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遺伝子の発現 を抑制可能な新たな核酸分子であって、容易かつ効率 良 く製造することが可能な核酸分
子 を提供する。 標的遺伝子の発現 を抑制す る発現抑制配列を含む一本鎖核酸分子であって、 5 '側か ら
3 '側にか けて、 5 '側領域 （X c ) 、内部領域 （Z ) および 3 '側領域 （Y c ) を、前記順序で含み、前記
内部領域 （Z ) が、内部 5 '側領域 （X ) および内部 3 '側領域 （Y ) が連結 して構成 され、前記 5 '側領域
( X c ) が、前記 内部 5 '側領域 （X ) と相補 的であ り、前記 3 '側領域 （Y c ) が、前記 内部 3 '側領域
( Y ) と相補的であ り、前記内部領域 （Z ) 、前記 5 '側領域 および前記 3 '側領域の少な くともいずれか

が、前記発現抑制配列 を含む ことを特徴 とする分子 とする。 この一本鎖核酸分子によれ ば、前記標 的遺
伝子の発現 を抑制できる。



明 細 書

発明の名称 ：遺伝子発現制御のための一本鎖核酸分子

技術分野

[0001 ] 本発明は、遺伝子発現 を抑制する一本鎖核酸分子、それを含む組成物およ

びその用途に関する。

背景技術

[0002] 遺伝子の発現 を抑制する技術 と して、例えば、 R N A 干渉 （R N A ί ) が

知 られている （非特許文献 1 ) 。 R N Α 干渉による遺伝子の発現抑制は、例

えば、短い二本鎖の R N A 分子を、細胞等に投与することによって、実施 さ

れるのが一般的である。前記二本鎖の R N A 分子は、通常、 s ί R N A ( s

m a l l i n t e f e i n g R N A ) と呼ばれる。 この他 に、環状

の R N A 分子であ り、分子内ァニールにより、部分的に二重鎖 を形成 した R

N A 分子によっても、遺伝子の発現が抑制できることが報告されている （特

許文献 1 ) 。 しか しなが ら、 これ らの手法では、遺伝子の発現抑制 を誘導す

る R N A 分子は、以下のような問題がある。

[0003] まず、前記 s i R N A を製造する場合、セ ンス鎖およびア ンチ セ ンス鎖 を

別々に合成 した上で、最後 にこれ らの鎖 をハイプ リダイズする工程が必要で

ある。 このため、製造効率が悪いという問題がある。 また、前記 s i R N A

を細胞 に投与する際、一本鎖 R N A への解離 を抑制 した状態で、細胞 に投与

する必要があるため、その取 り扱い条件の設定にも労力を要する。つぎに、

環状の R N A 分子の場合、その合成が困難 という問題がある。

先行技術文献

特許文献

[0004] 特許文献 1 ：特開 2 0 0 8 _ 2 7 8 7 8 4

非特許文献

[0005] 非特許文献 1 ：ファイアら （F i r e , e t a に ）、 N a t u r e 第 3

9 1 巻、 p . 8 0 6 — 8 1 1 、 1 9 9 8 年



発明の概要

[0006] そ こで、本発明は、遺伝子の発現 を抑制可能な新たな核酸分子であ って、

容易かつ効率良 く製造することが可能な核酸分子の提供することを目的 とす

る。

[0007] 前記 目的を達成するために、本発明の一本鎖核酸分子は、標 的遺伝子の発

現 を抑制する発現抑制配列を含む一本鎖核酸分子であ って、

5 ' 側 か ら3 ' 側 にかけて、 5 ' 側領域 （X c ) 、 内部領域 （Z ) および 3

' 側領域 （Y c ) を、前記順序で含み、

前記内部領域 （Z ) が、 内部 5 ' 側領域 （X ) および内部 3 ' 側領域 （Y )

が連結 して構成 され、

前記 5 ' 側領域 （X c ) が、前記内部 5 ' 側領域 （X ) と相補的であ り、

前記 3 ' 側領域 （Y c ) が、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) と相補的であ り、

前記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c

) の少な くとも一つが、前記発現抑制配列を含む ことを特徴 とする。

[0008] 本発明の組成物 は、標 的遺伝子の発現 を抑制するための組成物であ って、

前記本発明の一本鎖核酸分子を含む ことを特徴 とする。

[0009] 本発明の組成物 は、薬学的組成物であ って、前記本発明の一本鎖核酸分子

を含む ことを特徴 とする。

[001 0] 本発明の発現抑制方法は、標 的遺伝子の発現 を抑制する方法であ って、前

記本発明の一本鎖核酸分子を使用することを特徴 とする。

[001 1] 本発明の疾患の治療方法は、前記本発明の一本鎖核酸分子を、患者 に投与

する工程 を含み、前記一本鎖核酸分子が、前記発現抑制配列 と して、前記疾

患の原因 となる遺伝子の発現 を抑制する配列を有することを特徴 とする。

[001 2] 本発明の一本鎖核酸分子によれば、遺伝子の発現抑制が可能であ り、かつ

、環状ではないため、 その合成が容易であ り、 また、一本鎖であるため、二

本鎖のァニ一ル工程が無 く、効率良 く製造可能である。

[001 3] なお、本発明の一本鎖核酸分子の構造が、遺伝子の発現 を抑制可能である

ことを見出 したのは、本発明者が初めてである。本発明の一本鎖核酸分子の



遺伝子の発現抑制効果は、 R N A 干渉 と同様の現象 によるもの と推測 される

が、本発明における遺伝子発現抑制 は、 R N A 干渉 に制限および限定されな

い。

図面の簡単な説明

[ 図 1 ] 図 1 は、本発明の一本鎖核酸分子の一例 を示す模式図である。

[ 図2] 図 2 は、本発明の一本鎖核酸分子のその他の例 を示す模式図である。

[ 図3] 図 3 は、本発明の一本鎖核酸分子のその他の例 を示す模式図である。

[ 図4] 図 4 は、本発明の実施例 におけるG A P D H 遺伝子発現量の相対値 を示

すグラフである。

[ 図5] 図 5 は、本発明の実施例 におけるG A P D H 遺伝子発現量の相対値 を示

すグラフである。

[ 図6] 図 6 は、本発明の実施例 における A 5 4 9 細胞 の G A P D H 遺伝子発現

量の相対値 を示すグラフである。

[ 図7] 図 7 は、本発明の実施例 における 2 9 3 細胞の G A P D H 遺伝子発現量

の相対値 を示すグラフである。

[ 図8] 図 8 は、本発明の実施例 における T G F — 1 遺伝子発現量の相対値 を

示すグラフである。

[ 図9] 図 9 は、本発明の実施例 における各投与群 における単位重量の肺あた り

の T G F _ 1 遺伝子発現量 を示すグラフである。

[ 図 10] 図 1 0 は、本発明の実施例 における各投与群 における B A F L サ ンプ

ル中の細胞数 を示すグラフである。

[ 図 11] 図 1 1 は、本発明の実施例 における各投与群 における B A L F サ ンプ

ル中の好中球の細胞数 を示すグラフである。

[ 図 12] 図 1 2 は、本発明の実施例 における B A L F サ ンプル中の細胞のギ厶

ザ染色の結果 を示す写真であ り、 （A ) は、 L P S ( + ) / R N A ( - ) の

投与群 4 の結果であ り、 （B ) は、 L P S ( + ) / ネガテ ィブコン トロール

N K — 0 0 3 5 ( + ) の投与群 6 の結果であ り、 （C ) は、 L P S ( + ) /

N K - 0 0 3 3 ( + ) の実施例投与群 5 の結果 を示す。



[ 図 13] 図 1 3 は、本発明の実施例 における肺組織の H E 染色の結果 を示す写

真であ り、 （A ) は、 L P S ( + ) / R N A ( - ) の投与群 4 の結果であ り

、 ( B ) は、 L P S ( + ) / ネガテ ィブコン トロール N K — 0 0 3 5 ( + )

の投与群 6 の結果であ り、 （C ) は、 L P S ( + ) / N K — 0 0 3 3 ( + )

の実施例投与群 5 の結果 を示す。

[ 図 14] 図 1 4 ( A ) は、本発明の実施例 における T G F — 1 遺伝子の発現

量 を示す結果であ り、図 1 4 ( B ) は、本発明の実施例 における I F N —

遺伝子の発現量 を示す結果であ り、図 1 4 ( C ) は、本発明の実施例 におけ

る I F N — 遺伝子の発現量 を示す結果である。

[ 図 15] 図 1 5 は、本発明の実施例 における T G F — 1 遺伝子発現量の相対

値 を示すグラフである。

[ 図 16] 図 1 6 は、本発明の実施例 における T G F — 1 遺伝子発現量の相対

値 を示すグラフである。

[ 図 17] 図 1 7 は、本発明の実施例 における各投与群 における単位重量の肺あ

た りの T G F _ 1 発現量 を示すグラフである。

[ 図 18] 図 1 8 ( A ) は、本発明の実施例 における各投与群の B A L F サ ンプ

ル中の T N F _ 量 を示すグラフであ り、図 1 8 ( Β ) は、本発明の実施例

における各投与群の B A L F サ ンプル中の I F N — 量 を示すグラフである

[ 図 19] 図 1 9 は、本発明の実施例 における 2 9 3 細胞の L A M A 遺伝子の発

現量の相対値 を示すグラフである。

[ 図20] 図 2 0 は、本発明の実施例 における A 5 4 9 細胞 の L M N A 遺伝子の

発現量の相対値 を示すグラフである。

[ 図2 1 ] 図 2 は、本発明の実施例で使用 した s s R N A を示す図である。

[ 図22] 図 2 は、本発明の実施例 におけるG A P D H 遺伝子発現量の相対値

を示すグラフである。

[ 図23] 図 2 3 は、本発明の実施例で使用 した s s R N A を示す図である。

[ 図24] 図 2 4 は、本発明の実施例 におけるG A P D H 遺伝子発現量の相対値



を示 す グラフであ る。

[ 図25] 図 2 5 は、本発 明の実施例 で使 用 した s s R N A を示 す図であ る。

[ 図26] 図 2 6 は、本発 明の実施例 における G A P D H 遺伝 子発現量 の相対値

を示 す グラフであ る。

[ 図27] 図 2 7 は、本発 明の実施例 で使 用 した s s R N A を示 す図であ る。

[ 図28] 図 2 8 は、本発 明の実施例 における G A P D H 遺伝 子発現量 の相対値

を示 す グラフであ る。

[ 図29] 図 2 9 は、本発 明の実施例 における G A P D H 遺伝 子発現量 の相対値

を示 す グラフであ る。

[ 図30] 図 3 0 は、本発 明の実施例 における H C T 1 6 細胞 の G A P D H 遺

伝 子発現量 の相対値 を示 す グラフであ る。

[ 図 3 1 ] 図 3 は、本発 明の実施例 における リボ ヌク レア一ゼ耐性 を示 す電気

泳動写真 であ る。

[ 図32] 図 3 2 は、本発 明の実施例 における S 7 ヌク レア一ゼ耐性 を示 す電気

泳動写真 であ る。

発明を実施するための形態

[001 5] 本 明細書 で使 用す る用語 は、特 に言及 しない限 り、 当該技術分野 で通常用

い られ る意味で用 いる ことがで きる。

[001 6] 1 . s s N c 分 子

本発 明の一本鎖核酸分子 は、前述 の よ うに、標 的遺伝 子の発現 を抑制 す る

発現抑制配列 を含 む一本鎖核酸分子であ って、

5 ' 側 か ら 3 ' 側 にか けて、 5 ' 側領 域 （X c ) 、 内部領域 （Z ) お よび 3

' 側領 域 （Y c ) を、前記順序 で含み、

前記 内部領域 （Z ) が、 内部 5 ' 側領 域 （X ) お よび 内部 3 ' 側領 域 （Y )

が連結 して構成 され、

前記 5 ' 側領 域 （X c ) が、前記 内部 5 ' 側領 域 （X ) と相補 的であ り、

前記 3 ' 側領 域 （Y c ) が、前記 内部 3 ' 側領 域 （Y ) と相補 的であ り、

前記 内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領 域 （X c ) お よび前記 3 ' 側領 域 （Y c



) の少な くとも一つが、前記発現抑制配列 を含む ことを特徴 とする。

[001 7] 本発 明において、 「標 的遺伝子の発現抑制」は、例 えば、前記標 的遺伝子

の発現 を阻害することを意味する。前記抑制 のメカニズムは、特 に制 限され

ず、例 えば、 ダウン レギュ レーシ ョンまたはサイ レンシ ングでもよい。前記

標 的遺伝子の発現抑制 は、例 えば、前記標 的遺伝子か らの転写産物 の生成量

の減 少、前記転写産物 の活性 の減 少、前記標 的遺伝子か らの翻訳産物 の生成

量の減 少、 または前記翻訳産物 の活性 の減 少等 によつて確認で きる。前記 タ

ンパ ク質は、例 えば、成熟 タンパ ク質、 または、 プロセシ ングも しくは翻訳

後修飾 を受 ける前 の前駆体 タンパ ク質があげ られ る。

[001 8] 本発 明の一本鎖核酸分子は、以下、本発明の 「s s N c 分子」 ともい う。

本発明の s s N c 分子は、例 えば、 ί n v i v o または ί n v i t o

において、標 的遺伝子の発現抑制 に使用で きることか ら、 「標 的遺伝子の発

現抑制用 s s N c 分子」 または 「標 的遺伝子の発現抑制剤」 ともい う。 また

、本発明の s s N c 分子は、例 えば、 R N A 干渉 によ り、前記標 的遺伝子の

発現 を抑制 で きることか ら、 「R N A 干渉用 s s N c 分子」、 「R N A 干渉

誘導分子」、 「R N A 干渉剤」 または 「R N A 干渉誘導剤」 ともい う。 また

、本発明の s s N c 分子は、例 えば、 イ ンタ一 フエロン誘導等の副作用 を抑

制 で きる。

[001 9] 本発 明の s s N c 分子は、 その 5 ' 末端 と 3 ' 末端 とが未連結 であ り、線

状一本鎖核酸分子 とい うこともで きる。本発明の s s N c 分子は、例 えば、

前記 内部領域 （Z ) において、前記 内部 5 ' 領域 （X ) と前記 内部 3 ' 領域

( Y ) が、 直接 的に連結 されている。

[0020] 本発 明の s s N c 分子 において、前記 5 ' 側領域 （X c ) は、前記 内部 5

' 側領域 （X ) と相補 的であ り、前記 3 ' 側領域 （Y c ) は、前記 内部 3 '

側領域 （Y ) と相補 的である。 このため、 5 ' 側 において、前記領域 （X c

) が前記領域 （X ) に向か って折 り返 し、前記領域 （X c ) と前記領域 （X

) とが、 自己アニー リングによって、二重鎖 を形成可能であ り、 また、 3 '

側 において、前記領域 （Y c ) が前記領域 （Y ) に向か って折 り返 し、前記



領域 （Y c ) と前記領域 （Y ) とが、 自己アニー リングによって、二重鎖 を

形成可能である。本発明の s s N c 分子は、 このように、分子内で二重鎖 を

形成可能であ り、例えば、従来の R N A 干渉に使用する s i R N A のように

、分離 した 2 本の一本鎖 R N A がァ二一 リングによって二本鎖 R N A を形成

するものとは、明 らかに異なる構造である。

[0021 ] 本発明の s s N c 分子において、前記発現抑制配列は、例えば、本発明の

s s N c 分子が、 ί n v i v o または ί n v i t r o で細胞内に導入さ

れた場合に、前記標的遺伝子の発現 を抑制する活性 を示す配列である。前記

発現抑制配列は、特 に制限されず、 目的の標的遺伝子の種類 に応 じて、適宜

設定できる。前記発現抑制配列は、例えば、 s i R N A による R N A 干渉に

関与する配列を適宜適用できる。 R N A 干渉は、一般 に、長い二本鎖 R N A

( d s R N A ) が、細胞内において、 D ί c e r によ り、 3 ' 末端が突出 し

た 1 9 ~ 2 1 塩基対程度の二本鎖 R N A ( s i R N A : s m a l l i n t

e r f e r i n g R N A ) に切断され、その一方の一本鎖 R N A が標的 m

R N A に結合 して、前記 m R N A を分解することにより、前記 m R N A の翻

訳を抑制する現象である。前記標的 m R N A に結合する前記 s i R N A にお

ける一本鎖 R N A の配列は、例えば、標的遺伝子の種類 に応 じて様 々な種類

が報告されている。本発明は、例えば、前記 s i R N A の一本鎖 R N A の配

列を、前記発現抑制配列 と して使用できる。

[0022] なお、本発明は、前記標的遺伝子に対する前記発現抑制配列の配列情報が

ポイン トではな く、前記発現抑制配列による前記標的遺伝子の発現抑制活性

を、例えば、細胞内で機能させるための核酸分子の構造に関する。 したがつ

て、本発明においては、例えば、出願時において公知 となっている前記 s i

R N A の一本鎖 R N A 配列の他、将来的に明 らかとなる配列に関 しても、前

記発現抑制配列 と して利用できる。

[0023] 前記発現抑制配列は、例えば、前記標的遺伝子の所定領域 に対 して、 9 0

% 以上の相補性 を有 していることが好ま しく、 より好ま しくは 9 5 % であ り

、 さらに好ま しくは 9 8 % であ り、特 に好ま しくは 1 0 0 % である。 このよ



うな相補性を満たすことにより、例えば、オフターゲットを十分に軽減でき

る。

[0024] 具体例として、標的遺伝子がG A P D H遺伝子の場合、前記発現抑制配列

は、例えば、配列番号 1 に示す 1 9 塩基長の配列が使用でき、標的遺伝子が

T G F — 1 の場合、前記発現抑制配列は、例えば、配列番号 1 6 に示す 2

1塩基長の配列が使用でき、標的遺伝子が L A M A 1遺伝子の場合、前記発

現抑制配列は、例えば、配列番号 5 に示す 1 9 塩基長の配列が使用でき、標

的遺伝子が L M N A 遺伝子の場合、例えば、配列番号 6 に示す 1 9 塩基長の

配列が使用できる。

5' - G U U G U C A U A C U U C U C A U G G-3' (配列番号 1 )

5' - A A A G U C A A U G U A C A G C U G C U U -3' (配列番号 1 6 )

5' - A U U G U A A C G A G A C A A A C A C-3' (配列番号 5 )

5' - U U G C G C U U U U U G G U G A C G C-3' (配列番号 6 )

[0025] 本発明の s s N c 分子による前記標的遺伝子の発現の抑制は、例えば、前

記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c )

の少なくとも一つに前記発現抑制配列を配置 した構造をとることで、 R N A

干渉またはR N A 干渉に類似する現象 （R N A 干渉様の現象）が生 じること

によると推測される。なお、本発明は、このメカニズムにより限定されない

。本発明の s s N c 分子は、例えば、いわゆる s i R N A のように、二本鎖

の一本鎖 R N A からなるd s R N A として、細胞等へ導入するものではなく

、また、細胞内において、前記発現抑制配列の切 り出しは、必ず しも必須で

はない。このため、本発明の s s N c 分子は、例えば、 R N A 干渉様の機能

を有するということもできる。

[0026] 本発明の s s N c 分子において、前記発現抑制配列は、前述のように、前

記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c )

の少なくとも一つに含まれる。本発明の s s N c 分子は、前記発現抑制配列

を、例えば、 1 つ有 してもよいし、 2 つ以上有 してもよい。

[0027] 後者の場合、本発明の s s N c 分子は、例えば、同 じ標的遺伝子に対する



同 じ発現抑制配列を2 つ以上有 してもよいし、同 じ標的遺伝子に対する異な

る発現抑制配列を2 つ以上有 してもよいし、異なる標的遺伝子に対する異な

る発現抑制配列を2 つ以上有 してもよい。本発明の s s N c 分子が、 2 っ以

上の前記発現抑制配列を有する場合、各発現抑制配列の配置箇所は、特に制

限されず、前記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側

領域 （Y c ) のいずれか一領域でもよいし、異なる領域であってもよい。本

発明の s s N c 分子が、異なる標的遺伝子に対する前記発現抑制配列を2 つ

以上有する場合、例えば、本発明の s s N c 分子によって、 2 種類以上の異

なる標的遺伝子の発現を抑制可能である。

[0028] 前記内部領域 （Z ) は、前述のように、前記内部 5 ' 領域 （X ) と前記内

部 3 ' 領域 （Y ) が連結されている。前記領域 （X ) と前記領域 （Y ) は、

例えば、直接的に連結され、その間に介在配列を有 していない。前記内部領

域 （Z ) は、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （X c ) との配

列関係を示すために、 「前記内部 5 ' 側領域 （X ) と前記内部 3 ' 側領域 （

Y ) が連結 して構成される」と表わすものであって、前記内部領域 （Z ) に

おいて、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前言己3 ' 側領域 （X c ) とが、例えば、

前記 s s N c 分子の使用において、別個の独立 した領域であることを限定す

るものではない。すなわち、例えば、前記内部領域 （Z ) が、前記発現抑制

配列を有する場合、前記内部領域 （Z ) において、前記領域 （X ) と前記領

域 （Y ) とにわたって、前記発現抑制配列が配置されてもよい。

[0029] 本発明の s s N c 分子において、前記 5 ' 側領域 （X c ) は、前記内部 5

' 側領域 （X ) に相補的である。ここで、前記領域 （X c ) は、前記領域 （

X ) の全領域またはその部分領域に対 して相補的な配列を有 していればよく

、具体的には、例えば、前記領域 （X ) の全領域またはその部分領域に相補

的な配列を含む、または、前記相補的な配列からなることが好ましい。前記

領域 （X c ) は、前記領域 （X ) の相補的な前記全領域または相補的な前記

部分領域に対 して、例えば、完全に相補的でもよいし、 1 もしくは数塩基が

非相補的であってもよいが、完全に相補的であることが好ましい。本発明の



s s N c 分子において、前記 3 ' 側領域 （Y c ) は、前記内部 3 ' 側領域 （

Y ) に相補的である。 こ こで、前記領域 （Y c ) は、前記領域 （Y ) の全領

域 またはその部分領域 に相補的な配列を有 していればよ く、具体的には、例

えば、前記領域 （Y ) の全領域 またはその部分領域 に対 して相補的な配列を

含む、 または、前記相補的な配列か らなることが好ま しい。前記領域 （Y c

) は、前記領域 （Y ) の相補的な前記全領域 または相補的な前記部分領域 に

対 して、例えば、完全に相補的でもよい し、 1 も しくは数塩基が非相補的で

あってもよいが、完全に相補的であることが好ま しい。前記 1 塩基若 しくは

数塩基は、例えば、 1 ~ 3 塩基、好ま しくは 1 塩基 または 2 塩基である。

[0030] 本発明の s s N c 分子において、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記内部 5 '

側領域 （X ) とは、例えば、直接連結 してもよい し、間接的に連結 してもよ

し、。前者の場合、直接的な連結は、例えば、ホスホジエステル結合による連

結があげられる。後者の場合、例えば、前記領域 （X c ) と前記領域 （X )

との間に、 リンカ一領域 （L x ) を有 し、前記 リンカ一領域 （L x ) を介 し

て、前記領域 （X c ) と前記領域 （X ) とが連結 している形態があげられる

[0031 ] 本発明の s s N c 分子において、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記内部 3 '

側領域 （Y ) とは、例えば、直接連結 してもよい し、間接的に連結 してもよ

し、。前者の場合、直接的な連結は、例えば、ホスホジエステル結合による連

結があげられる。後者の場合、例えば、前記領域 （Y c ) と前記領域 （Y )

との間に、 リンカ一領域 （L y ) を有 し、前記 リンカ一領域 （L y ) を介 し

て、前記領域 （Y c ) と前記領域 （Y ) とが連結 している形態があげられる

[0032] 本発明の s s N c 分子は、例えば、前記 リンカ一領域 （L x ) および前記

リンカ一領域 （L y ) の両方を有 してもよい し、いずれか一方を有 してもよ

し、。後者の場合、例えば、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記内部 5 ' 側領域 （

X ) との間に前記 リンカ一領域 （L x ) を有 し、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と

前記内部 3 ' 側領域 （Y ) との間に前記 リンカ一領域 （L y ) を有 さない、



つまり、前記領域 （Y c ) と前記領域 （Y ) とが直接連結された形態があげ

られる。また、後者の場合、例えば、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記内部 3

' 側領域 （Y ) との間に前記 リンカ一領域 （L y ) を有 し、前記 5 ' 側領域

( X c ) と前記内部 5 ' 側領域 （X ) との間に前記 リンカ一領域 （L x ) を

有さない、つまり、前記領域 （X c ) と前記領域 （X ) とが直接連結された

形態があげられる。

[0033] 前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リンカ一領域 （L y ) は、それぞれ

、それ自体の領域内部において、自己アニーリングを生 じない構造であるこ

とが好ましい。

[0034] 本発明の s s N c 分子について、前記 リンカ一領域を有さない s s N c 分

子の一例を、図 1 の模式図に示す。図 1 ( A ) は、前記 s s N c 分子につい

て、 5 ' 側から3 ' 側に向かって、各領域の順序の概略を示す模式図であり

、図 1 ( B ) は、前記 s s N c 分子が、前記分子内において二重鎖を形成 し

ている状態を示す模式図である。図 1 ( B ) に示すように、前記 s s N c 分

子は、前記 5 ' 側領域 （X c ) が折り返 し、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記

内部 5 ' 側領域 （X ) との間で二重鎖が形成され、前記 3 ' 側領域 （Y c )

が折り返 し、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記内部 3 ' 側領域 （Y ) との間で

二重鎖が形成される。図 1 は、あくまでも、各領域の連結順番および二重鎖

を形成する各領域の位置関係を示すものであり、例えば、各領域の長さ等は

、これに制限されない。

[0035] 本発明の s s N c 分子について、前記 リンカ一領域を有する s s N c 分子

の一例を、図 2 の模式図に示す。図 2 ( A ) は、一例として、前記 s s N c

分子について、 5 ' 側から3 ' 側に向かって、各領域の順序の概略を示す模

式図であり、図 2 ( B ) は、前記 s s N c 分子が、前記分子内において二重

鎖を形成 している状態を示す模式図である。図 2 ( B ) に示すように、前記

s s N c 分子は、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記内部 5 ' 側領域 （X ) との

間、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) と前言己3 ' 側領域 （Y c ) との間で、二重鎖

が形成され、前記 L X 領域および前記 L y 領域が、ループ構造をとる。図 2



は、あくまでも、各領域の連結順番および二重鎖を形成する各領域の位置関

係を示すものであり、例えば、各領域の長さ等は、これに制限されない。

[0036] 本発明の s s N c 分子において、前記 5 ' 側領域 （X c ) 、前記内部 5 '

側領域 （X ) 、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) および前記 3 ' 側領域 （Y c ) の

塩基数は、特に制限されず、例えば、以下の通りである。本発明において、

「塩基数」は、例えば、 「長さ」を意味 し、 「塩基長」ということもできる

[0037] 前記 5 ' 側領域 （X c ) は、前述のように、例えば、前記内部 5 ' 側領域

( X ) の全領域に相補的でもよい。この場合、前記領域 （X c ) は、例えば

、前記領域 （X ) と同 じ塩基長であり、前記領域 （X ) の 5 ' 末端から3 '

末端の全領域に相補的な塩基配列からなることが好ましい。前記領域 （X c

) は、より好ましくは、前記領域 （X ) と同 じ塩基長であり、且つ、前記領

域 （X c ) の全ての塩基が、前記領域 （X ) の全ての塩基と相補的である、

つまり、例えば、完全に相補的であることが好ましい。なお、これには制限

されず、例えば、前述のように、 1 もしくは数塩基が非相補的であつてもよ

い。

[0038] また、前記 5 ' 側領域 （X c ) は、前述のように、例えば、前記内部 5 '

側領域 （X ) の部分領域に相補的でもよい。この場合、前記領域 （X c ) は

、例えば、前記領域 （X ) の部分領域と同 じ塩基長であり、すなわち、前記

領域 （X ) よりも、 1塩基以上短い塩基長の塩基配列からなることが好まし

し、。前記領域 （X c ) は、より好ましくは、前記領域 （X ) の前記部分領域

と同 じ塩基長であり、且つ、前記領域 （X c ) の全ての塩基が、前記領域 （

X ) の前記部分領域の全ての塩基と相補的である、つまり、例えば、完全に

相補的であることが好ましい。前記領域 （X ) の前記部分領域は、例えば、

前記領域 （X ) における、 5 ' 末端の塩基 （1番目の塩基）から連続する塩

基配列からなる領域 （セグメン ト）であることが好ましい。

[0039] 前記 3 ' 側領域 （Y c ) は、前述のように、例えば、前記内部 3 ' 側領域

( Y ) の全領域に相補的でもよい。この場合、前記領域 （Y c ) は、例えば



、前記領域 （Y ) と同 じ塩基長であ り、前記領域 （Υ ) の 5 ' 末端か ら3 '

末端の全領域 に相補的な塩基配列か らなることが好ま しい。前記領域 （Y c

) は、 より好ま しくは、前記領域 （Y ) と同 じ塩基長であ り、且つ、前記領

域 （Y c ) の全ての塩基が、前記領域 （Y ) の全ての塩基 と相補的である、

つまり、例えば、完全に相補であることが好ま しい。なお、 これには制限さ

れず、例えば、前述のように、 1 も しくは数塩基が非相補的であつてもよい

[0040] また、前記 3 ' 側領域 （Y c ) は、前述のように、例えば、前記内部 3 '

側領域 （Y ) の部分領域 に相補的でもよい。 この場合、前記領域 （Y c ) は

、例えば、前記領域 （Y ) の部分領域 と同 じ塩基長であ り、すなわち、前記

領域 （Y ) よ りも、 1 塩基以上短い塩基長の塩基配列か らなることが好ま し

し、。前記領域 （Y c ) は、 より好ま しくは、前記領域 （Y ) の前記部分領域

と同 じ塩基長であ り、且つ、前記領域 （Y c ) の全ての塩基が、前記領域 （

Y ) の前記部分領域の全ての塩基 と相補的である、つまり、例えば、完全に

相補であることが好ま しい。前記領域 （Y ) の前記部分領域は、例えば、前

記領域 （Y ) における、 3 ' 末端の塩基 （1 番 目の塩基）か ら連続する塩基

配列か らなる領域 （セグメン ト）であることが好ま しい。

[0041 ] 本発明の s s N c 分子において、前記内部領域 （Z ) の塩基数 （Z ) と、

前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X ) および前記内部 3 ' 側領域 （Y )

の塩基数 （Y ) との関係、前記内部領域 （Z ) の塩基数 （Z ) と、前記内部

5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X ) および前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （

X c ) との関係は、例えば、下記式 （1 ) および （2 ) の条件を満たす。

Z = X + Y ( )

Z ≥ X c + Y c ( 2 )

[0042] 本発明の s s N c 分子において、前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X

) と前記内部 3 ' 側領域 （Y ) の塩基数 （Y ) の長さの関係は、特 に制限さ

れず、例えば、下記式のいずれの条件を満た してもよい。

X = Y ( 9 )



X < Y ( 2 0 )

X > Y ( 2 1 )

[0043] 本発明の s s Ν c 分子において、前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X

) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （X c ) 、前記内部 3 ' 側領域 （Y )

の塩基数 （Y ) および前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y c ) の関係は、

例えば、下記 （a ) 〜 ( d ) のいずれかの条件を満たす。

( a ) 下記式 （3 ) および （4 ) の条件を満たす。

X > X c ( 3 )

Y = Y c ( 4 )

( b ) 下記式 （5 ) および （6 ) の条件を満たす。

X = X c ( 5 )

Y > Y c ( 6 )

( c ) 下記式 （7 ) および （8 ) の条件を満たす。

X > X c ( 7 )

Y > Y c ( 8 )

( d ) 下記式 （9 ) および （1 0 ) の条件を満たす。

X = X c ( 9 )

Y = Y c ( 0 )

[0044] 前記 （a ) 〜 ( d ) において、前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X )

と前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （X c ) の差、前記内部 3 ' 側領域 （Y

) の塩基数 （Y ) と前言己3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y c ) の差は、例え

ば、下記条件を満たすことが好ましい。

( a ) 下記式 （1 1 ) および （1 2 ) の条件を満たす。

X _ X c = 1 ~ 1 0 、好ましくは 1、 2 、 3 または4 、

より好ましくは 1、 2 または3 ( )

Y - Y c = 0 ( )

( b ) 下記式 （1 3 ) および （1 4 ) の条件を満たす。

X - X c = 0 ( 3 )



Y _ Y c = 1 ~ 1 0 、好ましくは 1、 2 、 3 または4 、

より好ましくは 1、 2 または3 ( 1 4 )

( c ) 下記式 （1 5 ) および （1 6 ) の条件を満たす。

χ _ χ c = 1 ~ 1 0 、好ましくは、 1、 2 または3 、

より好ましくは 1 または 2 ( 1 5 )

γ _ γ c = 1 ~ 1 0 、好ましくは、 1、 2 または3 、

より好ましくは 1 または 2 ( 1 6 )

( d ) 下記式 （1 7 ) および （1 8 ) の条件を満たす。

X - X c = 0 ( 7 )

Y - Y c = 0 ( 8 )

[0045] 前記 （a ) 〜 ( d ) の s s N c 分子について、それぞれの構造の一例を、

図 3 の模式図に示す。図 3 は、前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リンカ

—領域 （L y ) を含む s s N c であり、 （A ) は、前記 （a ) の s s N c 分

子、 （B ) は、前記 （b ) の s s N c 分子、 （C ) は、前記 （c ) の s s N

c 分子、 （D ) は、前記 （d ) の s s N c 分子の例である。図 3 において、

点線は、自己アニーリングにより二重鎖を形成 している状態を示す。図 3 の

s s N c 分子は、前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X ) と前記内部 3 '

側領域 （Y ) の塩基数 （Y ) を、前記式 （2 0 ) の 「X < Y 」として表わす

が、これには制限されず、前述のように、前記式 （1 9 ) の 「Χ = 丫」でも

、前記式 （2 1 ) の 「Χ > Υ 」でもよい。また、図 3 は、あくまでも、前記

内部 5 ' 側領域 （X ) と前記 5 ' 側領域 （X c ) との関係、前記内部 3 ' 側

領域 （Y ) と前言己3 ' 側領域 （Y c ) との関係を示す模式図であり、例えば

、各領域の長さ、形状等は、これには制限されず、また、 リンカ一領域 （L

X ) および リンカ一領域 （L y ) の有無も、これには制限されない。

[0046] 前記 （a ) 〜 ( c ) の s s N c 分子は、例えば、前記 5 ' 側領域 （X c )

と前記内部 5 ' 側領域 （X ) 、および、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記内部

3 ' 側領域 （Y ) が、それぞれ二重鎖を形成することによって、前記内部領

域 （Z ) において、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c )



のいずれともァライメン 卜できない塩基を有する構造であり、二重鎖を形成

しない塩基を有する構造ともいえる。前記内部領域 （Z ) において、前記ァ

ライメン 卜できない塩基 （二重鎖を形成 しない塩基ともいう）を、以下、 「

フリー塩基」という。図 3 において、前記フリー塩基の領域を、 「F 」で示

す。前記領域 （F ) の塩基数は、特に制限されない。前記領域 （F ) の塩基

数 （F ) は、例えば、前記 （a ) の s s N c 分子の場合、 「X _ X c 」の塩

基数であり、前記 （b ) の s s N c 分子の場合、 「丫— Y c 」の塩基数であ

り、前記 （c ) の s s N c 分子の場合、 「X _ X c 」の塩基数と 「丫— Y c

」の塩基数との合計数である。

[0047] 他方、前記（d ) の s s N c 分子は、例えば、前記内部領域 （Z ) の全領域

が、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c ) とァライメン 卜

する構造であり、前記内部領域 （Z ) の全領域が二重鎖を形成する構造とも

いえる。なお、前記 （d ) の s s N c 分子において、前記 5 ' 側領域 （X c

) の 5 ' 末端と前記 3 ' 側領域 （Y c ) の 3 ' 末端は、未連結である。

[0048] 本発明の s s N c 分子について、各領域の長さを以下に例示するが、本発

明は、これには制限されない。本発明において、例えば、塩基数の数値範囲

は、その範囲に属する正の整数を全て開示するものであり、例えば、 「1 ~

4 塩基」との記載は、 「1、 2 、 3 、 4 塩基」の全ての開示を意味する （以

下、同様）。

[0049] 前記 5 ' 側領域 （X c ) 、前記 3 ' 側領域 （Y c ；) 、および前記内部領域

( Z ) における前記フリ一塩基 （F ) の塩基数の合計は、例えば、前記内部

領域 （Z ) の塩基数となる。このため、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記

3 ' 側領域 （Y c ) の長さは、例えば、前記内部領域 （Z ) の長さ、前記フ

リ一塩基の数 （F ) およびその位置に応 じて、適宜決定できる。

[0050] 前記内部領域 （Z ) の塩基数は、例えば、 1 9 塩基以上である。前記塩基

数の下限は、例えば、 1 9 塩基であり、好ましくは 2 0 塩基であり、より好

ましくは 2 1塩基である。前記塩基数の上限は、例えば、 5 0 塩基であり、

好ましくは4 0 塩基であり、より好ましくは3 0 塩基である。前記内部領域



( Z ) の塩基数の具体例は、例えば、 1 9 塩基、 2 0 塩基、 2 1 塩基、 2 2

塩基、 2 3 塩基、 2 4 塩基、 2 5 塩基、 2 6 塩基、 2 7 塩基、 2 8 塩基、 2

9 塩基、 または、 3 0 塩基である。

[0051 ] 前記内部領域 （Z ) が前記発現抑制配列を含む場合、前記内部領域 （Z )

は、例えば、前記発現抑制配列のみか ら構成 される領域でもよい し、前記発

現抑制配列を含む領域でもよい。前記発現抑制配列の塩基数は、例えば、 1

9 ~ 3 0 塩基であ り、好ま しくは、 1 9 、 2 0 または 2 1 塩基である。前記

内部領域 （Z ) が前記発現抑制配列を含む場合、前記発現抑制配列の 5 ' 側

および または 3 ' 側 に、 さらに付加配列を有 してもよい。前記付加配列の

塩基数は、例えば、 1 ~ 3 1 塩基であ り、好ま しくは、 1 ~ 2 1 塩基であ り

、 より好ま しくは、 1 ~ 1 1 塩基であ り、 さらに好ま しくは、 1 ~ 7 塩基で

ある。

[0052] 前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数は、例えば、 1 ~ 2 9 塩基であ り、好ま

しくは 1 ~ 1 1 塩基であ り、 より好ま しくは 1 ~ 7 塩基であ り、 さらに好ま

しくは 1 ~ 4 塩基であ り、特 に好ま しくは 1 塩基、 2 塩基、 3 塩基である。

前記内部領域 （Z ) または前記 3 ' 側領域 （Y c ) が前記発現抑制配列を含

む場合、例えば、 このような塩基数が好ま しい。具体例 と して、前記内部領

域 （Z ) の塩基数が、 1 9 ~ 3 0 塩基 （例えば、 1 9 塩基）の場合、前記 5

，側領域 （X c ) の塩基数は、例えば、 1 ~ 1 1 塩基であ り、好ま しくは 1

~ 7 塩基であ り、 より好ま しくは 1 ~ 4 塩基であ り、 さらに好ま しくは 1 塩

基、 2 塩基、 3 塩基である。

[0053] 前記 5 ' 側領域 （X c ) が前記発現抑制配列を含む場合、前記 5 ' 側領域

( X c ) は、例えば、前記発現抑制配列のみか ら構成 される領域でもよい し

、前記発現抑制配列を含む領域でもよい。前記発現抑制配列の長さは、例え

ば、前述の通 りである。前記 5 ' 側領域 （X c ) が前記発現抑制配列を含む

場合、前記発現抑制配列の 5 ' 側 および/ または 3 ' 側 に、 さらに付加配列

を有 してもよい。前記付加配列の塩基数は、例えば、 1 ~ 1 1 塩基であ り、

好ま しくは、 1 ~ 7 塩基である。



[0054] 前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数は、例えば、 1 ~ 2 9 塩基であり、好ま

しくは 1 ~ 1 1塩基であり、より好ましくは 1 ~ 7 塩基であり、さらに好ま

しくは 1 ~ 4 塩基であり、特に好ましくは 1塩基、 2 塩基、 3 塩基である。

前記内部領域 （Z ) または前記 5 ' 側領域 （X c ) が前記発現抑制配列を含

む場合、例えば、このような塩基数が好ましい。具体例として、前記内部領

域 （Z ) の塩基数が、 1 9 ~ 3 0 塩基 （例えば、 1 9 塩基）の場合、前記 3

' 側領域 （Y c ) の塩基数は、例えば、 1 ~ 1 1塩基であり、好ましくは 1

~ 7 塩基であり、より好ましくは 1 ~ 4 塩基であり、さらに好ましくは 1塩

基、 2 塩基、 3 塩基である。

[0055] 前記 3 ' 側領域 （Y c ) が前記発現抑制配列を含む場合、前記 3 ' 側領域

( Y c ) は、例えば、前記発現抑制配列のみから構成される領域でもよいし

、前記発現抑制配列を含む領域でもよい。前記発現抑制配列の長さは、例え

ば、前述の通りである。前記 3 ' 側領域 （Y c ) が前記発現抑制配列を含む

場合、前記発現抑制配列の 5 ' 側および/ または3 ' 側に、さらに付加配列

を有 してもよい。前記付加配列の塩基数は、例えば、 1 ~ 1 1塩基であり、

好ましくは、 1 ~ 7 塩基である。

[0056] 前述のように、前記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記

3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数は、例えば、前記式 （2 ) の 「Z X c + Y c

」で表わすことができる。具体例として、 「X c + Y c 」の塩基数は、例え

ば、前記内部領域 （Z ) と同 じ、または、前記内部領域 （Z ) より小さい。

後者の場合、 「Z _ ( X c + Y c ) 」は、例えば、 1 ~ 1 0 、好ましくは 1

~ 4 、より好ましくは 1、 2 または3 である。前記 「Z _ ( X c + Y c ) 」

は、例えば、前記内部領域 （Z ) における前記フリ一塩基の領域 （F ) の塩

基数 （F ) に相当する。

[0057] 本発明の s s N c 分子において、前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リ

ンカ一領域 （L y ) の長さは、特に制限されない。前記 リンカ一領域 （L x

) は、例えば、前記内部 5 ' 側領域 （X ) と前記 5 ' 側領域 （X c ) とが二

重鎖を形成可能な長さであることが好ましく、前記 リンカ一領域 （L y ) は



、例えば、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) と前言己3 ' 側領域 （Y c ) とが二重鎖

を形成可能な長さであることが好ましい。前記 リンカ一領域 （L x ) および

前記 リンカ一領域 （L y ) の構成単位が塩基を含む場合、前記 リンカ一領域

( L x ) および前記 リンカ一領域 （L y ) のそれぞれの塩基数は、同 じであ

つても異なってもよく、また、その塩基配列も、同 じであっても異なっても

よい。前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リンカ一領域 （L y ) の塩基数

は、その下限が、例えば、 1塩基であり、好ましくは 2 塩基であり、より好

ましくは3 塩基であり、その上限が、例えば、 1 0 0 塩基であり、好ましく

は 8 0 塩基であり、より好ましくは 5 0 塩基である。前記各 リンカ一領域の

塩基数は、具体例として、例えば、 1 ~ 5 0 塩基、 1 ~ 3 0 塩基、 1 ~ 2 0

塩基、 1 ~ 1 0 塩基、 1 ~ 7 塩基、 1 ~ 4 塩基等が例示できるが、これには

制限されない。

[0058] 本発明の s s N c 分子の全長は、特に制限されない。本発明の s s N c 分

子において、前記塩基数の合計 （全長の塩基数）は、下限が、例えば、 3 8

塩基であり、好ましくは4 2 塩基であり、より好ましくは 5 0 塩基であり、

さらに好ましくは 5 1塩基であり、特に好ましくは 5 2 塩基であり、その上

限は、例えば、 3 0 0 塩基であり、好ましくは 2 0 0 塩基であり、より好ま

しくは 1 5 0 塩基であり、さらに好ましくは 1 0 0 塩基であり、特に好まし

くは 8 0 塩基である。本発明の s s N c 分子において、前記 リンカ一領域 （

L x ) および リンカ一領域 （L y ) を除く塩基数の合計は、下限が、例えば

、 3 8 塩基であり、好ましくは4 2 塩基であり、より好ましくは 5 0 塩基で

あり、さらに好ましくは 5 1塩基であり、特に好ましくは 5 2 塩基であり、

上限が、例えば、 3 0 0 塩基であり、好ましくは 2 0 0 塩基であり、より好

ましくは 1 5 0 塩基であり、さらに好ましくは 1 0 0 塩基であり、特に好ま

しくは 8 0 塩基である。

[0059] 本発明の s s N c 分子の構成単位は、特に制限されず、例えば、ヌクレオ

チ ド残基があげられる。前記ヌクレオチ ド残基は、例えば、 リボヌクレオチ

ド残基およびデ才キシリボヌクレオチ ド残基があげられる。前記ヌクレオチ



ド残基は、例 えば、修飾 されていない非修飾 ヌク レオチ ド残基および修飾 さ

れた修飾 ヌク レオチ ド残基があげ られる。本発明の s s N c 分子は、例 えば

、前記修飾 ヌク レオチ ド残基 を含む ことによって、 ヌク レア一ゼ耐性 を向上

し、安定性 を向上可能である。 また、本発明の s s N c 分子は、例 えば、前

記 ヌク レオチ ド残基の他 に、 さ らに、非 ヌク レオチ ド残基 を含んでもよい。

前記 ヌク レオチ ド残基および前記非 ヌク レオチ ド残基の詳細は、後述する。

[0060] 本発明の s s N c 分子において、前記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （

X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c ) の構成単位 は、 それぞれ、前記 ヌク レ

才チ ド残基が好 ま しい。前記各領域 は、例 えば、下記 （1 ) ~ ( 3 ) の残基

で構成 される。

( ) 非修飾 ヌク レオチ ド残基

( 2 ) 修飾 ヌク レオチ ド残基

( 3 ) 非修飾 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク レオチ ド残基

[0061 ] 本発明の s s N c 分子において、前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リ

ンカ一領域 （L y ) の構成単位 は、特 に制限されず、例 えば、前記 ヌク レオ

チ ド残基および前記非 ヌク レオチ ド残基があげ られる。前記 リンカ一領域 は

、例 えば、前記 ヌク レオチ ド残基のみか ら構成 されてもよい し、前記非 ヌク

レオチ ド残基のみか ら構成 されてもよい し、前記 ヌク レオチ ド残基 と前記非

ヌク レオチ ド残基か ら構成 されてもよい。前記 リンカ一領域 は、例 えば、下

記 （1 ) ~ ( 7 ) の残基で構成 される。

( ) 非修飾 ヌク レオチ ド残基

( 2 ) 修飾 ヌク レオチ ド残基

( 3 ) 非修飾 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク レオチ ド残基

( 4 ) 非 ヌク レオチ ド残基

( 5 ) 非 ヌク レオチ ド残基および非修飾 ヌク レオチ ド残基

( 6 ) 非 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク レオチ ド残基

( 7 ) 非 ヌク レオチ ド残基、非修飾 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク レオチ

ド残基



[0062] 本発明の s s N c 分子が、前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リンカ一

領域 （L y ) の両方を有する場合、例えば、両方の構成単位が同 じでもよい

し、異なってもよい。具体例として、例えば、両方のリンカ一領域の構成単

位が前記ヌクレオチ ド残基である形態、両方のリンカ一領域の構成単位が前

記非ヌクレオチ ド残基である形態、一方の領域の構成単位が前記ヌクレオチ

ド残基であり、他方のリンカ一領域の構成単位が非ヌクレオチ ド残基である

形態等があげられる。

[0063] 本発明の s s N c 分子は、例えば、前記ヌクレオチ ド残基のみから構成さ

れる分子、前記ヌクレオチ ド残基の他に前記非ヌクレオチ ド残基を含む分子

等があげられる。本発明の s s N c 分子において、前記ヌクレオチ ド残基は

、前述のように、例えば、前記非修飾ヌクレオチ ド残基のみでもよいし、前

記修飾ヌクレオチ ド残基のみでもよいし、前記非修飾ヌクレオチ ド残基およ

び前記修飾ヌクレオチ ド残基の両方であってもよい。前記 s s N c 分子が、

前記非修飾ヌクレオチ ド残基と前記修飾ヌクレオチ ド残基を含む場合、前記

修飾ヌクレオチ ド残基の個数は、特に制限されず、例えば、 「1 もしくは数

個」であり、具体的には、例えば、 1 ~ 5 個、好ましくは 1 ~ 4 個、より好

ましくは 1 ~ 3 個、最も好ましくは 1 または 2 個である。本発明の s s N c

分子が、前記非ヌクレオチ ド残基を含む場合、前記非ヌクレオチ ド残基の個

数は、特に制限されず、例えば、 「1 もしくは数個」であり、具体的には、

例えば、 1 ~ 8 個、 1 ~ 6 個、 1 ~ 4 個、 1、 2 または3 個である。

[0064] 本発明の s s N c 分子において、前記ヌクレオチ ド残基は、例えば、 リボ

ヌクレオチ ド残基が好ましい。この場合、本発明の s s N c 分子は、例えば

、 「R N A 分子」または 「s s R N A 分子」ともいう。前記 s s R N A 分子

は、例えば、前記 リボヌクレオチ ド残基のみから構成される分子、前記 リボ

ヌクレオチ ド残基の他に前記非ヌクレオチ ド残基を含む分子があげられる。

前記 s s R N A 分子において、前記 リボヌクレオチ ド残基は、前述のように

、例えば、前記非修飾 リボヌクレオチ ド残基のみでもよいし、前記修飾 リボ

ヌクレオチ ド残基のみでもよいし、前記非修飾 リボヌクレオチ ド残基および



前記修飾 リボヌクレオチ ド残基の両方を含んでもよい。

[0065] 前記 s s R N A 分子が、例えば、前記非修飾 リボヌクレオチ ド残基の他に

前記修飾 リボヌクレオチ ド残基を含む場合、前記修飾 リボヌクレオチ ド残基

の個数は、特に制限されず、例えば、 「1 もしくは数個」であり、具体的に

は、例えば、 1 ~ 5 個、好ましくは 1 ~ 4 個、より好ましくは 1 ~ 3 個、最

も好ましくは 1 または 2 個である。前記非修飾 リボヌクレオチ ド残基に対す

る前記修飾 リボヌクレオチ ド残基は、例えば、 リボース残基がデ才キシリボ

—ス残基に置換された前記デ才キシリボヌクレオチ ド残基であってもよい。

前記 s s R N A 分子が、例えば、前記非修飾 リボヌクレオチ ド残基の他に前

記デ才キシリボヌクレオチ ド残基を含む場合、前記デ才キシリボヌクレオチ

ド残基の個数は、特に制限されず、例えば、 「1 もしくは数個」であり、具

体的には、例えば、 1 ~ 5 個、好ましくは 1 ~ 4 個、より好ましくは 1 ~ 3

個、最も好ましくは 1 または 2 個である。

[0066] 本発明の s s N c 分子は、例えば、標識物質を含み、前記標識物質で標識

化されてもよい。前記標識物質は、特に制限されず、例えば、蛍光物質、色

素、同位体等があげられる。前記標識物質は、例えば、 ピレン、 T A M R A

、 フル才レセイン、C y 3 色素、C y 5 色素等の蛍光団があげられ、前記色

素は、例えば、 A I e x a 4 8 8 等のA I e x a 色素等があげられる。前記

同位体は、例えば、安定同位体および放射性同位体があげられ、好ましくは

安定同位体である。前記安定同位体は、例えば、被ばくの危険性が少なく、

専用の施設も不要であることから取り扱い性に優れ、また、コス トも低減で

きる。また、前記安定同位体は、例えば、標識 した化合物の物性変化がなく

、 トレ一サ一としての性質にも優れる。前記安定同位体は、特に制限されず

、例えば、 2 H、 1 3 C、 1 5 N、 1 7 0 、 1 8 0 、 3 3 S、 3 4 S および 3 6 S があげら

れる。

[0067] 本発明の s s N c 分子は、前述のように、前記標的遺伝子の発現抑制がで

きる。このため、本発明の s s N c 分子は、例えば、遺伝子が原因となる疾

患の治療剤として使用できる。本発明の s s N c 分子が、例えば、前記発現



抑制配列 と して、前記疾患の原因となる遺伝子の発現 を抑制する配列を含む

場合、例えば、前記標的遺伝子の発現抑制 により、前記疾患を治療できる。

本発明において、 「治療」は、例えば、前記疾患の予防、疾患の改善、予後

の改善の意味を含み、いずれでもよい。

[0068] 本発明の s s N c 分子の使用方法は、特 に制限されず、例えば、前記標的

遺伝子を有する投与対象に、前記 s s N c 分子を投与すればよい。

[0069] 前記投与対象は、例えば、細胞、組織 または器官があげられる。前記投与

対象は、例えば、 ヒ 卜、 ヒ 卜を除 く非 ヒ 卜哺乳類等の非 ヒ 卜動物があげられ

る。前言己殳与は、ィ列えば、 ί η ν i v o でも ί n ν i t r o でもよし、。

前記細胞は、特 に制限されず、例えば、 H e L a 細胞、 2 9 3 細胞、 N I H

3 T 3 細胞、 C O S 細胞等の各種培養細胞、 E S 細胞、造血幹細胞等の幹細

胞、初代培養細胞等の生体か ら単離 した細胞等があげられる。

[0070] 本発明において、発現抑制の対象 となる前記標的遺伝子は、特 に制限され

ず、所望の遺伝子を設定できる。そ して、前述のように、前記標的遺伝子の

種類 に応 じて、前記発現抑制配列を適宜設計すればよい。

[0071 ] 本発明の s s N c 分子の具体例 を以下に示すが、本発明は、 これには何 ら

制限されない。前記 s s N c 分子の塩基配列は、例えば、配列番号 2 、 7 、

8 、 1 3 、 1 4 、 2 9 — 3 5 、 3 7 、 4 3 、 4 4 、 4 7 、 4 8 および 5 1 —

8 0 の塩基配列が例示でき、 また、前記塩基配列において、例えば、 1 も し

くは数個の欠失、置換および/ または付加された塩基配列でもよい。前記標

的遺伝子がG A P D H 遺伝子の場合、例えば、配列番号 2 、 7 、 8 、 1 3 、

3 7 および 5 - 8 0 の塩基配列があげられ、標的遺伝子が T G F _ 1 の

場合、例えば、配列番号 1 4 および 2 9 _ 3 5 の塩基配列があげられ、前記

標的遺伝子が L A M A 遺伝子の場合、例えば、配列番号 4 3 および 4 4 の

塩基配列があげられ、前記標的遺伝子が L M N A 遺伝子の場合、例えば、配

列番号 4 7 および 4 8 の塩基配列があげられる。

[0072] 本発明の s s N c 分子の使用に関 しては、後述する本発明の組成物、発現

抑制方法および治療方法等の記載 を参照できる。



[0073] 本発明の s s N c 分子は、前述のように、標的遺伝子の発現を抑制可能で

あることから、例えば、医薬品、診断薬および農薬、ならびに、農薬、医学

、生命科学等の研究ツールとして有用である。

[0074] 2 . ヌクレオチ ド残基

前記ヌクレオチ ド残基は、例えば、構成要素として、糖、塩基および リン

酸を含む。前記ヌクレオチ ド残基は、前述のように、例えば、 リボヌクレオ

チ ド残基およびデ才キシリボヌクレオチ ド残基があげられる。前記 リボヌク

レオチ ド残基は、例えば、糖としてリボース残基を有 し、塩基として、アデ

ニン （A ) 、グァニン （G ) 、シ 卜シン （C ) および U (ゥラシル）を有 し

、前記デ才キシリボース残基は、例えば、糖としてデ才キシリボース残基を

有 し、塩基として、アデニン （A ) 、グァニン （G ) 、シ 卜シン （C ) およ

びチミン （T ) を有する。

[0075] 前記ヌクレオチ ド残基は、未修飾ヌクレオチ ド残基および修飾ヌクレオチ

ド残基があげられる。前記未修飾ヌクレオチ ド残基は、前記各構成要素が、

例えば、天然に存在するものと同一または実質的に同一であり、好ましくは

、人体において天然に存在するものと同一または実質的に同一である。

[0076] 前記修飾ヌクレオチ ド残基は、例えば、前記未修飾ヌクレオチ ド残基を修

飾 したヌクレオチ ド残基である。前記修飾ヌクレオチ ド残基は、例えば、前

記未修飾ヌクレオチ ド残基の構成要素のいずれが修飾されてもよい。本発明

において、 「修飾」は、例えば、前記構成要素の置換、付加および/ または

欠失、前記構成要素における原子および/ または官能基の置換、付加および

/ または欠失であり、 「改変」ということができる。前記修飾ヌクレオチ ド

残基は、例えば、天然に存在するヌクレオチ ド残基、人工的に修飾 したヌク

レオチ ド残基等があげられる。前記天然由来の修飾ヌクレオチ ド残基は、例

えば、 リンノくックら （L i m b a c h e t a に 、 1 9 9 4 、 S u m m

a r y : t h e m o d i f i e d n u c l e o s i d e s o f R N

A 、 N u c l e i c A c i d s R e s . 2 2 : 2 1 8 3 ~ 2 1 9 6 ) を

参照できる。また、前記修飾ヌクレオチ ド残基は、例えば、前記ヌクレオチ



ドの代替物の残基であつてもよい

[0077] 前記ヌクレオチ ド残基の修飾は、例えば、 リボース—リン酸骨格 （以下、

リボリン酸骨格）の修飾があげられる。

[0078] 前記 リボリン酸骨格において、例えば、 リボース残基を修飾できる。前記

リボ一ス残基は、例えば、 2 ' 位炭素を修飾でき、具体的には、例えば、 2

' 位炭素に結合する水酸基を、水素またはフル才ロ等のハロゲンに置換でき

る。前記 2 ' 位炭素の水酸基を水素に置換することで、 リボース残基をデ才

キシリボースに置換できる。前記 リボース残基は、例えば、立体異性体に置

換でき、例えば、ァラビノース残基に置換 してもよい。

[0079] 前記 リボリン酸骨格は、例えば、非 リボース残基および/ または非 リン酸

を有する非 リボリン酸骨格に置換 してもよい。前記非 リボリン酸骨格は、例

えば、前記 リボリン酸骨格の非荷電体があげられる。前記非 リボリン酸骨格

に置換された、前記ヌクレオチ ドの代替物は、例えば、モルホリノ、シクロ

プチル、 ピロリジン等があげられる。前記代替物は、この他に、例えば、人

ェ核酸モノマ一残基があげられる。具体例として、例えば、 P N A (ぺプチ

ド核酸）、 L N A ( L o c k e d N u c l e i c A c i d ) E N A (

2 ― 0 , 4 —C —E t h y I e n e b r i d g e d N u c l e i c

A c i d ) 等があげられ、好ましくは P N A である。

[0080] 前記 リボリン酸骨格において、例えば、 リン酸基を修飾できる。前記 リボ

リン酸骨格において、糖残基に最も隣接するリン酸基は、 リン酸基と呼ば

れる。前記 リン酸基は、負に荷電 し、その電荷は、糖残基に非結合の 2 つ

の酸素原子にわたって、均一に分布 している。前記 リン酸基における4 つ

の酸素原子のうち、ヌクレオチ ド残基間のホスホジエステル結合において、

糖残基と非結合である2 つの酸素原子は、以下、 「非結合 （n o n _ I i n

k i n g ) 酸素」ともいう。他方、前記ヌクレオチ ド残基間のホスホジエス

テル結合において、糖残基と結合 している2 つの酸素原子は、以下、 「結合

( I i n k i n g ) 酸素」という。前記 リン酸基は、例えば、非荷電とな

る修飾、または、前記非結合酸素における電荷分布が非対称型となる修飾を



行 うことが好ま しい。

[0081 ] 前記 リン酸基は、例えば、前記非結合酸素を置換 してもよい。前記酸素は

、例えば、 S (硫黄）、 S e (セ レン）、 B (ホウ素）、 C (炭素）、 H (

水素）、 N (窒素）および O R ( R は、 アルキル基 またはァ リール基）のい

ずれかの原子で置換でき、好ま しくは、 S で置換 される。前記非結合酸素は

、例えば、両方が置換 されていることが好ま しく、 より好ま しくは、両方が

S で置換 される。前記修飾 リン酸基は、例えば、ホスホロチ才ェ一 卜、ホス

ホロジチ才ェ一 卜、ホスホロセ レネ一 卜、ボラノホスフエ一 卜、ボラノホス

フエ一 卜エステル、ホスホネ一 卜水素、ホスホロアミデ一 卜、 アルキル また

はァ リ一ルホスホネ一 卜、およびホスホ 卜リエステル等があげられ、中でも

、前記 2 つの非結合酸素が両方 とも S で置換 されているホスホロジチ才ェ一

卜が好ま しい。

[0082] 前記 リン酸基は、例えば、前記結合酸素を置換 してもよい。前記酸素は、

例えば、 S (硫黄）、 C (炭素）および N (窒素）のいずれかの原子で置換

でき。前記修飾 リン酸基は、例えば、 N で置換 した架橋ホスホロアミデ一 卜

、 S で置換 した架橋ホスホロチ才ェ一 卜、および C で置換 した架橋 メチ レン

ホスホネ一 卜等があげられる。前記結合酸素の置換は、例えば、本発明の s

s N c 分子の 5 ' 末端 ヌクレオチ ド残基および 3 ' 末端 ヌクレオチ ド残基の

少な くとも一方において行 うことが好ま しく、 5 ' 側の場合、 C による置換

が好ま しく、 3 ' 側の場合、 N による置換が好ま しい。

[0083] 前記 リン酸基は、例えば、前記 リン非含有の リンカ一に置換 してもよい。

前記 リンカ一は、例えば、シロキサ ン、 力一ボネ一 卜、 カルボキシメチル、

カルバメ一 卜、 アミ ド、チ才ェ一テル、エチ レンオキサイ ドリンカ一、スル

ホネ一 卜、スルホンアミ ド、チ才ホルムァセタール、ホルムァセタール、才

キシ厶、 メチ レンィミノ、 メチ レンメチルイミノ、 メチ レンヒ ドラゾ、 メチ

レンジメチル ヒ ドラゾ、およびメチ レン才キシメチルイミノ等を含み、好ま

しくは、 メチ レンカルボニルァミノ基およびメチ レンメチルイミノ基を含む



[0084] 本発明の s s N c 分子は、例えば、 3 ' 末端および 5 ' 末端の少なくとも

—方のヌクレオチド残基が修飾されてもよい。前記修飾は、例えば、 3 ' 末

端および 5 ' 末端のいずれか一方でもよいし、両方でもよい。前記修飾は、

例えば、前述の通りであり、好ましくは、末端のリン酸基に行うことが好ま

しい。前記リン酸基は、例えば、全体を修飾してもよいし、前記リン酸基に

おける 1つ以上の原子を修飾してもよい。前者の場合、例えば、リン酸基全

体の置換でもよいし、欠失でもよい。

[0085] 前記末端のヌクレオチド残基の修飾は、例えば、他の分子の付加があげら

れる。前記他の分子は、例えば、前述のような標識物質、保護基等の機能性

分子があげられる。前記保護基は、例えば、S (硫黄）、S i (ケィ素）、

B (ホウ素）、エステル含有基等があげられる。前記標識物質等の機能性分

子は、例えば、本発明の s s N c 分子の検出等に利用できる。

[0086] 前記他の分子は、例えば、前記ヌクレオチド残基のリン酸基に付加しても

よいし、スぺ一サ一を介して、前記リン酸基または前記糖残基に付加しても

よい。前記スぺ一サ一の末端原子は、例えば、前記リン酸基の前記結合酸素

、または、糖残基の0 、 N、 S もしくはC に、付加または置換できる。前記

糖残基の結合部位は、例えば、 3 ' 位のC もしくは5 ' 位のC、またはこれ

らに結合する原子が好ましい。前記スぺ一サ一は、例えば、前記 P N A等の

ヌクレオチド代替物の末端原子に、付加または置換することもできる。

[0087] 前記スぺ一サ一は、特に制限されず、例えば、― （C H 2 ) n ― 、 - ( C H 2

) n N ― 、 - ( C H 2 ) n O _ 、 - ( C H 2 ) n S ― 、 0 ( C H 2 C H 2 0 ) n C H

2 C H 2 O H、無塩基糖、アミド、カルボキシ、ァミン、才キシァミン、才キ

シィミン、チ才ェ一テル、ジスルフィド、チ才尿素、スルホンアミ ド、およ

びモルホリノ等、ならびに、ビ才チン試薬およびフル才レセイン試薬等を含

んでもよい。前記式において、 n は、正の整数であり、 n = 3 または6 が好

ましい。

[0088] 前記末端に付加する分子は、これらの他に、例えば、色素、インタ一カレ

—卜剤 （例えば、ァクリジン）、架橋剤 （例えば、ソラレン、マイトマイシ



ンC ) 、ポルフィリン （T P P C 4 、テキサフィリン、サッフィリン）、多

環式芳香族炭化水素 （例えば、フエナジン、ジヒドロフエナジン）、人工ェ

ン ドヌクレア一ゼ （例えば、 E D T A ) 、親油性担体 （例えば、コレステロ

—ル、コール酸、ァダマンタン酢酸、 1 —ピレン酪酸、ジヒドロテス トステ

ロン、 1， 3 _ ビス_ 0 (へキサデシル）グリセロール、ゲラニル才キシへ

キシル基、へキサデシルグリセロール、ボルネオ一ル、メン トール、 1， 3

—プロパンジ才一ル、ヘプタデシル基、パルミチン酸、ミリスチン酸、 0 3

- (才 レオイル） リ卜コール酸、 0 3 — (才 レオイル）コール酸、ジメ トキ

シ トリチル、またはフエノキサジン）およびペプチ ド複合体 （例えば、アン

テナぺディアペプチ ド、 T a t ペプチ ド）、アルキル化剤、 リン酸、ァミノ

、メルカプ ト、 P E G (例えば、 P E G _ 4 0 K ) 、M P E G [ M P E G

] 2、ポリアミノ、アルキル、置換アルキル、放射線標識マ一力一、酵素、ハ

プテン （例えば、 ビ才チン）、輸送/ 吸収促進剤 （例えば、アスピリン、 ビ

タミンE、葉酸）、合成 リボヌクレア一ゼ （例えば、ィミダゾ一ル、 ビスィ

ミダゾ一ル、 ヒスタミン、イミダゾ一ルクラスタ一、ァクリジン一イミダゾ

—ル複合体、テ トラァザマクロ環の E u 3 +複合体）等があげられる。

本発明の s s N c 分子は、前記 5 ' 末端が、例えば、 リン酸基またはリン

酸基アナ口グで修飾されてもよい。前記 リン酸基は、例えば、 5 ' — リン酸

( (Η0) 2 (0) Ρ-0-5' ) 、 5 ' 二 リン酸 ( (Η0) 2 (0) Ρ-0- Ρ (Η0) (0)-0-5' ) 、 5 '

三 リン酸 （（Η0) 2 (0) Ρ-0-( Η0) (0) Ρ-0- Ρ (Η0) (0)-0-5' ) 5 ' —グアノシンキ

ヤップ （7 _ メチル化または非メチル化、7m-G-0-5' -(HO) (O)P-O-(HO) (0)P-

0- Ρ (Η0) (0)-0-5' ) 、 5 ' —アデノシンキャップ （Α ρ ρ ρ ) 、任意の修飾

または非修飾ヌクレオチ ドキヤップ構造 （N-0-5' -(H0) (0)P-0-(H0) (0)P-0-P

(Η0) (0)-0-5' ) 、 5 ' —チ才 リン酸 （ホスホロチ才ェ一 卜：（H0) 2 (S)P-0-5 ，

) 、 5 ' —ジチ才 リン酸 （ホスホロジチ才ェ一 卜：（H0) (HS) (S)P-0-5 ，) 、

5 ' —ホスホロチ才一ル酸 （（H0) 2 (0)P-S-5' ) 、硫黄置換の一 リン酸、ニ リ

ン酸および三 リン酸 （例えば、 5 ' _ _ チ才三 リン酸、 5 ' —アーチ才三

リン酉愛等）、 5 ' —ホスホルアミデ一 卜 （（Η0) 2 (0) Ρ- ΝΗ-5' 、 (H0) (NH2) (0)P-



0-5' ) 、 5 ' —アルキルホスホ ン酸 （例 えば、RP(0H) (0)-0-5' 、 (0H) 2 (0)P-

5' -CH2、 R はアルキル （例 えば、 メチル、ェチル、 イソプロピル、 プロピル

等））、 5 ' —アルキルエーテルホスホ ン酸 （例 えば、RP(0H) (0)-0-5' 、 R

はアルキルエーテル （例 えば、 メ トキシメチル、エ トキシメチル等））等が

あげ られる。

[0090] 前記 ヌク レオチ ド残基 において、前記塩基は、特 に制限されない。前記塩

基は、例 えば、天然の塩基でもよい し、非天然の塩基でもよい。前記塩基は

、例 えば、天然由来でもよい し、合成品でもよい。前記塩基は、例 えば、一

般的な塩基、 その修飾 アナ ログ等が使用で きる。

[0091 ] 前記塩基は、例 えば、 アデニ ンおよび グァニ ン等のプ リン塩基、 シ 卜シン

、 ゥラシルおよびチ ミン等の ピリミジン塩基があげ られる。前記塩基は、 こ

の他 に、 イノシン、チ ミン、 キサ ンチ ン、 ヒポキサ ンチ ン、 ヌバ ラ リン （n

u b u I a r i n e ) 、 イソクァニシン ( i s o g u a n i s i n e ) 、 ッ

ベルシジン （t u b e r c i d i n e ) 等があげ られる。前記塩基は、例 え

ば、 2 _ アミノアデニ ン、 6 _ メチル化 プ リン等のアルキル誘導体 ；2 —プ

口ピル化 プ リン等のアルキル誘導体 ；5 —ハ ロウラシルおよび 5 _ ハ ロシ 卜

シン ；5 _ プロピニル ゥラシルおよび 5 _ プロピニルシ 卜シン ；6 _ ァゾゥ

ラシル、 6 _ ァゾシ 卜シンおよび 6 _ ァゾチ ミン ；5 —ゥラシル （プソィ ド

ゥラシル）、 4 _ チ才 ゥラシル、 5 _ ハ ロウラシル、 5 _ ( 2 —ァミノプロ

ピル） ゥラシル、 5 _ アミノア リル ゥラシル ；8 —ハ ロ化、 アミノ化、チ才

—ル化、チ才アルキル化、 ヒ ドロキシル化および他の 8 _ 置換 プ リン ；5 _

卜リフル才 ロメチル化および他の 5 _ 置換 ピリミジン ；7 —メチル ダァニ ン

；5 _ 置換 ピリミジン ；6 —ァザ ピリミジン ；N _ 2 、 N _ 6 、 および 0 _

6 置換 プ リン （2 —ァミノプロピル アデニ ンを含む） ；5 _ プロピニル ゥラ

シルおよび 5 _ プロピニルシ 卜シン ；ジ ヒ ドロウラシル ；3 —デァザ — 5 -

ァザシ 卜シン ；2 —ァミノプ リン ；5 _ アルキル ゥラシル ；7 —アルキル グ

ァニ ン ；5 _ アルキルシ 卜シン ；7 —デァザアデニ ン ；N 6 ， N 6 _ ジメチ

ル ァデニ ン ；2 ， 6 —ジァミノプ リン ；5 _ アミノーア リル 一ゥラシル ；N



3 —メチルゥラシル 置換 1， 2 ，4 _ 卜リアゾ一ル ；2 _ ピリジノン ；5

—ニ トロイン ドール 3 —ニ トロピロ一ル ；5 —メ トキシゥラシル ；ゥラシ

ル— 5 —才キシ酢酸 5 —メ トキシカルボニルメチルゥラシル ；5 _ メチル

- —チ才ゥラシル 5 —メ トキシカルボニルメチル一2 —チ才ゥラシル ；

5 _ メチルアミノメチル一2 _ チ才ゥラシル ；3 _ ( 3 —ァミノ一3 _ カル

ボキシプロピル）ゥラシル ；3 —メチルシ 卜シン ；5 —メチルシ 卜シン ；N

4 —ァセチルシ 卜シン ；2 —チオシ 卜シン ；N 6 _ メチルアデニン ；N 6 _

ィソペンチルァデニン ；2 —メチルチオ_ N 6 _ イソペンテニルアデニン ；

N —メチルダァニン ；0 _ アルキル化塩基等があげられる。また、プリンお

よびピリミジンは、例えば、米国特許第 3 ， 6 8 7 ， 8 0 8 号、 「C o n c

i s e E n c y c l o p e d i a O f P o l y m e r S c i e n c

e A n d E n g i n e e r i n g 」、 8 5 8 ~ 8 5 9 頁、クロシュビッ

ッ ジェ一 アイ （K r o s c h w i t z J . に ）編、 J o h n W i

l e y & S o n s 、 1 9 9 0 、およびィングリツシュら （E n g I i s

c h ら) 、 A n g e w a n d t e C h e m i e 、 I n t e r n a t i o n

a I E d i t i o n 、 1 9 9 1、 3 0 巻、 p . 6 1 3 に開示されるものが

含まれる。

[0092] 前記修飾ヌクレオチ ド残基は、これらの他に、例えば、塩基を欠失する残

基、すなわち、無塩基のリボリン酸骨格を含んでもよい。また、前記修飾ヌ

クレオチ ド残基は、例えば、米国仮出願第 6 0 / 4 6 5 ， 6 6 5 号 （出願日

：2 0 0 3 年 4 月 2 5 日）、および国際出願第 P C T / U S 0 4 / 0 7 0 7

0 号 （出願曰 ：2 0 0 4 年 3 月 8 曰）に記載される残基が使用でき、本発明

は、これらの文献を援用できる。

[0093] 3 . 非 ヌクレオチ ド残基

前記非ヌクレオチ ド残基は、特に制限されない。本発明の s s N c 分子は

、例えば、前記非ヌクレオチ ド残基として、 ピロリジン骨格またはピベ リジ

ン骨格を含む非ヌクレオチ ド構造を有 してもよい。前記非ヌクレオチ ド残基

は、例えば、前記 リンカ一領域 （L x ) および前記 リンカ一領域 （L y ) の



少なくとも一方に有することが好ましい。前記非ヌクレオチ ド残基は、例え

ば、前記 リンカ一領域 （L x ) に有 してもよいし、前記 リンカ一領域 （L y

) に有 してもよいし、両方の前記 リンカ一領域に有 してもよい。前記 リンカ

—領域 （L x ) および前記 リンカ一領域 （L y ) は、例えば、同 じでもよい

し、異なってもよい。

[0094] 前記 ピロリジン骨格は、例えば、 ピロリジンの 5 員環を構成する炭素が、

1個以上、置換されたピペ リジン誘導体の骨格でもよく、置換される場合、

例えば、C _ 2 の炭素以外の炭素原子であることが好ましい。前記炭素は、

例えば、窒素、酸素、または硫黄で置換されてもよい。前記ピロリジン骨格

は、例えば、 ピロリジンの 5 員環内に、例えば、炭素—炭素二重結合、また

は、炭素—窒素二重結合を含んでもよい。前記ピロリジン骨格において、 ピ

口リジンの 5 員環を構成する炭素および窒素は、例えば、水素基が結合 して

もよいし、後述するような置換基が結合 してもよい。前記 リンカ一領域 （L

X ) は、例えば、前記ピロリジン骨格のいずれの基を介 して、前記領域 （X

) および前記領域 （X c ) と結合 してもよく、好ましくは、前記 5 員環のい

ずれか一個の炭素原子と窒素であり、好ましくは、前記 5 員環の 2 位の炭素

( C - 2 ) と窒素である。前記ピロリジン骨格としては、例えば、プロリン

骨格、プロリノール骨格等があげられる。前記プロリン骨格およびプロリノ

—ル骨格等は、例えば、生体内物質およびその還元体であるため、安全性に

も優れる。

[0095] 前記 ピぺ リジン骨格は、例えば、 ピぺ リジンの 6 員環を構成する炭素が、

1個以上、置換されたピペ リジン誘導体の骨格でもよく、置換される場合、

例えば、C _ 2 の炭素以外の炭素原子であることが好ましい。前記炭素は、

例えば、窒素、酸素、または硫黄で置換されてもよい。前記ピぺ リジン骨格

は、例えば、 ピぺ リジンの 6 員環内に、例えば、炭素—炭素二重結合、また

は、炭素—窒素二重結合を含んでもよい。前記ピぺ リジン骨格において、 ピ

ペ リジンの 6 員環を構成する炭素および窒素は、例えば、水素基が結合 して

もよいし、後述するような置換基が結合 してもよい。前記 リンカ一領域 （L



x ) は、例えば、前記ピぺリジン骨格のいずれの基を介して、前記領域 （X

) および前記領域 （X c ) と結合してもよく、好ましくは、前記6 員環のい

ずれか一個の炭素原子と窒素であり、好ましくは、前記6 員環の2 位の炭素

( C - 2 ) と窒素である。前記リンカ一領域 （L y ) についても同様である

[0096] 前記リンカ一領域は、例えば、前記非ヌクレオチド構造からなる非ヌクレ

才チド残基のみでもよいし、前記非ヌクレオチド構造からなる非ヌクレオチ

ド残基と、ヌクレオチド残基とを含んでもよい。

[0097] 前記リンカ一領域は、例えば、下記式 （I ) で表わされる。

[化1]

[0098] 前記式 （I ) 中、

X 1およびX 2は、それぞれ独立して、H 2、0 、S またはN Hであり；

丫，ぉょび丫？は、それぞれ独立して、単結合、C H 2、N H、0 またはS であ

し」；
R 3は、環A上のC —3 、C —4 、C —5 またはC —6 に結合する水素原子ま

たは置換基であり、
前記置換基は、O H、O R 4、N H 2、N H R4、N R4Rs、S H、S R 4 また

は才キソ基 （= 0 ) であり；

R 3が前記置換基の場合、置換基R 3は、 1でも複数でも、存在しなくてもよ

く、複数の場合、同一でも異なってもよく；

R 4およびR 5は、置換基または保護基であり、同一でも異なってもよく；

Ι_ ι は、 n個の原子からなるアルキレン鎖であり、ここで、アルキレン炭素原

子上の水素原子は、O H、 N H 2、N H R a、N R a R b、S Hもしくは



S R で置換 されても置換 されていな くてもよ く、 または、

L 1は、前記 アルキ レン鎖の一つ以上の炭素原子が、酸素原子で置換 されたポ

リエ一テル鎖であ り、

ただ し、 Y 1が、 N H、 0 または S の場合、 Y 1に結合する Ι_ ι の原子は炭素で

あ り、 O R i に結合する L i の原子は炭素であ り、酸素原子同士は隣接せず ；

L 2 は、 m個の原子か らなるアルキ レン鎖であ り、 ここで、 アルキ レン炭素原

子上の水素原子は、 O H、 O R c、 N H 2、 N H R C、 N R c R d、 S H も しくは

S R cで置換 されても置換 されていな くてもよ く、 または、

L 2 は、前記 アルキ レン鎖の一つ以上の炭素原子が、酸素原子で置換 されたポ

リエ一テル鎖であ り、

ただ し、 Y 2 が、 N H、 0 または S の場合、 Y 2 に結合する L 2の原子は炭素で

あ り、 O R 2 に結合する L 2の原子は炭素であ り、酸素原子同士は隣接せず ；

。ぉょび ？ 吖ょ、 それぞれ独立 して、置換基 または保護基であ り

I は、 1 または 2 であ り ；

m は、 0 ~ 3 0 の範 囲の整数であ り ；

n は、 0 ~ 3 0 の範 囲の整数であ り ；

環 A は、前記環 A 上の C _ 2 以外の 1 個 の炭素原子が、窒素、酸素、 または

硫黄で置換 されてもよ く、

前記環 A 内に、炭素 —炭素二重結合、 または、炭素 —窒素二重結合 を含んで

もよい。前記 リンカ一領域 （L x ) が前記式 （1 ) で表わされる場合、前記

領域 （X c ) および前記領域 （X ) は、 それぞれ、 _ 0 ¾ 1 _ または _ 0 尺2

—を介 して、前記 リンカ一領域 （L x ) に結合する。 また、前記 リンカ一領

域 （L y ) が前記式 （1 ) で表わされる場合、前記領域 （Y c ) および前記

領域 （Y ) は、 それぞれ、 _ 0 R 1 _ または _ 0 R 2 —を介 して、前記 リンカ

—領域 （L y ) に結合する。 ここで、 ¾ 1 ぉょび ¾ 2 は、存在 しても存在 しな

くてもよ く、存在する場合、 1ぉょび 2 は、 それぞれ独立 して、 ヌク レオ

チ ド残基 または前記構造 （I ) である。



[0099] 前記式 （I ) 中、X 1およびX 2は、例えば、それぞれ独立して、H 2、 0 、

S またはN Hである。前記式 （I ) 中において、乂，が でぁるとは、Χ ΐ が

、X 1の結合する炭素原子とともに、C H 2 (メチレン基）を形成することを

意味する。X 2についても同様である。

[01 00] 前記式 （I ) 中、環A において、 I は、 1 または2 である。 | = 1の場合

、環A は、 5 員環であり、例えば、前記ピロリジン骨格である。前記ピロリ

ジン骨格は、例えば、プロリン骨格、プロリノール骨格等があげられ、これ

らの二価の構造が例示できる。 1 = 2 の場合、環A は、 6 員環であり、例え

ば、前記ピぺリジン骨格である。環A は、環A上のC —2 以外の 1個の炭素

原子が、窒素、酸素または硫黄で置換されてもよい。また、環A は、環A 内

に、炭素—炭素二重結合または炭素—窒素二重結合を含んでもよい。環A は

、例えば、 L 型およびD型のいずれでもよい。

[01 0 1 ] 前記式 （I ) 中、丫，ぉょび丫？は、それぞれ独立して、単結合、C H 2、 N

H、 0 またはS である。

[01 02] 前記式 （I ) 中、 R 3は、環A上のC —3 、C _ 4 、 C —5 またはC —6 に

結合する水素原子または置換基である。前記置換基は、O H、 R N H 2

、 N H R 4、 N R 4 R 5、 S H、 S R 4 または才キソ基 （= 0 ) である。 R 3が前

記置換基の場合、置換基R 3は、 1でも複数でも、存在しなくてもよく、複数

の場合、同一でも異なってもよい。 R 4およびR 5は、置換基または保護基で

あり、同一でも異なってもよい。

[01 03] 前記置換基は、例えば、ハロゲン、アルキル、アルケニル、アルキニル、

ハロアルキル、ァリール、ヘテロァリール、ァリールアルキル、シクロアル

キル、シクロアルケニル、シクロアルキルアルキル、シクリルアルキル、ヒ

ドロキシアルキル、アルコキシアルキル、アミノアルキル、ヘテロシクリル

アルケニル、ヘテロシクリルアルキル、ヘテロァリ一ルアルキル、シリル、

シリル才キシアルキル等があげられる。以下、同様である。

[01 04] 前記保護基は、例えば、反応性の高い官能基を不活性に変換する官能基で

あり、公知の保護基等があげられる。前記保護基は、例えば、文献 （丄 F



. . McOm i e , 「P r o t e c t i ng Gr oups i n Organ i c Chem i s t r y J P r e n

urn P r ess, London and New Yo r k , 1973) の記載 を援用できる。前記

保護基は、特 に制限されず、例えば、 t e r t —プチルジメチルシ リル （T

B D M S ) 基、 ビス （2 —ァセ トキシェチル才キシ）メチル （A C E ) 基、

トリイソプロビルシ リル才キシメチル （T O M ) 基、 1 _ ( 2 —シァノエ 卜

キシ）ェチル （C E E ) 基、 2 —シァノエ トキシメチル （C E M ) 基および

トリルスル フ才ニルエ トキシメチル （T E M ) 基、ジメ トキシ トリチル （D

M T r ) 等があげられる。 R 3 が O R 4 の場合、前記保護基は、特 に制限され

ず、例えば、 T B D M S 基、 A C E 基、 T O M 基、 C E E 基、 C E M 基およ

び T E M 基等があげられる。 この他 にも、後述するシ リル含有基等もあげら

れる。以下、同様である。

[ 0 105] 前記式 （I ) 中、 L 1 は、 n 個の原子か らなるアルキ レン鎖である。前記ァ

ルキ レン炭素原子上の水素原子は、例えば、 O H 、 R N H 2 、 N H R a、

N R a R b、 S H も しくは S R a で置換 されてもよい し、置換 されていな くても

よい。 または、 Ι_ ι は、前記アルキ レン鎖の一つ以上の炭素原子が酸素原子で

置換 されたポ リエーテル鎖でもよい。前記ポ リエーテル鎖は、例えば、ポ リ

エチ レング リコールである。なお、 Y 1 が、 N H 、 0 または S の場合、 Y 1 に

結合する L 1の原子は炭素であ り、 0 R に結合する L 1の原子は炭素であ り、

酸素原子同士は隣接 しない。つまり、例えば、 丫，がのの場合、その酸素原子

と L の酸素原子は隣接せず、 0 R 1の酸素原子 と L の酸素原子は隣接 しない

[ 0 106] 前記式 （I ) 中、 L 2 は、 m 個の原子か らなるアルキ レン鎖である。前記ァ

ルキ レン炭素原子上の水素原子は、例えば、 O H 、 O R c 、 N H 2 、 N H R c、

N R c R d、 S H も しくは S R cで置換 されてもよい し、置換 されていな くても

よい。 または、 L 2 は、前記アルキ レン鎖の一つ以上の炭素原子が酸素原子で

置換 されたポ リエーテル鎖でもよい。なお、 Y 2 が、 N H 、 0 または S の場合

、 Y 2 に結合する L 2の原子は炭素であ り、 0 R 2 に結合する L 2の原子は炭素

であ り、酸素原子同士は隣接 しない。つまり、例えば、 Y 2 が 0 の場合、その



酸素原子 と L 2 の酸素原子は隣接せず、 0 R 2の酸素原子 と L 2の酸素原子は隣

接 しない。

[01 07] L 1 の n および L 2の m は、特 に制限されず、 それぞれ、下限は、例 えば、

0 であ り、上限も、特 に制限されない。 n および m は、例 えば、前記 リンカ

—領域 （L x ) の所望の長 さに応 じて、適宜設定で きる。 n および m は、例

えば、製造 コス トおよび収率等の点か ら、 それぞれ、 0 ~ 3 0 が好 ま しく、

よ り好 ま しくは 0 ~ 2 0 であ り、 さ らに好 ま しくは 0 ~ 1 5 である。 n とm

は、同 じでもよい し （n = m ) 、異 な ってもよい。 n + m は、例 えば、 0 ~

3 0 であ り、好 ま しくは 0 ~ 2 0 であ り、 よ り好 ま しくは 0 ~ 1 5 である。

[01 08] R R b、 ¾ 。ぉょび ¾ 。は、 それぞれ独立 して、置換基 または保護基があ

げ られる。前記置換基および前記保護基は、例 えば、前述 と同様である。

[01 09] 前記式 （I ) において、水素原子は、例 えば、 それぞれ独立 して、 C し

B r 、 F および I 等のハ ロゲ ンに置換 されてもよい。

[01 10] 前記 リンカ一領域 （L x ) が、前記式 （I ) で表わされる場合、前記領域

( X c ) および前記領域 （X ) は、例 えば、 それぞれ、 _ 0 _ または _ 0

R 2 —を介 して、前記 リンカ一領域 （L x ) に結合する。 ここで、 R 1および

R 2 は、存在 しても存在 しな くてもよい。 R 1および R 2が存在する場合、 R 1

および R 2 は、 それぞれ独立 して、 ヌク レオチ ド残基 または前記式 （I ) の構

造である。 R 1および/ または R 2が前記 ヌク レオチ ド残基の場合、前記 リン

力一領域 （L x ) は、例 えば、 ヌク レオチ ド残基 R 1および/ または R 2 を除

く前記式 （I ) の構造か らなる前記非 ヌク レオチ ド残基 と、前記 ヌク レオチ

ド残基 とか ら形成 される。 R 1および/ または R 2が前記式 （I ) の構造の場

合、前記 リンカ一領域 （L x ) は、例 えば、前記式 （I ) の構造か らなる前

記非 ヌク レオチ ド残基が、 2 つ以上連結 された構造 となる。前記式 （I ) の

構造は、例 えば、 1 個、 2 個、 3 個 または 4 個含んでもよい。 このように、

前記構造 を複数含む場合、前記 （I ) の構造は、例 えば、直接連結 されても

よい し、前記 ヌク レオチ ド残基 を介 して結合 してもよい。他方、 R 1および R

2 が存在 しない場合、前記 リンカ一領域 （L x ) は、例 えば、前記式 （I ) の



構造か らなる前記非 ヌク レオチ ド残基のみか ら形成 される。 また、前記 リン

カー領域 （L y ) が、前記式 （I ) で表わされる場合、例 えば、前記領域 （

Y c ) 前記領域 （Y ) および前記 リンカ一領域 （L y ) について、前記 リ

ンカ一領域 （L x ) の説明を援用で きる。

[01 11] 前記領域 （X c ) および前記領域 （X ) 、 な らびに、前記領域 （Y c ) お

よび前記領域 （Y ) と、前記 _ 0 R 1 —および — 0 R 2—との結合の組合せは

、特 に制限されず、例 えば、以下のいずれかの条件があげ られる。

条件 （1 )

前記領域 （X c ) は、 _ 0 R 2 —を介 して、前記領域 （X ) は、 —O R 1—

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合 し、

前記領域 ( Y c ) は、 - O R 1 _ を介 して、前記領域 （Y ) は、 —O R 2 —

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合する。

条件 ( 2 )

前記領域 （X c ) は、 _ 0 R 2 —を介 して、前記領域 （X ) は、 —O R 1—

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合 し、

前記領域 ( Y c ) は、 _ 0 R 2 —を介 して、前記領域 （Y ) は、 —O R 1—

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合する。

条件 ( 3 )

前記領域 （X c ) は、 - O R 1 _ を介 して、前記領域 （X ) は、 —O R 2 —

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合 し、

前記領域 ( Y c ) は、 - O R 1 _ を介 して、前記領域 （Y ) は、 _ O R 2 _

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合する。

条件 （4 )

前記領域 （X c ) は、 - O R 1 _ を介 して、前記領域 （X ) は、 _ O R 2 _

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合 し、

前記領域 ( Y c ) は、 _ 0 R 2 —を介 して、前記領域 （Y ) は、 _ O R i _

を介 して、前記式 （I ) の構造 と結合する。

[01 12] 前記式 （I ) の構造は、例 えば、下記式 （I _ 1 ) 〜式 （I _ 9 ) が例示



で き、下記式において、 n および m は、前記式 （I ) と同 じである。下記式

において、 q は、 0 ~ 1 0 の整数である。

[ 化2]

• · · ( I 2 )



[01 13] 前記式 （1 — 1 ) ~ ( Ι — 9 ) において、 n 、 m および q は、特 に制限さ

れず、前述の通 りである。具体例 と して、前記式 （I _ 1 ) において、 n =

8 、前記 （I _ 2 ) において、 n = 3 、前記式 （I _ 3 ) において、 n = 4

または 8 、前記 （I — 4 ) において、 n = 7 または 8 、前記式 （I _ 5 ) に

おいて、 1 = 3 ぉょび = 4 、前記 （1 — 6 ) において、 1 = 8 ぉょび =

4 、前記式 （1 — 7 ) において、 n = 8 および m = 4 、前記 （1 — 8 ) にお

いて、 n = 5 および m = 4 、前記式 （I — 9 ) において、 q = 1 および m =

4 があげ られる。前記式 （I — 4 ) の一例 （n = 8 ) を、下記式 （l _ 4 a

) に、前記式 （I _ 6 ) の一例 （n = 5 、 m = 4 ) を、下記式 （I _ 6 a )

に示す。

[ 化3]

[01 14] 本発明において、 「アルキル」は、例 えば、直鎖状 または分枝状のアルキ

ル基 を含む。前記 アルキルの炭素数 は、特 に制限されず、例 えば、 1 ~ 3 0

であ り、好 ま しくは、 1 ~ 6 または 1 ~ 4 である。前記 アルキル基は、例 え

ば、 メチル、ェチル、 n —プロピル、 イソプロピル、 n - プチル、 ィソプチ

ル、 s e c —プチル、 t e r t —プチル、 n —ペ ンチル、 イソペ ンチル、 ネ

才ペ ンチル、 n —へキシル、 イソへキシル、 n —ヘ プチル、 n —才 クチル、

n —ノニル、 n —デシル等があげ られる。好 ま しくは、例 えば、 メチル、ェ

チル、 n —プロピル、 イソプロピル、 n - プチル、 ィソプチル、 s e c —プ



チル、 t e r t — プチル、 n —ペ ンチル、 イソペ ンチル、 ネオペ ンチル、 n -

へキシル、 イソへキシル等があげ られる。

[01 15 ] 本発明において、 「ァルケニル」は、例 えば、直鎖状 または分枝状のアル

ケニル を含む。前記 アルケニルは、前記 アルキル において、 1 個 または複数

の二重結合 を有するもの等があげ られる。前記 アルケニルの炭素数 は、特 に

制限されず、例 えば、前記 アルキル と同様であ り、好 ま しくは 2 ~ 8 である

。前記 アルケニルは、例 えば、 ビニル、 1 _ プロぺニル、 2 _ プロぺニル、

1 —プテニル、 2 —プテニル、 3 —プテニル、 1 ， 3 —プタジェニル、 3 _

メチル — 2 —プテニル等があげ られる。

[01 16 ] 本発明において、 「アルキニル」は、例 えば、直鎖状 または分枝状のアル

キニル を含む。前記 アルキニルは、前記 アルキル において、 1 個 または複数

の三重結合 を有するもの等があげ られる。前記 アルキニルの炭素数 は、特 に

制限されず、例 えば、前記 アルキル と同様であ り、好 ま しくは 2 ~ 8 である

。前記 アルキニルは、例 えば、ェチニル、 プロピニル、 プチニル等があげ ら

れる。前記 アルキニルは、例 えば、 さ らに、 1 個 または複数の二重結合 を有

してもよい。

[01 17 ] 本発明において、 「ァ リール」は、例 えば、単環芳香族炭化水素基および

多環芳香族炭化水素基 を含む。前記単環芳香族炭化水素基は、例 えば、 フエ

ニル等があげ られる。前記多環芳香族炭化水素基は、例 えば、 1 _ ナ フチル

、 2 _ ナ フチル 、 1 _ ア ン トリル 、 2 _ ア ン トリル 、 9 _ ア ン トリル 、 1 _

フ エナ ン トリル 、 2 _ フ エナ ン トリル 、 3 _ フ エナ ン トリル 、 4 _ フ エナ ン

トリル、 9 _ フエナ ン トリル等があげ られる。好 ま しくは、例 えば、 フエ二

ル、 —ナフチルおよび 2 _ ナ フチル等のナフチル等があげ られる。

[01 18 ] 本発明において、 「ヘテ ロァ リール」は、例 えば、単環芳香族複素環式基

および縮合芳香族複素環式基 を含む。前記へテ ロァ リ一ルは、例 えば、 フ リ

ル （例 ：2 —フ リル、 3 —フ リル）、チェニル （例 ：2 _ チェニル、 3 —チ

ェニル）、 ピロ リル （例 ：1 _ ピロ リル、 2 _ ピロ リル、 3 _ ピロ リル）、

ィミダゾ リル （例 ：1 _ イ ミダゾ リル、 2 _ イ ミダゾ リル、 4 _ イ ミダゾ リ



ル）、 ピラゾ リル （例 ：1 — ピラゾ リル、 3 — ピラゾ リル、 4 _ ピラゾ リル

) 、 卜リアゾ リリレ （例 ：1 ， 2 ， 4 _ 卜リアゾ一ル _ 1 _ ィル、 1 ， 2 ， 4

— 卜リアゾ一ル — 3 —ィル、 1 ， 2 ， 4 _ 卜リアゾ一ル _ 4 _ ィル）、テ 卜

ラゾ リル （例 ：1 —テ トラゾ リル、 2 —テ トラゾ リル、 5 —テ トラゾ リル）

、才キサ ゾ リル （例 ：2 —才キサ ゾ リル、 4 —才キサ ゾ リル、 5 —才キサ ゾ

リル）、 ィソキサ ゾ リル （例 ：3 —ィソキサ ゾ リル、 4 —ィソキサ ゾ リル、

5 _ イソキサ ゾ リル）、チアゾ リル （例 ：2 —チアゾ リル、 4 _ チアゾ リル

、 5 _ チアゾ リル）、チアジアゾ リル、 イソチアゾ リル （例 ：3 _ イ ソチア

ゾ リル、 4 _ イソチアゾ リル、 5 _ イソチアゾ リル）、 ピリジル （例 ：2 —

ピリジル、 3 _ ピリジル、 4 _ ピリジル）、 ピリダジニル （例 ：3 _ ピリダ

ジニル、 4 _ ピリダジニル）、 ピリミジニル （例 ：2 _ ピリミジニル、 4 -

ピリミジニル、 5 — ピリミジニル）、 フラザニル （例 ：3 _ フラザニル）、

ビラジニル （例 ：2 — ピラジニル）、才キサジァゾ リル （例 ：1 ， 3 ， 4 —

才キサジァゾ一ル — 2 _ ィル）、ベ ンゾフ リル （例 ：2 _ ベ ンゾ [ b ] フ リ

ル、 一ベ ンゾ [ b ] フ リル、 4 _ ベ ンゾ [ b ] フ リル、 5 _ べ ンゾ [ 1 ] フ

リル、 6 _ ベ ンゾ [ b ] フ リル、 7 _ ベ ンゾ [ b ] フ リル）、ベ ンゾチェ二

ル （例 ：2 —ベ ンゾ [ b ] チェニル、 3 —ベ ンゾ [ b ] チェニル、 4 —ベ ン

ゾ [ b ] チェニル、 5 —ベ ンゾ [ b ] チェニル、 6 —ベ ンゾ [ b ] チェニル

、 7 _ ベ ンゾ [ b ] チェニル）、ベ ンズイミダゾ リル （例 ：1 —ベ ンゾイミ

ダゾ リル、 2 _ ベ ンゾィミダゾ リル、 4 _ ベ ンゾィミダゾ リル、 5 _ ベ ンゾ

ィミダゾ リル）、 ジべ ンゾフ リル、ベ ンゾ才キサ ゾ リル、ベ ンゾチァゾ リル

、 キノキサ リル （例 ：2 _ キ ノキサ リニル、 5 _ キ ノキサ リニル、 6 —キノ

キサ リニル）、 シンノリニル （例 ：3 —シンノリニル、 4 —シンノリニル、

5 _ シ ンノ リニル、 6 —シンノ リニル、 7 —シンノリニル、 8 _ シ ンノリ二

ル）、 キナゾ リル （例 ：2 —キナゾ リニル、 4 —キナゾ リニル、 5 _ キナ ゾ

リニル、 6 —キナゾ リニル、 7 —キナゾ リニル、 8 —キナゾ リ二ル）、 キノ

リル （例 ：2 _ キ ノ リル、 3 _ キ ノ リル、 4 — キノ リル、 5 _ キ ノ リル、 6

—キノ リル、 7 —キノ リル、 8 _ キ ノ リル）、 フタラジニル （例 ：1 —フタ



ラジニル、 5 _ フタラジニル、 6 _ フタラジニル）、 イソキノ リル （例 ：1

—イソキノ リル、 3 _ イソキノ リル、 4 _ イソキノ リル、 5 _ イソキノ リル

、 6 _ イソキノ リル、 7 _ イソキノ リル、 8 _ イソキノ リル）、 プ リル、 プ

テ リジニル （例 ：2 —プテ リジニル、 4 - プテ リジニル、 6 - プテ リジニル

、 7 —プテ リジニル）、 カルバ ゾ リル、 フエナ ン トリジニル、 ァク リジニル

(例 ：1 _ ァク リジニル、 2 _ ァク リジニル、 3 _ ァク リジニル、 4 —ァク

リジニル、 9 _ ァク リジニル）、 イン ドリリレ （例 ：1 _ イ ン ドリル、 2 —ィ

ン ドリル 、 3 _ イ ン ドリル 、 4 _ イ ン ドリル 、 5 _ イ ン ドリル 、 6 _ イ ン ド

リル、 7 _ イ ン ドリル）、 イソイン ドリル、 フエナジニル （例 ：1 _ フエナ

ジニル、 2 _ フエナジニル） またはフエノチアジニル （例 ：1 —フエノチア

ジニル、 2 _ フエノチアジニル、 3 _ フエノチアジニル、 4 _ フエノチアジ

ニル）等があげ られる。

[01 19] 本発明において、 「シクロアルキル」は、例 えば、環状飽和炭化水素基で

あ り、炭素数 は、例 えば、 3 ~ 1 5 である。前記シクロアルキルは、例 えば

、 シクロプロピル、 シクロプチル、 シクロペ ンチル、 シクロへキシル、 シク

口へ プチル、 シク口才 クチル、橋 かけ環式炭化水素基、 ス ピロ炭化水素基等

があげ られ、好 ま しくは、 シクロプロピル、 シクロプチル、 シクロペ ンチル

、 シクロへキシル、橋 かけ環式炭化水素基等があげ られる。

[01 20] 本発明において、 「橋 かけ環式炭化水素基」は、例 えば、 ビシクロ [ 2 .

1 . 0 ] ペ ンチル、 ビシクロ [ 2 . 2 . 1 ] ヘ プチル、 ビシクロ [ 2 . 2 .

2 ] 才 クチルおよび ビシクロ [ 3 . 2 . 1 ] 才 クチル、 卜リシクロ [ 2 . 2

. 1 . 0 ] ヘ プチル、 ビシクロ [ 3 . 3 . 1 ] ノナ ン、 1 —ァダマ ンチル、

2 —ァダマ ンチル等があげ られる。

[01 2 1 ] 本発明において、 「ス ピロ炭化水素基」は、例 えば、 ス ピロ [ 3 . 4 ] 才

クチル等があげ られる。

[01 22] 本発明において、 「シクロアルケニル」は、例 えば、環状の不飽和脂肪族

炭化水素基 を包み、炭素数 は、例 えば、 3 ~ 7 個 である。前記基は、例 えば

、 シクロプロぺニリレ、 シクロプテニリレ、 シクロペ ンテ二リレ、 シクロへキセニ



ル、 シクロヘ プテニル等があげ られ、好 ま しくは、 シクロプロぺニル、 シク

ロプテニル、 シクロペ ンテニル、 シクロへキセニル等である。前記シクロア

ルケニルは、例 えば、環 中に不飽和結合 を有する橋 かけ環式炭化水素基およ

びス ピロ炭化水素基 も含む。

[01 23] 本発明において、 「ァ リール アルキル」は、例 えば、ベ ンジル、 2 _ フエ

ネチル、 およびナフタ レニル メチル等があげ られ、 「シクロアルキル アルキ

ル」 または 「シク リル アルキル」は、例 えば、 シクロへキシル メチル、 ァダ

マ ンチル メチル等があげ られ、 「ヒ ドロキシアルキル」は、例 えば、 ヒ ドロ

キシメチルおよび 2 — ヒ ドロキシェチル等があげ られる。

[01 24] 本発明において、 「アル コキシ」は、前記 アルキル _ 0 _ 基 を含み、例 え

ば、 メ トキシ、エ トキシ、 n —プロポキシ、 イソプロポキシ、 および n —プ

トキシ等があげ られ、 「アル コキシアルキル」は、例 えば、 メ トキシメチル

等があげ られ、 「ァミノアルキル」は、例 えば、 2 _ アミノエチル等があげ

られる。

[01 25] 本発明において、 「ヘテ ロシク リル」は、例 えば、 1 _ ピロ リニル、 2 _

ピロ リニル、 3 _ ピロ リニル、 1 _ ピロ リジニル、 2 _ ピロ リジニル、 3 _

ピ口 リジニル、 ピロ リジノン、 1 _ イ ミダゾ リニル、 2 _ イ ミダゾ リニル、

4 _ イ ミダゾ リニル、 1 _ イ ミダゾ リジニル、 2 _ イ ミダゾ リジニル、 4 -

ィ ミダゾ リジニル、 ィミダゾ リジノン、 1 — ビラゾ リニル、 3 — ビラゾ リ二

ル、 4 — ビラゾ リニル、 1 — ビラゾ リジニル、 3 — ビラゾ リジニル、 4 — ピ

ラゾ リジニル、 ピペ リジノン、 ピペ リジノ、 2 — ピペ リジニル、 3 — ピペ リ

ジニル、 4 - ピぺ リジニル、 1 一 ピペ ラジニル、 2 - ピペ ラジニル、 ピペ ラ

ジノン、 2 _ モルホ リニル、 3 _ モルホ リニル、 モルホ リノ、テ トラ ヒ ドロ

ビラニル、テ トラ ヒ ドロフラニル等があげ られる。

[01 26] 本発明において、 「ヘテ ロシク リル アルキル」は、例 えば、 ピペ リジニル

メチル、 ピペ ラジニル メチル等があげ られ、 「ヘテ ロシク リル アルケニル」

は、例 えば、 2 — ピペ リジニルェテニル等があげ られ、 「ヘテ ロァ リ一ル ァ

ルキル」は、例 えば、 ピリジル メチルおよびキノ リン_ 3 —ィル メチル等が



あげられる。
[01 27] 本発明において、 「シリル」は、式R3S ί _ で表される基を含み、Rは、

独立して、前記アルキル、ァリ一ルおよびシクロアルキルから選択でき、例
えば、卜リメチルシリル基、tert- プチルジメチルシリル基等があげられ、 「
シリル才キシ」は、例えば、卜リメチルシリル才キシ基等があげられ、 「シ
リル才キシアルキル」は、例えば、卜リメチルシリル才キシメチル等があげ
られる。

[01 28] 本発明において、 「アルキレン」は、例えば、メチレン、エチレン、およ
びプロピレン等があげられる。

[01 29] 本発明において、前述した各種基は、置換されてもよい。前記置換基は、
例えば、ヒドロキシ、カルボキシ、ハロゲン、ハロゲン化アルキル （例：C
F3、CH2CF3、CH2CC I 3) 、ニトロ、ニトロソ、シァノ、アルキル （
例：メチル、ェチル、イソプロピル、t e r t —プチル）、アルケニル （例
：ビニル）、アルキニル （例：ェチニル）、シクロアルキル （例：シクロプ
口ピル、ァダマンチル）、シクロアルキルアルキル （例：シクロへキシルメ
チル、ァダマンチルメチル）、シクロアルケニル （例：シクロプロぺニル）
、ァリール （例：フエニル、ナフチル）、ァリールアルキル （例：ベンジル
、フエネチル）、ヘテロァリール （例：ピリジル、フリル）、ヘテロァリ一
ルアルキル （例：ピリジルメチル）、ヘテロシクリル （例：ピペリジル）、
ヘテロシクリルアルキル （例：モルホリルメチル）、アルコキシ（例：メ卜
キシ、エトキシ、プロポキシ、プトキシ）、ハロゲン化アルコキシ（例：0
CF3) 、アルケニル才キシ（例：ビニル才キシ、ァリル才キシ）、ァリール
才キシ（例：フエニル才キシ）、アルキル才キシカルボニル （例：メトキシ
カルボニル、エトキシカルボニル、t e r t —プトキシカルボ二ル）、ァリ
—ルアルキル才キシ（例：ベンジル才キシ）、ァミノ[アルキルアミノ（例
：メチルァミノ、ェチルァミノ、ジメチルァミノ）、ァシルァミノ（例：ァ
セチルァミノ、ベンゾィルァミノ）、ァリールアルキルアミノ（例：ベンジ
ルァミノ、トリチルァミノ）、ヒドロキシァミノ] 、アルキルアミノアルキ



ル （例 ：ジェチル アミノメチル）、 スル ファモイル、才キソ等があげ られる

[01 30] 4 . 本発明の s s N c 分子の合成方法

本発明の s s N c 分子の合成方法は、特 に制限されず、従来公知の方法が

採用で きる。前記合成方法は、例 えば、遺伝子工学的手法 による合成法、化

学合成法等があげ られる。遺伝子工学的手法は、例 えば、 インビ トロ転写合

成法、ベ クタ一を用いる方法、 P C R カセ ッ トによる方法があげ られる。前

記べ クタ一は、特 に制限されず、 プラスミ ド等の非 ウィルスベ クタ一、 ウイ

ルスベ クター等があげ られる。前記化学合成法は、特 に制限されず、例 えば

、ホスホ ロアミダイ 卜法および H —ホスホネ一 卜法等があげ られる。前記化

学合成法は、例 えば、市販の自動核酸合成機 を使用可能である。前記化学合

成法は、一般 に、 アミダイ 卜が使用される。前記 アミダイ 卜は、特 に制限さ

れず、市販のアミダイ 卜と して、例 えば、 R N A P h o s p h o r a m i

d i t e s ( 2 ' — 0 — T B D M S i 、商 品名、三千里製薬）、 A C E アミ

ダイ 卜および T O M アミダイ 卜、 C E E アミダイ 卜、 C E M アミダイ 卜、 T

E M アミダイ 卜等があげ られる。

[01 3 1 ] 5 . 組成物

本発明の発現抑制用組成物 は、前述のように、標 的遺伝子の発現 を抑制す

るための組成物であ り、前記本発明の s s N c 分子 を含む ことを特徴 とする

。本発明の組成物 は、前記本発明の s s N c 分子 を含む ことが特徴であ り、

その他の構成 は、何 ら制限されない。本発明の発現抑制用組成物 は、例 えば

、発現抑制用試薬 ということもで きる。

[01 32] 本発明によれば、例 えば、前記標 的遺伝子が存在する対象 に投与すること

で、前記標 的遺伝子の発現抑制 を行 うことがで きる。

[01 33] また、本発明の薬学的組成物 は、前述のように、前記本発明の s s N c 分

子 を含む ことを特徴 とする。本発明の組成物 は、前記本発明の s s N c 分子

を含む ことが特徴であ り、 その他の構成 は何 ら制限されない。本発明の薬学

的組成物 は、例 えば、医薬品 ということもで きる。



[01 34] 本発明によれば、例 えば、遺伝子が原因 となる疾患の患者 に投与すること

で、前記遺伝子の発現 を抑制 し、前記疾患を治療することがで きる。本発明

において、 「治療」は、前述のように、例 えば、前記疾患の予防、疾患の改

善、予後の改善の意味を含み、 いずれでもよい。

[01 35] 本発明において、治療の対象 となる疾患は、特 に制限されず、例 えば、遺

伝子の発現が原因 となる疾患があげ られる。前記疾患の種類 に応 じて、 その

疾患の原因 となる遺伝子を前記標 的遺伝子に設定 し、 さ らに、前記標 的遺伝

子に応 じて、前記発現抑制配列を適宜設定すればよい。

[01 36] 具体例 と して、前記標 的遺伝子を前記 T G F - 遺伝子に設定 し、前記

遺伝子に対する発現抑制配列を前記 s s N c 分子に配置すれば、例 えば、炎

症性疾患、具体的には、急性肺傷害等の治療 に使用で きる。

[01 37] 本発明の発現抑制用組成物 および薬学的組成物 （以下、組成物 という）は

、 その使用方法は、特 に制限されず、例 えば、前記標 的遺伝子を有する投与

対象 に、前記 s s N c 分子を投与すればよい。

[01 38] 前記投与対象は、例 えば、細胞、組織 または器官があげ られる。前記投与

対象は、例 えば、 ヒ 卜、 ヒ 卜を除 く非 ヒ 卜哺乳類等の非 ヒ 卜動物があげ られ

る。前言己殳与は、ィ列えば、 ί η ν i v o でも ί n ν i t r o でもよし、。

前記細胞 は、特 に制限されず、例 えば、 H e L a 細胞、 2 9 3 細胞、 N I H

3 T 3 細胞、 C O S 細胞等の各種培養細胞、 E S 細胞、造血幹細胞等の幹細

胞、初代培養細胞等の生体か ら単離 した細胞等があげ られる。

[01 39] 前記投与方法は、特 に制限されず、例 えば、投与対象 に応 じて適宜決定で

きる。前記投与対象が培養細胞の場合、例 えば、 トランスフエクシ ヨン試薬

を使用する方法、エ レク 卜ロボ レ一シ ヨン法等があげ られる。

[0140] 本発明の組成物 は、例 えば、本発明の s s N c 分子のみを含んでもよい し

、 さ らにその他の添加物 を含んでもよい。前記添加物 は、特 に制限されず、

例 えば、薬学的に許容 された添加物が好 ま しい。前記添加物の種類 は、特 に

制限されず、例 えば、投与対象の種類 に応 じて適宜選択で きる。

[0141 ] 本発明の組成物 において、前記 s s N c 分子は、例 えば、前記添加物 と複



合体を形成 してもよい。前記添加物は、例えば、複合化剤ということもでき

る。前記複合体形成により、例えば、前記 s s N c 分子を効率よくデ リバ リ

—することができる。前記 s s N c 分子と前記複合化剤との結合は、特に制

限されず、例えば、非共有結合があげられる。前記複合体は、例えば、包接

複合体があげられる。

[0142] 前記複合化剤は、特に制限されず、ポリマ一、シクロデキス トリン、ァダ

マンチン等があげられる。前記シクロデキス トリンは、例えば、線状シクロ

デキス トリンコポリマ一、線状酸化シクロデキス トリンコポリマ一等があげ

られる。

[0143] 前記添加剤は、この他に、例えば、担体、標的細胞八の結合物質、縮合剤

、融合剤、賦形剤等があげられる。

[0144] 前記担体は、例えば、高分子が好ましく、より好ましくは、生体高分子で

ある。前記担体は、例えば、生分解性が好ましい。前記担体は、例えば、 ヒ

卜血清アルブミン （H S A ) 、低密度 リポタンパク質 （L D L ) 、グロプリ

ン等のタンパク質 ；例えば、デキス トラン、プルラン、キチン、キ トサン、

ィヌリン、シクロデキス トリン、 ヒアルロン酸等の糖質 ；脂質等があげられ

る。前記担体は、例えば、合成ポリアミノ酸等の合成ポリマ一も使用できる

。前記ポリアミノ酸は、例えば、ポリリシン （P L L ) 、ポリL —ァスパラ

ギン酸、ポリL —グルタミン酸、スチレン—マレイン酸無水物コポリマ一、

ポリ （L —ラクチ ド—コ― グリコリド）コポリマ一、ジビニルエーテル—マ

レイン酸無水物コポリマ一、 N — ( 2 —ヒドロキシプロピル）メタクリルァ

ミ ドコポリマ一 （H M P A ) 、ポリエチレングリコール （P E G ) 、ポリビ

ニルアルコール （P V A ) 、ポリウレタン、ポリ （2 —ェチルアクリル酸）

、 N —イソプロピルアクリルアミ ドボリマ一、又はポリホスファジン （p o

I y p h o s p h a z i n e )等が'めけりれる。

[0145] 前記結合物質は、例えば、甲状腺刺激ホルモン、 メラニ ン細胞刺激ホルモ

ン、 レクチン、糖タンパク質、サ一ファクタン 卜プロテインA 、厶チン糖質

、多価ラク 卜一ス、多価ガラク 卜一ス、 N —ァセチルガラク 卜サミン、 N —



ァセチルダルコサミン、多価マンノース、多価フコース、グリコシル化ポリ

アミノ酸、多価ガラク 卜一ス、 トランスフェリン、 ビスホスホネ一 卜、ポリ

グルタミン酸、ポリアスパラギン酸、脂質、コレステロール、ステロイ ド、

胆汁酸、葉酸塩、 ビタミンB 1 2 、 ビ才チン、ネプロキシン （N e p r o x

i n )、 R G Dペプチ ド、 R D Gぺプチ ド擬似体等があげられる。

[0146] 前記融合剤および縮合剤は、例えば、ポリエチレンィミン （P E I ) 等の

ポリアミノ鎖等があげられる。 P E I は、例えば、直鎖状および分岐状のい

ずれでもよく、また、合成物および天然物のいずれでもよい。前記 P E I は

、例えば、アルキル置換されてもよいし、脂質置換されてもよい。また、前

記融合剤は、この他に、例えば、ポリヒスチジン、ポリイミダゾ一ル、ポリ

ピリジン、ポリプロピレンィミン、メリチン、ポリアセタ一ル物質 （例えば

、カチオン性ポリアセタール等）等が使用できる。前記融合剤は、例えば、

らせん構造を有 してもよい。前記融合剤は、例えば、メリチン等の膜崩壊

剤でもよい。

[0147] 本発明の組成物は、例えば、前記複合体の形成等について、米国特許第 6

， 5 0 9 , 3 2 3 号、米国特許公報第 2 0 0 3 / 0 0 0 8 8 1 8 号、 P C T

/ U S 0 4 / 0 7 0 7 0 号等を援用できる。

[0148] 前記添加剤は、この他に、例えば、両親媒性分子があげられる。前記両親

媒性分子は、例えば、疎水性領域および親水性領域を有する分子である。前

記分子は、例えば、ポリマーが好ましい。前記ポリマ一は、例えば、二次構

造を有するポリマーであり、反復性の二次構造を有するポリマーが好ましい

。具体例としては、例えば、ポリぺプチ ドが好ましく、より好ましくは、

らせん状ポリぺプチ ド等である。

[0149] 前記両親媒性ポリマーは、例えば、 2 つ以上の両親媒性サブユニットを有

するポリマ一でもよい。前記サプュニットは、例えば、少なくとも 1 つの親

水性基および 1 つの疎水性基を有する環状構造を有するサブユニットがあげ

られる。前記サブュニッ卜は、例えば、コール酸等のステロイ ド、芳香族構

造等を有 してもよい。前記ポリマ一は、例えば、芳香族サブユニット等の環



状構造サ プユニ ッ トとアミノ酸の両方 を有 してもよい。

[01 50] 6 . 應 纏 ぉ 去

本発明の発現抑制方法は、前述のように、標 的遺伝子の発現 を抑制する方

法であ って、前記本発明の s s N c 分子 を使用することを特徴 とする。本発

明の発現抑制方法は、前記本発明の s s N c 分子 を使用することが特徴であ

つて、 その他の工程 および条件は、何 ら制限されない。

[01 5 1 ] 本発明の発現抑制方法 において、前記遺伝子の発現抑制のメカニズムは、

特 に制限されず、例 えば、 R N A 干渉 または R N A 干渉様の現象 による発現

抑制があげ られる。 ここで、本発明の発現抑制方法は、例 えば、前記標 的遺

伝子の発現 を抑制する R N A 干渉 を誘導する方法であ り、前記本発明の s s

N c 分子 を使用することを特徴 とする発現誘導方法 ともいえる。

[01 52] 本発明の発現抑制方法は、例 えば、前記標 的遺伝子が存在する対象 に、前

記 s s N c 分子 を投与する工程 を含む。前記投与工程 によ り、例 えば、前記

投与対象 に前記 s s N c 分子 を接触 させる。前記投与対象は、例 えば、細胞

、組織 または器官があげ られる。前記投与対象は、例 えば、 ヒ 卜、 ヒ 卜を除

く非 ヒ 卜哺乳類等の非 ヒ 卜動物があげ られる。前記投与は、例 えば、 ί η

ν I v o でも I n v I t r o でもよい o

[01 53] 本発明の発現抑制方法は、例 えば、前記 s s N c 分子 を単独で投与 しても

よい し、前記 s s N c 分子 を含む前記本発明の組成物 を投与 してもよい。前

記投与方法は、特 に制限されず、例 えば、投与対象の種類 に応 じて適宜選択

で きる。

[01 54] 7 . ミ台鍾 去

本発明の疾患の治療方法は、前述のように、前記本発明の s s N c 分子 を

、患者 に投与する工程 を含み、前記 s s N c 分子が、前記発現抑制配列 と し

て、前記疾患の原因 となる遺伝子の発現 を抑制する配列を有することを特徴

とする。本発明の治療方法は、前記本発明の s s N c 分子 を使用することが

特徴であ って、 その他の工程 および条件は、何 ら制限されない。

[01 55] 本発明の治療方法は、例 えば、前記本発明の発現抑制方法等 を援用で きる



。前記投与方法は、特 に制限されず、例 えば、経 口投与および非経 口投与の

いずれでもよい。

[01 56] 8 . s s N c 分子の使用

本発明の使用は、前記標 的遺伝子の発現抑制のための、前記本発明の s s

N c 分子の使用である。 また、本発明の使用は、 R N A 干渉の誘導のための

、前記本発明の s s N c 分子の使用である。

[01 57] 本発明の核酸分子は、疾患の治療 に使用するための核酸分子であ って、前

記核酸分子は、前記本発明の s s N c 分子であ り、前記 s s N c 分子が、前

記発現抑制配列 と して、前記疾患の原因 となる遺伝子の発現 を抑制する配列

を有することを特徴 とする。

[ 0 158] 以下、実施例等 によ り、本発明を詳 しく説明するが、本発明はこれ らに限

定されるものではない。

実施例

[01 59] (実施例 A ) R N A の合成

実施例の R N A ( E x ) と して、以下に示す s s R N A ( N K - 0 0 6

) を合成 した。前記 N K — 0 0 1 6 は、 G A P D H 遺伝子の発現 を抑制する

1 9 塩基長の発現抑制配列 （配列番号 1 ) を有 する。 N K — 0 0 1 6 の配列

において、領域 （X c ) と領域 （X ) との間が、 リンカ一領域 （L x ) であ

り、領域 （Y ) と領域 （Y c ) との間が、 リンカ一領域 （L y ) である （以

下、同様）。配列において、 5 ' 領域 （X c ) および 3 ' 領域 （Y c ) は、

それぞれ小文字で表わす （以下、同様）。

G A P D H 遺伝子発現抑制配列 （配列番号 1 )

5' - G U U G U C A U A C U U C U C A U G G-3'

[ 化4]

Ε χ : Ν Κ - 0 0 1 6 (配 列番 号 2 )

5 ' - cauqaqaaquauqacaacaqccCCACACCGGCUGUUGUCAUACUUCUCADGeuucuuCGqaa -3'

c x Y C

[01 60] 比較例の R N A と して、以下に示す、 R N A ί ポジテ ィブコ ン トロ ー ル （



P c ) の d s R N A ( N 1 - 0 0 1 ) を合成 した。 N I — 0 0 1 1 は、各

—本鎖の 3 ' 末端 に 2 塩基の才バ一ハ ングを有 し、配列番号 4 の一本鎖が、

前記 N K — 0 0 1 6 と同様 に、前記 1 9 塩基長の発現抑制配列を有 している

[01 6 1 ] [ 化 5]

P c ：N I - 0 0 1 1

S ' - CCAUGAGAAGUAUGACAACAG - 3 ' ほほ幡 号3 )
3 ' - UUGGUACUCUUCAUACUGUUG - 5 ' 番号4 )

[01 62] 前記 R N A は、ホスホ ロアミダイ 卜法 に基づ き、核酸合成機 （商品名 A B

I E x p e d i t e (登録商標） 8 9 0 9 N u c l e i c A c i d

S y n t h e s i s S y s t e m ア プ ラ イ ドノくィ才 シ ステ ム ス ) に よ

り合成 した。前記合成 には、 R N A アミダイ 卜と して、 R N A P h o s p

h o r a m i d i t e s ( 2 ' — 0 — T B D M S i 、商 品名、三千里製薬）

を用いた （以下、同様）。前記 アミダイ 卜の脱保護 は、定法 に従 った。合成

した R N A は、 H P L C によ り精製 した。精製後の R N A は、 それぞれ凍結

乾燥 した。以下の実施例 において、 R N A の合成 は、特 に示 さない限 り、本

実施例 と同様 に行 った。

[01 63] 凍結乾燥 した R N A は、注射用蒸留水 （大塚製薬、以下同様）を用いて、

所望の濃度 となるよう溶解 した。

[01 64] (実施例 A 2 ) H C T 1 1 6 細胞 におけるG A P D H 遺伝子の発現抑制効果

本発明の s s R N A を用いて、 ί η V ί t r ο におけるG A P D Η 遺伝

子の発現抑制 を確認 した。

[01 65] ( ) 材料 および方法

実施例の R N A ( E x ) と して、前記実施例 A 1 の s s R N A ( N K - 0

0 1 6 ) を使用 した。

[ 化 6]

E x ：N K - 0 0 1 6 (配列番号 'λ )

5 ' - caugagaaquauqacaacagccCCACACCGGCUGUUGUCAUACUUCUCADGGUUCUUCGcaa -3'

c X c



[01 66] 前記 R N A を、所望の濃度 となるように、注射用蒸留水 に溶解 し、 R N A

溶液 を調製 した。細胞 は、 H C T 1 6 細胞 （D S ファーマバイオメデ ィ力

ル）を使用 し、培地は、 1 0 % F B S を含むM c C o y ' s 5 A ( I n v

i t r o g e n ) 培地 を使用 し、培養条件は、 3 7 °C、 5 % C 0 2下 と した。

[01 67] まず、 H C T 1 6 細胞 を、前記培地中で培養 し、 その培養液 を、 2 4 穴

プ レー 卜に、 4 0 0 从 1_ ずつ、 2 X 1 0 4細胞 / ゥエル となるように分注 した

。 さ らに、前記 ゥエル中の細胞 を 2 4 時間培養 した後、前記 R N A を、 トラ

ンス フ エ クシ ョン試薬 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 (商 品名、 I n

v i t r o g e n ) を用い、添付 プロ 卜コール に従 って、 トランスフエクシ

ヨン した。具体的には、前記 ゥエルあた りの組成 を以下のように設定 し、 卜

ランスフエクシ ヨンを行 った。なお、前記 ゥエル において、前記 R N A の最

終濃度 は、 5 n m o l Z L 、 1 0 n m o I / L 2 0 n m o I / L 4 0 n

m o I / L と した。

[01 68] [ 表 1]

( ゥ エル あた りの組成 ： L )

培養液 4 0 0

( A ) L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 1 . 5

( B ) O p t i - M E M ( v i t r o g e n ) 9 8

( C ) R N A 溶液 0 . 5

合計 5 0 0

[01 69] トラ ンス フエクシ ヨン後、前記 ゥエル中の細胞 を 4 8 時間培養 した後、 R

N e a s y M i n i K i t (商 品名、 Q ί a g e n ) を用い、添付のプ

ロ トコール に従 って、 R N A を回収 した。次 に、逆転写酵素 （商品名 S u p

e r S c r i p t I I し I n v i t r o g e n ) を用し、、添付のプロ 卜

コール に従 って、前記 R N A か ら c D N A を合成 した。 そ して、合成 した前

記 c D N A を錶型 と して P C R を行い、 G A P D H 遺伝子の発現量および内

部標準である β — ァゥチ ン遺伝子の発現量 を測定 した。前記 G A P D Η 遺伝

子の発現量は、前記 —ァクチ ン遺伝子の発現量 によ り補正 した。

[01 70] 前記 P C R は、試薬 と して L i g h t C y c l e r F a s t S t a r t

D N A M a s t e r S Y B R G e e n I (商 品名、 R o c h e



) 、 機 器 と して L i g h t C y c l e D X 4 0 0 (商 品 名 、 R o c h

e ) を用 い た （以 下 、 同様 。 ） 。 前 記 G A P D H 遺 伝 子 お よび — ァ クチ ン

遺 伝 子 の増 幅 に は、 そ れ ぞ れ 、 以 下 の プ ラ イ マ 一 セ ッ トを使 用 した。

G A P D H 遺 伝 子 用 プ ラ イ マ 一 セ ッ 卜

5 ' -GGAGAAGGCTGGGGCTCATTTGC-3' ( 配 列 番 号 9 )

5 ' -TGGCCAGGGGTGCTAAGCAGTTG-3' ( 配 列 番 号 1 0 )

— ァ クチ ン遺 伝 子 用 プ ラ イ マ 一 セ ッ 卜

5 ' -GCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTC-3' ( 配 列 番 号 1 1 )

5 ' -AGGTCTTTGCGGATGTCCACGTCAC-3' ( 配 列 番 号 1 2 )

[01 7 1 ] な お、 コ ン ト ロ ー ル 1 と して、 前 記 （B ) 1 0 0 L の み を添 加 した 細 胞

に つ い て も、 遺 伝 子 発 現 量 を測 定 した （一） 。 また、 コ ン トロー ル 2 と して

、 トラ ンス フ エ ク シ ヨン に お い て、 前 記 R N A 溶 液 を未 添 加 と し、 前 記 （A

) 1 . 5 从 1_ と前 記 （B ) と を合 計 1 0 0 添 加 した 以 外 は、 同様 に して

処 理 した 細 胞 に つ い て も、 遺 伝 子 発 現 量 を測 定 した （m o c k ) 。

[01 72] 補 正 後 の G A P D H 遺 伝 子 発 現 量 に つ い て、 コ ン トロー ル （― ） の 発 現 量

を 1 と して、 各 R N A を導 入 した 細 胞 の 発 現 量 の相 対 値 を求 め た。

[01 73] ( 2 ) 結 果

これ らの結 果 を、 図 4 に示 す。 図 4 は、 G A P D H 遺 伝 子 発 現 量 の相 対 値

を示 す グ ラ フで あ る。 図 4 に示 す よ う に、 前 記 N K — 0 0 1 6 は、 R N A 未

添 加 の コ ン トロー ル （― ） よ りも低 い発 現 量 で あ り、 G A P H D 遺 伝 子 の 発

現 を抑 制 した こ とが わ か った。 また、 図 4 に示 す よ う に、 投 与 量 依 存 的 に遺

伝 子 発 現 抑 制 効 果 を示 す こ とが わ か った。

[01 74] ( 実 施 例 A 3 ) H C T 1 1 6 細 胞 に お け る G A P D H 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 効 果

本 発 明 の s s R N A を用 い て、 ί η V ί t r ο に お け る G A P D Η 遺 伝

子 の 発 現 抑 制 を確 認 した。

[01 75] ( ) 材 料 お よび 方 法

実 施 例 の R N A ( E x ) と して、 前 記 実 施 例 A 1 の s s R N A ( N K - 0

0 1 6 ) を使 用 した。 比 較 例 の R N A と して、 R N A i ポ ジ テ ィ プ コ ン トロ



—ル （P c ) の前記 d s R N A ( N I - 0 0 ) を使用 した。前記 R N A

を、 4 0 m o I / L となるように、注射用蒸留水 に溶解 し、 R N A 溶液 を

調製 した。

[01 76] 前記 R N A 溶液 を使用 した以外は、前記実施例 A 2 と同様 に して、 H C T

1 6 細胞 におけるG A P D H 遺伝子の発現量 を確認 した。 トランスフエク

シ ヨン時の R N A 濃度 は、 4 0 n m o l / L と した。

[01 77] ( 2 ) 結果

これ らの結果 を、図 5 に示す。図 5 は、 G A P D H 遺伝子発現量の相対値

を示すグラフであ り、縦軸 は、相対遺伝子発現量である。図 5 に示すように

、前記実施例の N K — 0 0 6 は、比較例の N 1 - 0 0 1 と比較 して、極

めて強い遺伝子発現抑制活性 を示 した。

[01 78] (実施例 A 4 ) A 5 4 9 細胞 および 2 9 3 細胞 におけるG A P D H 遺伝子の

発現抑制効果

本発明の s s R N A を用いて、 ί η V ί t r ο におけるG A P D Η 遺伝

子の発現抑制 を確認 した。

[01 79] ( ) 材料 および方法

実施例の R N A ( E x ) と して、前記実施例 A 1 の N K — 0 0 1 6 および

以下の E x — s s R N A ( P K — 0 0 0 4 ) を使用 した。前記 P K - 0 0 0

4 において、 リンカ一領域 （L x ) および リンカ一領域 （L y ) は、 X c と

X との間、 Y c とY との間を、実施例 B に示すスキーム 3 の化合物 1 0 ( L

—プロ リンジアミ ドアミダイ 卜）を用いて結合 させた。前記両 リンカ一の化

学式を以下に示す。前記 N K — 0 0 1 6 と前記 P K — 0 0 0 4 は、 乂 。と乂

との間の リンカ一領域 （L x ) 、 および Y c とY との間の リンカ一領域 （L

y ) が異 なる以外は、同 じ配列 と した。



[ 化 7 ]

: N K - 0 0 (配 列番号 2

Ε χ ：Ρ Κ — 0 0 0 4 1 3

[01 80] 前記 R N A を、 2 0 m o I / L となるように、注射用蒸留水 に溶解 し、

R N A 溶液 を調製 した。細胞 は、 A 5 4 9 細胞 および 2 9 3 細胞 （D S ファ

—マバイオメデ ィカル）を使用 した。前者の培地は、 1 0 % F B S を含む D

M E M ( l n v i t o g e n ) 後者 の培地は、 1 0 % F B S を含むM E

M ( l n v i t o g e n ) 培地 を使用 した。培養条件は、 3 7 °C、 5 % C

0 2下 と した。

[01 8 1 ] まず、細胞 を、前記培地中で培養 し、 その培養液 を、 2 4 穴 プ レー 卜に、

4 0 0 从 1_ ずつ、 5 X 1 0 4 細胞 / ゥエル となるように分注 した。 さ らに、前

記 ゥエル中の細胞 を 2 4 時間培養 した後、前記 R N A を トランスフエクシ ョ

ン i 桌 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 (商 品名、 I n v i t r o g e

n ) を用い、添付 プロ 卜コール に従 って、 トランスフエクシ ヨン した。具体

的には、 A 5 4 9 細胞 および 2 9 3 細胞 に対 して、 それぞれ、前記 ゥエルあ

た りの組成 を以下のように設定 し、 トランスフエクシ ヨンを行 った。下記組

成 において、 （B ) は、 O p t i - M E M (商 品名、 I n V ί t r o g e n

) 、 （C ) は、 2 0 m o I / L 前記 R N A 溶液であ り、両者 をあわせて

9 8 . 5 L または 9 9 L 添加 した。なお、前記 ゥエル において、前記 R

N A の最終濃度 は、 1 n m o l / L 、 3 n m o l / L 、 1 0 n m o l / L と



した

[表 2 ]

( ゥ エル あた りの組成 ：； L )

A 5 4 9 細胞 2 9 3 細胞

培養液 4 0 0 4 0 0

( A ) ι_ ι p o f e c t a e 2 0 0 0 . 5 1

( B ) + ( C ) 9 8 . 5 9 9

合計 5 0 0 5 0 0

[01 82] トランスフエクシ ヨン後、前記細胞 を 4 8 時間培養 し、前記実施例 A 2 と

同様 に して、 R N A 回収、 c D N A 合成 および P C R を行い、 G A P D H 遺

伝子の相対的発現量 を測定 した。

[01 83] ( 2 ) 結果

これ らの結果 を、図 6 および 7 に示す。図 6 は、 A 5 4 9 細胞 の結果であ

り、図 7 は、 2 9 3 細胞の結果である。図 6 および 7 は、 G A P D H 遺伝子

発現量の相対値 を示すグラフである。図 6 および 7 に示すように、実施例の

N K — 0 0 1 6 および P K — 0 0 0 4 は、強い遺伝子発現抑制活性 を示 し、

濃度依存的に効果 を示す ことがわか った。

[01 84] (実施例 A 5 ) H e p a 1 _ 6 細胞 における T G F — S 1 遺伝子の発現抑制

効果

本発明の s s R N A について、 ί η V ί t r ο での T G F _ 1 遺伝子

の発現抑制効果 を確認 した。

[01 85] ( ) 材料 および方法

実施例の R N A ( E x ) と して、以下に示す s s R N A ( N K — 0 0 3 3

) を使用 した。前記 N K — 0 0 3 3 は、 T G F _ 1 遺伝子の発現 を抑制す

る 2 塩基長の下記配列を有 している。 この配列は、 C h e n g らが用いた

s i R N A ( M o I . P h a r m . ， 2 0 0 9 , 6 ， 7 7 2 - 7 7 9 ) に基

づいて、設計 した。

T G F - 遺伝子発現抑制配列 （配列番号 1 6 )

5 ' - A A A G U C A A U G U A C A G C U G C U U - 3 '

[01 86] 比較例の R N A と して、以下に示す、 R N A ί ネガテ ィブコン トロール （



N c ) の s s R N A ( N K - 0 0 3 5 ) を使用 した。 N K —0 0 3 5 は、前

記発現抑制配列ではな く、発現抑制 に関与 しないスクランプル配列を組み込

んだ。

[ 化 8]

Ε χ : Ν Κ - ϋ ϋ 3 3 (配列番号 8 0 )

' -cagcuquacauugacuuuagccccACACCGGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCU ucuucGgaa-3'

c Z Y c

N c ：N K - 0 0 3 5 (配列番 )

5 ' - uqucaqugc c a u uacaagccCCACAOC Q c u u euAAAUOAecACueACACUU c G a a - '

c z T c

[01 87] 前記 R N A を、注射用蒸留水 に溶解 し、 R N A 溶液 を調製 した。細胞 は、

H e p a 1 _ 6 細胞 （理化学研究所バイオ リソー ス セ ンタ一 ） を使用 し、培

地は、 1 0 % F B S を含む D M E M ( I n v i t r o g e n ) 培地 を使用 し

、培養条件は、 3 7 °C、 5 % C 0 2 と した。

[01 88] まず、 H e p a 1 _ 6 細胞 を前記培地中で培養 し、 その培養液 を、 2 4 穴

プ レー 卜に、 4 0 0 从 1_ ずつ、 3 X 1 0 4細胞 / ゥエル となるように分注 した

。 さ らに、前記 ゥエル中の細胞 を、 2 4 時間培養 した後、前記 s s R N A を

トラ ンス フ エ クシ ョン試薬 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 (商 品名、

I n v i t r o g e n ) を用い、添付 プロ 卜コール に従 って、 トランスフエ

クシ ヨン した。具体的には、前記 ゥエルあた りの組成 を以下のように設定 し

、 トランスフエクシ ヨンを行 った。下記組成 において、 （B ) は、 0 p t ί

- M E M (商 品名、 I n v i t r o g e n ) 、 （C ) は、 2 〇 m o l L

前記 R N A 溶液であ り、両者 をあわせて 9 8 . 5 L 添加 した。なお、前

記 ゥエル において、前記 R N A の最終濃度 は、 1 0 n m o l / L 、 2 5 n m

o I / し、 5 0 n m o l / L および 1 O O n m o l / L と した。

[表 3]

( ゥ エル あた りの組成 ： L )

4 0 0

( A ) L i p o f c t i n e 2 0 0 0 . 5

( B ) + ( C ) 9 8 . 5

合計 5 0 0



[ 0 189] トラ ンス フエクシ ヨン後、前記 ゥエル中の細胞 を 4 8 時間培養 した後、 R

N e a s y M i n i K i t (商 品名、 Q ί a g e n ) を用い、添付のプ

ロ トコール に従 って、 R N A を回収 した。次 に、逆転写酵素 （商品名 S u p

e r S c r i p t I I I ( I n v i t o g e n ) を用い、添付のプロ 卜

コール に従 って、前記 R N A か ら c D N A を合成 した。 そ して、下記 T G F

— β 遺伝子用 P C R プライマ 一 セ ッ 卜および —ァクチ ン遺伝子用 プライ

マ一セ ッ トを使用 した以外は、前記実施例 A 2 と同様 に して、 P C R を行い

、 Q F - 1 遺伝子の発現量および内部標準である —ァクチ ン遺伝子の

発現量 を測定 した。前記 T G F — 1 遺伝子の発現量は、前記 —ァクチ ン

遺伝子の発現量 によ り補正 した。

F - β 遺伝子用 プライマ 一 セ ッ 卜

5 ' -CCATTGCTGTCCCGTGCAGAGCTG-3' (配列番号 1 7 )

5 ' -ATGGTAGCCCTTGGGCTCGTGGATC-3' (配列番号 1 8 )

—ァクチ ン遺伝子増幅用 プライマ 一 セ ッ 卜

5 ' -GTCGTACCACAGGCATTGTGATGG-3' (配列番号 1 9 )

5 ' -GCAATGCCTGGGTACATGGTGG-3' (配列番号 2 0 )

[ 0 190] また、前記実施例 A 2 と同様 に して、 コン トロール （― ）および コン ト口

—ル （m o c k ) について、遺伝子発現量 を測定 した。 そ して、補正後の T

G F _ 1 遺伝子発現量 について、 コ ン トロール （― ）の細胞の発現量 を 1

と して、各 R N A を導入 した細胞の発現量の相対値 を求めた。

[ 0 19 1 ] ( 2 ) 結果

これ らの結果 を、図 8 に示す。図 8 は、 T G F _ 1 遺伝子発現量の相対

値 を示すグラフである。図 8 に示すように、前記実施例の N K — 0 0 3 3 は

、 ί n v i t r o において、 T G F — 1 遺伝子の発現 を抑制 した。他方

、 ネガテ ィブコン トロールの N K — 0 0 3 5 は、 T G F _ 1 遺伝子の発現

を抑制 しなか った。

[ 0 192] (実施例 A 6 ) i η ν ί v o での T G F _ 1 遺伝子の発現抑制効果およ

び急性肺傷害抑制効果



本発明の s s R N A について、 i n v i v o での遺伝子発現抑制 および

急性肺傷害抑制の効果 を確認 した。前記効果の確認は、 T a k a g ί ら （J

. T h r o m b H e m o s t 2 0 0 9 ；7 ： 0 5 3 - 2 0 6 3 ) に記

載の方法 に従 って行 った。

[01 93] ( ) 材料 および方法

( . ) 急性肺傷害マ ウスへ の s s R N A の投与

実施例の R N A ( E x ) は、前記実施例 A 5 の s s R N A ( N K —0 0 3

3 ) を使用 した。比較例の R N A は、前記実施例 A 5 に示す、 R N A ί ネガ

テ ィブコン トロール （N c ) の s s R N A ( N K —0 0 3 5 ) を使用 した。

[01 94] 前記 R N A O O g を滅菌生理食塩水 （日本化薬、以下、同様） 8 0

L に溶解 して、 R N A 溶液 を調製 した。他方、 1 0 0 g の リポ多糖 （L

P S ) を、滅菌生理食塩水 5 0 L に溶解 して、 L P S 溶液 を調製 した。

[01 95] まず、前記 R N A 溶液 8 0 L を、マウスの気管 内に滴下 した。滴下か ら

1時間後 に、前記マウスの気管 内に、前記 L P S溶液 5 0 L を滴下 して、

肺傷害 を誘発 した。

[01 96] 前記 L P S に対するネガテ ィブコ ン トロール と して、前記 L P S溶液 に代

えて、 L P S 未添加の滅菌生理食塩水 5 0 L を用いた。 また、前記 R N A

溶液 に対するネガテ ィプコン トロール と して、滅菌生理食塩水 8 0 从 1_ を用

いた。

[01 97] 以下に、各投与群 を示す。各投与群 において、 4 ~ 6 匹のマウスを使用 し

た。

投与群 1

滅菌生理食塩水 8 0 L の投与か ら 1時間後、滅菌生理食塩水 5 0 L を

投与

投与群 2

R N A 溶液 （N K —0 0 3 3 ) 8 0 L の投与か ら 1時間後、滅菌生理食

塩水 5 0 L を投与

投与群 3



R N A 溶液 （N K —0 0 3 5 ) 8 0 L の投与から 1時間後、滅菌生理食

塩水 5 0 L を投与

投与群 4

滅菌生理食塩水 8 0 L の投与から 1時間後、前記 L P S溶液 5 0 L を

投与

投与群 5

R N A 溶液 （N K —0 0 3 3 ) 8 0 L の投与から 1時間後、前記 L P S

溶液 5 0 L を投与

投与群 6

R N A 溶液 （N K —0 0 3 5 ) 8 0 L の投与から 1時間後、前記 L P S

溶液 5 0 L を投与

[01 98] ( 1 . 2 ) 気管支肺胞洗浄液 （B A L F ) のサンプリング

前記 しP S溶液を滴下 してから2 4 時間後、前記マウスの腹腔に、過剰量

のペン 卜バルビタ一ルを投与 して安楽死させ、生化学的解析および組織学的

解析のサンプルとした。ネガテイブコン ト口一ルは、前記 L P S 溶液に代え

て、滅菌生理食塩水を添加 した。

[01 99] 前記マウスの心臓に穿刺 して、血液サンプルを回収 し、 3 . 8 % クェン酸

ナ トリゥ厶水溶液を含む試験管に添加 した。前記クェン酸ナ 卜リゥ厶水溶液

の量 （体積）は、前記血液サンプルの 1 / 1 0 とした。この混合液から、 Y

a s u i ら （A m J R e s p i r C r i t C a e M e d 2 0

0 1 : 1 6 3 : 1 6 6 0 - 8 ) の記載にしたがって、 B A L F サンプルを回

収 した。そして、前記 B A L F サンプル中の総細胞数を、 N u c I e o C o

u n t e r (商品名、C h e m o M e t e d 社）を用いて測定 した。

[0200] また、前記 B A L F サンプルを遠心分離に供 して、前記 B A L F サンプル

の上清を回収 し、生化学的分析を行うまで、 _ 8 0 °Cで保存 した。また、前

記 B A L F サンプルに含まれる異なる種類の細胞を計数するために、前記 B

A L F サンプルを、サイ トスピンを用いて遠心分離 し、分離 した細胞を、M

a y - G r u n w a I d - G i e m s a (商品名、M e r c k ) を用いてギ



厶ザ染色 した。 また、前記マウスか ら肺組織 を採取 して、 H E 染色を行 った

[0201 ] ( 2 ) 結果

( 2 . 1 ) 肺 における T G F _ 1 遺伝子発現の抑制

前記マウスの肺サ ンプルについて、 T G F — S 1 Q u a n t i k i n e

C o l o r i m e t i c S a n d w i c h t L I S A (商品名、 R

& D S y s t e m s 社）を用いて、単位重量の肺あた りの T G F _ 1 発

現量を測定 した。

[0202] その結果を、図 9 に示す。図 9 は、各投与群 における単位重量の肺あた り

の T G F — 1 遺伝子発現量を示すグラフである。 L P S ( + ) / R N A (

- ) の投与群 4 は、 L P S ( _ ) / R N A ( ― ) の投与群 1 と比較 して、 L

P S 処理の結果、前記遺伝子の発現量が増加 した。そ して、 L P S ( + ) /

N K — 0 0 3 3 ( + ) の実施例投与群 5 は、 L P S ( + ) / R N A ( - ) の

投与群 4 と比較 して、前記遺伝子の発現量の上昇が抑制 された。 この抑制効

果は、 L P S ( + ) / ネガテ ィブコン トロール N K — 0 0 3 5 ( + ) の投与

群 6 では観察されなかった。 この結果か ら、前記実施例の N K — 0 0 3 3 に

より、効果的に T G F — 1 遺伝子の発現 を抑制できることがわかった。

[0203] ( 2 . 2 ) 急性肺傷害抑制効果

急性肺傷害における炎症は、好中球等の細胞が肺 に浸潤することによって

生 じる。 このため、肺 に対する好中球等の細胞の浸潤 を抑制する薬物は、急

性肺傷害における炎症の治療薬 となる。そこで、気管支肺胞洗浄液 （B A L

F ) 中の細胞数 を、肺へ浸潤 した細胞数の指標 と して、本発明の s s R N A

の薬理効果を確認 した。

[0204] 前記 B A L F サ ンプル中の細胞数の測定結果を、図 1 0 に示す。図 1 0 は

、各投与群 における B A F L サ ンプル中の細胞数 を示すグラフである。 L P

S ( + ) / R N A ( - ) の投与群 4 は、 L P S ( - ) / R N A ( - ) の投与

群 1 と比較 して、 L P S 処理の結果、前記 B A L F サ ンプル中の細胞数が増

加 した。 これは、 L P S によって炎症作用が誘導 され、その結果、細胞が肺



に浸潤 したことを示す。そして、 L P S ( + ) / N K —0 0 3 3 ( + ) の実

施例投与群 5 は、 L P S ( + ) / R N A ( ― ) の投与群 4 と比較 して、細胞

数の上昇が抑制された。これは、前記 N K _ 0 0 3 3 によって、急性肺傷害

における炎症が抑制されたことを示す。この抑制効果は、 L P S ( + ) / ネ

ガティブコン トロール N K —0 0 3 5 ( + ) の投与群 6 では観察されなかつ

た。この結果から、前記実施例のN K —0 0 3 3 により、効果的に急性肺傷

害における炎症を抑制できることがわかった。

[0205] 前記 B A L F サンプル中の好中球数の測定結果を、図 1 1 に示す。図 1 1

は、各投与群におけるB A L F サンプル中の好中球の細胞数を示すグラフで

る。 L P S ( + ) / R N A ( - ) の投与群 4 は、 L P S ( _ ) / R N A ( -

) の投与群 1 と比較 して、 L P S 処理の結果、前記 B A L F サンプル中の好

中球数が増加 した。これは、 L P S によって炎症作用が誘導され、その結果

、好中球が肺に浸潤 したことを示す。そして、 L P S ( + ) / N K —0 0 3

3 ( + ) の実施例投与群 5 は、 L P S ( + ) / s s R N A ( ― ) の投与群 4

と比較 して、前記 B A L F サンプル中の好中球数の上昇が抑制された。これ

は、前記 N K —0 0 3 3 によって、急性肺傷害における炎症を抑制されたこ

とを示す。この抑制効果は、 L P S ( + ) / ネガティブコン トロール N K _

0 0 3 5 ( + ) の投与群 6 では観察されなかった。この結果から、前記実施

例の Ν Κ _ 0 0 3 3 により、効果的に急性肺傷害における炎症が抑制できる

ことがわかった。

[0206] ( 2 . 3 ) 組織学的観察 ：ギ厶ザ染色

ギ厶ザ染色の結果を、図 1 2 に示す。図 1 2 は、前記 B A L F サンプル中

の細胞のギ厶ザ染色の結果を示す写真である （倍率 1 0 0 倍）。図 1 2 にお

いて、 （Α ) は、 L P S ( + ) / R N A ( - ) の投与群 4 の結果であり、 （

B ) は、 L P S ( + ) / ネガティブコン トロール N K —0 0 3 5 ( + ) の投

与群 6 の結果であり、 （C ) は、 L P S ( + ) / N K —0 0 3 3 ( + ) の実

施例投与群 5 の結果を示す。

[0207] 図 1 2 に示すように、 L P S ( + ) / N K —0 0 3 3 ( + ) の実施例投与



群 5 ( C ) は、 L P S ( + ) / R N A ( - ) の投与群 4 ( A ) および L P S

( + ) / ネガテ ィブコ ン トロール N K _ 0 0 3 5 ( + ) の投与群 6 ( Β ) と

比較 して、肺 に浸潤 した細胞数が顕著 に少なか った。 この組織学的観察は、

前述 した B A L F サ ンプル中の細胞数の結果 と一致する。

[0208] ( 2 . 4 ) 組織学 的観察 ：H E 染色

H E 染色の結果 を、図 1 3 に示す。図 1 3 は、前記肺組織の H E 染色の結

果 を示す写真である （倍率 1 0 倍）。図 1 3 において、 （A ) は、 L P S (

+ ) / R N A ( - ) の投与群 4 の結果であ り、 （B ) は、 L P S ( + ) / ネ

ガテ ィブコン トロール N K — 0 0 3 5 ( + ) の投与群 6 の結果であ り、 （C

) は、 L P S ( + ) / N K - 0 0 3 3 ( + ) の実施例投与群 5 の結果 を示す

。図 1 3 か ら、血管周囲、肺胞腔 内、肺胞壁および気管支周辺への、好中球

等の細胞の浸潤が減少 し、肺組織の傷害性が低減 していることがわか つた。

[0209] (実施例 A 7 ) イ ンタ一フエロン誘導 を指標 とする副作用の評価

従来法の ί R N A 剤 は、副作用 と してインタ一フエロンを配列非依存的に

誘導することが知 られてお り、 この副作用が問題視 されている。 そこで、本

発明の s s R N A について、 インタ一フエロン誘導の副作用を評価 した。

[021 0] ( ) 材料 および方法

前記実施例 A 6 と同 じ方法および条件 によ り、急性肺傷害マウスへの s s

R N A の投与 を行 った。 そ して、前記実施例 A 6 と同様 に して、前記 L P S

溶液 または滅菌生理食塩水 （L P S に対するネガテ ィプコン トロ一ル ） を滴

下 してか ら 2 4 時間後、マウスを安楽死 させ、肺組織 を採取 した。

[021 1 [ 表 4]

EX ：実施例 の RNA

[021 2] 前記肺組織か ら、各遺伝子の発現量測定のために、 R N A を、 T R I Z O



L (商 品名、 I n v ί t r o g e n ) を用 いて単離 した。 次 に、 逆転 写 酵 素

に商 品名 S u p e r s c i t I I 、 I n v i t r o g e n ) 用 し、、 添

付 の プ ロ 卜コール に従 って、 前 記 R N A か ら c D N A を合成 した。 そ して、

合成 した前 記 c D N A を錶 型 と して P C R を行 い、 T G F — 1 遺伝 子、 I

F N — 遺伝 子、 I F N — 遺伝 子 の発現 量 を測 定 した。

[021 3 ] 前 記 P C R は、 試 薬 と して G o I d A m p I ί T a q (商 品名、 A p p

l i e d B i o s y s t e m 米 国）、 測 定機 器 と して A B A p p I i

e d B i o s y s t e m 7 6 0 0 (商 品名、 A p p I i e d B i o s

y s t e m ) を用 いた。 T G F _ 1 遺伝 子、 I F N — 遺伝 子、 I F N —

遺伝 子 の増 幅 には、 それ ぞれ、 以 下 の プライマ 一 セ ッ トを使 用 した。

G A P D H 遺伝 子 用 プライマ 一 セ ッ 卜

5 ' -CCCTTATTGACCTCAACTACATGGT-3' (配 列番 号 2 1 )

5 ' -GAGGGGCCATCCACAGTCTTCTG-3' (配 列番 号 2 2 )

T G F - 遺伝 子 用 プライマ 一 セ ッ 卜

5 ' -ACTCCACGTGGAAATCAACGG-3' (配 列番 号 2 3 )

5 ' -TAGTAGACGATGGGCAGTGG-3' (配 列番 号 2 4 )

I F N — 遺伝 子 用 プライマ 一 セ ッ 卜

5 ' -ATGGCTAGRCTCTGTGCTTCCT-3' (配 列番 号 2 5 )

5 ' -AGGGCTCTCCAGAYTTCTGCTCTG-3' (配 列番 号 2 6 )

I F N — 遺伝 子 用 プライマ 一 セ ッ 卜

5 ' -CATCAACTATAAGCAGCTCCA-3' (配 列番 号 2 7 )

5 ' -TTCAAGTGGAGAGCAGTTCAG-3 (配 列番 号 2 8 )

[0214] そ して、 得 られ た P C R 産 物 を ァ ガ 口一 ス電 気泳 動 した。 また、 電 気泳 動

後 の ァ ガ ロー ス につ いて、 N I H i m a g i n g s y s t e m を用 いて

密度 解 析 を行 い、 各 遺伝 子 の発現 量 を確 認 した。 前 記 T G F — 1 遺伝 子、

前 記 I F N _ 遺伝 子 お よび前 記 I F Ν _ 遺伝 子 の発現 量 は、 それ ぞれ、

前 記 G A P D H 遺伝 子 の発現 量 を標 準 と し、 相 対 的 に評価 した。 具 体 的 には

、 前 記 G A P D H 遺伝 子 用 プライマ 一 セ ッ 卜を用 いた P C R 産 物 の測 定強度



を標準 1 として、各遺伝子用プライマ一セッ 卜を用いた P C R 産物の測定強

度の相対値を求め、評価 した。

[021 5] ( 2 ) 結果および考察

前記 T G F — 遺伝子、 I F N — 遺伝子および I F N — 遺伝子の発

現量に関する定量的解析結果を、それぞれ、図 1 4 ( A ) ~ ( C ) のグラフ

に示す。各投与群は、前記実施例 A 6 と同様に以下の通 りである。

[02 16 ] 図 1 4 ( A ) は、 T G F _ 1 遺伝子の発現量の結果である。図 1 4 ( A

) に示すように、前記 N K — 0 0 3 3 を投与 した実施例投与群 5 は、 R N A

( - ) の投与群 4 と比較 して、 L P S で誘導される T G F — 1 遺伝子発現

の上昇を抑制 した。 この結果は、前記実施例 A 5 の図 8 で示 した T G F — S

発現量の測定結果と相関する。

[02 17 ] 図 1 4 ( B ) は、 I F N — 遺伝子の発現量、図 1 4 ( C ) は、 I F N —

遺伝子の発現量を示す結果である。図 1 4 ( B ) および図 1 4 ( C ) に示

すように、 L P S 未添加の場合、 R N A ( - ) の投与群 1 と、 R N A ( + )

の投与群 2 とを比較 した結果、 s s R N A 添加による、 I 型インタ一フエ口

ンである I F N — 遺伝子および I F N — 遺伝子の発現誘導は生 じなかつ

た。また、図 1 4 ( B ) および図 1 4 ( C ) に示すように、 L P S 添加の場

合、 R N A ( - ) の投与群 4 と、 N K — 0 0 3 3 ( + ) の投与群 5 とを比較

した結果、同様に、 s s R N A の添加による、 I F N — 遺伝子および I F

N - 遺伝子の発現誘導は生 じなかった。

[02 18 ] この結果は、 I 型インタ一フエロンの誘導 という副作用が生 じるという従

来の s i R N A の結果とは、対照的である。すなわち、本発明の s s R N A

は、予想外にも、従来法の s i R N A で問題 となっていたインタ一フエロン

誘導 という副作用を生 じないことが実証された。

[02 19 ] (実施例 A 8 ) H e p a _ 6 細胞における T G F - β 遺伝子の発現抑制

効果

本発明の s s R Ν Α について、 ί η V ί t r ο での T G F _ 1 遺伝子

の発現抑制効果を確認 した。



[0220] ( ) 材料および方法

実施例の R N A ( E x ) と して、前記実施例 A 5 の N K — 0 0 3 3 、以下

に示す N K — 0 0 6 1 N K — 0 0 5 5 N K — 0 0 6 2 を使用 した。下記

配列において、 「* 」は、 フ リー塩基を示す。

[化9]

E ：N K — 0 0 3 3 (配 列番 号 8 0 )

E N - 0 (配列番号 2 9 .)

a - 3 f
' :_____

E x N K — 0 0 5 5 ( 列番 号 3 0 )

E x N K — 0 0 6 2 (配列番 - 3 1 )

' - a -c a : C ' C ¾¾ C A CU C -

[0221 ] また、実施例の R N A ( E x ) と して、下記 P K — 0 0 0 7 P K — 0 0

2 6 P K — 0 0 2 7 P K — 0 0 2 8 を使用 した。 これ らの s s R N A に

おいて、 リンカ一領域 （L x ) および リンカ一領域 （L y ) は、 乂 0 と乂と

の間、 Y c とY との間を、実施例 B に示すスキーム 3 の化合物 1 0 ( L —プ

口リンジアミ ドアミダイ 卜）を用いて結合させた。



[ 化10]

E x ：P K — 0 0 0 7 (配列番号 2 )

5 ' - caqcuguacauuaacuuuaqcc- x -QOCUAAAeUCAAUeUACAeCUSCUUC- Ly-qaa -3'

c Z P

E x ：P K — 0 0 2 6 (配列番号 3 3 )

5 ' - ^qcuguacauuqacuuuagcc-Lx-eecuAAAOUCAAUeuACAOCUQCUUCy Ly - a -3'

c l z YC

E x ：P K - 0 ϋ 2 7 ( 列番 ¾- 3 4 )

5 ' - aqcagcuguacauuqacuuuaqcc-Lx - OCUAAAQUCAAUGUACAecuocuu^- y - -3'

X c Y c

E x ：P K - 0 0 2 8 (配列番 ひ 3 5 )

5' - ^cagcuguacauugacuuuagcc-Lx-GGCUAAAGUCAAUSUACAecuGCUU^-Ly-^ - '
c z YC

[0222] N K _ 0 0 3 3 、 N K _ 0 0 6 1、 N K _ 0 0 5 5 および N K _ 0 0 6 2

と、 P K _ 0 0 0 7 、 P K _ 0 0 2 6 、 P K _ 0 0 2 7 および P K _ 0 0 2

8 とは、前記第 1 リンカ一 （L 1 ) および第 2 リンカ一 （L 2 ) が異なる以

外は、同 じ配列であり、いずれもT G F — 1 遺伝子の発現を抑制する配列

(配列番号 1 6 ) を有する。

[0223] ( 1 . 2 ) 遺伝子の発現抑制

凍結保存 した前記 R N A を、 2 0 m o I / L となるように、注射用蒸留

水に溶解 し、 R N A 溶液を調製 した。そして、前記 R N A 溶液を使用 した以

外は、前記実施例 A 5 と同様にして、 H e p a I _ 6 細胞への前記 s s R N

A の トランスフエクシヨン、 R N A 回収、 c D N A 合成および P C R を行い

。 T G F _ 1 遺伝子の相対的発現量を測定 した。 トラ ンス フエクシヨン時

のR N A 濃度は、 1 n m o l / L とした。

[0224] ( 2 ) 結果

これらの結果を、図 1 5 および 1 6 に示す。図 1 5 および図 1 6 は、それ

ぞれ、 T G F — 1 遺伝子発現量の相対値を示すグラフである。図 1 5 は、

N K _ 0 0 3 3 、 N K _ 0 0 6 1、 N K _ 0 0 5 5 および N K _ 0 0 6 2 を

使用 した結果であり、図 1 6 は、 Ρ Κ —0 0 0 7 、 Ρ Κ —0 0 2 6 、 Ρ Κ —

0 0 2 7 および Ρ Κ —0 0 2 8 を使用 した結果である。図 1 5 および図 1 6



に示すように、いずれの s s R N A も、強い遺伝子発現抑制活性を示 した。

[0225] (実施例 A 9 )

i n v i v o でのT G F — S 1 遺伝子発現抑制効果および急性肺傷害抑制

効果

[0226] ( A 9 - ) i n ν ί ν ο でのT G F — S 1 遺伝子の発現抑制効果

本発明の s s R Ν Α を用いて、 ί η V ί V ο でのT G F _ 1 遺伝子の

発現抑制効果を確認 した。

[0227] ( ) 材料および方法

急性肺傷害マウスへのR N Α の投与は、特に示さない限り、前記実施例 A

6 と同様にして行った。

[0228] 実施例の R N A ( E x ) として、前記実施例 A 8 におけP K _ 0 0 0 7 お

よび N K 0 0 3 3 を使用 した。また、比較例のR N A として、以下に示す、

R N A i ネガティプコン トロール （N c ) の P K —0 0 0 8 および N K —0

0 3 5 、 R N A i ポジティプコン トロ一ル （P c ) の d s R N A ( N I _ 0

0 3 0 ) および R N A ί ネガティプコン ト口一ル （N c ) の d s R N A ( N

1 - 0 0 3 ) を使用 した。ネガティブコン トロールの P K —0 0 0 8 は、

P K —0 0 0 7 と同 じ、前記アミダイ 卜 （スキーム 3 の前記化合物 1 0 ：L

—プロリンジアミ ドアミダイ 卜）由来のリンカ一 L X および L y を有する。

[0229]



[ 化 11]

E x ：P - 0 0 7 ( 列番 き 3 2 )

N c ：P - 0 0 8 ( 列番 号 3 6 )

5 ' - ^iqu caqug cucauuuacaagcc- L x -pecuueUAAAUeAeCACVeACACUVC - Ly-.gaa -3'

X c Z Y

E x : N - 0 0 3 3 (fid 列番 号 8 ϋ )

' -cagcuguacauuqacuuuaqcccCACACCGGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCU0CUUCGqaa-3'

X c Y c

N c ：N - 0 0 3 5 (fid 列 番 号 1 5 )

5 ' -ugucagugcucauuuacaagccCCACAOCQSCUUeUAAAUeA3CACUeACACUUCUUCGc|aa-3 '

c Z c

P c ：N I - 0 0 3 0

' - GCAGCUGUACAUUGACUUUAG —3' ほ 号39)

3 ' - UUCGUCGACAUGUAACUGAAA - S ' 列番号 ί θ )

N I - 0 0 3 1

- GUGUCAGUGCUCAUUUACAAG -3' ほ ? 1番号 l

- UUCACAGUCACGAGUAAAUGU - ' 列 号42)

[0230] 前記 R N A 1 O O g を滅菌生理食塩水 7 5 从 L に溶解 して、 R N A 溶

液を調製 した。他方、 1 0 0 g の リポ多糖 （L P S ) を、滅菌生理食塩水

5 0 从 1_ に溶解 して、 L P S 溶液を調製 した。

[0231 ] 以下に、各投与群を示す。特に示さない限 りは、前記実施例 A 6 と同様に

投与を行 った。各投与群において、 4 ~ 6 匹のマウスを使用 した。

投与群 1

滅菌生理食塩水 7 5 L の投与か ら 5 分後、滅菌生理食塩水 5 0 L を投

与

投与群 2

滅菌生理食塩水 7 5 L の投与か ら 5 分後、 L P S 溶液 5 0 L を投与

投与群 3

R N A 溶液 （P K — 0 0 0 7 ) 7 5 L の投与か ら 5 分後、 L P S 溶液 5

0 を投与



投与群 4

R N A 溶液 （P K — 0 0 0 8 ) 7 5 L の投与か ら 5 分後、 L P S 溶液 5

0 L を投与

投与群 5

R N A 溶液 （N K —0 0 3 3 ) 7 5 从 L の投与か ら 5 分後、 L P S溶液 5

0 を投与

投与群 6

R N A 溶液 （N K —0 0 3 5 ) 7 5 从 L の投与か ら 5 分後、 L P S溶液 5

0 を投与

投与群 7

R N A 溶液 （N I —0 0 3 0 ) 7 5 从 L の投与か ら 5 分後、 L P S溶液 5

0 を投与

投与群 8

R N A 溶液 （N I _ 0 0 3 1 ) 5 0 从 L の投与か ら 5 分後、 L P S溶液 5

0 を投与

[0232] そ して、前記実施例 A 6 と同様 に して、肺サ ンプル を調製 し、単位重量の

肺あた りの T G F _ 1発現量 を測定 した。

[0233] その結果 を、図 1 7 に示す。図 1 7 は、各投与群 における単位重量の肺あ

た りの T G F _ 1発現量 を示すグラフである。 L P S ( + ) / P K - 0 0

0 7 ( + ) の投与群 3 および L P S ( + ) / N K —0 0 3 3 ( + ) の投与群

5 は、 それぞれ、 L P S ( + ) / s s R N A ( - ) の投与群 2 と比較 して、

T G F - 遺伝子の発現量が抑制 された。 この抑制効果は、 L P S ( + )

/ ポジテ イブコ ン トロール N I - 0 0 3 0 の投与群 7 よ りも、強い こ とが明

らか とな つた。特 に、 L P S ( + ) / P K —0 0 0 7 ( + ) の投与群 3 は、

著 しい抑制効果 を示 した。なお、 ネガテ ィブコ ン トロール の R N A を投与 し

た投与群 4 ( P K - 0 0 0 8 ) 、投与群 6 ( N K - 0 0 3 5 ) 、投与群 8 (

N 1 - 0 0 3 ) では、抑制効果は確認 されなか った。

[0234] ( A 9 - 2 ) i η ν ί v o でのオ フターゲ ッ ト効果



本発明の s s R N A を用いて、 i n v ί v o でのオフターゲット効果を

確認 し、副作用を評価 した。

[0235] 実施例の R N A は、前記実施例 A 8 の s s R N A ( P K - 0 0 0 7 ) を使

用 した。比較例のR N A は、前記実施例 A 9 - に示す、 R N A ί ネガティ

プコン トロ一ル （N c ) の s s R N A ( P K _ 0 0 0 8 ) 、 R N A i ポジテ

ィプコン トロール （P c ) の d s R N A ( N I _ 0 0 3 0 ) および R N A i

ネガティブコン トロールの d s R N A ( N 1 - 0 0 3 ) を使用 した。そし

て、前記 R N A 0 0 g を滅菌生理食塩水 7 5 从 L に溶解 して、 R N A

溶液を調製 した。

[0236] 以下に、各投与群を示す。各投与群において、 2 ~ 4 匹のマウスを使用 し

た。

投与群 1

滅菌生理食塩水 7 5 L を投与

投与群 2

R N A 溶液 （P K —0 0 0 7 ) 7 5 L を投与

投与群 3

R N A 溶液 （P K —0 0 0 8 ) 7 5 L を投与

[0237] そ して、投与から2 4 時間後、前記実施例 A 6 と同様にして、マウスから

B A L F サンプルを回収 し、前記 B A L F サンプルの上清を得た。前記上清

について、 T N F — 量および I F N — 量を測定 した。前記 T N F — 量

は、商品名M o u s e T N F s e t I I ( B e c k t o n D i c k

i n s o n a n d C o m a n y ) を用いて、その使用説明書に従って

定量 した。また、前記 I F N — 量は、商品名 R a b b i t A n t i - M

o u s e I n t e r f e r o n 3 ( P B L I n t e r f e r o n S o u

r c e ) および商品名 B i o t i n L a b e l i n g K i t - N H 2 (

同仁化学研究所）を用いて作製 した E L I S A プレー トを用いて、それらの

使用説明書にしたがつて定量 した。

[0238] これらの結果を、図 1 8 に示す。図 1 8 ( A ) は、各投与群の B A L F サ



ンプル中の T N F _ 量 を示すグラフであ り、図 1 8 ( Β ) は、各投与群の

B A L F サ ンプル中の I F N _ 量 を示すグラフである。図 1 8 において、

横軸は、それぞれの量を示す。前記 P K — 0 0 0 7 ( + ) の投与群 2 は、 R

N A ( - ) の投与群 1 と比較 して、 T N F — および I F N _ の発現が惹

起されなかった。

[0239] (実施例 A 1 0 ) 2 9 3 細胞 における L A M A 1 遺伝子の発現抑制効果

本発明の s s R N A を用いて、 ί η V ί t r ο における L A M A 1 遺伝

子の発現抑制 を確認 した。

[0240] ( ) 材料および方法

実施例の R N A ( E x ) と して、以下に示す N K — 0 0 4 3 、 N K — 0 0

6 4 を使用 した。下記配列において、 「* 」は、 フ リー塩基を示す （以下、

同様）。

[化 12]

Ε χ : Ν Κ — 0 0 4 3 (配列番号 4 3 )

Ε χ : Ν Κ — 0 0 6 4 (配列番号 4 4 )

[0241 ] 前記 R N Α を使用 した以外は、前記実施例 A 4 と同様 に して、 2 9 3 細胞

への トランスフエクシ ヨンを行い、前記細胞 を 4 8 時間培養 した。 トランス

フエクシ ヨン時の R N A 濃度は、 1 0 n m o I / L と した。そ して、 プライ

マ一と して、以下の L A M A 遺伝子用プライマ一セ ッ 卜を使用 した以外は

、前記実施例 A 2 と同様 に して、 R N A 回収、 c D N A 合成および P C R を

行い、 L A M A 1 遺伝子の発現量および内部標準である —ァクチン遺伝子

の発現量を測定 した。前記 L A M A 1 遺伝子の発現量は、内部標準である

—ァクチン遺伝子の発現量により補正 した。

L A M A 遺伝子用プライマ一セ ッ 卜



5' -AAAGCTGCCAATGCCCCTCGACC-3' (配列番号 4 5 )

5' -TAGGTGGGTGGCCCTCGTCTTG-3' (配列番号 4 6 )

[0242] また、前記実施例 A 2 と同様に して、 コン トロール 1 ( ― ) およびコン ト

ロール 2 ( m o c k ) に関 しても、発現量を測定 した。そ して、補正後の L

A M A 1 遺伝子発現量について、 コ ン トロ ー ル （― ）の細胞の発現量を 1 と

して、各 R N A を導入 した細胞の発現量の相対値を求めた。

[0243] ( 2 ) 結果

これ らの結果を、図 1 9 に示す。図 1 9 は、 2 9 3 細胞における L A M A

1 遺伝子の発現量の相対値を示すグラフである。図 1 9 に示すように、実施

例の N K _ 0 0 4 3 および N K _ 0 0 6 4 は、強い遺伝子発現抑制活性を示

すことがわかった。

[0244] (実施例 A 1 ) A 5 4 9 細胞における L M N A 遺伝子の発現抑制効果

本発明の s s R N A を用いて、 R N A 干渉効果による、 i n v i t o

における L M N A 遺伝子の発現抑制を確認 した。

[0245] ( ) 材料および方法

実施例の R N A ( E x ) として、以下に示す N K — 0 0 6 3 、 N K — 0 0

6 6 を使用 した。下記配列において、 「* 」は、 フリー塩基を示す。

[化 13 ]

E ：N K — 0 0 6 3 (配列番 号 4 7 )

5 ' — ,c g a a a gcqca a ccC CACACC G A U GCG U GG Gft CSC C CG a a - '

x c z c

E x ：N K — 0 0 6 6 (配列番号 4 8 )

5 ' .agcgucaccaa.aaagcgcaauijccpCAcacCGGaAUUC3CGCUUUUirGSUsac<3CU¾CUUCGg. 3

X c

[0246] 前記 R N A を使用 した以外は、前記実施例 A 4 と同様に して、 A 5 4 9 細

胞への トランスフエクシ ヨンを行い、前記細胞を 4 8 時間培養 した。 卜ラン

スフエクシ ヨン時の R N A 濃度は、 3 n m o I / L とした。そ して、 プライ

マ一として、以下の L M N A 遺伝子用プライマ 一 セッ 卜を使用 した以外は、



前記実施例 A 2 と同様にして、 R N A 回収、 c D N A 合成および P C R を行

し、、 L M N A 遺伝子の発現量および内部標準である —ァクチン遺伝子の発

現量を測定 した。前記 L M N A 遺伝子の発現量は、内部標準である —ァク

チン遺伝子の発現量により補正 した。

L M N A 遺伝子用プライマ一セッ卜

5' -CTGGACATCAAGCTGGCCCTGGAC-3' (配列番号 4 9 )

5' -CACCAGCTTGCGCATGGCCACTTC-3' (配列番号 5 0 )

[0247] また、前記実施例 A 2 と同様にして、コン トロール 1 ( ― ) およびコン ト

ロール 2 ( m o c k ) に関 しても、発現量を測定 した。そして、補正後の L

M N A 遺伝子発現量について、コン トロール （― ）の細胞の発現量を 1 とし

て、各 R N A を導入 した細胞の発現量の相対値を求めた。

[0248] ( 2 ) 結果

これらの結果を、図 2 0 に示す。図 2 0 は、 A 5 4 9 細胞におけるL M N

A 遺伝子の発現量の相対値を示すグラフである。図 2 0 に示すように、実施

例のN K _ 0 0 6 3 および N K _ 0 0 6 6 は、強い遺伝子発現抑制活性を示

すことがわかった。

[0249] (実施例 A ) X c とY c の長さ

本発明の s s R N A について、前記内部 5 ' 側領域 （X ) に相補的な前記

5 ' 側領域 （X c ) の長さ、および、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) に相補的な

前記 3 ' 側領域 （Y c ) の長さを変化させ、 ί n v i t r o におけるG A

P D H遺伝子の発現抑制を確認 した。

[0250] ( ) 材料および方法

実施例のR N A として、図 2 に示す s s R N A を使用 した。図 2 にお

いて、右端の番号は、配列番号を示す。図 2 1 において、 5 ' 側から、小文

字下線の領域は、前記領域 （X c ；) 、大文字下線の領域は、前記内部領域 （

Z ) 、小文字下線の領域は、前記領域 （Y c ) を示す。前記X c と前記 Z と

の間が、 リンカ一領域 （L x ) であり、前記 Z と前記Y c との間が、 リンカ

—領域 （L y ) である。また、 「X c / Y c 」は、前記領域 （X c ) の塩基



長 （X c ) と、前記領域 （Y c ) の塩基長 （Y c ) との比を示す。図 2 1 に

おいて、 「* 」は、 フ リー塩基を示す。

[0251 ] 各 s s R N A は、いずれも、内部領域 （Z ) の塩基長を 2 6 塩基、 リンカ

一領域 （L x ) の塩基長を 7 塩基、 リンカ一領域 （L y ) の塩基長を4 塩基

と した。 また、 N K — 0 0 3 6 および N K — 0 0 4 0 は、前記領域 （X c )

と前記領域 （Y c ) との合計塩基数 （X c + Y c ) を 2 6 塩基 と し、それ以

外は、前記領域 （X c ) と前記領域 （Y c ) との合計塩基数 （X c + Y c )

を 2 5 塩基 と した。そ して、 この条件の下、前記領域 （X c ) および前記領

域 （Y c ) の塩基長を変化させた。 これによつて、 べ_ 0 0 3 6 ぉょび 〜

K — 0 0 4 0 は、 フ リー塩基を有 さない分子 と した。 また、 これ ら以外の各

s s R N A は、前記内部領域 （Z ) における、二重鎖 を形成 しないフ リー塩

基を全て 1 塩基 と し、且つ、前記内部領域 （Z ) における前記 フ リ一塩基の

位置を 3 ' 側か ら 5 ' 側 に変動させた。

[0252] 前記 R N A を使用 した以外は、前記実施例 A 2 と同様 に して、 H C T 1 1

6 細胞への トランスフエクシ ヨン、培養、 R N A 回収、 c D N A 合成および

P C R を行い、 G A P D H 遺伝子の相対的発現量を測定 した。 トラ ンス フエ

クシ ヨン時の R N A 濃度は、 1 0 n m o l L と した。

[0253] ( 2 ) 結果および考察

これ らの結果を、図 2 2 に示す。図 2 2 は、終濃度 1 O n m o I L の R

N A を使用 した場合におけるG A P D H 遺伝子発現量の相対値 を示すグラフ

である。図 2 2 に示すように、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ， 側領

域 （Y c ) の長さを変化させたいずれの s s R N A についても、 G A P D H

遺伝子の発現抑制が確認できた。

[0254] 特 に、前記領域 （X c ) の塩基長 と前記領域 （Y c ) の塩基長の差が大 き

くなるに従 って、相対的に遺伝子の発現量が低下 し、発現抑制活性が増加 し

たことが確認された。すなわち、前記内部領域 （Z ) におけるフ リー塩基の

位置を、前記内部領域の中央よりも、 5 ' 側 または 3 ' 側 に配置するほど、

前記発現抑制活性 を向上できることがわかつた。



[0255] 前記実施例 A において、 N K _ 0 0 1 6 は、極めて強い発現抑制活性が

確認されている。本実施例において、 Ν Κ —0 0 2 5 および Ν Κ —0 0 3 7

は、前記 Ν Κ _ 0 0 1 6 をさらに上回る活性が認められた。

[0256] なお、フリー塩基の位置に関 しては、例えば、本実施例とは異なる遺伝子

を対象とする実施例 Α 8 ( T G F — 1 遺伝子）、実施例 A 1 0 ( L A M A

1遺伝子）、実施例 A 1 ( L M N A 遺伝子）においても、同様の効果が得

られている。

[0257] すなわち、前記実施例 A 8 では、前述の配列に示すように、 N K —0 0 3

3 とN K —0 0 5 5 は、ともに 1塩基のフリー塩基を有 し、前者は、内部領

域 （Z ) の 3 ' 末端から4 番目に位置 し、後者は、内部領域 （Z ) の 3 ' 末

端から2 番目に位置する。そして、前述の図 1 5 に示すように、フリー塩基

が、より3 ' 末端側に位置するN K _ 0 0 5 5 が、高い発現抑制を示 した。

フリ一塩基が 2 塩基であるN K —0 0 6 とN K —0 0 6 2 との間において

も、同様の結果であった。また、実施例 A 9 および実施例 1 0 においても、

前記実施例 8 と同様の条件で、フリ一塩基の位置を変化させたが、同様に、

フリ一塩基が、より3 ' 末端側に位置する s s R N A が、高い発現抑制を示

した。

[0258] これらの結果からも、標的遺伝子の種類ならびにそれに対する発現抑制配

列にかかわらず、同様の挙動を示すことは明らかである。このため、本発明

の s s R N A は、標的遺伝子の種類に関わらず適用可能なツールといえる。

[0259] (実施例 A 1 3 ) X 、 X c 、 Y およびY c の長さ

本発明の s s R N A について、前記内部 5 ' 側領域 （X ) 、前記 5 ' 側領

域 （X c ；) 、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) および前記 3 ' 側領域 （Y c ) の各

長さを変化させ、 ί n v i t r o におけるG A P D H遺伝子の発現抑制を

確認 した。

[0260] ( ) 材料および方法

実施例のR N A として、図 2 3 に示す s s R N A を使用 した。図 2 3 にお

いて、右端の番号は、配列番号を示す。図 2 3 において、 5 ' 側から、小文



字 下線 の領 域 は、 前 記領 域 （X c ；) 、 大 文字 下線 の領 域 は、 前 記 内部領 域 （

Z ) 、 小 文字 下線 の領 域 は、 前 記領 域 （Y c ) を示 す。 また、 「X c + Y c

Z X + 丫」 は、 前 記領 域 （X c ) と前 記領 域 （Y c ) の塩 基 長 の合 計 と、 前

記領 域 （X ) と前 記領 域 （Y ) の塩 基 長 の合 計 との比 を示 す。 図 2 3 にお い

て、 「* 」 は、 フ リー塩 基 を示 す。

[0261 ] 各 s s R N A は、 いずれ も、 リンカ一領 域 （L X ) の塩 基 長 を 7 塩 基、 リ

ンカー領 域 （L y ) の塩 基 長 を 4 塩 基、 前 記領 域 （Y c ) の塩 基 長 を 1 塩 基

と し、 前 記 内部領 域 （Z ) の 3 ' 側 か ら 2 番 目の塩 基 を、 フ リ一塩 基 と した

。 そ して、 前 記 内部領 域 （Z ) の塩 基 長 と前 記領 域 （X c ) の塩 基 長 を変 動

させ た。

[0262] 特 に示 さな い限 りは、 前 記 実施 例 A 2 と同様 に して、 前 記 R N A につ いて

、 H C T 1 1 6 細胞 へ の トラ ンス フ エ クシ ヨン、 培養 、 R N A 回収 、 c D N

A 合成 お よび P C R を行 い、 G A P D H 遺伝 子 の発現 量 を測 定 した。 前 記 卜

ラ ンス フ エ クシ ョンの条 件 は、 前 記 ゥ エル あ た りの組成 を以 下 の よ うに設 定

した。 下記 組成 にお いて、 （B ) は、 0 p t ί - M E M (商 品名、 I n v ί

t r o g e n ) 、 （C ) は、 2 0 m o l L 前 記 R N A 溶 液 で あ り、 両

者 をあわ せ て 9 8 . 5 L 添 加 した。 前 記 ゥ エル にお いて、 前 記 R N A の最

終 濃 度 は、 1 n m o I / L と した。 内部標 準 に よ る補 正、 発現 量 の相 対値 の

算 出 も、 前 記 実施 例 A 2 と同様 に行 った。

[ 表 5]

( ゥ エル あた りの組 成 ： は し）

培 養 液 4 0 0

( A ) L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 1 . 5

( B ) + ( C ) 9 8 . 5

合 計 5 0 0

[0263] ( 2 ) 結 果 お よび考 察

これ らの結 果 を、 図 2 4 に示 す。 図 2 4 は、 終 濃 度 1 n m o I / L の R N

A を使 用 した場 合 にお け る G A P D H 遺伝 子発現 量 の相 対値 を示 す グラ フで

あ る。 図 2 4 に示 す よ うに、 前 記領 域 （X ) 、 前 記領 域 （X c ；) 、 前 記領 域



( Y ) および前記領域 （Y c ) の長さを変化させたいずれの s s R N A につ

いても、G A P D H遺伝子の発現抑制が確認できた。また、前記実施例 A 2

において、 N K —0 0 1 6 は、極めて強い発現抑制活性が確認されている。

本実施例において、 N K —0 0 1 6 以外の s s R N A は、全てN K _ 0 0 1

6 をさらに上回る活性が認められた。

[0264] (実施例 A 1 4 ) X c の長さ

本発明の s s R N A について、前記内部 5 ' 側領域 （X ) に相補的な前記

5 ' 側領域 （X c ) の長さを変化させ、 ί n v i t r o におけるG A P D

H遺伝子の発現抑制を確認 した。

[0265] ( ) 材料および方法

実施例のR N A として、図 2 5 に示す s s R N A を使用 した。図 2 5 にお

いて、 5 ' 側から、小文字下線の領域は、前記領域 （X c ；) 、大文字下線の

領域は、前記内部 5 ' 領域 （X ) 、小文字下線の領域は、前記領域 （Y c )

を示す。また、 「X c / Y c 」は、前記領域 （X c ) の塩基長 （X c ) と、

前記領域 （X ) の塩基長 （X ) との比を示す。図 2 5 において、 「* 」は、

フリー塩基を示す。下記 R N A の配列は、配列番号 7 4 ~ 7 6 に示す。

[0266] 各 s s R N A は、いずれも、内部領域 （Z ) の塩基長を2 6 塩基、前記領

域 （X ) を 2 5 塩基、前記領域 （Y ) を 1塩基、前記領域 （Y c ) を 1塩基

、 リンカ一領域 （L x ) の塩基長を 7 塩基、 リンカ一領域 （L y ) の塩基長

を4 塩基とした。そして、この条件の下、前記領域 （X c ) の塩基長を変化

させた。これによつて、各 s s R N A は、前記内部領域 （Z ) における、二

重鎖を形成 しないフリ一塩基の有無および数を変化させた。なお、 N K —0

0 0 1 は、フリー塩基を有さない。

[0267] 前記 R N A を使用 した以外は、前記実施例 A 3 と同様にして、 H C T 1

1 6 細胞への トランスフエクシヨン、培養、 R N A 回収、 c D N A 合成およ

び P C R を行い、G A P D H遺伝子の発現量を測定 した。内部標準による補

正、発現量の相対値の算出も、前記実施例 A 1 3 と同様に行った。

[0268] ( 2 ) 結果および考察



これ らの結果を、図 2 6 に示す。図 2 6 は、終濃度 1 n m o I / L の R N

A を使用 した場合におけるG A P D H 遺伝子発現量の相対値 を示すグラフで

ある。図 2 6 に示すように、前記 5 ' 側領域 （X c ) の長 さを変化させたい

ずれの s s R N A についても、 G A P D H 遺伝子の発現抑制が確認できた。

特 に、 フ リー塩基を有する場合、その数が少ない程、前記発現抑制活性 を向

上できると考 え られる。 また、前記実施例 A 2 において、 N K — 0 0 1 6 は

、極めて強い発現抑制活性が確認されている。本実施例 において、 N K — 0

0 6 以外の s s R N A は、全て N K — 0 0 1 6 をさらに上回る活性が認め

られた。

[0269] なお、 フ リー塩基の個数 に関 しては、例えば、本実施例 とは異なる遺伝子

を対象 とする実施例 A 8 ( T G F — S 1 遺伝子）においても、同様の効果が

得 られている。すなわち、前記実施例 A 8 では、前述の配列に示すように、

N K — 0 0 3 3 と N K — 0 0 6 1 のフ リ一塩基は、前者が、 1 塩基であ り、

後者が 2 塩基である。そ して、前述 した図 1 5 に示すように、 フ リー塩基が

少ない N K — 0 0 3 3 が、高い発現抑制 を示 した。 また、 N K — 0 0 5 5 と

N K — 0 0 6 2 は、前記 N K - 0 0 3 3 および前記 N K - 0 0 6 よ りも、

フ リ一塩基の位置を内部領域 （Z ) の 3 ' 側 に変動させることで、実施例 A

1 2 で述べたように、高い発現抑制 を示 した。 これ らの結果か らも、標的遺

伝子およびそれに対する発現抑制配列の種類 にかかわ らず、同様の挙動を示

すことは明 らかである。 このため、本発明の s s R N A は、標的遺伝子の種

類 に関わ らず適用可能なツール といえる。

[0270] (実施例 A 1 5 ) リンカ一の互換性

本発明の s s R N A について、前記内部 5 ' 側領域 （X ) と前記 5 ' 側領

域 （X c ) との間の リンカ一領域 （L x ) および前記内部 3 ' 側領域 （Y )

と前言己3 ' 側領域 （Y c ) との間の リンカ一領域 （L y ) を変化させ、 ί η

ν i t r o におけるG A P D H 遺伝子の発現抑制 を確認 した。

[0271 ] ( ) 材料および方法

実施例の R N A と して、図 2 7 に示す s s R N A を使用 した。図 2 7 にお



いて、 5 ' 側から、小文字下線の領域は、前記 5 ' 側領域 （X c ；) 、大文字

下線の領域は、前記内部領域 （Z ) 、小文字下線の領域は、前記 3 ' 側領域

( Y c ) を示す。前記X と前記X c との間の配列が、 リンカ一領域 （L x )

であり、前記Y と前記Y c との間の配列が、 リンカ一領域 （L y ) である。

また、各 R N A について、 リンカ一領域 （L x ) の塩基長 （L x ) と、 リン

力一領域 （L y ) の塩基長 （L y ) との比 （L x / L y ) を示す。図 2 7 に

おいて、 「* 」は、フリー塩基を示す。

[0272] 前記 R N A を使用 した以外は、前記実施例 A 3 と同様にして、 H C T 1

1 6 細胞への トランスフエクシヨン、培養、 R N A 回収、 c D N A 合成およ

び P C R を行い、G A P D H遺伝子の発現量を測定 した。内部標準による補

正、発現量の相対値の算出も、前記実施例 A 1 3 と同様に行った。

[0273] ( 2 ) 結果および考察

これらの結果を、図 2 8 に示す。図 2 8 は、終濃度 1 n m o I / L の R N

A を使用 した場合におけるG A P D H遺伝子発現量の相対値を示すグラフで

ある。図 2 8 に示すように、前記 リンカ一領域 （L x ) および （L y ) の条

件、すなわち、長さ、両者間の長さの比、配列等を変化させたいずれの s s

R N A についても、同様に、G A P D H遺伝子の発現抑制が確認できた。こ

の結果から、前記 リンカ一領域 （L x ) および （L y ) の条件は、特に制限

されず、様々な長さ、配列等に設計可能であることがわかった。

[0274] (実施例 A 1 6 ) H C T 1 6 細胞におけるG A P D H遺伝子の発現抑制効

果

プロリンまたはプロリノール を有するリンカ一で置換 した s s R N A を用

いて、 H C T 1 6 細胞でのG A P D H発現抑制効果を確認 した。

[0275] ( ) 材料および方法

実施例のR N A ( E x ) として、以下に示すR N A ( E x s s R N A )

を合成 した。また、比較例のR N A として、以下に示す、 R N A i のネガテ

ィプコン トロール （N c ) の N c s s R N A を合成 した。下記式において

、 リンカ一領域 （L x ) および リンカ一領域 （L y ) は、 X c X との間、お



よび、Y c Y との間を、プロリンまたはプロリノールを有する下記表のアミ

ダイ 卜 （実施例 B参照）を用いて結合させた。

[化14]

E x s s R N A (配列番 丄 )

5 ' cauqaaaaguauqacaacagcc-Lx-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC-Ly-gaa - 3 '

Z

c s s R N A (配列番 ; 8 )

5 ' - ccaucaacqauaaqugaaagcc-Lx-GGCUUUCACUUAUCGUUGAUGGCUUC-Ly-qaa - 3 '

c Z Yc

[0276] [表6]

[0277] 前記 R N A を使用した以外は、前記実施例A 3 と同様にして、 H C T 1

1 6 細胞への トランスフエクシヨン、培養、 R N A 回収、 c D N A 合成およ

び P C Rを行い、G A P D H遺伝子の発現量を測定した。内部標準による補

正、発現量の相対値の算出も、前記実施例A 1 3 と同様に行った。

[0278] ( 2 ) 結果

これらの結果を、図2 9 に示す。図2 9 は、G A P D H遺伝子発現量の相

対値を示すグラフである。図2 9 に示すように、 リンカ一領域 （L x ) およ

びリンカ一領域 （L y ) としてプロリンまたはプロリノールを含むE X s

s R N A は、いずれも、強い遺伝子発現抑制活性が確認でき、濃度依存的に

効果を示すことがわかった。他方、ネガティブコン トロールの s s R N A は

、抑制効果が観察されなかった。



[0279] (実施例 A 1 7 ) H C T 1 6 細胞におけるG A P D H遺伝子の発現抑制効

プロリンを有するリンカ一で置換 した s s R N A を用いて、 H C T 1 1 6

細胞でのG A P D H発現抑制効果を確認 した。

[0280] ( 1 ) 材料および方法

実施例の R N A ( E x ) として、以下に示す R N A ( E x s s R N A )

を合成 した。また、比較例の R N A として、以下に示す、 R N A i のネガテ

ィプコン トロール （N c ) の N c s s R N A を合成 した。下記式において

、 リンカ一領域 （L x ) および リンカ一領域 （L y ) は、 乂 〇と乂との間、

および、 Y c Y との間を、プロリンまたはプロリノールを有する下記表のァ

ミダイ 卜 （実施例 B参照）を用いて結合させた。

[ 化 15]

E x s s R N A (¾ 列番 3 )

5 ' - cauqaqaaguaugacaacaqcc-Lx -GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC - L -gaa - '

c s s R N A (¾ 列番 3 8 )

5 ' - ccaucaacqauaaguqaaaqcc-Lx -GGCUUUC¾CUUAUCGUUGAUGGCUUC -Ly -gaa

x c z YC

[0281 ] [ 表7]

[0282] 前記 R N A を使用 した以外は、前記実施例 A 1 3 と同様にして、 H C T 1

1 6 細胞への トランスフエクシヨン、培養、 R N A 回収、 c D N A 合成およ

び P C R を行い、G A P D H遺伝子の発現量を測定 した。内部標準による補

正、発現量の相対値の算出も、前記実施例 A 1 3 と同様に行った。

[0283] ( 2 ) 結果



これらの結果を、図 3 0 に示す。図 3 0 は、 H C T 1 6 細胞のG A P D

H遺伝子発現量の相対値を示すグラフである。図 3 0 に示すように、 リンカ

—領域 （L x ) および リンカ一領域 （L y ) としてプロリンを含む E x s

s R N A は、強い遺伝子発現抑制活性を示 し、濃度依存的に効果を示すこと

がわかった。他方、ネガティプコン トロ一ルの s s R N A は、抑制効果が観

察されなかった。

[0284] (実施例 A 1 8 ) リボヌクレア一ゼ耐性

本発明の s s R N A について、 リボヌクレア一ゼ耐性を確認 した。

[0285] ( ) 材料および方法

実施例のR N A ( E x ) として、実施例 A 5 におけるN K —0 0 3 3 およ

び実施例 A 8 におけるP K _ 0 0 0 7 を使用 した。また、比較例のR N A と

して、実施例 A 9 におけるポジティブコン トロール （P c ) の d s R N A (

N I - 0 0 3 0 ) を使用 した。

[0286] まず、 2 0 m m o l / L T r i s - H C I ( p H 8 ) に、 6 0 p m o l

の前記 R N A 、 5 X 1 0 - 5 ュニッ卜のR N a s e A ( R o c h e ) および

5 X O - 5ュニッ卜のR N a s e T ( R o c h e ) を混合 し、 3 7 °C に

てインキュベー トした。インキュベー ト開始から 1 0 分、 2 0 分、 3 0 分後

に、定法に従ってR N a s eの反応を停止させた。そして、前記反応液を 1 5

%ポリアクリルアミ ドゲルで電気泳動 した後、 S Y B R G e e n I I

( L o n z a 、 スイス）で染色 し、 E —B O X —V X 2 ( ェ厶エス機器、東

京）を用いて分析 した。

[0287] ( 2 ) 結果

この結果を図 3 に示す。図 3 は、 リボヌクレア一ゼ耐性を示す電気泳

動写真である。図 3 において、 レーン 「M 」は、分子量マ一力一であり、

m i n は、インキュベー ト時間を示す。

[0288] 図 3 1 に示すように、比較例のN I _ 0 0 3 0 は、インキュベー ト1 0 分

後において、ほぼ全てが分解された。これに対 して、実施例のN K —0 0 3

3 および P K —0 0 0 7 ) は、インキュベー ト1 0 分後においても、残存 し



ていた。 この結果か ら、本発明の s s R N A は、 d s R N A よりも リボヌク

レア一ゼ耐性 に優れることがわかった。

[0289] (実施例 A 1 9 ) ヌクレア一ゼ耐性

本発明の s s R N A について、 ヌクレア一ゼ耐性 を確認 した。

[0290] ( ) 材料および方法

前記実施例 A 1 8 と同 じR N A を使用 した。 まず、 5 m m o l / L C a

C I 2 を含む 5 0 m m o l Z L T r i s — H C I ( p H 8 ) に、 6 0 p m o

I の前記 R N A 、 0 . 5 ユニ ッ トの S 7 ヌクレア一ゼ （R o c h e ) を混合

し、 3 7 °C にてインキュベー トした。インキュベー ト開始 （O h ) か ら0 .

5 時間後 に、定法に従 って S 7 ヌクレア一ゼの反応を停止させた。そ して、

そ して、前記反応液 を定法に従い、 7 M尿素 — 1 5 % ポ リアク リルアミ ドゲ

ルで電気泳動 した後、 S Y B R G e e n I I (商品名、 L o n z a )

で染色 し、 E - B O X - V X 2 (商品名、ェ厶エス機器）を用いて分析 した

[0291 ] ( 2 ) 結果

この結果を図 3 2 に示す。図 3 2 は、 S 7 ヌクレア一ゼ耐性 を示す電気泳

動写真である。図 3 2 において、 レーン 「M 」は、分子量マ一力一である。

また、 h は、インキュベー ト時間を示す。

[0292] 図 3 2 に示すように、比較例の N I — 0 0 3 0 は、インキュベー トに 5

時間後 において、ほぼ全てが分解 された。 これに対 して、実施例の N K — 0

0 3 3 および P K — 0 0 0 7 は、インキュベー トに 5 時間後 においても、

残存 していた。 この結果か ら、本発明の s s R N A は、 5 ¾ 八ょりも 3

7 ヌクレア一ゼ耐性 に優れることがわかった。

[0293] 前記実施例 A の各結果か ら、本発明の s s R N A は、例えば、標的遺伝子

の種類 に依存することな く、構築可能であることがわかった。具体的に、前

記 s s R N A は、例えば、前記領域 （X ) と前記領域 （X c ) により形成 さ

れる二重鎖の長さおよび前記領域 （Y ) と前記領域 （Y c ) により形成 され

る二重鎖の長さ、前記内部領域 （Z ) において、二重鎖 を形成 しないフ リ一



塩基の有無、個数および位置、ならびに、 リンカ一領域 （L x ) および リン

力一領域 （L y ) の有無、種類および長さ等は、改変可能であることがわか

つた。このことから、本発明の s s R N A は、遺伝子の発現抑制において、

標的遺伝子の種類に依存することなく使用できる、汎用性の高い新たなッ一

ルであるといえる。

[0294] (実施例 B )

. プロリノールの合成

下記式に示すスキーム 1 に従い、ジメ トキシ 卜リチル基で保護されたプロ

リノール を合成 した。

[0295] [ 化16]

ス キ ー ム 1

[0296] ( ) F m o c _ L —プロリノ一ル （化合物 2 )

L —プロリノ一ル （化合物 1 ) ( 0 . 6 1 g 、 6 . O m m o l ) を、純水

7 0 m L に溶解 し、 L —プロリノール水溶液を調製 した。 N — ( 9 —フル才

レニルメ トキシカルボ二口キシ）スクシンィミ ド （F m o c —O S u ) ( 2

. O g 、 6 . O m m o l ) を、 T H F 1 0 m L に溶解 した。この T H F 溶液

を、前記 L —プロリノ一ル水溶液に加え、 1時間撹拌 して、両者を反応させ



た。 この反応液 を、液体画分 と沈殿画分 とに分離 し、 それぞれの画分 を酢酸

ェチルで抽出 し、 それぞれ有機層 を回収 した。 そ して、 それぞれの有機層 を

合わせた後、無水硫酸ナ トリウムを添加 して、水分 を吸収 させた （以下、乾

燥 という）。前記有機層 をろ過 して、 ろ液 を回収 し、前記 ろ液 を減圧濃縮 し

た。得 られた残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 へ

キサ ン ：酢酸ェチル = 1 ： 1 ) によ り精製 し、化合物 2 を得た （1 . 4 g 、

収率 7 4 % ) 。以下に、化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 7 7 ( 2 H , d , J = 7 . 7 H z , A r -

H ) ， 7 . 6 0 ( 2 H , d ， J = 7 . 3 H z ， A r - H ) , 7 . 4 0 ( 2 H ,

t , J = 7 . 5 H z , A r - H ) , 7 . 3 1 ( 2 H , t , J = 7 . 6 H z ，

A r - H ) , 4 . 4 0 - 4 . 5 0 ( 2 H , m， C O O C H 2 ) ， 4 . 2 2 (

H ， t , J = 6 . 5 H z , A r - C H ) , 3 . 2 0 - 3 . 8 0 ( 5 H , m，

H - 5 , H - 6 ) , 1 . 7 5 ( 3 H ，m， H - 3 , H - 4 ) , 1 . 4 0 ( 1

H ，m， H - 3 ) .

( 2 ) F m o c _ D M T r _ L —プロ リノール （化合物 3 )

前記 F m o c _ L —プロ リノール （化合物 2 ) ( 1 . 4 g 、 4 . 3 m m o

I ) を、 ピリジン 2 0 m L に溶解 して、 3 回共沸 した。得 られた残留物 を、

ピリジン 2 O m L に溶解 した。 この溶液 を、 アル ゴン下、氷浴中で、撹拌 し

なが ら、 4 ， 4 ' —ジメ トキシ トリチル クロ リ ド （D M T r _ C I ) ( 1 .

8 g 、 5 . 3 m m o I ) を添加 した。 この反応液 について、 クロ口ホルム/

メタノ一ルの T L C によ り反応 を追跡 し、 F m o c _ L —プロ リノールのス

ポ ッ 卜が消えるまで、 4 時間反応 させた。 そ して、過剰の D M T r _ C I を

クェ ンチするために、前記反応液 に、 メタノール 3 m L を加えて 1 0 分撹拌

した。前記反応液 に、 さ らに、 クロ口ホルムを加えた後、有機層 を回収 した

。回収 した前記有機層 に、飽和食塩水 による洗浄、 5 %炭酸水素ナ トリウム

水溶液 による洗浄 を行い、 もう一度、飽和食塩水 による洗浄 を行 った。洗浄

後の有機層 を、無水硫酸ナ トリウムで乾燥 させた。前記有機層 をろ過 して、

得 られた ろ液 を減圧濃縮 した。得 られた残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ ト



グラフィ一 （展開溶媒 クロ口ホルム、 1 % ピリジン）により精製 し、化合

物 3 を得た （2 . O g 、収率 7 4 % ) 。以下に、化合物のN M Rの結果を示

す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 7 7 ( 2 H , d , J = 7 . 7 H z , A

r - H ) , 7 . 6 0 ( 2 H , d ， J = 7 . 3 H z ， A r - H ) , 7 . 4 0 -

7 . 1 8 ( 3 H , m， A r - H ) , 6 . 8 9 ( 4 H , d ， J = 8 . 6 H z

， A r - H ) , 4 . 2 0 - 4 . 4 0 ( 2 H , m， C O O C H 2 ) ， 4 . 0 2 (

1 H， t , J = 6 . 5 H z , A r - C H ) , 3 . 8 0 - 3 . 1 0 ( 5 H , m

， H - 5 , H - 6 ) , 3 . 7 3 ( s ， 6 H， O C H 3 ) ， 1 . 8 4 ( 3 H， m

， H - 3 , H - 4 ) , 1 . 5 8 ( 1 H， m， H - 3 ) .

[0298] ( 3 ) D M T r _ L —プロリノール （化合物 4 )

前記 F m o c _ D M T r _ L —プロリノール （化合物 3 ) ( 2 . 0 g 、 3

. 2 m m o l ) を、 2 0 % ピぺ リジンを含むD M F溶液 2 5 m L に溶解 し、

2 時間撹拌 した。この溶液を減圧濃縮 し、得 られた残渣を、シリカゲル力

ラムクロマ 卜グラフィ一 （クロ口ホルム ：メタノール= 8 5 : 1 5 、 % ピ

リジン含有）で精製 し、化合物 4 を得た （1 . 0 g 、収率 7 8 % ) 。以下に

、化合物のN M Rの結果を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m， A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ， A r - Η ) , 3 . 7 8 ( 6 Η ，

s ， O C H 3 ) , 3 . 3 1 ( 1 Η ， m， Η - 6 ) , 3 . 0 7 ( 2 Η , m， Η

- 2 , Η - 6 ) ， 2 . 9 0 ( 2 Η , m， Η - 5 ) ， 1 . 8 4 ( 3 Η ， m， Η

- 3 , Η - 4 ) , 1 . 4 0 ( 1 Η ， m， Η - 3 ) .

[0299] 2 . アミダイ 卜誘導体の合成

つぎに、下記式に示すスキーム 2 に従い、プロリノールを有するアミダイ

卜誘導体を合成 した。以下、 1 _ ェチル_ 3 _ ( 3 —ジメチルァミノプロピ

ル）カルポジイミ ド塩酸塩を、 「E D C 」、 N， N —ジメチルァミノピリジ

ン （4 —ジメチルァミノピリジン）を 「D M A P」という。

[0300]



[ 化 17 ]

ス キ ー ム 2

( 1 ) D M T r _ アミ ド_ L —プロ リノール （化合物 5 )

前記 D M T r _ L —プロ リノール （化合物 4 ) ( 0 . 8 0 g 、 2 . O m m

o I ) 、 E D C ( 0 . 4 6 g 、 2 . 4 m m o I ) および D M A P ( 0 . 2 9

g 、 2 . 4 m m o I ) を、 ジクロロメタン 2 0 m L に溶解 して撹拌 した。 こ

の溶液 に、 1 0 — ヒ ドロキシデカン酸 （0 . 4 5 g 、 2 . 4 m m o I ) を添

加 し、撹拌 した。 この反応液 について、酢酸ェチルの T L C によ り反応 を追

跡 し、 D M T r _ L —プロ リノ一ルのスポ ッ 卜が消えるまで、 2 0 時間反応

させた。 そ して、前記反応液 に、 ジクロロメタンを加えた後、有機層 を回収

した。回収 した前記有機層 を、飽和食塩水で洗浄 した後、無水硫酸ナ 卜リウ

厶で乾燥 させた。前記有機層 をろ過 して、得 られた ろ液 を減圧濃縮 し、 その

残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （酢酸ェチル、 1 % ピリジン

含有）によ り精製 し、化合物 5 を得た （0 . 7 g ，収率 6 2 % ) 。以下に

、化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m， A r - H

) ， 6 . 8 2 ( 4 H , d ， J = 8 . 6 H z ， A r - H ) , 3 . 7 8 ( 6 H



，s ，O C H 3 ) , 3 . 6 8 - 2 . 9 3 ( 7 H , m，H - 2 , H - 5 , H - 6

) ， . 2 7 - 1 . 7 2 ( 6 H，m，アルキル，H _ 3 ，H - 4 ) ， 1 . 5

8 ( 4 H，s ，アルキル）， 1 . 3 0 ( 1 0 H，s ，アルキル）.

[0302] ( 2 ) D M T r _ アルキル_ L —プロリノール （化合物 6 )

前記D M T r _ L —プロリノール （化合物4 ) ( 0 . 8 0 g、2 . O m m

o I ) を、メタノール 1 5 m L に溶解し、 5 — ヒドロキシペンタナール （0

. 3 1 g、3 . 0 m m 0 I ) を加えて撹拌した。この溶液に、シァノ水素化

ホウ素ナトリウム （0 . 2 5 g、4 . 0 m m 0 I ) を加え、さらに撹拌した

。この反応液について、酢酸ェチル/ へキサンのT L C により反応を追跡し

、D M T r _ L —プロリノ一ルのスポッ卜が消えるまで、 2 4 時間反応させ

た。そして、前記反応液に、酢酸ェチルを加え、有機層を回収した。回収し

た前記有機層を、飽和食塩水で洗浄した後、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ

た。前記有機層をろ過して、得られたろ液を減圧濃縮し、その残渣を、シリ

力ゲルカラムクロマトグラフィー （へキサン：酢酸ェチル= 1 ：1、 1 % ピ

リジン含有）により精製し、化合物 6 を得た （0 . 6 2 g、収率 6 3 % ) 。

以下に、化合物のN M Rの結果を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m，A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ，J = 8 . 6 Η ζ ，A r - Η ) , 3 . 7 8 ( 6 Η ，

s ，O C Η 3 ) ，3 . 7 0 - 2 . 8 6 ( 4 Η , m，C H 2 O H，H - 6 ) ，2

. 0 6 - 1 . 7 9 ( 5 H , m，アルキル，H _ 2 ，H - 5 ) ， 1 . 7 4 -

. 4 9 ( 6 H，m，アルキル，H _ 3 ，H - 4 ) ， 1 . 4 5 - 1 . 7 ( 4

H，m，アルキル）.

[0303] ( 3 ) D M T r _ ウレタン_ L —プロリノール （化合物 Ί )

1，4 —プタンジ才一ル （0 . 9 0 g、 1 0 m m o l ) を、ジクロロメタ

ン3 0 m L に溶解し、さらに、カルボニルジイミダゾ一ル （1 . 4 g、8 .

6 m m 0 I ) を加え、 3 時間撹拌した。この反応液の有機層を、飽和食塩水

で洗浄した後、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた。前記有機層をろ過して、

得られたろ液を減圧濃縮し、その残渣を、シリカゲルカラムクロマトグラフ



ィ一 （クロ口ホルム ：メタノール = 9 ： ) によ り精製 した。 これによつて

、 1 ， 4 —プタンジオールの一方の末端がカルボ二ルジィミダゾ一ルで活性

化 された化合物 を得た （0 . 2 5 g ， 1 . 5 m m o I ) 。 この化合物 をジク

ロロメタン 1 5 m L に溶解 し、前記 D M T r _ L —プロ リノ一ル （化合物 4

) ( 0 . 6 g 、 1 . 5 m m o I ) を添加 し、 2 4 時間撹拌 した。 この混合液

に、 さ らに、酢酸ェチル を加え、有機層 を回収 した。回収 した前記有機層 を

、飽和食塩水で洗浄 した後、無水硫酸ナ トリウムで乾燥 させた。前記有機層

をろ過 して、得 られた ろ液 を減圧濃縮 し、 その残渣 を、 シ リカゲル カラムク

ロマ 卜グラフィ一 （へキサ ン ：酢酸ェチル = 1 ：1 、 1 % ピリジン含有）に

よ り精製 し、化合物 7 を得た （0 . 6 1 g 、収率 7 7 % ) 。以下に、化合物

の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m ， A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ， A r - Η ) , 4 . 2 4 - 3 . 9

4 ( 2 Η , m ， C O O C Η 2 ) ， 3 . 7 8 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) ， 3 . 7 2

- 2 . 9 6 ( 7 H , m ， アルキル， H — 2 ， H - 5 , H - 6 ) , 2 . 1 0 —

. 3 0 ( 8 H ， m，アルキル， H _ 3 ， H - 4 ) .

( 4 ) D M T r —ゥ レイ ド—L—プロ リノール （化合物 8 )

前記 D M T r _ L —プロ リノール （化合物 4 ) ( 0 . 5 0 g 、 1 . m m

o I ) および 卜リホスゲ ン （0 . 1 2 g 、 0 . 4 0 m m o I ) を、 ジクロロ

メタン 8 m L に溶解 し、 アル ゴン下、氷浴中で、撹拌 した。 そ して、前記溶

液 に、 N ， N — ジイソプロピルェチル ァミン （0 . 3 1 g 、 2 . 4 m m o I

) を添加 し、 1 時間撹拌 した。 さ らに、前記溶液 に、 8 —ァミノ_ 1 —才 ク

タノ一ル （0 . 1 7 g 、 1 . 2 m m o I ) を添加 し、同様 に して氷浴中で 3

0 分撹拌 した後、室温で 2 0 時間撹拌 した。前記溶液 に、 ジクロロメタンを

加え、有機層 を回収 した。回収 した前記有機層 を、飽和食塩水で洗浄 した後

、無水硫酸ナ トリウムで乾燥 させた。前記有機層 をろ過 して、得 られた ろ液

を減圧濃縮 し、 その残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （へキサ

ン ：酢酸ェチル = 4 ：1 、 1 % 卜リエチル ァミン含有）によ り精製 し、化合



物 8 を得た （0 . 4 4 g 、収率 6 2 % ) 。以下に、化合物のN M Rの結果を

示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m，A r - H

) ， 6 . 8 2 ( 4 H , m，A r - H ) , 3 . 7 8 ( s ， 6 H，O C H 3 ) ， 3

. 6 8 - 3 . 2 5 ( 9 H , m，C H 2 N H，C H 2 O H，H - 2 , H - 5 , H

- 6 ) ， 1 . 7 4 - 1 . 8 ( 1 6 H，m，アルキル， H _ 3 ，H - 4 ) .

[0305] ( 5 ) プロリノール を有するアミダイ 卜誘導体 （化合物 9 ~ 1 )

前記修飾プロリノール （化合物 5 ~ 8 ) を、それぞれ原料として、以下に

示す方法により、化合物 9 ~ 1 2 を合成 した。前記修飾プロリノ一ルおよび

5 —ベンジルチオ一 1 H —テ 卜ラゾールを、ァセ トニ 卜リリレ3 m L に溶解 し

た。前記修飾プロリノールの使用量は、化合物 5 の場合、 0 . 6 9 g ( 1 .

2 m m o I ) 、化合物 6 の場合、 0 . 6 0 g ( 1 . 2 m m o l ) 、化合物 7

の場合、 0 . 6 0 g ( 1 . 2 m m o l ) 、化合物 8 の場合、 0 . 2 5 g ( 0

. 4 3 m m o I ) とした。また、 5 _ ベンジルチオ_ 1 H —テ トラゾ一ルの

使用量は、化合物 5 ~ 7 に対 しては、 0 . 1 5 g ( 0 . 7 8 m m o l ) 、化

合物 8 に対 しては、 5 4 m g ( 0 . 5 m m o I ) とした。前記溶液に、ァ

ル ゴン下、 2 —シァノエチル N，N，N ' ，N ' —テ トライソプロピルホス

ホロジアミダイ 卜を添加 し、 2 時間撹拌 した。前記 2 —シァノエチル N，N

，N ' ，N ' —テ トライソプロピルホスホロジアミダイ 卜の添加量は、前記

化合物 5 ~ 7 を使用 した系では、 0 . 5 4 g ( 1 . 8 m m o I ) とし、前記

化合物 8 を使用 した系では、 0 . 1 9 g ( 0 . 6 4 m m o I ) とした。そし

て、前記溶液に、飽和炭酸水素ナ トリウム水溶液を添加 し、さらに、ジクロ

ロメタンで抽出し、有機層を回収 した。回収 した前記有機層を、無水硫酸ナ

トリウムで乾燥させた。前記有機層をろ過 して、得 られたろ液を減圧濃縮 し

、その残渣を、シリカゲルカラムクロマ トグラフィー （へキサン ：酢酸ェチ

ル= 1 ：1、 1 % 卜リエチルァミン含有）により精製 し、化合物 9 ~ 1 2 を

得た。以下に、各化合物のN M Rの結果を示す。

[0306] D M T r _ アミ ド—L —プロリノール アミダイ 卜 （化合物 9 、 0 . 6 0 g、



収率 5 5 % )

H - N M R ( C D C I 3 ) 8 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H ，m， A r - H ) ,

6 . 8 2 ( 4 H , d ， J = 8 . 6 H z ， A r - H ) , 3 . 7 8 ( 6 H , s ，

O C H 3 ) , 3 . 6 8 - 2 . 9 3 ( H , m， C H 2 0 ， P O C H 2， C H C

H 3 , H - 2 , H - 5 , H - 6 ) ， 2 . 5 8 ( 2 H , m， C H 2 C N ) ， 2 .

2 7 - 1 . 7 2 ( 6 H ，m， アル キル ， H _ 3 ， H - 4 ) ， 1 . 5 8 ( 4 H

， s ， アル キル ） ， 1 . 3 0 ( 2 2 H , s ， アル キル ， C H C H 3 ) .

D M T r _ アル キル _ L —プロ リノール ア ミダ イ 卜 （化 合 物 1 0 、 0 . 7 1

g 、収率 6 0 % )

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m， A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ， A r - Η ) , 3 . 7 8 ( 6 Η ，

s ， O C Η 3 ) ， 3 . 7 0 - 2 . 8 6 ( 8 Η , m， C H 2 0 ， P O C H 2， C H

C H 3 , H - 6 ) , 2 . 5 8 ( 2 H , m， C H 2 C N ) ， 2 . 0 6 - 1 . 7 9

( 5 H , m， アル キル ， H - ， H - 5 ) , .

， アル キル ， H _ 3 ， H - 4 ) ， . 3 7 - 1 .

ル ， C H C H 3 ) .

D M T r — ウ レタ ン _ L _ プロ リノ—ル ア ミダ イ

g 、収率 5 2 % )

1 H — N M R ( C D C 1 3 ) δ 1 . 4 0 - 7 .

) ， 6 . 8 2 ( 4 H ， d ， J = 8 . 6 Η ζ , A r

4 ( 2 H , m ， C O O C H 2 ) ， 3 . 7 8 ( s ,

- 2 . 9 6 ( 1 1 H ，m， C H
2 ο ， P O C H 2，

， H - 6 ) , 2 . 5 8 ( 2 H , m , C H 2 C N ) ，

，m， アル キル ， H _ 3 ， H - 4 ) ， . 3 4 -

H C H 3 ) .

D M T r — ウ レィ ド_ L _ プロ リノ—ル ア ミダ イ

g 、収率 6 % )

1 H — N M R ( C D C 1 3 ) 7 . 4 0 - 7 .



) ， 6 . 8 2 ( 4 H , m， A r - H ) , 3 . 7 8 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) ， 3

. 6 5 - 3 . 2 5 ( 3 H , m， C H 2 0 ， P O C H 2， C H C H 3， H - 2 ,

C H 2 N H , C H 2 O H ， H - 2 , H - 5 , H - 6 ) , 2 . 7 3 ( 2 H , m，

C H 2 C N ) ， 2 . 0 — 1 . 4 8 ( 1 6 H ， m ， アル キル， H _ 3 ， H - 4

) ， 1 . 3 5 - 1 . 1 0 ( H , m， C H C H 3 ) .

[031 0] (実施例 B 2 )

つ ぎに、 下記式 に示 すスキーム 3 に従 い、 L —プロ リンを有 す るア ミダイ

卜誘導体 を合成 した。

[031 1



[ 化 18 ]

ス キ ー ム 3

( 1 ) D M T r — ヒ ドロキシアミ ドアミノ一 L — プロ リン （化合物 1 1 )

D M T r — アミ ド— L —プロ リン （化合物 6 ) ( 1 . O O g 、 2 . 0 5 m

m o I ) および 5 — ヒ ドロキシペ ンタナール （〇 3 3 g 、 3 . 0 7 o

I ) を含むエタノール溶液 （7 m L ) に、氷冷下、酢酸緩衝液 （7 m L ) を

加 えた。 この混合液 を、氷冷下、 2 0 分撹拌 した後、 シァノ化ホウ素ナ トリ



ゥ厶 （0 . 7 7 g 、 1 2 . 2 8 m m o I ) を加 え、 さ らに、室温下、 7 時間

撹拌 した。前記混合液 をジクロロメタンで希釈 し、水で洗浄 した後、 さ らに

飽和食塩水で洗浄 した。 そ して、前記有機層 を回収 し、硫酸ナ トリウムで乾

燥 させた。前記有機層 をろ過 し、 ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去 した。

得 られた残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 C H 2 C

I 2 ：C H 3 O H = 9 8 ：2 、 0 . 0 5 % ピリジン含有）に供 した。ついで、

得 られた生成物 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 C H 2

C I 2 ：C H 3 O H = 9 8 ：2 、 0 . 0 5 % ピリジン含有）に供 し、 さ らに、

得 られた生成物 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 ジク

ロロメタン ：アセ トン= 7 ：3 、 0 . 0 5 % ピリジン含有）に供 した。 これ

によって、無色シロップ状の化合物 1 1 を得た （0 . 4 9 g 、収率 4 1 % )

M s ( F A B + ) ： m / z 5 7 5 ( M +) 、 3 0 3 ( D M T +)

( 2 ) D M T r _ アミ ドアミ ノ _ L —プロ リンアミダイ 卜 （化合物 1 2 )

得 られた前記 D M T r — ヒ ドロキシアミ ドアミノ— L —プロ リン （化合物

1 1 ) ( 0 . 5 0 g 、 0 . 8 7 m m o I ) を無水 ァセ トニ 卜リル と混合 し、

室温で共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニゥ厶テ 卜

ラゾ リ ド （1 7 8 m g 、 1 . 0 4 m m o I ) を加 え、減圧下で脱気 し、 アル

ゴンガスを充填 した。前記混合物 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （1 m L ) を

加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トライソプロ

ピルホスホ ロジアミダイ 卜 （3 1 3 m g 、 . 0 4 m m o I ) の無水 ァセ 卜

二 トリル 溶液 （1 m L ) を加 えた。 この混合物 を、 アル ゴ ン雰囲気下、室温

で 4 時間撹拌 した。 そ して、前記混合物 をジクロロメタンで希釈 し、飽和重

曹水および飽和食塩水で、順次洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ トリウム

で乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた前記 ろ液 について、減圧下

で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 を、充填剤 と してアミノシ リカを用いた力

ラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 へキサ ン ：アセ トン= 7 ：3 、 0 . 0

5 % ピリジン含有）に供 し、無色シロップ状の化合物 1 2 ( 0 . 5 7 g 、純



度 9 3 % 、収率 Ί 9 % ) を得 た。前記純度 は、 H P L C によ り測定 した （以

下、同様）。以下に、化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 1 - 7 . 4 3 ( m， 2 H , A r

_ H ) 、 7 . 2 8 - 7 . 3 2 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 7 . 5 - 7 . 2 7

( m， 2 H , A r _ H ) 、 7 . 8 - 7 . 2 1 ( m， 1 H ， A r _ H ) 、 6

. 8 0 - 6 . 8 4 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 3 . 7 3 - 3 . 8 4 ( m， H

) 、 3 . 7 9 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 4 7 - 3 . 6 4 ( m， 3 H ) 、 3

. - 3 . 2 6 ( m， 2 H ) 、 3 . 0 5 ( t , J = 6 . 4 H z ， 2 H , C

H 2 ) 、 2 . 9 8 - 2 . 0 2 ( m， 2 H ) 、 2 . 6 1 ( t , J = 5 . 8 H z ，

2 H , C H 2 ) 、 2 . 5 5 - 2 . 6 3 ( m， 2 H ) 、 2 . 2 7 - 2 . 4 2 ( m

， 1 H ， C H ) 、 2 . 3 1 ( t , 7 . 8 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 0 3 - 2

. 1 9 ( m， 1 H ， C H ) 、 1 . 4 0 - 1 . 9 0 ( m， 8 H ) 、 1 . 3 -

1 . 3 3 ( m， 5 H ) 、 1 . 4 - . 2 0 ( m， H , C H 3 ) ；

P - N M R ( C D C I 3 ) ： 4 6 . 9 ；

M s ( F A B + ) ： m / z 7 7 4 ( M + ) 、 3 0 3 ( D M T +) , 2 0

1 ( C 8 H 1 9 N 2 O P +) .

( 3 ) D M T r — ヒ ドロキ シ ア ミ ドカル バ モ イル — L —プロ リン （化合物 1

3 )

D M T r _ アミ ド_ L —プロ リン （化合物 6 ) ( 1 . 0 0 g 、 2 . 0 5 m

m o I ) を溶解 した無水 ァセ トニ トリル溶液 （1 0 m L ) に、 1 _ イ ミダゾ

カルボニル才キシ _ 8 — ヒ ドロキシオ クタン （1 . 1 2 g ， 4 . 9 2 m m o

I ) を溶解 した無水 ァセ トニ トリル 溶液 （2 0 m L ) を、 アル ゴ ン雰囲気下

、室温で加えた。 この混合液 を、 4 0 ~ 5 0 °C で 2 日間加熱 した後、 5 日間

室温で放置 した。前記混合液 について、減圧下で溶媒 を留去 した。得 られた

残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 ジクロロメタン

：アセ トン= 4 ： 1 、 0 . 0 5 % ピリジン含有）に供 した。 これによつて、

無色シ口ップ状の化合物 1 3 を得た （0 . 6 8 g 、収率 5 0 % ) 。以下に、

化合物の N M R の結果 を示す。



H - N M R ( C D C I 3 ) ： 8 1 . 4 0 - 7 . 4 2 ( m， 2 H , A r -

H ) 、 7 . 2 7 - 7 . 3 1 ( m， 6 H ， A r _ H ) 、 7 . 7 - 7 . 2 1 (

m， 1 H ， A r _ H ) 、 6 . 7 9 - 6 . 8 2 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 4 .

2 3 - 4 . 3 0 ( m， 1 H ) 、 4 . 0 5 - 4 . 1 0 ( m， 2 H ) 、 3 . 7 9

( s ， 6 H ，O C H 3 ) 、 3 . 6 0 - 3 . 6 5 ( m， 2 H ) 、 3 . 3 - 3 .

5 5 ( m， 2 H ) 、 3 . 6 - 3 . 2 9 ( m， 2 H ) , 3 . 0 1 - 3 . 0 7

( m， 2 H ) 、 2 . 3 8 - 2 . 4 0 ( m， 1 H ，C H ) 、 1 . 8 3 - . 9

0 ( m， 2 H ) 、 1 . 5 7 - 1 . 6 9 ( m， 8 H ) 、 1 . 6 - 1 . 3 6 (

m , 2 H ) ；

M s ( F A B + ) ： m / z 6 0 2 ( M +) 、 3 0 3 ( D M T +) .

( 4 ) D M T r _ アミ ドカル バ モ イル — L —プロ リンアミダイ 卜 （化合物 1

4 )

得 られた前記 D M T r — ヒ ドロキ シ ア ミ ドカル バ モ イル — L —プロ リン （

化合物 1 3 ) ( 0 . 6 3 g 、 1 . 0 0 m m o I ) を無水 ピリジンと混合 し、

室温で共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニゥ厶テ 卜

ラゾ リ ド （2 0 6 m g 、 1 . 2 0 m m o I ) を加 え、減圧下に脱気 し、 アル

ゴンガスを充填 した。前記混合物 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （1 m L ) を

加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トライソプロ

ピルホスホ ロジアミダイ 卜 （2 8 2 m g 、 . m m o I ) の無水 ァセ 卜

二 トリル 溶液 （1 m L ) を加 えた。 この混合物 を、 アル ゴ ン雰囲気下、室温

で 4 時間撹拌 した。 そ して、前記混合物 をジクロロメタンで希釈 し、飽和重

曹水および飽和食塩水で順次洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ トリウムで

乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒

を留去 した。得 られた残渣 を、充填剤 と してアミノシ リカを用いたカラムク

ロマ 卜 （展開溶媒 へキサ ン ：アセ トン = 7 ：3 、 0 . 5 % ピリジン含有）

に供 し、無色シ口ップ状の化合物 1 4 ( 0 . 7 4 g 、純度 1 0 0 % 、収率 8

7 % ) を得 た。以下に、化合物の N M R の結果 を示す。

P — N M R ( C D C I 3 ) ： 4 7 . 9 ;



M s ( F A B + ) ： m / z 8 6 0 ( M + ) 、 3 0 3 ( D M T +) , 2 0

1 ( C 8 H 1 9 N 2 O P +) .

[031 6] ( 5 ) D M T r _ t — プチル ジメチル シ ロキシア ミ ドウ レイ ド_ L —プロ リ

ン （化合物 1 5 )

トリホスゲ ン （1 . 2 2 g 、 4 . 1 0 m m o I ) に、 アル ゴン雰 囲気 およ

び氷冷下、無水テ トラ ヒ ドロフラ ン溶液 （1 O m L ) を加 えた。 この混合液

に、 アル ゴン雰 囲気 および氷冷下、 D M T r _ ア ミ ド— L —プロ リン （化合

物 6 ) ( 1 . O O g 、 2 . 0 5 m m o I ) お よび D I E A ( 9 . 8 0 g 、 7

5 . 8 m m o I ) を溶解 した無水テ トラ ヒ ドロフラ ン溶液 （1 O m L ) を、

3 0 分 間で滴 下 し、 その後、室温 で 1 時間撹拌 した。前記混合液 に、 ァル ゴ

ン雰 囲気 および氷冷下、 1 0 —ァ ミノ— 1 _ t —プチル ジメチル シ 口キシデ

カ ン （2 . 6 6 g 、 1 0 . 2 5 m m o l ) お よび D I E A ( 3 . 2 0 g 、 2

4 . 7 6 m m o I ) を溶解 した無水テ トラ ヒ ドロフラ ン溶液 （2 0 m L ) を

、 4 5 分 間で滴 下 した。 そ して、前記混合物 を、 アル ゴン雰 囲気下、室温 で

—晩撹拌 した。 この混合液 を酢酸 ェチル （2 0 O m L ) で希釈 し、有機 層 を

回収 した。前記有機 層 を、飽和重曹水 で洗浄 した後、 さ らに、飽和食塩水 で

洗浄 した。 そ して、有機 層 を回収 し、硫酸 ナ トリウムで乾燥 させた。前記有

機 層 を ろ過 し、 ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 を、

シ リカゲル カラム クロマ トグラフ ィー （展 開溶媒 ジ クロロメタ ン ：ァセ 卜

ン= 4 ： 1 、 0 . 0 5 % ピ リジ ン含有 ） に供 した。 これ によ つて、無色 シ ロ

ップ状 の化合物 1 5 を得 た （0 . 8 7 g 、収率 5 5 % ) 。

[031 7 ] ( 6 ) D M T r — ヒ ドロキシア ミ ドウ レイ ド_ L —プロ リン （1 6 )

得 られた前記 D M T - t — プチル ジメチル シ ロキシア ミ ドウ レイ ド— L

—プロ リン （1 5 ) ( 0 . 8 7 g 、 . 1 2 m m o I ) に、 アル ゴン雰 囲気

下、無水テ トラ ヒ ドロフラ ンジ クロロメタ ン溶液 （1 O m L ) を室温 で加 え

た。前記混合液 に、 アル ゴン雰 囲気下、 1 m o I / L テ トラプチル ア ンモニ

ゥ厶 フルオ リ ド含有 テ トラ ヒ ドロフラ ン溶液 （4 . 6 9 m L 、 東京化成 ） を加

え、室温 で 3 日間撹拌 した。前記混合液 をジ クロロメタ ン （1 5 O m L ) で



希釈 し、水で洗浄 した後、 さ らに飽和食塩水で洗浄 した。有機層 を回収 し、

硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 につい

て、減圧下で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ ト

グラフィ一 （展開溶媒 ジクロロメタン ：アセ トン= 1 ： 1 、 0 . 0 5 % ピ

リジン含有）に供 し、無色シロップ状の化合物 1 6 を得た （0 . 6 8 g 、収

率 9 2 % ) 。以下に、化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 1 - 7 . 4 3 ( m， 2 H , A r -

H ) 、 7 . 2 7 - 7 . 3 1 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 7 . 9 - 7 . 2 6 (

m， 2 H , A r _ H ) 、 7 . 9 - 7 . 2 1 ( m， 1 H ， A r _ H ) 、 6 .

8 0 - 6 . 8 3 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 4 . 3 4 ( t , 2 H , C H 2 ) 、 3

. 7 9 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 6 3 ( d ， 1 H ， J = 6 . 4 H z ， C H

2 ) 、 3 . 6 1 ( d ， 1 H ， J = 6 . 4 H z ， C H 2 ) 、 3 . 3 4 - 3 . 3 7

( m， 1 H ， C H ) 、 3 . 6 - 3 . 2 7 ( m， 5 H ) , 3 . 0 4 ( t , J

= 5 . 9 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 3 8 - 2 . 4 5 ( m， 1 H ， C H ) 、

. 8 3 - 2 . 0 5 ( m， 3 H ) 、 1 . 4 5 - 1 . 6 4 ( m， 8 H ) 、 1 .

5 - . 3 8 ( m， 7 H ) .

( 7 ) D M T r _ アミ ドウ レイ ド_ L —プロ リンアミダイ 卜 （化合物 1 7 )

得 られた前記 D M T r — ヒ ドロキシアミ ドウ レイ ド一 L —プロ リン （化合

物 1 6 ) ( 0 . 6 2 g 、 0 . 9 4 m m o I ) を無水 ァセ トニ トリル と混合 し

、室温で共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニゥ厶テ

トラゾ リ ド （1 9 2 m g 、 1 . 1 2 m m o I ) を加 え、減圧下で脱気 し、 ァ

ル ゴンガスを充填 した。前記混合液 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （1 m L )

を加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トライソプ

口ピルホスホ ロジアミダイ 卜 （2 8 2 m g 、 1 . 1 2 m m o l ) の無水 ァセ

トニ トリル溶液 （1 m L ) を加 えた。 この混合物 を、 アル ゴン雰囲気下、室

温で 4 時間撹拌 した。 そ して、前記混合物 をジクロロメタンで希釈 し、飽和

重曹水および飽和食塩水で、順次洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ 卜リウ

厶で乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた前記 ろ液 について、減圧



下で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 を、充填剤 と してアミノシ リカを用いた

カラムクロマ ト （展開溶媒 へキサ ン ：アセ トン= 1 : 1 0 . 0 5 % ピリ

ジン含有）に供 し、無色シロップ状の化合物 1 7 を得た （0 . 7 7 g 、純度

8 8 % 、収率 8 4 % ) 。以下に、化合物の N M R の結果 を示す。

P — N M R ( C D C I 3 ) ： 4 7 . 2 7 ;

M s ( F A B + ) ： m / z 8 6 0 ( M + + 1 ) 、 3 0 3 ( D M T +)

， 2 0 1 ( C 8 H 1 N 2 0 P +) .

[031 9] (実施例 B 3 ) プロ リンジアミ ドアミダイ 卜の合成

プロ リン骨格 を有する リンカ一を含む本発明の核酸分子を生成するため、

前記スキーム 3 によ り、 L —プロ リンジアミ ドアミダイ 卜および D —プロ リ

ンジアミ ドアミダイ 卜を合成 した。

[0320] ( B 3 - ) L —プロ リンジアミ ドアミダイ 卜

( 1 ) F m o c — ヒ ドロキシアミ ド— L —プロ リン （化合物 4 )

前記スキーム 3 の化合物 2 ( F m o c _ L —プロ リン）を開始原料 と した

。前記化合物 2 ( 0 . 0 0 g 、 2 9 . 6 4 m m o l ) 、 4 —ァミノ— 1 _

プタノ一ル （3 . 1 8 g 、 3 5 . 5 6 m m o l ) および 1 —ヒ ドロキシベ ン

ゾ 卜リアゾ一ル （1 0 . 9 0 g 、 7 0 . 7 2 m m o I ) を混合 し、前記混合

物 に対 し、減圧下で脱気 し、 アル ゴンガスを充填 した。前記混合物 に、無水

ァセ トニ トリル （1 4 0 m L ) を室温で加え、 さ らに、 ジシクロへキシル カ

ルポジィミ ド （7 . 3 4 g 、 3 5 . 5 6 m m o I ) の無水 ァセ トニ トリル溶

液 （7 0 m L ) を添加 した後、 アル ゴン雰囲気下、室温で 1 5 時間撹拌 した

。反応終 了後、生成 した沈殿 をろ別 し、回収 した ろ液 について、減圧下で溶

媒 を留去 した。得 られた残渣 にジクロロメタン （2 0 0 m L ) を加え、飽和

重曹水 （2 0 0 m L ) で洗浄 した。 そ して、有機層 を回収 し、硫酸マグネシ

ゥ厶で乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧下

で溶媒 を留去 し、 その残渣 にジェチルエーテル （2 0 0 m L ) を加え、粉末

化 した。生 じた粉末 を濾取することによ り、無色粉末状の化合物 4 ( 0 .

3 4 g 、収率 8 4 % ) を得た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。



H - N M R ( C D C I 3 ) ： 8 7 . 7 6 - 7 . 8 3 ( m， 2 H , A r - H

) 、 7 . 5 0 - 7 . 6 3 ( m， 2 H , A r _ H ) 、 7 . 3 8 - 7 . 4 3 ( m

， H , A r _ H ) 、 7 . 2 8 - 7 . 3 3 ( m， 2 H , A r - H ) , 4 . 4

0 - 4 . 4 6 ( m， 1 H ， C H ) ， 4 . 5 - 4 . 3 1 ( m， 2 H , C H 2 )

， 3 . 6 7 - 3 . 7 3 ( m， 2 H , C H 2 ) 、 3 . 3 5 - 3 . 5 2 ( m， 2 H

， C H 2 ) 、 3 . 8 - 3 . 3 0 ( m， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 2 0 - 2 . 5 0

( m， 4 H ) 、 1 . 8 1 - 2 . 0 3 ( m， 3 H ) 、 1 . 4 7 - 1 . 5 4 ( m

， 2 H ) ;

M s ( F A B + ) ： m / z 4 0 9 ( M + H +) .

( 2 ) D M T r _ アミ ド_ L —プロ リン （化合物 6 )

F m o c — ヒ ドロキシアミ ド— L — プロ リン （化合物 4 ) ( 7 . 8 0 g 、

1 9 . 0 9 m m o I ) を無水 ピリジン （5 m L ) と混合 し、室温で 2 回共沸

乾燥 した。得 られた残留物 に、 4 ， 4 ' —ジメ トキシ トリチル クロ リ ド （8

. 2 0 g 、 2 4 . 2 0 m m o l ) 、 D M A P ( 2 3 m g 、 0 . 1 9 m m o I

) および無水 ピリジン （3 9 m L ) を加 えた。 この混合物 を、室温で 1 時間

撹拌 した後、 メタノール （7 . 8 m L ) を加 え、室温で 3 0 分撹拌 した。 こ

の混合物 を、 ジクロロメタン （1 O O m L ) で希釈 し、飽和重曹水 （1 5 0

m L ) で洗浄後、有機層 を分離 した。前記有機層 を、硫酸ナ トリウムで乾燥

した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒 を留

去 した。得 られた未精製の残渣 に、無水ジメチルホルムアミ ド （3 9 m L )

および ピぺ リジン （1 8 . 7 m L 、 8 9 m m o I ) を加 え、室温で 1 時間

撹拌 した。反応終 了後、前記混合液 について、減圧下、室温で、溶媒 を留去

した。得 られた残渣 をシ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （商品名W a k

o g e l C — 3 0 0 、展開溶媒 C H 2 C I 2 : C H 3 O H = 9 : 1、 0 . 0

5 % ピリジン含有 に供 し、淡黄色油状の化合物 6 ( 9 . g 、収率 9 8 %

) を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 3 9 - 7 . 4 3 ( m， 2 H , A r -

H ) 、 7 . 3 0 ( d ， J = 8 . 8 H z ， 4 H , A r _ H ) 、 7 ， 2 1 ( t t



， 1 H ， 4 . 9 ， 1 . 3 H z ， A r _ H ) 、 6 . 8 1 ( d ， J = 8 . 8 H z

， 4 H , A r _ H ) 、 3 . 7 8 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 7 1 ( d d ， H

， J = 6 . 3 H z , 5 . 4 H z ， C H ) 、 3 . 2 1 ( 2 H , 1 2 . 9 ， 6 .

3 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 3 . 0 5 ( t , J = 6 . 3 H z ， 2 H , C H 2 ) 、

2 . 8 5 - 2 . 9 1 ( m ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 0 8 - . 1 7 ( m ， 1 H ，

C H ) 、 1 . 8 5 - 2 . 0 0 ( m ， 3 H ) 、 1 . 5 5 - 1 . 6 5 ( m ， 5 H

) ：

M s ( F A B + ) ； m / z 4 8 9 ( M + H +) 、 3 0 3 ( D M T +)

( 3 ) D M T r — ヒ ドロキシジアミ ド_ L —プロ リン （化合物 8 )

得 られた前記 D M T r _ アミ ド— L —プロ リン （化合物 6 ) ( 6 . 0 g

、 1 2 . 2 8 m m o l ) 、 E D C ( 2 . 8 3 g 、 1 4 . 7 4 m m o l ) 、

— ヒ ドロキシベ ンゾ 卜リアゾ一ル （3 . 9 8 g 、 2 9 . 4 7 m m o l ) およ

び 卜リェチル ァミン （4 . 4 7 g 、 4 4 . 1 m m o I ) の無水ジク口ロメ

タン溶液 （1 2 0 m L ) を混合 した。 この混合液 に、 さ らに、 アル ゴン雰囲

気下、室温で、 6 — ヒ ドロキシへキサ ン酸 （1 9 5 g 、 1 4 . 4 7 m m o

I ) を加 え、 その後、 アル ゴン雰囲気下、室温で、 1 時間撹拌 した。前記混

合液 をジクロロメタン （6 0 0 m L ) で希釈 し、飽和食塩水 （8 0 0 m L )

で 3 回洗浄 した。有機層 を回収 し、前記有機層 を、硫酸ナ トリウムで乾燥 し

た後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去

した。 これによ り、淡黄色泡状の前記化合物 8 ( 6 . 2 9 g 、収率 8 5 % )

を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 1 - 7 . 4 3 ( m ， 2 H , A r -

H ) 、 7 . 2 7 - 7 . 3 1 ( m ， 4 H , A r _ H ) 、 7 . 9 - 7 . 2 6 (

m ， 2 H , A r _ H ) 、 7 . 7 - 7 . 2 1 ( m ， 1 H ， A r _ H ) 、 6 .

7 9 - 6 . 8 2 ( m ， 4 H , A r _ H ) 、 4 . 5 - 4 . 5 3 ( m ， 1 H ，

C H ) 、 3 . 7 9 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 6 1 ( t , 2 H , J = 6 . 4

H z ， C H 2 ) 、 3 . 5 0 - 3 . 5 5 ( m ， 1 H ， C H ) 、 3 . 3 6 - 3 . 4



3 ( m ， 1 H ， C H ) ， 3 . 5 - 3 . 2 4 ( m ， 2 H , C H 2 ) ， 3 . 0 4

( t , J = 6 . 3 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 3 8 - 2 . 4 5 ( m ， 1 H ， C

H ) 、 2 . 3 1 ( t , 6 . 8 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 0 5 - 2 . 2 0 ( m

， 1 H ， C H ) 、 1 . 9 2 - 2 . 0 0 ( m ， 1 H ， C H ) 、 1 . 7 5 - .

8 3 ( m ， 1 H ， C H ) 、 1 . 4 8 - 1 . 7 1 ( m ， 8 H ) 、 1 . 3 5 -

4 4 ( m ， 2 H , C H 2 ) ；

M s ( F A B + ) ： m / z 6 0 2 ( M +) 、 3 0 3 ( D M T +) .

( 4 ) D M T r —ジアミ ド— L —プロ リンアミダイ 卜 （化合物 1 0 )

得 られた前記 D M T r — ヒ ドロキシジアミ ド— L —プロ リン （化合物 8 )

( 8 . 5 5 g 、 1 4 . 1 8 m m o I ) を無水 ァセ トニ トリル と混合 し、室温

で 3 回共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニゥ厶テ 卜

ラゾ リ ド （2 . 9 1 g 、 1 7 . 0 2 m m o I ) を加 え、減圧下で脱気 し、 ァ

ル ゴンガスを充填 した。前記混合物 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （1 O m L

) を加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トライソ

プロピルホスホ ロジアミダイ 卜 （5 . 1 3 g 、 1 7 . 0 2 m m o I ) の無水

ァセ トニ トリル溶液 （7 m L ) を加 えた。 この混合物 を、 アル ゴン雰囲気下

、室温で 2 時間撹拌 した。 そ して、前記混合物 をジクロロメタンで希釈 し、

飽和重曹水 （2 0 0 m L ) で 3 回洗浄 した後、飽和食塩水 （2 0 0 m L ) で

洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、前記有機層 をろ

過 した。得 られた前記 ろ液 について、減圧下に溶媒 を留去 した。得 られた残

渣 を、充填剤 と してアミノシ リカゲル を用いたカラムクロマ トグラフィー （

展開溶媒 へキサ ン ：酢酸ェチル = 1 : 3 、 0 . 0 5 % ピリジン含有）に供

し、無色シ口ップ状の化合物 1 0 ( 1 0 . 2 5 g 、純度 9 2 % 、収率 8 3 %

) を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 4 2 ( m ， 2 H , A r -

H ) 、 7 . 2 9 - 7 . 3 1 ( m ， 4 H , A r _ H ) 、 7 . 2 5 - 7 . 2 7 (

m ， 2 H , A r _ H ) 、 7 . 7 - 7 . 2 1 ( m ， 1 H ， A r _ H ) 、 6 .

8 0 - 6 . 8 2 ( m ， 4 H , A r _ H ) 、 4 . 5 - 4 . 5 3 ( m ， 1 H ，



C H ) 、 3 . 7 5 - 3 . 9 3 ( m， 4 H ) 、 3 . 7 9 ( s ， 6 H ， O C H 3 )

、 3 . 4 5 - 3 . 6 0 ( m， 4 H ) 、 3 . 3 5 - 3 . 4 5 ( m， 1 H ， C H

) 、 3 . 2 0 - 3 . 2 9 ( m， 1 H ) 、 3 . 0 4 ( t , J = 6 . 4 H z ， 2

H ， C H 2 ) 、 2 . 6 2 ( t , J = 5 . 8 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 4 0 -

2 . 4 4 ( m， 1 H ， C H ) 、 2 . 3 1 ( t , 7 . 8 H z ， 2 H , C H 2 ) 、

2 . 0 3 - 2 . 1 9 ( m， 1 H ， C H ) 、 1 . 9 2 - 2 . 0 2 ( m， 1 H ，

C H ) 、 1 . 7 0 - 1 . 8 3 ( m， 1 H ， C H ) 、 1 . 5 - . 7 1 ( m

， 8 H ) 、 1 . 3 5 - 1 . 4 4 ( m， 2 H , C H 2 ) 、 1 . 1 8 ( d ， J = 6

. 8 H z ， 6 H ， C H 3 ) 、 1 . 1 6 ( d ， J = 6 . 8 H z ， 6 H ， C H 3 )

P — N M R ( C D C I 3 ) ： M s 4 7 . 1 7 ;

M s ( F A B + ) ： m / z 8 0 2 ( M +) 、 3 0 3 ( D M T +) , 2 0

1 ( C 8 H 1 9 N 2 O P +) .

( B 3 - 2 ) D —プロ リンジアミ ドアミダイ 卜

( 1 ) F m o c — ヒ ドロキシアミ ド— D —プロ リン （化合物 3 )

前記 スキーム 3 の化合物 1 ( F m o c — D —プロ リン）を開始原料 と した

。前記化合物 1 ( 1 . 5 g 、 4 . 4 5 m m o l ) 、 ジシクロへキシル カルボ

ジイミ ド （1 . 1 g 、 5 . 3 4 m m o I ) および 1 — ヒ ドロキシベ ンゾ トリ

ァゾ一ル （1 . 5 g 、 1 0 . 6 9 m m o I ) の混合物 に対 し、減圧下で脱気

し、 アル ゴンガスを充填 した。前記混合物 に、無水 ァセ トニ トリル （2 4 m

L ) を室温で加え、 さ らに、 4 —ァミノ_ 1 —プタノ一ル （0 . 4 8 g 、 5

. 3 4 m m o I ) の無水 ァセ トニ トリル溶液 （6 m L ) 添加 した後、 ァル ゴ

ン雰囲気下、室温で 1 5 時間撹拌 した。反応終 了後、生成 した沈殿 をろ別 し

、回収 した ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 にジクロ

ロメタンを加え、酢酸緩衝液 （p H 4 . 0 ) で 3 回、飽和重曹水で 3 回洗浄

した。 そ して、有機層 を回収 し、硫酸マグネシウムで乾燥 した後、前記有機

層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒留去 し、 その残渣 にジ

ェチルエーテル （5 0 m L ) を加 え、粉末化 した。生 じた粉末 を濾取するこ



とによ り、 白色粉末状の化合物 3 を得た。以下に、前記化合物の N M R の結

果 を示す。

H - N M R ( 4 0 0 M H z , C D C I 3 ) ： S 7 . 7 7 ( d ， J = 7 .

3 H z ， 2 H ) ；7 . 5 8 ( b r , 2 H ) ；7 . 4 1 ( t , J = 7 . 3 H z

， H ) ；7 . 3 2 ( t , J = 7 . 3 H z ， 2 H ) ； 4 . 2 5 - 4 . 4 3

( m ， 4 H ) ；3 . 2 5 - 3 . 6 1 ( m ， 6 H ) ; 1 . 5 7 - 1 . 9 2 ( m

, 8 H ) .

M S ( F A B + ) ： m / z 4 0 9 ( M + H +) .

( 2 ) D M T r _ アミ ド_ D —プロ リン （化合物 5 )

F m o c — ヒ ドロキシアミ ド— D — プロ リン （化合物 3 ) ( 1 . 0 g 、 2

. 4 5 m m o I ) を無水 ピリジン （5 m L ) と混合 し、室温で 2 回共沸乾燥

した。得 られた残留物 に、 4 ， 4 ' —ジメ トキシ トリチル クロ リ ド （1 . 0

5 g 、 3 . 1 0 m m o l ) 、 D M A P ( 3 m g 、 0 . 0 2 4 m m o l ) およ

び無水 ピリジン （5 m L ) を加 えた。 この混合物 を、室温で 1 時間撹拌 した

後、 メタノール （1 m L ) を加 え、室温で 3 0 分撹拌 した。 この混合物 を、

ジクロロメタンで希釈 し、飽和重曹水で洗浄後、有機層 を分離 した。前記有

機層 を、硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ

液 について、減圧下で溶媒 を留去 した。得 られた未精製の残渣 に、無水ジメ

チルホルムアミ ド （5 m L ) および ピぺ リジン （2 . 4 m L 、 2 4 m m o I

) を加 え、室温で 1 時間撹拌 した。反応終 了後、前記混合液 について、減圧

下、室温で、溶媒 を留去 した。得 られた残渣 をシ リカゲル カラムクロマ トグ

ラフィ一 （商品名W a k o g e I C — 3 0 0 、展開溶媒 C H 2 C I 2 : C H

3 O H = 9 ：1 、 0 . 0 5 % ピリジン含有）に供 し、淡黄色油状の化合物 5 (

1 . 2 6 g 、収率 9 6 % ) を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示

す。

H - N M R ( 4 0 0 M H z , C D C I 3 ) ： S 7 . 6 2 ( b r , H )

；7 . 4 1 - 7 . 4 4 ( m ， 2 H ) ；7 . 2 6 - 7 . 3 3 ( m ， 6 H ) ；7

. 7 - 7 . 2 2 ( m ， H ) ；6 . 8 0 - 6 . 8 4 ( m ， 4 H ) ；3 . 7



8 ( s ， 6 H ) ；3 . 7 1 ( d d ， J = 8 . 8 ， 5 . 4 H z ， H ) ；3 .

2 2 ( q , 6 . 5 H z , 2 H ) ；3 . 0 7 ( t , J = 6 . 1 H z ， 2 H

) ； . 9 7 - 3 . 0 3 ( m， H ) ；2 . 8 5 - . 9 1 ( m， H ) ；

1 . 8 5 - 2 . 1 5 ( m，3 H ) ; 1 . 5 5 - 1 . 7 3 ( m， 6 H ) .

M S ( F A B + ) ： m/ z 4 8 9 ( M + H +) , 3 0 3 ( D M T r

+) .

[0326] ( 3 ) D M T r —ヒドロキシジアミ ド_ D —プロリン （化合物 7 )

得 られた前記 D M T r _ アミ ド—D —プロリン （化合物 5 ) ( 1 . 2 g、

2 . 4 5 m m o l ) 、 E D C ( 5 6 6 m g、 2 . 9 5 m m o l ) 、 1 —ヒド

ロキシベンゾ 卜リアゾ一ル （7 9 6 m g、 5 . 8 9 m m o I ) 、および トリ

ェチルァミン （1 . 2 m L 、 8 . 8 4 m m o I ) の無水ジクロロメタン溶液

( 2 4 m L ) を混合 した。この混合液に、さらに、アルゴン雰囲気下、室温

で、 6 — ヒドロキシへキサン酸 （3 9 0 m g、 2 . 9 5 m m o l ) を加え、

その後、アルゴン雰囲気下、室温で 1時間撹拌 した。前記混合液をジクロ口

メタンで希釈 し、飽和重曹水で 3 回洗浄 した。有機層を回収 し、前記有機層

を、硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、前記有機層をろ過 した。得 られたろ液に

ついて、減圧下で溶媒を留去 した。これにより、淡黄色油状の化合物 7 ( 1

. 4 g 、収率 9 5 % ) を得た。以下に、前記化合物のN M Rの結果を示す。

H - N M R ( 4 0 0 M H z , C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 4 3 ( m，

2 H ) ；7 . 2 5 - 7 . 3 2 ( m， 6 H ) ；7 . 7 - 7 . 2 2 ( m， H

) ；6 . 7 9 - 6 . 8 3 ( m，4 H ) ；3 . 7 9 ( s ， 6 H ) ；3 . 5 8 -

3 . 6 3 ( m， 2 H ) ；3 . 4 9 - 3 . 5 5 ( m， H ) ；3 . 5 - 3 .

2 6 ( m， 2 H ) ；3 . 0 2 - 3 . 0 7 ( m， 2 H ) ；2 . 3 0 - . 3 3

( m， 2 H ) ；2 . - . 2 0 ( m , H ) ; 1 . 5 0 - 1 . 9 9 ( m

， 3 H ) ; 1 . 3 6 - 1 . 4 3 ( m， 2 H ) .

M S ( F A B + ) ： m/ z 6 0 2 ( M +) , 3 0 3 ( D M T +) .

[0327] ( 4 ) D M T r —ジアミ ド_ D —プロリンアミダイ 卜 （化合物 9 )

得 られた前記 D M T r —ヒドロキシジアミ ド—D —プロリン （化合物 7 )



( 1 . 2 g 、 1 . 9 9 m m o I ) を無水 ァセ トニ トリル と混合 し、室温で 3

回共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニゥ厶テ トラゾ

リ ド （4 1 0 m g 、 2 . 4 0 m m o I ) を加 え、減圧下で脱気 し、 アル ゴン

ガスを充填 した。前記混合物 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （2 . 4 m L ) を

加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トライソプロ

ピルホスホ ロジアミダイ 卜 （7 2 2 m g 、 2 . 4 0 m m o I ) を加 えた。 こ

の混合物 を、 アル ゴン雰囲気下、室温で 2 時間撹拌 した。 そ して、前記混合

物 をジクロロメタンで希釈 し、飽和重曹水で 3 回洗浄後、飽和食塩水で洗浄

した。有機層 を回収 し、硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、前記有機層 をろ過 し

た。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 を、充

填剤 と してアミノシ リカゲル を用いたカラムクロマ 卜グラフィ一 （展開溶媒

へキサ ン ：酢酸ェチル = 1 ：3 ) に供 し、無色油状の化合物 9 ( . 4 g

、純度 9 5 % 、収率 8 3 % ) を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を

示す。

H - N M R ( 4 0 0 M H z , C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 4 3 ( m，

2 H ) ；7 . 2 5 - 7 . 3 2 ( m， 6 H ) ；7 . 4 - 7 . 2 1 ( m， H

) ；6 . 8 0 - 6 . 8 3 ( m， 4 H ) ；3 . 8 0 - 3 . 8 5 ( m， 2 H ) ；

3 . 7 9 ( s ， 6 H ) ；3 . 4 9 - 3 . 6 5 ( m， 5 H ) ；3 . 0 - 3 .

0 6 ( m， 2 H ) ；2 . 6 0 - 2 . 6 3 ( m， 2 H ) ；2 . 9 - . 3 3

( m， 2 H ) ; 1 . 7 7 - 1 . 8 2 ( m， 2 H ) ; 1 . 5 6 - 1 . 6 8 ( m

， 8 H ) ; 1 . 3 8 - 1 . 4 3 ( m， 2 H ) ; 1 5 - . 2 9 ( m，

8 H ) .

3 P - N M R ( 6 2 M H z , C D C I 3 ) ： 4 6 . 9 4

M S ( F A B + ) ： m / z 8 0 2 ( M +) 3 0 3 ( D M T

0 ( C 8 H 1 9 N 2 O P +) .

(実施例 B 4 )

プロ リン骨格 を有する リンカ一を含む本発明の核酸分子を生成するため、

下記スキーム 4 によ り、 L —プロ リンジアミ ドアミダイ 卜タイプ B を合成 し



た。

[0329] [ 化 19]

L-Proline-diamide-amidite (type B )
22

DMTr:4,4'-
Fmoc : - oreny methy 1ox 'c bony TBDMS: tert-butyldimethylsilyl dimethoxytrityl

ス キ ー ム 4

[0330] ( 1 ) F m o c _ t — プチル一ジメチルシロキシアミ ド一 L —プロリン （化

合物 1 8 )

F m o c — ヒ ドロキシアミ ド— L — プロリン （化合物 4 ) ( 2 . 0 0 g 、

3 0 m m o l ) 、 t — ブチル一ジメチルシ リルクロリド （1 . 1 1 g 、 3 5

o I ) およびイミダゾ一ル （1 0 . 9 0 g 、 7 m o I ) を混合 した

。前記混合物に対 し、減圧下に脱気 し、アルゴンガスを充填 した。前記混合

物に、無水ァセ トニ トリル （2 0 m L ) を室温で加え、アルゴン雰囲気下、

室温で終夜撹拌 した。反応終了後、前記混合物にジクロロメタン （1 5 0 m

L ) を加え、水で 3 回洗浄 し、飽和食塩水で洗浄 した。有機層を回収 し、硫

酸マグネシウムで乾燥 した後、前記有機層をろ過 した。得 られたろ液につい

て、減圧下で溶媒を留去 し、その残渣をシリカゲルカラムクロマ トグラフィ



- (展 開溶媒 C H 2 C I 2 ：C H 3 0 H = 9 5 ： 5 ) に供 し、無色シ口ップ状
〇
の化合物 1 8 ( 2 . 3 5 g 、収率 9 2 % ) を得た。以下に、前記化合物の N

寸
M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C 1 ) ： 7 ., 7 6 - 7 . 7 8 ( m , 2 H , A r - H

) 、 . 5 0 - 7 . 6 3 ( m ， 2 H ， 、 7 . 3 8 - 7 . 4 2 ( m

， 2 H ， A r - H ) 、 7 2 9 - 7 . 3 4 ( m ， 2 H , A r - H ) , 4 .

. 4 6 ( m , 4 H ， C H 2 ) ， 3 . 4 7 - 3 . 5 9 ( m ， 4 H ， C H 2

) 、 3 . 0 - 3 . 2 6 ( m ， 2 H ， C H ) 、 . 8 5 - 1 . 9 5 ( m ， 2

H ) 、 1 . 4 2 - 1 . 5 5 ( m ， 6 H ) 、 0 . 9 6 ( s ， 9 H ， t - B u )

、 0 . 0 2 ( s ， 6 H ， S i C H 3 ) ；<

M s ( F A B + ) ： m / z 5 2 3 ( M + H + ) .
ェ

( 2 ) t —プチル —ジメチルシロキシアミ ド_ L —プロ リン （化合物 1 9 )

得 られた前記 F m o c - t —プチル —ジメチルシロキシアミ ド— L —プロ

リン （化合物 1 8 ) ( . 1 8 g 、 2 . 5 m m o I ) に対 し、無水 ァセ トニ

トリル （5 m L ) および ピぺ リジン （2 . 4 m L ) を加え、室温で 1 時間撹

拌 した。反応終 了後、前記混合物 にァセ トニ トリル （5 0 m L ) を加え、不

溶物 をろ別 した。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去 し、得 られた

残渣 をシ リカゲル カラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 C H 2 C I 2 : C H 3

O H = 9 ： 1 ) に供 し、無色シロップ状の化合物 1 9 ( 0 . 6 1 g 、収率 9

0 % ) を得た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 3 . 7 1 ( d d ， H , J = 9 . 0 H z ，

5 . 2 H z , C H ) 、 3 . 6 1 - 3 . 6 4 ( m ， 2 H , C H 2 ) 、 3 . 2 2

- 3 . 2 8 ( m ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 9 8 - 3 . 0 4 ( m ， 1 H ， C H ) 、

2 . 8 6 - 2 . 9 1 ( m ， 1 H ， C H ) 、 2 . 0 8 - . 1 7 ( m ， 1 H ，

C H ) 、 1 . 8 6 - 1 . 9 3 ( m ， 1 H ， C H ) 、 1 . 6 6 - 1 . 7 5 ( m

， H , C H 2 ) 、 1 . 5 2 - 1 . 5 7 ( m ， 4 H ) 、 0 . 8 9 ( s ， 9 H ，

t _ B u ) 、 0 . 0 5 ( s ， 6 H ， S i C H 3 ) ：

M s ( F A B + ) ； m / z 3 0 1 ( M + H + ) .



[0332] ( 3 ) t —プチル一ジメチルシロキシアミ ドヒドロキシアミ ド一L —プロリ

ン （化合物 2 0 )

得 られた前記 t —プチル—ジメチルシロキシアミ ド—L —プロリン （化合

物 1 9 ) ( 5 5 0 m g 、 1 . 8 m m o l ) 、 6 — ヒドロキシへキサン酸 （3

O O m g 、 2 . 3 m m o l ) 、 E D C ( 4 3 4 m g 、 2 . 3 m m o l ) 、お

よび 1 —ヒドロキシベンゾ 卜リアゾ一リレ （6 9 5 m g 、 4 . 5 m m o I ) の

無水ジクロロメタン溶液 （2 0 m L ) を混合 した。前記混合物に、アルゴン

雰囲気下、室温で、 卜リエチルァミン （6 8 9 m g 、 6 . 8 m m o I ) を加

え、その後、アルゴン雰囲気下、室温で、終夜撹拌 した。前記混合液を飽和

食塩水で洗浄 した。有機層を回収 し、前記を硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、

前記有機層をろ過 した。得 られたろ液について、減圧下で溶媒を留去 した。

得 られた残渣をシリカゲルカラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 C H 2 C I

2 ：C H 3 0 H = 9 ：1 ) に供 し、無色シ口ップ状の化合物 2 0 ( 6 9 6 m g

、収率 9 2 % ) を得た。以下に、前記化合物のN M Rの結果を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： 4 . 5 4 ( d ， H , C H ) 、 3 . 5 8 -

3 . 6 7 ( m， 5 H ) 、 3 . 5 2 - 3 . 5 6 ( m， 1 H，C H ) ， 3 . 3 2

- 3 . 3 9 ( m， 1 H ) ， 3 . 2 0 - 3 . 2 5 ( m， 2 H ) 、 2 . 4 0 -

. 4 3 ( m， 1 H，C H ) 、 2 . 3 3 ( t , J = 7 . 3 H z ， 2 H , C H 2 )

、 . 0 5 - 2 . 2 5 ( m， 2 H ) 、 1 . 9 3 - 2 . 0 3 ( m， 1 H，C H

) 、 1 . 7 5 - 1 . 8 5 ( m， 1 H，C H ) 、 1 . 5 0 - 1 . 7 3 ( m， 8

H ) 、 1 . 3 7 - 1 . 4 6 ( m， 2 H , C H 2 ) 、 0 . 8 7 ( s ， 9 H，

_ B u ) 、 0 . 0 4 ( s ， 6 H， S i C H 3 ) ；

M s ( F A B + ) ： m/ z 4 1 5 ( M ++ ) .

[0333] ( 4 ) D M T r —ヒドロキシジアミ ド_ L —プロリンタイプB (化合物 2 1

)

得 られた前記 t —プチル—ジメチルシロキシアミ ドヒドロキシアミ ド—L

—プロリン （化合物 2 0 ) ( 6 4 0 m g 、 1 . 5 4 m m o I ) を無水ピリジ

ン （1 m L ) と混合 し、室温で共沸乾燥 した。得 られた残留物に、 4 ，4 '



—ジメ トキシ 卜リチル クロ リ ド （6 5 7 m g 、 1 . 8 5 m m o l ) 、 D M A

P ( 2 m g ) および無水 ピリジン （5 m L ) を加 え、室温で 4 時間撹拌 した

後、 メタノール （1 m L ) を加 え、 3 0 分室温で撹拌 した。前記混合物 をジ

クロロメタンで希釈 し、飽和重曹水で洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ 卜

リウ厶で乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧

下で溶媒 を留去 した。得 られた残渣 に、無水 ァセ トニ トリル （5 m L ) およ

び 1 m o I しテ トラプチル アンモニゥ厶フルオ リ ド含有テ トラ ヒ ドロフラ

ン溶液 （1 . 4 2 m L 、テ トラプチル アンモニゥ厶フルオ リ ド1 4 2 m m

o I ) を加 え、室温で終夜撹拌 した。反応終 了後、前記混合物 に酢酸ェチル

( O O m L ) を加 え、水で洗浄 した後、飽和食塩水で洗浄 した。有機層 を

回収 し、硫酸ナ トリウムで乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ

液 について、減圧下に溶媒 を留去 した。得 られた残渣 を、 シ リカゲル カラム

クロマ トグラフィ一 （展開溶媒 C H 2 C I 2 : C H 3 O H = 9 5 : 5 、 0 . 0

5 % ピリジン含有）に供 し、無色シロップ状の化合物 2 1 ( 6 8 0 m g 、収

率 7 3 % ) を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 1 - 7 . 4 4 ( m， 2 H , A r - H

) 、 7 . 2 6 - 7 . 3 3 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 7 . 8 - 7 . 2 1 ( m

， H , A r _ H ) 、 7 . 7 - 7 . 2 1 ( m， 1 H ， A r _ H ) 、 6 . 8

0 - 6 . 8 4 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 4 . 5 - 4 . 5 3 ( d ， 6 . 8 H

z ， 1 H ， C H ) 、 3 . 7 9 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 6 1 ( d d ， 2 H

， J = H z , 5 . 4 H z ， C H 2 ) 、 3 . 5 0 - 3 . 5 4 ( m， 1 H ， C

H ) 、 3 . 3 6 - 3 . 4 3 ( m， 1 H ， C H ) , 3 . 2 0 - 3 . 2 6 ( m，

2 H , C H 2 ) ， 3 . 0 5 ( t , J = 6 . 4 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 3 8

- 2 . 4 5 ( m， 1 H ， C H ) 、 2 . 3 0 ( t , J = 7 . 8 H z ， 2 H , C

H 2 ) 、 2 . 0 5 - 2 . 2 5 ( m， 1 H ， C H ) 、 1 . 9 2 - 2 . 0 0 ( m，

1 H ， C H ) 、 1 . 7 5 - 1 . 8 3 ( m， 1 H ， C H ) 、 1 . 5 - . 6

7 ( m， 8 H ) 、 1 . 3 5 - 1 . 4 5 ( m， 2 H , C H 2 ) ；

M s ( F A B + ) ： m / z 6 0 2 ( M +) 、 3 0 3 ( D M T +) .



( 5 ) D M T r —ジアミ ド_ L —プロ リンアミダイ 卜タイプ B (化合物 2 2

)

得 られた前記 D M T r — ヒ ドロキシジアミ ド一 L —プロ リン タイプ B (

化合物 2 1 ) ( 6 3 7 m g 、 1 . 0 6 m m o I ) を無水 ァセ トニ トリル と混

合 し、室温で共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニゥ

厶テ トラゾ リ ド （2 0 1 m g 、 1 . 1 6 m m o I ) を加 え、減圧下で脱気 し

、 アル ゴンガスを充填 した。前記混合物 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （1 m

L ) を加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トライ

ソプロピルホスホ ロジアミダイ 卜 （3 5 0 m g 、 1 . 1 6 m m o I ) の無水

ァセ トニ トリル 溶液 （1 m L ) を加 えた。 この混合物 を、 アル ゴ ン雰囲気下

、室温で 4 時間撹拌 した。前記混合物 をジクロロメタンで希釈 し、飽和重曹

水および飽和食塩水で洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ トリウムで乾燥 し

た後、前記有機層 をろ過 した。得 られた ろ液 について、減圧下で溶媒 を留去

した。得 られた残渣 を、充填剤 と してアミノシ リカゲル を用いたカラムクロ

マ トグラフィ一 （展開溶媒 へキサ ン ：アセ トン= 7 ：3 ) に供 し、無色シ

ロップ状の化合物 2 2 ( 6 8 0 m g 、純度 9 5 % 、収率 7 6 % ) を得 た。以

下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 1 - 7 . 4 3 ( m， 2 H , A r - H

) 、 7 . 2 5 - 7 . 3 2 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 7 . 7 - 7 . 2 2 ( m

， H , A r _ H ) 、 6 . 8 0 - 6 . 8 3 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 4 . 5

3 ( d ， J = 7 . 8 H z ， 1 H ， C H ) 、 3 . 7 5 - 3 . 9 3 ( m， 3 H )

、 3 . 7 9 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 4 6 - 3 . 6 8 ( m， 5 H ) 、 3 .

3 4 - 3 . 4 1 ( m， 1 H ， C H ) 、 3 . 0 - 3 . 3 1 ( m， 1 H ， C H

) 、 3 . 0 5 ( t , J = 6 . 3 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 6 2 ( t , J = 6

. 3 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 3 9 - 2 . 4 6 ( m， 1 H ， C H ) 、 2 . 2

9 ( t , 7 . 3 H z ， 2 H , C H 2 ) 、 2 . 0 3 - 2 . 1 9 ( m， 1 H ， C H

) 、 1 . 9 0 - 2 . 0 0 ( m， 1 H ， C H ) 、 1 . 7 0 - 1 . 8 3 ( m，

H ， C H ) 、 1 . 5 1 - 1 . 7 1 ( m， 8 H ) 、 1 . 3 5 - 1 . 4 5 ( m，



2 H , C H 2 ) 、 1 . 1 8 ( d ， J = 6 . 4 H z ， 6 H，C H 3 ) 、 1 . 1 6

( d , J = 6 . 4 H z , 6 H , C H 3 ) ；

P —N M R ( C H 3 C N ) ： 4 6 . 9 0 ;

M s ( F A B + ) ： m/ z 8 0 3 (M ++ 1 ) 、 3 0 3 ( D M T +) .

[0335] (実施例 B 5 )

プロリン骨格を有するリンカ一を含む本発明の核酸分子を生成するため、

下記スキーム 5 により、 D M T r —アミドエチレン才キシェチルァミノ_ L

—プロリンアミダイ 卜 （以下、 P E Gスぺ一サ一タイプという）を合成 した

[0336] [ 化20]

24

ス キ ー ム 5

[0337] ( 1 ) D M T r — アミドヒドロキシエ トキシェチルァミノ一L — プロリン （

化合物 2 3 )

D M T r _ アミド_ L —プロリン （化合物 6 ) ( 1 . 0 0 g 、 2 . 0 5 m

m o I ) 、 4 — トルエンスルホン酸 2 — ( 2 — ヒドロキシェ トキシ）ェチル

エステル （3 . 1 0 g 、 1 2 . 3 0 m m o I ) 、および炭酸力リゥ厶 （0 .

8 5 g 、 6 . 5 m m o I ) の無水ジメチルホルムアミド溶液 （1 0 m L )

を混合 し、アルゴン雰囲気下、室温で4 日間撹拌 した。前記混合物について



、減圧化、室温で溶媒 を留去 した後、 ジクロロメタン （2 0 m L ) を加 え、

ろ過 した。 ろ液 を濃縮 し、得 られた残渣 をシ リカゲル カラムクロマ トグラフ

ィ一に供 した。前記シ リカゲル カラムクロマ トグラフィーの添加溶媒は、 ま

ず、 0 . 0 5 % ピリジンを含む酢酸ェチル を使用 した後、 0 . 0 5 % ピリジ

ンを含む C H 2 C I 2 とC H 3 O H の混合液 （C H 2 C I 2 : C H 3 O H = 9 : ：

) を使用 した。 その結果、無色シロップ状の化合物 2 3 ( 1 . 1 5 g 、収

率 9 7 % ) を得 た。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 1 - 7 . 4 5 ( m， 2 H , A r - H

) 、 7 . 2 7 - 7 . 3 1 ( m， 6 H ， A r _ H ) 、 7 . 7 - 7 . 2 1 ( m

， 1 H ， A r _ H ) 、 6 . 7 9 - 6 . 8 2 ( m， 4 H , A r _ H ) 、 3 . 7

9 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) 、 3 . 6 0 - 3 . 7 0 ( m， 2 H ) 、 3 . 3 9 - 3

. 5 7 ( m， 4 H ) , 3 . 1 3 — 3 . 2 7 ( m， 3 H ) ， 3 . 0 7 - 3 . 0

8 ( m， 2 H ) 、 2 . 7 1 - 2 . 8 4 ( m， 1 H ) 、 2 . 3 8 - 2 . 4 6 (

m， 1 H ) 、 2 . 4 - . 1 9 ( m， 1 H ) 、 1 . 8 4 - 1 . 8 7 ( m，

1 H ) 、 1 . 5 7 - 1 . 7 6 ( m， 8 H ) .

( 2 ) D M T r _ アミ ドエチ レン才キシェチル ァミノ_ L —プロ リンアミダ

ィ 卜 （化合物 2 4 )

得 られた前記 D M T r —アミ ドヒ ドロキシェ トキシェチル ァミノ一 L —プ

口 リン （化合物 2 3 ) ( 0 . 6 3 g 、 1 . 0 0 m m o I ) を無水 ピリジンと

混合 し、室温で共沸乾燥 した。得 られた残留物 に、 ジイソプロピル アンモニ

ゥ厶テ トラゾ リ ド （2 0 6 m g 、 1 . 2 0 m m o I ) を加 え、減圧下で脱気

し、 アル ゴンガスを充填 した。前記混合物 に対 し、無水 ァセ トニ トリル （1

m L ) を加 え、 さ らに、 2 —シァノエ トキシ一 N ， N ， N ' ， N ' —テ トラ

イソプロピルホスホ ロジアミダイ 卜 （2 8 2 m g 、 . m m o I ) の無

水 ァセ トニ トリル溶液 （1 m L ) を加 えた。 この混合物 を、 アル ゴン雰囲気

下、室温で 4 時間撹拌 した。 そ して、前記混合物 をジクロロメタンで希釈 し

、飽和重曹水および飽和食塩水で洗浄 した。有機層 を回収 し、硫酸ナ 卜リウ

厶で乾燥 した後、前記有機層 をろ過 した。得 られた前記 ろ液 について、減圧



下で溶媒を留去 した。得 られた残渣を、充填剤としてアミノシリカゲルを用

いたカラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 へキサン ：アセ トン= 7 ：3 、

0 . 0 5 % ピリジン含有）に供 し、無色シロップ状の化合物 2 4 ( 0 . 7 4

9 、純度 1 0 0 %、収率 8 7 % ) を得た。以下に、前記化合物のN M Rの結

果を示す。

H -- N M R ( C D 3 C N ) ： 7 . 4 - 7 . 4 3 ( m， 2 H , A r - H

) 、 7 . 2 8 - 7 . 3 1 ( m， 6 H , A r - H ) 、 8 - 7 . 2 2 ( m

， H， A r _ H ) 、 6 . 8 4 - 6 . 8 6 ( m， 4 H， A r _ H ) 、 3 .

7 3 - 3 . 8 4 ( m， 2 H， C H 2 ) 、 3 . 7 9 ( s , 6 H， O C H 3 ) 、 3

. 4 7 - 3 . 6 4 ( m， 7 H ) 、 3 . 5 - 3 . 2 3 ( m， 1 H ) 、 3 .

( t , J = 6 . 4 H z ， 2 H , C H
2 ) 、 3 . 0 ( t , J = 5 . 9 H z ，

2 H , C H 2 ) 、 2 . 9 5 - 2 . 9 9 ( m， 1 H ) 、 2 . 5 8 - 2 . 6 3 ( m

， 2 H ) 、 2 . 3 1 - 2 . 3 5 ( m， 1 H， C H ) 、 2 . 0 3 - . 1 9 (

m， 1 H， C H ) 、 1 . 4 8 - 1 . 7 8 ( m， 1 0 H ) 、 1 . - . 5

7 ( m， H , C H 3 ) ；

P —N M R ( C D 3 C N ) ： 4 8 . 0 0 ;

M s ( F A B + ) ： m/ z 7 7 6 ( M +) 、 3 0 3 ( D M T +) 2 0

1 ( C 8 H 1 9 N 2 O P +) .

[0339] (実施例 B 6 )

1 . 保護プロリノールの合成

以下に示すスキーム 6 に従い、ジメ トキシ 卜リチル基で保護されたプロリ

ノール （化合物 3 ) を合成 した。

[0340]



[ 化 2 1]

ス キ ー ム 6

[0341 ] ( 1 ) トリフル 才 ロアセチル _ L —プロ リノール （化合物 1 )

L — プロ リノール （2 . O g 、 2 0 m m o I ) を T H F 2 0 m L に溶解 した

。他方、 トリフル 才 ロ酢酸ェチル （3 . O g 、 2 1 m m o l ) を T H F 2 0 m

L に溶解 した。 そ して、後者の T H F 溶液 を、前者の L —プロ リノ一ル含有

T H F 溶液 に滴下 し、 1 2 時間撹拌 した。 この反応液 を減圧濃縮 し、化合物 1

を得た（3 . 7 g 、収率 9 7 % )。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す

H - N M R ( C D C I 3 ) ： 4 . 2 8 - 4 , 2 3 ( 1 . 0 H , m ， O H

) ， 3 . 9 0 - 3 . 4 1 ( 5 H , H - 2 , H - 5 , H - 6 , m ) ， 2 . 2

7 - . 7 7 ( 4 H , H - 3 , H - 4 , m ) .

[0342] ( 2 ) トリフル 才 ロアセ チル _ D M T r _ L —プロ リノール （化合物 2 )

得 られた前記 トリフル 才 ロアセ チル _ L —プロ リノ一ル （化合物 1 ) ( 3

. 7 g 、 1 9 m m o I ) を ピリジンに溶解 して、 3 回、室温で共沸乾燥 した

。得 られた残留物 を ピリジン 1 5 m L に溶か し、 アル ゴン下、氷浴中で撹拌

しなが ら、 4 ， 4 ' —ジメ トキシ トリチル クロ リ ド （D M T r _ C I ) ( 8

. 1 g 、 2 4 m m o I ) を加え、 さ らに、室温で 4 時間反応 させた。 そ して



、過剰のD M T r - C I をクェンチするために、前記反応液に、さらに、メ

タノ一ル 1 0 しを加ぇ 1 0 分撹拌 した。その後、前記反応液に、ジクロロ

メタンを加え飽和炭酸水素ナ 卜リゥ厶水溶液と飽和食塩水で洗浄 した。洗浄

後の回収 した有機層を、硫酸ナ トリウムで乾燥させた。前記有機層をろ過 し

て、得 られたろ液を減圧濃縮 し、その残渣を、シリカゲルカラムクロマ トグ

ラフィ一 （展開溶媒C H 2 C I 2 ：C H 3 0 H = 9 5 ：5、 0 1 % ピリジン含

有）に供 し、精製 した化合物 2 を得た （8 . 5 g 、収率 8 9 % ) 。以下に、

前記化合物のN M Rの結果を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 3 9 - 7 . 1 8 ( 9 H , m，A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ，A r - Η ) , 3 . 7 8 ( 6 Η，

s ，O C H 3 ) , 3 . 7 0 - 3 . 4 1 ( 5 Η , Η - 2 , Η - 5 , Η - 6 , m

) ， . 9 - . 8 5 ( 4 Η , Η - 3 , Η - 4 , m ) .

[0343] ( 3 ) D M T r _ L —プロリノール （化合物 3 )

得 られた前記 トリフル才 ロアセチル —D M T r _ L —プロリノール （化合

物 2 ) ( 5 g、 1 0 m m 0 I ) をT H F 1 0 0 m L に溶解 した。この T H F

溶液に 5 %水酸化ナ 卜リウ厶水溶液 1 0 0 m L を加え、撹拌 した。この溶液

に、 1 M フッ化テ トラ— n — プチルアンモニゥ厶 （T B A F ) 溶液 5 m L

加え、室温で 1 2 時間撹拌 した。この反応液を、飽和炭酸水素ナ トリウム水

溶液と飽和食塩水で洗浄 した。洗浄後の回収 した有機層を、硫酸ナ トリウム

で乾燥させた。前記有機層をろ過 して、得 られたろ液を減圧濃縮 し、化合物

3 を得た （3 . 6 g 、収率 9 0 % ) 。以下に、前記化合物のN M Rの結果を

示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m，A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ，A r - Η ) , 3 . 7 8 ( 6 Η，

s ，O C H 3 ) ， 3 . 3 1 ( 1 Η，m，Η - 6 ) , 3 . 0 7 ( 2 Η , m，Η

- 2 , Η - 6 ) ， 2 . 9 0 ( 2 Η , m，Η - 5 ) ， 1 . 8 4 ( 3 Η，m，Η

- 3 , Η - 4 ) , 1 . 4 0 ( 1 Η，m，Η - 3 ) .

[0344] 2 . アミダイ 卜誘導体の合成



前記 「1 . 」で合成 した保護プロリノ一ル （化合物 3 ) を用いて、下記ス

キ一厶 7 により、結合形式が異なる、プロリノール を有するアミダイ 卜誘導

体を合成 した。

[化22]

ス キ ー ム 7

[0346] ( 1 ) D M T r _ ウレタン_ L —プロリノール （化合物 4 )

1， 8 —オクタンジ才一ル （9 . O g 、 6 2 m m o l ) をT H F 9 0 m L

に溶解 し、アルゴン下に置いた。他方、カルボニルジイミダゾ一ル （2 . 0

g 、 1 2 m m o l ) をT H F I O m L に溶解 した。後者のT H F溶液を、前

者のT H F溶液に加え、室温で 1時間撹拌 した。この反応液を、 1， 8 —才

クタンジオールのT L C スポットが消えるまで、水で洗浄 した。さらに、洗

浄後に回収 した有機層を、飽和食塩水で洗浄 し、回収 した有機層を、無水硫

酸ナ トリウムで乾燥させた。前記有機層をろ過 し、得 られたろ液を減圧濃縮

した。その残渣を、シリカゲルカラムクロマ トグラフィー （展開溶媒 C H 2

C I 2 ：C H 3 O H = 9 5 ：5 ) に供 し、精製 した化合物を得た。この化合物

は、 1， 8 —才クタンジオールの片末端がカルボ二ルジィミダゾ一ルで活性

化された化合物であった （2 . 3 g 、収率 7 7 % ) 。

[0347] 前記化合物 0 . 9 g をァセ トニ トリル 1 0 m L で溶解 し、アルゴン下にお

いた。他方、 D M T r _ L —プロリノール （化合物 3 ) ( 1 . 9 g 、 4 . 8

m m o I ) をァセ トニ トリル 2 0 m L に溶解 した。後者のァセ トニ トリル溶



液 を、前記前者のァセ トニ トリル溶液 に加え、室温で 2 4 時間撹拌 した。 そ

して、 この反応液 を、飽和炭酸水素ナ トリウム水溶液 と飽和食塩水で洗浄 し

、回収 した有機層 を、無水硫酸ナ トリウムで乾燥 させた。前記有機層 をろ過

し、得 られた ろ液 を減圧濃縮 した。 その残渣 を、 シ リカゲル カラムクロマ ト

ダラフィ一 （展開溶媒ジクロロメタン ：アセ トン= 9 ：1 、 0 . 1 % ピリジ

ン含有）に供 し、精製 した化合物 4 ( プロ リノール ウ レタンアミダイ 卜）を

得た （1 . 5 g 、収率 6 5 % ) 。以下に、前記化合物の N M R の結果 を示す

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m ， A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ， A r - Η ) , 4 . 2 4 - 3 . 9

4 ( 2 Η , m ， C O O C Η 2 ) ， 3 . 7 8 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) ， 3 . 7 2

- 2 . 9 6 ( 7 H , m ， a I k y I , H - 2 , H - 5 , H - 6 ) , 2 . 1 0

- . 3 0 ( 6 H , m ， a I k y I , H - 3 , H - 4 ) .

F A B - M S ：5 7 6 [ M + H ] +.

( 2 ) D M T r _ ウ レイ ド_ L —プロ リノール （化合物 5 )

アル ゴン下、 卜リホスゲ ン （2 . 0 g 、 6 . 7 m m o l ) を T H F 1 0 m

L に溶解 し、 0 °C で撹拌 した。他方、 D M T r _ L —プロ リノール （化合物

3 ) ( 1 . 3 g 、 3 . 2 m m o l ) および N ， N _ ジィソプロピルェチル ァ

ミン （1 6 g 、 4 m m o I ) を T H F I O m L に溶解 し、前記 卜リホス

ゲ ンの T H F 溶液 に滴下 した。 この反応液 を、 0 °C で 1 時間、続 いて、室温

で 2 時間撹拌 した。 そ して、 8 —ァミノ一 1 —才 クタノール （2 . 3 g 、

6 m m o I ) および N ， N —ジイソプロピルェチル ァミン （5 . 0 g 、 3 8

m m o I ) を T H F 3 0 m L に溶解 した。 この T H F 溶液 に、前記撹拌後の

反応液 を滴下 し、 0 °C で 1 時間、続 いて、室温で 4 8 時間撹拌 した。 この反

応液 を減圧濃縮 し、 その残渣 をジクロロメタンに溶解 した。 この溶液 を、飽

和炭酸水素ナ トリウム水溶液 と飽和食塩水で洗浄 し、回収 した有機層 を、無

水硫酸ナ トリウムで乾燥 させた。前記有機層 をろ過 して、得 られた ろ液 を減

圧濃縮 し、 その残渣 を、逆相 シ リカゲル カラムクロマ トグラフィーに供 して



、精製 した。 この際、展開溶媒は、 0 . 1 % ピリジンを含有するアセ トンと

水 との混合溶媒 を使用 し、前記 ァセ 卜ンと水 との混合割合は、 ステ ツプヮィ

ズと し、具体的には、 アセ トン ：水のモル比 を、 2 : 8 、 3 : 7 、 4 ：6 お

よび 5 ：5 の順 に変化 させた。 目的の化合物 5 を含むフラクシ ョンを、 ジク

ロロメタンで抽出 し、 この有機層 を無水硫酸ナ トリウムで乾燥 させた。前記

有機層 をろ過 し、得 られた ろ液 を減圧濃縮 し、化合物 5 ( プロ リノ一ル ウ レ

ィ ドアミダイ 卜）を得た （0 . 9 g 、収率 4 9 % ) 。以下に、前記化合物の

N M R の結果 を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m， A r - H

) ， 6 . 8 2 ( 4 H , m， A r - H ) , 3 . 7 8 ( s ， 6 H ， O C H 3 ) ， 3

. 6 8 - 3 . 2 5 ( 9 H , m， C H 2 N H ， C H 2 O H ， H - 2 , H - 5 , H

— 6 ) ， 1 . 7 4 - 1 . 1 8 ( 6 H , m， a I k y I , H - 3 , H - 4 )

F A B - M S : 5 7 5 [ M + H ] +.

( 3 ) プロ リノール を有するアミダイ 卜誘導体 （化合物 6 および 7 )

修飾 プロ リノール と して、得 られた前記化合物 4 ( 0 . 8 0 g 、 1 . 4 m

m o I ) をァセ トニ トリル に溶解 し、室温で 3 回共沸乾燥 した。得 られた残

留物 をァセ トニ トリル 1 m L に溶解 し、 アル ゴン下においた。 このァセ トニ

トリル溶液 に、 ジイソプロピル アンモニゥ厶テ トラゾ リ ド （0 . 2 4 g ，

. m m o I ) を添加 し、反応液 と した。他方、 2 —シァノエチル N ， N ，

N ' ， N ' —テ トライソプロピルホスホ ロジアミダイ 卜 （0 . 5 0 g 、 1 .

7 m m o I ) をァセ トニ トリル 1 m L に溶解 した。 これを、前記反応液 に添

加 し、室温で 4 時間撹拌 した。前記反応液 に、 ジクロロメタンを加え、飽和

炭酸水素ナ 卜リゥ厶水溶液 と飽和食塩水で洗浄 した。洗浄後の回収 した有機

層 を無水硫酸ナ トリウムで乾燥 させ、前記有機層 をろ過 して、得 られた ろ液

を減圧濃縮 した。 その残渣 を、 ァミノシ リカゲル カラムクロマ トグラフィー

(展開溶媒へキサ ン ：アセ トン= 1 0 ： 1 、 0 . 1 % ピリジン含有）に供 し

、精製 した化合物 6 ( D M T r _ ウ レタン一 L —プロ リノール アミダイ 卜）



( 0 . 9 0 g 、収率 8 3 % ) を得た。以下に、前記化合物のN M Rの結果を

示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m， A r - H

) , 6 . 8 2 ( 4 Η , d ， J = 8 . 6 Η ζ ， A r - Η ) , 4 . 2 4 - 3 . 9

4 ( 2 Η , m， C O O C Η 2 ) ， 3 . 7 8 ( s ， 6 H， O C H 3 ) ， 3 . 7 2

- 2 . 9 6 ( 1 H， m， C H 2 0 ， P O C H 2， C H C H 3， H - 2 , H - 5

， H - 6 ) , 2 . 5 8 ( 2 H , m， C H 2 C N ) ， 2 . 0 - . 4 6 ( 1 6

H， m， a I k y I , H - 3 , H - 4 ) , 1 . 3 4 - 1 . 1 0 ( H , m

， C H C H 3 ) 。 3 1 P —N M R ( C D 3 C N ) 8 4 6 . 8 2 .

F A B - M S ：7 7 6 [ M + H ] +.

[0350] 前記修飾プロリノール として、前記化合物4 に代えて、前記化合物 5 を使

用した以外は、同様に処理を行い、精製 した化合物 7 ( D M T r —ウレイ ド

—L —プロリノールアミダイ 卜） （0 . 8 0 g 、収率 7 4 % ) を得た。以下

に、前記化合物のN M Rの結果を示す。

H - N M R ( C D C I 3 ) ： S 7 . 4 0 - 7 . 1 4 ( 9 H , m， A r - H

) ， 6 . 8 2 ( 4 H , m， A r - H ) , 3 . 7 8 ( s ， 6 H， O C H 3 ) ， 3

. 6 5 - 3 . 2 5 ( 3 H , m， C H 2 0 ， P O C H 2， C H C H 3， H - 2 ,

C H 2 N H , C H 2 O H， H - 2 , H - 5 , H - 6 ) , 2 . 7 3 ( 2 H , m，

C H 2 C N ) ， 2 . 0 - . 4 8 ( 6 H , m， a I k y I , H - 3 , H -

4 ) ， 1 . 3 5 - 1 . 1 0 ( H , m， C H C H 3 ) .

3 1 P —N M R ( C D 3 C N ) 8 4 6 . 8 3 .

F A B - M S ：7 7 5 [ M + H ] +.

[035 1] 以上、実施形態を参照 して本願発明を説明したが、本願発明は、上記実施

形態に限定されるものではない。本願発明の構成や詳細には、本願発明のス

コープ内で当業者が理解 しうる様々な変更をすることができる。

[0352] この出願は、 2 0 1 0 年 7 月8 日に出願された日本出願特願 2 0 1 0 _ 1

5 6 1 2 2 、 2 0 1 0 年 1 0 月 1 3 日に出願された日本出願特願 2 0 0 -

2 3 0 8 0 8 、 2 0 1 0 年 1 2 月2 日に出願された日本出願特願 2 0 0 -



2 6 9 8 2 4 、 2 0 1 0 年 8 月 3 日に出願 された 日本出願特願 2 0 0 - 1

7 4 9 1 5 、 2 0 1 0 年 1 0 月 1 3 日に出願 された 日本出願特願 2 0 0 -

2 3 0 8 0 6 、 および 2 0 0 年 1 2 月 2 日に出願 された 日本出願特願 2 0

1 0 —2 6 9 8 2 3 を基礎 とする優先権 を主張 し、 その開示の全てをここに

取 り込む。

産業上の利用可能性

本発明の一本鎖核酸分子によれば、遺伝子の発現抑制が可能であ り、か

つ、環状ではないため、 その合成が容易であ り、 また、一本鎖であるため、

二本鎖のァニール工程が無 く、効率良 く製造可能である。本発明の s s N c

分子は、前述のように標 的遺伝子の発現 を抑制可能であることか ら、例 えば

、医薬品、診断薬および農薬、な らびに、農薬、医学、生命科学等の研究ッ

—ル と して有用である。



請求の範囲

標 的遺伝子の発現 を抑制する発現抑制配列を含む一本鎖核酸分子であ

つて、

5 ' 側 か ら3 ' 側 にかけて、 5 ' 側領域 （X c ；) 、 内部領域 （Z ) お

よび 3 ' 側領域 （Y c ) を、前記順序で含み、

前記内部領域 （Z ) が、 内部 5 ' 側領域 （X ) および内部 3 ' 側領域

( Y ) が連結 して構成 され、

前記 5 ' 側領域 （X c ) が、前記内部 5 ' 側領域 （X ) と相補的であ

し」、

前記 3 ' 側領域 （Y c ) が、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) と相補的であ

し」、

前記内部領域 （Z ) 、前記 5 ' 側領域 （X c ) および前記 3 ' 側領域

( Y c ) の少な くとも一つが、前記発現抑制配列を含む ことを特徴 と

する一本鎖核酸分子。

前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記内部 5 ' 側領域 （X ) との間に、 リン

力一領域 （L x ) を有 し、

前記 リンカ一領域 （L x ) を介 して、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記

内部 5 ' 側領域 （X ) とが連結 している、請求項 1 記載の一本鎖核酸

分子。

前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記内部 3 ' 側領域 （Y ) との間に、 リン

力一領域 （L y ) を有 し、

前記 リンカ一領域 （L y ) を介 して、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記

内部 3 ' 側領域 （Y ) とが連結 している、請求項 1 または 2 記載の一

本鎖核酸分子。

前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記内部 5 ' 側領域 （X ) との間に、 リン

力一領域 （L x ) を有 し、

前記 リンカ一領域 （L x ) を介 して、前記 5 ' 側領域 （X c ) と前記

内部 5 ' 側領域 （X ) とが連結 し、



前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記内部 3 ' 側領域 （Y ) との間に、 リン

力一領域 （L y ) を有 し、

前記 リンカ一領域 （L y ) を介 して、前記 3 ' 側領域 （Y c ) と前記

内部 3 ' 側領域 （Y ) とが連結 している、請求項 1 記載の一本鎖核酸

分子。

[ 請求項 5] 前記 内部領域 （Z ) の塩基数 （Z ) 、前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩

基数 （X ) 、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) の塩基数 （Y ) 、前記 5 ' 側

領域 （X c ) の塩基数 （X c ) および前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基

数 （Y c ) が、下記式 （1 ) および （2 ) の条件 を満たす、請求項 1

か ら4 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

Z = X + Y ( )

Z ≥ X c + Y c ( 2 )

[ 請求項 6] 前記 内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （X ) 、前記 5 ' 側領域 （X c )

の塩基数 （X c ；) 、前記内部 3 ' 側領域 （Y ) の塩基数 （Y ) および

前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y c ) が、下記 （a ) 〜 ( d ) の

いずれかの条件 を満たす、請求項 1 か ら 5 のいずれか一項 に記載の一

本鎖核酸分子。

( a ) 下記式 （3 ) および （4 ) の条件 を満たす。

X > X c ( 3 )

Y = Y c ( 4 )

( b ) 下記式 （5 ) および （6 ) の条件 を満たす。

X = X c ( 5 )

Y > Y c ( 6 )

( c ) 下記式 （7 ) および （8 ) の条件 を満たす。

X > X c ( 7 )

Y > Y c ( 8 )

( d ) 下記式 （9 ) および （1 0 ) の条件 を満たす。

X = X c ( 9 )



Y = Y c ( 0 )

[ 請求項7] 前記 （a ) 〜 ( d ) において、前記内部 5 ' 側領域 （X ) の塩基数 （

X ) と前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （X c ) の差、前記内部 3 '

側領域 （Y ) の塩基数 （Y ) と前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y

c ) の差 が、下記条件 を満たす、請求項 6 記載の一本鎖核酸分子。

( a ) 下記式 （1 1 ) および （1 2 ) の条件 を満たす。

X —X c = 1 、 または 3 - - ( )

Y - Y c = 0 · ( 1 2 )

( b ) 下記式 （1 3 ) および （1 4 ) の条件 を満たす。

X - X c = 0 · ( 1 3 )

Y — Y c = 1 、 2 または 3 ' ( 1 4 )

( c ) 下記式 （1 5 ) および （1 6 ) の条件 を満たす。

X —X c = 1 、 2 または 3 ' - · ( 1 5 )

Y — Y c = 1 、 2 または 3 ' · ( 1 6 )

( ) 下記式 （1 7 ) および （1 8 ) の条件 を満たす。

X - X c = 0 - · ( 1 7 )

Y - Y c = 0 · ( 1 8 )

：請求項8] 前記 内部領域 （Z ) の塩基数 （Z ) が、 1 9 塩基以上である、請求項

1 か ら 7 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

請求項 9] 前記 内部領域 （Z ) の塩基数 （Z ) が、 1 9 塩基〜 3 0 塩基である、

請求項 8 記載の一本鎖核酸分子。

請求項 10] 前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （X c ) が、 1 ~ 1 1 塩基である、

請求項 1 か ら 9 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

請求項 11] 前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （X c ) が、 1 ~ 7 塩基である、請

求項 1 0 記載の一本鎖核酸分子。

請求項 12] 前記 5 ' 側領域 （X c ) の塩基数 （X c ) が、 1 ~ 3 塩基である、請

求項 1 0 記載の一本鎖核酸分子。

請求項 13] 前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y c ) が、 1 ~ 1 1 塩基である、



請求項 1 か ら 1 2 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項 14] 前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y c ) が、 1 ~ 7 塩基である、請

求項 1 3 記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項 15] 前記 3 ' 側領域 （Y c ) の塩基数 （Y c ) が、 1 ~ 3 塩基である、請

求項 1 3 記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項 16] 少な くとも 1 つの修飾 された残基 を含む、請求項 1 か ら 1 5 のいずれ

か一項 に記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項 17 ] 標識物質を含む、請求項 1 か ら 1 6 のいずれか一項 に記載の一本鎖核

酸分子。

[ 請求項 18] 安定同位体 を含む、請求項 1 か ら 1 7 のいずれか一項 に記載の一本鎖

核酸分子。

[ 請求項 19] R N A 分子である、請求項 1 か ら 1 8 のいずれか一項 に記載の一本鎖

核酸分子。

[ 請求項20] 前記 リンカ一領域 （L X ) および または前記 リンカ一領域 （L y )

が、

ヌク レオチ ド残基および非 ヌク レオチ ド残基の少な くとも一つか ら構

成 される、請求項 2 か ら 1 9 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子

[ 請求項 2 1 ] 前記 ヌク レオチ ド残基が、非修飾 ヌク レオチ ド残基および/ または修

飾 ヌク レオチ ド残基である、請求項 2 0 記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項22] 前記 リンカ一領域 （L X ) および または前記 リンカ一領域 （L y )

が、下記 （1 ) 〜 ( 7 ) のいずれかの残基で構成 される、請求項 2 0

または 2 記載の一本鎖核酸分子。

( ) 非修飾 ヌク レオチ ド残基

( 2 ) 修飾 ヌク レオチ ド残基

( 3 ) 非修飾 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク レオチ ド残基

( 4 ) 非 ヌク レオチ ド残基



( 5 ) 非 ヌク レオチ ド残基および非修飾 ヌク レオチ ド残基

( 6 ) 非 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク レオチ ド残基

( 7 ) 非 ヌク レオチ ド残基、非修飾 ヌク レオチ ド残基および修飾 ヌク

レオチ ド残基

[ 請求項23] 前記一本鎖核酸分子において、塩基数の合計が、 5 0 塩基以上である

、請求項 1 か ら 2 2 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項24] 前記遺伝子の発現抑制が、 R N A 干渉 による発現抑制である、請求項

1 か ら 2 3 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項25] 前記一本鎖核酸分子の塩基配列が、

配列番号 2 、 7 、 8 、 1 3 、 1 4 、 2 9 — 3 5 、 3 7 、 4 3 、 4 4 、

4 7 、 4 8 および 5 1 _ 8 0 のいずれかの塩基配列である、請求項 1

か ら 2 4 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子。

[ 請求項26] 標 的遺伝子の発現 を抑制するための組成物であ って、

請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子を含む こと

を特徴 とする、発現抑制用組成物。

[ 請求項27] 請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子を含む こと

を特徴 とする、薬学的組成物。

[ 請求項28] 炎症治療用である、請求項 2 7 記載の薬学組成物。

[ 請求項29] 標 的遺伝子の発現 を抑制する方法であ って、

請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子を使用する

ことを特徴 とする発現抑制方法。

[ 請求項30] 前記一本鎖核酸分子を、細胞、組織 または器官に投与する工程 を含む

、請求項 2 9 記載の発現抑制方法。

[ 請求項 3 1 ] 前記一本鎖核酸分子を、 ί n v i v o または ί η ν ί t r ο で投

与する、請求項 3 0 記載の発現抑制方法。

[ 請求項32] 前記遺伝子の発現抑制が、 R N Α 干渉 による発現抑制である、請求項

2 9 か ら3 のいずれか一項 に記載の発現抑制方法。

[ 請求項33] 標 的遺伝子の発現 を抑制する R N A 干渉 を誘導する方法であ って、



請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子を使用する

ことを特徴 とする発現誘導方法。

[ 請求項34] 疾 患の治療方法であ って、

請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載の一本鎖核酸分子を、患者 に

投与する工程 を含み、

前記一本鎖核酸分子が、前記発現抑制配列 と して、前記疾患の原因 と

なる遺伝子の発現 を抑制する配列を有することを特徴 とする治療方法

[ 請求項35] 標 的遺伝子の発現抑制のための、請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に

記載の一本鎖核酸分子の使用。

[ 請求項36] R N A 干渉の誘導のための、請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載

の一本鎖核酸分子の使用。

[ 請求項37] 疾 患の治療 に使用するための核酸分子であ って、

前記核酸分子は、請求項 1 か ら 2 5 のいずれか一項 に記載の一本鎖核

酸分子であ り、

前記一本鎖核酸分子が、前記発現抑制配列 と して、前記疾患の原因 と

なる遺伝子の発現 を抑制する配列を有することを特徴 とする核酸分子
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