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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オリゴヌクレオチドがオリゴマー化した核酸を含む、ＲＮＡ干渉のための組成物であっ
て、前記核酸は、複数の同一又は異なるオリゴヌクレオチドがオリゴマー化されたもので
あり、前記オリゴヌクレオチドは、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’

（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’は、生細胞に存在するターゲット核酸配列に相補的な

１９－２８ｍｅｒのｓｉＲＮＡのアンチセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１
５

’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハ
ングである）と、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’（ここで、３’Ｎ

ｉ．．．Ｎｊ
５’は、前記ｓｉＲＮＡのセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１

５

’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハ
ングである）がハイブリダイズしたものであり、一方のオーバーハングは、他方のオーバ
ーハングに相補的であり、前記オーバーハングはオリゴマー化した核酸を形成するように
ハイブリダイズしている、または、両方のオーバーハングは、オーバーハングに相補的な
ヌクレオチド配列端を有するリンカーと、オリゴマー化した核酸を形成するようにハイブ
リダイズしている、組成物。
【請求項２】
　ｓｉＲＮＡのセンスまたはアンチセンス鎖のオーバーハングヌクレオチドは、５－８ヌ
クレオチドからなる、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
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　前記ｓｉＲＮＡのセンスまたはアンチセンス鎖の前記１９－２８ヌクレオチドは、プリ
ンヌクレオチド安定化群および改変類似体によって置換されたピリミジン類似体の安定化
群の群から選択される少なくとも１つの安定化群（group）を含む、請求項１または２に
記載の組成物。
【請求項４】
　改変類似体は、デオキシヌクレオチド、糖改変リボヌクレオチド、骨格改変リボヌクレ
オチド、糖改変デオキシリボヌクレオチドおよび骨格改変デオキシリボヌクレオチドから
なる群から選択される、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　前記ｓｉＲＮＡのセンスまたはアンチセンス鎖の前記１９－２８ヌクレオチドは、デオ
キシリボヌクレオチド、リボヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体を含む、請求項１に
記載の組成物。
【請求項６】
　トランスフェクション剤をさらに含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　トランスフェクション剤は、非ウイルスベクターである、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　前記トランスフェクション剤は、カチオン脂質およびカチオンポリマーからなる群から
選択される、請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
　カチオンポリマーは、ポリエチレンイミン誘導体である、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　カチオン脂質は、jetSi-ENDO（登録商標）である、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
　リンカーは、オリゴヌクレオチド、単鎖オリゴヌクレオチド、ヘアピン構造、３’また
は５’オーバーハングを有する短二本鎖核酸および二本鎖オリゴヌクレオチドからなる群
から選択される、請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　オリゴヌクレオチドがオリゴマー化した核酸と、トランスフェクション剤またはトラン
スフェクション試薬とを含む、ＲＮＡ干渉のための組成物であって、前記核酸は、複数の
同一または異なるオリゴヌクレオチドがオリゴマー化されたものであり、前記オリゴヌク
レオチドは、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’（ここで、３’Ｎｉ．
．．Ｎｊ

５’は、生細胞に存在するターゲット核酸配列に相補的な１９－２８ｍｅｒのｓ
ｉＲＮＡのアンチセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１

５’は、前記オリゴヌク
レオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハングである）と、配列
３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’は、

前記ｓｉＲＮＡのセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌク

レオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハングである）がハイブ
リダイズしたものであり、一方のオーバーハングは、他方のオーバーハングに相補的であ
り、前記オーバーハングはオリゴマー化した核酸を形成するようにハイブリダイズしてい
る、または、両方のオーバーハングは、オーバーハングに相補的なヌクレオチド配列端を
有するリンカーと、オリゴマー化した核酸を形成するようにハイブリダイズしている、組
成物。
【請求項１３】
　前記トランスフェクション剤は、カチオン脂質およびカチオンポリマーからなる群から
選択される、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
　カチオンポリマーは、ポリエチレンイミン誘導体である、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記カチオン脂質は、jetSi-ENDO（登録商標）である、請求項１４に記載の組成物。
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【請求項１６】
　リンカーは、オリゴヌクレオチド、単鎖オリゴヌクレオチド、ヘアピン構造、３’また
は５’オーバーハングを有する短二本鎖核酸および二本鎖オリゴヌクレオチドからなる群
から選択される、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１７】
　オリゴヌクレオチドがオリゴマー化した核酸と、カチオン脂質またはカチオンポリマー
とを含む、ＲＮＡ干渉のための組成物であって、前記核酸は、複数の同一または異なるオ
リゴヌクレオチドがオリゴマー化されたものであり、前記オリゴヌクレオチドは、配列３

’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’は、生
細胞に存在するターゲット核酸配列に相補的な１９－２８ｍｅｒのｓｉＲＮＡのアンチセ
ンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１

５’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマ
ー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハングである）と、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．
Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’は、前記ｓｉＲＮＡのセ

ンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマ

ー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハングである）がハイブリダイズしたもので
あり、一方のオーバーハングは、他方のオーバーハングに相補的であり、前記オーバーハ
ングはオリゴマー化した核酸を形成するようにハイブリダイズしている、または、両方の
オーバーハングは、オーバーハングに相補的なヌクレオチド配列端を有するリンカーと、
オリゴマー化した核酸を形成するようにハイブリダイズしている、組成物。
【請求項１８】
　カチオンポリマーは、ポリエチレンイミン誘導体である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
　カチオン脂質は、jetSi-ENDO（登録商標）である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項２０】
　リンカーは、オリゴヌクレオチド、単鎖オリゴヌクレオチド、ヘアピン構造、３’また
は５’オーバーハングを有する短二本鎖核酸および二本鎖オリゴヌクレオチドからなる群
から選択される、請求項１７に記載の組成物。
【請求項２１】
　オリゴヌクレオチドがオリゴマー化した核酸と、ポリエチレンイミン誘導体またはjetS
i-ENDO（登録商標）とを含む、ＲＮＡ干渉のための組成物であって、前記核酸は、複数の
同一または異なるオリゴヌクレオチドがオリゴマー化されたものであり、前記オリゴヌク
レオチドは、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’（ここで、３’Ｎｉ．
．．Ｎｊ

５’は、生細胞に存在するターゲット核酸配列に相補的な１９－２８ｍｅｒのｓ
ｉＲＮＡのアンチセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１

５’は、前記オリゴヌク
レオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハングである）と、配列
３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’は、

前記ｓｉＲＮＡのセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌク

レオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０ｍｅｒのオーバーハングである）がハイブ
リダイズしたものであり、一方のオーバーハングは、他方のオーバーハングに相補的であ
り、前記オーバーハングはオリゴマー化した核酸を形成するようにハイブリダイズしてい
る、または、両方のオーバーハングは、オーバーハングに相補的なヌクレオチド配列端を
有するリンカーと、オリゴマー化した核酸を形成するようにハイブリダイズしている、組
成物。
【請求項２２】
　リンカーは、オリゴヌクレオチド、単鎖オリゴヌクレオチド、ヘアピン構造、３’また
は５’オーバーハングを有する短二本鎖核酸および二本鎖オリゴヌクレオチドからなる群
から選択される、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２３】
　オリゴヌクレオチドがオリゴマー化した核酸を含む、インビトロの遺伝子発現阻害のた
めの組成物であって、前記核酸は、複数の同一または異なるオリゴヌクレオチドがオリゴ



(4) JP 5371424 B2 2013.12.18

10

20

30

40

50

マー化されたものであり、前記オリゴヌクレオチドは、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１

Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’は、生細胞に存在するターゲット
核酸配列に相補的な１９－２８ｍｅｒのｓｉＲＮＡのアンチセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ

２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０

ｍｅｒのオーバーハングである）と、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ
５

’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’は、前記ｓｉＲＮＡのセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ

２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０

ｍｅｒのオーバーハングである）がハイブリダイズしたものであり、一方のオーバーハン
グは、他方のオーバーハングに相補的であり、前記オーバーハングはオリゴマー化した核
酸を形成するようにハイブリダイズしている、または、両方のオーバーハングは、オーバ
ーハングに相補的なヌクレオチド配列端を有するリンカーと、オリゴマー化した核酸を形
成するようにハイブリダイズしている、組成物。
【請求項２４】
　オリゴヌクレオチドがオリゴマー化した核酸を含む、癌またはウイルス感染の治療のた
めの組成物であって、前記核酸は、複数の同一または異なるオリゴヌクレオチドがオリゴ
マー化されたものであり、前記オリゴヌクレオチドは、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１

Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’は、生細胞に存在するターゲット
核酸配列に相補的な１９－２８ｍｅｒのｓｉＲＮＡのアンチセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ

２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０

ｍｅｒのオーバーハングである）と、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ
５

’（ここで、３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’は、前記ｓｉＲＮＡのセンス鎖であり、３’Ｎ１Ｎ

２．．．Ｎｉ－１
５’は、前記オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可能にする３－５０

ｍｅｒのオーバーハングである）がハイブリダイズしたものであり、一方のオーバーハン
グは、他方のオーバーハングに相補的であり、前記オーバーハングはオリゴマー化した核
酸を形成するようにハイブリダイズしている、または、両方のオーバーハングは、オーバ
ーハングに相補的なヌクレオチド配列端を有するリンカーと、オリゴマー化した核酸を形
成するようにハイブリダイズしている、組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＲＮＡ干渉に有用な新規な二本鎖オリゴヌクレオチド（ｄｓＯＮ）に関する
。本発明はまた、生物学的または治療用途のための培養中または動物中の真核生物細胞へ
のオリゴヌクレオチドの送達のためのそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、現在、初期の遺伝子機能レベルであるｍＲＮＡにおける遺
伝子サイレンシングのための技術である（Fire et al．，1999；Tuschl et al．，1999）
。この技術は、配列特異的ｍＲＮＡ分解およびタンパク質産生の阻害を提供する（Yang e
t al，2000、Zamore et al，2000、Hammond et al，2000、Parrish et al，2000）。ＲＮ
Ａｉは、短ｄｓＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ；small interfering ＲＮＡ）の活性な配列の予測可
能な設計およびｍＲＮＡのターゲッティングに起因して非常に有効である。ベクターを用
いたトランスフェクションによってｓｉＲＮＡ二本鎖体が導入され細胞質に送達される場
合、ＲＮＡｉは、種々の哺乳類細胞において外因性および内因性の遺伝子を有効にサイレ
ンシングすることが示された（Elbashir et al，2001）。
【０００３】
　ＲＮＡｉをメディエートするために必要とされる従来のｄｓＲＮＡ分子の構造的な特徴
により、好ましくは１９～２５ヌクレオチド（特許文献１～３を参照）、特には１９～２
３ヌクレオチドの長さを有する短ｄｓＲＮＡは、哺乳類細胞培養系においてＲＮＡｉ活性
を有することが証明される（Parrish et. al．，2000；Elbashir et al．，2001；Tuschl
，2001）。塩基対を形成した時に対にならない３’オーバーハング端を有する短１９～２
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５ヌクレオチドは、配列特異的ｍＲＮＡ分解のためのガイドとしての機能を果たす。両端
部がきっぱりとしている時（０ヌクレオチドのオーバーハング）または１つの鎖がきっぱ
りと終わる時にＲＮＡｉを観察することが可能である。ｓｉＲＮＡの不対のオーバーハン
グの配列がターゲットＲＮＡ切断にとって重大でないとしても、３’オーバーハングの存
在は、最適化されたＲＮＡｉおよびｓｉＲＮＡの安定性にとって重大であるようである。
少なくとも１つの鎖は、好ましくは１～５ヌクレオチド、特には１～３ヌクレオチドの３
’－オーバーハングを有する。ＲＮＡ鎖は、好ましくは、３’－ヒドロキシル基を有し、
好ましくは、５’末端にホスファート基を含み、５’－オーバーハングを有しない。最も
有効な短ｄｓＲＮＡは、ｄｓＲＮＡの両端部上に１～３、特定的には２のヌクレオチド３
’－オーバーハングが存在するように対になっている２つの２１ヌクレオチド鎖からなる
（Elbashir et al．，2001）。ＲＮＡ二本鎖体の長さは、２７～２８ｍｅｒに延長可能で
あり（Siolas et al．，2005；Kim et al．，2005）、種々の化学的改変および／または
骨格改変に耐えることが示された（Kurreck，2003）。
【特許文献１】国際公開第０２／４４３２１号パンフレット
【特許文献２】国際公開第０１／０７５１６４号パンフレット
【特許文献３】欧州特許出願公開第２００１０９８５８３３号明細書
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　ＲＮＡｉの成功は、ｄｓＲＮＡの長さ、配列および化学的構造と、細胞送達のためのベ
クターとの両方によって決まる。アンチセンスまたはリボザイム技術と比べると、ターゲ
ットｍＲＮＡの二次構造は、ｓｉＲＮＡによるサイレンシングの強い制限因子ではない。
ｓｉＲＮＡの多くの配列は、所与のｍＲＮＡターゲットに有効であり得る。それ故に、ｓ
ｉＲＮＡ二本鎖体の安定性および生体利用率並びに細胞に送達されるｄｓＲＮＡの量は、
ｓｉＲＮＡによるターゲットの利用可能性よりはむしろ有効なサイレンシングの律速因子
のままである。
【０００５】
　本発明者らにより、互いに貼り付くことを可能にする特定の構造特徴を有するｄｓＯＮ
は、真核細胞において高いＲＮＡ干渉活性を有し、かつ、同一の送達系として導入された
場合に従来の短ｄｓＲＮＡを用いて得られるものより高い遺伝子サイレンシングの有効性
を提供することが見出された。従来の短ｄｓＲＮＡより長いオリゴヌクレオチドは、分解
に対するそれらのより良好な抵抗性に起因してより高い安定性を示す。
【０００６】
　そこで、本発明の目的は、哺乳動物細胞に導入された場合に配列特異的なＲＮＡｉメデ
ィエータであるｄｓＯＮを含む新規な組成物を提供することである。本発明は、それ故に
、１または多くのターゲット遺伝子の配列特異的ＲＮＡ干渉をメディエートする短ｄｓＯ
Ｎの多くのコピーを含有するｄｓＯＮの遺伝子サイレンシングについての利点を記載する
。
【０００７】
　本発明はまた、合成キャリアーに基づく種々のトランスフェクション送達システムおよ
び生物学的適用におけるそれらの使用に関する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の組成物は、同一または異なる配列または長さの二本鎖オリゴヌクレオチドであ
って、配列３’Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｉ－１Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’を有するオリゴヌクレオチド
を有するものである。
【０００９】
　ここで、
－　３’Ｎｉ．．．Ｎｊ

５’は、生細胞に存在するターゲット核酸配列に相補的な配列の
、二本鎖１９－２８ｍｅｒオリゴヌクレオチドの半分であり；
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－　３’Ｎ１．．．Ｎｉ－１
５’は、前記二本鎖オリゴヌクレオチドのオリゴマー化を可

能にする配列の３－５０ｍｅｒのオーバーハングである。
【００１０】
　前記組成物の好ましいｄｓＯＮは、有利には、１９－２１ヌクレオチドの配列３’Ｎｉ

．．．Ｎｊ
５’および／または５～８ヌクレオチドを含む配列３’Ｎ１．．．Ｎｉ－１

５

’を有する。
【００１１】
　実施例において立証されるように、短ｄｓＯＮは、不対３’オーバーハング端部と塩基
対にされ、かつ、長ｄｓＯＮにオリゴマー化される場合、配列特異的ｍＲＮＡ分解のガイ
ドとして機能する。
【００１２】
　本発明の実施形態によると、配列３’Ｎ１．．．Ｎｉ－１

５’は、重大な活性の喪失な
く、例えばヌクレアーゼによる分解に抗して安定化され得る。適切な安定化群は、プリン
ヌクレオチド、改変類似体（デオキシヌクレオチド等）によって置換されたピリミジンヌ
クレオチド、および／または、改変ヌクレオチド類似体（糖または骨格改変リボヌクレオ
チド、デオキシリボヌクレオチド等）を含む群において選択される。
【００１３】
　別の実施形態では、場合によっては、前述の特徴のいずれか１つと組み合わされて、本
発明の組成物は、５’端の一方または両方に５’ホスファートまたはヒドロキシル基を有
する少なくとも１種のｄｓＯＮを含む。
【００１４】
　本発明による組成物のｄｓＯＮにおいて、オリゴヌクレオチド配列は、デオキシリボヌ
クレオチド、リボヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体（Verma and Eckstein，1998）
、例えば、メチルホスホナート（Miller，1991）、モルホリノ・ホスホロジアミダート、
ホスホロチオアート（Zon and Geiser，1991）、ＰＮＡ（Jepson and Wengel，2004）、
ＬＮＡ、２’アルキルヌクレオチド類似体（Kurreck，2003）等を含有する。
【００１５】
　強いウイルス性または非ウイルス性のベクターがオリゴヌクレオチドを細胞内に導入す
るために有用である。ウイルス送達システムは、依然として、それらの免疫原性および臨
床的症状における潜在的なリスクに悩まされる。対照的に、合成システムによる核酸のト
ランスフェクションは、柔軟性を示し免疫原生のない用途の広い方法である。非ウイルス
性ベクターによるオリゴヌクレオチドのトランスフェクションは、細胞質内のｄｓＯＮの
送達に有用である。現在、非ウイルス性ベクターは、主として、カチオン脂質媒介トラン
スフェクション、例えば、Oligofectamin、TRANSIT-TKO、LipofectAmine2000、SiGuide、
RNAiFectまたはjetSiに基づくか、または、カチオンポリマー媒介トランスフェクション
、例えば、Superfect、jetPEIまたはX-TREMGeneに基づく。
【００１６】
　本発明は、それ故に、上記に規定されたような少なくとも１種のオリゴヌクレオチド組
成物を含むトランスフェクション組成物およびトランスフェクション剤または配合（form
ulation）にも関する。トランスフェクション剤または配合は、より特定的には、生細胞
内にｄｓＯＮを導入し、かつ、細胞内にＲＮＡｉをメディエートするｄｓＯＮを遊離させ
るのに適した非ウイルス性送達システムである。
【００１７】
　非ウイルス性ベクターシステムは、有利には、カチオン脂質またはポリマーまたはペプ
チドベースの送達試薬を含む。非ウイルス性ベクターシステムは、少なくとも１種の送達
試薬、および配合を安定化させるか、細胞、組織または臓器をターゲットにするか、また
は、トランスフェクションの有効性を増大させる他の成分を含む配合である。
【００１８】
　細胞に導入する前にトランスフェクション試薬と複合体（complex）が形成される場合
、短ｄｓＯＮのオリゴマー化は、３’－オーバーハング－３’－オーバーハング相互作用
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に起因する分子間相互作用によってまたはｄｓＯＮの３’オーバーハングと相互作用する
リンカーを用いることによって促進される。ＲＮＡｉをメディエートするｄｓＯＮの３’
－オーバーハングに対して相補的なヌクレオチドの配列を含むオリゴヌクレオチド等の多
くのリンカーが用いられ得る。他のリンカーは、i）ＲＮＡｉをメディエートするｄｓＯ
Ｎの３’オーバーハングを認識する末端オリゴマー化ドメインを有するヘアピン様構造、
ii）ＲＮＡｉをメディエートするｄｓＯＮの３’－オーバーハングを認識する５’－また
は３’－オーバーハングを各鎖端に有する短二本鎖核酸であり得る。リンカーはまた、配
列特異的ＲＮＡｉをメディエートする、または、ＲＮＡｉによる遺伝子サイレンシングを
メディエートするｄｓＯＮの３’－オーバーハングと相互作用するオーバーハングを含ま
ない、１または複数のｄｓＯＮ（または多くのｄｓＯＮ）であり得る。
【００１９】
　本発明はまた、上記に規定されたようなオリゴヌクレオチドの組成物を調製する方法で
あって、
－　化学的または酵素的な方法によって上記に規定されたような配列３’Ｎｉ．．．Ｎｊ
５’および３’Ｎ１．．．Ｎｉ－１

５’を有するオリゴヌクレオチド鎖を合成する工程と
；
－　このようにして得られた合成オリゴヌクレオチドをアニーリングする工程と
を包含する方法に関する。
【００２０】
　一実施形態によると、前記方法は、前記オリゴヌクレオチドをアニーリングする工程の
後にリンカー（単数または複数）を加える工程であって、前記リンカー（単数または複数
）は、配列３’Ｎ１．．．Ｎｉ－１

５’に相補的なヌクレオチド配列端を有する、工程を
さらに包含する。
【００２１】
　前記リンカー（単数または複数）は、有利には、オリゴヌクレオチド、単鎖オリゴヌク
レオチド、ヘアピン様構造、３’または５’オーバーハングを有する短二本鎖核酸、２本
鎖オリゴヌクレオチドを含む群において選択される。
【００２２】
　リンカーは、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、ヌクレオチド類似体を含
む群において選択される。
【００２３】
　本発明はまた、インビトロおよびインビボの遺伝子発現阻害方法であって、上記に規定
されたようなオリゴヌクレオチド組成物またはトランスフェクション組成物の使用を包含
する方法に関する。
【００２４】
　前記組成物および方法は、治療の適用、例えば、ガンの治療、例えば、膀胱（Urban-Kl
ein et al．，2004）、前立腺（Pal et al．，2005）、白血病（Guan et al．，2005）の
癌、または、ウイルス感染、例えば、ＨＩＶ、肝炎ウイルス、インフルエンザウイルス感
染（Ge et al．，2004）に特に有用である。
【００２５】
　本発明の他の特徴および利点は、以下に、図１～７を参照しながら与えられることにな
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　（材料および方法）
　（化学薬品およびオリゴヌクレオチド）
　オリゴヌクレオチドは、化学的に合成され、ＰＡＧＥは、Eurogentec（ベルギー）によ
って精製された。オリゴヌクレオチドは、１ｘアニーリングバッファ（５０ｍＭの酢酸カ
リウム（KAcetate）、５０ｍＭの酢酸マグネシウム（MgAcetate））（Eurogentec）中、
２分間にわたり９５℃でアニーリングされ、続いて、２～４時間室温でインキュベートさ
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れた。
【００２７】
　jetSi-ENDO（登録商標）（ｓｉＲＮＡトランスフェクションのためのカチオン脂質試薬
）およびjetPEI（登録商標）（核酸のトランスフェクションのためのカチオンポリマー（
線状ポリエチレンイミン誘導体））は、Polyplus-Transfection（フランス）からであっ
た。RNAiFectは、Qiagen（米国）からであった。
【００２８】
　（細胞培養）
　Ａ５４９（ヒト肺癌（human lung carcinoma），ATCC N°CCL-185）細胞は、ＧＬ３ル
シフェラーゼ（ＳＶ４０成分（element）のコントロール下のフォチナス・フィラリス（P
hotinus pyralis）ルシフェラーゼ）を安定的に発現するものであり、ｐＧＬ３Ｌｕｃプ
ラスミド（Clontech）の安定なトランスフェクションの後に得られた。Ａ５４９－ＧＬ３
Ｌｕｃ細胞は、RPＭＩ（Eurobio，フランス）中で生育させられ、１０％のウシ胎仔血清
（ＦＢＳ，Perbio，フランス）、２ｍＭのglutamax（Eurobio）、１００単位／ｍＬのペ
ニシリン（Eurobio）、１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシン（Eurobio）および０．８
μｇ／ｍＬのＧ４１８（Promega）が補給された。細胞は、５％ＣＯ２加湿雰囲気中３７
℃に維持された。
【００２９】
　（トランスフェクション実験）
　トランスフェクションの１日前に、２．５×１０４個の細胞が、１０％のＦＢＳを含有
する１ｍＬの新鮮な完全培地中の２４ウェルの組織培養プレートに播種された。トランス
フェクション前に、ｄｓＲＮＡ／トランスフェクション試薬の複合体が調製された。所望
量のオリゴヌクレオチド、ｄｓＲＮＡ（オリゴヌクレオチドリンカーを伴うまたは伴わな
い）およびトランスフェクション試薬は、jetSi-ENDO（登録商標）については１５０μＬ
の無血清培地中に、jetPEI（登録商標）については１５０μＬのＮａＣｌ（１５０ｍＭ）
に希釈された（３通りの実験のため）。ｄｓＯＮの重量（μｇ）当たりそれぞれ３および
２μＬのjetSi-ENDO（登録商標）およびjetPEI（登録商標）が用いられた。溶液は、Vort
ex振とう器により１０秒間にわたり混合され、１０分間にわたり室温で放置された。トラ
ンスフェクション試薬がｄｓＲＮＡ溶液に加えられ、１０秒間にわたってVortex振とう器
によりホモジナイズされ、３０分間にわたり室温で放置された。トランスフェクション複
合体を加える前に、血清を有する完全培地が除去され、０．５ｍＬの無血清培地により置
き換えられた。次いで、ウェル当たり１００μＬの複合体溶液が加えられ、プレートは、
３７℃でインキュベートされた。２時間のインキュベーションの後、完全培地は除去され
、１０％の血清を含有する１ｍＬの完全培地により置き換えられた。RNAifectについては
、所望量のｄｓＲＮＡおよびオリゴヌクレオチドリンカーが、３００μＬの無血清培地に
希釈された（３通りの実験のため）。次いで、トランスフェクション試薬は、ｓｉＲＮＡ
混合物に加えられた（ｄｓＯＮの重量（μｇ）当たりRNAifect　３μＬ）。溶液は、Vort
ex振とう器により１０秒間にわたり混合され、１５分間にわたり室温で放置された。トラ
ンスフェクション複合体を加える前に、血清を有する完全培地は除去され、０．３ｍＬの
有血清完全培地により置き換えられた。ウェル当たり１００μＬの複合体溶液が加えられ
、プレートは３７℃でインキュベートされた。２４時間後、培養培地は除去され、１０％
の血清を含有する完全培地　０．５ｍＬによって置き換えられた。全てのトランスフェク
ションプロトコールについて、プレートは、さらに、３７℃で２４または４８時間にわた
りインキュベー
トされた。
【００３０】
　（ルシフェラーゼおよびタンパク質アッセイ）
　ルシフェラーゼ遺伝子発現は、市販キット（Promega，フランス）を用いて測定された
。完全培地を除去した後、１ｍＬのＰＢＳ溶液による３回の洗浄がなされた。次いで、ウ
ェル当たり１００μＬの１ｘ溶解バッファが加えられ、プレートは、室温で３０分間にわ
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たりインキュベートされた。溶解質は、集められ、５分間にわたり１４，０００ｇの遠心
分離にかけられた。ルシフェラーゼアッセイは、１００μＬのルシフェラーゼ溶液の注入
後に５μＬの溶解質により評価された。発光（ＲＬＵ）は、照度計（Berthold，フランス
）を用いて１０秒にわたる積算によりモニタリングされた。結果は、ＢＣＡアッセイ（Pi
erce，フランス）を用いて細胞タンパク質の重量（ｍｇ）当たりの１０秒にわたり積算さ
れる光の単位（ＲＬＵ）として表される。
【００３１】
　（結果）
　内因性遺伝子のターゲットモデルとして、本発明者らは、ＧＬ３ルシフェラーゼ（ＳＶ
４０成分のコントロール下のフォチナス・フィラリス・ルシフェラーゼ）を安定的に発現
するＡ５４９細胞を用いた。ＧＬ３ルシフェラーゼｍＲＮＡに向けられた、明確に化学的
に生じたｓｉＲＮＡは、典型的なカチオン脂質ベースの送達試薬（jetSi-ENDO（登録商標
））および典型的なカチオンポリマーベースの送達試薬（jetPEI（登録商標））により、
ナノモル濃度の範囲のｓｉＲＮＡでトランスフェクトされた。配列特異的な古典的ＧＬ３
Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡは、ＧＬ３Ｌｕｃ　ｍＲＮＡに合致し、かつ、哺乳動物細胞において
ＲＮＡｉをメディエートする好ましいｓｉＲＮＡの規定に従う２つのデオキシリボヌクレ
オチド（ｄＴ）の同一の（すなわち、非相補的な）３’－オーバーハングを含む１９ヌク
レオチドの短ｄｓＲＮＡである（Elbashir et al．，2001）。図１に提示されるＧＬ３ル
シフェラーゼのサイレンシングの有効性は、トランスフェクションがjetSi-ENDO（登録商
標）により７５ｎＭのｓｉＲＮＡで行われた場合に、トランスフェクションの２４および
４８時間後にそれぞれ７０％および８０％超に達した。無関係な配列として用いられるＧ
Ｌ２Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡの低いサイレンシングレベルは、配列特異的ＲＮＡｉを裏付けた
。配列特異的なＧＬ３ルシフェラーゼのサイレンシングはまた、トランスフェクションが
jetPEI（登録商標）により行われた場合に観察されたが、それは、カチオン脂質誘導体に
よるトランスフェクションより低い有効性および継続期間を有していた。
【００３２】
　ＲＮＡｉをメディエートするｄｓＲＮＡのサイレンシングの有効性を改善するために、
本発明者らは、ＧＬ３　Ｌｕｃ　ｍＲＮＡに合致し、かつ、アンチセンス鎖の末端に５つ
のデオキシチミジンヌクレオチドを、センス鎖の末端に５つのデオキシグアノシンヌクレ
オチドを有する３’－オーバーハングを含む１９ヌクレオチドのｄｓＲＮＡ（配列番号３
）を用いた。これらの３’オーバーハングは、ｄｓＲＮＡのより長いｄｓＲＮＡへの分子
間オリゴマー化につながる３’オーバーハング－３’オーバーハング相互作用を促進する
ことができる。jetPEI（登録商標）と複合体を形成した（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄ
Ｔ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）（図２）によるＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞のトラン
スフェクションの後、高いルシフェラーゼサイレンシングが観察される（５０－７５ｎＭ
のｄｓＲＮＡで＞８０％（トランスフェクション後２４および４８時間））。（ｄＡ）５

－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）は、jetSi-ENDO（登録商標）お
よびjetPEI（登録商標）試薬の両方によりトランスフェクトされた標準のｓｉＲＮＡより
良好なルシフェラーゼ遺伝子サイレンシングをメディエートした。（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌ
ｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）による遺伝子サイレンシングは、１０ｎＭ
濃度においてトランスフェクションの４８時間後に特に有効であり、この場合、ＧＬ３Ｌ
ｕｃ　ｓｉＲＮＡは、いずれかの用いられた送達試薬により導入された時にルシフェラー
ゼ発現をサイレンシングさせることができなかった（図２）。
【００３３】
　配列特異的（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）におけ
る単一のヌクレオチド置換が９位に導入されて（アンチセンス鎖においてＡ対Ｇ）、ＧＬ
３Ｌｕｃ　ｍＲＮＡターゲットの特定の認識が完全に破壊された。この単一の突然変異配
列である（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　Ｍｕｔ　ｄｓＲＮＡ（配列番号４）は
、jetPEI（登録商標）によりＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞に導入された。それは、トラン
スフェクションの４８時間後に５～５０ｎＭの濃度範囲においてルシフェラーゼ発現をサ
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イレンシングさせることができなかった（図３）。選択性の他のコントロールとして、（
ｄＡ）５－ＧＬ２Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）（無関係なＧＬ２ルシ
フェラーゼに合致する）がトランスフェクトされ、これも、ルシフェラーゼ発現をサイレ
ンシングさせることができなかった（図３）。
【００３４】
　オリゴマー化可能なｄｓＲＮＡの３’オーバーハングの長さは、二本鎖体の３’－突出
部（protusion）における５または８ヌクレオチドを用いて研究された。（ｄＡ）５－Ｇ
Ｌ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）および（ｄＡ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－
（ｄＴ）８（配列番号７）の両方が、jetPEI（登録商標）によりＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ
細胞に導入される時にトランスフェクションの４８時間後にサイレンシングの有効かつ比
較され得るレベルを示した（図４）。コントロールとして、（ｄＴ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－
（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号６）および（ｄＴ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　
ｄｓＲＮＡ（配列番号８）（これらは、それらのオリゴマー化を促進することができない
）は、オリゴマー化可能なｄｓＲＮＡである配列番号３および７により得られた結果と比
較してルシフェラーゼ発現をサイレンシングさせるのにはるかに有効性に欠けていた（図
４）。サイレンシング選択性のコントロールは、二本鎖体の各鎖の３’端に５または８ヌ
クレオチドを有するが、ＧＬ２配列と合致するオリゴマー化可能なｄｓＲＮＡにより行わ
れた。（ｄＡ）５－ＧＬ２Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号５）および（ｄＡ
）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓＲＮＡ（配列番号９）の両方が、内因性発現され
たＧＬ３ルシフェラーゼをサイレンシングさせるのに有効でなかった（図５）。
【００３５】
　ＲＮＡｉをメディエートする短ｄｓＯＮのオリゴマー化は、塩基対形成によるｄｓＯＮ
二本鎖体の３’－オーバーハングと塩基対を形成することにより認識するオリゴヌクレオ
チドリンカーによって促進され得る。モデルとして、（ｄＴ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ
）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号６）および（ｄＴ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓＲ
ＮＡ（配列番号８）が、Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞にjetPEI（登録商標）により、ポリ
（ｄＡ）ヌクレオチドの存在下または不存在下に導入された。長さにおいて１５（配列番
号１２）および２４（配列番号１３）ヌクレオチドを含むポリ（ｄＡ）が、それぞれ配列
番号６および８の二本鎖体のオリゴマー化を促進するために用いられた。ポリ（ｄＡ）リ
ンカーが存在した場合、ルシフェラーゼサイレンシングは、ポリ（ｄＡ）リンカーの不存
在下に得られるサイレンシングの有効性と比較して両方のｄｓＲＮＡ二本鎖体に非常に有
効であった（図６）。５ヌクレオチドの長さを有する３’オーバーハングを有するｄｓＲ
ＮＡは、この例において（ｄＡ）１５リンカーの存在下に最良のサイレンシング能を示し
た（図６）。オリゴヌクレオチドリンカーによる、ＲＮＡｉをメディエートするｄｓＲＮ
Ａのオリゴマー化は、それ故に、その有効性を増加させた。
【００３６】
　ｄｓＯＮ二本鎖体の３’－オーバーハングと塩基対を形成することによって認識するオ
リゴヌクレオチドリンカーによってオリゴマー化され、かつ、カチオン脂質をベースとす
るトランスフェクション試薬、例えば、jetSi-ENDO（登録商標）またはRNAiFect送達試薬
により細胞に送達されたｄｓＯＮを含む組成物は、Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞において
特定のＧＬ３ルシフェラーゼ遺伝子サイレンシングをメディエートする。ポリ（ｄＡ）が
、長さにおいて１５（配列番号１２）および２４（配列番号１３）ヌクレオチドを含むリ
ンカーとして用いられて、それぞれ配列番号６および８の二本鎖体のオリゴマー化が促進
された。ポリ（ｄＡ）リンカーが存在した場合、ルシフェラーゼサイレンシングは、典型
的なＧＬ３Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡ（配列番号１）により得られるサイレンシング有効性と比
較してナノモルレベルにおいて両方のｄｓＲＮＡ二本鎖体について非常に有効であった（
図７）。オリゴヌクレオチドリンカーによる、ＲＮＡｉをメディエートするｄｓＲＮＡの
オリゴマー化は、カチオン脂質ベースの送達システムにより細胞に導入される場合に、ｓ
ｉＲＮＡを用いる従来の方策と比較して遺伝子サイレンシング有効性を増加させた。
【００３７】
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【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】２つの主要な分類のトランスフェクション剤の典型、すなわち、カチオン脂質ベ
ースおよびポリマーベースのトランスフェクション試薬（jetSi-ENDO（登録商標）および
jetPEI（登録商標））と複合体を形成した従来のｓｉＲＮＡ二本鎖体によるＲＮＡ干渉。
Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞（安定的にＧＬ３ルシフェラーゼ遺伝子を発現する）には、
jetSi-ENDO（登録商標）およびjetPEI（登録商標）と複合体を形成したＧＬ３Ｌｕｃ　ｓ
ｉＲＮＡ（配列番号１）がトランスフェクトされ、トランスフェクション試薬の効能が評
価された。ルシフェラーゼ遺伝子の発現は、（ａ）２４時間および（ｂ）４８時間のイン
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キュベーション期間の後に測定された。細胞溶解質（lysate）は、市販のキット（Promeg
a）を用いて蛍ルシフェラーゼ発現について評価された。非特異的なコントロールとして
、ＧＬ２ルシフェラーゼ配列に合致するｓｉＲＮＡ（配列番号２）が、同一条件下にトラ
ンスフェクトされる。実験は３通りなされ、ＧＬ３ルシフェラーゼサイレンシングの有効
性は、細胞溶解質中のタンパク質の含有量によって規格化された非トランスフェクトＡ５
４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因性ルシフェラーゼレベルから算出された。
【図２】カチオンポリマー送達試薬であるjetPEI（登録商標）と複合体を形成した（ｄＡ
）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）二本鎖体によるＲＮＡ干渉
。Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞がトランスフェクトされ、ルシフェラーゼ遺伝子の発現は
、（ａ）２４時間および（ｂ）４８時間のインキュベーション期間の後に測定された。標
準ＧＬ３Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡ（配列番号１）が比較のために用いられた。実験は、３通り
なされ、ルシフェラーゼのサイレンシングの有効性は、細胞溶解質中のタンパク質の含有
量によって規格化された非トランスフェクトＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因性ルシフ
ェラーゼレベルから算出された。
【図３】（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）二本鎖体に
よるＲＮＡ干渉は、配列特異的ＲＮＡ干渉をメディエートする。Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ
細胞には、jetPEI（登録商標）と複合体を形成した、（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ
）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）、９位に突然変異が生じた配列（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕ
ｃ－（ｄＴ）５　Ｍｕｔ　ｄｓＲＮＡ（配列番号４）および（ｄＡ）５－ＧＬ２Ｌｕｃ－
（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号５）二本鎖体がトランスフェクトされた。ルシフェラ
ーゼ遺伝子の発現は、４８時間のインキュベーション期間の後に測定された。実験は３通
りなされ、ルシフェラーゼサイレンシングの有効性は、細胞溶解質中のタンパク質の含有
量によって規格化された非トランスフェクトＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因性ルシフ
ェラーゼレベルから算出された。
【図４】jetPEI（登録商標）と複合体を形成する場合に細胞間オリゴマー化を誘導する３
’－オーバーハングを有する二本鎖ＲＮＡは、高いＧＬ３ルシフェラーゼサイレンシング
をメディエートする。Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞には、jetPEI（登録商標）と複合体を
形成した（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）および（ｄ
Ａ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓＲＮＡ（配列番号７）二本鎖体がトランスフェ
クトされた。ルシフェラーゼ遺伝子の発現は、４８時間のインキュベーション期間の後に
測定された。３’オーバーハングによって分子間のオリゴマー化を促進することができな
いｄｓＲＮＡとして、（ｄＴ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号６
）および（ｄＴ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓＲＮＡ（配列番号８）二本鎖体が
、同一条件下にjetPEI（登録商標）によりトランスフェクトされた。実験は３通りなされ
、ルシフェラーゼサイレンシングの有効性は、細胞溶解質中のタンパク質の含有量によっ
て規格化された非トランスフェクトＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因性ルシフェラーゼ
レベルから算出された。
【図５】jetPEI（登録商標）と複合体を形成する場合に細胞間オリゴマー化を誘導する３
’－オーバーハングを有する二本鎖ＲＮＡは、配列特異的ＧＬ３ルシフェラーゼサイレン
シングをメディエートする。Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞には、jetPEI（登録商標）と複
合体を形成した、（ｄＡ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号３）お
よび（ｄＡ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓＲＮＡ（配列番号７）二本鎖体がトラ
ンスフェクトされた。ルシフェラーゼ遺伝子の発現は、４８時間のインキュベーション期
間の後に測定された。非特異的コントロールとして、（ｄＡ）５－ＧＬ２Ｌｕｃ－（ｄＴ
）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号５）および（ｄＡ）８－ＧＬ２Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓＲ
ＮＡ（配列番号９）が、同一条件下にjetPEI（登録商標）によりトランスフェクトされた
。実験は３通りなされ、ルシフェラーゼサイレンシングの有効性は、溶解質中のタンパク
質の含有量によって規格化された非トランスフェクトＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因
性ルシフェラーゼレベルから算出された。
【図６】ｄｓＲＮＡ二本鎖体の対称性３’オーバーハングと相互作用するリンカーを用い
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る細胞間相互作用によって促進されたｄｓＲＮＡのオリゴマー化は、jetPEI（登録商標）
と複合体を形成する場合に有効なＧＬ３ルシフェラーゼサイレンシングをメディエートす
る。Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞には、それぞれjetPEI（登録商標）と複合体を形成し、
かつ、（ｄＡ）１５リンカー（配列番号１２）を有する、または、有しない、（ｄＴ）５

－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号６）および（ｄＡ）２５リンカー（
配列番号１３）を有するまたは有しない、（ｄＴ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓ
ＲＮＡ（配列番号８）二本鎖体がトランスフェクトされた。ルシフェラーゼ遺伝子の発現
は、４８時間のインキュベーション期間の後に測定された。実験は３通りなされ、ルシフ
ェラーゼサイレンシングの有効性は、細胞溶解質中のタンパク質の含有量によって規格化
された非トランスフェクトＡ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因性ルシフェラーゼレベルか
ら算出された。
【図７】ｄｓＲＮＡ二本鎖体の対称性３’オーバーハングと相互作用するリンカーを用い
る分子間相互作用によって促進されたｄｓＲＮＡのオリゴマー化は、カチオン脂質配合、
例えばjetSi-ENDO（登録商標）またはRNAiFectと複合体を形成する場合に有効なＧＬ３ル
シフェラーゼサイレンシングをメディエートする。Ａ５４９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞には、（
ａ）jetSi-ENDO（登録商標）および（ｂ）RNAiFectと複合体を形成する、（ｄＴ）２－Ｇ
Ｌ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）２　ｓｉＲＮＡ（配列番号１）、（ｄＴ）５－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄ
Ｔ）５　ｄｓＲＮＡ（配列番号６）および（ｄＴ）８－ＧＬ３Ｌｕｃ－（ｄＴ）８　ｄｓ
ＲＮＡ（配列番号８）二本鎖体（配列番号６および８については、それぞれ、（ｄＡ）１

５リンカー（配列番号１２）および（ｄＡ）２５リンカー（配列番号１３）を有する）が
トランスフェクトされた。ルシフェラーゼ遺伝子の発現は、４８時間のインキュベーショ
ン期間の後に測定された。実験は３通りなされ、ルシフェラーゼサイレンシングの有効性
は、細胞溶解質中のタンパク質の含有量によって規格化された非トランスフェクトＡ５４
９－ＧＬ３Ｌｕｃ細胞の内因性ルシフェラーゼレベルから算出された。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図５】

【図６】

【図７】
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