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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(ｉ)外来のＲＮａｓｅ酵素活性に対する基質を形成することのできる基質配列、及び(i
i)リガンドに結合するアプタマーを包含する核酸であって、リガンドの該アプタマーへの
結合が、核酸のコンホメーション変化を引き起こし、それが、基質配列の、該基質を形成
する能力を変え及び／又は外来酵素活性の基質のＫｍ及び／若しくはＫｃａｔを変える、
当該核酸。
【請求項２】
　前記ＲＮａｓｅ酵素がＲＮａｓｅＩＩＩ酵素例えばＤｉｃｅｒ又はＤｒｏｓｈａである
請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
　前記の核酸が、リボ核酸(ＲＮＡ)である、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項４】
　前記の核酸が、少なくとも一つの天然にないヌクレオシド類似体及び／又は天然にない
ヌクレオシド残基間の主鎖リンカーを含む、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項５】
　天然のヌクレオシド及びホスフェート主鎖リンカーの対応する核酸と比較して、異なる
安定性、ヌクレアーゼ感受性(又は耐性)及び／又はバイオアベイラビリティーを有する、
請求項４に記載の核酸。
【請求項６】
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　５０～２００ヌクレオチドのサイズの範囲にある、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項７】
　コンホメーション変化が、分子内二本鎖特徴(前記の基質配列を含む)を生成し又は除去
し、二本鎖特徴が、外来酵素活性の基質である、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項８】
　前記の核酸が、前記のアプタマー、前記のＲＮａｓｅＩＩＩ酵素、及び前記の基質配列
の配列へのリガンド結合に依存する様式で遺伝子サイレンシングを引き起こす、請求項２
に記載の核酸。
【請求項９】
　前記の基質配列が、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物をＲ
ＮＡ干渉経路で、前記のＲＮａｓｅＩＩＩ酵素による反応の産物として生成する、請求項
８に記載の核酸。
【請求項１０】
　コンホメーション変化が、基質配列の能力を変えて第二の核酸種との分子間二本鎖特徴
を形成し、二本鎖特徴が外来酵素活性の基質である、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項１１】
　第二の核酸種が、ｍＲＮＡであって、前記の外来酵素活性が、ｍＲＮＡを、二本鎖特徴
の形成に依存する様式で変える、請求項１０に記載の核酸。
【請求項１２】
　外来酵素活性が、ＲＮａｓｅＨ酵素及び／又はＲＮａｓｅＰ酵素である、請求項１、１
０又は１１の何れかに記載の核酸。
【請求項１３】
　前記のリガンドが、前記の基質配列の基質を形成する能力に変化をもたらし及び／又は
外来酵素活性の基質のＫｍ及び／若しくはＫｃａｔを変えて投与量依存性速度論を示す、
請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項１４】
　リガンドが、２５００ａｍｕ未満の分子量を有する小型分子であり且つ／又は細胞透過
性である、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項１５】
　リガンドが、金属イオンである、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項１６】
　リガンドが、天然産物である、請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項１７】
　リガンドが、シグナル変換二次メッセンジャー分子である、請求項１６に記載の核酸。
【請求項１８】
　リガンドが、翻訳後修飾されたタンパク質である、請求項１６に記載の核酸。
【請求項１９】
　リガンドを、ポリペプチド、ペプチド、核酸、炭水化物、脂肪酸及び脂質、非ペプチド
ホルモン(ステロイドなど)及びこれらの代謝前駆体又は産物よりなる群から選択する、請
求項１又は２に記載の核酸。
【請求項２０】
　リガンドを、酵素補因子、酵素基質又は酵素媒介反応の産物よりなる群から選択する、
請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項２１】
　(ｉ)転写されたとき請求項３に記載のＲＮＡを生成するコード配列、及び(ii)この発現
構築物を含む細胞における該ＲＮＡの転写を調節する少なくとも一つの転写調節配列を含
む発現構築物。
【請求項２２】
　アプタマー調節される核酸のライブラリーであって、請求項１若しくは２の核酸又は請
求項２１に記載の発現構築物の何れかの核酸の多彩な集団を含む当該ライブラリー。
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【請求項２３】
　少なくとも一つの請求項２１に記載の発現構築物で巧みに処理された組換え細胞。
【請求項２４】
　請求項１又は２に記載の少なくとも一の核酸を含む細胞。
【請求項２５】
　請求項１又は２に記載の核酸又は請求項２１に記載の発現構築物、及びヒト又は非ヒト
患者への投与に適した製薬上許容しうるキャリアーを含む医薬製剤組成物。
【請求項２６】
　前記ＲＮａｓｅＩＩＩ酵素がＤｒｏｓｈａ又はＤｉｃｅｒである請求項２に記載の核酸
。
【請求項２７】
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物のヌクレオチドの長
さが１９～３５である請求項９に記載の核酸。
【請求項２８】
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物のヌクレオチドの長
さが２１～２３である請求項９又は２７に記載の核酸。
【請求項２９】
　前記基質配列がヘアピンループを有する請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項３０】
　前記核酸が官能基又は官能性薬剤を更に含む請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項３１】
　前記アプタマードメインが、ｐＨ、温度、浸透性、又は塩濃度に応答性である請求項１
又は２に記載の核酸。
【請求項３２】
　前記核酸の前記アプタマードメインがリガンド結合に従順である請求項１又は２に記載
の核酸。
【請求項３３】
　前記核酸が一種以上のアプタマードメイン又は一種以上のエフェクタードメインを含む
請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項３４】
　前記核酸が複数のリガンドと相互作用して応答する請求項１又は２に記載の核酸。
【請求項３５】
　請求項１又は２に記載の核酸であって、前記核酸は協同的リガンドに制御された核酸で
あり、複数のリガンドが、複数のアプタマードメインに順次的に結合して、一つ以上のエ
フェクタードメインをアロステリック的に調節する、該核酸。
【請求項３６】
　リガンドの存在又は非存在に依存した細胞内標的遺伝子発現を与える、イン・ビトロ又
はエキス・ビボの方法であって、請求項９に記載の核酸を細胞内に導入することを含み、
前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物は、前記標的遺伝子の
発現を制御する、該方法。
【請求項３７】
　標的遺伝子が、細胞の生物学的又は生化学的な応答を変調させる遺伝子である請求項３
６に記載の方法。
【請求項３８】
　細胞内のリガンドの量又は活性を変調するためのイン・ビトロ又はエキス・ビボの方法
であって、
　請求項９に記載の核酸を細胞に投与することを含み、
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物は、前記リガンドの
量若しくは活性、又は前記リガンドの量若しくは活性に影響を与えるタンパク質、代謝産
物、中間体分子、又は酵素を変調する該方法。
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【請求項３９】
　細胞内のリガンドの量又は濃度をモニターするためのイン・ビトロ又はエキス・ビボの
方法であって、
　請求項９に記載の核酸を投与することを含み、
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物は、レポーター分子
の量又は活性を変調させ、
　前記細胞内のリガンドの量又は濃度は前記レポーター分子の量又は活性と相関する該方
法。
【請求項４０】
　リガンドの量又は活性の存在又は非存在に応答した細胞の生物学的な又は生化学的な応
答を変調するためのイン・ビトロ又はエキス・ビボの方法であって、
　請求項９に記載の核酸を細胞に投与することを含み、
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物は、前記リガンドの
量若しくは活性、又は前記リガンドの量若しくは活性に影響を与える分子、タンパク質、
代謝産物、中間体分子、又は酵素を変調する該方法。
【請求項４１】
　条件付遺伝子ネットワークを確立するためのイン・ビトロ又はエキス・ビボの方法であ
って、
　請求項９に記載の核酸を細胞に投与することを含み、
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物は、シグナリング経
路、代謝経路、酵素経路又は該リガンドを生成し若しくはその活性を変調する生化学的経
路と関係しない分子を標的とする該方法。
【請求項４２】
　内因性又は異質性遺伝子の細胞内標的発現を減衰又は変調させるためのイン・ビトロ又
はエキス・ビボの方法であって、
　前記標的遺伝子の発現を減衰させ又は変調させるのに充分な量で、請求項９に記載の核
酸を、細胞に接触させることを含み、
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物が、前記標的遺伝子
の発現を減衰させ又は変調させる該方法。
【請求項４３】
　前記変調又は減衰が細胞の成長、分裂、生存、又は分化を変える請求項４２に記載の方
法。
【請求項４４】
　前記リガンドが組織特異的又は細胞型特異的である請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　前記標的遺伝子が糖尿病の開始又は進行に関係する請求項４２に記載の方法。
【請求項４６】
　前記標的遺伝子がＩＣＡＭ－１である請求項４２に記載の方法。
【請求項４７】
　請求項９に記載の核酸であって、病原体によって発現する遺伝子を制御するのに充分な
量の核酸であり、病原体による感染を治療又は予防する際に用いるための核酸であり、前
記遺伝子は病原体の感染性または毒性に影響を与える該核酸。
【請求項４８】
　患者の細胞における細胞の増殖、分化、又は生存を制御するためのイン・ビトロ又はエ
キス・ビボの方法であって、
　請求項９に記載の核酸を患者の細胞に導入することを含み、
　前記ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物が、細胞内標的遺伝
子の発現を制御し、且つ細胞の増殖、分化、又は生存を制御する該方法。
【請求項４９】
　前記核酸が細胞死、細胞の分化、又は細胞の生存を誘導する請求項４８に記載の方法。
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【請求項５０】
　請求項４８に記載の方法であって、過形成又は腫瘍細胞の成長を防止するための方法で
あり、肥満細胞の細胞死を誘導する、幹細胞の増殖若しくは分化を制御する、又は免疫応
答の活性化を制御する該方法。
【請求項５１】
　前記標的遺伝子が発癌遺伝子である請求項４８に記載の方法。
【請求項５２】
　請求項９に記載の核酸であって、過形成又は腫瘍細胞の成長を防止するための核酸であ
り、肥満細胞の細胞死を誘導する、幹細胞の増殖若しくは分化を制御する、又は免疫応答
の活性化を制御する該核酸。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の背景
　最近数年間において、シス及びトランスＲＮＡエレメントは、遺伝子発現の重要なレギ
ュレーターとして十分認識されるようになった。細胞は、種々の非コードＲＮＡベースの
エレメントを利用して、複雑な遺伝子ネットワーク例えば発生のタイミング及び概日時計
に関与するものを調節する(Banerjee等、Bioessays 24, 119-29(2002)；Kramer等、Natur
e 421, 948-52(2003))。アンチセンスＲＮＡは、小さいトランス作用性ＲＮＡ(ｔａＲＮ
Ａ)であって、標的メッセンジャーＲＮＡ(ｍＲＮＡ)の相補性セグメントに結合して、タ
ーゲティングディケイ、翻訳ブロック及び選択的スプライシングパターンなどの機構によ
って遺伝子発現を調節する(Good, Cell Mol Life Sci 60, 823-4(2003)；Good, Cell Mol
 Life Sci 60, 854-61(2003)；及びVacek等、Cell Mol Life Sci 60, 825-33(2003))。ミ
クロＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)、ｍＲＮＡ及びゲノム中の相補的配列と相互作用することにより
翻訳又はＲＮＡディケイに影響を及ぼす小型ｔａＲＮＡが後生動物遺伝子調節に広く行き
渡っていることはありそうなことである(Bartel, Cell 116, 281-97(2004))。小さい干渉
性ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)及び二本鎖ＲＮＡ(ｄｓＲＮＡ)は、正確にｍＲＮＡを標的として、
それらの発現を後生動物におけけるＲＮＡ干渉(ＲＮＡｉ)経路によって阻害することがで
き、細胞の宿主防御システムの部分であると考えられている(Scherer, Curr Pharm Biote
chnol 5, 355-60(2004))。リボザイムは、触媒機能を示すＲＮＡ分子であり、ウイルスに
よって遺伝子発現を調節するために利用されることが示されている(Lilley, Trends Bioc
hem Sci 28, 495-501(2003))。リボスイッチ、ｍＲＮＡ中のシス作用性の代謝産物結合構
造は、遺伝子発現を、翻訳開始の変調、転写終結の破壊又はｍＲＮＡのリボザイム機構に
よる開裂により制御する(Mandal等、Nat Struct Mol Biol 11, 29-35(2004)；Winkler, N
ature 419, 952-6(2002)；及びWinkler, Nature 428, 281-6(2004))。最近の研究は、こ
れらのＲＮＡベースのレギュレーターの、原核生物からヒトに至る種々の生物群を横切る
普及を示した(Barrick等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA 101, 6421-6(2004)；Yelin等、Nat B
iotechnol 21, 379-86(2003)；及びLavorgna等、Trends Biochem Sci 29, 88-94(2004))
。
【背景技術】
【０００２】
　研究者は、この比較的容易であること(それにより、ＲＮＡライブラリーを生成して探
索し、新規な機能特性を有する合成ＲＮＡベースの分子を造ることができる)を利用して
きた。アプタマーは、選択したリガンドと高い親和性及び特異性をもって相互作用する核
酸結合性種である。これらの分子は、イン・ビトロ選択として公知の選択及び増幅の反復
サイクル又はＳＥＬＥＸ(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment
)によって生成される(Ellington等、Nature 346, 818-22(1990)；及びTuerk等、Science 
249, 505-10(1990))。アプタマーは、種々の標的例えば染料、タンパク質、ペプチド、芳
香性小型分子、抗生物質、及び他の生体分子に結合するように選択されてきた(Hermann等
、Science 287, 820-5(2000))。アプタマーを迅速且つ並行的方法で生成するために、高
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スループットの方法及び実験室オートメーションが開発されてきた(Cox等、Nucleic Acid
s Res 30, e108(2002))。研究者は、アプタマーが、他の機能的ＲＮＡ分子にアロステリ
ック制御特性を与えることができることを示してきた。かかるアロステリック制御戦略は
、イン・ビトロシグナリングアプタマー、イン・ビトロセンサー及びイン・ビトロアロス
テリック制御されたリボザイムを構築して選択するために採用されてきた(Jhaveri等、Na
t Biotechnol 18, 1293-7(2000)；Roth等、Methods Mol Biol 252, 145-64(2004)；及びS
tojanovic等、J Am Chem Soc 126, 9266-70(2004))。
【０００３】
　天然の系におけるＲＮＡベースのレギュレーターエレメントの広く行き渡った存在に加
えて、研究者は、最近、巧みに処理されたリボレギュレーターシステムを記載した。大腸
菌における遺伝子転写物からの相対的発現レベルをＲＮＡのプロセッシング及び崩壊を制
御することにより調節するシス作用性ＲＮＡエレメントが記載された(Smolke等、Appl En
viron Microbiol 66, 5399-405(2000))。他の例においては、大腸菌における組み合わせ
たシス／トランスリボレギュレーターシステムが記載され、そのシス作用性ＲＮＡエレメ
ントは、転写物のリボソーム結合部位をマスクし、それにより翻訳を阻害し、トランス作
用性ＲＮＡは、シス作用性エレメントに結合して翻訳を可能にする(Isaacs等、Nat Biote
chnol 22, 841-7(2004))。遺伝子発現を哺乳動物細胞及びマウスにおいて、ＲＮＡ開裂を
介して作用することにより制御し、その活性が小型分子薬物及びアンチセンスオリゴヌク
レオチドによって調節されうるシス作用性エレメントが、最近、記載された(Yen等、Natu
re 431,471-6(2004))。最後に、染料テトラメチルロサミンへの結合に際してタンパク質
ベースの転写アクチベーターと相互作用して転写を誘導するアロステリックアプタマー構
築物が、最近、記載された(Buskirk等、Chem Biol 11, 1157-63(2004))。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　リボレギュレーターは、柔軟な遺伝子調節のための強力なツールを提供する。しかしな
がら、直接転写物を標的とすることのできるＲＮＡベースのレギュレーターの能力を、典
型的にタンパク質ベースのレギュレーターと結合したアロステリック制御と結合すること
への要求がある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
発明の概要
　本発明は、アプタマー調節されるトランス作用性核酸、即ち「ａｐｔａスイッチ」を提
供する。主題のａｐｔａスイッチは、容易に処理して様々なリガンドに応答性とすること
ができ、多くの応用において有用な用途の広い核酸クラスである。例えば、ａｐｔａスイ
ッチは、リガンド依存的様式で標的とした遺伝子の活性を変調するようにデザインするこ
とができ、それ故、内因性又は異質遺伝子の発現を変調するのに有用である。
【０００６】
　この発明のトランス作用性ａｐｔａスイッチは、ａｐｔａスイッチのリガンド依存性活
性を配列依存様式などで指示するエフェクタードメイン、及びリガンドに結合してエフェ
クタードメインの活性に影響を及ぼすようにａｐｔａスイッチの構造にアロステリック変
化を誘導するアプタマードメインを含む。例えば、リガンドのアプタマードメインへの結
合は、エフェクタードメインの他の分子(酵素など)又は標的配列(標的遺伝子など)と相互
作用する能力を変える核酸におけるコンホメーション変化を引き起こしうる。このエフェ
クタードメインは、その標的分子又は核酸との相互作用への利用可能性により規定される
少なくとも２つのコンホメーション状態、「オフ」状態及び「オン」状態を有しうる。例
えば、エフェクタードメインがアンチセンス配列である場合には、そのエフェクタードメ
インは、ターゲティング配列が標的遺伝子との相互作用に利用できなくされ、それ故、ａ
ｐｔａスイッチが「オフ」と考えられるヘアピンループコンホメーションを採りうる。こ
のアンチセンスの具体例においては、「オン」であるａｐｔａスイッチは、それが、標的
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遺伝子中の配列と分子間塩基対合によってハイブリダイズすることに自由であることによ
って、標的遺伝子と相互作用することが可能であるコンフィギュレーションのエフェクタ
ードメインを有しうる。対照的に、エフェクタードメインとしてＲＮＡｉ構築物を有する
具体例を考えると、「オン」状態は、ａｐｔａスイッチ内のターゲティング配列の分子内
塩基対合が、ＲＮＡアーゼＩＩＩ酵素(Ｄｉｃｅｒなど)の基質である二本鎖(ヘアピンな
ど)を造るものであってよく、「オフ」状態においては、ターゲティング配列は、(効率的
)基質である構造の部分でない。この発明のエフェクタードメインは、「オン」及び「オ
フ」の状態を、アプタマードメインへのリガンド結合に応答して切り替えることができる
。それ故、アプタマー調節される核酸は、活性がリガンド結合に応答して「オン」及び「
オフ」されるスイッチとして作用する。ある具体例において、このエフェクタードメイン
の機能は、リガンドの存否に依存し、及び／又はアプタマードメインへの結合に利用でき
るリガンドの量若しくは濃度に依存する。
【０００７】
　ある具体例において、主題のａｐｔａスイッチは、(ｉ)外来の酵素活性に対する基質を
形成することのできる基質配列、及び(ii)リガンドに結合するアプタマーを包含する。リ
ガンドのアプタマーへの結合は、核酸のコンホメーション変化を引き起こし、それは、基
質配列の、酵素の基質を形成する能力を変え及び／又は外来酵素活性の基質であるように
その効率を例えばＫm及び／若しくはＫcatを変えることにより変える。ある具体例におい
て、この基質配列は、リガンドの存在下でのみ基質を形成し(「リガンド活性化された基
質」)、他の具体例においては、この基質配列は、リガンドの非存在下でのみ基質を形成
する(「リガンド不活性化された基質」)。ある好適な具体例において、この効果は、リガ
ンドの投与量に依存する。
【０００８】
　これらの具体例を更に説明するために、コンホメーション変化は、分子内二本鎖(基質
配列を含む)を生成し又は除去するものであってよく、二本鎖は、外来酵素活性の基質で
ある。
【０００９】
　例えば、外来酵素活性は、ＲＮアーゼ酵素である。ある場合には、このＲＮアーゼ酵素
は、ＲＮアーゼＩＩＩ酵素例えばＤＩＣＥＲ又はＤＲＯＳＨＡである。それらの具体例に
おいては、基質配列は、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ又はそれらの前駆体若しくは代謝産物を
ＲＮＡ干渉経路で、ＲＮアーゼＩＩＩ酵素による反応の産物として生成するように選択さ
れる。
【００１０】
　ある具体例において、この酵素活性は、基質ａｐｔａスイッチに作用することができ、
それで、その反応の生成物は、(ａ)生物学的結果(例えば、表現型の変化)を誘導すること
のできる核酸、及び(ｂ)細胞内で基質ａｐｔａスイッチと異なる様式で分配する核酸であ
る。例えば、その生成物は、核から細胞質へ移動することができ、その基質は、主として
核に局在する。更に説明するために、ａｐｔａスイッチは、Ｄｒｏｓｈａのｐｒｉ－ｍｉ
ＲＮＡ又はｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ基質を形成する基質配列を含むことができ(即ち、核に局
在)、Ｄｒｏｓｈａ媒介の開裂の生成物は、ｍｉＲＮＡであり、これは、細胞質へ移動す
ることができ、Ｄｉｃｅｒによって作用されうる(即ち、ＲＮＡ干渉経路にインプットさ
れる)。
【００１１】
　他の説明において、コンホメーション変化は、基質配列の能力を変えて第二の(別個の)
核酸種例えば標的遺伝子との分子間二本鎖特徴を形成するものであってよい(ここに、二
本鎖特徴は、外来酵素活性の基質である)。例えば、第二の核酸種は、ｍＲＮＡであって
よく、外来酵素活性は、ｍＲＮＡを、ａｐｔａスイッチとの二本鎖特徴の形成に依存する
様式で、例えばＲＮアーゼＨ酵素及び／又はＲＮアーゼＰ酵素の活性化などによって変え
る。
【００１２】
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　更に別の例においては、アプタマーへのリガンド結合は、基質配列が、ポリメラーゼ、
レコンビナーゼ、リガーゼ、メチラーゼ、グリコシラーゼ又はヌクレアーゼなどの他の外
来酵素活性の基質を形成することを誘導し又はそれを阻止することができる。
【００１３】
　ある具体例において、本発明の核酸は、(ｉ)標的遺伝子の発現を阻止するアンチセンス
配列、及び(ii)リガンドに結合するアプタマーを含む。これらの具体例において、リガン
ドのアプタマーへの結合は、核酸のコンホメーション変化を引き起こし、これは、アンチ
センス配列の、第二の標的遺伝子中の標的配列の発現を阻止する能力を変える。かかるコ
ンホメーション変化は、分子内塩基対合を核酸内で変えることを含むことができ、それで
、アンチセンス配列は、標的遺伝子中の配列とハイブリダイズするのに利用可能なる。あ
る具体例において、アンチセンス配列は、標的配列と、リガンドの存在下でのみハイブリ
ダイズすることができ(「リガンド活性化されたアンチセンス」)、他の具体例においては
、それは、標的配列と、リガンドの非存在下でのみハイブリダイズすることができる(「
リガンド不活性化されたアンチセンス」)。ある好適具体例において、その効果は、リガ
ンドの投与量に依存している。
【００１４】
　更に例示すると、ａｐｔａスイッチは、アプタマーへのリガンド結合が、アンチセンス
配列を標的遺伝子へのハイブリダイゼーションに利用可能にするコンホメーション変化を
引き起こすようにデザインすることができ、又はリガンド結合が、アンチセンス配列を標
的遺伝子へのハイブリダイゼーションに利用不能にするコンホメーション変化を引き起こ
すようにデザインすることができる。あるデザインにおいては、リガンドのアプタマーへ
の結合は、核酸内のコンホメーション変化を引き起こし、これは、アンチセンス配列の標
的遺伝子へのハイブリダイゼーションにより形成される二本鎖の融点(Ｔm)を変える。
【００１５】
　かかる具体例は、遺伝子発現を、標的遺伝子のＲＮＡ転写物にハイブリダイズするよう
に選択し又は標的遺伝子のゲノム配列にハイブリダイズするように選択したアンチセンス
配列の利用によって阻止するのに有用である。
【００１６】
　同様に、アンチセンス配列は、種々のスプライシング変異体の発現レベルを、イントロ
ンスプライシングを遂行する様式で転写物へのハイブリダイゼーションによって変えるよ
うに選択することができる。
【００１７】
　ある具体例において、この発明は、標的遺伝子の発現を変えるトランス作用性核酸を提
供する。かかる構築物は、(ｉ)標的遺伝子にハイブリダイズすることができて標的遺伝子
の発現を調節するターゲティング配列；及び(ii)リガンドに結合するアプタマー配列を含
む。このターゲティング配列は、ａｐｔａスイッチ中の単一の隣接した配列ストレッチで
あってよく、又は幾つかの隣接していない配列(即ち、一つ以上の介在ヌクレオチドによ
り中断されている)に由来してもよい。アプタマーに結合された場合、リガンドは、標的
遺伝子の発現を調節するターゲティング配列の能力に影響を及ぼす核酸構造のコンホメー
ション変化を引き起こし、これは、そのリガンドの存在に依存する様式での調節を生じる
。ある好適具体例において、この効果は、リガンドの投与量に依存する。これらの具体例
に含まれる典型的なａｐｔａスイッチ構築物は、アンチセンス又はＲＮＡｉ機構により働
くものである。
【００１８】
　例として、ターゲティング配列は、標的遺伝子のＲＮＡ転写物にハイブリダイズし、そ
れにより、そのＲＮＡ転写物から翻訳されるタンパク質の量を減少させ及び／又はそのＲ
ＮＡ転写物のスプライシングを変えるように選択することができる。或は、ターゲティン
グ配列は、標的遺伝子のゲノム配列にハイブリダイズしてそのゲノム配列から転写される
ＲＮＡの量を減少させるように選択することができる。
【００１９】
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　ある具体例において、主題の核酸は、(ｉ)第二の核酸の標的配列にハイブリダイズする
ハイブリダイゼーション配列；及び(ii)リガンドに結合するアプタマーを含む。アプタマ
ーへのリガンド結合は、核酸のコンホメーション変化を引き起こし、それは、ハイブリダ
イゼーション配列の、標的配列にハイブリダイズする能力を変える。ある具体例において
、このハイブリダイゼーション配列は、標的配列と、リガンドの存在下でのみハイブリダ
イズすることができ(「リガンド活性化されたハイブリダイゼーション」)、他の具体例で
は、それは、標的配列に、リガンドの非存在下でのみハイブリダイズすることができる(
「リガンド不活性化されたハイブリダイゼーション」)。ある好適具体例において、この
効果は、リガンドの投与量に依存する。
【００２０】
　上記の様々な具体例の各々において、核酸は、リボ核酸(ＲＮＡ)であってよい。同様に
、この発明は又、(ｉ)細胞中で転写されたときａｐｔａスイッチを生成するにコード配列
、及び(ii)この発現構築物を含む細胞におけるａｐｔａスイッチのコード配列の転写を調
節する少なくとも一つの転写調節配列を含む発現構築物をも提供する。
【００２１】
　ある具体例において、ａｐｔａスイッチは、ポリアデニルテールを含み、又は発現構築
物の場合には、転写されたときにａｐｔａスイッチ転写物上にポリＡテールを生成するコ
ード配列を含む。主題のａｐｔａスイッチ構築物は様々なヌクレオチド及びヌクレオチド
類似体から導くことができるということ(アンチセンス及びｓｉＲＮＡ構築物から、本発
明における利用のために適合させうるような様々な結合化学を利用)は当業者に認められ
よう。更に説明するために、このａｐｔａスイッチは、少なくとも一つの天然にないヌク
レオシド類似体及び／又は天然にないヌクレオシド残基間の主鎖リンカーを含むことがで
きる。かかる類似体及びリンカーを用いて、天然のヌクレオシド及びホスフェート主鎖リ
ンカーの対応する核酸と比較して、安定性、ヌクレアーゼ感受性(又は耐性)及び／又はバ
イオアベイラビリティー(例えば、細胞透過性)を変えることができる。
【００２２】
　主題のａｐｔａスイッチのある好適具体例において、核酸構築物は、４０～５００ヌク
レオチドの、一層好ましくは５０～２００ヌクレオチドのサイズの範囲にある。
【００２３】
　アプタマーが結合しそれ故ａｐｔａスイッチが調節されるリガンドの選択は、莫大であ
る。ある例においては、このリガンドは、２５００ａｍｕ未満の分子量を有する小型分子
である。これらは、天然の又は非天然の分子であり、ペプチド、小型有機分子(薬物及び
ある種の代謝産物及び中間体、補因子などを含む)及び金属イオン(単に説明のため)を含
む。
【００２４】
　ある具体例において、このリガンドは、天然産物である。これは、シグナル変換剤例え
ば二次メッセンジャー分子又は翻訳後に修飾されたタンパク質並びにポリペプチド、ペプ
チド、核酸、炭水化物、脂肪酸及び脂質、非ペプチドホルモン(ステロイドなど)及びこれ
らの代謝前駆体又は産物を含む。
【００２５】
　ある具体例において、特に、細胞における代謝経路の調節のために、リガンドは、酵素
補因子、酵素基質又は酵素媒介反応の産物であってよい。
【００２６】
　特に、ａｐｔａスイッチを異所的に投与したリガンドを用いて調節することを意図した
具体例のために、そのリガンドは、好ましくは細胞透過性のものである。
【００２７】
　ある別の具体例において、ａｐｔａスイッチのアプタマードメインは、他の環境変化に
応答性である。環境変化には、ｐＨ、温度、浸透性、又は塩濃度の変化が含まれるが、こ
れらに限られない。
【００２８】
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　ある具体例は、一種以上の予備選択した又は予め決めたリガンドに応答性のアプタマー
及びアプタマードメインをデザインして選択する方法を提供する。ａｐｔａスイッチは又
、それらの切替え作用が多かれ少なかれリガンド結合に応答性であるように「調整」する
こともできる。ａｐｔａスイッチは又、アプタマードメインの結合親和性がそのリガンド
に対して多かれ少なかれ感受性であるように「調整」することもできる。例えば、ａｐｔ
ａスイッチにおける分子内二本鎖形成及び他の２°及び３°構造の熱力学的特性は、アプ
タマードメインが多かれ少なかれリガンド結合に従順であるように、即ち、解離定数(Ｋd

)又は他の速度論パラメーター(Ｋon及びＫoff率など)において明白であるように変えるこ
とができる。或は、エフェクタードメインにおけるアロステリック変化は、多かれ少なか
れ、ハイブリダイゼーション及び他のａｐｔａスイッチの２°及び３°構造を達成しうる
分子内相互作用の変化においてリガンド結合に応答性であってよい。核酸構造の熱力学的
特性を変えるための新しい工学ストラテジーは、当分野で周知である。例えば、増大した
相補性核酸対合は、エフェクター又はアプタマードメインの安定性を増大させうる。エフ
ェクターステムとアプタマーステムの絶対的及び相対的安定性が、ａｐｔａスイッチのス
イッチ作用の調整において重要なデザインパラメーターとなることが予想される。
【００２９】
　他の具体例において、この発明のａｐｔａスイッチは、エフェクタードメインを、ある
環境例えば特定の細胞型又は組織、又は特定の細胞内位置又は細胞膜を標的とするために
用いられる。組織又は細胞型ターゲティングは、リガンドの組織又は細胞特異性により与
えられうる。他の具体例において、この発明のａｐｔａスイッチの活性は、環境特異的様
式で変調され、該様式において、ａｐｔａスイッチは、特定の細胞型又は組織、又は特定
の細胞内位置に特異的である。ａｐｔａの環境特異的活性は、特異的局所的環境に特異的
なリガンドにより与えられうる。
【００３０】
　ある具体例において、ａｐｔａスイッチは、多数のモジュール成分例えば一種以上のア
プタマードメイン及び／又は一種以上のエフェクタードメインを含む。他の具体例におい
て、この発明のａｐｔａスイッチは、多数のリガンドと相互作用して応答する。例えば、
ａｐｔａスイッチは、多数のリガンドに応答するアプタマードメインを含むことができ、
又は各々一つのリガンドに応答する一つより多くのアプタマードメインを含むことができ
る。適宜、一つ以上のエフェクタードメインが、複数のリガンドに応答する一つ以上のア
プタマードメインによって変調される。特定の面において、協同的リガンドに制御された
核酸が与えられ、その場合、多数のリガンドが、多数のアプタマードメインに順次的に結
合して、一つ以上のエフェクタードメインをアロステリック的に調節する。多数のモジュ
ール成分を含むａｐｔａスイッチは、多数の生体分子入力を処理するのに有用である。
【００３１】
　ある具体例において、ａｐｔａスイッチは、更に、官能基又は官能性薬剤例えばインタ
ーカレーター又はアルキル化剤を含む。
【００３２】
　この発明の更に別の面は、アプタマー調節される核酸分子のライブラリー例えば種々の
アプタマー及び／又はエフェクター領域を有する核酸の多彩な集団(上記のような基質配
列、アンチセンス配列又はターゲティング配列)を有するライブラリーを与える。これら
のライブラリーは、結合しうるリガンドの種類(特異性)及び／又は同じリガンドに対する
親和性の変化に関してアプタマーに多様性を有しうる。
【００３３】
　本発明の更に別の面は、一種以上の本発明のａｐｔａスイッチを含むか、又はａｐｔａ
スイッチを細胞内で生成するための一種以上の発現構築物で巧みに処理された細胞に関係
する。
【００３４】
　例えば、一具体例において、この細胞は、一種以上の反応の代謝経路を含み、その代謝
経路上で制御エレメントとして作用する一種以上のａｐｔａスイッチを含む。これらのａ
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ｐｔａスイッチの各々は、(ｉ)代謝経路における酵素補因子、反応体、反応の基質又は生
成物から選択したリガンドに選択的に結合するアプタマー配列、(ii)代謝経路に含まれる
タンパク質をコードする標的遺伝子の発現を低減させるための遺伝子サイレンシング配列
を含むことができる。これらは、この経路で酵素として作用するタンパク質であってよい
し、又は調節サブユニットとして作用し若しくはこの経路に他の効果を有するタンパク質
(例えば、代謝経路の成分の発現を制御する転写因子又はリプレッサー)であってよい。こ
れらの具体例において、アプタマーへのリガンド結合は、トランス作用性核酸に２つのコ
ンホメーション状態の間で変化を引き起こす(該コンホメーション状態の一方において、
トランス作用性核酸は、標的遺伝子の発現を遺伝子サイレンシング配列に依存する様式で
阻害し、他方においては、標的遺伝子の発現を阻害しない)。従って、この代謝経路は、
少なくとも部分的に、このトランス作用性核酸によって調節することができる。ある好適
例において、この代謝経路は、一つの酵素により媒介される少なくとも一つの反応を含み
、少なくとも一つのトランス作用性核酸が、その酵素の発現を調節する。
【００３５】
　主題のａｐｔａスイッチには、多くの潜在的用途があるということは明らかとなろう。
他の説明のために、本発明は、細胞における標的遺伝子の、リガンドの存在又は非存在に
依存した発現を与える方法を企図している。この方法は、細胞に、例えば、(ｉ)標的遺伝
子にハイブリダイズしてその標的遺伝子の発現を調節することのできるターゲティング配
列；及び(ii)リガンドに結合するアプタマー配列を有するａｐｔａスイッチを導入するこ
とを含む。リガンドのアプタマーへの結合は、トランス作用性核酸にコンホメーション変
化を引き起こし、そのトランス作用性核酸は、標的遺伝子の発現を、リガンドの濃度に依
存する投与量依存様式で調節する。
【００３６】
　ある具体例において、このリガンドは、細胞により生成される分子であってよい。他の
具体例においては、このリガンドは、例えば異所的添加により又は隣接細胞からの拡散に
よって細胞と接触される細胞透過性薬剤であってよい。
【００３７】
　標的遺伝子の発現のリガンド媒介による調節を達成するためのターゲティング配列の様
々な具体例がある。一例において、ターゲティング配列は、標的遺伝子の発現をアンチセ
ンス機構の作用により阻害し、リガンド誘導されたコンホメーション変化に依存した様式
での標的遺伝子とのハイブリダイゼーションに利用可能である。他の具体例において、こ
のターゲティング配列は、標的遺伝子の発現をＲＮＡ干渉機構の作用により阻害して、リ
ガンド誘導されたコンホメーション変化に依存した様式でＲＮアーゼＩＩＩ酵素の基質に
なる。更に別の具体例において、このターゲティング配列は、標的遺伝子の発現を、標的
遺伝子との相同組換えによって阻害して、リガンド誘導されたコンホメーション変化に依
存した様式でレコンビナーゼの基質となる。
【００３８】
　本発明のａｐｔａスイッチの他の適用は、細胞中の分析物の量を測定する方法を含む。
例えば、ａｐｔａスイッチは、細胞に導入することができ(例えば、直接又は発現構築物
からの転写により)、このａｐｔａスイッチは、レポーター遺伝子にハイブリダイズする
ことのできるターゲティング配列を含んでそのレポーター遺伝子の発現を調節することが
でき、そして分析物に結合するアプタマー配列を含むことができる。分析物のアプタマー
への結合は、コンホメーション変化をトランス作用性核酸に誘導し、そのトランス作用性
核酸は、レポーター遺伝子の発現を、分析物の濃度に依存する様式で調節する。従って、
レポーター遺伝子の発現量を測定して、そのレポーター遺伝子の発現量を分析物の量と相
関させることは、細胞中のリガンドの量を測定するために利用することができる。このレ
ポーター遺伝子は、内因性遺伝子であってよく又は異質遺伝子であってもよい。
【００３９】
　この発明の他の面は、細胞におけるリガンドの量及び／又は活性を変調する方法を提供
する。この方法は、関心あるリガンドに応答性のアプタマーをデザインして選択すること
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及び、選択したアプタマードメイン及びエフェクタードメインを含むアプタマー調節され
る核酸を提供することを含みうる。アプタマー調節される核酸は、正又は負のフィードバ
ックループなどによって該アプタマー調節される核酸が応答するリガンドの量及び／又は
活性を変調するために利用することができる。アプタマー調節される核酸のエフェクター
ＲＮＡドメインは、例えばそのリガンドを含む細胞におけるシグナリング又は代謝経路中
の分子又はタンパク質を標的とする。例えば、このエフェクターＲＮＡドメインは、関心
あるリガンドの生成又は活性に影響を与える代謝産物、中間体分子、又は酵素を標的とす
ることができる。この方法は、更に、細胞をアプタマー調節される核酸と、細胞中のリガ
ンドの濃度及び／又は活性を変調するのに十分な量及び／又は期間で接触させることを含
むことができる(スイッチオンの場合)。
【００４０】
　他の具体例において、この発明のアプタマー調節される核酸は、細胞内のリガンドの量
又は濃度を示すイン・ビボセンサーである。例えば、アプタマー調節される核酸のアプタ
マードメインと相互作用するリガンドは、アプタマー調節される核酸のエフェクタードメ
インを変調する(エフェクタードメインは、「レポーター」分子の量及び／又は活性を変
調する)。レポーター分子は、エフェクタードメインとの相互作用によって活性化され又
は抑制される。それ故、レポーター分子の量又は活性は、関心あるリガンドの量又は濃度
と相関する。典型的なレポーター分子には、制限はしないが、蛍光性又は発光性のレポー
タータンパク質例えばグリーン蛍光タンパク質(ＧＦＰ)又はルシフェラーゼ、酵素レポー
ター例えばアルカリホスファターゼ、又は比色レポーター例えばｌａｃＺが含まれる。
【００４１】
　他の具体例において、この発明は、リガンドの量又は活性の存否に応答して細胞の生物
学的又は生化学的応答を変調する方法を提供する。例えば、アプタマー調節される核酸の
アプタマードメインと相互作用するリガンドは、アプタマー調節される核酸のエフェクタ
ードメインを変調し、該エフェクタードメインは、細胞の生物学的又は生化学的応答を変
調する遺伝子を標的とする。この方法は、リガンドに応答性のアプタマーをデザインして
選択すること及び、選択したアプタマードメイン及び細胞の生物学的又は生化学的応答を
変調する遺伝子を標的とするエフェクタードメインを含むアプタマー調節される核酸を用
意することを含みうる。この方法は、更に、細胞をアプタマー調節される核酸と、該細胞
の生物学的又は生化学的応答を変調するのに十分な量で及び／又は期間にわたって(スイ
ッチオンの場合)接触させることを含むことができる。
【００４２】
　ある具体例は又、条件付き遺伝子ネットワークを確立する方法にも向けられている。こ
の方法は、アプタマードメイン及びエフェクタードメインを含むアプタマー調節される核
酸を提供することを含みうる(該アプタマードメインは、リガンドに応答性であり、該エ
フェクタードメインは、シグナリング経路、代謝経路、酵素経路又は該リガンドを生成し
若しくはその活性を変調する如何なる生化学的経路とも関係しない分子を標的としている
)。この方法は、更に、細胞を、アプタマー調節される核酸と、標的分子の発現を変調す
るのに有効な量で及び／又は十分な期間にわたって接触させ、それにより条件付き遺伝子
ネットワークを確立することを含む(スイッチオンの場合)。条件付き遺伝子ネットワーク
は、例えば、細胞内シグナリングネットワークを巧みに処理するのに有用でありうる。
【００４３】
　更に、細胞における内因性又は異質性標的遺伝子の発現を減衰させ又は変調させる方法
であって、該細胞を、アプタマー調節される核酸と、標的遺伝子の発現を減衰させ又は変
調するのに十分な量で接触させることを含む当該方法を提供する。そのエフェクタードメ
インは、標的遺伝子に特異的であり、アプタマードメインは、リガンドに応答性である。
アプタマードメインへのリガンド結合に応答して、アロステリック変化が、エフェクター
ドメインにおいて起き、これは、そのエフェクタードメインを標的遺伝子を調節するため
に利用することを可能にする。それ故、この発明のアプタマー調節される核酸は、スイッ
チとして作用し、その活性は、リガンド結合に応答して「オン」及び「オフ」に切り替わ
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る。かかる方法は、この発明のアプタマー調節される核酸で処理した細胞の成長、分割、
生存又は分化を変えるのに有用である。ある具体例において、この方法は、イン・ビボ又
はイン・ビトロでの細胞の処理のために用いられる。
【００４４】
　ある具体例は、リガンドの濃度及び／若しくは活性又は標的遺伝子の発現の組織又は細
胞型特異的な変調方法を提供する。組織又は細胞型特異的な変調は、リガンドの組織又は
細胞型特異的な存在によって達成することができる。例えば、アプタマー調節した核酸の
アプタマードメインは、組織又は細胞型特異的なリガンドに応答性であり、エフェクター
ドメインは、該リガンドの濃度及び／又は活性を変調するリガンドを標的とする。他の面
において、アプタマー調節される核酸のアプタマードメインは、組織又は細胞型特異的リ
ガンドに応答性であり、そのエフェクタードメインは、標的遺伝子を標的として、その標
的遺伝子の発現を変調する。
【００４５】
　本発明の利用の更に別の例は、病原性因子の感染を治療し又は予防する方法に関係する
。かかる方法は、患者に、病原体により又は宿主患者によって発現される遺伝子(例えば
、病原体の感染性又は毒性をもたらすもの)を調節するａｐｔａスイッチを十分量投与す
ることを含むであろう。例えば、このトランス作用性核酸は、(ｉ)病原体又は患者の標的
遺伝子にハイブリダイズすることができて、該標的遺伝子の発現を調節するターゲティン
グ配列(即ち、標的遺伝子は、病原体による感染の維持、統合、再現、毒性又は拡大に必
須である)；及び(ii)リガンドに結合するアプタマー配列(該リガンドの濃度は、病原体の
存在に依存する)を含むことができる。リガンドのアプタマーへの結合は、この核酸にコ
ンホメーション変化を誘導し、該核酸は、標的遺伝子の発現を、リガンド誘導されたコン
ホメーション変化に依存する様式で調節して、病原体による感染を低減させ又は阻止する
。
【００４６】
　本発明の適用の更に別の例は、患者の細胞における、細胞の成長、分化又は生存力の表
現型の調節を引き起こす方法に関する。かかる方法は、患者の細胞に、(ｉ)患者の細胞中
の標的遺伝子にハイブリダイズすることができて、その標的遺伝子(該標的遺伝子の発現
は、細胞の成長、分化又は生存力を変化させる)の発現を調節するターゲティング配列；
及び(ii)リガンドに結合するアプタマー配列(該リガンドの濃度は、細胞の表現型に依存
する)を含むトランス作用性核酸を導入することを含むことができる。この事例では、リ
ガンドのアプタマーへの結合は、該核酸におけるコンホメーション変化を誘導し、該核酸
は、標的遺伝子の発現を、細胞の成長、分化又は生存力をリガンドの非存在下と比較して
変えるように、リガンド誘導されたコンホメーション変化に依存する様式で調節する。こ
のａｐｔａスイッチは、リガンドの存在に依存する様式で、細胞死を誘導し若しくは阻止
し、分化を誘導し若しくは阻止し、又は細胞の増殖を誘導し若しくは阻止するように選択
することができる。
【００４７】
　単に説明のために、この方法は、過形成又は腫瘍細胞の成長を又は正常細胞の望ましく
ない増殖さえも阻止するために用いることができる。それは、脂肪細胞の死を誘導するた
めに用いることができる。それは又、幹細胞の成長及び分化を調節するため、又は免疫応
答の活性化を調節するために利用することもできる。
【００４８】
　ある具体例において、このａｐｔａスイッチ又はａｐｔａスイッチをコードする発現構
築物を、エキス・ビボで細胞に導入することができ、それらの細胞を患者に移植すること
ができる。他の具体例において、このａｐｔａスイッチ又は発現構築物は、イン・ビボで
細胞に送達される。
【００４９】
　この発明の他の面は、本発明のトランス作用性核酸を製薬上許容しうるキャリアーと共
に含む医薬製剤組成物を、その配合物が、ヒト又は非ヒト患者への投与に適するように提
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供する。適宜、製薬上許容しうるキャリアーは、製薬上許容しうる塩、エステル及びかか
るエステルの塩から選択される。ある好適具体例において、本発明は、少なくとも一種の
アプタマー調節される核酸及び製薬上許容しうるキャリアーを含む医薬製剤を、該製剤を
ヒト患者に投与するための指示書(文章及び／又は絵画)と一緒に含む医薬パッケージ又は
キットを提供する。
【００５０】
　この発明の更なる面は、アプタマー調節される核酸(処理した細胞における標的遺伝子
の発現を変調するのに十分な量)及び製薬上許容しうるキャリアーを含む組成物であって
、アプタマー調節される核酸が、アプタマードメイン(リガンドに応答性)及びエフェクタ
ーＲＮＡドメインを含む当該組成物を提供する。アプタマードメインへのリガンド結合に
際して、エフェクタードメインにアロステリック変化が起きて、それにより、エフェクタ
ードメインの活性を変調する。この組成物は、イン・ビトロ又はイン・ビボでの細胞の処
理に用いることができる。
【００５１】
　ある具体例において、このアプタマー調節される核酸は、イン・ビボで、細胞に、該細
胞を核酸コード配列を有する発現ベクターと接触させることにより導入され、該コード配
列は、転写されて少なくとも一種の産物を生成し、該産物は、処理された細胞内でアプタ
マー調節される核酸を生成する。他の具体例において、このアプタマー調節される核酸は
、エキス・ビボで細胞に導入される。例えば、このアプタマー調節される核酸は、細胞に
、患者の外部において、該細胞を核酸コード配列を有する発現ベクターと接触させること
によって導入されうる(該コード配列は、転写されて少なくとも一種の産物を生成し、該
産物は、処理された細胞内でアプタマー調節される核酸を生成する)。アプタマー調節さ
れる核酸をトランスフェクトされた細胞を、次いで、治療のために患者に導入することが
できる。これらのエキス・ビボ処理ストラテジーで用いる細胞は、治療すべき患者、ドナ
ー、又は予め生成してある維持細胞のストックから得ることができる。エキス・ビボ処理
ストラテジーで用いることのできる細胞には、制限はしないが、幹細胞、体細胞、及び免
疫細胞(例えば、Ｔ細胞)が含まれる。特定の具体例において、この発明は、幹細胞の分化
を変調する方法であって、幹細胞をこの発明のアプタマー調節される核酸で処理すること
を含み、該アプタマー調節される核酸が、アプタマードメイン及びエフェクターＲＮＡド
メインを含む当該方法を提供する。このアプタマードメインは、リガンドの結合に応答性
であり、エフェクタードメインは、幹細胞の分化を変調するのに十分である分子又は遺伝
子を標的とする。幹細胞は、任意の細胞型(例えば、真皮細胞、肝細胞、網膜細胞など)に
分化することができる。
【００５２】
　ここに記載した方法は、転写されて少なくとも一種の転写産物を生成するコード配列を
有する発現ベクターを用いることができ、該転写産物は、処理された細胞においてアプタ
マー調節される核酸を生成する。例えば、この発現ベクターは、エピソーム性発現ベクタ
ー、組込み型発現ベクター、及びウイルス性発現ベクターから選択される。他の好適具体
例において、このアプタマー調節される核酸は、ヘアピンＲＮＡを含み、これは、処理さ
れた細胞においてプロセッシングを受けてｓｉＲＮＡになる。
【００５３】
　本発明の更に別の面は、細胞の成長又は増殖をイン・ビボで阻止する方法であって、動
物に、細胞の有糸分裂に必須の標的遺伝子の発現を低減させるのに十分な量のアプタマー
調節される核酸を投与することを含む当該方法を提供する。他の面において、このアプタ
マー調節される核酸は、動物に、細胞のアポトーシスを阻止するのに必須の標的遺伝子の
発現を低減させるのに十分な量で投与される。好適具体例において、この動物は、ヒト患
者である。
【００５４】
　ある好適具体例において、アプタマー調節される核酸のエフェクタードメインは、腫瘍
遺伝子を標的とする。典型的な腫瘍遺伝子には、制限はしないが、ｃ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙ
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ｂ、ｍｄｍ２、ＰＫＡ－Ｉ、Ａｂｌ－１、Ｂｃｌ２、Ｒａｓ、ｃ－Ｒａｆキナーゼ、ＣＤ
Ｃ２５ホスファターゼ、サイクリン、サイクリン依存性キナーゼ、テロメラーゼ、ＰＤＧ
Ｆ／ｓｉｓ、ｅｒｂ－Ｂ、ｆｏｓ、ｊｕｎ、ｍｏｓ、ｓｒｃ又はＢｃｒ／Ａｂｌ融合遺伝
子が含まれる。ある具体例において、細胞は、アプタマー調節される核酸が、過形成細胞
成長の治療(癌の治療を含む)に用いられるようにトランスフォームされた細胞である。他
の具体例において、このアプタマー調節される核酸は、リンパ球の活性化を阻止するため
に用いられる(免疫媒介の炎症性疾患の治療又は予防を含む)。更に別の具体例において、
このアプタマー調節される核酸は、平滑筋細胞の増殖を阻止するために用いられる(再狭
窄の治療又は予防を含む)。更に別の具体例において、このアプタマー調節される核酸は
、上皮細胞の増殖を阻止するために用いられる(例えば、化粧用組成物の成分として)。
【００５５】
　他の具体例において、この発明は、感染性疾患を治療する方法であって、動物に、病原
体の感染の維持、再現又は拡大に必須の標的病原体及び／又は宿主の遺伝子の発現を阻止
するエフェクタードメイン及びリガンドに結合するアプタマードメインを含むアプタマー
調節される核酸を投与することを含む当該方法を提供する。リガンドのアプタマードメイ
ンへの結合は、核酸においてコンホメーション変化を引き起こし、これは、エフェクター
ドメインの、標的遺伝子の発現を阻止する能力を変える。この核酸は、病原体の感染の維
持、再現又は拡大に重要な病原体及び／又は宿主の遺伝子の発現を阻止するのに十分な量
で投与される。例えば、アプタマー調節される核酸のアプタマードメインは、病原体の感
染に際して生成される感染産物(例えば、ＨＩＶ、ｇａｇ、ｐ２４、ｐ６、ｐ７、ｐ１７
、ｇｐ１２０、ｇｐ４１、ｐｏｌ、ｅｎｖ、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、
ｖｐｕ、及びｔｅｖタンパク質)に結合して応答することができる。このアプタマードメ
インへのリガンド結合は、核酸において、エフェクタードメインが、病原体の感染の維持
又は拡大に重要な病原体及び／又は宿主の遺伝子を標的とするために利用可能となるよう
にコンホメーション変化を引き起こす。病原体には、ウイルス、真核及び原核生物体が含
まれる(病原性ウイルス、細菌及びカビを含む)。
【００５６】
　本発明の更に別の面は、製薬業を行なう方法であって、(ａ)スイッチ「オン」の場合、
標的細胞の増殖をイン・ビボで阻止して標的細胞の望ましくない増殖を含む疾患の影響を
低減させるアプタマー調節される核酸を同定すること；(ｂ)ステップ(ａ)で同定されたア
プタマー調節される核酸の治療プロファイリングを、動物における効力と毒性について行
なうこと；及び(ｃ)ステップ(ｂ)で許容しうる治療プロファイルを有するとして同定され
た少なくとも一種のアプタマー調節される核酸を含む医薬製剤を配合することを含む当該
方法を提供する。
【００５７】
　この製薬業を行なう方法は、更に、医薬製剤を販売のために分配するための分配システ
ムを確立し、適宜、医薬製剤のマーケティングのための販売グループを確立する追加のス
テップを含むことができる。
【００５８】
　この発明の尚更に別の面は、製薬業を行なう方法であって、(ａ)スイッチ「オン」の場
合に、標的細胞の増殖をイン・ビボで阻止して標的細胞の望ましくない増殖を含む疾患の
影響を低減させるアプタマー調節される核酸を同定すること；(ｂ)(適宜)ステップ(ａ)で
同定されたアプタマー調節される核酸の治療プロファイリングを、動物における効力及び
毒性について行なうこと；及び(ｃ)第三者にこのアプタマー調節される核酸の更なる開発
の権利を許諾することを含む当該方法を提供する。
【００５９】
　当業者は、病原体の複製及び／又は感染の阻止、免疫応答の調節、又は細胞の状態の変
調を含む(但し、制限はしない)任意の異常の治療に有用なアプタマー調節される核酸が、
ここに記載したような製薬業を行なう方法において有用でありうることを認めている。
【００６０】
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　発明の更なる面は、リガンド制御される核酸分子の種々の分野における応用に関係する
。例えば、アプタマー調節される核酸は、試料中の分子の存否又は量を検出するためのイ
ン・ビボセンサーとして用いることができる。例えば、アプタマー調節される核酸は、関
心あるリガンド分子に結合するアプタマードメイン及びレポーター分子を変調してリガン
ド分子の存否又は量を示すエフェクタードメインを含むことができる。リガンド分子は、
ここに記載したような任意のリガンド例えば小型分子、タンパク質、及び天然又は合成の
ポリマーであってよい。或は、このアプタマー調節される核酸は、環境変化(例えば、温
度、ｐＨ、又は塩濃度)に応答することができる。レポーター分子は、蛍光手段、化学的
手段又は酵素的手段によって測定することができる。アプタマー調節される核酸は、同様
に、イメージング目的のために用いることができる。
【００６１】
　リガンド制御される核酸は、標的分子に応答性のアプタマードメインを含むことができ
(かかる標的分子は又、アプタマードメインのリガンドとも呼ばれる)、このアプタマード
メインは、標的分子の正体によってデザインされて選択されうる。標的分子には、天然又
は合成のポリマー(タンパク質、ペプチド、核酸、多糖類、糖タンパク質を含む)、レセプ
ター及び細胞表面が含まれうる。或は、標的分子は又、小型分子例えば薬物、ホルモン、
代謝産物、中間体、補因子、遷移状態類似体、イオン、金属、核酸、及び毒素を含むこと
ができる。
【００６２】
図面の簡単な説明
　図１ａ～１ｅは、新規なアンチスイッチレギュレーターのデザイン及び機能活性を示し
ている。図１ａは、アンチスイッチ分子がイン・ビボで遺伝子発現を調節するように作用
する機構の一般的な図解である。１、アンチセンス配列；２、スイッチする「アプタマー
ステム」。エフェクターの非存在下では、アンチセンスドメインは、「アンチセンスステ
ム」と呼ばれるＲＮＡの二本鎖領域にて結合され、そのアンチスイッチは、「オフ」状態
にある。この状態では、アンチスイッチは、その標的転写物(ｇｆｐコード領域をコード
する)に結合することができず、その結果、ＧＦＰ生成はオンである。エフェクターの存
在下では、このアンチスイッチは、この分子に結合して、アプタマーステムを形成させ、
そのコンホメーションを「オン」状態に切り替える。この状態において、アンチスイッチ
のアンチセンスドメインは、その標的転写物に結合して、アンチセンス機構により、ＧＦ
Ｐの生成をオフにする。図１ｂは、テオフィリン応答性アンチスイッチ、ｓ１及びその標
的ｍＲＮＡの配列及び予想される構造切替えを示している。３、アンチセンス配列；４、
スイッチングアプタマーステム配列；５、標的ｍＲＮＡ上の開始コドン。各スイッチング
ステムの安定性を示してある。図１ｃは、種々のエフェクター濃度でのｓ１及び対照のイ
ン・ビボＧＦＰ調節活性を示している：テオフィリンの存在下でのアプタマー構築物(負
の対照)；テオフィリンの存在下でのアンチセンス構築物(正の対照)；カフェインの存在
下でのｓ１(負の対照)；テオフィリンの存在下でのｓ１。データは、これらの構築物を有
する細胞における、相対的な(ＧＦＰ発現構築物のみを有する誘導された及び誘導されて
ない細胞での発現レベルに対する)、標準化されたＧＦＰ発現として与えられている。図
１ｄは、蓄積された定常状態レベルのＧＦＰ及びアンチスイッチｓ１を有する細胞へのエ
フェクターの添加に際しての、ＧＦＰ発現を阻止するｓ１のイン・ビボでの一過性応答を
示している：テオフィリンなし(－)；２ｍＭ テオフィリン(＋)。図１ｅは、ｓ１の、標
的及びエフェクター分子に対するイン・ビトロアフィニティーアッセイを示している。放
射性標識したｓ１の移動度を、等モル濃度の標的転写物と、示したように濃度を変えたテ
オフィリンの存在下でモニターした。
　図２ａ及び２ｂは、アンチスイッチレギュレーターのスイッチ応答のチューニングを示
している。図２ａは、テオフィリン結合の非存在下で、ｓ１に基づいて同調されたアンチ
スイッチ(ｓ２～ｓ４)の予想された構造を示している。６、アンチセンス配列；７、スイ
ッチングアプタマーステム配列；８、改変された配列。各スイッチングステムの安定性を
示してある。図２ｂは、イン・ビボの、ｓ１～ｓ４の、種々のテオフィリン濃度でのＧＦ
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Ｐ調節活性を示している：ｓ１－最初のアンチスイッチ構築物；ｓ２－不安定化したアン
チスイッチ構築物；ｓ３－安定化したアンチスイッチ構築物；ｓ４－不安定化したアンチ
スイッチ構築物。
　図３ａ及び３ｂは、アンチスイッチ特性の、モジュレータードメインをデザインプラッ
トフォーム中にスワップすることによる拡大を示している。図３ａは、改変アプタマーア
ンチスイッチ構築物(ｓ５～ｓ６)の、種々のテオフィリン濃度での、イン・ビボでのＧＦ
Ｐ調節活性を示している：ｓ５－ｓ１と比べて１０倍低いテオフィリンに対する親和性を
有するアプタマードメインを有するアンチスイッチ構築物；ｓ６－ｓ５ベースの、不安定
化した、改変アプタマーアンチスイッチ構築物。図３ｂは、種々の小型分子エフェクター
に応答性のアンチスイッチ構築物(ｓ１、ｓ７)の、種々のエフェクター濃度での、イン・
ビトロでの、ＧＦＰ調節活性を示している：ｓ１－テオフィリンに応答性の初期のアンチ
スイッチ構築物；ｓ７－ｓ１ベースの、テトラサイクリンに応答性の、テトラサイクリン
アプタマードメインで改変したアンチスイッチ構築物。
　図４ａ及び４ｂは、新規な「オン」アンチスイッチレギュレーターの再デザイン及び特
性表示を示している。図４ａは、テオフィリンに応答性の「オン」アンチスイッチレギュ
レーター(ｓ８)の配列及び構造スイッチングを示している。９、アンチセンス配列；１０
、スイッチングアプタマーステム配列；１１、標的ｍＲＮＡ上の開始コドン。各スイッチ
ングステムの安定性を示してある。ｓ８は、テオフィリンの非存在下でアンチスイッチが
「オン」であり又はアンチセンスドメインが自由にその標的に結合するようにデザインさ
れている。テオフィリンの存在下で、アンチスイッチは、アンチセンスドメインが、アプ
タマーステムの部分である二本鎖ＲＮＡステムにて結合するように、「オフ」状態へのコ
ンホメーション変化を受ける。図４ｂは、種々のテオフィリン濃度での、「オン」及び「
オフ」アンチスイッチ構築物のイン・ビボでのＧＦＰ調節活性を示している：ｓ１－初期
の「オフ」アンチスイッチ構築物；ｓ８－再デザインした「オン」アンチスイッチ構築物
(ｓ１ベース)。
　図５ａ及び５ｂは、多数の遺伝子の、多数のアンチスイッチレギュレーターによる同時
調節を示している。図５ａは、２つの独立したアンチスイッチ分子が、多数の標的遺伝子
の発現をイン・ビボで調節するように作用する機構を示している。それらのそれぞれのエ
フェクターの非存在下において、アンチスイッチは、「オフ」状態にあり、それらの標的
転写物に結合することができない。この状態において、ＧＦＰ及びＹＦＰの生成は、両方
とも、オンである。テオフィリンの存在下では、一つのアンチスイッチがそのコンホメー
ションを「オン」状態に切り替えて、ＧＦＰ生成をオフにする。テトラサイクリンの存在
下では、第二のアンチスイッチが、そのコンホメーション「オン」状態に切り替えて、Ｙ
ＦＰ生成をオフにする。これらのアンチスイッチは、互いに独立に作用して、遺伝的サー
キットにわたる組合せた制御を与える。図５ｂは、２つのアンチスイッチ構築物(ｓ１、
ｓ９)の、それらのそれぞれの標的(ＧＦＰ、ＹＦＰ)に対する、それらのそれぞれのエフ
ェクター分子(テオフィリン、テトラサイクリン)の存在下又は非存在下での、イン・ビボ
での調節活性を示している。
　図６は、ｎｃＲＮＡ発現構築物の配列及び開裂機構を示している。この発現構築物は、
２つのハンマーヘッドリボザイム配列の間に、ユニークな制限部位ＢａｍＨＩ、ＥｃｏＲ
Ｉ、ＳａｌＩ及びＸｈｏＩによって、一般的配列をクローン化することができる(１２)。
予想された開裂部位を、矢印によって示し、一般的なｎｃＲＮＡインサートを点線で示し
てある。開裂後に、生成したｎｃＲＮＡは、限定された３’及び５’末端を有する。
　図７は、アンチスイッチｓ１の、ヌクレアーゼマッピングによる構造探査を示している
。試料は、濃度を変えたテオフィリン及びＲＮアーゼＴ１の存在下でインキュベートした
ｓ１に対応している。ＲＮアーゼＴ１は、一本鎖Ｇ’ｓの３’を開裂させる。ピーク１は
、アンチセンスドメインに対応し、ピーク２は、スイッチングアプタマーステムに対応す
る。テオフィリンの非存在下及び２００μＭテオフィリンの両方において、スイッチング
アプタマーステムは、開裂され(ピーク２)、これは、このドメインが、一本鎖形態(ヌク
レアーゼが接近可能)であることを示している。２ｍＭ テオフィリンにおいて、このピー
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クは、存在せず、これは、アプタマーステムが、二本鎖ステム中に防護されていることを
示している。その上、２ｍＭ テオフィリンにおいて、ピーク２の消失がピーク１の出現
と同時に起き、これは、アンチセンスドメインが、ヌクレアーゼに接近可能な一本鎖形態
であることを示している。このピークは、一層低レベルのテオフィリンでは存在せず、こ
れは、これらの濃度におけるアンチスイッチのこの領域の接近可能性の変化を支持してい
る。
　図８は、リガンド結合の非存在下での、アンチスイッチｓ５、ｓ６及びｓ７の配列及び
予想された構造を示している。１３、アンチセンス配列；１４、スイッチングアプタマー
ステム配列；１５、改変配列。各ステム部分の安定性を示してある。ｓ１－ｓ１ベースの
改変されたテオフィリンアプタマーアンチスイッチ；ｓ６－不安定化された改変テオフィ
リンアプタマーアンチスイッチ；ｓ７－ｓ１ベースのテトラサイクリンアプタマーアンチ
スイッチ。
　図９は、テトラサイクリン応答性Ｖｅｎｕｓ(ＹＦＰ)レギュレーター、ｓ９の配列及び
構造スイッチング、並びにその標的ｍＲＮＡを示している。１６、アンチセンス配列；１
７、スイッチングアプタマーステム配列；１８、標的ｍＲＮＡ上の開始コドン。各ステム
の安定性を示してある。
　図１０は、イン・ビボのアンチスイッチ特性決定研究で用いられるプラスミドのセット
を示している。ｐＴＡＲＧＥＴ１及びｐＳＷＩＴＣＨ１を単一アンチスイッチ－単一標的
研究において用い、ｐＴＡＲＧＥＴ２及びｐＳＷＩＴＣＨ２を多数のアンチスイッチ－多
数の標的研究で用いた。すべての構築物は、誘導可能なガラクトースプロモーターの制御
下にあり、酵母の栄養ベースの選択マーカー、酵母の動原体複製起点、大腸菌ｆ１複製起
点、及び大腸菌アンピシリン耐性マーカーを含んでいる。
　図１１は、標的ｍＲＮＡ及びアンチスイッチｓ１の相対的ＲＮＡレベルを示している。
相対的レベルは、テオフィリンの非存在下におけるＧＦＰｍＲＮＡに対して標準化される
。
　図１２は、この発明で用いることのできるプラスミドの一覧表を示している。
　図１３は、この発明で用いることのできるアンチスイッチ構築物、対照、及びｑＲＴ－
ＰＣＲプライマーの典型的配列を示している。配列は、５’から３’方向に示されており
、それらのＲＮＡ形態で示されている。
　図１４ａ～ｃは、アンチスイッチベースのカフェインセンサー／勾配フィルターを示す
グラフである。
　図１５ａ～ｂは、多数のリガンドに結合して応答して、多数の分子リガンド入力の論理
的シグナル統合を与えるアプタマー調節される核酸を示している。
　図１６は、多数のリガンドに結合して応答する協同的アプタマー調節される核酸の概略
図を示している。
　図１７は、ＲＮＡ干渉を利用する標的のリガンド制御された調節のためのＤｉｃｅｒ基
質スイッチを示している。図１７ａにおいて、このスイッチは、リガンドの非存在下で「
オン」であり、リガンド結合により「オフ」となる。図１７ｂにおいて、このスイッチは
、リガンドの非存在下で「オフ」であり、リガンド結合により「オン」コンホメーション
に活性化される。両方の場合において、活性化状態は、エフェクタードメイン及びセンス
鎖を、そのドメインをＤｉｃｅｒによる開裂のために利用可能にするコンフィギュレーシ
ョンで与える。この開裂された生成物は、標的活性の調節のためのＲＮＡｉ機構において
機能する。
　図１８は、ＲＮＡ干渉を利用する標的のリガンド制御された調節のためのＤｒｏｓｈａ
基質スイッチを示している。図１８ａにおいて、スイッチは、リガンドの非存在下で「オ
ン」であり、リガンド結合時に「オフ」である。図１８ｂにおいて、このスイッチは、リ
ガンドの非存在下で「オフ」であり、リガンド結合時に「オン」コンホメーションに活性
化される。
　図１９ａ～ｃは、リガンドテオフィリンの結合に応答性のＤｉｃｅｒ依存性スイッチを
示している。図１９ａは、テオフィリン濃度が、スイッチとセンス鎖との結合に影響を与
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えることを示している。スイッチへのテオフィリン結合は、スイッチとセンス鎖との減少
した結合を生じる。図１９ｂは、スイッチとセンス鎖のＤｉｃｅｒ依存性の開裂を示して
いる。５’末端放射性標識したミクロスイッチとセンス鎖を、組換えＤｉｃｅｒの存在下
又は非存在下に、１６時間にわたって、テオフィリン濃度を変えてインキュベートした後
に、１２％非変性ポリアクリルアミドゲル上に展開した。図１９ｃは、Ｄｉｃｅｒ依存性
スイッチ機構の概略図を示している。このスイッチは、リガンドの非存在下で「オン」で
ある。
　図２０ａ及び２０ｂは、イン・ビボテオフィリン濃度に応答するＤｉｃｅｒ依存性スイ
ッチに応答したＧＦＰ発現の減少を示している。図２０ａは、１０ｎＭミクロスイッチ及
びセンス鎖の、テオフィリン濃度を変えて成長させているＨｅＬａ細胞へのトランスフェ
クションを反映するデータを示すグラフである。テオフィリンの結合は、「オフ」スイッ
チを引き起こす。このスイッチは、一層低いテオフィリン濃度では「オン」であり、ＧＦ
Ｐ発現のＲＮＡｉ媒介の減衰を引き起こす。エラーバーは、２つの独立の測定を表してい
る。図２０ｂは、Ｄｉｃｅｒ依存性スイッチ機構の概略図を示しており、このスイッチは
、リガンドの非存在下で「オン」である。
　図２１ａ～ｂは、ＲＮＡｉを利用する標的のリガンド制御された調節のための単一分子
Ｄｉｃｅｒ依存性スイッチを示している。図２１ａでは、このスイッチは、リガンドの非
存在下で「オン」であり、リガンド結合時に「オフ」である。図２１ｂでは、このスイッ
チは、リガンドの非存在下で「オフ」であり、リガンド結合時に「オン」コンホメーショ
ンに活性化される。両方の場合に、活性化状態は、エフェクタードメイン及びセンス鎖を
、そのドメインをＤｉｃｅｒによる開裂に利用可能にするコンフィギュレーションで与え
る。その開裂産物は、標的活性を調節するためのＲＮＡｉ機構において機能する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６３】
発明の詳細な説明
１．概観
　本発明は、リガンド結合に応答する、トランス作用性アプタマー調節される核酸、即ち
「ａｐｔａスイッチ」を提供する。一つの面は、アプタマー調節される核酸及び方法並び
にこれらのアプタマー調節される核酸を含む、細胞における遺伝子発現を変調する(例え
ば、減衰させる)ための組成物に関係する。他の面は、試料中の分子の存否又は量を検出
するためのイン・ビボセンサーとして用いることのできるアプタマー調節される核酸に関
係する。トランス作用性とは、本発明のａｐｔａスイッチが、それらのリガンド依存性の
活性を、ａｐｔａスイッチと異なる分子(例えば、他の核酸)(例えば、ホスホジエステル(
又は、同等物)主鎖リンカーを介して結合しておらず、尚一層好ましくは、ａｐｔａスイ
ッチと全く共有結合していない)に対して発揮することを意味する。
【００６４】
　それ故、本発明の一つの面は、巧みに処理したアプタマー調節される核酸であって、遺
伝子発現の強力なアロステリックレギュレーターである当該核酸を提供する。アプタマー
調節される核酸の一般的デザインは、エフェクターステム及びアプタマーステムよりなる
二重ステム分子を造る核酸折り畳みのコンホメーション力学に基づいている。これらのス
テムは、好ましくは、リガンドの非存在下では、エフェクターステムの自由エネルギーが
アプタマーステムのそれより低くなるようにデザインされる。リガンド及び標的は、協同
的に作用して、これらの分子のコンホメーション力学を変えて、アプタマーステムの形成
及びエフェクターＲＮＡドメインの標的転写物への結合を安定化させる。アプタマー調節
される核酸プラットフォームは、可撓性であり、正及び負の調節を可能にする。「オン」
スイッチは、変化したプラットフォームに対する同じエネルギー特性を用いて、リガンド
の非存在又は低レベルにおいて、エフェクターＲＮＡドメインが、標的に自由に結合する
(但し、リガンド結合は、これらの分子のコンホメーション力学をエフェクターＲＮＡド
メインがアプタマーステムに結合するように変化させる)ようにデザインされる。
【００６５】
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　アプタマー調節される核酸のスイッチング力学は、核酸の熱力学的特性に基づく前進的
エンジニアリングデザインストラテジーによるチューニングに従順である。エフェクター
ドメインの自由エネルギーを変えることは、予想可能な様式内のこれらの分子のコンホメ
ーション力学を変える。特に、エフェクターステムの安定性を減じることは、アプタマー
調節される核酸におけるコンホメーション変化を誘導するのに必要なリガンド濃度を低下
させ、エフェクターステムの安定性を増大させることは、コンホメーション変化を誘導す
るのに必要なリガンド濃度を増大させる。エフェクターステムの安定性を減少させること
は又、低リガンドレベルで「オフ」状態を好むように力学を変える。
【００６６】
　加えて、アプタマー調節される核酸プラットフォームは、完全にモジュラーであり、リ
ガンド応答及び転写物ターゲティングを、アプタマー調節される核酸内のドメインを交換
することにより巧みに処理することを可能にする。これは、種々のリガンドについてのテ
ーラーメイドのアプタマー調節される核酸の構築のためのプラットフォームを与える。ア
プタマー調節される核酸のアプタマードメインのリガンド結合は、アプタマードメインだ
けを交換することにより、エフェクタードメインのターゲティング能力から切り離してデ
ザインされる。同様に、エフェクタードメインのターゲティング能力は、エフェクタード
メインを、アプタマードメインに影響を与えることなく異なる遺伝子又は分子が標的とな
るように交換することにより、アプタマードメインのリガンド結合から切り離してデザイ
ンすることができる。アプタマー調節される核酸は、自然及び巧みに処理するコンテキス
トの両方において、空間的時間的遺伝子発現を調整するための強力なフレキシブルな方法
を与える。
【００６７】
　ある具体例において、アプタマー調節される核酸は、多数のモジュラーコンポーネント
例えば一種以上のアプタマードメイン及び／又は一種以上のエフェクタードメインを含む
。他の具体例において、この発明のアプタマー調節される核酸は、多数のリガンドと相互
作用してそれらに応答する。例えば、アプタマー調節される核酸は、多数のリガンドに応
答するアプタマードメインを含むことができ、又は各々一種のリガンドに応答する一種よ
り多くのアプタマードメインを含むことができる。適宜、一種以上のエフェクタードメイ
ンは、多数のリガンドに応答する一種以上のアプタマードメインによって変調される。特
定の面において、協同的リガンド制御された核酸が提供され、該核酸では、多数のリガン
ドが多数のアプタマードメインに順次的に結合して、一種以上のエフェクタードメインを
アロステリック調節する。多数のモジュラーコンポーネントを含むアプタマー調節される
核酸は、多数の生体分子インプットの処理及び協同的アプタマー調節される核酸の生成に
有用である。例えば、アプタマー調節される核酸は、２以上の異なるリガンドに結合する
ことができる。アプタマー調節される核酸は、両リガンドの結合、又は２つのリガンドの
何れかへの結合に応答して、標的遺伝子(例えば、関心ある遺伝子又はレポーター遺伝子
例えばグリーン蛍光タンパク質又はベータ－ガラクトシダーゼ)の変調のみをするように
形成される。２以上のリガンドに結合するアプタマー調節される核酸において、第一のリ
ガンドの結合は、アプタマーの第二のリガンドに結合する能力を増大させうる。
【００６８】
　アプタマー調節される核酸は、潜在的に原核生物からヒトに至る多様な生物体において
機能しうる(それらを、多くの異なる適用において極めて有用なものとする)遺伝子の新規
なアロステリックレギュレーターである。アプタマー調節される核酸は、病状を示す特定
の細胞環境に応答性の特定の転写物を標的とすることが望まれる遺伝子治療適用における
強力なツールを提供する(Watkins等、Curr Opin Mol Ther 4, 224-8(2002))。病状の代謝
プロファイリングを可能にする未来技術(Koch, J Biol Chem 219, 181-8(1956))として、
アプタマー調節される核酸は、様々な代謝マーカーに応答するようにデザインすることが
できる。例えば、アプタマー調節される核酸は、腫瘍遺伝子タンパク質又はイソ型に応答
しての細胞の成長及び分割に必要な遺伝子を阻害するようにデザインすることができる。
外因的に送達されたアンチセンスオリゴヌクレオチドと同様に、治療分子として作用する
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アンチセンス構築物であるエフェクタードメインを含む外因的に送達されたアプタマー調
節される核酸を予想し、それにより、現行のアンチセンス療法の機能性を、リガンド特異
的又は細胞特異的作用を既に高度に標的を定めた療法に導入することによって拡大するこ
ともできる。現行のＲＮＡｉ技術の同様の拡大も又、ここに記載したアプタマー調節され
る核酸により予想されうる。
【００６９】
　アプタマー調節される核酸は、更に、新規な調節経路を巧みに処理するために並びに代
謝エンジニアリングにおける適用(Khosla等、Nat Rev Drug Discov 2, 1019-25(2003))及
び合成サーキットデザイン(Kobayashi等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA 101, 8414-9(2004))
のためにループを制御するために利用することもできる(細胞が、細胞内代謝レベル及び
環境シグナルを感知して応答することができるようにすることによる)。アプタマー調節
される核酸の活性は、ある範囲のリガンド濃度にわたって調整されるので、スイッチを、
ある代謝産物がある濃度を超えるか下回ったときにのみ、遺伝子を阻害し又は活性化する
ようにデザインすることができる。生合成経路における異質遺伝子の発現(Berens等、Bio
org Med Chem 9, 2549-56(2001))をバランスさせて産物の収率を最大にすることは、生合
成遺伝子の発現を経路の中間体レベルに応答して調節するアプタマー調節される核酸を用
いて達成することができる。合成遺伝子サーキットは、最近、細胞ネットワークを理解し
てモデル化するために(Nagai等、Nat Biotechnol 20, 87-90(2002))及び「プログラム可
能な」細胞挙動に向けたステップとして細胞制御を達成する(Watkins等、Curr Opin Mol 
Ther 4, 224-8(2002))ために利用された。遺伝子サーキットは、正確な制御計画のための
レギュレーターとしてアプタマー調節される核酸の組合せを利用して構築することができ
る。アプタマー調節される核酸は、自然の調節経路を正確にモデル化して、これらの有力
な調節計画への更なる洞察を与えるサーキットを構築して特性決定する際の有用なツール
となろう。
【００７０】
　最後に、アプタマー調節される核酸は、プログラム可能な、細胞内分子の濃度特異的検
出を可能にする、細胞のイメージング、測定及び検出ストラテジーのための新たなツール
を与える。アプタマー調節される核酸は、テーラーメイドの細胞センサー及び潜在的に任
意の標的リガンドに応答して任意の遺伝子を標的とすることのできる「スマート」レギュ
レーターを造るためのユニークなプラットフォームを提供して、細胞制御及び工学のため
の新たな道を創造する。
【００７１】
２．アプタマー調節される核酸
　一具体例において、この発明のアプタマー調節される核酸は、アプタマードメイン及び
エフェクター核酸ドメインを含む。この発明のアプタマー調節される核酸には、ＤＮＡ又
はＲＮＡが含まれて、一本鎖であっても二本鎖であってもよい。アプタマー調節される核
酸は、多数のモジュラーコンポーネント例えば一つ以上のアプタマードメイン及び一つ以
上のエフェクタードメインを含むことができる。アプタマー調節される核酸は、更に、官
能基又は官能性薬剤例えば挿入剤又はアルキル化剤を含むことができる。アプタマー調節
される核酸は、合成の又は非天然の核酸類似体(例えば、６－メルカプトプリン、５－フ
ルオロウラシル、５－ヨード-２’－デオキシウリジン及び６－チオグアニン)を含むこと
ができ、又は改変核酸を含むことができる。典型的な改変には、シトシン環外アミン、５
－ブロモ－ウラシルの置換、主鎖改変、メチル化、及び異常な塩基対合の組合せが含まれ
る。アプタマー調節される核酸は、蛍光標識、放射性標識、化学標識、又は酵素標識など
の標識を含むことができる。アプタマードメインは、リガンド結合に応答して、エフェク
タードメインにおけるアロステリック変化を誘導してそのエフェクタードメインの標的分
子と相互作用する能力を変える。それ故、リガンド結合は、エフェクタードメインを、「
オフ」から「オン」(又は、その逆)に切り替える。それ故、アプタマー調節される核酸は
、リガンド結合に応答して活性が「オフ」及び「オン」に切り替わるスイッチとして作用
する。アプタマードメインのリガンドに対する応答は又、リガンドの正体及び／又はアプ
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タマードメインに露出されたリガンドの量若しくは濃度にも依存しうる。例えば、アプタ
マーは、小型分子例えば薬物、代謝産物、中間体、補因子、遷移状態類似体、イオン、金
属、核酸、及び毒素に結合することができる。或は、アプタマーは、天然の及び合成のポ
リマー(タンパク質、ペプチド、核酸、多糖類、糖タンパク質を含む)、ホルモン、レセプ
ター及び細胞表面例えば細胞壁及び細胞膜に結合することができる。ある別の具体例にお
いて、リガンド制御される核酸のアプタマードメインは、環境変化に応答性である。環境
変化には、制限はしないが、ｐＨ、温度、浸透性、又は塩濃度の変化が含まれる。エフェ
クター核酸ドメインは又、ＲＮＡｉ配列として用いることのできる配列例えばｓｉＲＮＡ
又はｍｉＲＮＡを含みうる。好適具体例において、アプタマードメインへのリガンド結合
は、これらの分子のコンホメーション力学の変化を媒介し、それは、エフェクター核酸ド
メインが標的核酸例えばｍＲＮＡと相互作用することを可能にする。
【００７２】
　一具体例において、アプタマー調節される核酸のエフェクタードメインは、標的遺伝子
と、核酸ハイブリダイゼーションにより相互作用する。例えば、アプタマー調節される核
酸は、遺伝子の標的配列にハイブリダイズするハイブリダイゼーション配列を含むエフェ
クタードメイン及びリガンドに結合するアプタマードメインを含むことができる。リガン
ドのアプタマードメインへの結合は、アプタマー調節される核酸のコンホメーション変化
を引き起こし、これは、エフェクタードメインのハイブリダイゼーション配列の標的配列
にハイブリダイズする能力(アベイラビリティー及び／又はＴｍなど)を変える。その上、
エフェクタードメインは、標的の発現又は活性を当分野で公知の任意の方法によって変調
することができる。一具体例において、アプタマー調節される核酸のエフェクタードメイ
ンは、アンチセンス配列を含んで、標的遺伝子の発現の変調において、アンチセンス機構
により作用するエフェクタードメインを含む。例えば、アプタマー調節される核酸は、標
的遺伝子の発現を阻止するためのアンチセンス配列を含むエフェクタードメイン及びリガ
ンドに結合するアプタマードメインを含むことができる。リガンドのアプタマードメイン
への結合は、アプタマー調節される核酸におけるコンホメーション変化を引き起こし、そ
れは、エフェクタードメインのアンチセンス配列の、標的配列の発現を阻止する能力を変
える。
【００７３】
　他の具体例において、アプタマー調節される核酸のエフェクタードメインは、ＲＮＡｉ
配列を含んで、標的遺伝子の発現を変調する際に、ＲＮＡｉ又はｍｉＲＮＡ機構によって
作用するエフェクタードメインを含む。例えば、アプタマー調節される核酸は、標的遺伝
子の発現を阻止するためのｍｉＲＮＡ又はｓｉＲＮＡ配列を含むエフェクタードメイン及
びリガンドに結合するアプタマードメインを含むことができる。リガンドのアプタマード
メインへの結合は、アプタマー調節される核酸におけるコンホメーション変化を引き起こ
し、それは、エフェクタードメインのｍｉＲＮＡ又はｓｉＲＮＡ配列の、標的配列の発現
を阻止する能力を変える。一具体例において、エフェクタードメインは、ｍｉＲＮＡ又は
ｓｉＲＮＡ配列を含み、それは、約１９～３５ヌクレオチド長であり、又は好ましくは、
約２５～３５ヌクレオチドである。ある具体例において、このエフェクタードメインは、
ヘアピンループであって、ＲＮアーゼ酵素(例えば、Ｄｒｏｓｈａ及びＤｉｃｅｒ)による
プロセッシングを受けうる。ここで用いる場合、用語「ＲＮＡｉ」は、ＲＮＡ媒介による
、遺伝子発現を減衰させる機構を意味し、小型ＲＮＡ媒介のサイレンシング機構を含む。
ＲＮＡ媒介のサイレンシング機構は、ｍＲＮＡの転写の阻止及び標的ｍＲＮＡの位置指定
の開裂を含む。最近の証拠は、ある種のＲＮＡｉ構築物が、染色体サイレンシングによっ
て(即ち、ＭＲＮＡレベルではなく又はそれに加えて、ゲノムレベルで)も作用しうること
を示唆している。従って、このエフェクタードメインにより標的とされる配列は又、ゲノ
ムレベルの標的遺伝子の転写を調節する非転写配列から選択することもできる。
【００７４】
　ここに記載した方法は、処理された細胞においてアプタマー調節される核酸を生成する
転写されて少なくとも一の転写産物を生成するコード配列を有する発現ベクターを用いる
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ことができる。アプタマー調節される核酸を生成するのに適した発現ベクターは、当分野
で周知である。例えば、その発現ベクターは、エピソーム性発現ベクター、組込み型発現
ベクター、及びウイルス性発現ベクターから選択される。他の好適具体例において、この
アプタマー調節される核酸は、ヘアピンＲＮＡを含み、それは、処理された細胞において
プロセッシングを受けてｓｉＲＮＡになる。
【００７５】
　この発明は、イン・ビボ核酸センサー(例えば、細胞内分子の存在又は量を、リガンド
の、アプタマー調節される核酸のアプタマードメインへの結合の際の核酸コンホメーショ
ンの変化によって直接感知するアプタマー調節される核酸)のクラスを提供する。例えば
、アプタマー調節される核酸のアプタマードメインと相互作用するリガンドは、そのアプ
タマー調節される核酸のエフェクタードメインを「オン」に切り替える。次いで、活性化
されたエフェクタードメインは、「レポーター」分子を標的とする。このレポーター分子
は、エフェクタードメインとの相互作用により活性化され又は抑制される。それ故、レポ
ーター分子の量又は活性は、関心あるリガンドの量又は濃度と相関する。典型的なレポー
ター分子には、制限はしないが、蛍光レポータータンパク質例えばグリーン蛍光タンパク
質(ＧＦＰ)又はルシフェラーゼ、酵素レポーター例えばアルカリホスファターゼ又は比色
レポーター例えばｌａｃＺが含まれる。
【００７６】
　アプタマー
「アプタマー」は、特異的分子に高い親和性及び特異性で結合することのできる核酸分子
例えばＲＮＡ又はＤＮＡであってよい(Ellington等、Nature 346, 818-22(1990)；及びTu
erk等、Science 249, 505-10(1990))。アプタマーに結合する典型的なリガンドには、制
限はしないが、小型分子例えば薬物、代謝産物、中間体、補因子、遷移状態類似体、イオ
ン、金属、核酸及び毒素が含まれる。アプタマーは又、天然及び合成のポリマー(タンパ
ク質、ペプチド、核酸、多糖類、糖タンパク質、ホルモンを含む)、レセプター及び細胞
表面例えば細胞壁及び細胞膜に結合することもできる。このリガンドのアプタマーへの結
合(典型的には、ＲＮＡ)は、そのエフェクタードメインのコンホメーション変化を引き起
こし、その標的分子と相互作用する能力を変える。それ故、リガンド結合は、エフェクタ
ードメインの、遺伝子不活性化、転写、翻訳を媒介し、或は例えば標的遺伝子又はｍＲＮ
Ａの正常な活性に干渉する能力に影響を与える。アプタマーは、最も典型的には、標的分
子の結合についてのイン・ビトロ選択により得られてきた。しかしながら、アプタマーの
イン・ビボ選択も又、可能である。アプタマーは、他の物質がこの核酸と複合体化されな
い環境において、意図する標的分子との複合体を形成することのできる特異的結合領域を
有する。この結合の特異性は、アプタマーのリガンドに対する、環境中の他の物質につい
ての又は一般に無関係の分子についての解離定数と比較した、比較解離定数(Ｋｄ)により
規定される。リガンドは、アプタマーに、無関係の物質より一層大きい親和性で結合する
ものである。典型的には、アプタマーの、リガンドに関するＫｄは、無関係の物質又は環
境において付随する物質とのＫｄより約１０倍小さい。尚一層好ましくは、このＫｄは、
少なくとも約５０倍小さく、一層好ましくは、少なくとも約１００倍小さく、最も好まし
くは、少なくとも約２００倍小さい。アプタマーは、典型的には、約１０～３００ヌクレ
オチド長である。一層一般的に、アプタマーは、約３０～１００ヌクレオチド長である。
【００７７】
　用語「核酸分子」及び「ポリヌクレオチド」は、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌ
クレオチド及びそのポリマー(一本鎖又は二本鎖形態)を指す。特に制限しないかぎり、こ
の用語は、基準核酸と類似の結合特性を有し且つ天然のヌクレオチドと類似の様式で代謝
される天然のヌクレオチドの公知の類似体を含む核酸を包含する。別途指示しないかぎり
、特定の核酸配列は又、暗黙に、保存的に改変された変異体(例えば、縮重コドン置換)及
び相補的配列並びに明示的に示された配列を包含する。特に、縮重コドン置換は、一つ以
上の選択した(又はすべての)コドンの第３位を混合塩基及び／又はデオキシイノシン残基
で置換した配列を生成することにより達成されうる(Batzer等、Nucleic Acids Res. 19:5
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081(1991)；Ohtsuka等、J.Biol.Chem. 260:2605-2608(1985)；及びRossolini等、Mol.Cel
l.Probes 8:91-98(1994))。やはり含まれるのは、天然のホスホジエステル結合を有する
分子並びに非天然の結合を有する(例えば、安定化目的で)ものである。この核酸は、任意
の物理的形態(例えば、直鎖状、環状、又はスーパーコイル状)であってよい。用語核酸は
、オリゴヌクレオチド、遺伝子、ｃＤＮＡ、及び遺伝子にコードされたｍＲＮＡと交換可
能に用いられる。
【００７８】
　広範な分子と結合するアプタマーが、容易に作成される。これらの分子の各々は、この
発明の方法を用いて、遺伝子発現のモジュレーターとして利用することができる。例えば
、有機分子、ヌクレオチド、アミノ酸、ポリペプチド、細胞表面の標的となる特徴、イオ
ン、金属、塩、多糖類は、すべて、それぞれのリガンドに特異的に結合することのできる
アプタマーを単離するために適していることが示されている。例えば、有機染料例えばＨ
ｏｅｃｈｓｔ３３２５８は、イン・ビトロでのアプタマー選択において、標的リガンドと
して上首尾に利用されてきた(Werstuck及びGreen, Science 282:296-298(1998))。ドーパ
ミン、テオフィリン、スルホローダミンＢ及びセロビオースのような他の小型有機分子も
又、アプタマーの単離において、リガンドとして利用されてきた。アプタマーは又、抗生
物質例えばカナマイシンＡ、リビドマイシン、トブラマイシン、ネオマイシンＢ、ビオマ
イシン、クロラムフェニコール及びストレプトマイシンについても単離されてきた。小型
分子を認識するアプタマーの総説については、Famulok, Science 9:324-9(1999)を参照さ
れたい。
【００７９】
　ある具体例において、この発明のアプタマー調節される核酸のリガンドは、細胞透過性
の、小型有機分子である。翻訳に対する一般的阻害効果を有しない小型有機分子は、リガ
ンドとして好適である。この小型分子は、好ましくは、翻訳の所望のレベルの阻害を達成
するのに十分なイン・ビボ残留性をも示す。これらの分子は又、例えば経口投与後にバイ
オアベイラブルであるものを同定するためにスクリーニングすることもできる。この発明
のある具体例において、リガンドは、無毒性である。そのリガンドは、適宜、薬物(例え
ば、ステロイドを含む)であってよい。しかしながら、遺伝子発現を制御する方法の幾つ
かにおいて、リガンドが薬理学的に不活性であることは、好ましい。幾つかの具体例にお
いては、リガンドは、その細胞における存在が、病気又は病理学的状態を示すポリペプチ
ドである。他の具体例において、アプタマーのためのリガンドは、抗生物質例えばクロラ
ムフェニコールである。別の具体例において、このアプタマーのリガンドは、有機染料例
えばＨｏｅｃｈｓｔ染料３３２５８である。更に別の具体例においては、このリガンドは
、金属イオンであってよい。特殊な具体例においては、このアプタマー調節される核酸の
アプタマードメインは、カフェインへの結合に応答する。
【００８０】
　この発明のアプタマー調節されるリガンドは、全体的にＲＮＡからなっていてよい。し
かしながら、この発明の別の具体例においては、アプタマー調節される核酸は、全体的に
、又は部分的にＤＮＡからなっていてよく、又は部分的に他のヌクレオチド類似体からな
っていてよい。イン・ビボで翻訳を特異的に阻害するには、アプタマー調節されるＲＮＡ
が好適である。かかるアプタマー調節されるＲＮＡは、好ましくは、転写によりアプタマ
ー調節されるＲＮＡを生成するようにアプタマー調節される核酸配列をコードするＤＮＡ
として細胞に導入する。或は、アプタマー調節されるＲＮＡ自身を細胞に導入することが
できる。
【００８１】
　アプタマーは、典型的には、特定のリガンドに結合するように、ＳＥＬＥＸとして公知
のイン・ビボ又はイン・ビトロ(最も典型的には、イン・ビトロ)選択技術(Ellington等、
Nature 346, 818-22(1990)；及びTuerk等、Science 249, 505-10(1990))を利用すること
により開発される。アプタマーを作成する方法は又、例えば、米国特許第５，５８２，９
８１号、ＰＣＴ公開Ｎｏ．ＷＯ００／２００４０、米国特許第５，２７０，１６３号、Lo
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rsch及びSzostak, Biochemistry, 33:973(1994)、Mannironi等、Biochemistry 36:9726(1
997)、Blind, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 96:3606-3610(1999)、Huizenga及びSzostak, Bio
chemistry, 34:656-665(1995)、ＰＣＴ公開Ｎｏ．ＷＯ９９／５４５０６、ＷＯ９９／２
７１３３、ＷＯ９７／４２３１７及び米国特許第５，７５６，２９１号にも記載されてい
る。
【００８２】
　一般に、それらの最も基本的形態において、アプタマーを同定するためのイン・ビトロ
選択技術は、第一に、ランダム化され又は突然変異誘発された少なくとも幾つかの領域を
含む所望の長さのＤＮＡ分子の大きいループを調製することを含む。例えば、アプタマー
選択のための一般的オリゴヌクレオチドのプールは、２０～１００のランダム化されたヌ
クレオチドの領域を両端で、ＰＣＲプライマーの結合に有用な限定された配列の約１５～
２５ヌクレオチド長の領域を隣接して含みうる。このオリゴヌクレオチドプールは、標準
的ＰＣＲ技術を利用して増幅される(選択した核酸配列の忠実な、効率的増幅を与える任
意の手段を用いることができるが)。次いで、このＤＮＡプールを、イン・ビトロで転写
して、ＲＮＡ転写物を生成する。次いで、これらのＲＮＡ転写物を、核酸の、他の分子(
例えば、タンパク質又は任意の標的分子)に特異的に結合する能力に基づく選択を可能に
する任意のプロトコールを利用することができるが、アフィニティークロマトグラフィー
にかけることができる。アフィニティークロマトグラフィーの場合、最も典型的には、転
写物を、標的リガンドを固定化させてあるカラムを通過させ又は磁気ビーズなどと接触さ
せる。リガンドと結合するプール中のＲＮＡ分子は、カラム又はビーズ上に保持され、非
結合性配列は、洗い去られる。次いで、リガンドに結合したＲＮＡ分子を、逆転写にかけ
て、再びＰＣＲにより増幅する(通常、溶出後)。選択したプールの配列を、次いで、同種
の選択の他のラウンドにかける。典型的には、これらのプール配列を、全部で約３～１０
回の、選択手順の反復ラウンドにかける。次いで、ｃＤＮＡを増幅し、クローン化し、そ
して、標的リガンドのアプタマーとして作用しうるＲＮＡ分子の配列を同定するための標
準的手順を利用して配列決定する。一度アプタマー配列が、上首尾に同定されれば、その
アプタマーを、更に、突然変異誘発されたアプタマー配列を含むオリゴヌクレオチドのプ
ールから出発する追加の選択のラウンドを実施することによって最適化することができる
。本発明における利用のために、このアプタマーは、好ましくは、生理的条件を真似た塩
濃度及び温度の存在下でのリガンド結合につき選択される。
【００８３】
　一般に、適当なリガンドを、アプタマーが既に利用可能であるかどうか参照することな
く選択することができる。殆どの場合において、当業者が選択したリガンドに結合するア
プタマーを得ることができる。イン・ビトロ選択プロセスのユニークな性質は、如何なる
構造型が所望のリガンドに結合しうるかについての知識がまったくなくても、所望のリガ
ンドに結合する適当なアプタマーの単離を可能にする。
【００８４】
　アプタマーが、本発明での使用に適しているためには、そのアプタマーのリガンドへの
結合親和性が、十分強くなければならず、リガンドに結合したときにアプタマーにより形
成される構造は、この発明のアプタマー調節される核酸を「オン」及び「オフ」状態の間
で切り替えるかアプタマー調節される核酸の機能レベルを調整するのに十分なものでなけ
ればならない。
【００８５】
　このアプタマー及び会合したリガンドの会合定数は、好ましくは、リガンドの投与に際
して得られるリガンド濃度において、そのリガンドがアプタマーに結合して所望の効果を
有するように機能するようなものである。例えば、イン・ビボでの使用について、この会
合定数は、結合が、血清又は他の組織において達成することのできるリガンド濃度より十
分に低い濃度で起きるようなものであるべきである。好ましくは、イン・ビボでの使用に
必要なリガンド濃度も又、生物体に対して望ましくない効果を有しうるものより低い。
【００８６】
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　アンチスイッチ
　この発明のアプタマー調節される核酸は、アンチセンス配列を含んで、標的遺伝子の発
現を阻止するためにアンチセンス機構によって作用するエフェクタードメインを含むこと
ができる。ここで用いる場合、かかるアプタマー調節される核酸は又、「アンチスイッチ
」とも呼ばれる。アンチセンス技術は、遺伝子発現を調節するために広く利用されてきた
(Buskirk等、Chem Biol 11, 1157-63(2004)；及びWeiss等、Cell Mol Life Sci 55, 334-
58(1999))。ここで用いる場合、「アンチセンス」技術は、細胞条件下で、少なくとも一
種の標的タンパク質をコードする関心ある標的核酸(ｍＲＮＡ及び／又はゲノムＤＮＡ)と
特異的に、該タンパク質の発現を、例えば転写及び／又は翻訳を立体障害などにより阻止
すること、選択的スプライシング、又は転写物の開裂誘導若しくは酵素的不活性化によっ
て阻害するようにハイブリダイズする(例えば、結合する)分子又はそれらの誘導体の投与
又はイン・シトゥー生成を指す。この結合は、慣用の塩基対相補性によるものであってよ
く、又は、例えばＤＮＡ二本鎖への結合の場合には、二重らせんの大きい溝における特異
的相互作用によるものであってよい。一般に、「アンチセンス」技術は、当分野で一般的
に用いられる技術の範囲を指し、核酸配列への特異的結合に依存する任意の治療を含む。
【００８７】
　本発明のアンチセンスエフェクタードメインを含むアプタマー調節される核酸は、例え
ば、細胞内で転写されたときに、標的核酸の少なくとも一のユニーク部分と相補的である
エフェクタードメインを生成する発現プラスミドの成分として送達することができる。或
は、このアンチセンスエフェクタードメインを含むアプタマー調節される核酸は、標的細
胞の外側で生成させることができ、それは、標的細胞に導入したときに、標的核酸とハイ
ブリダイズすることにより発現の阻害を引き起こす。アプタマー調節される核酸は、内因
性ヌクレアーゼ例えばエキソヌクレアーゼ及び／又はエンドヌクレアーゼに耐性であり、
それ故イン・ビボで安定であるように改変することができる。アプタマー調節される核酸
における利用のための典型的核酸分子は、ホスホルアミデート、ホスホチオエート及びＤ
ＮＡのメチルホスホネート類似体である(米国特許第５，１７６，９９６号；５，２６４
，５６４号；及び５，２５６，７７５号も参照されたい)。アンチセンス技術において有
用なオリゴマーを構築するための一般的アプローチは、例えば、van der krol等(1988) B
iotechniques 6:958-976；及びStein等(1988) Cancer Res 48:2659-2668によって総説さ
れている。
【００８８】
　この発明の組成物及び方法における使用のためのアンチセンスエフェクタードメインを
構築する場合には、次の幾つかの考察を考慮することができる：(１)アンチセンスエフェ
クタードメインは、５０％以上のＧＣ含量を有するべきであり；(２)３以上のＧのストレ
ッチを有する配列を避け；そして(３)アンチセンスエフェクタードメインは、「オン」状
態にあり標的遺伝子を変調する際に２５～２６量体以下であるべきである。アンチセンス
エフェクタードメインを試験する場合には、ミスマッチの対照を構築することができる。
これらの対照は、同じ塩基比を保存するために、対応するアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドの配列の順序を逆にすることにより生成することができる。
【００８９】
　アンチセンスアプローチは、関心あるタンパク質をコードする標的核酸と相補的なエフ
ェクタードメイン(ＤＮＡ又はＲＮＡ)のデザインを含む。このアンチセンスエフェクター
ドメインは、ｍＲＮＡ転写物に結合して関心あるタンパク質の翻訳を阻止することができ
る。完全な相補性は、好ましいが、必要でない。二本鎖アンチセンスエフェクタードメイ
ンの場合には、二重鎖ＤＮＡの一本の鎖を試験することができ、又は三重鎖形成をアッセ
イすることができる。このハイブリダイズする能力は、相補性の程度とアンチセンス配列
の長さの両方に依存するであろう。一般に、ハイブリダイズする核酸が長いほど、それは
、標的核酸と一層多くのミスマッチ塩基を有し、しかも安定な二重鎖(又は、三重鎖)を形
成しうる。当業者は、ミスマッチの許容度を、ハイブリダイズした複合体の融点を測定す
るための標準的手順の利用によって確かめることができる。
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【００９０】
　ｍＲＮＡ標的の５’末端（例えば、ＡＵＧ開始コドンを含んで該コドンまでの５’非翻
訳配列）に相補的なアンチセンスエフェクタードメインは、ｍＲＮＡの翻訳の阻害におい
て最も効率的に働くはずである。しかしながら、ｍＲＮＡの３’非翻訳配列に相補的な配
列は、やはりｍＲＮＡの翻訳の阻害に有効であることが最近示された(Wagner, R. 1994. 
Nature 372:333)。それ故、標的遺伝子の５’又は３’非翻訳、非コード領域に相補的な
アンチセンスエフェクタードメインは、標的ｍＲＮＡの翻訳を阻害するためのアンチセン
スアプローチにおいて利用することができよう。ｍＲＮＡの５’非翻訳領域に相補的なア
ンチセンスエフェクタードメインは、ＡＵＧ開始コドンの相補鎖を含むはずである。ｍＲ
ＮＡのコード領域に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドは、翻訳の一層効率的でな
いインヒビターであるが、この発明に従ってやはり利用できよう。ｍＲＮＡの５’側、３
’側にハイブリダイズするようにデザインしても、又はコード領域にハイブリダイズする
ようにデザインしても、アンチセンス核酸は、少なくとも６ヌクレオチド長であるべきで
あり、且つ好ましくは約１００ヌクレオチド未満であり、一層好ましくは、約５０、２５
、１７又は１０ヌクレオチド長未満である。
【００９１】
　標的配列の選択にかかわらず、アンチスイッチの標的遺伝子の発現を阻止する能力を定
量するために、イン・ビトロの研究が最初に行なわれることは好適なことである。これら
の研究が、アンチセンス遺伝子阻害とアンチスイッチの非特異的な生物学的効果とを区別
する対照を利用することは好適である。これらの研究が、標的ＲＮＡ又はタンパク質のレ
ベルを内部対照ＲＮＡ又はタンパク質のそれと比較することも又、好適である。加えて、
アンチスイッチを利用して得られた結果を、対照スイッチを利用して得られたものと比較
することが構想されている。対照アンチスイッチが、試験スイッチと凡そ同じ長さである
こと及び対照アンチスイッチのヌクレオチド配列が、標的配列への特異的ハイブリダイゼ
ーションを阻止するのに必要なだけ、関心あるアンチセンス配列と異なっていることは、
好適である。
【００９２】
　アンチスイッチは、ＤＮＡ若しくはＲＮＡ又はそれらのキメラ混合物若しくは誘導体若
しくは改変バージョンであってよい。アンチスイッチは、塩基部分、糖部分、又はホスフ
ェート主鎖において改変して、例えば、分子、ハイブリダイゼーションなどの安定性を改
善することができる。アンチスイッチは、他の付属の原子団例えばペプチド(例えば、宿
主細胞のレセプターを標的とするため)、又は細胞膜(例えば、Letsinger等、1989, Proc.
Natl.Acad.Sci.USA 86:6553-6556；Lemaitre等、1987, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:648-
652；１９８８年１２月１５日公開のＰＣＴ公開Ｎｏ．ＷＯ８８／０９８１０参照)若しく
は血液脳関門(例えば、１９８８年４月２５日公開のＰＣＴ公開Ｎｏ．ＷＯ８９／１０１
３４参照)を横切る輸送を容易にする薬剤、ハイブリダイゼーションがトリガーである開
裂剤(例えば、Krol等、1988, BioTechniques 6:958-976参照)又は挿入剤(例えば、Zon, P
harm.Res. 5:539-549(1988)参照)を含むことができる。この目的のために、アンチスイッ
チは、他の分子例えばペプチド、ハイブリダイゼーションがトリガーである架橋剤、輸送
剤、ハイブリダイゼーションがトリガーである開裂剤などと結合することができる。
【００９３】
　アンチスイッチは、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル
、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－(カ
ルボキシヒドロキシトリエチル)ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チ
オウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ－
Ｄ－ガラクトシルケオシン、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチルグア
ニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチ
ルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグ
アニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシ
ル；ベータ－Ｄ－マンノシルケオシン、５－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メ
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トキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキ
シ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、ケオシン、２－チオシトシン、５
－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシ
ル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸(ｖ)、５－メ
チル－２－チオウラシル、３－(３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル)ウラシル
、(ａｃｐ３)ｗ、及び２，６－ジアミノプリンを含む(但し、これらに限られない)群から
選択する少なくとも一つの改変塩基部分を含むことができる。
【００９４】
　アンチスイッチは又、アラビノース、２－フルオロアラビノース、キシルロース、及び
ヘキソースを含む(但し、これらに限られない)群から選択する少なくとも一つの改変糖部
分を含むことができる。
【００９５】
　アンチスイッチは又、中性のペプチド様主鎖を含むこともできる。かかる分子は、ペプ
チド核酸(ＰＮＡ)オリゴマーと呼ばれ、例えば、Perry-O'Keefe等、(1996)Proc.Natl.Aca
d.Sci.USA 93:14670及びEglom等(1993)Nature 365:566に記載されている。ＰＮＡオリゴ
マーの一つの利点は、ＤＮＡの中性主鎖のために、本質的に媒質のイオン強度に関係なく
相補的ＤＮＡに結合するそれらの能力である。更に別の具体例において、アンチスイッチ
は、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホルアミドチオエート、ホスホル
アミデート、ホスホルジアミデート、メチルホスホネート、アルキルホスホトリエステル
、及びこれらのホルムアセタール又は類似体よりなる群から選択する少なくとも一つの改
変ホスフェート主鎖を含む。
【００９６】
　更なる具体例において、アンチスイッチは、アノマーオリゴヌクレオチドである。アノ
マーオリゴヌクレオチドは、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイブリッドを形成し、該ハ
イブリッドでは、通常のユニットと対照的に、これらの鎖は、互いに平行になる(Gautier
等、1987, Nucl. Acids Res. 15:6625-6641)。このオリゴヌクレオチドは、２’－Ｏ－メ
チルリボヌクレオチド(Inoue等、1987, Nucl. Acids Res. 15:6131-6148)、又はキメラの
ＲＮＡ－ＤＮＡ類似体(Inoue等、1987, FEBS Lett. 215:327-330)である。
【００９７】
　この発明のアプタマー調節される核酸(アンチスイッチを含む)は、当分野で公知の標準
的方法により、例えば、自動化ＤＮＡシンセサイザー(Biosearch, Applied Biosystemsな
どから市販されているものなど)の使用によって合成することができる。例として、ホス
ホロチオエートオリゴヌクレオチドを、Stein等、Nucl. Acids Res. 16:3209(1988)の方
法によって合成することができ、メチルホスホネートオリゴヌクレオチドを、制御された
細孔の硝子ポリマー支持体の利用により製造することができる(Sarin等、Proc.Natl.Acad
.Sci.USA 85:7448-7451(1988))。
【００９８】
　ｍＲＮＡ配列のコード領域に相補的なアンチセンス配列を利用することはできるが、転
写されるが翻訳されない領域及び開始メチオニンを含む領域に相補的なものが、最も好ま
しい。
【００９９】
　アンチスイッチ核酸分子は、イン・ビボで標的遺伝子を発現する細胞に送達されうる。
核酸を細胞に送達するための幾つかの方法が開発されており；例えば、それらは、直接、
組織部位に注入することができ、又は所望の細胞を標的とするようにデザインされた改変
核酸(例えば、標的細胞表面に発現されたレセプター又は抗原に特異的に結合するペプチ
ド又は抗生物質に結合されたアンチスイッチ)を全身投与することができる。
【０１００】
　しかしながら、ある例において関心ある標的遺伝子又はｍＲＮＡの活性を減衰させるの
に十分なアンチスイッチの細胞内濃度を達成することは困難でありうる。それ故、他のア
プローチは、アンチスイッチ又は他のアプタマー調節される核酸が強力なｐｏｌＩＩ又は
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ｐｏｌＩＩプロモーターの制御下に置かれた組換えＤＮＡ構築物を利用する。かかる構築
物の、患者の標的細胞をトランスフェクトするための利用は、十分量のアンチスイッチの
転写を生じ、それは、標的遺伝子又はｍＲＮＡとの相補的塩基対を形成し、それにより、
関心あるタンパク質の活性を減衰させるであろう。例えば、ベクターを、イン・ビボで細
胞に取り込まれてアンチスイッチの転写を指示するように導入することができる。かかる
ベクターは、転写されて所望のアンチスイッチを生成することができる限り、エピソーム
型のままでいても、染色体に組み込まれてもよい。かかるベクターは、当分野で標準的な
組換えＤＮＡ技術方法によって構築することができる。ベクターは、当分野で公知の、哺
乳動物細胞における複製及び発現に利用されるプラスミド、ウイルス、又は他のものであ
ってよい。プロモーターは、アンチスイッチをコードする配列に、操作可能に結合されう
る。アンチスイッチをコードする配列の発現は、当分野で、哺乳動物(好ましくは、ヒト)
細胞において作用することが公知の任意のプロモーターによるものであってよい。かかる
プロモーターは、誘導されうるものであっても構成的なものであってもよい。かかるプロ
モーターには、制限はしないが、ＳＶ４０初期プロモーター領域(Bernoist及びChambon, 
Nature 290:304-310(1981))、ラウス肉腫ウイルスの３’ロングターミナルリピート(Yama
moto等、Cell 22:787-797(1980))、ヘルペスのチミジンキナーゼプロモーター(Wagner等
、Proc.Natl.Acad.Sci.USA 78:1441-1445(1981))、メタロチオネイン遺伝子の調節配列(B
rinster等、Nature 296:3942(1982))などに含まれるプロモーターが含まれる。任意の種
類のプラスミド、コスミド、ＹＡＣ又はウイルスベクターを利用して、組織部位に直接導
入することのできる組換えＤＮＡ構築物を調製することができる。或は、所望の組織に選
択的に感染するウイルスベクターを利用することができ、この場合、投与は、他の経路(
例えば、組織的に)によって達成することができる。
【０１０１】
　ＲＮＡｉ構築物 － ｓｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ
　ＲＮＡ干渉(ＲＮＡｉ)は、二本鎖(ｄｓ)ＲＮＡ依存性の遺伝子特異的な転写後サイレン
シングを示す現象である。この現象を哺乳動物細胞の実験操作に利用しようとする初期の
試みは、長いｄｓＲＮＡ分子に応答して活性化される丈夫な非特異的アンチウイルス防御
機構によってくじかれた。Gil等、Apoptosis 2000, 5:107-114。この分野は、合成の二本
鎖の２１ヌクレオチドのＲＮＡが、遺伝子特異的なＲＮＡｉを哺乳動物細胞において、包
括的なアンチウイルス防御機構を呼び出すことなく、媒介することができるということが
示されて有意に進歩した。Elbashir等、Nature 2001, 411:494-498；Caplen等、Proc.Nat
l.Acad.Sci.USA 2001, 98:9742-9727。結果として、小さい干渉性ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)及
びミクロＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)が、遺伝子機能を分析するための強力なツールとなった。小
型ＲＮＡの化学合成は、有望な結果を生み出してきた一本の大通りである。やはり多くの
グループが、かかるｓｉＲＮＡを細胞内で生成することのできるＤＮＡベースのベクター
の開発を追求してきた。幾つかのグループは、最近、このゴールを確認して、一般に、細
胞内で効率的にプロセッシングを受けてｓｉＲＮＡを形成する短かいヘアピン(ｓｈ)ＲＮ
Ａの転写を含む類似のストラテジーを公開した。Paddison等、PNAS 2002, 99:1443-1448
；Paddison等、Genes & Dev 2002, 16:948-958；Sui等、PNAS 2002, 8:5515-5520；及びB
rummelkamp等、Science 2002, 296:550-553。これらの報告は、多くの内因的及び外因的
に発現された遺伝子を特異的に標的とすることのできるｓｉＲＮＡを生成する方法を記載
している。
【０１０２】
　従って、本発明は、ＲＮＡｉ配列を含んでＲＮＡｉ又はｍｉＲＮＡ機構により標的遺伝
子の発現を減衰させるように作用するエフェクターＲＮＡドメインを含むアプタマー調節
される核酸を提供する。例えば、アプタマー調節される核酸は、ｍｉＲＮＡ又はｓｉＲＮ
Ａ配列を含むエフェクタードメインを含むことができる。一具体例において、エフェクタ
ードメインは、ｍｉＲＮＡ又はｓｉＲＮＡ配列を含み、該配列は、約１９～７５ヌクレオ
チド長であり、好ましくは、約２５～３５塩基対の長さである。ある具体例において、こ
のエフェクタードメインは、ＲＮアーゼ酵素(例えば、Ｄｒｏｓｈａ及びＤｉｃｅｒ)によ
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りプロセッシングを受けうるヘアピンループである。
【０１０３】
　ＲＮＡｉ構築物は、細胞の生理的条件下で、阻害すべき遺伝子(即ち「標的」遺伝子)の
ｍＲＮＡ転写物の少なくとも一部分のヌクレオチド配列にハイブリダイズするヌクレオチ
ド配列を含む。この二本鎖ＲＮＡは、ＲＮＡｉを媒介する能力を有するように天然のＲＮ
Ａに十分に類似していることだけを必要とする。従って、この発明は、遺伝子変異、株多
型又は進化による多様化により予想されうる配列の変化を許容することができるという利
点を有する。標的配列とＲＮＡｉ構築物配列の間で許容されるヌクレオチドミスマッチの
数は、５塩基対中１、又は１０塩基対中１、又は２０塩基対中１、又は５０塩基対中１で
ある。ｓｉＲＮＡ二本鎖の中央でのミスマッチは、最も臨界的であり、本質的に、標的Ｒ
ＮＡの開裂を完全に破壊する。対照的に、標的ＲＮＡに相補的なｓｉＲＮＡ鎖の３’末端
のヌクレオチドは、標的認識の特異性に有意に寄与しない。
【０１０４】
　配列同一性は、当分野で公知の配列比較及びアラインメントアルゴリズム(Gribskov及
びDevereux, Sequence Analysis Primer, Stockton Press, 1991及びその中での引用文献
参照)及び例えばデフォルトパラメーターを利用するＢＥＳＴＦＩＴソフトウェアプログ
ラム(例えば、ウィスコンシン大学、Genetic Computing Group)において実行されるSmith
-Watermanアルゴリズムによるヌクレオチド配列間の差異パーセントの計算によって最適
化されうる。阻害性ＲＮＡと標的遺伝子の部分との間の９０％より大きい配列同一性が(
又は、１００％配列同一性さえも)好適である。或は、このＲＮＡの二本鎖領域は、標的
遺伝子転写物の一部分とハイブリダイズすることのできるヌクレオチド配列として機能的
に限定することができる(例えば、４００ｍＭ ＮａＣｌ、４０ｍＭ ＰＩＰＥＳ ｐＨ６．
４、１ｍＭ ＥＤＴＡ、５０℃又は７０℃で１２～１６時間のハイブリダイゼーション；
その後の洗浄)。
【０１０５】
　ＲＮＡｉ配列を含むエフェクタードメインを含むアプタマー調節される核酸の製造は、
ここに記載したアプタマー調節される核酸の製造方法の何れかによって行なうことができ
る。例えば、アプタマー調節される核酸は、化学合成法により又は組換え核酸技術によっ
て製造することができる。処理した細胞の内因性ＲＮＡポリメラーゼは、イン・ビボで転
写を媒介することができ、又はクローン化ＲＮＡポリメラーゼは、イン・ビトロでの転写
のために用いることができる。アプタマー調節される核酸(アンチスイッチ又は標的遺伝
子活性をＲＮＡｉ機構によって変調するものを含む)は、例えば細胞性ヌクレアーゼに対
する感受性を減じ、バイオアベイラビリティーを改善し、配合物特性を改善し、及び／又
は他の薬物速度論的特性を変えるための、ホスフェート糖主鎖又はヌクレオシドへの改変
を含むことができる。例えば、中性ＲＮＡのホスホジエステル結合を改変して、少なくと
も一つの窒素又は硫黄ヘテロ原子を含ませることができる。ＲＮＡ構造における改変は、
ｄｓＲＮＡへの一般的応答を回避しつつ、特異的な遺伝子阻害を与えるように調整するこ
とができる。同様に、塩基を改変して、アデノシンデアミナーゼの活性をブロックするこ
とができる。アプタマー調節される核酸は、酵素により生成することができ、又は部分的
又は全面的に有機合成することができ、任意の改変リボヌクレオチドを、イン・ビトロで
酵素的に又は有機合成によって導入することができる。
【０１０６】
　ＲＮＡ分子を化学的に改変する方法は、ＲＮＡｉ構築物の改変のために適応させること
ができる(例えば、Heidenreich等(1997) Nucleic Acids Res, 25:776-780；Wilson等(199
4) J Mol Recog 7:89-98；Chen等(1995) Nucleic Acids Res 23:2661-2668；Hirschbein
等(1997) Antisense Nucleic Acid Drug Dev 7:55-61参照)。単に説明のために。ＲＮＡ
ｉ構築物の主鎖は、ホスホロチオエート、ホスホルアミデート、ホスホジチオエート、キ
メラのメチルホスホネート－ホスホジエステル、ペプチド核酸、５－プロピニルピリミジ
ン含有オリゴマー又は糖改変(例えば、２’－置換されたリボヌクレオシド、ａ－コンフ
ィギュレーション)によって改変することができる。
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【０１０７】
　二本鎖構造は、一本の自己相補性ＲＮＡ鎖又は二本の相補性ＲＮＡ鎖によって形成する
ことができる。ＲＮＡ二本鎖形成は、細胞の内部でも外部でも開始することができる。こ
のＲＮＡは、細胞当たり少なくとも一コピーの送達を可能にする量で導入することができ
る。一層高投与量(細胞当たり少なくとも５、１０、１００、５００又は１０００コピー)
の二本鎖物質は、一層有効な開始を生じうるが、一層低投与量も又、特殊な応用には有用
でありうる。阻害は、ＲＮＡの二本鎖領域に対応するヌクレオチド配列が遺伝子阻害のた
めの標的であるという点において配列特異的である。
【０１０８】
　ある具体例において、主題のＲＮＡｉ構築物は、「ｓｉＲＮＡ」である。これらの核酸
は、約１９～３５ヌクレオチド長であり、尚一層好ましくは、２１～２３ヌクレオチド長
であって、これは、例えば、一層長い二本鎖ＲＮＡのヌクレアーゼ「ダイシング」により
生成された断片の長さに相当する。これらのｓｉＲＮＡは、ヌクレアーゼ複合体をリクル
ートしてその複合体を特異的配列への対合により標的ｍＲＮＡに導くと理解されている。
結果として、その標的ｍＲＮＡは、そのタンパク質複合体中でヌクレアーゼによって分解
され又は翻訳が阻害される。特定の具体例において、この２１～２３ヌクレオチドのｓｉ
ＲＮＡ分子は、３’ヒドロキシル基を含む。
【０１０９】
　他の具体例において、主題のＲＮＡｉ構築物は、「ｍｉＲＮＡ」である。ミクロＲＮＡ
(ｍｉＲＮＡ)は、小さい非コードＲＮＡであって、遺伝子発現の、相同ｍＲＮＡとの相互
作用による転写後調節を指示する。ｍｉＲＮＡは、遺伝子の発現を、タンパク質をコード
する遺伝子からの標的ｍＲＮＡ中の相補的部位に結合することにより制御する。ｍｉＲＮ
Ａは、一層大きい二本鎖前駆体分子からヌクレオチド分解性開裂によってプロセッシング
を受ける。これらの前駆体分子は、しばしば、約７０ヌクレオチド長のヘアピン構造であ
って、２５ヌクレオチド以上がそのヘアピン内で塩基対合している。ＲＮアーゼＩＩＩ様
酵素Ｄｒｏｓｈａ及びＤｉｃｅｒ(ｓｉＲＮＡプロセッシングにも使える)は、ｍｉＲＮＡ
前駆体を開裂させてｍｉＲＮＡを生成する。このプロセッシングを受けたｍｉＲＮＡは、
一本鎖であって、タンパク質複合体に組み込まれて、ＲＩＳＣ又はｍｉＲＮＰと呼ばれる
。このＲＮＡ－タンパク質複合体は、相補的ｍＲＮＡを標的とする。ｍｉＲＮＡは、標的
ｍＲＮＡの翻訳を阻害し又は該ＲＮＡの開裂を指示する(Brennecke等、Genome Biology 4
:228(2003)；Kim等、Mol. Cells 19:1-15(2005)。
【０１１０】
　ある具体例において、ｍｉＲＮＡ及びｓｉＲＮＡ構築物は、例えば酵素Ｄｉｃｅｒ又は
Ｄｒｏｓｈａの存在下で、一層長い二本鎖ＲＮＡのプロセッシングによって生成すること
ができる。Ｄｉｃｅｒ及びＤｒｏｓｈａは、ｄｓＲＮＡを特異的に開裂させるＲＮアーゼ
ＩＩＩ様ヌクレアーゼである。Ｄｉｃｅｒは、ヘリカーゼドメイン及び２つのＲＮアーゼ
ＩＩＩモチーフを含む明確な構造を有している。Ｄｉｃｅｒは又、ＲＤＥ１／ＱＤＥ２／
ＡＲＧＯＮＡＵＴＥファミリーに対して相同性の領域をも含んでいる(それらは、下等真
核生物においては、ＲＮＡｉと遺伝的にリンクしている)。実際、Ｄｉｃｅｒの活性化、
又は過剰発現は、多くの場合、そうでなければ非受容性の細胞(例えば、培養真核細胞、
又は培養哺乳動物細胞(卵母細胞ではない)又は生物体全体)においてＲＮＡ干渉を引き起
こすのに十分でありうる。Ｄｉｃｅｒ並びに他のＲＮＡｉ酵素を利用する方法及び組成物
は、米国特許出願第２００４００８６８８４に記載されている。
【０１１１】
　一具体例においては、キイロショウジョウバエのイン・ビトロ系が用いられる。この具
体例において、アプタマー調節される核酸を、キイロショウジョウバエ胚に由来する可溶
性抽出物と組み合わせ、それにより、組合せを生じる。この組み合わせを、ｄｓＲＮＡが
プロセッシングを受けて約２１～２３ヌクレオチドのＲＮＡ分子になる条件下に維持する
。
【０１１２】
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　これらのｍｉＲＮＡ及びｓｉＲＮＡ分子は、当業者に公知の幾つかの技術を利用して精
製することができる。例えば、ゲル電気泳動法を利用して、かかる分子を精製することが
できる。或は、非変性的方法例えば非変性カラムクロマトグラフィーを利用して、ｓｉＲ
ＮＡ及びｍｉＲＮＡ分子を精製することができる。加えて、クロマトグラフィー(例えば
、サイズ排除クロマトグラフィー)、グリセロール勾配遠心分離法、抗体を用いるアフィ
ニティー精製を利用して、ｓｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡを精製することができる。
【０１１３】
　ある好適具体例において、エフェクタードメインのｓｉＲＮＡ配列の少なくとも一本の
鎖は、約１～６ヌクレオチド長の３’オーバーハングを有する(２～４ヌクレオチド長で
あってもよいが)。一層好ましくは、この３’オーバーハングは、１～３ヌクレオチド長
である。ある具体例において、一方の鎖は、３’オーバーハングを有して、他方の鎖は、
平滑端であり、又はやはりオーバーハングを有する。これらのオーバーハングの長さは、
各鎖について同じであっても異なってもよい。ｓｉＲＮＡ配列の安定性を更に増進させる
ために、３’オーバーハングを、分解に対して安定化させることができる。一具体例にお
いて、ＲＮＡは、プリンヌクレオチド例えばアデノシン又はグアノシンヌクレオチドを含
有することにより安定化される。或は、ピリミジンヌクレオチドの、改変類似体による置
換、例えば３’オーバーハングのウリジンヌクレオチドの、２’－デオキシチミジンによ
る置換は、許容されて、ＲＮＡｉの効率に影響を与えない。２’ヒドロキシルの非存在は
、組織培養におけるオーバーハングのヌクレアーゼ耐性を有意に増進させ、イン・ビボで
有益でありうる。
【０１１４】
　ある具体例において、アプタマー調節される核酸は、ヘアピン構造の形態である(ヘア
ピンＲＮＡと称する)。これらのヘアピンＲＮＡは、外因的に合成することができ又はイ
ン・ビボでのＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターからの転写によって形成することが
できる。哺乳動物細胞における遺伝子サイレンシングのためにかかるヘアピンＲＮＡを作
成して利用する例は、例えば、Paddison等、Genes Dev, 2002, 16:948-58；McCaffrey等
、Nature, 2002, 418:38-9；McManus等、RNA 2002, 8:842-50；Yu等、Proc.Natl.Acad.Sc
i.USA, 2002, 99:6047-52に記載されている。好ましくは、かかるヘアピンＲＮＡは、細
胞内又は動物内で巧みに処理されて、所望の遺伝子の連続的で安定した抑制を確実にする
。当分野では、ｍｉＲＮＡ及びｓｉＲＮＡは、細胞内でのヘアピンＲＮＡのプロセッシン
グにより生成することができるということは、公知である。
【０１１５】
　更に別の具体例において、プラスミドは、二本鎖ＲＮＡを、例えば転写産物として送達
するために利用される。コード配列が転写された後に、相補的ＲＮＡ転写物が、塩基対合
して、二本鎖ＲＮＡを形成する。
【０１１６】
　他の応用
　発明の更なる面は、リガンド制御される核酸分子の種々の分野における応用に関係する
。例えば、アプタマー調節される核酸を利用して、試料中の標的分子の存否又は量を検出
することができる。標的分子は、代謝産物、イオン、ペプチド、核酸などであってよい。
同様に、アプタマー調節される核酸を、イメージング目的のために利用することができる
。更に、アプタマー調節される核酸は、エフェクター核酸ドメインが、ある環境(例えば
、特定の細胞内位置又は細胞膜)を標的とするように利用することができる。
【０１１７】
　代謝工学及びプログラミング
　この発明のアプタマー調節される核酸は、細胞における代謝産物のレベルを感知して検
出するためのツール(非侵襲的でありうる)として機能することができる。このイメージン
グ又は検出は、少なくとも一種の関心ある代謝産物の定量化のために利用することができ
る。或は、それを用いて、経路を通る過剰な流れ及び生成物形成を制御するためのシグナ
リング経路中のある種の酵素を調節すること又は細胞内のタンパク質又は酵素のターゲテ
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ィングレベルによる代謝状態を変えることができる。
【０１１８】
　一具体例において、この発明は、細胞内のリガンドの濃度及び／又は活性を変調する方
法を提供する。この方法は、リガンドに対して応答性のアプタマーをデザインして選択す
ること及び、選択したアプタマー及びエフェクターＲＮＡを含むアプタマー調節される核
酸を用意することを含むことができ、ここに、エフェクターＲＮＡは、リガンド(例えば
、代謝産物又は中間体分子)を含む細胞内の分子、シグナリング経路又は代謝経路を標的
とする。この発明の方法は、例えば、毒性中間体の蓄積に応答し、シグナリング経路若し
くは代謝経路の活性を減衰させ、又は処理した細胞の成長、生存若しくは分化を変えるた
めに利用することができる。
【０１１９】
　他の具体例において、一つの方法は、リガンドよりも、異なるシグナリング及び／又は
代謝経路にある標的遺伝子の濃度及び／又は活性を変調するために与えられる。この方法
によって、アプタマー調節される核酸を利用して、条件付き遺伝子ネットワークを確立す
ることができる。この方法は、リガンドに応答性のアプタマーをデザインして選択するこ
と及び、リガンドと関係したシグナリング経路に無関係の、細胞中の、分子、シグナリン
グ経路又は代謝経路を標的とする選択したアプタマー及びエフェクターＲＮＡを含むアプ
タマー調節される核酸を用意することを含みうる。従って、アプタマー調節される核酸は
、細胞内遺伝子ネットワークを、内因的に生成されたシグナル(例えば、リガンド)を感知
して、これらのシグナルに、リガンドと無関係のシグナリング経路内での遺伝子発現に影
響を与えることにより応答することによって巧みに処理するために利用することができる
。アプタマー調節される核酸を利用して、細胞が、毒性の中間体及び化合物の蓄積に適当
に応答するように、又は細胞の生理(例えば、成長、生存、又は分化)を変えるようにする
ことができる。
【０１２０】
　関連する具体例において、この発明の方法及び組成物を、代謝産物の濃度をモニターす
るために適合させることができる。この方法は、センサーのアプタマー調節される核酸を
含むことができ、そのスイッチのアプタマードメインは、代謝産物に応答性である。代謝
産物濃度の変化を測定することにより、アプタマー調節される核酸を利用して、例えば、
治療介入により誘導された生化学的効果の全範囲を測定することができる。アプタマー調
節される核酸は、更に、代謝産物濃度をモニターすることにより、病気を診断し又は予想
するために利用することができる。
【０１２１】
　他の具体例において、アプタマー調節される核酸は、環境(細胞内環境と細胞外環境の
両方を含む)との調整のためのツールとして役立ちうる。例えば、アプタマー調節される
核酸は、標的ＲＮＡを細胞膜その他の細胞内位置に、潜在的にシグナルペプチド或は特定
の標的を認識するアプタマードメインによって「輸送する」ために利用することができる
。
【０１２２】
　アプタマー調節される核酸は又、多重様式で利用することもできる。例えば、多数の構
築物を細胞に導入して、多数の入力を読むことができ、これは、入力の組合せに依って種
々の出力を与えることができる。特に、２種以上の異なるアプタマー調節される核酸を、
濃度センサーとして組合せて、例えば、バンドパスフィルターを形成することができる。
【０１２３】
典型的配合物
　この発明のアプタマー調節される核酸は又、取込み、分配及び／又は吸収を助成するた
めに、他の分子、分子構造、又は化合物の混合物(例えば、リポソーム、ポリマー、レセ
プター標的分子、経口投与用、局所投与用その他の配合物)と混合し、結合させ、或は会
合させることができる。主題のアプタマー調節される核酸は、浸透増進剤、キャリアー化
合物及び／又はトランスフェクション剤をも含む配合物にて提供することができる。
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【０１２４】
　かかる取込み、分配及び／又は吸収を助成する配合物であって、ａｐｔａスイッチ分子
の送達に適合させうる配合物の製法を教示する代表的な米国特許には、米国特許第５，１
０８，９２１号；５，３５４，８４４号；５，４１６，０１６号；５，４５９，１２７号
；５，５２１，２９１号；５１，５４３，１５８号；５，５４７，９３２号；５，５８３
，０２０号；５，５９１，７２１号；４，４２６，３３０号；４，５３４，８９９号；５
，０１３，５５６号；５，１０８，９２１号 ；５，２１３，８０４号 ；５，２２７，１
７０号；５，２６４，２２１号；５，３５６，６３３号；５，３９５，６１９号；５，４
１６，０１６号；５，４１７，９７８号；５，４６２，８５４号；５，４６９，８５４号
；５，５１２，２９５号；５，５２７，５２８号；５，５３４，２５９号；５，５４３，
１５２号；５，５５６，９４８号；５，５８０，５７５号；及び５，５９５，７５６号が
含まれるが、これらに限られない。
【０１２５】
　この発明のアプタマー調節される核酸は又、任意の製薬上許容しうる塩、エステル又は
かかるエステルの塩をも含み、又はヒトを含む動物への投与に際して、生物学的に活性な
代謝産物又はその残留物を(直接又は間接に)与えることのできる任意の他の化合物を含む
。従って、例えば、この開示は又、アプタマー調節される核酸及び製薬上許容しうる塩及
び他の生物学的同等物にも向けられている。
【０１２６】
　製薬上許容しうる塩基付加塩は、金属又はアミン例えばアルカリ及びアルカリ土類金属
又は有機アミンによって形成される。カチオンとして用いられる金属の例は、ナトリウム
カリウム、マグネシウム、カルシウムなどである。適当なアミンの例は、Ｎ，ＮＩ－ジベ
ンジルエチレンジアミン、クロロプロカイン、塩素、ジエタノールアミン、ジシクロヘキ
シルアミン、エチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミン、及びプロカイン(例えば、Berge
等、「Pharmaceutical Salts」、J. of Pharma Sci., 1977, 66, 1-19参照)である。該酸
性化合物の塩基付加塩は、遊離酸型を十分量の所望の塩基と接触させて慣用の方法にて塩
を生成することによって製造することができる。遊離酸型は、塩型を酸と接触させて遊離
酸を慣用の方法で分離することによって再生することができる。これらの遊離酸型は、そ
れらのそれぞれの塩型と、ある物性例えば極性溶媒における溶解度において幾分異なって
いるが、他の点では、それらの塩は、本発明の目的に関して、それらのそれぞれの遊離酸
に等しい。ここで用いる場合、「製薬用付加塩」は、この発明の組成物の成分の一つの酸
型の製薬上許容しうる塩を包含する。これらは、これらのアミンの有機又は無機酸の塩を
含む。好適な酸性塩は、塩酸塩、酢酸塩、サリチル酸塩、硝酸塩及びリン酸塩である。他
の適当な製薬上許容しうる塩は、当業者に周知であり、無機及び有機酸の様々な塩基性塩
が含まれる。製薬上許容しうる塩の好適な例には、(ａ)ナトリウム、カリウム、アンモニ
ウム、マグネシウム、カルシウム、ポリアミン(スペルミン及びスペルミジン)などのカチ
オンにより形成された塩；(ｂ)無機酸例えば塩化水素酸、臭化水素酸、硫酸、リン酸、硝
酸などにより形成された酸付加塩；(ｃ)有機酸例えば酢酸、シュウ酸、酒石酸、コハク酸
、マレイン酸、フマル酸、グルコン酸、クエン酸、リンゴ酸、アスコルビン酸、安息香酸
、タンニン酸、パルミチン酸、アルギン酸、ポリグルタミン酸、ナフタレンスルホン酸、
メタンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、ナフタレンジスルホン酸、ポリガラクツロ
ン酸など；及び(ｄ)元素アニオン例えば塩素、臭素及びヨウ素から形成された塩が含まれ
るが、これらに限られない。
【０１２７】
　米国特許出願公開Ｎｏ．２００４００６３６５４に記載されたような、他の配合物、送
達方法及び投与経路も又、提供される。
【０１２８】
典型的用途
　この発明の一つの面は、細胞におけるリガンドの量及び／又は活性を変調する方法を提
供する。この方法は、リガンドに応答性のアプタマーをデザインして選択すること及び、
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選択したアプタマー及びエフェクターＲＮＡを含むアプタマー調節される核酸を用意する
ことを含むことができ、このエフェクターＲＮＡは、リガンドを例えば代謝産物又は中間
体分子として含む細胞内の、分子、シグナリング及び／又は代謝経路(即ち、リガンドと
関係したシグナリング及び／又は代謝経路)を標的とする。この方法は、細胞をアプタマ
ー調節される核酸と、細胞中のリガンドの濃度及び／又は活性を変調するのに十分な量及
び／又は時間で接触させることを更に含むことができる(スイッチオンの場合)。
【０１２９】
　細胞内のリガンドの存在、量及び／又は活性に対する細胞の生物学的又は生化学的応答
を変調する方法も又、提供される。この方法は、リガンドに応答性のアプタマーをデザイ
ンして選択すること及び、選択したアプタマー及びエフェクターＲＮＡを含むアプタマー
調節される核酸を用意することを含むことができ、このエフェクターＲＮＡは、細胞内の
リガンドの存在、量及び／又は活性に対する細胞の生物学的又は生化学的応答を変調する
遺伝子を標的とする。この方法は、更に、細胞を、とアプタマー調節される核酸と、細胞
の生物学的又は生化学的応答を変調するのに十分な量及び／又は時間で、接触させること
を含むことができる(スイッチオンの場合)。
【０１３０】
　ある具体例は又、ここに記載のような条件付き遺伝子ネットワークを確立する方法にも
向けられている。この方法は、アプタマードメイン及びエフェクタードメインを含むアプ
タマー調節される核酸を用意することを含むことができ；このアプタマードメインは、リ
ガンドに応答性であるが、エフェクタードメインは、リガンドと関係したシグナリング経
路と無関係の分子を標的とする。この方法は、更に、細胞を、アプタマー調節される核酸
と、標的分子の発現を変調し、それにより、条件付き遺伝子ネットワークを確立するのに
有効な量及び／又は時間で接触させることを含む(スイッチオンの場合)。
【０１３１】
　更なる面において、この発明の方法は、細胞の、特にトランスフォームされた細胞のイ
ン・ビボでの望ましくない成長を阻止するため又は少なくとも低減させるために利用され
る。ある具体例において、主題の方法は、この発明の少なくとも一のアプタマー調節され
る核酸を、増殖を調節するタンパク質をコードする遺伝子の発現を特異的に阻止するため
に利用する。例えば、主題の方法を利用して、標的細胞における有糸分裂に必須の及び／
又は標的細胞のアポトーシスの防止に必須の遺伝子産物の発現を阻止することができる。
本発明のアプタマー調節される核酸、特にエフェクタードメインは、標的の増殖調節性タ
ンパク質をコードするｍＲＮＡのコード配列又は他の部分に対応するようにデザインする
ことができる。このアプタマー調節される核酸で処理した場合、標的細胞中で生じる発現
喪失表現型は、その細胞を静止させ又はアポトーシスを引き起こす。
【０１３２】
　ある具体例において、主題のアプタマー調節される核酸は、細胞成長及び有糸分裂を刺
激する遺伝子産物の発現を阻止するように選択される。本発明の方法により標的とされう
る遺伝子の一つのクラスは、発癌遺伝子として知られたものである。ここで用いる場合、
用語「発癌遺伝子」は、細胞成長を刺激する遺伝子であって、細胞におけるその発現レベ
ルを低減させると、細胞成長の速度が低下し又はその細胞が静止状態になる遺伝子を指す
。本発明のコンテキストにおいて、発癌遺伝子は、オートクリン又はパラクリン機能によ
って細胞増殖を刺激しうる細胞内タンパク質並びに細胞外成長因子を含む。ａｐｔａスイ
ッチ分子をデザインすることのできるヒトの発癌遺伝子の例には、ｃ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙ
ｂ、ｍｄｍ２、ＰＫＡ－Ｉ(Ｉ型プロテインキナーゼＡ)、Ａｂｌ－１、Ｂｃｌ２、Ｒａｓ
、ｃ－Ｒａｆキナーゼ、ＣＤＣ２５ホスファターゼ、サイクリン、サイクリン依存性キナ
ーゼ(ｃｄｋ)、テロメラーゼ、ＰＤＧＦ／ｓｉｓ、ｅｒｂ－Ｂ、ｆｏｓ、ｊｕｎ、ｍｏｓ
、及びｓｒｃが含まれる。本発明のコンテキストにおいて、発癌遺伝子は又、染色体転座
から生じた融合遺伝子(例えば、Ｂｃｒ／Ａｂｌ融合発癌遺伝子)をも含む。
【０１３３】
　ある好適具体例において、主題のアプタマー調節される核酸は、トランスフォームされ
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た細胞、特に腫瘍細胞の増殖に必須の遺伝子の発現を阻止する能力により選択される。か
かるアプタマー調節される核酸は、新生物の、未分化の及び／又は過形成の細胞増殖のイ
ン・ビボでの治療又は予防の部分として(腫瘍の治療の部分としても)利用することができ
る。ｃ－ｍｙｃタンパク質は、多くの型の癌において統制解除されて、増大した発現を生
じている。イン・ビトロでのｃ－ｍｙｃＲＮＡレベルの低減は、アポトーシスの誘導を生
じる。それ故、ｃ－ｍｙｃに相補的なアンチセンス、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、又はＲＮ
Ａｉエフェクタードメインは、潜在的に、抗癌治療のための治療剤として利用することが
できる。好ましくは、主題のアプタマー調節される核酸は、慢性リンパ性白血病の治療に
おいて利用することができる。慢性リンパ性白血病は、しばしば、Ｂｃｒ／Ａｂｌ融合産
物を生じる第９及び第１２染色体の転座によって引き起こされる。その結果生成した融合
タンパク質は、発癌遺伝子として作用し；それ故、Ｂｃｒ／Ａｂｌ融合ｍＲＮＡの特異的
排除は、これらの白血病細胞における細胞死を生じうる。実際、Ｂｃｒ／Ａｂｌ融合ｍＲ
ＮＡに特異的なｓｉＲＮＡ分子の、培養白血病細胞へのトランスフェクションは、その融
合ｍＲＮＡ及び対応する癌タンパク質を低減させただけでなく、これらの細胞のアポトー
シスを誘導した(例えば、Wilda等、Oncogene, 2002, 21:5716-5724参照)。
【０１３４】
　他の具体例において、主題のアプタマー調節される核酸は、リンパ球の活性化(例えば
、Ｂ細胞又はＴ細胞の増殖、特に、リンパ球の抗原に媒介された活性化)に必須の遺伝子
の発現を阻止する能力によって選択される。かかるアプタマー調節される核酸は、免疫抑
制剤として、例えば、免疫媒介の炎症性疾患の治療又は予防の部分として利用することが
できる。
【０１３５】
　ある具体例において、ここに記載の方法は、自己免疫疾患の治療のために利用すること
ができる。例えば、主題のアプタマー調節される核酸は、サイトカインの発現をコード化
し又は調節する遺伝子の発現を阻止する能力について選択される。従って、サイトカイン
例えばＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－１アルファ、ＩＬ－６又はＩＬ－１２、又はこれらの組
合せの発現の阻止又は低減を引き起こす構築物は、リウマチ様関節炎の治療又は予防の部
分として利用することができる。同様に、炎症に関与するサイトカインの発現の阻止又は
低減を引き起こす構築物は、炎症及び炎症関連疾患例えば多発性硬化症の治療又は予防に
おいて利用することができる。
【０１３６】
　他の具体例において、主題のアプタマー調節される核酸は、糖尿病の開始又は進行に関
係する遺伝子の発現を阻止する能力について選択される。例えば、実験的真性糖尿病は、
ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１(ｐ２１)の発現の増大と関係することが示され、ＴＧＦ－ベー
タ１は、腎糸球体の肥大と関係付けられている(例えば、Al-Douahji等、Kidney Int. 56:
1691-1699参照)。従って、これらのタンパク質の発現の阻止又は低減を引き起こす構築物
は、糖尿病の治療又は予防において利用することができる。
【０１３７】
　他の具体例において、主題のアプタマー調節される核酸は、ＩＣＡＭ－１(細胞内接着
分子)の発現を阻止する能力について選択される。ＩＣＡＭ－１の発現を阻止するアンチ
センス核酸は、乾癬用に、Isis pharmaceutics により開発されている。加えて、ＩＣＡ
Ｍ－１に対するアンチセンス核酸は、急性腎不全及び再灌流障害を防止すること及び腎同
系移植片の生存を延長することが示唆されている(例えば、Halier等(1996) Kidney Int. 
50:473-80；Dragun等(1998)Kidney Int. 54:590-602；Dragun等(1998) Kidney Int. 54:2
113-22参照)。従って、本発明は、上記の疾患における、ＩＣＡＭ－１遺伝子を標的とす
る類似のアンチセンスエフェクターＲＮＡドメイン、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、又はＲＮ
Ａｉエフェクタードメインを含むアプタマー調節される核酸の利用を企図している。
【０１３８】
　他の具体例において、主題のアプタマー調節される核酸は、血管の内皮の平滑筋細胞又
は他の細胞(ネオインティマ形成に関与して増殖中の細胞)の増殖に必須の遺伝子の発現を
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阻止する能力によって選択される。かかる具体例において、主題の方法は、再狭窄の治療
又は予防の部分として利用することができる。
【０１３９】
　単に説明のために、血管内皮細胞に適用されたアプタマー調節される核酸は、それらの
細胞の増殖を、手順後に低減させることができる。単に説明のために、特殊な例は、ｃ－
ｍｙｃ(発癌遺伝子)に相補的なｓｉＲＮＡである。ｃ－ｍｙｃのダウンレギュレーション
は、細胞成長を阻止する。それ故、ｓｉＲＮＡ配列を含むエフェクタードメインは、下記
の配列をエフェクタードメインに含ませることにより製造することができる：
【化１】

【０１４０】
　全塩基は、太字で示したデオキシリボ核酸であるチミジン(一層の安定化のためのもの)
以外はリボ核酸である。二本鎖ＲＮＡは、オリゴヌクレオチドを等モル濃度で、１０ｍＭ
 トリス－Ｃｌ(ｐＨ７．０)及び２０ｍＭ ＮａＣｌ中で混合して、９５℃まで加熱してか
らゆっくり３７℃まで冷却することにより製造することができる。或は、この配列を、ヘ
アピン構造に含ませることができる。その結果生成した核酸を、次いで、アガロースゲル
電気泳動により精製して、細胞に遊離状態で又は送達システム例えばシクロデキストリン
ベースのポリマーと複合体化して送達することができる。イン・ビトロ実験のために、ア
プタマー調節される核酸の効果は、ｃ－ｍｙｃタンパク質に関する成長曲線分析、ＲＴ－
ＰＣＲ又はウエスタンブロット分析によってモニターすることができる。
【０１４１】
　ｃ－ｍｙｃ遺伝子に向けられたアンチセンスオリゴヌクレオチドは、冠状動脈ステント
移植直後に局所的送達により与えられた場合に、再狭窄を阻止するということが示されて
いる(例えば、Kutryk等(2002) J Am Coll Cardiol. 39:281-287；Kipshidze等(2002) J A
m Coll Cardiol. 39:1686-1691参照)。それ故、本発明は、ｃ－Ｍｙｃ遺伝子に対するア
プタマー調節される核酸(即ち、ｃ－Ｍｙｃアンチセンス又はＲＮＡｉ構築物)をステント
移植部位に浸潤送達システム(Interventional Technologies, カリフォルニア、San Dieg
o在)を用いて送達することを企図している。好ましくは、ｃ－Ｍｙｃターゲティング用の
アプタマー調節される核酸は、再狭窄を阻止するためにステント上に直接コートされる。
同様に、このｃ－Ｍｙｃターゲティング用のアプタマー調節される核酸は、経皮経管冠動
脈形成術(ＰＴＣＡ)後の筋内膜過形成を阻止するために局所的に送達することができ、か
かる局所的送達の典型的方法は、例えば、Kipshidze等(2001) Catheter Cardiovasc Inte
rv. 54:247-56に見出すことができる。ある具体例において、これらのアプタマー調節さ
れる核酸は、例えば、ホスホロチオエート又はホスホルアミデートによって化学的に改変
される。
【０１４２】
　初期成長応答性因子１(即ち、Ｅｇｒ－１)は、機械的外傷時に活性化されて、細胞の増
殖及び移動に関与する多くの遺伝子の転写を調節する転写因子である。それ故、このタン
パク質のダウンレギュレーションも又、再狭窄の防止のための一つのアプローチでありう
る。このＥｇｒ－１遺伝子に向けられたアプタマー調節される核酸のエフェクタードメイ
ンは、下記の配列をエフェクタードメインに含ませることにより製造することができる：
【化２】



(38) JP 5101288 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

【０１４３】
　再び、デオキシリボ核酸である太字で示したチミジンを除いて、すべての塩基は、リボ
核酸である。これらのエフェクタードメインは、これらの配列から製造することができ、
それにより、アプタマー調節される核酸を製造して、ここに記載したように細胞に導入す
ることができる。
【実施例】
【０１４４】
実施例
　この発明を今や一般的に説明したので、それは、下記の実施例を参照することにより一
層容易に理解することができよう。これらは、単に、本発明のある面及び具体例の説明の
目的で含むものであり、この発明を制限することを意図したものではない。
【０１４５】
　プラスミド構築、細胞株、試薬
　標準的分子生物学技術を利用してすべてのプラスミドを構築した(Sambrook等、Molecul
ar cloning：A laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Sprin
g Harbor, NY, 2001))。４つの異なるプラスミド構築物を、ｐＲＳ３１４－Ｇａｌ及びｐ
ＲＳ３１６－Ｇａｌシャトルベクター中にクローン化することによって生成した(Sikorsk
i等、Genetics 122, 19-27(1989))。遺伝子及びアンチスイッチ構築物を、ＧＡＬ１プロ
モーターの下流のマルチクローニング部位にクローン化した。これらのプラスミド(図１
０及び１２参照)は、大腸菌の複製起点(ｆ１)及びアンピシリン耐性の選択マーカー、並
びにＳ．セレビシエの複製起点(ＣＥＮ６－ＡＲＳＨ４)及びトリプトファンに対する選択
マーカー(ＴＲＰ１－ｐＲＳ３１４)及びウラシル(ＵＲＡ３－ｐＲＳ３１６)生合成遺伝子
を、これらのプラスミドを有する細胞を、適当なアミノ酸欠落溶液を補った合成の完全培
地で選択するために含んでいる(Sambrook等、Molecular cloning：A laboratory manual 
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001))。第一のプラ
スミドシステム、ｐＴＡＲＧＥＴ１において、ｙＥＧＦＰを、マルチクローニング部位に
クローン化した(ＧＡＬ１プロモーターとＡＤＨ１ターミネーターの間に位置する)。第二
のプラスミドシステム、ｐＳＷＩＴＣＨ１において、様々なアンチスイッチを、ＧＡＬ１
プロモーターとＡＤＨ１ターミネーターの間に位置する２つのハンマーヘッドリボザイム
の間にクローン化した。第三のプラスミドシステム、ｐＴＡＲＧＥＴ２において、ＰＧＡ
Ｌ－Ｖｅｎｕｓ－ＡＤＨ１ｔｅｒｍ構築物を、ｐＴＡＲＧＥＴ１中のＰＧＡＬ－ｙＥＧＦ
Ｐ－ＡＤＨ１ｔｅｒｍ構築物の下流にクローン化した。それ故、ｐＴＡＲＧＥＴ２は、ガ
ラクトースで誘導された場合に、２つの標的転写物を生成する。第四のシステム、ｐＳＷ
ＩＴＣＨ２において、ＰＧＡＬ－アンチスイッチ－ＡＤＨ１ｔｅｒｍ構築物を、ｐＳＷＩ
ＴＣＨ１中のＰＧＡＬ－アンチスイッチ－ＡＤＨ１ｔｅｒｍ構築物の下流にクローン化し
た。それ故、ｐＳＷＩＴＣＨ２は、ガラクトースの存在により誘導された場合に、２つの
アンチスイッチ構築物を生成する。２つのプラスミドのセット、ｐＴＡＲＧＥＴ１及びｐ
ＳＷＩＴＣＨ１又はｐＴＡＲＧＥＴ２及びｐＳＷＩＴＣＨ２を、Ｓ．セレビシエ中に同時
にトランスフォームして、適当な栄養選択圧を加えて維持した。これら２つのプラスミド
セットにおいて、アンチスイッチ構築物及びそれらの標的の発現が、ガラクトースの培地
への添加に際して誘導された。オリゴヌクレオチドプライマーは、Integrated DNA Techn
ologies から購入した。すべての遺伝子及びアンチスイッチを、Ｄｙａｄ ＰＣＲマシン(
MJ Research)にて、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ(Roche)を用いてＰＣＲ増幅した。ｙｅｇ
ｆｐ遺伝子がｐＳＶＡ１５３５から得られ、ｖｅｎｕｓ遺伝子がｐＣＳ２／Ｖｅｎｕｓか
ら得られた(Nagai等、Nat Biotechnol 20, 87-90(2002))。すべてのアンチスイッチ配列
は、カスタムオリゴヌクレオチドデザインを利用して得られた(図１２参照)。
【０１４６】
　すべてのプラスミドを、New England Biolabs 社の制限エンドヌクレアーゼ及びＴ４Ｄ
ＮＡリガーゼを利用して構築した。プラスミドを、Ｇｅｎｅ Ｐｕｌｓｅｒ Ｘｃｅｌｌ 
Ｓｙｓｔｅｍ (BioRAD)を製造業者の指示に従って利用して、エレクトロコンピテントな
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大腸菌株、ＤＨ１０Ｂ(Invitrogen; Ｆ－ ｍｃｒＡ Δ(ｍｒｒ－ｈｓｄＲＭＳ－ｍｃｒＢ
Ｃ)φ８０ｄｌａｃＺΔＭ１５ ΔｌａｃＸ７４ ｄｅｏＲ ｒｅｃＡ１ ｅｎｄＡ１ ａｒａ
Ｄ１３９ Δ(ａｒａ，ｌｅｕ)７６９７ｇａｌＵ ｇａｌＫ λ－ ｒｐｓＬ ｎｕｐＧ)にト
ランスフォームすることによってスクリーニングした。サブクローニングを、制限分析に
よって確認した。確認されたプラスミドを、次いで、野生型Ｗ３０３□Ｓ．セレビシエ株
(ＭＡＴα ｈｉｓ３－１１，１５ ｔｒｐ１－１ ｌｅｕ２－３ ｕｒａ３－１ ａｄｅ２－
１)に、標準的な酢酸リチウム手順(Gietz等、Guide to Yeast Genetics and Molecular a
nd Cell Biology, Ｂ部(Guthrie, C.及びFink, G.編)87-96(Academic Press, San Diego,
 2002))を用いてトランスフォームした。プラスミド選択のために、大腸菌を、１００μ
ｇ／ｍｌ アンピシリン(EMD Chemicals)を含むLuria-Bertani 培地(DIFCO)にて成長させ
、Ｓ．セレビシエ細胞を、適当な欠落溶液(Calbiochem)を補った合成の完全培地(DIFCO)
にて成長させた。プラスミドの分離を、Ｐｅｒｆｅｃｔｐｒｅｐ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｉｓｏ
ｌａｔｉｏｎ キット(Eppendorf)を利用して行なった。
【０１４７】
　タンパク質発現アッセイ
　酵母細胞を、適当な欠落溶液及び糖質源(２％ ラフィノース、１％ シュークロース)を
補った合成完全培地に接種して、一晩、３０℃で成長させた。細胞を新鮮な培地に戻して
希釈し、０．１のＯＤ600として、３０℃で成長させた。アンチスイッチ活性をアッセイ
するために、この新鮮な培地は、適当な濃度のテオフィリン(Sigma)、カフェイン(Sigma)
、テトラサイクリン(Sigma)、又は水(負の対照)を含み、そして発現を２％ガラクトース
の終濃度にして誘導し、又は等容積の水を加えた(非誘導対照)。３時間の成長の後に、Ｇ
ＦＰ及びＶｅｎｕｓレベルをＳａｆｉｒｅ(Tecan)蛍光プレートリーダーセット上で、適
当な励起(ＧＦＰ－４８５ｎｍ；Ｖｅｎｕｓ－５１５ｎｍ)及び放出(ＧＦＰ－５１５ｎｍ
；Ｖｅｎｕｓ－５０８ｎｍ)波長についてアッセイした。アンチセンスの一過性応答をア
ッセイするために、細胞を、２％ガラクトースを含む新鮮な培地に戻して希釈した。誘導
培地で３時間成長させた後で、テオフィリン又は水を加えて、蛍光を経時的にモニターし
た。蛍光を、細胞数につき、相対的蛍光単位(ＲＦＵ)を培地のＯＤ600で除することによ
って標準化した。
【０１４８】
　ＲＮＡの定量
　酵母細胞を、タンパク質発現アッセイに詳述された方法に従って成長させた。全ＲＮＡ
を標準的酸フェノール抽出手順を用いて抽出した(Caponigro等、Mol Cell Biol 13, 5141
-8(1993))。簡単にいえば、細胞をペレット化して、液体窒素中で凍結させた。ペレット
を、５０ｍＭ ＮａＯＡｃ(ｐＨ５．２)及び１０ｍＭ ＥＤＴＡ緩衝液に懸濁させた。細胞
を、終濃度１．６％のＳＤＳの添加及び等容の酸フェノールの添加によって溶解させた。
溶液を６５℃に維持して、１０分間、間欠的にボルテックスミキサー処理した。氷上で冷
却後、水相を抽出して、更に、等容のクロロホルムを用いて抽出を実施した。ＲＮＡ試料
をエタノール沈殿させて、水中に再懸濁させた。全ＲＮＡを、ＯＤ260の読みにより定量
した。ＲＮＡ試料を、製造業者の指示に従ってＤＮアーゼ(Invitrogen)処理した。ｃＤＮ
Ａを、遺伝子特異的なプライマー(図１３参照)及びスーパースクリプトＩＩＩ逆転写酵素
(Invitrogen)を利用して、製造業者の指示に従って合成した。ｑＲＴ－ＰＣＲを、このｃ
ＤＮＡについて、ｉＣｙｃｌｅｒ ｉＱシステム(BioRAD)を利用して行なった。試料を、
ｉＱ ＳＹＢＲグリーンスーパーミックス及び、種々のテンプレートに特異的なプライマ
ー対(図１３参照)を、ｃＤＮＡ希釈シリーズに用いて、製造業者の指示に従って用意した
。データを、ｉＣｙｃｌｅｒ ｉＱソフトウェアを利用して分析した。
【０１４９】
　イン・ビトロアンチスイッチアフィニティー実験
　アンチスイッチ及び標的配列を、Ｔ７ポリメラーゼプロモーターを含むプライマーを用
いてＰＣＲ増幅した。ＲＮＡを、ＡｍｐｌｉｓｃｒｉｂｅＴ７転写キット(Epicentre)を
製造業者の指示に従って用いて転写した(但し、転写を、４２℃で行ない、ゲルシフトア
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ッセイには、アンチスイッチを、[α－32Ｐ]－ＵＴＰの転写混合物への添加により放射性
標識した)。このＲＮＡを、１５％変性ゲル上で精製して、溶出させ、エタノール沈殿さ
せて、水中に再懸濁させた。ＲＮＡを、ＯＤ260の読みによって定量した。ヌクレアーゼ
マッピングのために、アンチスイッチを、２５μｇのＲＮＡを、ＤＭＳＯ(Sigma)に溶解
させたホスフェート反応性標識と、標識緩衝液(０．１２Ｍ メチルイミダゾール ｐＨ９
．０、０．１６Ｍ ＥＤＡＣ)中で４時間、製造業者の指示に従ってインキュベートするこ
とにより、５’末端で蛍光標識(Molecular Probes)した。標識したＲＮＡを、エタノール
沈殿及び１２％変性ゲル上での泳動により精製した。蛍光バンドをゲルから切り出して、
３７℃で３時間にわたって水中に溶出させて、エタノール沈殿させた。
【０１５０】
　ゲルシフトアッセイのために、等モル量(５ｎＭ)の放射性標識したアンチスイッチと標
的ＲＮＡを、濃度を変えたテオフィリンと室温で、３０分間、１５μＬの緩衝液(５０ｍ
Ｍ トリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１００ｍＭ ＮａＣｌ、５ｍＭ ＭｇＣｌ2)中でインキ
ュベートした。インキュベーション後に、１０％グリセロールをＲＮＡ－標的－リガンド
混合物に加えて、ＲＮＡ複合体を遊離のＲＮＡから、８％ポリアクリルアミドゲル上での
、１×トリス－ボレート緩衝液中での、室温で数時間の電気泳動によって分離した。ゲル
を乾燥させて、アンチスイッチの移動度を、ＦＸホスホルイメージャー(BioRAD)にてイメ
ージ化した。
【０１５１】
　ヌクレアーゼマッピングのために、蛍光標識されたアンチスイッチＲＮＡを、緩衝液(
５０ｍＭ トリス－ＨＣｌ ｐＨ８．０、１００ｍＭ ＮａＣｌ、５ｍＭ ＭｇＣｌ2)中に再
懸濁させ、６５℃で３分間変性させて、ゆっくり室温まで冷却した。アンチスイッチＲＮ
Ａを、濃度を変えたテオフィリンと室温で１５分間インキュベートした。ＲＮアーゼＴ１
(Ambion)をアンチスイッチ－リガンド混合物に加えて、室温で１５分間インキュベートし
た。開裂産物を、一本鎖核酸分析用キット(Beckman)を利用するＰ／ＡＣＥＭＤＱマシン(
Beckman)上でのレーザー誘導された蛍光キャピラリー電気泳動を、製造業者の指示に従っ
て利用して可視化した。
【０１５２】
　ＲＮＡの自由エネルギー計算
　ＲＮＡの自由エネルギーを、ＲＮＡ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ バージョン３．７１(Mathews
等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA 101, 7287-92(2004))を用いて計算した。
【０１５３】
　アンチスイッチデザイン
　アンチセンス技術は、遺伝子発現を調節するために広く利用されてきた(Weiss等、Cell
 Mol Life Sci 55, 334-58 (1999)；及びScherer等、Nat Biotechnol 21, 1457-65 (2003
))。アロステリック調節機能性は、プラットフォームであって、その上でリガンド結合構
造がアンチセンス分子に付加される当該プラットフォームをデザインすることによって巧
みに処理されてきた。このプラットフォームにおいて、アンチセンスドメインは、リガン
ドの非存在下で、「アンチセンスステム」又は「アンチセンスエフェクタードメイン」中
に隔離される。リガンドのアプタマードメインへの結合は、アンチセンスステムのコンホ
メーション力学を変化させ、それは、一層一本鎖形態であるアンチセンスドメインを生じ
る(図１ａ)。かかる機構は、シグナリングアプタマー及び他のアロステリックに制御され
るＲＮＡの構築において記載されてきた(Nutiu等、J Am Chem Soc 125, 4771-8(2003))。
【０１５４】
　初期のアンチスイッチ、ｓ１は、キサンチン誘導体テオフィリンに高い親和性(Ｋｄ＝
０．２９μＭ)と特異性で結合する以前に選択したアプタマーを利用して構築された(Zimm
ermann等、RNA 6, 659-67(2000))。このアンチセンスエフェクターＲＮＡドメインは、グ
リーン蛍光タンパク質(ＧＦＰ)をコードする標的ｍＲＮＡの開始コドンの周辺の１５ヌク
レオチドの領域と塩基対合するようにデザインされる。このテオフィリンアプタマーのス
テムは、このアンチセンス部分が、リガンドの非存在下で、安定なステム内で塩基対合す
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るが、リガンド結合時には、別の重複するステムが、アンチセンス部分を一層一本鎖状態
にさせる「アプタマーステム」又は「アプタマードメイン」を形成するように改められる
(図１ａ及び１ｂ)。このアプタマーステム及びアンチセンスステムは、アンチセンスステ
ムが アプタマーステムより僅かに安定であるようにデザインされる。以前の研究は、一
層低いテオフィリンアプタマーステムの配列は、リガンド結合に臨界的でないことを示し
ていて(Zimmermann等、Nat Struct Biol 4, 644-9(1997))、この配列は、リガンド結合に
際してアンチセンスステムと相互作用するように変えられた。これらの分子は、コンホメ
ーション力学の変化によって機能し、それで、リガンドが存在せず且つ標的転写物が存在
する場合には、おそらくアンチセンスを隔離するステムが形成され；リガンドと標的転写
物の両方が存在する場合には、テオフィリンの結合に関する自由エネルギー(約８．９ｋ
ｃａｌ／モル)(Gouda等、Biopolymers 68, 16-34(2003))、及びアプタマー構造における
ＲＮＡの安定化が、アンチセンスドメインを自由にしてその標的転写物に結合させるアプ
タマーステムの形成を可能にすることが予想される。ＲＮＡ構造(Mathews等、Proc.Natl.
Acad.Sci.USA 101, 7287-92(2004))は、形成されたＲＮＡの二次構造の安定性を予想する
ために利用された。アンチスイッチの二重ステムデザインのために、リガンドへのアプタ
マーの結合及び標的ｍＲＮＡへのアンチセンスの結合の自由エネルギーは、協同的様式で
、アンチスイッチ分子の構造切り替えに寄与することが予想される。
【０１５５】
　イン・ビボでの遺伝子調節
　Ｓ．セレビシエにおけるアンチスイッチの発現を、前に記載された系(Taira等、Nuclei
c Acids Res 19, 5125-30(1991))と類似の新規な非コードＲＮＡ(ｎｃＲＮＡ)発現構築物
を利用して達成した(図６参照)。簡単にいえば、発現すべきＲＮＡを、イン・ビボで自己
開裂することが知られた２つのハンマーヘッドリボザイムの間にクローン化する(Samarsk
y等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA 96, 6609-14(1999))。この二重ハンマーヘッドの構築物を
、ＰｏｌＩＩプロモーターの制御下に置くことができ、転写された際に、隣接するハンマ
ーヘッドリボザイムは、９９％より大きい効率で、所望のＲＮＡから開裂してはずれる(
図１１参照)。この構築物は、潜在的に干渉する隣接配列を有しない限定された５’及び
３’末端を有するｎｃＲＮＡの創作を可能にする。アンチスイッチｓ１は、この構築物に
おいて、酵母細胞におけるガラクトース誘導性(ＧＡＬ１)プロモーターの制御下で発現さ
れた。酵母で増進されるＧＦＰ(ｙＥＧＦＰ)(Mateus等、Yeast 16, 1313-23(2000))をＧ
ＡＬ１プロモーターの制御下に含むプラスミドを、同じ細胞にトランスフォームした(図
１ａ)。
【０１５６】
　タンパク質発現アッセイの結果は、ｓ１のリガンド特異的なイン・ビボ活性を示してい
る(図１ｃ)。アンチスイッチｓ１のテオフィリンの存在下での発現は、ＧＦＰ発現を、対
照レベルから約３０％低下させ、０．８ｍＭ を超えるテオフィリンの添加は、発現をバ
ックグラウンドレベルに低下させる。これらのアンチセンス及びアプタマードメインは、
対照として別々に発現され、ＧＦＰ発現レベルに対して予想された効果を有した。０．７
５ｍＭ及び０．８ｍＭ テオフィリンの間での発現レベルの急速な変化に注目することは
、興味深い。アンチスイッチｓ１は、テオフィリン濃度の範囲にわたって直線的に発現を
変調するのではなく、二進数的なオン／オフ挙動を示す。この応答は、リガンドと標的ｍ
ＲＮＡの両方に依存する構造切り替えの予想される協同的機構を支持する。このアンチス
イッチで用いられているアプタマーは、テオフィリンとメチル基一つだけ異なるカフェイ
ンに結合しないということが以前に示されている(Zimmermann等、RNA 6, 659-67(2000))
。カフェインの添加は、発現レベルを不活性なスイッチのそれから変えず、これは、アン
チスイッチを活性化して、そのアンチセンスドメインをＧＦＰの遺伝子発現を低減させる
ように自由にするには、特異的なリガンド－アプタマー相互作用が必要であることを示し
ている。
【０１５７】
　アンチスイッチ調節機構
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　定量的リアルタイムＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)を、種々の条件下で成長させた細胞から抽
出したアンチスイッチｓ１及び標的ｍＲＮＡについて行なって、相対的ＲＮＡレベルを測
定した(図１１参照)。標的転写物の相対的レベルは、テオフィリンの非存在下及び高レベ
ルのテオフィリンにて成長させたｓ１を有する細胞間で有意に変わらず、これは、アンチ
スイッチが、標的ＲＮＡレベルに影響するよりも、翻訳の阻害によって機能することを示
している。加えて、定常状態のｓ１の相対的レベルは、アンチスイッチと標的は、同じプ
ロモーターから発現されるにもかかわらずに、標的レベルの約１，０００倍であった。こ
れは、アンチスイッチ分子が、おそらく二次構造を安定化するか又は一層効率的に合成さ
れることにより、ｍＲＮＡより一層高い細胞内安定性を有しうることを示している。アン
チスイッチ調節の一過性の応答を、アンチスイッチの活性化を、定常状態レベルのＧＦＰ
及び「オフ」状態のｓ１を発現する細胞へのテオフィリンの添加により誘導することによ
って測定した(図１ｄ)。ＧＦＰレベルは、テオフィリンの添加後すぐに、約０．５～１時
間の半減期に相当する速度で減少を開始し、これは、これらの実験で用いたＧＦＰ変異体
の半減期と一致する(Mateus等、Yeast 16, 1313-23(2000))。このデータは、アンチスイ
ッチ分子が、それらの標的ｍＲＮＡからの翻訳を、活性化レベルのエフェクターの存在下
で阻止するように迅速に作用すること及び標的タンパク質レベルの低減に要する時間は、
そのタンパク質の半減期によって決定されることを支持している。
【０１５８】
　イン・ビトロ特性決定の研究を行なって、アンチスイッチリガンド親和性及びアンチス
イッチ応答に関係するコンホメーション変化を調べた。ゲルシフト実験を、開始コドンの
上流及び下流の領域を含む等モル量の短い標的転写物(２００ヌクレオチド)、及び標識し
たｓ１並びに濃度を変えたテオフィリンの存在下で行なって、アンチスイッチリガンド親
和性を調べた(図１ｅ)。アンチスイッチ移動度におけるシャープなシフトが、２及び１０
μＭ テオフィリンの間で検出されており、これは、おそらく、テオフィリンと標的の両
方の結合のためであろう。リガンド単独の存在下でのヌクレアーゼマッピングも又、アン
チスイッチのコンホメーション変化を調べるために行なった(図７参照)。このデータは、
アンチスイッチ分子が、リガンド及び標的の存在下よりも遥かに高いリガンド濃度(２０
０μＭ及び２ｍＭ対２μＭ及び１０μＭ)においてコンホメーション変化を示すことを支
持しており、これは、リガンドと標的の、アンチスイッチコンホメーション力学に対する
協同的効果を支持している。このイン・ビボデータは、培地中のエフェクター分子の濃度
を報告しており、これらの分子の細胞内濃度が、膜を横切る輸送限界のために遥かに低い
ということが予想される。ある研究は、大腸菌膜を横切るテオフィリン濃度の１，０００
倍を超える低下を報告した(Koch, J Biol Chem 219, 181-8(1956))。イン・ビトロ実験は
、リガンド結合及び構造切り替えが、狭い濃度範囲(イン・ビボ研究で報告された細胞外
濃度より遥かに低い)で起きることを示している。このデータは、標的の存在下で、イン
・ビトロでのアンチスイッチのコンホメーション変化が、リガンド濃度に対して、低マイ
クロモル範囲(これは、おそらく、これらの研究におけるテオフィリン濃度を示している)
で、鋭い二進数的応答を示すことを示している。
【０１５９】
　スイッチング力学を調整するための新しい工学
　アンチスイッチプラットフォームの切り替え挙動は、ＲＮＡ構造のコンホメーション力
学に依存しており；それ故、アンチスイッチの熱力学的特性を変えることによって、直接
的仕方で切り替え挙動を調整することが可能である。アンチセンスステム及びアプタマー
ステムの絶対的及び相対的安定性は、アンチスイッチのスイッチ挙動の調整において重要
なデザインパラメーターであるということが予想される。スイッチ挙動のダイナミックレ
ンジを探究するために、我々は、アンチセンス及びアプタマーステムの安定性を変えて幾
つかのアンチスイッチ(ｓ２～ｓ４)を造った(図２ａ)。これらの変化させたアンチスイッ
チは、遺伝子発現における切り替えが認められ且つＧＦＰ発現のダイナミックレンジが増
大する濃度範囲に広がるということが予想された。
【０１６０】
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　一般に、アンチセンスステムの安定性を塩基対の追加によって増大させることは、切り
替えを達成するのに一層高濃度のテオフィリンを必要とするスイッチを生じ、ステムの安
定性を低下させることは、一層低い濃度のテオフィリンでＧＦＰ発現を阻止するスイッチ
を生じるということが認められた。例えば、アンチスイッチｓ２は、アンチスイッチｓ１
と、単一ヌクレオチドだけ異なっている(Ａ２１からＣ)(図２ａ)。この変異は、アンチセ
ンスステムに一つのミスマッチ対を導入し、それで、リガンドの非存在下で、この構築物
は、熱力学的に一層安定でなくなった。結果として、ｓ２は、構築物ｓ１についての０．
８ｍＭと比較して、０．２ｍＭより高濃度のテオフィリンが遺伝子発現を阻止するという
変化した切り替え力学を示す(図２ｂ)。或は、アンチセンスステムの安定性の増大は、発
現の阻止に一層高濃度のテオフィリンを必要とするスイッチを生じる。アンチスイッチｓ
３は、ｓ１よりも５ヌクレオチド長いアンチセンスステム及び、形成された３塩基対の下
部ステムを有するアプタマーステムを用いてデザインされており、絶対的ステム安定性が
増大している。この増大した安定性の結果として、ｓ３は、約１．２５ｍＭ テオフィリ
ンで、ＧＦＰ発現からＧＦＰの阻止にスイッチしており(図２ｂ)、これは、スイッチｓ１
に要する濃度の凡そ１．５倍であり、スイッチｓ２に要する濃度の６倍である。その上、
ｓ３は、「オフ」状態で、一層高レベルのＧＦＰ発現を示す(完全な発現の１０％対３０
％阻害)。アンチスイッチｓ４は、アンチセンスステムの更なる不安定化の効果を調べる
ために構築された。このアンチスイッチは、変化したループ配列(Ｕ１８からＣ)を含み、
これは、アンチセンスステムをｓ２から更に不安定化させる。アッセイは、ｓ４が、更に
、スイッチ構築物の力学的スイッチング挙動を拡大する(０．１ｍＭ テオフィリンでスイ
ッチングを示す)ことを含む(図２ｂ)。
【０１６１】
　モジュラープラットフォームは、別々のドメインを組み立てることを可能にする。
　アンチスイッチデザインプラットフォームのモジュール性を示すために、幾つかの異な
るアンチスイッチ分子を構築して、種々のアプタマードメイン間で交換することにより特
性決定した(図８参照)。アプタマードメインにおけるこれらの変化は、標的転写物を同じ
に維持したので、アンチセンスステム及びスイッチングアプタマーステムを以前のデザイ
ンと同じに維持するようにデザインされたが、アプタマーモジュールの残りは、交換によ
り失われる。デザインしたアンチスイッチのリガンド応答性の範囲を更に探究するために
、我々は、スイッチｓ５を、以前に特性決定された、テオフィリンに対して一層低い親和
性を示すアプタマー(Zimmermann等、PNAS 6, 659-67(2000))を利用して構築した。このア
プタマーは、ｓ１～ｓ４で用いられたアプタマーより約１０倍高いＫdを有している。加
えて、このアンチスイッチの応答は、ｓ２と同じ仕方でアンチセンスステムを不安定化さ
せることにより調整され、ｓ６を生じた。このプラットフォームのモジュール性を更に調
べるために、アンチスイッチを、以前にテトラサイクリンに対して特性決定したアプタマ
ー(Berens等、Bioorg Med Chem 9, 2549-56(2001))をも用いて構築した。このアプタマー
は、ｓ１～ｓ４で用いたテオフィリンアプタマー(Ｋd＝１μＭ)と同様に、テトラサイク
リンに対する親和性を有している。図３ａ～３ｂのデータは、異なるアプタマードメイン
に対するアンチスイッチプラットフォームのモジュール性を支持している。これらの改変
されたテオフィリンアプタマーは、ｓ１～ｓ４において、リガンド濃度に対する変化した
応答を示している。予想されたように、ｓ５及びｓ６に関するスイッチングは、一層高濃
度のテオフィリンにおいて生じている(図３ａ)。有意に、ｓ５は、ｓ１のアプタマードメ
インの１０倍のＫｄを有するアプタマードメインを含み、凡そ１０倍高いテオフィリン濃
度でスイッチしている。加えて、テトラサイクリンアンチスイッチｓ７は、ｓ１～ｓ４と
類似のスイッチ力学を示しており、これは、認められた応答曲線が、デザインされたアン
チスイッチの一般的特徴であることを示唆している。
【０１６２】
　「オン」スイッチのデザイン及び特性決定
　アンチスイッチプラットフォームの可撓性を更に調べるために、我々は、このプラット
フォームを、ｓ１のデザインにおいて利用したアプタマー及びアンチセンスドメインから
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「オン」アンチスイッチを構築することを企てて、改めた。テオフィリンの非存在下で発
現を阻止するが、テオフィリンの存在下では発現を許すアンチスイッチｓ８を、類似のデ
ザイン原理を利用して構築した。このスイッチは、そのアンチセンスドメインをリガンド
の非存在下で示し、それを、自由に標的ｍＲＮＡと相互作用させるが、リガンドが存在す
る場合には、そのアンチセンスをアプタマーステム中に隔離する(図４ａ)。ｓ８は、ｓ１
と類似の力学的挙動を示す(１ｍＭ テオフィリン付近でスイッチングする)が、これは、
類似の塩基対エネルギー特性のためである(図４ｂ)。この機能的「オン」スイッチは、こ
のスイッチプラットフォームの可撓性及びデザインテーマの一般性を示している。
【０１６３】
　同時の、組み合わせた遺伝子調節
　このアンチスイッチプラットフォームのモジュール性は、遺伝子発現の組み合わせた制
御を示すシステムを可能にする。これを説明するために、我々は、細胞に、２つのスイッ
チを導入した。その各々は、異なるエフェクター分子に応答性であり、各々異なるｍＲＮ
Ａ標的のタンパク質発現を調節する：ｓ１は、テオフィリン応答性ＧＦＰレギュレーター
であり、ｓ９(図９参照)は、テトラサイクリン応答性の黄色蛍光性変異タンパク質(Ｖｅ
ｎｕｓ)(Nagai等、Nat Biotechnol 20, 87-90(2002))レギュレーターである(図５ａ)。こ
れらの分子のターゲティング能力の変化を、アンチセンスステムとスイッチングアプタマ
ーステムとを、アプタマー分子の残りを同じに維持しつつ交換することにより生じさせた
。これら２つのアンチスイッチの、ＧＦＰとＶｅｎｕｓを両方有するプラスミドを用いた
同時発現は、遺伝子発現のモジュラーアンチスイッチデザインによる同時調節のアッセイ
を可能にした。図５ｂに示したように、テオフィリンの添加は、ＧＦＰの発現を減少させ
たが、Ｖｅｎｕｓの発現は、影響されないままであり、テトラサイクリンの添加は、Ｖｅ
ｎｕｓを減少させたが、ＧＦＰには影響していない。その上、両リガンドの添加は、ＧＦ
ＰとＶｅｎｕｓの両方の発現を減少させた。この試料系は、多数のアンチスイッチ構築物
によって正確に調節される一層複雑な遺伝子サーキットの構築の潜在的可能性を示してい
る。
【０１６４】
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【図面の簡単な説明】
【０１６５】
【図１ａ】アンチスイッチ分子がイン・ビボで遺伝子発現を調節するように作用する機構
の一般的な図解である。
【図１ｂ】テオフィリン応答性アンチスイッチ、ｓ１及びその標的ｍＲＮＡの配列及び予
想される構造切替えを示している図である。
【図１ｃ】種々のエフェクター濃度でのｓ１及び対照のイン・ビボＧＦＰ調節活性を示し
ている図である。
【図１ｄ】蓄積された定常状態レベルのＧＦＰ及びアンチスイッチｓ１を有する細胞への
エフェクターの添加に際しての、ＧＦＰ発現を阻止するｓ１のイン・ビボでの一過性応答
を示している図である。
【図１ｅ】ｓ１の、標的及びエフェクター分子に対するイン・ビトロアフィニティーアッ
セイを示している図である。
【図２ａ】テオフィリン結合の非存在下で、ｓ１に基づいて同調されたアンチスイッチ(
ｓ２～ｓ４)の予想された構造を示している図である。
【図２ｂ】イン・ビボの、ｓ１～ｓ４の、種々のテオフィリン濃度でのＧＦＰ調節活性を
示している図である。
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【図３ａ】改変アプタマーアンチスイッチ構築物(ｓ５～ｓ６)の、種々のテオフィリン濃
度での、イン・ビボでのＧＦＰ調節活性を示している図である。
【図３ｂ】種々の小型分子エフェクターに応答性のアンチスイッチ構築物(ｓ１、ｓ７)の
、種々のエフェクター濃度での、イン・ビトロでの、ＧＦＰ調節活性を示している図であ
る。
【図４ａ】テオフィリンに応答性の「オン」アンチスイッチレギュレーター(ｓ８)の配列
及び構造スイッチングを示している図である。
【図４ｂ】種々のテオフィリン濃度での、「オン」及び「オフ」アンチスイッチ構築物の
イン・ビボでのＧＦＰ調節活性を示している図である。
【図５ａ】２つの独立したアンチスイッチ分子が、多数の標的遺伝子の発現をイン・ビボ
で調節するように作用する機構を示している図である。
【図５ｂ】２つのアンチスイッチ構築物(ｓ１、ｓ９)の、それらのそれぞれの標的(ＧＦ
Ｐ、ＹＦＰ)に対する、それらのそれぞれのエフェクター分子(テオフィリン、テトラサイ
クリン)の存在下又は非存在下での、イン・ビボでの調節活性を示している図である。
【図６】ｎｃＲＮＡ発現構築物の配列及び開裂機構を示している図である。
【図７】アンチスイッチｓ１の、ヌクレアーゼマッピングによる構造探査を示している図
である。
【図８】リガンド結合の非存在下での、アンチスイッチｓ５、ｓ６及びｓ７の配列及び予
想された構造を示している図である。
【図９】テトラサイクリン応答性Ｖｅｎｕｓ(ＹＦＰ)レギュレーター、ｓ９の配列及び構
造スイッチング、並びにその標的ｍＲＮＡを示している図である。
【図１０】イン・ビボのアンチスイッチ特性決定研究で用いられるプラスミドのセットを
示している図である。
【図１１】標的ｍＲＮＡ及びアンチスイッチｓ１の相対的ＲＮＡレベルを示している図で
ある。
【図１２】この発明で用いることのできるプラスミドの一覧表を示している図である。
【図１３】この発明で用いることのできるアンチスイッチ構築物、対照、及びｑＲＴ－Ｐ
ＣＲプライマーの典型的配列を示している図である。
【図１４ａ】アンチスイッチベースのカフェインセンサー／勾配フィルターを示すグラフ
である。
【図１４ｂ】アンチスイッチベースのカフェインセンサー／勾配フィルターを示すグラフ
である。
【図１４ｃ】アンチスイッチベースのカフェインセンサー／勾配フィルターを示すグラフ
である。
【図１５ａ】多数のリガンドに結合して応答して、多数の分子リガンド入力の論理的シグ
ナル統合を与えるアプタマー調節される核酸を示している図である。
【図１５ｂ】多数のリガンドに結合して応答して、多数の分子リガンド入力の論理的シグ
ナル統合を与えるアプタマー調節される核酸を示している図である。
【図１６】多数のリガンドに結合して応答する協同的アプタマー調節される核酸の概略図
を示している図である。
【図１７】ＲＮＡ干渉を利用する標的のリガンド制御された調節のためのＤｉｃｅｒ基質
スイッチを示している図である。
【図１８】ＲＮＡ干渉を利用する標的のリガンド制御された調節のためのＤｒｏｓｈａ基
質スイッチを示している図である。
【図１９ａ】テオフィリン濃度が、スイッチとセンス鎖との結合に影響を与えることを示
している図である。
【図１９ｂ】スイッチとセンス鎖のＤｉｃｅｒ依存性の開裂を示している図である。
【図１９ｃ】Ｄｉｃｅｒ依存性スイッチ機構の概略図を示している図である。
【図２０ａ】１０ｎＭミクロスイッチ及びセンス鎖の、テオフィリン濃度を変えて成長さ
せているＨｅＬａ細胞へのトランスフェクションを反映するデータを示すグラフである。
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【図２０ｂ】Ｄｉｃｅｒ依存性スイッチ機構の概略図である。
【図２１】ＲＮＡｉを利用する標的のリガンド制御された調節のための単一分子Ｄｉｃｅ
ｒ依存性スイッチを示している図である。
【符号の説明】
【０１６６】
　１：アンチセンス配列
　２：スイッチする「アプタマーステム」
　３：アンチセンス配列
　４：スイッチングアプタマーステム配列
　５：標的ｍＲＮＡ上の開始コドン
　６：アンチセンス配列
　７：スイッチングアプタマーステム配列
　８：改変された配列
　９：アンチセンス配列
　１０：スイッチングアプタマーステム配列
　１１：標的ｍＲＮＡ上の開始コドン
　１２：ユニークな制限部位
　１３：アンチセンス配列
　１４：スイッチングアプタマーステム配列
　１５：改変配列
　１６：アンチセンス配列
　１７：スイッチングアプタマーステム配列
　１８：標的ｍＲＮＡ上の開始コドン

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】 【図１Ｄ】

【図１Ｅ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４Ａ】

【図１４Ｂ】
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【図１４Ｃ】

【図１５Ａ】

【図１５Ｂ】

【図１６】 【図１７】
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【図１８】 【図１９Ａ】

【図１９Ｂ】

【図１９Ｃ】

【図２０Ａ】

【図２０Ｂ】

【図２１】
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