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(57)【要約】
　異なる遺伝子の情況で１種若しくはそれ以上の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在す
る複数の結合配列に対する特異性をもつ干渉ＲＮＡ分子が今や設計かつ製造され、そして
、該標的配列の発現を調節するのに使用される。該多標的干渉ＲＮＡ分子は、１種若しく
はそれ以上の予め選択されたＲＮＡ分子上の複数の標的部位を標的とする２鎖を有する。
こうした多標的干渉ＲＮＡのアプローチは、遺伝子調節のための強力なツールを提供する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；
式中、Ｓは、第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレ
オチドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第
一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチ
ド配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予
め選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質
的に相補的であるがしかしパリンドロームでなく；
式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列
よりなり；
式中、ＸＳＹは、それとの安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくと
も部分的に相補的であり；
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹに
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２】
　Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’が独立に１個若しくはそれ以上のヌクレオチドよりなる、請
求項１に記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３】
　Ｘが、第一の結合配列の第二の部分に少なくとも部分的に相補的である第三のヌクレオ
チド配列よりなり、前記第二の部分は第一の結合配列の前記第一の部分の３’端に隣接し
かつそれと結合され、および、Ｘ’が第三のヌクレオチド配列に実質的に相補的である第
四のヌクレオチド配列よりなる、請求項１若しくは請求項２に記載の多標的干渉ＲＮＡ分
子。
【請求項４】
　ＸおよびＸ’が相互に完全に相補的である、請求項１ないし３のいずれか１つに記載の
多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項５】
　Ｘが、第一の結合配列の第二の部分に完全に相補的である、請求項１ないし４のいずれ
か１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項６】
　Ｙ’が第二の結合配列の第二の部分に少なくとも部分的に相補的である第五のヌクレオ
チド配列よりなり、前記第二の部分は第二の結合配列の前記第一の部分の３’端に隣接し
かつそれと結合され、および、Ｙが第五のヌクレオチド配列に実質的に相補的である第六
のヌクレオチド配列よりなる、請求項１ないし５のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮ
Ａ分子。
【請求項７】
　ＹおよびＹ’が相互に完全に相補的である、請求項１ないし６のいずれか１つに記載の
多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項８】
　Ｙ’が第二の結合配列の第二の部分に完全に相補的である、請求項１ないし７のいずれ
か１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項９】
　ＳおよびＳ’が相互に完全に相補的である、請求項１ないし８のいずれか１つに記載の
多標的干渉ＲＮＡ分子。
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【請求項１０】
　ＸＳが第一の結合配列の第一の部分および第二の部分に完全に相補的である、請求項１
ないし９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１１】
　Ｙ’Ｓ’が、第二の結合配列の第一の部分および第二の部分に完全に相補的である、請
求項１ないし１０のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１２】
　ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’が相互に完全に相補的である、請求項１ないし１１のいずれ
か１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１３】
　Ｓが約８ないし約１５ヌクレオチドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなる、請求項
１ないし１２のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１４】
　ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’のそれぞれが約１５ないし約２９ヌクレオチドの長さのもの
である、請求項１ないし１３のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１５】
　ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’のそれぞれが約１９ないし約２３ヌクレオチドの長さのもの
である、請求項１ないし１４のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１６】
　１個若しくはそれ以上の末端オーバーハングを含んでなる、請求項１ないし１５のいず
れか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１７】
　オーバーハングが１ないし５ヌクレオチドよりなる、請求項１６に記載の多標的干渉Ｒ
ＮＡ分子。
【請求項１８】
　最低１個の修飾リボヌクレオチド、普遍的塩基、非環式ヌクレオチド、脱塩基ヌクレオ
チド若しくは非リボヌクレオチドを含んでなる、請求項１ないし１７のいずれか１つに記
載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項１９】
　最低１個の２’－Ｏ－メチルリボシル置換若しくはロック核酸リボヌクレオチドを含ん
でなる、請求項１ないし１８のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２０】
　第一および第二の結合配列が、異なる遺伝子の情況で１種の予め選択された標的ＲＮＡ
分子に存在する、請求項１ないし１９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２１】
　第一および第二の結合配列が、異なる遺伝子の情況で最低２種の予め選択された標的Ｒ
ＮＡ分子に存在する、請求項１ないし１９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子
。
【請求項２２】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の最低１種が非コードＲＮＡ分子である、請求項１ない
し２１のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２３】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の最低１種がＲＮＡ分子である、請求項１ないし２２の
いずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２４】
　結合配列の最低１種がｍＲＮＡ分子の３’非翻訳領域（３’ＵＴＲ）に存在する、請求
項１ないし２３のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２５】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上が生物学的系の疾患若しくは障
害に関与する、請求項１ないし２４のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
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【請求項２６】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上が、動物若しくは植物の疾患若
しくは障害に関与する、請求項２５に記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２７】
　動物が、ラット、マウス、イヌ、ネコ、ブタ、サルおよびヒトよりなる群から選択され
る、請求項２６に記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２８】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上が、受容体、サイトカイン、転
写因子、調節タンパク質、シグナル伝達タンパク質、細胞骨格タンパク質、トランスポー
ター、酵素、ホルモンおよび抗原よりなる群から選択される分類の１タンパク質をコード
する、請求項１ないし２７のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項２９】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上が、ＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－
Ａ、ＭＣＰ－１、ＩＬ－８、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＩＧＦ－１、Ｇｌｕｃ６ｐ、Ｉｎｐｐｌ１、
ｂＦＧＦ、ＰＩＧＦ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、β－カテニン、κ－ｒａｓ－Ｂ、κ
－ｒａｓ－Ａ、ＥＧＦＲおよびＴＮＦαよりなる群から選択される１タンパク質をコード
する、請求項１ないし２８のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３０】
　発現系でのＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＩＬ－８、ｂ
ＦＧＦ、ＰＩＧＦ、ＭＣＰ－１およびＩＧＦ－１のいずれかの組合せの発現を低下させる
、請求項１ないし２９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３１】
　発現系でのＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－ＡおよびＩＧＦ－１のいずれかの組合せの発現を
低下させる、請求項１ないし３０のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３２】
　発現系でのＩＣＡＭ－１およびＶＥＧＦ－Ａ双方の発現を低下させる、請求項１ないし
３１のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３３】
　発現系でのβ－カテニン、κ－ｒａｓおよびＥＧＦＲのいずれかの組合せの発現を低下
させる、請求項１ないし２９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３４】
　発現系でのＧｌｕｃ６ｐおよびＩｎｐｐｌ１双方の発現を低下させる、請求項１ないし
２９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３５】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上がウイルスＲＮＡをコードする
、請求項１ないし２９のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３６】
　ウイルスが、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、インフ
ルエンザウイルス、ライノウイルス、および重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）ウイルス
よりなる群から選択される、請求項３５に記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３７】
　ウイルスがＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）であり、かつ、予め選択された標的ＲＮＡ分子
がＴＮＦαをコードする、請求項３６に記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３８】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上が、第一の生物学的系から選択
される１種若しくはそれ以上のＲＮＡ分子を含んでなる、請求項１ないし３７のいずれか
１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項３９】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上が、第一の生物学的系に対し感
染性である第二の生物学的系から選択される１種若しくはそれ以上のＲＮＡ分子を含んで
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【請求項４０】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子が、第一の生物学的系から選択される１種若しくはそれ
以上のＲＮＡ分子、および、第一の生物学的系に対し感染性である第二の生物学的系から
選択される１種若しくはそれ以上の予め選択された標的ＲＮＡ分子を含んでなる、請求項
１ないし３７のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項４１】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子が、動物若しくは植物から選択される１種若しくはそれ
以上のＲＮＡ分子、および、該動物若しくは植物に対し感染性である微生物若しくはウイ
ルスから選択される１種若しくはそれ以上のＲＮＡ分子を含んでなる、請求項４０に記載
の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項４２】
　予め選択された標的ＲＮＡ分子が、ヒトタンパク質ＴＮＦα、ＬＥＤＧＦ（ｐ７５）、
ＢＡＦ、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４、フリン、ＮＦｋＢ、ＳＴＡＴ１をコードするＲＮＡ分子
を含んでなる、請求項４１に記載の多標的干渉ＲＮＡ。
【請求項４３】
　Ｓが、ＧＵＧＡＣＡＧＵＣＡＣＵ（配列番号２）、ＣＵＧＧＧＣＧＡＧＧＣＡＧ（配列
番号２１）、ＧＵＧＧＡＵＧＵＧＧＡＧ（配列番号２２）、ＡＧＡＡＴＣＧＣＡＡＡＡＣ
ＣＡＧＣ（配列番号３４）、ＡＧＡＡＴＣＧＣＡＡＡＡＣＣＡ（配列番号３６）、ＣＡＧ
ＧＧＧＡＧＵ（配列番号４６）、ＡＧＧＧＣＵＣＣＡＧＧＣＧ（配列番号６３）およびＧ
ＣＵＧＧＣＣＧＡＧＧＡＧ（配列番号６４）よりなる群から選択されるヌクレオチド配列
より本質的になる、請求項１ないし１７のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項４４】
　Ｓが、ＡＧＴＧＡＣＴＧＴＣＡＣ（配列番号１）、ＣＵＧＣＣＵＣＧＣＣＣＡＧ（配列
番号１９）、ＣＵＣＣＡＣＡＵＣＣＡＣ（配列番号２０）、ＧＣＴＧＧＴＴＴＴＧＣＧＡ
ＴＴＣＴ（配列番号３３）、ＴＧＧＴＴＴＴＧＣＧＡＴＴＣＴ（配列番号３５）、ＡＣＴ
ＣＣＣＣＴＧ（配列番号４１）、ＣＧＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＴ（配列番号６１）およびＣ
ＴＣＣＴＣＧＧＣＣＡＧＣ（配列番号６２）よりなる群から選択されるヌクレオチド配列
より本質的になる、請求項１ないし１７のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項４５】
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【化１】

より本質的になる、請求項１ないし１７のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項４６】
　式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；
式中、Ｓは第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオ
チドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一
の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド
配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め
選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的
に相補的であるがしかしパリンドロームでなく；
式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列
よりなり；
式中、ＸＳＹは、それとの安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくと
も部分的に相補的であり；
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹに
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる生物学的系。
【請求項４７】
　ウイルス、微生物、細胞、植物若しくは動物である、請求項４６に記載の生物学的系。
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【請求項４８】
　式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；
式中、Ｓは第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオ
チドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一
の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド
配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め
選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的
に相補的であるがしかしパリンドロームでなく；
式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列
よりなり；
式中、ＸＳＹは、それとの安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくと
も部分的に相補的であり；
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹに
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子をコードするヌクレオチド配列を含んでなるベクター
。
【請求項４９】
　ウイルスベクターである、請求項４８に記載のベクター。
【請求項５０】
　アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、アデノウイルス、レンチウイルスおよびアルフ
ァウイルスよりなる群から選択されるウイルス由来である、請求項４９に記載のベクター
。
【請求項５１】
　ベクターが、式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；
式中、Ｓは第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオ
チドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一
の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド
配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め
選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的
に相補的であるがしかしパリンドロームでなく；
式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列
よりなり；
式中、ＸＳＹは、それとの安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくと
も部分的に相補的であり；
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹに
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子をコードするヌクレオチド配列を含んでなる、該ベク
ターを含んでなる細胞。
【請求項５２】
　分子が低分子ヘアピン型ＲＮＡ分子である、請求項１ないし４４のいずれか１つに記載
の多標的干渉ＲＮＡ分子。
【請求項５３】
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　低分子ヘアピン型ＲＮＡ分子が、式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；
式中、末端リン酸基の最低１個が非存在であり、かつ、鎖ＸＳＹが３’から５’若しくは
５’から３’にリンカーを介して鎖Ｙ’Ｓ’Ｘ’に連結されており；
式中、Ｓは第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオ
チドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一
の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド
配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め
選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的
に相補的であるがしかしパリンドロームでなく；
式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列
よりなり；
式中、ＸＳＹは、それとの安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくと
も部分的に相補的であり；
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹに
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡである、低分子ヘアピン型ＲＮＡ分子のベクター。
【請求項５４】
　請求項５３に記載のベクターを含んでなる細胞。
【請求項５５】
　請求項１ないし４５のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子および許容できる担
体を含んでなる製薬学的組成物。
【請求項５６】
　請求項４８ないし５０のいずれか１つに記載のベクターおよび許容できる担体を含んで
なる製薬学的組成物。
【請求項５７】
　請求項５３に記載のベクターおよび許容できる担体を含んでなる製薬学的組成物。
【請求項５８】
　請求項１ないし４５のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子を生物学的系に導入
する段階（該ＲＮＡ分子が標的ＲＮＡに接触しかつ標的ＲＮＡの活性を阻害する）を含ん
でなる、生物学的系におけるＲＮＡ干渉の誘導方法。
【請求項５９】
　ａ）１種若しくはそれ以上の標的ＲＮＡ分子を選択する段階（該標的ＲＮＡ分子の発現
の調節が望ましく）；
　ｂ）該標的ＲＮＡ分子のそれぞれの最低１種のヌクレオチド配列を得る段階；
　ｃ）シード配列の長さｎ（ヌクレオチド）（ｎ＝約６若しくはそれ以上）を選択する段
階；
　ｄ）段階ｂ）で得られた各ヌクレオチド配列から長さｎの候補シードの集合物を得る段
階（候補シードおよびその完全な相補物はパリンドロームでなく、ならびに、該候補シー
ドは段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列の１種若しくはそれ以上中に最低１回は存在し
、かつ、その完全な相補物は段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列の１種若しくはそれ以
上中に最低１回は存在し）；
　ｅ）候補シードおよびその完全な相補物の各存在について、所望の量の５’および３’
隣接配列を収集することにより、候補シードおよびその完全な相補物のそれぞれの遺伝子
の情況を決定する段階；
　ｆ）候補シードの群から長さｎのシードを選択する段階；
　ｇ）段階ｂ）で得られた配列から決定される、シード、およびシードに対するコンセン
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サス３’隣接配列を含んでなる第一のコンセンサス標的配列を選択する段階；
　ｈ）段階ｂ）で得られた配列から決定される、シードの完全な相補物、およびシードの
完全な相補物に対するコンセンサス３’隣接配列を含んでなる第二のコンセンサス標的配
列を選択する段階；
　ｉ）段階ｇ）で選択された第一のコンセンサス標的配列、および第一のコンセンサス標
的配列の５’端に隣接しかつそれと結合された段階ｈ）のコンセンサス３’隣接配列の相
補物を含んでなる、第一鎖配列を得る段階；
　ｊ）段階ｈ）で選択された第二のコンセンサス標的配列、および第二のコンセンサス標
的配列の５’端に隣接しかつそれと結合された段階ｇ）のコンセンサス３’隣接配列の相
補物を含んでなる、第二鎖配列を得る段階、ならびに；
　ｋ）段階ｉ）の第一鎖配列を有する第一鎖および段階ｊ）で得られた第二鎖配列を有す
る第二鎖を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子を設計する段階
を含んでなる、多標的干渉ＲＮＡ分子の設計方法。
【請求項６０】
　長さｎの候補シードの集合物を得る段階が、
ｉ）１）ヌクレオチド配列のそれぞれの末端で開始する段階；
２）ｎのウィンドウサイズを使用してヌクレオチド配列を連続的に観察する段階；および
３）１のステップサイズで該ヌクレオチド配列に沿ってステッピングする段階
を含んでなる方法を使用して、請求項５９に記載の段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列
のそれぞれから長さｎの配列の第一の集合物を生成する段階；
ｉｉ）そのそれぞれが第一の集合物中の１配列に完全に相補的である配列の第二の集合物
を生成する段階；ならびに
ｉｉｉ）配列の第一および第二の集合物の検査から長さｎの候補シードの集合物を得る段
階（候補シードおよびその完全な相補物はパリンドロームでなく、かつ、各候補シードお
よびその完全な相補物は請求項５９に記載の段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列中に最
低１回は存在する）
を含んでなる、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　長さｎの候補シードの集合物を得る段階が、
ｉ）請求項５９に記載の段階（ｂ）で得られた各ヌクレオチド配列について完全に相補的
な配列を得る段階；
ｉｉ）１）請求項５９に記載の段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列のそれぞれ、若しく
は段階（ｉ）で得られた完全に相補的な配列のそれぞれのヌクレオチド配列の末端で開始
する段階；
２）ｎのウィンドウサイズを使用してヌクレオチド配列を連続的に観察する段階；および
３）１のステップサイズで該ヌクレオチド配列に沿ってステッピングする段階
を含んでなる方法を使用して、請求項５９に記載の段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列
のそれぞれからの長さｎの配列の第一の集合物、および段階（ｉ）で得られた完全に相補
的な配列のそれぞれから長さｎの配列の第二の集合物を生成する段階；ならびに
ｉｉｉ）配列の第一および第二の集合物の検査から長さｎの候補シードの集合物を得る段
階（候補シードおよびその完全な相補物はパリンドロームでなく、また、候補シードのそ
れぞれは配列の第一および第二の双方の集合物に存在する）
の段階を含んでなる、請求項５９に記載の方法。
【請求項６２】
　候補シードの一群を選択する段階が、
ｉ）５若しくはそれ以上の同一の単一ヌクレオチドの連続する列から構成されるか；
ｉｉ）アデノシンおよびウラシルのみから構成されるか；
ｉｉｉ）目的の非標的トランスクリプトーム中に許容できない高頻度を伴い存在すること
が予測されるか；
ｉｖ）１種若しくはそれ以上の細胞成分の発現若しくは活性を望ましくなく調節する傾向
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を有することが予測されるか；
ｖ）ｉ）ないしｉｖ）のいずれかの組合せであるか；または
ｖｉ）パリンドロームである
長さｎのいかなる配列も廃棄する段階を含んでなる、請求項５９ないし６１のいずれか１
つに記載の方法。
【請求項６３】
　第一および第二のコンセンサス標的配列を選択する段階のそれぞれが、
ｉ）単一塩基のみから構成されるか；
ｉｉ）アデノシンおよびウラシルのみから構成されるか；
ｉｉｉ）シトシンである５個若しくはそれ以上の塩基の連続する列を有するか；
ｉｖ）目的の非標的トランスクリプトーム中に許容できない高頻度で存在することが予測
されるか；
ｖ）１種若しくはそれ以上の細胞成分の発現若しくは活性を望ましくなく調節する傾向を
有することが予測されるか；または
ｖｉ）ｉ）ないしｖ）のいずれかの組合せである
いかなる配列も廃棄する段階を含んでなる、請求項５９ないし６２のいずれか１つに記載
の方法。
【請求項６４】
　ｉ）多標的干渉ＲＮＡ分子の第一および第二鎖のＲＮＡ誘導型サイレンシング複合体（
ＲＩＳＣ）への取り込みを向上させるか；
ｉｉ）最低１種の標的ＲＮＡ分子の発現の調節を増大若しくは減少させるか；
ｉｉｉ）該多標的干渉ＲＮＡ分子が被験体に投与される場合のストレス若しくは炎症応答
を低下させるか；
ｉｖ）発現系での半減期を変えるか；または
ｖ）ｉ）ないしｉｖ）のいずれかの組合せ
のため、多標的干渉ＲＮＡ分子を改変する段階をさらに含んでなる、請求項５９ないし６
３のいずれか１つに記載の方法。
【請求項６５】
　請求項５９の段階ｃ）ないしｋ）を、ｎの新たな値で反復することをさらに含んでなる
、請求項５９ないし６４のいずれか１つに記載の方法。
【請求項６６】
　設計された多標的干渉ＲＮＡ分子を作成する段階、および発現系でそれを試験する段階
をさらに含んでなる、請求項５９ないし６５のいずれか１つに記載の方法。
【請求項６７】
　第一のコンセンサス標的配列を選択する段階で、シードに対するコンセンサス３’隣接
配列が、請求項５９に記載の段階ｂ）で得られた最低１種の配列中のシードに対する３’
隣接配列に少なくとも部分的に同一である配列を含んでなる、請求項５９に記載の方法。
【請求項６８】
　シードに対するコンセンサス３’隣接配列が、請求項５９に記載の段階ｂ）で得られた
最低１種の配列中のシードに対する３’隣接配列に同一である配列を含んでなる、請求項
６７に記載の方法。
【請求項６９】
　第二のコンセンサス標的配列を選択する段階で、シードの完全な相補物に対するコンセ
ンサス３’隣接配列が、請求項５９に記載の段階ｂ）で得られた最低１種の配列中のシー
ドの完全な相補物に対する３’隣接配列に少なくとも部分的に同一である配列を含んでな
る、請求項５９に記載の方法。
【請求項７０】
　シードの完全な相補物に対するコンセンサス３’隣接配列が、請求項５９に記載の段階
ｂ）で得られた配列中のシードに対する３’隣接配列に同一である配列を含んでなる、請
求項６９に記載の方法。
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【請求項７１】
　第一鎖配列を得る段階で、コンセンサス３’隣接配列の相補物が、請求項５９に記載の
段階ｈ）のコンセンサス３’隣接配列の完全な相補物である、請求項５９に記載の方法。
【請求項７２】
　第二鎖配列を得る段階で、コンセンサス３’隣接配列の相補物が、請求項５９に記載の
段階ｇ）のコンセンサス３’隣接配列の完全な相補物である、請求項５９に記載の方法。
【請求項７３】
　多標的干渉ＲＮＡ分子を設計する段階で、第一鎖および第二鎖が、存在する場合はオー
バーハングを除き相互に完全に相補的である、請求項５９に記載の方法。
【請求項７４】
　多標的干渉ＲＮＡ分子を設計する段階で、第一鎖および第二鎖が相互に不完全に相補的
である、請求項５９に記載の方法。
【請求項７５】
　請求項１ないし４５のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる製薬学
的組成物の治療上有効な量を被験体に投与する段階を含んでなる、被験体の処置方法。
【請求項７６】
　治療上有効な量の１種若しくはそれ以上の付加的な治療薬を前記被験体に投与すること
をさらに含んでなる、請求項７５に記載の方法。
【請求項７７】
　請求項１ないし４５のいずれか１つに記載の最低１種の多標的干渉ＲＮＡ分子を含んで
なる製薬学的組成物の予防上有効な量を被験体に投与することを含んでなる、被験体にお
ける疾患若しくは状態の発症の阻害方法。
【請求項７８】
　請求項１ないし４５のいずれか１つに記載の多標的干渉ＲＮＡ分子および製薬学的に許
容できる担体を混合することを含んでなる、製薬学的組成物の作成方法。
【請求項７９】
　ｉ）式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；
式中、Ｓは第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオ
チドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一
の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド
配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め
選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的
に相補的であるがしかしパリンドロームでなく；
式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列
よりなり；
式中、ＸＳＹは、それとの安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくと
も部分的に相補的であり；
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹに
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子を生成する段階；ならびに
ｉｉ）該多標的干渉ＲＮＡ分子を細胞と接触させる段階
を含んでなる、式（Ｉ）を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子の細胞への導入方法。
【請求項８０】
　多標的干渉ＲＮＡがＤＮＡによりコードされる、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
　ＲＮＡがＤＮＡ若しくはＲＮＡベクターによりコードされる、請求項７９に記載の方法
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。
【請求項８２】
　接触させる段階が、ＲＮＡ分子、またはＤＮＡ若しくはＲＮＡベクターによりコードさ
れるＲＮＡ分子を細胞に導入する段階をさらに含んでなる、請求項７９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　本願は、各々、２００５年１１月２１日に出願された米国仮特許出願番号６０／７３８
，４４１及び２００５年１１月２１日に出願された同６０／７３８，６４０の利益を請求
し、その全ては参照することによりここに包含される。
【０００２】
　本発明は遺伝子発現の調節において有用な方法および試薬に関する。とりわけ、本発明
は、それらのそれぞれが１種若しくはそれ以上の予め選択されたＲＮＡ分子上の１個若し
くはそれ以上の部位を標的とする２本の鎖を有する１種の多標的干渉ＲＮＡ分子を使用し
て遺伝子発現を調節することに関する。
【背景技術】
【０００３】
　一および二本鎖ＲＮＡが、多数の機構により標的ＲＮＡ分子の発現を調節若しくはその
プロセシングを改変し得ることが今や既知である。数種のこうした機構は調節（すなわち
干渉）ＲＮＡと標的ＲＮＡの間に必要とされる配列相補性の量の変動を許容する。ある種
のミクロＲＮＡは、該ミクロＲＮＡと約６ヌクレオチドの相補性を有する標的ｍＲＮＡを
翻訳的に抑制し得る。例えば疾患関連遺伝子の発現を抑制するために二本鎖ＲＮＡを使用
するＲＮＡ干渉剤の開発は現在、熱心な研究活動の一領域である。
【０００４】
　長さ１９～２３塩基の二本鎖ＲＮＡは、該ＲＮＡのエフェクター鎖（若しくは「ガイド
鎖」）が負荷されているＲＮＡ干渉サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）により認識される
。このガイド鎖は、トランスクリプトームに存在する高度に相補性の配列の認識および破
壊のための鋳型として作用する。あるいは、より低い相補性のＲＮＡ配列の認識および結
合により、干渉ＲＮＡはｍＲＮＡ分解を伴わずに翻訳抑制を誘導しうる。こうした翻訳抑
制が、内因性ミクロＲＮＡ（分化および発生に関与する短い非コードＲＮＡの一群）の作
用機序であると思われる。
【０００５】
　干渉ＲＮＡを治療的に応用のための開発での試みはこれまで、それぞれ特定の一標的転
写物に対する完全な相補性をもつ特異的二本鎖ＲＮＡを製造することに集中していた。こ
うした二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）は、単一の適する標的を同定し得る場合に潜在的に有
効であり得る。しかしながら、ｄｓＲＮＡ、とりわけ１標的に対し設計されたものは、回
避若しくは最小化されることが必要である、少なくとも２つの範疇の、標的を外れた副作
用を有しうる。望ましくない副作用は、自然免疫反応経路（例えば、Ｔｏｌｌ様受容体３
、７および８、ならびにいわゆるインターフェロン応答）、ならびに（ＲＮＡ分解、翻訳
抑制若しくは他の機構のいずれかによる）関係する若しくは無関係の転写物からのタンパ
ク質発現の偶然の阻害により生じ得る。偶然の副作用は、二重鎖のパッセンジャー鎖が負
荷されかつ推定のガイド鎖により標的とされるものと異なるＲＮＡ種の抑制を生成する場
合に、得られることができる。負荷バイアスは十分に理解されており、そして、大部分の
設計方法は、意図されるガイド鎖のみがそれから負荷されることができるＲＮＡｉ二重鎖
の配列を選択するのみである。従って、数種の生物情報学および／若しくは実験的アプロ
ーチが、オフターゲット効果を最小化することを試みるために開発された。ｉｎ　ｓｉｌ
ｉｃｏハイブリダイゼーションのためのアルゴリズムが既知であり、そして、有効性を維
持しつつ副作用を排除若しくは最小化するための試みにおいて標的接近可能性および負荷
バイアスを予測するための他者が開発された。
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【０００６】
　ウイルスおよびウイルス以外の起源のヒト疾患を潜在的に処置するための数種の二本鎖
ＲＮＡ分子が開発の多様な段階にある。該疾患は、加齢性黄斑変性、筋萎縮性側索硬化症
（ＡＬＳ）およびＲＳウイルス（ＲＳＶ）感染症を包含する。これらのＲＮＡ分子は、し
かしながらＲＮＡ配列中の単一部位を標的とするのみである。ＲＮＡ干渉は、特定の遺伝
子産物のノックダウンを得ることにおいて有用かつ強力でありうるとは言え、多くの疾患
は存在論的に無関係の遺伝子産物間の複雑な相互作用を伴う。従って、単一遺伝子ターゲ
ッティングのアプローチの使用は、単一の若しくは優勢な病態生理学的経路を同定かつ中
断し得る場合を除き成功しないかも知れない。
【０００７】
　事実、多くの推定の標的が大多数の疾患について同定され得る。単一の標的を１つずつ
阻害することが治療上価値があることを確認するための試みは期待はずれであった。事実
、治療的有効性を得ることは、おそらく大部分のシグナル伝達経路の複数のレベルの冗長
性のため、極めて困難であることが判明しつつある。例えば、癌、２型糖尿病およびアテ
ローム硬化症のような多くの障害は複数の生化学的異常を特徴とする。加えて、数種の推
定の標的は高められた突然変異率にさらされることがあり、それによりいかなるこうした
標的に対する干渉ＲＮＡの効果を無効にする。
【０００８】
　例えば、ウイルス感染症に対する治療的アプローチは、農業ならびに動物およびヒトの
健康における大きな課題であることを継続している。ウイルスの複製の性質は、それらを
治療上非常に可塑性すなわち「動く標的」（構造、感染性および宿主プロファイルを変え
ることが可能）にする。重症急性呼吸器症候群（「ＳＡＲＳ」）およびトリインフルエン
ザウイルス（「鳥インフル」）のようなウイルスの最近の出現はこれらの課題を例示する
。後天的免疫不全症候群すなわちＡＩＤＳに関与するもの（例えばヒト免疫不全ウイルス
、ＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２）のような十分に記述されたウイルスでさえ、進行中のウ
イルス突然変異および進化のため、処置およびワクチン接種での試みを寄せ付けないこと
を継続する。
【０００９】
　さらに、干渉ＲＮＡのような核酸治療薬は、部分的に、現代の迅速な遺伝子シークェン
シング技術が、いかなるコードされる機能も評価され得る前でさえウイルスゲノム配列が
決定されることを可能にするためにウイルス治療の候補であるとは言え、ウイルス、とり
わけＲＮＡウイルスの誤りがちな複製は、感染した集団で実質的なゲノム多様性が迅速に
生じ得ることを意味している。これまで、核酸治療薬の開発のための戦略は、ウイルスゲ
ノムの高度に保存された領域のターゲッティングに主として中心を置いていた。これらの
構築物が、ウイルス感染の処置若しくは耐性ウイルスクローンの出現の予防で効率的であ
るかどうかは不明である。
【００１０】
　疾患の数種の重要な「駆動体」の制御のための１種の干渉ＲＮＡの設計および使用を伴
う治療的アプローチが、従って望ましい。従って、複数のＲＮＡを調節若しくは１種のＲ
ＮＡ内の複数の部位を標的とし得る干渉ＲＮＡに対する必要性が存在する。こうした治療
的多標的干渉ＲＮＡの設計および作成方法もまた必要とされる。新たなウイルス性病原体
の単離および同定に際して迅速に開発され得かつ新たな耐性アイソタイプの出現を遅らせ
る若しくは予防さえするのに役立つように使用し得る抗ウイルス性干渉ＲＮＡもまた必要
とされる。最後に、合成二重鎖の２本の鎖のそれぞれが複数の標的ＲＮＡの少なくとも１
種を独立に標的とするこうしたＲＮＡを有することが有用であるとみられる。
【発明の開示】
【００１１】
［発明の要約］
　異なる遺伝子の情況で１種若しくはそれ以上の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在す
る複数の結合配列に対する特異性をもつ干渉ＲＮＡ分子が今や設計かつ製造され、そして
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標的配列の発現を調節するのに使用される。
【００１２】
　第一の態様において、本発明は、式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；式中、Ｓは第一の結
合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第一の
ヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一の部分に完全に相補
的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド配列よりなり、前記
第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め選択された標的ＲＮ
Ａ分子に存在し、ならびに、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的に相補的であるがし
かしパリンドロームでなく；また、さらに、式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に非
存在であるかまたはあるヌクレオチド配列よりなり；式中、ＸＳＹは、それとの安定な相
互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくとも部分的に相補的であり；そして、
式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少
なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成するようにＸＳＹと
少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子に関する。
【００１３】
　本好ましい態様の１バージョンにおいて、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’は独立に１個若し
くはそれ以上のヌクレオチドよりなり、また、本態様の別の局面において、Ｘは、第一の
結合配列の第二の部分に少なくとも部分的に相補的である第三のヌクレオチド配列よりな
り、ここで第二の部分は第一の結合配列の前記第一の部分の３’端に隣接しかつそれに結
合され、および、ここでＸ’は第三のヌクレオチド配列に実質的に相補的である第四のヌ
クレオチド配列よりなる。好ましくは、本局面において、ＸおよびＸ’は相互に完全に相
補的である。Ｘが第一の結合配列の第二の部分に完全に相補的であることもまた好ましい
。
【００１４】
　本第一の態様の別の局面において、Ｙ’は、第二の結合配列の第二の部分に少なくとも
部分的に相補的である第五のヌクレオチド配列よりなり、そして該第二の部分は第二の結
合配列の前記第一の部分の３’端に隣接しかつそれに結合される。本局面において、Ｙは
第五のヌクレオチド配列に実質的に相補的である第六のヌクレオチド配列よりなる。好ま
しくは、ＹおよびＹ’は相互に完全に相補的である。Ｙ’が第二の結合配列の第二の部分
に完全に相補的であることもまた好ましい。
【００１５】
　本第一の好ましい態様のなお他の局面において、ＳおよびＳ’は相互に完全に相補的で
ある。ＸＳが第一の結合配列の第一の部分および第二の部分に完全に相補的であることも
また好ましい。Ｙ’Ｓ’が第二の結合配列の第一の部分および第二の部分に完全に相補的
であることもまた企図している。さらに、ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’は相互に完全に相補
的であり得る。場合によっては、本発明の局面において、Ｓは約８ないし約１５ヌクレオ
チドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、かつ、ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’は好ま
しくは約１５ないし約２９ヌクレオチドの長さを包含する。また好ましくは、ＸＳＹおよ
びＹ’Ｓ’Ｘ’のそれぞれは約１９ないし約２３ヌクレオチドの長さのものである。本態
様のいくつかの局面において、多標的干渉ＲＮＡ分子は１個若しくはそれ以上の末端オー
バーハングを含んでなり、かつ、好ましくは、これらのオーバーハングは１ないし５ヌク
レオチドよりなる。本態様の他の好ましい局面において、多標的干渉ＲＮＡ分子は、最低
１種の修飾リボヌクレオチド、普遍的塩基、非環式ヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド若
しくは非リボヌクレオチドを含んでなり、かつ、より好ましくは、多標的干渉ＲＮＡ分子
は、最低１個の２’－Ｏ－メチルリボシル置換若しくはロック核酸リボヌクレオチドを含
んでなる。
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【００１６】
　本第一の態様のなおさらなる一局面において、多標的干渉ＲＮＡ分子の第一および第二
の結合配列は、異なる遺伝子の情況で１種の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在するか
、若しくは、あるいは、第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低２種の
予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在する。好ましくは、予め選択された標的ＲＮＡ分子
の最低１種は非コードＲＮＡ分子である。また好ましくは、予め選択された標的ＲＮＡ分
子の最低１種はメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）である。さらなる好ましい一態様にお
いて、結合配列の最低１種はｍＲＮＡ分子の３’非翻訳領域（３’ＵＴＲ）に存在する。
好ましくは、予め選択された標的ＲＮＡ分子は生物学的系の疾患若しくは障害に関与し、
また、該疾患若しくは障害は好ましくは動物若しくは植物のものである。好ましい動物は
、限定されるものでないが、ラット、マウス、イヌ、ネコ、ブタ、サルおよびヒトを挙げ
ることができる。さらに、予め選択された標的ＲＮＡ分子は、受容体、サイトカイン、転
写因子、調節タンパク質、シグナル伝達タンパク質、細胞骨格タンパク質、トランスポー
ター、酵素、ホルモンおよび抗原よりなる群から選択される分類の１タンパク質をコード
する。好ましいタンパク質は、ＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－Ａ、ＭＣＰ－１、ＩＬ－８、Ｖ
ＥＧＦ－Ｂ、ＩＧＦ－１、Ｇｌｕｃ６ｐ、Ｉｎｐｐｌ１、ｂＦＧＦ、ＰＩＧＦ、ＶＥＧＦ
－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、β－カテニン、κ－ｒａｓ－Ｂ、κ－ｒａｓ－Ａ、ＥＧＦＲおよび
ＴＮＦαよりなる群から選択されるものを包含し、そして、好ましくは、多標的干渉ＲＮ
Ａ分子は、発現系でのＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＩＬ
－８、ｂＦＧＦ、ＰＩＧＦ、ＭＣＰ－１およびＩＧＦ－１のいずれかの組合せの発現を低
下させる。また好ましくは、多標的干渉ＲＮＡ分子は、発現系でのβ－カテニン、κ－ｒ
ａｓおよびＥＧＦＲのいずれかの組合せの発現を低下させるか、若しくは発現系でのＧｌ
ｕｃ６ｐおよびＩｎｐｐｌ１双方の発現を低下させる。あるいは，多標的干渉ＲＮＡはウ
イルスＲＮＡを標的とする。好ましいウイルス標的は、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）
、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、インフルエンザウイルス、ライノウイルス、および重症
急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）ウイルスを包含する。一例として、多標的干渉ＲＮＡ分子
は、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、およびＴＮＦαをコードするＲＮＡ分子を標的とする
。
【００１７】
　本態様のなおさらなる局面において、予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそ
れ以上は、好ましくは、第一の生物学的系から選択される１種若しくはそれ以上のＲＮＡ
分子を含んでなる。あるいは、予め選択された標的ＲＮＡ分子の１種若しくはそれ以上は
、第一の生物学的系に対し感染性である第二の生物学的系から選択される１種若しくはそ
れ以上のＲＮＡ分子を含んでなる。別の局面において、予め選択された標的ＲＮＡ分子は
、第一の生物学的系から選択される１種若しくはそれ以上のＲＮＡ分子、および第一の生
物学的系に対し感染性である第二の生物学的系から選択される１種若しくはそれ以上の予
め選択された標的ＲＮＡ分子を含んでなる。好ましくは、予め選択された標的ＲＮＡ分子
は、動物若しくは植物から選択される１種若しくはそれ以上のＲＮＡ分子、および該動物
若しくは植物に対し感染性である微生物若しくはウイルスから選択される１種若しくはそ
れ以上のＲＮＡ分子を含んでなる。予め選択される標的ＲＮＡ分子は、好ましくは、ヒト
タンパク質ＴＮＦα、ＬＥＤＧＦ（ｐ７５）、ＢＡＦ、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４、フリン、
ＮＦｋＢ、ＳＴＡＴ１をコードするＲＮＡ分子を含んでなる。
【００１８】
　本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子の例として、Ｓは、好ましくは、ＧＵＧＡＣＡＧＵＣＡ
ＣＵ（配列番号２）、ＣＵＧＧＧＣＧＡＧＧＣＡＧ（配列番号２１）、ＧＵＧＧＡＵＧＵ
ＧＧＡＧ（配列番号２２）、ＡＧＡＡＴＣＧＣＡＡＡＡＣＣＡＧＣ（配列番号３４）、Ａ
ＧＡＡＴＣＧＣＡＡＡＡＣＣＡ（配列番号３６）、ＣＡＧＧＧＧＡＧＵ（配列番号４６）
、ＡＧＧＧＣＵＣＣＡＧＧＣＧ（配列番号６３）およびＧＣＵＧＧＣＣＧＡＧＧＡＧ（配
列番号６４）よりなる群から選択されるヌクレオチド配列より本質的になる。さらなる例
において、Ｓ’は、ＡＧＴＧＡＣＴＧＴＣＡＣ（配列番号１）、ＣＵＧＣＣＵＣＧＣＣＣ
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ＡＧ（配列番号１９）、ＣＵＣＣＡＣＡＵＣＣＡＣ（配列番号２０）、ＧＣＴＧＧＴＴＴ
ＴＧＣＧＡＴＴＣＴ（配列番号３３）、ＴＧＧＴＴＴＴＧＣＧＡＴＴＣＴ（配列番号３５
）、ＡＣＴＣＣＣＣＴＧ（配列番号４１）、ＣＧＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＴ（配列番号６１
）およびＣＴＣＣＴＣＧＧＣＣＡＧＣ（配列番号６２）よりなる群から選択されるヌクレ
オチド配列より本質的になる。
【００１９】
　なお他の態様において、多標的干渉ＲＮＡ分子は、
【００２０】
【化１】

【００２１】
より本質的になる。
【００２２】
　本発明の別の態様において、本発明は、式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
式中、ｐは独立に存在若しくは非存在である末端リン酸基よりなり；式中、Ｓは第一の結
合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第一の
ヌクレオチド配列よりなり、および、Ｓ’は、第二の結合配列の第一の部分に完全に相補
的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌクレオチド配列よりなり、前記
第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め選択された標的ＲＮ
Ａ分子に存在し、ならびに、式中、ＳおよびＳ’は相互に少なくとも実質的に相補的であ
るがしかしパリンドロームでなく；ならびに、さらに、式中、Ｘ、Ｘ’、Ｙ若しくはＹ’
は独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列よりなり；式中、ＸＳＹは、それ
との安定な相互作用を可能にするように第一の結合配列に少なくとも部分的に相補的であ
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り；ならびに、式中、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、それとの安定な相互作用を可能にするように第二
の結合配列に少なくとも部分的に相補的であり、かつ、それらと安定な二重鎖を形成する
ようにＸＳＹと少なくとも部分的に相補的である、
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる生物学的系に関する。本発明において、
好ましい生物学的系はウイルス、微生物、細胞、植物若しくは動物を包含する。
【００２３】
　本発明はさらに、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子をコードするヌクレオチド配列を含ん
でなるベクターに関する。好ましいベクターはウイルスベクターを包含し、また、好まし
いベクターは、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、アデノウイルス、レンチウイルス
およびアルファウイルスよりなる群から選択されるものである。これらのベクターを含ん
でなる細胞もまた本発明で企図している。多標的干渉ＲＮＡ分子が低分子ヘアピン型ＲＮ
Ａ分子である場合、これらの低分子ヘアピン型ＲＮＡ分子をコードすることが可能なベク
ター、および本発明のそれらのベクター若しくは低分子ヘアピン型ＲＮＡ分子を含有する
細胞もまた企図している。
【００２４】
　本発明はさらに、許容できる担体と一緒に本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる
製薬学的組成物に関する。他の製薬学的組成物は、許容できる担体と一緒に本発明のベク
ターを包含する。
【００２５】
　本発明のなお別の態様において、本発明は、ウイルス、微生物、細胞、植物若しくは動
物のような生物学的系におけるＲＮＡ干渉の誘導方法に関する。これらの方法は、本発明
の多標的干渉ＲＮＡ分子をそれらの生物学的系に導入する段階を包含する。
【００２６】
　本発明のさらなる態様は、ａ）１種若しくはそれ以上の標的ＲＮＡ分子を選択する段階
（該標的ＲＮＡ分子の発現の調節が望ましく）；ｂ）該標的ＲＮＡ分子のそれぞれの最低
１種のヌクレオチド配列を得る段階；ｃ）シード配列の長さｎ（ヌクレオチド）（ｎ＝約
６若しくはそれ以上）を選択する段階；ｄ）段階ｂ）で得られた各ヌクレオチド配列から
長さｎの候補シードの集合物を得る段階（候補シードおよびその完全な相補物はパリンド
ロームでなく、ならびに、該候補シードは段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列の１種若
しくはそれ以上中に最低１回は存在し、かつ、その完全な相補物は段階ｂ）で得られたヌ
クレオチド配列の１種若しくはそれ以上中に最低１回は存在し）；ｅ）候補シードおよび
その完全な相補物の各存在について、所望の量の５’および３’隣接配列を収集すること
により、候補シードおよびその完全な相補物のそれぞれの遺伝子の情況を決定する段階；
ｆ）候補シードの群から長さｎのシードを選択する段階；ｇ）段階ｂ）で得られた配列か
ら決定される、シード、およびシードに対するコンセンサス３’隣接配列を含んでなる第
一のコンセンサス標的配列を選択する段階；ｈ）段階ｂ）で得られた配列から決定される
、シードの完全な相補物、およびシードの完全な相補物に対するコンセンサス３’隣接配
列を含んでなる第二のコンセンサス標的配列を選択する段階；ｉ）段階ｇ）で選択された
第一のコンセンサス標的配列、および、第一のコンセンサス標的配列の５’端に隣接しか
つそれと結合された、段階ｈ）のコンセンサス３’隣接配列の相補物を含んでなる第一鎖
配列を得る段階；ｊ）段階ｈ）で選択された第二のコンセンサス標的配列、および、第二
のコンセンサス標的配列の５’端に隣接しかつそれと結合された、段階ｇ）のコンセンサ
ス３’隣接配列の相補物を含んでなる第二鎖配列を得る段階、ならびに；ｋ）段階ｉ）の
第一鎖配列を有する第一鎖および段階ｊ）で得られた第二鎖配列を有する第二鎖を含んで
なる多標的干渉ＲＮＡ分子を設計する段階を含んでなる、多標的干渉ＲＮＡ分子の設計方
法を包含する。
【００２７】
　本態様の好ましい一局面において、本発明は、長さｎの候補シード配列の集合物を得る
段階、ｉ）１）ヌクレオチド配列のそれぞれの末端で開始する段階；２）ｎのウィンドウ
サイズを使用してヌクレオチド配列を連続的に観察する段階；および３）１のステップサ
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イズで該ヌクレオチド配列に沿ってステッピングする段階を含んでなる方法を使用して、
上の段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列のそれぞれから長さｎの配列の第一の集合物を
生成する段階；ｉｉ）そのそれぞれが第一の集合物中の１配列に完全に相補的である配列
の第二の集合物を生成する段階；ならびにｉｉｉ）配列の第一および第二の集合物の検査
から長さｎの候補シードの集合物を得る段階（候補シードおよびその完全な相補物はパリ
ンドロームでなく、かつ、各候補シードおよびその完全な相補物は上で提供される方法の
段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列中に最低１回存在する）をさらに含んでなる。
【００２８】
　この設計することの態様の別の好ましい局面において、長さｎの候補シードの集合物を
得る段階は、ｉ）本設計方法の段階（ｂ）で得られた各ヌクレオチド配列について完全に
相補的な配列を得る段階；ｉｉ）段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列のそれぞれからの
長さｎの配列の第一の集合物、ならびに本方法で得られた完全に相補的な配列のそれぞれ
からの長さｎの配列の第二の集合物を生成する段階を含んでなり、該生成する段階は、１
）上の段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列のそれぞれ、若しくは本発明の本局面で得ら
れた完全に相補的な配列のそれぞれのヌクレオチド配列の末端で開始すること；２）ｎの
ウィンドウサイズを使用してヌクレオチド配列を連続的に観察すること；および３）１の
ステップサイズで該ヌクレオチド配列に沿ってステッピングすることを含んでなり；また
、本局面の生成する段階の後に、該方法は、ｉｉｉ）配列の第一および第二の集合物の検
査から長さｎの候補シードの集合物を得ること（候補シードおよびその完全な相補物はパ
リンドロームでなく、また、候補シードのそれぞれは配列の第一および第二の集合物の双
方に存在する）をさらに含んでなる。
【００２９】
　本態様の別の好ましい局面において、候補シードの一群を選択する段階は、ｉ）５若し
くはそれ以上の同一の単一ヌクレオチドの連続する列から構成されるか；ｉｉ）アデノシ
ンおよびウラシルのみから構成されるか；ｉｉｉ）目的の非標的トランスクリプトーム中
に許容できない高頻度を伴い存在することが予測されるか；ｉｖ）１種若しくはそれ以上
の細胞成分の発現若しくは活性を望ましくなく調節する傾向を有することが予測されるか
；ｖ）ｉ）ないしｉｖ）のいずれかの組合せであるか；またはｖｉ）パリンドロームであ
る、長さｎのいかなる配列も廃棄する段階を含んでなる。好ましくは、第一および第二の
コンセンサス標的配列を選択する段階のそれぞれは、ｉ）単一塩基のみから構成されるか
；ｉｉ）アデノシンおよびウラシルのみから構成されるか；ｉｉｉ）シトシンである５個
若しくはそれ以上の塩基の連続する列を有するか；ｉｖ）目的の非標的トランスクリプト
ーム中に許容できない高頻度で存在することが予測されるか；ｖ）１種若しくはそれ以上
の細胞成分の発現若しくは活性を望ましくなく調節する傾向を有することが予測されるか
；またはｖｉ）ｉ）ないしｖ）のいずれかの組合せである、いかなる配列も廃棄する段階
を含んでなる。
【００３０】
　本発明の設計方法は、ｉ）多標的干渉ＲＮＡ分子の第一および第二鎖のＲＮＡ誘導型サ
イレンシング複合体（ＲＩＳＣ）への取り込みを向上させるか；ｉｉ）最低１種の標的Ｒ
ＮＡ分子の発現の調節を増大若しくは減少させるか；ｉｉｉ）該多標的干渉ＲＮＡ分子が
被験体に投与される場合のストレス若しくは炎症応答を低下させるか；ｉｖ）発現系での
半減期を変えるか；またはｖ）ｉ）ないしｉｖ）のいずれかの組合せのため、多標的干渉
ＲＮＡ分子を改変する段階をさらに含みうる。
【００３１】
　本発明の設計方法は、好ましくは、設計された多標的干渉ＲＮＡ分子を作成する段階、
および適する発現系でそれを試験する段階をさらに含んでなる。好ましくは、第一のコン
センサス標的配列を選択する段階は、シードに対するコンセンサス３’隣接配列が、本発
明の設計する段階の段階ｂ）で得られた最低１種の配列中のシードに対する３’隣接配列
に少なくとも部分的に同一である配列を含んでなる、コンセンサス標的配列を設計するこ
とをさらに含んでなる。あるいは、シードに対するコンセンサス３’隣接配列は、本発明
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の設計方法の段階ｂ）で得られた最低１種の配列中のシードに対する３’隣接配列に同一
である配列を含み得る。さらに、第二のコンセンサス標的配列を選択する段階で、一局面
において、シードの完全な相補物に対するコンセンサス３’隣接配列は、段階ｂ）で得ら
れた最低１種の配列中のシードの完全な相補物に対する３’隣接配列に少なくとも部分的
に同一である配列を含んでなる。他の態様において、シードの完全な相補物に対するコン
センサス３’隣接配列は、段階ｂ）で得られた配列中のシードに対する３’隣接配列に同
一である配列を含んでなる。本設計方法に関するなお他の局面において、第一鎖配列を得
る段階において、コンセンサス３’隣接配列の相補物は、該設計方法の段階ｈ）のコンセ
ンサス３’隣接配列の完全な相補物である。若しくは、また好ましくは、第二鎖配列を得
る段階において、コンセンサス３’隣接配列の相補物は、段階ｇ）のコンセンサス３’隣
接配列の完全な相補物である。さらなる一局面において、多標的干渉ＲＮＡ分子を設計す
る段階において、第一鎖および第二鎖は、存在する場合はオーバーハングを除き相互に完
全に相補的であるか、若しくは、多標的干渉ＲＮＡ分子を設計する段階の別の局面におい
て、第一鎖および第二鎖は相互に不完全に相補的である。
【００３２】
　本発明の別の態様において、本発明は、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる製
薬学的組成物の治療上有効な量を被験体に投与する段階を含んでなる、被験体の処置方法
に関する。本発明の好ましい一局面において、該方法は、治療上有効な量の１種若しくは
それ以上の付加的な治療薬を前記被験体に投与することをさらに含んでなる。
【００３３】
　本発明のなお別の態様において、本発明は、本発明の最低１種の多標的干渉ＲＮＡ分子
を含んでなる製薬学的組成物の予防上有効な量を被験体に投与することを含んでなる、被
験体における疾患若しくは状態の発症の阻害方法に関する。他の態様は、本発明の多標的
干渉ＲＮＡ分子および製薬学的に許容できる担体を混合することを含んでなる、製薬学的
組成物の作成方法を包含する。
【００３４】
　本発明の他の局面は、本発明の多標的干渉ＲＮＡを使用する疾患若しくは障害の処置方
法およびそれらの発症の阻害方法、ならびに本発明の多標的干渉ＲＮＡを含んでなる製薬
学的組成物の作成方法を包含する。
【００３５】
［発明の詳細な記述］
　多様な刊行物、論文および特許が背景におよび本明細を通して引用若しくは記述され；
これらの参考文献のそれぞれはそっくりそのまま引用することにより本明細書に組み込ま
れる。本明細に包含された文書、行為、物質、装置、物品などの論考は、本発明の情況を
提供するという目的上である。こうした論考は、これらの事柄のいずれか若しくは全部が
、開示若しくは特許請求されるいずれかの発明に関して従来技術の部分を形成することの
承認ではない。
【００３６】
　別の方法で定義されない限り、本明細書で使用される全部の技術的および科学的用語は
、本発明が属する技術分野の当業者に一般に理解されると同一の意味を有する。本発明で
はある種の用語を頻繁に使用し、それらは後に続くとおり示されるところの意味を有する
。これらの用語はまた、本明細で後により詳細に説明もされうる。
【００３７】
　以下は本明細で時折使用される略語である。
ｂｐ＝塩基対
ｃＤＮＡ＝相補ＤＮＡ
ＣＯＤＥＭＩＲ＝コンピュータ設計多標的干渉ＲＮＡ（ＣＯｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｌｙ
－ＤＥｓｉｇｎｅｄ，Ｍｕｌｔｉ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮ
Ａ）
ｋｂ＝キロベース；１０００塩基対
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ｋＤａ＝キロダルトン；１０００ダルトン
ｍｉＲＮＡ＝ミクロＲＮＡ
ｎｃＲＮＡ＝非コードＲＮＡ
ｎｔ＝ヌクレオチド
ＰＡＧＥ＝ポリアクリルアミドゲル電気泳動
ＰＣＲ＝ポリメラーゼ連鎖反応
ＲＩＳＣ＝ＲＮＡ干渉サイレンシング複合体
ＲＮＡｉ＝ＲＮＡ干渉
ＳＤＳ＝ドデシル硫酸ナトリウム
ｓｉＲＮＡ＝低分子干渉ＲＮＡ
ｓｈＲＮＡ＝低分子ヘアピン型ＲＮＡ
ＳＮＰ＝一塩基多形
ＵＴＲ＝非翻訳領域
ＶＩＲＯＭＩＲ＝ウイルス標的を優先的に標的とする多標的干渉ＲＮＡ
【００３８】
　本明細書および付随する請求の範囲で使用されるところの単数形の形態「ある（「ａ」
、「ａｎ」）」および「該（ｔｈｅ）」は、別の方法で文脈が明瞭に規定しない限り複数
の参照を包含することに注目されなければならない。従って、例えば「ある細胞（ａ　ｃ
ｅｌｌ）」への言及は１個若しくはそれ以上の細胞への言及であり、そして当業者に既知
のその同等物を包含する、など。
【００３９】
　ポリペプチド若しくは核酸の「活性」、「生物学的活性」若しくは「機能的活性」は、
標準的技術に従ってｉｎ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定されるところのポリ
ペプチド若しくは核酸分子により発揮される活性を指す。こうした活性は、標的ＲＮＡ分
子に対するｉＲＮＡのＲＮＡ干渉活性のような直接的活性、若しくはｉＲＮＡのＲＮＡ干
渉活性により媒介される細胞シグナル伝達活性のような間接的活性であり得る。
【００４０】
　「生物学的系」は、限定されるものでないがヒト、動物、植物、昆虫、微生物、ウイル
ス若しくは他の供給源を挙げることができる生物学的供給源からの精製若しくは未精製の
形態の物質を意味しており、該系は生物学的活性（例えば遺伝子発現の阻害）に必要とさ
れる成分を含んでなる。「生物学的系」という用語は、例えば細胞、ウイルス、微生物、
生物体、動物若しくは植物を包含する。
【００４１】
　「細胞」は、生物体を構成しうる（単細胞生物体の場合）か、または個々の細胞が特定
の機能に特化かつ／もしくは分化されうる多細胞生物体のサブユニットでありうる、自律
的自己複製単位を意味している。細胞は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のような細菌細胞、酵
母のような真菌細胞、トリ細胞、ヒト、ウシ、ブタ（ｐｏｒｃｉｎｅ）、サル、ヒツジ、
類人猿、ブタ（ｓｗｉｎｅ）、イヌ、ネコおよびげっ歯類起源の細胞株のような哺乳動物
細胞、ならびにショウジョウバエおよびカイコ由来細胞株のような昆虫細胞、若しくは植
物細胞を包含する原核生物若しくは真核生物であり得る。細胞は、体細胞若しくは生殖系
列起源、分化全能性若しくはハイブリッド、分裂若しくは非分裂のものであり得る。細胞
はまた、配偶子若しくは胚、幹細胞、または完全に分化した細胞にも由来し得るか若しく
はそれらも含み得る。「細胞」という用語は特定の主題の細胞のみならずしかしまたこう
した細胞の子孫若しくは潜在的子孫も指すことがさらに理解される。ある種の改変が突然
変異若しくは環境の影響いずれかにより後に続く世代で発生し得るため、こうした子孫は
実際は親細胞に同一でないかも知れないが、しかし本明細書で使用されるところの該用語
の範囲内になお包含される。
【００４２】
　ポリヌクレオチド若しくはオリゴヌクレオチド（これらの用語は本明細書で互換性に使
用される）に関して本明細書で使用されるところの「相補的な」若しくは「相補性」とい



(21) JP 2009-516518 A 2009.4.23

10

20

30

40

50

う用語は、こうしたポリ若しくはオリゴヌクレオチドの個々の鎖の相互と会合する能力の
尺度を指す。ＲＮＡ中の２種の主要な基礎的相互作用はスタッキングおよび水素結合形成
である。双方はオリゴヌクレオチドの会合のための自由エネルギー変化に寄与する。ＲＮ
Ａ－ＲＮＡ相互作用は、標準的なワトソン－クリック対形成（ＡがＵ若しくはＴに対しか
つＧがＣに対する）およびワトソン－クリック以外の対形成（限定されるものでないがフ
ーグスティーン縁（ｅｄｇｅ）および／若しくは糖縁による相互作用を挙げることができ
る）を包含する（例えば、Ｌｅｏｎｔｉｓら、２００２、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ、３０：３４９７－３５３１を参照されたい）。別の配列に相補的であ
る配列は、該他者の相補物ともまた称される。
【００４３】
　核酸鎖間の相補性の程度は、核酸鎖間の会合の効率および強さに対する有意の影響を有
する。２種の核酸鎖配列間の「相補性」はらせん形成のための自由エネルギー変化に対応
する。従って、核酸分子の結合自由エネルギーの測定は、ＲＮＡの三次元構造およびＲＮ
Ａ－ＲＮＡ会合の解釈、例えばＲＮＡｉ活性、または遺伝子発現若しくは二本鎖オリゴヌ
クレオチドの形成の阻害を予測するのに有用である。こうした測定は当該技術分野で既知
の方法を使用して行い得る（例えば、Ｔｕｒｎｅｒら、１９８７、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂ　Ｓｙｍｐ　Ｑｕａｎｔ　Ｂｉｏｌ．５２：１２３－３３；Ｆｒｉｅｒら、
１９８６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：９３７３－９３７７；
Ｔｕｒｎｅｒら、１９８７、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１０９：３７８３－３７８５
を参照されたい）。
【００４４】
　当業者が認識するであろうとおり、相補性は、存在する場合、例えば鎖間の最低１個若
しくはそれ以上の核酸塩基が基準の塩基対形成規則に従って対形成し得る場合に部分的で
あり得る。例えば、配列５’－ＣＴＧＡＣＡＡＴＣＧ－３’（配列番号６８）、５’－Ｃ
ＧＡＡＡＧＴＣＡＧ－３’（配列番号６９）は相互に部分的に相補的である（本明細書で
「不完全に相補的」ともまた称される）。本明細書で使用されるところの「部分的相補性
」若しくは「部分的に相補的」は、核酸配列の連続する残基のある比率のみが、第二の核
酸配列中の同一数の連続する残基と反平行様式でワトソン－クリック塩基対形成を形成し
得ることを示す。例えば、１０ヌクレオチドを有する第二の核酸配列とワトソン－クリッ
ク塩基対形成を形成する第一のオリゴヌクレオチド中の合計１０ヌクレオチドからの５、
６、７、８、９若しくは１０ヌクレオチドは、それぞれ５０％、６０％、７０％、８０％
、９０％および１００％の相補性を表す。
【００４５】
　相補性はまた、一方の鎖の各およびすべての核酸塩基が、基準の塩基対形成規則に従っ
て、別の反平行鎖中の対応する塩基と水素結合を形成することが可能である場合に全体的
であり得る。例えば、配列５’－ＣＴＧＡＣＡＡＴＣＧ－３’（配列番号６８）および５
’－ＣＧＡＴＴＧＴＣＡＧ－３’（配列番号７０）は相互に完全に相補的（本明細書で「
完全に相補的」ともまた称される）である。本明細書で使用されるところの「完全な相補
性」若しくは「完全に相補的」は、核酸配列の全部の連続する残基が、第二の核酸配列中
の同一数の連続する残基と反平行様式でワトソン－クリック塩基対形成を形成し得ること
を示す。別の配列に完全に相補的である配列は該他者の完全な相補物ともまた称される。
【００４６】
　当業者は、反平行鎖中の対応する連続する塩基と十分に塩基対形成し得る塩基が存在し
ない場合に、該２鎖が相補性を有しないとみなすことができることを認識するであろう。
本明細書のある態様において、２本の反平行鎖の少なくとも部分が相補性を有しないこと
ができる。ある態様において、こうした部分は該２鎖の長さの大多数さえ含みうる。
【００４７】
　前述に加え、当業者は、完全に相補的である等しい長さの鎖ではそれらの鎖の全部の区
分が相互に完全に相補的であることを認識するであろう。等しい長さのものでない、すな
わち平滑でない一方若しくは双方の端を有するヌクレオチド二重鎖に存在する鎖は、完全
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に相補的であると当業者によりみなされうるが、しかしながら、塩基対形成する相対する
鎖中に対応する塩基を有しないオーバーハング端（１個若しくは複数）（「オーバーハン
グ」）中に１個若しくはそれ以上の塩基が存在することができる。不完全にすなわち部分
的に相補的である鎖の場合、相互に完全に相補的である数個若しくはなお多くの連続する
塩基が存在する鎖の部分若しくは区分、および完全未満の相補性を有する、すなわちそれ
らの区分が相互に部分的にのみ相補的である不完全に相補的な鎖の他の部分が存在しうる
ことが理解されるべきである。
【００４８】
　第一のヌクレオチド配列と第二のヌクレオチド配列の間の相補性の比率は、第一のヌク
レオチド配列と第二のヌクレオチド配列の相補物の間の配列同一性若しくは類似性により
評価し得る。第二のヌクレオチド配列にＸ％相補的であるヌクレオチド配列は、該第二の
ヌクレオチド配列の相補物にＸ％同一である。「ヌクレオチド配列の相補物」は該ヌクレ
オチド配列に完全に相補的であり、その配列はワトソン－クリック塩基対形成の規則を使
用して該ヌクレオチド配列から容易に推定可能である。
【００４９】
　「保存若しくは保存された」は、特定の配列が、該特定の配列の遺伝子の情況に関係な
く、関係する標的配列の一群で表れることが見出される程度を示す。
【００５０】
　「遺伝子の情況」は、特定の同定された配列を取り囲み、かつ、当業者が一般に使用さ
れる配列の注釈若しくは他のマーカーに関してゲノム若しくはＲＮＡ分子内のその位置を
決定することを可能にするのに十分に長い、隣接配列を指す。
【００５１】
　当該技術分野で既知のところの「配列同一性若しくは類似性」は、配列を比較すること
により決定されるところの２種若しくはそれ以上のポリペプチド配列または２種若しくは
それ以上のポリヌクレオチド配列間の関係である。当該技術分野において、同一性は、場
合によっては、こうした配列の列間の一致により決定されるところのポリペプチド若しく
はポリヌクレオチド配列間の配列の関係性の程度もまた意味している。２種のアミノ酸配
列若しくは２種の核酸の同一性若しくは類似性パーセントを決定するため、配列を至適の
比較の目的上整列する（例えば、第二のアミノ若しくは核酸配列との至適のアライメント
のため、第一のアミノ酸若しくは核酸配列の配列中にギャップを導入し得る）。対応する
アミノ酸位置若しくはヌクレオチド位置のアミノ酸残基若しくはヌクレオチドをその後比
較する。第一の配列中の１位置が、第二の配列中の対応する位置と同一若しくは類似のア
ミノ酸残基若しくはヌクレオチドにより占有される場合には、該分子はその位置で同一若
しくは類似である。２配列間の同一性若しくは類似性パーセントは、該配列により共有さ
れる同一若しくは類似の位置の数の関数である（すなわち、同一性％＝同一の位置の数／
位置の総数（例えば重なる位置）×１００）。１００％の配列同一性を共有する２配列は
同一である。一態様において、該２配列は同一長さである。
【００５２】
　同一性および類似性の双方は容易に計算し得る。配列間の同一性若しくは類似性を決定
するのに一般に使用される方法は、限定されるものでないがＣａｒｉｌｌｏら、（１９８
８）、ＳＩＡＭ　Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈ．４８、１０７３に開示されるものを挙
げることができる。同一性の好ましい決定方法は試験される配列間の最大の一致を与える
よう設計される。同一性および類似性の決定方法はコンピュータプログラムに体系化され
ている。
【００５３】
　２配列の比較に利用される数学的アルゴリズムの制限しない一例は、Ｋａｒｌｉｎら、
（１９９３）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：５８７３－５８
７７でのとおり改変されたＫａｒｌｉｎら、（１９９０）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：２２６４－２２６８のアルゴリズムである。こうしたアルゴ
リズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、（１９９０）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ　２１５：４０３
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－４１０のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラムに組み込まれている。比較の目的
上ギャップを付けたアライメントを得るため、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、（１９９７）、Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２に記述されるところのＧａ
ｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴを利用し得る。あるいは、ＰＳＩ－Ｂｌａｓｔを使用して、分子間
の離れた関係を検出する反復検索を実施し得る。ＢＬＡＳＴ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ
およびＰＳＩ－Ｂｌａｓｔプログラムを利用する場合、それぞれのプログラム（例えばＸ
ＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトのパラメータを使用し得る。加えて、ＦＡ
ＳＴＡ法（Ａｔｓｃｈｕｌら、（１９９０）、Ｊ．Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉｏｌ．２１５、４０
３）もまた使用し得る。
【００５４】
　配列の比較に有用な数学的アルゴリズムの別の制限しない例は、Ｍｙｅｒｓら、（１９
８８）、ＣＡＢＩＯＳ　４：１１－１７のアルゴリズムである。こうしたアルゴリズムは
ＡＬＩＧＮプログラム（バージョン２．０）に組み込まれている。
【００５５】
　一態様において、２配列間の同一性パーセントは、ＧＣＧソフトウェアパッケージのＧ
ＡＰプログラムに組み込まれているＮｅｅｄｌｅｍａｎとＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．（４８）：４４４－４５３（１９７０））のアルゴリズムを使用して決定する。
ＡｃｃｅｌｒｙｓのＣＧＣ　ＧＡＰプログラムは、一致の数を最大にしかつギャップの数
を最少にするように２個の完全な配列を整列する。
【００５６】
　別の態様において、２配列間の同一性パーセントは、ＡｃｃｅｌｒｙｓのＧＣＧソフト
ウェアパッケージのＢｅｓｔＦｉｔプログラムに組み込まれているＳｍｉｔｈとＷａｔｅ
ｒｍａｎ（Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．１９８１、１４７（１）：１９５－７）の局所相同性
アルゴリズムを使用して決定する。ＢｅｓｔＦｉｔプログラムは２配列間の類似性の最良
のセグメントの至適のアライメントを行う。至適のアライメントは一致の数を最大にする
ようにギャップを挿入することにより見出される。
【００５７】
　実質的な程度の相補性を共有するヌクレオチド配列は、例えば塩基対を一致させること
により、相互と安定な相互作用を形成することができる。本明細書で使用されるところの
２ヌクレオチド配列に関しての「安定な相互作用」という用語は、該２ヌクレオチド配列
が二本鎖分子を形成するように十分な相補性を有しかつ相互と相互作用する天然の傾向を
有することを示す。２ヌクレオチド配列は広範な配列相補性内で相互と安定な相互作用を
形成し得る。一般に、相補性が高くなるほど相互作用はより強く若しくはより安定になる
。相互作用の異なる強さは異なる過程に必要とされうる。例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで安
定なヌクレオチド配列二重鎖を形成するという目的上の相互作用の強さは、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏでｉＲＮＡと結合配列の間で安定な相互作用を形成するという目的上のものと異なりう
る。相互作用の強さは、適切なソフトウェアを用いて当業者により容易に決定若しくは実
験的に予測され得る。
【００５８】
　ハイブリダイゼーションを使用して、２種のポリヌクレオチドが相互に実質的に相補的
であるかどうかを試験しかつ該相互作用がどのくらい安定であるかを評価し得る。十分な
程度の相補性を共有するポリヌクレオチドは、多様なハイブリダイゼーション条件下で相
互にハイブリダイズすることができる。一態様において、高程度の相補性を共有するポリ
ヌクレオチドは、従って強い安定な相互作用を形成し、そして緊縮性ハイブリダイゼーシ
ョン条件下で相互にハイブリダイズすることができる。「緊縮性ハイブリダイゼーション
条件」は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ、ニューヨーク州コールドスプリングハーバー（１９８９）に記述されると
ころの当該技術分野で既知の意味を有する。例示的一緊縮性ハイブリダイゼーション条件
は、約４５℃で６×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのハイブリダイ
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ゼーション、次いで５０～６５℃で０．２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳ中の１回若しく
はそれ以上の洗浄を含んでなる。
【００５９】
　本明細書で使用されるところの「不適正」という用語は、対応する鎖上に対応するヌク
レオチドを有しない２本の相互作用する鎖のいずれかの鎖のヌクレオチド、若しくは相補
的でない対応する鎖上に対応するヌクレオチドを有する２本の相互作用する鎖のいずれか
の鎖のヌクレオチドを指す。
【００６０】
　本明細書で使用されるところの「一致」はヌクレオチドの相補対形成を指す。
【００６１】
　本明細書で使用されるところの「発現系」という用語は、標的ＲＮＡ分子の発現および
若しくは本発明の多標的ＲＮＡ分子のＲＮＡｉ活性を評価するのに使用し得るいかなるｉ
ｎ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの系も指す。特定の態様において、「発現系」は
、１種若しくはそれ以上の標的ＲＮＡ分子、該標的ＲＮＡ分子を標的とする多標的干渉Ｒ
ＮＡ分子、ならびに標的ＲＮＡ分子およびＲＮＡｉの発現を可能にする当業者に既知の細
胞若しくはいずれかの型のｉｎ　ｖｉｔｒｏ発現系を含んでなる。
【００６２】
　本明細書で使用されるところの「ＲＮＡ」という用語は、以下の塩基、すなわちアデニ
ン、シトシン、グアニンおよびウラシル（それぞれＡ、Ｃ、ＧおよびＵと略記される）の
１種若しくはそれ以上の天然のヌクレオチド、修飾リボヌクレオチド、普遍的塩基、非環
式ヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチドならびに非リボヌクレオチドを有するものを包含す
る最低１個のリボヌクレオチド残基を含んでなるいかなる分子も包含する。「リボヌクレ
オチド」はｐ－Ｄ－リボフラノース部分の２’位にヒドロキシル基をもつヌクレオチドを
意味している。
【００６３】
　本明細書で使用されるところの「非標的トランスクリプトーム」若しくは「標的とされ
ないトランスクリプトーム」という用語は、標的とされるＲＮＡ分子以外のトランスクリ
プトームを示す。例えば、多標的干渉ＲＮＡがウイルスＲＮＡを標的とするよう設計され
る場合、標的とされないトランスクリプトームは宿主のものである。多標的干渉ＲＮＡが
生物学的系中の所定のＲＮＡを標的とするよう設計される場合は、標的とされないトラン
スクリプトームは、所定の標的とされるＲＮＡ以外の該生物学的系のトランスクリプトー
ムである。
【００６４】
　修飾リボヌクレオチドは、例えば、２’デオキシ、２’デオキシ－２’－フルオロ、２
’Ｏ－メチル、２’Ｏ－メトキシエチル、４’チオ若しくはロック（ｌｏｃｋｅｄ）核酸
（ＬＮＡ）リボヌクレオチドを包含する。多様な型のリボヌクレオチドアナログおよびヌ
クレオチド間結合（バックボーン）の修飾を伴うＲＮＡの使用もまた本明細書で企図して
いる。修飾ヌクレオチド間結合は、例えばホスホロチオエート修飾およびなお逆位結合（
すなわち３’－３’若しくは５’－５’）を包含する。好ましいリボヌクレオチドアナロ
グは、糖修飾および核酸塩基修飾リボヌクレオチドならびにそれらの組合せを包含する。
好ましい糖修飾リボヌクレオチドにおいて、２’－ＯＨ基が、Ｈ、ＯＲ、Ｒ、ハロ、ＳＨ
、ＳＲ、ＮＨ２、ＮＨＲ、ＮＲ２若しくはＯＮ（式中、ＲはＣ１－Ｃ６アルキル、アルケ
ニル若しくはアルキニルであり、およびハロはＦ、Ｃｌ、Ｂｒ若しくはＩである）から選
択される置換基により置換されている。好ましいバックボーン修飾リボヌクレオチドにお
いて、隣接するリボヌクレオチドに結合するリン酸エステル基が、修飾基、例えばホスホ
ロチオエート基により置換されている。上の修飾のいずれか若しくは全部を組合せうる。
加えて５’末端はＯＨ、リン酸、二リン酸若しくは三リン酸であり得る。核酸塩基修飾リ
ボヌクレオチド、すなわち、天然に存在する核酸塩基が代わりに天然に存在しない核酸塩
基、例えばＳ位で修飾されたウリジン若しくはシチジン（例えば５－（２－アミノ）プロ
ピルウリジンおよび５－ブロモウリジン）；８位で修飾されたアデノシンおよびグアノシ
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ン（例えば８－ブロモグアノシン）；デアザヌクレオチド（例えば７－デアザアデノシン
）；Ｏ－およびＮ－アルキル化ヌクレオチド（例えばＮ６－メチルアデノシン）で置換さ
れているリボヌクレオチドもまた、本明細書での使用に企図している。
【００６５】
　本明細書で使用されるところの「普遍的塩基」という用語は、それらの間の区別をほと
んど伴わない天然のＤＮＡ／ＲＮＡ塩基のそれぞれと塩基対を形成するヌクレオチド塩基
アナログを指す。普遍的塩基の制限しない例は、当該技術分野で既知のところの、Ｃ－フ
ェニル、Ｃ－ナフチルおよび他の芳香族誘導体、イノシン、アゾールカルボキサミド、な
らびに３－ニトロピロール、４－ニトロインドール、５－ニトロインドールおよび６－ニ
トロインドールのようなニトロアゾール誘導体を包含する（例えばＬｏａｋｅｓ、２００
１、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２９、２４３７－２４４７を参照
されたい）。
【００６６】
　本明細書で使用されるところの「非環式ヌクレオチド」という用語は、例えばリボース
炭素のいずれか（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４若しくはＣ５）が独立に若しくは組合せでヌク
レオチドに存在しない非環式リボース糖を有するいかなるヌクレオチドも指す。
【００６７】
　ＲＮＡ配列の一覧表に関して本明細書で使用されるところの、塩基チミジン（「Ｔ」）
およびウリジン（「Ｕ」）は、配列情報の供給源（ＤＮＡ若しくはＲＮＡ）に依存して頻
繁に互換性である。従って、標的配列、シード配列、候補シード、標的ＲＮＡ結合部位な
どの開示において、塩基「Ｔ」は塩基「Ｕ」と完全に互換性である。しかしながら、本発
明の干渉ＲＮＡ分子の特定の開示に関して、こうした配列について塩基「Ｕ」の使用が機
能的様式で「Ｔ」で一般に置換され得ないことが理解されるべきである。しかしながら、
ＲＮＡ分子中の塩基「Ｕ」のある種の存在は、機能性に対する実質的に有害な影響なく「
Ｔ」で置換され得ることが当該技術分野で既知である。例えば、３’端のＵＵオーバーハ
ングのようなオーバーハング中のＵの代わりのＴの使用はサイレントであるかもしくは少
なくとも許容できることが知られており、そして従って本明細書に提供される干渉ＲＮＡ
配列中で許容できる。従って、本発明および付随する請求の範囲の範囲内にある他の構造
的に関連しかつ機能上同等な構造に到達するために、本明細書に開示される特定の干渉Ｒ
ＮＡ配列でさえ変動させる方法を当業者が認識するであろうことを企図している。
【００６８】
　本明細書で使用されるところの「標的ＲＮＡ分子」若しくは「予め選択された標的ＲＮ
Ａ分子」は、その発現若しくは活性が、発現系で本発明の干渉ＲＮＡ分子により調節、例
えば低下されることが望ましい、いかなるＲＮＡ分子も指す。「標的ＲＮＡ分子」は目的
のポリペプチドをコードするメッセンジャーＲＮＡ分子（ｍＲＮＡ）であり得る。メッセ
ンジャーＲＮＡ分子は、典型的に、コーディング領域ならびにコーディング領域に先行（
「５’ＵＴＲ」）および後続する（「３’ＵＴＲ」）非コーディング領域を包含する。「
標的ＲＮＡ分子」は、一過性低分子ＲＮＡ（ｓｔＲＮＡ）、ミクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）
、核低分子ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、核小体小分子ＲＮ
Ａ（ｓｎｏＲＮＡ）、リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、転移ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）およびそ
れらの前駆体ＲＮＡのような非コードＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）でもまたあり得る。ｎｃＲＮ
Ａは機能若しくは調節の細胞過程に関与するため、こうした非コードＲＮＡもまた標的Ｒ
ＮＡ分子としてはたらき得る。疾患に至る異常なｎｃＲＮＡ活性は、従って本発明の多標
的干渉ＲＮＡ分子により調節され得る。標的ＲＮＡは、さらに、ウイルス、例えばＲＮＡ
ウイルスのゲノム、若しくはいずれかの段階のいずれかのウイルスの複製中間体、ならび
にこれらのいずれかの組合せであり得る。
【００６９】
　「標的ＲＮＡ分子」は、生物学的系に対し内因性であるＲＮＡ分子、若しくは、その感
染後に細胞中に存在する病原体例えばウイルスのＲＮＡ分子のような、生物学的系に対し
外因性であるＲＮＡ分子であり得る。標的ＲＮＡを含有する細胞はいかなる生物体、例え
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ば植物、動物、原生動物、ウイルス、細菌若しくは真菌にも由来し得るか若しくは含有さ
れ得る。植物の制限しない例は単子葉類、双子葉類若しくは裸子植物を包含する。動物の
制限しない例は脊椎動物若しくは無脊椎動物を包含する。真菌の制限しない例はカビ若し
くは酵母を包含する。
【００７０】
　本明細書で使用されるところの「標的ＲＮＡ分子」は所望のＲＮＡ分子のいかなるバリ
アント若しくは多形も包含しうる。大部分の遺伝子は、低いがしかしにもかかわらず有意
の配列変動率が同一種の個体間である遺伝子で起こるために多形である。従って、ＲＮＡ
分子は複数の配列エントリと相関することがあり、それらのそれぞれはＲＮＡ分子のバリ
アント若しくは多形を表す。いずれかの遺伝子抑制ツールの設計において、コンピュータ
支援設計で使用される選択された結合配列（１種若しくは複数）が比較的多くないアレル
を含有しうるという危険が存在する。結果として、設計される活性の配列は、必要とされ
る利益を小さい比率の個体でのみ提供することが期待されうる。大部分のバリアント（し
ばしば一塩基多形（ＳＮＰ）と称される）の頻度、性質および位置は、当業者に容易に到
達可能である。この点に関して、高度に多形であることが既知である標的分子を含む配列
を、生物情報学的スクリーニングの間の結合配列の選択で回避し得る。あるいは、いずれ
かの特定の標的に利用可能な無制限の数の配列を、アレルバリアントのターゲッティング
が望ましい状況（すなわちアレルバリアントそれ自身が目的の疾患に関与する場合）を除
き、標的とされる結合配列がアレルバリアントの大多数に存在することを確実にするため
に、本発明の干渉ＲＮＡの設計段階で使用しうる。
【００７１】
　「標的ＲＮＡ分子」は、結合配列のガイド配列との安定な相互作用を可能にするように
本発明の干渉ＲＮＡ分子のガイド配列に十分に相補的である最低１種の標的とされる結合
配列を含んでなる。該標的とされる結合配列は、所望の効果に基づき、転写物配列のいず
れかの部分（例えば５’ＵＴＲ、ＯＲＦ、３’ＵＴＲ）を包含するよう改良し得る。例え
ば転写抑制は３’ＵＴＲで作動する頻繁な機構である（例えばミクロＲＮＡに関して）。
従って、標的とされる結合配列は効果的な翻訳抑制のため３’ＵＴＲ中の配列を包含し得
る。
【００７２】
　「標的とされる結合配列」、「結合配列」若しくは「標的配列」は、全部、シード配列
、およびシードの一方若しくは双方いずれかの端に隣接する配列を含んでなる標的ＲＮＡ
分子配列の一部分を意味しており、前記結合配列は、ガイド鎖と結合配列の間の相補性に
基づき本発明の多標的干渉ＲＮＡの一鎖と安定な相互作用を形成することが予測される。
【００７３】
　本明細書で使用されるところの「シード」若しくは「シード配列」若しくは「シード領
域配列」という用語は、干渉ＲＮＡの一鎖の一部分に完全に相補的である、標的ＲＮＡに
存在する最低約６個の連続するヌクレオチドの配列を指す。６個若しくはそれ以上の連続
する塩基が好ましいとは言え、「約６」という表現は、最低５個若しくはそれ以上の連続
する塩基またはそれ以上のウィンドウがいくつかの場合に有用な候補を提供し得、かつ、
有用な干渉ＲＮＡの設計に究極的につながり得るという事実を指す。従って、全部のこう
したシード配列を本発明の範囲内で企図している。
【００７４】
　本明細書で使用されるところの「干渉ＲＮＡ」若しくは「ｉＲＮＡ」という用語は、例
えばＲＮＡ干渉（「ＲＮＡｉ」）を配列特異的様式で媒介することにより標的ＲＮＡ分子
の存在、プロセシング、転写、翻訳若しくは半減期を調節する一若しくは二本鎖ＲＮＡ分
子を示すのに使用する。本明細書で使用されるところの「ＲＮＡ干渉」若しくは「ＲＮＡ
ｉ」という用語は、転写後遺伝子サイレンシング、翻訳阻害若しくはエピジェネティクス
のような配列特異的ＲＮＡ干渉を記述するのに使用される他の用語と同等であること意味
している。これは、例えば、ＲＩＳＣに媒介される分解若しくは翻訳抑制、ならびに転写
サイレンシング、変えられたＲＮＡエディティング、調節タンパク質への結合についての
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競合、およびｍＲＮＡスプライシングの変化を包含する。それはまた、限定されるもので
ないがナンセンス媒介型崩壊およびＰ体（Ｐ　ｂｏｄｙ）への転位置を挙げることができ
る、当該技術分野で既知の他の過程による標的ＲＮＡの分解および／若しくは不活性化も
包含する。従って、本明細書で提供される干渉ＲＮＡ（例えばＣＯＤＥＭＩＲおよびＶＩ
ＲＯＭＩＲ）は、単独で、または当該技術分野で既知の１種若しくはそれ以上の他のＲＮ
Ａ調節手段と組合せで、前述の機構のいずれかを介してそれらの機能的効果を発揮しうる
。本明細書で提供される干渉ＲＮＡを使用して、遺伝子刷り込み、転写、翻訳若しくは核
酸プロセシング（例えばアミノ基転移、メチル化など）のような細胞過程に介入すること
により、生物体若しくは細胞の遺伝子型若しくは表現型を操作する若しくは変えることが
できる。
【００７５】
　「干渉ＲＮＡ」という用語は、配列特異的ＲＮＡｉを媒介することが可能である核酸分
子、例えば低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、ミクロＲＮ
Ａ（ｍｉＲＮＡ）、低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分子干渉オリゴヌクレオ
チド、低分子干渉核酸、低分子干渉修飾オリゴヌクレオチド、化学修飾ｓｉＲＮＡ、転写
後遺伝子サイレンシングＲＮＡ（ｐｔｇｓＲＮＡ）および他者を記述するのに使用される
他の用語に同等であること意味している。
【００７６】
　「干渉ＲＮＡ」は２種の別個のオリゴヌクレオチドから集成し得る。「干渉ＲＮＡ」は
、核酸に基づく若しくは核酸に基づかないリンカー（１種若しくは複数）によって連結さ
れた自己相補的領域を含んでなる単一オリゴヌクレオチドからもまた集成し得る。「干渉
ＲＮＡ」は、自己相補的領域を有する二重鎖、非対称二重鎖、ヘアピン若しくは非対称ヘ
アピン二次構造をもつポリヌクレオチドであり得る。「干渉ＲＮＡ」は、１個若しくはそ
れ以上のループ構造、および自己相補的領域を含んでなるステムを有する一本鎖ポリヌク
レオチド（例えば低分子ヘアピン型ＲＮＡすなわちｓｈＲＮＡ）でもまたあり得、該ポリ
ヌクレオチドは、ＲＮＡ不活性化を媒介することが可能な１種若しくはそれ以上の二本鎖
干渉ＲＮＡ分子を生成するためにｉｎ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏいずれでもプ
ロセシングされ得る。二本鎖ＲＮＡを生成するための一本鎖ＲＮＡの自己対形成領域（１
個若しくは複数）の切断はｉｎ　ｖｉｔｒｏ若しくはｉｎ　ｖｉｖｏで発生し得、それら
の双方を本明細書で使用に企図している。
【００７７】
　本明細書で使用されるところの「干渉ＲＮＡ」はＲＮＡのみを含有する分子に制限され
る必要はないが、しかし、上述されたもののような１種若しくはそれ以上の修飾リボヌク
レオチドおよび非ヌクレオチドを有するものをさらに包含する。
【００７８】
　「干渉ＲＮＡ」という用語は、二本鎖ＲＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、部分的に精製されたＲＮ
Ａ、本質的に純粋なＲＮＡ、合成ＲＮＡ、組換え製造したＲＮＡのような単離されたＲＮ
Ａ、ならびに、１個若しくはそれ以上のヌクレオチドの付加、欠失、置換および／若しく
は変更により天然に存在するＲＮＡと異なる変えられたＲＮＡを包含する。こうした変更
は、多標的干渉ＲＮＡの端（一方若しくは複数）への、または内的に、例えば該ＲＮＡの
１個若しくはそれ以上のヌクレオチドでのような、ヌクレオチド以外の物質の付加を包含
し得る。本発明のＲＮＡ分子中のヌクレオチドは、天然に存在しないヌクレオチドまたは
化学合成ヌクレオチド若しくはデオキシヌクレオチドのような標準的でないヌクレオチド
もまた含み得る。これらの変えられたＲＮＡは天然に存在するＲＮＡのアナログ（１種若
しくは複数）と称し得る。
【００７９】
　「多標的干渉ＲＮＡ」ともまた称される本発明の干渉ＲＮＡは、その各鎖が異なる遺伝
子の情況で１種若しくはそれ以上の標的ＲＮＡ分子上に存在する結合部位と安定な相互作
用を形成し得る干渉二本鎖ＲＮＡである。多標的干渉ＲＮＡの例は、ＣＯＤＥＭＩＲすな
わちコンピュータ設計多標的干渉ＲＮＡ（ＣＯｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｌｙ－ＤＥｓｉｇ
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ｎｅｄ，Ｍｕｌｔｉ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ）およびＶ
ＩＲＯＭＩＲを包含し、ここで後者の多標的干渉ＲＮＡ分子はウイルス標的に優先的に標
的を向けられる。
【００８０】
　「配列」は、単量体がポリマー中に存在する直線的順序、例えばポリペプチド中のアミ
ノ酸の順序若しくはポリヌクレオチド中のヌクレオチドの順序を意味している。
【００８１】
　本明細書で使用されるところの「被験体」は、本発明の核酸分子を投与し得る生物体を
指す。被験体は、処置、観察若しくは実験の対象であった動物若しくは植物、好ましくは
哺乳動物、最も好ましくはヒト、またはそのいかなる細胞でもあり得る。
【００８２】
　「ベクター」は、それが連結されている別の核酸を輸送することが可能な核酸分子を指
す。１つの型のベクターは、付加的なＤＮＡセグメントを挿入し得る環状二本鎖ＤＮＡル
ープを指す「プラスミド」である。別の型のベクターは、付加的なＤＮＡセグメントを挿
入し得るウイルスベクターである。ある種のベクターは、それらが導入される宿主細胞中
で自律複製が可能である（例えば、細菌の複製起点を有する細菌ベクター、およびエピソ
ーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿
主細胞への導入に際して宿主細胞のゲノムに組込まれ、そしてそれにより宿主ゲノムと一
緒に複製される。さらに、ある種のベクターすなわち発現ベクターは、それらが作動可能
に連結される遺伝子の発現を指図することが可能である。
【００８３】
　本明細書で使用されるところの「ＲＮＡ分子の発現を調節する（若しくは、その調節）
」は、ＲＮＡ分子のレベルおよび／若しくは生物学的活性のいかなるＲＮＡ干渉に媒介さ
れる調節も意味している。それは、標的ＲＮＡ分子を切断すること、不安定化すること、
若しくはそれらの翻訳を予防することによるような、いかなるＲＮＡｉ関連の転写後遺伝
子サイレンシングも包含する。一態様において、「調節する」という用語は「阻害する」
を意味し得るが、しかし、「調節する」という語の使用はこの定義に制限されない。標的
ＲＮＡ分子の調節は、適する発現系で、例えばｉｎ　ｖｉｖｏで、１個若しくはそれ以上
の適する細胞で、または当該技術分野で既知であるような無細胞すなわちｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ発現系で測定する。転写、翻訳、若しくはＲＮＡ分子に関する発現の他の局面のパラメ
ータの慣例の測定方法は当該技術分野で既知であり、そしていかなるこうした測定も本明
細書の使用に適する。
【００８４】
　標的ＲＮＡ若しくはその発現に関してのところの「阻害する」、「下方制御する」、「
低下する」または「減少する」もしくは「減少すること」により、遺伝子の発現または標
的ＲＮＡ分子のレベルおよび／若しくは生物学的活性が、本発明の核酸分子（例えば多標
的干渉ＲＮＡ）の非存在下で観察されるものより下に低下されることを意味している。一
態様において、多標的干渉ＲＮＡ分子での阻害、下方制御若しくは低下は、不活性若しく
は減弱された分子の存在下で観察されるものより大きい。別の態様において、多標的干渉
ＲＮＡ分子での阻害、下方制御若しくは低下は、例えばスクランブル配列若しくは不適正
をもつ多標的干渉ＲＮＡ分子の存在下で観察されるものより大きい。別の態様において、
本発明の核酸分子での遺伝子発現の阻害、下方制御若しくは低下は、該核酸分子の存在下
でその非存在下でより大きい。
【００８５】
　標的ＲＮＡ若しくはその発現に関してのところの「阻害する」、「下方制御する」、「
低下する」若しくは「減少する」は、例えば、選択された発現系での標的ＲＮＡの転写若
しくは翻訳の量若しくは速度の低下、標的ＲＮＡの活性の量若しくは速度の低下、および
／または前述の組合せを包含する。当業者は、コードされる遺伝子産物の転写の総量、転
写の速度、翻訳の総量、若しくは翻訳の速度、またはなお活性の減少がこうした減少を暗
示することを認識するであろう。ＲＮＡの「活性」は、例えばそれ自身若しくは別のＲＮ
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Ａ分子の転写を高めること若しくは抑制することのような転写に対するいかなる影響も包
含する、細胞若しくは発現系で該ＲＮＡが有しうるいかなる検出可能な影響も指す。所定
のＲＮＡの活性の発現若しくは測定の「減少」の測定は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ若しくはｉｎ
　ｖｉｖｏで、こうした目的上既知の若しくは開発された、またはそれに適応可能ないず
れの系でも実施し得る。好ましくは、特定の干渉ＲＮＡによる発現の「減少」の測定は、
例えば干渉ＲＮＡを使用しない対照に関して行う。いくつかの比較の態様において、こう
した測定は、何らかの他の干渉ＲＮＡ若しくは干渉ＲＮＡの組合せを使用する対照に関し
て行う。最も好ましくは、減少のような変化は、統計学的有意性の一般に許容される検定
に基づき統計学的に有意である。しかしながら、可能な尺度の多数、および候補干渉ＲＮ
Ａを迅速にスクリーニングする能力に対する必要性のため、所定のＲＮＡは、本明細書で
使用されるところの「発現の減少」を示すとみなされるために１種のこうしたｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ若しくはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイで算術的減少を示すことのみを必要とすることを
、本明細書で企図している。
【００８６】
　より具体的には、多標的干渉ＲＮＡの生物学的調節活性は、それぞれｓｉＲＮＡおよび
ミクロＲＮＡ遺伝子サイレンシングに関与する慣習的ＲＩＳＣタンパク質複合体による分
解若しくは翻訳抑制に制限されないか、若しくは必ずしも頼らない。事実、低分子の二本
鎖および一本鎖ＲＮＡは代替の機構を介して他の可能な配列特異的役割を有することが示
された。例えば、低分子二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）種は、おそらく調節タンパク質への
結合により分化／細胞活性の調節エフェクターとして作用しうる（Ｋｕｗａｂａｒａ，Ｔ
．ら、（２００４）、Ｃｅｌｌ、１１６：７７９－９３）。あるいは、ｄｓＲＮＡは、Ａ
Ｕ豊富なエレメント（ＡＲＥ）結合タンパク質の関与によりｍＲＮＡの分解につながりう
る（Ｊｉｎｇ，Ｑ．ら、（２００５）、Ｃｅｌｌ、１２０：６２３－３４）。さらに、ｄ
ｓＲＮＡはエピジェネティックな転写サイレンシングもまた誘導しうる（Ｍｏｒｒｉｓ，
Ｋ．Ｖ．ら、（２００４）Ｓｃｉｅｎｃｅ、３０５：１２８９－８９）。ｍＲＮＡのプロ
セシングはＡからＩへのエディティングおよび改変スプライシングによってもまた変える
ことができる。
【００８７】
　本明細書で使用されるところの「パリンドローム」若しくは「パリンドローム配列」は
、ある核酸配列に同一である第二のヌクレオチド配列に完全に相補的である核酸配列、例
えばＵＧＧＣＣＡを意味している。該用語は、パリンドローム配列である２種のヌクレオ
チド配列を含んでなる核酸分子もまた包含する。
【００８８】
　本明細書で使用されるところの「表現型変化」は、本発明の核酸分子との接触若しくは
それでの処理に応答して発生する細胞若しくは生物体に対するいかなる検出可能な変化も
指す。こうした検出可能な変化は、限定されるものでないが、当該技術分野で既知の方法
によりアッセイし得るところの形状、大きさ、増殖、移動性、タンパク質発現若しくはＲ
ＮＡ発現の変化、または他の物理的若しくは化学的変化を挙げることができる。検出可能
な変化は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）のようなレポーター遺伝子／分子、または、発
現されたタンパク質若しくはアッセイし得るいずれかの他の細胞成分を同定するのに使用
される多様な標識の発現もまた包含し得る。
【００８９】
　本明細書で使用されるところの「治療上有効な量」という用語は、処置されている疾患
若しくは障害を改善すること若しくはその症状の軽減を包含する、研究者、獣医師、医師
若しくは他の臨床家により探求されている組織系、動物、ヒト若しくは植物での生物学的
若しくは医学的応答を導き出す有効成分若しくは製薬学的剤の量を意味している。本製薬
学的組成物の治療上有効な用量の決定方法は当該技術分野で既知である。
【００９０】
　「予防上有効な量」という用語は、研究者、獣医師、医師若しくは他の臨床家により探
求されているところの障害の発症を被験体で阻害する有効成分若しくは製薬学的剤の量を



(30) JP 2009-516518 A 2009.4.23

10

20

30

40

50

指す。
【００９１】
　一般に、当業者に既知の干渉ＲＮＡは、標的に対しセンスおよびアンチセンスである２
本の自己相補鎖を含んでなる二本鎖ポリヌクレオチド分子である。通常、アンチセンス（
ガイド）鎖がＲＩＳＣに優先的に負荷されかつ相補的塩基対形成後に標的ヌクレオチド配
列のＲＩＳＣに媒介される分解を誘導するようなｉＲＮＡ二重鎖が設計される。センス（
パッセンジャー）鎖は、ＲＩＳＣ複合体への負荷の過程で、若しくは直後に、一本鎖ＲＮ
Ａが高度に感受性であるエンドヌクレアーゼにより分解されうる。干渉ＲＮＡの２本の鎖
の５’末端の相対的熱力学的特徴が、ある鎖がＲＮＡｉの間にパッセンジャー若しくはガ
イド鎖の機能を供するかどうかを決定する。
【００９２】
　本発明は、そのそれぞれが特定の標的配列に対し設計されている２本の鎖を含んでなる
多標的干渉ＲＮＡ分子を提供する。ｉＲＮＡ二重鎖は、各鎖がＲＩＳＣ複合体に負荷され
得、そして従って双方の鎖が「ガイド」鎖として機能するような様式で設計される。好ま
しくは、双方の鎖はほぼ等しい程度までＲＩＳＣ複合体に負荷される。一方の鎖は、標的
ＲＮＡ結合配列の第一の部分に少なくとも部分的に相補的であり、シードともまた称され
る。他方の鎖は、完全でない場合には少なくとも部分的にシードに同一である配列を含ん
でなり、この配列は第二の標的ＲＮＡ結合配列の第一の部分に少なくとも部分的に相補的
である。前記第一および第二の標的結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低１種の予め選
択された標的ＲＮＡ分子に存在する。すなわち、複数の標的ＲＮＡ結合部位が、同一の標
的ＲＮＡ分子、別個のＲＮＡ分子、若しくは双方に存在しうる。
【００９３】
　一般的な一局面において、本発明は、式（Ｉ）：
５’－ｐ－Ｘ　Ｓ　Ｙ　－３’
　　３’－Ｘ’Ｓ’Ｙ’－ｐ－５’
を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子を提供する。
【００９４】
　式（Ｉ）中で、ｐはいずれかの鎖の５’端に存在若しくは非存在であり得る末端リン酸
基よりなる。当業者に既知のいかなる末端リン酸基も使用し得る。こうしたリン酸基は、
限定されるものでないが一リン酸、二リン酸、三リン酸、環状リン酸、若しくはリン酸エ
ステル結合のようなリン酸の化学的誘導体を挙げることができる。
【００９５】
　式（Ｉ）中で、Ｓは、第一の結合配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約
２０ヌクレオチドの長さの第一のヌクレオチド配列よりなり、また、Ｓ’は、第二の結合
配列の第一の部分に完全に相補的である約５ないし約２０ヌクレオチドの長さの第二のヌ
クレオチド配列よりなり、前記第一および第二の結合配列は、異なる遺伝子の情況で最低
１種の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在し、また、ＳおよびＳ’は、相互に少なくと
も実質的に相補的であるがしかしパリンドロームでない。
【００９６】
　特定の態様において、ＳおよびＳ’は、それぞれ、最低２種の結合配列の第一の部分に
少なくとも部分的に、好ましくは完全に相補的である、例えば５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９若しくは２０ヌクレオチドの
長さを有する。一態様において、Ｓは、１種若しくはそれ以上の予め選択された標的ＲＮ
Ａ分子に存在する配列に完全に相補的である。別の態様において、Ｓ’は１種若しくはそ
れ以上の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在する配列に完全に相補的である。特定の態
様において、ＳおよびＳ’は相互に完全に相補的である。
【００９７】
　ある態様において、Ｓは、１種若しくはそれ以上の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存
在する１結合配列の第一の部分に部分的に相補的であり、Ｓの７個の連続するヌクレオチ
ドのうち６個、８個のうち７個、９個のうち８個、１０個のうち９個、１１個のうち１０
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個、１２個のうち１１個、１３個のうち１２個、１４個のうち１３個、１５個のうち１４
個若しくは１６個のうち１５個のようなが、最低１種の標的ＲＮＡ結合配列の第一の部分
に完全に相補的である。他の態様において、Ｓ、および異なる結合配列の第一の部分は、
完全に相補的な１２ヌクレオチドのうち１０、１３のうち１１、１４のうち１２、１５の
うち１３若しくは１６のうち１４のようなより少ない全体的相補性を有する。同様に、あ
る態様において、Ｓ’は第二の結合部位の第一の部分に部分的に相補的である。
【００９８】
　式（Ｉ）中の多標的干渉ＲＮＡの２本の鎖の残存する配列（Ｘ、Ｘ’、ＹおよびＹ’）
は、独立に非存在であるか若しくはあるヌクレオチド配列よりなる。特定の態様において
、それらは標的ＲＮＡ部位へのさらなる結合を生成するように開発する。一態様において
、ＸおよびＹ’の配列は、それぞれ第一および第二の標的ＲＮＡ結合配列の第二の部分に
少なくとも部分的に相補的である。一態様において、配列Ｘ’およびＹはそれぞれＸおよ
びＹ’に完全に相補的であり、その結果ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’は完全に相補的である
。付加的な一態様において、Ｘ’およびＹはそれぞれＸおよびＹ’と不完全に相補的であ
り、その結果ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’が不完全に相補的である。これは、例えば、より
高いハイブリダイゼーションエネルギーをもつ末端の不適正の使用により干渉ＲＮＡ二重
鎖の負荷バイアスを変えることが必要である状況で必要とされうる。
【００９９】
　さらなる一態様において、配列ＸおよびＹ’は、複数の標的ＲＮＡ結合部位の第一およ
び第二の部分へのＸＳおよびＹ’Ｓ’の結合を最大にするように設計される。この状況で
、複数の標的配列（例えばウイルス単離物）を、複数の標的ＲＮＡ配列の第二の部分に対
応する多数の同一性コンセンサス配列を生成するために検査し得る。これらの同一性コン
センサス配列は、標的ＲＮＡ配列のアライメントを検査することにより手により生成し得
る。あるいは、全部の可能な塩基配列若しくは推定のＸＳおよびＹ’Ｓ’配列の１サブセ
ットをコンピュータアルゴリズムにより生成し得る。各推定のＸＳおよびＹ’Ｓ’配列を
その後、ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ若しくは当業者に既知の類似のプログラムを使用してｉｎ　
ｓｉｌｉｃｏでハイブリダイズする。標的ＲＮＡ結合部位の対応する第一および第二の部
分を最良に結合することが予測される推定の配列をその後、４個以上の連続するＣ若しく
はＧ塩基のような不都合な特徴を有する推定の配列を除外することを包含する次の設計期
に優先する。
【０１００】
　好ましい一態様において、それらがそれぞれＹ’およびＸに少なくとも部分的に相補的
であるようなＹおよびＸ’の配列をその後設計する。オーバーハングは、必要とされる場
合は、単純に、ＵＵ、ｄＴｄＴまたはいずれかの他の塩基若しくは修飾塩基のＸ’および
Ｙへの付加でありうる。一態様において、オーバーハングの塩基は、それらのそれぞれの
ＲＮＡ標的へのＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’の予測される結合をさらに増大させるように選
択する。オーバーハングは、必要とされるとおり１、２、３、４若しくは５塩基でありう
る。
【０１０１】
　本発明の干渉ＲＮＡにおいて、好ましい一態様は、二重鎖の２本の鎖が、それらの対応
する最低１種の標的配列に対する部分的若しくは完全のいずれかの相補性を独立に有しか
つ該２本の鎖が存在する場合はオーバーハングを除き相互に完全に相補的であるものであ
る。本発明の別の態様は、二重鎖の２本の鎖のそれぞれが、それらの対応する最低１種の
標的配列に部分的若しくは完全のいずれかの相補性を独立に有しかつ該２本の鎖が相互に
不完全に相補的であるものである。双方の鎖は、本発明の干渉ＲＮＡ分子の機能の何らか
の局面を高めるように改変かつ改良し得る。例えば、多様なファルマコフォア、色素、マ
ーカー、リガンド、複合物、抗体、抗原、ポリマー、ペプチドおよび他の分子を本発明の
分子に便宜的に連結し得る。干渉ＲＮＡは、５’－リン酸若しくは５’，３’－二リン酸
のような１個若しくはそれ以上の５’末端リン酸基をさらに含み得る。これらは、細胞の
取り込み、安定性、組織ターゲッティング若しくはそれらのいずれかの組合せを改良する
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のに有用でありうる。
【０１０２】
　別の態様において、Ｘは第一の結合配列の第二の部分に少なくとも部分的に相補的であ
るヌクレオチド配列よりなり、前記第二の部分は第一の結合配列の前記第一の部分の３’
端に隣接しかつそれに結合されており、また、Ｘ’はＸに実質的に相補的である。特定の
一態様において、ＸおよびＸ’は相互に完全に相補的である。別の特定の態様において、
Ｘは第一の結合配列の第二の部分に完全に相補的である。
【０１０３】
　なお別の態様において、Ｙ’は、第二の結合配列の第二の部分に少なくとも部分的に相
補的であるヌクレオチド配列よりなり、前記第二の部分は、第二の結合配列の前記第一の
部分の３’端に隣接しかつそれに結合されており、また、ＹはＹ’に実質的に相補的であ
る。特定の一態様において、ＹおよびＹ’は相互に完全に相補的である。別の特定の態様
において、Ｙ’は第二の結合配列の第二の部分に完全に相補的である。
【０１０４】
　式（Ｉ）中で、ＸＳＹは、第一の結合配列とのＸＳＹの安定な相互作用を可能にするよ
うに第一の結合配列に少なくとも部分的に相補的であり、また、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は、第二の
結合配列との安定な相互作用を可能にするように第二の結合配列に少なくとも部分的に相
補的であり、ならびに、ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’は、安定なｉＲＮＡ二重鎖の形成を可
能にするように相互に少なくとも部分的に相補的である。特定の一態様において、ＸＳＹ
は第一の結合配列に完全に相補的である。別の態様において、Ｙ’Ｓ’Ｘ’は第二の結合
配列に完全に相補的である。なお別の態様において、ＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’は相互に
完全に相補的である。
【０１０５】
　本発明の一態様において、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子の各鎖は、独立に、長さ約１
７ないし約２５ヌクレオチド、特定の態様においては長さ約１７、１８、１９、２０、２
１、２２、２３、２４および２５ヌクレオチドである。ＤｉｃｅｒおよびＲＮアーゼＩＩ
Ｉのような酵素によるＲＮＡのプロセシングによる複数の活性鎖の生成に対する必要性を
伴わないより短い長さの干渉ＲＮＡ分子を使用することは、例えば費用、製造およびオフ
ターゲット効果の機会の低減における利点を提供する。
【０１０６】
　２鎖間の相互作用は、細胞ＲＩＳＣ複合体への双方の鎖の負荷を改良するように（Ｋｈ
ｖｏｒｏｖａら（２００３）Ｃｅｌｌ、１１５：２０９－１６；Ｓｃｈｗａｒｚら（２０
０３）Ｃｅｌｌ、１１５：１９９－２０８）、若しくは干渉ＲＮＡの機能的局面を別の方
法で改良するように調節し得る。当業者は、合成二重鎖のいずれかの鎖での１個若しくは
それ以上の塩基の付加、欠失若しくは置換による塩基対形成した鎖の強さおよび他の特性
の慣例の変更方法が存在することを認識するであろう。とりわけ、一例として、これらの
戦略は、二重鎖の予測される熱力学が所望の鎖の負荷に対し伝導性であることを確実にす
るように、二重鎖の末端の設計に適用し得る。これらの戦略は当業者に公知である。
【０１０７】
　一本鎖ＲＮＡ分子が、例えば、該分子が式（Ｉ）の二本鎖核酸の少なくとも一領域を形
成するように自己対形成することを可能にするヘアピンループ若しくは類似の二次構造を
含んでなることもまた、本明細書で企図している。
【０１０８】
　当業者は、該二本鎖ＲＮＡ分子が治療的応用での使用にある種の利点を提供することを
認識するであろう。平滑端分子をある態様について本明細書で開示するとは言え、多様な
他の態様において、例えば１～５ヌクレオチドのオーバーハングがいずれか若しくは双方
の末端に存在する。いくつかの態様において、オーバーハングは長さが２若しくは３塩基
である。現在好ましいオーバーハングは、ある態様における３’末端ＵＵオーバーハング
（３’－ＵＵ）を包含する。本明細書で使用のため例示される他のオーバーハングは、限
定されるものでないが３’－ＡＡ、３’－ＣＡ、３’－ＡＵ、３’－ＵＣ、３’－ＣＵ、
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３’－ＵＧ、３’－ＣＣ、３’－ＵＡ、３’－Ｕおよび３’－Ａを挙げることができる。
多様な長さおよび組成のなお他の５’若しくはより好ましくは３’いずれかのオーバーハ
ングを、本明細書での使用のため、提供されるＲＮＡ分子上で企図している。
【０１０９】
　ある態様において、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子は、１個若しくはそれ以上の末端オ
ーバーハング、例えば１ないし５ヌクレオチドでなるオーバーハングを含んでなる。他の
態様において、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子は、２’－Ｏ－メチルリボシル置換のよう
な最低１個の修飾リボヌクレオチドを含んでなる。
【０１１０】
　ある態様において、最低１種の標的ＲＮＡ分子はｍＲＮＡである。より具体的には、い
くつかの態様において、最低１種の標的は、受容体、サイトカイン、転写因子、調節タン
パク質、シグナル伝達タンパク質、細胞骨格タンパク質、トランスポーター、酵素、ホル
モン若しくは抗原をコードする。であるから、細胞中のタンパク質標的の潜在的範囲は制
限されないが、しかしながら、当業者は、ある種の標的が特定の疾患状態若しくは過程で
価値があることがよりありそうであることを認識するであろう。加えて、当業者は、病原
体（例えばウイルス）から発する標的ＲＮＡ分子が、コーディングであれ調節であれ、本
明細書に提供される多標的干渉ＲＮＡおよび方法で有用であることを認識するであろう。
【０１１１】
　一態様において、結合配列の最低１種はｍＲＮＡの３’ＵＴＲにある。
【０１１２】
　１種の標的若しくはそれ以上の標的の包含は、別の選択された標的を標的とするための
特定の干渉ＲＮＡの使用若しくはそれに対する意図を排除しない。いずれかの付加的なＲ
ＮＡ標的分子のこうしたターゲッティングは、発現系でより小さい、等しい若しくはより
大きい効果をもたらしうる。前述にもかかわらず、本発明の多標的干渉ＲＮＡを、好まし
くはオフターゲット効果、とりわけありそうであるものについてスクリーニングする。例
えば、トランスクリプトーム全体への潜在的結合、若しくはその時点で既知であると同じ
程度のそれを精査することは、こうしたスクリーニングへの有用なアプローチを提供する
。例えば、ゲノムが完全にシークェンシングされている場合、当業者は、トランスクリプ
トーム全体をありそうなオフターゲット効果について便宜的にスクリーニングし得ること
を認識するであろう。多標的干渉ＲＮＡの局所送達が予期される場合、完全なトランスク
リプトームから生物情報学のアプローチにより同定される非標的転写物が、多標的干渉Ｒ
ＮＡを適用する組織に実際に存在しないことがあるため、特化した組織特異的トランスク
リプトーム（例えば眼の応用について網膜）がより適切でありうる。
【０１１３】
　一態様において、本発明の多標的干渉ＲＮＡの２鎖は、異なる遺伝子の情況で単一の標
的ＲＮＡ分子上に存在する最低２種の異なる標的とされる結合配列と安定な相互作用を形
成し、そして従って該ＲＮＡ分子の発現若しくは活性を調節する。単一標的ＲＮＡ分子上
の複数の結合部位を単一のｉＲＮＡで標的とすることは、該標的ＲＮＡ分子のより効果的
なＲＮＡｉを提供する。このアプローチは、突然変異率が高いウイルス遺伝子発現の調節
にとりわけ有用である。
【０１１４】
　別の態様において、本発明の多標的干渉ＲＮＡの２鎖は、異なる遺伝子の情況で複数の
予め選択された標的ＲＮＡ分子上に存在する最低２種の結合配列と安定な相互作用を形成
して、そして従って複数の予め選択された標的ＲＮＡ分子の発現若しくは活性を調節する
。複数の標的ＲＮＡ分子を単一のｉＲＮＡで標的とすることは、原型の１薬物１標的のア
プローチに対する一代替を表す。生物学的系の複雑さの考慮において、複数の標的に対し
選択的な薬物を設計することは、多様な疾患および障害のための新たなかつより効果的な
医薬品につながるであろう。
【０１１５】
　特定の態様において、生物学的系の疾患若しくは障害に関与するＲＮＡ分子は、予め選
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択され、かつ、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子により標的とされる。生物学的系は、例え
ば植物、若しくはラット、マウス、イヌ、ブタ、サルおよびヒトのような動物であり得る
。予め選択された標的ＲＮＡ分子は、例えば、受容体、サイトカイン、転写因子、調節タ
ンパク質、シグナル伝達タンパク質、細胞骨格タンパク質、トランスポーター、酵素、ホ
ルモンおよび抗原よりなる群から選択される１分類の１タンパク質をコードし得る。予め
選択される標的ＲＮＡ分子は、例えば、ＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－Ａ、ＭＣＰ－１、ＩＬ
－８、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＩＧＦ－１、Ｇｌｕｃ６ｐ、Ｉｎｐｐｌ１、ｂＦＧＦ、ＰＩＧＦ、
ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、β－カテニン、κ－ｒａｓ－Ｂ、κ－ｒａｓ－Ａ、ＥＧＦ
ＲおよびＴＮＦαよりなる群から選択される１タンパク質をコードし得る。従って、本発
明の多標的干渉ＲＮＡ分子は、動物のような生物学的系において、例えば、ＩＣＡＭ－１
、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＩＬ－８、ｂＦＧＦ、ＰＩＧＦ、ＭＣＰ
－１およびＩＧＦ－１のいずれかの組合せ、ＩＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ－ＡおよびＩＧＦ－
１のいずれかの組合せ、β－カテニン、κ－ｒａｓおよびＥＧＦＲのいずれかの組合せ、
ＩＣＡＭ－１およびＶＥＧＦ－Ａの双方、若しくはＧｌｕｃ６ｐおよびＩｎｐｐｌ１の双
方の発現を調節し得る。
【０１１６】
　予め選択される標的ＲＮＡ分子は、ウイルスに必須のタンパク質をコードするウイルス
ＲＮＡを包含するウイルスＲＮＡでもまたあり得る。こうした必須タンパク質は、例えば
該ウイルスの複製、転写、翻訳若しくはパッケージング活性に関与し得る。ＨＩＶウイル
スの例示的必須タンパク質は、ＧＡＧ、ＰＯＬ、ＶＩＦ、ＶＰＲ、ＴＡＴ、ＮＥＦ、ＲＥ
Ｖ、ＶＰＵおよびＥＮＶであり、それらの全部は本発明の予め選択される標的分子となり
得る。本発明の多標的干渉ＲＮＡは、限定されるものでないがヒト免疫不全ウイルス（Ｈ
ＩＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、インフルエンザウイルス、ライノウイルス、およ
び重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）ウイルス若しくはそれらの組合せを挙げることがで
きるウイルスＲＮＡを調節するのに使用し得る。
【０１１７】
　いくつかの態様において、本発明の多標的干渉ＲＮＡは、第一の生物学的系の１種若し
くはそれ以上の標的ＲＮＡ分子、および第一の生物学的系に対し感染性である第二の生物
学的系の１種若しくはそれ以上の標的分子を標的とするように設計する。特定の態様にお
いて、本発明の多標的干渉ＲＮＡは、１種若しくはそれ以上の宿主ＲＮＡ分子、およびウ
イルスすなわち宿主の病原体の１種若しくはそれ以上のＲＮＡ分子を標的とするよう設計
する。本発明の特定の態様において、ウイルスＲＮＡはＨＣＶ若しくはＨＩＶであり、ま
た、宿主標的ＲＮＡは、限定されるものでないがＴＮＦα、ＬＥＤＧＥ（ｐ７５）、ＢＡ
Ｆ、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４、フリン、ＮＦｋＢ若しくはＳＴＡＴ１を挙げることができる
。
【０１１８】
　本発明の特定の態様において、特定の多標的干渉ＲＮＡ分子が特定の標的に対し機能的
である実施例で提供される。これらのＣＯＤＥＭＩＲおよび／若しくはＶＩＲＯＭＩＲは
、ＲＮＡ、例えば、それらの意図している標的ＲＮＡ分子の発現を減少させるのに有用で
あり、そして、該活性を裏付けるデータが本明細書に作業実施例でもまた提供される。こ
うした分子は、単一ＲＮＡの複数の部位または２種若しくはそれ以上のＲＮＡの複数の部
位を標的とし得、かつ、発現系でのこうした１種または好ましくは２種若しくはそれ以上
のこうした標的とされたＲＮＡの発現を低下させるのに有用であることを、当業者は認識
するであろう。
【０１１９】
　いくつかの態様において、所定の多標的干渉ＲＮＡは、数種の標的ＲＮＡの１種の発現
の調節で別のものより有効であることができる。他の場合に、該多標的干渉ＲＮＡは、１
種若しくはそれ以上の発現系で全部の標的に同様に影響を及ぼすことができる。多様な因
子がサイレンシングすなわちＲＮＡｉの効率の変動を引き起こす原因となり得る。すなわ
ち（ｉ）一方の鎖をＲＩＳＣに他方の鎖より効率的に進入させるＲＩＳＣの集成の非対称
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；（ｉｉ）標的ＲＮＡ分子上の標的とされるセグメントの到達不可能性；（ｉｉｉ）干渉
ＲＮＡによる高程度のオフターゲット活性；（ｉｖ）ＲＮＡの天然のプロセシングの配列
依存性の変動、ならびに（ｖ）（ｉ）ないし（ｉｖ）に記述される構造的および動的影響
の均衡。Ｈｏｓｓｂａｃｈら（２００６）、ＲＮＡ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３：８２－８９を
参照されたい。本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子の設計において、特別の注意が、所定の標
的ＲＮＡ分子でのＲＮＡｉ効率を増大若しくは低下させるための列挙される因子のそれぞ
れに払われ得る。
【０１２０】
　本発明の別の一般的局面は多標的干渉ＲＮＡの設計方法である。本発明の方法は、異な
る遺伝子の情況で１種若しくはそれ以上の予め選択された標的ＲＮＡ分子に存在する異な
る結合配列を効果的に標的とする多標的干渉ＲＮＡに至る多様な手段を包含する。一態様
において、多標的干渉ＲＮＡを、例えば標的配列およびそれらの相補物を比較すること、
ならびに標的配列および標的配列の組の相補物に存在する長さｎの配列を同定することに
よる、標的分子の配列の視覚的若しくはコンピュータの検査により設計し得る。別の態様
において、多標的干渉ＲＮＡは、長さｎの配列のおよび標的配列の組内のその完全な相補
物の存在を見出すための標的分子の配列の視覚的若しくはコンピュータの検査により設計
し得る。あるいは、予め選択された長さｎの全部の可能な配列を、所定の長さまでの各ヌ
クレオチド位置に可能な各順列（４ｎ）、ならびにその後予め選択されたヌクレオチド配
列およびそれらの相補物標的配列中のそれらの存在について検査することによって生成し
得る。あるいは、予め選択された長さｎの全部の可能な配列およびそれらの完全な相補物
は、所定の長さまでの各ヌクレオチド位置に可能な各順列（４ｎ）、およびその後予め選
択されたヌクレオチド配列中のそれらの存在について検査することによって生成し得る。
【０１２１】
　一態様において、複数の標的配列が存在する場合、多標的干渉ＲＮＡは、標的分子の配
列の視覚的若しくはコンピュータの検査により、例えば配列を整列すること、および設計
のためのコンセンサス標的配列を視覚的に若しくはコンピュータで見出すことにより設計
し得る。
【０１２２】
　本発明の所定の多標的干渉ＲＮＡ分子の双方の鎖が活性であるために、合理的設計方法
は、該鎖のそれぞれが二重鎖を形成し得る他者に少なくとも十分に相補的であることを同
時に必要としつつ、該鎖がその意図される標的の発現を調節することが可能である（すな
わち、各鎖が例えばそれに対する少なくとも部分的な相補性を有することによりその標的
ＲＮＡに対し「活性」である）ことを必要とする。本質的に、各鎖はガイド鎖およびパッ
センジャー鎖双方としてはたらくため、単にガイド鎖若しくは単にパッセンジャー鎖であ
る鎖は存在しない。当業者は、こうした分子を、例えば２本の別個の鎖よりなる二重鎖に
なるようにｉｎ　ｖｉｖｏでプロセシングされ得るヘアピン構造をもつ一本鎖として設計
し得ることもまた認識するであろう。
【０１２３】
　一態様において、本発明は、
ａ）１種若しくはそれ以上の標的ＲＮＡ分子を選択する段階（該標的ＲＮＡ分子の発現の
調節が望ましく）；
ｂ）該標的ＲＮＡ分子のそれぞれの最低１種のヌクレオチド配列を得る段階；
ｃ）シード配列の長さｎ（ヌクレオチド）（ｎ＝約６若しくはそれ以上）を選択する段階
；
ｄ）段階ｂ）で得られた各ヌクレオチド配列から長さｎの候補シードの集合物を得る段階
（候補シードおよびその完全な相補物はパリンドロームでなく、ならびに、該候補シード
は段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列の１種若しくはそれ以上中に最低１回は存在し、
かつ、その完全な相補物は段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列の１種若しくはそれ以上
中に最低１回は存在し）；
ｅ）候補シードおよびその完全な相補物の各存在について、所望の量の隣接配列を収集す
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ることにより、候補シードおよびその完全な相補物のそれぞれの遺伝子の情況を決定する
段階；
ｆ）候補シードの群から長さｎのシードを選択する段階；
ｇ）段階ｂ）で得られた配列から決定される、シード、およびシードに対するコンセンサ
ス３’隣接配列を含んでなる第一のコンセンサス標的配列を選択する段階；
ｈ）段階ｂ）で得られた配列から決定される、シードの完全な相補物、およびシードの完
全な相補物に対するコンセンサス３’隣接配列を含んでなる、第二のコンセンサス標的配
列を選択する段階；
ｉ）段階ｇ）で選択された第一のコンセンサス標的配列、および、第一のコンセンサス標
的配列の５’端に隣接しかつそれと結合された、段階ｈ）のコンセンサス３’隣接配列の
相補物を含んでなる第一鎖配列を得る段階；
ｊ）段階ｈ）で選択された第二のコンセンサス標的配列、および、第二のコンセンサス標
的配列の５’端に隣接しかつそれと結合された、段階ｇ）のコンセンサス３’隣接配列の
相補物を含んでなる第二鎖配列を得る段階、ならびに；
ｋ）段階ｉ）の第一鎖配列を有する第一鎖および段階ｊ）で得られた第二鎖配列を有する
第二鎖を含んでなる多標的干渉ＲＮＡ分子を設計する段階
を含んでなる、多標的干渉ＲＮＡ分子の設計方法を提供する。
【０１２４】
　該方法は、段階ｆ）の候補シードの群から選択される長さｎの各シードについて段階ｇ
）ないしｋ）を反復することをさらに含んでなる。
【０１２５】
　該方法は、別の望ましいシード長さについて段階ｃ）ないしｋ）を反復する段階をさら
に含んでなる。一態様において、標的配列の第一の走査は、いずれのシード長さ（例えば
ｎ＝９）で開始することもでき、そして、検索のその後の回は、（例えば以前の走査で戻
されたシードの数に基づき）シード長さを増大若しくは減少のいずれもすることができる
。当業者は、該シードの長さを減少させる際に候補シードの数が増大することができるこ
とを認識するであろう。
【０１２６】
　当業者は、選択されたＲＮＡ配列の最低１種、および選択されたＲＮＡ配列の最低１種
の相補物に存在する候補シードを見出すことが、選択されたＲＮＡ配列中の候補シードお
よびその完全な相補物を見出すことの一代替であることを理解するであろう。
【０１２７】
　当業者は、これらの設計段階は、同等な最終生成物を製造するために異なる順序で実施
しうることを認識するであろう。また、当業者は、いくつかの段階が、実施例に示される
とおり広範に同等である代替手順で置換され得ることを認識するであろう。当業者は、式
１の６要素（Ｘ、Ｓ、Ｙ、Ｘ’、Ｓ’、Ｙ’）を多数の方法で決定かつ集成し得ることを
認識するであろう。
【０１２８】
　しばしば、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子を設計するための好みは、第一に、異なる遺
伝子の情況で存在するシードおよびその相補物を同定すること；第二に、それらのそれぞ
れの標的ＲＮＡ配列に結合するようにＸＳおよびＹ’Ｓ’を決定すること、ならびにその
後、ＹがＹ’の相補物でありかつＸ’がＸの相補物であるＸＳＹおよびＹ’Ｓ’Ｘ’を決
定することを必要とする。一例として、ＸＳはシードの３’隣接領域の一部分の相補物（
Ｘと同等とみなす）と一緒にシードの相補物（Ｓと同等とみなす）として決定しうる。同
様に、Ｙ’Ｓ’は、シードの相補物の３’隣接配列の一部分の相補物（Ｙ’と同等とみな
す）と一緒にシードの相補物の相補物（Ｓ’と同等とみなす）として決定しうる。複数の
配列を標的とすることが望ましい場合は、複数の３’隣接配列を検査してコンセンサス３
’隣接配列を生じうる。Ｘおよび／若しくはＹ’をその後、これらのコンセンサス３’隣
接配列の相補物として決定し得る。さらなる改変を、本明細に記述されるとおり該分子に
行い得る。
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【０１２９】
　好ましい標的ＲＮＡ分子は、戦略的に選択された分子、例えば、疾患過程に関与するウ
イルス若しくは宿主ＲＮＡ、ウイルスゲノム、とりわけ臨床上重要なものなどである。標
的ＲＮＡの詳細な論考は上に提供され、そしてそっくりそのままここに明示されるかのよ
うに、本発明の本および他の局面に等しく当てはまる。標的ＲＮＡ分子の選択の基礎は当
業者により認識されるであろう。好ましい標的ＲＮＡは、該多標的干渉ＲＮＡの投与によ
り制御することを願う疾患若しくは障害に関与するものである。
【０１３０】
　選択された標的の配列を得る段階は、ワールドワイドウェブで利用可能な、国立生物工
学情報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　Ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）（ＮＣＢＩ）（米国の国立保健研究所（ＮＩＨ）を通じて
）、欧州分子生物学研究所（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）（欧州全域で欧州生物情報学研究所（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｂ
ｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）を通じて）により提供されるデータ
ベースのような公的に利用可能な供給源、若しくは有料データベースのような専有の供給
源などから配列を得ることにより実施する。配列は直接決定によってもまた得ることがで
きる。これは、臨床単離物若しくは未知の遺伝子が例えば疾患の過程に関与しているか若
しくは目的のものである場合に望ましいかもしれない。標的ＲＮＡ分子の完全若しくは不
完全いずれの配列も、本発明の多標的干渉ＲＮＡの設計に使用し得る。
【０１３１】
　段階ａ）で選択された１種若しくはそれ以上の標的ＲＮＡ分子のそれぞれについて、複
数の独立の標的ヌクレオチド配列を段階ｂ）で得る方法もまた本発明で提供される。上述
されたデータベースは、頻繁に、特定の標的に利用可能な複数の配列を有する。これは、
遺伝的変異が自然により高い場合、例えばウイルス配列でとりわけ真実である。多様な態
様において、複数の標的ヌクレオチド配列は、株の変異、アレルの変異、突然変異若しく
は複数の種を表す。こうした複数の配列の数は、所定の標的について数種若しくは少ない
倍数から多数、例えば数ダースまたはなお数百若しくは数千の配列までの範囲にわたるこ
とがある。ウイルス配列で作業する場合にこうした数の配列を有することがとりわけ可能
である。
【０１３２】
　選ばれた配列は、付加的な所望の、あるいは低い配列の複雑さ、乏しい配列の質の領域
、またはベクター関連配列の包含のようなクローニング若しくはシークェンシングに関す
るアーチファクトを含有するもののような望ましくない特徴に基づきさらに制限し得る。
さらに、広範囲に到達不可能な二次構造をもつ領域をこの段階で除去し得る。事実、Ｌｕ
ｏとＣｈａｎｇは、ループのようなｍＲＮＡ構造のｓｉＲＮＡターゲッティング到達可能
な領域が、ステムと整列されるものより効果的であることがよりありそうであったことを
示した（ＬｕｏとＣｈａｎｇ、（２００４）、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ
．Ｃｏｍｍｕｎ．３１８：３０３－３１０）。選ばれた配列は、しかしながら、３’ＵＴ
Ｒ配列若しくは低い二次構造の領域に制限される必要はない。
【０１３３】
　シード配列のｎヌクレオチド塩基の長さを選択する段階は、好ましくは、一見していず
れかの特定の基礎若しくは理論を必要としない反復過程である。すなわち、出発シードの
長さは約６より上の塩基のいずれの数でもありうる。シードに選ばれる長さが長いほど、
それおよびその完全な相補物が最低１種の標的ＲＮＡ、例えば１標的ＲＮＡ配列中に出現
することができることがより少なくありそうである。シード配列長さが短いほど、それは
期待されるであろうとおりより頻繁に存在することができる。好ましくは、下述されると
おり候補シードの好ましい配列を見出すのに反復過程を使用する。従って、ｎの特定の値
を使用して長さｎの候補シードを同定した後に、別の値（例えばｎ＋１、ｎ－１）を使用
することができ、そして該過程を反復して長さｎ＋１、ｎ－１などの候補シード配列を同
定し得る。
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【０１３４】
　シードは、本明細書で「シード候補」ともまた称される「候補シード」のプールから選
択する。シード候補は、そのそれぞれおよびその完全な相補物がパリンドロームでない、
とりわけ望ましい若しくは選択された長さの配列を包含し、また、候補シードは段階ｂ）
で得られたヌクレオチド配列の１種若しくはそれ以上に最低１回は存在し、かつ、その完
全な相補物は段階ｂ）で得られたヌクレオチド配列の１種若しくはそれ以上に最低１回は
存在する。候補シードは、好ましくは、例えば所望の若しくは選択されたシード長さの「
ウィンドウ」（固定された数の連続するヌクレオチドに関して表現される）で標的配列に
沿って段階的に動かすことによりコンピュータにより生成する。好ましくは各段階は単一
塩基の前進であり、従って各標的配列を連続的に見る選択された長さの「移動ウィンドウ
」を生成する。他のステップ距離を企図しているが、しかしながら、当業者は、１ヌクレ
オチドのステップのみが全部の可能なシード配列の生成を可能にすることができることを
認識するであろう。
【０１３５】
　とりわけ、長さｎの候補シードの集合物は、
ｉ）１）ヌクレオチド配列のそれぞれの末端で開始する段階；
２）ｎのウィンドウサイズを使用してヌクレオチド配列を連続的に観察する段階；および
３）１のステップサイズで該ヌクレオチド配列に沿ってステッピングする段階
を含んでなる方法を使用して、標的分子について選ばれたヌクレオチド配列のそれぞれか
ら長さｎの配列の第一の集合物を生成する段階；
ｉｉ）そのそれぞれが第一の集合物中の１配列に完全に相補的である配列の第二の集合物
を生成する段階；ならびに
ｉｉｉ）配列の第一および第二の集合物の検査から長さｎの候補シードの集合物を得る段
階（候補シードおよびその完全な相補物はパリンドロームでなく、かつ、候補シードおよ
びその完全な相補物のそれぞれは標的分子のヌクレオチド配列中に最低１回存在する）
により得ることができる。
【０１３６】
　別の態様において、長さｎの候補シードの集合物は、
ｉ）標的分子について選ばれた各ヌクレオチド配列について完全に相補的な配列を得る段
階；
ｉｉ）１）標的分子について選ばれたヌクレオチド配列のそれぞれ、若しくは段階（ｉ）
で得られた完全に相補的な配列のそれぞれのヌクレオチド配列の末端で開始する段階；
２）ｎのウィンドウサイズを使用してヌクレオチド配列を連続的に観察する段階；および
３）１のステップサイズで該ヌクレオチド配列に沿ってステッピングする段階
を含んでなる方法を使用して、標的分子について選ばれたヌクレオチド配列のそれぞれか
らの長さｎの配列の第一の集合物、および段階（ｉ）で得られた完全に相補的な配列のそ
れぞれからの長さｎの配列の第二の集合物を生成する段階；ならびに
ｉｉｉ）配列の第一および第二の集合物の検査から長さｎの候補シードの集合物を得る段
階（候補シードおよびその完全な相補物はパリンドロームでなく、また、候補シードのそ
れぞれは配列の第一および第二の集合物の双方に存在する）
により得ることができる。
【０１３７】
　一態様において、該方法は、シード若しくはその完全な相補物のいずれかが、標的ヌク
レオチド配列中に少なくとも予め決められた最低頻度で存在しない候補シード配列を廃棄
する段階をさらに含んでなる。
【０１３８】
　好ましくは、最終的に選ばれる方法は、これらの段階の１個若しくはそれ以上またはそ
れらの全部を必要とされるとおり包含することができる。例えば、一態様において、該方
法は、単一塩基のみから構成される、ＡおよびＵからのみ構成される、５個若しくはそれ
以上のＣまたは５個若しくはそれ以上のＧの連続する列を有する、目的の非標的トランス
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クリプトームに許容できない頻度で存在することが予測される；１種若しくはそれ以上の
細胞成分の発現若しくは活性を望ましくなく調節する（すなわち外来核酸の細胞センサー
を望ましくなく活性化する）傾向を有することが予測される、またはそれらのいずれかの
組合せであるいかなる候補シード配列も廃棄する段階をさらに含んでなる。
【０１３９】
　シードをその後、シードが１種の遺伝子の情況で存在しかつその完全な相補物が異なる
遺伝子の情況で最低１種の予め選択された標的配列に存在するものとして、候補配列のプ
ールから選択する。遺伝子の情況は、候補シード配列の各存在について所望の量の５’お
よび３’隣接配列を収集することにより決定する。シードの相補物の遺伝子の情況は類似
の様式で決定する。
【０１４０】
　本発明の多標的干渉ＲＮＡの例示的一作成方法において、一方若しくは双方の鎖がそれ
ぞれ複数のＲＮＡ配列を標的とするのに必要とされる場合（例えば複数のウイルス単離物
）、「コンセンサス標的配列」が干渉ＲＮＡの一方若しくは双方の鎖について選択される
。
【０１４１】
　「コンセンサス標的配列」という用語は、標的分子（１種若しくは複数）上の複数の結
合配列を模倣する唯一の最良の配列が存在することを示唆せず、むしろ、１種若しくはそ
れ以上の代替配列の一集団が全部コンセンサス標的配列でありうる。
【０１４２】
　ｉＲＮＡの第一鎖の第一のコンセンサス標的配列は、シード配列、および標的分子の選
ばれた配列の最低１種中の該シードに対するコンセンサス３’隣接配列を含んでなる。ｉ
ＲＮＡの第二鎖の第二のコンセンサス標的配列は、シードの完全な相補物、および標的分
子の選ばれた配列の最低１種中の該シードの完全な相補物に対するコンセンサス３’隣接
配列を含んでなる。
【０１４３】
　シ―ドの「コンセンサス３’隣接配列」は、視覚的検査、または生物情報学的ツール若
しくは計算の使用により、標的分子の配列中のシード配列のそれぞれの存在の遺伝子の情
況の検査から容易に派生する。コンセンサス標的配列のシード部分は、標的とされる結合
部位のそれぞれの対応する一部分に対する完全な同一性を有する一方、コンセンサス３’
隣接配列は、標的配列の１種若しくはそれ以上のシードの３’端に隣接する配列（１種若
しくは複数）に完全に同一である必要はないがしかし同一であり得る。同様に、シードの
相補物の「コンセンサス３’隣接配列」は、視覚的検査、または生物情報学的ツール若し
くは計算の使用により、シードの相補物の各存在の遺伝子の情況の検査から容易に派生す
る。コンセンサス標的配列のシード部分の相補物は、標的とされる結合部位のそれぞれの
対応する一部分に対する完全な同一性を有する一方、コンセンサス３’隣接配列は、シー
ドの相補物の３’端に隣接する配列（１種若しくは複数）に完全に同一である必要はない
がしかし同一であり得る。
【０１４４】
　好ましくは、コンセンサス標的配列は、１種若しくはそれ以上の細胞成分の発現若しく
は活性を望ましくなく調節する傾向を有することが予測されるいかなる配列も包含しない
。
【０１４５】
　コンセンサス標的配列は眼若しくはアルゴリズムにより決定しうる。例えば、コンピュ
ータアルゴリズムを使用して、配列が異なる位置の対形成ヌクレオチドの全部の可能な順
列を評価し得る。これは、標的配列がシードを超えて何らかの同一性を有するがしかし眼
によるアライメントが困難と判明している場合にとりわけ有用である。この方法は、コン
センサス標的配列（１種若しくは複数）を決定、若しくは、あるいは、候補の多標的干渉
ＲＮＡの鎖を直接設計するのに使用し得る。
【０１４６】
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　多数の標的配列を考慮することが必要である場合（例えば、ウイルス単離物の多数のヌ
クレオチド配列をスクリーニングする場合）にとりわけ有用である代替の一アプローチは
、必要とされる長さまでのシードからのおよび／若しくは必要とされる長さまでのシード
の完全な相補物の伸長の全部の可能な順列を生成して、それにより、式（Ｉ）の推定のＹ
’Ｓ’および／若しくはＸＳを生成し、ならびに、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏで目的の標的配列
に対し各推定のＸＳおよびＹ’Ｓ’をハイブリダイズして標的へのハイブリダイゼーショ
ンに関して最も好都合な特性を示すものを決定することである。
【０１４７】
　（典型的には＜－２０ｋｃａｌ／ｍｏｌの平均自由エネルギーを有する）強い結合を示
す配列は、多標的干渉ＲＮＡにとりわけ興味深い。設計の流路に関係なく、候補ＸＳおよ
びＹ’Ｓ’をその後、これに基づき試験するためのみならずしかしまた多標的干渉ＲＮＡ
の機能性に重要でありうる他の特徴も考慮に入れるために（例えば適切なペナルティ項の
使用により）優先する。これは、単一塩基のみから構成される、ＡおよびＵからのみ構成
される、実質的な分子内塩基対形成に関与することが予測される、Ｇである５個若しくは
それ以上の塩基の連続する列を有する、目的の非標的トランスクリプトームに反平行の向
きで許容できない頻度で存在することが予測される；外来核酸の細胞センサーを活性化す
る傾向を有することが予測される、またはそれらのいずれかの組合せの推定のＸＳおよび
Ｙ’Ｓ’配列を廃棄することを伴いうる。
【０１４８】
　いくつかの場合には、それらのそれぞれの標的配列に相補的でない、推定のＸＳ若しく
はＹ’Ｓ’の５’端への１若しくは２ヌクレオチドの付加を考慮する。これは、それ以外
は有用なＸＳ若しくはＹ’Ｓ’が５’端でＧ／Ｃ豊富である場合にとりわけ適切であり、
そして、これは他の鎖に関して負荷を嫌うことが予測される。Ｇ／Ｃ豊富なＸＳ若しくは
Ｙ’Ｓ’の５’末端への１若しくは２個のＡ／Ｕヌクレオチドの付加は、最もありそうに
は多標的ＲＮＡの至適の活性に必要とされる均衡の取れた負荷を促進することができる。
多標的干渉ＲＮＡは大部分の場合に位置１および２の不適正を許容するため、対応する標
的配列に相補的である必要がないこの付加的な領域の付加は、設計の柔軟性をさらに増大
させる。最後に、当業者は、相対する鎖の負荷をさらに高めるために、二重鎖の熱力学的
により弱い端に存在する鎖の５’端で、鎖負荷を嫌う改変を使用し得ることを認識するで
あろう。こうした改変はオーバーハングの長さおよび組成の操作もまた包含する。また、
対応する鎖中のＣの代わりのＵの使用は、ＣとＧの間の対形成より弱いＵとＧの間に存在
するゆらぎ塩基対形成によって、ＸＳ若しくはＹ’Ｓ’の５’末端近くにＧが存在する場
合に鎖負荷を少なくとも部分的に調整することができる。２’Ｆ、２’－Ｏ－メチルおよ
びＬＮＡ修飾リボヌクレオチドのような化学修飾塩基での置換は、一致する塩基をもつヌ
クレオチドのハイブリダイゼーションのエネルギーを増大させる。従って、化学修飾塩基
をもつ熱力学的により弱い端での二重鎖のハイブリダイゼーションを強化することの代替
の戦略もまた、本発明で予見される。
【０１４９】
　連続するグアノシンの伸長をもつＤＮＡ配列は、ｍＲＮＡのターゲッティングに関係し
ない付加的な効果を生じさせることが既知である。ＲＮＡの場合の状況はより少なく明瞭
であるとは言え、大部分の製造者は、Ｇの長い一続きを含有するｄｓＲＮＡ二重鎖を彼ら
の実験に選択しないことを推奨する。４個以上の連続するＧは対応するＣＯＤＥＭＩＲの
活性を大きく低下したことが本発明で見出された（データは示されない）。従って、多く
のシードは、５個若しくはそれ以上のＣに対する要件が適用される場合に排除し得る。当
業者は、シード中の５個若しくはそれ以上のＣの存在が本発明の完全に相補的なＲＮＡ分
子中の５個若しくはそれ以上のＧに対応することができることを認識するであろう。
【０１５０】
　別の態様において、該方法は、単一塩基のみから構成される、ＡおよびＵからのみ構成
される、Ｃである５個若しくはそれ以上の塩基の連続する列を有する、目的の非標的トラ
ンスクリプトーム中に許容できない頻度で存在することが予測される、１種若しくはそれ
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以上の細胞成分の発現若しくは活性を望ましくなく調節する傾向を有することが予測され
る、またはそれらのいずれかの組合せのいかなるコンセンサス標的配列も廃棄する段階を
さらに含んでなる。
【０１５１】
　オフターゲット効果の予測のため目的のトランスクリプトームに対しコンセンサス標的
配列を走査すること、および目的のトランスクリプトームに対する許容できないオフター
ゲット効果を有することが予測されるいかなる配列も除外することはまた、コンセンサス
標的配列の数を減少させる有用な方法でもあり、そして前述のいずれも該方法に一段階と
して追加しうる。実務において、特異的な設計した多標的干渉ＲＮＡ、例えばＣＯＤＥＭ
ＩＲ、ＶＩＲＯＭＩＲなどを、予見されないがしかし問題のオフターゲット効果による細
胞傷害性について慣例にスクリーニングすることが良識的である。
【０１５２】
　治療的ＲＮＡのいかなる望ましくない特性も、当業者により理解されるであろうとおり
、どの候補シード配列、コンセンサス結合部位、若しくは提案された多標的干渉ＲＮＡを
廃棄するかの基礎として使用し得る。
【０１５３】
　候補シードおよびシードと同様、コンセンサス標的配列は、本発明の多標的干渉ＲＮＡ
の設計における中間体である。とりわけ、該コンセンサス標的配列は、本発明の多標的干
渉ＲＮＡの第一および第二の鎖の配列を生成するのに使用する。第一鎖の配列は、第一の
コンセンサス標的配列、および第一のコンセンサス標的配列の５’端に隣接しかつそれに
結合されている第二のコンセンサス標的配列のコンセンサス３’隣接配列の相補物を含ん
でなるよう設計する。特定の一態様において、第一鎖は、第二のコンセンサス標的配列の
コンセンサス３’隣接配列の完全な相補物を用いて第一のコンセンサス標的配列を５’の
方向に伸長することにより設計する。第二鎖の配列は、第二のコンセンサス標的配列、お
よび第二のコンセンサス標的配列の５’端に隣接しかつそれに結合されている第一のコン
センサス標的配列のコンセンサス３’隣接配列の相補物を含んでなるよう設計する。特定
の一態様において、第二鎖は、第一のコンセンサス標的配列のコンセンサス３’隣接配列
の完全な相補物を用いて第二のコンセンサス標的配列を５’の方向に伸長することにより
設計する。
【０１５４】
　大部分の場合、オーバーハング（必要とされる場合）をハイブリダイゼーション過程の
一部とみなす。ハイブリダイゼーションは、典型的に、ＲＮＡｈｙｂｒｉｄソフトウェア
（Ｒｅｈｍｓｍｅｉｅｒら、２００４、ＲＮＡ、１０：１５０７－１７）若しくは類似の
アルゴリズムを使用して、熱力学的観点から検査する。
【０１５５】
　特定の態様において、式（Ｉ）中のＸおよびＹ’はそれらのそれぞれの標的部位に完全
に相補的である。ＸおよびＹ’が、それらのそれぞれの標的部位に単に相補的であること
によって、２端で非常に異なるＧ／Ｃ豊富さをもたらす場合には、負荷バイアスは、熱力
学的均衡に依存してＸ’若しくはＹいずれかの不適正をいずれか生じさせることにより低
下することが必要である。あるいは、数種の化学修飾（例えばＬＮＡ、２’Ｏ－メチルお
よび２’Ｆを、負荷の均衡を改良するために二重鎖の「弱い」端に導入し得る。また、実
施例に示されるとおり、オーバーハングの長さを変動させることを、二重鎖の２鎖の負荷
の均衡を制御するのに使用しうる。
【０１５６】
　本発明の二本鎖多標的干渉ＲＮＡの場合に、双方の鎖の類似の鎖負荷を確実にすること
が、該分子の効力に関して有益であるのみならず、しかしまたマルチターゲッティング活
性を得るのにも必要とされることが、当業者により容易に認識されるであろう。好ましい
一態様において、双方の鎖が等しく負荷し得るように負荷バイアスが存在しないような多
標的干渉ＲＮＡを設計する。
【０１５７】
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　多様な段階を、意図している目的上作用することがありそうにない配列の数を減少させ
るため、ＲＮＡの有効性を増大させるため、オフターゲット効果を低下させるため、など
のような、合理的ＲＮＡ設計方法を進めるために、個別に若しくは組合せで場合によって
は追加し得る。これらの段階の多くは自動化し得るか、若しくは操作者からの制限された
量の入力、しかし当業者が認識するであろうとおり該方法を容易にすることができる生物
情報学的コンピュータシステムの使用のみを必要とし得る。
【０１５８】
　外来ＤＮＡの細胞センサーを活性化する高い傾向を有する特定の配列が存在することが
今や認識されているアンチセンスの状況と同様、他の受容体は特定のＲＮＡ配列を検出し
かつストレス応答を生じうる（例えば、Ｓｉｏｕｄ，Ｍ．（２００５）、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂ
ｉｏｌ　３４８、１０７９－１０９０を参照されたい。増大された炎症応答と関連する特
異的「モチーフ」（Ｈｏｒｎｕｎｇ，Ｖ．ら（２００５）Ｎａｔ　Ｍｅｄ　１１、２６３
－２７０；Ｊｕｄｇｅ，Ａ．Ｄ．ら（２００５）Ｎａｔ　Ｍｅｄ　１１、２６３－２７０
）を容易に除外し得る。
【０１５９】
　特定の態様において、式（Ｉ）の情況の以下の配列を廃棄する：
・ＸＳＹ若しくはＹ’Ｓ’Ｘ’中の４個以上の連続するＧの存在
・負荷バイアスが同等化されることが可能であることがありそうにないためのＸおよびＹ
領域の大きく異なるＧ／Ｃ頻度（二重鎖の機能による、これはＸ’およびＹ’もまた意味
している）
・単一塩基のみから構成されるか、若しくはＡおよびＵからのみ構成されるか、若しくは
目的の非標的トランスクリプトーム中に許容できない頻度で存在することが予測されるＸ
Ｓ若しくはＹ’Ｓ’。
・鎖のいずれかが強い分子内塩基対形成に関与することが予測される場合。
・二重鎖が、外来核酸の細胞センサーを活性化する傾向を有することが予測されるか若し
くは既知である要素を含んでなる場合。
【０１６０】
　ある態様において、設計された多標的干渉ＲＮＡ分子は、例えば、ｉ）ＲＮＡ誘導型サ
イレンシング複合体（ＲＩＳＣ）への多標的干渉ＲＮＡ分子の鎖の実際の若しくは予測さ
れる負荷を向上させるため；ｉｉ）最低１種の標的ＲＮＡ分子の発現の調節を増大若しく
は減少させるため；ｉｉｉ）多標的干渉ＲＮＡ分子を被験体に投与する場合のストレス若
しくは炎症応答を低下させるため；ｉｖ）発現系での半減期を変えるため；またはｖ）ｉ
）ないしｉｖ）のいずれかの組合せのため改変し得る。
【０１６１】
　当業者は、実験室で若しくは好ましくはｉｎ　ｓｉｌｉｃｏのいずれかでＲＮＡ分子を
改変する方法を理解するであろう。好ましい態様において、該改変する段階は、最低１個
の不適正塩基対、ゆらぎ塩基対、若しくは末端オーバーハングを創製するため、またはＲ
ＩＳＣに媒介されるプロセシングを増大させるために、１個若しくはそれ以上のヌクレオ
チド塩基を変更、欠失若しくは導入することの１つ若しくはそれ以上を含んでなる。それ
を行うための技術は当該技術分野で既知である。好ましくは、該改変は少なくとも当初は
ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏで実施し、また、こうした改変の影響は、干渉ＲＮＡ生成物の改良さ
れた特性をどれが提供するかを決定するため、実験的パラメータに対し容易に試験し得る
。
【０１６２】
　最低１種の設計された干渉ＲＮＡを適する細胞発現系で実際に作成かつ試験する段階を
さらに含んでなる方法もまた本明細書で提供される。これは、標的ＲＮＡ分子に対する必
要とされる若しくは十分な活性を有する、または必要とされる表現型をモデル系（例えば
癌細胞の死、血管新生の阻害、病変形成の抑制、加速された創傷治癒など）で生じる干渉
ＲＮＡを同定するように必要であることができる。
【０１６３】
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　現在好ましい一態様において、該方法は、ＲＮＡを実際に作成する段階まで完全にｉｎ
　ｓｉｌｉｃｏで若しくは視覚的検査および測定により実施する。一態様において、該方
法は、シード長さｎについて新たな値を選ぶ段階、および残存する段階のそれぞれを反復
する段階をさらに含んでなる。該方法が革新的であり得ることが明瞭であり、そしてこう
した目的上のコンピュータの利益は公知である。
【０１６４】
　認識されるであろうとおり、多数のシードおよびそれにより潜在的多標的干渉ＲＮＡを
、上の方法論を使用して生成し得る。上の規則は望ましくない特性に基づき潜在的候補を
除外するのに使用し得る一方、当業者は、ハイスループットスクリーニングの方法論への
到達、ならびにＲＮＡ合成への質、費用および到達の最近の改良で、活性の多標的干渉Ｒ
ＮＡの開発でさらに補助するために多数の候補の試験を容易に実施し得ることを認識する
であろう。多数の多標的干渉ＲＮＡの試験は所望の応用に対し最大の有効性をもつ分子を
同定するのに必要とされうる一方、分子生物学の当業者は、この作業が不必要な実験に達
しないことを認識するであろう。従って、アルゴリズム設計に単に基づく数種の候補の優
先順位を付けることと対照的に、かなりの数の候補をスクリーニングすることが時折好ま
しい。候補の生物学的試験と一緒の慎重なｉｎ　ｓｉｌｉｃｏ設計の組合せを使用して、
優れた活性をもつ候補を効率的様式で同定し得る。
【０１６５】
　候補のハイスループット評価に考慮し得るスクリーニングは、レポーターアッセイ、多
重ＥＬＩＳＡ、ウイルスレプリコン系、ドットブロットアッセイ、ＲＴ－ＰＣＲなどを包
含する。
【０１６６】
　候補の多標的干渉ＲＮＡは、１９ｂｐの相補性および３’の２ヌクレオチドのオーバー
ハングを伴う二本鎖ＲＮＡ分子として慣例に合成する。該オーバーハングは、例えばｄＴ
ｄＴ若しくはＵＵのようないかなるヌクレオチド若しくはそれらのアナログでもあり得る
。しかしながら、二重鎖を「平滑端」にし得るような、他の型および長さのオーバーハン
グもまた考慮し得る。好ましい一態様において、オーバーハングは、対応するＸおよびＹ
’よりも必要とされるオーバーハングの長さだけより長いＹおよびＸ’を有することによ
り、設計に直感的に組み込まれる。
【０１６７】
　ベクター若しくはプラスミドのような発現系により産生される場合、複数の多標的干渉
ＲＮＡを単一の治療的生成物に集成することが可能である。当業者は、複数の多標的干渉
ＲＮＡを、限定されるものでないが複数の発現ベクター（プラスミド若しくはウイルス）
からの個別の多標的干渉ＲＮＡの発現、単一ベクター内に含有される複数の発現カセット
（各発現カセットがプロモーター、単一の多標的干渉ＲＮＡおよびターミネーターを含有
する）からの発現を挙げることができる数種の戦略により共発現し得ることを理解するで
あろう。複数の多標的干渉ＲＮＡは、一連の多標的干渉ＲＮＡを含有する単一のポリシス
トロン性転写物によってもまた生成し得る。
【０１６８】
　多標的干渉ＲＮＡは、連続して（センス／介在ループ／アンチセンス）発現し得るか、
または、直接に若しくは介在ループ／スペーサー配列で結合された、５’から３’に連続
に連結された各多標的干渉ＲＮＡのセンス配列、次いで５’から３’に連続に連結された
各多標的干渉ＲＮＡのアンチセンス配列を伴い発現し得る。
【０１６９】
　第一の例において、多標的干渉ＲＮＡは、典型的に、標的とされる組織を代表する適切
な細胞株を使用して細胞培養物中で試験する。使用される特定の条件を特定の実施例に概
説する。標的ＲＮＡの発現の低下に至る多標的干渉ＲＮＡをその後さらに研究し得る。と
りわけ、標的ＲＮＡの発現の調節が分解により媒介されることがありそうであるかどうか
を確立するために標的ＲＮＡの半定量的ＲＴ－ＰＣＲを実施しうる。一般に、細胞は、培
地中で５～４０ｎＭの濃度の多標的干渉ＲＮＡでトランスフェクトし、そして４８時間後
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に洗浄し、トリプシン処理し、そしてＲＮｅａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して全
ＲＮＡについて収集する。ＲＴ－ＰＣＲをその後、標的ＲＮＡに特異的なプライマー組を
使用して実施する。
【０１７０】
　オフターゲット効果を評価するためにプロテオミックおよびマイクロアレイ実験を使用
しうる。同様に、自然免疫応答の活性化の傾向をほとんど伴わない活性の多標的干渉ＲＮ
Ａを選択するために、ＩＦＮ応答のマーカー（例えばＳＴＡＴ１、ＩＦＮｂ、ＩＬ－８、
ホスホＥＩＦなど）の分析を、処理した細胞で実施し得る。
【０１７１】
　好ましくは、候補の多標的干渉ＲＮＡを、例えば細胞傷害性の直接アッセイにより非特
異的毒性効果について試験する。あるいは、癌のようないくつかの場合には、細胞傷害性
は望ましい結果であり、そして重要な発癌シグナル伝達経路の成功裏の抑制を反映しうる
。多標的干渉ＲＮＡは、加えて、特異的標的タンパク質の産生を抑制するそれらの能力に
ついて評価する。この点に関して有効性を示す多標的干渉ＲＮＡをその後、非標的タンパ
ク質産生の停止およびプロテインキナーゼＲ（ＰＫＲ）媒介性応答の活性化を包含するオ
フターゲット効果の付加的な証拠について評価する。
【０１７２】
　該ＲＮＡ分子はベクターに挿入された転写ユニットから発現しうる。ベクターは組換え
ＤＮＡ若しくはＲＮＡベクターであることができ、また、ＤＮＡプラスミド若しくはウイ
ルスベクターを包含する。多標的干渉ＲＮＡ分子を発現するウイルスベクターは、限定さ
れるものでないが、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、アデノウイルス、レンチウイ
ルス若しくはアルファウイルスに基づき構築し得る。
【０１７３】
　好ましくは、ベクターは哺乳動物細胞中での発現に適する発現ベクターである。
【０１７４】
　当業者に公知である方法を使用して、多標的干渉ＲＮＡ分子をコードする配列を含有す
る発現ベクターを構築し得る。これらの方法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ組換えＤＮＡ技術、合
成技術およびｉｎ　ｖｉｖｏ組換え若しくは遺伝子組換えを包含する。こうした技術は、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｏｔｙ　ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、ニュー
ヨーク州プレインビュー、およびＡｓｕｂｅｌ　Ｆ　Ｍら（１９８９）Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ニューヨーク州ニューヨークに記述されている。本発明の製薬学的組
成物の適する投与経路は、例えば、経口、直腸、経粘膜若しくは腸投与；筋肉内、静脈内
および皮下注入を包含する非経口送達を包含しうる。
【０１７５】
　あるいは、製薬学的組成物は、例えば、しばしばデポー若しくは徐放製剤で、髄内、く
も膜下、直接脳室内、腹腔内若しくは眼内注入のような直接に標的器官若しくは組織への
製薬学的組成物の注入を介して、全身よりはむしろ局所の様式で投与しうる。膀胱内滴注
および鼻内／吸入送達が、皮膚若しくは冒された領域への直接塗布がそうであるように局
所投与の他の可能な手段である。ｅｘ　ｖｉｖｏ適用もまた予見される。
【０１７６】
　さらに、本発明の製薬学的組成物は、標的を定めた送達系で、例えば標的細胞特異的抗
体で被覆したリポソーム中で送達しうる。該リポソームは標的細胞を標的としかつそれに
より選択的に取り込まれることができる。他の送達戦略は、限定されるものでないが、Ｒ
ＮＡのデンドリマー、ポリマー、ナノ粒子およびリガンド複合物を挙げることができる。
【０１７７】
　本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子は、標的細胞若しくは組織に直接添加するか、または陽
イオン性脂質と複合体形成、リポソーム内に充填、若しくは別の方法で送達し得る。核酸
若しくは核酸複合体は、生体高分子へのそれらの取り込みを伴う若しくは伴わない注入（



(45) JP 2009-516518 A 2009.4.23

10

20

30

40

50

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）、注入（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）ポンプ若しくはステントにより、適切
な組織にｅｘ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉｖｏで局所投与し得る。
【０１７８】
　別の局面において、本発明は、本発明の１種若しくはそれ以上の多標的干渉ＲＮＡ分子
を含有する生物学的系を提供する。該生物学的系は、例えばウイルス、微生物、植物、動
物若しくは細胞であり得る。本発明は、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子をコードするヌク
レオチド配列を含んでなるベクターもまた提供する。特定の態様において、該ベクターは
、例えばアデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、アデノウイルス、レンチウイルスおよび
アルファウイルスよりなる群から選択されるウイルス由来のウイルスである。多標的干渉
ＲＮＡは、本発明のベクターから発現させ得る低分子ヘアピン型ＲＮＡ分子であり得る。
本発明はさらに、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子および許容できる担体を含んでなる製薬
学的組成物を提供する。特定の態様において、該製薬学的組成物は、本発明の多標的干渉
ＲＮＡ分子のベクターを含んでなる。
【０１７９】
　別の一般的局面において、本発明は、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子を生物学的系に導
入する段階を含んでなる、生物学的系でのＲＮＡ干渉の誘導方法を提供する。
【０１８０】
　本発明はさらに、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる製薬学的組成物の治療上
有効な量を被験体に投与する段階を含んでなる被験体の処置方法を含んでなる。本発明は
、本発明の多標的干渉ＲＮＡ分子を含んでなる製薬学的組成物の予防上有効な量を被験体
に投与することを含んでなる、被験体における疾患若しくは状態の発症の阻害方法もまた
提供する。本製薬学的組成物の治療上および予防上有効な用量の決定方法は当該技術分野
で既知である。
【０１８１】
　本明細書に例示される組成物および方法は、単一遺伝子特異的治療薬が病態生理学的シ
グナル伝達経路中の複数の冗長性により不利な立場にありうる複雑な多遺伝子性疾患の処
置で有用である。大きく増大された治療能力を生成するために、重要なシグナル伝達タン
パク質／経路を単一の剤で同時に標的とし得る意識的かつ計算されたアプローチが提供さ
れる。
【０１８２】
　いくつかの場合には、目的の標的は、共通の「マスター調節因子」により少なくとも部
分的に制御されうる。これは通常転写因子である。例えば、ＩＬ－８およびＭＣＰ－１の
下方制御は核因子ＮＦκβを標的とすることにより達成可能でありうる。しかしながら、
一例として、この経路は、ストレスの時に網膜色素上皮細胞（ＲＰＥ）の生存にもまた関
与し、そしてこうした細胞生存因子の下方制御は病的な眼でのＲＰＥの増大された死に繋
がることがありそうであるとみられる。従って、本明細書に開示される新規アプローチは
、適する標的の「上流の」多面的制御物質を同定することを必要とせず、目的の特定の標
的の調節の影響を受けやすいという利点を有する。
【０１８３】
　細胞の不均一性を特徴とする疾患の処置にもまた応用が存在する。例えば、充実性腫瘍
において、変異された遺伝子および活性化された経路の存在は、同一腫瘍内で、同一患者
の腫瘍間で、ならびに異なる患者の類似の組織学の腫瘍間で広範に変動しうる。こうした
例において、数種の重要な経路に対し活性のＲＮＡ分子の開発は、これらの標的とされた
経路のいくつかに依存する細胞に対する相乗的活性を派生しうる。しかしながら、腫瘍細
胞のより大きな比率に対する活性はまた、本発明のＲＮＡ分子の「多標的」の性質による
ことがありそうであることができる。さらに、数種の重要な経路のターゲッティングは、
患者集団のより多くを「包括する」であろう。これゆえに、本明細書に例示若しくは提供
されるＲＮＡ分子を用いる処置で、改良された臨床転帰がありそうである。
【０１８４】
　ＲＩＳＣが作用機序に関与する場合に、本発明の単一の多標的干渉ＲＮＡ分子（例えば
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ＣＯＤＥＭＩＲ若しくはＶＩＲＯＭＩＲ）での複数の疾患関連転写物のターゲッティング
は、好ましくは、利用可能な細胞内機構をいくつかの場合に飽和させ得る複数のｓｉＲＮ
Ａ分子の投与と対照的に、利用可能なＲＩＳＣの完全な使用を可能にする。
【０１８５】
　同一ＲＮＡ標的配列内の複数の部位を標的とすることは、本明細書に提供される組成物
および方法でもまた達成され得る。癌およびウイルス感染症を包含する多くのヒト疾患は
高変異率を表すＲＮＡ標的を特徴とする。これは、標的ＲＮＡの突然変異によりこれらの
疾患で生じる核酸治療薬に対する耐性の見込みを増大させる。最低２個の同時の突然変異
が耐性に必要とされるとみられるため、標的ＲＮＡ内の複数の部位を標的とすることは、
生じるこうした耐性の見込みを低下させる。この例で、従って、多標的干渉ＲＮＡ（例え
ばＣＯＤＥＭＩＲ若しくはＶＩＲＯＭＩＲ）のマルチターゲッティングのアプローチは、
エスケープ変異体を予防するために、単一の標的ＲＮＡに対する複数のヒットの生成に向
けられる。（例えばＲＮＡウイルスの場合のような）同一転写物内の複数の部位のターゲ
ッティングは、ウイルス増殖の阻害に対する相乗効果もまた生じうる。さらに、標的ＲＮ
Ａとの部分的相補性のみを必要とする機構（１種若しくは複数）を使用することは、点突
然変異により耐性を発生させる可能性を低下させることにおける利点を有する。
【０１８６】
　いずれかの疾患の実体の所望の標的は、限定されるものでないが文献からの検証された
薬物標的および特許の標的発見方法を挙げることができる１アプローチ若しくはアプロー
チの混合物に基づき同定しうる。標的遺伝子をその後、目的の疾患過程でのそれらの産物
の重要な役割を裏付ける証拠に基づき、優先順位を付ける。
【０１８７】
　いくつかの場合には、配列の正確さおよび／若しくは目的の疾患に対する関連性に特段
の注意を払うことが必要であるかもしれない。例えば、癌のターゲッティングにおいて突
然変異の「ホットスポット」を回避することが適切である。また、いくつかの態様におい
て、特異的スプライスバリアント若しくはアイソフォームの選択的ターゲッティングが望
ましいことがあり、そして、従って、こうした態様においては、多標的干渉ＲＮＡの設計
で使用される標的配列が、好ましくは病的な組織にのみ存在するアイソフォーム若しくは
バリアントに制限される。
【０１８８】
　標的ＲＮＡ（１種若しくは複数）の配列は、好ましくは、公的な若しくは専有のデータ
ベースからダウンロードするか、またはシークェンシング実験から生成する。
【０１８９】
［実施例］
【実施例１】
【０１９０】
ＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－１に対するＣＯＤＥＭＩＲ
　ＣＯＤＥＭＩＲでのＩＣＡＭ－１およびＶＥＧＦ－Ａのマルチターゲッティングの設計
のためのアプローチを考慮した。
【０１９１】
　ＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－１のそれぞれの全ｍＲＮＡ配列を使用した。これらの配
列を検索して、１標的のコーディング鎖および別の配列のコーディング鎖の相補物に存在
する配列を見出した。ここでは、配列５’－ＡＧＴＧＡＣＴＧＴＣＡＣ－３’（配列番号
１）が、ＩＣＡＭ－１コーディング配列、およびＶＥＧＦ－Ａコーディング配列の相補物
の双方で同定された。この配列を使用して、標的ＲＮＡの少なくとも１種を標的とするよ
うに、ＣＯＤＥＭＩＲの各鎖を使用して複数の標的に対し活性のＣＯＤＥＭＩＲを設計し
た。上で同定された配列およびその相補物をＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖の中央に配置される部
分として使用した。この中央二重鎖の各鎖を、対応する標的に対する完全な相補性を提供
するように５’の方向に伸長した一方、各鎖は、ＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖の鎖中のその相対
する鎖に相補的であるように３’の方向に伸長した。
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【０１９２】
　当業者は、ＣＯＤＥＭＩＲを合理的に設計することが、双方の鎖の部分を（二重鎖とし
て）一緒に設計すること、および該二重鎖を徐々に延長すること、ならびに改良して設計
を完了することを必要とすることを認識するであろう。該合理的設計方法は二重鎖がほぼ
完成した後に継続し得る。端を改変するため、または負荷若しくは機能性の他の局面を改
良するために不適正若しくはゆらぎ対形成を創製するために改良をなしうるためである。
【０１９３】
　この中央領域（１２ｎｔ）の長さが、残存する必要とされる配列がシードを取り囲む２
配列にどのように分割されるかに依存して、３’二重オーバーハングをもつ２種の可能な
２１塩基の二重鎖に至る。それらのＣＯＤＥＭＩＲのそれぞれを表１－１に示す（ＣＯＤ
ＥＭＩＲ－１６および－１７）。
【０１９４】
　これらのＣＯＤＥＭＩＲが、シードの相補物である配列を含んでなることが、当業者に
より認識されるであろう。本実施例で、ＣＯＤＥＭＩＲ中の相補配列はＧＵＧＡＣＡＧＵ
ＣＡＣＵ（配列番号２）である。
【０１９５】
　ＣＯＤＥＭＩＲ－１６および－１７を、ＲＰＥ細胞中でＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－
１双方の標的に対する活性について試験した。培養物中のＲＰＥ細胞を使用して、上述さ
れたとおり設計した抗血管新生ＣＯＤＥＭＩＲをスクリーニングした。ヒト細胞株ＡＰＲ
Ｅ－１９を使用した。ＡＲＰＥ－１９細胞を、１０％ウシ胎児血清および１０ｍＭグルタ
ミンを補充したダルベッコ変法イーグル培地中で増殖させた。目的の分泌型タンパク質の
ＥＬＩＳＡ検出、若しくはｉｎ　ｓｉｔｕ細胞表面抗原免疫染色のため、ＡＲＰＥ細胞を
ウェルあたり４×１０３細胞で９６ウェル組織培養プレートに播種した。ＦＡＣＳ分析の
ためには、ＡＲＰＥ－１９細胞をウェルあたり２．５×１０４細胞で２４ウェル組織培養
プレートに播種した。細胞は、２０ｐｍｏｌのＣＯＤＥＭＩＲ　ＲＮＡ二重鎖若しくは対
照ｓｉＲＮＡあたり１μＬのリポフェクタミンの比でリポフェクタミン（ＩｎＶｉｔｒｏ
ｇｅｎ）を使用して、播種２４時間後にトランスフェクトした。大部分の研究で、培地を
トランスフェクション２４時間後に交換し、その時点で、デフェロキサミン（１３０μＭ
）若しくはＩＬ－１β（１ｎｇ／ｍｌ）をそれぞれＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－１実験
に添加した。実験は三重で実施しかつ最低２回反復した。
【０１９６】
　ＡＲＰＥ－１９細胞をアッセイしてＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－１双方の産生を確認
した。ＶＥＧＦ－Ａは、商業的に入手可能なＥＬＩＳＡアッセイ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ）を製造元の説明書に従って使用して上清でアッセイした。細胞表面ＩＣＡＭ－１は、
免疫染色、次いで蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）、比色検出を使用する９６ウェルプレ
ートでの細胞表面ＩＣＡＭ－１のｉｎ　ｓｉｔｕ免疫染色、若しくは、あるいは商業的ｓ
ＩＣＡＭ　ＥＬＩＳＡキット（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を使用する細胞ライセートのＥ
ＬＩＳＡのいずれかによりアッセイした。
【０１９７】
　結果を図１に示す。双方のＣＯＤＥＭＩＲは複数の標的の活性の調節物質であった。Ｃ
ＯＤＥＭＩＲ－１６はＶＥＧＦ－Ａの調節においてより活性であり、また、ＣＯＤＥＭＩ
Ｒ－１７は、見たところ設計の対称性の結果としてＩＣＡＭ－１に対しより活性であった
。これは、変えられた鎖負荷バイアスによることがありそうである。
【０１９８】
　負荷バイアスは、例えば二重鎖の末端にゆらぎＧ：Ｕ塩基対を導入すること、若しくは
対称的末端をもつ２２塩基の二重鎖に該ＣＯＤＥＭＩＲを伸長することにより調節し得る
。これらの型のそれぞれの変形を探求した。ＣＯＤＥＭＩＲ－２６は、二重鎖の２末端の
それぞれに４個の同一の結合ヌクレオチド対を有する２２塩基の二重鎖である。図１に示
されるとおり、ＣＯＤＥＭＩＲ－２６はＣＯＤＥＭＩＲ－１６のものに比較して大きく増
大されたＩＣＡＭ－１ターゲッティングを表した。従って、配列に対する調節が、ＣＯＤ
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【０１９９】
　ＣＯＤＥＭＩＲ－２７および－２８（表１－１を参照されたい）を、二重鎖領域の一端
の破壊する強いＧ：Ｃ対もまたＣＯＤＥＭＩＲ１６で観察された負荷バイアスを成功裏に
克服することができるかどうかを試験するように設計した。図１の結果から見ることがで
きるとおり、ＶＥＧＦ－Ａを標的とするガイド鎖の３’末端領域のＵでのＣの置換は、バ
イアスの変化において成功裏であった（例えばＣＯＤＥＭＩＲ－２７）。ＣＯＤＥＭＩＲ
－２８は、変更をＣＯＤＥＭＩＲの他端で行ったＣＯＤＥＭＩＲ－２７に類似の活性を有
した。
【０２００】
　鎖負荷バイアスおよび標的活性の双方を、不適正を導入して、不十分に負荷されかつ同
時に標的へのハイブリダイゼーションを増大させる二重鎖の端を破壊することにより制御
し得ることもまた、本明細書で予見された。例えば、ＣＯＤＥＭＩＲ－１６の１バリアン
ト、ＣＯＤＥＭＩＲ－３６では、双方の鎖をそれぞれの標的配列に完全に相補的であるよ
うに設計し、生じる不完全に相補的な二重鎖は、ＩＣＭＡ－１ガイド鎖の５’末端のいく
つかの不適正を特徴とする。ＣＯＤＥＭＩＲ－３６の結果（表１－１を参照されたい）を
図１に示す。
【０２０１】
　本明細書に開示される多標的干渉ＲＮＡ（ＣＯＤＥＭＩＲ）は、眼の複数の血管新生性
疾患で有効であることが期待されるとみられる。これは、分泌型ＶＥＧＦ－Ａがこれらの
疾患の全部で大きな役割を演じているからである（Ｗｉｔｍｅｒら（２００３）Ｐｒｏｇ
　Ｒｅｔｉｎ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ、２２、１－２９）とは言え、ＩＣＡＭ－１の過剰発現は
、とりわけ糖尿病性網膜症および黄斑浮腫の初期の開始事象でありうる（Ｆｕｎａｔｓｕ
ら、（２００５）Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ、１１２、８０６－１６；Ｊｏｕｓｓｅｎ
ら（２００２）Ａｍ　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ、１６０、５０１－９；Ｌｕら（１９９９）Ｉｎ
ｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ、４０、１８０８－１２。われわれは
、数種のＣＯＤＥＭＩＲが、ヒト網膜上皮細胞（ＡＲＰＥ－１９細胞株）によるＶＥＧＦ
－ＡおよびＩＣＡＭ－１双方の産生を抑制することが可能であることを示した。これらの
細胞は、これらの眼血管新生性疾患におけるこれらのタンパク質の産生への主要な寄与体
である（Ｍａｔｓｕｏｋａら、（２００４）Ｂｒ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ、８８、８
０９－１５、Ｙｅｈら（２００４）、Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓ
ｃｉ、４５、２３６８－７３）。ＲＰＥ細胞は眼の外来核酸の主取り込み部位でもまたあ
り、そしてこれら２つの理由から、眼科における抗血管新生ＣＯＤＥＭＩＲの評価の適切
な細胞モデルである。２種のオリゴヌクレオチド薬物のｉｎ　ｖｉｖｏ活性は、培養物中
のＲＰＥ細胞に対するそれらの活性と相関し（Ｇａｒｒｅｔｔら（２００１）Ｊ　Ｇｅｎ
ｅ　Ｍｅｄ、３、３７３－８３；Ｒａｋｏｃｚｙら（１９９６）、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖ、６、２０７－１３）、この細胞培養物モ
デルの価値を示す。この細胞株の一利点は、眼のＲＰＥ層を模倣する分極した単層をそれ
が形成する（Ｄｕｎｎら、（１９９６）、Ｅｘｐ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ、６２、１５５－６９
）ことである。
【０２０２】
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【表１】

【０２０３】
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【表２】

【実施例２】
【０２０４】
Ｇｌｕｃ６ＰおよびＩｎｐｐｌ１に対するＣＯＤＥＭＩＲ
　ＣＯＤＥＭＩＲは２型糖尿病のような複雑な代謝性疾患の処置にもまた適しうる。この
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疾患の処置のための２種の潜在的遺伝子標的はグルコース－６－ホスファターゼおよびＩ
ｎｐｐｌ１である。完全な転写物の配列を検査した。最良の連続する同一の領域からの候
補ＣＯＤＥＭＩＲを各場合について表２－１に示す。
【０２０５】
　２標的間の相補的領域を見出し、そして２種の同定されたシード（表２－１：ＣＵＧＣ
ＣＵＣＧＣＣＣＡＧ（配列番号１９）およびＣＵＣＣＡＣＡＵＣＣＡＣ）（配列番号２０
）を２種の可能なＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖の中央モチーフとして使用した。後者のシードお
よびその相補物をそれらの５’端で伸長して、各鎖が標的配列の１種に対する５’相補性
を有する二重鎖を生成した（図２Ａ）。ＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖の双方の鎖がエフェクター
であり、かつ、その標的との各鎖の増大された同一領域が５’末端に伸長されることが必
要である一方、より少なく重要な３’端はより少ない相補性を必要とするため、これは重
要である（図２Ａ）。ＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖のハイブリダイゼーションを調整してそれに
より負荷バイアスに影響を及ぼすために、ＣＯＤＥＭＩＲの何らかの改変を実施し得る。
不適正の導入はこれを達成する１つの方法であり（例えば、Ｏｈｎｉｓｈｉら（２００５
）Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．３２９：５１６－２１を参
照されたい）、そしてこれらの不適正は、それらのそれぞれの標的転写物へのエフェクタ
ー鎖の３’領域の結合を増大されるそれらの能力のためにもまた選ぶことができる（図２
Ｂ）。この状況で、ＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖はその後、ＣＯＤＥＭＩＲ－３６に同様に、完
全な相補性をもつ２鎖からもはや構成されない。
【０２０６】
　多標的干渉ＲＮＡ分子（ＣＯＤＥＭＩＲ）がシードの相補物に対応する配列を含んでな
ることができることが当業者により認識されるであろう。本実施例では、これらの相補配
列はＣＵＧＧＧＣＧＡＧＧＣＡＧ（配列番号２１）およびＧＵＧＧＡＵＧＵＧＧＡＧ（配
列番号２２）である。
【０２０７】
【表３】

【実施例３】
【０２０８】
ＨＩＶゲノム内の複数の部位を標的とするＶＩＲＯＭＩＲ
　本発明は、慢性の形態の疾患で変異されることがありそうである目的のタンパク質を標
的とするのに使用し得る。突然変異は、薬剤耐性の形態がしばしば進化する癌およびウイ
ルス性疾患でとりわけ優勢でありうる。本実施例では、ＶＩＲＯＭＩＲをヒト免疫不全ウ
イルス（ＨＩＶ）の複数の部位を標的とするよう設計した。こうしたＶＩＲＯＭＩＲの効
果を克服するためのいくつかの部位での同時の突然変異に対する要件は、耐性のウイルス
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クローン若しくは擬似種の出現に対する高い遺伝子の障害物を提供することがありそうで
ある。ＨＩＶ　Ｉ血清型Ｂ（ＧｅｎＢａｎｋ受託Ｋ０３４５５）のＨＸＢ２株のゲノムを
目的の主配列として使用し、そして、１以上の場所に存在するシードを見出すためのこの
応用で、別の場所に詳述される生物情報学的方法を用いて検査した。ＧＡＧ、ＥＮＶ、Ｐ
ＯＬ、ＴＡＴ、ＶＩＦ、ＶＰＲ、ＶＰＵおよびＮＥＦ遺伝子のいずれかの完全な配列を含
有する、２００５年８月１日時点のＬＡＮＬデータベース中の全ＨＩＶ　ＩクレードＢ単
離物をこれらの分析で使用した。
【０２０９】
　下に示されるところの、１７塩基シードおよびその完全な相補物が、ＨＩＶ参照株ゲノ
ム中で見出された：
【０２１０】
【化２】

【０２１１】
ここでＫ０３４５５ｒは参照株ゲノムの相補物の部分配列である。
【０２１２】
　上述されたクレードＢ単離物の集団で、シード（ＧＣＴＧＧＴＴＴＴＧＣＧＡＴＴＣＴ
）（配列番号３３）は単離物の７６％で見出された一方、その相補物（ＡＧＡＡＴＣＧＣ
ＡＡＡＡＣＣＡＧＣ）（配列番号３４）はそれぞれ単離物の４％で見出された。
【０２１３】
　究極的には、本発明の有効なＲＮＡ治療薬は、冒された集団の広範な包括を提供するは
ずであり、そして、この患者集団で高度に表される配列を標的とすることが明らかに望ま
しい。従って、上で提示されるシードは該集団の十分な比率を包括しないかも知れない。
にもかかわらず、その独特の大きさにより、それを本発明の例示でさらに考慮した。
【０２１４】
　しかしながら、このシードに関して保存が改良されることが必要であるとすれば、当業
者は、このシードの下位セグメントを使用することが改良された保存をもたらし得ること
を認識するであろう。例えば、以下でのとおり、２塩基を除去する場合に、
【０２１５】
【化３】

【０２１６】
フォワードの保存は７６％で留まる一方、リバースの保存は３５％に実質的に増加する。
【０２１７】
　候補ＶＩＲＯＭＩＲに優先順位を付けかつそれらを検査するためには、意図している標
的配列と適合性であるスクリーニング方法を有することが重要である。ｐＮＬ４．３アッ
セイは、ＨＩＶで活性の薬物の貴重な検証されたスクリーニングとしてＨＩＶ研究の分野
で広範に使用され、そして候補ＶＩＲＯＭＩＲを試験するためにわれわれにより使用され
た。しかしながら、ｐＮＬ４．３プラスミドのＨＩＶ成分の配列と、該ＶＩＲＯＭＩＲの
設計で使用した参照ＨＩＶ株（Ｋ０３４５５）のものの間に若干の差違が存在する。従っ
て、参照株の配列およびｐＮＬ４．３プラスミドの配列の比較を実施して、前述のＶＩＲ
ＯＭＩＲが該試験系にもまた存在する配列を標的としていたことを確認した。とりわけ攻
撃アッセイ、融合レポーター、ウイルス偽粒子のような他の試験系（それぞれは治療上関
連する若しくは無関係の配列のいかなる数の多さも表す）を等しく考慮し得る。
【０２１８】
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　これら２種のシード部位を標的とするＶＩＲＯＭＩＲ二重鎖の一例（ＶＭ０１１）は：
【０２１９】
【化４】

【０２２０】
である。
【０２２１】
　該二重鎖の端を分析して、一方の端での他方に関してより大きいＧ／Ｃ含量を考えれば
、該２鎖が等しく負荷することがありそうにないとみられることが当業者に明らかである
ことができ、従って、本発明の別の場所で論考されるとおり、さらなる至適化から利益を
得ることがありそうであるとみられる。
【０２２２】
　ＨＩＶは、一般にｉｎ　ｖｉｖｏウイルス感染源をもつ慢性感染を引き起こす。結果、
ＨＩＶを標的とするＶＩＲＯＭＩＲは、潜在部位からの再出現を予防するための継続的治
療的保護に対する必要性により、合成ＲＮＡ二重鎖よりむしろ細胞で発現される低分子ヘ
アピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）として治療上有効であることが最もありそうである。
【０２２３】
　ＶＭ０１１の配列をｓｈＲＮＡの設計で使用した。ＢａｍＨＩ制限部位、Ｇイニシエー
ター、ＶＩＲＯＭＩＲパッセンジャー、Ｘｈｏループ配列（ＡＣＴＣＧＡＧＡ）、ＶＩＲ
ＯＭＩＲガイド鎖、ｐｏｌＩＩＩターミネーターおよびＨｉｎｄＩＩＩ制限部位に対応す
る連続するＤＮＡ配列を集成し、そしてｄｓＤＮＡとして製造した。それらをその後、Ｈ
１プロモーターの制御下にｐＳＩＬベクターにクローン化した。ＶＭ０１１を模倣するｓ
ｈＲＮＡ　ＶＩＲＯＭＩＲをコードするよう設計した、生じる二本鎖ＤＮＡ挿入物を下に
示す（ループ配列をカッコ内に、およびターミネーターは斜体）：
【０２２４】

【化５】

【０２２５】
　当業者は、転写される場合に、該コードされるＲＮＡが、細胞のＤｒｏｓｈａおよびＤ
ｉｃｃｒタンパク質により修飾されて活性のＶＩＲＯＭＩＲ　ＲＮＡ二重鎖（１種若しく
は複数）を生成するヘアピン構造にフォールディングすることを認識するであろう。当業
者はまた、該ｓｈＲＮＡ構築物の設計の多数の変動を考慮し得ることも認識するであろう
。これらは、限定されるものでないが、ｓｈＲＮＡ二重鎖成分（ガイド鎖、パッセンジャ
ー鎖、前駆体）の長さ、配列および向き、ループの長さおよび配列、プロモーターの選択
、イニシエーターおよびターミネーターの配列、ならびに最終構築物に集成するのに使用
されるクローニング戦略を挙げることができる。
【０２２６】
　このｓｈＲＮＡ構築物を、ｐＮＬ４．３プラスミドとコトランスフェクトすることによ
りＨＥＫ－２９３細胞中で試験した。具体的には、ＨＥＫ－２９３細胞を２×１０＾５細
胞の密度で１２ウェルプレート中ウェルあたり１ｍｌのＯｐｔｉｍｅｍ培地中に播種した
。細胞を２４時間後に２００μＬのＤＮＡ：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ混合物（Ｏｐｔ
ｉｍｅｍ中で２．７μＬのＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００と複合体形成した、１
００μＬ中の２００ｎｇのｐＮＬ４．３プラスミド、６７ｎｇのＶＩＲＯＭＩＲ　ｐＳＩ
Ｌ構築物）でトランスフェクトした。２４時間後に培地を変えた後、さらなる２４時間の
インキュベーション後の上清の収集によりｐ２４の産生をアッセイした。
【０２２７】
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　ｐ２４の産生は、空の対照プラスミドでトランスフェクトした細胞からの産生のパーセ
ントとして表した。ＶＭ０１１はこのアッセイでいかなる認識できる活性も有さず（デー
タは示されない）、おそらく該二重鎖の端の分析から予測されるとおり同等な負荷の欠如
を反映する。にもかかわらず、当業者は、他の設計戦略（例えばシードおよびその相補物
からの鎖の代替伸長、若しくは上述されたところのｓｈＲＮＡ構築物の変形）を、上で使
用されたもののような適切なスクリーニングと組合せる場合に有用な治療薬を同定するの
に使用し得るこの設計の活性のＶＩＲＯＭＩＲの開発に考慮し得ることを認識するであろ
う。
【実施例４】
【０２２８】
ＨＣＶおよびＴＮＦａの二重ターゲッティング
　感染性疾患のいくつかの場合、多標的干渉ＲＮＡを、感染性病原体のゲノムおよび該疾
患の１種若しくはそれ以上の重要な宿主「駆動体」双方を標的とするのに利用し得る。例
えば、ＴＮＦ－αは、Ｃ型肝炎ウイルス感染およびその続発症における主要な疾患関連因
子と考えられる。ＨＣＶのゲノムおよびＴＮＦ－α　ｍＲＮＡの検討に着手した。
【０２２９】
　ＨＣＶおよびＴＮＦａ中の９塩基シードおよびそれらの完全な相補物の検索に際して、
目的の以下のシードすなわち５’ＡＣＴＣＣＣＣＴＧ３’（配列番号４１）が同定された
数種のうち１種であった。
【０２３０】
　このシードは、それが遺伝子型１ａおよび１ｂの１５５種の単離物中９４％という保存
を伴いＨＣＶゲノムに存在するために選択した。このシードは実際にはＨＣＶ中で２部位
に存在する。われわれは、その後、どの部位を二重鎖の設計で主に考慮すべきかを確立す
るために、このシードから３’の方向のヌクレオチドを考慮した。該部位の伸長された配
列（３’端へ＋６塩基）は以下に続くとおりであった：
【０２３１】
【化６】

【０２３２】
　第一の部位でのシードの存在率は第二のものでよりはるかにより高い（９２％対７％）
ことが見出された。従って、多標的干渉ＲＮＡのさらなる設計を、第一の部位の配列を考
慮してのみ実施した。
【０２３３】
　遺伝子の情況の条件で、該シードはＨＣＶの５’ＮＴＲおよびＴＮＦαの３’ＵＴＲに
ある。下に、ＨＣＶ配列およびＴＮＦαの反平行配列中のシードの場所を示す：
【０２３４】
【化７】

【０２３５】
　該シードは９ｍｅｒであるため、必要とされる長さ（例えば１９）の二重鎖のため必要
とされる伸長は、例えば、該シードが通常二本鎖の二重鎖の中央にある（オーバーハング
を除く）ため、標的の３’の方向に５塩基および５’の方向に５塩基である。それを中央
に置くことにより、生じる２鎖は、下に概説される方法に従う場合にそれらのそれぞれの
標的と完全に相補的な同等な一部分を有することができる。これは、生じる２鎖の結合が
比較可能であるはずであることを確実にする。例えば１０ヌクレオチドのシードで、各側
での５の伸長は２０の二重鎖を創製するとみられる一方、４＋５若しくは５＋４の伸長は
１９ヌクレオチドの二重鎖を生じるとみられる。他の順列は、シードおよび所望の二重鎖
の長さに依存して等しく許容できる。
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【０２３６】
　本実施例で、二重鎖の鎖の一方を生成する手段は、後に続くとおりである：
・標的のシードの相補物で通常の方向に出発すること（すなわちＨＣＶ）は、以下の配列
、５’ＣＡＧＧＧＧＡＧＵ３’（配列番号４６）を生じる。
・その後、シードの３’端でＨＣＶ配列の次の５塩基の相補物を採用することにより、そ
の５’方向にこの配列をさらに伸長する。これは５’ＣＣＵＣＡＣＡＧＧＧＧＡＧＵ３’
（配列番号４７）を生じる。
・これに次いで、反平行の方向にある第二の標的（すなわちＴＮＦａ）の次の５塩基の相
補物を付加して、５’－ＣＣＵＣＡＣＡＧＧＧＧＡＧＵＵＧＵＧＵ－３’（配列番号４８
）の第一鎖配列を生じる。
・相対する鎖（ＴＮＦａ）はその場合、第一のガイド鎖の相補物、すなわち５’－ＡＣＡ
ＣＡＡＣＵＣＣＣＣＵＧＵＧＡＧＧ－３’（配列番号４９）である。
その結果、該二重鎖は：
【０２３７】

【化８】

【０２３８】
である。
【０２３９】
　該２種のガイド鎖は：
【０２４０】

【化９】

【０２４１】
の２標的への予測される結合を有する。
【０２４２】
　負荷の同等性を改良するため、該二重鎖を、ＨＣＶ配列へのさらなる相補性を伴い伸長
し得る。おそらく：
【０２４３】
【化１０】

【０２４４】
　これは、該二重鎖の端での弱い（Ａ：Ｕ）および強い塩基（Ｇ：Ｃ）対のより均衡の取
れた表示を生じるという効果を有する。
【０２４５】
　あるいは、ＴＮＦａターゲッティング鎖が変異されるがしかしなお標的に結合すること
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が可能でありかつ対応する鎖が一致するように変更されている二重鎖は：
【０２４６】
【化１１】

【０２４７】
であり得る。
【０２４８】
　この状況で、該二重鎖の最初の５塩基対は、下に示されるところの標的への結合を認識
可能に損なうことなく２端で等しく均衡が取られる（ＴＮＦａターゲッティング鎖とのゆ
らぎ塩基対に注目されたい）。
【０２４９】
【化１２】

【０２５０】
　必要とされる場合はオーバーハングを付加し得る。尾部領域の改良された結合を高める
ように、意図している標的に対しそれらを相補的にすることが有益でありうる。付加され
る塩基は、標的ＲＮＡ中の指定されるさらなる領域への予測される結合を提供するように
選択しうる。例えば、上のｉｎ　ｓｉｌｉｃｏ結合の結果で、大きなバルジがＨＣＶ標的
ＲＮＡへの第一のガイド鎖の結合から形成されることが予測される。オーバーハングの選
択は、そのバルジの長さを短縮するという希望により導かれ得る。他の代替は、ｉｎ　ｓ
ｉｌｉｃｏで示される結合の伸長を提供するように標的に相補的な塩基を付加することで
ある。従って、一例として、上で生成された二重鎖は、必要とされる塩基をさらに定義す
るためのｉｎ　ｓｉｌｉｃｏハイブリダイゼーションからの情報を使用してさらに伸長し
得る。
【０２５１】

【化１３】

【０２５２】
　あるいは、該配列は、ＵＵを付加することにより経験的に伸長し得る：
【０２５３】
【化１４】

【０２５４】
　合成多標的干渉ＲＮＡ二重鎖が、シードおよびその対応する相補物（５’ＣＡＧＧＧＧ
ＡＧＵ３’）（配列番号４６）を含んでなることができることが、当業者により認識され
るであろう。
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　さらなる検討におそらく値する他のシードは、５’ＣＧＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＴ３’（
配列番号６１）および５’ＣＴＣＣＴＣＧＧＣＣＡＧＣ３’（配列番号６２）である。
【０２５６】
　合成多標的干渉ＲＮＡ二重鎖が、シードおよびその対応する相補物：
（５’ＡＧＧＧＣＵＣＣＡＧＧＣＧ３’（配列番号６３）若しくは５’ＧＣＵＧＧＣＣＧ
ＡＧＧＡＧ３’）（配列番号６４）
を含んでなることができることが、当業者により認識されるであろう。
【実施例５】
【０２５７】
鎖負荷を改良するための改変
　平滑端ＣＯＤＥＭＩＲの低下された活性のありそうな説明は、ＲＩＳＣ負荷が３’オー
バーハングの非存在で損なわれることである。われわれは、ＣＯＤＥＭＩＲの一鎖の負荷
を予防するための単一平滑端の使用（ガイド鎖の負荷を促進するために潜在的に有用であ
る技術）を検討した。この研究のため、われわれは、ＩＣＡＭを標的とするガイド鎖の負
荷に対する強い好みを有するＣＯＤＥＭＩＲ－１７のバリアントを設計した。該バリアン
トＣＯＤＥＭＩＲ－１０３（表５－１）は、ＩＣＡＭ－１ガイド鎖の５’端に平滑端を包
含するよう設計した。このＣＯＤＥＭＩＲは、増大されたＶＥＧＦ抑制活性、および変え
られた鎖負荷と矛盾しない低下されたＩＣＡＭ－１抑制活性を示した（図３）。
【０２５８】
　本実施例で、ＡＲＰＥ－１９細胞を４０ｎＭの二重鎖ＲＮＡでトランスフェクトし、そ
してＶＥＧＦ（ＥＬＩＳＡ）若しくはＩＣＡＭ（ＦＡＣＳ）発現をトランスフェクション
４８時間後にアッセイした。図３の各棒は３検体のサンプルの平均を表す。エラーバーは
平均の標準誤差を示す。
【０２５９】
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【表４】

【実施例６】
【０２６０】
ｉｎ　ｖｉｖｏでのＣＯＤＥＭＩＲおよびＶＩＲＯＭＩＲの活性
　本発明のＣＯＤＥＭＩＲおよび他の多標的干渉ＲＮＡの活性は、当業者に既知の多様な
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前臨床モデルで試験し得る。制限しない一例として、ＣＯＤＥＭＩＲ－２６～２８を未熟
児網膜症モデルで試験し得る。このモデルは眼血管新生の分野で研究している者に公知で
あり、そして目的の疾患（ＡＭＤ、糖尿病性網膜症など）に対し活性の薬物の開発のため
のいくつかのモデルの１つとして広範に使用されている。該試験は、処置群に等しく分割
された適する数のマウス若しくはラットの新生仔より構成し得る。処置群はベヒクルのよ
うな陰性対照、無関係な若しくはスクランブル配列対照および多数の多標的ＲＮＡを包含
し得る。既知の競合体として、ＶＥＧＦに対するｓｉＲＮＡを包含することもまた考慮し
得る。
【０２６１】
　このモデルで、生命の第１日に開始して、同腹子を低酸素の周期、次いで数日の室空気
に曝露する。注入は、４日の正常酸素期間の前の周期の最後の日に実施し得る。数日後に
動物にＦＩＴＣデキストランを注入しかつ殺し得る。網膜のフラットマウントの蛍光画像
を使用して、各動物での血管新生の程度を推定し得る。加えて、標的ＲＮＡ分子若しくは
それらのコードされるタンパク質（この場合はＶＥＧＦおよびＩＣＡＭ）の産生量の測定
値を、均質化したサンプルの分析により、若しくは、あるいはｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダ
イゼーションで行い得る。
【０２６２】
　さらなる制限しない一例として、ＣＯＤＥＭＩＲは、あるいは、ラット若しくは霊長類
のレーザー誘発性脈絡叢血管新生（ＣＮＶ）モデルを使用して、疾患に関係する血管新生
の阻害についてｉｎ　ｖｉｖｏで評価し得る。このモデルでは、全身麻酔下の動物にそれ
らの瞳孔を散大させかつ網膜の写真を撮影する。脈絡叢血管新生（ＣＮＶ）をクリプトン
レーザー光凝固により誘導する。これは、全処置群からの各動物の左、若しくは、あるい
は右眼いずれかへのスリットランプによるレーザー照射を使用して実施する。合計６～１
１回のレーザー燃焼を、後極の視神経を取り囲む各眼に全般に適用する。
【０２６３】
　レーザー傷害後の適する時点で、多標的干渉ＲＮＡを冒された眼に注入する。該適する
時間はレーザー誘導の翌日であり得るか、または確立したＣＮＶに対する評価のためには
、傷害数日若しくは数週後に該注入を実施し得る。オリゴヌクレオチドの硝子体内注入は
、硝子体中に３０若しくは３２ゲージ針を挿入することにより実施する。挿入および注入
は、手術用顕微鏡により実施し得かつ直接見ることができる。水晶体若しくは網膜を傷害
しないよう注意を払う。理想的には、試験化合物を硝子体腔の上および周辺に置く。処置
後定期的に、画像化および／若しくは直接サンプリング（例えば組織学、免疫組織化学）
いずれかにより血管新生を評価する。全部の場合で、ＣＮＶの評価は、情報の記録の偏り
の欠如を確実にするために、実際の処置に対し盲検化した熟練した操作者により最良に実
施される。
【０２６４】
　直接画像化法の一例はカラー眼底撮影法（ＣＦＰ）である。再度、上述されたところの
麻酔下で瞳孔を散大させる。眼底をその後、適切なフィルムを使用してカメラで写真撮影
する。
【０２６５】
　あるいは、若しくは好ましくはＣＦＰに加えて、フルオレセイン血管造影を使用して、
網膜中の血管および血管漏出の領域を画像化する。これは、フルオレセインナトリウムの
腹腔内若しくは静脈内注入後に動物の全部で実施する。網膜脈管構造をその後、ＣＦＰに
使用されると同一のカメラを使用して、しかしフルオレセイン血管造影のためのバリアフ
ィルターを追加して写真撮影する。単一の写真を、フルオレセインナトリウムの投与直後
に０．５～１分間隔で撮影し得る。フルオレセイン漏出の程度を、訓練を積んだ操作者に
より点数を付ける。時間点のそれぞれからの平均重症度スコアを適する統計学的解析によ
り比較し、そしてｐ＜０．０５で差違を有意とみなす。加えて、各病変スコアの頻度を計
数し、表にしかつグラフで表す。
【０２６６】
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　あるいは、若しくは加えて、ラットを処置後の選択された時点（例えば注入７、１４お
よび２８日後）に安楽死させ得、そして、眼を慣習的組織病理学により検査し得る。病変
の数および重症度の低下が、本発明の活性オリゴヌクレオチドにより処置したサンプルで
見られることが期待される。
【０２６７】
　他の制限しない例は、当業者に公知であるもののような他の前臨床モデルでの本発明の
多標的ＲＮＡを試験することを包含する。網羅的でない一覧は、肺線維症（ブレオマイシ
ン誘発性）、足の炎症（カラギーナン）、関節炎、糖尿病、ウイルス感染症、腫瘍異種移
植などを包含する。
【０２６８】
　前述の明細は、具体的説明の目的上提供される実施例とともに本発明の原理を教示する
一方、本発明の実務は、以下の請求の範囲およびそれらの同等物の範囲内にあるところの
通常の変形、翻案および／若しくは改変の全部を包含することが理解されるであろう。全
部の参考文献は、ここに、そっくりそのまま本出願に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０２６９】
【図１】ＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖の双方の鎖を使用するＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－１の
マルチターゲッティング。１２ｎｔのシード領域を、２種の標的転写物を分析することに
より同定した。シードの周囲でＣＯＤＥＭＩＲを位置決めする多様な順列を検討し、そし
て生じる配列を表１－１に列挙する。Ａ：未トランスフェクト細胞；Ｂ：無関係なｓｉＲ
ＮＡ対照；Ｃ：ＩＣＡＭ－１およびＶＥＧＦ特異的ｓｉＲＮＡ；Ｄ：ＣＯＤＥＭＩＲ－１
６；Ｅ：ＣＯＤＥＭＩＲ－１７；Ｆ：ＣＯＤＥＭＩＲ－２６；Ｇ：ＣＯＤＥＭＩＲ－２７
；Ｈ：ＣＯＤＥＭＩＲ－２８およびＩ：ＣＯＤＥＭＩＲ－３６。ＩＣＡＭ－１（白棒）お
よびＶＥＧＦ－Ａ（黒棒）に対するこれらのＣＯＤＥＭＩＲの活性を、ＲＰＥ細胞を使用
して測定した。ＣＯＤＥＭＩＲ－２７および－２８は、負荷バイアスを調節するための二
重鎖の末端へのゆらぎ塩基対の導入を除き、それぞれＣＯＤＥＭＩＲ－１６および－１７
の二重鎖に対応する。ＣＯＤＥＭＩＲ－３６は、ＣＯＤＥＭＩＲ１６およびＣＯＤＥＭＩ
Ｒ１７により標的とされるＶＥＧＦ－ＡおよびＩＣＡＭ－１　ｍＲＮＡの領域に完全に相
補的であるガイド鎖を伴い形成される不完全な相補二重鎖の一例である。
【図２】図Ａ：ＣＯＤＥＭＩＲ二重鎖の鎖が相互に完全に相補的でありうるＣＯＤＥＭＩ
Ｒ二重鎖の双方の鎖を使用するマルチターゲッティングのさらなる例示。存在するいずれ
のオーバーハングも、相補的塩基対形成を伴わないことができる。図Ｂ：ＣＯＤＥＭＩＲ
の２本の活性鎖の間の不完全な相補性を示すＣＯＤＥＭＩＲの一例。こうした不完全な相
補性は、例えば、そのそれぞれの標的に完全に相補的若しくはほぼ完全に相補的である各
鎖によって駆動し得る。
【図３】ＶＥＧＦおよびＩＣＡＭを標的とするＣＯＤＥＭＩＲのこれら２種のタンパク質
の抑制活性に対する単一平滑端の影響。Ａ：未トランスフェクト細胞；Ｂ：擬似トランス
フェクト；Ｃ：無関係な対照ｓｉＲＮＡ；Ｄ：ＣＯＤＥＭＩＲ－１７およびＥ：ＣＯＤＥ
ＭＩＲ－１０３。ＡＲＰＥ－１９細胞を４０ｎＭの二重鎖ＲＮＡでトランスフェクトし、
そしてＶＥＧＦ（黒棒）若しくはＩＣＡＭ（白棒）発現をトランスフェクション４８時間
後にアッセイした。各棒は３検体のサンプルの平均を表す。エラーバーは平均の標準偏差
を示す。
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