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(57)【要約】
　本発明は、筋疾患および心臓血管障害に関与する新規なマイクロＲＮＡ、ｍｉｒ－２０
８－２に関する。本発明はまた、オリゴヌクレオチド治療剤（アンチセンスオリゴヌクレ
オチドおよび／または二本鎖オリゴヌクレオチド、例えばｄｓＲＮＡ）および、ｍｉｒ－
２０８－２の調節異常によって惹起される筋疾患および心臓血管障害の処置におけるその
使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子であって、ｍｉｒ－２０８－２（配列番号
７）を含むことを特徴とする、単離核酸分子。
【請求項２】
　単離核酸分子の長さが２００ヌクレオチド未満である、請求項１に記載の単離核酸分子
。
【請求項３】
　単離核酸分子の長さが１００ヌクレオチド未満である、請求項１に記載の単離核酸分子
。
【請求項４】
　単離核酸分子が配列番号１、配列番号２、配列番号３および配列番号４から成る群から
選択される、請求項１～３のいずれかに記載の単離核酸分子。
【請求項５】
　単離核酸分子が配列番号７から成る、請求項１～４のいずれかに記載の単離核酸分子。
【請求項６】
　５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子であって、配列番号１、配列番号２、配列
番号３および配列番号４から成る群から選択される核酸配列に相補的である核酸配列から
成る、単離核酸分子。
【請求項７】
　配列番号８から成る、請求項６に記載の単離核酸。
【請求項８】
　８～５０ヌクレオチド長を有する単離核酸分子であって、生理的条件下、好ましくは細
胞内で請求項６の単離核酸分子とハイブリダイズして、ｍｉｒ－２０８－２（配列番号７
）の機能を阻害することができる、単離核酸分子。
【請求項９】
　配列番号１０～配列番号７７から成る群から選択される、請求項８に記載の単離核酸分
子。
【請求項１０】
　所望により
ａ）３’キャップ；
ｂ）５’キャップ；
ｃ）修飾ヌクレオシド間結合；または
ｄ）修飾糖または塩基部分
から選択される１種以上の化学修飾を含む、アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド（
ＡＳＯ）または二本鎖オリゴリボヌクレオチド（ｄｓＲＮＡ）である請求項８または９に
記載の核酸。
【請求項１１】
　ａ）３’キャップ；
ｂ）５’キャップ；
ｃ）修飾ヌクレオシド間結合；または
ｄ）修飾糖または塩基部分
から選択される１種以上の化学修飾を含む、請求項１～９のいずれかに記載の核酸。
【請求項１２】
　配列番号７および配列番号８から成る群から選択される核酸配列と、少なくとも１個の
ベクター増殖（propagation）配列を含む核酸ベクター。
【請求項１３】
　医薬として使用するための、請求項１～６のいずれかに記載の単離核酸分子。
【請求項１４】
　脂質またはポリマー利用医薬送達系における、請求項１または６に記載の核酸分子を含
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む組成物。
【請求項１５】
　医薬として使用するための、請求項１０に記載の核酸ベクター。
【請求項１６】
　請求項１２の核酸ベクターを含む細胞。
【請求項１７】
　筋疾患を処置する方法であって、筋疾患を有する対象に、請求項１３に記載の単離核酸
分子を含む組成物を投与することを含む方法。
【請求項１８】
　心臓血管障害を処置する方法であって、心臓血管障害を有する対象に、請求項１３に記
載の単離核酸分子を含む組成物を投与することを含む方法。
【請求項１９】
　筋疾患または心臓血管障害の処置用医薬の製造のための、請求項１～６のいずれかに記
載の単離核酸分子の使用。
【請求項２０】
　心臓血管障害の診断または処置戦略の決定に使用するためのキットであって、ＲＮＡ、
ＤＮＡ、混合ＲＮＡまたはＤＮＡにおける請求項１～９のいずれかに記載の核酸分子と、
所望によりいずれかの化学修飾を含む核酸試薬を含むキット。
【請求項２１】
　細胞中のｍｉｒ－２０８－２発現を低下または上昇させる方法であって、細胞に請求項
１～６のいずれかに記載の単離核酸分子を含む組成物を投与することを含む方法。
【請求項２２】
　筋疾患または心臓血管障害の処置用医薬の製造のための使用であって、ｍｉｒ－２０８
（配列番号６）を含むことを特徴とする５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子、お
よび／またはｍｉｒ－４９９（配列番号９）を含むことを特徴とする５００個未満のヌク
レオチドの単離核酸分子、および／またはｍｉｒ－２０８（配列番号６）またはｍｉｒ－
４９９（配列番号９）の相補配列を含む５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子の使
用。
【請求項２３】
　筋疾患または心臓血管障害の処置のための使用であって、ｍｉｒ－２０８（配列番号６
）を含むことを特徴とする５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子、および／または
ｍｉｒ－４９９（配列番号９）を含むことを特徴とする５００個未満のヌクレオチドの単
離核酸分子、および／またはｍｉｒ－２０８（配列番号６）またはｍｉｒ－４９９（配列
番号９）の相補配列を含む５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子の使用。
【請求項２４】
　患者を処置する方法であって、請求項１９、２２または２３に記載の医薬の使用を含む
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、筋疾患および心臓血管障害に関与する新規なマイクロＲＮＡ、ｍｉｒ－２０
８－２に関する。本発明はまた、オリゴヌクレオチド治療剤（アンチセンスオリゴヌクレ
オチドおよび／または二本鎖オリゴヌクレオチド）および、ｍｉｒ－２０８－２の調節異
常によって惹起される筋疾患および心臓血管障害の処置におけるその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）は、その最終生成物が～２２ｎｔの機能的ＲＮＡ分子で
ある非コーディングＲＮＡ遺伝子群である。これは内生的にコード化された不完全ヘアピ
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ン前駆体から１本鎖ＲＮＡとして処理される。これは標的ｍＲＮＡの３’非翻訳領域（Ｕ
ＴＲ）との塩基対形成によって翻訳を抑制する機能を有すると考えられている（Griffith
-Jones et al., 2006, Nucleic Acids Research, Vol. 34, D140-D144）。
【０００３】
　マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）生合成は複雑な、多工程のプロセスである。一次ｍｉＲ
ＮＡ転写はＲＮＡポリメラーゼＩＩによって転写され、そして数百乃至数千ヌクレオチド
長のサイズ範囲であり得る（ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ）。ｍｉＲＮＡは２つのゲノム源に遡る
ことができる。いくつかのｍｉＲＮＡはタンパク質コーディング遺伝子のイントロン領域
に位置する。他のものは、非コーディングＲＮＡのイントロンまたはエキソン中に位置す
る。興味深いことに、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡは１個のｍｉＲＮＡをコードすることができる
が、多様なｍｉＲＮＡのクラスターを含んでいてもよい。その後ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡは核
リボヌクレアーゼＩＩＩ（ＲＮａｓｅ　ＩＩＩ）エンドヌクレアーゼ、Ｄｒｏｓｈａによ
って、～７０ｎｔヘアピン（ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ）に処理される。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡは
核から細胞質に、Ｅｘｐｏｒｉｎ５／ＲａｎＧＴＰによって排出される。細胞質中で、二
次ＲＮａｓｅ　ＩＩＩ、ＤｉｃｅｒはそのｄｓＲＢＤタンパク質パートナーと共に前記ヘ
アピンの幹領域中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを切断して、～２１ヌクレオチドのＲＮＡ二本鎖
を遊離させる。当該ｍｉＲＮＡ二本鎖の一方の鎖が、標的遺伝子の発現を抑制するタンパ
ク質複合体であるＲＮＡ誘導性サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）に参入し、他方の鎖は
分解される。鎖の選択はｍｉＲＮＡ二本鎖の局所熱力学的安定性に依存する。５’末端が
より安定性の低い対を形成している鎖が、ＲＩＳＣ複合体に負荷される。ＲＩＳＣ複合体
に負荷されたｍｉＲＮＡは、標的ｍＲＮＡの３’非翻訳領域（ＵＴＲ）と塩基対を形成し
て翻訳を抑制する機能を有すると考えられている（Du, T. and Zamore, P.D. et al. mic
ro-Primer: the biogenesis and function of microRNA. Development (2005) 132, 4645
-4652）。現在４６２個のヒトｍｉＲＮＡ配列がｍｉＲＢａｓｅ（http://microrna.sange
r.ac.uk）に寄託されており、この一覧が８００点に達するであろうことが示唆されてい
る。これまで多数のｍｉＲＮＡが同定されたことは、これらが生物学的プロセスの制御お
よび微調整において複雑な役割を有し得ることを示唆している。実際、多様なｍｉＲＮＡ
が細胞増殖制御（ｍｉｒ－１２５ｂおよびｌｅｔ－７）、造血Ｂ細胞系統（lineage fate
）（ｍｉｒ－１８１）、Ｂ細胞生存（ｍｉｒ－１５ａおよびｍｉｒ－１６－１）、脳パタ
ーニング（ｍｉｒ－４３０）、膵臓細胞インシュリン分泌（ｍｉｒ－３５７）、脂肪細胞
発達（ｍｉｒ－３７５）、ならびに筋増殖および分化（ｍｉＲ－１およびｍｉＲ－１３３
）に関与している。多くのｍｉＲＮＡはがんに関与するゲノム領域に位置する。例えば、
ｍｉｒ－１６－１およびｍｉｒ－１５を含むクラスターはＢ細胞慢性リンパ性白血病の多
くを消失させ、下方制御する（B-CLL; Calin, G.A., et al. MicroRNA-Cancer connectio
n: The beginning of a new tale. Cancer Res.(2006) 66, 7390-7394）。
【０００４】
　制御異常マイクロＲＮＡによって惹起され得る疾患および障害の有効な治療処置が満た
されておらず、継続的に必要とされている。本発明は、この要求に応える化合物を提供し
、さらに他の利点も提供する。本発明の化合物は、制御異常マイクロＲＮＡを特異的に標
的とし、これを処置することができる核酸である。ある群はアンチセンスＤＮＡまたはＲ
ＮＡであり；他の群は二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）である。これらはまた、小分子干渉Ｒ
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ）として知られる群を含む。
【０００５】
　ｓｉＲＮＡは、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる高度に保存的な制御機構におい
て遺伝子発現を阻止することが知られている、治療剤の新規な群である。WO 99/32619（F
ire et al.）はC. elegansにおける遺伝子の発現を阻害するための少なくとも２５ヌクレ
オチドのｄｓＲＮＡの使用を開示している。ｓｉＲＮＡはまた、植物（例えばWO 99/5305
0, Waterhouse et al.；およびWO 99/61631, Heifetz et al.参照）、ショウジョウバエ
（例えばYang, D., et al., Curr. Biol.  (2000) 10:1191-1200参照）、および哺乳類（
WO 00/44895, Limmer；およびDE 101 00 586.5, Kreutzer et al.参照）を含む他の生物
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において標的ＲＮＡを分解することが示されている。この天然のメカニズムは、遺伝子の
異常または望ましくない制御によって惹起される障害を処置するための薬剤の新規クラス
を開発するために注目を集めている。
【０００６】
　ＲＮＡｉの分野の顕著な前進にも拘わらず、新規な分子病理学、例えば制御異常マイク
ロＲＮＡによって惹起される疾患を処置することができる多種の薬剤が未だ必要とされて
いる。
【発明の概要】
【０００７】
発明の要約
　本発明者らは、上記必要を満足する新たなｍｉＲＮＡ、ｍｉｒ－２０８－２を同定した
。したがって本発明は、５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子であって、ｍｉｒ－
２０８－２（配列番号７）を含むことを特徴とする単離核酸分子に関する。１つの態様に
おいて、例えばｐｒｉ－ｍｉＲＮＡを標的とするために、ｍｉｒ－２０８－２（配列番号
７）を含む単離核酸分子は２００ヌクレオチド長未満を有する。他の態様において、例え
ばｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを標的とするために、ｍｉｒ－２０８－２（配列番号７）を含む単
離核酸分子は８０ヌクレオチド長未満を有する。
【０００８】
　本発明の具体的な態様は、配列番号１、配列番号２、配列番号３および配列番号４から
成るか、または配列番号７から成る群から選択される単離核酸分子である。
【０００９】
　当業者は、本発明の範囲が上記のものと相補的な核酸配列から成る５００個未満のヌク
レオチドの単離核酸分子も含むことを容易に理解しよう。例えば、配列番号８から成る単
離核酸。
【００１０】
　本発明の他の態様は、８～５０ヌクレオチド長を有する単離核酸分子であって、生理的
条件下、例えば細胞（細胞質または核）内、またはかかる条件を模した条件下で、上記単
離核酸分子とハイブリダイズして、ｍｉｒ－２０８－２（配列番号７）の機能、例えばｍ
ｉｒ－２０８－２のその標的との結合を阻害することができる単離核酸分子である。
　かかる分子の具体的な例は、配列番号１０～配列番号７７から成る群から選択される単
離核酸分子である。
【００１１】
　上記単離核酸分子が、例えばａ）３’キャップ、ｂ）５’キャップ、ｃ）修飾ヌクレオ
シド間（internucleoside）結合、またはｄ）修飾糖または塩基部分から選択される１種
以上の化学的修飾を担持し得ることは、当業者に容易に理解されよう。
【００１２】
　上記核酸と少なくとも１種のベクター増殖（propagation）配列を含む核酸ベクターも
本発明の態様である。本発明はまた、上記核酸と少なくとも１種のベクター増殖配列を含
む核酸ベクターに関する。
【００１３】
　本発明の単離核酸分子または本発明の核酸ベクターを、例えば脂質またはポリマー利用
医薬送達系において、医薬として使用することができる。
　かかる本発明の医薬は筋疾患を有する対象の筋疾患を処置するために使用することがで
きる。
　当該筋疾患の具体的な態様は、心臓血管障害である。したがって、対象における心臓血
管障害を処置するための、または筋疾患または心臓血管障害の処置用医薬の製造のための
本発明の医薬。
【００１４】
　本発明はまた、心臓血管障害の診断または処置戦略の決定に使用するためのキットを含
む。典型的には、当該キットはＲＮＡ、ＤＮＡ、混合ＲＮＡまたはＤＮＡにおける本発明
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の核酸分子と、所望によりいずれかの化学修飾を含む核酸試薬を含む。
【００１５】
　本発明の核酸分子は、例えば実験目的のようないずれかの他の目的にも使用することが
できる。したがって本発明は、ｍｉｒ－２０８－２の発現を上昇または低下させる方法で
あって、本発明の単離核酸分子を、例えば細胞中で用いる方法を含む。
　同様に、本発明の核酸分子はまた、診断プローブとして、または実験プローブとして用
いることができる。
【００１６】
　さらに本発明は、２種の他のｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡｓ、ｍｉｒ－２０８およびｍｉｒ
－４９９がｍｉｒ－２０８－２の発現と密接に関連していることを見出した。したがって
本発明はまた、筋疾患または心臓血管障害の処置用、または筋疾患または心臓血管障害の
診断用医薬の製造のための使用であって、ｍｉｒ－２０８（配列番号６）を含むことを特
徴とする５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子、および／またはｍｉｒ－４９９（
配列番号９）を含むことを特徴とする５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子、およ
び／またはｍｉｒ－２０８（配列番号６）またはｍｉｒ－４９９（配列番号９）の相補配
列を含む５００個未満のヌクレオチドの単離核酸分子の使用に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】ヒトｍｉｒ－２０８を含むＭＹＨ６とｍｉｒ－２０８－２を含むゼブラフィッシ
ュ、ヒト、チンパンジー、イヌおよびラットのＭＹＨ７のイントロンのアラインメント。
【図２】異なる発生段階のマウス心臓から単離したＲＮＡについての、ＭＹＨ６、ＭＹＨ
７および１８ＳのＲＴ－ＰＣＲ。
【図３】異なる発生段階のマウス心臓から単離したＲＮＡについての、ｍｉｒ－２０８、
ｍｉｒ－２０８－２、ｍｉｒ－４９９およびｍｉｒ－２０６のノーザンブロット分析。Ｕ
６　ｓｎＲＮＡを負荷対象として用いた。１１－１４レーンは５０ｐｇ合成ｍｉＲＮＡに
対応する。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
発明の詳細な説明：
　本発明は、筋疾患または心臓血管障害に関与する新規なマイクロＲＮＡ、ｍｉｒ－２０
８－２の発見に関する。また、オリゴヌクレオチド治療剤（アンチセンスＤＮＡ／ＲＮＡ
および／または二本鎖ＲＮＡ）、およびｍｉｒ－２０８－２の調節異常によって惹起され
る筋疾患または心臓血管障害の処置におけるその使用に関する。
【００１９】
　ｍｉｒ－２０８－２はＭＹＨ７遺伝子のイントロン３０に位置する遺伝子である。ＭＹ
Ｈ７（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号０００２５７：第１４染色体上）。ＭＹＨ７は、球形ヘッ
ド（アクチンおよびＡＴＰ結合部位を含む）とそれに続くロッド状テイル配列から成るモ
ーター収縮タンパク質であり、太いミオシンフィラメントの構造ブロックの１つである。
各ミオシンフィラメントは、２個の重鎖と４個の軽鎖を含む。心筋収縮速度はミオシン分
子のヘッド領域におけるＡＴＰアーゼ活性の程度によって調節される。ミオシンＡＴＰア
ーゼ活性、したがって筋収縮速度の主要な決定要因は、２つのミオシン重鎖アイソマー、
ＭＹＨ６とＭＹＨ７の相対量に依存する。高いＡＴＰアーゼ活性を示すＭＹＨ６アイソフ
ォームは、ＭＹＨ７の約４倍の酵素活性を有する。ＭＹＨ６とＭＹＨ７の両方がヒト心臓
において異なる量で発現される。不全なヒト心臓において、ＭＹＨ６　ｍＲＮＡおよびタ
ンパク質レベルは下方制御させるが、ＭＹＨ７は上方制御される。
【００２０】
　ｍｉｒ－２０８－２の転写は、独立したプロモーターを有さないため、ＭＹＨ７転写と
密接に関係している。したがってＭＹＨ７の転写が行われるときにのみ、これが転写され
る。ｐｒｅ－ｍＲＮＡが処理されて、イントロンが除去されるときｍｉｒ－２０８－２マ
イクロＲＮＡがＭＹＨ７転写産物から放出されると考えられている。イントロン３０の残
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【００２１】
　ｍｉｒ－２０８－２は脊椎動物間で高度に保存されている。図１は複数種間のｍｉｒ－
２０８－２のアラインメントを示す。ｍｉｒ－２０８の類似性およびＭＹＨ６のイントロ
ン２８に存在する別のマイクロＲＮＡも示す。
【００２２】
　本発明者らによって同定されたｍｉｒ－２０８－２遺伝子は下記配列を有する（隣接領
域を含む：実際のｍｉｒ－２０８－２配列は太字下線を付したものである）：
【表１】

【００２３】
　配列比較のために、既知のＭＹＨ６のイントロン２８由来のｍｉｒ－２０８も提供する
。
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【表２】

【００２４】
　図１は多様な種間でのｍｉｒ－２０８－２の顕著な保存性を示す。このアラインメント
から、下記：
【表３】

　機能性ガイド配列およびアンチガイド配列であると結論されるこのマイクロＲＮＡの最
も高度に保存されている部分を同定することが可能である。
【００２５】
　ＭＹＨ６およびＭＹＨ７とは異なり、ＭＹＨ７Ｂ（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号０２０８８
４：第２０染色体上）は十分に特徴付けられていない。ＭＹＨ７との高度なホモロジーに
基づいて、ＭＹＨ７Ｂを遅いＭＹＨアイソフォームと分類する。今日まで、ＭＹＨ７Ｂの
明確な機能は文献には記載されていない。さらに、ＭＹＨ７Ｂ機能不全に寄与する疾患リ
ンクは存在しない。興味深いことに、ＭＹＨ６およびＭＹＨ７のように、ＭＹＨ７Ｂはま
た、イントロンの１つにｍｉＲＮＡ、すなわちｍｉｒ－４９９を含む。
【表４】

【００２６】
　バイオインフォマティクス分析および下記実施例は、新規なｍｉｃｒｏＲＮＡ、ｍｉｒ
－２０８－２が心臓肥大に関与するシグナル伝達経路の調節に関与していることを示して
いる。したがって、このマイクロＲＮＡは、これに関連し得る障害および疾患の処置の標
的として極めて有用である。
【００２７】
　本発明者らは本明細書において、治療上有用性を有する多様な方法および組成物を開示
する。一般的な概観として、標的マイクロＲＮＡのレベルを低下させることによって、い
くつかの場合において治療上の利益が得られると考えられている。かかる低下は標的ｍｉ
ＲＮＡ、例えばｍｉｒ－２０８－２と直接結合するアンチセンス核酸分子、例えばアンチ
センスＤＮＡの使用によって容易に得ることができる。他の場合において、標的マイクロ
ＲＮＡ、例えばｍｉｒ－２０８－２のレベルの上昇によって利益が得られる。かかる上昇
はセンス核酸分子およびいくつかのｄｓＲＮＡ分子、例えばｍｉＲＮＡの標的と結合して
当該ｍｉＲＮＡと相乗的に作用するいくつかのｍｉＲＮＡの使用によって容易に得ること
ができる。したがって本発明は両方のタイプの治療剤に関する。
【００２８】
　下記定義を本明細書および特許請求の範囲を通じて使用する。
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【００２９】
　「単離核酸分子」は、当該物質がその起源環境（例えば、天然由来であるならばその天
然環境）から取出されていることを意味する。例えば、生きている動物に存在する天然に
生じるポリペプチドは単離されていないが、天然系に共に存在する物質のいくつかまたは
全てから分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、たとえその後天然系に
再導入されたとしても、単離されている。かかるポリヌクレオチドはベクターの一部であ
ってもよく、そして／またはかかるポリヌクレオチドは組成物の一部であってもよく、そ
して当該ベクターまたは組成物がその天然環境の一部ではないため、単離されている。
【００３０】
　「核酸ベクター」は、細胞溶解物または全細胞のような細胞環境に曝されると増殖およ
び／または転写するように設計された核酸配列である。「遺伝子治療ベクター」は、１種
以上の遺伝子および／またはタンパク質の発現を上昇させる意図で全細胞にトランスフェ
クションするための機能的な局面も担持する核酸ベクターを意味する。各場合において、
かかるベクターは通常、一般に細胞内でのベクターの増殖を許容する、細胞によって認識
される複製起点である「ベクター増殖配列」を含む。広い範囲の核酸ベクターおよび遺伝
子治療ベクターが当業者に周知されている。
【００３１】
　本明細書において使用するとき、「治療上有効量」および「予防上有効量」なる句は、
ｍｉｒ－２０８－２の調節異常によって介在される病的状態の処置、予防または管理に治
療的利益を提供する量を意味する。治療上有効である具体的な量は、通常の医療従事者に
よって容易に決定され、そして例えば病的状態のタイプ、患者の薬歴および年齢、病的状
態のステージおよび他の薬剤の組合せ投与のような当該技術分野において既知の要因に依
存して変化し得る。
【００３２】
　本明細書において使用するとき、「医薬組成物」は薬理学的有効量の本発明の治療剤と
薬学的に許容される担体を含む。本明細書において使用するとき、「薬理学的有効量」、
「治療上有効量」または単なる「有効量」は、意図した薬理学的、治療的または予防的結
果を得るために有効な薬剤の量を意味する。例えば、疾患または障害に関連する測定可能
なパラメーターの少なくとも２５％減少が存在するとき所定の臨床的処置が有効であると
考えるならば、疾患または障害の処置のための薬剤の治療上有効量は当該パラメーターの
少なくとも２５％減少に必要な量である。
【００３３】
　「薬学的に許容される担体」なる用語は、治療剤の投与のための担体を意味する。かか
る担体は、食塩水、緩衝化食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタノール、お
よびそれらの組み合わせを含むが、これらに限定されない。当該用語は明確に細胞培養培
地を除外する。薬剤を経口的に投与するための薬学的に許容される担体は、不活性希釈剤
、崩壊剤、結合剤、滑沢剤、甘味剤、風味剤、着色剤および保存剤のような薬学的に許容
される賦形剤を含むが、これらに限定されない。好適な不活性希釈剤は、炭酸ナトリウム
および炭酸カルシウム、リン酸ナトリウムおよびリン酸カルシウム、およびラクトースを
含み、コーンスターチおよびアルギン酸が好適な崩壊剤である。結合剤はデンプンおよび
ゼラチンを含み得て、存在するとき滑沢剤は一般にステアリン酸マグネシウム、ステアリ
ン酸またはタルクである。所望により錠剤をモノステアリン酸グリセリルまたはジステア
リン酸グリセリルのような物質でコーティングして、胃腸管での吸収を遅延させることが
できる。
【００３４】
　本明細書において使用するとき、「筋疾患」なる表現は、心臓病を含むが、これに限定
されない。この表現は一次的病状が横紋筋重量の減少および／またはその機能の低下であ
り得るあらゆるタイプの変性筋疾患に関する。これは筋ジストロフィー、外傷および重症
筋無力症を含むが、これらに限定されない。
【００３５】
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　本明細書において使用するとき、「形質転換細胞」は、ｄｓＲＮＡ分子を発現し得るベ
クターを導入した細胞である。一時的または安定的にトランスフェクトされた本発明の薬
剤のような外から供給される核酸を含む細胞も形質転換細胞と考えられる。
【００３６】
　一次ｍｉＲＮＡ転写産物は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩによって転写され、そして数百乃
至数千ヌクレオチド長のサイズ範囲であり得る（ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ）。ｐｒｉ－ｍｉＲ
ＮＡは１個のｍｉＲＮＡをコードすることができるが、多様なｍｉＲＮＡのクラスターを
含んでいてもよい。その後ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡは核リボヌクレアーゼＩＩＩ（ＲＮａｓｅ
　ＩＩＩ）エンドヌクレアーゼ、Ｄｒｏｓｈａによって、～７０ｎｔヘアピン（ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡ）に処理される。したがって本発明の単離核酸分子は、意図する標的に基づい
て多様な好ましい長さを有する。ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡを標的とするとき、約５００ヌクレ
オチド、例えば４９９、４５０、４００、３５０、３００、２５０ヌクレオチドの好まし
い長さを用いることができる。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを標的とするとき、好ましい長さは１
００～２００ヌクレオチド長、例えば１００、１２０、１５０、１８０または２００ヌク
レオチド長で変化する。細胞質中で、二次ＲＮａｓｅ　ＩＩＩ、ＤｉｃｅｒはそのｄｓＲ
ＢＤタンパク質パートナーと共に前記ヘアピンの幹領域中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを切断し
て、～２１ヌクレオチドのＲＮＡ二本鎖を遊離させる。したがって例えば８０、７０、６
０、５０、４０、３０、２５、２１、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３
、１２、１１、１０、９または８ヌクレオチド長の単離ポリヌクレオチドがまた、本発明
の１つの態様と考えられる。
【００３７】
　本発明者らは、ｍｉｒ－２０８－２の阻害剤をゼブラフィッシュ（Ｄａｒｉｏ　ｒｅｒ
ｉｏ）の受精卵に注射すると心臓機能（血液循環、心拍等）の劇的な減少が導かれること
を発見した。「ｍｉｒ－２０８－２（配列番号７）の機能」はしたがって、このアッセイ
または同様のアッセイで評価することができる。「ｍｉｒ－２０８－２（配列番号７）の
機能」をアッセイするための他の可能性は、ｍｉｒ－２０８－２とその標的の相互作用、
例えばそれとの結合である。
【００３８】
　本発明の実施において、分子生物学、微生物学および組換えＤＮＡにおける多くの常套
の技術を用いる。これらの技術は周知であり、例えば、Current Protocols in Molecular
 Biology, Volumes I, II, and III, 1997 (F. M. Ausubel ed.)； Sambrook et al., 19
89, Molecular Cloning： A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.； DNA Cloning: A Practical Approach, 
Volumes I and II, 1985 (D. N. Glover ed.)； Oligonucleotide Synthesis, 1984 (M. 
L. Gait ed.)； Nucleic Acid Hybridization, 1985, (Hames and Higgins)； Transcrip
tion and Translation, 1984 (Hames and Higgins eds.)； Animal Cell Culture, 1986 
(R. I. Freshney ed.)； Immobilized Cells and Enzymes, 1986 (IRL Press)； Perbal,
 1984, A Practical Guide to Molecular Cloning; the series, Methods in Enzymology
 (Academic Press, Inc.)； Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells, 1987 (J. H.
 Miller and M. P. Calos eds., Cold Spring Harbor Laboratory)；およびMethods in E
nzymology Vol. 154 and Vol. 155 (Wu and Grossman, and Wu, eds., respectively)に
記載されている。
【００３９】
治療剤
　本発明のある治療剤は、本明細書において、細胞中のｍｉｒ－２０８－２活性の上昇ま
たは低下に使用するｍｉｒ－２０８－２のアンチガイド配列およびガイド配列を含むｓｉ
ＲＮＡとして記載される。本発明の他の治療剤は、細胞中のｍｉｒ－２０８－２活性の低
下に有用なアンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡ組成物である。
【００４０】
ｄｓＲＮＡ医薬
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　本発明のｓｉＲＮＡ分子はＲＮＡ干渉（“ＲＮＡｉ”）を仲介する。「ＲＮＡｉ」なる
用語は、当該技術分野において周知であり、標的遺伝子に相補的な領域を有するｓｉＲＮ
Ａによる細胞の１種以上の標的遺伝子の阻害を意味すると一般に理解される。ｄｓＲＮＡ
のＲＮＡｉを介在する能力について試験する多様なアッセイが当該技術分野において知ら
れている（例えばElbashir et al., Methods 26 (2002), 199-213参照）。本発明のｄｓ
ＲＮＡの遺伝子発現に対する効果は、典型的には、本発明のＲＮＡ分子で処理していない
細胞と比較したとき、標的遺伝子の少なくとも１０％、３３％、５０％、９０％、９５％
または９９％の阻害をもたらす。本発明の「ｓｉＲＮＡ」または「小分子干渉リボ核酸」
は、下記局面を含む当該技術分野において既知の意味を有する。ｓｉＲＮＡは生理的条件
下で相補領域とハイブリダイズするリボヌクレオチドの二本の鎖から成る。当該鎖は通常
分離している。当該二本の鎖が細胞中で別個の役割を有するため、一方の鎖が「アンチセ
ンス」鎖と呼ばれ、「ガイド」配列とも知られており、これは機能性ＲＩＳＣ複合体にお
いて切断のために正しいｍＲＮＡにそれをガイドするために使用される。ＲＮＡ化合物と
関連するため、この「アンチセンス」の使用は本明細書における他の箇所で記載されてい
るアンチセンスＤＮＡ化合物とは異なる。他方の鎖は「アンチガイド」配列として知られ
ており、これは標的配列と同じヌクレオチド配列を含むため、センス鎖として知られてい
る。当該鎖はある態様において、分子リンカーによって結合され得る。個々のリボヌクレ
オチドは未修飾の、天然に生じるリボヌクレオチド、未修飾の、天然に生じるデオキシリ
ボヌクレオチドであり得るか、またはこれらは、本明細書の他の箇所に記載されるように
化学的に修飾されているかもしくは合成的であってよい。
【００４１】
　本明細書において使用するとき、ｄｓＲＮＡは２個の基本的な群を含む。上記ｓｉＲＮ
Ａが存在する。しかしまた、二本の鎖が１つのより大きな分子の一部であるとき、したが
って一方の鎖の３’末端と各二本鎖構造を形成する他方の鎖の５’末端間でヌクレオチド
中断されていない鎖によって結合されているとき、当該結合ＲＮＡ鎖は「ヘアピンループ
」、「短ヘアピンＲＮＡ」または「ｓｈＲＮＡ」と称する。ｓｈＲＮＡは通常、核酸ベク
ターから転写され、目的の標的細胞中で発現する。
【００４２】
　本発明の核酸分子は配列番号７または配列番号８を含むいずれかのｄｓＲＮＡであって
よく、そしてｍｉｒ－２０８－２のような同じ細胞性ｍＲＮＡおよび／または請求項に定
義するようにｍｉｒ－２０８－２それ自体を標的とする。
【表５】

【００４３】
　本発明の核酸分子は、標的遺伝子のｍＲＮＡのある領域と実質的に同一の領域を含む。
標的遺伝子の対応する配列と１００％同一の領域が好ましい。この状態を、「完全に相補
的」と称する。しかし、ｍｉＲＮＡの性質およびその作用機構の観点から、当該領域はま
た、標的とされるｍＲＮＡの領域の長さに依存して、標的遺伝子の対応する領域と比較し
て１、２または３個のミスマッチ、またはそれ以上を含んでいてもよく、そしてそれ自体
が完全に相補的でなくともよい。しかし最も重要な特徴は、当該分子が生理的条件下、例
えば細胞中でｍｉｒ－２０８－２と特異的に結合できることである。ある態様において、
本発明のＲＮＡ分子は１個の所定の遺伝子を特異的に標的とする。所望のｍＲＮＡのみを
標的とするために、ｓｉＲＮＡ剤は標的ｍＲＮＡと１００％ホモロジーを有しており、そ
して細胞または生物に存在する全ての他の遺伝子と少なくとも２個のミスマッチヌクレオ
チドを有する。特定の標的配列の発現を効果的に阻害するための十分な配列同一性を有す
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るｓｉＲＮＡを分析または同定する方法は、当該技術分野において知られており、例えば
WO2005/059132に記載の方法がある。配列同一性は配列比較および当該技術分野において
既知のアラインメントアルゴリズムによって最適化することができ（Gribskov and Dever
eux, Sequence Analysis Primer, Stockton Press, 1991およびその引用文献参照）、そ
してヌクレオチド配列間の相違率を、例えばBESTFITソフトウェアプログラムにおいて実
行されるようにSmith-Watermanアルゴリズムによって、標準的なパラメーターを用いて計
算することができる（例えば、University of Wisconsin Genetic Computing Group）。
【００４４】
　本発明の標的に相補的なｓｉＲＮＡの領域長は１０～１００ヌクレオチド、１２～２５
ヌクレオチド、１４～２２ヌクレオチドまたは１５、１６、１７もしくは１８ヌクレオチ
ドであり得る。対応する標的領域に対するミスマッチが存在するとき、相補領域の長さは
一般に、ある程度長い必要がある。
【００４５】
　ｓｉＲＮＡがオーバーハング末端（これは標的に相補的であってもなくてもよい）また
はそれ自体に相補的であるが標的遺伝子にはそうではないさらなるヌクレオチドを担持し
得るため、ｓｉＲＮＡの各個別の鎖の総長さは１０～１００ヌクレオチド、１５～４９ヌ
クレオチド、１７～３０ヌクレオチドまたは１９～２５ヌクレオチドであり得る。
【００４６】
　「各鎖が４９ヌクレオチド未満である」なる句は、全ての修飾および未修飾ヌクレオチ
ドを含むが、鎖の３’または５’末端に加え得るいずれかの化学部分を含まない鎖の連続
的ヌクレオチドの総数を意味する。鎖に挿入される短い化学部分は数えないが、２本の別
個の鎖を結合するようにデザインされた化学リンカーは連続的ヌクレオチドを作るものと
考慮しない。
【００４７】
　「５’末端または３’末端の少なくとも一方の１～６ヌクレオチドオーバーハング」な
る句は、生理的条件下で二本の別個の鎖から形成する相補的ｓｉＲＮＡの構造を意味する
。末端ヌクレオチドがｓｉＲＮＡの二本鎖領域の一部であるとき、当該ｓｉＲＮＡは平滑
末端を有すると考えられる。末端で１個以上のヌクレオチドが対を形成していないとき、
オーバーハングが生じる。オーバーハング長はオーバーハングヌクレオチドの数によって
測定される。オーバーハングヌクレオチドはいずれかの鎖の５’末端または３’末端に存
在し得る。
【００４８】
　本発明のｓｉＲＮＡは少なくとも一本の鎖に少なくとも１個の修飾ヌクレオチドを含ま
せることによって、高いインビボ安定性を示し、経口送達にとりわけ好適であり得る。し
たがって本発明のｓｉＲＮＡは、少なくとも１個の修飾または非天然リボヌクレオチドを
含む。多くの既知の化学修飾についての長大な説明は、ＰＣＴ公開特許出願WO 200370918
に記載されており、ここでは反復しない。好適な送達のための修飾は：
ａ）３’キャップ；
ｂ）５’キャップ；
ｃ）修飾ヌクレオシド間（internucleoside）結合；または
ｄ）修飾糖または塩基部分
から選択される化学修飾を含む。
【００４９】
　好適な修飾は、糖部分（すなわち糖部分の２’位、例えば２’－Ｏ－（２－メトキシエ
チル）または２’－ＭＯＥ）（Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504）
すなわちアルコキシアルコキシ基）または塩基部分（すなわち別のヌクレオチド鎖の他の
特定の塩基と対を形成する能力を維持している非天然または修飾塩基）を含むが、これら
に限定されない。他の修飾は、リン酸エステル基の置換（隣接リボヌクレオチドと、例え
ばホスホロチオエート、キラルホスホロチオエートまたはホスホロジチオエートとの結合
）を含む、いわゆる「骨格」修飾を含むがこれに限定されない。
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【００５０】
　本明細書において３’キャップまたは５’キャップとも称される末端修飾は重要であり
得る。キャップはｓｉＲＮＡに安定性を賦与することが知られている「Ｔ－Ｔ」のような
さらなるヌクレオチドを単に加えることから成り得る。キャップは当業者に既知のより複
雑な化学から成ってもよい。
【００５１】
　１つの態様において、３’キャップは３’炭素を介して３’末端と結合する化学基であ
り、式Ｉ
【化１】

〔ＸはＯまたはＳであり、
Ｒ１およびＲ２は独立してＯＨ、ＮＨ２、ＳＨ、アルキル、アリール、アルキル－アリー
ル、アリール－アルキルであり、ここでアルキル、アリール、アルキル－アリール、アリ
ール－アルキルはさらなるヘテロ原子および官能基、好ましくはＮ、ＯもしくはＳから選
択されるヘテロ原子またはＯＨ、ＮＨ２、ＳＨ、カルボン酸もしくはエステル基から選択
される官能基で置換されていてもよい；
またはＲ１およびＲ２は式Ｙ－Ｚであってよく、ここでＹはＯ、Ｎ、Ｓであり、ＺはＨ、
アルキル、アリール、アルキル－アリール、アリール－アルキルであり、ここでアルキル
、アリール、アルキル－アリール、アリール－アルキルはさらなるヘテロ原子、好ましく
はＮ、ＯまたはＳの群から選択されるヘテロ原子で置換されていてもよい〕
の化合物から選択される。
【００５２】
　糖部分についての修飾の例は、２’アルコキシリボヌクレオチド、２’アルコキシアル
コキシリボヌクレオチド、ロックド核酸リボヌクレオチド（ＬＮＡ）、２’－フルオロリ
ボヌクレオチド、モルホリノヌクレオチドを含む。
【００５３】
　ヌクレオシド間（internucleoside）結合も修飾され得る。ヌクレオシド間結合の例は
、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロアミデートおよびアミド結合を
含む。
【００５４】
　Ｒ１はＯＨであり得る。
【００５５】
　Ｒ１とＲ２は、合計して、１～２４個のＣ原子、１～１２個のＣ原子、２～１０個のＣ
原子、１～８個または２～６個のＣ原子を含んでいてもよい。他の態様において、Ｒ１お
よびＲ２は独立して、ＯＨ、低級アルキル、低級アリール、低級アルキル－アリール、低
級アリール－アルキルであり、ここで低級アルキル、低級アリール、低級アルキル－アリ
ール、低級アリール－アルキルは上記定義のさらなるヘテロ原子および官能基で置換され
ていてもよい。他の態様において、Ｒ１およびＲ２の両方がＯＨではない。
【００５６】
　「低級」なる用語は、有機基または化合物との関係において、７個以下の炭素原子、好
ましくは１～４個の炭素原子を含む分枝鎖または非分枝鎖であり得る化合物または基を意
味する。低級アルキルは例えば、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブ
チル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ－ペンチルおよび分枝鎖ペンチル、ｎ－ヘ
キシルおよび分枝鎖ヘキシルを意味する。
【００５７】



(14) JP 2010-512747 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

　アルコキシの例は、Ｏ－Ｍｅｔ、Ｏ－Ｅｔｈ、Ｏ－ｐｒｏｐ、Ｏ－ｂｕｔ、Ｏ－ｐｅｎ
ｔ、Ｏ－ｈｅｘを含む。
【００５８】
　少なくとも１個の修飾または非天然リボヌクレオチドを含むｓｉＲＮＡの合成方法は当
業者に周知であり、容易に利用可能である。例えば、多様な合成化学がＰＣＴ公開特許公
報WO2005021749およびWO200370918（いずれも出典明示により本明細書の一部とする）に
記載されている。反応は、溶液中または好ましくは固相上で、またはポリマー支持反応剤
を用いて、その後合成ＲＮＡ鎖を、ＲＮＡｉを介在させることができるｓｉＲＮＡが形成
される条件下で混合して、実施することができる。
【００５９】
　本発明はまた、経口送達に好適な少なくとも１個の修飾ヌクレオチドを含むｓｉＲＮＡ
を包含する。機能的な意味で、これはｓｉＲＮＡが経口投与によって意図する標的組織へ
の送達を達成するための好適な薬物動態および生体内分布を有することを意味する。とり
わけ、これは血清安定性、免疫応答がないこと、そして薬剤様動態を必要とする。ｓｉＲ
ＮＡのこれらの特徴の多くは、本明細書の別の箇所に記載されている標準的な胃酸アッセ
イおよび標準的な血清アッセイに基づいて明らかとなり得る。
【００６０】
　具体的な治療剤の設計を多様な形態で行うことができるが、ある機能的特徴は好ましい
ｄｓＲＮＡと他のｄｓＲＮＡを区別する。とりわけ、良好な血清安定性、高い能力、誘導
性免疫応答がないこと、および良好な薬剤様動態のような特徴（全て当業者に測定可能で
ある）は、好ましい本発明のｄｓＲＮＡを同定するために試験される。いくつかの状況に
おいて、これらの機能的局面の全てが好ましいｄｓＲＮＡに存在しない。しかし、当業者
はこれらの可変部および好ましい本発明の化合物を選択するための他のものを最適化する
ことができる。
【００６１】
　ｍｉｒ－２０８－２制御不全を含む哺乳類に本発明のｄｓＲＮＡを投与するために、何
れかの方法を使用することができる。例えば、投与は局所的（例えば経膣、経皮等）；経
口的；または非経腸的（例えば皮下、心室内、筋疾患内、または腹腔内注射、または静脈
点滴）であり得る。投与は迅速（例えば注射による）であってよく、または長時間にわた
って（例えばゆっくりとした輸液、または遅延放出型製剤による）行ってもよい。
【００６２】
　例えば、リポソームと共に、またはそれなしで製剤化したｄｓＲＮＡを目的の組織に直
接、局所的に適用することができる。局所投与のために、ｄｓＲＮＡ分子は滅菌および非
滅菌水溶液、一般的な溶媒、例えばアルコールの非水性溶液、または液体または固体油ベ
ースの溶液のような製剤に製剤化することができる。かかる溶液はまた、バッファー、希
釈剤および他の好適な添加剤を含んでいてもよい。局所投与用組成物は経皮パッチ、軟膏
、ローション、クリーム、ゲル、ドロップ、座薬、スプレー、液体および粉末の形態で製
剤化することができる。ゲルおよびクリームは当該技術分野で既知のポリマーおよび透過
剤を用いて製剤化することができる。
【００６３】
　非経腸的、髄腔内または心室内投与のために、ｄｓＲＮＡ分子を滅菌水溶液のような組
成物に製剤化することができ、これはまた、バッファー、希釈剤および他の好適な添加剤
（例えば透過促進剤、担体化合物および他の薬学的に許容される担体）を含んでいてもよ
い。
【００６４】
　さらに、ｄｓＲＮＡ分子は、例えば米国特許第6,271,359号に記載されている生物学的
または非生物学的方法のような非ウイルス的方法を用いて哺乳類に投与することができる
。非生物学的送達は、（１）リポソームに本明細書で提供されるｄｓＲＮＡ酸分子を負荷
すること；（２）ｄｓＲＮＡ分子と脂質またはリポソームを混合して核酸脂質または核酸
リポソーム複合体を形成させること；または（３）ポリマー利用治療送達系を得ることを
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含むが、これらに限定されない多様な方法によって行うことができる。これらの技術は一
般に当該技術分野において周知である。簡潔な説明は下記のとおりである。
【００６５】
　リポソームは、インビトロで細胞をトランスフェクトするために一般に使用されるカチ
オン性および中性脂質から成り得る。カチオン性脂質は負に荷電した核酸と複合化して（
例えば電荷を介して）、リポソームを形成することができる。カチオン性リポソームの例
は、リポフェクチン、リポフェクタミン、リポフェクテースおよびＤＯＴＡＰを含むが、
これらに限定されない。リポソームを形成する方法は当該技術分野において周知である。
リポソーム組成物は例えば、ホスファチジルコリン、ジミリストイルホスファチジルコリ
ン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジミリストイルホスファチジルグリセロール
またはジオレオイルホスファチジルエタノールアミンから形成される。多様な親油性反応
剤が商業的に入手可能であり、Lipofectin.RTM.（Invitrogen/Life Technologies, Carls
bad, Calif.）およびEffectene.TM.（Qiagen, Valencia, Calif.）を含む。さらに、全身
的送達方法を、各々ＤＯＰＥまたはコレステロールのような中性脂肪と混合することがで
きるＤＤＡＢまたはＤＯＴＡＰのような商業的に入手可能なカチオン性脂質を用いて最適
化することができる。いくつかの場合において、Templeton et al.（Nature Biotechnolo
gy, 15: 647-652 (1997)）に記載のもののようなリポソームを用いることができる。他の
態様において、ポリエチレンイミンのようなポリカチオンを用いてインビボおよび位クス
ビボで送達することができる（Boletta et al., J. Am Soc. Nephrol. 7: 1728 (1996)）
。核酸を送達するためのリポソームの使用に関するさらなる情報は、米国特許第6,271,35
9号、ＰＣＴ公報WO 96/40964およびMorrissey, D. et al. 2005. Nat Biotechnol. 23(8)
:1002-7に見ることができる。
【００６６】
　生物学的送達は、ウイルス性ベクターの使用を含むが、これに限定されない多様な方法
で行うことができる。例えば、ウイルス性ベクター（例えば、アデノウイルスおよびヘル
ペスウイルスベクター）を用いてｓｈＲＮＡ分子を皮膚細胞および子宮頸部細胞に送達す
ることができる。標準的な分子生物学技術を用いて、本明細書で提供されるｓｈＲＮＡの
１種以上を、核酸を細胞に送達するために開発されたウイルスベクターの１個に導入する
ことができる。これらの得られたウイルスベクターを用いて、１種以上のｄｓＲＮＡを例
えば感染によって細胞に、送達することができる。
【００６７】
　本発明のｄｓＲＮＡを薬学的に許容される担体または希釈剤中に製剤することができる
。「薬学的に許容される担体」（本明細書において「賦形剤」とも称する）は、薬学的に
許容される溶媒、懸濁剤、またはいずれかの他の薬理学的に不活性なビークルである。薬
学的に許容される担体は液体または固体であってよく、意図されている投与法を考慮して
、嵩高さ、均質性、その他適切な搬送性および化学的性質を達成するように選択され得る
。典型的な薬学的に許容される担体は、例えば、水；食塩水；結合剤（例えば、ポリビニ
ルピロリドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）；増量剤（例えば、ラクトー
スおよび他の糖、ゼラチンまたは硫酸カルシウム）；滑沢剤（例えば、デンプン、ポリエ
チレングリコールまたは酢酸ナトリウム）；崩壊剤（例えば、デンプンまたはデンプング
リコレートナトリウム）；および湿潤剤（例えば、ラウリルスルフェートナトリウム）を
含むが、これらに限定されない。
【００６８】
　さらに、本発明のｄｓＲＮＡを、混合し、カプセル充填し、または他の分子、分子構造
物または核酸の混合物と複合化しまたはその他の方法で結合させて含む組成物に製剤化す
ることができる。例えば、１種以上の本発明のｄｓＲＮＡ剤を含む組成物は、同様の障害
の処置に使用される他の治療剤と組み合わせることができる。
【００６９】
　かかる化合物の毒性および治療効果を、例えばＬＤ５０（集団の５０％が致死となる用
量）およびＥＤ５０（集団の５０％が治療上有効である用量）を測定するための、細胞培
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養または実験動物の標準的な医薬的方法によって測定することができる。毒性と治療効果
間の用量比は治療指数であり、これはＬＤ５０／ＥＤ５０比として表すことができる。高
い治療指数を示す化合物が好ましい。
【００７０】
　細胞培養アッセイおよび動物試験から得たデータを、ヒトに使用する投与量の製剤に使
用する。本発明の組成物の投与量は、一般に、毒性がほとんどまたは全くないＥＤ５０を
含む循環濃度の範囲にある。投与量は使用する投与形態および利用する投与経路に依存し
て、この範囲内で変化し得る。本発明の方法に使用する化合物について、治療上有効用量
はまず細胞培養アッセイから確立され得る。用量は動物モデルにおいて、化合物または適
当であるとき標的配列のポリペプチド生成物の、細胞培養で測定したＩＣ５０（すなわち
、症状の最大阻害の半分が得られる試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃度範囲を得られ
るように（例えば、ポリペプチドの濃度低下が得られるように）製剤することができる。
かかる情報を用いてより正確にヒトに有用な用量を決定することができる。血漿レベルを
例えば、高速液体クロマトグラフィーで測定することができる。いずれにせよ、投与する
医師は当該技術分野において既知の、または本明細書に記載の標準的な効果測定方法を用
いて観察された結果に基づいて、ｄｓＲＮＡ投与の量および時期を調節することができる
。
【００７１】
アンチセンスＤＮＡ治療剤
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド（本明細書において「アンチセンス」と称す
ることもある）は、ｍｉｒ－２０８－２を標的とし、その転写レベルを低下させるように
設計される。当該アンチセンスそれ自体がこのｍｉｒ－２０８－２の何れかの部分を標的
としてその細胞内レベルをノックダウンさせてもよい。
【００７２】
　アンチセンス化合物は一般に、調査薬および診断薬として使用されており、長年治療的
開発の対象であった。アンチセンスオリゴヌクレオチドは優れた特異性で遺伝子発現を阻
害することができ、特定の遺伝子の機能を解明するために当業者によってしばしば使用さ
れている。アンチセンス化合物はまた、例えば多様な生物学的経路のメンバーの機能を消
失させるために使用される。
【００７３】
　アンチセンスの特異性および感受性はまた、治療的使用のために当業者によって利用さ
れている。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、動物およびヒトの疾患状態の処置におけ
る治療手段として使用されている。アンチセンスオリゴヌクレオチドはヒトへの投与に安
全かつ有効であり、そして多くの臨床試験が現在も行われている。したがって、オリゴヌ
クレオチドが細胞、組織および動物、とりわけヒトの処置のための処置レジメンを有用と
させ得る有用な治療方法であり得ることが確立されている。本発明の文脈において、「ア
ンチセンス」なる用語は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）のオリゴマーまたはポリマー、ま
たはその模倣物を意味する。当該用語は、天然に生じる核酸塩基、糖および共有ヌクレオ
シド間（骨格）結合、ならびに同様の機能を有する天然に生じない部分を有するオリゴヌ
クレオチドから成るオリゴヌクレオチドを含む。かかる修飾または置換アンチセンスは、
例えば細胞取り込みの促進、核酸標的親和性の向上およびヌクレアーゼの存在下での安定
性の向上のような所望の特性のため、天然形態よりもしばしば好ましい。
【００７４】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドはアンチセンス化合物の好ましい形態であるが、本発
明は、下記のもののようなオリゴヌクレオチド模倣物を含むがこれに限定されない他のオ
リゴマーアンチセンス化合物を含む。本発明のアンチセンス化合物は、好ましくは約８～
３０個の核酸塩基を含む。特に好ましいものは、約８～３０個の核酸塩基（すなわち約８
～３０個の結合ヌクレオシド）を含むアンチセンスオリゴヌクレオチドである。当該技術
分野において知られているように、ヌクレオシドは塩基と糖の組合せである。ヌクレオシ
ドの塩基部分は通常、ヘテロ環式塩基である。かかるヘテロ環式塩基の最も一般的な２つ
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の群は、プリン群とピリミジン群である。ヌクレオチドは、ヌクレオシドの糖部分と共有
結合しているリン酸基をさらに含むヌクレオシドである。ペントフラノシル糖を含むヌク
レオシドにおいて、リン酸基は糖の２’、３’または５’ヒドロキシル基と結合すること
ができる。オリゴヌクレオチドの形成において、リン酸基は隣接ヌクレオシド基と互いに
共有結合して直線ポリマー状化合物を形成する。この直線ポリマー状構造の各末端は順に
、さらに結合して環構造を形成し得るが、開環直鎖構造が一般に好ましい。オリゴヌクレ
オチド構造において、リン酸基は一般に、オリゴヌクレオチドのヌクレオシド間骨格を形
成すると言われる。通常の結合またはＤＮＡの骨格は、３’から５’へのホスホジエステ
ル結合である。
【００７５】
　本発明において有用な好ましいアンチセンス化合物の具体例は、修飾骨格または非天然
ヌクレオシド間（internucleoside）結合を含むオリゴヌクレオチドを含む。本明細書に
定義のとおり、修飾骨格を有するオリゴヌクレオチドは、骨格にリン原子を保つもの、お
よび骨格にリン原子を保持しないものを含む。本明細書の目的のため、そして当該技術分
野において呼ばれることもあるように、ヌクレオシド間骨格にリン原子を保有しない修飾
オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオシドであるとも考えられる。
【００７６】
　好ましい修飾オリゴヌクレオチド骨格は、例えばホスホロチオエート、キラルホスホロ
チオエート、ホスホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノアルキルホスホトリエ
ステル、メチルおよび他のアルキルホスホン酸エステル、例えば３’－アルキレンホスホ
ネートおよびキラルホスホネート、ホスホネート、ホスフィネート、３’－アミノホスホ
ロアミデートおよびアミノアルキルホスホロアミデートを含むホスホロアミデート、チオ
ノホスホロアミデート、チオノアルキルホスホトリエステル、および通常の３’－５’結
合を有するボラノホスフェート、これらの２’－５’結合アナログ、ヌクレオシド単位の
隣接対が逆極性を有する、３’－５’から５’－３’または２’－５’から５’－２’に
結合しているものを含む。多様な塩、塩混合物および遊離酸形態も含む。上記修飾骨格ま
たは非天然ヌクレオシド間結合を有するオリゴヌクレオチドを含むアンチセンス化合物の
合成技術は、常套の方法論を用いて行うことができ、当業者に親しまれている。上記リン
含有結合の製造を教示する代表的な米国特許は、米国特許第3,687,808号；第4,469,863号
および第5,625050号を含むが、これらに限定されない（各々その全体を出典明示により本
明細書の一部とする）。
【００７７】
　リン原子を含まない好ましい修飾オリゴヌクレオチド骨格は、短鎖アルキルまたはシク
ロアルキルヌクレオシド間結合、ヘテロ原子とアルキルまたはシクロアルキルヌクレオシ
ド間結合の混合物、または１個以上の短鎖ヘテロ原子もしくはヘテロ環式ヌクレオシド間
結合によって形成される骨格を有する。これらは、モルホリノ結合（ヌクレオシドの糖部
分から部分的に形成される）；シロキサン骨格；スルフィド、スルホキシドおよびスルホ
ン骨格；フォームアセチル（formacetyl）およびチオフォームアセチル骨格；メチレンフ
ォームアセチルおよびチオフォームアセチル骨格；アルケン含有骨格；スルファメート骨
格；メチレンイミノおよびメチレンヒドラジノ骨格；スルホネートおよびスルホンアミド
骨格；アミド骨格；および混合Ｎ、Ｏ、ＳおよびＣＨ２成分部分を含む他のものを有する
ものを含む。かかるオリゴヌクレオチドの合成は、当業者に、常套の方法、例えば米国特
許第5,034,506号；第5,166,315号または第5,677,439号に記載の方法によって行うことが
できる（各々その全体を出典明示により本明細書の一部とする）。
【００７８】
　他の好ましいオリゴヌクレオチド模倣物において、糖とヌクレオシド間結合、すなわち
ヌクレオチド単位の骨格の両方が新たな基で置換されている。適切な核酸標的化合物との
ハイブリダイゼーションのために、当該塩基単位は維持されている。かかるオリゴマー化
合物の１つである、際立ったハイブリダイゼーション特性を有することが示されているオ
リゴヌクレオチド模倣物は、ペプチド核酸（ＰＮＡ）と呼ばれている。ＰＮＡ化合物では
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、オリゴヌクレオチドの糖－骨格が、アミド含有骨格、特にアミノエチルグリシン骨格で
置換されている。核酸塩基は保持され、骨格のアミド部分のアザア（aza）窒素原子と直
接または間接に結合している。ＰＮＡ化合物の製造を教示する代表的な米国特許は、米国
特許第5,539,082号；第5,714,331号；および第5,719,262号を含むが、これらに限定され
ない（各々その全体を出典明示により本明細書の一部とする）。ＰＮＡ化合物の更なる教
示は、Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500に見出すことができる。
【００７９】
　本発明の最も好ましい態様は、米国特許第5,034,506号に記載のモルホリノ骨格構造を
有するオリゴヌクレオチドである。また好ましいものは、ホスホロチオエート骨格を有す
るオリゴヌクレオチドおよびヘテロ原子骨格、とりわけ米国特許第5,489,677号に記載の
－ＣＨ２－ＮＨ－Ｏ－ＣＨ２－、－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－Ｏ－ＣＨ２－［メチレン（メ
チルイミノ）またはＭＭＩ骨格として知られる］、－ＣＨ２－Ｏ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２
－、－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－および－Ｏ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ
２－ＣＨ２－［ここで、天然ホスホジエステル骨格は－Ｏ－Ｐ－Ｏ－ＣＨ２－で示される
］および米国特許第5,602,240に記載のアミド骨格を有するオリゴヌクレオシドである。
【００８０】
　修飾オリゴヌクレオチドは、１個以上の置換糖部分をも有していてもよい。好ましいオ
リゴヌクレオチドは、２’位に下記の１個を含む：ＯＨ；Ｆ；Ｏ－、Ｓ－またはＮ－アル
キル；Ｏ－、Ｓ－またはＮ－アルケニル；Ｏ－、Ｓ－またはＮ－アルキニル；またはＯ－
アルキル－Ｏ－アルキル（ここで、当該アルキル、アルケニルおよびアルキニルはＣ１～
Ｃ１０アルキルまたはＣ２～Ｃ１０アルケニルおよびアルキニルで置換されているか、非
置換であってよい）。とりわけ好ましいものは、Ｏ［（ＣＨ２）ｎ　Ｏ］ｍ　ＣＨ３、Ｏ
（ＣＨ２）ｎ　ＯＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎ　ＮＨ２、Ｏ（ＣＨ２）ｎ　ＣＨ３、Ｏ（ＣＨ
２）ｎ　ＯＮＨ２、およびＯ（ＣＨ２）ｎ　ＯＮ［（ＣＨ２）ｎ　ＣＨ３）］２（ここで
、ｎおよびｍは１～約１０である）である。他の好ましいオリゴヌクレオチドは、２’位
に下記の１個を含む：Ｃ１～Ｃ１０低級アルキル、置換低級アルキル、アルコアリール、
アラルキル、Ｏ－アルコアリールまたはＯ－アラルキル、ＳＨ、ＳＣＨ３、ＯＣＮ、Ｃｌ
、Ｂｒ、ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮＯ２、ＮＯ２、Ｎ３
、ＮＨ２、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルコアリール、アミノアルキルアミノ
、ポリアルキルアミノ、置換シリル、ＲＮＡ開裂基、レポーター基、インターカレーター
、オリゴヌクレオチドの薬物動態学的特性を向上させる化学基、又はオリゴヌクレオチド
の薬力学的特性を向上させる化学基、および類似する特性を有する他の置換基。好ましい
修飾には、２’－メトキシエトキシ（２’－Ｏ－－ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３、２’－Ｏ－（
２－メトキシエチル）または２’－ＭＯＥとも知られる）（Martin et al., Helv. Chim.
 Acta, 1995, 78, 486-504）、すなわちアルコキシアルコキシ基が含まれる。さらに好ま
しい修飾には、２’－ジメチルアミノオキシエトキシ、すなわちＯ（ＣＨ２）２ＯＮ（Ｃ
Ｈ３）２基（２’－ＤＭＡＯＥとしても知られる）が含まれる。さらに好ましいこのカテ
ゴリーの修飾は、Rajwanshi et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 1656-1659に記
載のＬＮＡ（ロックド核酸）として集合的に知られている二環式群の修飾である。
【００８１】
　他の好ましい修飾には、２’－メトキシ（２’－Ｏ－ＣＨ３）、２’－アミノプロポキ
シ（２’－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２）および２’－フルオロ（２’－Ｆ）が含まれる
。同様の修飾は、オリゴヌクレオチドの他の位置でも、とりわけ３’末端ヌクレオチドま
たは２’－５’結合オリゴヌクレオチドの糖の３’位、および５’末端ヌクレオチドの５
’位で行われていてもよい。オリゴヌクレオチドは、ペントフラノシル糖に代わるシクロ
ブチル部分のような糖模倣物を有していてもよい。当業者は常套の方法を用いてかかる修
飾糖構造を製造することができる。かかる修飾糖構造の製造を教示する代表的な米国特許
は、米国特許第4,981,957号；第5,118,800号および第5,700,920号を含むが、これらに限
定されない（各々その全体を出典明示により本明細書の一部とする）。
【００８２】
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　アンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、核酸塩基（しばしば、当該分野において、単
に「塩基」と称される）修飾または置換を含んでいてもよい。本明細書において使用する
とき、「未修飾」又は「天然」核酸塩基は、プリン塩基であるアデニン(Ａ)およびグアニ
ン(Ｇ)、ならびにピリミジン塩基であるチミン(Ｔ)、シトシン(Ｃ)およびウラシル(Ｕ)を
含む。修飾核酸塩基は、他の合成および天然核酸塩基、例えば５－メチルシトシン（５－
ｍｅ－Ｃ）、５－ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、２－アミノ
アデニン、アデニンおよびグアニンの６－メチルおよび他のアルキル誘導体、アデニンお
よびグアニンの２－プロピルおよび他のアルキル誘導体、２－チオウラシル、２－チオチ
ミンおよび２－チオシトシン、５－ハロウラシルおよびシトシン、５－プロピニルウラシ
ルおよびシトシン、６－アゾウラシル、シトシンおよびチミン、５－ウラシル（偽ウラシ
ル）、４－チオウラシル、８－ハロ、８－アミノ、８－チオール、８－チオアルキル、８
－ヒドロキシルおよび他の８－置換アデニンおよびグアニン、５－ハロ、とりわけ５－ブ
ロモ、５－トリフルオロメチルおよび他の５－置換ウラシルおよびシトシン、７－メチル
グアニンおよび７－メチルアデニン、８－アザグアニンおよび８－アザアデニン、７－デ
アザグアニンおよび７－デアザグアニン、ならびに３－デアザグアニンおよび３－デアザ
アデニンを含む。さらなる核酸塩基は米国特許第3,687,808に記載のもの、The Concise E
ncyclopedia Of Polymer Science And Engineering, pages 858-859, Kroschwitz, J. I.
, ed. John Wiley & Sons, 1990に記載のもの、Englisch et al., Angewandte Chemie, I
nternational Edition, 1991, 30, 613に記載のもの、そしてSanghvi, Y. S., Chapter 1
5, Antisense Research and Applications, pages 289-302、Crooke, S. T. and Lebleu,
 B. ed., CRC Press, 1993に記載のものを含む。これら核酸塩基の幾つかは、本発明のオ
リゴマー化合物の結合親和性を高めることにとって特に有用である。これらには、５-置
換ピリミジン、６-アザピリミジンおよび２-アミノプロピルアデニンを含むＮ－２、Ｎ-
６およびＯ-６置換プリン、５-プロピルウラシルならびに５-プロピニルシトシンが含ま
れる。５-メチルシトシン置換によって、核酸二本鎖安定性が０．６－１．２℃高まるこ
とが示され（Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. and Lebleu, B., eds., Antisense Resear
ch and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278）、それは、２'－Ｏ
－メトキシエチル糖修飾と組み合わせたときさらに特に好ましい塩基置換である。
【００８３】
　当業者は、当該技術分野において周知の方法によって修飾核酸塩基を製造することがで
きる。例えば、上記修飾核酸塩基および他の修飾核酸塩基の製造を教示する代表的な米国
特許は、米国特許第3,687,808号、および米国特許第4,845,205号；第5,130,302号および
第5,134,066号を含むが、これらに限定されない（各々その全体を出典明示により本明細
書の一部とする）。
【００８４】
　本発明のオリゴヌクレオチドの他の修飾は、活性、オリゴヌクレオチドの細胞分布また
は細胞取り込みを向上させるオリゴヌクレオチドの１個以上の部分またはコンジュゲート
と化学的に結合している。かかる基は、脂質部分、例えばコレステロール部分（Letsinge
r et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556）、コール酸（Manoharan
 et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1060）、チオエーテル、例えばヘキ
シル－Ｓ－トリチルチオール（Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 3
06-309； Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770）、チオコ
レステロール（Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538）、脂肪鎖、
例えばドデカンジオールまたはウンデシル残基（Saison-Behmoaras et al., EMBO J., 19
91, 10, 1111-1118； Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330； Svinarchuk 
et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54）、リン脂質、例えばジ－ヘキサデシル－ｒａｃ－
グリセロールまたはトリエチルアンモニウム１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グ
リセロ－３－Ｈ－ホスホネート（Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 365
1-3654； Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783）、ポリアミンまたは
ポリエチレングリコール鎖（Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotide, 1995, 14, 
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969-973）、またはアダマンタン酢酸（Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36
, 3651-3654）、パルミチル部分（Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264
, 229-237）、またはオクタデシルアミンもしくはヘキシルアミノ－カルボニル－オキシ
コレステロール部分（Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937
）を含むがこれらに限定されない。かかるオリゴヌクレオチドコンジュゲートの製造を教
示する代表的な米国特許は、米国特許第4,828,979号；第4,948,882号および第5,688,941
号を含むが、これらに限定されない（各々その全体を出典明示により本明細書の一部とす
る）。
【００８５】
　所与の化合物のすべての位置が統一的に修飾される必要はなく、事実、複数の上記修飾
が、単一の化合物またはオリゴヌクレオチド内の単一のヌクレオシドでも組み込まれてい
てもよい。本発明はまた、キメラ化合物であるアンチセンス化合物を含む。「キメラ」ア
ンチセンス化合物または「キメラ」は、本発明の文脈において、アンチセンス化合物、特
に、少なくとも１つのモノマー単位、すなわちオリゴヌクレオチド化合物の場合のヌクレ
オシドでそれぞれが作られている、２個以上の化学的に明らかな領域を有するオリゴヌク
レオチドである。これらオリゴヌクレオチドは、典型的には、ヌクレアーゼ分解に対する
耐性の上昇、細胞取り込みの上昇、および／または標的核酸に対する結合親和性の上昇を
オリゴヌクレオチドに付与するようにオリゴヌクレオチドが修飾されている、少なくとも
１個の領域を含む。オリゴヌクレオチドの付加的な領域は、ＲＮＡ：ＤＮＡまたはＲＮＡ
：ＲＮＡハイブリッドを切断することが可能な酵素の基質として機能する。例として、Ｒ
ＮＡアーゼＨは、ＲＮＡ：ＤＮＡ二本鎖のＲＮＡ鎖を分解する細胞性エンドヌクレアーゼ
である。したがって、ＲＮアーゼＨの活性化は、ＲＮＡ標的の切断を引き起こし、それに
よって、遺伝子発現のオリゴヌクレオチド阻害の効率を大幅に向上させる。結果として、
同じ標的領域とハイブリダイズするホスホロチオエートデオキシオリゴヌクレオチドと比
較して、キメラオリゴヌクレオチドを使用したとき、より短いオリゴヌクレオチドによっ
て同様な結果を頻繁に得ることができる。
【００８６】
　本発明のキメラアンチセンス化合物は、２個以上のオリゴヌクレオチド、修飾オリゴヌ
クレオチド、オリゴヌクレオチドおよび／または上記のオリゴヌクレオチド模倣物の複合
構造として形成され得る。かかる化合物は当該技術分野においてハイブリッドまたはギャ
ップマーとも称される。当業者は当該ハイブリッド構造を常套の方法によって製造するこ
とができる。当該ハイブリッド構造の製造を教示する代表的な米国特許は、米国特許第5,
013,830号；第5,149,797号および第5,700,922号を含むが、これらに限定されない（各々
その全体を出典明示により本明細書の一部とする）。
【００８７】
　本発明において使用されるアンチセンス化合物は、周知の固相合成の技術によって簡便
かつごく普通に製造することができる。かかる合成のための機器は、例えばApplied Bios
ystems（Foster City, Calif.）を含むいくつかの製造供給元によって販売されている。
当該技術分野で既知のかかる合成のためのあらゆる他の手段も、付加的または代替的に用
いることができる。ホスホロチオエートおよびアルキル化誘導体のようなオリゴヌクレオ
チドを製造するために、同様の技術を使用することが良く知られている。
【００８８】
　さらに、当業者は本発明のアンチセンス化合物がｍｉｒ－２０８－２それ自体を標的と
せず、ｍｉｒ－２０８－２を含むｍＲＮＡ、例えばｐｒｉ－ｍｉＲＮＡまたはｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡを標的としてもよいことを容易に理解するであろう。
【００８９】
　表１はｍｉｒ－２０８－２を下方制御する好ましいアンチセンス配列を示す。これらの
配列は本明細書に開示するいずれかの化学修飾を行って用いてもよい。
【００９０】
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【表８】

【００９１】
　本発明のアンチセンス化合物はインビトロで合成されるが、生物学的起源のアンチセン
ス組成物、またはアンチセンス分子のインビボ合成に関与するように設計された遺伝子ベ
クター構造物を含んでいてもよい。本発明の化合物はまた、取り込み、分布、および／ま
たは吸収を補助するために、例えば、リポソーム、レセプター標的分子、経口、直腸、局
所的または他の製剤として、混合し、カプセル充填しまたは他の分子、分子構造物または
分子の混合物と複合化し、または他の方法で結合させてよく、そしてそのようにする常套
的方法が存在し、当業者に周知である。例えば、代表的な米国特許は、米国特許第5,108,
921号；第5,354,844号および第5,595,756号を含むが、これらに限定されない（各々その
全体を出典明示により本明細書の一部とする）。
【００９２】
　本発明のアンチセンス化合物は、いずれかの薬学的に許容される塩、エステルまたはか
かるエステルの塩、またはヒトを含む動物に投与したとき（直接または間接的に）生物学
的に活性な代謝産物またはその残基を得られるあらゆる他の化合物を含む。したがって例
えば、本開示は、本発明の化合物のプロドラッグおよび薬学的に許容される塩、かかるプ
ロドラッグの薬学的に許容される塩、および他の生物学的均等物についても記載している
。「薬学的に許容される塩」なる用語は、本発明の化合物の生理的および薬学的に許容さ
れる塩：すなわち親化合物の所望の生物学的活性を保持し、それに望ましくない毒性を賦
与することのない塩を意味する。かかる化合物は常套の方法にしたがって当業者によって
製造され得る（Berge et al., “Pharmaceutical Salts,” J. of Pharma Sci., 1977, 6
6, 1-19）。
【００９３】
　「プロドラッグ」なる用語は、内因性酵素または他の化学物質および／または条件の作
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用によって体内または細胞内で活性形態（すなわち薬剤）に変換される不活性形態で製造
される薬剤を意味する。とりわけ、本発明のオリゴヌクレオチドのプロドラッグ版は、Ｓ
ＡＴＥ［（Ｓ－アセチル－２－チオエチル）ホスフェート］誘導体として、WO 93/24510
（Gosselin et al.、１９９３年１２月９日公開）またはWO 94/26764（Imbach et al.）
に記載の方法によって製造される。
【００９４】
　本発明のアンチセンス化合物は、診断、治療、予防のため、および調査キットとして利
用することもできる。治療のため、ｍｉｒ－２０８－２の発現を調節することによって処
置することができる疾患または障害を有する疑いのある動物、好ましくはヒトを、本発明
のアンチセンス化合物を投与して処置する。本発明の化合物は有効量のアンチセンス化合
物と好適な薬学的に許容される希釈剤または担体を加えて医薬組成物として利用可能であ
る。アンチセンス化合物の使用および本発明の方法は、例えば感染、炎症または腫瘍形成
の例えば予防または遅延のために、予防的に有用でもある。
【００９５】
　本発明のアンチセンス化合物は、ｍｉｒ－２０８－２をコードする核酸とハイブリダイ
ズし、この事実を活用するサンドイッチ法および他のアッセイ法を容易に構築することを
可能とするため、研究および診断のために有用である。本発明のアンチセンスオリゴヌク
レオチドとｍｉｒ－２０８－２をコードする核酸のハイブリダイゼーションを当該技術分
野において既知の方法によって検出することができる。かかる方法は、酵素とオリゴヌク
レオチドのコンジュゲーション、オリゴヌクレオチドの放射性標識化またはあらゆる他の
好適な検出方法を含んでいてもよい。サンプル中のｍｉｒ－２０８－２のレベルを検出す
るためのかかる検出方法を用いるキットを製造することもできる。
【００９６】
　本発明はまた、本発明のアンチセンス化合物を含む医薬組成物および製剤を含む。本発
明の医薬組成物は、局所または全身的処置が望まれるか、処置する領域に依存して多様な
方法で投与され得る。投与は局所（目および膣および直腸送達を含む粘膜）、肺、例えば
吸入またはネブライザーに含まれる粉末もしくはエアロゾルのガス注入によって；気管内
、鼻腔内、上皮および経皮）、経口または非経腸であり得る。非経腸投与は静脈内、動脈
内、皮下、腹腔内または筋肉内注射または輸液；または脳内、例えば、髄腔内または脳室
内投与を含む。２’－Ｏ－メトキシエチル修飾を有するオリゴヌクレオチドは、経口投与
にとりわけ有用であると考えられている。
【００９７】
本発明の組成物の使用
　上記のとおり、本発明の組成物は調査、診断および治療を含むがこれらに限定されない
複数の態様における使用を見出す。
【００９８】
　治療的使用のため、本明細書に記載の組成物は疾患およびｍｉｒ－２０８－２の調節異
常によって引き起こされた状態を処置するために使用することができる。本明細書に記載
のとおり、この新規なマイクロＲＮＡは主として筋肉組織、特に心臓組織で発現すること
を見出し、そしてＭＹＨ７転写および発現と関連していることを見出した。ｍｉｒ－２０
８－２の調節異常に関連する疾患は、筋疾患および心臓障害を含むが、これらに限定され
ず、そしてＭＹＨ６、ＭＹＨ７またはＭＹＨ７Ｂの変異に関連したかかる疾患を含み得る
。ｍｉＲＮＡの制御異常発現は疾患の進行の原因であってよく、したがって潜在的な治療
標的として、ｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡと好適な送達系を用いたｍｉＲＮＡの阻害また
はｄｓＲＮＡの再導入によって適格とする。
【００９９】
　例えば本発明の化合物を用いて、最も一般的な持続性の不整脈である心房細動（ＡＦ）
を処置することができ、そしてこれは長期間ＡＦを安定させる目的で、極度の構造的、収
縮性、そして電気生理的なリモデリングに関連している（Allessie, M., J. Ausma, and 
U. Schotten, Electrical, contractile and structural remodeling during atrial fib
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rillation. Cardiovasc Res, 2002. 54(2): p. 230-46）。ＡＦは心房筋の心室内ミオシ
ンアイソフォームの発現増加に関連しており、分化プロセスの一部と考えられている。興
味深いことに、ＡＦ心筋において、心室筋の特徴である遺伝子の機能的クラスは上方制御
されるが、心房筋において主として発現している機能的クラスは下方制御されることが見
出された。（Barth, A.S., et al., Reprogramming of the Human Atrial Transcriptome
 in Permanent Atrial Fibrillation: Expression of a Ventricular-Like Genomic Sign
ature  10.1161/01.RES.0000165480.82737.33. Circ Res, 2005. 96(9): p. 1022-1029）
。ＡＦにおいて上方制御されることが見出された遺伝子の１つがＭＹＨ７Ｂであり、これ
はイントロンの１つにｍｉｒ－４９９を含む遺伝子である。ヒト心房組織において観察さ
れるＭＹＨファミリーメンバーのアイソザイムシフトは、血液動態過負荷への初期適応で
あると考えられている（Buttrick, P.M., et al., Myosin isoenzyme distribution in o
verloaded human atrial tissue. Circulation, 1986. 74(3): p. 477-83； Yazaki, Y.,
 et al., Molecular adaptation to pressure overload in human and rat hearts. J Mo
l Cell Cardiol, 1989. 21 Suppl 5: p. 91-101.）。
【０１００】
　他の例において、化合物は小さな、顕著に肥大した、超収縮左心室（ＬＶ）によって特
徴付けられる肥大型心筋症（ＨＣＭ）において使用される（Maron, B.J., Hypertrophic 
cardiomyopathy: a systematic review. Jama, 2002. 287(10): p. 1308-20）。ヒト心室
筋はＭＹＨ６とＭＹＨ７の両方を発現し、ＭＹＨ７が主である。肥大中でもＭＹＨ７発現
に顕著な差は見られない。しかし、過負荷ヒト心室筋は通常含まれる少量のＭＹＨ６を失
うと、この形態が高血圧疾患を有する患者の剖検材料または弁心臓疾患を有する患者の術
中生検において検出されないため、考えられている。（Schwartz, K., et al., Left ven
tricular isomyosins in normal and hypertrophied rat and human hearts. Eur Heart 
J, 1984. 5 Suppl F: p. 77-83、 Mercadier, J.J., et al., Myosin isoenzymes in nor
mal and hypertrophied human ventricular myocardium. Circ Res, 1983. 53(1): p. 52
-62）。
【０１０１】
　同定されたマイクロＲＮＡ、ｍｉｒ－２０８－２、ｍｉｒ－２０８およびｍｉｒ－４９
９は、早発型心房細動または肥大型心筋症の検出におけるバイオマーカーとして使用する
こともできる。
【０１０２】
　本発明の化合物の局所投与用医薬組成物または製剤は、経皮パッチ、軟膏、ローション
、クリーム、ゲル、ドロップ、座薬、スプレー、液体および粉末を含む。常套の医薬担体
、水性、粉末または油性基剤、増粘剤等が必要または望まれ得る。コーティングしたコン
ドーム、手袋等も有用である。
【０１０３】
　経口投与用組成物および製剤は、粉末、顆粒、水または非水性媒体の懸濁液または溶液
、カプセル剤、サシェットまたは錠剤を含む。増粘剤、風味剤、希釈剤、乳化剤、分散剤
または結合剤が望まれ得る。
【０１０４】
　非経腸、髄腔内または心室内投与用組成物または製剤は、滅菌水溶液を含み、これはま
たバッファー、希釈剤および他の好適な添加剤、例えば透過促進剤、単体化合物および他
の薬学的に許容される担体または賦形剤を含んでいてもよいが、これらに限定されない。
【０１０５】
　本発明の医薬組成物は、溶液、エマルジョン、およびリポソーム含有製剤を含む。これ
らの組成物は、予め形成された液体、自己乳化固体および自己乳化半固体を含むがこれら
に限定されない多様な成分から、常套の方法にしたがって、当業者によって製造され得る
。
【０１０６】
　簡便には単位投与形態で存在していてもよい本発明の医薬組成物は、医薬産業において
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周知の常套の技術によって製造することができる。かかる技術は、有効成分と医薬担体ま
たは希釈剤を組み合わせる工程を含む。一般に製剤は、有効成分と液体担体または良好に
分散した固体担体またはその両方と均一かつ密接に連携させ、次に所望により生成物を成
形して製造する。
【０１０７】
　本発明の組成物は、錠剤、カプセル剤、液体シロップ、ソフトゲル、座薬およびエネマ
のような多くの可能な投与形態のいずれかに製剤化することができるが、これらに限定さ
れない。本発明の組成物はまた、水性、非水性または混合媒体の懸濁液として製剤化する
こともできる。水性懸濁液はさらに、懸濁液の粘度を増加させる物質、例えばカルボキシ
メチルセルロースナトリウム、ソルビトールおよび／またはデキストランを含んでいても
よい。懸濁液はまた、安定化剤を含んでいてもよい。
【０１０８】
　本発明の１つの態様において、医薬組成物は泡として製剤化および使用することができ
る。医薬泡はエマルジョン、ミクロエマルジョン、クリーム、ゼリーおよびリポソームの
ような製剤を含むがこれらに限定されない。基本的に同じ性質であるが、これらの製剤は
最終生成物の組成および濃度が異なる。かかる組成物および製剤の製造法は、一般に医薬
分野の当業者に既知であり、本発明の組成物の製剤化に適用することができる。
【０１０９】
　組成物は単独で、または少なくとも１種の他の薬剤、例えば安定化化合物との組合せで
投与することができ、これは食塩水、緩衝化食塩水、デキストロースおよび水を含むがこ
れらに限定されないあらゆる滅菌、生物学的に適合性の医薬担体において投与することが
できる。該組成物は患者に単独で、または他の薬剤、医薬またはホルモン剤と組み合わせ
て投与することができる。
【０１１０】
　本発明に含まれる医薬組成物を、多様な経路、例えば経口、静脈内、筋肉内、関節内、
動脈内、髄内、髄腔内、心室内、経皮、皮下、腹腔内、鼻腔内、経腸、局所、舌下または
直腸手段によって投与することができるが、これらに限定されない。有効成分に加えて、
これらの医薬組成物は、薬学的に使用され得る製剤への活性化合物の処理を容易にする賦
形剤および助剤を含む好適な薬学的に許容される担体を含んでいてもよい。製剤化および
投与のための更に詳細な技術はRemington’s Pharmaceutical Sciences（Maack Publishi
ng Co., Easton, Pa.）の最新版に見出すことができる。経口投与用医薬組成物は、経口
投与に好適な投与量で、当業者に周知の薬学的に許容される担体を用いて製剤化すること
ができる。かかる担体は、医薬組成物を患者に接種されるための錠剤、ピル、糖衣錠、カ
プセル剤、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸濁液等に製剤化することを可能とする。
経口用医薬製剤は、有効成分と固体賦形剤を混合し、所望により得られた混合物を摩砕し
、好適な助剤を加えた後顆粒の混合物を処理して、錠剤または糖衣錠コアを得ることがで
きる。好適な賦形剤は、炭水化物またはタンパク質増量剤、例えば糖、例えばラクトース
、ショ糖、マンニトールまたはソルビトール；トウモロコシ、コムギ、コメ、ジャガイモ
または他の植物由来のデンプン；セルロース、例えばメチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチル－セルロースまたはカルボキシメチルセルロースナトリウム；ゴム、例えばア
ラビアゴムおよびトラガカント；およびタンパク質、例えばゼラチンおよびコラーゲンで
ある。所望により、崩壊剤または可溶化剤、例えば架橋ポリビニルピロリドン、寒天、ア
ルギン酸、またはその塩、例えばアルギン酸ナトリウムを加えることができる。
【０１１１】
　糖衣錠コアは、好適なコーティング、例えばアラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリ
ドン、カーボポールゲル、ポリエチレングリコールおよび／または二酸化チタン、ラッカ
ー液および好適な有機溶媒または溶媒混合物を含む、濃縮糖溶液と組み合わせて使用され
得る。着色剤または着色料を錠剤または糖衣錠コーティングに加えて、製品の識別および
活性化合物の量、例えば投与量を特徴付けることもできる。
【０１１２】
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　経口的に使用することができる医薬製剤は、ゼラチン製の押し込み式カプセル、ならび
にゼラチンおよびグリセロールまたはソルビトールのようなコーティングでできた軟密封
カプセル剤を含む。押し込み式カプセル剤はラクトースまたはデンプンのような増量剤ま
たは結合剤、タルクまたはステアリン酸マグネシウムのような滑沢剤、および所望により
安定化剤と混合した有効成分を含み得る。軟カプセル剤において、活性化合物を脂肪油、
液体または液体ポリエチレングリコールのような好適な液体に、安定化剤と共にまたはそ
れなしで溶解または懸濁することができる。
【０１１３】
　非経腸投与に好適な医薬組成物は、水溶液、好ましくは生理的に適合性のバッファー、
例えばハンクス液、リンゲル液または生理的緩衝化食塩水中に製剤化することができる。
水性注射懸濁液は懸濁液の粘度を上昇させる物質、例えばカルボキシメチルセルロースナ
トリウム、ソルビトールまたはデキストランを含んでいてもよい。さらに、活性化合物の
懸濁液は適切な油性注射懸濁液として製剤することができる。好適な親油性溶媒またはビ
ークルは、脂肪油、例えばゴマ油または合成脂肪酸エステル、例えばエチルオレエートま
たはトリグリセリド、またはリポソームを含む。非脂質ポリカチオン性アミノポリマーを
送達に用いることもできる。所望により、懸濁液は好適な安定化剤または化合物の溶解性
を向上させて高濃度溶液の製造を可能とする薬剤を含んでもよい。
【０１１４】
　局所または経鼻投与のために、透過させるべき特定の障壁に適切な透過剤を製剤中に用
いる。かかる透過剤は一般に当該技術分野において既知である。
【０１１５】
　本発明の医薬組成物を当該技術分野において既知の方法で、例えば常套の混合、溶解、
造粒、糖衣製造、摩砕、乳化、カプセル充填、充填、または凍結乾燥プロセスによって製
造することができる。
【０１１６】
　医薬組成物は塩として提供することができ、塩酸、硫酸、酢酸、乳酸、酒石酸、リンゴ
酸、コハク酸等と共に形成することができる。塩は対応する遊離塩基形態よりも水性また
は他のプロトン性溶媒により溶解し易くさせる傾向がある。他の場合では、好ましい製剤
は下記のいずれかまたは全てを含んでいてもよい、使用前にバッファーと組み合わせる凍
結乾燥粉末であり得る：１－５０ｍＭ　ヒスチジン、０．１％－２％ショ糖、および２－
７％マンニトール、ｐＨ範囲４．５～５．５。
【０１１７】
　医薬組成物を製造した後、これを適切な容器に入れ、適応状態の処置のためのラベルを
貼り付けることができる。投与のために、かかるラベルは投与量、頻度および方法を含む
。
【０１１８】
　本発明の使用に好適な医薬組成物は、有効成分が意図した目的を達成するのに有効な量
で含まれている組成物を含む。有効量の決定は十分に当業者の能力の範囲内である。いず
れかの化合物について、治療上有効用量はまず、例えば新生物細胞の細胞培養アッセイ、
または通常マウス、ウサギ、イヌまたはブタの動物モデルから確立され得る。動物モデル
を用いて適切な濃度範囲および投与経路を決定することもできる。かかる情報は、ヒトに
おける投与に有用な用量および経路を決定するために使用することができる。治療上有効
用量は、症状または状態を改善する有効成分の量を意味する。治療効果および毒性、例え
ばＬＤ５０（集団の５０％が致死となる用量）およびＥＤ５０（集団の５０％が治療上有
効である用量）を、細胞培養または実験動物の標準的な薬学的方法によって測定すること
ができる。毒性と治療効果間の用量比は治療指数であり、これはＬＤ５０／ＥＤ５０比と
して表すことができる。大きな治療指数を示す医薬組成物が好ましい。細胞培養アッセイ
および動物試験から得られたデータを、ヒトに使用する投与量範囲を製剤化するために使
用する。係る組成物に含まれる投与量は、好ましくは毒性がほとんどまたは全くないＥＤ
５０を含む循環濃度の範囲にある。投与量はこの範囲内で、使用する投与形態、患者の感
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受性および投与経路に依存して変化する。正確な投与量は処置を必要とする対象に関連し
た要因に基づいて、実施者によって決定される。投与量および投与は、活性部分の十分な
レベルが得られるが、所望の効果が維持されるように調節される。考慮され得る要因は、
疾患状態の重症度、対象の一般的な健康、食餌、投与の時間および頻度、薬剤の組合せ、
応答感受性、および治療に対する耐容性／応答性を含む。長期作用型医薬組成物は３～４
日毎、１週間毎、または２週間に１回、具体的な製剤の半減期およびクリアランス速度に
依存して投与することができる。
【０１１９】
　通常の投与量は０．１～１００，０００マイクログラムの範囲で、最大耐容量約１ｇま
でで、投与経路に依存して変化し得る。具体的な投与量および送達方法に関する基準は、
当業者に一般に入手可能な文献から得られる。当業者はタンパク質またはその阻害剤と異
なるヌクレオチドのための製剤を用いる。同様に、ポリヌクレオチドまたはポリペプチド
の送達は具体的な細胞、状態、位置などに特異的である。
【０１２０】
　本発明の組成物の別の使用は、バイオマーカー適用、診断および調査使用を含むが、こ
れに限定されない非治療的使用を含む。当業者は本発明において、本発明の化合物を、本
明細書に開示されているｍｉｒ－２０８－２の新規な発見に基づいて、これらの目的のた
めに使用することができる。具体的な興味の調査使用の方法は、ｍｉｒ－２０８－２マイ
クロＲＮＡの細胞内での発現の低下または上昇を含む。本発明それ自体はまた、心臓血管
障害または筋疾患の診断またはその処置戦略の決定に使用するためのキット、細胞中のｍ
ｉｒ－２０８－２、ｍｉｒ－２０８および／またはｍｉｒ－４９９の発現を低下または上
昇させる方法、および細胞中のｍｉｒ－２０８－２、ｍｉｒ－２０８および／またはｍｉ
ｒ－４０９活性を低下または上昇させる方法を含む。
【実施例１】
【０１２１】
実施例：
ｍｉＲＮＡ－２０８－２の同定および特徴付け。
　マイクロＲＮＡ発現プロファイリングを下記プロトコルにしたがって得た：
【０１２２】
ＲＮＡ単離
　ラットおよびマウスをイソフルラン（３％、２０Ｌ／分）で深く麻酔した後開胸し、心
臓の左心室をかん流した。左心室を、洗浄液（ＮａＣｌ　０．９％と２５０，０００Ｕ／
ｌ　ヘパリン、３８℃）を含む気密加圧シリンジに接続した翼付輸液セット（SV- 19BLK;
 Termudo, Elkton, MD）の２３ゲージ針で穿刺した。右心房に流出口を設けるために穿刺
し、かん流液を１２０ｍｍＨｇの正確に制御された圧力下で注入した。かん流を２分間、
一定速度（２０ｍｌ）で続けた。臓器を摘出し、液体窒素で瞬間凍結し、－８０℃で保存
した。製造業者から得られるプロトコルにしたがって、臓器を１ｍｌ　Trizol（登録商標
）Reagent （Life-Technologies（商標）, カタログ番号: 15596-018）の存在下、Trizol
／１００ｍｇ組織で、ポリトロンホモジナイザーを用いてホモジナイズした。ＲＮＡをＲ
Ｎアーゼを含まない水に溶解させ、－８０℃で保存した。
【０１２３】
ノーザンＤＮＡプローブ
　ｍｉｒ－２０８（5’-acaagctttttgctcgtcttat-3’）、ｍｉｒ－２０８－２（5’-acaa
accttttgttcgtcttat-3’）、ｍｉｒ－４９９（5’-aaacatcactgcaagtctt-3’）、ｍｉｒ
－２０６（5’-ccacacacttccttacattcca-3’）およびＵ６　ｓｎＲＮＡ（5’-gccatgctaa
tcttctctgtatc-3’）に対するプローブを５’－ジゴキシゲニン標識した。全てのプロー
ブおよび合成ｍｉＲＮＡ配列は、Microsynth GmbHから得た。
【０１２４】
ノーザンブロッティング
　ノーザンブロット分析をジゴキシゲニン標識化ＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いて行っ
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た。簡潔に言うと、各組織の全ＲＮＡ５μｇを１ｘＴＢＥ中変性１５％ポリアクリルアミ
ド／７Ｍ　ウレアゲル（Invitrogen, カタログ番号: EC68855BOX）上で分離した。分解し
たＲＮＡを正に荷電したナイロン膜（Roche, カタログ番号: 1209299）に９０分間、０．
５ｘＴＢＥ中０．８ｍＡ／ｃｍ２で移した。１２０ｍＪでＵＶ架橋後、膜を２ｘＳＳＣで
洗浄し、DIG Easy Hyb-バッファー（Roche, カタログ番号: 11603558001）で２０分間ブ
ロックした。ブロック後、膜を１ｐｍｏｌ／ｍｌ　５’－ＤＩＧ標識化ＤＮＡオリゴを含
むDIG Easy Hyb-バッファーと共に６０分間インキュベートした。膜を０．１％ＳＤＳ／
２ｘＳＳＣで濯いだ後、２ｘＳＳＣで２回洗浄した。続いて、製造業者のプロトコルにし
たがって、膜を洗浄し、ブロックし（Roche, カタログ番号: 1585762, Roche）、アルカ
リホスファターゼ複合化抗ジゴキシゲニン抗体（Roche, カタログ番号: 1093274）と共に
インキュベートした。膜をすぐに使用できるＣＤＰ－Ｓｔａｒ（Roche, カタログ番号: 2
041677）中でインキュベートし、ChemiDoc XRS （BioRad）を用いて化学発光を検出した
。
【０１２５】
結果：異なるマウス組織のｍｉＲＮＡ発現プロファイリングから、ｍｉｒ－２０８とｍｉ
ｒ－４９９両方の発現が心臓において極めて富化されていることが分かった。マウスとラ
ット両方の組織のノーザンブロット分析によって、これらのｍｉＲＮＡの観察された発現
パターンを確認する（データは示さず）。
【０１２６】
　より詳細には、ｍｉｒ－２０８は心臓の心房および心室で高度に発現しており、この発
現はマウスおよびラットの両方で保存されていることが見出された。他方、Ｍｉｒ－４９
９は心臓の心室領域に限定されている。ｍｉｒ－２０６は主として筋肉において発現して
おり、心臓では低いレベルの発現が検出される。これらの知見から、本発明者らは、ｍｉ
ｒ－４９９（Bentwich, I., et al., Identification of hundreds of conserved and no
nconserved human microRNAs. Nat Genet, 2005.）の発現が心臓の心室領域で極めて富化
されていることを同定し；そしてｍｉｒ－２０８（Lagos-Quintana, M., et al., Identi
fication of tissue-specific microRNAs from mouse. Curr Biol, 2002. 12(9): p. 735
-9.）およびｍｉｒ－２０６（Sempere, L.F., et al., Expression profiling of mammal
ian microRNAs uncovers a subset of brain-expressed microRNAs with possible roles
 in murine and human neuronal differentiation. Genome Biol, 2004. 5(3): p. R13.
）の心臓および筋肉富化発現プロファイルを確認した。
【０１２７】
　心臓からクローン化されたｍｉｒ－２０８（Lagos-Quintana, M., et al., New microR
NAs from mouse and human. Rna, 2003. 9(2): p. 175-9.）はミオシン重鎖６遺伝子のイ
ントロンに位置し、動物間で高度に保存されている。興味深いことに、ｍｉｒ－４９９（
Bentwich, et al. supra）はヒトミオシン重鎖７Ｂ遺伝子のイントロンに位置する。ｍｉ
ＲＮＡ　ｍｉｒ－４９９はｍｉｒ－２０８と比較してより大きな種群にわたって高度に保
存されている（ゼブラフィッシュ、ヒト、チンパンジー、イヌ、ラット、マウスおよびア
フリカツメガエル）。
【０１２８】
　このデータは遺伝子とｍｉＲＮＡ機能の両方が保存されていることを示唆しており、し
たがって驚くべきことに、ｍｉｒ－４９９の保存の同様のレベルがｍｉｒ－２０８におい
ては見られない。興味深いことに、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）心室ミオシン重鎖
（ｖｍｈｃ）はヒトＭＹＨ６の密接に関連したホモログであり、その転写は同様のイント
ロン／エキソン構造を有する。
【０１２９】
　ｍｉｒ－２０８配列を含むＭＹＨ６イントロンとｖｍｈｃ転写産物のアラインメントに
よって、異なる４個のヌクレオチドを有する類ｍｉｒ－２０８配列の存在が明らかとなっ
た（図１）。興味深いことに、ｖｍｈｃは、ｖｍｈｃとＭＹＨ７の両方が、ＡＴＰ加水分
解の速度が遅いため遅い収縮速度を有するので、ＭＹＨ６メンバーよりもむしろ哺乳類Ｍ
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ＹＨ７ファミリーメンバーにより関連している。他方、ＭＹＨ６は‘速い’アイソフォー
ムに属する（Weiss, A. and L.A. Leinwand, The mammalian myosin heavy chain gene f
amily. Annu Rev Cell Dev Biol, 1996. 12: p. 417-39）。驚くべきことに、ｍｉｒ－２
０８－２を含むｖｍｈｃイントロンと哺乳類ＭＹＨ７イントロンのアラインメントによっ
て、本明細書においてｍｉｒ－２０８－２と呼ぶ新規なｍｉｒ－２０８様ｍｉＲＮＡが明
らかとなった。
【０１３０】
　要するに、本発明者らは、ゼブラフィッシュ遺伝子ｖｍｈｃのイントロンおよび哺乳類
ＭＹＨ７遺伝子に含まれる新規なｍｉＲＮＡ配列を同定した。
【０１３１】
実施例：ｍｉｒ－２０８－２の特徴付け。
　正常なマウスおよびラットの心臓において、ＭＹＨ７は心臓の新生児発育中にのみ発現
される（Lyons, G.E., et al., Developmental regulation of myosin gene expression 
in mouse cardiac muscle. J Cell Biol, 1990. 111(6 Pt 1): p. 2427-36.）。しかし、
ＭＹＨ７および他の胎児遺伝子は、心臓が肥大を招く圧力過負荷に曝されているときに再
び発現する。ｍｉｒ－２０８－２の存在を検証するため、全ＲＮＡをマウス心臓から、発
生の異なる段階で単離した。ＲＴ－ＰＣＲ（図２）およびノーザンブロット分析（図３）
を行って、遺伝子発現およびｍｉＲＮＡ発現をそれぞれ確認した。
【０１３２】
ＲＮＡ単離
　誕生後胚日（ＥＤ）１７～１９日の範囲の異なる発生段階のマウス心臓を単離し、液体
窒素でスナップ凍結し、－８０℃で保存した。製造業者から得られるプロトコルにしたが
って、臓器を１ｍｌ　Trizol（登録商標）Reagent （Life-Technologies（商標）, カタ
ログ番号: 15596-018）の存在下、Trizol／１００ｍｇ組織で、ポリトロンホモジナイザ
ーを用いてホモジナイズした。ＲＮＡをＲＮアーゼを含まない水に溶解させ、－８０℃で
保存した。
【０１３３】
ノーザンＤＮＡプローブ
　ｍｉｒ－２０８（5’-acaagctttttgctcgtcttat-3’）、ｍｉｒ－２０８－２（5’-acaa
accttttgttcgtcttat-3’）、ｍｉｒ－４９９（5’-aaacatcactgcaagtctt-3’）、ｍｉｒ
－２０６（5’-ccacacacttccttacattcca-3’）およびＵ６　ｓｎＲＮＡ（5’-gccatgctaa
tcttctctgtatc-3’）に対するプローブを５’－ジゴキシゲニン標識した。全てのプロー
ブおよび合成ｍｉＲＮＡ配列は、Microsynth GmbHから得た。
【０１３４】
ノーザンブロッティング
　ノーザンブロット分析をジゴキシゲニン標識化ＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いて行っ
た。簡潔に言うと、各組織の全ＲＮＡ５μｇを１ｘＴＢＥ中変性１５％ポリアクリルアミ
ド／７Ｍ　ウレアゲル（Invitrogen, カタログ番号: EC68855BOX）上で分離した。分解し
たＲＮＡを正に荷電したナイロン膜（Roche, カタログ番号: 1209299）に９０分間、０．
５ｘＴＢＥ中０．８ｍＡ／ｃｍ２で移した。１２０ｍＪでＵＶ架橋後、膜を２ｘＳＳＣで
洗浄し、DIG Easy Hyb-バッファー（Roche, カタログ番号: 11603558001）で２０分間ブ
ロックした。ブロック後、膜を１ｐｍｏｌ／ｍｌ　５’－ＤＩＧ標識化相補的ＤＮＡオリ
ゴを含むDIG Easy Hyb-バッファーと共に６０分間インキュベートした。膜を０．１％Ｓ
ＤＳ／２ｘＳＳＣで濯いだ後、２ｘＳＳＣで２回洗浄した。続いて、製造業者のプロトコ
ルにしたがって、膜を洗浄し、ブロックし（Roche, カタログ番号: 1585762, Roche）、
アルカリホスファターゼ複合化抗ジゴキシゲニン抗体（Roche, カタログ番号: 1093274）
と共にインキュベートした。膜をすぐに使用できるＣＤＰ－Ｓｔａｒ（Roche, カタログ
番号: 2041677）中でインキュベートし、ChemiDoc XRS （BioRad）を用いて化学発光を検
出した。
【０１３５】
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　ＭＹＨ６（Mm00440354_m1）、ＭＹＨ７（Mm00600555_m1）および１８Ｓ（Hs99999901-s
1）のＰＣＲプライマーセットを製造業者のプロトコルにしたがって、Applied Biosystem
s（ＡＢ）から１工程ＲＴ－ＰＣＲ Master Mix反応剤（AB, カタログ番号: 4309169）を
用いて得た。全サンプルを7500 FAST Real-Time PCR System（ＡＢ）を用いて３連で測定
した。
【０１３６】
　本発明者らは、ＭＹＨ７発現がマウス心臓発生の新生児段階に限定されることを確認し
た。誕生後２日で、ＭＹＨ７はＲＴ－ＰＣＲによって最早検出されない。ｍｉｒ－２０８
－２は誕生前および誕生直後（８日目）に発現するが、実質的には１４日目まで検出され
ない。ｍｉｒ－２０８のノーザンブロット分析はＭＹＨ６の発現と相関しており、新生児
段階および出生後段階で存在する。
【０１３７】
成人ヒト心臓におけるｍｉｒ－２０８－２発現：マウスおよびラットとは異なり、健常ヒ
ト心臓はＭＹＨ６とＭＹＨ７の両方を発現している。Schiaffino ら（Schiaffino, S., e
t al., Myosin changes in hypertrophied human atrial and ventricular myocardium. 
A correlated immunofluorescence and quantitative immunochemical study on serial 
cryosections. Eur Heart J, 1984. 5 Suppl F: p. 95-102.）は、特定の抗ミオシン抗体
を用いてヒト心臓の剖検および生検標本においてＭＹＨ６とＭＹＨ７の両方を検出した。
著者らはＭＹＨ６はほとんどの正常心室標本において５％未満であり、圧力過負荷の影響
で完全に消失したと報告している。他方、重鎖ベータは一般に左心房心筋において検出さ
れないが、肥大心房の生検において９０％まで増加した。Satoら（Sato, H., et al., [m
RNA detection of beta-myosin heavy chain gene in the autopsy cases of hypertroph
ic cardiomyopathy]. Nippon Hoigaku Zasshi, 2000. 54(3): p. 408-13）はまた、ＭＹ
Ｈ７の過剰発現は突然の心臓死と関連しており、これは制御異常ＭＹＨ発現が心臓の病的
機能不全に寄与することを示唆していると報告している。（Garcia-Castro, M., et al.,
 Hypertrophic cardiomyopathy: low frequency of mutations in the beta-myosin heav
y chain (MYH7) and cardiac troponin T (TNNT2) genes among Spanish patients. Clin
 Chem, 2003. 49(8): p. 1279-85； Perrot, A., et al., Prevalence of cardiac beta-
myosin heavy chain gene mutations in patients with hypertrophic cardiomyopathy. 
J Mol Med, 2005. 83(6): p. 468-77）。
【０１３８】
　ＭＹＨ７イントロン中の新規マイクロＲＮＡの同定によって、このｍｉＲＮＡの制御異
常発現が実際にＭＹＨ７それ自体に起因する心臓障害に関係していることが確立された。
本明細書は、この発見に関連する組成物および方法を提供する。
【０１３９】
　本明細書中で言及した全ての出版物、特許および特許出願は、本発明が属する技術分野
における当業者の技術レベルの指標となる。本明細書中で言及した全ての出版物、特許お
よび特許出願を、それらの全体について参照により本明細書の一部とする。
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