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(57)【要約】
　本発明は、細胞中のHER3 mRNAを標的とし、HER3および／またはHER2および／またはEGF
Rの発現の低下につながるオリゴマー化合物（オリゴマー）に関する。HER3および／また
はHER2および／またはEGFR発現の低下は、広範囲の医学的障害、例えば癌を含む過剰増殖
性疾患のために有益である。本発明は、オリゴマーを含有する治療的組成物、および、治
療方法を含む、該オリゴマーを使用してHER3および／またはHER2および／またはEGFRの発
現をモジュレートするための方法を提供する。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　合計して10～24個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を含む、長さが10～25個の核酸塩基の
オリゴマーであって、i)該連続核酸塩基配列が配列番号211および配列番号200よりなる群
から選択される配列の対応領域に対して100％相同であるか；またはii)該連続核酸塩基配
列が配列番号211および配列番号200よりなる群から選択される配列の対応領域に対して1
個以下のミスマッチを含む、該オリゴマー。
【請求項２】
　合計して10～50個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を含む、長さが10～50個の核酸塩基の
オリゴマーであって、該連続核酸塩基配列が哺乳動物HER3遺伝子もしくはmRNA、例えば配
列番号197または天然に生じるその変異体に対応する領域に対して少なくとも80％相同で
ある、上記オリゴマー。
【請求項３】
　連続核酸塩基配列が、配列番号200～227、配列番号1～140、および配列番号228～233よ
りなる群から選択される配列、例えば配列番号1、54、200、および211よりなる群から選
択される配列に対応する領域に対して少なくとも80％相同である、請求項1または2記載の
オリゴマー。
【請求項４】
　連続核酸塩基配列が、配列番号197の対応領域とミスマッチを含まないか、または1もし
くは2個以下のミスマッチを含む、請求項1～3のいずれか1項記載のオリゴマー。
【請求項５】
　オリゴマーの核酸塩基配列が連続核酸塩基配列からなる、請求項1～4のいずれか1項記
載のオリゴマー。
【請求項６】
　連続核酸塩基配列が長さ10～18ヌクレオチドである、請求項1～5のいずれか1項記載の
オリゴマー。
【請求項７】
　連続核酸塩基配列がヌクレオチド類似体を含む、請求項1～6のいずれか1項記載のオリ
ゴマー。
【請求項８】
　ヌクレオチド類似体が、糖修飾ヌクレオチド、例えばロックされた核酸（Locked Nucle
ic Acid）(LNA)単位；2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、お
よび2'-フルオロ-DNA単位よりなる群から選択される糖修飾ヌクレオチドである、請求項7
記載のオリゴマー。
【請求項９】
　ヌクレオチド類似体がLNAである、請求項7記載のオリゴマー。
【請求項１０】
　ギャップマー（gapmer）である、請求項7～9のいずれか1項記載のオリゴマー。
【請求項１１】
　HER3遺伝子またはmRNAを発現している細胞においてHer-3遺伝子またはmRNAの発現を阻
害する、請求項1～10のいずれか1項記載のオリゴマー。
【請求項１２】
　上記オリゴマーが配列番号169～196および234、例えば配列番号169および180よりなる
群から選択される、請求項1～11のいずれか1項記載のオリゴマー。
【請求項１３】
　請求項1～12のいずれか1項記載のオリゴマー、および該オリゴマーに共有結合した少な
くとも1個の非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分を含むコンジュゲート。
【請求項１４】
　請求項1～12のいずれか1項記載のオリゴマー、または請求項13記載のコンジュゲート、
および製薬上許容される希釈剤、担体、塩またはアジュバントを含有する医薬組成物。
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【請求項１５】
　癌等の過剰増殖性障害の治療のため等の医薬としての使用のための、請求項1～12のい
ずれか1項記載のオリゴマー、または請求項13記載のコンジュゲート。
【請求項１６】
　癌等の過剰増殖性障害の治療のための医薬の製造のための、請求項1～12のいずれか1項
記載のオリゴマー、または請求項13記載のコンジュゲートの使用。
【請求項１７】
　癌等の過剰増殖性障害の治療方法であって、請求項1～12のいずれか1項記載のオリゴマ
ー、または請求項13記載のコンジュゲート、または請求項14記載の医薬組成物を、癌等の
過剰増殖性障害に罹患しているか、または罹患する可能性のある患者に投与することを含
む、該方法。
【請求項１８】
　HER3を発現している細胞におけるHER3の阻害方法であって、請求項1～12のいずれか1項
記載のオリゴマー、または請求項13記載のコンジュゲートを該細胞に投与して該細胞にお
けるHER3を阻害することを含む、該方法。
【請求項１９】
　（HER3および／もしくはHER2および／もしくはEGFRを発現している）細胞または組織に
おけるHER3および／もしくはHER2および／もしくはEGFRの発現を低減または阻害する方法
であって、該細胞または組織を、請求項1～12のいずれか1項記載のオリゴマー、または請
求項13記載のコンジュゲート、または請求項14記載の医薬組成物と接触させる工程を含み
、それによってHER3および／もしくはHER2および／もしくはEGFRの発現が低減または阻害
される、該方法。
【請求項２０】
　癌細胞等の細胞におけるアポトーシスを誘発する方法であって、該細胞もしくは組織を
、請求項1～12のいずれか1項記載のオリゴマー、または請求項13記載のコンジュゲート、
または請求項14記載の医薬組成物と接触させる工程を含み、それによってHER3および／も
しくはHER2および／もしくはEGFRの発現が阻害または低減されるか、および／またはアポ
トーシスが誘発される、該方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞中のHER3 mRNAを標的とし、HER3発現の減少を導くオリゴマー化合物（
オリゴマー）に関する。HER3発現の減少は、様々な医学的障害、例えば癌を含む過剰増殖
性疾患にとって有益である。本発明は、オリゴマーを含有する治療用組成物、および、治
療方法を含め、該オリゴマーを用いてHER3発現をモジュレートするための方法を提供する
。
【０００２】
関連出願
　以下の関連出願：米国特許出願第60/917,392号および米国特許出願第61/023,250号を参
照により本明細書に組み入れる。
【背景技術】
【０００３】
　HER3は、4種の異なる受容体：ErbB-1（EGFR、HER1）、ErbB-2（neu、HER2）、ErbB-3（
HER3）およびErbB-4（HER4）を含む受容体チロシンキナーゼErbBファミリーに属している
(Yarden 等, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol, 2001, 2(2):127-137)。このファミリーの受容
体タンパク質は、細胞外のリガンド結合ドメイン、疎水性の膜貫通ドメイン、および細胞
質のチロシンキナーゼ含有ドメインから構成されている。EGFファミリーの増殖因子はほ
とんどのErbB受容体に結合し、これらを活性化する。Her-3（ErbB3）はチロシンキナーゼ
活性の欠損を特徴とする。EGFR、HER2、および最近になってHER3は、腫瘍形成と関連付け
られている。例えば、近年の研究により、EGFRが、正常組織の対応物と比較して、多くの



(4) JP 2010-526797 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

ヒトの悪性組織で過剰発現していることが示された。EGFRをコードする遺伝子の過剰発現
、増幅、欠失および構造的再配列は、脳腫瘍の生検で高い発生率で見出されている。多形
性膠芽腫の腫瘍におけるEGFR遺伝子の増幅は、最も一貫した公知の遺伝的変化の一つであ
る。ErbB-3 mRNAレベルの上昇はヒトの乳癌で検出されている。近年、チロシンキナーゼ
阻害剤を使用してHer2およびEGFRチロシンキナーゼ活性を阻害すると、補償的なHER3発現
の上昇およびそれに続くPI3K/Akt経路を通じたシグナル伝達のために、HER2-誘因性の乳
癌に対して限定的効果が示されることが示された（Sergina等, Nature, 2007, 445:437-4
41）。
【０００４】
　HER3機能を効果的に阻害することができる薬剤に対して需要がある。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、合計10～50個の核酸塩基、または10～30個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を
含む、長さが10～50個の核酸塩基、例えば10～30個の核酸塩基のオリゴマーであって、上
記連続核酸塩基配列が、哺乳動物HER3遺伝子もしくはmRNA、例えば配列番号197、または
天然に生じるその変異体の対応する領域に対して少なくとも80％相同である、上記オリゴ
マーを提供する。
【０００６】
　本発明は、合計10～50個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を含む、長さが10～50個の核酸
塩基のオリゴマーであって、上記連続核酸塩基配列が、配列番号200～227よりなる群から
選択される核酸配列の対応領域に対して少なくとも80％相同である、上記オリゴマーを提
供する。
【０００７】
　本発明は、合計10～50個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を含む、長さが10～50個の核酸
塩基のオリゴマーであって、上記連続核酸塩基配列が、配列番号1～140および228～233よ
りなる群から選択される核酸配列の対応領域に対して少なくとも80％相同である、上記オ
リゴマーを提供する。
【０００８】
　本発明は更に、本発明に係るオリゴマーを含むコンジュゲート、例えばオリゴマーの核
酸塩基配列に加えて、本発明のオリゴマーに共有結合した少なくとも1個の非ヌクレオチ
ド（すなわち非核酸塩基）または非ポリヌクレオチド部分を含むコンジュゲートを提供す
る。非ヌクレオチド／非核酸塩基または非ポリヌクレオチド部分は、コレステロール等の
ステロール基、または細胞中への侵入を容易にする他の部分から構成されるか、これを含
み得る。
【０００９】
　本発明は、本発明に係るオリゴマーを含むコンジュゲート、例えば、オリゴマーの核酸
塩基配列に加えて、正に荷電した部分を含むポリマー性コンジュゲート、例えばポリエチ
レングリコール（PEG）を含むコンジュゲートを提供する－すなわち、本発明に係るオリ
ゴマーは、場合によってPEG化されていても良い。
【００１０】
　本発明は、本発明に係るオリゴマーまたはコンジュゲート、および製薬上許容される希
釈剤、担体、塩もしくはアジュバントを含有する医薬組成物を提供する。
【００１１】
　本発明は、例えば本明細書で言及した1種以上の疾患の治療のための、例えば癌等の本
明細書で言及したような過剰増殖性疾患の治療のための医薬として使用するための、本発
明に係るオリゴマーまたはコンジュゲートを提供する。
【００１２】
　本発明は更に、医薬における使用のための、本発明に係るオリゴマーを提供する。
【００１３】
　本発明は、癌等の本明細書で言及したような過剰増殖性疾患の治療のための医薬の調製
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もしくは製造のための、本発明に係るオリゴマーまたはコンジュゲートの使用を提供する
。
【００１４】
　本発明は、癌等の本明細書で言及したような過剰増殖性疾患を治療する方法であって、
本発明に係るオリゴマー、コンジュゲートもしくは医薬組成物を、治療を必要とする患者
、例えば癌等の本明細書で言及したような過剰増殖性疾患に罹患しているか、または罹患
する可能性のある患者に投与することを含む、上記方法を提供する。
【００１５】
　本発明は、HER3を発現している細胞におけるHER3の阻害のための方法であって、本発明
に係るオリゴマーまたはコンジュゲートを、該細胞におけるHER3の阻害をもたらすように
該細胞に投与することを含む、上記方法を提供する。
【００１６】
　更に、細胞または組織においてHER3、場合によって更にEGFRおよび／もしくはHER2の発
現をダウンレギュレートする方法であって、該細胞または組織をin vitroもしくはin viv
oにおいて1種以上の本発明のオリゴマー、コンジュゲートまたは組成物と接触させること
を含む、上記方法が提供される。
【００１７】
　更に、HER3（および／もしくはEGFRおよび／もしくはHER2）の発現または過剰発現と関
連した疾患または状態を有するおそれがあるか、またはその傾向がある動物、哺乳動物も
しくはヒトを、該動物またはヒトに治療的もしくは予防的有効量の1種以上の本発明のオ
リゴマー、コンジュゲートまたは組成物を投与することによって治療する方法が開示され
る。
【００１８】
　更に、HER3、および場合によって更にEGFRおよび／もしくはHER2の発現の阻害のため、
およびHER3（および／もしくはEGFRおよび／もしくはHER2）の活性と関連した疾患の治療
のための、オリゴマーの使用方法が提供される。
【００１９】
　本発明は、本明細書で言及するような疾患または障害、例えば癌等の過剰増殖性疾患の
治療方法であって、本発明に係るオリゴマー、コンジュゲート、または医薬組成物を、そ
れを必要とする患者に投与することを含む、上記方法を提供する。
【００２０】
　本発明は、細胞または組織におけるHER3、および場合によって更にEGFRおよび／もしく
はHER2の発現を阻害または低減する方法であって、該細胞または組織を、HER3、および場
合によって更にEGFRおよび／もしくはHER2の発現が阻害または低減されるように本発明に
係るオリゴマー、コンジュゲート、または医薬組成物と接触させる工程を含む、上記方法
を提供する。
【００２１】
　本発明は、癌細胞等の細胞におけるアポトーシスの誘発方法であって、該細胞または組
織を、HER3、および場合によって更にEGFRおよび／もしくはHER2の発現が阻害もしくは低
減され、および／またはアポトーシスが誘発されるように本発明に係るオリゴマー、コン
ジュゲート、または医薬組成物と接触させる工程を含む、上記方法を提供する。
【００２２】
　本発明は更に、配列番号1～140および228～233および配列番号200～227よりなる群から
選択される配列、例えば配列番号200、211、54および1よりなる群から選択される配列に
対応する領域に対して少なくとも80％相同である連続核酸塩基配列を含むか、またはこれ
よりなるオリゴマーを提供する。
【００２３】
　本発明は更に、配列番号169～196および配列番号234から選択される配列、例えば配列
番号169または配列番号180中に存在する等価配列に対応する連続核酸塩基配列を含むか、
またはこれよりなるオリゴマーを提供する。
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【００２４】
　本発明は更に、配列番号169～196および234よりなる群から選択される配列、例えば配
列番号169もしくは180を含むか、またはこれよりなるオリゴマー、あるいは上記配列に対
応する連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなるオリゴマーを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１－１】配列番号1、16、17、18、19、34、49、50、51、52、53、54、55、56、57、5
8、59、74、75、76、91、92、107、122、137、138、139、および140のオリゴヌクレオチ
ド配列にそれぞれ対応するHER3標的配列を太字で下線を引いて示し、HER3転写物中のその
位置を示す（Genbank登録番号 NM_001982－配列番号197）。
【図１－２】図１－１の続きである。
【図２】配列番号169-179のトランスフェクション24時間後の15PC3におけるHER3 mRNA発
現を示す。
【図３】配列番号169-179のトランスフェクション24時間後の15PC3におけるEGFR mRNA発
現を示す。
【図４】配列番号169-179のトランスフェクション24時間後の15PC3におけるHER2 mRNA発
現を示す。
【図５】配列番号180-194のトランスフェクション24時間後の15PC3におけるHER3 mRNA発
現を示す。
【図６】データは、5および25nMの濃度のオリゴヌクレオチドでトランスフェクトされたH
UH7細胞において、種々の時点で活性化カスパーゼ3/7として測定したアポトーシスの誘導
を示す。結果をモック処理細胞と相対的にプロットする。配列番号235はスクランブルし
た対照オリゴヌクレオチドである。
【図７－１】データは、5および25nMの濃度のオリゴヌクレオチドでトランスフェクトさ
れたHUH7細胞において、種々の時点でMTSアッセイを使用してOD490で測定した生存細胞を
示す。配列番号235はスクランブルした対照オリゴヌクレオチドである。
【図７－２】図７－１の続きである。
【図７－３】図７－２の続きである。
【図７－４】図７－３の続きである。
【図８Ａ】データは、25および50mg/kgの配列番号180でq3dx10日間i.v.処理した雌のヌー
ドマウスに移植した15PC3異種移植片の腫瘍における腫瘍体積の変化（％）を示す。生理
食塩水で処理したマウスを対照として使用した。
【図８Ｂ】データは、25および50mg/kgの配列番号180でq3dx10日間i.v.処理した雌のヌー
ドマウスに移植した15PC3異種移植片の腫瘍におけるHER3 mRNA発現を示す。結果をGAPDH
に対して標準化し、生理食塩水処理対照のパーセンテージ(％)で示す。
【図９】データは、1または5mg/kgの配列番号180または配列番号234のオリゴヌクレオチ
ドで連続して3日間i.v.処理した後のマウスの肝臓におけるHER3 mRNA発現を示す。結果を
GAPDHに対して標準化し、生理食塩水処理対照のパーセンテージ(％)で示す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
オリゴマー
　本発明は、HER3（および／またはEGFRおよび／またはHER2）の発現をモジュレートする
ための配列、組成物および方法を提供する。特に、本発明は、HER3の発現をダウンレギュ
レートすることができる対応するアンチセンスオリゴヌクレオチドを作製するために使用
するのにその配列情報が好適な、HER3遺伝子中の標的配列に関する。本発明は更に、HER3
をコードする核酸に特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチド（オリゴマー）、お
よびその医薬調製物、およびHER3発現と関連する疾患、特に癌疾患の治療としてのその使
用を提供する。本発明のオリゴヌクレオチドは、HER3の発現をダウンレギュレートするこ
とが示された。本発明のオリゴヌクレオチドはまた、HER3、および場合によっては更にHE
R2および／またはEGFRの発現をダウンレギュレートすることが示された。
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【００２７】
　本明細書において、用語HER3は、用語ErbB-3と互換可能に使用する。
【００２８】
　本発明は、哺乳動物のHER3をコードする核酸分子、例えば配列番号197に示すHER3核酸
、および哺乳動物のHER3をコードするこのような核酸分子の天然に生じる変異体の機能を
モジュレートする上で使用するためのオリゴマー化合物（本明細書においてオリゴマーと
いう）を使用する。
【００２９】
　本発明の文脈において、用語「オリゴマー」は、2個以上の核酸塩基の共有結合によっ
て形成される分子（すなわちオリゴヌクレオチド）をいう。本明細書において、各々の単
独の核酸塩基は、モノマーまたは単位ということもできる。オリゴマーは、長さが10～50
個、例えば10～30個の核酸塩基の連続核酸塩基配列からなるか、またはこれを含む。
【００３０】
　オリゴマーは、天然のヌクレオチド単位、例えばリボ核酸（RNA）もしくはデオキシリ
ボ核酸（DNA）、または好ましくはロックされた核酸（Locked Nucleic Acid）（LNA）を
含む核酸類似体、または本明細書において言及するその混合物から構成され得る。従って
、天然に生じる核酸塩基、糖、核酸塩基間結合から構成されるオリゴマー、並びに、同様
に機能するか、もしくは特定の機能が改善した非天然の核酸塩基を有するオリゴマーを含
む。完全もしくは部分的に改変または置換されたオリゴマーは、こうしたオリゴマーのい
くつかの望ましい特性、例えば細胞膜透過能、細胞外および／または細胞内のヌクレアー
ゼに対する高い抵抗性、および核酸標的に対する高い親和性および特異性のために、天然
の形態よりも好ましいことがしばしばある。LNA類似体は、例えば上記の特性に関して特
に好ましい。従って、非常に好ましい実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、ヌ
クレオチドおよびヌクレオチド類似体単位、例えばLNA単位の双方から、または種々の分
類のヌクレオチド類似体単位から組み立てられ、10～50個、好ましくは10～25個の核酸塩
基、より好ましくは10～16個の核酸塩基、そして更により好ましくは12～16個の核酸塩基
のオリゴヌクレオチドを形成する。
【００３１】
　種々の実施形態において、本発明のオリゴマーはRNA（単位）を含まない。本発明に係
る化合物は線状分子であるか、または線状分子として合成することが好ましい。オリゴマ
ーは一本鎖分子であり、好ましくは、例えば同じオリゴマー内で等価な領域に相補的な少
なくとも3、4または5個の連続核酸塩基の短い領域（すなわち二本鎖）を含まない－この
点で、オリゴマーは（本質的に）二本鎖でない。種々の実施形態において、オリゴマーは
本質的に二本鎖でなく、例えばsiRNAではない。オリゴマーは連続核酸塩基配列を含むか
、またはこれから構成される。種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは完全に連
続核酸塩基領域から構成され得る。オリゴマーは連続核酸塩基配列を含むか、またはこれ
から構成される。種々の実施形態において、オリゴマーの核酸塩基配列は連続核酸塩基配
列から構成される。
【００３２】
　しかしながら、オリゴマーが、典型的には5'または3'末端のいずれかで連続核酸塩基配
列にフランキングする更なる核酸塩基配列、または5'および3'末端の双方でフランキング
する更なる核酸塩基配列を含み得ることも認識される。好適には、これらの5'および／ま
たは3'の「フランキング」領域は長さが1、2、3、4、5、または6個の核酸塩基であり得る
。本発明のオリゴマーの末端にあるDNAもしくはRNA核酸塩基は、in vivoで使用した場合
に内在性エキソヌクレアーゼによってオリゴマーから切断されることが予測され、フラン
キングするDNAもしくはRNA単位を含めることでオリゴマーのin vivoにおける性能に影響
しない場合がある。このような更なる核酸塩基または塩基は、本明細書でギャップマー（
gapmer）オリゴマーの文脈で記載する領域Dと等価であり得る。種々の実施形態において
、更なる核酸塩基の1個以上は、in vivoでオリゴマーを安定化する、例えばヌクレアーゼ
分解からオリゴマーを保護するヌクレオチド類似体、例えば本明細書に記載したヌクレオ
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チド類似体である。
【００３３】
　種々の実施形態において、連続核酸塩基配列の3'末端には1、2もしくは3個のDNAまたは
RNA単位が隣接する。3'のDNA単位はオリゴマーの固相合成の際に使用されることがしばし
ばである。同じかもしくは別の種々の実施形態において、連続核酸塩基配列の5'末端には
1、2もしくは3個のDNAまたはRNA単位が隣接する。
【００３４】
標的
　哺乳動物のHER3は、好ましくはヒトHER3、例えば配列番号197に示す核酸によってコー
ドされるHER3、またはその天然に生じる変異体、例えば対立遺伝子変異体もしくはそのイ
ソ型である。
【００３５】
　本明細書において使用する用語「標的核酸」は、哺乳動物HER3ポリペプチド（および／
もしくはHer2および／もしくはEGFR ポリペプチド）をコードするDNA、すなわちHER3（お
よび／もしくはHer2および／もしくはEGFR）ポリペプチドをコードする核酸、例えば配列
番号197等のヒトHER3、または天然に生じるその変異体、および、これらに由来するRNA核
酸、好ましくはmRNA、例えばプレ-mRNA、好ましくは成熟mRNAをいう。種々の実施形態に
おいて、例えば研究または診断において使用する場合、「標的核酸」は、上記DNAもしく
はRNA核酸標的に由来するcDNAまたは合成オリゴヌクレオチドであり得る。本発明に係る
オリゴマー化合物は、好ましくは標的核酸にハイブリダイズすることができる。
【００３６】
　用語「標的核酸」は、種々の実施形態において、例えば配列番号197等の哺乳動物HER3 
mRNAであり得る。他の哺乳動物HER3 mRNAの例としては、限定するものではないが、登録
番号 NM_010153（マウスHER3 mRNA）；NM_017218（ラットHER3 mRNA）；またはXM_509131
（チンパンジーHER3 mRNAと推測されている）のものが挙げられる。
【００３７】
　当然のことながら、上記の登録番号はcDNA配列をいうものであり、mRNA配列自体ではな
いことが認識されるべきである。成熟したmRNA配列は、当然のことながら、チミン(T)残
基をウラシル(U)残基で置き換えてcDNA配列から直接導き出すことができる。
【００３８】
　本明細書で使用する「ハイブリダイゼーション」は、相補的ヌクレオチド/核酸塩基間
の水素結合を意味し、これはワトソン－クリック、Hoogsteen、逆Hoogsteen水素結合等で
あって良い。ワトソンとクリックは、およそ50年前に、デオキシリボ核酸（DNA）が二本
鎖から構成され、この二本鎖の中の対になった相補的核酸塩基間で形成される水素結合に
よってヘリックス構造に保持されていることを示した。DNA中に一般に見られる4種の核酸
塩基はグアニン（G）、アデニン（A）、チミン（T）およびシトシン（C）であり、G核酸
塩基はCと対になり、そしてA核酸塩基はTと対になる。RNAにおいては核酸塩基チミンは核
酸塩基ウラシル(U)と置き換えられ、これはT核酸塩基と同様にAと対になる。標準的な二
本鎖の形成に関わる核酸塩基中の化学基はワトソン－クリック面を構成する。Hoogsteen
はその2～3年後、プリン核酸塩基（GおよびA）がそのワトソン－クリック面に加え、二重
螺旋の外側から認識され、これを利用して水素結合を介してピリミジンオリゴヌクレオチ
ドに結合し、それによって三重螺旋構造を形成することができるHoogsteen面を有するこ
とを示した。
【００３９】
　本発明の化合物は、標的核酸、例えばmRNAにハイブリダイズすることができることが非
常に好ましい。
【００４０】
　好適には、本発明のオリゴマーはHER3遺伝子の発現をダウンレギュレートする等の阻害
をすることができる。オリゴマーは、HER3遺伝子を発現しているヒト等の哺乳動物の細胞
に導入された場合、好ましくはHER3 mRNAレベルの低下を生じ、その結果、その細胞にお
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けるHER3の発現レベルが低下する。オリゴマーは、HER3遺伝子を発現している細胞に導入
された場合、好ましくはHER3 mRNAレベルの低下を生じ、その結果、その細胞におけるHER
3の発現レベルが低下する。ヒト細胞において、HER3はスプライシングの異なる2種のイソ
型で存在する（NP_001973.2およびNP_001005915.1, そのアミノ酸および対応する核酸を
参照により本明細書に組み入れる）。イソ型1はより長いイソ型であり、mRNA NM_001982
によってコードされている（参照により本明細書に組み入れる）。標的mRNAはこの2種の
「イソ型」のいずれか、または双方であり得るが、種々の実施形態において、イソ型1を
コードするmRNAが標的mRNAである。例えば、配列番号180は双方のイソ型を標的とする。
【００４１】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、HER2遺伝子を発現しているヒト等の哺乳動物
の細胞に導入された場合、好ましくはHER2 mRNAレベルの低下を生じ、その結果、その細
胞におけるHER2の発現レベルが低下する。
【００４２】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、EGFR遺伝子を発現しているヒト等の哺乳動物
の細胞に導入された場合、好ましくはEGFR mRNAレベルの低下を生じ、その結果、その細
胞におけるEGFRの発現レベルが低下する。
【００４３】
　ヒトHER2 mRNAは配列番号199として示す。ヒトEGFR mRNAは配列番号198として示す。
【００４４】
　種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは標的核酸に結合し、正常な発現レベル
と比較して少なくとも10％または20％の発現阻害、より好ましくは正常な発現レベルと比
較して少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％または95％の阻害をもたら
す。いくつかの実施形態において、このようなモジュレーションは1～25nMの本発明の化
合物を使用した場合に見られる。同じか、または異なる実施形態において、発現阻害は10
0％未満、例えば98％未満の阻害、95％未満の阻害、90％未満の阻害、80％未満の阻害、
例えば70％未満の阻害である。発現レベルのモジュレーションは、例えばSDS-PAGE、続い
て標的タンパク質に対して作製された好適な抗体を使用したウエスタンブロッティング等
の方法によって、タンパク質レベルを測定することによって決定することができる。ある
いはまた、発現レベルのモジュレーション、例えば阻害は、例えばノーザンブロッティン
グまたは定量的RT-PCRによってmRNAのレベルを測定することで決定することができる。mR
NAレベルを介して測定する場合、適切な投与量、例えば1～25nMの濃度を用いた場合の阻
害またはダウンレギュレーションのレベルは、種々の実施形態において、典型的には本発
明の化合物の不在下における正常レベルの10～20％のレベルまでである。
【００４５】
　従って、本発明は、HER3タンパク質および／もしくはmRNAを発現している細胞における
HER3タンパク質および／もしくはmRNAの発現をダウンレギュレートするか、または阻害す
る方法であって、該細胞に本発明に係るオリゴマーまたはコンジュゲートを投与して該細
胞におけるHER3タンパク質および／もしくはmRNAの発現をダウンレギュレートまたは阻害
することを含む、上記方法を提供する。好適には、細胞は、ヒトの細胞等の哺乳動物細胞
である。投与は、種々の実施形態において、in vitroであり得る。投与は、種々の実施形
態において、in vivoであり得る。
【００４６】
　本明細書で用いる用語「標的核酸」は、ヒトHER3等の哺乳動物HER3ポリペプチドをコー
ドするDNA、例えば配列番号197をいう。HER3をコードする核酸または天然に生じるその変
異体、および、これらに由来するRNA核酸、好ましくはmRNA、例えばプレmRNAであるが、
好ましくは成熟mRNAである。種々の実施形態において、例えば研究または診断において使
用する場合、「標的核酸」は、上記DNAもしくはRNA核酸標的に由来するcDNAまたは合成オ
リゴヌクレオチドであり得る。本発明に係るオリゴマーは、好ましくは標的核酸にハイブ
リダイズすることができる。
【００４７】
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　用語「天然に生じるその変異体」は、規定された分類学的な群、例えばマウス、サル、
および好ましくはヒト等の哺乳動物内で天然に生じるHER3ポリペプチドまたは核酸配列の
変異体をいう。典型的には、ポリヌクレオチドの「天然に生じる変異体」に言及する場合
、この用語はまた、染色体転座または重複によって染色体 Chr 12: 54.76 - 54.78 Mbで
見られるHER3をコードするゲノムDNAの任意の対立遺伝子変異体、および、例えばこれら
から誘導されるmRNA等のRNAも包含し得る。「天然に生じる変異体」はまた、HER3 mRNAの
選択的スプライシングから導かれる変異体も含み得る。特定のポリペプチド配列について
言及する場合、この用語は、例えば翻訳中または翻訳後の修飾、例えばシグナルペプチド
の切断、タンパク分解、グリコシル化等によって処理され得る、タンパク質の天然に生じ
る形態も包含する。
【００４８】
　変異体配列、例えば、限定するものではないが、対立遺伝子変異体（例えばヒト遺伝子
座染色体Chr 12: 54.76 - 54.78 Mbに存在するHER3遺伝子等）のこのような標的配列も本
発明の範囲内である。変異体配列は、HER3中の標的配列に対して少なくとも60％、より好
ましくは 少なくとも70％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも8
5％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％または少なくとも9
8％の配列相同性を有し得る。典型的には、上記変異体配列に対応する本発明のオリゴマ
ーはなおかつHER3をダウンレギュレートすることができる。HER2および／またはEGFR遺伝
子（1種または複数種）由来の標的配列が、HER3標的配列に対してこのような相同性を有
することがあり、そして上記変異体配列に対応する本発明のオリゴヌクレオチドがなおか
つHER3をダウンレギュレートすることができることは理解されるべきである。
【００４９】
　用語「少なくとも1」は、1と等しいかそれより大きい整数、例えば1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20等を含む。種々の実施形態にお
いて、本発明の化合物の核酸またはタンパク質標的に言及する場合等で、用語「少なくと
も1」は用語「少なくとも2」および「少なくとも3」および「少なくとも4」を含み、同様
に、用語「少なくとも2」は用語「少なくとも3」および「少なくとも4」を含み得る。
【００５０】
配列
　本発明は、HER3（および場合によってHer2および／またはEGFR）の発現をダウンレギュ
レートするためのオリゴマー、組成物および方法を提供する。特に、本発明は、HER3を標
的とするオリゴマーおよびオリゴヌクレオチド配列に関する。標的HER3 mRNA/cDNA配列上
のどこにオリゴヌクレオチドを設計するかに関して制限はないが、このようなオリゴヌク
レオチド配列は、種々の実施形態において、配列番号200～227から選択される配列を含む
もの、またはこれらに由来するもの（例えば上記配列番号中に見られる対応する連続核酸
塩基配列を含むもの）である。
【００５１】
　オリゴマーは、標的核酸中に存在するヌクレオチド配列、例えば配列番号197、もしく
は配列番号200～227、1～140および228～233よりなる群から選択される配列（表1を参照
のこと）に対応する連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなり、上記オリゴマー（
またはその連続核酸塩基部分）は場合によって上記の選択された配列に対して1、2、もし
くは3個のミスマッチを含み得る。16個の核酸塩基を含むオリゴマー配列の例を配列番号1
、16、17、18、19、34、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、74、75、76、91
、92、107、122、137、138、139、および140に示す。より短い配列はそれから誘導するこ
とができる。より長い配列は、例示された配列番号のものの全て、または少なくとも10個
の核酸塩基を含み得る。
【００５２】
　本発明は更に、HER3遺伝子中の標的配列、特に配列番号1～140に対応するもの（すなわ
ちその逆相補体）を提供するが、上記標的配列に対応するアンチセンスオリゴヌクレオチ
ド（オリゴマー）はHER3をダウンレギュレートすることができる。例えば、配列番号1、1
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6、17、18、19、34、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、74、75、76、91、9
2、107、122、137、138、139および140のアンチセンスオリゴヌクレオチド配列にそれぞ
れ対応する標的配列を図1に示す（上記の対応オリゴの配列番号と共に太字および下線で
示す）。オリゴヌクレオチドの設計も開示されており、例えば配列番号141～168に示すも
のである。LNAオリゴヌクレオチドの具体的な設計も開示されており、例えば配列番号169
～196および234、特に配列番号169、170、173、174、180、181、183、185、187、188、18
9、190、191、192、194、および／または配列番号169、170、172、174、175、176、およ
び179で示すものである。一実施形態において、本発明のオリゴマーは、配列番号169、18
0もしくは234からなるか、これを含み、あるいは、配列番号169、180もしくは234に対応
するか、またはそのコンジュゲートの形態である、連続した核酸塩基配列からなるか、こ
れを含む。好ましい実施形態において、本発明のオリゴヌクレオチドはHER3 mRNAおよび
タンパク質の発現の強力な阻害剤であると考えられる。
【００５３】
　一態様において、本発明は、HER3遺伝子の標的配列に結合し、HER3の発現をダウンレギ
ュレートすることができるアンチセンスオリゴヌクレオチド（オリゴマー）であって、標
的配列に対応する10～50個、好ましくは10～25個の核酸塩基、より好ましくは10～16個の
核酸塩基の（連続）配列からなるか、もしくはこれを含み、そして好ましくは上記核酸塩
基の少なくとも2個がヌクレオチド類似体である、該オリゴヌクレオチドを提供する。こ
うしたオリゴの配列例の一覧を表1（実施例3）に挙げる。
【００５４】
　好ましくは、オリゴヌクレオチド配列は10～16個の核酸塩基の配列を含む。16個の核酸
塩基を含むオリゴヌクレオチド配列の例は、配列番号1、16、17、18、19、34、49、50、5
1、52、53、54、55、56、57、58、59、74、75、76、91、92、107、122、137、138、139、
および140よりなる群から選択される配列番号で示す。従って、より核酸塩基の数が少な
い、例えば10、11、12、13、14、または15個のオリゴヌクレオチド配列は、配列番号1、1
6、17、18、19、34、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、74、75、76、91、9
2、107、122、137、138、139、および140中に見られる、例えば少なくとも8個、少なくと
も9個、少なくとも10個、少なくとも11個、少なくとも12個、少なくとも13個、少なくと
も14個または15個の連続核酸塩基のサブ配列に対応する連続核酸塩基配列を有し得る。従
ってより短い配列はこれらに由来し得る。より長い配列は、例示した配列番号のものの全
て、または少なくとも10個の核酸塩基を含み得る。典型的には、オリゴヌクレオチドの配
列の一部のみが配列番号1、16、17、18、19、34、49、50、51、52、53、54、55、56、57
、58、59、74、75、76、91、92、107、122、137、138、139、および140から選択される配
列番号中に存在する場合、オリゴヌクレオチドの配列の残りの部分は上記配列番号に隣接
する対応ヌクレオチドに対して相同である。
【００５５】
　興味ある2つの配列モチーフは、配列番号1および配列番号54である。
【００５６】
　種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは、配列番号141～168、例えば配列番号
141および152よりなる群から選択されるギャップマー核酸塩基配列を含むか、またはこれ
よりなる。
【００５７】
　特定の実施形態において、オリゴマーは、哺乳動物HER3をコードする核酸の等価領域に
完全に相補的（完璧に相補的）な連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなる－すな
わちアンチセンスヌクレオチド配列を含む。
【００５８】
　しかしながら、いくつかの実施形態において、オリゴマーは標的配列にハイブリダイズ
した場合に1、2、3、または4個（以上）のミスマッチを含み、それでも十分に標的に結合
して所望の効果、すなわち標的のダウンレギュレーションを示すことができる。ミスマッ
チは、例えばオリゴマー核酸塩基配列の長さを長くすること、および／または核酸塩基配
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列内に存在するヌクレオチド類似体、例えばLNAの数を増すことで補うことができる。
【００５９】
　種々の実施形態において、連続核酸塩基配列は、標的配列、例えば哺乳動物HER3をコー
ドする核酸の対応領域に対して3個以下、例えば2個以下のミスマッチを含む。
【００６０】
　種々の実施形態において、連続核酸塩基配列は、標的配列、例えば哺乳動物HER3をコー
ドする核酸の対応領域に対して1個以下のミスマッチを含む。
【００６１】
　本発明のオリゴマーの核酸塩基配列または連続核酸塩基配列は、配列番号200～227、1
～140および228～233よりなる群から選択される対応配列に対して好ましくは少なくとも8
0％相同であり、例えば少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも9
2％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも9
7％、少なくとも98％、少なくとも99％相同であり、例えば100％相同（同一）である。
【００６２】
　本発明のオリゴマーのヌクレオチド配列または連続核酸塩基配列は、配列番号197中に
存在する対応配列に対し、好ましくは少なくとも80％相同であり、例えば少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％
、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％
相同であり、例えば100％相同（同一）である。
【００６３】
　本発明のオリゴマーのヌクレオチド配列または連続核酸塩基配列は、配列番号197中に
存在するサブ配列に対し、好ましくは少なくとも80％相補的であり、例えば少なくとも85
％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94
％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99
％相補的であり、例えば100％相補的（完全に相補的）である。
【００６４】
　種々の実施形態において、オリゴマー（またはその連続核酸塩基部分）は、配列番号20
0～227、1～140および228～233よりなる群から選択される配列の一つ、または少なくとも
10個の連続核酸塩基のそのサブ配列から選択されるか、またはこれを含み、上記オリゴマ
ー（またはその連続核酸塩基部分）は、場合によって、上記選択された配列に対して1、2
、または3個のミスマッチを含んでいても良い。
【００６５】
　種々の実施形態において、サブ配列は11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、
22、23、24、25、26、27、28、または29個の連続核酸塩基、例えば12～22個、例えば12～
18個の核酸塩基から構成され得る。好適には、種々の実施形態において、サブ配列は本発
明のオリゴマーの連続核酸塩基配列と同じ長さのものである。
【００６６】
　しかしながら、種々の実施形態において、オリゴマーの核酸塩基配列は、標的配列と相
補的でない更なる5'または3'の核酸塩基、例えば独立して1、2、3、4または5個の更なる
核酸塩基5'および／または3'を含んでいても良いことが認識される。この点において、本
発明のオリゴマーは、種々の実施形態において、5'および／または3'に更なる核酸塩基が
フランキングした連続核酸塩基配列を含み得る。種々の実施形態において、更なる5'また
は3'の核酸塩基は天然に生じるヌクレオチド、例えばDNAまたはRNAである。種々の実施形
態において、更なる5'または3'の核酸塩基は、本明細書においてギャップマーオリゴマー
の文脈において言及する領域Dを示し得る。
【００６７】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号200の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００６８】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号201の核酸塩基配列、
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もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００６９】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号202の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７０】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号203の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７１】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号204の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７２】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号205の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７３】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号206の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７４】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号207の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７５】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号208の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７６】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号209の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７７】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号210の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７８】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号211の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００７９】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号212の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８０】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号213の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８１】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号214の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８２】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号215の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８３】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号216の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８４】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号217の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８５】
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　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号218の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８６】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号219の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８７】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号220の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８８】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号221の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００８９】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号222の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００９０】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号223の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００９１】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号224の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００９２】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号225の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００９３】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号226の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００９４】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、配列番号227の核酸塩基配列、
もしくはそのサブ配列からなるか、またはこれを含む。
【００９５】
　本発明のオリゴマー（または連続核酸塩基配列）と、哺乳動物HER3（もしくはHer2、も
しくはEGFR）をコードする核酸、例えば本明細書において開示したものとの「相同性」ま
たは「相補性」を決定する場合、相同性の決定は、本発明の化合物の対応ヌクレオチド配
列および哺乳動物HER3（または標的核酸）をコードする核酸の対応領域、もしくはその相
補体で単純なアラインメントをして行うことができ、相同性は、並んだ塩基の数を数え、
本発明の化合物中の連続核酸塩基の総数で割り、そして100をかけることによって決定す
る。このような比較において、ギャップが存在する場合、このようなギャップは、ギャッ
プ内のヌクレオチド数が本発明のヌクレオチド配列と標的核酸とで異なる領域とするより
も、むしろ単にミスマッチとすることが好ましい。
【００９６】
　アミノ酸およびポリヌクレオチドの相同性は、ClustalWアルゴリズムを標準設定を用い
て使用して決定することができる：http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.htmlを参
照のこと。方法：EMBOSS::水(ローカル)：ギャップ・オープン＝10.0、ギャップ伸長＝0.
5、Blosum 62（タンパク質）、またはヌクレオチド/核酸塩基配列についてはDNAfullを使
用。このようなアラインメントを用いて、ヒトおよび別の哺乳動物種、例えばサル、マウ
スおよび／またはラット由来のHER3をコードする核酸の領域を同定することもでき、その
場合、核酸相補性の十分なストレッチがあり、ヒトHER3標的核酸、および別の哺乳動物種
に存在する対応核酸の双方を標的とするオリゴヌクレオチドの設計、例えばヒト由来のHE
R3をコードする核酸、および別の哺乳動物種由来のHER3をコードする核酸の双方の等価領
域に対して100％相補的である、少なくとも10個、例えば少なくとも12個、例えば少なく
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とも14個、例えば少なくとも16個、例えば少なくとも18個、例えば11、12、13、14、15、
16、17または18個の連続核酸塩基の領域からなるか、またはこれを含むオリゴマーの設計
が可能である。
【００９７】
　種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは、ヒト由来のHER3をコードする核酸、
および別の哺乳動物種由来のHER3をコードする核酸、例えばHER3をコードするマウスの核
酸の双方の対応領域に対して少なくとも80％、例えば少なくとも85％、例えば少なくとも
90％、例えば少なくとも95％、例えば少なくとも98％、例えば少なくとも99％、または10
0％相同（すなわちヒトおよびマウス配列の双方の等価領域に対して80％～100％相補）で
ある連続核酸塩基配列を含むか、またはこれより構成される。オリゴマーの連続核酸塩基
配列は、ヒトHER3 mRNAの等価領域に対して100％相補的であることが好ましい。
【００９８】
　用語「対応（している）」および「対応する」は、オリゴマーの核酸塩基配列または連
続核酸塩基配列と、以下の等価なヌクレオチド配列：i)核酸標的、例えば標的タンパク質
、例えばHER3タンパク質をコードするmRNA、例えば配列番号197の逆相補体、および／ま
たはii)本明細書において例えば配列番号200～227、1～140および228～233よりなる群で
提供されるヌクレオチドの配列、との間の比較をいう。ヌクレオチド類似体は、その等価
物または対応ヌクレオチドと直接比較する。
【００９９】
　用語「対応ヌクレオチド類似体」および「対応ヌクレオチド」は、ヌクレオチド類似体
と天然に生じるヌクレオチド中の核酸塩基が同一であることを示すことを意図する。例え
ば、ヌクレオチドの2-デオキシリボース単位がアデニンに連結している場合、「対応ヌク
レオチド類似体」はアデニンに連結した（2-デオキシリボースとは異なる）ペントース単
位を含む。
【０１００】
　本発明は更に、HER3遺伝子中の標的配列に対応するオリゴ配列を含むアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドであって、HER3発現をダウンレギュレートすることができるだけでなく、
受容体チロシンキナーゼErbBファミリーの1以上の他のメンバー、特にHER2および／また
はEGFRの発現をダウンレギュレートすることもできるアンチセンスオリゴヌクレオチドを
提供する。2種の標的を有効にダウンレギュレートすることができるオリゴヌクレオチド
は「二重特異的（bispecific）」と呼ばれ；3種の標的を有効にダウンレギュレートする
ことができるオリゴヌクレオチドは「三重特異的（trispecific）」と呼ばれる。より一
般的には、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは多重特異的（polyspecific）であ
ることができ、すなわち、受容体チロシンキナーゼErbファミリーの複数のメンバーの発
現をダウンレギュレートすることができる。従って、用語「二重特異的」および「三重特
異的」は単に言及を容易にするために使用するものであり、いかなる意味においても限定
的であると理解されない。例えば、二重特異的オリゴヌクレオチドは第三の標的に対して
何らかの効果を有していても良く、一方、三重特異的オリゴヌクレオチドはその標的の一
つに対して非常に弱く、従って重要でない効果を有するものであっても良い。
【０１０１】
　従って、もう一つの態様において、本発明は、二重特異的アンチセンスオリゴヌクレオ
チド、すなわち、HER3の発現、および受容体チロシンキナーゼErbBファミリーのもう一つ
のメンバーの発現をダウンレギュレートすることができるオリゴヌクレオチドを提供する
。好ましくは、このような二重特異的オリゴヌクレオチドはHER3およびHER2の双方の発現
を有効にダウンレギュレートすることができる。あるいは、また好ましくは、このような
二重特異的オリゴヌクレオチドはHER3およびEGFRの双方の発現を有効にダウンレギュレー
トすることができる。
【０１０２】
　もう一つの態様において、本発明は、三重特異的アンチセンスオリゴヌクレオチド、す
なわち、HER3、および受容体チロシンキナーゼerbBファミリーの他の2種のメンバーの発
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現をダウンレギュレートすることができるオリゴヌクレオチドを提供する。好ましくは、
このような三重特異的オリゴヌクレオチドは、HER3、HER2およびEGFRの発現を有効にダウ
ンレギュレートすることができる。
【０１０３】
　HER3を有効にダウンレギュレートするオリゴヌクレオチドの例は、配列番号169～196お
よび234である。HER3およびHER2の双方を有効にダウンレギュレートするオリゴヌクレオ
チドの例は、配列番号177および178である。HER3およびEGFRの双方を有効にダウンレギュ
レートするオリゴヌクレオチドの例は、配列番号171および173である。HER3、HER2および
EGFRを有効にダウンレギュレートするオリゴヌクレオチドの例は、配列番号169、170、17
2、174～176および179である。
【０１０４】
　本発明に係る二重特異的または三重特異的オリゴヌクレオチドは、双方、または3種の
標的全てにそれぞれ十分な結合をするために1、2、3、4、5個またはそれより多いミスマ
ッチを許容するものであり得る。
【０１０５】
　本発明に係る二重もしくは三重特異的オリゴヌクレオチドの標的は、受容体チロシンキ
ナーゼErbBファミリーから、特にHER3、HER2およびEGFRよりなる群から選択することがで
きる。2種以上の上記標的のダウンレギュレーションは、個々の標的をコードする核酸、
例えばメッセンジャーRNAに十分にハイブリダイズするアンチセンスオリゴヌクレオチド
を提供することによって達成することができる。
【０１０６】
　LNAオリゴヌクレオチドの具体的な設計も開示されており、例えば配列番号169～196お
よび配列番号234～236に示すものである。本発明のオリゴマーはHER3 mRNAおよびタンパ
ク質の発現の強力な阻害剤であると考えられる。
【０１０７】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、哺乳動物HER3および／または独立してHER2お
よび／または独立してEGFRをコードする核酸の対応領域に対して少なくとも80％、例えば
少なくとも90％、例えば少なくとも95％相同である連続核酸塩基配列を含むか、またはこ
れよりなる。
【０１０８】
鎖長
　オリゴマーは、合計して長さが10～50個の核酸塩基、例えば10、11、12、13、14、15、
16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29または30個の連続核酸塩基の
連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなる。
【０１０９】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、合計して長さが10～25個、10～24個、12～25
個、12～24個、または10～22個、例えば12～18個、例えば13～17個または12～16個、例え
ば13、14、15、16個の連続核酸塩基の連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなる。
【０１１０】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、合計して長さが10～22個または10～18個、例
えば12～18個、例えば13～17個または12～16個、例えば13、14、15、16個の連続核酸塩基
の連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなる。種々の実施形態において、オリゴマ
ーは、合計して10～16個、12～16個または12～14個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を含む
か、またはこれよりなる。種々の実施形態において、オリゴマーは、合計して14～18個、
または14～16個の核酸塩基の連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなる。
【０１１１】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、合計して長さが10、11、12、13、または14個
の連続核酸塩基の連続核酸塩基配列を含むか、またはこれよりなる。
【０１１２】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、22個以下の核酸塩基、例えば20
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個以下の核酸塩基、例えば18個以下の核酸塩基、例えば15、16または17個の核酸塩基から
なる。種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは20個未満の核酸塩基を含む。
【０１１３】
ヌクレオチド類似体
　本明細書において使用する用語「ヌクレオチド」は、糖部分、塩基部分および共有結合
したリン酸基を含むグリコシドをいい、天然に生じるヌクレオチド、例えばDNAもしくはR
NAの双方、好ましくはDNAを包含する。修飾された糖および／または塩基部分を含む非天
然のヌクレオチドは、本明細書において「ヌクレオチド類似体」という。
【０１１４】
　用語「核酸塩基」は、天然（DNA-またはRNA-型）ヌクレオチド、並びにヌクレオチド類
似体の双方を包含するために使用する。
【０１１５】
　非天然のヌクレオチドとして、修飾された糖部分を有するヌクレオチド、例えば二環式
ヌクレオチドまたは2'修飾ヌクレオチド、例えば2'置換ヌクレオチドが挙げられる。
【０１１６】
　「ヌクレオチド類似体」は、糖および／または塩基部分の修飾による、天然のヌクレオ
チド、例えばDNAまたはRNA ヌクレオチドの変異体である。類似体は、原理的にはオリゴ
ヌクレオチドの文脈において単に「サイレント」であるか、または天然ヌクレオチドと「
等価」であり得、すなわちオリゴヌクレオチドが作用して標的遺伝子の発現を阻害する経
路に対して機能的効果を有さない。こうした「等価」類似体は、それにも関わらず、例え
ば、それらが製造がより容易もしくはより安価であるか、または貯蔵もしくは製造条件に
対してより安定であるか、またはタグもしくは標識を示すものであれば、有用であり得る
。しかしながら、好ましくは、類似体は、例えば標的への結合親和性の増大、および／ま
たは細胞内ヌクレアーゼに対する抵抗性の増大、および／または細胞内への輸送のしやす
さの増大をもたらすことによって、オリゴマーが作用して発現を阻害する経路に対して機
能的効果を有するであろう。
【０１１７】
　用語「核酸塩基」は、ヌクレオチドおよびヌクレオチド類似体の双方を包含する集合語
として使用する。核酸塩基配列は、少なくとも2個のヌクレオチドまたはヌクレオチド類
似体を含む配列である。種々の実施形態において、核酸塩基配列はヌクレオチドのみ、例
えばDNA単位のみを含むものであって良く、別の実施形態において、核酸塩基配列はヌク
レオチド類似体のみ、例えばLNA単位のみを含むものであって良く、あるいはまた種々の
実施形態において、核酸塩基配列はヌクレオチドおよびヌクレオチド類似体単位の双方を
含み得る。
【０１１８】
　用語「核酸」は、2個以上のヌクレオチドの共有結合によって形成された分子として定
義する。
【０１１９】
　本明細書において、用語「核酸」および「ポリヌクレオチド」は互換可能に使用する。
【０１２０】
　核酸塩基の「塩基部分」は、天然並びに非天然の核酸塩基の双方の塩基を包含する。従
って、塩基部分は、既知のプリンおよびピリミジン複素環だけでなく、複素環式の類似体
およびその互変異性体をも包含する。
【０１２１】
　こうした塩基部分の例としては、限定するものではないが、アデニン、グアニン、シト
シン、チミジン、ウラシル、キサンチン、ヒポキサンチン、5-メチルシトシン、イソシト
シン、シュードイソシトシン、5-ブロモウラシル、5-プロピニルウラシル、6-アミノプリ
ン、2-アミノプリン、イノシン、ジアミノプリン、および2-クロロ-6-アミノプリンが挙
げられる。
【０１２２】
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　種々の実施形態において、オリゴマー中に存在する少なくとも1個の核酸塩基は、例え
ば5-メチルシトシン、イソシトシン、シュードイソシトシン、5-ブロモウラシル、5-プロ
ピニルウラシル、6-アミノプリン、2-アミノプリン、イノシン、ジアミノプリン、および
2-クロロ-6-アミノプリンよりなる群から選択されるような修飾塩基を含む。
【０１２３】
　ヌクレオシド類似体の具体的な例は、例えばFreier & Altmann; Nucl. Acid Res., 199
7, 25, 4429-4443およびUhlmann; Curr. Opinion in Drug Development, 2000, 3(2), 29
3-213、およびスキーム1に記載されている：
【化１】

【０１２４】
　オリゴマーは、天然に生じるヌクレオチド－好ましくは2'-デオキシヌクレオチドの単
純な配列（本明細書において一般的に「DNA」という）を含むかまたはこれよりなるもの
であり得るが、リボヌクレオチド（本明細書において一般的に「RNA」という）、または
このような天然に生じるヌクレオチドおよび1個以上の非天然ヌクレオチド、すなわちヌ
クレオチド類似体の組み合わせの配列を含むかこれよりなることも可能である。このよう
なヌクレオチド類似体は、好適には標的配列に対するオリゴマーの親和性を増大させ得る
。
【０１２５】
　好適かつ好ましいヌクレオチド類似体の例は、国際公開第2007/031091号（参照により
本明細書に組み入れる）に記載されているか、またはそれに参照されている。
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【０１２６】
　ヌクレオチドの好ましい修飾の一つとして、糖部分が修飾されて2'-置換基、または結
合親和性が増大し、おそらくヌクレアーゼ抵抗性もある程度増大した架橋された（ロック
された核酸－LNA）構造を与えるヌクレオチド；ヌクレオチド間結合を、その正常なホス
ホジエステルから、ヌクレアーゼの攻撃に対してより抵抗性を有するもの、例えばホスホ
ロチオエートまたはボラノホスフェート（これら２種も、RNase Hによって切断され、HER
3発現をモジュレートしてアンチセンス阻害経路を可能とする）に改変すること、が挙げ
られる。親和性を増大させるヌクレオチド類似体、例えばLNAまたは2'-置換糖をオリゴマ
ーに組み込むことで、特異的に結合するオリゴマーのサイズを小さくすることが可能とな
り、また非特異的もしくは異常な結合が生じないようにオリゴマーのサイズの上限を下げ
ることもできる。
【０１２７】
　種々の実施形態において、オリゴマーは、少なくとも2個のヌクレオチド類似体を含む
。いくつかの実施形態において、オリゴマーは、3～8個のヌクレオチド類似体、例えば6
または7個のヌクレオチド類似体を含む。これまでのところ最も好ましい実施形態におい
て、上記ヌクレオチド類似体の少なくとも1個はロックされた核酸（LNA）である；例えば
少なくとも3個もしくは少なくとも4個、または少なくとも5個、または少なくとも6個、ま
たは少なくとも7個、または8個のヌクレオチド類似体がLNAであって良い。いくつかの実
施形態において、全てのヌクレオチド類似体がLNAであっても良い。
【０１２８】
　ヌクレオチドのみから構成される好ましいヌクレオチド配列モチーフまたはヌクレオチ
ド配列について言及する場合、その配列によって規定される本発明のオリゴマーには、該
配列中に存在する1個以上のヌクレオチドの代わりに、対応ヌクレオチド類似体、例えば
二本鎖の安定性／オリゴマー/標的二本鎖のTmを上げるLNA単位または他のヌクレオチド類
似体（すなわち親和性を増大させるヌクレオチド類似体）が含まれ得ることが認識される
であろう。
【０１２９】
　種々の実施形態において、オリゴマーの核酸塩基配列および標的配列間のミスマッチは
、好ましくは親和性を増大させるヌクレオチド類似体（例えば領域AおよびC）の外側の領
域、例えば本明細書で言及する領域B内、および／または本明細書で言及する領域D内、お
よび／またはオリゴヌクレオチド中のDNAヌクレオチド等の修飾されていない部位、およ
び／または連続核酸塩基配列の5'または3'にある領域内で見られる。
【０１３０】
　ヌクレオチドのこうした修飾の例としては、糖部分を修飾して2'-置換基とするか、ま
たは結合親和性を増大させ、またヌクレアーゼ抵抗性の増大をもたらし得る架橋された（
ロックされた核酸）構造とすることが挙げられる。
【０１３１】
　好ましいヌクレオチド類似体はLNA、例えばオキシ-LNA（例えばβ-D-オキシ-LNA、およ
びα-L-オキシ-LNA）、および／またはアミノ-LNA（例えばβ-D-アミノ-LNAおよびα-L-
アミノ-LNA）および／またはチオ-LNA（例えばβ-D-チオ-LNAおよびα-L-チオ-LNA）およ
び／またはENA（例えばβ-D-ENAおよびα-L-ENA）である。種々の実施形態において、LNA
単位はβ-D-オキシ-LNAである。
【０１３２】
　いくつかの実施形態において、本発明のオリゴマー内に存在するヌクレオチド類似体（
本明細書において言及する領域AおよびC中のもの等）は、例えば：2'-O-アルキル-RNA 単
位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単位、LNA単位、アラビノ核酸(ANA)単位、2'-
フルオロ-ANA単位、HNA単位、INA（挿入核酸－Christensen, 2002. Nucl. Acids. Res. 2
002 30: 4918-4925, 参照により本明細書に組み入れる）単位および2'MOE単位から独立し
て選択される。種々の実施形態において、上記の型の1種のヌクレオチド類似体のみ、ま
たはその連続核酸塩基配列が本発明のオリゴマー中に存在する。
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【０１３３】
　種々の実施形態において、ヌクレオチド類似体は2'-O-メトキシエチル-RNA（2'MOE）、
2'-フルオロ-DNAモノマーまたはLNAヌクレオチド類似体であり、従って本発明のオリゴヌ
クレオチドはこれら3種の型の類似体から独立して選択されるヌクレオチド類似体を含み
得るか、あるいは3種の型から選択される1種の類似体のみを含み得る。種々の実施形態に
おいて、上記ヌクレオチド類似体の少なくとも1個は2'-MOE-RNAであり、例えば2、3、4、
5、6、7、8、9または10個の2'-MOE-RNAヌクレオチド単位である。種々の実施形態におい
て、上記ヌクレオチド類似体の少なくとも1個は2'-フルオロDNAであり、例えば2、3、4、
5、6、7、8、9または10個の2'-フルオロ-DNAヌクレオチド単位である。
【０１３４】
　種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーは、少なくとも1個のロックされた
核酸（LNA）単位、例えば1、2、3、4、5、6、7、もしくは8個のLNA 単位、例えば3～7も
しくは4～8個のLNA単位、または3、4、5、6もしくは7個のLNA単位を含む。種々の実施形
態において、全てのヌクレオチド類似体がLNAである。いくつかの実施形態において、オ
リゴマーは、β-D-オキシ-LNA、および1個以上の以下のLNA単位：β-Dもしくはα-L配置
またはその組み合わせのいずれかであるチオ-LNA、アミノ-LNA、オキシ-LNA、および／ま
たはENA、の双方を含み得る。種々の実施形態において、全てのLNAシトシン単位が5'メチ
ル-シトシンである。本発明の種々の実施形態において、オリゴマーはLNAおよびDNA単位
の双方を含み得る。好ましくは、LNAおよびDNA単位を合わせた合計数は10～25個、好まし
くは10～20個、更により好ましくは12～16個である。本発明の種々の実施形態において、
オリゴマーのヌクレオチド配列、例えば連続核酸塩基配列は少なくとも1個のLNAからなり
、残りのヌクレオチド単位はDNA単位である。種々の実施形態において、オリゴマーはLNA
ヌクレオチド類似体および天然に生じるヌクレオチド（例えばRNAまたはDNA、最も好まし
くはDNAヌクレオチド）のみを含み、場合によってホスホロチオエート等の改変されたヌ
クレオチド間結合を含む。
【０１３５】
　種々の実施形態において、オリゴマー中に存在する少なくとも1個の核酸塩基は、5-メ
チルシトシン、イソシトシン、シュードイソシトシン、5-ブロモウラシル、5-プロピニル
ウラシル、6-アミノプリン、2-アミノプリン、イノシン、ジアミノプリン、および2-クロ
ロ-6-アミノプリンよりなる群から選択される修飾塩基を有する。
【０１３６】
LNA
　用語「LNA」は「ロックされた核酸」として知られる二環式ヌクレオチド類似体をいう
。これはLNAモノマーをいう場合があり、あるいは「LNA オリゴヌクレオチド」またはLNA
「オリゴマー」の文脈において使用する場合は1個以上のこうした二環式ヌクレオチド類
似体を含むオリゴマーをいう。
【０１３７】
　本発明のオリゴマーにおいて使用するLNAは、好ましくは一般式Iの構造、およびその塩
基性塩および酸付加塩を有する：
【化２】

【０１３８】
［式中、
　　Xは-O-、-S-、-N(RN＊)-、-C(R6R6＊)-から選択され；
　　Bは水素、置換されていても良いC1-4-アルコキシ、置換されていても良いC1-4-アル
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キル、置換されていても良いC1-4-アシルオキシ、核酸塩基、DNAインターカレーター（in
tercalators）、光化学的活性基、熱化学的活性基、キレート基、レポーター基、および
リガンドから選択され；
　　Pは次のモノマーにヌクレオチド間結合するためのラジカルの位置または5'-末端基を
示し、こうしたヌクレオチド間結合または5'-末端基は場合によって置換基R5または等し
く適用できる置換基R5＊を含み；
　　P＊は前のモノマーへのヌクレオチド間結合または3'-末端基を示し；
　　R4＊およびR2＊は一緒になって-C(RaRb)-、-C(Ra)=C(Rb)-、-C(Ra)=N-、-O-、-Si(Ra

)2-、-S-、-SO2-、-N(Ra)-、および>C=Zから選択される、1～4個の基／原子から構成され
るビラジカルを示し、
　　　ここでZは-O-、-S-、および-N(Ra)-から選択され、そしてRaおよびRbはそれぞれ独
立して水素、置換されていても良いC1-12-アルキル、置換されていても良いC2-12-アルケ
ニル、置換されていても良いC2-12-アルキニル、ヒドロキシ、C1-12-アルコキシ、C2-12-
アルコキシアルキル、C2-12-アルケニルオキシ、カルボキシ、C1-12-アルコキシカルボニ
ル、C1-12-アルキルカルボニル、ホルミル、アリール、アリールオキシ-カルボニル、ア
リールオキシ、アリールカルボニル、ヘテロアリール、ヘテロアリールオキシ-カルボニ
ル、ヘテロアリールオキシ、ヘテロアリールカルボニル、アミノ、モノ-およびジ(C1-6-
アルキル)アミノ、カルバモイル、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)-アミノ-カルボニル、
アミノ-C1-6-アルキル-アミノカルボニル、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)アミノ-C1-6-
アルキル-アミノカルボニル、C1-6-アルキル-カルボニルアミノ、カルバミド、C1-6-アル
カノイルオキシ、スルホノ、C1-6-アルキルスルホニルオキシ、ニトロ、アジド、スルフ
ァニル、C1-6-アルキルチオ、ハロゲン、DNAインターカレーター、光化学的活性基、熱化
学的活性基、キレート基、レポーター基、およびリガンドから選択され、ここでアリール
およびヘテロアリールは置換されていても良く、2個のジェミナル置換基RaおよびRbは一
緒になって、置換されていても良いメチレン(=CH2)を示すものであっても良く、
　　存在する置換基R1＊、R2、R3、R5、R5＊、R6およびR6＊はそれぞれ独立して水素、置
換されていても良いC1-12-アルキル、置換されていても良いC2-12-アルケニル、置換され
ていても良いC2-12-アルキニル、ヒドロキシ、C1-12-アルコキシ、C2-12-アルコキシアル
キル、C2-12-アルケニルオキシ、カルボキシ、C1-12-アルコキシカルボニル、C1-12-アル
キルカルボニル、ホルミル、アリール、アリールオキシ-カルボニル、アリールオキシ、
アリールカルボニル、ヘテロアリール、ヘテロアリールオキシ-カルボニル、ヘテロアリ
ールオキシ、ヘテロアリールカルボニル、アミノ、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)アミノ
、カルバモイル、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)-アミノ-カルボニル、アミノ-C1-6-アル
キル-アミノカルボニル、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)アミノ-C1-6-アルキル-アミノカ
ルボニル、C1-6-アルキル-カルボニルアミノ、カルバミド、C1-6-アルカノイルオキシ、
スルホノ、C1-6-アルキルスルホニルオキシ、ニトロ、アジド、スルファニル、C1-6-アル
キルチオ、ハロゲン、DNAインターカレーター、光化学的活性基、熱化学的活性基、キレ
ート基、レポーター基、およびリガンドから選択され、ここでアリールおよびヘテロアリ
ールは置換されていても良く、2個のジェミナル置換基は、一緒になってオキソ、チオキ
ソ、イミノ、または置換されていても良いメチレンを示すか、あるいは、一緒になって、
-O-、-S-、および-(NRN)-（RNは水素およびC1-4-アルキルから選択される）から選択され
る1個以上のヘテロ原子／基で場合によって中断されるか、および／または終結される1～
5個の炭素原子のアルキレン鎖からなるスピロビラジカルを形成することができ、そして2
個の隣接した（ジェミナルでない）置換基は二重結合を生じる更なる結合を示し得る；そ
してRN＊は、存在し、ビラジカルに関与しない場合は、水素およびC1-4-アルキルから選
択される]。
【０１３９】
　種々の実施形態において、R5＊はH、-CH3、-CH2-CH3、-CH2-O-CH3、および-CH=CH2から
選択される。
【０１４０】
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　種々の実施形態において、R4＊およびR2＊は一緒になって、-C(RaRb)-O-、-C(RaRb)-C(
RcRd)-O-、-C(RaRb)-C(RcRd)-C(ReRf)-O-、-C(RaRb)-O-C(RcRd)-、-C(RaRb)-O-C(RcRd)-O
-、-C(RaRb)-C(RcRd)-、-C(RaRb)-C(RcRd)-C(ReRf)-、-C(Ra)=C(Rb)-C(RcRd)-、-C(RaRb)
-N(Rc)-、-C(RaRb)-C(RcRd)-N(Re)-、-C(RaRb)-N(Rc)-O-、および-C(RaRb)-S-、-C(RaRb)
-C(RcRd)-S-から選択されるビラジカルを示し、式中、Ra、Rb、Rc、Rd、Re、およびRfは
それぞれ独立して水素、置換されていても良いC1-12-アルキル、置換されていても良いC2
-12-アルケニル、置換されていても良いC2-12-アルキニル、ヒドロキシ、C1-12-アルコキ
シ、C2-12-アルコキシアルキル、C2-12-アルケニルオキシ、カルボキシ、C1-12-アルコキ
シカルボニル、C1-12-アルキルカルボニル、ホルミル、アリール、アリールオキシ-カル
ボニル、アリールオキシ、アリールカルボニル、ヘテロアリール、ヘテロアリールオキシ
-カルボニル、ヘテロアリールオキシ、ヘテロアリールカルボニル、アミノ、モノ-および
ジ(C1-6-アルキル)アミノ、カルバモイル、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)-アミノ-カル
ボニル、アミノ-C1-6-アルキル-アミノカルボニル、モノ-およびジ(C1-6-アルキル)アミ
ノ-C1-6-アルキル-アミノカルボニル、C1-6-アルキル-カルボニルアミノ、カルバミド、C

1-6-アルカノイルオキシ、スルホノ、C1-6-アルキルスルホニルオキシ、ニトロ、アジド
、スルファニル、C1-6-アルキルチオ、ハロゲン、DNAインターカレーター、光化学的活性
基、熱化学的活性基、キレート基、レポーター基、およびリガンドから選択され、ここで
アリールおよびヘテロアリールは場合によって置換されていても良く、2個のジェミナル
置換基RaおよびRbは一緒になって、置換されていても良いメチレン（=CH2）を示し得る。
【０１４１】
　更なる実施形態において、R4＊およびR2＊は一緒になって、-CH2-O-、-CH2-S-、-CH2-N
H-、-CH2-N(CH3)-、-CH2-CH2-O-、-CH2-CH(CH3)-、-CH2-CH2-S-、-CH2-CH2-NH-、-CH2-CH

2-CH2-、-CH2-CH2-CH2-O-、-CH2-CH2-CH(CH3)-、-CH=CH-CH2-、-CH2-O-CH2-O-、-CH2-NH-
O-、-CH2-N(CH3)-O-、-CH2-O-CH2-、-CH(CH3)-O-、-CH(CH2-O-CH3)-O-から選択されるビ
ラジカルを示す。
【０１４２】
　全てのキラル中心について、非対称の基はRまたはS配向性のいずれかで見ることができ
る。
【０１４３】
　好ましくは、本発明のオリゴマーで使用するLNAは、以下の式のいずれかの少なくとも1
個のLNA単位を含む。
【化３】

【０１４４】
［式中、Yは-O-、-O-CH2-、-S-、-NH-またはN(RH)であり；ZおよびZ*は独立してヌクレオ
チド間結合、末端基または保護基から選択され；Bは天然または非天然のヌクレオチドの
塩基部分を構成し、そしてRHは水素およびC1-4-アルキルから選択される]。
【０１４５】
　特に好ましいLNA単位をスキーム2に示す：
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【化４】

【０１４６】
　用語「チオ-LNA」は、上記一般式中でYがSまたは-CH2-S-から選択されるロックされた
核酸塩基（LNA）を含む。チオ-LNAはβ-Dおよびα-L-配置の双方であり得る。
【０１４７】
　用語「アミノ-LNA」は、上記一般式中でYが-N(H)-、N(R)-、CH2-N(H)-、および-CH2-N(
R)-（Rは水素およびC1-4-アルキルから選択される）から選択されるロックされた核酸塩
基（LNA）を含む。アミノ-LNAはβ-Dおよびα-L-配置の双方であり得る。
【０１４８】
　用語「オキシ-LNA」は、上記一般式中でYが-O-または-CH2-O-を示すロックされた核酸
塩基（LNA）を含む。オキシ-LNAはβ-Dおよびα-L-配置の双方であり得る。
【０１４９】
　用語「ENA」は、上記一般式中でYが-CH2-O-（-CH2-O-の酸素原子は塩基Bに対して2'-位
に結合する)であるロックされた核酸塩基（LNA）を含む。
【０１５０】
　好ましい実施形態において、LNAはβ-D-オキシ-LNA、α-L-オキシ-LNA、β-D-アミノ-L
NAおよびβ-D-チオ-LNA、特にβ-D-オキシ-LNAから選択される。
【０１５１】
　本明細書の文脈において、用語「C1-4-アルキル」は、鎖が1～4個の炭素原子を有する
直鎖または分岐鎖の飽和炭化水素鎖、例えばメチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル
、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチルおよびtert-ブチルを意味することが意図される。
【０１５２】
RNAse Hのリクルート（recruitment）
　オリゴマー化合物はRNaseが介在しない標的mRNAの分解、例えば翻訳の立体障害による
もの、または他の方法を介して機能し得ることが認識されるが、本発明の好ましいオリゴ
マーは、(エンド)リボヌクレアーゼ(RNase)、例えばRNase Hをリクルートすることができ
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る。
【０１５３】
　種々の実施形態において、オリゴマー、または連続核酸塩基配列は、7、8、9、10、11
、12、13、14、15または16個の連続したヌクレオチドまたは核酸塩基を含む、少なくとも
6個、例えば少なくとも7個の連続したヌクレオチドまたは核酸塩基単位、例えば少なくと
も8個または少なくとも9個の連続した核酸塩基単位（残基）の領域を含み、相補的標的RN
Aとの二本鎖を形成した場合に、RNaseをリクルートすることができる。RNAseをリクルー
トすることができる連続配列は、本明細書において記載するギャップマーの文脈で言及す
る領域Bであり得る。種々の実施形態において、RNAseを強化することができる連続配列、
例えば領域Bの大きさはより大きく、例えば10、11、12、13、14、15、16、17、18、19ま
たは20個の核酸塩基単位であり得る。
【０１５４】
　ヨーロッパ特許第1 222 309号は、RNaseHを強化する能力を決定するために使用するこ
とができる、RNaseH活性を決定するためのin vitroの方法を提供する。ヨーロッパ特許第
1 222 309号の実施例91～95に提示された方法を使用して、相補的RNA標的が与えられた場
合に、pmol/l/分で測定して、2'置換がなく、オリゴヌクレオチド中の全てのヌクレオチ
ド間にホスホロチオエート連結基を有する等価なDNAのみのオリゴヌクレオチドの少なく
とも1％、例えば少なくとも5％、例えば少なくとも10％または20％未満の初速度を有する
と、オリゴマーはRNase Hをリクルートすることができると考えられる。
【０１５５】
　種々の実施形態において、ヨーロッパ特許第1 222 309号の実施例91～95に提示された
方法を使用して、相補的RNA標的およびRNaseHが与えられた場合に、RNaseHの初速度が、p
mol/l/分で測定して、2'置換がなく、オリゴヌクレオチド中の全てのヌクレオチド間にホ
スホロチオエート連結基を有する等価なDNAのみのオリゴヌクレオチドを使用して決定さ
れる初速度の1％未満、例えば5％未満、例えば10％未満または20％未満であると、オリゴ
マーは本質的にRNaseHをリクルートすることができないと考えられる。
【０１５６】
　他の実施形態において、ヨーロッパ特許第1 222 309号の実施例91～95に提示された方
法を使用して、相補的RNA標的およびRNaseHが与えられた場合に、RNaseHの初速度が、pmo
l/l/分で測定して、2'置換がなく、オリゴヌクレオチド中の全てのヌクレオチド間にホス
ホロチオエート連結基を有する等価なDNAのみのオリゴヌクレオチド（すなわち同じ塩基
配列を有するが、DNA単位のみを含む）を使用して決定される初速度の少なくとも20％、
例えば少なくとも40％、例えば少なくとも60％、例えば少なくとも80％であると、オリゴ
マーはRNaseHをリクルートすることができると考えられる。
【０１５７】
　典型的には、相補的標的RNAと二本鎖を形成する場合にRNaseをリクルートすることがで
きる連続核酸塩基配列を形成するオリゴマーの領域は、RNA標的とDNA/RNA様の二本鎖を形
成するヌクレオチド単位からなり、そしてDNA単位、およびα-L配置であり、特に好まし
くはα-L-オキシLNAであるLNA単位の双方を含み得る。
【０１５８】
　本発明のオリゴマーは、ヌクレオチドおよびヌクレオチド類似体の双方を含む核酸塩基
配列を含んでいて良く、またギャップマー、ヘッドマー（headmer）またはミックスマー
（mixmer）の形態であって良い。
【０１５９】
　ヘッドマーは、5'-末端のRNaseをリクルートしないヌクレオチド類似体の連続ストレッ
チ、続いて3'-末端に向けてRNAseによって認識され、切断され得るDNAまたは修飾ヌクレ
オチド（類似体）単位の連続ストレッチ（例えば少なくとも7個のこうしたヌクレオチド
）によって定義され、そしてテイルマー（tailmer）は、5'末端のRNase によって認識さ
れ、切断され得るDNAまたは修飾ヌクレオチド（類似体）の連続ストレッチ（例えば少な
くとも7個のこうしたヌクレオチド）、続いて3'-末端に向けてRNaseをリクルートしない
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ヌクレオチド類似体の連続ストレッチ、によって定義される。ミックスマーと呼ばれる本
発明に係る他のキメラオリゴマーは、i) RNase によって認識され、切断され得るDNAまた
は修飾ヌクレオチド、およびii) RNaseをリクルートしないヌクレオチド類似体、の入り
混じった組成から構成される。いくつかのヌクレオチド類似体は、RNaseHの結合および切
断をメディエートすることもできる。α-L-LNAはRNaseH活性をある程度までリクルートす
るため、ギャップマー構築物のためにRNaseHによって認識され、切断され得るDNAまたは
修飾ヌクレオチドのより小さな領域（例えばギャップ－または領域B）が必要である可能
性があり、ミックスマー構造により高い柔軟性を組み込むことができる。
【０１６０】
ギャップマーの設計
　好ましくは、本発明のオリゴマーはギャップマーである。ギャップマーオリゴマーは、
RNAseH等のRNAseをリクルートすることができるヌクレオチドまたは核酸塩基の連続スト
レッチ、例えば本明細書において領域Bとして言及する、少なくとも6または7個のDNAヌク
レオチドの領域を含むオリゴマーであり、領域Bの5'および3'にはヌクレオチド類似体、
例えば親和性を増大させるヌクレオチド類似体がフランキングしており、例えばRNAseを
リクルートすることができるヌクレオチドの連続ストレッチの5'および3'に1～6個のヌク
レオチド類似体の領域がフランキングしており、これらの領域をそれぞれ領域AおよびCと
いう。
【０１６１】
　好ましくは、ギャップマーは、式（5'から3'方向へ）A-B-C、または場合によってA-B-C
-DまたはD-A-B-Cの(ポリ)ヌクレオチド配列を含み；領域A（5'領域）は、少なくとも1個
のヌクレオチド類似体、例えば少なくとも1個のLNA単位、例えば1～6個のヌクレオチド類
似体、例えばLNA単位からなるか、またはこれを含み、そして；領域Bは、（相補的RNA分
子、例えばmRNA標的と二本鎖を形成した場合に）RNAseをリクルートすることができる少
なくとも5個の連続ヌクレオチドもしくは核酸塩基、例えばDNAヌクレオチドからなるか、
またはこれを含み、そして；領域C（3'領域）は、少なくとも1個のヌクレオチド類似体、
例えば少なくとも1個のLNA単位、例えば1～6個のヌクレオチド類似体、例えばLNA単位か
らなるか、またはこれを含み、そして；領域Dは、存在する場合には、1、2または3個のヌ
クレオチド単位、例えばDNAヌクレオチドからなるか、またはこれを含む。
【０１６２】
　種々の実施形態において、領域Aは1、2、3、4、5または6個のヌクレオチド類似体、例
えばLNA単位、例えば2～5個のヌクレオチド類似体、例えば2～5個のLNA単位、例えば3ま
たは4個のヌクレオチド類似体、例えば3または4個のLNA単位からなり；および／または領
域Cは1、2、3、4、5または6個のヌクレオチド類似体、例えばLNA単位、例えば2～5個のヌ
クレオチド類似体、例えば2～5個のLNA単位、例えば3または4個のヌクレオチド類似体、
例えば3または4個のLNA単位からなる。
【０１６３】
　種々の実施形態において、Bは、RNAseをリクルートすることができる5、6、7、8、9、1
0、11もしくは12個の連続ヌクレオチドまたは核酸塩基、あるいはRNAseをリクルートする
ことができる6～10個、もしくは7～9個、例えば8個の連続ヌクレオチドまたは核酸塩基か
らなるか、またはこれを含む。種々の実施形態において、領域Bは、少なくとも1個のDNA
ヌクレオチド単位、例えば1～12個のDNA単位、好ましくは4～12個のDNA単位、より好まし
くは6～10個のDNA単位、例えば7～10個のDNA単位、最も好ましくは8、9もしくは10個のDN
A単位からなるか、またはこれを含む。
【０１６４】
　種々の実施形態において、領域Aは、3または4個のヌクレオチド類似体、例えばLNAから
なり、領域Bは7、8、9または10個のDNA単位からなり、そして領域Cは3または4個のヌクレ
オチド類似体、例えばLNAからなる。このような設計として(A-B-C) 3-10-3、3-10-4、4-1
0-3、3-9-3、3-9-4、4-9-3、3-8-3、3-8-4、4-8-3、3-7-3、3-7-4、4-7-3が挙げられ、更
に、1または2個のヌクレオチド単位、例えばDNA単位を有し得る領域Dを含んでいても良い
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。
【０１６５】
　更なるギャップマーの設計は国際公開第2004/046160号に開示されており、参照により
本明細書に組み入れる。
【０１６６】
　米国特許仮出願第60/977409号および国際特許出願PCT/EP2008/053314号（いずれも参照
により本明細書に組み入れる）は、種々の実施形態において本発明に係るギャップマーオ
リゴマーであり得る「ショートマー（shortmer）」ギャップマーオリゴマーに言及してい
る。
【０１６７】
　種々の実施形態において、オリゴマーは合計して10、11、12、13または14個の核酸塩基
単位の連続核酸塩基配列からなり、この連続核酸塩基配列は式(5'-3')A-B-C、または場合
によってA-B-C-DもしくはD-A-B-Cのものであり、ここでAは1、2または3個のヌクレオチド
類似体単位、例えばLNA単位からなり；Bは、相補的RNA分子（例えばmRNA標的）と二本鎖
を形成する場合にRNAseをリクルートすることができる7、8または9個の連続ヌクレオチド
または核酸塩基単位からなり；そしてCは1、2または3個のヌクレオチド類似体単位、例え
ばLNA単位からなる。Dは、存在する場合は1個のDNA単位からなる。
【０１６８】
　種々の実施形態において、Aは1個のLNA単位からなる。種々の実施形態において、Aは2
個のLNA単位からなる。種々の実施形態において、Aは3個のLNA単位からなる。種々の実施
形態において、Cは1個のLNA単位からなる。種々の実施形態において、Cは2個のLNA単位か
らなる。種々の実施形態において、Cは3個のLNA単位からなる。種々の実施形態において
、Bは7個のヌクレオチド単位からなる。種々の実施形態において、Bは8個のヌクレオチド
単位からなる。種々の実施形態において、Bは9個のヌクレオチド単位からなる。種々の実
施形態において、Bは1～9個のDNA単位、例えば2、3、4、5、6、7または8個のDNA単位を含
む。種々の実施形態において、BはDNA単位からなる。種々の実施形態において、Bはα-L
配置にある少なくとも1個のLNA単位、例えばα-L-配置にある2、3、4、5、6、7、8または
9個のLNA単位を含む。種々の実施形態において、Bは少なくとも1個のα-L-オキシLNA単位
を含むか、またはα-L-配置にある全てのLNA単位がα-L-オキシLNA単位である。種々の実
施形態において、A-B-C中に存在するヌクレオチドの数は、（ヌクレオチド類似体単位－
領域B－ヌクレオチド類似体単位）が1-8-1、1-8-2、2-8-1、2-8-2、3-8-3、2-8-3、3-8-2
、4-8-1、4-8-2、1-8-4、2-8-4、または；1-9-1、1-9-2、2-9-1、2-9-2、2-9-3、3-9-2、
1-9-3、3-9-1、4-9-1、1-9-4、または；1-10-1、1-10-2、2-10-1、2-10-2、1-10-3、3-10
-1よりなる群から選択される。種々の実施形態において、A-B-C中のヌクレオチドの数は
、2-7-1、1-7-2、2-7-2、3-7-3、2-7-3、3-7-2、3-7-4、および4-7-3よりなる群から選択
される。種々の実施形態において、AおよびCの双方はそれぞれ2個のLNA単位からなり、B
は8または9個のヌクレオチド単位、好ましくはDNA単位からなる。
【０１６９】
　他のギャップマーの設計としては、領域Aおよび／またはCが3、4、5または6個のヌクレ
オチド類似体、例えば2'-O-メトキシエチル-RNA（2'MOE）および2'-フルオロ-DNAモノマ
ーよりなる群から選択されるヌクレオチド類似体からなり、そして領域Bが8、9、10、11
または12個のヌクレオチド、例えばDNA単位（または核酸塩基）からなるもの、例えば5-1
0-5および4-12-4のギャップマー設計が挙げられる。更なるギャップマーの設計は国際公
開第2007/146511A2号に開示されており、参照により本明細書に組み入れる。
【０１７０】
連結基
　用語「連結基」または「ヌクレオチド間結合」は、2個のヌクレオチドもしくは核酸塩
基、2個のヌクレオチド類似体、およびヌクレオチドおよびヌクレオチド類似体等を共に
共有結合することができる基を意味することが意図される。特定かつ好ましい例として、
リン酸基およびホスホロチオエート基が挙げられる。



(27) JP 2010-526797 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

【０１７１】
　本発明のオリゴマーの核酸塩基またはその連続核酸塩基配列は、連結基を介して共に結
合している。好適には、各々の核酸塩基は3'側の隣接する核酸塩基に連結基を介して結合
する。
【０１７２】
　好適な連結基としては、国際公開第2007/031091号に挙げられたもの、例えば国際公開
第2007/031091号の第34頁、第1段落に挙げられた連結基が挙げられる（参照により本明細
書に組み入れる）。
【０１７３】
　種々の実施形態において、連結基を、その正常なホスホジエステルから、ヌクレアーゼ
の攻撃に対してより抵抗性のあるもの、例えばホスホロチオエートまたはボラノホスフェ
ート－これら2つも、RNase Hによって切断され、標的遺伝子の発現を低減させる際にアン
チセンス阻害の経路を可能とする－に改変することが好ましい。
【０１７４】
　本明細書で提示する好適な硫黄(S)含有連結基が好ましい場合がある。ホスホロチオエ
ート連結基はまた、特にギャップマーのギャップ領域(B)のために好ましい。ホスホロチ
オエート結合は、フランキング領域（AおよびC、またAまたはCのDへの連結、および適切
な場合には領域D内）のために使用することもできる。
【０１７５】
　しかしながら、特に、例えばヌクレオチド類似体の使用によって領域AおよびC内の連結
基がエンドヌクレアーゼによる分解から保護される場合－例えば領域AおよびCがLNAヌク
レオチドを含む場合には、領域A、BおよびCは、ホスホロチオエート以外の連結基、例え
ばホスホジエステル結合を含み得る。
【０１７６】
　オリゴマー中の連結基は、標的となるRNAのRNase Hによる切断を可能とするように、ホ
スホジエステル、ホスホロチオエートまたはボラノホスフェートであり得る。ヌクレアー
ゼ抵抗性の改善および他の理由、例えば製造の容易性のために、ホスホロチオエートが好
ましい。
【０１７７】
　本発明のオリゴマーの一態様において、ヌクレオチドおよび／またはヌクレオチド類似
体はホスホロチオエート基によって互いに結合している。
【０１７８】
　ホスホジエステル結合、例えば1個または2個の結合を、それでなければホスホロチオエ
ートオリゴマーである中に、特に（典型的には領域Aおよび／またはC内）のヌクレオチド
類似体単位間もしくはこれに隣接して含めることで、オリゴマーのバイオアベイラビリテ
ィーおよび／または生体内分布（bio-distribution）を改変し得ることが認識される－国
際公開第2008/053314号（参照により本明細書に組み入れる）を参照のこと。
【０１７９】
　いくつかの実施形態、例えば上記した実施形態において、好適であり、かつ特に示さな
い場合は、残りの全ての連結基はホスホジエステルもしくはホスホロチオエート、または
その混合である。
【０１８０】
　いくつかの実施形態において、全てのヌクレオチド間結合基がホスホロチオエートであ
る。
【０１８１】
　特定のギャップマーオリゴヌクレオチド配列、例えば本明細書において提示するものに
ついて言及する場合、種々の実施形態において、特にヌクレオチド類似体、例えばLNA単
位間の結合については、結合がホスホロチオエート結合である場合には、別の結合、例え
ば本明細書において開示するものを使用することができ、例えばリン酸（ホスホジエステ
ル）結合を使用することができることは理解されるであろう。同様に、特定のギャップマ
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ーオリゴヌクレオチド配列、例えば本明細書において提示するものについて言及する場合
、C残基が5'メチル修飾したシトシンとして注釈をつけている場合には、種々の実施形態
において、オリゴマー中に存在する1個以上のCは修飾されていないC残基であり得る。
【０１８２】
オリゴマー化合物
　本発明のオリゴマーは、実施例8の表4に示すように、配列番号169～196および234より
なる群から選択することができる。
【０１８３】
コンジュゲート
　本明細書の文脈において、用語「コンジュゲート」は、本明細書に記載するオリゴマー
の1個以上の非ヌクレオチド／非ヌクレオチド類似体（すなわち非核酸塩基）または非ポ
リヌクレオチド部分への共有結合（「コンジュゲーション」）によって形成するヘテロ分
子を示すことが意図される。非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分の例としては
、高分子物質、例えばタンパク質、脂肪酸鎖、糖残基、糖タンパク質、ポリマー、または
その組み合わせが挙げられる。典型的には、タンパク質は標的タンパク質の抗体であり得
る。典型的なポリマーはポリエチレングリコールであり得る。
【０１８４】
　従って、種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは、典型的には核酸塩基の連続
配列からなるポリヌクレオチド領域、すなわちヌクレオチド／核酸塩基領域、および更な
る非ヌクレオチド領域の双方を含み得る。連続核酸塩基配列からなる本発明のオリゴマー
について言及する場合、化合物は、非ヌクレオチド/非核酸塩基成分、例えばコンジュゲ
ート成分を含み得る。
【０１８５】
　本発明の種々の実施形態において、オリゴマー化合物は、リガンド/コンジュゲートに
連結し、例えばオリゴマー化合物の細胞への取り込みを増大させるために使用することが
できる。国際公開第2007/031091号は好適なリガンドおよびコンジュゲートを提示してお
り、これらを参照により本明細書に組み入れる。
【０１８６】
　本発明はまた、本明細書に記載した本発明に係る化合物と、該化合物に共有結合した少
なくとも1個の非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分とを含むコンジュゲートを
提供する。従って、本発明の化合物が本明細書において開示したような特定の核酸または
核酸塩基配列からなる種々の実施形態において、化合物は、該化合物に共有結合した（例
えば1個以上のヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体を含まない）少なくとも1個の非ヌ
クレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分を含み得る。
【０１８７】
　コンジュゲートは本発明のオリゴマーの活性、細胞内分布または細胞への取り込みを増
大させ得る。このような部分としては、限定するものではないが、抗体、ポリペプチド、
コレステロール部分等の脂質部分、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、脂肪族鎖、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、アダマンタン酢酸、パルミチル部分、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が挙げられる。
【０１８８】
　本発明のオリゴマーは、活性薬剤物質、例えばアスピリン、イブプロフェン、サルファ
剤、抗糖尿病薬、抗細菌剤または抗生物質にコンジュゲートさせることもできる。
【０１８９】
　種々の実施形態において、コンジュゲートする部分は、例えばコレステロール等のステ
ロールである。
【０１９０】
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　種々の実施形態において、コンジュゲートする部分は、正に荷電したポリマー、例えば
長さが1～50、例えば2～20、例えば3～10個のアミノ酸残基の正に荷電したペプチド、お
よび／またはポリエチレングリコール(PEG)もしくはポリプロピレングリコール等のポリ
アルキレンオキシドを含むか、またはこれよりなる－参照により本明細書に組み入れる国
際公開第2008/034123号を参照のこと。好適には、正に荷電したポリマー、例えばポリア
ルキレンオキシドは、国際公開第2008/034123号に記載されている放出可能リンカー等の
リンカーを介して本発明のオリゴマーに結合させることができる。
【０１９１】
活性化オリゴマー
　本明細書において使用する用語「活性化オリゴマー」は、オリゴマーを1個以上のコン
ジュゲート部分、すなわちそれ自体は核酸もしくはモノマーではない部分に共有結合させ
て本明細書に記載のコンジュゲートを形成することを可能とする、少なくとも1個の官能
性部分に共有結合している（すなわち官能化された）本発明のオリゴマーをいう。典型的
には、官能性部分は、例えばアデニン塩基の3'-水酸基または環外NH2基を介してオリゴマ
ーに共有結合させることができる化学基、好ましくは親水性であるスペーサー、およびコ
ンジュゲート部分（例えばアミノ、スルフヒドリルまたは水酸基）に結合することができ
る末端基を含むであろう。いくつかの実施形態において、この末端基は保護されず、例え
ばNH2基である。別の実施形態において、末端基は、例えば「有機合成における保護基（P
rotective Groups in Organic Synthesis）」 Theodora W GreeneおよびPeter G M Wuts,
 第3版 (John Wiley & Sons, 1999)に記載されたような任意の好適な保護基によって保護
される。好適な水酸基保護基の例として、エステル、例えば酢酸エステル、アラアルキル
基、例えばベンジル、ジフェニルメチル、またはトリフェニルメチル、およびテトラヒド
ロピラニルが挙げられる。好適なアミノ保護基の例としては、ベンジル、α-メチルベン
ジル、ジフェニルメチル、トリフェニルメチル、ベンジルオキシカルボニル、tert-ブト
キシカルボニル、およびトリクロロアセチルもしくはトリフルオロアセチル等のアシル基
が挙げられる。いくつかの実施形態において、官能性部分は自己切断（self-cleaving）
するものである。別の実施形態において、官能性部分は生分解性である。例えば、参照に
より全体として本明細書に組み入れる、米国特許第7,087,229号を参照のこと。
【０１９２】
　いくつかの実施形態において、本発明のオリゴマーは、オリゴマーの5'末端へのコンジ
ュゲート部分の共有結合を可能とするために5'末端が官能化されている。別の実施形態に
おいて、本発明のオリゴマーは、3'末端が官能化されていても良い。更に別の実施形態に
おいて、本発明のオリゴマーは、骨格に沿って、または複素環の塩基部分上で官能化され
ていても良い。更に別の実施形態において、本発明のオリゴマーは、5'末端、3'末端、骨
格および塩基から独立して選択される2つ以上の位置で官能化されていても良い。
【０１９３】
　いくつかの実施形態において、本発明の活性化オリゴマーは、官能性部分に共有結合す
る1個以上のモノマーを合成時に組み込むことによって合成する。別の実施形態において
、本発明の活性化オリゴマーは、官能化されていないモノマーを用いて合成され、合成終
了後にオリゴマーを官能化する。いくつかの実施形態において、オリゴマーはアミノアル
キルリンカーを含むヒンダード（hindered）エステルで官能化され、ここでアルキル部分
は式(CH2)wを有し、wは1～10の整数、好ましくは約6であり、アルキルアミノ基のアルキ
ル部分は直鎖であっても分岐鎖であっても良く、そして官能基はエステル基を介してオリ
ゴマーに結合する(-O-C(O)-(CH2)wNH)。
【０１９４】
　別の実施形態において、オリゴマーは(CH2)w-スルフヒドリル(SH)リンカーを含むヒン
ダードエステルで官能化され、ここでwは1～10の整数、好ましくは約6であり、アルキル
アミノ基のアルキル部分は直鎖であっても分岐鎖であっても良く、官能基はエステル基を
介してオリゴマーに結合する(-O-C(O)-(CH2)wSH)。
【０１９５】
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　いくつかの実施形態において、スルフヒドリル-活性化オリゴヌクレオチドを、ポリエ
チレングリコールまたはペプチド等のポリマー部分と（ジスルフィド結合の形成を介して
）コンジュゲートさせる。
【０１９６】
　上記のヒンダードエステルを含む活性化オリゴマーは、当分野において公知の任意の方
法によって、特に国際公開第2008/034122号およびその実施例（参照によりその全体を本
明細書に組み入れる）に開示された方法によって合成することができる。
【０１９７】
　更に別の実施形態において、本発明のオリゴマーは、米国特許第4,962,029号および第4
,914,210号に実質的に記載されたような官能化試薬、すなわち一方の末端にホスホロアミ
ダイトを有し、保護されているか、もしくは保護されていないスルフヒドリル、アミノま
たは水酸基を含む他方の末端に親水性スペーサー鎖を介して結合している実質的に直鎖状
の試薬を使用して、オリゴマーにスルフヒドリル、アミノまたは水酸基を導入することに
よって官能化される。こうした試薬は主としてオリゴマーの水酸基と反応する。いくつか
の実施形態において、こうした活性化オリゴマーは、オリゴマーの5'-水酸基に結合した
官能化試薬を有する。別の実施形態において、活性化オリゴマーは、3'-水酸基に結合し
た官能化試薬を有する。更に別の実施形態において、本発明の活性化オリゴマーは、オリ
ゴマーの骨格上の水酸基に結合した官能化試薬を有する。更なる実施形態において、本発
明のオリゴマーは、米国特許第4,962,029号および第4,914,210号（参照によりその全体を
本明細書に組み入れる）に記載されたような2種以上の官能化試薬で官能化される。この
ような官能化試薬の合成およびこれらをモノマーもしくはオリゴマー中に組み入れる方法
は、米国特許第4,962,029号および第4,914,210号に開示されている。
【０１９８】
　いくつかの実施形態において、固相結合オリゴマーの5'-末端をジエニルホスホロアミ
ダイト誘導体で官能化し、続いて脱保護されたオリゴマーを、ディールス・アルダー環化
付加反応によって、例えばアミノ酸またはペプチドとコンジュゲートさせる。
【０１９９】
　種々の実施形態において、2'-糖修飾を含むモノマー、例えば2'-カルバメート置換され
た糖または2'-(O-ペンチル-N-フタルイミド)-デオキシリボース糖をオリゴマー中に組み
込むことによって、コンジュゲート部分のオリゴマーの糖への共有結合が容易になる。別
の実施形態において、1個以上のモノマーの2'位にアミノ含有リンカーを有するオリゴマ
ーを、例えば5'-ジメトキシトリチル-2'-O-(e-フタルイミジルアミノペンチル)-2'-デオ
キシアデノシン-3'-N,N-ジイソプロピル-シアノエトキシホスホロアミダイト等の試薬を
用いて調製する。例えばManoharan等, Tetrahedron Letters, 1991, 34, 7171を参照のこ
と。
【０２００】
　更に別の実施形態において、本発明のオリゴマーは、アミン含有官能性部分を核酸塩基
上、例えばプリンアミノ基のN6上、グアニンの環外N2上、またはシトシンのN4もしくは5
位に有し得る。種々の実施形態において、このような官能化は、オリゴマー合成において
既に官能化されている市販の試薬を使用して達成することができる。
【０２０１】
　いくつかの官能性部分は市販されており、例えばヘテロ二官能性およびホモ二官能性の
連結部分はPierce Co. (Rockford, Ill.)から入手可能である。他の市販の連結基は5'-ア
ミノ-修飾剤C6および3'-アミノ-修飾剤試薬である（いずれもGlen Research Corporation
 (Sterling, Va.)から入手可能）。5'-アミノ-修飾剤C6はABI（Applied Biosystems Inc.
, Foster City, Calif.）からもアミノリンク-2として入手可能であり、3'-アミノ-修飾
剤はClontech Laboratories Inc. (Palo Alto, Calif.)からも入手可能である。
【０２０２】
組成物
　本発明のオリゴマーは、医薬製剤および組成物において使用することができる。好適に
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は、こうした組成物は、製薬上許容される希釈剤、担体、塩またはアジュバントを含有す
る。国際公開第2007/031091号には、好適かつ好ましい製薬上許容される希釈剤、担体お
よびアジュバントが提示されており、これらを参照により本明細書に組み入れる。好適な
投与量、製剤、投与経路、組成物、投与形態、他の治療剤との組み合わせ、プロドラッグ
製剤も、国際公開第2007/031091号に提示されており、これらも参照により本明細書に組
み入れる。
【０２０３】
　本明細書において使用する用語「製薬上許容される塩」は、本明細書において同定する
化合物の所望の生物学的活性を保持し、望ましくない毒性を最小限に示す塩をいう。この
ような塩の非限定的な例は有機アミノ酸とで形成することができ、また亜鉛、カルシウム
、ビスマス、バリウム、マグネシウム、アルミニウム、銅、コバルト、ニッケル、カドミ
ウム、ナトリウム、カリウム等の金属カチオン、またはアンモニア、N,N'-ジベンジルエ
チレン-ジアミン、D-グルコサミン、テトラエチルアンモニウム、もしくはエチレンジア
ミンから形成されるカチオンと共に形成される塩基付加塩；または(c) (a)および(b)の組
み合わせ；例えば亜鉛タンニン酸塩等である。
【０２０４】
応用
　本発明のオリゴマーは、例えば診断学、治療学および予防法のための研究試薬として利
用することができる。
【０２０５】
　研究において、このようなオリゴマーを使用し、細胞および実験動物におけるHER3タン
パク質の発現または合成を（典型的にはmRNAを分解もしくは阻害し、それによってタンパ
ク質形成を抑制することによって）特異的に阻害し、それによって標的の機能解析または
治療的介入のための標的としてのその有用性評価を容易にすることができる。
【０２０６】
　診断学においては、オリゴマーを使用して、ノーザンブロッティング、in-situハイブ
リダイゼーションまたは類似の技術によって細胞および組織におけるHER3発現を検出およ
び定量することができる。
【０２０７】
　治療学においては、HER3（および場合によってHER2および／もしくはEGFR）の発現をモ
ジュレートすることによって治療できる疾患または障害を有するおそれのある動物または
ヒトを、オリゴマー化合物、例えば有効量のオリゴマー（またはそのコンジュゲート）を
本発明に従って投与することによって治療する。更に、治療的もしくは予防的有効量の1
種以上の本発明のオリゴマーまたは組成物を投与することによって、HER3の発現に関連し
た疾患または状態を有するおそれがあるか、またはその傾向がある哺乳動物を治療する、
例えばヒトを治療する方法が提供される。
【０２０８】
　本発明はまた、本明細書で言及する障害の治療のための医薬の製造のための、または本
明細書で言及する障害の治療方法のための、記載の本発明の化合物またはコンジュゲート
の使用を提供する。
【０２０９】
　本発明はまた、医薬として使用するための、本明細書に記載のオリゴマー、組成物また
はコンジュゲートに関する。好適には、本発明の方法に言及する場合、本発明のオリゴマ
ーまたはコンジュゲートの投与は、有効量のオリゴマーまたはコンジュゲート、例えば治
療を提供するために有効な量、または1個もしくは複数の細胞におけるHER3発現を阻害ま
たはダウンレギュレートするために有効な量を投与することによって実施される。
【０２１０】
　本発明はまた、本明細書で言及する障害を治療するための方法であって、本明細書に記
載の本発明に係る化合物、および／または本発明に係るコンジュゲート、および／または
本発明に係る医薬組成物を、その必要のある患者に投与することを含む、該方法を提供す
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る。
【０２１１】
　種々の実施形態において、オリゴマー、またはそのコンジュゲートは、例えば標的核酸
への水素結合による結合を通じて、ヒトにおいて所望の治療効果を誘導する。オリゴマー
、またはそのコンジュゲートは、標的のmRNAへの水素結合（ハイブリダイゼーション）を
介して標的の発現の低下（阻害）を引き起こし、それによって遺伝子発現の低下を生じさ
せる。本明細書に開示したオリゴマー化合物およびコンジュゲートが非治療的応用、例え
ば診断的応用を有し得ることも認識される。
【０２１２】
　種々の実施形態において、本発明のオリゴマーは、それが導入される細胞、例えば癌細
胞、例えば本明細書において言及する（例えば本明細書において開示するカスパーゼアッ
セイにおける）細胞系においてアポトーシスを誘導することができる。しかしながら、種
々の実施形態において、本発明のオリゴマーは、例えばカスパーゼアッセイで測定して、
アポトーシスを誘導しない場合がある。この点において、アポトーシスは細胞、例えば癌
細胞を効果的に殺すために望ましい場合があるが、種々の実施形態において、非標的細胞
および組織に対するより毒性の高い効果とマイナスに関連し得る。従って、治療される医
学的適応に応じて、アポトーシスを誘発するのに非常に有効なオリゴヌクレオチドを選択
することが有益である場合があり、一方、おそらくは医学的適応が直ちに生命を脅かすも
のでない場合には、アポトーシスを誘発する上でそれ程強力でないオリゴマーが適切であ
る場合がある。
【０２１３】
医学的適応（indications）
　本明細書において言及する過剰増殖性障害は、種々の実施形態において、癌である。よ
り具体的な実施形態において、癌は、以下よりなる群から選択される：リンパ腫および白
血病（例えば非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、急性白血病、例えば急性リンパ性
白血病、急性骨髄性白血病、慢性骨髄性白血病、慢性リンパ性白血病、多発性骨髄腫）、
結腸癌、直腸癌、膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、腎細胞癌、肝臓癌、胆管癌、絨毛癌
、子宮頸癌、睾丸癌、肺癌、膀胱癌、黒色腫、頭部および頸部の癌、脳腫瘍、原発巣不明
癌、新生物、末梢神経系の癌、中枢神経系の癌、種々の型の腫瘍（例えば線維肉腫、粘液
肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、
リンパ管内皮肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、扁平上
皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、脂腺癌、乳頭状癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌
、気管支原性癌、精上皮腫、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、小細胞肺癌、上皮癌、神経膠腫
、星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経
腫、乏突起膠腫、髄膜腫、神経芽細胞腫、および網膜芽腫)、重鎖病、転移、または制御
されていないか、もしくは異常な細胞増殖を特徴とする任意の疾患または障害。
【０２１４】
　特定の実施形態において、癌は、乳癌、肺癌、卵巣癌、前立腺癌、結腸癌、および脳腫
瘍よりなる群から選択される。
【０２１５】
　本発明に従い、このような疾患または状態の治療は、1種以上の他の抗癌治療、例えば
放射線療法、化学療法または免疫療法と組み合わせることができる。
【０２１６】
　種々の実施形態において、本明細書で用いる用語「治療」は、既に存在する疾患（例え
ば本明細書で言及する疾患または障害）の治療、または疾患の防止、すなわち予防の双方
をいう。従って、本明細書において言及する治療が、種々の実施形態において、予防的な
ものであり得ることは認識されるであろう。
【０２１７】
　一般的に言って、本発明の一態様は、異常なレベルのHER3と関連する状態に罹患してい
るか、または罹患しやすい哺乳動物を治療する方法であって、HER3を標的とする治療的有
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効量のオリゴマー、例えば1種以上のLNA単位を含むオリゴマーを哺乳動物に投与すること
を含む、該方法に関する。
【０２１８】
　本明細書で言及する疾患または障害は、種々の実施形態において、HER3遺伝子、または
そのタンパク質産物がHER3と関連するか、もしくは相互作用する遺伝子における突然変異
と関連し得る。従って、種々の実施形態において、標的mRNAはHER3配列の変異した形態で
ある。
【０２１９】
　本発明の興味ある態様は、本明細書において言及する疾患、障害または状態の治療のた
めの医薬の調製のための、本明細書で規定するオリゴマー（化合物）または本明細書で規
定するコンジュゲートの使用に関する。
【０２２０】
　本発明の方法は、異常なレベルのHER3によって引き起こされる疾患に対する治療または
予防のために使用することができる。
【０２２１】
　あるいはまた、種々の実施形態において、本発明は更に、本発明のオリゴマー、または
本発明のコンジュゲートまたは本発明の医薬組成物を、それを必要とする患者に投与する
ことを含む、異常なレベルのHER3を治療するための方法に関する。
【０２２２】
　好適な投与量、製剤、投与経路、組成物、投与形態、他の治療剤との併用、プロドラッ
グ製剤は、国際公開第2007/031091号にも提示されており、参照により本明細書に組み入
れる。本発明はまた、本明細書に記載した化合物もしくはコンジュゲートまたはコンジュ
ゲート、および製薬上許容される希釈剤、担体もしくはアジュバントを含有する医薬組成
物を提供する。国際公開第2007/031091号は、好適かつ好ましい製薬上許容される希釈剤
、担体およびアジュバントを提示しており、これらを参照により本明細書に組み入れる。
【０２２３】
　本発明は更に、異常なレベルのHER3または変異型HER3（例えば対立遺伝子変異体、例え
ば本明細書で言及する疾患の一つと関連するもの）の発現の治療のための医薬の製造のた
めの、本明細書で規定するオリゴマー（化合物）、組成物またはコンジュゲートの使用に
関する。
【０２２４】
　本発明はまた、医薬としての使用のための、本明細書において規定するオリゴマー、組
成物またはコンジュゲートに関する。
【０２２５】
　更に、本発明は、疾患または状態、例えば本明細書で言及するものに罹患した被験体を
治療する方法に関する。
【０２２６】
　治療を必要とする患者は、該疾患または障害に罹患しているか、または罹患するおそれ
のある患者である。
【０２２７】
　本明細書において言及する疾患または障害は、種々の実施形態において、HER3遺伝子、
またはそのタンパク質産物がHER3と関連するか、もしくは相互作用する遺伝子内の突然変
異と関連し得る。従って、種々の実施形態において、標的mRNAはHER3配列の変異した形態
であり、例えば1以上の点突然変異、例えば癌と関連するSNPを含み得る。
【０２２８】
　本発明に係るオリゴマーおよび他の組成物は、HER3の過剰発現、またはその変異型の発
現と関連した状態の治療のために使用することができる。HER3を用いた薬学的介入が、癌
等の過剰増殖性障害、例えば本明細書において言及するものに対する治療の選択肢となる
であろうことは、この分野における第一線の科学者によって示唆されている。
【０２２９】
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　本発明の一態様は、HER3を標的とし、1個以上のLNA単位を含む治療的有効量のオリゴマ
ーを哺乳動物に投与することを含む、HER3、変異したHER3もしくは異常なレベルのHER3と
関連する状態に罹患しているか、または罹患しやすい哺乳動物を治療する方法に関する。
【０２３０】
　しかしながら、種々の実施形態において、例えば癌等の過剰増殖性障害等の本明細書で
言及する状態は、必ずしもHER3またはHER3と関連する遺伝子産物の過剰発現と関連しない
場合があることが認識される。
【０２３１】
　本発明の一態様は、HER3（および場合によってHER2および／もしくはEGFR）を標的とし
、1個以上のLNA単位を含む治療的有効量のオリゴマーを哺乳動物に投与することを含む、
HER2、変異したHER2もしくは異常なレベルのHER2と関連する状態に罹患しているか、また
は罹患しやすい哺乳動物を治療する方法に関する。
【０２３２】
　本発明の一態様は、HER3（および場合によってHER2および／もしくはEGFR）を標的とし
、1個以上のLNA単位を含む治療的有効量のオリゴマーを哺乳動物に投与することを含む、
EGFR、変異したEGFRもしくは異常なレベルのEGFRと関連する状態に罹患しているか、また
は罹患しやすい哺乳動物を治療する方法に関する。
【０２３３】
　HER3における突然変異が異常なレベルのHER3活性につながる疾患の例は哺乳動物の悪性
腫瘍である。従って、特定の一実施形態において、本発明に従って治療される癌は哺乳動
物の癌である。
【０２３４】
　本発明に従って言及する癌は、上記の形態の癌の1種から選択され得る。
【０２３５】
　更に、本明細書に記載した本発明は、治療的有効量のHER3をモジュレートするオリゴマ
ーを、こうした治療を必要とするヒトに投与することを含む、疾患の予防または治療方法
を包含する。本発明は更に、HER3をモジュレートするオリゴヌクレオチド化合物の短期間
投与の使用を包含する。
【０２３６】
　あるいはまた、種々の実施形態において、本発明は更に、異常なレベルのHER3を治療す
るための方法であって、本発明のオリゴマー、または本発明のコンジュゲートまたは本発
明の医薬組成物をそれを必要とする患者に投与することを含み、更に、更なる薬剤または
更なる活性成分の投与を含む、該方法に関する。上記の更なる投与は、更なる薬剤または
更なる活性成分が本発明の化合物にコンジュゲートされたものであっても、医薬組成物中
に存在するものであっても、あるいは別個の製剤で投与するものであっても良い。
【０２３７】
　本発明は更に、異常なレベルのHER3、またはHER3の変異形態（例えば対立遺伝子変異体
、例えば本明細書において言及する疾患の一つと関連するもの）の発現の治療のための医
薬の製造のための、本明細書で規定する化合物、組成物、またはコンジュゲートの使用に
関する。
【０２３８】
　治療を必要とする患者は、上記疾患または障害に罹患しているか、または罹患する可能
性のある患者である。
【０２３９】
他のアンチセンスオリゴマーとの組み合わせ
　本発明のオリゴマーがHER3、Her2および／またはEGFR標的を標的とし得ることは本明細
書において認識される。従って、種々の実施形態において、本発明が、2種または3種の標
的を標的とすることを可能とするか、または最適化する2種以上のオリゴマー、例えばHER
3を標的とするオリゴマーおよびEGFRまたはHer2を標的とする第2のオリゴマー、あるいは
更にHER3、Her2およびEGFR標的を、場合によって独立して標的とする3種のオリゴマーの
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使用に関することが認識される。
【０２４０】
　種々の実施形態において、本発明に係る医薬組成物は、Her2を標的とする更なる治療剤
、例えばHer2 mRNAを標的とするアンチセンスオリゴマーを含んでいても良い。
【０２４１】
　同じかまたは異なる種々の実施形態において、本発明に係る医薬組成物は、EGFRを標的
とする更なる治療剤、例えばEGFR mRNAを標的とするアンチセンスオリゴマーを含んでい
ても良い。
【０２４２】
　Her2またはEGFR mRNAを標的とする、ギャップマーおよびショートマー等のオリゴマー
、およびそのコンジュゲートの構造に関しては、このようなオリゴマーがHer2またはEGFR
 mRNAの対応領域と相補的（または少なくとも80％相補）であるか、または場合によって
該標的の対応領域に対して1、2、3、または4個のミスマッチを含むであろうという点を除
き、種々の実施形態において、本発明に係るオリゴマーと同じ構造を有し得る（すなわち
核酸塩基の特異的配列以外）。
【０２４３】
パーツのキット
　本発明はまた、第1のパーツが本発明に係るオリゴマー、コンジュゲートおよび／また
は医薬組成物を含み、そして更なるパーツが更なる活性成分（すなわち本明細書で言及す
る更なる治療剤またはオリゴマー）、例えば本明細書において言及するものを含む、パー
ツのキットを提供する。従って、パーツのキットは、第1のパーツおよび更なるパーツの
双方を、同時に、または順番に投与することを含む、本明細書において言及する治療方法
において使用することができることが認識される。
【０２４４】
　本発明はまた、第1のパーツが本発明に係るオリゴマー、コンジュゲートおよび／また
は医薬組成物を含み、そして更なるパーツがHer2および／またはEGFRの発現を低下させる
ことができるアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む、パーツのキットを提供する。従っ
て、パーツのキットは、第1のパーツおよび更なるパーツの双方を、同時に、または順番
に投与することを含む、本明細書において言及する治療方法において使用することができ
ることが認識される。
【０２４５】
更なる実施形態
　以下の実施形態も本発明の詳細な説明および概要に関し、請求の範囲で言及する実施形
態を含む、それらで言及された本発明の実施形態と組み合わせることができる：
　　1. 配列番号197のHER3遺伝子またはその対立遺伝子の標的配列に結合し、HER3の発現
をダウンレギュレートすることができるアンチセンスオリゴヌクレオチドであって、標的
配列に対応する10～50個の核酸塩基の配列を含む、該オリゴヌクレオチド。
【０２４６】
　　2. 標的配列が配列番号1～140で示されるHER3遺伝子またはその対立遺伝子変異体の
領域から選択される、実施形態1記載のアンチセンスオリゴヌクレオチド。
【０２４７】
　　3. 配列番号1、16、17、18、19、34、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59
、74、75、76、91、92、107、122、137、138、139および140またはその対立遺伝子変異体
に示される10～16個の核酸塩基の配列を含む、実施形態1または実施形態2記載のオリゴヌ
クレオチド。
【０２４８】
　　4. 配列番号1～140で示される配列のいずれか1つを含む、実施形態1～3のいずれか記
載のオリゴヌクレオチド。
【０２４９】
　　5. 配列番号141～196で示される、実施形態1～4のいずれか記載のオリゴヌクレオチ
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ド。
【０２５０】
　　6. 上記オリゴヌクレオチドが更に、配列番号199のHER2遺伝子もしくはその対立遺伝
子変異体、および／または配列番号198のEGFR遺伝子もしくはその対立遺伝子変異体の発
現をダウンレギュレートできるものである、実施形態1記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５１】
　　7. 上記オリゴヌクレオチドが、配列番号199のHER2遺伝子もしくはその対立遺伝子変
異体の発現をダウンレギュレートできるものであり、オリゴヌクレオチドが配列番号177
または178で示される、実施形態6記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５２】
　　8. 上記オリゴヌクレオチドが、配列番号198のEGFR遺伝子もしくはその対立遺伝子変
異体の発現をダウンレギュレートできるものであり、オリゴヌクレオチドが配列番号171
または173で示される、実施形態6記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５３】
　　9. 上記オリゴヌクレオチドが、配列番号199のHER2遺伝子もしくはその対立遺伝子変
異体、および配列番号198のEGFR遺伝子もしくはその対立遺伝子変異体の発現をダウンレ
ギュレートすることができるものである、実施形態6記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５４】
　　10. 上記オリゴヌクレオチドが配列番号169、170、172、174、175、176および179の
いずれかによって示される、実施形態9記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５５】
　　11. 上記核酸塩基配列が、ホスホジエステル、ホスホロチオエート、およびボラノホ
スフェートから独立して選択される核酸塩基間結合を含む、実施形態1～10のいずれか記
載のオリゴヌクレオチド。
【０２５６】
　　12. 上記核酸塩基の少なくとも2個がヌクレオチド類似体である、実施形態1～11のい
ずれか記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５７】
　　13. 上記核酸塩基の配列が、5'から3'方向へ(i) 領域A：2～4個のヌクレオチド類似
体のストレッチ、続いて(ii) 領域B：領域Aのものとは異なる6～11個のヌクレオチドまた
はヌクレオチド類似体のストレッチ、続いて(iii) 領域C：2～4個のヌクレオチド類似体
のストレッチ、および場合によって続いて(iv) 領域D：1個もしくは2個のヌクレオチド、
を含む、実施形態5記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５８】
　　14. 領域Aが、2個のヌクレオチド類似体単位の間、および／またはヌクレオチド類似
体単位および領域Bの核酸塩基単位の間に少なくとも1個のホスホジエステル結合を含む、
実施形態13記載のオリゴヌクレオチド。
【０２５９】
　　15. 領域Cが、2個のヌクレオチド類似体単位の間、および／またはヌクレオチド類似
体単位および領域Bの核酸塩基単位の間に少なくとも1個のホスホジエステル結合を含む、
実施形態13または実施形態14記載のオリゴヌクレオチド。
【０２６０】
　　16. 全ての核酸塩基間結合がホスホロチオエートである、実施形態1～11のいずれか
記載のオリゴヌクレオチド。
【０２６１】
　　17. 上記ヌクレオチド類似体単位が、2'-O-アルキル-RNA、2'-アミノ-DNA、2'-フル
オロ-DNA、ロックされた核酸（LNA）、アラビノ核酸（ANA）、2'-フルオロ-ANA、HNA、挿
入核酸（INA）および2'-MOEから独立して選択される、実施形態12～16のいずれか記載の
オリゴヌクレオチド。
【０２６２】
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　　18. ヌクレオチド類似体が2'-MOE-RNA、2'-フルオロ-DNA、およびLNAから独立して選
択される、実施形態17記載のオリゴヌクレオチド。
【０２６３】
　　19. 上記ヌクレオチド類似体の少なくとも1個がロックされた核酸(LNA)である、実施
形態18記載のオリゴヌクレオチド。
【０２６４】
　　20. 全てのヌクレオチド類似体がLNAである、実施形態19記載のオリゴヌクレオチド
。
【０２６５】
　　21. LNAがβ-D-オキシ-LNA、α-L-オキシ-LNA、β-D-アミノ-LNAおよびβ-D-チオ-LN
Aから選択される、実施形態17～20のいずれか記載のオリゴヌクレオチド。
【０２６６】
　　22. 実施形態1～21のいずれか記載のオリゴヌクレオチド、および該オリゴヌクレオ
チドに共有結合した少なくとも1個の非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分を含
むコンジュゲート。
【０２６７】
　　23. 上記非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分がステロール基、例えばコレ
ステロールからなるか、またはこれを含む、実施形態22記載のコンジュゲート。
【０２６８】
　　24. 実施形態1～21のいずれか記載のオリゴヌクレオチド、または実施形態22もしく
は実施形態23記載のコンジュゲート、および製薬上許容される希釈剤、担体もしくはアジ
ュバントを含有する医薬組成物。
【０２６９】
　　25. 医薬として使用するための、実施形態1～23のいずれか記載のオリゴヌクレオチ
ドまたはコンジュゲート。
【０２７０】
　　26. 異常なレベルのHER3および／もしくはHER2および／もしくはEGFR、またはHER3お
よび／もしくはHER2および／もしくはEGFR発現のダウンレギュレーションが指示される疾
患もしくは状態の治療のための医薬の製造のための、実施形態1～23のいずれか記載のオ
リゴヌクレオチドまたはコンジュゲートの使用。
【０２７１】
　　27. 上記疾患または状態が癌である、実施形態26記載の使用。
【０２７２】
　　28. 実施形態1～24のいずれか記載の医薬組成物、オリゴヌクレオチドまたはコンジ
ュゲートを、それを必要とする被験体に投与する段階を含む、癌に罹患した被験体の治療
方法。
【０２７３】
　　29. 癌が乳癌、肺癌、卵巣癌、前立腺癌、結腸癌および脳腫瘍から選択される、実施
形態27または28の使用または方法。
【０２７４】
　　30. 標的配列に対応するアンチセンスオリゴヌクレオチドがHER3の発現をダウンレギ
ュレートすることができる、HER3遺伝子内の該標的配列。
【０２７５】
　　31. 標的配列が配列番号1～140に対して相補的なHER3遺伝子またはその対立遺伝子変
異体の領域から選択される、実施形態30記載の標的配列。
【０２７６】
　　32. 細胞を実施形態1～21のいずれか記載のオリゴヌクレオチドと接触させることを
含む、細胞におけるHER3の発現をダウンレギュレートする方法。
【実施例】
【０２７７】
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実施例1：モノマーの合成
　LNAモノマービルディングブロックおよび誘導体は、公表された方法およびその引用文
献に従って調製した－国際公開第07/031081号およびその引用文献を参照のこと。
【０２７８】
実施例2：オリゴヌクレオチドの合成
　オリゴヌクレオチドは、国際公開第07/031081号に記載された方法に従って合成した。
表1は本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドモチーフの例を示す。
【０２７９】
実施例3：オリゴヌクレオチドの設計
　本発明に従い、ヒトHER3（Genbank登録番号 NM_001982、本明細書において配列番号197
として示す）に加え、ヒトEGFR（Genbank登録番号 NM_005228、本明細書において配列番
号198として示す）およびヒトHER2（Genbank登録番号 NM_004448、本明細書において配列
番号199として示す）の種々の領域を標的とするために、一連の種々のオリゴヌクレオチ
ドを設計した。
【０２８０】
表1：本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド配列
　配列番号1～50、53、139および140は、ヒトHER3に加えてヒトEGFRおよびヒトHER2を標
的とするために設計されたオリゴ配列である。HER3、EGFRおよびHER2との配列相同性（％
）を示す。オリゴはEGFRに対して0～2個のミスマッチ、HER2に対して1～2個のミスマッチ
を有する。
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【表１】

【０２８１】
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【０２８５】
　表2は、本発明のオリゴマーを設計することができる24量体の配列モチーフを示す－太
字は表1に示す16量体の配列モチーフを示す。
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【０２８６】
表3：本発明のオリゴヌクレオチドの設計
　配列番号141-168において、大文字はヌクレオチド類似体単位を示し、下付きの「s」は
ホスホロチオエート結合を示す。小文字はヌクレオチド (DNA) 単位を示す。「s」がない
ことは（もしあれば）ホスホジエステル結合を示す。
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【表３】

【０２８７】
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【０２８８】
実施例4：In vitroモデル：細胞培養
　標的核酸の発現に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドの効果は、標的核酸が測定可
能なレベルで存在することを条件として、任意の種々の細胞型で試験することができる。
標的は、内在的に、または該標的をコードする核酸の一過性もしくは安定なトランスフェ
クションによって発現させることができる。標的核酸の発現レベルは、例えばノーザンブ
ロット解析、リアルタイムPCR、リボヌクレアーゼ保護アッセイを使用して慣例的に決定
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することができる。以下の細胞型を説明目的で提供するが、選択した細胞型において標的
が発現することを条件として、他の細胞型を慣例的に使用することができる。
【０２８９】
　細胞は、下記の適切な培地中で培養し、37℃、95～98％湿度および5％CO2で維持した。
細胞は通常通り週に2～3回継代した。
【０２９０】
　15PC3：ヒト前立腺癌細胞系15PC3はDMEM（Sigma）＋10％ウシ胎児血清（FBS）＋2mM Gl
utamax I＋ゲンタマイシン（25μg/ml）中で培養した。
【０２９１】
　HUH7：ヒト肝癌細胞系はDMEM（Sigma）＋10％ウシ胎児血清（FBS）＋2mM Glutamax I＋
ゲンタマイシン（25μg/ml）＋1×非必須アミノ酸中で培養した。
【０２９２】
実施例5：In vitroモデル：アンチセンスオリゴヌクレオチドによる処理
　細胞を、トランスフェクションベヒクルとしてカチオン性リポソーム製剤LipofectAMIN
E 2000（Gibco）を使用してオリゴヌクレオチドで処理した。細胞を6ウェルの細胞培養用
プレート（NUNC）にまき、80～90％コンフルエントの時点で処理した。使用したオリゴ濃
度は最終濃度1nM～25nMの範囲であった。オリゴ-脂質複合体の製剤化は、無血清OptiMEM 
（Gibco）および最終脂質濃度5μg/mLのLipofectAMINE 2000を使用し、本質的に使用説明
書に記載の通りに実施した。細胞を37℃で4時間インキュベートし、オリゴ含有培地の除
去によって処理を停止した。細胞を洗浄し、血清含有培地を添加した。オリゴ処理の後、
RNA解析のために回収する前に、20時間かけて細胞を回復させた。
【０２９３】
実施例6：in vitroモデル：RNAの抽出およびcDNAの合成
　上記のようにトランスフェクトした細胞から、Qiagen RNeasyキット（Qiagen cat. no.
 74104）を使用説明書に従って使用して全RNAを抽出した。第1ストランドの合成はAmbion
社のReverse Transcriptase試薬を使用説明書に従って使用して実施した。
【０２９４】
　各サンプルについて、0.5μgの全RNAをRNaseを含まないH2Oで（10.8μl）に調整し、2
μlのランダムデカマー（50μM）および4μlのdNTPミックス（それぞれ2.5mMのdNTP）と
混合し、70℃で3分間加熱し、その後、氷上でサンプルを急冷した。サンプルを氷上で冷
却した後、各サンプルに2μlの10×Buffer RT、1μlのMMLV Reverse Transcriptase (100
U/μl)および0.25μlのRNaseインヒビター（10U/μl）を添加し、続いて42℃で60分間イ
ンキュベーションし、95℃、10分間で酵素を熱的に不活化し、次いでサンプルを4℃まで
冷却した。
【０２９５】
実施例 7: in vitro モデル： HER3、EGFRおよびHER2発現のオリゴヌクレオチド阻害のリ
アルタイムPCRによる解析
　HER3、EGFRおよびHER2発現のアンチセンスモジュレーションは、当分野において公知の
種々の方法でアッセイすることができる。例えば、HER3、EGFRおよびHER2 mRNAレベルは
、例えばノーザンブロット解析、競合的ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）、またはリアルタ
イムPCRによって定量することができる。現在のところ、リアルタイム定量的PCRが好まし
い。RNA解析は、全細胞RNAまたはmRNAで実施することができる。
【０２９６】
　RNAの単離およびRNA解析の方法、例えばノーザンブロット解析は、当分野において慣用
されており、例えばCurrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sonsに
教示されている。
【０２９７】
　リアルタイム定量的（PCR）は、Applied Biosystem社から入手できる市販のマルチカラ
ーリアルタイムPCR検出システムを使用して好都合に行うことができる。
【０２９８】
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HER3、EGFRおよびHER2 mRNAレベルのリアルタイム定量的PCR解析
　ヒトHER3、EGFRおよびHER2 mRNAのサンプル含量を、ヒトHER3、EGFRおよびHER2用のABI
 Prism Pre-Developed TaqMan アッセイ試薬（Applied Biosystems cat. no. Hs00951444
_m1 (HER3)、Hs00193306_m1 (EGFR)およびHs00170433_m1 (HER2)）を使用説明書に従って
使用して定量した。
【０２９９】
　グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）mRNA量を、サンプル調製にお
ける変動を標準化するための内部対照として使用した。ヒトGAPDH mRNAのサンプル含量は
、ヒトGAPDH用のABI Prism Pre-Developed TaqManアッセイ試薬（Applied Biosystems ca
t. no. 4310884E）を使用説明書に従って使用して定量した。
【０３００】
　リアルタイム定量的PCRは当分野において周知の技術であり、例えばHeid等、リアルタ
イム定量的PCR, Genome Research (1996), 6：986-994に教示されている。
【０３０１】
リアルタイムPCR
　実施例5に記載したように実施した第1ストランドの合成から得られたcDNAを、2～20倍
に希釈し、Applied Biosystems社のTaqman 7500 FASTまたは7900 FASTを使用してリアル
タイム定量的PCRによって解析した。プライマーおよびプローブを2×Taqman Fast Univer
sal PCRマスターミックス(2×)（Applied Biosystems Cat.# 4364103）と混合し、4μlの
cDNAに添加して最終体積を10μlとした。各サンプルを二重に（in duplicate）解析した
。当該RNAを発現する細胞系から精製した物質で調製したcDNAの2倍希釈をアッセイして、
アッセイのための標準曲線を作成した。鋳型なしの対照のために、滅菌したH2OをcDNAの
代わりに使用した。PCRプログラム：95℃で30秒間、続いて95℃で3秒間、60℃で20～30秒
間を40サイクル。標的mRNA配列の相対量を、Applied Biosystems Fast System SDS Softw
are Version 1.3.1.21.またはSDS Software Version 2.3を使用して、計算した閾値サイ
クル（Threshold cycle）から決定した。
【０３０２】
実施例8：in vitro解析：オリゴヌクレオチド化合物によるヒトHER3、EGFRおよびHER2発
現のアンチセンス阻害
　表3に示すオリゴヌクレオチドを、HER3、EGFRおよびHER2 mRNAを1、5および25nMの濃度
でノックダウンする能力について、15PC3細胞（または*で示すHUH-7）で評価した（図2、
3、4および5を参照のこと）。配列番号235および236はスクランブルした対照である。
【０３０３】
表4：オリゴヌクレオチドによるヒトHER3、EGFRおよびHER2発現のアンチセンス阻害
　表4中のデータは、モックトランスフェクト細胞に対する25nMでのmRNAのダウンレギュ
レーションのパーセンテージで示す。小文字はDNA単位を示し、太字の大文字はβ-D-オキ
シ-LNA単位を示す。全てのLNA Cは5'メチルCである。下付きの「s」はホスホロチオエー
ト結合を示す。
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【表４】

【０３０４】
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【０３０６】
　表4に示すように、これらの実験において、配列番号169、170、173、174、180、181、1
83、185、187、188、189、190、191、192および194のオリゴヌクレオチドは、15PC3細胞
において25nMでHER3 mRNA発現の約85％以上の阻害を示し、従って好ましい。
【０３０７】
　また、示したアンチセンスオリゴ配列に基づく、例えば種々の鎖長（より短いまたはよ
り長い）および／または核酸塩基含量（例えば類似体単位の型および／または比率）のオ
リゴヌクレオチドも、HER3発現の高い阻害を提供するものであり、好ましい。
【０３０８】
実施例9：LNAオリゴヌクレオチドによるアポトーシスの誘導
　HUH7細胞を、トランスフェクションの前日に6ウェルの培養プレート（NUNC）に2.5×10
5個／ウェルの密度でまいた。75～90％のコンフルエントの時点で、カチオン性リポソー
ム製剤LipofectAMINE 2000（Gibco）をトランスフェクションベヒクルとして使用し、オ
リゴヌクレオチドで細胞を処理した。使用したオリゴ濃度は5nMおよび25nM（ウェル中の
最終濃度）とした。オリゴ－脂質複合体の製剤化は、無血清OptiMEM (Gibco) および最終
脂質濃度5μg/mLのLipofectAMINE 2000を使用し、本質的に使用説明書に記載されたよう
に実施した。細胞を37℃で4時間インキュベーションし、オリゴ含有培地を除去して処理
を停止した。Optimemで洗浄した後、各ウェルに300μlのトリプシンを添加して細胞をウ
ェルから剥がした。ウェルに3mlのHUH7培地を添加することによってトリプシンを不活化
し、細胞懸濁液を優しく上下にピペッティングして単一細胞懸濁液を作製した。スクラン
ブルオリゴの配列番号235を対照として使用した。
【０３０９】
　この後、Nunc社の白色96ウェルプレート（cat #136101）の各ウェルに100μlの細胞懸
濁液を添加した（異なる時点で測定するために4枚のプレートを準備した）。次いで、ア
ッセイを実施するまでプレートを37℃、95％湿度および5％CO2でインキュベートした。
【０３１０】
カスパーゼアッセイ：アポトーシス特異的カスパーゼ3および7の活性を、ルミノジェニッ
ク（luminogenic）Caspase-Glo 3/7-基質アッセイ(Cat#G8091、Promega社)を用いて測定
した。分析するプレートを室温で15分間かけて均衡化した。Caspase-Glo（登録商標）3/7
緩衝液を、Caspase-Glo（登録商標）3/7基質と共に、室温に均衡化したCaspase-Glo（登
録商標）作業溶液に混合した。次いで、96ウェルプレートの各ウェル中の培地に100μlの
Caspase-Glo（登録商標）作業溶液を慎重に添加した（これは気泡の発生およびウェル間
のコンタミネーションを避けるために重要である）。プレートを注意しながら1分間振と
うし、その後、室温で1時間、遮光してインキュベートした。カスパーゼ活性は、Luminos
can Ascent装置（Thermo Labsystems）で1秒あたりの相対発光量（Relative Light Units
）（RLU/s）として測定した。データを、1に設定したモックサンプルの平均値と相関させ
、これと比較してプロットした。図6を参照のこと。
【０３１１】
実施例 10: LNAオリゴヌクレオチドを使用したin vitroにおける増殖阻害
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　HUH7細胞をトランスフェクトし、実施例9に記載したように単一細胞懸濁液で回収した
。配列番号235はスクランブル対照として使用した。
【０３１２】
　この後、100μlの細胞懸濁液をMTSアッセイのために96ウェルプレート（「Orange Scie
ntific」）の各ウェルに添加した（異なる時点で測定するために4枚のプレートを準備し
た）。次いで、アッセイを実施するまでプレートを37℃、95％湿度および5％CO2でインキ
ュベートした。
【０３１３】
増殖生存細胞の測定（MTSアッセイ）
　増殖アッセイのために、96ウェルプレートの各ウェルの培地に10μlのCellTiter 96（
登録商標）AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, G3582) を添加
し、プレートを注意しながら振とうし、測定前に37℃、95％湿度および5％CO2で1時間イ
ンキュベートした。分光光度計で490nmの吸光度を測定し、培地のみを含むウェルからア
ッセイのバックグラウンドを差し引いた。490nmにおける吸光度は生存細胞数に比例して
おり、これをモックトランスフェクトした細胞、およびオリゴをトランスフェクトした細
胞について、経時的にプロットした。図7を参照のこと。
【０３１４】
実施例11：in vivoにおける標的mRNAのノックダウンの評価
　in vivoにおけるHER3オリゴマー化合物のノックダウン効率を評価するために、15PC3異
種移植片を有する雌のヌードマウスを、5×106個／マウスの細胞を右の脇腹に皮下注射す
ることで作製し、これに種々の投与量および注射スケジュール（すなわち単回投与、qd、
q3d、q4d）でオリゴを静脈注射した。スクランブルオリゴの配列番号236は陰性対照とし
て使用した。最後の注射の24時間後、マウスを安楽死させ、肝臓および腫瘍組織をRNAlat
er溶液（Ambion）中に回収した。組織から全RNAを精製し、QuantiTect Probe RT-PCRキッ
ト（Cat#: 204443; Qiagen）を使用した定量的逆転写-リアルタイムPCR（qRT-PCR）によ
ってHER3 mRNAのレベルを決定した。GAPDH mRNAは内部対照として使用した。
【０３１５】
　マウスErbB3：プローブ：cca cac ctg gtc ata gcg gtg a（配列番号237）、プライマ
ー1: ctg ttt agg cca agc aga gg（配列番号238）、プライマー2: att ctg aat cct gcg
 tcc ac（配列番号239）
　ヒトErbB3：プローブ：cat tgc cca acc tcc gcg tg（配列番号240）、プライマー1: t
gc agt gga ttc gag aag tg (配列番号241)、プライマー2: ggc aaa ctt ccc atc gta ga
 （配列番号242）
　ヒトGAPDH：プローブ：act ggc gct gcc aag gct gt（配列番号243）、プライマー1: c
ca ccc aga aga ctg tgg at (配列番号244)、プライマー2: ttc agc tca ggg atg acc tt
 （配列番号245）
　マウスGAPDH：プローブ：agc tgt ggc gtg atg gcc gt（配列番号246）、プライマー1:
 aac ttt ggc att gtg gaa gg（配列番号247）、プライマー2: gga tgc agg gat gat gtt
 ct（配列番号248）
【０３１６】
　200ngの全RNAをPCR反応で使用した。データ解析はABI-7500 PCR Fast Systemに含まれ
ているソフトウェアを使用して実施した。表5を参照のこと。
【０３１７】
表5：マウス肝臓および腫瘍におけるHER3 mRNAの阻害
　表5中のデータは、オリゴヌクレオチドを指示された投与量で連続5日間動物にi.v.投与
した後の肝臓および腫瘍サンプルにおけるHER3 mRNAレベルを生理食塩水処理対照に対す
るパーセンテージとして示す。
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【表５】

【０３１８】
実施例12：腫瘍増殖阻害の評価
　ErbB3特異的LNAがin vivoにおいて腫瘍の増殖を阻害する能力を、15PC3異種移植片を有
する雌のヌードマウスで評価した。15PC3ヒト前立腺腫瘍モデルは、右の脇腹に5×106個
／マウスの細胞を皮下注射して作製した。腫瘍体積はキャリパーで二次元を測定して決定
し、式：腫瘍体積 = (長さ×幅2)/2)を用いて計算されるであろう。腫瘍の平均体積が70
～100mm3に達した時点で、腫瘍のあるマウスを処置群と対照群とに分けた。マウスに25お
よび50mg/kgの配列番号180をq3d×10のスケジュールでそれぞれ静脈注射した。生理食塩
水またはスクランブル対照の配列番号236を対照として使用した。マウスの体重および腫
瘍の大きさを週に２回測定した。毒性を臨床観察、臨床化学および組織病理学検査によっ
て評価した。腫瘍のHER3 mRNAは、実施例11に記載したようにQPCRによって測定した。図8
Aおよび8Bを参照のこと。
【０３１９】
実施例13：マウス肝臓におけるHER3 mRNAの阻害
　NMRIマウスに、1または5mg/kgのオリゴヌクレオチドを連続して3日間i.v.投与した（1
グループ5匹）。アンチセンスオリゴヌクレオチド（配列番号180および配列番号234）を0
.9％生理食塩水（NaCl）に溶解した。最後の投与の24時間後に動物を犠牲にし、肝臓組織
をサンプリングして、RNA 抽出およびQPCR解析までRNA later (Ambion)中で保存した。全
RNAを抽出し、肝臓サンプルにおけるHER3 mRNAの発現を、マウスHER3 QPCRアッセイ（cat
. no. Mm01159999_m1, Applied Biosystems）を使用し、実施例7に記載したようにQPCRに
よって測定した。結果をマウスGAPDH（cat. no. 4352339E, Applied Biosystems）に対し
て標準化し、生理食塩水で処理した対照と比較してプロットした（図9を参照のこと）。



(54) JP 2010-526797 A 2010.8.5

10

20

30

40

【０３２０】
実施例14：配列番号141または配列番号152およびポリエチレングリコールのコンジュゲー
トの調製
　配列番号141または配列番号152を有するオリゴマーは、慣例のホスホロアミダイト化学
を使用して、アミノアルキル基、例えばFmoc等の封鎖基で封鎖されたヘキサン-1-アミン
をオリゴマーの5'リン酸基に結合し、得られた化合物を酸化し、脱保護し、精製すること
によって5'末端が官能化され、式(II)または(III)を有する官能化したオリゴマーが得ら
れる：
【化５】

【０３２１】
[式中、配列番号141または配列番号152における太字の大文字および下付きの「s」は上記
と同じ意味を有する]。
【０３２２】
　活性化PEG、例えば式(IV)に示すもの：

【化６】

【０３２３】
［式中、PEG部分は平均分子量12,000 Daを有する]
および式(II)または(III)の化合物のPBS緩衝液中の溶液を室温で12時間攪拌する。反応溶
液から塩化メチレンで3回抽出し、有機相を合わせて硫酸マグネシウム上で乾燥し、濾過
し、減圧下で溶媒を蒸発させる。残渣を倍量の蒸留水に溶解し、アニオン交換カラムにの
せた。未反応のPEGリンカーは水で溶出し、生成物はNH4HCO3溶液で溶出する。純粋な生成
物を含有する画分をため、凍結乾燥して式(V)または(VI)のコンジュゲートを得る：
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【化７】

【０３２４】
[式中、配列番号141または配列番号152のオリゴマーは、平均分子量12,000を有するPEGポ
リマーに放出可能なリンカーを介して結合している]。
【０３２５】
　以下は配列番号180、配列番号234および配列番号169のコンジュゲートの例である：
【化８】

【０３２６】
実施例 15: 種々の投与サイクルを用いたin vivoにおける標的mRNAノックダウンの評価
　オリゴマーのノックダウン効率を、実施例11で記載したプロトコルを用い、15PC3細胞
またはA549細胞（NSCLC）またはN87細胞（胃癌）由来の異種移植片腫瘍のあるヌードマウ
スでin vivoで評価した。オリゴマーは、3日毎に2～4回の投与で注射によって投与した。
組織を最後の注射の3または4日後に回収した。
【０３２７】
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　表6および7中のデータは、指示されたオリゴマーを動物にi.v.投与した後の肝臓および
腫瘍サンプルにおいて、HER3 mRNAまたはHIF-1α mRNAを生理食塩水で処理した対照と比
較してパーセンテージとして示す。
【表６】

【０３２８】
　同様の効果がA549（NSCLC）およびN87（胃癌）細胞由来の腫瘍において観察されたため
、配列番号169および配列番号180の配列を有するオリゴマーの観察されたノックダウン効
果は15PC3腫瘍細胞に特有のものではない。以下の表7を参照のこと。
【表７】
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【図１－１】 【図１－２】

【図２】 【図３】
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【図４】 【図５】

【図６】 【図７－１】
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【図７－２】 【図７－３】

【図７－４】 【図８Ａ】

【図８Ｂ】
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