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【手続補正書】
【提出日】平成21年10月27日(2009.10.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　長さ約15～約60ヌクレオチドの二本鎖領域を含む修飾siRNAであって、二本鎖領域にお
けるヌクレオチドの約20％未満が修飾ヌクレオチドを含み、対応する未修飾siRNA配列と
比べ免疫刺激性が小さく、かつ標的配列の発現を抑制することができる、修飾siRNA。
【請求項２】
　2'-O-メチル（2'OMe）ヌクレオチド、2'-デオキシ-2'-フルオロ（2'F）ヌクレオチド、
2'-デオキシヌクレオチド、2'-O-(2-メトキシエチル)（MOE）ヌクレオチド、ロック核酸
（LNA）ヌクレオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択される修飾ヌクレオチ
ドを含む、請求項1記載の修飾siRNA。
【請求項３】
　2'OMe-グアノシンヌクレオチド、2'OMe-ウリジンヌクレオチド、2'OMe-アデノシンヌク
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レオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択される2'OMeヌクレオチドを含む、
請求項1～2のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項４】
　2'OMe-シトシンヌクレオチドを含まない、請求項1～3のいずれか一項記載の修飾siRNA
。
【請求項５】
　一方の鎖または両方の鎖に修飾ヌクレオチドを含む、請求項1～4のいずれか一項記載の
修飾siRNA。
【請求項６】
　2'OMe-グアノシンヌクレオチド、2'OMe-ウリジンヌクレオチド、またはそれらの混合物
を含む、請求項5記載の修飾siRNA。
【請求項７】
　二本鎖領域におけるヌクレオチドの約15％未満が修飾ヌクレオチドを含む、請求項1～6
のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項８】
　二本鎖領域におけるヌクレオチドの約5％～約20％が修飾ヌクレオチドを含む、請求項1
～6のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項９】
　二本鎖領域におけるヌクレオチドの約10％～約20％が修飾ヌクレオチドを含む、請求項
1～6のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項１０】
　対応する未修飾siRNA配列と比べ少なくとも約80％免疫刺激性が小さい、請求項1～9の
いずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項１１】
　対応する未修飾siRNA配列のIC50の10倍以下のIC50を有する、請求項1～10のいずれか一
項記載の修飾siRNA。
【請求項１２】
　一方の鎖または両方の鎖に3'突出部を含む、請求項1～11のいずれか一項記載の修飾siR
NA。
【請求項１３】
　3'突出部を含まない、請求項1～11のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項１４】
　担体系をさらに含む、請求項1～13のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項１５】
　担体系が、核酸-脂質粒子、リポソーム、ミセル、ウイロソーム（virosome）、核酸複
合体、およびそれらの混合物からなる群より選択される、請求項14記載の修飾siRNA。
【請求項１６】
　請求項1～15のいずれか一項記載の修飾siRNAおよび薬学的に許容される担体を含む薬学
的組成物。
【請求項１７】
　長さ約15～約60ヌクレオチドの二本鎖領域を含む修飾siRNAであって、二本鎖領域にお
けるヌクレオチドのうちの少なくとも2つが、修飾グアノシンヌクレオチド、修飾ウリジ
ンヌクレオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択される修飾ヌクレオチドを含
み、対応する未修飾siRNA配列と比べ免疫刺激性が小さく、かつ標的配列の発現を抑制す
ることができる、修飾siRNA。
【請求項１８】
　2'OMe-グアノシンヌクレオチド、2'OMe-ウリジンヌクレオチド、およびそれらの混合物
からなる群より選択される修飾ヌクレオチドを含む、請求項17記載の修飾siRNA。
【請求項１９】
　一方の鎖または両方の鎖に修飾ヌクレオチドを含む、請求項17～18のいずれか一項記載
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の修飾siRNA。
【請求項２０】
　二本鎖領域におけるヌクレオチドの約30％未満が修飾ヌクレオチドを含む、請求項17～
19のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項２１】
　二本鎖領域におけるヌクレオチドの約25％未満が修飾ヌクレオチドを含む、請求項17～
19のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項２２】
　二本鎖領域におけるヌクレオチドの約20％未満が修飾ヌクレオチドを含む、請求項17～
19のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項２３】
　対応する未修飾siRNA配列と比べ少なくとも約80％免疫刺激性が小さい、請求項17～22
のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項２４】
　対応する未修飾siRNA配列のIC50の10倍以下のIC50を有する、請求項17～23のいずれか
一項記載の修飾siRNA。
【請求項２５】
　修飾siRNAの一方の鎖または両方の鎖に3'突出部を含む、請求項17～24のいずれか一項
記載の修飾siRNA。
【請求項２６】
　3'突出部を含まない、請求項17～24のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項２７】
　担体系をさらに含む、請求項17～26のいずれか一項記載の修飾siRNA。
【請求項２８】
　請求項17～27のいずれか一項記載の修飾siRNAおよび薬学的に許容される担体を含む薬
学的組成物。
【請求項２９】
　請求項1または17記載の修飾siRNA；
　カチオン性脂質；および
　非カチオン性脂質
を含む核酸-脂質粒子。
【請求項３０】
　カチオン性脂質が、N,N-ジオレイル-N,N-ジメチルアンモニウムクロライド（DODAC）、
N,N-ジステアリル-N,N-ジメチルアンモニウムブロマイド（DDAB）、N-(1-(2,3-ジオレオ
イルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモニウムクロライド（DOTAP）、N-(1-(2,3-
ジオレイルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモニウムクロライド（DOTMA）、N,N-
ジメチル-2,3-ジオレイルオキシプロピルアミン（DODMA）、1,2-ジリノレイルオキシ-N,N
-ジメチルアミノプロパン（DLinDMA）、1,2-ジリノレニルオキシ-N,N-ジメチルアミノプ
ロパン（DLendMA）、およびそれらの混合物からなる群より選択されるメンバーである、
請求項29記載の核酸-脂質粒子。
【請求項３１】
　非カチオン性脂質が、ジステアロイルフォスファチジルコリン（DSPC）、ジオレオイル
フォスファチジルエタノールアミン（DOPE）、パルミトイルオレオイル-フォスファチジ
ルコリン（POPC）、パルミトイルオレオイル-フォスファチジルエタノールアミン（POPE
）、パルミトイルオレオイル-フォスファチジルグリセロール（POPG）、ジパルミトイル-
フォスファチジルコリン（DPPC）、ジパルミトイル-フォスファチジルエタノールアミン
（DPPE）、ジミリストイル-フォスファチジルエタノールアミン（DMPE）、ジステアロイ
ル-フォスファチジルエタノールアミン（DSPE）、モノメチル-フォスファチジルエタノー
ルアミン、ジメチル-フォスファチジルエタノールアミン、ジエライドイル-フォスファチ
ジルエタノールアミン（DEPE）、ステアロイルオレオイル-フォスファチジルエタノール
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アミン（SOPE）、卵（egg）フォスファチジルコリン（EPC）、コレステロール、およびそ
れらの混合物からなる群より選択されるメンバーである、請求項29記載の核酸-脂質粒子
。
【請求項３２】
　粒子の凝集を阻害するコンジュゲートされた脂質をさらに含む、請求項29記載の核酸-
脂質粒子。
【請求項３３】
　粒子の凝集を阻害するコンジュゲートされた脂質が、ポリエチレングリコール（PEG）-
脂質コンジュゲート、ポリアミド（ATTA）-脂質コンジュゲート、およびそれらの混合物
からなる群より選択されるメンバーである、請求項32記載の核酸-脂質粒子。
【請求項３４】
　PEG-脂質が、PEG-ジアシルグリセロール、PEG-ジアルキルオキシプロピル、PEG-リン脂
質、PEG-セラミド、およびそれらの混合物からなる群より選択されるメンバーである、請
求項33記載の核酸-脂質粒子。
【請求項３５】
　粒子の凝集を阻害するコンジュゲートされた脂質がポリエチレングリコール（PEG）-ジ
アルキルオキシプロピル（PEG-DAA）コンジュゲートを含む、請求項33記載の核酸-脂質粒
子。
【請求項３６】
　PEG-DAAコンジュゲートがPEG-ジラウリルオキシプロピル（C12）、PEG-ジミリスチルオ
キシプロピル（C14）、PEG-ジパルミチルオキシプロピル（C16）、およびPEG-ジステアリ
ルオキシプロピル（C18）からなる群より選択されるメンバーである、請求項35記載の核
酸-脂質粒子。
【請求項３７】
　カチオン性脂質が粒子中に存在する全脂質の約2mol％～約60mol％を含む、請求項29記
載の核酸-脂質粒子。
【請求項３８】
　非カチオン性脂質が粒子中に存在する全脂質の約5mol％～約90mol％を含む、請求項29
記載の核酸-脂質粒子。
【請求項３９】
　PEG-DAAコンジュゲートが粒子中に存在する全脂質の約0.5mol％～約20mol％を含む、請
求項35記載の核酸-脂質粒子。
【請求項４０】
　コレステロールをさらに含む、請求項29記載の核酸-脂質粒子。
【請求項４１】
　コレステロールが粒子中に存在する全脂質の約10mol％～約60mol％を含む、請求項40記
載の核酸-脂質粒子。
【請求項４２】
　核酸が核酸-脂質粒子の中に完全に封入されている、請求項29記載の核酸-脂質粒子。
【請求項４３】
　約50nm～約150nmの直径中央値を有する、請求項29記載の核酸-脂質粒子。
【請求項４４】
　請求項29記載の核酸-脂質粒子および薬学的に許容される担体を含む薬学的組成物。
【請求項４５】
　以下の工程を含む、免疫刺激特性を有するsiRNAを修飾するための方法：
　（a）標的配列の発現を抑制することができ、かつ長さ約15～約60ヌクレオチドの二本
鎖配列を含む未修飾siRNA配列を提供する工程；および
　（b）センスまたはアンチセンス鎖における少なくとも1つのヌクレオチドを修飾ヌクレ
オチドに置換することによってsiRNAを修飾し、それによって未修飾siRNA配列と比べ免疫
刺激性が小さく、かつ標的配列の発現を抑制することができる修飾siRNAを作製する工程
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。
【請求項４６】
　修飾ヌクレオチドが、2'-O-メチル（2'OMe）ヌクレオチド、2'-デオキシ-2'-フルオロ
（2'F）ヌクレオチド、2'-デオキシヌクレオチド、2'-O-(2-メトキシエチル)（MOE）ヌク
レオチド、ロック核酸（LNA）ヌクレオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択
される、請求項45記載の方法。
【請求項４７】
　修飾ヌクレオチドが、2'OMe-グアノシンヌクレオチド、2'OMe-ウリジンヌクレオチド、
2'OMe-アデノシンヌクレオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択される、請求
項45記載の方法。
【請求項４８】
　（c）レスポンダー細胞が検出可能な免疫応答を産生するのに好適な条件下で修飾siRNA
を哺乳動物レスポンダー細胞と接触させることによって、修飾siRNAの免疫刺激性がより
小さいことを確認する工程
をさらに含む、請求項45記載の方法。
【請求項４９】
　以下の工程を含む、免疫刺激特性を有するsiRNAを同定および修飾するための方法：
　（a）レスポンダー細胞が検出可能な免疫応答を産生するのに好適な条件下で未修飾siR
NA配列を哺乳動物レスポンダー細胞と接触させる工程；
　（b）レスポンダー細胞における検出可能な免疫応答の存在によって未修飾siRNA配列を
免疫刺激性のsiRNAとして同定する工程；および
　（c）少なくとも1つのヌクレオチドを修飾ヌクレオチドに置換することによって免疫刺
激性のsiRNAを修飾し、それによって未修飾siRNA配列と比べ免疫刺激性が小さい修飾siRN
A配列を作製する工程。
【請求項５０】
　修飾ヌクレオチドが、2'-O-メチル（2'OMe）ヌクレオチド、2'-デオキシ-2'-フルオロ
（2'F）ヌクレオチド、2'-デオキシヌクレオチド、2'-O-(2-メトキシエチル)（MOE）ヌク
レオチド、ロック核酸（LNA）ヌクレオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択
される、請求項49記載の方法。
【請求項５１】
　修飾ヌクレオチドが、2'OMe-グアノシンヌクレオチド、2'OMe-ウリジンヌクレオチド、
2'OMe-アデノシンヌクレオチド、およびそれらの混合物からなる群より選択される、請求
項49記載の方法。
【請求項５２】
　薬学的組成物を製剤化するための、請求項1～15または17～27のいずれか一項記載の修
飾siRNAの使用。
【請求項５３】
　薬学的組成物を製剤化するための、請求項29～43のいずれか一項記載の核酸-脂質粒子
の使用。
【請求項５４】
　細胞における標的配列の発現を抑制するための、請求項1～15または17～27のいずれか
一項記載の修飾siRNAの使用。
【請求項５５】
　細胞における標的配列の発現を抑制するための、請求項29～43のいずれか一項記載の核
酸-脂質粒子の使用。
【請求項５６】
　哺乳動物対象における標的配列の発現を抑制するための、請求項1～15または17～27の
いずれか一項記載の修飾siRNAの使用。
【請求項５７】
　哺乳動物対象における標的配列の発現を抑制するための、請求項29～43のいずれか一項
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記載の核酸-脂質粒子の使用。
【請求項５８】
　哺乳動物対象における標的配列の発現を抑制する薬学的組成物を製剤化するための、請
求項1～15または17～27のいずれか一項記載の修飾siRNAの使用。
【請求項５９】
　哺乳動物対象における標的配列の発現を抑制する薬学的組成物を製剤化するための、請
求項29～43のいずれか一項記載の核酸-脂質粒子の使用。
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