
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　ヒトインテグリンα 4の発現を調節するための組成物および方法を提供する。
【解決手段】ヒトインテグリンα 4をコード化する核酸に特異的にハイブリダイズ可能な
アンチセンス化合物、特にアンチセンスオリゴヌクレオチドからなる。ヒトインテグリン
α 4発現を調節するために、およびインテグリンα 4発現に関連する疾患の治療のためにこ
れらの化合物を使用する方法からなる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 分 子 を 標 的 と し 、 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を
阻 害 す る 、 8か ら 30ヌ ク レ オ チ ド 長 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が SEQ ID NO: 13、 15、 35、 37、 39ま た は 46を 含 む 、 請
求 項 2に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
少 な く と も 一 つ の 修 飾 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物
。
【 請 求 項 ５ 】
修 飾 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 で あ る 、 請 求 項 4の ア ン チ セ ン ス 化 合
物 。
【 請 求 項 ６ 】
少 な く と も 一 つ の 修 飾 糖 部 分 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
修 飾 糖 部 分 が 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル 糖 部 分 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ 】
少 な く と も 一 つ の 修 飾 ヌ ク レ オ 塩 基 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ９ 】
修 飾 ヌ ク レ オ 塩 基 が 5-メ チ ル シ ト シ ン で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 1の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 お よ び 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
コ ロ イ ド 状 分 散 系 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 11に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ア ン チ セ ン ス 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ヒ ト 細 胞 ま た は 組 織 に お い て イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 イ ン テ グ
リ ン α 4の 発 現 が 阻 害 さ れ る よ う に 該 細 胞 ま た は 組 織 と 請 求 項 1の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 接
触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
イ ン テ グ リ ン α 4に 関 連 す る 疾 患 ま た は 状 態 を 持 っ て い る ヒ ト を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、
イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 が 阻 害 さ れ る よ う に 該 動 物 に 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 有 効 量 の 請 求
項 1の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
疾 患 ま た は 状 態 が 炎 症 性 疾 患 ま た は 状 態 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 ま た は 状 態 で あ る 、 請 求 項 15
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
疾 患 ま た は 状 態 が 、 冒 さ れ た 組 織 内 へ の 白 血 球 移 動 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 、 請 求 項 15に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
冒 さ れ た 組 織 が 中 枢 神 経 系 組 織 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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疾 患 ま た は 状 態 が 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 喘 息 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 糖 尿 病 、 肝
炎 、 同 種 移 植 片 拒 絶 ま た は 腫 瘍 転 移 で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ヒ ト 細 胞 ま た は 組 織 中 の VLA-4レ ベ ル を 低 下 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 VLA-4の レ ベ ル が 低 下 す
る よ う に 該 細 胞 ま た は 組 織 と 請 求 項 1の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
ヒ ト 細 胞 ま た は 組 織 中 の α 4β 7レ ベ ル を 低 下 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 α 4β 7の レ ベ ル が 低 下
す る よ う に 該 細 胞 ま た は 組 織 と 請 求 項 1の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ヒ ト に お い て 循 環 系 内 へ の 造 血 前 駆 細 胞 の 動 員 を 増 加 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 循 環 系 内 へ の
該 造 血 前 駆 細 胞 の 動 員 が 増 加 す る よ う に 該 ヒ ト と 請 求 項 1の ア ン チ
セ ン ス 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が SEQ ID NO: 67、 68、 69、 70、 71、 72、 73、 74、 75、 7
6、 77、 78、 79、 81、 82、 84、 85、 86、 87、 88、 89、 90、 91、 92ま た は 93を 含 む 、 請 求 項 2
に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
疾 患 ま た は 状 態 が 転 移 性 疾 患 ま た は 状 態 で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
疾 患 ま た は 状 態 が メ ラ ノ ー マ で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
第 一 の 型 の 細 胞 の 第 二 の 型 の 細 胞 へ の 接 着 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 細 胞 型 の 少 な く
と も 一 つ を 請 求 項 1の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
該 第 一 の 細 胞 型 が メ ラ ノ ー マ 細 胞 ま た は リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
該 第 二 の 細 胞 型 が 内 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 発 明 は イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を 調 節 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 特 に
、 本 発 明 は ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ア
ン チ セ ン ス 化 合 物 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4発 現 を 調 節 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 炎 症 と は 、 感 染 性 ま た は 損 傷 性 因 子 の 破 壊 お よ び 損 傷 を 受 け た 組 織 の 単 離 を 生 じ る 、 損
傷 、 感 染 ま た は 組 織 破 壊 に 応 答 し て 組 織 に よ り 惹 起 さ れ る 局 所 的 な 保 護 的 応 答 で あ る 。 典
型 的 な 炎 症 応 答 は 以 下 の よ う に 進 行 す る ： 外 来 物 と し て の 抗 原 の 認 識 ま た は 組 織 損 傷 の 認
識 、 可 溶 性 炎 症 メ デ ィ エ イ タ ー の 合 成 お よ び 放 出 、 感 染 ま た は 組 織 損 傷 部 位 へ の 炎 症 性 細
胞 の 動 員 、 侵 襲 し て い る 生 物 体 ま た は 損 傷 を 受 け た 組 織 の 破 壊 お よ び 除 去 、 お よ び 侵 襲 し
て い る 生 物 体 ま た は 損 傷 が 解 決 さ れ た 後 の シ ス テ ム 不 活 性 化 。 炎 症 性 成 分 を 含 む 多 く の ヒ
ト 疾 患 に お い て 、 炎 症 性 応 答 を 減 弱 さ せ る 通 常 の 恒 常 性 機 構 は 不 完 全 で あ り 、 正 常 組 織 の
損 傷 お よ び 破 壊 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 上 記 段 階 の 各 々 で の 免 疫 応 答 の 活 性 化 に 、 細 胞 -細 胞 相 互 作 用 が 関 係 し て い る 。 正 常 炎
症 応 答 に お い て 最 も 早 く 検 出 可 能 な 出 来 事 の 一 つ は 、 血 管 内 皮 細 胞 へ の 白 血 球 の 付 着 で あ
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り 、 血 管 系 か ら 感 染 ま た は 損 傷 部 位 へ の 白 血 球 の 移 動 が 続 い て 起 こ る 。 血 管 内 皮 細 胞 へ の
こ れ ら の 白 血 球 （ ま た は 白 血 球 細 胞 ） の 付 着 は 、 血 管 系 か ら の 移 動 に お け る 必 須 の 段 階 で
あ る （ Harlan, J.M.,  1985, 65, 513-525） 。 こ の 応 答 は 白 血 球 お よ び 血 管 内 皮 細
胞 の 表 面 に 発 現 さ れ た 接 着 分 子 の 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る 。 超 後 期 抗 原 -4（ VLA-4、 α 4
β 1ま た は CD49d／ CD29と も 称 さ れ る ） は 非 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ
ト か ら な る ホ モ ダ イ マ ー 性 接 着 レ セ プ タ ー で あ り 、 サ イ ト カ イ ン 刺 激 内 皮 細 胞 上 に 発 現 さ
れ る 血 管 細 胞 接 着 分 子 -1（ VCAM-1） へ の 白 血 球 の 付 着 を 媒 介 す る た め に 働 い て い る 。 VCAM
-1お よ び VLA-4間 の こ の 相 互 作 用 は 多 発 性 硬 化 症 （ MS） 、 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ 、 喘 息 、 乾
癬 お よ び ア レ ル ギ ー を 含 む 急 性 お よ び 慢 性 炎 症 状 態 に お け る 白 血 球 の 血 管 外 遊 出 に 寄 与 し
て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン も ま た VLA-4の リ ガ ン ド で あ る 。 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は 胎 児 発 生 、 傷 治
癒 お よ び 腫 瘍 細 胞 転 移 を 含 む 多 く の 過 程 で 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る （ Guan, J.-L.and H
ynes, R.O.,  1990, 60, 53-61） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 VLA-4は α 4イ ン テ グ リ ン お よ び β 1イ ン テ グ リ ン の ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る 。 α 4イ ン テ グ
リ ン は ま た β 7イ ン テ グ リ ン 鎖 と ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 で き 、 そ の 主 た る リ ガ ン ド が 粘 膜
血 管 指 向 性 MadCAM-1で あ る の で 粘 膜 ホ ー ミ ン グ レ セ プ タ ー と し て 知 ら れ て い る イ ン テ グ リ
ン α 4β 7を 形 成 す る 。 α 4β 7イ ン テ グ リ ン は 腸 管 に 対 す る 指 向 性 を 持 つ 記 憶 T細 胞 の 副 群
を 同 定 し 、 一 方 、 α 4β 1（ VLA-4） は ほ と ん ど の 単 核 白 血 球 上 で 構 成 的 に 発 現 さ れ て い る
が 、 循 環 し て い る 好 中 球 で は 発 現 さ れ な い 。 VCAM-1と VLA-4の 相 互 作 用 は 、 VLA-4が ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 ア レ ル ギ ー お よ び 喘 息 、 関 節 炎 お よ び 腫 瘍 細 胞 転 移 を 含 む 炎 症 性 疾 患
の 治 療 標 的 と な る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る （ Kassner, P.D., et al, 

. 1992, 323, 163-170） 。 VLA-4は ま た 骨 髄 に お い て 、 造 血 幹 細 胞 接 着 の 促 進 （
即 ち 、 保 持 ） に お い て も 役 割 を 果 た し て い る こ と が 観 察 さ れ て い る （ Papayannopoulou an
d Nakamoto, . 1993, 90, 9374-9378） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 喘 息 は 肺 へ の 好 酸 球 浸 潤 に 関 連 し た 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 VLA-4は 好 酸 球 上 に 発 現 さ れ る
。 Metzger, W.J.は （ . 1995, 16, 467-478） 、 喘 息 の ウ サ
ギ モ デ ル を 用 い 、 抗 VLA-4抗 体 お よ び CS-1ペ プ チ ド の 両 方 が 肺 へ の 好 酸 球 の 浸 潤 を 減 少 さ
せ 、 お よ び 喘 息 の 発 生 を 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ は 炎 症 に 関 連 す る 別 の 疾 患 で あ る 。 Muler-Ladner, U.ら は （

 1997, 24, 1873-1880） 、 CS-1を 含 む 別 々 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 の フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン が リ ュ ー マ チ 様 滑 膜 中 に 発 現 さ れ て い る こ と を 観 察 し て い る 。 さ ら に 彼 ら は 、
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 発 現 は VLA-4発 現 細 胞 の 動 員 を 生 じ る の み で な く 、 リ ュ ー マ チ 様 滑 膜
中 の 線 維 芽 細 胞 が VLA-4を 発 現 し て い る こ と も 観 察 し て い る 。 Seiffge, D.は （

 1996, 23, 2086-2091） 関 節 炎 の ラ ッ ト モ デ ル を 用 い 、 VLA-4の α 4鎖 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 徴 候 の 改 善 を 生 じ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 VLA-4は ま た 多 く の 自 己 免 疫 疾 患 に も 関 係 し て い る 。 Marazuela, M.ら は （
. 1994, 24, 2483-2490） 、 グ レ ー ブ ス 病 お よ び 橋 本 甲 状 腺 炎 に お い て VLA-4／ VCAM-1

お よ び LFA-1／ ICAM-1、 3経 路 の 両 方 の 発 現 が 上 昇 し て い る こ と を 観 察 し て お り 、 こ の 両 方
が こ れ ら の 疾 患 に 関 係 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 VLA-4は ま た 多 発 性 硬 化 症 に も 関 係
し て い る 。 VLA-4に 対 す る 抗 体 は 、 多 発 性 硬 化 症 に 類 似 し た 、 実 験 的 に 誘 導 さ れ た 疾 患 で
あ る 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 （ EAE） を 防 止 す る こ と が 観 察 さ れ て い る （ Yednock, T.A., 
et al.,  1992, 356, 63-66） 。 VLA-4発 現 レ ベ ル の 上 昇 は 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 の 患 者
で も 検 出 さ れ て い る （ Takeuchi, T., et al.,  1995, 14, 370-374）
。 VLA-4は 二 つ の 手 術 過 程 、 移 植 お よ び 血 管 再 構 成 過 程 に 対 す る 細 胞 性 応 答 に 関 与 し て い
る 。 同 種 移 植 片 拒 絶 は 外 来 組 織 の 移 植 に お け る 普 通 の 応 答 で あ る 。 CS-1ペ プ チ ド は フ ィ ブ
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ロ ネ ク チ ン へ の VLA-4結 合 を 阻 止 す る こ と に よ り 、 急 性 拒 絶 （ Coito, A.J., et al., 
 1998, 65, 699-706） お よ び 慢 性 拒 絶 （ Korom, S., et al., 

 1998, 65, 854-859） の 両 方 を 防 止 す る こ と が 観 察 さ れ て い る 。 血 管 再 構 成 手 術 の 間 、
失 敗 の 共 通 の 原 因 は 単 球 お よ び リ ン パ 球 の 蓄 積 に よ り 生 じ る 血 管 内 膜 過 形 成 で あ る 。 バ ル
ー ン モ デ ル に お い て 、 Lumsden, A.B.ら は （ . 1997, 26, 87-93） 、 抗 VLA-4
抗 体 が 血 管 内 膜 過 形 成 を 減 少 さ せ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 VLA-4は ま た 腫 瘍 細 胞 転 移 に も 関 係 し て い る 。 転 移 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は 細 胞 外 マ ト リ
ッ ク ス を 通 過 し 、 循 環 系 に 入 り 、 お よ び 新 し い 組 織 を 侵 襲 し な け れ ば な ら な い 。 Bao, L.
ら は （  1993, 52, 239-246） 、 乳 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 お よ び 腎 臓 癌 腫 を
含 む 多 く の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 の VLA-4発 現 を 検 出 し て お り 、 お よ び VLA-4の 存 在 が 転 移 能 と よ
く 相 関 す る こ と を 観 察 し て い る 。 Kawaguchi, S.ら は （ . 1992, 83, 1
304-1316） 、 VLA-4の α 4サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド 化 す る cDNAを ヒ ト 線 維 肉 腫 細 胞 株 内 へ ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ れ ら の 細 胞 は VLA-4を 過 剰 発 現 し 、 in vitroで の 侵 襲 性 能 力 の 増 加
を 示 し た 。 IL-1（ Garofalo, A., et al., . 1995, 55, 414-419） お よ び TNF-
α （ Okahara, H., et al., . 1994, 54, 3233-3236） に よ る 転 移 の 促 進 は VLA-
4お よ び VCAM-1間 の 相 互 作 用 に 関 係 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 著 者 ら は 、 こ
の 相 互 作 用 の 阻 害 を 目 指 す 治 療 は 、 カ ヘ キ シ ー 、 敗 血 症 、 手 術 ス ト レ ス ま た は TNF-α 治 療
的 応 用 を 含 む TNF-α の 高 血 清 濃 度 に 関 連 す る 状 態 で の 転 移 の 危 険 性 を 減 少 さ せ る の に 有 用
で あ ろ う こ と を 示 唆 し て い る 。 腫 瘍 細 胞 は し ば し ば IL-1お よ び TNF-α を 分 泌 す る の で 、 そ
の よ う な 治 療 は そ の よ う な 腫 瘍 細 胞 に 関 連 す る 転 移 の 危 険 性 を 減 少 さ せ る の に 有 用 で あ ろ
う 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 VLA-4は 骨 髄 中 の 造 血 前 駆 細 胞 の 保 持 を 促 進 す る こ と に 関 係 し て い る 。 イ ン テ グ リ ン α 4
（ イ ン テ グ リ ン β 2で は な い ） の 抗 体 は 血 流 内 へ 前 駆 ／ 幹 細 胞 を 選 択 的 に 移 動 さ せ る こ と
が 観 察 さ れ て い る （ Papayannopoulou and Nakamoto, . 19
93, 90, 9374-9378） 。 こ の 移 動 は 循 環 血 中 で 造 血 前 駆 細 胞 を 利 用 可 能 に す る こ と に よ り
骨 髄 を 回 収 す る 必 要 性 を 不 要 に す る の で 、 骨 髄 移 植 の 分 野 に お い て 臨 床 的 に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ス テ ロ イ ド お よ び 他 の 抗 炎 症 剤 は 炎 症 性 疾 患 お よ び 状 態 の 処 置 す る の に 有 用 で あ る が 、
長 期 間 の 使 用 は 食 細 胞 白 血 球 移 動 お よ び 機 能 の 障 害 に よ り 起 こ さ れ る よ う な 感 染 の 危 険 性
を 増 加 さ せ る よ う な 副 作 用 を し ば し ば 導 い て い る 。 ウ サ ギ に お い て β 1（ CD18と も 称 さ れ
る ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 示 さ れ て い る よ う に （ Foster, C.A., 1996, 

., 98, 270-277） 、 β 1イ ン テ グ リ ン 鎖 機 能 の 阻 害 が 、 感 染 に 対 す る 感 受 性
を 増 加 さ せ る こ と と 関 連 し て い る こ と に い く ら か の 関 心 が 持 た れ て い る 。 α 4鎖 の 選 択 的
阻 害 は よ り 望 ま し い 方 法 と 信 じ ら れ て い る 。 α 4鎖 の 阻 害 は VLA-4ヘ テ ロ ダ イ マ ー な ら び に
α 4β 7ヘ テ ロ ダ イ マ ー の レ ベ ル を 減 少 さ せ る よ う で あ る と 信 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 VLA-4を 標 的 と す る 治 療 的 介 入 剤 と し て 可 能 性 の あ る も の に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ
び ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト が 含 ま れ る 。 Leger, O.J.P.ら は （  1997, 8,
 3-16） 、 VLA-4に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 多 発 性 硬 化 症 の フ ェ ー ズ II臨 床 試 験 で あ る
こ と を 記 載 し て い る 。 CS-1ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は Jackson, D.Y.ら に よ り 記 載 さ れ て
い る （ . 1997, 40, 3359-3369） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Hayashiら は （ . 1991, 16, 241-249） 、 イ ン テ グ リ ン β 1発 現 を 減
少 さ せ る た め に ニ ワ ト リ イ ン テ グ リ ン β 1と 相 補 的 な RNAを 発 現 す る ベ ク タ ー を 使 用 し 、 細
胞 の 接 着 お よ び 形 を 変 化 さ せ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 種 々 の イ ン テ グ リ ン を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 複 合 体 組 み 立 て に
お け る イ ン テ グ リ ン の 機 能 的 相 互 作 用 を 詳 細 に 吟 味 す る た め の 道 具 と し て 使 用 さ れ た 。 La
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llierお よ び Bronner-Fraser（ , 1993, 259, 692-695） は 、 細 胞 接 着 に 対 す る イ ン
テ グ リ ン の 影 響 を 決 定 す る た め 、 ニ ワ ト リ β 1、 ヒ ト α 4。 ラ ッ ト α 1お よ び ヒ ト α 5イ ン テ
グ リ ン の 保 存 的 お よ び 非 保 存 的 領 域 を 標 的 と す る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 し た 。 こ れ ら と 同 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 鳥 類 胚 の 頭 蓋 神 経 堤 遊 走 経 路 内
へ 注 射 さ れ 、 in vitroで 細 胞 接 着 を 阻 害 す る こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は in vivoで 神
経 堤 お よ び ／ ま た は 神 経 管 異 常 を 起 こ す こ と が 示 さ れ て い る （ Kil et al., .
 1996, 179, 91-101） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 EP特 許 出 願 688 784（ Carolus et al.） は VLA-4の β 1サ ブ ユ ニ ッ ト を 標 的 と す る 配 列 を
含 む 、 3‘ 誘 導 体 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 開 示 し て い る 。
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を 調 節 す る 、 お よ び そ の
発 現 に 関 連 す る 疾 患 を 処 置 す る の に 有 用 な 手 段 を 代 表 す る と 信 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 本 発 明 は イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 標 的 と し 、 イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を 調
節 す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化
合 物 を 含 む 医 薬 お よ び そ の 他 の 組 成 物 も ま た 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 細 胞 ま た は 組 織 中 の イ
ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を 調 節 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 該 方 法 は 該 細 胞 ま た は 組 織 と 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 さ ら に
、 治 療 的 に ま た は 予 防 的 に 有 効 量 の 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物
ま た は 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 状 態
を 有 す る か ま た は 傾 向 が あ る こ と が 疑 わ れ る 動 物 、 特 に ヒ ト を 治 療 す る た め の 方 法 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　 本 発 明 は イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 分 子 機 能 を 調 節 し 、 最 終 的 に 産 生 さ れ る
イ ン テ グ リ ン α 4の 量 を 調 節 す る 際 に 使 用 す る た め の オ リ ゴ マ ー ア ン チ セ ン ス 化 合 物 、 特
に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 。 こ の こ と は イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 一 つ ま た は
そ れ 以 上 の 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 提 供 す る こ と に よ り
達 成 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 標 的 核 酸 分 子 ” お よ び “ イ ン テ グ リ ン α
4を コ ー ド 化 す る 核 酸 ” と は イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る DNA、 そ の よ う な DNAか ら 転 写
さ れ た RNA（ プ レ -mRNAお よ び mRNAを 含 む ） お よ び そ の よ う な RNAか ら 誘 導 さ れ た cDNAも 含
む 。 そ の 標 的 核 酸 へ の オ リ ゴ マ ー 化 合 物 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 核 酸 の 正 常 機
能 を 妨 害 す る 。 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 化 合 物 に よ る 標 的 核 酸 機 能 の こ の 調 節 は 一 般
に 、 “ ア ン チ セ ン ス ” と 称 さ れ て い る 。 妨 害 さ れ る べ き DNAの 機 能 に は 複 写 お よ び 転 写 が
含 ま れ る 。 妨 害 さ れ る べ き RNAの 機 能 に は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 翻 訳 部 位 へ の RNAの 転 位 、
RNAか ら の タ ン パ ク 質 の 翻 訳 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の mRNA種 を 得 る た め の RNAの ス プ ラ イ シ
ン グ 、 お よ び RNAに よ り 引 き 出 さ れ る ま た は 容 易 に さ れ る で あ ろ う 触 媒 活 性 な ど の よ う な
す べ て の 生 命 機 能 が 含 ま れ る 。 標 的 核 酸 機 能 に 対 す る そ の よ う な 妨 害 の 全 体 で の 影 響 は イ
ン テ グ リ ン α 4発 現 の 調 節 で あ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 “ 調 節 ” と は 遺 伝 子 発 現 に お
け る 増 加 （ 刺 激 ） ま た は 減 少 （ 阻 害 ） の 両 方 を 意 味 し て い る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 阻
害 が 遺 伝 子 発 現 調 節 の 好 適 な 形 で あ り 、 mRNAが 好 適 な 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス に つ い て は 特 異 的 核 酸 を 標 的 に す る の が 好 適 で あ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い
て 、 特 定 の 核 酸 へ の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の “ 標 的 化 ” は 多 工 程 過 程 で あ る 。 本 過 程 は 通 常
、 そ の 機 能 が 調 節 さ れ る べ き 核 酸 配 列 の 同 定 で 始 ま る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 そ の 発 現 が 特 定
の 障 害 ま た は 疾 患 状 態 に 関 連 し て い る 細 胞 性 遺 伝 子 （ ま た は 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNA）
、 ま た は 感 染 性 作 用 因 子 か ら の 核 酸 分 子 で あ ろ う 。 本 発 明 に お い て 、 標 的 は イ ン テ グ リ ン
α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 分 子 で あ る 。 標 的 化 過 程 は ま た 、 所 望 の 効 果 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク
質 発 現 の 検 出 ま た は 調 節 ） が 得 ら れ る よ う に 、 ア ン チ セ ン ス 相 互 作 用 の た め の 遺 伝 子 内 の
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1ま た は 複 数 の 部 位 の 決 定 も 含 む 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 好 適 な 遺 伝 子 内 部 位 は 、 遺 伝
子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） の 翻 訳 開 始 ま た は 終 止 コ ド ン を 包 含 し て い る
領 域 で あ る 。 本 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 翻 訳 開 始 コ ド ン は 典 型 的 に は 5'-AUG（ 転 写 さ
れ た mRNA分 子 に お い て ； 対 応 す る DNA分 子 に お い て は 5'-ATG） で あ る の で 、 翻 訳 開 始 コ ド
ン は ま た “ AUGコ ド ン ” 、 “ 開 始 コ ド ン ” ま た は “ AUG開 始 コ ド ン ” と も 称 さ れ る 。 少 数 の
遺 伝 子 は RNA配 列 5'-GUG、 5'-UUGま た は 5'-CUGを 有 す る 翻 訳 開 始 コ ド ン を 持 ち 、 お よ び 5'-
AUA、 5'-ACGお よ び 5'-CUGは in vivoで 機 能 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 用 語 “ 翻 訳
開 始 コ ド ン ” お よ び “ 開 始 コ ド ン ” は 多 く の コ ド ン 配 列 を 含 む こ と が で き る が 、 各 々 の 例
に お い て の 開 始 ア ミ ノ 酸 は 典 型 的 に は メ チ オ ニ ン （ 真 核 生 物 に お い て ） ま た は ホ ル ミ ル メ
チ オ ニ ン （ 原 核 生 物 に お い て ） で あ ろ う 。 本 分 野 に お い て は ま た 、 真 核 生 物 お よ び 原 核 生
物 遺 伝 子 は 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 別 の 開 始 コ ド ン を 持 っ て い て も よ い こ と も 知 ら れ て お り
、 そ の 一 つ は 特 定 の 細 胞 型 ま た は 組 織 で 、 ま た は 特 定 の 組 の 条 件 下 で 翻 訳 の 開 始 の た め に
優 先 的 に 利 用 さ れ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 “ 開 始 コ ド ン ” お よ び “ 翻 訳 開 始 コ ド ン ”
と は そ の よ う な （ 1ま た は 複 数 の ） コ ド ン の 配 列 に 関 わ ら ず 、 イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化
す る 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNA分 子 の 翻 訳 を 開 始 す る た め に in vivoで 使 用 さ れ る 1ま た は
複 数 の コ ド ン を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 分 野 で は ま た 、 遺 伝 子 の 翻 訳 終 結 コ ド ン （ ま た は “ 停 止 コ ド ン ” ） は 三 つ の 配 列 、 即
ち 、 5'-UAA、 5'-UAGお よ び 5'-UGA（ 対 応 す る DNA配 列 は 各 々 5'-TAA、 5'-TAGお よ び 5'-TGA
で あ る ） の 内 の 一 つ を 有 す る で あ ろ う こ と が 知 ら れ て い る 。 用 語 “ 開 始 コ ド ン 領 域 ” お よ
び “ 翻 訳 開 始 コ ド ン 領 域 ” と は 翻 訳 開 始 コ ド ン か ら 両 方 向 （ 即 ち 、 5'ま た は 3'） に 約 25か
ら 約 50の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む mRNAま た は 遺 伝 子 の 部 分 を 意 味 し て い る 。 同 様 に 、
“ 停 止 コ ド ン 領 域 ” お よ び “ 翻 訳 終 結 コ ド ン 領 域 ” と は 翻 訳 終 結 コ ド ン か ら 両 方 向 （ 即 ち
、 5'ま た は 3'） に 約 25か ら 約 50の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む mRNAま た は 遺 伝 子 の 部 分 を
意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） ま た は “ コ ー ド 領 域 ” と は 翻 訳 開 始 コ ド ン お よ
び 翻 訳 終 結 コ ド ン 間 の 領 域 を 意 味 し て い る こ と が 本 分 野 で は 知 ら れ て お り 、 有 効 に 標 的 化
さ れ る で あ ろ う 領 域 で あ る 。 他 の 標 的 領 域 に は 、 翻 訳 開 始 コ ド ン か ら 5'の 方 向 の mRNA部 分
を 意 味 す る と し て 本 分 野 で 知 ら れ 、 従 っ て 、 mRNAの 5'キ ャ ッ プ 部 位 お よ び 翻 訳 開 始 コ ド ン
間 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 対 応 す る 遺 伝 子 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 5'非 翻 訳 領 域 （ 5'UTR）
、 お よ び 本 分 野 で 翻 訳 終 結 コ ド ン か ら 3'方 向 の mRNA部 分 を 意 味 す る と し て 知 ら れ 、 従 っ て
mRNAの 翻 訳 終 結 コ ド ン お よ び 3'末 端 間 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 対 応 す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 3'非 翻 訳 領 域 （ 3'UTR） が 含 ま れ る 。 mRNAの 5'キ ャ ッ プ は 5' -5'三 リ ン 酸 結 合 を
通 し て mRNAの 最 も 5'側 の 残 基 へ 連 結 さ れ た N7-メ チ ル 化 グ ア ノ シ ン 残 基 を 含 む 。 mRNAの 5'
キ ャ ッ プ 領 域 に は 5'キ ャ ッ プ 構 造 自 体 な ら び に キ ャ ッ プ に 隣 接 す る 最 初 の 50ヌ ク レ オ チ ド
が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 5'キ ャ ッ プ 領 域 は ま た 好 適 な 標 的 領 域 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 い く つ か の 真 核 生 物 mRNA転 写 物 は 直 接 的 に 翻 訳 さ れ る が 、 多 く は 翻 訳 さ れ る 前 に 転 写 物
か ら 切 り 出 さ れ る 、 “ イ ン ト ロ ン ” と し て 知 ら れ て い る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 領 域 を 含 有
す る 。 残 り の （ 従 っ て 翻 訳 さ れ る ） 領 域 は “ エ キ ソ ン ” と し て 知 ら れ て お り 、 一 緒 に ス プ
ラ イ ス さ れ て 連 続 的 な mRNA配 列 を 形 成 す る 。 mRNAス プ ラ イ ス 部 位 、 即 ち 、 イ ン ト ロ ン -エ
キ ソ ン 結 合 部 も ま た 好 適 な 標 的 領 域 で あ り 、 異 常 な ス プ ラ イ シ ン グ が 疾 患 で 関 係 が あ る と
さ れ て い る 場 合 、 ま た は 疾 患 で 特 定 の mRNAス プ ラ イ ス 生 成 物 の 過 剰 生 成 が 関 係 が あ る と さ
れ て い る 場 合 の 状 況 で 特 に 有 用 で あ る 。 再 構 成 ま た は 欠 失 に よ る 異 常 融 合 結 合 部 も ま た 好
適 な 標 的 で あ る 。 例 え ば 、 DNAま た は プ レ mRNAを 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 で は イ ン
ト ロ ン も ま た 有 効 な 、 お よ び そ れ ゆ え 好 適 な 標 的 領 域 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 度 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 標 的 部 位 が 同 定 さ れ た ら 、 標 的 と 十 分 に 相 補 的 な 、 即 ち 、
十 分 に よ く ハ イ ブ リ ダ イ ズ し そ し て 十 分 な 特 異 性 で 所 望 の 効 果 を 与 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
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ド が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 “ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ” と は 相 補 的 ヌ ク レ オ シ ド ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 塩 基 間 の 、 ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 水 素 結 合 、 フ ー グ ス テ ィ ー ン 水 素 結 合 ま た は 逆
フ ー グ ス テ ィ ー ン 水 素 結 合 で あ ろ う 水 素 結 合 を 意 味 し て い る 。 例 え ば 、 ア デ ニ ン お よ び チ
ミ ン は 水 素 結 合 の 形 成 を 通 し て 対 形 成 す る 相 補 的 ヌ ク レ オ 塩 基 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ
れ る 場 合 、 “ 相 補 的 ” と は 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 間 の 正 確 な 対 形 成 の 能 力 を 意 味 し て い る 。
例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の あ る 位 置 の ヌ ク レ オ チ ド が DNAま た は RNA分 子 の 同 一 の 位 置
で ヌ ク レ オ チ ド と 水 素 結 合 で き る と し た ら 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び DNAま た は RNAは そ
の 位 置 で お 互 い に 相 補 的 で あ る と 考 え ら れ る 。 お 互 い に 水 素 結 合 で き る ヌ ク レ オ チ ド に よ
り 、 各 々 の 分 子 中 の 十 分 な 数 の 対 応 す る 位 置 が 占 め ら れ て い る 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
お よ び DNAま た は RNAは お 互 い に 相 補 的 で あ る 。 従 っ て 、 “ 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 ”
お よ び “ 相 補 的 ” と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び DNAま た は RNA標 的 間 に 、 安 定 で 特 異 的
な 結 合 が 生 じ る よ う な 十 分 な 程 度 の 相 補 性 ま た は 正 確 な 対 形 成 を 指 す た め に 使 用 さ れ る 用
語 で あ る 。 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る た め に は 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 配 列 は そ
の 標 的 核 酸 の 配 列 と 100％ 相 補 的 で あ る 必 要 は な い と 本 分 野 で は 理 解 さ れ て い る 。 標 的 DNA
ま た は RNAへ の 化 合 物 の 結 合 が 、 標 的 DNAま た は RNAの 正 常 な 機 能 を 妨 害 し 、 効 用 の 損 失 を
起 こ す 場 合 、 お よ び 特 異 的 な 結 合 が 望 ま れ る 条 件 下 （ 即 ち 、 in vivoア ッ セ イ ま た は 治 療
的 処 置 の 場 合 は 生 理 学 的 条 件 下 、 ま た は in vitroア ッ セ イ の 場 合 は ア ッ セ イ が 実 施 さ れ る
条 件 下 ） で 非 標 的 配 列 へ の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 非 特 異 的 結 合 を 避 け る の に 十 分 な 程 度 の
相 補 性 が 存 在 す れ ば 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は よ く 研 究 試 薬 お よ び 診 断 薬 と し て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 精 巧 な 特
異 性 で 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 し ば し ば 特 定 の 遺 伝
子 の 機 能 を 評 価 す る た め に 当 業 者 に よ り 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は ま た
、 生 物 学 的 経 路 の 種 々 の メ ン バ ー の 機 能 を 区 別 す る た め に も 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 ア ン チ
セ ン ス 調 節 は 研 究 的 使 用 で 利 用 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス の 特 異 性 お よ び 感 度 も ま た 当 業 者 に よ り 治 療 的 使 用 で 利 用 さ れ て い る 。 ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 動 物 お よ び ヒ ト に お け る 疾 患 状 態 治 療 の 治 療 的 部 分 と し
て 用 い ら れ て き た 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 安 全 に お よ び 効 果 的 に ヒ ト に 投 与
さ れ て き て お り 、 多 く の 臨 床 試 験 が 現 在 進 行 中 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 細 胞 、 組 織 お よ び 動 物 （ 特 に ヒ ト ） 治 療 の た め の 治 療 計 画 に お い て 有 用 で あ る よ う に 形
造 る こ と が で き る 、 有 用 な 治 療 様 式 で あ る こ と が 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 用 語 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” と は リ ボ 核 酸 （ RNA） ま た は デ オ
キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） ま た は そ の 模 倣 物 の オ リ ゴ マ ー ま た は ポ リ マ ー を 意 味 し て い る 。 こ
の 用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ 塩 基 、 糖 お よ び 共 有 結 合 の ヌ ク レ オ シ ド 間 （ バ ッ ク ボ
ー ン ） 結 合 か ら 成 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 、 機 能 的 に 同 様 で あ る が 天 然 に は 存 在
し な い 部 分 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 そ の よ う な 修 飾 さ れ た ま た は 置 換 さ れ た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 促 進 さ れ た 細 胞 取 り 込 み 、 核 酸 標 的 に 対 す る 促 進 さ れ た 親
和 性 お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ 存 在 下 で の 高 め ら れ た 安 定 性 の よ う な 望 ま し い 特 性 の た め 、 天 然
形 よ り も し ば し ば 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 好 適 な 形 で あ る が 、 本 発 明 は
以 下 に 説 明 さ れ る よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 物 （ こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い ）
を 含 む 他 の オ リ ゴ マ ー ア ン チ セ ン ス 化 合 物 も 包 含 し て い る 。 本 発 明 に 従 っ た ア ン チ セ ン ス
化 合 物 は 好 適 に は 約 8か ら 約 30の ヌ ク レ オ 塩 基 を 含 む 。 特 に 好 適 で あ る の は 、 約 8か ら 約 30
の ヌ ク レ オ 塩 基 （ 即 ち 、 約 8か ら 約 30の 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド ） を 含 む ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 分 野 で は 知 ら れ て い る よ う に 、 ヌ ク レ オ シ ド は 塩 基 -糖 の 組
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み 合 わ せ で あ る 。 ヌ ク レ オ シ ド の 塩 基 部 分 は 通 常 ヘ テ ロ 環 式 塩 基 で あ る 。 そ の よ う な ヘ テ
ロ 環 式 塩 基 の 二 つ の 最 も 普 通 の 種 類 は プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド と は
、 ヌ ク レ オ シ ド の 糖 部 分 へ 共 有 結 合 で 結 合 さ れ た リ ン 酸 基 を さ ら に 含 ん だ ヌ ク レ オ シ ド で
あ る 。 ペ ン ト フ ラ ノ シ ル 糖 を 含 む ヌ ク レ オ シ ド で は 、 リ ン 酸 基 は 糖 の 2'、 3'ま た は 5'ヒ ド
ロ キ シ ル 基 の い ず れ か に 連 結 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 形 成 に お い て 、 リ
ン 酸 基 は 隣 接 す る ヌ ク レ オ シ ド を お 互 い に 共 有 結 合 で 連 結 し 、 直 線 状 の ポ リ マ ー 化 合 物 を
形 成 さ せ る 。 順 に 、 こ の 直 線 状 の ポ リ マ ー 構 造 の そ れ ぞ れ の 末 端 を さ ら に 結 合 し て 、 環 状
構 造 を 形 成 で き る が 、 開 環 の 直 線 状 構 造 が 一 般 的 に 好 適 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 構 造
内 に お い て 、 リ ン 酸 基 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ シ ド 間 バ ッ ク ボ ー ン を 形 成 し て い
る と 一 般 に い わ れ る 。 RNAお よ び DNAバ ッ ク ボ ー ン の 正 常 の 結 合 は 3'か ら 5 'へ の ホ ス ホ ジ
エ ス テ ル 結 合 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 で 好 適 な ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 特 別 の 例 に は 修 飾 バ ッ ク ボ ー ン ま た
は 非 天 然 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お い て 定
義 し た よ う に 、 修 飾 バ ッ ク ボ ー ン を 持 っ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 バ ッ ク ボ ー ン 中
に リ ン 原 子 を 保 持 し て い る も の 、 お よ び バ ッ ク ボ ー ン 中 に リ ン 原 子 を 有 し な い も の が 含 ま
れ る 。 本 明 細 書 の 目 的 に は 、 お よ び 本 分 野 で 時 々 言 及 さ れ る よ う に 、 ヌ ク レ オ シ ド 間 バ ッ
ク ボ ー ン に リ ン 原 子 を 有 し な い 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド で あ る と 考
え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 適 な 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド バ ッ ク ボ ー ン に は 、 例 え ば 、 正 常 3'-5'結 合 を 持 っ て い
る 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト
リ エ ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 メ チ ル お よ び 他 の ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー
ト （ 3'-ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト お よ び キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト を 含 む ） 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、
ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト （ 3'-ア ミ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト お よ び ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ロ ア ミ
デ ー ト を 含 む ） 、 チ オ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル
キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト 、 こ れ ら の 2'-5'結 合 類 似 体 、 お よ び
逆 の 極 性 を 持 っ て い る も の （ ヌ ク レ オ シ ド 単 位 の 隣 接 す る 対 が 3'-5'か ら 5'-3'で 、 ま た は
2'-5'か ら 5'-2'で 連 結 さ れ て い る ） が 含 ま れ る 。 種 々 の 塩 、 混 合 塩 お よ び 遊 離 酸 形 も ま た
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 の リ ン 含 有 結 合 の 製 造 を 教 え て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は 米 国 特 許 第 3,687,808； 4,4
69,863； 4,476,301； 5,023,243； 5,177,196； 5,188,897； 5,264,423； 5,276,019； 5,278,
302； 5,286,717； 5,321,131； 5,399,676； 5,405,939； 5,453,496； 5,455,233； 5,466,677
； 5,476,925； 5,519,126； 5,536,821； 5,541,306； 5,550,111； 5,563,253； 5,571,799； 5
,587,361； お よ び 5,625,050号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） が 含 ま れ
る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 そ の 中 に リ ン 原 子 を 含 ま な い 好 適 な 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド バ ッ ク ボ ー ン は 、 短 鎖 ア ル
キ ル ま た は シ ク ロ ア ル キ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 、 混 合 ヘ テ ロ 原 子 お よ び ア ル キ ル ま た は シ
ク ロ ア ル キ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 短 鎖 ヘ テ ロ 原 子 ま た は ヘ
テ ロ 環 式 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 に よ り 形 成 さ れ て い る バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る 。 こ れ ら に は モ
ル ホ リ ノ 結 合 （ ヌ ク レ オ シ ド の 糖 部 分 か ら 一 部 形 成 さ れ る ） を 持 っ て い る も の ； シ ロ キ サ
ン バ ッ ク ボ ー ン ； ス ル フ ィ ド 、 ス ル ホ キ シ ド お よ び ス ル ホ ン バ ッ ク ボ ー ン ； ホ ル ム ア セ チ
ル お よ び チ オ ホ ル ム ア セ チ ル バ ッ ク ボ ー ン ； メ チ レ ン ホ ル ム ア セ チ ル お よ び チ オ ホ ル ム ア
セ チ ル バ ッ ク ボ ー ン ； ア ル ケ ン 含 有 バ ッ ク ボ ー ン ； ス ル フ ァ メ ー ト バ ッ ク ボ ー ン ； メ チ レ
ン イ ミ ノ お よ び メ チ レ ン ヒ ド ラ ジ ノ バ ッ ク ボ ー ン ； ス ル ホ ネ ー ト お よ び ス ル ホ ン ア ミ ド バ
ッ ク ボ ー ン ； ア ミ ド バ ッ ク ボ ー ン ： お よ び 混 合 N、 O、 Sお よ び CH 2 成 分 構 成 物 を 有 す る そ の
他 の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド の 製 造 を 教 え て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は 米 国 特 許 第 5,034,506
； 5,166,315； 5,185,444； 5,214,134； 5,216,141； 5,235,033； 5,264,562； 5,264,564； 5
,405,938； 5,434,257； 5,466,677； 5,470,967； 5,489,677； 5,541,307； 5,561,225； 5,59
6,086； 5,602,240； 5,610,289； 5,602,240； 5,608,046； 5,610,289； 5,618,704； 5,623,0
70； 5,663,312； 5,633,360； 5,677,437； お よ び 5,677,439号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に
お い て 援 用 さ れ る ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 体 に お い て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 単 位 の 糖 お よ び ヌ ク レ
オ シ ド 間 結 合 （ 即 ち 、 バ ッ ク ボ ー ン ） は 新 し い 基 で 置 き 換 え ら れ る 。 塩 基 単 位 は 適 切 な 核
酸 標 的 化 合 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 維 持 さ れ て い る 。 そ の よ う な オ リ ゴ マ
ー 化 合 物 の 一 つ で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 体 は 、 優 れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性
を 持 っ て い る こ と が 示 さ れ て い る が 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） と 称 さ れ る 。 PNA化 合 物 に お い
て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 糖 -バ ッ ク ボ ー ン は ア ミ ド 含 有 バ ッ ク ボ ー ン 、 特 に ア ミ ノ エ チ
ル グ リ シ ン バ ッ ク ボ ー ン で 置 き 換 え ら れ て い る 。 ヌ ク レ オ 塩 基 は 保 持 さ れ て お り 、 バ ッ ク
ボ ー ン の ア ミ ド 部 分 の ア ザ 窒 素 原 子 へ 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ れ る 。 PNA化 合 物 の 製 造
を 教 え て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は 米 国 特 許 第 5,539,082； 5,714,331； お よ び 5,719,262号
（ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で
は な い 。 PNA化 合 物 に つ い て の さ ら な る 教 え は Nielsen et al., （ , 1991, 254, 1
497-1500） に み る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 最 も 好 適 な 態 様 は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト バ ッ ク ボ ー ン を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド
お よ び ヘ テ ロ 原 子 バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 上 で 参 照 し た 米 国 特 許
第 5,489,677号 の -CH 2 -NH-O-CH 2 -、 -CH 2 -N（ CH 3 ） -O-CH 2 -［ メ チ レ ン （ メ チ ル イ ミ ノ ） ま
た は MMIバ ッ ク ボ ー ン と し て 知 ら れ て い る ］ 、 -CH 2 -O-N（ CH 3 ） -CH 2 -、 -CH 2 -N（ CH 3 ） -N（
CH 3 ） -CH 2 -お よ び -O-N（ CH 3 ） -CH 2 -CH 2 -［ 天 然 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル バ ッ ク ボ ー ン は -O-P-O
-CH 2 -と し て 表 さ れ る ］ 、 お よ び 上 で 参 照 し た 米 国 特 許 第 5,602,240号 の ア ミ ド バ ッ ク ボ ー
ン を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ま た 、 上 で 参 照 し た 米 国 特 許 第 5,034,506号 の モ ル
ホ リ ノ バ ッ ク ボ ー ン 構 造 を 持 っ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 置 換 糖 部 分 を 含 ん で い て も よ い 。
好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 2'位 に 以 下 の 基 の 一 つ を 含 む ： OH； F； O-、 S-ま た は N-ア ル
キ ル ； O-、 S-ま た は N-ア ル ケ ニ ル ； O-、 S-ま た は N-ア ル キ ニ ル ； ま た は O-ア ル キ ル -O-ア
ル キ ル 、 こ こ で ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル お よ び ア ル キ ニ ル は 置 換 ま た は 非 置 換 C 1 か ら C 1 0 ア
ル キ ル ま た は C 2 か ら C 1 0 ア ル ケ ニ ル お よ び ア ル キ ニ ル で あ る 。 特 に 好 適 で あ る の は O［ （ CH

2 ） n O］ m CH 3 、 O（ CH 2 ） n OCH 3 、 O（ CH 2 ） n NH 2 、 O（ CH 2 ） n CH 3 、 O（ CH 2 ） n ONH 2 お よ び O（ CH

2 ） n ON［ （ CH 2 ） n CH 3 ） ］ 2 、 式 中 、 nお よ び mは 1か ら 約 10で あ る 。 他 の 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 2'位 に 以 下 の 基 の 一 つ を 含 む ： C 1 か ら C 1 0 低 級 ア ル キ ル 、 置 換 低 級 ア ル キ ル 、
ア ル カ リ ー ル （ alkaryl） 、 ア ラ ル キ ル 、 O-ア ル カ リ ー ル ま た は O-ア ラ ル キ ル 、 SH、 SCH 3
、 OCN、 Cl、 Br、 CN、 CF 3 、 OCF 3 、 SOCH 3 、 SO 2 CH 3 、 ONO 2 、 NO 2 、 N 3 、 NH 2 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア ル カ リ ー ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ポ リ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換
シ リ ル 、 RNA切 断 基 、 レ ポ ー タ ー 基 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 物 動
態 特 性 を 改 良 す る た め の 基 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 力 学 特 性 を 改 良 す る た め の 基 、 お よ
び 同 様 の 特 性 を 持 っ て い る 他 の 置 換 基 。 好 適 な 修 飾 に は 、 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ （ 2'-O-CH

2 CH 2 OCH 3 、 2'-O-（ 2-メ ト キ シ エ チ ル ） ま た は 2'-MOEと し て も 知 ら れ て い る ） （ Martin et
 al., , 1995, 78, 486-504） 、 即 ち ア ル コ キ シ ア ル コ キ シ 基 が 含 ま れ
る 。 さ ら に 好 適 な 修 飾 に は 、 1998年 1月 30日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09／ 016,520号 （
本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る
よ う な 2'-ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ ト キ シ 、 即 ち 、 O（ CH 2 ） 2 ON（ CH 3 ） 2 基 （ 2-DMAOEと し
て も 知 ら れ て い る ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 他 の 好 適 な 修 飾 に は 2'-メ ト キ シ （ 2'-O-CH 3 ） 、 2'-ア ミ ノ プ ロ ポ キ シ （ 2'-OCH 2 CH 2 CH 2 N
H 2 ） お よ び 2'-フ ル オ ロ （ 2'-F） が 含 ま れ る 。 同 様 な 修 飾 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 位
置 、 特 に 、 3'末 端 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 2'-5'結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 糖 の 3'位 、 お よ び 5
'末 端 ヌ ク レ オ チ ド の 5'位 で 行 わ れ る で あ ろ う 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 ペ ン ト フ ラ
ノ シ ル 糖 の 代 わ り に シ ク ロ ブ チ ル 部 分 の よ う な 糖 模 倣 体 を 持 っ て い て も よ い 。 そ の よ う な
修 飾 糖 構 造 の 製 造 を 教 え て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は 米 国 特 許 第 4,981,957； 5,118,800； 5,
319,080； 5,359,044； 5,393,878； 5,446,137； 5,466,786； 5,514,785； 5,519,134； 5,567
,811； 5,576,427； 5,591,722； 5,597,909； 5,610,300； 5,627,053； 5,639,873； 5,646,26
5； 5,658,873； 5,670,633； お よ び 5,700,920号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ
れ る ） お よ び 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ 、 許 可 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08／ 468,037号 （ 本 出
願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 こ れ も 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定
さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 ヌ ク レ オ 塩 基 （ し ば し ば 本 分 野 で は 単 に “ 塩 基 ” と 称 さ れ
る ） 修 飾 ま た は 置 換 も 含 む で あ ろ う 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 “ 非 修 飾 ” ま た は “ 天
然 の ” ヌ ク レ オ 塩 基 に は プ リ ン 塩 基 ア デ ニ ン （ A） お よ び グ ア ニ ン （ G） 、 お よ び ピ リ ミ ジ
ン 塩 基 チ ミ ン （ T） 、 シ ト シ ン （ C） お よ び ウ ラ シ ル （ U） が 含 ま れ る 。 修 飾 ヌ ク レ オ 塩 基
に は 、 5-メ チ ル シ ト シ ン （ 5-me-C） 、 5-ヒ ド ロ キ シ ル メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ
キ サ ン チ ン 、 2-ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン の 6-メ チ ル お よ び 他 の ア ル キ ル
誘 導 体 、 ア デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン の 2-プ ロ ピ ル お よ び 他 の ア ル キ ル 誘 導 体 、 2-チ オ ウ ラ シ
ル 、 2-チ オ チ ミ ン お よ び 2-チ オ シ ト シ ン 、 5-ハ ロ ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 5-プ ロ ピ ニ ル
ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 6-ア ゾ ウ ラ シ ル 、 シ ト シ ン お よ び チ ミ ン 、 5-ウ ラ シ ル （ プ ソ イ
ド ウ ラ シ ル ） 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 8-ハ ロ 、 8-ア ミ ノ 、 8-チ オ ー ル 、 8-チ オ ア ル キ ル 、 8-ヒ
ド ロ キ シ ル お よ び 他 の 8-置 換 ア デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン 、 5-ハ ロ （ 特 に 5-ブ ロ モ ） 、 5-ト リ
フ ル オ ロ メ チ ル お よ び 他 の 5-置 換 ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン お よ び 7-メ
チ ル ア デ ニ ン 、 8-ア ザ グ ア ニ ン お よ び 8-ア ザ ア デ ニ ン 、 7-デ ア ザ グ ア ニ ン お よ び 7-デ ア ザ
ア デ ニ ン 、 お よ び 3-デ ア ザ グ ア ニ ン お よ び 3-デ ア ザ ア デ ニ ン の よ う な 他 の 合 成 お よ び 天 然
の ヌ ク レ オ 塩 基 が 含 ま れ る 。 さ ら に 別 の ヌ ク レ オ 塩 基 に は 米 国 特 許 第 3,687,808号 に 開 示
さ れ て い る も の 、 , , K
roschwitz, J.I., ed. John Wiley ＆  Sons, 1990, 858-859に 記 載 さ れ て い る も の 、 Engl
ischら （ , 1991, 30, 613） に 記 載 さ れ て い る も の 、 お よ び Sanghv
i, Y.S., （ , 15, 289-302） お よ び Crooke, S.T. 
and Lebleu,  B., ed., （ , 1993） に 記 載 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。 こ れ ら
の ヌ ク レ オ 塩 基 の あ る も の は 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー 化 合 物 の 結 合 親 和 性 を 増 加 さ せ る た め
に 特 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら に は 5-置 換 ピ リ ミ ジ ン 、 6-ア ザ ピ リ ミ ジ ン お よ び N-2、 N-6お よ
び O-6置 換 プ リ ン が 挙 げ ら れ 、 2-ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 5-プ ロ ピ ル ウ ラ シ ル お よ び 5-
プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン が 含 ま れ る 。 5-メ チ ル シ ト シ ン 置 換 は 核 酸 二 重 鎖 安 定 性 を 0.6-1.2℃
増 加 さ せ る こ と が 示 さ れ て お り （ Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. and Lebleu, B., eds., 

 1993, 276-278） 、 現 在 の と こ ろ 好 適 な 塩 基 置 換
で あ り 、 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル 糖 修 飾 と 組 み 合 わ せ た 場 合 さ ら に よ り 特 別 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る 種 の 上 に 示 し た 修 飾 ヌ ク レ オ 塩 基 な ら び に 他 の 修 飾 ヌ ク レ オ 塩 基 の 製 造 を 教 え て い
る 代 表 的 米 国 特 許 に は 前 に 示 し た 米 国 特 許 第 3,687,808号 な ら び に 米 国 特 許 第 4,845,205；
5,130,302； 5,134,066； 5,175,273； 5,367,066； 5,432,272； 5,457,187； 5,459,255； 5,4
84,908； 5,502,177； 5,525,711； 5,552,540； 5,587,469； 5,594,121； 5,596,091； 5,614,
617； 5,681,941； お よ び 5,750,692号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） が
含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 に は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 化 学 的 に 結 合 さ れ た
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 、 細 胞 分 布 ま た は 細 胞 取 り 込 み を 促 進 す る 一 つ ま た は そ れ 以
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上 の 部 分 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 残 基 に は コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 （ Le
tsinger et al., , 1989, 86, 6553-6556） 、 コ ー ル 酸 （ Man
oharan et al., ., 1994, 4, 1053-1060） 、 チ オ エ ー テ ル 、 例 え
ば 、 ヘ キ シ ル -S-ト リ チ ル チ オ ー ル （ Manoharan et al., ., 1992, 
660, 306-309； Manoharan et al., ., 1993, 3, 2765-2770） 、
チ オ コ レ ス テ ロ ー ル （ Oberhauser et al., . 1992, 20, 533-538） 、 脂
肪 族 鎖 、 例 え ば 、 ド デ カ ン ジ オ ー ル ま た は ウ ン デ シ ル 残 基 （ Saison-Behmoaras et al., 

., 1991, 10, 1111-1118； Kabanov et al., ., 1990, 59, 327-330； Svin
archuk et al., , 1993, 75, 49-54） 、 リ ン 脂 質 、 例 え ば 、 ジ -ヘ キ サ デ シ ル -r
ac-グ リ セ ロ ー ル ま た は ト リ エ チ ル -ア ン モ ニ ウ ム  1,2-ジ -O-ヘ キ サ デ シ ル -rac-グ リ セ ロ -
3-H-ホ ス ホ ネ ー ト （ Manoharan et al., ., 1995, 36, 3651-3654； Shea
 et al., ., 1990, 18, 3777-3783） 、 ポ リ ア ミ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 鎖 （ Manoharan et al., , 1995, 14, 969-973） 、
ま た は ア ダ マ ン タ ン 酢 酸 （ Manoharan et al., ., 1995, 36, 3651-3654
） 、 パ ル ミ チ ル 部 分 （ Mishra et al., , 1995, 1264, 229-237）
、 ま た は オ ク タ デ シ ル ア ミ ン ま た は ヘ キ シ ル ア ミ ノ -カ ル ボ ニ ル -オ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 部
分 （ Crooke et al., ., 1996, 277, 923-937） の よ う な 脂 質 部
分 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 製 造 を 教 え て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は
米 国 特 許 第 4,828,979； 4,948,882； 5,218,105； 5,525,465； 5,541,313； 5,545,730； 5,55
2,538； 5,578,717； 5,580,731； 5,580,731； 5,591,584； 5,109,124； 5,118,802； 5,138,0
45； 5,414,077； 5,486,603； 5,512,439； 5,578,718； 5,608,046； 4,587,044； 4,605,735
； 4,667,025； 4,762,779； 4,789,737； 4,824,941； 4,835,263； 4,876,335； 4,904,582； 4
,958,013； 5,082,830； 5,112,963； 5,214,136； 5,082,830； 5,112,963； 5,214,136； 5,24
5,022； 5,254,469； 5,258,506； 5,262,536； 5,272,250； 5,292,873； 5,317,098； 5,371,2
41,5,391,723； 5,416,203； 5,451,463； 5,510,475； 5,512,667； 5,514,785； 5,565,552；
5,567,810； 5,574,142； 5,585,481； 5,587,371； 5,595,726； 5,597,696； 5,599,923； 5,5
99,928； お よ び 5,688,941号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） が 含 ま れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 与 え ら れ た 化 合 物 の す べ て の 位 置 が 一 様 に 修 飾 さ れ て い る 必 要 は な く 、 実 際 、 前 述 の 修
飾 の 一 つ 以 上 が 単 一 の 化 合 物 に 取 り 込 ま れ て い て も よ く 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 単 一 の
ヌ ク レ オ シ ド で さ え も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 キ メ ラ 化 合 物 で あ る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 も 含
む 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 “ キ メ ラ の ” ア ン チ セ ン ス 化 合 物 ま た は “ キ メ ラ ” と は 、 各
々 少 な く と も 一 つ の モ ノ マ ー 単 位 （ 即 ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 化 合 物 の 場 合 は ヌ ク レ オ チ
ド ） か ら そ れ ぞ れ 作 製 さ れ た 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 化 学 的 に 異 な る 領 域 を 含 有 す る ア ン チ
セ ン ス 化 合 物 （ 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的
に は 少 な く と も 一 つ の 領 域 を 含 有 し 、 こ こ で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 へ の
増 強 さ れ た 抵 抗 性 、 促 進 さ れ た 細 胞 取 り 込 み お よ び ／ ま た は 標 的 核 酸 に 対 す る 高 め ら れ た
結 合 親 和 性 を 与 え る よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 修 飾 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 追 加
の 領 域 は RNA： DNAま た は RNA： RNAハ イ ブ リ ッ ド を 切 断 で き る 酵 素 の た め の 基 質 と し て 働 く
こ と が で き る 。 例 を 挙 げ る と 、 RNase Hは RNA： DNA二 重 鎖 の RNA鎖 を 切 断 す る 細 胞 性 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 従 っ て 、 RNase Hの 活 性 化 は RNA標 的 の 切 断 を 生 じ 、 そ れ に よ り 遺 伝
子 発 現 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 阻 害 効 率 を 非 常 に 高 め る 。 そ の 結 果 、 キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 使 用 さ れ た 場 合 、 同 一 の 標 的 領 域 へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト デ オ キ
シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 比 較 し て 、 よ り 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 同 等 の 結 果 を し ば し ば
得 る こ と が で き る 。 RNA標 的 の 切 断 は ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 、 必 要 に 応 じ て 本 分 野 で 知 ら れ
て い る 関 連 す る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 、 ル ー チ ン 的 に 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 本 発 明 の キ メ ラ ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 前 記 の よ う な 二 つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド お よ び ／ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 模 倣 体 の 混 成 構 造 と し て 形 成 さ れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な 化 合 物 は ま た 本 分 野 で は ハ
イ ブ リ ッ ド ま た は ギ ャ ッ プ マ ー と 称 さ れ て い る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド 構 造 の 製 造 を 教
え て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は 米 国 特 許 第 5,013,830； 5,149,797； 5,220,007； 5,256,775；
5,366,878； 5,403,711； 5,491,133； 5,565,350； 5,623,065； 5,652,355； 5,652,356； お
よ び 5,700,922号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） お よ び 1995年 6月 6日 に
出 願 さ れ 、 許 可 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08／ 468,880号 （ 本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 こ れ
も 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 固 相 合 成 の よ く 知 ら れ た 技 術 を 通 じ
て 都 合 よ く お よ び ル ー チ ン 的 に 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 合 成 の た め の 装 置 は 、
例 え ば 、 Applied Biosystems（ Foster City, CA） を 含 む い く つ か の 製 造 元 か ら 販 売 さ れ
て い る 。 本 分 野 で 知 ら れ て い る そ の よ う な 合 成 の た め の い ず れ か 他 の 手 段 を 追 加 的 に ま た
は 代 替 的 に 用 い て も よ い 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト お よ び ア ル キ ル 化 誘 導 体 の よ う な オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 製 造 す る た め に 、 類 似 の 技 術 を 使 用 す る こ と も よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は in vitroで 合 成 さ れ 、 生 物 起 源 の ア ン チ セ ン ス 成 分 、 ま
た は ア ン チ セ ン ス 分 子 の in vivo合 成 を 指 示 す る た め に 設 計 さ れ た 遺 伝 子 ベ ク タ ー 構 築 物
を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は ま た 、 取 り 込 み 、 分 布 お よ び ／ ま た は 吸 収 を 助 け る た め に 、 例 え ば 、
リ ポ ソ ー ム 、 レ セ プ タ ー 標 的 化 分 子 、 経 口 、 直 腸 、 局 所 ま た は 他 の 製 剤 の よ う な 他 の 分 子
、 分 子 構 造 ま た は 化 合 物 の 混 合 物 と 混 合 、 カ プ セ ル 化 、 複 合 体 形 成 ま た は そ う で な け れ ば
会 合 さ せ て も よ い 。 そ の よ う な 取 り 込 み 、 分 布 お よ び ／ ま た は 吸 収 補 助 製 剤 の 製 造 を 教 え
て い る 代 表 的 米 国 特 許 に は 米 国 特 許 第 5,108,921； 5,354,844； 5,416,016； 5,459,127； 5,
521,291； 5,543,158； 5,547,932； 5,583,020； 5,591,721； 4,426,330； 4,534,899； 5,013
,556； 5,108,921； 5,213,804； 5,227,170； 5,264,221； 5,356,633； 5,395,619； 5,416,01
6； 5,417,978； 5,462,854； 5,469,854； 5,512,295； 5,527,528； 5,534,259； 5,543,152；
5,556,948； 5,580,575； お よ び 5,595,756号 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ
る ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は い ず れ か の 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 、 エ ス テ ル ま た は そ の
よ う な エ ス テ ル の 塩 、 ま た は 、 ヒ ト を 含 む 動 物 へ の 投 与 に よ り 、 生 物 学 的 に 活 性 な 代 謝 物
ま た は そ の 残 留 物 を 提 供 で き る （ 直 接 的 ま た は 間 接 的 ） そ の 他 の 化 合 物 を 包 含 す る 。 従 っ
て 、 例 え ば 、 本 開 示 は ま た 本 発 明 の 化 合 物 の プ ロ ド ラ ッ グ お よ び 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 、
そ の よ う な プ ロ ド ラ ッ グ の 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 、 お よ び そ の 他 の 生 物 学 的 等 価 物 に も 関
す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 “ プ ロ ド ラ ッ グ ” と は 、 不 活 性 な 形 で 製 造 さ れ 、 内 在 性 酵 素 ま た は 他 の 化 学 化 合 物
お よ び ／ ま た は 条 件 の 作 用 に よ り 体 内 ま た は そ の 細 胞 内 で 活 性 な 形 （ 即 ち 、 薬 剤 ） に 変 換
さ れ る 治 療 薬 を 指 し て い る 。 特 に 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ド ラ ッ グ 版 は 、 19
93年 12月 9日 に 公 開 さ れ た Gosselinら に よ る WO93／ 24510ま た は Imbachに よ る WO94／ 26764
に 開 示 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 SATE［ （ S-ア セ チ ル -2-チ オ エ チ ル ） ホ ス フ ェ ー ト ］ 誘
導 体 と し て 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 用 語 “ 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 ” と は 本 発 明 の 化 合 物 の 生 理 学 的 に お よ び 医 薬 的 に 許 容 可
能 な 塩 を 意 味 す る ： 即 ち 、 親 化 合 物 の 望 ま れ る 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し 、 望 ま れ な い 毒 性 学
的 効 果 を 与 え な い 塩 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 基 付 加 塩 は 、 ア ル カ リ お よ び ア ル カ リ 土 類 金 属 ま た は 有 機 ア ミ ン
の よ う な 金 属 ま た は ア ミ ン と 形 成 さ れ る 。 カ チ オ ン と し て 使 用 さ れ る 金 属 の 例 は ナ ト リ ウ
ム 、 カ リ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム な ど で あ る 。 適 し た ア ミ ン の 例 は N,N-ジ ベ ン ジ
ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 ク ロ ロ プ ロ カ イ ン 、 コ リ ン 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ
ル ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 N-メ チ ル グ ル カ ミ ン 、 お よ び プ ロ カ イ ン が ｓ る （ 例 え ば 、
Berge et al. ., 1977, 66, 1-19を 参 照 さ れ た い ） 。 該 酸 性 化 合 物 の
塩 基 付 加 塩 は 、 遊 離 酸 形 を 十 分 量 の 所 望 の 塩 基 と 接 触 さ せ 、 通 常 の 様 式 で 塩 を 生 成 さ せ る
こ と に よ り 製 造 さ れ る 。 遊 離 酸 形 は 、 塩 形 と 酸 を 接 触 さ せ 、 通 常 の 様 式 で 遊 離 酸 を 単 離 す
る こ と に よ り 再 生 さ れ る 。 遊 離 酸 形 は 、 極 性 溶 媒 へ の 溶 解 度 の よ う な あ る 種 の 物 理 学 的 特
性 が そ の 各 々 の 塩 形 と い く ぶ ん 異 な っ て い る が 、 本 発 明 の 目 的 の た め に は 塩 は そ の 各 々 の
遊 離 酸 と 等 価 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 “ 医 薬 付 加 塩 ” と は 本 発 明 の 組 成 物 の
成 分 の 一 つ の 酸 形 の 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 を 含 む 。 こ れ ら に は ア ミ ン の 有 機 ま た は 無 機 塩
が 含 ま れ る 。 好 適 な 酸 塩 は 塩 酸 塩 、 酢 酸 塩 、 サ リ チ ル 酸 塩 、 硝 酸 塩 お よ び リ ン 酸 塩 で あ る
。 他 の 適 し た 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 塩 酸 、 臭 化 水
素 酸 、 硫 酸 ま た は リ ン 酸 の よ う な 無 機 酸 と の ； 例 え ば 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 グ リ コ ー ル
酸 、 コ ハ ク 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 ヒ ド ロ キ シ マ レ イ ン 酸 、 メ チ ル マ レ イ ン 酸 、 フ マ ー ル 酸 、 リ
ン ゴ 酸 、 酒 石 酸 、 乳 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 グ ル コ ン 酸 、 グ ル カ ル 酸 、 グ ル ク ロ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、
安 息 香 酸 、 ケ イ 皮 酸 、 マ ン デ ル 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 4-ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 、 2-フ ェ ノ キ シ 安 息
香 酸 、 2-ア セ ト キ シ 安 息 香 酸 、 エ ン ボ ン 酸 、 ニ コ チ ン 酸 ま た は イ ソ ニ コ チ ン 酸 の よ う な 有
機 カ ル ボ ン 酸 、 ス ル ホ ン 酸 、 ス ル ホ ま た は ホ ス ホ 酸 ま た は N-置 換 ス ル フ ァ ミ ン 酸 ； お よ び
、 天 然 の タ ン パ ク 質 の 合 成 に 含 ま れ て い る 20の ア ル フ ァ -ア ミ ノ 酸 の よ う な ア ミ ノ 酸 （ 例
え ば 、 グ ル タ ミ ン 酸 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） 、 お よ び 同 様 に フ ェ ニ ル 酢 酸 、 メ タ ン ス ル ホ
ン 酸 、 エ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 2-ヒ ド ロ キ シ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 エ タ ン -1,2-ジ ス ル ホ ン 酸 、
ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 4-メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 ナ フ タ レ ン -2-ス ル ホ ン 酸 、 ナ フ タ
レ ン -1,5-ジ ス ル ホ ン 酸 、 2-ま た は 3-ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 、 N-シ ク
ロ ヘ キ シ ル ス ル フ ァ ミ ン 酸 （ シ ク ラ メ ー ト の 形 成 で ） と の 、 ま た は ア ス コ ル ビ ン 酸 の よ う
な そ の 他 の 酸 性 有 機 化 合 物 と の よ う な 、 種 々 の 無 機 お よ び 有 機 酸 の 塩 基 性 塩 が 含 ま れ る 。
化 合 物 の 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 も ま た 医 薬 的 に 許 容 可 能 な カ チ オ ン に よ り 製 造 さ れ る で あ
ろ う 。 適 し た 医 薬 的 に 許 容 可 能 な カ チ オ ン は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 ア ル カ リ 、 ア
ル カ リ 土 類 、 ア ン モ ニ ウ ム お よ び 四 級 ア ン モ ニ ウ ム カ チ オ ン が 含 ま れ る 。 炭 酸 塩 ま た は 炭
酸 水 素 塩 も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 、 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 の 好 適 な 例 に は （ a） ナ ト リ ウ ム 、
カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ポ リ ア ミ ン （ ス ペ ル ミ ン お よ び ス
ペ ル ミ ジ ン の よ う な ） そ の 他 の よ う な カ チ オ ン と 形 成 さ れ た 塩 ； （ b） 例 え ば 、 塩 酸 、 臭
化 水 素 酸 、 硫 酸 、 リ ン 酸 、 硝 酸 な ど の 無 機 酸 と 形 成 さ れ た 酸 付 加 塩 ； （ c） 例 え ば 、 酢 酸
、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 コ ハ ク 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 フ マ ー ル 酸 、 グ ル コ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン
ゴ 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 安 息 香 酸 、 タ ン ニ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 ア ル ギ ン 酸 、 ポ リ グ ル タ
ミ ン 酸 、 ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、 ナ フ タ レ ン
ジ ス ル ホ ン 酸 、 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ン 酸 な ど の よ う な 有 機 酸 と 形 成 さ れ た 塩 ； お よ び （ d） 塩
素 、 臭 素 お よ び ヨ ウ 素 の よ う な 元 素 ア ニ オ ン か ら 形 成 さ れ た 塩 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 診 断 に 、 治 療 に 、 予 防 に お よ び 研 究 用 試 薬 お よ び キ ッ
ト と し て 利 用 で き る 。 治 療 の た め に は 、 イ ン テ グ リ ン α 4の 発 現 を 調 節 す る こ と に よ り 治
療 で き る 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る と 疑 わ れ る 動 物 （ 好 適 に は ヒ ト ） は 本 発 明 に 従 う ア ン チ
セ ン ス 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ り 治 療 さ れ る 。 有 効 量 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 、 適 し た
医 薬 的 に 許 容 可 能 な 希 釈 剤 ま た は 担 体 へ 加 え る こ と に よ り 、 本 発 明 の 化 合 物 を 医 薬 組 成 物
の 形 で 利 用 で き る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 お よ び 方 法 の 使 用 は ま た 、 予 防 的 に も 有
用 で あ ろ う （ 例 え ば 、 感 染 、 炎 症 ま た は 腫 瘍 形 成 を 防 止 ま た は 遅 延 さ せ る た め の ） 。
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【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ の こ と
を 利 用 す る サ ン ド イ ッ チ お よ び そ の 他 の ア ッ セ イ の 構 築 を 容 易 に 可 能 に す る の で 本 発 明 の
ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 研 究 お よ び 診 断 で も 有 用 で あ る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と イ ン テ グ リ ン α 4を コ ー ド 化 す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 本 分 野 で 既
知 の 手 段 に よ り 検 出 で き る 。 そ の よ う な 手 段 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の 酵 素 の 複 合 体
化 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 性 標 識 ま た は 他 の 適 し た 検 出 手 段 が 含 ま れ る 。 試 料 中 の イ
ン テ グ リ ン α 4レ ベ ル を 検 出 す る た め に そ の よ う な 検 出 手 段 を 使 用 す る キ ッ ト も ま た 製 造
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 お よ び 製 剤 も 含 む 。 本 発
明 の 医 薬 組 成 物 は 、 局 所 ま た は 全 身 的 治 療 が 望 ま れ て い る か ど う か に 依 存 し て 、 お よ び 処
置 さ れ る べ き 領 域 に 依 存 し て 、 多 く の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 、 局 所 （ 眼 、
お よ び 膣 お よ び 直 腸 送 達 を 含 む 粘 膜 へ も 含 む ） 、 肺 （ 例 え ば 、 ネ ブ ラ イ ザ ー に よ る も の を
含 む 、 粉 末 ま た は エ ア ロ ゾ ル の 吸 入 ま た は 吹 送 に よ り ； 気 管 内 、 鼻 孔 内 、 表 皮 お よ び 経 皮
） 、 経 口 ま た は 非 経 口 で あ っ て よ い 。 非 経 口 投 与 に は 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 ま た
は 筋 肉 内 注 射 ま た は 注 入 ； ま た は 頭 蓋 内 （ 例 え ば 、 ク モ 膜 下 ま た は 脳 室 内 投 与 ） が 含 ま れ
る 。 少 な く と も 一 つ の 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル 修 飾 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 経 口 投 与
に 特 に 有 用 で あ る と 信 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 局 所 投 与 の た め の 医 薬 組 成 物 お よ び 製 剤 に は 、 経 皮 パ ッ チ 、 軟 膏 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 ク
リ ー ム 剤 、 ゲ ル 剤 、 滴 剤 、 座 剤 、 ス プ レ ー 剤 、 液 剤 お よ び 散 剤 が 含 ま れ る 。 通 常 の 医 薬 担
体 、 水 性 、 粉 末 ま た は 油 性 基 剤 、 増 粘 剤 な ど が 必 要 で あ り ま た は 望 ま れ る 場 合 が あ る 。 被
覆 コ ン ド ー ム 、 グ ロ ー ブ な ど も ま た 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 お よ び 製 剤 に は 散 剤 ま た は 顆 粒 剤 、 水 ま た は 非 水 性 媒 質 で の 懸
濁 剤 ま た は 液 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 サ シ ェ 剤 ま た は 錠 剤 が 含 ま れ る 。 増 粘 剤 、 着 香 剤 、 希 釈 剤
、 乳 化 剤 、 分 散 補 助 剤 ま た は 結 合 剤 が 望 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 非 経 口 、 ク モ 膜 下 ま た は 脳 室 内 投 与 の た め の 組 成 物 お よ び 製 剤 に は 、 緩 衝 剤 、 希 釈 剤 お
よ び 浸 透 促 進 剤 、 担 体 化 合 物 お よ び そ の 他 の 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 賦 形 剤 な ど （
こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ） を さ ら に 含 有 す る 滅 菌 水 性 溶 液 が 含 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 お よ び ／ ま た は 製 剤 は ま た 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 食 餌 性 送 達 を 促 進 す る た め に 浸 透 促 進 剤 も 含 ん で も よ い 。 浸 透 促 進 剤 は 五 つ の
大 き な カ テ ゴ リ ー の 一 つ に 属 す る よ う に 分 類 さ れ る 、 即 ち 、 脂 肪 酸 、 胆 汁 酸 塩 、 キ レ ー ト
剤 、 表 面 活 性 剤 お よ び 非 表 面 活 性 剤 （ Lee et al., 

, 1991, 8, 91-192； Muranishi, 
, 1990, 7, 1-33） 。 こ れ ら の 大 き な カ テ ゴ リ ー の 一 つ ま た は そ れ

以 上 に 由 来 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 浸 透 促 進 剤 が 含 ま れ て よ い 。 浸 透 促 進 剤 は 1997年 7
月 1日 に 出 願 さ れ 、 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 08／ 886,829号 お よ び 1997年 10月 31日 に 出 願 さ
れ 、 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 08／ 961,469号 （ 両 方 と も 本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 両 方
と も 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 浸 透 促 進 剤 と し て 働 く 種 々 の 脂 肪 酸 お よ び そ の 誘 導 体 に は 、 オ レ イ ン 酸 、 ラ ウ リ ン 酸 、
カ プ リ ン 酸 、 ミ リ ス チ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 ジ
カ プ レ ー ト 、 ト リ カ プ レ ー ト 、 レ シ ン レ ア ー ト （ recinleate） 、 モ ノ オ レ イ ン （ 1-モ ノ オ
レ イ ル -rac-グ リ セ ロ ー ル と し て も 知 ら れ る ） 、 ジ ラ ウ リ ン 、 カ プ リ ル 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸
、 グ リ セ リ ル -1-モ ノ カ プ レ ー ト 、 1-ド デ シ ル ア ザ シ ク ロ ヘ プ タ ン -2-オ ン 、 ア シ ル カ ル ニ
チ ン 、 ア シ ル コ リ ン 、 モ ノ -お よ び ジ -グ リ セ リ ド お よ び そ れ ら の 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 塩
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（ 即 ち 、 オ レ イ ン 酸 塩 、 ラ ウ リ ン 酸 塩 、 カ プ リ ン 酸 塩 、 ミ リ ス チ ン 酸 塩 、 パ ル ミ チ ン 酸 塩
、 ス テ ア リ ン 酸 塩 、 リ ノ ー ル 酸 塩 な ど ） が 含 ま れ る （ Lee et al., 

, 1991, 8, 91-192； Muranishi, 
, 1990, 7, 1-33； El-Hariri et al., 

., 1992, 44, 651-654） 。 い く つ か の 現 在 好 適 な 脂 肪 酸 の 例 は 、 0.5％ か ら 5％ の
濃 度 で 、 単 独 で ま た は 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る カ プ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ラ ウ リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 適 な 浸 透 促 進 剤 は 1997年 7月 1日 に 出 願 さ れ 、 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 08／ 886,829号
（ 本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 胆 汁 酸 の 生 理 学 的 学 役 割 に は 脂 質 お よ び 脂 溶 性 ビ タ ミ ン の 分 散 お よ び 吸 収 を 容 易 に す る
こ と が 含 ま れ て い る （ Brunton, 38章 ：

, 第 9版 , Hardman et al., 編 , McGraw-Hill, New York, NY 1996, 934
-935ペ ー ジ ） 。 種 々 の 天 然 胆 汁 酸 塩 お よ び そ の 合 成 誘 導 体 が 浸 透 促 進 剤 と し て 働 く 。 従 っ
て 、 用 語 “ 胆 汁 酸 塩 ” と は 天 然 に 存 在 す る 胆 汁 成 分 な ら び に そ の い ず れ か の 合 成 誘 導 体 を
含 む 。 好 適 な 胆 汁 酸 塩 は 1997年 7月 1日 に 出 願 さ れ 、 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 08／ 886,829
号 （ 本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 開 示 さ れ て い る 。 現 在
の と こ ろ 好 適 な 胆 汁 酸 塩 は ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ CDCA） （ Sigma Chemical Company, St
. Louis, MO） で あ り 、 一 般 的 に は 0.5％ か ら 2％ の 濃 度 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 浸 透 促 進 剤 を 含 む 複 合 製 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 胆
汁 酸 塩 は 脂 肪 酸 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 、 複 合 製 剤 を 作 製 す る こ と が で き る 。 好 適 な 組 み
合 わ せ に は 、 カ プ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は ラ ウ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム と 組 み 合 わ さ れ た CDCAが
挙 げ ら れ る （ 一 般 的 に 0.5％ か ら 5％ ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 キ レ ー ト 剤 に は 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 二 ナ ト リ ウ ム （ EDTA） 、 ク エ ン 酸 、 サ リ チ ル
酸 類 （ 例 え ば 、 サ リ チ ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5-メ ト キ シ サ リ チ ル 酸 お よ び ホ モ バ ニ リ ン 酸 ） 、
コ ラ ー ゲ ン の N-ア シ ル 誘 導 体 、 ラ ウ レ ス -9お よ び ベ ー タ -ジ ケ ト ン の N-ア ミ ノ ア シ ル 誘 導
体 （ エ ナ ミ ン ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ る わ け で は な い （ Lee et al., 

, 1991, 8, 92-192； Muranishi, 
, 1990, 7, 1-33； Buur et al., 

., 1990, 14, 43-51） 。 キ レ ー ト 剤 は DNase阻 害 剤 と し て 働 く と い う 利 点 も 与
え る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 表 面 活 性 剤 と し て は 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン -9-ラ ウ リ
ン 酸 エ ー テ ル お よ び ポ リ オ キ シ エ チ レ ン -20-セ チ ル エ ー テ ル （ Lee et al., 

, 1991, 8, 92-191） ； お よ び FC-43（ Takaha
shi et al., ., 1988, 40, 252-257） の よ う な パ ー フ ル オ ロ 化 学 エ
マ ル ジ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 非 表 面 活 性 剤 と し て は 例 え ば 、 不 飽 和 環 式 尿 素 、 1-ア ル キ ル -お よ び 1-ア ル ケ ニ ル ア ザ
シ ク ロ -ア ル カ ノ ン 誘 導 体 （ Lee et al., 

, 1991, 8, 92-191） ； お よ び ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク ナ ト リ ウ ム 、 イ ン ド メ タ シ ン お
よ び フ ェ ニ ル ブ タ ゾ ン の よ う な 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 剤 （ Yamashita et al., 

., 1987, 39, 621-626） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 “ 担 体 化 合 物 ” と は 、 不 活 性 で あ る （ そ れ 自 体 は 生 物 学 的 活
性 を 持 っ て い な い ） が 、 例 え ば 、 生 物 学 的 に 活 性 な 核 酸 を 分 解 す る こ と に よ り 、 ま た は 循
環 系 か ら の そ の 除 去 を 促 進 す る こ と に よ り 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 核 酸 の 生 物 利 用 能 減 少 さ
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せ る in vivo過 程 に よ っ て 核 酸 と 認 識 さ れ る 核 酸 ま た は そ の 類 似 体 を 意 味 し て い る 。 核 酸
お よ び 担 体 化 合 物 の 同 時 投 与 （ 典 型 的 に は 後 者 の 物 質 を 過 剰 に ） は 、 多 分 共 通 の レ セ プ タ
ー に 対 す る 担 体 化 合 物 と 核 酸 の 競 合 の た め 、 肝 臓 、 腎 臓 ま た は 他 の 循 環 外 貯 蔵 器 中 に 回 収
さ れ る 核 酸 量 の 実 質 的 な 減 少 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 肝 臓 組 織 に お け る 部 分
的 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 回 収 は 、 ポ リ イ ノ シ ン 酸 、 硫 酸 デ キ ス ト ラ
ン 、 ポ リ シ チ ジ ン 酸 ま た は 4-ア セ ト ア ミ ド -4'-イ ソ チ オ シ ア ノ -ス チ ル ベ ン -2,2'-ジ ス ル
ホ ン 酸 を 同 時 投 与 し た 場 合 に 減 少 す る （ Miyao et al., ., 1995, 5, 
115-121； Takakura et al., ., 1996, 6, 177-183）
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 担 体 化 合 物 と 対 照 的 に 、 “ 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 ” （ 賦 形 剤 ） と は 、 動 物 へ 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の 核 酸 を 送 達 す る た め の 、 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 液 体 、 懸 濁 剤 ま た は 他 の 薬 学 的
に 不 活 性 な 担 体 で あ る 。 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 は 液 体 で も 固 形 物 で も よ く 、 与 え ら れ た
医 薬 組 成 物 の 核 酸 お よ び 他 の 成 分 と 組 み 合 わ さ れ た 場 合 、 望 ま れ る か さ 高 さ 、 硬 さ な ど を
提 供 す る こ と を 考 え て 、 計 画 さ れ た 投 与 様 式 に 合 わ せ て 選 択 さ れ る 。 典 型 的 な 医 薬 的 に 許
容 可 能 な 担 体 に は 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 α 化 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど ） ； 充 填 剤 （ 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス お よ び
他 の 糖 、 微 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 ペ ク チ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 硫 酸 カ ル シ ウ ム 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、
ポ リ ア ク リ レ ー ト ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム な ど ） ； 滑 沢 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ
グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 シ リ カ 、 コ ロ イ ド 性 二 酸 化 ケ イ 素 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 金
属 塩 、 水 素 化 植 物 油 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、
酢 酸 ナ ト リ ウ ム な ど ） 、 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 デ ン プ ン 、 デ ン プ ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム な
ど ） ； ま た は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る わ け で は な い 。 徐 放 性 経 口 送 達 系 お よ び ／ ま た は 経 口 投 与 剤 形 の 腸 溶 コ ー テ ィ ン
グ は 米 国 特 許 第 4,704,295； 4,556,552； 4,309,406； お よ び 4,309,404号 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 医 薬 組 成 物 に 普 通 に み ら れ る 他 の 補 助 剤 成 分 を 、 本 分 野 で 確 立 さ れ
た 用 量 レ ベ ル で さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 本 組 成 物 は 、 例 え ば 、 鎮 痒 薬
、 収 斂 剤 、 局 所 麻 酔 薬 ま た は 抗 炎 症 剤 の よ う な 追 加 の 適 合 性 の 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 を 含 ん
で い て も よ く 、 ま た は 、 色 素 、 着 香 剤 、 保 存 剤 、 抗 酸 化 剤 、 乳 白 剤 、 濃 厚 化 剤 お よ び 安 定
剤 の よ う な 、 本 発 明 の 組 成 物 の 種 々 の 剤 形 の 物 理 的 形 成 に 有 用 な 追 加 の 物 質 を 含 ん で い て
も よ い 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な 物 質 は 添 加 さ れ た 場 合 、 本 発 明 の 組 成 物 成 分 の 生 物 学
的 活 性 を 過 度 に 妨 害 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 が 患 者 に 導 入 さ れ る 方 法 に 関 わ ら ず 、 化 合 物 の in vivo安
定 性 を 促 進 さ せ る た め お よ び ／ ま た は 化 合 物 を 特 定 の 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 型 へ 標 的 化 す
る た め に 、 送 達 担 体 と し て コ ロ イ ド 分 散 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。 コ ロ イ ド 分 散 系 に は
巨 大 分 子 複 合 体 、 ナ ノ カ プ セ ル 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア ー 、 ビ ー ズ お よ び 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン 、
ミ セ ル 、 混 合 ミ セ ル 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 未 同 定 構 造 の 脂 質 -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を
含 む 脂 質 に 基 づ い た 系 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 好 適 な コ ロ イ
ド 分 散 系 は 複 数 の リ ポ ソ ー ム で あ る 。 リ ポ ソ ー ム は 二 重 層 構 造 に 配 置 さ れ た 脂 質 か ら 造 ら
れ て い る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 外 層 に 囲 ま れ た 水 性 コ ア を 有 す る 微 小 の 球 形 物 で あ る （ 一
般 的 に は 、 Chonn et al., ., 1995, 6, 698-708を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 リ ポ ソ ー ム 製 造 は 1997年 10月 31日 に 出 願 さ れ 、 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 08／ 961,469号
（ 本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 は （ a） 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 お よ び （ b） 非 ア ン
チ セ ン ス 機 構 で 機 能 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 化 学 治 療 薬 、 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム お
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よ び 他 の 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 化 学 治 療 薬 の 例 と し て は 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ダ ク
チ ノ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス
タ ー ド 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-
チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン （ CA） 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 5-FU） 、 フ ロ ッ ク ス ウ イ ジ ン （
5-FUdR） 、 メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） 、 コ ル ヒ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、
エ ト ポ シ ド 、 テ ニ ポ シ ド 、 シ ス プ ラ チ ン お よ び ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル （ DES） の よ
う な 抗 癌 剤 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 一 般 的 に は The Merck Ma
nual of Diagnosis and Therapy, 1987, Berkow et al., eds., Rahway, N.J., 1206-122
8を 参 照 さ れ た い 。 抗 炎 症 剤 （ 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 剤 お よ び コ ル チ コ ス テ ロ イ ド お よ び
抗 ウ イ ル ス 剤 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） に は 、 リ ビ ビ リ ン 、 ビ ダ ラ ビ
ン 、 ア シ ク リ ビ ル お よ び ガ ン シ ク ロ ビ ル が 含 ま れ （ そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 、
本 発 明 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 一 般 的 に は 、 The Merck Manual of Diagnosis an
d Therapy, 1987, Berkow et al., 編 , Rahway, N.J., ペ ー ジ 2499-2506お よ び 46-49、 を
参 照 さ れ た い 。 他 の 非 ア ン チ セ ン ス 化 学 治 療 薬 も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 二 つ ま た は
そ れ 以 上 を 組 み 合 わ せ た 化 合 物 を 一 緒 に ま た は 連 続 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 別 の 関 連 す る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ア ン チ セ ン ス 化 合
物 、 特 に 、 第 一 の 核 酸 を 標 的 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 第 二 の 核 酸 標 的 を 標 的 と
す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い て も よ い 。 二 つ ま た は そ
れ 以 上 を 組 み 合 わ せ た 化 合 物 を 一 緒 に ま た は 連 続 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 治 療 的 組 成 物 の 製 剤 お よ び そ れ ら の 続 い て の 投 与 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 用 量
は 処 置 さ れ る べ き 疾 患 状 態 の 重 度 お よ び 応 答 性 に 依 存 し て お り 、 処 置 期 間 は 数 日 か ら 数 ヶ
月 、 ま た は 治 療 が 達 成 さ れ る ま で ま た は 疾 患 状 態 の 減 退 が 達 成 さ れ る ま で 続 く 。 最 適 投 与
ス ケ ジ ュ ー ル は 患 者 体 内 で の 薬 剤 蓄 積 の 測 定 か ら 計 算 で き る 。 当 業 者 は 容 易 に 至 適 用 量 、
投 与 方 法 お よ び 反 復 率 を 決 定 で き る 。 至 適 用 量 は 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 的 効 力
に 依 存 し て 変 化 す る で あ ろ う が 、 一 般 的 に 、 in vitroお よ び in vivo動 物 モ デ ル で 有 効 で
あ る と 見 出 さ れ た EC 5 0 に 基 づ い て 見 積 も る こ と が で き る 。 一 般 に 、 投 与 量 は 体 重 kg当 た り
0.01μ gか ら 100 gで あ り 、 1日 、 週 、 月 ま た は 年 に 1回 ま た は そ れ 以 上 で 、 ま た は 2か ら 20
年 ご と に 1回 で さ え 与 え ら れ る で あ ろ う 。 当 業 者 は 体 液 ま た は 組 織 中 の 薬 剤 の 残 留 時 間 お
よ び 濃 度 の 測 定 に 基 づ い て 投 与 の 反 復 率 を 容 易 に 決 定 で き る 。 治 療 が 成 功 し た ら 、 疾 患 状
態 の 再 発 を 防 止 す る た め 患 者 に 維 持 療 法 を 行 う の が 望 ま し く 、 こ こ で 体 重 kg当 た り 0.01μ
gか ら 100 gの 範 囲 で 、 1日 1回 か ら 数 回 か ら 20年 に 1回 、 維 持 用 量 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 は あ る 種 の 好 適 な 態 様 に 従 っ て 特 別 に 説 明 さ れ て き た が 、 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明
の 例 示 の み に 示 さ れ る も の で あ り 、 本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図 し て い る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　
　
　
　 2'-デ オ キ シ お よ び 2'-メ ト キ シ ・ ベ ー タ -シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピ ル ・ ホ ス ホ ロ ア ミ
ダ イ ト は 市 販 品 （ 例 え ば 、 Chemgenes, Needham MAま た は Glen Research, Inc. Sterling 
VA） が 購 入 さ れ た 。 他 の 2'-O-ア ル コ キ シ 置 換 ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ダ イ ト は 米 国 特 許 第 5,506
,351号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。 2'-ア ル コ
キ シ ア ミ ダ イ ト を 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た め に は 、 非 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の た め の 標 準 サ イ ク ル が 利 用 さ れ た が 、 た だ し 、 テ ト ラ ゾ ー ル お よ び 塩 基 の パ ル ス 送 達
後 の 待 ち 工 程 を 360秒 に 延 長 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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実 施 例
実 施 例 1
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た め の ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト
デ オ キ シ お よ び 2'-ア ル コ キ シ ア ミ ダ イ ト



　 5-メ チ ル -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン （ 5-Me-C） ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
市 販 品 と し て 入 手 可 能 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト （ Glen Research, Sterling, VA or ChemGen
es, Needham, MA） を 使 用 し 、 報 告 さ れ て い る 方 法 （ Sanghvi, et al., 

, 1993, 21, 3197-3203） に 従 っ て 合 成 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　
　 2'-フ ル オ ロ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ Kawasaki, et al., 

., 1993, 36, 831-841お よ び 米 国 特 許 第 5,670,633号 、 本 明 細 書 に お い て 援 用
さ れ る ） 合 成 さ れ た 。 簡 単 に は 、 出 発 物 質 と し て 入 手 可 能 な 9-ベ ー タ -D-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ
シ ル ア デ ニ ン を 利 用 し お よ び 文 献 の 方 法 を 改 良 す る こ と に よ り 、 保 護 化 ヌ ク レ オ シ ド N6-
ベ ン ゾ イ ル -2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ ア デ ノ シ ン が 合 成 さ れ た （ そ れ に よ り 2'-ア ル フ ァ -
フ ル オ ロ 原 子 が 2'-ベ ー タ -ト リ チ ル 基 の S N 2-置 換 に よ り 導 入 さ れ た ） 。 従 っ て 、 N6-ベ ン
ゾ イ ル -9-ベ ー タ -D-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル ア デ ニ ン が 3',5'-ジ テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル （ THP
） 中 間 体 と し て 中 程 度 の 収 率 で 選 択 的 に 保 護 化 さ れ た 。 THPお よ び N6-ベ ン ゾ イ ル 基 の 脱 保
護 化 は 標 準 的 方 法 論 を 使 用 し て 達 成 さ れ 、 お よ び 標 準 法 を 使 用 し て 、 5'-ジ メ ト キ シ ト リ
チ ル -（ DMT） お よ び 5'-DMT-3'-ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 中 間 体 を 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ グ ア ノ シ ン の 合 成 は 、 出 発 物 質 と し て テ ト ラ イ ソ プ ロ ピ ル ジ
シ ロ キ サ ニ ル （ TPDS） 保 護 化 9-ベ ー タ -D-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル グ ア ニ ン を 使 用 し 、 中 間 体
ジ イ ソ ブ チ リ ル -ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル グ ア ノ シ ン へ の 変 換 に よ り 達 成 さ れ た 。 TPDS基 の 脱
保 護 化 に 続 い て 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 を THPで 保 護 化 し て ジ イ ソ ブ チ リ ル ジ -THP保 護 化 ア ラ ビ
ノ フ ラ ノ シ ル グ ア ニ ン が 得 ら れ た 。 粗 生 成 物 の フ ッ 素 に よ る 処 理 に 続 い て 選 択 的 O-脱 ア シ
ル 化 お よ び ト リ フ レ ー ト 化 を 行 い 、 THP基 を 脱 保 護 化 し た 。 標 準 法 を 使 用 し て 、 5'-DMT-お
よ び 5'-DMT-3'-ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ ウ リ ジ ン の 合 成 は 文 献 の 方 法 を 変 形 す る こ と に よ り 達 成 さ れ
、 そ の 方 法 に お い て は 2,2'-ア ン ヒ ド ロ -1-ベ ー タ -D-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル ウ ラ シ ル が 70％
フ ッ 化 水 素 -ピ リ ジ ン で 処 理 さ れ た 。 標 準 法 を 使 用 し て 、 5'-DMT-お よ び 5'-DMT-3'-ホ ス ホ
ロ ア ミ ダ イ ト を 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ シ チ ジ ン は 2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ ウ リ ジ ン の ア ミ ノ 化 、 続
い て の 選 択 的 保 護 化 に よ り 合 成 さ れ 、 N4-ベ ン ゾ イ ル -2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ シ チ ジ ン
を 得 た 。 標 準 法 を 使 用 し て 、 5'-DMT-お よ び 5'-DMT-3'-ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -置 換 ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ダ イ ト は 以 下 の よ う に 、 ま た は Martin, P.
, （ , 1995, 78, 486-504） の 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 5-メ チ ル ウ リ ジ ン （ リ ボ シ ル チ ミ ン 、 Yamasa, Choshi, Japanか ら 市 販 品 と し て 入 手 可
能 ） （ 72.0 g、 0.279 M） 、 炭 酸 ジ フ ェ ニ ル （ 90.0 g、 0.420 M） お よ び 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ
ム （ 2.0 g、 0.024 M） を DMF（ 300 mL） に 加 え た 。 混 合 物 は 撹 拌 し な が ら 加 熱 環 流 し て 、
発 生 す る 二 酸 化 炭 素 を 制 御 し て 放 出 さ せ た 。 1時 間 後 、 わ ず か に 黒 く な っ た 溶 液 を 減 圧 下
で 濃 縮 し た 。 得 ら れ た シ ロ ッ プ 状 物 は 撹 拌 し な が ら ジ エ チ ル エ ー テ ル （ 2.5 L） に 注 い だ
。 生 成 物 が ゴ ム 状 物 と し て 生 成 さ れ た 。 エ ー テ ル を デ カ ン ト し 、 残 渣 を 最 少 量 の メ タ ノ ー
ル （ 約 400 mL） に 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 を 新 し い ジ エ チ ル エ ー テ ル （ 2.5 L） に 注 ぎ 、 硬 い
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2,2'-ア ン ヒ ド ロ ［ 1-（ ベ ー タ -D-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル ） -5-メ チ ル ウ リ ジ ン ］



ゴ ム 状 物 を 得 た 。 。 エ ー テ ル を デ カ ン ト し 、 ゴ ム 状 物 を 真 空 オ ー ブ ン で 乾 燥 さ せ る と （ 60
℃ 、 1 mmHgで 24時 間 ） 、 固 形 物 が 得 ら れ 、 そ れ を 砕 く と 薄 い 黄 褐 色 粉 末 と な っ た （ 57 g、
粗 収 率 85％ ） 。 NMRス ペ ク ト ル は 構 造 と 一 致 し 、 フ ェ ノ ー ル が ナ ト リ ウ ム 塩 と し て 夾 雑 し
て い た （ 約 5％ ） 。 こ の 物 質 は 続 い て の 反 応 に そ の ま ま 使 用 さ れ た （ ま た は 、 酢 酸 エ チ ル
中 の メ タ ノ ー ル 濃 度 勾 配 （ 10-25％ ） を 使 用 す る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に
精 製 で き 、 白 色 固 形 物 が 得 ら れ た 、 mp222-4℃ ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 2,2'-ア ン ヒ ド ロ -5-メ チ ル ウ リ ジ ン （ 195 g、 0.81 M） 、 ト リ ス （ 2-メ ト キ シ エ チ ル ）
ホ ウ 酸 （ 231 g、 0.98 M） お よ び 2-メ ト キ シ エ タ ノ ー ル （ 1.2 L） を 2 Lの ス テ ン レ ス 圧 力
容 器 に 加 え 、 160℃ に 前 も っ て 暖 め て お い た 油 浴 中 に 置 い た 。 155-160℃ で 48時 間 加 熱 後 、
容 器 を 開 き 、 溶 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ 、 MeOH（ 200 mL） で 磨 砕 し た 。 残 渣 は 熱 ア セ ト ン （ 1 L
） に 懸 濁 し た 。 不 溶 性 塩 を 濾 過 し 、 ア セ ト ン （ 150 mL） で 洗 浄 し 、 濾 液 を 蒸 発 さ せ た 。 残
渣 （ 280 g） は CH 3 CN（ 600 mL） に 溶 解 し 、 蒸 発 さ せ た 。 シ リ カ ゲ ル か ラ ム （ 3 kg） を 0.5
％ Et 3 NH含 有 CH 2 Cl 2 ／ ア セ ト ン ／ MeOH（ 20： 5： 3） で 充 填 し た 。 残 渣 は CH 2 Cl 2 （ 250 mL）
に 溶 解 し 、 カ ラ ム へ 加 え る 前 に シ リ カ （ 150 g） に 吸 着 さ せ た 。 生 成 物 を 充 填 溶 液 で 溶 出
さ せ る と 、 160 g（ 63％ ） の 生 成 物 が 得 ら れ た 。 追 加 の 生 成 物 が 不 純 な 分 画 を 再 処 理 す る
こ と で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -メ チ ル ウ リ ジ ン （ 160 g、 0.506 M） を ピ リ ジ ン （ 250 mL） と 共 蒸
留 し 、 乾 燥 残 渣 を ピ リ ジ ン （ 1.3 L） に 溶 解 し た 。 塩 化 ジ メ ト キ シ ト リ チ ル の 最 初 の ア リ
コ ー ト （ 94.3 g、 0.278 M） を 加 え 、 混 合 物 は 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 。 第 二 の ジ メ ト キ シ ト
リ チ ル の ア リ コ ー ト （ 94.3 g、 0.278 M） を 加 え 、 反 応 液 を さ ら に 1時 間 撹 拌 し た 。 次 に 、
メ タ ノ ー ル （ 170 mL） を 加 え て 、 反 応 を 停 止 さ せ た 。 HPLCは 約 70％ の 生 成 物 の 存 在 を 示 し
た 。 溶 媒 を 蒸 発 さ せ 、 CH 3 CN（ 200 mL） で 磨 砕 し た 。 残 渣 を CHCl 3 （ 1.5 L） に 溶 解 し 、 2×
500 mLの 飽 和 NaHCO 3 お よ び 2× 500 mLの 飽 和 NaClで 抽 出 し た 。 有 機 層 を Na 2 SO 4 で 乾 燥 さ せ
、 濾 過 お よ び 蒸 発 さ せ た 。 275 gの 残 渣 が 得 ら れ た 。 残 渣 は 0.5％ Et 3 NH含 有 EtOAc／ ヘ キ サ
ン ／ ア セ ト ン （ 5： 5： 1） で 充 填 お よ び 溶 出 す る 3.5 kgの シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で 精 製 し た 。
純 粋 な 分 画 を 蒸 発 さ せ る と 164 gの 生 成 物 が 得 ら れ た 。 不 純 な 分 画 か ら 約 20 gの 追 加 の 生
成 物 が 得 ら れ 、 総 収 量 は 183 g（ 57％ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　
　 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ エ チ ル （ 106 g、 0.167 M） 、 DMF／ ピ リ ジ ン （ 56
2 mLの DMFお よ び 188 mLの ピ リ ジ ン か ら 調 製 さ れ た 750 mLの 3： 1混 合 物 ） お よ び 無 水 酢 酸
（ 24.38 mL、 0.258 M） を 混 合 し 、 室 温 で 24時 間 撹 拌 し た 。 最 初 に tlc試 料 を MeOHを 加 え て
反 応 停 止 さ せ る こ と に よ り 、 tlcで 反 応 を モ ニ タ ー し た 。 tlcで 判 断 す る こ と で 反 応 が 完 了
し た 後 、 MeOH（ 50 mL） を 加 え 、 混 合 物 は 35℃ で 蒸 発 さ せ た 。 残 渣 を CHCl 3 （ 800 mL） に 溶
解 し 、 2× 200 mLの 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム お よ び 2× 200 mLの 飽 和 NaClで 抽 出 し た 。 水 層
は 200 mLの CHCl 3 で 逆 抽 出 し た 。 合 わ せ た 有 機 層 は 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ 、 蒸 発 さ せ
る と 122 gの 残 渣 （ 約 90％ の 生 成 物 ） が 得 ら れ た 。 残 渣 は 3.5 kgの シ リ カ ゲ ル カ ラ ム を 用
い て 精 製 し 、 EtOAc／ ヘ キ サ ン （ 4： 1） で 溶 出 し た 。 純 粋 な 生 成 物 分 画 を 蒸 発 さ せ る と 96 
g（ 84％ ） が 得 ら れ た 。 後 者 の 分 画 か ら さ ら に 1.5 gが 回 収 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　

　 第 一 の 溶 液 は 3'-O-ア セ チ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル
ウ リ ジ ン （ 96 g、 0.144 M） を CH 3 CN（ 700 mL） に 溶 解 す る こ と に よ り 調 製 し 、 そ し て 放 置
し た 。 ト リ エ チ ル ア ミ ン （ 189 mL、 1.44 M） を ト リ ア ゾ ー ル （ 90 g、 1.3 M） の CH 3 CN（ 1 
L） 溶 液 に 加 え 、 -5℃ に 冷 却 し 、 オ ー バ ー ヘ ッ ド 攪 拌 機 を 使 用 し て 0.5時 間 撹 拌 し た 。 POCl
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2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5-メ チ ル ウ シ ジ ン

2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル ウ リ ジ ン

3'-O-ア セ チ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル ウ リ ジ ン

3'-O-ア セ チ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル -4-ト リ ア ゾ
ー ル ウ リ ジ ン



3 を 撹 拌 溶 液 を 0-10℃ に 保 つ よ う に 、 30分 か け て 滴 加 し 、 生 じ た 混 合 物 は さ ら に 2時 間 撹 拌
し た 。 後 者 の 溶 液 に 、 45分 か け て 第 一 の 溶 液 を 滴 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 は 低 温 室 で
一 夜 保 存 し た 。 反 応 混 合 物 か ら 塩 を 濾 去 し 、 濾 液 を 蒸 発 さ せ た 。 残 渣 を EtOAc（ 1 L） に 溶
解 し 、 不 溶 性 固 形 物 を 濾 過 し た 。 濾 液 は 1× 300 mLの NaHCO 3 お よ び 2× 300 mLの 飽 和 NaClで
洗 浄 し 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ 、 蒸 発 さ せ た 。 残 渣 を EtOAcと 磨 砕 す る と 表 題 化 合 物
が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 3'-O-ア セ チ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル -4-ト リ ア ゾ
ー ル ウ リ ジ ン （ 103 g、 0.141 M） の ジ オ キ サ ン （ 500 mL） お よ び NH 4 OH（ 30 mL） 溶 液 を 室
温 で 2時 間 撹 拌 し た 。 ジ オ キ サ ン 溶 液 を 蒸 発 さ せ 、 MeOH（ 2× 200 mL） と 共 沸 さ せ た 。 残 渣
を MeOH（ 300 mL） に 溶 解 し 、 2リ ッ ト ル の ス テ ン レ ス 圧 力 容 器 に 移 し た 。 NH 3 ガ ス で 飽 和 し
た MeOH（ 400 mL） を 加 え 、 容 器 を 100℃ で 2時 間 加 熱 し た （ tlcは 完 全 な 変 換 を 示 し た ） 。
容 器 内 容 物 は 蒸 発 乾 固 さ せ 、 残 渣 を EtOAc（ 500 mL） に 溶 解 し 、 飽 和 NaCl（ 200 mL） で 1回
洗 浄 し た 。 有 機 層 を 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ 、 溶 媒 を 留 去 す る と 85 g（ 95％ ） の 表 題 化
合 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル シ チ ジ ン （ 85 g、 0.134 M） を D
MF（ 800 mL） に 溶 解 し 、 撹 拌 し な が ら 無 水 安 息 香 酸 （ 37.2 g、 0.165 M） を 加 え た 。 3時 間
撹 拌 後 、 tlcは 反 応 が 約 95％ 完 了 し て い る こ と を 示 し た 。 溶 媒 を 蒸 発 さ せ 、 残 渣 を MeOH（ 2
00 mL） と 共 沸 さ せ た 。 残 渣 を CHCl 3 （ 700 mL） に 溶 解 し 、 飽 和 NaHCO 3 （ 2× 300 mL） お よ
び 飽 和 NaCl（ 2× 300 mL） で 抽 出 し 、 MgSO 4 で 乾 燥 し 、 蒸 発 さ せ る と 残 渣 （ 96 g） が 得 ら れ
た 。 残 渣 は 1.5 kgの シ リ カ カ ラ ム 上 で 、 溶 出 溶 媒 と し て 0.5％ Et 3 NH含 有 EtOAc／ ヘ キ サ ン
（ 1： 1） を 使 用 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 純 粋 な 生 成 物 分 画 を 蒸 発 さ せ る と 90 g
（ 90％ ） の 表 題 化 合 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　

　 N4-ベ ン ゾ イ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル シ チ ジ ン （ 74
 g、 0.10 M） を CH 2 Cl 2 （ 1 L） に 溶 解 し た 。 テ ト ラ ゾ ー ル ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン （ 7.1 g）
お よ び 2-シ ア ノ エ ト キ シ -テ ト ラ -（ イ ソ プ ロ ピ ル ） ホ ス フ ァ イ ト （ 40.5 mL、 0.123 M） を
窒 素 雰 囲 気 下 、 撹 拌 し な が ら 加 え た 。 得 ら れ た 混 合 物 は 室 温 で 20時 間 撹 拌 し た （ tlcは 反
応 が 約 95％ 完 了 し て い る こ と を 示 し た ） 。 反 応 混 合 物 は 飽 和 NaHCO 3 （ 1× 300 mL） お よ び
飽 和 NaCl（ 3× 300 mL） で 抽 出 し た 。 水 相 洗 浄 物 は CH 2 Cl 2 （ 300 mL） で 逆 抽 出 し 、 抽 出 液
を 合 わ せ 、 MgSO 4 で 乾 燥 し て 濃 縮 し た 。 得 ら れ た 残 渣 は 1.5 kgの シ リ カ カ ラ ム 上 で 、 溶 出
溶 媒 と し て EtOAc／ ヘ キ サ ン （ 3： 1） を 使 用 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 純 粋 な 生
成 物 分 画 を 合 わ せ る と 90.6 g（ 87％ ） の 表 題 化 合 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　

　 ア ミ ノ オ キ シ エ チ ル お よ び ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ エ チ ル ア ミ ダ イ ト は 1998年 2月 14日 に
出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10／ 037,143号 、 お よ び 1998年 1月 30日 に 出 願 さ れ た 第 09／ 016,
520号 （ 両 方 と も 本 出 願 と 共 通 し て 所 有 さ れ 、 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） の 方 法 に 従
っ て 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　
　 非 置 換 お よ び 置 換 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ P＝ O） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ヨ ウ 素 に よ る 酸 化 の
標 準 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 用 い る 自 動 化 DNA合 成 機 （ Applied Biosystemsモ デ ル 380B
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2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル シ チ ジ ン

N4-ベ ン ゾ イ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル シ チ ジ ン

N4-ベ ン ゾ イ ル -2'-O-メ ト キ シ エ チ ル -5'-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -5-メ チ ル シ チ ジ ン -3'-
ア ミ ダ イ ト

2'-（ ア ミ ノ オ キ シ エ チ ル ） ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ダ イ ト お よ び 2'-（ ジ メ チ ル ア ミ ノ オ キ シ
エ チ ル ） ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ダ イ ト

実 施 例 2
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成



） で 合 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ P＝ S） は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う に 、 た だ し
、 ホ ス フ ァ イ ト 結 合 の 段 階 的 チ ア 化 の た め に 標 準 酸 化 ボ ト ル を 3H-1,2-ベ ン ゾ ジ チ オ ー ル -
3-オ ン 1,1-ジ オ キ シ ド の ア セ ト ニ ト リ ル 中 0.2 M溶 液 に 置 き 換 え た 。 チ ア 化 待 ち 工 程 は 68
秒 に 延 長 さ せ 、 キ ャ ッ ピ ン グ 工 程 を 続 け た 。 CPGカ ラ ム か ら 切 断 し 、 濃 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ
ム 中 、 55℃ で 脱 保 護 後 （ 18時 間 ） 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 0.5 M NaCl溶 液 か ら 、 2.5容 量
の エ タ ノ ー ル で 2回 沈 殿 さ せ る こ と に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ホ ス フ ィ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,508,270号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用
さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
　 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 4,469,863号 （ 本 明 細 書 に お い
て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 3'-デ オ キ シ -3'-メ チ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,610,289ま た
は 5,625,050号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,256,775号 ま た は 米 国 特 許 第 5,3
66,878号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ア ル キ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 公 開 さ れ た PCT／ US94／ 00902お よ び
PCT／ US93／ 06976（ 各 々 WO94／ 17093お よ び WO94／ 02499と し て 公 開 さ れ 、 本 明 細 書 に お い
て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 3'-デ オ キ シ -3'-ア ミ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,476,925
号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,023,243号 （ 本 明 細 書 に お い て
援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
　 ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,130,302お よ び 5,177,198号 （ 両
方 と も 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　
　
　 メ チ レ ン メ チ ル イ ミ ノ 連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド （ MMI連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド と も 称 さ
れ る ） 、 メ チ レ ン ジ メ チ ル ヒ ド ラ ゾ 連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド （ MDH連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ
ド と も 称 さ れ る ） 、 お よ び メ チ レ ン カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ 連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド （ ア ミ ド -3
連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド と も 称 さ れ る ） 、 お よ び メ チ レ ン ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル 連 結 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ シ ド （ ア ミ ド -4連 結 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド と も 称 さ れ る ） 、 な ら び に 、 例 え ば 、 交 互
的 に MMIお よ び P＝ Oま た は P＝ S結 合 を 有 す る 混 合 バ ッ ク ボ ー ン 化 合 物 は 米 国 特 許 第 5,378,8
25、 5,386,023、 5,489,677、 5,602,240お よ び 5、 610,289号 （ す べ て 本 明 細 書 に お い て 援
用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ホ ル ム ア セ チ ル お よ び チ オ ホ ル ム ア セ チ ル 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 第 5,264,
562お よ び 5,264,564号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ
た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 エ チ レ ン オ キ シ ド 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 米 国 特 許 5,223,618号 （ 本 明 細 書 に お い て
援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ た 。
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実 施 例 3
オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド 合 成

実 施 例 4



　
　 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） は Peptide Nucleic Acids（ PNA） ： Synthesis, Properties and P
otential Applications, , 1996, 4, 5-23に 示 さ れ
た 種 々 の 方 法 の い ず れ か に 従 っ て 製 造 さ れ る 。 ま た 、 米 国 特 許 第 5,539,082、 5,700,922お
よ び 5,719,262号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に も 製 造 さ れ る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ １ 】
　
　
　 本 発 明 の キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド ま た は 混 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ／ オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド に は い く つ か の 異 な っ た 型 が あ り う る 。 こ れ ら に は 連 結 さ れ た ヌ
ク レ オ シ ド の “ ギ ャ ッ プ ” セ グ メ ン ト が 、 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド の 5'お よ び 3'“ ウ ィ ン
グ ” セ グ メ ン ト 間 に 位 置 し て い る 第 一 の 型 、 お よ び “ ギ ャ ッ プ ” セ グ メ ン ト が オ リ ゴ マ ー
化 合 物 の 3'末 端 ま た は 5'末 端 に 位 置 し て い る 第 二 の “ オ ー プ ン エ ン ド ” 型 が 含 ま れ る 。 第
一 の 型 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 “ ギ ャ ッ プ マ ー ” ま た は ギ ャ ッ プ 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド と し て 本 分 野 で は 知 ら れ て い る 。 第 二 の 型 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は “ ヘ ミ マ ー ” ま た
は “ ウ ィ ン グ マ ー ” と し て 本 分 野 で は 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　

　 2'-O-ア ル キ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト お よ び 2'-デ オ キ シ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド セ グ メ ン ト を 有 す る キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 前 記 の よ う に 、 Applied Biosyste
ms自 動 化 DNA合 成 機 モ デ ル 380Bを 使 用 し て 合 成 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 自 動 化 合 成
機 お よ び DNA部 分 の た め の 2'-デ オ キ シ -5'-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -3'-O-ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト
、 お よ び 5'お よ び 3'ウ ィ ン グ の た め の 5'-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -2'-O-メ チ ル -3'-O-ホ ス ホ
ロ ア ミ ダ イ ト を 使 用 し て 合 成 さ れ る 。 標 準 合 成 サ イ ク ル は 、 テ ト ラ ゾ ー ル お よ び 塩 基 送 達
後 の 待 ち 工 程 を 600 sに 延 長 し 、 RNAに つ い て 4回 お よ び 2'-O-メ チ ル に つ い て 2回 繰 り 返 す
よ う に 変 更 し た 。 十 分 に 保 護 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 支 持 体 か ら 切 断 さ れ 、 リ ン 酸
基 は 3： 1ア ン モ ニ ア ／ エ タ ノ ー ル 中 、 室 温 で 一 夜 脱 保 護 化 さ れ 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 。 メ タ ノ
ー ル 性 ア ン モ ニ ア 中 、 室 温 で 24時 間 の 処 理 を 行 っ て す べ て の 塩 基 を 脱 保 護 化 し 、 再 び 凍 結
乾 燥 さ れ た 。 2'位 を 脱 保 護 化 す る た め に ペ レ ッ ト を 1 M TBAFの THFに 24時 間 、 室 温 で 再 懸
濁 し た 。 反 応 物 は 1 M TEAAで 停 止 さ せ 、 試 料 は G25サ イ ズ 排 除 カ ラ ム で 脱 塩 す る 前 に 、 rot
ovacで 1／ 2容 量 に 減 量 さ れ た 。 回 収 さ れ た オ リ ゴ に つ い て 次 に 、 収 量 を 分 光 学 的 に 、 お よ
び 純 度 を キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 お よ び 質 量 分 光 学 的 に 分 析 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　

　 ［ 2'-O-（ 2-メ ト キ シ エ チ ル ） ］ --［ 2'-デ オ キ シ ］ --［ -2'-O-（ メ ト キ シ エ チ ル ） ］ キ
メ ラ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 前 記 2'-O-メ チ ル キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の た め の 方 法 に 従 っ て 、 た だ し 2'-O-メ チ ル ア ミ ダ イ ト を 2'-O-（ メ ト キ シ エ チ ル ） ア ミ
ダ イ ト に 置 換 し て 製 造 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　

　 ［ 2'-O-（ 2-メ ト キ シ エ チ ル ） ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ］ --［ 2'-デ オ キ シ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
］ --［ 2'-O-（ メ ト キ シ エ チ ル ） ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ］ キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 前 記 2'-
O-メ チ ル キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の た め の 方 法 に 従 っ て 、 た だ し 2'-O-メ チ ル ア ミ ダ イ
ト を 2'-O-（ メ ト キ シ エ チ ル ） ア ミ ダ イ ト に 置 換 し 、 キ メ ラ 構 造 の ウ ィ ン グ 部 分 内 の ホ ス
ホ ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 発 生 さ せ る の に ヨ ウ 素 に よ る 酸 化 、 お よ び 中 心 ギ ャ ッ
プ の た め の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 発 生 さ せ る た め に 3,H-1,2-ベ ン ゾ ジ
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PNA合 成
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実 施 例 5
キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成

［ 2'-O-Me］ --［ 2'-デ オ キ シ ］ --［ 2'-O-Me］ キ メ ラ  ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド

［ 2'-O-（ 2-メ ト キ シ エ チ ル ） ］ --［ 2'-デ オ キ シ ］ --［ 2'-O-（ メ ト キ シ エ チ ル ） ］ キ
メ ラ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

［ 2'-O-（ 2-メ ト キ シ エ チ ル ） ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ］ --［ 2'-デ オ キ シ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
］ --［ 2'-O-（ 2-メ ト キ シ エ チ ル ） ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ］ キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド



チ オ ー ル -3-オ ン 1,1-ジ オ キ シ ド （ Beaucage試 薬 ） を 利 用 す る 硫 黄 化 で 製 造 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 他 の キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド お よ び 混 合 キ メ ラ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ／ オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド は 米 国 特 許 第 5,623,065号 （ 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ
る ） に 従 っ て 合 成 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　
　 制 御 孔 ガ ラ ス カ ラ ム （ Applied Biosystems） か ら 切 断 し 、 濃 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 中 で 18
時 間 、 55℃ で 脱 保 護 化 し た 後 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド は 0.5 M Na
Clか ら 2.5容 量 の エ タ ノ ー ル で 2回 沈 殿 さ せ る こ と に よ り 精 製 し た 。 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 変 性 ゲ ル 上 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 析 さ れ 、 少 な く と も 85
％ が 完 全 長 物 質 で あ る と 判 断 さ れ た 。 合 成 で 得 ら れ た ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト お よ び ホ ス ホ ジ
エ ス テ ル 結 合 の 相 対 量 は 定 期 的 に 3 1 P核 磁 気 共 鳴 分 光 学 法 に よ り 検 査 さ れ 、 い く つ か の 研
究 に お い て は Chiangら （ . 1991, 266, 18162-18171） に よ り 記 載 さ れ て い
る よ う に HPLCに よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 精 製 さ れ た 。 HPLC精 製 物 質 で 得 ら れ た 結 果 は 非
HPLC精 製 物 質 で 得 ら れ た 結 果 と 同 様 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　
　 イ ン テ グ リ ン α 4発 現 の ア ン チ セ ン ス 調 節 は 本 分 野 で は 既 知 の 種 々 の 方 法 で ア ッ セ イ で
き る 。 例 え ば 、 イ ン テ グ リ ン α 4 mRNAレ ベ ル は 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 競 合 的 ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） ま た は リ ア ル タ イ ム PCR（ RT-PCR） に よ り 定 量 で き る 。 リ ア ル
タ イ ム 定 量 PCRが 現 在 の と こ ろ 好 適 で あ る 。 RNA分 析 は 全 細 胞 RNAま た は ポ リ （ A） ＋ mRNAに
対 し て 実 施 で き る 。 RNA単 離 の 方 法 は 、 例 え ば 、 Ausubel, F.M.ら （

 , 1993., 1, 4.1.1-4.2.9お よ び 4.5.1-4.5.3） に よ る 教 え が あ る 。
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 本 分 野 で は 日 常 的 な こ と で あ り 、 例 え ば 、 Ausubel, F.M.ら （

 1996, 1, 4.2.1-4.2.9） に よ る 教 え が あ る 。 リ ア
ル タ イ ム 定 量 （ PCR） は PE-Applied Biosystems, Foster City, CA、 か ら 市 販 品 と し て 入
手 可 能 な ABI PRISM 7700 Sequence Detection System、 を 使 用 し て （ 使 用 説 明 書 に 従 っ て
使 用 さ れ る ） 都 合 よ く 達 成 で き る 。 PCRの 他 の 方 法 も 本 分 野 で 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 免 疫 沈 降 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ 免 疫 ブ ロ
ッ テ ィ ン グ ） 、 ELISAま た は 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 （ FACS） の よ う な 、 本 分 野 で よ く 知 ら れ
て い る 種 々 の 方 法 で 定 量 で き る 。 イ ン テ グ リ ン α 4に 対 す る 抗 体 が 同 定 で き 、 MSRS抗 体 カ
タ ロ グ （ Aerie Corporation, Birmingham, MI） の 様 な 種 々 の 供 給 源 か ら 得 ら れ 、 ま た は
通 常 の 抗 体 発 生 法 に よ り 調 製 で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 調 製 法 は 、 例 え ば 、 Ausube
l, F.M.ら （  1997, 2, 11.12.1-11.12.9） に よ
る 教 え が あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 は 、 例 え ば 、 Ausubel,  F.M.ら （

 1997, 2, 11.4.1-11.11.5） で 教 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 免 疫 沈 降 法 は 本 分 野 で 標 準 的 で あ り 、 例 え ば 、 Ausubel, F.M.ら （

 1998, 2, 10.16.1-10.16.11） 、 に 見 る こ と が で き る 。 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト （ 免 疫 ブ ロ ッ ト ） 分 析 は 本 分 野 で 標 準 的 で あ り 、 例 え ば 、 Ausubel, F.M.ら （

 1997, 2, 10.8.1-10.8.21） 、 に 見 る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 酵 素 ― 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） は 本 分 野 で 標 準 的 で あ り 、 例 え ば 、 Ausubel, F.
M.ら （  1991, 2, 11.2.1-11.2.22） に 見 る こ と
が で き る 。

10

20

30

40

50

(24) JP 2006-141402 A 2006.6.8

実 施 例 6
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 単 離

J. Biol. Chem

実 施 例 7
イ ン テ グ リ ン α 4発 現 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 阻 害 の 分 析
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【 ０ １ １ １ 】
　
　
　 本 発 明 に 従 う と 、 公 開 さ れ た 配 列 （ GenBank寄 託 番 号 L12002、 SEQ ID NO: 1と し て 本 明
細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） を 使 用 し て 、 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4 RNAの 異 な っ た 領 域 を 標 的
と す る 一 連 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 設 計 さ れ た 。 標 的 部 位 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 す
る ヌ ク レ オ チ ド 番 号 （ 配 列 起 源 参 照 物 、 GenBank寄 託 番 号 L12002に 与 え ら れ て い る よ う に
） に よ り 示 さ れ て い る 。 表 1の す べ て の 化 合 物 は 18ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ り 、 ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト バ ッ ク ボ ー ン を 持 ち 、 中 心 に あ る 10塩 基 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に 2'-
メ ト キ シ エ ト キ シ （ 2'MOE） ウ ィ ン グ が 隣 接 し て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 2日 前 に 、
ヒ ト A375メ ラ ノ ー マ 細 胞 （ American Type Culture Collection, Manassas, VA） を 2000細
胞 ／ cm 2 で 播 種 し た 。 細 胞 は 、 200 nMオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 6μ g／ ml LIPOFECTINで 4
時 間 処 理 し た 。 細 胞 は 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 2 mM EDTAの PBS溶 液 で 採 取 し た 。 細 胞 を 2
％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.2％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム の D-PBSを 用 い て 4℃ で 洗 浄 し た 。 細 胞 は 2
00× gで 遠 心 分 離 し 、 上 清 は デ カ ン ト し て 捨 て た 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 報 告 さ れ て い る 方
法 （ Condon and Bennett, . 1996, 271, 30398-30403） に 従 っ て 、 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ り 決 定 し た 。 特 異 的 に 結 合 さ れ た 抗 体 CD49d-FITC（ Immunotech, West
brook, ME, ク ロ ー ン HP2／ 1） を 2μ L／ 試 験 ウ ェ ル で 加 え 、 対 照 IgG（ マ ウ ス IgG1-FITC, P
harMingen, San Diego, CA） は μ g／ mLの 濃 度 で 加 え ら れ た 。 抗 体 は 暗 所 、 4℃ で 、 穏 や か
に か き 混 ぜ な が ら 30分 間 、 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 前 記 の よ う に 洗 浄 し 、 0.5
％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む 0.3 mlの FacsFlow緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 は Becton Dickins
on FACScanで 分 析 し た 。 結 果 は 平 均 蛍 光 強 度 に 基 づ い て 、 対 照 発 現 の パ ー セ ン ト で 表 現 さ
れ て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 表 1に 示 さ れ て い る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 24453、 24473、 24475、 24477お よ び 244
51が イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 を 少 な く と も 50％ 阻 害 し 、 さ ら な る 研 究 対 象 に さ れ
た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　
　

　 A375細 胞 を 50、 100、 200お よ び 400 nMの 濃 度 の 、 ISIS 24473、 24475、 24477お よ び 2445
1で 4時 間 処 理 し た 。 細 胞 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 48お よ び 72時 間 後 に ト リ プ シ ン で 採 取
し 、 前 の 実 施 例 の よ う に 2μ g／ mlの CD49d-FITCで 染 色 し た 。 結 果 は 表 2に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 表 １
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 阻 害
【 ０ １ １ ５ 】
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実 施 例 8
ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4発 現 の ア ン チ セ ン ス 阻 害

J. Biol. Chem

実 施 例 9
イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 影 響 に

つ い て の 用 量 反 応 曲 線



【 表 １ 】
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【 ０ １ １ ８ 】
　 す べ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ P＝ Sま た は PS） バ ッ ク ボ ー ン お よ
び 2'デ オ キ シ ギ ャ ッ プ に 隣 接 す る 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ （ 2'MOE） “ ウ ィ ン グ ” を 有 す る 。
2'MOEヌ ク レ オ チ ド は ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ て い る 。 す べ て の シ ト シ ン は 5-メ チ ル シ ト シ ン
（ 5 meC） で あ る 。 標 的 部 位 は 標 的 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 を 意 味 し て い る （ GenBank寄 託 番 号
L12002； SEQ ID NO: 1） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 表 ２
　 イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 用 量 反 応
効 果
【 ０ １ ２ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
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【 ０ １ ２ ２ 】
　
　

　 追 加 の 一 連 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る 効 果 に つ
い て 試 験 さ れ 、 前 の ス ク リ ー ニ ン グ か ら の 活 性 化 合 物 と 比 較 さ れ た 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は イ ン テ グ リ ン α 4プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ Rosen et al., . 
1991, 88, 4094-4098； GenBank寄 託 番 号 M62841、 本 明 細 書 で は SEQ ID NO: 41と し て 提 供
さ れ る ） を 標 的 と す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 表 3に 示 さ れ て お り 、 イ ン テ グ リ
ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る 効 果 は 表 4に 示 さ れ る 。 バ ッ ク ボ ー ン は 混 合 の も の で あ る 場
合 、 結 合 は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ P＝ Sま た は PS） に つ い て は “ s” 、 お よ び ホ ス ホ ジ エ ス
テ ル （ P＝ Oま た は PO） に つ い て は “ o” で 示 さ れ て い る 。 標 的 領 域 が “ M62841” と 示 さ れ
て い る 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 標 的 と し て お り 、 そ の 配 列 は GenB
ank寄 託 番 号 M62841で 説 明 さ れ て い る 。 残 り の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Genbank寄 託 番 号 L120
02に 記 載 さ れ て い る 配 列 を 標 的 と し て お り 、 L12002配 列 上 の そ れ ら の 標 的 部 位 が 示 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 マ ウ ス 配 列 （ SEQ ID NO: 47） が 比 較 の た め に 含 ま れ て い る 。 そ れ は ヒ ト 配 列 27104（ AU
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実 施 例 10
イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 効 果 に

つ い て の 用 量 反 応 曲 線

Proc. Natl. Acad. Sci



Gコ ド ン か ら す ぐ 下 流 の コ ー ド 領 域 ） と 同 一 の mRNA領 域 を 標 的 と し て お り 、 ヒ ト mRNA標 的
と は 3つ の ミ ス マ ッ チ を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 表 ３
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
【 ０ １ ２ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
　 表 ４
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 効
果 に つ い て の 用 量 反 応 曲 線
【 ０ １ ２ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
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【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 24475、 27104お よ び 27108は 40％ ま た は そ
れ 以 上 の 阻 害 を 示 し て お り 、 好 適 で あ る 。 ヒ ト 遺 伝 子 標 的 と 3つ の み の ミ ス マ ッ チ を 有 す
る 、 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る 配 列 （ SEQ ID NO: 47） も ま た 、 最 も 高 い 用 量 で
＞ 40％ の 阻 害 を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　
　

　 新 規 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 26640、 26641、 26642お よ び 26644が 合 成 さ れ 、 前 に 試 験 し た オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 比 較 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 表 5に 示 さ れ て お り 、 イ ン テ グ リ
ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る そ れ ら の 効 果 は 表 6に 示 さ れ て い る 。 標 的 部 位 は 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 （ GenBank寄 託 番 号 L12002） の ヌ ク レ オ チ ド
番 号 で 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 表 ５
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
【 ０ １ ３ ２ 】
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実 施 例 11
イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 阻 害 に 対 す る 、 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク

リ ー ニ ン グ



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 表 ６
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 効 果
に つ い て の 用 量 反 応 曲 線
【 ０ １ ３ ４ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
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【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 27104、 24451、 26640、 24453、 26641、 244
73、 26642、 24477お よ び 26644は 40％ ま た は そ れ 以 上 の 阻 害 を 示 し て お り 、 好 適 で あ る 。
ヒ ト 遺 伝 子 標 的 と 3つ の み の ミ ス マ ッ チ を 有 す る 、 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ SEQ ID NO: 47） も ま た 、 最 も 高 い 用 量 で ＞ 40％ の 阻 害 を 示 し た
。
【 ０ １ ３ ７ 】
　
　

　 イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 改 善 で き る と 信
じ ら れ て い る 多 く の 状 態 は 、 ヒ ト で は 検 査 し て 研 究 で き な い の で 、 De Miersmanら に よ り
報 告 さ れ て い る 配 列 （ . 1994, 13： 743-754； GenBank寄 託 番 号 L20788、 本
明 細 書 で は SEQ ID NO: 48と し て 提 供 さ れ る ） を 使 用 し 、 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と
す る 一 連 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 設 計 さ れ た 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 表 7に 示 さ
れ て い る 。 ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ た 塩 基 は 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ （ 2'MOE） で あ り ； 残 り の 位
置 は 2'-デ オ キ シ で あ る 。 標 的 部 位 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 す る 標 的 （ GenBank寄 託
番 号 L20788） に お け る 最 初 の ヌ ク レ オ チ ド 位 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 最 初 に マ ウ ス P388D（ IL-1） マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 （ American Type
 Culture Collection, Manassas VA） を 用 い 、 3μ g／ mlリ ポ フ ェ ク チ ン 中 、 100 nMの オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 で 4時 間 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。 細 胞 を 採 取 し 、 RNAは Catrimox-14溶
液 （ Iowa Biotechnology Corp, Oakdale IA. Dahle, C.E.お よ び Macfarlane, D.E., 

 1993, 15, 1-4） を 使 用 す る 細 胞 溶 解 物 に よ り 精 製 さ れ た 。 RNAは 1％ ア ガ ロ ー
ス ／ 1.1％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル 上 、 各 々 の レ ー ン に 18μ gの RNAを 加 え て 電 気 泳 動 し た 。
イ ン テ グ リ ン α 4プ ロ ー ブ は Bednarczukら （ Biotechniques 1991 10, 478） の 方 法 に 従 っ
て RT-PCRに よ り 作 製 さ れ た PCR標 識 1025塩 基 イ ン テ グ リ ン α 4断 片 （ 3681-4706位 ） で あ っ
た 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 は 表 8に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 表 ７
　 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
【 ０ １ ４ ０ 】
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実 施 例 12
マ ウ ス P388D（ IL-1） 細 胞 に お け る マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4 mRNA発 現 の 、 ア ン チ セ ン ス

阻 害

DNA Cell Biol

BioT
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
　 表 ８
　 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4 mRNA発 現 の ア ン チ セ ン ス 阻 害
【 ０ １ ４ ２ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
　 表 8に 示 し た よ う に 、 ISIS 15607（ 5'UTRを 標 的 と す る ） 、 お よ び ISIS 15608お よ び 1560
9（ 両 方 と も 翻 訳 開 始 コ ド ン を 標 的 と す る ） が こ の ア ッ セ イ で 最 も 活 性 で あ っ た 。 ISIS 15
607、 15608お よ び 15609の 用 量 反 応 曲 線 が 表 9に 示 さ れ て い る 。 結 果 は 二 重 の 試 料 の 平 均 で
あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 表 ９
　 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4 mRNA発 現 の ア ン チ セ ン ス 阻 害 -用 量 反 応
【 ０ １ ４ ５ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
　
　
　 マ ウ ス IC-21マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 （ American Type Culture Collection, Manassas, VA
） が さ ら な る 研 究 に 使 用 さ れ た 。 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4を
標 的 化 す る た め に 設 計 さ れ た 。 こ れ ら は 表 10に 示 さ れ て お り ； す べ て の 2'MOEヌ ク レ オ チ
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実 施 例 13
マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 の ア ン チ セ ン ス 阻 害



ド は ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ て お り 、 残 り の 位 置 は 2'-デ オ キ シ で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 中 の
す べ て の 2'-MOEシ ト シ ン は す べ て の 5'-メ チ ル シ ト シ ン で あ る 。 IC-21細 胞 は ア ッ セ イ の 2
日 前 に 5× 10 4 細 胞 ／ ウ ェ ル で 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 さ れ た 。 細 胞 は 25 nMの オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 3μ g／ ml LIPOFECTINで 4時 間 処 理 さ れ た 。 ウ ェ ル は 三 重 に さ れ た 。 20時 間
後 、 細 胞 を 2 mM EDTAで 採 取 し 、 CD49d-フ ィ コ エ リ ス リ ン （ CD49d-PE） 抗 体 複 合 体 （ ク ロ
ー ン R1-2） お よ び 対 照 と し て ラ ッ ト IgG2B-PEを 用 い て 、 実 施 例 8に 説 明 し た よ う に フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。 結 果 は 表 11に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 表 １ ０
　 マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
【 ０ １ ４ ８ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
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【 ０ １ ５ ０ 】
　 表 10中 の す べ て の 2'MOEシ ト シ ン は 5-メ チ ル シ ト シ ン で あ る 。
　 表 １ １
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 の 阻 害
【 ０ １ ５ １ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ISIS 16430、 16431、 16433、 16434、 16434、 16435、 16436お よ び 16437は こ の ア ッ セ イ
に お い て 50％ 以 上 の 阻 害 を し 、 従 っ て 好 適 で あ る 。
　 イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る ISIS 16431お よ び 16433も 効 果 に つ い て の 用
量 反 応 が 表 12に 示 さ れ て い る 。 細 胞 は （ 三 重 ） 処 理 1日 前 に 2.5× 10 4 細 胞 ／ ウ ェ ル で 24ウ
ェ ル プ レ ー ト に 播 種 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 は 3μ g／ ml LIPOFECTIN中 、 0.2、 1
、 5、 25お よ び 50 nMで あ っ た 。 細 胞 は 2 mM EDTAで 4分 処 理 す る こ と に よ り 採 取 し 、 次 に 各
々 の ウ ェ ル の 内 容 物 当 た り 1 mlの 2％ BSA、 0.2％ ア ジ ド が 加 え ら れ た 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル
は CD49d-PE抗 体 複 合 体 を 2μ g／ mlで 、 お よ び 対 照 と し て ラ ッ ト IgG2Bを 2μ g／ mlで 使 用 し
て 、 実 施 例 8に 説 明 し た よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。 ISIS 16431お よ び 1
6433は イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 阻 害 に 対 し 、 約 1 nMの IC50を 持 っ て い る こ と が 観 察 さ
れ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 表 １ ２
　 イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 、 16431、 16433の 用 量 反 応 効 果
【 ０ １ ５ ４ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ISIS 16433に つ い て の 別 の 用 量 反 応 実 験 が ス ク ラ ン ブ ル 化 対 照 を 含 め て 行 わ れ た 。 IC-2
1細 胞 は 3μ g／ ml LIFOFECTINを 含 む 0.3、 1、 3、 10お よ び 30 nMの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 4
時 間 処 理 し た 。 細 胞 は 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ト リ プ シ ン で 採 取 し 、 前 記 の 実 施 例 の よ
う に 2μ g／ mlの CD49d-PEお よ び ラ ッ ト IgG2Bで 染 色 し た 。 結 果 は 表 13に 示 さ れ て い る 。 30 
nMの ISIS 16433が タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 基 礎 レ ベ ル 以 下 に 阻 害 す る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 表 １ ３
　 イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 す る 16431、 16433の 用 量 反 応 効 果
【 ０ １ ５ ７ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 用 量 反 応 実 験 が 実 施 さ れ 、 イ ン テ グ リ ン α 4 RNAの 阻 害 に 対 す る ISIS 16433の IC50
が 決 定 さ れ た 。 IC-21細 胞 が 、 3μ g／ ml LIFOFECTINを 含 む 6.25、 12.5、 25ま た は 50 nMの I
SIS 16433で 二 重 に 処 理 さ れ た 。
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【 ０ １ ５ ９ 】
　 RNAは Qiagen Qiashredder／ RNEASY T M キ ッ ト を 用 い 、 使 用 説 明 書 に 従 っ て 精 製 さ れ た 。
プ ロ ー ブ は Prime-a-Geneキ ッ ト （ Promega, Madison, WI） を 使 用 し て ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン
グ さ れ た 。 結 果 は 表 14に 示 さ れ て い る 。 ISIS 16433は イ ン テ グ リ ン α 4 RNA減 少 に 対 し て
約 10 nMの IC50を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 表 １ ４
　 イ ン テ グ リ ン α 4 RNAレ ベ ル に 対 す る ISIS 16433の 用 量 反 応 効 果
【 ０ １ ６ １ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　
　
　 バ ッ ク ボ ー ン 化 学 お よ び 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ ギ ャ ッ プ 配 置 を 最 適 化 す る た め に 、 ISIS 
16433配 列 （ SEQ ID NO: 47、 翻 訳 開 始 コ ド ン を 標 的 と す る ） を 持 つ 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 合 成 さ れ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 を 阻 害 す る 能 力 に
つ い て 試 験 さ れ た 。 化 合 物 お よ び 結 果 は 表 15お よ び 16に 示 さ れ て い る 。 ISIS 17044が イ ン
テ グ リ ン α 4発 現 を 開 始 レ ベ ル 以 下 に 減 少 さ せ る こ と が 観 察 さ れ 、 疾 患 の 動 物 モ デ ル で の
続 い て の 研 究 の た め に 選 択 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 表 １ ５
　 SEQ ID NO: 47を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 最 適 化
【 ０ １ ６ ４ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ISIS 17160を 除 い て ヌ ク レ オ シ ド 間 バ ッ ク ボ ー ン 結 合 は 均 一 な P＝ Sで あ る 。 “ o” は ホ
ス ホ ジ エ ス テ ル （ P＝ O） 結 合 を 示 し 、 お よ び “ s” は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ P＝ S） 結 合 を
示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 表 １ ６
　 SEQ ID NO: 47を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 最 適 化 の た め の 用 量 反 応
【 ０ １ ６ ７ 】

10

20

30

40

(44) JP 2006-141402 A 2006.6.8



【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ９ 】
　
　
　 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 （ EAE） は 多 発 性 硬 化 症 の 動 物 実 験 モ デ ル と し て し ば し ば 使 用
さ れ る 、 炎 症 性 、 脱 髄 性 中 枢 神 経 系 疾 患 で あ る 。 そ れ は 、 全 脊 髄 ホ モ ジ ネ ー ト ま た は ミ エ
リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 （ MBP） ま た は プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 （ PLP） の よ う な ミ エ リ ン
鞘 の タ ン パ ク 質 成 分 で 免 疫 す る こ と に よ り 、 ま た は MBP-ま た は PLP-特 異 的 T細 胞 を 移 入 す
る こ と に よ り 、 遺 伝 的 に 感 受 性 の あ る 動 物 で 誘 導 す る こ と が で き る 。 Myers et al., 
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. 1993, 151, 2252-2260。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 CSJLF-1マ ウ ス （ Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME） を 、 PLPの 残 基 139-151に 対 応
し 、 こ れ ら の マ ウ ス に 対 し て 脳 脊 髄 炎 を 起 こ す p13ペ プ チ ド （ HSLGKWLGHPDKF-ア ミ ド 、 Res
earch Genetics, Huntsville, ALに よ り 合 成 さ れ た も の 、 SEQ ID NO: 60） で 免 疫 し た 。
マ ウ ス は 本 質 的 に Myersら （ J.  1992, 41, 1-8） に よ り 記 載 さ れ て い る
よ う に 免 疫 さ れ た 。 簡 単 に は 、 マ ウ ス の 後 足 パ ッ ド お よ び 尾 基 部 に 、 CFA（ Difco, Detroi
t, MI） で 乳 化 し 、 4 mg／ mlの 熱 殺 菌 H37Ra結 核 菌 （ Mycobacterium tuberculosis） （ Difc
o） で 強 化 し た 50-100μ gの p13ペ プ チ ド を 注 射 し た 。 足 パ ッ ド 注 射 時 お よ び 2日 後 に 再 び 、
マ ウ ス に は ま た 500 ngの 百 日 咳 毒 素 （ Sigma, St. Louis, MO） を 静 脈 内 に 注 射 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 マ ウ ス は 、 特 に 指 示 し た 場 合 を の ぞ い て 、 p13免 疫 化 1日 前 か ら 種 々 の 用 量 で ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ISIS 17044に よ る 処 置 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 0.9％ 食 塩 水 中
に 製 剤 化 さ れ 、 毎 日 皮 下 で 注 射 さ れ 、 p13免 疫 群 で は 50％ 以 上 、 食 塩 水 処 理 対 照 マ ウ ス で
は 疾 患 の 徴 候 を 示 し 始 め る ま で 投 与 が 続 け ら れ た 。 そ の 後 投 与 を 中 止 し 、 疾 患 の 経 過 に 対
す る 処 置 の 影 響 に つ い て マ ウ ス を 観 察 し た 。 疾 患 重 度 は 0か ら 5の 尺 度 で 記 録 し た ； 0＝ 徴
候 な し 、 1＝ 弛 緩 性 の 尾 、 2＝ 後 脚 衰 弱 、 3＝ 後 脚 麻 痺 、 4＝ 後 お よ び 前 脚 麻 痺 、 お よ び 5＝
瀕 死 ま た は 死 亡 。 発 症 ま で の 時 間 も ま た 測 定 さ れ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 代 わ り に 食 塩 水
を 注 射 し た p13免 疫 対 照 マ ウ ス と 比 較 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　
　
　 マ ウ ス を 実 施 例 15で 説 明 し た よ う に 、 日 用 量 1 mg／ kgか ら 20 mg／ kgの 範 囲 、 皮 下 注 射
（ SC） に よ り ISIS 17044で 処 置 し た 。 平 均 ピ ー ク 疾 患 重 度 お よ び 発 症 ま で の 平 均 日 数 が 測
定 さ れ 、 そ れ ら は 表 17に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 表 １ ７
　 EAE実 験 1-EAEに 対 す る ISIS 17044の 影 響
【 ０ １ ７ ４ 】
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ５ 】
　 示 さ れ て い る よ う に 、 17044は 疾 患 重 度 を 低 下 さ せ 、 発 症 を 遅 延 さ せ た 。
　
　
　 マ ウ ス を 実 施 例 15で 説 明 し た よ う に 、 日 用 量 0.3 mg／ kgか ら 3 mg／ kgの 範 囲 、 皮 下 注 射
に よ り ISIS 17044で 処 置 し 、 お よ び 比 較 の た め 1 mg／ mlが 静 脈 内 へ 注 射 さ れ た 。 平 均 ピ ー
ク 疾 患 重 度 お よ び 発 症 ま で の 平 均 日 数 が 測 定 さ れ 、 そ れ ら は 表 18に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 表 １ ８
　 EAE実 験 2-EAEに 対 す る ISIS 17044の 影 響
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【 ０ １ ７ ７ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
　 示 さ れ て い る よ う に 、 す べ て の 濃 度 で 17044は 疾 患 重 度 を 低 下 さ せ 、 発 症 を 遅 延 さ せ た
。
　
　
　 マ ウ ス を 実 施 例 15で 説 明 し た よ う に 、 日 用 量 0.5 mg／ kgか ら 2.0 mg／ kgの 範 囲 、 皮 下 注
射 （ SC） に よ り ISIS 17044で 処 置 し た 。 週 3回 投 与 計 画 も 試 験 さ れ 、 お よ び ス ク ラ ン ブ ル
化 対 照 （ ISIS 17614、 GACACCCGT 、 2'MOE／ デ オ キ シ ； P＝ S； SEQ ID NO: 57）
も ま た 試 験 さ れ た 。 疾 患 重 度 お よ び 疾 患 発 症 ま で の 時 間 が 測 定 さ れ 、 そ れ ら は 表 19に 示 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 表 １ ９
　 EAE実 験 3-EAEに 対 す る ISIS 17044の 影 響
【 ０ １ ８ ０ 】
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ １ 】
　 示 さ れ て い る よ う に 、 17044は 疾 患 重 度 を 低 下 さ せ 、 発 症 を 遅 延 さ せ た 。
　
　
　 マ ウ ス を 実 施 例 15で 説 明 し た よ う に 、 0.01 mg／ kgか ら 2.0 mg／ kgの 日 用 量 、 皮 下 注 射
（ SC） に よ り ISIS 17044で 処 置 し た 。 ス ク ラ ン ブ ル 化 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ISIS 176
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14も ま た 2 mg／ kgで 試 験 さ れ た 。 治 療 的 に 1 mg／ kg日 用 量 も ま た 試 験 さ れ た 。 こ の 投 与 計
画 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 置 は 18日 目 （ 動 物 が 麻 痺 の 徴 候 を 示 し 始 め た 後 ） に
開 始 さ れ 、 31日 目 ま で 続 け ら れ た 。 疾 患 重 度 お よ び 疾 患 発 症 ま で の 時 間 が 測 定 さ れ 、 そ れ
ら は 表 20に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 表 ２ ０
　 EAE実 験 4-EAEに 対 す る ISIS 17044の 影 響 -治 療 的 （ T） vs.予 防 的 （ P） 投 与 計 画
【 ０ １ ８ ３ 】
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ４ 】
　 示 さ れ て い る よ う に 、 治 療 的 に 投 与 さ れ た 場 合 、 17044は 疾 患 重 度 を 低 下 さ せ た （ 投 与
は 発 症 後 に 始 め ら れ た の で 、 発 症 ま で の 時 間 が 長 く な る の は 予 想 さ れ な い ） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　
　
　 マ ウ ス を 実 施 例 15で 説 明 し た よ う に 、 0.01 mg／ kgか ら 2.0 mg／ kgの 日 用 量 、 皮 下 注 射
（ SC） に よ り ISIS 17044で 処 置 し た 。 ス ク ラ ン ブ ル 化 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ISIS 176
14も ま た 2 mg／ kgで 試 験 さ れ た 。 治 療 的 に 1 mg／ kg日 用 量 も ま た 試 験 さ れ た 。 こ の 投 与 計
画 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 置 は 11日 目 （ 動 物 が 麻 痺 の 徴 候 を 示 し 始 め た 後 ） に
開 始 さ れ 、 27日 目 ま で 続 け ら れ た 。 疾 患 重 度 お よ び 疾 患 発 症 ま で の 時 間 が 測 定 さ れ 、 そ れ
ら は 表 21に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 表 ２ １
　 EAE実 験 5-EAEに 対 す る ISIS 17044の 影 響 -治 療 的 （ T） vs.予 防 的 （ P） 投 与 計 画
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
　 示 さ れ て い る よ う に 、 治 療 的 に 投 与 さ れ た 場 合 、 17044は 疾 患 重 度 を 低 下 さ せ た （ 投 与
は 発 症 後 に 始 め ら れ た の で 、 疾 患 発 症 ま で の 時 間 が 長 く な る の は 予 想 さ れ な い ） 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　
　
　 ヒ ト 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の た め の モ デ ル が 開 発 さ れ 、 こ こ で マ ウ ス が ウ シ タ イ プ IIコ ラ
ー ゲ ン で 免 疫 さ れ た （ Anderson et al., . 1991 147, 1189-1193、 Trentham e
t al.,  1977, 146, 857を 引 用 ） 。 関 節 の 膨 潤 お よ び 炎 症 の 後 、 約 3週 間 内 に
、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ に 典 型 的 で あ る 関 節 の ゆ が み お よ び 関 節 硬 直 が 伴 う 。 こ の モ デ ル は
、 マ ウ ス 関 節 炎 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 17044（ マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4
を 標 的 と し て い る ） の 影 響 を 研 究 す る た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 DBA／ 1LacJマ ウ ス は Jackson Laboratory, Bar Harbor, MEか ら 入 手 し た 。 6か ら 8週 齢 の
メ ス マ ウ ス が 使 用 さ れ 、 群 当 た り 10匹 の マ ウ ス 群 に 分 け ら れ た 。 0日 目 、 完 全 フ ロ イ ン ト
ア ジ ュ バ ン ト （ CFA） に 乳 化 さ れ た 100μ gの ウ シ タ イ プ IIコ ラ ー ゲ ン を 用 い て 尾 の 基 部 に
て マ ウ ス を 免 疫 し た 。 7日 目 、 同 一 の 経 路 で 第 二 の ブ ー ス タ ー 量 の コ ラ ー ゲ ン が 投 与 さ れ
た 。 14日 目 、 マ ウ ス に 100μ gの リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ LPS） を 皮 下 に 注 射 し た 。 体 重 を
毎 週 記 録 し た 。 CIAの 発 症 （ 紅 斑 お よ び 浮 腫 に よ り 特 徴 づ け ら れ る ） を 確 認 す る た め 毎 日
マ ウ ス を 視 診 し た 。 疾 患 を 発 症 し た ら 、 冒 さ れ た お よ び 冒 さ れ て い な い 関 節 の 脚 幅 お よ び
後 脚 関 節 幅 を 一 定 張 力 カ リ パ ス を 用 い て 週 3回 測 定 し た 。 加 え て 、 脚 を 臨 床 的 に 評 価 し 、 0
-4に 等 級 化 し た ： こ こ で 0＝ 正 常 ； 1＝ 一 つ の 指 の 膨 潤 ； 2＝ 一 つ 以 上 の 指 に 炎 症 が 存 在 ； 3
＝ 炎 症 あ り ま た は 無 し の 関 節 ゆ が み ； お よ び 4＝ 硬 直 、 関 節 操 作 で 検 出 さ れ る 。 す べ て の
測 定 値 の 進 行 は 50日 目 ま で 記 録 さ れ た 。 各 々 の マ ウ ス に 対 し て 観 察 期 間 の 終 了 時 、 す べ て
の 脚 を 回 収 し て 組 織 学 的 に 試 験 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 陽 性 対 照 薬 剤 （ シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 5 mg／ kg） お よ び 担 体 は 、
各 々 の マ ウ ス の 腹 腔 内 （ IP） に 毎 日 投 与 し 、 -3日 目 か ら 開 始 し て 研 究 持 続 期 間 は 継 続 す る
。 各 々 の 動 物 は ボ ー ラ ス 日 用 量 と し て 10 mg／ kgを 受 容 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
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実 施 例 21
慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の た め の マ ウ ス コ ラ ー ゲ ン 誘 導 関 節 炎 （ CIA） モ デ ル
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実 施 例 22



　

　 予 備 的 研 究 に お い て 、 ISPH 17044の 単 一 日 用 量 10 mg／ kgが 、 疾 患 誘 導 時 か ら 50日 後 の
研 究 終 了 ま で 投 与 さ れ た 。 関 節 炎 発 症 は ISIS 17044処 置 群 に お い て 70か ら 30％ へ 低 下 し た
。 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の 要 約 は 表 22に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 表 ２ ２
　 コ ラ ー ゲ ン 誘 導 関 節 炎 に 対 す る ISIS17044の 影 響
【 ０ １ ９ ４ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ５ 】
　 重 度 ＝ 臨 床 ス コ ア の 総 計 ／ 群 の マ ウ ス 総 数
　 ＃ 脚 ／ マ ウ ス ＝ 終 了 時 の 冒 さ れ た 脚 の 平 均 数 ／ 群 の マ ウ ス 総 数
　 炎 症 の ピ ー ク 日 数 ＝ 測 定 さ れ た 各 々 の 関 節 に 対 す る 、 発 症 か ら 最 大 腫 脹 時 ま で の 日 数 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 表 ２ ３
　 種 々 の 処 置 群 に お い て 関 節 炎 を 発 症 し た マ ウ ス が 比 較 さ れ 、 結 果 が 表 23に 示 さ れ て い る
。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 関 節 炎 を 持 つ マ ウ ス の 比 較
【 ０ １ ９ ８ 】
【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
　 影 響 が あ っ た 脚 の 平 均 ＃ ＝ 冒 さ れ た マ ウ ス に お け る 終 了 時 の 脚 数 ／ 群 に お い て 冒 さ れ た
マ ウ ス 数
　 平 均 臨 床 ス コ ア ＝ 冒 さ れ た マ ウ ス の 総 臨 床 ス コ ア ／ 群 に お い て 冒 さ れ た マ ウ ス 総 数
　
　

　 EAE実 験 3（ 前 記 実 施 例 18） の マ ウ ス を CO 2 で 殺 し て 脊 髄 を 取 り 出 し 、 腰 部 か ら 低 位 胸 部
領 域 ま で 0.5 cm片 に 切 断 し た 。 小 片 は ド ラ イ ア イ ス お よ び メ チ ル ブ タ ン 上 、 O.C.T.組 織 凍

10

20

30

40

50

(50) JP 2006-141402 A 2006.6.8

コ ラ ー ゲ ン 誘 導 関 節 炎 （ CIA） に 対 す る 、 イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 影 響

実 施 例 23
イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る EAEマ ウ ス の 中 枢

神 経 系 内 へ の 白 血 球 移 動 の 減 少



結 媒 質 （ Ted Pella Inc., Redding, CA） 中 に 包 埋 し た 。 4ミ ク ロ ン 凍 結 切 片 を 切 り 出 し 、
一 夜 風 乾 し た 。 切 片 は 氷 冷 ア セ ト ン で 3分 間 固 定 し 、 Dako Autostainer（ Dako Corporatio
n, Carpinteria, CA） 上 に 設 置 し 、 以 下 の 工 程 で 処 理 し た ： 0.03％ H 2 O 2 に 5分 、 PBSで 希 釈
し た 5％ ロ バ 血 清 に 5分 、 適 切 に 希 釈 さ れ た 一 次 抗 体 と 45分 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標 識 ロ バ 抗 ラ ッ ト 二 次 抗 体 （ Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME） と 30分 。 切 片 は 処 理
の 間 に PBSで 洗 浄 さ れ た 。 使 用 さ れ た す べ て の 抗 体 は BM-8（ Bachem Bioscience Inc. （ Ki
ng of Prussia, PA） か ら ） を 除 い て 、 PharMingen（ San Diego, CA） か ら の ラ ッ ト 抗 マ ウ
ス で あ っ た 。 免 疫 染 色 は DAB（ Dako Corporation） で 発 色 さ せ 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染
色 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 1 mg／ kgISIS 17044に よ る 処 置 は 、 EAEを 発 症 す る よ う に 直 接 的 に 免 疫 さ れ た CSJLF1マ
ウ ス の 脊 髄 お よ び 脳 へ の 白 血 球 の 移 動 を 減 少 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。 予 備 的 実 験 に お い て
、 VLA-4（ イ ン テ グ リ ン α 4は 二 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 一 つ で あ る ） 、 CD4（ T細 胞 マ ー カ ー ）
、 BM-8（ マ ク ロ フ ァ ー ジ マ ー カ ー ） お よ び CD18（ 白 血 球 に 観 察 さ れ る LFA-1お よ び MAC-1接
着 分 子 に 含 有 さ れ る ） の 発 現 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 白 血 球 移 動 は 著 し く 減 少 し た 。 一 つ
の 実 験 に お い て 、 CD4＋  T細 胞 は ISIS 17044処 理 マ ウ ス の 中 枢 神 経 系 か ら は 実 際 的 に 取 り
除 か れ て い た 。 こ れ ら の 細 胞 は EAEの 誘 導 に 決 定 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 第 二 の 実
験 に お い て （ EAE実 験 4、 前 記 実 施 例 19） 、 こ れ ら の 結 果 が 確 認 さ れ 、 そ れ ら は 用 量 反 応 的
影 響 で あ る よ う で あ り 、 0.1 mg／ kg 17044よ り も 1.0 mg／ kgの 17044は 中 枢 神 経 系 内 へ の
白 血 球 流 入 を よ り 多 く 減 少 さ せ て い た 。 ス ク ラ ン ブ ル 化 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ISIS 1
7614は こ の 実 験 の 細 胞 流 入 の 減 少 に お い て 、 効 果 的 で は な か っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　
　

　 炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） の マ ウ ス モ デ ル は 最 近 Okayasuら （  1990, 98, 6
94-702） に よ り 開 発 さ れ た 。 マ ウ ス へ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン の 投 与 は 、 ほ と ん ど す べ て の 詳
細 な 点 ま で ヒ ト IBDを 模 倣 す る 大 腸 炎 を 誘 導 す る 。 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 誘 導 IBDお よ び ヒ ト IB
Dは 続 い て 組 織 学 的 レ ベ ル で 密 に 比 較 さ れ 、 マ ウ ス モ デ ル が 非 常 に 再 現 性 が あ り 、 お よ び
信 頼 で き る モ デ ル で あ る こ と が 見 い だ さ れ て い る 。 こ の モ デ ル は 炎 症 性 腸 疾 患 に 対 す る IS
IS 17044の 効 果 を 試 験 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 約 25か ら 30グ ラ ム の メ ス Swiss Websterマ ウ ス （ 8週 齢 ） を 標 準 状 態 下 で 飼 育 す る 。 実 験
を 開 始 す る 前 に 少 な く と も 5日 間 、 マ ウ ス を 順 応 さ せ る 。 マ ウ ス に 5日 間 5％ 硫 酸 デ キ ス ト
ラ ン ナ ト リ ウ ム を 飲 料 水 に 混 ぜ て 与 え る （ 自 由 に 飲 ま せ る ） 。 同 時 に 、 医 薬 的 な 担 体 中 に
加 え た ISIS 17044オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 担 体 単 独 （ 陰 性 対 照 ） ま た は TGF-β （ マ ウ ス に お
い て 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 誘 発 大 腸 炎 に 対 し て 保 護 す る こ と が 知 ら れ て い る ） を 投 与 す る 。 IS
IS 17044は 5日 間 、 1 mg／ kgか ら 5 mg／ kgを 毎 日 皮 下 注 射 す る こ と に よ り 与 え る 。 TGF-β
は 1μ g／ マ ウ ス で 結 腸 内 に 投 与 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 6日 目 に マ ウ ス を 殺 し 、 結 腸 を 組 織 病 理 学 的 に 評 価 す る 。 殺 す ま で は 、 疾 患 活 性 は 体 重
変 化 に つ い て マ ウ ス を 観 察 す る こ と に よ り 、 お よ び 大 腸 炎 の 証 拠 と し て 糞 を 観 察 す る こ と
に よ り モ ニ タ ー す る 。 マ ウ ス は 毎 日 秤 量 す る 。 糞 は 硬 さ の 変 化 お よ び 潜 在 的 ま た は 明 白 な
出 血 の 存 在 を 毎 日 観 察 す る 。 評 点 シ ス テ ム を 使 用 し て 、 疾 患 活 性 指 標 を 開 発 し 、 そ れ に よ
り 体 重 損 失 、 糞 の 硬 さ お よ び 出 血 の 存 在 が 0か ら 3の ス ケ ー ル （ 0は 正 常 で あ り 、 3は 最 も 重
度 で 冒 さ れ て い る ） で 等 級 分 け さ れ 、 指 標 が 計 算 さ れ る 。 疾 患 活 性 指 標 に お け る 薬 剤 誘 導
変 化 は 統 計 的 に 分 析 さ れ た 。 疾 患 活 性 指 標 は 一 般 に IBDと 非 常 に よ く 相 関 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
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実 施 例 24
炎 症 性 腸 疾 患 に 対 す る 、 イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド の 影 響
Gastroenterology

実 施 例 25



　

　 異 種 移 植 片 拒 絶 反 応 の 防 止 に お け る イ ン テ グ リ ン α 4ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 治 療 的 効 果 を 決 定 す る た め 、 マ ウ ス 血 管 新 生 異 所 性 心 臓 移 植 モ デ ル に お け る 活 性 に つ い
て マ ウ ス イ ン テ グ リ ン α 4特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ISIS 17044が 試 験 さ れ た 。 Balb／ cマ
ウ ス か ら の 心 臓 が 、 本 質 的 に Isobeら （ Circulation 1991, 84, 1246-1255） に よ り 記 載 さ
れ て い る よ う な 一 次 血 管 新 生 移 植 片 と し て C3Hマ ウ ス の 腹 部 腔 内 へ 移 植 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 7日 ALZETポ ン プ を 通 し た 連 続 的 静 脈 内 投 与 に よ り 投 与 さ れ た 。 非 処 置 マ ウ ス
の 平 均 生 存 時 間 は 通 常 約 9-10日 で あ る 。 1 mg／ kgか ら 5 mg／ kgの SIS 17044に よ る 7日 間 の
マ ウ ス 処 置 は 平 均 生 存 時 間 を 延 長 さ せ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　
　

　 組 織 お よ び 器 官 の 白 血 球 浸 潤 は 炎 症 性 過 程 の 主 な 特 色 で あ り 、 炎 症 に よ り 生 じ る 組 織 損
傷 に 寄 与 し て い る 。 白 血 球 移 動 に 対 す る ISIS 17044の 影 響 が 、 カ ラ ゲ ナ ン 浸 漬 ス ポ ン ジ が
皮 下 に 移 植 さ れ た マ ウ ス モ デ ル を 使 用 し て 試 験 さ れ た 。 カ ラ ゲ ナ ン は 白 血 球 移 動 お よ び 浮
腫 を 刺 激 す る 。 炎 症 性 滲 出 液 に お け る 白 血 球 移 動 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 効 果 は 移
植 さ れ た ス ポ ン ジ に 浸 潤 す る 白 血 球 の 定 量 に よ り 評 価 さ れ た 。 4時 間 絶 食 後 、 40匹 の マ ウ
ス は 各 々 が 5匹 の マ ウ ス を 含 む 8つ の 群 に 無 作 為 に 割 り 振 ら れ た 。 各 々 の マ ウ ス は METOFANE
で 麻 酔 さ れ 、 1 mlの 20 mg／ mlの カ ラ ゲ ナ ン 溶 液 を 浸 透 さ せ た ポ リ エ ス テ ル ス ポ ン ジ を 皮
下 に 移 植 し た 。 ス ポ ン ジ 移 植 4時 間 前 に 群 1に 10 ml／ kgの 食 塩 水 が 静 脈 内 へ 投 与 さ れ 、 担
体 対 照 と し て 働 い た 。 イ ン ド メ タ シ ン （ 陽 性 対 照 ） は 手 術 直 後 、 6-8時 間 後 に 再 び 、 お よ
び 移 植 後 21時 間 後 に 群 2に 20 ml／ kgの 量 で 3 mg／ kgが 経 口 で 再 び 投 与 さ れ た 。 ISIS 17044
は 、 ス ポ ン ジ 移 植 3時 間 前 に 群 3に 1 mg／ kgか ら 5 mg／ kgの 用 量 で 皮 下 投 与 さ れ た 。 ISIS 1
7044は 、 ス ポ ン ジ 移 植 直 後 に 群 4に 1 mg／ kgか ら 5 mg／ kgの 用 量 で 静 脈 内 投 与 さ れ た 。 ISI
S 17044は 、 ス ポ ン ジ 移 植 2、 4、 8お よ び 18時 間 後 に 群 5、 6、 7お よ び 8に 1 mg／ kgか ら 5 mg
／ kgの 用 量 で 静 脈 内 投 与 さ れ た 。 移 植 24時 間 後 、 ス ポ ン ジ を 取 り だ し 、 EDTAお よ び 食 塩 水
（ 5 ml） に 浸 し 、 搾 っ て 乾 燥 さ せ た 。 ス ポ ン ジ 滲 出 液 混 合 物 中 の 白 血 球 の 総 数 が 決 定 さ れ
た 。 3 mg／ kgで の イ ン ド メ タ シ ン の 経 口 投 与 は 、 担 体 対 照 群 と 比 較 し た 場 合 、 一 般 に 平 均
白 血 球 数 の 75-80％ の 減 少 を 生 じ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　
　
　 転 移 に お け る イ ン テ グ リ ン α 4の 役 割 を 評 価 す る た め 、 1× 10 5 の C8161細 胞 を 無 胸 腺 ヌ ー
ド マ ウ ス の 側 方 尾 静 脈 内 へ 注 射 す る こ と に よ り 実 験 的 転 移 ア ッ セ イ が 実 施 さ れ た 。 C8161
は ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 で あ る 。 C8161細 胞 の サ イ ト カ イ ン TNF-α お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ
ン γ に よ る 処 理 に よ り 、 細 胞 が ヌ ー ド マ ウ ス 内 へ 注 射 さ れ た 場 合 に 肺 転 移 の 数 を 増 加 さ せ
る こ と が 以 前 に 示 さ れ て い る （ Miller, D.E. and Welch, D.R., 

. 1990, 13, 353） 。 4週 齢 メ ス 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス （ Harlan Spraque Dawley） を 使
用 す る 。 動 物 は NIHの ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 維 持 さ れ た 。 各 々 4-8匹 の マ ウ ス の 群 が 実 験 的
転 移 ア ッ セ イ で 試 験 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 C8161細 胞 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ISIS 27104（ ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4と 相 補
的 ） に よ る 処 理 は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 、 LIPOFECTIN（ Gibco／ BRL, Gaithersburg, MD） の 存
在 下 で 実 施 さ れ た 。 細 胞 を 60 mm組 織 培 養 皿 に 10 6 細 胞 ／ mlで 播 種 し 、 3日 間 37℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 Opti-MEM（ Gibco／ BRL） で 3回 洗 浄 し て 100μ lの Opti-MEM培 地 を 各 々 の ウ ェ
ル に 加 え た 。 0.5μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 15μ g／ mlの LIPOFECTINを 室 温 で 15分 間 混
合 し た 。 25μ lの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -LIPOFECTIN混 合 物 を 適 切 な 皿 に 加 え 、 37℃ で 4時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -LIPOFECTIN混 合 物 を 除 去 し 、 10％ ウ シ 胎 児 血
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清 を 含 む DME-F12培 地 と 置 き 換 え た 。 4時 間 後 、 500 U／ mlの TNF-α を 適 切 な ウ ェ ル に 加 え
て 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 時 点 で 細 胞 を プ レ ー ト か ら 取 り 出 し 、 計 数 し て 無 胸 腺 ヌ
ー ド マ ウ ス に 注 射 し た 。 も し く は 、 腫 瘍 細 胞 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 さ れ て い な い ）
を 前 記 の よ う に 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス 内 に 移 植 し 、 腫 瘍 を 持 っ て い る マ ウ ス を 1日 お き に 、 1
 mg／ kgか ら 5 mg／ kgの 用 量 で ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 置 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 4週 間 後 、 マ ウ ス を 殺 し 、 器 官 を ブ ア ン 固 定 液 中 で 固 定 し 、 肺 の 転 移 性 病 変 を 解 剖 顕 微
鏡 の 助 け を か り て 評 点 し た 。
　 ISIS 27104に よ る C8161細 胞 の 処 理 は こ れ ら の 細 胞 の 転 移 性 能 力 を 減 少 さ せ 、 TNF-α 処
理 に よ り 生 じ た C8161の 促 進 さ れ た 転 移 能 を 除 去 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　
　

　 SJL／ Jお よ び IL10-／ -マ ウ ス が ク ロ ー ン 病 の TNBS（ 2,4,5,-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ
ン 酸 ） 誘 導 大 腸 炎 モ デ ル （ Neurath, M.F., et al., ., 1995, 182, 1281-129
0） に 使 用 さ れ た 。 6週 齢 か ら 3ヶ 月 齢 の 間 の マ ウ ス を 使 用 し て 、 TNF-α ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 を 評 価 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 C3H／ HeJ、 SJL／ JKお よ び IL10-／ -マ ウ ス は TNBS投 与 に 先 立 っ て 一 夜 絶 食 さ せ た 。 チ ッ
プ が 肛 門 か ら 約 4 cmの 所 に 留 ま る よ う に 、 薄 い 、 可 撓 性 の ポ リ エ チ レ ン 管 を マ ウ ス の 結 腸
内 へ ゆ っ く り と 挿 入 す る 。 0.5 mgの TNBSの 50％ エ タ ノ ー ル 溶 液 を 1 mlの 注 射 筒 に 固 定 し た
カ テ ー テ ル か ら 徐 々 に 注 入 し た 。 動 物 は 約 30秒 間 垂 直 の 位 置 に 逆 さ に し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ISIS 17044は 症 状 の 最 初 の 徴 候 が 現 れ た と き か ま た は 疾 患 の 誘 導 と 同 時 に 投 与 さ れ
た 。 ほ と ん ど の 場 合 、 動 物 に は 毎 日 投 与 さ れ た 。 投 与 は i.v.、 i.p.、 s.p.ミ ニ ポ ン プ ま た
は 結 腸 内 注 入 に よ る も の で あ る 。 実 験 組 織 は 処 置 計 画 終 了 時 に 組 織 化 学 的 評 価 の た め に 集
め た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　
　

　 コ ン カ ナ バ リ ン A誘 発 肝 炎 が 肝 炎 の マ ウ ス モ デ ル と し て 使 用 さ れ た （ Mizuhara, H., et 
al., ., 1994, 179, 1529-1537） 。 6週 齢 か ら 3ヶ 月 齢 の 間 の メ ス Balb／ cお よ
び C57BL／ 6マ ウ ス を 使 用 し て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ISIS 17044の 活 性 を 評 価
す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 マ ウ ス の 静 脈 内 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 注 射 さ れ た 。 前 処 置 さ れ た マ ウ ス に 次 に 、 0.3 
mgの コ ン カ ナ バ リ ン A（ ConA） を 静 脈 内 注 射 し 、 肝 臓 損 傷 を 誘 導 す る 。 ConA注 射 24時 間 以
内 に 肝 臓 を 動 物 か ら 除 去 し 、 in vitro法 に よ り 細 胞 死 （ ア ポ ト ー シ ス ） が 分 析 さ れ た 。 い
く つ か の 実 験 に お い て 、 血 液 が 眼 窩 後 の 静 脈 か ら 集 め ら れ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　
　

　 気 道 炎 症 が ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の 患 者 で 観 察 さ れ て い る 。 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の マ ウ ス モ デ
ル が 開 発 さ れ て い る （ Hessel et al. . 1998, 160, 2998-3005） 。 オ ボ ア ル ブ
ミ ン に よ る BALB／ cマ ウ ス の 感 作 は 高 レ ベ ル の オ ボ ア ル ブ ミ ン 特 異 的 IgGを 血 清 中 に 誘 導 す
る 。 感 作 マ ウ ス に お け る オ ボ ア ル ブ ミ ン 吸 入 は 即 時 型 気 管 支 収 縮 応 答 を 起 こ す 。 感 作 動 物
に お け る オ ボ ア ル ブ ミ ン の 反 復 吸 入 は in vivoで 非 特 異 的 気 道 過 応 答 性 、 お よ び 気 道 組 織
へ の 白 血 球 の 浸 潤 を 誘 導 す る 。
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【 ０ ２ １ ４ 】
　 病 原 体 を 持 た な い オ ス BALB／ cマ ウ ス （ 6-8週 ） は Jackson Laboratoriesか ら 入 手 し た 。
能 動 的 感 作 は 0.5 mlの 発 熱 物 質 を 含 ま な い 食 塩 水 中 の 10μ gの オ ボ ア ル ブ ミ ン （ Sigma Che
mical Co, St. Louis, MO, グ レ ー ド II） を 1日 お き に 7回 、 IP注 射 （ 1日 1回 ） す る こ と に
よ り が 実 施 さ れ た 。 こ の 方 法 は マ ウ ス 血 清 に 高 力 価 の 総 IgGを 産 生 し 、 そ の 80％ は オ ボ ア
ル ブ ミ ン 特 異 的 IgGで あ る （ Hessel et al., 1998, . 160： 2998-3005） 。 最 後
の 注 射 か ら 4週 間 後 、 マ ウ ス は オ ボ ア ル ブ ミ ン エ ア ロ ゾ ル （ 2 mg／ ml） ま た は 食 塩 水 エ ア
ロ ゾ ル に 1日 1回 、 8日 間 に わ た っ て 暴 露 さ れ る 。 エ ア ロ ゾ ル は Medix 8001（ Sussex, UK）
の よ う な ネ ブ ラ イ ザ ー で 発 生 さ せ る 。 動 物 は エ ア ロ ゾ ル の チ ャ レ ン ジ に 5分 間 暴 露 さ れ た
。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 17044は チ ャ レ ン ジ の 間 に マ ウ ス に 投 与 さ れ た 。 第 一
お よ び 第 五 の 吸 入 チ ャ レ ン ジ 30分 前 に 、 感 作 マ ウ ス に は 、 1 mg／ kgか ら 5 mg／ kgの 投 与 量
で PBS中 ISIS 17044が 静 脈 内 に 注 射 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 メ タ コ リ ン へ の 気 道 応 答 性 は 、 吸 入 に 対 す る 気 道 抵 抗 性 が 測 定 さ れ る 空 気 オ ー バ ー フ ロ
ー 圧 力 法 を 使 用 し て 、 最 後 の エ ア ロ ゾ ル 暴 露 の 24時 間 後 に in vivoで 測 定 さ れ る 。 マ ウ ス
は 2 g／ kgの ウ レ タ ン の IP注 射 に よ り 麻 酔 し 、 加 熱 し た ブ ラ ン ケ ッ ト 上 に 置 い た 。 気 管 に
カ ニ ュ ー レ を 挿 入 し 、 小 さ な ポ リ エ チ レ ン カ テ ー テ ル を IV投 与 の た め に 頚 静 脈 に 置 い た 。
自 発 的 呼 吸 は ツ ボ ク ラ リ ン ク ロ リ ド （ 3.3 mg／ kg） の IV注 射 に よ り 抑 制 さ れ た 。 そ れ が 停
止 し た 時 、 気 管 カ ニ ュ ー レ を 呼 吸 ポ ン プ に 連 結 す る 。 間 隔 を お い て 、 40か ら 1280μ g／ kg
の 範 囲 の メ タ コ リ ン の 投 与 量 を 増 加 さ せ な が ら 与 え た 。 空 気 オ ー バ ー フ ロ ー 圧 力 の 増 加 （
気 道 緊 張 の 増 加 の 結 果 と し て の 肺 へ の 空 気 流 入 の 減 少 に よ り 起 こ さ れ る ） が そ の ピ ー ク で
測 定 さ れ 、 パ ー セ ン ト 増 加 と し て 表 現 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 気 管 支 肺 胞 洗 浄 を 使 用 し て 、 気 道 組 織 の 白 血 球 浸 潤 を 測 定 す る 。 最 後 の エ ア ロ ゾ ル か ら
3お よ び 24時 間 後 、 0.25 mlの ペ ン ト バ ル ビ ト ン ナ ト リ ウ ム （ 60 mg／ ml） の IP注 射 に よ り
マ ウ ス を 麻 酔 す る 。 腹 部 お よ び 胸 を 開 き 、 腹 部 動 脈 を 切 り だ し た 。 喉 頭 の 下 で 小 さ な 切 開
を 行 い 、 可 撓 性 の ポ リ エ チ レ ン カ ニ ュ ー レ を 気 管 内 へ 挿 入 し 、 結 紮 糸 で 固 定 し た 。 37℃ に
温 め た 、 の 発 熱 物 質 を 含 ま な い 1 mlの 食 塩 水 で マ ウ ス を 5回 洗 浄 し た 。 各 々 の 洗 浄 に 由 来
す る 細 胞 を 集 め 、 冷 PBSで 洗 浄 し て 200μ lの 冷 PBSに 再 懸 濁 し た 。 細 胞 の 総 数 を 計 数 し 、 お
よ び 分 類 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　
　
　 骨 髄 か ら 血 液 循 環 系 へ の 造 血 前 駆 細 胞 の 移 動 （ 末 梢 化 ） は 幹 細 胞 移 植 に お い て 臨 床 的 に
有 用 で あ る 。 こ の 過 程 に 対 す る 薬 物 化 合 物 の 効 果 （ お よ び 、 患 者 の 骨 髄 へ の 移 植 さ れ た 幹
細 胞 の 逆 向 き で 選 択 的 な 堆 積 ま た は ホ ー ミ ン グ ） を 評 価 す る た め の マ ウ ス モ デ ル が 確 立 さ
れ て い る （ Papayannopoulou et al., . 1995, 92, 9647-9651） 。
簡 潔 に は 、 3-6ヶ 月 齢 の 病 原 体 を 持 た な い マ ウ ス が 使 用 さ れ 、 実 験 の 期 間 中 、 通 気 を フ ィ
ル タ ー 濾 過 し た ハ ウ ジ ン グ ユ ニ ッ ト 内 で 飼 っ た 。 ホ ー ミ ン グ ア ッ セ イ に お い て 一 次 的 ま た
は 二 次 的 レ シ ピ エ ン ト と し て 使 用 さ れ た マ ウ ス は Cs源 か ら の 1150 cGyの 照 射 に 暴 露 さ れ る
。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 単 一 細 胞 懸 濁 液 は 末 梢 血 、 骨 髄 お よ び 脾 臓 か ら 調 製 さ れ た 。 末 梢 血 は 心 臓 穿 刺 に よ り 保
存 剤 を 含 ま な い ヘ パ リ ン 中 に 得 ら れ 、 有 核 細 胞 は NH 4 Cl溶 血 緩 衝 液 を 使 用 し て 回 収 さ れ た
。 骨 髄 細 胞 は 、 無 菌 状 態 下 、 10％ v／ vウ シ 胎 児 血 清 お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 50μ g／ m
l） お よ び ペ ニ シ リ ン （ 50 U／ ml） を 含 む Iscoveの 改 良 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ IMDM） で 大 腿 骨
髄 を 洗 い 流 す こ と に よ り 得 ら れ る 。 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 は 外 科 用 メ ス で 脾 臓 を 縦 に 切 開 し 、 被
膜 か ら 細 胞 性 内 容 物 を 掻 き 取 り 、 続 く 激 し い ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 得 ら れ る 。 す べ て の 細
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胞 懸 濁 液 は 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む IMDMで 2回 洗 浄 す る 。 細 胞 数 は 血 球 計 数 器 を 使 用 し て
得 ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 培 養 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-C） お よ び 脾 臓 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-S） ア ッ セ イ は Papa
yannopoulouら （ . 1995, 92, 9647-9651） に よ り 記 載 さ れ て い る
よ う に 実 施 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 正 常 動 物 で の 造 血 前 駆 細 胞 移 動 を 評 価 す る た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 3日 間 、 毎 日 IV
注 射 す る こ と に よ り 投 与 さ れ た （ 1 mg／ kgか ら 5 mg／ kgの 用 量 範 囲 ） 。 4日 目 に マ ウ ス を
殺 し た 。 0.25-0.5 mlの 末 梢 血 中 に 存 在 す る 有 核 細 胞 を コ ロ ニ ー 形 成 性 前 駆 細 胞 培 地 に 置
き 、 Papayannopoulouら （ . 1995, 92, 9647-9651） に よ り 説 明 さ
れ て い る よ う に CFU-Cを 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　
　
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4（ Genbank寄 託 番 号 L12002、 本 明 細 書 に お い て SEQ ID NO: 1と し て
援 用 さ れ る ） を 標 的 と す る 追 加 の セ ッ ト の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 設 計 さ れ た
。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 表 24に 示 さ れ て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 5'末 端 上 の 3つ の 2'-
O-メ ト キ シ エ チ ル （ 2'-MOE） ヌ ク レ オ チ ド お よ び 3'末 端 上 の 8つ の 2'-MOEヌ ク レ オ チ ド が
隣 接 す る デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 9-ヌ ク レ オ チ ド 領 域 か ら 成 る “ ギ ャ ッ プ マ ー ” と し て 合
成 さ れ た 。 2'-MOEヌ ク レ オ チ ド は 表 中 で は ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 全 体 が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト バ ッ ク ボ ー ン を 持 つ よ う に 合 成 さ れ 、 す べ て の シ ト シ ン は
5-メ チ ル シ ト シ ン で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 前 記 実 施 例 8で 説 明 し た よ う に 、 リ ポ フ
ェ ク チ ン 存 在 下 、 A375ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。 結 果 は ま た 表 24に 示
さ れ て い る 。 表 に 示 し た よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 107234、 107235、 107236、 107237、
107238、 107239、 107240、 107241、 107242、 107243、 107244、 107245、 107246、 107248、
107249、 107251、 107252、 107253、 107254、 107255、 107256、 107257、 107258、 107259お
よ び 107260（ 各 々 SEQ ID NO: 67、 68、 69、 70、 71、 72、 73、 74、 75、 76、 77、 78、 79、 8
1、 82、 84、 85、 86、 87、 88、 89、 90、 91、 92お よ び 93） は イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発
現 の 少 な く と も 約 50％ 阻 害 を 与 え 、 好 適 で あ る 。 こ れ ら の 中 で も 、 ISIS 107245、 107248
、 107252、 107255お よ び 107259 （ 各 々 SEQ ID NO: 78、 81、 85、 88お よ び 92） が さ ら な る
研 究 の た め に 選 択 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 表 ２ ４
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る 追 加 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
【 ０ ２ ２ ４ 】
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【 ０ ２ ２ ７ 】
　
　

　 A375細 胞 は 、 BTX Electro Cell Manipulator 600（ Genetronics, San Diego CA） を 用
い 、 175ボ ル ト 、 r＝ 1、 c＝ 1000、 0.2 ml Opti-MEM、 1× 10 6 細 胞 ／ ml、 2 mm間 隔 の 電 極 で
の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り ISIS 107245、 107248、 107252、 107255お よ び 107259で
処 理 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 は 1、 3、 10お よ び 30μ Mで あ っ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 処 理 24時 間 後 に 細 胞 を 採 取 し 、 前 記 の 実 施 例 で の よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の た め
に 2μ g／ ml CD49d-FITCで 染 色 し た 。 結 果 は 表 25に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 表 ２ ５
　 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4を 標 的 と す る 追 加 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 用 量 反 応
【 ０ ２ ２ ９ 】
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イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 効 果 に つ

い て の 用 量 反 応 曲 線



【 表 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ISIS 107248は A375メ ラ ノ ー マ 細 胞 中 で の イ ン テ グ リ ン α 4発 現 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て
ISIS 27104と 直 接 的 に 比 較 さ れ た 。 結 果 は 表 26に 示 さ れ て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 前
の 実 施 例 の よ う に 細 胞 内 へ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 表 ２ ６
　 ISIS 27104お よ び ISIS 107248の 比 較
【 ０ ２ ３ ２ 】
【 表 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
　
　
　 ISIS 107248は 1、 3、 10、 20お よ び 30μ Mの 用 量 で 、 前 記 の 実 施 例 に 従 っ て 、 Jurkat Tリ
ン パ 球 細 胞 で の イ ン テ グ リ ン α 4発 現 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ た 。 イ ン テ グ リ ン
α 4タ ン パ ク 質 発 現 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 24時 間 後 に 、 3-30μ Mの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 用 量 で 約 65-72％ 減 少 し て い た 。 処 理 48時 間 後 、 イ ン テ グ リ ン α 4タ ン パ ク 質 発 現 は 3μ M
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 で 60％ 、 10、 20お よ び 30μ Mの 濃 度 で 90％ 減 少 し て い た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
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　 イ ン テ グ リ ン α 4 mRNAレ ベ ル の 定 量 は ABI PRISM T M  7700 Sequence Detection System（
PE-Applied Biosystems, Foster City, CA） を 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 す る リ ア
ル タ イ ム 定 量 的 PCRに よ り 実 施 さ れ た 。 こ れ は 、 リ ア ル タ イ ム で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ P
CR） 生 成 物 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 定 量 を 可 能 に す る 、 閉 鎖 チ ュ ー ブ 性 で 、 ゲ ル に 基 づ か な い
、 蛍 光 検 出 シ ス テ ム で あ る 。 PCR完 了 後 に 増 幅 生 成 物 が 定 量 さ れ る 標 準 PCRと は 対 照 的 に 、
リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRの 生 成 物 は そ れ ら が 蓄 積 さ れ る に し た が っ て 定 量 さ れ る 。 こ の こ と
は PCR反 応 中 に 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス PCRプ ラ イ マ ー 間 を 特 異 的 に ア ニ ー ル し 、 二 つ
の 蛍 光 色 素 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 ま せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 レ
ポ ー タ ー 色 素 （ 例 え ば 、 JOEま た は FAM、 Operon Technologies Inc., Alameda, CAか ま た
は PE-Applied Biosystems, Foster City, CAか ら 入 手 で き る ） は プ ロ ー ブ の 5'末 端 に 結 合
さ れ 、 お よ び ク エ ン チ ャ ー 色 素 （ 例 え ば 、 TAMRA、 Operon Technologies Inc., Alameda, 
CAま た は PE-Applied Biosystems, Foster City, CAか ら 入 手 で き る ） は プ ロ ー ブ の 3'末 端
に 結 合 さ れ る 。 プ ロ ー ブ お よ び 色 素 が 無 傷 で あ る 場 合 、 レ ポ ー タ ー 色 素 放 射 を 3'-ク エ ン
チ ャ ー 色 素 が 近 接 す る こ と に よ り 停 止 す る 。 増 幅 の 間 、 標 的 配 列 へ の プ ロ ー ブ の ア ニ ー リ
ン グ は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ り 切 断 で き る 基 質 を 作 り 出 す
。 PCR増 幅 サ イ ク ル の 伸 張 期 の 間 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ に よ る プ ロ ー ブ の 切 断 は 、 プ ロ ー ブ の
残 り の 部 分 （ そ れ 故 に ク エ ン チ ャ ー 部 分 か ら ） か ら レ ポ ー タ ー 色 素 を 放 出 さ せ 、 配 列 特 異
的 蛍 光 シ グ ナ ル が 発 生 さ れ る 。 各 々 の サ イ ク ル に つ い て 、 追 加 の レ ポ ー タ ー 色 素 分 子 が そ
れ ら の そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ か ら 切 断 さ れ 、 ABI PRISM T M  7700 Sequence Detection System
内 に 組 み 込 ま れ て い る レ ー ザ ー 光 学 系 に よ り 蛍 光 強 度 が 一 定 の 間 隔 で モ ニ タ ー さ れ る 。 各
々 の ア ッ セ イ に お い て 、 非 処 理 対 照 試 料 か ら の mRNAの 連 続 希 釈 を 含 む 一 連 の 平 行 反 応 か ら
、 試 験 試 料 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 後 の パ ー セ ン ト 阻 害 を 定 量 す る た め に
使 用 さ れ る 標 準 曲 線 が 作 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 PCR試 薬 は PE-Applied Biosystems, Foster City, CAか ら 得 ら れ た 。 RT-PCR反 応 は 20μ L
の PCRカ ク テ ル （ 1× TAQMAN T M 緩 衝 液 A、 5.5 mM MgCl 2 、 各 々 300μ Mの dATP、 dCTPお よ び dGT
P、 600μ Mの dUTP、 各 々 400 nMの フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー （
ま た は 、 G3PDHの 場 合 100 nM） 、 100 nMプ ロ ー ブ 、 20単 位 の RNAse阻 害 剤 、 1.25単 位 の AMPL
ITAQ GOLD T M 、 お よ び 12.5単 位 MuLV逆 転 写 酵 素 ） を 、 RNEasy T M キ ッ ト （ Qiagen, Valencia 
CA） を 使 用 し て 精 製 さ れ た 5μ L（ 100 ng） の 総 mRNA溶 液 に 加 え る こ と に よ り 実 施 さ れ た 。
RT反 応 は 48℃ で 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 実 行 さ れ た 。 AMPLITAQ GOLD T M を 活 性
化 す る た め の 95℃ で 10分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 40サ イ ク ル の 2工 程 PCRプ ロ ト
コ ー ル が 実 行 さ れ た ： 95℃ で 15秒 （ 変 性 ） 、 続 い て 60℃ で 1.5分 （ ア ニ ー リ ン グ ／ 伸 張 ）
。 イ ン テ グ リ ン α 4プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 公 開 さ れ た 配 列 情 報 （ GenBank寄 託 番 号
L12002、 本 明 細 書 で は SEQ ID NO: 1と し て 援 用 さ れ る ） を 使 用 し 、 ヒ ト イ ン テ グ リ ン α 4
配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 イ ン テ グ リ ン α 4に 対 し て 、 PCRプ ラ イ マ ー は ：
フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー ： GACACGCTGCGCCTCAT（ SEQ ID NO: 94、 Genbank寄 託 番 号 L12002
の 319-335位 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ ）
リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー ： ATTCAACACTAAGCGGCCACTG（ SEQ ID NO: 95、 Genbank寄 託 番 号 L120
02の 391-412位 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ ） で あ り 、 PCRプ ロ ー ブ は ：
FAM-CCAACCGTCGCATCCCGTGCAA-TAMRA
（ プ ロ ー ブ は SEQ ID NO: 96； Genbank寄 託 番 号 L12002の 361-382位 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ ） で
あ り 、 こ こ で FAM（ PE-Applied Biosystems, Foster City, CA） は 蛍 光 性 レ ポ ー タ ー 色 素
で あ り 、 TAMRA（ PE-Applied Biosystems, Foster City, CA） は ク エ ン チ ャ ー 色 素 で あ る
。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 GAPDHに 対 し て 、 PCRプ ラ イ マ ー は ：
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フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー ： GAAGGTGAAGGTCGGAGTC（ SEQ ID NO: 97）
リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー ： GAAGATGGTGATGGGATTTC（ SEQ ID NO: 98） で あ り 、 お よ び PCRプ ロ
ー ブ は ： 5'JOE-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA 3'（ プ ロ ー ブ は SEQ ID NO: 99で あ る ） で あ
り 、 こ こ で 、 JOE（ PE-Applied Biosystems, Foster City, CA） は 蛍 光 性 レ ポ ー タ ー 色 素
で あ り 、 TAMRA（ PE-Applied Biosystems, Foster City, CA） は ク エ ン チ ャ ー 色 素 で あ る
。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り ISIS 107248（ 0.3、 1、 3、 10お よ び 30μ Mの オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 濃 度 ） で A375メ ラ ノ ー マ 細 胞 を 処 理 し て 24時 間 後 、 RNeasy T M キ ッ ト （ Qiagen, Va
lencia  CA） を 使 用 し て 総 RNAを 単 離 し 、 RT-PCRが 実 施 さ れ た 。 イ ン テ グ リ ン α 4 mRNAレ
ベ ル は 、 0.3、 1、 3、 10お よ び 30μ Mの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 用 量 の 場 合 、 各 々 対 照 と 比 較 し
て 約 23％ 、 38％ 、 70％ 、 80％ お よ び 85％ 減 少 し て い た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　
　
　 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC） （ Clonetics, San Diego CA） を EGM-UV培 地 （ Clonetic
s） で 培 養 し 、 TNF-α で 20時 間 処 理 し て VCAM発 現 を 誘 導 し た 。 A375メ ラ ノ ー マ 細 胞 は 前 記
の よ う に ISIS 107248で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 内 皮 細 胞 に 対 す る 特 異 的 マ ー
カ ー で あ る PECAMに 対 す る 抗 体 を 使 用 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 し て 、 HUVECへ の A3
75メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 接 着 阻 害 を 定 量 し た 。 対 照 （ TNF処 理 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な し ） と
比 較 し 、 ISIS 107248（ 10μ M） は HUVECへ の A375メ ラ ノ ー マ 細 胞 接 着 を 約 85％ 阻 害 し た 。
イ ン テ グ リ ン α 4に 対 す る 抗 体 は 、 接 着 を 約 72％ 阻 害 し た 。 増 加 し た VLA-4発 現 （ イ ン テ グ
リ ン α 4は 一 つ の 構 成 物 で あ る ） と メ ラ ノ ー マ 患 者 の 悪 化 時 間 お よ び 総 生 存 時 間 と の 間 に
統 計 的 に 有 意 な 相 関 が 示 さ れ て い る の で 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 は 臨 床 的 に 適 切 な モ デ ル で あ る
。 Schadendorf et al., ., 1995, 87, 366-371。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 類 似 の 接 着 ア ッ セ イ が メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 代 わ り に Jurkat T細 胞 を 使 用 し て 、 再 び 、 HUVE
Cへ の 接 着 を 検 出 し て 実 施 さ れ た 。 Jurkat細 胞 は よ り 小 さ く 、 よ り 簡 素 で あ る の で 、 そ れ
ら は 前 方 光 散 乱 お よ び 側 方 散 乱 の 相 違 に 基 づ い た ゲ ー ト 分 け に よ り HUVECか ら 分 離 で き る
。 5000の HUVECの 事 例 に つ い て 、 接 着 Jurkat細 胞 が 定 量 さ れ た 。 1、 3、 10お よ び 30μ Mの オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 で （ ISIS 107248） 、 HUVECへ の Jurkat細 胞 の 接 着 は 各 々 0、 12％ 、 3
2％ お よ び 63％ で あ っ た 。 イ ン テ グ リ ン α 4の 抗 体 は 96％ 阻 害 を 与 え 、 VCAM-1の 抗 体 は 67％
阻 害 を 与 え 、 ISIS 107248お よ び VCAM-1抗 体 の 組 み 合 わ せ は 78％ 阻 害 を 与 え た 。
【 配 列 表 】
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