
(57)【要約】

　哺乳類の神経障害性疾患における軸索変性を治療また

は予防する方法が開示される。該方法は、該哺乳類に、

有効量の病気のおよび／または損傷したニューロンにお

けるサーチュイン活性を増加させることによって作用す

る剤を投与することを特徴とし得る。また、該方法は、

該哺乳類に、有効量の病気のおよび／または損傷したニ

ューロンにおけるNAD活性を増加することによって作用

する剤を投与することを特徴とし得る。また、神経障害

を治療するためのスクリーニング剤および神経障害を治

療または予防するための組換えベクターの方法が開示さ

れる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 そ の 必 要 の あ る 哺 乳 類 に お い て 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で
あ っ て 、 該 哺 乳 類 に 、 病 気 の お よ び ／ ま た は 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン お よ び 支 持 細 胞 に お け る
サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 す る 有 効 量 の 剤 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と
す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 剤 が SIRT1活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 剤 が 、 NAD、 NADH、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 中 間 体 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 中
間 体 、 ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 中 間 体 ま た は そ の 組 合 せ で あ る 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 剤 が 、 NAD、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 剤 が 、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ
ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 ;NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ
ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 ; NA
Dを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ
シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 の 発 現 を 増 加 さ せ る 剤 ;ま た は NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵
素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 の 触 媒
活 性 お よ び ／ ま た は 安 定 性 を 増 加 さ せ る 剤 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 剤 が 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (NMNAT)ま た は
NMNATを コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 剤 が 、 NMNAT活 性 お よ び ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 50%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な
く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 酵 素 を 含 む 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 70%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な く と も 70%の 同 一
性 を 有 す る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1、 ヒ ト NMNAT3お よ び そ の 保 存 的 に 置 換 さ れ た 変 異 体 よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ６ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 １ ０ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 核 酸 変 異 体 を 含 む 請
求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 剤 が 、 サ ー チ ュ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は サ ー チ ュ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2008-501343 A 2008.1.24



　 該 剤 が 、 SIRT活 性 お よ び ヒ ト SIRT1と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 酵 素 を 含 む 請 求 項
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト SIRT1と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト SIRT1お よ び そ の 保 存 的 に 置 換 さ れ た 変 異 体 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請
求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求
項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求
項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 核 酸 変 異 体 を 含 む 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 剤 が 、 ス チ ル ベ ン 、 カ ル コ ン 、 フ ラ ボ ン 、 イ ソ フ ラ ボ ン 、 フ ラ ボ ノ ン ま た は カ テ キ ン
で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 剤 が 、 リ ス ベ ラ ト ロ ー ル 、 ピ セ タ ノ ー ル 、 デ オ キ シ ラ ポ ン チ ン 、 ト ラ ン ス -ス チ ル ベ
ン お よ び ラ ポ ン チ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ス チ ル ベ ン ; ブ テ イ ン （ butein） 、 イ ソ リ
キ リ チ ゲ ン （ isoliquiritigen） お よ び 3,4,2',4',6'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ カ ル コ ン よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る カ ル コ ン ;フ ィ セ チ ン （ fisetin） 、 5,7,3',4',5'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ フ
ラ ボ ン 、 ル テ オ リ ン 、 3,6,3',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 7,3',4',5'-
テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ケ ン ペ ロ ー ル 、 6-ヒ ド ロ キ シ ア ピ ゲ ニ ン 、 ア ピ ゲ ニ ン 、 3,6,
2',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 7,4'-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 7,8,3',4'-テ ト ラ ヒ ド
ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 3,6,2',3'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 4'-ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 5,4'-
ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 5,7-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 モ リ ン 、 フ ラ ボ ン お よ び 5-ヒ ド ロ キ
シ フ ラ ボ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る フ ラ ボ ン ;ダ イ ゼ イ ン お よ び ゲ ニ ス テ イ ン よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る イ ソ フ ラ ボ ン ;ナ リ ン ゲ ニ ン 、 3,5,7,3',4'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ノ
ン 、 お よ び フ ラ ボ ノ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る フ ラ ボ ノ ン ま た は (-)-エ ピ カ テ キ ン 、 (-
)-カ テ キ ン 、 (-)-ガ ロ カ テ キ ン 、 (+)-カ テ キ ン お よ び (+)-エ ピ カ テ キ ン よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る カ テ キ ン で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 が 、 遺 伝 性 ま た は 先 天 性 ま た は 神 経 変 性 病 、 運 動 ニ ュ ー ロ
ン 疾 患 、 新 生 組 織 形 成 、 内 分 泌 障 害 、 代 謝 性 疾 患 、 栄 養 失 調 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、
自 己 免 疫 疾 患 、 機 械 的 損 傷 、 化 学 ま た は 薬 物 誘 発 性 損 傷 、 熱 傷 、 放 射 線 傷 害 、 神 経 圧 迫 、
レ チ ナ ー ル ま た は 視 神 経 障 害 、 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 、 進 行 性 認 知 症 、 脱 髄 疾 患 、 虚 血
お よ び ／ ま た は 脳 梗 塞 、 感 染 病 ;ま た は 炎 症 性 疾 患 関 連 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 が 細 胞 傷 害 性 抗 癌 剤 に よ っ て 誘 発 さ れ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 視 神 経 障 害 が 、 緑 内 障 、 網 膜 神 経 節 変 性 、 視 神 経 炎 お よ び ／ ま た は 変 性 、 黄 斑 変 性 症
、 虚 血 性 視 神 経 障 害 、 視 神 経 へ の 外 傷 、 遺 伝 性 視 神 経 障 害 、 代 謝 性 視 神 経 障 害 、 毒 剤 に よ
る ま た は 医 薬 品 副 作 用 ま た は ビ タ ミ ン 欠 乏 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 神 経 障 害 で あ る 請 求
項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 と 関 連 し た 該 神 経 障 害 が 、 酸 化 的 損 傷 か ら 、 ミ ト コ ン ド リ ア
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ゲ ノ ム ま た は 核 ゲ ノ ム の い ず れ か に お い て コ ー ド さ れ た ミ ト コ ン ド リ ア 蛋 白 質 の 突 然 変 異
か ら 、 毒 素 へ の 暴 露 か ら 、 ま た は 老 化 の 過 程 か ら 生 じ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 そ の 必 要 の あ る 哺 乳 類 に お い て 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で
あ っ て 、 該 哺 乳 類 に 、 病 気 の お よ び ／ ま た は 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン お よ び ／ ま た は 支 持 細 胞
に お け る NAD活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 す る 有 効 量 の 剤 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と
す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 剤 が 、 NAD、 NADH、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 中 間 体 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 中
間 体 、 ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 中 間 体 ま た は そ の 組 合 せ で あ る 請 求 項 ２ ７
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 剤 が 、 NAD、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド で あ る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 剤 が 、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ
ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 ;NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ
ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 ;NAD
を 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ
シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 の 発 現 を 増 加 さ せ る 剤 ;ま た は NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵
素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 の 触 媒
活 性 お よ び ／ ま た は 安 定 性 を 増 加 さ せ る 剤 を 含 む 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 剤 が 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (NMNAT)ま た は
NMNATを コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 剤 が 、 NMNAT活 性 お よ び ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 50%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な
く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 酵 素 を 含 む 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 70%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な く と も 70%の 同 一
性 を 有 す る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1、 ヒ ト NMNAT3お よ び そ の 保 存 的 に 置 換 さ れ た 変 異 体 よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ３ １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ３ ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 核 酸 変 異 体 を 含 む 請
求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 が 、 遺 伝 性 ま た は 先 天 性 ま た は 神 経 変 性 病 、 運 動 ニ ュ ー ロ
ン 疾 患 、 新 生 組 織 形 成 、 内 分 泌 障 害 、 代 謝 性 疾 患 、 栄 養 失 調 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、
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自 己 免 疫 疾 患 、 機 械 的 損 傷 、 化 学 ま た は 薬 物 誘 発 性 損 傷 、 熱 傷 、 放 射 線 傷 害 、 神 経 圧 迫 、
レ チ ナ ー ル ま た は 視 神 経 障 害 、 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 、 進 行 性 認 知 症 、 脱 髄 疾 患 、 虚 血
お よ び ／ ま た は 脳 梗 塞 、 感 染 病 ;ま た は 炎 症 性 疾 患 関 連 で あ る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 が 細 胞 傷 害 性 抗 癌 剤 に よ っ て 誘 発 さ れ る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 視 神 経 障 害 が 、 緑 内 障 、 網 膜 神 経 節 変 性 、 視 神 経 炎 お よ び ／ ま た は 変 性 、 黄 斑 変 性 症
、 虚 血 性 視 神 経 障 害 、 視 神 経 へ の 外 傷 、 遺 伝 性 視 神 経 障 害 、 代 謝 性 視 神 経 障 害 、 毒 剤 に よ
る ま た は 医 薬 品 副 作 用 ま た は ビ タ ミ ン 欠 乏 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 神 経 障 害 で あ る 請 求
項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 と 関 連 し た 該 神 経 障 害 が 、 酸 化 的 損 傷 か ら 、 ミ ト コ ン ド リ ア
ゲ ノ ム ま た は 核 ゲ ノ ム の い ず れ か に お い て コ ー ド さ れ た ミ ト コ ン ド リ ア 蛋 白 質 の 突 然 変 異
か ら 、 毒 素 へ の 暴 露 か ら 、 ま た は 老 化 の 過 程 か ら 生 じ る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 哺 乳 類 に お け る 神 経 障 害 を 治 療 す る た め の 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 哺 乳
類 神 経 細 胞 に イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 候 補 剤 を 投 与 し ;該 神 経 細 胞 に 軸 索 損 傷 を 形 成
し ;次 い で 、 該 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 の 減 少 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 神 経 細 胞 に 軸 索 損 傷 を 形 成 す る こ と が 、 該 神 経 細 胞 を 化 学 的 に 損 傷 す る 、 該 神 経 細 胞
を 熱 的 に 損 傷 す る 、 該 神 経 細 胞 を 酸 欠 状 態 に す る 、 該 神 経 細 胞 を 物 理 的 に 損 傷 す る 、 エ ネ
ル ギ ー 代 謝 を 阻 害 す る ま た は そ の 組 合 せ を 含 む 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 哺 乳 類 に お い て 神 経 障 害 を 治 療 す る た め の 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞
に お い て 、 候 補 剤 に よ っ て 生 成 さ れ た NAD活 性 の 増 加 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法
。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ニ ュ ー ロ ン に お い て サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 す る 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て
、 哺 乳 類 の 神 経 細 胞 に イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 候 補 剤 を 投 与 し ;該 神 経 細 胞 に 軸 索 損
傷 を 形 成 し ;該 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 の 減 少 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ニ ュ ー ロ ン に お い て NAD活 性 を 増 加 す る 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 哺 乳 類
の 神 経 細 胞 に イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 候 補 剤 を 投 与 し ;該 神 経 細 胞 に 軸 索 損 傷 を 形 成
し ;該 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 の 減 少 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 操
作 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ヒ ト NMNAT1ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 変 異 体 を 含 む 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス を 含 む 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 操 作
可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
請 求 項 ５ ２ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 酸 ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体 を 含 む
請 求 項 ５ ４ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス を 含 む 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 そ の 必 要 の あ る 哺 乳 類 に お い て 視 神 経 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳
類 に 、 病 気 の お よ び ／ ま た は 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン に お け る NAD活 性 を 増 加 す る こ と に よ っ
て 作 用 す る 有 効 量 の 剤 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と が 眼 球 内 投 与 を 含 む 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 眼 球 内 投 与 が 持 続 放 出 送 達 系 の 眼 球 内 投 与 を 含 む 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 眼 球 内 投 与 が 、 硝 子 体 内 注 射 、 点 眼 薬 に よ る 投 与 ま た は ト ラ ン ス 強 膜 （ trans-scleral
） 送 達 に よ る 投 与 を 含 む 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 該 剤 が 、 NAD、 NADH、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 中 間 体 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 中
間 体 、 ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 中 間 体 ま た は そ の 組 合 せ で あ る 請 求 項 ５ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 該 剤 が 、 NAD、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド で あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 該 剤 が 、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ
ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 ;NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ
ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 ;NAD
を 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ
シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 の 発 現 を 増 加 さ せ る 剤 ;ま た は NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 の 酵
素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 の 触 媒
活 性 お よ び ／ ま た は 安 定 性 を 増 加 さ せ る 剤 を 含 む 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 剤 が 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (NMNAT)ま た は
NMNATを コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ６ ２ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ６ ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 該 剤 が 、 ヒ ト NMNAT1ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 核 酸 変 異 体 を 含 む 請
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求 項 ６ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 視 神 経 障 害 が 、 緑 内 障 、 網 膜 神 経 節 変 性 、 視 神 経 炎 お よ び ／ ま た は 変 性 、 黄 斑 変 性 症
、 虚 血 性 視 神 経 障 害 、 視 神 経 へ の 外 傷 、 遺 伝 性 視 神 経 障 害 、 代 謝 性 視 神 経 障 害 、 毒 剤 に よ
る ま た は 医 薬 品 副 作 用 ま た は ビ タ ミ ン 欠 乏 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 神 経 障 害 で あ る 請 求
項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 該 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 政 府 関 心
　 本 研 究 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 U.S.P.H.S. 5RO1 NS40745下 で 、 連 邦 政 府 か ら の 資 金
に よ っ て 支 持 さ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 関 連 出 願 デ ー タ
　 本 出 願 は 、 35 U.S.C. §  119(e)下 で 、 2004年 6月 4日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 60/577,23
3お よ び 2005年 1月 4日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 60/641,330に 対 し て 、 利 益 を 主 張 す る 。 こ
れ ら の 出 願 は 、 そ れ ら の 全 文 に お い て 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に は 、 ニ ュ ー ロ ン を 含 む 病 気 お よ び 状 態 に 関 し 、 特 に 、 神 経 障 害 お よ
び 神 経 変 性 を 含 む 他 の 病 気 お よ び 状 態 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 に 関 す る 。 ま た
、 神 経 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 剤 を 同 定 す る 方 法 も 含 ま れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 背 景
　 軸 索 変 性 は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ら び に ニ ュ ー ロ ン へ の 外 傷 、 毒
性 傷 害 ま た は 虚 血 性 傷 害 の よ う な 種 々 の 神 経 変 性 病 に お い て 起 こ る 。 そ の よ う な 病 気 お よ
び 状 態 は 、 軸 索 機 能 不 全 を 含 む 軸 索 変 性 症 と 関 連 す る 。 軸 索 変 性 症 の 例 は 、 軸 索 の 末 端 部
が 細 胞 体 か ら 切 断 さ れ た 時 に 起 こ る ウ ォ ラ ー 変 性 (Waller, Philos Trans R. soc. Lond. 
140:423-429, 1850)で あ る 。 切 断 さ れ た 軸 索 は 、 直 ぐ に 変 性 に 陥 る 。 従 っ て 、 軸 索 変 性 症
は 、 神 経 障 害 性 疾 患 お よ び 状 態 の 重 要 な 特 徴 で あ り 得 、 軸 索 欠 損 は 患 者 の 障 害 の 重 要 な 要
素 で あ り 得 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 概 要
　 従 っ て 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 軸 索 変 性 が 、 病 気 の お よ び ／ ま た は 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン
に お い て NAD活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 減 少 ま た は 予 防 さ れ 得 る こ と を 発 見 す る の に
成 功 し て い る 。 該 増 加 さ れ た NAD活 性 が 、 次 い で 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 に お け る 減
少 を 生 成 す る サ ー チ ュ イ ン （ sirtuin） 活 性 を 増 加 す る よ う に 作 用 し 得 る と 考 え ら れ る 。
従 っ て 、 軸 索 変 性 を 予 防 す る た め の １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 サ ー チ ュ イ ン 分 子 、 つ ま り 損 傷
し た 哺 乳 類 軸 索 の SIRT1を 活 性 化 さ せ る こ と に よ っ て で あ り 得 る 。 SIRT1の 活 性 化 は 、 SIRT
1分 子 に 対 す る 直 接 的 作 用 を 介 し て ま た は SIRT1の ヒ ス ト ン /蛋 白 質 デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 に
対 す る 基 質 と し て 作 用 す る ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド  (NAD)の 供 給 を 増 加 す
る こ と に よ っ て で あ り 得 る 。 SIRT1の 活 性 化 は 、 軸 索 変 性 の 重 症 度 の 減 少 ま た は 軸 索 変 性
の 予 防 を も た ら す 。 ま た 、 NAD活 性 の 増 加 は 、 サ ー チ ュ イ ン を 含 ま な い 他 の メ カ ニ ズ ム を
介 し て 作 用 し 得 る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 SIRT1活 性 を 増 加 す る こ と を
介 し て ま た は １ 以 上 の 他 の メ カ ニ ズ ム を 介 し て ま た は 両 方 を 介 し て 作 用 し 得 る NAD活 性 を

10

20

30

40

50

(7) JP 2008-501343 A 2008.1.24



増 加 す る こ と で 、 損 傷 し た 哺 乳 類 軸 索 の 軸 索 変 性 を 減 少 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に お い て お よ び 、 特 に 、 そ の 必 要 の
あ る ヒ ト に お い て 、 神 経 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 に 指 向 さ れ る 。 該 方 法 は 、 病 気 の
お よ び ／ ま た は 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン に お い て サ ー チ ュ イ ン 活 性 お よ び 特 に SIRT1活 性 を 増
加 す る よ う に 作 用 す る 有 効 量 の 剤 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 該 剤 は 、 NAD活 性 を 増 加 す る こ と を 介 し て SIRT1活 性 を 増 加 し 得
る 。 NAD活 性 を 増 加 す る こ と は 、 NADは SIRT1の 基 質 と し て 作 用 し 得 る た め 、 サ ー チ ュ イ ン
活 性 を 増 加 し 得 る と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 剤 は 、 NADま た は NADH、 NADの 前 駆 体 、 NADサ
ル ベ ー ジ 経 路 に お け る 中 間 体 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ  (NMNAT)ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を
コ ー ド す る 核 酸 の よ う な NADを 生 成 す る 物 質 を 含 み 得 る 。 該 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ
チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は NMNAT1蛋 白 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 該 剤 は 、 SIRT1活 性 を 直 接 的 に 増 加 す る よ う に 作 用 し 得 、 そ の
よ う な も の と し て 、 該 剤 は 、 サ ー チ ュ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は サ ー チ ュ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 ま た は ス チ ル ベ ン 、 カ ル コ ン 、 フ ラ ボ ン 、 イ ソ フ ラ ボ ン 、 フ ラ ボ ノ ン ま
た は カ テ キ ン の よ う な 物 質 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 リ ス ベ ラ ト ロ ー ル 、 ピ セ タ
ノ ー ル 、 デ オ キ シ ラ ポ ン チ ン （ rhapontin） 、 ト ラ ン ス -ス チ ル ベ ン お よ び ラ ポ ン チ ン よ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ス チ ル ベ ン ;ブ テ イ ン （ butein） 、 イ ソ リ キ リ チ ゲ ン （ isoliquirit
igen） お よ び 3,4,2',4',6'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ カ ル コ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る カ ル コ
ン ;フ ィ セ チ ン 、 5,7,3',4',5'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ル テ オ リ ン 、 3,6,3',4'-テ ト
ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 7,3',4',5'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ケ ン ペ ロ
ー ル 、 6-ヒ ド ロ キ シ ア ピ ゲ ニ ン 、 ア ピ ゲ ニ ン 、 3,6,2',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 7,
4'-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 7,8,3',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 3,6,2',3'-テ ト ラ ヒ
ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 4'-ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 5,4'-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 5,7-ジ ヒ ド ロ
キ シ フ ラ ボ ン 、 モ リ ン 、 フ ラ ボ ン お よ び 5-ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
フ ラ ボ ン ;ダ イ ゼ イ ン お よ び ゲ ニ ス テ イ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る イ ソ フ ラ ボ ン ;ナ リ ン
ゲ ニ ン 、 3,5,7,3',4'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ノ ン 、 お よ び フ ラ ボ ノ ン よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る フ ラ ボ ノ ン ま た は (-)-エ ピ カ テ キ ン 、 (-)-カ テ キ ン 、 (-)-ガ ロ カ テ キ ン 、 (+)-カ
テ キ ン お よ び (+)-エ ピ カ テ キ ン よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る カ テ キ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 お よ び 特 に ヒ ト に 、 病 気 の お よ び ／ ま た は 損
傷 し た ニ ュ ー ロ ン お よ び ／ ま た は 例 え ば 、 神 経 膠 、 筋 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 等 の よ う な 支 持 細
胞 に お い て 核 NAD活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 す る 有 効 量 の 剤 を 投 与 す る こ と に よ
っ て 神 経 障 害 を 治 療 す る 方 法 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ の よ う な 剤 は 、 NADま た は NADH、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド ま た は そ の 誘 導 体 ;ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド モ
ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の よ う な NADを 生 成 す る 酵 素 ま た は ニ コ チ ン
ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 の よ う な NADを 生
成 す る 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は NADを 生 成 す る 経 路 に お い て 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 の
発 現 を 増 加 さ せ る 剤 ま た は NADま た は NAD活 性 を 増 加 さ せ る 剤 を 生 成 す る 経 路 に お い て 酵 素
の 活 性 お よ び ／ ま た は 安 定 性 を 増 加 さ せ る 剤 で あ り 得 る 。 該 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ
チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 NMNAT1蛋 白 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 ま た 、 そ の 必 要 の あ る 哺 乳 類 に お い て 視 神 経 障 害 を
治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 含 み 得 る 。 該 方 法 は 、 該 哺 乳 類 に 、 病 気 の お よ び ／ ま た は 損 傷
し た ニ ュ ー ロ ン に お け る NAD活 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 す る 有 効 量 の 剤 を 投 与 す
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る こ と を 特 徴 と し 得 る 。 該 哺 乳 類 へ の 投 与 は 、 眼 球 へ の 投 与 、 特 に 持 続 放 出 送 達 系 を 有 す
る 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て ま た は 剤 を 含 む 徐 放 ペ レ ッ ト を 眼 球 に 投 与 す る こ と に よ っ て
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 該 剤 は 、 NADま た は NADH、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド ;ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の よ う な NADを 生 成 す る 酵 素 ;ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア
デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ま た は NAD活 性 を 増 加 す る 剤 を コ ー ド す る 核 酸 の よ う な NADを 生
成 す る 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 で あ り 得 る 。 該 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 NMNAT1蛋 白 質 ま た は NMNAT3蛋 白 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 軸 索 変 性 関 連 の 該 神 経 障 害 は 、 例 え ば 、 遺 伝 性
ま た は 先 天 性 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ヘ ル ペ ス 感 染 、 糖 尿 病 、 筋 萎 縮
性 側 索 硬 化 症 、 脱 髄 疾 患 、 虚 血 ま た は 脳 梗 塞 、 化 学 的 損 傷 、 熱 傷 、 AIDS等 と 関 連 し た も の
の よ う な 多 く の 神 経 障 害 の い ず れ か で あ り 得 る 。 加 え て 、 上 記 で 言 及 さ れ て い な い 神 経 変
性 病 な ら び に 上 記 の 病 気 の サ ブ セ ッ ト は 、 ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 病 気 の サ ブ セ ッ ト は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 ま た は 非 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 ま た は 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 そ の 他 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 ま た 、 哺 乳 類 に お け る 神 経 障 害 を 治 療 す る た め の ス
ク リ ー ニ ン グ 剤 の 方 法 に 指 向 さ れ る 。 該 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 神 経 細 胞 に
投 与 し 、 該 神 経 細 胞 に 軸 索 損 傷 を 引 き 起 こ し 、 次 い で 、 該 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 に
お け る 減 少 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と し 得 る 。 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 細 胞 に お
け る お よ び 特 に 神 経 細 胞 に お け る 候 補 剤 に よ っ て 生 成 さ れ た NAD活 性 の 増 加 を 検 出 す る こ
と を 特 徴 と し 得 る 。 NAD活 性 の 増 加 は 、 核 NAD活 性 の 増 加 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 方 法 は 、 ニ ュ ー ロ ン に お け る サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 す る ス ク リ ー ニ ン グ 剤 な ら
び に ニ ュ ー ロ ン に お け る NAD生 合 成 活 性 を 増 加 す る ス ク リ ー ニ ン グ 剤 を 提 供 す る 。 該 方 法
は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 、 候 補 剤 を 哺 乳 類 の 神 経 細 胞 に 投 与 し 、 該 神 経 細 胞 に 軸
索 損 傷 を 引 き 起 こ し 、 次 い で 、 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 の 減 少 を 検 出 す る こ と を 特 徴
と し 得 る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 い く つ か の 具 体 例 に お い て 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ
り 得 、 こ こ に 、 二 次 ア ッ セ イ は 、 さ ら に 、 サ ー チ ュ イ ン 活 性 と ま た は NADお よ び 酵 素 ま た
は NAD生 合 成 ま た は サ ル ベ ー ジ 経 路 の 要 素 と 関 連 し た 活 性 を 描 写 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 軸 索 損 傷 は 、 該 神 経 細 胞 を 化 学
的 に 損 傷 す る 、 該 神 経 細 胞 を 熱 的 に 損 傷 す る 、 該 神 経 細 胞 を 酸 欠 す る 、 次 い で 該 神 経 細 胞
を 物 理 的 に 損 傷 す る こ と を 含 む 多 く の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 組 換 え ベ ク タ ー は 種 々 の 具 体 例 に お い て 提 供 さ れ る 。 該 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 類 の NM
NAT1蛋 白 質 ま た は NMNAT3蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を
含 み 得 る 。 そ の よ う な 具 体 例 の 種 々 の 態 様 に お い て 、 該 組 換 え ベ ク タ ー は 、 レ ン チ ウ イ ル
ス ま た は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 SIRT1蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た
プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 具 体 例 の 種 々 の 態 様 に お い
て 、 該 組 換 え ベ ク タ ー は 、 レ ン チ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス で あ り 得 る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 詳 細 な 記 載
　 本 発 明 は 、 神 経 障 害 を 治 療 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 含 む 。 該 方 法 は 、 哺 乳 類 に 、
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病 気 の お よ び ／ ま た は 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン に お い て NAD活 性 を 増 加 さ せ る 有 効 量 の 物 質 を
投 与 す る こ と を 特 徴 と し 得 る 。 該 増 加 さ れ た NAD活 性 は 、 次 い で 該 剤 に よ っ て 治 療 さ れ な
い 損 傷 し た 神 経 細 胞 に お い て 生 じ る 軸 索 変 性 と 比 較 し て 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 の 減
少 を 生 成 す る サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 す る よ う に 作 用 し 得 る と 考 え ら れ る 。 軸 索 変 性 の そ
の よ う な 減 少 は 、 ニ ュ ー ロ ン へ の 損 傷 の 完 全 な ま た は 部 分 的 改 善 を 含 み 得 る 。 ま た 、 NAD
活 性 の 増 加 が サ ー チ ュ イ ン 分 子 を 含 ま な い 他 の メ カ ニ ズ ム を 通 し て 作 用 し て 、 軸 索 変 性 の
減 少 を 生 成 す る ま た は そ の 生 成 に 寄 与 し 得 る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 SIRTと 呼 ば れ る ７ つ の 既 知 の サ ー チ ュ イ ン 分 子 は 、 哺 乳 類 に お け る ヒ ス ト ン /蛋 白 質 脱
ア セ チ ル 化 酵 素 の Sir2フ ァ ミ リ ー を 構 成 し 、 全 て の そ の よ う な サ ー チ ュ イ ン 分 子 は 本 発 明
の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 い く つ か の ヒ ト サ ー チ ュ イ ン 、 SIRT1-SIRT7は 、 そ れ ぞ れ NCBI Locu
sLink ID Nos. 23411、 22933、 23410、 23409、 23408、 51548お よ び 51547(http://www.ncb
i.nlm.hih.gov/LocusLink/参 照 )と 関 連 し て よ り 完 全 に 記 載 さ れ る NAD-依 存 性 ヒ ス ト ン /蛋
白 質 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 で あ る 。 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 該 方 法 お よ び 組 成 物 は 、
い ず れ か の １ 以 上 の 該 サ ー チ ュ イ ン の 活 性 を 増 加 し 得 、 特 に 、 本 発 明 の 種 々 の 方 法 は 、 SI
RT1の 活 性 を 増 加 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 物 質 の 活 性 に よ っ て 、 特 定 の 物 質 の 濃 度 ま た は 物 質 の 機 能 的 有 効 性 の い ず れ か に 対 し て
引 用 が な さ れ る 。 物 質 の 濃 度 は 、 例 え ば 、 合 成 を 増 加 す る 、 分 解 を 減 少 す る 、 物 質 の 生 物
学 的 利 用 能 を 増 加 す る ま た は 物 質 の 結 合 を 減 少 す る ま た は さ も な け れ ば 遊 離 物 質 の 結 合 を
減 少 す る こ と を 含 む 数 多 く の 要 因 に よ っ て 増 加 す る こ と が で き る 。 機 能 的 有 効 性 の 増 加 は
、 例 え ば 、 分 子 配 座 の 変 化 、 該 物 質 が 作 用 す る 条 件 下 で の 変 化 、 該 物 質 へ の 感 受 性 の 変 化
等 か ら 生 じ 得 る 。 サ ー チ ュ イ ン 分 子 に 関 す る 活 性 の 増 加 は 、 濃 度 を 増 加 す る ま た は 機 能 的
有 効 性 を 高 め る ま た は NADの 利 用 性 を 増 加 す る ま た は NADま た は そ の い ず れ か の 組 合 せ に 対
す る １ 以 上 の 生 合 成 経 路 を 介 す る 流 動 を 増 加 す る こ と を 意 味 す る よ う に 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 神 経 障 害 は 、 例 え ば 、 神 経 膠 、 筋 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 等 の よ う な ニ ュ ー ロ ン お よ び ／ ま た
は 支 持 細 胞 を 含 む い ず れ か の 病 気 ま た は 状 態 、 お よ び 特 に 軸 索 損 傷 を 含 む 病 気 ま た は 状 態
を 含 み 得 る 。 軸 索 損 傷 は 、 病 気 ま た は 状 態 に よ る 外 傷 に よ っ て ま た は 非 機 械 的 損 傷 に よ っ
て 引 き 起 こ さ れ 得 、 そ の よ う な 損 傷 の 結 果 は 、 軸 索 の 変 性 ま た は 機 能 不 全 お よ び 機 能 性 ニ
ュ ー ロ ン 活 性 の 喪 失 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 軸 索 損 傷 を 生 じ る ま た は そ れ と 関 連 し た 病 気
お よ び 状 態 は 、 大 多 数 の 神 経 障 害 性 疾 患 お よ び 状 態 に 共 通 す る 。 そ の よ う な 神 経 障 害 は 、
末 梢 神 経 障 害 、 中 枢 神 経 障 害 、 お よ び そ の 組 合 せ を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 末 梢 神 経 障 害 発 現
は 、 主 に 該 複 数 の 中 枢 神 経 に 集 中 し た 病 気 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 中 枢 神 経 系 発 現 は 、 主
に 末 梢 ま た は 全 身 性 疾 患 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 末 梢 神 経 障 害 は 、 該 末 梢 神 経 へ の 損 傷 を 含 み 、 そ の よ う な も の は 、 神 経 の 病 気 に よ っ て
ま た は 全 身 疾 患 の 結 果 と し て 引 き 起 こ さ れ 得 る 。 い く つ か の そ の よ う な 病 気 は 、 糖 尿 病 、
尿 毒 症 、 AIDSま た は ハ ン セ ン 病 の よ う な 感 染 症 、 栄 養 失 調 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の よ
う な 血 管 障 害 ま た は 膠 原 病 、 お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 強 皮 症 、 サ ル コ イ ド ー シ ス
、 関 節 リ ウ マ チ 、 お よ び 結 節 性 多 発 性 動 脈 炎 の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 を 含 み 得 る 。 ま た 、 末
梢 神 経 変 性 は 、 外 傷 、 つ ま り 神 経 へ の 機 械 的 損 傷 な ら び に 神 経 へ の 化 学 的 ま た は 熱 的 損 傷
か ら 生 じ 得 る 。 末 梢 神 経 を 損 傷 す る そ の よ う な 状 態 は 、 緑 内 障 、 手 根 管 症 候 群 、 直 接 的 外
傷 、 貫 通 外 傷 、 打 撲 傷 、 骨 折 ま た は 骨 の 脱 臼 の よ う な 圧 縮 ま た は エ ン ト ラ ッ プ メ ン ト 損 傷
;松 葉 杖 の 長 い 期 間 の 使 用 ま た は １ つ の 姿 勢 で あ ま り に 長 い 間 い る こ と か ら 、 あ る い は 腫
瘍 か ら 生 じ 得 る 表 在 神 経  (尺 骨 、 橈 骨 、 ま た は 腓 骨 )を 含 む 圧 力 ;神 経 内 出 血 ;虚 血 ;冷 気 ま
た は 放 射 線 ま た は 特 定 の 医 薬 品 ま た は 除 草 剤 ま た は 殺 虫 剤 の よ う な 有 毒 物 質 へ の 暴 露 を 含
む 。 特 に 、 神 経 損 傷 は 、 例 え ば 、 ビ ン ク リ ス チ ン の よ う な ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド の よ う な 細
胞 傷 害 性 抗 癌 剤 に よ る 化 学 的 損 傷 か ら 生 じ 得 る 。 そ の よ う な 末 梢 神 経 障 害 の 典 型 的 な 症 状
は 、 腕 、 手 、 脚 お よ び ／ ま た は 足 の 衰 弱 、 し び れ 、 知 覚 障 害 (灼 け つ く 痛 み 、 く す ぐ り 感
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、 刺 す よ う な 痛 み ま た は 刺 痛 の よ う な 知 覚 異 常 )お よ び 疼 痛 を 含 む 。 ま た 、 該 神 経 障 害 は
、 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 と 関 連 し 得 る 。 そ の よ う な 神 経 障 害 は 、 減 少 し た エ ネ ル ギ ー レ
ベ ル 、 つ ま り 減 少 し た レ ベ ル の NADお よ び ATPを 呈 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 末 梢 神 経 障 害 は 、 代 謝 起 源 の 全 身 性 疾 患 と 関 連 し た 広 範 囲 の 末 梢 神 経 を 含 む 代 謝
性 お よ び 内 分 泌 神 経 障 害 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 病 気 は 、 そ の う ち の い く つ か は 前 述 で あ る
が 、 特 に 、 糖 尿 病 、 低 血 糖 症 、 尿 毒 症 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 肝 不 全 、 赤 血 球 増 加 症 、 ア ミ
ロ イ ド ー シ ス 、 末 端 肥 大 、 ポ ル フ ィ リ ン 症 、 脂 質 /糖 脂 質 代 謝 の 障 害 、 栄 養 /ビ タ ミ ン 欠 乏
症 、 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 異 常 を 含 む 。 こ れ ら の 病 気 の 共 通 し た 特 徴 は 、 代 謝 経 路 調 節 異
常 に よ る ミ エ リ ン お よ び 軸 索 の 構 造 ま た は 機 能 の 改 変 に よ る 末 梢 神 経 の 関 与 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 神 経 障 害 は 、 緑 内 障 の よ う な 視 神 経 障 害 ;網 膜 色 素 変 性 症 お よ び 外 側 網 膜 神 経 障
害 と 関 連 し た も の の よ う な 網 膜 神 経 節 変 性 ; 視 神 経 炎 お よ び ／ ま た は 多 発 性 硬 化 症 と 関 連
し た も の を 含 む 変 性 ;例 え ば 、 腫 瘍 摘 出 の 間 の 損 傷 を 含 み 得 る 視 神 経 へ の 外 傷 ; ケ ジ ェ ー
ル 病 （ Kjer's disease） お よ び レ ー ベ ル 遺 伝 性 視 神 経 症 の よ う な 遺 伝 性 視 神 経 障 害 ;巨 細
胞 性 動 脈 炎 に 二 次 的 な も の の よ う な 虚 血 性 視 神 経 障 害 ; 前 述 の レ ー バ ー 神 経 障 害 を 含 む 神
経 変 性 病 、 ビ タ ミ ン B12ま た は 葉 酸 の 欠 乏 の よ う な 栄 養 失 調 、 お よ び エ タ ン ブ ト ー ル ま た
は シ ア ン 化 物 に よ っ て の よ う な 毒 性 の よ う な 代 謝 性 視 神 経 障 害 ; 医 薬 品 副 作 用 に よ っ て 引
き 起 こ さ れ た 神 経 障 害 お よ び ビ タ ミ ン 欠 乏 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 神 経 障 害 を 含 む 。 ま
た 、 虚 血 性 視 神 経 障 害 は 、 非 動 脈 性 前 部 虚 血 性 視 神 経 症 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 中 枢 神 経 系 の 神 経 障 害 ま た は 軸 索 変 性 症 と 関 連 し た 神 経 変 性 病 は 、 種 々 の 病 気 を 含 む 。
そ の よ う な 病 気 は 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 老 年 性 認 知 症 、 ピ ッ ク 病 、 お よ び ハ ン チ
ン ト ン 舞 踏 病 の よ う な 進 行 性 認 知 症 ; 例 え ば 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 お よ
び 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の よ う な 進 行 性 失 調 症 の よ う な 筋 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 中 枢 神 経 系 の
病 気 ; 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 の よ う な 脱 髄 疾 患 ; 例 え ば 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 ア ル ボ ウ イ
ル ス 、 お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る も の と い っ た ウ イ ル ス 性 脳 炎
; お よ び プ リ オ ン 病 を 含 む も の を 含 む 。 ま た 、 緑 内 障 ま た は 頭 お よ び 脊 柱 へ の 外 傷 の よ う
な 機 械 的 損 傷 は 、 脳 お よ び 脊 髄 に お け る 神 経 損 傷 お よ び 変 性 を 引 き 起 こ し 得 る 。 加 え て 、
虚 血 お よ び 脳 梗 塞 な ら び に 栄 養 失 調 お よ び 化 学 療 法 剤 に よ る と い っ た 化 学 毒 性 の よ う な 条
件 は 、 中 枢 神 経 系 神 経 障 害 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 治 療 」 は 、 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 の 発 生 前 ま た は 後 の
い ず れ か で の 介 入 を 含 む よ う に 意 図 さ れ る 。 そ の よ う な も の と し て 、 治 療 は 、 ニ ュ ー ロ ン
へ の 最 初 の 損 傷 が 起 こ る 前 の 投 与 に よ っ て ニ ュ ー ロ ン 損 傷 を 防 ぐ こ と が で き 、 な ら び に 、
ニ ュ ー ロ ン へ の 最 初 の 損 傷 が 起 こ っ た 後 の 投 与 に よ っ て ニ ュ ー ロ ン 損 傷 を 改 善 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な ニ ュ ー ロ ン へ の 最 初 の 損 傷 は 、 神 経 障 害 と 関 連 し た い ず れ か の 病 気 ま
た は 状 態 を 含 み 得 、 そ れ か ら 生 じ 得 る 。 ま た 、 「 治 療 」 は 、 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 の 進 行 の 予 防
を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「 治 療 」 は 、 薬 物 お よ び ／ ま た は 合 成 物 質 の 投
与 、 蛋 白 質 、 核 酸 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の よ う な 生 物 学 的 物 質 の 投 与 な ら び に 栄 養 補 助 食
品 、 食 物 添 加 物 ま た は 機 能 性 食 品 の よ う な 物 質 の 投 与 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 該 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 哺 乳 類 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 哺 乳 類 は 、 ヒ
ト な ら び に 非 ヒ ト 哺 乳 類 を 含 む 。 非 ヒ ト 哺 乳 類 は 、 例 え ば 、 イ ヌ お よ び ネ コ の よ う な ペ ッ
ト 動 物 、 ウ シ 、 ウ マ 等 を 含 む 家 畜 の よ う な 農 業 動 物 、 お よ び 動 物 園 の 動 物 の よ う な 外 来 の
動 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 哺 乳 類 に お け る サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 し 得 る 物 質 は 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 み 得 、 そ の
う ち の い く つ か は 前 述 さ れ て い る (例 え ば 、 そ の 全 文 が 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ っ て 援 用 さ
れ る Howitz et al., Nature 425:191-196, 2003お よ び 該 文 書 に 添 付 す る 補 足 情 報 参 照 )。
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そ の よ う な 化 合 物 は 、 リ ス ベ ラ ト ロ ー ル 、 ピ セ タ ノ ー ル 、 デ オ キ シ ラ ポ ン チ ン 、 ト ラ ン ス
-ス チ ル ベ ン お よ び ラ ポ ン チ ン の よ う な ス チ ル ベ ン ; ブ テ イ ン （ butein） 、 イ ソ リ キ リ チ
ゲ ン （ isoliquiritigen） お よ び 3,4,2',4',6'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ カ ル コ ン お よ び カ ル コ ン
の よ う な カ ル コ ン ;フ ィ セ チ ン 、 5,7,3',4',5'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ル テ オ リ ン 、
3,6,3',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 7,3',4',5'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ
ボ ン 、 ケ ン ペ ロ ー ル 、 6-ヒ ド ロ キ シ ア ピ ゲ ニ ン 、 ア ピ ゲ ニ ン 、 3,6,2',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ
シ フ ラ ボ ン 、 7,4'-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 7,8,3',4'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 3,6,2
',3'-テ ト ラ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 4'-ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 5,4'-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン
、 5,7-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン 、 モ リ ン 、 フ ラ ボ ン お よ び 5-ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ン の よ う な フ
ラ ボ ン ;ダ イ ゼ イ ン お よ び ゲ ニ ス テ イ ン の よ う な イ ソ フ ラ ボ ン ;ナ リ ン ゲ ニ ン 、 3,5,7,3',4
'-ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ フ ラ ボ ノ ン 、 お よ び フ ラ ボ ノ ン の よ う な フ ラ ボ ノ ン ま た は (-)-エ ピ カ
テ キ ン 、 (-)-カ テ キ ン 、 (-)-ガ ロ カ テ キ ン 、 (+)-カ テ キ ン お よ び (+)-エ ピ カ テ キ ン の よ う
な カ テ キ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 サ ー チ ュ イ ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 を 増 加 す る さ ら な る ポ リ フ ェ ノ ー ル ま た は 他 の 物 質 は
、 本 明 細 書 な ら び に 蛍 光 酵 素 ア ッ セ イ の よ う な 商 業 的 に 入 手 可 能 な ア ッ セ イ  (Biomol Int
ernational L.P., Plymouth Meeting, Pennsylvania)に 記 載 の ア ッ セ イ シ ス テ ム を 使 用 し
て 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Sinclair et al.は 、 サ ー チ ュ イ ン 活 性  (そ の 全 文 に お
い て 引 用 に よ っ て 援 用 さ れ る Sinclair et al., WO2005/02672)を 増 加 す る こ と が で き る 物
質 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 他 の 物 質 は 、 NAD-依 存 性 ヒ ス ト ン /蛋 白 質 デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性
を 介 し て 機 能 す る 特 定 の サ ー チ ュ イ ン の 結 果 と し て NAD活 性 を 増 加 す る こ と に よ っ て 、 間
接 的 に サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 し 得 る 。 NAD活 性 は 、 NADま た は NADHの 投 与 に よ っ て な ら び
に NADを 合 成 す る こ と に よ っ て 増 加 す る こ と が で き る 。 NADは 、 ３ つ の 主 な 経 路 ： NADが ト
リ プ ト フ ァ ン か ら 合 成 さ れ る 新 生 経 路 、 NADが ニ コ チ ン ア ミ ド の よ う な 分 解 さ れ た NAD産 物
を 再 利 用 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る NAD サ ル ベ ー ジ 経 路 (Lin et al. Curent Opin. Cel
l Biol. 15:241-246, 2003; Magni et al., Cell Mol. Life Sci. 61:19-34, 2004)お よ
び ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド が ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ に よ っ て ニ コ チ ン ア ミ ド モ
ノ ヌ ク レ オ チ ド に 変 換 さ れ る ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 (Bieganowski et al.,
 Cell 117:495-502, 2004)を 介 し て 合 成 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン
に 、 例 え ば 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は ニ コ チ ネ ー ト の よ う な 該 新 生 経 路 中 の NADの 前 駆 体 お
よ び ／ ま た は 例 え ば 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 、 ニ コ チ ン 酸 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た
は デ ア ミ ド -NADお よ び ／ ま た は 例 え ば 、 ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド モ
ノ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 に お け る 物 質 の よ う な NAD
サ ル ベ ー ジ 経 路 中 の 物 質 を 投 与 す る こ と で 、 NAD活 性 を 潜 在 的 に 増 加 さ せ る こ と が で き る
で あ ろ う 。 下 記 に 示 す よ う に 、 NADに 加 え て 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ
ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド は 、 NADと 同 様 の 程 度 ま で 、 軸 索 変
性 に 対 し て 保 護 し た が 、 し か し な が ら 、 ニ コ チ ン 酸 お よ び ニ コ チ ン ア ミ ド は 保 護 し な か っ
た 。 次 い で 、 増 加 し た NAD活 性 は 、 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン に お け る サ ー チ ュ イ ン ヒ ス ト ン /蛋
白 質 デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 を 増 加 し 、 軸 索 変 性 を 減 少 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 加 え て
、 他 の 物 質 は 、 酵 素 活 性 を 増 加 す る こ と に よ っ て ま た は NAD、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド ま た は サ ー チ ュ イ ン 酵 素
の レ ベ ル を 増 加 す る こ と に よ っ て ま た は NAD、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ
ン 酸 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド ま た は サ ー チ ュ イ ン 酵 素 の 変 性 を 減 少 す
る こ と に よ っ て 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 NADは 、 NADを 合 成 す る 酵 素 ま た は NADを 合 成 す る 酵 素 を 含 む 核
酸 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン に お い て 増 加 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 酵 素
は 、 NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 に お け る 酵 素 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ
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ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経 路 の 酵 素 ま た は NADを 合 成 す る た め の 新 生 経 路 に お け る 酵 素
を コ ー ド す る 核 酸 、 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ 経
路 の 酵 素 、 特 に 、 NMNAT1の よ う な 例 え ば 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (NMNAT)の よ う な NADサ ル ベ ー ジ 経 路 の 酵 素 を 含 み 得 る 。 従 っ て 、 １ つ の
非 限 定 的 例 に お い て 、 NMNAT1ま た は NMNAT3の よ う な NMNATま た は NMNAT1ま た は NMNAT3の よ
う な NMNATを コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 の 投 与 は 、 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン に お け る 軸 索 変 性
を 減 少 ま た は 予 防 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ヒ ト NMNAT1 酵 素  (E.C.2.7.7.18)は 、 ヒ ト NMNAT1遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 蛋 白 質 :NP_0736
24; NM_022787; AAL76934; AF459819;お よ び NP_073624; AF314163に 対 す る GenBank受 託 番
号 に よ っ て 表 さ れ る 。 こ の 遺 伝 子 の 変 異 体 は NMNAT-2 (KIAA0479)で あ り 、 こ の ヒ ト バ ー ジ
ョ ン は 、 GenBank受 託 番 号 NP_055854お よ び NM_015039下 で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 同 一 の パ ー セ ン ト 」 ま た は 「 パ ー セ ン ト 同 一 性
」 ま た は 「 %の 同 一 性 」 は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 ま た は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間
の 配 列 同 一 性 を 指 す 。 同 一 性 は 、 各 々 、 比 較 の 目 的 の た め に 並 べ ら れ た 各 配 列 に お い て 位
置 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 比 較 さ れ た 配 列 に お け る 同 等 の 位 置 が
同 じ 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 に よ っ て 占 め ら れ る 時 、 該 分 子 は 、 該 位 置 に て 同 一 で あ り ； 該 同
等 部 位 が 同 一 ま た は 同 様 の ア ミ ノ 酸 残 基  (例 え ば 、 立 体 お よ び ／ ま た は 電 子 的 性 質 に お い
て 同 様 )に よ っ て 占 め ら れ る 時 、 該 分 子 は 、 当 該 位 置 で 相 同 （ 同 様 ） と 呼 ぶ こ と が で き る
。 相 同 性 、 類 似 性 、 ま た は 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て の 表 現 は 、 比 較 さ れ た 配 列 に よ
っ て 共 有 さ れ た 位 置 で 同 一 ま た は 同 様 の ア ミ ノ 酸 の 数 の 関 数 を 指 す 。 FASTA、 BLAST、 ま た
は ENTREZを 含 む 種 々 の 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び ／ ま た は プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て も よ い 。 FA
STAお よ び BLASTは 、 GCG配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ (University of Wisconsin, Madison, Wis.)
の 一 分 と し て 入 手 可 能 で あ り 、 例 え ば デ フ ォ ル ト 設 定 で 使 用 す る こ と が で き る 。 ENTREZは
、 Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes o
f Health, Bethesda, Mdの National Centerを 介 し て 入 手 可 能 で あ る 。 １ つ の 具 体 例 に お
い て 、 ２ つ の 配 列 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 1の ギ ャ ッ プ 重 量 を 有 す る GCGプ ロ グ ラ ム に よ っ
て 決 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 該 ２ つ の 配 列 の 間 の 単 一 ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド ミ
ス マ ッ チ で あ る か の よ う に 、 各 ア ミ ノ 酸 ギ ャ ッ プ は 重 さ を 測 ら れ る 。 整 列 の た め の 他 の 技
術 は 、 Methods in Enzymology, vol. 266: Computer Methods for Macromolecular Seque
nce Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic Press, Inc., a division of Harcourt
 Brace & Co., San Diego, California, USAに 記 載 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 配 列 に お い て
ギ ャ ッ プ を 許 容 す る 整 列 プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て 、 配 列 を 並 べ る 。 The Smith-Watermanは 、
配 列 整 列 に お い て ギ ャ ッ プ を 許 容 す る １ つ の タ イ プ の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 Meth. Mol. B
iol. 70: 173-187 (1997)参 照 。 ま た 、 Needleman and Wunsch整 列 法 を 用 い る GAPプ ロ グ ラ
ム を 利 用 し て 、 配 列 を 整 列 す る こ と が で き る 。 別 の サ ー チ 戦 略 は 、 MASPARコ ン ピ ュ ー タ ー
上 で ラ ン す る MPSRCHソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る 。 MPSRCHは 、 Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ ム を
使 用 し て 、 大 規 模 並 列 処 理 コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で 配 列 を ス コ ア す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 離
れ て 関 連 し た マ ッ チ を 取 り 出 す 能 力 を 改 善 し 、 特 に 、 小 さ な ギ ャ ッ プ お よ び ヌ ク レ オ チ ド
配 列 エ ラ ー に 対 し て 寛 容 で あ る 。 核 酸 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 使 用 し て 、 蛋 白 質 お よ
び DNAデ ー タ ベ ー ス の 両 方 を サ ー チ す る こ と が で き る 。 個 々 の 配 列 を 有 す る デ ー タ ベ ー ス
は 、 Methods in Enzymology, ed. Doolittle, supraに 記 載 さ れ る 。 デ ー タ ベ ー ス は 、 Gen
bank, EMBL、 お よ び DNA Database of Japan (DDBJ)を 含 む 。  
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 「 変 異 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指
し 、 こ れ は 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 改 変 さ れ る 。 該 変 異 体 は 、 「 保 存 的 」 変 化 を
有 し 得 、 こ こ に 、 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 同 様 の 構 造 的 ま た は 化 学 的 特 性 を 有 す る （ 例 え
ば 、 ロ イ シ ン の イ ソ ロ イ シ ン に よ る 置 換 ） 。 変 異 体 は 、 「 非 保 存 的 」 変 化 （ 例 え ば 、 グ リ
シ ン の ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 ） を 有 し 得 る 。 ま た 、 類 似 の 軽 微 な 変 更 は 、 ア ミ ノ 酸 欠
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失 ま た は 挿 入 、 あ る い は 両 方 を 含 み 得 る 。 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 無 効 に せ ず に 、
ど の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 挿 入 、 ま た は 欠 失 さ れ 得 る か を 決 定 す る 際 の ガ イ ダ ン ス は 、 例
え ば 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア  (DNASTAR)と い っ た 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た コ ン ピ ュ ー タ
ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 文 脈 に お い て 使 用 さ れ る 時 、 用 語 「 変 異 体 」 は 、 と 口 絵 の 遺 伝
子 の も の に 関 連 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の コ ー ド 配 列 を 網 羅 し 得 る 。 ま た 、 こ
の 定 義 は 、 例 え ば 、 「 対 立 遺 伝 子 」 、 「 ス プ ラ イ ス 」 、 「 種 」 、 ま た は 「 多 型 」 変 異 体 を
含 み 得 る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 参 照 分 子 に 対 し て 有 意 な 同 一 性 を 有 し 得 る が 、 一 般 的 に
は 、 mRNA処 理 の 間 の エ ク ソ ン の 別 々 の ス プ ラ イ シ ン グ に よ る よ り 大 き い ま た は よ り 少 な い
数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る で あ ろ う 。 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 さ ら な る 機 能 ド メ イ
ン ま た は ド メ イ ン の 不 在 を 有 し 得 る 。 種 変 異 体 は 、 １ つ の 種 か ら も う 一 方 へ と 変 動 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 的 に は 、 相 互 に 対 し て 有 意 な
ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る で あ ろ う 。 多 型 変 異 は 、 所 与 の 種 の 個 の 間 の 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 で あ る 。 ま た 、 多 型 変 異 体 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が １ つ の 塩
基 に よ っ て 変 動 す る 「 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 」 (SNPs)を 含 み 得 る 。 SNPsの 存 在 は 、 例 え ば
、 特 定 の 集 団 、 病 気 の 状 態 、 ま た は 病 気 の 状 態 に 対 す る 傾 向 の 指 標 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に よ る 神 経 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 使 用 す る こ と が で
き る 剤 は 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (NMNAT)ま た は
NMNATを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 含 ま れ 得 る 。 特 に 、 該 剤 は 、 having NMNAT
活 性 お よ び 少 な く と も 50%の 同 一 性  with ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 50%の 同 一 性 ま た は ヒ ト
NMNAT3と 少 な く と も 50%の 同 一 性 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 60%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3
と 少 な く と も 60%の 同 一 性 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な く と
も 70%の 同 一 性 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 80%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な く と も 80%
の 同 一 性 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 90%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な く と も 90%の 同 一
性 、 ヒ ト NMNAT1と 少 な く と も 95%の 同 一 性 ま た は ヒ ト NMNAT3と 少 な く と も 95%の 同 一 性 を 有
す る 酵 素 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 該 剤 は 、 ヒ ト NMNAT1、 ヒ ト NMNAT3ま た は そ の 保 存 的 に 置 換
さ れ た 変 異 体 に よ っ て 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 該 剤 は 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 60%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 60%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 ヒ ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 80%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ヒ ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 80%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ
ト NMNAT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 90%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヒ
ト NMNAT3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 90%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ ト NMN
AT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 95%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヒ ト NMNA
T3を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 95%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 含 ま れ
得 る 。 ま た 、 該 剤 は 、 ヒ ト NMNAT1、 ヒ ト NMNAT3ま た は そ の 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 該 剤 は 、 サ ー チ ュ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は サ ー チ ュ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 に よ っ て 含 ま れ 得 る 。 特 に 、 該 剤 は 、 SIRT活 性 お よ び ヒ ト SIRT1と 少 な く と も 50%の
同 一 性 、 ヒ ト SIRT1と 少 な く と も 60%の 同 一 性 、 ヒ ト SIRT1と 少 な く と も 70%の 同 一 性 、 ヒ ト
SIRT1と 少 な く と も 80%の 同 一 性 、 ヒ ト SIRT1と 少 な く と も 90%の 同 一 性 、 ま た は ヒ ト SIRT1
と 少 な く と も 95%の 同 一 性 を 有 す る 酵 素 を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 該 剤 は 、 ヒ ト SIRT1ま た は そ
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の 保 存 的 に 置 換 さ れ た 変 異 体 に よ っ て 含 ま れ 得 る 。 ま た 、 該 剤 は 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す
る 核 酸 と 少 な く と も 50%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸
と 少 な く と も 60%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な
く と も 70%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も
80%の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 90%の
同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヒ ト SIRT1を コ ー ド す る 核 酸 と 少 な く と も 95%の 同
一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 含 ま れ 得 る 。 さ ら に 、 該 剤 は 、 ヒ ト SIRT1ま た は
そ の 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 投 与 は 、 口 腔 、 歯 、 子 宮 頸 管 内 、 筋 肉 内 、 吸 入 、 頭 蓋 内 、 リ ン パ 管 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、
腹 腔 内 、 胸 膜 内 、 く も 膜 下 、 気 管 内 、 子 宮 内 、 血 管 内 、 静 脈 内 、 膀 胱 内 、 鼻 腔 内 、 眼 、 経
口 、 耳 、 胆 嚢 灌 流 、 心 臓 灌 流 、 歯 周 、 直 腸 、 脊 髄 、 皮 下 、 舌 下 、 局 所 、 膣 内 、 経 皮 、 尿 管
、 ま た は 尿 道 を 含 む い ず れ か の 適 当 な 経 路 の 投 与 に よ っ て で あ り 得 る 。 用 量 形 態 は 、 定 量
エ ア ロ ゾ ル を 含 む エ ア ロ ゾ ル 、 チ ュ ア ブ ル バ ー 、 カ プ セ ル 、 被 覆 ペ レ ッ ト を 含 有 す る カ プ
セ ル 、 遅 延 放 出 ペ レ ッ ト を 含 有 す る カ プ セ ル 、 持 続 放 出 ペ レ ッ ト を 含 有 す る カ プ セ ル 、 濃
縮 物 、 ク リ ー ム 、 増 大 し た ク リ ー ム 、 坐 剤 ク リ ー ム 、 デ ィ ス ク 、 ド レ ッ シ ン グ 、 エ リ キ シ
ル 、 乳 剤 、 浣 腸 、 持 続 放 出 フ ァ イ バ ー 、 持 続 放 出 フ ィ ル ム 、 ガ ス 、 ゲ ル 、 定 量 ゲ ル 、 顆 粒
、 持 続 放 出 顆 粒 、 沸 騰 顆 粒 、 チ ュ ア ブ ル ガ ム 、 移 植 片 、 吸 入 剤 、 注 射 剤 、 注 射 用 脂 質 複 合
体 、 注 射 用 リ ポ ソ ー ム 、 イ ン サ ー ト 、 持 続 放 出 イ ン サ ー ト 、 子 宮 内 器 具 、 ゼ リ ー 、 液 体 、
持 続 放 出 液 体 、 ロ ー シ ョ ン 、 増 大 し た ロ ー シ ョ ン 、 シ ャ ン プ ー ロ ー シ ョ ン 、 油 、 軟 膏 、 増
大 し た 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 ト ロ ー チ 、 ペ レ ッ ト 、 粉 末 、 持 続 放 出 粉 末 、 定 量 粉 末 、 リ ン グ 、
シ ャ ン プ ー 、 石 け ん 溶 液 、 潤 滑 油 用 溶 液 、 溶 液 ／ ド ロ ッ プ 、 原 液 、 ゲ ル 形 成 溶 液 ／ ド ロ ッ
プ 、 ス ポ ン ジ 、 ス プ レ ー 、 定 量 ス プ レ ー 、 坐 剤 、 懸 濁 液 、 懸 濁 液 ／ ド ロ ッ プ 、 持 続 放 出 懸
濁 液 、 ス ワ ブ 、 シ ロ ッ プ 、 錠 剤 、 チ ュ ア ブ ル 錠 、 被 覆 粒 子 を 含 有 す る 錠 剤 、 遅 延 放 出 錠 剤
、 分 散 性 錠 剤 、 発 泡 錠 、 持 続 放 出 錠 剤 、 経 口 崩 壊 錠 、 タ ン ポ ン 、 テ ー プ ま た は ト ロ ー チ ／
キ ャ ン デ ィ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 眼 内 投 与 は 、 硝 子 体 内 注 射 を 含 む 注 射 に よ る 、 点 眼 薬 に よ る お よ び 経 強 膜 送 達 に よ る 投
与 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 投 与 は 、 ヒ ト ま た は ペ ッ ト 動 物 の た め の 機 能 食 品 に お け る よ う な 哺 乳 類 の 食 餌 中
の 含 有 に よ っ て で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 す る 組 成 物 を 含 有 す る 戸 口 絵 の 処 方 が 経 口 投 与 さ れ る と
考 え ら れ る 。 そ の よ う な 処 方 は 、 好 ま し く は 、 固 体 用 量 形 態 で 適 当 な キ ャ リ ア に 包 ま れ 処
方 さ れ る 。 適 当 な キ ャ リ ア 、 賦 形 剤 、 お よ び 希 釈 剤 の い く つ か の 例 は 、 ラ ク ト ー ス 、 デ キ
ス ト ロ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 澱 粉 、 ア カ シ ア ガ ム 、 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム 、 ア ル ギ ン 酸 塩 、 ケ イ 酸 カ ル シ ウ ム 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド
ン 、 セ ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 シ ロ ッ プ 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル -お よ び プ ロ ピ ル ヒ ド
ロ キ シ 、 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 、 タ ル ク 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 塩 、 水 、 鉱 油 等 を 含
む 。 該 処 方 は 、 さ ら に 、 平 滑 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 剤 お よ び 懸 濁 剤 、 保 存 剤 、 甘 味 剤 ま た は フ レ
ー バ ー 剤 を 含 み 得 る 。 該 組 成 物 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ る 手 順 を 使 用 す る こ と に よ る 患
者 へ の 投 与 後 に 、 即 効 、 徐 放 、 ま た は 遅 延 放 出 の 活 性 成 分 を 提 供 す る よ う に 処 方 さ れ て よ
い 。 ま た 、 該 処 方 は 、 例 え ば 、 表 面 活 性 剤 の よ う な 、 蛋 白 質 分 解 を 減 ら し 、 吸 収 を 促 進 す
る 物 質 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 異 的 な 用 量 は 、 大 体 、 患 者 の 体 重 ま た は 体 表 面 積 ま た は 占 有 さ れ る 体 空 間 の 容 量 に 従
っ て 計 算 す る こ と が で き る 。 ま た 、 用 量 は 、 選 択 さ れ た 投 与 の 特 定 の 経 路 に よ っ て 決 ま る
で あ ろ う 。 治 療 の た め の 適 切 な 用 量 を 決 定 す る の に 必 要 な 計 算 の さ ら な る 精 緻 化 は 、 当 業
者 に よ っ て ル ー チ ン 的 に な さ れ る 。 そ の よ う な 計 算 は 、 特 定 の 化 合 物 に 対 し て 他 所 で 記 載
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さ れ て い る よ う な ア ッ セ イ 調 製 に お け る 活 性 に 鑑 み て 、 当 業 者 に よ る 過 度 の 実 験 な し に な
す こ と が で き る  (例 え ば 、 Howitz et al., Nature 425:191-196, 2003お よ び 該 文 書 に 付
属 す る 補 足 情 報 参 照 )。 正 確 な 服 用 量 は 、 標 準 的 な 用 量 応 答 研 究 と 併 せ て 研 究 す る こ と が
で き る 。 組 成 物 の 量 は 、 治 療 さ れ る 状 態 ま た は 複 数 の 状 態 、 投 与 さ れ る 組 成 物 の 選 択 、 個
々 の 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 お よ び 応 答 、 患 者 の 症 状 の 重 症 度 、 お よ び 投 与 の 選 択 さ れ た 経 路
を 含 む 関 連 し た 状 況 を 鑑 み て 、 施 術 者 に よ っ て 決 定 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 ま た 、 本 発 明 は 、 候 補 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る
。 １ つ の そ の よ う な ア ッ セ イ 方 法 に お い て 、 剤 は 、 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 を 減 少 ま
た は 予 防 す る 際 の 有 効 性 に つ き テ ス ト さ れ る 。 従 っ て 、 候 補 剤 は 、 損 傷 に 付 さ れ た 神 経 細
胞 に 投 与 さ れ 、 損 傷 し た 神 経 細 胞 の 軸 索 変 性 の 減 少 が 検 出 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 該 剤 は 、
損 傷 を 引 き 起 こ す 前 に 添 加 さ れ る が 、 し か し な が ら 、 い く つ か の 例 に お い て 、 損 傷 は 、 候
補 化 合 物 の 添 加 前 に 引 き 起 こ さ れ 得 る 該 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 行 わ れ 得 る
。 イ ン ビ ボ テ ス ト は 、 損 傷 が 誘 発 さ れ た 種 々 の 実 験 条 件 下 で 、 多 く の 哺 乳 類 の 神 経 細 胞 を
用 い て 行 わ れ 得 る 。 使 用 可 能 な 哺 乳 類 の 神 経 細 胞 型 の 例 は 、 下 記 の よ う に 、 神 経 細 胞 体 の
離 断 お よ び 除 去 ま た は ビ ン ク リ ス チ ン を 含 有 す る 培 地 に お け る 成 長 の い ず れ か に よ っ て 損
傷 さ れ た 初 代 後 根 神 経 節 細 胞 で あ る 。 イ ン ビ ボ テ ス ト は 、 例 え ば 、 末 梢 神 経 再 生 の マ ウ ス
モ デ ル (Pan et al., J. Neurosci. 23:11479-11488, 2003)ま た は 進 行 性 運 動 ニ ュ ー ロ ン
疾 患 の マ ウ ス モ デ ル (Schmalbruch et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol. 50:192-204, 
1991; Ferri et al., Current Biol. 13:669-673, 2003)の よ う な 無 傷 の 動 物 に お い て 実
施 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 を 減 少 す る ま た は 予 防 す る メ カ ニ ズ ム は 、 サ ー チ ュ イ ン 分 子 の NAD-依 存
性 ヒ ス ト ン /蛋 白 質 デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 か ら 生 じ る た め 、 該 ア ッ セ イ 方 法 は 、 直 接
的 に サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 す る ま た は NAD活 性 を 増 加 す る こ と を 介 し て の い ず れ か で あ
る 物 質 の た め の 一 次 ス ク リ ー ン と し て 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 上 記 の 方 法 を 使 用 し て 、 NA
D生 合 成 活 性 を 増 加 す る 剤 ま た は ニ ュ ー ロ ン に お い て サ ー チ ュ イ ン 活 性 を 増 加 す る 剤 に つ
き ス ク リ ー ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 サ ー チ ュ イ ン 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 の た め の キ ャ リ ア ま た は NADの 生 合 成 の た め
の 酵 素 と し て 仕 え る 組 換 え ベ ク タ ー も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 そ の よ う な 組 換 え ベ ク タ ー
は 、 哺 乳 類 の NMNAT1蛋 白 質 ま た は SIRT1蛋 白 質 の よ う な 哺 乳 類 の サ ー チ ュ イ ン 蛋 白 質 を コ
ー ド す る 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 み 得 る 。 そ の よ う な 組 換 え ベ ク タ ー
は 、 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス の よ う な い ず れ か の 適 当 な ベ ク タ ー
で あ り 得 る 。 ま た 、 例 え ば 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ま た は β -ア ク チ
ン プ ロ モ ー タ ー の よ う な い ず れ か の 適 当 な プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 続 く 実 施 例 へ の 言 及 に よ っ て 、 さ ら に 理 解 さ れ 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 実 施 例 １
　 こ の 実 施 例 は 、 Wld s 蛋 白 質 を 発 現 す る ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 移 入 さ れ た ニ ュ ー ロ ン か ら
の 形 質 移 入 さ れ た 軸 索 が 、 対 照 ニ ュ ー ロ ン と 比 較 し て 遅 れ た 変 性 を 示 す こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 wld s マ ウ ス に お い て 、 軸 索 損 傷 と 応 答 し た Wallerian変 性 が 遅 れ る こ と が 示 さ れ て い る (
Gillingwater, et al., J Physiol, 534:627-639, 2001)。 遺 伝 子 分 析 は 、 wld s 突 然 変 異
が 85 kbタ ン デ ム 三 つ 組 を 含 む こ と を 示 し て お り 、 こ れ は 、 キ メ ラ 核 分 子  (Wld s  蛋 白 質 )
の 過 剰 発 現 を 生 じ る 。 こ の 蛋 白 質 は 、 核 内 で NADを 生 成 す る NADサ ル ベ ー ジ 経 路 に お け る 酵
素 で あ る ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 1 (NMNAT1)の 完 全
な 配 列 に 融 合 し た ユ ビ キ チ ン 鎖 ア セ ン ブ リ 因 子 で あ る Ufd (ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 )2a
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の N-末 端 70 AAか ら 構 成 さ れ る 。 該 Wld s 蛋 白 質 は NMNAT活 性 を 有 す る が 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー
ゼ 機 能 を 欠 き 、 こ れ は 、 軸 索 の 保 護 が 、 増 加 し た NMNAT1活 性 ま た は Ufd2a機 能 の 「 優 性 阻
害 」 の い ず れ か か ら 由 来 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 該 Wld s 蛋 白 質 に よ っ て 媒 介 さ れ た 遅 延 軸 索 変 性 の メ カ ニ ズ ム を 同 定 す る た め に 、 我 々 は
、 イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 モ デ ル を 使 用 し た 。 Primary DRG移 植 片 ニ ュ ー ロ ン を 、 適 切 な
蛋 白 質 を 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ せ 、 軸 索 を 、 神 経 細 胞 体  (切 断 )ま た は
ビ ン ク リ ス チ ン  (有 毒 )の 成 長 の い ず れ か に よ っ て 損 傷 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス 発 現 構 築 体 は 、 D. Baltimore (Lois, et al., Science 295:868-72, 20
02)に よ っ て 提 供 さ れ た 。 我 々 は 、 FUGWベ ク タ ー を 修 飾 し て 、 関 心 の あ る 遺 伝 子 を 発 現 す
る 細 胞 に お い て 促 進 さ れ た YFP 発 現 を 可 能 に す る 一 般 的 な 発 現 シ ャ ト ル FUIV (ユ ビ キ チ ン
プ ロ モ ー タ ー -関 心 の あ る 遺 伝 子 -IRES-促 進 YFP (Venus))ベ ク タ ー を 生 成 し た 。 各 々 が C-
末 端 に て ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る 以 下 の 蛋 白 質 は 、 予 め 「 優 性 阻 害 」 (Ufd2a(P1140
))と し て 野 生 型 Ufd2a機 能 を 阻 害 す る と 示 さ れ て い る FUIVベ ク タ ー : Wld s  キ メ ラ 突 然 変 異
蛋 白 質 ;点 突 然 変 異 (P1140A)を 含 有 す る Ufd2aへ と ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 以 下 の 遺 伝 子 を 、 FU
GW ベ ク タ ー へ と ク ロ ー ン 化 し た :1) EGFPの N-末 端 (Ufd2a(1-70)-EGFP)ま た は C-末 端 に て
核 移 行 シ グ ナ ル を 有 す る EGFP (Ufd2a(1-70)-nucEGFP)に 融 合 さ れ た Ufd2a (Wld s 蛋 白 質 中
に 含 有 さ れ た 部 分 )の 第 １ の 70AA。 2) EGFPの C-末 端 (EGFP-NMNAT1)に 融 合 さ れ た Wld s 蛋 白
質 の NMNAT1部 分 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ufd2a/Ube4bに 対 す る マ ウ ス cDNA (mKIAA0684)は 、 Kazusa DNA Research Instituteに よ
っ て 提 供 さ れ た 。 NMNAT1に 対 す る マ ウ ス cDNA (受 託 番 号 : BC038133)を ATCCか ら 購 入 し た
。 PCR-媒 介 突 然 変 異 を 使 用 し て 、 Ufd2a、 NMNAT1お よ び Wld s に お い て 、 点 突 然 変 異 を 生 成
し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 我 々 は 、 ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー お よ び GFP cDNAを 、 ヒ ト U6 プ ロ モ ー タ ー お よ び Pol I
 末 端 シ グ ナ ル 、 引 き 続 い て SV40 プ ロ モ ー タ ー -ピ ュ ー ロ マ イ シ ン -N-ア セ チ ル -ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 FUGW骨 格 か ら 生 成 さ れ た FSP-siベ ク タ ー に
お い て 、 siRNA構 築 体 を 生 成 し た 。 siRNAが 、 U6 プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ る よ う に 、 siR
NA構 築 体 の ク ロ ー ン 化 を 前 述 の と お り 実 施 し た (Castanotto, et al., RNA, 8:1454-60, 2
002)。 蛋 白 質 発 現 の siRNA下 方 制 御 に 使 用 さ れ た 配 列 は 、 SIRT1の 1692～ 1710、 SIRT2の 103
2～ 1050、 SIRT3の 538～ 556、 SIRT4の 1231～ 1249、 SIRT5の 37～ 55、 SIRT6の 1390～ 1408、
お よ び SIRT7の 450～ 468で あ っ た 。 核 レ ン チ ウ イ ル ス 発 現 お よ び siRNA構 築 体 の 完 全 性 を DN
A配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 E12.5胚 か ら の マ ウ ス DRG移 植 片 を 、 1 nM神 経 成 長 因 子 の 存 在 下 で 培 養 し た 。 非 -神 経 細
胞 を 、 培 養 培 地 に 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 培 養 液 か ら 除 去 し た 。 神
経 突 起 の 切 断 を 、 18-ゲ ー ジ 針 を 用 い て 、 10-20 DIVに て 実 施 し て 、 神 経 細 胞 体 を 除 去 し た
。 β -ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド  (Sigma)ま た は Sirtinol (Calbiochem)に よ
る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 テ キ ス ト ま た は 図 面 に 示 さ れ た 条 件 を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 、 上 記 の と お り 、 HEK293T細 胞 を 用 い て 生 成 し た 。 レ ン
チ ウ イ ル ス -由 来 の 蛋 白 質 発 現 の 確 認 の た め に 、 HEK293T細 胞 を レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て 感
染 し 、 細 胞 を 、 感 染 後 3日 目 に 溶 解 し た 。 こ れ ら の 可 溶 化 液 を 、 抗 -Hisタ グ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体  (Qiagen)を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し て 、 そ れ ぞ れ の ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン -
タ グ を つ け た 蛋 白 質 の 発 現 を 検 出 し た 。 DRG ニ ュ ー ロ ン の レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 を 、 軸 索 切
断 前 の 3な い し 7日 か ら 24時 間 、 ～ 10 6 -10 7  pfu/ml ウ イ ル ス を 該 DRG移 植 片 に よ っ て イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。 該 感 染 し た ニ ュ ー ロ ン を 、 倒 立 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 検 査
し て 、 >95%の ニ ュ ー ロ ン に お け る 検 出 可 能 な レ ン チ ウ イ ル ス 媒 介 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 を 確
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証 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 軸 索 変 性 の 定 量 分 析 を 、 前 述 の と お り 実 施 し た (Zhai, et al., Neuron 39:217-25, 200
3)。 簡 潔 に は 、 培 養 液 を 、 示 さ れ た 時 間 に 、 位 相 差 顕 微 鏡 法 を 用 い て 検 査 し た 。 断 片 化 さ
れ た 、 非 － 屈 折 性 の 出 現 を 有 す る 軸 索 を 、 「 変 性 し た 」 と 命 名 し た 。 各 時 点 に て 、 少 な く
と も 200の 単 独 で 識 別 可 能 な 軸 索 を 、 各 培 養 液 の い く つ か の 任 意 に 取 ら れ た イ メ ー ジ か ら
無 分 別 に ス コ ア し た 。 各 条 件 を 、 各 実 験 に お い て 、 ３ 通 り の 移 植 片 に お い て テ ス ト し た 。
結 果 を 、 各 条 件 に つ き ２ な い し ４ つ の 単 独 の 実 験 か ら 入 手 し た 。 統 計 学 的 分 析 を 、 学 生 の
Ｔ テ ス ト に よ っ て 実 施 し た 。 神 経 突 起 で 覆 わ れ た 領 域 の 計 算 に つ き 、 ２ つ の 単 独 実 験 の ４
通 り の 試 料 か ら デ ジ タ ル キ ャ プ チ ャ ー し た イ メ ー ジ を 、 分 析 3.1ソ フ ト ウ ェ ア  (Soft Imag
ing System, Lakewood, CO)を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 我 々 は 、 該 Wld s 蛋 白 質 を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン か ら の 切 断 さ れ た 軸 索 は 、 図 1Aに 示 さ れ る
よ う に 、 wld s  (Buckmaster, et al., Eur J Neurosci 7:1596-602, 1995)マ ウ ス か ら 由 来
す る ニ ュ ー ロ ン の 該 遅 延 し た 動 力 学 特 徴 に よ っ て 変 性 さ れ る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 に 、 我 々 は 、 Wld s 蛋 白 質 を 過 剰 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン に お け る 切 断 後 、 軸 索 変 性 を 、 EG
FPに リ ン ク し た Wld s 蛋 白 質 を 構 成 す る Ufd2aま た は NMNAT1部 分 を 発 現 す る も の と 比 較 し た
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 我 々 は 、 EGFP-NMNAT1の 発 現 が Wld s 蛋 白 質 そ れ 自 体 に 相 当 す る 軸 索 変 性 を 遅 ら せ る が 、
核 ま た は 細 胞 質 の い ず れ か に 標 的 さ れ た (EGFPに 融 合 さ れ た ) Ufd2aの N-末 端 70 AAは 軸 索
変 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と を 発 見 し た 。 こ れ ら の 効 果 の 定 量 化 を 、 神 経 細 胞 体 の 除 去 後
、 種 々 の 時 間 に て 、 残 り の 神 経 突 起 の パ ー セ ン テ ー ジ を カ ウ ン ト す る こ と に よ っ て 実 施 し
た 。 こ の 分 析 は 、 Wld s 蛋 白 質 そ れ 自 体 の よ う な EGFP-NMNAT1が 、 損 傷 後 72時 間 で 、 無 傷 の
神 経 突 起 に お い て >10倍 の 増 加 を 生 じ た こ と を 示 し た 。 Wld s 蛋 白 質 媒 介 軸 索 保 護 に お け る U
PSの 直 接 関 与 を さ ら に 排 除 す る た め に 、 我 々 は 、 優 性 阻 害 Ufd2a突 然 変 異 体 ま た は Ufd2a s
iRNA構 築 体 の い ず れ か を 用 い て 、 Ufd2a阻 害 の 効 果 を 検 査 し た 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の
方 法 の い ず れ も 、 軸 索 切 断 仁 王 等 し て 、 遅 延 し た 軸 索 変 性 を 生 じ な か っ た 。 共 に 、 こ れ ら
の 実 験 は 、 Wld s 蛋 白 質 の NMNAT1部 分 が 、 wld s マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ た 遅 延 し た 軸 索 変 性
に 責 任 の あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 実 施 例 ２
　 こ の 実 施 例 は 、 完 全 長 NMNAT1に お け る お よ び Wld s 蛋 白 質 に お け る 突 然 変 異 が 、 蛋 白 質 の
軸 索 保 護 効 果 を 無 効 に す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 NMNAT1は 、 そ れ ぞ れ 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド (NMN)お よ び ニ コ チ ン 酸 モ ノ ヌ
ク レ オ チ ド  (NaMN)の NADお よ び ニ コ チ ン 酸 ア デ ニ ン モ ノ ヌ ク レ オ チ ド  (NaAD)へ の 変 換 を
触 媒 す る 核 NADサ ル ベ ー ジ 経 路 中 の 酵 素 で あ る 。 NMNAT1過 剰 発 現 ニ ュ ー ロ ン 中 で 観 察 さ れ
る 軸 索 保 護 は 、 NADを 合 成 す る 能 力 （ つ ま り 、 酵 素 活 性 ） に よ っ て 、 ま た は 恐 ら く 、 こ の
蛋 白 質 の 他 の 未 知 の 機 能 に よ っ て 媒 介 さ れ 得 る 。 こ の 質 問 を 解 決 す る た め に 、 我 々 は NMNA
T1結 晶 構 造 を 使 用 し て 、 基 質 結 合 に 関 与 す る と 予 測 さ れ た い く つ か の 残 基 を 同 定 し た 。 こ
れ ら の 残 基 の う ち の １ つ に お け る 突 然 変 異 (W170A)を 、 完 全 長 NMNAT1お よ び Wld s 蛋 白 質 へ
と 操 作 し た 。 イ ン ビ ト ロ 酵 素 活 性 は 、 こ れ ら の 突 然 変 異 蛋 白 質 の 両 方 が 、 NADを 合 成 す る
能 力 に 非 常 に 限 定 さ れ た こ と を 確 認 し た （ 図 2A)。 こ れ ら の 突 然 変 異 体 お よ び そ れ ら の そ
れ ぞ れ の 野 生 型 対 応 物 の 各 々 を 、 ニ ュ ー ロ ン へ と 導 入 し て 、 そ れ ら の 能 力 を 評 価 し て 、 軸
索 を 分 解 か ら 保 護 し た 。 我 々 は 、 こ れ ら の 酵 素 的 に 不 活 性 な 突 然 変 異 体 を 発 現 す る ニ ュ ー
ロ ン が 、 全 く 軸 索 保 護 効 果 を 有 さ ず (図 2A)、 NAD/NaAD生 成 が 、 軸 索 分 解 を 予 防 す る NMNAT1
の 能 力 に 関 与 す る こ と を 示 す こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 実 施 例 ３
　 こ の 実 施 例 は 、 ビ ン ク リ ス チ ン に よ っ て 損 傷 さ れ た ニ ュ ー ロ ン 中 の 増 加 し た NMNAT活 性
が 、 遅 延 し た 軸 索 分 解 も 示 す こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 機 械 的 切 断 に 加 え て 、 wld s マ ウ ス に お け る 軸 索 保 護 は 、 虚 血 お よ び 毒 素 の よ う な 他 の 損
傷 剤 に 対 し て も 観 察 さ れ る  (Coleman, et al., Trends Neurosci 25:532-37, 2002; Gill
ingwater, et al., J Cereb Blood Flow Metab 24:62-66, 2004)。 我 々 は 、 増 加 し た NMNA
T活 性 が 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 上 手 く 特 徴 付 け ら れ た 軸 索 毒 性 を 有 す る 癌 化 学 療 法 試 薬 の よ
う な 他 の タ イ プ の 軸 索 損 傷 に 応 答 し て 、 軸 索 分 解 を 遅 延 す る か を 決 定 し よ う と し た 。 NMNA
T1ま た は EGFP (対 照 )の い ず れ か を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン を 、 9日 ま で の 間 、 0.5μ M ビ ン ク
リ ス チ ン 中 で 成 長 さ せ た 。 我 々 は 、 NMNAT1を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン の 軸 索 は 、 そ れ ら の 元 来
の 長 さ お よ び 屈 折 性 を 維 持 す る が 、 EGFPを 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン か ら 生 じ る 軸 索 は 、 徐 々 に
縮 み 、 ９ 日 目 ま で に は ほ と ん ど 変 性 し た こ と を 発 見 し た  (図 2B)。 こ れ ら の 結 果 は 、 NMNAT
活 性 が そ れ 自 体 に よ っ て 、 多 く の 損 傷 か ら 軸 索 を 保 護 し 、 wld s マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ た
保 護 効 果 を 媒 介 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 施 例 ４
　 こ の 実 施 例 は 、 体 外 か ら 投 与 さ れ た NADが 、 軸 索 変 性 か ら 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン を 保 護 す
る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 先 の 実 験 は 、 神 経 細 胞 が 、 細 胞 外 NADを 結 合 し 、 細 胞 へ と 輸 送 す る こ と が で き る 膜 蛋 白
質 を 発 現 す る こ と を 示 し て い る  (Bruzzone, et al., Faseb J 15:10-12, 2001)。 こ れ は
、 我 々 を 、 体 外 か ら 投 与 さ れ た NADが 軸 索 変 性 を 予 防 し 得 る か を 研 究 す る よ う に 促 し た 。
我 々 は 、 軸 索 切 断 の 前 に 、 ニ ュ ー ロ ン 培 養 液 に 、 種 々 の 濃 度 の NADを 添 加 し 、 軸 索 分 解 の
範 囲 を 検 査 し た 。 我 々 は 、 軸 索 切 断 の 24時 間 前 に 加 え ら れ た 0.1-1 mM NADは 、 有 意 に 軸 索
変 性 を 遅 延 し た が 、 外 的 に 適 用 さ れ た NADは 、 軸 索 を 保 護 す る の に 、 レ ン チ ウ イ ル ス 媒 介 N
MNAT1発 現 よ り も 僅 か に 効 果 が な い こ と を 発 見 し た (図 3A)。 こ れ ら の 結 果 は 、 増 加 し た NAD
供 給 が 軸 索 分 解 を 防 ぎ 得 る と い う 考 え に 対 す る 直 接 的 支 持 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 実 施 例 ５
　 こ の 実 施 例 は 、 軸 索 変 性 か ら 損 傷 し た ニ ュ ー ロ ン を 保 護 す る た め に 、 神 経 細 胞 体 の 除 去
の 前 に NADが 必 要 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 NAD-依 存 性 軸 索 保 護  (NDAP)の メ カ ニ ズ ム の 洞 察 を 得 る た め に 、 我 々 は 、 神 経 細 胞 体 の
除 去 の 前 に NADが 必 要 で あ っ た か 、 あ る い は 高 レ ベ ル の NADへ の 切 断 さ れ た 軸 索 の 直 接 的 暴
露 が 保 護 を 提 供 す る の に 十 分 で あ っ た か を 検 査 し た (図 3B)。 神 経 培 養 を 調 製 し 、 1 mM NAD
を 、 軸 索 切 断 の 時 間 に て ま た は 損 傷 前 の 種 々 の 時 間 (4な い し 48時 間 )に て 該 細 胞 培 養 に 添
加 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 我 々 は 、 軸 索 切 断 の 時 ま た は 損 傷 前 の 8時 間 ま で の NADの 投 与 が 、 軸 索 に 対 し て 全 く 保 護
効 果 を 有 さ な か っ た こ と を 発 見 し た 。 し か し な が ら 、 有 意 な 軸 索 防 御 （ axon sparing） は
、 ニ ュ ー ロ ン が 、 損 傷 前 の よ り 長 い 時 間 、 NADに よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 時 に 、 NAD前
処 理 の 少 な く と も 24時 間 後 に 生 じ る 最 大 効 果 と 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 NAD依 存 性
軸 索 保 護 が 、 軸 索 そ の も の 内 の 迅 速 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て 媒 介 さ れ な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 損 傷 に 応 答 し て 、 軸 索 分 解 を 防 ぐ た め の 無 傷 の ニ ュ ー ロ ン の NADへ の 延 長 さ れ た 暴 露 の
必 要 性 は 、 該 保 護 プ ロ セ ス が 、 デ ノ ボ 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 事 象 を 要 す る こ と を 示 唆 す
る 。 興 味 深 い こ と に 、 Wld s 蛋 白 質 お よ び NMNAT1の 両 方 は 、 核 内 に 位 置 す る （ デ ー タ 示 さ れ
ず ） 。 同 様 に 、 酵 母 に お い て NAD サ ル ベ ー ジ 経 路 を 構 成 す る ほ と ん ど の 酵 素 も 核 内 で 区 分
さ れ る 。 我 々 は 、 感 度 の い い マ イ ク ロ ス ケ ー ル 酵 素 ア ッ セ イ を 用 い て 、 野 生 型 お よ び DRG 
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ニ ュ ー ロ ン を 発 現 す る NMNAT1中 の NADレ ベ ル を 比 較 し た (Szabo, et al., Proc Natl Acad 
Sci USA, 93:1753-58 ,1996)が 、 し か し な が ら 、 全 体 的 な 細 胞 NADレ ベ ル の 変 化 は 発 見 さ
れ な か っ た （ デ ー タ 示 さ れ ず ） 。 こ れ は 、 酵 母 に お け る 観 察 と 同 様 で あ り 、 こ こ に 、 こ の
核 経 路 の 活 性 化 は 、 NADの 全 体 的 な レ ベ ル を 変 化 し な か っ た (Anderson, et al., J Biol C
hem, 277:18881-90, 2002; Huh, et al., Nature, 425:686-91, 2003)。 さ ら に 、 野 生 型
お よ び wld s マ ウ ス の 脳 内 の 組 織 NADの レ ベ ル は 、 wld s マ ウ ス に お け る NMNAT活 性 の レ ベ ル の
増 加 に も 拘 わ ら ず 、 同 様 で あ る (Mack, et al., Nat Neurosci, 4:1199-206, 2001)。 こ れ
ら の デ ー タ は 、 細 胞 質 NAD-依 存 工 程 に 反 し て 、 核 に お け る NAD-依 存 性 酵 素 活 性 が 、 増 加 し
た NMNAT活 性 に 応 答 し て 観 察 さ れ た 軸 索 保 護 を 媒 介 す る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 施 例 ６
　 こ の 実 施 例 は 、 Sir2の 阻 害 が NAD-依 存 性 軸 索 保 護 に 関 与 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 蛋 白 質 デ ア セ チ ラ ー ゼ お よ び ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ (PARP)の Sir2フ ァ ミ リ ー
は 、 主 な NAD-依 存 性 核 酵 素 活 性 で あ る 。 Sir2は 、 ヒ ス ト ン お よ び 他 の 蛋 白 質 の NAD依 存 性
デ ア セ チ ラ ー ゼ で あ り 、 そ の 活 性 化 は 、 酵 母 お よ び C. elegansに お い て 増 加 し た 寿 命 を 促
進 す る の に 中 心 と な る  (Bitterman, et al., Microbiol Mol Biol Rev, 67:376-99, 2003
; Hekimi, et al., Science 299:1351-54, 2003)。 PARPは DNA損 傷 に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 D
NA修 復 に 関 与 す る  (S.D. Skaper, Ann NY Acad Sci, 993:217-28 and 287-88, 2003)。 こ
れ ら の 酵 素 、 特 に Sir2蛋 白 質 は 、 カ ロ リ ー 制 限 お よ び 老 化 の 間 の 潜 在 的 リ ン ク を 提 供 す る
た め 、 近 年 大 き な 関 心 を 呼 ん で い る 。 遺 伝 子 活 性 を 調 節 す る 際 の こ れ ら の NAD-依 存 性 酵 素
の 重 要 性 は 、 軸 索 分 解 の 自 己 破 壊 プ ロ セ ス に お け る そ れ ら の 役 割 を 研 究 す る よ う 我 々 を 促
し た 。 従 っ て 、 我 々 は 、 Sir2 (Sirtinol)お よ び PARP (3-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ド (3AB))の 阻
害 剤 が 、 NAD-依 存 性 軸 索 保 護  (NDAP)に 影 響 を 及 ぼ し 得 る か を テ ス ト し た  (図 4A)。 ニ ュ ー
ロ ン を 、 1 mM NADお よ び Sirtinol (100 μ M)ま た は 3AB (20 mM)の い ず れ か の 存 在 下 で 培
養 し た 。 軸 索 の 切 断 を 、 神 経 細 胞 体 の 除 去 に よ っ て 実 施 し 、 軸 索 分 解 の 程 度 を 12な い し 72
時 間 後 評 価 し た 。 我 々 は 、 Sirtinolが 効 果 的 に NDAPを 遮 断 し た こ と を 発 見 し 、 こ れ は 、 Si
r2蛋 白 質 が 、 こ の 工 程 の エ フ ェ ク タ ー で あ る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 3ABは N
DAPに 対 し て 効 果 を 有 さ ず 、 こ れ は PARPが 軸 索 保 護 に お い て 役 割 を 担 わ な か っ た こ と を 示
す 。 さ ら に NDAPに お け る Sir2蛋 白 質 の 役 割 を 検 査 す る た め に 、 我 々 は 、 リ ス ベ ラ ト ロ ー ル
 (10～ 100μ M)、 Sir2活 性 を 促 進 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル 化 合 物 の 効 果 を テ ス ト し た (Howitz, 
et al., Nature, 425:191-96, 2003)。 我 々 は 、 軸 索 切 断 前 に リ ス ベ ラ ト ロ ー ル で 処 理 さ
れ た ニ ュ ー ロ ン が 、 NADを 用 い て 得 ら れ る も の に 相 応 の 軸 索 分 解 の 現 象 を 示 し (図 4A)、 Sir
2蛋 白 質 が 増 加 し た NMNAT活 性 に よ っ て 媒 介 さ れ る 該 軸 索 保 護 の エ フ ェ ク タ ー で あ る と い う
考 え に さ ら な る 支 持 を 提 供 す る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 実 施 例 ７
　 こ の 実 施 例 は 、 SIRT1が NAD-依 存 性 軸 索 保 護 に 関 与 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ヒ ト お よ び 齧 歯 類 に お い て 、 Sir2 保 存 ド メ イ ン  (サ ー チ ュ イ ン  (SIRT)1な い し 7)を 共
有 す る ７ つ の 分 子 が 同 定 さ れ て い る が 、 こ れ ら の 蛋 白 質 の い く つ か は 、 ヒ ス ト ン /蛋 白 質
デ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 を 有 さ な い よ う で あ る (Buck, et al., J Leukoc Biol, S0741-5400, 
2004)。 SIRT1は 核 内 に 位 置 し 、 ク ロ マ チ ン 再 構 築 お よ び p53の よ う な 転 写 因 子 の 制 御 に 関
与 す る  (J. Smith, Trends Cell Biol, 12:404-406, 2002)。 他 の SIRT蛋 白 質 の 細 胞 の 位
置 は よ り 鮮 明 で な い が 、 い く つ か は 、 細 胞 質 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 中 で 発 見 さ れ て い る 。
ど の （ 複 数 の ） SIRT蛋 白 質 が 、 NAD-依 存 性 軸 索 保 護 に 関 与 す る か を 決 定 す る た め に 、 我 々
は 、 SIRTフ ァ ミ リ ー の 各 メ ン バ ー を 特 異 的 に 標 的 す る た め に 、 siRNA構 築 体 を 用 い て 、 ノ
ッ ク ダ ウ ン 実 験 を 実 施 し た 。 ニ ュ ー ロ ン を 、 そ れ ら の 意 図 さ れ た 標 的 の 発 現 を 効 果 的 に 抑
制 し た 特 異 的 SIRT siRNA構 築 体 を 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 し た (図 4B)。 該 感
染 し た ニ ュ ー ロ ン を 、 1 mM NAD中 で 培 養 し 、 軸 索 切 断 を 、 細 胞 体 を 除 去 す る こ と に よ っ て
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実 施 し た 。 我 々 は 、 SIRT1 siRNA構 築 体 が 、 NADの 軸 索 保 護 効 果 を 遮 断 す る の に 、 Sirtinol
阻 害 剤 と ほ ぼ 同 等 に 効 果 的 で あ る こ と を 発 見 し た 。 対 照 的 に 、 他 の SIRT蛋 白 質 の 阻 害 は 、
NDAPに 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な か っ た (図 4B)。 こ れ ら の 結 果 は 、 SIRT1が 、 軸 索 自 己 破
壊 を 効 果 的 に 予 防 す る 増 加 し た NAD供 給 の 主 要 な エ フ ェ ク タ ー で あ る こ と を 示 す 。 SIRT1は
、 軸 索 安 定 性 に 直 接 関 与 す る 脱 ア セ チ ル 化 蛋 白 質 で あ り 得 る が 、 効 果 的 な 保 護 の た め の 損
傷 前 ～ 24時 間 の NADの 必 要 性 と と も に 、 そ の 主 に 核 位 置 は 、 SIRT1が 軸 索 保 護 に 繋 が る 遺 伝
子 プ ロ グ ラ ム を 制 御 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 軸 索 変 性 は 、 損 傷 後 お よ び 化 学 療 法 に 応 答 し て だ け で な く 、 加 齢 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、
お よ び 神 経 変 性 病 の よ う な 代 謝 性 疾 患 と 関 連 し た 活 性 な 、 自 己 破 壊 現 象 で あ る 。 我 々 の 結
果 は 、 wld s マ ウ ス に お け る 軸 索 保 護 の 分 子 メ カ ニ ズ ム が 、 NAD サ ル ベ ー ジ 経 路 の 促 進 さ れ
た 活 性 お よ び ヒ ス ト ン /蛋 白 質  デ ア セ チ ラ ー ゼ SIRT1の 結 果 的 な 活 性 化 か ら 生 じ る NADの 増
加 し た 供 給 に よ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 実 施 例 ８ － １ １
　 以 下 の 物 質 お よ び 方 法 を 、 実 施 例 ８ － １ １ で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び 突 然 変 異 の 構 築 。 NAD 生 合 成 酵 素 の コ ー ド 領 域 を 、 Herculase (S
tratagene)を 用 い て 、 マ ウ ス NMNAT1に 対 す る ESTク ロ ー ン  BC038133お よ び マ ウ ス ニ コ チ ン
ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 3 (NMNAT3)に 対 す る BC005737か ら PC
R増 幅 し た 。 ヒ ト NADシ ン テ タ ー ゼ (QNS) ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン -タ グ cDNAを 、 Dr. N. Haraに よ
っ て 提 供 し た (Shimane University, Shimane, Japan)。 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 、 各 cDNA
の 3'末 端 に て 添 加 し た 。 NMNAT1細 胞 質 突 然 変 異 体 (cytNMNAT1)を 、 PCR-媒 介 部 位 定 方 向 突
然 変 異 誘 発 に よ っ て 生 成 し た 。 NMNAT3 (nucNMNAT3)の 核 形 態 を 、 核 局 所 化 シ グ ナ ル を 、 NM
NAT3の C-末 端 に 添 加 す る こ と に よ っ て 生 成 し た 。 各 PCR増 幅 NAD合 成 酵 素 断 片 を 、 前 述 の よ
う に 、 FCIVレ ン チ ウ イ ル ス シ ャ ト ル ベ ク タ ー へ と ク ロ ー ン 化 し た 。 全 構 築 体 の 統 合 性 を 、
Taq DyeDeoxy Terminator 周 期 配 列 決 定 キ ッ ト  (Applied Biosystems)お よ び Applied Bio
systems 373 DNAシ ー ク エ ン サ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 NAD 生 合 成 基 質 。 NAD 生 合 成 酵 素 の た め の 全 基 質 を 、 Sigma (Na、 Nam、 NMN、 NaMN、 ニ
コ チ ン 酸 ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド  (NaAD)、 お よ び NAD)か ら 購 入 し た 。 NmRを NMNか ら 合 成
し た 。 NMNの NmRへ の 変 換 を 、 逆 相 カ ラ ム LC-18T(Supelco)を 用 い て 、 HPLC (Waters)に よ っ
て 確 認 し た 。 NmRを 、 260 ±  10秒 溶 離 し 、 NMNを 、 50mM K 2 HPO 4 お よ び 50mM KH 2 PO 4 を 含 有
す る 緩 衝 液 (pH 7.0)の 1 ml/分 流 速 下 で 、 150 ±  10秒 溶 離 す る 。 NmRの 生 物 学 的 活 性 を 、
前 述 の よ う に 、 Dr. Charles Brennerか ら 提 供 さ れ た 酵 母 株 を 用 い る こ と に よ っ て 評 価 し
た (Dartmouth Medical School, New Hampshire, USA)。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 リ ア ル タ イ ム 定 量 逆 転 写 PCR分 析 。 全 外 科 的 処 置 を 、 Washington Universityで の 実 験 用
動 物 の ケ ア お よ び 使 用 の た め の National Institute of Healthガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 実 施
し た 。 神 経 損 傷 後 の 発 現 分 析 の た め に 、 C57BL/6マ ウ ス の 坐 骨 神 経 を 切 断 し た 、 L4な い し L
5。 DRGを 、 示 さ れ た 時 点 に て 収 集 し 、 プ ー ル し て 、 RNAを 抽 出 し た 。 E14.5胚 か ら の ラ ッ ト
DRG移 植 片 を 、 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 14日 間 培 養 し 、 示 さ れ た 期 間 、 10 nM ビ ン ク リ ス チ
ン を 含 有 す る 培 地 お よ び 抽 出 さ れ た RNAに よ っ て 培 養 し た 。 プ ー ル さ れ た 組 織 源 ま た は DRG
移 植 片 培 養 液 か ら の 総 RNAを 調 製 し た 。 第 １ 鎖 cDNA鋳 型 を 、 標 準 の 方 法 を 用 い て 、 1 μ gの
各 RNAか ら 調 製 し た 。 ２ つ の 独 立 し た cDNA合 成 を 、 各 RNA試 料 に つ き 実 施 し た 。 定 量 逆 転 写
(RT)-PCRを 、 TaqMan 7700配 列 検 出 シ ス テ ム  (Applied Biosystems)上 で 、 SYBR-GREEN色 素
の 蛍 光 に お け る 増 加 を リ ア ル タ イ ム で モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 細 胞 培 養 液 、 イ ン ビ ト ロ 軸 索 切 断 、 お よ び 軸 索 変 性 の 定 量 化 。 E12.5胚 芽 か ら の マ ウ ス D
RG移 植 片 を 、 10% FCSお よ び 1 nM神 経 成 長 因 子 を 含 有 す る DMEMに お い て 培 養 し た 。 非 -神 経
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細 胞 を 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル を 培 養 培 地 に 添 加 す る こ と に よ っ て 培 養 液 か ら 除 去 し た 。 神
経 突 起 の 切 断 を 、 18-ゲ ー ジ 針 を 用 い て 、 14-21 DIVに て 実 施 し て 、 神 経 細 胞 体 を 除 去 し た
。 レ ン チ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 生 成 し た 。 レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 を 、 24時 間 、 軸 索 切 断 前
3-7日 に 実 施 し た 。 神 経 突 起 変 性 の 定 量 分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 蛋 白 質 発 現 の 決 定 お よ び 局 所 化 。 蛋 白 質 発 現 の 確 認 の た め に 、 HEK293T細 胞 を 、 NAD 生
合 成 酵 素 の 各 々 を 発 現 す る ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 し た 。 細 胞 を 、 感 染 後 5日 に 溶 解 さ せ て
、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 し て 、 抗 -6xHisタ グ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (R&D Systems)に よ っ て
ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ に よ っ て 、 各 蛋 白 質 の 発 現 を 検 出 し た 。 各 蛋 白 質 の 細 胞 内 局 所 化
を 、 各 NAD生 合 成 酵 素 に 対 す る ウ イ ル ス シ ャ ト ル ベ ク タ ー に よ っ て 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た HEK293T細 胞 を 用 い て 分 析 し た 。 細 胞 を 、 0.1% tween-20 (PBS-T)を 含 有 す る PBS
中 の 4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に お い て 固 定 し 、 5% BSAを 含 有 す る PBS-Tに よ っ て 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 1% BSAを 含 有 す る PBS-Tに お い て お よ び 16時 間 、 4℃ に て 、 1:10
00希 釈 さ れ た 抗 -6xHisタ グ 抗 体 (R&D Systems)に よ っ て 覆 っ た 。 細 胞 を 、 PBS-Tに よ っ て 洗
浄 し 、 1時 間 、 TBS-Tに お い て 、 Alexa Fluor 594-コ ン ジ ュ ゲ ー ト 二 次 抗 体  (Molecular Pr
obes)に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 法 (Nikon)に よ っ て 検 査 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 NMNAT蛋 白 質 過 剰 発 現 、 親 和 性 生 成 お よ び 酵 素 ア ッ セ イ 。 HEK293T細 胞 を 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 沈 殿 を 用 い る こ と に よ っ て 、 各 酵 素 に 対 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 3日 後 、 細 胞 を PBSで 二 度 洗 浄 し 、 次 い で 、 50 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  (pH8.0)、 お
よ び 300 mM NaCl (緩 衝 液 A)を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で 懸 濁 し た 。 次 い で 、 細 胞 を SONIFIRE 45
0 (BRANSON)に よ っ て 均 一 化 し 、 上 澄 み を 10分 間 、 10,000 gに て 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し
た 。 His-選 択  Nickel Affinity Gel (Sigma)を 、 緩 衝 液 Aに よ っ て 洗 浄 し 、 0.1 mlの 50% 
ゲ ル 懸 濁 液 を 、 1 mlの 上 澄 み に 添 加 し 、 4℃ に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 ビ ー
ズ 結 合 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ 蛋 白 質 を 緩 衝 液 Aで 、 広 範 囲 に わ た っ て 洗 浄 し た 。 蛋 白 質
を 、 50 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  (pH 8.0)、 300 mM NaCl、 お よ び 250 mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有
す る 溶 液 の 100μ lを 添 加 す る こ と に よ っ て 溶 離 し た 。 相 対 的 NMNAT酵 素 活 性 を 、 前 述 の よ
う に 、 親 和 性 精 製 し た 蛋 白 質 を 用 い る こ と に よ っ て 測 定 し 、 偽 の 形 質 導 入 細 胞 か ら 得 ら れ
た 値 を 引 き 、 濃 度 測 定 に よ っ て 決 定 さ れ た 組 換 え 蛋 白 質 の 量 に よ っ て 正 常 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 NAD 生 合 成 基 質 の 投 与 お よ び 視 神 経 切 断 。 Nam、 NMN、 NmR、 ま た は NADを 、 100 mMま た は
1 Mの 濃 度 に て 、 PBS中 に 溶 解 し た 。 5 μ l溶 液 の 各 々 を 、 0.5 μ l ml／ 秒 の 速 度 に て 、 麻
酔 下 で 、 左 硝 子 体 内 成 分 へ と 注 射 し た 。 左 視 神 経 を 、 硝 子 体 内 注 射 後 24時 間 に 切 断 し 、 視
神 経 を 示 さ れ た 時 間 に 回 収 し た 。 視 神 経 組 織 を 、 100mM tris-HCl (pH 6.8)、 1 % SDS、 お
よ び 1mM DTTを 含 有 す る 100 μ lの 緩 衝 液 中 で 均 一 化 し た 。 各 試 料 に 対 す る ５ ０ μ gの 蛋 白
質 を 、 抗 -神 経 フ ィ ラ メ ン ト 抗 体 2H3 (Developmental Studies Hybridoma Center)お よ び
ペ ロ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 二 次 抗 体 (Jackson ImmunoResearch)を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 析 し た 。 変 性 速 度 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 対 対 側 神 経 の 神
経 フ ィ ラ メ ン ト 免 疫 活 性 の 速 度 か ら 計 算 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 実 施 例 ８
　 こ の 実 施 例 は 、 哺 乳 類 の NAD生 合 成 酵 素 の NAD 生 合 成 経 路 お よ び 発 現 分 析 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 NADを 、 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 の 両 方 に お い て 、 ３ つ の 主 な 経 路 を 介 し て 合 成 す る 。
新 生 経 路 に お い て 、 NADを ト リ プ ト フ ァ ン か ら 合 成 す る  (図 5)。 サ ル ベ ー ジ 経 路 に お い て
、 NADを 、 ニ コ チ ン 酸 お よ び ニ コ チ ン ア ミ ド を 含 む ビ タ ミ ン か ら 生 成 す る 。 Preiss-Handle
r 独 立 経 路 と 呼 ば れ る ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド か ら の 第 ３ の 経 路 が 、 最 近 、 発 見 さ れ て い
る 。 新 生 経 路 の 最 後 の 酵 素 反 応 は 、 QPRTに よ る キ ノ リ ナ ー ト （ quinolinate） の NaMNへ の
変 換 を 含 む (EC 2.4.2.19)。 こ の 時 点 で 、 該 新 生 経 路 は 、 該 サ ル ベ ー ジ 経 路 と 収 束 す る 。 N
aPRT (EC 2.4.2.11)は 、 Naを NaMNに 変 換 し 、 こ れ は 、 次 い で 、 NMNATに よ っ て 、 NaADに 変
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換 さ れ る (EC 2.7.7.1)。 QNS1 (EC 6.3.5.1)は 、 NaADを NADに 変 換 す る 。 NmPRT (EC 2.4.2.
12); visfatinと も 報 告 さ れ る )は 、 Namを NMNに 変 換 す る 。 ま た 、 NMNは 、 NMNATに よ っ て 、
NADに 変 換 さ れ る 。 酵 母 お よ び 細 菌 サ ル ベ ー ジ 経 路 に お い て 、 Namを Naに 変 換 す る ニ コ チ ン
ア ミ ダ ー ゼ （ Nicotinamidase）  (PNC, EC 3.5.1.19)は 、 哺 乳 類 に お い て 同 定 さ れ て い な
い 。 Preiss-Handler独 立 経 路 に お い て 、 Nrk (EC 2.7.1.22)は 、 NmRを NMNに 変 換 し 、 サ ル
ベ ー ジ 経 路 に 収 束 す る 。 QPRT、 NmPRT、 QNS1、 Nrk1/2お よ び NMNAT1/2/3を 含 む こ れ ら の 哺
乳 類 酵 素 の ほ と ん ど は 、 予 め 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 特 徴 付 け ら れ て い る 。 ま た 、 NaPRTの 哺 乳
類 ホ モ ロ グ は 、 細 菌  NaPRTの 哺 乳 類 ホ モ ロ グ と し て 注 解 さ れ た ESTと し て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 神 経 系 に お け る 哺 乳 類 の NAD生 合 成 酵 素 の 発 現 を 調 べ る た め に 、 我 々 は 、 E14、 P0、 P7、
P14お よ び P21の 年 齢 に て 、 マ ウ ス 脳 、 網 膜 、 脊 髄 、 お よ び DRGか ら の RNAを 用 い て 、 定 量 RT
-PCRを 実 施 し た 。 全 酵 素 は 、 全 検 査 さ れ た 組 織 に お け る 発 現 が 非 常 に 少 な い Nrk2（ デ ー タ
示 さ れ ず ） を 除 い て 、 発 達 を 通 し て お よ び 成 人 期 に お い て 、 神 経 系 に お い て 偏 在 的 に 発 現
す る 。 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 に
応 答 し た NAD合 成 酵 素 の 誘 導 性 を 同 定 す る た め に 、 我 々 は 、 損 傷 し て い な い DRGに 対 す る 坐
骨 神 経 切 断 後 1、 3、 7、 お よ び 14日 に て 、 DRGに お け る 各 酵 素 の RNA 発 現 を 比 較 し た 。 図 6A
に 示 さ れ る よ う に 、 酵 素 の ほ と ん ど を 、 損 傷 後 、 2な い し 8倍 上 方 制 御 し た 。 そ れ ら の な か
で も 、 Nrk2発 現 は 、 軸 索 切 断 後 14日 に て 、 例 外 的 に 高 度 に 誘 導 さ れ る (20-倍 以 上 )。 ま た
、 我 々 は 、 培 養 さ れ た ラ ッ ト DRGニ ュ ー ロ ン に お い て 、 神 経 毒 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 軸
索 変 性 の 間 、 NAD合 成 酵 素 の 発 現 を 分 析 し た 。 DRG ニ ュ ー ロ ン を 、 0.1 μ Mお よ び 1 μ M ロ
テ ノ ン に よ っ て 処 理 し て 、 軸 索 変 性 を 引 き 起 こ し 、 ロ テ ノ ン の 添 加 後 24時 間 に て 、 RNAを
収 集 し た 。 Nrk2の 発 現 を 、 ロ テ ノ ン 処 理 後 、 6倍 以 上 増 加 し た (図 6B)。 こ れ ら の 結 果 は 、 N
AD合 成 経 路 中 の 全 酵 素 活 性 は 偏 在 的 に 存 在 し て い る が 、 Nrk2は 、 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 後 、 基 質
を 合 成 す る NADを 供 給 す る の に 関 与 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 実 施 例 ９
　 こ の 実 施 例 は 、 核 お よ び 細 胞 質 Nmat 酵 素 の 両 方 は 、 軸 索 を 変 性 か ら 保 存 す る こ と を 示
す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 NMNAT1の 核 局 所 化 が 軸 索 保 護 を 提 供 す る の に 重 要 で あ る か を 決 定 す る た め に 、 我 々 は 、
該 イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ に お い て 、 NMNAT 酵 素 の 細 胞 内 分 布 の 効 果 を 分 析 し
、 細 胞 質 お よ び 核 NMNATの 過 剰 発 現 の 間 の 軸 索 保 護 の 程 度 を 比 較 し た 。 NMNAT1は 、 NMNAT1
蛋 白 質 の 211-217ア ミ ノ 酸 に お い て 、 推 定 核 位 置 シ グ ナ ル PGRKRKWを 有 す る 。 我 々 は 、 こ の
核 位 置 シ グ ナ ル が PGAAAAWと し て 改 変 さ れ た cytNMNAT1と し て 命 名 さ れ た 突 然 変 異 体 NMNAT1
を 生 成 し 、 細 胞 内 分 布 を 検 査 し た 。 図 7Bに 示 さ れ る よ う に 、 我 々 が 予 測 し た よ う に 、 cytN
MNAT1の 大 部 分 は 、 サ イ ト ゾ ル 中 に 位 置 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 次 に 、 我 々 は 、 cytNMNAT1の 酵 素 活 性 を 確 認 し 、 NMNAT1お よ び そ の 突 然 変 異 体 cytNMNAT1
を 、 親 和 性 ゲ ル を 用 い る こ と に よ っ て 、 蛋 白 質 の い ず れ か を 発 現 す る 細 胞 溶 解 物 か ら 精 製
し た 。 親 和 性 精 製 し た 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 上 記 の 通 り 測 定 し 、 我 々 は 、 cytNMNAT1活 性 が
、 そ の 突 然 変 異 に よ っ て 改 変 さ れ な か っ た こ と を 発 見 し た (図 7C)。 DRG ニ ュ ー ロ ン に お け
る cytNMNAT1の 過 剰 発 現 後 、 我 々 は 、 強 い 神 経 突 起 保 護 な ら び に 核 野 生 NMNAT1を 観 察 し た (
図 7A, E)。 我 々 は 、 さ ら に 、 核 位 置 シ グ ナ ル を 欠 く NMNAT1イ ソ 酵 素 を 用 い る こ と に よ っ て
、 こ の 結 果 を 確 認 し た 。 ２ つ の NMNATイ ソ 酵 素 の な か で も 、 NMNAT3は 、 予 め 、 核 お よ び ミ
ト コ ン ド リ ア の 外 に 位 置 し 、 NMNAT1に 相 当 す る 酵 素 活 性 を 有 す る と 報 告 さ れ る 。 我 々 は 、
ヒ ト ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ  Iの 核 位 置 シ グ ナ ル KPKKIKTEDを 、 NMNAT3の C-末 端 に 添 加 し て 、 核 N
MNAT3を 生 成 し た 。 我 々 は 、 HEK293T細 胞 に お い て ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ NMNAT3ま た は nu
cNMNAT3を 発 現 し 、 細 胞 内 位 置 お よ び そ の 酵 素 活 性 を 分 析 し た 。 NMNAT3を 、 以 前 報 告 さ れ
た よ う に 、 明 る い 点 状 の 染 色 、 該 細 胞 質 ゾ ル 中 の い く つ か の 点 状 の 染 色 と 、 該 核 に 主 に 位
置 す る nucNMNAT3を 含 む 核 の 外 に 分 配 さ れ た (図 7B)。 NMNAT3お よ び nucNMNAT3の 酵 素 活 性 を
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測 定 し 、 両 方 の 蛋 白 質 は NMNAT1と 比 較 し て 相 当 の 酵 素 活 性 を 有 す る  (図 7C)。 次 い で 、 イ
ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ を こ れ ら の ２ つ の NMNAT3 酵 素 の 過 剰 発 現 後 に 実 施 し 、 我
々 は 、 NMNAT3お よ び nucNMNAT3の 両 方 な ら び に NMNAT1の 過 剰 発 現 が 、 神 経 突 起 変 性 に お い
て 同 程 度 の 遅 延 を 示 す こ と を 発 見 し た  (図 7A, E)。 各 酵 素 の レ ン チ ウ イ ル ス 媒 介 発 現 を ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 確 認 し た  (図 7D)。 こ れ ら の 実 験 は 、 核 ま た は 細 胞 質 ゾ
ル の い ず れ か に 標 的 さ れ た NMNATが 、 神 経 突 起 を 変 性 か ら 保 護 す る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 実 施 例 １ ０
　 こ の 実 施 例 は 、 NAD 生 合 成 酵 素 に 対 す る 基 質 の 外 か ら の 適 用 が 、 軸 索 を 変 性 か ら 保 護 す
る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 我 々 は 、 培 養 媒 体 中 の 外 か ら 適 用 さ れ た NADが 、 軸 索 の 保 護 効 果 を イ ン ビ ト ロ で 示 す こ
と を 予 め 示 し て い る 。 こ こ に 、 我 々 は 、 NmPRTの 発 現 が 軸 索 保 護 を 示 し 、 こ れ は Namが ニ ュ
ー ロ ン に お い て NAD合 成 の た め の 基 質 と し て 使 用 さ れ る こ と を 示 す 。 図 ５ に 示 さ れ る ど の
基 質 を ニ ュ ー ロ ン に お け る NAD合 成 の た め に 使 用 す る か を 決 定 す る た め に お よ び NAD前 駆 体
の い ず れ か が NADと 同 様 ま た は 恐 ら く は そ れ 以 上 に 軸 索 を 保 護 す る こ と が 可 能 で あ る か を
同 定 す る た め に 、 我 々 は 、 培 養 媒 体 に Na、 Nam、 NmR、 NaMN、 NMN、 ま た は NaADを 適 用 し 、
イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 神 経 突 起 切 断 前 24時 間 の 1 mM NMNの 適 用
は 、 神 経 突 起 を 変 性 か ら 首 尾 良 く 保 護 し た 。 定 量 分 析 に よ る と 、 NMN処 理 は 、 外 か ら 適 用
さ れ た NADに よ っ て 達 成 さ れ た も の と 同 程 度 ま で 、 神 経 突 起 を 保 護 す る こ と が 分 か っ た (図
8B)。 こ れ ら の 結 果 は 、 さ ら に 、 他 の NAD生 合 成 基 質 の 増 加 し た 供 給 が 、 神 経 突 起 を 変 性 か
ら 保 護 す る 能 力 を 有 す る 可 能 性 を 示 唆 し た 。 次 い で 、 我 々 は 、 Na、 Nam、 NaMN、 NaAD、 お
よ び NmRを 含 む 1 mMの NAD 生 合 成 基 質 を DRG ニ ュ ー ロ ン に 、 24時 間 外 か ら 適 用 し 、 神 経 突
起 切 断 を 行 っ た 。 図 8Aお よ び Bに お い て 示 さ れ る よ う に 、 NaMNま た は NmR処 理 も 、 神 経 突 起
な ら び に NADを 保 護 し た 。 NaADは 僅 か な 保 護 を 示 し た が 、 Naは 神 経 突 起 を 保 護 す る こ と が
で き ず 、 Naお よ び Namは 全 く 効 果 を 有 さ な か っ た 。 定 量 分 析 は 、 1mM NaMN、 NMN、 NmR、 ま
た は NADの 外 か ら の 適 用 が 、 切 断 後 ４ ８ 時 間 に て 、 無 傷 の 神 経 突 起 の 相 対 的 な 増 加 を 招 い
た こ と を 示 し た  (図 8B)。 NaMNの 保 護 効 果 は NMNに 同 等 で あ る た め 、 QNSに よ っ て NaADか ら N
ADを 合 成 す る 工 程 は 、 NaADの 増 加 し た 供 給 の 下 で 、 神 経 突 起 を 保 存 す る の に 十 分 活 性 で あ
る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 NaADの 外 的 適 用 は 、 NADと 比 較 し て 、 ４ ８ 時 間 に て 、 無 傷 の 神
経 突 起 の よ り 少 な い 増 加 を 示 す (図 8B)。 こ れ は 、 我 々 の ア ッ セ イ 条 件 に お け る 細 胞 へ の 不
十 分 な 組 み 込 み ま た は NaADの 不 安 定 性 を 示 す 。 こ れ ら の 実 験 は 、 神 経 突 起 を 保 護 す る た め
の NMN、 NaMN、 お よ び NmRの 外 か ら の 適 用 を 含 む い く つ か の 異 な る 方 法 が 存 在 す る こ と を 示
唆 す る 。 こ れ ら の 処 理 の 全 て は 、 NADの 増 加 し た 供 給 を 生 じ る よ う で あ り 、 NAD適 用 ま た は
NMNAT1過 剰 発 現 が 神 経 突 起 を 変 性 か ら 保 護 す る こ と を 示 す 先 の 実 験 と 一 貫 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 実 施 例 １ １
　 こ の 実 施 例 は 、 NAD 生 合 成 基 質 の 硝 子 体 内 投 与 が 、 網 膜 神 経 節 細 胞 の 軸 索 変 性 を 遅 延 す
る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 視 神 経 の 切 断 は 、 Wallerian変 性 お よ び そ の 後 の 緑 内 障 の よ う な ヒ ト の 病 気 で 観 察 さ れ
る 網 膜 神 経 節 細 胞  (RGC) 死 滅 を 招 く メ カ ニ ズ ム を 調 査 す る の に 使 用 可 能 な イ ン ビ ボ モ デ
ル で あ る 。 C57BL/Wldsマ ウ ス 株 に お い て 、 軸 索 切 断 後 の Wallerian変 性 の 間 の 視 神 経 変 性
が 劇 的 に 遅 れ る 。 加 え て 、 硝 子 体 内 注 射 は 、 RGC軸 索 を 変 性 か ら イ ン ビ ボ で 保 護 す る 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 さ れ 、 従 っ て 、 我 々 は 、 NAD、 NMN、 NmR、 お よ び Namを 含 む 化 合
物 の 眼 内 注 射 に よ っ て 、 イ ン ビ ボ で の 各 NAD 生 合 成 基 質 の 軸 索 保 護 効 果 を 評 価 す る こ と が
で き る 。 イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ か ら 、 培 養 媒 体 中 の 1mMの NAD、 NMN、 お よ び Nm
Rは 、 軸 索 を 変 性 か ら 保 護 す る の に 十 分 で あ る 。 我 々 は 、 ま ず 、 左 硝 子 体 内 区 分 に 、 5 μ l
の 100 mMま た は 1 M NAD溶 液 を 注 射 し た 。 24時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 左 の 視 神 経 を
切 断 し 、 対 照 (右 )お よ び 軸 索 切 断 し た (左 ) 視 神 経 を 、 切 断 後 、 ３ 、 ４ 、 お よ び ５ 日 に 収
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集 し た 。 該 軸 索 切 断 さ れ た 視 神 経 か ら の 神 経 フ ィ ラ メ ン ト 免 疫 反 応 性 を 測 定 し 、 該 視 神 経
の 右 側 か ら 得 ら れ た 値 に 対 し て 正 常 化 し た 。 我 々 は 、 切 断 後 ４ 日 目 の 免 疫 反 応 性 が 、 そ れ
ぞ れ 1 Mお よ び 100 mM NADを 注 射 さ れ た ラ ッ ト に お い て 、 軸 索 切 断 さ れ て い な い 視 神 経 の 7
7± 27%お よ び 78± 22%で あ っ た が 、 対 照 動 物 は 7± 16 %の み を 示 し た こ と を 発 見 し た (図 9)
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 次 い で 、 我 々 は 、 左 の 視 神 経 ト ラ ン ス 作 用 後 ４ 日 目 に 、 左 硝 子 体 内 区 分 お よ び 収 集 さ れ
た 視 神 経 に 、 5 μ lの 100 mM NMN、 NmR、 お よ び Namを 注 射 し た 。 NMNお よ び NmR注 射 さ れ た
視 神 経 か ら 得 ら れ た 免 疫 反 応 性 は 、 軸 索 切 断 さ れ て い な い 神 経 の 60± 25お よ び 72± 19 %で
あ っ た 。 Nam注 射 さ れ た 動 物 は 、 対 照 動 物 と 何 の 差 も 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 NAD
、 NMN、 お よ び NmRが 軸 索 保 護 活 性 を 有 す る が 、 Namは 有 さ な い こ と を 示 し た イ ン ビ ト ロ 研
究 と 一 貫 し て い る 。 我 々 の イ ン ビ ボ 研 究 は 、 該 NAD 生 合 成 経 路 に 関 与 し た こ れ ら の 小 分 子
が 、 軸 索 を 変 性 か ら 保 護 す る の に 有 用 な ツ ー ル で あ る こ と を 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 全 文 献 は 、 本 明 細 書 中 に 、 引 用 に よ っ て 援 用 さ れ る 。 本 明 細
書 中 に 引 用 さ れ る 文 献 の い ず れ の 論 議 も 、 単 に そ れ ら の 著 者 に よ っ て な さ れ た 主 張 を 要 約
す る こ と を 意 図 し て お り 、 い ず れ か の 文 献 ま た は そ の 一 部 は 、 関 連 し た 先 行 技 術 を 構 成 す
る 。 出 願 人 ら は 、 該 引 用 さ れ た 文 献 の 正 確 性 お よ び 適 切 性 を 調 べ る 権 利 を 保 有 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ld s  融 合 蛋 白 質 の NMNAT1活 性 が ： A) Wld s 蛋 白 質 ま た は EGFPを 発 現 す る
レ ン チ ウ イ ル ス -感 染 後 根 神 経 節 (DRG) ニ ュ ー ロ ン 外 植 片 培 養 液 の イ ン ビ ト ロ Wallerian変
性 、 こ こ に 、 チ ュ ー ブ リ ン β III-免 疫 反 応 性 神 経 突 起 は 、 切 断 前 お よ び 切 断 後 12、 24、 48
、 お よ び 72時 間 示 さ れ (ス ケ ー ル バ ー =1mmお よ び 該 「 *」 は 、 除 去 前 の 細 胞 体 の 位 置 を 示 し
； お よ び B) 各 構 築 体  (左 下 )に よ る 示 さ れ た 時 点 で の 神 経 突 起 の 代 表 的 な イ メ ー ジ お よ び
残 り の 神 経 突 起 の 数 の 残 り の 神 経 突 起 の 数  (切 断 前 に 対 す る 残 り の 神 経 突 起 の パ ー セ ン テ
ー ジ ±  S.D.)が 示 さ れ 、 該 「 *」 が EGFP-感 染 ニ ュ ー ロ ン に よ る 有 意 な 差 (p<0.0001)を 示 し
;ま た 、 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現  (下 列 ;ス ケ ー ル バ ー =50μ m)を 確 認 す る 切 断 後 の EGFPシ グ ナ
ル お よ び レ ン チ ウ イ ル ス 遺 伝 子 移 動 お よ び Ufd2a蛋 白 質 (右 下 の パ ネ ル )の siRNA下 方 制 御 に
よ っ て 蛋 白 質 発 現 を 確 認 す る 免 疫 ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 、 EGFPの み を 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル
ス -感 染 DRG ニ ュ ー ロ ン 、 Wld s 蛋 白 質 、 EGFP (Ufd2a(1-70)-EGFP)に 融 合 さ れ た Wld s  蛋 白
質 、 C-末 端 核 位 置 シ グ ナ ル を 有 す る Ufd2a(1-70)-EGFP、 EGFPに 融 合 さ れ た Wld s 蛋 白 質 の NM
NAT1部 分 、 優 性 阻 害  Ufd2a (Ufd2a(P1140A))、 ま た は Ufd2a siRNA構 築 体 に お け る イ ン ビ
ト ロ Wallerian変 性 を 示 す 損 傷 し た 軸 索 の 遅 延 変 性 を 生 成 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 増 加 し た NAD供 給 が ： A)野 生 型 お よ び 突 然 変 異 Wld s お よ び 溶 解 物 が 該 示
さ れ た 蛋 白 質 を 発 現 す る HEK293細 胞 か ら 調 製 さ れ る NMNAT1蛋 白 質 の 酵 素 活 性 が 、 基 質 と し
て 、 ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る NAD生 成 に つ き ア ッ セ イ さ れ 、 １ 時 間 で 生
成 さ れ た NADの 量 が NADHに 変 換 さ れ 、 蛍 光 強 度 に よ っ て 定 量 化 さ れ 、 次 い で 、 療 法 の 突 然
変 異 体 が 本 質 的 に 全 く 酵 素 活 性 を 有 さ な い こ と を 示 す 総 蛋 白 質 濃 度 ま で 正 常 化 さ れ ； な ら
び に B) NMNAT1ま た は Wld s 蛋 白 質 を 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 DRG ニ ュ ー ロ ン 、 NAD合 成
活 性 NMNAT1(W170A)お よ び Wld s (W258A)を 欠 く こ れ ら の 蛋 白 質 の 突 然 変 異 体 、 ま た は EGFPに
お け る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 、 こ こ に 該 棒 グ ラ フ が 各 構 築 体 に つ き 示 さ れ た 時 点 で の
残 り の 神 経 突 起 の 数 の 定 量 分 析 デ ー タ （ 切 断 前 に 対 す る 残 り の 神 経 突 起 の パ ー セ ン テ ー ジ
±  S.D.） を 示 し 、 該 「 *」 は EGFP-感 染 ニ ュ ー ロ ン に よ る 有 意 な 差 (p<0.0001)を 示 し ； C)
該 6XHisタ グ に 対 す る 抗 体 を 用 い る 免 疫 ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 検 出 さ れ た レ ン チ ウ イ ル ス -
感 染 細 胞 に お け る 蛋 白 質 発 現 ； お よ び D) 0.5 μ M ビ ン ク リ ス チ ン に よ っ て 培 養 さ れ た NMN
AT1ま た は EGFP (対 照 )の い ず れ か を 発 現 す る DRG ニ ュ ー ロ ン 外 植 片 を 示 す 損 傷 後 、 変 性 か
ら 軸 索 を 保 護 す る こ と を 示 し 、 こ こ に 神 経 突 起 の 代 表 的 な イ メ ー ジ  (位 相 差 ; 棒 =1mm)が
、 ビ ン ク リ ス チ ン 添 加 後 の 示 さ れ た 時 間 に て 示 さ れ 、 該 示 さ れ た 時 点 で の 保 護 効 果 の 定 量
化 が 、 処 置 前 の 神 経 突 起 に よ っ て 覆 わ れ た も の に 対 す る 神 経 突 起 に よ っ て 覆 わ れ た 領 域 と
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し て 表 さ れ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 軸 索 保 護 が ： A)軸 索 切 断 の ２ ４ 時 間 前 に 添 加 さ れ た 種 々 の 濃 度 の NADの
存 在 下 で 培 養 さ れ た DRG移 植 片 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ； お よ び B)切 断 の 4、 8、
12、 24、 ま た は 48時 間 前 に 、 1mM NADに よ っ て プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た DRG移 植 片 を 示 す
損 傷 前 の NADに よ る ニ ュ ー ロ ン の 前 処 理 を 要 す る こ と を 示 し 、 こ こ に 、 該 棒 グ ラ フ は 、 該
示 さ れ た 時 点 の 各 々 に て 、 各 実 験 に お け る 残 り の 神 経 突 起 の 数 を 示 し （ 切 断 前 に 対 す る 残
り の 神 経 特 記 の パ ー セ ン テ ー ジ ±  S.D.） 、 該 「 *」 は 、 対 照 (p<0.0001)と 比 較 し て 優 位 な
軸 索 保 護 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 NAD依 存 性 軸 索 保 護 が ： A) 1 mM NADの み  (対 照 )に よ っ て ま た は 100 μ M
 Sirtinol (Sir2阻 害 剤 )ま た は 20 mM 3-ア ミ ノ ベ ン ズ イ ミ ド  (3AB, PARP阻 害 剤 )の い ず れ
か の 存 在 下 で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た DRG移 植 片 培 養 液 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian 
変 性 ； B) リ ス ベ ラ ト ロ ー ル  (10、 50ま た は 100 μ M)に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た DRG移
植 片 培 養 液 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ； お よ び C)左 ： 該 SIRTフ ァ ミ リ ー  (SIRT1-7
)の 各 メ ン バ ー に つ き 特 異 的 な siRNAを 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ た DRG移
植 片 培 養 液 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 、 こ こ に 、 該 棒 グ ラ フ は 、 各 条 件 に 対 し て
示 さ れ た 時 点 で の 残 り の 神 経 特 記 の 数 の 定 量 分 析 （ 切 断 前 に 対 す る 残 り の 神 経 特 記 の パ ー
セ ン テ ー ジ ±  S.D.)を 示 し 、 該 「 *」 は 、 対 照 (<0.0001)と 有 意 に 異 な る 点 を 示 し ； 真 ん 中
の 表 ： 感 染 さ れ た NIH3T3細 胞 に お け る qRT-PCRを 用 い る 各 SIRT siRNA（ 野 生 型 mRNAレ ベ ル
の %と し て 表 さ れ る ） の 有 効 性 ； お よ び 右 ： SIRT1に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 NAD依 存 性 軸 索
保 護 を 効 果 的 に 遮 断 し た SIRT1 siRNAの 存 在 下 で 、 SIRT1の 減 少 し た 発 現 を 示 す 免 疫 ブ ロ ッ
ト 法 を 示 す SIRT1活 性 に よ っ て 媒 介 さ れ る こ と を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 予 測 さ れ る 哺 乳 類 の NAD生 合 成 が 、 酵 素 発 現 分 析 お よ び 酵 母 お よ び 下 等
真 核 生 物 か ら の 研 究 に 基 づ き 示 さ れ る 哺 乳 類 の NAD 生 合 成 経 路 を 示 す 。 (使 用 さ れ る 略 語 ;
 QPRT,キ ノ リ ン 酸 ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ; NaPRT, ニ コ チ ン 酸 ホ ス ホ リ ボ シ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ; NmPRT, ニ コ チ ン ア ミ ド ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ; Nrk
, ニ コ チ ン ア ミ ド リ ボ シ ド キ ナ ー ゼ ; NMNAT, ニ コ チ ン ア ミ ド モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ア デ ニ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ; QNS, NADシ ン タ ー ゼ )
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 (A)ラ ッ ト DRGに お け る 神 経 切 断 後 1、 3、 7、 お よ び 14日 後 の NAD生 合 成 酵
素 mRNAレ ベ ル を 、 qRT-PCRに よ っ て 決 定 し 、 こ こ に 、 該 発 現 レ ベ ル は 、 各 試 料 に お い て 、
グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 発 現 へ と 正 常 化 さ れ 、 軸 索 切 断 さ れ て い
な い DRGに お け る 該 発 現 レ ベ ル に 対 し て 示 さ れ ； (B)示 さ れ た 時 間 、 1ま た は 0.1 μ M ロ テ
ノ ン に お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン  DRGに よ っ て 導 入 さ れ た 神 経 突 起 変 性 お よ び NAD合 成 酵
素  mRNAレ ベ ル は 、 該 テ キ ス ト に 記 載 の よ う に 、 qRT-PCRに よ っ て 決 定 さ れ た を 示 す 哺 乳 類
に お け る NAD 生 合 成 酵 素 の 発 現 分 析 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 NMNAT 酵 素 の 細 胞 内 局 在 お よ び (A)ト ラ ン ス 作 用 後 12時 間 お よ び 72時 間
に 撮 ら れ た 代 表 的 な 絵 が 示 さ れ る NMNAT1、 cytNMNAT1、 NMNAT3、 ま た は nucNMNAT3を 発 現 す
る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 DRG ニ ュ ー ロ ン 外 植 片 培 養 液 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア
ッ セ イ ； (B) 6xHisタ グ に 対 す る 抗 体 を 有 す る 免 疫 組 織 化 学 を 用 い て 、 各 蛋 白 質 お よ び 比
較 の た め に 核 マ ー カ ー 色 素 （ ビ ス ベ ン ズ イ ミ ド ） に よ る 細 胞 の 染 色 を 検 出 し て 、 各 蛋 白 質
の 核 対 細 胞 質 の 位 置 を 決 定 す る (ス ケ ー ル バ ー  = 25 μ m) HEK 293T細 胞 に お け る NMNAT1、
cytNMNAT1、 NMNAT3、 ま た は nucNMNAT3の 細 胞 内 局 在 ； (C) 6xHisタ グ さ れ た 各 蛋 白 質 が NMN
AT1、 cytNMNAT1、 NMNAT3、 nucNMNAT3を 発 現 す る HEK293T細 胞 の 溶 解 物 か ら 精 製 さ れ 、 １ 時
間 後 37℃ に て 生 成 さ れ た NADの 量 が NADHへ と 変 換 さ れ 、 定 量 化 さ れ 、 蛋 白 質 濃 度 ま で 正 常
化 さ れ る 野 生 型 お よ び 突 然 変 異 NMNAT1お よ び NMNAT3の 酵 素 活 性 ； (D)ウ イ ル ス の 各 々 に よ
っ て 感 染 さ れ た HEK293T細 胞 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 確 認 さ れ た レ ン チ ウ イ ル ス 遺 伝
子 移 動 に よ る NMNAT1、 cytNMNAT1、 NMNAT3、 お よ び nucNMNAT3の 蛋 白 質 発 現 お よ び (E) 軸 索
切 断 後 12、 24、 48、 お よ び 72時 間 で の 残 り の 神 経 突 起 の 数 の 定 量 分 析 デ ー タ を 示 す NMNAT1
、 cytNMNAT1、 NMNAT3、 ま た は nucNMNAT3を 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 DRGニ ュ ー ロ ン 外
植 片 培 養 液 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ を 示 す 軸 索 を 保 護 す る 能 力 を 示 す
。
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【 図 ８ 】 図 ８ は 、 NAD 生 合 成 基 質 の 外 生 適 用 お よ び (A) ト ラ ン ス 作 用 後 12、 24、 48、 お よ
び 72時 間 に て 撮 ら れ た 代 表 的 な 絵 に よ る NAD, NmRの 外 生 適 用 が 示 さ れ た 後 の DRG ニ ュ ー ロ
ン 外 植 片 を 用 い る イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ ； (B) 軸 索 切 断 後 12、 24、 48、 お よ
び 72時 間 で の 残 り の 神 経 突 起 の 数 の 定 量 分 析 デ ー タ を 示 す Na、 Nam、 NaMN、 NMN、 NaAD、 NA
D、 お よ び NmRの 外 生 適 用 が 示 さ れ た 後 の DRG ニ ュ ー ロ ン 外 植 片 培 養 液 を 用 い る イ ン ビ ト ロ
Wallerian変 性 ア ッ セ イ ； 軸 索 切 断 後 12、 24、 48、 お よ び 72時 間 で の 残 り の 神 経 突 起 の 数
の 定 量 分 析 デ ー タ を 示 す イ ン ビ ト ロ Wallerian変 性 ア ッ セ イ に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル ス を
発 現 す る NaPRTに よ っ て 感 染 さ れ 、 軸 索 切 断 前 の 24時 間 、 1 mMの Naあ る な し で イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ た DRG ニ ュ ー ロ ン 外 植 片 を 示 す 軸 索 を 保 護 す る 能 力 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 NAD、 NMN、 NmR、 ま た は Namが 左 ラ ッ ト 眼 球 の 硝 子 体 内 区 分 に 注 射 さ れ 、
左 視 神 経 が 眼 球 摘 出 に よ っ て 切 断 さ れ 、 右 お よ び 左 視 神 経 が 切 断 後 4日 に 収 集 さ れ 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 析 さ れ 、 こ こ に 軸 索 切 断 前 の い ず れ の 処 置 な し で マ ウ ス
か ら 切 断 さ れ た 視 神 経 を 陰 性 対 照 に 使 用 す る NAD 生 合 成 基 質 の 硝 子 体 内 注 射 後 の 視 神 経 切
断 を 示 し ； 該 図 に お い て 、 切 断 さ れ て い な い も の に 対 す る 切 断 さ れ た 視 神 経 か ら の 残 り の
神 経 フ ィ ラ メ ン ト 免 疫 反 応 性 の パ ー セ ン テ ー ジ ±  S.Dの 定 量 分 析 デ ー タ を 示 す 。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(27) JP 2008-501343 A 2008.1.24



【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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