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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝子の発現を不一致的にまたは一致的に制御する方法（但し、ヒトの処置のための方
法を除く）であって：
不一致的制御の場合、
核酸分子をセンス鎖のアンチセンス転写物へと標的化すること、ここでアンチセンス転写
物を標的化する核酸分子はアンチセンス鎖と相補的である；および核酸をアンチセンス転
写物へと結合させること；ここでアンチセンス転写物は非コードＲＮＡ転写物であり、核
酸分子のアンチセンス転写物への結合の際にセンス鎖の発現が上昇し、遺伝子の発現が上
方調節される；
または、一致的制御の場合、
少なくとも１つの核酸分子をセンス転写物およびアンチセンス転写物へと標的化すること
、ここでセンス転写物を標的化する核酸分子はセンス鎖と相補的であり、アンチセンス転
写物を標的化する核酸分子はアンチセンス鎖と相補的であり、アンチセンス鎖は非コード
ＲＮＡ転写物であり、少なくとも１つの核酸分子のアンチセンス転写物およびセンス転写
物への結合の際にセンス鎖の発現が阻害され、遺伝子の発現が下方制御される
ことを含み、
標的化される非コード核酸が核酸ＢＡＣＥを含み、ならびに
核酸分子が１８～４４塩基長であり、および配列番号：４～８の少なくとも１つである、
前記方法。
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【請求項２】
　核酸分子が１８～４４塩基長であり、配列番号：４～８の少なくとも１つであり、なら
びにそれぞれ少なくとも１つの修飾核酸塩基を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　センス鎖のアンチセンス転写物を標的化する核酸分子を含む医薬組成物であって、アン
チセンス転写物を標的化する核酸分子はアンチセンス鎖に相補的であり、アンチセンス転
写物は非コードまたはコードＲＮＡ転写物であり、核酸分子がセンス鎖からの遺伝子発現
を制御し、ここで標的化されるコードまたは非コード核酸分子が核酸配列ＢＡＣＥを含み
、ならびに核酸分子が１８～４４塩基長であり、および配列番号：４～８の少なくとも１
つである、前記医薬組成物。
【請求項４】
　核酸分子が干渉ＲＮＡ分子である、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　配列番号４～８の核酸分子の少なくとも１つを薬学的に許容し得る担体に含む、神経疾
患を処置するための医薬組成物。
【請求項６】
　核酸分子がセンス／アンチセンス遺伝子座のオーバーラップ領域を標的とするｓｉＲＮ
Ａ分子を含む、請求項４または５に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　核酸分子がＢＡＣＥ転写物を標的とする、請求項５または６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　神経疾患が、アルツハイマー病である、請求項５に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　配列番号４～８の少なくとも１つを含む医薬組成物。
【請求項１０】
　配列番号４～８の１または２以上を含む発現ベクターを含む、医薬組成物。
【請求項１１】
　センス鎖のアンチセンス転写物を標的とする核酸分子の使用（但しヒトに対する使用を
除く）であって、アンチセンス転写物を標的化する核酸分子がアンチセンス鎖に相補的で
あり、核酸分子がセンス鎖からの遺伝子発現を制御し、アンチセンス転写物がコードまた
は非コードＲＮＡ転写物であり、ここで標的化されるコードまたは非コード核酸分子が核
酸配列ＢＡＣＥを含み、ならびに核酸分子が１８～４４塩基長であり、および配列番号：
４～８の少なくとも１つである、疾患または状態の処置のための前記使用。
【請求項１２】
　核酸分子が干渉ＲＮＡ分子である、請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
　疾患または状態が、アルツハイマー病である、請求項１１または１２に記載の使用。
【請求項１４】
　ＢＡＣＥである遺伝子の天然アンチセンス転写物を標的とする核酸配列を含み、ならび
に核酸分子が１８～４４塩基長であり、および配列番号：４～８の少なくとも１つである
、医薬組成物。
【請求項１５】
　核酸分子をセンス鎖のアンチセンス転写物に対する標的化を含む請求項１に記載の方法
であって、アンチセンス転写物を標的化する核酸分子がアンチセンス鎖に相補的であり；
および、アンチセンス転写物が非コードＲＮＡ転写物であり、およびセンス鎖がＢＡＣＥ
を含み、核酸分子のアンチセンス転写物への結合後に遺伝子発現が調節される、前記方法
。
【請求項１６】
　核酸分子が遺伝子発現を不一致的にまたは一致的な様式で制御する、医薬における核酸
分子の使用であって、
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不一致的制御の場合、
核酸分子をセンス鎖のアンチセンス転写物へと標的化すること、ここでアンチセンス転写
物を標的化する核酸分子はアンチセンス鎖と相補的である；および核酸をアンチセンス転
写物へと結合させること；ここでアンチセンス転写物は非コードＲＮＡ転写物であり、核
酸分子のアンチセンス転写物への結合の際にセンス鎖の発現が上昇し、遺伝子の発現が上
方調節される；
または、一致的制御の場合、
少なくとも１つの核酸分子をセンス転写物およびアンチセンス転写物へと標的化すること
、ここでセンス転写物を標的化する核酸分子はセンス鎖と相補的であり、アンチセンス転
写物を標的化する核酸分子はアンチセンス鎖と相補的であり、アンチセンス鎖は非コード
ＲＮＡ転写物であり、少なくとも１つの核酸分子のアンチセンス転写物およびセンス転写
物への結合の際にセンス鎖の発現が阻害され、遺伝子の発現が下方制御される
ことを含み、標的化される非コード核酸が核酸ＢＡＣＥを含み、ならびに核酸分子が１８
～４４塩基長であり、および配列番号：４～８の少なくとも１つである、前記使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、異種核酸配列の選択性の高い標的化のための組成物および方法を提供する。
オリゴヌクレオチドは、その標的遺伝子に配列依存的に結合し、標的細胞における望まな
い核酸配列の発現を制御するｓｉＲＮＡである。さらに、標的がそのゲノムに存在するな
らば、ｓｉＲＮＡは細菌細胞またはヒトの細胞を、特異的かつ選択的に殺すことができる
。
【背景技術】
【０００２】
　ここ数年、複雑な哺乳類の転写の理解が顕著に高まり、そして、多くの新規なリボ核酸
（ＲＮＡ）転写物が検出された。これは、ヒトゲノムにおける従来型の（タンパク質をコ
ードする）遺伝子の総数（およそ20,000～25,000）が数年前に予想されたよりはるかに少
なく、Drosophila melanogasterまたはCaenorhabditis elegansなどのより単純な生物に
おける遺伝子の数と同じ程度であることから、幾分意外であった（Finishing the euchro
matic sequence of the human genome.　Nature 431 （7011）:931-945 （2004））。
【０００３】
　２つの主要な転写学における努力が補完的に哺乳類の転写の新たな修正された見方を確
立する道を開いた。最初に、国際的なＦＡＮＴＯＭ（Functional Annotation of the Tra
nscriptome of Mammals）が、数年間、主としてマウスからであるが、ヒト細胞および組
織からも、大量の相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）のシーケンシングデータを作成し分析した（Ca
rninci, P. et al. （2005） Science 309 （5740）, 1559-1563、Katayama, S. et al. 
（2005） Science 309 （5740）, 1564-1566）。次に、独立して、高密度（タイリング）
マイクロアレイ実験により、転写がヒトゲノム全体にわたって広範囲に起こり、そして、
注釈がつけられていない未知の機能の転写物が多く存在するという補完的な証拠がもたら
された（Cheng, J. et al. （2005），Science 308 （5725）, 1149-1154、Kapranov, P.
 et al. （2005） Genome Res 15 （7）, 987-997）。
【０００４】
　ＲＮＡは（１）タンパク質に翻訳されるメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）と、（２）
非タンパク質コードＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）とに分類することができる。最近まで、ｎｃＲ
ＮＡ（例えばｔＲＮＡ、ｒＲＮＡおよびスプライソソームＲＮＡ）は少数あるにすぎず、
これらはすべてタンパク質合成または機能と関連していると考えられていた。さらに、数
年前までは、新しいｎｃＲＮＡ転写物を特定し、その機能を解明する系統的努力がなされ
ていなかった。
【発明の開示】
【０００５】
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概要
　配列特異的ｓｉＲＮＡは標的核酸分子に結合し、遺伝子発現産物の発現を制御する。異
常な細胞増殖、神経疾患、異常な細胞制御、疾患などの処置に標的核酸の上方調節または
阻害が効果的である方法が提供される。創薬方法が本発明の範囲に含まれる。
【０００６】
　好ましい態様において、遺伝子発現を上方調節する方法は、核酸分子をセンス鎖のアン
チセンス転写物に標的化すること（ここで、アンチセンス転写物を標的とする核酸分子は
アンチセンス鎖と相補的である）、および核酸をアンチセンス転写物に結合させ、これに
よりセンス鎖の発現を高めること、および遺伝子の発現を上方調節することを含む。好ま
しくは、核酸分子のアンチセンス鎖への結合は、高い、中程度の、または、低いストリン
ジェンシー条件下で効果的である。いかなる疾患、異常（先天性または非先天性）、腫瘍
、病原体（例えばプリオン、ウイルス、例えば腫瘍を引き起こすウイルス）など、分子標
的、例えば細胞内および細胞外分子の両方（例えばレセプター、酵素、サイトカイン転写
物）に起因する疾患は、所望のセンスおよび／またはアンチセンス遺伝子座を標的とする
分子を設計することにより処置することができる。配列特異的ＲＮＡ分子は、これらが、
オーバーラップする配列を標的とするよう、そしてまた、相補鎖を標的とするよう設計す
ることができる。
【０００７】
　別の好ましい態様において、核酸分子はＲＮＡ分子であり、配列番号１～６７のうちの
少なくとも１つを含む。
【０００８】
　別の好ましい態様において、遺伝子発現を阻害する方法は、核酸分子をアンチセンス転
写物およびセンス鎖転写物に標的化すること（ここで、アンチセンス転写物を標的とする
核酸分子はアンチセンス鎖と相補的であり、センス転写物を標的とする核酸分子はセンス
鎖と相補的である）、および核酸分子をアンチセンスおよびセンス転写物に結合させ、こ
れにより遺伝子発現を阻害することを含む。好ましくは、核酸分子はＲＮＡ分子であり、
アンチセンスおよびセンス転写物を標的とする核酸分子は、互いに収束する方向（conver
gent orientation）、発散する方向（divergent orientation）で結合し、かつ／または
オーバーラップしている。
【０００９】
　別の好ましい態様において、核酸分子は、配列番号４～８のうちの少なくとも１つであ
り、標的となる核酸はコードまたは非コード転写物である。
【００１０】
　好ましい態様において、標的となる遺伝子は、ＣＤ９７、ＴＳ－α、Ｃ／ＥＢＰデルタ
、ＣＤＣ２３、ＰＩＮＫ１、ＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ、アドレノメデュリンＡＭ１レセ
プター、６３３０４３９Ｊ１０（３－オキソ酸ＣｏＡトランスフェラーゼ）、ＣｔｐＷ８
５（カテプシンＷ）、Ｄｄｘ－３９、ｒＴＳ－α、Ｉ５３００２７Ａ０２、Ｋｉｆ２０ａ
、ＰＩＮＫ－ＡＳ、ａＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ－ＡＳ、ＡｄｍＲ－ＡＳ、Ａ２３００１
９Ｌ２４またはＣｔｐＷ－ＡＳを含む。好ましくは、標的となる核酸は、核酸配列ＰＩＮ
Ｋ－ＡＳ、ａＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ－ＡＳ、ＡｄｍＲ－ＡＳ、Ａ２３００１９Ｌ２４
またはＣｔｐＷ－ＡＳを含む。コードおよび非コード配列、転写物のいずれも、および／
または５’－３’配列および相補的３’－５’配列のいずれともオーバーラップする配列
を標的化することができる。
【００１１】
　好ましい態様において、標的化される非コード核酸は核酸配列ＣＤ９７、ＴＳ－α、Ｃ
／ＥＢＰデルタ、ＣＤＣ２３、ＰＩＮＫ１、ＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ、アドレノメデュ
リンＡＭ１レセプター、６３３０４３９Ｊ１０（３－オキソ酸ＣｏＡトランスフェラーゼ
）、ＣｔｐＷ８５（カテプシンＷ）、Ｄｄｘ－３９、ｒＴＳ－α、Ｉ５３００２７Ａ０２
、Ｋｉｆ２０ａを含む。
【００１２】
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　別の好ましい態様において、医薬組成物は、配列番号１～６７およびその変異体のうち
の少なくとも１つを含む。
【００１３】
　さらに別の好ましい態様において、単離された核酸は、配列番号１～６７およびその変
異体のうちのいずれかを含む。
【００１４】
　別の好ましい態様において、組成物は、ＣＤ９７、ＴＳ－α、Ｃ／ＥＢＰデルタ、ＣＤ
Ｃ２３、ＰＩＮＫ１、ＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ、アドレノメデュリンＡＭ１レセプター
、６３３０４３９Ｊ１０（３－オキソ酸ＣｏＡトランスフェラーゼ）、ＣｔｐＷ８５（カ
テプシンＷ）、Ｄｄｘ－３９、ｒＴＳ－α、Ｉ５３００２７Ａ０２、Ｋｉｆ２０ａ、ＰＩ
ＮＫ－ＡＳ、ａＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ－ＡＳ、ＡｄｍＲ－ＡＳ、Ａ２３００１９Ｌ２
４またはＣｔｐＷ－ＡＳを含む少なくとも１つの遺伝子および／または転写物を標的とす
る核酸配列を含む。標的化される遺伝子座は、オーバーラップ配列であってもよく、およ
び／またはセンス鎖およびアンチセンス鎖の両方を標的化してもよい。他の側面では、コ
ードおよび非コード配列が標的化される。
【００１５】
　好ましい態様において、パーキンソン病の処置方法は、それを必要とする患者に配列番
号１～３のうちの少なくとも１つを投与することを含む。
【００１６】
　別の好ましい態様において、医薬組成物は、配列番号１～６７の核酸分子およびその変
異体のうちの少なくとも１つを医薬的に許容し得る担体に含む。
【００１７】
　別の好ましい態様において、核酸分子は、センス／アンチセンス遺伝子座のオーバーラ
ップ領域を標的とするｓｉＲＮＡ分子を含む。例えば、アルツハイマー病を処置するため
の医薬組成物は、ＢＡＣＥ転写物を標的とする。核酸分子は、ＢＡＣＥ転写物のオーバー
ラップ配列または配列または遺伝子座を標的とするように設計することができる。アルツ
ハイマー病の処置におけるオーバーラップ標的に特異的なこれらの分子は、配列番号４１
～４３および配列番号４４～４５ならびにその変異体を含む。
【００１８】
　別の好ましい態様において、発現ベクターは、配列番号１～６７およびその変異体の任
意の１つまたは２つ以上を含む。
【００１９】
　別の好ましい態様において、単離されたペプチドは、配列番号１～６７およびその変異
体の任意の１つまたは２つ以上によってコードされる。
【００２０】
　別の好ましい態様において、単離された抗体は、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡ、ＢＡＣＥ－
１－ＡＳ　ＲＮＡ、配列番号１～６７およびそのペプチドに特異的である。
【００２１】
　別の好ましい態様において、神経疾患を処置する方法は、それを必要とする患者に配列
番号４～８、４０～６１および６４～６７ならびにその変異体のうちの少なくとも１つを
投与することを含む。前記方法のさらなる態様では、配列番号４～８、４０～６１、６４
～６７を、センス／アンチセンス遺伝子座のオーバーラップ領域を標的とする組合せで投
与する。
【００２２】
　別の好ましい態様においては、配列番号４～８、４０～６１、６４～６７およびその変
異体のうちの少なくとも２つの種々の組合せを、処置期間中患者に投与する。神経疾患の
例は、限定されずに、アルツハイマー病、失語症、ベル麻痺、クロイツフェルトヤコブ病
、てんかん、脳炎、ハンチントン病、神経筋障害、神経腫瘍学、神経免疫学、神経耳科学
、疼痛、恐怖症、睡眠障害、トゥレット症候群、パーキンソン病および他の運動障害を含
む。
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【００２３】
　別の好ましい態様において、遺伝子発現を上方調節する方法は、核酸分子をセンス鎖の
アンチセンス転写物に標的化すること（ここで、アンチセンス転写物を標的とする核酸分
子はアンチセンス鎖と相補的である）、および核酸をアンチセンス転写物に結合させるこ
とを含み、ここで、センス鎖の発現は上昇し、遺伝子の発現は上方調節される。好ましく
は、核酸分子は、干渉ＲＮＡ分子である。
【００２４】
　好ましい態様において、核酸分子は、配列番号１～３、４～３２、４０～６１、６４～
６７およびその変異体のうちの少なくとも１つである。一側面において、配列番号１～３
、４～３２、４０～６１、６４～６７の核酸分子およびその変異体は、少なくとも１つの
修飾核酸塩基を含む。
【００２５】
　別の好ましい態様において、遺伝子発現を阻害する方法は、核酸分子をアンチセンス転
写物およびセンス鎖転写物に標的化すること（ここで、アンチセンス転写物を標的とする
核酸分子はアンチセンス鎖と相補的であり、センス転写物を標的とする核酸分子はセンス
鎖と相補的である）、および核酸をアンチセンスおよびセンス転写物に結合させることを
含み、ここで、遺伝子発現は阻害される。
【００２６】
　好ましい態様において、アンチセンスおよびセンス転写物を標的とする核酸分子は、前
記転写物と互いに収束する方向または発散する方向で結合するか、あるいはオーバーラッ
プする。好ましくは、標的となる核酸は、コードおよび／または非コード転写物である。
標的となる遺伝子の例は、以下を含む：ＣＤ９７、ＴＳ－α、Ｃ／ＥＢＰデルタ、ＣＤＣ
２３、ＰＩＮＫ１、ＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ、アドレノメデュリンＡＭ１レセプター、
６３３０４３９Ｊ１０（３－オキソ酸ＣｏＡトランスフェラーゼ）、ＣｔｐＷ８５（カテ
プシンＷ）、Ｄｄｘ－３９、ｒＴＳ－α、Ｉ５３００２７Ａ０２、Ｋｉｆ２０ａ、ＰＩＮ
Ｋ－ＡＳ、ａＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ－ＡＳ、ＡｄｍＲ－ＡＳ、Ａ２３００１９Ｌ２４
またはＣｔｐＷ－ＡＳ。標的となるコード核酸の例は、核酸配列ＰＩＮＫ－ＡＳ、ａＨＩ
Ｆ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ－ＡＳ、ＡｄｍＲ－ＡＳ、Ａ２３００１９Ｌ２４またはＣｔｐＷ－
ＡＳを含む。標的となる非コード核酸の例は、核酸配列ＣＤ９７、ＴＳ－α、Ｃ／ＥＢＰ
デルタ、ＣＤＣ２３、ＰＩＮＫ１、ＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ、アドレノメデュリンＡＭ
１レセプター、６３３０４３９Ｊ１０（３－オキソ酸ＣｏＡトランスフェラーゼ）、Ｃｔ
ｐＷ８５（カテプシンＷ）、Ｄｄｘ－３９、ｒＴＳ－α、Ｉ５３００２７Ａ０２、Ｋｉｆ
２０ａを含む。
【００２７】
　別の好ましい態様において、加齢黄斑変性を処置することは、配列番号１～６７および
その変異体の少なくとも１つを患者に投与することを含む。
【００２８】
　別の好ましい態様において、組成物は、ＣＤ９７、ＴＳ－α、Ｃ／ＥＢＰデルタ、ＣＤ
Ｃ２３、ＰＩＮＫ１、ＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ、アドレノメデュリンＡＭ１レセプター
、６３３０４３９Ｊ１０（３－オキソ酸ＣｏＡトランスフェラーゼ）、ＣｔｐＷ８５（カ
テプシンＷ）、Ｄｄｘ－３９、ｒＴＳ－α、Ｉ５３００２７Ａ０２、Ｋｉｆ２０ａ、ＰＩ
ＮＫ－ＡＳ、ａＨＩＦ１α、Ｇｎｂｐ３ｇ－ＡＳ、ＡｄｍＲ－ＡＳ、Ａ２３００１９Ｌ２
４またはＣｔｐＷ－ＡＳのいずれかのオーバーラップ配列、コード配列および非コード配
列を標的とする核酸配列を含む。
【００２９】
　発明の他の面は、以下に記載される。
【００３０】
図面の簡単な説明
　本発明は、添付の特許請求の範囲に詳細に示してある。この発明の上記のおよびさらな
る利点は、添付の図面とともに以下の説明を参照することによってよりよく理解すること
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ができる。
【００３１】
　図１Ａおよび１Ｂは、アンチセンス転写の基本を示した概略図である。図１Ａは、アン
チセンス転写物が哺乳類のトランスクリプトームの中でどのように生成し得るかについて
示す。図１Ｂは、アンチセンス転写物のセンス転写物とのオーバーラップに関して３つの
可能性があることを示す。
【００３２】
　図２Ａ～２Ｂは、アンチセンスノックダウン（例えば、ｓｉＲＮＡの使用によって）を
引き起こすことによってセンス転写物レベルを変えるための２つの可能性を示した概略図
である。図２Ａは制御が不一致的である（discordant）場合を表し、一方図２Ｂは、セン
ス転写物および対応するアンチセンス転写物の両方の同時（concomitant）ノックダウン
を例示する。
【００３３】
　図３Ａは、チミジル酸シンターゼ（ＴＳ－センス）およびｒＴＳαアンチセンスｍＲＮ
Ａの概略図である。エクソン境界は、横断的なバーでマークした。TaqManおよびin situ
ハイブリダイゼーションに用いたプローブの位置、ならびにＳ－ＡＳ　ｍＲＮＡの３’オ
ーバーラップ領域も示してある。図３Ｂは、トランスフェクションおよびＳ－ＡＳ　ＲＮ
Ａ生産のために用いたベクターの構造を示す。センスベクターは、３’センス配列を有す
るＲＮＡを生成し、アンチセンスベクターは３’アンチセンス配列を有するＲＮＡを生成
し、Ｓ－ＡＳベクターは、センスＲＮＡ配列とアンチセンスＲＮＡ配列との間にヘアピン
配列を有する、連続したセンス－アンチセンス配列を有するＲＮＡを生成する。
【００３４】
　図４は、ＴＳ転写物の単一細胞ＲＮＡ発現を示した蛍光像である。ＨｅＬａ細胞におい
て固定され逆転写されたＴＳ　ＲＮＡに結合した（ａ）アンチセンスプローブ、（ｂ）セ
ンスプローブならびに（ｃ）センスおよびアンチセンスプローブ。プローブは、エクソン
境界およびオーバーラップ領域の一部を鎖特異的にカバーするように設計した。（ｄ）ア
クチンプローブからのシグナルは、本方法が最適に機能していたことを示す。全てのプロ
ーブは、混入ＤＮＡからのバックグラウンドシグナルを避けるため、イントロンをまたい
だ。
【００３５】
　図５は、ＴＳセンスおよびアンチセンス分子の内因性単一細胞ｍＲＮＡ発現を示したグ
ラフである。リアルタイムＰＣＲプライマーは、オーバーラップおよび非オーバーラップ
領域の間に及ぶよう設計された。アッセイの感度を測定するために、微量のＴＡＴＡボッ
クス結合タンパク質の発現も定量した。全てのサンプルはβ２－ミクログロブリンに対し
て正規化され、１５の個別の細胞からの結果の平均をプロットした。
【００３６】
　図６は、３つの細胞系（ＨｅＬａ、ＳＫ－Ｎ－ＭＣおよびＨＥＰＧ２）におけるＴＳセ
ンス（ＴＳ）およびそのアンチセンス（ｒＴＳα）、ＨＩＦセンス（ＨＩＦ）およびその
アンチセンス（ａＨＩＦ）の細胞局在を示したグラフである。細胞質および核ＲＮＡは、
全ＲＮＡに対して正規化した。
【００３７】
　図７は、細胞質のＲＮＡのＲＰＡを示したブロットである。レーン１：ＨｅＬａ細胞の
 細胞質溶解液。レーン２：Ｓ－ＡＳを過剰発現させたＨｅＬａ細胞の細胞質溶解液。レ
ーン３：in vitroで転写されたＳ－ＡＳ　ＲＮＡ二重鎖でトランスフェクトしたＨｅＬａ
細胞からの溶解液。レーン４：Ｓ－ＡＳを過剰発現させたＨｅＬａ細胞からの全ＲＮＡ。
すべてＲＮＡｓｅ　Ａ＋Ｔにより処理し、変性ＰＡＧＥで分離し、チミジル酸シンターゼ
ｍＲＮＡのオーバーラップ領域についてプローブした。
【００３８】
　図８は、ダイサー産物に関するノーザンブロットを示す。レーン（ａ）：ＨｅＬａ細胞
からの全ＲＮＡ、レーン（ｂ）：Ｓ－ＡＳ　ｍＲＮＡを過剰発現させたＨｅＬａ細胞から
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の全ＲＮＡ、レーン（ｃ）：ＩＶＴ－オーバーラップｄｓＲＮＡでトランスフェクトした
ＨｅＬａ細胞からの全ＲＮＡ、レーン（ｄ）：連続的なＳ－ＡＳ　ＲＮＡ（ｍ）マーカー
を過剰発現するＨｅＬａ細胞からの全ＲＮＡ。
【００３９】
　図９は、ＩＦＮβおよびＯＡＳ２　ｍＲＮＡの発現を示したグラフである。インターフ
ェロン反応は、ＩＶＴ－ｄｓＲＮＡ　ＴＳでトランスフェクトしたかまたはＳ－ＡＳを過
剰発現させたＨｅＬａ細胞および参照ＨｅＬａにおいて、ｑＲＴ－ＰＣＲによって定量化
した。ｍＲＮＡレベルは、ＧＡＰＤＨに対して正規化した。
【００４０】
　図１０Ａ～１０Ｂは、マウス脳および肝臓の種々の領域でのＢＡＣＥ－１およびＢＡＣ
Ｅ－１－ＡＳの発現プロファイルを示したグラフである。いずれの転写物も、脳の種々の
領域で肝臓と比較して２～５倍多かった。大脳皮質および扁桃体は、サンプリングした脳
領域の中で両方の転写物の発現が最も高かった（図１０Ａ）。ノーザンブロット分析で、
ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳのマウス脳組織における発現が確認された（図１
０Ｂ）。ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物はまた、未分化の、および分化し
たヒト神経芽細胞腫ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞で発現していた。ヒト神経芽細胞腫ＳＨ－ＳＹ５
Ｙ細胞の分化の誘導は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物発現のおよそ５０％、およびＢＡＣＥ
－１転写物発現のおよそ２０％の減少を伴っており（図－１０Ｂ）、センスおよびＮＡＴ
転写物の両方の発現が一致していることが示唆された。
【００４１】
　図１１Ａおよび１１Ｂは、ｓｉＲＮＡによるＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の処理後のＢＡＣＥ－
１タンパク質のウエスタンブロットのスキャン画像である。対照細胞（レーン－１）のＢ
ＡＣＥ－１タンパク質と、ＢＡＣＥ－１（レーン－２）、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ（レーン－
３）または両方の転写物（レーン－４）に対する２０ｎＭのｓｉＲＮＡでトランスフェク
トした細胞とを比較した。
【００４２】
　図１２Ａ～１２ｄは、ヒト染色体１１ｑ２３．３遺伝子座におけるヒトＢＡＣＥ－１遺
伝子座のゲノム構成を示す概略図であり、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡおよびＢＡＣＥ－１－
ＡＳのゲノム上の位置、および両方の転写物の、マウスを含む複数の他の種において強く
保存されているパターンを示す（図１２Ａ）。ＢＡＣＥ－１は第１１染色体のポジティブ
鎖から転写され、ＢＡＣＥ－１－ＡＳは第１１染色体のネガティブ鎖から転写され、ＢＡ
ＣＥ－１のエクソン－６をカバーする。図１２Ｂは、転写方向と、ＢＡＣＥ－１とＢＡＣ
Ｅ－１－ＡＳとの間のオーバーラップ領域を拡大視野で示す。１、２および４の番号を付
した部位はＢＡＣＥ－１　ｓｉＲＮＡ標的部位であり、部位３は、オーバーラップ領域に
あり、両方の転写物を検出できるノーザンブロットプローブ部位である。部位２および５
はまた、それぞれセンスおよびアンチセンスのＦＩＳＨプローブ部位を表す。部位６、７
および８は、いずれもＡＳ転写物の非オーバーラップ部分にあるＢＡＣＥ－１－ＡＳ　ｓ
ｉＲＮＡの標的部位である。部位５および９は、それぞれ３’および５’ＲＡＣＥのプラ
イマー部位を表す。図１２Ｃおよび１２Ｄは、それぞれヒトおよびマウス脳からのＢＡＣ
Ｅ－１－ＡＳのＲＡＣＥシーケンシングデータを表す（それぞれ１６クローン）。シーケ
ンシングデータは、アンチセンス転写物がキャップ構造およびポリＡテールを含み、ヒト
およびマウスの両方で差別的スプライシングを経ることを明らかにした。黄色の強調表示
部分はＢＡＣＥ－１センス転写物へのオーバーラップ領域であり、緑の強調表示領域は我
々のシーケンシングデータから新規に得られたものであり、これらは今までゲノムデータ
ベースに存在しなかった。ゲノム配列に対するポイントミスマッチは、ＡからＧへの変更
については星印（＊）で、ＣからＴへの変更については十字（†）で示してある。
【００４３】
　図１３Ａおよび１３Ｂは、合成ｓｉＲＮＡによるＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－Ａ
Ｓ転写物のサイレンシングを示したグラフである。図１３Ａは、ＢＡＣＥ－１（Ｓ－ａ）
ｓｉＲＮＡのトランスフェクションにより、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡが、ＢＡＣＥ－１－
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ＡＳレベルの顕著な変化なしに減少したことを示す。３つの異なるｓｉＲＮＡ（ＡＳ－ａ
、ＡＳ－ｂおよびＡＳ－ｃ）によるＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物の標的化は、ＢＡＣＥ－１
およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物の両方の有意な下方調節（Ｐ＜０．０００１）を引き起
こした。転写物の非オーバーラップ部分を標的とするｓｉＲＮＡ　２０ｎＭを、神経芽腫
細胞（ＳＨ－ＳＹ５Ｙ）にトランスフェクトした。全てのサンプルは１８ｓ　ｒＲＮＡに
対して正規化され、陰性対照ｓｉＲＮＡ試料に対する、各々のｍＲＮＡのパーセントとし
てグラフ化した。図１３Ｂは、アミロイドＡβ１－４２タンパク質のＥＬＩＳＡによる検
出を示す。ＨＥＫ－ＳＷ細胞の上清を、ＢＡＣＥ－１（Ｓ－ａ）、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ（
ＡＳ－ａ）またはこの両方に対するｓｉＲＮＡ　２０ｎＭのトランスフェクションの後に
、アミロイドＡβ１－４２タンパク質について分析した。結果を、対照ｓｉＲＮＡトラン
スフェクト細胞に対してプロットした。Ａβ１－４２タンパク質は、ＢＡＣＥ－１または
ＢＡＣＥ－１－ＡＳを標的とするｓｉＲＮＡにより有意に下方調節された（Ｐ＜０．００
０１）。両方のｓｉＲＮＡ（各々の１０ｎＭ）の組合せは、より有意な下方調節（Ｐ＜０
．００１）を引き起こした。
【００４４】
　図１４Ａ～１４Ｅは、マウス脳への修飾されていない合成ｓｉＲＮＡのin vivo注入を
示したグラフである。修飾されていない合成ｓｉＲＮＡは、分解のために、ＢＡＣＥ－１
（センス）またはＢＡＣＥ－１－ＡＳのいずれか一方の非オーバーラップ領域を標的とす
るように設計された。対照ｓｉＲＮＡは類似した特性を有しており、事前に、ヒトおよび
マウス遺伝子に対して効果がないことが示されたものである。３群のマウスを、２週間に
わたって、ｓｉＲＮＡの持続注入に供した。各々のマウスからの５つの組織を、リアルタ
イムＰＣＲによるＲＮＡの定量的測定のために用いた。図１４Ａ：背内側前頭前皮質（Ｐ
ＦＣ）、図１４Ｂ：腹側海馬、図１４Ｃ：背側海馬、図１４Ｄ：背側線条体、および図１
４Ｅ：小脳。ＢＡＣＥ－１またはＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物のいずれか一方に対するｓｉ
ＲＮＡは、対照処置群と比較して、ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ両方のレベル
の同時的な減少をもたらした（＊＊＊＝Ｐ＜０．０００１）。小脳（ｅ）における両方の
転写物は、脳の第三脳室に直接つながっていない組織について予想されたとおり、不変（
Ｐ＝０．１５１８）であった。
【００４５】
　図１５Ａ～１５Ｆは、アンチセンス転写物のストレス誘導性の再配置（stress induced
 relocation）を示す。図１５Ａは、ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ　ＲＮＡの
核への分布対細胞質への分布を示した写真のスキャン画像である。神経芽腫細胞ＳＨ－Ｓ
Ｙ５ＹからのＲＮＡ－ＦＩＳＨ画像において、上側のパネルは、左から右に、ＤＡＰＩ核
染色、細胞全体をカバーするＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡシグナル（Alexa Flour 594）およ
び両者のオーバーレイ画像を示す。下側のパネルは、左から右に、ＤＡＰＩ核染色、主に
核の内部に検出できるＢＡＣＥ－１－ＡＳシグナル（Alexa Flour 488）および両者のオ
ーバーレイ画像を示す。ＲＴ－ＰＣＲデータは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物が、ＳＨ－Ｓ
Ｙ５Ｙ細胞の細胞質より核で約３０倍多く存在している一方、βアクチンおよびＢＡＣＥ
－１　ｍＲＮＡ（センス）は、両方のコンパートメントにおいてほとんど等しいことを明
らかにした。図１５Ｂは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの観察された核内保留パターンが、ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ細胞を５分間３０ｎＭのＫＣｌによる高浸透圧ショックに暴露すると実質的に消
失することを示した写真のスキャン画像である。細胞をＰＢＳで洗浄し、通常の培地に１
時間戻すと、核内保留は再び回復した。画像は、５分間ＫＣｌに暴露すると、ＢＡＣＥ－
１－ＡＳシグナルがＳＨ－ＳＹ５Ｙの核から細胞質に移行（translocation）することを
示しており、左から右に、ＤＡＰＩ核染色、細胞の全体から検出できるＢＡＣＥ－１－Ａ
Ｓシグナルおよび両者のオーバーレイ画像である。図１５Ｃは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの核
内保留の変化をモニタリングのための異なるストレッサーとして合成Ａβ１－４２ペプチ
ドを用いたことを示す写真のスキャン画像である。ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞を、１μＭのＡβ
１－４２に２時間暴露すると、ＢＡＣＥ－１－ＡＳが核を離れることが示された。再配置
は、ペプチドを洗浄し、細胞を通常の培地で１時間維持するとリカバーされた。同様の暴
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露に伴うＢＡＣＥ－１－ＡＳの再配置を表しているパネルのセットは、左から右に、ＤＡ
ＰＩ核染色、ＢＡＣＥ－１－ＡＳおよび両者のオーバーレイ画像である。図１５Ｄにおい
て、７ＰＡ２－ＣＨＯ細胞は、Ａβ１－４２ダイマーおよびオリゴマーを過剰産生するこ
とが事前に示されている。これらの細胞および対照である親ＣＨＯ細胞の馴化培地を回収
し、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の通常の培地と２時間置換した。重要なことに、７ＰＡ２－ＣＨ
Ｏ細胞の馴化培地のみが、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物を核から細胞質へ再配置することが
できた。パネルのセットは、７ＰＡ２馴化培地でのインキュベーションに伴うＢＡＣＥ－
１－ＡＳの同様の再配置を示す。左から右に、ＤＡＰＩは核染色、ＢＡＣＥ－１－ＡＳお
よび両シグナルのオーバーレイ画像である。図１５Ｅは、ＨＴＲＦアッセイから明らかと
なった、ヒトのＡβ１－４２が、ＡＰＰ－ｔｇマウスの脳において、野生型に比べて顕著
に上昇していることを示すグラフである。図１５Ｆは、Ａβ１－４２のレベルの上昇が、
in vitro実験と同様に、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの５０％の上昇（Ｐ＜０．０００１）と、こ
れに続く、ＢＡＣＥ－１の一致した上昇をもたらしたことを示すグラフである。ＢＡＣＥ
－１－ＡＳの増加したレベルは、ＢＡＣＥ－１（Ｐ＜０．００１）以上だった。
【００４６】
　図１６Ａ～１６Ｅは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの局在／制御、およびＢＡＣＥ－１およびＢ
ＡＣＥ－１－ＡＳ転写物の安定性へのシクロフィリン－６０の関与を示したグラフである
。ＨＥＫ－２９３Ｔ細胞におけるＣｙｐ－６０の有効なノックダウンは、ＢＡＣＥ－１お
よびＢＡＣＥ－１－ＡＳの（図１６Ａ）有意な下方調節（Ｐ＜０．００１）を引き起こす
。図１６Ｂ：Ｃｙｐ－６０　ｓｉＲＮＡによるＨＥＫ２９３Ｔ細胞の処理の後、ＢＡＣＥ
－１－ＡＳの下方調節は早い時点で起こり、トランスフェクションの６時間後から始まる
。図１６Ｃ：Ｃｙｐ－６０　ｓｉＲＮＡ処理はまた、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの核内保留も有
意に減少させた（Ｐ＜０．０００１）。図１６Ｄ：ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－Ａ
Ｓ転写物の経時的な安定性を、新たなＲＮＡ合成をα－アマニチンで停止させた後のＨＥ
Ｋ－２９３Ｔの細胞において、リアルタイムＰＣＲで測定した。ＢＡＣＥ－１－ＡＳは、
ＢＡＣＥ－１およびβ－アクチンより短い半減期を有した。ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩの
産物である１８ｓ　ｒＲＮＡは不変であり、内因性対照として利用した。図１６Ｅ：ＢＡ
ＣＥ－１－ＡＳの細胞質への移行を引き起こす、７ＰＡ２細胞の馴化培地によるＳＨ－Ｓ
Ｙ５Ｙ細胞のインキュベーションは、ＢＡＣＥ－１の安定性を有意に増加させた（Ｐ＜０
．００１）。
【００４７】
　図１７は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳがＢＡＣＥ－１の制御を媒介すること、およびアルツハ
イマー病の病態生理学への関与のその提案されるメカニズムの概略図である。ＢＡＣＥ－
１－ＡＳ　ＲＮＡは、非ストレス状態の間、シクロフィリン－６０（Ｃｙｐ－６０）およ
び／またはいくらかの他の未知のタンパク質との相互作用を介して、主に核に局所してい
る。異なる種類の細胞ストレッサーが、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの移行を導く一連のイベント
を潜在的に開始させることができ、これが次いで、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの安定性の増
大をもたらす。ＢＡＣＥ－１の増大したレベルは、Ａβ１－４２の産生を促進し、Ａβの
凝集およびＡβプラークの形成を導く。これらの後期のイベントは、強力な細胞ストレッ
サーであることが示されており、核からのより多くのＢＡＣＥ－１－ＡＳの放出を導くフ
ィードフォーワード機構として作用する。
【００４８】
詳細な説明
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）は、アンチセンス転写物をノックダウンして、そのセ
ンスパートナーの発現を制御する。この制御は不一致的である（アンチセンスノックダウ
ンによりセンス転写物が増加する）場合、または、一致的である（concordant）（アンチ
センスノックダウンに伴いセンス転写物が減少する）場合がある。ｓｉＲＮＡによるアン
チセンスＲＮＡ転写物のノックダウン（または、別のＲＮＡターゲティング理論）に基づ
く新規な薬理学的戦略が提供される。不一致的制御の場合、アンチセンス転写物のノック
ダウンは従来の（センス）遺伝子の発現を高め、それによって、アゴニスト／アクティベ



(11) JP 5713377 B2 2015.5.7

10

20

30

40

50

ーター作用を模倣すると考えられる。一致的制御の場合、アンチセンス転写物およびセン
ス転写物の同時的なノックダウンは、従来の（センス）遺伝子発現を相乗的に減少させる
。
定義
【００４９】
　他に特段の定義がない限り、本明細書中の全ての技術的および科学的用語は、この発明
が属する技術の当業者により通常理解されているものと同じ意味を有する。本明細書に記
載されているものと類似または均等である任意の方法および材料を本発明の実施または試
験に用いることができるが、好ましい方法および材料は本明細書に記載されている。
【００５０】
　本明細書で用いる場合、単数形「a」、「an」および「the」は、文脈が明らかに別様に
指示しない限り、複数の指示物を含む。
【００５１】
　本明細書で用いる場合、用語「に特異的なオリゴヌクレオチド」は、（i）標的となる
遺伝子の一部と安定的な複合体を形成することができる配列、または（ii）標的となる遺
伝子のｍＲＮＡ転写物の一部と安定した二重鎖を形成することができる配列を有するオリ
ゴヌクレオチドを指す。
【００５２】
　本明細書で用いる場合、用語「オリゴヌクレオチド」、「ｓｉＲＮＡ」、「ｓｉＲＮＡ
オリゴヌクレオチド」および「ｓｉＲＮＡｓ」は、本明細書中互換可能に用いられ、デオ
キシリボヌクレオシド、リボヌクレオシド、これらの置換型およびアルファ－アノマー形
、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロックト核酸（ＬＮＡ）、ホスホロチオエート、メチルホス
ホネートなどを含む、天然および／もしくは修飾モノマーまたは結合の線形または環状オ
リゴマーを含む。オリゴヌクレオチドは、モノマー対モノマー相互作用の規則的なパター
ン、例えばワトソン－クリック型の塩基対合、フーグスティーン型または逆フーグスティ
ーン型の塩基対合などにより、標的ポリヌクレオチドと特異的に結合することができる。
【００５３】
　オリゴヌクレオチドは「キメラ」であってもよく、すなわち、異なる領域を含んでもよ
い。この発明の文脈では、「キメラ」化合物は、２または３以上の化学的領域、例えば、
１または２以上のＤＮＡ領域、１または２以上のＲＮＡ領域、１または２以上のＰＮＡ領
域等を含むオリゴヌクレオチドである。各々の化学的領域は、少なくとも１つのモノマー
単位、すなわちオリゴヌクレオチド化合物の場合はヌクレオチドで構成される。これらの
オリゴヌクレオチドは、典型的には、１または２以上の所望の特性を示すためにオリゴヌ
クレオチドが修飾されている少なくとも１つの領域を含む。オリゴヌクレオチドの所望の
特性は、限定されずに、例えば、ヌクレアーゼ分解に対する増大した抵抗性、増大した細
胞への取込み、および／または、標的核酸に対する増大した結合親和性を含む。オリゴヌ
クレオチドの異なる領域は、したがって、異なる特性を有してもよい。本発明のキメラオ
リゴヌクレオチドは、上記のような２または３以上のオリゴヌクレオチド、修飾オリゴヌ
クレオチド、オリゴヌクレオシドおよび／またはオリゴヌクレオチドアナログの混合構造
体として形成することができる。
【００５４】
　オリゴヌクレオチドは、「レジスター」で（in "register"）連結され得る、すなわち
、モノマーが連続して連結されている場合は、天然のＤＮＡにおけるように連結され得る
、またはスペーサーを介して連結され得る領域を含むことができる。スペーサーは、領域
間の共有結合的「架橋（bridge）」を構成することを目的とし、好ましいケースでは約１
００炭素原子を上回らない長さを有する。スペーサーは異なる機能性を有してもよく、こ
れは例えば、陽性または陰性の電荷を有すること、特有の核酸結合特性を有すること（イ
ンターカレーター、グルーブバインダー、毒素、フルオロフォア等）、親油性であること
、例えばアルファへリックスを誘発するアラニン含有ペプチドのように、特有の二次構造
を誘発することを含む。
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【００５５】
　本明細書で用いる場合、用語「モノマー」は、典型的には、ホスホジエステル結合また
はそのアナログによって連結され、数モノマー単位、例えば約３～４モノマー単位から約
数百モノマー単位までの範囲の大きさのオリゴヌクレオチドを形成するモノマーを示す。
ホスホジエステル結合のアナログは：ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、メチ
ルホスホネート、ホスホロセレノエート、ホスホラミデート等を含み、以下でより完全に
解説する。
【００５６】
　本文脈では、用語「核酸塩基」は、天然に存在する核酸塩基および天然に存在しない核
酸塩基を包含する。以前は「天然に存在しない」と考えられていた種々の核酸塩基が、そ
の後天然で見出されたことは、当業者には明らかである。したがって、「核酸塩基」はそ
の既知のプリンおよびピリミジンヘテロ環ばかりでなく、複素環式アナログおよびその互
変異性体をも含む。核酸塩基の説明のための例は、アデニン、グアニン、チミン、シトシ
ン、ウラシル、プリン、キサンチン、ジアミノプリン、８－オキソ－Ｎ６－メチルアデニ
ン、７－デアザキサンチン、７－デアザグアニン、Ｎ４，Ｎ４－エタノシトシン、Ｎ６，
Ｎ６－エタノ－２，６－ジアミノプリン、５－メチルシトシン、５－（Ｃ３～Ｃ６）－ア
ルキニルシトシン、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、シュードイソシトシン
、２－ヒドロキシ－５－メチル－４－トリアゾロピリジン、イソシトシン、イソグアニン
、イノシンおよびBenner et al.、米国特許第5,432,272号に記載された「天然に存在しな
い」核酸塩基である。用語「核酸塩基」は、これらの例の各々およびすべて、ならびにそ
のアナログおよび互変異性体を包含することを意図する。特に興味深い核酸塩基は、ヒト
おける治療および診断用途に関して天然に存在すると考えられているアデニン、グアニン
、チミン、シトシンおよびウラシルである。
【００５７】
　本明細書で用いる場合、「ヌクレオシド」は天然ヌクレオシドを含み、これは２’－デ
オキシおよび２’－ヒドロキシル型、例えば、Kornberg and Baker, DNA Replication, 2
nd Ed. (Freeman, San Francisco, 1992)に記載のものを含む。
【００５８】
　ヌクレオシドに関して、「アナログ」は、修飾塩基部分および／または修飾糖部分を有
する合成ヌクレオシド、例えば、Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley, New York, 
1980、Freier & Altmann, Nucl. Acid. Res., 1997, 25（22）, 4429-4443、Toulme, J.J
., Nature Biotechnology 19:17-18 （2001）、Manoharan M., Biochemica et Biophysic
a Acta 1489:117-139（1999）、Freier S.,M., Nucleic Acid Research, 25:4429-4443 
（1997）、Uhlman, E., Drug Discovery & Development, 3: 203-213 （2000）、Herdewi
n P., Antisense & Nucleic Acid Drug Dev., 10:297-310 （2000）により一般的に記載
されているもの、２’－Ｏ，３’－Ｃ結合［３．２．０］ビシクロアラビノヌクレオシド
（例えばN.K Christensen., et al, J. Am. Chem. Soc., 120: 5458-5463 （1998）参照
）を含む。かかるアナログは、結合特性、例えば二重鎖または三重鎖の安定性、特異性な
どを強化するために設計された合成ヌクレオシドを含む。
【００５９】
　二重鎖または三重鎖の形成に関して、用語「安定性」は、一般に、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドがその目的とする標的配列といかに強く結合するかを示し、より具体的には
、「安定性」は、生理学的条件下での二重鎖または三重鎖の生成自由エネルギーを示す。
標準的な条件のセット（例えば、下記のもの）における融解温度は、二重鎖および／また
は三重鎖の安定性の便利な指標である。好ましくは、本発明のオリゴヌクレオチドとして
は、１００ｍＭのＮａＣｌ、０．１ｍＭのＥＤＴＡおよび１０ｍＭのリン酸緩衝水溶液、
ｐＨ７．０において、オリゴヌクレオチドおよび標的核酸の１．５μＭの鎖濃度にて測定
した場合に、少なくとも４５℃の融解温度を有するものが選択される。したがって、生理
学的条件下で用いられる場合、二重鎖または三重鎖の形成は、抗原およびその標的が解離
する状態よりも実質的に有利なものとなる。安定した二重鎖または三重鎖は、いくらかの
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態様において、塩基対間のミスマッチ、および／または三重鎖の場合には塩基トリプレッ
トの間のミスマッチを含み得ることが理解される。好ましくは、本発明の修飾オリゴヌク
レオチド、例えばＬＮＡ単位を含むものは、その標的核酸と完全にマッチした二重鎖およ
び／または三重鎖を形成する。
【００６０】
　本明細書で用いる場合、用語「下流」は、ヌクレオチド配列に沿った方向に関して用い
る際は、５’から３’末端への方向を意味する。同様に、用語「上流」は、３’から５’
末端への方向を意味する。
【００６１】
　本明細書で用いる場合、用語「遺伝子」は、遺伝子およびその全ての現在既知の変異体
および明らかにされ得る任意のさらなる変異体を意味する。
【００６２】
　本明細書で用いる場合、ポリペチドの「変異体」は、１または２以上のアミノ酸残基が
変更されたアミノ酸配列を指す。変異体は、置換されたアミノ酸が類似の構造または化学
特性を有する、「保存的」変更を有してもよい（例えばイソロイシンによるロイシンの置
換）。より稀に、変異体は「非保存的」変更を有してもよい（例えばトリプトファンによ
るグリシンの置換）。類似のマイナーなバリエーションはまた、アミノ酸の欠失もしくは
挿入、またはその両方を含んでもよい。どのアミノ酸残基を、生物学的活性をなくすこと
なく置換し、挿入しまたは欠失させ得るかを決定するための指針は、当該技術分野でよく
知られているコンピュータプログラム、例えばLASERGENEソフトウェア（DNASTAR）を用い
て見いだすことができる。
【００６３】
　用語「変異体」は、ポリヌクレオチド配列の文脈で用いる場合、野生型遺伝子に関する
ポリヌクレオチド配列を含んでもよい。この定義はまた、例えば、「対立遺伝子」、「ス
プライス」、「種」または「多型」変異体を含んでもよい。スプライス変異体は、参照分
子と顕著な同一性を有し得るが、ｍＲＮＡプロセシングの間のエクソンの選択的スプライ
シングにより、一般的により多くのまたはより少ない数のポリヌクレオチドを有する。種
変異体は、異なる種の間で変化しているポリヌクレオチド配列である。本発明において特
に有用なのは、野生型標的遺伝子産物の変異体である。変異体は核酸配列における少なく
とも１つの変異から生じ得、変化したｍＲＮＡ、または、構造または機能が変化していて
も、変化していなくてもよいポリペチドをもたらし得る。任意の所定の天然または組換え
遺伝子は、対立遺伝子型を有しないか、１または多数の対立遺伝子型を有し得る。変異体
を生じさせる、よく見られる変異による変化は、一般的に、ヌクレオチドの天然の欠失、
付加または置換によるものである。これらのタイプの変化の各々は、単独で、または、他
の変化と組み合わさって、所定の配列において１または２ヶ所以上生じ得る。
【００６４】
　結果として生じるポリペチドは、一般的に、相互に顕著なアミノ酸同一性を有する。多
型変異体は、所定の種の個体間の、特定の遺伝子のポリヌクレオチド配列における変化で
ある。多型変異体はまた、ポリヌクレオチド配列が１塩基異なる「一塩基多型」（ＳＮＰ
ｓ）または一塩基変異を包含し得る。ＳＮＰｓの存在は、例えば、ある集団の疾病状態へ
の傾向、すなわち感受性であるか、抵抗性であるかを示し得る。
【００６５】
　本明細書で用いる場合、用語「ｍＲＮＡ」は標的となる遺伝子の現在知られている１ま
たは２以上のｍＲＮＡ転写物、および明らかにされ得る任意のさらなる転写物を意味する
。
【００６６】
　「好ましいＲＮＡ」分子は、治療的、診断的、または他の視点から有用な、任意の外来
ＲＮＡ分子を意味する。かかる分子は、アンチセンスＲＮＡ分子、デコイＲＮＡ分子、酵
素的ＲＮＡ、治療的編集ＲＮＡ（therapeutic ediging RNA）ならびにアゴニストおよび
アンタゴニストＲＮＡを含む。
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【００６７】
　「アンチセンスＲＮＡ」は、ＲＮＡ－ＲＮＡ相互作用によって別のＲＮＡ（標的ＲＮＡ
）と結合して、標的ＲＮＡの活性を変化させる非酵素的なＲＮＡ分子を意味する(Eguchi 
et al., 1991 Annu. Rev. Biochem. 60, 631-652）。
【００６８】
　ＲＮＡ干渉「ＲＮＡｉ」は、「標的」核酸配列に配列特異的相同性を有する二本鎖ＲＮ
Ａ（ｄｓＲＮＡ）分子によって媒介される（Caplen, N. J., et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 98:9742-9747 （2001））。ショウジョウバエの細胞不含溶解液での生化学研
究は、本発明の一部の態様で、ＲＮＡ依存性遺伝子サイレンシングの媒介物が２１～２５
ヌクレオチドの「低分子干渉」ＲＮＡ二重鎖（ｓｉＲＮＡ）であることを示している。し
たがって、ｓｉＲＮＡ分子は、本発明の方法に好適に用いられる。ｓｉＲＮＡは、ダイサ
ー（Bernstein, E., et al., Nature 409:363-366 （2001））として知られているＲＮア
ーゼ酵素による、ｄｓＲＮＡのプロセシングに由来する。ｓｉＲＮＡ二重鎖産物は、ＲＩ
ＳＣ（ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体）と呼ばれる多タンパク質ｓｉＲＮＡ複合体にリ
クルートされる。いかなる特定の理論に束縛されることを望むことなく、ＲＩＳＣは、そ
の後、標的核酸（好適にはｍＲＮＡ）に誘導されると考えられ、そこで、ｓｉＲＮＡ二重
鎖は配列特異的に相互作用し、触媒的に切断を媒介する（Bernstein, E., et al., Natur
e 409:363-366 （2001）; Boutla, A., et al., Curr. Biol. 11:1776-1780 （2001））
。本発明により用いることができる低分子干渉ＲＮＡは、当該技術分野でよく知られ、か
つ、当業者が精通しているであろう手法に従って合成および使用することができる。本発
明の方法に用いられる低分子干渉ＲＮＡは、好適には約０～約５０ヌクレオチド（ｎｔ）
を含む。非限定的な態様の例において、ｓｉＲＮＡは約５～約４０ｎｔ、約５～約３０ｎ
ｔ、約１０～約３０ｎｔ、約１５～約２５ｎｔまたは約２０～２５ヌクレオチドを含むこ
とができる。
【００６９】
　適切なＲＮＡｉの選択は、核酸配列を自動的にアラインメントし、同一性または相同性
の領域を示すコンピュータプログラムを用いることにより容易になる。かかるプログラム
は、例えば、GenBankなどのデータベースを検索することにより、または、ＰＣＲ産物を
シーケンシングすることにより得られる核酸配列を比較するのに用いられる。様々な種か
らの核酸配列の比較は、種間で適切な程度の同一性を示す核酸配列の選択を可能にする。
シーケンシングさていない遺伝子の場合、標的種における遺伝子と他の種の遺伝子との間
の同一性の程度の決定を可能にするためにサザンブロットを行う。当該技術分野でよく知
られているとおりに、サザンブロットを種々の度合いのストリンジェンシーで行うことに
より、同一性の近似的な指標を得ることが可能である。これらの手順は、コントロールさ
れる対象における標的核酸配列への高い相補性、および、他の種における対応する核酸配
列への低い相補性を示すＲＮＡｉの選択を可能にする。当業者は、本発明において用いる
ための遺伝子の適切な領域の選択に、かなりの自由度があることを理解する。
【００７０】
　「酵素的ＲＮＡ」は、酵素活性を有するＲＮＡ分子を意味する（Cech, 1988 J. Americ
an. Med. Assoc. 260, 3030-3035）。酵素的核酸（リボザイム）は、最初に標的ＲＮＡに
結合することにより作用する。かかる結合は、分子の標的ＲＮＡを切断するように作用す
る酵素部分に極めて近接して保持されている酵素的核酸の標的結合部分を介して生じる。
こうして、酵素的核酸は塩基対合を通して、最初に標的ＲＮＡを認識し、次いでこれに結
合し、そして、一度正しい部位に結合すると、酵素として作用し、標的ＲＮＡを切断する
。
【００７１】
　「デコイＲＮＡ」は、リガンドのための天然の結合ドメインを模倣するＲＮＡ分子を意
味する。デコイＲＮＡは、したがって、特定のリガンドの結合について天然の結合標的と
競合する。例えば、ＨＩＶトランス活性化反応（ＴＡＲ）ＲＮＡの過剰発現が、「デコイ
」として作用し、効率的にＨＩＶのｔａｔタンパク質と結合し、それによってそれがＨＩ
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Ｖ　ＲＮＡにコードされているＴＡＲ配列と結合するのを防いだことが示されている（Su
llenger et al., 1990, Cell, 63, 601-608）。これは、具体的な例となるものである。
当業者は、これが例の１つであるにすぎず、そして、他の態様が当該技術分野において一
般的に知られている技法を用いて容易に生成できることを認識する。
【００７２】
　用語「相補的」は、一方の配列が他方の配列に、各配列の３’末端が他方の配列の５’
末端に結合し、かつ、一方の配列の各々のＡ、Ｔ（Ｕ）、ＧおよびＣが、他方の配列のＴ
（Ｕ）、Ａ、ＣおよびＧとそれぞれ整列する、アンチパラレル方向で結合できる場合、２
つの配列は相補的であることを意味する。通常、オリゴヌクレオチドの相補配列は、確定
した（defined）配列への、少なくとも８０％または９０％、好ましくは９５％、最も好
ましくは１００％の相補性を有する。好ましくは、対立遺伝子またはその変異体を同定す
ることができる。かかる配列同一性を評価するためにBLASTプログラムを用いることもで
きる。
【００７３】
　用語「相補配列」は、ポリヌクレオチド配列に関する場合、塩基対合則による別の核酸
分子における塩基配列に関する。より具体的には、本用語または同様の用語は、ヌクレオ
チド間または核酸間、例えば、二本鎖ＤＮＡ分子の２つの鎖の間、または、オリゴヌクレ
オチドプライマーと、シーケンシングまたは増幅される一本鎖核酸上のプライマー結合部
位との間のハイブリダイゼーションまたは塩基対合を指す。相補的なヌクレオチドは、一
般的に、ＡおよびＴ（またはＡおよびＵ）、またはＣおよびＧである。２つの一本鎖ＲＮ
ＡまたはＤＮＡ分子は、一方の鎖のヌクレオチドが、最適にアラインメントされ、比較さ
れ、および適切なヌクレオチドの挿入または欠失を伴って、他方の鎖のヌクレオチドの少
なくとも約９５％、通常は少なくとも９８％、そして、より好ましくは約９９％から約１
００％と対合する場合に、実質的に相補的であるという。相補的なポリヌクレオチド配列
は、よく知られたコンピュータアルゴリズムおよびソフトウェア、例えばＢＬＡＳＴプロ
グラムの使用を含む種々のアプローチによって同定することができる。
【００７４】
　二重鎖または三重鎖の形成に関して、用語「安定性」は、一般に、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドがその目的とする標的配列といかに強く結合するかを示し、より具体的には
、「安定性」は、生理学的条件下での二重鎖または三重鎖の生成自由エネルギーを示す。
標準的な条件のセット（例えば、下記のもの）における融解温度は、二重鎖および／また
は三重鎖の安定性の便利な指標である。好ましくは、本発明のオリゴヌクレオチドとして
は、１００ｍＭのＮａＣｌ、０．１ｍＭのＥＤＴＡおよび１０ｍＭのリン酸緩衝水溶液、
ｐＨ７．０において、オリゴヌクレオチドおよび標的核酸の１．５μＭの鎖濃度にて測定
した場合に、少なくとも４５℃の融解温度を有するものが選択される。したがって、生理
学的条件下で用いられる場合、二重鎖または三重鎖の形成は、抗原およびその標的が解離
する状態よりも実質的に有利なものとなる。安定した二重鎖または三重鎖は、いくらかの
態様において、塩基対間のミスマッチ、および／または三重鎖の場合には塩基トリプレッ
トの間のミスマッチを含み得ることが理解される。好ましくは、本発明の修飾オリゴヌク
レオチド、例えばＬＮＡ単位を含むものは、その標的核酸と完全にマッチした二重鎖およ
び／または三重鎖を形成する。
【００７５】
　本明細書で用いる場合、用語「熱融解点（Ｔｍ）」は、確定したイオン強度、ｐＨおよ
び核酸濃度の下で、標的配列と相補的なオリゴヌクレオチドの５０％が平衡状態で標的配
列にハイブリダイズする温度を指す。標的配列は一般的に過剰量存在しているため、Ｔｍ
においては、オリゴヌクレオチドの５０％が平衡状態でふさがっている。典型的には、ス
トリンジェントな条件は、短いオリゴヌクレオチド（例えば１０～５０ヌクレオチド）に
ついては、塩濃度がｐＨ７．０～８．３で少なくとも約０．０１～１．０ＭのＮａイオン
濃度（あるいは、他の塩類）であり、温度が少なくとも約３０℃である条件である。スト
リンジェントな条件はまた、ホルムアミドなどの不安定化剤（destabilizing agent）の
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添加によって達成することもできる。
【００７６】
　用語「ストリンジェントな条件」は、オリゴヌクレオチドがその標的部分配列にハイブ
リダイズするが、他の配列にはわずかなハイブリダイゼーションを伴うにすぎないか、他
の配列に違いが同定されるようにハイブリダイズする条件を指す。ストリンジェントな条
件は配列依存性であり、異なる状況においては異なる。より長い配列は、より高い温度で
特異的にハイブリダイズする。一般的に、ストリンジェントな条件は、確定したイオン強
度およびｐＨにおいて、特定の配列のための熱融解点（Ｔｍ）より約５℃低いものとして
選択される。
【００７７】
　用語「標的核酸」は、オリゴヌクレオチドが特異的にハイブリダイズするように設計さ
れている核酸（しばしば、生物試料に由来する）を指す。標的核酸の存在または欠如のい
ずれか、または定量すべき標的核酸の量が検出される。標的核酸は、標的に向けられる対
応するオリゴヌクレオチドの核酸配列と相補的な配列を有する。用語、標的核酸は、オリ
ゴヌクレオチドが指向するより大きな核酸の特定の部分配列、または、その発現量の検出
が望まれる全体的な配列（例えば遺伝子またはｍＲＮＡ）を指すこともある。用いられ方
の違いは、文脈から明らかとなる。
【００７８】
　本明細書で用いる場合、「薬学的に許容し得る」成分／担体等は、ヒトおよび／または
動物への使用に好適であり、妥当な利益／危険率に相応した不当な不利な副作用（例えば
毒性、刺激、およびアレルギー応答）のないものである。
【００７９】
　本明細書で用いる場合、用語「安全で有効な量」は、この発明の方法で用いる場合、妥
当な利益／危険率に相応した不当な不利な副作用（例えば毒性、刺激、およびアレルギー
応答）なしに、所望の治療反応をもたらすのに十分な成分の量を指す。「治療的有効量」
は、所望の治療反応をもたらすのに有効な本発明の化合物の量を意味する。例えば、がん
、肉腫またはリンパ腫の増殖またはその発症を遅延し、あるいは、がんを縮小させまたは
転移を防ぐために有効な量である。具体的な安全で有効な量または治療的有効量は、処置
する具体的な症状、患者の身体状態、処置する哺乳類または動物の種類、処置の継続期間
、併用療法の性質（行っている場合）、および用いられる具体的な剤形および化合物また
はその誘導体の構造などの要因によって異なる。
【００８０】
　本明細書で用いる場合、「薬学的塩」は、限定することなく、塩基性残基、例えばアミ
ンなどの鉱物塩または有機酸塩、酸性残基、例えばカルボン酸などのアルカリまたは有機
塩を含む。好ましくは、塩は、有機酸または無機酸を用いて作製される。これらの好まし
い酸性塩は、塩化物、臭化物、硫酸塩、硝酸塩、リン酸塩、スルホン酸エステル、蟻酸塩
、酒石酸塩、マレイン酸エステル、リンゴ酸塩、クエン酸塩、安息香酸エステル、サリチ
ル酸塩、アスコルビン酸塩などである。最も好ましい塩は、塩酸塩である。
【００８１】
　本明細書で用いる場合、「がん」は哺乳類で見出されるあらゆる種類のがんまたは腫瘍
または悪性腫瘍を指し、限定することなく、白血病、リンパ腫、メラノーマ、癌腫および
肉腫を含む。がんの例は、脳のがん、胸部のがん、すい臓がん、頸がん、大腸がん、頭頸
部がん、腎臓がん、肺がん、非小細胞肺がん、メラノーマ、中皮腫、卵巣がん、肉腫、胃
がん、子宮がんおよび髄芽腫である。
【００８２】
　本発明によるｓｉＲＮＡにより処置することができるさらなるがんは、例えば、ホジキ
ン病、非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫、神経芽細胞腫、乳がん、卵巣がん、肺がん、
横紋筋肉腫、原発性血小板血症、原発性マクログロブリン血症、小細胞肺腫瘍、原発性脳
腫瘍、胃がん、大腸がん、悪性膵臓インスリノーマ、悪性カルチノイド、膀胱がん、前が
ん性皮膚病変、精巣がん、リンパ腫、甲状腺がん、神経芽細胞腫、食道がん、泌尿生殖器
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がん、悪性高カルシウム血症、子宮頸がん、子宮内膜がん、副腎皮質がんおよび前立腺が
んを含む。がんはまた、病原体、例えば子宮頸がんウイルスおよびヒトパピローマウイル
スによって生じ得る。したがって、１つの態様において、疾患の処置は病原体によって誘
発される異常の処置を含む。
【００８３】
　「異種」成分は、それが天然に位置している実体とは異なる実体の中に導入されたかま
たは生成された成分を指す。例えば、１つの有機体に由来し、異なる有機体に遺伝子工学
技術によって導入されたポリヌクレオチドは異種ポリヌクレオチドであり、これは、発現
した場合に、異種ポリペチドをコードすることができる。同様に、その天然のコード配列
から取り出され、異なるコード配列に作動可能に連結されたプロモーターまたはエンハン
サーは、異種プロモーターまたはエンハンサーである。
【００８４】
　本明細書で用いる場合、「プロモーター」は、それが作動可能に連結されている遺伝子
またはコード配列の転写をコントロールするポリヌクレオチド配列を指す。構成的プロモ
ーター、誘導性プロモーターおよび阻害可能（repressible）プロモーターを含む、種々
の異なる給源からの多数のプロモーターが当該技術分野でよく知られており、クローニン
グされたポリヌクレオチド配列として、または、その一部として入手可能である（例えば
、ＡＴＣＣなどの寄託機関、ならびに他の商業的または個人的な給源から）。
【００８５】
　本明細書で用いる場合、「エンハンサー」は、それが作動可能に連結されている遺伝子
またはコード配列の転写を増強するポリヌクレオチド配列を指す。種々の異なる給源から
の多数のエンハンサーが当該技術分野でよく知られており、クローニングされたポリヌク
レオチド配列として、または、その一部として入手可能である（例えば、ＡＴＣＣなどの
寄託機関、ならびに他の商業的または個人的な給源から）。プロモーター配列を含む複数
のポリヌクレオチド（例えば、広く用いられているＣＭＶプロモーターなど）はまた、エ
ンハンサー配列を含む。
【００８６】
　「作動可能に連結される」は、このように記載される構成要素が、その意図された様式
で機能することを可能にする関係で並んでいることを指す。プロモーターは、それがコー
ド配列の転写をコントロールするならば、コード配列に作動可能に連結されている。作動
可能に連結されたプロモーターは一般的にコード配列の上流に位置するが、プロモーター
がコード配列に必ずしも隣接しているというわけではない。エンハンサーは、それがコー
ド配列の転写を増大させるならば、エンハンサーはコード配列に作動可能に連結されてい
る。作動可能に連結されたエンハンサーは、コード配列の上流、コード配列中またはコー
ド配列の下流に位置することができる。ポリアデニル化配列は、コード配列の下流端にあ
って転写がコード配列を通してポリアデニル化配列へと進行するようになっているならば
、コード配列に作動可能に連結されている。
【００８７】
　「レプリコン」は、適切な宿主細胞でのポリヌクレオチドの複製を可能にする複製起点
を含むポリヌクレオチドを指す。例としては、異種核酸が組み込まれ得る標的細胞のレプ
リコン（例えば、核およびミトコンドリア染色体）、ならびに染色体外レプリコン（例え
ば複製プラスミドおよびエピソーム）が挙げられる。
【００８８】
　「遺伝子送達」、「遺伝子導入」などは、本明細書で用いる場合、導入のために用いら
れる方法にかかわりなく、宿主細胞への外因性ポリヌクレオチド（「導入遺伝子産物」と
称する場合もある）の導入を指す用語である。かかる方法は、種々のよく知られた技法、
例えば、ベクター媒介性遺伝子導入（例えば、ウイルス感染／トランスフェクション、ま
たは種々の他のタンパク質ベースもしくは脂質ベースの遺伝子送達複合体によるもの）、
ならびに、「裸の」ポリヌクレオチドの送達を促進する技法（例えば、エレクトロポレー
ション、「遺伝子銃」送達、およびポリヌクレオチドの導入のために用いられる種々の他
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の技法）を含む。導入されたポリヌクレオチドは、宿主細胞において、安定して、あるい
は、一時的に維持されてもよい。安定した維持は、典型的には、導入されたポリヌクレオ
チドが、宿主細胞に適合した複製起点を含むか、または、宿主細胞のレプリコン、例えば
染色体外レプリコン（例えばプラスミド）または核もしくはミトコンドリア染色体に組み
込まれることを要する。複数のベクターが、当該技術分野において知られており、本明細
書に記載されているとおり、哺乳類細胞への遺伝子産物の移送を媒介できることが知られ
ている。
【００８９】
　「in vivo」遺伝子送達、遺伝子導入、遺伝子治療などは、本明細書において用いる場
合、外因性ポリヌクレオチドを含むベクターを、有機体、例えばヒトまたはヒト以外の哺
乳類体内に直接導入し、それにより外因性ポリヌクレオチドをかかる有機体の細胞にin v
ivoで導入することを指す用語である。
【００９０】
　核酸が細胞外環境から細胞内に転移する場合、細胞は核酸によって「形質導入」される
。核酸を細胞内に導入する任意の方法を用いることができ、この用語は、特に明記しない
限り、細胞内へ核酸を送達するいかなる具体的な方法も示唆しない。核酸が細胞内に形質
導入されて、安定して複製する場合、細胞は核酸によって「形質転換」される。ベクター
は、細胞によって発現される核酸（通常はＲＮＡまたはＤＮＡ）を含む。ベクターは、任
意に、核酸の細胞内への進入の達成を補助する物質、例えばウイルス粒子、リポソーム、
タンパク質コーティングなどを含む。「細胞形質導入ベクター」は、一旦核酸が細胞に形
質導入されると、安定した複製および発現が可能な核酸をコードするベクターである。
【００９１】
　本明細書で用いる場合、「標的細胞」または「レシピエント細胞」は、または、外因性
核酸分子、ポリヌクレオチドおよび／またはタンパク質のレシピエントであることが望ま
れる、またはレシピエントであった個々の細胞または細胞を指す。本用語はまた、単一細
胞の子孫を含むことを意図する。
【００９２】
　「ベクター」（時に遺伝子送達または遺伝子導入「ビヒクル」と称する場合もある）は
、宿主細胞に、in vitroまたはin vivoで送達されるポリヌクレオチドを含む巨大分子ま
たは分子の複合体を指す。送達されるポリヌクレオチドは、遺伝子治療における対象とな
るコード配列を含んでもよい。ベクターは、例えば、ウイルスベクター（例えばアデノウ
イルス（「Ａｄ」）、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）およびレトロウイルス）、リポソー
ムおよびその他の脂質含有複合体、およびポリヌクレオチドの宿主細胞への送達を媒介す
ることができるその他の巨大分子複合体を含む。ベクターはまた、さらに遺伝子送達や遺
伝子発現をさらに調節するか、またはさもなければ、標的となる細胞に有益な特性を提供
する他の成分または機能を含むことができる。以下でより詳細に記載および例示するとお
り、かかる他の成分は、例えば、細胞への結合または標的化に影響する成分（細胞種また
は組織特異的結合を媒介する成分を含む）、細胞によるベクター核酸の取り込みに影響す
る成分、取り込みの後、細胞内でのポリヌクレオチドの局在に影響する成分（例えば核局
在を媒介する剤）、および、ポリヌクレオチドの発現に影響する成分を含む。かかる成分
はまた、マーカー、例えばベクターによって送達された核酸を取り込み、そして発現して
いる細胞を検出または選択するのに用いることができる、検出可能なおよび／または選択
可能なマーカーを含んでもよい。かかる成分は、ベクターの天然の特徴として提供されて
もよく（例えば結合および取り込みを媒介する成分または機能を有する一部のウイルスベ
クターの利用）、または、ベクターはかかる機能を提供するために改変されていてもよい
。他のベクターは、Chen et al; BioTechniques, 34: 167-171 （2003）により記載され
たものを含む。多種多様なかかるベクターが当該技術分野において知られており、一般的
に入手可能である。
【００９３】
　「組換えウイルスベクター」は、１または２以上の異種遺伝子産物または配列を含むウ
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イルスベクターを指す。多くのウイルスベクターが、パッケージングと関連するサイズの
制約を示すため、異種遺伝子産物または配列は、典型的には、ウイルスゲノムの１または
２以上の部分に置換することによって導入される。かかるウイルスは複製欠損となること
があり、ウイルス複製およびカプシド形成の間、削除された機能をin transで提供するこ
とを要求する（例えば、複製および／またはカプシド形成のために必要な遺伝子産物を有
するヘルパーウイルスまたはパッケージング細胞系の使用による）。送達されるポリヌク
レオチドがウイルス粒子の外部に担持される改変ウイルスベクターも記載されている（例
えば、Curiel、D T, et al. PNAS 88：8850-8854, 1991参照）。
【００９４】
　本明細書で用いる場合、ウイルスの「パッケージング」は、ウイルスベクターの合成お
よびアセンブリをもたらす一連の細胞内イベントを指す。パッケージングは、典型的には
、「プロウイルスゲノム」、または、「ベクタープラスミド」と典型的に呼ばれる組換え
プロベクター（典型的には適切なウイルス「パッケージング配列」が隣接していることに
より、ウイルスゲノムに類似した様式でパッケージングされ得る組換えポリヌクレオチド
である）の複製を伴い、これに引き続き、カプシド形成またはその他の核酸のコーティン
グが行われる。このように、適切なベクタープラスミドが適切な状況下でパッケージング
細胞系に導入された場合、それは複製され、ウイルス粒子にアセンブルされ得る。多くの
ウイルスゲノムで見出されている、ウイルスの「ｒｅｐ」および「ｃａｐ」遺伝子産物は
、それぞれ、複製タンパク質およびカプシド形成タンパク質をコードしている遺伝子産物
である。「複製欠損」、または、「複製不能（replication-incompetent）」ウイルスベ
クターは、複製および／またはパッケージングのために必要な１または２以上の機能が欠
けているか、または変化しており、ウイルスベクターが、宿主細胞による取り込みの後に
ウイルス複製を開始することができなくなっているウイルスベクターを指す。かかる複製
欠損ウイルスベクターのストックを生成するために、ウイルスまたはプロウイルス核酸を
、in transで供給することができる、欠損した機能をコードする遺伝子産物を含むよう改
変された「パッケージング細胞系」に導入することができる。例えば、かかるパッケージ
ング遺伝子産物は、パッケージング細胞系のレプリコンに安定して組み込むことができ、
または、これらは、「パッケージングプラスミド」または欠損した機能をコードする遺伝
子産物を担持するヘルパーウイルスによるトランスフェクションにより導入することがで
きる。
【００９５】
　「検出可能なマーカー遺伝子」は、その遺伝子を有する細胞を特異的に検出する（例え
ば、マーカー遺伝子を有しない細胞と区別する）ことを可能にする遺伝子である。多種多
様なかかるマーカー遺伝子産物が当該技術分野において知られている。その好ましい例は
、細胞表面に現れており、それによって簡単かつ迅速な検出および／または細胞ソーティ
ングを容易にするタンパク質をコードする検出可能なマーカー遺伝子産物を含む。例とし
て、β－ガラクトシダーゼをコードするｌａｃＺ遺伝子が検出可能なマーカーとして用い
ることができ、ｌａｃＺ遺伝子を有するベクターで形質導入された細胞を染色によって検
出することが可能となる。
【００９６】
　「選択可能なマーカー遺伝子」は、その遺伝子を有する細胞を、対応する選択剤の存在
下で、特異的に選択または除外することを可能にする遺伝子である。例として、抗生物質
耐性遺伝子が、宿主細胞を、対応する抗生物質の存在下でポジティブ選択することを可能
にするポジティブ選択可能なマーカー遺伝子として用いることができる。選択可能なマー
カーはポジティブ、ネガティブまたは二機能性であり得る。ポジティブ選択可能なマーカ
ーは、マーカーを有する細胞の選択を可能にするが、ネガティブ選択可能なマーカーは、
マーカーを有する細胞を選択的に排除することを可能にする。種々のかかるマーカー遺伝
子産物が記載されており、これは二機能性（すなわちポジティブ／ネガティブ）マーカー
を含む（例えば、1992年5月29日に公開されたWO 92/08796、および1994年12月8日に公開
されたWO 94/28143を参照）。かかるマーカー遺伝子産物は、遺伝子治療の文脈で有利で
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あり得る追加の制御手段を提供することができる。
【００９７】
　「診断」または「診断された」は、病的状態の存在または性質を同定することを意味す
る。診断法は、その感度および特異性が異なる。診断アッセイの「感度」は、陽性と判定
された罹患個体のパーセンテージ（「真陽性」のパーセント）である。アッセイによって
検出されなかった罹患個体は「偽陰性」である。罹患しておらず、かつ、アッセイにおい
て陰性と判定された個体は、「真陰性」と呼ばれる。診断アッセイの「特異性」は、１－
偽陽性率であり、ここで、「偽陽性」率は、陽性と判定された疾患を有しない個体の割合
と定義される。個別の診断法は状態の決定的な診断を提供しないかもしれないが、その方
法が診断の助けになるポジティブな指標を提供するならばそれで十分である。
【００９８】
　用語「患者」または「個体」は、本明細書では互換可能に用いられ、処置すべき哺乳類
対象を指し、ヒト患者が好ましい。場合によっては、本発明の方法は、実験動物、獣医学
的用途、および疾患のための動物モデルの開発に用いられ、これには、限定することなく
、マウス、ネズミおよびハムスターを含む齧歯動物、および霊長類が含まれる。
【００９９】
　「処置」は、疾患の発症を予防し、または、疾患の病状または症状を変化させる意図で
行われる介入である。したがって、「処置」は治療的処置および予防または防止措置の両
方を指す。「処置」はまた、パリアティブケアとして特定され得る。処置を必要とするも
のは、すでに疾患を有するもの、ならびに、疾患が予防されるべきものを含む。腫瘍（例
えばがん）の処置において、治療薬は直接腫瘍細胞による病状を軽減してもよく、または
、腫瘍細胞を、他の治療剤による処置、例えば放射線および／または化学療法に対する感
受性を高めてもよい。
【０１００】
　「腫瘍性疾患、腫瘍性細胞、がんの処置」は、以下の効果の１または２以上をもたらす
ことができる、本明細書中および下記の例に記載されたオリゴヌクレオチド、ベクターお
よび／またはペプチドの量を指す：（１）（ｉ）減速および（ｉｉ）完全な増殖停止を含
む、腫瘍の増殖のある程度の阻害、（２）腫瘍細胞の数の減少、（３）腫瘍サイズの維持
、（４）腫瘍サイズの縮小（５）（ｉ）低減、（ｉｉ）減速または（ｉｉｉ）完全な防止
を含む、末梢器官への腫瘍細胞の浸潤の阻害、（６）（ｉ）低減、（ｉｉ）減速または（
ｉｉｉ）完全な防止を含む、転移の阻害、（７）（ｉ）腫瘍サイズの維持、（ｉｉ）腫瘍
サイズの縮小、（ｉｉｉ）腫瘍増殖の減速、（ｉｖ）浸潤の低減、減速および防止または
（ｖ）転移の低減、減速および防止をもたらし得る抗腫瘍免疫応答の強化、および／また
は（８）疾患に関連する、１または２以上の徴候のある程度の緩和。
【０１０１】
　感染症有機体で苦しむ個体の処置は、個体における疾患有機体の減少および除去を指す
。例えば、プラーク形成単位または他の自動化された診断法、例えばＥＬＩＳＡなどで測
定されるウイルス粒子の減少である。
【０１０２】
　「神経性（ニューロンの、神経学的）欠陥、障害または疾患」は、本明細書で用いる場
合、限定することなく以下を含む、任意の神経学的障害または疾患を指す：神経変性疾患
（例えばパーキンソン病、アルツハイマー病）、または、中枢神経系の自己免疫疾患（例
えば多発性硬化症）、記憶喪失、長期および短期の記憶障害、学習障害、自閉症、うつ病
、良性健忘症、小児期学習障害、閉鎖性頭部外傷、および注意欠陥障害、脳の自己免疫疾
患、ウイルス感染に対するニューロンの反応、脳損傷、うつ病、精神障害、例えば、バイ
ポラリズム（bipolarism）、精神分裂症など、ナルコレプシー／睡眠障害（サーカディア
ンリズム障害、不眠症およびナルコレプシーを含む）、神経の切断または神経損害、脳脊
髄神経（ＣＮＳ）の切断および脳または神経細胞への任意の損害、エイズに関連した神経
病学的欠陥、チック（例えばジル・ド・ラ・トゥレット症候群）、ハンチントン舞踏病、
精神分裂症、外傷性脳損傷、耳鳴り、神経痛、特異に三叉神経痛、神経因性疼痛、糖尿病
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、ＭＳおよび運動ニューロン疾患などの疾患におけるニューロジステジア（neurodysthes
ias）をもたらす不適切なニューロンの活動、運動失調症、筋硬直（痙性）および顎関節
障害、対象における報酬不足症候群（Reward Deficiency Syndrome、ＲＤＳ）行動、アル
コールまたは薬物乱用（例えばエクスタシー、メトアンフェタミンなど）に起因する神経
毒性。他の疾患は、限定することなく以下を含む：失語症、ベル麻痺、クロイツフェルト
ヤコブ病、てんかん、脳炎、ハンチントン病、神経筋障害、神経腫瘍学疾患、神経免疫学
疾患、神経耳科学疾患、疼痛、恐怖症、睡眠障害およびその他の運動障害。他の変性障害
は、例えば、加齢黄斑変性症を含む。
【０１０３】
標的核酸
　非コードＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）の概念：分子生物学のセントラルドグマは、半世紀以上
の間、ＤＮＡにコードされている遺伝情報が転写されて中間分子であるＲＮＡを形成し、
これが今度は、タンパク質を形成するアミノ酸に翻訳されるとしていた。有力な仮説は、
遺伝子がタンパク質に直接関連している（「１遺伝子－１タンパク質」）というものであ
った。ここ数年、我々はＲＮＡレベルの複雑さが以前に想定していたよりはるかに重大で
あることを理解するに至った。かかる複雑さは、主に非コード転写物（ならびに選択的ス
プライシング現象）によるものであり、特に真核生物で明瞭である(Mattick, J.S. （200
4） RNA regulation: a new genetics? Nat Rev Genet 5 （4）, 316-323）。
【０１０４】
　ｎｃＲＮＡは、マイクロＲＮＡ、アンチセンス転写物、および、高密度のストップコド
ンを含み、広い「オープンリーディングフレーム」を全く欠如するその他の転写単位（Ｔ
Ｕ）を含む。多くのｎｃＲＮＡは、タンパク質コード遺伝子座の３’非翻訳領域（３’Ｕ
ＴＲ）における開始部位から始まるようである。ｎｃＲＮＡは稀であることが多く、ＦＡ
ＮＴＯＭコンソーシアムによってシーケンシングされたｎｃＲＮＡの少なくとも半数は、
ポリアデニル化されていないようである。研究者のほとんどは、明らかな理由から、プロ
セシングされて細胞質に輸送されたポリアデニル化ｍＲＮＡに注目していた。最近、一連
の非ポリアデニル化核ＲＮＡが非常に多数存在し得、かかる転写物の多くがいわゆる遺伝
子間領域から生じることが示された（Cheng, J. et al. （2005） Transcriptional maps
 of 10 human chromosomes at 5-nucleotide resolution. Science 308 （5725）, 1149-
1154; Kapranov, P. et al. （2005） Examples of the complex architecture of the h
uman transcriptome revealed by RACE and high-density tiling arrays. Genome Res 1
5 （7）, 987-997）。また、図１Ａを参照。
【０１０５】
　ｎｃＲＮＡの概念については、主にこれらが従来のコードＲＮＡの特徴のいくつかを共
有するが全てを共有するのではないため、依然いくぶんの賛否両論がある。いくらかのｎ
ｃＲＮＡは、遠縁の種においてさえ高度に保存されるようである。Carninciら（Carninci
, P. et al. （2005） The transcriptional landscape of the mammalian genome. Scie
nce 309 （5740）, 1559-1563）によって分析されたｎｃＲＮＡの大半は、種間で位置的
保存を示した。機能を考慮する際に、特定の位置からの転写が重要であるか、または、ゲ
ノム構造または配列の結果であること考えられ得る。非コード転写物は実際、それが由来
するＤＮＡ配列との何らかの配列特異的相互作用を介して機能するかもしれず、または、
それは他の標的を有するかもしれない。興味深いことに、ｎｃＲＮＡ転写物は迅速に進化
しているようであり、これらがしばしばよく保存されないという事実は、これらが機能を
欠くということを必ずしも意味するわけではない。少なくとも４つのウェブアクセスでき
るｎｃＲＮＡに関するデータベースが存在する（表１を参照）。
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【表１】

【０１０６】
　ｎｃＲＮＡが遺伝子発現を制御する最もよく知られたメカニズムは、標的転写物との塩
基対合によるものである。塩基対合によって機能するＲＮＡは、（１）それが作用するＲ
ＮＡと同じ遺伝子位置であるが、反対の鎖にコードされ、したがって、その標的への完全
な相補性を示すシスコード（cis-encoded）ＲＮＡ、および、（２）それが作用するＲＮ
Ａとは別の染色体位置にコードされ、一般的にその標的に対し完全な塩基対合能を示さな
いトランスコード（trans-encoded）ＲＮＡに分類できる。
【０１０７】
　アンチセンス転写：アンチセンス転写物は、コードＲＮＡならびに非コードＲＮＡに由
来し得る（図１Ａ）。特筆すべきことに、哺乳類におけるアンチセンス転写は、わずか数
年前に予想し得たよりはるかに多い。ごく最近、Katayamaら（Katayama, S. et al. （20
05） Antisense transcription in the mammalian transcriptome. Science 309 （5740
）, 1564-1566）は、マウスにおいて、全てのゲノムマップされた転写単位の７２％以上
（43,553）が、一部のｃＤＮＡ、５’または３’発現配列タグ（ＥＳＴ）配列、または、
反対の鎖にマップされたタグ領域またはタグペア（tag-pair）領域とオーバーラップする
ことを示した。現在のところ、この状況がヒトで大きく異なることを想定する根拠はない
。
【０１０８】
　しかしながら、この転写活性が主に「意図しないもの」であり、ＲＮＡ転写機構の「リ
ーク（leakage）」であることが主張された。この後者のために、アンチセンス転写物ペ
アが、非アンチセンスペアと比較して、進化を通してそのゲノム構成を保存している可能
性が極めて高いことが証明された。さらに、鎖特異的および従来型マイクロアレイを用い
た発現分析は、種々のマウス組織の間でセンス－アンチセンスペアの発現量の顕著な変動
を示した。大量の複数の大きさの転写物がセンス－アンチセンス遺伝子座から発現され、
そして、これらがポリアデニル化テールを欠き、核局在を示す傾向があるようである。
【０１０９】
　センス－アンチセンスペアの３つの基本的なタイプが存在するようである：（１）ヘッ
ドトゥヘッド（head-to-head）または発散（convergent）型、（２）テールトゥテール（
tail-to-tail）または収束（divergent）型、および（３）完全オーバーラップ型。発散
（ヘッドトゥヘッド）型が、最も一般的である（図１Ｂ）。
【０１１０】
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　重要な機能的問題は、天然アンチセンスペアが内因性ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）の基礎を
形成し得るかということである。異なる生物系においてＲＮＡｉベースのメカニズムが非
常に広範囲にわたって存在していること、および、少なくとも一部の種において、ＲＮＡ
ｉ経路の一部が核区画で生じ得ることを示す最近の証拠は、アンチセンス媒介性の遺伝子
阻害におけるこの過程の可能な役割を示唆する。この観点によると、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓ
ＲＮＡ）はダイサーまたは他のＲＮａｓｅＩＩＩファミリーのメンバーによってｓｉＲＮ
Ａに切断される。しかしながら、我々は最近、天然アンチセンス転写物によるＲＮＡの制
御が、ヒト細胞において、ダイサーに関連するＲＮＡｉから独立した経路を介して生じる
ことを証明した（Faghihi, M. and Wahlestedt, C. （2005） RNA interference is not 
involved in natural antisense mediated regulation of gene expression in mammals.
 Genome Biol）。アンチセンス－センス相互作用現象は、種々のタイプの遺伝子に影響を
及ぼして、ゲノム全体で不均一に分布している。
【０１１１】
　ＲＮＡ標的化：創薬活動は、歴史的に、遺伝子のタンパク質産物を調節する化合物の検
索に集中してきた。通常、これらの化合物は、レセプターのアゴニストもしくはアンタゴ
ニスト、または酵素もしくはタンパク質－タンパク質相互作用を阻害もしくは刺激する化
合物である。しかしながら、標的の検証および／または治療の目的で、ＲＮＡを標的化す
ることに対する関心が、特に数年前にＲＮＡｉが導入されたことにより高まっている。ま
た、ｍＲＮＡを、小分子、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイムまたはアプタマ
ーによって標的化することを目的とする多くの試みが進行中である。
【０１１２】
　現在の薬物療法は、わずか数百の内因性の標的、主にレセプターおよび酵素に関するも
のである。ゲノミクスおよびトランスクリプトミクスでの取り組みにより、検証する必要
がある多くの新しい薬物標的候補が特定された。標的検証研究、例えば、ＲＮＡレベルの
操作によるものは、創薬プロセスにおける優先順位を定める助けとなるが、これらは候補
薬を直接もたらすことはない。したがって、確立された標的に注力し続ける正当な理由が
ある。これらが天然アンチセンス制御を受けることが判明すれば、これらの「古い」標的
を、特にこれらの標的のために利用できる薬がない場合に、新しい方法で扱う試みを行う
ことは可能であろう。
【０１１３】
　タンパク質をコードする遺伝子に関して、エネルギー的な見方をすれば、転写後制御は
、遺伝子発現を制御する高価なメカニズムである。ｍＲＮＡは、遺伝子から活性タンパク
質への多段階のプロセスにおける中間体にすぎない。細胞が最初でのみ、転写レベルでこ
のプロセスを制御するならば、それはタンパク質を合成するのに用いられないｍＲＮＡ分
子を提供、分解、およびリサイクルするために必要なエネルギーを節約できる。ｎｃＲＮ
Ａの作用を調節するために、ＲＮＡレベルは、明らかに標的化の唯一の選択肢である。
【０１１４】
　好ましい態様において、オリゴヌクレオチドは、標的核酸のアンチセンスおよびセンス
転写物に標的化される。オリゴヌクレオチドは（１）ヘッドトゥヘッドまたは発散型、（
２）テールトゥテールまたは収束型、および（３）完全オーバーラップ型であり得る。図
１Ｂは、種々のタイプの方向性の模式図を提供する。
【０１１５】
　別の好ましい態様において、オリゴヌクレオチドはアンチセンス転写物を標的とし（「
不一致的制御」）、これにより、アンチセンス転写物のみのノックダウンが、従来の（セ
ンス）遺伝子の発現を高める。したがって、本発明の１つの側面では、所望の遺伝子の発
現を上方調節することができる。例えば、標的遺伝子または核酸が、既知のまたは推定さ
れる薬物標的をコードしている場合、そのアンチセンス対応物のノックダウンは受容体ア
ゴニストまたは酵素刺激剤の作用を模倣する。表２は、アンチセンス（コードならびに非
コード）転写物のノックダウンが、センス発現を不一致的に制御することが示された例を
提供する。例えば、パーキンソン病では、ミトコンドリアに局在するキナーゼ、ＰＩＮＫ
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１の増強した活性（例えばＰＩＮＫ１の上昇）が望まれる:
【化１】

【０１１６】
　好ましい態様において、ｓｉＲＮＡ分子は所望のセンス／アンチセンス遺伝子座のオー
バーラップ領域を標的とし、それによってセンスおよびアンチセンス転写物の両方を制御
する。
【０１１７】
　好ましい態様において、組成物は、所望の標的遺伝子座にオーバーラップする、および
／または、センスおよびアンチセンスの両方を標的とする（オーバーラップするかまたは
別の方法で）ｓｉＲＮＡの１または２以上および／またはｓｉＲＮＡの組み合わせのいず
れかのｓｉＲＮＡ分子を含む。これらの分子は、任意の疾患または異常の可能な治療のた
めに望まれる任意の標的に向けられ得る。例えば、標的がん遺伝子、レセプター、プロモ
ーターをコードする遺伝子、エンハンサー、サイトカインなど。理論的に、どの分子が標
的とされるかについては制限がない。この発明は、先天的か否かを問わず、各疾患、異常
の治療の設計における新しい時代の先駆けとなる。さらにまた、本明細書で教示する技術
は、治療を各々の個体に合わせることを可能にする。
【０１１８】
　本発明の組成物および方法によって、遺伝子発現の上方調節が望まれる別の例は、脈管
形成の上方調節、例えば創傷治癒におけるものである。脈管形成を刺激するために、Ｇタ
ンパク質共役型レセプター（ＧＰＣＲ）、ＣＤ９７を介したシグナリングの強化は、その
（コード）アンチセンスパートナー、Ｄｄｘ－３９の標的化によって達成することができ
る。
【０１１９】
　別の好ましい態様において、オリゴヌクレオチドは、アンチセンスおよびセンス転写物
の両方を標的とし（「一致的制御」）、これによりアンチセンスおよびセンス転写物をノ
ックダウンし、それによって従来の（センス）遺伝子発現の相乗的な低減を達成する。こ
れらの概念は、図１Ａ～１Ｂおよび２Ａ～２Ｂに例示されている。ｓｉＲＮＡがノックダ
ウンを達成するのに用いられる場合、この戦略は、センス転写物に標的化された１つのｓ
ｉＲＮＡおよび対応するアンチセンス転写物に標的化された別のｓｉＲＮＡ、または、同
時にオーバーラップするセンスおよびアンチセンス転写物を同時に標的とする単一のエネ
ルギー的に対称なｓｉＲＮＡを適用することによってさらにテストされる。表２によれば
、かかる二重の同時的な標的化は、例えば、その阻害が種々の病状で有益となり得る標的
である、低酸素誘導因子１アルファの場合に追求することが適切である。表２における別
の例は、低減したシグナリングが同じく治療的に有益であることが示されたＧＰＣＲであ
る、アドレノメデュリンＡＭ１レセプターである。
【０１２０】
　アルツハイマー病に用いる、アンチセンスおよびセンス転写物の同時的ノックダウンに
有用な組成物の例は、限定することなく、以下を含む：
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【化２】

【０１２１】
　これらの組成物は説明例として提供されており、限定的であることを意図しない。好ま
しい態様において、オリゴヌクレオチドを個々の治療に合わせることができ、例えば、こ
れらのオリゴヌクレオチドは、個体における対立遺伝子変異体に対して配列特異的である
ことができ、標的の上方調節または阻害は種々の程度、例えば対照に対して１０％、２０
％、４０％、１００％の発現という具合に操作することができる。すなわち、ある患者に
おいては、標的遺伝子発現を１０％増加または減少させることが有効であり得るのに対し
、別の患者では８０％増加または減少させることが有効であり得る。
【０１２２】
　遺伝子発現の上方調節または阻害は、内因性の標的ＲＮＡまたは標的ＲＮＡの翻訳によ
って産生されるタンパク質を測定することによって定量できる。ＲＮＡおよびタンパク質
を定量する技法は、当業者によく知られている。一部の好ましい態様において、遺伝子発
現は少なくとも１０％、好ましくは少なくとも３３％、より好ましくは少なくとも５０％
、より一層好ましくは少なくとも８０％阻害される。本発明の特に好ましい態様において
、遺伝子発現は有機体の細胞内で少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、
または、少なくとも９９％から１００％まで阻害される。一部の好ましい態様において、
遺伝子発現は、少なくとも１０％、好ましくは少なくとも３３％、より好ましくは少なく
とも５０％、より一層好ましくは少なくとも８０％上方調節される。本発明の特に好まし
い態様において、遺伝子発現は有機体の細胞内で少なくとも９０％、より好ましくは少な
くとも９５％、または、少なくとも９９％から１００％まで上方調節される。
【０１２３】
　適切なＲＮＡｉの選択は、核酸配列を自動的にアラインメントし、同一性または相同性
の領域を示すコンピュータプログラムを用いることにより容易になる。かかるプログラム
は、例えば、GenBankなどのデータベースを検索することにより得られる核酸配列、また
は、ＰＣＲ産物をシーケンシングすることにより得られる核酸配列を比較するのに用いら
れる。様々な種からの核酸配列の比較は、種間で適切な程度の同一性を示す核酸配列の選
択を可能にする。シーケンシングされていない遺伝子の場合、標的種における遺伝子と他
の種の遺伝子との間の同一性の程度の決定を可能にするためにサザンブロットを行う。当
該技術分野でよく知られているとおりに、サザンブロットを種々の度合いのストリンジェ
ンシーで行うことにより、同一性の近似的な指標を得ることが可能である。これらの手順
は、コントロールされる対象における標的核酸配列への高い相補性、および、他の種にお
ける対応する核酸配列への低い相補性を示すＲＮＡｉの選択を可能にする。当業者は、本
発明において用いるための遺伝子の適切な領域の選択に、かなりの自由度があることを理
解する。
【０１２４】
　好ましい態様において、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）は、ＲＮＡ自体としてまたは
ＤＮＡとして、発現プラスミドまたはウイルスおよびｓｉＲＮＡにプロセシングされる低
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分子ヘアピンＲＮＡをコードする配列を用いて、細胞に送達される。
【０１２５】
　別の好ましい態様において、低分子ヘアピン配列のクローニングのためのＤＮＡカセッ
トは、ＲＮＡポリメラーゼＩ、ＩＩまたはＩＩＩによるその発現およびプロセシングを可
能にする。この系は、プレｓｉＲＮＡを、これらが活性を有する細胞質へ効果的に輸送す
ることを可能にし、遺伝子発現のための制御されたおよび組織特異的プロモーターの利用
を許容する。
【０１２６】
　本発明によれば、標的細胞、原核生物および真核生物のいずれかは、その遺伝子構造に
基づきｓｉＲＮＡによって、選択的に標的化される。感染症はほとんど常に外来の核酸の
獲得をもたらし、これはこの技術を用いて標的化することができる。具体的な標的はウイ
ルス性のもの、例えばＨＩＶ（ウイルスまたはプロウイルス）、または細菌性のもの、例
えば多剤耐性菌、例えばＴＢ、真菌または原虫であり得る。この技術は、有効な抗微生物
剤または抗ウイルス剤がない感染症（例えばエボラウイルスなど）、または既知のもしく
は新規のバイオテロ剤の処置に特に有用たり得る。
【０１２７】
　本発明の好ましいｓｉＲＮＡは、標的配列、特に疾患、例えばパーキンソン病、アルツ
ハイマー病など、がん、神経性疾患、感染性因子、例えばウイルス性、細菌性、真菌性ま
たは原虫性のものの標的オリゴヌクレオチドに、in vitroで評価し得る、ストリンジェン
シー条件下でハイブリダイズ（結合）する。
【０１２８】
　本発明は、タンパク質をコードする遺伝子産物ならびにタンパク質をコードしない遺伝
子産物に対して用いることができる。タンパク質をコードしない遺伝子産物の例は、リボ
ソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、核内低分子ＲＮＡ、細胞質低分子ＲＮＡ、テロメラーゼＲＮ
Ａ、ＤＮＡ複製、染色体再編成などに関与するＲＮＡ分子をコードする遺伝子産物を含む
。
【０１２９】
　別の好ましい態様において、異常細胞またはがん細胞が、ｓｉＲＮＡによって標的化さ
れる。例えば、多くの悪性腫瘍は、外来ＤＮＡ、例えばＢｃｒ－Ａｂｌ、Ｂｃｌ－２、Ｈ
ＰＶの存在を伴っており、これらは選択的な悪性細胞標的化を可能にするためのユニーク
な分子標的を提供する。このアプローチは、一塩基置換（例えばＫ－ｒａｓ、ｐ５３）ま
たはメチル化変化を標的化するのに用いることができる。しかしながら、がん細胞の増殖
はまた、以前に発現されていない遺伝子産物に起因し得る。これらの遺伝子配列を標的化
し、それによって、さらなる発現を阻害し、がん細胞に最終的な死をもたらすことができ
る。他の例において、トランスポゾンがかかる脱制御の原因となり得、そして、トランス
ポゾン配列、例えばＴｎ５を標的化することができる。
【０１３０】
　本発明によれば、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは、患者において、疾病状態を引き起
こすか、これに参与するか、またはこれを悪化させる分子に特異的であるように設計され
る。例えば、ウイルス感染において、ｓｉＲＮＡはウイルス複製、ウイルス感染サイクル
、例えば、細胞リガンドへの接着の原因となる分子、宿主免疫制御機能をコードするウイ
ルス遺伝子産物に対して標的化され得る。本発明において、ヒト疾患を引き起こす特に好
ましいウイルス有機体は、（限定することなく）フィロウイルス、ヘルペスウイルス、肝
炎ウイルス、レトロウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、トガウイル
ス、ピコルナウイルス、パポーバウイルス、および胃腸炎ウイルスを含む。
【０１３１】
　別の好ましい態様において、ｓｉＲＮＡは疾患因子、例えば炭疽菌によって産生される
毒素に標的化される。例えば、バイオテロ攻撃において用いられ得る剤の１つである炭疽
菌である。炭疽菌感染は、Bacillus anthracisの芽胞によって媒介され、これは皮膚の裂
傷を通して、吸入を通して、または摂食を通して体に侵入し得る。致死性の炭疽は、重篤
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な毒血症を伴う全身性菌血症の確立によって特徴づけられる。炭疽は、ショック、低灌流
および多器官系不全の致死性の症候群に関与する菌血症および／または毒血症による二面
攻撃であるようである。全身性疾患を発症する可能性は、有機体の侵入門戸によって変化
し、吸入による経路が最も顕著である（Dixon et al., 1999, New England J. Med. 341:
 815-826に総説がある）。ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは感染した患者における細菌の
増殖を阻害するｍＲＮＡに標的化されてもよく、また、毒素産生遺伝子産物を標的とし、
それによって炭疽菌感染の毒作用を排除してもよい。あるいは、ｓｉＲＮＡは有機体に存
在し、かつ、宿主には欠けている任意の配列標的に標的化することができる。
【０１３２】
　本発明は概して、疾患、例えばがん、および感染因子、例えば、ウイルス、細胞内およ
び細胞外寄生体、挿入因子、真菌感染などに起因する疾患であって、通常発現されていな
い遺伝子による遺伝子産物の発現、通常発現している遺伝子の異常な発現または異常な遺
伝子の発現をも引き起こし得る疾患を処置するための方法を提供し、これは、かかる処置
が必要な患者に、疾患を引き起こしている実体に特異的なｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチド
、または種々の改変ｓｉＲＮＡの混合物、または種々の改変および非改変ｓｉＲＮＡの混
合物の有効量を投与することを含む。
【０１３３】
　本発明によれば、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチド療法は、遺伝子由来の標的化されたｍ
ＲＮＡと接触し（相互作用し）、それにより遺伝子の発現が制御され、発現が阻害される
ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドの投与を含む。発現のかかる制御は、好適には、対照に対
する少なくとも約１０％または２０％の違いであってもよく、より好ましくは対照に対す
る少なくとも約３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％または９０％の発現の
違いである。ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドとの相互作用または接触が、対照に対する発
現の完全なまたは実質的に完全な調節、例えば、対照に対する少なくとも約９５％、９７
％、９８％、９９％または１００％の発現の阻害または増大をもたらすことが特に好まし
い。かかる調節の決定のための対照試料は、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドと接触してい
ない相当する細胞（in vitroまたはin vivo）であってもよい。
【０１３４】
　本発明の方法は、異常な細胞増殖および感染因子によって引き起こされる疾患に対する
処置または予防、特に、対象の肺、心臓、肝臓、前立腺、脳、精巣、胃、腸、腸管、脊髄
、副鼻腔（sinuses）、尿路または卵巣などの組織に生じ得る感染症の処置のために好ま
しく用いられる。本発明の方法はまた、全身性疾患、例えばウイルス血症または敗血症を
処置するために用いることができる。本発明の方法はまた、ウイルス感染または細菌感染
に関連する疾患治療および障害、ならびに感染因子に起因する他の任意の障害の処置にも
好ましく用いられる。
【０１３５】
　好ましくは、疾患因子は患者から単離され、診断ツール、例えば、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ
、細胞選別、ＰＣＲなどを用いて特定される。しかしながら、疾患を引き起こす因子は、
ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドが標的化され得る新規な因子であってもよい。その因子か
ら得られるシーケンシングデータを、ｓｉＲＮＡの構築に用いることができる。因子の部
分的なシーケンシングは、当該技術分野において知られている任意の手段によって達成す
ることができる。本発明をいかようにも制限または解釈することを意図しない説明例とし
て、以下のものが提供される。ｓｉＲＮＡは、選択された配列と相補的となるよう設計さ
れる。
【０１３６】
　本発明の１つの好ましい態様によると、ｓｉＲＮＡにおける核酸塩基は、標的ｍＲＮＡ
へのより高い特異性および親和性をもたらすために修飾されていてもよい。例えば、核酸
塩基はＬＮＡモノマーで置換されてもよく、これは、隣接する範囲（in contiguous stre
tches）または異なる位置にあってもよい。修飾ｓｉＲＮＡは、好ましくは標的配列に対
して、相補配列より高い会合定数（ｋａ）を有する。修飾または非修飾ｓｉＲＮＡの標的
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配列への結合は、ハイブリダイゼーションアッセイを用い、下記の例に記載したとおりに
、in vitroにて種々の緊縮条件下で決定することができる。
【０１３７】
　その潜在的治療用途の多くの基礎をなすオリゴヌクレオチドの基本的な特性は、ワトソ
ン－クリック水素結合（Ａ－ＴおよびＧ－Ｃ）または他の水素結合スキーム、例えば、フ
ーグスティーン／逆フーグスティーンモードなどを用いて、相補一本鎖核酸を認識し、こ
れと特異的にハイブリダイズするその能力である。親和性および特異性は、特定のオリゴ
ヌクレオチドのハイブリダイゼーション特性を特徴づけるために一般に用いられる特性で
ある。親和性は、その相補的な標的へのオリゴヌクレオチドの結合強度の指標である（二
重鎖の熱安定性（Ｔｍ）として表される）。二重鎖中の各々の核酸塩基ペアは熱安定性を
高め、そうして、親和性はオリゴヌクレオチドのサイズ（核酸塩基の数）が増大すること
により増加する。特異性は、完全に相補的な標的配列と、ミスマッチな標的配列とを区別
するオリゴヌクレオチドの能力の指標である。換言すると、特異性は標的におけるミスマ
ッチ核酸塩基ペアと関連する親和性の損失の指標である。
【０１３８】
　ｍＲＮＡの制御（阻害を含む）のためのｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドの有用性は、単
純な試験で容易に決定することができる。したがって、標的となるｍＲＮＡ、その突然変
異または断片を含むin vitroまたはin vivoの発現系に、特定のｓｉＲＮＡオリゴヌクレ
オチド（修飾または非修飾）を接触させ、発現のレベルを対照と、すなわち、ｓｉＲＮＡ
オリゴヌクレオチドを接触させていない同一の発現系を用いて比較することができる。
【０１３９】
　ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは、組合せで用いてもよい。例えば、同じ遺伝子の異な
る領域に向けられた、修飾されたおよび／または修飾されてない複数の異なるｓｉＲＮＡ
オリゴヌクレオチドの混合物を、同時にまたは別々に投与することができる。
【０１４０】
　本発明の実践において、標的遺伝子産物は、一本鎖または二本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡ
であってもよい。短いｄｓＲＮＡは、これが特定の遺伝子の転写のための開始部位と同じ
配列であるならば、転写を阻止するのに用いることができる。例えば、Janowski et al. 
Nature Chemical Biology, 2005, 10:1038を参照。本発明のｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチ
ドが指向する標的は、標的となる遺伝子の対立遺伝子型、およびスプライス変異体を含む
対応するｍＲＮＡを含むことが理解される。標的ポリヌクレオチドの配列についての知識
を所与として、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドのために特定の配列を選択するための多く
のガイダンスが文献に存在する。好ましいｍＲＮＡ標的は、５’キャップ部位、ｔＲＮＡ
プライマー結合部、開始コドン部位、ｍＲＮＡドナースプライス部位およびｍＲＮＡアク
セプタースプライス部位を含む。
【０１４１】
　標的ポリヌクレオチドがｍＲＮＡ転写物を含む場合、配列相補的なオリゴヌクレオチド
は転写物の任意の所望の部分にハイブリダイズすることができる。かかるオリゴヌクレオ
チドは、原則として、翻訳を阻害するために効果的であり、本明細書に記載される効果を
誘導することができる。翻訳は、ｍＲＮＡにより開始コドンまたはその近傍の部位で最も
効果的に阻害されると仮説立てられている。したがって、ｍＲＮＡ転写物の５’領域と相
補的なオリゴヌクレオチドが好ましい。開始コドン（転写物の翻訳された部分の５’末端
の最初のコドン）または開始コドンに隣接したコドンを含む、ｍＲＮＡと相補的なオリゴ
ヌクレオチドが好ましい。
【０１４２】
キメラ／修飾ｓｉＲＮＡ
　この発明に従って、当業者は、ｍＲＮＡが、翻訳開始およびストップコドンを含む３文
字の遺伝コードを用いてタンパク質をコードするための情報を有するコード領域だけでな
く、当業者に５’非翻訳領域、３’非翻訳領域、５’キャップ領域、イントロン領域およ
びイントロン／エクソンまたはスプライス部位リボヌクレオチドなどとして知られている
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領域を形成する、関連するリボヌクレオチドを含むことを理解する。したがって、本発明
により、これらの関連するリボヌクレオチドならびにコードリボヌクレオチドに完全にま
たは部分的に標的化されたオリゴヌクレオチドを作製することができる。好ましい態様に
おいて、オリゴヌクレオチドは、翻訳開始部位（ＡＵＧコドン）またはｍＲＮＡのコード
領域、５’非翻訳領域もしくは３非翻訳領域における配列に標的化される。干渉されるｍ
ＲＮＡの機能は、全ての生命機能、例えばＲＮＡのタンパク質翻訳のための部位への移行
、ＲＮＡからのタンパク質の実際の翻訳、ＲＮＡのスプライシングまたは成熟、および場
合によりＲＮＡが関与し得る独立した触媒活性さえも含む。ＲＮＡ機能に対するかかる干
渉の全体的な影響は、タンパク質発現に対する干渉を引き起こすことである。
【０１４３】
　この発明の特定の好ましいオリゴヌクレオチドは、キメラオリゴヌクレオチドである。
「キメラオリゴヌクレオチド」または「キメラ」は、この発明の文脈では、各々が少なく
とも１つのヌクレオチドで構成される２または３以上の化学的に異なった領域を含むオリ
ゴヌクレオチドである。これらのオリゴヌクレオチドは、典型的には、１または２以上の
有益な特性（例えば、例えば、高まったヌクレアーゼ抵抗性、高まった細胞への取り込み
、ＲＮＡ標的に対する高まった結合親和性）を与える修飾ヌクレオチドの少なくとも１つ
の領域と、ＲＮＡ：ＤＮＡまたはＲＮＡ：ＲＮＡハイブリッドを切断することができる酵
素のための基質となる領域とを含む。例として、ＲＮａｓｅ　ＨはＲＮＡ：ＤＮＡ二重鎖
のＲＮＡ鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼである。ＲＮａｓｅ　Ｈの活性化は、した
がって、ＲＮＡ標的の切断をもたらし、それによって遺伝子発現のアンチセンス阻害の効
率を大いに強化する。したがって、キメラオリゴヌクレオチドを用いる場合、同じ標的領
域にハイブリダイズするホスホロチオエートデオキシオリゴヌクレオチドと比較して、同
程度の結果が、より短いオリゴヌクレオチドでしばしば得られる。ＲＮＡ標的の切断は、
ゲル電気泳動により、そして必要に応じて、当該技術分野において知られている関連する
核酸ハイブリダイゼーション技術により、通常どおり検出することができる。１つの好ま
しい態様において、キメラオリゴヌクレオチドは、標的結合親和性を高めるために修飾さ
れた少なくとも１つの領域および、通常、ＲＮＡｓｅ　Ｈのために基質として作用する領
域を含む。その標的（この場合、ｒａｓをコードしている核酸）に対するオリゴヌクレオ
チドの親和性は、オリゴヌクレオチド／標的ペアのＴｍを測定することによって通常どお
り決定される。オリゴヌクレオチド／標的ペアのＴｍは、オリゴヌクレオチドおよび標的
が解離する温度であり、解離は、分光測光法で検出する。Ｔｍが高いほど、標的に対する
オリゴヌクレオチドの親和性は高い。より好ましい態様において、修飾されるオリゴヌク
レオチドの領域は、糖の２’位が修飾された少なくとも１つのヌクレオチド、最も好まし
くは２’－Ｏ－アルキル、２’－Ｏ－アルキル－Ｏ－アルキルまたは２’－フルオロ修飾
ヌクレオチドを含む。他の好ましい態様において、ＲＮＡ修飾は、ピリミジンのリボース
における２’－フルオロ、２’－アミノおよび２’Ｏ－メチル修飾、脱塩基残基またはＲ
ＮＡの３’末端における逆転した塩基（inverted base）を含む。かかる修飾は、通常ど
おりオリゴヌクレオチドに組み込まれ、これらのオリゴヌクレオチドは、所定の標的に対
して、２’－デオキシオリゴヌクレオチドよりも高いＴｍ（すなわちより高い標的結合親
和性）を有することが示されている。かかる高まった親和性の影響は、遺伝子発現のＲＮ
Ａｉオリゴヌクレオチドによる阻害を大いに強化することである。ＲＮａｓｅ　ＨはＲＮ
Ａ：ＤＮＡ二重鎖のＲＮＡ鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼであり、この酵素の活性
化は、したがって、ＲＮＡ標的の切断をもたらし、そうしてＲＮＡｉ阻害の効率を大いに
強化する。ＲＮＡ標的の切断は、ゲル電気泳動によって通常どおり示すことができる。別
の好ましい態様において、キメラオリゴヌクレオチドはまた、ヌクレアーゼ抵抗性を強化
するために修飾される。細胞は、核酸を分解することができる種々のエキソヌクレアーゼ
およびエンドヌクレアーゼを含んでいる。複数のヌクレオチドおよびヌクレオシド修飾が
、これらが組み込まれるオリゴデオキシヌクレオチドを、ネイティブなオリゴヌクレオチ
ドよりもヌクレアーゼ分解に対してより抵抗性にすることが示されている。ヌクレアーゼ
抵抗性は、オリゴヌクレオチドを細胞抽出物または単離されたヌクレアーゼ液とともにイ
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ンキュベートし、経時的に残存する無傷のオリゴヌクレオチドの程度を、通常はゲル電気
泳動により測定することによって日常的に測定される。そのヌクレアーゼ抵抗性を強化す
るために修飾されたオリゴヌクレオチドは、修飾されていないオリゴヌクレオチドよりも
長時間無傷で存続する。種々のオリゴヌクレオチド修飾が、ヌクレアーゼ抵抗性を強化ま
たは付与することは示されている。少なくとも１つのホスホロチオエート修飾を含むオリ
ゴヌクレオチドは、現在、より好ましい。場合によっては、標的結合親和性を高めるオリ
ゴヌクレオチド修飾はまた、独立して、ヌクレアーゼ抵抗性を強化することができる。複
数の好ましい修飾は、De Mesmaeker et al. Acc. Chem. Res. 1995, 28:366-374で見出す
ことができる。
【０１４４】
　この発明のために想定された複数の好ましいオリゴヌクレオチドの特定の例は、修飾骨
格、例えば、ホスホロチオエート、ホスホトリエステル、メチルホスホネート、短鎖アル
キルまたはシクロアルキル糖間連結または短鎖ヘテロ原子または複素環式糖間連結を含む
ものを含む。最も好ましいのは、ホスホロチオエート骨格を有するオリゴヌクレオチド、
およびヘテロ原子骨格、特にＣＨ２－ＮＨ－Ｏ－ＣＨ２、ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－Ｏ－Ｃ
Ｈ２［メチレン（メチルイミノ）またはＭＭＩ骨格として知られる］、（ＣＨ２）－Ｏ－
Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２、ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２およびＯ－Ｎ（Ｃ
Ｈ３）－ＣＨ２－ＣＨ２骨格（ここで、ネイティブのホスホジエステル骨格はＯ－Ｐ－Ｏ
－ＣＨとして表される）を有するオリゴヌクレオチドである。De Mesmaeker et al. Acc.
 Chem. Res. 1995, 28:366-374に開示されているアミド骨格も好ましい。また好ましいの
は、モルホリノ骨格構造を有するオリゴヌクレオチド（Summerton and Weller、米国特許
第5,034,506号）である。他の好ましい態様、例えばペプチド核酸（ＰＮＡ）骨格では、
オリゴヌクレオチドのリン酸ジエステル骨格はポリアミド骨格と入れ替えられ、核酸塩基
は直接または間接的に、ポリアミド骨格のアザ窒素原子に結合している（Nielsen et al.
 Science 1991, 254, 1497）。オリゴヌクレオチドはまた、１または２以上の置換糖残基
を含んでもよい。好ましいオリゴヌクレオチドは、２’位に以下のうちの１つを含む：Ｏ
Ｈ、ＳＨ、ＳＣＨ３、Ｆ、ＯＣＮ、ＯＣＨ３ＯＣＨ３、ＯＣＨ３Ｏ（ＣＨ２）ｎＣＨ３、
Ｏ（ＣＨ２）ｎＮＨ２またはＯ（ＣＨ２）ｎＣＨ３（ここで、ｎは１～約１０である）、
Ｃ１～Ｃ１０低級アルキル、アルコキシアルコキシ、置換下級アルキル、アルカリルまた
はアラルキル、Ｃｌ、Ｂｒ、ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、Ｏ－、Ｓ－またはＮ－アルキル、
Ｏ－、Ｓ－または、Ｎ－アルケニル、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮＯ２、ＮＯ２、Ｎ

３、ＮＨ２、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカリル、アミノアルキルアミノ、
ポリアルキルアミノ、置換シリル、ＲＮＡ切断基（RNA cleaving group）、レポーター基
、インターカレーター、オリゴヌクレオチドの薬物動態学的特性を改善するための基、ま
たは、オリゴヌクレオチドの薬力学的性質を改善するための基、および類似した特性を有
する他の置換基。好ましい修飾は、２’－メトキシエトキシ［２’－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２Ｏ
ＣＨ３、別名２’－Ｏ（２－メトキシエチル）］を含む（Martin et al., Helv. Chim. A
cta, 1995, 78, 486）。他の好ましい修飾は、２’－メトキシ（２’－Ｏ－ＣＨ３）、２
’－プロポキシ（２’－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３）および２’－フルオロ（２’－Ｆ）を含
む。類似した修飾はまた、オリゴヌクレオチドの他の位置、特に３’末端ヌクレオチド上
の糖の３’位、および５’末端ヌクレオチドの５’位で行ってもよい。オリゴヌクレオチ
ドはまた、ペントフラノシル基の代わりにシクロブチルなどの糖模倣体を有してもよい。
【０１４５】
　オリゴヌクレオチドはまた、付加的または代替的に、核酸塩基（当該技術分野において
はしばしば単純に「塩基」と呼ばれる）の修飾または置換を含んでもよい。本明細書で用
いる場合、「非修飾」または、「天然」核酸塩基は、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、
チミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ）およびウラシル（Ｕ）を含む。修飾核酸塩基は、天然核酸
にまれにまたは一過性にのみ見出される核酸塩基、例えば、ヒポキサンチン、６－メチル
アデニン、５－Ｍｅピリミジン、特に５－メチルシトシン（５－メチル－２’デオキシシ
トシンとも呼ばれ、当該技術分野ではしばしば５－Ｍｅ－Ｃと呼ばれる）、５－ヒドロキ
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シメチルシトシン（ＨＭＣ）、グリコシルＨＭＣおよびゲンチオビオシルＨＭＣ、ならび
に、合成核酸塩基、例えば２－アミノアデニン、２－（メチルアミノ）アデニン、２－（
イミダゾリルアルキル）アデニン、２－（アミノアルキルアミノ）アデニンまたは他のヘ
テロ置換アルキルアデニン、２－チオウラシル、２－チオチミン、５－ブロモウラシル、
５－ヒドロキシメチルウラシル、８－アザグアニン、７－デアザグアニン、Ｎ６（６－ア
ミノヘキシル）アデニンおよび２，６－ジアミノプリン）を含む。（Kornberg, A., DNA 
Replication, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1980, pp75-77; Gebeyehu, G., et
 al. Nucl. Acids Res. 1987, 15:4513）。当該技術分野で知られている「ユニバーサル
」塩基、例えばイノシンも含まれ得る。５－Ｍｅ－Ｃ置換は核酸二重鎖の安定性を０．６
～１．２℃高めることが示されており（Sanghvi, Y. S., in Crooke, S. T. and Lebleu,
 B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp.
 276-278）、現時点で好ましい塩基置換である。
【０１４６】
　本発明のオリゴヌクレオチドの別の修飾は、オリゴヌクレオチドの活性または細胞取り
込みを強化する１または２以上の部分またはコンジュゲートを、オリゴヌクレオチドに化
学的に連結することを含む。かかる部分は、限定することなく、脂質部分、例えばコレス
テロール部分、コレステリル部分（Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 198
9, 86, 6553）、コール酸（Manoharan et al. Bioorg. Med. Chem. Let. 1994, 4, 1053
）、チオエーテル、例えばヘキシル－Ｓ－トリチルチオール（Manoharan et al. Ann. N.
Y. Acad. Sci. 1992, 660, 306、Manoharan et al. Bioorg. Med. Chem. Let. 1993, 3, 
2765）、チオコレステロール（Oberhauser et al., Nucl. Acids Res. 1992, 20, 533）
、脂肪族鎖、例えばドデカンジオールまたはウンデシル残基（Saison-Behmoaras et al. 
EMBO J. 1991, 10, 111、Kabanov et al. FEBS Lett. 1990, 259, 327、Svinarchuk et a
l. Biochimie 1993, 75, 49）、リン脂質、例えば、ジ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセ
ロールまたはトリエチルアンモニウム１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセロ
－３－Ｈ－ホスホネート（Manoharan et al. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 3651、Shea 
et al. Nucl. Acids Res. 1990, 18, 3777）、ポリアミンまたはポリエチレングリコール
鎖（Manoharan et al. Nucleosides & Nucleotides 1995, 14, 969）、または、アダマン
タン酢酸（Manoharan et al. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 3651）を含む。親油性部分
を含むオリゴヌクレオチドおよびかかるオリゴヌクレオチドを調製する方法は、当該技術
分野で知られている（例えば米国特許第5,138,045号、第5,218,105号および第5,459,255
号）。
【０１４７】
　所定のオリゴヌクレオチドにおいて、全ての位置が一様に修飾されることは必要ではな
く、実際、前記の修飾のうちの２つ以上が単一のオリゴヌクレオチド、さらには、オリゴ
ヌクレオチド内の単一のヌクレオシド内に組み込むことができる。本発明はまた、上記に
定義したとおりのキメラオリゴヌクレオチドであるオリゴヌクレオチドを含む。
【０１４８】
　別の態様において、本発明の核酸分子は、限定されることなく、脱塩基ヌクレオチド、
ポリエーテル、ポリアミン、ポリアミド、ペプチド、炭水化物、脂質またはポリ炭化水素
化合物を含む、別の部分と結合していてもよい。当業者は、これらの分子が糖、塩基また
はリン酸基の複数の位置で、核酸分子を含む任意のヌクレオチドの１または２以上に連結
され得ることを認識する。
【０１４９】
　この発明に用いるオリゴヌクレオチドは、固相合成のよく知られた技法によって、都合
よく日常的に作製することができる。かかる合成のための装置は、アプライド・バイオシ
ステムズを含む複数のベンダーによって販売されている。かかる合成のための他の任意の
手段もまた用いることができ、オリゴヌクレオチドの実際の合成は、十分当業者の能力の
範囲内である。他のオリゴヌクレオチド、例えばホスホロチオエートおよびアルキル化さ
れた誘導体を調製するために同様の技法を用いることもよく知られている。同様の技法と
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、市販の修飾アミダイトおよびコントロールドポアガラス（ＣＰＧ）製品、例えば、ビオ
チン、フルオレセイン、アクリジンまたはソラレン修飾アミダイトおよび／またはＣＰＧ
（Glen Research, Sterling VAから入手可能）とを用いて、蛍光標識された、ビオチン化
された、または、他の修飾オリゴヌクレオチド、例えば、コレステロール修飾オリゴヌク
レオチドを合成することもよく知られている。
【０１５０】
　本発明によれば、オリゴヌクレオチドの効力、特異性および作用の持続性を強化するた
め、およびその投与経路を拡大するための修飾の利用、例えば、ＬＮＡモノマーの利用は
、最近の化学的手法、例えば、ＭＯＥ、ＡＮＡ、ＦＡＮＡ、ＰＳ等を含む（Uhlman, Curr
ent Opinions in Drug Discovery & Development 2000 Vol 3 No 2参照）。これは、現在
のオリゴヌクレオチドにおけるモノマーの一部をＬＮＡモノマーで置換することによって
達成さすることができる。ＬＮＡ修飾オリゴヌクレオチドは、親化合物と同様のサイズを
有してもよく、またはより大きくてもよく、または好ましくはより小さい。かかるＬＮＡ
修飾オリゴヌクレオチドが約７０％未満、より好ましくは約６０％未満、最も好ましくは
約５０％のＬＮＡモノマーを含み、そのサイズが約１０～２５ヌクレオチド、より好まし
くは約１２～２０ヌクレオチドであることが好ましい。
【０１５１】
がん治療
　別の好ましい態様において、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは、がんを発症しやすい患
者または癌に罹患した患者の処置に用いられる。がん細胞で過剰発現される遺伝子産物を
同定し、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドが正常細胞に対して選択的にがん細胞を標的とす
ることができる。例えば、発現配列タグ（ＥＳＴ）を用いて、がん細胞で過剰発現される
核酸分子を同定することができる［発現配列タグ（ＥＳＴ）シーケンシング（Celis, et 
al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Larsson, et al., J. Biotechnology., 2000, 80, 
143-57]。種々のデータベースからのＥＳＴを同定することができる。例えば、好ましい
データベースは、例えば、Online Mendelian Inheritance in Man（ＯＭＩＭ）、Cancer 
Genome Anatomy Project（ＣＧＡＰ）、ＧｅｎＢａｎｋ、ＥＭＢＬ、ＰＩＲ、ＳＷＩＳＳ
－ＰＲＯＴなどを含む。疾患に関連した遺伝子変異のデータベースであるＯＭＩＭは、１
つには、National Center for Biotechnology Information（ＮＣＢＩ）のために開発さ
れた。ＯＭＩＭはインターネットのワールドワイドウェブを介して、例えばncbi.nlm.nih
.gov/Omim/にてアクセスすることができる。ＣＧＡＰは、がん細胞の分子解剖を解明する
のに必要な情報および技術的ツールを確立するための学際的なプログラムである。CGAPは
インターネットのワールドワイドウェブを介して、例えばncbi.nlm.nih.gov/ncicgap/で
アクセスすることができる。これらのデータベースのいくつかは、完全なまたは部分的な
ヌクレオチド配列を含み得る。加えて、選択的転写形態（alternative transcript form
）を、私的遺伝子データベースから選択することもできる。あるいは、核酸分子は利用可
能な出版物から選択することができ、または、本発明に関連して用いるために、特別に決
定することができる。
【０１５２】
　選択的転写形態は、データベースの各々にある個々のＥＳＴから、コンティグ配列を生
成するコンピュータソフトウェアにより生成することができる。本発明の別の態様におい
て、標的核酸分子のヌクレオチド配列は、複数のオーバーラップＥＳＴを組み合わせるこ
とによって決定される。当業者に知られ、当業者が利用可能なＥＳＴデータベース（ｄｂ
ＥＳＴ）は、約５００～１０００ヌクレオチドで構成される約１００万の異なるヒトｍＲ
ＮＡ配列、および複数の異なる有機体からの種々の数のＥＳＴを含む。ｄｂＥＳＴはイン
ターネットのワールドワイドウェブを介して、例えばncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.htm
lでアクセスすることができる。これらの配列は、ゲノムシーケンシングのためにｃＤＮ
Ａ発現クローンを用いるクローンニング戦略に由来する。ＥＳＴは、新しい遺伝子産物の
探索、ゲノムのマッピングおよびゲノム配列におけるコード領域の同定に用いられる。急
速に利用できるようになったＥＳＴ配列情報の別の重要な特徴は、組織特異的遺伝子発現
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データである。これは、治療的介入のための１または複数の選択的な遺伝子からｍＲＮＡ
を標的化するのに極めて有用となり得る。ＥＳＴ配列は比較的短いため、完全な配列を提
供するためには、これらを組み合わせなければならない。それぞれの利用可能なクローン
はシーケンシングされているため、それはデータベースに登録された複数のオーバーラッ
プ領域をもたらす。最終的な結果は、例えば、正常細胞およびがん細胞からの選択的転写
形態の導出である。
【０１５３】
　５’および３’の両方向に沿って広がったオーバーラップＥＳＴの組み合わせは、全長
「仮想転写物」をもたらす。得られる仮想転写物は、すでに特徴づけられた核酸を表すこ
ともあり、または、既知の生物学的機能を有しない新規な核酸であることもある。当業者
に知られ、当業者が利用可能なThe Institute for Genomic Research（ＴＩＧＲ）Human 
Genome Index（ＨＧＩ）データベースは、ヒト転写物のリストを含む。ＴＩＧＲはインタ
ーネットのワールドワイドウェブを介して、例えばtigr.orgでアクセスすることができる
。転写物は、仮想転写物を構築するエンジンであり、当業者に知られ、当業者が利用可能
なTIGR-Assemblerを用いてこのようにして生成することができる。TIGR-Assemblerは、オ
ーバーラップ配列データの大きなセット、例えば、ＥＳＴ、ＢＡＣまたは小ゲノムなどを
組み合わせるためのツールであり、真核生物または原核生物の配列を組み合わせるのに用
いることができる。TIGR-Assemblerは、例えば、参照によって本明細書に組み込まれ、イ
ンターネットのファイル転送プログラムを介して、例えば、tigr.org/pub/software/TIGR
. assemblerでアクセスできるSutton, et al., Genome Science & Tech., 1995, 1, 9-19
に記載されている。また、当業者に知られ、当業者が利用可能なＧＬＡＸＯ－ＭＲＣは、
仮想転写物を構築ための別のプロトコルである。ＥＳＴの同定および全長ＲＮＡ分子を形
成するためのコンティグESTの生成は、参照によって本明細書に組み込まれる米国特許出
願番号第09/076440号に詳述されている。
【０１５４】
　正常細胞と比較してがん細胞によって過剰発現される遺伝子産物、例えば、正常組織と
比較して膵臓がんで少なくとも５倍多く発現される遺伝子産物を同定することができる。
遺伝子発現は、遺伝子セグメントに対応する転写物の部分的な、確定した配列の同定およ
び特性化に基づく、Serial Analysis of Gene Expression（ＳＡＧＥ）によって分析する
ことができる［ＳＡＧＥ（遺伝子発現の連続分析）（Madden, et al., Drug Discov. Tod
ay, 2000, 5, 415-425）］。これらの確定した転写物配列「タグ」は、例えば、細胞、組
織または抽出物で発現される遺伝子産物のマーカーである。
【０１５５】
標的核酸配列の同定
　好ましい態様において、発明の組成物は、所望の核酸配列を標的とする。標的核酸配列
は、種々の方法、例えばＳＡＧＥなどによって同定することができる。ＳＡＧＥは、複数
の原理に基づく。第１に、短いヌクレオチド配列タグ（９～１０ｂ．ｐ．）は、それが転
写物内の確定した位置から単離されるならば、転写物をユニークに特定するのに足りる十
分な情報内容を含む。例えば、９ｂ．ｐ．の短い配列は、タグ部位でのランダムなヌクレ
オチド分布を所与とすれば、２６２，１４４の転写物を識別することができる一方、ヒト
ゲノムが推定で約８０，０００～２００，０００の転写物をコードすることが示唆されて
いる（Fields, et al., Nature Genetics, 7:345 1994）。タグのサイズは、例えば、ゲ
ノムによってコードされる転写物の数がより少ない下等真核生物または原核生物について
はより短くてもよい。例えば、６～７ｂ．ｐ．の短いタグは、酵母において転写物を識別
するのに十分であろう。
【０１５６】
　第２に、タグのランダムな二量体化により、バイアス（増幅および／またはクローニン
グに起因する）を減少させる手順が可能となる。第３に、これらの短い配列タグの連結は
、単一のベクターまたはクローン内で複数のタグをシーケンシングすることにより、転写
物連続的かつ効率的な分析を可能にする。情報がデータの継続列として送られるコンピュ
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ータでのシリアル通信と同様に、配列タグの連続分析は、各々のタグのレジスタおよび境
界を確立する手段を要する。本発明による、配列から確定したタグを得る概念は、試料の
タグを配列データベースにマッチングさせるのに有用である。好ましい態様において、コ
ンピュータ手法が、試料配列を既知の配列にマッチングさせるのに用いられる。
【０１５７】
　ここで用いられるタグは、遺伝子産物をユニークに同定する。これは、その長さ、およ
びそれが引き出される遺伝子におけるその特定の位置（３’）によるものである。全長遺
伝子産物は、タグを遺伝子データベースの構成要素とマッチングさせることによって、ま
たは、タグ配列をプローブとして用い、これまで未確認であった遺伝子産物をｃＤＮＡラ
イブラリーから物理的に単離することによって同定することができる。ＤＮＡプローブを
用いて遺伝子産物をライブラリーから単離する方法は、当該技術分野でよく知られている
。例えば、Veculescu et al., Science 270: 484 （1995）およびSambrook et al. （198
9）, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd ed. （Cold Spring Harbor Press,
 Cold Spring Harbor, N.Y.）を参照。データベースエントリーとのマッチングにより、
または、ｃＤＮＡ分子に物理的にハイブリダイズすることにより、一度遺伝子または転写
物が同定されると、転写物におけるハイブリダイズ領域またはマッチング領域の位置を決
定することができる。タグ配列が、ＳＡＧＥタグを生成するのに用いた制限酵素に直接隣
接した３’末端にないときは、誤ったマッチングがなされた可能性がある。ＳＡＧＥタグ
の同一性の確認は、タグの転写レベルを、特定の細胞種における同定された遺伝子のそれ
と比較することによって行うことができる。
【０１５８】
　遺伝子発現の分析は、上記の方法に限定されず、当該技術分野において知られている任
意の方法を含み得る。これらの原理の全ては、独立して、組み合わせて、または、配列同
定の他の既知の方法と組み合わせて適用することができる。
【０１５９】
　当該技術分野において知られている遺伝子発現分析の方法の例は、ＤＮＡアレイまたは
マイクロアレイ（Brazma and Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celis, et al., FE
BS Lett., 2000, 480, 2-16）、ＲＥＡＤＳ（消化ｃＤＮＡの制限酵素増幅（restriction
 enzyme amplification of digested cDNAs））（Prashar and Weissman, Methods Enzym
ol., 1999, 303, 258-72）、ＴＯＧＡ（全遺伝子発現分析（total gene expression anal
ysis）（Sutcliffe, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97, 1976-81）
、タンパクアレイおよびプロテオミクス（Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16
、Jungblut, et al., Electrophoresis, 1999, 20, 2100-10）、サブトラクティブＲＮＡ
フィンガープリント法（ＳｕＲＦ）（Fuchs, et al., Anal. Biochem., 2000, 286, 91-9
8、Larson, et al., Cytometry, 2000, 41, 203-208）、サブトラクティブクローニング
、ディファレンシャルディスプレイ（ＤＤ）（Jurecic and Belmont, Curr. Opin. Micro
biol., 2000, 3, 316-21）、比較ゲノムハイブリダイゼーション（Carulli, et al., J. 
Cell Biochem. Suppl., 1998, 31, 286-96）、ＦＩＳＨ（蛍光in situハイブリダイゼー
ション）技法（Going and Gusterson, Eur. J. Cancer, 1999, 35, 1895-904）、および
、質量分析法（Comb. Chem. High Throughput Screen, 2000, 3, 235-41にレビューされ
ている）を含む。
【０１６０】
　さらに別の側面では、標的遺伝子発現産物の変異体に選択的に結合するｓｉＲＮＡオリ
ゴヌクレオチドは、がんの処置に有用である。例えば、ｐ５３変異体は、種々の腫瘍でよ
く知られている。「変異体」は、遺伝子の代替的な形態である。変異体は核酸配列におけ
る少なくとも１つの変異から生じ得、変化したｍＲＮＡ、または、構造または機能が変化
していても、変化していなくてもよいポリペチドをもたらし得る。任意の所定の天然また
は組換え遺伝子は、対立遺伝子型を有しないか、１または多数の対立遺伝子型を有し得る
。変異体を生じさせる、よく見られる変異による変化は、一般的に、ヌクレオチドの天然
の欠失、付加または置換によるものである。これらのタイプの変化の各々は、単独で、ま
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たは、他の変化と組み合わさって、所定の配列において１または２ヶ所以上生じ得る。
【０１６１】
　配列類似性検索は手動で、または、当業者に知られた複数の利用可能なコンピュータプ
ログラムを用いて行うことができる。好ましくは、当業者に知られ、当業者が利用可能な
Ｂｌａｓｔおよびスミス－ウォーターマンアルゴリズムなどを用いることができる。Ｂｌ
ａｓｔは、ヌクレオチドおよびタンパク質配列データベースの分析を支援するために設計
されたＮＣＢＩの配列類似性検索ツールである。Ｂｌａｓｔは、インターネットのワール
ドワイドウェブを介して、例えば、ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/にてアクセスすることがで
きる。GCG Packageは、パブリックドメインデータベースで、または、任意のローカルで
利用できる検索可能なデータベースとともに用いることができるＢｌａｓｔのローカルバ
ージョンを提供する。GCG Package v9.0は、配列を編集、マッピング、比較およびアライ
ンメントすることによりその分析を可能にする１００以上の相互に関連するソフトウェア
プログラムを含む市販のソフトウェアパッケージである。GCG Packageに含まれる他のプ
ログラムは、例えば、ＲＮＡ二次構造予測、核酸フラグメントアセンブリおよび進化解析
を容易にするプログラムを含む。そのうえ、最も著名な遺伝子データベース（GenBank、E
MBL、PIRおよびSWISS-PROT）は、GCG Packageとともに配布され、データベース検索およ
び操作プログラムにより完全にアクセスできる。GCGは、インターネットを介して、例え
ば、http://www.gcg.com/にてアクセスすることができる。FetchはGCGで利用できるツー
ルであり、アクセッション番号に基づいて注釈付のGenBankレコードを獲得でき、Entrez
と類似している。別の配列類似性検索は、PangeaからのGeneWorldおよびGeneThesaurusで
行うことができる。GeneWorld 2.5は、ポリヌクレオチドおよびタンパク質配列の分析の
ための自動化された、柔軟な、高スループットアプリケーションである。GeneWorldは、
配列の自動分析および注釈付を可能にする。GCGのように、GeneWorldには、相同性検索、
遺伝子探索、多重配列アラインメント、二次構造予測およびモチーフ同定のための複数の
ツールが組み込まれている。GeneThesaurus 1.0(TM)は、複数のソースから情報を提供し
、公的データおよびローカルデータについての関係データモデルを提供する、配列および
注釈データ申込サービスである。
【０１６２】
　別の代替的な配列類似性検索は、例えば、BlastParseによって行うことができる。Blas
tParseは、上述の方策を自動化するＵＮＩＸ（登録商標）プラットフォーム上で動作する
ＰＥＲＬスクリプトである。BlastParseは対象となる標的アクセッション番号のリストを
取得し、全てのGenBankフィールドを解析して「タブ区切り」テキストにする。これは、
その後より簡便な検索および分析のために「リレーショナルデータベース」フォーマット
で保存することができ、柔軟性を提供する。最終結果は、簡単にソート、フィルタリング
および問い合せを行うことができる一連の完全に解析されたGenBankレコード、ならびに
注釈－リレーショナルデータベースである。
【０１６３】
　本発明により、適切なｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドを設計するためにパラログを同定
することができる。パラログは、種内の遺伝子であって、遺伝子重複のために生じるが、
新たな機能を発展させたものであり、アイソタイプとも称される。
【０１６４】
　この発明のポリヌクレオチドは、実験項に記載した技法を用いて単離し、または、ＰＣ
Ｒを用いて複製することができる。ＰＣＲ技術は、米国特許第4,683,195号、第4,800,159
号、第4,754,065号および第4,683,202号の対象であり、PCR：The Polymerase Chain Reac
tion（Mullis et al. eds, Birkhauser Press, Boston （1994））およびその中の引用文
献に記載されている。あるいは、当業者は、同定された配列および市販のＤＮＡ合成装置
を用いてＤＮＡを複製することができる。したがって、本発明はまた、本発明のポリヌク
レオチドを得るための方法であって、そのポリヌクレオチドの線形配列、その複製のため
のヌクレオチド、適切なプライマー分子、酵素などの化学物質および指示を提供し、ヌク
レオチドを適切な方向に化学的に複製または連結してポリヌクレオチドを得ることによる
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方法を提供する。別の態様において、これらのポリヌクレオチドはさらに単離される。ま
たさらに、当業者は、複製および増幅のために、ポリヌクレオチドを適切な複製ベクター
に挿入し、そのベクターを適切な宿主細胞（原核細胞または真核細胞）に挿入することが
できる。このようにして増幅したＤＮＡは、当業者によく知られた方法によって、細胞か
ら単離することができる。ここで、この方法によってポリヌクレオチドを得る方法、なら
びにそうして得られるポリヌクレオチドがさらに提供される。
【０１６５】
疾患治療
　別の好ましい態様において、ｓｉＲＮＡは、免疫細胞が疾患に関与する疾患、例えば自
己免疫性疾患、アレルゲンに対する過敏症、臓器拒絶、炎症などの処置に用いることがで
きる。炎症の例は、例えば以下の状態に関連するものである：敗血症または外傷に続発す
る成人呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）または多臓器損傷症候群、心筋または他の組織の再灌
流障害、急性糸球体腎炎、反応性関節炎、急性炎症成分による皮膚病、急性化膿性髄膜炎
または他の中枢神経系炎症性疾患、熱傷、血液透析、白血球アフェレーシス、潰瘍性大腸
炎、クローン病、壊死性腸炎、顆粒球輸血関連症候群、および、サイトカイン誘発毒性。
自己免疫性疾患の例は、限定することなく、乾癬、Ｉ型糖尿病、レイノー症候群、自己免
疫性甲状腺炎、ＥＡＥ、多発性硬化症、慢性関節リウマチおよび紅班性狼瘡を含む。
【０１６６】
　本発明の方法は、免疫に関連した分子発現を制御する１または２以上の遺伝子の機能的
発現を阻害するｓｉＲＮＡポリヌクレオチドをスクリーニングするのに用いることができ
る。例えば、ＣＤ－１８ファミリーの分子は、細胞接着において重要である。接着の過程
により、リンパ球は常に動物を外来抗原の存在についてモニタリングすることができる。
これらの過程は通常は望ましいが、これらはまた、移植臓器拒絶反応、移植組織拒絶反応
および多くの自己免疫性疾患の原因である。それゆえに、細胞接着を低減または阻害する
ことができるｓｉＲＮＡは、臓器移植（例えば腎臓移植）、組織移植のレシピエントにお
いて、または、自己免疫患者のために極めて望ましい。
【０１６７】
　別の好ましい態様において、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは、臓器移植または組織移
植に関与するＭＨＣ分子の発現を阻害する。例えば、ドナーのクラスＩおよびクラスＩＩ
分子である。ｓｉＲＮＡはこれらの分子の発現を阻害し、それによって同種移植反応を改
善する。免疫細胞は、臓器または組織移植より前に処理してもよく、移植時および／また
はその後の任意の時点、主治医により決定されうる時点で投与してもよい。ｓｉＲＮＡは
、免疫抑制剤療法を伴ってまたは伴わずに投与することができる。
【０１６８】
　別の好ましい態様において、ｓｉＲＮＡは抗原に対して過敏反応性である個体、例えば
アレルギー個体の処置に用いられる。ｓｉＲＮＡは、アレルゲンに特異的なＩｇＥ分子を
産生することが知られているＶ領域遺伝子を標的とするように設計される。ＩｇＥ抗体特
異性は、日常的な免疫診断技法、例えば、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＰＣＲ、ウエスタンブロ
ットなどで決定することができる。ＩｇＥ分子のアミノ酸配列から、以下に記載されるデ
ータベース技法のいずれかを用いて核酸配列を推定することができる。ｓｉＲＮＡはＶ領
域遺伝子、または、再構成されたおよび再編成されていない免疫グロブリン核酸配列を含
む、所望の抗体をコードする遺伝子の他の任意の部分と結合するように設計される。
【０１６９】
　別の好ましい態様において、ｓｉＲＮＡは、正常個体で抑制されていない遺伝子の発現
を抑制する抑制分子を標的とするように設計される。例えば、細胞周期依存性遺伝子を阻
害する抑制分子、ｐ５３　ｍＲＮＡの阻害、細胞表面分子をコードする遺伝子によって転
写されたｍＲＮＡの阻害、アポトーシスなどに関係するカスパーゼの阻害などである。
【０１７０】
　アポトーシスは、複数の理由で臨床的に重要である。腫瘍学の分野では、臨床的に有用
な薬物の多くは、アポトーシスを誘発することによって、腫瘍細胞を殺す。例えば、シス
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プラチン、エトポシドおよびタキソールなどのがん化学療法剤はすべて、標的細胞にアポ
トーシスを誘発する。加えて、種々の病理学的疾病状態は、細胞が、適切に制御されたア
ポトーシスに失敗することから生じ得る。例えば、アポトーシスの失敗は、多くの自己免
疫性疾患で起こるような自己反応性のリンパ球の病的蓄積をもたらし得、また、ウイルス
感染細胞の蓄積、および、過剰増殖性細胞、例えば、新生物細胞または腫瘍細胞などの蓄
積をももたらし得る。そこからタンパク質が翻訳されるｍＲＮＡを標的とし、かつ、特異
的にアポトーシスを誘発することができるｓｉＲＮＡはしたがって、これらの病理学的疾
患状態の処置において治療的価値を有する。
【０１７１】
　一方で、アポトーシスの阻害もまた臨床的に重要である。例えば、細胞は、脳および心
臓において、それぞれ脳卒中および心筋梗塞の後にアポトーシスによって死ぬと考えられ
る。さらに、アポトーシスの不適切な活性化はまた、例えば、後天性免疫不全症候群（Ａ
ＩＤＳ）、神経変性疾患および虚血傷害を含む種々の他の病理学的疾病状態の原因となり
得る。アポトーシスのインデューサーが前記の疾病状態において有益であったように、ア
ポトーシスの特異的インヒビターは、同様にこれらの後者の病理学的疾病状態の処置にお
いて治療的価値を有する。
【０１７２】
　好ましい態様において、ｓｉＲＮＡは、上述のような治療上有益な遺伝子の通常の発現
、または、必要に応じて、過剰発現を防止する遺伝子を標的とする。本明細書で用いる場
合、用語「過剰発現する」は、遺伝子発現のレベルに関して用いるときには、過剰発現す
る細胞における遺伝子産物の、対応する正常細胞におけるそのレベルと比較して増大した
蓄積を意味するものとする。過剰発現は、天然の生物学的現象によって、ならびに、遺伝
子操作された細胞の場合のように、特定の修飾によって達成することができる。過剰発現
はまた、内因性のまたは外因性のメカニズムによる、細胞内で存続するポリペチドの増大
の達成を含む。天然現象による過剰発現は、例えば、ＲＮＡの発現、プロセシング、輸送
、翻訳または安定性を増大させる変異、ならびに、ポリペプチドの増大した安定性または
低減された分解をもたらす変異によって生じ得る。かかる増大した発現レベルの例はまた
、過剰発現の内因性のメカニズムの例でもある。外因性メカニズムによる過剰発現をもた
らす天然の生物学的現象の具体例は、レトロウイルスまたはトランスポゾンの近接した組
み込みである。特定の修飾による過剰発現は、例えば、本明細書に記載されるｓｉＲＮＡ
オリゴヌクレオチドの使用によって達成することができる。
【０１７３】
　ｓｉＲＮＡポリヌクレオチドは、それが標的タンパク質の発現を干渉することができる
という条件で、複数の異なる手法で構築することができる。ｓｉＲＮＡポリヌクレオチド
は、一般に標的分子配列と実質的に同一である（相補的な方向においてであるが）。最小
の同一性は、典型的には約８０％以上、約９０％以上、約９５％以上であり、または約１
００％同一である。
【０１７４】
受容体制御および候補治療薬
　好ましい態様において、細胞表面レセプターが制御される（制御される）。細胞レセプ
ターの制御は、例えば、疾患治療のための候補薬のスクリーニングに用いることができる
。ｓｉＲＮＡを用いて、我々はｓｉＲＮＡによるアンチセンスＲＮＡの混乱が、対応する
センスメッセンジャーＲＮＡの発現を変化させることができるという実験的な証拠を提供
した。しかしながら、この制御は、一致的（アンチセンスノックダウンがセンス転写物の
増大をもたらす）、または、不一致的（アンチセンスノックダウンが付随するセンス転写
物の低減をもたらす）であり得る。理論に束縛されることを望むことなく、遺伝子を制御
する概念を図１Ａ～１Ｂおよび図２Ａ～２Ｂに例示した。表２に、ｓｉＲＮＡによって標
的化された様々なヒトおよびマウスのアンチセンス転写物を示す。これらの場合、２また
は３以上のｓｉＲＮＡがアンチセンス鎖の非オーバーラップ部分に標的化され、ノックダ
ウンをＲＴ－ＰＣＲを用いて確認した。表２は、コードアンチセンスならびに非コードア
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ンチセンスを同一の方法で標的化でき、いずれのカテゴリーも対応するセンス転写物を、
一致的または不一致的様式で制御することができるという所見を例示する。ここで我々は
ｓｉＲＮＡによるアンチセンスＲＮＡ転写物のノックダウン（または、その他のＲＮＡ標
的化原理）に基づく可能性のある２つの新規な薬理学的戦略を提案する：
【０１７５】
　戦略１：不一致的制御の場合、アンチセンス転写物のみをノックダウンすることにより
、従来の（センス）遺伝子の発現を高めることができる。後者の遺伝子が既知のまたは推
定される薬物標的をコードする場合、そのアンチセンス対応物のノックダウンは、受容体
作用薬または酵素刺激剤の作用を模倣することができると考えられる。表２は、アンチセ
ンス（コードならびに非コード）転写物のノックダウンが、センス発現を不一致的に制御
することが示された例を提供する。例えば、パーキンソン病では、ミトコンドリアに局在
するキナーゼ、ＰＩＮＫ１の増強した活性（例えばＰＩＮＫ１の上昇）が望ましいといえ
、その非コードアンチセンスパートナーのノックダウンはそのための手段となり得る。さ
らに、特定の状況においては、脈管形成を刺激するために、Ｇタンパク質共役型レセプタ
ー（ＧＰＣＲ）、ＣＤ９７を介したシグナリングの強化は、その（コード）アンチセンス
パートナー、Ｄｄｘ－３９の標的化によって達成することができる。
【０１７６】
　戦略Ｉの例（ＰＩＮＫ１の上昇、例えばパーキンソン病）：
【化３】

【０１７７】
　戦略２：一致的制御の場合、アンチセンスおよびセンス転写物を同時的にノックダウン
し、それによって従来の（センス）遺伝子発現の相乗的な低減を達成することができる。
これらの概念は、図２Ａおよび２Ｂに例示されている。ｓｉＲＮＡがノックダウンを達成
するのに用いられる場合、この戦略は、センス転写物に標的化された１つのｓｉＲＮＡお
よび対応するアンチセンス転写物に標的化された別のｓｉＲＮＡ、または、同時にオーバ
ーラップするセンスおよびアンチセンス転写物を同時に標的とする単一のエネルギー的に
対称なｓｉＲＮＡを適用することによってさらにテストされる。表２によれば、かかる二
重の同時的な標的化は、例えば、その阻害が種々の病状で有益となり得る標的である、低
酸素誘導因子１アルファの場合に追求することが適切である。表２における別の例は、低
減したシグナリングが同じく治療的に有益であることが示されたＧＰＣＲである、アドレ
ノメデュリンＡＭ１レセプターである。
【０１７８】
　新たな機能的なＲＮＡの世界の出現により、考慮すべき新たな潜在的薬物標的が存在す
る。これらの中には、従来の薬物標的をコードするものを含むセンス転写物の発現を制御
する能力を有する多数の天然に存在するアンチセンス転写物がある。これらのアンチセン
ス転写物の多くが非コードＲＮＡであるため、これらはタンパク質レベルで操作すること
ができない。ｓｉＲＮＡを用いることにより、我々はアンチセンス転写物ノックダウンが
センス転写物発現の増大（一致的制御）または減少（不一致的制御）のいずれかをもたら
し得ることを示した。これらの知見および概念は、新たな薬理学的戦略の基礎を形成し得
る。
【０１７９】
　好ましい態様において、疾患、例えばパーキンソン病、アルツハイマー病、神経性障害
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／疾患、腫瘍などの処置のための候補治療剤を同定する方法は、例えば、細胞を培養する
こと（ここで、細胞レセプターは発明の方法を用いて制御されている。例えば、制御（す
なわち上方調節またはレセプターの発現阻害））および培養細胞に候補治療剤を投与する
こと、候補治療剤の存在化または不在化におけるレセプターの発現量およびリン酸化を、
候補治療剤の存在下で培養した正常細胞および制御されたレセプターを有する細胞と比較
して関連づけることを含み、薬物が所望の治療結果に基づいて同定される。その結果、例
えば、レセプターの発現を増大させる薬物、レセプターの発現を低減する薬物、レセプタ
ーをリン酸化または脱リン酸化する薬物などが、レセプターを制御する候補治療剤として
同定される。
【０１８０】
　診断および候補薬物探索のための別の好ましい方法は、試験試料をレセプターまたはそ
の遺伝子、その対立遺伝子もしくは断片を発現する細胞に接触させること、および、試験
試料と、遺伝子、その対立遺伝子もしくは断片、またはその遺伝子、その対立遺伝子もし
くは断片の発現産物との相互作用を検出することを含む。所望の遺伝子、対立遺伝子もし
くはその断片、または遺伝子、対立遺伝子もしくはその断片の発現産物は、好適には、検
出可能に、例えば蛍光または放射性成分により標識することができる。
【０１８１】
　別の好ましい態様において、患者からの細胞を単離し、候補治療分子と接触させる。遺
伝子、その発現産物は、どの遺伝子または発現産物がその薬物によって制御されるかを特
定するためにモニターされる。次に、薬物によって制御される特定された遺伝子、発現産
物を制御する干渉ＲＮＡを合成することができ、そうして治療的オリゴヌクレオチドを提
供する。これらは個々の患者に合わせることができ、これは、異なる患者が同じ薬に対し
、等しく効果的に応答しないため有利である。このように、オリゴヌクレオチドは従来の
薬物処置より安価で個別的処置を提供する。
【０１８２】
　１つの側面において、所望の遺伝子または密接に関連した分子をコードする、ゲノム配
列を含むポリヌクレオチド配列を検出することができるオリゴヌクレオチドプローブによ
るハイブリダイゼーションは、標的核酸配列を特定するのに用いることができる。プロー
ブの特異性は、それが非常に特異的な領域、例えば５’制御領域から、または、特異性の
より低い領域、例えば保存されたモチーフから作製されたかどうか、およびハイブリダイ
ゼーションまたは増幅（最大の、高い、中間のまたは低い）のストリンジェンーにかかわ
らず、プローブが、天然に存在する配列をコードする遺伝子、対立遺伝子変異体または関
連配列のみを同定できるかどうかを決定する。
【０１８３】
　プローブはまた、関連配列の検出のために用いることもでき、好ましくは、任意の特定
された遺伝子をコードする配列に対して少なくとも５０％の配列同一性、より好ましくは
、任意の特定された遺伝子をコードする配列に対して、少なくとも約６０、７０、７５、
８０、８５、９０または９５パーセントの配列同一性を有するべきである（配列同一性の
決定は上記で述べられており、Ｂｌａｓｔプログラムの使用を含む）。対象発明のハイブ
リダイゼーションプローブは、ＤＮＡまたはＲＮＡであってもよく、発明の配列に、また
は遺伝子のプロモーター、エンハンサーおよびイントロンを含むゲノム配列に由来し得る
。
【０１８４】
　本明細書で用いる場合、「相同」は、２つのポリマー分子の間、例えば、２つのＤＮＡ
分子または２つのポリペチド分子などの２つの核酸分子の間のサブユニット配列類似性を
指す。２つの分子の両方のサブユニットの位置が、同じモノマーサブユニットで占められ
ている場合（例えば、２つのＤＮＡ分子のある位置が、アデニンによって占められている
場合）、これらはその位置で相同である。２配列間の相同性は、マッチしている位置また
は相同な位置の数の一次関数である。例えば、２つの化合物の配列において、１０の位置
のうちの５つがマッチしているか相同である場合、この２つの配列は５０％相同であり、
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１０のうちの９つがマッチしているか相同である場合、この２つの配列は９０％の相同性
を有する。例として、ＤＮＡ配列３’ＡＴＴＧＣＣ５’と３’ＴＴＴＣＣＧ５’とは、５
０％の相同性を有する。
【０１８５】
　標的遺伝子をコードするＤＮＡのための特異的なハイブリダイゼーションプローブを作
製する手段は、ｍＲＮＡプローブ作製用のベクターに標的遺伝子または誘導体をコードし
ているポリヌクレオチド配列をクローニングすることを含む。かかるベクターは当該技術
分野において知られており、市販されており、適切なＲＮＡポリメラーゼおよび適切な標
識されたヌクレオチドの添加によって、in vitroでＲＮＡのプローブを合成するのに用い
ることができる。ハイブリダイゼーションプローブは、種々のレポーター基によって、例
えば、３２Ｐまたは３２Ｓなどの放射性核種によって、または、アビジン－ビオチン結合
系によってプローブに結合したアルカリホスファターゼなどの酵素標識、蛍光標識などに
よって標識することができる。
【０１８６】
　標的遺伝子をコードするポリヌクレオチド配列は、サザンもしくはノザン分析、ドット
ブロットまたは他のメンブレンベースの技術において、ＰＣＲ技術において、ディップス
ティック、ピンおよびマルチフォーマットＥＬＩＳＡ様アッセイにおいて、および、患者
からの液体または組織を利用して変化した標的遺伝子発現を検出するマイクロアレイにお
いて用いることができる。ゲルベースのモビリティーシフト分析法を利用してもよい。他
の好適な定性的または定量的方法は、当該技術分野でよく知られている。
【０１８７】
　遺伝子またはその変異体の同一性は、当該技術分野でよく知られた技法を用いて確認す
ることができる。例は、限定することなく、増幅遺伝子の核酸シーケンシング、一塩基多
型分析（ＳＮＰ）などのハイブリダイゼーション技法、対象となる分子がバイオチップ上
も固定されたマイクロアレイを含む。オーバーラップｃＤＮＡクローンは、蛍光色素ター
ミネーターおよびＡＢＩシーケンサー（Applied Biosystems, Foster City, Calif.）を
用いたジデオキシ連鎖反応によってシーケンシングすることができる。１つの成分が固定
された任意の種類のアッセイは、本発明の基材プラットフォームを用いて行うことができ
る。固定された成分を利用したバイオアッセイは、当該技術分野でよく知られている。固
定された成分を用いるアッセイの例は、例えば、イムノアッセイ、タンパク質－タンパク
相互作用の分析、タンパク質－核酸相互作用の分析、核酸－核酸相互作用の分析、レセプ
ター結合アッセイ、酵素アッセイ、リン酸化アッセイ、疾病状態を決定するための診断ア
ッセイ、薬物適合性分析（drug compatibility analysis）のための遺伝子プロファイリ
ング、ＳＮＰ検出などを含む。
【０１８８】
　対象となる生体分子と結合することができる核酸配列の同定は、核酸のライブラリーを
基材表面上に、各々のユニークな核酸が所定の位置に配置されてアレイを形成するように
固定することによって達成することができる。アレイは、次いで、生体分子に、同生体分
子の核酸への結合を促進する条件下で暴露される。非特異的に結合した生体分子は、望ま
れる結合の特異性のレベルに応じて、マイルド～ストリンジェントなバッファー条件によ
り洗い流すことができる。核酸アレイは、その後、どの核酸配列が生体分子と結合したか
について決定するために分析される。好ましくは、生体分子は、結合した核酸の位置の検
出に用いる蛍光タグを保持する。
【０１８９】
　核酸配列の固定されたアレイを用いたアッセイは、未知の核酸の配列の決定、一塩基多
型（ＳＮＰ）分析、特定の種、組織、細胞種などからの遺伝子発現パターンの分析、遺伝
子の同定などに用いることができる。
【０１９０】
　所望の遺伝子発現産物をコードする配列から設計されたオリゴヌクレオチドのさらなる
診断用途は、ＰＣＲの使用を含んでもよい。これらのオリゴマーは、化学的に合成しても
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、酵素的に生成しても、またはin vitroで作製してもよい。オリゴマーは、好ましくは、
発現産物をコードするポリヌクレオチドの断片、またはポリヌクレオチドに相補的なポリ
ヌクレオチドの断片を含み、特定の遺伝子の同定のために最適化された条件の下で用いら
れる。オリゴマーはまた、緊密に関連したＤＮＡまたはＲＮＡ配列の検出または定量のた
めに、より低いストリンジェンシーの条件の下で用いることができる。
【０１９１】
　さらなる態様において、オリゴヌクレオチド、または任意のポリヌクレオチド配列に由
来するより長い断片を、マイクロアレイで標的として用いることができる。マイクロアレ
イは、多数の遺伝子および遺伝子転写物の同一性や発現量をモニターすると同時に標的遺
伝子またはその産物が相互作用する遺伝子を特定するため、および／または、例えば神経
疾患を媒介する遺伝子の発現産物の制御における候補治療薬の有効性を評価するために用
いることができる。この情報は、遺伝子機能を決定し、治療薬の活性を開発およびモニタ
ーするのに用いることができる。
【０１９２】
　マイクロアレイは、当該技術分野において知られた方法を用いて調製、使用および分析
すことができる（Brennan et al., 1995, 米国特許第5,474,796号、Schena et al., 1996
, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:　10614-10619、Baldeschweiler et al., 1995, 
ＰＣＴ出願WO95/251116、Shalon, et al., 1995, ＰＣＴ出願WO95/35505、Heller et al.
, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:　2150-2155およびHeller et al., 1997, 
米国特許第5,605,662号を参照）。
【０１９３】
　候補剤は多数の化学物質群を含むが、典型的には、これらは低分子有機化合物、オリゴ
ヌクレオチドを含む核酸、およびペプチドを含む有機化合物である。低分子有機化合物は
、少なくまだ例えば好適には約４０または５０より高いが約２，５００より低い分子量を
有し得る。候補剤は、タンパク質および／またはＤＮＡと相互作用する機能的な化学基を
含んでもよい。
【０１９４】
　候補剤は、合成または天然化合物のライブラリーを含む多種多様なソースから得ること
ができる。例えば、多数の手段が多種多様な有機化合物および生体分子のランダム合成お
よび指向合成（directed synthesis）のために利用可能であり、これはランダム化された
（randomized）オリゴヌクレオチドの発現を含む。あるいは、例えば細菌、菌類および動
物抽出物の形態の天然化合物のライブラリーが利用できるか、または、容易に作製される
。
【０１９５】
　本発明の治療剤アッセイは、好適には、動物モデル、細胞ベースのシステムおよび非細
胞ベースのシステムを含む。
【０１９６】
　好ましくは、特定された遺伝子、その変異体、断片またはオリゴペプチドを治療的に有
用な剤を特定するために用い、これは例えば、化合物のライブラリーをスクリーニングす
ること、さもなければ種々の薬物スクリーニングまたは分析技法によって対象となる化合
物を特定することによる。かかるスクリーニングにおいて用いられる遺伝子、その対立遺
伝子、断片またはオリゴペプチドは、溶液中に遊離していても、固体支持体に付加されて
いても、細胞表面上に担持されていても、または、細胞内に位置していてもよい。
【０１９７】
　薬物スクリーニングの別の技法は、対象とするタンパク質に対する好適な結合親和性を
有する化合物のハイスループットスクリーニングを提供する（例えば、Geysen et al., 1
984, PCT出願WO84/03564を参照）。この方法では、多数の異なる低分子の試験化合物が、
固形基材上で合成される。試験化合物を特定された遺伝子またはその断片と反応させ、洗
浄する。次いで、結合した分子を当該技術分野でよく知られた方法により検出する。ある
いは、非中和抗体を、ペプチドを捕獲し、これを固体支持体上に固定するために用いるこ
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とができる。
【０１９８】
　本発明のスクリーニング方法は、多様な分子のライブラリーから、所望の活性を有する
１または２以上の化合物を特定するスクリーニングアッセイを用いることを含む。「スク
リーニングアッセイ」は、コレクション内の、あらかじめ選択された活性を有する化合物
を同定、単離および／または構造決定するために設計された選択的アッセイである。「同
定する」は、所望の活性を有する化合物が単離され、その化学構造が決定されること（限
定されずに、核酸およびポリペチドのそれぞれのヌクレオチドおよびアミノ酸配列、その
構造を決定すること、および、付加的または代替的に、スクリーニングされた活性を有す
る化合物を精製することを含む）を意味する。生化学的および生物学的アッセイは、タン
パク質－タンパク相互作用、酵素触媒作用、小分子－タンパク質結合から、細胞機能に至
る幅広い範囲のシステムにおいて、活性について試験するために設計される。かかるアッ
セイは、自動化されたアッセイ、半自動化されたアッセイおよびＨＴＳ（ハイスループッ
トスクリーニング）アッセイを含む。
【０１９９】
　ＨＴＳ法では、多数の試験化合物が、同時に、または、ほとんど同時に所望の活性につ
いてスクリーニングされるように、多くの別々の化合物が、好ましくは、ロボットによる
方法、自動的方法、または、半自動的方法によって並行して試験される。本発明の統合さ
れたシステムを用いることにより、１日あたり約６，０００～２０，０００種まで、さら
には約１００，０００～１，０００，０００種までの異なる化合物をアッセイおよびスク
リーニングすることが可能である。
【０２００】
　ＨＴＳでは典型的に、標的分子は、制御されたレセプターを有する単離された細胞に投
与されるか、これらと培養され、これは適切な対照を含む。
【０２０１】
　１つの態様において、スクリーニングは、各々の細胞培養物を、メンバー化合物（その
幾つかは標的のリガンドである）の多様なライブラリーに、標的とリガンドの複合体が形
成され得る条件下で接触させること、および、ライブラリーのどのメンバーがかかる複合
体に存在するのかを同定することを含む。別の非限定的な手法において、スクリーニング
は、標的酵素を、メンバー化合物（その幾つかは標的のインヒビターまたはアクティベー
ターである）の多様なライブラリーに、その酵素により触媒される反応の生成物または反
応物が検出可能なシグナルを生成する条件下で接触させることを含む。後者の手法におい
て、標的酵素のインヒビターは、検出可能な生成物からのシグナルを減少させるか、また
は、検出可能な反応物からのシグナルを増大させる（アクティベーターについてはこの逆
である）。
【０２０２】
　化学ライブラリー：コンビナトリアルケミストリーにおける進歩は、何百～何千もの別
々の化合物の迅速で経済的な合成を可能にする。これらの化合物は、典型的には、効率的
なスクリーニングのために設計された小分子の中程度の大きさのライブラリーに配列され
る。コンビナトリアル法を、新規化合物の同定に好適な偏りのないライブラリーを作出す
るのに用いることができる。また、事前に決定された生物学的活性を有する単一の親化合
物に由来する、より小さな、多様性のより低いライブラリーを作出することができる。い
ずれの場合においても、コンビナトリアル化学により製造した治療に関連する生体分子、
例えば重要な酵素のインヒビターなどを特異的に標的化する有効なスクリーニングシステ
ムの欠如が、これらの資源の最適な利用を妨げている。
【０２０３】
　コンビナトリアル化学ライブラリーは、化学合成または生物学的合成のいずれかにより
、複数の化学的「ビルディングブロック」、例えば試薬を組み合わせることによって作出
した多様な化学的化合物のコレクションである。例えば、リニアコンビナトリアル化学ラ
イブラリー、例えばポリペチドライブラリーは、化学ビルディングブロック（アミノ酸）
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のセットを、多数の組み合わせで、そして、潜在的にあらゆる可能な方法で、所定の化合
物長（すなわちポリペチド化合物中のアミノ酸の数）について組み合わせることにより形
成される。何百万もの化学的化合物が、化学ビルディングブロックのかかるコンビナトリ
アル混合を介して合成され得る。
【０２０４】
　「ライブラリー」は、２～５０，０００，０００の多様なメンバー化合物を含み得る。
好ましくは、ライブラリーは少なくとも４８の多様な化合物、好ましくは９６以上の多様
な化合物、より好ましくは３８４以上の多様な化合物、より好ましくは１０，０００以上
の多様な化合物、好ましくは１００，０００以上の多様なメンバーおよび最も好ましくは
１，０００，０００以上の多様なメンバー化合物を含む。「多様な」は、ライブラリー中
の５０％を超える化合物がライブラリーの他のいずれのメンバーとも同一ではない化学構
造を有することを意味する。好ましくは、ライブラリー中の化合物の７５％超、より好ま
しくは９０％超、そして最も好ましくは約９９％超が、コレクションの他のいずれのメン
バーとも同一ではない化学構造を有する。
【０２０５】
　コンビナトリアル化学ライブラリーの調製は、当業者によく知られている。総説につい
ては、Thompson et al., Synthesis and application of small molecule libraries, Ch
em Rev 96:555-600, 1996、Kenan et al., Exploring molecular diversity with combin
atorial shape libraries, Trends Biochem Sci 19:57-64, 1994、Janda, Tagged versus
 untagged libraries: methods for the generation and screening of combinatorial c
hemical libraries, Proc Natl Acad Sci USA. 91:10779-85, 1994、Lebl et al., One-b
ead-one-structure combinatorial libraries, Biopolymers 37:177-98, 1995、Eichler 
et al., Peptide, peptidomimetic, and organic synthetic combinatorial libraries, 
Med Res Rev. 15:481-96, 1995、Chabala, Solid-phase combinatorial chemistry and n
ovel tagging methods for identifying leads, Curr Opin Biotechnol. 6:632-9, 1995
、Dolle, Discovery of enzyme inhibitors through combinatorial chemistry, Mol Div
ers. 2:223-36, 1997、Fauchere et al., Peptide and nonpeptide lead discovery usin
g robotically synthesized soluble libraries, Can J. Physiol Pharmacol. 75:683-9,
 1997、Eichler et al., Generation and utilization of synthetic combinatorial lib
raries, Mol Med Today 1: 174-80, 1995、およびKay et al., Identification of enzym
e inhibitors from phage-displayed combinatorial peptide libraries, Comb Chem Hig
h Throughput Screen 4:535-43, 2001を参照。
【０２０６】
　化学的多様性ライブラリーを作出するための他の化学的手法を用いることもできる。か
かる化学的手法は、限定することなく、ペプトイド（ＰＣＴ公開WO 91/19735）、コード
されたペプチド（ＰＣＴ公開WO 93/20242）、ランダムバイオオリゴマー（ＰＣＴ公開WO 
92/00091）、ベンゾジアゼピン（米国特許第5,288,514号）、ダイバーソマー、例えばヒ
ダントイン、ベンゾジアゼピンおよびジペプチドなど（Hobbs, et al., Proc. Nat. Acad
. Sci. USA, 90:6909-6913 （1993））、ビニル様ポリペチド（Hagihara, et al., J. Am
er. Chem. Soc. 114:6568 （1992））、ベータ－Ｄ－グルコースの足場を有する非ペプチ
ド性ペプチド模倣体（Hirschmann, et al., J. Amer. Chem. Soc., 114:9217-9218 （199
2））、低分子化合物ライブラリーの類似有機合成（Chen, et al., J. Amer. Chem. Soc.
, 116:2661 （1994））、オリゴカルバメート（Cho, et al., Science, 261:1303 （1993
））、および／またはペプチジルホスホネート（Campbell, et al., J. Org. Chem. 59:6
58 （1994））、核酸ライブラリー（上記Ausubel, BergerおよびSambrook参照）、ペプチ
ド核酸ライブラリー（例えば、米国特許第5,539,083号参照）、抗体ライブラリー（例え
ば、Vaughn, et al., Nature Biotechnology, 14（3）:309-314 （1996）およびPCT/US96
/10287参照）、炭水化物ライブラリー（例えば、Liang, et al., Science, 274:1520-152
2 （1996）および米国特許第5,593,853号参照）、小有機分子ライブラリー（例えば、ベ
ンゾジアゼピン、Baum C&E News, January 18, page 33 （1993）参照）、イソプレノイ
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ド（米国特許第5,569,588号）、チアゾリジノンおよびメタチアザノン（米国特許第5,549
,974号）、ピロリジン（米国特許第5,525,735号および第5,519,134号）、モルホリノ化合
物（米国特許第5,506,337号）、ベンゾジアゼピン（米国特許第5,288,514号）等を含む。
【０２０７】
　コンビナトリアルライブラリーの調製のための装置は市販されている（例えば、357 MP
S, 390 MPS, Advanced Chem. Tech, Louisville Ky.、Symphony, Rainin, Woburn, Mass.
、433A Applied Biosystems, Foster City, Calif.、9050 Plus, Millipore, Bedford, M
ass.参照。）。また、多数の組み合わせのライブラリーがそれ自体市販されている（例え
ば、ComGenex, Princeton, N.J.、Asinex, Moscow, Ru、Tripos, Inc., St. Louis, Mo.
、ChemStar, Ltd., Moscow, RU、3D Pharmaceuticals, Exton, Pa.、Martek Bio science
s, Columbia, Md.等参照。）。
【０２０８】
　ハイスループットスクリーニングは、シグナル伝達経路などの複雑な分子事象、ならび
に、限定することなく、例えば細胞機能、アポトーシス、細胞分裂、細胞接着、移動、エ
キソサイトーシスおよび細胞－細胞コミュニケーションを含む細胞機能に対する薬物の作
用の測定に用いることができる。多色蛍光は、複数の標的および細胞プロセスを１つの画
面でアッセイすることを可能にする。細胞応答の相互相関は、標的の評価に必要な豊富な
情報をもたらし、最適化を導く。
【０２０９】
　別の側面において、本発明は、細胞を分析する方法であって、複数の細胞を含み、その
細胞が１または２以上の蛍光レポーター分子を含む位置のアレイを提供すること、細胞を
含む各位置における複数の細胞をスキャンし、細胞内の蛍光レポーター分子からの蛍光シ
グナルを得ること、蛍光シグナルをデジタルデータに変換すること、および、細胞内の蛍
光レポーター分子の分布、環境または活性を決定することを含むものを提供する。
【０２１０】
　新たな創薬パラダイムの主要な構成要素は、細胞内イオン、代謝物、巨大分子およびオ
ルガネラの時間的および空間的分布、含量および活性を測定するのに用いる、絶えず増大
している蛍光および発光試薬群である。これらの試薬の種類は、生細胞および固定細胞に
おける分子の分布および量を測定する標識試薬、シグナル伝達イベントを時間的および空
間的に報告する環境指標、および生細胞内での標的分子活性を測定する蛍光タンパク質バ
イオセンサーを含む。複数の試薬を単一の細胞で組み合わせるに組み込むマルチパラメー
ターアプローチは、創薬のための強力な新しいツールである。
【０２１１】
　この方法は、特定の細胞成分に対する蛍光または発光分子の高い親和性に依っている。
特定の成分への親和性は、物理的な力、例えば、イオン相互作用、共有結合（タンパク質
ベースの発色団、蛍光団およびルミフォア（lumiphore）とのキメラ融合を含む）、なら
びに、疎水性相互作用、電位、および、場合によっては、細胞成分内での単純な捕捉によ
って制御される。発光プローブは、小分子、標識された巨大分子または遺伝子操作したタ
ンパク質であってもよく、限定することなく、緑色蛍光タンパク質キメラを含む。
【０２１２】
　当業者は、蛍光標識された生体分子、例えば、タンパク質、リン脂質、ＲＮＡおよびＤ
ＮＡハイブリダイゼーションプローブなどを含むがこれに限定されない、本発明において
用いることができる広範な種類の蛍光レポーター分子を認識する。同様に、特別に合成さ
れた、特定の化学的結合特性または会合特性を有する蛍光試薬が蛍光レポーター分子とし
て用いられている（Barak et al., （1997）, J. Biol. Chem. 272:27497-27500、Southw
ick et al., （1990）, Cytometry 11:418-430、Tsien （1989） in Methods in Cell Bi
ology, Vol. 29 Taylor and Wang （eds.）, pp. 127-156）。蛍光標識された抗体は、細
胞または組織と同程度に複雑な分子の混合物において単一の分子標的に付着するその高度
の特異性のために、特に有用なレポーター分子である。
【０２１３】
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　発光プローブは、生細胞内で合成することができ、または、拡散、促進輸送もしくは能
動輸送、シグナル配列媒介輸送、およびエンドサイトーシス性もしくはピノサイトーシス
性取り込みを含む複数の非機械的様式で細胞内に輸送することができる。当該技術分野で
よく知られた機械的なバルクローディング法を、発光プローブを生細胞に負荷するのに用
いることもできる（Barber et al. （1996）, Neuroscience Letters 207:17-20、Bright
 et al. （1996）, Cytometry 24:226-233、McNeil （1989） in Methods in Cell Biolo
gy, Vol. 29, Taylor and Wang （eds.）, pp. 153-173）。これらの方法は、エレクトロ
ポレーションおよび他の機械的方法、例えばスクレープローディング、ビーズローディン
グ、インパクトローディング、シリンジローディング、ハイパートニックローディングお
よびハイポトニックローディングを含む。また、以前に記載されているように、細胞を、
対象となるタンパク質に結合させたレポーター分子、例えばＧＦＰを発現するように遺伝
子操作することができる（ChalfieおよびPrasher米国特許第5,491,084号、Cubitt et al.
 （1995）, Trends in Biochemical Science 20:448-455）。
【０２１４】
　細胞内で、発光プローブは、標的領域との特異的で高親和性の相互作用または他の様式
の分子標的化、例えば、シグナル配列媒介輸送などの結果として、その標的領域に集積す
る。蛍光標識されたレポーター分子は、レポーターの位置、量および化学的環境を決定す
るのに有用である。例えば、レポーターが親油性の膜環境にあるか、または、より水性の
環境にあるかどうかを決定することができる（Giuliano et al. （1995）, Ann. Rev. of
 Biophysics and Biomolecular Structure 24:405-434、Giuliano and Taylor （1995）,
 Methods in Neuroscience 27.1-16）。レポーターのｐＨ環境を決定することができる（
Bright et al. （1989）, J. Cell Biology 104:1019-1033、Giuliano et al. （1987）,
 Anal. Biochem. 167:362-371、Thomas et al. （1979）, Biochemistry 18:2210-2218）
。キレート基を有するレポーターがイオン、例えばＣａ＋＋に結合しているかどうかを決
定することができる（Bright et al. （1989）, in Methods in Cell Biology, Vol. 30,
 Taylor and Wang （eds.）, pp. 157-192、Shimoura et al. （1988）, J. of Biochemi
stry （Tokyo） 251:405-410、Tsien （1989） in Methods in Cell Biology, Vol. 30, 
Taylor and Wang （eds.）, pp. 127-156）。
【０２１５】
　さらにまた、有機体内の一部の細胞種は、他の細胞種には存在しないかもしれない、特
異的に標識することのできる成分を含み得る。例えば、神経細胞は、しばしば分極した膜
成分を含む。すなわち、これらの細胞は、その形質膜に沿って非対称的に巨大分子を分布
させている。結合組織細胞または支持組織細胞はしばしば、その細胞種に特有の分子がそ
の内部に捕捉されている顆粒を含む（例えばヘパリン、ヒスタミン、セロトニンなど）。
大部分の筋組織細胞は、細胞質内のカルシウムイオンの濃度を制御する機能を有する専門
オルガネラである筋小胞体を含む。多くの神経組織細胞は、その内部に神経ホルモンまた
は神経伝達物質が捕捉されている分泌顆粒および分泌小胞を含む。したがって、蛍光分子
は特定の細胞内の特定の成分だけでなく、雑多な細胞種の集団内の特定の細胞をも標識す
るように設計することができる。
【０２１６】
　当業者は、蛍光を測定する多種多様な方法を認識している。例えば、ある種の蛍光レポ
ーター分子は、励起または発光スペクトルの変化を示し、ある種のものは共鳴エネルギー
移動（そこでは、１つの蛍光レポーターが蛍光を失うが、もう１つのものは蛍光を増す）
を示し、ある種のものは蛍光の消失（消光）または出現を示し、一方、ある種のものは回
転運動をレポートする（Giuliano et al. （1995）, Ann. Rev. of Biophysics and Biom
ol. Structure 24:405-434、Giuliano et al. （1995）, Methods in Neuroscience 27:1
-16）。
【０２１７】
　手順全体を完全に自動化することができる。例えば、試料物質のサンプリングは、試料
容器から試料を採取すること、および、採取した試料の少なくとも一部を試験細胞培養物
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（例えば、遺伝子発現が制御されている細胞培養物）に送達することを含む、複数の工程
により達成することができる。サンプリングはまた、追加の工程、特に、そして好ましく
は、試料調製工程を含んでもよい。１つの手法においては、一度に１つのみの試料がオー
トサンプラーのプローブに採取され、一度に１つのみの試料がプローブに存する。他の態
様においては、複数の試料を、溶媒によって分離されたオートサンプラーのプローブに採
取することができる。さらに別の態様において、自動サンプリングのために、複数のプロ
ーブを並行して用いることができる。
【０２１８】
　一般的なケースでは、サンプリングは、手動で、半自動的方法で、または、自動的方法
で行うことができる。試料は、試料容器から手動で、例えば、ピペットで、または、注射
器型の手動プローブで採取し、次いで手動で、特性解析システムのローディングポートま
たはインジェクションポートに送達することができる。半自動プロトコルでは、プロトコ
ルの一部の局面は自動的に行われるが（例えば送達）、他の一部の局面は手動による干渉
を必要とする（例えば、プロセス制御ラインからの試料の採取）。しかしながら、好まし
くは、１または複数の試料は、完全に自動化した方法で、例えば、オートサンプラーによ
り、試料容器から採取され、特性解析システムに送達される。
【０２１９】
　１つの態様において、自動サンプリングは、自動化システム（例えばロボットアーム）
を制御するマイクロプロセッサーを用いてなされてもよい。好ましくは、マイクロプロセ
ッサーは、様々な配置の試料を有する試料のライブラリー（例えば、「ｎ行」×「ｎ列」
の正方形アレイ、「ｎ行」×「ｍ列」の長方形アレイ、円形アレイ、「ｒ」×「ｒ」×「
ｒ」の等辺を有する三角形アレイ、「ｒ底辺」×「ｓ」×「ｓ」の二等辺を有する三角形
アレイなど。ここで、ｎ、ｍ、ｒおよびｓは整数である）に対応するためにユーザーがプ
ログラムすることができる。
【０２２０】
　試料物質の自動化したサンプリングは、任意に、加熱インジェクションプローブ（チッ
プ）を有するオートサンプラーで行うことができる。かかるオートサンプラーの例は、（
参照によって組み込まれる）米国特許6,175,409 B1に開示されている。
【０２２１】
　本発明によると、１または２以上のシステム、方法またはその両方が、複数の試料物質
を同定するのに用いられる。手動のまたは半自動化されたシステムおよび方法が可能であ
るが、好ましくは、自動化されたシステムまたは方法が用いられる。種々のロボットシス
テムまたは自動システムが、固体、液流体またはガスの形態の材料を、予め定められたプ
ロトコルに従ってハンドリングし、接触させ、分配し、または別様に操作するための予め
定められた動作を、自動的にまたはプログラム可能に提供するために利用できる。かかる
システムは、システムが材料の機械的特性を決定することを援助するための、種々のハー
ドウェア、ソフトウェアまたはその両方を包含するために、適合または増強することがで
きる。ロボットシステムを増強するためのハードウェアおよびソフトウェアは、限定する
ことなく、センサー、トランスデューサー、データ取得および操作ハードウェア、データ
取得および操作ソフトウェアなどを含む。典型的なロボットシステムは、CAVRO Scientif
ic Instruments（例えばModel NO.RSP9652）またはBioDot（Microdrop Model 3000）から
商業的に入手可能である。
【０２２２】
　通常、自動化されたシステムは、情報、例えば合成、組成、位置情報、または基材に大
して配置された材料のライブラリーに関連した他の情報によってプログラムすることがで
きる適切なプロトコル設計および実行ソフトウェアを含む。プロトコル設計および実行ソ
フトウェアは、ロボットまたは他の自動化された装置またはシステムを制御するために、
典型的には、ロボット制御ソフトウェアと交信する。プロトコル設計および実行ソフトウ
ェアはまた、ソフトウェアが反応測定ハードウェアからデータを収集するためのデータ取
得ハードウェアまたはソフトウェアと交信する。一旦データがデータベースに収集される
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と、データを分析するために、そしてより具体的には、候補薬物の特性を決定するために
分析ソフトウェアを用いることができ、またはデータを手動で分析することができる。
【０２２３】
　別の好ましい態様において、細胞培養物による候補薬物または試料のアッセイは、１ま
たは２以上の方法と組み合わされる。１つの態様において、試料は、サイズ排除クロマト
グラフィーを用いて、試料中のタンパク質のサイズに従ってプレ分画され得る。利用でき
る試料の量が少ない生体試料については、好ましくは、サイズ選択スピンカラムを用いる
。一般に、カラムから溶出する最初の画分（「画分１」）は、最も高いパーセンテージの
高分子量タンパク質を有し、画分２は、より低いパーセンテージの高分子量タンパク質を
有し、画分３は、より一層低いパーセンテージの高分子量タンパク質を有し、画分４は、
最も低い量の大型タンパク質を有する。各々の画分は、その後、イムノアッセイ、気相イ
オンスペクトロメトリーなどによって、化合物の検出のために分析することができる。
【０２２４】
　別の態様において、試料を陰イオン交換クロマトグラフィーによってプレ分画すること
ができる。陰イオン交換クロマトグラフィーは、試料中のタンパク質をその電荷特性によ
って大まかにプレ分画することを可能にする。例えば、Ｑ陰イオン交換樹脂を用いること
ができ（例えばQ HyperD F、Biosepra）、試料は異なるｐＨを有する溶離剤で順次溶離す
ることができる。陰イオン交換クロマトグラフィーは、他の種類の化合物よりも負に荷電
している試料中の化合物の分離を可能にする。高いｐＨを有する溶離剤で溶離されるタン
パク質は、わずかに陰性に荷電していると考えられ、低いｐＨを有する溶離剤で溶離され
る画分は、強く陰性に荷電していると考えられる。このように、試料の複雑さを低減する
ことに加え、陰イオン交換クロマトグラフィーはタンパク質をその結合特徴によって分離
する。
【０２２５】
　さらに別の態様において、試料をヘパリンクロマトグラフィーによってプレ分画するこ
とがあり得る。ヘパリンクロマトグラフィーはまた、ヘパリンとの親和性相互作用および
電荷特性に基づいて、試料中の化合物をプレ分画することを可能にする。硫酸化されたム
コ多糖であるヘパリンは、正に荷電した部分を有する化合物を結合し、試料は異なるｐＨ
または塩濃度を有する溶離剤で順次に溶離することができる。低いｐＨを有する溶離剤で
溶離される試料は、わずかに陰性に荷電していると考えられる。高いｐＨを有する溶離剤
で溶離される試料は、強く陰性に荷電していると考えられる。このように、陰イオン交換
クロマトグラフィーもまた、試料の複雑さを低減することに加え、タンパク質をその結合
特徴によって分離する。
【０２２６】
　さらに別の態様において、試料を、特定の特徴を有するタンパク質、例えばグリコシル
化されたタンパク質を単離することによって、プレ分画することができる。例えば、ＣＳ
Ｆ試料は、試料をレクチンクロマトグラフィーカラム（これは、糖に対して高い親和性を
有する）に通すことによって分画することができる。グリコシル化されたタンパク質はレ
クチンコラムに結合し、非グリコシル化タンパク質はフロースルーを通過する。グリコシ
ル化タンパク質は、次いで、糖、例えばＮ－アセチル－グルコサミンを含む溶離剤でレク
チンコラムから溶離し、さらなる分析に利用可能となる。
【０２２７】
　このように、試料中のタンパク質の結合特性または試料中のタンパク質の特徴に基づい
て、試料の複雑さを低減するための多くの方法が存在する。
【０２２８】
ｓｉＲＮＡの送達
　好ましい発明の実行は、前述のｓｉＲＮＡポリヌクレオチドの少なくとも１つを好適な
核酸送達システムで投与することを含む。１つの態様において、そのシステムは、ポリヌ
クレオチドに作動可能に連結された非ウイルスベクターを含む。かかる非ウイルスベクタ
ーの例は、単独の、または、好適なタンパク質、多糖または脂質製剤と組み合わせたポリ
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ヌクレオシドを含む。
【０２２９】
　さらなる好適な核酸送達システムは、ウイルスベクター、典型的にはアデノウイルス、
アデノウイルス随伴ウイルス（ＡＡＶ）、ヘルパー依存性アデノウイルス、レトロウイル
スまたはセンダイウイルス（ＨＶＪ）－リポソーム複合体の少なくとも１つからの配列を
含む。好ましくは、ウイルスベクターは、ポリヌクレオチドに作動可能に連結された強い
真核生物プロモーター、例えばサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーターを含む。
【０２３０】
　さらなる好ましいベクターは、ウイルスベクター、融合タンパクおよび化学的コンジュ
ゲートを含む。レトロウイルスベクターは、モロニーマウス白血病ウイルスおよびＨＩＶ
ベースのウイルスを含む。１つの好ましいＨＩＶベースのウイルスベクターは、ｇａｇお
よびｐｏｌ遺伝子がＨＩＶゲノムからのものであり、ｅｎｖ遺伝子が別のウイルスからの
ものである、少なくとも２つのベクターを含む。ＤＮＡウイルスベクターが好ましい。こ
れらのベクターはポックスベクター、例えば、オルソポックスベクターまたはアビポック
スベクターなど、ヘルペスウイルスベクター、例えば、単純ヘルペスＩ型ウイルス（ＨＳ
Ｖ）ベクターなど[Geller, A.I. et al., J. Neurochem, 64: 487 （1995）、Lim, F., e
t al., in DNA Cloning: Mammalian Systems, D. Glover, Ed. （Oxford Univ. Press, O
xford England） （1995）、Geller, A.I. et al., Proc Natl. Acad. Sci.: U.S.A.:90 
7603 （1993）、Geller, A.I., et al., Proc Natl. Acad. Sci USA: 87:1149 （1990）]
、アデノウイルスベクター[LeGal LaSalle et al., Science, 259:988 （1993）、Davids
on, et al., Nat. Genet. 3:　219 （1993）、Yang, et al., J. Virol. 69:　2004 （19
95）]およびアデノ随伴ウイルスベクター[Kaplitt, M.G., et al., Nat. Genet. 8:148 
（1994）]を含む。
【０２３１】
　ポックスウイルスベクターは、遺伝子を細胞質に導入する。アビポックスウイルスベク
ターは、核酸の短期間の発現のみをもたらす。アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイ
ルスベクターおよび単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターは、複数の発明の態様に好
適であり得る。アデノウイルスベクターは、アデノ随伴ウイルスよりも短期間（例えば、
約１ヵ月未満の）の発現をもたらし、複数の態様においては、より長い発現を示し得る。
選択される特定のベクターは、標的細胞および処置する症状に依存する。適切なプロモー
ターの選択は、容易に達成することができる。好ましくは、高発現プロモーターを利用す
ることができる。適切なプロモーターの例は７６３塩基対のサイトメガロウイルス（ＣＭ
Ｖ）プロモーターである。ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）（Davis, et al., Hum Gene Th
er 4:151 （1993））およびＭＭＴプロモーターもまた用いることができる。あるタンパ
ク質は、その天然プロモーターを用いて発現させることができる。発現を強化することが
できる他の要素はまた、高レベルの発現をもたらすエンハンサーまたはシステムなど、例
えば、ｔａｔ遺伝子およびｔａｒエレメントなどを含んでもよい。このカセットは、次い
で、ベクター、例えばｐＵＣ１９、ｐＵＣ１１８、ｐＢＲ３２２などのプラスミドベクタ
ー、または、例えば、大腸菌複製起点を含む他の既知のベクターに挿入することができる
。例えば、Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory press, （1989）を参照。プラスミドベクターはまた、選択可能なマ
ーカー、例えば、アンピシリン耐性のためのβ－ラクタマーゼ遺伝子んでもよいが、ただ
し、マーカーポリペプチドは、処置する有機体の代謝に悪影響を与えない。カセットはま
た、合成送達システム、例えばWO 95/22618に開示されているシステムにおける核酸結合
部分に結合することができる。
【０２３２】
　必要に応じて、発明のポリヌクレオチドはまた、マイクロデリバリービヒクル、例えば
カチオン性リポソームおよびアデノウイルスベクターなどとともに用いることもできる。
リポソームの調製、標的化および内容物の送達のための手順についての総説として、Mann
ino and Gould-Fogerite, BioTechniques, 6:682 （1988）を参照。また、Felgner and H
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olm, Bethesda Res. Lab. Focus, 11（2）:21 （1989）およびMaurer, R.A., Bethesda R
es. Lab. Focus, 11（2）:25 （1989）も参照。
【０２３３】
　複製欠損組換えアデノウイルスベクターは、既知の技法により産生することができる。
Quantin, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:2581-2584 （1992）、Stratford-Pe
rricadet, et al., J. Clin. Invest., 90:626-630 （1992）、およびRosenfeld, et al.
, Cell, 68:143-155 （1992）参照。
【０２３４】
　別の好ましいｓｉＲＮＡ送達方法は、ｓｉＲＮＡを細胞内で産生することができる、一
本鎖ＤＮＡ産生ベクターを用いることである。例えば、その全体が参照により本明細書に
組み込まれるChen et al, BioTechniques, 34: 167-171 （2003）を参照。
【０２３５】
　核酸の有効量は、特定の発現タンパク質、標的とされる特定の心臓不整脈、患者および
その臨床状態、体重、年齢、性別などに依存する。
【０２３６】
　１つの好ましい送達システムは、その中に１または２以上のポリヌクレオチド、好まし
くは約１つのポリヌクレオチドを組み込んだ組換えウイルスベクターである。好ましくは
、本発明の方法で用いるウイルスベクターは、約１０８～約５×１０１０ｐｆｕまでから
のｐｆｕ（プラーク形成単位）を有する。ポリヌクレオチドを非ウイルスベクターにより
投与する態様において、約０．１ナノグラム～約４０００マイクログラム、例えば、約１
ナノグラム～約１００マイクログラムの使用がしばしば有用である。
【０２３７】
遺伝子発現の上方調節または阻害の評価
　宿主細胞または有機体への外因性核酸ベクターによるの移送は、細胞または有機体にお
いて直接核酸の存在を検出することによって評価することができる。かかる検出は、当該
技術分野においてよく知られた複数の方法によって達成することができる。例えば、外因
性核酸の存在は、サザンブロットによって、または、核酸に関連するヌクレオチド配列を
特異的に増幅するプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技法によって検出
することができる。外因性核酸の発現はまた、従来の方法を用いて測定することができる
。例えば、外因性核酸から産生されるｍＲＮＡは、ノーザンブロットおよび逆転写ＰＣＲ
（ＲＴ－ＰＣＲ）を用いて検出および定量化することができる。
【０２３８】
　外因性核酸からのＲＮＡの発現はまた、酵素活性またはレポータータンパク質活性を測
定することによって検出することができる。例えば、ｓｉＲＮＡ活性は、外因性核酸がエ
フェクターＲＮＡを産生している目安となる、標的核酸発現の低減または増大として間接
的に測定することができる。配列保存に基づいて、プライマーを設計し、標的遺伝子のコ
ード領域を増幅するのに用いることができる。最初に、各々の遺伝子から最も高度に発現
しているコード領域をモデルコントロール遺伝子を構築するのに用いることができるが、
任意のコード領域または非コードが用いることができる。各々のコントロール遺伝子は、
各々のコード領域を、レポーターコード領域とそのポリ（Ａ）シグナルとの間に挿入する
ことによってアセンブルする。これらのプラスミドは、遺伝子の上流部分にレポーター遺
伝子を、そして、３’非コード領域に潜在的なＲＮＡｉ標的を有するｍＲＮＡを産生する
。個々のＲＮＡｉの効果は、レポーター遺伝子の変化によって評価される。本発明の方法
に有用なレポーター遺伝子は、アセトヒドロキシ酸シンターゼ（ＡＨＡＳ）、アルカリホ
スファターゼ（ＡＰ）、ベータガラクトシダーゼ（ＬａｃＺ）、ベータグルクルニダーゼ
（ＧＵＳ）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）、緑色蛍光タ
ンパク質（ＧＦＰ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、
シアン蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、ルシフェラ
ーゼ（Ｌｕｃ）、ノパリンシンターゼ（ＮＯＳ）、オクトピンシンターゼ（ＯＣＳ）およ
びこれらの誘導体を含む。アンピシリン、ブレオマイシン、クロラムフェニコール、ゲン
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タマイシン、ハイグロマイシン、カナマイシン、リンコマイシン、メトトレキサート、ホ
スフィノスリシン、ピューロマイシンおよびテトラサイクリンに対する耐性を与える、複
数の選択可能なマーカーが利用可能である。レポーター遺伝子の変化を決定する方法は当
該技術分野においてよく知られており、限定することなく、蛍光分析法（例えば、蛍光分
光法、蛍光活性化細胞選別法（ＦＡＣＳ）、蛍光顕微鏡法）、抗生物質耐性の決定を含む
。
【０２３９】
　生物ゲノム情報およびモデル遺伝子は、潜在的ＲＮＡｉのハイスループットスクリーニ
ングのために極めて貴重であるが、標的核酸に対する干渉活性は、最終的には、標的核酸
を発現する細胞において実験的に立証しなければならない。ＲＮＡｉ配列の干渉能力を決
定するために、ＲＮＡｉ含有ベクターを、その標的核酸を発現する適切な細胞系にトラン
スフェクトする。各々の選択されたＲＮＡｉ構築物は、標的核酸の定常状態のｍＲＮＡを
変化させるその能力について試験される。加えて、試験の第１ラウンドに「生き残った」
任意の標的ｍＲＮＡを、逆転写－ＰＣＲによって増幅し、シーケシングする（例えば、Sa
mbrook, J. et al. "Molecular Cloning: A Laboratory Manual," 2nd addition, Cold S
pring Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y. （1989）を参照）。これらの配列は
、ｍＲＮＡが現在のＲＮＡｉライブラリーから逃れるのを可能にする個々の多型を決定す
るために分析される。この情報はまた、より稀な多型をも標的とするためにＲＮＡｉ構築
物をさらに改変するのに用いられる。
【０２４０】
　ＲＮＡｉベクターで細胞をトランスフェクトする方法は、当該技術分野においてよく知
られており、限定することなく、エレクトロポレーション、粒子衝撃、マイクロインジェ
クション、ウイルスベクターによるトランスフェクション、レトロウイルスベースのベク
ターによるトランスフェクションおよびリポソーム媒介トランスフェクションを含む。Ｒ
ＮＡ干渉を媒介する任意の種類の核酸を、当該技術分野においてよく知られた種々の方法
を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで合成し、直接細胞に挿入することができる。また、ｄｓＲＮ
ＡおよびＲＮＡ干渉を媒介する他の分子は、商業的なベンダー、例えばRibopharma AG (K
ulmach, Germany)、Eurogentec (Seraing, Belgium)、Sequitur (Natick, Mass.)およびI
nvitrogen (Carlsbad, Calif.)などから入手可能である。Eurogentecは、蛍光団（例えば
、ＨＥＸ／ＴＥＴ；５’－フルオレセイン、６－ＦＡＭ；３’－フルオレセイン、６－Ｆ
ＡＭ；フルオレセインｄＴインターナル；５’ＴＡＭＲＡ、ローダミン；３’ＴＡＭＲＡ
、ローダミン）で標識されたｄｓＲＮＡを提供しており、これらもまた本発明において用
いることができる。ＲＮＡｉ分子は、よく知られた固相合成技術によって作製することが
できる。かかる合成のための装置は、例えばApplied Biosystems (Foster City, Calif.)
を含む複数のベンダーによって販売されている。当該技術分野において知られているかか
る合成のための他の方法を、付加的または代替的に用いることができる。オリゴヌクレオ
チドを調製するために類似した技法、例えばホスホロチオエートおよびアルキル化誘導体
を用いることはよく知られている。
【０２４１】
　直接細胞に挿入されるＲＮＡは、リン酸－糖骨格またはヌクレオシドに修飾を含んでい
てもよい。例えば、天然ＲＮＡのホスホジエステル結合を修飾し、窒素または硫黄ヘテロ
原子の少なくとも１つを含ませることができる。干渉ＲＮＡは、酵素的に、または、部分
的／完全な有機合成によって製造することができる。構築物は、細胞ＲＮＡポリメラーゼ
またはバクテリオファージＲＮＡポリメラーゼ（例えばＴ３、Ｔ７、ＳＰ６）によって合
成することができる。化学的に、または、in vitroの酵素合成によって合成する場合、Ｒ
ＮＡは細胞または動物への導入の前に精製してもよい。例えば、ＲＮＡは、当該技術分野
において知られているとおりに、溶媒または樹脂による抽出、沈殿、電気泳動、クロマト
グラフィーまたはその組み合わせによって、混合物から精製することができる。あるいは
、干渉ＲＮＡ構築物は、試料処理による損失を避けるために、精製せずに、または最小限
の精製で用いることができる。ＲＮＡｉ構築物は保管のために乾燥することができ、また
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は、水溶液に溶解することができる。溶液は、二重鎖のアニーリングおよび／または安定
化を促進するために、バッファーまたは塩類を含んでもよい。本発明において用いること
ができるバッファーまたは塩類の例は、限定されずに、生理食塩水、ＰＢＳ、Ｎ－（２－
ヒドロキシエチル）ピペラジン－Ｎ’－（２－エタンスルホン酸）（ＨＥＰＥＳ(TM)）、
３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、２－ビス（２－ヒドロキシエ
チレン）アミノ－２－（ヒドロキシメチル）－１，３－プロパンジオール（ビス－ＴＲＩ
Ｓ(TM)）、リン酸カリウム（ＫＰ）、リン酸ナトリウム（ＮａＰ）、リン酸水素二ナトリ
ウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）、リン酸二水素ナトリウム（ＮａＨ２ＰＯ４）、リン酸ナトリウ
ムカリウム（ＮａＫＨＰＯ４）、リン酸マグネシウム（Ｍｇ３（ＰＯ４）２－４Ｈ２Ｏ）
、酢酸カリウム（ＣＨ３ＣＯＯＨ）、Ｄ（＋）－α－ナトリウムグリセロリン酸（ＨＯＣ
Ｈ２ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ２ＯＰＯ３Ｎａ２）、および、当業者に知られた他の生理緩衝液を
含む。本発明に用いられるさらなるバッファーは、水溶液に溶解した塩Ｍ－Ｘ、その会合
産物または解離産物を含み、ここでＭはアルカリ金属（例えば、Ｌｉ＋、Ｎａ＋、Ｋ＋、
Ｒｂ＋）、好適にはナトリウムまたはカリウムであり、Ｘはアニオンである塩はリン酸塩
、酢酸塩、重炭酸塩、硫酸塩、ピルビン酸塩からなる群から選択されるアニオン、および
有機一リン酸エステルからなる、グルコース６－リン酸またはＤＬ－α－グリセロールリ
ン酸である。
【０２４２】
ＲＮＡｉ分子により制御／標的化される遺伝子
　本発明のさらなる側面では、特定の遺伝子または遺伝子ファミリーの発現を制御するＲ
ＮＡｉ分子が提供され、そうして遺伝子の発現が機能的に消去または上方調節され得る。
１つの態様においては、遺伝子の同じ領域を標的とする少なくとも２つのＲＮＡｉ分子が
提供される。別の態様においては、同じ遺伝子の少なくとも２つの異なる領域を標的とす
る少なくとも２つのＲＮＡｉ分子が提供される。さらなる態様において、少なくとも２つ
の異なる遺伝子を標的とする少なくとも２つのＲＮＡｉ分子が提供される。発明のさらな
る態様は、遺伝子標的化のための上記戦略の組み合わせを提供する。
【０２４３】
　１つの態様において、ＲＮＡｉ分子は、同じ配列であってもよい。代替的な態様におい
て、ＲＮＡｉ分子は、異なる配列であってもよい。他の態様において、少なくとも２つの
ＲＮＡｉ分子が提供され、ここで、そのＲＮＡｉ分子の発現によって遺伝子１つまたは２
つ以上のファミリーを制御することができる。別の態様において、少なくとも３つの、４
つの、または、５つのＲＮＡｉ分子が提供され、ここで、そのＲＮＡｉ分子の発現によっ
て遺伝子１つまたは２つ以上のファミリーを制御することができる。ＲＮＡｉ分子は、１
または２以上の遺伝子における保存配列に相同であってもよい。本発明のかかる方法を用
いて制御される遺伝子のファミリーは、細胞にとって内因性のもの、関連するウイルス遺
伝子のファミリー、ウイルスの属において保存されている遺伝子のファミリー、関連する
真核生物寄生虫遺伝子のファミリー、またはより具体的にはブタ内因性レトロウイルスか
らの遺伝子のファミリーであってもよい。１つの特定の態様において、少なくとも２つの
ＲＮＡｉ分子は、同じ遺伝子のファミリーのメンバーである少なくとも２つの異なる遺伝
子を標的とすることができる。ＲＮＡｉ分子は遺伝子のファミリーにおける相同領域を標
的とすることができ、そうして、１つのＲＮＡｉ分子は複数の遺伝子の同じ領域を標的化
することができる。
【０２４４】
　ＲＮＡｉ分子は、限定されずに、以下の種類のＲＮＡｉから選択することができる：ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、低分子干渉ＲＮＡ（ｓＲＮＡｉ）、二本鎖
ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、逆位反復、短鎖ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、時間的に制御さ
れた低分子ＲＮＡ（small temporally regulated RNA）、および、放射クラスター化阻害
ＲＮＡ（radial clustered inhibitory RNA）、非対称クラスター化阻害ＲＮＡ、線形ク
ラスター化阻害ＲＮＡおよび複雑または複合（complex or compound）クラスター化阻害
ＲＮＡを含む、クラスター化阻害ＲＮＡ（ｃＲＮＡｉ）。
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【０２４５】
　別の態様においては、哺乳類細胞系またはトランスジェニック動物における標的遺伝子
を制御するためのＲＮＡｉ分子の発現は、標的遺伝子の発現が機能的に消去されるか、ま
たは、検出可能レベル以下となるか、または上方調節されるよう、すなわち、標的遺伝子
の発現が、少なくとも約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％また
は９９％減少または増大するよう提供される。
【０２４６】
　本発明のこの側面の別の態様において、干渉ＲＮＡ分子が標的遺伝子の発現を制御する
ために発現されている細胞および動物を作製する方法が提供される。例えば、本発明のこ
の側面による方法は、例えば：細胞において１または２以上の標的核酸配列を同定するこ
と、１または複数の標的核酸配列と結合する少なくとも１つのＲＮＡｉ分子を得ること、
任意に発現ベクターにパッケージングされたＲＮＡｉ分子を細胞内に導入すること、およ
び、ＲＮＡｉを細胞内で、ＲＮＡｉが標的核酸配列に結合し、それによって１または２以
上の標的遺伝子の発現を制御する条件下で発現させることを含む。
【０２４７】
　本発明の態様において、少なくとも１つのＲＮＡｉ分子の発現によって制御することが
できる内因性遺伝子は、限定されずに、細胞生存または細胞複製に必要な遺伝子、ウイル
ス複製に必要な遺伝子、遺伝子免疫グロブリン遺伝子座、例えばカッパ軽鎖をコードする
遺伝子、および細胞表面タンパク質、例えば血管細胞接着分子（ＶＣＡＭ）をコードする
遺伝子、および、細胞、組織、臓器および動物の構造および／または機能にとって重要な
他の遺伝子を含む。本発明の方法はまた、１または２以上の非コードＲＮＡ配列の発現を
制御するのに用いることができる。これらの非コードＲＮＡ配列は、ＲＮＡウイルスゲノ
ム、内因性遺伝子、真核生物寄生虫遺伝子の配列、または当該技術分野において知られて
おり、当業者が精通している他の非コードＲＮＡ配列であってもよい。本発明の側面に従
って、細胞または動物において発現されているＲＮＡｉ分子は、１または２以上の標的遺
伝子の発現を低減、増大または維持することができる。１または２以上の遺伝子、遺伝子
のファミリー、遺伝子の所望のサブセットまたは遺伝子の対立遺伝子の発現が制御される
特定の標的核酸領域を同定するために、各々の標的遺伝子について配列の代表的試料を得
ることができる。配列は、類似および非類似領域を見出すために比較することができる。
この分析は、全てのファミリーメンバー間、および、ファミリーメンバーのサブセット（
すなわち、遺伝子ファミリー内のグループ）内の同一性を有する領域を決定することがで
きる。加えて、この分析は、各々のファミリーメンバーの対立遺伝子間の同一性を有する
領域を決定することができる。ファミリーメンバーの対立遺伝子間、ファミリーメンバー
のサブセット間、および、ファミリー全体を通しての同一性を有する領域を考慮すること
によって、全ファミリー、ファミリーメンバーのサブセット、個々のファミリーメンバー
、個々のファミリーメンバーの対立遺伝子のサブセットまたはファミリーメンバーの個々
の対立遺伝子を特定する標的領域を同定することができる。
【０２４８】
　発現の制御は、１または２以上の標的遺伝子の発現を減少させることができる。減少し
た発現は、標的遺伝子、そして最終的には、標的遺伝子の最終産物のタンパク質の転写後
下方調節をもたらす。下方調節のために、配列へのＲＮＡｉの結合が標的遺伝子の発現を
減少させる標的核酸配列を同定する。遺伝子の減少した発現は、ＲＮＡｉの導入がない場
合と比較した、標的遺伝子からのタンパク質および／またはｍＲＮＡ産物のレベルの不在
、または、観察可能な、もしくは、検出可能な減少を指す。標的遺伝子の完全な抑制／阻
害ならびに部分的に抑制された発現は、本発明の方法で可能である。「部分的に抑制され
た発現」は、標的遺伝子が約１０％から約９９％まで抑制される（すなわち、標的遺伝子
の発現が低減する）ことを意味し、１００％は標的遺伝子の完全な抑制／阻害である。例
えば、１または２以上の遺伝子の遺伝子発現の約１０％、約２０％、約３０％、約４０％
、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％または約９９％が抑制
され得る。あるいは、発現は、検出可能な限界値未満に抑制または阻害される。
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【０２４９】
　本発明の他の態様において、発現の制御は１または２以上の遺伝子の発現を増大するこ
とができる。増大した発現は、下記の例において詳述するとおりに生じ得る。本発明のこ
の態様において、標的核酸と対象となる遺伝子は、別々の配列であってもよい。タンパク
質のレベルやＲＮＡｉの導入のないそれと比較して１または２以上の標的遺伝子からのｍ
ＲＮＡ産物では、遺伝子の増大した発現は、ＲＮＡｉの導入がない場合と比較した、１ま
たは２以上の標的遺伝子からのタンパク質および／またはｍＲＮＡ産物のレベルの存在、
または、観察可能な増大を指す。遺伝子の増大した発現は、発現された標的遺伝子の測定
可能な量が、ＲＮＡｉの導入がない場合と比較して、任意の量増大していることを意味す
る。例えば、遺伝子の発現レベルは、干渉ＲＮＡが存在しない場合に生じるよりも上方に
、２倍、約５倍、約１０倍、約５０倍、約１００倍、約５００倍、約１０００倍または約
２０００倍増大し得る。
【０２５０】
　本発明のさらに他の側面では、発現の制御により、１または２以上の遺伝子が、一般に
当該１または２以上の遺伝子の低減したまたは増大した発現をもたらす環境条件下に置か
れた場合に、その１または２以上の遺伝子の発現を維持することができる。１または２以
上の遺伝子の発現は、通常は遺伝子発現を増大または減少させる環境条件下において維持
することができ、これは、さもなければ発現を増大または減少させる環境条件の存在以前
の発現と比較した遺伝子発現の定常レベル（すなわち、経時的な発現の増大または減少が
ない）をもたらす。遺伝子発現を増大させ得る環境条件の例は、限定されずに、増殖因子
の存在、増加したグルコース産生、高熱および細胞周期の変化を含む。遺伝子発現を減少
させ得る環境条件の例は、限定されずに、酸素圧低下、低体温、増殖因子の欠如およびブ
ドウ糖の枯渇を含む。
【０２５１】
　遺伝子発現の定量化は、１または２以上のＲＮＡｉ分子を含む細胞または動物における
遺伝子発現の阻害（または増強）の程度の決定を可能にする。注入した材料のより低い用
量、および、ＲＮＡｉの投与または組み込み後のより長い期間は、より少ない割合の細胞
または動物における阻害または増強をもたらし得る（例えば、標的細胞または動物の少な
くとも１０％、２０％、５０％、７５％、９０％または９５％）。細胞または動物におけ
る遺伝子発現の定量化は、標的ｍＲＮＡの蓄積または標的タンパク質の翻訳のレベルで、
類似した量の阻害または増強を示し得る。阻害または増強の効率は、当該技術分野におい
て知られている任意の方法を用いて、細胞または動物における遺伝子産物の量を評価する
ことによって決定することができる。例えば、ｍＲＮＡは、干渉ＲＮＡに用いた領域外の
ヌクレオチド配列を有するハイブリダイゼーションプローブで検出することができ、また
は、翻訳されたポリペチドは、その領域のポリペチド配列に対して作製した抗体で検出す
ることができる。ｍＲＮＡおよびポリペチド定量するための方法は当該技術分野において
よく知られている。例えば、Sambrook, J. et al. "Molecular Cloning: A Laboratory M
anual," 2nd addition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y. （198
9）を参照。
【０２５２】
　本発明はまた、遺伝子のファミリーの発現の制御に関する。用語「遺伝子のファミリー
」は、類似した機能、配列または表現型を有する１または２以上の遺伝子を指す。遺伝子
のファミリーは、保存配列、すなわち遺伝子ファミリーの全メンバーの中で同じか、また
は、相同性の高いヌクレオチド配列を含んでもよい。特定の態様において、ＲＮＡｉ配列
は遺伝子ファミリーのこの保存領域にハイブリダイズすることができ、したがって、１つ
のＲＮＡｉ配列が遺伝子ファミリーの２以上のメンバーを標的化することができる。
【０２５３】
　本発明の方法はまた、進化的に関連した遺伝子のファミリー内の遺伝子の発現を制御す
るのに用いることができる。進化的に関連した遺伝子は、共通の祖先遺伝子配列から分か
れた遺伝子であり、それ自体１または２以上のｍＲＮＡをコードする配列であってもなく
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てもよい。この進化的に関連したファミリー内には、遺伝子のサブセットが存在し得、そ
して、このサブセット内に、保存されたヌクレオチド配列が存在し得る。本発明はまた、
この遺伝子のサブセットの発現を、この保存されたヌクレオチド配列にＲＮＡｉ分子を標
的化することによって制御する方法を提供する。本発明の方法によって制御することがで
きる進化的に関連した遺伝子は、細胞または動物において内因性または外因性であっても
よく、ウイルスの遺伝子のファミリーのメンバーであってもよい。また、本発明の方法に
よって制御することができるウイルス遺伝子のファミリーは、細胞または動物において内
因性であるファミリーメンバーを有し得る。
【０２５４】
　他の態様において、本発明の方法は、細胞または動物において内因性である遺伝子また
は遺伝子のファミリーの発現を制御するのに用いることができる。内因性の遺伝子は、動
物種のゲノムの一体的な要素として遺伝する任意の遺伝子である。本発明の方法による内
因性の遺伝子の制御は、細胞または動物のフェノタイプまたは生物学的状態を抑制または
増強する方法を提供することができる。本発明の方法によって制御することができる内因
性の遺伝子は、限定されずに、細胞の生存に必要な内因性遺伝子、細胞複製に必要な内因
性遺伝子、ウイルス複製に必要な内因性遺伝子、免疫グロブリン遺伝子座をコードする内
因性遺伝子および細胞表面タンパク質をコードする内因性遺伝子を含む。内因性遺伝子の
さらなる例は、発生遺伝子（例えば、接着分子、サイクリンキナーゼインヒビター、Ｗｒ
ｉｔファミリーメンバー、Ｐａｘファミリーメンバー、ウイングドヘリックスファミリー
メンバー、Ｈｏｘファミリーメンバー、サイトカイン／リンホカインおよびそのレセプタ
ー、増殖／分化因子およびそのレセプター、神経伝達物質およびそのレセプター）、腫瘍
抑制遺伝子（例えば、ＡＰＣ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭＡＤＨ４、ＭＣＣ、ＮＦ１、
ＮＦ２、ＲＢ１、ＴＰ５３およびＷＴＩ）、および酵素（例えば、ＡＣＣシンターゼおよ
びオキシダーゼ、ＡＣＰ不飽和化酵素および水酸化酵素、ＡＤＰグルコースピロホスホリ
ラーゼ、ＡＴＰアーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ、アミラーゼ、アミログルコシダー
ゼ、カタラーゼ、セルラーゼ、カルコンシンターゼ、キチナーゼ、シクロオキシゲナーゼ
、デカルボキシラーゼ、デキストリナーゼ、ＤＮＡおよびＲＮＡポリメラーゼ、ガラクト
シダーゼ、グルカナーゼ、グルコースオキシダーゼ、顆粒結合型スターチシンターゼ、Ｇ
ＴＰアーゼ、ヘリカーゼ、ヘミセルラーゼ、インテグラーゼ、イヌリナーゼ、インベルタ
ーゼ、イソメラーゼ、キナーゼ、ラクターゼ、リパーゼ、リポキシゲナーゼ、リゾチーム
、ノパリンシンターゼ、オクトピンシンターゼ、ペクチンエステラーゼ、ペルオキシダー
ゼ、ホスファターゼ、ホスホリパーゼ、ホスホリラーゼ、フィターゼ、植物生長調整因子
合成酵素、ポリガラクツロナーゼ、プロテイナーゼおよびペプチダーゼ、プラナーゼ（pu
llanase）、リコンビナーゼ、逆転写酵素、ＲＵＢＩＳＣＯ、トポイソメラーゼおよびキ
シラナーゼ）を含む。
【０２５５】
　他の態様において、細胞の腫瘍抗原を制御（調節）し、例えば、これらの腫瘍細胞を宿
主免疫系が検出できるようにすることが望ましい場合がある。多くの腫瘍抗原は当該技術
分野においてよく知られている。例えば、参照により本明細書に組み込まれるVan den Ey
nde BJ, van der Bruggen P. Curr Opin Immunol 1997; 9: 684-93、Houghton AN, Gold 
JS, Blachere NE. Curr Opin Immunol 2001; 13: 134-140、van der Bruggen P, Zhang Y
, Chaux P, Stroobant V, Panichelli C, Schultz ES, Chapiro J, Van den Eynde BJ, B
rasseur F, Boon T. Immunol Rev 2002; 188: 51-64を参照。また、腫瘍抗原に向けられ
た多くの抗体が市販されている。
【０２５６】
　腫瘍抗原の非限定例は、変異により生じた腫瘍抗原、例えば：アルファ－アクチニン－
４（肺癌）、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質（ｂ３ａ２）（慢性骨髄性白血病）、ＣＡＳ
Ｐ－８（頭頸部扁平上皮癌）、ベータ－カテニン（メラノーマ）、Ｃｄｃ２７（メラノー
マ）、ＣＤＫ４（メラノーマ）、ｄｅｋ－ｃａｎ融合タンパク質（骨髄性白血病）、延長
因子２（肺扁平上皮癌）、ＥＴＶ６－ＡＭＬ１融合タンパク質（急性リンパ芽球性白血病
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）、ＬＤＬＲ－フコシルトランスフェラーゼＡＳ融合タンパク質（メラノーマ）、ＨＬＡ
－Ａ２ｄの過剰発現（腎細胞癌）、ｈｓｐ７０－２（腎細胞癌）、ＫＩＡＡＯ２０５（膀
胱腫瘍）、ＭＡＲＴ２（メラノーマ）、ＭＵＭ－１ｆ（メラノーマ）、ＭＵＭ－２（メラ
ノーマ）、ＭＵＭ－３（メラノーマ）、ｎｅｏ－ＰＡＰ（メラノーマ）、ミオシンクラス
Ｉ（メラノーマ）、ＯＳ－９ｇ（メラノーマ）、ｐｍｌ－ＲＡＲアルファ融合タンパク質
（前骨髄球性白血病）、ＰＴＰＲＫ（メラノーマ）、Ｋ－ｒａｓ（膵臓腺癌）、Ｎ－ｒａ
ｓ（メラノーマ）などを含む。分化腫瘍抗原の例は、限定されずに：ＣＥＡ（消化管癌）
、ｇｐ１００／Ｐｍｅｌ１７（メラノーマ）、カリクレイン４（前立腺）、マンマグロビ
ン－Ａ（乳がん）、Ｍｅｌａｎ－Ａ／ＭＡＲＴ－１（メラノーマ）、ＰＳＡ（前立腺癌）
、ＴＲＰ－１／ｇｐ７５（メラノーマ）、ＴＲＰ－２（メラノーマ）、チロシナーゼ（メ
ラノーマ）を含む。過剰発現または過少発現腫瘍抗原は、限定されずに：ＣＰＳＦ（遍在
）、ＥｐｈＡ３、Ｇ２５０／ＭＮ／ＣＡＩＸ（胃、肝臓、膵臓）、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、
腸カルボキシルエステラーゼ（肝臓、腸、腎臓）、アルファ－フィトプロテイン（肝臓）
、Ｍ－ＣＳＦ（肝臓、腎臓）、ＭＵＣ１（腺上皮）、ｐ５３（遍在）、ＰＲＡＭＥ（精巣
、卵巣、子宮内膜、副腎）、ＰＳＭＡ（前立腺、ＣＮＳ、肝臓）、ＲＡＧＥ－１（網膜）
、ＲＵ２ＡＳ（精巣、腎臓、膀胱）、スルビビン（survivin）（遍在）、テロメラーゼ（
精巣、胸腺、骨髄、リンパ節）、ＷＴ１（精巣、卵巣、骨髄、脾臓）、ＣＡ１２５（卵巣
）を含む。
【０２５７】
　本発明の方法はまた、特定の対立遺伝子の発現を制御するのに用いることができる。対
立遺伝子は、同じ染色体座を占める遺伝子の多型変異体である。本発明の方法は、遺伝子
または遺伝子のファミリーの１または２以上の特定の対立遺伝子の制御を可能にする。こ
の態様では、ＲＮＡｉの配列は、遺伝子または遺伝子のファミリーの１または２以上の特
定の対立遺伝子は制御されるが、同じ遺伝子または遺伝子のファミリーの他のさらなる対
立遺伝子は制御されないよう調製することができる。
【０２５８】
　以下の例は、制限するためではなく、例示として提供される。特定の例が提供されてい
るが、上記の説明は例示的であって制限的ではない。上記に記載した態様の特徴の任意の
１または２以上を、本発明における任意の他の態様の１または２以上の特徴と、任意の様
式で組み合わせることができる。さらにまた、本発明の多くのバリエーションが、本明細
書を精査することにより、当業者において明らかになる。
【０２５９】
　本出願で引用した全ての出版物および特許文献は、関連する部分において、全ての目的
について同程度に、あたかもそれぞれの個々の出版物および特許文献が個々に表示されて
いるごとくに、参照により組み込まれる。本出願人は、本明細書に種々の参考文献を引用
することによっては、任意の特定の参考文献がその発明に対する「従来技術」であること
を認めない。
【０２６０】
例
材料および方法
in situハイブリダイゼーション
　ＨｅＬａ細胞をシランコートされたスライドの表面上で一晩増殖させ、４％のパラホル
ムアルデヒド（ｐＨ７．４）で４分間固定した。スライドを風乾した後、付着細胞のDNas
eによる３７℃、１６時間の処理を容易にするためにチャンバーを用いた。DNase Master 
Mixは、10×TurboDNase Buffer（Ambion社）、１００単位のDNase1、１００単位のTurboD
Naseおよび１００単位のSuprasinを最終容量２００μｌ中に含んだ。その後細胞を１×Ｐ
ＢＳで洗浄し、次いで９５℃で５分間インキュベートした。第一鎖ｃＤＮＡは、10×RT B
uffer（Applied Biosystems社）、２．５ｍＭのＭｇＣｌ２、１０ｍＭのｄＮＴＰ混合物
、１０ｐＭのRandom Hexamers、１００単位のRNase Inhibitorおよび５００単位の逆転写
酵素を最終容量２００μｌに含むRT-Master Mixで合成した。ＲＴ反応は、以下の条件を
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用いて達成した：室温で３０分、４２℃で３時間、および、９５℃で５分間。in situハ
イブリダイゼーションのために、細胞を６５℃で１時間、ブロッキングバッファー（１０
ｍＭのTris-HCl、５０ｍＭのＫＣｌ、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、１％のTriton-X、２０μ
ＭのRandom DNAを最終容量２００μｌ中に含む）中でインキュベートした。ブロッキング
の後、細胞を７０℃で１時間、１０μＭのイントロンをまたぐ特異的プローブ（配列を表
１、３に示す）でハイブリダイズした。次いで、スライドを、事前に温めたＰＢＳで２回
洗浄した。
【０２６１】
希釈単一細胞（Dilutional single cell）ＲＴ－ＰＣＲ
　ＨｅＬａ培養物を、各々の明視野で数個の細胞に希釈した。ＲＮＡを、共焦顕微鏡の案
内の下で採取した１５の個別細胞から抽出した。第一鎖ｃＤＮＡ合成は、ＲＮＡから、Cl
ontech社からのＳＭＡＲＴおよびＣＤＳＩＩＩ　３’オリゴヌクレオチドおよびPowerscr
ipt逆転写酵素を用い、製造者の指示に従って行った。次いで、この第一鎖ｃＤＮＡを、C
lontech社ｃＤＮＡライブラリーキットからのＬＤプライマー、ＤＳＩＩＩ　ＰＣＲプラ
イマーおよびAdvantage2 Polymeraseミックスを用いたＰＣＲ増幅に用いた。
【０２６２】
細胞抽出物の調製および分画
　細胞質抽出物を、種々のベクターでトランスフェクトしたＨｅＬａ細胞から調製した。
細胞を２４時間のトランスフェクションの後に回収し、１０００ｇで５分間、４℃にて遠
心分離した。細胞ペレットを、氷冷ＰＢＳ、ｐＨ７．２で３回洗浄し、細胞容積の３倍量
の溶解バッファー（２０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、２００ｍＭのＮａＣｌ、
１４ｍＭのＭｇＣｌ２、２０単位のSuprasin、１００単位のプロテアーゼインヒビター、
１００μｇ／ｍｌのシクロヘキサミド、０．１％の（ｖ／ｖ）のTriton X-100）中、１０
分間氷上で溶解した。核を、５０００ｇで１０分間、４℃にて遠心分離して単離した。上
清は細胞質抽出物を含んでおり、これを直ちにTrizol（Invitrogen社）によるＲＮＡ抽出
に用いた。核抽出物は、ペレットを細胞溶解バッファーで１回、そして、１×ＰＢＳ、ｐ
Ｈ７．２で２回洗浄して調製した。次いで、核ＲＮＡをTrizol試薬を用いて回収した。純
度（＞９８％）および核の完全性を、顕微鏡で決定した。
【０２６３】
リボヌクレアーゼプロテクションアッセイ（ＲＰＡ）
　Ambion社からのDirect Protect Lysate RPAキットを用いて、細胞質溶解液をRNaseカク
テルバッファーで処理し、RNaseAおよびＴカクテルとともに３７℃で３０分間インキュベ
ートした。ヌクレアーゼは、サルコシル（sacrosyl）ナトリウムおよびプロテイナーゼと
ともに３７℃で３０分間インキュベートすることにより除去した。ＲＮＡは、９９％エタ
ノールおよびグリコーゲンブルー（glycogen blue）を用いて沈殿させ、次いでTurboDNas
e（Ambion社）でDNase処理し、その後１０％変性ＰＡＧＥ／８Ｍ尿素で分離した。
【０２６４】
ダイサー産物のためのノーザンブロット
　全ＲＮＡを、Trizol（Invitrogen社）を用いて回収し、９９％エタノールで沈殿させた
。１レーンあたり３０μｇの全ＲＮＡを負荷し、１０％のＰＡＧＥ／尿素ゲル上で分離し
た。次いで、ＲＮＡをナイロンメンブレン（Amersham社）に転写し、サケ精子ＤＮＡで６
時間ブロッキングした。ブロッキングしたメンブレンを、ＴＳおよびｒＴＳα遺伝子のオ
ーバーラップ領域をまたぐ放射性標識Ｓ－ＡＳプローブで、一晩ハイブリダイズした。プ
ローブは、３２Ｐ標識ヌクレオチドおよびAmersham社のランダムプライミングキットを用
いた、オーバーラップＤＮＡのランダムプライミングによって作製した。全てのメンブレ
ンを、低ストリンジェンシーバッファーで１回、そして、高ストリンジェンシーバッファ
ーで２回、それぞれ１時間洗浄し、シグナルをTyphoon蛍光画像装置で検出した。
【０２６５】
細胞培養およびトランスフェクション
　ＨｅＬａ細胞を、１０％ＦＢＳ添加Ｄ－ＭＥＭで培養した。対数増殖期の細胞を、セン
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スまたはアンチセンスオーバーラップ領域のいずれかまたはその両方を有するルシフェラ
ーゼ遺伝子を含むプラスミドでトランスフェクトした。トランスフェクションの２４時間
後に、細胞をさらなる実験に用いた。ｐＧＬ３コントロールベクター（Promega社）を、
全てのＳ－ＡＳ構築物の作製に用いた。我々は、クローニングのためにホタルルシフェラ
ーゼの下流に、Ｐｓｔ１およびＥｃｏＲ１制限部位を設けた。ＢａｍＨ１配列を用いてオ
ーバーラップ領域間にヘアピンを形成し、連続的なＳ－ＡＳ配列を有するベクターを構築
した（プライマーおよびプローブ配列は、表３に列挙した）。同じベクターを、MEGAscri
pt転写キット（Ambion社）を用いた、Ｓ－ＡＳオーバーラップｍＲＮＡのＩＶＴのテンプ
レートとして用いた。
【０２６６】
リアルタイムＰＣＲ
　リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）は、GeneAmp 7000装置（Applied Biosystems社）
で行った。ＰＣＲ反応は、２０ｎｇのｃＤＮＡ、SybrgreenまたはUniversal Mastermix（
Applied Biosystems社）、３００ｎＭのフォワードおよびリバースプライマー、および２
００ｎＭのプローブを最終容量５０μｌに含んだ（プライマーおよびプローブ配列は、表
１、３に列挙した）。プライマーおよびプローブは、PrimerExpressソフトウェア（Appli
ed Biosystems社）を用いて設計した。これらは各々のＳ－ＡＳペアに対して鎖特異的で
あり、プローブは、ゲノムＤＮＡ増幅の可能性を排除するためにエクソン境界をカバーし
ている。全ての遺伝子のＰＣＲ条件は、以下の通りであった：２分間５０℃および１０分
間９５℃、１５秒９５℃および１分間６０℃を４０サイクル。結果はサイクル閾値（Ｃｔ
値）に基づいている。被験遺伝子および参照遺伝子（β２ＭまたはＧＡＰＤＨのいずれか
）のＣｔ値の差は、ΔΔＣｔとして計算した。
【０２６７】
例１：アンチセンス転写物のノックダウン
　現状において、アンチセンス転写物レベルに影響を及ぼす唯一の手法は、効果的な転写
物のノックダウンを達成することを目的とするｓｉＲＮＡの使用によるものであった。後
の用語－ノックダウン－は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを研究していた１９９０年
代初めに、我々が導入したものであるが（Wahlestedt, C. （1994） Antisense oligonuc
leotide strategies in neuropharmacology. Trends Pharmacol Sci 15 （2）:42-46）、
これはｓｉＲＮＡにも等しく適用できる。
【０２６８】
　発現プロファイリングは、センス／アンチセンスペアが頻繁に一致的に制御されている
ことを明らかにした。ｓｉＲＮＡを用いて、我々は、ｓｉＲＮＡによるアンチセンスＲＮ
Ａの攪乱が、対応するセンスメッセンジャーＲＮＡの発現を変化させ得るという実験的な
証拠を提供した。しかしながら、この制御は、不一致的（アンチセンスノックダウンがセ
ンス転写物の増加をもたらす）、または、一致的（アンチセンスノックダウンが、同時的
なセンス転写物の減少をもたらす）であり得る。表２に、ｓｉＲＮＡによって標的化され
た一連のヒトおよびマウスのアンチセンス転写物を示す。各ケースにおいて、２または３
以上のｓｉＲＮＡはアンチセンス鎖の非オーバーラップ部分に標的化され、ノックダウン
はＲＴ－ＰＣＲを用いて確認した。表２は、コードアンチセンスならびに非コードアンチ
センスを同一の方法で標的化でき、いずれのカテゴリーも対応するセンス転写物を、一致
的または不一致的様式で制御できることを例示する。ここで我々はｓｉＲＮＡによるアン
チセンスＲＮＡ転写物のノックダウン（または、その他のＲＮＡ標的化原理）に基づく２
つの新規な薬理学的戦略を提案する：
【０２６９】
　戦略１：不一致的制御の場合、アンチセンス転写物のみをノックダウンすることにより
、従来の（センス）遺伝子の発現が高まる。後者の遺伝子が既知のまたは推定される薬物
標的をコードする場合、そのアンチセンス対応物のノックダウンは、受容体作用薬または
酵素刺激剤の作用を模倣することができると考えられる。表２は、アンチセンス（コード
ならびに非コード）転写物のノックダウンが、センス発現を不一致的に制御することが示
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された例を提供する。例えば、パーキンソン病では、ミトコンドリアに局在するキナーゼ
、ＰＩＮＫ１の増強した活性（例えばＰＩＮＫ１の上昇）が望ましいといえ、その非コー
ドアンチセンスパートナーのノックダウンはそのための手段となり得る。さらに、脈管形
成を刺激するために、Ｇタンパク質共役型レセプター（ＧＰＣＲ）、ＣＤ９７を介したシ
グナリングの強化は、その（コード）アンチセンスパートナー、Ｄｄｘ－３９の標的化に
よって達成することができる。
【０２７０】
　戦略１の例（ＰＩＮＫ１の上昇、例えばパーキンソン病）：
【化４】

【０２７１】
　戦略２：一致的制御の場合、アンチセンスおよびセンス転写物の同時的ノックダウンに
より、従来の（センス）遺伝子発現の相乗的な低減が達成される。これらの概念は、図２
Ａおよび２Ｂに例示されている。ｓｉＲＮＡがノックダウンを達成するのに用いられる場
合、この戦略は、センス転写物に標的化された１つのｓｉＲＮＡおよび対応するアンチセ
ンス転写物に標的化された別のｓｉＲＮＡ、または、同時にオーバーラップするセンスお
よびアンチセンス転写物を同時に標的とする単一のエネルギー的に対称なｓｉＲＮＡを適
用することによってさらにテストされる。表２によれば、かかる二重の同時標的化を追求
することは、例えば、その阻害が種々の病状で有益となり得る標的である、低酸素誘導因
子１アルファの場合に適切であろう。表２における別の例は、低減したシグナリングが同
じく治療的に有益であることが示されたＧＰＣＲである、アドレノメデュリンＡＭ１レセ
プターである。
【０２７２】
　新たな機能的なＲＮＡの世界の出現により、考慮すべき新たな潜在的薬物標的が存在す
る。これらの中には、従来の薬物標的をコードするものを含むセンス転写物の発現を制御
する能力を有する多数の天然に存在するアンチセンス転写物がある。これらのアンチセン
ス転写物の多くが非コードＲＮＡであるため、これらはタンパク質レベルで操作すること
ができない。ｓｉＲＮＡを用いることにより、我々はアンチセンス転写物ノックダウンが
センス転写物発現の増加（一致的制御）または減少（不一致的制御）のいずれかをもたら
し得ることを示した。これらの知見および概念は、新たな薬理学的戦略の基礎を形成する
。
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【表２】

【０２７３】
　戦略IIの例（アルツハイマー病に用いるアンチセンスおよびセンス転写物の同時ノック
ダウン）：
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【表３】

【０２７４】
例２：哺乳類における遺伝子発現の天然アンチセンス媒介性制御
　天然に存在するアンチセンス転写物（ＮＡＴ）は、ヒトゲノムの２０％について報告さ
れている。最近の報告は、マウス転写物の少なくとも７２％についてＮＡＴが存在するこ
とを示している。大部分の天然アンチセンス転写物は、シスコードされたアンチセンスで
ある。定義上、シスＮＡＴは、同じ染色体座におけるオーバーラップ転写単位を有する相
補的なｍＲＮＡである。トランスＮＡＴは、異なる染色体座から転写される相補的なＲＮ
Ａである。キメラ転写物はゲノムの２以上の領域に対して同一性を有するｍＲＮＡであり
、ｃＤＮＡライブラリー作製のアーティファクトである可能性がある。７０％以上のシス
ＮＡＴは、３’オーバーラップを有するテールトゥテール型であるが、１５％は５’オー
バーラップ領域を有するヘッドトゥヘッド型である。残りの分子は、イントロンまたはコ
ード配列オーバーラップを有する。多くのＮＡＴはオープンリーディングフレームを示さ
ず、非コードＲＮＡに分類される。
【０２７５】
　アンチセンスおよび対応するセンス転写物パートナーとの相互作用は、統一された予想
可能なパターンに従わない。ヒト遺伝子、ＨＩＦ－１αおよびＴＳ、を標的とする２つの
ＮＡＴ間の相互作用を調査した。ＨＩＦ（ａＨＩＦ）のアンチセンス転写物は、ＨＩＦの
スプライシング、およびまたＨＩＦの２つのスプライシング型の間の比率を変化させ得る
非コードＲＮＡであり。具体的には、アンチセンス分子がＨＩＦ　ｍＲＮＡの１つのスプ
ライス変異体を不安定化し、バランスを他の変異体側にシフトし得ることが仮定された。
編集は、プレｍＲＮＡにおけるアデノシンのイノシンヌクレオチドへの変換を介した、Ｎ
ＡＴの別の提案された機能である。ＴＳ（ｒＴＳα）のアンチセンス配列は、センスＲＮ
Ａ分子の編集を誘導し、それによってＴＳ　ｍＲＮＡの下方調節を推進する。重要なこと
に、ＴＳのＮＡＴはタンパク質をコードするが、ａＨＩＦについては予想されるオープン
リーディングフレームがない。２つの異なった作用様式を通してセンスｍＲＮＡを潜在的
に制御することができる、ＮＡＴのコードおよび非コードサブグループからのこれらの２
つの既知の候補を研究に選択した。
【０２７６】
　近年のゲノム生物学における最も刺激的な知見の１つはＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）の発見
であり、これが、ＮＡＴが遺伝子発現を制御し得る可能なメカニズムとして提案されてい
る。ＲＮＡｉは、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）が細胞に入ると活性化される固有の細胞過
程である。もともとCaenorhabditis elegansで発見されたＲＮＡｉは、進化的に保存され
た、転写後遺伝子サイレンシング機構である。ｄｓＲＮＡは、ダイサーと呼ばれるＲＮａ
ｓｅＩＩＩ酵素によって、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）と呼ばれる約２１～２２のヌ
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クレオチドの小さな二重鎖ＲＮＡ分子にプロセシングされる。ｓｉＲＮＡ分子は次いで、
ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）と呼ばれる多タンパク質複合体と相互作用
し、活性化したＲＩＳＣと関連ＲＮＡ転写物との配列特異的な会合をもたらす。この相互
作用は、標的転写物の配列特異的切断を導く。内因性のＳ－ＡＳ二重鎖に由来するｄｓＲ
ＮＡがダイサーの基質として機能し、次いでｓｉＲＮＡを生成することによりＲＮＡｉ経
路を介して作用し得ることが示唆されている。ｓｉＲＮＡは、その後Ｓ－ＡＳ転写物の一
方または両方を制御する。
【０２７７】
　要約すると、ＮＡＴは遺伝子転写、ＲＮＡスプライシング、ポリアデニル化、編集、安
定性、輸送および翻訳を制御することが提案されている。この研究の目的は、ＮＡＴ作用
のメカニズムを調査することであった。ＮＡＴのエクソンにおける共通の相補的領域は、
細胞質での二重鎖形成の可能性を意味し、イントロンのオーバーラップ配列は核内ｄｓＲ
ＮＡ二重鎖を示唆する。理論的には、全ての提案された制御機構は細胞質または核でのＲ
ＮＡ二重鎖形成を必要とし、したがって、ＨＩＦおよびＴＳをモデル遺伝子として用いた
、ＲＮＡ二重鎖についての細胞的な証拠が本研究の主な焦点であった。
【０２７８】
結果：in situハイブリダイゼーション法を用いて、内因性のＴＳおよびｒＴＳαの両方
の同時的存在を評価した。ＨｅＬａ細胞をスライド表面上で増殖させ、固定し、ＤＮａｓ
ｅで処理した（材料および方法を参照）。第一鎖ｃＤＮＡを合成し、鎖特異的なイントロ
ンをまたぐプローブを用いたin situハイブリダイゼーションに供した。（ＴＳセンス－
アンチセンス遺伝子およびプローブの概略図は、図３Ａに示した）。重要なことに、イン
トロンをまたぐプローブを用いることにより混入ＤＮＡの検出が排除され、プローブは両
方の転写物のオーバーラップ領域の少なくとも一部をカバーし、シグナルが全長ｍＲＮＡ
から得られたものであることが保証される。結果は、両方の転写物が単一細胞に同時に共
存することを示す（図４）。
【０２７９】
　細胞集団と対立する概念としての単一細胞におけるＳ－ＡＳペアの共存を示すために、
単一細胞内でのＮＡＴの共発現を検出するよう方法を設計した。ＲＮＡを、顕微鏡による
案内の下で単一細胞から抽出し、ＴＳおよびｒＴＳα転写物を、TaqMan技術を用いたリア
ルタイムＰＣＲで定量した（図５）。プライマーは、センスおよびアンチセンスの両方に
対して鎖特異的であった。Ｓ－ＡＳ発現は、内部対照としての、極めて大量に存在するｍ
ＲＮＡであるベータ２－ミクログロブリン（β２Ｍ）対して正規化した。方法の感度は、
ＴＳおよびｒＴＳαの発現を、比較的存在量の少ない遺伝子であるＴＡＴＡ結合タンパク
質（ＴＢＰ）のそれと比較することによって評価した。図５に示すとおり、ＴＳおよびｒ
ＴＳαは、低い発現を伴う遺伝子について予想される、β２Ｍの７％であり、ＴＢＰのレ
ベルはβ２Ｍに対して５％であった。このように、Ｓ－ＡＳ転写物のいずれも単一細胞に
、ほぼ同様のレベルで存在した。
【０２８０】
　次に、ＴＳおよびＨＩＦ転写物の細胞内位置を調査した。細胞質抽出物および核抽出物
をＨｅＬａ細胞から調製し、直ちにＲＮＡ抽出に用いた。次いでＲＮＡを逆転写し、リア
ルタイムＰＣＲによるＳ－ＡＳ転写物の定量に用いた。重要なことに、両方の遺伝子のセ
ンス鎖は細胞質および核において同様の発現量を有したが、これとは対照的に、アンチセ
ンス転写物レベルは、核において、細胞質で検出されたレベルと比較して１０００倍高か
った。このように、これらのデータは、Ｓ－ＡＳペアの空間的な乖離を示唆している（図
６）。
【０２８１】
　次に、ＨｅＬａ細胞の細胞質におけるＳ－ＡＳ二重鎖の形成を、リボヌクレアーゼプロ
テクションアッセイ（ＲＰＡ）を用いて調査した。ＨｅＬａ細胞は内因性にＳ－ＡＳｍＲ
ＮＡの両方を発現するが、真核細胞内でセンス、アンチセンスまたは連続的Ｓ－ＡＳオー
バーラップｍＲＮＡを生成する３種のベクターを構築した（図３Ｂ）。構築物のうちの２
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つについては、ＴＳおよびｒＴＳαの３’オーバーラップ領域をルシフェラーゼ遺伝子の
下流に配置し、これによってトランスフェクション効率をモニターすることを可能にした
。これらの２種のベクターをＨｅＬａ細胞にコトランスフェクトし、オーバーラップ領域
を有するＲＮＡが過剰発現された状態を生成した。第３の構築物については、センスおよ
びアンチセンス相補領域を、Ｓ－ＡＳオーバーラップ部分の間で短いヘアピンとともに、
同一のベクターに設計した。このベクターからのＲＮＡは、細胞内でそれ自体に対して折
り畳まれ、ＲＮＡ二重鎖を形成すると考えられる。さらなる対照として、ベクターのin v
itro転写（ＩＶＴ）を行い、人工のＲＮＡ二重鎖を作製し、次いで細胞にトランスフェク
トした。トランスフェクト細胞および未処理細胞におけるＲＮＡ二重鎖の存在を調査する
ために、細胞質溶解液は単離し、次いでＲＮＡｓｅ　ＡおよびＴで処理した後、ポリアク
リルアミドゲル上で分離した。既存のＲＮＡ二重鎖は、Ｓ－ＡＳオーバーラップ領域に対
する放射性標識プローブで検出した。Ｓ－ＡＳ二重鎖は、ＩＶＴ　ｄｓＲＮＡでトランス
フェクトした細胞で検出された。Ｓ－ＡＳを過剰発現させた細胞または内因性レベルのＮ
ＡＴを発現している細胞において、ＲＮＡ二重鎖は検出されなかった（図７）。これらの
データは、内因性ＮＡＴ、ならびに、合成的に過剰発現させたＳ－ＡＳ　ＲＮＡが、Ｈｅ
Ｌａ細胞の細胞質で二重鎖を形成しなかったことを示唆する。生細胞における想定される
ＲＮＡ二重鎖が一過性かつ不安定であり、内因性ｓｉＲＮＡまたは他の中間産物に迅速に
プロセシングされている可能性がある。この可能性を調査するために、Ｓ－ＡＳ　ｍＲＮ
Ａのオーバーラップ領域をまたぐ放射性標識プローブによるノーザンブロット分析を設計
した。全長ＲＮＡから２０ｂｐ未満のダイサー産物までの任意の長さのＳ－ＡＳ配列を検
出する可能性を有し得るこれらのランダムに設計されたプローブを、プロセシングされた
ＲＮＡの存在を探索するのに用いた。仮説は、ＲＮＡ二重鎖が存在するならば、これらは
最終的にはダイサーによって２１塩基対のＲＮＡオリゴヌクレオチドにプロセシングされ
るはずであるというものであった。ＨｅＬａ細胞を、センス、アンチセンスまたはＳ－Ａ
Ｓ　ＲＮＡを生成する、前述の実験で用いたのと同じベクターでトランスフェクトした。
ＩＶＴによって産生されるＳ－ＡＳオーバーラップ領域からのＲＮＡ二重鎖を陽性対照と
して用い、これを細胞にトランスフェクトした。ダイサー産物は、ＩＶＴ　ｄｓＲＮＡで
トランスフェクトした細胞、または、内部ヘアピンｄｓＲＮＡを生成するベクターでトラ
ンスフェクトした細胞にのみ存在した（図８）。陽性バンドは、過剰発現させた細胞にお
いては１１００ｂｐ（ベクターから生成された全長ＲＮＡ）に、および、ＩＶＴ　ＲＮＡ
トランスフェクト細胞においては２００ｂｐに検出された。しかしながら、非トランスフ
ェクト細胞または過剰発現細胞における２１ｂｐＲＮＡ分子の欠如は、Ｓ－ＡＳ二重鎖が
ダイサーによってプロセシングされなかったことを示唆する。
【０２８２】
　インターフェロンシグナリングカスケードは細胞の抗ウイルス防衛機制の一部であり、
ｄｓＲＮＡによって誘発することができる。インターフェロンβ（ＩＦＮβ）、および、
２’，５’－オリゴアデニル酸シンテターゼ－２（ＯＡＳ２）のｍＲＮＡレベルを、Ｓ－
ＡＳ転写物を過剰発現する細胞で測定した（図９）。ＩＦＮβ　ｍＲＮＡレベルはin vit
ro転写ｄｓＲＮＡでトランスフェクトした細胞において１０，０００倍上方調節されたが
、過剰発現されたＳ－ＡＳ転写物を有する細胞では不変であった。ＯＡＳ２レベルはまた
、ＩＶＴ二重鎖ＲＮＡのトランスフェクションを受けた細胞においてのみ約６００倍上方
調節された。これらのデータは、Ｓ－ＡＳ　ｍＲＮＡによる細胞質ＲＮＡ二重鎖は形成さ
れないようであることを示しているが、インターフェロン経路が細胞内ＲＮＡ二重鎖に無
反応であり得る可能性がある。
【０２８３】
　本研究は、総合すると、ＮＡＴがＲＮＡｉメカニズムを作動させる細胞質ＲＮＡ二重鎖
を形成しないことを示唆する。タンパク質をコードするまたはコードしない、アンチセン
ス方向のオーバーラップ転写物は、複数の異なるＲＮＡ調節経路のための基質であるｄｓ
ＲＮＡを形成する可能性を有する。ｄｓＲＮＡについての１つの顕著な経路は、ダイサー
酵素複合体による低分子ＲＮＡへのその分解である。複数の実験的なアプローチが、細胞
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の細胞質におけるＲＮＡ二重鎖の存在を同定し、ｄｓＲＮＡのプロセシングに関与するダ
イサー産物を検出する試みに用いられた。合成Ｓ－ＡＳ構築物および内因性ＮＡＴを用い
た結果は、細胞質ＲＮＡ二重鎖の存在またはＲＮＡｉメカニズムの関与を支持しなかった
。
【０２８４】
　Ｓ－ＡＳｍＲＮＡの両方の同時的存在は、ＮＡＴ制御の１要件であり、in silicoで予
測されたＮＡＴ候補の多くは、この基準のみで除外することができる。Ｓ－ＡＳの発現レ
ベルは、これらによって制御の様式を予測することができるため重要である。我々の実験
モデルから示唆された、単一細胞におけるＳ－ＡＳの高いレベルは、ＲＮＡｉの関与とは
相反するものである。しかしながら、この現象の別の説明は、翻訳のブロック、または、
ｍＲＮＡレベルの変化を伴わない、他の種類の遺伝子発現のＲＮＡ媒介性制御である。発
現評価およびｍＲＮＡレベルの評価は、他の予想されるＳ－ＡＳ候補の研究の第一段階と
して推奨される。
【０２８５】
　アンチセンス転写物レベルの変更は、センスｍＲＮＡレベルに影響を及ぼし得るが、Ｓ
－ＡＳの変化は、必ずしも相互的ではない。最近我々は、アンチセンス転写物のノックダ
ウンはセンス転写物レベルを高めるが、逆の相互作用は観察されなかったことを示した。
この所見は、アンチセンスｍＲＮＡがセンス転写物の制御に関与しているが、センスｍＲ
ＮＡはアンチセンス発現を制御しないようであることを示唆している。内因性のＲＮＡｉ
が哺乳類のＳ－ＡＳ現象に関与しているならば、両方の転写物がノックダウン実験におい
て、同様の発現プロファイルを示すことが予想され得る。
【０２８６】
　概して、上記所見は、Ｓ－ＡＳ遺伝子制御がＲＮＡｉ機構に関与していないとの結論と
一致している。実際、さらなる裏付けが、別の２つの所見から導かれる。第１は、小ＲＮ
Ａ分子は高発現Ｓ－ＡＳについてさえ検出されず、ダイサーに依存しないＲＮＡプロセシ
ングが示唆されたこと、第２は、インターフェロンカスケードが、ＮＡＴによって活性化
しなかったことである。実際、少なくとも７０％の哺乳類の遺伝子がＮＡＴを有し、メカ
ニズムがＲＮＡ二重鎖形成を通したものであるならば、累積的なインターフェロン応答が
あることが予想され得る。我々の研究は、ｄｓＲＮＡトランスフェクションによる劇的な
β－インターフェロンおよびＯＡＳ２　ｍＲＮＡの誘導を示したが、Ｓ－ＡＳを過剰発現
する細胞においてはこれがみられず、これはＮＡＴの二重鎖の欠如を示すものである。
【０２８７】
　現在まで、ＮＡＴに由来する内因性の哺乳類ｓｉＲＮＡについての報告はない（Makalo
wska I, Lin CF, Makalowski W: Overlapping genes in vertebrate genomes. Comput Bi
ol Chem 2005, 29（1）:1-12）。しかしながら、内因性ｓｉＲＮＡがＲＩＳＣにプログラ
ム化され得、その効果が長期のものであり、標的ＲＮＡの下方調節を導く可能性がある。
理論的には、５００ｂｐのｄｓＲＮＡは、ｓｉＲＮＡのライブラリーを産生する。このｓ
ｉＲＮＡのコレクションは、２つのレベルで、多くの「的外れの（off targeted）」ｍＲ
ＮＡを分解することによるか、または、翻訳をブロックすることにより、タンパク質産生
を損なうことができる。この非特異的効果の範囲は、アンチセンス配列を有することが知
られている遺伝子が多数あることを考慮すると、はるかに大きいものである。
【０２８８】
　本研究におけるデータと一致して、内因性ｍｉＲＮＡの存在は報告されているが、内因
性の哺乳類ｓｉＲＮＡはこれまで記載されていない。この所見はまた、内因性ＲＮＡ二重
鎖のダイサー依存性経路でのプロセシングに相反するものであり、我々の知見をさらに実
証するものである。
【０２８９】
　我々のデータは、アンチセンス発現が転写物分解経路とリンクしていないことを示唆し
ている。しかしながら、我々の方法は、細胞核におけるＲＮＡ二重鎖の形成、または、遺
伝子発現のＮＡＴによる制御について提案されている任意の機能、例えば、編集、核内保
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留、スプライシングまたは輸送などを完全には除外していない。多くの異なる機能および
メカニズムがＮＡＴについて示唆されているが、現在までに示唆されたメカニズムの分類
法または予測のための系統的アプローチはなされていない。我々の研究は、ＮＡＴの、そ
のユニークな生物情報学的特徴に基づく分類を導き得る、ＮＡＴ研究への機能的なアプロ
ーチのスタートとなり得るものである。我々の方法論はまた、遺伝子発現の天然アンチセ
ンス媒介性の制御への系統的アプローチを提供するよう拡張することができる。
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【表４】

【０２９０】
例３：核内保留ＲＮＡ転写物はβ－セクレターゼの発現をフィードフォーワードメカニズ
ムによって制御する
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ｃＤＮＡ末端の迅速増幅法（ＲＡＣＥ）：RLM-RACE ready cDNA（Ambion社、Austin、TX
）を利用し、ヒトのおよびマウス脳からのｃＤＮＡを、遺伝子特異的プライマーおよびキ
ットプライマーによるネストＰＣＲ反応に用いた。マウスおよびヒトの３’および５’Ｐ
ＣＲ産物をゲルから切り出し、精製し、T-Easyベクター（Promega社）にクローニングし
た。各系列からの２０個の陽性コロニーをシーケンシングした。
【０２９１】
リアルタイムＰＣＲ：リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）は、GeneAmp 7900装置（Appl
ied Biosystems社）で行った。ＰＣＲ反応は、２０～４０ｎｇのｃＤＮＡ、Universal Ma
stermix（Applied Biosystems社）、３００ｎＭのフォワードおよびリバースプライマー
、および２００ｎＭのプローブを最終容量１５μｌに含んだ（プライマーおよびプローブ
配列は、表１、３に列挙した）。プライマーおよびプローブは、FileBuilderソフトウェ
ア（Applied Biosystems社）を用いて設計した。これらはＳ－ＡＳペアに対して鎖特異的
であり、センスプローブは、ゲノムＤＮＡ増幅の可能性を排除するためにエクソン境界を
カバーしている。全ての遺伝子のＰＣＲ条件は、以下のとおりであった：２分間５０℃お
よび１０分間９５℃、次いで１５秒９５℃および１分間６０℃を４０サイクル。結果はサ
イクル閾値（Ｃｔ値）に基づいている。被験遺伝子および参照遺伝子（１８ｓ　ｒＲＮＡ
）のＣｔ値の差は、ΔΔＣｔとして計算した。
【０２９２】
細胞培養およびトランスフェクション：ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞は、１０％のＦＢＳ、１％の
ＮＥＡＡ、１％のＬ－グルタミン酸塩および１％の重炭酸ナトリウム（培地）が添加され
たＭＥＭとＦ１２との混合液（培養培地）中で培養された。対数増殖期の細胞を、メーカ
ーの指示（Invitrogen社）に従い、０．２％のLipofectamine 2000を用いて２０ｎＭのｓ
ｉＲＮＡでトランスフェクトした。細胞は、さらなる使用の前に４８時間インキュベート
した。ニューロン様分化の誘導のために、細胞を２週間、２０μＭのレチノイン酸（Sigm
a社）に暴露した。ストレス誘導のために、細胞を、３０ｍＭのＫＣｌを含む培地中に５
分間またはＡβ１－４２ペプチド（Tocris Co. California, USA）を含む培地中に２時間
懸濁し、次いで下記の分画のために処理した。救済実験のために、細胞をＰＢＳで洗浄し
、培養培地に１時間、３７℃で再懸濁した。対照試料を同様に処理し、並行した細胞分画
法およびＲＮＡ抽出に用いた。親ＣＨＯ細胞およびＣＨＯ－７ＰＡ２細胞は、１０％のＦ
ＢＳを含むＤＭＥＭで増殖させた。馴化のために、ＣＨＯ－７ＰＡ２細胞を血清を含まな
い培地で維持し、上清の培地を２４時間後に回収した。ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞は、分画の２
４時間前に、馴化培地に暴露した。対照細胞は、親ＣＨＯ細胞からの同様の馴化培地で処
理した。
【０２９３】
ノーザンブロット：全ＲＮＡをTrizol試薬を用いて単離し、１レーンあたり１０μｇの全
ＲＮＡを１％のアガロースゲル上に負荷した。次いでＲＮＡをHybondメンブレン（Ambion
社）に転写し、Ultrahybrid（Ambion社）で６時間ブロッキングした。ブロッキングした
メンブレンを、マウスＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳのオーバーラップ領域をま
たぐ放射性標識Ｓ－ＡＳプローブで、一晩ハイブリダイズした。プローブは、３２Ｐ標識
ｄＣＴＰヌクレオチドおよびAmersham社のランダムプライミングキットを用いたオーバー
ラップＤＮＡのランダムプライミングによって作製した。メンブレンは低ストリンジェン
シーバッファーで１回、高ストリンジェンシーバッファーで２回、それぞれ１０分間ずつ
洗浄し、シグナルを蛍光画像装置で検出した。
【０２９４】
細胞抽出物の調製および分画：細胞質抽出物をＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞から調製した。細胞を
回収し、１０００ｇで５分間、４℃にて遠心分離した。細胞ペレットを氷冷ＰＢＳ、ｐＨ
７．２で一回洗浄し、氷上で１０分間、細胞容積の３倍量の溶解バッファー（２０ｍＭの
Tris-HCl、ｐＨ７．４、２００ｍＭのＮａＣｌ、１４ｍＭのＭｇＣｌ２、２０単位のSupr
asinおよび０．１％の（ｖ／ｖ）のTriton X-100）中で溶解した。核を、５００ｇで１０
分間、４℃にて遠心分離することにより単離した。上清は細胞質抽出物を含んでおり、こ
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れを直ちにＲＮＡ抽出に用いた。核抽出物は、ペレットを細胞溶解バッファーで１回洗浄
して調製した。次いで、核ＲＮＡをRNAeasyミニキットを用いて回収した。
【０２９５】
ＲＮＡプルダウンおよび質量分析：高ＭｇＣｌ２濃度の低張分画バッファーを、細胞破砕
のためのＤｏｕｎｃｅ型ホモジナイザーによるホモジナイゼーションに用いた。ＳＨ－Ｓ
Ｙ５Ｙ細胞溶解液を、直ちにＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳについての鎖特異的
ビオチン標識ＲＮＡプローブとハイブリダイズさせ、次いで、ストレプトアビジンビーズ
とともに１５分間インキュベートした。精製タンパク質を、ポリアクリルアミドゲル電気
泳動（ＰＡＧＥ）により分離した。質量分析を、ＲＮＡ転写物とともに精製されたタンパ
ク質の検出に用いた。ヒトゲノムにマッチしないＰｒｌｔｋを標的とするＲＮＡのプロー
ブを対照として用いた。
【０２９６】
安定性およびα－アマニチン処理：ＨＥＫ－２９３Ｔ細胞を２４穴プレートにプレーティ
ングした。２４時間後に、細胞を５μｇ／ｍｌのα－アマニチンで処理し、７ＰＡ２また
はＣＨＯ対照細胞からの馴化培地でインキュベートした。細胞をＲＮＡ精製およびＲＴ－
ＰＣＲのために、処理の６、１２および２４時間後に採取した。３つの独立した試料を各
々のデータポイントで採取し、全ての試料はＲＮＡ精製およびデータ分析のための無処理
および非トランスフェクト対応試料を有した。
【０２９７】
統計分析：全ての実験は、６～２０の生物学的反復および３～６の技術的反復を伴って行
った。データは、２要因分散分析（ＡＮＯＶＡ）における主効果を用いた処理要因の事後
検定の後、対照処理群との比較としてグラフに示した。各々の処理の有意性ｐ値として計
算され、各グラフ中に表示され、ｐ＜０．０５を有意性ありとみなした。
【０２９８】
ＲＮＡ蛍光in situハイブリダイゼーション（ＲＮＡ－ＦＩＳＨ）：ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞
をシランコートスライド上で一晩増殖させ、４％のパラホルムアルデヒド（ｐＨ７．４）
で４分間固定した。細胞を、０．２％のTriton-Xで４分間、室温にて透過処理した。スラ
イドを風乾した後、付着細胞のプレハイブリダイゼーションバッファー（５０％のホルム
アミド、５×ＳＣＣ、５０μｇ／ｍｌのサケ精液ＤＮＡおよび０．１％のTween-20）によ
る６５℃、１時間の処理を容易にするためにチャンバーを用いた。Ｐｒｌｔｋ　ｍＲＮＡ
（陰性対照として）ならびにＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳの非オーバーラップ
部分に対するビオチン化プローブは、Ｔ７プロモーターおよびBiotinUTPをMEGAScriptキ
ット（Ambion社）とともに用いて、クローニングされたＳ－ＡＳ　ＲＮＡのin vitro転写
により作製した。次いで、プローブをハイブリダイゼーションバッファー（２．５μｇ／
ｍｌ）に加え、６５℃で６時間インキュベートした。その後、スライドを３回、ＰＢＳに
より６５℃で、それぞれ１０分間洗浄した。
【０２９９】
ウエスタンブロット：ＨＥＫ－ＳＷ細胞を、２０ｎＭのＢＡＣＥ－１センス、ＢＡＣＥ－
１－ＡＳまたは両方の転写物のｓｉＲＮＡでトランスフェクトした。トランスフェクショ
ンの４８時間後に、細胞を、３５０ｍＭのＤＴＴを含むBioRadからのLaemmliサンプルバ
ッファー２００μｌで溶解した。次いで、２０μｌの細胞溶解液を、１０％のＳＤＳＰＡ
ＧＥ上で分離し、一晩ニトロセルロースメンブレンに転写した。メンブレンをＢＡＣＥ－
１（Abcam社からのもの）に対する一次抗体、および、ＨＲＰに結合した二次抗体ととも
にインキュベートした。ＨＲＰ基質の添加後、化学発光シグナルを、Ｘ線フィルムで検出
した。同じメンブレンをはぎ取り、ローディングコントロールとしてのβ－アクチンの検
出に再利用した。
【０３００】
ＥＬＩＳＡおよびＨＴＲＦアッセイ：人工的にＡＰＰスウェーデン変異を過剰発現させた
ＨＥＫ－ＳＷ細胞を、６穴プレート上に播種し、２４時間後に、ＢＡＣＥ－１センス、Ｂ
ＡＣＥ１－アンチセンスまたは両方の転写物に対する２０ｎＭのｓｉＲＮＡでトランスフ
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ェクトした。培養細胞からの培地を、Ａβ１－４２抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ
のためにトランスフェクションの４８時間後に回収した。捕獲抗体（アミロイドＡβに対
するマウスモノクローナル抗体、Abcam社）を、Maxisorb 96透明プレート内、炭酸バッフ
ァーの存在下、４℃で一晩インキュベートした。回収した培地をプレートに加え、一次抗
体（Abcam社からのＡβ１－４２）およびヤギ抗ウサギＩｇＧ二次抗体とともにインキュ
ベートした。ＨＲＰ基質の添加後、SpectraMaxプレートリーダーを用いて発光を検出した
。３回の反復実験の４０５ｎｍでの平均吸光度をバックグラウンドから減じ、陰性対照ｓ
ｉＲＮＡ試料に対して正規化した。時間分解蛍光（ＨＴＲＦ）アッセイ（Cisbio社）を、
Ａβ１－４２の検出のために用いた。Ａβ１－４２に対する２つの特異的モノクローナル
抗体をフルオロフォアで標識し、同時にＡβペプチドに結合すると、これらの間の距離に
基づいて、第１のフルオロフォアの発光が第２のフルオロフォアを励起する。ＨＴＲＦ反
応は、製品のプロトコルに従い、単一のチューブ内で、ＡＰＰｔｇおよび野生型マウスか
らの精製されたタンパク質を用いて、洗浄工程なしで行い、これによりペプチドの直接測
定を可能にした。
【０３０１】
動物実験：The Scripps Research Instituteでの動物実験についてのIACUC認可の後、１
８頭の６ヵ月齢の雄マウスをin vivo実験に用いた。マウスは６頭ずつの３群に分け、浸
透圧ミニポンプ（Alzet社）を、第三脳室背側中の慢性留置カニューレとともに外科的に
移植した。浸透圧ミニポンプは、ＢＡＣＥ－１（グループ１）、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ（グ
ループ２）、または、対照ｓｉＲＮＡ（ヒトおよびマウス遺伝子全体に効果がないことが
事前に知られているもの、グループ３）に対するｓｉＲＮＡの、０．４ｍｇ／日の用量で
の、連続的な注入（０．２５μｌ／時）をもたらす。１４日間の持続的なｓｉＲＮＡ点滴
の後に、マウスを安楽死させ、脳を取り出した。ＲＮＡの定量測定のために、各々のマウ
スからの５つの組織を摘出した：背側海馬、腹側海馬、背内側（dorso-medial）前頭前皮
質、背側線条体および小脳。組織を切除し、氷冷ＰＢＳでリンスし、ＲＮＡを、ホモジナ
イゼーションの後、Trizol試薬（Invitrogen社）中に、メーカーのプロトコルに従って抽
出した。抽出したＲＮＡ試料をQiagen RNeasyカラムに通し、ＤＮＡ混入物の除去のため
に、オンカラムＤＮＡｓｅ処理に供した。ＲＮＡ試料の濃度を分光測光法で決定し、各々
の試料の８００ｎｇを、４０μｌ最終容量で、ランダムヘキサマーおよび逆転写酵素(App
lied Biosystems）を用いた第一鎖ｃＤＮＡ合成に用いた。リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ）測定は、上記のとおりに行った。先に述べたように行われた。対照マウスと比較
した個々の組織のＲＮＡレベルのパーセンタイル変化を、各々のグラフにプロットした。
【０３０２】
　別の実験では、全て６週齢で雄の４頭のＡＰＰ－ｔｇマウス（Tg 19959）および４頭の
対照同腹子を屠殺した。脳組織を、ＲＮＡ測定およびＨＴＲＦによるＡβ１－４２検出の
ために用いた。
【０３０３】
ＢＡＣＥ－１非コード天然アンチセンス転写物の同定：ヒトＢＡＣＥ－１遺伝子座のゲノ
ム構造を図１２Ａに図解した。我々のプライマー、プローブおよびｓｉＲＮＡ配列の位置
を図１２Ｂに示し、また、表５に列挙した。ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物は、種を越えて、
高度に保存されている（図１２Ｂを参照）。
【０３０４】
　ヒトＢＡＣＥ－１（NM_012104）、マウスＢＡＣＥ－１（NM_011792）、ヒトＢＡＣＥ－
１－ＡＳ（CB960709）およびマウスＢＡＣＥ－１－ＡＳ（AK074428およびAK078885）に関
する配列情報は、UCSC Genome Bioinformaticsウェブサイト（genome.ucsc.edu/cgi-bin/
hgGateway）から読み出した。ＢＡＣＥ－１－ＡＳのゲノム構造を完全に機構を特性化す
べく、我々は、ＮＡＴの５’および３’末端からの有向（directional）シーケンシング
のために、ｃＤＮＡ末端の迅速増幅（ＲＡＣＥ）実験を行った。ヒトＢＡＣＥ－１－ＡＳ
について、ＲＡＣＥは、図１２Ｃに示したその境界における追加のヌクレオチドを除き、
UCSCデータベース（CB960709）からの発現配列タグ（ＥＳＴ）とほとんど同一の配列を明
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らかにした。２つのスプライス変異体がヒトおよびマウスＢＡＣＥ－１－ＡＳについて同
定され、これらは、両方の種において、ＢＡＣＥ－１センス転写物とオーバーラップして
いた。マウスＢＡＣＥ－１－ＡＳについて、２つの別々のＥＳＴがまた見出され、これら
は、マウスＢＡＣＥ－１遺伝子のエクソン５および６をカバーする単一のコンティグ配列
に一致した。（図１２Ｄ）。ポリＡテールおよびキャップ構造がヒトおよびマウスの両方
のアンチセンス配列について見出され、これは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳがＲＮＡポリメラー
ゼＩＩの産物であり、完全にプロセシングされたＲＮＡ転写物であることを示唆するもの
である。しかしながら、オープンリーディングフレームがなかったことから、ＢＡＣＥ－
１－ＡＳがｎｃＲＮＡであることが示唆された。また、ゲノム配列との複数のミスマッチ
がヒトおよびマウスＢＡＣＥ－１－ＡＳの両方で検出され、これは、「ＡからＩ」への編
集がセンス転写物による核内二重鎖形成に起因するようであることを意味する（Kawahara
 and Nishikura, 2006 FEBS Lett 580, 2301-2305）。この後者の知見は、以下に詳細に
解説されるように、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの核内保留パターンに関係している可能性がある
。ヒトのおよびマウスＢＡＣＥ－１－ＡＳの全ての新規配列は、追加のデータセクション
にも示されている。
【０３０５】
発現プロファイリング：ＲＴ－ＰＣＲを用いて、我々はマウス脳および肝臓の種々の領域
における、ＢＡＣＥ－１（センス）およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ（アンチセンス）ＲＮＡ転
写物の相対的な発現を測定した。いずれの転写物も、脳の種々の領域において、肝臓と比
較して２～５倍豊富だった。大脳皮質および扁桃体は、サンプリングした脳領域の中で、
両方の転写物の最も高い発現を示した（図１０Ａ）。ノーザンブロット分析により、マウ
ス脳組織におけるＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳの発現が確認された（図１０Ａ
、１０Ｂ）。ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物はまた、未分化のおよび分化
したヒト神経芽細胞腫ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞で発現された。ヒト神経芽細胞腫ＳＨ－ＳＹ５
Ｙ細胞の分化の誘導は、約５０％のＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物発現の減少、および、約２
０％のＢＡＣＥ－１転写物の減少を伴い（図－１０Ｂ）、これは、センスおよびＮＡＴ転
写物の両方の発現が一致的であることを示唆するものである。
【０３０６】
ＢＡＣＥ－１－ＡＳノックダウンは、in vitroでＢＡＣＥ－１センス転写物を一致的に低
減した：我々は次に、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの、そのセンスパートナー（ＢＡＣＥ－１　ｍ
ＲＮＡ）の発現の、ｓｉＲＮＡノックダウンを介した制御における役割を調査した。図１
３Ａは、ヒトＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞において、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物を～６０％ノック
ダウンした、３つの異なるｓｉＲＮＡ配列を示す。３つ全てのｓｉＲＮＡ配列は、アンチ
センス転写物を標的としており（しかし、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡは標的としていない）
、また、センス転写物を、一致的かつ同時的に、アンチセンス転写物と同程度にノックダ
ウンするのに非常に有効である。アンチセンス転写物（ＢＡＣＥ－１－ＡＳ）を標的とす
る３つの異なったｓｉＲＮＡ分子がＢＡＣＥ－１の一致的ノックダウンをもたらしている
ため、ｓｉＲＮＡが非特異的（または「的外れ」）メカニズムによって間接的にＢＡＣＥ
－１転写物をノックダウンした可能性は低い。我々はしたがって、ヒトＳＨ－ＳＹ５Ｙ神
経芽腫細胞において、非コードアンチセンス転写物がＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの発現に制
御作用を及ぼすこと、および、ＢＡＣＥ－１転写物自体を標的化することなくＢＡＣＥ－
１－ＡＳをノックダウンすることによってＢＡＣＥ－１の発現に影響を及ぼすことが可能
であることを示唆する。
【０３０７】
　ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡをノックダウンした影響もまた評価した。図１３Ａは、ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ細胞においてＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡを７０％ノックダウンしたセンス標的化ｓ
ｉＲＮＡ（Ｓ－ａ）を示す。ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡを標的とする２つの他のｓｉＲＮＡ
配列、ＳｂおよびＳｃ（図１２Ｂに示す）は、同様にＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡをノックダ
ウンした。Ｓ－ａはＢＡＣＥ－１センス転写物の非ＢＡＣＥ－１－ＡＳオーバーラップ部
分を標的としており、ｓｉＲＮＡの適用の４８時間後に、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの発現を変
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化させなかった。このように、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞では、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡのノッ
クダウンは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの発現を調節しない。
【０３０８】
ＢＡＣＥ－１－ＡＳのノックダウンは、ＢＡＣＥ－１タンパク質およびＡβ１－４２の産
生を低減した：ＢＡＣＥ－１－ＡＳをノックダウンすることによるＢＡＣＥ－１　ｍＲＮ
Ａ発現への一致的効果は、ウエスタンブロットにより決定したところ、ＢＡＣＥ－１タン
パク質レベルもまた、ＮＡＴ特異的ｓｉＲＮＡの投与により減少したことから、ｍＲＮＡ
レベルに制限されていなかった（図１１）。さらにまた、我々は、ＥＬＩＳＡ法を用いて
ｓｉＲＮＡ処理後のＡβ１－４２のレベルを測定した。Ａβ１－４２は、ＡＰＰのＢＡＣ
Ｅ－１による酵素切断産物であり、いわゆるスウェーデン変異を有するＡＰＰを含むＨＥ
Ｋ－ＳＷ細胞系で検出可能である。Ａβ１－４２のレベルは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳに対す
るｓｉＲＮＡによるＨＥＫ－ＳＷ細胞系の処理により顕著に減少した（図１３Ｂ）。
【０３０９】
ＢＡＣＥ－１センスおよびアンチセンス転写物の組み合わせた標的化は相乗効果を示した
：我々は次に、ＨＥＫ－ＳＷ細胞におけるＢＡＣＥ１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物の
同時標的化により相乗効果を達成することができるかを調査した。ＢＡＣＥ－１センスお
よびアンチセンス転写物に対するｓｉＲＮＡの同時適用は、Ａβペプチドを、センスまた
はアンチセンス転写物のいずれかのノックダウンによって誘導されるよりも大きな程度で
減少させた（Ｐ＜０．００１）。図１３Ｂを参照。この所見は、ｓｉＲＮＡ分子のいくつ
かまたは多くは、意図せずに、これらが同時にシスセンス／アンチセンスペアを標的とす
るように設計されている可能性を提起する。例えば、ＢＡＣＥ－１をin vivoでｓｉＲＮ
Ａにより標的化することによりＡＰＰトランスジェニックマウスにおいてＡＤ様神経病理
学的症状および行動障害が改善されることが最近示された（Singer et al., （2005）. N
at Neurosci 8, 1343-1349）。この研究で最も有効であったｓｉＲＮＡ分子は、ＢＡＣＥ
－１センス／アンチセンス遺伝子座のオーバーラップ領域を標的としており、これは、セ
ンスおよびアンチセンスＢＡＣＥ－１転写物の両方のノックダウンが全体的な有効性に寄
与する可能性を提起するものである。
【０３１０】
ＢＡＣＥ－１センスまたはアンチセンス転写物を標的とするｓｉＲＮＡのin vivoでの投
与：上記所見は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの攪乱がin vitroにおいてＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡ
の下方調節をもたらすことを証明するものである。次に我々は、同様の関係がin vivoに
おいてマウス脳に存在するか否かを評価した。この疑問を解明するために、第三脳室背側
に慢性留置カニューレを有するマウスを用意した。マウスにはまた、ＢＡＣＥ－１（グル
ープ１）、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ（グループ２）、または、対照ｓｉＲＮＡ（ヒトおよびマ
ウス遺伝子全体に効果がないことが事前に知られているもの、グループ３）に対するｓｉ
ＲＮＡの、０．４ｍｇ／日の用量での、連続的な注入（０．２５μｌ／時）を２週間もた
らす浸透圧ミニポンプを皮下移植した（Thakker et al., （2004）. Proc Natl Acad Sci
 U S A 101, 17270-17275、Thakker, D. R., et al. （2005）. Mol Psychiatry 10, 782
-789, 714）。ｓｉＲＮＡが脳に直接送達されるように、チューブを浸透圧ミニポンプの
出口に接続し、留置カニューレまで皮下をトンネルした。１４日間の持続的なｓｉＲＮＡ
注入の後に、マウスを安楽死させ、脳を取り出した。ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－
ＡＳの発現レベルを、背側海馬、腹側海馬、背内側前頭前皮質および背側線状体で評価し
た。
【０３１１】
　とりわけ、ＢＡＣＥ－１濃度は、ＢＡＣＥ－１またはＢＡＣＥ－１－ＡＳのいずれかに
選択的に向けられたｓｉＲＮＡの投与により、４つの脳領域の全てで減少した（図１４Ａ
～１４ｄ）。センスまたはアンチセンス転写物のいずれかに向けられたｓｉＲＮＡは、対
照処置群と比較して、ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳレベルの同時的な減少をも
たらした。さらに、我々は対照組織として小脳におけるＳ－ＡＳ転写物を測定し（図１４
Ｅ）、ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳのレベルが不変であることを見出した。こ
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れは、第三脳室の脳脊髄液に直接接触していない組織について期待された結果である。総
じて、これらのin vivoの知見は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳによるＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの
一致的制御を示唆する我々のin vitroの所見を再現するものである。
【０３１２】
ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物は、細胞核に蓄積する：ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－Ａ
Ｓの細胞内分布を検討するために、我々はＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の溶解液を細胞質および核
分画に分離し、ＲＴ－ＰＣＲ分析のためにＲＮＡを抽出した。ＢＡＣＥ－１－ＡＳは、細
胞質画分と比較して、核画分で豊富であった（図１５Ａ）。ＢＡＣＥ－１－ＡＳの核内保
留は、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞のＲＮＡ蛍光in situハイブリダイゼーション（ＲＮＡ－ＦＩ
ＳＨ）画像によって確認された（図１５Ａ－１５Ｄ挿入図）。ＢＡＣＥ－１－ＡＳは、細
胞質より核において約３０倍豊富であるが、ＢＡＣＥ－１センス転写物（および、対照β
－アクチンｍＲＮＡ）は核および細胞質の間でほぼ等しく分布していた。
【０３１３】
　我々はまた、センスおよびアンチセンス転写物の細胞内局在を視覚化するために、多色
蛍光プローブを用いたＲＮＡ－ＦＩＳＨ実験を設計した。ストレッサーへの細胞の暴露は
、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ　ＦＩＳＨシグナルの移行をもたらした（図１５Ａ－１５Ｄ挿入図
）。我々は、陰性対照プローブとして、ヒトゲノムにマッチしないＰｒｌｔｋルシフェラ
ーゼに由来するＲＮＡプローブを利用した。図１５Ａの顕微鏡像に見られるように、アン
チセンス転写物ＢＡＣＥ－１－ＡＳは、主に核で検出可能であった。対照的に、センスＢ
ＡＣＥ－１転写物は、細胞全体により散在的に分布していた。
【０３１４】
質量分析によるＲＮＡ－タンパク相互作用のプロファイリング：非コードアンチセンス転
写物の核内保留および／または輸送に関与し得るタンパク質を同定するために、我々はＲ
ＮＡを取り出し、ＲＮＡと相互作用しているタンパク質をプロファイリングした。本方法
の高ＭｇＣｌ２および非変性特性により、実験操作中のＲＮＡ－タンパク相互作用の維持
が容易となる。表４は、ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物と会合したタンパ
ク質を列挙する。翻訳過程に関与するタンパク質は、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡとともに選
択的に共精製された。対照的に、核存在量の多いタンパク質は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写
物と会合した。これらの知見は、アンチセンス転写物の非コード性と一致しており、その
核内保留の概念を支持する。
【０３１５】
シクロフィリン－６０（Ｃｙｐ６０）とＢＡＣＥ－１－ＡＳ：ＢＡＣＥ－１の発現および
機能が制御されるメカニズムは、現在ほとんど知られていない。しかしながら、最近の大
規模なｓｉＲＮＡスクリーニング研究により、Ｃｙｐ６０のノックダウンがＢＡＣＥ－１
　ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルを減少させることが明らかとなった（Espeseth et al
., （2006） Mol. Cell Neurosci. 33, 227-235）。シクロフィリン－６０（Ｃｙｐ６０
）は、ペプチジルプロリルイソメラーゼのシクロフィリンファミリーのメンバーである。
シクロフィリンは高度に保存されたタンパク質ファミリーを形成しており、そのメンバー
はタンパク質の折畳み、シクロスポリンＡによる免疫抑制およびＨＩＶ－１ビリオンの感
染に重要な役割を果たす。Ｃｙｐ６０タンパク質はプロテイナーゼ阻害剤エグリンｃと相
互作用し、核に局所している。Ｃｙｐ６０はまた、ＣＤ１４７（別名細胞外マトリックス
メタロプロテアーゼ誘導因子としても知られる）の細胞表面発現に関与していることが報
告されており、Ｃｙｐ６０がＣＤ１４７の細胞表面への移行に関与することが示唆される
。
【０３１６】
　ＢＡＣＥ－１－ＡＳのＢＡＣＥ－１発現制御における提案された役割、およびＣｙｐ６
０がＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡ発現を制御するという以前に発表された所見に鑑み、我々は
Ｃｙｐ６０もまた、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの制御に関与している可能性があると仮定した。
この仮説を検証するために、我々はＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ発現に対する
Ｃｙｐ６０ノックダウンの影響を検討した。まず我々は、Ｃｙｐ６０のｓｉＲＮＡ媒介性
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ノックダウンがヒト胎児腎臓細胞（ＨＥＫ２９３Ｔ）におけるＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡレ
ベルを減少させたことを示すことによって、Ｃｙｐ６０のＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡ発現の
制御における役割を確認した。しかしながら、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物もまた、Ｃｙｐ
６０　ｓｉＲＮＡへの暴露によって減少した（図１６Ａ）。ＢＡＣＥ１　ｍＲＮＡのＣｙ
ｐ６０ノックダウン媒介性の減少と比較した場合、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物の減少の程
度はより大きく、より早い時点で起こった（図１６Ｂ）。Ｃｙｐ６０はほとんど核にのみ
保持されており（Wang et al., (1996) Biochem J. 314 ( Pt 1), 313-319）、核にはＢ
ＡＣＥ－１－ＡＳもまた局在しているため、Ｃｙｐ６０がＢＡＣＥ－１－ＡＳに選択的に
作用し、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの発現を制御している可能性が示唆される。この仮説と
一致して、Ｃｙｐ６０ノックダウンは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物の核内保留パターンを
顕著に変化させた（図１６Ｃ）。
【０３１７】
　ここに示すヒトＢＡＣＥ－１－ＡＳ配列は、５’，３’ＲＡＣＥクローニングおよびシ
ーケンスの結果に基づいており、ＵＣＳＣからのＥＳＴ配列（cDNA CB960709）と比較し
てある。
【０３１８】
　ヒトＢＡＣＥ－１－ＡＳ主要変異体（１０クローン）配列番号６４：
【表５】

【０３１９】
　ヒトＢＡＣＥ－１－ＡＳ短鎖変異体（６クローン）配列番号６５:
【表６】

【０３２０】
　ここに示すマウスＢＡＣＥ１－ＡＳ配列は、３’ＲＡＣＥクローニングおよびシーケン
スの結果に基づいており、ＵＣＳＣからのＥＳＴ配列（cDNA AK077428.1およびcDNA AK07
8885.1）と比較してある。
【０３２１】
　マウスＢＡＣＥ－１－ＡＳ主要変異体（１０クローン）配列番号６６:
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【表７】

【０３２２】
　マウスＢＡＣＥ－１－ＡＳ長鎖変異体（２クローン）配列番号６７:
【表８】

【０３２３】
ＢＡＣＥ－１－ＡＳ核内保留パターンの細胞ストレス誘導性変化：低酸素症、再酸素化、
酸化ストレスおよび一部のプロアポトーシス因子などの種々の細胞ストレッサーは、以前
からＡＤの発病に関係があるとされてきた。これらのストレッサーは、ＢＡＣＥ－１活性
およびＡβの生成を増強する（Tong et al., （2005） Neural Transm 112, 455-469）。
上述のＢＡＣＥ－１－ＡＳの核内保留は、Prasanthらによって最近報告されたＣＴＮ－Ｒ
ＮＡの区画による分離を思い起こさせる（Prasanth et al., （2005） Cell 123, 249-26
3）。この非コードＲＮＡ転写物は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳと同様に主に核に局在しており
、その核内保留に関与する重要なメカニズムであるアデニンからイノシンへの編集のため
のエレメントを含んでいるＣＴＮ－ＲＮＡは、細胞ストレスの下で切断され、タンパク質
コード転写物ｍＣＡＴ２　ｍＲＮＡを生成することが示されている。これらの所見に基づ
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いて、我々は細胞ストレスがＢＡＣＥ－１－ＡＳを核から放出し、それによってＢＡＣＥ
－１　ｍＲＮＡの発現を調節し得ると推測した。細胞ストレスは、ＡＤの病因に寄与し得
る重要なトリガーと考えられている（Xue et al., （2006） Neurosci Lett 405, 231-23
5）。
【０３２４】
　細胞ストレスがＢＡＣＥ－１－ＡＳの核内保留を変化させるかどうかを調査するために
、我々はＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞を、既知の高浸透圧細胞ストレッサーである脱分極濃度のＫ
Ｃｌ（３０ｍＭを５分間連続して）に暴露した。この細胞ストレスは、核で保持されるＢ
ＡＣＥ－１－ＡＳの割合を劇的に低下させた（図１５Ｂ）。これは、細胞ストレスがＢＡ
ＣＥ－１－ＡＳを細胞質に放出することを意味する。ＫＣｌ処理後のＢＡＣＥ－１－ＡＳ
の核内保留のこのシフトが、非特異的な中毒現象および／または核膜の破壊に関連したも
のである可能性を除外するために、我々は細胞をＫＣｌで処理し、次いで通常培地での６
０分間の回復期間に供した。アンチセンス転写物濃度の核から細胞質への比例パターンは
、ベースラインに戻った。
【０３２５】
　Ａβ１－４２が強力な細胞ストレッサー効果を有するという顕著な証拠がある。実際、
Ａβ１－４２はＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡおよびタンパク質活性を増強し、それによって、
種々の細胞ストレス関連メカニズムを介して神経細胞に障害を与える（Tamagno et al., 
（2006） Free Radic Biol Med 41, 202-212）。また、精製Ａβペプチドのネズミ脳への
直接注入が、タンパク質の酸化および神経細胞の障害をもたらすことが示されている（Bo
yd-Kimball et al., 2005 Neuroscience 132, 313-324）。上記所見に基づき、我々はＡ
β１－４２が、ＢＡＣＥ－１タンパク質発現を増大させ、それによって、Ａβ１－４２合
成を促進することが知られている濃度（Tamagno et al., 2006）で、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ
の核放出をも誘導し得ると仮定した。
【０３２６】
　上記所見に一致して、合成Ａβ１－４２ペプチド（１μＭで２時間）はＢＡＣＥ－１－
ＡＳを核から放出し、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞におけるその細胞質濃度を可逆的に上昇させた
（図１５Ｃ）。さらに、ＡＰＰを過剰発現させ、有意なレベルのＡβ１－４２ダイマーお
よびオリゴマーを含むＣＨＯ－７ＰＡ２細胞からの馴化培地（Walsh et al., 2005 Bioch
em Soc Trans 33, 1087-1090）へのＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の２時間の暴露はまた、ＢＡＣＥ
－１－ＡＳ転写物の核から細胞質への同様の移行を誘発した。対照として、親ＣＨＯ細胞
に由来する模擬馴化培地は、何らの移行も誘発しなかった（図１５Ｄ）。これらの所見に
基づき、我々は、細胞ストレスおよび／またはＡβ１－４２がＢＡＣＥ－１－ＡＳを核か
ら放出することを提唱する。ＢＡＣＥ－１－ＡＳおよびＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの発現が
一致的に制御されることを考慮すると、増加した細胞質ＢＡＣＥ－１－ＡＳは、ＢＡＣＥ
－１　ｍＲＮＡの安定性を増大させ、さらなるＡβ１－４２産生に寄与し、フィードフォ
ーワードループをもたらすことが予想される（図１７）。かかるメカニズムは、アルツハ
イマー病進行の１つの説明を提供し得る。
【０３２７】
ＢＡＣＥ－１センスおよびＢＡＣＥ－１－ＡＳアンチセンス転写物の安定性：ＢＡＣＥ－
１－ＡＳおよびＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの一致的な関係を考慮すると、細胞ストレスまた
はＡβ１－４２への暴露に関連するＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加した細胞質濃度は、ＢＡＣ
Ｅ－１の安定性を増大させ、それによってＡβ１－４２産生を増大させると考えられる。
この仮説を検証し、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加した細胞質濃度がＢＡＣＥ－１発現および
機能を増強させ得る潜在的メカニズムを評価するために、我々はＢＡＣＥ－１－ＡＳがＢ
ＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの安定性および寿命を増大させるかどうかを検討した。センス－ア
ンチセンス転写物の安定性を測定するため、我々はα－アマニチン（５μｇ／ｍｌ）によ
り新たなＲＮＡの合成をブロックし、４種のＲＮＡ（１８ｓ　ｒＲＮＡ、β－アクチン、
ＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ）のレベルの変化を２４時間にわたって測定した
。ＢＡＣＥ－１－ＡＳは、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡより短い基礎半減期を有し、この所見
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ＮＡ合成をブロックすることにより、ＢＡＣＥ－１－ＡＳがＲＮＡポリメラーゼＩＩの産
物であることが確認され、上述の我々のＲＡＣＥデータがさらに実証された。実際、ＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩＩの産物である１８ｓリボソームＲＮＡは、α－アマニチン処理に影
響されなかった。興味深いことに、ＲＮＡポリメラーゼＩＩのα－アマニチン媒介性の遮
断の間、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ　ＲＮＡのＡβ１－４２媒介性の移行は、ＢＡＣＥ－１の安
定性を有意に増大させる（図１６Ｅ）。総合すると、これらの所見は、ＮＡＴの細胞内区
画化／放出、ならびに結果として生じるセンス転写物の安定性および寿命の調節を介した
、非コードＮＡＴによるＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡの制御モデルを示唆するものである（図
１７）。
【０３２８】
　ＡＰＰトランスジェニックマウスの脳におけるＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加したレベル：
我々は、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加したレベルがＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡを安定化し、そ
れによってＢＡＣＥ－１の発現および機能を増大させ、これが増大したＡβ１－４２産生
に寄与し、それによってＡＤに関連する病態生理学の進行を促進し得ると仮定している。
これが実際にそうであるならば、Ａβ１－４２の増加したレベルを有する、ＡＰＰを過剰
発現するマウスは、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加した細胞質濃度を示すはずである。我々は
次に、ＡＰＰ過剰発現マウス（Li et al., （2004a） J. Neurochem 89, 1308-1312）に
おける増加したＡβ１－４２レベルが、ＢＡＣＥ－１センスまたはアンチセンス転写物の
発現を変化させるか否かを調査した。全脳、小脳および肝臓を、６週齢の４頭の雄ＡＰＰ
マウスおよび４頭の対応する野生型マウスから摘出し、タンパク質およびＲＮＡ抽出に用
いた。予想通り、均一時間分解蛍光（ＨＴＲＦ）アッセイが示すところによると、ＡＰＰ
マウスは、野生型マウスと比較して顕著に増大した（～３００倍）レベルのＡβ１－４２
を有した（図－１５Ｅ）。より重要なことに、ＡＰＰマウスの脳においては、対照に比べ
、ＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物が約４５％上方調節されており、ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡが
約２５％増加していた（図１５Ｆ）。これらの所見は、以下の仮説と一致している：ｉ）
ＢＡＣＥ－１－ＡＳおよびＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡが、一致的に制御されていること、ｉ
ｉ）Ａβ１－４２の上昇したレベルが、ＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加した細胞質濃度と関連
していること、および、ｉｉｉ）ＢＡＣＥ－１－ＡＳの増加したレベルが、ＢＡＣＥ－１
の増加したレベル、および同時にＡβ１－４２の増加したレベルと関連していること。最
後に、ＡＤ脳におけるＡβ１－４２の蓄積は慢性的な過程であり、小さなポジティブフィ
ードバックループおよびＢＡＣＥ－１発現の上昇でさえ、経時的なアミロイド沈着の顕著
な増加を導き得ることに留意すべきである（Li et al., (2006) Faseb J 20, 285-292）
。
【０３２９】
結論：我々はＢＡＣＥ－１についての、高度に保存された核内保留非コードシスアンチセ
ンス転写物を特徴化し、これがin vitroおよびin vivoにおいて、対応するセンスＢＡＣ
Ｅ－１　ｍＲＮＡを一致的に制御することを示した。ＢＡＣＥ－１　ｍＲＮＡレベルが、
この天然アンチセンス転写物によって一致的に制御されるという考えを支持する一連の複
数の証拠が提示された。我々はまた、Ａβ１－４２への暴露を含む細胞ストレッサーがこ
の天然アンチセンス転写物を核から放出し、それによってＢＡＣＥ－１活性およびＡβ１
－４２の産生を増大させる、アルツハイマー病進行のフィードフォーワードモデルを裏付
ける証拠を提供する。これは、我々の知る限りでは、非コードＲＮＡをβ－アミロイド経
路に直接関係づけた最初の報告である。
【０３３０】
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【０３３１】
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【表１０】

【０３３２】
他の態様
　本発明をその詳細な説明とともに解説したが、上記説明が本発明の範囲を限定するので
はなく、例示することを意図していることを理解すべきである。他の側面、利点および改
変は、特許請求の範囲およびその法的等価物の範囲内である。
　本明細書は多くの具体的態様を含むが、これらは本発明の範囲に対する制限ではなく、
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むしろその好ましい態様の例として解釈すべきである。多くの他のバリエーションが可能
である。本明細書に引用したの全ての参考文献は、参照により本明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０３３３】
【図１】アンチセンス転写の基本を示した概略図である。
【図２】アンチセンスノックダウンを引き起こすことによってセンス転写物レベルを変え
るための２つの可能性を示した概略図である。
【図３】図３Ａは、チミジル酸シンターゼ（ＴＳ－センス）およびｒＴＳαアンチセンス
ｍＲＮＡの概略図、図３Ｂは、トランスフェクションおよびＳ－ＡＳ　ＲＮＡ生産のため
に用いたベクターの構造を示す。
【図４】ＴＳ転写物の単一細胞ＲＮＡ発現を示した蛍光像である。
【図５】ＴＳセンスおよびアンチセンス分子の内因性単一細胞ｍＲＮＡ発現を示したグラ
フである。
【図６】３つの細胞系（ＨｅＬａ、ＳＫ－Ｎ－ＭＣおよびＨＥＰＧ２）におけるＴＳセン
ス（ＴＳ）およびそのアンチセンス（ｒｔＳα）、ＨＩＦセンス（ＨＩＦ）およびそのア
ンチセンス（ａＨＩＦ）の細胞局在を示したグラフである。
【図７】細胞質のＲＮＡのＲＰＡを示したブロットである。
【図８】ダイサー産物に関するノーザンブロットを示す。
【図９】ＩＦＮβおよびＯＡＳ２　ｍＲＮＡの発現を示したグラフである。
【０３３４】
【図１０】マウス脳および肝臓の種々の領域でのＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ
の発現プロファイルを示したグラフである。
【図１１】ｓｉＲＮＡによるＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の処理後のＢＡＣＥ－１タンパク質のウ
エスタンブロットのスキャン画像である。
【図１２】ヒト染色体１１ｑ２３．３遺伝子座におけるヒトＢＡＣＥ－１遺伝子座のゲノ
ム構成を示す概略図である。
【図１３】合成ｓｉＲＮＡによるＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－ＡＳ転写物のサイレ
ンシングを示したグラフである。
【図１４】マウス脳への修飾されていない合成ｓｉＲＮＡのin vivo注入を示したグラフ
である。
【図１５】アンチセンス転写物のストレス誘導性の再配置を示した図である。
【図１６】ＢＡＣＥ－１－ＡＳの局在／制御、およびＢＡＣＥ－１およびＢＡＣＥ－１－
ＡＳ転写物の安定性へのシクロフィリン－６０の関与を示したグラフである。
【図１７】ＢＡＣＥ－１－ＡＳがＢＡＣＥ－１の制御を媒介すること、およびアルツハイ
マー病の病態生理学への関与のその提案されるメカニズムの概略図である。
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【図１２】 【図１３】
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【図１６】 【図１７】
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