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본 발명은 인간 유두종 바이러스 (HPV) 감염을 치료하기 위한 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA)에 관한 것이다.  상기

dsRNA는 길이가 뉴클레오티드 30개 미만, 일반적으로 뉴클레오티드 19-25개이고, HPV E1, HPV E6 및 인간 E6AP

유전자에서 선택된 HPV 표적 유전자의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 뉴클레오티드 서열의 안티센스 가닥

을 포함한다.  또한 본 발명은 상기 dsRNA를 제약상 허용가능한 담체와 함께 포함하는 제약 조성물; 상기 제약

조성물을 사용하여 HPV 감염 및 E6AP 유전자의 발현에 의해 야기되는 질환을 치료하는 방법; 및 세포 내에서의

HPV 표적 유전자의 발현을 억제하는 방법에 관한 것이다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함하고, 센스 가닥은 제1서열을 포함하고 안티센스 가닥은 E6AP를 코딩하는

mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상보성 영역을 포함하는 제2서열을 포함하며, 상기 상보성 영역의

길이가 뉴클레오티드 30개 미만이고, E6AP를 발현하는 세포와의 접촉 시 E6AP 유전자의 발현을 적어도 40％만큼

억제하는, 세포 내에서의 인간 E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA).

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 제1서열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되고, 상기 제2서열이 표 1로 구성된 군으로부

터 선택되는 dsRNA.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 dsRNA가 1개 이상의 변형 뉴클레오티드를 포함하는 dsRNA.

청구항 4 

제2항에 있어서, 상기 dsRNA가 1개 이상의 변형 뉴클레오티드를 포함하는 dsRNA.

청구항 5 

제3항 또는 제4항에 있어서, 상기 변형 뉴클레오티드가 2'-O-메틸 변형 뉴클레오티드, 5'-포스포로티오에이트

기를 포함하는 뉴클레오티드, 및 콜레스테릴 유도체 또는 도데칸산 비스데실아미드 기에 연결된 말단 뉴클레오

티드의 군으로부터 선택되는 dsRNA.

청구항 6 

제3항 또는 제4항에 있어서, 상기 변형 뉴클레오티드가 2'-데옥시-2'-플루오로 변형 뉴클레오티드, 2'-데옥시-

변형 뉴클레오티드, 로킹된(locked) 뉴클레오티드, 무염기성 뉴클레오티드, 2'-아미노-변형 뉴클레오티드, 2'-

알킬-변형 뉴클레오티드, 모르폴리노 뉴클레오티드, 포스포르아미데이트, 및 비-천연 염기 함유 뉴클레오티드의

군으로부터 선택되는 dsRNA.

청구항 7 

제3항 또는 제4항에 있어서, 상기 제1서열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되고, 상기 제2서열이 표 1로 구성

된 군으로부터 선택되는 dsRNA.

청구항 8 

제6항 또는 제7항에 있어서, 상기 제1서열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되고, 상기 제2서열이 표 1로 구성

된 군으로부터 선택되는 dsRNA.

청구항 9 

제1항의 dsRNA를 포함하는 세포.

청구항 10 

dsRNA, 및 제약상 허용가능한 담체를 포함하고, 이때 dsRNA가 서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함하고, 센스

가닥은 제1서열을 포함하고 안티센스 가닥은 E6AP를 코딩하는 mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상

보성  영역을  포함하는  제2서열을  포함하며,  상기  상보성  영역의  길이가  뉴클레오티드  30개  미만이고,  상기

dsRNA가 E6AP를 발현하는 세포와의 접촉 시 E6AP 유전자의 발현을 적어도 20％만큼 억제하는, 생물 내에서의

E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 제약 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 dsRNA의 상기 제1서열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되고, 상기 dsRNA의 상기 제2서
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열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되는 제약 조성물.

청구항 12 

제10항에 있어서, 상기 dsRNA의 상기 제1서열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되고, 상기 dsRNA의 상기 제2서

열이 표 1로 구성된 군으로부터 선택되는 제약 조성물.

청구항 13 

(a) 서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함하고, 센스 가닥은 제1서열을 포함하고 안티센스 가닥은 E6AP를 코딩

하는 mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상보성 영역을 포함하는 제2서열을 포함하며, 상기 상보성

영역의 길이가 뉴클레오티드 30개 미만이고, E6AP를 발현하는 세포와의 접촉 시 E6AP 유전자의 발현을 적어도

40％만큼 억제하는 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA)을 세포 내로 제공하는 단계; 및

(b) 단계 (a)에서 생산된 세포를 E6AP 유전자의 mRNA 전사물의 분해를 수득하는데 충분한 시간 동안 유지시킴으

로써, 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하는 단계

를 포함하는, 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하는 방법.

청구항 14 

치료적 또는 예방적 유효량의 dsRNA를 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스의 치료, 예방 또는 관리를

필요로 하는 환자에게 투여하는 것을 포함하고, 이때 dsRNA가 서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함하고, 센스

가닥은 제1서열을 포함하고 안티센스 가닥은 E6AP를 코딩하는 mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상

보성  영역을  포함하는  제2서열을  포함하며,  상기  상보성  영역의  길이가  뉴클레오티드  30개  미만이고,  상기

dsRNA가 E6AP를 발현하는 세포와의 접촉 시 E6AP 유전자의 발현을 적어도 40％만큼 억제하는, HPV 감염에 의해

매개되는 병리학적 프로세스의 치료, 예방 또는 관리 방법.

청구항 15 

dsRNA의 1개 이상의 가닥을 코딩하는 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 조절 서열을 포함하고, 이때

dsRNA의 가닥들 중 하나가 E6AP를 코딩하는 mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적이고, dsRNA의 길이가 염

기쌍 30개 미만이며, 상기 dsRNA가 E6AP를 발현하는 세포와의 접촉 시 상기 E6AP 유전자의 발현을 적어도 40％

만큼 억제하는, 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 벡터.

청구항 16 

제16항의 벡터를 포함하는 세포.

청구항 17 

서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함하고, 센스 가닥은 제1서열을 포함하고 안티센스 가닥은 E6AP를 코딩하는

mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상보성 영역을 포함하는 제2서열을 포함하며, E6AP를 발현하는 세

포와의 접촉 시 상기 E6AP 유전자의 발현 수준을 감소시키는, 세포 내에서의 인간 E6AP 유전자의 발현 수준을

감소시키기 위한 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA).

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 접촉이 상기 E6AP 유전자의 발현 수준을 적어도 40％만큼 감소시키는 dsRNA.

청구항 19 

제17항에 있어서, 상기 접촉이 시험관 내에서 30 nM 이하에서 수행되는 dsRNA.

청구항 20 

제17항의 dsRNA 및 제약상 허용가능한 담체를 포함하는, 생물 내에서의 E6AP 유전자의 발현 수준을 감소시키기

위한 제약 조성물.

청구항 21 
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HPV 관련 장애의 치료를 필요로 하는 대상에게 치료적 유효량의 제17항의 dsRNA를 투여하는 것을 포함하는, HPV

관련 장애의 치료 방법.

청구항 22 

E6AP-관련 장애의 치료를 필요로 하는 대상에게 치료적 유효량의 제17항의 dsRNA를 투여하는 것을 포함하는,

E6AP-관련 장애의 치료 방법.

청구항 23 

표 3에 열거된 것들로부터 선택된 dsRNA.

청구항 24 

제23항의 dsRNA를 포함하는 제약 조성물.

청구항 25 

HPV 관련 장애의 치료를 필요로 하는 대상에게 치료적 유효량의 제23항의 dsRNA를 투여하는 것을 포함하는, HPV

관련 장애의 치료 방법.

청구항 26 

표 5에 열거된 것들로부터 선택된 dsRNA.

청구항 27 

제26항의 dsRNA를 포함하는 제약 조성물.

청구항 28 

HPV 관련 장애의 치료를 필요로 하는 대상에게 치료적 유효량의 제26항의 dsRNA를 투여하는 것을 포함하는, HPV

관련 장애의 치료 방법.

청구항 29 

표 7에 열거된 것들로부터 선택된 dsRNA.

청구항 30 

제29항의 dsRNA를 포함하는 제약 조성물.

청구항 31 

HPV 관련 장애의 치료를 필요로 하는 대상에게 치료적 유효량의 제29항의 dsRNA를 투여하는 것을 포함하는, HPV

관련 장애의 치료 방법.

청구항 32 

제2항, 제23항, 제26항 및 제29항의 dsRNA로부터 선택된 둘 이상의 dsRNA를 포함하는 제약 조성물.

청구항 33 

HPV 관련 장애의 치료를 필요로 하는 대상에게 치료적 유효량의 제32항의 제약 조성물을 투여하는 것을 포함하

는, HPV 관련 장애의 치료 방법.

청구항 34 

제26항 또는 제29항에 있어서, 상기 dsRNA가 1개 이상의 변형 뉴클레오티드를 포함하는 dsRNA. 

청구항 35 

제34항에 있어서, 상기 변형 뉴클레오티드가 2'-O-메틸 변형 뉴클레오티드, 5'-포스포로티오에이트 기를 포함하
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는 뉴클레오티드, 및 콜레스테릴 유도체 또는 도데칸산 비스데실아미드 기에 연결된 말단 뉴클레오티드의 군으

로부터 선택되는 dsRNA.

청구항 36 

제34항에 있어서, 상기 변형 뉴클레오티드가 2'-데옥시-2'-플루오로 변형 뉴클레오티드, 2'-데옥시-변형 뉴클레

오티드, 로킹된 뉴클레오티드, 무염기성 뉴클레오티드, 2'-아미노-변형 뉴클레오티드, 2'-알킬-변형 뉴클레오티

드, 모르폴리노 뉴클레오티드, 포스포르아미데이트, 및 비-천연 염기 함유 뉴클레오티드의 군으로부터 선택되는

dsRNA.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA), 및 인간 유두종바이러스 (HPV) 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세<1>

스, 예컨대 자궁경부암, 항문암, HPV-관련 전암성 병변, 및 생식기 사마귀를 치료하기 위해 RNA 간섭을 매개하

는 것에서의 이의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

유두종바이러스 (PV)는 상피의 과증식성 병변을 유도하는, 외피가 없는 DNA 바이러스이다.  유두종바이러스는<2>

현실적으로 광범위하게 퍼져있고, 고등 척추동물에서 인지되었다.  특히, 인간, 소, 토끼, 말 및 개에서 바이러

스가 특성화되었다.  최초의 유두종바이러스는 1933년에 솜꼬리 토끼 유두종바이러스 (CRPV)로서 기술되었다.

그 이후에, 솜꼬리 토끼, 뿐만 아니라 소 유두종바이러스 유형 1 (BPV-1)이 유두종바이러스에 대한 연구를 위한

실험 원형의 역할을 하였다.  대부분의 동물 유두종바이러스는 순수하게 상피성인 증식성 병변과 관련되고, 동

물에서의 대부분의 병변은 피부 병변이다.  인간에서, 100가지를 초과하는 유형의 유두종바이러스 (HPV)가 확인

되었고, 이들은 감염 부위에 의해 분류되었다: 피부 상피 및 점막 상피 (구강 및 생식기 점막).  피부-관련 질

환에는 편평 사마귀, 발바닥 사마귀 등이 포함된다.  점막-관련 질환에는 후두 유두종, 및 자궁목 암종을 포함

하는 항문-생식기 질환이 포함된다 ([Fields, 1996, Virology, 3rd ed. Lippincott-Raven Pub., Philadelphia,

N.Y.]; [Bernard, H-U., 2005. J. Clin. Virol. 328: S1-S6]).

인간 유두종바이러스 (HPV)는 세계에서 가장 널리 퍼진 성적으로 전파되는 감염 중 하나이다.  대다수의 HPV 감<3>

염은 무해하다.  일부 유형의 HPV는 질, 자궁목, 외음부 (질의 외부 영역), 음경, 및 직장을 포함하는 남성 및

여성의 생식기 영역에서 단일 또는 다중 혹으로 나타나는 생식기 사마귀를 야기한다.  HPV로 감염된 다수의 사

람들은 증상이 없다. 

대부분의 HPV 아형으로 양성 병변이 초래되지만, 특정 아형은 고-위험으로 간주되고, 더욱 심각한 병변, 예컨대<4>

자궁목 및 항문 형성이상에 이를 수 있다.  15가지의 HPV 유형이 고-위험 유형으로 최근 분류되었다 ([Munoz,

N. et al. 2003. N. Engl. J. Med. 348(6):518-27]).  이러한 고-위험 아형은 유전학적으로 다양하여, 주요 바

이러스 캡시드 단백질인 L1 유전자에서 >10％ 서열 차이를 나타낸다 ([Bernard, H-U., 2005. J. Clin. Virol.

328: S1-S6]).

HPV로 감염된 여성은 종종 증상이 없고, 자궁목 스크리닝 후에나 병변을 발견할 수 있다.  자궁목 스크리닝은<5>

팹(Pap) 테스트를 사용하여 일반적으로 수행된다.  팹 테스트는 비정상적인 자궁목 세포를 확인하기 위해 사용

되는 자궁목 조직의 조직학적 평가이다.  팹 테스트의 일부로서, HPV 감염의 존재 및 특정 아형을 핵산을 기초

로  하는  분석법  예컨대  PCR  또는  시판되는  하이브리드  캡쳐(Hybrid  Capture)  II  기술  (HCII)  (Digene,

Gaithersburg, Maryland, U.S.A)을 사용하여 결정할 수 있다.

비정상적인 자궁목 세포가 확인된 경우,  이는 암으로의 진행 위험이 낮은 LSIL  (저등급 편평 상피내 병변)<6>

(CIN-1 지정 세포 ("자궁목 상피내 신생물-1") 포함); 또는 암으로의 진행 가능성이 더 높은, CIN-2 및 CIN-3

지정 세포를 포함하는 HSIL (고등급 편평 상피내 병변)로 등급화된다.

저등급 병변의 약 85％는 자발적으로 퇴행하고, 나머지는 변화하지 않거나 또는 고등급 병변으로 진행된다.  고<7>

등급 병볍의 약 10％는, 치료되지 않으면, 암성 조직으로 변환될 것으로 예상된다.  HPV-16 및 HPV-18이 형성이

상과 가장 종종 관련되지만, 여러 다른 형질전환 HPV 아형이 또한 형성이상과 관련된다.

최근의 연구는 HIV 양성인 동성애 남성의 89％까지가 이러한 고-위험 아형의 HPV에 감염되었을 수 있다는 것을<8>
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가리킨다.  또한 HlV 양성 환자는 아마도 동시에 다중 아형의 HPV로 감염될 것이고, 이는 형성이상 진행의 더욱

높은 위험과 관련된다.

최근 20년 간의 증거로, HPV 감염이 자궁경부암의 발달에 충분하지는 않지만 필수적이라는 것이 광범위하게 인<9>

정되었다.  자궁경부암에서의 HPV의 존재는 99.7％로 추정된다.  자궁경부암의 경우처럼 항문암에서 HPV 감염과

항문 형성이상 및 항문암의 발달 사이에 유사한 관련이 있는 것으로 생각된다.  HIV 음성 항문암 환자의 한 연

구에서, HPV 감염이 항문암의 88％에서 발견되었다.  2003년 미국에서, 12,200명의 신규 자궁경부암 사례 및

4,100명의 자궁경부암 사망이 4,000명의 신규 항문암 사례 및 500명의 항문암 사망과 함께 예측되었다.  광범위

한 예방용 스크리닝으로 인해 자궁경부암의 발병률이 최근 40년 동안 감소하였지만, 항문암의 발병률은 증가하

고 있다.  일반적인 집단보다 HIV 양성 환자에서 항문암의 발병률이 더 높기 때문에, 항문암 발병률에서의 증가

는 부분적으로 HIV 감염에 기인할 수 있다.  일반적인 집단에서는 항문암의 발병률이 100,000명 당 0.9건인 한

편,  동성애 남성 집단에서는 항문암의 발병률이 100,000명  당  35건이고,  HIV  양성 동성애 남성 집단에서는

100,000명 당 70-100건이다.  실제로, HIV-감염 환자들 간의 항문 형성이상의 높은 유병률, 및 증가하는 항문암

경향으로  인해,  <2003  USPHA/IDSA  Guidelines  for  the  Treatment  of  Opportunistic  Infections  in  HIV

Positive Patients>는 항문 형성이상으로 진단된 환자에 대한 치료 지침을 포함할 것이다.

HPV 감염에 대한 공지된 치유법은 없다.  생식기 사마귀에 대한 치료법이 존재하지만, 이는 종종 치료 없이 소<10>

멸된다.  치료 방법은 생식기 사마귀의 크기 및 위치와 같은 인자에 좌우된다.  사용된 치료법에는, 이미퀴모드

(Imiquimod) 크림, 20％ 포도필린 항유사분열 용액, 0.5％ 포도필록스 용액, 5％ 5-플루오로우라실 크림, 및 트

리클로로아세트산이 있다.  포도필린 또는 포도필록스의 사용은 임부에게 권장되지 않는데, 이들이 피부에 의해

흡수되어 출생 결함을 야기할 수 있기 때문이다.  5-플루오로우라실 크림의 사용 또한 임부에게 권장되지 않는

다.  작은 생식기 사마귀는 동결 (냉동수술), 소작(燒灼) (전기소작) 또는 레이저 처리에 의해 물리적으로 제거

될 수 있다.  다른 치료법에 응답하지 않은 커다란 사마귀는 수술에 의해 제거할 수 있다.  생식기 사마귀는 물

리적 제거 후에 되돌아오는 것으로 알려져 있다; 이러한 경우에, α-인터페론을 이러한 사마귀 내로 직접 주사

하였다.  그러나, α-인터페론은 비용이 많이 들고, 이의 사용은 생식기 사마귀의 재발 비율을 감소시키지 않는

다.

따라서, 효과적인 HPV 치료에 대한 충족되지 않은 요구가 존재한다.  놀랍게도, 이러한 요구를 충족시키는 화합<11>

물이 발견되었고, 또다른 이점을 또한 제공한다. 

최근, 이중-가닥 RNA 분자 (dsRNA)가 RNA 간섭 (RNAi)으로 공지된 고도로 보존된 조절 메커니즘으로 유전자 발<12>

현을 차단하는 것으로 나타났다.  WO 99/32619 (Fire 등)에는 예쁜꼬마선충(C. elegans)에서의 유전자의 발현을

억제하기 위한 길이가 뉴클레오티드 25개 이상인 dsRNA의 용도가 개시되어 있다.  dsRNA는 식물 (예를 들어, WO

99/53050 (Waterhouse 등); 및 WO 99/61631 (Heifetz 등) 참조), 초파리(Drosophila) (예를 들어, [Yang, D.,

et al., Curr. Biol. (2000) 10:1191- 1200] 참조), 및 포유동물 (WO 00/44895 (Limmer); 및 DE 101 00 586.5

(Kreutzer 등) 참조)이 포함되는 또다른 생물에서 표적 RNA를 분해시키는 것으로 또한 나타났다.  현재 이러한

천연 메커니즘이 유전자의 비정상적인 또는 원치 않는 조절에 의해 야기되는 장애를 치료하기 위한 새로운 부류

의 약제의 개발을 위한 초점이 되었다.

PCT 공보 WO 03/008573에는 HPV 감염에 의해 야기되는 질환의 치료를 위해 핵산을 기초로 하는 의약을 개발하려<13>

는 이전의 노력이 개시되어 있다.  이러한 공보에는 세포-기반 시스템에서 HPV 복제를 억제하기 위한 HPV mRNA

에 대해 지시된 2개의 siRNA의 용도가 보고되어 있다; 관련된 간행물이 [Jiang,  M.  et  al.  2005.  N.  A. R.

33(18): e151]에서 발견된다.

RNAi  분야에서의  상당한  진전  및  HPV  감염에  의해  매개되는  병리학적  프로세스의  치료에서의  진전에도<14>

불구하고, HPV 감염의 진행을 억제할 수 있고 HPV 감염과 관련된 질환을 치료할 수 있는 작용제가 여전히 요구

된다.  광범위한 정도의 유전자형 다양성을 함께 나타내는 모든 고-위험 HPV 아형을 억제하도록 이같은 작용제

가 디자인되어야 하기 때문에, 도전이 악화된다.

발명의 개요<15>

본 발명은 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA)을 사용하여 HPV 번식에 필수적인 유전자 발현을 침묵시킴으로써, HPV 감<16>

염과 관련된 질환을 치료하는 문제에 대한 해법을 제공한다.  E6AP는 증식을 위해 HPV가 필요로 하는 인간 숙주

종의 보존된 유전자이다.

본 발명은 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA), 뿐만 아니라 이같은 dsRNA를 사용하여 세포 또는 포유동물에서 E6AP 유<17>
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전자의 발현을 억제하기 위한 조성물 및 방법을 제공한다.  또한 본 발명은, 예컨대 자궁경부암 및 생식기 사마

귀에서, HPV 감염과 관련하여 E6AP 유전자의 발현에 의해 야기되는 병리학적 용태 및 질환을 치료하기 위한 조

성물 및 방법을 제공한다.  본 발명의 dsRNA는 길이가 뉴클레오티드 30개 미만, 일반적으로 뉴클레오티드 19-24

개이고 E6AP  유전자의 mRNA  전사물의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 영역이 있는 RNA 가닥 (안티센스

(antisense) 가닥)을 포함한다.

한  실시양태에서,  본  발명은  E6AP  유전자의  발현을  억제하기  위한  이중-가닥  리보핵산  (dsRNA)  분자를<18>

제공한다.  dsRNA는 서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함한다.  dsRNA는 제1서열을 포함하는 센스(sense) 가

닥 및 제2서열을 포함하는 안티센스 가닥을 포함한다.  안티센스 가닥은 E6AP를 코딩하는 mRNA의 적어도 일부분

에 실질적으로 상보적인 뉴클레오티드 서열을 포함하고, 상보성 영역은 길이가 뉴클레오티드 30개 미만, 일반적

으로 뉴클레오티드 19-24개이다.  dsRNA는, E6AP를 발현하는 세포와의 접촉 시, E6AP 유전자의 발현을 적어도

40％만큼 억제한다.

예를 들어, 본 발명의 dsRNA 분자는 표 1의 센스 서열로 구성된 군으로부터 선택된 dsRNA의 제1서열 및 표 1의<19>

안티센스 서열로 구성된 군으로부터 선택된 제2서열로 구성될 수 있다.  본 발명의 dsRNA 분자는 천연 발생 뉴

클레오티드로 구성될 수 있거나, 또는 1개 이상의 변형 뉴클레오티드, 예컨대 2'-O-메틸 변형 뉴클레오티드,

5'-포스포로티오에이트 기를 포함하는 뉴클레오티드, 및 콜레스테릴 유도체에 연결된 말단 뉴클레오티드로 구성

될 수 있다.  별법적으로, 변형 뉴클레오티드는 2'-데옥시-2'-플루오로 변형 뉴클레오티드, 2'-데옥시-변형 뉴

클레오티드, 로킹된(locked) 뉴클레오티드, 무염기성(abasic) 뉴클레오티드, 2'-아미노-변형 뉴클레오티드, 2'-

알킬-변형 뉴클레오티드, 모르폴리노 뉴클레오티드, 포스포르아미데이트, 및 비-천연 염기를 포함하는 뉴클레오

티드의 군으로부터 선택될 수 있다.  일반적으로, 이같은 변형 서열은 표 1의 센스 서열로 구성된 군으로부터

선택된 상기 dsRNA의 제1서열 및 표 1의 안티센스 서열로 구성된 군으로부터 선택된 제2서열을 기초로 할 것이

다.

또다른 실시양태에서, 본 발명은 하나 이상의 본 발명의 dsRNA를 포함하는 세포를 제공한다.  상기 세포는 일반<20>

적으로 포유류 세포, 예컨대 인간 세포이다. 

또다른 실시양태에서, 본 발명은 하나 이상의 본 발명의 dsRNA 및 제약상 허용가능한 담체 또는 전달 비히클<21>

(vehicle)을 포함하는, 생물, 일반적으로 인간 대상에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 제약 조성물을

제공한다.

또다른 실시양태에서, 본 발명은 하기의 단계를 포함하는, 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하는 방법<22>

을 제공한다:

(a) 서로 상보적인 2개 이상의 서열을 포함하고, 제1서열을 포함하는 센스 가닥 및 제2서열을 포함하는 안티센<23>

스 가닥을 포함하며, 안티센스 가닥은 E6AP를 코딩하는 mRNA의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상보성 영

역을 포함하고, 상보성 영역은 길이가 뉴클레오티드 30개 이하, 일반적으로 뉴클레오티드 19-24개이고, E6AP를

발현하는 세포와의 접촉 시 E6AP 유전자의 발현을 적어도 40％만큼 억제하는 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA)을 세

포 내로 제공하는 단계; 및

(b) 단계 (a)에서 생산된 세포를 E6AP 유전자의 mRNA 전사물의 분해를 수득하는데 충분한 시간 동안 유지시킴으<24>

로써, 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하는 단계.

또다른 실시양태에서, 본 발명은 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스, 예를 들어 암 또는 생식기 사마<25>

귀의 치료, 예방 또는 관리를 필요로 하는 환자에게 치료적 또는 예방적 유효량의 하나 이상의 본 발명의 dsRNA

를 투여하는 것을 포함하는, HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스, 예를 들어 암 또는 생식기 사마귀의

치료, 예방 또는 관리 방법을 제공한다.

또다른 실시양태에서, 본 발명은 본 발명의 dsRNA 중 하나의 1개 이상의 가닥을 코딩하는 뉴클레오티드 서열에<26>

작동가능하게 연결된 조절 서열을 포함하는, 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 벡터를 제공한

다.

또다른 실시양태에서, 본 발명은 세포 내에서의 E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 벡터를 포함하는 세포를<27>

제공한다.  상기 벡터는 본 발명의 dsRNA 중 하나의 1개 이상의 가닥을 코딩하는 뉴클레오티드 서열에 작동가능

하게 연결된 조절 서열을 포함한다.

도면의 간단한 설명<28>
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도면 없음<29>

발명의 상세한 설명

본 발명은 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA)을 사용하여 HPV 증식에 필수적인 유전자의 발현을 침묵시킴으로써, HPV<30>

감염과 관련된 질환을 치료하는 문제에 대한 해법을 제공한다.  특히, 본 발명의 dsRNA는 HPV 유전자 E1 또는

E6, 또는 증식을 위해 HPV가 필요로 하는 인간 숙주 종의 보존된 유전자인 인간 E6AP를 침묵시킨다.  본원에서,

이러한 유전자들은 때때로 총괄적으로 HPV 표적 유전자로 칭해진다.

본 발명은 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA), 뿐만 아니라 dsRNA를 사용하여 세포 또는 포유동물에서 E1, E6 또는<31>

E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 조성물 및 방법을 제공한다.  또한 본 발명은 dsRNA를 사용하여 HPV 감염

과 관련하여 E1, E6 또는 E6AP 유전자의 발현에 의해 야기되는 포유동물에서의 병리학적 용태 및 질환을 치료하

기 위한 조성물 및 방법을 제공한다.  dsRNA는 RNA 간섭 (RNAi)으로 공지된 프로세스를 통해 mRNA의 서열-특이

적 분해를 지시한다.

본 발명의 dsRNA는 길이가 뉴클레오티드 30개 미만, 일반적으로 뉴클레오티드 19-24개이고 HPV 표적 mRNA 전사<32>

물의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 영역이 있는 RNA 가닥 (안티센스 가닥)을 포함한다.  이러한 dsRNA

의 사용은 포유동물에서 HPV의 복제 및/또는 유지에 연루되는 유전자의 mRNA의 표적화된 분해를 가능하게 한다.

세포-기반 및 동물-기반 분석법을 사용하여, 본 발명가들은 매우 낮은 투여량의 이러한 dsRNA가 RNAi를 특이적

으로 및 효율적으로 매개하여, E1, E6 또는 E6AP 유전자의 발현의 상당한 억제를 초래할 수 있다는 것을 증명하

였다.  따라서, 이러한 dsRNA를 포함하는 본 발명의 방법 및 조성물은 HPV 생활 주기에 수반되는 숙주 인자 유

전자를 표적으로 함으로써 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스를 치료하는데 유용하다.

HPV 표적의 서술: HPV E1 및 E6 및 인간 E6AP<33>

인간 숙주의 세포성 유비퀴틴 리가아제 E6AP는 자신과 바이러스의 E6 단백질의 복합체를 통해 HPV, 특히 통합<34>

(비-에피솜) 형태의 HPV의 복제에 연루된다.  E6는 세포 증식 경로를 조절하는 다수의 단백질에 결합하고, 종종

이의 분해를 일으킨다 ([Chakrabarti, O. and Krishna, S. 2003. J. Biosci. 28:337-348]).  E6는 E6AP와 복합

체를 이루어, 분해를 위해 종양 억제인자 p53을 표적으로 한다 ([Scheffher, M. et al., 1990. Cell. 63:1129-

1136]; 및 [Scheffner, M. et al., 1993. Cell 75:495-505]).  p53을 불활성화시킴으로써, 바이러스는 감염된

세포의 p53-매개 세포자멸사를 방지하고 ([Chakrabarti and Krishna, 2003]),  원래는 p53에 의해 차단될 이러

한 세포의 DNA의 복제를 용이하게 할 뿐만 아니라 ([Lepik, D. et al. 1998. J. Virol. 72:6822-6831]), 또한

게놈  통합성에  대한  p53-매개  제어를  감소시킴으로써  종양발생을  촉진한다  ([Thomas,  M.  et  al.  1999.

Oncogene. 18:7690-7700]).

E1  및 E6 모두 ["Papillomaviridae: The Viruses and Their Replication", Peter M. Howley, pp. 947-978,<35>

Fundamental Virology, 3rd ed. Bernard N. Fields, David M. Knipe, and Peter M. Howley, eds. Lippincott-

Raven Publishers, Philadelphia, 1996]에 상당히 상세하게 기술되어 있다.   E1 ORF는 플라스미드 DNA 복제에

필수적인 68-76 kD 단백질을 코딩한다.  전장 E1 생성물은 BPV1의 LCR 내의 복제 기원에 결합하는 인산화된 핵

단백질이다.  또한 E1은 ATP에 결합하고, 시험관내에서 E2 전사 트랜스액티베이터(transactivator) (E2TA)로 칭

해지는 전장 E2 단백질에 결합함으로써, 바이러스 전사를 증강시키는 것으로 나타났다.  E2에 대한 결합은 DNA

복제 기원에 대한 E1의 친화력을 또한 강화시킨다.  HPV-16에서, E1은 불멸화에 대한 간접적인 효과가 있다.

E6은 약 16-19 kD의 소형 염기성 세포-형질전환 단백질이고 (예를 들어, HPV16 E6은 151개의 아미노산을 포함한<36>

다), 이는 핵 기질 및 비-핵 막 분획에 위치한다.  E6 유전자 생성물은 4개의 Cys-X-X-Cys 모티프를 함유하고,

이는 아연 결합에 대한 잠재력을 가리킨다; 이는 또한 핵산 결합 단백질로 작용할 수 있다.  고-위험 HPV 예컨

대 HPV-16에서, E6 및 E7 단백질은 이들의 숙주인 편평 상피 세포를 불멸화시키는데 필요충분하다.  고-위험

HPV의 E6 유전자 생성물은 p53과 복합체를 이루고, 이의 분해를 촉진하는 것으로 나타났다.

하기의 상세한 설명은 HPV 표적 유전자의 발현을 억제하기 위한 dsRNA 및 dsRNA를 함유하는 조성물의 제조 및<37>

사용 방법, 뿐만 아니라 HPV 감염에 의해 야기되는 질환 및 장애, 예를 들어 자궁경부암 및 생식기 사마귀의 치

료를 위한 조성물 및 방법을 개시한다.  본 발명의 제약 조성물은 길이가 뉴클레오티드 30개 미만, 일반적으로

뉴클레오티드 19-24개이고 HPV 표적 유전자의 RNA 전사물의 적어도 일부분에 실질적으로 상보적인 상보성 영역

을 포함하는 안티센스 가닥이 있는 dsRNA를 제약상 허용가능한 담체와 함께 포함한다.  본 발명의 한 실시양태

는 임의로 상이한 HPV 표적 유전자를 표적으로 하는 1가지를 초과하는 dsRNA를 제약 제형에서 조합하여 사용하
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는 것이다.

따라서, 본 발명의 특정 양상은 본 발명의 dsRNA를 제약상 허용가능한 담체와 함께 포함하는 제약 조성물, 상기<38>

조성물을 사용하여 1가지 이상의 HPV 표적 유전자의 발현을 억제하는 방법, 및 상기 제약 조성물을 사용하여

HPV 감염에 의해 야기되는 질환을 치료하는 방법을 제공한다.

I. 정의<39>

편의를 위해, 명세서, 실시예, 및 첨부된 청구항에서 사용된 특정 용어 및 구절의 의미가 하기에 제공된다.  본<40>

명세서의 다른 부분에서의 용어의 용법과 본 섹션에서 제공된 이의 정의 사이에 명백한 모순이 존재하는 경우,

본 섹션에서의 정의가 우선할 것이다.

"G", "C", "A" 및 "U" 각각은 각각 구아닌, 사이토신, 아데닌 및 우라실을 염기로서 함유하는 뉴클레오티드를<41>

일반적으로 각각 가리킨다.  그러나, 용어 "리보뉴클레오티드" 또는 "뉴클레오티드"는 하기에 추가로 상술된 바

와 같은 변형 뉴클레오티드, 또는 대용 대체 모이어티를 또한 지칭할 수 있는 것으로 이해될 것이다.  당업자는

구아닌, 사이토신, 아데닌 및 우라실이 다른 모이어티로 이같은 대체 모이어티를 보유하는 뉴클레오티드를 포함

하는 올리고뉴클레오티드의 염기 쌍형성 성질을 실질적으로 변경하지 않으면서 대체될 수 있다는 것을 주지할

것이다.  예를 들어, 비제한적으로, 이노신을 염기로 함유하는 뉴클레오티드는 아데닌, 사이토신, 또는 우라실

을 함유하는 뉴클레오티드와 염기 쌍을 형성할 수 있다.  따라서, 우라실, 구아닌, 또는 아데닌을 함유하는 뉴

클레오티드는 이노신을 예를 들어 함유하는 뉴클레오티드로 본 발명의 뉴클레오티드 서열에서 대체될 수 있다.

이같은 대체 모이어티를 포함하는 서열은 본 발명의 실시양태이다.

본원에서 사용된 "E6AP"는 유비퀴틴 단백질 리가아제 E3A (ube3A, 또한 E6-관련 단백질 또는 E6AP로 지칭됨) 유<42>

전자 또는 단백질을 지칭한다.  상이한 이소형을 나타내는, E6AP에 대한 인간 mRNA 서열들이 GenBank 접속 번호

NM_130838.1, NM_130839.1, 및 NM_000462.2로 제공된다.

본원에서 사용된 "E1"은 인간 유두종바이러스 유형 16 (HPV16) E1 유전자 (GenBank 접속 번호 NC_001526, 뉴클<43>

레오티드 865 내지 2813)를 지칭한다.  본원에서 사용된 "E6"은 인간 유두종바이러스 유형 16 (HPV 16) E6 유전

자 (GenBank 접속 번호 NC_001526, 뉴클레오티드 65 내지 559)를 지칭한다.  E1 및 E6 유전자의 다수의 변이체

가 또한 공개적으로 개시되어 있다.  이러한 E1 및 E6 유전자 변이체 및 장래의 E1 및 E6 유전자 변이체는, 문

맥적으로 명확하게 제외되지 않는 한, 본원에서 "E1" 및 "E6"의 사용에 포함되는 것으로 의도된다.

본원에서 사용된 "표적 서열"은 1차 전사 생성물의 RNA 프로세싱의 생성물인 mRNA를 포함하여, HPV 표적 유전자<44>

들 중 하나의 전사 동안 형성된 mRNA 분자의 뉴클레오티드 서열의 인접 부분을 지칭한다.

본원에서 사용된 용어 "서열을 포함하는 가닥"은 표준 뉴클레오티드 명명법을 사용하여 지칭된 서열에 의해 기<45>

술된 뉴클레오티드의 사슬을 포함하는 올리고뉴클레오티드를 지칭한다.

달리 지시되지 않는 한, 본원에서 사용된 용어 "상보적"은, 제1 뉴클레오티드 서열을 제2 뉴클레오티드 서열과<46>

관련하여 기술하는데 사용된 경우, 당업자에게 이해될 바와 같이, 제1 뉴클레오티드 서열을 포함하는 올리고뉴

클레오티드 또는 폴리뉴클레오티드의 특정 조건 하에 제2 뉴클레오티드 서열을 포함하는 올리고뉴클레오티드 또

는 폴리뉴클레오티드와 혼성화하여 듀플렉스(duplex) 구조를 형성하는 능력을 지칭한다.  이같은 조건은, 예를

들어, 엄격한 조건일 수 있고, 이때 엄격한 조건은 400 mM NaCl, 40 mM PIPES pH 6.4, 1 mM EDTA, 50℃ 또는

70℃에서 12-16시간에 이은 세정을 포함할 수 있다.   생물의 내부에서 마주칠 수 있는 생리학적으로 관련된 조

건과 같은 기타 조건이 적용될 수 있다.  당업자는 혼성화된 뉴클레오티드들의 최대의 적용에 따른 2개의 서열

의 상보성의 테스트를 위한 가장 적합한 조건의 셋트를 결정할 수 있을 것이다.

이는 제1 뉴클레오티드 서열을 포함하는 올리고뉴클레오티드 또는 폴리뉴클레오티드와 제2 뉴클레오티드 서열을<47>

포함하는 올리고뉴클레오티드 또는 폴리뉴클레오티드의 제1 및 제2 뉴클레오티드 서열의 전체 길이에 걸친 염기

쌍형성을 포함한다.  이같은 서열은 본원에서 서로에 대해 "완전하게 상보적"인 것으로 지칭될 수 있다.  그러

나, 제1서열이 본원에서 제2서열에 대해 "실질적으로 상보적"인 것으로 지칭되는 경우, 2개의 서열은 완전하게

상보적일 수 있거나, 또는 최대의 적용에 가장 관련된 조건 하에 혼성화하는 능력을 유지하면서 혼성화 시 1개

이상, 일반적으로는 최대 4개, 3개 또는 2개의 미스매칭(mismatching)된 염기 쌍을 형성할 수 있다.  그러나, 2

개의 올리고뉴클레오티드가 혼성화 시 1개 이상의 단일 가닥 오버행(overhang)을 형성하도록 디자인된 경우, 이

같은 오버행은 상보성의 결정과 관련하여 미스매치로 간주되지 않아야 한다.  예를 들어, 길이가 뉴클레오티드

21개인 한 올리고뉴클레오티드 및 길이가 뉴클레오티드 23개인 또다른 올리고뉴클레오티드를 포함하는 dsRNA는,

더 긴 올리고뉴클레오티드가 더 짧은 올리고뉴클레오티드에 완전하게 상보적인 뉴클레오티드 21개의 서열을 포
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함하는 경우, 본 발명의 목적을 위해 "완전하게 상보적"인 것으로 지칭될 수 있다.

본원에서 사용된 "상보적" 서열은, 혼성화하는 능력과 관련된 상기 필요조건이 만족되는 한, 왓슨-크릭(Watson-<48>

Crick) 염기 쌍이 아닌 염기 쌍 및/또는 비-천연 및 변형 뉴클레오티드로부터 형성된 염기 쌍을 또한 포함할 수

있거나, 또는 전적으로 이러한 염기 쌍으로부터 형성될 수 있다.

본원에서의 용어 "상보적", 완전하게 상보적" 및 "실질적으로 상보적"은, 사용 문맥으로부터 이해될 바와 같이,<49>

dsRNA의 센스 가닥과 안티가닥 사이, 또는 dsRNA의 안티센스 가닥과 표적 서열 사이의 염기 매칭과 관련되어 사

용될 수 있다.

본원에서 사용된, 메신져 RNA (mRNA)의 "적어도 일부분에 실질적으로 상보적인" 폴리뉴클레오티드는 당해 mRNA<50>

(예를 들어, E6AP를 코딩)의 인접 부분에 실질적으로 상보적인 폴리뉴클레오티드를 지칭한다.  예를 들어, 폴리

뉴클레오티드는 E6AP를 코딩하는 mRNA의 중단되지 않은 부분에 서열이 실질적으로 상보적이라면 E6AP mRNA의 적

어도 일부분에 상보적이다.

본원에서 사용된 용어 "이중-가닥 RNA" 또는 "dsRNA"는 역-평행이고 실질적으로 상보적인 (상기 정의된 바와 같<51>

음) 2개의 핵산 가닥을 포함하는 듀플렉스 구조의, 리보핵산 분자의 복합체를 지칭한다.  듀플렉스 구조를 형성

하는 2개의 가닥은 1개의 더 큰 RNA 분자의 상이한 부분일 수 있거나, 또는 별도의 RNA 분자일 수 있다.  별도

의 RNA 분자의 경우, 이같은 dsRNA는 문헌에서 종종 siRNA ("짧은 간섭 RNA")로 지칭된다.  2개의 가닥이 1개의

더 큰 분자의 일부분이고, 따라서 한 가닥의 3'-말단과 듀플렉스 구조를 형성하는 각각의 다른 가닥의 5'-말단

사이에서 뉴클레오티드의 중단되지 않은 사슬로 연결되는 경우, 연결 RNA 사슬은 "헤어핀 루프(hairpin loop)",

"짧은 헤어핀 RNA" 또는 "shRNA"로 지칭된다.  2개의 가닥이 한 가닥의 3'-말단과 듀플렉스 구조를 형성하는 각

각의 다른 가닥의 5'-말단 사이에서 뉴클레오티드의 중단되지 않은 사슬 이외의 수단에 의해 공유결합적으로 연

결되는 경우, 연결 구조물은 "링커(linker)"로 지칭된다.  RNA 가닥은 뉴클레오티드의 개수가 동일하거나 상이

할 수 있다.  염기 쌍의 최대수는 dsRNA의 가장 짧은 가닥의 뉴클레오티드 개수 빼기 듀플렉스 내에 존재하는

임의의 오버행이다.  듀플렉스 구조에 더하여, dsRNA는 1개 이상의 뉴클레오티드 오버행을 포함할 수 있다.  또

한, 본 명세서에서 사용된 바와 같이, "dsRNA"는 다중 뉴클레오티드에서의 실질적인 변형 및 본원에 개시되었거

나 당업계에 공지된 모든 유형의 변형을 포함하여, 리보뉴클레오티드, 뉴클레오시드간 연결, 말단-기, 캡(cap),

및 접합된 모이어티에 대한 화학적 변형을 포함할 수 있다.  siRNA 유형 분자에서 사용된 바와 같이 임의의 이

같은 변형은 본 명세서 및 청구항의 목적을 위해 "dsRNA"에 포함된다.

본원에서 사용된 "뉴클레오티드 오버행"은 dsRNA의 한 가닥의 3'-말단이 또다른 가닥의 5'-말단 너머로 연장된<52>

경우, 또는 반대 경우에 dsRNA의 듀플렉스 구조로부터 돌출된, 쌍을 이루지 않은 뉴클레오티드 또는 뉴클레오티

드들을 지칭한다.  "블런트(blunt)" 또는 "블런트 말단"은 dsRNA의 이러한 말단에서 쌍을 이루지 않은 뉴클레오

티드가 없는 것, 즉 뉴클레오티드 오버행이 없는 것을 의미한다.  "블런트 말단" dsRNA는 이의 전체 길이에 걸

쳐 이중 가닥인, 즉 분자의 어느쪽 말단에서도 뉴클레오티드 오버행이 없는 dsRNA이다.  명확하게 하기 위해,

siRNA의 3' 말단 또는 5' 말단에 접합된 화학 캡 또는 비-뉴클레오티드 화학 모이어티는 siRNA에 오버행이 있는

지 또는 siRNA가 블런트 말단인지를 결정하는데 있어서 고려되지 않는다.

용어 "안티센스 가닥"은 표적 서열에 실질적으로 상보적인 영역을 포함하는 dsRNA의 가닥을 지칭한다.  본원에<53>

서 사용된 용어 "상보성 영역"은 본원에 정의된 바와 같이 서열, 예를 들어 표적 서열에 실질적으로 상보적인

안티센스 가닥 상의 영역을 지칭한다.  상보성 영역이 표적 서열에 완전하게 상보적이지 않는 경우, 미스매치는

말단 영역에서 최고로 허용되고, 존재하는 경우, 일반적으로 말단 영역 또는 영역들 내에, 예를 들어, 5' 및/또

는 3' 말단의 뉴클레오티드 6개, 5개, 4개, 3개, 또는 2개 이내에 존재한다.

본원에서 사용된 용어 "센스 가닥"은 안티센스 가닥의 영역에 실질적으로 상보적인 영역을 포함하는 dsRNA의 가<54>

닥을 지칭한다.

dsRNA를 지칭할 때 "세포 내로 도입하는 것"은 당업자에게 이해되는 바와 같이 세포 내로의 섭취 또는 흡수를<55>

촉진하는 것을 의미한다.   dsRNA의 흡수 또는 섭취는 원조를 받지 않은 확산성 또는 활성 세포 프로세스를

통해, 또는 보조 작용제 또는 장치에 의해 일어날 수 있다.  이러한 용어의 의미는 시험관 내의 세포에 한정되

지 않는다; dsRNA는 세포가 살아 있는 생물의 일부분인 경우에 또한 "세포 내로 도입"될 수 있다.  이같은 경우

에, 세포 내로의 도입은 생물에게의 전달을 포함할 것이다.  예를 들어, 생체내 전달을 위해, dsRNA는 조직 부

위 내로 주사될 수 있거나, 또는 전신 투여될 수 있다.  세포 내로의 시험관내 도입은 전기천공 및 리포펙션

(lipofection)과 같은 당업계에 공지된 방법을 포함한다.
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HPV 표적 유전자를 지칭하는 한, 용어 "침묵" 및 "발현의 억제"는, 세포 내에서 HPV 표적 유전자가 전사되고<56>

HPV 표적 유전자의 발현이 억제되도록 처리된 제1 세포 또는 세포군으로부터 단리될 수 있는 HPV 표적 유전자로

부터 전사된 mRNA의 양이 제1 세포 또는 세포군과 실질적으로 동일하지만 상기와 같이 처리되지 않은 제2 세포

또는 세포군 (대조군 세포)와 비교하여 감소되는 것에 의해 명시되는 바와 같은, HPV 표적 유전자의 발현의 적

어도 부분적인 억제를 본원에서 지칭한다.  억제 정도는 일반적으로 하기의 식으로 표현된다:

<57>

별법적으로, 억제 정도는 HPV 표적 유전자 전사에 기능적으로 연결된 파라메터, 예를 들어 세포에 의해 분비되<58>

는 HPV 표적 유전자에 의해 코딩되는 단백질의 양, 또는 특정 표현형, 예를 들어, 세포자멸사를 나타내는 세포

의 수의 감소의 관점에서 제공될 수 있다.  원칙적으로, HPV 표적 유전자 침묵은 구성적으로 또는 유전자 조작

에 의해 표적을 발현하는 임의의 세포에서, 그리고 임의의 적합한 분석법에 의해 결정될 수 있다.  그러나, 소

정의 dsRNA가 HPV 표적 유전자의 발현을 특정한 정도로 억제하고, 따라서 본 발명에 포함되는지를 결정하기 위

해 참조문이 필요한 경우, 하기 실시예에서 제공된 분석법이 이같은 참조문으로 작용할 것이다.

예를 들어, 특정 예에서, E6AP 유전자의 발현이 본 발명의 이중-가닥 올리고뉴클레오티드의 투여에 의해 적어도<59>

약 20％, 25％, 35％, 또는 50％만큼 억제된다.  일부 실시양태에서, E6AP 유전자가 본 발명의 이중-가닥 올리

고뉴클레오티드의 투여에 의해 적어도 약 60％, 70％, 또는 80％만큼 억제된다.  일부 실시양태에서, E6AP 유전

자가 본 발명의 이중-가닥 올리고뉴클레오티드의 투여에 의해 적어도 약 85％, 90％, 또는 95％만큼 억제된다.

표 2는 다양한 농도의 다양한 E6AP dsRNA 분자를 사용하여 시험관내 분석법에서 수득된 전사 억제에 대한 광범

위한 값들을 제공한다.  유사하게, 표 6은 E1의 전사 억제에 대한 광범위한 값들을 제공하고, 표 8은 E6의 전사

억제에 대한 광범위한 값들을 제공한다.

HPV 감염의 문맥에서 사용된 용어 "치료하다", "치료" 등은 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스로부터<60>

의 완화 또는 이러한 프로세스의 경감을 지칭한다.  이같은 기술(記述)은 HPV 감염의 예방 또는 방지, 및 HPV

감염에 의해 야기된 증상 또는 병리로부터의 완화를 위한 본 발명의 치료제의 사용을 포함한다.  본원에서 하기

에 열거된 기타 용태들 (HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스 이외의 것) 중 임의의 것과 관련되는 한,

본 발명의 문맥에서, 용어 "치료하다", "치료" 등은 이같은 용태와 관련된 1가지 이상의 증상을 완화하거나 경

감시키는 것 또는 이같은 용태의 진행을 느리게 하거나 역행시키는 것을 의미한다.

본원에서 사용된 구절 "치료적 유효량" 및 "예방적 유효량"은 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스 또<61>

는 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스의 명백한 증상의 치료, 예방 또는 관리에서 치료적 이점을 제

공하는 양을 지칭한다.  치료적으로 효과적인 특정한 양은 일반 진료의가 쉽게 결정할 수 있고, 당업계에 공지

된 인자, 예를 들어 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스의 유형, 환자의 병력 및 연령, HPV 감염에 의

해 매개되는 병리학적 프로세스의 단계, 및 기타 항-병리학적 작용제의 투여에 따라 변할 수 있다.

본원에서 사용된 "제약 조성물"은 약리학적 유효량의 dsRNA 및 제약상 허용가능한 담체를 포함한다.  본원에서<62>

사용된 "약리학적 유효량", "치료적 유효량" 또는 간단히 "유효량"은 의도된 약리학적, 치료적 또는 예방적 결

과를 일으키는데 효과적인 dsRNA의 양을 지칭한다.  예를 들어, 질환 또는 장애와 관련된 측정가능한 파라메터

에서의 25％ 이상의 감소가 있는 경우 소정의 임상 치료가 효과적인 것으로 간주된다면, 상기 질환 또는 장애의

치료를 위한 약물의 치료적 유효량은 이러한 파라메터에서 25％ 이상의 감소를 초래하는데 필요한 양이다.

용어 "제약상 허용가능한 담체"는 치료제의 투여를 위한 담체를 지칭한다.  이같은 담체에는 염수, 완충 염수,<63>

덱스트로스, 물, 글리세롤, 에탄올, 및 이의 조합물이 포함되지만, 이에 한정되지 않는다.  이 용어는 세포 배

양 배지를 명확하게 제외한다.  경구 투여되는 약물을 위해, 제약상 허용가능한 담체에는 제약상 허용가능한 부

형제 예컨대 불활성 희석제, 붕해제, 결합제, 윤활제, 감미제, 향미제, 착색제 및 방부제가 포함되지만, 이에

한정되지 않는다.  적절한 불활성 희석제에는 탄산나트륨 및 탄산칼슘, 인산나트륨 및 인산칼슘, 및 락토스가

포함되고, 옥수수 전분 및 알긴산이 적절한 붕해제이다.  결합제에는 전분 및 젤라틴이 포함될 수 있고, 윤활제

(존재하는 경우)는 일반적으로 스테아르산마그네슘, 스테아르산 또는 탈크일 수 있다.  원한다면, 위장관에서의

흡수를 지연시키기 위해 정제가 글리세릴 모노스테아레이트 또는 글리세릴 디스테아레이트와 같은 재료로 코팅

될 수 있다.

본원에서 사용된 "형질전환된 세포"는 이로부터 dsRNA 분자가 발현될 수 있는 벡터가 세포 내로 도입된 세포이<64>
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다.

II. 이중-가닥 리보핵산 (dsRNA)<65>

한 실시양태에서, 본 발명은 세포 또는 포유동물 내에서의 HPV 표적 유전자의 발현을 억제하기 위한 이중-가닥<66>

리보핵산 (dsRNA)을 제공하고, 이때 dsRNA는 HPV 표적 유전자의 발현에서 형성된 mRNA의 적어도 일부분에 상보

적인 상보성 영역을 포함하는 안티센스 가닥을 포함하고, 상보성 영역은 길이가 뉴클레오티드 30개 미만, 일반

적으로 뉴클레오티드 19-24개이며, 상기 dsRNA는 상기 HPV 표적 유전자를 발현하는 세포와의 접촉 시 상기 HPV

표적 유전자의 발현을 적어도 10％, 25％, 또는 40％만큼 억제한다.

dsRNA는 충분히 상보적이어서 혼성화하여 듀플렉스 구조를 형성하는 2개의 RNA 가닥을 포함한다.  dsRNA의 한<67>

가닥 (안티센스 가닥)은 HPV 표적 유전자의 발현 동안 형성된 mRNA의 서열로부터 유래된, 표적 서열에 실질적으

로 상보적이고, 일반적으로는 완전히 상보적인 상보성 영역을 포함하고, 나머지 가닥 (센스 가닥)은 안티센스

가닥에 상보적인 영역을 포함하여, 2개의 가닥이 적절한 조건 하에 조합되는 경우 혼성화하여 듀플렉스 구조를

형성한다.  일반적으로, 듀플렉스 구조의 길이는 염기쌍 15개 내지 30개, 더욱 일반적으로는 18개 내지 25개,

더욱 더 일반적으로는 19개 내지 24개, 가장 일반적으로는 19개 내지 21개이다.  유사하게, 표적 서열에 대한

상보성 영역의 길이는 뉴클레오티드 15개 내지 30개, 더욱 일반적으로는 18개 내지 25개, 더욱 더 일반적으로는

19개 내지 24개, 가장 일반적으로는 19개 내지 21개이다.  본 발명의 dsRNA는 1개 이상의 단일-가닥 뉴클레오티

드 오버행(들)을 추가로 포함할 수 있다.  dsRNA는 하기에 추가로 논의된 바와 같은 당업계에 공지된 표준 방법

에  의해,  예를  들어,  자동화  DNA  합성기를  사용하여  합성될  수  있고,  예를  들어,  Biosearch,  Applied

Biosystems, Inc.로부터 시판된다.  바람직한 실시양태에서, HPV 표적 유전자는 인간 E6AP 유전자이다.  특정

실시양태에서, dsRNA의 안티센스 가닥은 표 1의 센스 서열로부터 선택된 가닥 및 표 1의 안티센스 서열로 구성

된 군으로부터 선택된 제2 서열을 포함한다.  표 1에서 제공된 표적 서열 내의 다른 곳을 표적으로 하는 별법적

인 안티센스 작용제를 표적 서열 및 플랭킹(flanking) E6AP 서열을 사용하여 쉽게 결정할 수 있다.

추가적인 실시양태에서, dsRNA는 표 1에서 제공된 서열들의 군으로부터 선택된 1개 이상의 뉴클레오티드 서열을<68>

포함한다.  또다른 실시양태에서, dsRNA는 이러한 군으로부터 선택된 2개 이상의 서열을 포함하고, 이때 2개 이

상의 서열 중 1개는 2개 이상의 서열 중 또다른 서열에 상보적이고, 2개 이상의 서열 중 1개는 E6AP 유전자의

발현에서 생성된 mRNA의 서열에 실질적으로 상보적이다.  일반적으로, dsRNA는 2개의 올리고뉴클레오티드를 포

함하고, 이때 1개의 올리고뉴클레오티드는 표 1에서 센스 가닥으로 기술되고, 두번째 올리고뉴클레오티드는 표

1에서 안티센스 가닥으로 기술된다.  표 1은 각각의 바람직한 dsRNA에 대한 듀플렉스 명칭 및 서열 번호를 제공

한다.

추가적인 실시양태에서, dsRNA는 표 5 (E1 dsRNA) 또는 표 7 (E6 dsRNA)에서 제공된 서열들의 군으로부터 선택<69>

된 1개 이상의 지정된 듀플렉스 dsRNA를 포함한다.

당업자는 염기쌍 20개 내지 23개, 특히 21개의 듀플렉스 구조를 포함하는 dsRNA가 RNA 간섭을 유도하는데 특히<70>

효과적인 것으로 환영받았음을 주지한다 ([Elbashir et al., EMBO 2001, 20:6877-6888]).  그러나, 다른 이들

이 더 짧거나 더 긴 dsRNA가 또한 효과적일 수 있다는 것을 발견하였다.  상기 기술된 실시양태에서, 표 1, 표

5 또는 표 7에서 제공된 올리고뉴클레오티드 서열의 성질에 의해, 본 발명의 dsRNA는 길이가 최소한 뉴클레오티

드 21개인 1개 이상의 가닥을 포함할 수 있다.  표 1, 표 5 또는 표 7의 서열들 중 하나 빼기 한쪽 또는 양쪽

말단에서의 몇개의 뉴클레오티드를 포함하는 더 짧은 dsRNA가 상기 기술된 dsRNA와 비교하여 유사하게 효과적일

수 있다는 것을 합리적으로 예상할 수 있다.  따라서, 표 1, 표 5 또는 표 7의 서열들 중 하나로부터의 적어도

15개,  16개,  17개,  18개,  19개,  20개,  또는 그 이상의 연속적인 뉴클레오티드의 부분적인 서열을 포함하고,

FACS 분석법 또는 본원에서 하기 기술된 기타 분석법에서 HPV 표적 유전자의 발현을 억제하는 능력이 전체 서열

을 포함하는 dsRNA와 최대 5％, 10％, 15％, 20％, 25％, 또는 30％ 억제만큼 상이한 dsRNA가 본 발명에 의해

구현된다.  표 1, 표 5 또는 표 7에서 제공된 표적 서열 내에서 절단되는 추가적인 dsRNA를 제공된 기준 서열

및 표적 서열을 사용하여 쉽게 제조할 수 있다.

또한, 표 1, 표 5 및 표 7에서 제공된 RNAi 작용제는 RNAi를 기초로 하는 절단에 영향을 받기 쉬운 각각의 HPV<71>

표적 mRNA 내의 부위를 규명한다.  따라서 본 발명은 본 발명의 작용제들 중 하나가 표적으로 하는 서열 내를

표적으로 하는 RNAi 작용제를 추가로 포함한다.  본원에서 사용된 제2 RNAi 작용제는 제2 RNAi 작용제가 제1

RNAi 작용제의 안티센스 가닥에 상보적인 mRNA 내의 임의의 곳에서 메시지를 절단한다면 제1 RNAi 작용제의 서

열 내를 표적으로 하는 것으로 언급된다.  이같은 제2 작용제는 HPV 표적 유전자 내의 선택된 서열에 인접한 영

역으로부터 취해진 추가적인 뉴클레오티드 서열에 커플링된 표 1, 표 5 또는 표 7에서 제공된 서열들 중 하나로
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부터의 15개 이상의 인접 뉴클레오티드로 일반적으로 구성될 것이다.  예를 들어, 표적 E6AP 유전자로부터의 다

음 6개의 뉴클레오티드와 조합된 서열 1의 마지막 15개의 뉴클레오티드 (부가된 AA 서열을 뺌)로 표 1에서 제공

된 서열들 중 하나를 기초로 하는 뉴클레오티드 21개의 단일 가닥 작용제가 생산된다.

본 발명의 dsRNA는 표적 서열에 대한 1개 이상의 미스매치를 함유할 수 있다.  바람직한 실시양태에서, 본 발명<72>

의 dsRNA는 3개 이하의 미스매치를 함유한다.  dsRNA의 안티센스 가닥이 표적 서열에 대한 미스매치를 함유하는

경우, 미스매치 영역이 상보성 영역의 중앙에 위치하지 않는 것이 바람직하다.  dsRNA의 안티센스 가닥이 표적

서열에 대한 미스매치를 함유하는 경우, 미스매치가 상보성 영역의 어느 한쪽 말단으로부터 뉴클레오티드 5개,

예를  들어  5'  또는  3'  말단으로부터의  뉴클레오티드  5개,  4개,  3개,  2개,  또는  1개에  한정되는  것이

바람직하다.  예를 들어, HPV 표적 유전자의 영역에 상보적인 뉴클레오티드 23개의 dsRNA 가닥에 대해, 일반적

으로 dsRNA는 중앙의 13개의 뉴클레오티드 내에 어떠한 미스매치도 함유하지 않는다.  본 발명에 기술된 방법을

사용하여 표적 서열에 대한 미스매치를 함유하는 dsRNA가 HPV 표적 유전자의 발현을 억제하는데 효과적인지 여

부를 결정할 수 있다.  HPV 표적 유전자의 발현을 억제하는 것에서 미스매치가 있는 dsRNA의 효능을 고려하는

것은, 특히 HPV 표적 유전자 내의 특정 상보성 영역에 바이러스 (E1 또는 E6의 경우) 또는 인간 집단 (E6AP에

대해)에서 다형성 서열 변이가 있는 것으로 공지된 경우에, 중요하다. 

한 실시양태에서, dsRNA의 1개 이상의 한쪽 말단에 뉴클레오티드 1개 내지 4개, 일반적으로 1개 또는 2개의 단<73>

일-가닥 뉴클레오티드 오버행이 있다.  1개 이상의 뉴클레오티드 오버행이 있는 dsRNA에는 블런트-말단 대응부

보다 예상외로 우수한 억제 성질이 있다.   또한,  본 발명가들은 오직 1개의 뉴클레오티드 오버행의 존재가

dsRNA의 간섭 활성을 이의 전체적인 안정성에 영향을 미치지 않으면서 강화한다는 것을 발견하였다.  오직 1개

의 오버행만이 있는 dsRNA는 생체내에서, 뿐만 아니라 다양한 세포, 세포 배양 배지, 혈액, 및 혈청에서 특히

안정적이고 효과적인 것으로 증명되었다.  일반적으로, 단일-가닥 오버행은 안티센스 가닥의 3'-말단에 위치하

거나, 또는 별법적으로 센스 가닥의 3'-말단에 위치한다.  또한 dsRNA에는 평활 말단이 있을 수 있고, 이는 일

반적으로 안티 센스 가닥의 5'-말단에 위치한다.  이같은 dsRNA는 안정성 및 억제 활성이 개선되고, 따라서 낮

은 투여량, 즉, 수용자의 체중 1 ㎏ 당 5 ㎎/일 미만으로의 투여를 허용한다.  일반적으로, dsRNA의 안티센스

가닥의 3'-말단에는 뉴클레오티드 오버행이 있고, 5'-말단은 블런트이다.  또다른 실시양태에서, 오버행 내의 1

개 이상의 뉴클레오티드가 뉴클레오시드 티오포스페이트로 대체된다.

또다른 실시양태에서, dsRNA가 화학적으로 변형되어 안정성이 증강된다.  본 발명의 핵산은 당업계에 잘 확립된<74>

방법, 예컨대 거명에 의해 본원에 포함된 ["Current protocols in nucleic acid chemistry", Beaucage, S.L.

et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., New York, NY, USA]에 기술된 것들에 의해 합성 및/또는 변형될 수

있다.  화학적 변형은 2' 변형, 올리고뉴클레오티드의 당 또는 염기의 다른 부위에서의 변형, 올리고뉴클레오티

드 사슬 내로의 비-천연 염기의 도입, 리간드 또는 화학 모이어티에 대한 공유결합 부착, 및 별법적인 결합 예

컨대 티오포스페이트로의 뉴클레오티드간 포스페이트 결합의 대체를 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.  1개를

초과하는 이같은 변형이 사용될 수 있다.

2개의 별도의 dsRNA 가닥의 화학적 연결은 임의의 다양한 주지된 기술에 의해, 예를 들어 공유, 이온 또는 수소<75>

결합을 도입함으로써; 소수성 상호작용, 반데르발스 또는 겹침(stacking) 상호작용에 의해; 금속-이온 배위에

의해, 또는 퓨린 유사체의 사용을 통해 달성될 수 있다.  일반적으로, dsRNA를 변형시키는데 사용될 수 있는 화

학 기에는 메틸렌 블루; 2관능성 기, 일반적으로 비스-(2-클로로에틸)아민; N-아세틸-N'-(p-글리옥시벤조일)시

스타민; 4-티오우라실; 및 소랄렌이 비제한적으로 포함된다.  한 실시양태에서, 링커는 헥사-에틸렌 글리콜 링

커이다.  이러한 경우에, dsRNA가 고체 상 합성에 의해 생산되고, 헥사-에틸렌 글리콜 링커가 표준 방법에 따라

혼입된다 (예를 들어, [Williams, D.J., and K.B. Hall, Biochem. (1996) 35:14665-14670]).  특정 실시양태에

서, 안티센스 가닥의 5'-말단 및 센스 가닥의 3'-말단이 헥사에틸렌 글리콜 링커를 통해 화학적으로 연결된다.

또다른 실시양태에서, dsRNA의 1개 이상의 뉴클레오티드가 포스포로티오에이트 또는 포스포로디티오에이트 기를

포함한다.  dsRNA의 말단에서의 화학 결합은 삼중-나선 결합에 의해 일반적으로 형성된다.  표 1은 본 발명의

변형된 RNAi 작용제의 예를 제공한다.

또다른 실시양태에서, 2개의 단일 가닥 중 1개 또는 양쪽 모두에서의 뉴클레오티드가 변형되어 세포 효소, 예를<76>

들어, 비제한적으로, 특정 핵산분해효소의 분해 활성을 방지하거나 억제할 수 있다.  핵산에 대한 세포 효소의

분해 활성을 억제하기 위한 기술은 당업계에 공지되어 있고,  2'-아미노 변형,  2'-아미노 당 변형,  2'-F  당

변형, 2'-F 변형, 2'-알킬 당 변형, 전하를 띠지 않은 골격 변형, 모르폴리노 변형, 2'-O-메틸 변형, 및 포스포

르아미데이트를 포함하지만, 이에 한정되지 않는다 (예를 들어, [Wagner, Nat. Med. (1995) 1:1116-8] 참조).

따라서, dsRNA 상의 뉴클레오티드의 1개 이상의 2'-히드록실 기가 화학 기, 일반적으로 2'-아미노 또는 2'-메틸
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기로 대체될 수 있다.  또한, 1개 이상의 뉴클레오티드가 변형되어 로킹된 뉴클레오티드를 형성할 수 있다.  이

같은 로킹된 뉴클레오티드는 리보스의 2'-산소를 리보스의 4'-탄소와 연결하는 메틸렌 다리를 함유한다.  로킹

된 뉴클레오티드를 함유하는 올리고뉴클레오티드가 [Koshkin, A.A., et al., Tetrahedron (1998), 54: 3607-

3630] 및 [Obika, S. et al., Tetrahedron Lett. (1998), 39: 5401-5404]에 기술되어 있다.  로킹된 뉴클레오

티드의 올리고뉴클레오티드 내로의 도입은 상보적 서열에 대한 친화력을 개선하고, 용융 온도를 수 도만큼 증가

시킨다 ([Braasch, D.A. and D.R. Corey, Chem. Biol. (2001), 8:1-7]).

리간드를 dsRNA에 접합하는 것은 이의 세포 흡수, 뿐만 아니라 특정 조직에 대한 표적화 또는 특정 유형의 세포<77>

예컨대 질 상피에 의한 섭취를 증강시킬 수 있다.  특정 예에서, 소수성 리간드가 dsRNA에 접합되어, 세포 막의

직접적인 투과를 용이하게 한다.  별법적으로, dsRNA에 접합된 리간드는 수용체-매개 세포내이입에 대한 기질이

다.  이러한 접근법은 안티센스 올리고뉴클레오티드, 뿐만 아니라 dsRNA 작용제의 세포 투과를 용이하게 하는데

사용되었다.  예를 들어, 콜레스테롤이 다양한 안티센스 올리고뉴클레오티드에 접합되어, 접합되지 않은 유사체

와 비교하여 실질적으로 더욱 활성인 화합물이 초래되었다.  [M. Manoharan Antisense & Nucleic Acid Drug

Development  2002,  12, 103] 참조.  올리고뉴클레오티드에 접합된 기타 친지성 화합물에는 1-피렌 부티르산,

1,3-비스-O-(헥사데실)글리세롤 및 메탄올이 포함된다.  수용체-매개 세포내이입을 위한 리간드의 한 예는 엽산

이다.  엽산은 폴레이트-수용체-매개 세포내이입에 의해 세포에 진입한다.  엽산을 보유하는 dsRNA 화합물은 폴

레이트-수용체-매개 세포내이입을 통해 세포 내로 효율적으로 운송될 것이다.   [Li,  S.;  Deshmukh,  H.  M.;

Huang, L. Pharm. Res. 1998, 15, 1540]에서 올리고뉴클레오티드의 3'-말단에 엽산을 부착하는 것으로 올리고

뉴클레오티드의 세포 섭취가 8배 증가하였음이 보고되었다.  올리고뉴클레오티드에 접합된 기타 리간드에는 폴

리에틸렌 글리콜, 탄수화물 클러스터(cluster), 가교제, 포르피린 접합체, 및 전달 펩티드가 포함된다.

특정 예에서, 양이온성 리간드를 올리고뉴클레오티드에 접합시킴으로써 핵산분해효소에 대한 개선된 저항성이<78>

초래된다.  양이온성 리간드의 대표적인 예는 프로필암모늄 및 디메틸프로필암모늄이다.  흥미롭게도, 안티센스

올리고뉴클레오티드는 양이온성 리간드가 올리고뉴클레오티드 전반에 걸쳐 분산되었을 때 mRNA에 대한 높은 결

합 친화력을 유지하는 것으로 보고되었다.  [M. Manoharan Antisense & Nucleic Acid Drug Development 2002,

12, 103] 및 이의 참조문헌 참조.

본 발명의 리간드-접합 dsRNA를 dsRNA 상에 연결 분자를 부착하는 것으로부터 유래된 것과 같은, 반응성의 펜던<79>

트(pendant) 관능기를 보유하는 dsRNA를 사용함으로써 합성할 수 있다.  이러한 반응성 올리고뉴클레오티드는

시판되는 리간드, 임의의 다양한 보호기를 보유하는 합성된 리간드, 또는 연결 모이어티가 부착된 리간드와 직

접적으로 반응될 수 있다.  본 발명의 방법은, 일부 바람직한 실시양태에서, 리간드와 적합하게 접합되었고 고

체-지지체 재료에 추가로 부착될 수 있는 뉴클레오시드 단량체를 사용함으로써 리간드-접합 dsRNA의 합성을 용

이하게 한다.  고체-지지체 재료에 임의로 부착된, 이같은 리간드-뉴클레오시드 접합체는 선택된 혈청-결합 리

간드와 뉴클레오시드 또는 올리고뉴클레오티드의 5' 위치 상에 있는 연결 모이어티의 반응을 통해 본 발명의 방

법의 일부 바람직한 실시양태에 따라 제조된다.  일부 예에서, 먼저 단량체 빌딩 블럭(building block)을 세공-

제어 유리 지지체에 장쇄 아미노알킬 기를 통해 공유결합으로 부착한 후, 뉴클레오티드를 고체 지지체에 결합된

단량체 빌딩 블럭에 표준 고체-상 합성 기술을 통해 결합시킴으로써, 아르알킬 리간드가 dsRNA의 3'-말단에 부

착된 dsRNA가 제조된다.  단량체 빌딩 블럭은 뉴클레오시드 또는 고체-상 합성과 호환성인 기타 유기 화합물일

수 있다.

본 발명의 접합체에서 사용된 dsRNA는 고체-상 합성의 주지된 기술을 통해 편리하게, 그리고 일상적으로 제조될<80>

수 있다.  Applied Biosystems (Foster City, CA)가 예를 들어 포함되는 여러 판매원들이 이같은 합성을 위한

장치를 판매한다.  당업계에 공지된 이같은 합성을 위한 임의의 다른 수단들을 추가적으로 또는 별법적으로 사

용할 수 있다.  유사한 기술을 사용하여 기타 올리고뉴클레오티드, 예컨대 포스포로티오에이트 및 알킬화 유도

체를 제조하는 것이 또한 공지되어 있다.

특정 변형 올리고뉴클레오티드의 합성에 관한 교시를 하기의 미국 특허에서 발견할 수 있다: 폴리아민이 접합된<81>

올리고뉴클레오티드에 관한 미국 특허 번호 5,138,045 및 5,218,105; 키랄(chiral) 인 결합이 있는 올리고뉴클

레오티드의 제조를 위한 단량체에 관한 미국 특허 번호 5,212,295; 골격이 변형된 올리고뉴클레오티드에 관한

미국 특허 번호 5,378,825 및 5,541,307; 골격-변형 올리고뉴클레오티드 및 환원성 커플링을 통한 이의 제조에

관한 미국 특허 번호 5,386,023; 3-데아자퓨린 고리 시스템을 기초로 하는 변형된 핵염기 및 이의 합성 방법에

관한  미국  특허  번호  5,457,191;  N-2  치환  퓨린을  기초로  하는  변형된  핵염기에  관한  미국  특허  번호

5,459,255; 키랄 인 결합이 있는 올리고뉴클레오티드의 제조 방법에 관한 미국 특허 번호 5,521,302; 펩티드 핵

산에  관한  미국  특허  번호  5,539,082;  β-락탐  골격이  있는  올리고뉴클레오티드에  관한  미국  특허  번호
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5,554,746; 올리고뉴클레오티드의 합성을 위한 방법 및 재료에 관한 미국 특허 번호 5,571,902; 알킬티오 기가

있고, 이때 이같은 기가 뉴클레오시드의 임의의 다양한 위치에서 부착된 다른 모이어티에 대한 링커로서 사용될

수 있는 뉴클레오시드에 관한 미국 특허 번호 5,578,718; 키랄 순도가 높은 포스포로티오에이트 결합이 있는 올

리고뉴클레오티드에 관한 미국 특허 번호 5,587,361 및 5,599,797; 2'-O-알킬 구아노신 및 관련 화합물 (2,6-디

아미노퓨린 화합물 포함)의 제조 방법에 관한 미국 특허 번호 5,506,351; N-2 치환 퓨린이 있는 올리고뉴클레오

티드에  관한  미국  특허  번호  5,587,469;  3-데아자퓨린이  있는  올리고뉴클레오티드에  관한  미국  특허  번호

5,587,470;  접합된 4'-데스메틸 뉴클레오시드 유사체에 관한 미국 특허 번호 5,223,168  및 미국 특허 번호

5,608,046; 골격-변형 올리고뉴클레오티드 유사체에 관한 미국 특허 번호 5,602,240 및 5,610,289; 특히 2'-플

루오로-올리고뉴클레오티드의 합성에 관한 미국 특허 번호 6,262,241 및 5,459,255.

본 발명의 서열-특이적인 연결된 뉴클레오시드들을 보유하는 리간드-접합 dsRNA 및 리간드-분자에서, 올리고뉴<82>

클레오티드 및 올리고뉴클레오시드를 적절한 DNA 합성기 상에서 표준 뉴클레오티드 또는 뉴클레오시드 전구체,

또는 연결 모이어티를 이미 보유하는 뉴클레오티드 또는 뉴클레오시드 접합체 전구체, 리간드 분자를 이미 보유

하는 리간드-뉴클레오티드 또는 뉴클레오시드-접합체 전구체, 또는 비-뉴클레오시드 리간드-보유 빌딩 블럭을

사용하여 조립할 수 있다.

연결 모이어티를 이미 보유하는 뉴클레오티드-접합체 전구체를 사용하는 경우, 서열-특이적인 연결된 뉴클레오<83>

시드들의 합성이 전형적으로 완료된 후, 리간드 분자가 연결 모이어티와 반응하여 리간드-접합 올리고뉴클레오

티드가 형성된다.  스테로이드, 비타민, 지질 및 리포터 분자와 같은 다양한 분자를 보유하는 올리고뉴클레오티

드 접합체가 이전에 기술되었다 ([Manoharan 등의 PCT 출원 WO 93/07883 참조).  바람직한 실시양태에서, 본 발

명의 올리고뉴클레오티드 또는 연결된 뉴클레오시드는 시판되고 올리고뉴클레오티드 합성에서 일상적으로 사용

되는 표준 포스포르아미디트 및 비-표준 포스포르아미디트에 더하여 리간드-뉴클레오시드 접합체로부터 유래된

포스포르아미디트를 사용하여 자동 합성기에 의해 합성된다.

올리고뉴클레오티드의 뉴클레오시드 내의 2'-O-메틸, 2'-O-에틸, 2'-O-프로필, 2'-O-알릴, 2'-O-아미노알킬 또<84>

는 2'-데옥시-2'-플루오로 기의 혼입은 올리고뉴클레오티드에 증강된 혼성화 성질을 부여한다.  또한, 포스포로

티오에이트 골격을 함유하는 올리고뉴클레오티드는 핵산분해효소 안정성이 증강된다.  따라서, 본 발명의 관능

화된, 연결된 뉴클레오시드는 포스포로티오에이트 골격 또는 2'-O-메틸, 2'-O-에틸, 2'-O-프로필, 2'-O-아미노

알킬, 2'-O-알릴 또는 2'-데옥시-2'-플루오로 기 중 하나 또는 양쪽 모두를 포함하도록 증대될 수 있다.  당업

계에 공지된 올리고뉴클레오티드 변형 중 일부의 요약 목록을, 예를 들어, PCT 공보 WO 200370918에서 발견할

수 있다.

일부 실시양태에서, 5'-말단에 아미노 기가 있는 본 발명의 관능화된 뉴클레오시드 서열을 DNA 합성기를 사용하<85>

여 제조한  후, 선택된 리간드의 활성 에스테르 유도체와 반응시킨다.  활성 에스테르 유도체는 당업자에게 주

지되어 있다.  대표적인 활성 에스테르에는 N-히드록숙신이미드 에스테르, 테트라플루오로페놀 에스테르, 펜타

플루오로페놀 에스테르 및 펜타클로로페놀 에스테르가 포함된다.  아미노 기와 활성 에스테르의 반응으로 선택

된 리간드가 5'-위치에 연결 기를 통해 부착된 올리고뉴클레오티드가 생산된다.  5'-말단의 아미노 기는 5'-아

미노-변형제 C6 시약을 사용하여 제조할 수 있다.  한 실시양태에서, 리간드-뉴클레오시드 포스포르아미디트를

사용함으로써 리간드 분자를 5'-위치에서 올리고뉴클레오티드에 접합시킬 수 있고, 이때 리간드는 5'-히드록시

기에 직접적으로 또는 간접적으로 링커를 통해 연결된다.  이같은 리간드-뉴클레오시드 포스포르아미디트가 자

동 합성 절차의 끝에 전형적으로 사용되어, 5'-말단에 리간드를 보유하는 리간드-접합 올리고뉴클레오티드를 제

공한다.

변형된 뉴클레오시드간 연결 또는 골격의 예로는, 예를 들어, 포스포로티오에이트, 키랄 포스포로티오에이트,<86>

포스포로디티오에이트,  포스포트리에스테르,  아미노알킬포스포트리에스테르,  메틸 및 기타 알킬 포스포네이트

(3'-알킬렌 포스포네이트 및 키랄 포스포네이트 포함), 포스피네이트, 포스포르아미데이트 (3'-아미노 포스포르

아미데이트 및 아미노알킬포스포르아미데이트 포함), 티오노포스포르아미데이트, 티오노알킬포스포네이트, 티오

노알킬포스포트리에스테르, 및 정상적인 3'-5' 결합이 있는 보라노포스페이트, 이들의 2'-5' 연결 유사체, 및

뉴클레오시드 단위의 인접한 쌍들이 3'-5' → 5'-3' 또는 2'-5' → 5'-2' 연결된, 극성이 역전된 것들이 포함된

다.  다양한 염, 혼합 염 및 유리-산 형태가 또한 포함된다.

인 원자를 함유하는 상기 결합의 제조에 관한 대표적인 미국 특허에는 미국 특허 번호 3,687,808; 4,469,863;<87>

4,476,301;  5,023,243;  5,177,196;  5,188,897;  5,264,423;  5,276,019;  5,278,302;  5,286,717;  5,321,131;

5,399,676;  5,405,939;  5,453,496;  5,455,233;  5,466,677;  5,476,925;  5,519,126;  5,536,821;  5,541,306;
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5,550,111; 5,563,253; 5,571,799; 5,587,361; 5,625,050; 및 5,697,248가 포함되지만, 이에 한정되지 않고,

각각의 상기 특허는 거명에 의해 본원에 포함된다.

인 원자를 포함하지 않는 변형된 뉴클레오시드간 결합 또는 골격 (즉, 올리고뉴클레오시드)의 예는 단쇄 알킬<88>

또는 시클로알킬 당간(intersugar) 결합, 혼합된 헤테로원자 및 알킬 또는 시클로알킬 당간 결합, 또는 1개 이

상의 단쇄 헤테로원자형 또는 헤테로고리형 당간 결합에 의해 형성된 골격을 갖는다.  이들은 모르폴리노 결합

(뉴클레오시드의 당 부분으로부터 부분적으로 형성됨); 실록산 골격; 술피드, 술폭시드 및 술폰 골격; 포름아세

틸 및 티오포름아세틸 골격; 메틸렌 포름아세틸 및 티오포름아세틸 골격; 알켄 함유 골격; 술파메이트 골격; 메

틸렌이미노 및 메틸렌히드라지노 골격; 술포네이트 및 술폰아미드 골격; 아미드 골격이 있는 것들; 및 혼합된

N, O, S 및 CH2 성분 부분이 있는 기타 물질을 포함한다.

상기  올리고뉴클레오시드의  제조에  관한  대표적인  미국  특허에는  미국  특허  번호  5,034,506;  5,166,315;<89>

5,185,444;  5,214,134;  5,216,141;  5,235,033;  5,264,562;  5,264,564;  5,405,938;  5,434,257;  5,466,677;

5,470,967;  5,489,677;  5,541,307;  5,561,225;  5,596,086;  5,602,240;  5,610,289;  5,602,240;  5,608,046;

5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312; 5,633,360; 5,677,437; 및 5,677,439가 포함되지만, 이에 한정

되지 않고, 각각의 상기 특허는 거명에 의해 본원에 포함된다.

특정 예에서, 올리고뉴클레오티드는 비-리간드 기에 의해 변형될 수 있다.  다수의 비-리간드 분자가 올리고뉴<90>

클레오티드의 활성, 세포 분포 또는 세포 섭취를 증강시키기기 위해 올리고뉴클레오티드에 접합되었고, 이같은

접합을 수행하기 위한 절차가 과학 문헌에서 입수가능하다.  이같은 비-리간드 모이어티는 지질 모이어티, 예컨

대 콜레스테롤 ([Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553]), 담즙산 ([Manoharan et

al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4: 1053]), 티오에테르, 예를 들어, 헥실-S-트리틸티올 ([Manoharan et

al.,  Ann.  N.  Y.  Acad.  Sci.,  1992,  660:306];  [Manoharan  et  al.,  Bioorg.  Med.  Chem.  Let.,  1993,

3:2765]), 티오콜레스테롤 ([Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533]), 지방족 사슬, 예를 들어,

도데칸디올 또는 운데실 잔기 ([Saison-Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10:111]; [Kabanov et al., FEBS

Lett.,  1990,  259:327]; [Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75:49]), 인지질, 예를 들어, 디-헥사데실-

rac-글리세롤  또는  트리에틸암모늄  1,2-디-O-헥사데실-rac-글리세로-3-H-포스포네이트  ([Manoharan  et  al.,

Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651]; [Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777]), 폴리아민 또는 폴리

에틸렌 글리콜 사슬 ([Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969]), 또는 아다만탄 아세트

산 ([Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651]), 팔미틸 모이어티 ([Mishra et al., Biochem.

Biophys.  Acta,  1995,  1264:229]),  또는  옥타데실아민  또는  헥실아미노-카르보닐-옥시콜레스테롤  모이어티

([Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Then, 1996, 277:923])를 포함하였다.  이같은 올리고뉴클레오티드 접합

체의 제조가 교시된 대표적인 미국 특허들이 상기에 열거되어 있다.  전형적인 접합 프로토콜은 서열의 1개 이

상의 위치에 아미노링커를 보유하는 올리고뉴클레오티드의 합성을 수반한다.  그후, 적합한 커플링 또는 활성화

시약을 사용하여 아미노 기를 접합될 분자와 반응시킨다.  고체 지지체에 여전히 지지된 올리고뉴클레오티드로

또는 용액 상에서의 올리고뉴클레오티드의 절단 후에 접합 반응이 수행될 수 있다.  전형적으로 HPLC에 의한 올

리고뉴클레오티드 접합체의 정제로 순수한 접합체가 산출된다.  콜레스테롤 접합체의 사용이 특히 선호되는데,

이같은 모이어티가 HPV 감염 부위인 질 상피 세포를 표적으로 하는 것을 증가시킬 수 있기 때문이다.

본 개시물은 HPV 표적 유전자를 침묵시키고 따라서 HPV 관련 장애를 치료하는데 유용한 dsRNA의 광범위한 실시<91>

양태를 기술한다.  특정 치료제의 디자인이 다양한 형태를 취할 수 있지만, 특정한 기능성 특징으로 바람직한

dsRNA가 다른 dsRNA로부터 구별될 것이다.  특히, 바람직한 본 발명의 dsRNA를 확인하기 위해 양호한 혈청 안정

성, 높은 효능, 면역 응답 유도의 결여, 및 양호한 약물 유사 거동과 같은 양상들이 테스트될 것이다 (모두 당

업자에 의해 측정가능함).  일부 상황에서, 바람직한 dsRNA에 이러한 기능적인 양상 모두가 존재하지는 않을 것

이다.  그러나, 당업자는 이러한 변수 및 기타 변수를 최적화하여, 바람직한 본 발명의 화합물을 선택할 수 있

다.

다수의 뉴클레오티드 변형이 가능하지만, 본 발명가들은 현저하게 개선된 약리학적 이점, 면역학적 이점, 그리<92>

고 궁극적으로 치료적 이점을 제공하는 화학 변형의 패턴을 확인하였다.  표 9는 본 발명의 표 1, 표 5 및 표 7

에서 제시된 듀플렉스 dsRNA와 함께 사용하는데 바람직한 화학 변형의 패턴을 제시한다.  일부 이러한 변형이

표 3에 또한 설명된다.
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표 9

화학 변형 시리즈<93> 센스 가닥에 이루어진 변형

(5'-3')

안티센스 가닥에 이루어진 변형

(5'-3')

1 (양쪽 가닥의 말단에서의 

단일 포스포로티오에이트)

dTsdT dTsdT

2 (양쪽 가닥의 말단에서의 

단일 포스포로티오에이트 +

모든 피리미딘의 

2'OMe 센스 가닥 변형 및

A가 이어지는 모든 U 및 

A가 이어지는 모든 C의 

2'OMe 변형)

dTsdT,

모든 Py에서 2'OMe

dTsdT,

uA, cA에서 2'OMe

3 (양쪽 가닥의 말단에서의 

단일 포스포로티오에이트 +

모든 피리미딘의 

2'OMe 센스 가닥 변형 및

안티센스 가닥 상에서의 

지시된 염기의 2'OMe:

A가 이어지는 모든 U,

A가 이어지는 모든 C

A가 이어지는 모든 U, 및 

A가 이어지는 모든 U)

dTsdT,

모든 Py에서 2'OMe

dTsdT,

uA, cA, uG, uU에서 2'OMe

4 (센스 가닥에 접합된 

콜레스테롤의 부가를 

제외하고는 1과 동일)

Chol ("엑소") dTsdT ("엑소")

5 (센스 가닥에 접합된 

콜레스테롤을 제외하고는

2와 동일)

Chol ("엔도") dTsdT,

uA, cA에서 2'OMe

6 (센스 가닥에 접합된 

콜레스테롤을 제외하고는

3과 동일)

Chol ("엔도") dTsdT,

uA, cA, uG, uU에서 2'OMe

벡터에 코딩된 RNAi 작용제<94>

본 발명의 dsRNA는 생체내에서 세포내에서 재조합 바이러스 벡터로부터 또한 발현될 수 있다.  본 발명의 재조<95>

합 바이러스 벡터는 본 발명의 dsRNA를 코딩하는 서열 및 dsRNA 서열을 발현시키기 위한 임의의 적절한 프로모

터를 포함한다.  적절한 프로모터에는, 예를 들어, U6 또는 H1 RNA pol III 프로모터 서열 및 사이토메갈로바이

러스 프로모터가 포함된다.  기타 적절한 프로모터의 선별은 당업계의 기술에 속한다.  본 발명의 재조합 바이

러스 벡터는 특정 조직 또는 특정 세포내 환경에서의 dsRNA의 발현을 위한 유도성 또는 조절가능 프로모터를 또

한 포함할 수 있다.  본 발명의 dsRNA를 생체 내에서 세포에 전달하기 위해 재조합 바이러스 벡터를 사용하는

것이 하기에 더욱 상세하게 논의된다.

본 발명의 dsRNA는 재조합 바이러스 벡터로부터 2개의 별도의 상보적인 RNA 분자로서, 또는 2개의 상보적인 영<96>

역이 있는 단일 RNA 분자로서 발현될 수 있다.

발현될 dsRNA 분자(들)에 대한 코딩 서열을 받아들일 수 있는 임의의 바이러스 벡터, 예를 들어 아데노바이러스<97>

(AV);  아데노-관련  바이러스  (AAV);  레트로바이러스  (예를  들어,  렌티바이러스  (LV),  랍도바이러스,  뮤린

(murine) 백혈병 바이러스); 헤르페스 바이러스 등을 사용할 수 있다.  적합하다면, 다른 바이러스로부터의 외

피  단백질  또는  다른  표면  항원으로  벡터를  슈도타이핑(pseudotyping)함으로써  또는  다른  바이러스  캡시드

(capsid) 단백질로 치환함으로써 바이러스 벡터의 향성(向性)을 변형시킬 수 있다.

예를 들어,  본 발명의 렌티바이러스 벡터를 수포성 구내염 바이러스 (VSV),  광견병,  에볼라(Ebola),  모콜라<98>

(Mokola) 등으로부터의 표면 단백질로 슈도타이핑할 수 있다.  상이한 캡시드 단백질 혈청형을 발현하도록 벡터
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를 조작함으로써 본 발명의 AAV 벡터를 상이한 세포를 표적으로 하도록 만들 수 있다.  예를 들어, 혈청형 2 게

놈 상의 혈청형 2 캡시드를 발현하는 AAV 벡터는 AAV 2/2로 칭해진다.  AAV 2/2 벡터 내의 이러한 혈청형 2 캡

시드 유전자를 혈청형 5 캡시드 유전자로 대체하여 AAV 2/5 벡터를 생산할 수 있다.  상이한 캡시드 단백질 혈

청형을 발현하는 AAV 벡터를 구축하는 기술은 당업계에 기술에 속한다; 예를 들어, 거명에 의해 전체 개시물이

본원에 포함된 [Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76:791-801] 참조.

본 발명에서 사용하기에 적절한 재조합 바이러스 벡터의 선택, dsRNA를 발현시기 위한 핵산 서열을 벡터 내로<99>

삽입하는 방법, 및 바이러스 벡터를 당해 세포에 전달하는 방법은 당업계의 기술에 속한다.  예를 들어, 거명에

의해 전체 개시물이 본원에 포함된, [Dornburg R (1995), Gene Therap. 2: 301-310]; [Eglitis M A (1988),

Biotechniques 6: 608-614]; [Miller A D (1990), Hum Gene Therap. 1: 5-14]; [Anderson W F (1998), Nature

392: 25-30]; 및 [Rubinson D A et al., Nat. Genet. 33: 401-406] 참조.

바람직한 바이러스 벡터는 AV 및 AAV로부터 유래된 것들이다.  특히 바람직한 실시양태에서, 본 발명의 dsRNA는<100>

U6 또는 H1 RNA 프로모터 중 하나, 또는 사이토메갈로바이러스 (CMV) 프로모터를 예를 들어 포함하는 재조합

AAV 벡터로부터 2개의 별도의 상보적인 단일-가닥 RNA 분자로 발현된다. 

본 발명의 dsRNA를 발현시키기 위한 적절한 AV 벡터, 재조합 AV 벡터를 구축하는 방법, 및 벡터를 표적 세포 내<101>

로 전달하는 방법이 [Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010]에 기술되어 있다.

본 발명의 dsRNA를 발현시키기 위한 적절한 AAV 벡터, 재조합 AV 벡터를 구축하는 방법, 및 벡터를 표적 세포<102>

내로 전달하는 방법이 거명에 의해 전체 개시물이 본원에 포함된, [Samulski R et al. (1987), J. Virol. 61:

3096-3101]; [Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70: 520-532]; [Samulski R et al. (1989), J. Virol.

63: 3822-3826]; 미국 특허 번호  5,252,479; 미국 특허 번호 5,139,941; 국제 특허 출원 번호 WO 94/13788;

및 국제 특허 출원 번호 WO 93/24641에 기술되어 있다.

III. dsRNA를 포함하는 제약 조성물<103>

한 실시양태에서, 본 발명은 본원에 기술된 바와 같은 dsRNA 및 제약상 허용가능한 담체를 포함하는 제약 조성<104>

물을 제공한다.  dsRNA를 포함하는 이러한 제약 조성물은 HPV 표적 유전자의 발현 또는 활성과 관련된 질환 또

는 장애, 예컨대 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스를 치료하는데 유용하다.  이같은 제약 조성물은

전달 방식을 기초로 제제화된다.  한 예는 자궁목에서의 국소 투여 또는 비경구 전달을 통한 전신 투여용으로

제제화된 조성물이다.

본 발명의 제약 조성물은 HPV 표적 유전자의 발현을 억제하는데 충분한 투여량으로 투여된다.  본 발명가들은<105>

본 발명의 dsRNA를 포함하는 조성물들이, 이들의 개선된 효능으로 인해, 의외로 낮은 투여량으로 투여될 수 있

다는 것을 결정하였다.  수용자의 체중 1 ㎏ 당 5 mg dsRNA/일의 투여량이 HPV 표적 유전자의 발현을 억제 또는

저해하는데 충분하고, 사마귀 또는 자궁목 또는 항문 치료의 경우, 감염된 조직에 직접적으로 적용될 수 있다.

일반적으로, dsRNA의 적절한 용량은 수용자의 체중 1 ㎏ 당 0.01 내지 5.0 ㎎/일의 범위, 일반적으로 체중 1 ㎏<106>

당 1 ㎍ 내지 1 ㎎/일의 범위일 것이다.  제약 조성물을 하루에 1번 투여할 수 있거나, 또는 dsRNA를 하루에 걸

쳐 적합한 간격으로 2회, 3회 또는 더 많은 분할-용량으로 또는 심지어 질용(膣用) 젤의 제어 방출 제형을 통한

연속 주입 또는 전달을 사용하여 투여할 수 있다.  이러한 경우, 각각의 분할-용량 내에 함유된 dsRNA는 총 일

일 투여량을 달성하기 위해 상응하여 더 적어야 한다.  수일 기간에 걸친 dsRNA의 지속 방출을 제공하는 통상적

인 지속 방출 제형을 예를 들어 사용하는, 수일에 걸친 전달을 위해 투약 단위가 또한 배합될 수 있다.  지속

방출 제형은 당업계에 주지되어 있고, 본 발명의 작용제와 함께 사용될 수 있는 것과 같이 작용제의 질 전달에

특히 유용하다.  이러한 실시양태에서, 투약 단위는 일일 용량의 상응하는 배수를 함유한다.

당업자는 질환 또는 장애의 중증도, 이전의 치료, 대상의 일반적인 건강 및/또는 연령, 및 존재하는 기타 질환<107>

을 포함하지만 이에 한정되지 않는 특정 인자들이 대상을 효과적으로 치료하는데 필요한 투여량 및 시간조절에

영향을 미칠 수 있다는 것을 이해할 것이다.  또한, 치료적 유효량의 조성물로의 대상의 치료는 단일 치료 또는

일련의 치료를 포함할 수 있다.  본 발명에 포함되는 개별적인 dsRNA들에 대한 효과적인 투여량 및 생체내 반감

기를 통상적인 방법을 사용하여 또는 본원의 다른 곳에 기술된 바와 같은 적합한 동물 모델을 사용하는 생체내

테스트를 기초로 추정할 수 있다.

본 발명가들은 HPV 유전자형의 변이성이 포함되는 다양한 이유로 인해, HPV 감염을 1가지를 초과하는 본 발명의<108>

dsRNA로 동시에 치료하는 것이 바람직할 수 있다는 것을 인지한다.  한 실시양태에서, dsRNA의 가장 덜 복합적

인 혼합물로 가장 광범위한 HPV 유전자형을 표적으로 하도록 dsRNA의 조합물이 선택된다.  1가지를 초과하는 유
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형의 dsRNA를 포함하는 본 발명의 제약 조성물은 본원에 기술된 바와 같은 개별적인 dsRNA의 투여량을 함유하는

것으로 예상될 것이다.

dsRNA의 조합물이 단일 투약 형태의 제약 조성물로 함께 제공될 수 있다.  별법적으로, dsRNA의 조합물이 별도<109>

의 투약 형태들로 제공될 수 있고, 이러한 경우 이들은, 가능하게는 상이한 수단에 의해, 동시에 또는 상이한

시점에 투여될 수 있다.  따라서 본 발명에서 본 발명의 dsRNA의 원하는 조합물을 포함하는 제약 조성물이 구현

되고; 복합 요법의 일부분으로서 제공되도록 의도되는 단일 dsRNA의 제약 조성물이 또한 구현된다.  후자의 경

우에, 복합 요법 발명은 이로 인해 조성물보다는 투여 방법이다.

마우스 유전학에서의 진보로 다양한 인간 질환, 예컨대 HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스의 연구를<110>

위한 다수의 마우스 모델이 생성되었다.  이같은 모델은 dsRNA의 생체내 테스트, 뿐만 아니라 치료적 유효 용량

의 결정에 사용된다.

임의의 방법을 사용하여 본 발명의 dsRNA를 HPV로 감염된 세포를 함유하는 포유동물에게 투여할 수 있다.  예를<111>

들어, 투여는 국소 투여 (예를 들어, 질, 경피 등); 경구 투여; 또는 비경구 투여 (예를 들어, 피하, 뇌실내,

근육내 또는 복강내 주사, 또는 정맥내 점적)일 수 있다.  투여는 급속 투여 (예를 들어, 주사)일 수 있거나,

또는 경시적으로 일어날 수 있다 (예를 들어, 저속 주입 또는 저속 방출 제형의 투여).

전형적으로, HPV로 감염된 세포가 있는 포유동물을 치료하는 경우, dsRNA 분자는 질용 젤 또는 크림으로 국소적<112>

으로 투여된다.  예를 들어, 리포솜과 함께 또는 리포솜 없이 제제화된 dsRNA가 자궁목, 항문관 또는 HPV 병변

예컨대 생식기 사마귀에 직접 국소적으로 도포될 수 있다.  국소 투여를 위해, dsRNA 분자가 무균성 및 비-무균

성의 수용액, 알콜과 같은 통상적인 용매 내의 비-수성 용액, 또는 액체 또는 고체 오일 베이스 내의 용액과 같

은 조성물 내로 제제화될 수 있다.  이같은 용액은 완충제, 희석제, 및 기타 적절한 첨가물을 또한 함유할 수

있다.  국소 투여용 조성물은 경피 패치, 연고, 로션, 크림, 젤, 점적액, 좌약, 스프레이, 액체, 및 분말의 형

태로 제제화될 수 있다.   당업계에 공지된 중합체 및 투과제를 사용하여 젤 및 크림을 제제화할 수 있다.

dsRNA 및 관련된 부형제를 함유하는 젤 또는 크림을 자궁목 캡, 질용 격막, 코팅된 콘돔, 글로브 등을 사용하여

자궁목에 도포할 수 있다.  통상적인 제약 담체, 수성 물질, 분말 또는 오일 베이스, 증점제 등을 첨가할 수 있

다. 

비경구, 경막내 또는 뇌실내 투여를 위해, dsRNA 분자가 무균성 수용액과 같은 조성물 내로 제제화될 수 있고,<113>

이는 완충제, 희석제 및 기타 적절한 첨가제 (예를 들어, 투과 증강제, 담체 화합물, 및 기타 제약상 허용가능

한 담체)를 또한 함유할 수 있다.

또한, 미국 특허 번호 6,271,359에 예를 들어 기술된 생물학적 또는 비생물학적 수단과 같은 비-바이러스성 방<114>

법을 사용하여 dsRNA 분자를 HPV-감염 세포를 함유하는 포유동물에게 투여할 수 있다.  비생물학적 전달은 (1)

리포솜에 본원에서 제공된 dsRNA를 로딩하는 것 및 (2) dsRNA 분자와 지질 또는 리포솜이 복합체를 형성하도록

하여 핵산-지질 또는 핵산-리포솜 복합체를 형성시키는 것을 비제한적으로 포함하는 다양한 방법에 의해 달성될

수 있다.  리포솜은 시험관 내에서 세포를 형질감염시키는데 통상적으로 사용되는 양이온성 및 중성 지질로 구

성될 수 있다.  양이온성 지질은 음성 전하를 띠는 핵산과 복합체를 형성하여 (예를 들어, 전하-회합되어), 리

포솜을 형성할 수 있다.  양이온성 리포솜의 예로는 리포펙틴, 리포펙타민, 리포펙테이스, DOTAP (1,2-디올레오

일-3-트리메틸암모늄  프로판),  DOTMA  (N-[1,2(2,3-디올레일옥시)프로필]-N,N,N-트리메틸암모늄  클로라이드),

DOSPA  (2,3-디올레오일옥시-N-[2-(스페르민카르복사미도)에틸]-N,N-디메틸-1-프로판아미늄),  DOGS  (디옥타데실

아미도 글리실 스페르민), 및 DC-chol (3,[N-N',N-디메틸에틸렌디아민)-카르바모일]콜레스테롤)이 비제한적으로

포함된다.

리포솜의 형성 절차는 당업계에 주지되어 있다.  리포솜 조성물은, 예를 들어, 포스파티딜콜린, 디미리스토일<115>

포스파티딜콜린, 디팔미토일 포스파티딜콜린, 디미리스토일 포스파티딜글리세롤, 또는 디올레오일 포스파티딜에

탄올아민으로부터 형성될 수  있다.   리포펙틴(Lipofectin).RTM.  (Invitrogen/Life  Technologies,  Carlsbad,

Calif.) 및 이펙텐(Effectene).TM. (Qiagen, Valencia, Calif.)을 포함하여 수많은 친지성 작용제가 시판된다.

또한, 각각 DOPE 또는 콜레스테롤과 같은 중성 지질과 혼합될 수 있는 DDAB 또는 DOTAP와 같은 시판되는 양이온

성  지질을  사용하여  전신  전달  방법을  최적화할  수  있다.   일부  경우에,  [Templeton  et  al.,  Nature

Biotechnology, 15: 647-652 (1997)]에 기술된 것과 같은 리포솜을 사용할 수 있다.  또다른 실시양태에서, 폴

리에틸렌이민과 같은 다가양이온을 사용하여 생체내 및 생체외 전달을 달성할 수 있다 ([Boletta et al., J. Am

Soc. Nephrol. 7: 1728 (1996)]).  핵산을 전달하기 위한 리포솜의 사용에 관한 추가적인 정보를 미국 특허 번

호 6,271,359, PCT 공보 WO 96/40964 및 [Morrissey, D. et al. 2005. Nat Biotechnol. 23(8): 1002-7]에서
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발견할 수 있다.

HPV-감염  세포를  함유하는  포유동물에게  dsRNA  분자를  전달하는  또다른  비-바이러스성  방법은  리포플렉스<116>

(lipoplex)  및  나노에멀션과  같은  양이온성  지질-기반  전달  시스템을  포함한다  (리포솜에  더하여).

추가적으로, 키토산, 폴리(L-라이신) (PLL), 폴리에틸렌이민 (PEI), 덴드리머(dendrimer) (예를 들어, 폴리아미

도아민 (PANAM)  덴드리머),  및 폴록사민을 포함하지만 이에 한정되지 않는 축합성 중합체 전달 시스템 (즉,

DNA-중합체 복합체, 또는 "폴리플렉스(polyplex)")을 사용할 수 있다.  추가적으로, 폴록사머(poloxamer), 젤라

틴, PLGA (폴리락트산-코-글리콜산), PVP (폴리비닐피롤리돈), 및 PVA (폴리비닐 알콜)을 포함하지만 이에 한정

되지 않는 비-축합성 중합체 전달 시스템을 사용할 수 있다.

상기 언급된 전달 또는 투여 기술을 위한 절차는 당업계에 주지되어 있다.  예를 들어, 축합성 중합체 전달 시<117>

스템은 음이온성 DNA 분자와 용이하게 복합체를 형성함으로써 작용한다; 예를 들어, 폴리(L-라이신) (PLL)은 음

성 전하를 띠는 세포 표면과 상호작용하는 양성 전하를 띠는 복합체를 형성하고, 이어서 급속한 내재화를 겪음

으로써 작용한다.

생물학적 전달은 바이러스 벡터의 사용을 비제한적으로 포함하는 다양한 방법에 의해 달성될 수 있다.  예를 들<118>

어, 바이러스 벡터 (예를 들어, 아데노바이러스 및 헤르페스바이러스 벡터)를 사용하여 dsRNA 분자를 피부 세포

및 자궁목 세포에 전달할 수 있다.  표준 분자 생물학 기술을 사용하여 본원에서 제공된 하나 이상의 dsRNA를

핵산을 세포에 전달하도록 이전에 개발된 다수의 상이한 바이러스 벡터들 중 하나 내로 도입할 수 있다.  이러

한 생성된 바이러스 벡터를 사용하여, 예를 들어, 감염에 의해, 하나 이상의 dsRNA를 세포에 전달할 수 있다.

본 발명의 dsRNA는 제약상 허용가능한 담체 또는 희석제 내에 제제화될 수 있다.  "제약상 허용가능한 담체"<119>

(본원에서 "부형제"로 또한 지칭됨)는 제약상 허용가능한 용매, 현탁제, 또는 약리학적으로 불활성인 임의의 기

타 비히클이다.  제약상 허용가능한 담체는 액체 또는 고체일 수 있고, 원하는 체적, 조도, 및 기타 관련된 운

송 및 화학 성질을 제공하도록 의도되는 계획된 투여 방식에 따라 선택될 수 있다.  전형적인 제약상 허용가능

한 담체에는, 예를 들어, 물; 염수 용액; 결합제 (예를 들어, 폴리비닐피롤리돈 또는 히드록시프로필 메틸셀룰

로스); 충전제 (예를 들어, 락토스 및 기타 당, 젤라틴, 또는 황산칼슘; 윤활제 (예를 들어, 전분, 폴리에틸렌

글리콜, 또는 아세트산나트륨); 붕해제 (예를 들어, 전분 또는 소듐 전분 글리콜레이트); 및 습윤화제 (예를 들

어, 소듐 라우릴 술페이트)가 비제한적으로 포함된다.

또한, HPV 표적 유전자를 표적으로 하는 dsRNA는 다른 분자, 분자 구조물, 또는 핵산 혼합물과 부가혼합되거나,<120>

이들로 캡슐화되거나, 이들과 접합되거나, 또는 또다른 방식으로 이들과 회합된 dsRNA를 함유하는 조성물 내로

제제화될 수 있다.  예를 들어, E6AP 유전자를 표적으로 하는 하나 이상의 dsRNA 작용제를 함유하는 조성물이

또다른 치료제 예컨대 항-염증 약물 (예를 들어, 비-스테로이드성 항-염증 약물 및 코르티코스테로이드) 및 항-

바이러스 약물 (예를 들어, 리비비린, 빈다라빈, 아시클로비르, 및 간시클로비르)를 함유할 수 있다.  일부 실

시양태에서, 조성물은 각질용해제와 조합된 HPV 표적 유전자에 상보적인 서열이 있는 하나 이상의 dsRNA를 함유

할 수 있다.  각질용해제는 표피의 각질층을 분리하거나 느슨하게 하는 작용제이다.  각질용해제의 예로는 살리

실산이 비제한적으로 포함된다.  기타 예가 미국 특허 번호 5,543,417에서 제공된다.  각질용해제는 예를 들어,

피부와 같은 조직 내로의 dsRNA의 투과를 증강시키는데 효과적인 양으로 사용될 수 있다.  예를 들어, 각질용해

제는 생식기 사마귀에 도포된 dsRNA가 사마귀의 도처를 투과하도록 하는 양으로 사용될 수 있다.

예를 들어, LD50 (집단의 50％에 치사성인 용량) 및 ED50 (집단의 50％에서 치료적으로 효과적인 용량)을 결정<121>

하기 위해, 이같은 화합물의 독성 및 치료 효능을 세포 배양물 또는 실험 동물에서 표준 제약 절차에 의해 결정

할 수 있다.  독성 효과와 치료 효과 사이의 용량 비율이 치료 지수이고, 이는 LD50/ED50의 비율로 표현될 수

있다.  높은 치료 지수를 나타내는 화합물이 선호된다.

세포 배양 분석법 및 동물 연구로부터 수득된 데이터를 인간에서 사용하기 위한 투여량의 범위를 제제화하는데<122>

사용할 수 있다.  본 발명의 조성물의 투여량은 독성이 거의 없거나 없는 ED50을 포함하는 순환 농도의 범위 내

에 존재한다.  투여량은 사용된 투약 형태 및 이용된 투여 경로에 따라 이러한 범위 내에서 변할 수 있다.  본

발명의 방법에서 사용된 임의의 화합물에 대해, 세포 배양 분석법으로부터 초기에 치료적 유효 용량을 추정할

수 있다.  세포 배양물에서 결정된 바와 같은 IC50 (즉, 증상의 절반-최대 억제를 달성하는 테스트 화합물의 농

도)을 포함하는, 화합물 또는 적합한 경우 표적 서열의 폴리펩티드 생성물의 순환 혈장 농도 범위를 달성하도록

동물 모델에서 용량이 제제화될 수 있다 (예를 들어, 폴리펩티드의 감소되는 농도를 달성).  인간에서의 유용한

용량을 더욱 정확하게 결정하는데 이같은 정보를 사용할 수 있다.  혈장에서의 수준을, 예를 들어, 고성능 액체

크로마토그래피에 의해 측정할 수 있다.
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상기 논의된 바와 같은 개별적인 투여 또는 복수로서의 투여에 더하여, 본 발명의 dsRNA는 HPV 감염에 의해 매<123>

개되는 병리학적 프로세스의 치료에 효과적인 또다른 공지된 작용제와 조합되어 투여될 수 있다.  임의의 사례

에서, 투여 의사는 당업계에 공지되었거나 본원에 기술된 효능의 표준 수단을 사용하여 관찰된 결과를 기초로

dsRNA의 투여량 및 투여 시기를 조정할 수 있다.

dsRNA의 조합물을 바람직한 단일 dsRNA의 확인에 사용된 것과 동일한 방법을 사용하여 시험관내에서 및 생체내<124>

에서 테스트할 수 있다.  이같은 조합물을 순수하게 생물정보학 근거를 기초로 하여 선택할 수 있고, 이때 가장

광범위한 유전자형에 걸친 적용범위를 제공하는 최소 개수의 siRNA가 선택된다.  별법적으로, 이같은 조합물을

단일 dsRNA 작용제에 대해 본원에서 기술된 것들의 방침을 따라 시험관내 또는 생체내 평가를 기초로 선택할 수

있다.  dsRNA의 조합물을 테스트하기 위한 바람직한 분석법은 HPV16 양성 암 세포주 (예를 들어, [Hengstermann

et al. (2005) Journal Vir. 79(14): 9296]; 및 [Butz et al. (2003) Oncogene 22: 5938]에 예를 들어 기술된

바와 같은 SiHa 또는 Caski), 또는 [Jeon et al. (1995) Journal Vir. 69(5):2989]에 예를 들어 기술된 바와

같은 기관형적 배양 시스템에서 siRNA 매개 HPV 표적 녹다운(knockdown)의 표현형 결과를 평가하는 것이다.

본 발명가들은 HPV 감염을 치료하는데 사용될 수 있는 dsRNA의 특정한 바람직한 조합물을 확인하였다.  가장 일<125>

반적인 관점에서, dsRNA의 조합물은 표 1, 표 3, 표 5 및 표 7로부터 선택된 1가지를 초과하는 dsRNA를 포함한

다.  따라서, 조합 요법에서의 표 1, 표 3, 표 5 및 표 7에서 선택된 2개, 3개, 4개, 5개 또는 그 이상의 dsRNA

듀플렉스의 용도가 본 발명에서 구현된다.  원칙적으로, 치료용 생성물의 단순성을 위해 최소 개수의 dsRNA가

바람직하다.  이는 가장 큰 개수의 해롭거나 잠재적으로 해로운 HPV 유전자형에 적용될 dsRNA가 선별되도록 하

고, 실제로는 모든 이같은 HPV 유전자형에 반드시 적용되지는 않는 조합물의 선택을 정당화할 수 있다.

하기의 dsRNA가 조합에 특히 적용가능하다:<126>

E1으로부터: ND-9072; ND-9142; ND-9092; ND-9162; ND-9097; ND-9167; ND-9066; ND-9123; AL-DP-8082; AL-DP-<127>

8095;

E6으로부터: ND-8903; ND-8991; ND-8914; ND-9002; ND-8906; ND-8994; ND-8943; ND-9031; ND-9032; ND-8920;<128>

ND-8952; ND-8951; ND-9008; ND-9040; ND-9039; AL-DP-7783; AL-DP-7784;

E6AP로부터: AL-DP-7365; AL-DP-7371; AL-DP-7499; AL-DP-7545; AL-DP-7492; AL-DP-7473; AL-DP-7478; AL-DP-<129>

7554; AL-DP-7514; AL-DP-7397, ND-9300.

HPV 감염에 의해 야기된 질환을 치료하는 방법<130>

본원에 기술된 방법 및 조성물을 임상 또는 무증상(sub-clinical) 유두종바이러스 감염의 결과일 수 있는, 인간<131>

유두종바이러스에 의해 야기된 질환 및 용태를 치료하는데 사용할 수 있다.  본원에서 때때로 "HPV 관련 장애"

또는 "HPV 감염에 의해 매개되는 병리학적 프로세스"로 칭해지는 이같은 질환 및 용태에는, 예를 들어, 상피 악

성종양, 피부 암 (비-흑색종 또는 흑색종), 항문-생식기 악성종양 예컨대 자궁경부암, HPV 관련 전암성 병변

(LSIL 또는 HSIL 자궁목 조직 포함), 항문 암종, 악성 병변, 양성 병변, 유두종 암종, 유두선 낭종, 유두종 뉴

로패티쿰(papilloma neuropathicum), 유두종증, 피부 및 점막 유두종, 콘딜로마, 섬유모세포성 종양, 및 유두종

바이러스와 관련된 기타 병리학적 용태가 포함된다.

예를 들어, 본원에 기술된 조성물은 HPV에 의해 야기된 사마귀를 치료하는데 사용될 수 있다.  이같은 사마귀에<132>

는, 예를 들어, 보통 사마귀 (심상성 사마귀), 예를 들어, 손바닥, 발바닥, 및 손발톱주위 사마귀; 편평 및 실

모양 사마귀; 항문, 구강, 인두, 후두 및 혀 유두종; 및 HPV 감염의 가장 심각한 징후 중 하나인, 생식기 사마

귀로  또한  공지된  성병성  사마귀  (첨형  콘딜로마)  (예를  들어,  음경,  외음부,  질  및  자궁목  사마귀)가

포함된다.  HPV DNA는 자궁목 상피내종양의 모든 등급 (CIN I-III)에서 발견될 수 있고, HPV 유형의 특정 부분

집합이 자궁목의 상피내 암종에서 발견될 수 있다.  결과적으로, 특정 HPV 유형을 함유하는, 생식기 사마귀가

있는 여성은 자궁경부암이 발달될 위험이 높은 것으로 간주된다.

유두종바이러스 감염과 관련된 가장 일반적인 질환은 양성 피부 사마귀, 또는 보통 사마귀이다.  보통 사마귀는<133>

일반적으로 HPV 유형 1, 2, 3, 4 또는 10을 함유한다.  유두종바이러스에 의해 야기되는 기타 용태에는, 예를

들어, 후두의 양성 상피 종양인 후두 유두종이 포함된다.  HPV-6 및 HPV-11의 2가지 유두종바이러스 유형이 후

두 유두종과 가장 일반적으로 관련된다.   본원에 기술된 조성물을 이러한 질환 및 용태를 치료하는데 사용할

수 있다.

본원에 기술된 조성물을 작은 불그스름한 반점으로 나타나는 파종성 편평 사마귀를 특징으로 하는 유전학적으로<134>

- 22 -

공개특허 10-2008-0106554



유전되는 희귀 질환인 사마귀 표피형성이상 (EV)의 치료에서 또한 사용할 수 있다.

또한, 본원에 기술된 조성물을 HPV가 병인 작용제인 세포 형질전환으로부터 초래된 병변을 치료하는데, 예를 들<135>

어, 자궁경부암의 치료에서 사용할 수 있다.

본원에 기술된 조성물은 HPV-유도 형성이상, 예를 들어, 음경, 외음부, 자궁목, 질, 구강, 항문, 및 인두 형성<136>

이상의 치료, 및 HPV-유도 암, 예를 들어, 음경, 외음부, 자궁목, 질, 항문, 구강, 인두 및 두경부 암의 치료에

서 또한 사용될 수 있다.

특정 dsRNA를 또다른 항암 화학요법제, 예컨대 임의의 통상적인 화학요법제와 조합하여 포함함으로써 본 발명이<137>

또한 실행될 수 있다.  특정 결합제와 이같은 기타 작용제의 조합물은 화학요법 프로토콜의 약효를 증가시킬 수

있다.  수많은 화학요법 프로토콜이 본 발명의 방법 내로 혼입될 수 있는 것으로 당업자에게 인지될 것이다.

알킬화제, 항대사물질, 호르몬 및 길항제, 방사성동위원소, 뿐만 아니라 천연 생성물이 포함되는 임의의 화학요

법제를 사용할 수 있다.  예를 들어, 본 발명의 화합물이 항생제 예컨대 독소루비신 및 기타 안트라사이클린 유

사체, 질소 머스타드 예컨대 시클로포스파미드, 피리딘 유사체 예컨대 5-플루오로우라실, 시스플라틴, 히드록시

우레아, 탁솔 및 이의 천연 및 합성 유도체 등과 함께 투여될 수 있다.  또다른 예로서, 혼합 종양, 예컨대 유

방의 선암종 (종양이 고나도프로핀-의존적 및 고나도프로핀-비의존적 세포를 포함함)의 경우에 화합물을 류프롤

리드 또는 고세렐린 (LH-RH의 합성 펩티드 유사체)과 함께 투여할 수 있다.  또다른 항신생물성 프로토콜은 테

트라사이클린 화합물을 본원에서 "보조 항신생물성 양식"으로 또한 지칭되는 또다른 치료 양식, 예를 들어, 수

술, 방사선조사 등과 함께 사용하는 것을 포함한다.  따라서, 본 발명의 방법은 부작용을 감소시키고 효능을 증

강시키는 이점을 지니면서 이같은 통상적인 요법과 함께 사용될 수 있다.

추가적인 별법에서, E6AP를 표적으로 하는 dsRNA를 신경 및 행동 장애를 치료하는데 사용할 수 있다.  앙겔만<138>

(Angelman) 증후군 환자에서의 E6AP 돌연변이의 확인을 통해 E6AP가 신경 및 행동 장애에 연루되었다.  앙겔만

증후군 (AS)은 정신 지체, 언어 장애, 과도한 웃음, 발작, 운동실조, 및 특징적인 EEG 패턴을 특징으로 하는 각

인형 신경행동 장애이다.  ([Hitchins, M.P. et al. 2004. Am J Med Genet A. 125(2): 167-72].)  아마도, 이

같은 용태를 유도하는 것은 치료의 목적이 아닐 것이다;  그보다는,  다수의 유전적 결함에서 관찰되는 바와

같이, E6AP가 신경 및 행동 용태에서 중요한 역할을 한다는 이러한 증거는 이러한 표적이 인간 병리학에서 다양

한 역할을 할 수 있고, E6AP의 침묵이 다른 생화학적 결함 또는 질환을 보상할 이러한 클래스 내의 다른 질환에

대한 적절한 표적일 것 같다는 것을 또한 가리킨다.  본원에서 사용된 "E6AP 관련 장애"는 상기 언급된 HPV 관

련 장애 및 기타 신경 및 행동 장애를 포함한다.

E6AP 유전자의 발현을 억제하는 방법<139>

또다른 양상에서, 본 발명은 포유동물에서 E6AP 유전자의 발현을 억제하는 방법을 제공한다.  이 방법은 표적<140>

E6AP 유전자의 발현이 침묵되도록 본 발명의 표 1의 조성물을 포유동물에게 투여하는 것을 포함한다.  이같은

본 발명의 dsRNA는, 높은 특이성으로 인해, 표적 E6AP 유전자의 RNA (1차 RNA 또는 프로세싱된 RNA)를 특이적으

로 표적으로 한다.  이같은 dsRNA를 사용하여 이러한 E6AP 유전자의 발현을 억제하기 위한 조성물 및 방법은 본

원의 다른 곳에서 기술된 바와 같이 수행될 수 있다.

한 실시양태에서, 이 방법은 dsRNA를 포함하는 조성물을 투여하는 것을 포함하고, 이때 dsRNA는 치료될 포유동<141>

물의 E6AP 유전자의 RNA 전사물의 적어도 일부분에 상보적인 뉴클레오티드 서열을 포함한다.  치료될 생물이 인

간과 같은 포유동물인 경우, 조성물은 경구 또는 비경구 경로 (정맥내, 근육내, 피하, 경피, 기도 (에어로졸),

비강, 직장, 질 및 국소 (볼 및 설하 포함) 투여 포함)를 포함하지만 이에 한정되지 않는 당업계에 공지된 임의

의 수단에 의해 투여될 수 있다.  바람직한 실시양태에서, 조성물은 국소/질 투여에 의해 또는 정맥내 주입 또

는 주사에 의해 투여된다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에서 사용된 모든 기술 용어 및 과학 용어의 의미는 본 발명이 속하는 분야의 당업<142>

자가 통상적으로 이해하는 것과 동일하다.  본원에 기술된 것들과 유사하거나 동등한 방법 및 물질을 본 발명의

실행 또는 테스트에서 사용할 수 있지만, 적절한 방법 및 물질이 하기에 기술된다.  본원에서 언급된 모든 간행

물, 특허 출원, 특허, 및 기타 참조문헌은 전체적으로 거명에 의해 포함된다.  상충되는 경우, 본 명세서 (정의

포함)가 통제할 것이다.  또한, 물질, 방법 및 예는 오직 설명적인 것이고, 한정되는 것으로 의도되지 않는다. 

실 시 예

E6AP 유전자의 유전자 워킹(walking)<143>
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siRNA 디자인을 수행하여 인간 유비퀴틴 단백질 리가아제 E3A (ube3A, E6AP로 또한 공지됨)를 표적으로 하는<144>

siRNA를 확인하였다.  상이한 이소형을 나타내는 E6AP에 대한 인간 mRNA 서열 (NM_130838.1, NMJ30839.1, NM

000462.2)을 사용하였다.

BioEdit 소프트웨어의 ClustalW 다중 정렬 함수 (Thompson J.D., et al., Nucleic Acids Res. 1994, 22:467<145>

3])를 모든 인간 E6AP 이소형과 함께 사용하여, mRNA 서열 NM_130838.1을 가장 짧은 서열로 확인하였고, 뿐만

아니라 모든 E6AP 이소형의 효율적인 표적화에 대한 필수 조건인, 기준 서열의 위치 5에서 4491 (말단 위치)까

지의 서열 보존을 확증하였다.

E6AP 기준 서열 NM_130838.1에 스패닝(spanning)된 모든 가능한 중첩되는 19량체 (siRNA 센스 가닥 서열을 나<146>

타냄)를 확인하여, 4473개의 19량체 후보물 서열이 초래되었다.  조합되어, 이러한 후보 표적 서열이 E6AP mRNA

의 5'UTR, 코딩 및 3'UTR 도메인, 및 이러한 도메인들의 접합점 부위를 커버한다.

후보물들의 풀에서 siRNA들의 순위를 매겨 선택하기 위해, 관련이 없는 표적과 상호작용하는 것에 대한 예상된<147>

잠재력 (오프(off)-표적 잠재력)을 순위매김 파라메터로 취하였다.  오프-표적 잠재력이 낮은 siRNA가 바람직한

것으로 정의되었고, 생체 내에서 더욱 특이적인 것으로 가정되었다.

siRNA-특이적 오프-표적 잠재력을 예상하기 위해, 하기와 같이 가정하였다:<148>

1) 가닥의 위치 2 내지 9 (5' → 3'으로 계수) (종자 영역) 내의 표적 유전자에 대한 상보성이 이러한 가닥과<149>

표적 유전자로부터 전사된 mRNA의 상호작용 및 이어지는 하향조절에 충분할 수 있다 ([Jackson AL, et al. Nat

Biotechnol. 2003 Jun;21(6):635-7])

2) 각각의 가닥의 위치 1 및 19는 오프-표적 상호작용에 관련되지 않는다<150>

3) 종자 영역은 나머지 서열보다 오프-표적 잠재력에 더욱 기여할 수 있다<151>

4) 가닥의 절단 부위 영역 위치 10 및 11 (5' → 3'으로 계수)은 절단 부위에 3'인 서열 (비-종자 영역)보다 오<152>

프-표적 잠재력에 더욱 기여할 수 있지만, 종자 영역만큼은 아니다

5) 가정 1 내지 4를 고려하면서 유전자의 서열에 대한 siRNA 가닥 서열의 상보성 및 미스매치의 위치를 기초로,<153>

오프-표적 점수를 각각의 유전자 및 각각의 가닥에 대해 계산할 수 있다

6) 도입된 내부 변형에 의한 센스 가닥 활성의 잠재적인 불발을 가정하여, 안티센스 가닥의 오프-표적 잠재력만<154>

이 관련될 것이다

7) 본 발명가들의 기준에 따라 가장 높은 상동성을 나타내는 유전자 (최상의 오프-표적 유전자)로부터 siRNA의<155>

오프-표적 잠재력이 추리될 수 있고, 따라서 각각의 유전자의 오프-표적 점수로 표현될 수 있다

잠재적인 오프-표적 유전자를 확인하기 위해, 공개적으로 입수가능한 인간 mRNA 서열에 대한 상동성 검색에 19<156>

량체 안티센스 서열을 적용하였다.  이러한 목적을 위해, fastA (버젼 3.4) 검색을 인간 RefSeq 데이터베이스에

대해 모든 19량체 후보물 안티센스 서열로 수행하였다.  펄(perl) 스크립트를 사용하여 후보물 19량체 서열로부

터 안티센스 서열을 생성시켰다 (펄 스크립트 2).  19량체의 전장에 걸친 상동성을 고려하고 다음 단계에서의

스크립트 분석에 적절한 출력을 포맷하기 위하여 파라메터/값 쌍 -g 30 -f 30 -L -i -H로 fastA 검색을 실행하

였다.  검색으로 후보물 siRNA에 대한 잠재적인 오프-표적 유전자의 목록이 생성되었다.

추가로, 19량체 센스 가닥 서열과 동일한 8개를 초과하는 인접한 핵염기로의 데이터베이스 입력이 완전한 19량<157>

체 길이의 상동성을 나타내면서 아마도 fastA  출력 파일로 전송될 수 있도록 하기 위하여 -E  15000  값으로

fastA 검색 파라메터를 적용하였다 (가정 1 참조).

최상의 오프-표적 유전자 및 이의 오프-표적 점수를 확인하기 위해, fastA 출력 파일을 분석하였다.  각각의 19<158>

량체 입력 서열에 대한 하기의 오프-표적 성질을 각각의 잠재적인 오프-표적 유전자에 대해 추론하였다: 

종자 영역 내의 미스매치의 개수<159>

비-종자 영역 내의 미스매치의 개수<160>

절단 부위 영역 내의 미스매치의 개수<161>

각각의 오프-표적 유전자에 대한 오프-표적 점수를 하기와 같이 계산하였다:<162>
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(종자 미스매치의 개수 × 10) + (절단 부위 미스매치의 개수 × 1.2) + 비-종자 미스매치의 개수<163>

가장 낮은 오프-표적 점수를 각각의 입력 19량체 서열에 대해 추론하고, 이어서 출력 파일로 기록하여, 입력 19<164>

량체 서열에 상응하는 모든 siRNA에 대한 오프-표적 점수의 목록이 생성되었다.

siRNA의 순위를 매기기 위해, 오프-표적 점수를 결과 표 내로 기입하였다.  모든 siRNA를 오프-표적 점수에 대<165>

한 내림차순에 따라 최종적으로 분류하였고, 열내에 3개를 초과하는 G가 있는 신장물을 함유하는 서열을 선택에

서 제외하였다.

오프-표적 점수가 3 이상인 156개의 siRNA를 선택하여 합성하였다 (표 1). <166>

표 1

<167>
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<168>
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<169>
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<171>

dsRNA 합성<172>

시약 공급원<173>

시약 공급원이 본원에서 명확하게 제공되지 않지만, 이같은 시약은 분자 생물학용 시약의 임의의 공급자로부터<174>

분자 생물학에서의 용도에 대한 품질/순도 규격으로 수득될 수 있다.

siRNA 합성<175>

단일-가닥  RNA를  Expedite  8909  합성기  (Applied  Biosystems,  Applera  Deutschland  GmbH,  Darmstadt,<176>

Germany)를  사용하고,  고체  지지체로서  세공-제어  유리  (CPG,  500Å,  Proligo  Biochemie  GmbH,  Hamburg,

Germany)를 사용하여 1 μM의 규모로 고체 상 합성에 의해 생산하였다.  RNA 및 2'-O-메틸 뉴클레오티드를 함유

하는 RNA가 각각 상응하는 포스포르아미디트 및 2'-O-메틸 포스포르아미디트를 사용하는 고체 상 합성에 의해

생성되었다 (Proligo Biochemie GmbH, Hamburg, Germany).  표준 뉴클레오시드 포스포르아미디트 화학 예컨대

[Current protocols in nucleic acid chemistry, Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc.,

New York, NY, USA]에 기술된 것을 사용하여 이러한 빌딩 블럭들이 선택된 부위에서 올리고리보뉴클레오티드 사

슬의  서열  내로  혼입되었다.   요오드  산화제  용액을  아세토니트릴  (1％)  내의  보케이지(Beaucage)  시약

(Chruachem Ltd, Glasgow, UK)의 용액으로 대체함으로써 포스포로티오에이트 결합이 도입되었다.  추가적인 보

조 시약을 Mallinckrodt Baker (Griesheim, Germany)로부터 수득하였다.

음이온 교환 HPLC에 의한 조(粗) 올리고리보뉴클레오티드의 탈보호 및 정제를 확립된 절차에 따라 수행하였다.<177>

분광광도계 (DU 640B, Beckman Coulter GmbH, Unterschleissheim, Germany)를 사용하여 260 nm의 파장에서의

각각의 RNA의 용액의 UV 흡수에 의해 수율 및 농도를 결정하였다.  어닐링(annealing) 완충제 (20 mM 인산나트

륨, pH 6.8; 100 mM 염화나트륨) 내에서 상보적인 가닥들의 등몰량의 용액을 혼합함으로써 이중 가닥 RNA가 생

성되었고, 이를 85-90℃의 수조에서 3분 동안 가열하고, 3-4시간의 기간에 걸쳐 실온으로 냉각하였다.  어닐링
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된 RNA 용액을 사용할 때까지 -20℃에서 저장하였다. 

3'-콜레스테롤-접합 siRNA (본원에서 -Chol-3'으로 지칭됨)의 합성을 위해, 적합하게 변형된 고체 지지체를 RNA<178>

합성에 사용하였다.  변형된 고체 지지체를 하기와 같이 제조하였다:

디에틸-2-아자부탄-1,4-디카르복실레이트 AA<179>

<180>

수산화나트륨의 4.7 M 수용액 (50 ㎖)을 물 (50 ㎖) 내의 에틸 글리시네이트 히드로클로라이드 (32.19 g, 0.23<181>

몰)의 교반된 빙냉 용액에 첨가하였다.  그후, 에틸 아크릴레이트 (23.1 g, 0.23 몰)를 첨가하고, TLC에 의해

반응 완료가 확인될 때까지 혼합물을 실온에서 교반하였다.  19시간 후, 용액을 디클로로메탄으로 분배시켰다

(3 × 100 ㎖).  유기층을 무수 황산나트륨으로 건조시키고, 여과하고, 증발시켰다.  잔류물을 증류하여 AA가

산출되었다 (28.8 g, 61％).

3-{에톡시카르보닐메틸-[6-(9H-플루오렌-9-일메톡시카르보닐-아미노)-헥사노일]-아미노}-프로피온산  에틸  에스<182>

테르 AB

<183>

Fmoc-6-아미노-헥산산 (9.12 g, 25.83 mmol)을 디클로로메탄 (50 ㎖)에 용해시키고, 얼음으로 냉각하였다.  디<184>

이소프로필카르보디이미드 (3.25 g, 3.99 ㎖, 25.83 mmol)를 용액에 0℃에서 첨가하였다.  그후, 디에틸-아자부

탄-1,4-디카르복실레이트 (5 g, 24.6 mmol) 및 디메틸아미노 피리딘 (0.305 g, 2.5 mmol)을 첨가하였다.  용액

을 실온이 되게 하고, 추가로 6시간 동안 교반하였다.  반응 완료를 TLC에 의해 확인하였다.  반응 혼합물을 진

공 하에 농축하고, 에틸 아세테이트를 첨가하여 디이소프로필 우레아를 침전시켰다.  현탁액을 여과하였다.  여

과액을 5％ 수성 염산, 5％ 중탄산나트륨 및 물로 세정하였다.  유기층을 합쳐서 황산마그네슘 상에서 건조시키

고,  농축하여  조  생성물을  제공하고,  이를  컬럼  크로마토그래피  (50  ％  EtOAC/헥산)로  정제하여,  11.87  g

(88％)의 AB가 산출되었다.

3-[(6-아미노-헥사노일)-에톡시카르보닐메틸-아미노]-프로피온산 에틸 에스테르 AC<185>

<186>

3-{에톡시카르보닐메틸-[6-(9H-플루오렌-9-일메톡시카르보닐아미노)-헥사노일]-아미노}-프로피온산 에틸 에스테<187>

르 AB (11.5 g, 21.3 mmol)를 0℃에서 디메틸포름아미드 내의 20％ 피페리딘에 용해시켰다.  용액을 1시간 동안

계속 교반하였다.  반응 혼합물을 진공에서 농축하고, 물을 잔류물에 첨가하고, 생성물을 에틸 아세테이트로 추

출하였다.  조 생성물을 이의 히드로클로라이드 염으로의 전환에 의해 정제하였다.

3-({6-[17-(1,5-디메틸-헥실)-10,13-디메틸-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-테트라데카히드로-1H-시클<188>

로펜타[a]페난트렌-3-일옥시카르보닐아미노]-헥사노일}에톡시카르보닐메틸-아미노)-프로피온산  에틸  에스테르

AD
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<189>

3-[(6-아미노-헥사노일)-에톡시카르보닐메틸-아미노]-프로피온산 에틸 에스테르 AC (4.7 g, 14.8 mmol)의 히드<190>

로클로라이드 염을 디클로로메탄에서 용해시켰다.  현탁액을 얼음 상에서 0℃로 냉각하였다.  현탁액에 디이소

프로필에틸아민 (3.87 g, 5.2 ㎖, 30 mmol)을 첨가하였다.  생성된 용액에 콜레스테릴 클로로포르메이트 (6.675

g, 14.8 mmol)를 첨가하였다.  반응 혼합물을 하룻밤 동안 교반하였다.  반응 혼합물을 디클로로메탄으로 희석

하고, 10％ 염산으로 세정하였다.  생성물을 플래시 크로마토그래피에 의해 정제하였다 (10.3 g, 92％).

1-{6-[17-(1,5-디메틸-헥실)-10,13-디메틸-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-테트라데카히드로-1H-시클로<191>

펜타[a] 페난트렌-3-일옥시카르보닐아미노]-헥사노일}-4-옥소-피롤리딘-3-카르복실산 에틸 에스테르 AE

<192>

포타슘 t-부톡시드 (1.1 g, 9.8 mmol)를 30 ㎖의 건조 톨루엔에서 슬러리화시켰다.  혼합물을 0℃로 얼음 상에<193>

서 냉각하고, 5 g (6.6 mmol)의 디에스테르 AD를 20분 이내에 교반하면서 천천히 첨가하였다.  첨가하는 동안

온도를 5℃ 미만으로 유지하였다.  30분 동안 0℃에서 계속 교반하고, 1 ㎖의 빙초산에 이어서, 즉각적으로 40

㎖의  물  내의  4  g의  NaH2PO4-H2O를  첨가하였다.   생성된  혼합물을  각각  100  ㎖의  디클로로메탄으로  2회

세정하고, 유기 추출물을 합쳐서 각각 10 ㎖의 포스페이트 완충제로 세정하고, 건조시키고, 건고 증발시켰다.

잔류물을 60 ㎖의 톨루엔에 용해하고, 0℃로 냉각하고, 3회의 50 ㎖ 분량의 저온 pH 9.5 카르보네이트 완충제로

추출하였다.  수성 추출물을 인산으로 pH 3으로 조정하고, 5회의 40 ㎖ 분량의 클로로포름으로 추출하여, 이를

합치고, 건조시키고, 건고 증발시켰다.  잔류물을 25％ 에틸아세테이트/헥산을 사용하여 컬럼 크로마토그래피로

정제하여, 1.9 g의 b-케토에스테르 (39％)가 산출되었다. 

[6-(3-히드록시-4-히드록시메틸-피롤리딘-1-일)-6-옥소-헥실]-카르밤산  17-(1,5-디메틸-헥실)-10,13-디메틸-<194>

2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-테트라데카히드로-1H-시클로펜타[a]페난트렌-3-일 에스테르 AF

<195>

메탄올 (2 ㎖)을 1시간에 걸쳐 테트라히드로푸란 (10 ㎖) 내의 b-케토에스테르 AE (1.5 g, 2.2 mmol) 및 수소화<196>

붕소나트륨 (0.226 g, 6 mmol)의 환류 혼합물에 적가하였다. 환류 온도에서 1시간 동안 계속 교반하였다.  실온

으로 냉각한 후, 1N HCl (12.5 ㎖)을 첨가하고, 혼합물을 에틸아세테이트 (3 × 40 ㎖)로 추출하였다.  에틸아

세테이트 층을 합쳐셔, 무수 황산나트륨 상에서 건조시키고, 진공 하에 농축하여, 생성물이 산출되었고, 이를

컬럼 크로마토그래피 (10％ MeOH/CHCl3)로 정제하였다 (89％). 

(6-{3-[비스-(4-메톡시-페닐)-페닐-메톡시메틸]-4-히드록시-피롤리딘-1-일}-6-옥소-헥실)-카르밤산  17-(1,5-디<197>
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메틸-헥실)-10,13-디메틸-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-테트라데카히드로-1H-시클로펜타[a]페난트렌-

3-일 에스테르 AG

<198>

디올 AF (1.25 g, 1.994 mmol)을 진공에서 피리딘 (2 × 5 ㎖)으로 증발시킴으로써 건조시켰다.  무수 피리딘<199>

(10 ㎖) 및 4,4'-디메톡시트리틸클로라이드 (0.724 g, 2.13 mmol)를 교반하면서 첨가하였다.  실온에서 하룻밤

동안  반응을  수행하였다.   메탄올의  첨가로  반응을  켄칭(quenching)시켰다.   반응  혼합물을  진공  하에

농축하고, 잔류물에 디클로로메탄 (50 ㎖)을 첨가하였다.  유기층을 1M 수성 중탄산나트륨으로 세정하였다.  유

기층을 무수 황산나트륨 상에서 건조시키고, 여과하고, 농축하였다.  잔류 피리딘을 톨루엔으로의 증발에 의해

제거하였다.  조 생성물을 컬럼 크로마토그래피 (2％ MeOH/클로로포름, Rf= 5％ MeOH/CHCl3에서 0.5)로 정제하

였다 (1.75 g, 95％). 

숙신산  모노-(4-[비스-(4-메톡시-페닐)-페닐-메톡시메틸]-1-{6-[17-(1,5-디메틸-헥실)-10,13-디메틸<200>

2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-테트라데카히드로-1H  시클로펜타[a]페난트렌-3-일옥시카르보닐아미노]-

헥사노일}-피롤리딘-3-일) 에스테르 AH

<201>

화합물  AG  (1.0  g,  1.05  mmol)를  숙신산  무수물  (0.150  g,  1.5  mmol)  및  DMAP  (0.073  g,  0.6  mmol)와<202>

혼합하고, 진공에서 40℃에서 하룻밤 동안 건조시켰다.  혼합물을 무수 디클로로에탄 (3 ㎖)에 용해시키고, 트

리에틸아민 (0.318 g, 0.440 ㎖, 3.15 mmol)을 첨가하고, 용액을 실온에서 아르곤 대기 하에 16시간 동안 교반

하였다.  그후, 이를 디클로로메탄 (40 ㎖)으로 희석하고, 빙냉 수성 시트르산 (5 중량％, 30 ㎖) 및 물 (2 ×

20 ㎖)로 세정하였다.  유기 상을 무수 황산나트륨 상에서 건조시키고, 건고 농축하였다.  잔류물을 그대로 다

음 단계에서 사용하였다.

콜레스테롤 유도체화 CPG AI<203>

<204>

숙시네이트 AH (0.254 g, 0.242 mmol)를 디클로로메탄/아세토니트릴의 혼합물 (3:2, 3 ㎖)에 용해시켰다.  이러<205>

한 용액에,  아세토니트릴 (1.25  ㎖)  내의 DMAP  (0.0296  g,  0.242  mmol),  아세토니트릴/디클로로에탄 (3:1,
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1.25  ㎖) 내의 2,2'-디티오-비스(5-니트로피리딘) (0.075  g,  0.242 mmol)을 연속적으로 첨가하였다.  생성된

용액에 아세토니트릴 (0.6 ㎖) 내의 트리페닐포스핀 (0.064 g, 0.242 mmol)을 첨가하였다.  반응 혼합물의 색이

밝은 주황색으로 변하였다.   용액을 손목-동작 쉐이커로 간략하게 진탕시켰다 (5분).   장쇄 알킬 아민-CPG

(LCAA-CPG) (1.5 g, 61 mM)을 첨가하였다.  현탁액을 2시간 동안 진탕시켰다.  CPG를 소결 깔때기를 통해 여과

하고, 아세토니트릴, 디클로로메탄 및 에테르로 연속적으로 세정하였다.  미반응 아미노 기를 아세트산 무수물/

피리딘으로 차폐시켰다.   달성된 CPG 로딩을 UV 측정에 의해 측정하였다 (37 mM/g).

5'-12-도데칸산 비스데실아미드 기 (본원에서 "5'-C32-"로 지칭됨) 또는 5'-콜레스테릴 유도체 기 (본원에서<206>

"5'-Chol-"로 지칭됨)를 보유하는 siRNA의 합성을 WO 2004/065601에 기술된 바와 같이 수행하였고, 단, 콜레스

테릴 유도체에 대해서는, 핵산 올리고머의 5'-말단에서 포스포로티오에이트 결합을 도입하기 위해 보케이지 시

약을 사용하여 산화 단계를 수행하였다.

dsRNA 발현 벡터<207>

본 발명의 또다른 양상에서, E6AP 유전자 발현 활성을 조정하는 E6AP 특이적 dsRNA 분자가 DNA 또는 RNA 벡터<208>

내로 삽입된 전사 단위로부터 발현된다 (예를 들어, [Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10]; 국제 PCT

공보  번호  WO  00/22113  (Skillern,  등),  국제  PCT  공보  번호  WO  00/22114  (Conrad),  및  미국  특허 번호

6,054,299 (Conrad) 참조).  이러한 트랜스진(transgene)은 선형 구축물,원형 플라스미드 또는 바이러스 벡터로

도입될 수 있고, 이는 숙주 게놈 내로 혼입되어 게놈 내로 통합된 트랜스진으로서 유전될 수 있다.  또한 트랜

스진은 염색체외 플라스미드로서 유전되도록 구축될 수 있다 ([Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA

(1995) 92:1292]).

dsRNA의 개별적인 가닥들이 2개의 별도의 발현 벡터 상의 프로모터들에 의해 전사되어 표적 세포 내로 공동-형<209>

질감염될 수 있다.  별법적으로, dsRNA의 각각의 개별적인 가닥들이 동일한 발현 플라스미드 상에 위치하는 프

로모터들에 의해 전사될 수 있다.  바람직한 실시양태에서, dsRNA가 줄기 & 루프 구조를 갖도록 링커 폴리뉴클

레오티드 서열에 의해 연결된 역방위 반복부로서 dsRNA가 발현된다.

재조합 dsRNA 발현 벡터는 일반적으로 DNA 플라스미드 또는 바이러스 벡터이다.  dsRNA를 발현하는 바이러스 벡<210>

터를 아데노-관련 바이러스 (리뷰를 위해, [Muzyczka, et al., Curr. Topics Micro. Immunol. (1992) 158:97-

129)]  참조); 아데노바이러스 (예를 들어, [Berkner, et al., BioTechniques (1998) 6:616], [Rosenfeld et

al. (1991), Science 252:431-434]), 및 [Rosenfeld et al. (1992), Cell 68:143-155)] 참조); 또는 알파바이

러스, 뿐만 아니라 당업계에 공지된 또다른 것들을 기초로 구축할 수 있지만, 이에 한정되지는 않는다.  레트로

바이러스를 사용하여 다양한 유전자를 상피 세포가 포함되는 다수의 상이한 세포 유형 내로 시험관 내에서 및/

또는 생체 내에서 도입할 수 있다 (예를 들어, [Eglitis, et al., Science (1985) 230:1395-1398]; [Danos and

Mulligan,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  (1998)  85:6460-6464];  [Wilson  et  al.,  1988,  Proc.  Natl.  Acad.

Sci. USA 85:3014-3018]; [Armentano et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:61416145]; [Huber et

al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043]; [Ferry et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

88:8377-8381];  [Chowdhury  et  al.,  1991,  Science  254:1802-1805];  [van  Beusechem.  et  al.,  1992,  Proc.

Nad. Acad. Sci. USA 89:7640-19]; [Kay et al., 1992, Human Gene Therapy 3:641-647]; [Dai et al., 1992,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-10895]; [Hwu et al., 1993, J. Immunol. 150:4104-4115]; 미국 특허

번호 4,868,116;  미국 특허 번호 4,980,286;  PCT  출원 WO  89/07136;  PCT  출원 WO  89/02468;  PCT  출원 WO

89/05345; 및 PCT 출원 WO 92/07573 참조).  유전자를 세포의 게놈 내로 형질도입하여 게놈 내로 삽입된 유전자

를 발현시킬 수 있는 재조합 레트로바이러스 벡터를 재조합 레트로바이러스 게놈을 적절한 패키징(packaging)

세포주 예컨대 PA317 및 Psi-CRIP  내로 형질감염시킴으로써 생산할 수 있다 ([Comette et al., 1991, Human

Gene Therapy 2:5-10]; [Cone et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 :6349]).   재조합 아데노바이러

스 벡터를 사용하여 적절한 숙주 (예를 들어, 래트, 햄스터, 개, 및 침팬지) 내의 광범위한 세포 및 조직을 감

염시킬 수 있고 ([Hsu et al., 1992, J. Infectious Disease, 166:769]), 재조합 아데노바이러스 벡터는 유사

분열적으로 활성인 세포를 감염에 필요로 하지 않는다는 장점이 또한 있다.

본 발명의 DNA 플라스미드 또는 바이러스 벡터 내의 dsRNA 발현을 구동하는 프로모터는 진핵생물 RNA 중합효소<211>

I (예를 들어 리보솜 RNA 프로모터), RNA 중합효소 II (예를 들어 CMV 초기 프로모터 또는 액틴 프로모터 또는

U1 snRNA 프로모터) 또는 일반적으로 RNA 중합효소 III 프로모터 (예를 들어 U6 snRNA 또는 7SK RNA 프로모터)

또는 원핵생물 프로모터, 예를 들어 T7 프로모터 (단 발현 플라스미드는 T7 프로모터로부터의 전사에 필요한 T7

RNA 중합효소를 또한 코딩한다)일 수 있다.  또한 프로모터는 췌장으로 트랜스진 발현을 지시할 수 있다 (예를
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들어, 췌장에 대한 인슐린 조절 서열 ([Bucchini et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:2511-2515])

참조).

또한, 예를 들어, 유도성 조절 서열 및 발현 시스템 예컨대 특정 생리학적 조절인자, 예를 들어, 순환 글루코스<212>

수준 또는 호르몬에 민감한 조절 서열을 사용함으로써, 트랜스진의 발현을 정확하게 조절할 수 있다 ([Docherty

et al., 1994, FASEB J. 8:20-24]).  세포 또는 포유동물 내에서의 트랜스진 발현의 제어에 적절한, 이같은 유

도성 발현 시스템은 엑디손, 에스트로겐, 프로게스테론, 테트라사이클린, 화학적인 이량체화 유도체, 및 이소프

로필-베타-D1-티오갈락토피라노시드 (EPTG)에 의한 조절을 포함한다.  당업자는 dsRNA 트랜스진의 의도된 용도

를 기초로 적합한 조절/프로모터 서열을 선택할 수 있을 것이다.

일반적으로, dsRNA 분자를 발현할 수 있는 재조합 벡터가 하기 기술된 바와 같이 전달되어, 표적 세포 내에서<213>

지속된다.  별법적으로, dsRNA 분자의 일시적인 발현을 제공하는 바이러스 벡터를 사용할 수 있다.  이같은 벡

터는 필요에 따라 반복적으로 투여될 수 있다.  일단 발현되면, dsRNA가 표적 RNA에 결합하여, 이의 기능 또는

발현을 조정한다.  dsRNA 발현 벡터의 전달은 정맥내 또는 근육내 투여, 환자로부터 외식된 표적 세포에 투여한

후 환자 내로 재도입하는 것, 또는 원하는 표적 세포 내로 도입되도록 하는 임의의 기타 수단과 같이 전신 전달

일 수 있다.

전형적으로 dsRNA 발현 DNA 플라스미드는 양이온성 지질 캐리어 (예를 들어 올리고펙타민(Oligofectamine)) 또<214>

는 비-양이온성 지질계 캐리어 (예를 들어 트랜짓(Transit)-TKO™)와의 복합체로서 표적 세포 내로 형질감염된

다.  1주일 이상의 기간에 걸친 단일 E6AP 유전자 또는 다중 E6AP 유전자 상의 상이한 영역을 표적으로 하는

dsRNA-매개 녹다운을 위한 다중 지질 형질감염이 또한 본 발명에 의해 구현된다.  숙주 세포 내로의 본 발명의

벡터의 성공적인 도입을 다양한 공지된 방법을 사용하여 모니터링할 수 있다.  예를 들어, 일시적인 형질감염을

리포터, 예컨대 형광 마커, 예컨대 녹색 형광 단백질 (GFP)로 신호할 수 있다.  특정 환경 요인 (예를 들어, 항

생제 및 약물)에 대한 저항성, 예컨대 히그로마이신 B 저항성을 형질감염된 세포에 제공하는 마커를 사용하여

생체외 세포의 안정적인 형질감염을 확실하게 할 수 있다.

또한 E6AP 특이적 dsRNA 분자를 벡터 내로 삽입하여 인간 환자에 대한 유전자 요법 벡터로 사용할 수 있다.  유<215>

전자 요법 벡터는, 예를 들어, 정맥내 주사, 국소 투여 (미국 특허 5,328,470  참조) 또는 정위 주사 (예를

들어,  [Chen  et  al.  (1994)  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  91:3054-3057]  참조)에 의해 대상에게 전달될 수

있다.  유전자 요법 벡터의 제약 제제는 적절한 희석제 내의 유전자 요법 벡터를 포함할 수 있거나, 또는 유전

자 전달 비히클이 매입된 저속 방출 매트릭스를 포함할 수 있다.  별법적으로, 완전한 유전자 전달 벡터가 재조

합 세포로부터 무손상으로 생산될 수 있는 경우 (예를 들어, 레트로바이러스 벡터), 제약 제제는 유전자 전달

시스템을 생산하는 하나 이상의 세포를 포함할 수 있다.

HCT-116 세포에서의 E6AP siRNA 스크리닝<216>

HCT-116  세포를 DSMZ  (Deutsche  Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) (Braunschweig, Germany,<217>

카탈로그 # ACC 581)로부터 수득하여, 10％ 소 태아 혈청 (FCS), 페니실린 100 U/㎖, 스트렙토마이신 100 ㎍/㎖

및 2mM L-글루타민을 함유하도록 보충된 맥코이(McCoy) (Biochrom AG, Berlin, Germany, 카탈로그 # F1015)에

서 습식 인큐베이터 내에서 37℃에서 5％ CO2가 있는 대기에서 배양하였다.

siRNA로의 형질감염을 위해, HCT-116 세포를 2.0 × 10
4
 개의 세포/웰의 밀도로 96웰 플레이트에 파종하고, 직<218>

접적으로 형질감염시켰다.  siRNA (단일 용량 스크린을 위해 30nM 및 3nM)의 형질감염을 제조업자가 기술한 바

와 같이 리포펙타민 2000 (Invitrogen)으로 수행하였다. 

형질감염 24시간 후, HCT-116 세포를 용해시키고, E6AP mRNA 발현 수준을 표준 프로토콜에 따라 퀀티진 익스플<219>

로러 키트(Quantigene Explore Kit) (Panomics, Inc. (Fremont, CA) (예전의 Genospectra, Inc.))를 사용하여

정량하였다.  E6AP mRNA 수준을 GAP-DH mRNA에 표준화하였다.  각각의 siRNA에 대해, 4개의 개별적인 데이터포

인트를 수집하였다.  E6AP 유전자에 관련되지 않은 siRNA 듀플렉스를 대조군으로 사용하였다.  대조군 siRNA 듀

플렉스로 처리된 세포에서의 E6AP mRNA 농도와 비교하여 처리된 세포에서의 E6AP mRNA 농도 백분율로 소정의

E6AP 특이적 siRNA 듀플렉스의 활성이 표현되었다.

하기의 표 2에서 결과가 제공된다.  E6AP 유전자를 표적으로 하는 다수의 활성 siRNA 분자가 확인되었다.<220>
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표 2

<221>

<222>
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<223>
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<224>

E6AP를 표적으로 하는 화학적으로 변형된 dsRNA의 테스트<225>

화학적으로 변형된 dsRNA를 테스트하여, 세포 내에서 E6AP를 코딩하는 mRNA의 발현 수준을 감소시키는 이들의<226>

상대적인 능력을 확인하였다.  HCT-116 세포에 대해 상기 기술된 분석 조건을 사용하였다.  대조군 siRNA 듀플

렉스로 처리된 세포에서의 E6AP mRNA 농도와 비교하여 처리된 세포에서의 E6AP mRNA 농도 백분율로 소정의 E6AP

특이적 siRNA 듀플렉스의 활성이 표현되었다.

1. 화학적으로 변형된 dsRNA<227>

표 3에 본 발명의 dsRNA 조성물이 기재된다.  이러한 표에서, 변형되지 않은 서열에 1개 이상의 뉴클레오티드<228>

변형을 함유하는 동일한 서열이 이어진다.

표 3

<229>
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<230>
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<231>
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<232>

- 40 -

공개특허 10-2008-0106554



<233>

<234>

표 4에 표 3에 열거된 dsRNA의 테스트 결과가 기재된다.<235>
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표 4

<236>

<237>
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<240>

<241>

HPV E1 유전자 발현을 표적으로 하는 siRNA의 디자인<242>

표 5에 본 발명의 dsRNA 조성물이 기재된다. <243>
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표 5

<244>
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<250>
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<251>

HPV E1 유전자 발현을 표적으로 하는 siRNA의 테스트<252>

변형되지 않은 dsRNA 및 화학적으로 변형된 dsRNA를 테스트하여, 세포 내에서 HPV E1 유전자를 코딩하는 mRNA의<253>

발현 수준을 감소시키는 이들의 상대적인 능력을 확인하였다.

 사용된 분석 조건은 하기와 같았다: C33A 세포를 ATCC로부터 수득하였다.  HPV16 E6 및 E1을 코딩하는 서열을<254>

YFP 융합 전사물로의 발현을 위해 pNAS-055 벡터 ([Husken et al,. Nucleic Acids Research, 31:e102, 2003])

내로 클로닝하였다.  생성된 플라스미드를 C33A 세포 내로 형질감염시켰고, 이러한 융합 전사물을 발현하는 안

정적인 세포주가 제조업자의 프로토콜 (Invitrogen)에 따라 제오신(Zeocin) 선별에 의해 유도되었다.  HPV16 E6

또는 HPV16 E1에 대한 siRNA로의 형질감염을 위해, 각각의 세포를 2.0 × 10
4
 개의 세포/웰의 밀도로 96웰 플레

이트에 파종하고, 직접적으로 형질감염시켰다.  siRNA (지시된 바와 같이 30nM, 3nM 또는 300pm)의 형질감염을

제조업자가 기술한 바와 같이 리포펙타민 2000® (Invitrogen)로 단일 용량에서 수행하였다.

형질감염 24시간 후, 세포를 용해시키고, 융합 YFP mRNA 발현 수준을 표준 프로토콜에 따라 YFP에 대해 지시된<255>

프로브를 사용하여 퀀티진 익스플로러 키트 (Panomics, Inc. (Fremont, CA) (예전의 Genospectra, Inc.))를 사

용하여 정량하였다.  융합-YFP mRNA 수준을 GAP-DH mRNA에 표준화하였다.  각각의 siRNA에 대해, 4개의 개별적

인 데이터포인트를 수집하였다.  HPV16 E1 또는 E6 유전자에 관련되지 않은 siRNA 듀플렉스를 대조군으로 사용

하였다.  대조군 siRNA 듀플렉스로 처리된 세포에서의 동일한 전사물의 농도와 비교하여 처리된 세포에서의 융
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합-YFP mRNA 농도 백분율로 소정의 siRNA 듀플렉스의 활성이 표현되었다.

표 6은 본 발명의 E1 dsRNA의 테스트 결과를 나타낸다.<256>

표 6

<257>
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<258>
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<259>
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<260>
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<261>

<262>

HPV E6 유전자 발현을 표적으로 하는 dsRNA의 디자인<263>

표 7에 본 발명의 dsRNA 조성물이 기재된다. <264>
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표 7

<265>
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<266>
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<267>
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<268>
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<269>

<270>
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<271>
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<272>

HPV E6 유전자 발현을 표적으로 하는 siRNA의 테스트<273>

변형되지 않은 dsRNA 및 화학적으로 변형된 dsRNA를 테스트하여, 세포 내에서 HPV E6 유전자를 코딩하는 mRNA의<274>

발현 수준을 감소시키는 이들의 상대적인 능력을 확인하였다.

 사용된 분석 조건은 하기와 같았다: C33A 세포를 ATCC로부터 수득하였다.  HPV16 E6 및 E1을 코딩하는 서열을<275>

YFP 융합 전사물로의 발현을 위해 pNAS-055 벡터 ([Husken et al,. Nucleic Acids Research, 31:e102, 2003])

내로 클로닝하였다.  생성된 플라스미드를 C33A 세포 내로 형질감염시켰고, 이러한 융합 전사물을 발현하는 안

정적인 세포주가 제조업자의 프로토콜 (Invitrogen)에 따라 제오신 선별에 의해 유도되었다.  HPV16 E6 또는

HPV16 E1에 대한 siRNA로의 형질감염을 위해, 각각의 세포를 2.0 × 10
4
 개의 세포/웰의 밀도로 96웰 플레이트

에 파종하고, 직접적으로 형질감염시켰다.  siRNA (지시된 바와 같이 30nM, 3nM 또는 300pm)의 형질감염을 제조

업자가 기술한 바와 같이 리포펙타민 2000® (Invitrogen)로 단일 용량에서 수행하였다.

형질감염 24시간 후, 세포를 용해시키고, 융합 YFP mRNA 발현 수준을 표준 프로토콜에 따라 YFP에 대해 지시된<276>

프로브를 사용하여 퀀티진 익스플로러 키트 (Panomics, Inc. (Fremont, CA) (예전의 Genospectra, Inc.))를 사

용하여 정량하였다.  융합-YFP mRNA 수준을 GAP-DH mRNA에 표준화하였다.  각각의 siRNA에 대해, 4개의 개별적

인 데이터포인트를 수집하였다.  HPV16 E1 또는 E6 유전자에 관련되지 않은 siRNA 듀플렉스를 대조군으로 사용

하였다.  대조군 siRNA 듀플렉스로 처리된 세포에서의 동일한 전사물의 농도와 비교하여 처리된 세포에서의 융
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합-YFP mRNA 농도 백분율로 소정의 siRNA 듀플렉스의 활성이 표현되었다.

표 8은 본 발명의 E6 dsRNA의 테스트 결과를 나타낸다.<277>

표 8

<278>
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<279>
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<280>
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<281>
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<282>

<283>

당업자는 본 개시물에 명확하게 기재된 것들에 더하여 하기에 첨부된 청구항의 완전한 범주로 본 발명을 실행하<284>

도록 하는 방법 및 조성물에 친숙하다. 
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