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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Pol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターを含む核
酸構築物であって、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、核酸構築物。
【請求項２】
　前記(a)が細胞特異的調節を提供する、請求項１に記載の構築物。
【請求項３】
　前記構築物が、前記融合プロモーターに作動可能に連結されたｓｈＲＮＡをコードする
配列をさらに含む、請求項１に記載の構築物。
【請求項４】
　前記構築物が、前記融合プロモーターに作動可能に連結されたｓｉＲＮＡの２つの鎖を
コードする配列をさらに含む、請求項１に記載の構築物。
【請求項５】
　前記(b)が、Ｕ６基本プロモーター、Ｈ１基本プロモーター、又はｔＲＮＡ基本プロモ
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ーターである、請求項１に記載の構築物。
【請求項６】
　前記(b)が、Pol II依存性プロモーターの基本プロモーターが当初結合されていた位置
において、前記(a)に結合される、請求項１に記載の構築物。
【請求項７】
　前記(b)が、Pol II依存性プロモーターの基本プロモーターの点変異体であり、Pol II
の代わりにPol IIIに優先的に結合する、請求項１に記載の構築物。
【請求項８】
　前記(a)が、ＣＭＶ初期中間調節領域を含む、請求項１に記載の構築物。
【請求項９】
　前記(a)が、完全なPol II調節領域から基本プロモーターを欠いたものを含む、請求項
１に記載の構築物。
【請求項１０】
　疾患関連遺伝子のｍＲＮＡをターゲティングするＲＮＡｉ作用因子をコードする配列を
さらに含む、請求項１に記載の構築物。
【請求項１１】
　Pol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターを含むベ
クターであって、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、ベクター。
【請求項１２】
　前記融合プロモーターに作動可能に連結されたＲＮＡｉ作用因子をコードする領域をさ
らに含む、請求項１１に記載のベクター。
【請求項１３】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｉＲＮＡである、請求項１２に記載のベクター。
【請求項１４】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｈＲＮＡである、請求項１２に記載のベクター。
【請求項１５】
　前記ベクターがプラスミドである、請求項１１に記載のベクター。
【請求項１６】
　前記ベクターがウイルスベースのベクターである、請求項１１に記載のベクター。
【請求項１７】
　前記ベクターが複製欠損性を示す、請求項１１に記載のベクター。
【請求項１８】
　前記ベクターが複製能力を示す、請求項１１に記載のベクター。
【請求項１９】
　コード配列に作動可能に連結されたPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモ
ーターの融合プロモーターを含む細胞であって、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、細胞。
【請求項２０】
　前記コード配列がＲＮＡｉ作用因子をコードする、請求項１９に記載の細胞。
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【請求項２１】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｉＲＮＡである、請求項２０に記載の細胞。
【請求項２２】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｈＲＮＡである、請求項２０に記載の細胞。
【請求項２３】
　前記融合プロモーターおよび前記ＲＮＡｉ作用因子が１つのベクター中に存在する、請
求項２０に記載の細胞。
【請求項２４】
　前記ベクターがプラスミドである、請求項２３に記載の細胞。
【請求項２５】
　前記ベクターがウイルスベクターである、請求項２３に記載の細胞。
【請求項２６】
　前記細胞が細胞培養物中に存在する、請求項１９に記載の細胞。
【請求項２７】
　前記細胞が動物細胞である、請求項２６に記載の細胞。
【請求項２８】
　前記動物細胞がヒト細胞である、請求項２７に記載の細胞。
【請求項２９】
　前記細胞が昆虫細胞である、請求項２６に記載の細胞。
【請求項３０】
　前記細胞が植物細胞である、請求項２６に記載の細胞。
【請求項３１】
　前記細胞が動物中に存在する、請求項１９に記載の細胞。
【請求項３２】
　前記動物がヒトである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３３】
　前記動物がウシである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３４】
　前記動物がブタである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３５】
　前記動物がヒツジである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３６】
　前記動物がネコである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３７】
　前記動物がイヌである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３８】
　前記動物がトリである、請求項３１に記載の細胞。
【請求項３９】
　前記細胞が植物中に存在する、請求項１９に記載の細胞。
【請求項４０】
　前記細胞が真菌中に存在する、請求項１９に記載の細胞。
【請求項４１】
　コード配列に作動可能に連結されたPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモ
ーターの融合プロモーターを含む遺伝子構築物を含む複数の細胞を含む非ヒトトランスジ
ェニック生物であって、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
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節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、非ヒトトランスジェニック生物
。
【請求項４２】
　前記コード配列がＲＮＡｉ作用因子をコードする、請求項４１に記載の生物。
【請求項４３】
　前記生物が動物である、請求項４１に記載の生物。
【請求項４４】
　前記生物が植物である、請求項４１に記載の生物。
【請求項４５】
　請求項１～請求項１０のいずれか１項に記載の核酸構築物、および
　使用説明書を含むキット。
【請求項４６】
　前記核酸構築物が単回使用形態で包装されている、請求項４５に記載のキット。
【請求項４７】
　前記核酸構築物がベクター中に存在する、請求項４５に記載のキット。
【請求項４８】
　前記核酸構築物が、前記融合プロモーターに作動可能に連結されたコード配列をさらに
含む、請求項４５に記載のキット。
【請求項４９】
　請求項１～請求項１０のいずれか１項に記載の核酸構築物であって、前記核酸構築物が
、前記融合プロモーターに作動可能に連結されたｓｈＲＮＡまたはｓｉＲＮＡ配列をさら
に含む核酸構築物、および
　薬学的に許容可能な担体または賦形剤を含む薬学的組成物。
【請求項５０】
　前記組成物を注射用組成物として処方する、請求項４９に記載の薬学的組成物。
【請求項５１】
　前記組成物を局所投与のために処方する、請求項４９に記載の薬学的組成物。
【請求項５２】
　前記組成物をリポソーム組成物として処方する、請求項４９に記載の薬学的組成物。
【請求項５３】
　前記組成物がウイルスベクターを含む、請求項４９に記載の薬学的組成物。
【請求項５４】
　遺伝子構築物の作製方法であって、前記方法は、ＲＮＡｉ作用因子をコードする核酸配
列をPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターに作動
可能に連結させる工程を含み、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、方法。
【請求項５５】
　前記融合プロモーターが、ＲＮＡｉ作用因子をコードする前記核酸配列の細胞特異的発
現を提供する、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｈＲＮＡである、請求項５４に記載の方法。
【請求項５７】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｉＲＮＡである、請求項５４に記載の方法。
【請求項５８】
　ＲＮＡｉ作用因子コード配列に作動可能に連結されたPol III依存性プロモーター／Pol
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 II依存性プロモーターの融合プロモーターを含む遺伝子構築物を含む、細胞中にＲＮＡ
ｉ作用因子を発現させるための組成物であって、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、組成物。
【請求項５９】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｈＲＮＡである、請求項５８に記載の組成物。
【請求項６０】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｉＲＮＡである、請求項５８に記載の組成物。
【請求項６１】
　遺伝子構築物を含むベクターを含む、細胞中の標的遺伝子の発現を阻害するための組成
物であって、前記遺伝子構築物が、Pol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモー
ターの融合プロモーターを含み、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、組成物。
【請求項６２】
　前記細胞が生物中に存在する、請求項６１に記載の組成物。
【請求項６３】
　細胞中の遺伝子機能を分析する方法であって、前記方法は、
　前記細胞中の遺伝子発現を阻害する工程であって、前記阻害がＲＮＡｉ作用因子をコー
ドする核酸配列に作動可能に連結されたPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロ
モーターの融合プロモーターを含む遺伝子構築物由来の前記ＲＮＡｉ作用因子の発現に起
因する工程、および
　前記阻害後に前記細胞における生物学的変化を決定する工程であって、前記生物学的変
化が前記遺伝子の機能を示す工程を含み、前記融合プロモーターが
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、方法。
【請求項６４】
　前記決定が、少なくとも１つの生物学的特徴を前記細胞の発現が阻害されないコントロ
ール細胞と比較する工程を含む、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記細胞を、前記遺伝子構築物を含むベクターでトランスフェクトする工程をさらに含
む、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
　前記ベクターがウイルスベクターである、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　前記ベクターがプラスミドである、請求項６５に記載の方法。
【請求項６８】
　標的遺伝子を治療標的として実証する方法であって、前記方法が、
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　細胞培養物中の細胞における推定治療標的遺伝子の発現を阻害する工程であって、前記
阻害がＲＮＡｉ作用因子をコードする核酸配列に作動可能に連結されたPol III依存性プ
ロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターを含む遺伝子構築物由来の前
記ＲＮＡｉ作用因子の発現に起因する工程、および
　前記阻害後の前記細胞における生物学的変化が治療効果と対応するかどうかを決定する
工程であって、前記生物学的変化の前記治療効果との対応は前記遺伝子が治療標的遺伝子
であることを示す工程を含み、前記融合プロモーターが
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、方法。
【請求項６９】
　小分子試験化合物の生物学的効果の正のコントロールを得る方法であって、前記方法が
、
　第１細胞を試験化合物と接触させる工程と、
　ＲＮＡｉ作用因子をコードする配列に作動可能に連結された、発現の特異的調節を提供
するPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターを含む
遺伝子構築物由来の前記ＲＮＡｉ作用因子の発現を使用して比較細胞中の標的遺伝子を阻
害する工程、および
　前記第１細胞中の前記試験化合物の効果を、前記比較細胞中の前記標的遺伝子の阻害効
果と比較する工程を含むとともに、前記融合プロモーターが
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、方法。
【請求項７０】
　前記試験化合物を、前記標的遺伝子に対して活性であるように予め選択する、請求項６
９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記比較工程は、前記試験化合物が前記阻害効果に付加的な効果を有するかどうかを決
定する工程を含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項７２】
　標的遺伝子の阻害が有益な効果を提供する疾患または病態を治療するための組成物であ
って、
　ＲＮＡｉ作用因子をコードする核酸配列に作動可能に連結された、発現を特異的に調節
するPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターを含む
遺伝子構築物を含むベクターを含み、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、組成物。
【請求項７３】
　前記ベクターがプラスミドである、請求項７２に記載の組成物。
【請求項７４】
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　前記ベクターがウイルスベクターである、請求項７２に記載の組成物。
【請求項７５】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｈＲＮＡである、請求項７２に記載の組成物。
【請求項７６】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｉＲＮＡである、請求項７２に記載の組成物。
【請求項７７】
　標的遺伝子の阻害によって有益な効果を提供する疾患または病態の治療薬の調製におけ
る、ＲＮＡｉ作用因子をコードする配列に作動可能に連結された、発現の特異的調節を提
供するPol III依存性プロモーター／Pol II依存性プロモーターの融合プロモーターを含
む遺伝子構築物を含むベクターの使用であって、前記融合プロモーターが、
(a) Pol II依存性プロモーターの、基本プロモーターエレメント以外の全調節領域からな
るシス活性調節領域と、(b) ＴＡＴＡボックス領域および近位配列エレメント（proximal
 sequence element：ＰＳＥ）を含む、Pol III依存性プロモーターの基本プロモーターエ
レメントとからなり、
前記(a)が前記(b)に作動可能に連結されており、前記融合プロモーターの前記シス活性調
節領域が前記構築物由来の発現の特異的調節を提供する、使用。
【請求項７８】
　前記ベクターがウイルスベクターである、請求項７７に記載の使用。
【請求項７９】
　前記ベクターがプラスミドである、請求項７７に記載の使用。
【請求項８０】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｈＲＮＡである、請求項７７に記載の使用。
【請求項８１】
　前記ＲＮＡｉ作用因子がｓｉＲＮＡである、請求項７７に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本出願は、以前に出願された仮出願である米国特許出願第６０／７２２，５６８号（２
００５年１０月１日出願）の優先権を主張し、この米国出願の内容は、本明細書中でその
全体が参考として援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、コード配列の転写をターゲティングおよび／または調節するため、特に、Ｒ
ＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）、ミクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、アプタマー、短い干渉ＲＮＡ（ｓ
ｉＲＮＡ）、および／または短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）のＲＮＡ配列を発現する
ためのＲＮＡポリメラーゼプロモーターに関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　以下の考察は、読み手の理解を補助することのみを目的として提供し、考察した情報ま
たは引用した文献のいずれも本発明に対する先行技術を構成すると認めない。
【０００４】
　約１８～３０塩基対の短いＲＮＡ二重鎖は、遺伝子発現のいくつかの配列特異的調節型
を開始させることが示されている。１つの調節型（すなわち、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ））
では、これらの短いＲＮＡ二重鎖によって、広範な真核細胞（哺乳動物細胞が含まれる）
でｍＲＮＡの配列選択的分解をもたらす。ＲＮＡｉの１つの実施形態では、小さな干渉Ｒ
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ）は、約２１ヌクレオチド（ｎｔ）長であり、これらが１９塩基対のス
テムおよび２ｎｔの３’突出末端を有するように対合し、真核細胞に導入される場合、こ
れらにより、ターゲティングされたｍＲＮＡの配列選択的分解および遺伝子抑制をもたら
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す（非特許文献１；非特許文献２）。ＲＮＡｉの別の実施形態では、真核細胞に送達され
たＤＮＡ構築物のインビボ転写を利用して、１）酵素的にプロセシングされて短いｄｓＲ
ＮＡが得られる長いｄｓＲＮＡ、２）小さいヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、または３）
インビボでハイブリッド形成してｓｉＲＮＡを形成することができる個別の短い相補鎖を
導入する。上記方法のいずれかによって送達された短いｄｓＲＮＡ二重鎖は、ＲＮＡ誘導
サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）中の１つの鎖の組み込みによって媒介される標的ＲＮ
Ａの分解を誘発する。３０塩基対より長い二本鎖ＲＮＡがインターフェロン応答を活性化
し、非特異的翻訳阻止およびアポトーシスを生じさせることができることが認められてい
る。
【０００５】
　短いＲＮＡ二重鎖による遺伝子発現の別の調節型は、約２１～２３ｎｔの小さなＲＮＡ
にプロセシングされる約２４～３０塩基対長の短いｄｓＲＮＡヘアピンループをコードす
る遺伝子クラスを含む。ミクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）と呼ばれるこれらの短いＲＮＡ二重
鎖は、標的ｍＲＮＡ認識の誘導に必要なアルゴノートタンパク質との会合によってｓｉＲ
ＮＡと同一の経路で機能する。ｍＲＮＡは、植物においては相補標的ｍＲＮＡを切断する
が、動物ではｍＲＮＡ切断よりもむしろｍＲＮＡ翻訳を抑制するようである。
【０００６】
　アプタマーまたはイントラマー（ｉｎｔｒａｍｅｒ）と呼ばれる機能的な短いＲＮＡの
別のカテゴリーは、種々の標的（タンパク質および小分子の両方が含まれる）に対して高
い親和性および選択性を示す２３～４００ヌクレオチド長のＲＮＡである。標的タンパク
質または分子へのアプタマーの結合により、分子機能を遮断するか、そうでなければ調整
することができる。リボスイッチは、遺伝子調節に関与する天然のＲＮＡアプタマーであ
る。
【０００７】
　ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ＲＮＡｉ、ＲＮＡアプタマー（例えば、リボスイッチ）、お
よびｍｉＲＮＡ（この文書を通して、短いＲＮＡと呼ぶ）を、古典的な遺伝子移入法（そ
の適用前にｓｉＲＮＡの化学的または酵素的合成が必要なリポソーム媒介トランスフェク
ション、エレクトロポレーション、カルシウムショック、流体力学的ショック、または微
量注入など）によって細胞に導入することができる。これらを、プラスミドＤＮＡ、組み
込んだ導入遺伝子の遺伝子座、またはレトロウイルス、レンチウイルス、もしくはアデノ
ウイルスの構築物からの転写によって細胞内に生成することもできる。小さなＲＮＡ分子
の細胞内転写は、ｓｉＲＮＡテンプレートを通常は小さな核ＲＮＡＵ６またはヒトＲｎア
ーゼＰ　ＲＮＡＨ１をコードするＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ（ｐｏｌＩＩＩ）転写単位に
クローニングすることによって可能である。
【０００８】
　典型的には、ｓｈＲＮＡは、ベクター（例えば、プラスミドベクターまたはウイルスベ
クター）から合成される。一般に、かかる合成は、ＩＩＩ型ＲＮＡポリメラーゼ（ｐｏｌ
ＩＩＩ）プロモーターによって駆動される。ｐｏｌＩＩＩプロモーターは、一般に、遍在
する。一般に使用されるｐｏｌＩＩＩプロモーターは、Ｕ６プロモーター（強力構成性プ
ロモーター）である。一般に、ｐｏｌＩＩＩは、５’末端がキャッピングされておらず、
３’末端がポリアデニル化されていない小さなＵ６核ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）などの小さな
非コード転写物を産生する。ｐｏｌＩＩＩプロモーターエレメントは、開始部位に対して
５’に位置する遠位配列エレメント（ＤＳＥ）、近位配列エレメント（ＰＳＥ）、および
ＴＡＴＡボックスを含む。さらに、ｐｏｌＩＩＩプロモーターによって駆動される転写は
、確定したヌクレオチドで開始され、転写が４つまたはそれを超える連続したＴに遭遇し
た場合に終結し、得られた転写物は４つのＵ（末端配列）のうちの１つの３’オーバーハ
ングを有する。かかる３’オーバーハングは、ｓｉＲＮＡに有利とされる３’オーバーハ
ングに類似する。
【０００９】
　小さなＲＮＡの非ターゲティング細胞への送達が有害であり、そして／または非特異的
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影響を及ぼし得ることを証明する証拠が増加しつつある。したがって、実際に適用するた
めに、ターゲティングされた細胞集団に小さなＲＮＡを選択的に送達させることが有利で
あろう。ｐｏｌＩＩＩプロモーターは本質的に遍在するので、ＤＮＡベースの小さなＲＮ
Ａの送達方法は転写ターゲティングされず、したがって、これらの非特異的且つ有毒な副
作用を被り得る。小さなＲＮＡのいくつかのターゲティング方法（ＬｏｘＣｒｅ、Ｔｅｔ
、リガンド－親和性媒介リポソームカプセル化（ｅｎｃａｐｕｌａｔｅｄ）送達などが含
まれる）が検討されている。ＬｏｘＣｒｅおよびＴｅｔは、ｐｏｌＩＩＩプロモーターに
対して５’および３’末端に存在するＤＮＡ調節領域に依存するＤＮＡベースの方法であ
る。いくつかのストラテジーでは、ＤＮＡ調節領域は、ＰｏｌＩＩＩプロモーター内に存
在するか、その一部が置き換わっている。これらの方法は、比較的大量のＤＮＡを含むこ
とができ（すなわち、Ｃｒｅ酵素がＰｏｌＩＩプロモーターの発現調節下にあり、Ｌｏｘ
部位が切断された場合にｓｈＲＮＡが全Ｕ６プロモーターを有するレジスターになるＬｏ
ｘＣｒｅ法の場合のようにジシストロニックである）、Ｔｅｔまたはいくつかの他の抗生
物質もしくはリガンドの外因的添加に依存し得、これらが全活性Ｕ６プロモーターを適所
に有するので、「漏出性」を示し得る。したがって、ターゲティングされたモノシストロ
ニックな小さなＲＮＡプロモーターの明確で簡潔な作製方法が有利であろう。
【００１０】
　ＰｏｌＩＩプロモーターは、広範な内因性ターゲティングパターンを示す。ＰｏｌＩＩ
プロモーターの発現プロフィールには、組織特異性、腫瘍特異性、器官特異性、照射特異
性、リガンド特異性（すなわち、エストロゲン、タモキシフェンなどが含まれる）、超音
波特異性、炎症特異性、ウイルス特異性、および種々の疾患特異性が含まれる（これらに
限定されない）。遺伝子チップマイクロアレイを使用した特定の条件によって活性化され
る遺伝子を同定し、特定の条件によって活性化されるｐｏｌＩＩプロモーターとして使用
するためにそのプロモーターをクローン化することが一般的な方法である。したがって、
発現プロフィールが公知の非常に多数のプロモーターおよび臨床的または科学的に興味深
い発現プロフィールを有するさらなるプロモーターを同定するための体系的方法が存在す
る。興味深い発現プロフィールを有する類似のｐｏｌＩＩＩプロモーター集団は存在しな
い。
【非特許文献１】Ｃａｐｌｅｎ，ら（２００１）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　ＵＳＡ，９８，９７４２－９７４７
【非特許文献２】Ｅｌｂａｓｈｉｒ，ら（２００１）Ｎａｔｕｒｅ，４１１，４９４－４
９８
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　（発明の概要）
　本発明は、少なくとも一部が、ＰｏｌＩＩＩプロモーターの基本的領域およびＰｏｌＩ
Ｉプロモーターの調節領域を有するプロモーターを含むように生成された構築物を使用し
て、細胞中の短いＲＮＡ分子の発現をターゲティングおよび／または調節することができ
るという発見に基づく。かかる構築物は、ＰｏｌＩＩＩプロモーターおよびＰｏｌＩＩプ
ロモーターの両機能のいくつかを利用する（すなわち、特定の長さを有するＲＮＡを得る
ことおよび特定の発現プロフィールを有するＲＮＡを得ること）。いくつかの現在利用可
能な構築物には、特異的ターゲティングおよび／または調節が可能ではない全ＰｏｌＩＩ
Ｉプロモーター（Ｕ６プロモーターなど）が含まれる。本出願は、ＰｏｌＩＩ発現プロフ
ィールに類似の特定の発現プロフィールを有する構築物を特色とする。
【００１２】
　本発明は、細胞中の短いＲＮＡ分子、特に、ＲＮＡ阻害（ＲＮＡｉ）、ミクロＲＮＡ（
ｍｉＲＮＡ）媒介発現調節に関与し得るｄｓＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ、短いヘアピンＲＮＡ（
ｓｈＲＮＡ）など）およびｍｉＲＮＡまたはＲＮＡアプタマー（例えば、リボスイッチ）
の発現をターゲティングおよび／または調節するために使用することができる遺伝子構築
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物に関する。かかる調節は、多数の異なる型（空間的（例えば、特に細胞および組織（腫
瘍特異的発現が含まれる））、一過性（特定の時間に生じる（特定の発生段階など））、
および環境的（特定の環境条件への応答（照射に対する応答など））など）からなり得る
。
【００１３】
　一般に、かかる遺伝子構築物は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーター領域由来の調節
エレメントと共にＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ複合体に結合する配列を含む。例えば、かか
る遺伝子構築物を、ＰｏｌＩＩプロモーター領域由来のシス活性調節領域（例えば、特定
の調節エンハンサーおよび／または抑制エレメント）に作動可能に連結されたＰｏｌＩＩ
Ｉ基本プロモーター領域の間の融合物として構築することができる。同様に、かかる遺伝
子構築物を、ＰｏｌＩＩＩ複合体に結合するようにＰｏｌＩＩ基本プロモーター領域を変
異誘発することによって構築することができる。かかる変異配列または修飾配列を、種々
の方法（親配列の変異または化学合成など）によって構築することができる。しかし、産
生されると、ＰｏｌＩＩ調節エレメントと共にｐｏｌＩＩＩ結合を提供する本遺伝子構築
物を、「融合プロモーター」または「キメラプロモーター」という。
【００１４】
　かかる融合プロモーターを使用して、かかる阻害ＲＮＡ分子を様々に適用する（一般に
、遺伝子のノックダウンまたはノックアウト）ために阻害ＲＮＡ分子発現を調節すること
ができる。例えば、かかる用途には、遺伝子融合分析、薬剤開発、遺伝子経路研究、ＲＮ
Ａベースの治療法の開発、治療的および予防的適用、ならびに小分子薬物のスクリーニン
グおよび開発におけるコントロールまたは指標としての用途が含まれる。
【００１５】
　１つの態様では、本開示は、ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターを含む核酸構
築物を特徴とする。融合プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ結合基本プロモータ
ー領域、基本プロモーター領域に作動可能に連結されたＰｏｌＩＩプロモーター由来の１
つまたは複数のシス活性調節領域を含む。シス活性調節領域は、構築物由来の発現の特異
的調節を提供する。特定の実施形態では、核酸構築物は、異なる特定の調節特性を有する
２つの連結したＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターを含む。
【００１６】
　ある実施形態では、シス活性調節領域により、細胞特異的調節、組織特異的調節、細胞
周期特異的調節、インビボでの腫瘍特異的調節、インビボでの放射線誘導発現、インビボ
でのエストロゲン誘導発現、インビボでのリガンド誘導発現、インビボでのパターン特異
的発現（ウイルスと同一の分布もしくはウイルス遺伝子の発現と同一の分布の発現、また
はＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーター様発現プログラムに類似の分布の発現など）、
またはインビボでの免疫特異的もしくは領域特異的発現、インビボでの超音波誘導発現、
インビボでの熱誘導発現、インビボでの低温誘導発現（例えば、メタロチオネイン－１）
、インビボでのグルコース誘導発現、インビボでの高血糖誘導発現、インビボでの疾患誘
導発現、インビボでの炎症誘導発現（例えば、ＡＳＩＣ３などの酸感受性イオンチャネル
（ＡＳＣＩ）ポリペプチドおよび炎症性腸疾患（ＩＢＤ）中などの粘膜アドレシン細胞接
着分子－１、ヒト肺上皮細胞中などのシクロオキシゲナーゼ－２（ＣＯＸ－２））、イン
ビボでの組織応答誘導発現、インビボでの光誘導発現（例えば、ｆｏｓ、ＮＧＦＩ－Ａ、
およびＮＧＦＩ－Ｂ）、インビボでの投薬誘導発現、インビボでのアポトーシス誘導発現
、インビボでの拡延性抑圧誘導発現（例えば、心房性ナトリウム利尿ペプチド、ＣＯＸ－
２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ガラニン、および、ＭＭＰ－９などのメタロプロテイナー
ゼ）、インビボでの梗塞誘導発現（例えば、Ｐ－セレクチン）、インビボでの肺塞栓症誘
導発現、インビボでの低酸素症誘導発現（例えば、低酸素症誘導性因子１α、血管内皮成
長因子（ＶＥＧＦ）、内皮成長応答１（Ｅｇｒ－１）、エリスロポエチン）、インビボで
の卒中誘導発現、およびこれらの組み合わせが得られる。
【００１７】
　ある実施形態では、構築物は、融合プロモーターに作動可能に連結されたＲＮＡｉ作用
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因子（例えば、ｓｈＲＮＡまたはｓｉＲＮＡ）をコードする（すなわち、ｓｉＲＮＡの２
つの鎖をコードする）配列も含む。特定の実施形態では、ＲＮＡｉ作用因子を、疾患また
は病態に関連する遺伝子のｍＲＮＡにターゲティングする。種々のかかる遺伝子が同定さ
れており、そのいくつかはＲＮＡｉを使用してターゲティングおよび阻害されている。
【００１８】
　特定の実施形態では、基本プロモーター領域は、ＰｏｌＩＩＩプロモーター（例えば、
Ｕ６基本プロモーター、Ｈ１基本プロモーター、ｔＲＮＡ基本プロモーター）に由来し、
ＰｏｌＩＩＩ基本プロモーター配列を有し、ＰｏｌＩＩの代わりにＰｏｌＩＩＩに優先的
に結合する変異ＰｏｌＩＩ基本プロモーターである。
【００１９】
　特定の実施形態では、シス活性調節領域は、基本プロモーターエレメント以外のＰｏｌ
ＩＩ転写遺伝子由来の全調節領域を含む。特定の実施形態では、シス活性調節領域は、Ｃ
ＭＶ初期中間（ｅａｒｌｙ　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ）調節領域を含む。
【００２０】
　別の態様では、本発明はまた、例えば、上記または本明細書中に記載の本発明のＰｏｌ
ＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターを含むベクターを提供する。
【００２１】
　特定の実施形態では、ベクターは、プラスミド、ウイルスベースのベクター、コスミド
、ＹＡＣ、またはｓＢＡＣである。特定の実施形態では、ベクターは、複製欠損性を示す
。ベクターは複製能力を示す。
【００２２】
　同様に、別の関連する態様では、本発明は、ｓｈＲＮＡまたはｓｉＲＮＡなどのＲＮＡ
ｉ作用因子などの、コード配列に作動可能に連結された本発明のＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩ
Ｉ融合プロモーターを含む細胞に関する。融合プロモーターおよび連結したＲＮＡｉ作用
因子コード配列は、本明細書中に記載のようにベクター中に存在するか、染色体中に組み
込むことができる。
【００２３】
　ある実施形態では、細胞は細胞培養物中に存在し、動物中（例えば、ヒト、ネコ、イヌ
、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマ、トリ）、真菌中、植物中に存在する。特定の場合では、細
胞は動物細胞（例えば、ヒト細胞、ネコ細胞、イヌ細胞、ウシ細胞、ブタ細胞、ヒツジ細
胞、ウマ細胞）、トリ細胞、昆虫細胞、植物細胞である。
【００２４】
　さらに別の関連する態様では、本発明は、本発明の遺伝子構築物を含む複数の細胞を含
む非ヒトトランスジェニック生物を提供する。
【００２５】
　特定の実施形態では、かかる細胞を、上記または本明細書中に記載している。生物は、
本明細書中に記載のとおりである。
【００２６】
　同様に、別の態様では、本発明は、包装された一定量の１つまたは複数の本発明の遺伝
子構築物を含むキットを提供する。典型的には、かかるキットは、使用説明書などのさら
なる構成要素も含む。遺伝子構築物は単回使用形態で包装されている。遺伝子構築物はベ
クター中に含まれる。遺伝子構築物は、ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターに作
動可能に連結されたコード配列も含む。遺伝子構築物は薬学的組成物中に処方される。キ
ットは第２活性化合物も含む。遺伝子構築物は、単位投与形態中に封入される。
【００２７】
　本発明の別の態様は、融合プロモーターに作動可能に連結されたｓｈＲＮＡまたはｓｉ
ＲＮＡ配列などのＲＮＡｉ作用因子も含む本発明の遺伝子構築物および薬学的に許容可能
な担体または賦形剤を含む薬学的組成物に関する。
【００２８】
　ある実施形態では、かかる薬学的組成物を、注射用組成物として処方し、局所投与のた
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めに処方し、リポソーム組成物として処方する。かかる薬学的組成物は、構築物を含むベ
クター、構築物を含むウイルスベクター、異なる構築物を含む複数のベクターを含む。
【００２９】
　さらなる態様は、ＲＮＡｉ作用因子をコードする核酸配列を本発明のＰｏｌＩＩＩ／Ｐ
ｏｌＩＩ融合プロモーターに作動可能に連結することによって本発明の遺伝子構築物を作
製する方法に関する。
【００３０】
　ある実施形態では、構築物、作動可能に連結されたコード配列、特定の調節特性、およ
び／または構築物の特徴もしくはその使用は、本明細書中に記載のとおりである（例えば
、ＲＮＡｉ作用因子は、ｓｈＲＮＡまたはｓｉＲＮＡである）。
【００３１】
　本発明の構築物および関連する材料の使用に関連して、本発明の別の態様は、発現条件
下に細胞を維持することによる細胞中でのＲＮＡｉ作用因子の発現方法であって、細胞が
ＲＮＡｉ作用因子コード配列に作動可能に連結された本発明の遺伝子構築物を含む方法に
関する。いくつかの実施形態では、ＲＮＡｉ作用因子は、ｓｈＲＮＡ、ｓｉＲＮＡである
。
【００３２】
　同様に、別の態様は、細胞中の標的細胞の発現を阻害する方法に関する。本方法は、標
的遺伝子にターゲティングするＲＮＡｉ作用因子をコードする核酸配列に作動可能に連結
された本発明の遺伝子構築物を含むベクターで細胞をトランスフェクトする工程と、発現
条件下で細胞を維持する工程を含む。
【００３３】
　特定の実施形態では、細胞は生物（例えば、本明細書中に記載の生物）中に存在する。
構築物は、組織特異的調節エレメントを含む。標的遺伝子は、組織特異的調節エレメント
に対応する組織の細胞中で優先的に阻害される。構築物は、腫瘍特異的調節エレメントを
含む。標的遺伝子は、腫瘍特異的調節エレメントに対応する腫瘍の細胞中で優先的に阻害
される。放射線に応答して阻害が誘導される。有効量の非ペプチドおよび非ヌクレオチド
化学種（例えば、エストロゲン）の存在に応答して阻害が誘導される。
【００３４】
　さらに、別の態様は、細胞中の遺伝子発現を阻害する工程であって、阻害がＲＮＡｉ作
用因子をコードする核酸配列に作動可能に連結された本発明の遺伝子構築物由来のＲＮＡ
ｉ作用因子の発現に起因する工程、および阻害後に細胞中の生物学的変化を決定する工程
であって、かかる生物学的変化が遺伝子機能を示す工程を含む、遺伝子機能の分析方法に
関する。
【００３５】
　特定の実施形態では、決定は、少なくとも１つの生物学的特徴を遺伝子発現が阻害され
ないコントロール細胞と比較する工程を含む。該方法は、遺伝子構築物を含むベクター（
例えば、プラスミドのウイルスベクター）で細胞をトランスフェクトする工程も含む。
【００３６】
　別の態様は、標的を治療標的として実証する方法を提供する。本方法は、細胞中の推定
治療標的遺伝子の発現を阻害する工程であって、阻害がＲＮＡｉ作用因子をコードする核
酸配列に作動可能に連結された本発明の遺伝子構築物由来のＲＮＡｉ作用因子の発現に起
因する工程、および阻害後の細胞の生物学的変化が治療効果と一致するかどうかを決定す
る工程を含む。生物学的変化と治療効果との一致は、遺伝子が治療標的遺伝子であること
を示す。
【００３７】
　別の態様では、本発明は、有用な試験コントロール、したがって、小分子試験化合物の
生物学的効果の正のコントロールを得る方法を提供する。本方法は、第１細胞を試験化合
物と接触させる工程、ＲＮＡｉ作用因子をコードする配列に作動可能に連結された本発明
の遺伝子構築物由来のＲＮＡｉ作用因子の発現を使用して比較細胞中の標的遺伝子を阻害
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する工程、および第１細胞中の試験化合物の効果を、比較細胞中の標的遺伝子の阻害効果
と比較する工程を含む。
【００３８】
　特定の実施形態では、試験化合物を、標的遺伝子に対して活性であるように予め選択す
る。比較工程は、試験化合物がＲＮＡｉ作用因子による阻害効果に付加的な効果を有する
かどうかを決定する工程を含む。
【００３９】
　さらに別の態様では、本発明は、標的遺伝子の阻害によって有益な効果が得られる疾患
または病態の治療方法を提供する。本方法は、薬理学的有効量の核酸構築物、ベクター、
細胞、キット、または、標的遺伝子をターゲティングするＲＮＡｉ作用因子をコードする
配列に作動可能に連結された本発明の遺伝子構築物を含む薬学的組成物をかかる疾患また
は病態を罹患しているかリスクのある被験体に投与する工程を含む。疾患または病態は、
例えば、癌、感染症、または神経変性疾患（例えば、ＳＯＤ１遺伝子の変異に起因する）
であり得る。
【００４０】
　特定の実施形態では、ベクターはプラスミドである。ベクターはウイルスベクターであ
る。被験体はヒトである。被験体は非ヒト動物である。被験体は植物である。ＲＮＡｉ作
用因子はｓｈＲＮＡである。ＲＮＡｉ作用因子はｓｉＲＮＡである。
【００４１】
　標的遺伝子の阻害によって有益な効果が得られる、疾患または病態の治療または予防に
おける開示の核酸構築物、ベクター、細胞、キット、または薬学的組成物の使用も本発明
の範囲内に含まれる。疾患は、例えば、癌、感染症、または神経変性疾患（例えば、ＳＯ
Ｄ１遺伝子の変異に起因するもの）であり得る。１つの態様では、開示は、ＲＮＡｉ作用
因子をコードする配列に作動可能に連結された、発現の特異的調節を提供するＰｏｌＩＩ
Ｉ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターを含む遺伝子構築物を含むベクターの使用であって、該
融合プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ結合基本プロモーター領域、および基本
プロモーター領域に作動可能に連結されたＰｏｌＩＩプロモーター由来のシス活性調節領
域を含み、標的遺伝子の阻害によって有益な効果が得られる疾患または病態を治療するた
めに、シス活性調節領域により、融合プロモーター由来の発現の特異的調節を提供する使
用を特徴とする。
【００４２】
　特定の実施形態では、ベクターはプラスミドである。ベクターはウイルスベクターであ
る。ＲＮＡｉ作用因子はｓｈＲＮＡである。ＲＮＡｉ作用因子はｓｉＲＮＡである。
【００４３】
　標的遺伝子の阻害によって有益な効果が得られる疾患または病態の治療薬の製造におけ
る開示の核酸構築物、ベクター、細胞、キット、または薬学的組成物の使用も本発明の範
囲内に含まれる。薬物は、本明細書中に記載の任意の形態であり得る。疾患は、例えば、
癌、感染症、または神経変性疾患（例えば、ＳＯＤ１遺伝子の変異に起因するもの）であ
り得る。１つの態様では、開示は、ＲＮＡｉ作用因子をコードする配列に作動可能に連結
された、発現の特異的調節を提供するＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターを含む
遺伝子構築物を含むベクターの使用であって、該融合プロモーターは、ＲＮＡポリメラー
ゼＩＩＩ結合基本プロモーター領域、および基本プロモーター領域に作動可能に連結され
たＰｏｌＩＩプロモーター由来のシス活性調節領域を含み、標的遺伝子の阻害によって有
益な効果が得られる疾患または病態の治療薬の調製において、シス活性調節領域は、融合
プロモーター由来の発現の特異的調節を提供する使用を特徴とする。
【００４４】
　特定の実施形態では、ベクターはプラスミドである。ベクターはウイルスベクターであ
る。ＲＮＡｉ作用因子はｓｈＲＮＡである。ＲＮＡｉ作用因子はｓｉＲＮＡである。
【００４５】
　本発明の構築物に関して使用する場合、用語「シス活性調節領域」は、構造遺伝子の転
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写に影響を与える構造遺伝子部分付近の核酸配列をいう。
【００４６】
　ヌクレオチド配列に関して使用する場合、用語「コードする」は、ヌクレオチド配列ま
たは分子（一般に、ＤＮＡ）が基準ＲＮＡ配列に相補的な配列を含むことを示す。したが
って、特定のＲＮＡ分子をコードするＤＮＡ配列は、適切な調節配列に作動可能に連結さ
れる場合、必要な反応成分の存在下でかかるＲＮＡ分子を産生することができる。アミノ
酸配列に関して、用語「コードする」は、かかるヌクレオチド配列が必要な反応成分の存
在下で適切なコントロール配列に作動可能に連結された場合、示したヌクレオチド配列が
示したアミノ酸配列に翻訳することができる配列（ＲＮＡ配列の場合）または示したアミ
ノ酸配列に翻訳することができる相補ＲＮＡに転写することができる配列（ＤＮＡの場合
）を有することを意味する。
【００４７】
　本明細書中で使用される、用語「遺伝子構築物」および「構築物」は、一般に、１つま
たは複数のエンハンサーおよび／またはリプレッサー調節領域に作動可能に連結された基
本プロモーターを含む操作ＤＮＡ分子をいう。構築物は、基本プロモーターに作動可能に
連結されたｓｈＲＮＡコード領域ならびにエンハンサーおよび／またはリプレッサー調節
領域などのさらなる配列も含む。
【００４８】
　用語「エンハンサー」は、特定のタンパク質因子に結合した場合に遺伝子の発現レベル
を向上するが、単独では発現するのに十分でないＤＮＡ配列をいう。多くの場合、「エン
ハンサー」は、遺伝子に対していずれかの配列の方向に遺伝子から実質的に離れて位置し
ている場合でさえ、遺伝子発現を促進することができる。
【００４９】
　本発明に関連して、用語「キット」は、細胞または生物中でＲＮＡｉを活性化するため
の少なくとも１つの試薬（例えば、構築物）を含む包装された製品（例えば、ボックス、
ボトル、バイアル、または他の容器または容器の組み合わせ）をいう。特定の実施形態で
は、１つまたは複数の本発明の単位投与調製物を含むキットを調製する。
【００５０】
　本発明の遺伝子構築物に関連して、用語「単位用量」は、単回使用（例えば、治療のた
めの単回投与および遺伝子のための単回ノックダウン試験）のために設計され、これに適
切な構築物の量をいう。
【００５１】
　用語「イントロン」は、タンパク質に翻訳されない遺伝子のコード配列内の配列をいう
。かかるイントロンは、ＲＮＡに転写されるが、ＲＮＡがタンパク質に翻訳される前に（
ＲＮＡスプライシングによって）除去される。
【００５２】
　用語「遺伝子」には、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＲＮＡ、または遺伝子産物をコードす
る他のポリヌクレオチドが含まれ、転写、翻訳、または他の調節および／またはプロセシ
ング機能に影響を与えるイントロンおよび調節配列が含まれる。
【００５３】
　用語「外因性遺伝子」および「外来遺伝子」は、生物、生物以外の細胞型、または発現
される細胞型から得た遺伝子をいう。別途明確に示さない限り、これらの用語には、ゲノ
ム内でのその正常な位置から転位置された同一生物由来の遺伝子も含まれる。同様に、用
語「外因性配列」および「外来配列」などは、かかる他の供給源または位置由来のヌクレ
オチド配列をいう。
【００５４】
　本明細書中で使用される、用語「標的遺伝子」は、ＲＮＡ干渉（「ＲＮＡｉ」）の使用
などによる下方制御（すなわち、阻害）を意図する遺伝子をいう。同様に、用語「標的Ｒ
ＮＡ」は、（例えば、ＲＮＡｉ誘導分解による）下方制御を意図するＲＮＡ分子（例えば
、ｍＲＮＡ）をいう。
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【００５５】
　本発明の核酸構築物に関して本明細書中で使用される、用語「プロモーター」は、ＲＮ
Ａポリメラーゼが付加的に転写を調節する関連する調節エレメント（例えば、他の転写因
子の結合エレメント）と共に作動可能に連結されたコード配列に結合してその転写を開始
することができるＤＮＡ配列をいう。
【００５６】
　用語「ＰｏｌＩＩＩプロモーター」は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターをいう
。ＰｏｌＩＩＩプロモーターの例には、Ｕ６プロモーター、Ｈ１プロモーター、およびｔ
ＲＮＡプロモーターが含まれるが、これらに限定されない。
【００５７】
　「ＰｏｌＩＩプロモーター」は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターを意味する。Ｐ
ｏｌＩＩプロモーターの例には、ユビキチンＣプロモーターおよびＣＭＶ初期中間プロモ
ーターが含まれるが、これらに限定されない。
【００５８】
　遺伝子またはコード領域由来の産物の産生において、用語「発現」は、転写および／ま
たは翻訳プロセスによる産物の酵素的合成をいい、細胞での発現ならびに無細胞発現系お
よびクローニング系などにおける核酸の転写および／または翻訳が含まれる。
【００５９】
　本明細書中で使用される、用語「ＲＮＡ干渉」および「ＲＮＡｉ」は、発現の下方制御
によって標的分子（例えば、標的遺伝子、タンパク質、またはＲＮＡ）が下方制御される
配列特異的プロセスをいう。特定の機構に拘束されないが、現在当業者に理解されるよう
に、ＲＮＡｉは、酵素によるＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）によって触媒
されるＲＮＡ分子（例えば、細胞内のｍＲＮＡ分子）の分解を含む。ＲＮＡｉは、酷似す
る配列を有する他のＲＮＡ配列に分解機構を指示するより長いｄｓＲＮＡから切断された
ｄｓＲＮＡフラグメントによって誘発される外来ＲＮＡ（例えば、ウイルスＲＮＡ）を除
去するために細胞中で天然に生じる。テクノロジーとして実用化される場合、人間の介入
により、外因的に合成されたｄｓＲＮＡまたは細胞中に転写されたｄｓＲＮＡ（例えば、
短いヘアピン構造を形成する配列として合成されたｄｓＲＮＡ）のいずれかを使用してＲ
ＮＡｉを開始させて、標的遺伝子の発現を減少させるか、さらにサイレンシングすること
ができる。
【００６０】
　本明細書中で使用される、用語「ＲＮＡｉ作用因子」は、標的ＲＮＡにＲＮＡｉを指示
するのに、標的ＲＮＡとの十分な配列相補性を有する配列を含むＲＮＡ（またはＲＮＡア
ナログ）をいう。かかる配列相補性は、完全な相補性であり得るが、低レベルのミスマッ
チ（例えば、３’または５’末端ミスマッチ）を含み得る。
【００６１】
　用語「ＲＮＡ」、「ＲＮＡ分子」、および「リボ核酸分子」は、リボヌクレオチドのポ
リマーをいう。別途明確に示さない限り、かかるリボヌクレオチドには、リボヌクレオチ
ドアナログが含まれる。同様に、用語「ＤＮＡ」、「ＤＮＡ分子」、および「デオキシリ
ボ核酸分子」は、デオキシリボヌクレオチドのポリマーをいう。別途明確に示さない限り
、かかるデオキシリボヌクレオチドには、デオキシリボヌクレオチドアナログが含まれる
。ＤＮＡおよびＲＮＡを、（例えば、細胞または無細胞酵素合成系で）酵素的複製または
転写機構を使用して合成することができるか、または化学的に合成することができる。特
に、ＲＮＡは１つまたは複数のリボヌクレオチドにおいて転写後修飾され得る。ＤＮＡお
よびＲＮＡは、一般鎖（すなわち、ｓｓＤＮＡおよびｓｓＲＮＡ）または多重鎖であり得
、最も一般的には二本鎖（すなわち、ｄｓＲＮＡおよびｄｓＤＮＡ）である。
【００６２】
　ＲＮＡｉに関して、用語「配列特異的」は、かかる分子のＲＮＡｉ誘導分解を優先的に
指示するのに、標的ＲＮＡ分子配列に対する十分な配列相補性を意味する。ＲＮＡｉ作用
因子が標的配列と完全に相補的であることや、ＲＮＡｉ作用因子によって指示された標的
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分解の誤りが存在しないことを意味しない。
【００６３】
　用語「ｍＲＮＡ」および「メッセンジャーＲＮＡ」を、１つまたは複数のポリペプチド
鎖のアミノ酸配列をコードする配列を有する一本鎖をいうために常套的に使用する。かか
るコード配列は、タンパク質合成中に翻訳されて、対応するアミノ酸配列を産生する。
【００６４】
　用語「転写物」は、ＲＮＡポリメラーゼによってＤＮＡまたはＲＮＡテンプレートから
転写されたＲＮＡ分子をいう。用語「転写物」には、ポリペプチドをコードするＲＮＡ（
すなわち、ｍＲＮＡ）および非コードＲＮＡ（「ｎｃＲＮＡ」）が含まれる。
【００６５】
　本明細書中で使用される、用語「小さな干渉ＲＮＡ」および「短い干渉ＲＮＡ」（「ｓ
ｉＲＮＡ」）は、短いＲＮＡ分子、一般に、約１０～５０ヌクレオチド長（用語「ヌクレ
オチド」にはヌクレオチドアナログが含まれる）、好ましくは約１５～２５ヌクレオチド
長の二本鎖ＲＮＡ分子をいう。ほとんどの場合、ｓｉＲＮＡは、１７、１８、１９、２０
、２１、２２、２３、２４、または２５ヌクレオチド長である。かかるｓｉＲＮＡは、オ
ーバーハング末端（例えば、１、２、または３つのヌクレオチド（またはヌクレオチドア
ナログ）の３’オーバーハング）を有し得る。かかるｓｉＲＮＡは、ＲＮＡ干渉を媒介す
ることができる。
【００６６】
　本発明に関連して使用する場合、用語「ｓｈＲＮＡ」は、ステム－ループ構造を有する
ＲＮＡ分子をいう。ステム－ループ構造は、各方向および相補度によって二配列間で塩基
対合できる２つの相互に相補的な配列を含む。相互に相補的な配列は、ループ領域によっ
て連結され、該ループはループ領域内のヌクレオチド（またはヌクレオチドアナログ）間
の塩基対合の欠損に起因する。
【００６７】
　用語「被験体」は、動物（例えば、哺乳動物またはトリ）または植物などの生きている
高等生物をいう。動物被験体の例には、ヒト、サル、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、
ネコ、マウス、ラット、およびそのトランスジェニック誘導体または変異体が含まれる。
【００６８】
　本明細書中で使用される、用語「治療」は、疾患または病態、疾患または病態の症状、
疾患または病態に対する素因を有するか、そうでなければ疾患または病態を罹患するリス
クがある被験体への治療薬の適用または投与（または被験体から単離した組織または細胞
株への治療薬の適用または投与）を意味する。かかる治療は、疾患または病態の少なくと
も１つの症状の少なくとも一部を緩和し、疾患または病態の経過を改変し、そして／また
は被験体が疾患または病態を発症する可能性を軽減する（例えば、疾患または病態、疾患
または病態の症状、疾患または病態に対する素因、または疾患もしくは病態を発症する可
能性を回復、治癒、軽減、緩和、改変、修復、改善、改良する、または影響を及ぼす）こ
とを意図する。
【００６９】
　本明細書中で使用される、用語「治療薬」は、疾患または病態を罹患しているかそのリ
スクを有する被験体に投与または適用した場合に治療効果が得られる組成物（例えば、分
子）を意味する。かかる治療薬は、例えば、小分子、ペプチド、抗体、リボザイム、アン
チセンスオリゴヌクレオチド、化学療法薬、および放射線であり得る。
【００７０】
　本明細書中で使用される、用語「有効量」は、特定の薬理学的効果を得るのに十分な量
と定義する。
【００７１】
　用語「治療量」は、特定の疾患または病態を治療または防止するのに十分な量をいう。
かかる量は、被験体のサイズ、体重、健康状態、疾患または病態の型、投与される特定の
作用因子、ならびに作用因子の投与方法および投与経路などの要因に応じて変化し得る。



(17) JP 5976986 B2 2016.8.24

10

20

30

40

50

当業者は、作用因子のかかる治療量を過度に実験することなく決定する。
【００７２】
　用語「変異」は、遺伝子配列内の１つのヌクレオチドまたは少数のヌクレオチドの置換
、付加、または欠失をいう。かかる変異は、遺伝子配列によってコードされたタンパク質
の異常な産生をもたらし得るか（例えば、誤調節産生）、異常な産物または変異体産物の
産生をもたらし得るか、またはサイレントであり得る。
【００７３】
　用語「ヌクレオシド」は、リボースまたはデオキシリボース糖に共有結合したプリンま
たはピリミジン塩基を有する分子をいう。例示的なヌクレオシドには、アデノシン、グア
ノシン、シチジン、ウリジン、およびチミジンが含まれる。用語「ヌクレオチド」は、糖
部分にエステル結合で連結した１つまたは複数のリン酸基を有するヌクレオシドをいう。
例示的なヌクレオチドには、ヌクレオシド一リン酸、ヌクレオシド二リン酸、およびヌク
レオシド三リン酸が含まれる。用語「ポリヌクレオチド」および「核酸分子」は、本明細
書中で交換可能に使用され、５’炭素原子と３’炭素原子との間がリン酸ジエステル結合
によって連結されたヌクレオチドのポリマーをいう。
【００７４】
　本明細書中で使用される、用語「薬学的組成物」は、ヒトまたは他の動物被験体への投
与に適切な１つまたは複数の適合可能な充填剤、希釈剤、担体、賦形剤、またはカプセル
化物質を用いて処方された活性薬剤をいう。
【００７５】
　本発明のある方法は、値、レベル、特性、特徴、性質などを「適切なコントロール」（
「適当なコントロール」ともいう）と比較する工程を含む。かかるコントロールは、比較
目的に有用な当業者に許容可能な任意のコントロールまたは標準である。一実施形態では
、「適切なコントロール」または「適当なコントロール」は、本明細書中に記載のように
、ＲＮＡｉ法の実施前に決定された値、レベル、特性、特徴、性質などである。例えば、
転写率、ｍＲＮＡレベル、翻訳率、タンパク質レベル、生物活性、細胞の特徴または性質
、遺伝子型、表現型などを、細胞もしくは生物または基準細胞もしくは基準生物に本発明
のＲＮＡｉ作用因子を導入する前に決定することができる。
【００７６】
　用語「上流」は、基準配列に先行する（例えば、５’側に存在する）ヌクレオチド配列
をいう。
【００７７】
　用語「下流」は、基準配列に続く（例えば、３’側に存在する）ヌクレオチド配列をい
う。
【００７８】
　本発明に関連して使用する場合、用語「ベクター」は、連結した別の核酸を細胞中に輸
送することができる核酸分子をいう。かかるベクターには、プラスミド、ウイルスベクタ
ー、コスミド、ＹＡＣ、およびＢＡＣなどが含まれる。「プラスミド」は、細胞ゲノムと
独立して複製される小さな環状の二本鎖ＤＮＡ分子である。典型的には、かかるプラスミ
ドは、さらなるＤＮＡセグメントを挿入してライゲーションすることができる１つまたは
複数の部位を含む。「ウイルスベクター」は、ウイルスゲノムをベースとするベクターで
あり、操作および／または組換えウイルスベクターであり得る。しばしば、かかるウイル
スベクターは、除去される非必須遺伝子を有し、クローニング部位を付加するように操作
することができ、ならびに／または、弱毒化ウイルスでありおよび／もしくは複製欠損を
示し、もしくは他の選択された性質を有するように選択または修飾することができる。ウ
イルスベクターの例には、レンチウイルス（例えば、ＨＩＶ、ＳＩＶ、ＥＡＩＶ、ＦＩＶ
）、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、オンコレトロウイルス、ポックスウイルス（
例えば、ワクシニアウイルスおよびカアリポックスウイルス（ｃａａｒｙｐｏｘ　ｖｉｒ
ｕｓ））、ヘルペスウイルス、泡沫状ウイルス、ＭＭＬＶウイルス（モロニーマウス白血
病ウイルス）、バキュロウイルス、アルファウイルス（例えば、セムリキ森林ウイルス（
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ＳＦＶ）、シンドビスウイルス（ＳＩＮ）、およびベネズエラウマ脳炎ウイルス（ＶＥＥ
））が含まれる。以下の３つの異なるアルファウイルスベクター型が構築されている。Ｉ
．複製欠損ベクター：ウイルス非構造遺伝子（ｎｓＰ１～４）および対象の外来遺伝子を
含むＲＮＡ分子をウイルス構造遺伝子含有ヘルパーベクターによってアルファウイルス粒
子にパッケージングする。生成された組換えアルファウイルス粒子は、宿主細胞に感染す
ることができるが、ウイルス構造遺伝子が提供されないので、さらなるウイルス複製が起
こらない。したがって、得られた導入遺伝子発現は、一過性である。ＩＩ．複製能力のあ
るベクター：上記の自殺ベクターと対照的に、これらのベクターは、全長アルファウイル
スゲノムに付加した第２サブゲノムプロモーターおよび対象の外来遺伝子を含む。複製能
力のある粒子の宿主細胞への感染により、明らかにウイルスが複製する。ＩＩＩ．層状Ｄ
ＮＡベクター：ＲＮＡポリメラーゼＩＩ発現カセットを導入して、自己複製ＲＮＡ（レプ
リコン）ベクターの転写を駆動し、それにより、トランスフェクションおよび発現研究の
ためのプラスミドＤＮＡ（Ｂｅｒｇｌｕｎｄら、１９９６，Ｄｕｂｅｎｓｋｙら、１９９
６）およびパルボウイルスベクターを直接使用できる。
【００７９】
　さらなる実施形態は、詳細な説明および特許請求の範囲から明らかであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００８０】
　（好ましい実施形態の詳細な説明）
Ｉ．概要
　二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）誘導配列特異的遺伝子スプライシングは、ＲＮＡ干渉（Ｒ
ＮＡｉ）として公知である。広範な疾患（癌および感染症が含まれる）の治療についての
ＲＮＡｉの莫大な治療的潜在性が認識されつつある（Ｂｉら、Ｃｕｒｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒ　２００３，３（５）：４１１－４１７；Ｂｒｉｓｉｂｅら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ　２００３，２１（７）：３０６－３１１；Ｃａｐｌｅｎ　Ｅｘｐｅｒｔ
　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｌ　Ｔｈｅｒ　２００３，３（４）：５７５－５８６；Ｌｉｅｂｅｒ
ｍａｎら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ　２００３，９（９）：３９７－４０３；Ｗａ
ｎｇら、Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ　２００３，９（８）：１６５７
－１６６１；Ｗｏｌｆｆ　＆　Ｈｅｒｗｅｉｊｅｒ　Ｅｒｎｓｔ　Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　Ｒ
ｅｓ　Ｆｏｕｎｄ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ　２００３（４３）：４１－　５９）。さらに、Ｒ
ＮＡｉは、基礎科学者にとって逆遺伝子操作によって遺伝子機能を調査するための強力な
ツールである（Ｓｃｈｅｒｒら、Ｃｕｒｒ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　２００３，１０（３）：
２４５－２５６；Ｓｚｗｅｙｋｏｗｓｋａ－Ｋｕｌｉｎｓｋａら、Ａｃｔａ　Ｂｉｏｃｈ
ｉｍ　Ｐｏｌ　２００３，５０（１）：２１７－２２９；Ｗｉｍｍｅｒ　Ｎａｔ　Ｒｅｖ
　Ｇｅｎｅｔ　２００３，４（３）：２２５－２３２）。科学および医学の両方における
ＲＮＡｉの役割が大きくなり続けるにつれて、短いｄｓＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）の所望の組
織へのターゲティングされた送達がますます重要になるであろう。いくつかの報告では、
化学的に合成したｓｉＲＮＡを、ナノゲルおよびＰＥＧ化免疫リポソームのような物理的
ターゲティングテクノロジーを使用してターゲティングすることができると示されている
。ＤＮＡベースのＲＮＡｉアプローチは、未修飾ｄｓＲＮＡよりも不安定性が低く、増幅
する（すなわち、１つの送達されたＤＮＡプロモーター構築物から多数のｄｓＲＮＡを発
現することができる）という利点が得られる。ＤＮＡベースのＲＮＡｉ構築物のターゲテ
ィングのための記載のアプローチには、Ｌｏｘ／Ｃｒｅベースのアプローチおよびナノゲ
ルまたはＰＥＧ化免疫リポソームを使用したＤＮＡ構築物の物理的ターゲティングが含ま
れる。しかし、本発明のｓｉＲＮＡの送達ための簡潔な転写ターゲティング法は、ＲＮＡ
ｉ療法の重要な進展を示す。
【００８１】
　ＲＮＡｉへのＤＮＡベースのアプローチでは、ＤＮＡベースの構築物を使用して、いず
れかの短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）の形態で細胞中に短いｄｓＲＮＡを発現するか
、二本鎖相補配列の両鎖を発現する。これらの各アプローチは、典型的には、適切な長さ
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で転写が終結するように、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターの使用に依存する。Ｒ
ＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーターのいくつかの使用が記載されているが、一般に、Ｒ
ＮＡポリメラーゼＩＩ型により、はるかに長いＲＮＡ分子が得られ、これが細胞炎症カス
ケードおよび他の非特異的影響を活性化させることが示されている。
【００８２】
　ＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーターおよびＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモータ
ーの両方は、コア（または基本）プロモーターならびにエンハンサー、サイレンサー、お
よび他のエレメントの集団を含む構造を有する。典型的には、各ホロ酵素は、転写因子集
団と共にコアプロモーター領域に結合して、前開始複合体を作製する。次いで、転写率を
、主に、コアプロモーターの５’および３’の両方に位置するエンハンサー、サイレンサ
ー、および他のエレメントの作用によって制御する。この基礎機構は、ＲＮＡポリメラー
ゼＩＩ型プロモーター（組織特異的、腫瘍特異的、放射線誘導性、エストロゲン誘導性、
細胞周期依存性、および生物特異的なプロモーターが含まれる（網羅していない））によ
って示される複合体転写ターゲティングを担う。
【００８３】
　ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーターは適切に終結するという利点を有するが、現
在特徴づけられているＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーターは、発現がほぼ遍在する
。ＲＮＡＰｏｌＩＩＩプロモーターと対照的に、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーター
は非常に多くの転写制御を示すが、長いＲＮＡ分子の産生によりｓｉＲＮＡまたはｓｈＲ
ＮＡの発現のために使用するのは依然として一般に適切ではない。
【００８４】
　したがって、本発明は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型前開始複合体の転写率を調節して
キメラＲＮＡｉ発現プロモーターを作製するためのエンハンサー、サイレンサー、および
ＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーター由来の他の調節エレメントの使用に関する。ＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩＩ型がポリメラーゼＩＩ型の代わりに転写複合体を形成するようなＲ
ＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーターの変化により、ＲＮＡＰｏｌＩＩＩの重合特性およ
び終結特性を保持しながら親ＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーターに類似の発現特性を
有するＲＮＡｉプロモーターが得られる。
【００８５】
　これを達成するための潜在的方法がいくつか存在し、これらには、ＲＮＡポリメラーゼ
ＩＩ型プロモーターのコアプロモーターをＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーター由来
のコアプロモーター由来のコアプロモーターと交換し、およびＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ
に優先的に結合するようなＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターのコアプロモーター領域
の変異を作製することが含まれる。さらに、エンハンサー、サイレンサー、および両プロ
モーター由来の他のエレメントの異なる組み合わせを組み合わせて、所望の発現特性を有
するＲＮＡｉプロモーターを達成することができる。
【００８６】
　したがって、本発明は、ＲＮＡ（特に、ｓｈＲＮＡおよびｓｉＲＮＡなどのＲＮＡｉの
活性化のためのＲＮＡ作用因子）の発現のための特異的に調節可能な遺伝子構築物に関す
る。かかる調節は、空間的、一過性、または環境的であり得る。本発明の調節可能な遺伝
子構築物は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーター領域由来の少なくとも１つのさらなる
調節エレメントに作動可能に連結された、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩに結合する基本プロ
モーターを含む融合プロモーターを含む。
【００８７】
　驚いたことに、かかる融合プロモーターは、ＩＩＩ型ポリメラーゼに関連する有利な合
成特性を付与する一方で、ＩＩ型ポリメラーゼの調節範囲または調節の柔軟性も付与する
。
【００８８】
　したがって、本発明は、ＲＮＡ干渉のための組成物ならびにかかる組成物の調製および
使用方法を提供する。組成物は、あるＲＮＡｉ適用範囲（正常遺伝子および変異遺伝子の
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両方の遺伝子機能の決定および分析、遺伝子経路の決定および分析、推定薬物標的の分析
および実証、ならびに治療および予防的適用のための遺伝子のターゲティングが含まれる
）で有用である。有利には、かかる適用を、使用できる種々の異なる調節特性を使用した
調節様式で行うことができる。
ＩＩ．融合プロモーター
Ａ．ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合（キメラ）プロモーターの設計および構築
　種々の方法を使用して、本発明の融合プロモーターを標準的な技術を使用して産生する
ことができる。融合プロモーターを作製するためのかかるアプローチは、（例えば、常套
のクローニング技術を使用して）ＲＮＡＰｏｌＩＩ基本プロモーターをＲＮＡＰｏｌＩＩ
Ｉ基本プロモーターに置換することである。得られた構築物は、ＰｏｌＩＩＩ基本プロモ
ーターに会合したＰｏｌＩＩ調節領域由来の調節エレメントを有する。ＰｏｌＩＩＩ基本
プロモーターに連結されたＰｏｌＩＩ調節領域由来の１つまたは複数の調節エレメントの
逆も行うことができる。いずれにしても、ＰｏｌＩＩＩ基本プロモーターおよびＰｏｌＩ
Ｉ調節領域由来の少なくとも１つのさらなる調節エレメントを有するキメラ核酸が得られ
る。
【００８９】
　例えば、Ｕ６プロモーター、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーターは、基本プロモ
ーターまたはコアプロモーターならびにＰＳＥおよびＤＳＥと呼ばれる２つの調節エレメ
ントを有する。グリア繊維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）のタンパク質プロモーター、グ
リア細胞選択プロモーターは、コアプロモーター、コアプロモーターに対して５’側の３
つの調節領域、およびコアプロモーターに対して３’側の１つの調節領域を有する。Ｕ６
の基本プロモーターおよびＲＮＡｉの組織選択的発現を示すＧＦＡＰプロモーターの調節
領域からなるキメラプロモーターを作製することが可能である。この証拠は、この方法を
使用して興味深い発現ターゲティング特性を有する広範なＲＮＡｉプロモーターを体系的
に作製することができるというより広い概念を支持する。これらには、他の組織特異的プ
ロモーター、放射線誘導性プロモーター、リガンド誘導性プロモーター、エストロゲン誘
導性プロモーター、生物特異的プロモーター（すなわち、ウイルス、寄生虫、または酵母
特異的プロモーターの複製の同一の一般的分布で発現するウイルス特異的プロモーター）
、腫瘍特異的プロモーター、細胞周期依存性プロモーター、および発生段階特異的プロモ
ーターの作製が含まれるが、これらに限定されない。
Ｂ．変異プロモーター
　ＴＡＴＡボックス領域に対する簡潔な点変異によってプロモーターをＲＮＡポリメラー
ゼＩＩ型プロモーターからＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーターに変換することがで
きることが証明されている。このアプローチを使用して、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロ
モーターのターゲティング特性を保持しながらＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーターを
ＲＮＡｉプロモーターに変換することができる。例えば、グリア繊維性酸性タンパク質（
ＧＦＡＰ）のＴＡＴＡボックスのＡＴＡＡからＡＡＴＡＴへの変異により、組織選択的発
現を有するＲＮＡｉプロモーターに変換する。
【００９０】
　同様に、この簡潔な方法を使用して、広範なＲＮＡポリメラーゼＩＩ型プロモーターを
ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーターに変換することができる。これにより、種々の
特徴を有するターゲティングＲＮＡｉプロモーター（他の組織特異的プロモーター、放射
線誘導性プロモーター、リガンド誘導性プロモーター、エストロゲン誘導性プロモーター
、生物特異的プロモーター（すなわち、ウイルス、寄生虫、または酵母特異的プロモータ
ーの複製の同一の一般的分布で発現するウイルス特異的プロモーター）、腫瘍特異的プロ
モーター、細胞周期依存性プロモーター、および発生段階特異的プロモーターが含まれる
が、これらに限定されない）が作製される。
Ｃ．ＲＮＡｉプロモーターを作製するための調節エレメントのより一般的な混合、定方向
変異誘発と調節エレメントの混合との組み合わせ
　ＲＮＡｉプロモーターの作製は、複数の調節エレメント型の混合（コアプロモーターの
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混合に加えるかコアプロモーターの混合の代わり）または定方向変異誘発と調節エレメン
トの任意の程度の混合物の組み合わせとの組み合わせ含み得る。さらに、複数のＲＮＡポ
リメラーゼＩＩ型プロモーター型由来の調節エレメントを有する化合物ＲＮＡｉプロモー
ターを使用して、ＲＮＡｉ発現のより特異的な制御をもたらすことができる。これには、
グリア細胞へのＲＮＡｉ発現のターゲティングを改良するためのグリア特異的である２つ
のプロモーターのような類似の発現特性を有する２つのプロモーター由来の調節エレメン
トの使用または特定の組織中で腫瘍をターゲティングできるキメラプロモーターを作製す
るための腫瘍特異的ＲＮＡｉプロモーター由来のエレメントを有する組織特異的ＲＮＡｉ
プロモーター由来の調節エレメントの使用が含まれるであろうが、これらに限定されない
。特定の調節エレメントの封入または除外を使用して、ターゲティングの程度を制御する
かＲＮＡｉプロモーターのターゲティングを拡大するか完全に変化させることができる。
Ｄ．ＰｏｌＩＩＩプロモーター
　多くの異なるＰｏｌＩＩＩプロモーターを、本発明のＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プ
ロモーターの構築で使用することができる。プロモーターの周知の例には、Ｕ６プロモー
ター、Ｈ１プロモーター、およびｔＲＮＡプロモーター（例えば、セレノシステインｔＲ
ＮＡ遺伝子（ＴＲＳＰ））が含まれる。これらのプロモーターの配列は公知であり、常套
の分子生物学的方法によってこれらを操作して、組換え核酸構築物を作製することができ
る。
【００９１】
　他のＰｏｌＩＩＩプロモーターには、７ＳＬ　ＲＮＡプロモーター（例えば、シロイヌ
ナズナ、ヒト、またはマウス）、ＲＮアーゼＰ　ＲＮＡ（ＲＰＰＨ１）遺伝子プロモータ
ー（例えば、家畜犬（イヌ））、およびアデノウイルスＶＡ１ポリメラーゼＩＩＩ（ｐｏ
ｌＩＩＩ）プロモーターが含まれる。
【００９２】
　公知であるか同定されるさらなるＰｏｌＩＩＩプロモーターを使用することもできる。
かかるプロモーターを、前にＰｏｌＩＩＩプロモーターが同定された方法と類似の方法に
よって同定することができる。
Ｅ．ＰｏｌＩＩ調節領域エレメント
　ＰｏｌＩＩＩプロモーターと同様に、多くの異なるＰｏｌＩＩ調節領域およびエレメン
トが公知であり、より多くが同定されている。かかる領域およびエレメントを使用して、
本発明の融合プロモーターを構築することができる。ＰｏｌＩＩプロモーターおよびその
関連する調節エレメントは、対応する遺伝子について証明された種々の特定の調節に注目
すべきである。かかる調節エレメントを、本発明のＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモ
ーター中に組み込み、それにより、作動可能に連結されたコード配列の融合プロモーター
由来の発現の特異的調節を提供することができる。
【００９３】
　かかるＰｏｌＩＩ調節エレメントによって得られる特異的調節の例には、細胞型特異的
調節、組織特異的調節、細胞周期特異的調節、発生段階特異的調節、放射線誘導調節、お
よびホルモン誘導調節が含まれる。異なる調節型を提供するエレメントを組み合わせて使
用した場合でさえ、１つの構築物を有する複数の調節型および／またはさらにもしくは相
乗的に特異的な調節効果を提供することができる。
ＩＩＩ．ＲＮＡｉ作用因子および他のＲＮＡ分子をコードする核酸
　本発明の核酸構築物には、ＲＮＡｉ作用因子またはミクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）などの
他の短いＲＮＡをコードする核酸配列に作動可能に連結された融合プロモーターを有する
核酸構築物が含まれる。かかるＲＮＡｉ作用因子には、ｓｉＲＮＡおよびｓｈＲＮＡ、な
らびにＲＮＡｉ機構によって細胞内でより短い配列にプロセシングされるより長い配列が
含まれる。
【００９４】
　ｓｈＲＮＡコード核酸配列または分子は、ヌクレオチド配列を有する第１配列（または
部分）および第２配列（または部分）を含み、その結果、これらの部分によってコードさ
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れるＲＮＡ配列が互いにハイブリッド形成して二重鎖または二本鎖のステム部分を形成す
るのに十分に相補的である。かかる十分な相補性は、これらの部分が十分または完全に相
補的である必要はない。ステム形成部分は、配列を有する部分（ループ部分またはループ
コード部分と呼ばれる）によって連結しており、その結果、該部分由来のコードされたＲ
ＮＡが他のｓｈＲＮＡ部分にアニーリングやハイブリッド形成しない（すなわち、一本鎖
ループを形成する）。かかるｓｈＲＮＡコード核酸配列または分子が転写され、それによ
り、ｓｈＲＮＡが形成される。ｓｈＲＮＡは、１つまたは複数のバルジ（すなわち、ステ
ムの一部に小さなヌクレオチド「ループ」（例えば、１、２、または３ヌクレオチドのル
ープ）を作製する余分なヌクレオチド）も含み得る。コードされるステム部分は同一の長
さであり得るか、または１つの部分は、例えば、１～５ヌクレオチドのオーバーハング（
例えば、３－オーバーハング）を含み得る。
【００９５】
　ｓｈＲＮＡについて、コードされたｓｈＲＮＡのステム部分の１つの鎖は、ＲＮＡ干渉
（ＲＮＡｉ）による標的ＲＮＡの分解または切断を媒介するのに標的ＲＮＡ（例えば、ｍ
ＲＮＡ）に十分に相補的（例えば、アンチセンス）である。アンチセンス部分は、ステム
の５’末端または３’末端上に存在し得る。ｓｈＲＮＡコード核酸のステムコード部分（
またはｓｈＲＮＡのステム部分）は、典型的には、約１５～約５０ヌクレオチド長である
。哺乳動物細胞中で使用する場合、ステム部分の長さを、インターフェロン経路のような
誘発非特異的応答を回避するために３０ヌクレオチド未満に選択することができる。非哺
乳動物細胞では、ステムは、３０ヌクレオチドより長くてよい。実際、ステム部分は、標
的ｍＲＮＡに相補的なはるかに長い区分（全ｍＲＮＡを含む長さまで）を含み得る。ｓｈ
ＲＮＡ中のループ部分（またはコードＤＮＡ中のループコード部分）は、種々の長さ（例
えば、約２～約２０ヌクレオチド長（すなわち、約２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０またはそれを超える
ヌクレオチド長））であり得る。あるループ部分は、「テトラループ」配列と呼ばれる４
ヌクレオチド配列であるか、またはこれを含む。制限されないが、かかるテトラループ配
列には、ＧＮＲＡ（Ｎは任意のヌクレオチドであり、Ｒはプリンヌクレオチドである）、
ＧＧＧＧ、およびＵＵＵＵが含まれる。
【００９６】
　ｓｉＲＮＡのために、発現がビシストロニック配列に由来し、二本鎖ｓｉＲＮＡのセン
ス鎖およびアンチセンス鎖の逆方向領域を有するように構築物を設計することができる。
次いで、２つの相補鎖は、細胞中でハイブリッド形成することができる。あるいは、各鎖
の発現は、個別の融合プロモーターに由来し得、これらは、同一であっても異なっていて
も良い。異なるプロモーターの場合、総合してｄｓＲＮＡ調節の特異性が増加するように
プロモーターを選択することができる（例えば、腫瘍特異的プロモーターと組み合わせた
細胞型特異的プロモーター）。
【００９７】
　ｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡのアンチセンス部分の配列を、翻訳の開始から１００～２
００または３００ヌクレオチド上流または下流の領域からの１８、１９、２０、２１、２
２、２３、２４、２５、またはそれを超えるヌクレオチド（標的ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮ
Ａ）の内部由来の配列）の選択によって設計することができる。一般に、標的ＲＮＡ（例
えば、ｍＲＮＡ）の任意の部分（５’ＵＴＲ（非翻訳領域）、コード領域、または３’Ｕ
ＴＲが含まれる）から配列を選択することができる。この配列は、２つの隣接するＡＡヌ
クレオチドを含む標的遺伝子領域の直後に続き得る。ヌクレオチド配列の最後の２つのヌ
クレオチドを、ＵＵであるように選択することができる。このようにして生成されたｓｈ
ＲＮＡおよびより長いｄｓＲＮＡを、ＲＮＡｉ機構（すなわち、ダイサーおよび／または
ＲＩＳＣ複合体）によって適切な条件下で（例えば、適切なインビトロ反応または細胞中
で）プロセシングして、ｓｉＲＮＡを生成する。一本鎖ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡおよびｍｉＲ
ＮＡが含まれる）を外因的に合成することができるか、ＲＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｐ
ｏｌＩＩまたはＰｏｌＩＩＩポリメラーゼ）からインビボで転写することができる。
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ＩＶ．ベクターおよび宿主細胞
　本発明はまた、本発明の構築物を含むベクターに関する。発現ベクター（特に、真核細
胞中での発現のための発現ベクター）が特に有利である。かかるベクターは、例えば、ウ
イルスベクター、プラスミドベクター、コスミドベクター、または人工染色体（例えば、
酵母人工染色体）ベクターであり得る。
【００９８】
　典型的には、プラスミドは、選択されたＤＮＡ配列（例えば、コード配列）の挿入のた
めの１つまたは複数のクローニング部位を含む環状ｄｓＤＮＡエレメントである。かかる
プラスミドは、機能的複製起点を含み得るので複製能力を示すか、複製欠損であり得る。
【００９９】
　プラスミドに加えて、ウイルスベクター（例えば、複製欠損のレトロウイルス、レンチ
ウイルス、アデノウイルス、およびアデノ随伴ウイルス）を有利に使用することもできる
。広範な種々の異なる性質を有する多数のかかるウイルスベクターが開発されている。例
えば、かかるウイルスベクターは、複製欠損のレトロウイルス、アデノウイルス、および
アデノ随伴ウイルスであり得る。組換えレトロウイルスの産生およびかかるウイルスのイ
ンビトロまたはインビボでの細胞への感染のための技術および手順は、Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ
．Ｍ．ら（ｅｄｓ．）Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，（
１９８９），Ｓｅｃｔｉｏｎｓ　９．１０－９．１４および他の標準的な実験マニュアル
に記載されている。適切なレトロウイルスの例には、ｐＬＪ、ｐＺＩＰ、ｐＷＥ、および
ｐＥＭが含まれ、これらは当業者に周知である。適切なパッケージングウイルス株の例に
は、．ｐｓｉ．Ｃｒｉｐ、．ｐｓｉ．Ｃｒｅ、．ｐｓｉ．２、および．ｐｓｉ．Ａｍが含
まれる。
【０１００】
　本明細書中に記載の調節可能なｓｈＲＮＡ構築物をコードおよび発現するが、正常な溶
解性ウイルスの生活環におけるその複製能力に関して不活性であるようにアデノウイルス
のゲノムを操作することができる。例えば、Ｂｅｒｋｎｅｒら（１９８８）ＢｉｏＴｅｃ
ｈｎｉｑｕｅｓ　６：６１６；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５
２：４３１－４３４；およびＲｏｓｅｎｆｅｌｄら（１９９２）Ｃｅｌｌ　６８：１４３
－１５５を参照のこと。アデノウイルスＡｄ株５ｄｌ３２４型または他のアデノウイルス
株（例えば、Ａｄ２、Ａｄ３、Ａｄ７など）由来の適切なアデノウイルスベクターは、当
業者に周知である。あるいは、Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂ
ｉｏｌ．５：３２５１－３２６０などに記載のアデノ随伴ウイルスベクターを使用して、
トランス活性化因子融合タンパク質を発現することができる。
【０１０１】
　他のウイルスベクター代替物には、レンチウイルスベクターが含まれる。このようなベ
クターならびにその調製および使用は、例えば、米国特許第６，９２４，１２３号、同第
６，８６３，８８４号、同第６，８３０，８９２号、同第６，８１８，２０９号、同第６
，８０８，９２３号、同第６，７９９，６５７号（これら全ての全体が本明細書中で参考
により援用される）に記載されている。
【０１０２】
　本発明のベクターは、ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターに作動可能に連結さ
れたＲＮＡｉ作用因子コード（ｓｈＲＮＡコード）核酸配列を有利に含み得る。特定の発
現ベクターの設計に含まれる他のエレメントは、形質転換すべき宿主細胞の選択、所望の
タンパク質の発現レベルなどの要因に依存し得る。本発明の発現ベクターを、宿主細胞に
導入し、それにより、本明細書中に記載の核酸によってコードされるタンパク質またはペ
プチド（融合タンパク質またはペプチドが含まれる）を産生することができる。
【０１０３】
　本明細書中に記載のベクターを、当該分野内で公知の種々の方法のいずれか１つによっ
て細胞または組織に導入することができる。かかる方法は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら
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、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９
９２）（本明細書中で参考により援用される）に記載されている。Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｍｄ．（１９８９）；Ｈｉ
ｔｔら、”Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍ
ａｎ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒｓ，”　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ｅｄ．Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｉｓ．，Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ．２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｖｏｌｕｍｅ　１，５００－５１２頁
，１９９８；Ｈｉｔｔら、”Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　ａｄｅｎｏｖ
ｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚ
ａｔｉｏｎ，”　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
，Ｅｄ．Ｋ．Ｗ．Ａｄｏｌｐｈ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｒｌａｎｄｏ，Ｆｌ
ａ．，Ｖｏｌｕｍｅ　７Ｂ，１２－３０頁，１９９５；Ｈｉｔｔ，ら、”Ｃｏｎｓｔｒｕ
ｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕ
ｓ　ｖｅｃｔｏｒｓ，”　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，”　Ｅｄ．Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｉｓ．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ．
４７９－４９０頁，１９９４（これらも本明細書中で参考により援用される）も参照のこ
と。方法には、例えば、組換えウイルスベクターを使用した安定なまたは一過性のトラン
スフェクション、リポフェクション、エレクトロポレーション、および感染が含まれる。
用語「トランスフェクトする」または「トランスフェクション」は、宿主細胞に核酸を導
入するための全ての常套の技術（リン酸カルシウム共沈、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介ト
ランスフェクション、リポフェクション、エレクトロポレーション、および微量注入が含
まれる）を含むことが意図される。適切な宿主細胞のトランスフェクション方法は、Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　ｐｒｅｓｓ（１９８９））および他の実験書に見出すことができる。
【０１０４】
　植物細胞のために、Ｔｉプラスミドまたはウイルスベクターをしばしば使用する。例え
ば、かかるプラスミドおよびウイルスベクターを使用して、アグロバクテリウムツメファ
シエンス媒介トランスフェクション（Ａ．ツメファシエンス感染に感受性を示す植物細胞
用）によって宿主植物細胞をトランスフェクションすることができるか、例えば、微量注
入、微粒子銃、またはエレクトロポレーションを使用して、細胞に直接挿入することがで
きる。他の方法では、植物細胞からプロトプラストを作製し、次いで、トランスフェクシ
ョンすることができる。
【０１０５】
　本発明の核酸構築物で形質転換された宿主細胞数は、少なくとも一部が、使用した組換
え発現ベクターの型およびトランスフェクション技術の型に依存する。核酸を、宿主細胞
に一過性または長期発現のために導入することができる。長期発現のために、核酸を、宿
主細胞のゲノムに安定に組み込むか、安定なエピソームエレメントとして残存させる。
【０１０６】
　宿主細胞ＤＮＡへの核酸の組み込みのために、典型的には、選択性マーカー（例えば、
薬物耐性）をコードする遺伝子を対象の核酸と共に宿主細胞に導入する。一般に、種々の
かかる選択性マーカー（ハイグロマイシンおよびネオマイシンなどの薬物）を使用する。
選択性マーカーを、対象の核酸由来の個別のプラスミドまたは他のベクターに導入するこ
とができるか、同一ベクターに導入する。本発明の核酸構築物（例えば、組換え発現ベク
ター）および選択性マーカーの遺伝子でトランスフェクションした宿主細胞を、選択性マ
ーカーを使用した細胞の選択によって同定することができる。
【０１０７】
　本発明の核酸構築物を、常套のトランスフェクション技術（例えば、リン酸カルシウム
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共沈、ＤＥＡＥ－デキストラントランスフェクション、エレクトロポレーション、および
他の方法）によってインビトロでの培養で成長した真核細胞に導入することができる。細
胞を、例えば、インビボでの細胞への核酸の導入に適切な送達機構、例えばウイルスベク
ター（例えば、Ｆｅｒｒｙ，Ｎ　（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　８８：８３７７－８３８１；およびＫａｙ，Ｍ．Ａ．ら（１９９２）Ｈｕｍａｎ
　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：６４１－６４７を参照のこと）、アデノウイルスベク
ター（例えば、Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，Ｍ．Ａ．（１９９２）Ｃｅｌｌ　６８：１４３－１
５５；およびＨｅｒｚ，Ｊ．ａｎｄ　Ｇｅｒａｒｄ，Ｒ．Ｄ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：２８１２－２８１６を参照のこと）、受容体
媒介性ＤＮＡ取り込み（例えば、Ｗｕ，Ｇ．ａｎｄ　Ｗｕ，Ｃ．Ｈ．（１９８８）Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：１４６２１；Ｗｉｌｓｏｎら（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．２６７：９６３－９６７；および米国特許第５，１６６，３２０号を参照のこと
）、ＤＮＡの直接注入（例えば、Ａｃｓａｄｉら（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：８
１５－８１８；およびＷｏｌｆｆら（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７：１４６５－１
４６８を参照のこと）、または遺伝子銃（例えば、Ｃｈｅｎｇ，Ｌ．ら（１９９３）Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：４４５５－４４５９；およびＺｅｌ
ｅｎｉｎ，Ａ．Ｖ．ら（１９９３）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　３１５：２９－３２を参
照のこと）の適用によってインビボでトランスフェクションすることもできる。したがっ
て、本発明では、細胞を、インビトロまたはエキソビボでトランスフェクションして被験
体に投与することができるか、あるいは、細胞を、インビボで直接修飾することができる
。
【０１０８】
　本発明の別の態様は、本発明の宿主構築物が導入された宿主細胞（すなわち、「組換え
宿主細胞」）に関する。用語「組換え宿主細胞」は、特定の対象細胞だけでなく、かかる
細胞の子孫または潜在的子孫をいうと理解される。変異または環境の影響のいずれかによ
って継続的にある修飾が起こり得るので、かかる子孫は、実際、親細胞と同一ではない場
合があるが、本明細書中で使用されるこの用語の範囲内に依然として含まれる。
【０１０９】
　宿主細胞は、任意の原核細胞または真核細胞であり得るが、真核細胞が好ましい。例示
的な真核細胞には、哺乳動物細胞（チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）またはＣ
ＯＳ細胞など）が含まれる。他の適切な宿主細胞が当業者に公知である。
Ｖ．トランスジェニック動物
　本発明はまた、トランスジェニック生物（導入遺伝子を発現する少なくともいくつかの
細胞を有する動物である非ヒト動物など）に関する。このような非ヒトトランスジェニッ
ク動物を、例えば、選択された障害（変異体または異常な遺伝子の発現、機能獲得型変異
体に関連する疾患および障害、および神経疾患および障害など）の有害な症状を改善する
ことができる活性薬剤または化合物（例えば、薬物、医薬品など）を同定するために設計
されたスクリーニングアッセイで使用することができる。
【０１１０】
　導入遺伝子は、細胞（例えば、哺乳動物細胞）に組み込まれているか組み込まれるよう
に設計される構築物であり、この導入遺伝子を、ヌクレオチド配列を含む構築物が発現さ
れるように生きている動物に組み込む。導入遺伝子は、トランスジェニック動物に対して
内因性または外因性の配列（例えば、ＲＮＡｉ作用因子コード配列）を含み得る。導入遺
伝子は、トランスジェニック動物のいくつかの細胞または全細胞中に染色体外エレメント
として存在するか、いくつかの細胞または全細胞、より好ましくは動物の生殖系列ＤＮＡ
に組み込まれて（すなわち、その結果、導入遺伝子が動物の子孫に全てまたはいくつか伝
播される）、トランスジェニック動物の１つまたは複数の細胞型または組織中での導入遺
伝子産物の発現を指示することができる。別途明確に示さない限り、本明細書中でトラン
スジェニック動物という場合、一過性とは対照的に長期間導入遺伝子が存在する（例えば
、生殖系列細胞の染色体中に安定に組み込まれた）ことを意味する。多くの場合、内因性
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遺伝子発現を妨害しないような部位でゲノムに導入遺伝子が組み込まれることが望ましい
。
【０１１１】
　本発明のトランスジェニック非ヒト動物は、例えば、哺乳動物、トリ、爬虫類、または
両生類であり得る。本明細書中に記載の用途に適切な哺乳動物には、げっ歯類、反芻動物
、有蹄動物、家畜、および乳畜が含まれる。好ましい動物には、げっ歯類、ヤギ、ヒツジ
、ラクダ、ウシ、ブタ、ウマ、雄牛、ラマ、ニワトリ、ガチョウ、およびシチメンチョウ
が含まれる。好ましい実施形態では、非ヒト動物は、マウスまたはラットである。
【０１１２】
　種々のトランスジェニック動物の産生方法が記載されている（例えば、Ｗａｔｓｏｎ，
Ｊ．Ｄ．，ら、”Ｔｈｅ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｆｏｒｅｉｇｎ　Ｇｅｎｅ
ｓ　Ｉｎｔｏ　Ｍｉｃｅ，”　ｉｎ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ，２ｄ　Ｅｄ．，
Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２），２５５－２７２
頁；Ｇｏｒｄｏｎ，Ｊ．Ｗ．，Ｉｎｔｌ．Ｒｅｖ．Ｃｙｔｏｌ．１１５：１７１－２２９
（１９８９）；Ｊａｅｎｉｓｃｈ，Ｒ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１４６８－１４７４
（１９８９）；Ｒｏｓｓａｎｔ，Ｊ．，Ｎｅｕｒｏｎ　２：３２３－３３４（１９９０）
を参照のこと）。例示的なトランスジェニックブタの産生プロトコールは、Ｗｈｉｔｅ　
ａｎｄ　Ｙａｎｎｏｕｔｓｏｓ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｃｏｍｐｌｅｍ
ｅｎｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ：６４ｔｈ　Ｆｏｒｕｍ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，８８
－９４頁；米国特許第５，５２３，２２６号；米国特許第５，５７３，９３３号；ＰＣＴ
出願ＷＯ９３／２５０７１号；およびＰＣＴ出願ＷＯ９５／０４７４４号に見出すことが
できる。例示的なトランスジェニックラットの産生プロトコールは、Ｂａｄｅｒ　ａｎｄ
　Ｇａｎｔｅｎ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，Ｓｕｐｐ．３：Ｓ８１－Ｓ８７，１９９
６に見出すことができる。例示的なトランスジェニックウシの産生プロトコールは、Ｔｒ
ａｎｓｇｅｎｉｃ　Ａｎｉｍａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ａ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，１９
９４，ｅｄ．，Ｃａｒｌ　Ａ．Ｐｉｎｋｅｒｔ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
に見出すことができる。例示的なトランスジェニックヒツジの産生プロトコールは、Ｔｒ
ａｎｓｇｅｎｉｃ　Ａｎｉｍａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ａ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，１９
９４，ｅｄ．，Ｃａｒｌ　Ａ．Ｐｉｎｋｅｒｔ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
に見出すことができる。ある例示的方法を、以下により詳細に記載する。
Ａ．前核注入
　トランスジェニック動物を、卵細胞への本発明の核酸構築物の注入によって産生するこ
とができる。種々の発生段階の胚標的細胞を使用して、導入遺伝子を導入する。胚標的細
胞の発生段階に応じて、異なる方法を使用する。導入遺伝子の例示的導入方法には、受精
卵または接合子の微量注入（Ｂｒｉｎｓｔｅｒ，ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ（１９８５）８２：４４３８－４４４２）およびウイルス組み込み（Ｊａｅ
ｎｉｓｃｈ　Ｒ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９７６）７３：
１２６０－１２６４；Ｊａｈｎｅｒ，ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ（１９８５）８２：６９２７－６９３１；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅｎ，ら（１９８
５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８２：６１４８－６１５２）が
含まれるが、これらに限定されない。胚操作および微量注入の手順は、例えば、Ｍａｎｉ
ｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
，Ｎ．Ｙ．，１９８６（その内容が本明細書中で参考により援用される））に記載されて
いる。他のトランスジェニック動物の産生のために類似の方法を使用する。
Ｂ．胚幹細胞由来のトランスジェニック動物
　トランスジェニック動物（例えば、トランスジェニックマウス）の別の作製方法では、
組換えＤＮＡ分子（例えば、構築物または導入遺伝子）を、胚幹（ＥＳ）細胞（例えば、
マウス細胞）に導入する。次いで、得られた組換えＥＳ細胞を、標準的技術を使用して胚



(27) JP 5976986 B2 2016.8.24

10

20

30

40

50

盤胞に微量注入する。
【０１１３】
　一般に、ＥＳ細胞を、着床前の胚から得、インビトロで培養する（Ｅｖａｎｓ，Ｍ　Ｊ
．，ら、Ｎａｔｕｒｅ　２９２：１５４１５６（１９８１）；Ｂｒａｄｌｅｙ，Ｍ．Ｏ．
ら、Ｎａｔｕｒｅ　３０９：２５５－２５８（１９８４）；Ｇｏｓｓｌｅｒ，ら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８３：９０６５－９０６９（１９８６）；
Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３２２：４４５４４８（１９８６））。発生中の
胚の生殖系列に組み込まれてその一部になることができる任意のＥＳ細胞株は、構築物の
生殖系列伝達に適切である。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏ
ｍａｓ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ．Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ
　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｅ．Ｊ．Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，ｅｄ．ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｗａｓ
ｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．，１９８７；Ｂｒａｄｌｅｙら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃ
ｓ　ｉｎ　Ｄｅｖｅｌ．Ｂｉｏｌ．，２０：３５７－３７１，１９８６；およびＨｏｇａ
ｎら、Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８６（その
内容全体が本明細書中で参考により援用される）に記載の当該分野で公知の方法を使用し
て、ＥＳ細胞を培養し、ＤＮＡ挿入のために調製することができる。
【０１１４】
　当該分野で公知の方法（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ．Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，ｅｄ．，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ：１９８９（その内
容が本明細書中で参考により援用される）に記載の方法）によって、発現構築物をＥＳ細
胞に導入することができる。例示的方法には、エレクトロポレーション、微量注入、およ
びリン酸カルシウム処理法が含まれるが、これらに限定されない。
【０１１５】
　形質転換ＥＳ細胞を、典型的には、構築物の存在のスクリーニングによって同定する。
例えば、ＥＳ細胞ゲノムＤＮＡを直接試験することができる。例えば、標準的な方法を使
用したＥＳ細胞からのＤＮＡの抽出および導入遺伝子配列と特異的にハイブリッド形成す
るように設計されたプローブを用いたサザンブロットでの探索によってこれを行うことが
できる。ゲノムＤＮＡを、特定のサイズおよび構築物または導入遺伝子の配列のＤＮＡフ
ラグメントを増幅し、それにより構築物または導入遺伝子を含む細胞のみが適切なサイズ
のＤＮＡフラグメントを生成するように特異的に設計されたプライマーを使用したＰＣＲ
によって増幅することもできる。別のアプローチでは、マーカー遺伝子を、構築物に組み
込み、マーカー遺伝子の存在についてマーカーを試験する。例えば、抗生物質耐性マーカ
ー遺伝子について、細胞を、別の致死濃度の抗生物質の存在下で培養することができる。
抗生物質の存在を、導入遺伝子を含む細胞について選択する。マーカー遺伝子が検出可能
な活性を有する酵素（例えば、β－ガラクトシダーゼまたはルシフェラーゼ）をコードす
る場合、適切な条件下で酵素基質を細胞に添加することができ、導入遺伝子構築物の存在
の指標として酵素活性を決定することができる。
【０１１６】
　標準的なプロトコールによって、誕生後にトランスジェニック動物を同定することがで
きる。例えば、組織由来のＤＮＡを、例えば、サザンブロットおよび／またはＰＣＲを使
用して、導入遺伝子構築物の存在についてスクリーニングすることができる。モザイクで
あるようである子孫を相互に交配して、ホモ接合性動物を生成することができる。子孫が
生殖系列伝達しているかどうかが不明である場合、子孫を親株または他の株と交配し、子
孫をヘテロ接合性についてスクリーニングすることができる。ヘテロ接合体を、サザンブ
ロットおよび／またはＤＮＡのＰＣＲ増幅によって同定する。次いで、ヘテロ接合体を相
互に交配させて、ホモ接合性トランスジェニック子孫を生成することができる。この交配
の産物である子孫ならびに公知のヘテロ接合体および野生型動物である動物由来の等量の
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ゲノムＤＮＡのサザンブロッティングによってホモ接合体を同定することができる。サザ
ンブロットをスクリーニングするためのプローブを、構築物もしくは導入遺伝子またはマ
ーカー遺伝子またはその両方の配列に基づいて設計することができる。
【０１１７】
　トランスジェニック動物を同定および特徴づける他の技術は、当該分野で公知である。
例えば、ウェスタンブロットを使用して、ターゲティングしたタンパク質に対する抗体で
の探索によって阻害についてターゲティングされた遺伝子の発現レベルを評価することが
できる。あるいは、マーカー遺伝子産物に対する抗体を使用することができる。
【０１１８】
　本発明はまた、トランスジェニック動物由来の本発明の導入遺伝子を含む細胞に関する
。例えば、変異または組換えによってある遺伝子の変化が後世で起こり得るので、かかる
子孫細胞は、親細胞と同一ではない場合がある。
ＶＩ．ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターの構築および試験
　少なくとも１つのＰｏｌＩＩ調節領域由来の１つまたは複数のさらなる調節エレメント
と共にＰｏｌＩＩＩ転写遺伝子由来の基本プロモーターを使用して、融合プロモーターを
構築することができる。さらに、同一または異なるＰｏｌＩＩＩ遺伝子由来のさらなる調
節エレメントを、融合プロモーターに組み込むことができる。構築を簡潔にするために、
開始部位に対して５’側の調節エレメントを選択して使用することが有利である。
【０１１９】
　本発明の融合プロモーターで使用することができるいくつかのＰｏｌＩＩＩプロモータ
ーが記載されている。かかるプロモーターには、Ｕ６プロモーター、Ｈ１プロモーター、
ｔＲＮＡプロモーター、アデノウイルスＶＡ１などが含まれる。基本プロモーターエレメ
ントを同定するために研究されたプロモーターについて、かかるプロモーターを、本発明
融合プロモーターで使用することができる。
【０１２０】
　ｔＲＮＡプロモーターについて、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ転写に必要且つ十分なプロ
モーター配列をｔＲＮＡ遺伝子中でコードし、したがって、ｔＲＮＡに転写され、依然と
してＤおよびＴ．ＰＳＩ．Ｃループ中に存在する配列から推測可能である。いくつかの場
合、遺伝子本体の上流（５’）にさらなる調節配列が存在する。しかし、ほとんどの哺乳
動物ゲノムは、１００を超えるｔＲＮＡ遺伝子をコードし、これらは重複しており、その
多くが任意の５’調節配列を欠く（例えば、Ｔｈｏｍａｎｎら、１９８９　Ｊ　Ｍｏｌ　
Ｂｉｏｌ　２０９：５０５－５２３）。ｔＲＮＡ遺伝子の編集のデータベースは、ｈｔｔ
ｐ：／／ｒｎａ．ｗｕｓｔｌ．ｅｄｕ／ｔＲＮＡｄｂ／に見出すことができ、ヒトゲノム
が６４８個のｔＲＮＡ遺伝子をコードし、そのいくつかが偽遺伝子であることが公知であ
るが、大部分（４９６個）は、２０個のアミノ酸をコードするのに必要な機能的ｔＲＮＡ
（多くが重複している）をコードすることを示す。
【０１２１】
　さらなるＰｏｌＩＩＩ基本プロモーターを、常套のプロモーター分析を使用して同定し
、使用することもできる。したがって、ＲＮＡＰｏｌＩＩＩ転写遺伝子としての遺伝子の
同定により、対応する基本プロモーターおよびさらなる調節エレメントを同定するための
材料が得られる。
【０１２２】
　同様に、ＰｏｌＩＩ転写遺伝子の多数の調節領域を分析し、構成性調節エレメントを同
定した。さらなるＰｏｌＩＩ調節領域およびエレメントを、常套の手段によって同定し、
本発明で使用することができる。ほとんどの場合、調節領域の特定の調節特性を担うこと
が証明されたか見出されたエレメント組のエレメントを含むことが有利である。
【０１２３】
　シス活性調節エレメントを得るために使用することができる特異的に調節されるＰｏｌ
ＩＩ転写遺伝子の例には、当該分野で同定された種々のかかる遺伝子のいずれかが含まれ
る。多くのかかる遺伝子が記載されおり、プロモーターおよび調節エレメントが記載され
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た例が含まれる。
ＶＩＩ．標的遺伝子および標的部位
　一般に、機能的ＲＮＡｉ機構を含む細胞中でＲＮＡｉを使用して、任意の遺伝子を下方
制御することができる。特に、本発明の核酸構築物を使用して、かかる遺伝子を下方調節
することができる。多数のかかる遺伝子発現の阻害を、ｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡのい
ずれかを使用して記載している。かかる遺伝子のターゲティングはまた、本発明に関連し
て有用である。
【０１２４】
　１つのこのような標的遺伝子は、変異Ｃｕ、Ｚｎスーパーオキシドジスムターゼ（ＳＯ
Ｄ１）である。（例えば、米国特許公報２００５０１３０１８号（その全体が本明細書中
で参考により援用される）を参照のこと）。Ｃｕ、Ｚｎスーパーオキシドジスムターゼ（
ＳＯＤ１）遺伝子の変異により、筋萎縮性側索硬化症（運動ニューロン変性、麻痺、およ
び死亡を引き起こす神経変性疾患）の一部を引き起こす（Ｂｒｏｗｎ　ａｎｄ　Ｒｏｂｂ
ｅｒｅｃｈｔ，２００１；Ｓｉｄｄｉｑｕｅ　ａｎｄ　Ｌａｌａｎｉ，２００２）。変異
ＳＯＤ１は、有毒性の獲得によって運動ニューロン変性を引き起こすことが十分に立証さ
れている（Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ　ａｎｄ　Ｒｏｔｈｓｔｅｉｎ，２００１）。しかし、運
動ニューロンを死滅させるこの有毒性の分子的根拠や機構は理解されていない。このよう
に疾患機構の理解が不完全であるために、治療法の妥当な設計による非常に有効な結果は
得られていない。他方では、運動ニューロンを死滅させる毒性が変異タンパク質に起因す
るので（Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ　ａｎｄ　Ｒｏｔｈｓｔｅｉｎ，２００１）、変異タンパク
質の減少によって疾患が緩和されるかさらに防止されるはずである。
【０１２５】
　ＲＮＡｉに適切な標的部位を、例えば、当業者に公知の種々の方法のいずれかによって
同定することができる。ほとんどの部位はＲＮＡｉによって少なくともいくらかの阻害レ
ベルを提供するが、いくつかの部位は実質的により高い阻害レベルを提供することが見出
されている。かかる「良好な」部位の１つの同定方法は、潜在的な標的部位の簡潔な試験
による。さらに、多数の異なるアルゴリズムが、良好な標的部位を同定するために設計さ
れている。一般に、かかるアルゴリズムを使用していくつかの部位を同定し、相対的有効
性について試験する。
【０１２６】
　したがって、ｍＲＮＡ標的中の適切な領域の例示的選択方法は、利用可能な刊行物（例
えば、Ｖｉｃｋｅｒｓら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７８：７１０８－７１１８，２０
０３；Ｅｌｂａｓｈｉｒら、Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４９４－４９８，２００１；Ｅｌｂ
ａｓｈｉｒら、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１５：１８８－２００，２００１を参照のこと）に
記載されている。良好な標的配列は、一般に、低濃度のｓｉＲＮＡによる下方調節に感受
性を示す配列である。ｓｉＲＮＡ設計のガイダンスには、Ａｍｂｉｏｎ’ｓ　Ｔｅｃｈｎ
ｉｃａｌ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　＃５０６（Ａｍｂｉｏｎ　Ｉｎｃ．，Ａｕｓｔｉｎ，Ｔｅ
ｘ．から利用可能）に記載のガイダンスが含まれる。低濃度のｓｉＲＮＡの使用および別
のスプライシングされた遺伝子産物で生じる配列の回避は、標的外の非配列特異的阻害の
回避または制限に有用である。遺伝子が下方調節されるかどうかの評価および下方調節範
囲の評価を、例えば、リアルタイムＰＣＲ、ＰＣＲ、ウェスタンブロッティング、フロー
サイトメトリー、またはＥＬＩＳＡ法を使用して行うことができる。
【０１２７】
　例として、ｍＲＮＡ中の潜在的な標的部位を、標的の近づきやすさおよび二次構造の予
想を含む妥当な設計原理に基づいて同定する。これらはそれぞれ、ｍＲＮＡ標的の発現の
ノックダウンの再現性および程度ならびに治療効果に必要なｓｉＲＮＡの濃度に影響を及
ぼし得る。さらに、ｓｉＲＮＡ二重鎖の熱力学的安定性（例えば、アンチセンスｓｉＲＮ
Ａ結合エネルギー、内部安定性プロフィール、およびｓｉＲＮＡ二重鎖末端のさらなる安
定性）は、そのＲＮＡ干渉を得る能力に相関し得る（Ｓｃｈｗａｒｚら、Ｃｅｌｌ　１１
５：１９９－２０８，２００３；Ｋｈｖｏｒｏｖａら、Ｃｅｌｌ　１１５：２０９－２１
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６，２００３）。経験則（Ｔｕｓｃｈｌ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｅｌｂａｓｈｉｒら、
Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４９４－４９８，２００１；Ｅｌｂａｓｈｉｒら、Ｇｅｎｅｓ　
Ｄｅｖ．１５：１８８－２００，２００１）に記載の経験則）も使用する。
【０１２８】
　ｓｉＲＮＡ設計のためのソフトウェアおよびインターネット双方向サービスは、Ａｍｂ
ｉｏｎ　ａｎｄ　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎウェブサイトで利用可能である。ｓｉＲＮＡオリ
ゴの設計および優先順位づけのためのさらなるソフトウェアシステムも記載されている（
例えば、Ｌｅｖｅｎｋｏｖａら、Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　２０：４３０－４３２
，２００４を参照のこと）。Ｌｅｖｅｎｋｏｖａシステムはインターネットで利用可能で
あり、学術的および商業的目的のために無料でダウンロード可能である。
【０１２９】
　ｓｉＲＮＡオリゴの選択は、特異性対ヒト配列（すなわち、１つの良好なヒット対ヒト
Ｕｎｉｇｅｎｅおよび２番目に最良のヒットに対するハイブリッド形成温度（Ｔｍ）の大
きな相違）およびＧＣ含量（すなわち、４０～６０％の範囲のＧＣ率の配列）を含み得る
。
【０１３０】
　オリゴの潜在的ハイブリッド形成のより詳細な状況、ＲＮＡ標的の近づきやすさ、およ
び二次構造の予想を、利用可能なＲＮＡ構造予測ソフトウェア（例えば、Ｓｆｏｌｄソフ
トウェア）を使用して行うことができる（Ｄｉｎｇ　Ｙ　ａｎｄ　Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｃ
．Ｅ．（２００４）Ｒａｔｉｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｓｉＲＮＡｓ　ｗｉｔｈ　
Ｓｆｏｌｄ　ｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｉｎ：ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ：ｆｒｏｍ　
Ｂａｓｉｃ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｔｏ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．Ｋ．Ａｐｐａ
ｓａｎｉ（Ｅｄ．），Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｄｉｎ
ｇ　ａｎｄ　Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２９：１０３４
－１０４６，２００１；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１：７２８０－　７３
０１，２００３）。Ｓｆｏｌｄは、インターネットで利用可能である。ＲＮＡ二次構造の
決定は、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂｅａｕｃａｇｅら、ｅｄ，２０００，ａｔ　１１．２．１－１１．２
．１０にも記載されている。
【０１３１】
　さらに、ある変異（例えば、ｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡのアンチセンス鎖の５’末端
上の第１、第２、または第３の位置でのＡまたはＵの挿入または置換）挿入により、ＲＮ
Ａｉ効率が向上することが記載されており、この変異を本発明の構築物に組み込むことが
できる。かかる変異は、例えば、米国特許公報２００５０１６６２７２号（その全体が本
明細書中で参考により援用される）に記載されている。
ＶＩＩＩ．使用方法
　本発明は、例えば、バイオテクノロジー、遺伝子分析、薬物の同定および開発、薬物の
同定および開発、及び医学的治療法における種々の異なる適用に適切である。例えば、現
在、ヒトならびに他の動物および他の生物における遺伝子機能の分析が多数行われている
。したがって、特異的の遺伝子が調整されたトランスジェニック生物または組換え細胞を
都合良く得ることができれば、遺伝子機能を分析し、薬物となる化合物を同定および評価
することができる。
【０１３２】
　特に、トランスジェニック動物および細胞における下方調節特異的遺伝子の影響の決定
により、これらの遺伝子の生物学的機能を決定することができる。遺伝子機能の同定によ
って薬物の標的が立証され、疾患モデルを確立することが可能である。したがって、特定
の細胞を、遺伝子（例えば、その活性が特定の疾患または病態に関連するか相関する遺伝
子）の活性を下方調節するＲＮＡｉ作用因子をコードする組換えベクター（例えば、レト
ロウイルスベクターなどのウイルスベクター）によりインビボまたはエキソビボでトラン
スフェクションすることができる。
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【０１３３】
　いくつかの適用では、特定の核酸またはポリペプチド（ＲＮＡｉ作用因子（例えば、ｓ
ｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡ）および／または標的ｍＲＮＡおよび／またはかかる標的ｍＲ
ＮＡによってコードされる遺伝子産物など）の存在および／またはレベルを決定すること
が有利であり得る。種々の適用可能な定性的および定量的検出方法および関連する技術（
例えば、核酸のクローニングおよび配列決定、オリゴヌクレオチドライゲーション、ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およびその変形形態の使用、一ヌクレオチドプライマー誘導
伸長アッセイ、標的特異的オリゴヌクレオチドを使用したハイブリッド形成技術、および
サンドイッチハイブリッド形成法が含まれる）が公知であり、これを使用することができ
る。
【０１３４】
　標識プライマーまたはターミネーターを使用した市販の自動化シークエンサーまたはゲ
ルベースの方法を使用した配列決定を使用して、配列決定を行うことができる。標的ＤＮ
ＡまたはＲＮＡ分子上で互いに直接隣接してアニーリングするオリゴヌクレオチド配列の
ライゲーションに基づいた方法によっても配列分析を行う（Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃ
ｅ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４：５６０－５６９（１９８９）；Ｌａｎｄｒｅｎら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：８９２３－８９２７（１９９０）；Ｂａｒａｎｙ
，Ｆ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８８：１８９－１９３（１９９１））
。リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）は、標的増幅のために熱安定性Ｔａｑリガーゼを使用し、
高いストリンジェンシーを提供する高い反応温度でライゲーション反応を行うことができ
るようにするので、特に有用である（Ｂａｒａｎｙ，Ｆ．，ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　１：５－１６（１９９１））。
【０１３５】
　種々の形式（フィルターベースの形式、サザンブロット、スロットブロット、「逆」ド
ットブロット、液相ハイブリッド形成、固体支持体ベースのサンドイッチハイブリッド形
成、ビーズベース、シリコンチップベース、およびマイクロタイターウェルベースのハイ
ブリッド形成形式が含まれる）でハイブリッド形成反応を行うことができる。特定のオリ
ゴヌクレオチドプローブは、典型的には、１０～１，０００塩基、より一般的には、１５
塩基と５０塩基との間のサイズ範囲である。オリゴヌクレオチドプローブを使用して必要
な標的の識別を行うために、ハイブリッド形成反応を、一般に、２０～６０℃、より一般
的には３０～５０℃の範囲で行い、温度および／または塩濃度および／または洗浄物への
ホルムアミドなどの他のカオトロピック剤の封入を選択して、最適な識別を提供する。
【０１３６】
　特定のタンパク質またはポリペプチドの検出を、一般に、直接または間接的に標識した
特異的抗体（例えば、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、またはそのフラグメン
ト）を使用して行う。かかる標識の例には、蛍光部分、比色部分、光散乱部分、および放
射性同位体が含まれる。当業者は、かかる検出の実施に精通している。
【０１３７】
　上記の一般的な検出方法および他の方法を、本発明の核酸構築物の試験および／または
使用で使用することができる。
Ａ．スクリーニング、アッセイ、および治療薬試験
　本発明は、例えば、潜在的な薬理学的作用因子を同定および／または分析（例えば、試
験化合物ライブラリーからの新規の薬理学的作用因子の同定および／または既知の薬理学
的活性を有する化合物の作用および／または副作用の機構の特徴づけ）するためのスクリ
ーニングアッセイで使用するために適用することができる。
【０１３８】
　したがって、本発明は、本発明のＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターから作用
因子（特に、ＲＮＡｉ作用因子）を発現する細胞または生物を使用して種々の生物学的ア
ッセイおよび／または薬物スクリーニングアッセイを実施するための材料および方法に関
する。一般に、かかる細胞は、真核細胞（例えば、動物細胞または植物細胞）であり、そ
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して／またはかかる生物は真核生物（例えば、非ヒトトランスジェニック動物）である。
【０１３９】
　かかるアッセイおよび試験は、一般に、細胞または生物中の核酸配列（例えば、ＲＮＡ
ｉ作用因子コード配列）の発現および発現の少なくとも１つの影響の決定を含む。１つま
たは少数のＲＮＡｉ作用因子を試験またはアッセイするためにアッセイを行うことができ
るか、例えば、化合物ライブラリー中の化合物のための大規模アッセイ（少なくとも１０
、１００、１０００、１０４、１０５、１０６種の化合物のアッセイまたは試験など）で
行うことができる。
【０１４０】
　ＲＮＡｉ作用因子発現の影響の決定を含むアッセイまたは試験は、ＲＮＡｉ作用因子発
現の不在、正および／または負のコントロール化合物の存在、および／または１つまたは
複数の試験化合物の存在の影響の決定または比較も有利に含み得る。典型的には、かかる
アッセイまたは試験は、ＲＮＡｉ作用因子および／または他の試験化合物の薬理学的性質
の決定を含む。
【０１４１】
　試験化合物を、異なる方法（例えば、当該分野で公知の化合物ライブラリー法における
多数のアプローチのうちのいずれかを使用して）で得ることができる。例えば、ライブラ
リーは、市販の化合物ライブラリー、市販の化合物から構築したライブラリー、あつらえ
た化合物ライブラリー、合成化合物ライブラリー、および、例えば、細菌、酵母、および
／または真菌によって産生された天然産物のライブラリーであり得る。
【０１４２】
　１つの広義のカテゴリーのライブラリーおよびライブラリー法は、組み合わせライブラ
リー法であり、以下が含まれるが、これらに限定されない：生物ライブラリー、空間的に
アドレス可能な並行固相または液相ライブラリー；解析が必要な合成ライブラリー法；「
１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびアフィニティクロマトグラフィ選択を使用し
た合成ライブラリー法（Ｌａｍ，Ｋ．Ｓ．（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ
　Ｄｅｓ．１２：１４５）。かかるライブラリーは、ペプチドおよび／またはペプチドア
ナログ、オリゴヌクレオチドおよび／またはオリゴヌクレオチドアナログ、および／また
は小分子ライブラリーであり得る。
【０１４３】
　分子ライブラリーの合成方法の例を、例えば、ＤｅＷｉｔｔら（１９９３）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６９０９；Ｅｒｂら（１９９４）Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ
ら（１９９４）．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８；Ｃｈｏら（１９９３）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉ
ｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；およびＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ
．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３に見出すことができる。
【０１４４】
　化合物のライブラリーは、例えば、溶液（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１３：４１２－４２１）、ビーズ（Ｌａｍ（１９９１）Ｎａｔ
ｕｒｅ　３５４：８２－８４）、チップ（Ｆｏｄｏｒ（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ　３６４
：５５５－５５６）、細菌（Ｌａｄｎｅｒの米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（
Ｌａｄｎｅｒの米国特許第５，２２３，４０９号）、プラスミド（Ｃｕｌｌら（１９９２
）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：１８６５－１８６９）、また
はファージ（Ｓｃｏｔｔ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３
８６－３９０）；（Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：４０４－４０６
）；（Ｃｗｉｒｌａら（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：６３
７８－６３８２）；（Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：３０１
－３１０）；（Ｌａｄｎｅｒ、上記））に存在し得る。
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【０１４５】
　スクリーニングアッセイによって同定されたさらなる化合物または作用因子を、さらに
試験および／または開発し、そして／または単独または組み合わせて（例えば、本発明の
ＲＮＡｉ作用因子と）、治療的または予防的に使用することができる。
Ｂ．機能的ゲノミクスおよび／またはプロテオミクス
　本発明の細胞および生物の一定の適用には、遺伝子発現プロフィールおよび／またはプ
ロテオームの分析が含まれる。多くの場合、かかる分析は、標的遺伝子のノックアウトま
たはノックダウン、遺伝子機能または阻害効果の指標において見られる表現型の変化の決
定を含む。あるいは、かかる分析を、１つまたは複数の標的タンパク質の変異体または変
異形態に対して行うことができ、この変異体または変異形態を上記の外因性標的核酸によ
って細胞または生物に再導入する。内因性遺伝子のノックアウトと変異した（例えば、部
分的に欠失した）外因性標的の使用によるレスキューとの組み合わせは、ある利点（ター
ゲティングされたタンパク質の機能的ドメインの同定の補助など）を有する。かかる分析
を、複数の細胞型および／または組織および／または生物のために行うことができる。こ
れらの細胞および／または生物を、一般に、（ｉ）標的遺伝子が阻害されていないコント
ロール細胞またはコントロール生物、（ｉｉ）標的遺伝子阻害が行われた細胞または生物
、および（ｉｉｉ）標的遺伝子阻害および外因性標的核酸による標的遺伝子補完が行われ
た細胞または成分から選択する。
【０１４６】
　かかるＲＮＡノックアウト補完法を、その分取（例えば、真核細胞（特に、哺乳動物細
胞、より詳細にはヒト細胞）からのタンパク質またはタンパク質複合体の親和性精製）の
ために使用することができる。本発明のこの実施形態では、外因性標的核酸は、親和性タ
グに融合する標的タンパク質を優先的にコードする。この方法は、哺乳動物細胞（特に、
ヒト細胞）における機能的プロテオーム分析に適切である。本発明の別の有用性は、以前
に未知の機能を有する標的遺伝子の活性を阻害するためのＲＮＡ分子の使用による生物の
遺伝子機能の同定方法である。多大な時間を必要とし、且つ骨の折れる伝統的遺伝子スク
リーニングによる変異体の単離の代わりに、機能的ゲノミクスは、標的遺伝子活性の量を
減少させ、そして／またはタイミングを変化させるための本発明の使用による特徴づけて
いない遺伝子の機能の決定を想定するであろう。本発明を、薬剤学のための潜在的標的の
決定、発生に関連する正常な事象および病理学的事象の理解、および出生後の発生／老化
を担うシグナル伝達経路の決定で使用することができる。
【０１４７】
　標的遺伝子を含む細胞／生物の作製により、本発明を、高処理スクリーニング（ＨＴＳ
）で使用することが可能である。例えば、異なる発現遺伝子を阻害することができるＲＮ
Ａｉ作用因子を含むかかる細胞を含む溶液を、規則正しいアレイとしてマイクロタイター
プレート上に配置した各ウェルに配置することができ、各ウェル中のインタクトな細胞／
生物を、標的遺伝子活性の阻害に対応する表現型、挙動、および／または発生の任意の変
化または改変についてアッセイすることができる。かかるスクリーニングは、多数をプロ
セシングすることができる細胞および小さな被験体（例えば、シロイヌナズナ、ショウジ
ョウバエ、真菌、線虫、ウイルス、ゼブラフィッシュ、植物、種々の生物（哺乳動物など
）由来の組織培養細胞）に受け入れられる。（例えば、レポーター遺伝子構築物でトラン
スフェクションされた）調節されたプロモーターに応答して比色シグナル、蛍光発生シグ
ナル、または発光シグナルを産生する線虫または他の生物を、ＨＴＳ形式でアッセイする
ことができる。
【０１４８】
　ＨＴＳを使用して、新規の薬物標的を同定および／または特徴づけることができる。潜
在的薬物標的を、本発明を使用して立証することもできる。例えば、特定の疾患表現型を
、遺伝子変異または化学物質によって誘導することができる。ＲＮＡｉを使用して遺伝子
を下方調節し、これらの下方調節遺伝子のいくつかによって疾患表現型を回復するか他の
表現型を変化させることができ、これらは治療効果または予防効果を示す。これらの遺伝
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子は、潜在的な薬物標的である。
Ｃ．治療方法
　本発明は、（例えば、ある予防的および／または治療的適用で）治療的に有用なＲＮＡ
ｉ作用因子発現構築物を提供する。例えば、かかる作用因子を、対応する標的遺伝子の望
ましくないか異常な発現に関連する疾患または障害の治療における予防薬および／または
治療薬として使用することができる。
【０１４９】
　したがって、本発明は、疾患または障害（例えば、異常なまたは望ましくない標的遺伝
子発現もしくは活性または感染に対する感受性に関連する疾患または障害）の罹患リスク
（または感受性）のある被験体の予防的処置方法を提供する。疾患または障害が予防され
るか、その進行が遅延するか、重症度が軽減するように、予防薬を疾患または病態に特徴
的な症状が現れる前に投与することができる。
【０１５０】
　同様に、本発明は、疾患または障害（例えば、異常なまたは望ましくない標的遺伝子発
現もしくは活性または感染性作用因子由来の発現に関連する疾患または障害）を有する被
験体の治療的処置方法を提供する。
【０１５１】
　ＲＮＡｉ作用因子およびその標的の知識により、本発明の構築物および方法を使用して
、かかる標的遺伝子が特異的に阻害され、多数の障害（癌、感染、神経障害などが含まれ
る）のいずれかを治療することが可能である。
【０１５２】
　かかる予防的および治療的治療方法のために、薬理ゲノミクス分野から得た知識に基づ
いて治療を調整または改変することができる。本明細書中で使用される、「薬理ゲノミク
ス」は、臨床開発および市場に出ている薬物へのゲノミクステクノロジー（遺伝子配列決
定、統計遺伝学、および遺伝子発現分析など）の適用をいう。より詳細には、この用語は
、どのようにして患者の遺伝子が薬物に対する応答を決定するのかについて（例えば、患
者の「薬物応答表現型」または「薬物応答遺伝子型」）の研究をいう。したがって、本発
明はまた、個体の薬物応答遺伝子型に従って本発明構築物および方法を使用して個体の予
防的または治療的処置を調整する方法を提供する。薬理ゲノミクスにより、臨床医または
医師は、予防的または治療的処置を治療から最も利益を受ける患者を予防的または治療的
処置の対象とし、有毒な薬物関連副作用を経験するであろう患者に対する処置を回避する
ことが可能である。
ＩＸ．薬学的組成物
　予防的および／または治療的処置のための本発明のＲＮＡｉ作用因子を含む薬学的組成
物のために、作用因子を、投与に適切な薬学的組成物に日常的に組み込む。かかる組成物
は、核酸分子を含み、一般に、薬学的に許容可能な担体を含み、さらなる成分を含み得る
。薬学的に活性な物質のためのかかる担体の使用は、当該分野で周知である。活性化合物
に適合する任意の常套の媒質または作用因子を、本発明の薬学的組成物中で使用すること
ができる。さらなる成分には、例えば、さらなるまたは補足的な活性化合物が含まれ得る
。
【０１５３】
　本発明の薬学的組成物を、意図する投与経路（例えば、非経口（例えば、静脈内、皮内
、皮下、腹腔内、筋肉内）、経口（例えば、吸入）、経皮（局所）、および経粘膜投与）
に適合するように処方する。非経口、皮内、または皮下適用のために使用される溶液また
は懸濁液は、以下の成分を含み得る：滅菌希釈剤（注射用の水、生理食塩水、不揮発性油
、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール、または他の合成溶媒な
ど）、抗菌薬（ベンジルアルコールまたはメチルパラベンなど）、抗酸化剤（アスコルビ
ン酸または亜硫酸水素ナトリウムなど）、キレート剤（エチレンジアミン四酢酸など）、
緩衝液（酢酸緩衝液、クエン酸緩衝液、またはリン酸緩衝液など）、および浸透圧を調整
するための作用因子（塩化ナトリウムまたはデキストロースなど）。酸または塩基（塩酸
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または水酸化ナトリムなど）を使用して、ｐＨを調整することができる。組成物を、アン
プル、使い捨てシリンジ、ガラスまたはプラスチック製の単回用量または複数回用量のバ
イアル、およびボトルなどに等分するか封入することができる。好ましくは、組成物は、
意図する投与経路を考慮して、医学的に許容可能なレベルに滅菌されている。いくつかの
場合、薬学的組成物は、特定の被験体クラス（ヒト被験体など）への投与について政府医
薬品規制機関（例えば、米国ＦＤＡ）によって承認されている。
【０１５４】
　注射に適応した薬学的組成物には、例えば、滅菌水溶液（水溶性である場合）または分
散液、および滅菌注射液または分散液の即時調製のための滅菌粉末が含まれる。静脈内投
与のために、適切な担体には、例えば、生理食塩水、静菌水、ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ（
商標）（ＢＡＳＦ，Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ，Ｎ．Ｊ．）、およびリン酸緩衝化生理食塩水
（ＰＢＳ）が含まれる。あらゆる場合において、組成物は無菌でなければならず、少なく
ともシリンジでの利用が十分に容易である流動物であるかこれに変換可能でなければなら
ない。組成物および／または核酸構築物は、製造および保存条件下で安定でなければなら
ず、細菌および真菌などの微生物の汚染作用から保存されなければならない。
【０１５５】
　担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、ポリエチレン
グリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、およびその適切な混合物を含む
溶媒または分散媒であり得る。例えば、レシチンなどのコーティングの使用、分散液の場
合の必要な粒子サイズの維持、および界面活性剤の使用によって、流動性を維持すること
ができる。
【０１５６】
　微生物に対する防腐剤には、種々の抗菌薬および抗真菌薬（例えば、パラベン、クロロ
ブタノール、フェノール、アスコルビン酸、およびチメロサールなど）が含まれ得る。
【０１５７】
　多くの場合、組成物が血液に対して等張であることが望ましいであろう。組成物中で種
々の等張剤（例えば、糖、ポリアルコール（マンニトール、ソルビトールなど）、塩化ナ
トリウム）を使用して、これを達成することができる。
【０１５８】
　注射用組成物の吸収の遅延または拡大が望ましく、これを、吸収を遅延させる作用因子
（例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）を組成物に含めることまたは
組成物中の活性薬剤の微粒子もしくはナノ粒子を成分の放出を遅延もしくは拡大する材料
でコーティングすることによって行うことができる。
【０１５９】
　滅菌注射液を、例えば、１つまたは複数のさらなる成分を含む適切な溶媒中で必要量の
活性化合物を溶解または懸濁することによって調製することができる。典型的には、かか
る溶液または懸濁液の作製後に濾過滅菌を行う。一般に、塩基性分散媒および他の所望の
成分を含む滅菌ビヒクル中に活性化合物を組み込むことによって分散液を調製する。滅菌
注射液の調製のための滅菌粉末の場合、調製物を、例えば、真空乾燥および／または凍結
乾燥によって乾燥させる。
【０１６０】
　経口投与のための組成物は、典型的には、不活性または可食希釈剤または可食担体を含
む。かかる組成物を、種々の方法（例えば、液体、カプセル、または錠剤の形態）で処方
することができる。薬学的適合可能な結合剤および／またはアジュバント物質を、組成物
の一部として含めることができる。錠剤、丸薬、カプセル、およびトローチなどは、１つ
または複数の以下の成分または類似の性質の化合物のいずれかを含み得る：微結晶性セル
ロース、トラガカントガム、またはゼラチンなどの結合剤、デンプンまたはラクトースな
どの賦形剤、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはトウモロコシデンプンなどの崩壊剤
、ステアリン酸マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓなどの潤滑剤、コロイド状二酸化ケ
イ素などの流動促進剤、スクロースまたはサッカリンなどの甘味料、またはペパーミント
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、サリチル酸メチル、またはオレンジフレーバーなどの香味物質。
【０１６１】
　吸入投与のために、化合物を、湿式または乾式エアゾールスプレーの形態で、例えば、
適切な噴射剤（例えば、二酸化炭素などの気体）を含む加圧容器もしくは分注器または噴
霧器から到達させる。
【０１６２】
　経粘膜経路または経皮経路によって全身投与することもできる。経粘膜投与または経皮
投与のために、典型的には、透過すべき障壁に適切な浸透剤を処方物中で使用する。多数
のかかる浸透剤は、一般に当業者に公知であり、例えば、経粘膜投与、界面活性剤、胆汁
酸塩、およびフシジン酸誘導体が含まれる。
【０１６３】
　鼻内噴霧または座剤（例えば、ココアバターおよび他のグリセリドなどの常套の座剤基
剤）の使用によって経粘膜投与を行うことができる。経皮投与のために、当該分野で一般
的に公知のように、活性化合物を、軟膏、蝋膏、ゲル、またはクリーム中に処方する。
【０１６４】
　かかる組成物に、放出制御処方物（インプラントおよびマイクロカプセル化送達系が含
まれる）などの身体からの急速な排除から化合物を保護する担体を配合することもできる
。生分解性の生体適合性ポリマー（酢酸エチレンビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸
、コラーゲン、ポリオルソエステル、およびポリ乳酸など）を使用することができる。材
料を、例えば、Ａｌｚａ　ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から購入することもできる。リポソーム懸濁液（特定の細胞にタ
ーゲティングされる（例えば、感染細胞にターゲティングされる）リポソームを含む）を
使用して、薬学的組成物を調製することもできる。これらを、例えば、米国特許第４，５
２２，８１１号に記載の当業者に公知の方法にしたがって調製することができる。
【０１６５】
　容易に投与し、均一に投与するための単位投薬形態で経口または非経口の組成物を処方
することが特に有利である。本明細書中で使用される、「単位投薬形態」は、治療を受け
る被験体への単回投与に適切な物理的に個別の単位をいい、各単位は、必要な薬学的担体
と共に所望の治療効果が得られるように計算された所定量の活性化合物を含む。本発明の
単位投薬形態の仕様は、活性化合物の固有の特徴および達成されるべき特定の治療効果な
らびに個体治療のためのかかる活性化合物の混合分野につきものの技術制限によって決定
づけられ、且つこれらに直接依存する。
【０１６６】
　活性化合物および薬学的組成物の毒性および治療有効性を、細胞培養または実験動物に
おける標準的な薬学的手順によって決定することができる。例えば、かかる手順を、ＬＤ
５０（集団の５０％を死滅させる用量）およびＥＤ５０（集団の５０％が治療的に有効な
用量）の決定に日常的に適用する。毒作用と治療効果との間の用量比は治療指数であり、
これを、ＬＤ５０／ＥＤ５０比で示すことができる。高い治療指数を示す化合物が一般に
好ましい。
【０１６７】
　細胞培養アッセイおよび動物研究から得たデータを、ヒトまたは他の意図する被験体で
用いる投薬量範囲での処方で使用することができる。かかる化合物の投薬量を、通常、毒
性がほとんどないか全くないＥＤ５０を含む循環濃度範囲が得られるように選択する。投
薬量は、使用される投薬形態および使用される投与経路に応じてこの範囲内で変化するこ
とができる。本発明の方法で使用される任意の化合物のために、治療有効用量を、細胞培
養アッセイから最初に概算することができる。したがって、例えば、細胞培養で決定した
ＥＣ５０（すなわち、最大応答の半分が得られる試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃度
を達成するための用量を動物モデルで最初に確立することができる。かかる情報を使用し
て、ヒトにおける有用な用量をより正確に決定することができる。血漿中のレベルを、例
えば、高速液体クロマトグラフィまたは対象の化合物に適用される他の適切な分析方法に
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よって測定することができる。
Ｘ．例示的な送達方法および組成物
　核酸分子、特に、転写可能な核酸分子に適用可能な多数の送達方法が記載されており、
さらなる方法が開発されている。すべてのかかる方法および関連する組成物を、本発明に
適用可能である。かかる送達は、典型的には、裸の線状核酸、ウイルスベクター、または
プラスミドベクターを使用する。
【実施例】
【０１６８】
　ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターが機能的に連結されたコード配列（特に、
ＲＮＡｉ作用因子）の発現を特異的に調節する能力を、ＧＦＡＰのＰｏｌＩＩ調節領域由
来の細胞型特異的調節エレメントに基づいた細胞型特異的発現を使用して証明した。種々
の構築物の配列を、配列番号１～７として示す。以下の実施例は、例示的核酸構築物の作
製および発現の例示的説明を提供するが、本発明を制限することを意図しない。
実施例１：ＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーター、関連する構築物、およびベクタ
ーの構築
　組織特異的ＲＮＡｉプロモーターを、キメラプロモーターを使用して作製することがで
きるかどうかを試験するために、ＧＦＡＰとＵ６プロモーターとの融合物であるプロモー
ターを作製した。プロモーター研究により、ＧＦＡＰプロモーターが組織特異的発現に関
与するいくつかのエレメント（Ａ領域、Ｂ領域、およびＤ領域が含まれる）から構成され
ることが明らかとなった。これらのシス活性エレメントは、ヒトＧＦＡＰプロモーターの
転写プログラムに関与する。以下の２つのプロモーターを作製した：ＧＦＡＰ－ＥｃｏＮ
Ｉｐと呼ばれるＵ６のコアプロモーターに連結されたＧＦＡＰのＡおよびＢエレメントを
含むプロモーターならびにＧＦＡＰ－ＳｍａＩｐと呼ばれるＵ６のコアプロモーターに連
結されたＧＦＡＰプロモーターのＡ、Ｂ、およびＤエレメントを含むプロモーター（図１
を参照のこと）。
【０１６９】
　２つの各プロモーターでは、ＧＦＡＰエレメントを、Ｕ６プロモーターのコアプロモー
ターの上流に配置する。Ｕ６のコアプロモーターは、ＴＡＴＡボックス領域およびＰＳＥ
を含むことが示されている。したがって、両キメラプロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼ
ＩＩ型プロモーターのエレメントおよびＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ型プロモーターのエレ
メント（詳細には、コアプロモーター領域を含む）を含む。これらを、その作製で使用し
た制限部位に従って命名する（すなわち、ｐＧｌｉａＳｍａＩおよびｐＧｌｉａＥｃｏＮ
Ｉ）。最初の試験目的のために、ｅＧＦＰに指向するＲＮＡｉを含めた。ｐＧｌｉａＳｍ
ａＩ－ｅＧＦＰおよびｐＧｌｉａＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰと呼ばれるｅＧＦＰに対するＲＮ
Ａｉを含む２つのさらなるプラスミド作製した（図１を参照のこと）。最後に、ｅＧＦＰ
およびＨｃＲｅｄ１の両方の発現カセットを有するジシストロニックプラスミドを作製し
た。プラスミドを含むキメラプロモーターを有するジシストロニックプラスミド（すなわ
ち、ｐｅＧＦＰ／ＨｃＲｅｄ１）を同時トランスフェクションし、ノックダウンのための
ｅＧＦＰおよびコントロールとしてのＨｃＲｅｄ１の発現をアッセイするように研究を設
計した。
【０１７０】
　いくつかのさらなるベクターを作製した（マップは示さず）。キメラプロモーター（ｅ
ＧＦＰに対する＋／－ＲＮＡｉ）をｐｅＧＦＰ／ＨｃＲｅｄ１にクローン化した４つのさ
らなるプラスミドを作製した。これらのベクターは、同時トランスフェクションすること
なくアイデアの試験を可能にすることを意図した。あるいは、ＬａｃＺ発現カセットをキ
メラベクターを含むプラスミドにクローン化した４つのさらなるベクターを作製した。こ
れらのベクターの目的は、同時トランスフェクション実験でベクターを含むキメラプロモ
ーターのトランスフェクション効率のモニタリングを可能にすることであった。この系を
使用して、両プラスミドのトランスフェクションをモニタリングすることが可能である（
すなわち、ｅＧＦＰの送達をモニタリングするためのＨｃＲｅｄ１発現およびキメラプロ
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モーターの送達をモニタリングするためのおよびＬａｃＺ）。
【０１７１】
　ベクターを、一般に、以下のように構築した。ｅＧＦＰおよびＨｃＲｅｄ１発現カセッ
トの両方を有するジシストロニックベクター（ｐｅＧＦＰ－ＨｃＲｅｄ１と呼ばれる）を
、いくつかのステップで作製した。第１に、ＡｇｅＩ（平滑末端）およびＮｏｔＩで二重
消化したｐＨｃＲｅｄ１－Ｎ１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）のＨｃＲｅｄ１含有フラグメントを
ＮｈｅＩ（平滑末端）およびＮｏｔＩで二重消化したｐＨｙｇｅＥＧＦＰ（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ）の骨格フラグメントにライゲーションすることによって、ｐＨｃＲｅｄ１－ＲＮＡ
ｉを作製した。第２に、ＳｍａＩおよびＮｏｔＩで二重消化したｐｅＧＦＰ－１（Ｃｌｏ
ｎｔｅｃｈ）のｅＧＦＰ含有フラグメントをＮｈｅＩ（平滑末端）およびＮｏｔＩで二重
消化したｐＨｙｇｅＧＦＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）の骨格フラグメントにライゲーションす
ることによってｐｅＧＦＰ－ＲＮＡｉを作製した。ＢｇｌＩＩおよびＢａｍＨＩで二重消
化したｐｅＧＦＰ－ＲＮＡｉのＣＭＶｉｅ－ｅＧＦＰ－ｐｏｌｙＡカセットをＢａｍＨＩ
および仔牛アルカリホスファターゼで消化したｐＨｃＲｅｄ１－ＲＮＡｉにライゲーショ
ンすることによってｐｅＧＦＰ－ＨｃＲｅｄ１を作製した。
【０１７２】
　Ｕ６プロモーターおよびグリア繊維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）プロモーター（ｐＧ
ｆａ２；Ｂｒｅｎｎｅｒら）を使用して、グリア細胞をターゲティングする２つのＲＮＡ
ｉキメラプロモーターを作製した。ＤｒａＩおよびＢａｍＨＩで二重消化したｐＵ６－ｅ
ＧＦＰ　ｓｈＲＮＡの約１５０ｐｇのフラグメント（Ｓｈｉら）を、ＳｍａＩおよびＢａ
ｍＨＩで二重消化したｐＧｆａ２の骨格フラグメントにライゲーションして、ｐＧＦＡＰ
－ＳｍａＩ－ｅＧＦＰを作製した。同様に、ｐＵ６－コントロール（Ｓｈｉら）の約１５
０ｂｐのフラグメントをＳｍａＩおよびＢａｍＨＩで二重消化したｐＧｆａ２の骨格フラ
グメントにライゲーションすることによって、コントロールベクター（ｐＧＦＡＰ－Ｓｍ
ａＩ－コントロール）を作製した。ｐＧＦＡＰ－ＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰおよびｐＧＦＡＰ
－ＥｃｏＮＩ－コントロールの両方を作製するために、ｐＵ６－ｅＧＦＰおよびｐＵ６－
コントロールの約１５０ｂｐフラグメントを、ＥｃｏＮＩ（平滑末端）およびＢａｍＨＩ
で二重消化したｐＧｆａ２の骨格フラグメントに（それぞれ）ライゲーションした。
【０１７３】
　ｐＧｆａＳｍａＩ－コントロール、ｐＧｆａＳｍａＩ－ｅＧＦＰ、ｐＧｆａＥｃｏＮＩ
－コントロール、またはｐＧｆａＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰをＢａｍＨＩおよびアルカリホス
ファターゼで二重消化したｐｅＧＦＰ／ＨｃＲｅｄ１にライゲーションすることによって
、４つのさらなるプラスミドを作製した。制限分析によって方向性を決定し、キメラプロ
モーターのプロモーターの方向およびｅＧＦＰ発現カセットを併置するクローンを試験の
ために選択した。
【０１７４】
　ｐＧｆａ２（Ｂｒｅｎｎｅｒら）のＢａｍＨＩフラグメントを含むＬａｃＺをｐＩＲＥ
Ｓ－ｅＹＦＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）のＢａｍＨＩ／ＢｃｌＩ骨格フラグメントに最初にク
ローニングしてｐＣＭＶ－ＬａｃＺを作製することによって最後の４つのベクター組を作
製した。最後に、ＢｇｌＩＩ／ＢａｍＨＩで二重消化したｐＧｆａＳｍａＩ－コントロー
ル、ｐＧｆａＳｍａＩ－ｅＧＦＰ、ｐＧｆａＥｃｏＮＩ－コントロール、またはｐＧｆａ
ＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰのフラグメントを含むキメラプロモーターを、ＢｇｌＩＩおよびア
ルカリホスファターゼで二重消化したｐＣＭＶ－ＬａｃＺに個別にライゲーションした。
ｐＧｆａＳｍａＩ－コントロール－ＬａｃＺ、ｐＧｆａＳｍａＩ－ｅＧＦＰ－ＬａｃＺ、
ｐＧｆａＥｃｏＮＩ－コントロール－ＬａｃＺ、またはｐＧｆａＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰ－
ＬａｃＺと命名されたこれらのベクターは、キメラプロモーターのトランスフェクション
効率のモニタリングで有用である。
実施例２：ｓｈＲＮＡコード配列に連結されたＰｏｌＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモータ
ーを含むベクターでの細胞のトランスフェクション
　Ｃ６神経膠腫細胞、ＨｅｌａＳ３細胞、およびＨｅｐＧ２細胞を、１０％ＦＢＳを補足
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したＤＭＥＭを使用して、標準的なプロトコールにしたがって培養した。トランスフェク
ションの前日に、トランスフェクションの翌日に６０～７０％の密度が達成されるように
細胞を６ウェルプレートにプレートした。
【０１７５】
　製造者のプロトコールにしたがって、リポフェクタミン２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）トランスフェクション試薬で細胞をトランスフェクションした。簡潔に述べれば、３
００ｎｇのｐｅＧＦＰ－ＨｃＲｅｄ１および３～６μｇのｓｈＲＮＡ発現（コントロール
）プラスミドを、１００μｌのＯｐｔｉＭｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で希釈した。個
別に、７μｌのリポフェクタミン２０００を、１００μｌのＯｐｔｉＭｅｍで希釈した。
これら２つの希釈物を合わせ、２０分間インキュベートした。この間に、ＤＭＥＭ培養培
地を各ウェルからリンスして捨て、１ｍｌのＯｐｔｉＭｅｍと置換した。リプレックス（
ｌｉｐｌｅｘ）を形成させるための２０分間のインキュベーション後、リポプレックスを
各ウェルに添加した。８時間のインキュベーション後、別のＯｐｔｉＭｅｍを各ウェルに
添加して、全部で２．２ｍｌにした。２４時間後、培養培地を、１０％ＦＢＳを有するＤ
ＭＥＭと交換し、トランスフェクションから２４～４８時間後にさらなる実験（すなわち
、蛍光顕微鏡法またはウェスタンブロット分析）を行った。
実施例３：ｓｈＲＮＡの発現および分析
　予備分析により、例示的構築物がｓｈＲＮＡをコードする連結コード配列の細胞特異的
調節を提供することが証明された。細胞を、一般に、上記のように成長させた。
蛍光顕微鏡法
　プラスミドを試験するために、６ウェルプレートにプレートされたＣ６神経膠腫細胞お
よびＨｅｌａＳ３細胞を、作製したプラスミドの異なる組み合わせでトランスフェクショ
ンした。６ウェルプレート中で成長した細胞の培地を、カルシウムおよびマグネシウムを
含むリン酸緩衝化生理食塩水と交換し、プレートを、倒立顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ　１Ｘ
７０）にロードした。ＩｍａｇｅＰｒｏ画像化ソフトウェアおよびハードウェア（Ｍｅｄ
ｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）を使用して画像をキャプチャーし、その後にＡｄｏｂｅ
　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　６．０（Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ
）を使用して画像を操作した。いくつかの細胞の視野由来の代表的画像をキャプチャーし
た。
【０１７６】
　ｐｅＧＦＰ／ＨｃＲｅｄ１およびキメラプロモーター（コントロールおよびｅＧＦＰに
指向するＲＮＡｉ）の同時トランスフェクションにより、ＧＦＡＰプロモーターのＤエレ
メントを含むキメラプロモーターがＣ６膠細胞中のｅＧＦＰの発現を有効にサイレンシン
グすることが明らかとなった。さらに、ＨｅｌａＳ３細胞中で検出可能なサイレンシング
は認められなかった。対照的に、いずれかの細胞株中にＤエレメントを含まないキメラプ
ロモーターによって検出可能なサイレンシングは認められなかった。両方の場合、ＨｃＲ
ｅｄ１の視覚化は最適以下であったので、コントロールおよびＲＮＡｉウェルの両方への
ｐｅＧＦＰ／ＨｃＲｅｄ１の等しい送達を完全に証明できなかった。他方では、実験を複
数回行い、ｐｅＧＦＰ／ＨｃＲｅｄ１を、個別の管に等分したｍａｓｔｅｒｍｉｘに希釈
し、その後にキメラプロモータープラスミドを添加して等しい送達を確実にした。
【０１７７】
　キメラプロモーターならびにｅＧＦＰおよびＨｃＲｅｄ１発現カセットの両方を含むプ
ラスミドも試験した（データ示さず）。これらの実験では、Ｃ６神経膠腫細胞およびＨｅ
ｌａＳ３細胞を１つのプラスミドでトランスフェクションし、ｅＧＦＰおよびＨｃＲｅｄ
１発現を視覚化した。しかし、いかなるウェルの間にもｅＧＦＰ蛍光の検出可能な相違を
示すことができなかった。プラスミドを含む遺伝子に２０倍過剰のプラスミドを含むＲＮ
Ａｉプロモーターのコピーが必要であると報告されたことを考慮すると、これによってい
かなる相違も明らかとならなかったことは驚くべきことではなかった。非常に活性なＣＭ
Ｖｉｅプロモーターから活性の低いプロモーターにｅＧＦＰ発現カセットのプロモーター
を交換するためのさらなる実験が検討されており、近い将来に行われるであろう。
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ウェスタンブロット分析
　蛍光顕微鏡法によって決定された発現の結果を確認し、さらに試験するために、ウェス
タンを使用してタンパク質レベルを定量的に試験した。これらの実験を、ｐｅＧＦＰ／Ｈ
ｃＲｅｄ１でのキメラプロモーターの同時トランスフェクションによる蛍光顕微鏡分析と
同一の様式で行った。ほとんどの場合、蛍光顕微鏡法を使用して実験を特徴づけたが、次
いで、各ウェルに対してウェスタン分析を行ってサイレンシングｅＧＦＰでの各キメラプ
ロモーターの有効性をより高感度に測定した。
【０１７８】
　細胞を、一般に、上記のように培養した。６ウェルプレートの各ウェルから培地を除去
し、各ウェルに溶解緩衝液を添加し、細胞を氷上で溶解した。細胞を、各ウェルから掻き
取り、ウェスタンブロッティングを使用して、ｅＧＦＰの発現を試験した。
【０１７９】
　蛍光顕微鏡法と同様に、Ｃ６神経膠腫細胞における有効なプロモーター活性にはＤエレ
メントが必要であることが見出された。より高い感度により、予想されるＨｅｌａＳ３細
胞のいくつかの活性が検出可能であった。ｐＧｌｉａＳｍａＩ－ｅＧＦＰでのｐｅＧＦＰ
／ＨｃＲｅｄ１プロモーターの同時トランスフェクションにより、Ｃ６神経膠腫細胞にお
けるＨｃＲｅｄ１と比較してｅＧＦＰタンパク質発現のサイレンシングが示された。対照
的に、ｐＧｌｉａＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰでは、ｅＧＦＰタンパク質発現のサイレンシング
に有効どころではなかった。
【０１８０】
　明細書に引用された全ての特許および他の引例は、本発明に属する当業者の技術レベル
を示し、各引例全体が個別に参考により援用されるのと同一の範囲でその全体（任意の表
および図面が含まれる）が本明細書中で参考により援用される。
【０１８１】
　当業者は、記載の目的および利点ならびにこれらに含まれるものを得るために本発明が
十分に適合されることを容易に認識するであろう。本発明で好ましい実施形態を代表する
本明細書中に記載の方法、変形、および組成物は例示であり、本発明の範囲を制限するこ
とを意図しない。当業者はその変更形態および他の用途を認識し、これらは本発明の精神
の範囲内に含まれ、特許請求の範囲によって定義される。
【０１８２】
　本発明の範囲および精神を逸脱することなく、本明細書中に記載の発明の種々の置換形
態および修正形態を得ることができることが当業者に容易に明らかである。例えば、構築
物およびかかる構築物を細胞および生物に送達させる方法に含まれる調節エレメントの変
形形態を得ることができる。したがって、かかるさらなる実施形態は、本発明および以下
の特許請求の範囲の範囲内に含まれる。
【０１８３】
　本明細書中に例示的に記載された発明を、本明細書中に具体的に開示していないいかな
る要素または制限の不在下で適切に実施することができる。したがって、例えば、本明細
書中の各例では、「～を含む」、「～本質的になる」、および「～なる」のいずれかを、
他の２つの用語のいずれかと置換することができる。使用した用語および表現を、本発明
を制限するのではなく説明のために使用し、かかる用語および表現において、表示または
記載の特徴またはその一部の任意の等価物を排除することを意図しないが、特許請求の範
囲に記載の発明の範囲内で種々の修正形態が可能であると認識される。したがって、本発
明を好ましい実施形態および最適な特徴によって具体的に開示しているが、当業者は本明
細書中に開示の概念の修正形態および変形形態を採用することができ、かかる修正形態お
よび変形形態が添付の特許請求の範囲によって定義される本発明の範囲内に含まれると見
なされると理解すべきである。
【０１８４】
　さらに、本発明の特徴または態様をマーカッシュグループまたは他の代替分類で記載す
る場合、当業者は、本発明は、この分類によって、マーカッシュグループまたは他のグル
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ろう。
【０１８５】
　また、別途示さない限り、実施形態で種々の数値が示される場合、さらなる実施形態は
、範囲の終点として任意の２つの異なる値によって記載される。このような範囲はまた、
記載の発明の範囲内に含まれる。
【０１８６】
　したがって、さらなる実施形態は、本発明および以下の特許請求の範囲の範囲内に含ま
れる。
【０１８７】
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【数１】

【０１８８】
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【数２】

【０１８９】
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【数３】

【０１９０】
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【数４】

【０１９１】
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【数５】

【０１９２】
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【数６】

【０１９３】
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【数７】

【０１９４】
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【数８】

【０１９５】
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【数９】

【０１９６】



(51) JP 5976986 B2 2016.8.24

10

20

30

40

50

【数１０】

【０１９７】
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【数１１】

【０１９８】
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【数１２】

【０１９９】
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【数１３】

【０２００】
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【０２０１】
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【数１５】

【０２０２】
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【数１６】

【０２０３】
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【図面の簡単な説明】
【０２０４】
【図１】図１は、ＧＦＡＰ調節エレメントを含むＵ６基本プロモーターを使用したＰｏｌ
ＩＩＩ／ＰｏｌＩＩ融合プロモーターの設計を模式的に示す。作製した２つのキメラプロ
モーターは以下である：１）ＧＦＡＰ－ＥｃｏＮＩと呼ばれるＵ６のコアプロモーターに
連結したヒトＧＦＡＰｐエレメントのＡおよびＢシス活性エレメントを含み、ｐＧＦＡＰ
－ＥｃｏＮＩ（またはｐＧＦＡＰ－ＥｃｏＮＩ－Ｃｏｎｔｒｏｌ）と呼ばれるプラスミド
にクローン化されたキメラプロモーター、および２）ＧＦＡＰ－Ｓｍａｌと呼ばれるＵ６
のコアプロモーターに連結したヒトＧＦＡＰｐエレメントのＡ、Ｂ、およびＤ領域を含み
、ｐＧＦＡＰ－ＳｍａＩ（またはｐＧＦＡＰ－Ｓｍａｌ－Ｃｏｎｔｒｏｌ）と呼ばれるプ
ラスミドにクローン化されたキメラプロモーター。ｐＧＦＡＰ－ＥｃｏＮＩ－ｅＧＦＰお
よびｐＧＦＡＰ－ＳｍａＩ－ｅＧＦＰと呼ばれるｅＧＦＡＰに指向するｓｈＲＮＡの発現
を駆動する各キメラプロモーターを含む２つのさらなるプラスミドを作製した。これら４
つのプラスミドを使用して、キメラプロモーター由来のｓｈＲＮＡ発現を証明し、キメラ
プロモーターの発現プログラムの転写を調べた。
【図１】
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