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(57)【要約】
本発明の態様は、標的化された様式で遺伝子発現を増加
させるための方法に関する。いくつかの実施形態におい
て、標的化された様式でタンパク質および／またはＲＮ
Ａのレベルを転写後に変化させるために有用な方法およ
び組成物が提供される。本明細書中に開示される本発明
の態様は、ＲＮＡを分解（例えば、エキソヌクレアーゼ
媒介性分解）から保護するために有用な方法および組成
物を提供する。いくつかの実施形態において、本明細書
中に開示される方法は、標的化されたＲＮＡの分解また
はプロセシングを減少させるかまたは妨げ、それにより
、標的化されたＲＮＡの定常状態レベルを上昇させる工
程を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞において遺伝子発現を増加させる方法であって、該方法は、
一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を含むオリゴヌクレオチドを細胞に送達する工程を含み、
式中、Ｘ１は、該遺伝子によってコードされるＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌ
クレオチドと相補的な相補性領域を有する５～２０ヌクレオチドを含み、Ｘ１の該相補性
領域の３’末端におけるヌクレオチドは、該ＲＮＡ転写物の転写開始部位におけるヌクレ
オチドと相補的であり；Ｘ２は、１～２０ヌクレオチドを含む、方法。
【請求項２】
　前記ＲＮＡ転写物が、その５’末端に７－メチルグアノシンキャップを有する、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＲＮＡ転写物が、７－メチルグアノシンキャップを有し、Ｘ１の前記相補性領域の
３’末端におけるヌクレオチドが、該７－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側に
存在する該ＲＮＡ転写物のヌクレオチドと相補的である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　Ｘ２の５’末端における少なくとも１番目のヌクレオチドが、グアニンと相補的なピリ
ミジンである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　Ｘ２の５’末端における２番目のヌクレオチドが、グアニンと相補的なピリミジンであ
る、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　Ｘ２が、式５’－Ｙ１－Ｙ２－Ｙ３－３’を含み、ここで、Ｘ２は、Ｙ２のヌクレオチ
ドを含むループ領域およびＹ３の少なくとも２個連続したヌクレオチドとハイブリダイズ
したＹ１の少なくとも２個連続したヌクレオチドを含むステム領域を有するステムループ
構造を形成する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　Ｙ１、Ｙ２およびＹ３が、独立して、１～１０個のヌクレオチドを含む、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　Ｙ３が、前記ステム領域の３’末端のすぐ後ろの位置に、グアニンと相補的なピリミジ
ンを含む、請求項６または７に記載の方法。
【請求項９】
　グアニンと相補的な前記ピリミジンが、シトシンである、請求項２～８のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１０】
　Ｘ２が、Ｘ１の相補性領域と相補的なＲＮＡ転写物の領域と重複しない該ＲＮＡ転写物
の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項１１】
　Ｘ２の前記相補性領域が、前記ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションの１００
ヌクレオチド以内に存在する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　Ｘ２の前記相補性領域が、前記ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションとすぐ隣
接しているかまたは重複している該ＲＮＡ転写物と相補的である、請求項１１に記載の方
法。
【請求項１３】
　Ｘ２が、前記ＲＮＡ転写物のポリ（Ａ）テイルのアデニンヌクレオチドと相補的な少な
くとも２個連続したピリミジンヌクレオチドをさらに含む、請求項１１または１２に記載
の方法。
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【請求項１４】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡ、非コードＲＮＡ、長い非コードＲＮＡ、ｍｉＲＮＡも
しくはｓｎｏＲＮＡまたは他の任意の好適なＲＮＡである、請求項１～１３のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡ転写物であり、Ｘ２が、該転写物の３’－ＵＴＲにおけ
る少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含む、請求項１～１４の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡであり、送達により、該ｍＲＮＡによってコードされる
タンパク質のレベルが上昇する、請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ｍＲＮＡによってコードされるタンパク質のレベルの上昇が、前記オリゴヌクレオ
チドが送達されていなかった適切なコントロール細胞と比べて少なくとも５０％の上昇で
ある、請求項１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ＲＮＡ転写物が、ＡＢＣＡ１、ＡＰＯＡ１、ＡＴＰ２Ａ２、ＢＤＮＦ、ＦＸＮ、Ｈ
ＢＡ２、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＨＢＥ１、ＨＢＧ１、ＨＢＧ２、ＳＭＮ、ＵＴＲＮ、ＰＴＥＮ
、ＭＥＣＰ２およびＦＯＸＰ３からなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲＮＡ
である、請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　Ｘ１が、配列５’－ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧ－３’を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　Ｘ２が、配列ＣＣを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　Ｘ２が、配列５’－ＣＣＡＡＡＧＧＴＣ－３’を含む、任意の前述の請求項２０に記載
の方法。
【請求項２２】
　前記オリゴヌクレオチドが、配列５’－ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧＣＣＡＡＡＧＧＴＣ－３
’を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ＲＮＡ転写物が、ＡＢＣＡ４、ＡＢＣＢ１１、ＡＢＣＢ４、ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ
８、ＡＤＩＰＯＱ、ＡＬＢ、ＡＰＯＥ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＲＣＡ１、ＣＤ２７４、ＣＥ
Ｐ２９０、ＣＦＴＲ、ＥＰＯ、Ｆ７、Ｆ８、ＦＬＩ１、ＦＭＲ１、ＦＮＤＣ５、ＧＣＨ１
、ＧＣＫ、ＧＬＰ１Ｒ、ＧＲＮ、ＨＡＭＰ、ＨＰＲＴ１、ＩＤＯ１、ＩＧＦ１、ＩＬ１０
、ＩＬ６、ＫＣＮＭＡ１、ＫＣＮＭＢ１、ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ３、ＫＣＮＭＢ４、
ＫＬＦ１、ＫＬＦ４、ＬＤＬＲ、ＭＳＸ２、ＭＹＢＰＣ３、ＮＡＮＯＧ、ＮＦ１、ＮＫＸ
２－１、ＮＫＸ２－１－ＡＳ１、ＰＡＨ、ＰＴＧＳ２、ＲＢ１、ＲＰＳ１４、ＲＰＳ１９
、ＳＣＡＲＢ１、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＩＲＴ１、ＳＩＲＴ６、ＳＭＡＤ７、ＳＴ７、Ｓ
ＴＡＴ３、ＴＳＩＸおよびＸＩＳＴからなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲ
ＮＡである、請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　細胞において遺伝子発現を増加させる方法であって、該方法は、該遺伝子によってコー
ドされるｍＲＮＡ転写物の５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的
な第１の領域、および該ｍＲＮＡ転写物の３’－ＵＴＲの、ポリ（Ａ）テイルの、または
ポリアデニル化ジャンクションと重複している、少なくとも５個連続したヌクレオチドと
相補的な第２の領域を有する１０～５０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドを細胞に送
達する工程を含む、方法。
【請求項２５】
　前記５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチドの１番目が、前記ｍＲＮＡ転
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写物の５’－メチルグアノシンキャップの１０ヌクレオチド以内に存在する、請求項２４
に記載の方法。
【請求項２６】
　前記第２の領域が、前記ポリアデニル化ジャンクションと重複している少なくとも５個
連続したヌクレオチドと相補的である、請求項２４または２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記第１の領域の５’末端を前記第２の領域の３’末端と連結する２～２０ヌクレオチ
ドをさらに含む、請求項２４～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記第１の領域の３’末端を前記第２の領域の５’末端と連結する２～２０ヌクレオチ
ドをさらに含む、請求項２４～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記オリゴヌクレオチドが、１０～５０ヌクレオチド長である、請求項２４～２８のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記オリゴヌクレオチドが、９～２０ヌクレオチド長である、請求項２４～２８のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　細胞において遺伝子発現を増加させる方法であって、該方法は、一般式５’－Ｘ１－Ｘ

２－３’を含むオリゴヌクレオチドを細胞に送達する工程を含み、式中、Ｘ１は、アデニ
ンと塩基対を形成する２～２０個のピリミジンヌクレオチドを含み；Ｘ２は、該遺伝子に
よってコードされるポリアデニル化されたＲＮＡ転写物の少なくとも３個連続したヌクレ
オチドと相補的な相補性領域を含み、Ｘ２の相補性領域の５’末端におけるヌクレオチド
は、該ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションに対してすぐ内側に存在する該ＲＮ
Ａ転写物のヌクレオチドと相補的である、方法。
【請求項３２】
　Ｘ１が、２～２０個のチミジンまたはウリジンを含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記オリゴヌクレオチドが、少なくとも１つの修飾されたヌクレオシド間結合を含む、
請求項１～３２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記オリゴヌクレオチドが、少なくとも１つの修飾ヌクレオチドを含む、請求項１～３
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３５】
　少なくとも１つのヌクレオチドが、２’Ｏ－メチルを含む、請求項１～３４のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記オリゴヌクレオチドが、少なくとも１つのリボヌクレオチド、少なくとも１つのデ
オキシリボヌクレオチド、少なくとも１つの２’－フルオロ－デオキシリボヌクレオチド
または少なくとも１つの架橋ヌクレオチドを含む、請求項１～３５のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３７】
　前記架橋ヌクレオチドが、ＬＮＡヌクレオチド、ｃＥｔヌクレオチドまたはＥＮＡ修飾
ヌクレオチドである、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記オリゴヌクレオチドの各ヌクレオチドが、ＬＮＡヌクレオチドである、請求項１～
３７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記オリゴヌクレオチドのヌクレオチドが、デオキシリボヌクレオチドと２’－フルオ
ロ－デオキシリボヌクレオチド、２’－Ｏ－メチルヌクレオチドまたは架橋ヌクレオチド
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とが交互になっているものを含む、請求項１～３８のいずれか１項に記載のオリゴヌクレ
オチド。
【請求項４０】
　前記オリゴヌクレオチドが、ミックスマーである、請求項１～３９のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項４１】
　前記オリゴヌクレオチドが、モルホリノである、請求項１～４０のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項４２】
　前記細胞が、インビトロにおけるものである、請求項１～４１のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項４３】
　前記細胞が、インビボにおけるものである、請求項１～４１のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項４４】
　細胞において遺伝子発現を増加させる方法であって、該方法は、該遺伝子のＲＮＡ転写
物を発現している細胞に、８～５０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドを送達する工程
を含み、該オリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチド
と相補的な相補性領域を含み、該相補性領域の３’末端におけるヌクレオチドは、該ＲＮ
Ａ転写物の転写開始部位の１０ヌクレオチド以内のヌクレオチドと相補的であり、該オリ
ゴヌクレオチドは、少なくとも１つの修飾されたヌクレオシド間結合または少なくとも１
つの架橋ヌクレオチドによって連結されたヌクレオチドを含む、方法。
【請求項４５】
　細胞において遺伝子発現を増加させる方法であって、該方法は、該遺伝子のＲＮＡ転写
物を発現している細胞に、２つの相補性領域を含むオリゴヌクレオチドを送達する工程を
含み、該２つの相補性領域の各々は、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチ
ドと相補的であり、第１の相補性領域の３’末端におけるヌクレオチドは、該ＲＮＡ転写
物の転写開始部位の１００ヌクレオチド以内のヌクレオチドと相補的であり、第２の相補
性領域は、該ＲＮＡ転写物の３’末端の３００ヌクレオチド以内で終わる該ＲＮＡ転写物
の領域と相補的である、方法。
【請求項４６】
　細胞においてＲＮＡ転写物の安定性を高める方法であって、該方法は、該ＲＮＡ転写物
の５’領域を標的化する第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび該ＲＮＡ転写物の３’領
域を標的化する第２の安定化オリゴヌクレオチドを該細胞に送達する工程を含む、方法。
【請求項４７】
　前記第１の安定化オリゴヌクレオチドが、前記第２の安定化オリゴヌクレオチドと共有
結合的に連結されている、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記第１の安定化オリゴヌクレオチドが、前記ＲＮＡ転写物の５’末端における１番目
に転写されたヌクレオチドの１０ヌクレオチド以内の位置における該ＲＮＡ転写物と相補
的な相補性領域を含む、請求項４６または４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記ＲＮＡ転写物が、５’－メチルグアノシンキャップを含み、前記第１の安定化オリ
ゴヌクレオチドが、該５’－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側のヌクレオチド
の１０ヌクレオチド以内の位置における該ＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む、請
求項４６～４８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５０】
　前記第２の安定化オリゴヌクレオチドが、前記ＲＮＡ転写物の３’末端の２５０ヌクレ
オチド以内の位置における該ＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む、請求項４６～４
９のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項５１】
　前記ＲＮＡ転写物が、３’－ポリ（Ａ）テイルを含み、前記第２の安定化オリゴヌクレ
オチドが、該ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションの１００ヌクレオチド以内の
位置における該ＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む、請求項４６～５０のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記第２の安定化オリゴヌクレオチドの相補性領域が、前記ＲＮＡ転写物のポリアデニ
ル化ジャンクションとすぐ隣接しているかまたは重複している、請求項４６～５１のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項５３】
　細胞においてＲＮＡ転写物の安定性を高める方法であって、該方法は、該ＲＮＡ転写物
を標的化する請求項６４～１０４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチドを、該ＲＮ
Ａ転写物を発現する細胞に送達し、それにより、該ＲＮＡ転写物の安定性を高める工程を
含む、方法。
【請求項５４】
　前記細胞が、インビトロにおけるものである、請求項４６～５３のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項５５】
　前記細胞が、インビボにおけるものである、請求項４６～５３のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項５６】
　被験体における低レベルのＲＮＡ転写物に関連する状態または疾患を処置する方法であ
って、該方法は、請求項６４～１０４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチドを該被
験体に投与する工程を含む、方法。
【請求項５７】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡ、非コードＲＮＡ、長い非コードＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、
ｓｎｏＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、細胞外のＲＮＡまたは他の任意の好適なＲＮＡで
ある、請求項４６～５６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５８】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡである、請求項４６～５６のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項５９】
　前記ＲＮＡ転写物が、長い非コードＲＮＡである、請求項４６～５６のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項６０】
　前記ＲＮＡ転写物が、ＡＢＣＡ１、ＡＰＯＡ１、ＡＴＰ２Ａ２、ＢＤＮＦ、ＦＸＮ、Ｈ
ＢＡ２、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＨＢＥ１、ＨＢＧ１、ＨＢＧ２、ＳＭＮ、ＵＴＲＮ、ＰＴＥＮ
、ＭＥＣＰ２およびＦＯＸＰ３からなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲＮＡ
である、請求項４６～５８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６１】
　前記ＲＮＡ転写物が、ＡＢＣＡ４、ＡＢＣＢ１１、ＡＢＣＢ４、ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ
８、ＡＤＩＰＯＱ、ＡＬＢ、ＡＰＯＥ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＲＣＡ１、ＣＤ２７４、ＣＥ
Ｐ２９０、ＣＦＴＲ、ＥＰＯ、Ｆ７、Ｆ８、ＦＬＩ１、ＦＭＲ１、ＦＮＤＣ５、ＧＣＨ１
、ＧＣＫ、ＧＬＰ１Ｒ、ＧＲＮ、ＨＡＭＰ、ＨＰＲＴ１、ＩＤＯ１、ＩＧＦ１、ＩＬ１０
、ＩＬ６、ＫＣＮＭＡ１、ＫＣＮＭＢ１、ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ３、ＫＣＮＭＢ４、
ＫＬＦ１、ＫＬＦ４、ＬＤＬＲ、ＭＳＸ２、ＭＹＢＰＣ３、ＮＡＮＯＧ、ＮＦ１、ＮＫＸ
２－１、ＮＫＸ２－１－ＡＳ１、ＰＡＨ、ＰＴＧＳ２、ＲＢ１、ＲＰＳ１４、ＲＰＳ１９
、ＳＣＡＲＢ１、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＩＲＴ１、ＳＩＲＴ６、ＳＭＡＤ７、ＳＴ７、Ｓ
ＴＡＴ３、ＴＳＩＸおよびＸＩＳＴからなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲ
ＮＡである、請求項４６～５８のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項６２】
　８～５０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであって、該オリゴヌクレオチドは、Ｒ
ＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含み、該相補
性領域の３’末端におけるヌクレオチドは、該ＲＮＡ転写物の転写開始部位の１０ヌクレ
オチド以内のヌクレオチドと相補的であり、該オリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの
修飾されたヌクレオシド間結合または少なくとも１つの架橋ヌクレオチドによって連結さ
れたヌクレオチドを含む、オリゴヌクレオチド。
【請求項６３】
　２つの相補性領域を含むオリゴヌクレオチドであって、該２つの相補性領域の各々は、
ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的であり、第１の相補性領域
の３’末端におけるヌクレオチドは、該ＲＮＡ転写物の転写開始部位の１００ヌクレオチ
ド以内のヌクレオチドと相補的であり、第２の相補性領域は、該ＲＮＡ転写物の３’末端
の３００ヌクレオチド以内で終わる該ＲＮＡ転写物の領域と相補的である、オリゴヌクレ
オチド。
【請求項６４】
　一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を含むオリゴヌクレオチドであって、式中、
　Ｘ１は、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を
有する５～２０ヌクレオチドを含み、Ｘ１の相補性領域の３’末端におけるヌクレオチド
は、該ＲＮＡ転写物の転写開始部位におけるヌクレオチドと相補的であり；Ｘ２は、１～
２０ヌクレオチドを含む、オリゴヌクレオチド。
【請求項６５】
　前記ＲＮＡ転写物が、その５’末端に７－メチルグアノシンキャップを有する、請求項
６２～６４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項６６】
　前記ＲＮＡ転写物が、７－メチルグアノシンキャップを有し、Ｘ１の相補性領域の３’
末端におけるヌクレオチドは、該７－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側に存在
する該ＲＮＡ転写物のヌクレオチドと相補的である、請求項６４に記載のオリゴヌクレオ
チド。
【請求項６７】
　Ｘ２の５’末端における少なくとも１番目のヌクレオチドが、グアニンと相補的なピリ
ミジンである、請求項６４に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項６８】
　Ｘ２の５’末端における２番目のヌクレオチドが、グアニンと相補的なピリミジンであ
る、請求項６７に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項６９】
　Ｘ２が、式５’－Ｙ１－Ｙ２－Ｙ３－３’を含み、ここで、Ｘ２は、Ｙ２のヌクレオチ
ドを含むループ領域およびＹ３の少なくとも２個連続したヌクレオチドとハイブリダイズ
したＹ１の少なくとも２個連続したヌクレオチドを含むステム領域を有するステムループ
構造を形成する、請求項６４に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７０】
　Ｙ１、Ｙ２およびＹ３が、独立して、１～１０個のヌクレオチドを含む、請求項６９に
記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７１】
　Ｙ３が、前記ステム領域の３’末端のすぐ後ろの位置に、グアニンと相補的なピリミジ
ンを含む、請求項６９または７０に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７２】
　グアニンと相補的な前記ピリミジンが、シトシンである、請求項６７～７１のいずれか
１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７３】
　Ｘ２が、Ｘ１の相補性領域と相補的なＲＮＡ転写物の領域と重複しない該ＲＮＡ転写物
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の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含む、請求項６４に記載
のオリゴヌクレオチド。
【請求項７４】
　Ｘ２の前記相補性領域が、前記ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションの１００
ヌクレオチド以内に存在する、請求項７３に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７５】
　Ｘ２の前記相補性領域が、前記ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションとすぐ隣
接しているかまたは重複している該ＲＮＡ転写物と相補的である、請求項７４に記載のオ
リゴヌクレオチド。
【請求項７６】
　Ｘ２が、前記ＲＮＡ転写物のポリ（Ａ）テイルのアデニンヌクレオチドと相補的な少な
くとも２個連続したピリミジンヌクレオチドをさらに含む、請求項７４または７５に記載
のオリゴヌクレオチド。
【請求項７７】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡ、非コードＲＮＡ、長い非コードＲＮＡ、ｍｉＲＮＡも
しくはｓｎｏＲＮＡまたは他の任意の好適なＲＮＡである、請求項６２～７６のいずれか
１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７８】
　前記ＲＮＡ転写物が、ｍＲＮＡ転写物であり、Ｘ２が、該転写物の３’－ＵＴＲにおけ
る少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含む、請求項６４～７７
のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項７９】
　前記ＲＮＡ転写物が、ＡＢＣＡ１、ＡＰＯＡ１、ＡＴＰ２Ａ２、ＢＤＮＦ、ＦＸＮ、Ｈ
ＢＡ２、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＨＢＥ１、ＨＢＧ１、ＨＢＧ２、ＳＭＮ、ＵＴＲＮ、ＰＴＥＮ
、ＭＥＣＰ２およびＦＯＸＰ３からなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲＮＡ
である、請求項６２～７８のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項８０】
　Ｘ１が、配列５’－ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧ－３’を含む、請求項６４に記載のオリゴヌ
クレオチド。
【請求項８１】
　Ｘ２が、配列ＣＣを含む、請求項７９に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項８２】
　Ｘ２が、配列５’－ＣＣＡＡＡＧＧＴＣ－３’を含む、任意の前述の請求項７９に記載
のオリゴヌクレオチド。
【請求項８３】
　前記オリゴヌクレオチドが、配列５’－ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧＣＣＡＡＡＧＧＴＣ－３
’を含む、請求項６４に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項８４】
　前記ＲＮＡ転写物が、ＡＢＣＡ４、ＡＢＣＢ１１、ＡＢＣＢ４、ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ
８、ＡＤＩＰＯＱ、ＡＬＢ、ＡＰＯＥ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＲＣＡ１、ＣＤ２７４、ＣＥ
Ｐ２９０、ＣＦＴＲ、ＥＰＯ、Ｆ７、Ｆ８、ＦＬＩ１、ＦＭＲ１、ＦＮＤＣ５、ＧＣＨ１
、ＧＣＫ、ＧＬＰ１Ｒ、ＧＲＮ、ＨＡＭＰ、ＨＰＲＴ１、ＩＤＯ１、ＩＧＦ１、ＩＬ１０
、ＩＬ６、ＫＣＮＭＡ１、ＫＣＮＭＢ１、ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ３、ＫＣＮＭＢ４、
ＫＬＦ１、ＫＬＦ４、ＬＤＬＲ、ＭＳＸ２、ＭＹＢＰＣ３、ＮＡＮＯＧ、ＮＦ１、ＮＫＸ
２－１、ＮＫＸ２－１－ＡＳ１、ＰＡＨ、ＰＴＧＳ２、ＲＢ１、ＲＰＳ１４、ＲＰＳ１９
、ＳＣＡＲＢ１、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＩＲＴ１、ＳＩＲＴ６、ＳＭＡＤ７、ＳＴ７、Ｓ
ＴＡＴ３、ＴＳＩＸおよびＸＩＳＴからなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲ
ＮＡである、請求項６２～７８のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項８５】
　ｍＲＮＡ転写物の５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な第１
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の領域、および該ｍＲＮＡ転写物の３’－ＵＴＲの、ポリ（Ａ）テイルの、またはポリア
デニル化ジャンクションと重複している、少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的
な第２の領域を有する１０～５０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチド。
【請求項８６】
　前記５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチドの１番目が、前記ｍＲＮＡ転
写物の５’－メチルグアノシンキャップの１０ヌクレオチド以内に存在する、請求項８５
に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項８７】
　前記第２の領域が、前記ポリアデニル化ジャンクションと重複している少なくとも５個
連続したヌクレオチドと相補的である、請求項８５または８６に記載のオリゴヌクレオチ
ド。
【請求項８８】
　前記第１の領域の５’末端を前記第２の領域の３’末端と連結する２～２０ヌクレオチ
ドをさらに含む、請求項８５～８７のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項８９】
　前記第１の領域の３’末端を前記第２の領域の５’末端と連結する２～２０ヌクレオチ
ドをさらに含む、請求項８５～８７のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９０】
　前記オリゴヌクレオチドが、１０～５０ヌクレオチド長である、請求項８５～８７のい
ずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９１】
　前記オリゴヌクレオチドが、９～２０ヌクレオチド長である、請求項８５～８７のいず
れか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９２】
　一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を含むオリゴヌクレオチドであって、式中、
　Ｘ１は、アデニンと塩基対を形成する２～２０個のピリミジンヌクレオチドを含み；Ｘ

２は、ポリアデニル化されたＲＮＡ転写物の少なくとも３個連続したヌクレオチドと相補
的な相補性領域を含み、Ｘ２の相補性領域の５’末端におけるヌクレオチドは、該ＲＮＡ
転写物のポリアデニル化ジャンクションに対してすぐ内側に存在する該ＲＮＡ転写物のヌ
クレオチドと相補的である、オリゴヌクレオチド。
【請求項９３】
　Ｘ１が、２～２０個のチミジンまたはウリジンを含む、請求項８０に記載のオリゴヌク
レオチド。
【請求項９４】
　前記オリゴヌクレオチドが、少なくとも１つの修飾されたヌクレオシド間結合を含む、
請求項６２～９３のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９５】
　前記オリゴヌクレオチドが、少なくとも１つの修飾ヌクレオチドを含む、請求項６２～
９３のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９６】
　少なくとも１つのヌクレオチドが、２’Ｏ－メチルを含む、請求項６２～９５のいずれ
か１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９７】
　前記オリゴヌクレオチドが、少なくとも１つのリボヌクレオチド、少なくとも１つのデ
オキシリボヌクレオチド、少なくとも１つの２’－フルオロ－デオキシリボヌクレオチド
または少なくとも１つの架橋ヌクレオチドを含む、請求項６２～９３のいずれか１項に記
載のオリゴヌクレオチド。
【請求項９８】
　前記架橋ヌクレオチドが、ＬＮＡヌクレオチド、ｃＥｔヌクレオチドまたはＥＮＡ修飾
ヌクレオチドである、請求項９７に記載のオリゴヌクレオチド。
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【請求項９９】
　前記オリゴヌクレオチドの各ヌクレオチドが、ＬＮＡヌクレオチドである、請求項６４
～９８のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１００】
　前記オリゴヌクレオチドのヌクレオチドが、デオキシリボヌクレオチドと２’－フルオ
ロ－デオキシリボヌクレオチド、２’－Ｏ－メチルヌクレオチドまたは架橋ヌクレオチド
とが交互になっているものを含む、請求項６４～９９のいずれか１項に記載のオリゴヌク
レオチド。
【請求項１０１】
　前記オリゴヌクレオチドが、ミックスマーである、請求項６４～９４のいずれか１項に
記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１０２】
　前記オリゴヌクレオチドが、モルホリノである、請求項６４～９４のいずれか１項に記
載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１０３】
　表３、７、８または９に示されているようなヌクレオチド配列を含むオリゴヌクレオチ
ド。
【請求項１０４】
　表３、７、８または９に示されているようなヌクレオチド配列の少なくとも８ヌクレオ
チドのフラグメントを含むオリゴヌクレオチド。
【請求項１０５】
　ヌクレオシド間結合を介して連結された５～２５個のヌクレオチドを有する第１のオリ
ゴヌクレオチドおよびヌクレオシド間結合を介して連結された５～２５個のヌクレオチド
を有する第２のオリゴヌクレオチドを含む組成物であって、ここで、該第１のオリゴヌク
レオチドは、ＲＮＡ転写物の５’末端の１００ヌクレオチド以内の少なくとも５個連続し
たヌクレオチドと相補的であり、該第２のオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の３’末
端の１００ヌクレオチド以内の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的である、組
成物。
【請求項１０６】
　前記第１のオリゴヌクレオチドと第２のオリゴヌクレオチドとが、前記ＲＮＡ転写物と
相補的な配列を有するオリゴヌクレオチドではないリンカーによってつなげられている、
請求項１０５に記載の組成物。
【請求項１０７】
　前記リンカーが、オリゴヌクレオチドである、請求項１０６に記載の組成物。
【請求項１０８】
　前記リンカーが、ポリペプチドである、請求項１０６に記載の組成物。
【請求項１０９】
　複数のオリゴヌクレオチドを含む組成物であって、ここで、該オリゴヌクレオチドの少
なくとも７５％の各々は、請求項６４～１０４のいずれか１項から選択されるオリゴヌク
レオチドである、組成物。
【請求項１１０】
　前記オリゴヌクレオチドが、一価カチオンと複合体を形成している、請求項１０９に記
載の組成物。
【請求項１１１】
　前記オリゴヌクレオチドが、凍結乾燥された形態で存在する、請求項１０９または１１
０に記載の組成物。
【請求項１１２】
　前記オリゴヌクレオチドが、水溶液で存在する、請求項１０９または１１０に記載の組
成物。
【請求項１１３】
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　請求項６４～１０４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチドおよびキャリアを含む
組成物。
【請求項１１４】
　請求項６４～１０４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチドを緩衝液中に含む組成
物。
【請求項１１５】
　キャリアに結合体化された請求項６４～１０４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオ
チドを含む組成物。
【請求項１１６】
　前記キャリアが、ペプチドである、請求項１１５に記載の組成物。
【請求項１１７】
　前記キャリアが、ステロイドである、請求項１１５に記載の組成物。
【請求項１１８】
　請求項６４～１０４のいずれか１項に記載のオリゴヌクレオチドおよび薬学的に許容さ
れ得るキャリアを含む薬学的組成物。
【請求項１１９】
　請求項１０９～１１８のいずれか１項に記載の組成物が収容されている容器を備えるキ
ット。
【請求項１２０】
　細胞においてタンパク質の発現を増加させるための方法であって、該方法は、該タンパ
ク質をコードする環状化した合成ＲＮＡを細胞に送達する工程を含み、該細胞における該
タンパク質の合成は、該細胞への該環状化した合成ＲＮＡの送達後に増加する、方法。
【請求項１２１】
　前記環状化した合成ＲＮＡが、１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチドを含む、請求
項１２０に記載の方法。
【請求項１２２】
　合成ＲＮＡを安定化する方法であって、該方法は、該合成ＲＮＡの５’領域を標的化す
る第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび該合成ＲＮＡの３’領域を標的化する第２の安
定化オリゴヌクレオチドと該合成ＲＮＡを、該第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび第
２の安定化オリゴヌクレオチドが該合成ＲＮＡ上の標的配列とハイブリダイズする条件下
で接触させる工程を含み、該合成ＲＮＡが、該第１および第２の安定化オリゴヌクレオチ
ドとハイブリダイズしたとき、環状化した生成物を形成することができるように、該第１
の安定化オリゴヌクレオチドは、該第２の安定化オリゴヌクレオチドと共有結合的に連結
されている、方法。
【請求項１２３】
　前記合成ＲＮＡを、前記第１および第２の安定化オリゴヌクレオチドと細胞の外側で接
触させる、請求項１２２に記載の方法。
【請求項１２４】
　細胞に合成ＲＮＡを送達する方法であって、該方法は、
　該合成ＲＮＡの５’領域を標的化する第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび該合成Ｒ
ＮＡの３’領域を標的化する第２の安定化オリゴヌクレオチドと該合成ＲＮＡを、該第１
の安定化オリゴヌクレオチドおよび第２の安定化オリゴヌクレオチドが該合成ＲＮＡ上の
標的配列とハイブリダイズする条件下で接触させる工程であって、該合成ＲＮＡが、該第
１および第２の安定化オリゴヌクレオチドとハイブリダイズしたとき、環状化した生成物
を形成することができるように、該第１の安定化オリゴヌクレオチドは、該第２の安定化
オリゴヌクレオチドと共有結合的に連結されている、工程；および
　該環状化した生成物を該細胞に送達する工程
を含む、方法。
【請求項１２５】
　前記第１の安定化オリゴヌクレオチドと第２の安定化オリゴヌクレオチドとが、ヌクレ
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オシド間結合を介して共有結合的に連結されている、請求項１２２～１２４のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１２６】
　前記第１の安定化オリゴヌクレオチドと第２の安定化オリゴヌクレオチドとが、オリゴ
ヌクレオチドを介して共有結合的に連結されている、請求項１２４または１２５に記載の
方法。
【請求項１２７】
　前記第１の安定化オリゴヌクレオチドと第２の安定化オリゴヌクレオチドとが、本明細
書中に開示される任意の適切なリンカーを介して共有結合的に連結されている、請求項１
２６に記載の組成物。
【請求項１２８】
　前記第１の安定化オリゴヌクレオチドが、前記合成ＲＮＡの５’末端における１番目の
ヌクレオチドの１０ヌクレオチド以内の位置における該合成ＲＮＡと相補的な相補性領域
を含む、請求項１２２～１２７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２９】
　前記合成ＲＮＡが、５’－メチルグアノシンキャップを含み、前記第１の安定化オリゴ
ヌクレオチドが、該５’－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側のヌクレオチドの
１０ヌクレオチド以内の位置における該合成ＲＮＡと相補的な相補性領域を含む、請求項
１２２～１２８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３０】
　前記第２の安定化オリゴヌクレオチドが、前記合成ＲＮＡの３’末端の２５０ヌクレオ
チド以内の位置における該合成ＲＮＡと相補的な相補性領域を含む、請求項１２２～１２
９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３１】
　前記合成ＲＮＡが、３’－ポリ（Ａ）テイルを含み、前記第２の安定化オリゴヌクレオ
チドが、該合成ＲＮＡのポリアデニル化ジャンクションの１００ヌクレオチド以内の位置
における該合成ＲＮＡと相補的な相補性領域を含む、請求項１２２～１３０のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１３２】
　前記第２の安定化オリゴヌクレオチドの相補性領域が、前記合成ＲＮＡのポリアデニル
化ジャンクションとすぐ隣接しているかまたは重複している、請求項１２２～１３１のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記合成ＲＮＡが、１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチドを含む、請求項１２０～
１３２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３４】
　前記１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチドが、２’－アミノ－２’－デオキシヌク
レオチド、２’－アジド－２’－デオキシヌクレオチド、２’－フルオロ－２’－デオキ
シヌクレオチド、２’－Ｏ－メチル－ヌクレオチド、２’糖超修飾剤、２’－修飾熱安定
性向上剤、２’－フルオロ－２’－デオキシアデノシン－５’－三リン酸、２’－フルオ
ロ－２’－デオキシシチジン－５’－三リン酸、２’－フルオロ－２’－デオキシグアノ
シン－５’－三リン酸、２’－フルオロ－２’－デオキシウリジン－５’－三リン酸、２
’－Ｏ－メチルアデノシン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルシチジン－５’－三リン
酸、２’－Ｏ－メチルグアノシン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルウリジン－５’－
三リン酸、シュードウリジン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルイノシン－５’－三リ
ン酸、２’－アミノ－２’－デオキシシチジン－５’－三リン酸、２’－アミノ－２’－
デオキシウリジン－５’－三リン酸、２’－アジド－２’－デオキシシチジン－５’－三
リン酸、２’－アジド－２’－デオキシウリジン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルシ
ュードウリジン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチル－５－メチルウリジン－５’－三リ
ン酸、２’－アジド－２’－デオキシアデノシン－５’－三リン酸、２’－アミノ－２’
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－デオキシアデノシン－５’－三リン酸、２’－フルオロ－チミジン－５’－三リン酸、
２’－アジド－２’－デオキシグアノシン－５’－三リン酸、２’－アミノ－２’－デオ
キシグアノシン－５’－三リン酸およびＮ４－メチルシチジン－５’－三リン酸からなる
群より選択される、請求項１３３に記載の方法。
【請求項１３５】
　１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチドを含む環状化した合成ＲＮＡ。
【請求項１３６】
　合成ＲＮＡの５’領域とハイブリダイズされる第１の安定化オリゴヌクレオチド、およ
び
　該合成の３’領域とハイブリダイズされる第２の安定化オリゴヌクレオチドを含み、該
第１の安定化オリゴヌクレオチドは、該第２の安定化オリゴヌクレオチドと共有結合的に
連結され、該合成ＲＮＡとともに、環状化した生成物を形成する、請求項１３５に記載の
環状化した合成ＲＮＡ。
【請求項１３７】
　請求項１３５または１３６に記載の環状化した合成ＲＮＡおよび薬学的に許容され得る
キャリアまたは賦形剤を含む薬学的組成物。
【請求項１３８】
　請求項１３５または１３６に記載の環状化した合成ＲＮＡ、ならびにナノ粒子、ポリ（
乳酸－ｃｏ－グリコール酸）（ＰＬＧＡ）ミクロスフェア、リピドイド、リポプレックス
、リポソーム、ポリマー、炭水化物（単糖類を含む）、カチオン性脂質、フィブリンゲル
、フィブリンヒドロゲル、フィブリン糊、フィブリンシーラント、フィブリノゲン、トロ
ンビンおよび迅速に排除される脂質ナノ粒子（ｒｅＬＮＰ）のうちの１つまたはそれを超
えるものを含む組成物。
【請求項１３９】
　前記環状化した合成ＲＮＡが、ＧａｌＮａｃなどの炭水化物または他の標的化部分に結
合体化される、請求項１３５に記載の環状化した合成ＲＮＡ。
【請求項１４０】
　前記第１または第２の安定化オリゴヌクレオチドが、ＧａｌＮａｃなどの炭水化物また
は他の標的化部分に結合体化される、請求項１３５に記載の環状化した合成ＲＮＡ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許法§１１９（ｅ）のもと、「ＲＮＡ安定性を調節するための組成物
および方法」という名称であり、２０１４年６月１０日に出願された米国仮出願第６２／
０１０，４１７号、「ＲＮＡ安定性を調節するための組成物および方法」という名称であ
り、２０１３年１０月３１日に出願された米国仮出願第６１／８９８，４６１号および「
ＲＮＡ安定性を調節するための組成物および方法」という名称であり、２０１３年８月１
６日に出願された米国仮出願第６１／８６６，９８９号の利益を請求する。その各々の内
容は、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、オリゴヌクレオチドに基づく組成物、ならびに核酸を調節するためにオリゴ
ヌクレオチドに基づく組成物を使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　ヒトの疾患のかなりの部分は、疾患に関連する転写単位（非コードＲＮＡ、タンパク質
をコードするＲＮＡまたは他の制御性のコードゲノム領域もしくは非コードゲノム領域）
のタンパク質レベルおよび／またはＲＮＡレベルを選択的に変化させることによって処置
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され得る。遺伝子の発現を阻害するための方法は、当該分野で公知であり、その方法とし
ては、例えば、アンチセンス、ＲＮＡｉ、およびｍｉＲＮＡによって媒介されるアプロー
チが挙げられる。そのような方法は、ｍＲＮＡの翻訳を阻止する工程または標的ＲＮＡの
分解を引き起こす工程を含み得る。しかしながら、遺伝子の発現を増加させるために利用
可能なアプローチは限られている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　発明の要旨
　本明細書中に開示される本発明の態様は、核酸を調節するために有用な方法および組成
物に関する。いくつかの実施形態において、本明細書中に提供される方法および組成物は
、分解（例えば、エキソヌクレアーゼ媒介性分解）からＲＮＡ（例えば、ＲＮＡ転写物）
を保護するために有用である。いくつかの実施形態において、保護されるＲＮＡは、細胞
の外側に存在する。いくつかの実施形態において、保護されるＲＮＡは、細胞の中に存在
する。いくつかの実施形態において、標的化された様式でタンパク質および／またはＲＮ
Ａのレベルを転写後に変化させるために有用な方法および組成物が提供される。いくつか
の実施形態において、本明細書中に開示される方法は、標的化されたＲＮＡの分解または
プロセシングを減少させるかまたは妨げ、それにより、標的化されたＲＮＡの定常状態レ
ベルを上昇させる工程を含む。いくつかの実施形態において、本明細書中に開示される方
法は、標的化されたＲＮＡの翻訳を増加させるかまたはその転写を増加させ、それにより
、標的化された様式でＲＮＡのレベルおよび／またはタンパク質のレベルを上昇させる工
程も含み得るか、またはその工程を代替的に含み得る。
【０００５】
　本発明の態様は、ある特定のＲＮＡ分解がエキソヌクレアーゼによって媒介されるとい
う認識に関する。いくつかの実施形態において、エキソヌクレアーゼは、ＲＮＡをその３
’末端および／または５’末端から破壊し得る。理論に拘束されることを望むものではな
いが、いくつかの実施形態において、ＲＮＡの一方または両方の末端は、その一方もしく
は両方の末端または末端付近においてそのＲＮＡとハイブリダイズするオリゴヌクレオチ
ド（オリゴ）とそのＲＮＡを接触させ、それにより、そのＲＮＡの安定性および／または
レベルを高めることによって、エキソヌクレアーゼ酵素活性から保護され得ると考えられ
る。本明細書中に開示されるように、一方もしくは両方の末端または末端付近においてＲ
ＮＡを標的化することによってそのＲＮＡの安定性および／またはレベルを高めることが
できることは、そのＲＮＡを内部切断によって破壊することができるエンドヌクレアーゼ
が（例えば、細胞内に）存在するという部分的な理由から、驚くべきことである。さらに
、いくつかの実施形態において、５’標的化オリゴヌクレオチドが、ＲＮＡの安定化また
はＲＮＡレベルの上昇において、単独で（例えば、３’標的化オリゴヌクレオチドと組み
合わせせずに、または偽環状化（ｐｓｅｕｄｏｃｉｒｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ）オリゴ
ヌクレオチドの状況において）有効であることは、驚くべきことである。なぜなら、細胞
内には、例えば、３’末端をプロセシングするエキソヌクレアーゼが主要であり得る（例
えば、５’末端をプロセシングするエキソヌクレアーゼと比べて）からである。しかしな
がら、いくつかの実施形態において、３’標的化オリゴヌクレオチドは、標的ＲＮＡを安
定化するために、５’標的化オリゴヌクレオチドと組み合わせて使用されるか、または単
独で使用される。
【０００６】
　標的化されるＲＮＡがタンパク質をコードするいくつかの実施形態において、そのＲＮ
Ａの定常状態レベルの上昇は、コードされたタンパク質のレベルの上昇を同時にもたらす
。したがって、いくつかの実施形態において、細胞に送達されたときに標的ＲＮＡのタン
パク質レベルを上昇させるオリゴヌクレオチド（５’－標的化オリゴヌクレオチド、３’
－標的化オリゴヌクレオチドおよび偽環状化オリゴヌクレオチドを含む）が本明細書中に
提供される。いくつかの実施形態において、標的ＲＮＡレベルが上昇するだけでなく、結
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果として生じる翻訳産物も増加することは注目すべきことである。いくつかの実施形態に
おいて、翻訳が生じる場合、翻訳を促進するために、リボソーム機構がＲＮＡのある特定
の領域（例えば、５’キャップ領域、開始コドンなど）に接近する必要があると理解され
ているという部分的な理由から、この結果は驚くべきことである。
【０００７】
　標的化されるＲＮＡが非コードであるいくつかの実施形態において、その非コードＲＮ
Ａの定常状態レベルの上昇は、その非コードＲＮＡに関連する活性の増加を同時にもたら
す。例えば、非コードＲＮＡがｍｉＲＮＡである場合、そのｍｉＲＮＡの定常状態レベル
の上昇は、そのｍｉＲＮＡによって標的化されるｍＲＮＡの分解の増加をもたらし得る。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物を標的化するためおよび安定化するために
、送達、ハイブリダイゼーションおよび細胞内での安定性に適した化学的性質を有するオ
リゴヌクレオチドが提供される。さらに、いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオ
チドの薬物動態、体内分布、バイオアベイラビリティおよび／または有効性をコントロー
ルするために有用なオリゴヌクレオチドの化学的性質が提供される。
【０００９】
　本発明のいくつかの態様において、合成ＲＮＡ（例えば、細胞に送達される合成ＲＮＡ
）を安定化するための方法が提供される。いくつかの実施形態において、それらの方法は
、合成ＲＮＡの５’領域および合成ＲＮＡの３’領域に結合し、かつ合成ＲＮＡに結合さ
れたときにその合成ＲＮＡとともに環状化した生成物を形成する１つまたはそれを超える
オリゴヌクレオチドと合成ＲＮＡを接触させる工程を含む。いくつかの実施形態において
、合成ＲＮＡは、１つまたはそれを超えるオリゴヌクレオチドと細胞の外側で接触する。
いくつかの実施形態において、それらの方法は、環状化した生成物を細胞に送達する工程
をさらに含む。
【００１０】
　本発明のいくつかの態様において、細胞においてタンパク質の発現を増加させるための
方法が提供され、その方法は、そのタンパク質をコードする環状化した合成ＲＮＡを細胞
に送達する工程を含み、ここで、その細胞におけるタンパク質の合成は、環状化したＲＮ
Ａが細胞に送達された後に増加する。いくつかの実施形態において、環状化した合成ＲＮ
Ａは、１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、
タンパク質をコードする環状化した合成ＲＮＡを細胞に送達する工程を含む方法が提供さ
れ、ここで、その細胞におけるタンパク質の合成は、環状化した合成ＲＮＡが細胞に送達
された後に増加する。いくつかの実施形態において、環状化した合成ＲＮＡは、一本鎖の
共有結合的に閉環状のＲＮＡである。いくつかの実施形態において、一本鎖の共有結合的
に閉環状のＲＮＡは、１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチドを含む。いくつかの実施
形態において、環状化した合成ＲＮＡは、５’末端および３’を有するＲＮＡを合成し、
その５’末端および３’末端を互いにライゲートすることによって、形成される。いくつ
かの実施形態において、環状化した合成ＲＮＡは、合成ＲＮＡを生成し（例えば、インビ
トロ転写または人工的な（非天然の）化学合成によって）、その合成ＲＮＡの５’領域お
よびその合成ＲＮＡの３’領域に結合し、かつ合成ＲＮＡに結合されたときに、その合成
ＲＮＡとともに環状化した生成物を形成する１つまたはそれを超えるオリゴヌクレオチド
とその合成ＲＮＡを接触させることによって形成される。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、合成ＲＮＡを安定化するための方法が提供され、その方
法は、合成ＲＮＡの５’領域を標的化する第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび合成Ｒ
ＮＡの３’領域を標的化する第２の安定化オリゴヌクレオチドと合成ＲＮＡを、その第１
の安定化オリゴヌクレオチドおよび第２の安定化オリゴヌクレオチドが合成ＲＮＡ上の標
的配列とハイブリダイズする条件下において接触させる工程を含む。いくつかの実施形態
において、第１の安定化オリゴヌクレオチドは、合成ＲＮＡが、第１および第２の安定化
オリゴヌクレオチドとハイブリダイズしたときに、環状化した生成物を形成するように、
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第２の安定化オリゴヌクレオチドと共有結合的に連結される。いくつかの実施形態におい
て、合成ＲＮＡは、第１および第２の安定化オリゴヌクレオチドと細胞の外側で接触する
。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、合成ＲＮＡを細胞に送達する方法が提供され、その方法
は、合成ＲＮＡの５’領域を標的化する第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび合成ＲＮ
Ａの３’領域を標的化する第２の安定化オリゴヌクレオチドと合成ＲＮＡを、第１の安定
化オリゴヌクレオチドおよび第２の安定化オリゴヌクレオチドが合成ＲＮＡ上の標的配列
とハイブリダイズする条件下において接触させる工程；および環状化した生成物を細胞に
送達する工程を含む。いくつかの実施形態において、第１の安定化オリゴヌクレオチドは
、合成ＲＮＡが、第１および第２の安定化オリゴヌクレオチドとハイブリダイズしたとき
に、環状化した生成物を形成するように、第２の安定化オリゴヌクレオチドと共有結合的
に連結される。いくつかの実施形態において、第１の安定化オリゴヌクレオチドおよび第
２の安定化オリゴヌクレオチドは、本明細書中に開示される任意の適切なリンカー（例え
ば、オリゴヌクレオチドリンカー）を介して共有結合的に連結される。
【００１３】
　本発明の態様は、細胞においてＲＮＡ転写物の安定性を高める方法に関する。いくつか
の実施形態において、本明細書中に提供される方法は、ＲＮＡ転写物を安定化する本明細
書中に開示される１つまたはそれを超えるオリゴヌクレオチドを細胞に送達する工程を含
む。いくつかの実施形態において、それらの方法は、ＲＮＡ転写物の５’領域を標的化す
る第１の安定化オリゴヌクレオチドおよびＲＮＡ転写物の３’領域を標的化する第２の安
定化オリゴヌクレオチドを細胞に送達する工程を含む。いくつかの実施形態において、第
１の安定化オリゴヌクレオチドは、第２の安定化オリゴヌクレオチドと共有結合的に連結
される。いくつかの実施形態において、第１の安定化オリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写
物の５’末端における１番目に転写されたヌクレオチドの１０ヌクレオチド以内の位置に
おけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ
転写物は、５’－メチルグアノシンキャップを含み、第１の安定化オリゴヌクレオチドは
、その５’－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側のヌクレオチドの１０ヌクレオ
チド以内の位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形態
において、第２の安定化オリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の３’末端の２５０ヌクレ
オチド以内の位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形
態において、ＲＮＡ転写物は、３’－ポリ（Ａ）テイルを含み、第２の安定化オリゴヌク
レオチドは、ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションの１００ヌクレオチド以内の
位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形態において、
第２の安定化オリゴヌクレオチドの相補性領域は、ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャン
クションとすぐ隣接しているかまたは重複している。いくつかの実施形態において、細胞
は、インビトロにおけるものである。いくつかの実施形態において、細胞は、インビボに
おけるものである。いくつかの実施形態において、第２の安定化オリゴヌクレオチドは、
３’－ポリ（ａ）テイル内の位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を含む。い
くつかの実施形態において、第２の安定化オリゴヌクレオチドは、５～１５個のピリミジ
ン（例えば、チミン）ヌクレオチドを含む領域を含む。
【００１４】
　本発明のさらなる態様は、被験体における低レベルのＲＮＡ転写物に関連する状態また
は疾患を処置する方法に関する。いくつかの実施形態において、その方法は、オリゴヌク
レオチドを被験体に投与する工程を含む。
【００１５】
　前述の方法のいくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ｍＲＮＡ、非コードＲＮ
Ａ、長い非コードＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡまたは他の任意の好適な転写物であ
る。
【００１６】
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　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ＡＢＣＡ１、ＡＰＯＡ１、ＡＴＰ２Ａ
２、ＢＤＮＦ、ＦＸＮ、ＨＢＡ２、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＨＢＥ１、ＨＢＧ１、ＨＢＧ２、Ｓ
ＭＮ、ＵＴＲＮ、ＰＴＥＮ、ＭＥＣＰ２およびＦＯＸＰ３からなる群より選択される遺伝
子から発現されるｍＲＮＡである。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ＡＢＣＡ４、ＡＢＣＢ１１、ＡＢＣＢ
４、ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ８、ＡＤＩＰＯＱ、ＡＬＢ、ＡＰＯＥ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＲ
ＣＡ１、ＣＤ２７４、ＣＥＰ２９０、ＣＦＴＲ、ＥＰＯ、Ｆ７、Ｆ８、ＦＬＩ１、ＦＭＲ
１、ＦＮＤＣ５、ＧＣＨ１、ＧＣＫ、ＧＬＰ１Ｒ、ＧＲＮ、ＨＡＭＰ、ＨＰＲＴ１、ＩＤ
Ｏ１、ＩＧＦ１、ＩＬ１０、ＩＬ６、ＫＣＮＭＡ１、ＫＣＮＭＢ１、ＫＣＮＭＢ２、ＫＣ
ＮＭＢ３、ＫＣＮＭＢ４、ＫＬＦ１、ＫＬＦ４、ＬＤＬＲ、ＭＳＸ２、ＭＹＢＰＣ３、Ｎ
ＡＮＯＧ、ＮＦ１、ＮＫＸ２－１、ＮＫＸ２－１－ＡＳ１、ＰＡＨ、ＰＴＧＳ２、ＲＢ１
、ＲＰＳ１４、ＲＰＳ１９、ＳＣＡＲＢ１、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＩＲＴ１、ＳＩＲＴ６
、ＳＭＡＤ７、ＳＴ７、ＳＴＡＴ３、ＴＳＩＸおよびＸＩＳＴからなる群より選択される
遺伝子から発現されるｍＲＮＡである。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ＨＯＴＡＩＲおよびＡＮＲＩＬからな
る群より選択される非コードＲＮＡである。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ＦＸＮ、ＥＰＯ、ＫＬＦ４、ＡＣＴＢ
、ＵＴＲＮ、ＨＢＦ、ＳＭＮ、ＦＯＸＰ３、ＰＴＥＮ、ＮＦＥ２Ｌ２およびＡＴＰ２Ａ２
からなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲＮＡである。
【００２０】
　本発明のいくつかの態様において、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチ
ドと相補的な相補性領域を含むオリゴヌクレオチドが提供され、ここで、その相補性領域
の３’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の転写開始部位の１０ヌクレオチド以
内のヌクレオチドと相補的である。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは
、少なくとも１つの修飾されたヌクレオシド間結合または少なくとも１つの架橋ヌクレオ
チド（ｂｒｉｄｇｅｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）によって連結されたヌクレオチドを含む
。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、８～５０または９～２０ヌクレ
オチド長である。
【００２１】
　本発明のいくつかの態様において、２つの相補性領域を含むオリゴヌクレオチドが提供
され、その２つの相補性領域の各々は、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオ
チドと相補的であり、第１の相補性領域の３’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写
物の転写開始部位の１００ヌクレオチド以内のヌクレオチドと相補的であり、第２の相補
性領域は、ＲＮＡ転写物の３’末端の３００ヌクレオチド以内で終わるＲＮＡ転写物の領
域と相補的である。
【００２２】
　本発明のいくつかの態様において、一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を含むオリゴヌクレ
オチドが提供され、式中、Ｘ１は、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチド
と相補的な相補性領域を有する５～２０ヌクレオチドを含み、Ｘ１の相補性領域の３’末
端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の転写開始部位におけるヌクレオチドと相補的
であり；Ｘ２は、１～２０ヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転
写物は、その５’末端に７－メチルグアノシンキャップを有する。いくつかの実施形態に
おいて、ＲＮＡ転写物は、７－メチルグアノシンキャップを有し、Ｘ１の相補性領域の３
’末端におけるヌクレオチドは、その７－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側に
存在するＲＮＡ転写物のヌクレオチドと相補的である。いくつかの実施形態において、Ｘ

２の５’末端における少なくとも１番目のヌクレオチドは、グアニンと相補的なピリミジ
ンである。いくつかの実施形態において、Ｘ２の５’末端における２番目のヌクレオチド
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は、グアニンと相補的なピリミジンである。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、式５
’－Ｙ１－Ｙ２－Ｙ３－３’を含み、ここで、Ｘ２は、Ｙ２のヌクレオチドを含むループ
領域およびＹ３の少なくとも２個連続したヌクレオチドとハイブリダイズしたＹ１の少な
くとも２個連続したヌクレオチドを含むステム領域を有するステムループ構造を形成する
。いくつかの実施形態において、Ｙ１、Ｙ２およびＹ３は、独立して、１～１０個のヌク
レオチドを含む。いくつかの実施形態において、Ｙ３は、ステム領域の３’末端のすぐ後
ろの位置に、グアニンと相補的なピリミジンを含む。いくつかの実施形態において、Ｙ３

は、ステム領域の３’末端の後に１～２個のヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態に
おいて、ステム領域の３’末端の後のＹ３のヌクレオチドは、ＤＮＡヌクレオチドである
。いくつかの実施形態において、ステム領域は、２～３個のＬＮＡを含む。いくつかの実
施形態において、グアニンと相補的なピリミジンは、シトシンである。いくつかの実施形
態において、Ｙ２のヌクレオチドは、少なくとも１つのアデニンを含む。いくつかの実施
形態において、Ｙ２は、３～４個のヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、
Ｙ２のヌクレオチドは、ＤＮＡヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、Ｙ２

は、少なくとも１つのアデニンヌクレオチドを含む３～４個のＤＮＡヌクレオチドを含む
。１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチド（例えば、２’－Ｏ－メチル、ＬＮＡヌクレ
オチド）が、Ｙ２に存在し得ることが認識されるべきである。いくつかの実施形態におい
て、Ｘ２は、Ｘ１の相補性領域と相補的なＲＮＡ転写物の領域と重複しないＲＮＡ転写物
の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形
態において、Ｘ２の相補性領域は、ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションの１０
０ヌクレオチド以内に存在する。いくつかの実施形態において、Ｘ２の相補性領域は、Ｒ
ＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションとすぐ隣接しているかまたは重複しているＲ
ＮＡ転写物と相補的である。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、ＲＮＡ転写物のポリ
（Ａ）テイルのアデニンヌクレオチドと相補的な少なくとも２個連続したピリミジンヌク
レオチドをさらに含む。いくつかの実施形態において、Ｘ２の相補性領域は、ポリ（ａ）
テイル内に存在する。いくつかの実施形態において、Ｘ２の相補性領域は、５～１５個の
ピリミジン（例えば、チミン）ヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、ＲＮ
Ａ転写物は、ｍＲＮＡ、非コードＲＮＡ、長い非コードＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｎｏＲＮ
Ａまたは他の任意の好適なＲＮＡ転写物である。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転
写物は、ｍＲＮＡ転写物であり、Ｘ２は、その転写物の３’－ＵＴＲにおける少なくとも
５個連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形態において、
ＲＮＡ転写物は、ＡＢＣＡ１、ＡＰＯＡ１、ＡＴＰ２Ａ２、ＢＤＮＦ、ＦＸＮ、ＨＢＡ２
、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＨＢＥ１、ＨＢＧ１、ＨＢＧ２、ＳＭＮ、ＵＴＲＮ、ＰＴＥＮ、ＭＥ
ＣＰ２およびＦＯＸＰ３からなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲＮＡである
。いくつかの実施形態において、Ｘ１は、配列５’－ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧ－３’を含む
。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、配列ＣＣを含む。いくつかの実施形態において
、Ｘ２は、配列５’－ＣＣＡＡＡＧＧＴＣ－３’を含む。いくつかの実施形態において、
オリゴヌクレオチドは、配列５’－ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧＣＣＡＡＡＧＧＴＣ－３’を含
む。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ＡＢＣＡ４、ＡＢＣＢ１１、ＡＢＣ
Ｂ４、ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ８、ＡＤＩＰＯＱ、ＡＬＢ、ＡＰＯＥ、ＢＣＬ２Ｌ１１、Ｂ
ＲＣＡ１、ＣＤ２７４、ＣＥＰ２９０、ＣＦＴＲ、ＥＰＯ、Ｆ７、Ｆ８、ＦＬＩ１、ＦＭ
Ｒ１、ＦＮＤＣ５、ＧＣＨ１、ＧＣＫ、ＧＬＰ１Ｒ、ＧＲＮ、ＨＡＭＰ、ＨＰＲＴ１、Ｉ
ＤＯ１、ＩＧＦ１、ＩＬ１０、ＩＬ６、ＫＣＮＭＡ１、ＫＣＮＭＢ１、ＫＣＮＭＢ２、Ｋ
ＣＮＭＢ３、ＫＣＮＭＢ４、ＫＬＦ１、ＫＬＦ４、ＬＤＬＲ、ＭＳＸ２、ＭＹＢＰＣ３、
ＮＡＮＯＧ、ＮＦ１、ＮＫＸ２－１、ＮＫＸ２－１－ＡＳ１、ＰＡＨ、ＰＴＧＳ２、ＲＢ
１、ＲＰＳ１４、ＲＰＳ１９、ＳＣＡＲＢ１、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＩＲＴ１、ＳＩＲＴ
６、ＳＭＡＤ７、ＳＴ７、ＳＴＡＴ３、ＴＳＩＸおよびＸＩＳＴからなる群より選択され
る遺伝子から発現されるｍＲＮＡである。
【００２３】
　本発明のいくつかの態様において、１０～５０または９～５０または９～２０ヌクレオ
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チド長であって、ｍＲＮＡ転写物の５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチド
と相補的な第１の領域、およびｍＲＮＡ転写物の３’－ＵＴＲの、ポリ（Ａ）テイルの、
またはポリアデニル化ジャンクションと重複する、少なくとも５個連続したヌクレオチド
と相補的な第２の領域を有する、オリゴヌクレオチド提供される。いくつかの実施形態に
おいて、５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチドの１番目は、ｍＲＮＡ転写
物の５’－メチルグアノシンキャップの１０ヌクレオチド以内に存在する。いくつかの実
施形態において、第２の領域は、ポリアデニル化ジャンクションと重複する少なくとも５
個連続したヌクレオチドと相補的である。いくつかの実施形態において、第２の領域は、
ポリ（ａ）テイルの少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的である。いくつかの実
施形態において、第２の領域は、５～１５個のピリミジン（例えば、チミン）ヌクレオチ
ドを含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、第１の領域の５’末端
を第２の領域の３’末端と連結する２～２０個のヌクレオチドをさらに含む。いくつかの
実施形態において、オリゴヌクレオチドは、第１の領域の３’末端を第２の領域の５’末
端と連結する２～２０個のヌクレオチドをさらに含む。いくつかの実施形態において、オ
リゴヌクレオチドは、１０～５０または９～５０または９～２０ヌクレオチド長である。
【００２４】
　本発明のいくつかの態様において、一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を含むオリゴヌクレ
オチドが提供され、式中、Ｘ１は、アデニンと塩基対を形成する２～２０個のピリミジン
ヌクレオチドを含み；Ｘ２は、ポリアデニル化されたＲＮＡ転写物の少なくとも３個連続
したヌクレオチドと相補的な相補性領域を含み、Ｘ２の相補性領域の５’末端におけるヌ
クレオチドは、ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションに対してすぐ内側に存在す
るＲＮＡ転写物のヌクレオチドと相補的である。いくつかの実施形態において、Ｘ１は、
２～２０個のチミジンまたはウリジンを含む。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供されるオリゴヌクレオチドは、少なく
とも１つの修飾されたヌクレオシド間結合を含む。いくつかの実施形態において、本明細
書中に提供されるオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの修飾ヌクレオチドを含む。い
くつかの実施形態において、少なくとも１つのヌクレオチドは、２’Ｏ－メチルを含む。
いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、少なくとも１つのリボヌクレオチ
ド、少なくとも１つのデオキシリボヌクレオチド、少なくとも１つの２’－フルオロ－デ
オキシリボヌクレオチドまたは少なくとも１つの架橋ヌクレオチドを含む。いくつかの実
施形態において、架橋ヌクレオチドは、ＬＮＡヌクレオチド、ｃＥｔヌクレオチドまたは
ＥＮＡ修飾ヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの各
ヌクレオチドは、ＬＮＡヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、オリゴヌク
レオチドのヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドと２’－フルオロ－デオキシリボ
ヌクレオチド、２’－Ｏ－メチルヌクレオチドまたは架橋ヌクレオチドとが交互になって
いるものを含む。いくつかの実施形態において、本明細書中に提供されるオリゴヌクレオ
チドは、ミックスマー（ｍｉｘｍｅｒ）である。いくつかの実施形態において、本明細書
中に提供されるオリゴヌクレオチドは、モルホリノである。
【００２６】
　本発明のいくつかの態様において、表３、７、８または９に示されているようなヌクレ
オチド配列を含むオリゴヌクレオチドが提供される。本発明のいくつかの態様において、
表３、７、８または９に示されているようなヌクレオチド配列の少なくとも８ヌクレオチ
ドのフラグメントを含むオリゴヌクレオチドが提供される。
【００２７】
　本発明のいくつかの態様において、ヌクレオシド間結合を介して連結された５～２５個
のヌクレオチドを有する第１のオリゴヌクレオチドおよびヌクレオシド間結合を介して連
結された５～２５個のヌクレオチドを有する第２のオリゴヌクレオチドを含む組成物が提
供され、ここで、その第１のオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の５’末端の１００ヌ
クレオチド以内の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的であり、第２のオリゴヌ
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クレオチドは、ＲＮＡ転写物の３’末端の１００ヌクレオチド以内の少なくとも５個連続
したヌクレオチドと相補的である。いくつかの実施形態において、第１のオリゴヌクレオ
チドと第２のオリゴヌクレオチドとは、ＲＮＡ転写物と相補的な配列を有するオリゴヌク
レオチドではないリンカーによってつなげられている。いくつかの実施形態において、リ
ンカーは、オリゴヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、リンカーは、ポリ
ペプチドである。
【００２８】
　本発明のいくつかの態様において、本明細書中に開示される１つまたはそれを超えるオ
リゴヌクレオチドを含む組成物が提供される。いくつかの実施形態において、複数のオリ
ゴヌクレオチドを含む組成物が提供され、ここで、それらのオリゴヌクレオチドの各々の
少なくとも７５％は、表３、７、８または９に示されているようなヌクレオチド配列を含
むか、またはそのヌクレオチド配列からなる。いくつかの実施形態において、オリゴヌク
レオチドは、一価カチオン（例えば、Ｌｉ＋、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃｓ＋）と複合体を形成し
ている。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、凍結乾燥された形態で存
在する。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、水溶液で存在する。いく
つかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、キャリア（例えば、薬学的に許容され
得るキャリア）とともに提供されるか、そのキャリアと組み合わされるか、または混合さ
れる。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、緩衝液中に提供される。い
くつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、キャリア（例えば、ペプチド、ステ
ロイドまたは他の分子）と結合体化されている。本発明のいくつかの態様において、組成
物が収容されている容器を備えるキットが提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】図１は、３’ＲＮＡ末端を標的化するための例示的なオリゴデザインを描写して
いる説明図である。第１の例は、ポリＡテイルの前の、ＲＮＡの３’末端に相補的なオリ
ゴを示している。第２の例は、ポリＡテイルにハイブリダイズする５’Ｔ－ストレッチを
有するＲＮＡの３’末端に相補的なオリゴを示している。
【００３０】
【図２】図２は、５’ＲＮＡ末端を標的化するための例示的なオリゴを描写している説明
図である。第１の例は、ＲＮＡの５’末端に相補的なオリゴを示している。第２の例は、
ＲＮＡの５’末端に相補的なオリゴを示しており、そのオリゴは、３’オーバーハング残
基を有することにより、陥凹末端を有するＲＮＡ－オリゴ二重鎖をもたらす。オーバーハ
ングは、５’メチルグアノシンキャップと潜在的に相互作用し、さらにそのキャップを安
定化する、Ｃを含むがこれに限定されないヌクレオチドの組み合わせを含み得る。
【００３１】
【図３Ａ】図３Ａは、５’ＲＮＡ末端を標的化するための例示的なオリゴならびに５’お
よび３’ＲＮＡ末端を標的化するための例示的なオリゴを描写している説明図である。こ
の例は、５’ＲＮＡキャップを安定化するループを有するオリゴ、または５’および３’
ＲＮＡ末端に結合して偽環状化した（ｐｓｅｕｄｏ－ｃｉｒｃｕｌａｒｉｚｅｄ）ＲＮＡ
をもたらすオリゴを示している。
【００３２】
【図３Ｂ】図３Ｂは、オリゴによって媒介される例示的なＲＮＡ偽環状化を描写している
説明図である。この説明図は、例示的なＲＮＡの５’および３’領域に結合するＬＮＡミ
ックスマーオリゴを示している。
【００３３】
【図４】図４は、フラタキシン（ＦＸＮ）３’ポリＡ部位を描写している略図である。
【００３４】
【図５】図５は、ＦＸＮ５’開始部位を描写している略図である。
【００３５】
【図６】図６は、実施例において試験された５’および３’オリゴヌクレオチドの位置を
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描写している略図である。
【００３６】
【図７】図７は、３’末端オリゴの試験の結果を描写しているグラフである。スクリーニ
ングをＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞株において行い、ＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを
トランスフェクションの１～３日後に計測した。トランスフェクションのために使用され
たオリゴ濃度は、１００ｎＭだった。
【００３７】
【図８】図８は、３’末端オリゴの試験の結果を描写しているグラフである。スクリーニ
ングをＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞株において行い、ＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを
トランスフェクションの１～３日後に計測した。トランスフェクションのために使用され
たオリゴ濃度は、４００ｎＭだった。
【００３８】
【図９】図９は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレギュレートすると示されたＦＸＮ３’オリ
ゴ７３、７５、７６および７７の位置および配列を描写している略図である。これらのオ
リゴのすべてが、ポリＴ配列を含んでいた。ｍＲＮＡへの各オリゴの結合の概略図が示さ
れている。
【００３９】
【図１０】図１０は、５’末端オリゴの試験の結果を描写しているグラフである。スクリ
ーニングをＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞において行い、ＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベル
をトランスフェクションの２日後に計測した。トランスフェクションのために使用された
オリゴ濃度は、１００ｎＭ（赤色のバー、各対における左のバー）および４００ｎＭ（青
色のバー、各対における右のバー）だった。４００ｎＭレベルを用いて得られたより低い
反応レベルは、高すぎるオリゴ濃度、および送達のために各オリゴを適切にコーティング
するトランスフェクション剤の利用可能性の低下に起因し得る。
【００４０】
【図１１】図１１は、ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞においてＦＸＮ３’オリゴ７５
と組み合わせて５’末端オリゴを試験した結果を描写しているグラフである。ＦＸＮ　ｍ
ＲＮＡのレベルをトランスフェクションの２および３日後に計測した。オリゴＡ／Ｂの場
合、オリゴＡは、５’末端を標的化し、オリゴＢは、３’末端を標的化する。トランスフ
ェクションのために使用されたオリゴ濃度は、最終２００ｎＭ＝１００ｎＭオリゴＡ＋１
００ｎＭオリゴＢ）だった。
【００４１】
【図１２】図１２は、図８に提示されたものと同じグラフを示している。バーを囲んでい
る四角は、ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞におけるＦＸＮのアップレギュレートにお
いて特に有効だった５’および３’オリゴ対を示している。
【００４２】
【図１３】図１３は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレギュレートすると示されたＦＸＮ　５
’オリゴ５１、５２、５７および６２の位置および配列を描写している略図である。これ
らのオリゴのすべてが、モチーフＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧを含んでいた。オリゴ６２によっ
て形成されるステムループ構造の概略図が示されている。
【００４３】
【図１４】図１４は、ＦＸＮオリゴ６２の予測される構造を描写している説明図である。
ヌクレオチド１～１５は、ＦＸＮアイソフォームのうちの１つの５’末端に相補的である
。ヌクレオチド２～８において示されている予測されるループは、細胞内では存在しない
可能性がある。なぜなら、この部分は、ＲＮＡにハイブリダイズし得るがゆえにこのルー
プは開いてＲＮＡにハイブリダイズし得るからである。ヌクレオチド１６～２４は、最も
３’のＣ残基をＦＸＮ　ｍＲＮＡの５’メチルグアノシンキャップと近接して配置するた
めに人工的に付加されたループである。
【００４４】
【図１５Ａ】図１５Ａおよび１５Ｂは、処置の２日後における細胞傷害性（ｃｙｔｏｘｉ



(22) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40

50

ｃｉｔｙ）（ＣＴＧ）を描写しているグラフである。オリゴによるＦＲＤＡ患者細胞株Ｇ
Ｍ０３８１６の処置は、１００および４００ｎＭでのオリゴ処置の２日目（図１５Ａ）お
よび３日目（図１５Ｂ）に細胞傷害性をもたらさなかった。
【図１５Ｂ】図１５Ａおよび１５Ｂは、処置の２日後における細胞傷害性（ｃｙｔｏｘｉ
ｃｉｔｙ）（ＣＴＧ）を描写しているグラフである。オリゴによるＦＲＤＡ患者細胞株Ｇ
Ｍ０３８１６の処置は、１００および４００ｎＭでのオリゴ処置の２日目（図１５Ａ）お
よび３日目（図１５Ｂ）に細胞傷害性をもたらさなかった。
【００４５】
【図１６】図１６は、ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞株における先の実験からのオリ
ゴの組み合わせの試験を示しているグラフのセットである。これらのオリゴのうちのいく
つかのＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルは、ＧＭ０３２１Ｂ正常線維芽細胞におけるＦＸＮ　ｍＲ
ＮＡのレベルとほぼ等しかった。オリゴＡ／Ｂの場合、オリゴＡは、５’末端を標的化し
、オリゴＢは、３’末端を標的化する。トランスフェクションのために使用されたオリゴ
濃度は、最終２００ｎＭ＝１００ｎＭオリゴＡ＋１００ｎＭオリゴＢ）だった。
【００４６】
【図１７】図１７は、オリゴによる２および３日間の処置におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのレ
ベルを描写しているグラフである。ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞における先の実験
でのポジティブヒットの生物学的反復実験（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅ
ｓ）から、２～３日後の高い定常状態ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルが確かめられた。オリゴＡ
／Ｂの場合、オリゴＡは、５’末端を標的化し、オリゴＢは、３’末端を標的化する。ト
ランスフェクションのために使用されたオリゴ濃度は、最終２００ｎＭ＝１００ｎＭオリ
ゴＡ＋１００ｎＭオリゴＢ）だった。
【００４７】
【図１８】図１８は、ＧＭ０４０７８　ＦＲＤＡ患者線維芽細胞におけるオリゴの試験を
描写しているグラフである。
【図１９】図１９は、「正常」細胞株であるＧＭ０３２１Ｂ線維芽細胞におけるオリゴの
試験を描写しているグラフである。ＧＭ０３２１Ｂ細胞は、ＦＲＤＡ患者細胞よりもおよ
そ４倍多いＦＸＮ　ｍＲＮＡを発現する。
【００４８】
【図２０】図２０は、５’および３’ＦＸＮオリゴ組み合わせ６２／７７に対するトラン
スフェクションの用量反応試験を描写しているグラフである。ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ
患者細胞株におけるＦＸＮオリゴ６２／７７組み合わせの生物学的反復実験および用量反
応は、２～３日後において高い定常状態ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルを示した。オリゴＡ／Ｂ
の場合、オリゴＡは、５’末端を標的化し、オリゴＢは、３’末端を標的化する。トラン
スフェクション試薬の量は、異なる濃度のオリゴにわたって一定に維持され、これは、オ
リゴ処置に対する比較的平坦な反応の原因であり得る。濃度は、最終のｎＭである（すな
わち、最終１０ｎＭ＝５ｎＭオリゴ６２＋５ｎＭオリゴ７７）。
【００４９】
【図２１】図２１は、オリゴで（１００ｎＭの単一オリゴ）または組み合わせて（２つの
オリゴを最終２００ｎＭで）処理されたＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者線維芽細胞におけ
るＦＸＮタンパク質レベルおよびＧＭ０３２１Ｂ正常線維芽細胞におけるＦＸＮタンパク
質レベルを描写しているグラフである。
【００５０】
【図２２】図２２は、オリゴ処置したときのＦＸＮタンパク質のレベルを描写しているグ
ラフである。ＦＸＮタンパク質（１００ｎＭ，ｄ３）ｎ＝２。
【００５１】
【図２３】図２３Ａおよび２３Ｂは、新規転写阻害剤アクチノマイシンＤ（ＡｃｔＤ）の
存在下における、オリゴ６２と７５（それぞれオリゴ３８５および３９８とも称される）
の組み合わせによる処置ありおよびなしのｍＲＮＡの相対的なレベルを描写しているグラ
フである。図２３Ａは、ＭＹＣ　ｍＲＮＡの相対的なレベルを描写している。図２２Ｂは
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、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの相対的なレベルを描写している。ｃＭｙｃは、比較的短い半減期（
約１００分）を有し、ＡｃｔＤ処理に対するポジティブコントロールとして使用された。
【００５２】
【図２４】図２４は、アクチノマイシンＤ（ＡｃｔＤ）で処理されたＧＭ０３８１６細胞
におけるオリゴを描写しているグラフである。０、２、４および８時間後におけるＦＸＮ
の発現が描写されている。
【００５３】
【図２５Ａ】図２５Ａおよび２５Ｂは、５’および３’ＦＸＮオリゴの組み合わせで処理
された、ＧＭ１５８５０およびＧＭ１５８５１細胞（図２５Ａ）またはＧＭ１６２０９お
よびＧＭ１６２２２（図２５Ｂ）におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルを描写しているグラフ
である。これは、１０マイクロモル濃度のオリゴヌクレオチドを用いた裸の（ｇｙｍｎｏ
ｔｉｃ）実験だった。
【図２５Ｂ】図２５Ａおよび２５Ｂは、５’および３’ＦＸＮオリゴの組み合わせで処理
された、ＧＭ１５８５０およびＧＭ１５８５１細胞（図２５Ａ）またはＧＭ１６２０９お
よびＧＭ１６２２２（図２５Ｂ）におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルを描写しているグラフ
である。これは、１０マイクロモル濃度のオリゴヌクレオチドを用いた裸の（ｇｙｍｎｏ
ｔｉｃ）実験だった。
【００５４】
【図２６】図２６は、５’末端標的化オリゴと３’末端標的化オリゴとの組み合わせおよ
び他のＦＸＮ標的化オリゴでの細胞の処理が、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベを上昇させることを
示しているグラフである。
【００５５】
【図２７】図２７は、３’末端オリゴのスクリーニングを示している一連のグラフである
。細胞を１０または４０ｎＭのオリゴでトランスフェクトし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトラン
スフェクションの２日後に計測した。
【００５６】
【図２８】図２８は、３’末端オリゴのスクリーニングを示している一連のグラフである
。細胞を１０または４０ｎＭのオリゴでトランスフェクトし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトラン
スフェクションの３日後に計測した。
【００５７】
【図２９】図２９は、５’末端オリゴのスクリーニングを示しているグラフおよび表であ
る。細胞を１０または４０ｎＭのオリゴでトランスフェクトし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトラ
ンスフェクションの２日後に計測した。
【００５８】
【図３０】図３０は、５’および３’末端オリゴの組み合わせの試験を示している一連の
グラフである。細胞を１０または４０ｎＭのオリゴの組み合わせでトランスフェクトし、
ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトランスフェクションの２日後に計測した。
【００５９】
【図３１】図３１は、５’および３’末端オリゴの組み合わせの試験を示している一連の
グラフである。細胞を１０または４０ｎＭのオリゴの組み合わせでトランスフェクトし、
ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトランスフェクションの３日後に計測した。
【００６０】
【図３２】図３２は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの定常状態レベルが、５’および３’末端オリゴ
の組み合わせで処理された細胞において経時的に上昇することを示しているグラフである
。細胞を１０ｎＭのオリゴの組み合わせでトランスフェクトし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトラ
ンスフェクションの２および３日後に計測した。
【００６１】
【図３３】図３３は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの定常状態レベルが、５’および３’末端オリゴ
の組み合わせで処理された細胞において経時的に上昇することを示しているグラフである
。細胞を４０ｎＭのオリゴの組み合わせでトランスフェクトし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトラ
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ンスフェクションの２および３日後に計測した。
【００６２】
【図３４】図３４は、ＦＸＮを、例えば、内部において、ポリＡテイルの近くで、または
エキソンにわたって、標的化する他のオリゴの試験の結果を示しているグラフである。
【００６３】
【図３５】図３５は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルが、単一のオリゴヌクレオチドを用いたと
き上昇することを示しているグラフである。細胞を１０ｎＭのオリゴでトランスフェクト
し、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトランスフェクションの２および３日後に計測した。
【００６４】
【図３６】図３６は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルが、単一のオリゴヌクレオチドを用いたと
き上昇することを示しているグラフである。細胞を４０ｎＭのオリゴでトランスフェクト
し、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトランスフェクションの２および３日後に計測した。
【００６５】
【図３７】図３７は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルが、５’オリゴヌクレオチドと３’オリゴ
ヌクレオチドとの組み合わせを用いたとき上昇することを示しているグラフである。細胞
を１０または４０ｎＭのオリゴの組み合わせでトランスフェクトし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡを
トランスフェクションの２および３日後に計測した。
【００６６】
【図３８Ａ】図３８Ａおよび３８Ｂは、１０または４０ｎＭのオリゴによるトランスフェ
クションが、トランスフェクションの２日後（図３８Ａ）または３日後（図３８Ｂ）の細
胞にとって細胞傷害性（ｃｙｔｏｘｉｃ）でないことを示しているグラフである。
【図３８Ｂ】図３８Ａおよび３８Ｂは、１０または４０ｎＭのオリゴによるトランスフェ
クションが、トランスフェクションの２日後（図３８Ａ）または３日後（図３８Ｂ）の細
胞にとって細胞傷害性（ｃｙｔｏｘｉｃ）でないことを示しているグラフである。
【００６７】
【図３９Ａ】図３９Ａおよび３９Ｂは、ＦＸＮのタンパク質レベル（図３９Ａ）およびｍ
ＲＮＡレベル（図３９Ｂ）が、１０ｎＭのオリゴでトランスフェクトされた細胞において
上昇することを示しているグラフである。タンパク質およびｍＲＮＡのレベルをトランス
フェクションの２または３日後に計測した。
【図３９Ｂ】図３９Ａおよび３９Ｂは、ＦＸＮのタンパク質レベル（図３９Ａ）およびｍ
ＲＮＡレベル（図３９Ｂ）が、１０ｎＭのオリゴでトランスフェクトされた細胞において
上昇することを示しているグラフである。タンパク質およびｍＲＮＡのレベルをトランス
フェクションの２または３日後に計測した。
【００６８】
【図４０Ａ】図４０Ａおよび４０Ｂは、ＦＸＮのタンパク質レベル（図４０Ａ）およびｍ
ＲＮＡレベル（図４０Ｂ）が、４０ｎＭのオリゴでトランスフェクトされた細胞において
上昇し得ることを示しているグラフである。タンパク質およびｍＲＮＡのレベルをトラン
スフェクションの２または３日後に計測した。
【図４０Ｂ】図４０Ａおよび４０Ｂは、ＦＸＮのタンパク質レベル（図４０Ａ）およびｍ
ＲＮＡレベル（図４０Ｂ）が、４０ｎＭのオリゴでトランスフェクトされた細胞において
上昇し得ることを示しているグラフである。タンパク質およびｍＲＮＡのレベルをトラン
スフェクションの２または３日後に計測した。
【００６９】
【図４１】図４１は、ＫＬＦ４　５’および３’末端標的化オリゴで処理された細胞にお
けるＫＬＦ４　ｍＲＮＡの発現レベルを描写しているグラフである。
【００７０】
【図４２】図４２は、ＫＬＦ４　５’および３’末端標的化オリゴで処理された細胞にお
けるＫＬＦ４タンパク質の発現レベルを描写しているウエスタンブロットの像である。
【００７１】
【図４３】図４３は、ＫＬＦ４　５’および３’末端標的化オリゴ（ＫＬＦ４の５’末端
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と３’末端の両方を標的化する環状化したオリゴヌクレオチド、ならびにＫＬＦ４の５’
および３’末端を標的化する個々のオリゴヌクレオチドを含む）で処理された細胞におけ
るＫＬＦ４　ｍＲＮＡの発現レベルを描写しているグラフである。
【００７２】
【図４４Ａ】図４４Ａおよび４４Ｂは、ＰＴＥＮオリゴで処理された細胞における３日目
のＰＴＥＮ　ｍＲＮＡの発現レベルを描写しているグラフである。ＧＭ０４０７８線維芽
細胞をそれらのオリゴでトランスフェクトし、溶解産物を３日目に回収した。オリゴの配
列は、表９に提供されている。
【図４４Ｂ】図４４Ａおよび４４Ｂは、ＰＴＥＮオリゴで処理された細胞における３日目
のＰＴＥＮ　ｍＲＮＡの発現レベルを描写しているグラフである。ＧＭ０４０７８線維芽
細胞をそれらのオリゴでトランスフェクトし、溶解産物を３日目に回収した。オリゴの配
列は、表９に提供されている。
【００７３】
【図４５】図４５は、ＰＴＥＮオリゴＰＴＥＮ－１０８およびＰＴＥＮ－１１３のいずれ
か単独または組み合わせで処理されたＧＭ０４０７８線維芽細胞からの１日目および２日
目のＰＴＥＮタンパク質の発現レベルを描写しているウエスタンブロットの像である。Ｇ
Ｍ０４０７８線維芽細胞をトランスフェクトし、溶解産物を１日目および２日目に回収し
た。オリゴの配列は、表９に提供されている。
【００７４】
【図４６】図４６は、ＫＬＦ４オリゴで処理された細胞における３日目のマウスＫＬＦ４
　ｍＲＮＡの発現レベルを描写しているグラフである。Ｈｅｐａ１－６細胞をそれらのオ
リゴでトランスフェクトし、溶解産物を３日目に回収した。オリゴの配列は、表９に提供
されている。
【００７５】
【図４７】図４７は、偽環状化オリゴで処理された細胞における３日目のマウスＫＬＦ４
タンパク質の発現レベルを描写しているウエスタンブロットの像である。Ｈｅｐａ１－６
細胞をそれらのオリゴでトランスフェクトし、溶解産物を３日目に回収した。試験された
オリゴは、マウスＫＬＦ４－８、ＫＬＦ４－９、ＫＬＦ４－１１、ＫＬＦ４－１２、ＫＬ
Ｆ４－１３、ＫＬＦ４－１４およびＫＬＦ４－１５だった。オリゴの配列は、表９に提供
されている。
【００７６】
【図４８】図４８は、安定性組み合わせオリゴで処理された細胞における３日目のマウス
ＫＬＦ４タンパク質の発現レベルを描写しているウエスタンブロットの像である。Ｈｅｐ
ａ１－６細胞をそれらのオリゴでトランスフェクトし、溶解産物を３日目に回収した。試
験されたオリゴは、様々な組み合わせでの、マウスＫＬＦ４－１、ＫＬＦ４－２、ＫＬＦ
４－３、ＫＬＦ４－１６、ＫＬＦ４－１７、ＫＬＦ４－１８およびＫＬＦ４－１９だった
。オリゴの配列は、表９に提供されている。
【００７７】
【図４９】図４９は、単独でまたは組み合わせて使用された（「／」によって示されてい
る）環状化オリゴおよび個々の安定性オリゴの存在下または非存在下における（ｉｎ　ｔ
ｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｂｓｅｎｃｅ　ｏｆ）ヒトＫＬＦ４の安定性の計測を
示しているグラフである。オリゴの配列は、表７に提供されている。４７＝ＫＬＦ４－４
７ｍ０２、４８＝ＫＬＦ４－４８ｍ０２、５０＝ＫＬＦ４－５０ｍ０２、５１＝ＫＬＦ４
－５１ｍ０２、５３＝ＫＬＦ４－５３ｍ０２。
【００７８】
【図５０】図５０は、５’／３’末端オリゴ組み合わせおよび環状化オリゴが、長いｍＲ
ＮＡ半減期を有すると知られているベータアクチンｍＲＮＡを増加させるために使用でき
ることを示しているグラフである。
【００７９】
【図５１】図５１は、ＦＸＮオリゴで単独でまたは様々な組み合わせで処理されたＧＭ０
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３８１６細胞におけるヒトＦＸＮ　ｍＲＮＡアップレギュレーションを示しているグラフ
である。濃度は、総オリゴ濃度として示されている（例えば、２０ｎＭは、各オリゴに対
して１０ｎＭであることを意味する）。
【００８０】
【図５２】図５２および５３は各々、様々なＦＸＮオリゴによって誘導された未成熟ＦＸ
Ｎおよび成熟ＦＸＮのタンパク質レベルを示しているウエスタンブロットの写真である。
【図５３】図５２および５３は各々、様々なＦＸＮオリゴによって誘導された未成熟ＦＸ
Ｎおよび成熟ＦＸＮのタンパク質レベルを示しているウエスタンブロットの写真である。
【００８１】
【図５４】図５４は、ＦＸＮオリゴで単独でまたは様々な組み合わせで処理されたＧＭ０
３８１６細胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡアップレギュレーションを示している一連のグラ
フである。ＧＡＰＤＨギャップマー（ｇａｐｍｅｒ）の値は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルに
対するＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡレベルを示している。残りの値は、ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡレ
ベルに対するＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルを示している。
【００８２】
【図５５】図５５は、単独でまたは様々な組み合わせでＦＸＮオリゴで処理されたＧＭ０
３８１６細胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのアップレギュレーションを示しているグラフで
ある。ＧＡＰＤＨギャップマーの値は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルに対するＧＡＰＤＨ　ｍ
ＲＮＡレベルを示している。残りの値は、ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡレベルに対するＦＸＮ　
ｍＲＮＡレベルを示している。
【００８３】
【図５６－１】図５６は、様々なＦＸＮオリゴで単独でまたは組み合わせて処理された細
胞におけるＦＸＮ下流遺伝子候補であるＰＰＡＲＧＣ１およびＮＦＥ２Ｌ２のｍＲＮＡレ
ベルを示している一連のグラフを提供している。
【図５６－２】図５６は、様々なＦＸＮオリゴで単独でまたは組み合わせて処理された細
胞におけるＦＸＮ下流遺伝子候補であるＰＰＡＲＧＣ１およびＮＦＥ２Ｌ２のｍＲＮＡレ
ベルを示している一連のグラフを提供している。
【００８４】
【図５７】図５７は、ＦＸＮオリゴで単独でまたは様々な組み合わせで処理されたＧＭ０
３８１６細胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのアップレギュレーションを示しているグラフで
ある。
【００８５】
【図５８－１】図５８Ａ～５８Ｃは、様々なＦＸＮオリゴで単独でまたは組み合わせて処
理されたＦＲＤＡマウスモデル線維芽細胞における、それぞれ４日目、７日目および１０
日目のＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを示している一連のグラフである。
【図５８－２】図５８Ａ～５８Ｃは、様々なＦＸＮオリゴで単独でまたは組み合わせて処
理されたＦＲＤＡマウスモデル線維芽細胞における、それぞれ４日目、７日目および１０
日目のＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを示している一連のグラフである。
【００８６】
【図５９】図５９Ａおよび５９Ｂは、用量反応研究における、様々なＦＸＮオリゴで処理
されたＧＭ０３８１６細胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを示している一連のグラフ
である。図５９Ａでは、計測を３日目および５日目に行った。図５９Ｂでは、計測を５日
目に行った。
【００８７】
【図６０】図６０Ａおよび６０Ｂは、ＦＸＮ－５３２オリゴと組み合わされた様々な５’
ＦＸＮオリゴで処理されたＧＭ０３８１６細胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを示し
ている一連のグラフである。
【００８８】
【図６１】図６１は、様々なＦＸＮオリゴで処理されたＧＭ０３８１６細胞におけるＦＸ
Ｎタンパク質のレベルを示しているウエスタンブロットの写真である。
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【００８９】
【図６２】図６２は、図６４におけるウエスタンブロットから定量されたＵＴＲＮタンパ
ク質のレベルを示しているグラフである。
【００９０】
【図６３】図６３は、様々なＵＴＲＮオリゴで処理された細胞からの上清中のＵＴＲＮタ
ンパク質のレベルを示しているウエスタンブロットの写真である。
【００９１】
【図６４－１】図６４Ａは、図６４Ｂおよび６４Ｃにおけるウエスタンブロットから定量
されたＵＴＲＮタンパク質のレベルを示しているグラフである。図６４Ｂおよび６４Ｃは
各々、様々なＵＴＲＮオリゴで処理された細胞からの上清またはペレットにおけるＵＴＲ
Ｎタンパク質のレベルを示しているウエスタンブロットの写真である。
【図６４－２】図６４Ａは、図６４Ｂおよび６４Ｃにおけるウエスタンブロットから定量
されたＵＴＲＮタンパク質のレベルを示しているグラフである。図６４Ｂおよび６４Ｃは
各々、様々なＵＴＲＮオリゴで処理された細胞からの上清またはペレットにおけるＵＴＲ
Ｎタンパク質のレベルを示しているウエスタンブロットの写真である。
【００９２】
【図６５－１】図６５Ａ～６５Ｃは、様々なＡＰＯＡ１オリゴで処理された初代マウス肝
細胞におけるマウスＡＰＯＡ１　ｍＮＲＡレベルのレベルを示している一連のグラフであ
る。
【図６５－２】図６５Ａ～６５Ｃは、様々なＡＰＯＡ１オリゴで処理された初代マウス肝
細胞におけるマウスＡＰＯＡ１　ｍＮＲＡレベルのレベルを示している一連のグラフであ
る。
【００９３】
【図６６】図６６は、様々なＡＰＯＡ１オリゴで処理された初代マウス肝細胞におけるＡ
ＰＯＡ１タンパク質のレベルを示している２つのウエスタンブロットの写真である。チュ
ーブリンを、下の写真に対するローディングコントロールとして使用した。
【００９４】
【図６７】図６７Ａ～６７Ｇは、フリードライヒ運動失調症のマウスモデルにおけるオリ
ゴ処置のショートアーム（ｓｈｏｒｔ　ａｒｍ）（ＳＡ）またはロングアーム（ｌｏｎｇ
　ａｒｍ）ＬＡ）研究におけるヒトフラタキシン（Ａ、Ｂ、Ｅ）またはマウスフラタキシ
ンのレベルを示している一連のグラフである。図６７Ａ～６７Ｅは、心臓のデータを示し
ている。図６７Ｆおよび６７Ｇは、肝臓のデータを示している。図６７Ｃおよび６７Ｅは
、各群における５匹のマウスを平均すること（図６７Ｃ）およびそれらの群の中の各個別
のマウスにおける値を示すこと（図６７Ｅ）によって、同じロングアームの心臓のヒトＦ
ＸＮ値を示している。このモデルの心臓および肝臓におけるヒトＦＸＮおよびマウスＦＸ
Ｎを、ＱＰＣＲを用いて計測し、ＰＢＳ群に対して正規化した。各処置群は、５匹のマウ
スを有した（ｎ＝５）。
【００９５】
【図６８】図６８は、マウスＦＸＮに対するヒトＦＸＮオリゴの潜在的な標的化を示して
いる一連の略図を示している。左の略図は、ヒトＦＸＮ－３７５（上のパネル）およびＦ
ＸＮ－３８９（下のパネル）の潜在的な相互作用位置に対応するマウスＦＸＮゲノム領域
のＵＳＣＳゲノムビューを示している。四角は、マウスゲノムに対するこれらのオリゴの
マッピング位置を示している。右のパネルは、マウスゲノムに対するヒトオリゴ配列のＣ
ｌｕｓｔａｌＷアラインメントを示している。
【００９６】
【図６９】図６９は、ｍＲＮＡ－Ｓｅｑシグナルおよびリボソームポジショニングに対す
るオリゴ位置を示している一連の略図である。各略図の上のパネルにおけるシグナルは、
リボソームポジショニングデータのすべて（開始時および伸長時のリボソームを含む）を
示している。各略図の下のパネルにおけるシグナルは、ｍＲＮＡ－Ｓｅｑデータを示して
いる。四角の中の黒色のバーは、示されているオリゴ局在化を示している。
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【００９７】
【図７０】図７０Ａおよび７０Ｂは、様々な５’および３’末端ＡＰＯＡ１オリゴで処置
されたマウスの肝臓におけるＡＰＯＡ１　ｍＲＮＡレベルを示している一連のグラフであ
る。図７０Ａの場合、肝臓の回収を、オリゴまたはコントロール（ＰＢＳ）の最終投与の
２日後である５日目に行った。図７０Ｂの場合、肝臓の回収を、オリゴまたはコントロー
ル（ＰＢＳ）の最終投与の４日後である７日目に行った。
【００９８】
　図７０Ｃおよび７０Ｄは、様々な５’および３’末端ＡＰＯＡ１オリゴで処置されたマ
ウスにおけるＡＰＯＡ１タンパク質レベルを示しているウエスタンブロットの写真である
。図７０Ｃの場合、サンプル１～５は、ＰＢＳで処置された動物であり、サンプル６～１
０は、ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－３＋ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－１７オリゴで処置された動物由来
である。星印で示されたレーン１０の血液サンプルは、溶血を含んだので、解析から省い
た。図７０Ｄの場合、サンプル１～５は、ＰＢＳで処置された動物であり、サンプル６～
１０は、ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－７＋ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－２０オリゴで処置された動物由
来である。図７０Ｄにおける上のブロットは、１０匹の動物すべての採血前のデータを示
している。下のプロットは、オリゴ処置後の血漿ＡＰＯＡ１レベルを示している。コント
ロールで処置されたサンプル４は、研究中に死亡したので、ブロットから省いた。
【発明を実施するための形態】
【００９９】
　発明のある特定の実施形態の詳細な説明
　本明細書中に開示される方法および組成物は、ＲＮＡを分解から保護すること（細胞の
内側または外側でＲＮＡを保護することを含む）が望ましい種々の異なる状況において有
用である。いくつかの実施形態において、標的化された様式で、細胞においてタンパク質
および／またはＲＮＡのレベルを転写後に変化させるために有用な方法および組成物が提
供される。例えば、標的化されたＲＮＡの分解またはプロセシングを減少させるかまたは
妨げることにより、標的化されたＲＮＡの定常状態レベルを上昇させる工程を含む方法が
提供される。いくつかの実施形態において、ＲＮＡの安定性は、そのＲＮＡの一方または
両方の末端（５’または３’末端）をエキソヌクレアーゼ活性から保護することにより、
そのＲＮＡの安定性を高めることによって、高められる。
【０１００】
　いくつかの実施形態において、遺伝子発現を増加させる方法が提供される。本明細書中
で使用されるとき、用語「遺伝子発現」とは、細胞、組織または被験体における遺伝子産
物のレベルまたは提示のことを広く指す。遺伝子産物は、例えば、ＲＮＡ転写物またはタ
ンパク質であり得ることが認識されるべきである。ＲＮＡ転写物は、タンパク質をコード
するものであり得る。ＲＮＡ転写物は、タンパク質をコードしないもの、例えば、長い非
コードＲＮＡ、遺伝子間の長い非コードＲＮＡ、非コードＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、核内低分
子ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）または他の機能性ＲＮＡであり得る。いくつかの実施形態におい
て、遺伝子発現を増加させる方法は、ＲＮＡ転写物の安定性を高め、それにより、細胞内
のＲＮＡ転写物のレベルを上昇させる工程を含み得る。遺伝子発現を増加させる方法は、
代替的にまたは追加的に、ＲＮＡの転写または翻訳を増加させる工程を含み得る。いくつ
かの実施形態において、遺伝子発現を操作する他の機構が、本明細書中に開示される方法
に含められ得る。
【０１０１】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供される方法は、ＲＮＡ転写物と一方も
しくは両方の末端または末端付近においてハイブリダイズして、それによりそのＲＮＡ転
写物をエキソヌクレアーゼ媒介性分解から保護する１つまたはそれを超える配列特異的オ
リゴヌクレオチドを細胞に送達する工程を含む。標的化されたＲＮＡ転写物がタンパク質
をコードするものである実施形態では、そのＲＮＡの定常状態レベルの上昇は、代表的に
は、コードされたタンパク質レベルの上昇を同時にもたらす。標的化されたＲＮＡが非コ
ードである実施形態では、その非コードＲＮＡの定常状態レベルの上昇は、代表的には、
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非コードＲＮＡに関連する活性の増加を同時にもたらす。
【０１０２】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡの安定性および／または翻訳効率を高める機構に
よって、ＲＮＡ転写物を標的化するオリゴヌクレオチドを使用してＲＮＡレベルおよび／
またはタンパク質レベルを制御することに基づく本明細書中に開示されるアプローチは、
他のタイプのオリゴまたは化合物（例えば、シスまたは非コードに基づく機構を使用して
標的ＲＮＡの転写レベルを変化させるオリゴヌクレオチド）に勝るいくつかの利点を有し
得る。例えば、いくつかの実施形態において、複数コピーの標的分子が存在する細胞質に
おいてＲＮＡ転写物を標的化する際に、より低い濃度のオリゴが使用され得る。対照的に
、いくつかの実施形態において、多くの場合、転写プロセスを標的化するオリゴは、核に
入る前、および細胞１つあたり１コピー／２コピーしか存在しない対応するゲノム領域と
相互作用する前に、細胞質を飽和させる必要がある場合がある。いくつかの実施形態にお
いて、ＲＮＡコピーは、転写的に合成される必要がないので、ＲＮＡ転写物の標的化に対
する応答時間は、より短いことがある。いくつかの実施形態において、連続的な用量反応
が、より容易に達成され得る。いくつかの実施形態において、明確に定義されたＲＮＡ転
写物配列は、そのような転写物を標的化するオリゴヌクレオチドのデザインを容易にする
。いくつかの実施形態において、本明細書中に提供されるオリゴヌクレオチドデザインア
プローチ、例えば、配列オーバーハング、ループおよび他の特徴を有するデザインは、他
のタイプのオリゴヌクレオチド、例えば、転写プロセスを標的化するある特定のオリゴヌ
クレオチドと比べて、高いオリゴ特異性および高感受性を促進する。
【０１０３】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供される方法は、ＲＮＡの５’および／
または３’領域においてハイブリダイズすることによってそのＲＮＡを安定化するオリゴ
ヌクレオチドの使用を含む。いくつかの実施形態において、ＲＮＡとハイブリダイズする
ことによってそのＲＮＡの分解を妨げるかまたは阻害するオリゴヌクレオチドは、本明細
書中において「安定化オリゴヌクレオチド」と称され得る。いくつかの例において、その
ようなオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡとハイブリダイズし、エキソヌクレアーゼ媒介性分
解を妨げるかまたは阻害する。エキソヌクレアーゼ媒介性分解の阻害には、エキソヌクレ
アーゼによる特定のＲＮＡの分解の範囲を縮小させることが含まれるが、これに限定され
ない。例えば、一本鎖ＲＮＡだけをプロセシングするエキソヌクレアーゼは、二重鎖領域
を効果的にプロセシングできない（例えば、通過する）ので、そのエキソヌクレアーゼは
、オリゴヌクレオチドがＲＮＡとハイブリダイズしている領域までそのＲＮＡの一部を切
断し得る。したがって、いくつかの実施形態において、ＲＮＡの特定の領域を標的化する
オリゴヌクレオチドを使用することにより、エキソヌクレアーゼによるその領域までのそ
のＲＮＡの分解の範囲をコントロールすることが可能になる。例えば、ＲＮＡの一端にお
いてハイブリダイズするオリゴヌクレオチドの使用は、その末端から一本鎖ＲＮＡだけを
プロセシングするエキソヌクレアーゼによる分解を減少させ得るかまたは排除し得る。例
えば、ＲＮＡの５’末端においてハイブリダイズするオリゴヌクレオチドの使用は、５’
から３’への方向で一本鎖ＲＮＡをプロセシングするエキソヌクレアーゼによる分解を減
少させ得るかまたは排除し得る。同様に、ＲＮＡの３’末端においてハイブリダイズする
オリゴヌクレオチドの使用は、３’から５’への方向で一本鎖ＲＮＡをプロセシングする
エキソヌクレアーゼによる分解を減少させ得るかまたは排除し得る。いくつかの実施形態
において、オリゴがＲＮＡの５’領域と３’領域の両方においてハイブリダイズするとき
、より低い濃度のオリゴが使用され得る。いくつかの実施形態において、ＲＮＡの５’領
域と３’領域の両方にハイブリダイズするオリゴは、そのＲＮＡの５’および３’領域を
分解（例えば、エキソヌクレアーゼによる分解）から保護する。いくつかの実施形態にお
いて、ＲＮＡの５’領域と３’領域の両方にハイブリダイズするオリゴは、偽環状ＲＮＡ
（例えば、その環から突出するポリＡテイルの領域を有する環状化したＲＮＡ、図３Ｂを
参照のこと）を形成する。いくつかの実施形態において、偽環状ＲＮＡは、非偽環状ＲＮ
Ａよりも高い効率で翻訳される。
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【０１０４】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡと相補性である複数の領域を含むオリゴヌクレオ
チドが使用され得、１つの領域では、そのオリゴヌクレオチドは、そのＲＮＡの５’末端
または５’末端付近においてハイブリダイズし、別の領域では、それは、そのＲＮＡの３
’末端または３’末端付近においてハイブリダイズし、それにより、そのＲＮＡが両方の
末端においてエキソヌクレアーゼによって分解されるのが妨げられるかまたは阻害される
。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドが、ＲＮＡの５’末端または５’末
端付近とＲＮＡの３’末端または３’末端付近の両方においてハイブリダイズするとき、
エキソヌクレアーゼ媒介性分解から保護される環状化した複合体が、結果として生じる。
いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドが、ｍＲＮＡの５’末端または５’末
端付近とｍＲＮＡの３’末端または３’末端付近の両方においてハイブリダイズするとき
、結果として生じる環状化した複合体は、エキソヌクレアーゼ媒介性分解から保護され、
その複合体におけるｍＲＮＡは、タンパク質に翻訳される能力を保持する。
【０１０５】
　本明細書中で使用されるとき、用語「合成ＲＮＡ」とは、インビトロ転写反応または人
工的な（非天然の）化学合成によって生成されるＲＮＡのことを指す。いくつかの実施形
態において、合成ＲＮＡは、ＲＮＡ転写物である。いくつかの実施形態において、合成Ｒ
ＮＡは、タンパク質をコードする。いくつかの実施形態において、合成ＲＮＡは、機能性
ＲＮＡ（例えば、ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡなど）である。いくつかの実施形態（ｅｍｂ
ｏｄｉｍｅｎｔｓｔ）において、合成ＲＮＡは、１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチ
ドを含む。いくつかの実施形態において、合成ＲＮＡは、最大０．５キロベース（ｋｂ）
、１ｋｂ、１．５ｋｂ、２ｋｂ、２．５ｋｂ、３ｋｂ、４ｋｂ、５ｋｂ、６ｋｂ、７ｋｂ
、８ｋｂ、９ｋｂ、１０ｋｂ、１５ｋｂ、２０ｋｂ、２５ｋｂ、３０ｋｂまたはそれを超
える長さである。いくつかの実施形態において、合成ＲＮＡは、０．１ｋｂ～１ｋｂ、０
．５ｋｂ～２ｋｂ、０．５ｋｂ～１０ｋｂ、１ｋｂ～５ｋｂ、２ｋｂ～５ｋｂ、１ｋｂ～
１０ｋｂ、３ｋｂ～１０ｋｂ、５ｋｂ～１５ｋｂまたは１ｋｂ～３０ｋｂの長さの範囲内
である。
【０１０６】
　本明細書中で使用されるとき、用語「ＲＮＡ転写物」とは、ポリメラーゼ酵素によって
核酸から転写されたＲＮＡのことを指す。ＲＮＡ転写物は、細胞の内側または外側で生成
され得る。例えば、ＲＮＡ転写物は、組換えポリメラーゼ酵素または精製されたポリメラ
ーゼ酵素を利用するインビトロ転写反応を用いて、ＲＮＡ転写物をコードするＤＮＡ鋳型
から生成され得る。ＲＮＡ転写物は、細胞において、ＲＮＡポリメラーゼ（例えば、ＲＮ
ＡポリメラーゼＩ、ＩＩまたはＩＩＩ）によってＤＮＡ鋳型（例えば、染色体遺伝子、発
現ベクター）からも生成され得る。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、タン
パク質をコードするｍＲＮＡである。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、非
コードＲＮＡ（例えば、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｎｃＲＮＡ、
長い非コードＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ）である。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物
は、最大０．５キロベース（ｋｂ）、１ｋｂ、１．５ｋｂ、２ｋｂ、２．５ｋｂ、３ｋｂ
、４ｋｂ、５ｋｂ、６ｋｂ、７ｋｂ、８ｋｂ、９ｋｂ、１０ｋｂ、１５ｋｂ、２０ｋｂ、
２５ｋｂ、３０ｋｂまたはそれを超える長さである。いくつかの実施形態において、ＲＮ
Ａ転写物は、０．１ｋｂ～１ｋｂ、０．５ｋｂ～２ｋｂ、０．５ｋｂ～１０ｋｂ、１ｋｂ
～５ｋｂ、２ｋｂ～５ｋｂ、１ｋｂ～１０ｋｂ、３ｋｂ～１０ｋｂ、５ｋｂ～１５ｋｂま
たは１ｋｂ～３０ｋｂの長さの範囲内である。
【０１０７】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、転写後に、例えば、７’－メチルグア
ノシンキャップでキャップされる。いくつかの実施形態において、７’－メチルグアノシ
ンは、転写中に（例えば、ＲＮＡ転写物が２０～５０ヌクレオチド長になる前に）グアニ
リルトランスフェラーゼによってＲＮＡ転写物に付加される。いくつかの実施形態におい
て、７’－メチルグアノシンは、１番目に転写されたヌクレオチドに５’－５’三リン酸
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架橋を介して連結される。いくつかの実施形態において、キャップに対してすぐ内側のヌ
クレオチドは、Ｎ６メチル化されたアデノシンである。いくつかの実施形態において、Ｒ
ＮＡ転写物のキャップに対してすぐ内側の１番目および２番目のヌクレオチドは、２’－
Ｏ－メチル化されていない。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物のキャップに対
してすぐ内側の１番目のヌクレオチドは、２’－Ｏ－メチル化されている。いくつかの実
施形態において、ＲＮＡ転写物のキャップに対してすぐ内側の２番目のヌクレオチドは、
２’－Ｏ－メチル化されている。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物のキャップ
に対してすぐ内側の１番目および２番目のヌクレオチドは、２’－Ｏ－メチル化されてい
る。
【０１０８】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、キャップされていない転写物（例えば
、ミトコンドリア遺伝子から生成された転写物）である。いくつかの実施形態において、
ＲＮＡ転写物は、キャップされたが脱キャップされていない核ＲＮＡである。いくつかの
実施形態において、ＲＮＡの脱キャップは、例えば、キャップに結合するｅＩＦ－４Ｅと
競合し得る、Ｄｃｐ１およびＤｃｐ２から構成され得る、脱キャップ複合体によって触媒
される。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ脱キャップのプロセスは、５’一リン酸を
露出しているＲＮＡ上における５’キャップ構造の加水分解を含む。いくつかの実施形態
において、この５’一リン酸は、エキソヌクレアーゼＸＲＮ１に対する基質である。した
がって、いくつかの実施形態において、ＲＮＡの５’領域を標的化するオリゴヌクレオチ
ドは、脱キャップされたＲＮＡを安定化するため（または安定性を回復するため）に使用
され得、例えば、それをＸＲＮ１などのエキソヌクレアーゼによる分解から保護する。
【０１０９】
　いくつかの実施形態において、インビトロ転写（例えば、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼまた
は他の好適なポリメラーゼを介して行われる）が、ＲＮＡ転写物を生成するために使用さ
れ得る。いくつかの実施形態において、転写は、抗逆キャップアナログ（ＡＲＣＡ）（Ｔ
ｒｉＬｉｎｋ　Ｃａｔ．＃Ｎ－７００３）の存在下において行われ得る。いくつかの実施
形態において、ＡＲＣＡを用いた転写は、望ましい配向での、ＲＮＡに対するキャップ（
例えば、キャップアナログ（ｍＣＡＰ））の挿入をもたらす。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、転写は、１つまたはそれを超える修飾ヌクレオチド（例
えば、シュードウリジン、５－メチルシトシンなど）の存在下において行われ、それらの
修飾ヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物に組み込まれる。免疫刺激を減少させ、翻訳を増加さ
せ、ヌクレアーゼ安定性を高める修飾ヌクレオチドを含むがこれらに限定されない任意の
好適な修飾ヌクレオチドが使用され得ると認識されるべきである。使用され得る修飾ヌク
レオチドの非限定的な例としては、２’－アミノ－２’－デオキシヌクレオチド、２’－
アジド－２’－デオキシヌクレオチド、２’－フルオロ－２’－デオキシヌクレオチド、
２’－Ｏ－メチル－ヌクレオチド、２’糖超修飾剤（ｓｕｇａｒ　ｓｕｐｅｒ　ｍｏｄｉ
ｆｉｅｒ）、２’－修飾熱安定性向上剤（ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌ
ｉｔｙ　ｅｎｈａｎｃｅｒ）、２’－フルオロ－２’－デオキシアデノシン－５’－三リ
ン酸、２’－フルオロ－２’－デオキシシチジン－５’－三リン酸、２’－フルオロ－２
’－デオキシグアノシン－５’－三リン酸、２’－フルオロ－２’－デオキシウリジン－
５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルアデノシン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルシチ
ジン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルグアノシン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチ
ルウリジン－５’－三リン酸、シュードウリジン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチルイ
ノシン－５’－三リン酸、２’－アミノ－２’－デオキシシチジン－５’－三リン酸、２
’－アミノ－２’－デオキシウリジン－５’－三リン酸、２’－アジド－２’－デオキシ
シチジン－５’－三リン酸、２’－アジド－２’－デオキシウリジン－５’－三リン酸、
２’－Ｏ－メチルシュードウリジン－５’－三リン酸、２’－Ｏ－メチル－５－メチルウ
リジン－５’－三リン酸、２’－アジド－２’－デオキシアデノシン－５’－三リン酸、
２’－アミノ－２’－デオキシアデノシン－５’－三リン酸、２’－フルオロ－チミジン
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－５’－三リン酸、２’－アジド－２’－デオキシグアノシン－５’－三リン酸、２’－
アミノ－２’－デオキシグアノシン－５’－三リン酸およびＮ４－メチルシチジン－５’
－三リン酸が挙げられる。１つの実施形態において、ＲＮＡの分解またはプロセシングを
減少させる／妨げることにより、定常状態のＲＮＡを増加させることができ、少なくとも
タンパク質をコードする転写物の場合はタンパク質レベルを上昇させることができる。い
くつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物の分解の大部分は、エキソヌクレアーゼによっ
て行われる。そのような実施形態において、これらの酵素は、３’または５’末端のいず
れかからＲＮＡの破壊を開始する。ＲＮＡの安定性は、ＲＮＡ転写物の末端をエキソヌク
レアーゼ酵素活性から保護することによって、例えば、適切な送達、ハイブリダイゼーシ
ョンおよび細胞内での安定性のために適切な化学的性質を有する配列特異的ブロッキング
オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションによって、タンパク質をコードする転写物
に対するタンパク質レベルとともに上昇し得る。
【０１１１】
　いくつかの実施形態において、５’末端に対しては、ＲＮＡの５’末端の１０～２０ｎ
ｔに完全／部分的に相補的なオリゴヌクレオチドが使用され得る。いくつかの実施形態に
おいて、そのようなオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡの５’キャップを保護するためにヘア
ピンを形成するオーバーハングを有し得る（例えば、オリゴヌクレオチドの３’ヌクレオ
チドは、ｍＲＮＡの５’キャップのＧヌクレオシドと相互作用するＣであり得るがこれに
限定されない）。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドのヌクレオチドのす
べてが、平滑末端または陥凹末端の５’ＲＮＡ－オリゴ二重鎖をもたらす数ヌクレオチド
のオーバーハングありまたはなしで、ＲＮＡ転写物の５’末端に相補的であり得る。いく
つかの実施形態において、３’末端に対しては、オリゴヌクレオチドは、ＲＮＡの３’末
端の最後のいくつかのヌクレオチドに部分的に相補的であり得、必要に応じて、ポリ（Ａ
）テイルを完全な分解から保護するためにポリ（Ｔ）ストレッチを有し得る（ポリ（Ａ）
テイルを有する転写物に対して）。いくつかの実施形態において、異なる５’および３’
配列の組成および構造を有する他のＲＮＡ種（例えば、３’ポリ（Ｕ）ストレッチを含む
転写物または代替の５’構造を有する転写物）に対しても同様のストラテジーが使用され
得る。いくつかの実施形態において、例えば、オーバーハングを有するオリゴヌクレオチ
ドを含む、本明細書中に記載されるようなオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ配列に完全に相
補的であるようにデザインされたオリゴヌクレオチドと比べて、それらの標的ＲＮＡ末端
領域に対してより高い特異性および感受性を有し得る。なぜなら、オーバーハングは、ミ
スマッチ領域に不安定化作用をもたらし、それらのＲＮＡの５’または３’末端に存在す
る領域における結合を好むからである。いくつかの実施形態において、ループ形成機構を
有するポリ（Ａ）テイルのまさしく３’末端を保護するオリゴヌクレオチド（例えば、Ｔ
ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＧＴＴＴＴＣＣ，配列番号４５８）。いくつかの実施形態において
、この後者のアプローチは、タンパク質をコードする転写物のすべてを非特異的に標的化
し得る。しかしながら、いくつかの実施形態において、そのようなオリゴヌクレオチドは
、他の標的特異的オリゴとの併用において有用であり得る。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供される方法は、ＲＮＡ転写物の１番目
に転写されたヌクレオチドまたはそのヌクレオチド付近における位置においてＲＮＡ転写
物と相補的な相補性領域を含むオリゴヌクレオチドの使用を含む。いくつかの実施形態に
おいて、オリゴヌクレオチド（例えば、ＲＮＡ転写物を安定化するオリゴヌクレオチド）
は、転写物の５’末端の１００ヌクレオチド以内、５０ヌクレオチド以内、３０ヌクレオ
チド以内、２０ヌクレオチド以内、１０ヌクレオチド以内または５ヌクレオチド以内に始
まる位置にＲＮＡ転写物（例えば、少なくとも５個連続したヌクレオチド）と相補的な相
補性領域を含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド（例えば、ＲＮＡ転
写物を安定化するオリゴヌクレオチド）は、転写物の５’末端から始まる位置にＲＮＡ転
写物（例えば、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個連続したヌクレオチド）と相補的な相補性
領域を含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド（例えば、ＲＮＡ転写物
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を安定化するオリゴヌクレオチド）は、転写物開始部位から、翻訳開始部位（例えば、転
写物のＫｏｚａｋ配列の中に現れる開始コドンＡＵＧ）の５０、１００、１５０、２００
、２５０、５００個またはそれを超えるヌクレオチド上流にまでに及ぶ、ＲＮＡ転写物の
５’非翻訳領域（５’ＵＴＲ）の領域内の位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領
域を含む。
【０１１３】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、ポリアデニル化される。ポリアデニル
化とは、ＲＮＡ転写物へのポリアデノシン（ポリ（Ａ））テイルの転写後付加のことを指
す。タンパク質をコードするＲＮＡ転写物と非コードＲＮＡ転写物の両方が、ポリアデニ
ル化され得る。ポリ（Ａ）テイルは、ヌクレオシド間結合を介して互いに連結された複数
のアデノシンを含む。いくつかの実施形態において、ポリ（Ａ）テイルは、１０～５０個
、２５～１００個、５０～２００個、１５０～２５０個またはそれを超えるアデノシンを
含み得る。いくつかの実施形態において、ポリアデニル化（ｐｏｌｙａｄｅｎｌｙａｔｉ
ｏｎ）のプロセスは、ＲＮＡ転写物のその３’末端または３’末端付近でのエンドヌクレ
アーゼ的（ｅｎｄｏｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃ）切断に続く、ポリアデニル酸ポリメラーゼ
による転写物への複数のアデノシンの１つずつの付加を含み、それらのアデノシン（ａｄ
ｅｎｏｎｓｉｎｅｓ）の１番目は、３’切断部位において転写物に付加される。したがっ
て、しばしば、ポリアデニル化されたＲＮＡ転写物は、３’末端においてポリ（Ａ）テイ
ルに連結される、ヌクレオシド間結合を介して互いに連結された、転写されたヌクレオチ
ド（およびおそらく編集されたヌクレオチド）を含む。転写されたヌクレオチドとポリ（
Ａ）テイルとの間の結合の位置は、本明細書中において「ポリアデニル化ジャンクション
」と称され得る。いくつかの実施形態において、エンドヌクレアーゼ的切断は、ＲＮＡ転
写物の中の、可能性のあるいくつかの部位のうちのいずれか１つにおいて生じ得る。その
ような実施形態において、それらの部位は、エンドヌクレアーゼ機構によって認識される
ことによりその機構による切断の位置をガイドする、ＲＮＡ転写物の中の配列モチーフに
よって決定され得る。したがって、いくつかの実施形態において、ポリアデニル化は、単
一の遺伝子から異なるＲＮＡ転写物を生成し得、例えば、ＲＮＡ転写物は、異なるポリア
デニル化ジャンクションを有する。いくつかの実施形態において、ポリ（Ａ）テイルの長
さは、３’－５’プロセシング活性を有するエキソヌクレアーゼによる酵素分解に対する
ＲＮＡ転写物の感受性を決定し得る。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物を３’
末端または３’末端付近において標的化するオリゴヌクレオチドは、ポリアデニル化ジャ
ンクションと重複する領域を標的化する。いくつかの実施形態において、そのようなオリ
ゴヌクレオチドは、転写物の転写された部分（ジャンクションに対して５’）と相補的な
少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２個またはそれを超えるヌクレ
オチドを有し得る。いくつかの実施形態において、ジャンクションのポリＡ側に相補的な
、限られた数のヌクレオチド（例えば、Ｔ、Ｕ）を有することが有益である。いくつかの
実施形態において、ジャンクションのポリＡ側に相補的な、限られた数のヌクレオチドを
有することは、有益である。なぜなら、それにより、細胞において、非標的ＲＮＡのポリ
アデニル化領域とオリゴヌクレオチドとのクロスハイブリダイゼーションに関連する毒性
が減少するからである。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ポリＡ領
域に相補的なヌクレオチドを１、２、３、４、５または６個しか有しない。
【０１１４】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供される方法は、標的ＲＮＡ転写物とそ
の３’末端もしくは３’末端付近においてハイブリダイズするものであって、３’－５’
エキソヌクレアーゼによるＲＮＡ転写物の分解を妨げるかまたは阻害する、オリゴヌクレ
オチドの使用を含む。例えば、いくつかの実施形態において、本明細書中に提供されるＲ
ＮＡ安定化方法は、ＲＮＡ転写物の最後に転写されるヌクレオチドの１００ヌクレオチド
以内、５０ヌクレオチド以内、３０ヌクレオチド以内、２０ヌクレオチド以内、１０ヌク
レオチド以内、５ヌクレオチド以内の位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を
含むオリゴヌクレオチドの使用を含む。ＲＮＡ転写物が、ポリアデニル化された転写物で
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ある場合、そのＲＮＡ転写物の最後に転写されるヌクレオチドは、ポリアデニル化ジャン
クションの上流の１番目のヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、本明細書
中に提供されるＲＮＡ安定化方法は、ＲＮＡ転写物のポリアデニル化ジャンクションとす
ぐ隣接しているかまたは重複している位置におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を
含むオリゴヌクレオチドの使用を含む。いくつかの実施形態において、本明細書中に提供
されるＲＮＡ安定化方法は、ポリ（Ａ）テイル内のＲＮＡ転写物と相補的な相補性領域を
含むオリゴヌクレオチドの使用を含む。
【０１１５】
　転写物開始部位およびポリアデニル化ジャンクションを同定するための方法は、当該分
野で公知であり、その方法は、ＲＮＡ転写物を安定させるためにこれらの領域に特異的に
結合するオリゴヌクレオチドを選択する際に使用され得る。いくつかの実施形態において
、３’末端オリゴヌクレオチドは、ポリＡテイルの定量的末端解析を使用してＲＮＡの３
’末端を同定することによってデザインされ得る。いくつかの実施形態において、５’末
端オリゴヌクレオチドは、キャップ解析遺伝子発現（ＣＡＧＥ）を使用して５’開始部位
を同定することによってデザインされ得る。適切な方法は、例えば、Ｏｚｓｏｌａｋら、
Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ　Ｓｉｔｅ　Ｍａｐｓ　
ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｖｅａｌ　Ｐｅｒｖａｓｉｖｅ　Ａｌｔｅ
ｒｎａｔｉｖｅ　Ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ．Ｃｅｌｌ．Ｖｏｌｕｍｅ　１４３，
Ｉｓｓｕｅ　６，２０１０，１０１８－１０２９頁；Ｓｈｉｒａｋｉ，Ｔら、Ｃａｐ　ａ
ｎａｌｙｓｉｓ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈ
ｐｕｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｓｔａｒｔｉｎｇ
　ｐｏｉｎｔ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｕｓ
ａｇｅ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．１００（２６）：１５７７６
－８１．２００３－１２－２３；およびＺｈａｏ，Ｘら（２０１１）．Ｓｙｓｔｅｍａｔ
ｉｃ　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｓｔａｒｔ　Ｓｉｔ
ｅ　Ｌａｎｄｓｃａｐｅｓ．ＰＬｏＳ　ＯＮＥ（Ｐｕｂｌｉｃ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ）６（８）：ｅ２３４０９（これらの各々の内容は、参照により本明細書
中に援用される）に開示されている。転写物開始部位およびポリアデニル化ジャンクショ
ンを同定するための他の適切な方法もまた、使用され得、それらとしては、例えば、ＲＮ
Ａペアエンドタグ（ＲＮＡ－Ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄ　ｔａｇｓ）（ＰＥＴ）（例えば、Ｒ
ｕａｎ　Ｘ，Ｒｕａｎ　Ｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２０１２；８０９：５
３５－６２を参照のこと）；標準的なＥＳＴデータベースの使用；マイクロアレイまたは
配列決定と併用されるＲＡＣＥ、ＰＡＳ－Ｓｅｑ（例えば、Ｐｅｔｅｒ　Ｊ．Ｓｈｅｐａ
ｒｄら、ＲＮＡ．２０１１　Ａｐｒｉｌ；１７（４）：７６１－７７２を参照のこと）；
および３Ｐ－Ｓｅｑ（例えば、Ｃａｌｖｉｎ　Ｈ．Ｊａｎ，Ｎａｔｕｒｅ．２０１１　Ｊ
ａｎｕａｒｙ　６；４６９（７３２８）：９７－１０１を参照のこと；などが挙げられる
。
【０１１６】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に開示されるオリゴヌクレオチドによって標
的化されるＲＮＡ転写物は、真核細胞のＲＮＡ転写物である。いくつかの実施形態におい
て、本明細書中に開示されるオリゴヌクレオチドによって標的化されるＲＮＡ転写物は、
脊椎動物の細胞のＲＮＡ転写物である。いくつかの実施形態において、本明細書中に開示
されるオリゴヌクレオチドによって標的化されるＲＮＡ転写物は、哺乳動物の細胞、例え
ば、霊長類細胞、マウス細胞、ラット細胞またはヒト細胞のＲＮＡ転写物である。いくつ
かの実施形態において、本明細書中に開示されるオリゴヌクレオチドによって標的化され
るＲＮＡ転写物は、心筋細胞のＲＮＡ転写物である。いくつかの実施形態において、本明
細書中に開示されるオリゴヌクレオチドによって標的化されるＲＮＡ転写物は、細胞の核
において転写されたＲＮＡである。いくつかの実施形態において、本明細書中に開示され
るオリゴヌクレオチドによって標的化されるＲＮＡ転写物は、細胞のミトコンドリアにお
いて転写されたＲＮＡである。いくつかの実施形態において、本明細書中に開示されるオ
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よって転写されたＲＮＡ転写物である。
【０１１７】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に開示されるオリゴヌクレオチドによって標
的化されるＲＮＡ転写物は、ＡＢＣＡ１、ＡＰＯＡ１、ＡＴＰ２Ａ２、ＢＤＮＦ、ＦＸＮ
、ＨＢＡ２、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＨＢＥ１、ＨＢＧ１、ＨＢＧ２、ＳＭＮ、ＵＴＲＮ、ＰＴ
ＥＮ、ＭＥＣＰ２およびＦＯＸＰ３からなる群より選択される遺伝子から発現されるｍＲ
ＮＡである。いくつかの実施形態において、本明細書中に開示されるオリゴヌクレオチド
によって標的化されるＲＮＡ転写物は、ＡＢＣＡ４、ＡＢＣＢ１１、ＡＢＣＢ４、ＡＢＣ
Ｇ５、ＡＢＣＧ８、ＡＤＩＰＯＱ、ＡＬＢ、ＡＰＯＥ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＲＣＡ１、Ｃ
Ｄ２７４、ＣＥＰ２９０、ＣＦＴＲ、ＥＰＯ、Ｆ７、Ｆ８、ＦＬＩ１、ＦＭＲ１、ＦＮＤ
Ｃ５、ＧＣＨ１、ＧＣＫ、ＧＬＰ１Ｒ、ＧＲＮ、ＨＡＭＰ、ＨＰＲＴ１、ＩＤＯ１、ＩＧ
Ｆ１、ＩＬ１０、ＩＬ６、ＫＣＮＭＡ１、ＫＣＮＭＢ１、ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ３、
ＫＣＮＭＢ４、ＫＬＦ１、ＫＬＦ４、ＬＤＬＲ、ＭＳＸ２、ＭＹＢＰＣ３、ＮＡＮＯＧ、
ＮＦ１、ＮＫＸ２－１、ＮＫＸ２－１－ＡＳ１、ＰＡＨ、ＰＴＧＳ２、ＲＢ１、ＲＰＳ１
４、ＲＰＳ１９、ＳＣＡＲＢ１、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＩＲＴ１、ＳＩＲＴ６、ＳＭＡＤ
７、ＳＴ７、ＳＴＡＴ３、ＴＳＩＸおよびＸＩＳＴからなる群より選択される遺伝子から
発現されるｍＲＮＡである。これらのおよび他の遺伝子に対するＲＮＡ転写物は、実験に
よって、例えば、ＲＮＡ配列決定（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）または他の適切な方法を用いて、選
択され得るか、または同定され得る。ＲＮＡ転写物は、公的なデータベース（例えば、Ｕ
ＣＳＣ、ＥｎｓｅｍｂｌおよびＮＣＢＩゲノムブラウザなど）における情報に基づいても
選択され得る。ある特定の遺伝子に対するＲＮＡ転写物の非限定的な例を表１に列挙する
。
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【表１Ａ－１４】

　オリゴヌクレオチド
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【０１１８】
　本明細書中に提供されるオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡの分解（例えば、エキソヌクレ
アーゼによって媒介される分解）を阻害するかまたは妨げることによってそのＲＮＡを安
定化するために有用である。そのようなオリゴヌクレオチドは、「安定化オリゴヌクレオ
チド」と称され得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ＲＮＡの５
’および／または３’領域においてハイブリダイズし、一本鎖プロセシング活性を有する
エキソヌクレアーゼ（ｅｘｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）による分解を妨げることによって
ＲＮＡを安定化する二重鎖領域をもたらす。
【０１１９】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物の５’領域の少なくとも５個連続したヌク
レオチドと相補的な領域を有するオリゴヌクレオチドが提供される。いくつかの実施形態
において、ＲＮＡ転写物の３’領域の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な領
域を有するオリゴヌクレオチドが提供される。いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写
物の５’領域の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な第１の領域およびＲＮＡ
転写物の３’領域の少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な第２の領域を有する
オリゴヌクレオチドが提供される。
【０１２０】
　いくつかの実施形態において、ｍＲＮＡ転写物の５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続し
たヌクレオチドと相補的な領域を有するオリゴヌクレオチドが提供される。いくつかの実
施形態において、ｍＲＮＡ転写物の３’－ＵＴＲの、ポリ（Ａ）テイルの、またはポリア
デニル化ジャンクションと重複する、少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な領
域を有するオリゴヌクレオチドが提供される。いくつかの実施形態において、ｍＲＮＡ転
写物の５’－ＵＴＲの少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な第１の領域、およ
びｍＲＮＡ転写物の３’－ＵＴＲの、ポリ（Ａ）テイルの、またはポリアデニル化ジャン
クションと重複する、少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的な第２の領域を有す
るオリゴヌクレオチドが提供される。
【０１２１】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物の５’末端と近接したＲＮＡ転写物に相補
的な相補性領域を有するオリゴヌクレオチドが提供される。そのような実施形態において
、そのオリゴヌクレオチドの相補性領域の３’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写
物の転写開始部位の１０ヌクレオチド以内、２０ヌクレオチド以内、３０ヌクレオチド以
内、４０ヌクレオチド以内、５０ヌクレオチド以内または１００ヌクレオチド以内、２０
０ヌクレオチド以内、３００ヌクレオチド以内、４００ヌクレオチド以内またはそれを超
える位置におけるＲＮＡ転写物と相補的であり得る。
【０１２２】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物の３’末端と近接したＲＮＡ転写物に相補
的な相補性領域を有するオリゴヌクレオチドが提供される。そのような実施形態において
、その相補性領域の３’末端および／または５’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転
写物の３’末端の１０ヌクレオチド以内、２０ヌクレオチド以内、３０ヌクレオチド以内
、４０ヌクレオチド以内、５０ヌクレオチド以内、１００ヌクレオチド以内、２００ヌク
レオチド以内、３００ヌクレオチド以内、４００ヌクレオチド以内またはそれを超える位
置におけるＲＮＡ転写物と相補的であり得る。いくつかの実施形態において、標的ＲＮＡ
転写物が、ポリアデニル化されている場合、オリゴヌクレオチドの相補性領域の３’末端
におけるヌクレオチドは、ポリアデニル化ジャンクションの１０ヌクレオチド以内、２０
ヌクレオチド以内、３０ヌクレオチド以内、４０ヌクレオチド以内、５０ヌクレオチド以
内、１００ヌクレオチド以内、２００ヌクレオチド以内、３００ヌクレオチド以内、４０
０ヌクレオチド以内またはそれを超える位置におけるＲＮＡ転写物と相補的であり得る。
いくつかの実施形態において、ＲＮＡの３’領域を標的化するオリゴヌクレオチドは、ア
デニンと相補的なピリミジンのひと続き（例えば、４～１０個または５～１５個のチミン
ヌクレオチド）である相補性領域を含む。
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【０１２３】
　いくつかの実施形態において、５’標的化オリゴヌクレオチドと３’標的化オリゴヌク
レオチドとの組み合わせを、標的ＲＮＡと接触させる。いくつかの実施形態において、５
’標的化オリゴヌクレオチドおよび３’標的化オリゴヌクレオチドは、リンカー（例えば
、標的ＲＮＡと相補的でないヌクレオチドのひと続き）を介して互いに連結される。いく
つかの実施形態において、５’標的化オリゴヌクレオチドの相補性領域は、３’末端標的
化オリゴヌクレオチドの相補性領域に相補的な標的ＲＮＡの領域から少なくとも２、５、
１０、２０、５０、１００、５００、１０００、５０００、１００００ヌクレオチド上流
の、標的ＲＮＡの中の領域に相補的である。
【０１２４】
　いくつかの実施形態において、一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を有するオリゴヌクレオ
チドが提供され、式中、Ｘ１は、ＲＮＡ転写物（例えば、ＲＮＡ転写物の少なくとも５個
連続したヌクレオチド）と相補的な相補性領域を有する。いくつかの実施形態において、
Ｘ１の相補性領域の３’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の転写開始部位と近
接したヌクレオチドと相補的であり得る。いくつかの実施形態において、Ｘ１の相補性領
域の３’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の転写開始部位の１、２、３、４、
５、６、７、８、９または１０ヌクレオチド以内に存在するヌクレオチドと相補的であり
得る。いくつかの実施形態において、Ｘ１の相補性領域の３’末端におけるヌクレオチド
は、ＲＮＡ転写物の転写開始部位におけるヌクレオチドと相補的であり得る。
【０１２５】
　いくつかの実施形態において、Ｘ１は、５～１０個のヌクレオチド、５～１５個のヌク
レオチド、５～２５個のヌクレオチド、１０～２５個のヌクレオチド、５～２０個のヌク
レオチドまたは１５～３０個のヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、Ｘ１

は、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２５、３０個またはそれを超えるヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態に
おいて、Ｘ１の相補性領域は、ＲＮＡ転写物の少なくとも４個、少なくとも５個、少なく
とも６個、少なくとも７個、少なくとも８個、少なくとも９個または少なくとも１０個連
続したヌクレオチドと相補的であり得る。いくつかの実施形態において、Ｘ１の相補性領
域は、ＲＮＡ転写物の４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
１６、１７、１８、１９、２０個またはそれを超える数だけ連続したヌクレオチドと相補
的であり得る。
【０１２６】
　いくつかの実施形態において、Ｘ２は、存在しない。いくつかの実施形態において、Ｘ

２は、１～１０個、１～２０個のヌクレオチド、１～２５個のヌクレオチド、５～２０個
のヌクレオチド、５～３０個のヌクレオチド、５～４０個のヌクレオチドまたは５～５０
個のヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３
５、４０、４５、５０個またはそれを超えるヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態に
おいて、Ｘ２は、ＲＮＡ転写物の少なくとも４個、少なくとも５個、少なくとも６個、少
なくとも７個、少なくとも８個、少なくとも９個または少なくとも１０個連続したヌクレ
オチドと相補的な相補性領域を含む。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、ＲＮＡ転写
物の４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８
、１９、２０個またはそれを超える数だけ連続したヌクレオチドと相補的な相補性領域を
含む。
【０１２７】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物は、その５’末端に７－メチルグアノシン
キャップを有する。いくつかの実施形態において、Ｘ１の相補性領域の３’末端における
ヌクレオチドは、７－メチルグアノシンキャップに対してすぐ内側に存在するかまたはそ
のキャップと近接したＲＮＡ転写物のヌクレオチド（例えば、そのキャップの１０ヌクレ
オチド）と相補的である。いくつかの実施形態において、Ｘ２の５’末端における少なく
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とも１番目のヌクレオチドは、グアニンと相補的なピリミジン（例えば、シトシンまたは
そのアナログ）である。いくつかの実施形態において、Ｘ２の５’末端における１番目お
よび２番目のヌクレオチドは、グアニンと相補的なピリミジンである。したがって、いく
つかの実施形態において、Ｘ２の５’末端における少なくとも１つのヌクレオチドは、そ
のキャップの７－メチルグアノシンと安定化水素結合を形成し得るピリミジンである。
【０１２８】
　いくつかの実施形態において、Ｘ２は、ステムループ構造を形成する。いくつかの実施
形態において、Ｘ２は、式５’－Ｙ１－Ｙ２－Ｙ３－３’を含み、ここで、Ｘ２は、Ｙ２

のヌクレオチドを含むループ領域およびＹ３の少なくとも２個連続したヌクレオチドとハ
イブリダイズしたＹ１の少なくとも２個連続したヌクレオチドを含むステム領域を有する
ステムループ構造を形成する。いくつかの実施形態において、ステム領域は、１～６個、
１～５個、２～５個、１～４個、２～４個または２～３個のヌクレオチドを含む。いくつ
かの実施形態において、ステム領域は、ＬＮＡヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態
において、ステム領域は、１～６個、１～５個、２～５個、１～４個、２～４個または２
～３個のＬＮＡヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、Ｙ１およびＹ３は、
独立して、２～１０個のヌクレオチド、２～２０個のヌクレオチド、２～２５個のヌクレ
オチドまたは５～２０個のヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、Ｙ１およ
びＹ３は、独立して、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５個またはそれを超えるヌクレオチドを含む
。いくつかの実施形態において、Ｙ２は、３～１０個のヌクレオチド、３～１５個のヌク
レオチド、３～２５個のヌクレオチドまたは５～２０個のヌクレオチドを含む。いくつか
の実施形態において、Ｙ２は、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５個またはそれを超えるヌクレオチドを
含む。いくつかの実施形態において、Ｙ２は、２～８個、２～７個、２～６個、２～５個
、３～８個、３～７個、３～６個、３～５個または３～４個のヌクレオチドを含む。いく
つかの実施形態において、Ｙ２は、少なくとも１つのＤＮＡヌクレオチドを含む。いくつ
かの実施形態において、Ｙ２のヌクレオチドは、少なくとも１つ（例えば、１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２５個またはそれを超えるアデニン）を含む。いくつかの実施形態において、
Ｙ３は、ステム領域の３’末端の後に１～５個、１～４個、１～３個または１～２個のヌ
クレオチドを含む。いくつかの実施形態において、ステム領域の３’末端の後のＹ３のヌ
クレオチドは、ＤＮＡヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、Ｙ３は、グア
ニンと相補的なピリミジン（例えば、シトシンまたはそのアナログ）を含む。いくつかの
実施形態において、Ｙ３は、ステム領域の３’末端の後の位置にグアニンと相補的な１つ
またはそれを超える（例えば、２つの）ピリミジン（例えば、ステム領域の３’末端の後
に１、２、３個またはそれを超えるヌクレオチド）を含む。したがって、ＲＮＡ転写物が
キャップされている実施形態では、Ｙ３は、そのキャップの７－メチルグアノシンと安定
化水素結合を形成するピリミジンを有し得る。
【０１２９】
　いくつかの実施形態において、Ｘ１およびＸ２は、ＲＮＡ転写物の重複しない領域と相
補的である。いくつかの実施形態において、Ｘ１は、ＲＮＡ転写物の５’領域と相補的な
領域を含み、Ｘ２は、ＲＮＡ転写物ＲＮＡ転写物の３’領域と相補的な領域を含む。例え
ば、ＲＮＡ転写物が、ポリアデニル化されている場合、Ｘ２は、そのＲＮＡ転写物のポリ
アデニル化ジャンクションの１００ヌクレオチド以内、５０ヌクレオチド以内、２５ヌク
レオチド以内または１０ヌクレオチド以内の領域におけるＲＮＡ転写物と相補的な相補性
領域を含み得る。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、ＲＮＡ転写物のポリアデニル化
ジャンクションとすぐ隣接しているかまたは重複しているＲＮＡ転写物と相補的な相補性
領域を含む。いくつかの実施形態において、Ｘ２は、ＲＮＡ転写物のポリ（Ａ）テイルの
アデニンヌクレオチドと相補的な少なくとも２個連続したピリミジンヌクレオチド（例え
ば、５～１５個のピリミジンヌクレオチド）を含む。
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【０１３０】
　いくつかの実施形態において、一般式５’－Ｘ１－Ｘ２－３’を含むオリゴヌクレオチ
ドが提供され、式中、Ｘ１は、アデニンと塩基対を形成する少なくとも２つのヌクレオチ
ド（例えば、チミジンもしくはウリジンまたはそれらのアナログ）を含み；Ｘ２は、ポリ
アデニル化されたＲＮＡ転写物の少なくとも３個連続したヌクレオチドと相補的な相補性
領域を含み、ここで、Ｘ２の相補性領域の５’末端におけるヌクレオチドは、ＲＮＡ転写
物のポリアデニル化ジャンクションに対してすぐ内側に存在するＲＮＡ転写物のヌクレオ
チドと相補的である。そのような実施形態において、Ｘ１は、２～１０個、２～２０個、
５～１５個または５～２５個のヌクレオチドを含み得、Ｘ２は、独立して、２～１０個、
２～２０個、５～１５個または５～２５個のヌクレオチドを含み得る。
【０１３１】
　いくつかの実施形態において、ヌクレオシド間結合を介して連結された少なくとも５つ
のヌクレオチド（例えば、５～２５個のヌクレオチド）を含む第１のオリゴヌクレオチド
およびヌクレオシド間結合を介して連結された少なくとも５つのヌクレオチド（例えば、
５～２５個のヌクレオチド）を含む第２のオリゴヌクレオチドを含む組成物が提供され、
ここで、第１のオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の５’末端と近接した少なくとも５
個連続したヌクレオチドと相補的であり、第２のオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ転写物の
３’末端と近接した少なくとも５個連続したヌクレオチドと相補的である。いくつかの実
施形態において、第１のオリゴヌクレオチドの５’末端は、第２のオリゴヌクレオチドの
３’末端と連結される。いくつかの実施形態において、第１のオリゴヌクレオチドの３’
末端は、第２のオリゴヌクレオチドの５’末端と連結される。いくつかの実施形態におい
て、第１のオリゴヌクレオチドの５’末端は、第２のオリゴヌクレオチドの５’末端と連
結される。いくつかの実施形態において、第１のオリゴヌクレオチドの３’末端は、第２
のオリゴヌクレオチドの３’末端と連結される。
【０１３２】
　いくつかの実施形態において、第１のオリゴヌクレオチドと第２のオリゴヌクレオチド
とは、リンカーによってつなげられる。用語「リンカー」は、通常、２つまたはそれを超
えるオリゴヌクレオチドを共有結合的に連結することができる化学的部分のことを指す。
いくつかの実施形態において、リンカーは、ある特定の生物学的状況において、例えば、
哺乳動物細胞の抽出物、例えば、エンドソーム抽出物中において、切断に対して抵抗性で
ある。しかしながら、いくつかの実施形態において、リンカー内に構成されるまたは含ま
れる少なくとも１つの結合は、切断されることが可能であり（例えば、ある生物学的状況
において、例えば、哺乳動物の抽出物、例えば、エンドソーム抽出物中において）、結合
の切断の後、少なくとも２つのオリゴヌクレオチドは、もはや互いに共有結合的に連結さ
れない。いくつかの実施形態において、リンカーは、ＲＮＡ転写物と相補的な配列を有す
るオリゴヌクレオチドではない。いくつかの実施形態において、リンカーは、オリゴヌク
レオチド（例えば、２～８個のチミン）である。いくつかの実施形態において、リンカー
は、ポリペプチドである。他の適切なリンカーも使用され得、それには、例えば、２０１
３年３月２１日に公開されたＭＵＬＴＩＭＥＲＩＣ　ＡＮＴＩＳＥＮＳＥ　ＯＬＩＧＯＮ
ＵＣＬＥＯＴＩＤＥＳという表題の国際特許出願公開ＷＯ２０１３／０４０４２９Ａ１に
開示されているリンカーが含まれる。リンカーに関するこの公報の内容は、その全体が参
照により本明細書中に援用される。
【０１３３】
　オリゴヌクレオチドは、等しい長さのオフターゲットＲＮＡ転写物のヌクレオチドの全
配列と閾値レベル未満の相補性を有する標的ＲＮＡ転写物（例えば、哺乳動物（ｍａｍｍ
ａｌｉｎ）ｍＲＮＡ転写物）と相補性領域を有し得る。例えば、オリゴヌクレオチドが、
標的ＲＮＡ転写物以外の細胞内のＲＮＡ転写物を標的化する配列を有しないことを保証す
るように、オリゴヌクレオチドはデザインされ得る。配列同一性の閾値レベルは、５０％
、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％または１００％の配列同一
性であり得る。
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【０１３４】
　オリゴヌクレオチドは、異なる種（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、サルなど
）にわたる遺伝子のホモログによってコードされるＲＮＡ転写物に相補的であり得る。い
くつかの実施形態において、これらの特色を有するオリゴヌクレオチドは、複数の種（例
えば、ヒトおよびマウス）において有効性についてインビボまたはインビトロにおいて試
験され得る。このアプローチは、ヒトの疾患に対して適切な動物が存在する種を選択する
ことによって、そのヒト疾患を処置するための臨床候補の開発も容易にする。
【０１３５】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの相補性領域は、標的ＲＮＡの少な
くとも８～１５、８～３０、８～４０または１０～５０または５～５０または５～４０塩
基、例えば、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３
１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４
、４５、４６、４７、４８、４９または５０個連続したヌクレオチドと相補的である。い
くつかの実施形態において、相補性領域は、標的ＲＮＡの少なくとも８個連続したヌクレ
オチドと相補的である。
【０１３６】
　相補的とは、この用語が当該分野において使用されているように、２つのヌクレオチド
の間で正確に対形成する能力のことを指す。例えば、オリゴヌクレオチドのある特定の位
置におけるヌクレオチドが、標的ＲＮＡの対応する位置におけるヌクレオチドと水素結合
することができる場合、そのオリゴヌクレオチドのヌクレオチドと標的ＲＮＡのヌクレオ
チドとは、その位置において互いに相補的である。オリゴヌクレオチドと標的ＲＮＡとは
、各分子における十分な数の対応する位置が、それらの塩基を介して互いと水素結合し得
るヌクレオチドによって占められているとき、互いに相補的である。したがって、「相補
的」は、オリゴヌクレオチドと標的ＲＮＡとの間に安定した特異的結合が生じるような十
分な程度の相補性または正確な対形成を示すために使用される用語である。例えば、オリ
ゴヌクレオチドの１つの位置における塩基が、標的ＲＮＡの対応する位置における塩基と
水素結合することができる場合、それらの塩基は、その位置において互いに相補的である
と考えられる。１００％の相補性は、必要とされない。
【０１３７】
　オリゴヌクレオチドは、標的ＲＮＡの連続したヌクレオチドに少なくとも８０％相補的
（必要に応じて、少なくとも８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％相補的のうちの１つ）であり得る。い
くつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、標的ＲＮＡの連続したヌクレオチド
の部分と比べて、１、２または３塩基のミスマッチを含み得る。いくつかの実施形態にお
いて、オリゴヌクレオチドは、１５塩基にわたって最大３つのミスマッチまたは１０塩基
にわたって最大２つのミスマッチを有し得る。
【０１３８】
　いくつかの実施形態において、相補的な核酸配列は、特異的にハイブリダイズ可能であ
るために、その標的の核酸配列に１００％相補的である必要はない。いくつかの実施形態
において、本開示の目的のオリゴヌクレオチドと標的ＲＮＡとのハイブリダイゼーション
が、標的ＲＮＡの分解を妨げるかまたは阻害するとき、ならびに非特異的結合の回避が望
まれる条件下、例えば、インビボアッセイまたは治療的処置の場合の生理学的条件下、お
よびインビトロアッセイの場合の、それらのアッセイが好適なストリンジェンシー条件下
で行われる条件下において、その配列と非標的配列との非特異的結合を回避するのに十分
な程度の相補性が存在するとき、そのオリゴヌクレオチドは、標的ＲＮＡと特異的にハイ
ブリダイズ可能である。
【０１３９】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、７、８、９、１０、１１、１２
、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、
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２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０ヌクレオチ
ド長またはそれを超える。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、８～５
０、１０～３０、９～２０、１５～３０または８～８０ヌクレオチド長である。
【０１４０】
　塩基対形成には、カノニカルなワトソン－クリック塩基対形成と非ワトソン－クリック
塩基対形成（例えば、ゆらぎ塩基対形成およびフーグスティーン塩基対形成）の両方が含
まれ得る。相補的な塩基対形成のために、アデノシンタイプの塩基（Ａ）は、チミジンタ
イプの塩基（Ｔ）またはウラシルタイプの塩基（Ｕ）に相補的であり、シトシンタイプの
塩基（Ｃ）は、グアノシンタイプの塩基（Ｇ）に相補的であり、ユニバーサル塩基（例え
ば、３－ニトロピロールまたは５－ニトロインドール）は、任意のＡ、Ｃ、ＵまたはＴに
ハイブリダイズし得、任意のＡ、Ｃ、ＵまたはＴに相補的であると考えられると理解され
る。イノシン（Ｉ）も、ユニバーサル塩基であると当該分野において考えられており、任
意のＡ、Ｃ、ＵまたはＴに相補的である。
【０１４１】
　いくつかの実施形態において、配列表に提供される配列を含む本明細書中に提供される
配列におけるいずれか１つまたはそれを超えるチミジン（Ｔ）ヌクレオチド（またはその
修飾ヌクレオチド）またはウリジン（Ｕ）ヌクレオチド（またはその修飾ヌクレオチド）
は、アデノシンヌクレオチドとの塩基対形成（例えば、ワトソン－クリック塩基対を介し
たもの）に適した他の任意のヌクレオチドで置き換えられてもよい。いくつかの実施形態
において、配列表に提供される配列を含む本明細書中に提供される配列におけるいずれか
１つまたはそれを超えるチミジン（Ｔ）ヌクレオチド（またはその修飾ヌクレオチド）ま
たはウリジン（Ｕ）ヌクレオチド（またはその修飾ヌクレオチド）は、異なるピリミジン
ヌクレオチドで適切に置き換えられてもよいし、逆もまた同じである。いくつかの実施形
態において、配列表に提供される配列を含む本明細書中に提供される配列におけるいずれ
か１つまたはそれを超えるチミジン（Ｔ）ヌクレオチド（またはその修飾ヌクレオチド）
は、ウリジン（Ｕ）ヌクレオチド（またはその修飾ヌクレオチド）で適切に置き換えられ
てもよいし、逆もまた同じである。
【０１４２】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ひと続きのグアノシンヌクレオ
チド（例えば、３個またはそれを超える、４個またはそれを超える、５個またはそれを超
える、６個またはそれを超える数だけ連続したグアノシンヌクレオチド）を含まない配列
を有し得る。いくつかの実施形態において、ひと続きのグアノシンヌクレオチドを有する
オリゴヌクレオチドは、ひと続きのグアノシンヌクレオチドを有しないオリゴヌクレオチ
ドと比べて、高い非特異的結合および／またはオフターゲット効果を有する。３個または
それを超えるＧまたはＣが連続した一続きは、いくつかの実施形態において、好ましくな
いことがある。したがって、いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、３個
またはそれを超えるひと続きのグアノシンヌクレオチドを含まない。
【０１４３】
　オリゴヌクレオチドは、３０％超のＧ－Ｃ含量、４０％超のＧ－Ｃ含量、５０％超のＧ
－Ｃ含量、６０％超のＧ－Ｃ含量、７０％超のＧ－Ｃ含量または８０％超のＧ－Ｃ含量を
有する配列を有し得る。オリゴヌクレオチドは、最大１００％のＧ－Ｃ含量、最大９５％
のＧ－Ｃ含量、最大９０％のＧ－Ｃ含量または最大８０％のＧ－Ｃ含量を有する配列を有
し得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドのＧＣ含量は、好ましくは、
約３０～６０％である。
【０１４４】
　本明細書中に提供される任意のオリゴヌクレオチドが除外され得ることが理解されるべ
きである。
【０１４５】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に開示されるオリゴヌクレオチドは、標的Ｒ
ＮＡの安定性を少なくとも約５０％（すなわち、通常の１５０％または１．５倍）または
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約２倍～約５倍高め得ることが見出された。いくつかの実施形態において、安定性（例え
ば、細胞における安定性）は、少なくとも約１５倍、２０倍、３０倍、４０倍、５０倍も
しくは１００倍または前述の数字のいずれかの間の任意の範囲だけ高められ得る。いくつ
かの実施形態において、ｍＲＮＡの高い安定性は、高いタンパク質発現に相関することが
示されている。同様に、いくつかの実施形態において、非コードの高い安定性は、そのＲ
ＮＡの高い活性と正に相関する。
【０１４６】
　この説明全体におけるオリゴヌクレオチドまたは他の分子の使用に対するいずれの言及
も、低レベルまたは低活性のＲＮＡ転写物に関連する状態または疾患の処置において使用
するための薬学的組成物または薬の調製におけるそれらのオリゴヌクレオチドまたは他の
分子の使用を企図していると理解される。したがって、１つの非限定的な例として、本発
明のこの態様は、疾患の処置において使用するための薬の調製におけるオリゴヌクレオチ
ドまたは他の分子の使用を含み、ここで、その処置は、標的化された様式でタンパク質レ
ベルおよび／またはＲＮＡレベルを転写後に変化させることを含む。
　オリゴヌクレオチド修飾
【０１４７】
　いくつかの実施形態において、ＲＮＡ転写物を標的化して安定化するために、送達、ハ
イブリダイゼーションおよび細胞内での安定性に適した化学的性質を有するオリゴヌクレ
オチドが提供される。さらに、いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの薬物
動態、体内分布、バイオアベイラビリティおよび／または有効性をコントロールするため
に有用なオリゴヌクレオチドの化学的性質が提供される。したがって、本明細書中に記載
されるオリゴヌクレオチドは、修飾され得、例えば、修飾された糖部分、修飾されたヌク
レオシド間結合、修飾ヌクレオチドおよび／またはそれらの組み合わせを含み得る。さら
に、オリゴヌクレオチドは、以下の特性のうちの１つまたはそれを超える特性を示し得る
：標的ＲＮＡの実質的な切断または分解を誘導しない；標的ＲＮＡの実質的に完全な切断
または分解を引き起こさない；ＲＮＡｓｅＨ経路を活性化しない；ＲＩＳＣを活性化しな
い；いかなるＡｒｇｏｎａｕｔｅファミリータンパク質もリクルートしない；Ｄｉｃｅｒ
によって切断されない；選択的スプライシングを媒介しない；免疫賦活性でない；ヌクレ
アーゼ抵抗性である；無修飾のオリゴヌクレオチドと比べて改善された細胞取り込みを有
する；細胞もしくは哺乳動物に対して毒性でない；および改善されたエンドソーム脱出（
ｅｎｄｏｓｏｍａｌ　ｅｘｉｔ）を有する。
【０１４８】
　遺伝子発現を調節するＲＮＡと相互作用するようにデザインされたオリゴヌクレオチド
は、ＤＮＡ標的に結合するようにデザインされたものと異なるサブセットの塩基配列であ
る（例えば、ＲＮＡが転写される、基礎をなすゲノムＤＮＡ配列と相補的である）。
【０１４９】
　本明細書中に開示される任意のオリゴヌクレオチドが、リンカー、例えば、切断可能な
リンカーによって、本明細書中に開示される１つまたはそれを超える他のオリゴヌクレオ
チドに連結され得る。
【０１５０】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、修飾、例えば、ヌクレオチド修飾を組み込むことなど
によって、核酸分解（ｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）に対して安定
化され得る。例えば、本発明の核酸配列は、ヌクレオチド配列の５’または３’末端の少
なくとも１番目、２番目または３番目のヌクレオチド間結合にホスホロチオエートを含む
。別の例として、核酸配列は、２’－修飾ヌクレオチド、例えば、２’－デオキシ、２’
－デオキシ－２’－フルオロ、２’－Ｏ－メチル、２’－Ｏ－メトキシエチル（２’－Ｏ
－ＭＯＥ）、２’－Ｏ－アミノプロピル（２’－Ｏ－ＡＰ）、２’－Ｏ－ジメチルアミノ
エチル（２’－Ｏ－ＤＭＡＯＥ）、２’－Ｏ－ジメチルアミノプロピル（２’－Ｏ－ＤＭ
ＡＰ）、２’－Ｏ－ジメチルアミノエチルオキシエチル（２’－Ｏ－ＤＭＡＥＯＥ）また
は２’－Ｏ－－Ｎ－メチルアセトアミド（２’－Ｏ－－ＮＭＡ）を含み得る。別の例とし
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て、核酸配列は、少なくとも１つの２’－Ｏ－メチル－修飾ヌクレオチドを含み得、いく
つかの実施形態において、それらのヌクレオチドのすべてが、２’－Ｏ－メチル修飾を含
む。いくつかの実施形態において、核酸は、「ロック」されており、すなわち、リボース
環が、２’－Ｏ原子と４’－Ｃ原子とを接続するメチレン橋架けによって「ロック」され
ている、核酸アナログを含む。
【０１５１】
　本明細書中に記載されるオリゴヌクレオチドの修飾される化学的性質または修飾される
形式の任意のものが、互いと組み合わされ得、その１、２、３、４、５個またはそれを超
える異なるタイプの修飾が、同じ分子の中に含められ得る。
【０１５２】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、少なくとも１つのリボヌクレオ
チド、少なくとも１つのデオキシリボヌクレオチドおよび／または少なくとも１つの橋架
けヌクレオチドを含み得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、橋架
けヌクレオチド（例えば、ロックト（ｌｏｃｋｅｄ）核酸（ＬＮＡ）ヌクレオチド、拘束
（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ）エチル（ｃＥｔ）ヌクレオチドまたはエチレン橋架け核酸（
ＥＮＡ）ヌクレオチド）を含み得る。そのようなヌクレオチドの例は、本明細書中に開示
され、当該分野で公知である。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、以
下の米国特許または米国特許出願公開のうちの１つに開示されているヌクレオチドアナロ
グを含む：米国特許第７，３９９，８４５号、同第７，７４１，４５７号、同第８，０２
２，１９３号、同第７，５６９，６８６号、同第７，３３５，７６５号、同第７，３１４
，９２３号、同第７，３３５，７６５号および同第７，８１６，３３３号、米国特許出願
公開第２０１１０００９４７１号（これらの各々の全内容が、すべての目的のために参照
により本明細書中に援用される）。オリゴヌクレオチドは、１つまたはそれを超える２’
Ｏ－メチルヌクレオチドを有し得る。オリゴヌクレオチドは、全体的に、２’Ｏ－メチル
ヌクレオチドからなり得る。
【０１５３】
　しばしば、上記オリゴヌクレオチドは、１つまたはそれを超えるヌクレオチドアナログ
を有する。例えば、上記オリゴヌクレオチドは、少なくとも１つのヌクレオチドアナログ
を有しないオリゴヌクレオチドと比べてそのオリゴヌクレオチドのＴｍを１℃、２℃、３
℃、４℃または５℃の範囲内で上昇させる少なくとも１つのヌクレオチドアナログを有し
得る。上記オリゴヌクレオチドは、ヌクレオチドアナログを有しないオリゴヌクレオチド
と比べてそのオリゴヌクレオチドのＴｍを合計で２℃、３℃、４℃、５℃、６℃、７℃、
８℃、９℃、１０℃、１５℃、２０℃、２５℃、３０℃、３５℃、４０℃、４５℃または
それを超える範囲内で上昇させる複数のヌクレオチドアナログを有し得る。
【０１５４】
　上記オリゴヌクレオチドは、最大５０ヌクレオチド長であり得、ここで、そのオリゴヌ
クレオチドの２～１０個、２～１５個、２～１６個、２～１７個、２～１８個、２～１９
個、２～２０個、２～２５個、２～３０個、２～４０個、２～４５個またはそれを超える
ヌクレオチドが、ヌクレオチドアナログである。上記オリゴヌクレオチドは、８～３０ヌ
クレオチド長であり得、ここで、そのオリゴヌクレオチドの２～１０個、２～１５個、２
～１６個、２～１７個、２～１８個、２～１９個、２～２０個、２～２５個、２～３０個
のヌクレオチドが、ヌクレオチドアナログである。
【０１５５】
　上記オリゴヌクレオチドは、８～１５ヌクレオチド長であり得、ここで、そのオリゴヌ
クレオチドの２～４個、２～５個、２～６個、２～７個、２～８個、２～９個、２～１０
個、２～１１個、２～１２個、２～１３個、２～１４個のヌクレオチドが、ヌクレオチド
アナログである。必要に応じて、そのオリゴヌクレオチドは、１、２、３、４、５、６、
７、８、９または１０個のヌクレオチド以外、すべてのヌクレオチドが修飾され得る。
【０１５６】
　上記オリゴヌクレオチドは、全体的に、橋架けヌクレオチド（例えば、ＬＮＡヌクレオ
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チド、ｃＥｔヌクレオチド、ＥＮＡヌクレオチド）からなり得る。上記オリゴヌクレオチ
ドは、デオキシリボヌクレオチドと２’－フルオロ－デオキシリボヌクレオチドとが交互
になっているものを含み得る。上記オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドと
２’－Ｏ－メチルヌクレオチドとが交互になっているものを含み得る。上記オリゴヌクレ
オチドは、デオキシリボヌクレオチドとＥＮＡヌクレオチドアナログとが交互になってい
るものを含み得る。上記オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドとＬＮＡヌク
レオチドとが交互になっているものを含み得る。上記オリゴヌクレオチドは、ＬＮＡヌク
レオチドと２’－Ｏ－メチルヌクレオチドとが交互になっているものを含み得る。上記オ
リゴヌクレオチドは、橋架けヌクレオチド（例えば、ＬＮＡヌクレオチド、ｃＥｔヌクレ
オチド、ＥＮＡヌクレオチド）である５’ヌクレオチドを有し得る。上記オリゴヌクレオ
チドは、デオキシリボヌクレオチドである５’ヌクレオチドを有し得る。
【０１５７】
　上記オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドの５’および３’末端の各々に
おいて少なくとも１つの橋架けヌクレオチド（例えば、ＬＮＡヌクレオチド、ｃＥｔヌク
レオチド、ＥＮＡヌクレオチド）に隣接したデオキシリボヌクレオチドを含み得る。上記
オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドの５’および３’末端の各々において
１、２、３、４、５、６、７、８個またはそれを超える橋架けヌクレオチド（例えば、Ｌ
ＮＡヌクレオチド、ｃＥｔヌクレオチド、ＥＮＡヌクレオチド）に隣接したデオキシリボ
ヌクレオチドを含み得る。上記オリゴヌクレオチドの３’位は、３’ヒドロキシル基を有
し得る。上記オリゴヌクレオチドの３’位は、３’チオホスフェートを有し得る。
【０１５８】
　上記オリゴヌクレオチドは、標識に結合体化され得る。例えば、上記オリゴヌクレオチ
ドは、その５’または３’末端において、ビオチン部分、コレステロール、ビタミンＡ、
ホレート（ｆｏｌａｔｅ）、シグマレセプターリガンド、アプタマー、ペプチド、例えば
、ＣＰＰ、疎水性分子、例えば、脂質、アシアロ糖タンパク質レセプターのリガンド（Ａ
ＳＧＰＲ）、例えばＧａｌＮａｃ、またはダイナミックポリコンジュゲート（ｄｙｎａｍ
ｉｃ　ｐｏｌｙｃｏｎｊｕｇａｔｅ）およびそれらのバリアントに結合体化され得る。
【０１５９】
　好ましくは、上記オリゴヌクレオチドは、修飾された糖部分および／または修飾された
ヌクレオシド間結合および／または修飾ヌクレオチドおよび／またはそれらの組み合わせ
を含む１つまたはそれを超える修飾を含む。所与のオリゴヌクレオチドにおけるすべての
位置が均一に修飾される必要はなく、実際に、本明細書中に記載される１つより多い修飾
が、単一のオリゴヌクレオチドに、またはあるオリゴヌクレオチドの中の単一のヌクレオ
シド内に組み込まれ得る。
【０１６０】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、２つまたはそれを超える化学的
に異なる領域（各々が、少なくとも１つのヌクレオチドで構成されている）を含むキメラ
オリゴヌクレオチドである。これらのオリゴヌクレオチドは、代表的には、１つまたはそ
れを超える有益な特性（例えば、高いヌクレアーゼ抵抗性、細胞内への多い取り込み、標
的に対する高い結合親和性）を付与する修飾ヌクレオチドの少なくとも１つの領域、およ
びＲＮＡ：ＤＮＡまたはＲＮＡ：ＲＮＡハイブリッドを切断することができる酵素に対す
る基質である領域を含む。本発明のキメラオリゴヌクレオチドは、上に記載されたような
、２つまたはそれを超えるオリゴヌクレオチド、修飾オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレ
オシドおよび／またはオリゴヌクレオチド模倣物の複合構造物として形成され得る。その
ような化合物は、当該分野ではハイブリッドまたはギャップマーとも称されている。その
ようなハイブリッド構造の調製を教示している代表的な米国特許としては、米国特許第５
，０１３，８３０号；同第５，１４９，７９７号；同第５，２２０，００７号；同第５，
２５６，７７５号；同第５，３６６，８７８号；同第５，４０３，７１１号；同第５，４
９１，１３３号；同第５，５６５，３５０号；同第５，６２３，０６５号；同第５，６５
２，３５５号；同第５，６５２，３５６号；および同第５，７００，９２２号（これらの
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各々は参照により本明細書中に援用される）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１６１】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、糖の２’位において修飾された
少なくとも１つのヌクレオチド、最も好ましくは、２’－Ｏ－アルキル－修飾ヌクレオチ
ド、２’－Ｏ－アルキル－Ｏ－アルキル－修飾ヌクレオチドまたは２’－フルオロ－修飾
ヌクレオチドを含む。他の好ましい実施形態において、ＲＮＡ修飾としては、ＲＮＡの３
’末端のピリミジンのリボース上、無塩基残基上または反転した（ｉｎｖｅｒｔｅｄ）塩
基上の２’－フルオロ、２’－アミノおよび２’Ｏ－メチル修飾が挙げられる。そのよう
な修飾は、日常的にオリゴヌクレオチドに組み込まれ、これらのオリゴヌクレオチドは、
所与の標的に対して、２’－デオキシオリゴヌクレオチドよりも高いＴｍ（すなわち、よ
り高い標的結合親和性）を有することが示されている。
【０１６２】
　いくつかのヌクレオチド修飾は、天然のオリゴデオキシヌクレオチドよりもヌクレアー
ゼ消化に対してより高い抵抗性が組み込まれたオリゴヌクレオチドをもたらすことが示さ
れており；これらの修飾オリゴは、無修飾のオリゴヌクレオチドよりも長い時間にわたっ
てインタクトな状態で残存する。修飾オリゴヌクレオチドの特定の例としては、修飾され
た骨格、例えば、ホスホロチオエート、ホスホトリエステル、メチルホスホネート、短鎖
アルキル糖間結合もしくはシクロアルキル糖間結合または短鎖ヘテロ原子糖間結合もしく
は複素環式糖間結合を含むものが挙げられる。いくつかの実施形態において、オリゴヌク
レオチドは、ホスホロチオエート骨格；ヘテロ原子骨格（例えば、メチレン（メチルイミ
ノ）またはＭＭＩ骨格）；アミド骨格（Ｄｅ　Ｍｅｓｍａｅｋｅｒら、Ａｃｅ．Ｃｈｅｍ
．Ｒｅｓ．１９９５，２８：３６６－３７４を参照のこと）；モルホリノ骨格（Ｓｕｍｍ
ｅｒｔｏｎ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｅｒ、米国特許第５，０３４，５０６号を参照のこと）；
またはペプチド核酸（ＰＮＡ）骨格（ここで、オリゴヌクレオチドのホスホジエステル骨
格は、ポリアミド骨格で置き換えられ、それらのヌクレオチドは、ポリアミド骨格のアザ
窒素原子に直接または間接的に結合される。Ｎｉｅｌｓｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９
１，２５４，１４９７を参照のこと）を有し得る。リン含有結合としては、ホスホロチオ
エート、キラルホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミ
ノアルキルホスホトリエステル、３’アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネート
を含むメチルホスホネートおよび他のアルキルホスホネート、ホスフィネート、３’－ア
ミノホスホルアミデートおよびアミノアルキルホスホルアミデートを含むホスホルアミデ
ート、チオノホスホルアミデート、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホ
トリエステル、ならびに通常の３’－５’結合を有するボラノホスフェート、これらの２
’－５’結合アナログおよび極性が反転したもの（ここで、ヌクレオシド単位の隣接する
対は、３’－５’と５’－３’または２’－５’と５’－２’とで連結される）が挙げら
れるが、これらに限定されない；米国特許第３，６８７，８０８号；同第４，４６９，８
６３号；同第４，４７６，３０１号；同第５，０２３，２４３号；同第５，１７７，１９
６号；同第５，１８８，８９７号；同第５，２６４，４２３号；同第５，２７６，０１９
号；同第５，２７８，３０２号；同第５，２８６，７１７号；同第５，３２１，１３１号
；同第５，３９９，６７６号；同第５，４０５，９３９号；同第５，４５３，４９６号；
同第５，４５５，２３３号；同第５，４６６，６７７号；同第５，４７６，９２５号；同
第５，５１９，１２６号；同第５，５３６，８２１号；同第５，５４１，３０６号；同第
５，５５０，１１１号；同第５，５６３，２５３号；同第５，５７１，７９９号；同第５
，５８７，３６１号；および同第５，６２５，０５０号を参照のこと。
【０１６３】
　モルホリノに基づくオリゴマー化合物は、Ｄｗａｉｎｅ　Ａ．Ｂｒａａｓｃｈ　ａｎｄ
　Ｄａｖｉｄ　Ｒ．Ｃｏｒｅｙ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，４１（１４），
４５０３－４５１０）；Ｇｅｎｅｓｉｓ，ｖｏｌｕｍｅ　３０，ｉｓｓｕｅ　３，２００
１；Ｈｅａｓｍａｎ，Ｊ．，Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．，２００２，２４３，２０９－２１４；
Ｎａｓｅｖｉｃｉｕｓら、Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．，２０００，２６，２１６－２２０；Ｌ
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ａｃｅｒｒａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，２０００，９７，９５９１
－９５９６；および１９９１年７月２３日に発行された米国特許第５，０３４，５０６号
に記載されている。いくつかの実施形態において、モルホリノに基づくオリゴマー化合物
は、ホスホロジアミデートモルホリノオリゴマー（ＰＭＯ）（例えば、Ｉｖｅｒｓｏｎ，
Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．，３：２３５－２３８，２００１；およびＷａ
ｎｇら、Ｊ．Ｇｅｎｅ　Ｍｅｄ．，１２：３５４－３６４，２０１０に記載されているよ
うなもの；これらの開示は、それらの全体が参照により本明細書中に援用される）である
。
【０１６４】
　シクロヘキセニル核酸オリゴヌクレオチド模倣物は、Ｗａｎｇら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ
．Ｓｏｃ．，２０００，１２２，８５９５－８６０２に記載されている。
【０１６５】
　中にリン原子を含まない修飾オリゴヌクレオチド骨格は、短鎖アルキルヌクレオシド間
結合またはシクロアルキルヌクレオシド間結合、ヘテロ原子ヌクレオシド間結合とアルキ
ルヌクレオシド間結合もしくはシクロアルキルヌクレオシド間結合とが混合したもの（mi
xed　heteroatom　and　alkyl　or　cycloalkyl　internucleoside　linkages）、または
１つもしくはそれを超える短鎖ヘテロ原子ヌクレオシド間結合もしくは複素環式ヌクレオ
シド間結合によって形成される骨格を有する。これらには、モルホリノ結合を有するもの
（ヌクレオシドの糖部分から部分的に形成される）；シロキサン骨格；スルフィド骨格、
スルホキシド骨格およびスルホン骨格；ホルムアセチル骨格およびチオホルムアセチル骨
格；メチレンホルムアセチル骨格およびチオホルムアセチル骨格；アルケン含有骨格；ス
ルファメート骨格；メチレンイミノ骨格およびメチレンヒドラジノ骨格；スルホネート骨
格およびスルホンアミド骨格；アミド骨格；ならびにＮ、Ｏ、ＳおよびＣＨ２の構成要素
部分が混合したその他のものが含まれる；米国特許第５，０３４，５０６号；同第５，１
６６，３１５号；同第５，１８５，４４４号；同第５，２１４，１３４号；同第５，２１
６，１４１号；同第５，２３５，０３３号；同第５，２６４，５６２号；同第５，２６４
，５６４号；同第５，４０５，９３８号；同第５，４３４，２５７号；同第５，４６６，
６７７号；同第５，４７０，９６７号；同第５，４８９，６７７号；同第５，５４１，３
０７号；同第５，５６１，２２５号；同第５，５９６，０８６号；同第５，６０２，２４
０号；同第５，６１０，２８９号；同第５，６０２，２４０号；同第５，６０８，０４６
号；同第５，６１０，２８９号；同第５，６１８，７０４号；同第５，６２３，０７０号
；同第５，６６３，３１２号；同第５，６３３，３６０号；同第５，６７７，４３７号；
および同第５，６７７，４３９号（これらの各々は参照により本明細書中に援用される）
を参照のこと。
【０１６６】
　アラビノヌクレオチド残基もしくは修飾アラビノヌクレオチド残基に基づくかまたはそ
れらから構築されるオリゴヌクレオチドを含む修飾オリゴヌクレオチドも知られている。
アラビノヌクレオシドは、リボヌクレオシドの立体異性体であり、糖環の２’位における
配置だけが異なる。いくつかの実施形態において、２’－アラビノ修飾は、２’－Ｆアラ
ビノである。いくつかの実施形態において、修飾オリゴヌクレオチドは、２’－フルオロ
－Ｄ－アラビノ核酸（ＦＡＮＡ）（例えば、Ｌｏｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．，４１：３４５
７－３４６７，２００２およびＭｉｎら、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．
，１２：２６５１－２６５４，２００２に記載されているようなもの；これらの開示は、
それらの全体が参照により本明細書中に援用される）である。類似の修飾は、糖における
他の位置、特に、３’末端のヌクレオシド上の、または２’－５’連結されたオリゴヌク
レオチドにおける糖の３’位および５’末端ヌクレオチドの５’位においても行われ得る
。
【０１６７】
　ＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／６７３７８は、相補的なメッセンジャーＲＮＡへの会合を介
した遺伝子発現の配列特異的阻害の改善のためのアラビノ核酸（ＡＮＡ）オリゴマーおよ
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びそれらのアナログを開示している。
【０１６８】
　他の好ましい修飾としては、エチレン橋架け核酸（ＥＮＡ）（例えば、国際特許公開番
号ＷＯ２００５／０４２７７７、Ｍｏｒｉｔａら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．
，Ｓｕｐｐｌ　１：２４１－２４２，２００１；Ｓｕｒｏｎｏら、Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔ
ｈｅｒ．，１５：７４９－７５７，２００４；Ｋｏｉｚｕｍｉ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｍ
ｏｌ．Ｔｈｅｒ．，８：１４４－１４９，２００６およびＨｏｒｉｅら、Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ（Ｏｘｆ），４９：１７１－１７２，２００５；これら
の開示は、それらの全体が参照により本明細書中に援用される）が挙げられる。好ましい
ＥＮＡとしては、２’－Ｏ，４’－Ｃ－エチレン橋架け核酸が挙げられるが、これに限定
されない。
【０１６９】
　ＬＮＡの例は、ＷＯ／２００８／０４３７５３に記載されており、それらとしては、以
下の一般式の化合物が挙げられる。

【化１】

式中、ＸおよびＹは、基－Ｏ－、－Ｓ－、－Ｎ（Ｈ）－、Ｎ（Ｒ）－、－ＣＨ２－もしく
は－ＣＨ－（二重結合の一部である場合）、－ＣＨ２－Ｏ－、－ＣＨ２－Ｓ－、－ＣＨ２

－Ｎ（Ｈ）－、－ＣＨ２－Ｎ（Ｒ）－、－ＣＨ２－ＣＨ２－もしくは－ＣＨ２－ＣＨ－（
二重結合の一部である場合）、－ＣＨ＝ＣＨ－の中から独立して選択され、ここで、Ｒは
、水素およびＣ１－４－アルキルから選択され；ＺおよびＺ＊は、ヌクレオシド間結合、
末端基または保護基の中から独立して選択され；Ｂは、天然または非天然のヌクレオチド
塩基部分を構成し；不斉基は、いずれかの配向で見出され得る。
【０１７０】
　好ましくは、本明細書中に記載されるオリゴヌクレオチドにおいて使用されるＬＮＡは
、以下の式のいずれかに記載の少なくとも１つのＬＮＡ単位を含み、
【化２】

式中、Ｙは、－Ｏ－、－Ｓ－、－ＮＨ－またはＮ（ＲＨ）であり；ＺおよびＺ＊は、ヌク
レオシド間結合、末端基または保護基の中から独立して選択され；Ｂは、天然または非天
然のヌクレオチド塩基部分を構成し、ＲＨは、水素およびＣ１－４－アルキルから選択さ
れる。
【０１７１】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に記載されるオリゴヌクレオチドにおいて使
用されるロックト核酸（ＬＮＡ）は、ＰＣＴ／ＤＫ２００６／０００５１２のスキーム２
に示されているいずれかの式に記載の少なくとも１つのロックト核酸（ＬＮＡ）単位を含
む。
【０１７２】
　いくつかの実施形態において、本発明のオリゴマーにおいて使用されるＬＮＡは、－０
－Ｐ（Ｏ）２－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ，Ｓ）－Ｏ－、－０－Ｐ（Ｓ）２－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（
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Ｏ）２－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ，Ｓ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｓ）２－Ｏ－、－０－Ｐ（Ｏ）２

－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ，Ｓ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）２－Ｓ－、－Ｏ－ＰＯ（ＲＨ）－Ｏ
－、Ｏ－ＰＯ（ＯＣＨ３）－Ｏ－、－Ｏ－ＰＯ（ＮＲＨ）－Ｏ－、－Ｏ－ＰＯ（ＯＣＨ２

ＣＨ２Ｓ－Ｒ）－Ｏ－、－Ｏ－ＰＯ（ＢＨ３）－Ｏ－、－Ｏ－ＰＯ（ＮＨＲＨ）－Ｏ－、
－Ｏ－Ｐ（Ｏ）２－ＮＲＨ－、－ＮＲＨ－Ｐ（Ｏ）２－Ｏ－、－ＮＲＨ－ＣＯ－Ｏ－から
選択されるヌクレオシド間結合を含み、ここで、ＲＨは、水素およびＣ１－４－アルキル
から選択される。
【０１７３】
　ＬＮＡ単位の他の例を下に示す：
【化３】

【０１７４】
　用語「チオ－ＬＮＡ」は、上記の一般式におけるＸまたはＹのうちの少なくとも１つが
Ｓまたは－ＣＨ２－Ｓ－から選択されるロックトヌクレオチドを含む。チオ－ＬＮＡは、
ベータ－Ｄ配置とアルファ－Ｌ配置との両方で存在し得る。
【０１７５】
　用語「アミノ－ＬＮＡ」は、上記の一般式におけるＸまたはＹのうちの少なくとも１つ
が、－Ｎ（Ｈ）－、Ｎ（Ｒ）－、ＣＨ２－Ｎ（Ｈ）－および－ＣＨ２－Ｎ（Ｒ）－から選
択されるロックトヌクレオチドを含み、ここで、Ｒは、水素およびＣ１－４－アルキルか
ら選択される。アミノ－ＬＮＡは、ベータ－Ｄ配置とアルファ－Ｌ配置との両方で存在し
得る。
【０１７６】
　用語「オキシ－ＬＮＡ」は、上記の一般式におけるＸまたはＹのうちの少なくとも１つ
が－Ｏ－または－ＣＨ２－Ｏ－を表わすロックトヌクレオチドを含む。オキシ－ＬＮＡは
、ベータ－Ｄ配置とアルファ－Ｌ配置との両方で存在し得る。
【０１７７】
　用語「ｅｎａ－ＬＮＡ」は、上記の一般式におけるＹが－ＣＨ２－Ｏ－であるロックト
ヌクレオチドを含む（ここで、－ＣＨ２－Ｏ－の酸素原子は、塩基Ｂに対して２’位に結
合する）。
【０１７８】
　ＬＮＡは、本明細書中でさらに詳細に記載される。
【０１７９】
　１つまたはそれを超える置換された糖部分、例えば、以下のうちの１つもまた、２’位
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に含められ得る：ＯＨ、ＳＨ、ＳＣＨ３、Ｆ、ＯＣＮ、ＯＣＨ３ＯＣＨ３、ＯＣＨ３Ｏ（
ＣＨ２）ｎＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＮＨ２またはＯ（ＣＨ２）ｎＣＨ３（ここで、ｎは１
～約１０である）；Ｃ１～Ｃ１０低級アルキル、アルコキシアルコキシ、置換低級アルキ
ル、アルカリール（ａｌｋａｒｙｌ）またはアラルキル；Ｃｌ；Ｂｒ；ＣＮ；ＣＦ３；Ｏ
ＣＦ３；Ｏ－、Ｓ－またはＮ－アルキル；Ｏ－、Ｓ－またはＮ－アルケニル；ＳＯＣＨ３

；ＳＯ２ＣＨ３；ＯＮＯ２；ＮＯ２；Ｎ３；ＮＨ２；ヘテロシクロアルキル；ヘテロシク
ロアルカリール；アミノアルキルアミノ；ポリアルキルアミノ；置換シリル；ＲＮＡ切断
基；レポーター基；インターカレーター；オリゴヌクレオチドの薬物動態学的特性を改善
するための基；またはオリゴヌクレオチドの薬力学的特性を改善するための基および類似
の特性を有する他の置換基。好ましい修飾としては、２’－メトキシエトキシ［２’－Ｏ
－（２－メトキシエチル）としても知られる２’－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３］（Ｍａｒ
ｔｉｎら、ＨｅＩｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ，１９９５，７８，４８６）が挙げられる。他
の好ましい修飾としては、２’－メトキシ（２’－Ｏ－ＣＨ３）、２’－プロポキシ（２
’－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３）および２’－フルオロ（２’－Ｆ）が挙げられる。類似の修
飾が、オリゴヌクレオチド上の他の位置、特に、３’末端ヌクレオチド上の糖の３’位お
よび５’末端ヌクレオチドの５’位においても行われ得る。オリゴヌクレオチドは、ペン
トフラノシル基の代わりにシクロブチルなどの糖模倣物も有し得る。
【０１８０】
　オリゴヌクレオチドは、追加的にまたは代わりに、核酸塩基（当該分野では単純に「塩
基」と称されることが多い）の修飾または置換も含み得る。本明細書中で使用されるとき
、「無修飾」または「天然」の核酸塩基には、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、チミン
（Ｔ）、シトシン（Ｃ）およびウラシル（Ｕ）が含まれる。修飾された核酸塩基には、天
然の核酸ではまれにまたは一過性にのみ見出される核酸塩基、例えば、ヒポキサンチン、
６－メチルアデニン、５－Ｍｅピリミジン、特に、５－メチルシトシン（５－メチル－２
’デオキシシトシンとも称され、当該分野では５－Ｍｅ－Ｃと称されることが多い）、５
－ヒドロキシメチルシトシン（ＨＭＣ）、グリコシルＨＭＣおよびゲントビオシル（ｇｅ
ｎｔｏｂｉｏｓｙｌ）ＨＭＣ、イソシトシン、シュードイソシトシン（ｐｓｅｕｄｏｉｓ
ｏｃｙｔｏｓｉｎｅ）、ならびに合成核酸塩基、例えば、２－アミノアデニン、２－（メ
チルアミノ）アデニン、２－（イミダゾリルアルキル）アデニン、２－（アミノアルキル
アミノ（ａｍｉｎｏａｌｋｌｙａｍｉｎｏ））アデニンまたは他のヘテロ置換アルキルア
デニン、２－チオウラシル、２－チオチミン、５－ブロモウラシル、５－ヒドロキシメチ
ルウラシル、５－プロピニルウラシル、８－アザグアニン、７－デアザグアニン、Ｎ６（
６－アミノヘキシル）アデニン、６－アミノプリン、２－アミノプリン、２－クロロ－６
－アミノプリンおよび２，６－ジアミノプリンまたは他のジアミノプリンが含まれる。例
えば、Ｋｏｒｎｂｅｒｇ，“ＤＮＡ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，”Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａ
ｎ　＆　Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，１９８０，ｐｐ７５－７７；およびＧｅ
ｂｅｙｅｈｕ，Ｇ．ら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１５：４５１３（１９８７）
）を参照のこと。当該分野で公知の「ユニバーサル」塩基、例えば、イノシンも含められ
得る。５－Ｍｅ－Ｃ置換は、核酸二重鎖の安定性を０．６～１．２℃高めることが示され
ており（Ｓａｎｇｈｖｉ，ｉｎ　Ｃｒｏｏｋｅ，ａｎｄ　Ｌｅｂｌｅｕ，ｅｄｓ．，Ａｎ
ｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ＣＲＣ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，１９９３，ｐｐ．２７６－２７８）、塩基置換として使
用され得る。
【０１８１】
　所与のオリゴヌクレオチドにおけるすべての位置が均一に修飾される必要はなく、実際
に、本明細書中に記載される１つより多い修飾が、単一のオリゴヌクレオチドに、または
あるオリゴヌクレオチドの中の単一のヌクレオシド内に組み込まれ得る。
【０１８２】
　いくつかの実施形態において、糖とヌクレオシド間結合の両方、すなわち、ヌクレオチ
ド単位の骨格は、新規の基で置き換えられる。塩基の単位は、適切な核酸標的化合物との



(64) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40

50

ハイブリダイゼーションのために維持される。そのようなオリゴマー化合物の１つである
、優れたハイブリダイゼーション特性を有することが示されているオリゴヌクレオチド模
倣物（ｍｉｍｅｔｉｃ）は、ペプチド核酸（ＰＮＡ）と称される。ＰＮＡ化合物において
、オリゴヌクレオチドの糖骨格は、アミド含有骨格、例えば、アミノエチルグリシン骨格
で置き換えられている。核酸塩基は、保持され、その骨格のアミド部分のアザ窒素原子に
直接または間接的に結合される。ＰＮＡ化合物の調製を教示している代表的な米国特許と
しては、米国特許第５，５３９，０８２号；同第５，７１４，３３１号；および同第５，
７１９，２６２号（これらの各々は参照により本明細書中に援用される）が挙げられるが
、これらに限定されない。ＰＮＡ化合物のさらなる教示は、Ｎｉｅｌｓｅｎら、Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，１９９１，２５４，１４９７－１５００に見出すことができる。
【０１８３】
　オリゴヌクレオチドは、１つまたはそれを超える核酸塩基（当該分野では単純に「塩基
」と称されることが多い）の修飾または置換も含み得る。本明細書中で使用されるとき、
「無修飾」または「天然」の核酸塩基には、プリン塩基であるアデニン（Ａ）およびグア
ニン（Ｇ）、ならびにピリミジン塩基であるチミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ）およびウラシ
ル（Ｕ）が含まれる。修飾された核酸塩基には、他の合成および天然の核酸塩基（例えば
、５－メチルシトシン（５－ｍｅ－Ｃ）、５－ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、
ヒポキサンチン、２－アミノアデニン、アデニンおよびグアニンの６－メチル誘導体およ
び他のアルキル誘導体、アデニンおよびグアニンの２－プロピル誘導体および他のアルキ
ル誘導体、２－チオウラシル、２－チオチミンおよび２－チオシトシン、５－ハロウラシ
ルおよび５－ハロシトシン、５－プロピニルウラシルおよび５－プロピニルシトシン、６
－アゾウラシル、６－アゾシトシンおよび６－アゾチミン、５－ウラシル（シュードウラ
シル）、４－チオウラシル、８－ハロアデニン、８－アミノアデニン、８－チオールアデ
ニン、８－チオアルキルアデニン、８－ヒドロキシルアデニンおよび他の８－置換アデニ
ン、８－ハログアニン、８－アミノグアニン、８－チオールグアニン、８－チオアルキル
グアニン、８－ヒドロキシルグアニンおよび他の８－置換グアニン、５－ハロウラシル、
特に、５－ブロモウラシル、５－トリフルオロメチルウラシルおよび他の５－置換ウラシ
ル、５－ハロシトシン、特に、５－ブロモシトシン、５－トリフルオロメチルシトシンお
よび他の５－置換シトシン、７－メチルグアニン（ｍｅｔｈｙｌｑｕａｎｉｎｅ）および
７－メチルアデニン、８－アザグアニンおよび８－アザアデニン、７－デアザグアニンお
よび７－デアザアデニンならびに３－デアザグアニンおよび３－デアザアデニン）が含ま
れる。
【０１８４】
　さらに、核酸塩基は、米国特許第３，６８７，８０８号に開示されているもの、“Ｔｈ
ｅ　Ｃｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　Ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ”，８５８－８５９頁，Ｋｒｏｓｃｈｗｉｔｚ，ｅ
ｄ．Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９０に開示されているもの；Ｅｎｇｌｉ
ｓｃｈら、Ａｎｇｅｗａｎｄｌｅ　Ｃｈｅｍｉｅ，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉ
ｔｉｏｎ，１９９１，３０，６１３頁によって開示されたもの、およびＳａｎｇｈｖｉ，
Ｃｈａｐｔｅｒ　１５，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ，”２８９－３０２頁，Ｃｒｏｏｋｅ，ａｎｄ　Ｌｅｂｌｅｕ，ｅｄｓ．，
ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，１９９３によって開示されたものを含む。これらの核酸塩基のうち
のある特定のものが、本発明のオリゴマー化合物の結合親和性を高めるために特に有用で
ある。これらには、２－アミノプロピルアデニン、５－プロピニルウラシルおよび５－プ
ロピニルシトシンを含む、５－置換ピリミジン、６－アザピリミジンならびにＮ－２、Ｎ
－６および０－６置換プリンが含まれる。５－メチルシトシン置換は、核酸二重鎖の安定
性を０．６～１．２＜０＞Ｃ高めることが示されており（Ｓａｎｇｈｖｉら、ｅｄｓ，“
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，”ＣＲＣ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，１９９３，ｐｐ．２７６－２７８）、より詳細に
は２’－Ｏ－メトキシエチル糖修飾と組み合わされるとき、現在、好ましい塩基置換であ
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る。修飾された核酸塩基は、米国特許第３，６８７，８０８号、ならびに同第４，８４５
，２０５号；同第５，１３０，３０２号；同第５，１３４，０６６号；同第５，１７５，
２７３号；同第５，３６７，０６６号；同第５，４３２，２７２号；同第５，４５７，１
８７号；同第５，４５９，２５５号；同第５，４８４，９０８号；同第５，５０２，１７
７号；同第５，５２５，７１１号；同第５，５５２，５４０号；同第５，５８７，４６９
号；同第５，５９６，０９１号；同第５，６１４，６１７号；同第５，７５０，６９２号
および同第５，６８１，９４１号（これらの各々は参照により本明細書中に援用される）
に記載されている。
【０１８５】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、そのオリゴヌクレオチドの活性
、細胞分布または細胞取り込みを増強する１つまたはそれを超える部分または結合体に化
学的に連結される。例えば、同じまたは異なるタイプの１つまたはそれを超えるオリゴヌ
クレオチドが、互いに結合体化され得るか；またはオリゴヌクレオチドは、ある細胞型も
しくは組織型に対して高い特異性を有する標的化部分に結合体化され得る。そのような部
分としては、脂質部分、例えば、コレステロール部分（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９８９，８６，６５５３－６５５６）、コー
ル酸（Ｍａｎｏｈａｒａｎら、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ．，１９９４，
４，１０５３－１０６０）、チオエーテル、例えば、ヘキシル－Ｓ－トリチルチオール（
Ｍａｎｏｈａｒａｎら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，１９９２，６６０，３０
６－３０９；Ｍａｎｏｈａｒａｎら、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ．，１９
９３，３，２７６５－２７７０）、チオコレステロール（Ｏｂｅｒｈａｕｓｅｒら、Ｎｕ
ｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９９２，２０，５３３－５３８）、脂肪族鎖、例えば、
ドデカンジオールまたはウンデシル残基（Ｋａｂａｎｏｖら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，１
９９０，２５９，３２７－３３０；Ｓｖｉｎａｒｃｈｕｋら、Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，１９
９３，７５，４９－５４）、リン脂質、例えば、ジ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセロー
ルまたはトリエチルアンモニウム１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセロ－３
－Ｈ－ホスホネート（Ｍａｎｏｈａｒａｎら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．，１
９９５，３６，３６５１－３６５４；Ｓｈｅａら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１
９９０，１８，３７７７－３７８３）、ポリアミンもしくはポリエチレングリコール鎖（
Ｍａｎｃｈａｒａｎら、Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　＆　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，１９９
５，１４，９６９－９７３）またはアダマンタン酢酸（Ｍａｎｏｈａｒａｎら、Ｔｅｔｒ
ａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．，１９９５，３６，３６５１－３６５４）、パルミチル部分
（Ｍｉｓｈｒａら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，１９９５，１２６４，
２２９－２３７）、あるいはオクタデシルアミンまたはヘキシルアミノ－カルボニル－ｔ
オキシコレステロール部分（Ｃｒｏｏｋｅら、Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅｘｐ．Ｔｈｅ
ｒ．，１９９６，２７７，９２３－９３７）が挙げられるが、これらに限定されない。米
国特許第４，８２８，９７９号；同第４，９４８，８８２号；同第５，２１８，１０５号
；同第５，５２５，４６５号；同第５，５４１，３１３号；同第５，５４５，７３０号；
同第５，５５２，５３８号；同第５，５７８，７１７号、同第５，５８０，７３１号；同
第５，５８０，７３１号；同第５，５９１，５８４号；同第５，１０９，１２４号；同第
５，１１８，８０２号；同第５，１３８，０４５号；同第５，４１４，０７７号；同第５
，４８６，６０３号；同第５，５１２，４３９号；同第５，５７８，７１８号；同第５，
６０８，０４６号；同第４，５８７，０４４号；同第４，６０５，７３５号；同第４，６
６７，０２５号；同第４，７６２，７７９号；同第４，７８９，７３７号；同第４，８２
４，９４１号；同第４，８３５，２６３号；同第４，８７６，３３５号；同第４，９０４
，５８２号；同第４，９５８，０１３号；同第５，０８２，８３０号；同第５，１１２，
９６３号；同第５，２１４，１３６号；同第５，０８２，８３０号；同第５，１１２，９
６３号；同第５，２１４，１３６号；同第５，２４５，０２２号；同第５，２５４，４６
９号；同第５，２５８，５０６号；同第５，２６２，５３６号；同第５，２７２，２５０
号；同第５，２９２，８７３号；同第５，３１７，０９８号；同第５，３７１，２４１号
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、同第５，３９１，７２３号；同第５，４１６，２０３号、同第５，４５１，４６３号；
同第５，５１０，４７５号；同第５，５１２，６６７号；同第５，５１４，７８５号；同
第５，５６５，５５２号；同第５，５６７，８１０号；同第５，５７４，１４２号；同第
５，５８５，４８１号；同第５，５８７，３７１号；同第５，５９５，７２６号；同第５
，５９７，６９６号；同第５，５９９，９２３号；同第５，５９９，９２８号および同第
５，６８８，９４１号（これらの各々は参照により本明細書中に援用される）も参照のこ
と。
【０１８６】
　これらの部分または結合体には、１級または２級ヒドロキシル基などの官能基に共有結
合した結合体基が含まれ得る。本発明の結合体基には、インターカレーター、レポーター
分子、ポリアミン、ポリアミド、ポリエチレングリコール、ポリエーテル、オリゴマーの
薬力学的特性を増強する基およびオリゴマーの薬物動態学的特性を増強する基が含まれる
。代表的な結合体基としては、コレステロール、脂質、リン脂質、ビオチン、フェナジン
、ホレート、フェナントリジン、アントラキノン、アクリジン、フルオレセイン、ローダ
ミン、クマリンおよび色素が挙げられる。本発明の文脈における薬力学的特性を増強する
基としては、取り込みを改善する基、分解に対する抵抗性を増強する基および／または標
的核酸との配列特異的ハイブリダイゼーションを強化する基が挙げられる。本発明の文脈
における薬物動態学的特性を増強する基としては、本発明の化合物の取り込み、分布、代
謝または排泄を改善する基が挙げられる。代表的な結合体基は、１９９２年１０月２３日
に出願された国際特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９２／０９１９６および米国特許第６，２８
７，８６０号（これらは、参照により本明細書中に援用される）に開示されている。結合
体部分しては、脂質部分、例えば、コレステロール部分、コール酸、チオエーテル、例え
ば、ヘキシル－５－トリチルチオール、チオコレステロール、脂肪族鎖、例えば、ドデカ
ンジオール残基もしくはウンデシル残基、リン脂質、例えば、ジ－ヘキサデシル－ｒａｃ
－グリセロールまたはトリエチルアンモニウム１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｒａｃ－
グリセロ－３－Ｈ－ホスホネート、ポリアミンもしくはポリエチレングリコール鎖、また
はアダマンタン酢酸、パルミチル部分、あるいはオクタデシルアミンまたはヘキシルアミ
ノ－カルボニル－オキシコレステロール部分が挙げられるが、これらに限定されない。例
えば、米国特許第４，８２８，９７９号；同第４，９４８，８８２号；同第５，２１８，
１０５号；同第５，５２５，４６５号；同第５，５４１，３１３号；同第５，５４５，７
３０号；同第５，５５２，５３８号；同第５，５７８，７１７号、同第５，５８０，７３
１号；同第５，５８０，７３１号；同第５，５９１，５８４号；同第５，１０９，１２４
号；同第５，１１８，８０２号；同第５，１３８，０４５号；同第５，４１４，０７７号
；同第５，４８６，６０３号；同第５，５１２，４３９号；同第５，５７８，７１８号；
同第５，６０８，０４６号；同第４，５８７，０４４号；同第４，６０５，７３５号；同
第４，６６７，０２５号；同第４，７６２，７７９号；同第４，７８９，７３７号；同第
４，８２４，９４１号；同第４，８３５，２６３号；同第４，８７６，３３５号；同第４
，９０４，５８２号；同第４，９５８，０１３号；同第５，０８２，８３０号；同第５，
１１２，９６３号；同第５，２１４，１３６号；同第５，０８２，８３０号；同第５，１
１２，９６３号；同第５，２１４，１３６号；同第５，２４５，０２２号；同第５，２５
４，４６９号；同第５，２５８，５０６号；同第５，２６２，５３６号；同第５，２７２
，２５０号；同第５，２９２，８７３号；同第５，３１７，０９８号；同第５，３７１，
２４１号、同第５，３９１，７２３号；同第５，４１６，２０３号、同第５，４５１，４
６３号；同第５，５１０，４７５号；同第５，５１２，６６７号；同第５，５１４，７８
５号；同第５，５６５，５５２号；同第５，５６７，８１０号；同第５，５７４，１４２
号；同第５，５８５，４８１号；同第５，５８７，３７１号；同第５，５９５，７２６号
；同第５，５９７，６９６号；同第５，５９９，９２３号；同第５，５９９，９２８号お
よび同第５，６８８，９４１号を参照のこと。
【０１８７】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの修飾には、そのオリゴヌクレオチ
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ドの５’または３’末端の修飾が含まれる。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレ
オチドの３’末端は、ヒドロキシル基またはチオホスフェートを含む。さらなる分子（例
えば、ビオチン部分またはフルオロフォア（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒ））が、オリゴヌクレ
オチドの５’または３’末端に結合体化され得ることが認識されるべきである。いくつか
の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、５’ヌクレオチドに結合体化されたビオチ
ン部分を含む。
【０１８８】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ロックト核酸（ＬＮＡ）、ＥＮ
Ａ修飾ヌクレオチド、２’－Ｏ－メチルヌクレオチドまたは２’－フルオロ－デオキシリ
ボヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチドと２’－フルオロ－デオキシリボヌクレオチドとが交互になっているも
のを含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオ
チドと２’－Ｏ－メチルヌクレオチドとが交互になっているものを含む。いくつかの実施
形態において、オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドとＥＮＡ修飾ヌクレオ
チドとが交互になっているものを含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチ
ドは、デオキシリボヌクレオチドとロックト核酸ヌクレオチドとが交互になっているもの
を含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ロックト核酸ヌクレオチ
ドと２’－Ｏ－メチルヌクレオチドとが交互になっているものを含む。
【０１８９】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの５’ヌクレオチドは、デオキシリ
ボヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの５’ヌクレ
オチドは、ロックト核酸ヌクレオチドである。いくつかの実施形態において、オリゴヌク
レオチドのヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチドの５’および３’末端の各々おい
て少なくとも１つのロックト核酸ヌクレオチドに隣接したデオキシリボヌクレオチドを含
む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの３’位のヌクレオチドは、３’
ヒドロキシル基または３’チオホスフェートを有する。
【０１９０】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ホスホロチオエートヌクレオチ
ド間結合を含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、少なくとも２つ
のヌクレオチドの間にホスホロチオエートヌクレオチド間結合を含む。いくつかの実施形
態において、オリゴヌクレオチドは、すべてのヌクレオチドの間にホスホロチオエートヌ
クレオチド間結合を含む。
【０１９１】
　オリゴヌクレオチドは、本明細書中に記載されるような任意の組み合わせの修飾を有し
得ることが認識されるべきである。
【０１９２】
　オリゴヌクレオチドは、以下の修飾パターンのうちの１つまたはそれを超えるパターン
を有するヌクレオチド配列を含み得る。
（ａ）（Ｘ）Ｘｘｘｘｘｘ、（Ｘ）ｘＸｘｘｘｘ、（Ｘ）ｘｘＸｘｘｘ、（Ｘ）ｘｘｘＸ
ｘｘ、（Ｘ）ｘｘｘｘＸｘおよび（Ｘ）ｘｘｘｘｘＸ、
（ｂ）（Ｘ）ＸＸｘｘｘｘ、（Ｘ）ＸｘＸｘｘｘ、（Ｘ）ＸｘｘＸｘｘ、（Ｘ）Ｘｘｘｘ
Ｘｘ、（Ｘ）ＸｘｘｘｘＸ、（Ｘ）ｘＸＸｘｘｘ、（Ｘ）ｘＸｘＸｘｘ、（Ｘ）ｘＸｘｘ
Ｘｘ、（Ｘ）ｘＸｘｘｘＸ、（Ｘ）ｘｘＸＸｘｘ、（Ｘ）ｘｘＸｘＸｘ、（Ｘ）ｘｘＸｘ
ｘＸ、（Ｘ）ｘｘｘＸＸｘ、（Ｘ）ｘｘｘＸｘＸおよび（Ｘ）ｘｘｘｘＸＸ、
（ｃ）（Ｘ）ＸＸＸｘｘｘ、（Ｘ）ｘＸＸＸｘｘ、（Ｘ）ｘｘＸＸＸｘ、（Ｘ）ｘｘｘＸ
ＸＸ、（Ｘ）ＸＸｘＸｘｘ、（Ｘ）ＸＸｘｘＸｘ、（Ｘ）ＸＸｘｘｘＸ、（Ｘ）ｘＸＸｘ
Ｘｘ、（Ｘ）ｘＸＸｘｘＸ、（Ｘ）ｘｘＸＸｘＸ、（Ｘ）ＸｘＸＸｘｘ、（Ｘ）ＸｘｘＸ
Ｘｘ（Ｘ）ＸｘｘｘＸＸ、（Ｘ）ｘＸｘＸＸｘ、（Ｘ）ｘＸｘｘＸＸ、（Ｘ）ｘｘＸｘＸ
Ｘ、（Ｘ）ｘＸｘＸｘＸおよび（Ｘ）ＸｘＸｘＸｘ、
（ｄ）（Ｘ）ｘｘＸＸＸ、（Ｘ）ｘＸｘＸＸＸ、（Ｘ）ｘＸＸｘＸＸ、（Ｘ）ｘＸＸＸｘ
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Ｘ、（Ｘ）ｘＸＸＸＸｘ、（Ｘ）ＸｘｘＸＸＸＸ、（Ｘ）ＸｘＸｘＸＸ、（Ｘ）ＸｘＸＸ
ｘＸ、（Ｘ）ＸｘＸＸｘ、（Ｘ）ＸＸｘｘＸＸ、（Ｘ）ＸＸｘＸｘＸ、（Ｘ）ＸＸｘＸＸ
ｘ、（Ｘ）ＸＸＸｘｘＸ、（Ｘ）ＸＸＸｘＸｘおよび（Ｘ）ＸＸＸＸｘｘ、
（ｅ）（Ｘ）ｘＸＸＸＸＸ、（Ｘ）ＸｘＸＸＸＸ、（Ｘ）ＸＸｘＸＸＸ、（Ｘ）ＸＸＸｘ
ＸＸ、（Ｘ）ＸＸＸＸｘＸおよび（Ｘ）ＸＸＸＸＸｘ、ならびに
（ｆ）ＸＸＸＸＸＸ、ＸｘＸＸＸＸＸ、ＸＸｘＸＸＸＸ、ＸＸＸｘＸＸＸ、ＸＸＸＸｘＸ
Ｘ、ＸＸＸＸＸｘＸおよびＸＸＸＸＸＸｘ（ここで、「Ｘ」は、ヌクレオチドアナログを
表し、（Ｘ）は、任意選択のヌクレオチドアナログを表し、「ｘ」は、ＤＮＡまたはＲＮ
Ａヌクレオチド単位を表す）。上に列挙されたパターンの各々は、単独で、または他の開
示された修飾パターンのいずれかと組み合わせて、オリゴヌクレオチド内に１回またはそ
れを超える回数だけ出現し得る。
　遺伝子発現を調節するための方法
【０１９３】
　１つの態様において、本発明は、細胞においてＲＮＡ転写物の安定性を調節する（例え
ば、高める）ための方法に関する。それらの細胞は、インビトロ、エキソビボまたはイン
ビボにおけるものであり得る。それらの細胞は、ＲＮＡ転写物またはｍＲＮＡの場合はそ
の対応するタンパク質産物の低発現または低活性に起因する疾患を有する被験体内のもの
であり得る。いくつかの実施形態において、細胞においてＲＮＡ転写物の安定性を調節す
るための方法は、ＲＮＡを標的化するものであって、エキソヌクレアーゼによるその分解
を妨げるかまたは阻害する、オリゴヌクレオチドをその細胞に送達する工程を含む。いく
つかの実施形態において、オリゴヌクレオチドを細胞に送達することにより、コントロー
ル細胞における標的ＲＮＡの安定性のレベルよりも少なくとも５％、１０％、２０％、３
０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、２００％またはそ
れより多く、標的ＲＮＡの安定性が高まる。適切なコントロール細胞は、オリゴヌクレオ
チドが送達されていない細胞またはネガティブコントロール（例えば、スクランブルオリ
ゴ、キャリアなど）が送達された細胞であり得る。
【０１９４】
　本発明の別の態様は、被験体における特定のＲＮＡの低レベルに関連する疾患または状
態を処置する方法を提供する。したがって、いくつかの実施形態において、タンパク質レ
ベルを高める目的で被験体の細胞においてｍＲＮＡの安定性を高めるために、本明細書中
に記載されるようなオリゴヌクレオチドを含む組成物を被験体（例えば、ヒト）に投与す
る工程を含む方法が提供される。いくつかの実施形態において、タンパク質レベルの上昇
は、投与前の被験体（例えば、被験体の細胞または組織）またはオリゴヌクレオチドを投
与されていないかもしくはネガティブコントロール（例えば、スクランブルオリゴ、キャ
リアなど）を投与されたコントロール被験体におけるタンパク質の量よりも少なくとも５
％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１０
０％、２００％高いかまたはそれを超える。いくつかの実施形態において、非コードＲＮ
Ａの活性を高める目的で、被験体の細胞においてその非コードＲＮＡの安定性を高めるた
めに、本明細書中に記載されるようなオリゴヌクレオチドを含む組成物を被験体（例えば
、ヒト）に投与する工程を含む方法が提供される。
【０１９５】
　被験体には、非ヒト哺乳動物、例えば、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ネコ、
イヌ、ヤギ、ウシまたはウマが含まれ得る。好ましい実施形態において、被験体は、ヒト
である。オリゴヌクレオチドは、ヒトを含む動物における疾患状態の処置において治療用
部分として使用され得る。オリゴヌクレオチドは、細胞、組織および動物、特に、ヒトを
処置するための処置レジメンにおいて有用であるように設定され得る有用な治療様式であ
り得る。
【０１９６】
　治療の場合、あるＲＮＡまたはタンパク質の低レベルに関連する疾患を有すると疑われ
る動物、好ましくは、ヒトは、本発明に係るオリゴヌクレオチドを投与することによって
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処置される。例えば、１つの非限定的な実施形態において、その方法は、処置を必要とす
る動物に、治療有効量の本明細書中に記載されるようなオリゴヌクレオチドを投与する工
程を含む。表１には、ｍＲＮＡ転写物を安定化オリゴヌクレオチドで標的化することによ
って処置され得る疾患または状態の例を列挙した。いくつかの実施形態において、本明細
書中に開示される方法において使用される細胞は、例えば、表１に列挙される１つまたは
それを超える状態を有する被験体または表１に列挙される１つまたはそれを超える状態の
疾患モデルである被験体から得られる細胞であり得る。
【表１Ｂ－１】
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【表１Ｂ－２】
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【表１Ｂ－３】

　製剤、送達および投与
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【０１９７】
　本明細書中に記載されるオリゴヌクレオチドは、低レベルの遺伝子発現、または低レベ
ルの遺伝子発現（例えば、低いタンパク質レベルまたは低レベルの機能性ＲＮＡ（例えば
、ｍｉＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡなど））をもたらすＲＮＡ転写物の不安定性
もしくは低い安定性に関連する状態を処置するために被験体への投与に向けて製剤化され
得る。製剤化、組成物および方法は、本明細書中に開示される任意のオリゴヌクレオチド
を用いて実施され得ることが理解されるべきである。
【０１９８】
　製剤は、単位剤形で提供されることが便利である場合があり、薬学の分野において周知
の任意の方法によって調製され得る。単一の剤形を作製するためにキャリア材料と組み合
わされ得る活性成分（例えば、本発明のオリゴヌクレオチドまたは化合物）の量は、処置
される宿主、特定の投与様式、例えば、皮内または吸入に応じて、変動する。単一の剤形
を作製するためにキャリア材料と組み合わされ得る活性成分の量は、一般に、治療効果、
例えば、腫瘍退縮をもたらす化合物の量であり得る。
【０１９９】
　本発明の薬学的製剤は、医薬の製造のために当該分野で公知の任意の方法に従って調製
され得る。そのような製剤は、甘味剤、香味剤、着色剤および保存剤を含み得る。製剤は
、製造に適した薬学的に許容され得る無毒性の添加剤と混ぜ合わされ得る。製剤は、１つ
またはそれを超える賦形剤、乳化剤、保存剤、緩衝剤、添加剤などを含んでよく、液体、
粉末、エマルジョン、凍結乾燥粉末、噴霧剤、クリーム、ローション、放出制御製剤、錠
剤、丸剤、ゲル、パッチ、埋没物（implant）などのような形態で提供され得る。
【０２００】
　製剤化されたオリゴヌクレオチド組成物は、種々の状態を想定し得る。いくつかの例で
は、その組成物は、少なくとも部分的に結晶性、均一に結晶性、および／または無水（例
えば、８０、５０、３０、２０または１０％未満の水）である。別の例では、そのオリゴ
ヌクレオチドは、水相中、例えば、水を含む溶液中に存在する。水相または結晶性の組成
物は、例えば、送達ビヒクル、例えば、リポソーム（特に、水相のための）または粒子（
例えば、結晶性組成物に適切であり得るような微小粒子）内に組み込まれ得る。通常、オ
リゴヌクレオチド組成物は、意図された投与方法と適合した様式で製剤化される。
【０２０１】
　いくつかの実施形態において、組成物は、以下の方法のうちの少なくとも１つによって
調製される：噴霧乾燥、凍結乾燥、真空乾燥、蒸発、流動層乾燥もしくはこれらの技法の
組み合わせ；または脂質を用いた超音波処理、凍結乾燥、凝縮および他の自己集合。
【０２０２】
　オリゴヌクレオチド調製物は、別の作用物質、例えば、別の治療薬、またはオリゴヌク
レオチドを安定させる作用物質、例えば、オリゴヌクレオチドと複合体を形成するタンパ
ク質と組み合わせて製剤化され得るかまたは投与され得る（共にまたは別々に）。なおも
他の作用物質としては、キレート剤、例えば、ＥＤＴＡ（例えば、Ｍｇ２＋などの二価カ
チオンを除去するため）、塩、ＲＮＡｓｅ阻害剤（例えば、広範な特異性のＲＮＡｓｅ阻
害剤、例えば、ＲＮＡｓｉｎ）などが挙げられる。
【０２０３】
　１つの実施形態において、オリゴヌクレオチド調製物は、別のオリゴヌクレオチド、例
えば、第２の遺伝子の発現を調節する第２のオリゴヌクレオチドまたは第１の遺伝子の発
現を調節する第２のオリゴヌクレオチドを含む。なおも他の調製物は、少なくとも３、５
、１０、２０、５０もしくは１００個またはそれを超える異なるオリゴヌクレオチド種を
含み得る。そのようなオリゴヌクレオチドは、同様の数の異なる遺伝子に対する遺伝子発
現を媒介し得る。１つの実施形態において、オリゴヌクレオチド調製物は、少なくとも第
２の治療薬（例えば、オリゴヌクレオチド以外の作用物質）を含む。
【０２０４】
　本明細書中に開示される任意の製剤、賦形剤、ビヒクルなどが、細胞への合成ＲＮＡ（
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例えば、環状化した合成ＲＮＡ）の送達を容易にするために適合され得るかまたは使用さ
れ得る。本明細書中に開示される製剤、賦形剤、ビヒクルなどは、インビトロまたはイン
ビボにおける細胞への合成ＲＮＡの送達を容易にするために適合され得るかまたは使用さ
れ得る。例えば、合成ＲＮＡ（例えば、環状化した合成ＲＮＡ）は、ナノ粒子、ポリ（乳
酸－ｃｏ－グリコール酸）（ＰＬＧＡ）ミクロスフェア、リピドイド（ｌｉｐｉｄｏｉｄ
）、リポプレックス（ｌｉｐｏｐｌｅｘ）、リポソーム、ポリマー、炭水化物（単糖類を
含む）、カチオン性脂質、フィブリンゲル、フィブリンヒドロゲル、フィブリン糊、フィ
ブリンシーラント、フィブリノゲン、トロンビン、迅速に排除される脂質ナノ粒子（ｒｅ
ＬＮＰ）およびそれらの組み合わせを用いて製剤化され得る。いくつかの実施形態におい
て、合成ＲＮＡは、細胞に裸で（ｇｙｍｎｏｔｉｃａｌｌｙ）送達され得る。いくつかの
実施形態において、オリゴヌクレオチドまたは合成ＲＮＡは、細胞への送達を容易にする
因子と結合体化され得る。いくつかの実施形態において、合成ＲＮＡ、または合成ＲＮＡ
を環状化させるために使用されるオリゴヌクレオチドは、ＧａｌＮａｃなどの炭水化物ま
たは他の標的化部分に結合体化される。
　送達経路
【０２０５】
　オリゴヌクレオチドを含む組成物は、種々の経路によって被験体に送達され得る。例示
的な経路としては、静脈内、皮内、局所、直腸、非経口、肛門、膣内、鼻腔内、肺、眼が
挙げられる。用語「治療有効量」は、期待される生理反応をもたらすように処置される被
験体において所望の遺伝子発現レベルを提供する（例えば、ＲＮＡ転写物を安定化するこ
とによって）ために必要な、組成物中に存在するオリゴヌクレオチドの量である。用語「
生理的に有効な量」は、所望の緩和効果または治癒効果をもたらすために被験体に送達さ
れる量である。用語「薬学的に許容され得るキャリア」は、そのキャリアが、被験体に対
して有意な毒物学的有害作用なしにその被験体に投与され得ることを意味する。
【０２０６】
　本発明のオリゴヌクレオチド分子は、投与に適した薬学的組成物に組み込まれ得る。そ
のような組成物は、代表的には、１つまたはそれを超える種のオリゴヌクレオチドおよび
薬学的に許容され得るキャリアを含む。本明細書中で使用されるとき、術語「薬学的に許
容され得るキャリア」は、薬学的投与と適合する任意のおよびすべての溶媒、分散媒、コ
ーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤ならびに吸収遅延剤などを含むことが意図さ
れる。薬学的に活性な物質に対するそのような媒体および作用物質の使用は、当該分野で
周知である。任意の従来の媒体または作用物質が、活性な化合物と適合しない場合を除い
て、その組成物でのそれらの使用が企図される。補助的な活性な化合物もまた、組成物に
組み込まれ得る。
【０２０７】
　本発明の薬学的組成物は、局所処置が望まれるのか全身処置が望まれるのかに応じて、
および処置される領域に応じて、いくつかの方法で投与され得る。投与は、局所（眼、膣
、直腸、鼻腔内、経皮を含む）、経口または非経口であり得る。非経口投与には、点滴静
注、皮下注射、腹腔内注射もしくは筋肉内注射、または髄腔内もしくは室内（intraventr
icular）投与が含まれる。
【０２０８】
　投与の経路および部位は、標的化を増強するように選択され得る。例えば、筋細胞を標
的とするためには、目的の筋肉への筋肉内注射が、当然の選択である。肺細胞は、オリゴ
ヌクレオチドをエアロゾル形態で投与することによって標的とし得る。血管内皮細胞は、
バルーンカテーテルをオリゴヌクレオチドでコーティングすることおよびオリゴヌクレオ
チドを機械的に導入することによって、標的化とし得る。
【０２０９】
　局所投与とは、被験体の表面に製剤を直接接触させることによって被験体に送達するこ
とを指す。局所送達の最も一般的な形態は、皮膚への送達であるが、本明細書中に開示さ
れる組成物は、身体の他の表面、例えば、眼、粘膜、体腔の表面または内部の表面にも直
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接適用され得る。上で述べたように、最も一般的な局所送達は、皮膚への送達である。そ
の用語は、局所および経皮を含むがこれらに限定されないいくつかの投与経路を包含する
。これらの投与様式としては、代表的には、皮膚の浸透性障壁の浸透および標的組織また
は標的層への効率的な送達が挙げられる。局所投与は、表皮および真皮に浸透し、最終的
には組成物の全身性送達を達成する手段として使用され得る。局所投与は、オリゴヌクレ
オチドを被験体の表皮もしくは真皮またはその特定の層あるいはその下にある組織に選択
的に送達する手段としても使用され得る。
【０２１０】
　局所投与用の製剤としては、経皮パッチ、軟膏、ローション、クリーム、ゲル、滴剤、
坐剤、噴霧剤、液剤および散剤が挙げられ得る。従来の薬学的キャリア、水性基剤、粉末
基剤または油性基剤、増粘剤などが必要であり得るか、または所望され得る。コーティン
グされたコンドーム、手袋などもまた有用であり得る。　
【０２１１】
　経皮送達は、脂溶性治療剤を投与するための有益な経路である。真皮は、表皮よりも浸
透性であるので、擦過した、熱傷したまたは剥皮された皮膚を通じた吸収がはるかにより
迅速である。炎症、および皮膚への血流を増加させる他の生理学的状態もまた、経皮吸着
を増強する。この経路を介した吸収は、油性ビヒクル（塗膏）を使用することまたは１つ
もしくはそれを超える浸透促進剤を使用することによって増強され得る。経皮経路を通じ
て本明細書中に開示される組成物を送達する他の有効な方法としては、皮膚の水和および
放出制御局所パッチの使用が挙げられる。経皮経路は、全身治療および／または局所治療
のために本明細書中に開示される組成物を送達する潜在的に有効な手段を提供する。さら
に、イオン導入（電場の影響下での生体膜を通ったイオン性溶質の移入）、フォノフォレ
ーシスまたはソノフォレーシス（生体膜、特に皮膚および角膜を越えた様々な治療薬の吸
収を増強するための超音波の使用）ならびに投与位置および投与部位における保持に関す
るビヒクルの特色の最適化は、局所に適用された組成物を、皮膚および粘膜部位を越えて
輸送するのを増強するために有用な方法であり得る。
【０２１２】
　口腔粘膜（oral　membrane）と鼻粘膜の両方が、他の投与経路よりも利点を提供する。
例えば、これらの膜を通って投与されるオリゴヌクレオチドは、迅速に作用を発生し得、
治療的な血漿レベルを提供し得、肝臓代謝の初回通過効果を回避し得、適さない胃腸管（
ＧＩ）環境へのオリゴヌクレオチドの曝露を回避し得る。さらなる利点としては、その膜
部位に容易に接近できることが挙げられ、その結果、オリゴヌクレオチドは、容易に適用
され、局在化し、除去され得る。
【０２１３】
　経口送達では、組成物は、口腔の表面、例えば、舌の腹側表面の膜を含む舌下粘膜、お
よび口腔底、または頬の裏打ちを構成する頬側粘膜に標的化され得る。舌下粘膜は、比較
的浸透性であるので、多くの作用物質の迅速な吸収および許容され得るバイオアベイラビ
リティをもたらす。さらに、舌下粘膜は、好都合であり、許容可能であり、容易に接近可
能である。
【０２１４】
　オリゴヌクレオチドの薬学的組成物は、定量噴霧ディスペンサー、上に記載されたよう
な混合ミセルの薬学的製剤および噴射剤から、吸入なしで、人間の頬腔に噴霧することに
よっても、頬腔へ投与され得る。１つの実施形態では、まずディスペンサーを振った後、
薬学的製剤および噴射剤を頬腔に噴霧する。
【０２１５】
　経口投与用の組成物には、散剤もしくは顆粒剤、水の懸濁液もしくは溶液、シロップ剤
、スラリー、エマルジョン、エリキシル剤もしくは非水性媒体、錠剤、カプセル剤、舐剤
またはトローチ剤が含まれる。錠剤の場合、使用され得るキャリアとしては、ラクトース
、クエン酸ナトリウムおよびリン酸の塩が挙げられる。様々な崩壊剤（例えば、デンプン
）および滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、ラウリル硫酸ナトリウムおよびタ
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ルク）が、錠剤において通常使用される。カプセルの形態での経口投与のための、有用な
賦形剤は、ラクトースおよび高分子量ポリエチレングリコールである。水性懸濁液が経口
使用のために必要とされるとき、核酸組成物は、乳化剤および懸濁化剤と混和され得る。
所望であれば、ある特定の甘味剤および／または香味剤を加えることができる。
【０２１６】
　非経口投与には、点滴静注、皮下注射、腹腔内注射もしくは筋肉内注射、髄腔内投与ま
たは室内投与が含まれる。いくつかの実施形態において、非経口（ｐａｒｅｎｔａｌ）投
与は、疾患部位への直接的な投与（例えば、腫瘍内への注射）を含む。
【０２１７】
　非経口投与用の製剤には、緩衝剤、賦形剤および他の好適な添加物も含み得る滅菌され
た水性液剤が含まれ得る。室内注射は、例えば、レザバーに取り付けられた、室内カテー
テルによって促進され得る。静脈内で使用する場合、溶質の総濃度は、調製物を等張性に
するようにコントロールされるべきである。
【０２１８】
　本明細書中に記載されるいずれのオリゴヌクレオチドも、眼組織に投与され得る。例え
ば、組成物は、眼または周辺組織の表面、例えば、眼瞼の内側に適用され得る。眼に投与
する場合、軟膏または滴下可能な液体が、塗布器または点眼器などの当該分野で公知の眼
送達システムによって送達され得る。そのような組成物は、粘膜模倣物（ｍｕｃｏｍｉｍ
ｅｔｉｃｓ）（例えば、ヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ヒドロキシプロピルメチル
セルロースまたはポリ（ビニルアルコール））、保存剤（例えば、ソルビン酸、ＥＤＴＡ
または塩化ベンジルクロニウム（ｂｅｎｚｙｌｃｈｒｏｎｉｕｍ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ））
ならびに通常量の賦形剤および／またはキャリアを含み得る。オリゴヌクレオチドは、眼
の内部にも投与され得、選択された領域または構造物にそれを導入することができる針ま
たは他の送達デバイスによって導入され得る。
【０２１９】
　肺送達組成物は、ある分散液（dispersion）を患者が吸入することによって送達され得
、その組成物、好ましくは、その分散液中のオリゴヌクレオチドは、肺に到達でき、肺で
それは肺胞領域を通って血液循環中に直接、容易に吸収され得る。肺送達は、全身送達と
、肺の疾患を処置するための局所送達の両方にとって有効であり得る。
【０２２０】
　肺送達は、噴霧吸入される製剤、エアロゾル化された製剤、ミセル（ｍｉｃｅｌｌｕｌ
ａｒ）製剤および乾燥粉末に基づく製剤の使用をはじめとした種々のアプローチによって
達成され得る。送達は、液体噴霧吸入器、エアロゾルに基づく吸入器および乾燥粉末分散
デバイスを用いて達成され得る。定量デバイスが好ましい。アトマイザまたは吸入器を使
用する利点の１つは、それらのデバイスが自己充足型（ｓｅｌｆ－ｃｏｎｔａｉｎｅｄ）
であるので、汚染のおそれが最小になる点である。乾燥粉末分散デバイスは、例えば、容
易に製剤化され得る作用物質を乾燥粉末として送達する。オリゴヌクレオチド組成物は、
凍結乾燥粉末もしくは噴霧乾燥粉末として単独で、または好適な粉末キャリアと組み合わ
せて、安定に保管され得る。吸入用の組成物の送達は、タイマー、ドーズカウンター、計
時デバイスまたは時間表示器（time　indicator）を備え得る投与タイミングエレメント
（dosing　timing　element）によって媒介され得、該デバイスに組み込んだとき、エア
ロゾル薬の投与中の患者に対して用量の追跡、コンプライアンスのモニタリングおよび／
または投与の始動（dose　triggering）を可能にする。
【０２２１】
　用語「粉末」は、自由流動性であって、吸入デバイスにおいて容易に分散されることが
可能であって、続いて被験体によって吸入されることが可能であり、その結果、それらの
粒子が肺に到達して肺胞内への浸透が可能である、細かく分散した固体粒子からなる組成
物を意味する。したがって、その粉末は、「呼吸に適する」と言われる。好ましくは、平
均粒径は、直径約１０μｍ未満であり、好ましくは、比較的均一な球形の形状の分布を有
する。より好ましくは、直径は、約７．５μｍ未満であり、最も好ましくは、約５．０μ
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ｍ未満である。通常、粒径分布は、直径約０．１μｍ～約５μｍであり、特に、約０．３
μｍ～約５μｍである。
【０２２２】
　用語「乾燥（した）」は、組成物が、約１０重量％（％ｗ）より少ない水、通常、約５
％ｗより少ない、好ましくは、約３％ｗ未満である水分含有量を有することを意味する。
乾燥組成物は、粒子が、吸入デバイスにおいて容易に分散可能であり、それによりエアロ
ゾルが形成されるようなものであり得る。
【０２２３】
　キャリアとして有用な薬学的添加剤のタイプとしては、安定剤（例えば、ヒト血清アル
ブミン（ＨＳＡ））、増量剤（例えば、炭水化物、アミノ酸およびポリペプチド）；ｐＨ
調整剤または緩衝剤；塩（例えば、塩化ナトリウム）などが挙げられる。これらのキャリ
アは、結晶性もしくは非晶質の形態で存在し得るか、またはそれら２つの混合物であり得
る。
【０２２４】
　好適なｐＨ調整剤または緩衝剤としては、有機酸および有機塩基から調製される有機塩
（例えば、クエン酸ナトリウム、アスコルビン酸ナトリウム）などが挙げられ；クエン酸
ナトリウムが好ましい。オリゴヌクレオチドのミセル製剤の肺投与は、噴射剤（例えば、
テトラフルオロエタン、ヘプタフルオロエタン、ジメチルフルオロプロパン、テトラフル
オロプロパン、ブタン、イソブタン、ジメチルエーテルならびに他の非ＣＦＣ噴射剤およ
びＣＦＣ噴射剤）を用いる定量噴霧デバイスを通じて達成され得る。
【０２２５】
　例示的なデバイスとしては、脈管構造内に導入されるデバイス、例えば、脈管組織の内
腔に挿入されるデバイス、またはそのデバイス自体が脈管構造の一部を形成するデバイス
（ステント、カテーテル、心臓弁および他の脈管デバイスを含む）が挙げられる。これら
のデバイス、例えば、カテーテルまたはステントは、肺、心臓または脚の脈管構造に留置
され得る。
【０２２６】
　他のデバイスとしては、非脈管デバイス、例えば、腹膜または臓器もしくは腺組織に埋
め込まれるデバイス、例えば、人工臓器が挙げられる。そのデバイスは、オリゴヌクレオ
チドに加えて治療用物質を放出することができ、例えば、あるデバイスは、インスリンを
放出できる。
【０２２７】
　１つの実施形態において、単位用量のまたは計量された用量の、オリゴヌクレオチドを
含む組成物が、埋め込みデバイスによって分配される。そのデバイスは、被験体内のパラ
メータをモニターするセンサーを備え得る。例えば、そのデバイスは、例えばポンプ、お
よび必要に応じて、関連する電子機器を備え得る。
【０２２８】
　組織、例えば、細胞または臓器が、エキソビボにおいてオリゴヌクレオチドで処理され
得、次いで、被験体に投与され得るかまたは移植され得る。その組織は、自己組織、同種
異系組織または異種組織であり得る。例えば、組織は、移植片対宿主病を減少させるため
に処理され得る。他の実施形態において、その組織は、同種異系であり、その組織は、そ
の組織における望まれない遺伝子発現を特徴とする障害を処置するために処理される。例
えば、組織、例えば、造血細胞、例えば、骨髄造血細胞が、望まれない細胞増殖を阻害す
るために処理され得る。処理された組織の導入は、自己のものであるかまたは移植片であ
るかに関係なく、他の治療と併用され得る。いくつかの実施において、オリゴヌクレオチ
ドで処理された細胞は、例えば、それらの細胞が埋没物を離れるのを妨げるが、身体から
の分子がそれらの細胞に到達することを可能にし、それらの細胞によって産生される分子
が身体に入ることを可能にする、半透性の多孔性隔膜によって、他の細胞から隔離される
。１つの実施形態において、その多孔性隔膜は、アルギネートから形成されている。
【０２２９】
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　１つの実施形態において、避妊具が、オリゴヌクレオチドでコーティングされるか、ま
たはオリゴヌクレオチドを含む。例示的な避妊具としては、コンドーム、ペッサリー、Ｉ
ＵＤ（植え込み型の子宮用デバイス）、避妊スポンジ（ｓｐｏｎｇｅｓ）、膣シース（ｖ
ａｇｉｎａｌ　ｓｈｅａｔｈｓ）および受胎調節デバイスが挙げられる。
　投与量
【０２３０】
　１つの態様において、本発明は、オリゴヌクレオチドを（例えば、化合物として、また
は組成物の構成要素として）被験体（例えば、ヒト被験体）に投与する方法を特徴とする
。１つの実施形態において、単位用量は、体重１ｋｇあたり約１０ｍｇ～２５ｍｇである
。１つの実施形態において、単位用量は、体重１ｋｇあたり約１ｍｇ～１００ｍｇである
。１つの実施形態において、単位用量は、体重１ｋｇあたり約０．１ｍｇ～５００ｍｇで
ある。いくつかの実施形態において、単位用量は、体重１ｋｇあたり０．００１、０．０
０５、０．０１、０．０５、０．１、０．５、１、２、５、１０、２５、５０または１０
０ｍｇより多い。
【０２３１】
　規定の量は、疾患または障害、例えば、低レベルのＲＮＡまたはタンパク質に関連する
疾患または障害を処置するためまたは予防するために有効な量であり得る。例えば、単位
用量は、注射（例えば、静脈内または筋肉内）、吸入投与（ｉｎｈａｌｅｄ　ｄｏｓｅ）
または局所適用によって投与され得る。
【０２３２】
　いくつかの実施形態において、単位用量は、毎日投与される。いくつかの実施形態にお
いて、１日１回よりも低い頻度、例えば、２、４、８または３０日毎未満。別の実施形態
において、単位用量は、ある頻度で投与されない（例えば、定期的な頻度で投与されない
）。例えば、単位用量は、一度投与され得る。いくつかの実施形態において、単位用量は
、１日１回よりも多く、例えば、１時間、２時間、４時間、８時間、１２時間に１回など
で投与される。
【０２３３】
　１つの実施形態において、被験体は、初回用量および１つまたはそれを超える維持用量
のオリゴヌクレオチドを投与される。維持用量（単数または複数）は、一般に、初回用量
より少なく、例えば、初回用量の２分の１より少ない。維持レジメンは、１日あたり体重
１ｋｇあたり０．０００１～１００ｍｇの範囲の用量（単数または複数）、例えば、１日
あたり体重１ｋｇあたり１００、１０、１、０．１、０．０１、０．００１または０．０
００１ｍｇで被験体を処置することを含み得る。維持用量は、１、５、１０または３０日
毎に１回以下、投与され得る。さらに、処置レジメンは、特定の疾患の性質、その重症度
および患者の全体的な状態に応じて変動する期間にわたって続き得る。いくつかの実施形
態において、投与量は、１日１回以下、例えば、２４、３６、４８時間またはそれを超え
る時間ごとに１回以下、例えば、５または８日毎に１回以下、送達され得る。処置の後、
患者は、状態の変化および疾患状態に関する症候の軽減についてモニターされ得る。その
患者が現在の投与量レベルに有意に反応しない場合は、オリゴヌクレオチドの投与量を増
加させてもよいし、疾患状態に関する症候の軽減が観察された場合、疾患状態が除去され
た場合、または望まれない副作用が観察された場合は、その用量を減少させてもよい。
【０２３４】
　有効用量は、所望されるとき、または特定の状況下において適切であると見なされると
き、単回用量または２回もしくまたはそれ超の用量で投与され得る。繰り返しのまたは頻
繁な注入を容易にすることが所望される場合、送達デバイス、例えば、ポンプ、半永久的
ステント（例えば、静脈内、腹腔内、槽内または嚢内）またはレザバーの埋め込みが得策
であり得る。
【０２３５】
　場合によっては、患者は、他の治療様式と併せてオリゴヌクレオチドで処置される。
【０２３６】
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　処置が成功した後、その疾患状態の再発を防ぐために患者に維持療法を施すことが望ま
しい場合があり、その維持療法では、本発明の化合物は、体重１ｋｇあたり０．０００１
ｍｇ～１００ｍｇの範囲の維持用量で投与される。
【０２３７】
　オリゴヌクレオチド組成物の濃度は、障害の処置または予防において有効であるのに十
分な量またはヒトの生理学的状態を制御するのに十分な量である。投与されるオリゴヌク
レオチドの濃度または量は、その作用物質に対して測定されるパラメータおよび投与の方
法、例えば、経鼻、頬側、肺投与に依存する。例えば、経鼻製剤は、鼻腔の刺激作用また
は灼熱感（ｂｕｒｎｉｎｇ）を回避するために、いくつかの成分をより低い濃度にする必
要がある傾向があり得る。好適な経鼻製剤を提供するために経口製剤を最大１０～１００
倍希釈することが時折望ましい。
【０２３８】
　ある特定の因子は、被験体を効果的に処置するために必要とされる投与量に影響し得、
その因子としては、疾患または障害の重症度、以前の処置、被験体の全般的な健康状態お
よび／または年齢、ならびに存在する他の疾患が挙げられるが、これらに限定されない。
さらに、治療有効量のオリゴヌクレオチドでの被験体の処置には、単回の処置を含み得る
か、または好ましくは、一連の処置を含み得る。処置のために使用されるオリゴヌクレオ
チドの有効な投与量は、特定の処置の経過にわたって増加させてもよいし、減少させても
よいことも認識される。例えば、被験体は、オリゴヌクレオチド組成物を投与した後にモ
ニターされ得る。モニタリングからの情報に基づいて、さらなる量のオリゴヌクレオチド
組成物が、投与され得る。
【０２３９】
　投与は、数日間から数ヶ月間続くかまたは治癒がもたらされるまでもしくは疾患状態の
減少が達成されるまで続く処置の経過にわたる、処置される疾患状態の重症度および応答
性に依存する。当業者は、最適な投与量、投与方法および反復の割合を容易に決定できる
。最適な投与量は、個々の化合物の相対的な効力に応じて変動し得、一般に、インビトロ
およびインビボ動物モデルにおいて有効であると見出されたＥＣ５０に基づいて推定され
得る。
【０２４０】
　１つの実施形態において、オリゴヌクレオチド組成物の投与は、非経口、例えば、静脈
内（例えば、ボーラスとしてまたは拡散可能な注入として）、皮内、腹腔内、筋肉内、髄
腔内、室内、頭蓋内、皮下、経粘膜、頬側、舌下、内視鏡的、直腸、経口、膣、局所、肺
、鼻腔内、尿道または眼である。投与は、被験体または別の人間、例えば、医療提供者に
よって提供され得る。組成物は、測定された用量でまたは計量された用量を送達するディ
スペンサーにおいて提供され得る。選択される送達様式は、下記で詳細に述べられる。
　キット
【０２４１】
　本発明のある特定の態様において、オリゴヌクレオチドを含む組成物が収容されている
容器を備えるキットが提供される。いくつかの実施形態において、その組成物は、オリゴ
ヌクレオチドおよび薬学的に許容され得るキャリアを含む薬学的組成物である。いくつか
の実施形態において、その薬学的組成物の個々の構成要素は、１つの容器の中に提供され
得る。あるいは、薬学的組成物の構成要素を、２つまたはそれを超える容器の中に別々に
提供すること、例えば、オリゴヌクレオチドに対して１つの容器およびキャリア化合物に
対して少なくとも別の容器の中に提供することが望ましい場合がある。そのキットは、い
くつかの異なる構成で包装され得る（例えば、単一の箱の中の１つまたはそれを超える容
器）。それらの異なる構成要素は、例えば、そのキットとともに提供される指示に従って
、混和され得る。それらの構成要素は、例えば、薬学的組成物を調製し、投与するために
、本明細書中に記載される方法に従って混和され得る。そのキットは、送達デバイスも備
え得る。
【０２４２】
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　本発明は、さらなる限定と決して解釈されるべきでない以下の実施例によってさらに例
証される。本願全体にわたって引用されたすべての参考文献（参照文献、発行された特許
、公開された特許出願および同時係属の特許出願を含む）の全内容は、明確に参照により
本明細書に援用される。
【実施例】
【０２４３】
　実施例１．ＲＮＡの５’および３’末端を標的化するためのオリゴヌクレオチド
　ｍＲＮＡの安定性を高めるためのいくつかの例示的なオリゴヌクレオチドデザインスキ
ームが、本明細書中で企図される。ＲＮＡの３’末端を標的化するオリゴヌクレオチドに
関して、少なくとも２つの例示的なデザインスキームが企図される。第１のスキームとし
て、ポリＡテイルの前の、ＲＮＡの３’末端に相補的なオリゴヌクレオチドをデザインす
る（図１）。第２のスキームとして、ポリＡテイルにハイブリダイズする５’ポリＴ領域
を有するＲＮＡの３’末端に相補的なオリゴヌクレオチドをデザインする（図１）。
【０２４４】
　ＲＮＡの５’末端を標的化するオリゴヌクレオチドに関して、少なくとも３つの例示的
なデザインスキームが企図される。スキーム１の場合、ＲＮＡの５’末端に相補的なオリ
ゴヌクレオチドをデザインする（図２）。スキーム２の場合、ＲＮＡの５’末端に相補的
であり、陥凹末端を有するＲＮＡ－オリゴ二重鎖を形成する３’オーバーハングを有する
オリゴヌクレオチドをデザインする。この例では、オーバーハングは、５’メチルグアノ
シンキャップと潜在的に相互作用し得、そのキャップをさらに安定化し得る１つまたはそ
れを超えるＣヌクレオチド、例えば、２つのＣである（図２）。そのオーバーハングは、
潜在的に別のタイプのヌクレオチドでもあり得、Ｃに限定されない。スキーム３の場合、
５’ＲＮＡキャップを安定化するループ領域を含むようにオリゴヌクレオチドをデザイン
する。
【０２４５】
　実施例１に記載されたようにデザインされたオリゴヌクレオチドが、実施例２において
概要が述べられる方法を用いてｍＲＮＡの安定性を高めることによってＲＮＡをアップレ
ギュレートする能力について試験され得る。
　実施例２：フラタキシンの５’および３’末端を標的化するためのオリゴ
　材料および方法：
　リアルタイムＰＣＲ
【０２４６】
　ＲＮＡ解析、ｃＤＮＡ合成およびＱＲＴ－ＰＣＲを、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ　Ｃｅｌｌｓ－ｔｏ－ＣｔキットおよびＳｔｅｐＯｎｅ　Ｐｌｕｓ装置を用いて行っ
た。構成的に発現される様々なハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡに対するベースライン
レベルも測定した。標的遺伝子とほぼ同じレベルのベースライン発現を有する「コントロ
ール」ハウスキーピング遺伝子を、比較目的のために選択した。
　ウエスタンブロット
【０２４７】
　ウエスタンブロットは、以前に報告されたように行った。ＫＬＦ４抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓ
ｉｇｎａｌｉｎｇ　４０３８Ｓ）を１：１０００希釈で使用した。蛍光標識された抗ウサ
ギ抗体を使用して、ＵＶＰ　ＣｈｅｍｉｃＤｏｃ－Ｉｔ装置において、像を取得した。
　ＥＬＩＳＡ
【０２４８】
　ＥＬＩＳＡアッセイは、Ａｂｃａｍ　Ｆｒａｔａｘｉｎ　ＥＬＩＳＡキット（ａｂ１１
５３４６）を製造者の指示書に従って使用して行った。
　細胞株
【０２４９】
　当該分野で公知の条件を用いて細胞を培養した。本明細書中に記載される実験において
使用した細胞株の詳細を表２に提供する。
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【表２】

　アクチノマイシンＤ処理
【０２５０】
　アクチノマイシンＤ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を１０マイクログラム／
ｍｌの濃度で細胞培養液に加え、インキュベートした。Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ）を製
造者の指示書に従って使用して、ＲＮＡの単離を行った。ＦＸＮプローブおよびｃ－Ｍｙ
ｃプローブは、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから購入した。
　オリゴヌクレオチドデザイン
【０２５１】
　ＦＸＮ　ｍＲＮＡの５’および３’末端を標的化するオリゴヌクレオチドをデザインし
た。以前に記載されたように、ポリＡテイルの定量的末端解析を使用して推定ｍＲＮＡの
３’末端を同定することによって、３’末端オリゴヌクレオチドをデザインした（例えば
、Ｏｚｓｏｌａｋら、Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ　
Ｓｉｔｅ　Ｍａｐｓ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｖｅａｌ　Ｐｅｒｖ
ａｓｉｖｅ　Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　Ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ．Ｃｅｌｌ．Ｖ
ｏｌｕｍｅ　１４３，Ｉｓｓｕｅ　６，２０１０，１０１８－１０２９頁を参照のこと）
。図４は、同定されたポリＡ部位を示している。以前に記載されたように、キャップ解析
遺伝子発現（ＣＡＧＥ）を使用して潜在的な５’開始部位を同定することによって、５’
末端オリゴヌクレオチドをデザインした（例えば、Ｃａｐ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｇｅｎｅ
　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ
　ｏｆ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｓｔａｒｔｉｎｇ　ｐｏｉｎｔ　ａｎｄ　ｉ
ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｕｓａｇｅ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．１００（２６）：１５７７６－８１．２００３－１２－
２３およびＺｈａｏ，Ｘｉａｏｂｅｉ（２０１１）．“Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｃｌｕｓ
ｔｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｓｔａｒｔ　Ｓｉｔｅ　Ｌａｎｄｓ
ｃａｐｅｓ”．ＰＬｏＳ　ＯＮＥ（Ｐｕｂｌｉｃ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ）６（８）：ｅ２３４０９を参照のこと）。図５は、同定された５’開始部位を示して
いる。図６は、デザインされた５’および３’末端オリゴヌクレオチドの位置を提供して
いる。
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【０２５２】
　ｍＲＮＡ－Ｓｅｑシグナルおよびリボソームポジショニングに対するある特定のデザイ
ンされたオリゴヌクレオチドのオリゴヌクレオチド位置もまた、公的なデータセットを使
用して計算した（Ｇｕｏ，Ｈ．，Ｉｎｇｏｌｉａ，Ｎ．Ｔ．，Ｗｅｉｓｓｍａｎ，Ｊ．Ｓ
．，＆　Ｂａｒｔｅｌ，Ｄ．Ｐ．（２０１０）．Ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｓ　ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ　ａｃｔ　ｔｏ　ｄｅｃｒｅａｓｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｍ
ＲＮＡ　ｌｅｖｅｌｓ．Ｎａｔｕｒｅ，４６６（７３０８），８３５－４０．ｄｏｉ：１
０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ０９２６７）。これらのデータセットに対するオリゴヌクレ
オチド位置を図６９に示す。
【０２５３】
　各オリゴヌクレオチドの配列および構造を表３に示す。表５は、表３、７、８　９、１
０、１１および１２に記載されている、試験されたある特定のオリゴヌクレオチドに対し
て使用されたヌクレオチドアナログ、修飾およびヌクレオシド間（ｉｎｔｒａｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ）結合の説明を提供している。表３および表４におけるある特定のオリゴは、
２つのオリゴ名「オリゴ名」および「代替オリゴ名」を有し、これらは、本明細書中で交
換可能に使用され、同じオリゴのことを指すと理解されるべきである。
【表３－１】
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【表５－２】

　オリゴヌクレオチドによる細胞のインビトロトランスフェクション
【０２５４】
　細胞を２４ウェルプレートの各ウェルに２５，０００細胞／５００μＬの密度で播種し
、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅおよび一本鎖オリゴヌクレオチドを用いてトランスフェク
ションを行った。コントロールウェルには、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅだけを含めた。
トランスフェクション後の時点において、およそ２００μＬの細胞培養上清をＥＬＩＳＡ
用またはウエスタンブロット解析用に－８０Ｃで保管し、別の細胞アリコートからＲＮＡ
を回収し、上で概要を述べたように定量的ＰＣＲを行った。各オリゴヌクレオチドによる
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標的ｍＲＮＡ発現のパーセント誘導を、オリゴヌクレオチドの存在下のｍＲＮＡレベルを
コントロールの存在下（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅのみ）のｍＲＮＡレベルに対して正
規化することによって、測定した。
【０２５５】
　コントロールとして、上記オリゴを細胞傷害作用について試験した。オリゴでトランス
フェクトされた細胞は、１００または４００ｎＭオリゴ濃度において細胞傷害性を示さな
かったと判定された（図１５）。
　結果：
　ＦＸＮ　ｍＲＮＡの５’および３’末端を標的化する一本鎖オリゴヌクレオチドのイン
ビトロ送達は、ＦＸＮ発現をアップレギュレートした
【０２５６】
　ＦＸＮは、アップレギュレートしづらいハウスキーピング遺伝子であるので、ＦＸＮを
、ＲＮＡの安定化のための例示的な標的として選択した。上に記載された方法を使用して
、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの推定５’および３’末端に対してオリゴヌクレオチドをデザインし
た。それらの３’および５’オリゴを、まずは別々に試験し、次いで組み合わせて試験し
た。
【０２５７】
　最初に、３’および５’オリゴを、フリードライヒ運動失調症を有する患者由来の細胞
株（細胞株ＧＭ０３８１６）においてスクリーニングした。図７および８は、ＦＸＮ３’
末端標的化オリゴヌクレオチドによるその細胞株のトランスフェクトの結果を示しており
、いくつかの３’オリゴが、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレギュレートできたことを証明し
ている。オリゴ７３、７５、７６および７７は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡを可能な最大限までア
ップレギュレートすると示された。これらの４つのオリゴの配列を調べたところ、オリゴ
７３、７５、７６および７７は、ポリＴ配列を含むと判定された（図９）。これらのオリ
ゴは、ポリＡテイルの前の最も３’末端に結合し、ゆえに３’末端を分解から保護すると
仮定された。これらの結果は、３’末端を標的化するようにデザインされたオリゴが、Ｆ
ＸＮの発現をアップレギュレートし得ることを証明する。これらの結果は、ポリＡテイル
に直接隣接するかまたは重複する最も３’末端を標的化するオリゴが、ｍＲＮＡレベルを
アップレギュレートし得ることも示唆する。
【０２５８】
　図１０は、ＦＸＮ５’末端標的化オリゴヌクレオチドによるＧＭ０３８１６細胞株のト
ランスフェクトの結果を示しており、いくつかの５’オリゴが、ＦＸＮ　ｍＲＮＡ発現を
アップレギュレートできることを証明している。図１１および１２は、ＧＭ０３８１６細
胞株においてＦＸＮ３’オリゴ７５と組み合わせたときのＦＸＮ５’末端オリゴのスクリ
ーニングの結果を示している。オリゴ５１と７５、５２と７５、５７と７５および６２と
７５との組み合わせは、ＦＸＮ　ｍＲＮＡ発現の最も高いアップレギュレーションを示し
た。それらの５’オリゴの配列を調べたところ、オリゴ５１、５２、５７および６２のす
べてが、ＦＸＮ　ｍＲＮＡアイソフォームに対する推定（ｐｕｔａｔｉｔｉｖｅ）５’開
始部位にマッピングされるモチーフＣＧＣＣＣＴＣＣＡＧを含むと判定された（図１３）
。それらのオリゴは、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの最も５’末端に結合し、ゆえに５’末端を分解
から保護すると仮定された。オリゴ６２は、そのモチーフを超えて非常に長いオーバーハ
ング配列を含んだことから、５’メチルグアノシンキャップと相互作用することによって
５’末端をさらに保護するループ構造を形成すると仮定された（図１４）。これらの結果
は、ｍＲＮＡの最も５’末端（５’メチルグアノシンキャップに隣接し得る）の標的化が
、ｍＲＮＡのアップレギュレートにとって有効であることを示唆する。
【０２５９】
　次に、先の５’および３’実験からのポジティブオリゴヒットの組み合わせのスクリー
ニングを、ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細胞株において行った。試験されたオリゴの組
み合わせのうちのいくつかに対するＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルが、ＧＭ０３２１Ｂ正常線維
芽細胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルとほぼ等しいと判定されたことから、これらの
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オリゴの組み合わせが、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレギュレートできたと示唆される（図
１６）。次いで、トランスフェクションの２および３日後のＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルを
計測したところ、定常状態ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルの上昇がトランスフェクションの２お
よび３日後に観察されたことが確かめられた（図１７）。次いで、ポジティブヒットを検
証したところ、第２の細胞株ＧＭ０４０７８　ＦＲＤＡ患者線維芽細胞において有効であ
ると示された（図１８）。最後に、それらのヒットの検証を「正常」細胞株であるＧＭ０
３２１Ｂ線維芽細胞において行った。それらのオリゴが、正常細胞株においてさえＦＸＮ
　ｍＲＮＡをアップレギュレートできることが見出された（図１９）。まとめると、これ
らの結果から、５’標的化オリゴと３’標的化オリゴとの組み合わせがＦＸＮ発現をアッ
プレギュレートできること、およびこれらの組み合わせが、場合によっては、５’または
３’オリゴ単独の使用よりも有効であり得ることが示唆される。
【０２６０】
　５’オリゴと３’オリゴとの例示的な組み合わせであるオリゴ６２およびオリゴ７７を
、さらなる最適化のために選択した。すべての濃度が、ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者細
胞株においてＦＸＮをアップレギュレートすると示され、トランスフェクションの２～３
日後に定常状態のＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルの上昇を示した（図２０）。これらの結果から
、それらのオリゴが、１０ｎＭから４００ｎＭまでの広範囲の濃度にわたって有効である
ことが示唆される。
【０２６１】
　次に、ＦＸＮのタンパク質レベルに対する個々のオリゴおよびオリゴの組み合わせの影
響を調べた。ＧＭ０３８１６　ＦＲＤＡ患者線維芽細胞を、１００ｎＭの単一のオリゴま
たは最終２００ｎＭの２つのオリゴで処理し、ＦＸＮタンパク質のレベルを計測した。い
くつかの単一のオリゴおよびオリゴの組み合わせが、ＦＸＮタンパク質発現をある程度ア
ップレギュレートすると示された。オリゴ５２と７５、オリゴ６４と５２、オリゴ５１と
７６、オリゴ５２と７６、オリゴ６２と７７およびオリゴ６２と７６との組み合わせによ
る処理は、トランスフェクションの３日後にＦＸＮタンパク質の有意なアップレギュレー
ションを引き起こした（図２１および２２）。これらの結果から、５’標的化オリゴおよ
び３’標的化オリゴが、ＦＸＮタンパク質レベルをアップレギュレートできることが示唆
される。
【０２６２】
　次に、種々のオリゴの存在下におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡの安定性を計測した。それらの
オリゴが、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの転写を増加させるのではなく、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの安定性
を高めると仮定した。このことを試験するために、転写阻害剤アクチノマイシンＤ（Ａｃ
ｔＤ）の存在下においてオリゴで細胞をトランスフェクトした。オリゴ６２と７５、５２
と７５および５７と７５の組み合わせは、ＡｃｔＤの存在下においてより高いレベルのＦ
ＸＮ　ｍＲＮＡを有したことから、ＦＸＮ　ｍＲＮＡが、無処理の細胞よりも、それらの
オリゴの組み合わせで処理された細胞においてより安定だったことが示唆される（図２３
および２４）。
【０２６３】
　最後に、いくつかのオリゴの組み合わせを、さらなる細胞株において試験した。細胞株
の１セットを、フリードライヒ運動失調症を有する患者（細胞株ＧＭ１５８５０）および
罹患していないそれらの同胞（細胞株ＧＭ１５８５１）から得た。他の細胞株は、フリー
ドライヒ運動失調症を有する患者（細胞株ＧＭ１６２０９）および罹患していないそれら
の半同胞（細胞株ＧＭ１６２２２）から得た。オリゴ５２と７６との組み合わせ、オリゴ
５７と７６との組み合わせおよびオリゴ６２と７６との組み合わせによる処理が、ＦＸＮ
　ｍＲＮＡレベルを有意にアップレギュレートしたことが見出された（図２５）。ＧＭ１
５８５０細胞株では、オリゴ５２および７６またはオリゴ５７および７６で処理された細
胞におけるＦＸＮ　ｍＲＮＡのレベルが、罹患していない同胞由来の細胞におけるＦＸＮ
　ｍＲＮＡのレベルとほぼ等しかった。これらの結果から、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレ
ギュレートする際の５’および３’末端標的化オリゴヌクレオチドの有効性がさらに示唆
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される。
【０２６４】
　全体的に見て、これらの結果は、５’および３’末端標的化オリゴが、ｍＲＮＡおよび
タンパク質の発現のアップレギュレートにとって有効であること、ならびにこの発現のア
ップレギュレーションが、おそらくそのｍＲＮＡの安定化によるものであることを示して
いる。
【０２６５】
　さらなる実験として、５’および３’末端標的化オリゴを、ＦＸＮ遺伝子内の配列に特
異的な他のオリゴ（表６）とさらに組み合わせた。５’および３’オリゴのアップレギュ
レーションは、これらの他のオリゴのサブセットが追加されるとさらに増強されたことか
ら、ＲＮＡまたは遺伝子座の複数の領域を標的化するオリゴ、例えば、５’標的化オリゴ
、３’標的化オリゴおよび内部標的化オリゴを提供することが、ｍＲＮＡ発現レベルをア
ップレギュレートするためのさらなる方法になり得ることが示唆される（図２６）。
【表６】

　実施例３．ＦＸＮに関するさらなるオリゴヌクレオチド実験
【０２６６】
　実施例３において行われる実験は、使用したオリゴヌクレオチド濃度が１０および４０
ｎｍだったことを除いては、実施例２と同じ方法を使用した。１０または４０ｎＭのオリ
ゴによるトランスフェクションは、トランスフェクションの２日後および３日後において
、細胞にとって細胞傷害性でないと見出された（図３８）。
【０２６７】
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　３’および５’末端標的化オリゴを、１０および４０ｎＭの濃度においてスクリーニン
グし、ＦＸＮ　ｍＲＮＡを、トランスフェクションの２および３日後に計測した。オリゴ
のサブセットは、１０または４０ｎＭの用量においてＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレギュレ
ートできると見出された（図２７～２９）。
【０２６８】
　５’末端オリゴと３’末端オリゴとの組み合わせのスクリーニングもまた、１０および
４０ｎＭの濃度において行い、ＦＸＮ　ｍＲＮＡをトランスフェクションの２および３日
後に計測した。オリゴの組み合わせのサブセットは、１０または４０ｎＭの用量において
ＦＸＮ　ｍＲＮＡをアップレギュレートできると見出された（図３０～３３）。
【０２６９】
　ＦＸＮを、例えば、内部において、ポリＡテイルの近くで、またはエキソンにわたって
、標的化する他のオリゴもまた、１０または４０ｎＭの用量においてＦＸＮ　ｍＲＮＡを
アップレギュレートできると見出された（図３４）。
【０２７０】
　ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルが、１０および４０ｎＭの濃度の単一のオリゴヌクレオチドま
たはオリゴヌクレオチドの組み合わせを使用したとき上昇し得ることをさらに証明するた
めに、さらなる実験を行った（図３５～３７）。
【０２７１】
　次に、５’および３’末端標的化オリゴを、１０および４０ｎＭの濃度においてＦＸＮ
タンパク質レベルをアップレギュレートする能力について個々に試験した。オリゴのサブ
セットが、１０および４０ｎＭの濃度においてトランスフェクションの２および３日後に
ＦＸＮタンパク質レベルをアップレギュレートできたと判定された（図３９および４０）
。これらの結果から、５’標的化オリゴおよび３’標的化オリゴならびにそれらの組み合
わせが、１０ｎＭもの低い濃度でさえ、ＦＸＮ　ｍＲＮＡおよびタンパク質をアップレギ
ュレートできることが示唆される。
　実施例４．ｍＲＮＡの安定性を高めるためのさらなるオリゴヌクレオチド
【０２７２】
　ＲＮＡの５’末端を標的化するか、ＲＮＡの３’末端を標的化するか、またはＲＮＡの
５’末端と３’末端の両方を標的化する（「架橋オリゴ」）いくつかのさらなるオリゴヌ
クレオチドをデザインした。これらのオリゴを表７に示す。
【０２７３】
　ＫＬＦ４に特異的なオリゴヌクレオチドを、各オリゴで細胞を処理することによって試
験した。いくつかのＫＬＦ４オリゴは、処理された細胞において、ＫＬＦ４　ｍＲＮＡの
レベルをアップレギュレートできた（図４１）。ＫＬＦ４オリゴのサブセットは、処理さ
れた細胞において、ＫＬＦ４タンパク質のレベルもアップレギュレートできた（図４２）
。これらの結果は、５’および３’標的化オリゴが、ＫＬＦ４に対するｍＲＮＡおよびタ
ンパク質のレベルをアップレギュレートできたことを示しており、５’および３’標的化
オリゴが、ＲＮＡ（およびまた対応するタンパク質）の発現をアップレギュレートするた
めに広く有用であることが証明される。
【０２７４】
　さらに、ＫＬＦ４　ｍＲＮＡの発現レベルを、ＫＬＦ４　５’および３’末端標的化オ
リゴ（ＫＬＦ４の５’末端と３’末端の両方を標的化する環状化したオリゴヌクレオチド
、ならびにＫＬＦ４の５’および３’末端を標的化する個々のオリゴヌクレオチドを含む
）で処理された細胞において評価した。結果を図４３に示す。
【０２７５】
　ＫＬＦ４　５’および３’末端オリゴを、ＲＮＡｉｍａｘを使用して３０ｎＭの濃度に
おいてＨｅｐ３Ｂ細胞にトランスフェクトした。Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓか
ら購入したＫＬＦ４プライマーおよびアクチン（ハウスキーパーコントロール）プライマ
ーを使用して、Ｃｅｌｌｓ－ｔｏ－Ｃｔキット（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）
を用いてＲＮＡ解析を行った。ＫＬＦ４タンパク質に対するウエスタンを、ＫＬＦ４ウサ
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　表７：ＲＮＡの５’および３’末端を標的化するようにデザインされたオリゴヌクレオ
チド
【表７－１】
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【表７－２】
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【表７－３】
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【表７－４】
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【表７－５】



(111) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40

【表７－６】
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【表７－７】
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【表７－８】
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【表７－９】
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【表７－１０】
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　実施例５．ＲＮＡの安定性を高めるためのさらなるオリゴヌクレオチド
【０２７６】
　表８は、非コードＲＮＡであるＨＯＴＡＩＲおよびＡＮＲＩＬの５’および３’末端を
標的化するための例示的なオリゴヌクレオチドを提供している。
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　実施例６．他の安定性オリゴ
【０２７７】
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【表９－１１】

　実施例７．ＰＴＥＮおよびＫＬＦ４オリゴ
　方法
【０２７８】
　タンパク質の計測：Ｈｅｐａ１－６およびＧＭ０４０７８細胞を１５００００細胞／ウ
ェルでプレーティングした。それらの細胞を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００を使
用してＰＴＥＮまたはＫＬＦ４オリゴでトランスフェクトした。５０ｎＭの各ＰＴＥＮオ
リゴをトランスフェクションのために使用した。２つのオリゴを１つの実験において組み
合わせる場合、３０ｎＭの各ＰＴＥＮオリゴをトランスフェクションのために使用した。
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５０ｎＭの各ＫＬＦ４オリゴをトランスフェクションのために使用した。２つのオリゴを
１つの実験において組み合わせる場合、５０ｎＭの各ＰＴＥＮオリゴをトランスフェクシ
ョンのために使用した。ＰＴＥＮオリゴの場合はトランスフェクションの１もしくは２日
後に、またはＫＬＦ４オリゴの場合はトランスフェクションの３日後に、溶解産物を細胞
から回収した。検出のために使用した抗体は、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ＫＬＦ４
　４０３８およびＣｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ＰＴＥＮ　９５５２だった。
【０２７９】
　ＲＮＡの計測：Ｈｅｐａ１－６およびＧＭ０４０７８を４０００細胞／ウェルでプレー
ティングした。それらの細胞を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００を使用してオリゴ
でトランスフェクトした。３０ｎＭの各ＰＴＥＮオリゴをトランスフェクションのために
使用した。２つのオリゴを１つの実験において組み合わせる場合、３０ｎＭの各ＰＴＥＮ
オリゴをトランスフェクションのために使用した。５０ｎＭの各ＫＬＦ４オリゴをトラン
スフェクションのために使用した。２つのオリゴを１つの実験において組み合わせる場合
、５０ｎＭの各ＰＴＥＮオリゴをトランスフェクションのために使用した。トランスフェ
クションの３日後に回収された溶解産物からＲＮＡを抽出した。Ｃｅｌｌｓ－ｔｏ－Ｃｔ
（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）手順を使用して、製造者のプロトコルに従って
ＲＮＡレベルを解析した。使用したＴａｑｍａｎ（登録商標）プローブは、Ｌｉｆｅ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ製だった：
ＫＬＦ４　Ｍｍ００５１６１０４＿ｍ１
ＰＴＥＮ　Ｈｓ０２６２１２３０＿ｓ１
アクチン　Ｈｓ０１０６０６６５＿ｇ１
Ｇａｐｄｈ　Ｈｓ０２７５８９９１＿ｇ１
【０２８０】
　アクチノマイシンＤ処理：アクチノマイシンＤ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）を１０マイクログラム／ｍｌの濃度で細胞培養液に加え、インキュベートした。Ｔｒｉ
ｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ）を製造者の指示書に従って使用して、ＲＮＡの単離を行った。ＫＬ
Ｆ４プローブは、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから購入した。
【０２８１】
　試験されたオリゴ配列：図４４～４８において試験されたオリゴは、表９に提供された
ものと同じオリゴ配列に対応する。例えば、図４４ＡにおけるＰＴＥＮ１０１は、表９に
おけるＰＴＥＮ－１０１と同じであり、図４６におけるｍＫＬＦ４－１ｍ０２は、表９に
おけるｍＫＬＦ４－１ｍ０２と同じであるなど。
　結果
【０２８２】
　ＰＴＥＮに特異的なオリゴヌクレオチドを、細胞を各オリゴで処理することによって試
験した。いくつかのＰＴＥＮオリゴは、処理された細胞においてＰＴＥＮ　ｍＲＮＡレベ
ルをアップレギュレートできた（図４４Ａおよび４４Ｂ）。ＰＴＥＮオリゴ１０８および
１１３は、組み合わせたとき、別々に使用されたいずれかのオリゴよりも、処理された細
胞において、ＰＴＥＮタンパク質レベルもアップレギュレートできた（図４５）。
【０２８３】
　ＫＬＦ４に特異的なオリゴヌクレオチドを、細胞を各オリゴで処理することによって試
験した。いくつかのＫＬＦ４オリゴは、処理された細胞においてＫＬＦ４　ｍＲＮＡレベ
ルをアップレギュレートできた（図４６）。単独でまたは組み合わせて使用されたいくつ
かのＫＬＦ４オリゴは、処理された細胞において、ＫＬＦ４タンパク質レベルもアップレ
ギュレートできた（図４７および４８）。
【０２８４】
　別の実験では、細胞をアクチノマイシンＤおよび環状化オリゴまたは他のタイプの安定
性オリゴで処理し、ＫＬＦ４の安定性を計測した。ＲＮＡ安定性の上昇レベル（約２時間
　対　約４～８時間）は、「環状化」オリゴと個々の５’／３’末端オリゴとの間で匹敵
していたことが見出されたことから、両方のタイプのオリゴが有効であることが示された
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【０２８５】
　これらの結果から、ｍＲＮＡレベルとタンパク質レベルの両方が、ＲＮＡの安定性を高
めることができるオリゴを使用してアップレギュレートされ得ると証明される。
　実施例８．ｍＲＮＡ半減期が長い遺伝子におけるｍＲＮＡ安定性の増大
　方法
【０２８６】
　ＲＮＡの計測：ＲＮＡ解析、ｃＤＮＡ合成およびＱＲＴ－ＰＣＲを、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｅｌｌｓ－ｔｏ－ＣｔキットおよびＳｔｅｐＯｎｅ　Ｐｌｕｓ装
置を用いて行った。ＡＣＴＢオリゴを、ＲＮＡｉｍａｘ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）を使用して３０ｎＭの濃度においてＨｅｐ３Ｂ細胞にトランスフェクトした。組
み合わせの場合、各オリゴを３０ｎＭの濃度でトランスフェクトした。ＲＮＡ解析を、Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから購入したアクチンプライマー（Ｈｓ０１０６０６
６５＿ｇ１）およびＧＡＰＤＨプライマー（Ｈｓ０２７５８９９１＿ｇ１，ハウスキーパ
ーコントロール）を使用してＣｅｌｌｓ－ｔｏ－Ｃｔキット（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ）を用いて行った。
【０２８７】
　試験されたオリゴ配列：図５０において試験されたオリゴは、表７に提供されたものと
同じオリゴ配列に対応する。例えば、図５０におけるＡＣＴＢ－８は、表７におけるＡＣ
ＴＢ－８と同じであり、図５０におけるＡＣＴＢ－９は、表７におけるＡＣＴＢ－９と同
じであるなど。
　結果
【０２８８】
　アクチン－ベータは、高度に安定したｍＲＮＡを有するハウスキーパー遺伝子である。
アクチン－ベータｍＲＮＡに特異的なオリゴヌクレオチドを、各オリゴまたはそれらの組
み合わせで細胞を処理することによって試験した。いくつかのオリゴ、５’標的化オリゴ
と３’標的化オリゴの両方、ならびに環状化オリゴは、アクチン－ベータｍＲＮＡレベル
をアップレギュレートできた（図５０）。これらのデータは、安定性オリゴが、すでに高
度に安定しているｍＲＮＡの安定性さえも改善し得ることを示している。
【０２８９】
　前述の記載された明細書は、当業者が本発明を実施することを可能にするのに十分であ
ると考えられる。実施例は、本発明の１つの態様の単一の例証として意図されており、他
の機能的に等価な実施形態も本発明の範囲内であるので、本発明は、提供された実施例に
よって範囲を限定されるべきでない。本明細書中に示されたものおよび記載されものに加
えて、本発明の様々な改変が、前述の説明から当業者に明らかになるだろうし、そのよう
な改変は、添付の請求項の範囲内に入る。本発明の利点および目的は、必ずしも本発明の
各実施形態によって包含されない。
　実施例９．さらなる５’および３’末端標的化オリゴヌクレオチド
【０２９０】
　表１０は、複数のヒト遺伝子およびマウス遺伝子に対するさらなる例示的なＲＮＡ５’
および３’末端標的化オリゴを提供している。
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【表１０－３３】

　実施例１０．ＦＸＮオリゴに対するさらなるデータ
【０２９１】
　ＦＸＮ－３７４およびＦＸＮ－３７５を５’オリゴとして使用して、表３において入手
可能なすべての３’オリゴを、２０ｎＭ、５０ｎＭおよび１００ｎＭの濃度でのトランス
フェクションによってＧＭ０３８１６細胞においてヒトＦＸＮのＲＮＡアップレギュレー
ションについてスクリーニングした（図５１）。濃度は、総オリゴ濃度だった（例えば、
２０ｎＭは、各オリゴに対して１０ｎＭであることを意味する）。概して、３７５オリゴ
を含むオリゴの組み合わせで処理された細胞は、無処理の細胞と比べて、ヒトＦＸＮのア
ップレギュレーションを有した。３７５と３９０との組み合わせは、最も高いレベルにお
いてヒトＦＸＮの用量反応性のアップレギュレーションをもたらした（図５１）。
【０２９２】
　表３、表６、表７および表１０からの様々なＦＸＮオリゴをＧＭ０３８１６細胞株にト
ランスフェクトした（１０または３０ｎＭにおけるＦＸＮ－３７５／ＦＸＮ－３９８組み
合わせ、１０または３０ｎＭにおけるＦＸＮ－４２９、１０ｎＭにおける５１１、１０ｎ
ＭにおけるＦＸＮ－４５６、１０ｎＭまたは３０ｎＭにおけるＦＸＮ－４８５、１０ｎＭ
におけるＦＸＮ－４５８、１０または３０ｎＭにおけるＦＸＮ－４６１ｍ０２）。Ａｂｃ
ａｍ　ａｂ４８２８１抗体を使用して、未成熟ＦＸＮおよび成熟ＦＸＮタンパク質のレベ
ルを計測した。オリゴ４５６、４５８、４８５および４６１は、偽環状化オリゴである。
オリゴ４６１は、３７５（５’）および３９０（３’）オリゴの配列を含む偽環状化オリ
ゴである。アクチンをローディングコントロールとして使用した（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ，８４５７）。未成熟ＦＸＮおよび成熟ＦＸＮのレベルは、概して、オリゴで処
理されたすべての細胞においてアップレギュレートされた（図５２）。未成熟ＦＸＮおよ
び成熟ＦＸＮは、ＦＸＮ－４５８およびＦＸＮ－４６１によって用量反応性様式で劇的に
アップレギュレートされた（図５２）。
【０２９３】
　ＦＸＮ－４６１ｍ０２オリゴを用いたさらなる研究を行った。ＦＸＮ－４６１ｍ０２の
用量反応を、示されている濃度でのＧＭ０３８１６細胞株へのトランスフェクションを用
いて計測した。Ａｂｃａｍ　ａｂ４８２８１抗体を使用して、未成熟および成熟ＦＸＮタ
ンパク質のレベルを計測した。アクチンをローディングコントロールとして使用した（Ｃ
ｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，８４５７）。ＦＸＮタンパク質レベルは、追跡研究におい
ても強くアップレギュレートされた（図５３）。
【０２９４】
　次に、公的なポリＡ－ｓｅｑデータに基づいて潜在的な代替の３’位置を調べるために
、さらなる３’－標的化ＦＸＮオリゴ（表１０に示されている）をデザインした。ＦＸＮ
－３７５オリゴを、５’オリゴとして使用し、さらなる３’－標的化ＦＸＮオリゴと組み
合わせた。ＧＭ０３８１６細胞へのトランスフェクションは、３０ｎＭ濃度で行った。Ｆ
ＸＮ　ｍＲＮＡのアップレギュレーションが、いくつかのオリゴ組み合わせにおいて観察
され、３’オリゴＦＸＮ－５２７およびＦＸＮ－５３２を用いたとき最も高かった（図５
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４）。
【０２９５】
　３’オリゴによって媒介されるＦＸＮ　ｍＲＮＡのアップレギュレーションの再現性を
調べるために、さらなる３’－標的化ＦＸＮオリゴのサブセットを、３７５オリゴの代わ
りに代替の５’オリゴ（ＦＸＮ－６７５）を用いてスクリーニングした。差が観察された
が、類似の３’オリゴ、例えば、ＦＸＮ－６５４、ＦＸＮ－６６３、ＦＸＮ－６６６、Ｆ
ＸＮ－６６８およびＦＸＮ－６７０が、両方の５’オリゴを用いたとき、リード化合物と
して同定された（図５５）。
【０２９６】
　ＦＸＮの下流遺伝子の候補であるＰＰＡＲＧＣ１およびＮＦＥ２Ｌ２の発現の変化を３
’オリゴ研究において評価した。最も大きな変化が、ＰＰＡＲＧＣ１遺伝子で観察された
（図５６）。
【０２９７】
　次に、潜在的な代替の５’位置を調べるため、およびより短い長さを有するオリゴを調
べるために、さらなる５’－標的化ＦＸＮオリゴをデザインした。ＧＭ０３８１６細胞へ
のトランスフェクションは、３０ｎＭ濃度で行った。ＦＸＮ－３９０オリゴを３’オリゴ
として使用した。ＦＸＮ　ｍＲＮＡのアップレギュレーションは、５’オリゴＦＸＮ－６
７３を用いたとき最も高かった（図５７）。オリゴ６７１～６７３は、それぞれＦＸＮ－
３７５（１５ｍｅｒ）の１３ｍｅｒ、１１ｍｅｒおよび９ｍｅｒバージョンだった。
【０２９８】
　続いて、いくつかの５’（ＦＸＮ－３７４、ＦＸＮ－３７５）、３’（ＦＸＮ－３９０
）および偽環状化（４８３、４８４、４８７）ＦＸＮオリゴを、４、７および１０日間に
わたってインビトロでＦＲＤＡマウスモデル（Ｓａｒｓｅｒｏ）線維芽細胞において裸で
試験した。ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベルは、ＦＸＮ－３７４＋３９０およびＦＸＮ－３７５＋
３９０の組み合わせを用いたとき最も高かった（図５８Ａ～Ｃ）。
【０２９９】
　次に、様々な３’および５’ＦＸＮオリゴ（ＦＸＮ－５２７、ＦＸＮ－５２８、ＦＸＮ
－５３２、ＦＸＮ－５３３、ＦＸＮ－５５３、ＦＸＮ－６７４およびＦＸＮ－６７５）を
、ＧＭ０３８１６細胞におけるトランスフェクションによって、ＦＸＮ　ｍＲＮＡレベル
の用量反応パターンについて調べた（図５９ＡおよびＢ）。オリゴＦＸＮ－５２７、ＦＸ
Ｎ－５３２、ＦＸＮ－６７４およびＦＸＮ－６７５は、ＦＸＮ　ｍＲＮＡの用量依存的増
加を示した。
【０３００】
　続いて、様々な５’ＦＸＮオリゴを、最重要の（ｌｅａｄ）３’オリゴであるＦＸＮ－
５３２と組み合わせた。ＦＸＮ　ｍＲＮＡの用量反応パターンを、ＧＭ０３８１６細胞に
おけるトランスフェクションを用いて計測した。試験されたすべてのオリゴが、ＦＸＮ　
ｍＲＮＡの用量依存的増加を示した。計測は、５日目に行った。ＦＸＮ－６７４は、ＦＸ
Ｎ－３７５と１１ヌクレオチド重複する１５ｍｅｒである。ＦＸＮ－６７５、ＦＸＮ－６
７６およびＦＸＮ－６７７は、それぞれＦＸＮ－６７４の１３ｍｅｒ、１１ｍｅｒおよび
９ｍｅｒバージョンである。ＦＸＮ－６７１、ＦＸＮ－６７２およびＦＸＮ－６７３は、
それぞれＦＸＮ－３７５の１３ｍｅｒ、１１ｍｅｒおよび９ｍｅｒバージョンである（図
６０ＡおよびＢ）。
【０３０１】
　次に、５’オリゴ（ＦＸＮ－３７５、ＦＸＮ－６７１、ＦＸＮ－６７２、ＦＸＮ－６７
３、ＦＸＮ－６７４、ＦＸＮ－６７５、ＦＸＮ－６７６およびＦＸＮ－６７７）を、単独
でまたは３’オリゴＦＸＮ－５３２と組み合わせて、ＦＸＮタンパク質のアップレギュレ
ーションについて試験した。それらのオリゴを単独でまたは組み合わせて、３０ｎＭおよ
び１０ｎＭの濃度において、ＧＭ０３８１６細胞にトランスフェクトした。計測は、５日
目に行った。未成熟および成熟ＦＸＮタンパク質を検出するためにＡｂｃａｍ（ａｂ１１
０３２８）抗体を用いてウエスタンブロットを行った。概して、ＦＸＮタンパク質レベル
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は、単独のまたは組み合わせたオリゴで処理されたすべての細胞においてアップレギュレ
ートされた（図６１）。最も高いタンパク質のアップレギュレーションは、ＦＸＮ－６７
２＋５３２の組み合わせを用いたとき観察された（図６１）。
【０３０２】
　いくつかの最重要の５’（ＦＸＮ－３７４、ＦＸＮ－３７５）、３’（ＦＸＮ－３９０
）、偽環状化オリゴ（ＦＸＮ－４６０：ＦＸＮ－３７４＋３９０；ＦＸＮ－４６１：ＦＸ
Ｎ－３７５＋３９０）および多重標的化（ｍｕｌｔｉ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ）オリゴ（Ｆ
ＸＮ－４６０ＭＴＯおよびＦＸＮ－４６１ＭＴＯ）を、正常なヒト心筋細胞において、ヒ
トＦＸＮ　ｍＲＮＡのアップレギュレーションについて裸で試験する。多重標的化オリゴ
（ＭＴＯ）は、切断可能なリンカー（例えば、オリゴ－ｄＴリンカー（例えば、ｄＴｄＴ
ｄＴｄＴｄＴ））によって連結された５’標的化オリゴおよび３’標的化オリゴを含む。
オリゴを複数の濃度において８日間インキュベートする（培地およびオリゴを４日目に交
換する）。
　実施例１１．ＵＴＲＮオリゴに対するデータ
【０３０３】
　表７に示されているようなユートロフィンに対する偽環状化オリゴ（ＵＴＲＮ－２１１
～２２０）を、分化したヒト患者デュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）筋管におい
て裸でスクリーニングした。Ｍａｎｃｈｏ５抗体を用いてウエスタンを行った。ＵＴＲＮ
タンパク質のウエスタンシグナルは、ベータ－アクチンレベルおよび無処理サンプルに対
して正規化した。オリゴＵＴＲＮ－２１７は、ネガティブコントロールオリゴ２９３ＬＭ
および細胞のみと比べて、ＵＴＲＮタンパク質のレベルをアップレギュレートすると示さ
れた（図６２および６３）。
【０３０４】
　次に、ＵＴＲＮ５’および３’オリゴを、分化したヒト患者ＤＭＤ筋管において、個々
に裸でスクリーニングした。ウエスタン解析に向けて、遠心分離（ｃｅｎｔｒｉｇｆｕｇ
ａｔｉｏｎ）によってサンプルをペレットと上清に分離した。サンプルをＳＤＳ溶液中で
溶解し、氷上で維持し、次いで、遠心することにより、ペレット画分と上清画分に分離し
た。Ｍａｎｃｈｏ５抗体を用いてウエスタンを行った。ＵＴＲＮタンパク質のウエスタン
シグナルは、ベータ－アクチンレベルおよび無処理サンプルに対して正規化した。ＵＴＲ
Ｎタンパク質の正のアップレギュレーションは、ＵＴＲＮ－２０２、２０８、２０９、２
１０および２１７オリゴで処理された細胞のペレットにおいて観察された（図６４Ａ～Ｃ
）。
　実施例１２．ＡＰＯＡ１オリゴに対するデータ
【０３０５】
　マウスＡＰＯＡ１　５’オリゴ（ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－１－１３）と３’オリゴ（ＡＰ
ＯＡ１＿ｍｕｓ－２１）との組み合わせを、２０μＭおよび５μＭの濃度で初代マウス肝
細胞において２つ組で、裸でスクリーニングした。ＡＰＯＡ１　ｍＲＮＡを計測し、水コ
ントロールのウェルに対して正規化した。試験されたいくつかのオリゴが、水と比べてＡ
ＰＯＡ１のアップレギュレーションを引き起こした（図６５）。
【０３０６】
　次に、マウスＡＰＯＡ１　５’オリゴと３’オリゴとの組み合わせを初代マウス肝細胞
において裸でスクリーニングして、ＡＰＯＡ１タンパク質レベルを計測した。測定は、２
日目に行った。Ａｂｃａｍ　ａｂ２０４５３をＡＰＯＡ１抗体として使用した。チューブ
リン（ａｂ１２５２６７）をローディングコントロールとして使用した。オリゴＡＰＯＡ
１＿ｍｕｓ－３＋１７、ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－６＋１７およびＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－７＋
２０は、細胞培地と細胞溶解産物の両方において、用量依存的ＡＰＯＡ１タンパク質アッ
プレギュレーションを示す（図６６）。
【０３０７】
　続いて、２つのマウスＡＰＯＡ１　５’オリゴと３’オリゴとの組み合わせ（ＡＰＯＡ
１＿ｍｕｓ－３＋ＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－１７またはＡＰＯＡ１＿ｍｕｓ－７＋ＡＰＯＡ１
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を、試験された組み合わせにおける各オリゴに対して５０ｍｇ／ｋｇで１、２および３日
目に皮下に注射した。ビヒクル（ＰＢＳ）処置をコントロールとして使用した。第１の研
究（図７０Ａ）では、最後の投与の２日後である５日目に回収を行った。第２の研究（図
７０Ｂ）では、最後の投与の４日後である７日目に回収を行った。両方の研究での肝臓に
おけるＲＮＡの計測（図７０ＡおよびＢ）から、７＋２０および３＋２０のＡＰＯＡＡ１
オリゴ組み合わせを用いたとき最大８０％のＡＰＯＡ１　ｍＲＮＡアップレギュレーショ
ンが示唆される。ＡＰＯＡ１と近接した５つの遺伝子（ＡＰＯＣ３、ＡＰＯＡ４、ＡＰＯ
Ａ５、ＡＰＯＢ、Ｓｉｋ３）は、オリゴ処置によって有意に影響されなかった。
【０３０８】
　ＡＰＯＡ１タンパク質のレベルもまた、上記２つのインビボ研究において計測した。図
７０Ｃは、オリゴ組み合わせ３＋１７に対する第１の研究のＡＰＯＡ１タンパク質データ
を示している。ＡＰＯＡ１タンパク質のアップレギュレーションが、処置された４匹すべ
ての動物の血漿において見られた。図７０Ｄは、オリゴ組み合わせ７＋２０に対する第２
の研究のＡＰＯＡ１タンパク質データを示している。１０匹すべての動物からの採血前デ
ータは、処置開始前の動物にわたって比較的等しいレベルの血漿ＡＰＯＡ１を示した（上
のパネル，図７０Ｄ）。サンプル５および１０は、オリゴ組み合わせ７＋２０で処置した
後の血漿において、マウスＡＰＯＡ１タンパク質のアップレギュレーションを示した。
【０３０９】
　タンパク質アップレギュレーションの存在下における（図７０Ｃ）オリゴ組み合わせ３
＋１７に対してＲＮＡの変化がなかったこと（図７０Ａ）、ならびにオリゴ組み合わせ７
＋２０の処置を受けた５匹中２匹の動物におけるＡＰＯＡ１のアップレギュレーション（
図７０Ｄ）は、オリゴ処置レジメンおよび選択された回収時点に起因し得る。
　実施例１３．さらなる非コードＲＮＡ標的化オリゴ
【０３１０】
　表１１は、さらなる例示的な非コードＲＮＡ５’および３’末端標的化オリゴを提供し
ている。
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【表１１－２】
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【表１１－３】

　実施例１４．フリードライヒ運動失調症（ＦＲＤＡ）マウスモデルからのデータ
【０３１１】
　示されている５’（ＦＸＮ－３７５、３８０、３８５）、３’（ＦＸＮ－３９８）およ
び多重標的化オリゴ（ＦＸＮ－４３４：３７５＋３９８、ＦＸＮ－４３６：３８５＋３９
８）をＳａｒｓｅｒｏ　ＦＲＤＡマウスモデルの皮下に注射した。ビヒクル（ＰＢＳ）を
コントロールとして注射した。ＦＸＮ－４３４および４３６の配列を下記の表１２に示す
。
【表１２】

【０３１２】
　ショートアーム（ＳＡ）研究のために、オリゴおよびコントロールを２５ｍｇ／ｋｇで
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０日目および４日目に注射した。組織を７日目に回収した。ロングアーム（ＬＡ）研究の
ために、注射を同じ用量で０日目、４日目、７日目に行い、回収を１４日目に行った。こ
のモデルの心臓および肝臓（ｌｖｉｅｒｓ）におけるヒトＦＸＮおよびマウスＦＸＮをＱ
ＰＣＲで計測し、ＰＢＳ群に対して正規化した。各処置群は、５匹のマウスを有した（ｎ
＝５）。
【０３１３】
　ヒトＦＸＮ標的化オリゴは、ショートアーム研究において、心臓のマウスフラタキシン
ｍＲＮＡをアップレギュレートしたことが見出された（図６７）。わずかであって統計的
に有意でないアップレギュレーションの傾向もまた、ロングアーム研究において肝臓およ
び心臓のヒトＦＸＮに対して存在した（図６７）。２つのオリゴＦＸＮ－３７５および３
８９は、マウスＦＸＮ転写物といくつかのミスマッチありで重複していた（図６８）。主
要なマウスＦＸＮ３’部位は、ｃｈｒ１９：２４２６１５０１に存在した。主要なマウス
ＦＸＮ５’部位は、ｃｈｒ１９：２４２８０５９５に存在する。ＥＳＴならびにＲｅｆＳ
ｅｑのアノテーションは、マウス転写物へのこれらのオリゴの潜在的な結合を示唆した。
これらのデータから、ＦＸＮ　ＲＮＡ転写物に対してミスマッチを含むオリゴが、なおも
ＦＸＮのアップレギュレーションをもたらし得ることが示唆されることから、ミスマッチ
が許容され得ると示される。
【０３１４】
　本発明のいくつかの実施形態は、本明細書に記載され、例証されてきたが、当業者は、
その機能を行うため、ならびに／または本明細書中に記載された結果および／もしくは１
つもしくはそれを超える利点を得るために、他の種々の手段および／または構造を容易に
想定し、そのようなバリエーションおよび／または改変の各々は、本発明の範囲内である
とみなされる。より一般的には、当業者は、本明細書中に記載されるすべてのパラメータ
、寸法、材料および配置が例示的であると意味されていること、ならびに実際のパラメー
タ、寸法、材料および／または配置が、本発明の教示が使用する具体的な用途(複数可)に
依存することを容易に認識する。当業者は、本明細書中に記載される本発明の具体的な実
施形態に対する多くの等価物を認識するかまたは単なる日常的な実験法を使用して確認す
ることができる。ゆえに、上記の実施形態が単に例として提示されていること、ならびに
本発明が、添付の特許請求の範囲およびそれに対する等価物の範囲内で、具体的に記載さ
れたものおよび主張されるものと異なる方法で実施され得ることが理解されるべきである
。本発明は、本明細書中に記載される各個別の特徴、システム、物品、材料および／また
は方法に関する。さらに、２つまたはそれを超えるそのような特徴、システム、物品、材
料および／または方法の任意の組み合わせは、そのような特徴、システム、物品、材料お
よび／または方法が、相互に相反しない場合、本発明の範囲内に含められる。
【０３１５】
　不定冠詞「ａ」および「ａｎ」は、本明細書および特許請求の範囲において使用される
とき、明らかにそれとは反対のことが示されていない限り、「少なくとも１つの」を意味
していると理解されるべきである。
【０３１６】
　句「および／または」は、本明細書および特許請求の範囲において使用されるとき、そ
のように結合されているエレメント、すなわち、いくつかの場合では接続的に存在し、他
の場合では離接的に存在するエレメントの「いずれかまたは両方」を意味していると理解
されるべきである。反対のことが明らかに示されていない限り、「および／または」節に
よって具体的に同定されるエレメントに関係するかまたは関係しないかにかかわらず、そ
れらの具体的に同定されるエレメント以外の他のエレメントが、必要に応じて存在し得る
。したがって、非限定的な例として、「Ａおよび／またはＢ」に対する言及は、「含む」
などのオープンエンドな言語とともに使用されるとき、１つの実施形態では、ＢなしのＡ
（必要に応じてＢ以外のエレメントを含む）；別の実施形態では、ＡなしのＢ（必要に応
じてＡ以外のエレメントを含む）；なおも別の実施形態では、ＡとＢの両方（必要に応じ
て他のエレメントを含む）；などのことを言及し得る。
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【０３１７】
　本明細書および特許請求の範囲において使用されるとき、「または」は、上で定義され
たような「および／または」と同じ意味を有すると理解されるべきである。例えば、リス
トにおける項目を分けているとき、「または」または「および／または」は、包括的であ
る、すなわち、少なくとも１つの包含であると解釈されるものとするが、いくつかのエレ
メントまたはエレメントのリストのうちの１つより多いエレメント、および必要に応じて
、列挙されていないさらなる項目も含むと解釈されるものとする。それとは反対のことを
明らかに示す用語、例えば、「～のうちのただ１つ」もしくは「～のうちのまさに１つ」
または請求項において使用されるときの「～からなる」だけが、いくつかのエレメントま
たはエレメントのリストのうちのまさに１つのエレメントの包含のことを指す。通常、本
明細書中で使用される用語「または」は、排他的な用語、例えば、「いずれか」、「～の
うちの１つ」「～のうちのただ１つ」また「～のうちのまさに１つ」が前につくとき、排
他的な選択肢（すなわち「一方または他方であって両方ではない」）を示すと単に解釈さ
れるものとする。「～から本質的になる」は、特許請求の範囲において使用されるとき、
特許法の分野において使用される通常の意味を有するものとする。
【０３１８】
　本明細書および特許請求の範囲において使用されるとき、句「少なくとも１つ」は、１
つまたはそれを超えるエレメントのリストに照らして、エレメントのリストの中のいずれ
か１つまたはそれを超えるエレメントから選択される少なくとも１つのエレメントを意味
すると理解されるべきであるが、必ずしも、エレメントのリストの中に具体的に列挙され
た各エレメントおよび全エレメントのうちの少なくとも１つを含むわけでもないし、エレ
メントのリストの中の任意の組み合わせのエレメントを排除するわけでもない。この定義
は、句「少なくとも１つ」が指すエレメントのリスト内に具体的に同定されるエレメント
以外のエレメントが、それらの具体的に同定されるエレメントに関係するか関係しないか
にかかわらず、必要に応じて存在してもよいことも許容する。したがって、非限定的な例
として、「ＡおよびＢの少なくとも１つ」（または、等しく、「ＡまたはＢの少なくとも
１つ」、または、等しく、「Ａおよび／またはＢの少なくとも１つ」）は、１つの実施形
態では、必要に応じて、Ｂが存在せずに１つより多いＡを含む（および必要に応じてＢ以
外のエレメントを含む）少なくとも１つ；別の実施形態では、必要に応じて、Ａが存在せ
ずに１つより多いＢを含む（および必要に応じてＡ以外のエレメントを含む）少なくとも
１つ；なおも別の実施形態では、必要に応じて１つより多いＡを含む少なくとも１つおよ
び必要に応じて１つより多いＢを含む少なくとも１つ（および必要に応じて他のエレメン
トを含む）；などのことを指し得る。
【０３１９】
　特許請求の範囲ならびに上記の明細書において、すべての移行句、例えば、「含む（ｃ
ｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「有する（ｃａｒｒｙｉｎ
ｇ）」、「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、「含む（ｉ
ｎｖｏｌｖｉｎｇ）」、「有する（ｈｏｌｄｉｎｇ）」などは、オープンエンドである、
すなわち、～を含むがこれらに限定されないことを意味していると理解されるべきである
。Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｏｆｆｉｃｅ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｐ
ａｔｅｎｔ　Ｅｘａｍｉｎｉｎｇ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，Ｓｅｃｔｉｏｎ　２１１１．
０３に示されているように、移行句「～からなる」および「～から本質的になる」だけが
、それぞれクローズドまたはセミクローズドの移行句であるものとされる。
【０３２０】
　請求項のエレメントを修飾するために、特許請求の範囲における「第１」、「第２」、
「第３」などのような順序の用語の使用は、それ自体が、別のものに対する１つの請求項
エレメントの任意の優先権、先例もしくは順序、または方法の行為が行われる時間的順序
を意味せず、請求項エレメントを区別するために、ある特定の名称を有する１つの請求項
エレメントを、同じ名称を有する（順序の用語の使用を別にすれば）別のエレメントと区
別する標示として使用されているだけである。



(198) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図１】 【図２】

【図３Ａ】 【図３Ｂ】



(199) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図４】 【図５】

【図６】 【図７】



(200) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図８】 【図９】

【図１０】 【図１１】



(201) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５Ａ】



(202) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図１５Ｂ】 【図１６】

【図１７】 【図１８】



(203) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図１９】 【図２０】

【図２１】 【図２２】



(204) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図２３】 【図２４】

【図２５Ａ】 【図２５Ｂ】



(205) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図２６】 【図２７】

【図２８】 【図２９】



(206) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図３０】 【図３１】

【図３２】 【図３３】



(207) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図３４】 【図３５】

【図３６】 【図３７】



(208) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図３８Ａ】 【図３８Ｂ】

【図３９Ａ】 【図３９Ｂ】



(209) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図４０Ａ】 【図４０Ｂ】

【図４１】 【図４２】



(210) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図４３】 【図４４Ａ】

【図４４Ｂ】 【図４５】



(211) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図４６】 【図４７】

【図４８】 【図４９】



(212) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図５０】 【図５１】

【図５２】 【図５３】



(213) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図５４】 【図５５】

【図５６－１】 【図５６－２】



(214) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図５７】 【図５８－１】

【図５８－２】 【図５９】



(215) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図６０】 【図６１】

【図６２】 【図６５－１】



(216) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図６５－２】 【図６６】

【図６７】 【図６８】



(217) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図６９】 【図７０】

【図６３】 【図６４－１】



(218) JP 2016-528897 A 2016.9.23

【図６４－２】

【配列表】
2016528897000001.app



(219) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40

【国際調査報告】



(220) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40



(221) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40



(222) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40



(223) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40



(224) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

30

40



(225) JP 2016-528897 A 2016.9.23

10

20

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,
BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,H
R,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(74)代理人  230113332
            弁護士　山本　健策
(72)発明者  オゾラック，　ファティー
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０２１２０，　ボストン，　パーカー　ヒル　１７０，　ナ
            ンバー７
(72)発明者  ウー，　キャロライン
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０２４６０，　ニュートン，　フレデリック　ストリート　
            １５
Ｆターム(参考) 4C084 AA02  AA12  BA01  BA08  BA44  CA53  DA01  DB01  DC01  NA14 
　　　　 　　        ZC02  ZC03  ZC19 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

