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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】肝臓のグルココルチコイドレセプターを効果的に阻害し得る薬剤を提供すること
。
【解決手段】グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核
酸塩基長のアンチセンス化合物であって、前記化合物がグルココルチコイドレセプターを
コードする前記核酸分子に相補的であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターmR
NAの発現を阻害し、前記アンチセンス化合物が特定の配列を含む、アンチセンス化合物。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基長の
アンチセンス化合物であって、前記化合物がグルココルチコイドレセプターをコードする
前記核酸分子に相補的であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターmRNAの発現を
阻害し、前記アンチセンス化合物が配列番号３２、３３、３４、３６、３７、３９、４０
、４３、４４、４６、４８、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５７、５８、５９、
６０、６１、６２、６３、６５、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７
５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８
、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０
１、１０２、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、１１
２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２
２、１２３、１２４、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３
３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４
３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５
３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６
３、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７
５、１７６、１７７、１７９、１８２、１８３、１８５、１８６、１８８、１８９、１９
０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、２０
０、２０２、２０３、２０４、２０６、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１
３、２１４、２１６、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２６、２２７、２２
８、２３２、２３３、２３４、２３６、２３７、２３９、２４０、２４１、２４２、２４
３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、２５
３、２５４、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、２６
５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７
５、２７６、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８７、２９
１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９８、２９９、３０６、３０７、３０８、３０
９または３１０の少なくとも8核酸塩基部分を含む、アンチセンス化合物。
【請求項２】
　グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基長の
アンチセンス化合物であって、前記化合物がグルココルチコイドレセプターをコードする
前記核酸分子に相補的であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターmRNAの発現を
阻害し、前記アンチセンス化合物が配列番号３２、３３、３４、３６、３７、３９、４０
、４３、４４、４６、４８、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５７、５８、５９、
６０、６１、６２、６３、６５、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７
５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８
、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０
１、１０２、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、１１
２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２
２、１２３、１２４、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３
３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４
３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５
３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６
３、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７
５、１７６、１７７、１７９、１８２、１８３、１８５、１８６、１８８、１８９、１９
０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、２０
０、２０２、２０３、２０４、２０６、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１
３、２１４、２１６、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２６、２２７、２２
８、２３２、２３３、２３４、２３６、２３７、２３９、２４０、２４１、２４２、２４
３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、２５
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３、２５４、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、２６
５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７
５、２７６、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８７、２９
１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９８、２９９、３０６、３０７、３０８、３０
９および３１０からなる群より選択される配列を有する、アンチセンス化合物。
【請求項３】
　配列番号３６、５０、６０、７１、７２、７３、７８、１００、３０６、３０７、３０
８、３０９または３１０の核酸塩基配列を有する、アンチセンス化合物。
【請求項４】
　配列番号4の全ての5’UTRのヌクレオチド13～119、開始コドン領域のヌクレオチド114
～151、コード領域のヌクレオチド351～533、667～845、877～1243、1356～1488、1552～
1756、1819～1999、2008～2139、2146～2194、2201～2301、もしくは2386～2416、または
3’UTRのヌクレオチド2488～2685、2723～3435、3499～3789、3826～3860、3886～3905、
3918～3937、4031～4072、4082～4193もしくは4244～4758；または配列番号25の3’UTRの
ヌクレオチド104562～104648を標的とする、ヒトグルココルチコイドレセプターをコード
する核酸分子を標的とする8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、グルココルチコイドレセプターの発現を調節する組成物および方法を提供す
る。特に、本発明はアンチセンス化合物、特にオリゴヌクレオチド化合物に関し、好まし
い態様においてグルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子とハイブリダイズす
る。かかる化合物は本明細書中に示され、グルココルチコイドレセプターの発現を調節す
る。
【背景技術】
【０００２】
（背景）
　グルココルチコイドは同定された第一のステロイドホルモンの一つであって、糖新生の
刺激、グルコースの取り込みの減少および末梢組織での利用、グリコーゲンの沈着の増大
、免疫および炎症反応の抑制、サイトカイン合成の阻害ならびに種々の発生における事象
の促進が挙げられる多様な生理的機能の原因である。グルココルチコイドはまた、ストレ
ス応答に特に重要である。ストレス誘導性のグルココルチコイド合成および放出の増加に
より、他の反応の中でも消化器官の作業量の増大、炎症性メディエーターの阻害、サイト
カイン合成の阻害、およびグルコース産生の増大がもたらされる（非特許文献１）。
【０００３】
　天然のグルココルチコイドおよびその合成誘導体は共に、遍在的に発現する細胞質要員
の核ホルモンスーパーファミリーのレセプターであるグルココルチコイドレセプターを介
してその機能を発揮する。ヒトグルココルチコイドレセプターをコードする相補的なDNA
クローン（核レセプターサブファミリー3、グループC、メンバー1；NR3C1；GCCR；GCR；G
RL；グルココルチコイドレセプター、リンパ球としても公知）は、1985年に初めて単離さ
れた（非特許文献２;非特許文献３）。該遺伝子はヒト染色体5q11-q13に位置し、9個のエ
クソンからなる（非特許文献４;非特許文献５）。ヒトグルココルチコイドレセプターmRN
Aの多様な形態には：エクソン1～8およびエクソン9αを含有する5.5 kbヒトグルココルチ
コイドレセプターαcDNA；エクソン1～8およびエクソン9βを含有する4.3 kbヒトグルコ
コルチコイドレセプターβcDNA；ならびにエクソン1～8および完全なエクソン9を含有す
る7.0 kbヒトグルココルチコイドレセプターαcDNAが存在し、これはエクソン9α、エク
ソン9βならびにエクソン9αおよび9βを両側に配置する「J領域」を含む（非特許文献２
;非特許文献６）。ヒトグルココルチコイドレセプターαは、レセプターの優性なアイソ
フォームであり、ステロイド結合活性を示す（非特許文献２）。さらに、三つの異なるプ
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ロモーターにより、三つの異なるエクソン1が転写され得、あるエクソン1のバリアントの
選択的スプライシングにより、このエクソンの三つの異なる翻訳産物が生じ得る。このよ
うに、ヒトグルココルチコイドレセプターmRNAは、エクソン1の五つの異なる翻訳産物を
含有し得る（非特許文献７）。
【０００４】
　ヒトグルココルチコイドレセプターmRNAのαおよびβアイソフォームの発現パターンの
検査により、αアイソフォームがより豊富に発現することが実証される。両アイソフォー
ムは、肺、腎臓、心臓、肝臓、骨格筋、マクロファージ、好中球および末梢血単核細胞が
含まれる、同様の組織ならびに細胞の種類で発現する。ヒトグルココルチコイドレセプタ
ーαのみが結腸に発現する。タンパク質のレベルについて、αアイソフォームは検査され
る全ての組織に検出されるが、βアイソフォームは検出されず、生理的条件下でデフォル
トスプライシング経路がαアイソフォームを産生することが示唆される（非特許文献８）
。グルココルチコイドレセプターのβアイソフォームは、グルココルチコイドアゴニスト
またはアンタゴニストのいずれにも結合しない。さらにβアイソフォームは、ホルモン刺
激に関係なく、まずトランスフェクションされた細胞の核に局在する。両アイソフォーム
が同一の細胞に発現した際に、グルココルチコイドレセプターβは、ホルモン誘導性のグ
ルココルチコイドレセプターαを介した遺伝子発現の刺激を阻害し、このことはβアイソ
フォームがグルココルチコイドレセプターα活性の阻害剤として機能することを示唆する
（非特許文献６）。他の方法で示されなければ、本明細書中に記載されるヒトグルココル
チコイドレセプターは染色体5q11-q13に位置する遺伝子の偏在的な産物として規定される
。
【０００５】
　ヒトグルココルチコイドレセプターは三つの主要なドメイン、N末端の活性化ドメイン
、中央のDNA結合ドメインおよびC末端のリガンド結合ドメインより構成される（非特許文
献９）。リガンド非存在下では、グルココルチコイドレセプターは、数個の他のタンパク
質と共に巨大なヘテロマー複合体を形成し、リガンドと結合する際には解離する。この複
合体中で熱ショックタンパク質90（hsp90）は重要な役割を担い、レセプターをステロイ
ドに結合できるコンフォメーション中に保持し転写を活性化できなくする（非特許文献１
０）。グルココルチコイドレセプターはリガンドの非存在下でリン酸化され、アンチグル
ココルチコイド化合物RU-486等のアンタゴニストではなく、ステロイド等のアゴニストと
の結合後に過リン酸化される（非特許文献１１）。
【０００６】
　リン酸化グルココルチコイドレセプターは次いで、核局在に関係のある二つのドメイン
（DNA結合ドメインおよびリガンド結合ドメインを架橋する領域に局在するNL1、ならびに
完全にリガンド結合ドメイン中に局在するNL2）の機能を介して核に移行する。NL1の機能
はリガンド結合ドメインにより阻害され、この阻害はリガンドの結合により排除され得る
（非特許文献１２）。核移行はホルモン依存的な様式で起こる。
【０００７】
　一度活性化されると、グルココルチコイドレセプターはホモダイマーを形成する。精製
された活性化グルココルチコイドレセプターの研究により、DNAの存在下および非存在下
でホモダイマーとして存在することが明らかとなり、このことからDNA結合以前に二量体
化が起こることが示唆される（非特許文献１３）。二量体化されたグルココルチコイドレ
セプターは、ターゲット配列中のグルココルチコイド反応エレメント（GRE）と名付けら
れた特異的なパリンドロームDNA配列に結合し、結果的に転写に影響する（非特許文献１
４）。特にチロシンアミノトランスフェラーゼ、アラニンアミノトランスフェラーゼおよ
びフォスフォエノールピルベートカルボキシナーゼ（PEPCK）遺伝子の調節領域は、転写
の促進に寄与するポジティブGREを含有する。ポジティブGREへの結合後の転写の活性化に
加えて、グルココルチコイドレセプターはまた、転写を抑制するネガティブGREへの結合
を介するかまたはグルココルチコイドレセプターと他の転写因子との相互作用による転写
の干渉を介して転写の抑制もし得る（非特許文献１）。後者はDNAへの結合に関係しない
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活性である。従って、グルココルチコイドレセプターは、DNA非依存的およびDNA依存的な
メカニズムの両方を介して転写に影響し得る。グルココルチコイドレセプターの欠損マウ
スにおける生存能力の欠如により説明されるように、グルココルチコイドレセプター遺伝
子それ自体は、生存に必要不可欠であるが、グルココルチコイドレセプターのDNA結合活
性は生存に必要不可欠ではない。二量体化を損ない、結果的にGRE依存的トランスアクチ
ベ－ションを損なうような、グルココルチコイドレセプターの点変異を有するマウスは生
存可能であり、このことからインビボにおけるグルココルチコイドレセプターのDNA結合
非依存的活性の関連性が明らかとなる（非特許文献１５）。
【０００８】
　グルココルチコイドレセプターの偏在的な発現、ならびに転写を活性化および抑制する
その能力のために、グルココルチコイドレセプターはしばしば転写の特異性に寄与するコ
ファクターを必要とする。あるコファクターは、基礎的な転写機構の会合またはクロマチ
ンのリモデリングを介して転写を促進する。CREB結合タンパク質（CBP）およびその相同
体p300は、グルココルチコイドレセプターのコアクチベーターとして機能し、グルココル
チコイドレセプター反応遺伝子の転写を促進する（非特許文献１６）。コアクチベーター
の別のクラスには、ビタミンDレセプター相互作用タンパク質（DRIP）DRIP150およびDRIP
205が含まれ、その両方はグルココルチコイドレセプターの転写活性化を促進する（非特
許文献１７）。ヒトグルココルチコイドレセプターもまた、クロマチンからヒストンH1を
除去し一般的な転写因子の結合部位への接触を可能にするクロマチンリモデリング複合体
BRGに関連する（非特許文献１８）。この場合、グルココルチコイドレセプターは、BRG複
合体のサブユニットであるBRG関連因子BAF250との相互作用を介して、BRG複合体をプロモ
ーターに会合させる。一度プロモーターに付随すると、BRGはクロマチンのリモデリング
を誘導し、転写が促進する（非特許文献１９;非特許文献２０）。その活性がグルココル
チコイドレセプターによりネガティブに制御される転写因子はNF-kBである。グルココル
チコイドレセプターのリガンドであるデキサメタゾンは、グルココルチコイドレセプター
のNF-kB p65サブユニット（インターロイキン6プロモーターの活性を阻害する）への結合
を促進する（非特許文献２１）。
【０００９】
　相補的なグルココルチコイドレセプターのアンチセンスRNA鎖をトランスフェクション
された細胞株は、グルココルチコイドレセプターmRNAレベルの減少を示し、グルココルチ
コイドレセプターアゴニストのデキサメタゾンに対する反応を減少させた（非特許文献２
２）。アンチセンスグルココルチコイドレセプター遺伝子コンストラクトを有するトラン
スジェニックマウスを用いて、視床下部-下垂体-腎臓の軸におけるグルココルチコイドフ
ィードバック効果が研究された（非特許文献２３）。同様に遺伝的に改変されたマウスの
別の研究において、エネルギーの取り込みおよび消費、心臓および外側広筋のリポタンパ
ク質リパーゼ活性、ならびに心臓および褐色脂肪組織のノルエピネフリンは対照動物より
も低かった。逆に、脂肪含量および全体エネルギーは対照動物よりも有意に高かった。こ
れらの結果により、グルココルチコイドレセプター系の欠損がエネルギー効率の増加を介
してエネルギーバランスに影響し得ることが示唆され、筋肉リポタンパク質リパーゼにお
ける視床下部-下垂体-腎臓の軸の変化の調節効果を強調する（非特許文献２４）。
【００１０】
　不安、学習および記憶の評価のためにデザインされた動物モデルにおいて、グルココル
チコイドレセプターアンタゴニストの行動上の効果を測定する。グルココルチコイドレセ
プターmRNAを標的とするアンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドを長期間、脳室内に浸
出させたラットにおける、グルココルチコイドレセプターの発現の減少により、Morris水
迷路試験における空間認識（spatial navigation）は妨害されなかった（非特許文献２５
）。グルココルチコイドレセプターmRNAを標的とするアンチセンスオリゴデオキシヌクレ
オチドのラット海馬の歯状回への左右対称注入によりPorsolt強制水泳試験におけるラッ
トの不動性（immobility）が減少した（非特許文献２６）。
【００１１】
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　グルココルチコイドは、アレルギー、喘息（athsma）、慢性関節リウマチ、エイズ、全
身性エリマトーデスおよび変形性関節症等の疾患の処置における抗炎症効果の免疫抑制剤
として頻繁に使用される。グルココルチコイドレセプターとNF-kBとの相互作用により引
き起こされるような遺伝子発現の負の制御は、少なくとも部分的に、インビボにおけるグ
ルココルチコイドの抗炎症性作用が原因であると考えられている。インターロイキン6、
腫瘍壊死因子αおよびインターロイキン1は、炎症性のストレスの際の視床下部-下垂体-
腎臓（HPA）の軸の刺激のほとんどの原因である三つのサイトカインである。HPA軸ならび
に全身性の交感神経系および副腎髄質系は、ストレス系の末梢構成物であり、基本的なホ
メオスタシスおよびストレス関連性ホメオスタシスの原因である。HPA軸の最終産物であ
るグルココルチコイドは、三つの炎症性サイトカイン全ての産生を阻害し、グルココルチ
コイドと共に急性期反応物の産生を相乗的に刺激するインターロイキン6以外の、標的組
織におけるサイトカインの作用もまた阻害する。グルココルチコイド処理により、HPA軸
の活性が減少する（非特許文献２７）。
【００１２】
　いくつかの場合において、患者はグルココルチコイド処理に対して抵抗力がある。ステ
ロイドに対するこの抵抗性については、グルココルチコイドレセプター遺伝子中に変異ま
たは多型が存在するためである。グルココルチコイド抵抗性に関連のあるNR3C1遺伝子中
に、15個のミスセンス、3個のナンセンス、3個のフレームシフト、1個のスプライス部位
および2個の選択的スプライス変異、ならびに16個の多型が報告されている（非特許文献
２８）。ヒトにおけるさらなる研究により、グルココルチコイドレセプター（GR）遺伝子
の対立遺伝子を伴う代謝症候群の発病と進行との明確な関係が示唆されている（非特許文
献２９）。
【００１３】
　グルココルチコイド無反応性の他の場合は、グルココルチコイドレセプターアイソフォ
ームの選択的な発現に関係している。グルココルチコイド抵抗性を有する潰瘍性大腸炎の
患者におけるヒトグルココルチコイドレセプターβ同位体mRNA発現の研究により、グルコ
コルチコイド感受性の患者よりも有意に高いこのmRNAの存在が明らかとなり、末梢血液単
核細胞におけるヒトグルココルチコイドレセプターβmRNAの発現が潰瘍性大腸炎における
グルココルチコイドの反応の予測を提供し得ることが示唆される（非特許文献３０）。グ
ルココルチコイド無反応性喘息の有意に多数において、グルココルチコイドレセプターβ
の増大した発現もまた観察された。また、グルココルチコイドレセプターのDNA結合能に
おけるサイトカイン誘導性の異常が、グルココルチコイド無反応性の患者のトランスフェ
クション由来の末梢血単核細胞およびグルココルチコイドレセプターαDNA結合能の有意
な減少を生じるグルココルチコイドレセプターβ遺伝子を有するHepG2細胞において見ら
れる（非特許文献３１）。デキサメタゾン結合試験により、ヒトグルココルチコイドレセ
プターβはホルモン性のリガンドに対するグルココルチコイドレセプターαの親和性を変
化させずに、むしろGREに対する結合能を変化させることが示される（非特許文献３２）
。それと共に、これらの結果により、GRE標的部位に対するグルココルチコイドレセプタ
ーαとの競合を通じてグルココルチコイドレセプターβが、生理学的および異常生理学的
に関連のあるグルココルチコイド作用の内在性阻害剤として機能し得ることが説明される
。
【００１４】
　肝臓において、グルココルチコイドアゴニストは、グルココルチコイドレセプターを活
性化することにより肝臓でのグルコースの産生を増大させ、これは続いて糖新生の酵素、
ホスホエノールピルベートカルボキシキナーゼ（PEPCK）およびグルコース6ホスファター
ゼの発現の増加を引き起こす。糖新生を通じて、ラクテート、ピルベートおよびアラニン
等の非六炭糖型の前駆物質を通じてグルコースが形成される（非特許文献３３）。RU486
等のステロイド性のグルココルチコイドレセプターアンタゴニストが、糖尿病のげっ歯類
モデルにおいて試験されている。db/dbマウスと称されるレプチンレセプター遺伝子欠損
マウスは遺伝的に肥満であり、糖尿病であり、インスリン過剰である。RU486による高血
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糖症db/dbマウスの処置により、血漿インスリンレベルに影響することなく、血中グルコ
ースレベルがおよそ49％減少した。また、RU486処置により、db/dbマウスでは未処理動物
と比較して、グルココルチコイドレセプター反応性遺伝子PEPCK、グルコース6ホスファタ
ーゼ、グルコーストランスポーター2型およびチロシンアミノトランスフェラーゼの発現
が減少した（非特許文献３４）。血清インスリンおよび血中グルコースの減少により、糖
尿病、肥満および高インスリン血症のob/obマウスモデルにおいて、RU486も糖尿病を改善
する（非特許文献３５）。
【００１５】
　糖新生の増大が糖尿病におけるグルコース産生の増大の主要な原因であると考えられる
ので、肝臓のグルコース産生の阻害についての多くの治療の標的が調査されている。動物
モデルにおける糖尿病を改善するグルココルチコイドレセプターのアンタゴニストの能力
のために、かかる化合物が、診査されている潜在的な治療の一つである。しかしながら、
グルココルチコイドレセプターアンタゴニストには、HPA軸の活性化が含まれるような有
害な全身性の効果がある（非特許文献３３）。HPA軸活性の増大は免疫関連の炎症性作用
の抑制に関連しており、これは感染因子および新生物に対する感受性を増加し得る。HPA
軸、またはその標的組織の欠損による免疫媒介性の炎症の抑制に関連する病状としては、
クッシング氏症候群、慢性ストレス、慢性アルコール中毒および鬱病による落ち込みが挙
げられる（非特許文献２７）。従って、肝臓特異的なグルココルチコイドレセプターアン
タゴニストを開発する大きな価値がある。ステロイド性のグルココルチコイドレセプター
アンタゴニストが肝臓を標的とするために、胆汁酸への結合がなされている（Apelqvist
ら, 2000）。現在、望ましくない周辺への効果を有さないような、グルココルチコイドレ
セプターを標的とする公知の治療剤は存在しない（非特許文献３３）。結果として、肝臓
のグルココルチコイドレセプターを効果的に阻害し得る薬剤の必要性が切望されている。
【００１６】
　ヒトグルココルチコイドレセプター1Ap/e転写産物を含むヌクレオチド配列を標的とす
るアンチセンスプライマー、ならびにヒトグルココルチコイドレセプターエクソン1A転写
産物に対するアンチセンストランスジーンの発現により、神経におけるアポトーシスを阻
害する方法が、特許文献１に開示されている（VedeckisおよびBreslin, 2003）。
【００１７】
　特許文献２および特許文献３に、ヒトグルココルチコイドレセプターをコードするヌク
レオチド配列、ならびに前記ポリヌクレオチドに相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチ
ド、前記ポリヌクレオチドを含むRNAを分解することによりSTAT6活性化を阻害するリボザ
イム、ならびにアレルギー性疾患、炎症、自己免疫疾患、糖尿病、高脂血症、感染性疾患
および癌からなる群より選択される疾患の処置のためにアンチセンスオリゴヌクレオチド
またはリボザイムの有効量の被験体への投与を含む疾患の処置方法が開示されている（Ho
ndaら, 2002）。
【００１８】
　特許文献４に、ヒトグルココルチコイドレセプターをコードする核酸配列を標的とする
アンチセンスオリゴヌクレオチドが開示されている。
【００１９】
　特許文献５に、ヒトグルココルチコイドレセプターをコードする核酸配列を標的とする
複数のアンチセンスオリゴヌクレオチドが開示されている。
【００２０】
　特許文献６に、ヒトグルココルチコイドレセプターをコードする核酸配列を標的とする
アンチセンスオリゴヌクレオチドが開示されている。
【００２１】
　特許文献７に、ヒトグルココルチコイドレセプターをコードする核酸配列が挙げられる
、悪性腫瘍癌分子に対する標的mRNA（センス）またはDNA（アンチセンス）配列と結合し
得る一本鎖核酸配列（RNAまたはDNAのいずれか）を含むアンチセンスまたはセンスオリゴ
ヌクレオチドを含むアンチセンス分子である、悪性腫瘍癌阻害剤が開示されている（Morr
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isおよびEngelhard, 2003）。
【００２２】
　アンチセンス技術は特異的な遺伝子産物の発現を減少させる有効な手段であり、よって
多くのグルココルチコイドレセプター発現の変更についての治療的、診断的、研究的応用
に比類なく有用である。さらに、肝臓は以下の投与において最高濃度のアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドが見られる組織の一つである（非特許文献３６）。従って、アンチセンス
技術は、肝臓特異的なグルココルチコイドレセプターの阻害について魅力的な方法を提示
する。糖尿病、具体的に2型糖尿病に加えて、グルココルチコイドレセプターモジュレー
ターは肥満、代謝症候群X、クッシング氏症候群、アディソン氏病、炎症性疾患としての
喘息および鼻炎および関節炎、アレルギー、自己免疫疾患、免疫不全、食欲不振、悪液質
、骨欠損または骨脆弱性、ならびに傷の治癒等の疾患の治療に有用である。代謝症候群、
代謝症候群Xまたは単純に症候群Xは、肥満、具体的に高血中トリグリセリドである脂血症
異常、グルコース不耐性、高血糖症および高血圧を含む危険要素のかたまりに関する。非
特許文献３７。本明細書中に記載される化合物等のグルココルチコイドレセプター阻害剤
はまた、全身性のステロイド性治療によりもたらされる高脂血症の改善にも有用であると
考えられている。
【００２３】
　さらに、アンチセンス技術は、グルココルチコイド処置の効果を示さない患者で過剰発
現するといわれている、グルココルチコイドレセプターβアイソフォームの発現を阻害す
る手段を提供する。
【００２４】
　本発明は、グルココルチコイドレセプター発現を阻害する組成物および方法を提供する
。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２７】
　本発明の課題は、肝臓のグルココルチコイドレセプターを効果的に阻害し得る薬剤を提
供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２８】
　即ち、本発明の要旨は、
〔１〕グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基
長のアンチセンス化合物であって、前記化合物がグルココルチコイドレセプターをコード
する前記核酸分子に相補的であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターmRNAの発
現を阻害し、前記アンチセンス化合物が配列番号３２、３３、３４、３６、３７、３９、
４０、４３、４４、４６、４８、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５７、５８、５
９、６０、６１、６２、６３、６５、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４
、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、
８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、
１０１、１０２、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、
１１２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、
１２２、１２３、１２４、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、
１３３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、
１４３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、
１５３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、
１６３、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、
１７５、１７６、１７７、１７９、１８２、１８３、１８５、１８６、１８８、１８９、
１９０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、
２００、２０２、２０３、２０４、２０６、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、
２１３、２１４、２１６、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２６、２２７、
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２２８、２３２、２３３、２３４、２３６、２３７、２３９、２４０、２４１、２４２、
２４３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、
２５３、２５４、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、
２６５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、
２７５、２７６、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８７、
２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９８、２９９、３０６、３０７、３０８、
３０９または３１０の少なくとも8核酸塩基部分を含む、アンチセンス化合物、
〔２〕グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基
長のアンチセンス化合物であって、前記化合物がグルココルチコイドレセプターをコード
する前記核酸分子に相補的であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターmRNAの発
現を阻害し、前記アンチセンス化合物が配列番号３２、３３、３４、３６、３７、３９、
４０、４３、４４、４６、４８、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５７、５８、５
９、６０、６１、６２、６３、６５、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４
、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、
８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、
１０１、１０２、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、
１１２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、
１２２、１２３、１２４、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、
１３３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、
１４３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、
１５３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、
１６３、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、
１７５、１７６、１７７、１７９、１８２、１８３、１８５、１８６、１８８、１８９、
１９０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、
２００、２０２、２０３、２０４、２０６、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、
２１３、２１４、２１６、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２６、２２７、
２２８、２３２、２３３、２３４、２３６、２３７、２３９、２４０、２４１、２４２、
２４３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、
２５３、２５４、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、
２６５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、
２７５、２７６、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８７、
２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９８、２９９、３０６、３０７、３０８、
３０９および３１０からなる群より選択される配列を有する、アンチセンス化合物、
〔３〕配列番号３６、５０、６０、７１、７２、７３、７８、１００、３０６、３０７、
３０８、３０９または３１０の核酸塩基配列を有する、アンチセンス化合物、
〔４〕配列番号4の全ての5’UTRのヌクレオチド13～119、開始コドン領域のヌクレオチド
114～151、コード領域のヌクレオチド351～533、667～845、877～1243、1356～1488、155
2～1756、1819～1999、2008～2139、2146～2194、2201～2301、もしくは2386～2416、ま
たは3’UTRのヌクレオチド2488～2685、2723～3435、3499～3789、3826～3860、3886～39
05、3918～3937、4031～4072、4082～4193もしくは4244～4758；または配列番号25の3’U
TRのヌクレオチド104562～104648を標的とする、ヒトグルココルチコイドレセプターをコ
ードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物
に関する。
【発明の効果】
【００２９】
　本発明により、肝臓のグルココルチコイドレセプターを効果的に阻害し得る薬剤が提供
される。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
（発明の概要）
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　本発明は、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸を標的とし、かつ、グルコ
コルチコイドレセプター発現を調節するアンチセンス化合物、特に核酸および核酸様オリ
ゴマーに関する。本発明の化合物を含む医薬および他の組成物もまた提供される。さらに
、グルココルチコイドレセプターの調節剤のスクリーニング方法、および細胞、組織また
は動物においてグルココルチコイドレセプター発現を調節する方法であって、前記細胞、
組織または動物を、一つ以上の本発明の化合物または組成物と接触させることを含む方法
も提供される。グルココルチコイドレセプター発現に関連する疾患または症状を有する疑
いがあるか、または罹患し易い動物、特にヒトの処置方法もまた本明細書中に記載する。
かかる方法は、治療的または予防的有効量の一つ以上の本発明の化合物または組成物を、
処置を必要とする人に投与することを含む。
【００３１】
（発明の詳細な説明）
Ａ. 発明の概観
　本発明は、アンチセンス化合物、好ましくは、オリゴヌクレオチド、およびグルココル
チコイドレセプターをコードする核酸分子の機能または作用を調節するのに用いるために
、同様の種を用いる。これは、グルココルチコイドレセプターをコードする一つ以上の核
酸分子と、特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドを提供することにより達成さ
れる。本明細書中で用いる用語「標的核酸」および「グルココルチコイドレセプターをコ
ードする核酸分子」は、グルココルチコイドレセプターをコードするDNA、かかるDNAから
転写されたRNA（プレmRNAおよびmRNAまたはその部分を含む）、およびかかるRNAから誘導
されたcDNAを含めて簡便に用いられている。本発明の化合物のその標的核酸とのハイブリ
ダイゼーションは、一般的に「アンチセンス」と呼ばれる。結果として、本発明のいくつ
かの好ましい態様の実施に含まれると考えられる好ましいメカニズムを、本明細書中で「
アンチセンス阻害」という。このようなアンチセンス阻害は、代表的には、オリゴヌクレ
オチド鎖またはセグメントの水素結合に基づくハイブリダイゼーションに基づき、その結
果、少なくとも一つの鎖またはセグメントは、切断されるか、分解されるか、または作動
不可能になる。これに関し、このようなアンチセンス阻害のための特異的核酸分子および
その機能を標的とすることが現在では好ましい。
【００３２】
　妨害すべきDNAの機能には複製および転写を挙げることができる。複製および転写は、
例えば、内因性細胞テンプレート、ベクター、プラスミド構築物またはその他に由来し得
る。妨害すべきRNAの機能には、例えば、タンパク質翻訳の部位へのRNAの転座、細胞内の
RNA合成部位から離れた部位へのRNAの転座、RNA由来のタンパク質の翻訳、一つ以上のRNA
種を得るためのRNAのスプライシング、およびRNAに従事し得るかまたはRNAにより促進さ
れ得るRNAに関する触媒活性または複合体形成、等の機能が挙げられ得る。標的核酸機能
のこのような妨害の一つの好ましい結果は、グルココルチコイドレセプター発現の調節で
ある。本発明の文脈において、「調節」および「発現の調節」は、遺伝子をコードする、
例えばDNAまたはRNAのような核酸分子の量またはレベルの増加（刺激）または減少（阻害
）のいずれかを意味する。mRNAはしばしば、好ましい標的核酸である。阻害はしばしば、
発現の調節の好ましい形態であり、「阻害」は絶対的な阻害である必要はないが、標的発
現の減少または縮小を意味するであろうことが理解される。
【００３３】
　本発明の文脈において、「ハイブリダイゼーション」は、オリゴマー化合物の相補鎖の
対形成を意味する。本発明において、対形成の好ましいメカニズムには、水素結合が挙げ
られ、これはオリゴマー化合物の鎖の相補ヌクレオシドまたはヌクレオチド塩基（核酸塩
基）の間のWatson-Crick、Hoogsteenまたは逆Hoogsteen水素結合であり得る。例えば、ア
デニンおよびチミンは水素結合の形成により対を形成する相補的核酸塩基である。ハイブ
リダイゼーションは種々の環境下で起こり得る。
【００３４】
　アンチセンス化合物は、化合物の標的核酸への結合が標的核酸の正常な機能を妨害して
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活性の損失を引き起こし、かつ、特異的結合が望まれる条件下、すなわちインビボアッセ
イまたは治療的処理における生理学的条件下、およびインビトロアッセイでアッセイが行
われる条件下でアンチセンス化合物の非標的核酸配列への非特異的結合を避けるのに十分
な程度の相補性が存在する場合に、特異的にハイブリダイズ可能である。
【００３５】
　本発明において、語句「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」または「ス
トリンジェントな条件」は、本発明の化合物がその標的配列にハイブリダイズするが、他
の配列へのハイブリダイズは最小数となるような条件を意味する。ストリンジェントな条
件は、配列依存的であり、異なる環境下で異なり、また本発明の文脈において、オリゴマ
ー化合物が標的配列にハイブリダイズする「ストリンジェントな条件」は、オリゴマー化
合物の性質および組成、ならびに研究されているアッセイによって決定される。
【００３６】
　本明細書中で用いる「相補的」は、オリゴマー化合物の2核酸塩基間の正確な対形成に
対する能力を意味する。例えば、オリゴヌクレオチド（オリゴマー化合物）のある位置に
おける核酸塩基が、標的核酸のある位置における核酸塩基と水素結合し得る場合（前記標
的核酸はDNA、RNAまたはオリゴヌクレオチド分子である）オリゴヌクレオチドと標的核酸
との間の水素結合の位置が相補的位置であると考えられる。オリゴヌクレオチドおよびさ
らなるDNA、RNAまたはオリゴヌクレオチド分子は、各分子中で、十分な数の相補的位置が
、互いに水素結合し得る核酸塩基に占有される場合、互いに相補的である。従って、「特
異的にハイブリダイズ可能な」および「相補的」は、オリゴヌクレオチドと標的核酸との
間で安定かつ特異的な結合が起こるように、十分な数の核酸塩基に対して十分な程度の正
確な対または相補性があることを示すのに用いられる用語である。
【００３７】
　アンチセンス化合物の配列は、特異的にハイブリダイズ可能となるその標的核酸の配列
に100％相補的である必要はないことが当該分野で理解されている。さらに、介在または
隣接するセグメントはハイブリダイゼーション事象に関与しないために、オリゴヌクレオ
チドは一つ以上のセグメントにハイブリダイズし得る（例えば、ループ構造またはヘアピ
ン構造）。本発明のアンチセンス化合物は、標的核酸配列内の標的領域に対して少なくと
も70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％の配列相補性を含むことが好
ましく、より好ましくは、それらが標的とされる標的核酸配列内の標的領域に対して少な
くとも90％の配列相補性を含み、さらに好ましくは少なくとも95％または99％の配列相補
性を含むことが好ましい。例えば、アンチセンス化合物の20核酸塩基のうち18が標的領域
に相補的であり、それ故特異的にハイブリダイズするアンチセンス化合物は、90％の相補
性を示すであろう。この例では、残りの非相補的核酸塩基は、クラスター化され得るかま
たは相補的核酸塩基と共に散在し得、互いにまたは相補的核酸塩基に対して接触している
必要はない。従って、標的核酸と完全に相補的な2つの領域と隣接している、4つの非相補
的核酸塩基を有する18核酸塩基長のアンチセンス化合物は、標的核酸と77.8％の全相補性
を有するので、本発明の範囲内に入るであろう。標的核酸の領域を有するアンチセンス化
合物の相補性百分率は、当該分野で公知のBLAST（basic local alignment search tools
）プログラムおよびPowerBLASTプログラムを用いて常套的に決定することができる（Alts
chulら, J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhangおよび Madden, Genome Res., 1997
, 7, 649-656）。
【００３８】
　相同性百分率、配列同一性または相補性は、例えば、Gapプログラム（Wisconsin Seque
nce Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University Re
search Park, Madison WI）により、SmithおよびWatermanのアルゴリズム（Adv. Appl. M
ath., 1981, 2, 482-489）を用いる初期設定を用いて、決定され得る。いくつかの好まし
い態様では、オリゴマーと標的との間の相同性、配列同一性または相補性は、約50％～約
60％である。いくつかの態様では、相同性、配列同一性または相補性は、約60％～約70％
である。好ましい態様では、相同性、配列同一性または相補性は、約70％～約80％である
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。より好ましい態様では、相同性、配列同一性または相補性は、約80％～約90％である。
いくつかの好ましい態様では、相同性、配列同一性または相補性は、約90％、約92％、約
94％、約95％、約96％、約97％、約98％、約99％、または約100％である。
【００３９】
Ｂ. 本発明の化合物
　本発明によれば、アンチセンス化合物には、アンチセンスオリゴマー化合物、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、外部ガイド配列（EGS）オリゴヌクレオチド、選
択的スプライサー（alternate splicer）、および標的核酸の少なくとも一部にハイブリ
ダイズし、その発現を調節する、他のオリゴマー化合物が挙げられる。従って、これらの
化合物は、一本鎖、二本鎖、環状またはヘアピンオリゴマー化合物の形態で導入され得、
かつ、内部または末端突出物またはループのような構造的要素を含み得る。本発明の化合
物は、一旦システム内に導入されると、一つ以上の酵素または構成タンパク質の作用を惹
起して、標的核酸の修飾を起こし得る。
【００４０】
　このような酵素の非限定的な一つの例はRNアーゼH（RNaseH）であり、これは、RNA:DNA
二本鎖のRNA鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼである。「DNA様」の一本鎖アンチセン
ス化合物がRNアーゼH（RNaseH）を惹起することは、当該分野で公知である。それ故に、R
NアーゼHの活性化は、RNA標的の切断をもたらし、それによって、遺伝子発現のオリゴヌ
クレオチド媒介阻害効率を非常に高める。同様の役割は、酵素のRNアーゼIIIおよびリボ
ヌクレアーゼLファミリーにおけるリボヌクレアーゼのような他のリボヌクレアーゼにお
いても仮定されている。
【００４１】
　アンチセンス化合物の好ましい形態は、一本鎖アンチセンスオリゴヌクレオチドである
が、多くの種では、二本鎖RNA（dsRNA）分子のような二本鎖構造の導入は、遺伝子または
その関連遺伝子産物の機能の強力かつ特異的なアンチセンス媒介的減少を引き起こすこと
が示されている。この現象は、植物および動物の両方で起こり、ウイルス防御およびトラ
ンスポゾンサイレンシングに進化的な関係を有すると考えられている。
【００４２】
　動物においてdsRNAが遺伝子サイレンシングをもたらし得たことの第1の証拠は、1995年
に、線虫（Caenorhabditis elegans）の研究から得られた（GuoおよびKempheus, Cell, 1
995, 81, 611-620）。Montgomeryらは、dsRNAの主な阻害効果は転写後であることを示し
た（Montgomeryら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 15502-15507）。二本鎖RNA
（dsRNA）への曝露により得られた、線虫において定義された転写後アンチセンスメカニ
ズムは、当時からRNA干渉（RNAi）を示してきた。この用語は、内因性標的mRNAレベルの
配列特異的減少をもたらすdsRNAの導入に関与するアンチセンス媒介遺伝子サイレンシン
グを意味するのに一般化されてきた（Fireら, Nature, 1998, 391, 806-811）。最近、実
際、RNAiの強力な導入因子であるdsRNAのアンチセンス極性の一本鎖RNAオリゴマーが示さ
れている（Tijstermanら, Science, 2002, 295, 694-697）。
【００４３】
　本発明のアンチセンス化合物はまた、異なる塩基が化合物中の一つ以上のヌクレオチド
位置に存在する修飾化合物も含む。例えば、第1のヌクレオチドがアデノシンである場合
、チミジン、グアノシンまたはシチジンをこの位置に含む修飾化合物が調製され得る。こ
れは、アンチセンス化合物の任意の位置でも起こり得る。次いで、これらの化合物は、本
明細書中に記載の方法で試験され、グルココルチコイドレセプターmRNAの発現を阻害する
能力を測定する。
【００４４】
　本発明の文脈において、用語「オリゴマー化合物」は、複数のモノマー単位を含むポリ
マーまたはオリゴマーを意味する。本発明の文脈において、用語「オリゴヌクレオチド」
は、リボ核酸（RNA）もしくはデオキシリボ核酸（DNA）またはそれらの模倣剤（mimetics
）、キメラ、アナログおよびホモログのオリゴマーもしくはポリマーを意味する。この用
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語は、天然に存在する核酸塩基、糖および共有ヌクレオシド（主鎖）間結合から構成され
るオリゴヌクレオチド、ならびに同様に機能する天然に存在しない部分を有するオリゴヌ
クレオチドを含む。このような修飾または置換オリゴヌクレオチドは、ネイティブ型に対
してしばしば好ましい。なぜなら、例えば、細胞取り込みの増強、標的核酸への親和性の
増強およびヌクレアーゼの存在下での安定性の増加のような望ましい特性を有するからで
ある。
【００４５】
　オリゴヌクレオチドは本発明のアンチセンス化合物の好ましい形態であるが、本発明は
アンチセンス化合物の他のファミリー、ならびに本明細書中に記載のオリゴヌクレオチド
アナログおよび模倣剤（しかし、これらに限定されない）を含む。
【００４６】
　好ましくは、本発明に従うアンチセンス化合物は約8～約80核酸塩基（すなわち、約8～
約80の結合ヌクレオシド）を含み得る。当業者は本発明が、8、9、10、11、12、13、14、
15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、
35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、
55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、
75、76、77、78、79または80核酸塩基の長さの化合物を包含することを理解するであろう
。
【００４７】
　一つの好ましい態様においては、本発明のアンチセンス化合物は12～50核酸塩基長であ
る。当業者は本発明が、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26
、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46
、47、48、49または50核酸塩基の長さの化合物を包含することを理解するであろう。
【００４８】
　別の好ましい態様においては、本発明のアンチセンス化合物は15～30核酸塩基長である
。当業者は本発明が、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29ま
たは30核酸塩基の長さの化合物を包含することを理解するであろう。
【００４９】
　特に好ましい化合物は約12～約50核酸塩基のオリゴヌクレオチドであり、さらに好まし
くは、約15～約30核酸塩基を含むものである。
【００５０】
　例示したアンチセンス化合物の範囲内から選ばれる、少なくとも8個の連続した核酸塩
基のストレッチを含む8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物もまた、同様に適切なアン
チセンス化合物であると考えられる。具体例としての好ましいアンチセンス化合物は、例
示した好ましいアンチセンス化合物の一つの5'末端から少なくとも8個の連続する核酸塩
基を含むオリゴヌクレオチド配列（残りの核酸塩基は、標的核酸に特異的にハイブリダイ
ズ可能なアンチセンス化合物の5'末端のすぐ上流から開始し、オリゴヌクレオチドが約8
～約80核酸塩基を含むまで連続する、同じオリゴヌクレオチドの連続するストレッチであ
る）を含む。同様に好ましいアンチセンス化合物は、例示した好ましいアンチセンス化合
物の一つの3'末端から少なくとも8個の連続する核酸塩基を含むオリゴヌクレオチド配列
（残りの核酸塩基は、標的核酸に特異的にハイブリダイズ可能なアンチセンス化合物の3'
末端のすぐ下流から開始し、オリゴヌクレオチドが約8～約80核酸塩基を含むまで連続す
る、同じオリゴヌクレオチドの連続するストレッチである）により表される。好ましいア
ンチセンス化合物は、例示した好ましいアンチセンス化合物の配列の内部からの少なくと
も8個の連続する核酸塩基を含むオリゴヌクレオチド配列により表され得、かつオリゴヌ
クレオチドが約8～約80核酸塩基を含むまで、いずれかまたは両方の方向に延長され得る
こともまた理解される。本明細書中で例示された好ましいアンチセンス化合物の経験を積
んだ当業者は、過度の実験を行うことなく、さらに好ましいアンチセンス化合物を同定す
ることができるであろう。
【００５１】
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Ｃ. 本発明の標的
　アンチセンス化合物の特定の核酸分子に対する「ターゲッティング」は、本発明の文脈
において複数工程のプロセスであり得る。該プロセスは、通常、機能を調節すべき標的核
酸を同定することから始まる。この標的核酸は、例えば、その発現が特定の障害または疾
患状態に関連する細胞遺伝子（または遺伝子から転写されたmRNA）、あるいは感染性因子
由来の核酸分子であり得る。本発明において、標的核酸はグルココルチコイドレセプター
をコードする。
【００５２】
　また、このターゲッティングプロセスは、通常、所望の効果（例えば、発現の調節）が
生じるように、アンチセンス相互作用を起こすための標的核酸内の標的領域、セグメント
または部位のうち少なくとも一つを決定することを含む。本発明の文脈において、用語「
領域」とは、同定可能な構造、機能または特性の少なくとも一つを有する標的核酸の部分
であると定義される。標的核酸の領域内は、セグメントである。「セグメント」とは、標
的核酸内の領域のより小さなまたは下位の部分であると定義される。本発明で用いられる
「部位」は、標的核酸内の位置であると定義される。
【００５３】
　当該分野で公知のように、翻訳開始コドンは、代表的には5'-AUG （転写mRNA分子内;対
応するDNA分子内の5'-ATG）であるので、翻訳開始コドンはまた「AUGコドン」、「開始コ
ドン」または「AUG開始コドン」とも呼ばれる。RNA配列5'-GUG、5'-UUGまたは5'-CUG、な
らびに5'-AUA、5'-ACGおよび5'-CUGを有する翻訳開始コドンを有する遺伝子のうち少数は
、インビボで機能することが示されている。従って、用語「翻訳開始コドン」および「開
始コドン」は、それぞれの場合における開始アミノ酸が代表的にメチオニン（真核生物に
おいて）またはホルミルメチオニン（原核生物において）である場合でさえも、多くのコ
ドン配列を包含し得る。真核生物遺伝子および原核生物遺伝子が2つ以上の代替の開始コ
ドンを有し得、そのいずれか一つが、特定の細胞型または組織で、あるいは特定の一連の
条件下で、翻訳開始のために優先的に用いられ得ることもまた当該分野で公知である。本
発明の文脈において、「開始コドン」および「翻訳開始コドン」は、グルココルチコイド
レセプターをコードする遺伝子から転写されたmRNAの翻訳を開始するためにインビボで用
いられるコドン（単数または複数）を意味し、当該コドンの配列にはかかわらない。遺伝
子の翻訳終止コドン（または「停止コドン」）は、3つの配列、すなわち5'-UAA、5'-UAG
および5'-UGA（対応するDNA配列は、それぞれ5'-TAA、5'-TAGおよび5'-TGAである）のう
ちの一つを有し得ることもまた当該分野で公知である。
【００５４】
　用語「開始コドン領域」および「翻訳開始コドン領域」は、約25～約50の連続するヌク
レオチドを、翻訳開始コドンの部分からのいずれかの方向（すなわち、5'または3'）に含
む、mRNAまたは遺伝子の翻訳開始コドンの部分を意味する。同様に、用語「停止コドン領
域」および「翻訳終止コドン領域」は、約25～約50の連続するヌクレオチドを、翻訳終止
コドンの部分からのいずれかの方向（すなわち、5'または3'）に含む、mRNAまたは遺伝子
の翻訳終止コドンの部分を意味する。結果として、「開始コドン領域」（または「翻訳開
始コドン領域」）および「停止コドン領域」（または「翻訳終止コドン領域」）は、本発
明のアンチセンス化合物で効果的に標的化され得る全ての領域である。
【００５５】
　翻訳開始コドンと翻訳終止コドンとの間の領域を意味することが当該分野で公知である
オープンリーディングフレーム（ORF）または「コード領域」もまた、効果的に標的化さ
れ得る領域である。本発明の文脈において、好ましい領域は、遺伝子のオープンリーディ
ングフレーム（ORF）の翻訳開始コドンまたは終止コドンを包含する遺伝子間領域である
。
【００５６】
　他の標的領域は、翻訳開始コドンからの5'方向のmRNAの部分を意味することが当該分野
で公知であり、従って、mRNAの5'キャップ部位と翻訳開始コドンとの間にヌクレオチド（
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または遺伝子上の対応するヌクレオチド）を含む5'非翻訳領域（5'UTR）を含み；かつ、
翻訳終止コドンからの3'方向のmRNAの部分を意味することが当該分野で公知であり、従っ
て、mRNAの3'末端部位と翻訳終止コドンとの間にヌクレオチド（または遺伝子上の対応す
るヌクレオチド）を含む3'非翻訳領域（3'UTR）を含む。mRNAの5'キャップ部位は、5'-5'
三リン酸結合を介してmRNAの5'最末端残基に結合したN7-メチル化グアノシン残基を含む
。mRNAの5'キャップ領域は、5'キャップ構造それ自体およびキャップ部位に隣接する始め
の50ヌクレオチドを含むと考えられている。5'キャップ領域を標的化することもまた好ま
しい。
【００５７】
　いくつかの真核生物mRNA転写物は直接翻訳されるが、多くのものは、翻訳される前に転
写物から切除される「イントロン」として知られる一つ以上の領域を含む。残りの（すな
わち、翻訳された）領域は、「エクソン」として知られ、共にスプライシングされて連続
的mRNA配列を形成する。標的スプライス部位、すなわち、イントロン-エクソン接合また
はエクソン-イントロン接合はまた、異常なスプライシングが疾患に関連する状況で、ま
たは特定のスプライス産物の過産生が疾患に関連する状況でも有用であり得る。再組換え
または欠失による異常な融合接合もまた好ましい標的部位である。異なる遺伝子源からの
2つの（またはそれ以上の）mRNAのスプライシングのプロセスを介して生じたmRNA転写物
は、「融合転写物」として公知である。イントロンは、例えば、DNAまたはプレmRNAを標
的としたアンチセンス化合物を用いて効果的に標的化され得ることもまた知られている。
【００５８】
　選択的RNA転写物が、DNAの同じゲノム領域から生じ得ることもまた当該分野で公知であ
る。これらの代替の転写物は、一般的に「バリアント」として知られる。より詳細には、
「プレmRNAバリアント」は、その開始または停止位置のいずれかにおいて、同じゲノムDN
Aから生じた他の転写物とは異なる同じゲノムDNAから生じる転写物であり、イントロンお
よびエクソン配列の両方を含む。
【００５９】
　スプライシングの際に、一つ以上のエクソンまたはイントロン領域あるいはその部分の
切除において、プレmRNAバリアントは、より小さい「mRNAバリアント」を産生する。結果
として、mRNAバリアントは、加工されたプレmRNAバリアントであり、スプライシングの結
果、各独自のプレmRNAバリアントは常に、独自のmRNAバリアントを生じるはずである。こ
れらのmRNAバリアントはまた、「選択的スプライスバリアント」としても知られる。プレ
mRNAバリアントのスプライシングが起こらない場合、プレmRNAバリアントは、mRNAバリア
ントと同一である。
【００６０】
　バリアントは、転写を開始または停止するための代替シグナルの使用により産生され得
ること、また、プレmRNAおよびmRNAは、一つ以上の開始コドンまたは停止コドンを有し得
ることが当該分野で公知である。代替の開始コドンを用いる、プレmRNAまたはmRNAを起源
とするバリアントは、当該プレmRNAまたはmRNAの「代替の開始バリアント」として公知で
ある。代替停止コドンを用いるこれらの転写は、当該プレ-mRNAまたはmRNAの「代替停止
バリアント」として公知である。代替停止バリアントの一つの特異的な型は、転写機構に
よる「ポリA停止シグナル」の一つの代替の選択の結果から、複数の転写が生じ、それに
よって独自のポリA部位で終止する転写を生じる。本発明の文脈の範囲内で、本明細書中
に記載の変異体の型もまた好ましい標的核酸である。
【００６１】
　好ましいアンチセンス化合物がハイブリダイズする標的核酸上の位置は、本明細書中の
以下で「好ましい標的セグメント」と呼ぶ。本明細書中で用いる用語「好ましい標的セグ
メント」は、活性なアンチセンス化合物が標的化される標的領域の少なくとも8核酸塩基
部分であると定義される。理論に束縛されることは望まないが、現在、これらの標的セグ
メントは、ハイブリダイゼーションのためにアクセス可能な標的核酸の部分を表すと考え
られている。当業者は、活性アンチセンス化合物配列およびその標的セグメント（「好ま
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しい標的セグメント」）が本発明の範囲内の特定の態様を例示および記載する働きをする
ことを理解するであろう。さらなる活性アンチセンス化合物および好ましい標的セグメン
トは、当業者により同定され得る。
【００６２】
　一旦、一つ以上の標的領域、セグメントまたは部位が同定されると、アンチセンス化合
物は、所望の効果を与えるように標的に対して十分に相補的であるように（すなわち、十
分な特異性で十分に効率的にハイブリダイズするように）選択される。
【００６３】
　オリゴマーアンチセンス化合物もまた、配列番号4の1～80、81～160、161～240、241～
320、321～400、401～480、481～560、561～640、641～720、721～800、801～880、881～
960、961～1040、1041～1120、1121～1200、1201～1280、1281～1360、1361～1440、1441
～1520、1521～1600、1601～1680、1681～1760、1761～1840、1841～1920、1921～2000、
2001～2080、2081～2160、2161～2240、2241～2320、2321～2400、2401～2480、2481～25
60、2561～2640、2641～2720、2721～2800、2801～2880、2881～2960、2961～3040、3041
～3120、3121～3200、3201～3280、3281～3360、3361～3440、3441～3520、3521～3600、
3601～3680、3681～3760、3761～3840、3841～3920、3921～4000、4001～4080、4081～41
60、4161～4240、4241～4320、4321～4400、4401～4480、4481～4560、4561～4640、4641
～4720、もしくは4721～4788の核酸塩基、またはその任意の組み合わせを含む標的核酸塩
基配列（例えば、本明細書中の実施例13および他の実施例において開示されるもの等）の
領域に対して標的化され得る。
【００６４】
　本発明の一つの態様において、アンチセンス化合物は、配列番号4の全ての5’UTRのヌ
クレオチド13～119、開始コドン領域のヌクレオチド114～151、コード領域のヌクレオチ
ド351～533、667～845、877～1243、1356～1488、1552～1756、1819～1999、2008～2139
、2146～2194、2201～2301もしくは2386～2416、または3’UTRのヌクレオチド2488～2685
、2723～3435、3499～3789、3826～3860、3886～3905、3918～3937、4031～4072、4082～
4193もしくは4244～4758；または配列番号25の3’UTRのヌクレオチド104562～104648を標
的とする。
【００６５】
　本発明の別の態様において、アンチセンス化合物は、配列番号11の全ての開始コドン領
域のヌクレオチド2～20、コード領域のヌクレオチド301～1405、1459～2043、もしくは20
50～2309、3’UTRのヌクレオチド2376～2433もしくは2521～2546；配列番号219の5’UTR
のヌクレオチド227～297；または配列番号220の3’UTRのヌクレオチド14909～18389を標
的とする。
【００６６】
　本発明のさらなる態様において、アンチセンス化合物は、配列番号18の全てのコード領
域のヌクレオチド150～2129もしくは2136～2395、または3’UTRのヌクレオチド2472～370
5、4576～4867、5039～5293、5680～5877もしくは6214～6263；または配列番号256のコー
ド領域のヌクレオチド278～304を標的とする。
【００６７】
Ｄ. スクリーニングおよび標的の確認
　さらなる態様では、本明細書中で同定される「好ましい標的セグメント」は、グルココ
ルチコイドレセプター発現を調節するさらなる化合物のスクリーニングにおいて用いられ
得る。「調節剤」は、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子の発現を減少
または増加し、好ましい標的セグメントに相補的な少なくとも8核酸塩基部分を含む化合
物である。スクリーニング方法は、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子
の好ましい標的セグメントを、一つ以上の候補調節剤と接触させる工程、およびグルココ
ルチコイドレセプターをコードする核酸分子の発現を減少または増加する一つ以上の候補
の調節剤を選択する工程を含む。一旦、候補の調節剤または調節剤がグルココルチコイド
レセプターをコードする核酸分子の発現を調節（例えば、減少するかまたは増加するかの
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いずれか）可能であることが示されると、調節剤は、グルココルチコイドレセプターの機
能のさらなる調査的研究に、あるいは本発明に従って研究薬、診断薬または治療剤として
用いられ得る。
【００６８】
　本発明の好ましい標的セグメントはまた、各々の本発明の相補的アンチセンス化合物と
組み合わされて、安定な（二本鎖）二重鎖オリゴヌクレオチドを形成し得る。このような
二本鎖オリゴヌクレオチド部位は、アンチセンスメカニズムによって、標的の発現を調節
し、かつ翻訳およびRNAプロセシングを調節することが当該分野で示されている。さらに
、二本鎖部位は化学修飾に供してもよい（Fireら, Nature, 1998, 391, 806-811; Timmon
sおよびFire, Nature 1998, 395, 854; Timmonsら, Gene, 2001, 263, 103-112; Tabara
ら, Science, 1998, 282, 430-431; Montgomeryら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998,
 95, 15502-15507; Tuschlら, Genes Dev., 1999, 13, 3191-3197; Elbashirら, Nature,
 2001, 411, 494-498; Elbashirら, Gene Dev. 2001, 15, 188-200）。例えば、このよう
な二本鎖部位は、標的に対する二本鎖アンチセンス鎖の標準的なハイブリダイゼーション
により、標的を阻害し、それによって標的の酵素分解を引き起こすことが示される （Tij
stermanら, Science, 2002, 295, 694-697）。
【００６９】
　本発明のアンチセンス化合物はまた、薬物の発見および標的の評価の分野に応用され得
る。本発明は、グルココルチコイドレセプターと、疾患状態、表現型または症状との間に
存在する関係を解明するために薬物を発見する試みにおいて、本明細書中で同定された化
合物および好ましい標的セグメントを使用することを包含する。これらの方法は、グルコ
コルチコイドレセプターを検出または調節することを含み、試料、組織、細胞または生体
を、本発明の化合物と接触させること、グルココルチコイドレセプターの核酸またはタン
パク質のレベルおよび／または処理後所定時間経過後の関連形質または化学的終点を測定
すること、および、必要に応じて、測定した値を、非処理試料または追加の本発明の化合
物で処理した試料と比較することを含む。これらの方法はまた、他の実験と並行してまた
は組み合わせて行うことにより、標的の妥当性評価のプロセスのための未知の遺伝子の機
能を決定するか、または特定の疾患、症状または表現型の処置または予防のための標的と
しての特定の遺伝子産物の妥当性を決定することができる。
【００７０】
Ｅ. キット、研究試薬、診断および治療
　本発明のアンチセンス化合物は、診断、治療、および予防のために、ならびに研究試薬
、およびキットとして利用され得る。さらに、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、優れ
た特異性で遺伝子発現を阻害し得るが、特定の遺伝子の機能を解明するために、または生
物学的経路の種々の要素の機能を識別するために、当業者にしばしば用いられる。
【００７１】
　キットおよび診断に係る使用においては、本発明の化合物は、単独で、または他の化合
物、もしくは治療と組み合わせて、細胞および組織内で発現された遺伝子の一部または全
部の相補体の発現パターンを解明するための識別解析および／または組合せ解析における
ツールとして用いられ得る。
【００７２】
　一つの制限のない例として、一つ以上のアンチセンス化合物で処理された細胞または組
織内の発現パターンは、アンチセンス化合物で処理されていない対照細胞または組織と比
較され、生成されたパターンは、例えば、検査された遺伝子の、疾患との係り、シグナル
経路、細胞局在、発現レベル、大きさ、構造または機能と関連するので、遺伝子発現の識
別レベルについて解析される。かかる解析は、刺激された、または刺激されていない細胞
について、および発現パターンに影響を及ぼす他の化合物の存在または非存在のもとで、
なされ得る。
【００７３】
　当該分野で公知の遺伝子発現解析方法の例としては、DNAアレイまたはマイクロアレイ
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（BrazmaおよびVilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celisら, FEBS Lett., 2000, 480
, 2-16）、SAGE（遺伝子発現の連続解析）（Maddenら, Drug Discov. Today, 2000, 5, 4
15-425）、READS（消化cDNAの制限酵素増幅）（PrasharおよびWeissman, Methods Enzymo
l., 1999, 303, 258-72）、TOGA（総合的遺伝子発現解析）（Sutcliffeら, Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97, 1976-81）、プロテインアレイおよびプロテオミクス（
Celisら, FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblutら, Electrophoresis, 1999, 20, 210
0-10）、発現配列タグ（EST）塩基配列決定法（Celisら, FEBS Lett., 2000, 480, 2-16;
 Larssonら, J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57）、サブトラクティブRNAフィンガープ
リント（SuRF）（Fuchsら, Anal. Biochem., 2000, 286, 91-98; Larsonら, 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およびBelmont, Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316-21）、比較
ゲノムハイブリダイゼーション（Carulliら, J. Cell Biochem. Suppl., 1998, 31, 286-
96）、FTSH（蛍光インサイチュハイブリダイゼーション）法（GoingおよびGustersonら, 
Eur. J. Cancer, 1999, 35, 1895-904）ならびに質量分析法（To, Comb. Chem. High Thr
oughput Screen, 2000, 3, 235-41）が挙げられる。
【００７４】
　本発明のアンチセンス化合物は、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸にハ
イブリダイズし、グルココルチコイドレセプターの発現を調節するため、研究および診断
に有用である。アンチセンスの特異性および感受性はまた、治療上の使用のために当業者
により利用されている。アンチセンス化合物は、ヒトを含め、動物の疾患状態の処置にお
いて、治療法の一部として用いられてきた。アンチセンスオリゴヌクレオチド薬は、リボ
ザイムを含め、安全におよび有効に、ヒトに投与されており、多数の臨床試験が現在進行
中である。したがって、アンチセンス化合物は、細胞、組織、および動物、特にヒトの処
置のための処置養生において有用であるよう設計され得る有用な治療様式であり得ること
が確立されている。
【００７５】
　治療のために、グルココルチコイドレセプターの発現を調節することにより処置され得
る疾患または障害を有する疑いのある動物、好ましくはヒト、が、本発明に従って、アン
チセンス化合物を投与することにより、治療される。例えば、ある制限のない態様では、
該方法は、処置を必要とする動物に治療上有効な量のグルココルチコイドレセプター阻害
剤を投与する工程を含む。本発明のグルココルチコイドレセプター阻害剤は、グルココル
チコイドレセプタータンパク質の活性を有効に阻害するか、またはグルココルチコイドレ
セプタータンパク質の発現を阻害する。ある態様では、動物におけるグルココルチコイド
レセプターの活性または発現は、約10％阻害される。好ましくは、動物におけるグルココ
ルチコイドレセプターの活性または発現は、約30％阻害される。さらに好ましくは、動物
におけるグルココルチコイドレセプターの活性または発現は、約50％阻害される。従って
、オリゴマーアンチセンス化合物はグルココルチコイドレセプターmRNAの発現を少なくと
も約10％、少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくとも約40％
、少なくとも約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約75％、少なく
とも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、少なくとも約98
％、少なくとも約99％、または100％阻害する。
【００７６】
　例えば、グルココルチコイドレセプターの発現の減少は、動物の、血清、脂肪組織、肝
臓または任意の他の体液、組織または器官の中で、測定され得る。好ましくは、分析され
る前記体液、組織または器官の中に含まれる細胞は、グルココルチコイドレセプタータン
パク質をコードする核酸分子、および／またはグルココルチコイドレセプタータンパク質
自体を含む。
【００７７】
　本発明のアンチセンス化合物は、適当な、薬学的に許容され得る希釈剤または担体に、
有効な量の化合物を添加することにより、医薬組成物において、利用され得る。本発明の
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化合物および方法の使用はまた、予防上有用であり得る。
【００７８】
　本発明の化合物はグルココルチコイドレセプター発現の阻害剤である。従って、本発明
の化合物は代謝性の疾患および症状、具体的には糖尿病、全身性ステロイド治療により誘
導される高血糖症、肥満、高脂血症または代謝症候群Xを処置するのに有用であると思わ
れる。本発明の化合物はまた、クッシング氏症候群、アディソン氏病、アレルギー、自己
免疫疾患、免疫不全、食欲不振、悪液質、骨欠損もしくは骨脆弱性の処置、喘息、鼻炎お
よび関節炎等の炎症性疾患の処置、ならびに創傷治癒の促進に有用であり得る。本発明の
該化合物はまた、代謝性の疾患および症状、具体的には糖尿病、肥満、高脂血症または代
謝症候群Xの開始の阻害または遅延、ならびにクッシング氏症候群、アディソン氏病、ア
レルギー、自己免疫疾患、免疫不全、食欲不振、悪液質、骨欠損、または喘息、鼻炎およ
び関節炎等の炎症性疾患の開始の阻害または遅延に有用であると思われる。
【００７９】
　本発明の化合物は、血漿グルコースを含む血中グルコースの低下、ならびに血清脂肪、
具体的には血清コレステロールおよび血清トリグリセリドを含む血脂の低下に効果的であ
ると見なされている。故に、本発明の化合物は、2型糖尿病、高血糖症および高脂血症の
開始の処置、阻害および遅延に特に有用である。驚くべきことに、本発明の化合物は、グ
ルココルチコイドレセプターシグナリングの全身性の阻害に関連するような、例えば、コ
ルチコステロンレベルの増加またはリンパ球減少等の副作用がなくこれらの治療効果を有
すると見なされている。
【００８０】
Ｆ. 修飾
　当該分野で公知であるように、ヌクレオシドは塩基と糖の組合せである。ヌクレオシド
の塩基部分は、通常は、時々「核酸塩基」または単に「塩基」と呼ばれるヘテロ環塩基で
ある。かかるヘテロ環塩基の2つの最も一般的な種類は、プリンとピリミジンである。ヌ
クレオチドは、ヌクレオシドの糖部分に共有結合したリン酸基をさらに含むヌクレオシド
である。ペントフラノース糖を含むかかるヌクレオシドは、リン酸基が、該糖の2’、3’
、または5’ヒドロキシル部のどちらかに結合され得る。オリゴヌクレオチドの形成にお
いては、該リン酸基は、隣接するヌクレオシドを互いに共有結合させ、線状高分子化合物
を形成する。次に、かかる線状高分子化合物の各末端がさらに結合し、環状化合物を形成
し得るが、線状化合物が一般に好ましい。さらに、線状化合物は、内部核酸塩基相補性を
有し得るため、完全に、または部分的に、二本鎖化合物を生じるように、折りたたまれ得
る。オリゴヌクレオチド内において、リン酸基は、オリゴヌクレオチドのヌクレオシド間
主鎖を形成するものと一般に称されている。RNAおよびDNAの通常の結合または主鎖は、3
’から5’へのリン酸ジエステル結合である。
【００８１】
修飾されたヌクレオシド間結合（主鎖）
　本発明において好ましいアンチセンス化合物の具体的な例としては、修飾された主鎖ま
たは非天然ヌクレオシド間結合を含むオリゴヌクレオチドが挙げられる。本明細書中に定
義される場合、修飾された主鎖を有するオリゴヌクレオチドとしては、主鎖中にリン原子
を保持するもの、および主鎖中にリン原子を有さないものが挙げられる。本明細書の目的
のために、かつ当該分野で時々引用されるように、これらのヌクレオシド間主鎖にリン原
子を有さない修飾されたオリゴヌクレオチドもまた、オリゴヌクレオシドであるとみなさ
れ得る。
【００８２】
　リン原子をその中に含む好ましい修飾されたオリゴヌクレオチド主鎖としては、例えば
、通常の3’-5’結合を有する、ホスホロチオエート、キラルホスホロチオエート、ホス
ホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノアルキルホスホトリアミノアルキルホス
ホトリエステル（aminoalkylphosphotriaminoalkylphosphotriester）、3’-アルキレン
ホスホネート、5’-アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを含むメチルおよ
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び他のアルキルホスホネート、ホスフィネート、3’-アミノホスホラミデートおよびアミ
ノアルキルホスホラミデートを含むホスホラミデート、チオノホスホラミデート、チオノ
アルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、セレノホスフェートおよび
ボラノホスフェート、これらの2’-5’結合された類似体、ならびにその中の一つ以上の
ヌクレオチド間結合が3’から3’、5’から5’、または2’から2’への結合である、逆の
極性を有するものが挙げられる。逆の極性を有する好ましいオリゴヌクレオチドは、3’
最末端ヌクレオチド間結合において、単一の、3’から3’への結合、すなわち、無塩基で
あり得る単一の逆のヌクレオシド残基（核酸塩基が、欠失しているか、またはその代わり
にヒドロキシル基を有する）を含む。種々の塩、混合塩、および遊離酸の形もまた、含ま
れる。
【００８３】
　上記リン含有結合の調製法を教示する代表的な米国特許としては、限定されないが、米
国特許第：3,687,808号;
4,469,863号; 4,476,301号; 5,023,243号; 5,177,196号; 5,188,897号;
5,264,423号; 5,276,019号; 5,278,302号; 5,286,717号; 5,321,131号;
5,399,676号; 5,405,939号; 5,453,496号; 5,455,233号; 5,466,677号;
5,476,925号; 5,519,126号; 5,536,821号; 5,541,306号; 5,550,111号;
5,563,253号; 5,571,799号; 5,587,361号; 5,194,599号; 5,565,555号;
5,527,899号; 5,721,218号; 5,672,697号および5,625,050号が挙げられ、いくつかは一般
に本願の所有するところであり、その各々が本明細書中に参照によって援用される。
【００８４】
　リン原子をその中に含有しない好ましい修飾されたオリゴヌクレオチド主鎖は、短鎖ア
ルキルもしくはシクロアルキルヌクレオシド間結合、ヘテロ原子およびアルキルもしくは
シクロアルキルが混合されたヌクレオシド間結合、または一つ以上の、短鎖ヘテロ原子の
、もしくはヘテロ環式の、ヌクレオシド間結合により形成される主鎖を有する。これらと
しては、（一部はヌクレオシドの糖部分から形成された）モルホリノ結合を有するもの；
シロキサン主鎖；スルフィド、スルホキシドおよびスルホン主鎖；ホルムアセチルおよび
チオホルムアセチル主鎖；メチレンホルムアセチルおよびチオホルムアセチル主鎖；リボ
アセチル（riboacetyl）主鎖；アルケン含有主鎖；スルファメート主鎖；メチレンイミノ
およびメチレンヒドラジノ主鎖；スルホネートおよびスルホンアミド主鎖；アミド主鎖；
ならびに混合されたN、O、SおよびCH2成分部分を有する他のものが挙げられる。
【００８５】
　上記オリゴヌクレオシドの調製法を教示する代表的な米国特許としては、限定されない
が、米国特許第：5,034,506号; 5,166,315号;
5,185,444号; 5,214,134号; 5,216,141号; 5,235,033号; 5,264,562号;
5,264,564号; 5,405,938号; 5,434,257号; 5,466,677号; 5,470,967号;
5,489,677号; 5,541,307号; 5,561,225号; 5,596,086号; 5,602,240号;
5,610,289号; 5,602,240号; 5,608,046号; 5,610,289号; 5,618,704号;
5,623,070号; 5,663,312号; 5,633,360号; 5,677,437号; 5,792,608号;
5,646,269号および5,677,439号が挙げられ、いくつかは一般に本願の所有するところであ
り、その各々が本明細書中に参照によって援用される。
【００８６】
修飾された糖およびヌクレオシド間結合－模倣剤
　他の好ましいアンチセンス化合物、例えばオリゴヌクレオチド模倣剤においては、該ヌ
クレオチド単位の糖およびヌクレオシド間結合の両方（すなわち主鎖）が、新規な基によ
り置換される。該核酸塩基単位は、適当な標的核酸とのハイブリダイゼーションのために
維持される。優れたハイブリダイゼーション特性を有することが示されてきた、あるかか
る化合物、オリゴヌクレオチド模倣剤は、ペプチド核酸（PNA）と称される。PNA化合物に
おいては、オリゴヌクレオチドの糖主鎖は、特にアミノエチルグリシン主鎖であるアミド
含有主鎖で置換される。該核酸塩基は、保持され、該主鎖のアミド部分のアザ窒素原子に
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、直接、または間接的に、結合する。PNA化合物の調製法を教示する代表的な米国特許と
しては、限定されないが、米国特許第：5,539,082号; 5,714,331号および5,719,262号が
挙げられ、それぞれは参照として本明細書に援用される。PNA化合物のさらなる教示は、N
ielsenら, Science, 1991, 254, 1497-1500に見出し得る。
【００８７】
　本発明の好ましい態様は、ホスホロチオエート主鎖を有するオリゴヌクレオチド、およ
びヘテロ原子主鎖を有するオリゴヌクレオシド、ならびに特に、上記引用された米国特許
第5,489,677号の、-CH2-NH-O-CH2-、-CH2-N(CH3)-O-CH2-（メチレン（メチルイミノ）ま
たはMMI主鎖として公知の）、-CH2-O-N(CH3)-CH2-、-CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2-、および-O
-N(CH3)-CH2-CH2-（ここで、ネイティブのホスホジエステル主鎖は-O-P-O-CH2-と表され
る）、ならびに上記引用された米国特許第5,602,240号のアミド主鎖である。上記引用さ
れた米国特許第5,034,506号のモルホリノ主鎖構造を有するオリゴヌクレオチドもまた好
ましい。
【００８８】
修飾された糖
　修飾されたアンチセンス化合物はまた、一つ以上の置換された糖部分を含有し得る。ア
ンチセンス化合物、好ましくはアンチセンスオリゴヌクレオチドが好ましく、2’位で、
次のもの：OH；F；O-、S-、もしくはN-アルキル；O-、S-、もしくはN-アルケニル；O-、S
-もしくはN-アルキニル；またはO-アルキル-O-アルキルの一つを含み、ここでアルキル、
アルケニル、およびアルキニルは、置換された、または置換されていないC1からC10のア
ルキル、またはC2からC10のアルケニルおよびアルキニルであり得る。O((CH2)nO)mCH3、O
(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2、およびO(CH2)nON((CH2)nCH3)2が特
に好ましく、ここで、nおよびmは、1から約10である。他の好ましいオリゴヌクレオチド
は、2’位に次のもの：C1からC10の低級アルキル、置換された低級の、アルキル、アルケ
ニル、アルキニル、アルカリル、アラルキル、O-アルカリル、もしくはO-アラルキル、SH
、SCH3、OCN、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、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、
置換されたシリル、RNA切断基、レポーター基、インターカレーター、オリゴヌクレオチ
ドの薬物動態学的性質を向上するための基、またはオリゴヌクレオチドの薬力学的性質を
向上するための基、および類似の性質を有する他の置換基、の一つを含む。好ましい修飾
としては、2’-メトキシエトキシ（2’-O-（2-メトキシエチル）または2’-MOEとしても
また公知の2’-O-CH2CH2OCH3）（Martinら, Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504）す
なわち、アルコキシアルコキシ基、が挙げられる。さらに好ましい修飾としては、本明細
書中以下の実施例に記載されるように、2’-DMAOEとしてもまた公知の2’-ジメチルアミ
ノオキシエトキシ、すなわち、O(CH2)2ON(CH3)2基、およびまた本明細書中以下の実施例
に記載されるように、（当該分野でまた2’-O-ジメチル-アミノ-エトキシ-エチルまたは2
’-DMAEOEとして公知の）2’-ジメチルアミノエトキシエトキシ、すなわち、2’-O-CH2-O
-CH2-N(CH3)2が挙げられる。
【００８９】
　他の好ましい修飾としては、2’-メトキシ（2’-O-CH3）、2’-アミノプロポキシ（2’
-OCH2CH2CH2NH2）、2’-アリル（2’-CH2-CH=CH2）、2’-O-アリル（2’-O-CH2-CH=CH2）
および2’-フルオロ（2’-F）が挙げられる。該2’-修飾は、アラビノ（上）位またはリ
ボ（下）位に存在し得る。好ましい2’-アラビノ修飾は、2’-Fである。類似の修飾もま
た、オリゴヌクレオチドの他の位置、特に、3’末端ヌクレオチドまたは2’-5’結合オリ
ゴヌクレオチドにおける糖の3’位、および5’末端ヌクレオチドの5’位になされ得る。
アンチセンス化合物はまた、ペントフラノース糖の代わりにシクロブチル部分等の糖の模
倣剤を有し得る。かかる修飾された糖構造の調製法を教示する代表的な米国特許としては
、限定されないが、米国特許第：4,981,957号; 5,118,800号;
5,319,080号; 5,359,044号; 5,393,878号; 5,446,137号; 5,466,786号;
5,514,785号; 5,519,134号; 5,567,811号; 5,576,427号; 5,591,722号;
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5,597,909号; 5,610,300号; 5,627,053号; 5,639,873号; 5,646,265号;
5,658,873号; 5,670,633号; 5,792,747号;および5,700,920号が挙げられ、いくつかは本
出願に共通して所有され、並びにそれぞれはその全体の中で参照として本明細書に援用さ
れる。
【００９０】
　糖のさらに好ましい修飾としては、その2’-ヒドロキシル基が、糖の環の3’または4’
炭素原子に結合し、それにより、二環式糖部分を形成するロックド核酸（LNA）が挙げら
れる。該結合は、2’酸素原子および4’炭素原子を架橋する、メチレン（-CH2-）n基であ
り得、用語LNAは二環式部分として使用される。LNAおよびその調製法は、WO 98/39352号
、およびWO 99/14226号に記載されている。この位置におけるエチレン基の場合、用語ENA
を用いる（Singhら、Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; ENATM: Moritaら、Bioorganic 
Medicinal Chemistry, 2003, 11, 2211-2226）。
【００９１】
天然の、及び修飾された核酸塩基
　アンチセンス化合物はまた、核酸塩基（当該分野でヘテロ環式塩基、または単に「塩基
」としばしば称される）修飾または置換を含み得る。本明細書中で使用される場合、「非
修飾」または「天然」核酸塩基としては、プリン塩基であるアデニン（A）及びグアニン
（G）、ならびにピリミジン塩基であるチミン（T）、シトシン（C）及びウラシル（U）が
挙げられる。修飾された核酸塩基としては、5-メチルシトシン（5-me-C）、5-ヒドロキシ
メチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノアデニン、アデニン及びグアニ
ンの6-メチル及び他のアルキル誘導体、アデニン及びグアニンの2-プロピル及び他のアル
キル誘導体、2-チオウラシル、2-チオチミン及び2-チオシトシン、5-ハロウラシル及びシ
トシン、5-プロピニル（-C≡C-CH3）ウラシル及びシトシン、ならびにピリミジン塩基の
他のアルキニル誘導体、6-アゾウラシル、シトシン及びチミン、5-ウラシル（偽ウラシル
）、4-チオウラシル、8-ハロ、8-アミノ、8-チオール、8-チオアルキル、8-ヒドロキシル
、及び他の8-置換アデニン及びグアニン、5-ハロ、特に5-ブロモ、5-トリフルオロメチル
、及び他の5-置換ウラシル及びシトシン、7-メチルグアニン及び7-メチルアデニン、2-F-
アデニン、2-アミノ-アデニン、8-アザグアニン及び8-アザアデニン、7-デアザグアニン
及び7-デアザアデニン、及び3-デアザグアニン及び3-デアザアデニンなどの他の合成、及
び天然核酸塩基が挙げられる。さらなる修飾された核酸塩基としては、フェノキサジンシ
チジン（1H-ピリミド（5,4-b）（1,4）ベンゾキサジン-2(3H)-オン）、フェノチアジンシ
チジン（1H-ピリミド（5,4-b）（1,4）ベンゾチアジン-2(3H)-オン）、置換されたフェノ
キサジンシチジン（例えば、9-(2-アミノエトキシ)-H-ピリミド（5,4-b）（1,4）ベンゾ
キサジン-2(3H)-オン）などのGクランプ、カルバゾールシチジン（2H-ピリミド（4,5-b）
インドール-2-オン）、ピリドインドールシチジン（H-ピリド（3’,2’:4,5）ピロロ（2,
3-d）ピリミジン-2-オン）などの三環式ピリミジンが挙げられる。修飾された核酸塩基と
してはまた、該プリンまたはピリミジン塩基が、他のヘテロ環、例えば7-デアザ-アデニ
ン、7-デアザグアノシン、2-アミノピリジン、及び2-ピリドンで置換されたものが挙げら
れ得る。さらなる核酸塩基としては、米国特許第3,687,808号に開示されたもの、The Con
cise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, 858-859ページ, Kroschwitz,
 J.I., 編John Wiley & Sons, 1990に開示されたもの、Englischら, Angewandte Chemie,
 International Edition, 1991, 30, 613により開示されたもの、及びSanghvi, Y.S., 15
章, Antisense Research and Applications, 289-302ページ, Crooke, S.T.及びLebleu, 
B., 編, CRC Press, 1993により開示されたものが挙げられる。かかる核酸塩基のいくつ
かは、本発明の化合物の結合親和性を増大させるのに、特に有用である。これらとしては
、2-アミノプロピルアデニン、5-プロピニルウラシル、及び5-プロピニルシトシンを含む
5-置換ピリミジン、6-アザピリミジン、ならびにN-2、N-6、及びO-6置換プリンが挙げら
れる。5-メチルシトシン置換は、核酸二本鎖安定性を0.6～1.2℃増大させることが示され
、より詳しくは2’-O-メトキシエチル糖修飾と組み合わされた場合、現在好ましい塩基置
換である。
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【００９２】
　上記修飾された核酸塩基のいくつかならびに他の修飾された核酸塩基の調製法も教示す
る代表的な米国特許としては、限定されないが、上記米国特許第3,687,808号ならびに
米国特許第：4,845,205号; 5,130,302号; 5,134,066号;5,175,273号; 5,367,066号; 5,43
2,272号; 5,457,187号; 5,459,255号;5,484,908号; 5,502,177号; 5,525,711号; 5,552,5
40号; 5,587,469号;5,594,121号, 5,596,091号; 5,614,617号; 5,645,985号; 5,830,653
号;5,763,588号; 6,005,096号;及び5,681,941号（いくつかは本出願に共通して所有され
、それぞれは参照として本明細書に援用される）、及び米国特許第5,750,692号（本出願
に共通して所有され、また参照として本明細書に援用される）が挙げられる。
【００９３】
結合体
　本発明のアンチセンス化合物の別の修飾としては、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分
布、または細胞取り込みを高める一つ以上の部分または結合体をアンチセンス化合物に化
学的に連結することが挙げられる。かかる部分または結合体としては、第一級または二級
ヒドロキシル基などの官能基に共有結合した結合体群が挙げられ得る。本発明の結合体群
としては、インターカレーター、レポーター分子、ポリアミン、ポリアミド、ポリエチレ
ングリコール、ポリエーテル、オリゴマーの薬力学的性質を高める群、及びオリゴマーの
薬動力学的性質を高める群が挙げられる。典型的な結合体群としては、コレステロール、
脂質、リン脂質、ビオチン、フェナジン、葉酸、フェナントリジン、アントラキノン、ア
クリジン、フルオレセイン、ローダミン、クマリン、及び染料が挙げられる。薬力学的性
質を高める群としては、本発明の関係においては、取り込みを向上させ、分解耐性を高め
、及び／または標的核酸との配列特異的ハイブリダイゼーションを強化する群が挙げられ
る。薬動力学的性質を高める群としては、本発明の関係においては、本発明の化合物の取
り込み、分布、代謝、または排出を向上させる群が挙げられる。代表的な結合体群は、19
92年10月23日に出願された国際特許出願第PCT/US92/09196号、及び米国特許第6,287,860
号に開示されて、全開示は参照として本明細書に援用される。結合体部分としては、限定
されないが、コレステロール部分、コール酸、チオエーテル、例えば、ヘキシル-S-トリ
チルチオール、チオコレステロール、脂肪鎖、例えば、ドデカンジオール、もしくはウン
デシル残基、リン脂質、例えば、ジ-ヘキサデシル-rac-グリセロール、もしくはトリエチ
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、ポリアミン、
もしくはポリエチレングリコール鎖、または、アダマンタン酢酸、パルミチル部分、また
は、オクタデシルアミン、もしくはヘキシルアミノ-カルボニル-オキシコレステロール部
分などの脂質部分が挙げられる。本発明のアンチセンス化合物はまた、活性のある製剤原
料、例えば、アスピリン、ワルファリン、フェニルブタゾン、イブプロフェン、スプロフ
ェン、フェンブフェン、ケトプロフェン、(S)-(+)-プラノプロフェン、カルプロフェン、
ダンシルサルコシン、2,3,5-トリヨード安息香酸、フルフェナム酸、ホリニン酸、ベンゾ
サイアジアザイド、クロロサイアザイド、ジアゼピン、インドメチシン（indomethicin）
、バルビツレート、セファロスポリン、サルファ剤、抗糖尿病薬、抗菌物質、または抗生
物質に結合され得る。オリゴヌクレオチド－薬物結合体及びその調製法は、米国特許出願
第09/334,130号（1999年6月15日に出願）に記載され、その全体の中で本明細書に参照と
して援用される。
【００９４】
　かかるオリゴヌクレオチド結合体の調製法を教示する代表的な米国特許としては、限定
されないが、米国特許第：4,828,979号; 4,948,882号;5,218,105号; 5,525,465号; 5,541
,313号; 5,545,730号; 5,552,538号;5,578,717号, 5,580,731号; 5,580,731号; 5,591,58
4号; 5,109,124号;5,118,802号; 5,138,045号; 5,414,077号; 5,486,603号; 5,512,439号
;5,578,718号; 5,608,046号; 4,587,044号; 4,605,735号; 4,667,025号;4,762,779号; 4,
789,737号; 4,824,941号; 4,835,263号; 4,876,335号;4,904,582号; 4,958,013号; 5,082
,830号; 5,112,963号; 5,214,136号;5,082,830号; 5,112,963号; 5,214,136号; 5,245,02
2号; 5,254,469号;5,258,506号; 5,262,536号; 5,272,250号; 5,292,873号; 5,317,098号
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;5,371,241号, 5,391,723号; 5,416,203号, 5,451,463号; 5,510,475号;5,512,667号; 5,
514,785号; 5,565,552号; 5,567,810号; 5,574,142号;5,585,481号; 5,587,371号; 5,595
,726号; 5,597,696号; 5,599,923号;5,599,928号及び5,688,941号、が挙げられ、いくつ
かは本出願に共通して所有され、それぞれは本明細書に参照として援用される。
【００９５】
キメラ化合物
　所定の化合物のすべての位置が均一に修飾される必要はなく、実際には前記修飾の一つ
以上が、単一の化合物に、またはオリゴヌクレオチド内の単一のヌクレオシドにさえ、組
み込まれ得る。
【００９６】
　本発明はまた、キメラ化合物であるアンチセンス化合物を含む。「キメラ」アンチセン
ス化合物、または「キメラ」は、本発明の関係においては、アンチセンス化合物、特にオ
リゴヌクレオチドであり、これは、各々少なくとも一つのモノマー単位からなる、二つ以
上の化学的に異なる領域、すなわちオリゴヌクレオチド化合物の場合におけるヌクレオチ
ド、を含有する。
キメラアンチセンスオリゴヌクレオチドは、従って、アンチセンス化合物の形態である。
かかるオリゴヌクレオチドは、ヌクレアーゼ分解への増大した耐性、増大した細胞取り込
み、増大した安定性、及び／または標的核酸に対する増大した結合親和性をオリゴヌクレ
オチドに付与するようにオリゴヌクレオチドが修飾された、少なくとも一つの領域を典型
的には含有する。オリゴヌクレオチドのさらなる領域は、RNA:DNAまたはRNA:RNAハイブリ
ッドを切断し得る酵素の基質としてはたらき得る。例として、RNアーゼ(RNAse) Hは、RNA
:DNA二本鎖のRNA鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼである。RNアーゼ Hの活性化は、
したがって、RNA標的の切断を生じ、その結果オリゴヌクレオチドに媒介された遺伝子発
現の阻害の有効性を大いに高める。RNA:RNAハイブリッドの切断は、同様に、細胞及びウ
イルスのRNAの両方を切断するRNアーゼL(RNAseL)などのエンドリボヌクレアーゼの作用を
通じて達成され得る。RNA標的の切断は、通常通り、ゲル電気泳動、及び必要に応じて、
当該分野で公知の、関連する核酸ハイブリダイゼーション法によって、検出され得る。
【００９７】
　本発明のキメラアンチセンス化合物は、二つ以上の、上記のようなオリゴヌクレオチド
、修飾されたオリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシド、及び／またはオリゴヌクレオチ
ド模倣剤の複合構造として形成され得る。かかる化合物はまた、当該分野でハイブリッド
またはギャップマーと呼ばれてきた。かかるハイブリッド構造の調製法を教示する代表的
な米国特許としては、限定されないが、米国特許第：5,013,830号; 5,149,797号; 5,220,
007号;5,256,775号; 5,366,878号; 5,403,711号; 5,491,133号; 5,565,350号;5,623,065
号; 5,652,355号; 5,652,356号; 及び5,700,922号が挙げられ、いくつかは本出願に共通
して所有され、それぞれはその全体の中で参照として本明細書に援用される。
【００９８】
Ｇ．製剤
　本発明の化合物はまた、取り込み、分布及び／または吸収を助けるために、混合され、
カプセルに入れられ、例えばリポソーム、受容体標的分子、経口、直腸、局所、もしくは
他の製剤などの他の分子、分子構造もしくは化合物の混合物と結合され、または他の場合
には会合され得る。かかる取り込み、分布及び／または吸収を助ける製剤の調製法を教示
する代表的な米国特許としては、限定されないが、米国特許第：5,108,921号;5,354,844
号; 5,416,016号; 5,459,127号; 5,521,291号; 5,543,158号;5,547,932号; 5,583,020号;
 5,591,721号; 4,426,330号; 4,534,899号;5,013,556号; 5,108,921号; 5,213,804号; 5,
227,170号; 5,264,221号;5,356,633号; 5,395,619号; 5,416,016号; 5,417,978号; 5,462
,854号;5,469,854号; 5,512,295号; 5,527,528号; 5,534,259号; 5,543,152号;5,556,948
号; 5,580,575号; 及び5,595,756号が挙げられ、それぞれは参照として本明細書に援用さ
れる。
【００９９】
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　本発明のアンチセンス化合物は、任意の薬学的に許容され得る塩、エステル、もしくは
かかるエステルの塩、またはヒトを含む動物に投与すると、その生物学的に活性のある代
謝産物もしくは残留物を（直接もしくは間接的に）提供し得る任意の他の化合物を含む。
【０１００】
　用語「薬学的に許容され得る塩」は、本発明の化合物の生理学的に及び薬学的に許容さ
れ得る塩、すなわち親化合物の所望の生物学的活性を保持し、望まれない毒物学的効果を
それに付与しない塩のことを言う。オリゴヌクレオチドについての、薬学的に許容され得
る塩及びその使用の好ましい例は、さらに米国特許第6,287,860号に記載され、その全体
の中で本明細書に援用される。オリゴヌクレオチドについての、薬学的に許容され得る塩
の現在好ましい例としては、限定されないが、（ａ）ナトリウム、カリウム、アンモニウ
ム、マグネシウム、カルシウム、スペルミン及びスペルミジン等のポリアミン等のカチオ
ンで形成された塩等；（ｂ）例えば塩酸、臭化水素酸、硫酸、リン酸、硝酸等の無機酸で
形成された酸付加塩；（ｃ）例えば、酢酸、蓚酸、酒石酸、コハク酸、マレイン酸、フマ
ル酸、グルコン酸、クエン酸、リンゴ酸、アスコルビン酸、安息香酸、タンニン酸、パル
ミチン酸、アルギン酸、ポリグルタミン酸、ナフタレンスルホン酸、メタンスルホン酸、
ｐ－トルエンスルホン酸、ナフタレンジスルホン酸、ポリガラクツロン酸、等の有機酸で
形成された塩等；並びに（ｄ）塩素、臭素、及びヨウ素等のアニオン元素から形成される
塩が挙げられる。ナトリウム塩は現在より好ましいと考えられている。
【０１０１】
　本発明はまた、本発明のアンチセンス化合物を含有する医薬組成物及び製剤を含む。本
発明の医薬組成物は、局所または全身治療が望まれるかどうか、及び治療される部分によ
り、いくつかの方法で投与され得る。投与は、局所的（眼、ならびに膣及び直腸送達を含
む粘膜へを含む）、例えば噴霧器によることを含む粉末もしくはエアロゾルの吸入もしく
は通気により肺に、気管内、鼻腔内、表皮に、ならびに経皮的）、経口または非経口であ
り得る。非経口投与としては、静脈内、動脈内、皮下、腹腔内もしくは筋肉内注射もしく
は点滴、または頭蓋内、例えば髄腔内もしくは脳室内投与が挙げられる。少なくとも一つ
の2’-O-メトキシエチル修飾を有するオリゴヌクレオチドは、特に経口投与に有用である
と考えられている。局所投与用医薬組成物及び製剤としては、経皮貼付剤、軟膏、ローシ
ョン剤、クリーム、ゲル、ドロップ、坐剤、噴霧剤、液体、及び粉末が挙げられ得る。従
来の医薬担体、水性の、粉末または油性の基剤、増粘剤などが必要であり得るかまたは望
まれ得る。コーティングされたコンドーム、手袋などもまた有用であり得る。
【０１０２】
　本発明の医薬製剤は、従来単位投薬形態でもたらされ得るが、製薬産業で周知の従来技
術にしたがって調製され得る。かかる技術としては、活性成分を薬学的担体または賦形剤
と関連させる工程が挙げられる。一般的に製剤は、活性成分を液体担体もしくは微粉化し
た固体担体または両方と一様にかつ緻密に関連させ、次いで必要に応じて生成物を形作る
ことで調製される。
【０１０３】
　本発明の組成物は、錠剤、カプセル、ゲルカプセル、液体シロップ剤、ソフトゲル、坐
薬および浣腸等の、しかしこれらに限定されない任意の可能性のある多くの投薬形態へと
製剤化され得る。本発明の組成物はまた、水性媒体、非水性媒体または混合媒体における
懸濁液として製剤化され得る。水性懸濁液はさらに、例えば、カルボキシメチルセルロー
スナトリウム、ソルビトールおよび/またはデキストランを含む懸濁液の粘性を増大させ
る物質を含み得る。懸濁液はまた安定剤を含み得る。
【０１０４】
　本発明の医薬組成物としては、溶液、乳状液、泡およびリポソーム含有製剤が挙げられ
るが、これらに限定されない。本発明の医薬組成物および製剤は、1つ以上の浸透促進剤
、担体、賦形剤、または他の活性もしくは不活性成分を含み得る。
【０１０５】
　乳状液は、通常直径0.1μmを超える小滴の形で別の液体の中に分散しているある液体の
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一般的に不均一な系である。水相、油性相もしくは分離相それ自体のいずれかの溶液とし
て存在し得る分散相および活性薬物に加え、乳状液はさらなる構成要素を含み得る。マイ
クロエマルジョンは、本発明の態様として含まれる。乳状液およびその使用は、当該分野
にて周知であり、さらに米国特許第6,287,860号に記載されて、その全体の中で本明細書
に援用される。
【０１０６】
　本発明の製剤としては、リポソーム製剤が挙げられる。本発明で使用する場合、用語「
リポソーム」は、球状の二分子層または複数の二分子層に配置された両親媒性脂質から構
成される小胞を意味する。リポソームは、脂肪親和物質から形成される膜および送達され
る組成物を含有する水性の内部を有する単層状または多層状の小胞である。陽イオン性リ
ポソームは、負電荷を有するDNA分子と相互作用して安定した複合体を形成すると考えら
れる、正電荷を有するリポソームである。pH感受性または負電荷を有するリポソームは、
DNAと複合体を形成するよりもDNAを取り込むと考えられる。陽イオン性および非陽イオン
性リポソームのどちらも、DNAを細胞へ送達するのに使用されている。
【０１０７】
　本明細書中で用いられる場合、リポソームはまた、リポソームに取り込まれる場合に特
殊化した脂質を欠くリポソームに関連して増大した循環寿命を生じる一つ以上の特殊化し
た脂質を含むリポソームを指す用語「立体的に安定した」リポソームを含む。立体的に安
定したリポソームの例は、リポソームの小胞を形成する脂質部分の一部が1つ以上の糖脂
質を含有するもの、またはポリエチレングリコール（PEG）部分等の1つ以上の親水性ポリ
マーで誘導されているものである。リポソームおよびその使用は、さらに米国特許第6,28
7,860号に記載され、その全体の中で本明細書に援用される。
【０１０８】
　本発明の医薬製剤および医薬組成物はまた界面活性剤を含有し得る。薬物製品、製剤お
よび乳状液中の界面活性剤の使用は、当該分野において周知である。界面活性剤およびそ
の使用は、米国特許第6,287,860号にさらに記載され、その全体の中で本明細書に援用さ
れる。
【０１０９】
　ある態様において、本発明は核酸、特にオリゴヌクレオチドの、効率的な送達を実施す
るために、様々な浸透促進剤を使用する。非脂肪親和性薬物の細胞膜を横切る拡散を促進
するのに加え、浸透促進剤はまた、脂肪親和性薬物の浸透性を高める。浸透促進剤は５つ
の大きなカテゴリー、すなわち、界面活性剤、脂肪酸、胆汁酸塩、キレート剤および非キ
レート非界面活性剤の１つに属するものとして分類され得る。浸透促進剤およびその使用
は、米国特許第6,287,860号にさらに記載され、その全体の中で本明細書に援用される。
【０１１０】
　当業者は、製剤がそれらの意図された使用、すなわち、投与の経路に応じて決まりきっ
た手順で設計されることを認めるだろう。
【０１１１】
　局所投与のための好ましい製剤としては、本発明のオリゴヌクレオチドが脂質、リポソ
ーム、脂肪酸、脂肪酸エステル、ステロイド、キレート剤および界面活性剤等の局所送達
薬剤と混合されているものが挙げられる。好ましい脂質およびリポソームとしては、中性
（例えば、ジオレオイルホスファチジルDOPEエタノールアミン、ジミリストイルホスファ
チジルコリンDMPC、ジステアロイルホスファチジルコリン）陰性（例えば、ジミリストイ
ルホスファチジルグリセリンDMPG）および陽イオン性（例えば、ジオレオイルテトラメチ
ルアミノプロピルDOTAPおよびジオレオイルホスファチジルエタノールアミンDOTMA）が挙
げられる。
【０１１２】
局所または他の投与のために、本発明のオリゴヌクレオチドはリポソーム内に封入され得
るか、またはそれとの複合体、特に陽イオン性リポソームとの複合体を形成し得る。ある
いは、オリゴヌクレオチドは脂質、特に陽イオン性脂質と錯体を形成し得る。好ましい脂



(28) JP 2010-207232 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

肪酸およびエステル、その薬学的に許容され得る塩、ならびにその使用は米国特許第6,28
7,860号にさらに記載され、その全体の中で本明細書に援用される。局所製剤は、1999年5
月20日に出願された米国特許出願第09/315,298号に詳細に記載され、その全体の中で参照
として本明細書に援用される。
【０１１３】
　経口投与のための組成物および製剤としては、散剤または顆粒剤、ミクロ微粒子、ナノ
微粒子、水または非水性媒体中の懸濁液または溶液、カプセル、ゲルカプセル、サシェ、
錠剤または小型錠剤が挙げられる。増粘剤、矯味矯臭剤、希釈剤、乳化剤、分散補助剤ま
たは接合剤が望ましくあり得る。好ましい経口製剤は、本発明のオリゴヌクレオチドが1
つ以上の浸透促進剤、界面活性剤およびキレート剤とともに投与されるものである。好ま
しい界面活性剤としては、脂肪酸および/もしくはエステルまたはその塩、胆汁酸および/
またはその塩が挙げられる。好ましい胆汁酸/塩および脂肪酸ならびにその使用は、米国
特許第6,287,860号にさらに記載され、その全体の中で本明細書に援用される。浸透促進
剤の組み合わせ、例えば胆汁酸/塩と組み合わせた脂肪酸/塩もまた好ましい。特に好まし
い組み合わせは、ラウリン酸、カプリン酸およびUDCAのナトリウム塩である。さらに浸透
促進剤としては、ポリオキシエチレン-9-ラウリルエーテル、ポリオキシエチレン-20-セ
チルエーテルが挙げられる。本発明のオリゴヌクレオチドは、噴霧乾燥粒子を含む顆粒状
形態またはマイクロもしくはナノ粒子を形成する錯体形態で、経口的に送達され得る。オ
リゴヌクレオチド錯化剤およびその使用は、米国特許第6,287,860号にさらに記載され、
その全体の中で本明細書に援用される。オリゴヌクレオチドの経口製剤およびその調製は
、米国特許出願第09/108,673号（1998年7月1日出願）、第09/315,298号（1999年5月20日
出願）および第10/071,822号（2002年2月8日出願）に詳細に記載され、それぞれはその全
体の中で参照として本明細書に援用される。
【０１１４】
　非経口、髄膜下または脳室内投与のための組成物および製剤としては、緩衝剤、希釈剤
ならびに浸透促進剤、担体化合物および他の薬学的に許容され得る担体または賦形剤等で
、しかしこれらに限定されない他の適切な添加剤をまた含み得る滅菌水溶液が挙げられ得
る。
【０１１５】
　本発明のある態様は、1つ以上のオリゴマー化合物および非アンチセンス機構により機
能する1つ以上の他の化学療法薬剤を含む医薬組成物を提供する。かかる化学療法薬剤の
例としては、ダウノルビシン、ダウノマイシン、ダクチノマイシン、ドキソルビシン、エ
ピルビシン、イダルビシン、エソルビシン、ブレオマイシン、マホスファミド、イホスフ
ァミド、シトシンアラビノシド、ビスクロロエチルニトロソ尿素、ブスルファン、マイト
マイシンC、アクチノマイシンD、ミトラマイシン、プレドニゾン、ヒドロキシプロゲステ
ロン、テストステロン、タモキシフェン、ダカルバジン、プロカルバジン、ヘキサメチル
メラミン、ペンタメチルメラミン、ミトザントロン、アムサクリン、クロラムブシル、メ
チルシクロヘキシルニトロソ尿素、ナイトロジェンマスタード、メルファラン、シクロホ
スファミド、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、5-アザシチジン、ヒド
ロキシ尿素、デオキシコホルマイシン、4-ヒドロキシペルオキシシクロホスホラミド、5-
フルオロウラシル（5-FU）、5-フルオロデオキシウリジン（5-FUdR）、メトトレキサート
（MTX）、コルヒチン、タキソール、ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド（VP-
16）、トリメトレキサート、イリノテカン、トポテカン、ゲムシタビン、テニポシド、シ
スプラチンおよびジエチルスチルベストロール（DES）等の癌化学療法薬物が挙げられる
が、これらに限定されない。本発明の化合物とともに使用される場合、かかる化学療法薬
剤は、個々に（例えば、5-FUおよびオリゴヌクレオチド）、連続的に（例えば、5-FUおよ
びオリゴヌクレオチドのある期間の後にMTXおよびオリゴヌクレオチドが続く）、または1
つ以上の他のかかる化学療法薬剤（例えば5-FU、MTXおよびオリゴヌクレオチド、または5
-FU、放射線療法およびオリゴヌクレオチド）と組み合わせて使用され得る。非ステロイ
ド性抗炎症薬物およびコルチコステロイドを含むがこれらに限定されない抗炎症薬物、な
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らびにリビビリン、ビダラビン、アシクロビルおよびガンシクロビルを含むがこれらに限
定されない抗ウイルス性薬物はまた、本発明の組成物に組み込まれ得る。アンチセンス化
合物および他の非アンチセンス薬物の組み合わせはまた、本発明の範囲内である。2つ以
上の結合した化合物は、一緒にまたは連続して使用され得る。
【０１１６】
　別の関連ある態様において、本発明の組成物は、第1の核酸を標的にする1つ以上のアン
チセンス化合物、特にオリゴヌクレオチド、および第2の核酸標的を標的にする1つ以上の
さらなるアンチセンス化合物を含み得る。あるいは、本発明の組成物は、同じ核酸標的の
異なる領域を標的にした2つ以上のアンチセンス化合物を含み得る。アンチセンス化合物
の多数の例が当該分野において公知である。2つ以上の結合した化合物が、一緒にまたは
連続して使用され得る。
【０１１７】
Ｈ．投与
　治療用組成物の製剤化およびその引き続く投与(administration)(投与(dosing))は、当
業者の技術の範囲内であると考えられる。投与は、数日～数ヶ月続く治療の過程内で、ま
たは治癒が達成されたもしくは疾患状態の減少が達成されるまで、治療すべき疾患状態の
重篤度および反応性に依存する。最適な投与スケジュールは、患者の身体内での薬物の蓄
積を測定することにより計算され得る。当業者は、最適な投薬量、投与方法および頻度を
容易に決定し得る。最適な投薬量は、個々のオリゴヌクレオチドの相対効能に依存して変
動し得、一般的には、インビトロおよびインビボ動物モデルにおいて効果的であることが
見出されているEC50に基づいて評価され得る。一般的に、投薬量は、体重1kg当たり0.000
1μg～100 gであり、1日毎に、1週間毎に、1ヶ月毎にもしくは1年毎に1回以上、または2
～20年毎に1回でも投与され得る。当業者は、投与の頻度を、体液または組織中での測定
された薬物の滞留時間および濃度に基づいて容易に評価し得る。首尾良い治療の後、患者
に、疾患状態の再発を予防するための維持療法を受けさせることが望ましくあり得るが、
この場合、オリゴヌクレオチドを、体重1kg当たり0.0001μg～100 gの範囲内で、1日毎に
1回以上～20年毎に1回、維持投薬量で投与する。
【０１１８】
　本発明をいくつかのその好ましい態様に従って、具体的に記載してきたが、以下の実施
例は本発明を例証するのみであり、同様なものに限定されることを意図しない。本出願で
引用されるそれぞれの参照、GenBank accession numbers等はその全体の中で参照として
本明細書に援用される。
【実施例１】
【０１１９】
ヌクレオシドホスホルアミダイトの合成
　アミダイトおよびその中間体を含む以下の化合物は、米国特許第6,426,220号およびPCT
公開第WO 02／36743号に記載のように調製された; 5-メチル dC アミダイトの5'-O-ジメ
トキシトリチル-チミジン中間体、5-メチル-dCアミダイトの5'-O-ジメトキシトリチル-2'
-デオキシ-5-メチルシチジン中間体、5-メチルdCアミダイトの5'-O-ジメトキシトリチル-
2'-デオキシ-N4-ベンゾイル-5-メチルシチジンの最後から2番目の中間体、（5'-O-（4,4'
-ジメトキシトリフェニルメチル）-2'-デオキシ-N4-ベンゾイル-5-メチルシチジン-3'-O-
イル）-2-シアノエチル-N,N-ジイソプロピルホスホルアミダイト（5-メチルdCアミダイト
）、2'-フルオロデオキシアデノシン、2'-フルオロデオキシグアノシン、2'-フルオロウ
リジン、2'-フルオロデオキシシチジン、2'-O-（2-メトキシエチル）修飾アミダイト、2'
-O-（2-メトキシエチル）-5-メチルウリジン中間体、5'-O-DMT-2'-O-（2-メトキシエチル
）-5-メチルウリジンの最後から2番目の中間体、（5'-O-（4,4'-ジメトキシトリフェニル
メチル）-2'-O-（2-メトキシエチル）-5-メチルウリジン-3'-O-イル）-2-シアノエチル-N
,N-ジイソプロピルホスホルアミダイト（MOE Tアミダイト）、5'-O-ジメトキシトリチル-
2'-O-（2-メトキシエチル）-5-メチルシチジン中間体、5'-O-ジメトキシトリチル-2'-O-
（2-メトキシエチル）-N4-ベンゾイル-5-メチル-シチジンの最後から2番目の中間体、(5'
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-O-（4,4'-ジメトキシトリフェニルメチル）-2'-O-（2-メトキシエチル）-N4-ベンゾイル
-5-メチルシチジン-3'-O-イル)-2-シアノエチル-N,N-ジイソプロピルホスホルアミダイト
（MOE 5-Me-Cアミダイト）、（5'-O-（4,4'-ジメトキシトリフェニルメチル）-2'-O-（2-
メトキシエチル）-N6-ベンゾイルアデノシン-3'-O-イル）-2-シアノエチル-N,N-ジイソプ
ロピルホスホルアミダイト（MOE Aアミダイト）、（5'-O-（4,4'-ジメトキシトリフェニ
ルメチル）-2'-O-（2-メトキシエチル）-N4-イソブチリルグアノシン-3'-O-イル）-2-シ
アノエチル-N,N-ジイソプロピルホスホルアミダイト（MOE Gアミダイト）、2'-O-（アミ
ノオキシエチル）ヌクレオシドアミダイトおよび2'-O-（ジメチルアミノ-オキシエチル）
ヌクレオシドアミダイト、2'-（ジメチルアミノオキシエトキシ）ヌクレオシドアミダイ
ト、5'-O-tert-ブチルジフェニルシリル-O2-2'-アンヒドロ-5-メチルウリジン、5'-O-ter
t-ブチルジフェニルシリル-2'-O-（2-ヒドロキシエチル）-5-メチルウリジン、2'-O-（（
2-フタルイミドキシ）エチル）-5'-t-ブチルジフェニルシリル-5-メチルウリジン、5'-O-
tert-ブチルジフェニルシリル-2'-O-（（2-ホルムアドキシイミノオキシ）エチル）-5-メ
チルウリジン、5'-O-tert-ブチルジフェニルシリル-2'-O-（N,Nジメチルアミノオキシエ
チル）-5-メチルウリジン、2'-O-(ジメチルアミノオキシエチル)-5-メチルウリジン、5'-
O-DMT-2'-O-(ジメチルアミノオキシエチル)-5-メチルウリジン、5'-O-DMT-2'-O-（2-N,N-
ジメチルアミノオキシエチル）-5-メチルウリジン-3'-（（2-シアノエチル）-N,N-ジイソ
プロピルホスホルアミダイト）、2'-（アミノオキシエトキシ）ヌクレオシドアミダイト
、N2-イソブチリル-6-O-ジフェニルカルバモイル-2'-O-（2-エチルアセチル）-5'-O-（4,
4'-ジメトキシトリチル）グアノシン-3'-（（2-シアノエチル）-N,N-ジイソプロピルホス
ホルアミダイト）、2'-ジメチルアミノエトキシエトキシ（2'-DMAEOE）ヌクレオシドアミ
ダイト、2'-O-（2（2-N,N-ジメチルアミノエトキシ）エチル）-5-メチルウリジン、5'-O-
ジメトキシトリチル-2'-O-（2（2-N,N-ジメチルアミノエトキシ）-エチル)）-5-メチルウ
リジンおよび5'-O-ジメトキシトリチル-2'-O-（2（2-N,N-ジメチルアミノエトキシ）-エ
チル)）-5-メチルウリジン-3'-O-（シアノエチル-N,N-ジイソプロピル）ホスホルアミダ
イト。
【実施例２】
【０１２０】
オリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオシドの合成
　本発明に従って用いられるアンチセンス化合物は、固相合成の周知の技術により、簡便
かつ決まりきった手順で調製され得る。かかる合成のための装置は、例えば、Applied Bi
osystems（Foster City, CA）を含むいくつかの販売業社により販売されている。当該分
野で公知のかかる合成の任意の他の手段が、さらにまたは代替的に使用され得る。同様の
技術を使用して、ホスホロチオエートおよびアルキル化誘導体等のオリゴヌクレオチドを
調製することが周知である。
【０１２１】
オリゴヌクレオチド：
未置換および置換ホスホジエステル（P＝O）オリゴヌクレオチドは、ヨウ素で酸化する標
準的なホスホルアミダイト化学を用いる自動化DNA合成機 （Applied Biosystemsモデル39
4）で合成される。
【０１２２】
　ホスホロチオエート（P＝S）は、ホスファイト結合を酸化するための3,H-1,2-ベンゾジ
チオール-3-オン 1,1-ジオキシドの10％ w／vアセトニトリル溶液を利用してチオ化を行
うこと以外、ホスホジエステルオリゴヌクレオチドと同様に合成される。チオ化反応工程
の時間は、180秒まで延長し、通常のキャッピング工程を先に行った。CPGカラムからの切
断および55℃での濃縮水酸化アンモニウム中での脱保護（12～16時間）の後、オリゴヌク
レオチドを、3容積より多いエタノールを用いて、1 M NH4OAc溶液から沈殿させることに
より回収した。ホスフィネートオリゴヌクレオチドは、米国特許第5,508,270号に記載の
ように調製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２３】
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　アルキルホスホネートオリゴヌクレオチドは、米国特許第4,469,863号に記載のように
調製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２４】
　3'-デオキシ-3'-メチレンホスホネートオリゴヌクレオチドは、米国特許第5,610,289号
または同第5,625,050号に記載のように調製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２５】
　ホスホルアミダイトオリゴヌクレオチドは、米国特許第5,256,775号または同第5,366,8
78号に記載のように調製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２６】
　アルキルホスホノチオエートオリゴヌクレオチドは、PCT特許公開第PCT／US94／00902
号および同第PCT／US93／06976号（それぞれ第WO 94／17093号および第WO 94／02499号と
して公開されている）に記載のように調製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２７】
　3'-デオキシ-3'-アミノ ホスホルアミデートオリゴヌクレオチドは、米国特許第5,476,
925号に記載のように調製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２８】
　ホスホトリエステルオリゴヌクレオチドは、米国特許第5,023,243号に記載のように調
製され、参照として本明細書に援用される。
【０１２９】
　ボラノリン酸オリゴヌクレオチドは、米国特許第5,130,302号および同第5,177,198号に
記載のように調製され、両方が参照として本明細書に援用される。
【０１３０】
オリゴヌクレオシド：
MMI結合オリゴヌクレオシドとしても特定されるメチレンメチルイミノ結合オリゴヌクレ
オシド、MDH結合オリゴヌクレオシドとしても特定されるメチレンジメチルヒドラゾ結合
オリゴヌクレオシド、およびアミド-3結合オリゴヌクレオシドとしても特定されるメチレ
ンカルボニルアミノ結合オリゴヌクレオシド、およびアミド-4結合オリゴヌクレオシドと
しても特定されるメチレンアミノカルボニル結合オリゴヌクレオシド、ならびに、例えば
、交互にMMIおよびP＝OまたはP＝S結合を有する混合骨格化合物は、米国特許第5,378,825
号、同第5,386,023号、同第5,489,677号、同第5,602,240号および同第5,610,289号に記載
のように調製され、全ては参照として本明細書に援用される。
【０１３１】
　ホルムアセタールおよびチオホルムアセタール結合オリゴヌクレオシドは、米国特許第
5,264,562号および同第5,264,564号に記載のように調製され、参照として本明細書に援用
される。
【０１３２】
　エチレンオキシド結合オリゴヌクレオシドは、米国特許第5,223,618号に記載のように
調製され、参照として本明細書に援用される。
【実施例３】
【０１３３】
RNA合成
　一般的に、RNA合成化学は、戦略的な中間体反応における種々の保護基の選択的組み込
みに基づく。当業者は、有機合成における保護基の使用を理解するであろうが、有用な保
護基の種類には、シリルエーテルが含まれる。特定のかさ高いシリルエーテルは、2'-ヒ
ドロキシル上の酸に不安定なオルトエステル保護基と組み合わせて、5'-ヒドロキシルを
保護するのに用いられる。次いで、この保護基の組は、標準的な固相合成技術により使用
される。全ての他の合成工程後、酸に不安定なオルトエステル保護基を最後に除去するこ
とが重要である。さらに、必要に応じて、合成の間に早期にシリル保護基を使用すること
により、2'-ヒドロキシルの望まない脱保護が起こることなく、容易な除去が確実になる
。
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【０１３４】
　異なるように除去されかつ異なるように化学的に不安定な保護基での2'-ヒドロキシル
の保護と組み合わせた5'-ヒドロキシルの連続的保護のためのこの手順に従って、RNAオリ
ゴヌクレオチドを合成した。
【０１３５】
　RNAオリゴヌクレオチドは、段階的な様式で合成される。それぞれのヌクレオチドを、
（3'-から5'-の方向に）順に、固相支持体に結合させたオリゴヌクレオチドに添加する。
鎖の3'末端における第1のヌクレオシドを、固相支持体に共有結合させる。ヌクレオチド
前駆体、リボヌクレオシドホスホルアミダイトおよび活性化剤を添加し、第2の塩基を、
第1のヌクレオシドの5'末端にカップリングさせる。支持体を洗浄し、任意の未反応の5'-
ヒドロキシル基を無水酢酸でキャップして、5'-アセチル部分を得る。次いで、結合を、
より安定で、かつ最終的に所望されるP（V）結合に酸化する。ヌクレオチド付加サイクル
の最後に、5'-シリル基をフッ化物で切断する。該サイクルを、それぞれの次のヌクレオ
チドについて繰り返す。
【０１３６】
　合成後、リン酸塩上のメチル保護基を、DMF中の1 M ジナトリウム-2-カルバモイル-2-
シアノエチレン-1,1-ジチオレート三水和物（S2Na2）を利用して、30分間で切断する。脱
保護溶液を、水を使用して、固相支持体に結合したオリゴヌクレオチドから洗い流す。次
いで、支持体を、水中の40％メチルアミンで10分間、55℃にて処理する。これによりRNA
オリゴヌクレオチドが溶液中に遊離し、環外アミンを脱保護し、かつ2'-基を修飾する。
オリゴヌクレオチドを、この段階で、陰イオン交換HPLCにより分析し得る。
【０１３７】
　2'-オルトエステル基は、除去すべき最後の保護基である。Dharmacon Research, Inc. 
（Lafayette, CO）が開発したエチレングリコールモノ酢酸オルトエステル保護基は、有
用なオルトエステル保護基の一例であり、以下の重要な特性を有する。これはヌクレオシ
ドホスホルアミダイト合成およびオリゴヌクレオチド合成の条件に安定である。しかしな
がら、オリゴヌクレオチド合成後、オリゴヌクレオチドはメチルアミンで処理されるが、
該メチルアミンはオリゴヌクレオチドを固相支持体から切断するのみならず、オルトエス
テルからアセチル基を除去する。得られるオルトエステル上の2-エチルヒドロキシル置換
基は、アセチル化前駆体よりも電子吸引性が低い。結果として、修飾オルトエステルは、
酸触媒加水分解に対してより不安定になる。詳細には、アセチル基が除去された後、切断
速度はおよそ10倍速くなる。従って、このオルトエステルは、オリゴヌクレオチド合成に
適合するための十分な安定性を有し、さらに引き続いて修飾される場合、最終的なRNAオ
リゴヌクレオチド産物と適合する比較的穏やかな水性条件下で脱保護を行うことを可能に
する。
【０１３８】
　さらに、RNA合成の方法は、当該分野で周知である（Scaringe, S. A.博士論文, Univer
sity of Colorado, 1996; Scaringe, S. A.ら,J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 11820-11
821; Matteucci, M. D.およびCaruthers, M. H. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 3185-3
191; Beaucage, S. L.およびCaruthers, M. H. Tetrahedron Lett., 1981, 22, 1859-186
2; Dahl, B. J.ら, Acta Chem. Scand,. 1990, 44, 639-641; Reddy, M. P.ら, Tetrahed
ron Lett., 1994, 25, 4311-4314; Wincott, F.ら, Nucleic Acids Res., 1995, 23, 267
7-2684; Griffin, B. E.ら, Tetrahedron, 1967, 23, 2301-2313; Griffin, B. E.ら, Te
trahedron, 1967, 23, 2315-2331）。
【０１３９】
　本発明のRNAアンチセンス化合物（RNAオリゴヌクレオチド）は、本明細書中に記載の方
法により合成され得るか、またはDharmacon Research, Inc （Lafayette, CO）から購入
し得る。合成されると、相補的RNAアンチセンス化合物を合成し、次いで、当該分野で公
知の方法によりアニーリングして、二重鎖（二本鎖）アンチセンス化合物を形成し得る。
例えば、二本鎖は、30μlのRNAオリゴヌクレオチドの各相補的鎖（50 μM RNAオリゴヌク
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レオチド溶液）および15μlの5Ｘアニーリング緩衝液（100 mMの酢酸カリウム、30 mMのH
EPES-KOH（pH 7.4）、2 mMの酢酸マグネシウム）を組み合わせ、次いで、90℃で1分、次
いで37℃で1時間加熱することにより、形成され得る。得られる二本鎖アンチセンス化合
物は、標的核酸の役割を研究するためのキット、分析、スクリーニングもしくは他の方法
に、または診断目的もしくは治療目的のために使用され得る。
【実施例４】
【０１４０】
キメラ化合物の合成
　本発明のキメラオリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシドまたは混合オリゴヌクレオチ
ド／オリゴヌクレオシドは、いくつかの異なる型のものであり得る。これらには、結合ヌ
クレオシドの「ギャップ」部分が結合ヌクレオシドの5'と3'の「ウイング」部分の間に位
置する第1の型、および「ギャップ」部分がオリゴマー化合物の3'または5'末端のいずれ
かに位置する第2の「開放末端」型が挙げられる。第1の型のオリゴヌクレオチドはまた、
「ギャップマー（gapmer）」またはギャップトオリゴヌクレオチドとしても当該分野で公
知である。第2の型のオリゴヌクレオチドは、「ヘミマー（hemimer）」または「ウイング
マー（wingmer）」としても当該分野で公知である。
【０１４１】
（2'-O-Me）--（2'-デオキシ）--（2'-O-Me） キメラホスホロチオエートオリゴヌクレオ
チド
　2'-O-アルキルホスホロチオエートおよび2'-デオキシホスホロチオエートオリゴヌクレ
オチド部分を有するキメラオリゴヌクレオチドは、上述のApplied Biosystems自動化DNA
合成機モデル394を用いて合成される。オリゴヌクレオチドは、自動化合成機ならびにDNA
部分用の2'-デオキシ-5'-ジメトキシトリチル-3'-O-ホスホルアミダイトおよび5'と3'ウ
イング用の5'-ジメトキシトリチル-2'-O-メチル-3'-O-ホスホルアミダイトを使用して合
成される。標準的な合成サイクルを、5'-ジメトキシトリチル-2'-O-メチル-3'-O-ホスホ
ルアミダイト用に反応時間を長くしたカップリング工程を導入することにより変更する。
完全に保護したオリゴヌクレオチドを支持体から切断し、濃縮アンモニア（NH40H）中で1
2～16時間、55℃で脱保護する。次いで、脱保護オリゴを、適切な方法（沈殿、カラムク
ロマトグラフィー、真空中での容積減少、ならびにキャピラリー電気泳動および質量分析
法による収率および純度の分光学的分析）で回収する。
【０１４２】
（2'-O-（2-メトキシエチル））--（2'-デオキシ）--（2'-O-（メトキシエチル））キメ
ラホスホロチオエートオリゴヌクレオチド
　（2'-O-（2-メトキシエチル））--（2'-デオキシ）--（-2'-O-（メトキシエチル））キ
メラホスホロチオエートオリゴヌクレオチドは、2'-O-メチルアミダイトを2'-O-（メトキ
シエチル）アミダイトに置換し、2'-O-メチルキメラオリゴヌクレオチドについて上述し
た手順により調製された。
【０１４３】
（2'-O-（2-メトキシエチル）ホスホジエステル）--（2'-デオキシホスホロチオエート）
--（2'-O-（2-メトキシエチル）ホスホジエステル）キメラオリゴヌクレオチド
　（2'-O-（2-メトキシエチル ホスホジエステル）--（2'-デオキシホスホロチオエート
）--（2'-O-（2-メトキシエチル） ホスホジエステル）キメラオリゴヌクレオチドは、2'
-O-メチルキメラオリゴヌクレオチドについて上述した手順により、2'-O-メチル アミダ
イトを2'-O-（メトキシエチル）アミダイトに置換し、ヨウ素で酸化してキメラ構造のウ
イング部内でホスホジエステルヌクレオチド間結合を形成し、3,H-1,2ベンゾジチオール-
3-オン1,1-ジオキシド（Beaucage試薬）を利用して硫化することによりセンターギャップ
にホスホロチオエートヌクレオチド間結合を形成することによって、調製される。
【０１４４】
　他のキメラオリゴヌクレオチド、キメラオリゴヌクレオシドおよび混合キメラオリゴヌ
クレオチド／オリゴヌクレオシドは、本明細書中で参照として援用される米国特許第5,62
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3,065号に従って合成される。
【実施例５】
【０１４５】
グルココルチコイドレセプターを標的とする二本鎖アンチセンス化合物の設計およびスク
リーニング
　本発明によれば、一連の核酸二本鎖は、本発明のアンチセンス化合物およびその相補物
を含み、グルココルチコイドレセプターを標的とするように設計され得る。二本鎖のアン
チセンス鎖の核酸塩基配列は、表1のオリゴヌクレオチドの少なくとも8核酸塩基部分を含
む。鎖の末端は、1つ以上の天然または修飾された核酸塩基の付加により修飾されて、突
出を形成し得る。次いで、dsRNAのセンス鎖を、アンチセンス鎖の相補物として設計およ
び合成するが、これもまたいずれかの末端に修飾または付加を含み得る。例えば、ある態
様において、dsRNA二本鎖の鎖は両方とも、中央の核酸塩基に対して相補的であり、各々
が一方または両方の末端に突出を有するであろう。
【０１４６】
　例えば、配列CGAGAGGCGGACGGGACCGおよびデオキシチミジン（dT）の2つの核酸塩基突出
を有するアンチセンス鎖を含む二本鎖は、以下の構造を有する:

【０１４７】
　別の態様において、同じ配列CGAGAGGCGGACGGGACCGを有するアンチセンス鎖を含む二本
鎖は、平滑末端（一本鎖突出を有しない）を用いて、以下のように調製され得る:

【０１４８】
　二本鎖のRNA鎖は、本明細書中で開示される方法により合成され得るか、またはDharmac
on Research Inc.,（Lafayette, CO）から購入され得る。相補鎖は合成されると、アニー
リングする。一本鎖を等分し、50μMの濃度に希釈する。希釈すると、各鎖の30μLを、15
μLのアニ－リング緩衝液の5x溶液と合わせる。当該緩衝液の最終濃度は、100 mM酢酸カ
リウム、30 mM HEPES-KOH（pH 7.4）および2 mM酢酸マグネシウムである。最終容積は、7
5μLである。この溶液を、90℃で1分インキュベートし、次いで、15秒間遠心分離する。
管を37℃で1時間静置するが、このときにdsRNA二本鎖を実験に用いる。dsRNA二本鎖の最
終濃度は20μMである。この溶液は、冷凍（-20℃）保存し得、5回まで凍結融解すること
ができる。
【０１４９】
一度調製されると、二本鎖アンチセンス化合物は、グルココルチコイドレセプター発現を
調節する能力について評価される。細胞が80％のコンフルエンシーに達したとき、本発明
の二本鎖アンチセンス化合物で処理する。96ウェルプレートで生育させた細胞について、
ウェルを200μLのOPTI-MEM-1血清減少培地（GibcoBRL）で1回洗浄し、次いで、12μg／mL
のLIPOFECTIN（Gibco BRL）を含む130μLのOPTI-MEM-1、所望の二本鎖アンチセンス化合
物を最終濃度200 nMで処理する。処理の5時間後、培地を新鮮な培地で置き換える。処理
の16時間後に細胞を採取し、このときにRNAを単離して、標的の減少をRT-PCRにより測定
する。
【実施例６】
【０１５０】



(35) JP 2010-207232 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

オリゴヌクレオチドの単離
　制御された多孔質ガラス固相支持体からの切断および濃水酸化アンモニウム中で、55℃
で12-16時間脱ブロック化した後、オリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオシドを、3容
積未満のエタノールを用いて、1 M NH40Acから沈殿によって回収する。合成したオリゴヌ
クレオチドを、電子スプレー質量分析法（分子量測定）およびキャピラリーゲル電気泳動
により分析し、全長の少なくとも70％の物質であると決定した。この合成で得られたホス
ホロチオエートおよびホスホジエステル結合の相対量を、-16 amu産物（＋／- 32＋／-48
）に対する正確な分子量の比により測定した。いくつかの研究については、オリゴヌクレ
オチドを、Chiangら, J. Biol. Chem. 1991, 266, 18162-18171に記載のように、HPLCに
より精製した。HPLCで精製した物質について得られた結果は、HPLCで精製しなかった物質
について得られた結果と同様であった。
【実施例７】
【０１５１】
オリゴヌクレオチド合成-96ウェルプレート形式
　オリゴヌクレオチドは、固相P（III）ホスホルアミダイト化学により、96ウェル形式で
同時に96配列を集めることができる自動化合成機で合成した。ホスホジエステルヌクレオ
チド間結合は、水性ヨウ素での酸化により得た。ホスホロチオエートヌクレオチド間結合
は、無水アセトニトリル中の3,H-1,2ベンゾジチオール-3-オン1,1 ジオキシド（Beaucage
 試薬）を利用した硫化により生じさせた。標準的な塩基保護β-シアノエチルジイソプロ
ピルホスホルアミダイトは、商業販売業者（例えば、PE-Applied Biosystems, Foster Ci
ty, CAまたはPharmacia, Piscataway, NJ）から購入した。非標準的ヌクレオシドは、標
準的なまたは特許された方法のように合成される。これらは、塩基保護β-シアノエチル
ジイソプロピルホスホルアミダイトとして利用される。
【０１５２】
　オリゴヌクレオチドを支持体から切断し、濃NH40Hを用いて高温（55～60℃）で12-16時
間脱保護し、次いで、遊離した産物を減圧乾燥した。次いで、乾燥した産物を、滅菌水中
に再懸濁してマスタープレートを得たが、ここから、全ての分析および試験プレート試料
を、ロボットピペッターを利用して希釈する。
【実施例８】
【０１５３】
オリゴヌクレオチド分析-96ウェルプレート形式
　各ウェルのオリゴヌクレオチドの濃度を、試料の希釈およびUV吸収スペクトル測定によ
り評価した。個々の産物の全長完全性は、96ウェル形式（Beckman P／ACETMMDQ）のそれ
ぞれにおけるキャピラリー電気泳動（CE）により評価したか、または個々に調製した試料
については、市販のCE装置（例えば、Beckman P／ACETM5000, ABI 270）により評価した
。基本および骨格の組成を、電子スプレー質量分析法を利用した化合物の質量分析により
確認した。全てのアッセイ試験プレートを、単チャネルまたは多チャネルロボットピペッ
ターを用いて、マスタープレートから希釈した。プレートは、プレート上の少なくとも85
％の化合物が全長の少なくとも85％であった場合、許容可能であると判定した。
【実施例９】
【０１５４】
細胞培養およびオリゴヌクレオチド処理
　アンチセンス化合物が標的核酸の発現に与える影響は、標的核酸が測定可能なレベルで
存在する限り、多様な細胞型のいずれかで試験することができる。これは、例えば、PCR
またはノーザンブロット分析を用いて、常套的に測定することができる。以下の細胞型は
、例示の目的のために提供されるが、標的が選択された細胞型中で発現する限り、他の細
胞型も常套的に用いることができる。これは、例えば、ノーザンブロット分析、リボヌク
レアーゼ保護アッセイまたはRT-PCRのような、当該分野で常套的な方法により容易に測定
することができる。
【０１５５】
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T-24細胞:
　ヒト移行細胞膀胱癌細胞株T-24は、American Type Culture Collection （ATCC） （Ma
nassas, VA）から入手した。T-24細胞を、10％子ウシ胎児血清（Invitrogen Corporation
, Carlsbad, CA）、ペニシリン（1mL当たり100単位）およびストレプトマイシン（1mL当
たり100μg）（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）を添加した完全McCoy5A基礎培
地（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）中で常套的に培養した。細胞を、90％コン
フルエンスに達したときにトリプシン処理および希釈により常套的に継代培養した。RT-P
CR分析で用いるため、細胞を、96ウェルプレート（Falcon-Primaria #353872）に、7000
細胞／ウェルの密度で播種した。
【０１５６】
ノーザンブロット分析又は他の解析のために、細胞を適切な容積の培地及びオリゴヌクレ
オチドを用いて、100mm又は他の標準組織培養プレートに播種し、同様に処理し得る。
【０１５７】
A549細胞:
　ヒト肺癌細胞株A549は、American Type Culture Collection （ATCC） （Manassas, VA
）から入手した。A549細胞を、10％子ウシ胎児血清（Invitrogen Corporation, Carlsbad
, CA）、ペニシリン（1mL当たり100単位）およびストレプトマイシン（1mL当たり100μg
）（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）を添加したDMEM基礎培地（Invitrogen Cor
poration, Carlsbad, CA）中で常套的に培養した。細胞を、90％コンフルエンスに達した
ときにトリプシン処理および希釈により常套的に継代培養した。
【０１５８】
NHDF細胞:
　ヒト新生児皮膚線維芽細胞（NHDF）は、Clonetics Corporation （Walkersville, MD）
から入手した。NHDFは、供給業者により推奨されるように添加された線維芽細胞増殖培地
（Clonetics Corporation, Walkersville, MD）中で常套的に維持した。細胞を、供給業
者により推奨されるように、10回の継代培養まで維持した。
【０１５９】
HEK細胞:
　ヒト胚ケラチノサイト（HEK）は、Clonetics Corporation （Walkersville, MD）から
入手した。HEKは、供給業者により推奨されるように処方されたケラチノサイト増殖培地 
（Clonetics Corporation, Walkersville, MD）中で常套的に維持した。細胞を、供給業
者により推奨されるように、10回の継代培養まで常套的に維持した。
【０１６０】
HepG2細胞：
　ヒト胚芽細胞腫細胞株HepG2は、American Type Culture Collection (Manassas, VA)か
ら入手した。 HepG2細胞を、10％子ウシ胎児血清、非必須アミノ酸、及び１mMピルビン酸
ナトリウム(Gibco/Life Technologies,Gaithersburg,MD)を添加したイーグルMEM中で常套
的に培養した。細胞を、90％コンフルエンスに達したときにトリプシン処理および希釈に
より常套的に継代培養した。細胞を、RT-PCR分析での使用のために、96ウェルプレート（
Falcon-Primaria #3872）に、7,000細胞／ウェルの密度で播種した。
【０１６１】
ノーザンブロット分析又は他の解析のために、細胞を適切な容積の培地及びオリゴヌクレ
オチドを用いて、100mm又は他の標準組織培養プレートに播種し、同様に処理し得る。
【０１６２】
b.END細胞:
　マウス脳内皮細胞株b.ENDは、Max Plank Institute（Bad Nauheim, Germany）のWerner
 Risau博士から入手した。b.END細胞を、10％子ウシ胎児血清（Gibco/Life Technologies
, Gaithersburg, MD）を添加した高グルコースDMEM（Gibco/Life Technologies, Gaither
sburg, MD）で常套的に培養した。細胞を、90％コンフルエンスに達したときに、トリプ
シン処理および希釈により常套的に継代培養した。RT-PCR分析で用いるため、細胞を、96



(37) JP 2010-207232 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

ウェルプレート（Falcon-Primaria #3872）に、3000細胞／ウェルの密度で播種した。
【０１６３】
ノーザンブロット分析又は他の解析のために、細胞を適切な容積の培地及びオリゴヌクレ
オチドを用いて、100mm又は他の標準組織培養プレートに播種し、同様に処理し得る。
【０１６４】
NRK細胞：
　正常ラット腎臓(NRK)細胞は、American Type Culture Collection (Manassas, VA)から
入手した。 それらを、37℃、90％空気－10％CO2の加湿雰因気下、10％子ウシ胎児血清（
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA）、100ug/mlペニシリンおよび100ug/mlス
トレプトマイシン及び0.1mM非必須アミノ酸（すべてInvitrogen Life Technologies, Car
lsbad, CAからのサプリメント）を添加した最小必須培地(Invitrogen Life Technologies
, Carlsbad, CA)で連続単層培養として成長させた。細胞を、85％-90％コンフルエンスに
達したときにトリプシン処理および希釈により常套的に継代培養した。細胞を、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチドトランスフェクションでの使用のために、96ウェルプレート（Fa
lcon-Primaria #353872, BD Biosciences, Bedford, MA）に、6,000細胞／ウェルの密度
で播種した。
【０１６５】
一次マウス肝細胞
一次マウス肝細胞はCharles River Labsから入手されるCD-1マウスから調整される。一次
マウス肝細胞を10％子ウシ胎児血清（Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA）、
250nMデキサメタゾン(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO)、10nMウシインシュ
リン(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO)を添加した肝細胞付着培地(Invitroge
n Life Technologies, Carlsbad, CA)で常套的に培養した。細胞を、本発明のオリゴマー
化合物での処理のために、96ウェルプレート（Falcon-Primaria #353872, BD Bioscience
s, Bedford, MA）に、4,000-6,000細胞／ウェルの密度で播種した。
【０１６６】
アンチセンス化合物での処理:
　細胞が65-75％コンフルエンシーに達したとき、それらをオリゴヌクレオチドで処理す
る。96ウェルプレートで増殖した細胞について、ウェルを、100μLのOPTI-MEMTM-1血清使
用量低減培地（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）で1回洗浄し、次いで、3.75μg
／mLのLIPOFECTINTM（Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA）および所望の濃度のオリ
ゴヌクレオチドを含む130μLのOPTI-MEMTM-1で処理した。細胞を処理し、データを3連で
得た。37℃での4-7時間の処理後、培地を新鮮な培地と交換した。オリゴヌクレオチド処
理の16-24時間後、細胞を採集した。
【０１６７】
　用いたオリゴヌクレオチドの濃度は、細胞株によって変動する。特定の細胞株について
最適なオリゴヌクレオチド濃度を決定するために、細胞を、一定範囲の濃度で、陽性対照
オリゴヌクレオチドで処理する。ヒト細胞について、陽性対照オリゴヌクレオチドは、ヒ
トH-rasに標的化したISIS 13920
（

、配列番号：1）、
またはヒトJun-N末端キナーゼ-2（JNK2）に標的化したISIS 18078
（

、配列番号：2）のいずれかから選択される。両方の対照は、ホスホロチオエート骨格を
有する2'-O-メトキシエチルギャップマー（太字で示す2'-O-メトキシエチル）である。マ
ウスまたはラット細胞については、陽性対照オリゴヌクレオチドは、マウスおよびラット
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c-rafの両方に標的化したISIS 15770、

、配列番号：3、ホスホロチオエート骨格を有する2'-O-メトキシエチルギャップマー（太
字で示す2'-O-メトキシエチル）である。次いで、c-H-ras（ISIS 13920に対して）、JNK2
（ISIS 18078に対して）またはc-raf（ISIS 15770に対して）mRNAについて80％阻害を生
じる陽性対照オリゴヌクレオチドの濃度を、当該細胞株の引き続く実験における新しいオ
リゴヌクレオチドのスクリーニング濃度として利用する。80％阻害が達成できない場合、
c-H-ras、JNK2またはc-raf mRNAの60％阻害を生じる陽性対照オリゴヌクレオチドの最低
濃度を、該細胞株の引き続く実験におけるオリゴヌクレオチドのスクリーニング濃度とし
て用いる。60％阻害が達成されない場合、当該特定の細胞株は、オリゴヌクレオチドトラ
ンスフェクション実験に不適切であるとみなす。本明細書中で用いるアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドの濃度は、50 nM～300 nMである。
【実施例１０】
【０１６８】
グルココルチコイドレセプター発現のオリゴヌクレオチド阻害の分析
　グルココルチコイドレセプター発現のアンチセンス調節は、当該分野で公知の種々の方
法でアッセイすることができる。例えば、グルココルチコイドレセプター mRNAレベルは
、例えば、ノーザンブロット分析、競合ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）またはリアルタイ
ムPCR（RT-PCR）により定量することができる。リアルタイム定量PCRが現在のところ好ま
しい。RNA分析は、全細胞RNAまたはポリ（A）＋mRNA上で行うことができる。本発明のRNA
分析の好ましい方法は、本明細書中の他の実施例に記載の全細胞RNAの使用である。RNAの
単離の方法は当該分野で周知である。ノーザンブロット分析もまた当該分野で常套的であ
る。リアルタイム定量（PCR）は、PE-Applied Biosystems, Foster City, CAから市販さ
れている市販のABI PRISMTM7600、7700または7900 Sequence Detection Systemを用い、
製造業者の使用説明書に従って簡便に達成することができる。
【０１６９】
　グルココルチコイドレセプターのタンパク質レベルは、免疫沈降、ウエスタンブロット
分析（免疫ブロッティング）、酵素結合イムノソルベント検定法（ELISA）または蛍光活
性化細胞選別機（FACS）等の当該分野で周知の種々の方法で定量することができる。グル
ココルチコイドレセプターに指向した抗体は、抗体のMSRSカタログ（Aerie Corporation,
 Birmingham, MI）等の種々の供給源から同定されかつ得ることができるか、あるいは、
当該分野で周知の従来のモノクローナルまたはポリクローナル抗体産生方法により調製す
ることができる。
【実施例１１】
【０１７０】
グルココルチコイドレセプター阻害剤を使用するための表現型アッセイの設計
表現型アッセイ
　グルココルチコイドレセプター阻害剤を、本明細書中で開示された方法により同定し、
該化合物を、特定の疾患状態または状態の治療の効率を予測できる測定可能な終点をそれ
ぞれ有する1つまたはそれ以上の表現型アッセイでさらに研究する。表現型アッセイ、そ
れらの使用のためのキットおよび試薬は当業者に周知であり、健康および疾患におけるグ
ルココルチコイドレセプターの役割および／または関連を研究するために、本明細書中で
用いられる。いくつかの商業用の供給業者のいずれか1つから購入できる代表的な表現型
アッセイには、細胞生存率、細胞毒性、増殖または細胞生存を測定するもの（Molecular 
Probes, Eugene, OR; PerkinElmer, Boston, MA）、    酵素アッセイを含むタンパク質
ベースのアッセイ（Panvera, LLC, Madison, WI ; BD Biosciences, Franklin Lakes,NJ 
; Oncogene Research Products, San Diego, CA）、細胞調節、シグナル伝達、炎症、酸
化プロセスおよびアポトーシス（Assay Designs Inc., Ann Arbor, MI）、トリグリセリ
ド蓄積（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）、血管新生アッセイ、管形成アッセイ、サイト
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カインおよびホルモンアッセイならびに代謝アッセイ（Chemicon International Inc., T
emecula, CA; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ）が挙げられる。
【０１７１】
　ある非限定的実施例では、特定の表現型アッセイに適切であると決定された細胞（すな
わち、乳癌の研究のために選択されたMCF-7細胞;肥満の研究のための脂肪細胞）を、イン
ビトロの研究から同定されたグルココルチコイドレセプター阻害剤ならびに上述の方法で
測定された最適濃度の対照化合物で処理する。処理期間の最後に、処理および未処理細胞
を、アッセイに特有の1つ以上の方法で分析して、形質の結果および終点を決定する。
【０１７２】
　形質終点としては、時間または処理用量に対する細胞形態の変化、ならびにタンパク質
、脂質、核酸、ホルモン、糖類または金属のような細胞成分のレベルの変化が挙げられる
。pH、細胞周期の段階、細胞による生物学的指標の摂取または排出を含む細胞状態の測定
もまた、目的の終点である。
【０１７３】
　処理後の細胞の遺伝子型の分析（細胞の1つ以上の遺伝子の発現の測定）もまた、グル
ココルチコイドレセプター阻害剤の効率または効力の指標として用いられる。目印（Hall
mark）遺伝子、あるいは特定の疾患状態、状態または表現型に関連することが疑われる遺
伝子は、処理および未処理細胞の両方において測定される。
【実施例１２】
【０１７４】
RNA単離
ポリ（A）＋mANA単離
　ポリ（A）＋mRNAを、Miuraら（Clin. Chem., 1996, 42, 1758-1764）に従って単離した
。ポリ（A）＋mRNAを単離する他の方法は、当該分野で常套的である。簡潔には、96ウェ
ルプレート上で増殖した細胞について、増殖培地を細胞から除去し、各ウェルを200μLの
冷PBSで洗浄した。60μL溶解緩衝液（10 mM Tris-HCl、pH 7.6、1 mM EDTA、0.5 M NaCl
、0.5％ NP-40、20 mM バナジル-リボヌクレオシド複合体）を各ウェルに添加し、プレー
トを穏やかに攪拌し、次いで、室温で5分インキュベートした。55μLの溶解物を、オリゴ
d（T）被覆96ウェルプレート（AGCT Inc., Irvine CA）に移した。プレートを室温で60分
インキュベートし、200μLの洗浄緩衝液（10 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 mM EDTA, 0.3 M Na
Cl）で3回洗浄した。最後の洗浄後、プレートをペーパータオル上にブロットして過剰な
洗浄緩衝液を除去し、次いで5分間風乾した。70℃に予熱した60μlの溶出緩衝液（5 mM T
ris-HCl pH 7.6）を各ウェルに添加し、プレートを90℃のホットプレート上で5分間イン
キュベートし、次いで、溶出液を新鮮な96ウェルプレートに移した。
【０１７５】
　100 mmまたは他の標準的なプレートで増殖した細胞は、適当な容積の全ての溶液を用い
て同様に処理することができる。
【０１７６】
全RNA単離
　Qiagen, Inc.（Valencia, CA）から購入したRNEASY 96TMキットおよび緩衝液を用い、
製造業者が推奨する手順に従って、全RNAを単離した。手短にいえば、96ウェルプレート
上で増殖した細胞について、増殖培地を細胞から除去し、各ウェルを200μLの冷PBSを用
いて洗浄した。150μLの緩衝液RLTを各ウェルに添加し、プレートを20秒間激しく振とう
した。次いで、150μLの70％エタノールを各ウェルに添加し、内容物を、3回上下にピペ
ッティングすることにより混合した。次いで、試料を、廃液回収トレーを備え、かつ減圧
源に取り付けられたQIAVACTMマニホルドに取り付けられた、RNEASY 96TMウェルプレート
に移した。1分間減圧した。500μLの緩衝液RW1を、RNEASY 96TMプレートの各ウェルに添
加し、15分インキュベートし、再び1分間減圧した。追加の500μLの緩衝液RW1を、RNEASY
 96TMプレートの各ウェルに添加し、2分間減圧した。次いで、1 mLの緩衝液RPEをRNEASY 
96TMプレートの各ウェルに添加し、90秒間減圧した。次いで、緩衝液RPEでの洗浄を繰り
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返し、さらに3分間減圧した。次いで、プレートをQIAVACTMマニホルドから取り外し、ペ
ーパータオルにブロットし、乾燥させた。次いで、プレートを、1.2 mL回収管を含む回収
管ラックを備えたQIAVACTMマニホルドに再び取り付けた。次いで、140μLのRNアーゼ（RN
Ase）を含まない水を各ウェルにピペッティングし、1分間インキュベートし、次いで3分
間減圧することにより、RNAを溶出させた。
【０１７７】
　繰り返しのピペッティングおよび溶出工程は、QIAGEN Bio-Robot9604（Qiagen, Inc., 
Valencia CA）を用いて自動化され得る。基本的に、培養プレート上で細胞を溶解した後
、プレートをロボットデッキに移し、ここでピペッティング、DNase処理および溶出工程
を行う。
【実施例１３】
【０１７８】
グルココルチコイドレセプターmRNAレベルのリアルタイム定量PCR分析
　グルココルチコイドレセプターmRNAレベルの定量は、ABI PRISMTM7600、7700または790
0 Sequence Detection System（PE-Applied Biosystems, Foster City, CA）を用い、製
造業者の使用説明書に従って、リアルタイム定量PCRにより達成した。これは、ポリメラ
ーゼ連鎖反応（PCR）産物のリアルタイムでの高スループット定量を可能にする、閉鎖し
た管の非ゲルベースの蛍光検出システムである。PCRが完了した後に増幅産物を定量する
標準的なPCRとは対照的に、リアルタイム定量PCRの産物は、それらが蓄積されるにつれて
定量される。これは、フォワードおよびリバースPCRプライマーの間で特異的にアニ－リ
ングし、かつ2つの蛍光色素を含むオリゴヌクレオチドプローブを、PCR反応に含むことに
より達成される。レポーター色素（例えば、PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, 
Operon Technologies Inc., Alameda, CAまたはIntegrated DNA Technologies Inc., Cor
alville, IAのいずれかから入手したFAMまたはJOE）をプローブの5'末端に付加させ、ク
エンチャー色素（例えば、PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, Operon Technolog
ies Inc., Alameda, CAまたはIntegrated DNA Technologies Inc., Coralville, IAのい
ずれかから入手したTAMRA）をプローブの3'末端に付加させる。プローブおよび色素がイ
ンタクトである場合、レポーター色素発光を、3'クエンチャー色素の近傍でクエンチング
する。増幅の間、プローブの標的配列へのアニーリングにより、Taqポリメラーゼの5'-エ
キソヌクレアーゼ活性により切断され得る基質を生じる。PCR増幅サイクルの伸長期の間
、プローブのTaqポリメラーゼによる切断により、プローブの残りから（すなわち、クエ
ンチャー部分から）レポーター色素が放出され、配列特異的蛍光シグナルが生じる。各サ
イクルについて、さらなるレポーター色素分子を、それらの各々のプローブから切断し、
蛍光強度を、通常の間隔で、ABI PRISMTMSequence Detection System内に配置したレーザ
ー光学機械によりモニタリングする。各アッセイにおいて、未処理対照試料からのmRNAの
連続的希釈を含む一連の平行反応により、標準曲線が得られ、これを、試験試料のアンチ
センスオリゴヌクレオチド処理後の阻害率を定量するのに用いる。
【０１７９】
　定量PCR分析に先立ち、測定される標的遺伝子に特異的なプライマー-プローブセットが
GAPDH増幅反応で「マルチプレックス化（multiplexed）」される能力を評価する。重複化
の際、標的遺伝子および内部標準遺伝子GAPDHを、単一の試料中で同時に増幅する。この
分析において、未処理細胞から単離したmRNAを連続的に希釈する。各希釈物を、GAPDHの
み、標的遺伝子のみ（「シングルプレックス化（single-plexing）」）または両方（マル
チプレックス化）に特異的なプライマー-プローブセットの存在下で増幅する。PCR増幅後
、希釈の機能としてのGAPDHおよび標的mRNAシグナルの標準曲線を、シングルプレックス
化およびマルチプレックス化試料の両方から得る。マルチプレックス化試料から得たGAPD
Hおよび標的シグナルの勾配および相関係数の両方が、シングルプレックス化試料から得
た対応する値の10％の範囲内であれば、該標的に特異的なプライマー-プローブセットは
、マルチプレックス化可能であるとみなす。PCRの他の方法もまた当該分野で公知である
。
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【０１８０】
　PCR試薬は、Invitrogen Corporation（Carlsbad, CA）から入手した。RT-PCR反応は、2
0μLのPCRカクテル（2.5x PCR緩衝液－MgCl2、6.6 mMのMgCl2、それぞれ375μMのdATP、d
CTP、dCTPおよびdGTP、それぞれ375 nMのフォワードプライマーおよびリバースプライマ
ー、125 nMのプローブ、4単位のRNアーゼ（RNAse）阻害剤、1.25単位のPLATINUM（登録商
標）Taq、5単位のMuLV逆転写酵素、ならびに2.5x ROX色素）を30μLの全RNA溶液（20-200
 ng）を含む96-ウェルプレートに添加することにより行った。RT反応は、30分間48℃でイ
ンキュベーションすることにより行った。10分間95℃でインキュベーションすることによ
りPLATINUM（登録商標）Taqを活性化した後、40サイクルの2工程PCRプロトコールを95℃
で15秒間（変性）、次いで60℃で1.5分（アニーリング／伸長）で行った。
【０１８１】
　リアルタイムRT-PCRにより得られた遺伝子標的の量を、GAPDH（発現が一定である遺伝
子）の発現レベルのいずれかを用いて、あるいはRiboGreenTM（Molecular Probes, Inc. 
Eugene, OR）を用いて全RNAを定量することによって標準化する。GAPDH発現は、リアルタ
イムRT-PCRにより、標的と同時に、マルチプレックス化によりまたは別々に作動させてリ
アルタイムに定量する。全RNAは、RiboGreenTM RNA定量試薬（Molecular Probes, Inc. E
ugene, OR）を用いて定量する。RiboGreenTMによるRNA定量方法は、Jones, L. J.,ら, （
Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-374）に教示される。
【０１８２】
　このアッセイにおいて、170μLのRiboGreenTM作動薬（l0mM Tris-HCl中で1:350に希釈
されたRiboGreenTM試薬、1 mM EDTA, pH 7.5）を、30μLの精製した細胞RNAを含む96ウェ
ルプレート中にピペッティングする。プレートを、CytoFluor 4000（PE Applied Biosyst
ems）中で、485 nmでの励起および530 nmでの発光を用いて読み取る。
【０１８３】
　ヒトグルココルチコイドレセプターに対するプローブおよびプライマーは、公開された
配列情報（本明細書中で配列番号：4として援用されるGenBank受託番号NM_000176.1）を
用いて、ヒトグルココルチコイドレセプター配列にハイブリダイズするように設計した。
ヒトグルココルチコイドレセプターについて、PCRプライマーは：
フォワードプライマー:AGGTTGTGCAAATTAACAGTCCTAACT（配列番号：5）
リバースプライマー:TAGTCTTTTGCAACCATCATCCA（配列番号：6）
であり、PCRプローブは：
FAM-AGCACCTAGTCCAGTGACCTGCTGGGTAAA-TAMRA（配列番号：7）
であった（FAMは蛍光色素であり、TAMRAはクエンチャー色素である）。ヒトGAPDHについ
て、PCRプライマーは：
フォワードプライマー:GAAGGTGAAGGTCGGAGTC（配列番号：8）
リバースプライマー:GAAGATGGTGATGGGATTTC（配列番号：9）
であり、PCRプローブは：
5'JOE-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA3'（配列番号：10）
（JOEは蛍光レポーター色素であり、TAMRAはクエンチャー色素）であった。
【０１８４】
　マウスグルココルチコイドレセプターに対するプローブおよびプライマーは、公開され
た配列情報（本明細書中で配列番号：11として援用されるGenBank受託番号NM_008173.1）
を用いて、マウスグルココルチコイドレセプター配列にハイブリダイズするように設計さ
れた。マウスグルココルチコイドレセプターについて、PCRプライマーは：
フォワードプライマー:GACATCTTGCAGGATTTGGAGTT（配列番号：12）
リバースプライマー:AACAGGTCTGACCTCCAAGGACT（配列番号：13）
であり、PCRプローブは:
FAM-CGGGTCCCCAGGTAAAGAGACAAACGA-TAMRA（配列番号：14）
であった（FAMは蛍光レポーター色素であり、TAMRAはクエンチャー色素である）。マウス
GAPDHについて、PCR プライマーは:
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フォワードプライマー:GGCAAATTCAACGGCACAGT（配列番号：15）
リバースプライマー:GGGTCTCGCTCCTGGAAGAT（配列番号：16）
であり、PCRプローブは：
5'JOE-AAGGCCGAGAATGGGAAGCTTGTCATC-TAMRA3'（配列番号：17）
（JOEは蛍光レポーター色素であり、TAMRAはクエンチャー色素）であった。
【０１８５】
　ラットグルココルチコイドレセプターに対するプローブおよびプライマーは、公開され
た配列情報（本明細書中で配列番号：18として援用されるGenBank受託番号NM_012576.1）
を用いて、ラットグルココルチコイドレセプター配列にハイブリダイズするように設計さ
れた。ラットグルココルチコイドレセプターについて、PCRプライマーは：
フォワードプライマー:AAACAATAGTTCCTGCAGCATTACC（配列番号：19）
リバースプライマー:CATACAACACCTCGGGTTCAATC（配列番号：20）
であり、PCRプローブは:
FAM-ACCCCTACCTTGGTGTCACTGCT-TAMRA（配列番号：21）
であった（FAMは蛍光レポーター色素であり、TAMRAはクエンチャー色素である）。ラット
GAPDHについて、PCR プライマーは:
フォワードプライマー:TGTTCTAGAGACAGCCGCATCTT（配列番号：22）
リバースプライマー:CACCGACCTTCACCATCTTGT（配列番号：23）
であり、PCRプローブは：
5'JOE-TTGTGCAGTGCCAGCCTCGTCTCA-TAMRA3'（配列番号：24）
（JOEは蛍光レポーター色素であり、TAMRAはクエンチャー色素）であった。
【実施例１４】
【０１８６】
グルココルチコイドレセプター mRNAレベルのノーザンブロット分析
　アンチセンス処理の18時間後、細胞単層を冷PBSで2回洗浄し、1 mLのRNAZOLTM（TEL-TE
ST “B” Inc., Friendswood, TX）中で溶解した。全RNAを、製造業者が推奨するプロト
コールに従って調製した。20μgの全RNAを、MOPS緩衝液システム（AMRESCO, Inc. Solon,
 OH）を用いて、1.1％のホルムアルデヒドを含む1.2％アガロースゲルを通して電気泳動
することにより分画した。RNAを、Northern／Southern Transfer buffer system（TEL-TE
ST “B” Inc., Friendswood, TX）を用いる一晩の毛細管移動により、ゲルからHYBONDTM

-N＋ナイロン膜（Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ）に移した。RNAの移動
は、UV可視化により確認した。STRATALINKERTM UV Crosslinker 2400（Stratagene, Inc,
 La Jolla, CA）を用いるUV架橋により膜を固定化し、次いで、QUICKHYBTMハイブリダイ
ゼーション溶液（Stratagene, La Jolla, CA）を用い、ストリンジェントな条件について
の製造業者の推奨を用いてプローブした。
【０１８７】
　ヒトグルココルチコイドレセプターを検出するため、フォワードプライマーAGGTTGTGCA
AATTAACAGTCCTAACT（配列番号：5）およびリバースプライマーTAGTCTTTTGCAACCATCATCCA
（配列番号：6）を用いるPCRにより、ヒトグルココルチコイドレセプター特異的プローブ
を調製した。負荷および移動効率の変動について標準化するため、膜をストリッピングし
、ヒトグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）RNA（Clontech, Palo Al
to, CA）についてプローブした。
【０１８８】
　マウスグルココルチコイドレセプターを検出するため、フォワードプライマーGACATCTT
GCAGGATTTGGAGTT（配列番号：12）およびリバースプライマーAACAGGTCTGACCTCCAAGGACT（
配列番号：13）を用いるPCRにより、マウスグルココルチコイドレセプター特異的プロー
ブを調製した。負荷および移動効率の変動について標準化するため、膜をストリッピング
し、マウスグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）RNA（Clontech, Pal
o Alto, CA）についてプローブした。
【０１８９】
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　ラットグルココルチコイドレセプターを検出するため、フォワードプライマーAAACAATA
GTTCCTGCAGCATTACC（配列番号：19）およびリバースプライマーCATACAACACCTCGGGTTCAATC
（配列番号：20）を用いるPCRにより、ラットグルココルチコイドレセプター特異的プロ
ーブを調製した。負荷および移動効率の変動について標準化するため、膜をストリッピン
グし、ラットグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）RNA（Clontech, P
alo Alto, CA）についてプローブした。
【０１９０】
　ハイブリダイズした膜を、PHOSPHORIMAGERTMおよびIMAGEQUANTTMソフトウェアV3.3（Mo
lecular Dynamics, Sunnyvale, CA）を用いて視覚化し、定量した。データを、未処理対
照のGAPDHレベルに対して標準化した。
【実施例１５】
【０１９１】
2'-MOEウイングおよびデオキシギャップを有するキメラホスホロチオエートオリゴヌクレ
オチドによるヒトグルココルチコイドレセプター発現のアンチセンス阻害
　本発明に従い、一連のアンチセンス化合物を、公開された配列（本明細書中で配列番号
：4として援用されるGenBank受託番号NM_000176.1、本明細書中で配列番号：25として援
用されるGenBank受託番号AC012634のヌクレオチド1～106000の配列、本明細書中で配列番
号：26として援用されるGenBank受託番号X03348.1、および本明細書中で配列番号：27と
して援用されるGenBank受託番号U01351.1）を用いて、ヒトグルココルチコイドレセプタ
ー RNAの異なる領域を標的化するように設計した。化合物を表1および表2に示す。「標的
部位」は、化合物が結合する特定の標的配列上の第1の（5'最末端）ヌクレオチド番号を
示す。表1および表2中の全ての化合物は、両側（5'および3'方向）に5ヌクレオチドの「
ウイング」が隣接する10の2'-デオキシヌクレオチドからなる中央の「ギャップ」領域か
ら構成される20ヌクレオチド長のキメラオリゴヌクレオチド（「ギャップマー」）である
。ウイングは2'-メトキシエチル（2'-MOE）ヌクレオチドから構成される。ヌクレオシド
間（主鎖）結合は、オリゴヌクレオチド全体にわたってホスホロチオエート（P＝S）であ
る。全てのシトシン残基は、5-メチルシトシンである。
【０１９２】
表１の化合物をT-24細胞中のヒトグルココルチコイドレセプター mRNAレベルに与える影
響について、本明細書中の他の実施例に記載した定量リアルタイムPCRにより分析した。
表１に示されるデータは、T-24細胞を本発明の100nMのアンチセンスオリゴヌクレオチド
で処理した2回の実験の平均である。各データポイントの陽性対照は表中にて配列番号に
より特定している。「N.D.」は、存在する場合、「データがない」ことを示す。
【０１９３】
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【表１】

【０１９４】
　表1に示すように、配列番号：32、33、34、36、37、39、40、43、44、46、48、50、51
、52、53、54、55、57、58、59、60、61、62、63、および65は、本アッセイにおいてヒト
グルココルチコイドレセプター発現の少なくとも38％阻害を示し、それ故に好適である。
これらの好適な配列が相補的である標的領域は、本明細書中で「好適な標的セグメント」
と呼ばれ、それ故に本発明の化合物による標的化に好適である。配列番号：55は、マウス
グルココルチコイド核酸標的に対してまた相補的である、異種間ヌクレオチドである。
【０１９５】
表２の化合物をヒトグルココルチコイドレセプター mRNAレベルに及ぼす影響について、
本明細書中の他の実施例に記載した定量リアルタイムPCRにより分析した。データは、表
２に示されており、HepG2細胞を150 nMの本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドで処
理した2回の実験の平均である。各データポイントの陽性対照は表中にて配列番号により
特定している。「N.D.」は、存在する場合は、「データがない」ことを示す。
【０１９６】
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【表２】
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【０１９７】
　表2に示すように、配列番号67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、8
0、81、82、83、85、86、87、88、89、91、92、93、94、95、97、98、99、100、101、102
、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119
、120、121、122、123、124、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、136
、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152
、153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、166、167、168、169、170
、171、172、173、174、175、176、177、179、182、183、185、186、188、189、190、191
、192、193、194、195、196、197、198、199、200、202、203、204、206、208、209、210
、211、212、213、214および216は、本アッセイにおいてヒトグルココルチコイドレセプ
ター発現の少なくとも39％阻害を示し、それ故に好適である。これらの好適な配列が相補
的である標的領域は、本明細書中で「好適な標的セグメント」と呼ばれ、それ故に本発明
の化合物による標的化に好適である。
【０１９８】
配列番号67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、
85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、
104、105、106、107および108は、マウスグルココルチコイドレセプター核酸標的に対し
てまた相補的である、異種間オリゴヌクレオチドである。
【実施例１６】
【０１９９】
2'-MOEウイングおよびデオキシギャップを有するキメラホスホロチオエートオリゴヌクレ
オチドによるマウスグルココルチコイドレセプター発現のアンチセンス阻害
　本発明に従い、第２の一連のアンチセンス化合物を、公開された配列（本明細書中で配
列番号：11として援用されるGenBank受託番号NM_008173.1、本明細書中で配列番号：217
として援用されるGenBank受託番号X66367.1、本明細書中で配列番号：218として援用され
るGenBank受託番号BF181849.1、本明細書中で配列番号：219として援用されるGenBank受
託番号BE373661.1、および本明細書中で配列番号：２２０として援用されるGenBank受託
番号AC007995.19のヌクレオチド145001～164000の配列の相補鎖）を用いて、マウスグル
ココルチコイドレセプター RNAの異なる領域を標的化するように設計した。化合物を表3
に示す。「標的部位」は、化合物が結合する特定の標的配列上の第1の（5'最末端）ヌク
レオチド番号を示す。表3中の全ての化合物は、両側（5'および3'方向）に5ヌクレオチド
の「ウイング」が隣接する10の2'-デオキシヌクレオチドからなる中央の「ギャップ」領
域から構成される20ヌクレオチド長のキメラオリゴヌクレオチド（「ギャップマー」）で
ある。ウイングは2'-メトキシエチル（2'-MOE）ヌクレオチドから構成される。ヌクレオ
シド間（主鎖）結合は、オリゴヌクレオチド全体にわたってホスホロチオエート（P＝S）
である。全てのシトシン残基は、5-メチルシトシンである。化合物をマウスグルココルチ
コイドレセプター mRNAレベルに与える影響について、本明細書中の他の実施例に記載し
た定量リアルタイムPCRにより分析した。データは、b.END細胞を本発明の150nMのアンチ
センスオリゴヌクレオチドで処理した2回の実験の平均である。各データポイントの陽性
対照は表中にて配列番号により特定している。「N.D.」は、存在する場合、「データがな
い」ことを示す。
【０２００】
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【０２０１】
　表3に示すように、配列番号55、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、7
9、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、9
9、100、101、102、104、105、106、108、221、222、223、224、225、226、227、228、23
2、233、234、236、237、239、240、241、242、243、244、245、246、247、248、249、25
0、251、252、253および254は、本アッセイにおいてマウスグルココルチコイドレセプタ
ー発現の少なくとも32％阻害を示し、それ故に好適である。これらの好適な配列が相補的
である標的領域は、本明細書中で「好適な標的セグメント」と呼ばれ、それ故に本発明の
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【０２０２】
配列番号69、70、71、74、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、89、90、
94、95、96、97、98、100、101、102、103、104、106、222、224、227、231、254および2
55は、ラットグルココルチコイドレセプター核酸標的に対してまた相補的である、異種間
オリゴヌクレオチドである。
【実施例１７】
【０２０３】
2'-MOEウイングおよびデオキシギャップを有するキメラホスホロチオエートオリゴヌクレ
オチドによるラットグルココルチコイドレセプター発現のアンチセンス阻害
　本発明に従い、第3の一連のアンチセンス化合物を、公開された配列（本明細書中で配
列番号：18として援用されるGenBank受託番号NM_012576.1、および本明細書中で配列番号
：256として援用されるGenBank受託番号Y00489.1）を用いて、ラットグルココルチコイド
レセプター RNAの異なる領域を標的化するように設計した。化合物を表4に示す。「標的
部位」は、化合物が結合する特定の標的配列上の第1の（5'最末端）ヌクレオチド番号を
示す。表4中の全ての化合物は、両側（5'および3'方向）に5ヌクレオチドの「ウイング」
が隣接する10の2'-デオキシヌクレオチドからなる中央の「ギャップ」領域から構成され
る20ヌクレオチド長のキメラオリゴヌクレオチド（「ギャップマー」）である。ウイング
は2'-メトキシエチル（2'-MOE）ヌクレオチドから構成される。ヌクレオシド間（主鎖）
結合は、オリゴヌクレオチド全体にわたってホスホロチオエート（P＝S）である。全ての
シトシン残基は、5-メチルシトシンである。化合物をラットグルココルチコイドレセプタ
ー mRNAレベルに与える影響について、本明細書中の他の実施例に記載した定量リアルタ
イムPCRにより分析した。データは、NRK細胞を本発明の150nMのアンチセンスオリゴヌク
レオチドで処理した2回の実験の平均である。各データポイントの陽性対照は表中にて配
列番号により特定している。「N.D.」は、存在する場合、「データがない」ことを示す。
【０２０４】
【表４】
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【０２０５】
　表4に示すように、配列番号69、70、71、74、76、77、78、79、80、81、82、83、84、8
5、86、87、89、90、94、95、96、97、100、101、102、104、106、222、224、227、254、
257、258、259、260、261、262、263、264、265、266、267、268、269、270、271、272、
273、274、275、276、280、281、282、283、284、285、286、287、291、292、293、294、
295、298および299は、本アッセイにおいてラットグルココルチコイドレセプター発現の
少なくとも26％阻害を示し、それ故に好適である。これらの「好適な標的セグメント」は
、実験により、本発明のアンチセンス化合物とのハイブリダイゼーションに対して開放し
ており、かつ接近可能なことが見出されたので、当業者は、これらの好適な標的セグメン
トに特異的にハイブリダイズし、かつ結果としてグルココルチコイドレセプター発現を阻
害する他の化合物を包含する本発明のさらなる態様を、常套的な実験だけを用いて、理解
するかまたは確認することができるであろう。
【０２０６】
　本発明によれば、アンチセンス化合物は、アンチセンスオリゴマー化合物、アンチセン
スオリゴヌクレオチド、リボザイム、外部ガイド配列（EGS）オリゴヌクレオチド、選択
的スプライサー（alternate splicers）、プライマー、プローブ、および標的核酸の少な
くとも一部にハイブリダイズする他の短いオリゴマー化合物を含む。
【実施例１８】
【０２０７】
グルココルチコイドレセプタータンパク質レベルのウエスタンブロット分析
　ウエスタンブロット分析（免疫ブロット分析）は、標準的な方法を用いて行う。細胞を
、オリゴヌクレオチド処理の16～20時間後に採取し、PBSで1回洗浄し、Laemmli緩衝液（1
00μl／ウェル）中に懸濁し、5分間煮沸し、16％SDS-PAGEゲル上に装填する。ゲルを、1.
5時間、150Vで作動させ、ウエスタンブロッティング用の膜に移す。グルココルチコイド
レセプターに指向した適切な一次抗体を、一次抗体種に対して指向した、放射標識または
蛍光標識した二次抗体と共に用いる。バンドをPHOSPHORIMAGERTM（Molecular Dynamics, 
Sunnyvale CA）を用いて可視化する。
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【実施例１９】
【０２０８】
マウスグルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害：b.END細胞での用量応答研究
　本発明のさらなる態様において、ISIS 180271、ISIS 180272、ISIS 180277、ISIS 1802
80、ISIS 180281およびISIS 180314を用量応答実験にて試験した。ISIS 118920（GTTCATT
CTAAAGTGGTCAC、配列番号：300）は、タンパク質ホスファターゼ触媒サブユニット2αを
標的とし、対照として使用した。b.END細胞を24ウェルプレート中、1ウェルあたり40,000
細胞の密度で平板培養した。次いで細胞を、1、5、10、25、50、100または200nMのアンチ
センスオリゴヌクレオチドで処理し、本明細書中の他の実施例に記載したように、1mlの
培養液につき100nMオリゴヌクレオチドあたり3μlのLIPOFECTIN（Invitrogen Life Techn
ologies, Carlsbad, CA）と混合した。マウスグルココルチコイドレセプターの発現を本
明細書中の他の実施例に記載したようにリアルタイムPCRにより測定した。データをマウ
スグルココルチコイドレセプターmRNAの阻害率として表し、データを未処理の対照細胞に
対して標準化した。結果は3回の実験の平均であり、表５に示す。対照オリゴヌクレオチ
ドで処理された結果において、数字の前に付く「+」は、遺伝子発現が増加することを示
す。
【０２０９】
【表５】

【０２１０】
　表５で実証されたように、本実験で試験されたアンチセンス化合物は、用量依存様式に
より、b.END細胞中のマウスグルココルチコイドレセプターmRNA発現を阻害した。
【実施例２０】
【０２１１】
マウスグルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害：一次マウス肝細胞での用量応
答研究
　本発明にしたがって、ISIS 180271、ISIS 180272およびISIS 180280を一次マウス肝細
胞での用量応答実験にて試験し、50、100、200または400nMのアンチセンスオリゴヌクレ
オチドで処理した。ISIS 129685（AATATTCGCACCCCACTGGT、配列番号：301）、ISIS 12968
6（CGTTATTAACCTCCGTTGAA、配列番号：302）およびISIS 129695（TTCTACCTCGCGCGATTTAC
、配列番号：303）は、タンパク質ホスファターゼ2Aを標的とし、対照オリゴヌクレオチ
ドとして使用されたオリゴヌクレオチドである。細胞を処理し、mRNA発現レベルを本明細
書中の他の実施例に記載したように測定した。データを未処理の対照細胞に対して標準化
し、マウスグルココルチコイドレセプター中の変化率として表した。ここで、「-」とは
発現の減少を示し、「+」とは発現の増加を示す。結果は3回の実験の平均であり、表６に
て示す。
【０２１２】
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【表６】

【０２１３】
　これらのデータは、一次マウス肝細胞において、ISIS 180271、ISIS 180272およびISIS
 180280が、対照オリゴヌクレオチドと異なり、用量依存様式によりマウスグルココルチ
コイドレセプター発現を阻害したことを実証する。
【実施例２１】
【０２１４】
やせたマウス（db/db +/- マウス）におけるグルココルチコイドレセプターのアンチセン
ス阻害剤の効果
　db/db +/- マウスはdb/dbマウスの異型接合の同腹子であり、しばしばリーン同腹子と
言われるが、それらはdb（肥満症および高血糖症）表現型を示さないからである。６週齢
のdb/db +/- 雄マウスに、50mg/kgのアンチセンスオリゴヌクレオチドを週２回、皮下投
与した。合計で５回投与した。使用されたグルココルチコイドアンチセンスオリゴヌクレ
オチドは、ISIS 180272（配列番号：69）およびISIS 180280（配列番号：77）であった。
マウスPTENに対して標的化されたISIS 116847（CTGCTAGCCTCTGGATTTGA、配列番号：304）
を、陽性対照として使用した。アンチセンス化合物を緩衝食塩水で調製し、0.2ミクロン
フィルターで濾過することで滅菌した。血液試料を、マウスおよびラットから尾を切り取
ることで得た。血漿グルコース値を、最初の投与前（-６日目）およびマウスを屠殺する
前日（１５日目）に測定した。屠殺後、血清脂質を測定し、肝臓での標的減少もまた測定
した。
【０２１５】
　グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤である、ISIS 180272（配列番号
：69）で処置したやせたマウスにおいて、血漿グルコース値は、-６日目にておよそ220mg
/dL、および１５日目にておよそ170mg/dLであった。グルココルチコイドレセプターの別
のアンチセンス阻害剤である、ISIS 180280（配列番号：77）で処置したやせたマウスに
おいて、血漿グルコース値は、-６日目にておよそ230mg/dL、および１５日目にておよそ1
60mg/dLであった。食塩水単独で処置したやせたマウスは、-６日目にておよそ240mg/dL、
および１５日目にておよそ180mg/dLの満腹時の血漿グルコース値を有した。血漿グルコー
ス値はわずかに減少したが、マウスは低血糖症にはならなかった。
【０２１６】
　血清脂質をまた、研究の最後に測定した。コレステロール値は、食塩水で処置したやせ
たマウスでおよそ90mg/dL、ISIS 180272で処置したやせたマウスでおよそ115mg/dL、およ
びISIS 180280で処置したやせたマウスでおよそ100mg/dLであった。トリグリセリドは、
食塩水で処置したやせたマウスでおよそ155mg/dLであり、ISIS 180272で処置したやせた
マウスで100mg/dLに、およびISIS 180280で処置したやせたマウスで90mg/dLにかなり減少
した。
【０２１７】
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　肝臓でのグルココルチコイドレセプターmRNAレベルを、RiboGreenTM RNA定量試薬（Mol
ecular Probes, Inc. Eugene, OR）を用いて、上記の先の実施例で教示したように、研究
の最後で測定した。グルココルチコイドレセプターmRNAレベルは、食塩水での処置と比較
した場合、ISIS 180272で処置したやせたマウスでおよそ45%、ISIS 180280で処置したや
せたマウスでおよそ25%減少した。
【実施例２２】
【０２１８】
ob/obマウスにおけるグルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤の効果
　Ob/obマウスは、結果的に肥満症および高血糖症となる変異を、レプチン遺伝子中に有
する。したがってこれらのマウスは、肥満症および糖尿病の調査、ならびにこれらの症状
を処置するために設計された処置法のための有用なモデルである。本発明にしたがって、
グルココルチコイドレセプターに対して標的化された化合物を、肥満症および高血糖症の
ob/obモデルにて試験する。
【０２１９】
　７週齢のC57B1/6J-Lep ob/ob雄マウス（Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME）に脂肪
を10～15%含有する食事を与え、週2回で5週間、25mg/kgの用量でオリゴヌクレオチドを皮
下注射する。使用されたグルココルチコイドアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ISIS 1
80272（配列番号：69）およびISIS 180280（配列番号：77）であった。マウスPTENに対し
て標的化された、ISIS 116847（CTGCTAGCCTCTGGATTTGA、配列番号：304）を陽性対照とし
て使用し、関連の無いオリゴヌクレオチドであるISIS 141923（CCTTCCCTGAAGGTTCCTCC、
配列番号：305）を陰性オリゴヌクレオチド対照として使用した。食塩水を注射した動物
もまた対照として供する。
【０２２０】
　標的mRNAのアンチセンス阻害から生じる生理的効果を評価するために、アンチセンスオ
リゴヌクレオチド処置を受けるob/obマウスを、血清脂質、血清遊離脂肪酸、血清コレス
テロール、肝臓トリグリセリド、脂肪組織トリグリセリド、および肝臓酵素レベルについ
て処置期間の最後にさらに評価する。肝臓脂肪症、または肝臓からの脂肪除去を、肝臓ト
リグリセリド含有量を測定することによって評価する。肝臓脂肪症を、オイルレッドO染
色（一般に脂肪沈着物を視覚化するために使用され、細胞核および細胞質をそれぞれ視覚
化するために、ヘマトキシリンおよびエオシンで対比染色される）によって染色された冷
凍肝臓組織切片の常套的組織分析によって評価する。
【０２２１】
　ブドウ糖およびインスリン代謝における標的阻害の効果を、アンチセンスオリゴヌクレ
オチドで処置したob/obマウス中で評価する。アンチセンスオリゴヌクレオチド処置の前
（-1日目）に血漿グルコースを測定し、その後処置の2週間目および4週間目（それぞれ12
日目および27日目）で測定する。満腹時の血漿グルコース値、および空腹時の血漿グルコ
ース値の両方を測定する。血漿インスリンもまた、処置の初め、およびその後処置の2週
間目および4週間目で測定する。ブドウ糖負荷試験およびインスリン負荷試験もまた、満
腹時のマウス、および空腹時のマウスで行う。マウスにブドウ糖またはインスリンのどち
らかを腹腔内注射し、血中ブドウ糖値および血中インスリン値を、インスリンまたはブド
ウ糖負荷の前に測定し、15、20または30分の間隔で3時間まで測定する。
【０２２２】
　グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤である、ISIS 180272（配列番号
：69）で処置したob/obマウスにおいて、満腹時の血漿グルコース値は、-１日目にておよ
そ345mg/dL、１２日目にておよそ350mg/dLおよび２７日目にておよそ245mg/dLであった。
グルココルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤である、ISIS 180280（配列番
号：77）で処置したマウスにおいて、満腹時の血漿グルコース値は、-１日目にておよそ3
50mg/dL、１２日目にておよそ340mg/dLおよび２７日目にておよそ255mg/dLであった。対
照的に、食塩水単独で処置したマウスは、満腹時の血漿グルコース値の-１日目にておよ
そ350mg/dL、１２日目にておよそ420mg/dLおよび２７日目にておよそ400mg/dLを有した。
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PTENに対して標的化された、陽性対照オリゴヌクレオチドであるISIS 116847（配列番号
：304）で処置したマウスは、満腹時の血漿グルコース値の-１日目にておよそ340mg/dL、
１２日目にておよそ230mg/dLおよび２７日目にておよそ200mg/dLを有した。陰性対照オリ
ゴヌクレオチドであるISIS 141923で処置したマウスは、満腹時の血漿グルコース値の-１
日目にておよそ360mg/dL、１２日目にておよそ480mg/dLおよび２７日目にておよそ430mg/
dLを有した。かくして、満腹時の血漿グルコース値は、グルココルチコイドレセプターの
アンチセンス阻害剤による処置後に減少した。低血糖症は見られなかった。
【０２２３】
　空腹時のob/obマウスにおいて、血漿グルコース値を１９日目（16時間の空腹後）およ
び２９日目（12時間の空腹後）に測定した。グルココルチコイドレセプターのアンチセン
ス阻害剤である、ISIS 180272（配列番号：69）で処置したob/obマウスにおいて、空腹時
の血漿グルコース値は、１９日目にておよそ190mg/dL、および２９日目にておよそ220mg/
dLであった。グルココルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤である、ISIS 180
280（配列番号：77）で処置したマウスにおいて、空腹時の血漿グルコース値は、１９日
目にておよそ195mg/dL、および２９日目にておよそ270mg/dLであった。対照的に、食塩水
単独で処置したマウスは、空腹時の血漿グルコース値の１９日目にておよそ320mg/dL、お
よび２９日目にておよそ320mg/dLを有した。PTENに対して標的化された、陽性対照オリゴ
ヌクレオチドであるISIS 116847（配列番号：304）で処置したマウスは、空腹時の血漿グ
ルコース値の１９日目にておよそ170mg/dL、および２９日目にておよそ190mg/dLを有した
。陰性対照オリゴヌクレオチドであるISIS 141923で処置したマウスは、空腹時の血漿グ
ルコース値の１９日目にておよそ245mg/dL、および２９日目にておよそ340mg/dLを有した
。かくして、空腹時の血漿グルコース値もまた、グルココルチコイドレセプターのアンチ
センス阻害剤による処置後に減少した。低血糖症は観察されなかった。
【０２２４】
　ob/obマウス中の血清脂質もまた、研究の最後に測定した。コレステロール値は、食塩
水で処置したマウスでおよそ270mg/dL、ISIS 180272で処置したマウスでおよそ305mg/dL
、ISIS 180280で処置したマウスでおよそ250mg/dL、ISIS 116847で処置したマウスでおよ
そ285mg/dL、およびISIS 141923で処置したマウスでおよそ265mg/dLであった。トリグリ
セリドは、食塩水で処置したマウスでおよそ120mg/dL、ISIS 180272で処置したマウスで
およそ115mg/dL、ISIS 180280で処置したマウスでおよそ105mg/dL、ISIS 116847で処置し
たマウスでおよそ95mg/dL、およびISIS 141923で処置したマウスでおよそ95mg/dLであっ
た。
【０２２５】
　ob/obマウス肝臓でのグルココルチコイドレセプターmRNAレベルを、RiboGreenTM RNA定
量試薬（Molecular Probes, Inc. Eugene, OR）を用いて、上記の先の実施例で教示した
ように、研究の最後で測定した。グルココルチコイドレセプターmRNAレベルは、食塩水で
の処置と比較した場合、ISIS 180272で処置したマウスでおよそ80%減少し、ISIS 180280
で処置したマウスでおよそ70%減少した。グルココルチコイドレセプターmRNAレベルは、
陽性対照オリゴヌクレオチドであるISIS 116847で処置したマウスにて有意に減少しなか
った。陰性対照オリゴヌクレオチドであるISIS 141923で処置したマウスにて、グルココ
ルチコイドレセプターmRNAレベルはわずかに上昇した（対照の120%）。
【０２２６】
　ob/obマウスの白色脂肪組織でのグルココルチコイドレセプターmRNAレベルを、RiboGre
enTM RNA定量試薬（Molecular Probes, Inc. Eugene, OR）を用いて、上記の先の実施例
で教示したように、研究の最後で測定した。脂肪におけるグルココルチコイドレセプター
mRNAレベルは、食塩水での処置と比較した場合、ISIS 180272で処置したマウスでおよそ4
0%減少し、ISIS 180280で処置したマウスでおよそ52%減少した。脂肪におけるグルココル
チコイドレセプターmRNAレベルは、陽性対照オリゴヌクレオチドであるISIS 116847で処
置したマウスにてわずかに減少した（およそ13%）。陰性対照オリゴヌクレオチドであるI
SIS 141923で処置したマウスにて、グルココルチコイドレセプターmRNAレベルはわずかに
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上昇した（対照の120%）。
【実施例２３】
【０２２７】
レプチンレセプター欠損マウス（db/dbマウス）におけるグルココルチコイドレセプター
のアンチセンス阻害剤の効果
レプチンは食欲を制御する、脂肪組織によって産生されるホルモンである。ヒトおよび非
ヒト動物の双方においてこのホルモンの欠乏は、肥満をもたらす。db/dbマウスは、肥満
および高血糖をもたらすレプチンレセプター遺伝子における変異を有する。したがって、
かかるマウスは肥満および糖尿病の研究、ならびにかかる症状を処置するように設計され
る処置方法のための有用なモデルである。レプチン遺伝子において変異を有するob/obマ
ウスよりもインスリンの低循環レベルを有し、高血糖であるdb/dbマウスは、2型糖尿病を
有するげっ歯類のモデルとしてしばしば使用される。本発明に従って、本発明のオリゴマ
ー化合物を、肥満および糖尿病を有するdb/dbモデルにおいて試験した。
【０２２８】
　生後7週間の雄のC57B1/6J-Lepr db/dbマウス(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME)に
、15～20%の脂肪含有量を有する食餌を与えた。そして1種類以上の本発明のオリゴマー化
合物または対照化合物を25 mg/kgの用量で週に2回、5週間、皮下注射する。用いたグルコ
コルチコイドアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ISIS 180272 (配列番号: 69) およびI
SIS 180280 (配列番号: 77)であった。マウスPTEN を標的とするISIS 116847 (配列番号:
 304)を陽性対照として用い、関連のないオリゴヌクレオチドであるISIS 141923 (配列番
号: 305)を陰性オリゴヌクレオチド対照として用いた。オリゴヌクレオチドは緩衝生理食
塩水で調製し、0.2ミクロンのフィルターを通す濾過により滅菌した。標準的なげっ歯類
の食餌を与えた生理食塩水を注射した動物、レプチンレセプター野生型同腹子（すなわち
やせた同腹子）およびdb/dbマウスを対照とする。処置期間の後、マウスを屠殺し、標的
レベルを肝臓、褐色脂肪組織(BAT) 、および白色脂肪組織 (WAT)において評価する。RNA
の単離および標的mRNA発現レベルの定量は、本明細書中の他の実施例に記載したように行
う。
【０２２９】
　標的mRNAの阻害の結果として生じる生理学的効果を評価するために、db/dbマウスを処
置期間の終了時に、血清トリグリセリド、血清リポタンパク質、血清遊離脂肪酸、血清コ
レステロール、血清アポリポタンパク質、肝臓組織トリグリセリド、脂肪組織トリグリセ
リド、および血清トランスアミナーゼのレベルについてさらに評価する。トリグリセリド
、リポタンパク質、コレステロール、およびトランスアミナーゼは、普通の臨床分析機器
装置(例えばOlympus Clinical Analyzer, Melville, NY)によって測定する。血清遊離脂
肪酸は、Wako Chemicalsの非エステル化遊離脂肪酸用キット(Richmond, VA)を用いて測定
する。組織のトリグリセリドレベルは、Roche Diagnostics (Indianapolis, IN)のTrigly
ceride GPO Assayを用いて測定する。肝臓トリグリセリドレベルは、肝脂肪変性、または
肝臓からの脂質の除去を評価するために用いる。肝脂肪変性はまた、一般に脂質沈着物を
可視化するのに用いられるオイルレッドO染色剤で染色された、ならびにそれぞれ細胞核
および細胞質を可視化するためのヘマトキシリンおよびエオシンにより対比染色された凍
結肝臓組織切片の通常の組織学的分析により評価する。
【０２３０】
　本発明のオリゴマー化合物で処置されたdb/dbマウスにおいて、グルコースおよびイン
スリンの代謝に対する標的阻害の効果を評価する。血漿グルコース（給餌時および絶食時
）を処置の開始時に、および処置期間に毎週測定する。血漿インスリンを同様に測定する
。グルコースおよびインスリン負荷試験もまた、給餌したマウスおよび絶食させたマウス
において行う。マウスは、グルコースまたはインスリンのいずれかの腹腔内注射を受け、
血中グルコースおよびインスリンレベルをインスリンまたはグルコースの負荷（challeng
e）の前に、15、20、または30分の間隔で3時間まで測定する。グルコースレベルをYSIグ
ルコースアナライザー(YSI Scientific, Yellow Springs, OH)を用いて測定し、インスリ
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ンレベルをAlpco インスリン特異的ELISA キット (Windham, NH)を用いて測定する（are 
measure）。
【０２３１】
　グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤であるISIS 180272(配列番号: 69
)で処置したdb/dbマウスにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、-1日目で約300 mg/d
L、5日目で約445 mg/dL、12日目で約450 mg/dL、および 26日目で約450 mg/dLであった。
グルココルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤であるISIS 180280(配列番号: 
77)で処置したマウスにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、-1日目で約300 mg/dL、
5日目で約480 mg/dL、12日目で約440 mg/dL、および26日目で約480 mg/dLであった。生理
食塩水だけで処置したマウスは、-1日目で約300 mg/dL、5日目で約470 mg/dL、12日目で
約510 mg/dL、および26日目で約500 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。PTEN
を標的とする陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116847(配列番号: 304)で処置したdb/db
マウスは、-1日目で約300 mg/dL、5日目で約405 mg/dL、12日目で約300 mg/dL、および26
日目で約350 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。陰性対照オリゴヌクレオチ
ドISIS 141923で処置したマウスは、-1日目で約300 mg/dL、5日目で約405 mg/dL、12日目
で約425 mg/dL、および26日目で約500 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。
【０２３２】
　絶食させたdb/dbマウスにおいて、血漿グルコースレベルを19日目（16時間の絶食後）
および29日目（12時間の絶食後）に測定した。グルココルチコイドレセプターのアンチセ
ンス阻害剤であるISIS 180272(配列番号: 69)で処置したdb/dbマウスにおいて、絶食時血
漿グルコースレベルは、19日目で約200 mg/dL、および29日目で約210 mg/dLであった。グ
ルココルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤であるISIS 180280(配列番号: 77
) で処置したマウスにおいて、絶食時血漿グルコースレベルは、19日目で約260 mg/dL、
および29日目で約235 mg/dLであった。対照的に、生理食塩水だけで処置したマウスは、1
9日目で約320 mg/dL、および29日目で約300 mg/dLの絶食時血漿グルコースレベルを有し
た。PTENを標的とする陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116847(配列番号: 304)で処置し
たマウスは、19日目で約320 mg/dL、および29日目で約195 mg/dLの絶食時血漿グルコース
レベルを有した。陰性対照オリゴヌクレオチドISIS 141923で処置したマウスは、19日目
で約300 mg/dL、および29日目で約260 mg/dLの絶食時血漿グルコースレベルを有した。し
たがって、絶食時血漿グルコースレベルは、グルココルチコイドレセプターのアンチセン
ス阻害剤での処置の後、減少し、低血糖は見られなかった。
【０２３３】
　db/dbマウスにおける血清脂質もまた、研究の終りに測定した。コレステロールレベル
は、生理食塩水処置したマウスについて約170 mg/dL、ISIS 180272処置したマウスについ
て約125 mg/dL、ISIS 180280処置したマウスについて約120 mg/dL、ISIS 116847処置した
マウスについて約150 mg/dL、およびISIS 141923処置したマウスについて約195 mg/dLで
あった。トリグリセリドは、生理食塩水処置したマウスについて約220 mg/dL、ISIS 1802
72処置したマウスについて約95 mg/dL、ISIS 180280処置したマウスについて約105 mg/dL
、ISIS 116847処置したマウスについて約105 mg/dL、およびISIS 141923処置したマウス
について約245 mg/dLであった。したがって、血清脂質、特にトリグリセリドは、グルコ
コルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤で処置したdb/dbマウスにおいて、減少し
た。
【０２３４】
　もう一つの実験を、この実施例において前記した、-1、6、13および26日目に行う給餌
時血漿グルコース測定を有する実験と同様に行った。グルココルチコイドレセプターのア
ンチセンス阻害剤であるISIS 180272 (週に25 mg/kg x 2回皮下; 配列番号: 69)で処置し
たかかるdb/dbマウスにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、-1日目で約260 mg/dL、
6日目で約290 mg/dL、13日目で約405 mg/dL、および26日目で約305 mg/dLであった。グル
ココルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤であるISIS 180280 (週に25 mg/kg 
x 2回皮下; 配列番号: 77)で処置したマウスにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、
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-1日目で約260 mg/dL、6日目で約375 mg/dL、13日目で約345 mg/dL、および26日目で約35
5 mg/dLであった。生理食塩水だけで処置したマウスは、-1日目で約260 mg/dL、6日目で
約465 mg/dL、13日目で約480 mg/dL、および26日目で約510 mg/dLの給餌時血漿グルコー
スレベルを有した。PTENを標的とする陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116847(配列番号
: 304)で処置したdb/dbマウスは、-1日目で約250 mg/dL、6日目で約355 mg/dL、13日目で
約325 mg/dL、および26日目で約225 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。陰性
対照オリゴヌクレオチドISIS 141923で処置したマウスは、-1日目で約260 mg/dL、6日目
で約430 mg/dL、13日目で約402 mg/dL、および26日目で約480 mg/dLの給餌時血漿グルコ
ースレベルを有した。
【０２３５】
　db/dbマウスにおける血清脂質もまた、研究の終りに測定した。コレステロールレベル
は、生理食塩水処置したマウスについて約170 mg/dL、ISIS 180272処置したマウスについ
て約190 mg/dL、ISIS 180280処置したマウスについて約155 mg/dL、ISIS 116847処置した
マウスについて約180 mg/dL、およびISIS 141923処置したマウスについて約185 mg/dLで
あった。トリグリセリドは、生理食塩水処置したマウスについて約220 mg/dL、ISIS 1802
72処置したマウスについて約120 mg/dL、ISIS 180280処置したマウスについて約115 mg/d
L、ISIS 116847処置したマウスについて約190 mg/dL、およびISIS 141923処置したマウス
について約180 mg/dLであった。したがって、血清トリグリセリドは、グルココルチコイ
ドレセプターのアンチセンス阻害剤で処置したdb/dbマウスにおいて減少した。
【０２３６】
　db/dbマウス肝臓におけるグルココルチコイドレセプターmRNAレベルを上記のように、R
iboGreenTM RNA定量試薬(Molecular Probes, Inc. Eugene, OR)を用いて、研究の終わり
に測定した。グルココルチコイドレセプターmRNAレベルは、生理食塩水処置と比較したと
き、ISIS 180272で処置したマウスにおいて約53%、ISIS 180280で処置したマウスにおい
て約65%減少した。グルココルチコイドレセプターmRNAレベルは、陽性対照オリゴヌクレ
オチドISIS 116847または陰性対照オリゴヌクレオチドISIS 141923で処置したマウスにお
いて減少しなかった。
【０２３７】
　血漿コルチコステロンレベルを、視床下部下垂体軸の刺激に対する指標として、かかる
マウスにおいて測定した。コルチコステロンレベル(製造業者の指示に従い、ELISA kit, 
ALPCO, Windham NHにより測定した)は、生理食塩水で処置したマウスにおいては180 ng/m
l；PTEN阻害剤ISIS 116847で処置したマウスにおいては225 ng/ml、グルココルチコイド
レセプター阻害剤ISIS 180272で処置したマウスにおいては175 ng/ml、グルココルチコイ
ドレセプター阻害剤ISIS 180280で処置したマウスにおいては170 ng/ml、および対照オリ
ゴヌクレオチドISIS 141923で処置したマウスにおいては220 ng/mlであった。
【実施例２４】
【０２３８】
グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤のやせた(ZDF +/-)ラットに対する
効果
　ZDF +/-ラットは、Zucker Diabetic Fattyラットのヘテロ接合同腹子であり、これはホ
モ接合ZDF fa/faラットの損なわれたインスリン感応性の表現型を表さないため、やせた
同腹子としばしば称される。ホモ接合ZDFラットは、レプチンレセプターにおける変異を
有し、損なわれたインスリン感応性を有する有用な動物モデルとなる。
【０２３９】
　生後6週間のZDF +/-（やせた）雄ラットに、週に2回、37.5 mg/kgのアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドを、皮下で与え、投与した。オリゴヌクレオチドを緩衝食塩水で調製し、
濾過滅菌した。合計5つの投与量を与えた。用いたグルココルチコイドアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドは、ラットグルココルチコイドレセプターを標的とするISIS 180277 (配
列番号: 74)およびISIS 180281 (配列番号: 78)であった。血漿グルコースレベルは、1週
目の最初の投与の前および3週目のラットを屠殺する前の日に測定した。屠殺後、血清脂



(61) JP 2010-207232 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

質を測定し、肝臓における標的減少もまた測定した。
【０２４０】
　ラットグルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤であるISIS 180277 (配列
番号: 74)で処置したやせたZDF +/-ラットにおいて、血漿グルコースレベルは、1週目で
約170 mg/dLであり、3週目で約120 mg/dLであった。グルココルチコイドレセプターの別
のアンチセンス阻害剤であるISIS 180281 (配列番号: 78)で処置したやせたZDF +/-ラッ
トにおいて、血漿グルコースレベルは、1週目で約140 mg/dLであり、3週目で約140 mg/dL
であった。生理食塩水だけで処置したやせたラットは、1週目で約142 mg/dL、および3週
目で約135 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。血漿グルコースレベルは、180
277処置で減少したが、ラットは低血糖にならなかった。
【０２４１】
　血清脂質もまた、研究の終りに測定した。コレステロールレベルは、生理食塩水処置し
たやせたラットについて約110 mg/dL、ISIS 180277処置したやせたラットについて約70 m
g/dL、およびISIS 180281処置したやせたラットについて約25 mg/dLであった。トリグリ
セリドは、生理食塩水処置したやせたラットについて約115 mg/dLであり、ISIS 180277処
置したやせたラットについて約15 mg/dL、およびISIS 180281処置したやせたラットにつ
いて約20 mg/dLに十分に減少した。
【０２４２】
　やせたZDF +/-ラットの肝臓におけるグルココルチコイドレセプターmRNAレベルを上記
の先の実施例にて教示したように、RiboGreenTM RNA定量試薬(Molecular Probes, Inc. E
ugene, OR)を用いて、研究の終わりに測定した。グルココルチコイドレセプターmRNAレベ
ルは、生理食塩水処置と比較したとき、ISIS 180277で処置したラットにおいて約59%、お
よびISIS 180281で処置したラットにおいて約65%減少した。
【実施例２５】
【０２４３】
グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤のZucker Diabetic Fatty (ZDF)ラ
ットに対する効果
　レプチンレセプター欠損(fa/fa)Zucker diabetic fatty (ZDF) ラットは、2型糖尿病の
研究のための別の有用なモデルである。糖尿病はかかる8～10週の年齢の雄ラットにおい
て自然発生的に発症し、過食症、多尿症、煩渇多飲症、および損なわれた体重増加、すな
わち糖尿病の臨床症状と並行して起こる症状と関連する。Phillips MS, Liu Q, Hammond 
HA, Dugan V, Hey PJ, Caskey CJ, Hess JF, 1996, Nat Genet 13, 18-19。
【０２４４】
　生後6週間のZDF雄ラットに、週に2回、7週間、37.5 mg/kgの用量で、オリゴヌクレオチ
ドを皮下注射した。用いたグルココルチコイドアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ISIS
 180277 (配列番号: 74)およびISIS 180281 (配列番号: 78)であった。ラット、マウス、
およびヒトのPTENを標的とするISIS 116847 (GCGACAGCTGCTCCACCTTC; 配列番号: 304) を
陽性対照として用い、関連のないオリゴヌクレオチドであるISIS 141923 (CCTTCCCTGAAGG
TTCCTCC; 配列番号: 305)を陰性オリゴヌクレオチド対照として用いた。生理食塩水を注
射した動物もまた対照とする。オリゴヌクレオチドを緩衝食塩水で調製し、濾過滅菌した
。
【０２４５】
　グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤であるISIS 180277 (配列番号: 7
4)で処置したZDFラットにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、-1日目で約210 mg/dL
、6日目で約280 mg/dL、13日目で約390 mg/dL、26日目で約395 mg/dL、および40日目で約
420 mg/dLであった。グルココルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤であるISI
S 180281 (配列番号: 78)で処置したラットにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、-
1日目で約210 mg/dL、6日目で約290 mg/dL、13日目で約395 mg/dL、26日目で約410 mg/dL
、および40日目で約435 mg/dLであった。対照的に、生理食塩水だけで処置したラットは
、-1日目で約210 mg/dL、6日目で約260 mg/dL、13日目で約405 mg/dL、26日目で約410 mg
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/dL、および40日目で約445 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。PTENを標的と
する陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116847(配列番号: 304)で処置したラットは、-1日
目で約210 mg/dL、6日目で約190 mg/dL、13日目で約150 mg/dL、26日目で約110 mg/dL、
および40日目で約130 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。
【０２４６】
　絶食させたZDFラットにおいて、血漿グルコースレベルを21日目（16時間の絶食後）お
よび33日目（12時間の絶食後）に測定した。グルココルチコイドレセプターのアンチセン
ス阻害剤であるISIS 180277 (配列番号: 74)で処置したラットにおいて、絶食時血漿グル
コースレベルは、21日目で約145 mg/dL、および33日目で約130 mg/dLであった。グルココ
ルチコイドレセプターの別のアンチセンス阻害剤であるISIS 180281 (配列番号: 78)で処
置したマウスにおいて、絶食時血漿グルコースレベルは、19日目で約170 mg/dL、および2
9日目で約140 mg/dLであった。対照的に、生理食塩水だけで処置したラットは、19日目で
約270 mg/dL、および29日目で約255 mg/dLの絶食時血漿グルコースレベルを有した。PTEN
を標的とする陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116847(配列番号: 304)で処置したラット
は、19日目で約115 mg/dL、および29日目で約120 mg/dLの絶食時血漿グルコースレベルを
有した。したがって、絶食時血漿グルコースレベルは、グルココルチコイドレセプターの
アンチセンス阻害剤での処置の後、減少した。低血糖は観察されなかった。
【０２４７】
　ZDF fa/faラットにおける血清脂質もまた、研究の終りに測定した。コレステロールレ
ベルは、生理食塩水処置したラットについて約190 mg/dL、ISIS 180277処置したラットに
ついて約130 mg/dL、ISIS 180281処置したラットについて約70 mg/dL、およびISIS 11684
7処置したラットについて約140 mg/dLであった。トリグリセリドは、生理食塩水処置した
ラットについて約520 mg/dL、ISIS 180277処置したラットについて約360 mg/dL、ISIS 18
0281処置したラットについて約125 mg/dL、およびISIS 116847処置したラットについて約
910 mg/dLであった。したがって、グルココルチコイドレセプターの双方のアンチセンス
阻害剤が脂質を低下させる効果を有した。
【０２４８】
　アンチセンス処置の後、ZDFラットにおける血清遊離脂肪酸もまた測定した。遊離脂肪
酸は、生理食塩水処置したラットについて約0.68 mEq/l、ISIS 180277処置したラットに
ついて約0.48 mEq/l、およびISIS 180281処置したラットについて約0.31 mEq/lであった
。
【０２４９】
　グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチドによる精巣上体の脂肪
パッド重量の減少もまた、ZDFラットにおいて観測した（生理食塩水3.8±0.07グラムに対
してアンチセンス2.6±0.06グラム p<0.05）。グルココルチコイドレセプターアンチセン
ス阻害の効果は、かかる動物において食物摂取量または体重におけるいかなる変化も伴わ
なかった。グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチドの脂質を低下
させる効果の根底にある機構を理解するために、かかるモデルにおいて、いくつかの脂質
生成遺伝子の発現を研究した。グルココルチコイドレセプターアンチセンス処置は、コレ
ステロールの生合成における律速酵素である3-ヒドロキシ-3-メチルグルタリル補酵素A (
HMG-CoA) レダクターゼの発現の減少を引き起こし、かくしてグルココルチコイドレセプ
ターアンチセンス化合物のコレステロールレベルに対する効果を一部説明した。スクワレ
ンシンターゼ、ステロール調節因子結合タンパク質-1c（SREBP-1c）、HMGCoAシンターゼ
を含むいくつかの他の脂質生成遺伝子の発現は変わっていなかった。
【０２５０】
　肝臓酵素 (AST/ALT) もまた、かかるラットにおいて肝臓毒性の指標として測定した。
肝臓酵素は、アンチセンス処置により増加せず、生理食塩水処置した動物と比較して実際
に減少した。
【０２５１】
　ZDF fa/faラットの肝臓および白色脂肪組織におけるグルココルチコイドレセプターmRN
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Aレベルを上記の先の実施例にて教示したように、RiboGreenTM RNA定量試薬 (Molecular 
Probes, Inc. Eugene, OR) を用いて、研究の終わりに測定した。グルココルチコイドレ
セプターmRNAレベルは、生理食塩水処置と比較したとき、ISIS 180277で処置したラット
の肝臓において約60%、およびISIS 180281で処置したラットにおいて約63%減少した。グ
ルココルチコイドレセプターmRNAレベルはまた、ISIS 180281で処置したラットの脂肪組
織において約60%減少した。
【実施例２６】
【０２５２】
グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤のHigh Fat Diet/Streptozotocin (
HFD/STZ) ラットモデルにおける効果
　HFD/STZラットモデル (Reedら, 2000, Metabolism, 49, 1390-1394に基づく) は、食餌
的要素に関して高脂肪の食餌により誘発される、ヒト2型糖尿病（DIOすなわち食餌誘発性
肥満としても公知）およびストレプトゾトシンにより誘発される高血糖をよく模倣する。
ob/obおよびdb/dbモデルとは異なり、該糖尿病表現型は、レプチン遺伝子またはレプチン
レセプター遺伝子のいずれかの変異によってもたらされていない。
【０２５３】
　生後7週間の雄のSprague Dawleyラット（160～180グラムの体重）に、2週間、40%の脂
肪、41%の炭水化物、および18%のタンパク質からなる高脂肪の食餌(Harlan Teklad Adjus
ted Fat Diet 96132, Harlan Teklad, Madison WI)を与えた。この給餌スケジュールの間
、動物を、尾の採血により得た血漿試料のグルコース、インスリン、トリグリセリド、お
よび遊離脂肪酸についてモニターした。標準食餌の処置と比較した場合、HFD処置は、イ
ンスリン、トリグリセリド、および遊離脂肪酸の有意な上昇をもたらしたが、血漿グルコ
ースの増大をもたらさず、動物がインスリン抵抗性表現型を獲得したことを示し、これを
さらに経口的ブドウ糖負荷試験によって確証した。高血糖を誘発するために、ラットに、
50 mg/kgの新たに調製したSTZを腹腔内注射した。かかる用量で、STZは、膵臓においてイ
ンスリン産生β細胞の穏やかな破壊を引き起こし、結果として3日後に測定した高血糖を
生じた。350～450 mg/dLの範囲にわたる血漿グルコース値を有する動物を選択し、アンチ
センス薬剤の治療効果を試験した。最初の研究において、PTENおよびグルココルチコイド
レセプターのアンチセンスオリゴヌクレオチド阻害剤をかかるモデルで試験した。かかる
化合物は、4週間、週に2回、25 mg/kgの用量で、皮下経路にて投与した。オリゴヌクレオ
チドは、緩衝食塩水で調製し、濾過滅菌した。血漿グルコースおよびトリグリセリドは毎
週測定した。
【０２５４】
　グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤であるISIS 180281 (配列番号: 7
8)で処置したHFD/STZラットにおいて、給餌時血漿グルコースレベルは、1週目で450 mg/d
L、2週目で487 mg/dL、および4週目で446 mg/dLであった。生理食塩水だけで処置したラ
ットは、1週目で約432 mg/dL、2週目で約470 mg/dL、および4週目で約487 mg/dLの給餌時
血漿グルコースレベルを有した。PTENを標的とする陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116
847(配列番号: 304)で処置したラットは、1週目で446 mg/dL、2週目で552 mg/dL、および
4週目で398 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。陰性対照オリゴヌクレオチド
ISIS 141923で処置したラットは、1週目で約443 mg/dL、2週目で約525 mg/dL、および4週
目で約398 mg/dLの給餌時血漿グルコースレベルを有した。
【０２５５】
　絶食させたHFD/STZラットにおいて、血漿グルコースレベルは、グルココルチコイドレ
セプターのアンチセンス阻害剤であるISIS 180281 (配列番号: 78)で処置したラットにお
いて100 mg/dL、生理食塩水だけで処置したラットにおいて320 mg/dL、PTENを標的とする
陽性対照オリゴヌクレオチドISIS 116847(配列番号: 304)で処置したラットにおいて155 
mg/dL、および陰性対照オリゴヌクレオチドISIS 141923で処置したラットにおいて225 mg
/dLであった。したがって、絶食時血漿グルコースレベルは、グルココルチコイドレセプ
ターのアンチセンス阻害剤での処置の後減少した。
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【０２５６】
　HFD/STZラットにおける血清脂質もまた、研究の終りに測定した。コレステロールレベ
ルは、生理食塩水処置したラットについて約100 mg/dL、ISIS 180281処置したラットにつ
いて約50 mg/dL、ISIS 116847処置したラットについて約75 mg/dL、およびISIS 141923処
置したラットについて約95 mg/dLであった。トリグリセリドは、生理食塩水処置したラッ
トについて約230 mg/dL、ISIS 180281処置したラットについて約30 mg/dL、ISIS 116847
処置したラットについて約125 mg/dL、およびISIS 141923処置したラットについて約175 
mg/dLであった。したがって、グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤は、
脂質を低下させる効果を有した。グルココルチコイドレセプターアンチセンスはまた、HF
D-STZラットにおいて血漿遊離脂肪酸を有意に減少させた（生理食塩水0.93±0.12 mEQ/L
に対してアンチセンス0.52±0.04 mEQ/L, p<0.05）。
【０２５７】
　かかるSTZ-HFDラットにおいて、血漿コルチコステロンレベルを測定したところ、生理
食塩水処置と比較して、グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤での処置に
より変化しなかった。
【０２５８】
　グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチドによる精巣上体の脂肪
パッド重量の減少もまた、HFD-STZラットにおいて観測した（生理食塩水2.41±0.23グラ
ムに対してアンチセンス1.8±0.63グラム）。グルココルチコイドレセプターアンチセン
ス阻害の効果は、かかる動物において食物摂取量または体重におけるいかなる変化も伴わ
なかった。グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチドの脂質を低下
させる効果の根底にある機構を理解するために、我々はかかるモデルにおいて、いくつか
の脂質生成遺伝子の発現を研究した。グルココルチコイドレセプターアンチセンス処置は
、コレステロールの生合成における律速酵素である3-ヒドロキシ-3-メチルグルタリル補
酵素A (HMG-CoA) レダクターゼの発現の減少を引き起こし、かくしてグルココルチコイド
レセプターアンチセンス化合物のコレステロールレベルに対する効果を一部説明した。ス
クワレンシンターゼ、ステロール調節因子結合タンパク質-1c（SREBP-1c）、HMGCoAシン
ターゼを含むいくつかの他の脂質生成遺伝子の発現は変わっていなかった。
【０２５９】
　処置の後、肝臓におけるグルココルチコイドレセプターレベルもまた測定した。生理食
塩水対照と比較した場合、グルココルチコイドmRNAレベルは、ISIS 180281 (配列番号: 7
8) により50%減少し、ISIS 141923により全く減少しなかった。PTENアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドISIS 116847は、グルココルチコイドレセプターmRNAレベルにおいて、阻害
をもたらさず、実際にわずかな増加を引き起こした（生理食塩水対照の121%）。
【０２６０】
　したがって、グルココルチコイドレセプターに対するアンチセンスによる処置は、肝臓
におけるグルココルチコイドレセプターの発現の50%の減少、絶食時グルコースにおける
約50%の減少、および血漿グルコースにおける約68%の減少をもたらした。かかる結果は、
Zucker Diabetic Fatty (ZDF)ラットモデルにおいて得られたデータと一致する。
【実施例２７】
【０２６１】
グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害が肝臓および全身のグルココルチコイ
ドに対する応答に及ぼす効果
　全身的阻害効果を有するグルココルチコイドレセプターアンタゴニストは、視床下部下
垂体軸の刺激などの望ましくない副作用をもたらし得る。アンチセンス阻害剤の重要な利
点は、アンチセンスオリゴヌクレオチドによるグルココルチコイドレセプターの発現の減
少は、大部分が、グルココルチコイドレセプターの阻害についての望ましい標的組織であ
る肝臓および脂肪組織において観察されるが、少数が全身で観察されることである。した
がって、この標的の他の種類の阻害剤と比較して、オリゴヌクレオチド阻害剤により望ま
しくない全身的副作用（主として視床下部下垂体軸の刺激）の可能性が減少することが考
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えられる。
【０２６２】
　グルココルチコイドレセプターの発現が、下垂体において調節されることなく、肝臓に
おいて調節され得ることを確証するために、ZDFラットをグルココルチコイドレセプター
のアンチセンス阻害剤（ISIS 180281）で、5週間、週に2回、皮下投与する37.5 mg/kgに
て処置した。RNAを下垂体から単離し、グルココルチコイドレセプターレベルを先の実施
例に記載されたように、RibogreenTM分析により測定した。グルココルチコイドレセプタ
ーに対するアンチセンスで処置したラットにおいて、下垂体におけるグルココルチコイド
レセプターのレベルは、生理食塩水処置したラットにおけるレベルと同じであった。した
がって、この標的のアンチセンス阻害は、この標的に対する阻害の望ましくない部位（例
えば下垂体）における阻害なしに、所望の効果をもたらすであろう特定の器官（例えば肝
臓）において達成され得ることが示され得る。下垂体のプロオピオメラノコルチン (POMC
-1) RNA発現はまた、RT-PCRにより測定され、グルココルチコイドレセプター発現のアン
チセンス阻害剤により有意に影響されなかった。
【０２６３】
　コルチコステロンレベルもまた、視床下部下垂体軸の刺激に対する指標として測定した
。コルチコステロンレベルにおける有意な変化は見られなかった（グルココルチコイドレ
セプターに対するアンチセンスで処置したZDFラットについての35 ng/mlに対し、生理食
塩水処置したラットについての45 ng/ml、および対照オリゴヌクレオチド処置したラット
についての30 ng/ml）。コルチコステロンレベルは、同様に、グルココルチコイドレセプ
ターのアンチセンス阻害剤で処置したマウスにおいて変化しないことがわかった。
【０２６４】
　この仮説をさらに検証するために、普通の雄のSprague Dawleyラットをグルココルチコ
イドレセプターのアンチセンス阻害剤 (ISIS 180281; 配列番号: 78) または対照オリゴ
ヌクレオチド (ISIS 141923; 配列番号: 305) で、週に2回、4週間、50 mg/kgの用量で処
置した。その後、該動物を一晩絶食させ、生理食塩水またはデキサメタゾンを注射した (
4 mg/kg 腹腔内)。注射の4時間後、動物を屠殺し、肝臓組織を収集し、チロシンアミノト
ランスフェラーゼ/TAT mRNAの発現（肝臓ステロイド活性の指標として用いたステロイド
反応性遺伝子）における変化をRT-PCRにより調べた。加えて、全身的なグルココルチコイ
ドの効果の指標である循環リンパ球の測定のために血液の試料を採った。予期したように
デキサメタゾンは、TAT発現における有意な増大、および循環リンパ球における減少（す
なわちリンパ球減少）をもたらした。グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害
剤での処置は、肝臓のグルココルチコイドレセプターの発現において約75%の減少をもた
らし、これはデキサメタゾンに誘発されるTAT発現における増大を予防することを伴った
。しかし、デキサメタゾンに誘発される循環リンパ球における減少に対する効果は観察さ
れなかった（すなわちリンパ球減少なし）。
【０２６５】
　かかる結果は、先の実施例におけるコルチコステロンレベルに対する効果の欠如ととも
に、グルココルチコイドレセプターの発現のアンチセンス阻害は、全身的なグルココルチ
コイドの効果を変えることなく、肝臓におけるグルココルチコイドの効果の機能的な拮抗
作用をもたらすことを示す。
【０２６６】
　血漿副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)のレベルもまた、デキサメタゾンの負荷（challenge
）の後に調べた。ACTHレベルは、製造業者の指示に従い、ELISA kit (ALPCO, Windham NH
) を用いて測定した。グルココルチコイドアンチセンスオリゴヌクレオチド(ISIS 180281
)は基礎的ACTHレベルに影響を及ぼさなかった(生理食塩水9.79 pg/mlに対してASO 9.96 p
g/ml)。ISIS 180281はまた、肝臓におけるデキサメタゾンに誘発されるPEPCKの発現を減
少させた。デキサメタゾンの負荷後の肝臓グリコーゲンもまた、ISIS 180281でのアンチ
センス処置により変化した。ISIS 180281で処置したマウスにおいて、肝臓グリコーゲン
レベルは、デキサメタゾンの代わりに生理食塩水を与えた動物における約1 mg/gに対し、
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デキサメタゾン負荷を与えた動物において約1.5 mg/gであった。対照オリゴヌクレオチド
ISIS 141923で処置したマウスにおいて、肝臓グリコーゲンレベルは、デキサメタゾンの
代わりに生理食塩水を与えた動物における約4 mg/gに対し、デキサメタゾン負荷を与えた
動物において約13.5 mg/gであった。生理食塩水で処置したマウスにおいて（オリゴヌク
レオチドなし）、肝臓グリコーゲンレベルは、デキサメタゾンの代わりに生理食塩水を与
えた動物における約3 mg/gに対し、デキサメタゾン負荷を与えた動物において約9 mg/gで
あった。
【実施例２８】
【０２６７】
グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤のラットにおける食餌誘発性肥満に
対する効果
　グルココルチコイドレセプター発現のアンチセンス阻害剤は、肥満または体重増加を減
少させることが期待される。これを、DIO（食餌誘発性肥満）モデルとしても公知の高脂
肪食餌（HFD）モデルにおいて検証した。
【０２６８】
　生後7週間の雄のSprague Dawleyラット(160～180グラムの体重)に40%の脂肪、41%の炭
水化物、および18%のタンパク質からなる高脂肪食餌(Harlan Teklad Adjusted Fat Diet 
96132)を2週間与えた。この給餌スケジュールの間、一定の間隔で動物の体重を量る。
【０２６９】
　グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤で処置したマウスは、生理食塩水
処置した動物よりも、高脂肪食餌による体重増加が少なかった。したがって、アンチセン
ス処置したマウスは、より肥満になりにくい。
【実施例２９】
【０２７０】
グルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害は、肝臓のグルコース産生および糖新
生を減少させる
　エキソビボ肝臓グルコース産生量を、グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリ
ゴヌクレオチド（ISIS 180281）で処置したSprague Dawleyラットの肝臓切片において測
定した。対照ラットおよびアンチセンス処置したラットを24時間絶食させ、12.5 mg/kgの
用量でビヒクルまたはデキサメタゾン(Bausch & Lomb, Tampa, FL)のいずれかを投与した
。処置の6時間後、Krumdieck Tissue Slicer (Alabama Research and Development, Munf
ord, AL)を用いて、精密切断した肝臓切片を調製し、0.1% BSA、10 mM乳酸塩、1 mMピル
ビン酸ナトリウム、10 mMアラニン、および10 mMグリセロール(NGS培養液)を補給したグ
ルコースなしのDMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA)中でインキュベートした。1時間の前保
温の後、個々の切片を0.5 mlのNGS培養液を含む24ウェルプレートの個々のウェルに移し
、1.5時間後に培養液に放出されたグルコースをHitachi 912 臨床化学分析装置（clinica
l chemistry analyzer）により測定した。肝臓切片を秤量し、肝臓組織の1ミリグラム当
たりのグルコース産生量を測定した。
【０２７１】
　グルココルチコイドレセプター（ISIS 180281）に対するアンチセンスで処置したラッ
トは、基礎グルコース産生量において有意な減少を示した（対照アンチセンス化合物0.86
±0.16グルコース(g)/時/肝臓切片(mg)に対して0.35±0.01グルコース(g)/時/肝臓切片(m
g)、p<0.05）。アンチセンス化合物のグルココルチコイドに媒介されるグルコース産生に
対する効果を直接評価するために、死体解剖の6時間前にデキサメタゾンを注射した、ア
ンチセンス処置したラットにおいてアッセイを行った。グルココルチコイドレセプターア
ンチセンス化合物は、デキサメタゾンに誘発されるグルコースの産生を劇的に阻害した（
対照アンチセンス＋デキサメタゾン5.61±0.68グルコース(g)/時/肝臓切片(mg)に対して
グルココルチコイドレセプターアンチセンス＋デキサメタゾン0.61±0.04グルコース(g)/
時/肝臓切片(mg) 、p<0.05）。
【実施例３０】
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【０２７２】
さらなる異種間のグルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチド
　さらなる候補のマウスグルココルチコイドレセプターのアンチセンス阻害剤を、種々の
種におけるインビボのグルココルチコイドレセプターmRNAの発現を減少させる能力につい
て、先にスクリーニングしたオリゴヌクレオチドと比較して評価した。これを表7に示す
。示されているのは、オリゴヌクレオチド配列、および配列番号：4（ヒトグルココルチ
コイドレセプターmRNA、GenBank受託番号NM_000176.1）における位置（5’末端核酸塩基
の位置）である。さらに、示されているのは、ヒト、カニクイザル、ラットおよびマウス
のグルココルチコイドレセプターmRNAに対する相補性である（「yes」は完全な相補性を
意味し、「1 mm」は完全な相補性からの1つのミスマッチを意味する）。
【０２７３】
　示されるすべての化合物は、5ヌクレオチドの「ウイング」が両側（5’方向および3’
方向）に隣接する、10個の2’-デオキシヌクレオチドからなる中央の「ギャップ」領域か
らなる、20ヌクレオチド長のキメラオリゴヌクレオチド（「ギャップマー」）である。ウ
イングは2’-メトキシメチル（2’-MOE）ヌクレオチドからなる。ヌクレオチド間（主鎖
）結合は、オリゴヌクレオチド全体にわたってホスホロチオエート（P=S）である。すべ
てのシトシン残基は5-メチルシトシンである。
【０２７４】
【表７】

【０２７５】
かかる化合物を、グルココルチコイドレセプター発現の阻害について、カニクイザル、お
よびラットの初代肝細胞ならびにヒト細胞において、一連の用量で試験した。実験は2回
行った。IC50を計算し、表8に示す。
【０２７６】



(68) JP 2010-207232 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

【表８】

【０２７７】
　かかる化合物の5つ（ISIS 180281、ISIS 180304、ISIS 345198、ISIS 361137、およびI
SIS 361141）を、肝臓におけるグルココルチコイドレセプターRNAレベルを減少させるそ
の能力について、やせた（非糖尿病）ラットにおいて、種々の用量でさらに試験した。結
果を表9aおよび表9b（別々の実験）に示す。肝臓酵素（AST/ALT）レベルもまた、オリゴ
ヌクレオチドの肝毒性の尺度として、かかるラットにおいて測定した。ISIS 180281の50 
mg/kgの用量を例外として、かかる化合物のどれもが、試験した任意の用量で、ASTまたは
ALTレベルにおける有意な増加を引き起こさなかった。50 mg/kgの用量のISIS 180281を与
えたラットは、対照処置したラットのレベルのほぼ2倍のASTおよびALTの両レベルを有し
た。
【０２７８】
【表９】

【０２７９】
ISIS 345198（GTCAAAGGTGCTTTGGTCTG; 配列番号: 307）を糖尿病のマウスモデルにおける
さらなる評価のために選択した。この化合物は、完全にマウス、ラット、ヒト、サル、ウ
サギ、およびモルモットのグルココルチコイドレセプターRNAに対して相補的である。
【実施例３１】
【０２８０】
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グルココルチコイドレセプターアンチセンス処置がインビボのグルココルチコイドレセプ
ター発現を減少させることを示すさらなる研究
　主要な（lead）マウスグルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチド
の2型糖尿病のマウスモデルにおけるグルココルチコイドレセプターmRNAレベルに対する
効果を調べた。グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチド（ISIS 3
45198）のob/obマウスへの全身投与の4週間後、肝臓グルココルチコイドレセプターmRNA
発現の用量に依存した減少が観察された。オリゴヌクレオチドは、6.25 mg/kg、12.5 mg/
kg、または25 mg/kgの用量で、週に2回、4週間、皮下投与した。グルココルチコイドレセ
プターmRNAレベルは、かかる用量で、それぞれ54%、67%および72%減少し、グルココルチ
コイドレセプター発現の用量に依存した阻害を示した。対照オリゴヌクレオチドは、グル
ココルチコイドレセプター発現に対する効果を有さなかった。
【実施例３２】
【０２８１】
ISIS 345198でのグルココルチコイドレセプターアンチセンス処置はob/obマウスにおける
血漿グルコースレベルを低下させる
　グルココルチコイドレセプターmRNAのレベルを減少させることに加え、グルココルチコ
イドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチド処置は、糖尿病モデルにおいて、血漿グ
ルコースレベルおよび循環脂質レベルを減少させた。生理食塩水および対照アンチセンス
化合物処置したob/obマウスにおいて、研究期間の全体にわたって、高血糖は悪化し続け
たが、ISIS 345198処置した動物は、血漿グルコースレベルにおいて、有意な用量に依存
する減少を示した。処置の4週間後、血漿グルコースレベルは、それぞれ、25 mg/kg、12.
5 mg/kg、および6.25 mg/kgで、ISIS 345198で処置したマウスについて、約225 mg/dL、
約250 mg/dL、および約300 mg/dLであった。生理食塩水処置の4週間後、マウスは約600 m
g/dLの血漿グルコースレベルを有し、対照オリゴヌクレオチドで処置したマウスは、約49
0 mg/dLの血漿グルコースレベルを有した。
【０２８２】
　糖新生の制御におけるグルココルチコイドレセプターの役割により、グルココルチコイ
ドレセプターアンチセンス化合物の絶食時グルコースレベルに対する効果を調べた。ob/o
bマウス（生理食塩水321±16.2 mg/dLに対してISIS 345198処置220±8.3 mg/dL、p<0.05
）およびdb/dbマウス（生理食塩水320±26.9 mg/dLに対してISIS 180272処置204±24.6 m
g/dL、p<0.05）において絶食時グルコースレベルの有意な減少を観察した。両方のモデル
において、対照アンチセンス化合物は、絶食時グルコースレベルに対する有意な効果を示
さなかった。グルココルチコイドレセプターアンチセンス阻害の効果は、食物摂取、体重
、またはDesaiら, 2001, Diabetes, 50, 2287-2295（手短に言えば、肝臓試料を0.03 N H
Cl中でホモジナイズして0.5 g/mlの最終濃度にした。ホモジェネート（100 μl）を400 
μlの1.25 N HClと混合し、1時間、100℃で加熱した。試料を14,000 rpmで遠心分離し、1
0 μlの上清を1 mlのグルコースオキシダーゼ試薬(Sigma)と混合した。37℃での10分間の
インキュベーションの後、吸光度を505 nmで読んだ)に記載されるように測定した肝臓グ
リコーゲンレベルにおける変化を伴わなかった。
【実施例３３】
【０２８３】
グルココルチコイドレセプターアンチセンスオリゴヌクレオチドの、ISIS 345198で処置
したob/obマウスにおける身体組成、血漿レジスチン、アディポネクチン、TNFα、インス
リン、およびIL-6レベルに対する効果
　体重における変化は観察されなかったが、身体成分の濃度分析を行い、身体脂肪質量に
おける変化を精密に測定した。身体成分分析は、グルココルチコイドレセプターアンチセ
ンスオリゴヌクレオチド（ISIS 345198）25 mg/kgで、週に2回、4週間処置したob/obマウ
スにおいて、Lunar X線濃度計（GE Medical Systems, Madison, WI53717）を用いて行っ
た。グルココルチコイドレセプターアンチセンス化合物は、4週間の処置期間の後、身体
の脂質質量を有意に減少させた（生理食塩水50.7±0.4に対してグルココルチコイドレセ
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プターアンチセンス45.7±0.5、p<0.05）。この減少はまた、精巣上体脂肪パッド重量に
おける減少として反映された（生理食塩水5.09±0.10グラムに対してグルココルチコイド
レセプターアンチセンス4.3±0.12グラム、p<0.05）。血漿アディポネクチン、レジスチ
ン、TNFαおよびインスリンのレベルをLinco Researchのキット（St. Charles, MOおよび
ALPCO. Windham, NH）を用いてELISAにより測定した；血漿インターロイキン-6（IL-6）
レベルをELISA（R&D Systems, Minneapolis, MN）により測定した。
【０２８４】
　肥満の減少は、血漿レジスチンレベルにおける20%の減少を伴ったが（生理食塩水22±1
.4 ng/mlに対してグルココルチコイドレセプターアンチセンス18±0.94 ng/ml）、アディ
ポネクチンレベルは変化していなかった（生理食塩水8.73±0.14 μg/mlに対して8.72±0
.35 μg/ml）。グルココルチコイドレセプターアンチセンス処置したマウスにおいて、TN
Fαレベルの低下（生理食塩水42±2.29 pg/mlに対してグルココルチコイドレセプターア
ンチセンス27±0.86 pg/ml、p<0.05）、およびインスリンレベルの低下（生理食塩水43±
5.95 ng/mlに対してグルココルチコイドレセプターアンチセンス16±1.43 ng/ml、p<0.05
）に対するより強い効果を観察した。グルココルチコイドレセプターアンチセンス化合物
処置は、循環IL-6レベルにおいて、いかなる有意な変化ももたらさなかった（生理食塩水
6.27±0.74 pg/mlに対してグルココルチコイドレセプターアンチセンス処置5.37±1.22 p
g/ml）。
【０２８５】
　別の研究において、やせた正常血糖のマウスは、グルココルチコイドレセプターアンチ
センス化合物（ISIS 345198）を50 mg/kg/週で、6週間受けた。グルココルチコイドレセ
プターの阻害は、低血糖を引き起こすことなく（24時間絶食時のレベル、生理食塩水147
±8 mg/dLに対してグルココルチコイドレセプターアンチセンス112±5 mg/dL）、肝臓（
生理食塩水100±5.98に対してグルココルチコイドレセプターアンチセンス処置24.4±2、
p<0.05）および白色脂肪組織（生理食塩水100±4に対してグルココルチコイドレセプター
アンチセンス31±6、p<0.05）におけるグルココルチコイドレセプターmRNA発現の有意な
減少をもたらした。
【０２８６】
　本発明の態様として、以下のものが挙げられる。
［１］グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基
長のアンチセンス化合物であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターをコードす
る前記核酸分子に相補的であり、前記化合物がグルココルチコイドレセプターmRNAの発現
を阻害する、アンチセンス化合物。
［２］13～50核酸塩基長である、［１］記載のアンチセンス化合物。
［３］15～30核酸塩基長である、［１］記載のアンチセンス化合物。
［４］オリゴヌクレオチドを含む、［１］記載のアンチセンス化合物。
［５］DNAオリゴヌクレオチドを含む、［１］記載のアンチセンス化合物。
［６］RNAオリゴヌクレオチドを含む、［１］記載のアンチセンス化合物。
［７］二本鎖RNAオリゴヌクレオチドを含む、［１］記載のアンチセンス化合物。
［８］キメラオリゴヌクレオチドを含む、［１］記載のアンチセンス化合物。
［９］前記化合物の少なくとも一部がオリゴヌクレオチド-RNA二重鎖を形成するRNAとハ
イブリダイズする、［１］記載のアンチセンス化合物。
［１０］グルココルチコイドレセプターをコードする前記核酸分子と少なくとも90％の相
補性を有する、［１］記載のアンチセンス化合物。
［１１］グルココルチコイドレセプターをコードする前記核酸分子と少なくとも95％の相
補性を有する、［１］記載のアンチセンス化合物。
［１２］グルココルチコイドレセプターをコードする前記核酸分子と少なくとも99％の相
補性を有する、［１］記載のアンチセンス化合物。
［１３］少なくとも一つの修飾されたヌクレオシド間結合、糖部分または核酸塩基を有す
る、［１］記載のアンチセンス化合物。
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［１４］少なくとも1つの2'-O-メトキシエチル糖部分を有する、［１］記載のアンチセン
ス化合物。
［１５］少なくとも1つのホスホロチオエートヌクレオシド間結合を有する、［１］記載
のアンチセンス化合物。
［１６］少なくとも1つのシトシンが、5-メチルシトシンである、［１］記載のアンチセ
ンス化合物。
［１７］少なくとも一つのロックド核酸(LNA)糖部分、ENAまたはPNAを有する、［１］記
載のアンチセンス化合物。
［１８］前記アンチセンス化合物が配列番号３２、３３、３４、３６、３７、３９、４０
、４３、４４、４６、４８、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５７、５８、５９、
６０、６１、６２、６３、６５、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７
５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８
、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０
１、１０２、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、１１
２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２
２、１２３、１２４、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３
３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４
３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５
３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６
３、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７
５、１７６、１７７、１７９、１８２、１８３、１８５、１８６、１８８、１８９、１９
０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、２０
０、２０２、２０３、２０４、２０６、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１
３、２１４、２１６、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２６、２２７、２２
８、２３２、２３３、２３４、２３６、２３７、２３９、２４０、２４１、２４２、２４
３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、２５
３、２５４、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、２６
５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７
５、２７６、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８７、２９
１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９８、２９９、３０６、３０７、３０８、３０
９または３１０の少なくとも8核酸塩基部分を含む、［１］記載のアンチセンス化合物。
［１９］前記アンチセンス化合物が配列番号３２、３３、３４、３６、３７、３９、４０
、４３、４４、４６、４８、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５７、５８、５９、
６０、６１、６２、６３、６５、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７
５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８
、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０
１、１０２、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、１１
２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２
２、１２３、１２４、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３
３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４
３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５
３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６
３、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７
５、１７６、１７７、１７９、１８２、１８３、１８５、１８６、１８８、１８９、１９
０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、２０
０、２０２、２０３、２０４、２０６、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１
３、２１４、２１６、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、２２６、２２７、２２
８、２３２、２３３、２３４、２３６、２３７、２３９、２４０、２４１、２４２、２４
３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、２５
３、２５４、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、２６
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５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７
５、２７６、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、２８６、２８７、２９
１、２９２、２９３、２９４、２９５、２９８、２９９、３０６、３０７、３０８、３０
９および３１０からなる群より選択される配列を有する、［１］記載のアンチセンス化合
物。
［２０］配列番号３６、５０、６０、７１、７２、７３、７８、１００、３０６、３０７
、３０８、３０９または３１０の核酸塩基配列を有する、アンチセンス化合物。
［２１］前記化合物が配列番号4の全ての5’UTRのヌクレオチド13～119、開始コドン領域
のヌクレオチド114～151、コード領域のヌクレオチド351～533、667～845、877～1243、1
356～1488、1552～1756、1819～1999、2008～2139、2146～2194、2201～2301、もしくは2
386～2416、または3’UTRのヌクレオチド2488～2685、2723～3435、3499～3789、3826～3
860、3886～3905、3918～3937、4031～4072、4082～4193もしくは4244～4758；または配
列番号25の3’UTRのヌクレオチド104562～104648を標的とする、ヒトグルココルチコイド
レセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物。
［２２］化合物が配列番号11の開始コドン領域のヌクレオチド2～20、コード領域のヌク
レオチド301～1405、1459～2043もしくは2050～2309、3’UTRのヌクレオチド2376～2433
もしくは2521～2546、全て；配列番号219の5’UTRのヌクレオチド227～297；または配列
番号220の3’UTRのヌクレオチド14909～18389を標的とする、マウスグルココルチコイド
レセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物。
［２３］化合物が配列番号18のコード領域のヌクレオチド150～2129もしくは2136～2395
、または3’UTRのヌクレオチド2472～3705、4576～4867、5039～5293、5680～5877もしく
は6214～6263、全て；または配列番号256のコード領域のヌクレオチド278～304を標的と
する、ラットグルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする8～80核
酸塩基長のアンチセンス化合物。
［２４］グルココルチコイドレセプターの発現を阻害するように、細胞または組織を［１
］のアンチセンス化合物と接触させることを含む、細胞または組織においてグルココルチ
コイドレセプターの発現を阻害する方法。
［２５］グルココルチコイドレセプターに関連のある疾患または症状を有する動物を処置
する方法であって、グルココルチコイドレセプターの発現が阻害されるように、該動物に
治療的または予防的有効量の［１］のアンチセンス化合物を投与することを含む、方法。
［２６］疾患または症状が糖尿病、肥満、代謝症候群X、高血糖症または高脂血症である
、［２５］記載の方法。
［２７］糖尿病が2型糖尿病である、［２６］記載の方法。
［２８］前記高脂血症が高血中コレステロールレベルまたは高血中トリグリセリドレベル
である、［２６］記載の方法。
［２９］前記グルココルチコイドレセプターの発現の阻害が肝臓または脂肪内で生じる、
［２６］記載の方法。
［３０］下垂体におけるグルココルチコイドレセプターの発現が阻害されない、［２５］
記載の方法。
［３１］動物中の血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス処理
により影響を受けない、［２５］記載の方法。
［３２］動物において血中グルコースレベルを減少させる方法であって、前記動物に治療
的または予防的有効量の、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的と
する、8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物を投与することを含み、前記アンチセンス
化合物グルココルチコイドレセプターの発現を阻害する、動物において血中グルコースレ
ベルを減少させる、方法。
［３３］動物がヒトまたはげっ歯類である、［３２］記載の方法。
［３４］血中グルコースレベルが血漿グルコースレベルまたは血清グルコースレベルであ
る、［３２］記載の方法。
［３５］動物が糖尿病の動物である、［３２］記載の方法。
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［３６］血中グルコースレベルがリンパ球減少を伴わずに減少する、［３２］記載の方法
。
［３７］動物中の血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス処理
により影響を受けない、［３２］記載の方法。
［３８］動物におけるグルココルチコイドレセプターに関連のある疾患または症状の開始
を予防または遅延させる方法であって、該動物に治療的または予防的有効量の8～80核酸
塩基長の、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とするアンチセン
ス化合物を投与することを含み、前記アンチセンス化合物がグルココルチコイドレセプタ
ーの発現を阻害する、方法。
［３９］該動物がヒトまたはげっ歯類である、［３８］記載の方法。
［４０］疾患または症状が代謝性の疾患または症状である、［３８］記載の方法。
［４１］代謝性疾患または症状が糖尿病、肥満、高脂血症、高血糖症または代謝症候群X
である、［４０］記載の方法。
［４２］前記糖尿病が2型糖尿病である、［４１］記載の方法。
［４３］前記高脂血症が高血中コレステロールまたは高血中トリグリセリドレベルである
、［４１］記載の方法。
［４４］前記疾患または症状の開始がリンパ球減少を伴わずに予防されるかまたは遅延さ
れる、［３８］記載の方法。
［４５］動物中の血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス処理
により影響を受けない、［３８］記載の方法。
［４６］動物において血中グルコースレベルの増加を阻害するかまたは遅延する方法であ
って、該動物に治療的または予防的有効量の8～80核酸塩基長の、グルココルチコイドレ
セプターをコードする核酸分子を標的とするアンチセンス化合物を投与することを含み、
前記アンチセンス化合物がグルココルチコイドレセプターの発現を阻害する、動物におい
て血中グルコースレベルの増加を予防するかまたは遅延する、方法。
［４７］該動物がヒトまたはげっ歯類である、［４６］記載の方法。
［４８］動物が肥満である、［４６］記載の方法。
［４９］正常動物と比較した際に動物がインスリン抵抗性である、［４６］記載の方法。
［５０］血中グルコースレベルが血漿グルコースレベルまたは血清グルコースレベルであ
る、［４６］記載の方法。
［５１］動物が糖尿病の動物である、［４６］記載の方法。
［５２］前記血中グルコースレベルの増加の開始がリンパ球減少を伴うことなく予防され
るかまたは遅延される、［４６］記載の方法。
［５３］動物中の血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス処理
により影響を受けない、［４６］記載の方法。
［５４］動物において血中脂肪レベルを減少させる方法であって、該動物に治療的または
予防的有効量の8～80核酸塩基長の、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分
子を標的とするアンチセンス化合物を投与することを含み、前記アンチセンス化合物がグ
ルココルチコイドレセプターの発現を阻害する、動物において血中脂肪レベルを減少させ
る、方法。
［５５］動物がヒトまたはげっ歯類である、［５４］記載の方法。
［５６］血中脂肪レベルが血中コレステロールレベルまたは血中トリグリセリドレベルで
ある、［５４］記載の方法。
［５７］動物が糖尿病の動物である、［５４］記載の方法。
［５８］前記血中脂肪レベルがリンパ球減少を伴うことなく減少する、［５４］記載の方
法。
［５９］動物における血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス
処理により影響を受けない、［５４］記載の方法。
［６０］動物において血中脂肪レベルの増加の開始を阻害または遅延する方法であって、
前記動物に治療的または予防的有効量の8～80核酸塩基長の、グルココルチコイドレセプ
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ターをコードする核酸分子を標的とするアンチセンス化合物を投与することを含み、前記
アンチセンス化合物がグルココルチコイドレセプターの発現を阻害する、方法。
［６１］動物がヒトまたはげっ歯類である、［６０］記載の方法。
［６２］動物が肥満である、［６０］記載の方法。
［６３］正常動物と比較した際に動物がインスリン抵抗性である、［６０］記載の方法。
［６４］血中脂肪レベルが血中コレステロールレベルまたは血中トリグリセリドレベルで
ある、［６０］記載の方法。
［６５］動物が糖尿病の動物である、［６０］記載の方法。
［６６］前記血中脂肪レベルの増加の開始がリンパ球減少を伴うことなく阻害されるかま
たは遅延される、［６０］記載の方法。
［６７］該動物における血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセン
ス処理により影響を受けない、［６０］記載の方法。
［６８］動物の下垂体ではなく肝臓または脂肪においてグルココルチコイドレセプター発
現を減少させる方法であって、前記動物に治療的または予防的有効量の化合物を投与する
ことを含み、下垂体ではなく肝臓または脂肪においてグルココルチコイドレセプターの発
現を阻害する、方法。
［６９］前記化合物がグルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を標的とする
8～80核酸塩基長のアンチセンス化合物である、［６８］記載の方法。
［７０］動物における血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス
処理により影響を受けない、［６８］記載の方法。
［７１］動物において体脂肪量を減少させる方法であって、前記動物に治療的または予防
的有効量の8～80核酸塩基長の、グルココルチコイドレセプターをコードする核酸分子を
標的とするアンチセンス化合物を投与することを含み、前記アンチセンス化合物がグルコ
コルチコイドレセプターの発現を阻害する、方法。
［７２］動物がヒトまたはげっ歯類である、［７１］記載の方法。
［７３］前記体脂肪量がリンパ球減少を伴うことなく減少する、［７１］記載の方法。
［７４］該動物における血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセン
ス処理により影響を受けない、［７１］記載の方法。
［７５］動物において体脂肪量の増加の開始を阻害または遅延する方法であって、前記動
物に治療的または予防的有効量の8～80核酸塩基長の、グルココルチコイドレセプターを
コードする核酸分子を標的とするアンチセンス化合物を投与することを含み、前記アンチ
センス化合物がグルココルチコイドレセプターの発現を阻害する、方法。
［７６］動物がヒトまたはげっ歯類である、［７５］記載の方法。
［７７］前記体脂肪量の増加の開始がリンパ球減少を伴うことなく阻害されるかまたは遅
延される、［７５］記載の方法。
［７８］血漿コルチコステロンおよび血漿ACTHの基本レベルがアンチセンス処理により影
響を受けない、［７５］記載の方法。
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