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(57)【要約】
本発明の側面は、ナノスケールコンストラクトならびに関連する方法およびその組成物に
関する。本発明の組成物は、自己免疫疾患または他の炎症に基づく疾患もしくは障害など
の、免疫細胞の活性化のレベルに対して感受性である障害を処置するために有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストのコロナ、ここで前記核酸相互作用複合体のアン
タゴニストの表面密度が少なくとも０．３ｐｍｏｌ／ｃｍ２である、
を含む、ナノスケールコンストラクト。
【請求項２】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストのコロナ、および該コロナ中に組み込まれた抗原
、ここで該抗原の表面密度が少なくとも０．３ｐｍｏｌ／ｃｍ２である、
を含む、ナノスケールコンストラクト。
【請求項３】
　抗原が、少なくとも２つの異なる型の抗原を含む、請求項２に記載のナノスケールコン
ストラクト。
【請求項４】
　組み込まれた核酸相互作用複合体の少なくとも２つのアンタゴニストを有するコロナ、
ここで前記アンタゴニストが、TLR3、7／8および／または9のアンタゴニストからなる群
より選択される、
を含む、ナノスケールコンストラクト。
【請求項５】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストがスペーサーを含む、請求項１～４のいずれか一
項に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項６】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストがRNAまたはDNAである、請求項１～５のいずれか
一項に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項７】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストが二本鎖RNAまたは二本鎖DNAである、請求項６に
記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項８】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストが一本鎖RNAである、請求項６に記載のナノスケ
ールコンストラクト。
【請求項９】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストの表面密度が少なくとも１５ｐｍｏｌ／ｃｍ２で
ある、請求項１～８のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項１０】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストの表面密度が少なくとも４５ｐｍｏｌ／ｃｍ２で
ある、請求項１～８のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項１１】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストが非メチル化デオキシリボ核酸である、請求項６
に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項１２】
　非メチル化デオキシリボ核酸が、最適化された免疫調節配列を含む、請求項１１に記載
のナノスケールコンストラクト。
【請求項１３】
　ナノスケールコンストラクトが、金属性であるナノ粒子コアを含む、請求項１～１２の
いずれか一項に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項１４】
　金属コアが、金、銀、白金、アルミニウム、パラジウム、銅、コバルト、インジウム、
ニッケルおよびそれらの混合物からなる群より選択される、請求項１３に記載のナノスケ
ールコンストラクト。
【請求項１５】
　ナノ粒子コアが金を含む、請求項１３に記載のナノスケールコンストラクト。



(3) JP 2016-534094 A 2016.11.4

10

20

30

40

50

【請求項１６】
　ナノスケールコンストラクトが分解可能である、１～１６のいずれか一項に記載のナノ
粒子コンストラクト。
【請求項１７】
　ナノスケールコンストラクトの直径が、平均直径において１ｎｍ～約２５０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約２４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２３０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約２２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２１０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約２００ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１９０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約１８０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１７０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約１６０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１５０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約１４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１３０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約１２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１１０ｎｍ、平均
直径において約１ｎｍ～約１００ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約９０ｎｍ、平均直
径において約１ｎｍ～約８０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約７０ｎｍ、平均直径に
おいて約１ｎｍ～約６０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約５０ｎｍ、平均直径におい
て約１ｎｍ～約４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約３０ｎｍ、または平均直径にお
いて約１ｎｍ～約２０ｎｍ、または平均直径において約１ｎｍ～約１０ｎｍである、請求
項１～１６のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項１８】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストの球状コロナ、ここで、アンタゴニストが、少な
くとも１のホスホジエステルヌクレオチド間結合を有する核酸である、
を含む、ナノスケールコンストラクト。
【請求項１９】
　アンタゴニストがCpGオリゴヌクレオチドである、請求項１８に記載のナノスケールコ
ンストラクト。
【請求項２０】
　核酸の各々のヌクレオチド間結合がホスホジエステル結合である、請求項１８または１
９に記載のナノスケールコンストラクト。
【請求項２１】
　コロナが球状コロナである、請求項１～２０のいずれか一項に記載のナノスケールコン
ストラクト。
【請求項２２】
　請求項１～２１のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクトおよびキャリアを
含む、ワクチン。
【請求項２３】
　請求項１～２１のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクトを細胞に送達する
ことを含む、治療剤を細胞に送達するための方法。
【請求項２４】
　請求項１～２１のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクトを細胞に送達する
ことを含む、標的分子の発現を調節するための方法。
【請求項２５】
　標的分子が、TLR3、7、8および9からなる群より選択されるTLRである、請求項２４に記
載の方法。
【請求項２６】
　請求項１～２１のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクトを細胞に送達する
ことを含む、TLRをアンタゴナイズするための方法。
【請求項２７】
　対象に、請求項１～２１のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクトを、免疫
応答を低下させるための有効量で投与すること
を含む、対象を処置する方法。
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【請求項２８】
　対象が感染性疾患を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　対象が炎症により誘導される癌を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　対象が自己免疫疾患を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３１】
　対象がアレルギーを有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３２】
　対象がアレルギー性疾患を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３３】
　対象が炎症性疾患を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３４】
　対象が代謝性疾患を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３５】
　対象が心臓血管疾患を有する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３６】
　対象が、組織もしくは臓器移植のための候補またはそのレシピエントである、請求項２
７に記載の方法。
【請求項３７】
　対象における免疫応答を調節する方法であって、
　対象に、請求項１８～２１のいずれか一項に記載のナノスケールコンストラクトを、免
疫応答を調節するための有効量で投与すること
を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2013年7月25日に出願された米国仮出願番号61/858,584、表題「SPHERICAL NUC
LEIC ACID-BASED CONSTRUCTS AS IMMUNOSTIMULATORY AGENTS FOR PROPHYLACTIC AND THER
APEUTIC USE」に対する、35 U.S.C. §119(e)下の優先権を主張し、当該仮出願は、本明
細書においてその全体において参考として援用される。
発明の分野
　本発明は、核酸相互作用複合体のアンタゴニストを送達するためのナノスケールコンス
トラクト、ならびにその方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　免疫細胞、特にマクロファージ、樹状細胞およびＢ細胞は、細菌成分および外来DNAま
たはRNAなどの外来の材料について環境を調べるために、Toll様受容体（TLR）を用いる４

－１０。これらの受容体が活性化されると、特異的な細胞シグナル伝達経路を通して、第
一に転写因子であるNFκBを通して、大規模な炎症応答が生じる１１。NFｋBの活性化は、
次いで、付近の免疫細胞に対して炎症応答を促進するTNFαなどの、いくつかの分泌型シ
グナル伝達分子の産生をもたらす１１。この免疫性知覚システムは、先天性免疫応答と称
される。いくつかの自己免疫障害においては、身体はDNAおよびRNAなどの自己の成分を外
来のものとして誤って認識し、強力な炎症応答を開始するが、これは制御されない場合に
は破壊的であり、痛みを伴い、生命を脅かし得る。このことの最も一般的な例として、第
一に関節を攻撃し、注意深く制御されない場合、軟骨および骨を破壊し得る関節リウマチ
およびまた、心臓、腎臓および肺などの内部臓器を攻撃し、制御されない場合は致命的と
なり得るループスが含まれる。現在の治療は、主に、結果として生じる免疫細胞からのサ
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イトカイン産生をTNFaに結合する抗体（エタネルセプトなど）を通して封鎖すること、な
らびにメトトレキサートなどの化学治療剤による一般的な免疫抑制、および獲得免疫応答
を回避するためのＢ細胞集団の除去に依存する。しかし、これらの処置は、しばしば耐容
性が低く、および／または時間と共に抵抗性が獲得されやすい。したがって、このシグナ
ル伝達カスケードの開始時におけるTLRの活性化に対するアンタゴニストの開発は、自己
免疫障害を罹患する患者における自己DNAおよびRNAの不適切な認識を遮断するための強力
な治療であり得る。
【０００３】
　TLR7、8および9は、全て、免疫細胞のエンドソームと共に存在する。TLR9は、細菌DNA
に共通するがヒトDNAには共通しない非メチル化CpGモチーフを認識する５、１０。TLR7お
よび8は、いずれも、ウイルス感染に共通する短い一本鎖RNAの特異的な配列を認識する６

－８。重要なことに、それらのそれぞれのTLRをアンタゴナイズして下流のシグナル伝達
を阻害し得る、これらの共通認識モチーフの模倣物が知られている１２－１７。しかし、
治療におけるそれらの使用は、それらがin vivoで分解されることなく病気の部位に送達
される能力に起因して、限定される。
【発明の概要】
【０００４】
　本明細書において記載されるのは、ナノスケールコンストラクトを用いるTLRなどの受
容体相互作用の修飾を通して免疫応答を調節するための、新規の方法および組成物である
。本発明の側面は、核酸相互作用複合体のアンタゴニストのコロナを有するナノスケール
コンストラクトに関し、ここで、核酸相互作用複合体のアンタゴニストの表面密度は、少
なくとも０．３ｐｍｏｌ／ｃｍ２である。
　本発明の他の側面におけるものは、核酸相互作用複合体のアンタゴニストのコロナ、お
よび該コロナ中に組み込まれた抗原を有する、ナノスケールコンストラクトである。いく
つかの態様において、抗原の表面密度は、少なくとも０．３ｐｍｏｌ／ｃｍ２である。他
の態様において、抗原は、少なくとも２つの異なる型の抗原を含む。
【０００５】
　さらにほかの側面において、本発明は、組み込まれる核酸相互作用複合体の少なくとも
２つのアンタゴニストがあるコロナを有するナノスケールコンストラクトであって、ここ
で、前記アンタゴニストは、TLR3、7／8および／または9のアンタゴニストからなる群よ
り選択される。
　いくつかの態様において、核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、スペーサーを含む
。
　他の態様において、核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、RNAまたはDNAである。核
酸相互作用複合体のアンタゴニストは、例えば、二本鎖RNAまたは二本鎖DNAであってよい
。あるいは、核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、一本鎖RNAであってよい。いくつ
かの態様において、核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、最適化された免疫調節配列
などの非メチル化デオキシリボ核酸である。
【０００６】
　ある態様において、ナノスケールコンストラクトはナノ粒子コアを含み、任意に、該ナ
ノ粒子コアは、金属性である。ある態様において、金属は、金、銀、白金、アルミニウム
、パラジウム、銅、コバルト、インジウム、ニッケルおよびそれらの混合物からなる群よ
り選択される。ある態様において、ナノ粒子コアは、金を含む。ある態様において、ナノ
粒子コアは、分解可能な金を含む格子構造である。いくつかの態様において、ナノスケー
ルコンストラクトは、分解可能である。
【０００７】
　ある態様において、ナノスケールコンストラクトの直径は、平均直径において１ｎｍ～
約２５０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約２３０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約２１０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２００ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
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約１９０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１８０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約１７０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１６０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約１５０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約１３０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約１１０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１００ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～
約９０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約８０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約７
０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約６０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約５０ｎ
ｍ、平均直径において約１ｎｍ～約４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約３０ｎｍ、
または平均直径において約１ｎｍ～約２０ｎｍ、または、平均直径において約１ｎｍ～約
１０ｎｍである。
【０００８】
　本発明の他の側面におけるものは、核酸相互作用複合体のアンタゴニストの球状コロナ
を有するナノスケールコンストラクトであって、ここで、前記アンタゴニストは、少なく
とも１のホスホジエステルヌクレオチド間結合を有する核酸である。いくつかの態様にお
いて、前記核酸の各々のヌクレオチド間結合は、ホスホジエステル結合である。
　本発明のいくつかの態様において、コロナは球状コロナである。
　本明細書において記載されるナノスケールコンストラクトおよびキャリアからなるワク
チンが、本発明の他の側面において提供される。
【０００９】
　本発明のナノスケールコンストラクトを細胞に送達することによる、治療剤を細胞に送
達するための方法が、他の側面において提供される。
　標的分子の発現を調節するための方法が、本発明の他の側面において提供される。方法
は、本発明のナノスケールコンストラクトを細胞に送達することを含む。いくつかの態様
において、標的分子は、TLR3、7、8および9からなる群より選択されるTLRである。
　本明細書において記載されるナノスケールコンストラクトを細胞に送達することにより
、TLRをアンタゴナイズするための方法が、本発明の他の側面において提供される。
【００１０】
　他の側面により、本発明は、対象に、本明細書において記載されるナノスケールコンス
トラクトを、免疫応答を低下させるための有効量で投与することを含む、対象を処置する
方法である。いくつかの態様において、対象は、感染性疾患、癌、自己免疫疾患、喘息、
またはアレルギー性疾患、炎症性疾患、代謝性疾患、心臓血管疾患を有するか、あるいは
、組織もしくは臓器の移植のための候補またはそのレシピエントである。
　他の側面において本発明は、対象に、核酸相互作用複合体のアンタゴニストのコロナの
ナノスケールコンストラクト（ここで、前記アンタゴニストは、少なくとも１のホスホジ
エステルヌクレオチド間結合を有する核酸である）を、免疫応答を調節するための有効量
で投与することにより、対象における免疫応答を調節する方法である。
　ある態様において、方法は、治療または検出モダリティーを細胞に送達することを含む
。
【００１１】
　本発明のさらなる側面は、ナノ粒子コア；アンタゴニスト、およびアンタゴニスト－ナ
ノ粒子の構築のための指示を含む、キットに関する。ある態様において、キットはさらに
、使用のための指示を含む。
　本発明の限定の各々は、本発明の多様な態様を包含し得る。したがって、任意の要素ま
たは要素の組み合わせを含む本発明の限定の各々が、本発明の各々の側面において含まれ
得ることが予測される。本発明は、その適用において、以下の説明において記載されるか
または図面において説明される構成の詳細および成分の配置に限定されない。本発明は、
他の態様が可能であり、多様な方法において実施されるか実行されることが可能である。
【００１２】
図面の簡単な説明
　添付の図面は、実寸において描かれることを意図されない。図面において、多様な図面
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において描かれる各々の同一またはほぼ同一の成分は、類似の記号により表される。明瞭
化を目的として、全ての成分が、全ての図面においてラベルされるとは限らない。図面に
おいて：
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１Ａ～１Ｄは、マクロファージ様RAW Blue細胞において、本発明のコンストラ
クト（AST-015）が、CpGにより誘導されるTLR9活性化を抑制することができることを示す
グラフのセットである。図１ＡはAST-012を示し、図１ＢはAST-013を示し、図１ＣはAST-
014を示し、図１ＤはAST-015を示す。
【図２】図２Ａ～２Ｄは、マクロファージ様RAW-Blue細胞において、本発明のコンストラ
クト（AST-015）による前処置が、CpGにより誘導されるTLR9活性化を抑制することができ
ることを示すグラフのセットである。細胞を、免疫調節コンストラクトと共にインキュベ
ートし、その後、TLR9アゴニストで刺激した。ＩＣ５０値は、ナノモル濃度（ｎＭ）にお
いて表す。「未処置」の線は、いかなる刺激因子にも会合したことのない細胞のTLRの活
性化レベルを指す。
【００１４】
【図３】図３Ａ～３Ｄは、マクロファージ様RAW-Blue細胞において、本発明のコンストラ
クト（AST-015）およびCpG DNAによる刺激処置が、CpGにより誘導されるTLR9活性化を抑
制することができることを示す、グラフのセットである。RAW-Blueレポーター細胞株にお
いて、TLR活性化について、遊離の免疫調節DNA（図３Ａおよび３Ｂ）および免疫調節SNA
（図３Ｃおよび３Ｄ）の効力を比較した。これらの条件下において、細胞を、免疫調節コ
ンストラクトと共にインキュベートし、同時にTLR9アゴニストで刺激した。ＩＣ５０値は
、ナノモル濃度（ｎＭ）において表す。「未処置」の線は、いかなる刺激因子にも会合し
たことのない細胞のTLRの活性化レベルを指す。
【００１５】
【図４】図４は、慢性的に刺激されたマクロファージ様RAW-Blue細胞において、本発明の
コンストラクト（AST-015）が、CpGにより誘導されるTLR9活性を抑制することができるこ
とを示すグラフである。RAW-Blueレポーター細胞株において、TLR活性化について、遊離
の免疫調節DNAの効力を決定した。これらの条件下において、細胞を、第一に、TLR9アゴ
ニストコンストラクトで慢性レベルまで予め刺激し、次いで、免疫調節コンストラクトと
共にインキュベートし、同時にTLR9アゴニストで再刺激した。ＩＣ５０値は、ナノモル濃
度（ｎＭ）において表す。「未処置」の線は、いかなる刺激因子にも会合したことのない
細胞のTLRの活性化レベルを参照する。「o/n未処置」の線は、刺激因子と一晩会合したが
、翌日の第２の刺激因子の用量は受容しなかった細胞を指す。
【００１６】
【図５】図５Ａおよび５Ｂは、マクロファージ様RAW-Blue細胞において、ASTにより開発
された免疫調節配列4084F7/8が、CpGにより誘導されるTLR9活性およびssRNAにより誘導さ
れるTLR7/8活性の両方を抑制することができることを示すグラフのセットである。ASTに
おいて開発されたAST-015および修飾された4084F7/8配列において用いられた4084F配列を
、Dynavaxからの臨床例IRS869およびIRS954と、TLR9（図５Ａ）およびTLR7/8（図５Ｂ）
アゴニストに対する効力について比較した。ＩＣ５０値は、ナノモル濃度（ｎＭ）におい
て表す。「未処置」の線は、いかなる刺激因子にも会合したことのない細胞のTLRの活性
化レベルを指す。
【００１７】
【図６】図６は、免疫調節DNA（irDNA）を含む新規のコンストラクトの代表を示す。図６
は、irSNAは、付加のための鋳型として１３ｎｍ直径の金ナノ粒子、またはチオール化irD
NAおよび短いエチレングリコールポリマーを用いて合成することができることを示す。
【図７】図７Ａ～７Ｄは、本発明のコンストラクトが多様なアゴニストを遮断する能力を
表すグラフである。試験されたコンストラクトはいずれも、試験される３つ全てのアゴニ
スト：イミキモド（TLR7、図７Ｂ）、CpG 1826（CpG、TLR9、図７Ｄ）、細菌リポ多糖（L
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PS、TLR4、図７Ｃ）、または同時に３つ全て（図７Ｂ）による刺激を遮断することができ
た。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
詳細な説明
　本発明は、その適用において、以下の説明において記載されるかまたは図面において説
明される構成の詳細および成分の配置に限定されない。本発明は、他の態様が可能であり
、多様な方法において実施されるか実行されることが可能である。また、本明細書におい
て用いられる語法および用語は、説明を目的とするものであり、限定するものとしてみな
されるべきではない。本明細書における「含む（including）」、「含む（comprising）
」、または「having」、「含む（containing）」、「含む（involving）」、およびそれ
らの変化形は、その後に列記される項目およびそれらの均等物、ならびにさらなる項目を
包含することを意図される。
【００１９】
　本発明は、いくつかの側面において、免疫調節DNA（irDNA）を含む新規のコンストラク
トまたは粒子に関する。免疫調節DNAは、例えば、TLR9、TLR7／8、および／またはTLR7／
8／9のアンタゴニストであるDNAオリゴヌクレオチドであってよい。粒子は、それに接着
した、本明細書において同等にナノ粒子コンストラクト、ナノスケールコンストラクトま
たはirSNAとして言及される、オリゴヌクレオチド構造の密集した配置を有する。これら
のコンストラクトは、いくつかの自己免疫性の病態に共通する非メチル化CpGを含有する
一本鎖オリゴヌクレオチドおよび一本鎖RNAアゴニストに応答した、TLRにより媒介される
シグナル伝達をアンタゴナイズすることができる。いくつかの例示的なデータを、以下の
例において提示する。このデータにおいて、irSNAは、付加のための鋳型として１３ｎｍ
の直径金ナノ粒子、またはチオール化irDNAおよび短いエチレングリコールポリマーを用
いて合成することができることが示される（スキーム１、図６Ｂにおいて示す）。エンド
ソームに常在するTLRに対するirDNAを含むirSNAが、関節リウマチなどの自己免疫障害な
どの障害に共通するTLRにより媒介されるシグナル伝達経路の過剰活性化の遮断のためにi
rDNAを免疫細胞に送達するための、強力かつ新規のアプローチを提供することができるこ
とを発見した。これらのコンストラクトが、障害の処置のためにirDNAを送達するための
既存の方法よりも著しく有効であったという知見は、極めて予想外であった。出願人は、
機序により拘束されないが、本発明のコンストラクト中に存在するような密度のirDNAは
、核酸受容体の調節を大きく増強すると考えられる。
【００２０】
　例において提示されるデータは、マウスマクロファージ様細胞（RAW）において、irSNA
が、TLR9およびTLR7/8により媒介されるNFκBおよびTNFαの免疫活性化シグナル伝達の強
力な阻害剤であることを示す。一例において、irSNA中に組み込まれた低nMの用量の免疫
調節オリゴヌクレオチド配列は、活性化されたTLR9により、およびTLR7/8により媒介され
るNFκB/TNFαシグナル伝達を遮断することができた。重要なことに、天然のホスホジエ
ステル骨格を有するDNAは、irSNA中に組み込まれた場合には有効であるが、溶液中で遊離
のオリゴヌクレオチドとして投与された場合には有効ではない。ホスホロチオエート（ｐ
ｓ）骨格を含有する配列を組み込んでいるirSNAは、遊離DNAの投与と同じくらいに効率的
にTLR活性化を調節することができたが、より長い放出プロフィールの利点が付加されて
いる。最新のDNAに基づく治療は、何らかの効力のためにホスホロチオエート骨格修飾を
必要とするが、ホスホロチオエートにより媒介される一般的な毒性に起因して、治療ウィ
ンドウは限定される。本発明のコンストラクトが、天然の、および修飾された骨格の化学
の両方を組み込むことができるという事実は、このプラットフォームにおいて開発される
治療のための潜在的な治療ウィンドウを大きく増強する。
【００２１】
　NFκBおよびTNFαシグナル伝達経路は、自己免疫障害、特にRAの急性の病態の主要な原
因である１８。伝統的な治療は、主に、過剰に活性化された免疫系の効果を下方調節する
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ための隔離（sequestration）戦略に依存し、本来反動的である１９－２１。irSNAは、主
に炎症促進性の細胞応答の活性化をもたらすシグナル伝達のカスケードの原因である受容
体を遮断することにより、免疫シグナル伝達を前向きに制御する。この作用機序を用いる
ことは、RA患者を含む自己免疫患者を処置することにおいて著しい潜在的な改善を提供し
、例えば、効力の増強、抵抗性の機会の減少、およびより大きな治療ウィンドウについて
の可能性をもたらす。多くの広域スペクトル処置とは異なり、irSNAは、免疫細胞におい
てのみ主に存在するこれらのシグナル伝達経路の過剰活性化のみを遮断するので、irSNA
の投与により、正常な組織および細胞に対する副作用を軽減するか、取り除くことすらで
きる。
【００２２】
　本発明の側面は、ナノスケールコンストラクトに関する。ナノスケールコンストラクト
とは、幾何学的な位置において保持される１または２以上の核酸を有するナノメートルサ
イズのコンストラクトを指す。ナノスケールコンストラクトは、典型的には、核酸のセッ
トのコロナとして言及される。コロナとは、本明細書において用いられる場合、核酸分子
からなる外部の殻を指す。コロナは、核酸、または金属などの他の材料からなるナノ粒子
コアを有していてもよい。あるいは、コロナは、単純に、中空のコアを有する幾何学的形
状に配置された核酸のセット、すなわち３次元的な形状の核酸の層であってもよい。典型
的には、必ずではないが、コロナは球状の形状を有する。
【００２３】
　コロナがナノ粒子コアを含む例において、核酸は、コアに直接的に結合していてもよい
。核酸のうちの一部または全ては、直接的にまたは間接的に、共有または非共有結合を通
して、他の核酸に結合していてもよい。１つの核酸の別の核酸への結合は、その核酸のコ
アへの結合に加えるものであっても、その代わりであってもよい。核酸のうちの１または
２以上はまた、抗原などの他の分子に結合していてもよい。
　コロナがナノ粒子コアを含まない場合、核酸は、互いに、直接的にまたは間接的に、共
有または非共有結合を通して結合していてもよい。いくつかの態様において、ナノ粒子コ
アを含まないコロナは、格子または他の溶解可能な構造上に核酸を層状化し、次いで、空
の中心を作るために格子または他の構造を溶解することにより形成することができる。
【００２４】
　本明細書において用いられる場合、ナノスケールコンストラクトとは、ナノメートル（
すなわち約１ｎｍ～約１マイクロメートル）の桁の平均直径を有するコンストラクトであ
る。例えば、いくつかの例において、ナノ粒子の直径は、平均直径において約１ｎｍ～約
２５０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
２３０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
２１０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約２００ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
１９０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１８０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
１７０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１６０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
１５０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
１３０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
１１０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１００ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約
９０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約８０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約７０
ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約６０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約５０ｎｍ
、平均直径において約１ｎｍ～約４０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約３０ｎｍ、平
均直径において約１ｎｍ～約２０ｎｍ、平均直径において約１ｎｍ～約１０ｎｍ、平均直
径において約５ｎｍ～約１５０ｎｍ、平均直径において約５～約５０ｎｍ、平均直径にお
いて約１０～約３０ｎｍ、平均直径において約１０～１５０ｎｍ、平均直径において約１
０～約１００ｎｍ、平均直径において約１０～約５０ｎｍ、平均直径において約３０～約
１００ｎｍ、または平均直径において約４０～約８０ｎｍである。
【００２５】
　いくつかの例において、コロナは、１または２以上の核酸相互作用複合体のアンタゴニ
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ストおよび／または抗原に結合したナノ粒子コアを含む。本明細書において用いられる場
合、ナノ粒子コアとは、任意の結合したモダリティーを含まない、ナノ粒子コンストラク
トからなるナノ粒子成分を指す。いくつかの例において、ナノ粒子コアは金属性である。
ナノ粒子コアが任意の金属を含むことができることが、理解されるべきである。いくつか
の非限定的な金属の例として、金、銀、白金、アルミニウム、パラジウム、銅、コバルト
、インジウム、ニッケルおよびそれらの混合物が挙げられる。いくつかの態様において、
ナノ粒子コアは、金を含む。例えば、ナノ粒子コアは、分解可能な金を含む格子構造であ
ってよい。ナノ粒子はまた、半導体または磁性の材料を含んでもよい。
【００２６】
　本発明の側面に適合性のナノ粒子の非限定的な例は、以下において記載され、これらか
ら参照により組み込まれる：米国特許第7,238,472号、米国特許公開番号2003/0147966、
米国特許公開番号2008/0306016、米国特許公開番号2009/0209629、米国特許公開番号2010
/0136682、米国特許公開番号2010/0184844、米国特許公開番号2010/0294952、米国特許公
開番号2010/0129808、米国特許公開番号2010/0233270、米国特許公開番号2011/0111974、
PCT公開番号WO 2002/096262、PCT公開番号WO 2003/08539、PCT公開番号WO 2006/138145、
PCT公開番号WO 2008/127789、PCT公開番号WO 2008/098248、PCT公開番号WO 2011/079290
、PCT公開番号WO 2011/053940、PCT公開番号WO 2011/017690およびPCT公開番号WO 2011/0
17456。本発明に関連するナノ粒子は、当該分野において公知の任意の手段により合成し
ても、市販で入手してもよい。例えば、ナノ粒子の商業的サプライヤーのいくつかの非限
定的な例として、以下が挙げられる：Ted Pella, Inc.（Redding, CA）、Nanoprobes, In
c.（Yaphank, NY）、Vacuum Metallurgical Co,. Ltd.（Chiba, Japan）およびVector La
boratories, Inc.（Burlington, CA）。
【００２７】
　核酸相互作用複合体とは、本明細書において用いられる場合、核酸分子と相互作用して
、例えば、その相互作用に応答して刺激されて免疫応答を引き起こす、分子または分子の
複合体を指す。分子または分子の複合体は、受容体であってもよい。いくつかの態様にお
いて、核酸相互作用複合体は、パターン認識受容体（PRR）複合体である。PRRは、微生物
病原体または細胞ストレスに関連する病原体関連分子パターン（PAMP）、ならびに、細胞
損傷の間に放出される細胞成分に関連する損傷関連分子パターン（DAMP）を同定するため
の、自然免疫系の細胞により発現されるタンパク質からなる免疫系の原始的部分である。
PRRとして、限定されないが、受容体キナーゼ、Toll様受容体（TLR）、およびＣ型レクチ
ン受容体（CLR）（マンノース受容体およびアシアロ糖タンパク質受容体）などの膜結合
型PRR；RIG-I様受容体（RLR）、RNAヘリカーゼ、植物PRRおよびNonRDキナーゼなどの細胞
質PRR；ならびに分泌型PRRが挙げられる。
【００２８】
　核酸相互作用複合体として、限定されないが、TLR、RIG-I、転写因子、細胞の翻訳機構
、細胞の転写機構、酵素に作用する核酸、および自己抗原に関連する核酸が挙げられる。
核酸相互作用複合体のアンタゴニストである核酸分子として、限定されないが、TLRアン
タゴニストおよびRIG-Iのアンタゴニスト、転写因子、細胞の翻訳機構、細胞の転写機構
、酵素に作用する核酸、および自己抗原に関連する核酸が挙げられる。
　いくつかの態様において、核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、TLRアンタゴニス
トである。TLRアンタゴニストとは、本明細書において用いられる場合、TLRと相互作用し
て、その活性を調節する、すなわちこれを低下させる核酸分子である。
【００２９】
　Toll様受容体（TLR）は、哺乳動物における自然免疫において重要な役割を果たす、高
度に保存されたポリペプチドのファミリーである。TLR1～TLR10と名付けられた少なくと
も１０のファミリーメンバーが同定されている。多様なTLRの細胞質ドメインは、Toll－
インターロイキン１（IL-1）受容体（TIR）ドメインにより特徴づけられる（Medzhitov R
 et al. (1998) Mol Cell 2:253-8）。TLRによる微生物の浸潤の認識は、ショウジョウバ
エおよび哺乳動物において進化的に保存されるシグナル伝達カスケードの活性化を引き起
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こす。TIRドメインを含有するアダプタータンパク質であるMyD88は、TLRと関連すること
、ならびにIL-1受容体関連キナーゼ（IRAK）および腫瘍壊死因子（TNF）受容体関連因子
６（TRAF6）をTLRに動員することが報告されている。MyD88依存的なシグナル伝達経路は
、NF-κB転写因子およびc-Jun N末端キナーゼ（Jnk）マイトジェン活性化タンパク質キナ
ーゼ（MAPK）の活性化をもたらすと考えられ、これらは、免疫活性化および炎症性サイト
カインの産生における重要なステップである。概説については、Aderem A et al. (2000)
 Nature 406:782-87を参照。
【００３０】
　TLRは、多様な組織において、および多様な型の免疫細胞上に、差次的に発現されると
考えられる。例えば、ヒトTLR7は、胎盤、肺、脾臓、リンパ節、扁桃腺において、および
形質細胞様前駆体樹状細胞（pDC）上に発現されることが報告されている（Chuang T-H et
 al. (2000) Eur Cytokine Netw 11:372-8)；Kadowaki N et al. (2001) J Exp Med 194:
863-9）。ヒトTLR8は、肺、末梢血白血球（PBL）、胎盤、脾臓、リンパ節において、およ
び単球上に発現されることが報告されている（Kadowaki N et al. (2001) J Exp Med 194
:863-9；Chuang T-H et al. (2000) Eur Cytokine Netw 11:372-8）。ヒトTLR9は、報告
によれば、脾臓、リンパ節、骨髄、PBLにおいて、ならびにpDCおよびＢ細胞上で発現され
る（Kadowaki N et al. (2001) J Exp Med 194:863-9；Bauer S et al. (2001) Proc Nat
l Acad Sci USA 98:9237-42；Chuang T-H et al. (2000) Eur Cytokine Netw 11:372-8）
。
【００３１】
　ヒトおよびマウスのTLR7のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は公知である。例えば、Ge
nBankアクセッション番号AF240467、AF245702、NM_016562、AF334942、NM_133211；なら
びにAAF60188、AAF78035、NP_057646、AAL73191、およびAAL73192を参照：これらのすべ
ての内容は、本明細書において参考として援用される。ヒトTLR7は、１０４９アミノ酸長
であると報告される。マウスTLR7は、１０５０アミノ酸長であると報告される。TLR7ポリ
ペプチドは、ロイシンリッチな反復領域を有する細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、およ
びTIRドメインを含む細胞内ドメインを含む。
【００３２】
　ヒトおよびマウスのTLR8のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は公知である。例えば、Ge
nBankアクセッション番号AF246971、AF245703、NM_016610、XM_045706、AY035890、NM_13
3212；ならびにAAF64061、AAF78036、NP_057694、XP_045706、AAK62677、およびNP_57347
5を参照：これらのすべての内容は、本明細書において参考として援用される。ヒトTLR8
は、少なくとも２つのアイソフォームにおいて存在すると報告され、一方は１０４１アミ
ノ酸長であり、他方は１０５９アミノ酸長である。マウスTLR8は、１０３２アミノ酸長で
ある。TLR8ポリペプチドは、ロイシンリッチな反復領域を有する細胞外ドメイン、膜貫通
ドメイン、およびTIRドメインを含む細胞内ドメインを含む。
【００３３】
　ヒトおよびマウスのTLR9のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は公知である。例えば、Ge
nBankアクセッション番号NM_017442、AF259262、AB045180、AF245704、AB045181、AF3481
40、AF314224、NM_031178；ならびにNP_059138、AAF72189、BAB19259、AAF78037、BAB192
60、AAK29625、AAK28488、およびNP_112455を参照：これらのすべての内容は、本明細書
において参考として援用される。ヒトTLR9は、少なくとも２つのアイソフォームにおいて
存在すると報告され、一方は１０３２アミノ酸長であり、他方は１０５５アミノ酸である
。マウスTLR9は、１０３２アミノ酸長である。TLR9ポリペプチドは、ロイシンリッチな反
復領域を有する細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、およびTIRドメインを含む細胞内ドメ
インを含む。
【００３４】
　本明細書において用いられる場合、用語「TLRシグナル伝達」とは、TLRを通したシグナ
ル伝達に関連する細胞内シグナル伝達の任意の側面を指す。本明細書において用いられる
場合、用語「TLRにより媒介される免疫応答」とは、TLRシグナル伝達に関連する免疫応答
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を指す。TLRシグナル伝達または活性の減少とは、基線に相対的なシグナル伝達または活
性の減少を指す。基線レベルは、免疫刺激分子がTLRの刺激を引き起こしているレベルで
あってよい。その例においては、シグナル伝達または活性の減少とは、免疫刺激分子によ
り達成される、シグナル伝達または活性のレベルに関するシグナル伝達または活性の減少
である。
【００３５】
　TLR7により媒介される免疫応答とは、TLR7シグナル伝達に関連する応答である。TLR7に
より媒介される免疫応答は、一般に、IFN-α、ならびにIP-10およびI-TACなどのIFN誘導
性サイトカインの誘導により特徴づけられる。TLR7により媒介される免疫応答において誘
導されるサイトカインIL-1α／β、IL-6、IL-8、MIP-1α／βおよびMIP-3α／βのレベル
は、TLR8により媒介される免疫応答において誘導されるものより低い。
　TLR8により媒介される免疫応答とは、TLR8シグナル伝達に関連する応答である。この応
答は、IFN-γ、IL-12p40/70、TNF-α、IL-1α／β、IL-6、IL-8、MIP-1α／βおよびMIP-
3α／βなどの炎症促進性サイトカインの誘導により、さらに特徴づけられる。
　TLR9により媒介される免疫応答とは、TLR9シグナル伝達に関連する応答である。この応
答は、少なくともIFN-γおよびIL-12の産生／分泌により（TLR8により媒介される免疫応
答を介して達成されるものよりも低いレベルにおいてではあるが）、さらに特徴づけられ
る。
【００３６】
　本明細書において用いられる場合、「TLR7/8アンタゴニスト」とは、集合的に、TLR7お
よび／またはTLR8シグナル伝達を、基線レベルと比較して減少させることができる任意の
核酸（すなわち、TLR7および／またはTLR8のアンタゴニスト）を指す。いくつかのTLR7/8
アンタゴニストは、TLR7シグナル伝達のみを減少させ（例えばTLR7特異的アンタゴニスト
）、いくつかは、TLR8シグナル伝達のみを減少させ（例えばTLR8特異的アンタゴニスト）
、他のものは、TLR7およびTLR8の両方のシグナル伝達を減少させる。
　本明細書において用いられる場合、用語「TLR9アンタゴニスト」とは、TLR9シグナル伝
達を減少させることができる任意の剤（すなわち、TLR9のアンタゴニスト）を指す。
【００３７】
　いくつかの態様において、TLR7、8または9のアンタゴニストは、免疫調節核酸を含む。
免疫調節核酸として、限定されないが、以下の式に該当する核酸が挙げられる：５’Ｒｎ

ＪＧＣＮｚ３’、ここで、各々のＲはヌクレオチドであり、ｎは約０～１０の整数であり
、ＪはＵまたはＴであり、各々のＮはヌクレオチドであり、およびｚは約１～約１００の
整数である。いくつかの態様において、ｎは０であり、ｚは約１～約５０である。いくつ
かの態様において、Ｎは、５’Ｓ１Ｓ２Ｓ３Ｓ４３’であり、ここで、Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３

およびＳ４は、独立して、Ｇ、Ｉまたは７－デアザ－ｄＧである。いくつかの態様におい
て、TLR7、TLR8および／またはTLR9のアンタゴニストは、以下からなる群より選択される
：
TCCTGGAGGGGTTGT（配列番号１）、
TGCTCCTGGAGGGGTTGT（配列番号２）、
TGCTGGATGGGAA（配列番号３）、
TGCCCTGGATGGGAA（配列番号４）、
TGCTTGACACCTGGATGGGAA（配列番号５）、
TGCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号６）、
TGCCCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号７）、
TGCTTGACACCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号８）、
TCCTGAGCTTGAAGT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（配列番号９）、
TCCTGAGCTTGAAGT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号１０）、
【００３８】
TTCTGGCGGGGAAGT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（配列番号１１）、
CTCCTATTGGGGGTTTCCTAT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（配列番号１２）、
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ACCCCCTCTACCCCCTCTACCCCTCT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（配列番号１３）、
CCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（配列番号１４）、
TTCTGGCGGGGAAGT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号１５）、
CTCCTATTGGGGGTTTCCTAT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号１６）、
ACCCCCTCTACCCCCTCTACCCCTCT/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号１７）
、
CCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号１８）、
C*C*T*GGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号１９）、
CCTGGATG*G*G*AA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号２０）、
【００３９】
C*C*T*GGATG*G*G*AA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号２１）、
/Chol/CCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号２２）、
/Stryl/CCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号２３）、
/Palm/CCTGGATGGGAA/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号２４）
T*C*C*T*G*G*A*G*G*G*G*T*T*G*T（配列番号２５）
T*G*C*T*C*C*T*G*G*A*G*G*G*G*T*T*G*T（配列番号２６）
T*G*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A（配列番号２７）
T*G*C*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A（配列番号２８）
T*G*C*T*T*G*A*C*A*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A（配列番号２９）
T*G*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３０）
【００４０】
T*G*C*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３
１）
T*G*C*T*T*G*A*C*A*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP
；配列番号３２）
T*C*C*T*G*A*G*C*T*T*G*A*A*G*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３
３）
T*C*C*T*G*A*G*C*T*T*G*A*A*G*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３
４）
T*T*C*T*G*G*C*G*G*G*G*A*A*G*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３
５）
C*T*C*C*T*A*T*T*G*G*G*G*G*T*T*T*C*C*T*A*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP
；配列番号３６）
A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*C*C*C*T*C*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（
13nm AuNP；配列番号３７）
C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３８）
T*T*C*T*G*G*C*G*G*G*G*A*A*G*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号３
９）
C*T*C*C*T*A*T*T*G*G*G*G*G*T*T*T*C*C*T*A*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP
；配列番号４０）
【００４１】
A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*C*C*C*T*C*T*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（
13nm AuNP；配列番号４１）
C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A*/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP；配列番号４２）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*G*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A
(13nm AuNP；配列番号４３）
/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*G*C*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A（配列番号４４）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*G*C*T*T*G*A*C*A*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*
A（配列番号４５）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*C*C*T*G*A*G*C*T*T*G*A*A*G*T（配列番号
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４６）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*C*C*T*G*A*G*C*T*T*G*A*A*G*T（配列番号
４７）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*T*C*T*G*G*C*G*G*G*G*A*A*G*T（配列番号
４８）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*C*T*C*C*T*A*T*T*G*G*G*G*G*T*T*T*C*C*T*A*
T（配列番号４９）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*
C*C*C*T*C*T（配列番号５０）
【００４２】
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A（配列番号５１）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*T*C*T*G*G*C*G*G*G*G*A*A*G*T（配列番号
５２）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*C*T*C*C*T*A*T*T*G*G*G*G*G*T*T*T*C*C*T*A*
T（配列番号５３）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*C*C*C*C*T*C*T*A*C*
C*C*C*T*C*T（配列番号５４）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A（配列番号５５）
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG（配列番号５６）
T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G（配列番号５７）
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG（配列番号５８）
/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP）T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A
*G*G*G*（配列番号５９）
/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP）（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TT
AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG（配列番号６０）
【００４３】
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*
A*G*G*G（配列番号６１）
CTATCTGUCGTTCTCTGU（配列番号６２）
C*T*A*T*C*T*G*U*C*G*T*T*C*T*C*T*G*U（配列番号６３）
CTATCTGUCGTTCTCTGU（配列番号６４）
/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP）C*T*A*T*C*T*G*U*C*G*T*T*C*T*C*T*G*U*（配
列番号６５）
/iSp18//iSp18//3ThioMC3-D/（13nm AuNP）（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CT
ATCTGUCGTTCTCTGU（配列番号６６）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/*C*T*A*T*C*T*G*U*C*G*T*T*C*T*C*T*G*U（配
列番号６７）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG（配列番号６８）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A
*G*G*G*（配列番号６９）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CTATCTGUCGTTCTCTGU（配列番号７０）
【００４４】
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/C*T*A*T*C*T*G*U*C*G*T*T*C*T*C*T*G*U*（配
列番号７１）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TGCTGGATGGGAA（配列番号７２）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TGCCCTGGATGGGAA（配列番号７３）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TGCTTGACACCTGGATGGGAA（配列番号７４）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TCCTGAGCTTGAAGT（配列番号７５）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TCCTGAGCTTGAAGT（配列番号７６）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TTCTGGCGGGGAAGT（配列番号７７）
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（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CTCCTATTGGGGGTTTCCTAT（配列番号７８）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/ACCCCCTCTACCCCCTCTACCCCTCT（配列番号７９
）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CCTGGATGGGAA（配列番号８０）
【００４５】
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/TTCTGGCGGGGAAGT（配列番号８１）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CTCCTATTGGGGGTTTCCTAT（配列番号８２）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/ACCCCCTCTACCCCCTCTACCCCTCT（配列番号８３
）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CCTGGATGGGAA（配列番号８４）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/C*C*T*GGATGGGAA（配列番号８５）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CCTGGATG*G*G*AA（配列番号８６）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/C*C*T*GGATG*G*G*AA（配列番号８７）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CCTGGATGGGAA/Chol/（配列番号８８）
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CCTGGATGGGAA/Stryl/（配列番号８９）および
（13nm AuNP）/5ThioMC3-D//iSp18//iSp18/CCTGGATGGGAA/Palm/（配列番号９０）。
　いくつかの態様において、核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、参考文献２３およ
び２４において記載され、これらの各々は、参考として援用される。
【００４６】
　用語「オリゴヌクレオチド」および「核酸」は、相互交換可能に用いられ、リン酸基に
、および、置換されたピリミジン（例えばシトシン（Ｃ）、チミジン（Ｔ）もしくはウラ
シル（Ｕ））または置換されたプリン（例えばアデニン（Ａ）もしくはグアニン（Ｇ））
のいずれかである交換可能な有機塩基に結合した、複数のヌクレオチド（すなわち、糖を
含む分子（例えばリボースまたはデオキシリボース）を意味する。したがって、該用語は
、DNAおよびRNAオリゴヌクレオチドの両方を包含する。該用語はまた、ポリヌクレオシド
（すなわち、ポリヌクレオチドからリン酸を引いたもの）および任意の他の有機塩基含有
ポリマーを含むであろう。オリゴヌクレオチドは、既存の核酸ソース（例えばゲノムまた
はcDNA）から得ることができるが、好ましくは合成である（例えば核酸合成により生成さ
れる）。
　ナノスケールコンストラクト（任意にナノ粒子コアに結合したもの）のポリヌクレオチ
ドは、一本鎖であっても二本鎖であってもよい。二本鎖ポリヌクレオチドはまた、本明細
書において、デュプレックス（duplex）としても言及される。本発明の二本鎖オリゴヌク
レオチドは、２本の別々の相補的核酸鎖を含んでもよい。
【００４７】
　本明細書において用いられる場合、「デュプレックス」は、相補的配列が互いに水素結
合している二本鎖核酸分子を含む。相補的配列は、センス鎖およびアンチセンス鎖を含ん
でもよい。アンチセンスヌクレオチド配列は、標的遺伝子と同一であっても、または、有
効な標的遺伝子の阻害を媒介するために十分に標的遺伝子配列と同一（例えば少なくとも
約９８％同一、９６％同一、９４％、９０％同一、８５％同一または８０％同一）であっ
てよい。
【００４８】
　二本鎖ポリヌクレオチドは、その全長にわたって二本鎖であってよく、これは、それが
オーバーハングする一本鎖配列を有さず、したがって平滑末端であることを意味する。他
の態様において、二本鎖ポリヌクレオチドの２本の鎖は、異なる長さを有し、１または２
以上の一本鎖オーバーハングを生じてもよい。本発明の二本鎖ポリヌクレオチドは、ミス
マッチおよび／またはループもしくはバルジを含んでもよい。いくつかの態様において、
それは、オリゴヌクレオチドの長さの少なくとも約７０％、８０％、９０％、９５％、９
６％、９７％、９８％または９９％にわたって二本鎖である。いくつかの態様において、
本発明の二本鎖ポリヌクレオチドは、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４または１５個、またはこれらの数までのミスマッチを含む
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。
【００４９】
　本発明に関連するポリヌクレオチドは、糖部分、ホスホジエステル結合、および／また
は塩基などにおいて、修飾されていてもよい。本明細書において用いられる場合、「糖部
分」は、ペントース、リボースおよびデオキシリボースを含む天然の非修飾糖、修飾糖な
らびに糖アナログを含む。糖部分の修飾として、ヒドロキシル基の、ハロゲン、ヘテロ原
子または脂肪族基による置き換えを挙げることができ、例えばエーテル、アミンまたはチ
オールとしてのヒドロキシル基の官能化を挙げることができる。
　糖部分の修飾として、２’－Ｏ－メチルヌクレオチドを挙げることができ、これは、「
メチル化されている」として言及される。いくつかの例において、本発明に関連するポリ
ヌクレオチドは、修飾されたまたは未修飾の糖部分のみを含んでもよく、一方、他の例に
おいては、ポリヌクレオチドは、修飾されたいくつかの糖部分、および修飾されていない
いくつかのものを含む。
【００５０】
　いくつかの例において、修飾されたヌクレオモノマー（nucleomonomer）として、糖ま
たは骨格が修飾されたリボヌクレオチドが挙げられる。修飾されたリボヌクレオチドは、
５’の位置において修飾されたウリジンまたはシチジン、例えば５’－（２－アミノ）プ
ロピルウリジンおよび５’－ブロモウリジン；８位において修飾されたアデノシンおよび
グアノシン、例えば８－ブロモグアノシン；デアザヌクレオチド、例えば７－デアザ－ア
デノシン；ならびにＮ－アルキル化されたヌクレオチド、例えばＮ６－メチルアデノシン
などの、天然に存在しない塩基を含んでもよい。また、糖修飾されたリボヌクレオチドは
、Ｈ、アルコキシ（もしくはＯＲ）、Ｒまたはアルキル、ハロゲン、ＳＨ、ＳＲ、アミノ
（ＮＨ２、ＮＨＲ、ＮＲ２など）、またはＣＮ基により置き換えられた２’－ＯＨ基を有
していてもよく、ここで、Ｒは低級アルキル、アルケニルまたはアルキニルである。いく
つかの態様において、修飾されたリボヌクレオチドは、修飾された基により置き換えられ
た隣接するリボヌクレオチドに結合しているホスホジエステル基、例えばホスホロチオエ
ート基を有していてもよい。
【００５１】
　いくつかの側面において、２’－Ｏ－メチル修飾は、二本鎖核酸に対するインターフェ
ロン応答などの細胞ストレス応答を軽減するために有益であり得る。修飾された糖として
、Ｄ－リボース、２’－Ｏ－アルキル（２’－Ｏ－メチルおよび２’－Ｏ－エチルを含む
）、すなわち、２’－アルコキシ、２’－アミノ、２’－Ｓ－アルキル、２’－ハロ（２
’－フルオロを含む）、２’－メトキシエトキシ、２’－アリルオキシ（－ＯＣＨ２ＣＨ
＝ＣＨ２）、２’－プロパルギル、２’－プロピル、エチニル、エテニル、プロぺニル、
ならびにシアノなどを挙げることができる。糖部分はまた、ヘキトースであってもよい。
【００５２】
　用語「アルキル」は、飽和脂肪族基を含み、これは、直鎖アルキル基（例えばメチル、
エチル、プロピル、ブチル、ペンチル、ヘキシル、ヘプチル、オクチル、ノニル、デシル
など）、分枝鎖アルキル基（イソプロピル、tert－ブチル、イソブチルなど）、シクロア
ルキル（脂環式）基（シクロプロピル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチ
ル、シクロオクチル）、アルキル置換されたシクロアルキル基、およびシクロアルキル置
換されたアルキル基を含む。いくつかの態様において、直鎖または分枝鎖アルキルは、そ
の骨格中に、６個以下（例えば直鎖についてはＣ１－Ｃ６、分枝鎖についてはＣ３－Ｃ６

）、より好ましくは４個以下の炭素原子を有する。同様に、好ましいシクロアルキルは、
それらの環構造中に３～８個の炭素原子を有し、より好ましくは、環構造中に５または６
個の炭素を有する。用語Ｃ１－Ｃ６は、１～６個の炭素原子を含むアルキル基を含む。
【００５３】
　他に特定されない限り、用語アルキルは、「未置換のアルキル」および「置換されたア
ルキル」の両方を含み、それらの後者は、炭化水素骨格の１または２以上の炭素上の水素
を置き換える独立して選択される置換基を有するアルキル部分を指す。かかる置換基とし
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て、例えば、アルケニル、アルキニル、ハロゲン、ヒドロキシル、アルキルカルボニルオ
キシ、アリールカルボニルオキシ、アルコキシカルボニルオキシ、アリールオキシカルボ
ニルオキシ、カルボキシラート、アルキルカルボニル、アリールカルボニル、アルコキシ
カルボニル、アミノカルボニル、アルキルアミノカルボニル、ジアルキルアミノカルボニ
ル、アルキルチオカルボニル、アルコキシル、リン酸、ホスホナト（phosphonato）、ホ
スフィナト（phosphinato）、シアノ、アミノ（アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、ア
リールアミノ、ジアリールアミノ、およびアルキルアリールアミノを含む）、アシルアミ
ノ（アルキルカルボニルアミノ、アリールカルボニルアミノ、カルバモイルおよびウレイ
ドを含む）、アミジノ、イミノ、スルフヒドリル、アルキルチオ、アリールチオ、チオカ
ルボキシラート、硫酸、アルキルスルフィニル、スルホナト（sulfonato）、スルファモ
イル、スルホンアミド、ニトロ、トリフルオロメチル、シアノ、アジド、ヘテロシクリル
、アルキルアリール、または芳香族もしくはヘテロ芳香族部分が挙げられ得る。シクロア
ルキルは、例えば上記の置換基で、さらに置換されていてもよい。「アルキルアリール」
または「アリールアルキル」部分は、アリールで置換されたアルキル（例えばフェニルメ
チル（ベンジル））である。用語「アルキル」はまた、天然および非天然のアミノ酸の側
鎖を含む。用語「ｎ－アルキル」とは、直鎖（すなわち、非分枝状の）未置換のアルキル
基を意味する。
【００５４】
　用語「アルケニル」は、長さおよび可能な置換について上記のアルキルと類似する不飽
和脂肪族基であって、少なくとも１の二重結合を含むものを含む。例えば、用語「アルケ
ニル」は、直鎖アルケニル基（例えばエチレニル、プロぺニル、ブテニル、ペンテニル、
ヘキセニル、ヘプテニル、オクテニル、ノネニル、デセニルなど）、分枝鎖アルケニル基
、シクロアルケニル（脂環式）基（シクロプロぺニル、シクロペンテニル、シクロヘキセ
ニル、シクロヘプテニル、シクロオクテニル）、アルキルまたはアルケニルで置換された
シクロアルケニル基、およびシクロアルキルまたはシクロアルケニルで置換されたアルケ
ニル基を含む。いくつかの態様において、直鎖または分枝鎖アルケニル基は、その骨格中
に６個以下の炭素原子を有する（例えば直鎖についてはＣ２－Ｃ６、分枝鎖についてはＣ

３－Ｃ６）。同様に、シクロアルケニル基は、その環構造中に３～８個の炭素原子を有し
ていてもよく、より好ましくは環構造中に５または６個の炭素を有していてもよい。用語
Ｃ２－Ｃ６は、２～６個の炭素原子を含むアルケニル基を含む。
【００５５】
　他に特定されない限り、用語アルケニルは、「未置換のアルケニル」および「置換され
たアルケニル」の両方を含み、それらの後者は、炭化水素骨格の１または２以上の炭素上
の水素を置き換える独立して選択された置換基を有するアルケニル部分を指す。かかる置
換基として、例えば、アルキル基、アルキニル基、ハロゲン、ヒドロキシル、アルキルカ
ルボニルオキシ、アリールカルボニルオキシ、アルコキシカルボニルオキシ、アリールオ
キシカルボニルオキシ、カルボキシラート、アルキルカルボニル、アリールカルボニル、
アルコキシカルボニル、アミノカルボニル、アルキルアミノカルボニル、ジアルキルアミ
ノカルボニル、アルキルチオカルボニル、アルコキシル、リン酸、ホスホナト、ホスフィ
ナト、シアノ、アミノ（アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、アリールアミノ、ジアリー
ルアミノ、およびアルキルアリールアミノを含む）、アシルアミノ（アルキルカルボニル
アミノ、アリールカルボニルアミノ、カルバモイルおよびウレイドを含む）、アミジノ、
イミノ、スルフヒドリル、アルキルチオ、アリールチオ、チオカルボキシラート、硫酸、
アルキルスルフィニル、スルホナト、スルファモイル、スルホンアミド、ニトロ、トリフ
ルオロメチル、シアノ、アジド、ヘテロシクリル、アルキルアリール、または芳香族もし
くはヘテロ芳香族部分が挙げられ得る。
【００５６】
　用語「疎水性修飾」は、全体的な疎水性は増大するが、塩基がなお規則的なワトソン－
クリック相互作用の近くで形成することができるような、塩基の修飾を指す。塩基修飾の
非限定的な例として、フェニル、４－ピリジル、２－ピリジル、インドリルおよびイソブ
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チル、フェニル（Ｃ６Ｈ５ＯＨ）；トリプトファニル（Ｃ８Ｈ６Ｎ）ＣＨ２ＣＨ（ＮＨ２

）ＣＯ）、イソブチル、ブチル、アミノベンジル；フェニル；およびナフチルなどの、５
位のウリジンおよびシチジン修飾が挙げられる。
【００５７】
　用語「ヘテロ原子」は、炭素または水素以外の任意の要素の原子を含む。いくつかの態
様において、好ましいヘテロ原子は、窒素、酸素、硫黄およびリンである。用語「ヒドロ
キシ」または「ヒドロキシル」は、－ＯＨまたは－Ｏ－を（適切な対イオンと共に）有す
る基を含む。用語「ハロゲン」は、フッ素、臭素、塩素、ヨウ素などを含む。用語「過ハ
ロゲン化された」とは、一般に、全ての水素がハロゲン原子により置き換えられる部分を
指す。
【００５８】
　用語「置換された」は、独立して選択される置換基であって、当該部分上に位置するこ
とができ、当該分子がその意図される機能を遂行することを可能にするものを含む。置換
基の例として、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３

ＮＲ’Ｒ’’、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＣＮ、ＮＯ２、ハロゲン、（ＣＲ’Ｒ’’）０－

３Ｃ（ハロゲン）３、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＣＨ（ハロゲン）２、（ＣＲ’Ｒ’’）０

－３ＣＨ２（ハロゲン）、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＣＯＮＲ’Ｒ’’、（ＣＲ’Ｒ’’）

０－３Ｓ（Ｏ）１－２ＮＲ’Ｒ’’、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＣＨＯ、（ＣＲ’Ｒ’’）

０－３Ｏ（ＣＲ’Ｒ’’）０－３Ｈ、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３Ｓ（Ｏ）０－２Ｒ’、（Ｃ
Ｒ’Ｒ’’）０－３Ｏ（ＣＲ’Ｒ’’）０－３Ｈ、（ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＣＯＲ’、（
ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＣＯ２Ｒ’、または（ＣＲ’Ｒ’’）０－３ＯＲ’基が挙げられ；
ここで、各々のＲ’およびＲ’’は、互いに独立して、水素、Ｃ１－Ｃ５アルキル、Ｃ２

－Ｃ５アルケニル、Ｃ２－Ｃ５アルキニル、もしくはアリール基、またはＲ’とＲ’’と
は一緒になって、ベンジリデン基もしくは-（ＣＨ２）２Ｏ（ＣＨ２）２－基である。
【００５９】
　用語「アミン」または「アミノ」は、窒素原子が、少なくとも１の炭素またはヘテロ原
子に共有結合している化合物または部分を含む。用語「アルキルアミノ」は、窒素が、少
なくとも１のさらなるアルキル基に結合している基および化合物を含む。用語「ジアルキ
ルアミノ」は、窒素原子が、少なくとも２つのさらなるアルキル基に結合している基を含
む。
　用語「エーテル」は、２つの異なる炭素原子またはヘテロ原子に結合した酸素を含む、
化合物または部分を含む。例えば、該用語は、「アルコキシアルキル」を含み、これは、
別のアルキル基に共有結合している酸素原子に共有結合した、アルキル、アルケニルまた
はアルキニル基を指す。
【００６０】
　用語「塩基」は、既知のプリンおよびピリミジンヘテロ環式塩基、デアザプリン、なら
びにアナログ（ヘテロ環により置換されたアナログ、例えばアミノエトキシフェノキサジ
ンを含む）、誘導体（例えば１－アルキル誘導体、１－アルケニル誘導体、ヘテロ芳香族
誘導体および１－アルキニル誘導体）ならびにこれらの互変異性体を含む。プリンの例と
して、アデニン、グアニン、イノシン、ジアミノプリン、ならびにキサンチンおよびアナ
ログ（例えば８－オキソ－Ｎ６－メチルアデニンまたは７－ジアザキサンチン）、ならび
にこれらの誘導体が挙げられる。ピリミジンとして、例えば、チミジン、ウラシルおよび
シトシン、ならびにそれらのアナログ（例えば５－メチルシトシン、５－メチルウラシル
、５－（１－プロピニル）ウラシル、５－（１－プロピニル）シトシンおよび４，４－エ
タノシトシン）が挙げられる。好適な塩基の他の例として、２－アミノピリジンおよびト
リアジンなどの非プリニルおよび非ピリミジニル塩基が挙げられる。
【００６１】
　いくつかの側面において、本発明のポリヌクレオチドのヌクレオモノマーは、RNAヌク
レオチドであり、これは修飾されたRNAヌクレオチドを含む。
　用語「ヌクレオシド」は、糖部分、好ましくはリボースまたはデオキシリボースに共有
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結合した塩基を含む。好ましいヌクレオシドの例として、リボヌクレオシドおよびデオキ
シリボヌクレオシドが挙げられる。ヌクレオシドはまた、アミノ酸またはアミノ酸アナロ
グ（これは遊離カルボキシル基、遊離アミノ基、または保護基を含んでもよい）に結合し
た塩基を含む。好適な保護基は、当該分野において周知である（P. G. M. WutsおよびT. 
W. Greene,「Protective Groups in Organic Synthesis」、第２版、Wiley-Interscience
、New York、1999年を参照）。
　用語「ヌクレオチド」は、さらにリン酸基またはリン酸アナログを含むヌクレオシドを
含む。
【００６２】
　本明細書において用いられる場合、用語「結合」は、天然に存在する未修飾のホスホジ
エステル部分（－Ｏ－（ＰＯ２－）－Ｏ－）であって、隣接するヌクレオモノマーに共有
的に連結するものを含む。本明細書において用いられる場合、用語「置換基結合」は、ネ
イティブなホスホジエステル基の任意のアナログまたは誘導体であって、隣接するヌクレ
オモノマーに共有的に連結するものを含む。置換基結合は、ホスホジエステルのアナログ
、例えばホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、およびＰ－エトキシホスホジエス
テル、Ｐ－エトキシホスホジエステル、Ｐ－アルキルオキシホスホトリエステル、メチル
ホスホナート、ならびに非リン含有結合、例えばアセタールおよびアミドを含む。かかる
置換基結合は、当該分野において公知である（例えばBjergarde et al. 1991. Nucleic A
cids Res. 19:5843；Caruthers et al. 1991. Nucleosides Nucleotides. 10:47を参照）
。ある態様においては、ホスホロチオエート結合などの非加水分解性結合が好ましい。
【００６３】
　いくつかの側面において、本発明のポリヌクレオチドは、３’および５’末端を含む（
環状オリゴヌクレオチドを除く）。ポリヌクレオチドの３’および５’末端は、例えば３
’または５’結合を修飾することにより、ヌクレアーゼから実質的に保護することができ
る（例えば米国特許第5,849,902号およびWO 98/13526）。オリゴヌクレオチドは、「ブロ
ッキング基」を含めることにより、耐性にすることができる。用語「ブロッキング基」と
は、本明細書において用いられる場合、保護基または合成のためのカップリング基のいず
れかとして、オリゴヌクレオチドまたはヌクレオモノマーに結合することができる置換基
（例えばＯＨ基以外のもの）を指す（例えばFITC、プロピル（ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ３）
、グリコール（－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－）、リン酸（ＰＯ３

２－）、リン酸水素また
はホスホロアミダイト）。「ブロッキング基」はまた、オリゴヌクレオチドの５’および
３’末端を保護する「末端ブロッキング基」または「エキソヌクレアーゼブロッキング基
」を含み、これは、修飾ヌクレオチドおよび非ヌクレオチドのエキソヌクレアーゼ耐性構
造を含む。
【００６４】
　例示的な末端ブロッキング基として、キャップ構造（例えば７－メチルグアノシンキャ
ップ）、例えば３’－３’または５’－５’末端逆位による逆位（inverted）ヌクレオモ
ノマー（例えばOrtiagao et al. 1992. Antisense Res. Dev. 2:129を参照）、メチルホ
スホナート、ホスホロアミダイト、非ヌクレオチド基（例えば非ヌクレオチドリンカー、
アミノリンカー、コンジュゲート）などが挙げられる。３’末端ヌクレオモノマーは、修
飾された糖部分を含んでもよい。３’末端ヌクレオモノマーは、３’－Ｏを含み、これは
、オリゴヌクレオチドの３’－エキソヌクレアーゼ分解を防ぐブロッキング基により任意
に置換されていてもよい。例えば、３’－ヒドロキシルが、３’→３’ヌクレオチド間結
合を通してヌクレオチドにエステル化されていてもよい。例えば、アルキルオキシラジカ
ルは、メトキシ、エトキシまたはイソプロポキシ、および好ましくはエトキシであってよ
い。任意に、３’末端において３’→３’結合したヌクレオチドは、置換結合（substitu
te linkage）により結合していてもよい。ヌクレアーゼ分解を軽減するために、最５’側
の３’→５’結合は、修飾された結合、例えばホスホロチオエートまたはＰ－アルキルオ
キシホスホトリエステル結合であってよい。好ましくは、２つの最５’側の３’→５’結
合は、修飾された結合である。任意に、５’末端ヒドロキシ部分は、リン含有部分、例え
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ばリン酸、ホスホロチオエートまたはＰ－エトキシリン酸によりエステル化されていても
よい。
　いくつかの側面において、ポリヌクレオチドは、DNAおよびRNAの両方を含んでもよい。
【００６５】
　いくつかの側面において、近接するポリヌクレオチドの少なくとも一部は、置換結合、
例えばホスホロチオエート結合により結合している。置換結合の存在により、血清タンパ
ク質に対するそれらのより高いアフィニティーに起因して、薬物動態を改善することがで
きる。
　ナノスケールコンストラクトのオリゴヌクレオチドは、好ましくは、６～１００塩基の
範囲の長さである。しかし、６ヌクレオチドより大きな任意のサイズの核酸（数ｋｂの長
さですら）が、十分な免疫調節モチーフが存在する場合には、本発明により免疫応答を誘
導することができる。好ましくは、核酸は、８～１００の範囲、いくつかの態様において
は、８～５０または８～３０ヌクレオチドのサイズである。
【００６６】
　いくつかの態様において、免疫調節オリゴヌクレオチドは、ホスホロチオエート（ＰＳ
）骨格などの修飾された骨格を有する。他の態様において、免疫調節オリゴヌクレオチド
は、ホスホジエステル（ＰＯ）骨格を有する。さらに他の態様において、免疫調節オリゴ
ヌクレオチドは、POとPSとの混合骨格を有する。
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストおよび抗原を含む、本発明に関連するモダリティ
ーは、当該分野において公知の任意の手段により、ナノ粒子コアに結合していてもよい。
オリゴヌクレオチドをナノ粒子に結合させるための方法は、米国特許公開番号2010/01298
08において詳細に記載され、これは参考として援用される。
【００６７】
　ナノ粒子は、ポリヌクレオチドに結合させるために官能化することができる。あるいは
、またはこれに加えて、ポリヌクレオチドを官能化してもよい。官能化のための一機構は
、金ナノ粒子または他の金属、半導体もしくは磁性材料を含むナノ粒子への結合に先立っ
て、オリゴヌクレオチドをそれらの３’または５’末端においてアルカンチオールで官能
化する、アルカンチオール法である。かかる方法は、例えばWhitesides, Proceedings of
 the Robert A. Welch Foundation 39th Conference On Chemical Research Nanophase C
hemistry, Houston, Tex., 109-121頁（1995）、およびMucic et al. Chem. Commun. 555
-557（1996）において記載される。オリゴヌクレオチドはまた、米国特許第5,472,881号
において記載され、参考として援用されるように、ホスホロチオエート基などの他の官能
基を用いて、または、Burwell, Chemical Technology, 4, 370-377（1974）およびMatteu
cci and Caruthers, J. Am. Chem. Soc., 103, 3185-3191（1981）において記載され、参
考として援用されるように、置換されたアルキルシロキサンを用いて、ナノ粒子に結合さ
せることもできる。いくつかの例において、ポリヌクレオチドは、５’または３’チオヌ
クレオシドによりポリヌクレオチドを終結させることにより、ナノ粒子に結合させる。他
の例において、ポリヌクレオチドをナノ粒子に結合させるために、米国特許第6,361,944
号、同第6,506, 569号、同第6,767,702号、および同第6,750,016号、ならびにPCT公開番
号WO 1998/004740、WO 2001/000876、WO 2001/051665およびWO 2001/073123において記載
され、参考として援用されるように、エイジングプロセスを用いる。
【００６８】
　いくつかの例において、核酸および／または抗原は、金－チオール結合を通してなど、
ナノ粒子コアに共有結合する。結合部位と、取り込み制御部分および／または結合部分と
の間に、スペーサー配列が含まれていてもよい。いくつかの態様において、スペーサー配
列は、オリゴヌクレオチド、ペプチド、ポリマーまたはオリゴエチレンを含むか、または
これらからなる。
　ナノスケールコンストラクトは、複数の化学により設計することができる。例えば、DT
PA（ジチオールホスホロアミダイト）結合を用いることができる。DTPAは、チオールによ
るフレア（flare）の細胞内放出に抵抗し、シグナル・ノイズ比を増大させるために役立
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ち得る。
【００６９】
　本明細書において記載される方法により生成されるコンジュゲートは、他の方法により
生成されるものよりも、少なからず安定である。この増大した安定性は、ナノ粒子コアの
表面上のオリゴヌクレオチドの密度の増大、またはコロナの表面を形成することに起因す
る。界面活性剤、例えば約０．０１％のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、Tween、または
ポリエチレングリコール（PEG）の存在下において塩の添加を行うことにより、約１時間
以内に塩エイジングプロセスを行うことができる。
【００７０】
　表面密度は、ナノ粒子のサイズおよび型、ならびにオリゴヌクレオチドの長さ、配列お
よび濃度に依存し得る。ナノ粒子を安定にするために適切な表面密度、およびナノ粒子と
オリゴヌクレオチドとの所望される組み合わせについてそれを得るために必要な条件は、
経験的に決定することができる。一般的には、少なくとも１０ピコモル／ｃｍ２の表面密
度が、安定なナノ粒子－オリゴヌクレオチドコンジュゲートを提供するために適切であろ
う。好ましくは、表面密度は、少なくとも１５ピコモル／ｃｍ２である。表面密度が高す
ぎると、コンジュゲートのオリゴヌクレオチドが標的とハイブリダイズする能力が減少す
るため、表面密度は、任意に、約３５～４０ピコモル／ｃｍ２以下である。また、オリゴ
ヌクレオチドが、少なくとも１０ｐｍｏｌ／ｃｍ２、少なくとも１５ｐｍｏｌ／ｃｍ２、
少なくとも２０ｐｍｏｌ／ｃｍ２、少なくとも２５ｐｍｏｌ／ｃｍ２、少なくとも３０ｐ
ｍｏｌ／ｃｍ２、少なくとも３５ｐｍｏｌ／ｃｍ２、少なくとも４０ｐｍｏｌ／ｃｍ２、
少なくとも４５ｐｍｏｌ／ｃｍ２、少なくとも５０ｐｍｏｌ／ｃｍ２、または５０ｐｍｏ
ｌ／ｃｍ２またはそれより高い表面密度で、ナノ粒子に結合する方法も提供される。
【００７１】
　本発明の側面は、治療および／または診断用途のための、対象へのナノスケールコンス
トラクトの送達に関する。粒子は、単独で、または液体（例えば食塩水）もしくは粉末な
どのin vivoでの投与のための任意の適切な医薬用キャリア中で投与することができる。
それらはまた、より大きなキャリア粒子と共に、または投与デバイス内において、共送達
することができる。粒子を製剤化してもよい。本発明の製剤は、薬学的に受容可能な溶液
中で投与してもよく、これは、慣用的に、薬学的に受容可能な濃度の塩、緩衝化剤、保存
剤、適合性のキャリア、アジュバント、および任意に他の治療成分を含んでもよい。いく
つかの態様において、本発明に関連するナノスケールコンストラクトは、ローション（例
えば、aquaphor）などの物質と混合され、対象の皮膚に投与され、それにより、ナノスケ
ールコンストラクトは対象の皮膚を通して送達される。当該分野において公知のナノ粒子
の送達の任意の方法が、本発明の側面に適合性であり得ることが、理解されるべきである
。
【００７２】
　治療における使用のために、粒子を所望される細胞に送達する任意の様式により、粒子
の有効量を対象に投与することができる。医薬組成物を投与することは、当業者に公知の
任意の手段により達成することができる。投与の経路として、限定されないが、経口、非
経口、筋肉内、静脈内、皮下、粘膜、鼻内、舌下、気管内、吸入、眼、膣、皮膚、直腸、
および直接的な注射が挙げられる。
【００７３】
　したがって、本発明は、一側面において、核酸相互作用複合体のアンタゴニストが、免
疫調節効果を媒介することにおいて高度に有効であるという知見に関係する。これらの核
酸相互作用複合体のアンタゴニストは、癌、感染性疾患、アレルギー、喘息、自己免疫疾
患、および他の炎症に基づく疾患を処置するために免疫系を調節するために、治療的にお
よび予防的に有用である。
【００７４】
　本発明の他の側面によるものは、対象に、本明細書において記載されるナノスケールコ
ンストラクトを、免疫応答を低下させるための有効量で投与することを含む、対象を処置
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する方法である。いくつかの態様において、対象は、感染性疾患、癌、自己免疫疾患、喘
息、またはアレルギー性疾患、炎症性疾患、代謝性疾患、心臓血管疾患を有するか、ある
いは組織もしくは臓器の移植のための候補またはそのレシピエントである。
【００７５】
　代謝性疾患の例として、限定されないが、Ｉ型糖尿病、炭水化物代謝、アミノ酸代謝、
有機酸代謝、脂肪酸の酸化およびミトコンドリア代謝、ポルフィリン代謝、プリンまたは
ピリミジン代謝、ステロイド代謝、リソソーム性のミトコンドリアの機能、ペルオキシソ
ームの機能の障害、リソソーム蓄積、尿素回路障害（例えばＮ－アセチルグルタミン酸シ
ンテターゼ欠損、カルバミルリン酸シンターゼ欠損、オルニチンカルバミルトランスフェ
ラーゼ欠損、アルギニノコハク酸酸性尿症、シトルリン血症、アルギナーゼ欠損）、アミ
ノ酸障害（例えば非ケトーシス型高グリシン血症、チロシン血症（Ｉ型）、メープルシロ
ップ尿症）、有機酸血症（例えばイソ吉草酸血症、メチルマロン酸血症、プロピオン酸血
症、グルタル酸尿症（glutaric aciduria）Ｉ型、グルタル酸血症Ｉ＆ＩＩ型）、ミトコ
ンドリア障害（例えばカルボキシラーゼ欠損、ミトコンドリア筋症、乳酸アシドーシス（
ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体欠損）、先天性乳酸アシドーシス、ミトコンドリア呼
吸鎖異常、シスチン症、ゴーシェ病、ファブリー病、ポンペ病、ムコ多糖症Ｉ、ムコ多糖
症ＩＩ、ムコ多糖症ＶＩ）が挙げられる。
【００７６】
　心臓血管疾患は、心臓および血管系の多数の障害を指す。典型的には、心臓血管疾患は
、以下からなる群より選択される：心肥大；心筋梗塞；脳卒中；動脈硬化症；および心不
全。いくつかの例において、心臓血管疾患は、炎症に関連する（例えばアテローム動脈硬
化症に関連する炎症）。
【００７７】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストは、本発明のいくつかの側面において、アレルギ
ーまたは喘息、感染性生物による感染症、または特異的癌抗原が同定されている癌を発症
するリスクがある対象またはこれを有する対象の処置のためのワクチンとして有用である
。これらは、免疫抑制剤と共に投与してもよい。それは、アレルギー、アレルギー性疾患
および自己免疫疾患の処置のために、特に有用である。核酸相互作用複合体のアンタゴニ
ストはまた、抗原またはアレルゲンなしで、感染、アレルギーまたは癌に対する保護のた
めに投与してもよく、この場合は、繰り返しの用量により、より長期の保護が可能となる
。リスクがある対象とは、本明細書において用いられる場合、感染を引き起こす病原体も
しくは癌もしくはアレルゲンへの暴露の任意のリスク、または癌を発症するリスクを有す
る対象である。
【００７８】
　感染症を有する対象とは、感染性病原体に暴露されており、急性または慢性の検出可能
なレベルの病原体を体内において有する対象である。免疫調節オリゴヌクレオチドは、感
染に関連する免疫応答を軽減するために用いることができる。それは、対象が敗血症を発
症するリスクがある場合に、特に望ましい。本発明のコンストラクトは、敗血症などの感
染に関連する異常な応答を予防するために有用である。
【００７９】
　アレルギーを有する対象とは、アレルゲンに応答してのアレルギー反応を有するか、こ
れを発症するリスクがある対象である。アレルギーとは、物質（アレルゲン）に対して獲
得された過感受性を指す。アレルギー性の状態として、限定されないが、湿疹、アレルギ
ー性鼻炎または鼻感冒、花粉症、結膜炎、気管支喘息、蕁麻疹（urticaria／hives）およ
び食物アレルギー、および他のアトピー性状態が挙げられる。
【００８０】
　癌を有する対象とは、検出可能な癌性細胞を有する対象である。特に、癌は、慢性炎症
に関連する癌である。例えば、感染により引き起こされる炎症に関連する癌、または慢性
炎症性腸疾患などの状態は、多数の癌に関連する。癌のリスクまたはその進行を増大する
いくつかの原因として、感染（例えば胃癌および粘膜リンパ腫についてはHelicobacter p
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ylori；子宮頸癌および肝臓癌についてはそれぞれパピローマウイルスおよび肝炎ウイル
ス）、自己免疫疾患（例えば大腸癌については炎症性腸疾患）、ならびに原因不明の炎症
状態（例えば前立腺癌についての前立腺炎）が挙げられる。本発明のコンストラクトは、
慢性の炎症を制御すること、癌の発生または増悪を減少させることにおいて役立つ。
【００８１】
　対象は、ヒト、または、限定されないが、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤ
ギ、シチメンチョウ、ニワトリ、霊長類、例えばサル、および魚類（水産養殖腫）、例え
ばサケを含む脊椎動物を意味するであろう。したがって、本発明はまた、非ヒト対象にお
いて、癌および腫瘍、感染、およびアレルギー／喘息を処置するために用いることができ
る。
【００８２】
　本明細書において用いられる場合、用語、処置（treat）、処置された（treated）、ま
たは処置すること（treating）とは、感染性疾患、癌、アレルギーまたは喘息などの障害
に関して用いられる場合、疾患の発症に対する（例えば病原体による感染に対する）対象
の抵抗性を増大するか、または言い換えれば、対象が疾患を発症する（例えば病原体に感
染する）可能性を軽減する、予防的処置、ならびに、対象が疾患を発症した後の、疾患と
戦う（例えば感染を軽減または取り除く）か、疾患が悪化することを防ぐための処置を指
す。
【００８３】
　抗原とは、本明細書において用いられる場合、免疫応答を惹起することができる分子で
ある。抗原として、限定されないが、細胞、細胞抽出物、タンパク質、ポリペプチド、ペ
プチド、多糖、多糖コンジュゲート、多糖および他の分子のペプチドおよび非ペプチド模
倣物、低分子、脂質、糖脂質、炭水化物、ウイルスおよびウイルス抽出物、ならびに寄生
虫などの多細胞生物、ならびにアレルゲンが挙げられる。用語、抗原は、広く、宿主の免
疫系により外来性であると認識される任意の型の分子を含む。抗原として、限定されない
が、癌抗原、微生物抗原およびアレルゲンが挙げられる。
【００８４】
　癌抗原とは、本明細書において用いられる場合、腫瘍または癌細胞の表面に結合してお
り、MHC分子に関連して抗原提示細胞の表面上に発現された場合に免疫応答を惹起するこ
とができる、ペプチドまたはタンパク質などの化合物である。癌抗原は、例えばCohen, e
t al., 1994, Cancer Research, 54:1055において記載されるように癌細胞の粗抽出物を
調製することにより、抗原を部分的に精製することにより、組み換え技術により、または
既知の抗原のde novo合成により、癌細胞から調製することができる。癌抗原として、限
定されないが、組み換えにより発現される抗原、腫瘍もしくは癌の免疫原性部分、または
腫瘍もしくは癌全体が挙げられる。かかる抗原は、組み換えにより、または当該分野にお
いて公知の任意の他の手段により、単離または調製することができる。
【００８５】
　微生物抗原とは、本明細書において用いられる場合、微生物の抗原であり、限定されな
いが、ウイルス、細菌、寄生虫および真菌を含む。かかる抗原は、完全な微生物、ならび
にその天然の単離物およびフラグメントまたは誘導体、ならびにまた、天然の微生物抗原
と同一またはこれに類似する合成化合物であって、その微生物に特異的な免疫応答を誘導
するものを含む。化合物は、それが天然の微生物抗原に対して免疫応答（体液性および／
または細胞性）を誘導する場合、天然の微生物抗原に類似する。かかる抗原は、当該分野
において慣用的に用いられ、当業者に周知である。
【００８６】
　アレルゲンとは、感受性の対象においてアレルギー性または喘息性の応答を誘導するこ
とができる物質（抗原）を指す。アレルゲンのリストは膨大であり、花粉、昆虫の毒液、
動物の鱗屑、真菌の胞子および薬物（例えばペニシリン）を含み得る。天然の動物および
植物のアレルゲンの例として、限定されないが、以下の属に特異的なタンパク質が挙げら
れる：Canine（Canis familiaris）；Dermatophagoides（例えばDermatophagoides farin
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ae）；Felis（Felis domesticus）；Ambrosia（Ambrosia artemiisfolia；Lolium（例え
ばLolium perenneまたはLolium multiflorum）；Cryptomeria（Cryptomeria japonica）
；Alternaria（Alternaria alternata）；Alder；Alnus（Alnus gultinoasa）；Betula（
Betula verrucosa）；Quercus（Quercus alba）；Olea（Olea europa）；Artemisia（Art
emisia vulgaris）；Plantago（例えばPlantago lanceolata）；Parietaria（例えばPari
etaria officinalisまたはParietaria judaica）；Blattella（例えばBlattella germani
ca）；Apis（例えばApis multiflorum）；Cupressus（例えばCupressus sempervirens、C
upressus arizonicaおよびCupressus macrocarpa）；Juniperus（例えばJuniperus sabin
oides、Juniperus virginiana、Juniperus communisおよびJuniperus ashei）；Thuya（
例えばThuya orientalis）；Chamaecyparis（例えばChamaecyparis obtusa）；Periplane
ta（例えばPeriplaneta americana）；Agropyron（例えばAgropyron repens）；Secale（
例えばSecale cereale）；Triticum（例えばTriticum aestivum）；Dactylis（例えばDac
tylis glomerata）；Festuca（例えばFestuca elatior）；Poa（例えばPoa pratensisま
たはPoa compressa）；Avena（例えばAvena sativa）；Holcus（例えばHolcus lanatus）
；Anthoxanthum（例えばAnthoxanthum odoratum）；Arrhenatherum（例えばArrhenatheru
m elatius）；Agrostis（例えばAgrostis alba）；Phleum（例えばPhleum pratense）；P
halaris（例えばPhalaris arundinacea）；Paspalum（例えばPaspalum notatum）；Sorgh
um（例えばSorghum halepensis）；ならびにBromus（例えばBromus inermis）。
【００８７】
　本発明のナノスケールコンストラクトはまた、抗微生物剤で被覆しても、または抗微生
物剤と配合して投与してもよい。抗微生物剤とは、本明細書において用いられる場合、感
染性微生物を殺傷または阻害することができる、天然に存在するかまたは合成の化合物を
指す。本発明により有用な抗微生物剤の型は、対象が感染しているかまたは感染するリス
クがある微生物の型に依存するであろう。抗微生物剤として、限定されないが、抗細菌剤
、抗ウイルス剤、抗真菌剤および抗寄生虫剤が挙げられる。「抗感染症剤」、「抗細菌剤
」、「抗ウイルス剤」、「抗真菌剤」、「抗寄生虫剤」および「寄生虫駆除剤」などの句
は、当業者にとってよく確立された意味を有し、標準的な医学書において定義される。簡
単に述べると、抗細菌剤は、細菌を殺傷または阻害し、抗生物質ならびに類似の機能を有
する他の合成または天然の化合物を含む。抗生物質は、微生物などの細胞による二次代謝
物として産生される低分子量の分子である。一般に、抗生物質は、微生物に特異的であっ
て宿主細胞においては存在しない１または２以上の細菌の機能または構造を妨害する。抗
ウイルス剤は、天然のソースから単離するかまたは合成することができ、ウイルスを殺傷
または阻害するために有用である。抗真菌剤は、表在性真菌感染ならびに日和見真菌感染
および原発性全身性真菌感染を処置するために用いられる。抗寄生虫剤は、寄生虫を殺傷
または阻害する。
【００８８】
　抗細菌剤は、細菌を殺傷するか、またはその増殖もしくは機能を阻害する。抗細菌剤の
大きなクラスは、抗生物質である。広範な細菌を殺傷または阻害することにおいて有効で
ある抗生物質は、広域スペクトル抗生物質と称される。他の型の抗生物質は、主に、グラ
ム陽性またはグラム陰性のクラスの細菌に対して有効である。これらの型の抗生物質は、
狭域スペクトル抗生物質と称される。単一の生物または疾患に対して有効であって他の型
の細菌に対しては有効ではない他の抗生物質は、限定スペクトル抗生物質（limited spec
trum antibiotics）と称される。抗細菌剤は、ときに、それらの主要な作用様式に基づい
て分類される。一般的に、抗細菌剤は、細胞壁合成阻害剤、細胞膜阻害剤、タンパク質合
成阻害剤、核酸合成または機能阻害剤、および競合的阻害剤である。
【００８９】
　抗ウイルス剤は、ウイルスによる細胞の感染または細胞内でのウイルスの複製を予防す
る化合物である。ウイルス複製のプロセスは、宿主細胞内でのDNA複製に非常に緊密に関
連し、非特異的な抗ウイルス剤はしばしば宿主に毒性であるため、存在する抗ウイルス薬
は、抗細菌薬よりもはるかに少数である。ウイルス感染のプロセス内のいくつかの段階を
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、抗ウイルス剤によって遮断または阻害することができる。これらの段階は、ウイルスの
宿主細胞への付着（免疫グロブリンまたは結合ペプチド）、ウイルスの脱殻（例えばアマ
ンタジン）、ウイルスmRNAの合成または翻訳（例えばインターフェロン）、ウイルスRNA
またはDNAの複製（例えばヌクレオチドアナログ）、新たなウイルスタンパク質の成熟（
例えばプロテアーゼ阻害剤）、およびウイルスの出芽および放出を含む。
【００９０】
　本明細書において用いられる場合、用語「癌抗原」および「腫瘍抗原」は、交換可能に
用いられ、癌細胞において差次的に発現され、それにより癌細胞を標的化するために利用
することができる抗原を指す。癌抗原は、見かけ上腫瘍特異的な免疫応答を潜在的に刺激
し得る抗原である。これらの抗原のうちのいくつかは、正常細胞によっては、コードされ
ているが必ずしも発現されない。これらの抗原は、正常細胞においては通常ではサイレン
トである（すなわち発現されない）もの、分化の特定の段階においてのみ発現されるもの
、ならびに胚性および胎性の抗原のように一時的に発現されるものとして特徴づけること
ができる。他の癌抗原は、癌遺伝子（例えば活性化ras癌遺伝子）、抑制遺伝子（例えば
変異体p53）、内部欠失または染色体転座から生じる融合タンパク質などの、変異体細胞
遺伝子によってコードされる。なお他の癌抗原は、RNAおよびDNA腫瘍ウイルスに運搬され
るもののようなウイルス遺伝子によりコードされ得る。
【００９１】
　核酸相互作用複合体のアンタゴニストはまた、自己免疫疾患を処置および予防するため
に有用である。自己免疫疾患は、対象の自己の抗体が宿主の組織に反応する、または免疫
エフェクターＴ細胞が内因性の自己ペプチドに対して自己反応性であり、組織の破壊を引
き起こす疾患のクラスである。したがって、免疫応答が、対象の自己の抗原（自己抗原と
称される）に対して開始される。自己免疫疾患として、限定されないが、関節リウマチ、
クローン病、多発性硬化症、前肢性エリテマトーデス（SLE）、自己免疫性脳脊髄炎、重
症筋無力症（MG）、橋本甲状腺炎、グッドパスチャー症候群、天疱瘡（例えば尋常性天疱
瘡）、グレーヴス病、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少性紫斑病、抗コラー
ゲン抗体による強皮症、混合性結合組織病、多発性筋炎、悪性貧血、特発性アジソン病、
自己免疫関連不妊症、糸球体腎炎（例えば半月体形成性糸球体腎炎、増殖性糸球体腎炎）
、水泡性類天疱瘡、シェーグレン症候群、インスリン抵抗性および自己免疫性糖尿病が挙
げられる。
【００９２】
　「自己抗原」とは、本明細書において用いられる場合、正常な宿主組織の抗原を指す。
正常な宿主組織は、癌細胞を含まない。したがって、自己免疫疾患に関して、自己抗原に
対して開始される免疫応答は、望ましくない免疫応答であって正常組織の破壊および損傷
に寄与し、一方、癌抗原に対して開始される免疫応答は、望ましい免疫応答であって、腫
瘍または癌の破壊に寄与する。したがって、自己免疫障害を処置することを目的とする本
発明のいくつかの側面において、免疫調節核酸を、自己抗原（特に、自己免疫障害の標的
であるもの）と共に投与することは推奨されない。
【００９３】
　他の例において、免疫調節核酸は、低用量の自己抗原と共に送達してもよい。多数の動
物実験が、低用量の抗原の粘膜投与が、免疫反応低下の状態または「寛容」をもたらし得
ることを示している。活性な機序は、サイトカインにより媒介される、Th1からTh2および
Th3優勢な（すなわち、TGF－β支配的な）応答への免疫偏向（immune deviation）である
と考えられる。低用量の抗原の送達による能動的な抑制はまた、無関係な免疫応答をも抑
制し得（傍観者抑制（bystander suppression））、これは、自己免疫疾患、例えば関節
リウマチおよびSLEの治療において、少なからず重要である。傍観者抑制は、抗原特異的
または抗原非特異的な様式のいずれかにおいて炎症促進性サイトカインおよびTh1サイト
カインが放出される局所環境における、Th1対抗制御的なサプレッサーサイトカインの分
泌を含む。「寛容」とは、本明細書において用いられる場合、この現象を指すように用い
られる。実際に、経口寛容は、実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）、実験的自己免疫性重
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症筋無力症、コラーゲン誘発性関節炎（CIA）、およびインスリン依存性糖尿病を含む、
動物における多数の自己免疫疾患の処置において有用であった。これらのモデルにおいて
、自己免疫疾患の予防及び抑制は、抗原特異的な体液性および細胞性応答におけるTh1か
らTh2／Th3応答へのシフトに関連する。
【００９４】
　別の側面において、本発明は、先に議論された組成物のうちの１または２以上を含むキ
ットに関する。「キット」は、本明細書において用いられる場合、典型的には、本発明の
組成物のうちの１または２以上、および／または例えば先に記載されるような本発明に関
連する他の組成物を含む、パッケージまたはアセンブリーを定義する。キットの組成物の
各々は、存在する場合は、液体の形態で（例えば溶液で）、または固体の形態（例えば乾
燥粉末）で提供することができる。ある場合において、組成物のいくつかは、例えば好適
な溶媒または他の種（これはキットにより提供されてもされなくてもよい）の添加により
、構成可能または他に（例えば活性形態に）処理可能であってもよい。本発明に関連して
もよい他の組成物の例として、限定されないが、組成物の成分を、例えば試料および／ま
たは対象に対して、特定の用途のために、例えば使用、投与、改変、組み立て、貯蔵、包
装、調製、混合、希釈および／または保存するための、溶媒、界面活性剤、希釈剤、塩、
緩衝化剤、乳化剤、キレート剤、充填剤、抗酸化剤、結合剤、増量剤（bulking agent）
、保存剤、乾燥剤、抗微生物剤、針、シリンジ、包装材、チューブ、ボトル、フラスコ、
ビーカー、ディッシュ、フリット、フィルター、リング、クランプ、ラップ、パッチ、容
器、テープ、粘着材などが挙げられる。
【００９５】
　いくつかの態様において、本発明に関連するキットは、金を含むナノ粒子コアなどの１
または２以上のナノ粒子コアを含む。キットはまた、１または２以上の核酸相互作用複合
体のアンタゴニストを含んでもよい。キットはまた、１または２以上の抗原を含んでもよ
い。
　本発明のキットは、いくつかの場合において、任意の形態における指示を含んでもよく
、これは、本発明の組成物に関して、当業者がその指示は本発明の組成物に関連するべき
ものと認識するであろう様式において提供される。例えば、指示は、組成物および／また
はキットに関連する他の組成物の、使用、改変、混合、希釈、保存、投与、組み立て、貯
蔵、包装および／または調製のための指示を含んでもよい。いくつかの場合において、指
示はまた、例えば特定の用途のための、例えば試料に対する、組成物の使用のための指示
を含んでもよい。指示はまた、当業者により、かかる指示を含むために好適な媒体である
と認識される任意の形態、例えば、任意の様式において提供される、書面または刊行によ
る、口頭での、可聴式（例えば電話式）の、デジタルの、光学的、視覚的（例えばビデオ
テープ、DVDなど）または電子的なコミュニケーション（インターネットまたはウェブベ
ースのコミュニケーションを含む）において提供することができる。
【００９６】
　いくつかの態様において、本発明は、本明細書において議論される本発明の１または２
以上の態様を促進する方法に関する。本明細書において用いられる場合、「促進すること
」は、ビジネスを行う全ての方法を含み、限定されないが、本発明のシステム、デバイス
、器具、物品、方法、組成物、キットなどに関連して、販売（sell）、広告、譲渡、ライ
センス、契約、指示、教育、研究、輸入、輸出、交渉、融資（finance）、融資（loan）
、取引（trade）、販売（vend）、転売、卸売り、修理、置き換え、保険契約、訴訟、特
許取得などが挙げられる。促進する方法は、限定されないが、個人当事者、ビジネス（公
共または民間の）、パートナシップ、法人、契約代理人または下請け代理人、カレッジま
たは大学などの教育機関、研究機関、病院または他の臨床機関、政府機関などを含む、任
意の当事者により行われ得る。促進活動は、本発明に明らかに関連する任意の形態のコミ
ュニケーション（例えば書面、口頭、および／または限定されないがｅ－メール、電話、
インターネット、ウェブベースのものなどの電子コミュニケーション）を含んでもよい。
【００９７】
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　１セットの態様において、促進の方法は、１または２以上の指示を含んでもよい。本明
細書において用いられる場合、「指示」は、指示的用途の成分（例えば、説明書、手引書
、警告、ラベル、注釈、FAQまたは「よくある質問」など）を定義し得、典型的には、発
明の上または発明および／または発明の包装に関連した、書面の指示を含む。指示はまた
、ユーザーが、当該指示が、本明細書において議論される本発明に関連することを明らか
に認識するであろう任意の様式におけるものであるならば、任意の形態（例えば口頭、電
子、可聴式、デジタル、光学的、可視的など）における指示的コミュニケーションを含ん
でもよい。
【００９８】
　本発明は、以下の例によりさらに説明され、これは、決してさらに限定するものとして
解釈されるべきではない。本願を通して引用される参考文献（学術文献、発行された特許
、公開された特許出願、および同時係属の特許出願）の全ての全内容は、本明細書により
参照により明示的に組み込まれる。
【００９９】
例
例１：
　TLR9を阻害する４つの主な強力な配列、ODN2088１４、１５、ODN G１２、１７、ODN MT
01２２、およびODN 4084F１３、１６が同定されている。これらを表１に示す。本発明者
らは、これらの配列を用いるコンストラクトを開発した。これらのコンストラクトは、本
明細書中の適切な箇所において、irSNAとして言及される。本明細書において、irSNAが、
多様な刺激条件下において、TLR9の活性化を阻害することにおいて有効であったことが示
される。このタスクを達成するために、本発明者らは、RAW-Blueマウスマクロファージレ
ポーター系統の系（Invivogen）を用いた。簡単に述べると、RAW-Blue系は、TLR活性化の
下流のNFκBシグナル伝達に対して応答性のレポータープラスミドを安定に発現するマウ
スマクロファージからなる。このNFκBにより制御されるプラスミドは、アルカリホスフ
ァターゼを発現し、これは細胞により分泌され、収集され、生細胞におけるTLR活性化を
モニタリングするために比色検出剤を用いて定量することができる。本発明者らは、RAW-
Blue細胞を、各々の型の天然のホスホジエステル（ｐｏ）もしくはホスホロチオエート（
ｐｓ）のいずれかの骨格を有する遊離のirDNAオリゴヌクレオチドの濃度を増加しながら
、または各々のそれぞれの免疫調節オリゴヌクレオチドをロードしたirSNAと共に（表１
を参照）、２時間にわたりインキュベートした。このインキュベーションの後で、細胞を
、いずれもTLR9を刺激することが知られる１、１００．５μＭのホスホロチオエート骨格
を有するCpG含有DNAまたは１０μＭのホスホジエステル骨格を有するCpG含有DNAのいずれ
かにより刺激し、細胞を一晩インキュベートした。TLR9の活性化を、次いで、レポーター
アッセイを用いて測定し、相対的活性化レベルを、免疫調節DNAまたはSNAコンストラクト
の濃度に対してプロットし、非線形最小二乗回帰フィットを用い、Hill Slope＝１を仮定
して、GraphPad Prismソフトウェアを用いてＩＣ５０値を決定した。
【０１００】
　結果を図１に示す。2088 DNAは、５５３ｎＭのＩＣ５０により高ナノモル濃度の効力を
示し、一方、対応するirSNAコンストラクト、AST-012のＩＣ５０値は、アッセイにおける
用量限界に起因して決定することができなかった（図１Ａ）。G DNAは、４．２ｎＭの低
ナノモル濃度ＩＣ５０を示したが、高濃度におけるSNA中への安定な組み込みに不適合で
あった（図１Ｂ）。MT01 DNAは、２７８．６ｎＭのＩＣ５０を有し、それぞれのirSNA、A
ST-014のＩＣ５０は、アッセイにおける用量限界に起因して決定することができなかった
（図１Ｃ）。しかし、4084F DNAは、１．６ｎＭのＩＣ５０により最も強力な効力を示し
、それぞれのAST-015 SNAアナログは、１．３ｎＭのＩＣ５０により同等の効力を示した
。このことは、AST-015コンストラクトが遊離のオリゴヌクレオチドと同じくらい有効で
あり、irDNA配列がSNAの構造に適合性であったことを示した。したがって、図１に示され
るとおり、AST-015は、マクロファージ様RAW-Blue細胞において、CpGにより誘導されるTL
R9活性化を抑制することができた。
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【０１０１】
例２
　免疫調節性オリゴヌクレオチドを利用する現在の治療は、生物の体液中でのオリゴヌク
レオチドの分解を防ぐために、ホスホロチオエート骨格の使用を必要とする。しかし、ホ
スホロチオエート骨格は、望ましくないレベルの毒性を導入し、天然のホスホジエステル
骨格を用いることができれば、特に有利である。本発明者らは、天然のホスホジエステル
化学を組み込むSNAがTLRの活性を遮断する能力を試験した。本発明者らは、初めに、免疫
調節コンストラクト、ｐｏもしくはｐｓ化学における遊離の4084F DNA、またはｐｏもし
くはｐｓ化学におけるAST-015のいずれかと共にプレインキュベートされた細胞が、マク
ロファージ様細胞（RAW-Blue）を、TLR9アンタゴニストであるCpG DNAに対して不応性に
するか否かを調べた。簡単に述べると、増加する濃度の免疫調節コンストラクトを、２時
間にわたり細胞に添加して、取り込ませてエンドソーム区画中に組み込ませた。このイン
キュベーションの後で、０．５μＭのCpG DNA 1668psまたは１０μＭのCpG DNA 1826poの
いずれかを添加して、細胞を一晩インキュベートし、次いで上記のように刺激を定量した
。
【０１０２】
　比較のための基線として、本発明者らは、遊離の4084F DNAの効力を初めに調べた。結
果を図２に示す。ホスホジエステルCpG刺激性DNAに暴露された場合、4084F DNApoは、７
．１ｎＭのＩＣ５０を有し、一方、4084F DNApsは、０．４ｎＭのＩＣ５０を有し、約１
桁有効性が高かった。このことは、遊離4084Fのホスホジエステルおよびホスホロチオエ
ートの両方のバージョンが、遊離ホスホジエステルCpGにより誘導される免疫刺激を遮断
することができることを示す（図２Ａ）。同じ系において、より安定なホスホロチオエー
トCpG DNAに暴露された場合、遊離4084F DNApoは、刺激を遮断することができなかったが
、しかし、4084F DNApsは、４ｎＭのＩＣ５０により刺激を遮断することができた（図２
Ｂ）。これらの値を比較のための基線として、本発明者らは次に、AST-015について効力
値を決定した。ホスホジエステルCpG DNAに暴露された場合、AST-015poは７．１ｎＭのＩ
Ｃ５０を有し、一方、AST015psは、１．４ｎＭのＩＣ５０を有し、これらはいずれも遊離
DNAのものとほぼ同一であった（図２Ｃ）。興味深いことに、より安定なホスホロチオエ
ートCpG DNAに暴露された場合、その遊離DNAアナログがホスホロチオエートCpG DNAに対
して先には有効でなかったAST-015poは、２４．１ｎＭのＩＣ５０により有効であった。A
ST-015ps処置はまた、０．７ｎＭのＩＣ５０により有効であった（図２Ｄ）。これらのデ
ータは、免疫調節DNA配列のSNA構造中への組み込みが、遊離DNAのみを超えて、ユニーク
かつ新規の利点を付与することを示す。
【０１０３】
例３
　先の例は、AST-015が、CpG含有免疫刺激性DNAを刺激する前に添加された場合にTLR9に
より誘導されるシグナル伝達を抑制する能力を調べた。本発明者らは次に、AST-015が、
同時に添加された場合に免疫刺激性DNAに競り勝つことができるか否かを決定しようとし
た。これを達成するために、RAW-Blue細胞を、０．５μＭのCpG DNA 1668psまたは１０μ
ＭのCpG DNA 1826poのいずれかにより、増加する濃度のｐｏおよびｐｓの両方における遊
離4084F DNAまたはｐｏおよびｐｓの両方におけるAST-015のいずれかの存在下において、
刺激した。結果を図３に示す。
【０１０４】
　ホスホジエステルCpG刺激性DNAと同時に暴露された場合、4084F DNApoは、１１．２ｎ
ＭのＩＣ５０を有し、一方、4084F DNApsは、０．５ｎＭのＩＣ５０を有し、約１桁有効
性が高かった（図３Ａ）。同じ系において、より安定なホスホロチオエートCpG DNAに暴
露された場合、遊離4084F DNApoは、刺激を遮断することができなかったが、しかし、408
4F DNApsは、１７．６ｎＭのＩＣ５０により刺激を遮断することができた（図３Ｂ）。こ
れらの値を比較のための基線として、本発明者らは次に、AST-015について効力値を決定
した。ホスホジエステルCpG DNAに暴露された場合、AST-015poは、９．９ｎＭのＩＣ５０
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を有し、一方、AST015psは、２．３ｎＭのＩＣ５０を有し、これらはいずれも遊離DNAの
ものとほぼ同一であった（図３Ｃ）。先に記載されるirSNAによる前処置と同様に、より
安定なホスホロチオエートCpG DNAと同時に暴露された場合、その遊離DNAアナログが先に
はホスホロチオエートCpG DNAに対して有効でなかったAST-015poは、７７．３ｎＭのＩＣ

５０により有効であった。AST-015ps処置はまた、１．９ｎＭのＩＣ５０により有効であ
った（図３Ｄ）。
【０１０５】
例４
　本発明者らは次に、患者が既に過剰活性化された免疫系を提示している臨床的シナリオ
のためのモデルとして、既に慢性刺激状態におかれていた細胞において、遊離の4084F DN
Aが、CpGにより誘導されるTLR9活性化を抑制することができるか否かを調べた。これを達
成するために、RAW-Blue細胞を、０．５μＭのCpG 1668psで１８時間にわたりマクロファ
ージを活性化するために刺激し、培地を、追加の０．５μＭの用量のCpG1668psで、増加
する濃度のｐｏまたはｐｓ化学のいずれかにおける遊離4084F DNAの存在下において、さ
らなる１８時間にわたり交換し、その後、比色検出アッセイを用いて定量した。結果を図
４に示す。
【０１０６】
　遊離4084F DNApoは、これらの慢性処置されたマクロファージにおいて、２４１ｎＭの
ＩＣ５０により有効であった。これは、０．９ｎＭのＩＣ５０を有した4084F DNApsの効
力よりも大まかに２桁効力が低く、このことは、そのホスホジエステル形態における遊離
のDNAが、比較的弱いTLR活性化のリプレッサーであることを示唆する（図４）。
　重要なことに、これらのデータは、免疫調節配列の前処置が、コンストラクトが有効で
あるために必要ではないことを示す。これは、当該技術を、臨床において炎症症状が存在
する場合に、予防薬として、および急性の処置として用いることを可能にするので、重要
な特徴である。
【０１０７】
　興味深いことに、ｐｏ形態のAST-015は、ホスホロチオエートTLR9を活性化するCpG含有
DNAに対して低ナノモル濃度の効力を示し、一方、そのそれぞれの遊離DNA等価物は、この
活性を遮断することにおいて無効である。ｐｓ形態のAST-015は、その遊離DNA等価物に対
して、等効力であった。このことは、免疫調節DNAは、活性を喪失することなくSNAコンス
トラクト中にロードすることができ、その効力は、遊離DNA等価物から予測されるであろ
うものとは異なることを示す。このデータを考慮して、オリゴヌクレオチドコンストラク
トは、塩基配列の選択的な修飾により設計することができる。例えば特異的部位における
ホスホロチオエート骨格の選択的組み込み、ならびに、膜結合を促進するためのコレステ
ロール、ステアリル基および／またはパルミトイル基などの親油性剤の組み込みを行って
もよい（表２を参照）。このことは、現在の遊離DNA処置アプローチと比較してより効果
的な治療を開発するために、生物体液中での分解耐性の増強、生体分布の増強、およびin
 vivoでのコンストラクトの迅速な取り込みなどの、SNAの構造の有利な特性の利用を可能
にする。
【０１０８】
例５：irSNAは複数のTLRをアンタゴナイズすることができる
　SNAコンストラクトを、より広範囲のTLRに対するアンタゴニストとして役立つように、
カスタマイズされた調節配列を組み込むために調整した。これらのコンストラクトを、現
在の最先端のアンタゴニストの送達と比較した。これを達成するために、新規のTLR7/8/9
アンタゴニスト配列を設計し、効力について、現在臨床的に適切であるDynavaxにより開
発された配列に対して、比較した２３、２４（表３）。上記と同じ系を用いて、RAW-Blue
細胞を、増加する濃度の、いずれもホスホロチオエート骨格化学を有する4084F、IRS869
、IRS954、またはASTにより開発された4084F7/8と共に、２時間にわたりインキュベート
して、取り込ませてエンドソームにより内部移行させた。次いで、細胞を、０．５μＭの
ホスホロチオエート骨格を有するTLR9を活性化するCpG 1668 DNA、または５μＭのTLR7/8
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を活性化する一本鎖RNAであるssRNA 06６－８ のいずれかに一晩暴露し、上記の比色アッ
セイを用いてTLR活性化を測定した。結果を図５に示す。
【０１０９】
　興味深いことに、AST-015中に組み込まれる4084F配列は、最先端のDynavax配列であるI
RS869およびIRS954と同等に、TLR9に対して有効であり（IC50：4084F＝２．８ｎＭ；IRS8
69＝３．０ｎＭ；IRS954＝９．４ｎＭ）、ASTにより開発されたTLR7/8/9アンタゴニスト4
084F7/8は、より弱いがなお有効な１９６ｎＭのＩＣ５０を有した（図５Ａ）。重要なこ
とに、4084F7/8は、Dynavax配列と同じ効力を有するその塩基配列カウンターパートであ
る4084Fに対して、TLR7/8活性化をアンタゴナイズする能力を獲得した（ＩＣ５０：4084F
＞１０，０００ｎＭ；IRS869＝４，７７５ｎＭ；IRS954＝３，１３４ｎＭ；4084F7/8＝３
，９５６ｎＭ）（図５Ｂ）。
【０１１０】
　重要なことに、この例は、広範なエンドソームTLRを塩基配列の修飾を通してアンタゴ
ナイズするために、特異的配列を設計することができることを示す。これらのデータに基
づいて、当業者は、それらの遊離DNAカウンターパートまたは現在の最先端の臨床的に試
験されたコンストラクトと同等かまたはそれより良好に機能するであろう、特異的TLRア
ンタゴニストおよび広範なTLRアンタゴニストの両方をSNA形態において開発することがで
きる。
【０１１１】
例６：リポソーム球状核酸の多様なtoll様受容体アゴニスト活性の拮抗作用
　従来のリポソーム押し出しプロセスにより形成されるDOPC（１，２－ジオレオイル－ｓ
ｎ－グリセロ－３－ホスホコリン）からなる脂質ミセルコアを形成することにより、リポ
ソームSNAを調製した。DOPCミセル形成の後で、配列4084F（５’－C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*
A*A－３’（配列番号１２１）、*は、ホスホロチオエートを示す）または4084F-Ext（５
’－T*G*C*T*T*G*A*C*A*C*C*T*G*G*A*T*G*G*G*A*A－３’）（配列番号１２２）のオリゴ
ヌクレオチドを、３’末端において、ジステアリルまたはトコフェロール基などの脂質基
に結合させ、簡単に混合することによりミセル中に組み込み、その後、接線流ろ過（TFF
）により精製して、約１００オリゴ／SNAを有する精製されたリポソームSNAを得た。RAW-
Blueマクロファージ（InVivoGen）を、示されたTLRアゴニスト、イミキモド（TLR7、図７
Ｂ）、CpG 1826（CpG、TLR9、図７Ｄ）、細菌リポ多糖（LPS、TLR4、図７Ｃ）、または同
時に３つ全て（図７Ａ）と共に、４時間インキュベートし、その後、示されたリポソーム
SNAまたはPBSと共に一晩インキュベートして、未処置のものを参照した。データを図７に
示す。いずれのコンストラクトも３つ全てのアゴニストによる刺激を遮断することができ
ることを見出した。
【０１１２】
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【表１】

【０１１３】
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【０１１４】
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【表３】

【０１１５】
参考文献
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【表４】

【０１１６】
均等物
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　当業者は、本明細書において記載される本発明の具体的な態様に対する多くの均等物を
、認識するか、または慣用的な実験のみを用いて確認することができる。かかる均等物は
、以下の請求の範囲により包含されることが意図される。
　本明細書において開示される特許書類を含む全ての参考文献は、その全体において参考
として援用される。

【図１Ａ－Ｂ】 【図１Ｃ－Ｄ】
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【図２Ａ－Ｂ】 【図２Ｃ－Ｄ】

【図３Ａ－Ｂ】 【図３Ｃ－Ｄ】
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【図４】 【図５】

【図６】 【図７Ａ－Ｂ】
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