
(57)【要約】
哺乳類においてコード配列の発現を調節する（例えば減少させる）方法および組成物を提
供する。本方法において、 RNAi物質、例えば、干渉リボ核酸（ siRNAもしくは shRNAなど）
またはその転写鋳型、例えば shRNAをコードする DNAを、例えば流体力学投与プロトコール
によって胚以外の哺乳類に投与する。同様に、本発明の方法において用いられる RNAi物質
薬学的調製物も提供される。本発明の方法および組成物は、学術的および治療的応用を含
む、多様な異なる応用における用途を見出す。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 を 含 む 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 の 標 的 細 胞 に お い て コ ー ド 配 列 の 発 現 を 減 少 さ せ る 方 法 ：
該 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 減 少 さ せ る た め に 、 該 コ ー ド 配 列 に 特 異 的 な RNAi物 質 の 有 効 量 を 該
哺 乳 類 に 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
RNAi物 質 が 干 渉 リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
干 渉 リ ボ 核 酸 が siRNAで あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
干 渉 リ ボ 核 酸 が shRNAで あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
RNAi物 質 が 干 渉 リ ボ 核 酸 の 転 写 鋳 型 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
転 写 鋳 型 が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
デ オ キ シ リ ボ 核 酸 が shRNAを コ ー ド す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
胚 以 外 の 哺 乳 類 が 成 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
胚 以 外 の 哺 乳 類 が 幼 若 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
RNAi物 質 が 胚 以 外 の 哺 乳 類 に 流 体 力 学 的 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
RNAi物 質 が RNア ー ゼ 阻 害 剤 と 共 に 胚 以 外 の 哺 乳 類 に 流 体 力 学 的 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 10記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 輸 送 媒 体 に お い て RNAi物 質 を 含 む 薬 学 的 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
調 製 物 が RNア ー ゼ 阻 害 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 薬 学 的 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
以 下 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 の 実 践 に お い て 用 い る た め の キ ッ ト ：
（ a） 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 輸 送 媒 体 に お い て RNAi物 質 を 含 む 薬 学 的 調 製 物 ； お よ び
（ b） 請 求 項 1記 載 の 方 法 を 実 践 す る た め の 説 明 書 。
【 請 求 項 １ ５ 】
キ ッ ト が RNア ー ゼ 阻 害 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
RNAi物 質 を 含 む 胚 以 外 の 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 1記 載 の 方 法 に 従 っ て 産 生 さ れ た 胚 以 外 の 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
以 下 を 含 む 、 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 の 標 的 細 胞 に リ ボ 核 酸 を 導 入 す る た め の 方 法 ：
該 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 の 該 標 的 細 胞 に 該 リ ボ 核 酸 を 導 入 す る た め に 、 該 生 物 の 脈 管 系
に 該 リ ボ 核 酸 を 裸 の リ ボ 核 酸 と し て 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ９ 】
投 与 が 静 脈 内 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
標 的 細 胞 が 肝 細 胞 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-508306 A 2005.3.31



【 請 求 項 ２ ２ 】
RNア ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
生 物 に 競 合 リ ボ 核 酸 を 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
以 下 を 含 む 、 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 の 標 的 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る た め の 方 法 ：
該 核 酸 を 該 標 的 細 胞 に 導 入 す る た め に 、 裸 の 核 酸 と し て の 該 核 酸 お よ び RNア ー ゼ 阻 害 剤 を
含 む 水 性 製 剤 を 、 該 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 に 流 体 力 学 的 に 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
核 酸 が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
核 酸 が リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
水 性 製 剤 が 競 合 リ ボ 核 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
以 下 を 含 む 、 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 の 標 的 細 胞 へ の 核 酸 の 輸 送 に 用 い る た め の キ ッ ト ：
裸 の 核 酸 と し て 存 在 す る 該 核 酸 ； お よ び
RNア ー ゼ 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
核 酸 が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 28記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
核 酸 が リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 28記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
キ ッ ト が 、 多 細 胞 生 物 の 脈 管 系 に 製 剤 を 導 入 す る た め の 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
キ ッ ト が 競 合 リ ボ 核 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
キ ッ ト が 水 性 製 剤 を 血 管 内 に 投 与 す る 手 段 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
以 下 を 含 む 、 RNAウ イ ル ス 候 補 調 節 物 質 の 活 性 を 決 定 す る 方 法 ：
（ 1） 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 動 物 に 流 体 力 学 的 に 以 下 を 投 与 す る 段 階 ：
（ a） 以 下 の い ず れ か を 含 む 核 酸 構 築 物 ：
（ i） レ ポ ー タ ー 要 素 に 機 能 的 に 結 合 し た 該 RNAウ イ ル ス の 少 な く と も 一 つ の 調 節 要 素 を 含
む RNA分 子 ； ま た は
（ ii） 該 RNA分 子 に 転 写 さ れ う る DNA分 子 ； お よ び
（ b） 該 候 補 調 節 物 質 ； な ら び に
（ 2） 該 構 築 物 の 活 性 に 及 ぼ す 該 調 節 物 質 の 影 響 を 観 察 す る こ と に よ り 、 該 候 補 調 節 物 質
の 活 性 を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
核 酸 法 が RNア ー ゼ 阻 害 剤 を 流 体 力 学 的 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
競 合 RNAを 流 体 力 学 的 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
RNAウ イ ル ス が HCVで あ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
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米 国 法 第 35章 119（ e） 項 に 従 っ て 、 本 出 願 は 、 そ の 開 示 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る 、 2001年 7月 23日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/307,411号 お よ び 2002年 2月 27日
に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/360,664号 の 提 出 日 に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 の 分 野 は RNAiで あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
二 本 鎖 RNAは 、 RNA干 渉 （ RNAi） ま た は 転 写 後 遺 伝 子 沈 黙 化 （ PTGS） と 呼 ば れ る プ ロ セ ス を
通 し て 強 力 か つ 特 異 的 な 遺 伝 子 沈 黙 化 を 誘 導 す る 。 RNAiは 、 沈 黙 化 誘 因 物 質 と 相 同 な メ ッ
セ ン ジ ャ ー RNAを 破 壊 す る 配 列 特 異 的 多 成 分 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る RNA誘 導 沈 黙 化 複 合 体 （ RI
SC） に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 RISCは 、 二 本 鎖 RNA誘 因 物 質 に 由 来 す る 短 い RNA（ 約 22ヌ ク レ オ
チ ド ） を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
RNAiは 、 シ ー ・ エ レ ガ ン ス （ C. elegans） 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 真 菌 、 植 物 、 お よ び 哺 乳
類 細 胞 株 さ え も 含 む 多 数 の 系 に お い て 機 能 喪 失 を 調 べ る た め に 選 択 さ れ る 方 法 と な っ た 。
大 き い dsRNA（ ＞ 30 bp） は イ ン タ ー フ ェ ロ ン 反 応 を 誘 発 し て 、 非 特 異 的 遺 伝 子 沈 黙 化 を 引
き 起 こ す こ と か ら 、 ほ と ん ど の 哺 乳 類 細 胞 株 に お い て 遺 伝 子 を 特 異 的 に 沈 黙 化 す る 場 合 に
は 、 小 さ い 干 渉 RNA（ siRNA） が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
今 日 ま で 、 本 発 明 の 出 願 人 の 知 る 限 り 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 生 物 へ の RNAi技 術 の 適 用 に 成 功 し
た と い う 報 告 は な い 。 RNAiが 胚 以 外 の 哺 乳 類 生 物 に お い て 作 用 す る こ と が 証 明 さ れ れ ば 、
研 究 お よ び 治 療 応 用 を 含 む RNAi技 術 に 関 す る 多 く の 重 要 な さ ら な る 適 応 が 提 供 さ れ 、 し た
が っ て 非 常 に 興 味 深 い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
関 連 文 献
国 際 公 開 公 報 第 01/68836号 。 同 様 に 、 Bernsteinら 、 RNA（ 2001） 7： 1509～ 1521； Bernste
inら 、 Nature （ 2001） 409： 363～ 366； Billyら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 2001） 9
8： 14428～ 33； Caplanら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 2001） 98： 9742～ 7； Carthewら
、 Curr. Opin. Cell Biol.（ 2001） 13： 244～ 8； Elbashirら 、 Nature（ 2001） 411： 494～
498； Hammondら 、 Science（ 2001） 293： 1146～ 50； Hammondら 、 Nat. Ref. Genet.（ 2001
） 2： 110～ 119； Hammondら 、 Nature（ 2000） 404： 293～ 296； McCaffrreyら 、 Nature（ 200
2） 418： 38～ 39； お よ び MaCaffreyら 、 Mol. Ther.（ 2002） 5： 676～ 684； Paddisonら 、 Ge
nes Dev.（ 2002） 16： 948～ 958； Paddisonら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 2002） 99：
1443～ 48； Suiら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 2002） 99： 5515～ 20も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
関 心 対 象 の 米 国 特 許 に は 、 第 5,985,847号 お よ び 第 5,922,687号 が 含 ま れ る 。 同 様 に 国 際 公
開 公 報 第 11092号 も 関 心 対 象 で あ る 。 さ ら に 関 心 対 象 の 参 考 文 献 に は ： Acsadiら 、 New Bio
l.（ 1991年 1月 ） 3： 71～ 81； Changら 、 J. Virol.（ 2001） 75： 3469～ 3473； Hickmanら 、 H
um. Gen. Ther.（ 1994） 5： 1477～ 1483； Liuら 、 Gene Ther.（ 1999） 6： 1258～ 1266； Wol
ffら 、 Science（ 1990） 247： 1465～ 1468； お よ び Zhangら 、 Hum. Gene Ther.（ 1999） 10：
1735～ 1737； お よ び Zhangら 、 Gene Ther.（ 1999） 7： 1344～ 1349が 含 ま れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 概 要
哺 乳 類 に お い て コ ー ド 配 列 の 発 現 を 調 節 す る （ 例 え ば 減 少 さ せ る ） 方 法 お よ び 組 成 物 を 提
供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 RNAi物 質 、 例 え ば 、 干 渉 リ ボ 核 酸 （ siRNAも し く は shRNA
の よ う な ） ま た は そ の 転 写 鋳 型 、 例 え ば shRNAを コ ー ド す る DNAを 、 例 え ば 流 体 力 学 投 与 プ
ロ ト コ ー ル に よ っ て 胚 以 外 の 哺 乳 類 に 投 与 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ
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る RNAi物 質 の 薬 学 的 調 製 物 も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 学 術 的 お よ び 治
療 的 応 用 を 含 む 、 多 様 な 異 な る 応 用 に お け る 用 途 を 見 出 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
定 義
便 宜 上 、 明 細 書 、 実 施 例 、 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 に お い て 用 い る 特 定 の 用 語 を こ こ に 集
め る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 そ れ が 結 合 し て い る も
う 一 つ の 核 酸 を 輸 送 す る こ と が で き る 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 一 つ の タ イ プ の ベ ク タ ー は 、
ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ー 、 ま た は 「 組 み 込 み 型 ベ ク タ ー 」 で あ り 、 こ れ は 宿 主 細 胞
の 染 色 体 DNAの 中 に 組 み 込 ま れ う る 。 も う 一 つ の タ イ プ の ベ ク タ ー は 、 エ ピ ソ ー ム ベ ク タ
ー 、 す な わ ち 適 当 な 宿 主 、 例 え ば 真 核 ま た は 原 核 宿 主 細 胞 に お い て 染 色 体 外 複 製 を 行 う こ
と が で き る 核 酸 で あ る 。 機 能 的 に 結 合 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 指 示 す る こ と が で き る ベ ク タ
ー は 、 本 明 細 書 に お い て 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と 呼 ぶ 。 本 明 細 書 に お い て 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お
よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 、 本 文 が 特 に 明 記 し て い な い 限 り 互 換 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA）
お よ び 適 当 で あ れ ば リ ボ 核 酸 （ RNA） の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 こ の 用 語 に
は ま た 、 記 述 の 態 様 に 適 応 可 能 で あ る よ う に 、 一 本 鎖 （ セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス ） お よ
び 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る と 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 遺 伝 子 」 ま た は 「 組 み 換 え 型 遺 伝 子 」 と い う 用 語
は 、 エ キ ソ ン と （ 選 択 的 に ） イ ン ト ロ ン 配 列 の 双 方 を 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 核 酸 を 意 味 す る 。 「 組 み 換 え 型 遺 伝 子 」 と は
、 選 択 的 に 染 色 体 DNAに 由 来 す る イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 ん で も よ い 、 そ の よ う な 調 節 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 意 味 す る 。 「 イ ン ト ロ ン 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ
れ な い が 、 一 般 的 に エ キ ソ ン の あ い だ に 認 め ら れ る 所 定 の 遺 伝 子 に 存 在 す る DNA配 列 を 意
味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、
核 酸 、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー を 核 酸 媒 介 遺 伝 子 移 入 に よ っ て レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に 導 入 す る こ
と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
「 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 」 ま た は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド を 「 コ ー ド す る 」
配 列 は 、 適 当 な 調 節 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ た 場 合 に イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 転 写 さ れ
て （ DNAの 場 合 ） 、 ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る （ mRNAの 場 合 ） 核 酸 配 列 で あ る 。 コ ー ド 配
列 の 境 界 は 、 5'（ ア ミ ノ ） 末 端 で の 開 始 コ ド ン と 3'（ カ ル ボ キ シ ） 末 端 で の 翻 訳 終 了 コ ド
ン に よ っ て 定 義 さ れ る 。 コ ー ド 配 列 に は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 mRNAか ら の cDNA、 原 核 ま た
は 真 核 細 胞 DNAか ら の ゲ ノ ム DNA配 列 、 お よ び 合 成 DNA配 列 ま で も が 含 ま れ う る が こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 転 写 終 了 配 列 は 通 常 、 コ ー ド 配 列 の 3'側 に 存 在 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
同 様 に 、 そ の 文 脈 か ら 明 確 で あ る 場 合 を 除 き 、 「 コ ー ド す る 」 と は 、 用 語 が 典 型 的 に 用 い
ら れ る よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の み な ら ず 、 阻 害 ア ン チ セ ン ス 分 子 へ
と 転 写 さ れ る DNA配 列 が 含 ま れ る こ と を 意 味 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
「 機 能 喪 失 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の RNAi法 に よ っ て 阻 害 さ れ る 遺 伝 子 を 指 す 場 合 、 RNAi
物 質 の 非 存 在 下 で の レ ベ ル と 比 較 し て 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 減 少 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
遺 伝 子 の 配 列 に 関 す る 「 発 現 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 の 転 写 を 指 し 、 適 当 で あ れ ば 、 得 ら
れ た mRNA転 写 物 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 を 指 す 。 こ の よ う に 、 本 文 か ら 明 確 で あ る よ う に 、
タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 発 現 は 、 コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 帰 因 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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「 細 胞 」 、 「 宿 主 細 胞 」 、 ま た は 「 組 み 換 え 型 宿 主 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に
用 い ら れ る 用 語 で あ る 。 そ の よ う な 用 語 は 、 特 定 の 本 発 明 の 細 胞 の み な ら ず 、 そ の よ う な
細 胞 の 子 孫 ま た は 潜 在 的 な 子 孫 を 指 す と 理 解 さ れ る 。 変 異 ま た は 環 境 の 影 響 の い ず れ か に
よ り 、 そ の 後 の 世 代 に 特 定 の 改 変 が 起 こ る 可 能 性 が あ る た め 、 そ の よ う な 子 孫 は 実 際 に は
、 親 細 胞 と 同 一 で な い 可 能 性 が あ る が 、 そ れ で も な お 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 用 語 の
範 囲 内 に 含 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
「 組 み 換 え 型 ウ イ ル ス 」 と は 、 例 え ば 、 異 種 核 酸 構 築 物 の 粒 子 へ の 付 加 、 ま た は 挿 入 に よ
っ て 遺 伝 的 に 変 化 し て い る ウ イ ル ス を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 形 質 導 入 」 お よ び 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い
う 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 認 識 さ れ て お り 、 核 酸 、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー を 核 酸 媒 介 遺 伝
子 移 入 に よ っ て レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ
る よ う に 、 「 形 質 転 換 」 と は 、 外 因 性 の DNAま た は RNAの 細 胞 の 取 り 込 み の 結 果 と し て 細 胞
の 遺 伝 子 型 が 変 化 す る プ ロ セ ス を 意 味 し 、 例 え ば 形 質 転 換 細 胞 は dsRNA構 築 物 を 発 現 す る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
「 一 過 性 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 は 、 外 因 性 の DNAま た は RNAが ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細
胞 の ゲ ノ ム に 組 み 入 れ ら れ な い 、 例 え ば エ ピ ソ ー ム DNAが mRNAに 転 写 さ れ て タ ン パ ク 質 に
翻 訳 さ れ る 場 合 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
細 胞 は 、 核 酸 構 築 物 が 娘 細 胞 に よ っ て 遺 伝 さ れ う る 場 合 に 、 核 酸 構 築 物 に よ っ て 「 安 定 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 」 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物 」 は 、 少 な く と も 一 つ の
転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 結 合 し た 「 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 」 を 含 む 核 酸 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 の 転 写 は 、 結 合 し て い る こ れ ら の 配 列 に よ っ て 制 御 さ れ る 。 少 な く と も 一 つ ま た は 複
数 の こ れ ら の 制 御 配 列 の 活 性 は 、 標 的 受 容 体 タ ン パ ク 質 に よ っ て 直 接 ま た は 間 接 的 に 調 節
さ れ う る 。 例 と し て の 転 写 制 御 配 列 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に は 、
細 胞 に お い て 異 種 発 現 さ れ る プ ロ モ ー タ ー -レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物 が 含 ま れ る こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 形 質 転 換 細 胞 」 は 、 拘 束 さ れ な い 増 殖 状 態 に 自 然
変 換 し た 細 胞 、 す な わ ち そ れ ら が 培 養 に お い て 無 限 分 裂 回 数 の 増 殖 能 を 獲 得 し た こ と を 指
す 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 そ の 増 殖 制 御 の 喪 失 に 関 し て 新 生 物 、 未 分 化 、 ま た は 過 形 成 の よ う
な 用 語 に よ っ て 特 徴 が 示 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 「 悪 性 哺 乳 類 細 胞
の 形 質 転 換 表 現 型 」 お よ び 「 形 質 転 換 表 現 型 」 は 、 哺 乳 類 細 胞 の 細 胞 形 質 転 換 に 関 連 し た
以 下 の 任 意 の 表 現 型 形 質 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い こ と を 意 図 す る ： 細 胞 培 養 に お け
る 持 続 的 な 増 殖 、 半 固 体 培 地 に お け る 増 殖 、 ま た は 免 疫 不 全 も し く は 同 系 動 物 に お け る 腫
瘍 形 成 増 殖 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 不 死 化 、 形 態 学 的 ま た は 増 殖 形 質 転 換 、 お よ び 腫 瘍 形 成
性 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 増 殖 す る 」 お よ び 「 増 殖 」 は 、 細 胞 分 裂 を 受 け る
細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 不 死 化 細 胞 」 は 、 化 学 、 合 成 、 お よ び ／ ま た は 組
み 換 え 手 段 に よ っ て 、 細 胞 が 培 養 に お け る 無 限 分 裂 回 数 増 殖 能 を 有 す る よ う に 変 化 し て い
る 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
細 胞 の 「 増 殖 状 態 」 は 、 細 胞 の 増 殖 速 度 お よ び 細 胞 の 分 化 状 態 を 指 す 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
「 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 」 は 、 標 的 遺 伝 子 か ら の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は mRNA産 物 の レ ベ ル
が 存 在 し な い こ と （ ま た は 認 め ら れ な い ほ ど 減 少 す る こ と ） を 指 す 。 「 特 異 性 」 は 、 細 胞
の 他 の 遺 伝 子 に 明 白 な 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 標 的 遺 伝 子 を 阻 害 で き る こ と で あ る 。 阻 害
の 結 果 は 、 細 胞 も し く は 生 物 の 顕 著 な 特 性 を 調 べ る こ と に よ っ て （ 下 記 の 実 施 例 に お い て
示 す よ う に ） 、 ま た は RNA溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 、 ノ ー ザ ン ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 逆 転 写 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 遺 伝 子 発 現 の モ ニ タ リ ン グ 、 抗 体
結 合 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 （ ELISA） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 放 射 免 疫 ア
ッ セ イ 法 （ RIA） 、 他 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 お よ び 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 析 （ FACS） の よ う な 生
化 学 技 術 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 細 胞 株 ま た は 生 物 全 体 に お け る RNA媒 介 阻 害 の
場 合 、 遺 伝 子 発 現 は 、 そ の タ ン パ ク 質 産 物 が 容 易 に ア ッ セ イ さ れ る レ ポ ー タ ー ま た は 薬 物
耐 性 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ っ て 簡 便 に ア ッ セ イ さ れ る 。 そ の よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に
は 、 ア セ ト ヒ ド ロ キ シ 酸 シ ン タ ー ゼ （ AHAS） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） 、 β -ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ （ LacZ） 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ GUS） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （
HRP） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ Luc） 、 ノ パ リ ン シ ン タ ー ゼ （ NOS） 、 オ ク ト ピ ン シ ン タ ー ゼ （ O
CS） 、 お よ び そ の 誘 導 体 が 含 ま れ 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 リ ン コ マ イ シ ン 、 メ ソ ト レ キ セ ー
ト 、 ホ ス フ ィ ノ ス リ シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対 し て 抵 抗 性 を
付 与 す る 多 数 の 選 択 マ ー カ ー が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
ア ッ セ イ 法 に 応 じ て 、 遺 伝 子 発 現 量 を 定 量 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 従 っ て 処 置 し て い な
い 細 胞 と 比 較 し て 10％ 、 33％ 、 50％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た は 99％ 以 上 で あ る 阻 害 の 程 度 を 決
定 す る こ と が で き る 。 投 与 し た 活 性 物 質 の 用 量 が よ り 低 く 、 そ し て 活 性 物 質 の 投 与 後 の 期
間 が よ り 長 け れ ば 、 よ り 小 さ い 分 画 の 細 胞 に 阻 害 が 起 こ る 可 能 性 が あ る （ 例 え ば 、 標 的 細
胞 の 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 50％ 、 75％ 、 90％ 、 ま た は 95％ ） 。 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現
の 定 量 は 、 標 的 mRNAの 蓄 積 ま た は 標 的 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 レ ベ ル で 同 様 の 量 の 阻 害 を 示 す 可
能 性 が あ る 。 例 と し て 、 阻 害 効 率 は 、 細 胞 に お け る 遺 伝 子 産 物 の 量 を 評 価 す る こ と に よ っ
て 決 定 し て も よ い ： mRNAを 、 阻 害 二 本 鎖 RNAに 関 し て 用 い ら れ る 領 域 の 外 側 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ に よ っ て 検 出 し て も よ く 、 ま た は 翻 訳 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ の 領 域 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る 抗 体 に よ っ て 検 出 し て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
特 定 の 態 様 の 説 明
哺 乳 類 に お い て コ ー ド 配 列 の 発 現 を 調 節 す る （ 例 え ば 減 少 さ せ る ） 方 法 お よ び 組 成 物 を 提
供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 RNAi物 質 、 例 え ば 干 渉 リ ボ 核 酸 （ siRNAま た は shRNAの よ
う な ） ま た は そ の 転 写 鋳 型 、 例 え ば shRNAを コ ー ド す る DNAの 有 効 量 を 胚 以 外 の 哺 乳 類 に 、
例 え ば 流 体 力 学 プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 投 与 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ
る RNAi物 質 薬 学 的 調 製 物 も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 学 術 的 お よ び 治 療
的 応 用 を 含 む 、 多 様 な 異 な る 応 用 に お け る 用 途 を 見 出 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 を 詳 し く 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 は 、 特 定 の 態 様 の 変 更 を 行 っ て も よ く 、 そ れ ら も な
お も 添 付 の 請 求 の 範 囲 内 に 含 ま れ る た め 、 下 記 の 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に 限 定 さ れ な い と 理
解 す べ き で あ る 。 同 様 に 、 用 い た 用 語 は 、 特 定 の 態 様 を 説 明 す る 目 的 の た め で あ っ て 、 制
限 的 に 解 釈 し て は な ら な い と 理 解 す べ き で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ
て 確 立 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 に お い て 、 単 数 形 「 一 つ 」 、 「 一 つ （ an） 」 、 お よ び 「
そ の 」 は 本 文 が 特 に 明 記 し て い な い 限 り 複 数 形 が 含 ま れ る 。 特 に 明 記 し て い な い 限 り 、 本
明 細 書 に お い て 用 い た 技 術 お よ び 化 学 用 語 は 全 て 、 本 発 明 が 属 す る 当 業 者 に 一 般 的 に 理 解
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さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
値 の 範 囲 が 提 供 さ れ る 場 合 、 特 に 明 記 し て い な い 限 り 、 そ の 範 囲 の 上 限 と 下 限 の あ い だ の
、 下 限 の 単 位 の 10分 の 1ま で の そ れ ぞ れ の 介 在 値 、 お よ び 他 の 任 意 の 記 述 の 値 ま た は そ の
記 述 の 範 囲 に お け る 介 在 値 が 、 本 発 明 に 含 ま れ る と 理 解 す べ き で あ る 。 こ れ ら の よ り 小 さ
い 範 囲 の 上 限 お よ び 下 限 は 、 独 立 し て 小 さ い 範 囲 に 含 ま れ て も よ く 、 記 述 の 範 囲 に お い て
特 に 除 外 さ れ た 任 意 の 限 界 に 従 っ て 、 同 様 に 本 発 明 に 含 ま れ る 。 記 述 範 囲 が 限 界 の 一 つ ま
た は 双 方 を 含 む 場 合 、 そ れ ら の 含 ま れ る 限 界 の い ず れ か ま た は 双 方 を 除 外 す る 範 囲 も 同 様
に 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
特 に 明 記 し て い な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 用 い た 技 術 お よ び 科 学 用 語 は 全 て 本 発 明 が 属
す る 当 業 者 に 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 の も の と 類 似
ま た は 同 等 の 任 意 の 方 法 、 装 置 、 お よ び 材 料 は 、 本 発 明 の 実 践 ま た は 試 験 に お い て 用 い る
こ と が で き る が 、 代 表 的 な 方 法 、 装 置 、 お よ び 材 料 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 全 て の 刊 行 物 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 本 発 明 に 関 連 し て 用 い
ら れ る 可 能 性 が あ る 、 刊 行 物 に お い て 記 述 さ れ て い る 成 分 を 説 明 お よ び 開 示 す る 目 的 で 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
胚 以 外 の 哺 乳 類 に お け る RNAi
先 に 要 約 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 に お い て RNAiを 行 う 方 法 を 提 供 す る 。 本
発 明 の こ の 局 面 を さ ら に 記 述 す る た め に 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 に お け る RNAiの 本 方 法 を 最 初 に
よ り 詳 細 に 説 明 し て か ら 、 本 発 明 が 用 い ら れ る 様 々 な 代 表 的 な 応 用 の み な ら ず 、 本 発 明 の
実 践 に お い て 用 い ら れ る キ ッ ト に つ い て 論 評 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
方 法
上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 一 つ の 局 面 は 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 宿 主 に お い て 標 的 遺 伝 子 ま た は 複
数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る た め に RNAiを 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、
本 発 明 は 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 宿 主 生 物 に お い て 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 さ
せ る 方 法 を 提 供 す る 。 発 現 を 減 少 さ せ る と は 、 標 的 遺 伝 子 ま た は コ ー ド 配 列 の 発 現 レ ベ ル
が 、 対 照 と 比 較 し て 少 な く と も 約 2倍 、 通 常 少 な く と も 約 5倍 、 例 え ば 10倍 、 15倍 、 20倍 、
50倍 、 100倍 ま た は そ れ 以 上 減 少 す る か ま た は 阻 害 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 は 、 標 的 遺 伝 子 ／ コ ー ド 配 列 の 発 現 が 有 効 に 阻 害 さ れ る 程 度 に
減 少 す る 。 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と は 、 コ ー ド 配 列 、 例 え ば ゲ ノ ム DNA、 mRNA等
の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば タ ン パ ク 質 産 物 へ の 転 写 ／ 翻 訳 を 変 化 さ せ る 、 例 え ば 減 少 さ せ る
こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 は 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 生 物 に お い て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 胚
以 外 の 哺 乳 類 生 物 と は 、 胚 で は な い 、 す な わ ち 胚 の 発 達 段 階 よ り 後 期 の 発 達 段 階 に あ る 哺
乳 類 生 物 ま た は 宿 主 を 意 味 す る 。 そ の た め 、 宿 主 生 物 は 、 胎 児 で あ っ て も よ い が 、 一 般 的
に 生 後 の 発 達 段 階 の 宿 主 生 物 、 例 え ば 幼 若 体 、 成 体 等 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 実 践 に あ た っ て 、 RNAi物 質 の 有 効 量 は 、 所 望 の 様 式 で 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す
る た め に 、 例 え ば 標 的 細 胞 遺 伝 子 発 現 の 所 望 の 減 少 を 得 る た め に 、 宿 主 生 物 に 投 与 さ れ る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
RNAi物 質 と は 、 RNA干 渉 機 構 に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 を 意 味 す る 。 本 発
明 の 一 つ の 態 様 に お い て 用 い ら れ る RNAi物 質 は 、 小 さ い リ ボ 核 酸 分 子 （ 本 明 細 書 に お い て
干 渉 リ ボ 核 酸 と も 呼 ぶ ） 、 す な わ ち 二 本 鎖 構 造 で 存 在 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 互
い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 二 つ の 異 な る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 二 本 鎖 構 造 を 生 成
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す る た め に 小 さ い ヘ ア ピ ン 形 態 を と る 単 一 の リ ボ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 オ リ ゴ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド と は 、 長 さ が 約 100ヌ ク レ オ チ ド を 超 え な い 、 典 型 的 に 長 さ が 約 75ヌ ク レ オ
チ ド を 超 え な い 、 特 定 の 態 様 に お い て 長 さ が 約 70ヌ ク レ オ チ ド 未 満 で あ る リ ボ 核 酸 を 意 味
す る 。 RNA物 質 が 、 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 二 つ の 異 な る リ ボ 核 酸 の 二 本 鎖 構 造 、 例 え
ば siRNA（ 同 時 係 属 中 の 出 願 番 号 第 60/377,704号 に 記 述 さ れ る よ う な d-siRNA； そ の 開 示 は
参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） で あ る 場 合 、 二 本 鎖 構 造 の 長 さ は 典 型 的 に 約 15～
30 bp、 通 常 約 15～ 29 bpの 範 囲 で あ り 、 長 さ が 約 20～ 29 bpsの 場 合 、 例 え ば 21 bp、 22 bp
は 特 定 の 態 様 に お い て 特 に 重 要 で あ る 。 RNA物 質 が ヘ ア ピ ン 形 態 で 存 在 す る 単 一 の リ ボ 核
酸 の 二 本 鎖 構 造 、 す な わ ち shRNAで あ る 場 合 、 ヘ ア ピ ン の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 の 長 さ は 典
型 的 に siRNA型 の 物 質 に 関 し て 先 に 提 供 し た 長 さ と 同 じ で あ る か 、 ま た は 4～ 8ヌ ク レ オ チ
ド 長 い 。 こ の 態 様 の RNAi物 質 の 重 量 は 典 型 的 に 、 約 5,000ダ ル ト ン か ら 約 35,000ダ ル ト ン
の 範 囲 で あ り 、 多 く の 態 様 に お い て 少 な く と も 約 10,000ダ ル ト ン で あ り 、 か つ 約 27,500ダ
ル ト ン 未 満 、 し ば し ば 約 25,000ダ ル ト ン 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
特 定 の 態 様 に お い て 、 RNAi物 質 が 干 渉 リ ボ 核 酸 、 例 え ば 上 記 の siRNAま た は shRNAで あ る 代
わ り に 、 RNAi物 質 は 上 記 の よ う な 干 渉 リ ボ 核 酸 、 例 え ば shRNAを コ ー ド し て も よ い 。 言 い
換 え れ ば 、 RNAi物 質 は 、 干 渉 リ ボ 核 酸 の 転 写 鋳 型 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 態 様 に お い て
、 転 写 鋳 型 は 典 型 的 に 干 渉 リ ボ 核 酸 を コ ー ド す る DNAま た は RNAで あ る 。 DNAは 、 ベ ク タ ー
（ 多 様 な 異 な る ベ ク タ ー が 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 等 ） に 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
RNAi物 質 は 、 用 い る プ ロ ト コ ー ル が 典 型 的 に 核 酸 投 与 プ ロ ト コ ー ル で あ る 場 合 、 そ の よ う
な 異 な る 多 く の プ ロ ト コ ー ル が 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 場 合 、 任 意 の 簡 便 な プ ロ ト
コ ー ル を 用 い て 胚 以 外 の 哺 乳 類 宿 主 に 投 与 す る こ と が で き る 。 以 下 の 考 察 は 、 用 い て も よ
い 代 表 的 な 核 酸 投 与 プ ロ ト コ ー ル の 論 評 を 提 供 す る 。 核 酸 は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 マ イ ク ロ イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は 小 胞 の 融 合 を 含 む 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ て 組 織 ま た は 宿 主 細 胞 に
導 入 し て も よ い 。 Furthら （ 1992） 、 Anal Biochem 205： 365～ 368に よ っ て 記 述 さ れ る よ
う に 、 ジ ェ ッ ト 注 射 も 同 様 に 筋 肉 内 投 与 の た め に 用 い て も よ い 。 核 酸 は 金 微 粒 子 に コ ー テ
ィ ン グ し て も よ く 、 文 献 に 記 述 さ れ て い る 粒 子 衝 突 装 置 ま た は 「 遺 伝 子 銃 」 に よ っ て 皮 内
に 輸 送 し て も よ く （ 例 え ば 、 Tangら （ 1992） Nature 356： 152～ 154） 、 金 微 粒 子 を DNAに
よ っ て コ ー テ ィ ン グ す る 場 合 、 こ れ を 皮 膚 細 胞 に 衝 突 さ せ る 。 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 核 酸
を 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 一 般 的 に 、 核 酸 配 列 の 挿 入 を 提 供 す る た
め に 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 近 傍 に 存 在 す る 都 合 の よ い 制 限 部 位 を 有 す る 。 転 写 開 始 領 域 、
標 的 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 、 お よ び 転 写 終 了 領 域 を 含 む 転 写 カ セ ッ ト を 調 製 し て も よ い 。
転 写 カ セ ッ ト は 、 多 様 な ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ； レ ト ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば レ ン チ ウ
イ ル ス ； ア デ ノ ウ イ ル ス 等 に 導 入 し て も よ く 、 こ の 場 合 、 ベ ク タ ー は 細 胞 に お い て 一 過 性
ま た は 安 定 に 、 通 常 少 な く と も 約 1日 、 よ り 通 常 は 少 な く と も 約 数 日 か ら 数 週 間 の 期 間 、
維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
例 え ば 、 RNAi物 質 は 、 標 的 遺 伝 子 を 含 む 宿 主 生 物 に 直 接 摂 取 さ せ る か 、 ま た は 注 射 す る こ
と が で き る 。 物 質 は 細 胞 （ す な わ ち 、 細 胞 内 ） に 直 接 導 入 し て も よ く 、 ま た は 腔 、 間 質 腔
、 生 物 の 体 循 環 へ 細 胞 外 に 導 入 し て も よ く 、 経 口 等 で 導 入 し て も よ い 。 経 口 導 入 方 法 に は
、 RNAを 生 物 の 食 物 と 直 接 混 合 す る こ と が 含 ま れ る 。 核 酸 を 導 入 す る 物 理 的 方 法 に は 、 細
胞 へ の 直 接 注 入 、 ま た は RNA溶 液 の 生 物 へ の 細 胞 外 注 入 が 含 ま れ る 。 物 質 は 、 細 胞 あ た り
少 な く と も １ コ ピ ー を 輸 送 す る こ と が で き る 量 で 導 入 し て も よ い 。 物 質 の よ り 高 用 量 （ 例
え ば 、 細 胞 あ た り 少 な く と も 5、 10、 100、 500、 ま た は 1000コ ピ ー ） は 、 よ り 有 効 な 阻 害
を 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 よ り 低 用 量 も ま た 特 定 の 態 様 に と っ て 有 用 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
特 定 の 態 様 に お い て 、 流 体 力 学 核 酸 投 与 プ ロ ト コ ー ル を 用 い る 。 物 質 が リ ボ 核 酸 で あ る 場
合 、 下 記 に 詳 細 に 説 明 す る 流 体 工 学 リ ボ 核 酸 投 与 プ ロ ト コ ー ル が 、 特 に 重 要 で あ る 。 物 質
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が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 で あ る 場 合 、 Changら 、 J. Virol. （ 2001） 75： 3469～ 3473； Liuら 、
Gene Ther. （ 1999） 6： 1258～ 1266； Wolffら 、 Science（ 1990） 247： 1465～ 1458； Zhang
ら 、 Hum Gene Ther.（ 1999） 19： 1735～ 1737； お よ び Zhangら 、 Gene Ther.（ 1999） 7： 13
44～ 1349に お い て 記 述 さ れ る 流 体 工 学 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 投 与 プ ロ ト コ ー ル が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
関 心 対 象 の さ ら な る 核 酸 輸 送 プ ロ ト コ ー ル に は 、 以 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
： 関 心 対 象 の 米 国 特 許 に は 、 第 5,985,847号 お よ び 第 5,922,687号 （ そ の 開 示 が 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） ； 国 際 公 開 公 報 第 11092号 ； Acsadiら 、 New Biol. （ 1991） 3
： 71～ 81； Hickmanら 、 Hum. Gen Ther.（ 1994） 5： 1477～ 1483； お よ び Wolffら 、 Science
（ 1990） 247： 1465～ 1468等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
RNAi物 質 の 特 性 に 応 じ て 、 標 的 遺 伝 子 発 現 の 所 望 の 調 節 を 得 る こ と が で き る 任 意 の 簡 便 な
手 段 を 用 い て 、 宿 主 に 活 性 物 質 （ 複 数 ） を 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う に 、 物 質 は 治 療 応 用
の た め の 多 様 な 製 剤 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 よ り 詳 し く 述 べ る と 、 本 発 明 の 物 質 は 、
適 当 で あ れ ば 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ て 薬 学 的 組 成 物 に 調 製 す
る こ と が で き 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 軟 膏 、 溶 液 、 坐 剤 、 注 射 剤 、 吸 入 剤 お
よ び エ ア ロ ゾ ル の よ う な 固 体 、 半 固 体 、 液 体 、 ま た は ガ ス 状 の 調 製 物 に 調 製 し て も よ い 。
そ の た め 、 物 質 の 投 与 は 、 経 口 、 口 腔 内 、 直 腸 内 、 非 経 口 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 経 皮 、 気 管 内
投 与 を 含 む 多 様 な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
薬 学 的 投 与 剤 形 に お い て 、 物 質 は 単 独 ま た は 他 の 薬 学 的 に 活 性 な 化 合 物 と 適 当 に 会 合 さ せ
て 、 な ら び に 組 み 合 わ せ て 投 与 し て も よ い 。 以 下 の 方 法 お よ び 賦 形 剤 は 単 な る 例 で あ っ て
決 し て 制 限 的 で は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
経 口 調 製 物 の 場 合 、 物 質 は 単 独 ま た は 適 当 な 添 加 剤 、 例 え ば 乳 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 コ ー ン
ス タ ー チ 、 も し く は ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン の よ う な 通 常 の 添 加 剤 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ
ー ス 誘 導 体 、 ア カ シ ア 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 も し く は ゼ ラ チ ン の よ う な 結 合 剤 ； コ ー ン ス タ
ー チ 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 、 ま た は カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム の よ う な 崩 壊
剤 ； タ ル ク も し く は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 ； な ら び に 望 ま し け れ ば 緩
衝 剤 、 湿 潤 剤 、 保 存 剤 、 お よ び 着 香 料 と 組 み 合 わ せ て 錠 剤 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 を
形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
物 質 は 、 植 物 油 ま た は 他 の 類 似 の 油 、 合 成 脂 肪 酸 グ リ セ リ ド 、 高 級 脂 肪 酸 の エ ス テ ル ま た
は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 水 性 ま た は 非 水 性 溶 媒 に お い て ； そ し て 望 ま し け れ ば
溶 解 剤 、 等 張 剤 、 懸 濁 剤 、 乳 化 剤 、 安 定 化 剤 お よ び 保 存 剤 の よ う な 通 常 の 添 加 剤 と 共 に 、
そ れ ら を 溶 解 、 懸 濁 、 ま た は 乳 化 さ せ る こ と に よ っ て 注 射 用 調 製 物 に 調 製 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
物 質 は 、 吸 入 に よ っ て 投 与 さ れ る エ ア ロ ゾ ル 調 製 物 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。 本 発
明 の 化 合 物 は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 プ ロ パ ン 、 窒 素 等 の よ う な 許 容 さ れ る 加 圧 噴
射 剤 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
さ ら に 、 物 質 は 、 乳 化 基 剤 ま た は 水 性 基 剤 の よ う な 多 様 な 基 剤 と 共 に 混 合 す る こ と に よ っ
て 坐 剤 に 調 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 坐 剤 に よ っ て 直 腸 内 投 与 す る こ と が
で き る 。 坐 剤 に は 、 体 温 で 溶 解 す る が 室 温 で は 固 化 し た ま ま で あ る カ カ オ バ タ ー 、 カ ル ボ
ワ ッ ク ス お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 媒 体 が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
そ れ ぞ れ の 用 量 単 位 、 例 え ば 小 さ じ 1杯 、 大 さ じ 1杯 、 錠 剤 、 ま た は 坐 剤 が 、 一 つ ま た は 複
数 の 阻 害 剤 を 含 む 組 成 物 の 規 定 量 を 含 む 、 シ ロ ッ プ 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 お よ び 懸 濁 剤 の よ
う な 経 口 ま た は 直 腸 投 与 の た め の 単 位 投 与 剤 形 を 提 供 し て も よ い 。 同 様 に 、 注 射 ま た は 静
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脈 内 投 与 の た め の 単 位 投 与 剤 形 は 、 滅 菌 水 、 通 常 の 生 理 食 塩 液 、 ま た は 他 の 薬 学 的 に 許 容
さ れ る 担 体 中 の 溶 液 と し て 組 成 物 中 に 阻 害 剤 （ 複 数 ） を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 単 位 投 与 剤 形 」 と い う 用 語 は 、 そ れ ぞ れ の 単 位 が
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 、 単 体 、 ま た は 溶 媒 に 関 連 し て 所 望 の 作 用 を 生 じ る た め に 十 分
な 量 で 計 算 さ れ る 、 本 発 明 の 化 合 物 の 規 定 量 を 含 む 、 ヒ ト お よ び 動 物 被 験 者 の た め の 単 位
用 量 と し て 適 し た 、 物 理 的 に 個 別 の 単 位 を 指 す 。 本 発 明 の 新 規 単 位 投 与 剤 形 の 仕 様 は 、 用
い る 特 定 の 化 合 物 お よ び 得 ら れ る 作 用 、 な ら び に 宿 主 に お け る そ れ ぞ れ の 化 合 物 に 関 連 し
た 薬 物 動 態 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
溶 媒 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 担 体 ま た は 希 釈 剤 の よ う な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 は 、 公 衆 が 容
易 に 入 手 可 能 で あ る 。 そ の 上 、 pH調 節 お よ び 緩 衝 剤 、 等 張 性 調 節 剤 、 安 定 化 剤 、 湿 潤 剤 等
の よ う な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 補 助 物 質 は 、 公 衆 が 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
当 業 者 は 、 用 量 レ ベ ル が 特 定 の 化 合 物 、 輸 送 媒 体 の 特 性 等 に 応 じ て 変 化 し う る こ と を 容 易
に 認 識 す る で あ ろ う 。 所 定 の 化 合 物 に 関 す る 好 ま し い 用 量 は 、 多 様 な 手 段 に よ っ て 当 業 者
に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
上 記 に 従 っ て RNAi物 質 の 有 効 量 を 胚 以 外 の 哺 乳 類 宿 主 に 投 与 す る と 、 上 記 の よ う に 、 標 的
遺 伝 子 （ 複 数 ） 発 現 の 調 節 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 （ 複 数 ） 発 現 の 減 少 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
上 記 の 方 法 は 任 意 の 哺 乳 類 （ 関 心 対 象 の 代 表 的 な 哺 乳 類 に は 、 有 蹄 類 ま た は 蹄 の あ る 動 物
、 例 え ば ウ シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 等 ； 齧 歯 類 、 例 え ば ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 ；
ウ サ ギ 類 、 例 え ば ウ サ ギ ； 霊 長 類 、 例 え ば サ ル 、 ヒ ヒ 、 ヒ ト 等 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定
さ れ な い ） に お い て 作 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
上 記 の 方 法 は 、 多 様 な 異 な る 適 用 に お い て 有 用 で あ り 、 そ の 代 表 的 な タ イ プ を こ れ か ら 下
記 に よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
有 用 性
本 発 明 の 方 法 は 、 多 様 な 異 な る 応 用 に お い て 用 い ら れ 、 代 表 的 な 応 用 に は 学 術 的 ／ 研 究 応
用 お よ び 治 療 応 用 の 双 方 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の タ イ プ の 代 表 的 な 応 用 の そ れ ぞ れ を 下 記 に
よ り 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
学 術 的 ／ 研 究 応 用
本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 哺 乳 類 宿 主 に お け る 標 的 遺 伝 子 ／ コ ー ド 配 列 の 機 能 を 決 定 す る た
め に 、 哺 乳 類 宿 主 に お い て 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 （ コ ー ド 配 列 ） の 発 現 を 調 節 す る
こ と が 望 ま れ る 多 様 な 異 な る タ イ プ の 学 術 的 、 研 究 応 用 に お け る 用 途 を 見 出 す 。 本 発 明 の
方 法 は 、 哺 乳 類 宿 主 に お い て 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 ／ コ ー ド 配 列 の 発 現 を 低 下 、 減
少 、 ま た は 阻 害 す る た め に 本 発 明 の 方 法 を 用 い る 、 「 機 能 喪 失 」 型 の ア ッ セ イ 法 に お い て
特 別 な 用 途 を 見 出 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
そ の た め 、 本 発 明 の 一 つ の 代 表 的 な 有 用 性 は 、 ま だ 機 能 が わ か っ て い な い 標 的 遺 伝 子 の 活
性 を 阻 害 す る た め に RNAi物 質 が 本 発 明 に 従 う 哺 乳 類 に 投 与 さ れ る 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 に お け
る 遺 伝 子 機 能 を 同 定 す る 方 法 と し て で あ る 。 従 来 の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ に よ る 、 時 間 と
労 力 の か か る 変 異 体 の 単 離 の 代 わ り に 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る 機 能 的 ゲ ノ ム 学 は 、 標 的 遺
伝 子 活 性 の 量 を 減 少 さ せ 、 か つ ／ ま た は 時 期 を 変 化 さ せ る た め に RNAi物 質 を 投 与 す る こ と
に よ っ て 、 特 徴 が 調 べ ら れ て い な い 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 医 薬 品
の 標 的 と な る 可 能 性 が あ る か 否 か を 決 定 す る た め 、 生 後 の 発 達 お よ び ／ ま た は 加 齢 に 関 与
す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 決 定 す る た め 等 に 用 い る こ と が で き る 。 哺 乳 類 ゲ ノ ム に 関 す る 全
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配 列 を 含 む 、 ゲ ノ ム 上 の 遺 伝 子 源 お よ び 発 現 遺 伝 子 源 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 の 獲 得
を よ り 速 や か に す る こ と は 、 生 き て い る 哺 乳 類 生 物 に お け る 遺 伝 子 機 能 を 決 定 す る た め に
本 発 明 の 方 法 を 用 い る こ と と 結 び つ け る こ と が で き る 。 特 定 の コ ド ン 使 用 に 対 す る 異 な る
生 物 の 嗜 好 性 、 関 連 す る 遺 伝 子 産 物 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 検 索 、 遺 伝 形 質 の 連 鎖 マ ッ プ と
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 由 来 す る 物 理 的 マ ッ プ と の 相 関 、 お よ び 人 工 知 能 法 を 用 い て 、 そ の よ
う な 配 列 決 定 プ ロ ジ ェ ク ト に お い て 獲 得 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 推 定 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 定 義 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
単 純 な 代 表 的 な ア ッ セ イ 法 は 、 発 現 さ れ た 配 列 タ グ （ EST） か ら 利 用 で き る 部 分 配 列 に 従
っ て 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 。 増 殖 、 発 達 、 代 謝 、 疾 患 抵 抗 性 、 ま た は 他 の 生 物 学 的 プ ロ セ
ス に お け る 機 能 的 変 化 は 、 EST遺 伝 子 産 物 の 正 常 な 役 割 を 示 す で あ ろ う 。 標 的 遺 伝 子 の 機
能 は 、 遺 伝 子 活 性 が 阻 害 さ れ た 場 合 に そ れ が 哺 乳 類 に 及 ぼ す 影 響 か ら ア ッ セ イ す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
生 物 の 特 徴 が RFLPま た は QTL分 析 を 通 し て 多 形 性 に 遺 伝 子 連 鎖 さ れ る こ と が 決 定 さ れ れ ば
、 本 発 明 を 用 い て 、 そ の 遺 伝 子 多 形 が そ の 特 徴 に 直 接 関 与 す る 可 能 性 が あ る か 否 か に 関 す
る 洞 察 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 多 形 を 定 義 す る 断 片 ま た は そ の よ う な 遺 伝 子
多 形 の 近 傍 の 配 列 を 、 RNAi物 質 を 産 生 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 次 に そ の 物 質 を 哺 乳
類 に 投 与 し て 、 特 徴 の 変 化 が 阻 害 と 関 連 す る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 は 、 本 質 的 な 遺 伝 子 の 阻 害 を 可 能 に す る た め に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 は 、
特 定 の 発 達 段 階 ま た は 細 胞 区 画 に 限 っ て 生 物 の 生 存 能 力 に と っ て 必 要 で あ る か も 知 れ な い
。 条 件 的 変 異 の 機 能 的 同 等 物 は 、 そ れ が 生 存 能 力 に と っ て 必 要 で な い 時 間 ま た は 場 所 で 標
的 遺 伝 子 の 活 性 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 産 生 し て も よ い 。 本 発 明 は 、 標 的 ゲ ノ ム に 永 続 的
な 変 異 を 導 入 す る こ と な く 、 特 定 の 発 達 時 期 お よ び 生 物 の 部 位 に RNAi物 質 を 付 加 す る こ と
を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ が 、 特 徴 的 な エ キ ソ ン の 使 用 に よ っ て 区 別 す る こ と が で き る 転 写 物
フ ァ ミ リ ー を 産 生 す る 状 況 で は 、 本 発 明 は 、 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 機 能 を 特 異 的 に 阻 害 す
る か ま た は 区 別 す る た め に 、 適 当 な エ キ ソ ン を 介 し た 阻 害 を 標 的 と す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ う 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 む ホ ル モ ン は 、 膜 結 合 型 お よ び
分 泌 型 の 双 方 で 発 現 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン の 前 で 翻 訳 を 終 了 す る ナ ン セ ン
ス 変 異 を 単 離 す る 代 わ り に 、 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 む エ キ ソ ン を 標 的 に し 、 そ れ に よ っ て 膜
結 合 ホ ル モ ン の 発 現 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 分 泌 型 ホ ル モ ン の み を 有 す る 機 能 的 結 果 を
本 発 明 に 従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
治 療 応 用
本 発 明 の 方 法 は ま た 、 例 え ば 哺 乳 類 全 体 ま た は そ の 一 部 、 例 え ば 組 織 、 臓 器 等 に お い て 一
つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 を 調 節 す る こ と が 望 ま れ る 多 様 な 治 療 応 用 に お け る 用 途 を 見 出
す 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 、 RNAi活 性 物 質 の 有 効 量 を 宿 主 哺 乳 類 に 投 与 す る 。 有 効 量 と
は 、 標 的 遺 伝 子 （ 複 数 ） の 発 現 を 望 ま し く 調 節 す る た め に 十 分 な 用 量 を 意 味 す る 。 上 記 の
よ う に 、 こ の タ イ プ の 応 用 の 多 く の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 所 望 の 治 療 転 帰 を 得
る た め に 、 宿 主 に お い て 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 ／ 阻 害 す る た め に 用 い
ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
治 療 さ れ る 病 態 の 特 性 に 応 じ て 、 標 的 遺 伝 子 は 、 細 胞 に 由 来 す る 遺 伝 子 、 内 因 性 遺 伝 子 、
病 的 に 変 異 し た 遺 伝 子 、 例 え ば 癌 を 引 き 起 こ す 遺 伝 子 、 ト ラ ン ス ジ ー ン 、 ま た は そ の 感 染
後 に 細 胞 に 存 在 す る 病 原 体 の 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 特 定 の 標 的 遺 伝 子 お よ び 輸 送 さ れ る
RNAi物 質 の 用 量 に 応 じ て 、 技 法 は 、 標 的 遺 伝 子 の 部 分 的 ま た は 完 全 な 機 能 喪 失 を 提 供 し て
も よ い 。 注 射 し た 材 料 の 用 量 が よ り 低 く 、 そ し て RNAi物 質 の 投 与 後 の 時 間 が よ り 長 け れ ば
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、 よ り 小 さ い 分 画 の 細 胞 に 阻 害 が 起 こ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 哺 乳 類 宿 主 に お け る 標 的 遺 伝 子 発 現 の 調 節 が 望 ま れ る 多 数 の 異 な る 病 態
の 治 療 に お い て 用 い ら れ る 。 治 療 と は 、 宿 主 に 罹 患 す る 病 態 に 関 連 し た 症 状 が 少 な く と も
改 善 す る こ と を 意 味 し 、 改 善 は 、 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 治 療 す べ き 病 態 に 関 連 し た 症 状 の 程
度 が 少 な く と も 減 少 す る こ と を 意 味 す る た め に 広 い 意 味 で 用 い ら れ る 。 そ の た め 、 治 療 に
は 、 宿 主 が も は や 病 態 を 有 し な い よ う に 、 ま た は 病 態 の 特 徴 を 示 す 症 状 を 少 な く と も 有 し
な い よ う に 、 病 態 ま た は 少 な く と も そ れ に 関 連 す る 症 状 が 完 全 に 阻 害 さ れ る 、 例 え ば 発 生
が 防 止 さ れ る か 、 ま た は 停 止 す る 、 例 え ば 終 了 す る 状 況 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
多 様 な 宿 主 が 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 治 療 可 能 で あ る 。 一 般 的 に そ の よ う な 宿 主 は 、 「 哺 乳
類 」 ま た は 「 哺 乳 動 物 」 で あ り 、 こ れ ら の 用 語 は 、 広 く 肉 食 目 （ 例 え ば 、 イ ヌ お よ び ネ コ
） 、 齧 歯 目 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 お よ び ラ ッ ト ） な ら び に 霊 長 目 （ 例 え ば 、 ヒ
ト 、 チ ン パ ン ジ ー 、 お よ び サ ル ） を 含 む 、 哺 乳 類 に 含 ま れ る 生 物 を 記 述 す る た め に 用 い ら
れ る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 宿 主 は ヒ ト で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 は 、 任 意 の 特 定 の タ イ プ の 標 的 遺 伝 子 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 調 節 に 限 定 さ れ な
い 。 関 心 対 象 の 標 的 遺 伝 子 の 代 表 的 な ク ラ ス に は 以 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
： 発 生 上 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 接 着 分 子 、 サ イ ク リ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 サ イ ト カ イ ン ／ リ ン
フ ォ カ イ ン お よ び そ の 受 容 体 、 増 殖 ／ 分 化 因 子 お よ び そ の 受 容 体 、 神 経 伝 達 物 質 お よ び そ
の 受 容 体 ） ； 腫 瘍 遺 伝 子 （ 例 え ば 、
　
　
　
　
　
　
） ； 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 APC、 BRCA1、 BRCA2、 MADH4、 MCC、 NF1、 NF2、 RB1、 TP53、
お よ び WTI） ； な ら び に 酵 素 （ 例 え ば 、 ACCシ ン タ ー ゼ お よ び オ キ シ ダ ー ゼ 、 ACPデ サ チ ュ
ラ ー ゼ お よ び ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ADP-グ ル コ ー ス ピ ロ ホ ス ホ リ ラ ー ゼ 、 ATPア ー ゼ 、 ア ル
コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 お よ び ア ミ ロ グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 セ ル
ラ ー ゼ 、 カ ル コ ン シ ン タ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ
、 デ キ ス ト リ ナ ー ゼ 、 DNAお よ び RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル カ ナ ー ゼ 、 グ
ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 顆 粒 結 合 デ ン プ ン シ ン タ ー ゼ 、 GTPア ー ゼ 、 ヘ リ カ ー ゼ 、 ヘ ミ セ
ル ラ ー ゼ 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 、 イ ヌ リ ナ ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、
ラ ク タ ー ゼ 、 UPア ー ゼ 、 リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ラ イ ソ ザ イ ム 、 ノ パ リ ン シ ン タ ー ゼ 、 オ ク ト
ピ ン シ ン タ ー ゼ 、 ペ ク チ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ
パ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ 、 フ ィ タ ー ゼ 、 植 物 生 長 調 節 シ ン タ ー ゼ 、 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ
、 プ ロ テ ナ ー ゼ 、 お よ び ペ プ チ ダ ー ゼ 、 プ ラ ナ ー ゼ 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 、 逆 転 写 酵 素 、 RUBI
SCO、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 お よ び キ シ ラ ナ ー ゼ ） ； ケ モ カ イ ン （ 例 え ば 、 CXCR4、 CCR5） 、
テ ロ メ ラ ー ゼ の RNA成 分 、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） 、 VEGF受 容 体 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 核 因
子 κ B、 転 写 因 子 、 細 胞 接 着 分 子 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 、 形 質 転 換 成 長 因 子 β フ ァ ミ リ
ー メ ン バ ー 、 細 胞 表 面 受 容 体 、 RNA結 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 小 さ い 核 小 体 RNA、 RNA輸 送
因 子 、 翻 訳 因 子 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 逆 転 写 酵 素 ） 等 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
キ ッ ト
上 記 の 方 法 の 一 つ ま た は 複 数 を 実 践 す る た め の 試 薬 お よ び そ の キ ッ ト も 同 様 に 提 供 さ れ る
。 本 発 明 の 試 薬 お よ び そ の キ ッ ト は 、 大 き く 変 化 し て も よ い 。 典 型 的 に 、 キ ッ ト は 少 な く
と も 上 記 の よ う に RNAi物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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上 記 の 成 分 の 他 に 、 本 発 明 の キ ッ ト は 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る た め の 説 明 書 を さ ら に 含 む
で あ ろ う 。 こ れ ら の 説 明 書 は 、 多 様 な 形 で 本 発 明 の キ ッ ト に 存 在 し て も よ く 、 そ の 一 つ ま
た は 複 数 が キ ッ ト に 存 在 し て も よ い 。 こ れ ら の 説 明 書 が 存 在 し う る 一 つ の 形 は 、 キ ッ ト の
パ ッ ケ ー ジ 、 添 付 文 書 等 に お け る 、 適 し た 媒 体 ま た は 基 材 、 例 え ば 情 報 が 印 刷 さ れ て い る
紙 片 ま た は 複 数 の 紙 片 上 の 、 印 刷 情 報 と し て で あ る 。 さ ら に も う 一 つ の 手 段 は 、 情 報 が 記
録 さ れ て い る コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 、 例 え ば デ ィ ス ケ ッ ト 、 CD等 で あ ろ う 。
存 在 し う る さ ら に も う 一 つ の 手 段 は 、 隔 た っ た サ イ ト で 情 報 に ア ク セ ス す る た め に 、 イ ン
タ ー ネ ッ ト を 通 し て 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る ウ ェ ブ サ イ ト の ア ド レ ス で あ る 。 任 意 の 簡 便
な 手 段 が キ ッ ト に 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
裸 の RNAの 流 体 力 学 投 与
本 発 明 に よ っ て 、 裸 の 核 酸 、 例 え ば リ ボ 核 酸 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 、 ま た は 化 学 改 変 さ れ た
核 酸 （ モ ル フ ォ リ ノ 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ま た は
2'-Oメ チ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 脈 管 を 有 す る （ vascul
arized） 生 物 、 例 え ば 哺 乳 類 の 標 的 細 胞 に イ ン ビ ボ で 導 入 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 が
提 供 さ れ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 方 法 は 、 便 宜 上 「 流 体 力 学 」 法 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 の 方 法 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 裸 の 核 酸 お よ び RNア ー ゼ 阻 害 剤 の 水 性 製 剤 を 生 物 の
脈 管 系 に 投 与 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 水 性 製 剤 に は 同 様 に 競 合 リ ボ 核 酸 、 例 え ば 非 キ
ャ ッ プ 化 非 ポ リ ア デ ニ ル 化 リ ボ 核 酸 が 含 ま れ る 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 RNA分 子 に 転
写 さ れ う る DNAと 候 補 調 節 物 質 と の 同 時 輸 送 は 、 RNア ー ゼ 阻 害 剤 ま た は 競 合 リ ボ 核 酸 を 含
ま ず に 行 わ れ 、 こ の 場 合 調 節 物 質 と DNAと は 、 単 一 の 組 成 物 と し て 輸 送 し て も し な く て も
よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 研 究 お よ び 治 療 応 用 の 双 方 を 含 む 異 な る 多 様 な 応 用 に お い て 用 い
ら れ 、 特 に 、 肝 細 胞 へ の リ ボ 核 酸 の イ ン ビ ボ 輸 送 に 用 い る た め 、 例 え ば 核 酸 の 肝 臓 標 的 化
イ ン ビ ボ 輸 送 の た め に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の こ の 局 面 を さ ら に 記 述 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 を 最 初 に 説 明 し た 後 、 本 発 明 の
方 法 が 用 い ら れ る 代 表 的 な 応 用 お よ び 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る た め に 用 い ら れ る キ ッ ト の
説 明 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
方 法
先 に 要 約 し た よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 に 存 在 す る 標 的 細 胞 に 、 核
酸 、 例 え ば リ ボ 核 酸 を イ ン ビ ボ で 導 入 す る 方 法 を 提 供 す る 。 イ ン ビ ボ 導 入 と は 、 本 発 明 に
お い て 、 核 酸 が 導 入 さ れ る 標 的 細 胞 が 、 多 細 胞 生 物 に 存 在 す る 細 胞 で あ る こ と 、 す な わ ち
多 細 胞 生 物 か ら 分 離 さ れ た 、 例 え ば 除 去 さ れ た 細 胞 で は な い こ と を 意 味 す る 。 そ の た め 、
本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 が 由 来 す る 多 細 胞 生 物 か ら 分 離 さ れ た 、 例 え ば 培 養 さ れ た 細 胞 ま た
は 複 数 の 細 胞 に 核 酸 が 導 入 さ れ る 、 イ ン ビ ト ロ 核 酸 移 入 プ ロ ト コ ー ル と は 異 な る 。 言 い 換
え れ ば 、 本 発 明 の 方 法 は イ ン ビ ト ロ 核 酸 移 入 法 で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
核 酸 の 導 入 と は 、 核 酸 、 例 え ば デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） 、 リ ボ 核 酸 （ RNA） 、 ま た は 天 然
に 存 在 し な い 核 酸 類 似 体 を 標 的 細 胞 の 細 胞 質 に 挿 入 す る こ と を 意 味 す る 。 言 い 換 え れ ば 、
核 酸 は 、 標 的 細 胞 の 外 側 か ら 細 胞 膜 を 超 え て 標 的 細 胞 の 内 部 に 移 動 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
脈 管 を 有 す る 多 細 胞 生 物 と は 、 脈 管 系 を 含 む 多 細 胞 生 物 を 意 味 す る 。 関 心 対 象 の 多 細 胞 生
物 に は 植 物 お よ び 動 物 が 含 ま れ 、 動 物 は 、 特 に 例 え ば 心 臓 の 鼓 動 に 反 応 し て 血 液 が 流 れ る
静 脈 お よ び 動 脈 系 で 構 成 さ れ る 脈 管 系 を 有 す る 脊 椎 動 物 が 特 に 重 要 で あ る 。 関 心 対 象 の 動
物 は 、 多 く の 態 様 に お い て 哺 乳 類 で あ る 。 関 心 対 象 の 哺 乳 類 に は ； 齧 歯 類 、 例 え ば マ ウ ス
、 ラ ッ ト ； 家 畜 、 例 え ば ブ タ 、 ウ マ 、 ウ シ 等 ； ペ ッ ト 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ ； お よ び 霊 長 類
、 例 え ば ヒ ト が 含 ま れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 多 細 胞 生 物 は ヒ ト で あ る 。 他 の 態 様 に お
い て 、 多 細 胞 生 物 は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の よ う な 齧 歯 類 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
先 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 最 も 広 い 意 味 に お い て 、 宿 主 の 標 的 細 胞 に 核 酸 を 導
入 す る た め に 適 し て い る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ
チ ド 、 例 え ば デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド も し く は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ マ ー 、 ま
た は 天 然 に 存 在 す る 二 つ の 核 酸 と 類 似 の 、 配 列 特 異 的 な 様 式 で 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 、 合 成 的 に 産 生 さ れ る 化 合 物 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,948,
902号 お よ び そ こ に 引 用 さ れ て い る 文 献 に 記 載 さ れ る PNA） を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て
用 い ら れ る 「 リ ボ 核 酸 」 お よ び 「 RNA」 と い う 用 語 は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ る ポ
リ マ ー を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 」 お よ び 「 DNA」 と
い う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ マ ー を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 多 細 胞 生 物 の 標 的 細 胞 へ の リ ボ 核 酸 の 輸 送 に 用 い る た め に 特 に 適 し て い
る 。 そ の た め 、 リ ボ 核 酸 の 輸 送 に 関 し て 方 法 を さ ら に 説 明 す る 。 し か し 、 以 下 の プ ロ ト コ
ー ル も 同 様 に 他 の 核 酸 、 例 え ば DNA（ プ ラ ス ミ ド DNAの よ う な ） の 輸 送 に 用 い る た め に 適 し
て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る 場 合 、 リ ボ 核 酸 が 裸 の リ ボ 核 酸 と し て 存 在 す る リ ボ 核 酸 の 水 性 組
成 物 を 、 多 細 胞 生 物 ま た は 宿 主 の 脈 管 系 に 投 与 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 裸 の RNA水 性
組 成 物 ま た は 製 剤 を 宿 主 の 静 脈 に 投 与 す る 、 す な わ ち 裸 の RNA調 製 物 を 静 脈 内 投 与 す る 。
特 定 の 態 様 に お い て 、 裸 の RNA調 製 物 は 高 圧 注 射 に よ っ て 宿 主 に 静 脈 内 投 与 さ れ る 。 高 圧
注 射 と は 、 水 性 製 剤 が 、 一 般 的 に 少 な く と も 約 20 mmHg、 通 常 少 な く と も 約 30 mmHgで あ る
上 昇 さ せ た 圧 で 静 脈 内 に 導 入 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 上 昇 さ せ た 圧
は 、 約 10 mmHg～ 50 mmHgの 範 囲 で あ り 、 40 mmHg～ 50 mmHgが し ば し ば 好 ま し い 。 上 記 の 方
法 の よ う に 、 高 圧 下 で 水 性 製 剤 を 投 与 す る 方 法 は 、 上 記 の 関 連 文 献 の 章 に 記 載 の 参 考 文 献
に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ る RNAま た は DNAは 、 裸 の RNAと
し て 水 性 製 剤 に 存 在 す る 。 「 裸 」 と は 、 標 的 細 胞 へ の 流 入 を 促 進 す る よ う に 作 用 す る こ と
が で き る 如 何 な る 輸 送 媒 体 も 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 輸
送 さ れ る 裸 の RNAま た は DNAは 、 リ ポ ソ ー ム 製 剤 、 荷 電 脂 質 ま た は 沈 殿 物 質 の よ う な ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン を 促 進 す る 如 何 な る 材 料 も 含 ま ず 、 例 え ば 、 そ れ ら は コ ロ イ ド 材 料 （ リ ポ
ソ ー ム 調 製 物 を 含 む ） と 複 合 体 を 形 成 し な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 裸 の RNAは 、 標 的 細 胞 ゲ
ノ ム に RNAの 組 み 込 み を 引 き 起 こ す ベ ク タ ー に 含 ま れ な い 、 す な わ ち 、 そ れ ら は 遺 伝 情 報
を 有 す る ウ イ ル ス 配 列 ま た は 粒 子 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 に よ っ て 輸 送 し て も よ い 裸 の RNAは 、 そ の 意 図 と す る 目 的 、 例 え ば そ れ ら が コ ー ド
す る タ ン パ ク 質 等 に 応 じ て 、 長 さ が 多 様 に 変 化 し て も よ い 。 一 般 的 に 、 裸 の RNAは 長 さ が
少 な く と も 約 10 nt、 通 常 は 長 さ が 少 な く と も 約 30 nt、 お よ び よ り 通 常 は 長 さ が 少 な く と
も 約 35 ntで あ り 、 裸 の RNAは 長 さ が 20,000 ntま た は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い が 、 一 般 的
に 長 さ が 約 10,000 ntを 超 え ず 、 通 常 は 、 長 さ が 約 6,000 ntを 超 え な い と 考 え ら れ る 。 上
記 の よ う に 裸 の RNAが RNAi物 質 で あ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 RNAの 長 さ は 、 約 10 nt～ 50 nt
、 し ば し ば 約 10 nt～ 40 nt、 お よ び よ り し ば し ば 20 nt～ 25 nt、 例 え ば 21 ntま た は 22 nt
な ど の 15 nt～ 25 ntを 含 む 、 約 15 nt～ 30 ntで あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 標 的 細 胞 に 導 入 し て も よ い 裸 の RNAは タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て も し
な く て も よ く 、 す な わ ち 標 的 細 胞 へ の 導 入 時 に タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ て も さ れ な く て も よ
い 。 裸 の RNAが 標 的 細 胞 へ の 導 入 後 に タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ う る 態 様 に お い て 、 裸 の RNAは
キ ャ ッ プ 化 さ れ て も さ れ な く て も よ く 、 そ れ は IRESド メ イ ン 等 を 含 ん で も よ い 。 し か し 、
本 態 様 の 多 く の 特 定 の プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 裸 の RNAは キ ャ ッ プ 化 さ れ て い る 。 さ ら に
、 こ れ ら の 態 様 に お け る RNAに は 一 般 的 に 、 少 な く と も ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 含 ま れ
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、 多 く の 態 様 に お い て 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ て お り 、 ポ リ A尾 部 は 存 在 す る 場 合 、 一 般 的
に 長 さ が 約 10個 ～ 300個 、 通 常 約 30個 ～ 50個 で あ る 。 裸 の RNAに 関 す る さ ら な る 説 明 を 下 記
に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
上 記 の よ う に 、 裸 の RNAの 水 性 製 剤 は 、 宿 主 に 血 管 内 、 通 常 静 脈 内 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の
方 法 に お い て 用 い ら れ る 水 性 製 剤 に お い て 、 裸 の RNAの 有 効 量 を 水 性 輸 送 媒 体 と 配 合 す る
。 有 効 量 は 、 標 的 細 胞 に 所 望 の 輸 送 量 を 提 供 す る た め に 、 例 え ば 所 望 の タ ン パ ク 質 発 現 量
の よ う な 所 望 の 転 帰 を 提 供 す る た め に 十 分 で あ る 量 を 意 味 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 水
性 製 剤 に 存 在 す る 裸 の RNAの 量 は 少 な く と も 約 5 μ g、 通 常 は 少 な く と も 約 10 μ g、 お よ び
よ り 通 常 は 少 な く と も 約 20 μ gで あ っ て も よ く 、 量 は 10 mgま た は そ れ 以 上 の 量 で あ っ て
も よ い が 、 一 般 的 に 約 1 mgを 超 え ず 、 通 常 は 約 200 μ gを 超 え な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
関 心 対 象 の 水 性 輸 送 媒 体 に は ： 水 、 生 理 食 塩 液 、 お よ び 緩 衝 媒 体 が 含 ま れ る 。 関 心 対 象 の
特 定 の 溶 媒 に は ： 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ゲ ル デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス お よ び
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 リ ン ゲ ル 液 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 等 が 含 ま れ る 。 水 性 輸 送 媒 体 に
は さ ら に 、 保 存 剤 お よ び 他 の 添 加 剤 、 例 え ば 抗 菌 剤 、 抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト 化 剤 、 不 活 性 ガ
ス 、 栄 養 補 給 剤 、 電 解 質 補 給 剤 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム お よ び マ ン ガ ン の よ う な 二 価
陽 イ オ ン が 含 ま れ て も よ い 。 多 く の 態 様 に お い て 特 別 な 関 心 対 象 は 、 偽 生 理 的 で あ る 緩 衝
塩 溶 液 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 の 方 法 の 特 定 の 態 様 の 特 徴 は 、 裸 の RNAが RNア ー ゼ 阻 害 剤 と 組 み 合 わ せ て 多 細 胞 生
物 の 脈 管 系 に 導 入 さ れ る 点 で あ る 。 RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 多 細 胞 生 物 に お け る RNア ー ゼ 活 性
の 活 性 を 、 完 全 に は 不 活 化 し な い が 少 な く と も 減 少 さ せ る 化 合 物 ま た は 物 質 を 意 味 す る 。
多 く の 態 様 に お い て 、 RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 RNア ー ゼ の タ ン パ ク 質 阻 害 剤 で あ り 、 こ の 場 合
ヒ ト の 胎 盤 RNア ー ゼ 阻 害 剤 が 特 に 重 要 で あ る 。 タ ン パ ク 質 RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 天 然 起 源 か
ら 精 製 し て も よ く 、 ま た は 例 え ば 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 合 成 的 に 産 生 し て も よ い 。 ヒ ト 胎
盤 RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 異 な る 多 様 な 販 売 元 か ら 多 様 な 異 な る 商 品 名 で 得 て も よ く 、 代 表 的
な 販 売 元 に は ； プ ロ メ ガ 社 （ Promega Inc.） 、 ス ト ラ タ ジ ー ン 社 （ Stratagene Inc.） 、
フ ィ ッ シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 （ Fisher Scientific Inc.） 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 特 定 の 態 様 に お い て 、 水 性 の 裸 の RNA組 成 物 と は 異 な る 組 成 物 で 宿 主
に 投 与 し て も よ い が 、 多 く の 態 様 に お い て 、 RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 裸 の RNAの 水 性 組 成 物 に
存 在 す る 。 水 性 組 成 物 に 存 在 す る RNア ー ゼ 阻 害 剤 の 量 は 、 裸 の RNAの 所 望 の 取 り 込 み を 提
供 す る た め に 十 分 で あ る 。 RNア ー ゼ 阻 害 剤 が タ ン パ ク 質 阻 害 剤 で あ る 場 合 、 本 発 明 の 方 法
を 実 践 す る 際 に 多 細 胞 生 物 に 導 入 さ れ る 水 性 組 成 物 中 の 阻 害 剤 の 濃 度 は 、 約 4～ 4,000単 位
の 範 囲 で あ っ て も よ く 、 通 常 は 約 400～ 4,000単 位 、 お よ び よ り 通 常 は 約 400～ 1,500単 位 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
特 定 の 態 様 に お い て 、 裸 の RNAま た は RNア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 競 合 RNAと 共 に 投 与 さ れ る 。 競 合
RNAは RNア ー ゼ 活 性 の 競 合 的 阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る RNAを 意 味 す る 。 多 く の 態
様 に お い て 、 競 合 RNAは キ ャ ッ プ 化 さ れ ず 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ な い 。 キ ャ ッ プ 化 さ れ な
い と は 、 競 合 RNAが 真 核 細 胞 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 5'末 端 に 認 め ら れ る キ ャ ッ プ 構 造 を 欠 損
す る こ と 、 す な わ ち そ れ が 5' 7メ チ ル Gを 欠 損 す る こ と を 意 味 す る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ
な い と は 、 競 合 RNAが そ の 3'末 端 に お い て 、 真 核 細 胞 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAに お い て 認 め ら れ
る ポ リ A尾 部 ま た は ポ リ ア デ ニ ル 化 ド メ イ ン を 欠 損 す る こ と を 意 味 す る 。 競 合 RNAの 長 さ は
異 な っ て も よ い が 、 一 般 的 に 少 な く と も 約 70 nt、 通 常 少 な く と も 約 200 nt、 お よ び よ り
通 常 少 な く と も 約 1,500 ntで あ り 、 長 さ は 10,000 ntま た は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い が 、
一 般 的 に 約 3,500 ntを 超 え ず 、 通 常 約 1,500 ntを 超 え な い 。 水 性 組 成 物 中 の 競 合 RNAの 濃
度 は 、 裸 の RNAの 所 望 の 保 護 （ 例 え ば 、 RNア ー ゼ に よ る 結 合 の 競 合 に よ っ て ） を 提 供 す る
た め に 十 分 で あ り 、 多 く の 態 様 に お い て 、 約 10 μ g/ml～ 10 mg/ml、 通 常 約 20 μ g/ml～ 20

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-508306 A 2005.3.31



0 μ g/ml、 お よ び よ り 通 常 約 40 μ g/ml～ 150 μ g/mlの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 投 与 さ れ た RNAの 標 的 細 胞 （ 複 数 ） の 細 胞 質 へ の 非 常 に 効 率 的 な
移 入 が 起 こ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 肝 臓 ま た は 肝 細 胞 お よ び 肝 臓 の 非 実 質 細 胞 の 細 胞 質 に RN
Aを 移 入 す る た め に 特 に 適 し て い る 。 そ の た め 、 多 く の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、
高 レ ベ ル の 核 酸 、 例 え ば RNAの 肝 細 胞 ま た は 肝 組 織 へ の 移 入 を 得 る イ ン ビ ボ の 方 法 で あ る
。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ る 核 酸 は 、 標 的 細 胞 の 内 部 で は 短 命 で あ る 。 核
酸 の 特 定 の 性 質 に 応 じ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 導 入 後 の 核 酸 の 半 減 期 は 一 般 的 に 約 30秒 ～
10日 、 通 常 は 約 1分 ～ 24時 間 の 範 囲 で あ り 、 よ り 通 常 は 約 5分 ～ 10時 間 の 範 囲 で あ る 。 そ の
た め 核 酸 が 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNAで あ る 場 合 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 導
入 後 の タ ン パ ク 質 発 現 は 一 過 性 で あ り 、 典 型 的 に 約 1分 ～ 3日 間 の 範 囲 の 期 間 、 通 常 約 5分
～ 24時 間 持 続 す る 。 そ の た め 、 本 発 明 の 方 法 の 多 く の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 タ
ン パ ク 質 発 現 が RNAの 寿 命 に 等 し い 、 導 入 遺 伝 子 か ら 一 過 性 の タ ン パ ク 質 発 現 を 提 供 す る
方 法 で あ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 性 質 に
応 じ て 、 よ り 長 い 寿 命 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
有 用 性
本 発 明 の 方 法 は 、 標 的 細 胞 へ の 裸 の 核 酸 の 効 率 的 な イ ン ビ ボ 移 入 が 望 ま れ る 、 多 様 な 異 な
る 応 用 に お け る 用 途 を 見 出 す 。 本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る 応 用 に は 、 治 療 的 お よ び 研 究 応
用 の 双 方 が 含 ま れ る 。 関 心 対 象 の 治 療 応 用 に は 、 遺 伝 子 治 療 応 用 、 ワ ク チ ン 接 種 応 用 等 が
含 ま れ る 。 関 心 対 象 の 研 究 応 用 に は 、 特 定 の 病 態 、 例 え ば RNAウ イ ル ス 感 染 症 の 動 物 モ デ
ル の 作 製 、 遺 伝 子 機 能 を 解 明 す る た め に 表 現 型 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 を 観 察 す る こ と 等 が 含
ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る 他 の 応 用 に は 、 ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム お よ び キ メ
ラ 形 成 （ chimeraplasty） （ す な わ ち 、 RNA/DNAキ メ ラ に よ る 遺 伝 子 の 修 復 ） （ 例 え ば 、 Yo
onら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 1996） 93(5)： 2071～ 6； Cole-Straussら 、 Science
（ 1996） 273（ 5280） ： 1386～ 9； お よ び Zhuら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 1999） 96(
15)： 8768～ 73を 参 照 さ れ た い ） 治 療 法 の み な ら ず 、 干 渉 RNA（ 細 胞 に 存 在 す る こ と に よ り
類 似 の RNAの 翻 訳 を 防 止 す る RNA） （ 例 え ば 、 Wiannyら 、 Nat. Cell Biol.（ 2000） 2(2)： 7
0～ 5； お よ び SiQunら 、 Nature（ 1998） 391： 806～ 811を 参 照 さ れ た い ） 治 療 法 の 開 発 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る 一 つ の タ イ プ の 応 用 は 、 例 え ば 標 的 細 胞 か ら の 、 関 心 対 象 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の 合 成 に お い て で あ り 、 特 に ポ リ ペ プ チ ド の 一 過 性 の 発 現
で あ る 。 そ の よ う な 応 用 に お い て 、 関 心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 必 要 か
つ ／ ま た は 望 ま し い 発 現 成 分 、 例 え ば 5'キ ャ ッ プ 構 造 、 IRESド メ イ ン 、 ポ リ Aシ グ ナ ル ま
た は ポ リ A尾 部 等 と 組 み 合 わ せ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の た め の 発 現 宿 主 と し て の 役 割 を 有
す る 標 的 細 胞 が 存 在 す る 多 細 胞 生 物 に イ ン ビ ボ 投 与 に よ っ て 標 的 細 胞 に 導 入 す る 。 例 え ば
、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 投 与 さ れ る 裸 の 核 酸 が RNAで あ る 場 合 、 RNAは 、 標 的 細 胞 の 細 胞 質
に お い て RNAに 含 ま れ る 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ う る RNAで あ る 。
RNAは キ ャ ッ プ 化 さ れ て も さ れ な く て も よ く 、 キ ャ ッ プ 化 さ れ な い 場 合 、 一 般 的 に IRES配
列 を 含 む 。 RNAは ま た 一 般 的 に ポ リ A尾 部 を さ ら に 含 み 、 ポ リ A尾 部 の 長 さ は 典 型 的 に 約 10 
nt～ 300 nt、 通 常 は 約 30 nt～ 50 ntで あ る 。 イ ン ビ ボ 投 与 お よ び そ の 後 の 標 的 細 胞 へ の 導
入 後 、 多 細 胞 生 物 、 お よ び そ こ に 存 在 す る 標 的 細 胞 は 、 移 入 さ れ た RNAに よ っ て コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 に と っ て 十 分 な 条 件 で 維 持 さ れ る 。 次 に 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を
回 収 し て 、 望 ま し け れ ば 任 意 の 都 合 の よ い プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
そ の た め 、 本 発 明 の 方 法 は 、 多 細 胞 生 物 に お い て 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 量 を 少 な く と も
増 強 す る 手 段 を 提 供 す る 。 「 少 な く と も 増 強 す る 」 と い う 用 語 に は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 践
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す る 前 に 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 初 期 量 が 存 在 す る 多 細 胞 生 物 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 量 を
増 加 さ せ る 方 法 が 用 い ら れ る 状 況 が 含 ま れ る 。 「 少 な く と も 増 強 す る 」 と い う 用 語 に は ま
た 、 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る 前 に 多 細 胞 生 物 が 実 質 的 に 如 何 な る タ ン パ ク 質 も 含 ま な い 状
況 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 が 、 多 細 胞 生 物 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 量 を 少 な く と も 増 強
す る た め に 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ ら は 薬 学 的 調 製 物 の 応 用 お よ び 治 療 的 応 用 を 含 む 多 様 な
異 な る 応 用 に お い て 用 い ら れ 、 後 者 を 下 記 に よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る 治 療 的 応 用 に は 、 宿 主 生 物 に お け る 治 療 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 増
強 す る た め に 本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る 遺 伝 子 治 療 応 用 、 お よ び 宿 主 に ワ ク チ ン 接 種 す る
（ ま た は 他 の 方 法 に よ っ て 輸 送 さ れ る ワ ク チ ン を 開 発 す る ） た め に 本 発 明 の 方 法 が 用 い ら
れ る ワ ク チ ン 接 種 応 用 が 含 ま れ る 。 DNAに 基 づ く 発 現 プ ロ ト コ ー ル と は 異 な り 、 本 発 明 の R
NAに 基 づ く 発 現 プ ロ ト コ ー ル は 、 真 核 細 胞 遺 伝 子 に 共 通 し て 関 連 す る プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン
ハ ン サ ー 、 リ プ レ ッ サ ー お よ び 他 の 調 節 要 素 を 用 い る 必 要 が な く 複 雑 で な い 。 本 発 明 の 方
法 は 、 標 的 細 胞 に 流 入 す る と 宿 主 に お い て 必 要 な 増 強 さ れ た タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 提 供 す る
、 広 く 多 様 な 治 療 的 核 酸 を 輸 送 す る た め に 用 い て も よ い 。 関 心 対 象 の 治 療 的 核 酸 に は 、 遺
伝 的 欠 損 に 基 づ く 疾 患 状 態 の 原 因 と な る 遺 伝 子 な ど の 欠 損 遺 伝 子 を 、 標 的 宿 主 細 胞 に お い
て 、 こ れ ら の 欠 損 遺 伝 子 に よ っ て 宿 主 に 提 供 さ れ る と 想 定 さ れ る 産 物 を コ ー ド す る こ と に
よ っ て 置 換 す る 核 酸 ； 癌 の 治 療 に お い て 治 療 的 に 有 用 な 核 酸 等 が 含 ま れ る 。 そ の レ ベ ル が
本 発 明 の 方 法 の 実 践 に よ っ て 増 強 す る 可 能 性 が あ る 遺 伝 子 欠 損 疾 患 状 態 に 関 係 す る 代 表 的
な 産 物 に は 、 第 VIII因 子 、 第 IX因 子 、 β -グ ロ ビ ン 、 低 密 度 タ ン パ ク 質 受 容 体 、 ア デ ノ シ
ン デ ア ミ ナ ー ゼ 、 プ リ ン ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ リ ラ ー ゼ 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 、 グ ル コ
セ レ ブ ロ シ ダ ー ゼ 、 嚢 胞 性 線 維 症 膜 貫 通 調 節 物 質 、 α -ア ン チ ト リ プ シ ン 、 CD-18、 オ ル ニ
チ ン ト ラ ン ス カ ル バ ミ ラ ー ゼ 、 ア ル ギ ノ ス ク シ ネ ー ト シ ン タ ー ゼ 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ ド
ロ キ シ ラ ー ゼ 、 分 岐 鎖 α -ケ ト 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 フ マ リ ル ア セ ト ア セ テ ー ト ヒ ド ロ ラ
ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -6-ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 α -L-フ コ シ ダ ー ゼ 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 α -L-
イ デ ュ ロ ニ ダ ー ゼ （ iduronidase） 、 ガ ラ ク ト ー ス -1-ホ ス フ ェ ー ト ウ リ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ 等 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 輸 送 し て も よ い 癌 治
療 核 酸 に は ： 適 当 な 因 子 を コ ー ド す る こ と に よ っ て リ ン パ 球 の 抗 腫 瘍 活 性 を 増 強 す る 核 酸
、 そ の 発 現 産 物 が 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 原 性 を 増 強 す る 核 酸 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る 核
酸 、 毒 素 コ ー ド 核 酸 、 自 殺 因 子 コ ー ド 核 酸 、 多 剤 耐 性 産 物 コ ー ド 核 酸 、 リ ボ ザ イ ム 、 DNA
リ ボ ザ イ ム 、 DNA/RNAキ メ ラ 、 干 渉 RNAお よ び ア ン チ セ ン ス 配 列 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 の 重 要 な 特 徴 は 、 本 発 明 の 方 法 を イ ン ビ ボ 遺 伝 子 治 療 応 用 の
た め に 用 い て も よ い 点 で あ る 。 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 治 療 応 用 と は 、 治 療 遺 伝 子 の 発 現 が 望 ま れ
る 標 的 細 胞 ま た は 複 数 の 細 胞 が 、 本 発 明 を 実 践 す る 前 に 宿 主 か ら 除 去 さ れ な い こ と を 意 味
す る 。 対 照 的 に 、 裸 の 核 酸 組 成 物 が 多 細 胞 生 物 に 直 接 投 与 さ れ て 標 的 細 胞 に よ っ て 取 り 込
ま れ 、 そ の 後 コ ー ド さ れ た 産 物 の 発 現 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る も う 一 つ の 治 療 応 用 は 、 宿 主 の ワ ク チ ン 接 種 （
と 共 に 他 の 方 法 に よ っ て 輸 送 さ れ る ワ ク チ ン の 開 発 ） で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に お い て 、 本
発 明 の 方 法 に よ っ て 宿 主 に 投 与 さ れ る 裸 の 核 酸 、 例 え ば RNAは 、 標 的 細 胞 に RNAが 流 入 す る
と 、 発 現 さ れ て 所 望 の 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に 分 泌 さ れ る 所 望 の 免 疫 原 を コ ー ド す る 。
裸 の 核 酸 が 用 い ら れ 、 本 発 明 の 裸 の 核 酸 輸 送 方 法 が 用 い ら れ る ワ ク チ ン 接 種 法 は 、 そ の 開
示 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 国 際 公 開 公 報 第 90/11092号 に さ ら に 記 述 さ れ
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 様 々 な 研 究 応 用 に お け る 用 途 を 見 出 す 。 本 発 明 の 方
法 が 用 い ら れ る 一 つ の 研 究 応 用 は 、 RNAウ イ ル ス 感 染 症 の 動 物 モ デ ル を 作 製 す る 場 合 で あ
り 、 こ の 場 合 関 心 対 象 の RNAウ イ ル ス に は 、 HCV、 HIV、 A型 イ ン フ ル エ ン ザ 、 A型 肝 炎 、 ポ
リ オ ウ イ ル ス 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 ア フ タ ウ イ ル ス 等 が 含 ま れ る 。 そ の
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よ う な 動 物 モ デ ル を 作 製 す る た め に 、 レ ポ ー タ ー ド メ イ ン 、 例 え ば 検 出 可 能 な 産 物 （ ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 等 ） を コ ー ド す る ド メ イ ン に 機 能 的 に 結 合 さ せ た 、 関 心 対 象
の RNAウ イ ル ス か ら の 一 つ ま た は 複 数 の 調 節 要 素 等 を 含 む 構 築 物 を ま ず 提 供 す る 。 ま た は
、 そ の よ う な RNA構 築 物 に イ ン ビ ボ で 転 写 さ れ う る DNA構 築 物 を 用 い て も よ い 。 次 に 、 こ れ
ら の 構 築 物 を 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 宿 主 、 例 え ば マ ウ ス に 投 与 し て 、 対 応 す る RNAウ イ ル
ス に よ る 感 染 症 の 動 物 モ デ ル を 作 製 す る 。 そ の た め 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た RN
Aウ イ ル ス の 動 物 モ デ ル も 同 様 に 提 供 さ れ る 。 RNAウ イ ル ス 動 物 モ デ ル を 作 製 す る た め の 代
表 的 な プ ロ ト コ ー ル を 下 記 の 実 験 の 章 に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 先 に よ り 詳 し く 記 述 し 、 下 記 の 実 験 の 章 で よ り 詳 し く 記 述 す る siRNAお よ
び shRNAを 含 む 、 RNAi治 療 お よ び ／ ま た は 研 究 物 質 の 輸 送 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
そ の よ う な 動 物 モ デ ル を 用 い て 、 候 補 と な る 調 節 物 質 、 例 え ば 、 増 強 ま た は 阻 害 物 質 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 異 な る 多 様 な タ イ プ の 候 補 物 質 を 本 発 明 に 従 っ て ス
ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 候 補 物 質 は 多 数 の 化 学 ク ラ ス を 含 み 、 典 型 的 に そ れ ら は 有 機 分
子 で あ る が 、 好 ま し く は 分 子 量 が 50ダ ル ト ン よ り 大 き く 、 約 2,500ダ ル ト ン 未 満 で あ る 低
分 子 有 機 化 合 物 で あ る 。 候 補 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 と の 構 造 的 相 互 作 用 、 特 に 水 素 結 合 に と
っ て 必 要 で あ る 官 能 基 を 含 み 、 典 型 的 に 少 な く と も 一 つ の ア ミ ン 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ
シ ル 、 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 み 、 好 ま し く は 少 な く と も 二 つ の 官 能 化 学 基 を 含 む 。 候
補 物 質 は し ば し ば 、 一 つ ま た は 複 数 の 上 記 の 官 能 基 に よ っ て 置 換 さ れ た 環 状 炭 素 ま た は 複
素 環 構 造 お よ び ／ ま た は 芳 香 環 も し く は 多 芳 香 環 構 造 を 含 む 。 候 補 物 質 は 同 様 に 、 ペ プ チ
ド 、 糖 質 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 、 構 造 的 類 似 体 ま た は そ の 組
み 合 わ せ を 含 む 生 体 分 子 の 中 に も 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
特 定 の 態 様 に お い て 特 に 重 要 で あ る の は ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 試 薬 は 、
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ODN） 、 特 に 無 処 置 の 核 酸 か ら の 化 学 改 変 を 有 す る 合
成 ODN、 ま た は RNAの よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子 を 発 現 す る 核 酸 構 築 物 で あ っ て も よ い 。 ア ン
チ セ ン ス 配 列 は 、 標 的 遺 伝 子 の mRNAに 対 し て 相 補 的 で あ り 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 阻 害
す る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 様 々 な 機 構 に よ り 、 例 え ば RNア ー ゼ Hの 活 性 化 ま た は 立 体 的
妨 害 に よ り 、 翻 訳 に 利 用 で き る mRNAの 量 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す
る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 の 一 つ ま た は 組 み 合 わ せ を 投 与 し て も よ く 、 組 み 合 わ せ は 多 数 の 異
な る 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 転 写 開 始 が 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 が RNA分 子 と し て 産 生 さ れ る よ う に 方
向 づ け ら れ た 適 当 な ベ ク タ ー に お い て 、 標 的 遺 伝 子 配 列 の 全 て ま た は 一 部 の 発 現 に よ っ て
産 生 し て も よ い 。 ま た は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 、 長 さ が 少 な く と も 約 7ヌ ク レ オ チ ド 、 通 常 は 少 な く
と も 約 12ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 通 常 は 少 な く と も 約 16ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 長 さ は 約 500ヌ
ク レ オ チ ド を 超 え な い 、 通 常 は 約 50ヌ ク レ オ チ ド を 超 え な い 、 よ り 通 常 は 約 35ヌ ク レ オ チ
ド を 超 え ず 、 長 さ は 、 阻 害 効 率 、 特 異 性 （ 交 叉 反 応 性 が な い こ と を 含 む ） 等 に よ っ て 支 配
さ れ る 。 長 さ が 7～ 8塩 基 の 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 発 現 の 強 く か つ 選 択 的 な 阻
害 剤 と な り う る こ と が 判 明 し て い る （ Wagnerら （ 1996） 、 Nature Biotechnol. 14： 840～
844） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
内 因 性 の セ ン ス 鎖 mRNA配 列 の 特 異 的 領 域 ま た は 複 数 の 特 異 的 領 域 は 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 に
よ っ て 相 補 的 と な る よ う に 選 択 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 特 異 的 配 列 の 選 択 は
、 い く つ か の 候 補 配 列 を イ ン ビ ト ロ ま た は 動 物 モ デ ル に お い て 標 的 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 に 関
し て ア ッ セ イ す る 経 験 的 な 方 法 を 用 い て も よ い 。 配 列 の 組 み 合 わ せ も 同 様 に 用 い て も よ く
、 こ の 場 合 mRNA配 列 の い く つ か の 領 域 が ア ン チ セ ン ス 相 補 性 の た め に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 化 学 合 成 し て も よ
い （ Wagnerら （ 1993） 、 上 記 、 お よ び Milliganら 、 上 記 を 参 照 さ れ た い ） 。 好 ま し い オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 内 安 定 性 お よ び 結 合 親 和 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 本 来 の ホ ス ホ ジ
エ ス テ ル 構 造 か ら 化 学 改 変 さ れ て い る 。 そ の よ う な 多 く の 改 変 が 文 献 に お い て 記 述 さ れ て
お り 、 こ れ ら は 骨 格 、 糖 ま た は 複 素 環 基 礎 骨 格 の 化 学 を 変 化 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
骨 格 の 化 学 に お け る 有 用 な 変 更 は 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ デ ー ト 結 合 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト ； 非 架 橋 酸 素 が い ず れ も 硫 黄 で 置 換 さ れ て い る ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト ； ホ
ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト ； ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル お よ び ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト で あ る 。 ア キ
ラ ル ホ ス フ ェ ー ト 誘 導 体 に は 、 3'-O-5'-S-ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 3'-S-5'-O-ホ ス ホ ロ チ オ
エ ー ト 、 3'-CH 2 -5'-O-ホ ス ホ ネ ー ト お よ び 3'-NH-5'-O-ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト が 含 ま れ る 。
ペ プ チ ド 核 酸 は 、 リ ボ ー ス ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 全 体 を ペ プ チ ド 結 合 に 置 換 す る 。 安 定 性
お よ び 親 和 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 糖 の 改 変 も 同 様 に 用 い て も よ い 。 一 つ の 例 は 、 モ ル フ
ォ リ ン に よ る リ ボ ー ス 糖 の 置 換 で あ る 。 基 本 骨 格 が 天 然 の β -ア ノ マ ー と は 逆 転 し て い る
デ オ キ シ リ ボ ー ス の α -ア ノ マ ー を 用 い て も よ い 。 リ ボ ー ス 糖 の 2'-OHは 、 2'-O-メ チ ル ま
た は 2'-O-ア リ ル 糖 を 形 成 す る よ う に 改 変 し て も よ く 、 こ れ は 親 和 性 を 含 ま ず に 分 解 に 対
す る 抵 抗 性 を 提 供 す る 。 複 素 環 基 礎 骨 格 の 改 変 は 適 切 な 塩 基 対 形 成 を 維 持 し な け れ ば な ら
な い 。 い く つ か の 有 用 な 置 換 に は 、 デ オ キ シ チ ミ ジ ン の 代 わ り に デ オ キ シ ウ リ ジ ン ； デ オ
キ シ シ チ ジ ン の 代 わ り に 5-メ チ ル -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン お よ び 5-ブ ロ モ -2'-デ オ キ シ シ チ
ジ ン を 用 い る こ と が 含 ま れ る 。 5-プ ロ ピ ニ ル -2'-デ オ キ シ ウ リ ジ ン お よ び 5-プ ロ ピ ニ ル -2
'-デ オ キ シ シ チ ジ ン を 、 そ れ ぞ れ デ オ キ シ チ ミ ジ ン お よ び デ オ キ シ シ チ ジ ン の 代 わ り に 用
い る と 、 親 和 性 お よ び 生 物 活 性 を 増 加 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
候 補 物 質 は 、 合 成 ま た は 天 然 の 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ を 含 む 多 様 な 起 源 か ら 得 ら れ る 。 例 え
ば 、 幅 広 い 有 機 化 合 物 お よ び 生 体 分 子 の ラ ン ダ ム 合 成 お よ び 計 画 的 合 成 を 行 う た め に 、 ラ
ン ダ ム 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド の 発 現 を 含 む 様 々 な 手 段 が 利 用 可 能 で
あ る 。 ま た は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 、 お よ び 動 物 抽 出 物 の 形 で の 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ も
利 用 可 能 、 ま た は 容 易 に 産 生 さ れ る 。 さ ら に 、 天 然 ま た は 合 成 に よ っ て 産 生 さ れ た ラ イ ブ
ラ リ お よ び 化 合 物 は 、 通 常 の 化 学 、 物 理 、 お よ び 生 化 学 手 段 に よ っ て 容 易 に 改 変 さ れ 、 組
み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め に 用 い て も よ い 。 公 知 の 薬 理 学 的 物 質 に 、 ア シ ル 化 、
ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 等 の よ う な 計 画 的 ま た は ラ ン ダ ム 化 学 改 変 を 行 っ て 、
構 造 類 似 体 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に お い て 、 核 酸 構 築 物 （ 例 え ば 、 上 記 の RNAま た は D
NA構 築 物 ） お よ び 候 補 物 質 を 宿 主 動 物 に 投 与 し て 、 構 築 物 の 活 性 に 及 ぼ す 候 補 物 質 の 影 響
を 観 察 し て 、 認 め ら れ た 作 用 を 候 補 化 合 物 の 調 節 活 性 に 相 関 さ せ る 。 候 補 物 質 お よ び 核 酸
構 築 物 を 、 同 じ ま た は 異 な る 時 期 に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 宿 主 に 投 与 し て も よ く 、 特 定 の
好 ま し い 態 様 に お い て 、 二 つ の 成 分 を 宿 主 に 同 時 に 、 例 え ば 単 一 の 液 体 組 成 物 の 形 で 投 与
し て も よ い 。 代 表 的 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 下 記 の 実 験 の 章 に 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 が 用 い ら れ る も う 一 つ の 研 究 応 用 は 、 遺 伝 子 機 能 の 解 明 で あ る 。 特 定 の 遺 伝 子 配 列
を 有 す る RNAを 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 導 入 し て 、 生 物 の 表 現 型 に 及 ぼ す 遺 伝 子 の 影 響 を 観
察 す る 。 遺 伝 子 機 能 の 研 究 応 用 の た め に 本 発 明 の 方 法 を 用 い る 利 益 に は 、 遺 伝 子 調 節 要 素
に 関 係 な く 遺 伝 子 を 発 現 可 能 で あ る こ と が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 が 用 い ら れ る 他 の 研 究
応 用 に は 、 リ ボ ザ イ ム お よ び ア ン チ セ ン ス 有 効 性 に 関 す る 研 究 ； RNA代 謝 に 関 す る 研 究 等
が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
キ ッ ト
標 的 細 胞 、 例 え ば 肝 細 胞 に イ ン ビ ボ で 核 酸 を 輸 送 す る 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る た め に 用 い
ら れ る キ ッ ト も 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の キ ッ ト に は 一 般 的 に 、 標 的 細 胞 に
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導 入 さ れ る こ と が 望 ま れ る 裸 の 核 酸 お よ び RNア ー ゼ 阻 害 剤 と が 含 ま れ る 。 本 発 明 の キ ッ ト
は さ ら に 、 水 性 輸 送 媒 体 、 例 え ば 緩 衝 生 理 食 塩 液 等 を さ ら に 含 ん で も よ い 。 さ ら に 、 キ ッ
ト は 上 記 の よ う な 競 合 RNAを 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の キ ッ ト に お い て 、 上 記 の 成 分 は 宿 主
に 輸 送 す る た め に 単 一 の 水 性 組 成 物 に 配 合 し て も よ く 、 ま た は 異 な る も し く は 個 別 の 組 成
物 と し て 、 例 え ば 異 な る 容 器 に お い て 個 別 で あ っ て も よ い 。 選 択 的 に 、 キ ッ ト は 、 宿 主 に
水 性 組 成 物 を 輸 送 す る た め の 血 管 内 輸 送 手 段 、 例 え ば シ リ ン ジ 等 を さ ら に 含 ん で も よ く 、
輸 送 手 段 は 水 性 組 成 物 を 予 め 充 填 し て も し な く て も よ い 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が イ ン ビ ボ で
DNAか ら 転 写 さ れ る 場 合 、 RNア ー ゼ 阻 害 剤 お よ び 競 合 RNAは 必 要 で な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
上 記 の 成 分 の 他 に 、 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 実 践 す る た め の 説 明 書 を 含
む で あ ろ う 。 こ れ ら の 説 明 書 は 、 多 様 な 形 で 本 発 明 の キ ッ ト に 存 在 し て も よ く 、 そ の 一 つ
ま た は 複 数 が キ ッ ト に 存 在 し て も よ い 。 こ れ ら の 説 明 書 が 存 在 し う る 一 つ の 形 は 、 キ ッ ト
の パ ッ ケ ー ジ 、 添 付 文 書 等 に お け る 、 適 し た 媒 体 ま た は 基 材 上 の 、 例 え ば 情 報 が 印 刷 さ れ
て い る 紙 片 ま た は 複 数 の 紙 片 上 の 、 印 刷 情 報 と し て で あ る 。 さ ら に も う 一 つ の 手 段 は 、 情
報 が 記 録 さ れ て い る コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 、 例 え ば デ ィ ス ケ ッ ト 、 CD等 で あ
ろ う 。 存 在 し う る さ ら に も う 一 つ の 手 段 は 、 隔 た っ た サ イ ト で 情 報 に ア ク セ ス す る た め に
、 イ ン タ ー ネ ッ ト に よ っ て 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る ウ ェ ブ サ イ ト ア ド レ ス で あ る 。 任 意 の
簡 便 な 手 段 が キ ッ ト に 存 在 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る た め で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る た め に 提 供 す る の で は
な い 。
【 ０ １ １ １ 】
実 験
1． 哺 乳 類 に お け る RNAi
A． 本 発 明 者 ら は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ mRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pCMVGL3） 2 μ gを 、 以 下
の 処 方 に 沿 っ て 、 PBS 1.8 ml、 RNasin 1200単 位 、 お よ び 競 合 RNA 40 μ gと 共 に 混 合 し て
同 時 輸 送 し た ：
1） （ 1群 、 RNAな し ） 無 処 置 対 照 と し て PBS 1.8 ml；
2） （ 2群 、 ア ン チ セ ン ス RNA） ： 配 列
　
　
（ デ オ キ シ チ ミ ジ レ ー ト 残 基 を dTで 示 し 、 残 り の ヌ ク レ オ チ ド は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
） を 有 す る ア ン チ セ ン ス 方 向 の 21量 体 RNA/DNAキ メ ラ 20 μ gと 混 合 し た PBS 1.8 ml； ま た
は
3） （ 3群 、 RNAi） 配 列
　
　
を 有 す る そ の セ ン ス 相 補 鎖 20 μ gに ア ニ ー リ ン グ し た 上 記 の ア ン チ セ ン ス 21量 体 20 μ gと
混 合 し た PBS 1.8 ml。
【 ０ １ １ ２ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア デ ノ シ ン 三 燐 酸 お よ び T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い て キ
ナ ー ゼ 処 理 し た 。 そ れ ぞ れ の 製 剤 （ 1～ 3） は 、 5週 齢 の 雌 性 Balb/cマ ウ ス へ の 高 圧 尾 静 脈
注 射 に よ っ て 試 験 し た 。 注 射 の 5時 間 、 72時 間 、 お よ び 96時 間 後 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現
の 結 果 と し て 放 出 さ れ た 光 を 上 記 の よ う に 測 定 し た 。 こ の 実 験 の 結 果 を 下 記 の 表 に 要 約 す
る 。 数 値 は 相 対 光 単 位 と し て 表 記 し た 。
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【 ０ １ １ ３ 】
上 記 の 結 果 は 、 RNAi（ 3群 ） が 成 体 哺 乳 類 の 肝 臓 に お い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ RNAの 破 壊 を 引 き
起 こ し た こ と を 証 明 す る 。 こ の 破 壊 に よ っ て 、 RNAな し ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 単 独 を 投 与 し た 動 物 と 比 較 し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 結 果 と し て 放 出 さ れ た 光 が
減 少 し た 。 わ れ わ れ の 知 る 限 り 、 こ れ は 、 RNAiが 成 体 哺 乳 類 に お い て 有 効 で あ る こ と の 最
初 の 証 明 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 RNAiが 哺 乳 類 に お い て 機 能 す る 機 構 を 研 究 す る モ デ ル
系 を 提 供 す る 。 こ れ は 同 様 に 、 RNAiに 基 づ く 治 療 の 開 発 お よ び 最 適 化 に と っ て 有 用 で あ る
。 さ ら に 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 調 節 物 質 と 共 に 同 時 輸 送 す る 必 要 が な い 。 同 様 に 、 内 因 性 遺
伝 子 を 標 的 化 す る 調 節 物 質 を 輸 送 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
B． こ こ で は 、 本 発 明 者 ら は 、 RNAiが 成 体 哺 乳 類 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 で き る か 否 か
を 試 験 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 小 さ い 合 成 干 渉 RNA（ siRNA） が イ ン ビ ボ で 遺 伝 子 発 現 の 強 力
な 阻 害 剤 で あ る こ と を 発 見 し た 。 さ ら に 、 小 さ い ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA） も 同 様 に 有 効 で あ
る 。 特 に 、 こ れ ら の RNAi物 質 は 、 合 成 RNAと し て 、 ま た は DNA発 現 構 築 物 か ら イ ン ビ ボ で 転
写 さ れ た RNAの い ず れ か と し て 輸 送 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 RNAiが 治 療 ツ ー
ル と し て 開 発 さ れ う る こ と を 示 し 、 通 常 の 遺 伝 子 治 療 戦 略 と 共 に 用 い る こ と が で き る こ と
を 証 明 し て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
1． siRNA
本 発 明 者 ら は 、 裸 の RNAの 効 率 的 な 輸 送 を 行 う た め に 、 既 存 の 流 体 力 学 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 法 （ J. Chang、 L.J. Sigal、 A. Lerro、 J. Taylor、 J. Virol. 75： 3469～ 73（ 2001
） ） を 改 変 し た 。 ホ タ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 由 来 す る siRNAま た は 無 関 係 な siRNAの い ず れ
か を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ 図 1に 構 築 物 の 説 明 ） と 共 に 同 時 注 射 し た 。 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 、 生 き て い る 動 物 に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 基 質 （ 4） の 注 射 後 の 定 量
的 全 身 造 影 を 用 い て モ ニ タ ー し た と こ ろ 、 注 射 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド の 量 お よ び ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 時 間 に 依 存 的 で あ っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 代 表 的 な 動 物 を
図 2Aに 示 す 。 こ れ ら の 結 果 の 定 量 を 図 2Bに 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
そ れ ぞ れ の 実 験 に お い て 、 同 時 注 射 し た ヒ ト α -1ア ン チ ト リ プ シ ン （ hAAT） （ S.R. Yant
ら 、 Nat. Genet. 25： 35～ 41（ 2000） ） を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド の 血 清 測 定 値 を 内 部 対 照
と し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 標 準 化 し て 、 非 特 異 的 翻 訳 阻 害 を モ ニ タ ー し た 。 74時
間 で の 血 清 hAATレ ベ ル の 平 均 値 は 、 動 物 の そ れ ぞ れ の 群 に お い て 類 似 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 成 体 マ ウ ス に お い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 が siRNAに よ っ て 特 異 的 に
阻 害 さ れ る こ と を 示 し て い る （ p＜ 0.0115） ； 無 関 係 な siRNAは 作 用 を 示 さ な か っ た （ p＜ 0
.864） 。 異 な る 11回 の 実 験 に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ siRNAは ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 （ 放 出
光 ） を 平 均 で 81％ （ ± 2.2％ ） 減 少 さ せ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
2． shRNA
ホ タ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は ウ ミ シ イ タ ケ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 標 的 と す る 短 い ヘ ア ピ ン
RNA（ shRNA） を 、 T7ポ リ メ ラ ー ゼ イ ン ビ ト ロ ラ ン オ フ （ runoff） 転 写 に よ っ て 合 成 し た 。
こ れ ら の イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た RNAを pGL3-対 照 DNAと 共 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る と
、 培 養 に お け る ホ タ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 が 減 少 し た （ Paddisonら 、 Genes Dev. 16(8)
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： 948～ 58（ 2002） ） 。 こ れ ら の ヘ ア ピ ン RNAが マ ウ ス に お い て 機 能 的 で あ る か 否 か を 試 験
す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ shRNA（ ま た は 対 照
と し て ウ ミ シ イ タ ケ の shRNA） 40 μ g、 pGL3-対 照 DNA 2 μ g、 pThAAT 2 μ g、 RNasin 800
単 位 お よ び PBS 1.8 mlを マ ウ ス に 流 体 力 学 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ホ タ ル の ル シ フ ェ
ラ ー ゼ shRNAを 投 与 し た 72時 間 後 に マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光 は 、 無 処 置 対 照 と 比 較 し て 平
均 で 95％ （ ± 1.4％ ） 減 少 し た 。 ウ ミ シ イ タ ケ の shRNAを 投 与 し た マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光
は ご く わ ず か に 減 少 し た に 過 ぎ な か っ た 。 意 外 に も 、 T7転 写 鋳 型 DNAと T7タ ン パ ク 質 を 発
現 す る プ ラ ス ミ ド と の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 培 養 ま た は マ ウ ス に お け る ル
シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 活 性 の 如 何 な る 減 少 も 起 こ ら な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ）
。
【 ０ １ １ ９ 】
ホ タ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ shRNA配 列 （ 5'か ら 3'）
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
ウ ミ シ イ タ ケ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ shRNA配 列 （ 5'か ら 3'）
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
上 記 の 結 果 は 、 短 い イ ン ビ ト ロ 転 写 さ れ た ヘ ア ピ ン が 同 様 に イ ン ビ ボ で の ル シ フ ェ ラ ー ゼ
発 現 を 減 少 さ せ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
3． 結 論
上 記 の デ ー タ は 、 成 体 マ ウ ス に お け る 遺 伝 子 発 現 を 下 方 調 節 で き る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
C． C型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） は 、 世 界 で 40人 に 1人 に 感 染 す る RNAウ イ ル ス で あ り 、 西 欧 社
会 に お い て 肝 移 植 の 最 も 一 般 的 な 基 礎 原 因 で あ る 。 RNAiを ヒ ト 病 原 体 に 対 し て 向 け る こ と
が で き る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 マ ウ ス 肝 臓 に お い て HCV RNAを 標 的 と す る 能 力 に 関 し
て い く つ か の siRNAを 試 験 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 HCV配 列 を ル シ フ ェ ラ ー ゼ RNAに 融 合 さ せ
た レ ポ ー タ ー 戦 略 を 用 い て 、 RNAiを イ ン ビ ボ で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て モ ニ
タ ー し た 。 HCV内 部 リ ボ ソ ー ム 進 入 部 位 お よ び コ ア タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 標 的 と す る siR
NAは 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き な か っ た 。 対 照 的 に 、 キ メ ラ HCV NS5Bタ
ン パ ク 質 -ル シ フ ェ ラ ー ゼ 融 合 RNAの NS5B領 域 を 標 的 と す る siRNAは 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現
を 75％ （ ± 6.8％ ） 減 少 さ せ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 重 要 な ヒ ト 病 原 体 を 標 的 と す る た め に R
NAiを 治 療 的 に 用 い る 有 用 性 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
D． こ れ ら の デ ー タ か ら 、 siRNAは マ ウ ス に お い て 機 能 的 で あ る こ と は 明 白 で あ る 。 遺 伝 子
抑 制 を 誘 導 す る た め に 等 し く 有 効 で あ る 機 能 的 shRNAは 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ ロ モ ー タ
ー を 用 い て DNA鋳 型 か ら イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ る こ と が で き る （ Paddisonら 、 提 出 ） 。 同 起
源 の shRNA（ pShh1-Ff1） の 発 現 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の 98％ （ ± 0.6％ ） ま で の 抑 制 を
誘 導 し 、 3回 の 独 立 し た 実 験 に お い て 平 均 で 92.8％ （ ± 3.39％ ） 抑 制 し た （ 図 2Cお よ び 2D
） 。 空 の shRNA発 現 ベ ク タ ー は 、 作 用 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 さ ら に
、 shRNAイ ン サ ー ト の 方 向 を 逆 転 さ せ る （ pShh1-Ff1rev） と 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIに よ る
終 結 が 変 化 し た こ と お よ び 不 適 切 に 構 築 さ れ た shRNAが そ の 後 産 生 さ れ た こ と に よ り 、 沈
黙 化 が 消 失 し た （ Paddisonら 、 提 出 ） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 プ ラ ス ミ ド コ ー ド shRNAが 成
体 マ ウ ス に お い て 強 力 か つ 特 異 的 RNAi反 応 を 誘 導 で き る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 本 発
明 の RNAi輸 送 法 は 、 遺 伝 子 移 入 ベ ク タ ー の 開 発 に お い て な さ れ た 有 意 な 進 歩 を 利 用 す る よ
う に 作 製 す る こ と が で き る こ と を 証 明 し て い る 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
既 存 の 遺 伝 子 治 療 戦 略 は 、 治 療 的 結 果 を 得 る た め に 外 因 性 の タ ン パ ク 質 の 異 所 発 現 に 大 き
く 依 存 し て い る 。 そ の 発 見 以 来 、 RNAiは 、 疾 患 関 連 遺 伝 子 を 沈 黙 化 す る 手 段 を 提 供 す る こ
と に よ っ て 、 こ れ ら の 機 能 獲 得 ア プ ロ ー チ を 補 完 す る 見 込 み を 有 す る 。 併 せ て 考 慮 す る と
、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 小 さ い ヘ ア ピ ン RNAの 発 現 を 導 く DNA構 築 物 を 用 い て 、 成 体 哺 乳 類
に お い て RNAiが 誘 導 さ れ う る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 が 広 範 囲 の 疾 患
に 治 療 的 RNAiを 適 用 す る た め の ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス 輸 送 系 を 提 供 す る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
II． 裸 の RNAの 流 体 力 学 輸 送
A． 緒 言
特 に 明 記 し て い な い 限 り 、 全 て の 実 験 に お い て 、 RNAお よ び DNAを RNasinの 表 記 の 量 に 加 え
て 、 PBSの 最 終 容 積 を 1.4～ 1.8 mlと し た 。 こ の 溶 液 を マ ウ ス の 尾 静 脈 に 4～ 5秒 間 注 射 し た
。 こ れ ら の 実 験 に お い て 用 い た RNAは 全 て 、 mMessage Machineキ ッ ト を 用 い て 合 成 し て 、 R
Neasyキ ッ ト （ い ず れ も キ ア ゲ ン 社 （ Qiagen Inc.） 製 ） を 用 い て 精 製 し た 。 し か し 、 RNA
を 精 製 す る 必 要 は な く 、 同 様 に 役 立 つ は ず で あ る 他 の 精 製 法 が 存 在 す る 。 本 明 細 書 に 一 覧
で 示 し た 全 て の 実 験 に お い て 用 い た RNasinは 、 特 に 明 記 し て い な け れ ば ヒ ト 胎 盤 か ら 精 製
し た 天 然 の RNasin（ プ ロ メ ガ 社 （ Promega Inc.） か ら 購 入 ） で あ っ た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 試
料 に 関 し て は 、 表 記 の 時 間 に お い て 、 マ ウ ス に ル シ フ ェ リ ン （ 1.5 μ g/g体 重 ） を 腹 腔 内
投 与 し て 、 マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光 を 測 定 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は ～ 2× 10 2 相 対 光 単 位
で あ る 。 ヒ ト 第 IX因 子 試 料 は 酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
B． 裸 の RNAの 流 体 力 学 輸 送
ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNAを 以 下 と 共 に 、 生 き て い る マ ウ ス に 注 射 し た
：
1） RNア ー ゼ 阻 害 剤 な し ； ま た は
2） RNア ー ゼ 阻 害 剤 （ RNasinと 呼 ぶ ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
全 て の RNA試 料 は ま た 、 RNア ー ゼ 活 性 の 競 合 的 阻 害 剤 と し て 含 ま れ る 非 キ ャ ッ プ 化 非 ポ リ
ア デ ニ ル 化 RNA（ 競 合 RNA） を 含 ん だ 。 そ れ ぞ れ の 試 料 に お け る 総 RNAを 、 競 合 RNAと 共 に 全
体 で 80 μ gと な る よ う に 調 節 し た 。 原 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る 陰 性 対 照 （ 下 記 ） DNAも 同 様 に 注 射 し た 。 3時 間 お よ び 6時 間 で 、 マ ウ ス
に ル シ フ ェ リ ン （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質 ） の 腹 腔 内 注 射 を 行 い 、 マ ウ ス か ら 放 出 さ れ
た 光 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
結 果 を 表 1に 要 約 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
上 記 の 結 果 は 以 下 で あ る こ と を 示 す ：
・ 注 射 し た RNAは 生 き て い る マ ウ ス の 肝 臓 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。
・ ポ リ A尾 部 （ ポ リ A RNA） を 有 す る キ ャ ッ プ 化 ポ リ ア デ ニ ル 化 RNAは 、 キ ャ ッ プ 化 さ れ た
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ポ リ ア デ ニ ル 化 RNAが 強 い ル シ フ ェ ラ ー ゼ シ グ ナ ル を 生 じ る こ と か ら 、 マ ウ ス 肝 臓 に お い
て 翻 訳 さ れ て い る 。
・ ポ リ Aシ グ ナ ル を 有 す る キ ャ ッ プ 化 RNA（ ポ リ Aシ グ ナ ル RNA） は 、 マ ウ ス 肝 臓 に お い て 翻
訳 さ れ る が 、 シ グ ナ ル は ポ リ A尾 部 を 有 す る RNAに つ い て 認 め ら れ た シ グ ナ ル よ り 約 100倍
低 い 。
本 明 細 書 に お い て 記 述 さ れ た 全 て の 実 験 に お い て 用 い た RNAは 、 DNAプ ラ ス ミ ド の 細 菌 プ ロ
モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ た 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 効 率 的 に 機 能 し な い
は ず で あ る 。 DNA鋳 型 は DNア ー ゼ を 用 い て 転 写 後 に 除 去 し た が 、 認 め ら れ た シ グ ナ ル が DNA
の 混 入 の 結 果 と な り う る 懸 念 が 常 に あ る 。 こ れ を 制 御 す る た め に 、 転 写 に お い て 用 い た 物
と 同 等 の 鋳 型 DNAの 量 を 注 射 し た 。 シ グ ナ ル が DNAの 混 入 に よ る も の で あ れ ば 、 こ の 試 料 は
シ グ ナ ル を 生 じ る は ず で あ る 。 し か し 、 DNA対 照 か ら は シ グ ナ ル が 認 め ら れ な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
同 様 に 、 RNア ー ゼ 阻 害 剤 （ RNasinと 呼 ぶ ） を 添 加 す る と 、 用 い た 用 量 で シ グ ナ ル が 20倍 増
加 し た こ と か ら 、 RNasinの 添 加 が 血 清 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら RNAを 保 護 し 、 し た が
っ て 認 め ら れ る シ グ ナ ル を 増 加 さ せ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
上 記 か ら 、 以 下 の 結 論 を 得 る 。 裸 の RNAの 流 体 力 学 輸 送 に よ っ て 、 生 き て い る マ ウ ス の 肝
臓 へ の RNAの 高 レ ベ ル の 移 入 が 起 こ る 。 さ ら に 、 キ ャ ッ プ 化 し て ポ リ ア デ ニ ル 化 し た RNAは
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 有 す る が ポ リ A尾 部 を 有 し な い RNAよ り 良 好 に 作 用 す る が 、 双
方 の RNAが シ グ ナ ル を 生 じ た 。 RNア ー ゼ 阻 害 剤 を 添 加 す る と RNAを 分 解 か ら 保 護 し 、 そ れ に
よ っ て よ り 高 い ル シ フ ェ ラ ー ゼ シ グ ナ ル が 得 ら れ た 。 最 後 に 、 注 射 し た RNAに つ い て 認 め
ら れ た シ グ ナ ル は DNAの 混 入 に よ る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
C． 系 の 改 良
ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNAを 、 1） 高 用 量 も し く は 低 用 量 の 天 然 も し く は
組 み 換 え 型 RNasinと 共 に 、 ま た は 2） RNAを 破 壊 し て シ グ ナ ル を 消 失 さ せ る は ず で あ る RNア
ー ゼ T1の 処 置 （ 陰 性 対 照 ） 後 に 、 生 き て い る マ ウ ス に 注 射 し た 。 RNA試 料 は 全 て 、 注 射 さ
れ た RNAの 全 量 が 80 μ gと な る よ う に 非 キ ャ ッ プ 化 非 ポ リ ア デ ニ ル 化 競 合 RNAを 含 ん だ 。 原
核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 対 照 DNAも 同 様 に 、
表 記 の 対 照 反 応 に お い て 注 射 し た 。 3時 間 お よ び 6時 間 目 に 、 マ ウ ス に ル シ フ ェ リ ン の 腹 腔
内 注 射 を 行 い 、 マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光 を 測 定 し た 。 こ の 実 験 は 主 に 、 第 一 の 実 験 の 結 果
を 確 認 す る た め で あ り 、 ど の パ ラ メ ー タ が 重 要 で あ る か を 試 験 す る た め の も の で あ る 。 6
時 間 の 時 点 で 、 RNAを 注 射 し た マ ウ ス 1匹 を 屠 殺 し て 、 臓 器 を 摘 出 し 、 ど の 臓 器 が ル シ フ ェ
ラ ー ゼ を 発 現 す る か を 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
結 果 を 表 2に 要 約 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ １ ３ ７ 】
上 記 の 結 果 は 以 下 を 証 明 し て い る ：
・ RNasinの 用 量 を 増 加 さ せ る と ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 レ ベ ル が 増 加 す る こ と か ら 、 RNasinの
投 与 は 認 め ら れ る 発 現 レ ベ ル を 変 化 さ せ る 。
・ 天 然 お よ び 組 み 換 え 型 RNasinは い ず れ も RNAを 保 護 す る 。
・ RNAが RNア ー ゼ に よ っ て 破 壊 さ れ る と シ グ ナ ル は 消 失 し 、 RNAが シ グ ナ ル に 関 与 し て い る
こ と を 示 す （ 陰 性 対 照 ） 。
・ 転 写 に 用 い た も の と 同 等 の 鋳 型 DNAの 量 を DNア ー ゼ 処 置 を 行 わ ず に 注 射 す る と 、 シ グ ナ
ル を 認 め ず 、 シ グ ナ ル は DNA混 入 に よ る も の で は な い こ と を 証 明 す る 。
・ 肝 臓 が 唯 一 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 部 位 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
上 記 か ら 、 以 下 の 結 論 を 得 る 。 RNasinの 投 与 は 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す 。 組 み 換 え 型 お
よ び 天 然 の RNasinは い ず れ も 注 射 し た RNAを 保 護 し た 。 鋳 型 DNAを 注 射 し た 場 合 、 ま た は RN
Aを RNア ー ゼ に よ っ て 破 壊 し た 場 合 に は シ グ ナ ル を 認 め ず 、 シ グ ナ ル が DNAの 混 入 の 結 果 で
は な い こ と を 示 し て い る 。 最 後 に 、 肝 臓 が 唯 一 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 部 位 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
D． 競 合 RNAは 活 性 を 増 強 す る 。
キ ャ ッ プ 化 さ れ か つ ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ RNA 20 μ gの ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活
性 を 測 定 し た 。 四 つ の 条 件 を 実 験 1お よ び 2に 記 載 の 条 件 と 類 似 の 実 験 に お い て 調 べ た 。
1） RNasin 400単 位 ＋ 競 合 RNA；
2） 競 合 RNAを 含 ま な い RNasin 40単 位 ；
3） 競 合 RNAを 含 ま な い RNasin 800単 位 ；
4） 競 合 RNAを 含 ま な い RNasin 1200単 位 。
3時 間 、 6時 間 お よ び 9時 間 に 、 マ ウ ス に ル シ フ ェ リ ン の 腹 腔 内 注 射 を 行 い 、 マ ウ ス か ら 放
出 さ れ た 光 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
結 果 を 表 3に 要 約 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ４ ２ 】
上 記 の 結 果 は 以 下 を 証 明 す る ：
・ RNasinの 用 量 を 増 加 す る と ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 増 加 し た こ と か ら 、 RNasinは ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 活 性 を 変 化 さ せ る 。 最 高 用 量 （ RNasin 1200単 位 ） は 調 べ た 全 て の 時 間 に お い て 最
高 の 活 性 を 示 し た 。
・ 競 合 RNAの 存 在 に よ っ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 増 強 さ れ た こ と か ら 、 競 合 RNAを 添 加 す る
と 測 定 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 増 強 し た 。 こ の 作 用 は 、 RNasinの 保 護 作 用 と 相 乗 的 で
あ っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
上 記 の 結 果 か ら 、 以 下 の 結 論 を 得 る 。 競 合 RNAの 添 加 に よ っ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ シ グ ナ ル は
増 加 す る 。 さ ら に 、 RNasinの 用 量 を 増 加 す る と 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 レ ベ ル が 増 加 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
E． 内 部 リ ボ ソ ー ム 進 入 部 位 を 用 い る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の キ ャ ッ プ 非 依 存 的 翻 訳
真 核 細 胞 に お い て 、 RNAの タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 は 、 キ ャ ッ プ 依 存 的 お よ び キ ャ ッ プ 非 依 存
的 翻 訳 と 呼 ば れ る 二 つ の 異 な る 機 構 に よ っ て 起 こ る 。 キ ャ ッ プ 非 依 存 的 翻 訳 は 、 内 部 リ ボ
ソ ー ム 進 入 部 位 （ IRES） と 呼 ば れ る 5'非 翻 訳 領 域 を 必 要 と す る 。 C型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV）
、 ポ リ オ ウ イ ル ス お よ び A型 肝 炎 ウ イ ル ス の よ う な い く つ か の RNAウ イ ル ス は 、 キ ャ ッ プ 非
依 存 的 翻 訳 を 行 う た め に IRES配 列 を 利 用 す る 。 本 発 明 者 ら は 当 初 、 抗 HCV治 療 を 研 究 す る
た め の 小 動 物 モ デ ル 系 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る で あ ろ う と 考 え て 、 本 明 細 書
に 記 述 し た RNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 開 発 し た 。 IRES RNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン も
同 様 に 、 効 率 的 な IRES機 能 に と っ て 必 要 な 配 列 要 素 を 調 べ る た め に 設 計 さ れ た 変 異 誘 発 試
験 の た め に 用 い る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ５ 】
1． 実 験 お よ び 結 果 の 説 明
RNA HCVlucは 、 5'末 端 に HCV IRES、 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 後 に ポ リ A尾 部 を 有 す
る 。 HCVluc 40 μ g＋ 競 合 RNA 40 μ g＋ RNasin 20 μ lを マ ウ ス の 尾 静 脈 に 注 射 し た 。 3時
間 お よ び 6時 間 後 、 マ ウ ス に ル シ フ ェ リ ン を 腹 腔 内 注 射 し て 、 マ ウ ス か ら 放 出 さ れ る 光 を
測 定 し た 。 結 果 ： HCV IRESは 、 注 射 し た HCVル シ フ ェ ラ ー ゼ RNA融 合 体 の 翻 訳 を 促 進 す る こ
と が で き た 。 結 果 の 定 量 を 表 4に 要 約 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ １ ４ ７ 】
F． hFIX RNAを 注 射 に 応 じ て 、 測 定 可 能 な 血 清 中 濃 度 の ヒ ト 第 IX因 子 （ hFIX） タ ン パ ク 質
が 産 生 さ れ 、 分 泌 さ れ う る 。
ヒ ト 第 IXタ ン パ ク 質 は 、 血 友 病 の 患 者 で は 産 生 さ れ な い 血 液 凝 固 タ ン パ ク 質 で あ る 。 血 清
中 の こ の タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ （ ELISA） に よ っ て 容 易 に 測 定 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 二 つ の 理 由 か ら こ の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と を 選 択
し た ：
1） hFIXは 治 療 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る 。 hFIXの 一 過 性 の 発 現 は 臨 床 的 に 重 要 で は な い が 、
慢 性 的 な 発 現 を 必 要 と し な い 他 の い く つ か の タ イ プ の 治 療 タ ン パ ク 質 を 一 過 性 に 発 現 さ せ
る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。
2） hFIXは ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ り 、 し た が っ て マ ウ ス に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
RNA注 射 の 一 つ の 応 用 は 、 ワ ク チ ン の 開 発 お よ び 試 験 で あ る 。 hFIXの 注 射 に よ る hFIXに 対
す る 免 疫 応 答 は 、 RNAを ワ ク チ ン と し て 用 い る 原 理 の 証 明 を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ９ 】
1． 実 験 お よ び 結 果 の 概 要 ：
キ ャ ッ プ 化 さ れ 、 か つ ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ た hFIX RNA 40 μ g＋ 競 合 RNA 40 μ g＋ RNasin 
800単 位 を マ ウ ス 1匹 の 尾 静 脈 に 注 射 し た 。 結 果 ： 40 ng/ml血 清 が ELISAに よ っ て 6時 間 目 に
検 出 さ れ た 。 こ の 量 の hFIXは 、 ELISAア ッ セ イ 法 の 有 意 な 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
G． HCVマ ウ ス モ デ ル を 作 製 す る た め の HCVゲ ノ ム RNAの 流 体 力 学 的 輸 送
1群 6匹 の マ ウ ス 2群 に 以 下 を 注 射 し た ：
1） 90 FL HCVと 呼 ば れ る （ 何 ら か の 非 キ ャ ッ プ 化 RNAを 同 様 に 含 む ） キ ャ ッ プ 化 HCVの 完 全
長 ゲ ノ ム RNA 50 μ g＋ キ ャ ッ プ 化 さ れ か つ ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ た hFIX RNA 40 μ g＋ RNasi
n 400単 位 ； ま た は
2） 触 媒 的 に 不 活 性 に す る レ プ リ カ ー ゼ 遺 伝 子 に 変 異 を 有 す る 完 全 長 の 非 感 染 性 HCVゲ ノ ム
RNA（ 101 FL HCVと 呼 ば れ る ） ＋ キ ャ ッ プ 化 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 hFIX RNA 40 μ g＋ RNas
in 400単 位 。
【 ０ １ ５ １ 】
HCV RNAを 作 製 す る た め の 転 写 鋳 型 は 、 Charles Riceお よ び ワ シ ン ト ン 大 学 か ら 得 た 。 注
射 の 6時 間 後 、 マ ウ ス か ら 採 血 し て hFIXレ ベ ル を 測 定 し て 注 射 効 率 を 標 準 化 す る 。 注 射 し
た HCV RNAは 急 速 に 分 解 す る と 予 想 さ れ る 。 数 日 後 に 検 出 さ れ た 如 何 な る RNAも ウ イ ル ス 複
製 の 際 に 新 た に 合 成 さ れ た RNAで あ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の マ ウ ス の 肝 臓 に お け る HCV R
NAレ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR法 が 開 発 さ れ て い る 。 ウ イ ル ス の 複
製 が 起 こ る と 、 注 射 の 数 週 間 後 に 測 定 し た 場 合 、 90 FL HCVを 注 射 し た マ ウ ス に お け る HCV
 RNAレ ベ ル は 、 101 FL HCVを 注 射 し た マ ウ ス の レ ベ ル よ り 高 い で あ ろ う 。 組 織 学 的 ア ッ セ
イ 法 も 同 様 に HCVタ ン パ ク 質 の 合 成 に 関 し て ア ッ セ イ す る た め に 開 発 さ れ て い る 。 異 な る
三 つ の 陽 性 転 帰 が 起 こ る 可 能 性 が あ る ： 1） RNAは 肝 臓 に 入 る が 翻 訳 さ れ ず 複 製 さ れ な い 、
2） RNAは 肝 臓 に 入 り 翻 訳 さ れ る が 複 製 さ れ な い 、 3） RNAは 肝 臓 に 入 り 、 翻 訳 さ れ て 複 製 さ
れ る 。 三 つ の 転 帰 は 全 て 有 用 な モ デ ル 系 で あ る 。 1、 2ま た は 3が 起 こ る 場 合 、 こ の 系 を 用
い て 、 HCV RNAに 対 し て 向 け ら れ る リ ボ ザ イ ム を 試 験 す る こ と が で き る で あ ろ う （ 下 記 の
実 験 9を 参 照 さ れ た い ） 。 2ま た は 3が 起 こ れ ば 、 こ の 系 は 、 HCV翻 訳 、 複 製 お よ び 感 染 の 阻
害 剤 を 試 験 す る た め に 用 い る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ２ 】
こ の RNAの 注 射 に よ っ て 、 HCVに 関 す る ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル は 起 こ ら な か っ た 。 し か し 、
別 の 研 究 グ ル ー プ は デ ル タ 型 肝 炎 複 製 サ イ ク ル を 開 始 す る た め に 類 似 の 方 法 を 用 い た 。 Ch
ang J.、 Sigal L.J.、 Lerro A.、 Taylor J.、 J. Virol. 75(7)： 3469～ 73（ 2001） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
H． リ ボ ザ イ ム に よ る HCV RNAの イ ン ビ ボ 切 断
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HCVの IRESを 標 的 と す る DNAザ イ ム は 化 学 合 成 さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら は こ れ ら の リ ボ ザ イ
ム を 流 体 力 学 的 に マ ウ ス に 注 射 し て 、 そ れ ら が 肝 臓 に お い て 注 射 し た HCV RNAレ ベ ル を 減
少 さ せ る こ と が で き る か 否 か を 評 価 し た 。 IRESを 標 的 と す る DNAザ イ ム 5 nmolを 、 HCV IRE
Sの 後 に ホ タ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ー ド 配 列 、 そ の 後 に ア デ ノ シ ン 30個 が 続 く 配 列 か ら な
る RNA 20 μ gと 同 時 注 射 し た 。 DNAザ イ ム の 配 列 は 、
　
　
で あ っ た 。 標 的 RNAと 共 に DNAザ イ ム を 投 与 し た マ ウ ス は 、 6時 間 で 標 的 RNAの み を 投 与 し た
マ ウ ス よ り 95％ 少 な い 光 を 放 出 し た 。 結 論 ： 本 発 明 者 ら は 、 こ の DNAザ イ ム が HCV IRESか
ら の 翻 訳 を 、 お そ ら く IRES RNA配 列 を 切 断 す る こ と に よ っ て 、 阻 害 し う る こ と を 証 明 し た
。 合 成 リ ボ ザ イ ム を 同 様 に 類 似 の 方 法 論 を 用 い て 試 験 し た と こ ろ 、 無 効 で あ る こ と が 判 明
し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
I． 本 実 験 は 、 キ ャ ッ プ 化 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 RNAを 1回 注 射 し た 後 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発
現 の 経 時 的 変 化 を 調 べ る こ と で あ る 。 以 下 の 条 件 を 満 た せ ば 、 本 発 明 者 ら は 、 発 現 さ れ た
タ ン パ ク 質 の 分 解 速 度 を 計 算 す る た め に デ ー タ の 一 次 指 数 関 数 的 減 衰 適 合 （ 等 式 1に 記 述
） を 用 い る こ と が で き る 。 こ の デ ー タ を 単 純 な 一 次 指 数 関 数 的 減 衰 に 適 合 さ せ る た め に は
、 mRNAの 半 減 期 は タ ン パ ク 質 の 半 減 期 よ り 有 意 に 短 く な け れ ば な ら な い （ 少 な く と も 5～ 1
0倍 少 な い ） 。 こ の 条 件 を 満 た さ な い 場 合 、 mRNAの 半 減 期 を 考 慮 に 入 れ た よ り 複 雑 な 数 学
的 関 係 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 問 題 に 対 す る も う 一 つ の 解 決 策 は 、 mRNAを 非 キ ャ ッ プ
化 に す る 、 ま た は 競 合 RNAを 省 略 す る こ と に よ っ て 、 mRNAの 半 減 期 を 減 少 さ せ る こ と で あ
る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
所 定 の 時 間 で の タ ン パ ク 質 の 量 （ ま た は タ ン パ ク 質 か ら の シ グ ナ ル ） を A、 第 一 の 時 点 で
の タ ン パ ク 質 （ ま た は シ グ ナ ル ） の 量 を A 0 、 減 衰 速 度 定 数 を k、 お よ び 最 初 の 測 定 後 の 時
間 を tと 定 義 す る と 、 等 式 は 以 下 の 形 と な る で あ ろ う ：
A＝ A 0  exp

( - k t ) 　 　 （ 等 式 1）
【 ０ １ ５ ６ 】
1． 実 験 の 説 明 ：
1群 6匹 の マ ウ ス 4群 に 、 キ ャ ッ プ 化 し た ポ リ ア デ ニ ル 化 ル シ フ ェ ラ ー ゼ RNA 20 μ g＋ 非 キ
ャ ッ プ 化 競 合 RNA 60 μ g＋ RNasin 800単 位 を 注 射 し た 。 3時 間 、 6時 間 、 9時 間 ま た は 24時
間 で 、 マ ウ ス に ル シ フ ェ リ ン を 腹 腔 内 投 与 （ 1.5μ g/g体 重 ） し て マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光
を 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
結 果 を 下 記 の 表 に 提 供 す る ：
　
　
　
　
　
相 対 光 単 位 を 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト し て 、 得 ら れ た 曲 線 を 等 式 1に 適 合 さ せ る 。 こ の 分 析
に よ り 、 見 か け の 分 解 速 度 定 数 は 0.297 時 間 - 1 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
タ ン パ ク 質 の 半 減 期 を 測 定 す る 最 も 一 般 的 な 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。 一 つ の ア プ ロ ー チ
に お い て は 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 し 、 時 に 標 識 す る （ 例 え ば 、 放 射 活 性 ヨ ウ 素 に よ っ て ） 。
精 製 タ ン パ ク 質 を 注 射 し て 、 異 な る 時 間 に 動 物 か ら 試 料 を 採 取 し 、 所 定 の 時 間 で 残 っ て い
る タ ン パ ク 質 の 量 を 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト す る と 、 曲 線 は 等 式 1の よ う な 等 式 に 適 合 す る
。 本 発 明 者 ら の 方 法 の 長 所 は 、 タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 合 成 ま た は 精 製 を 必 要 と し な い 点
で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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J． 本 発 明 者 ら は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 制 御 す る HCV RNAの 調 節
領 域 を 含 む RNA（ 本 明 細 書 に お い て HCV luc RNAと 呼 ぶ ） を 構 築 し た 。 本 発 明 者 ら は ま た 、
そ れ ら が 細 胞 に 入 る と 類 似 の RNAを 発 現 す る DNA発 現 プ ラ ス ミ ド （ 本 明 細 書 に お い て HCV lu
c DNAと 呼 ば れ る ） も 構 築 し た 。 こ れ ら の 構 築 物 の 図 に 関 し て は 図 3を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
HCV luc RNAま た は HCV luc DNAの い ず れ か が マ ウ ス に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る と 、 そ れ ら
は 肝 臓 に 入 り 、 HCV luc RNAま た は HCV luc DNAか ら 転 写 さ れ た RNAが ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン
パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る 。 様 々 な 時 間 に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 基 質 、 ル シ フ ェ
リ ン を マ ウ ス に 注 射 す る 。 酵 素 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は ル シ フ ェ リ ン を 消 費 し て 、 そ の プ ロ セ ス
に お い て 光 を 生 成 す る 。 マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光 の 量 は 、 試 料 採 取 時 に 存 在 す る ル シ フ ェ
ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 量 と 比 例 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 者 ら は 、 モ ル フ ォ リ ノ オ リ ゴ と し て 知 ら れ る タ イ プ の 短 い 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 合 成 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 モ ル フ ォ リ ノ オ リ ゴ 1 nmolを HCV luc RNA 10 μ gま た は HCV 
luc DNA 1 μ gと 混 合 し た 。 モ ル フ ォ リ ノ オ リ ゴ は 、 ジ ー ン ツ ー ル ズ （ Gene Tools、 LLCコ
ー バ リ ス 、 オ レ ゴ ン 州 ） が 製 造 し 、 配 列
　
　
を 有 す る 。 次 に 混 合 物 に 緩 衝 液 1.8 mlを 加 え て 、 本 発 明 者 ら の こ れ ま で の 出 願 に 記 述 さ れ
る よ う に マ ウ ス の 尾 静 脈 に 高 圧 下 で 注 射 す る 。 対 照 と し て 、 阻 害 剤 を 含 ま な い 混 合 物 を 他
の マ ウ ス に 注 射 す る 。 阻 害 剤 の 存 在 下 で は 、 放 出 光 は 90％ 以 上 減 少 す る 。 本 発 明 者 ら は 、
こ の 知 見 か ら 、 注 射 し た RNAの 翻 訳 ま た は 注 射 し た DNAか ら 産 生 さ れ た RNAの 翻 訳 が 、 ア ン
チ セ ン ス 機 構 に よ っ て 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 さ れ る と 結 論 す る 。 RNAを 注 射 し た 場 合 、 細 胞
に お け る RNAの 安 定 性 が 限 ら れ て い る た め に 、 本 発 明 者 ら は こ の 阻 害 を 約 24時 間 追 跡 で き
た に 過 ぎ な か っ た 。 DNAを 注 射 し た 場 合 、 本 発 明 者 ら は 、 翻 訳 を 約 8日 間 モ ニ タ ー す る こ と
が で き る 。 翻 訳 の 阻 害 は 、 本 発 明 者 ら が こ の 系 に お い て 翻 訳 を 測 定 す る こ と が で き る 全 て
の 期 間 持 続 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
K．
実 験 A
対 照 群 ： HCV IRESお よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 配 列 を 含 む RNAを マ ウ ス に 注 射 し 、 そ
れ ら は 、 こ の RNAが ル シ フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る と 発 光 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
試 験 群 ： 阻 害 剤 を RNAと 共 に 同 時 注 射 す る 。 い ず れ も 同 じ 細 胞 に 移 動 す る 。 阻 害 は 、 対 照
群 と 比 較 し た 活 性 （ 発 光 ） と し て 表 記 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 験 B
標 的 RNAを コ ー ド す る DNAを 阻 害 剤 と 共 に 注 射 し た こ と を 除 い て は 実 験 Aと 同 じ 。 DNAは マ ウ
ス 肝 細 胞 の 核 に 移 動 し て 、 転 写 さ れ て 標 的 RNAを 生 じ る 。 こ の RNAは 細 胞 の 細 胞 質 に 移 動 し
て そ こ で 阻 害 剤 と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
こ れ ら の 実 験 に お い て 用 い た 構 築 物 を 図 4に 提 供 す る 。 ア ン チ セ ン ス お よ び DNAザ イ ム 阻 害
剤 に よ る こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 図 5A～ 5Fに 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
阻 害 剤 お よ び RNA/DNAを 同 時 投 与 す る 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル は 、 薬 物 輸 送 の
問 題 を 薬 物 有 効 性 の 問 題 と 区 別 で き る こ と か ら 、 重 要 な 長 所 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
上 記 の 結 果 お よ び 考 察 か ら 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 が 、 多 様 な 異 な る 学 術 的 お よ び 治
療 応 用 の た め に 用 い る こ と が で き る 、 胚 以 外 の 哺 乳 類 生 物 に お い て RNAi物 質 を 用 い る 実 現
可 能 な 方 法 を 、 本 発 明 が 提 供 す る こ と は 明 ら か で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 標 的 細
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胞 に 核 酸 を 移 入 す る 改 善 さ れ た 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用
い な い 裸 の 核 酸 移 入 に 関 す る 非 常 に 効 率 的 な イ ン ビ ボ 法 を 提 供 し 、 し た が っ て 、 核 酸 移 入
に 関 す る 先 行 技 術 の 方 法 に 対 し て 多 く の 長 所 を 提 供 す る 。 そ の た め 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野
に 有 意 な 貢 献 を す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ の 個 々 の 刊 行 物 ま た
は 特 許 出 願 が 特 に か つ 個 々 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ て い る か
の よ う に 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 如 何 な る 刊 行 物 の 引 用 も 、 提 出 日 以 前
に そ の 開 示 が な さ れ た た め で あ り 、 先 行 発 明 に 基 づ き そ の よ う な 刊 行 物 に 先 立 つ 権 利 が 本
発 明 に は 与 え ら れ な い こ と を 自 認 し た と 解 釈 す べ き で は な い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
前 述 の 本 発 明 は 、 理 解 を 明 快 に す る 目 的 で 説 明 お よ び 実 施 例 に よ っ て 幾 分 詳 細 に 記 述 し て
き た が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 特 定 の 変 更 お よ び
改 変 を 本 発 明 に 行 っ て も よ い こ と は 、 本 発 明 の 教 示 に 照 ら し て 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ
る と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ０ 】
【 図 １ 】 上 記 の RNAi実 験 に お い て 用 い ら れ る 発 現 構 築 物 を 提 供 す る 。
【 図 ２ 】 成 体 マ ウ ス に お け る RNA干 渉 。 図 2A） ル シ フ ェ ラ ー ゼ プ ラ ス ミ ド pGL3-対 照 と 、 si
RNAな し （ 左 ） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ siRNA（ 中 央 ） 、 ま た は 無 関 係 な siRNA（ 右 ） と を 同 時 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス か ら 放 出 さ れ た 光 の 代 表 的 な 画 像 。 グ レ ー ス ケ ー ル の 参 照 画 像
（ 方 向 づ け の た め ） 上 で 重 ね た 放 出 光 強 度 （ 赤 が 最 も 強 く 、 青 が 最 も 弱 い ） を 表 す 疑 似 カ
ラ ー 画 像 か ら 、 RNAiが 成 体 哺 乳 類 に お い て 機 能 す る こ と が 示 さ れ る 。 ア ニ ー ル し た 21量 体
siRNA（ Dharmacon） 40 μ gを 、 pGL3-対 照 DNA 2 μ gお よ び RNasin（ Promega） 800単 位 と 共
に PBS 1.8 ml中 で マ ウ ス の 肝 臓 に 5～ 7秒 間 同 時 注 射 し た 。 最 初 の 注 入 の 72時 間 後 、 マ ウ ス
を 麻 酔 し て 造 影 の 15分 前 に ル シ フ ェ リ ン 3 mgを 腹 腔 内 投 与 し た 。 図 2B） siRNAデ ー タ の 概
要 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ siRNAを 投 与 し た マ ウ ス は 、 無 処 置 対 照 よ り 有 意 に 少 な い 光 を 放 出 し
た 。 一 元 配 置 ANOVA分 析 を 行 っ た 後 に Fisher検 定 を 行 っ た 。 無 処 置 お よ び 無 関 係 な siRNA群
は 統 計 学 的 に 類 似 で あ っ た 。 図 2C） pShh1-Ff1（ 中 央 ） は 、 無 処 置 対 照 （ 左 ） と 比 較 し て
マ ウ ス に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 減 少 さ せ た が 、 pShh1-Ff1revは 、 減 少 さ せ な か っ た
。 pShh1-Ff1ま た は pShh1-rev 10 μ gを 、 PBS 1.8 ml中 で pLuc-NS5B 40 μ gと 同 時 注 入 し
た 。 図 2D） pShh1デ ー タ の 定 量 。 動 物 は 、 NIH動 物 飼 育 ガ イ ド ラ イ ン お よ び ス タ ン フ ォ ー ド
大 学 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 処 置 し た 。
【 図 ３ 】 上 記 の 実 験 の 章 で 行 う モ ル フ ォ リ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト ア ン チ セ ン ス HCV阻 害 ア
ッ セ イ 法 に お い て 用 い ら れ る 構 築 物 の 略 図 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ア ン チ セ ン ス 阻 害 剤 の 機 構 に 関 す る 背 景 と な る 情 報 を 示 す 。
【 図 ５ 】 本 発 明 に 従 っ て 行 っ た モ ル フ ォ リ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト ア ン チ セ ン ス HCV阻 害 ア
ッ セ イ の グ ラ フ に よ る 結 果 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ５ Ｃ 】 【 図 ５ Ｄ 】

(33) JP 2005-508306 A 2005.3.31



【 図 ５ Ｅ 】 【 図 ５ Ｆ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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