
(57)【要約】
CAスペーサーペプチド 1(SP1)タンパク質前駆体 (p25)由来のウイルス Gagキャプシド (CA)タ
ンパク質 (p24)のプロセシングを破壊することによる HIV-1複製の阻害が開示される。 Gag 
p25タンパク質における変異を含むアミノ酸配列 (ジメチルスクシニルベツリン酸またはジ
メチルスクシニルベツリンによる p25から p24へのプロセシングの阻害の減少をもたらす変
異を伴う )、このような変異した配列をコードするポリヌクレオチド、およびこのような
変異した配列に選択的に結合する抗体もまた含まれる。阻害の方法、阻害化合物、および
HIV Gagタンパク質のタンパク質分解性プロセシングを標的化する阻害化合物を発見する
方法が含まれる。 1つの態様において、このような化合物は、プロテアーゼ酵素ではなく G
agタンパク質分解切断部位への結合によって、 Gagとの HIVプロテアーゼ酵素の相互作用を
阻害する。別の態様において、 Gagタンパク質分解部位の領域における変異を含むウイル
スまたは組換えタンパク質が、タンパク質分解性プロセシングを標的化する化合物を同定
するためのスクリーニングアッセイ法において使用され得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ を 阻 害 す る が 、 他 の
Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 患
者 に お け る HIV-1感 染 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 阻 害 が 、 処 理 さ れ た 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ビ リ オ ン の 量 を 有 意 に 減 少 さ せ ず 、 か つ /
ま た は 放 出 さ れ る ビ リ オ ン へ の RNAの 取 り 込 み の 量 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 示 さ な い 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 化 合 物 が 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ビ リ オ ン の 成 熟 を 阻 害 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 処 理 さ れ た 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ビ リ オ ン の 大 部 分 が 、 ウ イ ル ス 粒 子 に 関 し て 非 中 心
性 の 球 状 の 高 電 子 密 度 コ ア を 示 し 、 ウ イ ル ス 膜 の す ぐ 内 側 に 位 置 す る 半 月 状 高 電 子 密 度 層
を 有 し 、 か つ 減 少 し た 感 染 性 を 有 す る か ま た は 感 染 性 を 有 さ な い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 化 合 物 が CA-SP1と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を 阻 害 し 、 こ れ が ウ イ ル ス Gag p25タ ン
パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 を も た ら す が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ
段 階 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 CA-SP1と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 が 阻 害 さ れ る よ う に 化 合 物 が ウ イ ル ス Gagタ ン パ
ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 化 合 物 が 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の 切 断 部 位 の 近 傍 ま た は
そ の 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 CA-SP1切 断 部 位 と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を 阻
害 し て p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 を も た ら す 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 HIV感 染 細 胞 が 他 の HIV治 療 に 応 答 し な い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 患 者 が 少 な く と も 1つ の 抗 ウ イ ル ス 剤 と 組 み 合 わ せ て 化 合 物 を 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 ウ イ ル ス 剤 が 、 ジ ド ブ ジ ン 、 ラ ミ ブ ジ ン 、 ジ ダ ノ シ ン 、 ザ ル シ タ ビ ン 、 ス タ ブ ジ ン 、
ア バ カ ビ ル 、 ネ ビ ラ ピ ン (nevirapine)、 デ ラ ビ ル ジ ン (delavirdine)、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、
サ キ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 ア ン プ レ ナ ビ ル 、 ア デ フ ォ ビ
ル 、 ア タ ザ ナ ビ ル (atazanavir)、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 AL-721、 ア ン プ リ ゲ ン (ampligen)、
ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン 、 ポ リ マ ン ノ ア セ テ ー ト (polymannoacetate)、 カ ス タ ノ ス ペ
ル ミ ン (castanospermine)、 コ ン ト ラ カ ン (contracan)、 ク リ ー ム フ ァ ー マ テ ッ ク ス (creme
 pharmatex)、 CS-87、 ペ ン シ ク ロ ビ ル (penciclovir)、 フ ァ ム シ ク ロ ビ ル (famciclovir)、
ア シ ク ロ ビ ル 、 サ イ ト フ ォ ビ ル (cytofovir)、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 D-ペ
ニ シ ラ ミ ン 、 ト リ ナ ト リ ウ ム ホ ス ホ ノ ホ ル メ ー ト (trisodium phosphonoformate)、 フ シ ジ
ン 酸 、 HPA-23、 エ フ ロ ル ニ チ ン (eflormithine)、 ノ ノ キ シ ノ ー ル 、 ペ ン タ ミ ジ ン イ セ チ オ
ネ ー ト 、 ペ プ チ ド T、 フ ェ ニ ト イ ン 、 イ ソ ニ ア ジ ド 、 リ バ ビ リ ン 、 リ フ ァ ブ チ ン (refabuti
n)、 ア ン サ マ イ シ ン (ansamycin)、 ト リ メ ト レ キ サ ー ト 、 SK-818、 ス ラ ミ ン 、 UA001、 エ ン
フ ュ ー ビ ル タ イ ド (enfuvirtide)、 gp41由 来 ペ プ チ ド 、 CD4に 対 す る 抗 体 、 可 溶 性 CD4、 CD4
含 有 分 子 、 CD4-IgG2、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 9記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 患 者 が 免 疫 調 節 剤 、 抗 癌 剤 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ と 組 み 合 わ
せ て 化 合 物 を 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 化 合 物 が ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル ベ ツ リ ン 酸 ま た は ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル ベ ツ リ ン 誘 導 体 で あ
る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 化 合 物 が 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 (3',3'-ジ メ チ
ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -
ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 12記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 患 者 が 少 な く と も 1種 の 抗 ウ イ ル ス 剤 と 組 み 合 わ せ て 化 合 物 を 投 与 さ れ る 、 請 求 項 13記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 ウ イ ル ス 剤 が 、 ジ ド ブ ジ ン 、 ラ ミ ブ ジ ン 、 ジ ダ ノ シ ン 、 ザ ル シ タ ビ ン 、 ス タ ブ ジ ン 、
ア バ カ ビ ル 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 デ ラ ビ ル ジ ン 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 サ キ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 イ
ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 ア ン プ レ ナ ビ ル 、 ア デ フ ォ ビ ル 、 ア タ ザ ナ ビ ル 、 ヒ ド ロ キ
シ ウ レ ア 、 AL-721、 ア ン プ リ ゲ ン 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン 、 ポ リ マ ン ノ ア セ テ ー ト
、 カ ス タ ノ ス ペ ル ミ ン 、 コ ン ト ラ カ ン 、 ク リ ー ム フ ァ ー マ テ ッ ク ス 、 CS-87、 ペ ン シ ク ロ
ビ ル 、 フ ァ ム シ ク ロ ビ ル 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 サ イ ト フ ォ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 硫 酸 デ キ ス
ト ラ ン 、 D-ペ ニ シ ラ ミ ン 、 ト リ ナ ト リ ウ ム ホ ス ホ ノ ホ ル メ ー ト 、 フ シ ジ ン 酸 、 HPA-23、 エ
フ ロ ル ニ チ ン 、 ノ ノ キ シ ノ ー ル 、 ペ ン タ ミ ジ ン イ セ チ オ ネ ー ト 、 ペ プ チ ド T、 フ ェ ニ ト イ
ン 、 イ ソ ニ ア ジ ド 、 リ バ ビ リ ン 、 リ フ ァ ブ チ ン 、 ア ン サ マ イ シ ン 、 ト リ メ ト レ キ サ ー ト 、
SK-818、 ス ラ ミ ン 、 UA001、 エ ン フ ュ ー ビ ル タ イ ド 、 gp41由 来 ペ プ チ ド 、 CD4に 対 す る 抗 体
、 可 溶 性 CD4、 CD4含 有 分 子 、 CD4-IgG2、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 が 免 疫 調 節 剤 、 抗 癌 剤 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ と 組 み 合 わ
せ て 化 合 物 を 投 与 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ を 阻 害 す る が 、 他 の
Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 化 合 物 と 、 血 液 産 物 を 接 触 さ せ る 段
階 を 含 む 、 ヒ ト 血 液 産 物 を 処 理 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 阻 害 が 、 処 理 さ れ た 細 胞 か ら 放 出 さ れ る ウ イ ル ス の 量 を 有 意 に 減 少 さ せ ず 、 か つ /ま た
は 放 出 さ れ る ビ リ オ ン へ の RNAの 取 り 込 み の 量 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 、 請 求 項 17
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 化 合 物 が 処 理 さ れ た 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ビ リ オ ン の 成 熟 を 阻 害 す る 、 請 求 項 17記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 処 理 さ れ た 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ビ リ オ ン の 大 部 分 が 、 ビ リ オ ン に 関 し て 非 中 心 性 の
球 状 の 高 電 子 密 度 コ ア を 示 し 、 ウ イ ル ス 膜 の す ぐ 内 側 に 位 置 す る 半 月 状 高 電 子 密 度 層 を 有
し 、 か つ 減 少 し た 感 染 性 を 有 す る か ま た は 感 染 性 を 有 さ な い 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 化 合 物 が CA-SP1と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を 阻 害 し 、 こ れ が ウ イ ル ス Gag p25タ ン
パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 を も た ら す が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ
段 階 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 化 合 物 が 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の 切 断 部 位 の 近 傍 ま た は
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そ の 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 CA-SP1切 断 部 位 と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を 阻
害 て p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 を も た ら す 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 動 物 の 細 胞 に お け る HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の
方 法 :
　 (a)CA-SP1切 断 部 位 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 (b)CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 に 選 択 的 に 結 合 す る 、 標 識 さ れ た 物 質 を 加 え る 段 階 ;
お よ び
　 (c)CA-SP1切 断 部 位 へ の 、 試 験 化 合 物 の 結 合 と 標 識 さ れ た 物 質 の 結 合 の 間 の 競 合 を 測 定
す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 標 的 部 位 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 化 合 物 が 標 的 部 位 と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用
を 阻 害 す る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 CA-SP1が ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 標 識 さ れ た 物 質 が CA-SP1に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 抗 体 で あ り 、 対 照 と 比 較 し た 、 試 験 化 合
物 の 存 在 下 で タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 標 識 さ れ た 抗 体 の 量 の 変 化 を 測 定 す る 、 請 求 項 23記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 対 照 と 比 較 し て 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 標 識 さ れ た 3-O-(3',3'-
ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 の 量 の 変 化 を 測 定 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 、 標 識 さ れ た
物 質 が 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 標 識 が 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 高 電 子 密 度 物 質 、 放 射 性 同 位 元 素 、 お よ び こ れ ら の 組
み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 動 物 の 細 胞 中 に お け る HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め
の 方 法 :
　 (a)野 生 型 CA-SP1切 断 部 位 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で HIV-1プ ロ テ
ア ー ゼ と 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 (b)別 々 に 、 変 異 型 CA-SP1切 断 部 位 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 ま た は 代 替 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断
部 位 を 含 む タ ン パ ク 質 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ と 接 触 さ せ る 段 階 ;お
よ び
　 (c)変 異 型 Gagタ ン パ ク 質 の 切 断 量 ま た は 代 替 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む タ ン パ ク 質
の 切 断 量 に 対 す る 天 然 の 野 生 型 Gagタ ン パ ク 質 の 切 断 量 を 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 野 生 型 CA-SP1ま た は 変 異 型 CA-SP1ま た は 代 替 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 が ポ リ ペ プ チ ド 断
片 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Gagタ ン パ ク 質 が 蛍 光 部 分 お よ び 蛍 光 消 光 部 分 で 標 識 さ れ 、 各 々 が CA-SP1切 断 部 位 の 反
対 側 に 結 合 し 、 こ こ で 検 出 す る 段 階 が 蛍 光 部 分 か ら の シ グ ナ ル を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 請
求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 Gagタ ン パ ク 質 が 2つ の 蛍 光 部 分 で 標 識 さ れ 、 各 々 が CA-SP1切 断 部 位 の 反 対 側 に 結 合 し 、
こ こ で 検 出 す る 段 階 が 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 1つ の 部 分 か ら 他 の 部 分 へ の 蛍 光 エ ネ ル ギ
ー の 移 動 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 Gagタ ン パ ク 質 の 切 断 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 効 果 が 、 SP1ま た は p24(CA)に 結 合 す る 標 識
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化 さ れ た 抗 体 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 CAを 結 合 す る 標 識 化 抗 体 、 ま た は SP1を 結 合 す る 抗 体 が 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物
質 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 高 電
子 密 度 物 質 、 放 射 性 同 位 元 素 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子
で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 動 物 の 細 胞 中 に お け る HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め
の 方 法 :
　 (a)試 験 化 合 物 を 、 野 生 型 ウ イ ル ス 単 離 物 と 、 お よ び 別 々 に 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に 対 し て 耐 性 で あ る ウ イ ル ス 単 離 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ;な ら び に
　 (b)3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に 対 し て 耐 性 で あ る ウ イ ル ス 単 離 物 と
比 較 し て 、 野 生 型 ウ イ ル ス 単 離 物 に 対 し て よ り 活 性 で あ る 試 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 動 物 の 細 胞 中 に お け る HIV複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の
方 法 :
　 (a)HIV-1感 染 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ;な ら び に
　 (b)そ の 後 に 、 感 染 し た 細 胞 ま た は 放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 形 成 し
、 CA-SP1タ ン パ ク 質 の 切 断 が 起 こ っ た か 否 か を 決 定 す る た め に 溶 解 物 を 分 析 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 分 析 す る 段 階 が 、 p25が 存 在 す る こ と ま た は 存 在 し な い こ と を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 請
求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 分 析 す る 段 階 が 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 実 行 す る 段 階 、 お よ び p2
5に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て p25を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 分 析 す る 段 階 が 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の ゲ ル 電 気 泳 動 を 実 行 す る 段 階 、 お よ び 代 謝 的 に
標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 画 像 化 を 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 分 析 す る 段 階 が 、 p24か ら p25を 区 別 す る た め に 、 切 断 さ れ た p24(CA)ま た は SP1を 選 択 的
に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 HIV-1感 染 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ た 後 に 分 析 す る 段 階 を 含 む 、 動 物 の 細 胞 中 に お
け る HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 細 胞 に よ っ て
放 出 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 を 、 ウ イ ル ス 粒 子 に 関 し て 非 中 心 性 の 球 状 コ ア の 存 在 に つ い て 、
お よ び ウ イ ル ス 膜 の す ぐ 内 部 に 位 置 す る 半 月 状 の 高 電 子 密 度 層 を 有 す る こ と に つ い て 、 透
過 型 電 子 顕 微 鏡 を 使 用 す る こ と に よ っ て 分 析 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 HIV Gag p25タ ン パ ク 質 (CA SP1)に お け る 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 を
含 み 、 該 変 異 が 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25(CA-SP1)か ら p24
(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 p25の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 が 、 Gagと の HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 の 阻 害 の 減
少 に 起 因 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 p25の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 が 、 Gagへ の 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン
酸 の 結 合 の 減 少 に 起 因 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 p25の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 が 、 Gagの CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 で の DSBの 結
合 の 減 少 に 起 因 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ４ ６ 】
　 変 異 が CA-SP1の SP1領 域 中 に 位 置 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 変 異 が ア ミ ノ 酸 配 列 KARVL/IAEAMS(SEQ ID NO:1)中 に 位 置 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 変 異 が KARVLVEAMS(SEQ ID NO:2)ま た は KARVIAEVMS(SEQ ID NO:3)か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 お よ び SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 SEQ ID NO:4お よ び SEQ ID NO:6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 95
%同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 SEQ ID NO:8お よ び SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 80
%同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 SEQ ID NO:5お よ び SEQ ID NO:7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 95
%同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 SEQ ID NO:10の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 80%同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 54記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 培 地 中 で 請 求 項 55記 載 の 宿 主 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 培 地 か ら ポ リ ペ プ
チ ド を 回 収 す る 段 階 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 42記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 HIV-1、 HIV-2、 HTLV-I、 HTLV-II、 SIV、 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス (ALV)、 内 因 性 ト リ レ ト ロ
ウ イ ル ス (EAV)、 マ ウ ス 乳 腺 癌 ウ イ ル ス (MMTV)、 ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (FIV)、 ま た は ネ コ
白 血 病 ウ イ ル ス (FeLV)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 58記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 HIV-1で あ る 、 請 求 項 59記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 HIV CA-SP1タ ン パ ク 質 中 に 変 異 を 含 み 、 該 変 異 が 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ
リ ン 酸 に よ る p25の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 変 異 が 、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 ま た は SEQ ID NO:10の SP1領 域 中 に 位 置 す る 、 請
求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 お よ び SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ６ ４ 】
　 変 異 が KARVLVEAMS(SEQ ID NO:2)ま た は KARVIAEVMS(SEQ ID NO:3)か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 お よ び 10か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ
ー ド さ れ る 、 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る 、 請 求 項 61記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25(CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ
シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す HIV CA-SP1タ ン パ ク 質 の 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 的
に 結 合 す る 、 抗 体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 変 異 が CA-SP1の SP1領 域 中 に 位 置 す る 、 請 求 項 67記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 変 異 が KARVLVEAMS(SEQ ID NO:2)ま た は KARVIAEVMS(SEQ ID NO:3)か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 68記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 SEQ ID NO:2お よ び SEQ ID NO:3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 的 に 結 合
す る 、 請 求 項 67記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 SP1を 選 択 的 に 結 合 す る が 、 CA-SP1を 結 合 し な い 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 CAを 選 択 的 に 結 合 す る が 、 CA-SP1を 結 合 し な い 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ
ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ジ ヒ ド
ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 (3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ
ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ジ ヒ ド ロ ベ
ツ リ ン 酸 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 で は な い 、 請 求 項
23、 29、 35、 36、 ま た は 41記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 請 求 項 74に 記 載 の 1つ ま た は 複 数 の 化 合 物 、 ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 、 エ ス テ
ル 、 も し く は そ の プ ロ ド ラ ッ グ 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 む 薬 学 的 組 成 物
。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 請 求 項 23、 29、 35、 36、 ま た は 41に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 を 含 み 、 抗 ウ
イ ル ス 剤 を さ ら に 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル ベ ツ リ ン 酸 ま た は ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル ベ ツ リ ン 誘 導 体 を 含 む 、 請 求
項 76記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 化 合 物 が 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 (3',3'-ジ メ チ
ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -
ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 76記
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載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 抗 ウ イ ル ス 剤 が 、 ジ ド ブ ジ ン 、 ラ ミ ブ ジ ン 、 ジ ダ ノ シ ン 、 ザ ル シ タ ビ ン 、 ス タ ブ ジ ン 、
ア バ カ ビ ル 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 デ ラ ビ ル ジ ン 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 サ キ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 イ
ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 ア ン プ レ ナ ビ ル 、 ア デ フ ォ ビ ル 、 ア タ ザ ナ ビ ル 、 ヒ ド ロ キ
シ ウ レ ア 、 AL-721、 ア ン プ リ ゲ ン 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン 、 ポ リ マ ン ノ ア セ テ ー ト
、 カ ス タ ノ ス ペ ル ミ ン 、 コ ン ト ラ カ ン 、 ク リ ー ム フ ァ ー マ テ ッ ク ス 、 CS-87、 ペ ン シ ク ロ
ビ ル 、 フ ァ ム シ ク ロ ビ ル 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 サ イ ト フ ォ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 硫 酸 デ キ ス
ト ラ ン 、 D-ペ ニ シ ラ ミ ン 、 ト リ ナ ト リ ウ ム ホ ス ホ ノ ホ ル メ ー ト 、 フ シ ジ ン 酸 、 HPA-23、 エ
フ ロ ル ニ チ ン 、 ノ ノ キ シ ノ ー ル 、 ペ ン タ ミ ジ ン イ セ チ オ ネ ー ト 、 ペ プ チ ド T、 フ ェ ニ ト イ
ン 、 イ ソ ニ ア ジ ド 、 リ バ ビ リ ン 、 リ フ ァ ブ チ ン 、 ア ン サ マ イ シ ン 、 ト リ メ ト レ キ サ ー ト 、
SK-818、 ス ラ ミ ン 、 UA001、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 76記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 免 疫 調 節 剤 、 抗 癌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 抗 菌 剤 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を さ ら に 含 む 、 請
求 項 76記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 患 者 か ら の 血 液 を 採 取 す る 段 階 、 ウ イ ル ス RNAの 遺 伝 子 型 解 析 を 行 う 段 階 、 お よ び ウ イ
ル ス RNAが CA-SP1切 断 部 位 の 領 域 を コ ー ド す る 配 列 中 に 変 異 を 含 む か 否 か を 決 定 す る 段 階
を 含 む 、 個 体 が p25プ ロ セ シ ン グ を 阻 害 す る 化 合 物 に よ る 処 置 に 感 受 性 で あ る HIV-1に 感 染
し て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
連 邦 政 府 に よ っ て 資 金 援 助 さ れ た 研 究 開 発 に 関 す る 言 及
　 米 国 政 府 は 、 NIH/NIAIDに よ っ て 授 与 さ れ た 助 成 金 番 号 2R44AI051047-02に よ っ て 規 定 さ
れ る よ う に 、 本 発 明 に お け る 一 括 払 い ラ イ セ ン ス 、 お よ び 妥 当 な 条 件 に 対 し て 他 者 に ラ イ
セ ン ス 供 与 を 行 う こ と を 特 許 権 者 に 要 求 す る た め の 限 ら れ た 状 況 に お け る 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 HIV感 染 を 阻 害 す る 方 法 、 HIV感 染 の イ ン ヒ ビ タ ー 、 お よ び HIV感 染 の イ ン ヒ
ビ タ ー の 発 見 の 方 法 を 含 む 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る レ ン チ ウ イ ル
ス の メ ン バ ー で あ る 。 多 く の レ ト ロ ウ イ ル ス は 周 知 の 発 癌 性 物 質 で あ る 。 HIVは そ れ 自 体
、 ヒ ト ま た は 他 の 動 物 に お い て 癌 を 引 き 起 こ す こ と は 知 ら れ て い な い が 、 こ れ は 宿 主 に 対
し て 恐 る べ き 難 題 を 提 示 す る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 、 休 止 細 胞 と 分 裂 細 胞 の 両 方 に お い て そ
の 複 製 の 速 度 を ウ イ ル ス が 制 御 す る こ と を 可 能 に す る 多 く の 調 節 エ レ メ ン ト を 含 む 。 最 も
重 要 な こ と は 、 HIVが 免 疫 系 の 細 胞 に 感 染 お よ び 侵 入 し ;こ れ が 身 体 の 免 疫 系 を 破 壊 し 、 そ
し て 患 者 を 日 和 見 感 染 お よ び 新 生 物 に 対 し て 感 受 性 に す る 。 免 疫 欠 損 は 、 数 年 間 で 100%に
達 す る 高 い 死 亡 率 を 伴 っ て 、 進 行 性 お よ び 不 可 逆 性 で あ る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 HIV-1は 、 細 胞 表 面 抗 原 CD4(OKT4、 T4、 お よ び leu3と し て も ま た 知 ら れ る )を 発 現 す る 、
免 疫 系 の 細 胞 で あ る T4リ ン パ 球 に 対 し て 栄 養 性 か つ 細 胞 変 性 性 で あ る 。 ウ イ ル ス の 栄 養 性
は 、 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 gpl20と 細 胞 表 面 CD4分 子 と の 間 の 相 互 作 用 に 起 因
す る (Dalgleish et al. Nature 312:763-767(1984))。 こ れ ら の 相 互 作 用 は HIVに よ る 感 受
性 の 高 い 細 胞 の 感 染 を 媒 介 す る の み な ら ず 、 感 染 し た T細 胞 お よ び 感 染 し て い な い T細 胞 の
ウ イ ル ス 誘 導 性 融 合 物 の 原 因 で も あ る 。 こ の 細 胞 の 融 合 は 、 HIV感 染 患 者 に お い て 巨 大 な
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多 核 シ ン シ チ ウ ム の 形 成 、 細 胞 死 、 お よ び CD4細 胞 の 進 行 性 の 枯 渇 を 生 じ る 。 こ れ ら の 事
象 は 、 HIV誘 導 性 の 免 疫 抑 制 お よ び そ の 後 の 続 発 症 、 日 和 見 感 染 、 お よ び 新 生 物 を 生 じ る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 CD4 + T細 胞 に 加 え て 、 HIVの 宿 主 範 囲 は 単 核 食 細 胞 系 統 の 細 胞 を 含 み (Dalgleish et al.,
 前 出 )、 こ れ に は 、 血 液 単 球 、 組 織 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 皮 膚 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 お よ び
リ ン パ 節 中 の 樹 枝 状 細 網 細 胞 が 含 ま れ る 。 HIVは ま た 、 神 経 栄 養 性 で あ り 、 中 枢 神 経 系 に
お い て 単 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 感 染 可 能 で あ り 、 重 篤 な 神 経 学 的 損 傷 を 引 き 起 こ す 。
マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 単 球 は HIVの 主 要 な リ ザ ー バ ー で あ る 。 こ れ ら は 、 CD4保 有 T細 胞 と
相 互 作 用 お よ び 融 合 し 得 、 T細 胞 枯 渇 を 引 き 起 こ し 、 従 っ て AIDSの 病 原 性 に 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 HIV-1治 療 の た め の 薬 物 の 開 発 に お い て 顕 著 な 進 歩 が な さ れ て き た 。 HIVの 治 療 剤 に は 、
以 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い :AZT、 3TC、 ddC、 d4T、 ddI、 テ ノ ホ ビ ル 、 ア バ カ
ビ ル 、 ネ ビ ラ ピ ン (nevirapine)、 デ ラ ビ ル ジ ン (delavirdine)、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 サ キ ナ
ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 ロ ピ ナ ビ ル 、 お よ び ア ン プ レ ナ ビ ル
の 少 な く と も 1つ 、 ま た は 、 互 い に 組 み 合 わ せ る か 、 も し く は 生 物 学 的 に 基 づ く 抗 レ ト ロ
ウ イ ル ス 剤 も し く は 抗 体 (例 え ば 、 gp41由 来 ペ プ チ ド 、 エ ン フ ュ ー ビ ル タ イ ド (enfuvirtid
e)(Fuzeon;Timeris-Roche)お よ び T-1249(Trimeris)、 ま た は 可 溶 性 CD4、 CD4に 対 す る 抗 体
、 お よ び CD4も し く は 抗 CD4の 結 合 体 な ど )と 併 用 す る か 、 ま た は 本 明 細 書 中 に さ ら に 提 示
さ れ る よ う な 、 任 意 の 他 の 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 剤 も し く は 抗 体 。 こ れ ら の 薬 物 の 組 み 合 わ せ
が 特 に 有 効 で あ り 、 血 漿 中 で 検 出 不 可 能 な レ ベ ル ま で ウ イ ル ス RNAの レ ベ ル を 減 少 さ せ 得
、 ウ イ ル ス 耐 性 の 発 生 を 示 し 、 こ れ 伴 っ て 患 者 の 健 康 お よ び 寿 命 の 改 善 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 進 歩 に も 関 わ ら ず 、 現 在 利 用 可 能 な 薬 物 投 与 計 画 に は な お 問 題 が 存 在 す る 。 こ
れ ら の 薬 物 の 多 く は 重 大 な 毒 性 を 示 し 、 他 の 副 作 用 (例 え ば 、 脂 肪 の 再 分 布 )を 示 し 、 ま た
は コ ン プ ラ イ ア ン ス を 減 少 さ せ る 複 雑 な 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル を 必 要 と し 、 そ れ に よ っ て 効 力
を 限 定 す る 。 HIVの 耐 性 株 は 、 し ば し ば 、 組 み 合 わ せ 治 療 に 対 し て さ え 長 時 間 に わ た っ て
出 現 す る 。 こ れ ら の 薬 物 の 高 い コ ス ト も ま た 、 と り わ け 先 進 国 以 外 で の そ れ ら の 広 範 囲 な
使 用 に 対 す る 制 限 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 問 題 を 回 避 す る た め の さ ら な る 薬 物 の 開 発 の た め の 広 範 囲 な 必 要 性 が な お 存 在
す る 。 理 想 的 に は 、 こ れ ら は 、 組 み 合 わ せ 治 療 の た め に 必 要 な 装 備 一 式 に 加 え 、 ウ イ ル ス
生 活 環 に お け る 異 な る 段 階 を 標 的 化 し 、 か つ 最 少 の 毒 性 を 示 す が よ り 低 い 製 造 コ ス ト を 有
す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 HIVビ リ オ ン ア セ ン ブ リ ー は 、 ウ イ ル ス Gagポ リ タ ン パ ク 質 が 蓄 積 す る 感 染 細 胞 の 表 面 膜
で 起 こ り 、 細 胞 表 面 か ら 出 芽 す る 未 成 熟 ビ リ オ ン の ア セ ン ブ リ ー を も た ら す 。 ビ リ オ ン 中
で は 、 Gagが ウ イ ル ス プ ロ テ イ ナ ー ゼ (PR)に よ っ て 、 マ ト リ ッ ク ス (MA)タ ン パ ク 質 、 キ ャ
プ シ ド (CA)タ ン パ ク 質 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド (NC)タ ン パ ク 質 、 お よ び C末 端 p6構 造 タ ン パ
ク 質 に 切 断 さ れ る (Wiegers K. et al., J. Virol. 72:2846-2854 (1998))。 Gagプ ロ セ シ
ン グ は 、 内 部 ビ リ オ ン 構 造 の 再 組 織 化 、 「 成 熟 」 と 呼 ば れ る プ ロ セ ス を 誘 導 す る 。 成 熟 HI
V粒 子 中 で 、 MAは 膜 の 内 部 表 面 に 整 列 す る の に 対 し て 、 CAは NCと 複 合 体 形 成 す る ゲ ノ ム RNA
を 入 れ る 円 錐 状 コ ア を 形 成 す る 。 切 断 お よ び 成 熟 は 粒 子 形 成 の た め に 必 要 で は な い が 、 感
染 性 の た め に は 必 須 で あ る (Kohl, N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4686-469
0 (1998))。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 CAお よ び NCな ら び に NCお よ び p6は 、 そ れ ぞ れ 、 14ア ミ ノ 酸 お よ び 10ア ミ ノ 酸 の 短 い ス ペ
ー サ ー ペ プ チ ド (p2)(そ れ ぞ れ 、 ス ペ ー サ ー ペ プ チ ド 1(SP1)お よ び SP2)に よ っ て Gagポ リ タ
ン パ ク 質 上 で 分 離 さ れ る (Wiegers K. et al., J. Virol. 72:2846-2854(1998), Pettit, 
S.C. et al., J. Virol. 68:8017-8027 (1994), Liang et al. J. Virol. 76:11729-1173
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7 (2002))。 こ れ ら の ス ペ ー サ ー ペ プ チ ド は 、 粒 子 成 熟 の 間 、 そ れ ら の N末 端 お よ び C末 端
で PR-媒 介 性 切 断 に よ っ て 遊 離 さ れ る 。 HIV Gagポ リ タ ン パ ク 質 お よ び Gag-Polポ リ タ ン パ
ク 質 上 の 個 々 の 切 断 部 位 は 異 な る 部 位 で プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 こ の 順 次 的 な プ ロ セ シ ン グ が
最 終 生 成 物 の 前 に 一 時 的 に 現 れ る 中 間 体 を 生 じ る 。 こ の よ う な 中 間 体 は 、 ビ リ オ ン の 形 態
形 成 ま た は 成 熟 の た め に 重 要 で あ る か も し れ な い が 、 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 の 構 造 に 寄 与 し な
い (Weigers et al. お よ び Pettit, et al., 前 出 )。 最 初 の Gag切 断 事 象 は SP1の C末 端 で 起
こ り 、 N末 端 MA-CA-SP1中 間 体 を 、 C末 端 NC-SP2-p6中 間 体 か ら 分 離 す る 。 CA-SP1か ら MAを 、
お よ び p6か ら NC-SP2を 分 離 す る 引 き 続 く 切 断 は 、 約 10倍 遅 い 速 度 で 起 こ る 。 CAの C末 端 か
ら の SP1の 切 断 は 遅 発 性 の 事 象 で あ り 、 SP1-NC部 位 で の 切 断 よ り も 400倍 遅 い 速 度 で 起 こ る
(Weigers et al. お よ び Pettit, et al., 前 出 )。 未 切 断 の CA-SP1中 間 体 タ ン パ ク 質 は 代
替 的 に 「 p25」 と 名 付 け ら れ た の に 対 し て 、 切 断 さ れ た CAタ ン パ ク 質 は 「 p24」 と 名 付 け ら
れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 CAの C末 端 か ら の SP1の 切 断 は 、 Gagプ ロ セ シ ン グ カ ス ケ ー ド に お け る 最 後 の 事 象 の 1つ で
あ る よ う で あ り 、 最 終 的 な キ ャ プ シ ド 凝 縮 お よ び 成 熟 し た 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 の 形 成 の た
め に 必 要 で あ る 。 成 熟 ビ リ オ ン の 電 子 顕 微 鏡 写 真 は 、 高 電 子 密 度 の 円 錐 形 コ ア を 有 す る 粒
子 を 示 す 。 他 方 、 CA-SP1切 断 を 欠 く ウ イ ル ス 粒 子 の 電 子 顕 微 鏡 研 究 は 、 球 状 の 高 電 子 密 度
リ ボ ヌ ク レ オ タ ン パ ク 質 コ ア お よ び ウ イ ル ス 膜 の す ぐ 内 側 に 位 置 す る 半 月 状 の 高 電 子 密 度
層 を 有 す る 粒 子 を 示 す (Weigers et al. 前 出 )。 CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 の 変 異 は
、 Gagプ ロ セ シ ン グ お よ び 通 常 の 成 熟 プ ロ セ ス を 破 壊 し 、 そ れ に よ っ て 非 感 染 性 ウ イ ル ス
粒 子 の 産 生 を 生 じ る こ と が 示 さ れ て き た (Weigers et al. 前 出 )。 表 現 型 的 に は 、 こ れ ら
の 粒 子 は Gagプ ロ セ シ ン グ の 欠 損 (こ れ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お け る p25(CA-SP1)
の 存 在 に お い て そ れ 自 体 を 明 ら か に す る )、 お よ び 欠 損 性 の キ ャ プ シ ド 凝 縮 か ら 生 じ る 上
記 の 異 常 な 粒 子 形 態 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 前 に 、 ベ ツ リ ン 酸 お よ び プ ラ タ ン 酸 (platanic acid)が Syzigium claviflorumか ら 単
離 さ れ 、 抗 HIV活 性 を 有 す る こ と が 決 定 さ れ た 。 ベ ツ リ ン 酸 お よ び プ ラ タ ン 酸 は 、 そ れ ぞ
れ 1.4μ Mお よ び 6.5μ Mの EC 5 0 値 で 、 か つ そ れ ぞ れ 9.3お よ び 14の 治 療 指 数 (T.I.)値 で 、 H9
リ ン パ 球 細 胞 中 で HIV-1複 製 に 対 し て 阻 害 活 性 を 示 し た 。 ベ ツ リ ン 酸 の 水 素 付 加 は ジ ヒ ド
ロ ベ ツ リ ン 酸 を 生 じ 、 こ れ は 、 0.9の EC 5 0 値 お よ び 14の T.I.値 で 、 わ ず か に よ り 強 力 な 抗 H
IV活 性 を 示 し た (Fujioka, T., et al., J. Nat. Prod. 57:243-247 (1994))。 特 定 の 置 換
型 ア シ ル 基 (3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル 基 お よ び 3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル 基 )を 有 す る ベ
ツ リ ン 酸 の エ ス テ ル 化 は 、 増 強 し た 活 性 を 有 す る 誘 導 体 を 産 生 す る (Kashiwada, Y., et a
l., J. Med. Chem. 39:1016-1017 (1996))。 強 力 な 抗 HIV剤 で あ る ア シ ル 化 ベ ツ リ ン 酸 お
よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 は ま た 、 米 国 特 許 第 5,679,828号 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 抗 HIV
ア ッ セ イ は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )-ベ ツ リ ン 酸 お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 ア
ナ ロ グ の 両 方 が 急 性 感 染 し た H9リ ン パ 球 中 で 極 度 に 強 力 な 抗 HIV活 性 を 、 そ れ ぞ れ 1.7× 10
- 5 μ M未 満 の EC 5 0 値 で 実 証 す る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 そ れ ぞ れ 970,000よ り 高
い 、 お よ び 400,000よ り 高 い 顕 著 な T.I.値 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 米 国 特 許 第 5,468,888号 は 、 ル パ ン (lupane)
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の 28ア ミ ド 誘 導 体 を 開 示 し 、 こ れ は HIV感 染 細 胞 に 対 し て 細 胞 保 護 効 果 を 有 す る と し て 記
載 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 日 本 国 特 許 出 願 第 JP 01 143,832号 は 、 抗 癌 剤 の 分 野 に お い て 有 用 で あ る ベ ツ リ ン お よ
び そ の 3,28ジ エ ス テ ル を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 米 国 特 許 第 6,172,110号 は 、 以 下 の 式 ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る そ の 塩 を 有 す る 、 ベ ツ
リ ン 酸 お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン の 誘 導 体 を 開 示 す る 。

ベ ツ リ ン お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン の 誘 導 体
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で R 1 は C 2 -C 2 0 置 換 型 ま た は 非 置 換 型 の カ ル ボ キ シ ア シ ル で あ り 、 R 2 は C 2 -C 2 0 置 換 型
ま た は 非 置 換 型 の カ ル ボ キ シ ア シ ル で あ り ;か つ R 3 は 水 素 、 ハ ロ ゲ ン 、 ア ミ ノ 、 置 換 さ れ
て い て も よ い モ ノ ア ル キ ル ア ミ ノ も し く は ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ま た は --OR 4 で あ り 、 こ こ
で R 4 は 水 素 、 C 1 - 4 ア ル カ ノ イ ル 、 ベ ン ゾ イ ル 、 ま た は C 2 -C 2 0 置 換 型 も し く は 非 置 換 型 の カ
ル ボ キ シ ア シ ル で あ り ;こ こ で 破 線 は C20と C29の 間 の 任 意 の 二 重 結 合 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 米 国 特 許 出 願 第 60/413,451号 は 、 3,3-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル ベ ツ リ ン を 開 示 し 、 こ れ は 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 Zhu, Y-M. et al., Bioorg. Chem Lett. 11:3115-3
118 (2001); Kashiwada Y. et al., J. Nat. Prod. 61:1090-1095 (1998); Kashiwada Y.
 et al., J. Nat. Prod. 63:1619-1622 (2000); お よ び Kashiwada Y. et al., Chem. Pha
rm. Bull. 48:1387-1390 (2000)は 、 ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル ベ ツ リ ン 酸 お よ び ジ メ チ ル ス ク
シ ニ ル オ レ ア ノ ー ル 酸 を 開 示 す る 。 コ ハ ク 酸 を 用 い る ベ ツ リ ン の 3'炭 素 の エ ス テ ル 化 は 、
HIV-1活 性 を 阻 害 す る こ と が 可 能 な 化 合 物 を 産 生 し た (Pokrovskii, A.G. et al., Gos. Na
uchnyi Tsentr Virusol. Biotekhnol. 「 Vector,」 9:485-491 (2001))。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 公 開 さ れ た 国 際 公 開 公 報 第 02/26761号 は 、 真 菌 感 染 を 処 置 す る た め の ベ ツ リ ン お よ び そ
の ア ナ ロ グ の 使 用 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ウ イ ル ス の 薬 物 耐 性 株 に 対 し て 有 効 で あ る 新 規 な HIV阻 害 方 法 に つ い て の 必 要 性 が 存 在
す る 。 本 発 明 の ス ト ラ テ ジ ー は 、 認 可 さ れ た 治 療 と は 異 な る 方 法 に お い て ウ イ ル ス を 阻 害
す る 治 療 方 法 お よ び 化 合 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 お よ び 方 法 は 、 新 規 な 作 用 の メ カ ニ ズ ム を 有 し 、 そ れ ゆ え に 、 現 在 の 逆
転 写 酵 素 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー に 対 し て 耐 性 で あ る HIV株 に 対 し て 活 性 で あ る
。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 は 、 HIV/AIDSを 処 置 す る た め の 完 全 に 新 規 な ア プ ロ ー チ を 提 供
す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
発 明 の 簡 単 な 概 要
　 一 般 的 に 、 本 発 明 は 、 HIV-1 Gagタ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ を 標 的 化
す る 、 阻 害 方 法 、 阻 害 化 合 物 、 お よ び 阻 害 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 1つ の 態 様
に お い て 、 こ の よ う な 化 合 物 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 の HIV-1 Gagタ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用
を 阻 害 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 相 互 作 用 の こ の よ う な 阻 害 は 、 Gagへ の 化 合 物 の 結 合 を
介 し て 起 こ る 。 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 (DSB)に よ る HIV-1の CA-SP1タ
ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 の 阻 害 は 1つ の 例 で あ る が 、 他 の タ ン パ ク 質 分 解 部 位 が 、 DSB
が Gagと 相 互 作 用 す る の と 同 様 の 様 式 で 基 質 と 相 互 作 用 す る 阻 害 化 合 物 を 使 用 す る 同 様 の
ア プ ロ ー チ に よ っ て 標 的 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 第 1の 局 面 は 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ
ン グ を 阻 害 す る が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に 効 果 を 有 さ な い 方 法 に 指 向 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 第 2の 局 面 は 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ
ン グ を 阻 害 す る が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に 効 果 を 有 さ な い 化 合 物 を 同 定 す る た め の
方 法 に 指 向 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 第 3の 局 面 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る
た め の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 ま た は 薬 学 的 組 成 物 に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 第 4の 局 面 は 、 Gag p25タ ン パ ク 質 中 に 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配
列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 指 向 さ れ 、 該 変 異 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ
リ ン 酸 に よ る p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 。 本 発 明 の こ の 局 面 は
ま た 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 宿 主 細 胞 、 な ら び に 該 タ ン
パ ク 質 を 作 製 す る 方 法 に 指 向 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 第 5の 局 面 は 、 Gag p25タ ン パ ク 質 中 に 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 に 指 向 さ れ 、 該
変 異 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ
の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 第 6の 局 面 は 、 Gag p25タ ン パ ク 質 中 に 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 的 に 結 合
す る 抗 体 に 指 向 さ れ 、 該 変 異 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25
か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 。 該 抗 体 を 作 製 す る 方 法 、 該 抗 体 を 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 お よ び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 方 法 も ま た 、 本 発 明 の こ の 局
面 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 第 7の 局 面 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
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た は 抗 体 を 含 む キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 処 理 さ れ た 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 の 成 熟 を ブ ロ ッ ク す
る 化 合 物 と 該 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 動 物 の 細 胞 中 の HIV-1感 染 を 阻 害 す る 方 法 に
関 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 放 出 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 は 、 凝 縮 さ れ て い な い コ ア お よ び
ウ イ ル ス 膜 の 近 傍 の 独 特 の 薄 い 高 電 子 密 度 層 を 示 し 、 か つ 減 少 し た 感 染 性 を 有 す る 。 ウ イ
ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 の プ ロ セ シ ン グ を 阻 害 し 、 か つ ウ イ ル ス 粒 子 の 成 熟 を 破 壊 す る こ
と の 両 方 を 行 う 化 合 物 と 、 動 物 細 胞 を 接 触 さ せ る 方 法 が 含 ま れ る 。 HIV感 染 細 胞 を 処 理 す
る 方 法 も ま た 含 ま れ 、 こ こ で 、 該 細 胞 に 感 染 す る HIVは 他 の HIV治 療 に 応 答 し な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ を
阻 害 す る が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に 効 果 を 有 さ な い 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 を
さ ら に 含 む 。 こ の 方 法 は 、 HIV-1感 染 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び そ の 後
で 、 p25の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 放 出 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 を 分 析 す る 段 階 を 含 む 。 p25を
検 出 す る た め の 方 法 に は 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び p25に
対 す る 抗 体 を 使 用 す る 検 出 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 な ら び に 代 謝 的 に 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 画
像 化 が 含 ま れ る 。 p25を 検 出 す る た め の 方 法 に は ま た 、 p24か ら p25を 区 別 す る た め に 、 p25
ま た は SP1に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る イ ム ノ ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル
ア ッ セ イ が 実 行 さ れ 得 、 こ こ で は 、 界 面 活 性 剤 で 可 溶 化 さ れ た ウ イ ル ス 中 の p25が 、 プ ラ
ス チ ッ ク マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト に 結 合 す る SP1に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 捕 捉 さ れ る 。
洗 浄 段 階 の 後 、 結 合 し た p25が 、 適 切 な 検 出 試 薬 (例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ の た
め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )に 結 合 体 化 さ れ て い る 、 p24に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ
れ る 。 こ の メ カ ニ ズ ム を 通 し て 作 用 す る 化 合 物 で 処 理 さ れ た 細 胞 に よ っ て 放 出 さ れ た ウ イ
ル ス は 、 未 処 理 の ビ リ オ ン と 比 較 し て p25の レ ベ ル の 増 加 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 に 指 向 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 HIV-1感 染 細
胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び そ の 後 で 、 接 触 し た 細 胞 に よ っ て 放 出 さ れ る ウ
イ ル ス 粒 子 を 薄 片 作 製 お よ び 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 す る 段 階 、 な ら び に ビ リ オ ン
粒 子 が 、 凝 縮 さ れ て い な い コ ア お よ び ウ イ ル ス 膜 の 近 傍 の 独 特 な 薄 い 高 電 子 密 度 層 を 用 い
て 検 出 さ れ る か 否 か を 同 定 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 述 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 に 指 向 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24タ ン パ ク 質 (CA)へ の プ ロ セ シ ン
グ を 破 壊 す る 化 合 物 を 使 用 す る 段 階 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 非 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 の 形 成 を
生 じ る 、 動 物 の 細 胞 中 の HIV-1複 製 を 阻 害 す る 方 法 に 指 向 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 CA-SP1切 断 が 欠 損 し て い る 変 異 体 ウ イ ル ス は 非 感 染 性 で あ る こ と が 示 さ れ た (Wiegers K
. et al., J. Virol. 72:2846-2854 (1998))。 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン
酸 (DSB)が 、 p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 し か つ HIV-1複 製 を 強 力 に 阻 害 す る 化 合 物
の 例 で あ る 。 こ の 化 合 物 の 活 性 は 、 p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ 段 階 に 特 異 的 で あ り 、 Ga
gプ ロ セ シ ン グ に お け る 他 の 段 階 に は 特 異 的 で は な い 。 さ ら に 、 DSB処 理 は 、 図 3に 記 載 さ
れ る よ う に 異 常 な HIV粒 子 形 態 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 変 異 型 の HIV-1が 生 成 て お り 、 こ こ で SP1配 列 が 改 変 さ れ て 、 こ れ ら の 株 を CA-SP1プ ロ セ
シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 に 対 し て 耐 性 に し て い る 。 こ れ ら の 変 異 体 ウ イ ル ス に つ い て の デ
ー タ を 使 用 し て 、 こ れ ら の 化 合 物 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 に 関 与 す る 天 然 の Gag中 の ア ミ ノ 酸 残
基 を 同 定 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 CA-SP1プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 は 、 こ れ ら の
ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 の 領 域 と HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 。 別

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-520756 A 2006.9.14



の 態 様 に お い て 、 CA-SP1プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 は 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む
領 域 に 結 合 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 CA-SP1プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 は 、 Gagの 別
の 領 域 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て CA-SP1切 断 部 位 領 域 と の HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を
阻 害 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 CA-SP1切 断 部 位 領 域 中 に 変 異 を 含 む ウ イ ル ス ま た は 組 換 え
タ ン パ ク 質 は 、 CA-SP1プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 (DSB)に よ る CA-SP1の プ ロ セ シ ン グ の 破 壊
に 関 与 す る HIV-1 Gag中 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 DSBに 対 す る 耐 性 に つ い て 選 択 さ れ た ウ イ ル ス
単 離 物 の Gag-Pol遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 耐 性 ウ
イ ル ス か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 DSB感 受 性 HIV-1単 離 物 か ら の Gag-Pol遺 伝 子 配 列 と 比 較 さ
れ た 。 2つ の 単 一 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 、 Gagポ リ タ ン パ ク 質 (図 4を 参 照 さ れ た い )中 で の 、 残
基 364に お け る ア ラ ニ ン (Ala)か ら バ リ ン (Val)へ の 置 換 (SEQ ID NO:4)お よ び 第 2の 単 離 物
中 で の 残 基 366に お け る 変 化 (SEQ ID NO:6)が DSB-耐 性 ウ イ ル ス 中 で 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の
残 基 は 、 CA-SP1切 断 部 位 の す ぐ 下 流 に 位 置 す る (SP1の N末 端 )。 ア ラ ニ ン は 、 Los Alamos N
ational Laboratoryデ ー タ ベ ー ス 中 で す べ て の HIV-1分 岐 群 を 通 し て こ れ ら の 位 置 で 高 度
に 保 存 さ れ て い る 。 CA-SP1切 断 部 位 の 上 流 お よ び 下 流 の 5ア ミ ノ 酸 残 基 も ま た 、 種 々 の 分
岐 群 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 し か し 、 多 数 の 分 岐 群 中 の 切 断 部 位 の 上 流 の 1残 基 で イ
ソ ロ イ シ ン が ロ イ シ ン に 置 き 換 わ っ て い る (図 4、 SEQ ID NO:1を 参 照 さ れ た い )(「 HIV Seq
uence Compendium 2002,」 Kuiken et al.編 、 Los Alamos National Laboratory, Los Ala
mous, NM)。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 (DSB)の 構 造
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 動 物 の 細 胞 中 の HIV-1複 製 を 阻 害 す る 方 法 を 含 み 、 こ の 方 法 は 、 HIVプ ロ
テ ア ー ゼ と CA-SP1と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 と 感 染 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 、 こ
れ が 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 を も た ら
す が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に は 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 動 物 の 細 胞 中 の HIV-1複 製 を 阻 害 す る 方 法 を 含 み 、 こ の 方 法 は 、 ウ イ ル
ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ を 阻 害 す る 化 合 物 と 感 染 細 胞
を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 、 放 出 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 を 非 感 染 性 に す る が 、
他 の Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に は 有 意 な 効 果 を 有 さ ず 、 か つ /ま た は 、 こ こ で 該 阻 害 は 、 処 理
さ れ た 細 胞 か ら 放 出 さ れ る ウ イ ル ス の 量 を 有 意 に 減 少 さ せ ず 、 か つ /も し く は 、 放 出 さ れ
た ビ リ オ ン へ の RNAの 取 り 込 み の 量 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 。 本 発 明 は ま た 、 動 物
の 細 胞 中 の HIV-1複 製 を 阻 害 す る 方 法 に 拡 張 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 処 理 さ れ た 感 染 細 胞 か ら
放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 の 成 熟 を 阻 害 す る 化 合 物 と 感 染 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 1
つ の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 は 、 球 状 の 高 電 子 密 度 コ ア を 示 し 、
こ れ は 、 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 に 付 随 す る 円 錐 状 コ ア 構 造 で は な く む し ろ ウ イ ル ス 粒 子 に 関 し
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て 中 心 性 で な く 、 ウ イ ル ス 膜 の す ぐ 内 側 に 位 置 す る 半 月 状 の 高 電 子 密 度 層 を 有 し 、 か つ 減
少 し た 感 染 性 を 有 す る か ま た は 感 染 性 を 有 さ な い 。 あ る ウ イ ル ス 粒 子 は ま た 、 上 記 の 変 化
し た コ ア 構 造 を 示 す ウ イ ル ス 粒 子 の 大 部 分 と と も に 円 錐 状 コ ア 構 造 を 示 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 異 常 な p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ は ま た 、 他 の 成 熟 出 芽 欠 損 に お い て 見 ら れ る (Wild,
 C.T. et al., XIV Int. AIDS Conf., Barcelona, Spain, Abstract MoPeA3030 (2002年 7
月 ))。 こ れ ら の 欠 損 は 、 Gag後 期 ド メ イ ン (PTAP)中 の 変 異 ま た は 出 芽 を 破 壊 す る TSG-101媒
介 ウ イ ル ス ア セ ン ブ リ ー の 欠 損 を 含 ん だ (Garrus, J.E et al., Cell 107:55-65 (2001)お
よ び Demirov, D.G. et al., J. Virology 76:105-117 (2002))。 し か し 、 こ れ ら の 変 異 が
ウ イ ル ス 放 出 の 阻 害 を 引 き 起 こ す の に 対 し て 、 DSB処 理 は ウ イ ル ス 放 出 に 対 し て 有 意 な 効
果 を 有 し な い 。 こ れ ら の 成 熟 /出 芽 変 異 体 の 形 態 は ま た 、 DSB処 理 後 に 観 察 さ れ る も の と は
全 く 異 な る 。 さ ら に 、 ウ イ ル ス RNAダ イ マ ー 化 を 妨 害 し 、 か つ 欠 損 性 コ ア 構 造 を 有 す る 未
成 熟 ウ イ ル ス の 産 生 を も た ら す 変 異 は 、 類 似 の Gagプ ロ セ シ ン グ 表 現 型 を 与 え る (Liang, C
. et al., J. Virology, 73:6147-6151, (1999))。 し か し 、 こ れ ら の 場 合 に お い て 、 RNA
取 り 込 み は 阻 害 さ れ 、 粒 子 の 形 態 は DSB処 理 後 の も の と は 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ る 動 物 の 細 胞 中 の HIV-1複 製 を 阻 害 す る 方 法 は 、 ウ イ ル ス Gag p25
タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の 切 断 部 位 の 近 傍 ま た は そ の 部 位 に 結 合 す る 化 合 物 を
含 み 、 そ れ に よ っ て 、 CA-SP1切 断 部 位 と の HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 開 示 さ れ た 方 法 の い ず れ か を 含 み 、 こ こ で 、 該 細 胞 に 感 染 す る HIVは 他 の HIV治
療 に 応 答 し な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 HIV Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)中 の 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 該 変 異 は 、 DSBに よ る p25(CA-SP1)か ら p24(CA)へ の
プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 CA-SP1切 断 部 位 の
近 傍 に 任 意 で 位 置 す る か 、 ま た は CA-SP1の SP1領 域 中 に 任 意 で 位 置 す る 変 異 を 含 む 。 該 変
異 は 、 KARVLVEAMS(SEQ ID NO:2)ま た は KARVIAEVMS(SEQ ID NO:3)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 存 在 し 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 SEQ ID NO:4、 SEQ I
D NO:6、 SEQ ID NO:8、 ま た は SEQ ID NO:9と し て 示 さ れ る 配 列 に 及 ぶ 。 本 発 明 は ま た 、 該
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 、 な ら び に 、 該 細 胞 を 培 地
中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 お よ び 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 段 階 を 含 む 、 該 ポ リ
ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 ま た は SEQ ID NO:9か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 ま た は SE
Q ID NO:10に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ れ は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ
ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を 生 じ 、 お よ
び ま た 、 こ こ で 該 変 異 は 、 CA-SP1の SP1領 域 中 に 任 意 で 位 置 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 、 お よ び 該 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る
方 法 に 指 向 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 培 地 中 で 該 宿 主 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 培
地 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 天 然 の 状 態 か ら 「 人 の 手 に よ っ て 」 変 化 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
「 単 離 さ れ た 」 組 成 物 ま た は 物 質 が 天 然 に 存 在 す る 場 合 、 こ れ は そ の 天 然 の 環 境 か ら 変 化
し た か ま た は 取 り 出 さ れ た か 、 ま た は そ の 両 方 で あ る 。 本 発 明 の 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子
は ま た 、 核 酸 分 子 、 DNA、 ま た は RNAを 意 図 し 、 そ の 天 然 の 環 境 か ら 取 り 出 さ れ て い る 。 例
え ば 、 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 組 換 え DNA分 子 は 、 本 発 明 の 目 的 の た め に 単 離 さ れ る と 見 な
さ れ る 。 単 離 さ れ た DNA分 子 の さ ら な る 例 に は 、 異 種 宿 主 細 胞 中 に 維 持 さ れ た 組 換 え DNA分
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子 、 ま た は 溶 液 中 の 精 製 さ れ た (部 分 的 ま た は 実 質 的 に )DNA分 子 が 含 ま れ る 。 単 離 さ れ た R
NA分 子 に は 、 本 発 明 の DNA分 子 の イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ RNA転 写 物 が 含 ま れ る 。 本 発 明
に 従 う 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は さ ら に 、 合 成 的 に 産 生 さ れ た こ の よ う な 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 一 般 的 に 、 修 飾 さ れ て い な い RNAも し く は DNAま た は 修 飾 さ
れ た RNAも し く は DNAで あ り 得 る 、 任 意 の ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド を い う 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 非 限 定 的 に 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 DNA、
一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 領 域 の 混 合 物 で あ る DNA、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 RNA、 な ら び に 一 本 鎖 お
よ び 二 本 鎖 領 域 の 混 合 物 で あ る RNA、 DNAお よ び RNAを 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 (一 本 鎖 も し く
は よ り 代 表 的 に は 二 本 鎖 、 ま た は 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 領 域 の 混 合 物 で あ り 得 る )が 含 ま れ
る 。 さ ら に 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 RNAも し く は DNA、 ま た は RNAと DNAの 両 方 を 含 む
三 本 鎖 領 域 を い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と い う 用 語 は ま た 、 1つ ま た は 複 数 の 修 飾 さ れ た 塩
基 を 含 む DNAま た は RNA、 お よ び 安 定 性 ま た は 他 の 理 由 の た め に 修 飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン を
有 す る DNAま た は RNAを 含 む 。 「 修 飾 さ れ た 」 塩 基 に は 、 例 え ば 、 ト リ チ ウ ム 化 塩 基 お よ び
通 常 で な い 塩 基 (イ ノ シ ン な ど )が 含 ま れ る 。 種 々 の 修 飾 が DNAお よ び RNAに な さ れ て き て お
り 、 従 っ て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 典 型 的 に 天 然 に お い て 見 い 出 さ れ る よ う な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 、 化 学 的 、 酵 素 的 、 ま た は 代 謝 的 に 修 飾 さ れ た 型 、 な ら び に ウ イ ル ス お よ び
細 胞 に 特 徴 的 な DNAお よ び RNAの 化 学 型 を 含 む 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た 、 比 較 的 短 い ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 し ば し ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 修 飾 ペ プ チ ド 結 合 、 す な わ ち 、 ペ プ チ ド ア
イ ソ ス タ ー に よ っ て 互 い に 結 合 さ れ る 2つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意 の ペ プ チ
ド ま た は タ ン パ ク 質 を い う 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 一 般 的 に ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド
、 ま た は オ リ ゴ マ ー と 一 般 的 に い わ れ る 短 い 鎖 、 お よ び タ ン パ ク 質 と 一 般 的 に い わ れ る よ
り 長 い 鎖 の 両 方 を い う 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 20種 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 以 外 の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 に は 、 天 然 の プ ロ セ ス (例 え ば 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ )
、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 化 学 修 飾 技 術 に よ っ て の い ず れ か で 修 飾 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 。 こ の よ う な 修 飾 は 基 本 的 な 教 科 書 、 よ り 詳 細 な 学 術 論 文 、 な ら び に 膨 大 な 研 究 文
献 中 に 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の ど こ で も 存 在 し 得 、 こ れ に は バ
ッ ク ボ ー ン 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 、 お よ び ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 が 含 ま れ る 。 同 じ 型
の 修 飾 が 、 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド 中 の い く つ か の 部 位 で 同 じ か ま た は 変 化 し た 程 度 で 存 在 し
得 る こ と が 理 解 さ れ る 。 ま た 、 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド が 多 く の 型 の 修 飾 を 含 み 得 る 。 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 ユ ビ キ チ ン 結 合 の 結 果 と し て 分 枝 さ れ 得 、 お よ び 分 枝 を 有 す る か ま た は 有 さ な
い 環 状 で あ り 得 る 。 環 状 ポ リ ペ プ チ ド 、 分 枝 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 分 枝 環 状 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 翻 訳 後 天 然 プ ロ セ ス か ら 生 じ 得 、 ま た は 合 成 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ 得 る 。 修 飾 に は 、
ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADP-リ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 、 ヘ ム 部 分 の 共
有 結 合 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 脂 質 ま た は 脂 質 誘 導 体 の 共
有 結 合 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 、 架 橋 、 環 状 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成
、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 架 橋 の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル
ミ ル 化 、 γ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ー ド
化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ
ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化 、 タ ン パ ク 質 へ の 転 移 RNA媒 介 付 加 (例 え ば ア ル ギ
ニ ン 化 )、 お よ び ユ ビ キ チ ン 結 合 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 変 異 体 」 と は 、 こ の 用 語 が 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 参 照 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ペ プ チ ド と は そ れ ぞ れ 異 な る が 、 本 質 的 な 特 性 を 保 持 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 代 表 的 な 変 異 体 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
別 の 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 異 な る 。 変 異 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 は 、 参 照 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ て も よ い し 、 変
化 さ せ な く て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 は 、 以 下 に 議 論 す る よ う に 、 参 照 配 列 に よ っ て

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-520756 A 2006.9.14



コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 中 で の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 融 合 、 お よ び 短 縮 を 生 じ
得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 代 表 的 な 変 異 体 は 、 別 の 参 照 ポ リ ペ プ チ ド と は ア ミ ノ 酸 配 列 で 異 な
る 。 一 般 的 に 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 改 変 体 の 配 列 が 全 体 と し て 密 接 に 類 似 し 、 か つ 多
く の 領 域 中 で 同 一 で あ る よ う に 、 違 い は 限 定 さ れ る 。 変 異 体 お よ び 参 照 ポ リ ペ プ チ ド は 、
1つ ま た は 複 数 の 、 任 意 の 組 み 合 わ せ の 置 換 、 付 加 、 欠 失 に よ っ て ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な り
得 る 。 置 換 ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 遺 伝 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で あ
っ て も よ い し 、 そ う で な く て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 は 天
然 に 存 在 し て も よ い し (例 え ば 対 立 遺 伝 子 改 変 体 な ど )、 ま た は こ れ は 天 然 に 存 在 す る こ と
が 知 ら れ て い な い 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 に
存 在 し な い 変 異 体 は 、 変 異 誘 発 技 術 ま た は 直 接 的 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か 1つ に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 (ま た は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ま た は ア ナ ロ グ )は 、 (i)少 な く と も 1
つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 存 性 ま た は 非 保 存 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 (1つ の 保 存 性 ア ミ ノ
酸 残 基 、 ま た は 少 な く と も 1つ で あ る が 10を 超 え な い 保 存 性 ア ミ ノ 酸 残 基 )で 置 換 さ れ て お
り 、 か つ こ の よ う な 置 換 型 ア ミ ノ 酸 残 基 が 遺 伝 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る も の で も
コ ー ド さ れ て い な い も の で も よ い も の 、 (ii)1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含
む も の 、 (iii)成 熟 ポ リ ペ プ チ ド が 別 の 化 合 物 (例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ
る た め の 化 合 物 (例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )な ど )と 融 合 さ れ て い る も の 、 ま た は (
iv)さ ら な る ア ミ ノ 酸 が 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ て い る も の (例 え ば 、 IgG:Fc融 合 領 域
ペ プ チ ド ま た は リ ー ダ ー 配 列 も し く は 分 泌 配 列 ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド も し く は プ ロ タ ン
パ ク 質 配 列 の 精 製 の た め の 利 用 さ れ る 配 列 な ど )で あ り 得 る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 本 明
細 書 中 の 教 示 か ら 、 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る と 見 な さ れ る 。 こ れ ら の 変 異 体 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 「 変 異 体 」 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合
、 「 改 変 体 」 と い う 用 語 と 等 価 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 荷 電 ア ミ ノ 酸 の 別 の 荷 電 ア ミ ノ 酸 と の 置 換 、 お よ び 中 性 ま た は 負 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 と
の 置 換 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 ア ル ギ ニ ン
残 基 お よ び リ ジ ン 残 基 )の 1つ ま た は 複 数 が 、 例 え ば 、 フ リ ン (furin)ま た は ケ キ シ ン (kexi
n)な ど の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 望 ま し く な い プ ロ セ シ ン グ を 除 去 す る た め に 別 の 残 基 で 欠 失
ま た は 置 換 さ れ 得 る 。 凝 集 の 防 止 が 高 度 に 所 望 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 凝 集 は 、 活 性 の 損 失
を 生 じ る の み な ら ず 、 薬 学 的 処 方 物 を 調 製 す る 際 に ま た 問 題 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は
免 疫 原 性 で あ り 得 る (Pinckard et al., Clin Exp. Immunol. 2:331-340 (1967); Robbins
 et al., Diabetes 36:838-845 (1987); Cleland et al. Crit. Rev. Therapeutic Drug 
Carrier Systems 10: 307-377 (1993))。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 変 異
ま た は 人 為 的 な 操 作 の い ず れ か か ら の 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 、 置 換 、 欠 失 、 ま た は
付 加 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 示 さ れ る よ う に 、 変 化 は 、 お そ ら く マ イ ナ ー な 性 質 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み ま
た は 活 性 に 有 意 な 影 響 を 与 え な い 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 な ど で あ る (表 1を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 （ 表 １ ） 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換
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【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が CA-SP1タ ン パ ク
質 中 の 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 該 変 異 が 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ
ン 酸 に よ る p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 減 少 を も た ら す な ら ば 、 参 照 配 列 と 45%、 50%、
55%、 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%、 ま た は 95%の 同 一 性 を 有 し 得 る 。 本 発 明 に よ
っ て ま た 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 サ イ レ ン ト 」 で あ る 変 異 を 含 み 、 こ こ で は 異 な
る コ ド ン が 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る (ゆ ら ぎ )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 同 一 性 」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 の 尺 度 で あ る 。 「 同 一
性 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 、 「 相 同 性 」 と い う 用 語 と 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 一 般
的 に 、 配 列 は 、 最 高 の 整 列 マ ッ チ が 得 ら れ る よ う に 整 列 さ れ る 。 「 同 一 性 」 と は そ れ 自 体
、 当 技 術 分 野 で 認 識 さ れ て い る 意 味 を 有 し 、 公 開 さ れ た 技 術 を 使 用 し て 計 算 さ れ 得 る 。 2
つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 を 測 定 す る た め の 多 数 の 方
法 が 存 在 し て い る が 、 「 同 一 性 」 と い う 用 語 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 2つ の 配 列 間 の 同 一
性 ま た は 類 似 性 を 決 定 す る た め に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 方 法 に は 、 Baxevanisお よ び Oullett
e、 Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, 第 2
版 、 Wiley-Interscience, New York, (2001)に お い て 開 示 さ れ る 方 法 が 含 ま れ る が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 決 定 す る た め の 方 法 は コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に
コ ー ド 化 (codified)さ れ て い る 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 決 定 す る た め の 好
ま し い コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 方 法 に は 、 GCSプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ (Devereux, J. et al
., Nucleic Acids Research 12(1):387, (1984))、 BLASTP、 BLASTN、 FASTA(Atschul, S.F
. et al., J. Molec. Biol. 215:403, (1990))が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 、 例 え ば 、 95%「 同 一 性 」 を 有 す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
各 100ヌ ク レ オ チ ド あ た り 5つ ま で の 点 変 異 を 含 み 得 る こ と 、 参 照 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド の 5%
ま で が 欠 失 も し く は 別 の ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 さ れ 得 る こ と 、 ま た は 参 照 配 列 の 全 ヌ ク レ オ
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チ ド の 5%ま で の 多 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 参 照 配 列 中 に 挿 入 さ れ 得 る こ と 以 外 は 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 参 照 配 列 と 同 一 で あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 参 照 配 列 の こ れ ら
の 変 異 は 、 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5'末 端 も し く は 3'末 端 の 位 置 で 起 こ り 得 る か 、 あ る い
は 、 参 照 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド 間 で 個 々 に 、 ま た は 参 照 配 列 中 の 1つ も し く は 複 数 の 連 続
す る 基 に お い て 分 散 し て 、 こ れ ら の 末 端 位 置 の 間 で 起 こ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 同 様 に 、 参 照 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 、 例 え ば 、 95%「 同 一 性 」 を 有 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 参 照 ア ミ ノ 酸 の 各 100ア ミ
ノ 酸 あ た り 5つ ま で の 変 化 を 含 み 得 る こ と 以 外 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 参 照 配
列 と 同 一 で あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 参 照 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 95%同 一 で あ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に 、 参 照 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 5%ま で が
欠 失 も し く は 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 得 、 ま た は 参 照 配 列 の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 の 5%ま で の 多
数 の ヌ ク レ オ チ ド が 参 照 配 列 中 に 挿 入 さ れ 得 る 。 参 照 配 列 の こ れ ら の 変 化 は 、 参 照 ア ミ ノ
酸 配 列 の ア ミ ノ 末 端 も し く は カ ル ボ キ シ 末 端 の 位 置 で 起 こ り 得 る か 、 あ る い は 、 参 照 配 列
中 の 残 基 間 で 個 々 に 、 ま た は 参 照 配 列 中 の 1つ も し く は 複 数 の 連 続 す る 基 に お い て 分 散 し
て 、 こ れ ら の 末 端 位 置 の 間 で 起 こ り 得 る 。 参 照 (問 い 合 わ せ )配 列 は 本 発 明 の 配 列 ま た は 任
意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 (例 え ば 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び /ま た は C末 端 欠 失 )の い ず れ か 1つ の 全 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 い ず れ か の 特 定 の 核 酸 分 子 が 、 例 え ば 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 80
%、 85%、 90%、 92%、 95%、 96%、 97%、 98%、 ま た は 99%同 一 で あ る か 否 か は 、 BESTFITプ ロ グ
ラ ム (Wisconsin Sequence Analysis Package, Unix用 バ ー ジ ョ ン 8, Genetics Computer G
roup, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711)な ど の 公 知
の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 慣 習 的 に 決 定 さ れ 得 る 。 BESTFITは 、 2つ の 配 列 間 の
相 同 性 の 最 良 の セ グ メ ン ト を 見 い 出 す た め に Smithお よ び Waterman(Advances in Applied 
Mathematics 2:482-489 (1981))の 局 所 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 。 BESTFITま た は
他 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 特 定 の 配 列 が 、 例 え ば 、 本 発 明 の 配 列 に
従 う 参 照 配 列 に 95%同 一 で あ る 場 合 、 パ ラ メ ー タ ー は 、 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 参 照 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て 計 算 さ れ る よ う に 、 お よ び 参 照 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の
総 数 の 5%ま で の 相 同 性 の ギ ャ ッ プ が 許 容 さ れ る よ う に 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 配 列 と 対 象 配 列 の 間 の 同 一 性 (全 体 的 配 列 ア ラ イ ン メ ン
ト と も い わ れ る )は 、 Brutlag et al. (Comp. App. Biosci. 6:237-245 (1999))の ア ル ゴ
リ ズ ム に 基 づ く FASTDBコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 決 定 さ れ る 。 同 一 性 の 割 合 (%)
を 計 算 す る た め に DNA配 列 の FASTDBア ラ イ ン メ ン ト に お い て 使 用 さ れ る 好 ま し い パ ラ メ ー
タ ー は :Matrix=Unitary、 k-tuple=4、 Mismatch Penalty=1、 Joining Penalty=30、 Random
ization Group Length=0、 Cutoff Score=1、 Gap Penalty=5、 Gap Size Penalty 0.05、 Wi
ndow Size=500ま た は 対 象 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の い ず れ か 短 い 方 。 こ の 態 様 に 従 っ て
、 対 象 配 列 が 、 内 部 の 欠 失 で は な く 5'ま た は 3'欠 失 の た め に 参 照 配 列 よ り も 短 い 場 合 、 FA
STDBプ ロ グ ラ ム は 同 一 性 の 割 合 (%)を 計 算 す る 際 に 対 象 配 列 の 5'切 断 お よ び 3'切 断 を 説 明
し な い と い う 事 実 を 考 慮 す る た め に 手 動 の 修 正 が 結 果 に 対 し て な さ れ る 。 問 い 合 わ せ 配 列
に 対 し て 5'末 端 ま た は 3'末 端 で 切 断 さ れ た 対 象 配 列 に つ い て 、 同 一 性 の 割 合 (%)は 、 問 い
合 わ せ 配 列 の 全 塩 基 の 割 合 (%)と し て 一 致 /整 列 化 さ れ な い 対 象 配 列 の 5'お よ び 3'で あ る 問
い 合 わ せ 配 列 の 塩 基 の 数 を 計 算 す る こ と に よ っ て 修 正 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド が 一 致 /整 列
化 さ れ る か 否 か の 決 定 は FASTDB配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 結 果 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 次 い で 、
こ の パ ー セ ン テ ー ジ が 同 一 性 の 割 合 (%)か ら 減 算 さ れ 、 特 定 の パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 上
記 の FASTDBプ ロ グ ラ ム に よ っ て 計 算 さ れ 、 最 終 的 な 同 一 性 の 割 合 (%)ス コ ア に 到 達 す る 。
修 正 さ れ た ス コ ア は 、 こ の 態 様 の 目 的 の た め に 使 用 さ れ る も の で あ る 。 問 い 合 わ せ 配 列 と
一 致 /整 列 化 さ れ な い 、 FASTDB配 列 に よ っ て 示 さ れ る よ う な 対 象 配 列 の 5'塩 基 お よ び 3'塩
基 の 外 側 の 塩 基 の み が 、 同 一 性 の 割 合 (%)ス コ ア を 手 動 で 調 整 す る 目 的 の た め に 計 算 さ れ
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る 。 例 え ば 、 90塩 基 の 対 象 配 列 が 同 一 性 の 割 合 (%)を 決 定 す る た め に 100塩 基 問 い 合 わ せ 配
列 に 対 し て 整 列 化 さ れ る 。 欠 失 が 対 象 配 列 の 5'末 端 に 存 在 し 、 FASTDBア ラ イ ン メ ン ト は 5'
末 端 の 最 初 の 10塩 基 の 一 致 /ア ラ イ ン メ ン ト を 示 さ な い 。 10個 の 対 合 し な い 塩 基 は 配 列 の 1
0%を 表 し (5'末 端 お よ び 3'末 端 の 一 致 し な い 塩 基 の 数 /問 い 合 わ せ 配 列 中 の 塩 基 の 総 数 )、
従 っ て 、 10%が FASTDBプ ロ グ ラ ム に よ っ て 計 算 さ れ る 同 一 性 の 割 合 (%)ス コ ア か ら 減 算 さ れ
る 。 残 り の 90塩 基 が 完 全 に 一 致 す る 場 合 、 最 終 的 な 同 一 性 の 割 合 (%)は 90%で あ る 。 別 の 例
に お い て 、 90塩 基 の 対 象 配 列 が 100塩 基 の 問 い 合 わ せ 配 列 と 比 較 さ れ る 。 今 回 は 欠 失 が 内
部 欠 失 で あ り 、 そ の 結 果 、 問 い 合 わ せ 配 列 と 一 致 /整 列 化 さ れ な い 、 対 象 配 列 の 5'ま た は 3
'上 の 塩 基 は 存 在 し な い 。 こ の 場 合 、 FASTDBに よ っ て 計 算 さ れ る 同 一 性 の 割 合 (%)は 手 動 で
修 正 さ れ な い 。 問 い 合 わ せ 配 列 と 一 致 /整 列 化 さ れ な い 対 象 配 列 の 5'お よ び 3'塩 基 の み が
手 動 で 修 正 さ れ る 。 他 の 手 動 の 修 正 は 、 こ の 態 様 の 目 的 の た め に は な さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 出 願 は 、 そ れ ら が 開 示 さ れ た 機 能 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る か 否 か に
関 わ り な く 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 核 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 少 な く と も 80%、 8
5%、 90%、 92%、 95%、 96%、 97%、 98%、 ま た は 99%同 一 で あ る 核 酸 分 子 に 対 し て 指 向 さ れ る
。 こ れ は 、 特 定 の 核 酸 分 子 が 、 開 示 さ れ た 機 能 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し な
い 場 合 で あ っ て も 、 以 前 と し て 当 業 者 は い か に し て 核 酸 分 子 を 使 用 す る か (例 え ば 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)プ ラ イ マ ー と し て )を 知 っ
て い る か ら で あ る 。 開 示 さ れ た 機 能 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し な い 本 発 明 の
核 酸 分 子 の 使 用 に は 、 と り わ け 、 (1)cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 の そ の 改 変 体 の 単 離 ;(2)開 示 さ
れ た 配 列 の 細 胞 内 局 在 ま た は 存 在 を 決 定 す る た め の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン (例 え ば 、 「 FISH」 )、 お よ び (3)特 定 の 組 織 中 で mRNA発 現 を 検 出 す る た め の ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 PCR」 と い う 用 語 は 、 Mullisら に 対 す る 米 国 特 許 第 4,6
83,195号 お よ び 4,683,202号 の 対 象 で あ る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 な ら び に 現 在 当 技 術 分
野 に お い て 公 知 の 改 良 を い う 。 本 発 明 に 従 っ て 、 当 技 術 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 に あ る 従 来 的
な 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 お よ び 組 換 え DNA技 術 が 利 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 文
献 中 に 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrook, J.お よ び Russell, D.W. (2001) Molec
ular Cloning: A Laboratory Manual, 第 3版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press, C
old Spring Harbor, NYを 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン に お け る 相 同 性 が 、 塩 、 温 度 、 有 機 溶 媒 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反
応 に お い て 代 表 的 に 制 御 さ れ る 他 の パ ラ メ ー タ ー の 合 わ せ た 条 件 に 基 づ き 、 か つ 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 で あ る (Sambrook, et al., 前 出 )こ と を い う 。 本 発 明 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 、 上 記 の 本 発 明 の 核 酸 分 子 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 、 例 え ば 、 本 明 細 書
中 に 記 載 さ れ る よ う な 、 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の コ ー ド 配
列 お よ び /ま た は 非 コ ー ド 配 列 (す な わ ち 、 転 写 さ れ 、 翻 訳 さ れ な い 配 列 )に 相 補 的 な 配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 。 「 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 に よ っ て 、 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC(750mM Na
Cl、 75mM ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム )、 50mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.6)、 5× デ ン ハ ル ト 溶 液
、 10%硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 20μ g/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAを 含 む 溶 液 、 ま た は こ れ ら か ら
な る 溶 液 中 に お け る 42℃ で 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 そ の 後 の 0.1× SSC中 で 約 65℃ で の
洗 浄 が 意 図 さ れ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も ま た
本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 近 傍 」 ま た は 「 隣 接 す る 」 と は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 HIV-1 Gag CA-SP1切
断 部 位 の い ず れ か の 側 で 約 15残 基 ;よ り 好 ま し く は 、 HIV-1 Gag CA-SP1切 断 部 位 の い ず れ
か の 側 で 約 10残 基 ;お よ び 最 も 好 ま し く は 、 HIV-1 Gag CA-SP1切 断 部 位 の い ず れ か の 側 で
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約 5残 基 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 有 意 に 」 と は 、 本 明 細 書 中 で 他 に 定 義 さ れ な い 場 合 、 化 合 物 の 非 存 在 下 で 起 こ る プ ロ
セ ス ま た は プ ロ セ シ ン グ と 比 較 し て 観 察 さ れ る か ま た は 測 定 さ れ る +/-を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス を 含 み 、 こ こ で ウ イ ル ス は 該
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス を 含 み 、 こ こ で こ の レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 HIV-1、 H
IV-2、 HTLV-I、 HTLV-II、 SIV、 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス (ALV)、 内 因 性 ト リ レ ト ロ ウ イ ル ス (EA
V)、 マ ウ ス 乳 腺 癌 ウ イ ル ス (MMTV)、 ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (FIV)、 ま た は ネ コ 白 血 病 ウ イ
ル ス (FeLV)か ら な る 群 の メ ン バ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 CA-SP1タ ン パ ク 質 中 に 変 異 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 該 変 異 は 3-O-
(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少
を 生 じ 、 ま た 、 該 変 異 は 、 任 意 で 、 CA-SP1切 断 部 位 の 近 傍 に 位 置 す る か 、 ま た は CA-SP1タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る SEQ ID NO:5ま た は SEQ ID NO:7(親 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )の SP1
領 域 中 に 位 置 す る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 ま た
は SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ 得 る か 、
ま た は KARVLVEAMS(SEQ ID NO:2)も し く は KARVIAEVMS(SEQ ID NO:3)か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 配 列 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ 
ID NO:8、 ま た は SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 高 度 に ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ 得 る 。 本
発 明 は ま た 、 SEQ ID NO:5、 SEQ ID NO:7、 ま た は SEQ ID NO:10か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 こ れ は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p25
か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 変 異 を 含 み 、 ま た 、 該 変 異 は 、 任 意 で
、 CA-SP1の SP1領 域 中 に 位 置 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 融
合 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 。 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 以 下 を 含
む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 種 に 由 来 し 得 る :霊 長 類 (類 人 猿 お よ び ヒ ト を 含 む );齧 歯 類 (ラ
ッ ト お よ び マ ウ ス を 含 む );ネ コ ;ウ シ ;ヤ ギ お よ び ヒ ツ ジ (sheep)を 含 む ヒ ツ ジ (ovine);イ
ヌ ;ま た は ブ タ 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 合 成 ペ プ チ ド 配 列 、 二 官 能 性 抗 体 、 上 記 の 種 由 来 の
タ ン パ ク 質 ま た は リ ン カ ー ペ プ チ ド と 連 結 し た ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 検 出 可 能 な 標 識 ;金 属 化 合 物 ;コ フ ァ ク タ ー ;ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 タ グ (例 え ば 、
ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ テ イ ン Aな ど で あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い )、 ま た は リ ン カ ー ;血 液 安
定 化 成 分 (例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン な ど で あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い );治 療 剤 な ど と
さ ら に 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に よ る p24(CA)へ の p25(CA-
SP1)の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す CA-SP1タ ン パ ク 質 の 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 を 選
択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 み 、 ま た 、 こ こ で 該 変 異 は 、 任 意 で CA-SP1の SP1領 域 中 に 位 置 す
る 。 本 発 明 は ま た 、 KARVLVEAMS(SEQ ID NO:2)ま た は KARVIAEVMS(SEQ ID NO:3)の 1つ で あ
る 配 列 を 含 む 変 異 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 該 抗 体 は 、 SEQ 
ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 お よ び SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 的 に 結 合 し 得 る 。 該 抗 体 は ま た 、
SEQ ID NO:4、 SEQ ID NO:6、 SEQ ID NO:8、 ま た は SEQ ID NO:9か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 的 に 結 合 し 得 る 。 本 発 明 は ま た 、 SP1に
選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 み 、 こ れ は 、 CA-SP1か ら SP1を 区 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本
発 明 は ま た 、 CAを 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 み 、 こ れ は 、 CA-SP1か ら CAを 区 別 す る こ と が
可 能 で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を
含 む 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る か 、 ま た は
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該 抗 体 は 、 キ メ ラ も し く は 二 官 能 性 、 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ り 得 る 。 本 発 明 は
さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 の 一 部 を 含 み 、 こ れ に は 、 単 鎖 、 軽 鎖 、 重 鎖 、 CDR、 F(ab') 2 、 Fab
、 Fab'、 Fv、 sFv、 ま た は dsFv、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 抗 体 は 、 そ れ が 標 的 ペ プ チ ド に 結 合 し 、 か つ 関 連 し な い
タ ン パ ク 質 に 有 意 に 結 合 し な い 場 合 に 「 選 択 的 に 結 合 す る 」 。 「 選 択 的 に 結 合 す る 」 と い
う 用 語 は ま た 、 天 然 の 標 的 配 列 と 比 較 し て 、 抗 体 が 標 的 変 異 体 配 列 に 選 択 的 に 結 合 す る か
否 か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 標 的 配 列 に 「 選 択 的 に 結 合 す る 」 抗 体 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用
さ れ る 場 合 、 標 的 ペ プ チ ド に 「 特 異 的 で あ る 」 抗 体 と 等 価 で あ る 。 抗 体 は 、 そ れ が 標 的 ペ
プ チ ド と 実 質 的 に 相 同 で な い 他 の タ ン パ ク 質 に も 結 合 す る 場 合 で さ え 、 こ の よ う な タ ン パ
ク 質 が 抗 体 の ペ プ チ ド 標 的 の 断 片 ま た は ド メ イ ン と の 相 同 性 を 有 す る 限 り 、 依 然 と し て ペ
プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る と 見 な さ れ る 。 こ の 場 合 に お い て 、 ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 は
、 あ る 程 度 の 交 差 反 応 性 に も 関 わ ら ず 、 な お 選 択 的 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 別 の 態 様 に
お い て 、 抗 体 が 変 異 体 標 的 配 列 に 選 択 的 に 結 合 す る か 否 か の 決 定 は (a)変 異 体 標 的 配 列 お
よ び 天 然 の 標 的 配 列 に つ い て の 抗 体 の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 決 定 す る 段 階 、 な ら び に (b)
そ の よ う に 決 定 さ れ た 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 比 較 す る 段 階 を 含 み 、 天 然 の ア フ ィ ニ テ ィ ー
よ り も 高 い 変 異 体 標 的 配 列 の ア フ ィ ニ テ ィ ー の 存 在 は 、 抗 体 が 変 異 体 標 的 配 列 に 選 択 的 に
結 合 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 抗 体 の い ず れ か を 含 む 不 溶 性 キ ャ リ ア 上 に 固
定 化 さ れ た 抗 体 に 及 ぶ 。 不 溶 性 キ ャ リ ア 上 に 固 定 化 さ れ た 抗 体 に は 、 複 数 ウ ェ ル プ レ ー ト
、 培 養 プ レ ー ト 、 培 養 管 、 試 験 管 、 ビ ー ズ 、 球 、 フ ィ ル タ ー 、 電 気 泳 動 材 料 、 電 子 顕 微 鏡
ス ラ イ ド 、 メ ン ブ レ ン 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 標 識 さ れ た 抗 体 を 含 み 、 こ れ に は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 本 発
明 の 標 識 さ れ た 抗 体 は 検 出 可 能 な 分 子 で 標 識 さ れ 、 こ れ は 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物
質 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 高 電
子 密 度 物 質 、 お よ び 放 射 性 同 位 元 素 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 CA-SP1タ ン パ ク 質 中 の 変 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 的 に 結 合 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 哺 乳 動 物 B細 胞 と 、 哺 乳 動 物 ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 誘 導 す る 段 階
を 含 む 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る 方 法 を 含 み 、 該 変 異 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 お よ び 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ る 、 p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 の 減 少 を も た ら す 。 本 発
明 は さ ら に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る よ う に 、 適 切 な 培 地 中 で 本 明 細 書 中 に 開 示 さ
れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ る 段 階 、 お よ び 培 地 か ら 抗
体 を 単 離 す る 段 階 を さ ら に 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め に 有 用
な 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 動 物 (マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、
ヒ ツ ジ 、 シ カ 、 モ ル モ ッ ト 、 ま た は 霊 長 類 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い )へ の 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か の 、 単 回 ま た は 複 数 回 の い ず れ か の 注 射 、 お よ び そ こ か ら 産 生
さ れ た 血 清 中 で 抗 体 を 回 収 す る 段 階 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 を 含 む 。 本 発 明 は 、
そ こ か ら 産 生 さ れ た 高 結 合 活 性 ま た は 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の 抗 体 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 本
明 細 書 中 に 開 示 さ れ る よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 製 造 の た め に 細 胞
融 合 手 順 に お い て さ ら に 使 用 さ れ る 、 列 挙 さ れ た 種 か ら の 産 生 さ れ る B細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る よ う な 抗 体 ま た は そ の 一 部 、 該 抗 体 を 含 む 容
器 、 お よ び 使 用 の た め の 指 示 書 を 含 む キ ッ ト 、 本 明 細 書 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 使 用 の た め
の 指 示 書 を 含 む キ ッ ト 、 な ら び に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 使 用 の た め の 指 示 書 を
を 含 む キ ッ ト 、 な ら び に そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ に 及 ぶ 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 PCRキ ッ
ト お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト を 利 用 し て も よ い し 、 利 用 し な く て も よ い 核 酸 検 出 キ ッ ト
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を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 臨 床 的 診 断 の た め に 有 用 で あ り 、
現 在 の 臨 床 実 務 に お い て 必 要 と さ れ る よ う な 標 準 化 さ れ た 試 薬 を 提 供 す る 。 こ れ ら の キ ッ
ト は 、 処 理 の 前 に 変 異 が 存 在 す る こ と ま た は 存 在 し な い こ と に 関 す る 情 報 を 提 供 す る か 、
ま た は 治 療 の 間 に 患 者 の 進 行 を モ ニ タ ー す る か の い ず れ か で あ り 得 る 。 本 発 明 の キ ッ ト は
ま た 、 実 験 研 究 に お け る 使 用 の た め の 標 準 化 さ れ た 試 薬 を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 化 合 物 に は 、 下 記 の 一 般 式 Iお よ び IIを 有 す る も の が 含 ま れ
る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
I:ベ ツ リ ン 酸 (左 )お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 (右 )の 誘 導 体 ま た は こ れ ら の 薬 学 的 に 許 容 さ
れ る 塩
式 中 、
　 Rは C 2 -C 2 0 置 換 型 ま た は 非 置 換 型 の カ ル ボ キ シ ア シ ル で あ り 、
　 R'は 水 素 ま た は C 2 -C 2 0 置 換 型 も し く は 非 置 換 型 の ア ル キ ル 基 も し く は ア リ ー ル 基 で あ る
。 好 ま し い 化 合 物 は 、 Rが 表 2の 置 換 基 の 1つ で あ り 、 R'が 水 素 で あ る 化 合 物 で あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
II:ベ ツ リ ン お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン の 誘 導 体 ま た は こ れ ら の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩
式 中 、
　 R 1 は C 2 -C 2 0 置 換 型 ま た は 非 置 換 型 の カ ル ボ キ シ ア シ ル で あ り 、
　 R 2 は 水 素 ま た は C 2 -C 2 0 置 換 型 も し く は 非 置 換 型 の カ ル ボ キ シ ア シ ル で あ り 、 か つ
　 R 3 は 水 素 、 ハ ロ ゲ ン 、 ア ミ ノ 、 置 換 さ れ て い て も よ い モ ノ ア ル キ ル ア ミ ノ も し く は ジ ア
ル キ ル ア ミ ノ 、 ま た は -OR 4 で あ り 、 こ こ で R 4 は 水 素 、 C 1 - 4 ア ル カ ノ イ ル 、 ベ ン ゾ イ ル 、 ま
た は C 2 -C 2 0 置 換 型 も し く は 非 置 換 型 の カ ル ボ キ シ ア シ ル で あ り ;
　 こ こ で 破 線 は C20と C29の 間 の 任 意 の 二 重 結 合 を 表 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 化 合 物 は 、 R 1 が 表 2中 の 置 換 基 の 1つ で あ り 、 R 2 が 水 素 ま た は 表 1 
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2中 の 置 換 基 の 1つ で あ り 、 か つ R 3 が 水 素 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 （ 表 ２ ） 好 ま し い 置 換 基
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 最 も 好 ま し い 化 合 物 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ
メ チ ル ス ク シ ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 、 お
よ び 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な 化 合 物 に は 、 そ れ ぞ れ 米 国 特 許 第 5,679,828号 お よ び 6,172
,110号 、 な ら び に 米 国 特 許 出 願 第 60/443,180号 お よ び 10/670,797号 (こ れ ら は 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )に お い て 提 示 さ れ る ベ ツ リ ン 酸 ま た は ベ ツ リ ン の 誘 導 体 が 含
ま れ る 。 さ ら な る 有 用 な 化 合 物 に は 、 Zhu et al. (Bioorg. Chem. Lett. 11:3115-3118 (
2001))に よ っ て 開 示 さ れ る オ レ ア ノ ー ル 酸 誘 導 体 ; Kashiwada et al. (J. Nat. Prod. 61
:1090-1095 (1998))に よ っ て 開 示 さ れ た オ レ ア ノ ー ル 酸 誘 導 体 お よ び プ ロ モ ー ル 酸 (promo
lic acid)誘 導 体 ; Kashiwada et al. (J. Nat. Prod. 63:1619-1622 (2000))に よ っ て 開
示 さ れ た 3-O-ア シ ル ウ ル ソ ル 酸 誘 導 体 ; お よ び Kashiwada et al. (Chem. Pharm. Bull. 4
8:1387-1390 (2000))に よ っ て 開 示 さ れ る 3-ア ル キ ル ア ミ ド -3-デ オ キ シ -ベ ツ リ ン 酸 誘 導
体 が 含 ま れ る (す べ て の 引 用 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 特 に 好 ま し い 化 合 物 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ベ ツ リ ン 酸 お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 の ジ メ チ ル コ ハ ク 酸 無 水 物 と の 反 応 は 、 3-O-(2',
2'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )お よ び そ れ ぞ れ 3-O-(2',2'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )-ベ ツ リ ン 酸 お
よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 の 混 合 物 を 生 じ た 。 混 合 物 は 、 純 粋 な 試 料 を 産 生 す る 調 製 ス ケ ー
ル HPLCに よ っ て 首 尾 よ く 分 離 さ れ た 。 こ れ ら の 異 性 体 の 構 造 は 長 範 囲 1 H- 1 3 C COSY試 験 に
よ っ て 与 え ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の ベ ツ リ ン 酸 お よ び ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 の 誘 導 体 は 、 無 水 ピ リ ジ ン (5-10mL)中 、
ベ ツ リ ン 酸 ま た は ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン (1等 量 モ ル )、 お よ び 適
切 な 無 水 物 (2.5-10等 量 モ ル )の 溶 液 を 還 流 す る こ と に よ っ て す べ て 合 成 し た 。 次 い で 、 反
応 混 合 物 を 氷 水 で 希 釈 し 、 CHCl 3 で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 水 で 洗 浄 し 、 MgSO 4 で 乾 燥 さ せ 、 減
圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ま た は 準 調 製 (semi-preparative)ス ケ ー ル HP
LCを 使 用 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 し て 生 成 物 を 収 集 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 の 調 製 :
　 収 率 70%(542mgの ベ ツ リ ン 酸 で 開 始 );MeOHか ら の 結 晶 化 は 無 色 針 状 結 晶 を 与 え た 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 :
　 収 率 24.5%(155.9mgの ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 で 開 始 );MeOH-H 2 Oか ら の 結 晶 化 は 無 色 針 状 結
晶 を 与 え た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 酸 の 合 成 は 、 COMPOUND No.4と し て 米 国 特 許
第 5,679,828号 に 開 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 :
　 収 率 93.3%(100.5mgの ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 で 開 始 );MeOH-H 2 Oか ら の 結 晶 化 は 無 色 針 状 結
晶 を 与 え た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸 の 合 成 は 、 COMPOUND No.5と し て 米 国 特 許 第 5,679,828号
に 開 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
3-O-ジ グ リ コ リ ル -ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 :
　 収 率 79.2%(103.5mgの ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 で 開 始 );灰 色 が か っ た 白 色 の ア モ ル フ ァ ス 粉
末 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン お よ び 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ
リ ン の 合 成 は 、 米 国 特 許 出 願 第 10/670,797号 に 開 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 動 物 の 細 胞 中 で HIV-1複 製 を 阻 害 す る 方 法 は 、 上 記 の 式 Iま た は 式 IIの 化 合 物 を 含 み 、 こ
れ は 、 ベ ツ リ ン 酸 、 ベ ツ リ ン 、 ま た は ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 も し く は ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン で あ
り 、 お よ び 表 2の 好 ま し い 置 換 基 を 含 む 。 好 ま し い 化 合 物 に は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク
シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ
ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-
ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 (3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O
-ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸 、 お よ び 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 が 含 ま れ る が
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 方 法 は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 抗 真 菌 剤 、 抗 菌 剤 、 抗 癌 剤 、 免 疫 刺 激
剤 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1種 ま た は 複 数 の 薬 物 と 、 該 細
胞 を 接 触 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 。 本 方 法 は ヒ ト 血 液 産 物 の 処 理 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 動 物 へ の 1種 ま た は 複 数 の 抗 新 生 物 剤 の 投 与 、 癌 細 胞 殺 傷 量 の 放 射 線 へ
の 動 物 の 曝 露 、 ま た は 両 方 の 組 み 合 わ せ を 含 む 癌 を 処 置 す る 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 動 物 の 細 胞 中 で HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物
を 同 定 す る た め の 方 法 を 含 み 、 該 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む :
　 a.CA-SP1切 断 部 位 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 b.CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 で 選 択 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 物 質 を 加 え る 段 階 ;お
よ び
　 c.CA-SP1切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 で の 試 験 化 合 物 の 結 合 を 測 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 標 識 さ れ た 物 質 に は 、 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 標 識 さ れ た DSBが 含 ま れ 、 標 識 に は 、 酵 素
、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ビ
オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 高 電 子 密 度 物 質 (例 え ば 、 金 、 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム 、 鉛 、 ま た は ウ ラ ニ
ル ア セ テ ー ト )、 お よ び 放 射 性 同 位 元 素 、 こ の よ う な 物 質 分 子 で 標 識 さ れ た 抗 体 、 ま た は
こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 ア ッ セ イ 法 に は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る よ う な
、 ELISA、 シ ン グ ル お よ び ダ ブ ル サ ン ド イ ッ チ 技 術 、 免 疫 拡 散 、 ま た は 免 疫 沈 殿 技 術 が 含
ま れ 得 る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い (「 Immunoassay Handbook, 第 2版 」 D. Wild, Nature Pu
blishing Group, (2001))。 該 同 定 の 方 法 は ま た 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 比 色 定
量 ア ッ セ イ 、 光 学 顕 微 鏡 技 術 お よ び 電 子 顕 微 鏡 技 術 、 共 焦 点 顕 微 鏡 法 、 ま た は 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 で あ る 他 の 技 術 を 含 み 得 る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 動 物 の 細 胞 中 で HIV複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 は さ ら に 以 下 の 段 階 を 含 む :
　 a.野 生 型 CA-SP1切 断 部 位 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で HIV-1プ ロ テ ア
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ー ゼ と 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 b.別 々 に 、 変 異 型 CA-SP1切 断 部 位 を 含 む Gagタ ン パ ク 質 ま た は 代 替 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断
部 位 を 含 む タ ン パ ク 質 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ と 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 c.変 異 型 Gagタ ン パ ク 質 の 切 断 量 ま た は 代 替 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む タ ン パ ク 質
の 切 断 量 に 対 す る 天 然 の 野 生 型 Gagタ ン パ ク 質 の 切 断 量 を 比 較 す る 段 階 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 上 記 の 段 階 (b)は 、 直 接 的 に 結 合 し 得 、 そ れ ゆ え に プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 を 阻 害 す る 化 合 物
を 除 去 す る た め の 対 照 と し て 実 行 さ れ る 。 上 記 の 方 法 は ま た 、 野 生 型 CA-SP1、 変 異 体 CA-S
P1、 ま た は 代 替 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 が ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド 中 に 含
ま れ る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る HIV-1を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 は ま た 、 該 ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 蛍 光 部 分 お よ び 蛍 光 消 光 部 分 で 標 識 さ れ 、 各 々 が CA-SP1切 断 部 位
の 反 対 側 に 結 合 し 、 こ こ で 検 出 す る 段 階 が 蛍 光 部 分 か ら の シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と 、 ま た
は 該 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 2つ の 蛍 光 部 分 で 標 識 さ れ 、 各 々 が CA-SP1切 断 部 位 の 反
対 側 に 結 合 し 、 こ こ で 検 出 す る 段 階 は 、 試 験 化 合 物 お よ び HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ の 存 在 下 で 1
つ の 部 分 か ら 他 の 部 分 へ の 蛍 光 エ ネ ル ギ ー の 移 動 を 測 定 す る こ と 、 お よ び CA-SP1切 断 部 位
中 に 変 異 を 含 む 配 列 を 含 む か ま た は 別 の 切 断 部 位 を 含 む 配 列 を 含 む ペ プ チ ド に 同 じ 手 順 が
適 用 さ れ た 場 合 に 観 察 さ れ る 、 該 蛍 光 エ ネ ル ギ ー の 移 動 を 比 較 す る こ と を 含 む 。 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 の 蛍 光 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 の 例 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 1つ の こ の よ
う な 例 に お い て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 基 質 は グ リ ー ン 蛍 光 色 素 分 子 で 標 識 さ れ 、 こ れ は 、 基 質 が
プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ る と き に 蛍 光 を 発 す る (Molecular Probes, Protease 
Assay Kit)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 上 記 の 切 断 を 比 較 す る 方 法 は ま た 、 試 験 化 合 物 が CA-SP1を 阻 害 す る 程 度 を 測 定 す る た め
に 、 CAま た は SP1に 選 択 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 む 。 こ の 抗 体 は
、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 高 電 子 密 度 物 質 、 お よ び 放 射 性 同 位 元 素 、 ま た は こ れ ら の 組 み
合 わ せ か ら 選 択 さ れ る 分 子 で 標 識 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 は ま た 、 当 技 術 分 野 に お け る 標 準 的
な 方 法 に 従 っ て 、 そ の エ ピ ト ー プ タ グ に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 が 操 作 さ れ た p25ま た は SP1
を 選 択 的 に 検 出 す る た め の 特 異 的 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 に 対 す る 抗 体 の 使 用 を 含 む 。 例 と し
て 、 FLAGエ ピ ト ー プ タ グ (Sigma-Aldrich)が 、 Gag発 現 プ ラ ス ミ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特
異 的 変 異 誘 発 に よ っ て Gagの p2(SP1)領 域 に 挿 入 さ れ 得 る 。 次 い で 、 細 胞 発 現 タ ン パ ク 質 中
の SP1領 域 の 存 在 は 、 市 販 さ れ て い る 抗 FLAGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Sigma-Aldrich)を 使 用 し
て 検 出 さ れ 得 る (Hopp, T.P. Biotechnology 6: 1204-1210 (1988))。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 HIV-1で 感 染 し た 細 胞 へ の 化 合 物 の 付 加 、 な ら び に 細 胞 ま た は 放
出 さ れ た ビ リ オ ン を 溶 解 お よ び 分 析 す る こ と に よ る CA-SP1切 断 生 成 物 の 検 出 を 含 む 。 本 発
明 に 含 ま れ る 方 法 は 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び p25を 選 択
的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る p25の 検 出 を 用 い て 実 行 さ れ 得 、 ま た は 、 こ こ で 該 混 合 物 は
、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の ゲ ル 電 気 泳 動 の 実 行 お よ び 代 謝 的 に 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 画 像
化 に よ っ て 分 析 さ れ 、 ま た は 、 混 合 物 は 、 p24か ら p25を 区 別 す る た め に 、 p25を 選 択 的 に
結 合 す る か も し く は SP1を 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 し て 分 析
さ れ る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル ア ッ セ イ が 実 行 さ れ 得 、 こ こ で は 、 界 面 活 性 剤 に よ り 可
溶 化 さ れ た ウ イ ル ス 中 の p25が 、 プ ラ ス チ ッ ク の 複 数 ウ ェ ル プ レ ー ト に 結 合 さ れ る SP1を 選
択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 し て 捕 捉 さ れ る 。 洗 浄 段 階 後 、 結 合 し た p25は 適 切 な 検 出 試 薬 (
例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ の た め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )に 結 合 体 化 さ れ る p
24に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 こ の メ カ ニ ズ ム を 介 し て 作 用 す る 化 合 物 で 処 理 さ
れ た 細 胞 に よ っ て 放 出 さ れ た ウ イ ル ス は 、 処 理 さ れ て い な い ビ リ オ ン と 比 較 し て 、 増 加 し
た レ ベ ル の p25を 有 す る 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 開 示 さ れ た 方 法 は 、 p25を 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は SP1を 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 に
及 び 、 こ れ は 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 高 電 子 密 度 物 質 、 お よ び 放 射 性 同 位 元 素 、 ま た は
こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 で 標 識 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 当 技 術
分 野 に お け る 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 そ の エ ピ ト ー プ タ グ に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 が 操 作
さ れ た p25ま た は SP1を 選 択 的 に 検 出 す る た め の 特 異 的 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 に 対 す る 抗 体 の
使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 感 染 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 膜 融 合 お よ び そ の 後 の 細 胞 へ の ウ イ ル
ス ゲ ノ ム の 挿 入 に よ っ て 天 然 に 感 染 し た 細 胞 、 ま た は 人 工 的 手 段 を 通 し て ウ イ ル ス 遺 伝 子
物 質 を 用 い る 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 含 む 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク シ ョ ン 、 脂 質 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ま た は 感 染 が 含
ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は 、 適 切 な 培 養 条 件 下 で 、 か つ 様 々 な 期 間 の 間 、 HIVの 感 染 性 株 を 用 い て か つ 試
験 化 合 物 の 存 在 下 で 、 イ ン ビ ト ロ で 標 的 細 胞 に 感 染 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ 得 る 。 感 染
細 胞 ま た は 上 清 の 液 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 方 法 に よ っ て 処 理 さ れ 得 、 か つ
ウ イ ル ス レ ベ ル の 検 出 の た め に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に ロ ー ド さ れ 得 る 。 非 感 染 細 胞 お
よ び 未 処 理 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 、 ネ ガ テ ィ ブ 感 染 対 照 お よ び ポ ジ テ ィ ブ 感 染 対 照 と し て 使 用
さ れ 得 る 。 代 替 的 に は 、 本 発 明 は 、 HIV株 を 用 い る 細 胞 の 感 染 の 前 に 、 試 験 化 合 物 の 存 在
下 で 標 的 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 動 物 の 細 胞 中 に お け る HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方
法 を 含 み 、 こ の 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む :
　 (a)試 験 化 合 物 を 野 生 型 ウ イ ル ス 単 離 物 と 、 お よ び 別 々 に 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に 対 し て 耐 性 で あ る ウ イ ル ス 単 離 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ;な ら び に
　 (b)3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 に 対 し て 耐 性 で あ る ウ イ ル ス 単 離 物 と
比 較 し て 、 野 生 型 ウ イ ル ス 単 離 物 に 対 し て よ り 活 性 で あ る 試 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 述 の メ カ ニ ズ ム の い ず れ か に よ っ て 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め
の 方 法 を 含 み 、 こ の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 、 HIV-
1感 染 細 胞 ま た は HIV-1ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 化 合 物 で 処 理 す る 段 階 、 次 い で 、 放 出 さ れ
る ウ イ ル ス 粒 子 を 薄 片 作 製 お よ び 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 す る 段 階 を 含 む 。 ウ イ ル
ス 粒 子 に 関 し て 非 中 心 性 の 球 状 の 凝 集 し た コ ア 、 お よ び ウ イ ル ス 膜 の す ぐ 内 側 の 半 月 状 の
高 電 子 密 度 層 を 示 す 粒 子 が 検 出 さ れ る な ら ば 、 化 合 物 は 上 記 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 作 用 す
る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 電 子 顕 微 鏡 研 究 の た め に 、 上 清 液 体 か ら 得 ら れ た 感 染 細 胞 ま た は 遠 心 分 離 し た ウ イ ル ス
ペ レ ッ ト が 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 新 し く 調 製 さ れ た パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 お よ び /ま
た は 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム な ど の 固 定 剤 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 他 の 電 子 顕 微
鏡 適 合 可 能 な 固 定 剤 と 接 触 さ れ 得 る 。 上 清 液 体 ま た は 細 胞 か ら の ウ イ ル ス は 脱 水 さ れ 、 エ
ポ キ シ 樹 脂 ま た は メ タ ク リ レ ー ト な ど の 電 子 密 度 の 低 い ポ リ マ ー 中 に 包 埋 さ れ 、 ウ ル ト ラ
ミ ク ロ ト ー ム を 使 用 し て 薄 片 作 製 さ れ 、 ウ ラ ニ ル ア セ テ ー ト お よ び /ま た は ク エ ン 酸 鉛 な
ど の 高 電 子 密 度 染 色 を 使 用 し て 染 色 し 、 お よ び 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 非 感 染 細 胞
お よ び 未 処 理 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 、 ネ ガ テ ィ ブ 感 染 対 照 お よ び ポ ジ テ ィ ブ 感 染 対 照 と し て 使
用 さ れ 得 る 。 代 替 的 に は 、 本 発 明 は 、 HIV株 を 用 い る 細 胞 の 感 染 の 前 に 、 試 験 化 合 物 の 存
在 下 で 標 的 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 化 合 物 に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ る 成 熟 欠 損 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う に 、 対 照 と 比 較 し た 、 形 態 学 的 に 異 常 な
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ウ イ ル ス 粒 子 の 存 在 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 細 胞 培 養 研 究 の た め に 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 は 、 シ ン シ チ ウ ム の 形 成 に つ い て 観 察 さ れ 、
ま た は 上 清 は HIV粒 子 の 存 在 に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。 上 清 中 に 存 在 す る ウ イ ル ス は 、 感 染
性 を 決 定 す る た め に 他 の 未 処 理 の 培 養 物 に 感 染 さ せ る た め に 収 集 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 個 体 が HIV-1に 感 染 し て い る か 否 か 、 p25プ ロ セ シ ン グ を 阻 害 す る 化 合 物 に よ る 処 理 に 感
受 性 で あ る か 否 か 、 を 決 定 す る 方 法 も ま た 本 発 明 に 含 ま れ 、 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら 血 液 を
採 取 す る 段 階 、 ウ イ ル ス RNAを 遺 伝 子 型 解 析 を 行 う 段 階 、 お よ び ウ イ ル ス RNAが CA-SP1切 断
部 位 中 の 変 異 を 含 む か 否 か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 述 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 を 含 み
、 こ の 方 法 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 試 験 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 上 述 の ア ッ セ イ 法 に お け る 使 用 の た め の HIV Gagタ ン パ ク 質 お よ び そ の 断 片 は 、 当 業 者
に よ く 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 を 使 用 し て 発 現 ま た は 合 成 さ れ 得 る 。 Gagは ウ サ ギ 網 状 赤
血 球 溶 解 物 を 使 用 す る イ ン ビ ト ロ 転 写 お よ び 翻 訳 系 に お い て 産 生 さ れ 得 る 。 こ の 系 に お い
て 発 現 さ れ る Gagは 、 感 染 細 胞 中 で 観 察 さ れ る の と 類 似 の パ タ ー ン で 逐 次 的 に プ ロ セ ス さ
れ る こ と が 示 さ れ た (Pettit, S.C. et al. J. Virol. 76:10226-10233 (2002))。 さ ら に
、 こ の 方 法 に よ っ て 発 現 さ れ る Gagは 、 異 種 D型 レ ト ロ ウ イ ル ス 細 胞 質 自 己 ア セ ン ブ リ ー ド
メ イ ン に 融 合 し た 場 合 に 未 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 に ア セ ン ブ ル す る こ と が 可 能 で あ る (Sakalia
n, M. et al., J. Virol. 76:10811-10820 (2002))。 NIH AIDS Reagent Programか ら 利 用
可 能 で あ る プ ラ ス ミ ド pDAB72は 、 こ の 目 的 の た め に 使 用 さ れ 得 る (Erickson-Viitanen, S.
 et al., AIDS Res. Hum. Retroviruses. 5:577-91 (1989); Sidhu M.K. et al., Biotec
hniques, 18:20, 22, 24 (1995))。 コ ム ギ 胚 芽 ま た は 細 菌 溶 解 物 に 基 づ く 他 の イ ン ビ ト ロ
転 写 /翻 訳 系 も ま た 、 こ の 目 的 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 HIV Gagは ま た 、 種 々 の 市 販 の 発 現
ベ ク タ ー を 使 用 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 中 で 発 現 さ れ 得 る 。 NIH AIDS Reagent P
rogramか ら 利 用 可 能 で あ る プ ラ ス ミ ド p55-GAG/GFPは 、 薬 物 相 互 作 用 研 究 に お い て 哺 乳 動
物 細 胞 中 で Gag-グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ 得 る (S
andefur, S. et al., J. Virol. 72:2723-2732 (1998))。 こ の 構 築 物 は 、 GFP特 異 的 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て Gag融 合 タ ン パ ク 質 の 捕 捉 お よ び 精 製 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 G
agは 、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 細 胞 (例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 系 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス 系 、 ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 に お い て 使 用 さ れ る も の な ど )中 で 発 現 さ れ 得 る
。 Gagは ま た 、 HIVを 細 胞 に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は プ ロ ウ イ ル ス DNAで 細 胞 を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 発 現 さ れ 得 る 。 最 後 に 、 Gagは 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー で
形 質 転 換 さ れ た 酵 母 細 胞 ま た は 細 菌 細 胞 中 で 発 現 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 細 胞 中 で ま た は 細 胞 溶 解 物 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で 発 現 さ れ る Gagタ ン パ ク 質 に 加 え て
、 Gagの 種 々 の 領 域 に 対 応 す る ペ プ チ ド は 、 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 使 用 す る こ と か
ら 、 商 業 的 に 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 、 お よ び /ま た は 本 発 明 の 方
法 に 従 っ て HIV-1複 製 を 阻 害 す る 化 合 物 、 お よ び 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る よ う な 1種 ま た は
複 数 の 化 合 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 、 ま た は こ れ ら の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 、 エ ス テ ル 、 も
し く は プ ロ ド ラ ッ グ 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 上 記 の 式 Iお よ び 式 IIの 化 合 物 を 含 む 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 化 合 物 も ま た 、 本 発 明
に 含 ま れ る 。 好 ま し い 化 合 物 に は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3
',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3
',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ
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ン 酸 、 (3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸
、 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 、 非 毒 性 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る
。 こ れ ら の 塩 は 、 化 合 物 の 最 終 的 な 単 離 お よ び 精 製 の 間 に イ ン サ イ チ ュ ー で 調 製 さ れ 得 る
か 、 ま た は そ の 遊 離 の 酸 型 で あ る 精 製 さ れ た 化 合 物 を 適 切 な 有 機 塩 ま た は 無 機 塩 と 別 々 に
反 応 さ せ る こ と 、 お よ び こ の よ う に し て 形 成 さ れ た 塩 を 単 離 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ 得
る 。 こ れ ら に は 、 ア ル カ リ お よ び ア ル カ リ 土 類 金 属 (例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 カ
リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム な ど )に 基 づ く カ チ オ ン 、 な ら び に 非 毒 性 ア ン モ ニ ウ
ム 、 四 級 ア ン モ ニ ウ ム お よ び ア ミ ン カ チ オ ン (ア ン モ ニ ウ ム 、 テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
、 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 メ チ ル ア ミ ン 、 ジ メ チ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 エ チ
ル ア ミ ン 、 N-メ チ ル グ ル カ ミ ン を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い )を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 に 従 う 式 Iお よ び IIの 化 合 物 は 、 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 活 性 、 特 に 抗 HIV-活 性 を 有 す
る こ と が 見 い 出 さ れ た 。 本 発 明 の 塩 お よ び 他 の 処 方 物 は 、 改 善 さ れ た 水 溶 性 、 お よ び 増 強
さ れ た 経 口 的 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ る 。 ま た 、 改 善 さ れ た 水 溶 性 に 起 因
し て 、 本 発 明 の 塩 を 薬 学 的 調 製 物 に 処 方 す る こ と が よ り 容 易 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に 従
う 式 Iお よ び 式 IIの 化 合 物 は 、 改 善 さ れ た 生 物 分 布 特 性 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ウ イ ル ス Gag p25タ ン パ ク 質 (CA-SP1)か ら p24(CA)へ の プ ロ セ シ ン グ を 阻
害 す る が 、 他 の Gagプ ロ セ シ ン グ 段 階 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 化 合 物 、 ま た は 処 理
さ れ た 感 染 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 の 成 熟 を 阻 害 す る 化 合 物 、 例 え ば 、 式 Iお よ
び IIの 化 合 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 含 む 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 1種 ま た は
複 数 の 化 合 物 、 ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 、 エ ス テ ル 、 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ 、 お よ
び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 含 み 、 こ こ で 、 該 化 合 物 は 上 記 の 式
Iま た は IIの 化 合 物 で あ り 、 ま た は 好 ま し く は 、 該 化 合 物 は 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ
ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル グ ル
タ リ ル )ベ ツ リ ン 、 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-(3',3'-ジ
メ チ ル グ ル タ リ ル )ベ ツ リ ン 酸 、 (3',3'-ジ メ チ ル グ ル タ リ ル )ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 、 3-O-
ジ グ リ コ リ ル -ベ ツ リ ン 酸 、 お よ び 3-O-ジ グ リ コ リ ル -ジ ヒ ド ロ ベ ツ リ ン 酸 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 。 本 発 明 に 従 う 薬 学 的 組 成 物 は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 抗 真 菌 剤 、 抗 癌 剤 、 ま た は 免
疫 刺 激 剤 か ら 選 択 さ れ る 1種 ま た は 複 数 の 薬 物 を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 式 Iま た は IIの 化 合 物 の 少 な く と も 1
種 を 含 み 得 る 。 本 明 細 書 に 従 う 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 他 の 抗 ウ イ ル
ス 剤 :AZT(ジ ド ブ ジ ン 、 RETROVIR(登 録 商 標 )、 Glaxo Wellcome)、 3TC(ラ ミ ブ ジ ン 、 COMBIV
IR(登 録 商 標 )、 Glaxo Wellcome)、 ddI(ジ ダ ノ シ ン 、 VIDEX(登 録 商 標 )、 Bristol-Myers Sq
uibb)、 ddC(ザ ル シ タ ビ ン 、 HIVID(登 録 商 標 )、 Hoffmann-La Roche)、 D4T(ス タ ブ ジ ン 、 ZE
RIT(登 録 商 標 )、 Bristol-Myers Squibb)、 ア バ カ ビ ル (ZIAGEN(登 録 商 標 )、 Glaxo Wellcom
e)、 ネ ビ ラ ピ ン (VIRAMUNE(登 録 商 標 )、 Boehringer Ingelheim)、 デ ラ ビ ル ジ ン (Pharmacia
 and Upjohn)、 エ フ ァ ビ レ ン ツ (SUSTIVA(登 録 商 標 )、 DuPont Pharmaceuticals)、 サ キ ナ
ビ ル (INVIRASE(登 録 商 標 )、 FORTOVASE(登 録 商 標 )、 Hoffmann-La Roche)、 リ ト ナ ビ ル (NOR
VIR(登 録 商 標 )、 Abbott Laboratories)、 イ ン ジ ナ ビ ル (CRIXIVAN(登 録 商 標 )、 Merck and 
Company)、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル (VIRACEPT(登 録 商 標 )、 Agouron Pharmaceuticals)、 ア ン プ レ
ナ ビ ル (AGENERASE(登 録 商 標 )、 Glaxo Wellcome)、 ア デ フ ォ ビ ル (PREVEON(登 録 商 標 )、 HEP
SERA(登 録 商 標 )、 Gilead Sciences)、 ア タ ザ ナ ビ ル (atazanavir)(Bristol-Myers Squibb)
、 お よ び ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア (HYDREA(登 録 商 標 )、 Bristol-Myers Squibb)、 ま た は 互 い に 組
み 合 わ せ る か も し く は 生 物 学 的 な ベ ー ス の 治 療 剤 と 結 合 し た 任 意 の 他 の 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス
薬 物 も し く は 抗 体 、 例 え ば 、 gp41由 来 ペ プ チ ド エ ン フ ュ ー ビ ル タ イ ド (FUZEON(登 録 商 標 )
、 Roche and Trimeris)お よ び T-1249、 ま た は 、 可 溶 性 CD4、 CD4に 対 す る 抗 体 、 お よ び CD4
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も し く は 抗 CD4の 結 合 体 を さ ら に 含 み 得 、 ま た は 本 明 細 書 中 で さ ら に 提 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 式 Iま た は IIの 化 合 物 の 1つ を 用 い る 最 適 な 使 用 の た め に 適 切 な さ ら な る 抗 ウ イ
ル ス 剤 に は 以 下 が 含 ま れ 得 る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い :Ethigen Corporationお よ び Matrix
 Research Laboratoriesに よ っ て 製 造 さ れ た AL-721(脂 質 混 合 物 );ア ム ホ テ リ シ ン  B(FUNG
IZONE(登 録 商 標 ));DuPont/HEM Researchに よ っ て 開 発 さ れ た ア ン プ リ ゲ ン (ampligen)(ミ
ス マ ッ チ RNA);抗 AIDS抗 体 (Nisshon Food);1 AS-101(重 金 属 ベ ー ス の 免 疫 刺 激 剤 );BETASER
ON(登 録 商 標 )(β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 Triton Biosciences);ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン
;Carrosyn(ポ リ マ ン ノ ア セ テ ー ト (polymannoacetate));カ ス タ ノ ス ペ ル ミ ン (Castanosper
mine);コ ン ト ラ カ ン (Contracan)(ス テ ア リ ン 酸 誘 導 体 );Pharmalecに よ っ て 製 造 さ れ た ク
リ ー ム フ ァ ー マ テ ッ ク ス (Creme Pharmatex)(ベ ン ズ ア ル コ ニ ウ ム 含 有 );CS-87(ジ ド ブ ジ ン
の 5-非 置 換 誘 導 体 );ペ ン シ ク ロ ビ ル (penciclovir)(DENAVIR(登 録 商 標 )、 Novartis);フ ァ
ム シ ク ロ ビ ル (famciclovir)(FAMVIR(登 録 商 標 )、 Novartis);ア シ ク ロ ビ ル (ZOVIRAX(登 録
商 標 )、 Glaxo Wellcome);HPMPC(サ イ ト フ ォ ビ ル (cytofovir)、 VISTIDE(登 録 商 標 )、 Gilea
d);DHPG(ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 CYTOVENE(登 録 商 標 )、 Roche Pharmaceuticals);硫 酸 デ キ ス ト
ラ ン ;Carter-Wallaceお よ び Degussa Pharmaceuticalに よ っ て 製 造 さ れ た D-ペ ニ シ ラ ミ ン (
3-メ ル カ プ ト -D-バ リ ン );FOSCARNET(登 録 商 標 )(ト リ ナ ト リ ウ ム ホ ス ホ ノ ホ ル メ ー ト (tris
odium phosphonoformate);Astra AB);Leo Lovensに よ っ て 製 造 さ れ た フ シ ジ ン 酸 ;グ リ チ
ル リ ジ ン (カ ン ゾ ウ 根 の 成 分 );HPA-23(ア ン モ ニ ウ ム -21-タ ン グ ス ト -9-ア ン チ モ ネ ー ト ; R
hone-Poulenc Sante);Porton Products Internationalに よ っ て 製 造 さ れ た ヒ ト 免 疫 ウ イ
ル ス 抗 ウ イ ル ス 剤 ;ORNIDYL(登 録 商 標 )(エ フ ロ ル ニ チ ン (eflormithine);Merrell-Dow);ノ
ノ キ シ ノ ー ル ;Lypho Medに よ っ て 製 造 さ れ た ペ ン タ ミ ジ ン イ セ チ オ ネ ー ト (PENTAM-300);P
eninsula Laboratoriesに よ っ て 製 造 さ れ た ペ プ チ ド T(オ ク タ ペ プ チ ド 配 列 );フ ェ ニ ト イ
ン (Warner-Lambert);INHま た は イ ソ ニ ア ジ ド ;リ バ ビ リ ン (RIFADIN(登 録 商 標 )、 Aventis);
(VIRAZOLE(登 録 商 標 )、 ICN Pharmaceuticals);リ フ ァ ブ チ ン (refabutin)、 ア ン サ マ イ シ
ン (ansamycin)(MYCOBUTIN(登 録 商 標 )、 Pfizer);CD4-IgG2(Progenics Pharmaceuticals)ま
た は 他 の CD4含 有 ま た は CD4ベ ー ス の 分 子 ;Warner-Lambert Companyに よ っ て 製 造 さ れ た ト
リ メ ト レ キ サ ー ト ;Sanwa Kagakuに よ っ て 製 造 さ れ た SK-818(ゲ ル マ ニ ウ ム 誘 導 化 抗 ウ イ ル
ス 剤 );Miles Pharmaceuticalsに よ っ て 製 造 さ れ た ス ラ ミ ン お よ び そ の ア ナ ロ グ ;Ueno Fin
e Chemicals Industryに よ っ て 製 造 さ れ た UA001;お よ び WELLFERON(登 録 商 標 )(α -イ ン タ
ー フ ェ ロ ン 、 Glaxo Wellcome)。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 免 疫 調 節 物 質 を さ ら に 含 み 得 る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 本 発
明 の ベ ツ リ ン 酸 ま た は ベ ツ リ ン 誘 導 体 を 用 い る 最 適 な 使 用 の た め の 適 切 な 免 疫 調 節 物 質 に
は 以 下 が 含 ま れ 得 る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い :ABPP(Bropririmine);ア ン プ リ ゲ ン (ミ ス マ
ッ チ RNA) DuPont/HEM Research;抗 ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α -抗 体 (Advance Biotherapy a
nd Concepts);抗 AIDS抗 体 (Nisshon Food);AS-101(重 金 属 ベ ー ス の 免 疫 刺 激 剤 );ア ス コ ル
ビ ン 酸 お よ び そ の 誘 導 体 ;イ ン タ ー フ ェ ロ ン -β ;Ciamexon(Boehringer-Mannheim);シ ク ロ
ス ポ リ ン ;シ メ チ ジ ン ;CL-246,738(American Cyanamid);GM-CSFを 含 む コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (S
andoz, Genetics Institute);ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン ;HE2000(Hollis-Eden Pharmaceuti
cals);イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ ;グ ル カ ン ;超 免 疫 γ -グ ロ ブ リ ン (Bayer);IMREG-1(白 血 球 透 析
物 )お よ び IMREG-2(IMREG Corp.);イ ム チ オ ー ル (immuthiol)(ジ エ チ ル チ オ カ ル バ メ ー ト ナ
ト リ ウ ム )(Institut Merieux);イ ン タ ー ロ イ キ ン -1(Cetus Corporation, Hoffmann-La Ro
che; Immunex)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(IL-2)(Chiron Corporation)、 イ ソ プ リ ノ シ ン (イ ノ
シ ン プ ラ ノ ベ ク ス )、 Krestin(Sankyo)、 LC-9018(Yakult)、 レ ン チ ナ ン (Ajinomoto/Yamano
uchi);LF-1695(Fournier)、 メ チ オ ニ ン -エ ン ケ フ ァ リ ン (TNI Pharmaceuticals; Sigma Ch
emicals)、 ミ ノ フ ァ ー ゲ ン C;ム ラ ミ ル ト リ ペ プ チ ド 、 MTP-PE(Ciba-Geigy)、 ナ ル ト レ キ ソ
ン (TREXAN(登 録 商 標 )DuPont);ニ ュ ー ト ロ ピ ン 、 RNA免 疫 調 節 物 質 (Nippon Shingaku)、 REM
UNE(登 録 商 標 )(Immune Responce Corporation)、 RETICULOSE(登 録 商 標 )(Advanced Viral 
Research Corporation)、 シ ョ ウ サ イ コ ト ウ 、 人 参 、 胸 腺 液 性 因 子 、 TP-05(Thymopentin, 
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Ortho Pharmaceuticals)、 サ イ モ シ ン 因 子 5、 サ イ モ シ ン 1(ZYDAXIN(登 録 商 標 )、 SciClone
)、 サ イ モ ス チ ム リ ン (thymostimulin)、 TNF(腫 瘍 壊 死 因 子 、 Genentech)、 お よ び ビ タ ミ ン
調 製 物 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 抗 癌 治 療 剤 を さ ら に 含 み 得 る 。 最 適 な 使 用 の た め の 抗 癌
治 療 剤 に は 、 新 生 物 を 阻 害 す る た め に 有 効 な 抗 癌 組 成 物 が 含 ま れ 、 こ れ に は 、 組 み 合 わ せ
治 療 の た め に 使 用 さ れ 得 る 化 合 物 、 ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 、 ま た は 該 抗 癌 剤 の プ ロ
ド ラ ッ グ が 含 ま れ 、 ア ル キ ル 化 剤 (例 え ば 、 ブ ス ル フ ァ ン )、 シ ス プ ラ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ
ン C、 お よ び カ ル ボ プ ラ チ ン 、 有 糸 分 裂 阻 害 剤 (例 え ば コ ル ヒ チ ン )、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 タ
キ ソ ー ル (例 え ば 、 パ ク リ タ キ セ ル (TAXOL(登 録 商 標 )、 Bristol-Meyers Squibb)、 ド セ タ
キ セ ル (TAXOTERE(登 録 商 標 )、 Aventis))、 topoIイ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば 、 カ ン プ ト テ シ ン 、
イ リ ノ テ カ ン 、 お よ び ト ポ テ カ ン (HYCAMTIN(登 録 商 標 )、 SmithKline Beecham))、 topoII
イ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 お よ び エ ト ポ シ ド (例 え ば 、 VP
16));RNA/DNA代 謝 拮 抗 物 質 (例 え ば 、 5-ア ザ シ チ ジ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 お よ び メ ト
ト レ キ サ ー ト )、 DNA代 謝 拮 抗 物 質 (例 え ば 、 5-フ ル オ ロ -2'-デ オ キ シ -ウ リ ジ ン )、 ara-C、
ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 チ オ グ ア ニ ン 、 お よ び 抗 体 (例 え ば 、 ト ラ ス ツ ズ マ ブ (HERCEPTIN(登 録
商 標 )、 Genentech)お よ び リ ツ キ シ マ ブ (RITUXAN(登 録 商 標 )、 Genentech and Idec Pharma
ceuticals))、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、
ビ ン ク リ ス チ ン 、 マ イ ト グ ア ゾ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ア ク ラ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ
ト キ サ ン ト ロ ン 、 エ リ プ チ ニ ウ ム 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 オ ク ト レ オ チ ド 、 レ チ ノ イ ン 酸 、 タ モ
キ シ フ ェ ン 、 ア ラ ノ シ ン 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 化 合 物 お よ び そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と 組 み 合 わ せ る 使 用
の た め の 、 抗 菌 治 療 剤 、 抗 寄 生 生 物 治 療 剤 、 お よ び 抗 真 菌 治 療 剤 を 提 供 す る た め の 方 法 を
提 供 す る 。 抗 菌 治 療 剤 の 例 に は 、 ペ ニ シ リ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ア モ キ シ シ リ ン 、 シ ク ラ シ
リ ン 、 エ ピ シ リ ン 、 メ チ シ リ ン 、 ナ フ シ リ ン 、 オ キ サ シ リ ン 、 ク ロ キ サ シ リ ン 、 ジ ク ロ キ
サ シ リ ン 、 フ ル ク ロ キ サ シ リ ン 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 、 セ フ ァ レ キ シ ン 、 セ フ ァ ラ ジ ン 、 セ フ
ァ ド キ シ ル 、 セ フ ァ ク ロ ル 、 セ フ ォ キ シ チ ン 、 セ フ ォ タ キ シ ム 、 セ フ ィ チ ゾ キ シ ム 、 セ フ
ィ ネ ノ キ シ ム 、 セ フ ト リ ア キ ソ ン 、 モ キ サ ラ ク タ ム 、 イ ミ ペ ネ ム 、 ク ラ ブ ラ ネ ー ト 、 チ メ
ン チ ン 、 ス ル バ ク タ ム 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ス ト レ プ ト
マ イ シ ン 、 メ ト ロ ニ ダ ゾ ー ル 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ク リ ン ダ マ イ シ ン 、 リ ン コ マ イ シ
ン 、 キ ノ ロ ン 、 リ フ ァ ン ピ ン 、 ス ル ホ ン ア イ ド 、 バ シ ト ラ シ ン 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 バ ン コ
マ イ シ ン 、 ド キ シ サ イ ク リ ン 、 メ タ サ イ ク リ ン 、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ア
ム ホ テ リ シ ン  B、 シ ク ロ セ リ ン 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン 、 ノ ル フ ロ キ サ シ ン 、 イ ソ ニ ア ジ ド
、 エ タ ン ブ ト ー ル 、 お よ び ナ リ ジ ク ス 酸 、 な ら び に こ れ ら の 各 化 合 物 の 誘 導 体 お よ び 変 化
型 な ど の 化 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 抗 寄 生 生 物 治 療 剤 の 例 に は 、 ビ チ オ ノ ー ル 、 ク エ ン 酸 ジ エ チ ル カ ル バ マ ジ ン 、 メ ベ ン ダ
ゾ ー ル 、 メ ト リ ホ ネ ー ト 、 ニ ク ロ サ ミ ン 、 ニ リ ダ ゾ ー ル 、 オ キ サ ム ニ キ ン 、 お よ び 他 の キ
ニ ン 誘 導 体 、 ク エ ン 酸 ピ エ ラ ジ ン 、 プ ラ ジ カ ン テ ル 、 ピ ラ ン テ ル パ モ エ ー ト 、 お よ び チ ア
ベ ン ダ ゾ ー ル 、 な ら び に こ れ ら の 各 化 合 物 の 誘 導 体 お よ び 変 化 型 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 抗 真 菌 治 療 剤 の 例 に は 、 ア ム ホ テ リ シ ン  B、 ク ロ ト リ ア ゾ ー ル 、 エ コ ナ ゾ ー ル ニ ト レ ー
ト 、 フ ル シ ト シ ン 、 グ リ セ オ フ ル ビ ン 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 お よ び ミ コ ナ ゾ ー ル 、 な ら び に
こ れ ら の 各 化 合 物 の 誘 導 体 お よ び 変 化 型 が 含 ま れ る 。 抗 真 菌 化 合 物 に は ま た 、 ア キ ュ レ ア
シ ン Aお よ び パ ピ ュ ロ カ ン ジ ン Bが 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ ら の 薬 理 学 的 効 果
を 示 す 前 に 生 物 変 換 を 受 け る 化 合 物 を い う 。 薬 学 的 な 問 題 を 克 服 す る た め の 薬 物 の 化 学 修

10

20

30

40

50

(32) JP 2006-520756 A 2006.9.14



飾 は ま た 、 「 薬 物 潜 在 化 」 と も 呼 ば れ る 。 薬 物 潜 在 化 は 、 イ ン ビ ボ 酵 素 的 攻 撃 が 親 の 化 合
物 を 遊 離 さ せ る 際 に 新 規 な 化 合 物 を 形 成 す る た め の 生 物 学 的 に 活 性 な 化 合 物 の 化 学 修 飾 で
あ る 。 親 の 化 合 物 の 化 学 的 変 化 は 、 物 理 化 学 的 特 性 に お け る 変 化 が 、 吸 収 、 分 布 、 お よ び
酵 素 的 代 謝 に 影 響 を 与 え る よ う な 変 化 で あ る 。 薬 物 潜 在 化 の 定 義 は ま た 、 親 の 化 合 物 の 非
酵 素 的 な 再 生 を 含 む よ う に 拡 張 さ れ て い る 。 再 生 は 、 加 水 分 解 的 、 解 離 的 、 お よ び 酵 素 媒
介 さ れ る 必 要 の な い 他 の 反 応 の 結 果 と し て 起 こ る 。 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 、 「 潜 在 化 薬 物 」 、
お よ び 「 生 物 可 逆 的 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 推 測 に よ っ て 、 潜 在
化 は 、 生 物 活 性 の 親 の 分 子 を イ ン ビ ボ で 再 生 す る こ と に 関 与 す る タ イ ム ラ グ エ レ メ ン ト ま
た は 時 間 成 分 を 含 む 。 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 と い う 用 語 は 、 こ れ が 潜 在 化 薬 物 誘 導 体 な ら び に
投 与 後 に 実 際 の 物 質 に 転 換 さ れ る こ れ ら の 物 質 を 含 む と い う 意 味 で 一 般 的 で あ る 。 「 プ ロ
ド ラ ッ グ 」 と い う 用 語 は 、 そ れ ら の 薬 理 学 的 作 用 を 示 す 前 に 生 物 転 換 を 受 け る 薬 剤 に つ い
て の 一 般 的 用 語 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 動 物 被 験 体 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 「 哺 乳 動 物 」 と い う 用 語 に よ っ て 、 哺
乳 綱 に 属 す る 個 体 を 意 味 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 ヒ ト 患 者 の 処 置 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 「 処 置 す る 」 と い う 用 語 は 、 式 Iも し く は IIの 化 合 物 、 ま た は 本 発 明 に お け る 1つ ま た は
複 数 の ア ッ セ イ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 を 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 関 連 病 理 の 予 防 、 寛 解 、
ま た は 治 療 を 含 み 得 る 目 的 の た め に 被 験 体 に 投 与 す る こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 に お け る 1
つ ま た は 複 数 の ア ッ セ イ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 被 験 体 を 処 置 す る た め の 該 化 合 物 は 、 本
明 細 書 中 に 記 載 さ れ た Gagプ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 能 力 を 有 す る 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 相 互 作 用 を 阻 害 す る 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 1つ ま た は 複 数
の 分 子 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 ま た は レ セ プ タ ー の 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 結 合 を
妨 害 す る か 、 ま た は そ の 速 度 を 減 少 す る こ と 、 あ る い は 1つ ま た は 複 数 の 分 子 、 ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 ま た は レ セ プ タ ー の 通 常 の 活 性 を 妨 害 ま た は 減 少 す る こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 医 薬 は 、 そ れ ら が 同 時 に 患 者 に 供 給 さ れ る 場 合 、 ま た は 各 医 薬 の 投 与 の 間 の 時 間 が 生 物
学 的 活 性 の 重 複 を 可 能 に す る よ う な も の で あ る 場 合 に 、 互 い に 「 組 み 合 わ せ て 」 供 給 さ れ
る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 記 の 式 Iま た は IIの 少 な く と も 1つ の 化 合 物 が 単 一 の 薬
学 的 組 成 物 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 に 従 う 投 与 の た め の 薬 学 的 組 成 物 は 、 上 記 の 式 Iま た は IIの 少 な く と も 1つ の 化 合
物 、 ま た は 本 発 明 に お け る 1つ ま た は 複 数 の ア ッ セ イ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 を 含 み
得 る 。 本 発 明 に お け る 1つ ま た は 複 数 の ア ッ セ イ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 被 験 体 を 処 置 す
る た め の 該 化 合 物 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る Gagプ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 能 力 を 有 す る
化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 。 本 発 明 に 従 う 化 合 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア と 任 意 で
組 み 合 わ せ た 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 型 に さ ら に 含 ま れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 そ れ ら が 意
図 さ れ る 目 的 を 達 成 す る 任 意 の 手 段 に よ っ て 投 与 さ れ 得 る 。 本 発 明 に 従 う 式 Iお よ び IIの
化 合 物 の 投 与 の た め の 量 お よ び 投 与 計 画 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 病 理 学 を 処 置 す る 臨 床 分 野 に
お け る 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 投 与 は 、 非 経 口 的 、 例 え ば 、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 経 皮 的 、 経 粘 膜
的 、 眼 、 直 腸 、 膣 内 、 ま た は 口 腔 の 経 路 に よ っ て で あ り 得 る 。 代 替 的 に 、 ま た は 同 時 に 、
投 与 は 経 口 経 路 に よ っ て で あ り 得 る 。 投 与 は 、 経 口 も し く は 鼻 腔 ス プ レ ー と し て 、 ま た は
局 所 的 に 、 例 え ば 散 剤 、 軟 膏 、 ド ロ ッ プ 、 も し く は パ ッ チ な ど で あ り 得 る 。 投 与 さ れ る 投
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薬 量 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、 健 康 状 態 、 お よ び 体 重 、 以 前 の ま た は 同 時 に 実 行 さ れ る 処
置 の 型 、 も し あ れ ば 、 処 置 の 頻 度 、 な ら び に 所 望 さ れ る 効 果 の 性 質 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 組 成 物 は 、 本 発 明 に 従 う 上 記 の 式 Iま た は IIの 少 な く と も 1つ の 化
合 物 を 含 む す べ て の 組 成 物 を 、 そ の 意 図 さ れ る 目 的 を 達 成 す る た め に 有 効 な 量 で 含 む 。 個
々 の 必 要 性 は 変 化 す る が 、 各 成 分 の 有 効 量 の 最 適 範 囲 の 決 定 は 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る 。 代
表 的 な 投 薬 量 は 、 約 0.1か ら 約 100mg/kg体 重 を 含 む 。 好 ま し い 投 薬 量 は 、 活 性 成 分 の 約 1か
ら 約 100mg/kg体 重 を 含 む 。 最 も 好 ま し い 投 薬 量 は 、 約 5か ら 約 50mg/kg体 重 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 は ま た 、 任 意 で 、 免 疫 系 ブ ー ス タ ー ま た は 免 疫 調 節 物 質 を 使 用 す
る 、 事 前 の 、 同 時 の 、 そ の 後 の 、 ま た は 付 加 的 な 治 療 を 含 み 得 る 。 薬 理 学 的 に 活 性 な 化 合
物 に 加 え て 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 薬 学 的 に 使 用 さ れ 得 る 調 製 物 へ の 活 性 化 合 物
の プ ロ セ シ ン グ を 容 易 に す る 賦 形 剤 お よ び 助 剤 を 含 む 適 切 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア
を 含 み 得 る 。 好 ま し く は 、 調 製 物 、 特 に 経 口 的 に 投 与 さ れ 得 、 か つ 好 ま し い 投 与 の 型 (例
え ば 、 錠 剤 、 糖 衣 錠 、 お よ び カ プ セ ル )の た め に 使 用 さ れ 得 る 調 製 物 、 お よ び ま た 、 直 腸
的 に 投 与 さ れ 得 る 調 製 物 (例 え ば 、 坐 剤 な ど )、 な ら び に 注 射 に よ る 投 与 ま た は 経 口 的 な 投
与 の た め の 溶 液 は 、 賦 形 剤 と と も に 、 活 性 化 合 物 の 約 0.01か ら 99%、 好 ま し く は 約 20か ら 7
5%を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 調 製 物 は 、 そ れ 自 体 公 知 で あ る 様 式 で 、 例 え ば 従 来 的 な 混 合 、 顆 粒 化 、
糖 衣 錠 混 合 、 溶 解 、 ま た は 凍 結 乾 燥 の プ ロ セ ス に よ っ て 製 造 さ れ る 。 従 っ て 、 経 口 使 用 の
た め の 薬 学 的 調 製 物 は 、 固 体 賦 形 剤 と 活 性 化 合 物 を 混 合 す る こ と 、 任 意 で 得 ら れ る 混 合 物
を 粉 砕 す る こ と 、 お よ び 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 の コ ア を 得 る た め に 、 望 ま し い か ま た は 必 要 で
あ る 場 合 、 適 切 な 助 剤 を 加 え た 後 で 顆 粒 の 混 合 物 を 加 工 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 適 切 な 賦 形 剤 は 、 例 え ば 、 増 量 剤 、 例 え ば 、 サ ッ カ リ ド (例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 マ ン ニ
ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル );セ ル ロ ー ス 調 製 物 お よ び /ま た は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム (例 え ば
、 リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム )な ど ;な ら び に 結 合 剤 、 例 え ば 、 ス タ
ー チ ペ ー ス ト (例 え ば 、 ト ウ モ ロ コ シ ス タ ー チ 、 コ ム ギ ス タ ー チ 、 ラ イ ス ス タ ー チ 、 ポ テ
ト ス タ ー チ を 使 用 す る )、 ゲ ラ チ ン 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 お よ び /
ま た は ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン で あ る 。 所 望 さ れ る 場 合 、 崩 壊 剤 が 加 え ら れ 得 、 こ れ は 例 え
ば 、 上 記 に 言 及 し た ス タ ー チ 、 お よ び ま た 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ 、 架 橋 ポ リ ビ ニ ル
ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ま た は ア ル ギ ン 酸 ま た は そ の 塩 (例 え ば ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど )な
ど で あ る 。 助 剤 は 、 上 記 の す べ て 、 流 動 調 節 剤 、 お よ び 滑 沢 剤 、 例 え ば 、 シ リ カ 、 タ ル ク
、 ス テ ア リ ン 酸 お よ び そ の 塩 (例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は ス テ ア リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム )、 お よ び /ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で あ る 。 糖 衣 錠 コ ア に は 適 切 な コ ー テ ィ
ン グ が 提 供 さ れ 、 こ れ は 、 所 望 さ れ る 場 合 、 胃 液 に 耐 性 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 濃 縮
サ ッ カ リ ド 溶 液 が 使 用 さ れ 得 、 こ れ は 、 任 意 で ア ラ ビ ア ガ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ
ド ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び /ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 適
切 な 有 機 溶 媒 ま た は 溶 媒 混 合 物 を 含 み 得 る 。 胃 液 に 対 し て 耐 性 で あ る コ ー テ ィ ン グ を 作 製
す る た め に 、 適 切 な セ ル ロ ー ス 調 製 物 (例 え ば 、 ア セ チ ル セ ル ロ ー ス フ タ レ ー ト ま た は ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス フ タ レ ー ト )の 溶 液 が 使 用 さ れ る 。 染 料 お よ び 色 素 は
、 例 え ば 、 同 定 の た め 、 ま た は 活 性 化 合 物 用 量 の 組 み 合 わ せ を 特 徴 付 け す る た め に 錠 剤 ま
た は 糖 衣 錠 の コ ー テ ィ ン グ に 加 え ら れ 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 経 口 的 に 使 用 さ れ る 他 の 薬 学 的 調 製 物 は 、 ゼ ラ チ ン 製 の 押 し 込 み 式 カ プ セ ル 、 な ら び に
ゼ ラ チ ン 製 の ソ フ ト な 密 封 さ れ た カ プ セ ル 、 お よ び グ リ セ ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど
の 可 塑 剤 を 含 む 。 押 し 込 み 式 カ プ セ ル は 、 ラ ク ト ー ス な ど の 増 量 剤 、 ス タ ー チ な ど の 結 合
剤 、 お よ び /ま た は タ ル ク ま た は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 滑 沢 剤 、 お よ び 任 意 で
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、 安 定 剤 と と も に 混 合 さ れ 得 る 顆 粒 型 で 活 性 化 合 物 を 含 み 得 る 。 ソ フ ト カ プ セ ル に お い て
は 、 活 性 化 合 物 は 、 適 切 な 液 体 (例 え ば 、 脂 肪 オ イ ル ま た は 液 体 パ ラ フ ィ ン な ど )中 に 溶 解
ま た は 懸 濁 さ れ る 。 さ ら に 、 安 定 剤 が 加 え ら れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 直 腸 で 使 用 さ れ 得 る 可 能 な 薬 学 的 調 製 物 は 、 例 え ば 、 坐 剤 ベ ー ス と の 活 性 化 合 物 の 組 み
合 わ せ か ら な る 坐 剤 を 含 む 。 適 切 な 坐 剤 ベ ー ス は 、 例 え ば 、 天 然 ま た は 合 成 の ト リ グ リ セ
リ ド 、 ま た は パ ラ フ ィ ン 炭 化 水 素 で あ る 。 さ ら に 、 ベ ー ス と 活 性 化 合 物 の 組 み 合 わ せ か ら
な る ゼ ラ チ ン カ プ セ ル を 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 可 能 な ベ ー ス 材 料 に は 、 例 え ば
、 液 体 ト リ グ リ セ リ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は パ ラ フ ィ ン 炭 化 水 素 が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 非 経 口 投 与 の た め の 適 切 な 処 方 物 に は 、 水 溶 性 型 の 活 性 化 合 物 (例 え ば 、 水 溶 性 塩 )の 水
溶 液 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 適 切 な 油 性 注 射 懸 濁 液 と し て の 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 が 投 与 さ れ
得 る 。 適 切 な 親 油 性 溶 媒 ま た は ビ ヒ ク ル に は 、 脂 肪 油 (例 え ば 、 ゴ マ 油 )、 ま た は 合 成 脂 肪
酸 エ ス テ ル (例 え ば 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル )、 ト リ グ リ セ リ ド 、 ま た は グ リ コ ー ル -400が 含 ま
れ る 。 懸 濁 液 の 粘 度 を 増 加 さ せ る 物 質 を 含 み 得 る 水 性 注 射 懸 濁 液 に は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ
シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 お よ び /ま た は デ キ ス ト ラ ン が 含 ま れ る 。 任 意 で 、
こ の 懸 濁 液 は 安 定 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 経 口 投 与 の た め の 液 体 投 薬 形 態 に は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る エ マ ル ジ ョ ン 、 溶 液 、 懸 濁 液
、 シ ロ ッ プ 、 お よ び エ リ キ シ ル が 含 ま れ る 。 活 性 化 合 物 に 加 え て 、 液 体 投 薬 形 態 は 、 当 技
術 分 野 に お い て 一 般 に 使 用 さ れ る 不 活 性 希 釈 剤 (例 え ば 、 水 ま た は 他 の 溶 媒 な ど )、 溶 解 剤
お よ び 乳 化 剤 (例 え ば 、 水 ま た は 他 の 溶 媒 な ど )、 安 定 剤 お よ び 乳 化 剤 (例 え ば 、 エ チ ル ア
ル コ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 エ チ ル カ ー ボ ネ ー ト 、 1,3-ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ジ
メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 オ イ ル (例 え ば 、 綿 実 油 、 ラ ッ カ セ イ 油 、 コ ー ン 油 、 胚 芽 油 、 オ リ
ー ブ 油 、 ヒ マ シ 油 、 お よ び ゴ マ 油 な ど )、 グ リ セ ロ ー ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ル フ リ ル ア ル コ
ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び ソ ル ビ タ ン の 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 な ら び に こ れ ら
の 混 合 物 な ど )を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 懸 濁 液 は 、 活 性 化 合 物 に 加 え て 、 例 え ば 、 エ ト キ シ 化 イ ソ ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ
オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ ト ー ル お よ び ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル 、 セ ル ロ ー ス 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス
、 ア ル ミ ニ ウ ム メ タ ヒ ド ロ キ サ イ ド 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 寒 天 、 お よ び ト ラ ガ カ ン ト 、 な ら び
に こ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど の 懸 濁 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 局 所 的 投 与 の た め の 薬 学 的 組 成 物 に は 、 皮 膚 、 粘 膜 、 肺 の 表 面 、 ま た は 眼 へ の 投 与 の た
め に 適 切 な 処 方 物 が 含 ま れ る 。 組 成 物 は 、 加 圧 さ れ た か ま た は 加 圧 さ れ て い な い 、 乾 燥 粉
末 、 液 体 、 ま た は 懸 濁 液 と し て 調 製 さ れ 得 る 。 加 圧 さ れ て い な い 粉 末 処 方 物 中 の 活 性 成 分
は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 不 活 性 キ ャ リ ア 中 に 微 細 に 分 割 さ れ た 形 態 で 混 合 さ れ 得 る 。 こ の
キ ャ リ ア に は 、 マ ン ニ ト ー ル 、 フ ル ク ト ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス
、 サ ッ カ リ ン 、 ま た は 他 の 糖 ま た は 甘 味 料 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 加 圧 さ れ た 組 成 物 は 、 圧 縮 さ れ た ガ ス (例 え ば 、 窒 素 ま た は 液 化 ガ ス 噴 霧 剤 )を 含 み 得 る
。 こ の 噴 霧 剤 は ま た 、 液 体 ま た は 固 体 の 非 イ オ ン 性 ま た は ア ニ オ ン 性 の 剤 で あ る 界 面 活 性
成 分 を 含 み 得 る 。 ア ニ オ ン 性 剤 は ナ ト リ ウ ム 塩 の 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 眼 に お け る 使 用 の た め の 処 方 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 眼 科 的 キ ャ リ ア (例 え ば 、 軟 膏
、 オ イ ル (植 物 油 な ど )、 ま た は カ プ セ ル 化 物 質 な ど )を 含 む 。 処 置 さ れ る 眼 の 領 域 に は 、
角 膜 領 域 、 ま た は 内 部 領 域 (例 え ば 、 虹 彩 、 レ ン ズ 、 毛 様 体 、 前 眼 房 、 後 眼 房 、 眼 房 水 、
硝 子 体 液 、 脈 絡 膜 、 ま た は 網 膜 な ど )が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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　 直 腸 投 与 の た め の 組 成 物 は 、 坐 剤 の 形 態 で あ り 得 る 。 膣 中 で の 使 用 の た め の 組 成 物 は 、
坐 剤 、 ク リ ー ム 、 フ ォ ー ム 、 ま た は 留 置 膣 内 挿 入 物 の 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は リ ポ ソ ー ム の 形 態 で 投 与 さ れ 得 る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 で あ る よ う に 、 天 然 ま た は 人 工 の 、 リ ン 脂 質 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (レ シ チ ン )ま
た は 他 の 類 脂 質 性 化 合 物 か ら 作 ら れ 得 る 。 リ ポ ソ ー ム を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 、 任 意
の 非 毒 性 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 脂 質 が 使 用 さ れ 得 る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 多 重 膜 ま た は 単 層
膜 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 に 従 う 全 身 投 与 の た め の 薬 学 的 処 方 物 は 、 経 腸 的 、 非 経 口 、 ま た は 局 所 的 投 与 の
た め に 処 方 さ れ 得 る 。 実 際 は 、 3つ す べ て の 型 の 処 方 が 、 活 性 成 分 の 全 身 投 与 を 達 成 す る
た め に 同 時 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 経 口 投 与 の た め の 適 切 な 処 方 物 に は 、 硬 質 ま た は 軟 質 の ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 、 糖 衣 錠 、 丸
薬 、 錠 剤 (コ ー ト さ れ た 錠 剤 を 含 む )、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 ま た は 吸 入 剤 、 お
よ び こ れ ら の 制 御 放 出 型 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 上 記 の 式 Iま た は IIの 化 合 物 、 ま た は 本 発 明 に お け る 1つ も し く は 複 数 の ア ッ セ イ 法 に よ
っ て 同 定 さ れ 、 か つ Gagプ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 能 力 を 有 す る 化 合 物 は ま た 、 生 物 分 解 可
能 な 遅 延 放 出 キ ャ リ ア と 化 合 し た 場 合 に 、 移 植 物 の 形 態 で 投 与 さ れ 得 る 。 代 替 的 に は 、 本
発 明 の 化 合 物 は 、 活 性 成 分 の 継 続 的 放 出 の た め の 経 皮 パ ッ チ と し て 処 方 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 の み で あ っ て 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 規 定 さ れ る よ う な 本
発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く
、 本 発 明 の 方 法 に お い て 種 々 の 改 変 お よ び 変 化 が な さ れ 得 る こ と は 当 業 者 に は 明 ら か で あ
る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 改 変 お よ び 変 化 が 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び そ れ ら の 等 価 物 の 範
囲 内 に あ る な ら ば 、 本 発 明 は 、 そ れ ら の 改 変 お よ び 変 化 を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例
実 施 例 1
一 次 HIV-1単 離 物 に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性
　 頑 強 な ウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 PMBC中 で 増 殖 し た 一 次 HIV-1単 離 物 に 対 す る D
SBの 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 評 価 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 DSBの 段 階 希 釈 を 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ
レ ー ト 中 で 作 製 し た 。 25-250TCID 5 0 の ウ イ ル ス お よ び 5× 10 5 PHA刺 激 PBMCを 各 ウ ェ ル に 加
え た 。 感 染 後 1、 3、 お よ び 5日 後 に 、 培 地 を 各 ウ ェ ル か ら 除 去 し 、 適 切 な 濃 度 で DSBを 含 む
新 し い 培 地 で 置 き 換 え た 。 感 染 後 7日 目 に 、 ウ イ ル ス 複 製 の p24検 出 の た め の 培 養 上 清 を 取
り 出 し 、 50%阻 害 濃 度 (IC50)を 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 計 算 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 表 3は 、 一 次 HIV-1単 離 物 の パ ネ ル に 対 す る DSBの 強 力 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 示 す 。 DSBは 、
並 行 し て 試 験 し た 認 可 さ れ た 薬 物 と 同 様 の 活 性 の レ ベ ル を 示 す 。 重 要 な こ と に 、 DSBの 活
性 は コ レ セ プ タ ー 使 用 に よ っ て 制 限 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 （ 表 ３ ） 一 次 Clade B HIV-1単 離 物 の パ ネ ル に 対 す る 、 DSBお よ び 2種 の 認 可 さ れ た 薬 物
の 阻 害 活 性 (IC 5 0 )
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　 *で 示 さ れ た 臨 床 的 HIV-1単 離 物 は Panacosで 単 離 さ れ た 。 す べ て の 他 の ウ イ ル ス 単 離 物
は NIH AIDS Reference Repositoryか ら 得 ら れ た 。
　 注 記 :R5お よ び X4は そ れ ぞ れ ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー CCR5お よ び CXCR4を 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 DSBの 毒 性 を 、 一 定 の 範 囲 の 濃 度 で 7日 間 、 PHA刺 激 PBMCと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と 、 次 い で 、 XTT法 を 使 用 し て 細 胞 生 存 度 を 決 定 す る こ と に よ っ て 分 析 し た 。 50%細 胞 傷 害
性 濃 度 は >30μ Mで あ り 、 約 5000の イ ン ビ ト ロ 治 療 指 数 に 対 応 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 2
薬 物 耐 性 HIV-1単 離 物 に 対 す る DSBの 抗 ウ イ ル ス 活 性
　 DSBの 活 性 を 、 認 可 さ れ た 薬 物 に 耐 性 で あ る HIV-1単 離 物 の パ ネ ル に 対 し て 試 験 し た 。 こ
れ ら の ウ イ ル ス を 、 NIH AIDS Research and Reference Reagent Programか ら 入 手 し た 。
ア ッ セ イ 法 を 、 p24終 点 (上 記 )を 用 い て 、 PBMC中 で 増 殖 し た ウ イ ル ス を 使 用 し て 、 ま た は
細 胞 株 標 的 (MT-2細 胞 )お よ び 細 胞 殺 傷 終 点 を 使 用 し て 実 行 し た 。 MT-2ア ッ セ イ 形 式 は 以 下
の 通 り で あ っ た 。 DSBま た は 各 認 可 さ れ た 薬 物 の 段 階 希 釈 を 95ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 調 製 し
た 。 各 試 料 ウ ェ ル に 、 3× 10 5 細 胞 /mLの MT-2細 胞 を 含 む 培 地 、 お よ び 感 染 5日 後 (PI)で 細 胞
標 的 の 80%の 殺 傷 を 生 じ る た め に 必 要 な 濃 度 の ウ イ ル ス 接 種 物 を 加 え た 。 感 染 後 5日 目 に 、
ウ イ ル ス 誘 導 性 細 胞 殺 傷 を XTT法 に よ っ て 決 定 し 、 そ し て 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 表 4は 、 薬 物 耐 性 HIV-1単 離 物 の パ ネ ル に 対 す る DSBの 強 力 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 示 す 。 こ
れ ら の 結 果 は 、 野 生 型 単 離 物 の パ ネ ル を 用 い て 得 ら れ た 結 果 (図 3)と は 有 意 に は 異 な ら ず
、 DSBが 、 認 可 さ れ た 薬 物 の 主 要 な ク ラ ス の す べ て に 対 し て 耐 性 で あ る ウ イ ル ス 株 に 対 し
て そ の 活 性 を 保 持 し て い る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 （ 表 ４ ） 薬 物 耐 性 HIV-1の パ ネ ル に 対 す る 、 DSBの 阻 害 活 性 (nM IC 5 0 )
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　 ア ッ セ イ 法 は 、 NNRTI-耐 性 単 離 物 が MT-2細 胞 中 で 細 胞 生 存 度 (XTT)終 点 を 用 い て 実 行 さ
れ た 以 外 は 、 p24終 点 を 用 い て 新 し い PBMC中 で 行 わ れ た 。
　 *耐 性 の 倍 数
　 注 記 :R5お よ び X4は そ れ ぞ れ ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー CCR5お よ び CXCR4を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 3
DSBに よ る ウ イ ル ス 生 活 環 後 期 段 階 で の HIV-1複 製 阻 害
　 初 期 お よ び 後 期 の 複 製 標 的 に 対 す る DSBの 阻 害 活 性 を 区 別 す る た め に 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 指 標 (MAGI)ア ッ セ イ の 多 核 活 性 化 を 使 用 し た 。 こ の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 標 的 は HeLa細
胞 で あ り 、 こ れ は 、 CD4、 CXCR4、 CCR5、 お よ び 短 縮 型 HIV-1 LTRに よ っ て 駆 動 さ れ る ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 (核 に 局 在 す る よ う に 改 変 さ れ て い る )か ら な る レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 安
定 に 発 現 す る 。 こ れ ら の 細 胞 の 感 染 は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 化
を 駆 動 す る Tatの 発 現 を 生 じ る 。 感 染 細 胞 に お け る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 は 、 色 素 原
性 基 質 X-galを 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 表 5に 示 さ れ る よ う に 、 エ ン ト リ ー イ ン ヒ ビ タ ー T-20
、 NRTI AZT、 お よ び NNRTIネ ビ ラ ピ ン は 、 Tatタ ン パ ク 質 発 現 に 影 響 を 与 え る ウ イ ル ス 発 現
の 初 期 の 段 階 を 破 壊 す る そ れ ら の 能 力 に 起 因 し て 、 HIV-1感 染 し た MAGI細 胞 に お け る β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 の 有 意 な 減 少 を 引 き 起 こ し た 。 対 照 的 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ
ビ タ ー イ ン ジ ナ ビ ル は ウ イ ル ス 複 製 の 後 期 段 階 (Tat発 現 の 後 )を 標 的 と し 、 こ の 系 に お い
て は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 を 妨 害 し な い 。 イ ン ジ ナ ビ ル を 用 い た 場 合 と 同 様 の
結 果 が DSBを 用 い て 得 ら れ 、 こ の こ と は 、 DSBが 、 プ ロ ウ イ ル ス DNA組 み 込 み お よ び ウ イ ル
ス ト ラ ン ス 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 合 成 の 完 了 後 の 時 点 で ウ イ ル ス 複 製 を ブ ロ ッ ク す る こ と を
示 し た (表 5)。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 （ 表 ５ ） HIV-1感 染 MAGI細 胞 中 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 に 対 す る 、 DSBな ら び に エ
ン ト リ ー (gp41ペ プ チ ド T-20)、 RT(AZTお よ び ネ ビ ラ ピ ン )、 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ (イ ン ジ ナ
ビ ル )の イ ン ヒ ビ タ ー の 効 果
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　 DMSO対 照 は 薬 物 を 含 ま な か っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Kanamoto et al. (Antimicrob. Agents Chemother. April; 45(4):1255-30, (2002))も
ま た 、 DSBが HIV複 製 の 後 期 段 階 で 作 用 す る こ と を 報 告 し た 。 し か し 、 彼 ら は こ の 化 合 物 が
慢 性 的 に 感 染 し た 細 胞 か ら の ウ イ ル ス の 放 出 を 阻 害 す る と 報 告 し た 。 対 照 的 に 、 本 発 明 者
ら の デ ー タ は 、 種 々 の 実 験 系 を 使 用 し て DSBが ウ イ ル ス 放 出 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な
い こ と を 示 す (例 え ば 、 実 施 例 6)。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 4
DSBは HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 阻 害 し な い
　 本 発 明 者 ら は 以 前 に 、 合 成 ペ プ チ ド 基 質 の 切 断 を 追 跡 す る こ と に よ っ る 酵 素 活 性 を 特 徴
付 け た 無 細 胞 フ ル オ ロ メ ト リ ー ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 DSBが HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 に 対 し
て 効 果 を 有 さ な い こ と を 決 定 し た 。 こ れ ら の 実 験 の 結 果 は 、 50μ g/mLま で の 濃 度 で は 、 DS
Bは プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 に 効 果 を 有 さ な い こ と を 示 し た 。 DSBが 後 期 段 階 で ウ イ ル ス 複 製 を ブ
ロ ッ ク す る と い う 観 察 の 結 果 と し て 、 最 初 の ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ た 合 成 ペ プ チ ド
基 質 よ り も よ り 関 連 性 の あ る 系 で あ る 、 組 換 え 型 の Gagタ ン パ ク 質 を 使 用 す る 研 究 を ま た
実 行 し た 。 基 質 と し て の 組 換 え Gagタ ン パ ク 質 の 使 用 は 、 同 様 の 実 験 的 結 果 を 生 じ た 。 こ
れ ら の 実 験 に お い て 、 DSBは 、 50μ g/mLま で 高 い 濃 度 で 、 プ ロ テ ア ー ゼ 媒 介 Gagタ ン パ ク 質
プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 し な か っ た 。 対 照 的 に 、 予 想 さ れ た よ う に 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー イ ン ジ ナ ビ ル は Gagタ ン パ ク 質 プ ロ セ シ ン グ を 5μ g/mLで ブ ロ ッ ク し た (図 1)。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 5
DSBに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 、 ウ イ ル ス 成 熟 欠 損 と 関 連 し た Gagプ ロ セ シ ン グ の 最 終 段 階 (C
A-SP1切 断 )の 欠 損
　 DSBの 作 用 の メ カ ニ ズ ム を よ り 良 好 に 規 定 す る た め に 、 DSBで 処 理 さ れ た HIV-1感 染 細 胞
か ら 産 生 さ れ た ウ イ ル ス の 詳 細 な 試 験 を 実 行 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 HIV-1 I I I B 単 離 物 に
慢 性 的 に 感 染 し た H9細 胞 を 、 1μ g/mLの DSBで 48時 間 の 間 処 理 し た 。 イ ン ジ ナ ビ ル を 対 照 と
し て 使 用 し た 。 48時 間 の 時 点 で 、 使 用 済 み 培 地 を 除 去 し 、 化 合 物 を 含 む 新 し い 培 地 を 加 え
た 。 新 し い 化 合 物 付 加 の 24時 間 、 48時 間 、 お よ び 72時 間 後 に 、 分 析 の た め に 細 胞 と 上 清 の
両 方 を 回 収 し た 。 培 養 上 清 中 の ウ イ ル ス の レ ベ ル を 決 定 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 し
て 、 細 胞 結 合 ウ イ ル ス お よ び 無 細 胞 ウ イ ル ス の 両 方 に お け る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 産 生 を 特
徴 付 け し た 。 以 前 の 実 験 に お い て 観 察 さ れ た よ う に 、 DSBは 、 慢 性 的 に 感 染 し た H9細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ る ウ イ ル ス の 量 の 有 意 な 減 少 を 引 き 起 こ さ な か っ た が 、 細 胞 結 合 ウ イ ル ス
お よ び 無 細 胞 ウ イ ル ス の 両 方 に お い て 、 Gagプ ロ セ シ ン グ の 欠 損 が 存 在 し た 。 こ の 欠 損 は
、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て p25に 対 応 す る さ ら な る バ ン ド の 型 を 取 っ た (図 2)。 こ の p2
5バ ン ド は 、 キ ャ プ シ ド CA-SP1前 駆 体 の 不 完 全 な プ ロ セ シ ン グ か ら 生 じ る 。 HIV-2お よ び SI
Vで 慢 性 的 に 感 染 し た 細 胞 株 の DSB処 理 は 、 こ れ ら の ウ イ ル ス に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 欠
如 の 観 察 と 一 致 し た 正 常 な Gagプ ロ セ シ ン グ を 示 し た 。 DSBの 存 在 下 で 見 ら れ た Gagプ ロ セ
シ ン グ 欠 損 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー イ ン ジ ナ ビ ル を 用 い て 観 察 さ れ た も の と 完 全 に
区 別 さ れ る (図 2)。 上 記 に 議 論 し た よ う に 、 プ ロ セ シ ン グ を 妨 害 す る p24切 断 部 位 へ の p25
の 変 異 は 、 ウ イ ル ス の 成 熟 お よ び 感 染 性 の 欠 損 と 関 連 す る (Wiegers K. et al., J. Virol
. 72:2846-54 (1998))。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 以 前 に 議 論 さ れ た よ う に (C.T. Wild et al., XIV Int. AIDS Conf. Barcelona, Spain,
 Abstract MoPeA3030, (July 2002))、 異 常 な p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ は ま た 、 他 の

10

20

30

40

50

(39) JP 2006-520756 A 2006.9.14



成 熟 出 芽 欠 損 に お い て 見 ら れ る 。 こ れ ら に は 、 Gag後 期 ド メ イ ン (PTAP)の 変 異 ま た は 出 芽
を 破 壊 す る TSG-101媒 介 ウ イ ル ス ア セ ン ブ リ ー の 欠 損 が 含 ま れ る (Garrus, J.E. et al., C
ell 107:55-65, (2001); Demirov, D.G. et al., J. Virology 76:105-117, (2002))。 し
か し 、 こ れ ら の 変 異 は ウ イ ル ス 放 出 の 阻 害 を 引 き 起 こ す の に 対 し て 、 DSB処 理 は ウ イ ル ス
放 出 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い 。 こ れ ら の 成 熟 /出 芽 変 異 体 の 形 態 学 は ま た 、 DSB処 理
後 の も の と は 完 全 に 区 別 さ れ る (実 施 例 6を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に 、 ウ イ ル ス RNAダ イ マ ー 化 を 妨 害 し 、 か つ 欠 損 性 コ ア 構 造 を 有 す る 未 成 熟 ウ イ ル
ス の 産 生 を も た ら す 変 異 は 、 同 様 の Gagプ ロ セ シ ン グ 表 現 型 を 与 え る (Liang, C. et al., 
J. Virology, 73:6147-6151, (1999))。 し か し 、 こ れ ら の 場 合 に お い て 、 RNA取 り 込 み は
阻 害 さ れ 、 放 出 さ れ た 粒 子 の 形 態 は DSB処 理 後 の も の と は 区 別 さ れ る (実 施 例 6を 参 照 さ れ
た い )。
【 ０ １ ５ ９ 】
実 施 例 6
DSB処 理 に よ り も た ら さ れ る 電 子 顕 微 鏡 法 (EM)に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な HIV-1成 熟
　 p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る HIV-1 Gagの 変 異 は 、 正 常 ウ イ ル ス か ら 区 別 さ
れ る 内 部 形 態 学 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 非 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 を 生 じ る こ と が 実 証 さ れ た
(Wiegers K. et al., J. Virol. 72:2846-54 (1998))。 DSBの 存 在 下 で 生 成 し た ウ イ ル ス
が こ の 独 特 の 形 態 学 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 、 以 下 の 実 験 を 実 行 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 HeLa細 胞 に HIV-1感 染 性 分 子 ク ロ ー ン pNL4-3を 感 染 さ せ 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に DSBで
処 理 し た 。 処 理 後 、 DSB処 理 感 染 細 胞 を グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 中 に 固 定 し 、 EMに よ っ て 分 析
し た 。 こ の 分 析 の 結 果 を 図 3に 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 と 一 致 し 、 こ れ は 非 感
染 性 の 形 態 学 的 に 異 常 な ウ イ ル ス 粒 子 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 (DSB)は 、 p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ を
破 壊 し 、 か つ HIV-1複 製 を 強 力 に 阻 害 す る 化 合 物 の 例 で あ る 。 し か し 、 こ の 化 合 物 は 、 PR
活 性 を 阻 害 せ ず 、 か つ そ の 作 用 は p25か ら p24へ の プ ロ セ シ ン グ 段 階 に 特 異 的 で あ り 、 Gag
プ ロ セ シ ン グ の 他 の 段 階 に は 特 異 的 で は な い 。 さ ら に 、 DSB処 理 は 、 上 記 の 異 常 な HIV粒 子
形 態 学 を 生 じ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 7
CAス ペ ー サ ー ペ プ チ ド 1タ ン パ ク 質 前 駆 体 か ら の ウ イ ル ス Gagキ ャ プ シ ド (CA)タ ン パ ク 質 の
プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 に 耐 性 で あ る HIV-1単 離 物 の イ ン ビ ト ロ 選 択
　 HIV-1成 熟 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )ベ ツ リ ン 酸 (DSB)に よ
る 阻 害 に 耐 性 で あ る ウ イ ル ス を 選 択 す る た め に 、 一 連 の 実 験 を 実 行 し た 。 各 実 験 に つ い て
、 NL4-3ま た は RFの い ず れ か の 単 離 物 を 使 用 し て 、 2つ の 細 胞 培 養 物 に 感 染 さ せ た 。 感 染 後
、 1つ の 培 養 物 を 、 DSBを 含 む 増 殖 培 地 中 に 維 持 し た の に 対 し 、 他 方 の 培 養 物 を 、 DSBを 欠
く 増 殖 培 地 中 で 並 行 し て 維 持 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 1つ の 実 験 に お い て 、 RFウ イ ル ス で 感 染 さ せ た H9細 胞 を 、 増 加 濃 度 の DSB(0.05か ら 1.6μ
g/mL)の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 維 持 し た 。 細 胞 を 、 2～ 3日 毎 に 、 新 し い 薬 物 を 添 加 し て
継 代 し た 。 ウ イ ル ス 複 製 を 7日 毎 に p24 ELISAに よ っ て モ ニ タ ー し た 。 こ の 時 点 で 、 高 レ ベ
ル の p24を 有 す る DSB処 理 培 養 物 を 、 1:1の 細 胞 比 で 、 新 し い 感 染 し て い な い H9細 胞 と と も
に 、 元 々 の DSB濃 度 の 1× ま た は 2× の 存 在 下 で 、 同 時 培 養 に よ っ て 継 代 し た 。 同 時 培 養 の 8
週 間 後 、 無 細 胞 ウ イ ル ス を 、 1.6μ g/mLの 濃 度 で DSBを 含 む 培 養 物 か ら 収 集 し 、 新 し い H9細
胞 に 感 染 さ せ る た め に 使 用 し た 。 7日 毎 に 、 高 レ ベ ル の p24を 含 む 培 地 か ら の ウ イ ル ス を 、
元 々 の DSB濃 度 の 1× ま た は 2× の 存 在 下 で 、 無 細 胞 感 染 に よ っ て 継 代 し た 。 無 細 胞 継 代 の 5
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週 間 後 に 、 3.2μ g/mL DSBを 含 む 培 養 物 か ら の ウ イ ル ス を 収 集 し 、 MT-2細 胞 に 感 染 さ せ る
た め に 使 用 し た 。 MT-2細 胞 中 の ウ イ ル ス 複 製 を 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と
に よ っ て モ ニ タ ー し た 。 1～ 3日 毎 に 、 イ ン プ ッ ト ウ イ ル ス を 除 去 す る た め に 洗 浄 し 、 そ し
て 新 し い 薬 物 を 選 択 下 で 培 養 物 に 加 え た 。 3～ 4日 毎 に 、 選 択 下 の 培 養 中 で の 広 範 な シ ン シ
チ ウ ム の 出 現 後 、 各 培 養 か ら の 上 清 を 収 集 し 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 細 胞 細 片 を 除
去 し た 。 次 い で 、 こ の 濾 過 さ れ た ウ イ ル ス 上 清 を 使 用 し て 、 新 し い 薬 物 の 存 在 下 ま た は 非
存 在 下 で 新 し い MT-2細 胞 に 感 染 さ せ た 。 4回 の 無 細 胞 感 染 の 後 (約 2週 間 の 培 養 )、 薬 物 の 濃
度 は 3.2μ g/mLで あ り 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 収 集 し 、 さ ら な る 分 析 の た め に 凍 結 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 第 2の 実 験 に お い て 、 分 子 ク ロ ー ン pNL4-3(5.7× 10 4 TCID 5 0 )に 由 来 す る ウ イ ル ス の ス ト
ッ ク を 使 用 し て MT-2細 胞 (6× 10 6 細 胞 )に 感 染 さ せ 、 そ し て 培 養 を 、 1.6μ g/mlの 濃 度 の PA-
457の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 維 持 し た 。 1～ 3日 毎 に 、 イ ン プ ッ ト ウ イ ル ス を 除 去 す る た
め に 洗 浄 し 、 そ し て 新 し い 薬 物 を 選 択 下 で 培 養 物 に 加 え た 。 ウ イ ル ス 複 製 を 、 シ ン シ チ ウ
ム 形 成 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー し た 。 3～ 7日 毎 に 、 選 択 下 の 培 養 中 で の 広
範 な シ ン シ チ ウ ム の 出 現 後 、 各 培 養 か ら の 上 清 を 収 集 し 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 細
胞 細 片 を 除 去 し た 。 次 い で 、 こ の 濾 過 さ れ た ウ イ ル ス 上 清 を 使 用 し て 、 新 し い 薬 物 の 存 在
下 ま た は 非 存 在 下 で 新 し い MT-2細 胞 に 感 染 さ せ た 。 5回 の 無 細 胞 感 染 の 後 、 お よ び そ の 後
の 他 の 回 毎 に 、 薬 物 の 濃 度 は 倍 化 し た 。 10回 の 無 細 胞 感 染 の 後 (約 7週 間 の 培 養 )、 こ の と
き 薬 物 の 濃 度 は 12.8μ g/mLに 達 し 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 収 集 し 、 さ ら な る 分 析 の た め に 凍
結 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 施 例 8
CA-ス ペ ー サ ー ペ プ チ ド 1タ ン パ ク 質 前 駆 体 か ら の ウ イ ル ス Gagキ ャ プ シ ド (CA)タ ン パ ク 質
の プ ロ セ シ ン グ を 破 壊 す る 化 合 物 に 耐 性 で あ る と し て 選 択 さ れ る HIV-1単 離 物 の 特 徴 付 け
　 上 記 に 由 来 す る ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 、 そ れ ら の 薬 物 耐 性 の 性 質 を 特 徴 付 け す る た め に 表
現 型 的 お よ び 遺 伝 子 型 解 析 的 の 両 方 で さ ら に 分 析 し た 。 3-O-(3',3'-ジ メ チ ル ス ク シ ニ ル )
ベ ツ リ ン 酸 (DSB)に 対 す る ウ イ ル ス の 耐 性 を 、 ウ イ ル ス 複 製 ア ッ セ イ に お い て 決 定 し た 。
手 短 に 述 べ る と 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 最 初 に H9細 胞 中 で 、 感 染 8日 後 の 培 養 物 中 の p24の レ
ベ ル を 、 ウ イ ル ス の 4倍 段 階 希 釈 を 用 い て 定 量 す る こ と に よ っ て (ELISAに よ っ て )力 価 決 定
し た 。 次 い で 、 ウ イ ル ス イ ン プ ッ ト を 、 各 ウ イ ル ス が 薬 物 の 4倍 段 階 希 釈 の 存 在 下 で 8日 間
培 養 さ れ る 第 2の ア ッ セ イ 法 に つ い て 標 準 化 し た 。 各 ウ イ ル ス に つ い て の IC 5 0 を 、 薬 物 な
し の 対 照 と 比 較 し た 場 合 に p24終 点 を 50%減 少 す る 薬 物 の 希 釈 と し て 決 定 し た 。 2つ の 独 立
し た 起 源 の ウ イ ル ス ス ト ッ ク は 、 薬 物 の 非 存 在 下 で 並 行 し て 培 養 さ れ た ウ イ ル ス に つ い て
の 0.01μ g/mlの IC 5 0 と 比 較 し て 、 DSBに つ い て 1μ g/mlよ り も 高 い IC 5 0 値 を 有 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 耐 性 ウ イ ル ス が 、 野 生 型 ウ イ ル ス 中 で DSBに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る CA-SP1切 断 欠 損 を 回
避 す る こ と が 可 能 か 否 か を 決 定 す る た め に 、 薬 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 の い ず れ か で 増
殖 さ せ た 各 ウ イ ル ス の ス ト ッ ク を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た 。 ウ イ ル ス を 、 感
染 の 60時 間 後 、 お よ び 細 胞 を 洗 浄 し 新 し い 薬 物 を 加 え た 18時 間 後 に 収 集 し た 濾 過 し た 培 養
上 清 か ら 20%ス ク ロ ー ス ク ッ シ ョ ン を 通 し て ペ レ ッ ト 化 し た 。 ウ イ ル ス を 溶 解 し 、 各 ウ イ
ル ス の 量 を 、 各 試 料 中 の p24レ ベ ル を 定 量 す る こ と に よ っ て 標 準 化 し た 。 各 試 料 中 の ウ イ
ル ス タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 薬 物 耐 性 ウ イ ル ス が DSBの 存 在 下 で CA-SP1
生 成 物 を 含 ま な い こ と を 実 証 し 、 こ れ ら の ウ イ ル ス が こ の 切 断 事 象 に 対 す る 薬 物 の 効 果 に
た い せ い で あ っ た こ と を 確 証 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 最 後 に 、 DSB耐 性 の 遺 伝 的 決 定 要 因 を 同 定 す る た め に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 全 体 の Gagお よ
び PRコ ー ド 領 域 を 、 配 列 決 定 の た め の 高 忠 実 度 RT-PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 ウ イ ル ス RNAを
、 上 記 の よ う に 調 製 し た 各 ウ イ ル ス 溶 解 物 か ら 精 製 し 、 DNaseを 用 い て 消 化 し て い か な る
夾 雑 DNAを も 除 去 し た 。 次 い で 、 RT-PCR産 物 を ゲ ル 精 製 し て 、 い か な る 非 特 異 的 PCR産 物 を
も 除 去 し た 。 最 後 に 、 得 ら れ る DNA断 片 の 両 方 の 鎖 を 、 重 複 す る 一 連 の プ ラ イ マ ー を 使 用
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し て 配 列 決 定 し た 。 DSBに 対 す る 耐 性 を 独 立 し て 付 与 し 得 る 2つ の ア ミ ノ 酸 変 異 が 同 定 さ れ
た 。 こ れ ら は 、 NL4-3単 離 物 中 の 残 基 364、 お よ び RF単 離 物 中 の 残 基 366の 、 Gagポ リ タ ン パ
ク 質 中 の ア ラ ニ ン か ら バ リ ン へ の 置 換 で あ る 。 こ れ ら は 、 CA-SP1切 断 部 位 の 下 流 (SP1の N
末 端 )の そ れ ぞ れ 第 1お よ び 第 3の 残 基 で あ る 。 ア ラ ニ ン は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の す べ て の HIV
-1分 岐 群 を 通 し て こ れ ら の 位 置 の 各 々 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 耐 性 の さ ら な る 決 定 要 因
は 、 CA-SP1切 断 部 位 の 領 域 に お い て 、 DSBに 対 し て 耐 性 で あ る SIVの 配 列 (図 10)と HIVの 配
列 と の 比 較 、 お よ び HIV-1 CA-SP1領 域 の 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ っ て 明 ら か に さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ れ ま で 本 発 明 を 十 分 に 記 載 し て き た が 、 本 発 明 の 範 囲 ま た は そ の い か な る 態 様 に も 影
響 を 与 え る こ と な く 、 広 範 か つ 等 価 な 範 囲 の 状 態 、 処 方 、 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ ー の 中 で
本 発 明 が 実 施 さ れ 得 る こ と が 当 業 者 に 理 解 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る す べ て の 特 許
お よ び 刊 行 物 は 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 完 全 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ０ 】
【 図 １ 】 DSBは 50μ g/mLの 濃 度 で HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 破 壊 し な い 。 DSB含 有 試 料 に
お い て 組 換 え Gagは 正 確 に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。 対 照 的 に 、 イ ン ジ ナ ビ ル は 、 p24お よ び MA
-CA前 駆 体 に 対 応 す る バ ン ド 存 在 し な い こ と よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 5μ g/mLで プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 。
【 図 ２ 】 DSB(1μ g/mL)、 イ ン ジ ナ ビ ル (1μ g/mL)、 ま た は 対 照 (DMSO)の 存 在 下 で の 慢 性 的
に 感 染 し た H9/HIV-1 I I I B 、 H9/HIV-2 R O D 、 お よ び H9/SID m a c 2 5 1 に 由 来 す る ビ リ オ ン 結 合 Gag
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 Gagタ ン パ ク 質 は 、 HIV-Ig(HIV-1)ま た は サ ル 抗 SIV m a c 2 5 1
血 清 を 使 用 し て 可 視 化 し た (HIV-2お よ び SIV;NIH AIDS Research and Reference Reagent 
Program)。
【 図 ３ 】 DSB処 理 し た HIV感 染 細 胞 の EM分 析 で あ る 。 EMデ ー タ は 、 DSB処 理 試 料 と 未 処 理 試
料 の 間 の 2つ の 主 要 な 違 い を 示 す 。 DSBの 存 在 下 で 生 成 す る ビ リ オ ン は 円 錐 形 コ ア の 非 存 在
に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 こ れ ら の 試 料 に お い て 、 コ ア は 均 一 に 球 状 で あ り か つ し ば し ば
非 中 心 性 で あ る 。 第 2に 、 多 く の ビ リ オ ン は 脂 質 二 重 層 の 内 側 の 高 電 子 密 度 層 を 示 す が 、
コ ア の 外 側 で は 示 さ な い (DSB処 理 試 料 パ ネ ル に お け る 矢 印 で 示 さ れ る )。 DSB処 理 試 料 に お
い て は 、 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 図 ４ 】 DSB感 受 性 HIV-1単 離 物 NL4-3お よ び RF(#1;SEQ ID NO:1)お よ び DSB耐 性 HIV-1単 離
物 (#2;SEQ ID NO:2(NL4-3)、 お よ び #3;SEQ ID NO:3(RF))か ら の CA-SP1切 断 部 位 の 領 域 中
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 天 然 の 配 列 と DSB耐 性 配 列 の 間 の 違 い に は 、 CA-SP1切 断 部 位 (-/-)
か ら の 、 第 1の 下 流 残 基 (#2)に お け る ア ラ ニ ン か ら バ リ ン へ の 変 化 お よ び 第 3の 下 流 残 基 (#
3)に お け る ア ラ ニ ン か ら バ リ ン へ の 変 化 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 残 基 は 、 同 定 を 容 易 に す る
た め に 下 線 を 付 し 、 太 字 で 示 す 。
【 図 ５ 】 A364V DSB耐 性 NL4-3変 異 体 (SEQ ID NO:4)に つ い て の +セ ン ス コ ン セ ン サ ス 配 列 を
示 し 、 こ れ は gagコ ー ド 配 列 の 最 初 の 部 分 で 開 始 し polに 続 き 、 全 体 の プ ロ テ ア ー ゼ コ ー ド
領 域 を 含 む 。 野 生 型 NL4-3 GENBANK M19921配 列 中 に 見 い 出 さ れ な い ミ ス セ ン ス 変 異 は 太 字
で か つ 灰 色 反 転 表 示 で あ る 。 コ ン セ ン サ ス CA-SP1切 断 部 位 に つ い て の コ ー ド 配 列 に 下 線 を
付 す 。 切 断 部 位 を 含 む 影 付 き の 領 域 は SP1配 列 を 示 す 。 第 1の 変 異 は A364V変 異 で あ る ;第 2
の ア ミ ノ 酸 の 違 い (プ ロ テ ア ー ゼ 中 )も ま た 親 の ク ロ ー ン 中 で 見 い 出 さ れ 、 元 々 の GENBANK
エ ン ト リ ー に お け る 配 列 決 定 の エ ラ ー に 対 応 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 プ ロ テ ア ー
ゼ 中 に は 実 際 に は 変 異 は 存 在 し な い 。
【 図 ６ 】 A364V変 異 体 単 離 物 と 並 列 し て 薬 物 の 非 存 在 下 で 継 代 さ れ た DSB-感 受 性 NL4-3の 親
の 単 離 物 (SEQ ID NO:5)に つ い て の +セ ン ス コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ７ 】 A366V DSB-耐 性 HIV-1 R F 変 異 体 (SEQ ID NO:6)に つ い て の +セ ン ス コ ン セ ン サ ス 配
列 を 示 し 、 こ れ は Gagコ ー ド 配 列 の 最 初 の 部 分 で 開 始 し 、 Proお よ び RTの 一 部 に つ い て の 全
て の コ ー ド 配 列 を 通 し て 続 く 。 野 生 型 HIV-1 R F  GENBANK M17451配 列 中 に 見 い 出 さ れ な い ミ
ス セ ン ス 変 異 は 灰 色 で 影 付 き で あ る 。 CA-SP1切 断 部 位 に 下 線 を 付 す 。 同 一 に 継 代 さ れ た DS
B-感 受 性 単 離 物 中 で は ま た 見 い 出 さ れ な い 唯 一 の ミ ス セ ン ス 変 異 は 、 CA-SP1切 断 部 位 に お
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け る A366V変 異 で あ る 。
【 図 ８ 】 A366V変 異 体 単 離 物 と 並 列 し て 薬 物 の 非 存 在 下 で 継 代 さ れ た DSB-感 受 性 HIV-1 R F の
親 の 単 離 物 (SEQ ID NO:7)に つ い て の +セ ン ス コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 SEQ ID NO:8、 お よ び SEQ ID NO:9を 示 し 、 こ れ ら は そ れ
ぞ れ 、 SEQ ID NO:2お よ び SEQ ID NO:3と し て 本 明 細 書 中 で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 。 SEQ ID NO:10は 、 本 明 細 書 中 で SEQ ID NO:1と し て 示 さ れ る 親 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 CA-SP1切 断 部 位 (-/-)の 領 域 中 に お け る SIV m a c 2 3 9 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す (S
EQ ID NO:11)。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 5日 (2005.10.5)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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　　　　 　　        ZB331 ZC551 ZC781
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  DA08  MA02  MA23  MA35  MA37  MA52  MA55  NA05 
　　　　 　　        NA14  ZB33  ZC55  ZC78 
　　　　 　　  4C091 AA06  BB01  CC01  DD01  EE05  FF02  FF04  FF06  GG03  GG05 
　　　　 　　        HH01  JJ03  KK01  LL01  MM01  NN01  PA05  PB03  QQ05 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA01  CA50  DA75  DA76  EA20 
　　　　 　　        EA50  FA71 
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摘要(译)

CA间隔肽1（SP1）蛋白前体通过破坏从病毒的Gag衣壳（CA）蛋白处
理的HIV-1复制的（P25）（P24）抑制被公开。堵嘴在p25蛋白中含有突
变的氨基酸序列（具有导致由二甲基琥珀酰基二硫酸酯或二甲基琥珀酰
桦木醇抑制p25至p24加工的降低的突变），编码这种突变序列的多核苷
酸和也包括选择性结合这种突变序列的抗体。抑制方法，抑制性化合物
和发现靶向HIV Gag蛋白的蛋白水解加工的抑制性化合物的方法。在一
个实施方案中，此类化合物通过结合Gag蛋白水解切割位点而不是蛋白
酶来抑制HIV蛋白酶与Gag的相互作用。在另一个实施方案中，在Gag蛋
白水解切割位点区域中包含突变的病毒或重组蛋白可用于筛选测定以鉴
定靶向蛋白水解加工的化合物。
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