
(57)【要約】
本発明は、感染疾患または障害、例えば HIV感染症、 AIDS、および AIDS関連疾患の治療お
よび予防のための組成物および方法の発見に少なくとも一部基づく。特に、本発明は、感
染疾患または障害、 HIV感染症、 AIDS、または AIDS関連疾患または障害を治療または予防
するために、細胞の遺伝子発現またはタンパク質活性、例えば CCR5遺伝子発現またはタン
パク質活性および／または感染因子の遺伝子または配列の遺伝子発現またはタンパク質活
性を調節する方法に関する。一つの態様において、細胞遺伝子を標的とする RNA干渉物質
を、感染因子の遺伝子または配列を標的とする RNA干渉物質と併用すると、感染因子によ
る感染の持続的な予防が得られる。本発明は、細胞遺伝子、例えばケモカイン受容体、例
えば CCR5遺伝子を標的として、それによって標的遺伝子発現細胞における標的遺伝子発現
の阻害が起こり、それによって感染因子の侵入を阻害する、例えば標的細胞への HIV感染
症を阻害する、感染症を予防する、および／または確立された感染症における複製を抑制
する、新規 RNA干渉物質、例えば siRNA分子の同定に基づく。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAと 、 感 染 因 子 の 遺
伝 子 ま た は 配 列 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAと を 細 胞 に 接 触
さ せ て 、 そ れ に よ っ て 細 胞 へ の 感 染 因 子 の 侵 入 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 細 胞 に お け る 感 染
因 子 の 侵 入 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAと 、 感 染 因 子 の 遺
伝 子 ま た は 配 列 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAと を 被 験 者 に 投
与 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に お け る 感 染 を 予 防 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に お け る 感 染 を
予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAと 、 感 染 因 子 の 遺
伝 子 ま た は 配 列 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAと を 被 験 者 に 投
与 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に お け る 感 染 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る こ と を 含 む 、 被 験 者
に お け る 感 染 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 の 発 現 ま た は 活 性 が 阻 害 さ れ る
、 請 求 項 1、 2ま た は 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 siRNAの 少 な く と も 一 つ が ウ イ ル ス 遺 伝 子 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 siRNAの 少 な く と も 一 つ が ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 siRNAの 少 な く と も 一 つ が ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 に 向 け ら れ 、 siRNAの 少 な く と も 一 つ
が ウ イ ル ス 遺 伝 子 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ウ イ ル ス 遺 伝 子 が p24遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 5ま た は 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 siRNAの 少 な く と も 一 つ が ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 6ま た は 7に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 siRNAが 静 脈 内 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 siRNAが 同 時 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 siRNAが 連 続 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 siRNAが 投 与 前 に 塩 基 性 ペ プ チ ド と 混 合 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 siRNAが 投 与 前 に リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 siRNAが 被 験 者 の 粘 膜 に 局 所 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 siRNAが 1週 間 に 1回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 siRNAが 2週 間 に 1回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 siRNAが 4週 間 に 1回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 感 染 症 が HIV感 染 症 で あ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 が マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 が CD4 +  T細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 ま た は そ の 断 片 の 発 現 を 阻 害 す る RNA干 渉 物 質 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 物 質 が ケ モ カ イ ン 受 容 体 ま た は そ の 断 片 と 相 同 で あ る RNAで あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 物 質 が CCR5遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 と 相 同 で あ る RNAで あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 物 質 が 二 本 鎖 の 短 い 干 渉 RNA（ siRNA） で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 siRNAが 長 さ が 約 15ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 28ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 siRNAの 長 さ が 約 19ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 25ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 siRNAの 長 さ が 約 21ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 siRNAが 二 本 鎖 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 鎖 に 3'突 出 末 端 を 含 む 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 突 出 末 端 が そ れ ぞ れ の 鎖 に 約 1～ 約 6ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 突 出 末 端 が そ れ ぞ れ の 鎖 に 約 2ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 物 質 が 合 成 siRNAで あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 第 一 の 鎖 が 配 列 番 号 ： 1の 配 列 を 含 み 、 第 二 の 鎖 が 配 列 番 号 ： 2の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 25
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 siRNAが CCR5 mRNAの 分 解 を 誘 導 ま た は 調 節 す る こ と が で き る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 siRNAが 転 写 サ イ レ ン シ ン グ に よ っ て CCR5を 不 活 化 す る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ポ リ -Gテ ー ル を さ ら に 含 む 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 と 相 同 で あ っ て 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の RNA干 渉 を 促 進 す
る こ と が で き る 短 い 干 渉 RNA（ siRNA） を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 が CCR5で あ る 、 請 求 項 38記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 と 相 同 で あ っ て 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の RNA干 渉 を 促 進 す
る こ と が で き る RNAを コ ー ド す る DNA鋳 型 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 が CCR5で あ る 、 請 求 項 40記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 40記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 38ま た は 40記 載 の ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る siRNAを 被 験 者 に 投 与 し て 、 そ れ に よ
っ て 被 験 者 に お け る ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 被 験 者
に お け る ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 が CCR5で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る siRNAを 被 験 者 に 投 与 し て
、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に お け る 感 染 症 を 予 防 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に お け る 感 染 症 を 予
防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 の 遺 伝 子 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る siRNAを 被 験 者 に 投 与
す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 が ウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 配 列 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 感 染 症 が 、 HIV、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス
、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 感 染 症 、 肝 炎 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ HPV） 、 お よ び
ヘ ル ペ ス （ HSV-2） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る siRNAを 被 験 者 に 投 与 し て 、 そ れ に よ
っ て 被 験 者 に お け る 感 染 症 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に お け る 感 染 症 を 治 療 す る 方 法
。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 の 遺 伝 子 発 現 ま た は 配 列 を 調 節 す る siRNAを 被 験 者 に 投 与
す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 が ウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 配 列 で あ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 感 染 症 が 、 HIV、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス
、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 感 染 症 、 肝 炎 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ HPV） 、 お よ び
ヘ ル ペ ス （ HSV-2） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 CCR5遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る siRNAを 被 験 者 に 投 与 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に お け る CCR
5調 節 免 疫 応 答 を 調 節 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に お け る CCR5調 節 免 疫 応 答 を 調 節 す る 方 法
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 CCR5遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る siRNAを 細 胞 に 投 与 し て 、 そ れ に よ っ て 細 胞 へ の 感 染 因 子 の
侵 入 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 CCR5を 発 現 す る 細 胞 へ の 感 染 因 子 の 侵 入 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 細 胞 が マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 被 験 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 44、 46、 50、 ま た は 54の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ８ 】
　 siRNAが 静 脈 内 投 与 さ れ る 、 請 求 項 44、 46、 50、 ま た は 54の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 siRNAが 被 験 者 の 粘 膜 に 局 所 投 与 さ れ る 、 請 求 項 44、 46、 50、 ま た は 54の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 siRNAが 投 与 前 に 塩 基 性 ペ プ チ ド と 混 合 さ れ る 、 請 求 項 44、 46、 50、 ま た は 54の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 siRNAが 投 与 前 に リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る 、 請 求 項 44、 46、 50、 ま た は 54の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 そ の 全 文 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2002年 10月 29日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 出 願 第 60/422,419号 の 利 益 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 （ NIH） に よ っ て 与 え ら れ た 助 成 金 番 号 第 AI49792号 、 第
AI145306号 、 第 AI46566号 、 お よ び 第 AI42519号 の 下 で 少 な く と も 部 分 的 に 政 府 の 支 援 を 受
け て 行 わ れ た 。 政 府 は 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 保 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） は 、 体 の 免 疫 系 を 破 壊 し て 、
罹 患 者 を 日 和 見 感 染 症 、 例 え ば 肺 炎 お よ び 特 定 の 癌 、 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫 に か か り や す く す
る 不 治 の 疾 患 で あ る 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） を 引 き 起 こ す 。 AIDSは 、 世 界 的 な 大 き
い 健 康 問 題 で あ る 。 HIV/AIDSに 関 す る 合 同 国 連 プ ロ グ ラ ム （ UNAIDS） は 、 HIVま た は AIDS
に 罹 患 し て い る 人 が 現 在 3400万 人 を 超 え る と 推 定 し て お り 、 そ れ ら の 感 染 者 の う ち 2810万
人 は 貧 し い サ ハ ラ 下 ア フ リ カ に 住 ん で い る 。 米 国 で は 、 約 500人 に 1人 が HIVに 感 染 し て い
る 、 ま た は AIDSを 有 す る 。 そ の 流 行 以 来 、 AIDSに よ る 死 者 は 全 世 界 で ア メ リ カ 人 425,000
人 を 含 む ほ ぼ 1900万 人 に 達 し て い る 。 AIDSは 、 世 界 で 最 も 死 亡 率 の 高 い 成 人 の 感 染 症 と し
て マ ラ リ ア お よ び 結 核 に 取 っ て 代 わ り 、 全 世 界 で の 死 因 の 第 四 位 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 HIVが 細 胞 に 侵 入 す る 分 子 メ カ ニ ズ ム は 、 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 （ env） と
二 つ の 標 的 細 胞 タ ン パ ク 質 、 CD4お よ び ケ モ カ イ ン 受 容 体 と の 特 異 的 相 互 作 用 を 必 要 と す
る 。 HIV細 胞 向 性 は 、 特 定 の ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 す な わ ち 7回 膜 貫 通 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容
体 に 対 す る envの 特 異 性 に よ っ て 決 定 さ れ る （ Steinbergerら （ 2000） 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 97： 805～ 10） 。 ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 二 つ の 主 要 な フ ァ ミ リ ー は 、 CXCお よ び C
Cケ モ カ イ ン に 対 す る そ の 結 合 に 関 し て そ れ ぞ れ 命 名 さ れ た CXCケ モ カ イ ン 受 容 体 と CCケ モ
カ イ ン 受 容 体 （ CCR） で あ る 。 CXCケ モ カ イ ン 受 容 体 は 、 従 来 、 急 性 の 炎 症 反 応 に 関 連 し て
い る が 、 CCRsは 、 ほ と ん ど が 慢 性 炎 症 お よ び T細 胞 媒 介 炎 症 反 応 に 関 連 し て 認 め ら れ る 細
胞 タ イ プ ： 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 お よ び T細 胞 に お い て
発 現 さ れ て い る （ Nansenら 、 2002、 Blood 99： 4） 。 CCケ モ カ イ ン 受 容 体 5（ CCR5） は 、 主
要 な マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株 向 性 （ M-向 性 ） HIV株 に 関 す る 主 要 な 共 受 容 体 と な る （ Dengら
（ 1996） 、 Nature 381： 661） 。 M-向 性 株 は 、 感 染 者 に お け る 疾 患 の 無 症 候 相 に 多 く 存 在
す る （ Samsonら （ 1996） 、 Nature 382： 722） 。 し か し 、 最 終 的 に HIVは 二 重 向 性 と な り う
る 。 そ の よ う な 株 は 、 CD4を 有 す る T細 胞 上 で CXCR4タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と が で き る 。
こ の 相 の あ い だ 、 HIV-1は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ と T細 胞 の 双 方 に 感 染 す る 可 能 性 が あ る 。 さ ら
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に そ の 後 、 ウ イ ル ス 集 団 の 大 部 分 は そ の 嗜 好 性 を CXCR4受 容 体 へ と 切 り 替 え て 、 T-細 胞 系
向 性 （ T-向 性 ） と な る 可 能 性 が あ る 。 T-向 性 ウ イ ル ス は 、 感 染 T細 胞 を 容 易 に 破 壊 し て 、
免 疫 系 の 崩 壊 お よ び AIDSの 発 症 に 関 与 し て 、 日 和 見 感 染 症 、 神 経 疾 患 、 新 生 物 増 殖 、 お よ
び 最 終 的 な 死 に 至 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 感 染 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 、 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質
活 性 、 例 え ば 細 胞 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 お よ び ／ ま た は 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た
は 配 列 の 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え
ば ウ イ ル ス 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染 症 を 予 防 お よ び 治 療 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 の 発
見 に 少 な く と も 一 部 基 づ い て い る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 遺 伝 子 は ケ モ カ イ ン 受 容 体
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 に お い て 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 RNA干 渉 物 質 の 中 で 、 例 え ば s
iRNAを 、 gag siRNAの よ う な 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以
上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと 併 用 す る と 、 相 乗 効 果 を 示 し 、 感 染 症 お よ び ／ ま た は 複
製 、 例 え ば HIV感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 を 長 期 間 、 例 え ば 2週 間 ま た は そ れ 以 上 完 全 に 抑
制 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 発 現 す る 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ
ァ ー ジ に お け る 標 的 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え ば CCR5発 現 の 阻 害 が 得 ら れ る 新 規 RNA干 渉 物
質 、 例 え ば siRNA分 子 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の RNA干 渉 物 質 は 、 感 染 、
例 え ば HIV感 染 症 の 標 的 細 胞 へ の 侵 入 を 阻 害 し て 、 感 染 症 を 予 防 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 の RNA干 渉 物 質 は 、 確 立 さ れ た 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染 症 に お け る ウ イ ル ス
複 製 を 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 RNA干 渉 （ RNAi） ま た は 転 写 後 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ （ PTGS） を 通 し て 、 標 的 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え ば CCR5の 発 現 を 阻 害 す る RN
A干 渉 物 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 物 質 は 、 標 的 遺 伝 子 、 例 え ば C
CR5遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 と 相 同 で あ る RNAで あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 物 質 は 、 標
的 遺 伝 子 と 相 同 で あ る 二 本 鎖 の 短 い 干 渉 RNA（ siRNA） で あ る 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お
い て 、 siRNAは 長 さ が 約 19ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 28ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 19ヌ ク レ オ チ
ド ～ 約 25ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 長 さ が 約 21ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 さ ら な る 態 様 に
お い て 、 siRNAは 二 本 鎖 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 鎖 に 3'突 出 末 端 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い
て 、 突 出 末 端 は 、 そ れ ぞ れ の 鎖 に お い て 約 1～ 約 6ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 好 ま し く は そ れ ぞ
れ の 鎖 に お い て 約 2ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 物 質 は 合 成 siRNAで あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAは 、 第 一
の 鎖 が 配 列 番 号 ： 1の 配 列 を 含 み 、 第 二 の 鎖 が 配 列 番 号 ： 2を 含 む 二 本 鎖 siRNAで あ る 。 も
う 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAは mRNA、 例 え ば CCR5 mRNAの 分 解 を 誘 導 ま た は 調 節 す る こ と
が で き る 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAは 、 転 写 後 サ イ レ ン シ ン グ に よ っ て 標
的 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え ば CCR5を 不 活 化 す る 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNA
は さ ら に ポ リ G-テ ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 ま た は 配 列 と 相 同 で あ っ て 、 標 的 遺 伝
子 ま た は 配 列 の RNA干 渉 を 促 進 す る こ と が で き る 短 い 干 渉 RNA（ siRNA） を 含 む ベ ク タ ー を
提 供 す る 。 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 ま た は 配 列 と 相 同 で あ
っ て 、 RNA干 渉 、 例 え ば CCR5 RNA干 渉 を 促 進 す る こ と が で き る RNAを コ ー ド す る DNA鋳 型 を
含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 RNA干 渉 物 質 、 例
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え ば 本 発 明 の siRNAを 含 む 、 ま た は 本 発 明 の RNAを コ ー ド す る DNA鋳 型 を 含 む ベ ク タ ー を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る RNA干 渉 物 質 、 例 え ば s
iRNAを 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 、 ま た は 被 験
者 に お け る 免 疫 応 答 、 例 え ば ケ モ カ イ ン 受 容 体 に よ っ て 調 節 さ れ る 免 疫 応 答 、 例 え ば CCR5
調 節 免 疫 応 答 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 CCR5遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る RNA
干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAを 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に お け る 感 染 疾 患 ま た は
障 害 を 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siR
NAを 細 胞 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 細 胞 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 、 例 え ば ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 例
え ば CCR5を 発 現 す る 細 胞 へ の ウ イ ル ス の 侵 入 を 阻 害 す る 方 法 も 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お
い て 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 静 脈 内 投 与 さ れ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干
渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 被 験 者 の 粘 膜 に 、 例 え ば 殺 菌 剤 と し て 局 所 投 与 さ れ る 。 一 つ の
態 様 に お い て 、 siRNAは 投 与 前 に 塩 基 性 ペ プ チ ド と 混 合 さ れ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て
、 siRNAは 、 投 与 前 に リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 な お さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 一 つ ま
た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと 、 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 の 発 現 ま た は
活 性 、 例 え ば HIV遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA
と を 細 胞 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 標 的 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の
感 染 因 子 の 侵 入 を 阻 害 す る 方 法 、 ま た は 感 染 症 、 例 え ば ウ イ ル ス 感 染 症 を 阻 害 す る 方 法 を
提 供 す る 。 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 、 例 え ば CCR5遺 伝 子 発
現 ま た は 活 性 を 調 節 、 例 え ば 阻 害 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと
、 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 の 遺 伝 子 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 、 例 え ば 阻 害 す る 一 つ
ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 に
お け る 感 染 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 発 現 を
調 節 す る RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 例 え ば gag遺 伝 子 発 現 、 vif遺 伝 子 発 現 、 ま た は ne
f遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 静 脈 内
投 与 さ れ る 。 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 同 時 ま た は 連 続 投 与 し て も よ い 。 さ ら な る 態 様
に お い て 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 被 験 者 の 粘 膜 に 、 例 え ば 殺 菌 剤 と し て 局 所 投 与
さ れ る 。 RNA干 渉 物 質 は 、 感 染 因 子 に よ る 感 染 前 、 感 染 時 、 ま た は 感 染 後 に 投 与 し て も よ
い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 長 所 は 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な る と
思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染 症 、 AIDS、 ま た は AIDS関 連 疾 患 も し
く は 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 、 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 、 例 え
ば 細 胞 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 お よ び ／ ま た は 感 染 因 子 に よ っ て 発 現 さ れ た 遺 伝
子 ま た は 配 列 の 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て 、 感 染 疾 患 ま た
は 障 害 、 例 え ば ウ イ ル ス 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染 症 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る 組 成 物
お よ び 方 法 の 発 見 に 少 な く と も 一 部 基 づ い て い る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害
、 例 え ば ウ イ ル ス ま た は 細 菌 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染 症 、 AIDS、 ま た は AIDS関 連 疾 患 ま た
は 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 標 的 分 子 の 遺 伝 子 発 現 ま
た は タ ン パ ク 質 活 性 、 例 え ば CCR5遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る 、 お よ び ／
ま た は 感 染 因 子 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 標 的 分 子 、 例 え ば ウ イ ル ス 標 的 分 子 、 例 え ば gag
遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る 組 成 物 お よ び 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 に お い て 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAを
、 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば p
24 siRNAの よ う な siRNAと 併 用 す る と 、 相 乗 効 果 を 示 し 、 感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 、 例
え ば HIV感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 を 長 期 間 に わ た っ て 、 例 え ば 2週 間 ま た は そ れ 以 上 有 効
に 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 例 え ば ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 例 え
ば CCR5を 含 む 細 胞 遺 伝 子 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA分
子 を 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 例 え ば p24を 含 む 、 例 え ば HIV遺 伝 子 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ
以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA分 子 と 併 用 す る と 、 感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 、 例 え ば
HIV感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 を 阻 害 す る と い う 発 見 に 基 づ い て い る 。 一 つ の 態 様 に お い
て 、 感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 の 阻 害 は 、 長 期 間 、 例 え ば 2週 間 ま た は そ れ 以 上 で あ っ て
も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標 的 と す る
一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと 、 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え
ば HIVウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば
siRNAと の 併 用 を 用 い て 、 例 え ば ウ イ ル ス 、 例 え ば HIVに よ る 感 染 症 お よ び ／ ま た は 複 製 を
治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 す る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 HIVの 治 療 お よ び 予 防 に 限
定 さ れ ず 、 本 明 細 書 に 記 述 す る 任 意 の 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 お よ び 予 防 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 治 療 物 質 、 例
え ば RNA干 渉 物 質 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 に お け る 感 染 疾 患 ま た は 障 害
を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 述 の RNA干 渉 物 質 は 、 例 え ば 性 的 伝 幡
感 染 症 （ STIs） 、 例 え ば 肝 炎 、 例 え ば HBV、 HCV、 HGV、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ HPV） 、 ヘ ル
ペ ス （ HSV-2） 、 他 の ウ イ ル ス 感 染 症 お よ び ／ ま た は 細 菌 感 染 症 の よ う な 、 微 生 物 に よ っ
て 伝 幡 さ れ る 疾 患 の 伝 幡 を 実 質 的 に 減 少 さ せ る た め の 殺 菌 剤 と し て 用 い て も よ い 。 例 え ば
、 RNA干 渉 物 質 は 、 被 験 者 の 粘 膜 に 投 与 し て も よ い 。 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の リ ス ク を 有 す
る 被 験 者 は 、 例 え ば 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 に 関 す る 任 意 の 既 知 の 危 険 因 子 に よ っ て 同 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え ば ケ モ カ イ ン 受 容 体 遺 伝 子 を 標 的 と し て 、
そ れ に よ っ て 細 胞 遺 伝 子 発 現 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 細 胞 遺 伝 子 の 発 現 を 阻
害 し て 、 そ れ に よ っ て 標 的 細 胞 へ の 感 染 因 子 、 例 え ば ウ イ ル ス 、 例 え ば HIVの 侵 入 を 阻 害
し て 、 感 染 症 を 予 防 す る 、 お よ び 確 立 さ れ た 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染 症 に お け る ウ イ ル ス
複 製 を 抑 制 す る 新 規 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA分 子 の 同 定 に 少 な く と も 部 分 的 に 基 づ い て
い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 に お い て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 発 現 さ れ る 細 胞 遺 伝 子 、 例 え ば
ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 例 え ば CCR5を 標 的 と す る RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 最 終 分 化 し た
非 分 裂 細 胞 で あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 に 、 感 染 因 子 、 例 え ば ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 例 え ば HIVウ
イ ル ス 遺 伝 子 の 分 子 を 標 的 と す る よ う に 向 け ら れ た siRNAよ り 長 期 間 留 ま る こ と が 判 明 し
た 。 し た が っ て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5を 標 的 と す る si
RNAは 、 細 胞 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5の 持 続 的 な ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り 、 感 染 症 、 例 え ば HIV感 染
症 の よ う な ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 し て よ り 長 期 の 保 護 を 提 供 す る 。 理 論 に 拘 束 さ れ た く は な
い が 、 基 質 RNA、 例 え ば CCR5が 持 続 的 に 存 在 す る こ と は 、 siRNAの 細 胞 内 持 続 に と っ て 必 要
で あ り 、 こ の よ う に 、 標 的 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5の RNA干 渉 お よ び ウ イ ル ス 、 例 え ば HIVの 細
胞 へ の 侵 入 の 阻 害 を 延 長 す る た め に 必 要 で あ る 可 能 性 が あ る と 提 唱 さ れ る 。 同 様 に 、 siRN
Aの 作 用 は 、 標 的 mRNAの 存 在 下 で あ っ て も 分 裂 細 胞 株 に お い て 急 激 に 減 少 す る こ と も 示 さ
れ て い る 。 さ ら に 、 CCR5は 、 CCR5の 非 機 能 的 対 立 遺 伝 子 の ホ モ 接 合 発 現 が 、 有 害 な 免 疫 学
的 結 末 を 有 し な い が 、 HIV感 染 症 に 対 す る 保 護 を 提 供 す る こ と か ら 、 所 望 の 標 的 と な る 可
能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 非 分 裂 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5
は 、 RNA干 渉 に よ っ て 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAに と っ て の 好 ま し
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い 標 的 と な る 。 し た が っ て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5に 向
け ら れ る RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 HIV感 染 症 、 AIDS、 AIDS関 連 疾 患 ま た は 障 害 を 含
む 、 ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 し て 好 ま し い 治 療 お よ び 予 防 物 質 と な る 。 本 発 明 の RNA干 渉 物 質
は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 発 現 さ れ る 分 子 を 標 的 と す る RNA干 渉 物 質 に 限 定 さ れ な い と
理 解 す べ き で あ る 。 細 胞 標 的 に は 、 T細 胞 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、
お よ び 樹 状 細 胞 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 任 意 の 細 胞 タ イ プ に よ っ て 発 現 さ れ る 分 子
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 RNA干 渉 物 質 」 は 、 RNA干 渉 （ RNAi） に よ っ て 標 的 遺 伝 子
ま た は ゲ ノ ム 配 列 の 発 現 を 妨 害 ま た は 阻 害 す る 任 意 の 物 質 で あ る と 定 義 さ れ る 。 そ の よ う
な RNA干 渉 物 質 に は 、 標 的 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 配 列 と 相 同 で あ る RNA配 列 ま た は そ の 断 片 を
含 む 核 酸 分 子 、 短 い 干 渉 RNA（ siRNA） 、 お よ び RNA干 渉 （ RNAi） に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の 発
現 を 妨 害 ま た は 阻 害 す る 低 分 子 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 RNA干 渉 （ RNAi） 」 は 、 標 的 遺 伝 子 と 同 一 ま た は 高 度 に 類 似 で あ る 配 列 の RNAを 発 現 ま
た は 導 入 す る こ と に よ っ て 、 そ の 標 的 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA）
の 配 列 特 異 的 分 解 ま た は 特 異 的 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ （ PTGS） が 起 こ り （ Coburn, 
G, and Cullen, B.（ 2002） 、 J. Virology 76（ 18） ： 9225を 参 照 さ れ た い ） 、 そ れ に よ
っ て そ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 、 進 化 的 に 保 存 さ れ た プ ロ セ ス で あ る 。 一 つ の 態 様
に お い て 、 RNAは 、 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） で あ る 。 こ の プ ロ セ ス は 植 物 、 無 脊 椎 動 物 、 お よ
び 哺 乳 類 細 胞 に お い て 記 述 さ れ て い る 。 本 質 的 に RNAiは 、 dsRNA特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ で あ る ダ イ サ ー に よ っ て 開 始 さ れ 、 こ れ は 長 い dsRNAを siRNAと 呼 ば れ る 二 本 鎖 断 へ と 前
進 的 に 切 断 す る こ と を 促 進 す る 。 siRNAは 、 標 的 mRNAを 認 識 し て 切 断 す る タ ン パ ク 質 複 合
体 に 組 み 入 れ ら れ る 。 RNAiは ま た 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る た
め に 、 核 酸 分 子 、 例 え ば 合 成 siRNAま た は RNA干 渉 物 質 を 導 入 す る こ と に よ っ て 開 始 す る こ
と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 標 的 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 」 に は 、 標 的
遺 伝 子 ま た は 標 的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 も
し く は レ ベ ル の 如 何 な る 減 少 も 含 ま れ る 。 減 少 は 、 RNA干 渉 物 質 に よ っ て 標 的 と さ れ て い
な い 標 的 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 標 的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 も し く は
レ ベ ル と 比 較 し て 、 少 な く と も 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た
は 99％ も し く は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 小 さ い 干 渉 RNA」 と も 呼 ば れ る 「 短 い 干 渉 RNA」 （ siRNA） は 、 標 的
遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る よ う に 機 能 す る 物 質 、 例 え ば RNAiで あ る と 定 義 さ れ る 。 siRNAは
、 化 学 合 成 し て も よ く 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 産 生 し て も よ く 、 ま た は 宿 主 細 胞 内 で 産
生 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAは 、 長 さ が 約 15～ 約 40ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し
く は 約 15～ 約 28ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 長 さ が 約 19～ 約 25ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び よ
り 好 ま し く は 長 さ が 約 19、 20、 21、 ま た は 22ヌ ク レ オ チ ド で あ る 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） 分 子
で あ り 、 そ れ ぞ れ の 鎖 が 約 0、 1、 2、 3、 4、 ま た は 5ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る 3'お よ び
／ ま た は 5'突 出 末 端 を 含 ん で も よ い 。 突 出 末 端 の 長 さ は 二 つ の 鎖 の あ い だ で 無 関 係 で あ り
、 す な わ ち 一 つ の 鎖 の 突 出 末 端 の 長 さ は 、 第 二 の 鎖 の 突 出 末 端 の 長 さ に 依 存 し な い 。 好 ま
し く は siRNAは 、 標 的 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） の 分 解 ま た は 特 異 的 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ
ン シ ン グ （ PTGS） を 通 し て RNA干 渉 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAは 、 小 さ い ヘ ア ピ ン （ ス テ ム ル ー プ と も 呼 ば れ る ） RNA
（ shRNA） で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の shRNAは 、 短 い （ 例 え ば 、 19～ 25ヌ ク レ
オ チ ド ） ア ン チ セ ン ス 鎖 か ら な り 、 そ の 後 に 5～ 9ヌ ク レ オ チ ド ル ー プ お よ び 類 似 の セ ン ス
鎖 が 続 く 。 ま た は 、 セ ン ス 鎖 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ル ー プ 構 造 の 前 に 存 在 し て 、 ア ン チ セ ン ス
鎖 が そ の 後 に 続 い て も よ い 。 こ れ ら の shRNAは 、 プ ラ ス ミ ド 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 お よ び レ
ン チ ウ イ ル ス に 含 ま れ て も よ く 、 例 え ば pol III U6プ ロ モ ー タ ー ま た は 他 の プ ロ モ ー タ ー
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か ら 発 現 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Stewartら （ 200
3） 、 RNA Apr. 9(4)： 493～ 501を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 に お け る 特 異 的 遺 伝 子 変 異 を 標 的 と し て も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 標 的 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 ま た は 感 染 因 子 の 配 列 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 ま た は 細 胞 遺
伝 子 ま た は そ の 断 片 で あ っ て も よ い 。 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム 配 列 、 ま た は
そ の 断 片 と 実 質 的 に 相 同 で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 相 同 で
あ る 」 と い う 用 語 は 、 標 的 の RNA干 渉 を 引 き 起 こ す た め に 標 的 mRNA、 ま た は そ の 断 片 と 実
質 的 に 同 一 で あ る 、 十 分 に 相 補 的 で あ る 、 ま た は 類 似 で あ る と 定 義 さ れ る 。 天 然 の RNA分
子 の 他 に 、 標 的 配 列 の 発 現 を 阻 害 ま た は 干 渉 す る た め に 適 し た RNAに は 、 RNA誘 導 体 お よ び
類 似 体 が 含 ま れ る 。 siRNA分 子 は 、 RNAの み を 含 む 分 子 に 限 定 さ れ る 必 要 は な い が 、 例 え ば
化 学 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド お よ び 非 ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 み 、 同 様 に リ ボ ー ス 糖 分 子
が も う 一 つ の 糖 分 子 ま た は 類 似 の 機 能 を 行 う 分 子 の 代 わ り に 用 い ら れ て い る 分 子 が 含 ま れ
る 。 そ の 上 、 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 間 に 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 の よ う な 非 天 然 の 結 合 を 用
い て も よ い 。 RNA鎖 は 、 蛍 光 体 の よ う な レ ポ ー タ ー 基 の 反 応 性 官 能 基 に よ っ て 誘 導 体 化 す
る こ と が で き る 。 特 に 有 用 な 誘 導 体 は 、 RNA鎖 の 末 端 ま た は 複 数 の 末 端 、 典 型 的 に セ ン ス
鎖 の 3'末 端 で 改 変 さ れ る 。 例 え ば 、 3'末 端 の 2'-ヒ ド ロ キ シ ル は 、 多 様 な 基 に よ っ て 容 易
か つ 任 意 に 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 有 用 な RNA誘 導 体 は 、 2'O-ア ル キ ル 化 残 基 ま た は 2'O-メ チ ル リ ボ シ ル 誘 導 体 お よ び 2
'O-フ ル オ ロ リ ボ シ ル 誘 導 体 の よ う な 、 改 変 さ れ た 糖 質 部 分 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド を 組 み
入 れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 RNAの 骨 格 も 同 様 に 改 変 し て も よ い 。 標 的 配 列 の 発 現 を 阻 害 す る ま た は 干 渉 す る た め に
有 用 な 如 何 な る 改 変 さ れ た 基 本 骨 格 も 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル お よ び 5-
ヨ ー ド ウ ラ シ ル の よ う な ハ ロ ゲ ン 添 加 基 本 骨 格 を 組 み 入 れ て も よ い 。 基 本 骨 格 は ま た ア ル
キ ル 化 し て も よ く 、 例 え ば 7-メ チ ル グ ア ノ シ ン を 、 グ ア ノ シ ン 残 基 の 代 わ り に 組 み 入 れ る
こ と が で き る 。 阻 害 の 成 功 が 得 ら れ る 非 天 然 基 本 骨 格 も 同 様 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 感 染 疾 患 ま た は 障 害 、 ま た は そ の 症 状 の 開 始 ま た は 発 現 に 関 与 ま た は 関 連 す る 任 意 の 細
胞 分 子 （ 本 明 細 書 に お い て 、 「 宿 主 細 胞 分 子 」 と も 呼 ば れ る ） は 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び
方 法 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の RNA干 渉 物 質 の 細 胞 標 的 （ 同 様
に 、 本 明 細 書 に お い て 「 宿 主 細 胞 標 的 」 と も 呼 ば れ る ） に は 、 任 意 の 感 染 因 子 も し く は そ
の 一 部 、 例 え ば 任 意 の ウ イ ル ス も し く は 細 菌 感 染 因 子 、 ま た は 他 の 感 染 因 子 、 例 え ば HIV
の 、 任 意 の 感 染 因 子 の ラ イ フ サ イ ク ル 、 複 製 、 ま た は 病 原 性 に 関 与 す る 任 意 の 細 胞 ま た は
任 意 の 細 胞 分 子 へ の 侵 入 ま た は 輸 送 に 関 与 す る 任 意 の 細 胞 分 子 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 細 胞 標 的 に は 、 細 胞 受 容 体 お よ び 共 受 容 体 、 例 え ば ケ モ カ イ ン 受 容 体 が 含 ま れ
る 。 ケ モ カ イ ン 受 容 体 に は 、 例 え ば CXCケ モ カ イ ン 受 容 体 お よ び CCケ モ カ イ ン 受 容 体 （ CCR
） 、 例 え ば CXCR2、 CXCR4、 CCR8、 CCR9、 CCR5、 CCR4、 CCR3、 CCR2、 お よ び CCR1が 含 ま れ る
。 他 の 受 容 体 に は 、 STRL33、 US28、 V28、 gpr1、 gpr15、 Apj、 ChemR23等 が 含 ま れ る 。 他 の
任 意 の 細 胞 表 面 分 子 、 例 え ば CD26、 VPAC1等 、 ま た は こ れ ら の 分 子 を 産 生 す る 任 意 の 分 子
、 例 え ば ヘ パ リ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 ガ ラ ク ト セ ラ ミ ド 等 を 合 成 す る 酵 素 も 同 様 に 、
細 胞 標 的 に 含 ま れ る 。 同 様 に 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ II、 N-ミ リ ス ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
、 グ リ コ シ ル 化 酵 素 、 gp160-プ ロ セ シ ン グ 酵 素 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド レ ダ ク タ ー ゼ 、 ポ リ ア
ミ ン 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 、 ウ イ ル ス 出 芽 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 等 が 含 ま れ る が こ れ ら に
限 定 さ れ な い ウ イ ル ス の ラ イ フ サ イ ク ル 、 例 え ば HIVラ イ フ サ イ ク ル に 関 与 す る 細 胞 酵 素
も 同 様 に 、 細 胞 標 的 と し て 含 ま れ る 。 他 の 細 胞 標 的 に は 、 細 胞 転 写 因 子 、 サ イ ト カ イ ン お
よ び 二 次 伝 達 物 質 、 例 え ば TNFα 、 IL-1α 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ C、 細
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胞 内 カ ル シ ウ ム の 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 、 お よ び 細 胞 ア ク セ サ リ 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 感 染 因 子 の 標 的 分 子 」 ま た は 「 感 染 因 子 の 遺 伝
子 ま た は 配 列 」 と い う 句 に は 、 感 染 因 子 の ゲ ノ ム 内 に 含 ま れ る 任 意 の 遺 伝 子 も し く は 配 列
、 ま た は 例 え ば 、 因 子 に よ る 複 製 、 病 原 性 、 も し く は 感 染 に 関 与 す る 因 子 の ラ イ フ サ イ ク
ル の あ い だ に 産 生 さ れ る 任 意 の 他 の 転 写 物 が 含 ま れ る 。 感 染 因 子 の 標 的 分 子 は 、 感 染 因 子
に 対 し て 特 異 的 で な け れ ば な ら ず 、 す な わ ち こ れ は 宿 主 細 胞 に 通 常 存 在 す る 遺 伝 子 ま た は
配 列 と は 異 な る 配 列 を 有 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 感 染 因 子 」 と い う 用 語 に は 、 感 染 す る こ と が で き る 任 意 の ウ イ ル ス （ DNAま た は RNAウ
イ ル ス ） 、 細 菌 、 真 菌 ま た は 原 虫 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 感 染 因 子 に は 、 HIV、 CMV、 RSV、 H
SV、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 マ レ ー 谷 脳 炎 、 ポ リ オ ウ イ
ル ス 、 SARS、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 口
蹄 疫 ウ イ ル ス 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 感 染 症 が 含 ま れ 、 肝 炎 、 例 え ば HBV、 HCV、 HGV、 ヒ ト 乳 頭
腫 ウ イ ル ス （ HPV） 、 ヘ ル ペ ス （ HSV-2） 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス （ EBV） 、 お よ び ／
ま た は 細 菌 、 真 菌 、 ま た は 原 虫 の よ う な 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 性 的 に 伝 幡 さ れ る
疾 患 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 感 染 因 子 の 標 的 分 子 に は 、 感 染 す る こ と が で き る 任 意 の ウ
イ ル ス （ DNAま た は RNAウ イ ル ス ） 、 細 菌 、 真 菌 、 ま た は 原 虫 、 例 え ば HIV、 CMV、 RSV、 HSV
、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 マ レ ー 谷 脳 炎 、 ポ リ オ ウ イ ル
ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 口 蹄 疫 ウ イ
ル ス 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 感 染 症 が 含 ま れ 、 肝 炎 、 例 え ば HBV、 HCV、 HGV、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル
ス （ HPV） 、 ヘ ル ペ ス （ HSV-2） 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス （ EBV） 、 お よ び ／ ま た は 細
菌 、 真 菌 、 ま た は 原 虫 の よ う な 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 性 的 に 伝 幡 さ れ る 疾 患 に 含
ま れ る 任 意 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 が 含 ま れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 感 染 因 子 の 標 的 分 子 に
は 、 例 え ば HIVゲ ノ ム 、 例 え ば p24、 他 の gagタ ン パ ク 質 p6、 p2お よ び p1を 含 む 任 意 の ウ イ
ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 転 写 物 、 ポ リ メ ラ ー ゼ （ p61、 p55） 、 逆 転 写 酵 素 、 RNア ー ゼ
H、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 、 エ ン ベ ロ ー プ 、 tat、 rev、 nef、 vif、 vpu、 vpx、 お
よ び ／ ま た は tevに 含 ま れ る 任 意 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 細 菌 感 染 因 子 に は 、 グ ラ ム 陽 性 お よ び グ ラ ム 陰 性
菌 を 含 む 多 様 な 細 菌 生 物 が 含 ま れ る 。 例 に は 、 淋 菌 （ N. gonorhoeae） お よ び 髄 膜 炎 菌 （ N
. meningitidis） を 含 む ナ イ セ リ ア （ Neisseria） 種 ； 肺 炎 球 菌 （ S. pneumoniae） 、 化 膿
連 鎖 球 菌 （ S. pyogenes） 、 S.ア ガ ラ ク チ エ （ S. agalactiae） 、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 （
S. mutans） を 含 む 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus） 種 ； B型 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ H. influenzae
） 、 型 別 不 明 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ H. influenzae） お よ び 軟 性 下 疳 菌 （ H. ducreyi） を 含
む ヘ モ フ ィ ル ス （ Haemophilus） 種 ； カ タ ル 球 菌 （ Branhamella catarrhalis） と し て も 知
ら れ る M.カ タ ラ ー リ ス （ M. catarrhalis） を 含 む モ ラ ク セ ラ （ Moraxella） 種 ； 百 日 咳 菌
（ B. pertussis） 、 パ ラ 百 日 咳 菌 （ B. parapertussis） 、 お よ び 気 管 支 敗 血 症 菌 （ B. bro
nchiseptica） を 含 む ボ ル デ テ ラ （ Bordetella） 種 ； 結 核 菌 （ M. tuberculosis） 、 ウ シ 型
結 核 菌 （ M. bovis） 、 ら い 菌 （ M. leprae） 、 ト リ 結 核 菌 （ M. avium） 、 パ ラ 結 核 菌 （ M. 
paratuberculosis） 、 ス メ グ マ 菌 （ M. smegmatis） を 含 む マ イ コ バ ク テ リ ウ ム （ Mycobact
erium） 種 ； L.ニ ュ ー モ フ ィ ラ （ L. pneumophila） を 含 む レ ジ オ ネ ラ （ Legionella） 種 ；
腸 毒 性 大 腸 菌 、 腸 出 血 性 大 腸 菌 、 腸 病 原 性 大 腸 菌 を 含 む 大 腸 菌 種 ； ビ ブ リ オ コ レ ラ （ V. c
holelra） を 含 む ビ ブ リ オ （ Vibrio） 種 ； ソ ン ネ 赤 痢 菌 （ S. sonnei） 、 志 賀 赤 痢 菌 （ S. d
ysenteriae） 、 フ レ ク ス ナ ー 赤 痢 菌 （ flexneri） を 含 む 赤 痢 菌 （ Shigella） 種 ； Y.エ ン テ
ロ コ リ チ カ （ Y. enterocolitica） 、 ペ ス ト 菌 （ Y. pestis） 、 偽 結 核 エ ル シ ニ ア 菌 （ Y. p
seudotuberculosis） を 含 む エ ル シ ニ ア （ Yersinia） 種 ； C.ジ ェ ジ ュ ニ （ C. jejuni） お よ
び C.コ リ （ C. coli） を 含 む カ ン ピ ロ バ ク タ ー （ Campylobacter） 種 ； ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ S.
 typhi） 、 パ ラ チ フ ス 菌 （ S. paratyphi） 、 ブ タ コ レ ラ 菌 （ S. choleraesuis） 、 腸 炎 菌
（ S. enteritidis） を 含 む サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） 種 ； リ ス テ リ ア 菌 （ L. monocytogen
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es） を 含 む リ ス テ リ ア （ Listeria） 種 ； ピ ロ リ 菌 （ H. pylori） を 含 む ヘ リ コ バ ク タ ー （ H
elicobacter） 種 ； 緑 膿 菌 （ P. aeruginosa） を 含 む シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 種 ；
黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ S. aureus） 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ S. epidermidis） を 含 む ブ ド ウ 球 菌 （ S
taphylococcus） 種 ； E.フ ェ カ ー リ ス （ E. faecalis） 、 E. フ ェ シ ウ ム （ E. faecium） を
含 む 腸 球 菌 （ Enterococcus） 種 ； 破 傷 風 菌 （ C. tetani） 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 （ C. botulinum
） 、 C.デ ィ フ ィ シ レ （ C. difficile） を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム （ Clostridium） 種 ； 炭 疽
菌 （ B. anthracis） を 含 む バ チ ル ス （ Bacillus） 種 ； ジ フ テ リ ア 菌 （ C. dyphtheriae） を
含 む コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム （ Corynebacterium） 種 ； B.ブ ル グ ド ル フ ェ リ （ B. burgdorferi
） 、 B.ガ リ ニ ー （ B. garinii） 、 B.ア フ ゼ リ ー （ B. afzelii） 、 B.ア ン デ ル ソ ニ ー （ B. a
ndersonii） 、 B.ヘ ル ム シ ー （ B. hermsii） を 含 む ボ レ リ ア （ Borrelia） 種 ； E.エ ク イ （ E
. equi） お よ び ヒ ト 顆 粒 球 エ ー ル リ ッ ヒ ア 症 の 起 因 菌 を 含 む エ ー ル リ ッ ヒ ア （ Ehrlichia
） 種 ； R.リ ケ ッ チ ー （ R. rickettsii） を 含 む リ ケ ッ チ ア （ Rickettsia） 種 ； ト ラ コ ー マ
ク ラ ミ ジ ア （ C. trachomatis） 、 C.ニ ュ ー モ ニ ア （ C. neumoniae） 、 オ ウ ム 病 ク ラ ミ ジ ア
（ C. psittaci） を 含 む ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia） 種 ； L.イ ン テ ロ ガ ン ス （ L. interrogans
） を 含 む レ プ ト シ ラ （ Leptsira） 種 ； 梅 毒 ト レ ポ ネ ー マ （ T. pallidum） 、 T.デ ン テ ィ コ
ラ （ T. denticola） 、 T.ヒ オ デ ィ セ ン テ リ エ （ T. hyodysenteriae） を 含 む ト レ ポ ネ ー マ
（ Treponema） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い 細 菌 に は 、 リ ス テ リ ア 、 マ
イ コ バ ク テ リ ア 、 マ イ コ バ ク テ リ ア （ 例 え ば 結 核 菌 ） 、 炭 疽 菌 、 サ ル モ ネ ラ 、 お よ び リ ス
テ リ ア 菌 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 感 染 疾 患 ま た は 障 害 」 と い う 用 語 は 、 任 意 の 感
染 因 子 に よ る 感 染 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 、 ま た は そ れ に 関 連 す る 任 意 の 疾 患 、 障 害 、
ま た は 感 染 症 と し て 定 義 さ れ る 。 例 え ば 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 に は 、 ウ イ ル ス 感 染 因 子 、
細 菌 感 染 因 子 、 真 菌 感 染 因 子 、 ま た は 原 虫 感 染 因 子 に よ る 感 染 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る
ま た は 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 が 含 ま れ る 。 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の 例 に は 、 ウ イ ル ス 感 染
因 子 、 例 え ば HIVに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 、 ま た は 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 、 AIDS関 連 痴
呆 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 原 発 性 中 枢 神 経 系 リ ン パ 腫 、 お よ び 浸 潤 性 扁 平 上
皮 癌 の よ う な AIDS関 連 癌 、 AIDS関 連 疾 患 ま た は 障 害 、 CMV、 RSV、 HSV、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、
デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 マ レ ー 谷 脳 炎 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ
、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス （ 特 に ヒ ト ） 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 、 水 痘 -帯 状 疱 疹 ウ イ
ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス ： 呼 吸 合 包 体 ウ イ ル ス 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ
イ ル ス 、 ム ン プ ス ウ イ ル ス 、 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ 例 え
ば 、 HPV6、 11、 16、 18等 ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ウ イ ル ス 感 染 症 、 肝 炎 、 例
え ば HBV、 HCV、 HGV、 お よ び ヘ ル ペ ス （ HSV-2） の よ う な 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 他
の 性 的 伝 幡 疾 患 感 染 症 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 AIDS関 連 疾 患 ま た は 障 害 」 と は 、 細 胞 ま た は 生 物 、 例 え ば ヒ ト の HIVウ イ ル ス 、 例 え
ば HIV-1ま た は HIV-2に よ る 感 染 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ま た は そ れ に 関 連 す る 任 意 の 疾
患 、 障 害 、 ま た は 感 染 症 で あ る と 定 義 さ れ る 。 AIDS関 連 疾 患 ま た は 障 害 の 例 に は 、 AIDS関
連 痴 呆 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 原 発 性 中 枢 神 経 リ ン パ 腫 、 お よ び 浸 潤 性 扁 平
上 皮 癌 の よ う な AIDS関 連 癌 、 非 結 核 性 抗 酸 菌 （ MAC） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い A
IDS関 連 感 染 症 、 消 耗 症 候 群 、 真 菌 感 染 症 、 消 化 管 症 状 、 肺 炎 、 疲 労 、 発 熱 、 悪 心 、 腎 障
害 、 骨 格 筋 障 害 、 ま た は HIV感 染 症 に 関 連 し た 他 の 任 意 の 疾 患 も し く は 障 害 、 ま た は HIV感
染 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 免 疫 系 機 能 の 低 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 被 験 者 」 と い う 用 語 に は 、 感 染 因 子 に よ る 感 染
に 対 し て 感 受 性 が あ る 個 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 局 面 を 、 以 下 の 小 章 に お い て さ ら に 詳 し く 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
I．
　 特 に 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 と 相 同 で あ り 、 か つ 標 的 遺 伝 子 ま た は 標 的 配 列 の RNAiを 媒
介 す る 、 長 さ が 約 15～ 約 40、 ま た は 約 15～ 約 28ヌ ク レ オ チ ド の siRNA分 子 ま た は shRNA分 子
に 関 す る 。 好 ま し く は 、 siRNA分 子 の 長 さ は 約 19～ 約 25ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 よ り 好 ま し
く は 、 siRNA分 子 の 長 さ は 約 19、 20、 21、 ま た は 22ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 の siRNA分
子 は ま た 3'ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 含 み う る 。 本 発 明 の siRNA分 子 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 と な
り う る ； そ の よ う な 分 子 は 、 平 滑 末 端 に す る こ と が で き 、 ま た は 突 出 末 端 （ 例 え ば 、 5'、
3'） を 含 み う る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 RNA分 子 は 二 本 鎖 で あ り 、 か つ 平 滑 末 端 で あ る か
、 ま た は 突 出 末 端 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA分 子 の 少 な く と も 一 つ の 鎖 は 、 長 さ が 約 0～ 約 6ヌ ク レ オ チ ド
（ 例 え ば 、 ピ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 プ リ ン ヌ ク レ オ チ ド ） の 3'突 出 末 端 を 有 す る 。 他 の
態 様 に お い て 、 3'突 出 末 端 は 、 長 さ が 約 1～ 約 5ヌ ク レ オ チ ド 、 約 1～ 約 3ヌ ク レ オ チ ド 、 お
よ び 長 さ が 約 2～ 約 4ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA分 子 は 二 本 鎖 で あ り
、 一 つ の 鎖 が 3'突 出 末 端 を 有 し 、 も う 一 つ の 鎖 が 平 滑 末 端 ま た は 突 出 末 端 を 有 し う る 。 RN
A分 子 が 二 本 鎖 で あ り 、 か つ 双 方 の 鎖 が 突 出 末 端 を 含 む 態 様 に お い て 、 突 出 末 端 の 長 さ は
、 そ れ ぞ れ の 鎖 に 関 し て 同 じ ま た は 異 な っ て い て も よ い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の
RNAは 、 対 応 の あ る 約 19個 、 20個 、 21個 、 ま た は 22個 の ヌ ク レ オ チ ド ス ト ラ ン ド を 含 み 、 R
NAの 双 方 の 3'末 端 に お い て 約 1～ 約 3、 特 に 約 2ヌ ク レ オ チ ド の 突 出 末 端 を 有 す る 。 一 つ の
態 様 に お い て 、 3'突 出 末 端 は 、 分 解 に 対 し て 安 定 化 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 RNAは 、 ア デ ノ シ ン ま た は グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド の よ う な プ リ ン ヌ ク レ オ チ ド を
含 め る こ と に よ っ て 安 定 化 さ れ る 。 ま た は 、 改 変 類 似 体 に よ る ピ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の
置 換 、 例 え ば ウ リ ジ ン 2ヌ ク レ オ チ ド 3'突 出 末 端 の 2'-デ オ キ シ チ ミ ジ ン に よ る 置 換 は 許 容
さ れ て 、 RNAiの 有 効 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 。 2'ヒ ド ロ キ シ ル が 存 在 し な い こ と は 、 組 織 培
養 培 地 に お け る 突 出 末 端 の ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 有 意 に 増 強 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
A．
　 本 発 明 の shRNA分 子 を 含 む 合 成 siRNA分 子 は 、 当 業 者 に 既 知 の 多 く の 技 術 を 用 い て 得 る こ
と が で き る 。 例 え ば siRNA分 子 は 、 適 切 に 保 護 さ れ た リ ボ ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト
ま た は 通 常 の DNA/RNAシ ン セ サ イ ザ ー を 用 い る よ う な 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て
化 学 合 成 ま た は 組 換 え に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Elbashir, S.M.ら （ 2001
） 、 Nature 411： 494～ 498； Elbashir, S.M., W. Lendeckel and T. Tuschl（ 2001） 、 Ge
nes & Development 15： 188～ 200； Harborth, J.ら （ 2001） 、 J. Cell Science 114： 455
7～ 4565； Masters, J.R.ら （ 2001） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98： 8012～ 8017； お
よ び Tuschl, T.ら （ 1999） 、 Genes & Development 13： 3191～ 3197を 参 照 さ れ た い ） 。 ま
た は 、 プ ロ リ ゴ （ Proligo、 ハ ン ブ ル グ 、 ド イ ツ ） 、 ダ ー マ コ ン ・ リ サ ー チ （ Dharmacon R
esearch、 ラ フ ァ イ エ ッ ト 、 コ ロ ラ ド 州 、 ア メ リ カ ） 、 ピ ア ス ケ ミ カ ル （ Pierce Chemical
、 ペ ル ビ オ サ イ エ ン ス の 一 部 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ 州 、 ア メ リ カ ） 、 グ レ ン リ サ ー
チ （ Glen Research、 ス タ ー リ ン グ 、 バ ー ジ ニ ア 州 、 ア メ リ カ ） 、 ケ ム ジ ー ン ズ （ ChemGen
es、 ア シ ュ ラ ン ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ア メ リ カ ） お よ び ク ル ア ケ ム （ Cruachem、 グ ラ
ス ゴ ー 、 イ ギ リ ス ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い い く つ か の 民 間 の RNA合 成 供 給 企
業 を 利 用 で き る 。 そ の た め 、 siRNA分 子 は 、 合 成 す る こ と が そ れ ほ ど 難 し く な く 、 RNAiに
と っ て 適 し た 量 で 容 易 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の siRNA分 子 の 標 的 領 域 は 、 開 始 コ ド ン の 下 流 の 約 25～ 50ヌ ク レ オ チ ド 、 約 50～ 7
5ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 約 75～ 100ヌ ク レ オ チ ド か ら 始 ま る 、 所 定 の 標 的 遺 伝 子 配 列 、 例 え
ば 細 胞 ま た は ウ イ ル ス の 標 的 配 列 、 例 え ば ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 例 え ば CCR5、 gag遺 伝 子 、
例 え ば p24抗 原 な ど か ら 選 択 さ れ う る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 5'ま た は 3' UTRsお よ び 開 始
コ ド ン 近 傍 領 域 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の siRNA分 子 を 設 計 す る 一 つ の 方 法 は 、 23ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 モ チ ー フ AA（ N19） TT（ Nは 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド と な り う る ） を 同 定 す る こ と 、
お よ び G/C含 有 量 が 少 な く と も 25％ 、 30％ 、 35％ 、 40％ 、 45％ 、 50％ 、 55％ 、 60％ 、 65％
、 70％ 、 ま た は 75％ で あ る 配 列 を 選 択 す る こ と を 含 む 。 ま た は 、 そ の よ う な 配 列 が 認 め ら
れ な い 場 合 、 Nが 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド と な り う る モ チ ー フ NA（ N21） を 用 い て 検 索 を 拡 大 し
て も よ い 。 こ の 状 況 に お い て 、 セ ン ス siRNAの 3'末 端 は 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 3'突
出 末 端 の 配 列 組 成 に 関 し て 対 称 的 な 二 本 鎖 を 産 生 さ せ る よ う に TTに 変 換 し て も よ い 。 次 に
、 ア ン チ セ ン ス siRNA分 子 を 、 23ヌ ク レ オ チ ド 配 列 モ チ ー フ の ヌ ク レ オ チ ド 1位 ～ 21位 に 対
す る 相 補 体 と し て 合 成 し て も よ い 。 対 称 的 な 3' TT突 出 末 端 を 用 い る こ と は 、 セ ン ス お よ
び ア ン チ セ ン ス 標 的 RNA切 断 siRNPsの 比 が ほ ぼ 等 し い 小 さ い 干 渉 リ ボ ヌ ク レ オ タ ン パ ク 質
粒 子 （ siRNPs） を 確 実 に 形 成 す る た め に 都 合 が よ い 可 能 性 が あ る （ Elbashirら （ 2001） 、
上 記 、 お よ び Elbashirら （ 2001） 、 上 記 ） 。 NCBI、 BLAST、 Derwent、 お よ び GenSeqと 共 に
Oligoengine（ 登 録 商 標 ） の よ う な 市 販 の オ リ ゴ 合 成 企 業 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 分 析 を 用 い て 、 唯 一 の 遺 伝 子 が 確 実 に 標 的 化 さ れ る よ う に ESTラ
イ ブ ラ リ に 対 し て siRNA配 列 を 選 択 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
II．
　 本 発 明 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA、 ま た は 本 発 明 の siRNAを 含 む ベ ク タ ー の 標 的 細 胞
、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ も し く は CD4 +  T細 胞 、 ま た は 他 の 造 血 細 胞 に 取 り 込 ま せ る た め の
輸 送 法 に は 、 物 質 、 例 え ば siRNAを 含 む 組 成 物 の 注 射 、 ま た は 物 質 、 例 え ば siRNAを 含 む 組
成 物 に 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 +  T細 胞 を 直 接 接 触 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。
ウ イ ル ス 媒 介 輸 送 メ カ ニ ズ ム も 同 様 に 、 Xia, H.ら （ 2002） 、 Nat. Biotechnol. 20(10)：
1006に 記 述 さ れ る よ う に 、 物 質 、 例 え ば siRNAを イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 細 胞 に 輸 送
す る た め に 用 い て も よ い 。 本 発 明 の siRNA分 子 を 標 的 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は C
D4 +  T細 胞 に 導 入 す る 他 の 方 法 に は 、 燐 酸 カ ル シ ウ ム ま た は 塩 化 カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 、 DEAE
デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は 電 気 穿 孔 と 共 に 市 販 の
多 く の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ Invitrogen） 社 の OLIG
OFECTAMINE（ 登 録 商 標 ） 試 薬 ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 当 技 術 分 野 で 認 識 さ れ
る 多 様 な 技 術 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Sui, G.ら （ 2002） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99
： 5515～ 5520； Calegari, F.ら （ 2002） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 10月 21日 、 2002
年 [出 版 に 先 立 つ 電 子 出 版 ]； J-M Jacque, K.Triques and M. Stevenson（ 2002） 、 Nature
 418： 435～ 437； お よ び Elbashir, S.M.ら （ 2001） 、 上 記 を 参 照 さ れ た い ） 。 標 的 細 胞 、
例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 +  T細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 適 し た 方 法 は ま た 、 Samb
rookら （ 「 Molecular Cloning： A Laboratory Manual」 、 第 二 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ
ー バ ー 研 究 所 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 出 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー
ヨ ー ク 州 、 1989） お よ び 他 の 実 験 マ ニ ュ ア ル に 認 め る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 効 率 は 、 細 胞 タ イ プ 、 継 代 回 数 、 細 胞 の コ ン フ ル エ ン シ ー と 共 に siRNA-リ ポ ソ ー ム 複 合
体 の 形 成 時 間 お よ び 方 法 （ 例 え ば 、 倒 立 対 攪 拌 ） を 含 む 多 く の 要 因 に 依 存 す る 可 能 性 が あ
る 。 こ れ ら の 要 因 は 、 当 業 者 に よ っ て 過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く 評 価 お よ び 調 節 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 siRNAは 、 以 下 の 活 性 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 を 行 う 成 分 と 共 に 導 入 し て も よ い ： 細 胞 、
例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 +  T細 胞 に よ る siRNA取 り 込 み の 増 強 、 一 本 鎖 の ア ニ ー リ
ン グ の 阻 害 、 一 本 鎖 の 安 定 化 、 ま た は そ う で な け れ ば 標 的 細 胞 へ の 輸 送 の 促 進 、 お よ び 標
的 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5の 阻 害 の 増 加 。 例 え ば 、 標 的 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD
4 +  T細 胞 に 取 り 込 ま せ る た め に siRNAの 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 末 端 に ポ リ -Gテ ー ル を 付 加
し て も よ い 。 そ の 上 、 siRNAは 、 Capodiciら （ （ 2002） 、 J. Immunol. 169(9)： 5196） に
記 述 さ れ る よ う に 、 フ ル オ ロ 誘 導 体 化 し て 標 的 細 胞 に 輸 送 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 +  T細 胞 に 直 接 導
入 し て も よ く 、 ま た は 生 物 の 体 腔 、 間 質 腔 、 も し く は 循 環 中 に 細 胞 外 に 導 入 し て も よ く 、
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経 口 的 に 導 入 し て も よ く 、 ま た は 物 質 、 例 え ば siRNAを 含 む 溶 液 に 細 胞 ま た は 生 物 を 浸 す
こ と に よ っ て 導 入 し て も よ い 。 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAは 、 粘 膜 へ の 局 所 応 用 に よ っ て
細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 血 管 ま た は 血 管 外 循 環 、 血 液 、 ま た は リ ン パ 系 お よ び 脳 脊 髄 液 も
同 様 に 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAを 導 入 し て も よ い 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 細 胞 を siRNAに よ っ て 処 置 す る さ ら な る 方 法 は 、 siRNAに よ っ て 処 置 す べ き 細 胞 、 例 え ば
マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 +  T細 胞 が 、 既 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 静 脈 切 開 ま た は 骨 髄 採 取 ） を
用 い て 個 体 か ら 得 ら れ 、 標 的 遺 伝 子 の 阻 害 を 媒 介 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAが 細 胞
に 導 入 さ れ 、 こ れ を 再 度 個 体 に 導 入 す る エ ク ス ビ ボ 法 で あ る 。 必 要 で あ れ ば 、 RNAiが 起 こ
る た め に 必 要 な 生 化 学 成 分 も 同 様 に 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNAは 、 HIV抵 抗 性 免 疫 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ を 作 製 す
る た め に 骨 髄 由 来 幹 細 胞 に お い て 発 現 す る よ う に 操 作 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 本 発 明 の RNA、 例 え ば 細 胞 遺 伝 子 を 標 的 化 す る 1つ ま た は 複
数 の siRNA、 お よ び /ま た は 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え ば ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 例 え ば
CCR5 siRNA、 p24 siRNA、 ま た は そ の 両 方 を 標 的 化 す る 1つ ま た は 複 数 の siRNA
を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 例 え ば 組 換 え 型 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。 本 明 細 書 に お
い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 そ れ が 連 結 し て い る も う 一 つ の 核 酸
を 輸 送 す る こ と が で き る 核 酸 分 子 を 指 す 。 一 つ の タ イ プ の ベ ク タ ー は 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 で
あ り 、 こ れ は さ ら な る 核 酸 セ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 環 状 の 二 本 鎖 DN
Aル ー プ を 指 す 。 も う 一 つ の タ イ プ の ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 こ の 場 合 、
さ ら な る 核 酸 セ グ メ ン ト を ウ イ ル ス ゲ ノ ム に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。 特 定 の ベ
ク タ ー は 、 そ れ ら が 導 入 さ れ る 宿 主 （ 例 え ば 、 細 菌 の 複 製 開 始 点 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ ー お
よ び エ ピ ソ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー ） に お い て 自 律 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。 他 の ベ ク タ ー （
例 え ば 、 非 エ ピ ソ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー ） は 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る と 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に
組 み 入 れ ら れ て 、 そ れ に よ っ て 宿 主 ゲ ノ ム と 共 に 複 製 さ れ る 。 そ の 上 特 定 の ベ ク タ ー は 、
そ れ ら が 機 能 的 に 結 合 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 指 示 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は
、 本 明 細 書 に お い て 、 「 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 、 ま た は よ り 単 純 に 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と 呼
ば れ る 。 一 般 的 に 、 組 換 え DNA技 術 に お い て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は し ば し ば 、 プ ラ ス ミ ド
の 形 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 、 プ ラ ス ミ ド が 最
も 一 般 的 に 用 い ら れ る 形 の ベ ク タ ー で あ る こ と か ら 、 互 換 的 に 用 い る こ と が で き る 。 し か
し 、 本 発 明 に は 、 同 等 の 機 能 を 示 す ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 複 製 欠 損 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） の よ う な 、 そ の よ う
な 他 の 型 の 発 現 ベ ク タ ー も 含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 レ ン チ ウ イ ル
ス は 本 発 明 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNA分 子 を 細 胞 、 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T細 胞 、
樹 状 細 胞 、 ま た は 造 血 幹 細 胞 に 輸 送 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 と は 、 対 象 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 発 現 を 可 能 に す る よ う に 調 節 配 列 に 結 合 し て い る こ と を 意 味 す る と 意 図 さ れ
る （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳 系 、 ま た は ベ ク タ ー が 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ て い る 場 合
に は 標 的 細 胞 に お い て ） 。 「 調 節 配 列 」 と い う 用 語 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、
お よ び 他 の 発 現 制 御 要 素 （ 例 え ば 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ） が 含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。
そ の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば Goeddel： 「 Gene Expression Technology」 、 Methods in 
Enzymology 185、 ア カ デ ミ ッ ク 出 版 、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 （ 1990） に 記 述 さ れ
て い る 。 調 節 配 列 に は 、 多 く の タ イ プ の 宿 主 細 胞 に お い て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 成 的 発 現
を 指 示 す る 配 列 お よ び 特 定 の 宿 主 細 胞 に 限 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 指 示 す る 配 列 （
例 え ば 、 組 織 特 異 的 調 節 配 列 ） が 含 ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 標 的 細 胞 の 選 択 、 望
ま し い siRNAの 発 現 レ ベ ル 等 の よ う な 要 因 に 依 存 し う る こ と は 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ れ る
で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ れ に よ っ て 本 発 明 の siRNA分 子 を 産 生 す る た め に 標 的 細 胞
に 導 入 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 DNA鋳 型 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 を コ ー ド す
る DNA鋳 型 を 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ III（ Pol III） の 制 御 下 で 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン
し て 、 こ れ を 標 的 細 胞 に 輸 送 し て も よ い 。 Pol IIIは 、 3'末 端 が チ ミ ジ ン 4～ 5個 の 枝 に お
い て 終 止 す る こ と に よ っ て 定 義 さ れ る 、 小 さ い 非 コ ー ド 転 写 物 の 合 成 を 指 示 す る 。 発 現 ベ
ク タ ー は 、 個 々 に セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 発 現 し て も よ く 、 ま た は ヘ ア ピ ン 構 造 と
し て 発 現 し て も よ い 。 ヘ ア ピ ン RNA（ ス テ ム ル ー プ と も 呼 ば れ る ； ア ン チ セ ン ス 鎖 の 後 に
短 い （ ～ 5塩 基 対 ） ル ー プ が 続 き 、 こ の 後 に セ ン ス 鎖 が 続 く ） は 、 ダ イ サ ー に よ っ て 有 効
な siRNAへ と 内 因 性 に 処 理 さ れ る と 考 え ら れ る 。 ヘ ア ピ ン 構 造 を 、 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び
レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 導 入 し て も よ い 。 し た が っ て 、 DNA鋳 型 を 用 い て イ ン ビ ボ で 、 R
NAiを 行 う siRNAを 合 成 し て も よ い （ Suiら （ 2002） 、 PNAS 99(8)： 5515） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム の よ う な 脂 質 集 合 体 の 表 面 成
分 と し て 提 供 さ れ る 、 ま た は リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る 。 単 層 ま た は 多 層 と な り う る リ ポ ソ
ー ム は 、 異 な る メ カ ニ ズ ム に よ っ て 封 入 さ れ た 材 料 を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 リ ポ ソ ー ム は 、 細 胞 膜 と 融 合 さ せ る こ と に よ っ て そ の 封 入 さ れ た 材 料 を 細 胞 の 細 胞 質
に 直 接 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 リ ポ ソ ー ム は 、 酸 性 の 液 胞 （ す な わ ち 、 エ ン ド ソ
ー ム ） に 区 画 化 さ れ る こ と が で き 、 そ の 内 容 物 を リ ポ ソ ー ム お よ び 酸 性 の 液 胞 か ら 細 胞 質
に 放 出 さ せ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ 多 様 な 鎖 の 長 さ
の ； 例 え ば 卵 黄 の ホ ス フ ァ チ ジ ル コ チ ン ） 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 陽 イ オ ン 脂 質 、 お よ び 1,2-
ジ ス テ ア ロ イ ル -sn-グ リ セ ロ 3-ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン -ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -2000（
DSPE-PEG2000） を 含 む 、 本 明 細 書 に 記 述 の 化 合 物 の 脂 質 集 合 製 剤 を 特 徴 と す る 。 こ の 脂 質
集 合 体 の 陽 イ オ ン 脂 質 成 分 は 、 ジ オ レ イ ル 1,2-ジ ア シ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム -プ ロ パ
ン （ DOTAP） の よ う な 当 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 陽 イ オ ン 脂 質 と な り う る 。 も う 一 つ の 態
様 に お い て 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） を 本 発 明 の 組 成 物 に 共 有 結 合 さ せ る 。 結 合
し た PEGは 、 任 意 の 分 子 量 と な り う る が 、 好 ま し く は 2000～ 50,000ダ ル ト ン の あ い だ で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 標 的 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え
ば 本 発 明 の siRNAを コ ー ド す る 組 換 え 型 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば 本 発 明
の siRNA分 子 が 導 入 さ れ て い る 細 胞 を 指 す と 意 図 さ れ る 。 「 標 的 細 胞 」 お よ び 「 宿 主 細 胞
」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な 用 語 は 、 特 定 の 被 験
細 胞 の み な ら ず 、 そ の よ う な 細 胞 の 子 孫 ま た は 可 能 性 が あ る 子 孫 を 指 す と 理 解 す べ き で あ
る 。 変 異 ま た は 環 境 的 影 響 の た め に そ の 後 の 世 代 に 特 定 の 改 変 が 起 こ る 可 能 性 が あ る こ と
か ら 、 そ の よ う な 子 孫 は 実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で な い 可 能 性 が あ る が 、 そ れ で も な お 本 明
細 書 に お い て 用 い ら れ る 用 語 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 標 的 細 胞 は 哺 乳 類 細 胞 、
例 え ば ヒ ト 細 胞 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ れ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 +

 T細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 樹 状 細 胞 （ DC） お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 環 境 試 料 を 絶 え ず 採 取 し て 、 ア ポ ト ー シ ス 細
胞 に お け る 陰 イ オ ン ポ リ マ ー お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 取 り 込 み の た め の 特 定 の
受 容 体 を 有 す る 、 と い う こ れ ら の 細 胞 の 独 自 の 特 性 を 利 用 し て 、 こ れ ら を 特 異 的 に タ ー ゲ
テ ィ ン グ し て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ た siRNAを 、 DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 特 異
的 に 標 的 と す る 輸 送 法 と し て 用 い て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAに 対 す る 脂 質 の
様 々 な 比 を 利 用 し て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム 組 成 物 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 認 識 お よ び 貪
食 の た め に 用 い ら れ る PS受 容 体 を 通 し て の 取 り 込 み を 増 強 す る た め に PSの 様 々 な 濃 度 を 組
み 入 れ る よ う に 改 変 し て も よ い （ Fadok, VA.ら 、 （ 2000） 、 Nature 405： 85～ 90； Fadok,
 VA. and Chimini, G.（ 2002） 、 Semin. Immunol. 13： 365～ 372； Hoffmann, PRら （ 2001
） 、 J. Cell Biol. 155： 649～ 659； Huynh, ML.ら （ 2002） 、 J. Clin. Invest. 109： 41
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～ 50） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 リ ポ ソ ー ム を 作 製 す る た め に 、 燐 脂 質 の ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル （ 90： 10） 溶 液 を 窒
素 下 で 乾 燥 さ せ て 、 様 々 な 濃 度 の 二 本 鎖 Cy5-標 識 siRNAを 含 む PBSに 再 浮 遊 さ せ て 、 4℃ で 3
時 間 超 音 波 処 理 す る 。 リ ポ ソ ー ム を MDMに 加 え る （ Huynh, ML.ら （ 2002） 、 J. Clin. Inve
st. 109： 41～ 50） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 一 晩 培 養 後 に 決 定 し て 、 エ ピ 蛍 光 顕
微 鏡 に よ っ て 洗 浄 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 定 量 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い
て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ス キ ャ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 を 通 し て の 取 り 込 み を 増 強 す る た め に 、 長 さ
が 約 5～ 10ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ Gテ ー ル を siRNAの セ ン ス 鎖 の 5'末 端 に 付 加 し て も よ い （ Sri
vidya, S.ら （ 2000） 、 Biochem. Biophys. Res. Commun. 268： 772～ 777） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の RNA干 渉 物 質 は 、 例 え ば 、 隣 接 し た 塩 基 性
サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 担 体 ポ リ マ ー を 用 い て 、 担 体 ポ リ マ ー に 会 合 し て い な い RNA干 渉 物 質
、 例 え ば siRNA分 子 の 輸 送 速 度 よ り 高 い 速 度 で 生 体 膜 を 超 え て 輸 送 ま た 導 入 し て も よ い 。
担 体 ポ リ マ ー を 陽 イ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 物 質 と 共 に 、 ま た は こ れ を 用 い な い で RNA
干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと 併 用 す る こ と に よ っ て 、 担 体 ポ リ マ ー と RNA干 渉 物 質 、 例 え ば si
RNAと の 会 合 が 起 こ る 。 担 体 ポ リ マ ー は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で RNA干 渉 物 質 、 例 え
ば siRNAを 生 体 膜 を 超 え て 効 率 よ く 輸 送 す る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 担 体
ポ リ マ ー を 用 い て 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAを 生 体 膜 、 例 え ば 核 膜 を 含 む 細 胞 膜 を 超 え
て 輸 送 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 担 体 ポ リ マ ー と 会 合 さ せ た RNA干 渉 物 質 、 例
え ば siRNAを 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 RNA干 渉 物 質 と 担 体 ポ リ マ ー と の 会 合 に 関 連 し て 本 明
細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 会 合 し た （ associated） 」 と い う 用 語 は 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え
ば siRNAと 担 体 ポ リ マ ー 、 例 え ば ペ プ チ ド ポ リ マ ー と の 、 直 接 結 合 ま た は 間 接 的 結 合 に よ
る 、 共 有 結 合 も し く は 化 学 結 合 に よ る 、 ま た は 静 電 結 合 に よ る 会 合 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ポ リ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 共 有 結 合 に よ っ て 結
合 し た 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 同 一 の 、 ま た は 同 一 で な い サ ブ ユ ニ ッ ト の 直 線 的 な 鎖 を 指 す
。 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 結 合 し た 同 一 ま た は 非 同 一 ア ミ ノ 酸 サ ブ ユ ニ ッ ト で
構 成 さ れ う る ポ リ マ ー の 一 例 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 D-も し く は L-ア ミ ノ
酸 の 単 一 の 鎖 、 ま た は ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 結 合 し た D-お よ び L-ア ミ ノ 酸 の 混 合 物 に よ っ
て 構 成 さ れ た 化 合 物 を 指 す 。 一 般 的 に 、 ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 二 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
み 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 約 50個 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ
っ て 結 合 し た 直 線 状 に 配 置 さ れ た ア ミ ノ 酸 か ら な る が 、 ペ プ チ ド と は 対 称 的 に 十 分 に 定 義
さ れ た 立 体 配 置 を 有 す る 化 合 物 を 指 す 。 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド と は 異 な り 、 一 般 的 に ア
ミ ノ 酸 50個 ま た は そ れ 以 上 の 鎖 か ら な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 一 つ ま た は そ れ
以 上 の ペ プ チ ド 結 合 を 含 む 少 な く と も 二 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー を 指 す 。 「 ポ リ ペ プ
チ ド 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 十 分 に 定 義 さ れ た 立 体 配 座 を 有 す る か 否 か に よ ら ず 、 ペ プ チ ド
お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 担 体 ポ リ マ ー は 、 約 6～ 約 25サ ブ ユ ニ ッ ト ま で の 長
さ の 短 い ポ リ マ ー を 含 む 。 担 体 は 、 生 体 物 質 単 独 の 輸 送 速 度 と 比 較 し て 、 RNA干 渉 物 質 の
生 体 膜 を 超 え て の 輸 送 速 度 を 増 強 す る た め に 有 効 で あ る 。 例 と し て の ポ リ マ ー 組 成 物 は ペ
プ チ ド で あ る が 、 ポ リ マ ー は 、 非 ペ プ チ ド 骨 格 お よ び ／ ま た は 下 記 で さ ら に 考 察 す る サ ブ
ユ ニ ッ ト を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 担 体 ポ リ マ ー は 、 RNA干 渉 物 質 が そ の 生 物 作 用
を 発 揮 す る た め に 膜 を 超 え て の 輸 送 を 必 要 と す る タ イ プ で あ る 場 合 、 細 胞 ま た は オ ル ガ ネ
ラ の 膜 を 超 え て 生 体 活 性 物 質 を 輸 送 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 一 般 的 な 問 題 と し て 、 本
発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 担 体 ポ リ マ ー に は 、 好 ま し く は 直 線 状 の サ ブ ユ ニ ッ ト 骨 格
が 含 ま れ る 。 骨 格 は 通 常 、 炭 素 、 窒 素 、 酸 素 、 硫 黄 、 お よ び 燐 か ら 選 択 さ れ る ヘ テ ロ 原 子
を 含 み 、 骨 格 鎖 の 原 子 の 大 多 数 は 通 常 、 炭 素 か ら な る 。 そ れ ぞ れ の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 末 端
の グ ア ニ ジ ノ ま た は ア ミ ジ ノ 基 を 含 む 側 鎖 部 分 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 隣 接 す る 側 鎖 部 分 と の 間 隔 は 、 通 常 、 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら サ ブ ユ ニ ッ ト に つ い て 一 貫 し て
い る が 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ポ リ マ ー に は ま た 、 骨 格 に 沿 っ て 側 鎖 間 の 多 様 な 間 隔
が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 側 鎖 部 分 は 、 中 心 の グ ア ニ ジ ノ ま た は ア ミ ジ ノ 炭 素 原 子 （ そ れ に 対 し て NH 2 基 が 結 合 す
る ） が 、 好 ま し く は 少 な く と も 2個 の リ ン カ ー 鎖 原 子 を 含 む 、 よ り 好 ま し く は 鎖 の 原 子 2～
5個 を 含 む 側 鎖 リ ン カ ー に よ っ て 骨 格 に 結 合 さ れ る よ う に 、 中 心 の 炭 素 原 子 が 骨 格 か ら 離
れ た 第 三 か ら 第 六 鎖 原 子 で あ る よ う に 、 骨 格 か ら 伸 長 す る 。 鎖 の 原 子 は 好 ま し く は 、 酸 素
、 硫 黄 、 ま た は 窒 素 の よ う な 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 原 子 が 存 在 す る こ と が で き る が メ
チ レ ン 炭 素 原 子 と し て 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 骨 格 と グ ア ニ ジ ノ ま た は ア ミ ジ ノ 基 の 中
心 炭 素 原 子 と の 側 鎖 リ ン カ ー は 、 ア ル ギ ニ ン 側 鎖 に よ っ て 例 示 さ れ る よ う に 、 長 さ が 鎖 の
原 子 4個 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 担 体 ポ リ マ ー 配 列 は 、 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 お よ び シ ス テ イ ン の よ う な
対 応 す る ポ リ マ ー 含 有 結 合 体 の 膜 輸 送 速 度 に 有 意 な 影 響 を 及 ぼ さ な い 、 一 つ ま た は そ れ 以
上 の 非 グ ア ニ ジ ノ ／ 非 ア ミ ジ ノ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 基 の よ う な リ ン カ
ー に 隣 接 さ れ う る 。 同 様 に 、 任 意 の 遊 離 の ア ミ ノ 末 端 基 を 、 イ ン ビ ボ で の ユ ビ キ チ ン 化 を
防 止 す る た め に 、 ア セ チ ル ま た は ベ ン ジ ル 基 の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 基 に よ っ て キ ャ ッ プ す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 担 体 ポ リ マ ー は 、 単 純 な 合 成 ス キ ー ム に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 担 体 ポ リ マ ー は 通 常 、 そ れ ら が そ の 作 用 に 関 し て 不 均 一 な 混 合 物 よ り 大 き い 一 貫 性 お よ
び 再 現 性 を 提 供 す る よ う に 長 さ お よ び 組 成 が 実 質 的 に 均 一 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 局 面 に 従 っ て 、 単 一 の 担 体 ポ リ マ ー と RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAと の 会
合 は 、 結 合 物 に 大 き い 疎 水 性 部 分 が 存 在 す る 必 要 な く 、 生 体 膜 を 超 え て 物 質 の 取 り 込 み 速
度 を 実 質 的 に 増 強 す る た め に 十 分 で あ る 。 実 際 に 、 大 き い 疎 水 性 部 分 を 結 合 さ せ る こ と に
よ っ て 、 脂 質 二 重 層 に 対 す る 疎 水 性 部 分 の 接 着 に よ り 経 膜 輸 送 が 有 意 に 妨 害 ま た は 防 止 さ
れ る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に は 、 脂 質 お よ び 脂 肪 酸 分 子 の よ う な 大 き い 疎 水
性 部 分 を 含 ま な い 担 体 ポ リ マ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 輸 送 ポ リ マ ー は 、 D-ま た は L-ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 。 輸 送 ポ リ マ
ー に お い て 天 然 に 存 在 す る L-ア ミ ノ 酸 残 基 を 用 い る こ と は 、 切 断 産 物 が 細 胞 ま た は 生 物 に
対 し て 比 較 的 非 毒 性 で あ る は ず で あ る と い う 長 所 を 有 す る 。 好 ま し い ア ミ ノ 酸 サ ブ ユ ニ ッ
ト は ア ル ギ ニ ン （ α -ア ミ ノ -デ ル タ -グ ア ニ ジ -ノ バ レ リ ン 酸 ） 、 お よ び α -ア ミ ノ -ε -ア
ミ ジ ノ ヘ キ サ ン 酸 （ 等 配 電 子 類 似 体 ） で あ る 。 ア ル ギ ニ ン に お け る グ ア ニ ジ ニ ウ ム 基 は 、
pKa約 12.5を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 よ り 一 般 的 に 、 そ れ ぞ れ の ポ リ マ ー サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 （ i） pKaが 11よ り 大 き い 、 よ り 好
ま し く は 12.5ま た は そ れ 以 上 で あ る 、 お よ び （ ii） そ の 水 素 添 加 状 態 で 、 そ の 部 分 に 二 座
特 徴 を 与 え る 共 鳴 安 定 化 陽 電 荷 を 共 有 す る 少 な く と も 二 つ の ジ ェ ミ ナ ル ア ミ ノ 基 （ NH 2 ）
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を 含 む 、 非 常 に 塩 基 性 の 側 鎖 部 分 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 α -ア ミ ノ -β -グ ア ニ ジ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 α -ア ミ ノ -γ -グ ア ニ ジ ノ 酪 酸 、 ま た は α -ア
ミ ノ -ε -グ ア ニ ジ ノ カ プ ロ ン 酸 の よ う な 他 の ア ミ ノ 酸 も 同 様 に 用 い る こ と が で き る （ 骨 格
鎖 と 中 心 グ ア ニ ジ ニ ウ ム 炭 素 と の あ い だ に そ れ ぞ れ 、 リ ン カ ー 原 子 2、 3、 ま た は 5個 を 含
む ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 D-ア ミ ノ 酸 は ま た 輸 送 ポ リ マ ー に お い て 用 い て も よ い 。 D-ア ミ ノ 酸 の み を 含 む 組 成 物 は
、 酵 素 的 分 解 が 減 少 す る と い う 長 所 を 有 す る 。 し か し 、 そ れ ら は 標 的 細 胞 内 で ほ ぼ 無 傷 の
ま ま で 留 ま る 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な 安 定 性 は 一 般 的 に 、 ポ リ マ ー が 結 合 し て い て も 物
質 が 生 物 学 的 に 活 性 で あ れ ば 、 問 題 で は な い 。 結 合 型 が 不 活 性 で あ る 物 質 の 場 合 、 細 胞 ま
た は オ ル ガ ネ ラ に お け る 物 質 の 放 出 を 促 進 す る た め に 、 活 性 部 位 で 切 断 可 能 で あ る リ ン カ
ー （ 例 え ば 、 細 胞 内 で の 酵 素 ま た は 溶 媒 媒 介 切 断 に よ っ て ） を 含 め る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ の い ず れ か で 生 体 膜 を 通 過 す る こ と が で き る 任 意 の ペ プ チ ド
、 例 え ば 塩 基 性 ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 当
業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 生 体
膜 を 超 え て RNA干 渉 物 質 を 輸 送 す る た め の 担 体 ペ プ チ ド と し て 用 い て も よ い い く つ か の ペ
プ チ ド が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド に は 、 例 え ば ア ン テ ナ ペ デ ィ ア の ホ メ オ ド メ
イ ン 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 転 写 因 子 （ Wangら （ 1995） 、 PNAS USA 92： 3318～ 3322） ； NLSド
メ イ ン を 有 す る ま た は 有 さ な い カ ポ ジ 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 の シ グ ナ ル 配 列 の 疎 水 性 領 域 を
表 す 断 片 （ Antopolskyら （ 1999） 、 Bioconj. Chem. 10： 598～ 606） ； ケ イ マ ン ・ ク ロ コ
ジ ル ス （ Caiman crocodylus） の Ig(5)軽 鎖 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 （ Chaloinら （ 1997）
、 Biochem. Biophys. Res. Comm. 243： 601～ 608） ； HIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 gp411
4の 融 合 配 列 （ Morrisら （ 1997） 、 Nucleic Acids Res. 25： 2730～ 2736） ； ト ラ ン ポ ー タ
ン A－ 神 経 ペ プ チ ド ガ ラ ニ ン の N末 端 断 片 と 、 膜 相 互 作 用 ハ チ 毒 ペ プ チ ド で あ る マ ス ト ポ ラ
ン か ら な る 無 キ メ ラ 27量 体 （ Lindgrenら （ 2000） 、 Bioconjugate Chem. 11： 619～ 626）
； イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 血 液 凝 集 素 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド （ Bo
ngartzら 、 1994、 Nucleic Acids Res. 22： 468 1 4688） ； RGDペ プ チ ド ； お よ び ヒ ト 1型
免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ 「 HIV-1」 ） に 由 来 す る ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 精 製 HIV-1 TATタ ン パ ク
質 は 、 培 養 に お い て 増 殖 す る ヒ ト 細 胞 に よ っ て 周 囲 の 培 地 か ら 取 り 込 ま れ る （ A.D. Frank
el and C. O. Pabo（ 1988） 、 Cell 55： 1189～ 93） 。 TATタ ン パ ク 質 は 、 特 定 の HIV遺 伝 子
を ト ラ ン ス 活 性 化 し て 、 ウ イ ル ス 複 製 に と っ て 必 須 で あ る 。 完 全 長 の HIV-1 TATタ ン パ ク
質 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 86個 を 有 す る 。 HIV tat遺 伝 子 は 二 つ の エ キ ソ ン を 有 す る 。 TATア ミ ノ
酸 1～ 72位 は 、 エ キ ソ ン 1に よ っ て コ ー ド さ れ 、 ア ミ ノ 酸 73～ 86位 は エ キ ソ ン 2に よ っ て コ
ー ド さ れ る 。 完 全 長 の TATタ ン パ ク 質 は 、 リ ジ ン 2個 と ア ル ギ ニ ン 6個 と を 含 む 塩 基 性 領 域
（ ア ミ ノ 酸 47～ 57位 ） 、 お よ び シ ス テ イ ン 残 基 7個 を 含 む シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 （ ア ミ ノ
酸 22～ 37位 ） を 特 徴 と す る 。 塩 基 性 領 域 （ す な わ ち 、 ア ミ ノ 酸 47～ 57位 ） は 、 核 の 局 在 に
と っ て 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 Ruben, S.ら 、 J. Virol. 63： 1～ 8（ 1989） ； Haube
r, J.ら 、 J. Virol. 63： 1181～ 1187（ 1989） ； Rudolphら （ 2003） 、 278(13)： 11411。 シ
ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 は 、 イ ン ビ ト ロ で 金 属 結 合 二 量 体 の 形 成 を 媒 介 し （ Frankel, A.D.ら
、 Science 240： 70～ 73（ 1988） ； Frankel, A.Dら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85： 62
97～ 6300（ 1988） ） 、 ト ラ ン ス 活 性 化 剤 と し て そ の 活 性 に と っ て 必 須 で あ る （ Garcia, J.
A.ら 、 EMBO J. 7： 3143（ 1988） ； Sadaie, M.R.ら 、 J. Virol. 63： 1（ 1989） ） 。 他 の 調
節 タ ン パ ク 質 の 場 合 と 同 様 に 、 N末 端 領 域 は 、 細 胞 内 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 保 護 に 関 係 す
る 可 能 性 が あ る （ Bachmair, A.ら 、 Cell 56： 1019～ 1032（ 1989） ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 塩 基 性 ペ プ チ ド は 、 HIV-1 TATペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 47～ 5
7位 を 含 む 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 塩 基 性 ペ プ チ ド は 、 HIV-1 TATペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
48～ 60位 を 含 む 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 塩 基 性 ペ プ チ ド は HIV-1 TATペ プ チ ド
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の ア ミ ノ 酸 49～ 57位 を 含 む 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 塩 基 性 ペ プ チ ド は HIV-1 TA
Tペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 49～ 57、 48～ 60、 ま た は 47～ 57位 を 含 み 、 HIV-1 TATペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 22～ 36位 を 含 ま ず 、 HIV-1 TATペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 73～ 86位 を 含 ま な い 。 さ ら に も う
一 つ の 態 様 に お い て 、 下 記 の 表 1に 示 す 特 定 の ペ プ チ ド を 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に
お け る 担 体 ペ プ チ ド と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ s） 結 合 の た め の 任 意 の セ リ ン
斜 体 ＝ 安 定 性 の た め に 任 意 の D異 性 体
【 ０ ０ ７ １ 】
　 他 の ア ル ギ ニ ン に 富 む 塩 基 性 ペ プ チ ド も 同 様 に 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 D-ア ミ ノ
酸 お よ び ア ル ギ ニ ン 置 換 TAT（ 47-60） を 含 む TAT類 似 体 、 HIV-1 Revの よ う な ウ イ ル ス タ ン
パ ク 質 に 由 来 す る RNA結 合 ペ プ チ ド 、 フ ロ ッ ク ハ ウ ス ウ イ ル ス 外 皮 タ ン パ ク 質 、 癌 関 連 タ
ン パ ク 質 c-Fosお よ び c-Junの よ う な ロ イ シ ン ジ ッ パ ー タ ン パ ク 質 の DNA結 合 配 列 、 な ら び
に 酵 母 転 写 因 子 GCN4は 、 そ の 全 て が い く つ か の ア ル ギ ニ ン 残 基 を 含 む （ 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Futakiら （ 2001） 、 J. Biol. Chem. 276(8)： 5836～ 5840、 お よ び F
utaki, S.（ 2002） 、 Int. J. Pharm. 245(12)： 1～ 7を 参 照 さ れ た い ） 。 一 つ の 態 様 に お
い て 、 ア ル ギ ニ ン リ ッ チ ペ プ チ ド は 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 約 4～ 約 11個 を 含 む 。 も う 一 つ の 態
様 に お い て 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 は 隣 接 す る 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 以 外 の サ ブ ユ ニ ッ ト も 同 様 に 、 輸 送 ポ リ マ ー を 形 成 す る た め に 用 い る た め に 選
択 し て も よ い 。 そ の よ う な サ ブ ユ ニ ッ ト に は 、 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 、 N-メ チ ル ア ミ ノ 酸 ア
ミ ノ ア ル デ ヒ ド 等 が 含 ま れ て も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 そ れ に よ っ て ペ プ チ ド 結 合 が
減 少 し た ポ リ マ ー が 得 ら れ る 。 選 択 し た 骨 格 の 特 性 に 応 じ て 、 他 の サ ブ ユ ニ ッ ト 型 を 用 い
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る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 側 鎖 グ ア ニ ジ ノ お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 部 分 を 整 列 さ せ て 配 置 す る た め に 、 チ オ エ ー テ ル
ま た は ス ル ホ ニ ル 基 に よ っ て 結 合 し た ア ル キ ル 骨 格 部 分 、 ヒ ド ロ キ シ 酸 エ ス テ ル （ ア ミ ド
結 合 の エ ス テ ル 結 合 に よ る 置 換 と 同 等 ） 、 α 炭 素 を 窒 素 に 置 換 し て ア ザ 類 似 体 を 形 成 す る
、 カ ル バ メ ー ト 基 を 結 合 さ せ た ア ル キ ル 骨 格 部 分 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ PEIs） 、 お よ び
二 級 ア ミ ン か ら な る ポ リ マ ー が 得 ら れ る ア ミ ノ ア ル デ ヒ ド の よ う な 多 様 な 骨 格 型 を 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 よ り 詳 細 な 骨 格 リ ス ト に は 、 N-置 換 ア ミ ド （ CONRを CONH結 合 の 代 わ り に 用 い る ） 、 エ ス
テ ル （ CO 2 ） 、 ケ ト メ チ レ ン （ CONH 2 ） 還 元 、 ま た は メ チ レ ン ア ミ ノ （ CH 2 NH） 、 チ オ ア ミ
ド （ CSNH） 、 ホ ス フ ィ ン 酸 塩 （ PO 2 RCH 2 ） 、 ホ ス ホ ナ ミ デ ー ト お よ び ホ ス ホ ナ ミ ニ デ ー ト
エ ス テ ル （ PO 2 RNH） 、 レ ト ロ ペ プ チ ド （ NHCO） 、 ト ラ ン ス ア ル ケ ン （ CR.dbd.CH） 、 フ ル
オ ロ ア ル ケ ン （ CF.dbd.CH） 、 ジ メ チ レ ン （ CH 2 2CH 2 ） 、 チ オ エ ー テ ル （ CH 2 S） 、 ヒ ド ロ キ
シ エ チ レ ン （ CH(OH)CH 2 ） 、 メ チ レ ン オ キ シ （ CH 2 O） 、 テ ト ラ ゾ ー ル （ CN 2 4） 、 レ ト ロ チ
オ ア ミ ド （ NHCS） 、 レ ト ロ 還 元 （ NHCH 2 ） 、 ス ル ホ ン ア ミ ド （ SO 2 NH） 、 メ チ レ ン ス ル ホ ン
ア ミ ド （ CHRSO 2 NH） 、 レ ト ロ ス ル ホ ン ア ミ ド （ NHSO 2 ） 、 お よ び ペ プ ト イ ド （ N-置 換 グ リ
シ ン ） が 含 ま れ 、 な ら び に 例 え ば 、 Fletcherら （ 1998） に よ っ て 論 評 さ れ 、 そ の 論 文 で 引
用 さ れ た 参 考 文 献 に 詳 細 に 説 明 さ れ る マ ロ ネ ー ト お よ び ／ ま た は ジ ェ ム -ジ ア ミ ノ ア ル キ
ル サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 骨 格 が 含 ま れ る 。 ペ プ ト イ ド 骨 格 （ N-置 換 グ リ シ ン ） も 同 様 に 用
い る こ と が で き る 。 前 述 の 多 く の 置 換 に よ っ て 、 α ア ミ ノ 酸 か ら 形 成 さ れ た 骨 格 と 比 較 し
て お お よ そ 等 配 電 子 の ポ リ マ ー 骨 格 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ポ リ マ ー は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 構 築 さ れ る 。 例 と し て の ペ プ チ ド
ポ リ マ ー は 、 好 ま し く は ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ モ デ ル 43
3） を 用 い て 合 成 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て
組 換 え に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 固 相 ペ プ チ ド 合 成 に お い て 、 N-メ チ ル お よ び ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 を 通 常 の ア ミ ノ 酸 の 代
わ り に 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 ペ プ チ ド 結 合 が 減 少 し た ポ リ マ ー を 産 生 す る た め は
、 減 少 し た ペ プ チ ド 結 合 を 含 む ア ミ ノ 酸 の 二 量 体 を 合 成 す る 必 要 が あ る 。 そ の よ う な 二 量
体 は 、 標 準 的 な 固 相 合 成 技 術 を 用 い て ポ リ マ ー に 組 み 入 れ ら れ る 。 他 の 合 成 技 術 は 当 技 術
分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 と 担 体 ポ リ マ ー と を 、 生 体 膜 に 接 触 さ せ る
前 に 混 合 す る 。 RNA干 渉 物 質 と 担 体 ポ リ マ ー と を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 物 質 と 担 体 と の
会 合 が 起 こ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 と 担 体 ポ リ マ ー は 間 接 的 に ま た は 直 接
的 に 、 例 え ば 共 有 結 合 的 に ま た は 化 学 的 に 結 合 さ れ な い 。 し た が っ て 、 二 本 鎖 を 形 成 す る
た め に リ ン カ ー は 必 要 で な い 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 と 担 体 ポ リ マ ー と
は 、 静 電 気 的 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 用 い た 発 現 ベ ク タ ー お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に 応 じ て 、 ご く 小 さ い 分 画 の 細 胞
の み が siRNA分 子 を 有 効 に 取 り 込 む 可 能 性 が あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 を 同
定 し て 選 択 す る た め に 、 細 胞 標 的 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 蛍 光 を 通 し て ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 効 率 を 決 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 細 胞 標 的 に は 、 ラ ミ ン A/Cの よ う な 、 宿
主 細 胞 タ イ プ に 存 在 し て 、 そ の 発 現 が 比 較 的 一 定 で あ る 標 的 が 含 ま れ る 。 ま た は 、 CMV促
進 EGFP発 現 プ ラ ス ミ ド 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BirA、 β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 等 の よ う な 細 胞 マ ー カ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド と の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト を 用 い て 、 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 評 価 し て も よ い 。 siRNA分 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 は 、 免
疫 蛍 光 、 位 相 差 顕 微 鏡 、 お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 の よ う な 通 常 の 技 術 に よ っ て 同 定 す る こ と が で
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き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 標 的 化 タ ン パ ク 質 の 量 お よ び 寿 命 （ ま た は 代 謝 回 転 ） に 応 じ て 、 ノ ッ ク ダ ウ ン 表 現 型 は
、 1～ 3日 後 、 ま た は さ ら に 後 に 明 ら か と な る 可 能 性 が あ る 。 表 現 型 を 認 め な い 場 合 、 免 疫
蛍 光 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て タ ン パ ク 質 の 枯 渇 が 観 察 さ れ る 可 能 性 が あ
る 。 タ ン パ ク 質 が 3日 後 で も な お も 豊 富 で あ る 場 合 、 細 胞 は 分 裂 す る こ と が で き 、 再 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 新 し い 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 の ノ ッ ク ダ ウ ン が 認 め ら れ な い 場 合 、 標 的 mRNAが ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
siRNA二 本 鎖 に よ っ て 有 効 に 破 壊 さ れ た か 否 か を 分 析 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 2日 後 、 総 RNAを 調 製 し て 、 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写
し て 、 プ レ mRNAの 増 幅 に 関 し て 制 御 す る た め に 、 少 な く と も 一 つ の エ キ ソ ン -エ キ ソ ン 接
合 部 を 含 む プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て PCR増 幅 す る こ と が で き る 。 非 標 的 mRNAの RT/PCRも 同 様
に 対 照 と し て 必 要 で あ る 。 mRNAを 有 効 に 枯 渇 し た が 標 的 タ ン パ ク 質 の 減 少 を な お も 検 出 で
き な い 場 合 、 安 定 な タ ン パ ク 質 の 大 き い 貯 蔵 庫 が 細 胞 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る こ と を 示 し
て い る か も 知 れ な い 。 標 的 タ ン パ ク 質 が 、 表 現 型 が 明 白 に な る 可 能 性 が あ る 点 ま で 最 終 的
に 枯 渇 さ れ る ま で 、 十 分 に 長 い 期 間 に お け る 多 数 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 必 要 で あ る か
も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の RNA干 渉 物 質 に は ま た 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 干 渉 ま た は 阻 害 す る 小 さ い
分 子 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 低 分 子 に は 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 ア ミ ノ 酸
、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ
オ チ ド 類 似 体 、 分 子 量 が 約 10,000グ ラ ム ／ モ ル 未 満 で あ る 有 機 ま た は 無 機 化 合 物 （ す な わ
ち ヘ テ ロ 有 機 お よ び 有 機 金 属 化 合 物 を 含 む ） 、 分 子 量 が 約 5,000グ ラ ム ／ モ ル 未 満 で あ る
有 機 ま た は 無 機 化 合 物 、 分 子 量 が 約 1,000グ ラ ム ／ モ ル 未 満 で あ る 有 機 ま た は 無 機 化 合 物
、 分 子 量 が 約 500グ ラ ム ／ モ ル 未 満 で あ る 有 機 ま た は 無 機 化 合 物 、 な ら び に そ の よ う な 化
合 物 の 塩 、 エ ス テ ル 、 お よ び 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 形 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 特 定 の RNA干 渉 物 質 の 用 量 、 例 え ば 、 siRNAま た は 小 分 子 は 、 特 定 の 標 的 遺 伝 子 の RNA干
渉 、 例 え ば 翻 訳 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ （ PTGS） を 行 っ て 、 そ れ に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の 発
現 の 阻 害 ま た は 標 的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 も し く は レ ベ ル の 阻 害
が 起 こ る た め に 必 要 な 量 で あ ろ う 。 標 的 遺 伝 子 、 例 え ば CCR5ま た は p24の 発 現 、 お よ び 標
的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ
は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 mRNAの レ ベ ル の 減 少 は イ ン サ イ チ ュ ー
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 測 定 し て も よ い （ Montgomeryら （ 1998） 、 PNAS USA 95
： 15502～ 15507） 、 ま た は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ Ngoら （ 1998） 、 PNAS USA 95： 14687～ 1
4692） に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
III．
　 本 発 明 は 、 HIV、 AIDSお よ び AIDS関 連 疾 患 ま た は 障 害 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の リ ス ク を 有 す る （ ま た は 感 受 性 が あ る ） 被 験 者 を 治 療 す る 予 防 法
と 治 療 法 の 双 方 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 治 療 」 ま た は 「 治 療
す る 」 と は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の 症 状 を 治 癒 す る 、 治 癒 す る 、 緩
和 す る 、 軽 減 す る 、 変 化 さ せ る 、 治 療 す る 、 改 善 す る 、 改 善 す る 、 ま た は 影 響 を 及 ぼ す こ
と を 目 的 と し て 、 治 療 物 質 （ 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA） を 患
者 に 適 用 も し く は 投 与 す る こ と 、 ま た は 患 者 か ら の 単 離 組 織 も し く は 細 胞 株 に 治 療 物 質 を
適 用 も し く は 投 与 す る こ と 、 ま た は 感 染 疾 患 も し く は 障 害 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 感 染
因 子 に 対 し て 接 種 す る こ と で あ る と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 予 防 的 お よ び 治 療 的 治 療 法 に 関 し て 、 そ の よ う な 治 療 は 、 薬 学 ゲ ノ ム 学 の 分 野 か ら 得 ら
れ た 知 識 に 基 づ い て 、 特 別 に 調 整 ま た は 改 変 し て も よ い 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ
う に 「 薬 学 ゲ ノ ム 学 」 と は 、 臨 床 開 発 中 お よ び 市 場 の 薬 剤 に 対 す る 遺 伝 子 の シ ー ク エ ン シ
ン グ 、 統 計 的 遺 伝 学 、 お よ び 遺 伝 子 発 現 分 析 の よ う な ゲ ノ ム 学 技 術 の 適 用 を 指 す 。 よ り 詳
し く 述 べ る と 、 こ の 用 語 は 、 患 者 の 遺 伝 子 が 薬 剤 に 対 す る 彼 ま た は 彼 女 の 反 応 を ど の よ う
に 決 定 す る か に 関 す る 研 究 を 指 す （ 例 え ば 、 患 者 の 「 薬 物 反 応 表 現 型 」 ま た は 「 薬 物 反 応
遺 伝 子 型 」 ） 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAに
よ る 個 々 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 治 療 を 調 整 す る 方 法 を 提 供 す る 。 薬 学 ゲ ノ ム 学 に よ っ て 、
臨 床 医 ま た は 医 師 は 、 治 療 か ら 最 善 の 利 益 を 受 け る で あ ろ う 患 者 に 対 し て 予 防 的 ま た は 治
療 的 治 療 を 標 的 と す る こ と が で き 、 毒 性 の 薬 物 関 連 副 作 用 を 経 験 す る で あ ろ う 患 者 の 治 療
を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
1．
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 治 療 物 質 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記
述 の RNA干 渉 物 質 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 に お け る 感 染 疾 患 ま た は 障 害
を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 述 の RNA干 渉 物 質 は 、 例 え ば 性 的 に 伝
幡 さ れ る 感 染 症 （ STI） 、 例 え ば 肝 炎 、 例 え ば HBV、 HCV、 HGV、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ HPV
） 、 ヘ ル ペ ス （ HSV-2） 、 他 の ウ イ ル ス 感 染 症 、 お よ び ／ ま た は 細 菌 感 染 症 の よ う な 、 微
生 物 に よ っ て 伝 幡 さ れ る 疾 患 の 伝 幡 を 実 質 的 に 減 少 さ せ る た め の 殺 菌 剤 と し て 用 い て も よ
い 。 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の リ ス ク を 有 す る 被 験 者 は 、 例 え ば 感 染 疾 患 ま た は 障 害 に 対 す る
任 意 の 既 知 の 危 険 因 子 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 予 防 物 質 の 投 与 は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 が 予 防 さ れ る 、 ま た は そ の 進 行 が 遅 れ る よ う に
、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 に 特 徴 的 な 症 状 が 発 現 す る 前 に 起 こ り う る 。 本 発 明 の RNA干 渉 物 質
の 局 所 投 与 を 含 む 、 本 明 細 書 に 記 述 の 、 ま た は 当 業 者 に 既 知 の 、 本 発 明 の 治 療 物 質 の 如 何
な る 投 与 様 式 も 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の 予 防 的 治 療 の た め に 利 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 の 活 性 化 合 物 の 製 剤 （ 例 え ば 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA） は 、 例 え ば
HIVま た は 他 の 性 的 に 伝 幡 さ れ る 疾 患 ま た は 感 染 症 の よ う な 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 疾 患 ま
た は 障 害 の 伝 幡 を 予 防 す る た め に 、 局 所 適 用 さ れ る 予 防 薬 と し て 、 例 え ば 粘 膜 に 対 す る 投
与 の た め に 、 例 え ば 経 口 、 膣 内 、 直 腸 内 、 ま た は 上 皮 に 局 所 的 に 投 与 す る た め に 、 RNA干
渉 物 質 媒 介 疾 患 も し く は 障 害 、 例 え ば HIVの よ う な ウ イ ル ス ま た は 細 菌 疾 患 ま た は 障 害 、
ま た は 他 の 性 的 に 伝 幡 さ れ る 疾 患 も し く は 感 染 症 、 ま た は 他 の 感 染 因 子 、 例 え ば ウ イ ル ス
の リ ス ク を 有 す る 被 験 者 に 投 与 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 と 担 体 ポ
リ マ ー と を 含 む 組 成 物 を 、 感 染 因 子 の 曝 露 前 に 投 与 し て も よ い 。 イ ン ビ ト ロ 実 験 か ら 、 導
入 さ れ た 二 本 鎖 siRNAに よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 状 態 が 数 週 間 持 続 し う る こ と が 示 さ
れ て い る 。 し た が っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 siRNAに 基 づ く 殺 菌 剤 は 、 そ れ ぞ れ の 性 的
接 触 の 前 に 適 用 す る 必 要 は な い 。 し た が っ て 、 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 、
例 え ば siRNAの 予 防 効 果 は 、 持 続 す る 、 例 え ば 少 な く と も 1週 間 、 好 ま し く は 2週 間 ま た は
そ れ 以 上 持 続 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 RNA干 渉 物 質 を 含 む 組 成 物 は 、 感 染 因 子 に
曝 露 さ れ る 直 前 よ り む し ろ 、 例 え ば 局 所 に 、 週 に 1回 も し く は そ れ 以 上 、 ま た は 月 に 1回 も
し く は そ れ 以 上 の 間 隔 で 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 述 の 治 療 物 質 は 、 ス プ レ ー 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 フ ォ ー ム 、
ゲ ル 等 と し て 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 既 知 の も し く は 本 明 細 書 に 記 述 の 他 の 任 意 の 適 し た 輸
送 法 と し て 調 製 し て も よ く 、 こ の 中 に は 例 え ば 、 標 準 的 な 潤 滑 剤 お よ び ／ ま た は 洗 浄 剤 ま
た は 他 の 添 加 剤 が 含 ま れ て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 製 剤 は 、 性 的 に 伝 幡 さ
れ る 疾 患 に 対 し て 保 護 す る た め の 障 壁 法 と 併 用 し て 投 与 さ れ る 、 ま た は コ ン ド ー ム も し く
は 他 の 障 壁 保 護 装 置 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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　 局 所 適 用 物 質 は ま た 、 例 え ば そ の 全 文 が 本 明 細 書 に 広 く 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 6,
302,108号 に 記 述 さ れ る よ う に 殺 精 子 剤 も し く は 他 の 殺 菌 剤 と 併 用 し て 、 ま た は HIVも し く
は 他 の STDを 予 防 す る た め に 他 の 予 防 物 質 と 併 用 し て 用 い て も よ い 。 化 合 物 は ま た 、 直 腸
輸 送 の た め の 坐 剤 の 形 （ 例 え ば 、 カ カ オ バ タ ー お よ び 他 の グ リ セ リ ド の よ う な 通 常 の 坐 剤
基 剤 と 共 に ） ま た は 浣 腸 の 形 で 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
2．
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め に 、 遺 伝 子 発 現 ま た は
タ ン パ ク 質 活 性 、 例 え ば 細 胞 遺 伝 子 発 現 ま た は 活 性 お よ び ／ ま た は 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た
は 配 列 の 発 現 ま た は 活 性 、 例 え ば ウ イ ル ス 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る 方
法 に 関 す る 。 し た が っ て 、 例 と し て の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 調 節 法 は 、 標 的 遺 伝 子 ま た
は 遺 伝 子 の 発 現 が 阻 害 さ れ る よ う に 、 治 療 物 質 （ 例 え ば 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の RNA干 渉
物 質 、 例 え ば siRNA、 例 え ば 細 胞 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siR
NA、 お よ び ／ ま た は 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 、 例 え ば ウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標
的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNA） を 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 方 法 は
、 イ ン ビ ト ロ （ 例 え ば 、 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て ） 、 ま た は イ ン ビ ボ （ 例 え ば 、 物 質
を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て ） で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 当 業 者 は 、 個 々 の 患 者 に お け る 所 望 の 「 有 効 レ ベ ル 」 を 得 る た め に 、 用 い る 組 成 物 の 正
確 な 処 方 に 関 し て 適 当 な 用 量 、 ス ケ ジ ュ ー ル 、 お よ び 投 与 方 法 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で
き る 。 当 業 者 は 、 適 当 な 患 者 試 料 の 直 接 （ 例 え ば 、 分 析 化 学 分 析 ） ま た は 間 接 的 （ 例 え ば
、 ウ イ ル ス 感 染 症 の 代 用 指 標 に よ っ て ） ま た は 分 析 に よ っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 の 「 有 効 レ
ベ ル 」 の 適 当 な 指 標 を 容 易 に 決 定 し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 治 療 組 成 物 は ま た 、 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で 投 与 す る こ と が で き 、 例 え ば 細 胞 を 被
験 者 か ら 採 取 し て 、 本 発 明 の siRNAを 含 む 組 成 物 を 細 胞 に 投 与 し て 、 細 胞 を 、 例 え ば 移 植
ま た は 移 植 片 移 植 に よ っ て 被 験 者 に 再 度 導 入 す る 。 ド ナ ー （ す な わ ち 、 最 終 的 な レ シ ピ エ
ン ト 以 外 の 起 源 ） か ら 得 た 細 胞 も 同 様 に 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 例 え ば 本 発 明 の siRNA
の 細 胞 へ の 投 与 後 に 例 え ば 移 植 ま た は 移 植 片 移 植 に よ っ て レ シ ピ エ ン ト に 適 用 さ れ る 。 ベ
ク タ ー 、 例 え ば 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 用 い て 、 治 療 物 質 を 細 胞 に 輸 送 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 予 防 ま た は 治 療 的 薬 学 的 組 成 物 は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 的 に 治 療 ま た は
予 防 す る た め に 用 い る 場 合 、 本 発 明 に 従 う ベ ク タ ー と 共 に 他 の 薬 剤 を 含 む こ と が で き 、 同
様 に 感 染 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ る 他 の 薬 剤 と 併 用 し て 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 HIVの 場 合 、 本 発 明 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 薬 学 的 組 成 物 は ま た
、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 例 え ば CCRお よ び CXC受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 他 の 薬 剤 と
併 用 し て 用 い る こ と が で き る 。 感 染 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え ば HIV感 染 症 、 AIDS、 お よ び AID
S関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ る 薬 剤 の 例 に は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 、
例 え ば HIV感 染 症 、 AIDS、 お よ び AIDS関 連 疾 患 を 治 療 も し く は 予 防 す る た め に 、 ま た は そ
の 進 行 を 遅 ら せ る た め に 用 い る こ と が で き る 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 治 療 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ
阻 害 剤 、 免 疫 調 節 剤 、 免 疫 刺 激 剤 、 抗 生 物 質 、 抗 原 虫 剤 、 抗 真 菌 剤 、 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 、
抗 癌 剤 、 な ら び に 他 の 物 質 お よ び 治 療 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 HIV感 染 症 、 AIDS、 お よ び AIDS関 連 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 本 発 明 の s
iRNAと 併 用 し て 用 い て も よ い 特 定 の 薬 剤 に は 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 デ ラ ビ ル ジ
ン 、 ジ ド ブ ジ ン 、 ジ ダ ノ シ ン 、 ザ ル シ タ ビ ン 、 ス タ ブ ジ ン 、 ラ ミ ブ ジ ン 、 ア バ カ ビ ル 、 ラ
ミ ブ ジ ン ＋ ジ ド ブ ジ ン 、 サ キ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 ア ン
プ レ ナ ビ ル 、 ロ ピ ナ ビ ル ＋ リ ト ナ ビ ル 、 ア ジ ス ロ マ イ シ ン 、 ク ラ リ ス ロ マ イ シ ン 、 ク リ ン
ダ マ イ シ ン 、 セ フ ト リ ア キ ソ ン 、 セ フ ィ キ シ ム 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン 、 リ フ ァ ブ チ ン 、 ト
リ メ ト プ リ ム ／ ス ル フ ァ メ ト キ サ ゾ ー ル （ IV） 、 ペ ン タ ミ ジ ン 、 ピ リ メ タ ミ ン 、 ス ル フ ァ
ジ ア ジ ン 、 フ ォ リ ン 酸 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 シ ド フ ォ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 フ ォ ル ス カ ー ネ
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ッ ト 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン B、 フ ル コ ナ ゾ ー ル 、 イ ト ラ コ ナ ゾ ー ル 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 ビ ン
ブ ラ ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 お よ び ビ ン ク リ ス チ ン が 含 ま れ る が こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
3．
　 本 発 明 細 書 に 記 述 の 治 療 物 質 （ 例 え ば 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA、 例 え ば 細 胞 遺 伝 子
ま た は 配 列 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNAお よ び ／ ま た は 感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま
た は 配 列 を 標 的 と す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の siRNA） は 、 感 染 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え ば HIV
、 AIDS、 お よ び AIDS関 連 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め に 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な 治 療 と 組 み 合 わ せ て 、 薬 学 ゲ ノ ム 学 （ す な わ ち 、 個 体 の 遺 伝 子 型 と 外 来 化 合 物
ま た は 薬 物 に 対 す る そ の 個 体 の 反 応 と の 関 係 を 調 べ る 研 究 ） を 考 慮 し て も よ い 。 治 療 の 代
謝 に お け る 差 の た め に 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 物 の 用 量 と 血 中 濃 度 と の 関 連 を 変 化 さ せ る こ
と に よ っ て 、 重 度 の 毒 性 ま た は 治 療 の 失 敗 が 起 こ り う る 。 こ の よ う に 、 医 師 ま た は 臨 床 医
は 、 本 明 細 書 に 記 述 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 治 療 物 質 （ 例 え ば 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば 感
染 疾 患 ま た は 障 害 ） を 投 与 す る か 否 か 決 定 す る 場 合 の み な ら ず 、 siRNAに よ る 治 療 、 例 え
ば 感 染 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 の 用 量 お よ び ／ ま た は 治 療 レ ジ メ を 調 節 す る 場 合 に 、 関 連 す
る 薬 学 ゲ ノ ム 学 研 究 に お い て 得 ら れ た 知 識 を 適 用 す る こ と を 検 討 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 薬 学 ゲ ノ ム 学 は 、 罹 患 し た 人 に お け る 変 化 し た 薬 物 処 置 お よ び 異 常 な 作 用 の た め に 薬 物
に 対 す る 反 応 に お け る 臨 床 的 に 有 意 な 遺 伝 性 の 変 化 を 扱 う 。 例 え ば 、 Eichelbaum, M.ら （
1996） 、 Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 23(10～ 11)： 983～ 985、 お よ び Linder, M.W.
ら （ 1997） 、 Clin. Chem. 43(2)： 254～ 266を 参 照 さ れ た い 。 一 般 的 に 、 二 つ の タ イ プ の
薬 学 遺 伝 学 状 態 を 区 別 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 薬 物 が 体 に 及 ぼ す 方 法 を 変 化 さ せ る
（ 薬 物 作 用 の 変 化 ） 唯 一 の 要 因 と し て 伝 搬 さ れ る 遺 伝 子 状 態 、 ま た は 体 が 薬 物 に 作 用 す る
方 法 を 変 化 さ せ る （ 薬 物 代 謝 の 変 化 ） 唯 一 の 要 因 と し て 伝 搬 さ れ る 遺 伝 子 状 態 。 こ れ ら の
薬 学 遺 伝 学 状 態 は 、 ま れ な 遺 伝 子 欠 損 と し て 、 ま た は 天 然 に 存 在 す る 多 形 の い ず れ か と し
て 起 こ り う る 。 例 え ば 、 グ ル コ ー ス -6-燐 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 損 （ G6PD） は 、 主 な 臨 床
合 併 症 が 酸 化 剤 薬 物 （ 抗 マ ラ リ ア 剤 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 鎮 痛 剤 、 ニ ト ロ フ ラ ン ） の 摂 取 お
よ び ソ ラ マ メ の 摂 取 後 の 溶 血 で あ る 一 般 的 な 遺 伝 性 酵 素 症 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 「 ゲ ノ ム 全 体 の 関 連 」 と し て 知 ら れ る 薬 物 反 応 を 予 測 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 一 つ
の 薬 物 ゲ ノ ム 学 ア プ ロ ー チ は 、 既 知 の 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 そ の そ れ ぞ れ が 二 つ
の 変 種 を 有 す る ヒ ト ゲ ノ ム 上 の 多 形 ま た は 可 変 部 位 60,000～ 100,000個 か ら な る 「 双 対 立
遺 伝 子 」 遺 伝 子 マ ー カ ー マ ッ プ ） か ら な る ヒ ト 遺 伝 子 の 高 解 像 度 マ ッ プ に 主 に 依 存 す る 。
そ の よ う な 高 解 像 度 遺 伝 子 マ ッ プ を 、 特 に 認 め ら れ た 薬 物 反 応 ま た は 副 作 用 に 関 連 し た マ
ー カ ー を 同 定 す る た め に フ ェ ー ズ II/III薬 物 臨 床 試 験 に 参 加 す る 患 者 の 統 計 学 的 に 有 意 な
数 の そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム の マ ッ プ と 比 較 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 そ の よ う な 高 解 像 度 マ
ッ プ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 既 知 の 一 塩 基 多 型 （ SNPs） 数 千 万 個 の 組 み 合 わ せ か ら 作 製 す
る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 SNP」 は 、 DNAの 枝 に お け る 一 ヌ
ク レ オ チ ド 塩 基 に 起 こ る 一 般 的 な 変 化 で あ る 。 例 え ば 、 SNPは 、 DNA鋳 型 の 1000塩 基 毎 に 1
回 起 こ る 可 能 性 が あ る 。 SNPは 、 疾 患 の プ ロ セ ス に 関 与 す る 可 能 性 が あ る が 、 大 多 数 は 疾
患 に 関 連 し な い 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な SNPsの 発 生 に 基 づ く 遺 伝 子 マ ッ プ を 考 慮 し て 、
個 体 を 、 そ の 個 々 の ゲ ノ ム に お け る SNPsの 特 定 の パ タ ー ン に 応 じ て 、 遺 伝 子 カ テ ゴ リ ー に
分 類 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 、 治 療 レ ジ メ は 、 そ の よ う な 遺 伝 的 に 類
似 の 個 体 に お い て 共 通 で あ る 可 能 性 が あ る 形 質 を 考 慮 に 入 れ て 、 遺 伝 的 に 類 似 の 個 体 の 群
に 合 わ せ て 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た は 、 「 候 補 遺 伝 子 ア プ ロ ー チ 」 と 呼 ば れ る 方 法 を 利 用 し て 、 薬 物 反 応 を 予 測 す る 遺
伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に 従 っ て 、 薬 物 標 的 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 既 知 で
あ れ ば 、 そ の 遺 伝 子 の 全 て の 共 通 の 変 種 は 、 集 団 に お い て か な り 容 易 に 同 定 す る こ と が で
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き 、 遺 伝 子 の 一 つ の 型 を 有 す る こ と が 、 も う 一 つ の 型 を 有 す る こ と と 比 較 し て 、 特 定 の 薬
物 反 応 に 関 連 す る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 説 明 的 な 態 様 と し て 、 薬 物 代 謝 酵 素 の 活 性 は 、 薬 物 作 用 の 強 度 お よ び 期 間 の 双 方 の 主 要
な 決 定 因 子 で あ る 。 薬 物 代 謝 酵 素 （ 例 え ば 、 N-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 2（ NAT2） お
よ び チ ト ク ロ ー ム P450酵 素 CYP2D6お よ び CYP2C19） の 遺 伝 子 多 形 の 発 見 は 、 薬 物 の 標 準 的
で 安 全 な 用 量 を 摂 取 後 に 、 数 人 の 患 者 が 予 想 さ れ る 薬 物 効 果 を 得 な い 理 由 、 ま た は 過 剰 な
薬 物 反 応 お よ び 重 篤 な 毒 性 を 示 す 理 由 を 提 供 し た 。 こ れ ら の 多 形 は 、 集 団 に お け る 二 つ の
表 現 型 、 す な わ ち 広 範 な 代 謝 体 （ EM） お よ び 不 良 な 代 謝 体 （ PM） に お い て 発 現 さ れ る 。 PM
の 発 生 は 、 集 団 が 異 な れ ば 異 な る 。 例 え ば 、 CYP2D6を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 非 常 に 多 形 で
あ り 、 い く つ か の 変 異 が PMに お い て 同 定 さ れ て い る が 、 そ の 全 員 に 機 能 的 CYP2D6が 存 在 し
な い 。 CYP2D6お よ び CYP2C19の 不 良 代 謝 体 は 、 標 準 用 量 を 投 与 さ れ た 場 合 に 、 過 度 の 薬 物
反 応 お よ び 副 作 用 を か な り 頻 繁 に 経 験 す る 。 代 謝 物 が 活 性 な 治 療 部 分 で あ る 場 合 、 PMは 、
そ の CYP2D6形 成 代 謝 物 で あ る モ ル ヒ ネ に よ っ て 媒 介 さ れ る コ デ イ ン の 鎮 痛 作 用 に 関 し て 証
明 さ れ て い る よ う に 、 治 療 反 応 を 示 さ な い 。 他 の 極 端 は 、 標 準 用 量 に は 反 応 し な い い わ ゆ
る 超 急 速 代 謝 体 で あ る 。 最 近 、 超 急 速 代 謝 体 の 分 子 的 基 礎 は 、 CYP2D6遺 伝 子 の 増 幅 に よ る
と 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ま た は 、 「 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 」 と 呼 ば れ る 方 法 を 利 用 し て 薬 物 反 応 を 予 測 す
る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 薬 物 を 投 与 さ れ た 動 物 の 遺 伝 子 発 現 は 、 毒 性
に 関 連 す る 遺 伝 子 経 路 の ス イ ッ チ が 入 っ た か 否 か の 指 標 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 上 記 の 一 つ よ り 多 い 薬 物 ゲ ノ ム 学 ア プ ロ ー チ か ら 生 成 さ れ た 情 報 を 用 い て 、 個 体 の 予 防
的 ま た は 治 療 的 治 療 の た め の 適 当 な 用 量 お よ び 治 療 レ ジ メ を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の
知 識 を 投 与 ま た は 薬 物 選 択 に 適 用 す る と 、 有 害 反 応 ま た は 治 療 失 敗 を 回 避 す る こ と が で き
、 こ の よ う に 本 明 細 書 に 記 述 の よ う に 治 療 的 RNA干 渉 物 質 （ 例 え ば 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば
CCR5 siRNA、 p24 siRNA、 ま た は そ の 二 つ を 組 み 合 わ せ た も の の よ う な siRNA） に よ っ て 被
験 者 を 治 療 す る 場 合 に 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 有 効 性 を 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
IV．
　 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば 本 発 明 の siRNAは 、 投 与 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 典 型 的 に 、 1つ ま た は 複 数 の RNA干 渉 物 質 、 例 え ば 細 胞 遺 伝 子
ま た は 配 列 を 標 的 化 す る 1つ ま た は 複 数 の siRNAの よ う な siRNAと 、 例 え ば 、 CCR5 siRNAお
よ び /ま た は 感 染 物 質 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 を 標 的 化 す る 1つ ま た は 複 数 の siRNA、 例 え ば 、 p
24 siRNAと 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と い う 用 語 に は 、 薬 学 的 投 与 に 適 合 性 の 、 任 意 の お よ び 全 て の
溶 媒 、 分 散 媒 体 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 お よ び 吸 収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ
る と 意 図 さ れ る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 に 関 し て そ の よ う な 媒 体 お よ び 物 質 を 用 い る こ と は
、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 任 意 の 通 常 の 媒 体 ま た は 物 質 が 活 性 化 合 物 と 非 適 合 性 で あ る
場 合 を 除 き 、 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 企 図 さ れ る 。 補 助 活 性 化 合 物 も 同 様 に 組 成 物 に 組
み 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 そ の 意 図 さ れ る 投 与 経 路 と 適 合 性 と な る よ う に 調 製 さ れ る 。
投 与 経 路 の 例 に は 、 非 経 口 、 例 え ば 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 経 口 （ 例 え ば 、 吸 入 ） 、 経 皮 （
局 所 ） 、 経 粘 膜 、 膣 内 、 お よ び 直 腸 内 投 与 が 含 ま れ る 。 非 経 口 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 適 用 の
た め に 用 い ら れ る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に は 以 下 の 成 分 が 含 ま れ う る ： 注 射 用 水 、 生 理 食 塩 液
、 固 定 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は 他 の 合
成 溶 媒 の よ う な 滅 菌 希 釈 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン の よ う な 抗 菌 剤 ；
ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム の よ う な 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
の よ う な キ レ ー ト 剤 ； 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 ま た は 燐 酸 塩 の よ う な 緩 衝 液 、 お よ び 塩 化 ナ
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ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス の よ う な 等 張 性 調 節 剤 。 pHは 、 塩 酸 、 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ
ウ ム の よ う な 酸 ま た は 塩 基 で 調 整 で き る 。 非 経 口 調 製 物 は 、 ア ン プ ル 、 使 い 捨 て シ リ ン ジ
、 ま た は ガ ラ ス も し く は プ ラ ス チ ッ ク 製 の 多 用 量 バ イ ア ル に 封 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 の 活 性 化 合 物 の 調 製 物 （ 例 え ば 、 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNA、 例 え ば 感
染 疾 患 ま た は 障 害 ） を 、 HIVの 性 的 な 伝 幡 ま た は 他 の 性 的 に 伝 幡 さ れ る 疾 患 を 防 止 す る た
め に 、 例 え ば 粘 膜 に 、 例 え ば 膣 内 ま た は 直 腸 内 に 投 与 す る た め に 局 所 適 用 さ れ る 予 防 薬 と
し て 、 微 生 物 感 染 症 の リ ス ク を 有 す る 被 験 者 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 全 身 投 与 は 、 経 粘 膜 ま た は 経 皮 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与
の 場 合 、 浸 透 さ せ る べ き 障 壁 に と っ て 適 当 な 浸 透 剤 を 製 剤 に お い て 用 い る 。 そ の よ う な 浸
透 剤 は 、 一 般 的 に 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 例 え ば 経 粘 膜 投 与 の た め に 、 洗 浄 剤 、 胆 汁 塩
、 お よ び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 点 鼻 ス プ レ ー 、 ま た は 坐 剤 を 用 い
る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 経 皮 投 与 の 場 合 、 活 性 化 合 物 を 、 当 技 術 分 野 で 一 般 的
に 既 知 の 軟 膏 （ ointments） 、 軟 膏 （ salves） 、 ゲ ル 、 ま た は ク リ ー ム に 調 製 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 イ ン プ ラ ン ト お よ び 微 量 封 入 輸 送 系 を 含 む 徐 放 製 剤 の よ う な 、 体
か ら の 迅 速 な 排 泄 に 対 し て 化 合 物 を 保 護 す る 担 体 と 共 に 、 活 性 化 合 物 を 調 製 す る 。 エ チ レ
ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 お よ
び ポ リ 乳 酸 の よ う な 生 体 分 解 性 の 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な
製 剤 を 調 製 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 材 料 は ま た 、 ア ル ザ 社 （ Alza Corpora
tion） お よ び ノ バ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ イ ン ク （ Nova Pharmaceuticals, Inc.） か ら
購 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 リ ポ ソ ー ム 浮 遊 液 （ 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 含 む マ ク ロ フ ァ ー ジ を 標 的 と す る リ
ポ ソ ー ム を 含 む ） も 同 様 に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら
は 、 そ の 全 文 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 4,522,811号 、 米 国 特
許 第 5,643,599号 に 記 述 さ れ る よ う に 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き
る 。 ま た は 、 本 発 明 の 治 療 物 質 は 、 標 的 細 胞 、 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は CD4 T細 胞
に 取 り 込 ま せ る た め に siRNAの 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 末 端 に ポ リ -Gテ ー ル を 付 加 す る こ と
に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 そ の 上 、 siRNAは 、 Capodiciら （ 2002） 、 J. Immunol. 169(9)
： 5196に 記 述 さ れ る よ う に 、 フ ル オ ロ 誘 導 体 化 し て 、 標 的 細 胞 に 輸 送 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 注 射 可 能 な 用 途 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 に は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） ま た は 分 散 液
、 お よ び 滅 菌 注 射 用 溶 液 ま た は 分 散 液 の 即 時 調 製 物 の た め の 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ る 。 静 脈 内
投 与 の 場 合 、 適 し た 担 体 に は 、 生 理 食 塩 液 、 静 菌 水 、 Cremophor EL（ 商 標 ） （ BASF、 パ ー
シ ッ パ ニ ー 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） 、 ま た は 燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 （ PBS） が 含 ま れ る 。 全
て の 場 合 に お い て 、 組 成 物 は 、 滅 菌 で な け れ ば な ら ず 、 容 易 な 注 入 操 作 性 が 存 在 す る 程 度
に 流 動 性 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 製 造 お よ び 保 存 条 件 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細
菌 お よ び 真 菌 の よ う な 微 生 物 の 混 入 作 用 に 対 し て 保 存 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例
え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お
よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 お よ び そ の 適 し た 混 合 物 を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 媒
体 と な り う る 。 例 え ば 、 レ シ チ ン の よ う な コ ー テ ィ ン グ を 用 い る こ と に よ っ て 、 分 散 剤 の
場 合 に は 必 要 な 粒 子 径 を 維 持 す る こ と に よ っ て 、 お よ び 界 面 活 性 剤 を 用 い る こ と に よ っ て
、 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 保 護 は 、 様 々 な 抗 菌 お よ び 抗 真
菌 剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ル 等
に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 等 張 剤 、 例 え ば マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、
塩 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 糖 、 多 価 ア ル コ ー ル を 含 め る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 注 射 用 組
成 物 の 持 続 的 な 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 ら せ る 物 質 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ
び ゼ ラ チ ン を 組 成 物 に 含 め る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 滅 菌 注 射 用 溶 液 は 、 上 記 の 成 分 の 一 つ ま た は 成 分 の 組 み 合 わ せ と 共 に 必 要 量 の siRNAを
適 当 な 溶 媒 に 組 み 入 れ て 、 必 要 に 応 じ て 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。 一 般 的 に 、 分 散 液 は 、 基 礎 分 散 媒 体 を 含 む 滅 菌 溶 媒 に 、 活 性 化 合 物 お よ び 先 に 列 挙 し た
成 分 か ら の 必 要 な 他 の 成 分 を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 用 溶 液 を 調 製
す る た め の 滅 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 法 は 、 予 め 濾 過 滅 菌 し た そ の 溶 液 か ら 活 性 成 分
粉 末 プ ラ ス 任 意 の さ ら な る 所 望 の 成 分 を 生 じ る 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 経 口 組 成 物 に は 一 般 的 に 、 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 食 用 担 体 が 含 ま れ る 。 そ れ ら は 、 ゼ ラ チ
ン カ プ セ ル に 封 入 す る こ と が で き 、 ま た は 錠 剤 に 打 錠 す る こ と が で き る 。 経 口 治 療 投 与 の
目 的 に 関 し て 、 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 と 共 に 組 み 入 れ て 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 ま た は カ プ セ
ル 剤 の 形 で 用 い る こ と が で き る 。 経 口 組 成 物 は ま た 、 液 体 担 体 に お け る 化 合 物 が 経 口 適 用
さ れ 、 う が い し て は き 出 す ま た は 飲 み 込 ま れ る 、 マ ウ ス ウ ォ ッ シ ュ と し て 用 い る た め の 液
体 担 体 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 適 合 性 の 結 合 剤 、 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ
バ ン ト 材 料 を 組 成 物 の 一 部 と し て 含 め る こ と が で き る 。 錠 剤 、 丸 剤 、 ト ロ ー チ 剤 等 は 、 任
意 の 以 下 の 成 分 ま た は 類 似 の 特 性 の 化 合 物 を 含 み う る ： 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト
ゴ ム も し く は ゼ ラ チ ン の よ う な 結 合 剤 ； デ ン プ ン も し く は 乳 糖 の よ う な 賦 形 剤 ； ア ル ギ ン
酸 、 プ リ モ ゲ ル 、 も し く は コ ー ン ス タ ー チ の よ う な 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム も
し く は ス テ ロ ー ツ の よ う な 潤 滑 剤 ； コ ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 の よ う な グ ラ イ ダ ン ト ； 蔗 糖
も し く は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 料 ； ま た は ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 も し く は
オ レ ン ジ 香 料 の よ う な 着 香 料 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 吸 入 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 適 し た 噴 射 剤 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 の よ う な ガ ス を 含 む 加 圧
容 器 も し く は デ ィ ス ペ ン サ ー 、 ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら の エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー の 形 で 輸 送
さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 投 与 の 容 易 さ お よ び 用 量 の 均 一 性 の た め に 単 位 用 量 剤 形 で 経 口 ま た は 非 経 口 組 成 物 を 調
製 す る こ と が 特 に 都 合 が よ い 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 単 位 用 量 型 は 、 そ れ ぞ れ の 単
位 が 、 必 要 な 薬 学 的 担 体 に 関 連 し て 所 望 の 治 療 効 果 を 生 じ る よ う に 計 算 さ れ た 活 性 化 合 物
の 規 定 量 を 含 む 、 治 療 す べ き 被 験 者 に 関 し て 単 位 用 量 と し て 適 し た 物 理 的 に 個 別 の 単 位 を
指 す 。 本 発 明 の 単 位 投 与 剤 形 の 明 細 は 、 活 性 化 合 物 の 独 自 の 特 徴 お よ び 得 ら れ る 特 定 の 治
療 効 果 、 お よ び 個 体 を 治 療 す る た め に そ の よ う な 活 性 化 合 物 を 合 成 す る 際 の 固 有 の 制 限 に
よ っ て 指 示 さ れ 、 そ れ ら に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 そ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 効 率 は 、 LD50（ 集 団 の 50％ に 対 し て 致 死 で あ る 用 量
） 、 お よ び ED50（ 集 団 の 50％ に お い て 治 療 的 に 有 効 で あ る 用 量 ） に よ っ て 決 定 す る こ と が
で き る 。 毒 性 対 治 療 効 果 の 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 LD50/ED50の 比 で 表 記 す る こ と が で
き る 。 大 き い 治 療 指 数 を 示 す 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 の 副 作 用 を 示 す 化 合 物 を 用 い て も よ
い が 、 非 感 染 細 胞 に 対 す る 起 こ り う る 障 害 を 最 小 限 に す る た め に 、 そ の よ う な 化 合 物 を 罹
患 組 織 部 位 に 標 的 化 し て 、 そ れ に よ っ て 副 作 用 を 減 少 さ せ る 輸 送 系 を 設 計 す る よ う に 注 意
し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 試 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に お い て 用 い る た め の 用
量 範 囲 を 処 方 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 用 量 は 、 好 ま し く は ほ
と ん ど ま た は 全 く 毒 性 を 示 さ な い ED50が 含 ま れ る 循 環 中 の 濃 度 範 囲 内 に 存 在 す る 。 用 量 は
、 用 い ら れ る 投 与 剤 形 お よ び 利 用 さ れ る 投 与 経 路 に 応 じ て 、 こ の 範 囲 内 で 変 化 し て も よ い
。 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 如 何 な る 化 合 物 に 関 し て も 、 治 療 的 有 効 量 は 、 最 初 に
細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 推 定 す る こ と が で き る 。 用 量 は 、 細 胞 培 養 に お い て 決 定 さ れ る よ う
に 、 IC50（ す な わ ち 症 状 の 半 最 大 阻 害 を 得 る 試 験 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む 循 環 中 の 血 漿 濃 度
範 囲 を 得 る た め に 動 物 モ デ ル に お い て 調 製 し て も よ い 。 そ の よ う な 情 報 を 用 い て ヒ ト に お
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け る 有 用 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 レ ベ ル は 、 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る よ う に 、 RNA干 渉 物 質 の 治 療 的 有 効 量 （ す な わ ち 、 有 効 量
） の 範 囲 は 約 0.001～ 3,000 mg/kg体 重 、 好 ま し く は 約 0.01～ 2500 mg/kg体 重 、 よ り 好 ま し
く は 約 0.1～ 2000、 約 0.1～ 1000 mg/kg体 重 、 0.1～ 500 mg/kg体 重 、 0.1～ 100 mg/kg体 重 、
0.1～ 50 mg/kg体 重 、 0.1～ 25 mg/kg体 重 、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は 約 1～ 10 mg/kg、 2
～ 9 mg/kg、 3～ 8 mg/kg、 4～ 7 mg/kg、 ま た は 5～ 6 mg/kg体 重 の 範 囲 で あ る 。 当 業 者 は 、
特 定 の 要 因 が 、 疾 患 ま た は 障 害 の 重 症 度 、 こ れ ま で の 治 療 、 被 験 者 の 全 身 健 康 お よ び ／ ま
た は 年 齢 、 お よ び 存 在 す る 他 の 疾 患 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 被 験 者 を 有 効 に
治 療 す る た め に 必 要 な 用 量 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 そ の 上
、 RNA干 渉 物 質 の 治 療 的 有 効 量 に よ る 被 験 者 の 治 療 に は 、 1回 治 療 が 含 ま れ う る 、 ま た は 一
連 の 治 療 が 含 ま れ う る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 好 ま し い 例 に お い て 、 被 験 者 を 約 0.1～ 20 mg/kg体 重 の 範 囲 の RNA干 渉 物 質 に よ っ て 約 1
～ 10週 間 、 好 ま し く は 2～ 8週 間 、 よ り 好 ま し く は 約 3～ 7週 間 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 4
、 5、 ま た は 6週 間 の あ い だ 一 週 間 に 一 回 治 療 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 被 験 者 を 毎
週 1回 、 2週 間 に 1回 、 3週 間 に 1回 、 ま た は 4週 間 も し く は そ れ 以 上 に 1回 治 療 す る 。 同 様 に
、 治 療 の た め に 用 い ら れ る RNA干 渉 物 質 の 有 効 量 は 、 特 定 の 治 療 経 過 の あ い だ に 増 加 ま た
は 減 少 し て も よ い と 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 用 量 の 変 化 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の 診 断 ア ッ セ イ
の 結 果 に 起 因 し 、 そ れ ら か ら 明 ら か と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAの 適 当 な 用 量 は 、 当 業 者 の 医 師 、 獣 医 師 、 ま た は 研 究 者 の 能
力 範 囲 内 の 多 く の 要 因 に 依 存 す る と 理 解 さ れ る 。 siRNAの 用 量 は 、 例 え ば 、 治 療 さ れ る 被
験 者 ま た は 試 料 の 同 一 性 、 大 き さ 、 お よ び 状 態 に 応 じ て 変 化 し て 、 適 用 可 能 で あ れ ば 組 成
物 が 投 与 さ れ る 経 路 、 お よ び 標 的 遺 伝 子 、 例 え ば 細 胞 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 お よ び ／ ま た は
感 染 因 子 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 に 対 し て RNA干 渉 物 質 、 例 え ば siRNAが 及 ぼ す こ と を 医 師 が 望
む 効 果 に 応 じ て 、 変 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 例 と し て の 用 量 に は 、 被 験 者 ま た は 試 料 の 重 量 kgあ た り RNA干 渉 物 質 の ミ リ グ ラ ム ま た
は マ イ ク ロ グ ラ ム の 量 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 約 1μ g/kg～ 約 5,000 mg/kg、 約 500 μ g/kg～
約 5 mg/kg、 約 100 μ g/kg～ 約 5 mg/kg、 ま た は 約 1μ g/kg～ 約 50 μ g/kg） 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の siRNA分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の よ う に 、 お よ び 当 技 術 分 野 で 既 知 の よ う に ベ
ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 被 験 者 に 、 例 え ば 静 脈 内 注 射 、 局 所
投 与 （ 米 国 特 許 第 5,328,470号 ） 、 ま た は 定 位 固 定 注 射 （ 例 え ば 、 Chenら （ 1994） 、 Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 91： 3054～ 3057を 参 照 さ れ た い ） に よ っ て 、 被 験 者 に 輸 送 す る こ
と が で き る 。 siRNAベ ク タ ー の 薬 学 的 調 製 物 に は 、 許 容 さ れ る 希 釈 剤 に お け る siRNAベ ク タ
ー が 含 ま れ 、 ま た は 遺 伝 子 輸 送 媒 体 が 抱 埋 さ れ る 徐 放 性 マ ト リ ク ス が 含 ま れ う る 。 ま た は
、 完 全 な 遺 伝 子 輸 送 ベ ク タ ー が 組 換 え 型 細 胞 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら 無 傷 で
産 生 す る こ と が で き る 場 合 、 薬 学 的 調 製 物 に は 、 遺 伝 子 輸 送 シ ス テ ム を 産 生 す る 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の 細 胞 が 含 ま れ う る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 説 明 書 と 共 に 容 器 、 パ ッ ク 、 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー に 含 ま れ う る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 制 限 的 に 解 釈 し て は な ら な い 以 下 の 実 施 例 に よ っ て さ ら に 説 明 す る 。 本 出 願
を 通 し て 引 用 さ れ た 全 て の 引 用 文 献 、 特 許 、 お よ び 公 表 さ れ た 特 許 出 願 の 内 容 は 、 そ の 図
面 お よ び 配 列 表 と 共 に 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
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実 施 例 1　 初 代 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 持 続 的 な siRNA-媒 介 HIV阻 害
　 合 成 21～ 23ヌ ク レ オ チ ド siRNA二 本 鎖 は 、 ヒ ト 細 胞 株 お よ び 活 性 化 CD4 +  T細 胞 に お け る H
IV複 製 を 抑 制 す る （ Jacque, J.M.ら （ 2002） 、 Nature 418： 435～ 8； Coburn, G.A. & Cul
len, B.R.（ 2002） 、 J. Virol. 76： 9225～ 31； Novina, C.D.ら （ 2002） 、 Nat. Med. 8：
681～ 6； Lee, N.S.ら （ 2002） 、 Nat. Biotechnol. 20： 500～ 5） 。 し か し 、 こ れ ら の 能 動
的 に 複 製 す る 細 胞 に お け る siRNAの サ イ レ ン シ ン グ 作 用 は 、 約 96時 間 で ピ ー ク に 達 す る が
、 そ の 後 減 少 し 始 め 、 9日 目 に は 完 全 に 失 わ れ る が （ Novina, C.D.ら （ 2002） 、 Nat. Med.
 8： 681～ 6； Tuschl, T.（ 2002） 、 Nat. Biotechnol. 20： 446～ 8） 、 お そ ら く こ れ は 、
細 胞 分 裂 ま た は 細 胞 内 で の 分 解 に よ る siRNAの 希 釈 の た め で あ る （ Ullu, E.ら （ 2002） 、 P
hilos Trans R Soc Lond B Biol Sci 357： 65～ 70） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 イ ン ビ ボ で HIV
-1の 重 要 な 貯 蔵 庫 と な る 最 終 分 化 し た 非 分 裂 細 胞 で あ る （ Sherman, M.P. & Greene, W.C.
（ 2002） 、 Microbes Infect. 4： 67～ 73； Meltzer, M.S.ら （ 1990） 、 Annu. Rev. Immuno
l 8： 169～ 94） 。 そ れ ら は ま た 、 HIVの 細 胞 変 性 作 用 に 対 し て 比 較 的 免 疫 が あ り 、 感 染 後
長 期 間 生 存 す る （ Castro, B.A.ら （ 1998） 、 Aids 2、 補 則 1、 S17～ 27） 。 こ の よ う に 、 よ
り 持 続 的 な siRNA媒 介 ウ イ ル ス サ イ レ ン シ ン グ を 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ MDM） に お い て
得 る こ と が で き る か 否 か を 調 べ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 HIV-1に 対 す る siRNAに よ る 保 護 に 関 す る こ れ ま で の 報 告 は 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 を 標 的 と す
る か （ Jacque, J.M.ら （ 2002） 、 Nature 418： 435～ 8； Coburn, G.A. & Cullen, B.R（ 20
02） 、 J. Virol. 76： 9225～ 31； Novina, C.Dら （ 2002） 、 Nat. Med. 8： 681～ 6） 、 ま た
は 細 胞 受 容 体 CD4を 標 的 と し て い た （ Novina, C.Dら （ 2002） 、 Nat. Med. 8： 681～ 6） 。
し か し 、 CD4の タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 免 疫 機 能 に お け る そ の 重 要 性 の た め に 実 現 可 能 な ア プ
ロ ー チ で は な い 可 能 性 が あ る 。 一 方 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の ウ イ ル ス 侵 入 の た め の 主 要 な HI
V共 受 容 体 で あ る CCR5は 、 機 能 を 喪 失 さ せ る 遺 伝 子 の 32 bpホ モ 接 合 欠 失 が 有 害 な 免 疫 学 的
結 末 を 有 し な い （ Nansen, A.ら （ 2002） 、 Blood 99： 1237～ 45） が 、 HIV感 染 症 に 対 す る
保 護 を 提 供 す る （ Liu, R.ら （ 1996） 、 Cell 86： 367～ 77； Samson, M.ら （ 1996） 、 Natur
e 382： 722～ 5） こ と か ら 、 よ り 良 好 な 細 胞 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う に 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ に お け る siRNAの 抗 HIV効 果 を 決 定 す る た め に 、 CCR5お よ び ウ イ ル ス p24遺 伝 子
を 標 的 と す る 。 第 一 に 、 Cy5標 識 p24 siRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 、 MDMが s
iRNA輸 送 に 感 受 性 が あ る こ と を 確 認 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 、 CD14+マ ク
ロ フ ァ ー ジ の 84％ が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て Cy5+で あ り （ 図 1a） 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 効 率 は 、 HeLa細 胞 に つ い て 認 め ら れ た 効 率 （ ～ 90％ ） と 同 等 で あ っ た 。 オ リ ゴ フ ェ
ク タ ミ ン の 非 存 在 下 で Cy5+で あ っ た の は MDMの ＜ 6％ で あ っ た こ と か ら 、 siRNAは 非 特 異 的
貪 食 に よ っ て 取 り 込 ま れ た の で は な か っ た （ 図 1a） 。 siRNAの 抗 ウ イ ル ス 作 用 を 決 定 す る
た め に 、 MDMを CCR5ま た は ウ イ ル ス p24 siRNAに 単 独 ま た は 併 用 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ
て 、 2日 後 に R5（ BaL） マ ク ロ フ ァ ー ジ 向 性 ウ イ ル ス を チ ャ レ ン ジ し た 。 CCR5ま た は p24 si
RNAの い ず れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た MDMの 培 養 上 清 の 無 細 胞 ウ イ ル ス 粒 子 産 生 を p24 EL
ISAに よ っ て 定 期 的 に 測 定 し た と こ ろ 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト お よ び GFP siRNA-ト ラ ン ス フ
ェ ク ト 対 照 と 比 較 し て 4～ 6倍 減 少 し た こ と が 判 明 し た （ 図 1b） 。 さ ら に 、 感 染 後 7日 目 で
の 培 養 物 の 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 、 CCR5ま た は p24 siRNAト ラ
ン ス フ ェ ク ト MDMに お い て HIV RNAが 対 応 し て 減 少 し て い る こ と が 判 明 し た （ 図 1c） 。 同 様
に 、 p24発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ っ て も 、 15日 ま で の あ い だ 、 CCR5ま た は p24
 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 対 照 と 比 較 し て p24発 現 が 7倍 減 少 す る こ と が 示 さ
れ た （ 図 1d） 。 よ り 重 要 な こ と は 、 双 方 の siRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る と 、 15日 間 の 観
察 期 間 全 体 を 通 し て HIV感 染 を 消 失 さ せ る こ と が で き た （ 図 1bお よ び 1d） 。 p24と CCR5 siR
NAの 併 用 治 療 は 、 ほ ぼ お そ ら く ウ イ ル ス ラ イ フ サ イ ク ル に お け る 2段 階 の 中 断 に よ り 、 相
乗 的 で あ り 、 ウ イ ル ス 感 染 症 を 完 全 に 消 失 さ せ 、 CCR5 siRNAは ウ イ ル ス 侵 入 を 遮 断 し て 、
p24 siRNAは 残 っ て い る 共 受 容 体 を 通 し て の 、 ま た は 受 動 的 に 取 り 込 ま れ る こ と に よ る ウ
イ ル ス の ス リ ッ ピ ン グ を 破 壊 し た 。 こ の よ う に 、 siRNAは 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て HIVに
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対 す る 持 続 的 な 保 護 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 可 能 性 が あ る 予 防 的 戦 略 に 関 す る siRNAの 役 割 を 示 唆 す る 。 こ の 可 能
性 を 実 現 す る た め に 、 siRNAが 感 染 前 に 長 期 間 細 胞 に お い て 持 続 す る こ と が 重 要 で あ る か
も 知 れ な い 。 し か し 、 感 染 因 子 の 性 的 伝 幡 を 遮 断 す る た め に は 、 罹 患 し た 膜 に お け る siRN
Aの 誘 導 ま た は 持 続 が ほ と ん ど ま た は 全 く な い こ と が 必 要 で あ る と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 細 胞 に お け る siRNAの 持 続 の 問 題 に 取 り 組 む た め に 、 非 感 染 MDMに お け る 内 因 性 の CCR5発
現 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト Cy5標 識 p24 siRNAお よ び CCR5 siRNAに よ る 抑 制 の 寿 命 を 決 定 し た 。
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定 し た 非 感 染 MDMに お け る 細 胞 内 Cy5-p24 siRNAの レ ベ ル
は 、 時 間 と 共 に 徐 々 に 減 少 し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 10日 目 で は 検 出 不 能 と な っ た （
図 2a） 。 対 照 的 に 、 CCR5 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お け る CCR5発 現 は 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 後 1～ 20日 の あ い だ 均 一 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ た ま ま で あ っ た （ 図 2b） 。 CCR5 mR
NAは ま た 、 CCR5 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1、 4、 7、 お よ び 15日 後 に 行 っ た 試 料 の 高
感 度 RT-PCR分 析 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 完 全 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ た （ 図 2c） 。 CCR5 m
RNAは 、 こ れ ら の 培 養 物 で は さ ら に 25回 増 幅 し た 後 で も 検 出 さ れ な か っ た 。 細 胞 内 で の 生
存 に お け る こ れ ら の 差 が HIV抑 制 に お い て も 反 映 さ れ る か 否 か を 調 べ る た め に 、 MDMに CCR5
 mRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 期 間 を 増 加 さ せ て 感 染 を 開
始 し 、 感 染 の 10日 後 に p24レ ベ ル を 測 定 し た 。 対 照 GFP siRNAと 比 較 し て CCR5発 現 の 長 期 間
の 抑 制 と 一 致 し て 、 CCR5 siRNAは 、 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 2ま た は 15日 後 に 感 染
さ せ た 場 合 で も 同 等 の 保 護 を 提 供 し た （ 図 1d） 。 一 方 、 p24 siRNAは 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 5日 以 内 に 細 胞 を 感 染 さ せ た 場 合 に 最 大 の 保 護 を 提 供 し た が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン と 感 染 と の 間 隔 を さ ら に 広 げ る と 、 保 護 の レ ベ ル は 減 少 し た 。 細 胞 対 ウ イ ル ス 遺 伝 子 を
標 的 と す る siRNAの 寿 命 が 異 な る 理 由 は 、 完 全 に は わ か っ て い な い 。 理 論 に 拘 束 さ れ る こ
と を 意 図 し な い が 、 細 胞 遺 伝 子 は 持 続 的 に 転 写 さ れ て 、 siRNAに 対 す る 基 質 を 提 供 す る の
に 対 し 、 ウ イ ル ス RNAは 感 染 後 に 限 っ て 利 用 で き る 。 非 分 裂 MDMに お け る 細 胞 お よ び ウ イ ル
ス 遺 伝 子 を 標 的 と す る 異 な る 作 用 は 、 Cy標 識 p24 RNAが 非 感 染 細 胞 で は 7日 間 ま で は 維 持 さ
れ る に 過 ぎ な い と い う 事 実 と 共 に 、 siRNAの 細 胞 内 持 続 に は 基 質 RNAの 持 続 的 な 存 在 が 必 要
で あ る か も 知 れ な い こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 仮 説 は 、 感 染 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 2
日 後 に 行 っ た 場 合 に p24 siRNAが HIVを 15日 間 抑 制 す る こ と が で き る と い う こ れ ら の 結 果 に
よ っ て さ ら に 強 め ら れ る （ 図 1d） 。 実 際 に 、 siRNAプ ラ イ ミ ン グ RNA依 存 的 RNAポ リ メ ラ ー
ゼ （ RdRP） に よ る siRNAの 自 己 増 幅 に よ る 持 続 は 、 線 虫 お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い て
周 知 で あ る が 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て は 示 さ れ て い な か っ た （ Ketting, R.F.ら （ 2001） 、 G
enes Dev. 15： 2654～ 9； Lipardi, C.ら （ 2001） 、 Cell 107： 297～ 307） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 確 立 さ れ た 感 染 症 に お け る siRNAの 抗 ウ イ ル ス 能 を 決 定 す る た め に 、 感 染 し た MDMを CCR5
ま た は p24 siRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 前 に 16日 間 感 染 さ せ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の 前 、 ＞ 90％ の MDMが 感 染 し た 。 ウ イ ル ス 複 製 の 抑 制 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 経 時 的 に
進 行 し た 。 予 想 さ れ た よ う に 、 CCR5の 遮 断 は 、 こ の 状 況 に お い て ウ イ ル ス の 複 製 を 有 意 に
減 少 し な か っ た 。 極 め て 対 照 的 に 、 p24 siRNAは 、 15日 間 の 観 察 を 通 し て 、 ウ イ ル ス 複 製
を ＞ 90％ ま で 減 少 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 感 染 の 5
日 よ り 前 に 起 こ る 場 合 に 、 p24 siRNAは HIV抵 抗 性 を 付 与 す る こ と が で き な い こ と と 対 照 的
で あ る （ 図 1d） 。 こ の 長 期 間 持 続 す る ウ イ ル ス 抑 制 は 、 確 立 さ れ た 感 染 症 を 有 す る MDMに
お い て 得 る こ と が で き る 。 そ の 上 、 こ れ ら の 結 果 は ま た 、 siRNAの 作 用 が 標 的 mRNAの 持 続
的 な 存 在 下 に お い て 持 続 す る と い う 考 え 方 を 支 持 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 集 合 的 に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 感 染 症 を 予 防 す る た め お よ び 確 立 さ れ た 感 染 症 に お け る ウ
イ ル ス 複 製 を 抑 制 す る た め に 、 生 理 的 状 況 に お い て HIV-1の 長 期 間 持 続 す る 抑 制 を 得 る た
め に RNAiに 基 づ く 治 療 の 実 現 可 能 性 を 初 め て 証 明 す る 。 合 成 siRNAの 1回 適 用 は 、 MDMに お
け る HIVに 対 し て 長 期 間 持 続 す る 保 護 を 提 供 す る こ と が で き た こ と は 注 目 す べ き で あ る 。
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マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 イ ン ビ ボ で HIVの 重 要 な 標 的 で あ り 、 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ の 絶 対
数 は CD4 T細 胞 と 比 較 す る と 比 較 的 少 数 で あ る が 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る HIV複 製 の 独 自 の
動 力 学 に よ っ て 、 そ れ ら は 形 成 可 能 な ウ イ ル ス 貯 蔵 所 と な る （ Aquaro, S.ら （ 2002） 、 An
tiviral Res. 55： 209～ 25） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 HIVの 細 胞 変 性 に 対 し て 比 較 的 免 疫 が
あ り 、 感 染 後 長 期 間 生 存 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 分 離 さ れ た 細 胞 質 液 胞 に お い て ウ
イ ル ス を 大 量 に 複 製 し 、 ウ イ ル ス 産 生 の 平 衡 は 60日 間 も の 長 い 間 持 続 す る （ Castro, B.A.
ら （ 1988） 、 Aids. 2補 則 1、 S17～ 27） 。 こ の よ う に 、 こ の 不 応 性 の 貯 蔵 細 胞 が 、 siRNA媒
介 ウ イ ル ス 阻 害 に 対 し て 特 に 感 受 性 が あ る こ と は 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 非 感 染 細 胞 に お い て CCR5お よ び p24に 対 す る RNAiの 寿 命 が 異 な る こ と 、 な ら び に 非 感 染
お よ び 感 染 細 胞 に お け る p24に 対 す る RNAiの 寿 命 が 異 な る こ と は 、 標 的 mRNAが 哺 乳 類 細 胞
に お い て 投 入 さ れ た siRNAを 持 続 ま た は 増 幅 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し 、 siRNA効 果
は 、 標 的 mRNAの 存 在 下 で あ っ て も 、 分 裂 す る 細 胞 株 で は 急 速 に 低 下 す る （ Tuschl, T（ 200
2） 、 Nat. Biotechnol. 20： 446～ 8； Sharp, P.A. & Zamore, P.（ 2000） 、 Science 287
： 2431～ 3； Sharp, P.A.（ 2001） 、 Genes Dev. 15： 485～ 90； Elbashir, S.M.ら （ 2001）
、 Nature 411： 494～ 8） 。 細 胞 分 裂 に よ る siRNAの 希 釈 が 標 的 mRNAの 起 こ り う る 利 益 を 妨
害 す る か 否 か 、 ま た は siRNAが 異 な る 細 胞 タ イ プ に お い て 異 な る よ う に 作 用 す る か 否 か は
、 明 確 で は な い 。 非 分 裂 MDMは 、 分 析 を 複 雑 に す る 混 同 す る 希 釈 効 果 が 存 在 し な い た め に
、 そ の よ う な 機 械 的 試 験 に 関 し て 理 想 的 な 細 胞 タ イ プ を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 標 的 配 列 の 中 央 に お い て 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド を 置 換 す る と 、 RNAiに 対 し て 抵 抗 性 の 変 異
体 ウ イ ル ス を 出 現 さ せ る こ と が で き る （ Gitlin, L.ら （ 2002） 、 Nature 418： 430～ 4） 。
こ れ は 、 siRNAの 併 用 を 用 い る こ と と 共 に ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 高 度 保 存 領 域 を 標 的 と す る 重
要 性 を 強 調 す る 。 標 的 化 宿 主 遺 伝 子 は ま た 、 変 異 を 逃 れ る た め に 比 較 的 抵 抗 性 で あ る 可 能
性 が あ る 。 siRNAの 静 脈 内 注 射 に よ る イ ン ビ ボ 輸 送 は 、 マ ウ ス に お い て 実 現 可 能 で あ る こ
と が 示 さ れ て い る （ Lewis, D.L.ら （ 2002） 、 Nat. Genet.； McCaffrey, A.P.ら （ 2002）
、 Nature 418： 38～ 9） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
方 法
ヒ ト MDMの 調 製
　 ヒ ト 単 球 を 健 常 ボ ラ ン テ ィ ア ド ナ ー か ら 調 製 し た バ フ ィ ー コ ー ト か ら 単 離 し た 。 末 梢 血
単 核 球 を フ ィ コ ー ル -ハ イ パ ッ ク （ フ ァ ル マ シ ア 社 （ Pharmacia Corporation） 、 ピ ー パ ッ
ク 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） 密 度 勾 配 遠 心 に よ っ て 調 製 し 、 10％ 熱 不 活 化 ヒ ト AB血 清 （ ナ ビ
（ Nabi） 、 ボ カ ラ ト ン 、 フ ロ リ ダ 州 ） 、 50 U/mlペ ニ シ リ ン 、 50 μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ
ン 、 お よ び 2 mM L-グ ル タ ミ ン を 添 加 し た RPMI 1640培 地 （ BioWhittaker, Inc.、 ウ ォ ー カ
ー ズ ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） に お い て 24ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 2× 10 6 個 /mlで 播 種 し た
。 5日 間 培 養 し た 後 、 暖 か い 培 地 に よ っ て 繰 り 返 し 軽 く 洗 浄 す る こ と に よ っ て 非 接 着 細 胞
を 除 去 し て 、 接 着 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 回 収 し た 。 こ の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 接
着 細 胞 の 95％ 以 上 が CD14 + マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
siRNAの 調 製
　 Cy5-標 識 p24を 含 む 全 て の siRNAは 、 ダ ー マ コ ン リ サ ー チ （ Dharmacon Research） 、 ラ フ
ァ イ エ ッ ト 、 コ ロ ラ ド 州 が 合 成 し た 。 siRNAの セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 配 列 は 以 下
の 通 り で あ っ た 。
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【 ０ １ ３ １ 】
　 RNAは 、 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 、 脱 保 護 し て ア ニ ー ル し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
siRNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 、 記 述 の よ う に 1 nmol siRNA二 本 鎖 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で オ リ ゴ
フ ェ ク タ ミ ン （ ギ ブ コ -イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ Gibco-Invitrogen） 、 ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ
ン ド 州 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 洗 浄 し て さ ら な る
試 験 の た め に 用 い た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
　 CCR5発 現 お よ び HIV-1感 染 を 調 べ る た め に 、 MDMを ビ オ チ ン 結 合 DCCR5抗 体 （ R & Dシ ス テ
ム ズ イ ン ク （ R & D Systems, Inc） 、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ 州 ） に よ っ て 染 色 し た 後 、
ア ビ ジ ン 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PE（ BDフ ァ ー ミ ン ゲ ン （ BD Pharmingen） 、 サ ン ジ エ ゴ
、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） ま た は FITC標 識 Dp24 Mab（ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー （ Beckman Coulte
r） 、 ブ レ ア 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に よ っ て 染 色 し て 、 セ ル ク エ ス ト ソ フ ト ウ ェ ア （ ベ ク
ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン （ Becton Dickinson） 、 フ ラ ン ク リ ン レ ー ク ス 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州
） を 備 え た FACSキ ャ リ バ ー 上 で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
HIV-1感 染 症
　 MDMに 、 1ウ ェ ル あ た り p24 gag抗 原 50 ngを 用 い て HIV-1の R5 BAL株 を 感 染 さ せ た 。 表 記
の 時 間 に 、 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る HIV-1複 製 を 、 p24発 現 に 関 す る フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー 分 析 に よ っ て 評 価 し て 、 無 細 胞 ウ イ ル ス 産 生 を 、 ア ラ イ ア ン ス HIV-1 p24 ELISA
キ ッ ト （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス イ ン ク （ Perkin Elmer Life Science Inc.,
） 、 ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 用 い て ELISAに よ っ て 上 清 に お け る p24抗 原 に 関 し
て 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 ス ラ イ ド チ ャ ン バ ー に お い て 培 養 し た 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ を ViroTect（ 商 標 ） HIV-1細
胞 検 出 シ ス テ ム （ イ ン ビ リ オ ン イ ン ク （ Invirion Inc.,） 、 フ ラ ン ク フ ル ト 、 ミ シ ガ ン 州
） を 用 い て HIV-1 mRNA発 現 に 関 し て 評 価 し た 。 細 胞 を 固 定 し て 、 透 過 性 に し て 、 製 造 元 の
プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 FITC標 識 gagpolオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ カ ク テ ル と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ た 。 細 胞 を 、 テ キ サ ス レ ッ ド -Xフ ァ ロ イ ジ ン （ モ レ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ イ ン ク 、
ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン 州 ） に よ っ て 染 色 し て 、 エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 し た 。 蛍 光 色
素 は 、 励 起 波 長 494 nmお よ び 591 nmで 独 立 し て 記 録 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
RT-PCR
　 タ ッ ク マ ン 逆 転 写 キ ッ ト （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Applied Biosystems） 、 フ ォ
ス タ ー シ テ ィ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て 表 記 の 時 間 に マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 物 か ら 精 製
し た 総 RNAか ら cDNAを 合 成 し た 。 cDNAの 少 量 を 、
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プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て CCR5に 関 し て 、 お よ び
　
　
　
　
プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て γ ア ク チ ン に 関 し て PCR増 幅 し た 。 増 幅 さ れ た PCR産 物 を 1.2％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル に お い て 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 2　 HIV殺 菌 剤 の 開 発
　 異 性 間 伝 幡 は 、 世 界 中 で の 新 し い HIV感 染 症 の 主 な 原 因 で あ り 、 男 性 か ら 女 性 へ の 伝 幡
は そ の 逆 の 場 合 よ り は る か に 効 率 的 に 起 こ る 。 HIVの 性 的 伝 幡 は 、 無 細 胞 ま た は 細 胞 関 連
ウ イ ル ス が 、 主 に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 （ DC） 、 お よ び 活 性 化 Tリ ン パ 球 上 で 発 現
さ れ る CCR5共 受 容 体 を 通 し て 細 胞 に 感 染 す る 場 合 に 起 こ る （ Alkhatib, G.ら （ 1996） 、 Sc
ience 272： 1955～ 1958； Huang, Y.ら （ 1996） 、 Nat. Med. 2： 1240～ 1243； Zhu, T.ら （
1996） 、 J. Virol. 70： 3098～ 3107） 。 最 近 感 染 し た ド ナ ー に お い て 、 CCR5共 受 容 体 を 用
い る HIVの 感 染 は 、 被 験 者 が 双 方 の タ イ プ の ウ イ ル ス に 曝 露 さ れ る 場 合 に お い て も CXCR4-
を 用 い る ウ イ ル ス （ ＞ 90％ ） と 比 較 し て 大 き く 多 数 を 占 め る （ Huang, Y.ら （ 1996） 、 Nat
. Med 2： 1240～ 1243； Zhu, T.ら （ 1996） 、 J. Virol. 70： 3098～ 3107） 。 精 子 は 10 7 個 /
mlも の 多 く の ウ イ ル ス 粒 子 を 含 む が 、 感 染 ウ イ ル ス の 濃 度 は 、 約 3対 数 少 な い （ Dyer, JR
ら （ 1996） 、 J. Virol. Methods 60： 161～ 170； Gupta, P.ら （ 1997） 、 J. Virol. 71： 6
271～ 6275） 。 そ の 上 、 精 子 の 感 染 ウ イ ル ス レ ベ ル は 実 質 的 に 、 HAARTに よ っ て し ば し ば 検
出 不 能 レ ベ ル ま で 低 下 す る （ Eron, JJ. Jr.ら （ 2000） 、 J. Infect. Dis 181： 1622～ 162
8； Barroso, PFら （ 2000） 、 Ann. Intern. Med. 133： 280～ 284） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 無 細 胞 ウ イ ル ス は 、 細 胞 関 連 ウ イ ル ス よ り 容 易 に 伝 幡 さ れ る 可 能 性 が あ る （ Sodora, DL
.ら （ 1998） 、 AIDS Res. Hum. Retroviruses 14、 補 則 1、 S119～ 123） 。 ヒ ト 膣 お よ び 子
宮 頚 部 組 織 外 植 体 を 用 い た 研 究 は 、 非 炎 症 女 性 性 器 上 皮 粘 膜 が 、 無 細 胞 ウ イ ル ス ま た は 感
染 リ ン パ 球 の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス を 防 止 す る 堅 固 な 障 壁 を 提 供 す る こ と を 示 唆 し て い る
（ Greenhead, P.ら （ 2000） 、 J. Virol. 74： 5577～ 5586） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 性 器 上 皮 細 胞 は 、 HIV感 染 症 に 対 し て 感 受 性 は な い 。 最 初 に 感 染 し た 細 胞 は 、 膣 お よ び
子 宮 膣 部 の 階 層 化 扁 平 上 皮 に お け る 常 在 DCで あ る ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 （ LC） で あ る 可 能 性
が あ る 。 ア カ ゲ ザ ル に 対 し て SIVを 膣 内 適 用 し た 初 期 の 研 究 か ら 、 最 も 初 期 の 感 染 細 胞 が T
細 胞 で あ る こ と （ Spira, AI.ら （ 1996） 、 J. Exp.Med. 183： 215～ 225； Zhang, Z.ら （ 19
99） 、 Science 286： 1353～ 1357） 。 調 べ た 最 も 初 期 の 時 点 は 感 染 後 24時 間 で あ り 、 そ の
時 点 で 活 性 化 お よ び 感 染 LCは 上 皮 の 外 に 遊 走 し て い る で あ ろ う と 示 唆 さ れ た 。 LCの 感 染 は
、 感 染 後 よ り 初 期 の 時 点 で 調 べ た 、 膣 に SIVを 曝 露 さ れ た ア カ ゲ ザ ル に お い て 示 さ れ て い
る （ Hu, J.ら （ 2000） 、 J. Virol. 74： 6087～ 6095） 。 LCは ま た 、 粘 膜 上 皮 に 関 す る ヒ ト
上 皮 吸 引 水 疱 モ デ ル に お け る 感 染 細 胞 で あ る （ Kawamura, T.ら （ 2000） 、 J. Exp. Med. 1
92： 1491～ 1500） 。 LCは ま た 、 そ の 突 起 が 粘 膜 表 面 に 広 が る 未 成 熟 DCで あ り 、 そ こ で そ れ
ら は HIV感 染 症 に 対 し て 近 づ き う る 。 そ れ ら は 、 外 部 の 環 境 の 試 料 を 採 取 し て 、 感 染 性 の
微 生 物 を 含 む 外 来 抗 原 を 取 り 込 む 上 皮 の 門 番 で あ る 。 そ れ ら は 、 細 胞 表 面 ウ イ ル ス を 不 活
化 さ せ る こ れ ら の 外 植 体 か ら の 細 胞 浮 遊 液 の ト リ プ シ ン 処 理 が 、 培 養 し た CD4+ T細 胞 芽 球
に お け る HIV産 生 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と か ら 、 HIVに 多 量 に 感 染 す る 。 そ の 上 、 こ れ ら の
培 養 物 か ら LCを 枯 渇 さ せ る と 、 HIV産 生 は 完 全 に 消 失 す る 。 LSは CCR5を 発 現 す る が 、 DC-SI
GNま た は CXCR4を 発 現 せ ず 、 皮 膚 水 疱 モ デ ル に お い て 、 LCの HIV感 染 は CCR5依 存 的 で あ る 。
こ れ は RANTESお よ び 抗 CCR5抗 体 に よ っ て 阻 害 さ れ る が 、 DC-SIGNま た は CXCR4を 遮 断 す る こ
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と に よ っ て 阻 害 さ れ な い 。 そ の 上 、 皮 膚 外 植 体 感 染 症 は 、 CXCR4共 受 容 体 を 用 い る ウ イ ル
ス 単 離 体 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び T細 胞 の よ う な 他 の HIV感 受 性 細 胞 は 、 上 皮 に は 存 在 せ ず 、 ほ と ん
ど の 場 合 感 染 し た LCか ら に 限 っ て 感 染 す る よ う に な る 。 い く つ か の 報 告 か ら 、 子 宮 頚 部 組
織 培 養 に お い て 、 T細 胞 が 急 速 に 直 接 感 染 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る が （ Collins, KB.ら
（ 2000） 、 Nat. Med. 6： 475～ 479） 、 こ れ ら の 結 果 は 、 現 在 で は 、 上 皮 の 完 全 性 の 喪 失
ま た は 生 検 標 本 周 囲 の 漏 出 の 人 為 的 な 結 末 で あ る と 考 え ら れ る （ Shattock, RJ.ら （ 2000
） 、 Nat. Med. 6： 607～ 608） 。 し か し 、 性 的 伝 幡 は 、 粘 膜 炎 症 、 お よ び 性 的 伝 幡 疾 患 と
の 同 時 感 染 が 存 在 す る 場 合 に は 大 き く 増 加 す る （ del Mar Pujades Rodriguez, M.ら （ 200
2） 、 AIDS 16： 451～ 462； Grosskurth, H.ら （ 2000） 、 Lancet 355： 1981～ 1987） 。 臓 器
培 養 に お け る T細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 も 同 様 に HIV感 染 症 を 増 強 す る 。 そ の 上 、 膣 の 炎 症
を 引 き 起 こ す 殺 精 子 剤 で あ る ノ ノ キ シ ノ ー ル -9を 膣 内 に 用 い る こ と は 、 イ ン ビ ト ロ で そ れ
が HIV感 染 症 を 阻 害 し て も 、 伝 幡 の リ ス ク の 増 加 に 関 連 す る （ van Damme, L.ら （ 2002） 、
Lancet 360： 971～ 977） 。 さ ら に 、 月 経 周 期 の 黄 体 期 に ま た は 外 因 性 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン に
よ り 起 こ る 膣 お よ び 子 宮 頚 部 上 皮 の 薄 化 は 、 SIV/SHIV膣 内 伝 幡 を 増 強 す る （ Marx, PA.ら
（ 1996） 、 Nat. Med. 2： 1084～ 1089； Smith, SM.ら （ 2000） 、 J. Infect. Dis. 182： 70
8～ 715） 。 同 時 感 染 、 炎 症 、 外 傷 、 ま た は プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よ っ て 、 上 皮 の 障 壁 は 、 破 壊
ま た は 薄 化 し て 、 お そ ら く 上 皮 下 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び T細 胞 の 直 接 感 染 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 伝 幡 の 予 防 は 、 流 行 を 制 御 す る た め の 最 善 の 望 み で あ る 。 有 効 な ワ ク チ ン が 存 在 し な い
場 合 、 性 的 伝 幡 を 予 防 す る た め の 殺 菌 剤 は 、 HIVの 伝 幡 の 制 御 に 実 質 的 に 貢 献 す る で あ ろ
う 。 HIVに 対 す る 殺 菌 剤 は 、 門 番 で あ る LCの 感 染 を 予 防 す る 必 要 が あ り 、 膣 ま た は 子 宮 頚
部 上 皮 の 炎 症 ま た は 破 壊 を 引 き 起 こ さ な い 。 理 想 的 に は 、 殺 菌 剤 は 、 上 皮 下 マ ク ロ フ ァ ー
ジ お よ び T細 胞 の 感 染 を 阻 害 す る 。 コ ン プ ラ イ ア ン ス は 殺 菌 剤 の 有 効 性 に 対 す る 主 要 な 障
害 で あ る こ と か ら 、 長 期 間 作 用 す る 物 質 は 、 性 交 の 直 前 に 適 用 す る 必 要 が あ る 物 質 と 比 較
し て 大 き い 長 所 を 有 す る 。 結 果 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な く と も 、 二 本 鎖 siRNAを マ
ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 活 性 化 Tリ ン パ 球 に 輸 送 す る こ と が で き 、 デ ノ ボ 感 染 の み な ら ず 既 に
感 染 し た 細 胞 に お け る ウ イ ル ス 複 製 を 阻 害 す る こ と が で き る 持 続 的 な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン
グ を 引 き 起 こ す こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 二 本 鎖 siRNAが 殺 菌 剤
に お け る 活 性 成 分 と し て 有 効 で あ る こ と を 示 し て い る 。 殺 菌 剤 に 関 す る 主 な 障 害 の 一 つ は
、 そ れ を 性 的 曝 露 の 直 前 に 用 い る と い う 必 要 条 件 で あ る 。 イ ン ビ ト ロ 実 験 は 、 導 入 さ れ た
二 本 鎖 siRNAに よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 状 態 が 数 週 間 持 続 し う る こ と を 示 し て い る こ
と か ら 、 siRNAに 基 づ く 殺 菌 剤 は 、 毎 回 の 性 交 前 に 適 用 す る 必 要 は な い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
二 本 鎖 siRNAの 有 効 な 輸 送
　 HIV感 染 の リ ス ク が あ る ま た は HIVに 感 染 し た 細 胞 へ の siRNAの 有 効 な 輸 送 は 、 疾 患 を 予
防 ま た は 治 療 す る た め に RNAiを 利 用 す る 場 合 の 主 な 障 壁 で あ る 。 現 在 の イ ン ビ ト ロ 輸 送 法
は 、 イ ン ビ ボ で の 使 用 に 容 易 に 適 合 さ れ な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 わ ず に 、 ウ イ ル ス の 伝 幡 そ の も の と 同 程 度 に 効 率 的 で あ る 輸
送 法 が 開 発 さ れ て い る 。 塩 基 性 ペ プ チ ド は 酸 性 の 核 酸 に 結 合 す る こ と か ら 、 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら を 塩 基 性 ペ プ チ ド と 混 合 す る こ と に よ っ て 細 胞 に 輸 送 す る
こ と が で き る （ Sandgren, S.ら （ 2002） 、 J. Biol. Chem. 277： 38877～ 38883） 。 siRNA
を 細 胞 に 導 入 す る た め に こ の 同 じ ア プ ロ ー チ が 用 い ら れ て い る 。 二 本 鎖 siRNAを 、 転 写 を
活 性 化 す る こ と な く 融 合 タ ン パ ク 質 を サ イ ト ゾ ル に 輸 送 す る こ と が 知 ら れ て い る HIV tat
に 由 来 す る 塩 基 性 ペ プ チ ド と 混 合 す る と 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が な く と も MDMに siRNAを
効 率 よ く 導 入 す る （ 図 3） 。 こ の 方 法 を 利 用 し て 、 活 性 化 T細 胞 の 50％ が 形 質 導 入 さ れ て い
る 。 ペ プ チ ド siRNA二 本 鎖 を マ ウ ス に イ ン ビ ボ で 腹 腔 内 注 射 す る と 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 30
～ 50％ の 形 質 導 入 に 成 功 し た 。
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【 ０ １ ４ ４ 】
小 さ い ヘ ア ピ ン RNAを コ ー ド す る レ ン チ ウ イ ル ス に よ る 感 染 に よ る 初 代 培 養 細 胞 に お け る H
IV複 製 の サ イ レ ン シ ン グ
　 小 さ い 改 変 RNAは 、 殺 菌 剤 と し て 用 い る た め に 好 ま し い が 、 他 の siRNA輸 送 戦 略 が 調 べ ら
れ て い る 。 こ れ ら の 戦 略 は 、 細 胞 内 の ダ イ サ ー に よ っ て siRNAに 処 理 さ れ る 小 さ い ヘ ア ピ
ン RNA（ shRNA） を 発 現 す る 自 己 不 活 化 レ ン チ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 利 用 す る 。 こ れ ら の レ
ン チ ウ イ ル ス は 、 細 胞 の 染 色 体 へ の レ ン チ ウ イ ル ス の 組 込 み 後 に 安 定 な 抗 ウ イ ル ス 状 態 を
作 製 す る 能 力 を 提 供 す る （ Qin, XF.ら （ 2003） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100： 183
～ 188； Stewart, SA.ら （ 2003） 、 RNA 9： 493～ 501） 。 自 己 不 活 化 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー に お い て 、 HIV特 異 的 shRNAを 産 生 す る た め に 、 LTR、 rev、 gagお よ び vif遺 伝 子 に お け る
HIV配 列 を 標 的 と す る 配 列 を 、 HIV共 受 容 体 CCR5を 標 的 と す る 配 列 と 共 に 挿 入 し た 。 こ れ ら
の shRNAレ ン チ ウ イ ル ス の 全 て を 感 染 さ せ た 初 代 培 養 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 HIV感 染
症 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る （ 図 4） 。 さ ら に 、 CD34 + 造 血 幹 細 胞 に こ れ ら の レ ン チ ウ イ ル ス を
感 染 さ せ て 、 イ ン ビ ト ロ で マ ク ロ フ ァ ー ジ に 分 化 さ せ る と 、 そ れ ら は HIV感 染 症 に 対 し て
抵 抗 性 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 、 女 性 性 器 粘 膜 に お け る 二 本 鎖 siRNAに よ る CCR5
を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の イ ン ビ ト ロ 輸 送 戦 略 の 最 適 化
　 イ ン ビ ボ で siRNAを 治 療 的 に 利 用 す る た め に 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 富 む 生 体 液 お よ び 組 織 に
お い て 生 存 す る た め に 必 要 な siRNAは 、 好 ま し い 半 減 期 を 有 し 、 機 能 的 状 態 で 細 胞 に 輸 送
さ れ る 。 静 脈 内 注 射 後 の 非 改 変 二 本 鎖 siRNAの 半 減 期 は 、 材 料 の ほ と ん ど が 腎 臓 に よ っ て
急 速 に 排 泄 さ れ る こ と か ら 、 数 秒 間 で 測 定 さ れ る 。 こ の 短 い 血 清 半 減 期 は 、 殺 菌 剤 と し て
局 所 使 用 す る 場 合 に は さ ほ ど 問 題 と は な ら な い 可 能 性 が あ る が 、 膣 に お け る 短 い 半 減 期 は
、 有 効 な 輸 送 を 妨 害 す る で あ ろ う 。 そ の 上 、 非 改 変 の 裸 の 二 本 鎖 siRNAは 、 そ の 貪 食 特 性
に も か か わ ら ず 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ま た は 他 の 特 殊 な 輸 送 法 が な け れ ば 、 イ ン ビ
ト ロ で マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は 単 球 由 来 DCに よ っ て 効 率 よ く 取 り 込 ま れ な い （ 図 3） 。 上 皮 L
Cは 、 培 養 DCよ り 未 成 熟 で あ っ て 、 よ り 貪 食 性 が 高 い が 、 そ れ ら が 輸 送 法 を 用 い な く と も
効 率 よ く 形 質 導 入 さ れ る 可 能 性 は 低 い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
イ ン ビ ト ロ で CCR5を サ イ レ ン シ ン グ す る マ ウ ス siRNAの 同 定
　 マ ウ ス 造 血 細 胞 に お い て CCR5発 現 を 標 的 と す る siRNAを 開 発 す る 。 CCR5は 、 そ れ が HIVの
性 的 伝 幡 に 関 与 す る 共 受 容 体 で あ る こ と 、 な ら び に CCR5は 、 機 能 的 CCR5を 欠 損 す る △ 32変
異 を 有 す る 人 が 、 免 疫 学 的 に コ ン ピ テ ン ト で あ る こ と か ら 非 必 須 遺 伝 子 で あ る と 見 な さ れ
て い る こ と か ら 、 こ れ を 宿 主 標 的 と し て 選 択 す る （ Kawamura, T.ら （ 2003） 、 Proc. Natl
. Acad. Sci. USA投 稿 中 ） 。 Tuschlの ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 マ ウ ス CCR5を 標 的 と す る 候
補 二 本 鎖 siRNAを 同 定 し て 合 成 す る （ Elbashir, SM.ら （ 2002） 、 Methods 26： 199～ 213）
。 好 ま し く は 、 AA（ ま た は よ り 好 ま し い も の で は な い が NA） の 後 に 19ヌ ク レ オ チ ド が 続 き
、 そ の 後 TTが 続 く 配 列 （ 最 後 の 特 徴 は 選 択 的 で あ る ） を 選 択 す る 。 候 補 配 列 は ま た 、 GC含
有 量 が 35～ 70％ で あ り 、 ATG開 始 部 位 か ら 下 流 に 少 な く と も 75ヌ ク レ オ チ ド で な け れ ば な
ら な い 。 最 終 的 な 特 徴 は 、 そ の 配 列 が 例 え ば blast検 索 に 基 づ い て 他 の 任 意 の 遺 伝 子 と の
相 同 性 を 欠 損 す る こ と で あ る 。 Tuschlの ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る と 、 配 列 の 大 多 数 は 有 効 に
サ イ レ ン シ ン グ す る ； 試 行 配 列 4個 の う ち 、 異 な る 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 標 的 10個 を 標 的 と
す る 100％ 成 功 率 が 得 ら れ て い る （ Novina, C.Dら （ 2002） 、 Nat. Med. 8： 681～ 686； Son
g, E.ら （ 2003） 、 J. Virol. 77： 7174～ 7181； Song, E.ら （ 2003） 、 Nat. Med. 9： 347
～ 351； Fan, Z.ら （ 2003） 、 Cell 112： 659～ 672； Fan, Z.ら （ 2003） 、 Nat. Immunol. 4
： 145～ 153） 。 NCBI参 照 配 列 NM_009917（ GI番 号 ： 31542355、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る ； 配 列 番 号 ： 11） に 、 基 づ い て タ ー ゲ テ ィ ン グ に 関 し て 四 つ の 候 補 マ ウ ス CCR5
配 列 が 同 定 さ れ て い る ：
（ 1） 開 始 コ ド ン 450位 、 セ ン ス ：
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； ア ン チ セ ン ス ：
　
　
；
（ 2） 開 始 コ ド ン 823位 、 セ ン ス ：
　
　
； ア ン チ セ ン ス ：
　
　
；
（ 3） 開 始 コ ド ン 958位 、 セ ン ス ：
　
　
； ア ン チ セ ン ス ：
　
　
；
（ 4） 開 始 コ ド ン 992位 、 セ ン ス ：
　
　
； ア ン チ セ ン ス ：
　
　
。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 二 本 鎖 siRNAは 、 商 業 的 に 合 成 さ れ （ ダ ー マ コ ン ） 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 脱
保 護 さ れ て ア ニ ー ル し て 、 記 述 の よ う に オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン を 用 い て マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー
ジ 細 胞 株 RAW 264,7を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 試 験 す る （ Novina,
 C.Dら （ 2002） 、 Nat.Med 8： 681～ 686； Song, E.ら （ 2003） 、 J. Virol. 77： 7174～ 718
1； Song, E.ら （ 2003） 、 Nat. Med. 9： 347～ 351） 。 対 照 細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す
る か 、 ま た は 無 関 係 な 対 照 siRNA（ ス ク ラ ン ブ ル ま た は GFP） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 、 FITC標 識 対 照 siRNAに よ っ て 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ウ
ェ ル に お い て 確 認 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 2日 後 、 PE結 合 マ ウ ス CCR5抗 体 C34-3448
（ フ ァ ー ミ ン ゲ ン ） を 用 い て 、 サ イ レ ン シ ン グ を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ っ て 評 価
す る 。 CCR5発 現 を 少 な く と も 60％ サ イ レ ン シ ン グ す る siRNAの そ れ ぞ れ に 関 し て 、 サ イ レ
ン シ ン グ の 速 度 論 を 分 析 す る 。 次 に 、 RAW264.7細 胞 に お い て サ イ レ ン シ ン グ す る siRNAを
、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ （ 接 着 BALB/c脾 細 胞 由 来 ） お よ び 骨 髄 由 来
樹 状 細 胞 （ Feng, H.ら （ 2001） 、 Blood 97： 3505～ 3512； Feng, H.ら （ 2002） 、 Blood 10
0： 4108～ 4115； Feng, H.ら （ 2003） 、 Blood 101： 245～ 252119-121に 記 述 さ れ る よ う に B
ALB/cマ ウ ス の 大 腿 骨 か ら 調 製 ） に お け る CCR5の サ イ レ ン シ ン グ に 関 し て 調 べ る 。 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 、 非 サ イ レ ン シ ン グ 系 列 特 異 的 マ ー カ ー （ そ れ ぞ れ 、 CD14お よ び CD
11c） と 共 に 、 CD80お よ び CD86の よ う な こ れ ら の 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 他 の 細 胞 表 面 マ ー カ
ー に 関 す る 同 時 染 色 に よ っ て 、 サ イ レ ン シ ン グ し た 遺 伝 子 CCR5の 発 現 を 比 較 す る で あ ろ う
。 標 的 mRNAの 切 断 お よ び サ イ レ ン シ ン グ の 特 異 性 は 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 6個 お よ び ハ ウ ス
キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 2個 に 関 す る mRNAを 同 時 に 分 析 す る （ Alkhatib, G.ら （ 1996） 、 Science
 272： 1955～ 1958） mCR-5多 プ ロ ー ブ 鋳 型 セ ッ ト （ フ ァ ー ミ ン ゲ ン ） を 用 い て 、 siRNAト ラ
ン ス フ ェ ク ト な ら び に 対 照 処 置 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び DCか ら 調 製 し た RNAを 用 い て 、 RNア
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ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ （ RPA） に よ っ て 有 効 な CCR5 siRNAに 関 し て 確 認 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 siRNAの 輸 送 が マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び ／ ま た は DCに お い て 成 功 す れ ば 、 休 止 期 ま た は con
Aに よ っ て 活 性 化 さ れ て い る の い ず れ か で あ る ナ イ ロ ン ウ ー ル 分 離 脾 臓 T細 胞 を 標 的 と し て
用 い て 類 似 の 分 析 を 行 う 。 tatペ プ チ ド に よ る T細 胞 の 形 質 導 入 が 、 Cy5-標 識 siRNAに よ る
活 性 化 ヒ ト PBMC-由 来 T細 胞 の 形 質 導 入 頻 度 50％ を 生 じ る こ と が 実 験 か ら 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
改 変 siRNAを 用 い て イ ン ビ ト ロ で マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 DC、 お よ び T細 胞 に お け る CCR5の
輸 送 お よ び サ イ レ ン シ ン グ
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス DCに お い て 非 改 変 siRNAと し て 最 も 強 く 最 も 持 続 が 長 い サ
イ レ ン シ ン グ を 生 じ る 抗 CCR5 siRNA 2個 を 、 先 に 同 定 さ れ た よ う に 安 定 性 お よ び 輸 送 を 増
強 す る た め の さ ら な る 改 変 の た め に 選 択 す る 。 こ れ ら の 戦 略 の そ れ ぞ れ を 、 RAW 264.7細
胞 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 分 析 し た 後 、 非 改 変 siRNAに 関 し て 先 に 記 述 し た よ う に 接 着 単 球
、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 骨 髄 由 来 DCに よ る 分 析 を 行 う 。 戦 略 が 異 な れ ば 細 胞 の 状
態 に 応 じ て 異 な る 作 用 を 有 す る 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 活 性 化 お よ び 分 化 の 様 々 な 段 階 で
の こ れ ら の 細 胞 に お け る 形 質 導 入 お よ び サ イ レ ン シ ン グ を 評 価 す る 。 速 度 論 お よ び 用 量 反
応 実 験 に よ っ て 、 サ イ レ ン シ ン グ の 強 度 お よ び 持 続 に 関 し て 異 な る 輸 送 お よ び サ イ レ ン シ
ン グ 戦 略 の あ い だ で 定 量 的 比 較 を 行 う こ と が で き る 。 形 質 導 入 効 率 は 、 セ ン ス 鎖 の 5'末 端
が 利 用 可 能 で あ る そ れ ら の 構 築 物 に 関 し て 、 組 み 入 れ ら れ た Cy5-標 識 siRNAの 平 均 蛍 光 強
度 （ MFI） を 検 出 お よ び 定 量 す る た め に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 分 析 す る 。 siRNAの
蛍 光 標 識 が 実 現 可 能 で は な い 場 合 （ 5'末 端 が 改 変 さ れ て い る た め に ） 、 形 質 導 入 効 率 は フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る CCR5の サ イ レ ン シ ン グ を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 し て 、 イ ム
ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 確 認 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 そ れ が 細 胞 毎 の 情 報 を 提 供 し て
、 全 て の 細 胞 に お け る 無 効 な 輸 送 （ す な わ ち 、 サ イ レ ン シ ン グ お よ び 非 サ イ レ ン シ ン グ 細
胞 の 異 な る 集 団 を 区 別 す る こ と に よ っ て ） お よ び 無 効 な サ イ レ ン シ ン グ を 区 別 す る こ と が
で き る こ と か ら 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト よ り 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 （ 1） ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 お よ び イ ン ビ ボ 半 減 期 の 増 強 、 な ら び に （ 2） マ ク ロ フ ァ ー ジ
、 DC、 お よ び T細 胞 へ の 輸 送 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 、 を 得 る た め に 多 く の siRNA改 変 戦 略 が 評 価
さ れ て い る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 siRNAは 、 2'-O-Me基 に 置 換 す る こ と 、 3'お よ び 5'末 端 を
逆 方 向 3'-3'-デ オ キ シ 塩 基 性 糖 に よ っ て 保 護 す る こ と 、 お よ び い く つ か の 残 基 の あ い だ に
ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 を 付 加 す る こ と （ Usman, N. and Blatt, LM. （ 2000） 、 J. Clin
. Invest. 106： 1197～ 1202） に よ っ て 、 い く つ か の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 糖 の 2'-OHを 改 変
す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 改 変 は 、 静 脈 内 ま た は 皮 下 輸 送 後 に 任
意 の 既 知 の 毒 性 を 示 す こ と な く 、 イ ン ビ ト ロ サ イ レ ン シ ン グ を 妨 害 す る こ と な く 、 イ ン ビ
ボ 半 減 期 を 増 加 さ せ る 。 そ の 上 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 の 5'ま た は 3'末 端 は ま た
、 静 脈 内 半 減 期 を さ ら に 増 強 す る た め 、 ま た は 細 胞 特 異 的 標 的 化 輸 送 を 提 供 す る た め に 、
他 の 化 学 部 分 （ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な ） に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 セ ン ス 鎖
の 改 変 は 、 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ を 妨 害 し な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 siRNAの マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び T細 胞 へ の 効 率 的 な 輸 送 を 得 る た め に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン を 行 わ な い こ と は 、 siRNAを 塩 基 性 の tatペ プ チ ド （ 例 え ば 、 残 基 49～ 57位 ：
　
　
） と 混 合 す る こ と に よ っ て 得 ら れ て い る 。 tatペ プ チ ド 対 siRNAの 最 適 な 比 率 を 決 定 し て 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Antennapedia遺 伝 子 （ 残 基 43～ 58位 ； 配 列 番 号 ： 20） の も う 一 つ の 塩 基
性 ペ プ チ ド と 比 較 す る （ Prochiantz, A.（ 1996） 、 Curr. Opin. Neurobiol. 6： 629～ 634
； Moy, P.ら 、 （ 1996） 、 Molecular Biotechnology 6： 105～ 113； Kim, DT.ら （ 1997） 、
J. Immunol. 159： 1666～ 1668； Suzuki, T.ら （ 2002） 、 J. Biol. Chem. 277： 2437～ 244
3） 。 輸 送 お よ び サ イ レ ン シ ン グ を 、 ペ プ チ ド と siRNAの 混 合 物 と 、 共 有 結 合 し た ペ プ チ ド
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セ ン ス 鎖 と の あ い だ で 比 較 す る 。 セ ン ス 鎖 の 5'末 端 で の 活 性 化 チ オ ー ル を 、 陽 イ オ ン ペ プ
チ ド の C-末 端 に 付 加 し た シ ス テ イ ン 残 基 に 共 有 結 合 さ せ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド を 通 し て の
イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 を 迂 回 し て 、 し た が っ て 苛 酷 な ラ イ
ソ ゾ ー ム 環 境 に お け る 分 解 の 危 険 性 が 弱 ま る 。 そ の 上 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を Antennapediaペ プ チ ド に 共 役 さ せ る と 、 生 物 学 的 有 効 性 の た め に 必 要 な 濃 度 が 1000倍 低
下 す る （ Allinquant, B.ら （ 1995） 、 J.Cell Biol. 128： 919～ 927） 。 最 近 の 研 究 に よ っ
て 、 様 々 亜 な 細 胞 株 に siRNAを 輸 送 す る た め に HIV gp41の 融 合 ド メ イ ン に 由 来 す る ペ プ チ
ド （ MPG） を 用 い る こ の ア プ ロ ー チ の 実 現 可 能 性 が 証 明 さ れ て い る （ Simeoni, F.ら （ 2003
） 、 Nucleic Acids. Res. 31： 2717～ 2724） 。 こ の ペ プ チ ド は 、 そ れ が siRNAを 輸 送 す る
の み な ら ず 、 同 時 に ウ イ ル ス 侵 入 を 遮 断 す る た め の HIV融 合 体 阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ と
か ら 、 HIV抗 菌 剤 の 目 的 に 関 し て 特 に 魅 力 的 で あ る 。 し た が っ て 、 他 の ペ プ チ ド -siRNA対
に よ る HIV感 染 症 の 遮 断 に お け る MPG-siRNAの 活 性 を 比 較 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 DCお よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 特 異 的 に 標 的 と す る い く つ か の 戦 略 を 、 環 境 の 試 料 を 絶 え ず
採 取 し て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に お け る 陰 イ オ ン ポ リ マ ー お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS
） の 取 り 込 み の た め の 特 異 的 受 容 体 を 有 す る 、 と い う こ れ ら の 細 胞 の 独 自 の 特 性 を 利 用 し
て 調 べ る 。 可 溶 性 siRNAの 取 り 込 み 効 率 を 、 異 な る 脂 質 対 siRNA比 を 用 い て 、 リ ポ ソ ー ム に
パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た siRNAの 効 率 と 比 較 す る 。 リ ポ ソ ー ム 組 成 物 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス
細 胞 の 認 識 お よ び 貪 食 の た め に 用 い ら れ る PS受 容 体 を 通 し て の 取 り 込 み を 増 強 す る た め に
、 様 々 な 濃 度 の PSを 組 み 入 れ る よ う に 改 変 さ れ る （ Fadok, VA.ら （ 2000） 、 Nature 405：
85～ 90； Fadok, VA. and Chimini, G.（ 2001） 、 Semin. Immunol. 13： 365～ 372； Hoffma
n, PR.ら （ 2001） 、 J. Cell. Biol. 155： 649～ 659； Huynh, ML.ら （ 2002） 、 J. Clin. I
nvest. 109： 41～ 50） 。 リ ポ ソ ー ム を 作 製 す る た め に 、 燐 脂 質 の ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー
ル （ 90： 10） 溶 液 を 窒 素 下 で 乾 燥 さ せ て 、 二 本 鎖 Cy5-標 識 siRNAの 様 々 な 濃 度 を 含 む PBSに
再 浮 遊 さ せ て 、 4℃ で 3時 間 超 音 波 処 理 す る 。 播 種 し た MDM（ ～ 10 5 個 /ウ ェ ル ） に リ ポ ソ ー
ム を 約 1 μ M/ウ ェ ル で 加 え て 1時 間 振 と う さ せ る （ Huynh, ML.ら （ 2002） 、 J. Clin. Inve
st. 109： 41～ 50） 。 一 晩 培 養 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 決 定 し て 、 エ ピ 蛍 光 顕 微
鏡 に よ っ て 洗 浄 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 定 量 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 条
件 は 、 PS/ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） の 比 、 脂 質 /siRNAの 比 、 お よ び 添 加 し た 脂 質 量 ／
細 胞 105個 に 関 し て 最 適 化 す る 。 PSリ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と は 、 PS受 容 体 に よ る マ ク ロ フ
ァ ー ジ の 抱 き 込 み が 、 TGF-β 1分 泌 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 抗 炎 症 反 応 を 促 進 す る こ と
か ら 特 に 適 し て い る （ Huynh, ML.ら （ 2002） 、 J. Clin. Invest. 109： 41～ 50） 。 し た が
っ て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 成 功 す れ ば 、 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が サ
イ レ ン シ ン グ さ れ る の み な ら ず 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る よ
う に 誘 導 さ れ る で あ ろ う 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ ス キ ャ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 を 通 し て の 取 り 込 み を
増 強 す る た め に 、 長 さ が 5～ 10ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ Gテ ー ル を siRNAの セ ン ス 鎖 の 5'末 端 に
付 加 す る こ と を 含 む も う 一 つ の 改 変 を 評 価 す る （ Srividya, S.ら （ 2000） 、 Biochem. Bio
phys. Res. Commun. 268： 772～ 777） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
マ ウ ス に お け る 改 変 siRNAの イ ン ビ ボ 輸 送
　 上 記 の よ う に イ ン ビ ト ロ で DCに 最 も 良 好 に 輸 送 さ れ た 改 変 siRNAを 、 雌 性 マ ウ ス に お け
る さ ら な る 試 験 の た め に 用 い る 。 改 変 siRNA（ CCR5を 標 的 と し な い 非 改 変 siRNAお よ び 対 照
siRNAと 共 に ） を 、 吸 収 を 増 加 さ せ る た め に 5～ 10分 間 腹 臥 で 維 持 し た 麻 酔 雌 性 マ ウ ス の 膣
に 導 入 す る 。 siRNAは 、 PBSお よ び ／ ま た は KYゼ リ ー ま た は 殺 精 子 剤 を 含 む ノ ノ キ シ ノ ー ル
-9の よ う な 様 々 な ヒ ト 膣 産 物 と 混 合 し て ～ 50 μ g/200 μ lの 濃 度 で 投 与 す る か 、 ま た は 上
記 の よ う に リ ポ ソ ー ム と 共 に 乳 化 す る 。 オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン も 同 様 に 、 効 率 的 な イ ン ビ ボ
輸 送 の た め に 評 価 す る 。 さ ら に 、 局 所 輸 送 が 増 強 さ れ る か 否 か を 決 定 す る た め に 膣 に ワ セ
リ ン を 詰 め て 分 析 す る 。 Cy5-標 識 siRNAに よ る こ れ ら の 実 験 に 関 し て 、 骨 髄 細 胞 -GFP-ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い る （ Faust, N.ら （ 2000） 、 Blood 96： 719～ 726） 。 こ れ ら
の マ ウ ス に お い て 、 GFPは 、 全 て の 骨 髄 細 胞 に お い て ラ イ ソ ゾ ー ム プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現
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さ れ 、 こ れ に よ っ て HIV伝 幡 に 関 し て 特 に 対 象 と な る 細 胞 で あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 骨
髄 DCへ の 輸 送 を エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 膣 処 置 の 後 に ど の 細 胞 が 形 質 導 入 さ れ た か 否 か を 決 定 す る た め に 、 マ ウ ス を 1お よ び 2日
後 に 屠 殺 し て 、 子 宮 、 子 宮 頚 部 お よ び 膣 、 な ら び に 排 液 リ ン パ 節 （ 遊 走 LCを 検 出 す る た め
） の 解 剖 標 本 か ら 得 た 組 織 切 片 の 場 合 は 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 、 お よ び 細 胞 浮 遊 液 の 場 合 は
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て Cy5-標 識 siRNAお よ び CCR5発 現 に 関 し て 分 析 す る 。 組 織 学
的 分 析 に 関 し て 、 還 流 後 、 解 剖 し た 臓 器 を OCT培 地 に 抱 埋 し て 液 体 窒 素 中 で 瞬 間 凍 結 す る
。 上 皮 完 全 性 の 破 壊 、 炎 症 性 の 浸 潤 、 ま た は 細 胞 の 壊 死 ／ ア ポ ト ー シ ス の よ う な イ ン ビ ボ
毒 性 の 兆 候 を 記 入 す る 。 切 片 を 固 定 し て 、 CCR5に 関 し て 染 色 す る と 共 に 、 ど の 細 胞 が 有 効
ま た は 無 効 に 形 質 導 入 さ れ た か 否 か を 決 定 す る た め に 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト （ ケ ラ チ ン ） 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ （ CD14） 、 お よ び DC（ CD11cお よ び MIDC-8） を 同 定 す る た め の 細 胞 特 異 的 マ
ー カ ー 、 お よ び ／ ま た は CD40、 CD80、 お よ び CD86の よ う な 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ と DCの 双 方 に
お い て 発 現 さ れ て 、 成 熟 後 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る マ ー カ ー に 関 し て 染 色 す る 。 当 業
者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る 、 小 さ い RNAの シ グ ナ ル を 最 も よ く 保 存 す る 固 定 法 を 選 択 す
る 。 ア レ ク サ 結 合 二 次 抗 体 を 用 い て 蛍 光 強 度 を 最 適 化 す る 。 Tiサ フ ァ イ ア ツ ナ ミ レ ー ザ ー
（ ス ペ ク ト ラ -フ ィ ジ ッ ク ス （ Spectra-Physics） ） に よ っ て 増 強 し た 多 光 子 バ イ オ ラ ッ ド
放 射 輝 度 2000レ ー ザ ー ス キ ャ ン 顕 微 鏡 （ オ リ ン パ ス BX50WI） を 用 い て 組 織 切 片 を 分 析 す る
。 定 量 は 、 レ ー ザ ー シ ャ ー プ 3.2画 像 獲 得 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う 。 組
織 切 片 は ま た 、 FITC-標 識 CCR5オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 特 異 的 mRNAに 関 し て 分 析 し て 、 記 述 の よ う に エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡
に よ っ て 分 析 す る （ Song, E.ら （ 2003） 、 J. Virol. 77： 7174～ 7181） 。 個 々 の 細 胞 は 、
上 記 の よ う に 、 テ キ サ ス レ ッ ド -Xフ ァ ロ イ ジ ン ま た は 細 胞 タ イ プ 特 異 的 抗 体 に よ っ て 対 比
染 色 す る こ と に よ っ て 同 定 す る 。 タ ン パ ク 質 発 現 の 蛍 光 分 析 お よ び 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ
の 転 写 後 メ カ ニ ズ ム は 、 組 織 お よ び 選 択 さ れ た 精 製 細 胞 タ イ プ か ら 単 離 さ れ た RNAの ノ ザ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 行 い 、 CCR5 mRNAお よ び siRNAに 関 し て プ ロ ー ビ ン グ す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 組 織 染 色 実 験 を 補 則 す る た め に 、 異 な る 細 胞 タ イ プ に お け る サ イ レ ン シ ン グ の 差 を 同 定
す る た め に 、 単 細 胞 浮 遊 液 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 分 析 す る
。 エ ン ド ト キ シ ン を 含 ま な い コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び DNア ー ゼ を 用 い て 、 単 細 胞 浮 遊 液 を 、 個
々 に 採 取 し た 組 織 の そ れ ぞ れ か ら 調 製 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て CCR5発 現 に 関
し て 分 析 す る 。 mRNAの 正 確 な 定 量 が 必 要 で あ る 場 合 、 リ ア ル タ イ ム PCRプ ロ ト コ ー ル を 開
発 し て 、 こ れ を 用 い て 免 疫 磁 気 的 に 選 択 し た 細 胞 集 団 に お い て CCR5 mRNAを 分 析 す る 。 改
変 し た ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い て 、 特 定 の 細 胞 集 団 に お け る siRNAの 発 現 を 分 析 す る 。 単 離
の 際 の siRNAの 損 失 を 回 避 す る た め に 、 ト リ ゾ ー ル 精 製 siRNAを 沈 降 さ せ て 、 70％ エ タ ノ ー
ル 中 で 洗 浄 し て 、 空 気 乾 燥 さ せ て 、 15％ TBE-尿 素 ゲ ル に お い て 分 析 し て 、 siRNAの セ ン ス
鎖 を コ ー ド す る 末 端 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て プ ロ ー ビ ン グ す る （ Song, E.ら （ 20
03） 、 J. Virol. 77： 7174～ 7181） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 細 胞 タ イ プ も し く は 組 織 間 、 ま た は 発 達 の 際 の 異 な る 細 胞 間 で の 輸 送 ま た は サ イ レ ン シ
ン グ の 差 （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に お け る 平 均 蛍 光 強 度 に よ っ て 、 ま た は イ ム ノ ブ ロ ッ ト
も し く は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト の 密 度 ／ 燐 造 影 分 析 に よ っ て 定 量 ） を 、 ス チ ュ ー デ ン ト の t-検 定
に よ っ て 統 計 学 的 有 意 差 に 関 し て 分 析 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
ヒ ト 膣 上 皮 の ヒ ト 皮 膚 水 疱 モ デ ル に お け る CCR5を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の siRNA輸 送 戦
略
　 殺 菌 剤 と し て 用 い る た め に イ ン ビ ト ロ で siRNAの 輸 送 を 評 価 す る モ デ ル 系 は 、 ヒ ト 膣 上
皮 皮 膚 水 疱 モ デ ル で あ る （ Kawamura, T.ら （ 2000） 、 J. Exp. Med. 192： 1491～ 1500） 。
こ の モ デ ル に お い て 、 清 浄 し た 皮 膚 に 吸 引 水 疱 を 作 製 し 、 こ れ は ラ ミ ナ ル シ ダ （ lamina l
ucida） を 分 割 し て 上 皮 の み を 含 み 、 直 接 伝 幡 に 関 与 す る ケ ラ チ ノ サ イ ト お よ び LCか ら な
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る 。 こ れ ら の 未 成 熟 な LCは 、 膣 ま た は 子 宮 頚 部 DCの 特 性 を 有 し 、 イ ン ビ ボ で LCの よ う に 成
熟 し て 組 織 か ら 遊 走 す る こ と が で き る 。 上 皮 を 殺 菌 剤 お よ び ／ ま た は ウ イ ル ス に よ っ て 一
定 方 向 に 処 置 し て イ ン サ イ チ ュ ー で 分 析 す る 、 こ の モ デ ル は 、 LCを 「 成 熟 さ せ る 」 た め に
ほ と ん ど 操 作 を 必 要 と せ ず 、 伝 幡 の パ ラ メ ー タ を 模 倣 す る こ と が 確 認 さ れ て い る こ と か ら
都 合 が よ い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ヒ ト 吸 引 水 疱 外 植 体 モ デ ル 、 NCI98を 用 い て 、 無 傷 の 上 皮 に お け る siRNAの 輸 送 お よ び イ
ン サ イ チ ュ ー で の LCの 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 評 価 す る 。 こ れ ら の 実 験 は 、 裸 の RNA二 本
鎖 、 化 学 修 飾 二 本 鎖 、 お よ び ／ ま た は 輸 送 媒 体 と 混 合 し た 二 本 鎖 で あ る siRNAを 用 い て 行
う 。 試 料 の 変 動 を 減 少 さ せ る た め に 、 CCR5発 現 ま た は 共 受 容 体 活 性 に お け る 差 を 最 小 限 に
す る た め に （ Kawamura, T.ら （ 2003） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 投 稿 中 ） 、 △ 32 C
CR5変 異 を 欠 損 し て （ a-2359A/G一 塩 基 多 型 （ SNP） ） 、 野 生 型 CCR5プ ロ モ ー タ ー に 関 し て
ホ モ 接 合 で あ る ド ナ ー を 選 択 す る 。 上 皮 の ラ ミ ナ ル シ ダ を 通 し て の 水 疱 形 成 は 、 記 述 さ れ
る よ う に 健 康 な ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア の 前 部 太 腿 の 毛 を 剃 っ て 清 浄 に し た 皮 膚 に 適 用 し た 熱 お
よ び 真 空 吸 引 に よ っ て 誘 導 さ れ る （ Kawamura, Tら （ 2000） 、 J. Exp. Med. 192： 1491～ 1
500） 。 こ れ ら の 上 皮 シ ー ト は 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト お よ び LCを 含 む が 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ
び T細 胞 を 欠 損 す る 。 直 径 ～ 1 cm（ 水 疱 20個 ／ ド ナ ー ） の 水 疱 の 上 部 を は さ み で 無 菌 的 に
切 除 し て 、 PBSに よ っ て 軽 く 洗 浄 し て 角 質 層 の 面 を 下 に し て （ イ ン ビ ボ に お け る 薬 剤 適 用
を 模 倣 す る た め ） 、 裸 の 、 改 変 、 ま た は 輸 送 用 に 調 製 さ れ た siRNAを 含 む 水 滴 50 μ lに 接
触 さ せ て 置 く 。 反 対 方 向 の 水 疱 （ 基 底 上 皮 面 を 下 に し た ） へ の 輸 送 効 果 も 同 様 に 比 較 す る
。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 全 て の 候 補 と な る ヒ ト 輸 送 用 siRNA調 製 物 を 、 イ ン ビ ト ロ で MDMお よ び 単 球 由 来 樹 状 細 胞
（ MDDC） の 輸 送 、 サ イ レ ン シ ン グ 、 お よ び HIV B a l 感 染 症 か ら の 保 護 に 関 し て 評 価 す る 。 MD
Mは 、 健 常 な ド ナ ー PBMCを 24ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 2× 10 6 個 /ウ ェ ル で 37℃ で 2時 間 播 種
し た 後 に 発 生 す る 接 着 細 胞 で あ る 。 MDMを 洗 浄 し て 、 1 μ M改 変 siRNAと 共 に 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 さ ら に 、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び MDDCを 、 500 U/ml IL4お よ び ／ ま た は
TNF-α の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 20％ ヒ ト AB血 清 お よ び 5 ng/ml GM-CSFを 含 む 培 地 に お い
て 7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 調 製 す る （ Friedman, RS.ら （ 2000） 、 J. Virol
. 74： 9987～ 9993） 。 IL-4を 添 加 す る と 、 DC様 特 性 を 有 す る 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る が 、
TNF-α は 、 さ ら な る 成 熟 シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 非 炎 症 上 皮 に お け る 上 皮
LCよ り 成 熟 し て い る が 、 活 性 化 細 胞 は 炎 症 し た 性 器 組 織 に 存 在 す る 。 こ れ ら の 実 験 は 、 輸
送 法 の い く つ か に 対 す る 感 受 性 が 異 な る 可 能 性 が あ る 、 異 な る 分 化 状 態 の マ ク ロ フ ァ ー ジ
お よ び DCへ の 本 発 明 の 輸 送 法 を 調 べ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 塩 基 性 ペ プ チ ド に よ る siRNA輸
送 は 、 GM-CSF活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 有 効 で あ る が （ 図 3） 、 GM-CSF＋ IL-4処 置 MDC
Cに お い て は 有 効 で は な か っ た 。 そ れ ぞ れ の 構 築 物 に 関 し て 、 イ ン ビ ト ロ で サ イ レ ン シ ン
グ す る こ と が 知 ら れ て い る 非 改 変 CCR5二 本 鎖 siRNAを 、 ス ク ラ ン ブ ル siRNAお よ び ／ ま た は
対 照 siRNAと 比 較 す る 。 siRNAは 、 CCR5を サ イ レ ン シ ン グ し て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の HIV感 染
を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る ヒ ト CCR5標 的 配 列 に 基 づ い て 合 成 さ れ る
　
　
　
　
　
（ Song, E.ら （ 2003） 、 J. Virol. 77： 7174～ 7181） 。 安 定 性 ま た は 細 胞 内 輸 送 を 増 強 す
る た め に 、 上 記 の よ う に 末 端 ま た は 糖 部 分 で の 改 変 に よ っ て 改 変 さ れ た CCR5 siRNAを 利 用
し て も よ い 。 siRNAは 、 個 々 の 細 胞 浮 遊 液 （ siRNA処 置 後 の ト リ プ シ ン 処 置 に よ っ て 調 製 ）
の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ま た は 蛍 光 顕 微 鏡 に よ る 細 胞 内 siRNAの 検 出 を 容 易 に す る た め に
、 ア ン ビ オ ン サ イ レ ン サ ー siRNA標 識 キ ッ ト を 用 い て Cy3ま た は フ ル オ レ セ イ ン に よ っ て セ
ン ス 鎖 の 5'末 端 で 蛍 光 標 識 し て も よ い 。 セ ン ス 鎖 の 5'末 端 へ の 改 変 が siRNAサ イ レ ン シ ン
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グ 機 能 を 妨 害 し な い こ と の 確 認 は 、 CCR5を 標 的 と す る 対 応 の あ る 非 標 識 ま た は 標 識 siRNA
に よ っ て 処 置 し た ヒ ト MDMに お け る CCR5発 現 の MFIを 比 較 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 構
築 物 に 関 し て イ ン ビ ト ロ で 決 定 す る 。 オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お け
る 蛍 光 標 識 し た 裸 の siRNAの 輸 送 を 、 輸 送 の た め の 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 と し て 用 い る 。 こ
れ ま で に 有 効 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 配 列 を 用 い て p24を 標 的 と す る 改 変 siRNAを 用 い て 同
様 の 分 析 を 行 う （ Novina, C.D.ら （ 2002） 、 Nat. Med. 8、 681～ 686； Song, E.ら （ 2003
） 、 J. Virol. 77： 7174～ 7181） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 先 に 記 述 し た よ う に 、 イ ン ビ ト ロ ス ク リ ー ニ ン グ に 合 格 し た siRNA調 製 物 を 、 ド ナ ー 少
な く と も 2人 か ら 得 た 水 疱 1試 料 あ た り 2個 ず つ に お い て 分 析 す る 。 siRNA含 有 水 滴 と の 最 大
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、 例 え ば ケ ラ チ ノ サ イ ト ま た は LCの 細 胞 死 を 引 き 起 こ さ な い 、 上
皮 シ ー ト の 完 全 性 を 破 壊 し な い （ 低 分 子 色 素 に 対 す る 非 浸 透 性 に よ っ て 決 定 ） 、 ま た は LC
の 表 現 型 特 性 を 変 化 さ せ な い 最 長 時 間 を 選 択 す る 。 予 備 的 な 分 析 か ら 、 こ れ ら の 外 植 体 に
お け る LCが そ の 時 間 以 降 成 熟 マ ー カ ー CD83を 発 現 し 始 め る こ と か ら 、 こ の 時 間 が 約 2時 間
で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 処 置 し た 皮 膚 水 疱 を 、 蛍 光 標 識 siRNAに 関 す る 固 定 切 片 の エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 、 な
ら び に CCR5お よ び MHCク ラ ス Iお よ び II、 CD80、 CD86、 CD4、 CD83、 CD14、 ま た は ア イ ソ タ
イ プ 対 照 に 関 す る 細 胞 タ イ プ 特 異 的 抗 体 に 関 す る 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 、 siRNAの 輸 送 お
よ び CCR5の サ イ レ ン シ ン グ に 関 し て イ ン サ イ チ ュ ー で 分 析 す る 。 同 時 の 分 析 は 、 培 養 後 1
～ 3日 の あ い だ に 得 ら れ た 「 遊 走 」 LCに お け る 細 胞 タ イ プ 特 異 的 抗 体 お よ び ア イ ソ タ イ プ
対 照 抗 体 に よ る 蛍 光 標 識 siRNAお よ び CCR5に 関 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 染 色 に よ っ て 、
同 じ パ ラ メ ー タ を 調 べ る （ Kawamura, Tら （ 2000） 、 J. Exp. Med. 192： 1491～ 1500） 。
当 業 者 に 既 知 の 方 法 に 基 づ い て 、 遊 走 し た LCに お け る CCR5 mRNAを 定 量 す る た め の リ ア ル
タ イ ム PCRプ ロ ト コ ー ル を 開 発 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 上 記 の 皮 膚 水 疱 モ デ ル は 、 siRNAの 輸 送 の 評 価 に と っ て 有 用 で あ る 。 減 少 量 の mRNAレ ベ
ル が 減 少 量 の CCR5タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る ま で に は 1日 を 要 す る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は HIV
チ ャ レ ン ジ 実 験 に お い て CCR5 siRNAサ イ レ ン シ ン グ を 評 価 す る た め に 重 要 で あ る 。 こ れ は
、 初 め に 細 胞 内 mRNAま た は タ ン パ ク 質 が 存 在 し な い gagの よ う な ウ イ ル ス 標 的 を 評 価 す る
場 合 に は 、 あ ま り 問 題 に は な ら な い 。 siRNAを 含 む 水 滴 上 に 外 植 体 を 覆 う こ と に よ っ て 、
最 適 に 安 定 化 さ れ た p24 siRNA（ CCR5 siRNAを 含 む お よ び 含 ま な い ） と 共 に 37℃ で 20～ 60
分 間 外 植 体 を 処 置 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 外 植 体 を チ ャ レ ン ジ す る プ ロ ト コ ー ル を 開
発 す る 。 外 植 体 を ゆ っ く り 除 去 し て 、 様 々 な 希 釈 の HIV B a l を 含 む siRNAを 含 む 水 滴 上 に 覆
っ て 、 さ ら に 1時 間 37℃ で 培 養 す る 。 外 植 体 を 十 分 に 洗 浄 し て 、 無 細 胞 ウ イ ル ス を 除 去 し
て 、 20％ ヒ ト AB血 清 を 含 む 培 養 液 に 浮 遊 さ せ る 。 LCに お け る HIV感 染 症 を 、 培 養 上 清 （ 1日
毎 に 採 取 し た ） の p24 ELISAに よ っ て 、 p24に 関 す る 細 胞 内 染 色 お よ び ビ リ オ ン を 可 視 化 す
る た め に 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 評 価 す る （ Kawamura, Tら （ 2000） 、 J. Exp. Med. 19
2： 1491～ 1500） 。 い く つ か の 外 植 体 培 養 物 を 、 感 染 を 増 幅 す る た め に 免 疫 磁 気 的 陰 性 選
択 に よ っ て 健 常 ド ナ ー PBMCか ら 得 た ヒ ト CD4 +  T細 胞 と 共 に 共 培 養 し て 、 イ ン サ イ チ ュ ー で
処 置 し た LCに よ る T細 胞 へ の HIVの 伝 幡 を 測 定 す る 。 外 植 体 に お け る LC（ お よ び ケ ラ チ ノ サ
イ ト ） の 生 存 率 お よ び 分 化 状 態 を 注 意 深 く モ ニ タ ー す る 。 処 置 し た 培 養 物 は 全 て 、 偽 処 置
培 養 物 、 非 感 染 培 養 物 、 ス ク ラ ン ブ ル ま た は 対 照 siRNAと 共 に オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン に よ っ
て 輸 送 さ れ た 非 改 変 siRNAの 同 時 分 析 を 対 照 と す る 。 さ ら に 、 陽 性 対 照 に は 、 感 染 症 の 有
効 な 阻 害 剤 で あ る 100 nMア ミ ノ オ キ シ ペ ン タ ン -RANTESに よ っ て 処 置 し た 試 料 が 含 ま れ る
（ Kawamura, Tら （ 2000） 、 J. Exp. Med. 192： 1491～ 1500） 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 当 業 者 は 、 単 な る 日 常 的 な 実 験 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 述 の 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に 対 す
る 多 く の 同 等 物 を 認 識 す る 、 ま た は 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 そ の よ う な 同 等 物 は
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以 下 の 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ４ 】
【 図 １ 】 CCR5お よ び p24 siRNAは 、 MDMsに お け る HIV B a L 感 染 症 を 予 防 す る 。 a． MDMsを 曝 露
し な い ま ま 、 ま た は Cy5標 識 p24 siRNAと 共 に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し て 、 CD14-FITCに よ っ て 染 色 し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 Cy5+細
胞 の 百 分 率 を そ れ ぞ れ の パ ネ ル に 示 す 。 b． MDMsに 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト （ 黒 い 菱 形 ） 、
ま た は GFP-（ 黒 四 角 ） 、 p24-（ 黒 三 角 ） 、 CCR5-（ x） も し く は p24＋ CCR5（ ＊ ） siRNAを ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 2日 後 に HIV B a L を 表 記 の 日 数 感 染 さ せ た 。 無 細 胞 ウ イ ル ス 産 生 を p24
 ELISAに よ っ て 測 定 し た 。 c． 感 染 の 7日 後 に 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 プ ロ ー ブ （ 下 の パ ネ ル
） に よ っ て HIV-RNAに 関 し て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 テ キ サ ス レ ッ ド -Xフ
ァ ロ イ ジ ン （ 上 の パ ネ ル ） を 対 比 染 色 し た MDMsの 蛍 光 顕 微 鏡 （ × 200） 。 d． 細 胞 を 感 染 の
15日 後 に p24-FITCに よ っ て 染 色 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 調 べ た 。 p24+細 胞 の
百 分 率 を そ れ ぞ れ の パ ネ ル に 示 す 。
【 図 ２ 】 MDMsを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 期 間 を 延 長 さ せ て 感 染 さ せ た 場 合 、 CCR5は 持 続
的 で 均 一 な 保 護 を 与 え る が 、 p24 siRNAは 与 え な い 。 a． MDMsに Cy5標 識 p24 siRNAを ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ せ て 、 Cy5蛍 光 を 表 記 の 日 に 測 定 し た 。 b． GFP-ま た は CCR5 siRNAト ラ ン ス フ
ェ ク ト MDMsを CCR5発 現 に 関 し て 経 時 的 に 調 べ た 。 偽 ト ラ ス フ ェ ク ト 細 胞 （ 白 丸 ） お よ び si
RNAト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 （ 黒 丸 ） の CCR5染 色 の 重 層 ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 c． ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 後 1日 目 （ レ ー ン 2お よ び 6） 、 4日 目 （ レ ー ン 3お よ び 7） 、 7日 目 （ レ ー ン 4お よ
び 8） 、 お よ び 15日 目 （ レ ー ン 5お よ び 9） で の 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 （ レ ー ン 2～ 5）
、 お よ び CCR5-siRNAト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 （ レ ー ン 6～ 9） に お け る CCR5お よ び β ア ク チ ン
mRNA発 現 に 関 す る RT-PCR（ M： 分 子 12量 マ ー カ ー ； レ ー ン 1： 陰 性 対 照 ） 。 d． MDMsに GFP-
（ 上 の パ ネ ル ） 、 p24-（ 中 央 の パ ネ ル ） 、 ま た は CCR5（ 下 の パ ネ ル ） siRNAを ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 表 記 の 時 間 で HIB- B a L を 感 染 さ せ た 。 細 胞 を 、 フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て p24発 現 に 関 し て 感 染 後 10日 目 に 分 析 し た 。 p24+細 胞 の 百 分 率
を そ れ ぞ れ の パ ネ ル に 示 す 。
【 図 ３ 】 二 本 鎖 siRNAは 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 わ な く と も MDMsに 効 率 よ く 輸 送 さ れ
る 。 蛍 光 標 識 さ れ た siRNAを 、 オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て
、 ま た は siRNAを tatペ プ チ ド と 混 合 す る こ と に よ っ て ヒ ト MDMsに 輸 送 し た 。 デ ー タ を 、 FA
CS分 析 の ス キ ャ ッ タ ー プ ロ ッ ト 対 マ ク ロ フ ァ ー ジ マ ー カ ー 、 CD14と し て 、 ま た は CD14+細
胞 に 関 し て ゲ ー ト を 設 定 し た ヒ ス ト グ ラ ム に よ っ て 示 す 。
【 図 ４ 】 初 代 培 養 細 胞 の HIV感 染 は 、 小 さ い ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA） を コ ー ド す る レ ン チ ウ
イ ル ス に よ っ て 有 効 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 。 HIV LTR、 rev、 お よ び gag p24配 列 を 標 的
と す る shRNAを コ ー ド す る レ ン チ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 HIV感
染 症 か ら 保 護 さ れ る が 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ LUC） を 標 的 と す る 対 照 レ ン チ ウ イ ル ス を 感 染
さ せ た 細 胞 は 保 護 さ れ な い 。 HIV感 染 は 、 p24の 細 胞 内 染 色 に よ っ て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
に よ っ て 測 定 し た 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】 【 図 １ Ｄ 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ２ Ｃ 】 【 図 ２ Ｄ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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