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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ガイド鎖およびパッセンジャー鎖を含む、スーパーオキシドディスムターゼ１（ＳＯＤ
１）に対して向けられた単離された二本鎖核酸分子であって、ここで、単離された二本鎖
核酸分子が、二本鎖領域および一本鎖領域を含み、ここで、分子の二本鎖である領域が、
８～１５ヌクレオチド長であり、ここでガイド鎖が、２～１４ヌクレオチド長の一本鎖領
域を含有し、ここでガイド鎖が、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１または２２個のホスホロチオア
ート修飾を含有し、ここでパッセンジャー鎖が、８～１５ヌクレオチド長であり、ここで
パッセンジャー鎖が、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３または１４
個のホスホロチオアート修飾を含有し、ここで、単離された二本鎖核酸分子のヌクレオチ
ドの少なくとも４０％が修飾されており、
（ｉ）パッセンジャー鎖が、配列番号２、配列番号３２または配列番号１２２を含み、ガ
イド鎖が、配列番号６１、配列番号９１または配列番号１２３を含む；
（ｉｉ）パッセンジャー鎖が、配列番号４、配列番号３４または配列番号１２６を含み、
ガイド鎖が、配列番号６３または配列番号９３を含む；
（ｉｉｉ）パッセンジャー鎖が、配列番号９、配列番号３８または配列番号１３５を含み
、ガイド鎖が、配列番号６８、配列番号９７または配列番号１３６を含む；
（ｉｖ）パッセンジャー鎖が、配列番号１０または配列番号３９を含み、ガイド鎖が、配
列番号６９または配列番号９８を含む；または
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（ｖ）パッセンジャー鎖が、配列番号５、配列番号１２７または配列番号１３７を含み、
ガイド鎖が、配列番号６４、配列番号１２８または配列番号１３８を含む、前記単離され
た二本鎖核酸分子。
【請求項２】
　ヌクレオチドの少なくとも６０％が修飾されている、請求項１に記載の単離された二本
鎖核酸分子。
【請求項３】
　修飾されている単離された二本鎖核酸分子のヌクレオチドの少なくとも１個が、２’Ｏ
－メチルまたは２’－フルオロ修飾を含む、請求項１または２に記載の単離された二本鎖
核酸分子。
【請求項４】
　単離された二本鎖核酸分子の少なくとも１本の鎖が、完全にホスホロチオアート化され
ているか、または１つの残基を除いて完全にホスホロチオアート化されている、請求項１
～３のいずれか一項に記載の単離された二本鎖核酸分子。
【請求項５】
　ヌクレオチド中の複数のウリジンおよび／またはシチジンが、メチル、イソブチル、オ
クチル、イミダゾールまたはチオフェンからなる群から選択される疎水性修飾を含み、こ
こで修飾が、ウリジンおよび／またはシチジンの４位または５位に位置している、請求項
１～４のいずれか一項に記載の単離された二本鎖核酸分子。
【請求項６】
　単離された二本鎖核酸分子に付着した疎水性抱合体をさらに含む、請求項１～５のいず
れか一項に記載の単離された二本鎖核酸分子。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の単離された二本鎖核酸分子を含む、組成物。
【請求項８】
　薬学的に許容し得るキャリアをさらに含む、請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
　第２の治療剤をさらに含む、請求項７または８に記載の組成物。
【請求項１０】
　ＡＬＳを処置するための請求項７～９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　単離された二本鎖核酸分子が、中枢神経系への送達のために処方される、請求項１０に
記載の組成物。
【請求項１２】
　単離された二本鎖核酸分子が、髄腔内注入および／または注射を介して投与される、請
求項１０または１１に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2015年7月6日に出願された米国仮出願シリアル番号US 62/189,050、表題「NUC
LEIC ACID MOLECULES TARGETING SUPEROXIDE DISMUTASE 1 (SOD1)」の35 U.S.C.§119(e)
下における利益を主張し、その全内容は、本明細書に参考として組み込まれる。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、少なくともその一部において、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）などの神経学
的障害の処置のためのＳＯＤ１を標的とするin vivoでの送達特性が改善された核酸分子
の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
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背景
　相補的なオリゴヌクレオチド配列は有望な治療剤であり、遺伝子の機能を解明する上で
の有用な研究用ツール（research tool）である。しかしながら、先行技術のオリゴヌク
レオチド分子は、それらの臨床的開発を妨げる可能性があるいくつかの問題に悩まされて
おり、これは、かかる組成物をin vivoで使用する遺伝子発現（タンパク質合成を含む）
の意図した効率的な阻害の達成をしばしば困難にする。
　主要な問題は、これらの化合物の、細胞および組織への送達であった。従来の二本鎖Ｒ
ＮＡｉ化合物は、１９～２９塩基長であって、およそ１．５×（１０～１５）ｎｍのサイ
ズの高度に負に荷電した強固ならせんを形成する。このロッド型の分子は細胞膜を透過す
ることができず、その結果として、in vitroおよびin vivoでの両方において極めて限定
的な効力しか有さない。その結果として、従来の全てのＲＮＡｉ化合物は、それらの組織
分配および細胞取り込みを促進するために、何らかの種類の送達ビヒクルを必要とする。
これは、ＲＮＡｉ技術の主要な限定要因であると考えられる。
【０００４】
　先には、それらの細胞取り込み特性を改善するために、オリゴヌクレオチドに化学修飾
を適用する試みが存在している。１つのかかる修飾は、オリゴヌクレオチドへのコレステ
ロール分子の付着であった。このアプローチについての最初の報告は、1989年のLetsinge
rらによるものであった。後に、ISIS Pharmaceuticals, Inc.（Carlsbad, CA）が、オリ
ゴヌクレオチドへ、コレステロール分子を付着させる上でのより高度な技術を報告した（
Manoharan, 1992）。
　90年代後期におけるｓｉＲＮＡの発見に関して、それらの送達プロフィールを増強する
ために、同様の型の修飾がこれらの分子へ試みられた。僅かに修飾された（Soutschek, 2
004）および重度に修飾された（Wolfrum, 2007）ｓｉＲＮＡへ抱合させたコレステロール
分子が、文献に登場した。Yamadaら（2008）はまた、コレステロールを媒介したｓｉＲＮ
Ａの取り込みをさらに改善する高度なリンカーの化学(linker chemistry)の使用について
報告した。この努力にも拘わらず、これらの型の化合物の取り込みは、生体液の存在下に
おいて損なわれて阻害され、これがin vivoでの遺伝子サイレンシングにおける効力を極
めて限定させることになり、臨床の場でこれらの化合物の適用性を限定していると考えら
れる。
【発明の概要】
【０００５】
要旨
　いくつかの側面において、本開示は、ガイド鎖およびパッセンジャー鎖を含む、スーパ
ーオキシドディスムターゼ１（ＳＯＤ１）に対して向けられた単離された二本鎖核酸分子
、ここで、単離された二本鎖核酸分子は、二本鎖領域および一本鎖領域を含み、ここで、
分子の二本鎖である領域は、８～１５ヌクレオチド長であり、ここでガイド鎖は、２～１
４ヌクレオチド長の一本鎖領域を含有し、ここでガイド鎖は、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１ま
たは２２個のホスホロチオアート修飾を含有し、ここでパッセンジャー鎖は、８～１５ヌ
クレオチド長であり、ここでパッセンジャー鎖は、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３または１４個のホスホロチオアート修飾を含有し、およびここで、単離
された二本鎖核酸分子のヌクレオチドの少なくとも４０％が修飾されている、に関する。
【０００６】
　いくつかの態様において、ヌクレオチドの少なくとも６０％が修飾されている。いくつ
かの態様において、単離された二本鎖核酸分子の少なくとも１本の鎖は、完全にホスホロ
チオアート化された骨格を含む。いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子の
少なくとも１本の鎖は、完全にホスホロチオアート化されているか、または１つの残基を
除いて完全にホスホロチオアート化されている。いくつかの態様において、修飾されてい
る単離された二本鎖核酸分子のヌクレオチドの少なくとも１個は、２’Ｏ－メチルまたは
２’－フルオロ修飾を含む。



(4) JP 6983752 B2 2021.12.17

10

20

30

40

50

【０００７】
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、スーパーオキシドディスムタ
ーゼ１（ＳＯＤ１）に対して向けられている。いくつかの態様において、単離された二本
鎖核酸分子は、PCT公開番号WO2010/033247において記載された配列番号４０で表される修
飾パターンを含まない。
　いくつかの態様において、複数のＵ’および／またはＣ’は、メチル、イソブチル、オ
クチル、イミダゾールまたはチオフェンからなる群から選択される疎水性修飾を含み、こ
こで、修飾は、Ｕ’および／またはＣ’の４位または５位に位置する。
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、表１～８中の配列（表１～８
に規定された修飾パターンを含む）から選択される配列の少なくとも１２個の連続したヌ
クレオチドを含む。
【０００８】
　いくつかの態様において、本開示は、表１～８中の配列から選択される配列の少なくと
も１２個の連続したヌクレオチドを含む単離された二本鎖核酸分子、ここで、単離された
二本鎖核酸分子が、表２における配列番号７０、７１、７２、７３、７９、８０、８１、
および８４からなる群から選択される配列の少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを
含むとき、ガイド鎖は６個より多いホスホロチオアート修飾を含有する、に関する。いく
つかの態様において、単離された二本鎖核酸分子はさらに、該単離された二本鎖核酸分子
に付着した疎水性抱合体を含む。
【０００９】
　いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号２、配列番号３
２または配列番号１２２の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は
、配列番号６１、配列番号９１または配列番号１２３の少なくとも１２個の連続的なヌク
レオチドを含む。いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号
２、配列番号３２または配列番号１２２を含み、ガイド鎖は、配列番号６１、配列番号９
１または配列番号１２３を含む。
【００１０】
　いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号４、配列番号３
４または配列番号１２６の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は
、配列番号６３または配列番号９３の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含む。
いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号４、配列番号３４
または配列番号１２６を含み、ガイド鎖は、配列番号６３または配列番号９３を含む。
【００１１】
　いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号９、配列番号３
８または配列番号１３５の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は
、配列番号６８、配列番号９７または配列番号１３６の少なくとも１２個の連続的なヌク
レオチドを含む。いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号
９、配列番号３８または配列番号１３５を含み、ガイド鎖は、配列番号６８、配列番号９
７または配列番号１３６を含む。
【００１２】
　いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号１０または配列
番号３９の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は、配列番号６９
または配列番号９８の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含む。いくつかの態様
において、単離された核酸分子のセンス鎖は、配列番号１０または配列番号３９を含み、
ガイド鎖は、配列番号６９または配列番号９８を含む。
【００１３】
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子のセンス鎖は、配列番号５、配列
番号１２７または配列番号１３７の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含み、ガ
イド鎖は、配列番号６４、配列番号１２８または配列番号１３８の少なくとも１２個の連
続的なヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、単離された核酸分子のセンス鎖は
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、配列番号５、配列番号１２７または配列番号１３７を含み、ガイド鎖は、配列番号６４
、配列番号１２８または配列番号１３８を含む。
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、ヘアピンを形成しない。
【００１４】
　いくつかの側面において、本開示は、本開示により記載される単離された二本鎖核酸分
子を含む組成物に関する。いくつかの態様において、組成物は、賦形剤（例えば、薬学的
に許容し得るキャリア）を含む。いくつかの態様において、組成物は、核酸（例えば、ｓ
ｄ－ｒｘＲＮＡなど）、小分子、ペプチドまたはポリペプチド（例えば、抗体）などの第
２の治療剤を含む。
　いくつかの側面において、本開示は、それを必要とする対象に、スーパーオキシドディ
スムターゼ１（ＳＯＤ１）をコードする遺伝子に対して向けられた核酸分子の治療有効量
を投与することを含む、ＡＬＳを処置するための方法に関する。
【００１５】
　いくつかの側面において、本開示は、それを必要とする対象に、ガイド鎖およびパッセ
ンジャー鎖を含む、スーパーオキシドディスムターゼ１（ＳＯＤ１）をコードする遺伝子
に対して向けられた単離された二本鎖核酸分子の治療有効量を投与することを含む、ＡＬ
Ｓを処置するための方法に関し、ここで、単離された二本鎖核酸分子は、二本鎖領域およ
び一本鎖領域を含み、ここで、分子の二本鎖である領域は、８～１５ヌクレオチド長であ
り、ここでガイド鎖は、２～１４ヌクレオチド長の一本鎖領域を含有し、ここでガイド鎖
は、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、２０、２１または２２個のホスホロチオアート修飾を含有し、ここでパ
ッセンジャー鎖は、８～１５ヌクレオチド長であり、ここでパッセンジャー鎖は、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３または１４個のホスホロチオアート修飾
を含有し、ここで、単離された二本鎖核酸分子のヌクレオチドの少なくとも４０％が修飾
されており、およびここで、単離された二本鎖核酸分子は、表１～８中の配列から選択さ
れる配列（表１～８に規定された修飾パターンを含む）の少なくとも１２個の連続したヌ
クレオチドを含む。
【００１６】
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、完全にホスホロチオアート化
されているか、または１つの残基を除いて完全にホスホロチオアート化されている。いく
つかの態様において、修飾されている単離された二本鎖核酸分子のヌクレオチドの少なく
とも１個は、２’Ｏ－メチルまたは２’－フルオロ修飾を含む。
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子はさらに、該単離された二本鎖核
酸分子に付着した疎水性抱合体を含む。
【００１７】
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、中枢神経系への送達のために
処方される。
　いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、髄腔内注入および／または注
射を介して投与される。
【００１８】
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号２、配列番号３２または配列番号１２２の少なくとも１２個の連続的
なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は、配列番号６１、配列番号９１または配列番号１２３
の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含む。
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号２、配列番号３２または配列番号１２２を含み、ガイド鎖は、配列番
号６１、配列番号９１または配列番号１２３を含む。
【００１９】
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号４、配列番号３４または配列番号１２６の少なくとも１２個の連続的
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なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は、配列番号６３または配列番号９３の少なくとも１２
個の連続的なヌクレオチドを含む。
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号４、配列番号３４または配列番号１２６を含み、ガイド鎖は、配列番
号６３または配列番号９３を含む。
【００２０】
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号９、配列番号３８または配列番号１３５の少なくとも１２個の連続的
なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は、配列番号６８、配列番号９７または配列番号１３６
の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含む。
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号９、配列番号３８または配列番号１３５を含み、ガイド鎖は、配列番
号６８、配列番号９７または配列番号１３６を含む。
【００２１】
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号１０または配列番号３９の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチド
を含み、ガイド鎖は、配列番号６９または配列番号９８の少なくとも１２個の連続的なヌ
クレオチドを含む。
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号１０または配列番号３９を含み、ガイド鎖は、配列番号６９または配
列番号９８を含む。
【００２２】
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分
子のセンス鎖は、配列番号５、配列番号１２７または配列番号１３７の少なくとも１２個
の連続的なヌクレオチドを含み、ガイド鎖は、配列番号６４、配列番号１２８または配列
番号１３８の少なくとも１２個の連続的なヌクレオチドを含む。
　本明細書において記載される方法のいくつかの態様において、単離された核酸分子のセ
ンス鎖は、配列番号５、配列番号１２７または配列番号１３７を含み、ガイド鎖は、配列
番号６４、配列番号１２８または配列番号１３８を含む。
【００２３】
　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、いずれか１の
要素または要素の組み合わせを伴う本発明の限定の各々は、本発明の各側面に含まれ得る
と考えられる。本発明はその適用において、以下の説明に記載されるまたは図面に例示さ
れる、解釈の詳細および構成要素の配置に限定されない。本発明は他の態様も可能であり
、多様なやり方において実践または実行されることが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】ホスホロチオアート含有量を減少させるとin vitroでの細胞毒性が減少した活性
ｐｓ－ｒｘＲＮＡバリアントをもたらす。上部のパネルは、ＳＯＤ１サイレンシングを示
し、下部のパネルは、細胞生存率を示す。これらのデータは、ｐｓ－ｒｘＲＮＡバリアン
ト25635および25637が強力であり、25600と比べてより好都合な細胞毒性プロフィール（i
n vitro）を有することを実証する。
【図２】ホスホロチオアート含有量を減少させるとin vitroでの細胞毒性が減少した活性
ｐｓ－ｒｘＲＮＡバリアントをもたらす。上部のパネルは、ＳＯＤ１サイレンシングを示
し、下部のパネルは、細胞生存率を示す。これらのデータは、ｐｓ－ｒｘＲＮＡバリアン
ト25645が強力であり、25600と比べてわずかにより好都合な細胞毒性プロフィール（in v
itro）を有することを示す。
【００２５】
【図３】脳－小脳（ラットにおける皮内注射）。透過は化学含量（chemistry content）
の変化とともに増加する；取り込みは25635＜25637＜25645＜25652。*は小脳ではなく前
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頭皮質。
【図４】頸髄－横切断。25637および変種25645は類似するが両方とも25652よりも分布が
少ない。
【図５】頸髄－縦切断。25637は25652よりも組織中への分布が少ない。原型のｆｌ－ｐｓ
－ｒｘＲＮＡ化合物の投与は、完全な脳および脊髄への浸透をもたらす。この特定のアッ
セイにおけるｐｓ－ｒｘＲＮＡバリアント１（25635）は脳または脊髄への浸透を達成す
るには不十分であった。ｐｓ－ｒｘＲＮＡバリアント２および３（それぞれ25637および2
5645）は、両方とも脳および脊髄の細胞による取り込みをもたらすが、原型のｆｌ－ｐｓ
－ｒｘＲＮＡ（25652）よりも少ない。
【００２６】
【図６】C57BL/6正常（非トランスジェニック）マウスにおける、インプラントされた浸
透圧ポンプを使用してのＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの１４日間の髄腔内注入
に続くＳＯＤ１　ｍＲＮＡの減少。正常マウスにおけるオリゴ番号25652での１４日間の
サイレンシング。１４日間、浸透圧ポンプを１００μｌの１０ｍｇ／ｍｌの各化合物で満
たした。ｑＰＣＲによる遺伝子発現解析を、ＰＰＩＢハウスキーピング遺伝子に対し正規
化し、ＰＢＳ群におけるＳＯＤ１発現に対して相対的にプロットした。サイレンシングは
、脊髄の腰部のみ（カテーテル留置の領域）において観察された。ポンプの流速は０．２
５μｌ／時間であった；したがって、１４日間、各日に６０μｇのＳＯＤ１を標的とする
ｐｓ－ｒｘＲＮＡまたは非ターゲティング対照（ＮＴＣ）ｐｓ－ｒｘＲＮＡが送達された
（合計８４０μｇ）。オリゴ番号25652のための８匹、ＮＴＣ　ｐｓ－ｒｘＲＮＡのため
の８匹およびＰＢＳのための８匹を含む２４匹のC57BL/6Jマウスを、この研究のために使
用した。
【００２７】
【図７】正常マウスにおける、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント３（オ
リゴ番号25645）の１４日間の髄腔内注入に続くＳＯＤ１　ｍＲＮＡの減少。C57BL/6正常
（非トランスジェニック）マウスにおいて、インプラントされた浸透圧ポンプを使用して
１４日間の髄腔内注入を行った。１４日間、浸透圧ポンプを１００μｌの１０ｍｇ／ｍｌ
の各化合物で満たした。各日あたり６０μｇのＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバ
リアントまたは非ターゲティング対照（ＮＴＣ）ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントが投与され
た。遺伝子発現をＰＰＩＢハウスキーピング遺伝子に対し正規化するためにｑＰＣＲによ
る遺伝子発現解析を行い、ＰＢＳ群におけるＳＯＤ１発現に対して相対的にプロットした
。サイレンシングは、脊髄の腰部のみ（カテーテル留置の領域）において観察された。ポ
ンプの流速は０．２５μｌ／時間であった；したがって、１４日間、各日に６０μｇが送
達された（合計８４０μｇ）。オリゴ番号25645のための１０匹、ＮＴＣ　ｐｓ－ｒｘＲ
ＮＡのための１０匹およびＰＢＳのための１０匹を含む３０匹のC57BL/6Jマウスを、この
研究のために使用した。
【００２８】
【図８】図８は、ＳＯＤ１　ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントのオクチル修飾を使用して生成
したデータを描写する。
【図９】図９は、ＳＯＤ１　ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントのオクチル修飾を使用して生成
したデータを描写する。
【図１０】図１０は、ＳＯＤ１　ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントのチオフェン修飾を使用し
て生成したデータを描写する。
【図１１】図１１は、ＳＯＤ１　ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントのイソブチル修飾を使用し
て生成したデータを描写する。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
詳細な説明
ＳＯＤ１（銅・亜鉛スーパーオキシドディスムターゼ）
　本明細書に使用される「ＳＯＤ１」は、有害なスーパーオキシドラジカルを水へと変換
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することに関与する３つのスーパーオキシドディスムターゼの１つであるスーパーオキシ
ドディスムターゼ１酵素を指す。全てのＡＬＳの症例のおよそ１０％は、顕性遺伝性であ
り、これらのうちの約２０％が、サイトゾルスーパーオキシドディスムターゼ１（ＳＯＤ
１）における欠損に起因している。加えて、ＳＯＤ１は、ＡＬＳの非家族性の（例えば、
散発性の）型に関係があるとされている（Jones, C. T., Brock, D. J. H., Chancellor,
 A. M., Warlow, C. P., Swingler, R. J. Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) mutatio
ns and sporadic amyotrophic lateral sclerosis. Lancet 342: 1050-1051, 1993）。い
かなる理論によっても拘束されることを望まないが、複数の調査の系統は、ＳＯＤ１にお
ける突然変異がこの酵素のディスムターゼ活性の喪失を通じてＡＬＳを引き起こすのでは
ないことを示唆している。むしろ、突然変異ＳＯＤ１は、多重の代替機構、そのうちの多
くが、突然変異タンパク質の構造的不安定性および異常な結合および凝集を伴う、を通じ
て神経毒性を持つ。
【００３０】
　突然変異ＳＯＤ１の毒性についての正確な詳細は、完全には定義されていないものの、
突然変異ＳＯＤ１タンパク質の負担の減少が動物モデルにおいて有意に死亡を遅らせるこ
とが、十分に明らかである。これは、アンチセンスオリゴヌクレオチド（ＡＳＯ）（Smit
h et al）およびｓｉＲＮＡ（Maxwell, Pasinelli et al. 2004）（Xia, Zhou et al. 20
06）（Wang, Ghosh et al. 2008）の両方を使用して達成されている。これらの研究は、
ｓｉＲＮＡベースの薬物が、潜在的に有意な、ＡＬＳおよびその他多くのＣＮＳ障害の処
置のための治療の進歩を示す、という原理を例示する。両方の場合において、効力は、多
量の材料の長期間にわたる送達によって達成された；これらの研究は、現在の形態のＡＳ
ＯおよびｓｉＲＮＡによる治療法の主な限界は、最適効率かつ非毒性のin vivo送達シス
テムの欠如であるという点を例示する（Smith, Miller et al. 2006；Wang, Ghosh et al
. 2008）。
【００３１】
筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
　ＡＬＳは、中枢神経系における運動ニューロンに影響を及ぼす進行性の神経変性疾患で
ある。運動ニューロンの変性は、麻痺および最終的に、通常は呼吸不全に起因する、死亡
をもたらす。症例の一部において、ＡＬＳは、サイトゾルスーパーオキシドディスムター
ゼ（ＳＯＤ１）をコードする遺伝子における顕性で伝播する突然変異によって引き起こさ
れる。突然変異ＳＯＤ１のトランスジェニック発現は、マウスにおいてＡＬＳを引き起こ
す。
【００３２】
核酸分子
　本明細書に使用される「核酸分子」は、これらに限定されないが：ｓｄ－ｒｘＲＮＡ、
ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント、ｒｘＲＮＡｏｒｉ、オリゴヌクレオチド、ＡＳＯ、ｓｉＲ
ＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｎｃＲＮＡ、ｃｐ－ｌａｓｉＲＮＡ、ａｉＲＮＡ、一本
鎖核酸分子、二本鎖核酸分子、ＲＮＡおよびＤＮＡを含む。いくつかの態様において、核
酸分子は、化学修飾されたオリゴヌクレオチドなどの、化学修飾されたオリゴヌクレオチ
ドである。
【００３３】
ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子
　本発明の側面は、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子に関する。本明細書において用いられる場合、
「ｓｄ－ｒｘＲＮＡ」または「ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子」とは、2014年8月5日に付与された
、米国特許第8,796,443号、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERING RNAI COMPOUNDS」、20
15年11月3日に付与された、米国特許第9,175,289号、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERI
NG RNAI COMPOUNDS」、および2009年9月22日に出願されたPCT公開番号WO2010/033247（出
願番号PCT/US2009/005247）、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERING RNAI COMPOUNDS」に
おいて記載され、これらから本明細書に参考として組み込まれるもののような、自己送達
型ＲＮＡ分子を指す。
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【００３４】
　簡単に述べると、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ（ｓｄ－ｒｘＲＮＡナノとも呼ばれる）は、最小長
が１６ヌクレオチドのガイド鎖および８～１８ヌクレオチド長のパッセンジャー鎖を含む
、単離された非対称二本鎖核酸分子であって、ここで二本鎖核酸分子は二本鎖領域および
一本鎖領域を有し、一本鎖領域は４～１２ヌクレオチド長を有し、かつ、少なくとも３つ
のヌクレオチド骨格修飾を有する。好ましい態様において、二本鎖核酸分子は、平滑であ
る１末端を有するか、または、１つもしくは２つのヌクレオチド突出を含む。ｓｄ－ｒｘ
ＲＮＡ分子は、化学修飾を通じて、いくつかの例において疎水性抱合体の付着を通じて、
最適化され得る。いくつかの態様において、単離された二本鎖核酸分子は、PCT公開番号W
O2010/033247において記載された配列番号４０で表される修飾パターンを含まない。
【００３５】
　いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、ガイド鎖およびパッセンジャー鎖を含
む単離された二本鎖核酸分子を含み、ここで二本鎖である分子の領域は８～１５ヌクレオ
チド長であり、ここでガイド鎖は４～１２ヌクレオチド長の一本鎖領域を含有し、ここで
ガイド鎖の一本鎖領域は３、４、５、６、７、８、９、１０、１１または１２個のホスホ
ロチオアート修飾を含有し、およびここで、二本鎖核酸のヌクレオチドの少なくとも４０
％は修飾されている。
【００３６】
　いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントは、１８～２３ヌクレオチド長
のガイド鎖（アンチセンス鎖）および１０～１５ヌクレオチド長のパッセンジャー鎖（セ
ンス鎖）を含有するｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む。ガイド鎖およびパッセンジャー鎖は、非対
称のデュプレックス（duplex）を形成することができる。いくつかの態様において、ガイ
ド鎖は、ホスホロチオアート修飾を含む６～２２の骨格修飾を含有する。いくつかの態様
において、パッセンジャー鎖は、ホスホロチオアート修飾を含む２～１４の骨格修飾を含
有する。いくつかの態様において、パッセンジャー鎖は、疎水性抱合体に付着している。
用語「ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント」は、本明細書において、「ｐｓ－ｒｘＲＮＡ」と交
換可能に使用される。
【００３７】
　いくつかの態様において、ガイド鎖は、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１
、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１または２２のホスホロ
チオアート修飾を含有する。いくつかの態様において、ガイド鎖は、完全にホスホロチオ
アート化されている。いくつかの態様において、パッセンジャー鎖は、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３または１４のホスホロチオアート修飾を含有する。
いくつかの態様において、パッセンジャー鎖は、完全にホスホロチオアート化されている
。本明細書において、驚くべきことに、高レベルのホスホロチオアート修飾が、単離され
た二本鎖核酸分子の送達の増加をもたらし得ることが見出された。
【００３８】
　本発明に関連する核酸分子は、本明細書において、本発明のポリヌクレオチド、単離さ
れた二本鎖またはデュプレックス核酸、オリゴヌクレオチド、ナノ分子、ナノＲＮＡ、ｓ
ｄ－ｒｘＲＮＡナノ、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはＲＮＡ分子とも呼ばれる。
　ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、従来のｓｉＲＮＡと比較して、はるかに効果的に細胞によって取
り込まれる。これらの分子は、標的遺伝子のサイレンシングにおいて高度に効率的であっ
て、血清の存在下における高活性、効率的な自己送達、多様なリンカーとの適合性、およ
び、毒性に関連する化学修飾の存在の減少または完全な欠如を含む、先に記載されたＲＮ
Ａｉ分子を凌駕する大きな利点を与える。
【００３９】
　一本鎖ポリヌクレオチドとは対照的に、デュプレックスポリヌクレオチドは伝統的に細
胞への送達が困難であったが、それは、これらが強固な構造および多数の負の電荷を有す
るために、その膜輸送が困難になっているからである。しかしながら、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ
は、部分的に二本鎖であるにも拘わらず、in vivoで一本鎖として認識され、したがって
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、細胞膜を超えて効率的に送達されることが可能である。その結果、本発明のポリヌクレ
オチドは、多くの例において自己送達が可能である。よって、本発明のポリヌクレオチド
は、従来のＲＮＡｉ剤と同様の様式において製剤化されても、あるいは、細胞または対象
へ単独で（または非送達型キャリアとともに）送達されてもよく、自己送達を可能にする
。本発明の一態様において、分子の一部分が従来のＲＮＡデュプレックスに類似し、分子
の第２の部分が一本鎖である、自己送達型非対称二本鎖ＲＮＡ分子が提供される。
【００４０】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、いくつかの側面において、二本鎖領域と５ヌクレオチ
ドまたはそれより長い一本鎖領域とを含む非対称構造と、具体的な化学修飾パターンとの
組み合わせを有し、親油性または疎水性の分子に抱合される。このクラスのＲＮＡｉ様化
合物は、in vitroおよびin vivoで優れた効力を有する。強固なデュプレックス領域のサ
イズの低減が、一本鎖領域へ適用されるホスホロチオアート修飾と組み合わせられると、
観察される優れた効力に寄与すると考えられる。
【００４１】
　いくつかの態様において、本発明に関連するＲＮＡｉ化合物は、デュプレックス領域（
８～１５塩基長が効率的なＲＩＳＣ侵入に必要とされる）および４～１２ヌクレオチド長
の一本鎖領域を含む非対称化合物を含み；１３または１４ヌクレオチドのデュプレックス
を持つ。いくつかの態様において、デュプレックス領域は１３または１４ヌクレオチド長
である。６または７ヌクレオチドの一本鎖領域が、いくつかの態様において好ましい。い
くつかの態様において、ＲＮＡｉ化合物は、２～１２のホスホロチオアートのヌクレオチ
ド間連結部（ホスホロチオアート修飾と呼ばれる）を含む。６～８のホスホロチオアート
ヌクレオチド間連結部が、いくつかの態様において好ましい。いくつかの態様において、
ＲＮＡｉ化合物は、ユニークな化学修飾パターンをも含み、これは安定性を提供し、ＲＩ
ＳＣ侵入に適合する。これらの要因の組み合わせが、in vitroおよびin vivoでのＲＮＡ
ｉ試薬の送達に高度に有用である、予想外の特性をもたらした。
【００４２】
　安定性を提供し、かつ、ＲＩＳＣ侵入に適合する、化学修飾されたパターンは、センス
鎖またはパッセンジャー鎖ならびにアンチセンス鎖またはガイド鎖への修飾を含む。例と
して、パッセンジャー鎖は、安定性を確実にし、かつ、活性に干渉しない、いずれの化学
的実体によっても、修飾され得る。かかる修飾は、２’リボ修飾（Ｏ－メチル、２’Ｆ、
２デオキシ等）およびホスホロチオアート修飾のような骨格修飾を含む。パッセンジャー
鎖における好ましい化学修飾パターンは、パッセンジャー鎖内のＣおよびＵヌクレオチド
のＯメチル修飾を含む。代わりに、パッセンジャー鎖は完全にＯメチル修飾されてもよい
。
【００４３】
　ガイド鎖はまた、例えば、ＲＩＳＣ侵入に干渉せずに、安定性を確実にするいずれの化
学修飾によっても修飾されてもよい。ガイド鎖における好ましい化学修飾パターンは、Ｃ
およびＵヌクレオチドの大多数が２’Ｆ修飾され、かつ、５’末端がリン酸化されている
ものを含む。ガイド鎖における別の好ましい化学修飾パターンは、１位と１１～１８位の
Ｃ／Ｕとの２’Ｏメチル修飾および５’末端の化学的リン酸化を含む。ガイド鎖における
さらに別の好ましい化学修飾パターンは、１位と１１～１８位のＣ／Ｕとの２’Ｏメチル
修飾および５’末端の化学的リン酸化ならびに２～１０位におけるＣ／Ｕの２’Ｆ修飾を
含む。いくつかの態様において、パッセンジャー鎖および／またはガイド鎖は、少なくと
も１つの５－メチルＣまたはＵ修飾を含有する。
【００４４】
　いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ中のヌクレオチドのうち少なくとも３０％
が修飾されている。例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ中のヌクレオチドのうち少なくとも３０％
、３１％、３２％、３３％、３４％、３５％、３６％、３７％、３８％、３９％、４０％
、４１％、４２％、４３％、４４％、４５％、４６％、４７％、４８％、４９％、５０％
、５１％、５２％、５３％、５４％、５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％
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、６１％、６２％、６３％、６４％、６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％
、７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％
、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％
、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％が修
飾されている。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ中のヌクレオチドの１００％
が修飾されている。
【００４５】
　本発明のオリゴヌクレオチドの上記の化学修飾パターンは、良好な耐性を示し、非対称
ＲＮＡｉ化合物の効力を実際に改善した。いくつかの態様において、記載された構成要素
（ガイド鎖の安定化、ホスホロチオアートの伸長、センス鎖の安定化および疎水性抱合体
）のいずれかの排除、またはいくつかの例において、サイズの増加は、最適以下の効力を
もたらし、いくつかの例において、効力の完全な喪失をもたらす。要素の組み合わせは、
ＨｅＬａ細胞などの細胞への受動的送達の後であっても十分に活性がある化合物の開発を
もたらす。
【００４６】
　ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、いくつかの例において、新規の型の化学的性質（chemistries）
を使用して化合物の疎水性を改善することにより、さらに改善され得る。例えば、１つの
化学的性質は、疎水性塩基修飾の使用に関する。あらゆる位置におけるあらゆる塩基が、
修飾が塩基の分配係数の増大をもたらす限りにおいて、修飾されてもよい。修飾の化学的
性質のための好ましい位置は、ピリミジンの４位および５位である。これらの位置の主要
な利点は、（ａ）合成の容易性、および、（ｂ）ＲＩＳＣ複合体のローディングおよび標
的認識のために必須である、塩基対形成およびＡ型らせん（A form helix）形成への干渉
がないこと、である。
【００４７】
　複数のデオキシウリジンが全体的な化合物の効力に干渉せずに存在するｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ化合物のバージョンが使用された。加えて、組織分布および細胞取り込みにおける主要
な改善は、疎水性抱合体の構造を最適化することにより得られ得る。好ましい態様のいく
つかにおいて、ステロールの構造は、Ｃ１７に付着された鎖（C17 attached chain）を変
える（増大する／減少する）ように修飾される。この型の修飾は、in vivoでの細胞取り
込みの大きな増大を、および、組織取り込み成功率（prosperities）の改善をもたらす。
【００４８】
　本発明により処方されるｄｓＲＮＡはまた、ｒｘＲＮＡｏｒｉを含む。ｒｘＲＮＡｏｒ
ｉとは、2009年2月11日に出願されたPCT公開番号WO2009/102427（出願番号PCT/US2009/00
0852）、表題「MODIFIED RNAI POLYNUCLEOTIDES AND USES THEREOF」、および米国特許公
開番号2011-0039914、表題「MODIFIED RNAI POLYNUCLEOTIDES AND USES THEREOF」におい
て記載され、これらから参考として組み込まれる、ＲＮＡ分子のクラスを指す。
【００４９】
　いくつかの態様において、ｒｘＲＮＡｏｒｉ分子は、標的遺伝子の発現を阻害するため
の長さ１２～３５ヌクレオチドの二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）コンストラクトを含み、こ
れは、５’末端および３’末端を有するセンス鎖、ここで、センス鎖は、２’修飾リボー
ス糖で高度に修飾され、およびここで、センス鎖の中央部における３～６ヌクレオチドは
、２’修飾リボース糖で修飾されない、ならびに、５’末端および３’末端を有するアン
チセンス鎖、これはセンス鎖および標的遺伝子のｍＲＮＡとハイブリダイズする、を含み
、ここで、ｄｓＲＮＡは、配列依存的な様式において、標的遺伝子の発現を阻害する。
【００５０】
　ｒｘＲＮＡｏｒｉは、本明細書において記載される修飾のいずれのものを含んでもよい
。いくつかの態様において、ｒｘＲＮＡｏｒｉ中のヌクレオチドの少なくとも３０％が修
飾される。例えば、ｒｘＲＮＡｏｒｉ中のヌクレオチドのうちの少なくとも３０％、３１
％、３２％、３３％、３４％、３５％、３６％、３７％、３８％、３９％、４０％、４１
％、４２％、４３％、４４％、４５％、４６％、４７％、４８％、４９％、５０％、５１
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％、５２％、５３％、５４％、５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１
％、６２％、６３％、６４％、６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１
％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１
％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％が修飾され
る。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ中のヌクレオチドの１００％が修飾され
る。いくつかの態様において、ｒｘＲＮＡｏｒｉのパッセンジャー鎖のみが修飾を含む。
【００５１】
　本発明は、その適用に関して、以下の説明において記載されるかまたは図面において例
示される構成および構成要素の配置の詳細に限定されない。本発明は、他の態様および多
様な方法において実施されるかまたは行われることが可能である。また、本明細書に使用
される用語および専門用語は、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「有する（having）」、「含有する（containing）」、「伴う（involving）」お
よびそれらの変化形の使用は、その後に列挙される項目およびその均等物ならびに追加の
項目を包含することを意味する。
【００５２】
　本発明の側面は、ガイド（アンチセンス）鎖およびパッセンジャー（センス）鎖を含む
、単離された二本鎖核酸分子に関する。本明細書に使用される用語「二本鎖」は、ヌクレ
オモノマーの少なくとも一部が相補的であり、二本鎖領域を形成するように水素結合され
ている、１または２以上の核酸分子を指す。いくつかの態様において、ガイド鎖の長さは
、１６～２９ヌクレオチド長の範囲である。ある態様において、ガイド鎖は、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８または２９ヌク
レオチド長である。ガイド鎖は標的遺伝子に対して相補性を有する。ガイド鎖と標的遺伝
子との間の相補性は、ガイド鎖のいずれの部分にわたっても存在することができる。本明
細書に使用される相補性は、ガイド鎖が標的に対してＲＮＡｉを媒介できるように十分に
相補的である限りにおいて、完全な相補性であっても、より不完全な相補性であってもよ
い。いくつかの態様において、相補性とは、ガイド鎖と標的との間の、２５％、２０％、
１５％、１０％、５％、４％、３％、２％または１％未満のミスマッチを指す。完全な相
補性とは、１００％の相補性を指す。
【００５３】
　いくつかの態様において、標的配列と比較して挿入、欠失および単一の点変異を有する
ｓｉＲＮＡもまた、阻害について有効であることが見出されている。さらに、ｓｉＲＮＡ
の全ての部位が標的の認識について同等に寄与するわけではない。ｓｉＲＮＡの中心にお
けるミスマッチは最も重要であり、本質的に（essentially）標的ＲＮＡの切断を無効化
する。アンチセンス鎖に関して、中心の上流または切断部位の上流におけるミスマッチは
、耐性を示すが、標的ＲＮＡの切断を著しく低減する。アンチセンス鎖に関して、中心ま
たは切断部位の下流におけるミスマッチ、好ましくは３’末端の付近、例えばアンチセン
ス鎖の３’末端から１、２、３、４、５または６ヌクレオチドに位置するものは、耐性を
示し、標的ＲＮＡの切断をごく僅かしか低減しない。
【００５４】
　いかなる特定の理論によっても拘束されることを望まないが、いくつかの態様において
、ガイド鎖は、少なくとも１６ヌクレオチドの長さであり、ＲＩＳＣ中でアルゴノートタ
ンパク質をアンカーする。いくつかの態様において、ガイド鎖がＲＩＳＣ中へロードする
とき、これは明確なシード領域を有し、標的ｍＲＮＡの切断は、ガイド鎖の１０～１１位
にわたって行われる。いくつかの態様において、ガイド鎖の５’末端は、リン酸化されて
いるかまたはリン酸化されることができる。本明細書に記載される核酸分子は、最短トリ
ガーＲＮＡ（minimum trigger RNA）として言及される場合もある。
【００５５】
　いくつかの態様において、パッセンジャー鎖の長さは、８～１５ヌクレオチド長の範囲
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である。ある態様において、パッセンジャー鎖は、８、９、１０、１１、１２、１３、１
４または１５ヌクレオチド長である。パッセンジャー鎖は、ガイド鎖に対して相補性を有
する。パッセンジャー鎖とガイド鎖との間の相補性は、パッセンジャーまたはガイド鎖の
いずれの部位にわたっても存在してもよい。いくつかの態様において、ガイド鎖とパッセ
ンジャー鎖との間には、分子の二本鎖領域内に１００％の相補性が存在する。
【００５６】
　本発明の側面は、最小二本鎖領域を有する二本鎖核酸分子に関する。いくつかの態様に
おいて、分子の二本鎖である領域は、８～１５ヌクレオチド長の範囲である。ある態様に
おいて、分子の二本鎖である領域は、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または１５
ヌクレオチド長である。ある態様において、二本鎖領域は、１３または１４ヌクレオチド
長である。ガイド鎖とパッセンジャー鎖との間に１００％の相補性が存在してもよく、ま
たは、ガイド鎖とパッセンジャー鎖との間に１または２以上のミスマッチが存在してもよ
い。いくつかの態様において、二本鎖分子の一方の末端において、分子は、平滑末端であ
るかまたは１ヌクレオチドの突出を有する。分子の一本鎖領域は、いくつかの態様におい
て、４～１２ヌクレオチド長である。例えば、一本鎖領域は、４、５、６、７、８、９、
１０、１１または１２ヌクレオチド長であってよい。しかしながら、ある態様において、
一本鎖領域はまた、４ヌクレオチド長未満であっても、または、１２ヌクレオチド長より
長くてもよい。ある態様において、一本鎖領域は少なくとも６または少なくとも７ヌクレ
オチド長である。
【００５７】
　本発明に関連するＲＮＡｉコンストラクトは、－１３ｋｋａｌ／ｍｏｌ未満の熱力学的
安定性（ΔＧ）を有することができる。いくつかの態様において、熱力学的安定性（ΔＧ
）は、－２０ｋｋａｌ／ｍｏｌ未満である。いくつかの態様において、（ΔＧ）が－２１
ｋｋａｌ／ｍｏｌ未満となったとき、効力の喪失が存在する。いくつかの態様において、
－１３ｋｋａｌ／ｍｏｌより高い（ΔＧ）値は、本発明の側面に適合性である。いかなる
理論によっても拘束されることを望まないが、いくつかの態様において、相対的に高い（
ΔＧ）値を有する分子は、相対的に高い濃度において活性になる場合があり、一方、相対
的に低い（ΔＧ）値を有する分子は、相対的に低い濃度において活性になる場合がある。
いくつかの態様において、（ΔＧ）値は、－９ｋｋｃａｌ／ｍｏｌよりも高くてもよい。
最小二本鎖領域を有する本発明に関連するＲＮＡｉコンストラクトにより媒介される遺伝
子サイレンシング効果は予測できないが、それは、ほぼ同一の設計であるが熱力学的安定
性がより低い分子は、不活性であることが示されているからである（Rana et al. 2004）
。
【００５８】
　いかなる理論によっても拘束されることを望まないが、ｄｓＲＮＡまたはｄｓＤＮＡの
８～１０ｂｐの伸長が、ＲＩＳＣのタンパク質構成要素またはＲＩＳＣのコファクターに
より構造的に認識され得る。さらに、タンパク質構成要素により感受され得るか、および
／または、かかる構成要素と相互作用するために十分に安定であり得、その結果アルゴノ
ートタンパク質中へロードされ得る、トリガー化合物（triggering compound）のための
フリーエネルギー要求が存在する。最適な熱力学が存在して、好ましくは少なくとも８ヌ
クレオチドである二本鎖部分が存在する場合、デュプレックスは認識され、ＲＮＡｉ機構
中にロードされるであろう。
【００５９】
　いくつかの態様において、熱力学的安定性は、ＬＮＡ塩基の使用を通して増大する。い
くつかの態様において、追加の化学修飾が導入される。化学修飾の数個の非限定例は、５
’ホスファート、２’－Ｏ－メチル、２’－Ｏ－エチル、２’－フルオロ、リボチミジン
、Ｃ－５プロピニル－ｄＣ（ｐｄＣ）およびＣ－５プロピニル－ｄＵ（ｐｄＵ）；Ｃ－５
プロピニル－Ｃ（ｐＣ）およびＣ－５プロピニル－Ｕ（ｐＵ）；５－メチルＣ、５－メチ
ルＵ、５－メチルｄＣ、５－メチルｄＵメトキシ、（２，６－ジアミノプリン）、５’－
ジメトキシトリチル－Ｎ４－エチル－２’－デオキシシチジンおよびＭＧＢ（副溝結合剤
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）を含む。同一分子内で１つより多くの化学修飾が組み合わせられ得ることが、理解され
るべきである。
【００６０】
　本発明に関連する分子は、効力の増大および／または毒性の低減のために、最適化され
る。例えば、ガイドおよび／またはパッセンジャー鎖のヌクレオチドの長さ、および／ま
たは、ガイドおよび／またはパッセンジャー鎖におけるホスホロチオアート修飾の数は、
いくつかの側面においてＲＮＡ分子の効力に影響を及ぼし、一方、２’－フルオロ（２’
Ｆ）修飾を２’－Ｏ－メチル（２’ＯＭｅ）修飾により置き換えることは、いくつかの側
面において分子の毒性に影響を及ぼす。具体的には、分子の２’Ｆ含有物の低減は、分子
の毒性を低下させると予測される。さらに、ＲＮＡ分子中のホスホロチオアート修飾の数
は、細胞内への分子の取り込み、例えば細胞内への分子の受動的取り込みの効率に影響を
及ぼし得る。本明細書に記載される分子の好ましい態様は、２’Ｆ修飾を有さず、なお細
胞取り込みおよび組織への浸透における同等の効力により特徴づけられる。かかる分子は
、２’Ｆの大量使用により重度に修飾されたAccellおよびWolfrumにより記載される分子
などの先行技術に対して、顕著な改善を表す。
【００６１】
　いくつかの態様において、ガイド鎖は、およそ１８～１９ヌクレオチドの長さであり、
およそ２～１４のホスファート修飾を有する。例えば、ガイド鎖は、ホスファート修飾さ
れた２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または１４より多
くのヌクレオチドを含有し得る。ガイド鎖は、ＲＩＳＣ侵入に干渉せずに安定性を増大さ
せる１以上の修飾を含有してもよい。ホスホロチオアート修飾ヌクレオチドなどのホスフ
ァート修飾ヌクレオチドは、３’末端にあっても、５’末端にあっても、または、ガイド
鎖全体に広がっていてもよい。いくつかの態様において、ガイド鎖の３’末端の１０ヌク
レオチドは、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０のホスホロチオアート修飾
ヌクレオチドを含有する。
【００６２】
　ガイド鎖はまた、２’Ｆおよび／または２’ＯＭｅ修飾も含有することができ、これは
、分子全体に位置することができる。いくつかの態様において、ガイド鎖の１位のヌクレ
オチド（ガイド鎖の最も５’の位置におけるヌクレオチド）は、２’ＯＭｅ修飾されてい
るか、および／または、リン酸化されている。ガイド鎖中のＣおよびＵヌクレオチドは、
２’Ｆ修飾され得る。例えば、１９ｎｔのガイド鎖の２～１０位（または異なる長さの鎖
における対応する位置）におけるＣおよびＵヌクレオチドは、２’Ｆ修飾され得る。ガイ
ド鎖中のＣおよびＵヌクレオチドもまた、２’ＯＭｅ修飾され得る。例えば、１９ｎｔの
ガイド鎖の１１～１８位（または異なる長さの鎖における対応する位置）におけるＣおよ
びＵヌクレオチドは、２’ＯＭｅ修飾され得る。
【００６３】
　いくつかの態様において、ガイド鎖の最も３’末端におけるヌクレオチドは、未修飾で
ある。ある態様において、ガイド鎖中のＣおよびＵの大部分は、２’Ｆ修飾されており、
ガイド鎖の５’末端はリン酸化されている。他の態様において、１位、および、１１～１
８位におけるＣまたはＵは、２’ＯＭｅ修飾されており、ガイド鎖の５’末端はリン酸化
されている。他の態様において、１位、および、１１～１８位におけるＣまたはＵは、２
’ＯＭｅ修飾されており、ガイド鎖の５’末端はリン酸化されており、２～１０位におけ
るＣまたはＵは２’Ｆ修飾されている。
【００６４】
　いくつかの側面において、最適なパッセンジャー鎖は、およそ１１～１４ヌクレオチド
の長さである。パッセンジャー鎖は、安定性を増大させる修飾を含有してもよい。パッセ
ンジャー鎖における１以上のヌクレオチドは、２’ＯＭｅ修飾され得る。いくつかの態様
において、パッセンジャー鎖における１以上のＣおよび／またはＵヌクレオチドが２’Ｏ
Ｍｅ修飾されているか、または、パッセンジャー鎖におけるＣおよびＵヌクレオチドの全
てが２’ＯＭｅ修飾されている。ある態様において、パッセンジャー鎖における全てのヌ
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クレオチドが２’ＯＭｅ修飾されている。パッセンジャー鎖上の１以上のヌクレオチドは
また、ホスホロチオアート修飾などのホスファート修飾もなされ得る。パッセンジャー鎖
はまた、２’リボ、２’Ｆおよび２デオキシ修飾、または、上のいずれの組み合わせをも
含有し得る。ガイド鎖とパッセンジャー鎖との両方における化学修飾パターンは、良好に
耐容され得、化学修飾の組み合わせは、ＲＮＡ分子の効力および自己送達の増大をもたら
し得る。
【００６５】
　本発明の側面は、ＲＮＡｉについて先に使用されてきた分子と比較した場合、二本鎖領
域に対して相対的に長い一本鎖領域を有するＲＮＡｉコンストラクトに関する。分子の一
本鎖領域は、細胞取り込みまたは遺伝子サイレンシングを促進するために修飾されていて
もよい。いくつかの態様において、一本鎖領域のホスホロチオアート修飾は、細胞取り込
みおよび／または遺伝子サイレンシングに影響を及ぼす。ガイド鎖のホスホロチオアート
修飾されている領域は、分子の一本鎖および二本鎖の両領域内にヌクレオチドを含み得る
。いくつかの態様において、一本鎖領域は、２～１２のホスホロチオアート修飾を含む。
例えば、一本鎖領域は、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１または１２のホス
ホロチオアート修飾を含み得る。いくつかの例において、一本鎖領域は、６～８のホスホ
ロチオアート修飾を含む。
【００６６】
　本発明に関連する分子はまた、細胞取り込みのためにも最適化される。本明細書に記載
されるＲＮＡ分子において、ガイド鎖および／またはパッセンジャー鎖は、抱合体に付着
され得る。ある態様において、抱合体は疎水性である。疎水性の抱合体は、１０より高い
分配係数を有する低分子であり得る。抱合体は、コレステロールなどのステロール型分子
であっても、または、Ｃ１７に付着した長さが増大したポリ炭素鎖を有する分子であって
もよく、抱合体の存在は、脂質トランスフェクション試薬の有無に関らずＲＮＡ分子が細
胞に取り込まれる能力に影響を及ぼし得る。抱合体は、疎水性リンカーを通して、パッセ
ンジャー鎖またはガイド鎖に付着され得る。
【００６７】
　いくつかの態様において、疎水性リンカーは５～１２Ｃの長さであり、および／または
、ヒドロキシピロリジンをベースとする。いくつかの態様において、疎水性抱合体はパッ
センジャー鎖に付着し、パッセンジャー鎖および／またはガイド鎖のいずれかのＣＵ残基
は、修飾されている。いくつかの態様において、パッセンジャー鎖および／またはガイド
鎖のＣＵ残基の少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、
８５％、９０％または９５％は、修飾されている。いくつかの側面において、本発明に関
連する分子は、自己送達性（ｓｄ）である。本明細書において用いられる場合、「自己送
達（self-delivery）」とは、分子が、トランスフェクション試薬などの追加の送達ビヒ
クルを必要とせずに細胞へ送達される能力を指す。
【００６８】
　本発明の側面は、ＲＮＡｉにおける使用のために分子を選択することに関する。いくつ
かの態様において、８～１５ヌクレオチドの二本鎖領域を有する分子は、ＲＮＡｉにおけ
る使用のために選択され得る。いくつかの態様において、分子は、その熱力学的安定性（
ΔＧ）に基づいて選択される。いくつかの態様において、－１３ｋｋａｌ／ｍｏｌ未満の
（ΔＧ）を有する分子が選択されるであろう。例えば、（ΔＧ）値は、－１３、－１４、
－１５、－１６、－１７、－１８、－１９、－２１、－２２または－２２ｋｋａｌ／ｍｏ
ｌ未満であってもよい。他の態様において、（ΔＧ）値は、－１３ｋｋａｌ／ｍｏｌより
高くてもよい。例えば、（ΔＧ）値は、－１２、－１１、－１０、－９、－８、－７また
は－７ｋｋａｌ／ｍｏｌより高くてもよい。ΔＧは、当該技術分野において知られている
いずれの方法をも使用して計算され得ることが理解されるべきである。いくつかの態様に
おいて、ΔＧは、Mfoldインターネットサイト（mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-for
m1.cgi）を通して利用可能なMfoldを使用して計算される。
【００６９】
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　ΔＧを計算するための方法は、以下の参考文献において記載され、それらから参考とし
て組み込まれる：Zuker, M. (2003) Nucleic Acid Res., 31(13):3406-15；Mathews, D. 
H., Sabina, J., Zuker, M. and Turner, D. H. (1999) J. Mol. Biol. 288:911-940；Ma
thews, D. H., Disney, M. D., Childs, J. L., Schroeder, S. J., Zuker, M., and Tur
ner, D. H. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. 101:7287-7292；Duan, S., Mathews, D. H.
, and Turner, D. H. (2006) Biochemistry 45:9819-9832；Wuchty, S., Fontana, W., H
ofacker, I. L., and Schuster, P. (1999) Biopolymers 49:145-165。
【００７０】
　ある態様において、ポリヌクレオチドは、５’および／または３’末端の突出を含有す
る。ポリヌクレオチドの一端におけるヌクレオチド突出の数および／または配列は、ポリ
ヌクレオチドの他端と同じであっても異なっていてもよい。ある態様において、突出ヌク
レオチドの１以上は、ホスホロチオアートまたは２’－ＯＭｅ修飾などの化学修飾を含有
してもよい。
　ある態様において、ポリヌクレオチドは、未修飾である。他の態様において、少なくと
も１つのヌクレオチドが修飾されている。さらなる態様において、修飾は、ガイド配列の
５’末端から２つ目のヌクレオチドにおいて、２’－Ｈまたは２’－修飾されたリボース
糖を含む。「２つ目のヌクレオチド」は、ポリヌクレオチドの５’末端から２つ目のヌク
レオチドとして定義される。
【００７１】
　本明細書に使用される「２’修飾されたリボース糖」は、２’－ＯＨ基を有さないリボ
ース糖を含む。「２’修飾されたリボース糖」は、（未修飾の基準のＤＮＡヌクレオチド
において見出される）２’－デオキシリボースを含まない。例えば、２’修飾されている
リボース糖は、２’－Ｏ－アルキルヌクレオチド、２’－デオキシ－２’－フルオロヌク
レオチド、２’－デオキシヌクレオチドまたはこれらの組み合わせであってもよい。
　ある態様において、２’修飾されているヌクレオチドは、ピリミジンヌクレオチド（例
えばＣ／Ｕ）である。２’－Ｏ－アルキルヌクレオチドの例は、２’－Ｏ－メチルヌクレ
オチドまたは２’－Ｏ－アリルヌクレオチドを含む。
【００７２】
　ある態様において、上述の５’末端修飾を持つ本発明のｓｄ－ｒｘＲＮＡポリヌクレオ
チドは、特定された５’末端修飾がない類似のコンストラクトと比較したとき、有意に（
例えば、少なくとも約２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０
％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％またはそれを超えて）より低い「
オフ・ターゲット（off-target）」遺伝子サイレンシングを呈し、よって、ＲＮＡｉ試薬
または治療の全体的な特異性を大きく改善する。
　本明細書に使用される「オフ・ターゲット」遺伝子サイレンシングは、例えばアンチセ
ンス（ガイド）配列と、意図しない標的ｍＲＮＡ配列との間の偽の配列相同性に起因する
、意図しない遺伝子サイレンシングを指す。
【００７３】
　本発明のこの側面に従うと、あるガイド鎖修飾は、ＲＮＡｉ活性を有意に低下させるこ
となく（またはＲＮＡｉ活性を全く低下させずに）、ヌクレアーゼ安定性をさらに増大さ
せ、および／または、インターフェロン誘導を低下させる。
　ある修飾の組み合わせは、標的遺伝子の発現を阻害する能力の増強、血清安定性の増強
、および／または、標的特異性の増大などにより部分的に表わされる、さらなる予想外の
利点をもたらしてもよい。
　ある態様において、ガイド鎖は、ガイド鎖の５’末端における２番目のヌクレオチドに
て、２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドを含み、かつ、他の修飾ヌクレオチドを含まない
。
【００７４】
　他の側面において、本発明のｓｄ－ｒｘＲＮＡ構造は、マイクロＲＮＡ機構によって、
配列依存的な遺伝子サイレンシングを媒介する。本明細書に使用される用語「マイクロＲ
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ＮＡ」（「ｍｉＲＮＡ」）はまた、当該技術分野において、「小分子ＲＮＡ（small temp
oral RNA）」（「ｓｔＲＮＡ」）としても言及され、遺伝子的に（例えば、ウイルス、哺
乳動物または植物ゲノムにより）コードされる小さい（１０～５０ヌクレオチドの）ＲＮ
Ａであって、ＲＮＡサイレンシングを指向または媒介することができるものを指す。「ｍ
ｉＲＮＡ障害」は、ｍｉＲＮＡの異常な発現または活性により特徴づけられる疾患または
障害を指すべきである。
【００７５】
　マイクロＲＮＡは、マウス、線虫および哺乳動物において、発生またはがんなどの重要
な経路において標的遺伝子を下方調節することに関与する。マイクロＲＮＡ機構を通した
遺伝子サイレンシングは、ｍｉＲＮＡとその標的メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）との
特異的であるがなお不完全な塩基対形成により、達成される。標的ｍＲＮＡ発現のマイク
ロＲＮＡ媒介性の下方調節において、多様な機構が使用されてもよい。
【００７６】
　ｍｉＲＮＡは、およそ２２ヌクレオチドの非コードＲＮＡであって、植物および動物の
発生の間中、転写後または翻訳後のレベルにて、遺伝子発現を調節し得る。ｍｉＲＮＡの
１つの共通の特徴は、それらがプレｍｉＲＮＡ（pre-miRNA）と称されるおよそ７０ヌク
レオチドの前駆体ＲＮＡステムループから、恐らくはＲＮａｓｅＩＩＩ型酵素であるダイ
サーまたはそのホモログによって、切り取られることである。天然に存在するｍｉＲＮＡ
は、in vivoで内因性遺伝子により発現され、ヘアピンまたはステムループ前駆体（プレ
ｍｉＲＮＡまたはプリｍｉＲＮＡ（pri-miRNA））から、ダイサーまたは他のＲＮＡｓｅ
によりプロセッシングされる。ｍｉＲＮＡは、in vivoで二本鎖デュプレックス（double-
stranded duplex）として一過性に存在し得るが、一方の鎖のみが遺伝子サイレンシング
を指揮するためにＲＩＳＣ複合体に取り込まれる。
【００７７】
　いくつかの態様において、細胞取り込みおよびｍｉＲＮＡ活性の阻害において有効なｓ
ｄ－ｒｘＲＮＡ化合物のバージョンが記載される。化合物は本質的に、ＲＩＳＣ侵入性の
バージョンに類似するが、大きな鎖の化学修飾パターンが、切断を遮断してＲＩＳＣ作用
の効果的な阻害剤として作用するように、最適化されている。例えば、化合物は、先に記
載のホスホロチオアート含有物で完全にまたはほとんどにおいてＯ－メチル修飾されてい
てもよい。これらの型の化合物について、いくつかの態様においては、５’リン酸化は必
要でない。二本鎖領域の存在は、細胞取り込みおよび効率的なＲＩＳＣローディングを促
進するので、好ましい。
【００７８】
　低分子ＲＮＡを配列特異的調節剤として使用する別の経路は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）
経路であり、これは、細胞における二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）の存在に対する、進化的
に保存された応答である。ｄｓＲＮＡは、ダイサーにより、～２０塩基対（ｂｐ）デュプ
レックスの低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）へと切断される。これらの低分子ＲＮＡは、
ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）と称される多タンパク質エフェクター複合
体へと集合させられる。ｓｉＲＮＡは次いで、完璧な相補性を持つ標的ｍＲＮＡの切断を
ガイドする。
【００７９】
　バイオジェネシス、タンパク質複合体および機能のいくつかの側面は、ｓｉＲＮＡ経路
とｍｉＲＮＡ経路との間で共有される。一本鎖ポリヌクレオチドは、ｓｉＲＮＡ機構にお
いてｄｓＲＮＡを模倣しても、または、ｍｉＲＮＡ機構においてマイクロＲＮＡを模倣し
てもよい。
　ある態様において、修飾ＲＮＡｉコンストラクトは、同じ配列を有する未修飾ＲＮＡｉ
コンストラクトと比較して、改善された血清および／または脳脊髄液中の安定性を有して
もよい。
【００８０】
　ある態様において、ＲＮＡｉコンストラクトの構造は、ヒト、マウスおよび他のげっ歯
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類ならびに他の非ヒト哺乳動物からの初代細胞を含む哺乳動物の初代細胞などの初代細胞
において、インターフェロン応答を誘導しない。ある態様において、ＲＮＡｉコンストラ
クトはまた、無脊椎生物において標的遺伝子の発現を阻害するためにも使用されてもよい
。
　対象となるコンストラクトのin vivoでの安定性をさらに増大させるために、構造の３
’末端は、保護基（単数または複数）により遮断されてもよい。例えば反転（inverted）
ヌクレオチド、反転脱塩基部分またはアミノ末端修飾ヌクレオチドなどの保護基が使用さ
れてもよい。反転ヌクレオチドは、反転デオキシヌクレオチドを含んでもよい。反転脱塩
基部分は、３’，３’連結または５’，５’連結されたデオキシ脱塩基部分などの、反転
デオキシ脱塩基部分を含んでもよい。
【００８１】
　本発明のＲＮＡｉコンストラクトは、標的遺伝子（単数または複数）によりコードされ
るあらゆる標的タンパク質の合成を阻害することができる。本発明は、細胞において、in
 vitroまたはin vivoのいずれかで、標的遺伝子の発現を阻害する方法を含む。したがっ
て、本発明のＲＮＡｉコンストラクトは、標的遺伝子の過剰発現により特徴づけられる疾
患を持つ患者を処置するのに有用である。
　標的遺伝子は、細胞にとって内因性であっても外因性（例えば、ウイルスにより、また
は、組み換えＤＮＡ技術を使用して、細胞に導入されたもの）であってもよい。かかる方
法は、標的遺伝子の発現を阻害するために十分な量でのＲＮＡの細胞内への導入を含んで
もよい。例えば、かかるＲＮＡ分子は、組成物が標的遺伝子の発現を阻害するように、標
的遺伝子のヌクレオチド配列に対して相補的なガイド鎖を有してもよい。
【００８２】
　本発明はまた、本発明の核酸を発現するベクター、および、かかるベクターまたは核酸
を含む細胞にも関する。細胞は、in vivoのまたは培養中の、ヒト細胞などの哺乳動物細
胞であり得る。
　本発明はさらに、対象となるＲＮＡｉコンストラクトと薬学的に許容し得るキャリアま
たは希釈剤とを含む、組成物に関する。
　方法は、in vitroで、ex vivoで、または、in vivoで、例えば、培養中のヒト細胞など
の培養中の哺乳動物細胞において行ってもよい。
【００８３】
　標的細胞（例えば哺乳動物細胞）は、脂質（例えばカチオン性脂質）またはリポソーム
などの送達試薬の存在下において、接触させられてもよい。
　本発明の別の側面は、哺乳動物細胞を、対象となるＲＮＡｉコンストラクトを発現する
ベクターと接触させることを含む、哺乳動物細胞において標的遺伝子の発現を阻害するた
めの方法を提供する。
【００８４】
　本発明の一側面において、約１６～約３０ヌクレオチドの範囲のサイズである第１のポ
リヌクレオチドと、約２６～約４６ヌクレオチドの範囲のサイズである第２のポリヌクレ
オチドとを含む、より長いデュプレックスポリヌクレオチドが提供され、ここで、第１の
ポリヌクレオチド（アンチセンス鎖）は、第２のポリヌクレオチド（センス鎖）および標
的遺伝子の両方に対して相補的であり、両方のポリヌクレオチドは、デュプレックスを形
成し、ここで、第１のポリヌクレオチドは、長さが６塩基より長い一本鎖領域を含有し、
別の化学修飾パターンにより修飾されており、および／または、細胞送達を容易にする抱
合体部分を含む。この態様において、パッセンジャー鎖のヌクレオチドの約４０～約９０
％、ガイド鎖のヌクレオチドの約４０～約９０％、第１のポリヌクレオチドの一本鎖領域
のヌクレオチドの約４０～約９０％が、化学修飾ヌクレオチドである。
【００８５】
　一態様において、ポリヌクレオチドデュプレックス中の化学修飾ヌクレオチドは、上で
詳細に議論されたものなどの、当該技術分野において知られているいずれの化学修飾ヌク
レオチドであってもよい。特定の態様において、化学修飾ヌクレオチドは、２’Ｆ修飾ヌ
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クレオチド、２’－Ｏ－メチル修飾されたものおよび２’デオキシヌクレオチドからなる
群より選択される。別の特定の態様において、化学修飾ヌクレオチドは、ヌクレオチド塩
基の「疎水性修飾」から生じる。別の特定の態様において、化学修飾ヌクレオチドはホス
ホロチオアートである。さらなる別の特定の態様において、化学修飾ヌクレオチドは、ホ
スホロチオアート、２’－Ｏ－メチル、２’デオキシ、疎水性修飾およびホスホロチオア
ートの組み合わせである。これらの群の修飾が、リボース環、骨格およびヌクレオチドの
修飾を指すなら、いくつかの修飾ヌクレオチドが、３つの修飾の型全ての組み合わせを持
つことも実行可能である。
【００８６】
　別の態様において、化学修飾は、デュプレックスの多様な領域にわたって同一ではない
。特定の態様において、第１のポリヌクレオチド（パッセンジャー鎖）は、多数の多様な
化学修飾を、多様な部位において有する。このポリヌクレオチドについて、ヌクレオチド
の９０％までが化学修飾されていてもよく、および／または、導入されたミスマッチを有
していてもよい。
【００８７】
　別の態様において、第１のまたは第２のポリヌクレオチドの化学修飾は、これらに限定
されないが、５’位のウリジンおよびシトシンの修飾（４－ピリジル、２－ピリジル、イ
ンドリル、フェニル（Ｃ６Ｈ５ＯＨ）；トリプトファニル（Ｃ８Ｈ６Ｎ）ＣＨ２ＣＨ（Ｎ
Ｈ２）ＣＯ）、イソブチル、ブチル、アミノベンジル；フェニル；ナフチルなど）を含み
、ここで、化学修飾は、ヌクレオチドの塩基対形成能力を変化させる場合がある。ガイド
鎖について、本発明のこの側面の重要な特徴は、アンチセンスの５’末端に対する化学修
飾の位置および配列である。例えば、ガイド鎖の５’末端の化学的リン酸化は通常、効力
のために有益である。センス鎖のシード領域（５’末端に対して２～７位）におけるＯ－
メチル修飾は、一般に良好な耐性を示さないが、一方、２’Ｆおよびデオキシは、良好な
耐性を示す。ガイド鎖の中間部分およびガイド鎖の３’末端は、適用される化学修飾の型
において、より許容的である。デオキシ修飾は、ガイド鎖の３’末端においては、耐性を
示さない。
【００８８】
　本発明のこの側面のユニークな特徴は、塩基に対する疎水性の修飾の使用を伴う。一態
様において、疎水性修飾は好ましくは、ガイド鎖の５’末端付近に位置し、他の態様にお
いては、それらはガイド鎖の中間に局在し、他の態様においては、それらはガイド鎖の３
’末端に局在し、さらに別の態様において、それらは、ポリヌクレオチドの全長を通して
分布する。同じ型のパターンが、デュプレックスのパッセンジャー鎖に適用可能である。
【００８９】
　分子の他方の部分は、一本鎖領域である。ある態様において、一本鎖領域は、７から４
０までのヌクレオチドの範囲であると予測される。
　一態様において、第１のポリヌクレオチドの一本鎖領域は、４０％～９０％の疎水性塩
基修飾、４０％～９０％のホスホロチオアート、４０％～９０％のリボース部分の修飾、
および、前述のもののあらゆる組み合わせからなる群より選択される修飾を含有する。
【００９０】
　ガイド鎖（第１のポリヌクレオチド）のＲＩＳＣ複合体中へのローディングの効率は、
重度に修飾されたポリヌクレオチドについて変わる場合があるので、一態様においては、
効率的なガイド鎖のローディングを促進するために、デュプレックスポリヌクレオチドは
、ガイド鎖（第１のポリヌクレオチド）上のヌクレオチド９、１１、１２、１３または１
４と、センス鎖（第２のポリヌクレオチド）上の反対のヌクレオチドとの間のミスマッチ
を含む。
　より詳細な本発明の側面は、以下のセクションにおいて記載される。
【００９１】
デュプレックスの特徴
　本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、２つの別々の相補的な核酸鎖により形成されて
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もよい。デュプレックス形成は、標的遺伝子を含有する細胞の内側または外側のいずれか
で生じ得る。
【００９２】
　本明細書に使用される用語「デュプレックス（duplex）」は、相補的な配列に水素結合
している二本鎖（double-stranded）核酸分子（単数または複数）の領域を含む。本発明
の二本鎖オリゴヌクレオチドは、標的遺伝子に対してセンスであるヌクレオチド配列、お
よび、標的遺伝子に対してアンチセンスである相補配列を含んでもよい。センスおよびア
ンチセンスヌクレオチド配列は、標的遺伝子配列に対応し、例えば、標的遺伝子配列と同
一であるかまたは標的遺伝子の阻害をもたらすために十分に同一（例えば、ほぼ少なくと
も約９８％同一、９６％同一、９４％、９０％同一、８５％同一または８０％同一）であ
る。
【００９３】
　ある態様において、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、その全長にわたって二本鎖
である、すなわち、分子のいずれの末端においても突出する一本鎖配列を有さない、すな
わち、平滑末端である。他の態様において、個々の核酸分子は、異なる長さであってもよ
い。言い換えると、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、その全長にわたって二本鎖で
ない。例として、２つの別々の核酸分子が使用されるとき、分子の一方、例えばアンチセ
ンス配列を含む第１の分子は、それにハイブリダイズする第２の分子より長くてもよい（
分子の一部を一本鎖とする）。同様に、単一の核酸分子が使用されるとき、分子のいずれ
かの末端の部分が一本鎖のままであり得る。
【００９４】
　一態様において、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、ミスマッチおよび／またはル
ープまたはバルジを含有するが、オリゴヌクレオチドの長さの少なくとも約７０％にわた
って二本鎖である。別の態様において、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、オリゴヌ
クレオチドの長さの少なくとも約８０％にわたって二本鎖である。別の態様において、本
発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドの長さの少なくとも約９０％～
９５％にわたって二本鎖である。別の態様において、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチド
は、オリゴヌクレオチドの長さの少なくとも約９６％～９８％にわたって二本鎖である。
ある態様において、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドは、少なくともまたは最大１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または１５個までのミス
マッチを含有する。
【００９５】
修飾
　本発明のヌクレオチドは、糖部分、ホスホジエステル連結部および／または塩基を含む
、多様な位置において修飾されてもよい。
【００９６】
　いくつかの態様において、ヌクレオチドの塩基部分は修飾されてもよい。例えば、ピリ
ミジン塩基はピリミジン環の２、３、４、５、および／または６位において修飾されても
よい。いくつかの態様において、シトシンの環外アミンが修飾されてもよい。プリン塩基
もまた修飾されてもよい。例えば、プリン塩基は、１、２、３、６、７または８位におい
て修飾されてもよい。いくつかの態様において、アデニンの環外アミンが修飾されてもよ
い。いくつかのケースにおいて、塩基部分の環の窒素原子は、例えば炭素などの別の原子
で置換されてもよい。塩基部分への修飾は、いずれの好適な修飾でもあってもよい。修飾
の例は当業者に知られている。いくつかの態様において、塩基の修飾は、アルキル化プリ
ンまたはピリミジン、アシル化プリンまたはピリミジン、または、その他のヘテロ環を含
む。
【００９７】
　いくつかの態様において、ピリミジンは５位において修飾されてもよい。例えばピリミ
ジンの５位は、アルキル基、アルキニル基、アルケニル基、アシル基またはこれらの置換
誘導体により修飾されてもよい。他の例において、ピリミジンの５位は、ヒドロキシル基
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またはアルコキシル基またはこれらの置換誘導体により修飾されてもよい。また、ピリミ
ジンのＮ４位をアルキル化してもよい。さらに他の例において、ピリミジン５－６結合は
飽和されていてもよく、ピリミジン環内の窒素原子は炭素原子により置換されてもよく、
および／または、Ｏ２またはＯ４原子は、硫黄原子により置換されてもよい。他の修飾も
可能であることが理解されるべきである。
【００９８】
　他の例において、プリンのＮ７位および／またはＮ２および／またはＮ３位は、アルキ
ル基またはその置換誘導体により修飾されてもよい。さらなる例において、第３環はプリ
ン二環系に縮合されてもよく、および／または、プリン環系内の窒素原子は炭素原子で置
換されてもよい。他の修飾も可能であることが理解されるべきである。
【００９９】
　５位で修飾されたピリミジンの非限定的例は、米国特許第5591843号、米国特許第7,205
,297号、米国特許第6,432,963号および米国特許第6,020,483号に開示されており；Ｎ４位
で修飾されたピリミジンの非限定的例は、米国特許第5,580,731号に開示されており；８
位で修飾されたプリンの非限定的例は、米国特許第6,355,787号および米国特許第5,580,9
72号に開示されており；Ｎ６位で修飾されたプリンの非限定的例は、米国特許第4,853,38
6号、米国特許第5,789,416号および米国特許第7,041,824号に開示されており；２位で修
飾されたプリンの非限定的例は、米国特許第4,201,860号および米国特許第5,587,469号に
開示されており；これらの全ては、参考として本明細書に組み込まれる。
【０１００】
　修飾塩基の非限定的例は、Ｎ４，Ｎ４－エタノシトシン、７－デアザキサントシン、７
－デアザグアノシン、８－オキソ－Ｎ６－メチルアデニン、４－アセチルシトシン、５－
（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシ
ル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウラシル、５－カルボキシメチルアミ
ノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソペンテニル－アデニン、１
－メチルアデニン、１－メチルプソイドウラシル、１－メチルグアニン、１－メチルイノ
シン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチ
ルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－メチルアデニン、７－メチルグアニン、５－メ
チルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、５－メトキ
シウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、プソイドウラシル、５－
メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル
、２－チオシトシンおよび２，６－ジアミノプリンを含む。いくつかの態様において、塩
基部分はプリンまたはピリミジン以外のヘテロ環式塩基であってもよい。ヘテロ環式塩基
は任意に修飾および／または置換されてもよい。
【０１０１】
　糖部分は、天然の未修飾糖、例えば単糖（ペントース、例えばリボース、デオキシリボ
ース）、修飾糖および糖アナログを含む。一般に、可能なヌクレオモノマーの修飾、特に
糖部分のものは、例えば、１以上のヒドロキシル基のハロゲン、ヘテロ原子、脂肪族基で
の置き換え、または、ヒドロキシル基の、エーテル、アミン、チオールなどとしての官能
化を含む。
【０１０２】
　修飾ヌクレオモノマーの特に有用な一群は、２’－Ｏ－メチルヌクレオチドである。か
かる２’－Ｏ－メチルヌクレオチドは、「メチル化されている」として言及されてもよく
、対応するヌクレオチドは、非メチル化ヌクレオチドからアルキル化により、または直接
的にメチル化ヌクレオチド試薬から、作られる。修飾ヌクレオモノマーは、未修飾ヌクレ
オモノマーと組み合わせて使用されてもよい。例えば、本発明のオリゴヌクレオチドは、
メチル化および非メチル化ヌクレオモノマーの両方を含有してもよい。
【０１０３】
　いくつかの例示的な修飾ヌクレオモノマーは、糖または骨格（backbone）が修飾された
リボヌクレオチドを含む。修飾リボヌクレオチドは、５’位で修飾されたウリジンまたは
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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位で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（天然に存在する塩基の代
わりに）含有してもよい。また、糖修飾リボヌクレオチドは、Ｈ、アルコキシ（もしくは
ＯＲ）、Ｒもしくはアルキル、ハロゲン、ＳＨ、ＳＲ、アミノ（ＮＨ２、ＮＨＲ、ＮＲ２

など）またはＣＮ基で置き換えられた２’－ＯＨ基をも有していてもよく、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。
【０１０４】
　修飾リボヌクレオチドはまた、修飾基、例えばホスホロチオアート基により置き換えら
れた、隣接するリボヌクレオチドに繋げられたホスホジエステル基をも有してもよい。よ
り一般的には、多様なヌクレオチド修飾が組み合わされてもよい。
　アンチセンス（ガイド）鎖は、標的遺伝子（単数または複数）の少なくとも一部に対し
て実質的に同一であってもよいが、少なくとも塩基対形成特性に関連して、配列は、有用
であるため、例えば標的遺伝子の表現型の発現を阻害するために、完全に同一である必要
はない。一般により高い相同性は、より短いアンチセンス遺伝子の使用を埋め合わせるた
めに使用され得る。いくつかのケースにおいて、アンチセンス鎖は、一般に、標的遺伝子
に対して（アンチセンス方向において）実質的に同一であろう。
【０１０５】
　２’－Ｏ－メチル修飾ＲＮＡの使用はまた、細胞ストレス応答を最少化することが望ま
しい状況においても有益であり得る。２’－Ｏ－メチルヌクレオモノマーを有するＲＮＡ
は、未修飾ＲＮＡを認識すると考えられる細胞機構によって認識され得ない。２’－Ｏ－
メチル化されたかまたは部分的に２’－Ｏ－メチル化されたＲＮＡは、標的ＲＮＡ阻害を
維持しつつ、二本鎖核酸に対するインターフェロン応答を回避し得る。これは、例えば、
インターフェロンまたは他の細胞ストレス応答を回避するために、インターフェロン応答
を誘導する短いＲＮＡｉ（例えばｓｉＲＮＡ）配列、および、インターフェロン応答を誘
導し得るより長いＲＮＡｉ配列の両方において、有用であり得る。
【０１０６】
　全体として、修飾糖は、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、プロペニルならびにシアノなどを含む。一態様において、糖部分は、記載され
るように（Augustyns, K., et al., Nucl. Acids. Res. 18:4711 (1992)）、ヘキソース
であってもよく、オリゴヌクレオチド中に組み込まれてもよい。例示的なヌクレオモノマ
ーは、例えば米国特許第5,849,902号において見出され得、これは本明細書に参考として
組み込まれる。
【０１０７】
　具体的な官能基の定義および化学用語は、以下にさらに詳細に記載される。本発明の目
的のために、化学元素はCAS versionのHandbook of Chemistry and Physics, 75th Ed.の
内表紙の元素周期表に従って同定され、具体的な官能基はこれに記載のようにして一般的
に定義される。さらに、有機化学の一般原理ならびに具体的な官能部分および反応性は、
Organic Chemistry, Thomas Sorrell, University Science Books, Sausalito: 1999に記
載され、この内容の全体は参考として本明細書に組み込まれる。
【０１０８】
　本発明のある化合物は、特定の幾何学的形態または立体異性形態で存在してもよい。本
発明は全てのかかる化合物を考慮し、これにはｃｉｓ－およびｔｒａｎｓ－異性体、Ｒ－
およびＳ－鏡像異性体、ジアステレオマー、（Ｄ）－異性体、（Ｌ）－異性体、これらの
ラセミ混合物、および、これらのその他の混合物を、本発明の範囲内であるとして含む。
追加の不斉炭素原子が、アルキル基などの置換基中に存在してよい。全てのかかる異性体
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およびこれらの混合物は、本発明に含むことが意図される。
【０１０９】
　種々の異性体比のいずれかを含有する異性体混合物は、本発明に従って利用されてもよ
い。例えば、２種の異性体のみが組み合わせられるとき、５０：５０、６０：４０、７０
：３０、８０：２０、９０：１０、９５：５、９６：４、９７：３、９８：２、９９：１
または１００：０の異性体比を含有する混合物は全て、本発明に企図される。当業者は容
易に、さらに複雑な異性体混合物について類似の比率が企図されることを理解するであろ
う。
【０１１０】
　例として、本発明の化合物の特定のエナンチオマーが所望される場合、これは不斉合成
により、または、キラル補助基による誘導体化により調製されてもよく、ここで得られた
ジアステレオマー混合物は分離され、補助基が切断されて、純粋な所望のエナンチオマー
が提供される。代わりに、分子がアミノなどの塩基性官能基を含有する場合またはカルボ
キシルなどの酸性官能基を含有する場合、ジアステレオマー塩が、適切な光学活性酸また
は塩基により形成され、次いでこうして形成されたジアステレオマーが、当該技術分野に
おいて周知の分別結晶化またはクロマトグラフィー手段により分割され、続いて純粋なエ
ナンチオマーが回収される。
【０１１１】
　ある態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、３’および５’終端(termini)を
含む（環状オリゴヌクレオチドを除く）。一態様において、オリゴヌクレオチドの３’お
よび５’終端は、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
質的に保護され得る（例えば米国特許第5,849,902号およびWO 98/13526）。例えば、オリ
ゴヌクレオチドは「ブロック基(blocking group)」を含めることにより抵抗性になされ得
る。本明細書に使用される用語「ブロック基」は、合成のための保護基または結合基のど
ちら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付着され得る、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－）ホスファート（ＰＯ３

２－）、ホスホン酸
水素またはホスホロアミダイト)。「ブロック基」はまた、「末端ブロック基」または「
エキソヌクレアーゼブロック基」をも含み、これらは、修飾ヌクレオチドおよび非ヌクレ
オチドエキソヌクレアーゼ抵抗性構造を含む、オリゴヌクレオチドの、３’および５’終
端を保護する。
【０１１２】
　例示の末端ブロック基は、キャップ構造（例えば７－メチルグアノシンキャップ）、反
転(inverted)ヌクレオモノマー、例えば３’－３’または５’－５’末端反転を有するも
の（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、抱合体）などを含む。３’末端ヌクレオモノマーは、修飾糖部分を含み得
る。３’末端ヌクレオモノマーは、オリゴヌクレオチドの３’－エキソヌクレアーゼ分解
を防ぐブロック基により任意に置換され得る３’－Ｏを含む。例えば、３’－ヒドロキシ
ルは、３’→３’ヌクレオチド間連結物を介してヌクレオチドにエステル化され得る。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であり得、
好ましくはエトキシである。
【０１１３】
　任意に、３’末端における３’→３’結合ヌクレオチドは、代替連結により連結され得
る。ヌクレアーゼ分解を低減するために、最も５’の３’→５’連結部は、修飾連結部、
例えばホスホロチオアートまたはＰ－アルキルオキシホスホトリエステル連結部であるこ
とができる。好ましくは、２つの最も５’の３’→５’連結物は、修飾連結部である。任
意に、５’末端ヒドロキシ部分は、リン含有部分、例えば、ホスファート、ホスホロチオ
アートまたはＰ－エトキシホスファートで、エステル化され得る。
【０１１４】
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　合成方法が、本明細書に記載のとおり、種々の保護基を利用することを、当業者は理解
するであろう。本明細書で使用される用語「保護基」は、特定の官能部分、例えばＯ、Ｓ
またはＮを一時的に遮断して、多官能性化合物における別の反応部位にて反応が選択的に
行われ得ることを意味する。ある態様において、保護基は良好な収率で選択的に反応して
、計画された反応に対して安定である、保護された基質を与える；保護基は、容易に利用
可能で好ましくは非毒性の、他の官能基を攻撃しない試薬により、良好な収率で選択的に
除去可能であるべきである；保護基は、容易に分離可能な誘導体を（より好ましくは、新
しい立体中心の生成なしに）形成する；および、保護基は、さらなる反応部位を有するこ
とを回避するために最小限の追加の官能性を有する。
【０１１５】
　本明細書に詳述されるとおり、酸素、硫黄、窒素および炭素の保護基が利用されてもよ
い。ヒドロキシル保護基は以下を含む：メチル、メトキシルメチル（ＭＯＭ）、メチルチ
オメチル（ＭＴＭ）、ｔ－ブチルチオメチル、（フェニルジメチルシリル）メトキシメチ
ル（ＳＭＯＭ）、ベンジルオキシメチル（ＢＯＭ）、ｐ－メトキシベンジルオキシメチル
（ＰＭＢＭ）、（４－メトキシフェノキシ）メチル（ｐ－ＡＯＭ）、グアイアコルメチル
（ＧＵＭ）、ｔ－ブトキシメチル、４－ペンテニルオキシメチル（ＰＯＭ）、シロキシメ
チル、２－メトキシエトキシメチル（ＭＥＭ）、２，２，２－トリクロロエトキシメチル
、ビス（２－クロロエトキシ）メチル、２－（トリメチルシリル）エトキシメチル（ＳＥ
ＭＯＲ）、テトラヒドロピラニル（ＴＨＰ）、３－ブロモテトラヒドロピラニル、テトラ
ヒドロチオピラニル、１－メトキシシクロヘキシル、４－メトキシテトラヒドロピラニル
（ＭＴＨＰ）、４－メトキシテトラヒドロチオピラニル、４－メトキシテトラヒドロチオ
ピラニルＳ，Ｓ－ジオキシド、１－［（２－クロロ－４－メチル）フェニル］－４－メト
キシピペリジン－４－イル（ＣＴＭＰ）、１，４－ジオキサン－２－イル、テトラヒドロ
フラニル、テトラヒドロチオフラニル、２，３，３ａ，４，５，６，７，７ａ－オクタヒ
ドロ－７，８，８－トリメチル－４，７－メタノベンゾフラン－２－イル、
【０１１６】
１－エトキシエチル、１－（２－クロロエトキシ）エチル、１－メチル－１－メトキシエ
チル、１－メチル－１－ベンジルオキシエチル、１－メチル－１－ベンジルオキシ－２－
フルオロエチル、２，２，２－トリクロロエチル、２－トリメチルシリルエチル、２－（
フェニルセレニル）エチル、ｔ－ブチル、アリル、ｐ－クロロフェニル、ｐ－メトキシフ
ェニル、２，４－ジニトロフェニル、ベンジル、ｐ－メトキシベンジル、３，４－ジメト
キシベンジル、ｏ－ニトロベンジル、ｐ－ニトロベンジル、ｐ－ハロベンジル、２，６－
ジクロロベンジル、ｐ－シアノベンジル、ｐ－フェニルベンジル、２－ピコリル、４－ピ
コリル、３－メチル－２－ピコリルＮ－オキシド、ジフェニルメチル、ｐ，ｐ’－ジニト
ロベンズヒドリル、５－ジベンゾスベリル、トリフェニルメチル、α－ナフチルジフェニ
ルメチル、ｐ－メトキシフェニルジフェニルメチル、ジ（ｐ－メトキシフェニル）フェニ
ルメチル、トリ（ｐ－メトキシフェニル）メチル、４－（４’－ブロモフェナシルオキシ
フェニル）ジフェニルメチル、４，４’，４’’－トリス（４，５－ジクロロフタルイミ
ドフェニル）メチル、４，４’，４’’－トリス（レブリノイルオキシフェニル）メチル
、４，４’，４’’－トリス（ベンゾイルオキシフェニル）メチル、３－（イミダゾール
－１－イル）ビス（４’，４’’－ジメトキシフェニル）メチル、１，１－ ビス（４－
メトキシフェニル）－１’－ピレニルメチル、９－アントリル、９－（９－フェニル）キ
サンテニル、９－（９－フェニル－１０－オキソ）アントリル、１，３－ベンゾジチオラ
ン－２－イル、ベンズイソチアゾリルＳ，Ｓ－ジオキシド、
【０１１７】
トリメチルシリル（ＴＭＳ）、トリエチルシリル（ＴＥＳ）、トリイソプロピルシリル（
ＴＩＰＳ）、ジメチルイソプロピルシリル（ＩＰＤＭＳ）、ジエチルイソプロピルシリル
（ＤＥＩＰＳ）、ジメチルテキシルシリル（dimethylthexylsilyl）、ｔ－ブチルジメチ
ルシリル（ＴＢＤＭＳ）、ｔ－ブチルジフェニルシリル（ＴＢＤＰＳ）、トリベンジルシ
リル、トリ－ｐ－キシリルシリル、トリフェニルシリル、ジフェニルメチルシリル（ＤＰ
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ＭＳ）、ｔ－ブチルメトキシフェニルシリル（ＴＢＭＰＳ）、ホルマート、ベンゾイルホ
ルマート、アセタート、クロロアセタート、ジクロロアセタート、トリクロロアセタート
、トリフルオロアセタート、メトキシアセタート、トリフェニルメトキシアセタート、フ
ェノキシアセタート、ｐ－クロロフェノキシアセタート、３－フェニルプロピオナート、
４－オキソペンタノアート（レブリナート）、４，４－（エチレンジチオ）ペンタノアー
ト（レブリノイルジチオアセタール）、ピバロアート、アダマントアート、クロトナート
、４－メトキシクロトナート、ベンゾアート、ｐ－フェニルベンゾアート、２，４，６－
トリメチルベンゾアート（メシトアート）、
【０１１８】
アルキルメチルカルボナート、９－フルオレニルメチルカルボナート（Ｆｍｏｃ）、アル
キルエチルカルボナート、アルキル２，２，２－トリクロロエチルカルボナート（Ｔｒｏ
ｃ）、２－（トリメチルシリル）エチルカルボナート（ＴＭＳＥＣ）、２－（フェニルス
ルホニル）エチルカルボナート（Ｐｓｅｃ）、２－（トリフェニルホスホニオ）エチルカ
ルボナート（Ｐｅｏｃ）、アルキルイソブチルカルボナート、アルキルビニルカルボナー
トアルキルアリルカルボナート、アルキルｐ－ニトロフェニルカルボナート、アルキルベ
ンジルカルボナート、アルキルｐ－メトキシベンジルカルボナート、アルキル３，４－ジ
メトキシベンジルカルボナート、アルキルｏ－ニトロベンジルカルボナート、アルキルｐ
－ニトロベンジルカルボナート、アルキルＳ－ベンジルチオカルボナート、４－エトキシ
－１－ナフチルカルボナート、メチルジチオカルボナート、
【０１１９】
２－ヨードベンゾアート、４－アジドブチラート、４－ニトロ－４－メチルペンタノアー
ト、ｏ－（ジブロモメチル）ベンゾアート、２－フォルミルベンゼンスルホナート、２－
（メチルチオメトキシ）エチル、４－（メチルチオメトキシ）ブチラート、２－（メチル
チオメトキシメチル）ベンゾアート、２，６－ジクロロ－４－メチルフェノキシアセター
ト、２，６－ジクロロ－４－（１，１，３，３－テトラメチルブチル）フェノキシアセタ
ート、２，４－ビス（１，１－ジメチルプロピル）フェノキシアセタート、クロロジフェ
ニルアセタート、イソブチラート、モノスクシノアート、（Ｅ）－２－メチル－２－ブテ
ノアート、ｏ－（メトキシカルボニル）ベンゾアート、α－ナフトアート、ニトラート、
アルキルＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルホスホロジアミダート、アルキルＮ－フェニ
ルカルバマート、ボラート、ジメチルホスフィノチオイル、アルキル２，４－ジニトロフ
ェニルスルフェナート（dinitrophenylsulfenate）、スルファート、メタンスルホナート
（メシラート）、ベンジルスルホナートおよびトシラート（Ｔｓ）。
【０１２０】
　１，２－または１，３－ジオールを保護するためには、保護基は以下を含む：メチレン
アセタール、エチリデンアセタール、１－ｔ－ブチルエチリデンケタール、１－フェニル
エチリデンケタール、（４－メトキシフェニル）エチリデンアセタール、２，２，２－ト
リクロロエチリデンアセタール、アセトニド、シクロペンチリデンケタール、シクロヘキ
シリデンケタール、シクロヘプチリデンケタール、ベンジリデンアセタール、ｐ－メトキ
シベンジリデンアセタール、２，４－ ジメトキシベンジリデンケタール、３，４－ジメ
トキシベンジリデンアセタール、２－ニトロベンジリデンアセタール、メトキシメチレン
アセタール、エトキシメチレンアセタール、ジメトキシメチレンオルトエステル、１－メ
トキシエチリデンオルトエステル、１－エトキシエチリデンオルトエステル、１，２－ジ
メトキシエチリデンオルトエステル、α－メトキシベンジリデンオルトエステル、１－（
Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノ）エチリデン誘導体、α－（Ｎ，Ｎ’－ジメチルアミノ）ベンジ
リデン誘導体、２－オキサシクロペンチリデンオルトエステル、ジ－ｔ－ブチルシリレン
基（ＤＴＢＳ）、１，３－（１，１，３，３－テトライソプロピルジシロキサニリデン）
誘導体（ＴＩＰＤＳ）、テトラ－ｔ－ブトキシジシロキサン－１，３－ジイリデン誘導体
（ＴＢＤＳ）、環状カルボナート、環状ボロナート、エチルボロナートおよびフェニルボ
ロナート。
【０１２１】
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　アミノ保護基は、以下を含む：メチルカルバマート、エチルカルバマート、９－フルオ
レニルメチルカルバマート（Ｆｍｏｃ）、９－（２－スルホ）フルオレニルメチル（fluo
roenylmethyl）カルバマート、９－（２，７－ジブロモ）フルオレニルメチルカルバマー
ト、２，７－ジ－ｔ－ブチル－［９－（１０，１０－ジオキソ－１０，１０，１０，１０
－テトラヒドロチオキサンチル）］メチルカルバマート（ＤＢＤ－Ｔｍｏｃ）、４－メト
キシフェナシルカルバマート（Ｐｈｅｎｏｃ）、２，２，２－トリクロロエチルカルバマ
ート（Ｔｒｏｃ）、２－トリメチルシリルエチルカルバマート（Ｔｅｏｃ）、２－フェニ
ルエチルカルバマート（ｈＺ）、１－（１－アダマンチル）－１－メチルエチルカルバマ
ート（Ａｄｐｏｃ）、１，１－ジメチル－２－ハロエチルカルバマート、１，１－ジメチ
ル－２，２－ジブロモエチルカルバマート（ＤＢ－ｔ－ＢＯＣ）、１，１－ジメチル－２
，２，２－トリクロロエチルカルバマート（ＴＣＢＯＣ）、１－メチル－１－（４－ビフ
ェニルイル）エチルカルバマート（Ｂｐｏｃ）、１－（３，５－ジ－ｔ－ブチルフェニル
）－１－メチルエチルカルバマート（ｔ－Ｂｕｍｅｏｃ）、２－（２’－および４’－ピ
リジル）エチルカルバマート（Ｐｙｏｃ）、２－（Ｎ，Ｎ－ジシクロヘキシルカルボキサ
ミド）エチルカルバマート、ｔ－ブチルカルバマート（ＢＯＣ）、１－アダマンチルカル
バマート（Ａｄｏｃ）、ビニルカルバマート（Ｖｏｃ）、アリルカルバマート（Ａｌｌｏ
ｃ）、１－イソプロピルアリルカルバマート（Ｉｐａｏｃ）、シンナミルカルバマート（
Ｃｏｃ）、４－ニトロシンナミルカルバマート（Ｎｏｃ）、８－キノリルカルバマート、
Ｎ－ヒドロキシピペリジニルカルバマート、アルキルジチオカルバマート、ベンジルカル
バマート（Ｃｂｚ）、ｐ－メトキシベンジルカルバマート（Ｍｏｚ）、
【０１２２】
ｐ－ニトロベンジルカルバマート、ｐ－ブロモベンジルカルバマート、ｐ－クロロベンジ
ルカルバマート、２，４－ジクロロベンジルカルバマート、４－メチルスルフィニルベン
ジルカルバマート（Ｍｓｚ）、９－アントリルメチルカルバマート、ジフェニルメチルカ
ルバマート、２－メチルチオエチルカルバマート、２－メチルスルホニルエチルカルバマ
ート、２－（ｐ－トルエンスルホニル）エチルカルバマート、［２－（１，３－ジチアニ
ル）］メチルカルバマート（Ｄｍｏｃ）、４－メチルチオフェニルカルバマート（Ｍｔｐ
ｃ）、２，４－ジメチルチオフェニルカルバマート（Ｂｍｐｃ）、２－ホスホニオエチル
カルバマート（Ｐｅｏｃ）、２－トリフェニルホスホニオイソプロピルカルバマート（Ｐ
ｐｏｃ）、１，１－ジメチル－２－シアノエチルカルバマート、ｍ－クロロ－ｐ－アシル
オキシベンジルカルバマート、ｐ－（ジヒドロキシボリル）ベンジルカルバマート、５－
ベンズイソキサゾリルメチルカルバマート、２－（トリフルオロメチル）－６－クロモニ
ルメチルカルバマート（Ｔｃｒｏｃ）、ｍ－ニトロフェニルカルバマート、３，５－ジメ
トキシベンジルカルバマート、ｏ－ニトロベンジルカルバマート、３，４－ジメトキシ－
６－ニトロベンジルカルバマート、フェニル（ｏ－ニトロフェニル）メチルカルバマート
、フェノチアジニル－（１０）－カルボニル誘導体、Ｎ’－ｐ－トルエンスルホニルアミ
ノカルボニル誘導体、Ｎ’－フェニルアミノチオカルボニル誘導体、
【０１２３】
ｔ－アミルカルバマート、Ｓ－ベンジルチオカルバマート、ｐ－シアノベンジルカルバマ
ート、シクロブチルカルバマート、シクロヘキシルカルバマート、シクロペンチルカルバ
マート、シクロプロピルメチルカルバマート、ｐ－デシルオキシベンジルカルバマート、
２，２－ジメトキシカルボニルビニルカルバマート、ｏ－（Ｎ，Ｎ－ジメチルカルボキサ
ミド）ベンジルカルバマート、１，１－ジメチル－３－（Ｎ，Ｎ－ジメチルカルボキサミ
ド）プロピルカルバマート、１，１－ジメチルプロピニルカルバマート、ジ（２－ピリジ
ル）メチルカルバマート、２－フラニルメチルカルバマート、２－ヨードエチルカルバマ
ート、イソボルニルカルバマート、イソブチルカルバマート、イソニコチニルカルバマー
ト、ｐ－（ｐ’－メトキシフェニルアゾ）ベンジルカルバマート、１－メチルシクロブチ
ルカルバマート、１－メチルシクロヘキシルカルバマート、１－メチル－１－シクロプロ
ピルメチルカルバマート、１－メチル－１－（３，５－ジメトキシフェニル）エチルカル
バマート、１－メチル－１－（ｐ－フェニルアゾフェニル）エチルカルバマート、１－メ
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チル－１－フェニルエチルカルバマート、１－メチル－１－（４－ピリジル）エチルカル
バマート、フェニルカルバマート、ｐ－（フェニルアゾ）ベンジルカルバマート、２，４
，６－トリ－ｔ－ブチルフェニルカルバマート、４－（トリメチルアンモニウム）ベンジ
ルカルバマート、２，４，６－トリメチルベンジルカルバマート、
【０１２４】
ホルムアミド、アセトアミド、クロロアセトアミド、トリクロロアセトアミド、トリフル
オロアセトアミド、フェニルアセトアミド、３－フェニルプロパンアミド、ピコリンアミ
ド、３－ピリジルカルボキサミド、Ｎ－ベンゾイルフェニルアラニル誘導体、ベンズアミ
ド、ｐ－フェニルベンズアミド、ｏ－ニトロフェニルアセトアミド、ｏ－ニトロフェノキ
シアセトアミド、アセトアセトアミド、（Ｎ’－ジチオベンジルオキシカルボニルアミノ
）アセトアミド、３－（ｐ－ヒドロキシフェニル）プロパンアミド、３－（ｏ－ニトロフ
ェニル）プロパンアミド、２－メチル－２－（ｏ－ニトロフェノキシ）プロパンアミド、
２－メチル－２－（ｏ－フェニルアゾフェノキシ）プロパンアミド、４－クロロブタンア
ミド、３－メチル－３－ニトロブタンアミド、ｏ－ニトロシンナミド、Ｎ－アセチルメチ
オニン誘導体、ｏ－ニトロベンズアミド、ｏ－（ベンゾイルオキシメチル）ベンズアミド
、４，５－ジフェニル－３－オキサゾリン－２－オン、Ｎ－フタルイミド、 Ｎ－ジチア
スクシンイミド（Ｄｔｓ）、Ｎ－２，３－ジフェニルマレイミド、Ｎ－２，５－ジメチル
ピロール、Ｎ－１，１，４，４－テトラメチルジシリルアザシクロペンタン付加物（ＳＴ
ＡＢＡＳＥ）、５－置換１，３－ジメチル－１，３，５－トリアザシクロヘキサン－２－
オン、５－置換１，３－ジベンジル－１，３，５－トリアザシクロヘキサン－２－オン、
１－置換３，５－ジニトロ－４－ピリドン、
【０１２５】
Ｎ－メチルアミン、Ｎ－アリルアミン、Ｎ－［２－（トリメチルシリル）エトキシ］メチ
ルアミン（ＳＥＭ）、Ｎ－３－アセトキシプロピルアミン、Ｎ－（１－イソプロピル－４
－ニトロ－２－オキソ－３－ピロリン－３－イル）アミン、第四級アンモニウム塩、Ｎ－
ベンジルアミン、Ｎ－ジ（４－メトキシフェニル）メチルアミン、Ｎ－５－ジベンゾスベ
リルアミン、Ｎ－トリフェニルメチルアミン（Ｔｒ）、Ｎ－［（４－メトキシフェニル）
ジフェニルメチル］アミン（ＭＭＴｒ）、Ｎ－９－フェニルフルオレニルアミン（ＰｈＦ
）、Ｎ－２，７－ジクロロ－９－フルオレニルメチレンアミン、Ｎ－フェロセニルメチル
アミノ（Ｆｃｍ）、Ｎ－２－ピコリルアミノＮ’－オキシド、Ｎ－１，１－ジメチルチオ
メチレンアミン、Ｎ－ベンジリデンアミン、Ｎ－ｐ－メトキシベンジリデンアミン、Ｎ－
ジフェニルメチレンアミン、Ｎ－［（２－ピリジル）メシチル］メチレンアミン、Ｎ－（
Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノメチレン）アミン、Ｎ，Ｎ’－イソプロピリデンジアミン、
Ｎ－ｐ－ニトロベンジリデンアミン、Ｎ－サリシリデンアミン、Ｎ－５－クロロサリシリ
デンアミン、Ｎ－（５－クロロ－２－ヒドロキシフェニル）フェニルメチレンアミン、Ｎ
－シクロヘキシリデンアミン、Ｎ－（５，５－ジメチル－３－オキソ－１－シクロヘキセ
ニル）アミン、Ｎ－ボラン誘導体、Ｎ－ジフェニルボリン酸誘導体、Ｎ－［フェニル（ぺ
ンタカルボニルクロム－またはタングステン）カルボニル］アミン、Ｎ－銅キレート、Ｎ
－亜鉛キレート、Ｎ－ニトロアミン、Ｎ－ニトロソアミン、アミンＮ－オキシド、
【０１２６】
ジフェニルホスフィンアミド（Ｄｐｐ）、ジメチルチオホスフィンアミド（Ｍｐｔ）、ジ
フェニルチオホスフィンアミド（Ｐｐｔ）、ジアルキルホスホルアミダート、ジベンジル
ホスホルアミダート、ジフェニルホスホルアミダート、ベンゼンスルフェンアミド、
ｏ－ニトロベンゼンスルフェンアミド（Ｎｐｓ）、２，４－ジニトロベンゼンスルフェン
アミド、ペンタクロロベンゼンスルフェンアミド、２－ニトロ－４－メトキシベンゼンス
ルフェンアミド、トリフェニルメチルスルフェンアミド、３－ニトロピリジンスルフェン
アミド（Ｎｐｙｓ）、ｐ－トルエンスルホンアミド（Ｔｓ）、ベンゼンスルホンアミド、
２，３，６－トリメチル－４－メトキシベンゼンスルホンアミド（Ｍｔｒ）、２，４，６
－トリメトキシベンゼンスルホンアミド（Ｍｔｂ）、２，６－ジメチル－４－メトキシベ
ンゼンスルホンアミド（Ｐｍｅ）、２，３，５，６－テトラメチル－４－メトキシベンゼ
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ンスルホンアミド（Ｍｔｅ）、４－メトキシベンゼンスルホンアミド（Ｍｂｓ）、２，４
，６－トリメチルベンゼンスルホンアミド（Ｍｔｓ）、２，６－ジメトキシ－４－メチル
ベンゼンスルホンアミド（ｉＭｄｓ）、２，２，５，７，８－ペンタメチルクロマン－６
－スルホンアミド（Ｐｍｃ）、メタンスルホンアミド（Ｍｓ）、β－トリメチルシリルエ
タンスルホンアミド（ＳＥＳ）、９－アントラセンスルホンアミド、４－（４’，８’－
ジメトキシナフチルメチル）ベンゼンスルホンアミド（ＤＮＭＢＳ）、ベンジルスルホン
アミド、トリフルオロメチルスルホンアミドおよびフェナシルスルホンアミド。
【０１２７】
　例示の保護基は本明細書に詳述される。しかしながら本発明は、これらの保護基に限定
されることを意図せず、むしろ、種々の追加の等価な保護基が上の基準を使用して容易に
同定され、本発明の方法において利用され得る。加えて、種々の保護基についてはProtec
tive Groups in Organic Synthesis, Third Ed. Greene, T.W. and Wuts, P.G., Eds., J
ohn Wiley & Sons, New York: 1999に記載されており、この内容の全体は本明細書に参考
として組み込まれる。
【０１２８】
　本明細書に記載のとおり、化合物は、あらゆる数の置換基または官能部分により置換さ
れてよいことが理解される。一般に、用語「任意に」が先行するかどうかに関わらず、用
語「置換された」およびこの発明の式中に含まれる置換基は、所与の構造中の水素ラジカ
ルの、特定置換基のラジカルによる置き換えを指す。任意の所与の構造中の１つより多く
の位置が、特定群から選択された１より多くの置換基により置換されてもよい場合、置換
基は各位置において同一であっても異なっていてもよい。本明細書に使用される用語「置
換された」は、有機化合物の全ての許容し得る置換基を含むことが企図される。広い見地
からは、許容し得る置換基は、有機化合物の、非環式および環式、分枝および非分枝、炭
素環式およびヘテロ環式、芳香族および非芳香族置換基を含む。
【０１２９】
　窒素などのヘテロ原子は、水素置換基および／またはヘテロ原子の原子価を満たす、本
明細書に記載の有機化合物のいずれの許容し得る置換基を有してよい。その上、本発明は
、いかなる様式においても、有機化合物の許容し得る置換基によって限定されることを意
図しない。本発明により想定される置換基および変数の組み合わせは、好ましくは、例え
ば感染症または増殖性疾患などの処置に有用な安定な化合物の形成をもたらすものである
。用語「安定な」とは、好ましくは、本明細書において、製造を可能とするのに十分な安
定性を有し、検出されるのに十分な時間の間化合物の完全性を維持し、好ましくは本明細
書に詳述される目的のために十分な時間有用であるような、化合物を指す。
【０１３０】
　本明細書に使用される用語「脂肪族」は、飽和および不飽和両方の、直鎖（すなわち非
分枝）、分枝、非環式、環式または多環式の脂肪族炭化水素であって、任意に１以上の官
能基により置換されているものを含む。当業者に理解されるとおり、本明細書において「
脂肪族」は、これらに限定されないが、アルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアル
キル、シクロアルケニルおよびシクロアルキニル部分を含むことを意図する。よって、本
明細書に使用される用語「アルキル」は、直鎖、分枝および環式アルキル基を含む。類似
の慣例がその他の一般的用語、例えば「アルケニル」、「アルキニル」などにも適用され
る。その上、本明細書に使用される用語「アルキル」、「アルケニル」、「アルキニル」
などは、置換および非置換基の両方を包含する。ある態様において、本明細書で使用され
る場合「低級アルキル」は、１～６個の炭素原子を有するアルキル基（環式、非環式、置
換、非置換、分枝または非分枝）を示すために使用される。
【０１３１】
　ある態様において、本発明に採用されるアルキル、アルケニルおよびアルキニル基は、
１～２０個の脂肪族炭素原子を含有する。ある態様において、本発明で採用されるアルキ
ル、アルケニルおよびアルキニル基は、１～１０個の脂肪族炭素原子を含有する。さらに
他の態様において、本発明で採用されるアルキル、アルケニルおよびアルキニル基は、１
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～８個の脂肪族炭素原子を含有する。さらなる他の態様において、本発明で採用されるア
ルキル、アルケニルおよびアルキニル基は、１～６個の脂肪族炭素原子を含有する。さら
に他の態様において、本発明で採用されるアルキル、アルケニルおよびアルキニル基は、
１～４個の脂肪族炭素原子を含有する。
【０１３２】
　よって例示の脂肪族基は、これらに限定されないが、例えばメチル、エチル、ｎ－プロ
ピル、イソプロピル、シクロプロピル、－ＣＨ２－シクロプロピル、ビニル、アリル、ｎ
－ブチル、ｓｅｃ－ブチル、イソブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、シクロブチル、－ＣＨ２－
シクロブチル、ｎ－ペンチル、ｓｅｃ－ペンチル、イソペンチル、ｔｅｒｔ－ペンチル、
シクロペンチル、－ＣＨ２－シクロペンチル、ｎ－ヘキシル、ｓｅｃ－ヘキシル、シクロ
ヘキシル、－ＣＨ２－シクロヘキシル部分等を含み、これは重ねて、１以上の置換基を有
してもよい。アルケニル基は、これらに限定されないが、例えばエテニル、プロペニル、
ブテニル、１－メチル－２－ブテン－１－イルなどを含む。代表的なアルキニル基は、こ
れらに限定されないが、エチニル、２－プロピニル（プロパルギル）、１－プロピニルな
どを含む。
【０１３３】
　本発明の化合物の、上記の脂肪族（およびその他の）部分の置換基のいくつかの例は、
これらに限定されないが以下を含む：脂肪族；ヘテロ脂肪族；アリール；ヘテロアリール
；アリールアルキル；ヘテロアリールアルキル；アルコキシ；アリールオキシ；ヘテロア
ルコキシ；ヘテロアリールオキシ；アルキルチオ；アリールチオ；ヘテロアルキルチオ；
ヘテロアリールチオ；－Ｆ；－Ｃｌ；－Ｂｒ；－Ｉ；－ＯＨ；－ＮＯ２；－ＣＮ；－ＣＦ

３；－ＣＨ２ＣＦ３；－ＣＨＣｌ２；－ＣＨ２ＯＨ；－ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ；－ＣＨ２ＮＨ

２；－ＣＨ２ＳＯ２ＣＨ３；－Ｃ（Ｏ）Ｒｘ；－ＣＯ２（Ｒｘ）；－ＣＯＮ（Ｒｘ）２；
－ＯＣ（Ｏ）Ｒｘ；－ＯＣＯ２Ｒｘ；－ＯＣＯＮ（Ｒｘ）２；－Ｎ（Ｒｘ）２；－Ｓ（Ｏ
）２Ｒｘ；－ＮＲｘ（ＣＯ）Ｒｘ；ここでＲｘの出現の各々は独立して、これらに限定さ
れないが、脂肪族、ヘテロ脂肪族、アリール、ヘテロアリール、アリールアルキルまたは
ヘテロアリールアルキルを含み、ここで、上記および本明細書に記載の脂肪族、ヘテロ脂
肪族、アリールアルキルまたはヘテロアリールアルキル置換基のいずれもが、置換または
非置換、分枝または非分枝、環式または非環式であってよく、およびここで、上記および
本明細書に記載のアリールまたはヘテロアリール置換基のいずれもが、置換または非置換
であってよい。一般に適用可能な置換基の追加の例は、本明細書に記載の具体的態様によ
り説明される。
【０１３４】
　本明細書に使用される用語「ヘテロ脂肪族」は、例えば炭素原子の代わりに、１以上の
酸素、硫黄、窒素、リンまたはケイ素原子を含む脂肪族部分を指す。ヘテロ脂肪族部分は
分枝または非分枝、環式または非環式であってよく、モルホリノ、ピロリジニルなどの飽
和および不飽和のヘテロ環を含んでもよい。
【０１３５】
ある態様において、ヘテロ脂肪族部分は、それ上にある１以上の水素原子の、下記を含む
がこれらに限定はされない１以上の部分による独立した置き換えによって置換される：脂
肪族；ヘテロ脂肪族；アリール；ヘテロアリール；アリールアルキル；ヘテロアリールア
ルキル；アルコキシ；アリールオキシ；ヘテロアルコキシ；ヘテロアリールオキシ；アル
キルチオ；アリールチオ；ヘテロアルキルチオ；ヘテロアリールチオ；－Ｆ；－Ｃｌ；－
Ｂｒ；－Ｉ；－ＯＨ；－ＮＯ２；－ＣＮ；－ＣＦ３；－ＣＨ２ＣＦ３；－ＣＨＣｌ２；－
ＣＨ２ＯＨ；－ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ；－ＣＨ２ＮＨ２；－ＣＨ２ＳＯ２ＣＨ３；－Ｃ（Ｏ）
Ｒｘ；－ＣＯ２（Ｒｘ）；－ＣＯＮ（Ｒｘ）２；－ＯＣ（Ｏ）Ｒｘ；－ＯＣＯ２Ｒｘ；－
ＯＣＯＮ（Ｒｘ）２；－Ｎ（Ｒｘ）２；－Ｓ（Ｏ）２Ｒｘ；－ＮＲｘ（ＣＯ）Ｒｘ；ここ
でＲｘの出現の各々は独立して、これらに限定されないが、脂肪族、ヘテロ脂肪族、アリ
ール、ヘテロアリール、アリールアルキルまたはヘテロアリールアルキルを含み、ここで
、上記および本明細書に記載の脂肪族、ヘテロ脂肪族、アリールアルキルまたはヘテロア
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リールアルキル置換基のいずれもが、置換または非置換、分枝または非分枝、環式または
非環式であってよく、およびここで、上記および本明細書に記載のアリールまたはヘテロ
アリール置換基のいずれもが、置換または非置換であってよい。一般に適用可能な置換基
の追加の例は、本明細書に記載の具体的態様により説明される。
【０１３６】
　本明細書に使用される用語「ハロ」および「ハロゲン」は、フッ素、塩素、臭素および
ヨウ素から選択される原子を指す。
　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）、アルキル置換シクロアルキル基およびシクロアルキル置換ア
ルキル基を含む。ある態様において、直鎖または分枝鎖アルキルは、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
素原子をその骨格中に有する。同様に、好ましいシクロアルキルは、３～８個の炭素原子
をその環構造中に有し、より好ましくは５または６個の炭素を環構造中に有する。用語Ｃ

１～Ｃ６は、１～６個の炭素原子を含むアルキル基を含有する。
【０１３７】
　その上、他に特定されない限りにおいて、用語アルキルは、「非置換のアルキル」およ
び「置換アルキル」の両方を含み、その後者は、炭化水素骨格の１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。かかる置換基は、
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、ホスファート、ホスホナート、ホスフィナート
、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、スルファー
ト類、アルキルスルフィニル、スルホナート、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を含む。
【０１３８】
　シクロアルキルは、例えば上記の置換基により、さらに置換されてもよい。「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、天然または非天然のア
ミノ酸の側鎖をも含む。用語「ｎ－アルキル」は、直鎖（すなわち、非分枝）の非置換の
アルキル基を意味する。
【０１３９】
　用語「アルケニル」は、上記のアルキルと長さが類似し、これと置換が可能な不飽和脂
肪族基であるが、少なくとも１つ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、プロペニル、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（シクロプロペニル、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置換シクロアル
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置換アルケニル基を含む。ある態
様において、直鎖または分枝鎖アルケニル基は、６個以下の炭素原子をその骨格中に有す
る（例えば直鎖についてはＣ２～Ｃ６、分枝鎖についてＣ３～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、より好ましくは環構造中に５または
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６個の炭素を有してもよい。用語Ｃ２～Ｃ６は、２～６個の炭素原子を含むアルケニル基
を含有する。
【０１４０】
　その上、他に特定されない限りにおいて、用語アルケニルは、「非置換のアルケニル」
および「置換アルケニル」の両方を含み、その後者は、炭化水素骨格の１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、アルケニル部分を指す。かかる置
換基は、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、ホスファート、ホスホナート、ホス
フィナート、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、ス
ルファート類、アルキルスルフィニル、スルホナート、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を含む。
【０１４１】
　用語「アルキニル」は、上記のアルキルと長さが類似し、これと置換が可能な不飽和脂
肪族基であるが、少なくとも１つの三重結合を含むものを含む。例えば、用語「アルキニ
ル」は、直鎖アルキニル基（例えばエチニル、プロピニル、ブチニル、ペンチニル、ヘキ
シニル、ヘプチニル、オクチニル、ノニニル、デシニルなど）、分枝鎖アルキニル基およ
びシクロアルキルまたはシクロアルケニル置換アルキニル基を含む。ある態様において、
直鎖または分枝鎖アルキニル基は、６個以下の炭素原子をその骨格中に有する（例えば直
鎖についてはＣ２～Ｃ６、分枝鎖についてＣ３～Ｃ６）。用語Ｃ２～Ｃ６は、２～６個の
炭素原子を含むアルキニル基を含有する。
【０１４２】
　その上、他に特定されない限りにおいて、用語アルキニルは、「非置換のアルキニル」
および「置換アルキニル」の両方を含み、その後者は、炭化水素骨格の１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ニル部分を指す。かかる置換
基は、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、ホスファート、ホスホナート、ホスフ
ィナート、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、スル
ファート類、アルキルスルフィニル、スルホナート、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を含む。
　炭素の数が他に特定されない限りにおいて、「低級アルキル」は、本明細書に使用され
るとおり、上で定義されるが、１～５個の炭素原子をその骨格構造中に有するアルキル基
を意味する。「低級アルケニル」および「低級アルキニル」は、例えば２～５個の炭素原
子の鎖長を有する。
【０１４３】
　用語「アルコキシ」は、酸素原子に共有結合している置換および非置換のアルキル、ア
ルケニルおよびアルキニル基を含む。アルコキシ基の例は、メトキシ、エトキシ、イソプ
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ロピルオキシ、プロポキシ、ブトキシおよびペントキシ基を含む。置換アルコキシ基の例
は、ハロゲン化アルコキシ基を含む。アルコキシ基は、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、
ホスファート、ホスホナート、ホスフィナート、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、スルフフィドリル（sulffydryl）、アル
キルチオ、アリールチオ、チオカルボキシラート、スルファート類、アルキルスルフミル
（slkylsulfmyl）、スルホナート、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
ヘテロ芳香族部分などの、独立して選択される基により置換されていてもよい。ハロゲン
置換アルコキシ基の例は、これらに限定されないが、フルオロメトキシ、ジフルオロメト
キシ、トリフルオロメトキシ、クロロメトキシ、ジクロロメトキシ、トリクロロメトキシ
などを含む。
【０１４４】
　用語「ヘテロ原子」は、炭素または水素以外のあらゆる元素の原子を含む。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、（適切なカウンターイオンとともに）
－ＯＨまたは－Ｏ－を持つ基を含む。
　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」
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ている部分を指す。
【０１４５】
　用語「置換される」は、当該部分に配置され得、当該分子がその意図する機能を行うこ
とを可能にする、独立して選択される置換基を含む。置換基の例は、アルキル、アルケニ
ル、アルキニル、アリール、（ＣＲ’Ｒ’’）０～３ＮＲ’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’、（ＣＲ’Ｒ’’）０～３Ｏ（ＣＲ’Ｒ’
’）０～３Ｈ、（ＣＲ’Ｒ’’）０～３ＣＯＲ’、（ＣＲ’Ｒ’’）０～３ＣＯ２Ｒ’、
または（ＣＲ’Ｒ’’）０～３ＯＲ’基；ここで各Ｒ’およびＲ’’は、各々独立して、
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
ール基であるか、または、Ｒ’およびＲ’’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、を含む。
【０１４６】
　用語「アミン」または「アミノ」は、窒素原子が少なくとも１個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つ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つの追加のアルキル基に結合している基を含む
。
【０１４７】
　用語「エーテル」は、２個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有す
る化合物または部分を含む。例えば、この用語は、「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た酸素原子に共有結合しているアルキル、アルケニルま
たはアルキニル基を指す。
【０１４８】
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　用語「ポリヌクレオチド」、「ヌクレオチド配列」、「核酸」、「核酸分子」、「核酸
配列」および「オリゴヌクレオチド」は、２以上のヌクレオチドのポリマーを指す。ポリ
ヌクレオチドは、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはこれらの誘導体もしくは修飾バージョンであり得
る。ポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖であってもよい。ポリヌクレオチドは、塩
基部分、糖部分またはリン酸骨格において修飾され得、例えば分子の安定性、そのハイブ
リダイゼーションパラメータなどが改善される。
【０１４９】
　ポリヌクレオチドは、限定することなく以下を含む群から選択される修飾塩基部分を含
んでもよい：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨ
ードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カルボキシ
ヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリジン
、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ－Ｄ－ガラク
トシルクエオシン（galactosylqueosine）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、
１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデ
ニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－アデニン
、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノメチル－
２－チオウラシル、ベータ－Ｄ－マンノシルクエオシン、５’－メトキシカルボキシメチ
ルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、
ワイブトキソシン（wybutoxosine）、シュードウラシル、クエオシン、２－チオシトシン
、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウ
ラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、５－メ
チル－２－チオウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシ
ルおよび２，６－ジアミノプリン。
【０１５０】
　ポリヌクレオチドは、修飾糖部分（例えば２’－フルオロリボース、リボース、２’－
デオキシリボース、２’－Ｏ－メチルシチジン、アラビノースおよびヘキソース）および
／または修飾リン酸部分（例えばホスホロチオアートおよび５’－Ｎ－ホスホロアミダイ
ト結合）を含んでもよい。ヌクレオチド配列は典型的には、タンパク質および酵素を作る
ために細胞機構によって使用される情報を含む、遺伝情報を持つ。これらの用語は、二本
鎖または一本鎖のゲノムおよびｃＤＮＡ、ＲＮＡ、あらゆる合成のおよび遺伝子操作のポ
リヌクレオチド、および、センスおよびアンチセンスポリヌクレオチドの両方を含む。こ
れは、一本鎖および二本鎖分子、すなわちＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ、およびＲＮ
Ａ－ＲＮＡハイブリッド、ならびに、アミノ酸骨格に塩基を抱合させることにより形成さ
れた「タンパク質核酸」（ＰＮＡ）を含む。
【０１５１】
　用語「塩基」は、知られているプリンおよびピリミジンヘテロ環式塩基、デアザプリン
ならびにそのアナログ（ヘテロ環置換アナログ、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－、１－アルケニル－、ヘテロ芳香族－および１－
アルキニル誘導体）および互変異性体を含む。プリンの例は、アデニン、グアニン、イノ
シン、ジアミノプリンおよびキサンチンならびにそのアナログ（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）および誘導体を含む。ピリミジンは、例
えばチミン、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）を含む。好適な塩基の他の例は、２－アミノピ
リジンおよびトリアジン類などの非プリニルおよび非ピリミジニル塩基を含む。
【０１５２】
　好ましい態様において、本発明のオリゴヌクレオチドのヌクレオモノマーは、ＲＮＡヌ
クレオチドである。別の好ましい態様において、本発明のオリゴヌクレオチドのヌクレオ
モノマーは、修飾ＲＮＡヌクレオチドである。よって、オリゴヌクレオチドは、修飾ＲＮ
Ａヌクレオチドを含有する。
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【０１５３】
　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
結合した塩基を含む。好ましいヌクレオシドの例は、リボヌクレオシドおよびデオキシリ
ボヌクレオシドを含む。ヌクレオシドはまた、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アミノ酸またはアミノ酸アナログに連結した塩基をも含む。好適な
保護基は当該技術分野において周知である（P. G. M. WutsおよびT. W. Greene、「Prote
ctive 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、ホスファート基またはホスファートアナログをさらに含むヌ
クレオシドを含む。
【０１５４】
　核酸分子は、分子の細胞への標的化および／または送達のために、疎水性部分と結びつ
いてもよい。ある態様において、疎水性部分はリンカーを介して核酸分子と結びつく。あ
る態様において、結びつきは非共有結合性相互作用を介する。他の態様において、結びつ
きは共有結合を介する。当該技術分野において知られているいずれのリンカーも、核酸を
疎水性部分に結びつけるために使用されてもよい。当該技術分野において知られているリ
ンカーは、公開された国際PCT出願：WO 92/03464、WO 95/23162、WO 2008/021157、WO 20
09/021157、WO 2009/134487、WO 2009/126933、米国特許出願公開第2005/0107325号、米
国特許第5,414,077号、米国特許第5,419,966号、米国特許第5,512,667号、米国特許第5,6
46,126号および米国特許第5,652,359号に記載されており、これらは本明細書に参考とし
て組み込まれる。
【０１５５】
　リンカーは、多原子リンカーに対する共有結合程度に単純であってもよい。リンカーは
環式または非環式であってもよい。リンカーは、任意に置換されていてもよい。ある態様
において、リンカーは核酸から切断されることができる。ある態様において、リンカーは
、生理学的条件下で加水分解されることができる。ある態様において、リンカーは、酵素
（例えばエステラーゼまたはホスホジエステラーゼ）により切断されることができる。
【０１５６】
　ある態様において、リンカーは、核酸を疎水性部分から分離するスペーサー要素を含む
。スペーサー要素は１～３０個の炭素またはヘテロ原子を含んでもよい。ある態様におい
て、リンカーおよび／またはスペーサー要素はプロトン化可能な官能基を含む。かかるプ
ロトン化可能な官能基は、核酸分子のエンドソーム脱出を促進してもよい。プロトン化可
能な官能基はまた、核酸の細胞への送達を支援することもでき、例えば分子の全体の電荷
を中性化する。他の態様において、リンカーおよび／またはスペーサー要素は、生物学的
に不活性である（すなわち、もたらされる核酸分子に対して生物学的活性または機能を付
与しない）。
【０１５７】
　ある態様において、リンカーおよび疎水性部分を持つ核酸分子は、本明細書に記載され
た式のものである。ある態様において、核酸分子は、式：
【化１】

式中、
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Ａは、結合；置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝の脂肪族；または
、置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族であり；
Ｒ１は、疎水性部分であり；
Ｒ２は、水素；酸素保護基；環式または非環式、置換または非置換、分枝または非分枝の
脂肪族；環式または非環式、置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族；置換
または非置換、分枝または非分枝のアシル；置換または非置換、分枝または非分枝のアリ
ール；置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロアリールであり；および
Ｒ３は、核酸である、
で表される。
【０１５８】
　ある態様において、分子は、式：
【化２】

で表される。
　ある態様において、分子は、式：
【化３】

で表される。
【０１５９】
　ある態様において、分子は、式：

【化４】

で表される。
　ある態様において、分子は、式：
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で表される。
【０１６０】
　ある態様において、ＸはＮである。ある態様において、ＸはＣＨである。
　ある態様において、Ａは結合である。ある態様において、Ａは、置換または非置換、環
式または非環式、分枝または非分枝の脂肪族である。ある態様において、Ａは、非環式、
置換または非置換、分枝または非分枝の脂肪族である。ある態様において、Ａは、非環式
、置換、分枝または非分枝の脂肪族である。ある態様において、Ａは、非環式、置換、非
分枝の脂肪族である。ある態様において、Ａは、非環式、置換、非分枝のアルキルである
。ある態様において、Ａは、非環式、置換、非分枝のＣ１～２０アルキルである。ある態
様において、Ａは、非環式、置換、非分枝のＣ１～１２アルキルである。ある態様におい
て、Ａは、非環式、置換、非分枝のＣ１～１０アルキルである。ある態様において、Ａは
、非環式、置換、非分枝のＣ１～８アルキルである。ある態様において、Ａは、非環式、
置換、非分枝のＣ１～６アルキルである。ある態様において、Ａは、置換または非置換、
環式または非環式、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族である。ある態様において、Ａは、
非環式、置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族である。ある態様において
、Ａは、非環式、置換、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族である。ある態様において、Ａ
は、非環式、置換、非分枝のヘテロ脂肪族である。
【０１６１】
　ある態様において、Ａは、式：

【化６】

で表される。
【０１６２】
　ある態様において、Ａは、式：
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の１つで表される。
【０１６３】
　ある態様において、Ａは、式：
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【化８】

の１つで表される。
【０１６４】
　ある態様において、Ａは、式：
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【化９】

の１つで表される。
【０１６５】
　ある態様において、Ａは、式：
【化１０】

で表される。
　ある態様において、Ａは、式：
【化１１】

で表される。
【０１６６】
　ある態様において、Ａは、式：
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【化１２】

式中、
Ｒの出現の各々は、独立して、天然または非天然のアミノ酸の側鎖であり；および
ｎは、１から２０までの整数である、
で表される。ある態様において、Ａは、式：
【化１３】

で表される。
【０１６７】
　ある態様において、Ｒの出現の各々は、独立して、天然のアミノ酸の側鎖である。ある
態様において、ｎは、１から１５までの整数である（境界を含む）。ある態様において、
ｎは、１から１０までの整数である（境界を含む）。ある態様において、ｎは、１から５
までの整数である（境界を含む）。
【０１６８】
　ある態様において、Ａは、式：

【化１４】

式中、ｎは、１から２０までの整数である（境界を含む）、
で表される。ある態様において、Ａは、式：
【化１５】
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で表される。
【０１６９】
　ある態様において、ｎは、１から１５までの整数である（境界を含む）。ある態様にお
いて、ｎは、１から１０までの整数である（境界を含む）。ある態様において、ｎは、１
から５までの整数である（境界を含む）。
【０１７０】
　ある態様において、Ａは、式：
【化１６】

式中、ｎは、１から２０までの整数である（境界を含む）、
で表される。ある態様において、Ａは、式：
【化１７】

で表される。
【０１７１】
　ある態様において、ｎは、１から１５までの整数である（境界を含む）。ある態様にお
いて、ｎは、１から１０までの整数である（境界を含む）。ある態様において、ｎは、１
から５までの整数である（境界を含む）。
【０１７２】
　ある態様において、分子は、式：
【化１８】

式中、Ｘ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３は、本明細書に定義された通りであり；および
Ａ’は、置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝の脂肪族であるか；ま
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で表される。
【０１７３】
　ある態様において、Ａ’は、式：
【化１９】

の１つで表される。
【０１７４】
　ある態様において、Ａは、式：
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の１つで表される。
【０１７５】
　ある態様において、Ａは、式：
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の１つで表される。
【０１７６】
　ある態様において、Ａは、式：

【化２２】

で表される。
　ある態様において、Ａは、式：

【化２３】

で表される。
【０１７７】
　ある態様において、Ｒ１はステロイドである。ある態様において、Ｒ１はコレステロー
ルである。ある態様において、Ｒ１は親油性ビタミンである。ある態様において、Ｒ１は
ビタミンＡである。ある態様において、Ｒ１はビタミンＥである。
【０１７８】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
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【化２４】

式中、ＲＡは、置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝の脂肪族である
か；または、置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族で
ある、
で表される。
【０１７９】
　ある態様において、Ｒ１は、式：

【化２５】

で表される。
　ある態様において、Ｒ１は、式：

【化２６】

で表される。
【０１８０】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
【化２７】
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　ある態様において、Ｒ１は、式：
【化２８】

で表される。
【０１８１】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
【化２９】

で表される。
【０１８２】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３０】

式中
　Ｘは、ＮまたはＣＨであり；
　Ａは、結合；置換または非置換の、環式または非環式の、分枝または非分枝の脂肪族；
または、置換または非置換の、環式または非環式の、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族で
あり；
　Ｒ１は、疎水性部分であり；
　Ｒ２は、水素；酸素保護基；環式または非環式の、置換または非置換の、分枝または非
分枝の脂肪族；環式または非環式の、置換または非置換の、分枝または非分枝のヘテロ脂
肪族；置換または非置換の、分枝または非分枝のアシル；置換または非置換の、分枝もし
くは非分枝のアリール；置換または非置換の、分枝または非分枝のヘテロアリールであり
；および
　Ｒ３は、核酸である、
で表される。
【０１８３】
　ある態様において、核酸分子は、式：
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【化３１】

式中、
Ｘは、ＮまたはＣＨであり；
Ａは、結合；置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝の脂肪族；または
、置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族であり；
Ｒ１は、疎水性部分であり；
Ｒ２は、水素；酸素保護基；環式または非環式、置換または非置換、分枝または非分枝の
脂肪族；環式または非環式、置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族；置換
または非置換、分枝または非分枝のアシル；置換または非置換、分枝または非分枝のアリ
ール；置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロアリールであり；および
Ｒ３は、核酸である、
で表される。
【０１８４】
　ある態様において、核酸分子は、式：

【化３２】

式中、
Ｘは、ＮまたはＣＨであり；
Ａは、結合；置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝の脂肪族；または
、置換または非置換、環式または非環式、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族であり；
Ｒ１は、疎水性部分であり；
Ｒ２は、水素；酸素保護基；環式または非環式、置換または非置換、分枝または非分枝の
脂肪族；環式または非環式、置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロ脂肪族；置換
または非置換、分枝または非分枝のアシル；置換または非置換、分枝または非分枝のアリ
ール；置換または非置換、分枝または非分枝のヘテロアリールであり；および
Ｒ３は、核酸である、
で表される。ある態様において、核酸分子は、式：
【化３３】

で表される。
【０１８５】
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　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３４】

で表される。
【０１８６】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３５】

式中、Ｒ３は、核酸である、
で表される。
【０１８７】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３６】

式中、Ｒ３は、核酸であり；および
ｎは、１から２０までの整数（境界を含む）である。
で表される。
【０１８８】
　ある態様において、核酸分子は、式：
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で表される。
　ある態様において、核酸分子は、式：

【化３８】

で表される。
【０１８９】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３９】

で表される。
　ある態様において、核酸分子は、式：



(50) JP 6983752 B2 2021.12.17

10

20

30

40

50

【化４０】

で表される。
【０１９０】
　ある態様において、核酸分子は、式：

【化４１】

で表される。
【０１９１】
　本明細書に使用される用語「連結部（linkage）」は、天然に存在する、隣接するヌク
レオモノマーに共有結合する未修飾ホスホジエステル部分（－Ｏ－（ＰＯ２－）－Ｏ－）
を含む。本明細書に使用される用語「置換連結部（substitute linkage）」は、ネイティ
ブなホスホジエステル基の、隣接するヌクレオモノマーに共有結合するあらゆるアナログ
または誘導体を含む。置換連結部は、ホスホジエステルアナログ、例えばホスホロチオア
ート、ホスホロジチオアートおよびＰ－エチオキシホスホジエステル（P-ethyoxyphospho
diester）、Ｐ－エトキシホスホジエステル、Ｐ－アルキルオキシホスホジエステル、メ
チルホスホナートおよびリンを含有しない結合、例えばアセタールおよびアミドを含む。
かかる置換連結部は、当該技術分野において知られている（例えばBjergarde et al. 199
1. Nucleic Acids Res. 19:5843; Caruthers et al. 1991. Nucleosides Nucleotides. 1
0:47）。ある態様において、ホスホロチオアート連結部などの非加水分解性連結部が好ま
しい。
【０１９２】
　ある態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、疎水的に修飾されたヌクレオチド
または「疎水性修飾」を含む。本明細書に使用される「疎水性修飾」は、（１）塩基の全
体的な疎水性が著しく増大し、および／または、（２）塩基がなお通常のワトソン－クリ
ック相互作用に類似するものを形成することができるように修飾された塩基を指す。いく
つかの非限定的な塩基修飾の例は、５位のウリジンおよびシチジン修飾、例えばフェニル
、４－ピリジル、２－ピリジル、インドリル、および、イソブチル、フェニル（Ｃ６Ｈ５
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ＯＨ）；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；およびナフチルを含む。
【０１９３】
　末端（３’または５’末端）、ループ領域またはｓｄ－ｒｘＲＮＡの他のいずれ部分に
も付着し得る別の型の抱合体は、ステロール、ステロール型分子、ペプチド、低分子、タ
ンパク質などを含む。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、１つより多い抱合
体（同じまたは異なる化学的性質のもの）を含んでもよい。いくつかの態様において、抱
合体は、コレステロールである。
【０１９４】
　標的遺伝子特異性を増大させるかまたはオフ・ターゲットサイレンシング作用を低減す
るための別の方法は、ガイド配列の５’末端の２番目のヌクレオチドに対応する位置にて
、２’修飾（２’－Ｏ－メチル修飾など）を導入することである。本発明のアンチセンス
（ガイド）配列は、ＲＮＡ様およびＤＮＡ様の領域を含む「キメラオリゴヌクレオチド」
であり得る。
【０１９５】
　語「ＲＮａｓｅ　Ｈ活性化領域」は、オリゴヌクレオチド、例えばキメラオリゴヌクレ
オチドの、当該オリゴヌクレオチドが結合する標的ＲＮＡ鎖を切断するＲＮａｓｅ　Ｈを
動員することができる領域を含む。典型的には、ＲＮａｓｅ　Ｈ活性化領域は、ＤＮＡま
たはＤＮＡ様ヌクレオモノマーの（少なくとも約３～５、典型的には約３～１２、より典
型的には約５～１２、より好ましくは約５～１０の、連続したヌクレオモノマーの）最小
コアを含む（例えば米国特許第5,849,902号を参照）。好ましくは、ＲＮａｓｅ　Ｈ活性
化領域は、約９個の連続したデオキシリボース含有ヌクレオモノマーを含む。
【０１９６】
　語「非活性化領域」は、アンチセンス配列、例えばキメラオリゴヌクレオチドの領域で
あって、ＲＮａｓｅ　Ｈを動員または活性化しないものを含む。好ましくは、非活性化領
域は、ホスホロチオアートＤＮＡを含まない。本発明のオリゴヌクレオチドは、少なくと
も１つの非活性化領域を含む。一態様において、非活性化領域は、ヌクレアーゼに対して
安定であることができるか、または、標的に対して相補的であることおよびオリゴヌクレ
オチドにより結合される標的核酸分子と水素結合を形成することにより、標的に対する特
異性を提供し得る。
【０１９７】
　一態様において、連続したポリヌクレオチドの少なくとも一部は、置換連結部、例えば
ホスホロチオアート連結部により連結されている。
　ある態様において、ガイド配列を超えるヌクレオチドの殆どまたは全ては（２’修飾さ
れていようがいまいが）ホスホロチオアート連結部により連結されている。かかるコンス
トラクトは、その血清タンパク質に対するより高いアフィニティーに起因して、薬物動態
が改善されている傾向がある。ポリヌクレオチドの非ガイド配列部分におけるホスホロチ
オアート連結部は一般に、一旦ガイド鎖がＲＩＳＣにロードされた後は、ガイド鎖の活性
に干渉しない。本明細書において、驚くべきことに、高レベルのホスホロチオアート修飾
が送達の改善をもたらし得ることが実証されている。いくつかの態様において、ガイドお
よび／パッセンジャー鎖は、完全にホスホロチオアート化されている。
【０１９８】
　本発明のアンチセンス（ガイド）配列は、「モルホリノオリゴヌクレオチド」を含んで
もよい。モルホリノオリゴヌクレオチドは非イオン性であり、ＲＮａｓｅ　Ｈ非依存的機
構により機能する。モルホリノオリゴヌクレオチドの４つの遺伝子塩基（アデニン、シト
シン、グアニンおよびチミン／ウラシル）は、６員のモルホリン環に連結されている。モ
ルホリノオリゴヌクレオチドは、例えば非イオン性ホスホロジアミダート（phosphorodia
midate）サブユニット間連結部によって、４つの異なるサブユニット型を結合することに
より作られる。
【０１９９】
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　モルホリノオリゴヌクレオチドは、以下を含む多数の利点を有する：ヌクレアーゼに対
する完全な耐性（Antisence & Nucl. Acid Drug Dev. 1996. 6:267）；予測可能な標的化
（Biochemica Biophysica Acta. 1999. 1489:141）；細胞における確実な活性（Antisenc
e & Nucl. Acid Drug Dev. 1997. 7:63）；優れた配列特異性（Antisence & Nucl. Acid 
Drug Dev. 1997. 7:151）；最小限の非アンチセンス活性（Biochemica Biophysica Acta.
 1999. 1489:141）；および簡便な浸透圧または掻爬による送達（Antisence & Nucl. Aci
d Drug Dev. 1997. 7:291）。モルホリノオリゴヌクレオチドはまた、高用量におけるそ
の非毒性のために好ましい。モルホリノオリゴヌクレオチドの調製の議論は、Antisence 
& Nucl. Acid Drug Dev. 1997. 7:187において見出され得る。
【０２００】
　本明細書に記載の化学修飾は、本明細書に記載のデータに基づき、一本鎖ポリヌクレオ
チドのＲＩＳＣ中へのローディングを促進すると考えられる。一本鎖ポリヌクレオチドは
、ＲＩＳＣ中へのローディングおよび遺伝子サイレンシングの誘導において活性であるこ
とが示されている。しかしながら、一本鎖ポリヌクレオチドについての活性のレベルは、
デュプレックスポリヌクレオチドと比較したとき、２～４桁の規模でより低いと考えられ
る。
【０２０１】
　本発明は、（ａ）一本鎖ポリヌクレオチドの安定性を著しく増大し、（ｂ）ポリヌクレ
オチドのＲＩＳＣ複合体への効率的なローディングを促進し、および（ｃ）一本鎖ヌクレ
オチドの細胞による取り込みを改善する、化学修飾パターンの説明を提供する。化学修飾
パターンは、リボース修飾、骨格修飾、疎水性ヌクレオシド修飾と、抱合体型修飾との組
み合わせを含んでもよい。加えて、態様のいくつかにおいて、単一のポリヌクレオチドの
５’末端は、化学的にリン酸化されていてもよい。
【０２０２】
　さらに別の態様において、本発明は、ＲＩＳＣ阻害性ポリヌクレオチドの機能を改善す
る化学修飾パターンの説明を提供する。一本鎖ポリヌクレオチドは、基質競合機構を通し
て、予めロードされたＲＩＳＣ複合体の活性を阻害することが示されている。通常アンタ
ゴマー（antagomer）と称されるこれらの型の分子について、活性には、通常、高濃度が
必要であり、in vivoでの送達はあまり効果的ではない。本発明は、（ａ）一本鎖ポリヌ
クレオチドの安定性を著しく増大し、（ｂ）ＲＩＳＣによるポリヌクレオチドの基質とし
ての効率的な認識を促進し、および／または、（ｃ）細胞による一本鎖ヌクレオチドの取
り込みを改善する、化学修飾パターンの説明を提供する。化学修飾パターンは、リボース
修飾、骨格修飾、疎水性ヌクレオシド修飾と、抱合体型修飾との組合せを含んでもよい。
【０２０３】
　本発明により提供される修飾は、全てのポリヌクレオチドに対して適用可能である。こ
れは、一本鎖ＲＩＳＣ侵入性ポリヌクレオチド、一本鎖ＲＩＳＣ阻害性ポリヌクレオチド
、多様な長さ（１５～４０ｂｐ）の従来のデュプレックス化ポリヌクレオチド、非対称性
デュプレックス化ポリヌクレオチドなどを含む。ポリヌクレオチドは、５’末端修飾、リ
ボース修飾、骨格修飾および疎水性ヌクレオシド修飾を含む、多様な化学修飾パターンに
より修飾されていてもよい。
【０２０４】
　本発明の側面は、ホスホロチオアートの骨格修飾で高度に修飾された核酸分子に関する
。完全にホスホロチオアート化された高活性の化合物（21552）が、PCT公開番号WO2011/1
19852において開示されており、本明細書に参考として組み込まれる。興味深いことに、
完全にホスホロチオアート修飾された２１ｍｅｒのガイド鎖を含有した化合物は活性であ
ったが、しかし、ガイド鎖の長さを２ヌクレオチド減少させたこと、例えば、１９ｍｅｒ
のガイド鎖（21550）は、減少した活性をもたらした。
【０２０５】
　いかなる理論によっても拘束されることを望まないが、ガイド鎖を１９ヌクレオチドか
ら２１ヌクレオチド（完全にホスホロチオアート化されたガイド鎖）に増加させることは
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、ガイド鎖とｍＲＮＡとの融解温度を上昇させ得、増強されたサイレンシング活性をもた
らし得る。１３ｍｅｒのパッセンジャー鎖上のホスホロチオアート含量に変化をつけて、
完全にホスホロチオアート修飾されたものとするように、または６つのホスホロチオアー
ト修飾を含有するようにしたことは、活性の変化をもたらさなかった（PCT公開番号WO201
1/119852に開示されているとおり、21551対21556）。
【０２０６】
　複数の過去のグループが、完全にホスホロチオアート化されたＲＮＡｉ化合物を開発す
ることを試みている。一本鎖領域のない完全にホスホロチオアート化されたデュプレック
スが、前に設計され試験されているが、しかしながら、これらの化合物では、許容し得る
薬物動態プロフィールが実証されなかった。完全にホスホロチオアート化された一本鎖Ｒ
ＮＡｉ化合物もまた、先に設計されているが、しかしながら、これらの化合物は、効率的
にＲＩＳＣに侵入しなかった。その全体が本明細書に参考として組み込まれるPCT公開番
号WO2011/119852は、効率的にＲＩＳＣに侵入し、および完全にホスホロチオアート化さ
れた骨格を含有する、ハイブリッドＲＮＡｉ化合物を開示した。
【０２０７】
　いくつかの側面において、本開示は、高度にホスホロチオアート化された骨格を有する
（例えば、完全にホスホロチオアート化された骨格、または、ほぼ完全にホスホロチオア
ート化された骨格（例えば、１つのホスホロチオアート化されていない残基を有する）を
持った少なくとも１本の鎖を有する）、単離された二本鎖核酸分子の発見に関する。本明
細書において、驚くべきことに、高レベルのホスホロチオアート修飾が、より少ないホス
ホロチオアート修飾を有する単離された二本鎖核酸分子（例えば、完全にホスホロチオア
ート化された、または、ほぼ完全にホスホロチオアート化された少なくとも１本の鎖を有
しない）に対して、中枢神経系（ＣＮＳ）における単離された二本鎖核酸分子の細胞によ
る取り込みのレベルの上昇を媒介することが見出された。
【０２０８】
合成
　本発明のオリゴヌクレオチドは、当該技術分野において知られているいずれの方法によ
っても、例えば酵素による合成および／または化学合成を使用して、合成され得る。オリ
ゴヌクレオチドは、in vitroで（例えば酵素による合成および化学合成を使用して）、ま
たはin vivoで（当該技術分野において周知の組み換えＤＮＡ技術を使用して）合成され
得る。
【０２０９】
　好ましい態様において、化学合成は、修飾ポリヌクレオチドのために使用される。直鎖
オリゴヌクレオチドの化学合成は、当該技術分野において周知であり、溶液または固相の
技術により達成され得る。好ましくは、合成は、固相方法によるものである。オリゴヌク
レオチドは、ホスホロアミダイト、亜リン酸トリエステル、Ｈ－ホスホナートおよびホス
ホトリエステル方法を含む、いくつかの異なる合成手順のいずれかにより、典型的には自
動合成方法により、作られてもよい。
【０２１０】
　オリゴヌクレオチドの合成プロトコルは当該技術分野において周知であり、例えば米国
特許第5,830,653号；WO 98/13526；Stec et al. 1984. J. Am. Chem. Soc. 106:6077；St
ec et al. 1985. J. Org. Chem. 50:3908；Stec et al. J. Chromatog. 1985. 326:263；
LaPlanche et al. 1986. Nucl. Acid. Res. 1986. 14:9081；Fasman G. D., 1989. Pract
ical Handbook of Biochemistry and Molecular Biology. 1989. CRC Press, Boca Raton
, Fla.；Lamone. 1993. Biochem. Soc. Trans. 21:1；米国特許第5,013,830号；米国特許
第5,214,135号；米国特許第5,525,719号；Kawasaki et al. 1993. J. Med. Chem. 36:831
；WO 92/03568；米国特許第5,276,019号；および米国特許第5,264,423号において見出さ
れ得る。
【０２１１】
　選択される合成方法は、所望のオリゴヌクレオチドの長さに依存し得、かかる選択は、
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当業者の技術の範囲内である。例えば、ホスホロアミダイトおよび亜リン酸トリエステル
法により、１７５またはそれより多いヌクレオチドを有するオリゴヌクレオチドを生成し
得、一方、Ｈ－ホスホナート法は、１００ヌクレオチド未満のオリゴヌクレオチドのため
に良好に機能する。修飾塩基がオリゴヌクレオチドに組み込まれる場合、および特に、修
飾ホスホジエステル連結部が使用される場合、合成手順は、必要に応じて、公知の手順に
従って変えられる。
【０２１２】
　このことに関して、Uhlmannら（1990, Chemical Reviews 90:543-584）は、修飾塩基お
よび修飾ホスホジエステル連結部を有するオリゴヌクレオチドを作製するための参考文献
および概略手順を提供する。オリゴヌクレオチドを作製するための他の例示的な方法は、
Sonveaux、1994年、「Protecting Groups in Oligonucleotide Synthesis」；Agrawal、M
ethods in Molecular Biology 26:1において教示される。例示的な合成方法はまた、「Ol
igonucleotide Synthesis - A Practical Approach」（Gait, M. J. IRL Press at Oxfor
d University Press. 1984）においても教示される。その上、修飾ヌクレオチドを持つい
くつかの配列を含む規定の配列の直鎖オリゴヌクレオチドは、数個の商業的供給源から容
易に入手可能である。
【０２１３】
　オリゴヌクレオチドは、ポリアクリルアミドゲル電気泳動により、または、ゲルクロマ
トグラフィーおよび高圧液体クロマトグラフィーを含む多数のクロマトグラフィー的方法
のいずれにより、精製されてもよい。ヌクレオチド配列、特に未修飾ヌクレオチド配列を
確認するために、オリゴヌクレオチドは、マクサム・ギルバートシークエンシング、サン
ガーシークエンシング、キャピラリー電気泳動シークエンシング、ワンダーリングスポッ
ト（wandering spot）シークエンシングの手順を含む、知られている手順のいずれかによ
り、またはHybond紙に結合させたオリゴヌクレオチドの選択的化学分解を使用することに
より、ＤＮＡシークエンシングに供されてもよい。短いオリゴヌクレオチドの配列はまた
、レーザー脱離質量分析または高速原子衝撃によっても分析され得る（McNeal, et al., 
1982, J. Am. Chem. Soc. 104:976；Viari, et al., 1987, Biomed. Environ. Mass Spec
trom. 14:83；Grotjahn et al., 1982, Nuc. Acid Res. 10:4671）。シークエンシング方
法はまた、ＲＮＡオリゴヌクレオチドについても利用可能である。
【０２１４】
　合成されたオリゴヌクレオチドの品質は、オリゴヌクレオチドを、例えばBergot and E
gan. 1992. J. Chrom. 599:35の方法を使用して、キャピラリー電気泳動および分解性強
アニオンＨＰＬＣ(denaturing strong anion HPLC:SAX-HPLC)により試験することにより
、確認され得る。
　他の例示的な合成技術は、当該技術分野において周知である（例えばSambrook et al.,
 Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Second Edition (1989)；DNA Cloning, Vol
umes I and II (DN Glover Ed. 1985)；Oligonucleotide Synthesis（M J Gait Ed, 1984
；Nucleic Acid Hybridisation（B D Hames and S J Higgins eds. 1984）；A Practical
 Guide to Molecular Cloning (1984)；またはシリーズであるMethods in Enzymology（A
cademic Press, Inc.）を参照）。
【０２１５】
　ある態様において、対象とするＲＮＡｉコンストラクトまたは少なくともその一部は、
対象とするコンストラクトをコードする発現ベクターから転写される。この目的のために
、当該技術分野において認識されるいずれのベクターも使用されてもよい。転写されたＲ
ＮＡｉコンストラクトは、所望の修飾（未修飾センス鎖を修飾されたものにより置き換え
ることなど）が行われる前に、単離、精製されてもよい。
【０２１６】
細胞によるオリゴヌクレオチドの取り込み
　オリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチド組成物は、１以上の細胞または細胞ライ
セートと接触させられて（すなわち、接触させられるか、または、本明細書においては投
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与または送達されるとして言及される）、これに取り込まれる。用語「細胞」は、原核お
よび真核細胞、好ましくは脊椎動物細胞、より好ましくは哺乳動物細胞を含む。好ましい
態様において、本発明のオリゴヌクレオチド組成物は、ヒト細胞と接触させられる。
【０２１７】
　本発明のオリゴヌクレオチド組成物を、in vitroで、例えば試験管または培養ディッシ
ュ中で（対象中へ導入されても、されなくてもよく）、またはin vivoで、例えば哺乳動
物対象などの対象において、細胞と接触させてもよい。いくつかの態様において、オリゴ
ヌクレオチドは、局所的に、またはエレクトロポレーションを通して投与される。オリゴ
ヌクレオチドは、エンドサイトーシスによって遅い速度で細胞に取り込まれるが、エンド
サイトーシスされたオリゴヌクレオチドは、一般に隔絶され、例えば標的核酸分子へのハ
イブリダイゼーションのために利用可能ではない。一態様において、細胞による取り込み
を、エレクトロポレーションまたはリン酸カルシウム沈殿により容易になされ得る。しか
しながら、これらの手順はin vitroまたはex vivoの態様でのみ有用であり、便利ではな
く、いくつかのケースにおいては細胞毒性と関連する。
【０２１８】
　別の態様において、細胞中へのオリゴヌクレオチドの送達は、リン酸カルシウム、ＤＭ
ＳＯ、グリセロールもしくはデキストラン、エレクトロポレーションを含む好適な、当該
技術分野において認識される方法により、または、トランスフェクションにより、例えば
カチオン性、アニオン性または中性脂質組成物もしくはリポソームを使用して、当該技術
分野において知られている方法を使用して（例えばWO 90/14074；WO 91/16024；WO 91/17
424；米国特許第4,897,355号；Bergan et al. 1993. Nucleic Acid Research. 21:3567を
参照）、増強され得る。増強されたオリゴヌクレオチドの送達はまた、ベクター（例えば
Shi, Y. 2003. Trends Genet 2003 Jan. 19:9； Reichhart J M et al. Genesis. 2002. 
34(1-2):1604；Yu et al. 2002. Proc. Natl. Acad Sci. USA 99:6047；Sui et al. 2002
. Proc. Natl. Acad Sci. USA 99:5515を参照）、ウイルス、ポリアミンまたはポリリジ
ン、プロタミンもしくはＮｉ、Ｎ１２－ビス（エチル）スペルミンなどの化合物を使用す
るポリカチオン抱合体（例えばBartzatt, R. et al.1989. Biotechnol. Appl. Biochem. 
11:133；Wagner E. et al. 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. 88:4255を参照）の使用によ
っても媒介され得る。
【０２１９】
　ある態様において、本発明のｓｄ－ｒｘＲＮＡは、多様なベータ－グルカン含有粒子を
使用して送達されてもよく、該粒子はＧｅＲＰ（グルカンカプセル化ＲＮＡロード粒子）
として言及され、これは2010年3月4日出願の米国仮出願第61/310,611号、表題「食細胞へ
の標的化送達のための製剤および方法」に記載されており、参考として組み込まれる。か
かる粒子はまた、米国特許公開US 2005/0281781 A1およびUS 2010/0040656、米国特許第8
,815,818号、ならびにPCT公開WO 2006/007372およびWO 2007/050643においても記載され
ており、参考として組み込まれる。
【０２２０】
　ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子は、疎水的に修飾されていてもよく、および任意に、脂質および
／または両親媒性ペプチドと結びついていてもよい。ある態様において、ベータ－グルカ
ン粒子は酵母に由来する。ある態様において、ペイロードトラップ（payload trapping）
分子は、少なくとも約１０００Ｄａ、１０，０００Ｄａ、５０，０００Ｄａ、１００ｋＤ
ａ、５００ｋＤａ等の分子量のポリマーである。好ましいポリマーは、（限定せずに）カ
チオン性ポリマー、キトサンまたはＰＥＩ（ポリエチレンイミン）などを含む。
【０２２１】
　グルカン粒子は、酵母細胞壁などの真菌細胞壁の不溶性構成要素に由来し得る。いくつ
かの態様において、酵母はパン酵母である。酵母由来グルカン分子は、１以上のβ－（１
，３）－グルカン、β－（１，６）－グルカン、マンナンおよびキチンを含み得る。いく
つかの態様において、グルカン粒子は中空の酵母細胞壁を含み、これにより、粒子は細胞
に似た３次元構造を維持し、この中でＲＮＡ分子などの分子と複合体化するかまたはこれ
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をカプセル化し得る。酵母細胞壁粒子の使用に関連するいくつかの利点は、構成要素の利
用可能性、それらの生分解性の性質、および、それらの食作用細胞を標的化する能力であ
る。
【０２２２】
　いくつかの態様において、グルカン粒子は細胞壁からの不溶性構成要素を抽出すること
により調製され得、例えばパン酵母（フライシュマンのもの）を１ＭのＮａＯＨ／ｐＨ４
．０、Ｈ２Ｏで抽出し、続いて洗浄および乾燥することによる。酵母細胞壁粒子を調製す
るための方法は以下の文献に議論され、これらから参考として組み込まれる：米国特許第
4,810,646号、同第4,992,540号、同第5,082,936号、同第5,028,703号、同第5,032,401号
、同第5,322,841号、同第5,401,727号、同第5,504,079号、同第5,607,677号、同第5,968,
811号、同第6,242,594号、同第6,444,448号、同第6,476,003号、米国特許公開第2003/021
6346号、同第2004/0014715号および同第2010/0040656号ならびにPCT公開第WO02/12348号
。
【０２２３】
　グルカン粒子を調製するためのプロトコルもまた、以下の文献に記載されており、これ
らから参考として組み込まれる：Soto and Ostroff (2008), “Characterization of mul
tilayered nanoparticles encapsulated in yeast cell wall particles for DNA delive
ry”; Bioconjug Chem 19(4):840-8；Soto and Ostroff (2007), “Oral Macrophage Med
iated Gene Delivery System,” Nanotech, Volume 2, Chapter 5 (“Drug Delivery”),
 pages 378-381；およびLi et al. (2007), “Yeast glucan particles activate murine
 resident macrophages to secrete proinflammatory cytokines via MyD88-and Syk kin
ase-dependent pathways.” Clinical Immunology 124(2):170-181。
【０２２４】
　酵母細胞壁粒子などのグルカン含有粒子はまた、商業的にも得られ得る。いくつかの非
限定的例は以下を含む：Biorigin（Sao Paolo, Brazil）からのNutricell MOS 55、SAF-M
annan（SAF Agri, Minneapolis, Minn.）、Nutrex（Sensient Technologies, Milwaukee,
 Wis.）、アルカリ抽出粒子、例えばNutricepts（Nutricepts Inc., Burnsville, Minn.
）およびASA Biotech製造のもの、Biopolymer Engineeringからの酸抽出ＷＧＰ粒子およ
び有機溶媒抽出粒子、例えばAlpha-beta Technology, Inc.（Worcester, Mass.）からのA
djuvax（商標）およびNovogen（Stamford, Conn.）からの微粒子グルカン。
【０２２５】
　酵母細胞壁粒子などのグルカン粒子は、製造および／または抽出方法に依存して種々の
レベルの純度を有し得る。いくつかの例において、粒子はアルカリ抽出、酸抽出または有
機溶媒抽出して、細胞内構成要素および／または細胞壁の外部マンノタンパク質層を除去
する。かかるプロトコルは、５０～９０％の範囲のグルカン含量（ｗ／ｗ）を有する粒子
を製造し得る。いくつかの例において、低純度の粒子、すなわち低グルカンｗ／ｗ含量の
粒子が好ましい場合もあり、一方他の態様においては、高純度すなわち高グルカンｗ／ｗ
含量の粒子が好ましい場合もある。
【０２２６】
　酵母細胞壁粒子などのグルカン粒子は、天然の脂質含量を有し得る。例えば、粒子は１
％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３
％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％または２０％ｗ／ｗを超
える脂質を含有し得る。例のセクションにおいて、グルカン粒子２つのバッチ：ＹＧＰ　
ＳＡＦおよびＹＧＰ　ＳＡＦ＋Ｌ（天然脂質含有）の有効性を試験する。いくつかの態様
において、天然脂質の存在はＲＮＡ分子の複合体化または捕捉を支援し得る。
　グルカン含有粒子は典型的には、および２～４ミクロンの直径を有するが、２ミクロン
未満または４ミクロンを超える直径の粒子もまた、本発明の側面に適合する。
【０２２７】
　送達するＲＮＡ分子（単数または複数）は、グルカン粒子に複合体化されるか、そのシ
ェル内に「捕捉」される。粒子のシェルまたはＲＮＡ構成要素は、Soto and Ostroff (20
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08) Bioconjug Chem 19:840に記載され、参考として組み込まれているように、視覚化の
ために標識され得る。ＧｅＲＰをロードする方法は以下にさらに議論される。
　オリゴヌクレオチドの取り込みのための最適なプロトコルは、多数の因子に依存するで
あろうが、最も重要なのは、使用される細胞の型である。取り込みにおいて重要な他の因
子は、これらに限定されないが、オリゴヌクレオチドの性質および濃度、細胞のコンフル
エンス、細胞を入れる培養の種類（例えば懸濁培養であるかまたはプレート培養であるか
）および細胞を培養する培地の種類を含む。
【０２２８】
カプセル化剤
　カプセル化剤は、ビヒクル内にオリゴヌクレオチドを捕捉する。本発明の別の態様にお
いて、オリゴヌクレオチドは、キャリアまたはビヒクル、例えばリポソームまたはミセル
と結びついてもよいが、他のキャリアを使用され得ることは、当業者により理解される通
りである。リポソームは、生体膜と類似する構造を有する脂質二重層からなるビヒクルで
ある。かかるキャリアは、細胞による取り込みを促進するため、または、オリゴヌクレオ
チドを標的化するため、または、オリゴヌクレオチドの薬物動態または毒性学的特性を改
善するために、使用される。
【０２２９】
　例えば、本発明のオリゴヌクレオチドはまた、その中に活性成分が分散してまたは脂質
層に接着した水性濃縮層からなる小体中に多様に存在して含有される医薬組成物であるリ
ポソーム中にカプセル化されても、投与されてもよい。オリゴヌクレオチドは、溶解性に
依存して、水性層および脂質層の両方に存在しても、一般にリポソーム懸濁液（liposomi
c suspension）と称されるものの中に存在してもよい。疎水性層は一般に、必ずではない
が、レシチンおよびスフィンゴミエリンなどのリン脂質、コレステロールなどのステロイ
ド、リン酸ジアセチルなどの多かれ少なかれイオン性の界面活性剤、ステアリルアミンま
たはホスファチジル酸または疎水性の性質の他の材料を含む。リポソームの直径は一般に
、およそ１５ｎｍから約５ミクロンまでの範囲である。
【０２３０】
　薬物送達ビヒクルとしてのリポソームの使用は、幾つかの利点を与える。リポソームは
、細胞内安定性を増大し、取り込み効率を増大し、生物学的活性を改善する。リポソーム
は、細胞膜を構成する脂質と類似の様式において配置された脂質からなる、中空の球体ビ
ヒクルである。これらは、水溶性化合物を封入する内部の水性の空間を有し、直径０．０
５から数ミクロンまでの範囲のサイズである。数個の研究から、リポソームが核酸を細胞
へ送達し得るること、および、核酸が生物学的に活性であり続けることが示される。例え
ば、リポフェクチンまたはLIPOFECTAMINE（商標）2000などの本来は研究用ツールとして
設計された脂質送達ビヒクルは、無傷の（intact）核酸分子を細胞へ送達し得る。
【０２３１】
　リポソームを使用することの具体的な利点は以下を含む：それらは組成物において非毒
性であり生分解性であること；それらは長期の循環半減期を呈すこと；および、認識分子
が、組織へ標的化するために、それらの表面へ容易に付着され得ること。最後に、液体懸
濁液または凍結乾燥製品のいずれにおいても、リポソームベースの医薬のコスト効率の良
い製造は、受容可能な薬物送達システムとしてのこの技術のバイアビリティを実証してい
る。
【０２３２】
　いくつかの側面において、本発明に関連する製剤は、天然に存在するかまたは化学的に
合成されたかまたは修飾された、飽和および不飽和の脂肪酸残基のクラスについて選択さ
れてもよい。脂肪酸は、トリグリセリド類、ジグリセリド類または個々の脂肪酸の形態で
存在してもよい。別の態様において、非経口栄養のために薬理学において現在使用されて
いる脂肪酸および／または脂質の乳液の、よく検証された混合物の使用が利用されてもよ
い。
【０２３３】
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　リポソームベースの製剤は、オリゴヌクレオチドの送達のために広範に使用される。し
かしながら、市販の脂質またはリポソーム製剤の殆どは、少なくとも１つの正に荷電した
脂質（カチオン性脂質）を含有する。この正に荷電した脂質の存在は、高レベルのオリゴ
ヌクレオチドのローディングを得るために、および、リポソームの膜融合特性を増強する
ために、必須であると考えられている。最適な正に荷電した脂質の化合物を同定するため
の、数個の方法が実施され、公開されている。しかしながら、カチオン性脂質を含有する
市販のリポソーム製剤は、高レベルの毒性によって特徴づけられる。in vivoでの限定さ
れた治療インデックスにより、正に荷電した脂質を含有するリポソーム製剤が、ＲＮＡサ
イレンシングを達成するために必要とされる濃度よりもごく僅かに高い濃度において、毒
性（すなわち肝臓の酵素の増大）と関連することが明らかとなっている。
【０２３４】
　本発明に関連する核酸は、疎水的に修飾され得、中性ナノトランスポーターに包含され
得る。中性ナノトランスポーターのさらなる説明は、2009年9月22日に出願されたPCT出願
PCT/US2009/005251、表題「中性ナノトランスポーター」および2011年9月29日に公開され
た米国特許公開第US2011/0237522号、表題「中性ナノトランスポーター」から参考として
組み込まれる。かかる粒子は、非荷電の脂質混合物中へのオリゴヌクレオチドの定量的な
組み込みを可能にする。かかる中性ナノトランスポーター組成物においてカチオン性脂質
が毒性レベルを欠いていることは、重要な特性である。
【０２３５】
　PCT/US2009/005251に実証されているとおり、オリゴヌクレオチドは、カチオン性脂質
を有さない脂質混合物中に効率的に組み込まれ得、かかる組成物は、治療用オリゴヌクレ
オチドを機能的な様式で細胞に効果的に送達し得る。例えば、脂質混合物が、ホスファチ
ジルコリンベースの脂肪酸およびコレステロールなどのステロールから構成されたとき、
高レベルの活性が観察された。例として、中性脂質混合物の１つの好ましい製剤は、少な
くとも２０％のＤＯＰＣまたはＤＳＰＣおよび少なくとも２０％のコレステロールなどの
ステロールから構成される。１：５の脂質対オリゴヌクレオチド比率という低さでも、オ
リゴヌクレオチドの非荷電製剤中での完全なカプセル化を得るのに充分であることが示さ
れた。
【０２３６】
　中性ナノトランスポーター組成物は、オリゴヌクレオチドの中性脂質製剤中への効率的
なローディングを可能にする。組成物は、分子の疎水性が増大するような様式において修
飾されている（例えば、疎水性分子が、疎水性分子に、オリゴヌクレオチド末端または末
端でないヌクレオチド、塩基、糖もしくは骨格上で、（共有結合的にまたは非共有結合的
に）付着されている）オリゴヌクレオチドを含み、修飾オリゴヌクレオチドは、中性脂質
製剤と混合されている（例えば、少なくとも２５％のコレステロールおよび２５％のＤＯ
ＰＣまたはそのアナログを含有する）。別の脂質などのカーゴ分子もまた、組成物中に含
まれ得る。この組成物は、製剤の一部がオリゴヌクレオチド自体中に構築される場合、中
性脂質粒子中におけるオリゴヌクレオチドの効率的なカプセル化を可能にする。
【０２３７】
　いくつかの側面において、５０から１４０ｎｍまでの範囲のサイズの安定な粒子は、疎
水性オリゴヌクレオチドを好ましい製剤と複合体化することにより形成され得る。製剤は
、それ自体では典型的には小さい粒子を形成せず、むしろ集塊物を形成し、これは疎水性
修飾オリゴヌクレオチドを付加することにより、安定な５０～１２０ｎｍの粒子へと転換
されることに言及することは興味深い。
【０２３８】
　本発明の中性ナノトランスポーター組成物は、疎水性修飾ポリヌクレオチド、中性脂質
混合物および任意にカーゴ分子を含む。本明細書に使用される「疎水性修飾ポリヌクレオ
チド」は、ポリヌクレオチドを、ポリヌクレオチドの修飾の前よりも疎水性にする少なく
とも１つの修飾を有する、本発明のポリヌクレオチド（すなわちｓｄ－ｒｘＲＮＡ）であ
る。修飾は、疎水性分子をポリヌクレオチドに付着（共有結合的または非共有結合的に）
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することにより達成されてもよい。いくつかの例において、疎水性分子は、親油性基であ
るかまたは親油性基を含む。
【０２３９】
　用語「親油性基」は、水に対するアフィニティーよりも高い、脂質に対するアフィニテ
ィーを有する基を意味する。親油性基の例は、これらに限定されないが、コレステロール
、コレステリルまたは修飾コレステリル残基、アダマンチン、ジヒドロテステロン（dihy
drotesterone）、長鎖アルキル、長鎖アルケニル、長鎖アルキニル、オレイル－リトコー
ル酸、コレン酸、オレオイル－コレン酸、パルミチル酸、ヘプタデシル酸、ミリスチル酸
、胆汁酸、コール酸またはタウロコール酸、デオキシコール酸、オレイルリトコール酸、
オレオイルコレン酸、糖脂質、リン脂質、スフィンゴ脂質、ステロイドなどのイソプレノ
イド類、ビタミンＥなどのビタミン類、飽和または不飽和のいずれかの脂肪酸、トリグリ
セリドなどの脂肪酸エステル類、ピレン類、ポルフィリン類、テキサフィリン、アダマン
タン、アクリジン類、ビオチン、クマリン、フルオレセイン、ローダミン、Texas-Red、
ジゴキシゲニン、ジメトキシトリチル、ｔ－ブチルジメチルシリル、ｔ－ブチルジフェニ
ルシリル、シアニン色素（例えばＣｙ３またはＣｙ５）、Hoechst 33258色素、ソラレン
またはイブプロフェンを含む。コレステロール部分は還元されても（例えばコレスタン中
のように）、または、置換されても（例えばハロゲンにより）よい。１分子における異な
る親油性基の組み合わせもまた可能である。
【０２４０】
　疎水性分子は、ポリヌクレオチドの多様な位置において付着されてもよい。上記のとお
り、疎水性分子は、ポリヌクレオチドの３’または５’末端などのポリヌクレオチドの末
端の残基に連結されていてもよい。代わりに、これは、ポリヌクレオチドの内部のヌクレ
オチドまたは枝上のヌクレオチドに連結されていてもよい。疎水性分子は、例として、ヌ
クレオチドの２’位に付着されていてもよい。疎水性分子はまた、ポリヌクレオチドのヌ
クレオチドの複素環式塩基、糖または骨格にも連結されていてもよい。
【０２４１】
　疎水性分子は、リンカー部分によりポリヌクレオチドに繋げられていてもよい。任意に
、リンカー部分は、非ヌクレオチド性のリンカー部分である。非ヌクレオチド性のリンカ
ーは、例えば、脱塩基残基（ｄスペーサー）、トリエチレングリコール（スペーサー９）
もしくはヘキサエチレングリコール（スペーサー１８）などのオリゴエチレングリコール
、またはブタンジオールなどのアルカンジオールである。スペーサーユニットは、好まし
くは、ホスホジエステルまたはホスホロチオアート結合により連結されている。リンカー
ユニットは、分子中に１回のみ現れても、または、例えばホスホジエステル、ホスホロチ
オアート、メチルホスホナートまたはアミン連結部などを介して、数回組み込まれてもよ
い。
【０２４２】
　典型的な抱合プロトコルは、配列の１以上の位置においてアミノリンカーを保有するポ
リヌクレオチドの合成を含むが、しかしながらリンカーは必要ではない。アミノ基は、次
いで、適切なカップリングまたは活性化試薬を使用して、抱合される分子と反応させられ
る。抱合反応は、まだ固体支持体に結合しているポリヌクレオチドを用いて、または、溶
液相中でのポリヌクレオチドの切断に続いて、実施されてもよい。ＨＰＬＣによる修飾ポ
リヌクレオチドの精製は、典型的には、結果として純粋な材料を生じる。
【０２４３】
　いくつかの態様において、疎水性分子は、ミセル中へ組み込まれるために充分な疎水性
を提供する、ステロール型抱合体、フィトステロール抱合体、コレステロール抱合体、側
鎖の長さが変えられたステロール型抱合体、脂肪酸抱合体、任意の他の疎水性基抱合体、
および／または内部ヌクレオシドの疎水性修飾である。
【０２４４】
　本発明の目的のために、用語「ステロール」またはステロイドアルコール類は、Ａ環の
３位においてヒドロキシル基を持つステロイドのサブグループを指す。これらは、アセチ
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ル－コエンザイムＡからＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ経路を介して合成される両親媒性脂
質である。全体的な分子は、極めて扁平である。Ａ環上のヒドロキシル基は、極性である
。脂肪族鎖の残りは、非極性である。通常、ステロールは、１７位において８炭素鎖を有
すると考えられる。
【０２４５】
　本発明の目的のために、用語「ステロール型分子」は、ステロイドアルコール類を指し
、これは、ステロールと構造が類似する。主要な差異は、環の構造および２１位に結合す
る側鎖の炭素の数である。
　本発明の目的のために、用語「フィトステロール」（また植物ステロールとも称される
）は、植物において天然に存在する植物化学物質である、一群のステロイドアルコール類
である。２００種を超えるフィトステロールが知られている。
【０２４６】
　本発明の目的のために、用語「ステロールの側鎖」は、ステロール型分子の１７位にて
付着する側鎖の化学組成を指す。標準的な定義において、ステロールは、８炭素鎖を１７
位に保有する４環構造に限定される。本発明において、従来のものよりも長いおよび短い
側鎖を持つステロール型分子が記載される。側鎖は、分枝であってもよいし、二重の骨格
を含有していてもよい。
【０２４７】
　よって、本発明に有用なステロールは、例えば、コレステロール、ならびに、１７位に
２～７個または９個の炭素より長い側鎖が結合しているユニークなステロールを含む。特
定の態様において、ポリ炭素テイルの長さは、５～９個の炭素の間で変動する。かかる抱
合体は、特に肝臓への送達において、有意により良好なin vivo効力を有してもよい。こ
れらの型の分子は、従来のコレステロールに抱合されたオリゴヌクレオチドよりも５～９
倍低い濃度にて働くことが期待される。
【０２４８】
　代わりに、ポリヌクレオチドは、タンパク質、ペプチド、または、疎水性分子として機
能する正に荷電した化学物質に結合していてもよい。タンパク質は、プロタミン、ｄｓＲ
ＮＡ結合ドメインおよびアルギニンリッチペプチドからなる群から選択されてもよい。例
示的な正に荷電した化学物質は、スペルミン、スペルミジン、カダベリンおよびプトレシ
ンを含む。
【０２４９】
　別の態様において、疎水性分子抱合体は、疎水性修飾、ホスホロチオアート修飾および
２’リボ修飾を含むがこれらに限定されないポリヌクレオチドの最適な化学修飾パターン
と組み合わされたとき（本明細書に詳細に記載されるとおり）、さらに高い効力を実証し
得る。
【０２５０】
　別の態様において、ステロール型分子は、天然に存在するフィトステロールであっても
よい。ポリ炭素鎖は、９個より長くても、直鎖であっても、分枝鎖であっても、および／
または、二重結合を含有していてもよい。ポリヌクレオチド抱合体を含有するいくつかの
フィトステロールは、多様な組織へのポリヌクレオチドの送達において、有意により強力
かつ活性であり得る。いくつかのフィトステロールは組織選択性を実証し得ることから、
ＲＮＡｉを特異的に特定の組織へ送達するための手段として使用され得る。
【０２５１】
　疎水性修飾ポリヌクレオチドは、中性脂肪酸混合物と混合されて、ミセルを形成する。
中性脂肪酸混合物は、疎水性修飾ポリヌクレオチドとともにミセルを形成し得る生理学的
ｐＨにおいてまたはその付近において、正味の中性または僅かに正味の負の電荷を有する
、脂質の混合物である。本発明の目的のために、用語「ミセル」は、非荷電性脂肪酸とリ
ン脂質との混合物により形成される、小さいナノ粒子を指す。
【０２５２】
　中性脂肪酸混合物は、毒性を引き起こさない量で存在する限りにおいて、カチオン性脂
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質を含んでもよい。好ましい態様において、中性脂肪酸混合物は、カチオン性脂質を含ま
ない。カチオン性脂質を含まない混合物は、全脂質のうちの１％未満、好ましくは０％が
、カチオン性脂質であるものである。用語「カチオン性脂質」は、生理学的ｐＨにおいて
またはその付近において、正味の正の電荷を有する、脂質および合成脂質を含む。用語「
アニオン性脂質」は、生理学的ｐＨにおいてまたはその付近において、正味の負の電荷を
有する、脂質および合成脂質を含む。
【０２５３】
　中性脂質は、強力であるが共有結合ではない引力（例えば静電気、ファンデルワールス
、パイ・スタッキング(pi-stacking)などの相互作用）により、本発明のオリゴヌクレオ
チドに結合する。
　中性脂質混合物は、天然に存在するかまたは化学合成された、または、修飾された、飽
和および不飽和脂肪酸残基のクラスから選択される製剤を含んでもよい。脂肪酸は、トリ
グリセリド、ジグリセリドまたは個別の脂肪酸の形態で存在し得る。別の態様において、
薬理学において非経口栄養のために現在使用されている脂肪酸のよく確認された混合物お
よび／または脂質乳液が利用されてもよい。
【０２５４】
　中性脂肪酸混合物は、好ましくは、コリンをベースとする脂肪酸およびステロールの混
合物である。コリンをベースとする脂肪酸は、例として、ＤＤＰＣ、ＤＬＰＣ、ＤＭＰＣ
、ＤＰＰＣ、ＤＳＰＣ、ＤＯＰＣ、ＰＯＰＣおよびＤＥＰＣなどの合成のホスホコリン誘
導体を含む。ＤＯＰＣ（化合物登録番号4235-95-4）は、ジオレオイルホスファチジルコ
リンである（ジエライドイルホスファチジルコリン、ジオレオイル－ＰＣ、ジオレオイル
ホスホコリン、ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン、ジオレイルホスファ
チジルコリンとしても知られる）。ＤＳＰＣ（化合物登録番号816-94-4は、ジステアロイ
ルホスファチジルコリンである（１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
コリンとしても知られる）。
【０２５５】
　中性脂肪酸混合物中のステロールは、例として、コレステロールであってもよい。中性
脂肪酸混合物は、完全にコリンベースの脂肪酸およびステロールからなっても、または、
これは任意にカーゴ分子を含んでもよい。例として、中性脂肪酸混合物は、少なくとも２
０％または２５％の脂肪酸および２０％または２５％のステロールを有してもよい。
【０２５６】
　本発明の目的のために、用語「脂肪酸」は、脂肪酸の従来の説明に関する。これらは、
個別の実体またはジグリセリドおよびトリグリセリドの形態において存在し得る。本発明
の目的のために、用語「脂質乳液」は、食事から十分な脂質を得ることができない対象へ
静脈内に与えられる安全な脂質製剤を指す。これは、大豆油（または他の天然に存在する
オイル）と卵のリン脂質との乳液である。脂質乳液は、いくつかの不溶性麻酔剤の製剤の
ために使用されている。本開示において、脂質乳液は、イントラリピッド（Intralipid）
、リポシン（Liposyn）、ニュートリピッド（Nutrilipid）などの市販の製剤の一部、特
定の脂肪酸が濃縮されている改変された市販の製剤、または、全く新たに処方された脂肪
酸とリン脂質との組合せであってもよい。
【０２５７】
　一態様において、本発明のオリゴヌクレオチド組成物と接触させる細胞は、オリゴヌク
レオチドを含む混合物、および、脂質、例えば上記の脂質または脂質組成物の１つを含む
混合物と、約１２時間～約２４時間の間接触させられる。別の態様において、オリゴヌク
レオチド組成物と接触させる細胞は、オリゴヌクレオチドを含む混合物、および、脂質、
例えば上記の脂質または脂質組成物の１つを含む混合物と、約１～約５日間接触させられ
る。
【０２５８】
　一態様において、細胞は、脂質およびオリゴヌクレオチドを含む混合物と、約３日間～
約３０日間接触させられる。別の態様において、脂質を含む混合物は、細胞と、少なくと
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も約５～約２０日間、接触状態に置かれる。別の態様において、脂質を含む混合物は、細
胞と、少なくとも約７～約１５日間、接触状態に置かれる。
【０２５９】
　製剤の５０％～６０％は、任意に、他のいずれの脂質または分子であってもよい。かか
る脂質または分子は、本明細書において、カーゴ脂質またはカーゴ分子として言及される
。カーゴ分子は、これらに限定されずに、イントラリピッド（intralipid）、低分子、膜
融合ペプチドもしくは脂質を含むか、または、他の低分子が、細胞取り込み、エンドソー
ムによる放出または組織分布特性を変えるために添加されてもよい。かかる特性が望まし
い場合、カーゴ分子に耐性を示す能力は、これらの粒子の特性の改変のために重要である
。例として、いくつかの組織特異的代謝物の存在は、組織分布プロフィールを大幅に変え
る場合がある。例えば、多様な飽和レベルを有するより短いまたはより長い脂質鎖が濃縮
されているイントラリピッド（intralipid）型製剤の使用は、これらの型の製剤の組織分
布プロフィール（およびそれらのローディング）に影響を及ぼす。
【０２６０】
　本発明に従い有用なカーゴ脂質の例は、膜融合脂質である。例として、双性イオン脂質
ＤＯＰＥ（化合物登録番号4004-5-1、１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホス
ホエタノールアミン）は、好ましいカーゴ脂質である。
【０２６１】
　イントラリピッド（Intralipid）は、以下の組成から構成され得る：１０００ｍＬが以
下を含有する：精製大豆油９０ｇ、精製卵リン脂質１２ｇ、無水グリセロール２２ｇ、注
射用水（１０００ｍＬへの十分量）。ｐＨは、水酸化ナトリウムで、約ｐＨ８に調整され
る。エネルギー含量／Ｌ：４．６ＭＪ（１９０ｋｃａｌ）。浸透圧（およそ）：３００ｍ
Ｏｓｍ／水１ｋｇ。別の態様において、脂質乳液は、５％のベニバナ油、５％の大豆油、
乳化剤として添加される最大１．２％までの卵リン脂質および注射用水中の２．５％のグ
リセリンを含有する、リポシン（Liposyn）である。これはまた、ｐＨ調整のために水酸
化ナトリウムを含有してもよい。ｐＨ８．０（６．０～９．０）。リポシンは、２７６ｍ
Ｏｓｍｏｌ／リットル（実測値）の浸透圧を有する。
【０２６２】
　カーゴ脂質のアイデンティティー、量および比率のバリエーションは、これらの化合物
の細胞による取り込みおよび組織分布の特徴に影響を及ぼす。例えば、脂質テイルの長さ
および飽和性のレベルは、肝臓、肺、脂肪および心筋細胞への異なる取り込みに影響を及
ぼす。ビタミン類または異なる形態のステロールなどの特別な疎水性分子の添加は、特定
の化合物の代謝に関与する特別な組織への分布に有利に働き得る。いくつかの態様におい
て、ビタミンＡまたはＥが用いられる。複合体は、異なるオリゴヌクレオチド濃度にて形
成され、より高い濃度は、より効率的な複合体形成に有利に働く。
【０２６３】
　別の態様において、脂質乳液は、脂質の混合物に基づく。かかる脂質は、天然の化合物
、化学合成された化合物、精製脂肪酸または他のいずれの脂質をも含んでもよい。さらに
別の態様において、脂質乳液の組成は、完全に人工的なものである。特定の態様において
、脂質乳液は、７０％を超えて、リノール酸である。さらに別の特定の態様において、脂
質乳液は、少なくとも１％のカルジオリピンである。リノール酸（ＬＡ）は、不飽和オメ
ガ－６脂肪酸である。これは、１８－炭素鎖および２個のシス二重結合を有するカルボン
酸からなる無色の液体である。
【０２６４】
　本発明のさらに別の態様において、疎水性修飾ポリヌクレオチドの組織分布を変えるた
めの手段として、脂質乳液の組成の変更が使用される。この方法論は、特定の組織へのポ
リヌクレオチドの特異的送達をもたらす。
　別の態様において、カーゴ分子の脂質乳液は、７０％を超えるリノール酸（Ｃ１８Ｈ３

２Ｏ２）および／またはカルジオリピンを含む。
【０２６５】
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　イントラリピッド（intralipid）などの脂質乳液は、いくつかの非水溶性薬物（プロポ
フォール（Propofol）（Diprivanとして再処方されている）など）のための送達用製剤と
して、前から使用されてきた。本発明のユニークな特徴は、（ａ）修飾ポリヌクレオチド
を１以上の疎水性化合物と組み合わせ、それによりこれが脂質ミセル中に組み込まれ得る
というコンセプト、および（ｂ）可逆性キャリアを提供するためにこれを脂質乳液と混合
すること、を含む。血流中への注射の後で、ミセルは通常、アルブミン、ＨＤＬ、ＬＤＬ
およびその他の血清タンパク質と結合する。この結合は可逆性であり、最終的に脂質は細
胞により吸収される。ミセルの一部として組み込まれるポリヌクレオチドは、次いで、細
胞の表面近くに送達されるであろう。その後、ステロール型送達を含むがこれらに限定さ
れない多様な機構を通して、細胞による取り込みが起こり得る。
【０２６６】
複合体化剤
　複合体化剤は、強力であるが共有結合ではない引力（例えば静電気、ファンデルワール
ス、パイ・スタッキングなどの相互作用）により、本発明のオリゴヌクレオチドに結合す
る。一態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドの細胞による
取り込みを増大するために、複合体化剤と複合体化され得る。複合体化剤の例は、カチオ
ン性脂質を含む。カチオン性脂質は、オリゴヌクレオチドを細胞へ送達するために使用さ
れ得る。しかしながら、上記のとおり、カチオン性脂質を含まない製剤が、いくつかの態
様において好ましい。
【０２６７】
　用語「カチオン性脂質」は、極性および非極性ドメインの両方を有する脂質および合成
脂質であって、生理学的ｐＨまたはその付近において正に荷電することができ、核酸など
のポリアニオンに結合して核酸の細胞中への送達を促進するものを含む。一般に、カチオ
ン性脂質は、飽和および不飽和アルキル、ならびに、脂環式のエーテル類およびアミンの
エステル類、アミド類、または、これらの誘導体を含む。カチオン性脂質の直鎖および分
枝アルキルおよびアルケニル基は、例えば、１から約２５個の炭素原子を含有し得る。好
ましい直鎖または分枝アルキルまたはアルケン基は、６個以上の炭素原子を有する。脂環
式基は、コレステロールおよび他のステロイド基を含む。カチオン性脂質は、例えばＣｌ
－、Ｂｒ－、Ｉ－、Ｆ－、アセタート、トリフルオロ酢酸、スルファート、亜硝酸化合物
（nitrite）およびニトラートを含む多様な対イオン（アニオン）とともに調製され得る
。
【０２６８】
　カチオン性脂質の例は、ポリエチレンイミン、ポリアミドアミン（ＰＡＭＡＭ）スター
バーストデンドリマー、リポフェクチン（ＤＯＴＭＡとＤＯＰＥとの組合せ）、リポフェ
クターゼ（Lipofectase）、LIPOFECTAMINE（商標）（例えば、LIPOFECTAMINE（商標）200
0）、ＤＯＰＥ、サイトフェクチン（Cytofectin）（Gilead Sciences、Foster City、Cal
if.）、およびユーフェクチン（Eufectins）（JBL、San Luis Obispo、Calif.）を含む。
例示的なカチオン性リポソームは、Ｎ－［１－（２，３－ジオレオロキシ）－プロピル］
－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド（ＤＯＴＭＡ）、Ｎ－［１－（２，３－
ジオレオロキシ）－プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムメチルスルファー
ト（ＤＯＴＡＰ）、３β－［Ｎ－（Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノエタン）カルバモイル］
コレステロール（ＤＣ－Ｃｈｏｌ）、２，３，－ジオレイルオキシ－Ｎ－［２（スペルミ
ンカルボキサミド）エチル］－Ｎ，Ｎ－ジメチル－１－プロパンアミニウムトリフルオロ
アセタート（ＤＯＳＰＡ）、１，２－ジミリスチルオキシプロピル－３－ジメチル－ヒド
ロキシエチルアンモニウムブロミド；およびジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミ
ド（ＤＤＡＢ）から製造され得る。
【０２６９】
　例えばカチオン性脂質Ｎ－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，
Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド（ＤＯＴＭＡ）は、ホスホロチオアートオリゴヌク
レオチドのアンチセンス効果を１０００倍増大することが見出された（Vlassov et al., 
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1994, Biochimica et Biophysica Acta 1197:95-108）。オリゴヌクレオチドはまた、例
えばポリ（Ｌ－リジン）またはアビジンと複合体化されてもよく、脂質は、この混合物中
、例えばステリル－ポリ（Ｌ－リジン）に含まれても含まれなくてもよい。
【０２７０】
　カチオン性脂質は、オリゴヌクレオチドを細胞に送達するために当該技術分野において
使用されてきた（例えば米国特許第5,855,910号；同第5,851,548号；同第5,830,430号；
同第5,780,053号；同第5,767,099号；Lewis et al. 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
93:3176; Hope et al. 1998. Molecular Membrane Biology 15:1を参照）。今回のオリゴ
ヌクレオチドの取り込みを容易にするために使用され得る他の脂質組成物は、クレームさ
れる方法と組み合わせて使用され得る。上で列記されるものに加えて、例えば米国特許第
4,235,871号；米国特許第4,501,728号；同第4,837,028号；同第4,737,323号において教示
されるものを含む他の脂質組成物もまた、当該技術分野において知られている。
【０２７１】
　一態様において、脂質組成物は、剤、例えばウイルスタンパク質を、オリゴヌクレオチ
ドの脂質媒介性トランスフェクションを増強するためにさらに含み得る（Kamata, et al.
, 1994. Nucl. Acids. Res. 22:536）。別の態様において、オリゴヌクレオチドは、例え
ば米国特許第5,736,392号に教示されるとおりのオリゴヌクレオチド、ペプチドおよび脂
質を含む組成物の一部として、細胞と接触させられる。血清耐性である改善された脂質も
また記載されている（Lewis, et al., 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. 93:3176）。カチ
オン性脂質および他の複合体化剤は、エンドサイトーシスを通して細胞中へ運搬されるオ
リゴヌクレオチドの数を増大するために作用する。
【０２７２】
　別の態様において、オリゴヌクレオチドの取り込みを最適化するために、Ｎ－置換グリ
シンオリゴヌクレオチド（ペプトイド）が使用され得る。ペプトイドは、トランスフェク
ションのためのカチオン性脂質様化合物を作製するために使用されてきた（Murphy, et a
l., 1998. Proc. Natl. Acad. Sci. 95:1517）。ペプトイドは、標準的な方法（例えばZu
ckermann, R. N., et al. 1992. J. Am. Chem. Soc. 114:10646; Zuckermann, R. N., et
 al. 1992. Int. J. Peptide Protein Res. 40:497）を使用して合成され得る。カチオン
性脂質とペプトイドとの組合せであるリプトイド(liptoid)もまた、目的のオリゴヌクレ
オチドの取り込みを最適化するために使用され得る（Hunag, et al., 1998. Chemistry a
nd Biology. 5:345）。リプトイドは、ペプトイドオリゴヌクレオチドを産生して、アミ
ノ末端のサブモノマーをそのアミノ基を介して脂質にカップリングすることにより合成さ
れ得る（Hunag, et al., 1998. Chemistry and Biology. 5:345）。
【０２７３】
　正に荷電したアミノ酸を、高活性カチオン性脂質を作製するために使用され得ることは
、当該技術分野において知られている（Lewis et al. 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. US
.A. 93:3176）。一態様において、本発明のオリゴヌクレオチドを送達するための組成物
は、親油性部分に結合した多数のアルギニン、リジン、ヒスチジンまたはオルニチン残基
を含む（例えば米国特許第5,777,153号を参照）。
【０２７４】
　別の態様において、本発明のオリゴヌクレオチドを送達するための組成物は、約１～約
４個の塩基性残基を有するペプチドを含む。これらの塩基性残基は、例えばペプチドのア
ミノ末端、Ｃ末端または内部領域に位置され得る。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のフ
ァミリーは、当該技術分野において定義されてきた。
【０２７５】
　これらのファミリーは、塩基性側鎖（例えばリジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性
側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電性極性側鎖（例えばグリシン（こ
れはまた非極性であるとも考えられる）、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニ
ン、チロシン、システイン）、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロ
イシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、ベータ－分枝側
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鎖（例えばスレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖（例えばチロシン、フ
ェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を持つアミノ酸を含む。塩基性アミノ酸
の他にも、ペプチドの他の残基の大多数または全てが、非塩基性アミノ酸から、例えばリ
ジン、アルギニンまたはヒスチジン以外のアミノ酸から選択され得る。好ましくは、長い
中性の側鎖を有する中性アミノ酸が優位に使用される。
【０２７６】
　一態様において、本発明のオリゴヌクレオチドを送達するための組成物は、１以上のガ
ンマカルボキシグルタミン酸残基またはγ－Ｇｌａ残基を有する天然または合成のポリペ
プチドを含む。これらのガンマカルボキシグルタミン酸残基により、ポリペプチドが、互
いにおよび膜表面に、結合することが可能になる。言い換えると、一連のγ－Ｇｌａを有
するポリペプチドは、ＲＮＡｉコンストラクトが、それが接触した膜が何であれそれに固
着することを助けるための汎用送達モダリティーとして使用され得る。これは、少なくと
も、ＲＮＡｉコンストラクトが血流からクリアランスされることを遅延し、それらが標的
にホーミングするチャンスを増強し得る。
【０２７７】
　ガンマカルボキシグルタミン酸残基は、天然のタンパク質中に存在してもよい（例えば
プロトロンビンは１０個のγ－Ｇｌａ残基を有する）。代わりに、これらは、精製された
、組み換え的に作製された、または、化学合成されたポリペプチド中に、カルボキシル化
により、例えばビタミンＫ依存性カルボキシラーゼを使用して、導入され得る。ガンマカ
ルボキシグルタミン酸残基は、連続的であっても非連続的であってもよく、ポリペプチド
中のかかるガンマカルボキシグルタミン酸残基の総数および位置は、ポリヌクレオチドの
異なるレベルの「固着性（stickiness）」を達成するために調節／微調整され得る。
【０２７８】
　一態様において、本発明のオリゴヌクレオチド組成物と接触させられる細胞は、オリゴ
ヌクレオチドを含む混合物、および、例えば上記の脂質または脂質組成物の１つなどの脂
質を含む混合物と、約１２時間～約２４時間接触させられる。別の態様において、オリゴ
ヌクレオチド組成物と接触させる細胞は、オリゴヌクレオチドを含む混合物、および、例
えば上記の脂質または脂質組成物の１つなどの脂質を含む混合物と、約１日～約５日間接
触させられる。
【０２７９】
　一態様において、細胞は、脂質およびオリゴヌクレオチドを含む混合物と、約３日間～
約３０日間までもの長さにわたり接触させられる。別の態様において、脂質を含む混合物
は、細胞と、少なくとも約５～約２０日間接触させたままに置かれる。別の態様において
、脂質を含む混合物は、細胞と、少なくとも約７～約１５日間接触させたままで置かれる
。
【０２８０】
　例えば、一態様において、オリゴヌクレオチド組成物は、サイトフェクチンＣＳまたは
ＧＳＶ（Glen Research; Sterling, Va.から入手可能）、ＧＳ３８１５、ＧＳ２８８８な
どの脂質の存在下において、本明細書に記載されるとおり、長期のインキュベーション期
間にわたって細胞と接触させられてもよい。
【０２８１】
　一態様において、細胞の、脂質およびオリゴヌクレオチド組成物を含む混合物とのイン
キュベーションは、細胞のバイアビリティを低下させない。好ましくは、トランスフェク
ション期間の後で、細胞は実質的に生存している。一態様において、トランスフェクショ
ンの後で、細胞は、少なくとも約７０％～少なくとも約１００％生存している。別の態様
において、細胞は、少なくとも約８０％～少なくとも約９５％生存している。さらに別の
態様において、細胞は、少なくとも約８５％～少なくとも約９０％生存している。
【０２８２】
　一態様において、オリゴヌクレオチドは、本明細書において「輸送ペプチド」として言
及される、オリゴヌクレオチドを細胞中へ輸送するペプチド配列を付着させることにより
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修飾される。一態様において、組成物は、タンパク質をコードする標的核酸分子に対して
相補的であるオリゴヌクレオチドおよび共有結合で付着している輸送ペプチドを含む。
【０２８３】
　語「輸送ペプチド」は、オリゴヌクレオチドの細胞中への輸送を容易にさせるアミノ酸
配列を含む。それが連結されている部分の細胞中への輸送を容易にさせる例示的なペプチ
ドは、当該技術分野において知られており、例えばＨＩＶ　ＴＡＴ転写因子、ラクトフェ
リン、ヘルペスＶＰ２２タンパク質および線維芽細胞増殖因子２を含む（Pooga et al. 1
998. Nature Biotechnology. 16:857；およびDerossi et al. 1998. Trends in Cell Bio
logy. 8:84; Elliott and O'Hare. 1997. Cell 88:223）。
【０２８４】
　オリゴヌクレオチドは、知られている技術（例えばProchiantz, A. 1996. Curr. Opin.
 Neurobiol. 6:629; Derossi et al. 1998. Trends Cell Biol. 8:84；Troy et al. 1996
. J. Neurosci. 16:253、Vives et al. 1997. J. Biol. Chem. 272:16010）を使用して輸
送ペプチドに付着させ得る。例えば、一態様において、活性化チオール基を保有するオリ
ゴヌクレオチドは、そのチオール基を介して、輸送ペプチド中に存在するシステインに（
例えばDerossi et al. 1998. Trends Cell Biol. 8:84; Prochiantz. 1996. Current Opi
nion in Neurobiol. 6:629; Allinquant et al. 1995. J Cell Biol. 128:919において教
示されるとおり、例えばアンテナペディアホメオドメインの第２と第３とのヘリックスの
間のβターン中に存在するシステインに）連結させる。別の態様において、Ｂｏｃ－Ｃｙ
ｓ－（Ｎｐｙｓ）ＯＨ基は、最後の（Ｎ末端）アミノ酸およびＳＨ基を保有するオリゴヌ
クレオチドがペプチドにカップリングされ得るように、輸送ペプチドにカップリングされ
得る（Troy et al. 1996. J. Neurosci. 16:253）。
【０２８５】
　一態様において、連結基（linking group）はヌクレオモノマーに付着され得、輸送ペ
プチドはリンカーへ共有結合で付着させられ得る。一態様において、リンカーは、輸送ペ
プチドについての結合部位として、および、ヌクレアーゼに対する安定性を提供し得るも
のの両方として、機能し得る。好適なリンカーの例は、置換または非置換のＣ１～Ｃ２０

アルキル鎖、Ｃ２～Ｃ２０アルケニル鎖、Ｃ２～Ｃ２０アルキニル鎖、ペプチドおよびヘ
テロ原子（例えばＳ、Ｏ、ＮＨなど）を含む。他の例示的なリンカーは、スルホスクシン
イミジル－４－（マレイミドフェニル）－酪酸（ＳＭＰＢ）（例えばSmith et al. Bioch
em J 1991.276: 417-2を参照）などの二官能性架橋剤を含む。
【０２８６】
　一態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、受容体により媒介されるエンドサイ
トーシス機構を遺伝子の細胞中への送達のために利用する、分子抱合体として合成される
（例えばBunnell et al. 1992. Somatic Cell and Molecular Genetics. 18:559およびこ
れにおいて引用される参考文献を参照）。
【０２８７】
標的化剤
　オリゴヌクレオチドの送達はまた、オリゴヌクレオチドを細胞受容体へ標的化すること
によっても改善され得る。標的化部分は、オリゴヌクレオチドに抱合させても、オリゴヌ
クレオチドに結合したキャリア基（すなわち、ポリ（Ｌ－リジン）またはリポソーム）に
付着させてもよい。この方法は、特異的受容体により媒介されるエンドサイトーシスを呈
す細胞にとって良好に適する。
【０２８８】
　例として、６－ホスホマンノシル化タンパク質に対するオリゴヌクレオチドの抱合体は
、マンノース－６－リン酸特異的受容体を発現する細胞により、遊離オリゴヌクレオチド
よりも２０倍効率的に内部移行される。オリゴヌクレオチドはまた、細胞受容体に対する
リガンドに、生分解性リンカーを使用してカップリングされてもよい。別の例において、
送達コンストラクトは、ビオチン化オリゴヌクレオチドと強固な複合体を形成するマンノ
シル化ストレプトアビジンである。マンノシル化ストレプトアビジンは、ビオチン化オリ
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ゴヌクレオチドの内部移行を２０倍増大することが見出された（Vlassov et al. 1994. B
iochimica et Biophysica Acta 1197:95-108）。
【０２８９】
　加えて、特異的リガンドは、ポリリジンベースの送達システムのポリリジン成分に抱合
させられ得る。例えば、トランスフェリン－ポリリジン、アデノウイルス－ポリリジンお
よびインフルエンザウイルス赤血球凝集素ＨＡ－２のＮ末端膜融合ペプチド－ポリリジン
抱合体は、真核細胞における受容体媒介性ＤＮＡ送達を大いに増強する。肺胞マクロファ
ージ中のポリ（Ｌ－リジン）に抱合したマンノシル化糖タンパク質は、オリゴヌクレオチ
ドの細胞による取り込みを増強するために採用されている（Liang et al. 1999. Pharmaz
ie 54:559-566）。
【０２９０】
　悪性細胞は、葉酸およびトランスフェリンなどの必須栄養素に対して高い必要性を有す
るので、これらの栄養素は、オリゴヌクレオチドをがん性細胞に標的化するために用いる
ことができる。例えば、葉酸をポリ（Ｌ－リジン）に連結させると、前骨髄球性白血病（
ＨＬ－６０）細胞およびヒトメラノーマ（Ｍ－１４）細胞において増強されたオリゴヌク
レオチド取り込みが観察される（Ginobbi et al. 1997. Anticancer Res. 17:29）。別の
例において、マレイル化されたウシ血清アルブミン、葉酸またはプロトポルフィリン三価
鉄ＩＸによりコートされたリポソームは、マウスマクロファージ、ＫＢ細胞および２．２
．１５ヒト肝細胞腫細胞において、オリゴヌクレオチドの増強された細胞による取り込み
を示す（Liang et al. 1999. Pharmazie 54:559-566）。
【０２９１】
　リポソームは、肝臓、膵臓、網膜内皮系において自然に蓄積する（いわゆる受動的標的
化）。リポソームを、抗体およびプロテインＡなどの多様なリガンドにカップリングする
ことにより、これらは、特定の細胞集団に対して能動的に標的化され得る。例えば、プロ
テインＡ保有リポソームを、マウス主要組織適合複合体によりコードされるＬ細胞上に発
現するＨ－２Ｋタンパク質に標的化されたＨ－２Ｋ特異的抗体により、予め処置されても
よい（Vlassov et al. 1994. Biochimica et Biophysica Acta 1197:95-108）。
【０２９２】
　他のin vitroおよび／またはin vivoでのＲＮＡｉ試薬の送達は、当該技術分野におい
て知られており、目的のＲＮＡｉコンストラクトを送達するために使用され得る。例えば
、数例を挙げると、米国特許出願公開第20080152661号、同第20080112916号、同第200801
07694号、同第20080038296号、同第20070231392号、同第20060240093号、同第2006017832
7号、同第20060008910号、同第20050265957号、同第20050064595号、同第20050042227号
、同第20050037496号、同第20050026286号、同第20040162235号、同第20040072785号、同
第20040063654号、同第20030157030号、WO 2008/036825、WO04/065601およびAU200420625
5B2を参照（全て参考として組み込まれる）。
【０２９３】
投与
　オリゴヌクレオチドの投与または送達の最適な経路は、所望の結果および／または処置
される対象に依存して変動し得る。本明細書に使用される「投与」は、細胞をオリゴヌク
レオチドに接触させることを指し、in vitroで、またはin vivoで実施され得る。標的核
酸分子から翻訳されるタンパク質の発現を最適に減少させるために、オリゴヌクレオチド
の投薬量は、例えばＲＮＡ安定性の読み出しによりまたは治療応答により測定されるもの
として、過度の実験なしに調整されてもよい。
【０２９４】
　例えば、核酸標的によりコードされるタンパク質の発現が測定され得、投薬レジメンが
それに従って調整される必要があるか否かを決定し得る。加えて、細胞におけるまたは細
胞により産生されるＲＮＡまたはタンパク質のレベルの増大または減少は、当該技術分野
において認識されるいずれの技術をも使用して測定され得る。転写が減少したか否かを決
定することにより、標的ＲＮＡの切断を誘導する上でのオリゴヌクレオチドの有効性が決
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定され得る。
【０２９５】
　上記オリゴヌクレオチド組成物のいずれも、単独でまたは薬学的に許容し得るキャリア
と組み合わせて、使用され得る。本明細書に使用される「薬学的に許容し得るキャリア」
は、好適な溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張化剤および吸収遅
延剤などを含む。医薬活性物質のためのかかる媒体および剤は、当該技術分野において周
知である。従来のいずれの媒体または剤が活性成分と適合しない場合を除いて、これは治
療用組成物において使用され得る。補足の活性成分もまた、組成物中に組み込まれ得る。
【０２９６】
　いくつかの態様において、本開示は、オリゴヌクレオチド（例えば、単離された二本鎖
核酸分子）を含有する組成物（例えば、医薬組成物）に関する。いくつかの態様において
、組成物は、さらなる治療剤を含む。さらなる治療剤の非限定的例は、これらに限定され
ないが、核酸（例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡなど）、小分子（例えば、がん、神経変性疾患
、感染性疾患、自己免疫疾患などを処置するのに有用な小分子）、ペプチド（例えば、が
ん、神経変性疾患、感染性疾患、自己免疫疾患などを処置するのに有用なペプチド）およ
びポリペプチド（例えば、がん、神経変性疾患、感染性疾患、自己免疫疾患などを処置す
るのに有用な抗体）を含む。本開示の組成物は、いくつかの態様において、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０またはそれより多いさらなる治療薬を有してもよい。いくつか
の態様において、組成物は、１０よりも多いさらなる治療薬を含む。
【０２９７】
　オリゴヌクレオチドは、非経口投与のために、リポソームもしくはポリエチレングリコ
ールで修飾されたリポソーム中へ組み込んでも、または、カチオン性脂質と混和されても
よい。追加の物質、例えば特定の標的細胞上に見出される膜タンパク質に対して反応性の
抗体の、リポソーム中への組み込みは、特異的な細胞型に対するオリゴヌクレオチドの標
的化に役立ち得る。
【０２９８】
　in vivoでの適用に関して、本発明の製剤を、選択した投与の経路、例えば、非経口、
経口または腹腔内、注入、髄腔内送達、実質内送達、静脈内送達または脳または脊髄への
直接注射、に適応した種々の形態で患者に投与することができる。
【０２９９】
　本発明の側面は、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントなどの核酸分子
の神経系への送達に関する。例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアン
トは、脳または脊髄へと送達されることができる。ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントを脳また
は脊髄へと送達するためのあらゆる適切な送達機構を適用することができる。いくつかの
態様において、脳または脊髄への送達は、注入、髄腔内送達、実質内送達、静脈内送達ま
たは脳または脊髄への直接注射によって起こる。
【０３００】
　いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントは、脳
の特定の領域へと送達される。ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントは、
血液脳関門を通過するように適切に修飾されるかまたは製剤化されることができる。他の
態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントは、血液脳関門を横
切る必要がないようなやり方で投与される。
【０３０１】
　いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントは、脳
または脊髄中へのポンプまたはカテーテルシステムによって送達される。かかる送達の例
は、米国特許第6,093,180号（Elsberry）から参考として組み込まれる。脳中へと薬物を
注入するための技術もまた、米国特許第5,814014号（Elsberry et al.）から参考として
組み込まれる。
【０３０２】
　いくつかの態様において、核酸は、以下の経路による投与を含む非経口投与により投与
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される：静脈内；筋肉内；間質内（interstitially）；動脈内；皮下；眼内；滑膜内（in
trasynovial）；経皮を含む経上皮；吸入を介した肺；眼（ophthalmic）；舌下および口
腔内；眼（ophthalmic）を含む局所；経皮；眼（ocular）；直腸；ならびに送気を介した
経鼻吸入。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子は、皮内注射によりまたは皮
下的に投与される。
【０３０３】
　医薬製剤は、水溶性または水分散性の形態での活性化合物の水性溶液を含むことができ
る。加えて、好適な油性注射用懸濁液としての活性化合物の懸濁液も、投与されてもよい
。好適な親油性溶媒またはビヒクルは、脂肪油、例えばゴマ油、または、合成脂肪酸エス
テル類、例えばオレイン酸エチルまたはトリグリセリドを含む。水性注射用懸濁液は、例
えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールまたはデキストランなどの、
懸濁液の粘性を増大させる物質を含有してもよく、任意に、懸濁液はまた、安定化剤を含
んでもよい。
【０３０４】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、液体の溶液、好ましくはハンクス溶液またはリンガー
溶液などの生理学的に適合性の緩衝液中で処方されてもよい。さらに、オリゴヌクレオチ
ドは、固体の形態において処方されて、使用の直前に再溶解されるか懸濁されてもよい。
凍結乾燥形態もまた、本発明において含まれる。
【０３０５】
　医薬製剤はまた、経皮貼付剤、軟膏、ローション、クリーム、ゲル、滴下剤、スプレー
、坐剤、液体または粉末を含むこともできる。加えて、従来の医薬用キャリア、水性、粉
末または油性の基剤、または、増粘剤も、局所投与用の医薬製剤に使用されてもよい。
【０３０６】
　経口投与用の医薬製剤はまた、散剤または顆粒、水または非水性媒体中の懸濁液または
、溶液、カプセル、サケット（sachet）または錠剤を含むこともできる。加えて、増粘剤
、香味剤、希釈剤、乳化剤、分散化補助剤または結合剤も、経口投与用の医薬製剤に使用
されてもよい。
【０３０７】
　経粘膜または経皮投与用に、浸透すべき障壁に適切な浸透剤(penetrant)が、製剤中に
使用される。かかる浸透剤は当該技術分野において知られており、例えば、経粘膜投与用
に、胆汁酸塩およびフシジン酸誘導体ならびに界面活性剤を含む。経粘膜投与は、鼻用ス
プレーを通して、または、坐剤を使用するものであってもよい。経口投与用に、オリゴヌ
クレオチドが、カプセル、錠剤およびトニックなどの従来の経口投与形態中へ製剤化され
る。局所投与用に、本発明のオリゴヌクレオチドが、当該技術分野において知られている
軟膏（ointment）、軟膏（salve）、ゲルまたはクリーム中へに製剤化される。
【０３０８】
　薬物送達ビヒクルは、例えばin vitroでの投与のため、全身投与のためまたは局所投与
のために、選ばれ得る。これらのビヒクルは、遅延放出リザーバとして機能するように、
または、この含有物を標的細胞に直接的に送達するように、設計され得る。いくつかの直
接送達用薬物ビヒクルを使用する利点は、１回の取り込みごとに複数の分子が送達される
ことである。かかるビヒクルは、さもなくば血流から急速にクリアランスされるであろう
薬物の循環半減期を延長することが示されている。このカテゴリーに分類されるかかる特
殊化された薬物送達ビヒクルのいくつかの例は、リポソーム、ハイドロゲル、シクロデキ
ストリン、生分解性ナノカプセルおよび生体粘着性ミクロスフィアである。
【０３０９】
　記載のオリゴヌクレオチドは、対象へ全身投与されてもよい。全身吸収は、これに続い
て全身にわたって分布する、薬物の血流中への侵入を指す。全身吸収をもたらす投与経路
は以下を含む：静脈内、皮下、腹腔内および鼻内。これらの投与経路の各々は、オリゴヌ
クレオチドを、アクセス可能な罹患細胞に送達する。
【０３１０】
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　皮下投与に続いて、治療剤は局所リンパ節中へ流れ、リンパのネットワークを通って循
環中へと進む。循環中への侵入の速度は、分子量またはサイズの関数であることが示され
ている。リポソームまたは他の薬物キャリアの使用は、オリゴヌクレオチドをリンパ節に
局在させる。オリゴヌクレオチドを細胞中へ拡散するように修飾しても、未修飾または修
飾オリゴヌクレオチドの細胞中への送達にリポソームが直接的に参加してもよい。
【０３１１】
　選ばれた送達方法は、細胞中への侵入をもたらすであろう。いくつかの態様において、
好ましい送達方法は、リポソーム（１０～４００ｎｍ）、ハイドロゲル、制御放出ポリマ
ーおよび他の薬学的に適用可能なビヒクルならびにマイクロインジェクションまたはエレ
クトロポレーション（ex vivoでの処置のため）を含む。
【０３１２】
　本発明の医薬製剤は、乳液として調製され製剤化されてもよい。乳液は通常、１つの液
体が別の液体中に通常は直径０．１μｍを超える液滴の形態で分散した、均質な系である
。本発明の乳液は、乳化剤、安定化剤、色素、脂質、油、ワックス、脂肪酸、脂肪アルコ
ール、脂肪エステル、湿潤剤、親水性コロイド、保存剤などの賦形剤を含んでもよく、抗
酸化剤もまた、必要に応じて乳液中に存在してもよい。賦形剤は、水相、油相またはそれ
自体が別の相として、溶液として存在してもよい。
【０３１３】
　本発明の乳液製剤に使用されてもよい天然に存在する乳化剤の例は、ラノリン、ミツロ
ウ、リン脂質、レシチンおよびアカシアを含む。微細に分割された固体もまた、特に界面
活性剤と組み合わせて、粘性の製剤において、良好な乳化剤として使用されてきた。乳化
剤として使用されてもよい微細に分割された固体は、重金属水酸化物などの極性無機固体
、ベントナイト、アタパルジャイト、ヘクトライト、カオリン、モンモリロナイト、コロ
イド状ケイ酸アルミニウムおよびコロイド状ケイ酸アルミニウムマグネシウムなどの非膨
潤性粘土、顔料ならびに炭素またはステアリン酸グリセリルなどの非極性固体を含む。
【０３１４】
　乳液製剤に含まれてもよい保存剤の例は、メチルパラベン、プロピルパラベン、４級ア
ンモニウム塩、塩化ベンザルコニウム、ｐ－ヒドロキシ安息香酸のエステルおよびホウ酸
を含む。乳液製剤に含まれてもよい抗酸化剤の例は、トコフェロール、没食子酸アルキル
、ブチル化ヒドロキシアニソール、ブチル化ヒドロキシトルエンなどのフリーラジカルス
カベンジャーまたはアスコルビン酸およびメタ重亜硫酸ナトリウムなどの還元剤ならびに
クエン酸、酒石酸およびレシチンなどの抗酸化剤補助剤（antioxidant synergist）を含
む。
【０３１５】
　一態様において、オリゴヌクレオチドの組成物は、マイクロエマルジョン(microemulsi
on)として製剤化される。マイクロエマルジョンは、水、油および両親媒性物質の系であ
って、単一の光学的等方性および熱力学的安定性の溶液である。典型的には、マイクロエ
マルジョンは、第１に油を水性界面活性剤溶液中に分散させ、次いで、透明な系を形成す
るために、充分な量の第４の成分、一般的には中程度の鎖長のアルコールを加えることに
より調製される。
【０３１６】
　マイクロエマルジョンの調製において使用されてもよい界面活性剤は、これらに限定さ
れないが、イオン性界面活性剤、非イオン性界面活性剤、Brij 96、ポリオキシエチレン
オレイルエーテル、ポリグリセロール脂肪酸エステル類、テトラグリセロールモノラウラ
ート（ML310）、テトラグリセロールモノオレアート（MO310）、ヘキサグリセロールモノ
オレアート（PO310）、ヘキサグリセロールペンタオレアート（PO500）、デカグリセロー
ルモノカプラート（MCA750）、デカグリセロールモノオレアート（MO750）、デカグリセ
ロールセキオレアート（S0750）、デカグリセロールデカオレアート（DA0750）が、単独
でまたは共界面活性剤（cosurfactant）と組合せて、含む。共界面活性剤、通常はエタノ
ール、１－プロパノールおよび１－ブタノールなどの短鎖アルコールは、界面活性剤のフ
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ィルム中に浸透して、その後、界面活性剤分子の間で生み出される空隙のために不規則な
フィルムを作り出すことにより、界面の流動性を増大させるのに役立つ。
【０３１７】
　しかしながら、マイクロエマルジョンは、共界面活性剤の使用なしで調製されてもよく
、アルコールを含まない自己乳化マイクロエマルジョン系が、当該技術分野において知ら
れている。水相は、典型的には、これらに限定されないが、水、薬物の水溶液、グリセロ
ール、PEG300、PEG400、ポリグリセロール、プロピレングリコールおよびエチレングリコ
ールの誘導体であってもよい。油相は、これらに限定されないが、Captex 300、Captex 3
55、Capmul MCM、脂肪酸エステル類、中鎖（Ｃ８～Ｃ１２）モノ、ジおよびトリ－グリセ
リド、ポリオキシエチル化グリセリル脂肪酸エステル類、脂肪アルコール類、ポリグリコ
ール化（polyglycolized）グリセリド、飽和ポリグリコール化Ｃ８～Ｃ１０グリセリド、
植物油およびシリコーン油などの材料を含んでもよい。
【０３１８】
　マイクロエマルジョンは、薬物の可溶化および増強された薬物の吸収の観点から特に関
心がある。脂質ベースのマイクロエマルジョン（油／水および水／油の両方）が、薬物の
経口でのバイオアベイラビリティーを増強するために提案されている。
【０３１９】
　マイクロエマルジョンは、薬物の可溶化の改善、酵素による加水分解からの薬物の保護
、界面活性剤により誘導される膜の流動性および透過性の変化に起因する薬物吸収の増強
の可能性、調製の容易性、固体投与形態と比べた経口投与の容易性、臨床的効力の改善な
らびに毒性の低減を与える（Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 
11:1385；Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85:138-143）。
【０３２０】
　マイクロエマルジョンはまた、化粧品および医薬適用の両方における、活性成分の経皮
送達においても有効であった。本発明のマイクロエマルジョンの組成物および製剤は、胃
腸管からのオリゴヌクレオチドの全身吸収の増大を促進し、ならびに、胃腸管、膣、口腔
および他の投与の領域内における、オリゴヌクレオチドの局所的な細胞による取り込みを
改善することが予測される。
【０３２１】
　一態様において、本発明は、核酸、特にオリゴヌクレオチドの、動物の皮膚への効率的
な送達に影響を及ぼす多様な浸透増強剤を採用する。越えるべき膜を浸透増強剤で処置し
た場合、非親油性薬物すら、細胞膜を越えることができる。細胞膜を越える非親油性薬物
の拡散を増大することに加えて、浸透増強剤はまた、親油性薬物の浸透性を増強するよう
にも作用する。
【０３２２】
　本発明において使用されてもよい５種のカテゴリーの浸透増強剤は、界面活性剤、脂肪
酸、胆汁酸塩、キレート剤および非キレート性非界面活性剤を含む。投与されるオリゴヌ
クレオチドの浸透を増強するために利用されてもよい他の剤は、エチレングリコールおよ
びプロピレングリコールなどのグリコール類、２－１５ピロールなどのピロール類、アゾ
ン類、リモネンなどのテルペン類ならびにメントンを含む。
【０３２３】
　オリゴヌクレオチド、特に脂質製剤中のものはまた、医療用デバイス、例えば血管形成
バルーンカテーテルなどのカテーテルを、カチオン性脂質製剤によりコーティングするこ
とによっても投与され得る。コーティングは、例えば脂質製剤または脂質製剤と、好適な
溶媒、例えば水をベースとする緩衝液、水性溶媒、エタノール、塩化メチレン、クロロフ
ォルムなど、との混合物中に、医療用デバイスを浸漬することにより、達成されてもよい
。
【０３２４】
　一定量の製剤がデバイスの表面に自然に接着し、デバイスがその後適宜患者へ投与され
る。代わりに、脂質製剤の凍結乾燥混合物は、デバイスの表面に特異的に結合されてもよ
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い。かかる結合技術は、例えばK. Ishihara et al., Journal of Biomedical Materials 
Research, Vol. 27, pp. 1309-1314 (1993)に記載され、その開示は、本明細書において
その全体を参考として組み込まれる。
【０３２５】
　投与されるべき有用な投薬量および特定の投与の形態は、細胞型、in vivoでの使用に
ついては年齢、体重および特定の動物および処置されるべきその領域、使用される特定の
オリゴヌクレオチドおよび送達方法、企図される治療および診断用途ならびに製剤の形態
、例えば懸濁液、乳液、ミセルまたはリポソームなどの要因に依存して変動し、このこと
は当業者に容易に明らかであろう。典型的には、投薬量は、より低い量で投与され、所望
の結果が達成されるまで増加させられる。
【０３２６】
　オリゴヌクレオチドを送達するために脂質が使用されるとき、投与される脂質化合物の
量は変化し得、一般に、投与されているオリゴヌクレオチド剤の量に依存する。例えば、
脂質化合物のオリゴヌクレオチド剤に対する重量比は、好ましくは約１：１から約１５：
１までであり、約５：１～約１０：１の重量比がより好ましい。
【０３２７】
　一般に、投与されるカチオン性脂質化合物の量は、約０．１ミリグラム（ｍｇ）～約１
グラム（ｇ）まで変化する。一般的なガイダンスのために、典型的には、患者の体重の各
１ｋｇ毎に約０．１ｍｇ～約１０ｍｇの特定のオリゴヌクレオチド剤および約１ｍｇ～約
１００ｍｇの脂質組成物が投与されるが、より高いおよびより低い量も使用され得る。
【０３２８】
　本発明の剤は、医薬の投与に好適な生物学的に適合性の形態で、対象へ投与されるか、
または、細胞と接触させられる。「投与に好適な生物学的に適合性の形態」は、オリゴヌ
クレオチドの治療効果があらゆる毒性効果を凌ぐ形態で、オリゴヌクレオチドが投与され
ることを意味する。一態様において、オリゴヌクレオチドは、対象へ投与される。対象の
例は、哺乳動物、例えばヒトおよび他の霊長類；ウシ、ブタ、ウマおよび農耕（farming
）（農業（agricultural））用動物；イヌ、ネコおよび他の家庭のペット；マウス、ラッ
トおよびトランスジェニック非ヒト動物を含む。
【０３２９】
　本発明のオリゴヌクレオチドの活性量の投与は、所望の結果を達成するために必要な投
与量および時間において、有効量として定義される。例えば、オリゴヌクレオチドの活性
量は、細胞の型、使用されるオリゴヌクレオチド、ならびに、in vivoでの使用について
は疾患の状態、個体の年齢、性別および体重、ならびに、個体において所望の応答を惹起
するオリゴヌクレオチドの能力などの因子に従って変動してもよい。
【０３３０】
　細胞中でのオリゴヌクレオチドの治療的レベルの確立は、取り込みの速度と流出または
分解の速度に依存する。分解の度合いを低下させることは、オリゴヌクレオチドの細胞内
半減期を延長する。よって、化学修飾されたオリゴヌクレオチド、例えばリン酸骨格の修
飾を持つものは、異なる用量を必要とする場合がある。
【０３３１】
　正確なオリゴヌクレオチドの投薬量および投与される用量の回数は、実験的におよび臨
床試験において生み出されるデータに依存するであろう。所望の効果、送達ビヒクル、疾
患の兆候および投与の経路などの数個の因子が、投薬量に影響を及ぼすであろう。投薬量
は当業者により容易に決定され得、対象とする医薬組成物中へ製剤化される。好ましくは
、処置の期間は、少なくとも疾患の症状の経過全体に及ぶであろう。
【０３３２】
　投薬レジメンは、最適な治療応答を提供するために調整されてもよい。例えば、オリゴ
ヌクレオチドは、繰り返して投与されてもよく、例えば数回の用量が毎日投与してもよく
、または、その用量が、治療状況の要件に従って比例的に低減させてもよい。オリゴヌク
レオチドが細胞へ投与されるかまたは対象へ投与されるかに関わらず、当業者は、対象と
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するオリゴヌクレオチドの適切な用量および投与のスケジュールを容易に決定することが
できるであろう。
【０３３３】
　ｓｄ－ｒｘＲＮＡの投与は、投薬レジメンの試験を通して最適化され得る。いくつかの
態様において、単回投与で充分である。投与されたｓｄ－ｒｘＲＮＡの効果をさらに延長
するために、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、当業者が精通しているとおり、遅延放出製剤またはデ
バイスにおいて投与され得る。ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物の疎水性の性質により、広範で多
様なポリマーの使用が可能となり、これらのいくつかは、従来のオリゴヌクレオチド送達
に適合しない。
【０３３４】
　他の態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは複数回投与される。いくつかの例において、こ
れは、毎日、週２回、毎週、２週間毎、３週間毎、毎月、２カ月毎、３カ月毎、４カ月毎
、５カ月毎、６カ月毎または６カ月に１回未満、投与される。いくつかの例において、こ
れは、１日、１週間、１カ月および／または１年あたり、複数回投与される。例えば、こ
れは、およそ１時間毎、２時間毎、３時間毎、４時間毎、５時間毎、６時間毎、７時間毎
、８時間毎、９時間毎、１０時間毎、１２時間毎、または１２時間よりも長い時間毎に、
投与することができる。これは、１日あたり１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、または１０回よりも多い回数、投与することができる。
【０３３５】
　本発明の側面は、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子を対象へ投与することに関する。いくつかの例
において、対象は患者であり、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子の投与には、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子
を医院で投与することが関与する。
　いくつかの態様において、１種より多くのｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子が同時に投与される。
例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０種または１０種より多くの異なるｓ
ｄ－ｒｘＲＮＡ分子を含む組成物が投与されてもよい。ある態様において、組成物は２ま
たは３種の異なるｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子を含む。組成物が１種より多くのｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ分子を含むとき、組成物中のｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子は、同一の遺伝子または異なる遺伝
子に指向し得る。
【０３３６】
　いくつかの例において、送達されるｓｄ－ｒｘＲＮＡの有効量は、少なくともおよそ１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、
３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４
４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７
、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、
７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８
４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７
、９８、９９、１００ｍｇ／ｋｇ、または１００ｍｇ／ｋｇより多く、全ての中間の値を
含む。
【０３３７】
　いくつかの例において、送達されるｓｄ－ｒｘＲＮＡの有効量は、少なくとも約１、５
、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、
７５、８０、８５、９０、９５、１００、１２５、１５０、２００、２５０、３００、３
５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８
５０、９００、９５０μｇまたは９５０μｇより多く、全ての中間の値を含む。
　本明細書に記載の方法により投与されるｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子は、神経系における全て
の細胞型に対して効率的に標的化されることができる。
【０３３８】
　対象（例えば、対象の細胞）中へ核酸を導入する種々の様式が、本開示により企図され
る。例えば、核酸（例えば、核酸を含む溶液）を対象へ注射（例えば、細胞へ注射）する
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ことができ、または、核酸で被覆された粒子を対象（例えば、細胞）に衝突させることが
できる。いくつかの態様において、細胞または生体が、核酸の溶液中に浸漬される。いく
つかの態様において、核酸は、核酸の存在下における細胞膜のエレクトロポレーションに
よって細胞中または生体中へ導入される。
【０３３９】
　いくつかの態様において、核酸を含むウイルスコンストラクトがウイルス粒子中にパッ
ケージングされて、細胞中への核酸の導入および核酸の転写を達成する。対象（例えば、
対象の細胞）中へ核酸を導入するための様式のさらなる例は、これらに限定されないが、
脂質媒介性キャリア輸送、化学媒介性輸送（例えば、リン酸カルシウム）などを含む。
【０３４０】
　核酸は、追加の構成要素とともに導入することができる。例えば、いくつかの態様にお
いて、核酸は、細胞による核酸の取り込みを増強する構成要素とともに導入される。いく
つかの態様において、核酸は、一本鎖のアニーリングを阻害する構成要素とともに導入さ
れる。いくつかの態様において、核酸は、核酸分子を安定化させるか、あるいはそうでな
ければ標的遺伝子の阻害を増大させる、構成要素とともに導入される。
【０３４１】
　核酸は、細胞中へ直接導入されても（すなわち細胞内で）；または細胞外から、腔、間
質の空間中へ、生体の循環中へ導入しても、経口で導入しても、または、細胞もしくは生
体を、核酸を含む溶液中に浸漬することにより導入されてもよい。血管のまたは血管外の
循環、血液またはリンパ系および脳脊髄液は、核酸が導入されてもよい部位である。
【０３４２】
　いくつかの態様において、標的遺伝子を持つ細胞は、いずれの生物から由来してもよい
。いくつかの態様において、標的遺伝子を持つ細胞は、いずれの生物に含有され（例えば
、格納され、または内に存在し）てもよい。例えば、生物は、植物、動物、原虫、細菌、
ウイルスまたは真菌であってよい。植物は、単子葉、双子葉または裸子植物であってよく
；動物は脊椎動物であっても無脊椎動物であってもよい。好ましい微生物は、農業におい
てまたは工業により使用されるものであり、植物または動物に対して病原性であるもので
ある。
　代わりに、ベクター、例えば本発明のｓｉＲＮＡをコードする導入遺伝子は、当該技術
分野において認識される技術を使用して、宿主細胞またはトランスジェニック動物中へ操
作され得る。
【０３４３】
　本発明の剤（またはそれをコードするベクターまたは導入遺伝子）についてのさらに好
ましい使用は、真核細胞または真核の非ヒト生物、好ましくは哺乳動物の細胞または成体
、最も好ましくはヒト細胞、例えばＨｅＬａまたは２９３などの細胞株、または、げっ歯
類、例えばラットおよびマウスにおいて行われる機能分析である。標的特異的ＲＮＡ干渉
に指向させるために標的ｍＲＮＡ配列に対して充分に相補的である好適なプライミング剤
／ＲＮＡｉ剤を投与することにより、標的細胞において、例えば細胞培養においてまたは
標的生物において、特異的なノックアウトまたはノックダウン表現型が得られ得る。
【０３４４】
　よって、本発明のさらなる主題は、標的遺伝子特異的ノックアウトまたはノックダウン
表現型を示す真核細胞または真核の非ヒト生物であって、完全に、または少なくとも部分
的に、少なくとも１つの内因性標的遺伝子の発現を欠損するものであって、ここで、該細
胞または生物は、標的遺伝子の発現を阻害することができるＲＮＡｉ剤をコードするＤＮ
Ａを含む、少なくとも１つのベクターによりトランスフェクトされている。本発明が、Ｒ
ＮＡｉ剤の特異性に起因して、数個の異なる内因性遺伝子の標的特異的ノックアウトまた
はノックダウンを可能にすることは、注目されるべきである。
【０３４５】
　細胞または非ヒト生物、特にヒト細胞または非ヒト哺乳動物の遺伝子特異的ノックアウ
トまたはノックダウン表現型は、処理の分析（analytic to procedures）において、例え
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ば遺伝子発現プロフィールおよび／またはプロテオームの分析などの複雑な生理学的プロ
セスの機能的および／または表現型的分析において、使用されてもよい。好ましくは、分
析は、オリゴヌクレオチドベースのチップを使用するハイスループット法により行われる
。
【０３４６】
治療的使用
　遺伝子の発現を阻害することにより、本発明のオリゴヌクレオチド組成物は、神経変性
疾患などの、タンパク質の発現が関与するあらゆる疾患を処置するために使用することが
できる。
【０３４７】
　本発明の側面は、神経系に影響を及ぼす障害の処置における、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたは
ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントｓｄ－ｒｘＲＮＡなどの核酸分子の使用に関する。いくつか
の態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、神経変性障害を処置するのに使用される。本明細
書に使用される用語「神経変性障害」は、神経系の細胞および組織の構成要素の劣化によ
って引き起こされる障害、疾患または状態を指す。
【０３４８】
　神経変性障害のいくつかの非限定的例は、脳卒中、アルツハイマー病、パーキンソン病
、ハンチントン病、脳室周囲白質軟化症（ＰＶＬ）、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ、「ル
ー・ゲーリック病」）、グアムにおけるＡＬＳ・パーキンソン病・認知症複合、フリード
ライヒ運動失調症、ウィルソン病、多発性硬化症、脳性麻痺、進行性核上性麻痺（Steel-
Richardson症候群）、球麻痺および仮性球麻痺、糖尿病性網膜症、多発梗塞性認知症、黄
斑変性、ピック病、びまん性レヴィ小体病、プリオン病、例えばクロイツフェルト・ヤコ
ブ病、ゲルストマン・シュトロイスラー・シャインカー病、クールー病および致死性家族
性不眠症、
【０３４９】
原発性側索硬化症、変性運動失調症、マシャド・ジョセフ病／脊髄小脳性運動失調症３型
およびオリーブ橋小脳変性症、脊髄および球脊髄筋萎縮症（ケネディ病）、家族性痙性対
麻痺、ウォルファルト・クーゲルベルグ・ウェランダー病、テイ・サックス病、多系統変
性症（シャイ・ドレーガー症候群）、ジル・ド・ラ・トゥレット病、家族性自律神経障害
（ライリー・デイ症候群）、クーゲルベルグ・ウェランダー病、亜急性硬化性全脳炎、ウ
ェルドニッヒ・ホフマン病、シヌクレイノパチー（多系統萎縮症を含む）、サンドホフ病
、大脳皮質基底核変性症、痙性対麻痺、原発性進行性失語、進行性多巣性白質脳症、線条
体黒質変性症、家族性痙性疾患、神経変性に関連する慢性てんかん状態、ビンスヴァンガ
ー病、および認知症（認知症の全ての基礎をなす病因を含む）を含む。
【０３５０】
　いくつかの態様において、障害は、パーキンソン病、ハンチントン病、またはＡＬＳで
ある。ある態様において、障害は、ＡＬＳであり、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡバリアントは、スーパーオキシドディスムターゼであるＳＯＤ１を標的とする。
【０３５１】
　神経変性障害はまた、脳卒中、頭部もしくは脊髄への損傷、または急性の虚血性損傷に
よって引き起こされたものを含む、脳損傷または外傷の結果でもあり得る。虚血性損傷は
、脳の受ける血流が不十分である時に生じる状態を指す。いくつかの態様において、脳ま
たは神経系の損傷は、外傷性負傷によってもたらされ得るか、または感染、放射線、化学
または毒性損傷の結果であり得る。拡散性または局在性であり得る、脳内および神経系内
の損傷には、頭蓋内または椎骨内の病変もしくは出血、塞栓性閉塞および血栓性閉塞を含
む脳虚血もしくは脳梗塞、周産期低酸素虚血損傷、むち打ち症、乳幼児揺さぶられ症候群
、急性虚血に続く再灌流、または心停止が含まれる。
【０３５２】
　一態様において、オリゴヌクレオチドによるin vitroでの細胞の処置を、対象から取り
除かれた細胞のex vivoでの治療のため（例えば白血病またはウイルス感染の処置のため
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）、または、対象に由来しないが対象へ投与される予定の細胞の処置のため（例えば対象
へ移植される予定の細胞における移植抗原の発現の除去）に使用することができる。加え
て、in vitroでの細胞の処置を、非治療的セッティングにおいて、例えば遺伝子の機能を
評価するため、遺伝子の調節およびタンパク質合成を研究するため、または、遺伝子発現
またはタンパク質合成を調節するように設計されたオリゴヌクレオチドに対して行われた
改善を評価するために、使用することができる。
【０３５３】
　in vivoでの細胞の処置は、タンパク質の発現を阻害することが望ましい特定の臨床的
セッティングにおいて有用であり得る。アンチセンス治療が好適であることが報告されて
いる多数の医療条件（例えば米国特許第5,830,653号を参照）ならびに呼吸器多核体ウイ
ルス感染症（WO 95/22,553）、インフルエンザウイルス（WO 94/23,028）および悪性腫瘍
（WO 94/08,003）が存在する。アンチセンス配列の臨床的使用の他の例は、例えばGlaser
. 1996. Genetic Engineering News 16:1において概説される。オリゴヌクレオチドによ
る切断のための例示的な標的として、例えばタンパクキナーゼＣａ、ＩＣＡＭ－１、ｃ－
ｒａｆキナーゼ、ｐ５３、ｃ－ｍｙｂおよび慢性骨髄性白血病において見出されるｂｃｒ
／ａｂｌ融合遺伝子が挙げられる。
【０３５４】
　対象とする核酸は、ヒト、非ヒト霊長類、非ヒト哺乳動物、非ヒト脊椎動物、げっ歯類
（マウス、ラット、ハムスター、ウサギなど）、家畜動物、ペット（ネコ、イヌなど）、
ツメガエル、魚類、昆虫（ショウジョウバエなど）および線虫（C. elegans）などのＲＮ
Ａｉ経路を有する任意の動物において、ＲＮＡｉに基づく治療に使用することができる。
【０３５５】
　本発明は、対象へ治療剤（例えばＲＮＡｉ剤またはこれをコードするベクターもしくは
導入遺伝子）を投与することにより、対象において、異常なまたは望ましくない標的遺伝
子の発現または活性に関連する疾患または状態を予防するための方法を提供する。適切で
ある場合、対象を始めに、続くＲＮＡｉ治療に対してより応答性となるように、プライミ
ング剤により処置する。
【０３５６】
　異常な、または望ましくない標的遺伝子の発現または活性により引き起こされるかこれ
が寄与する疾患についてのリスクを有する対象は、例えば本明細書に記載の診断または予
後診断アッセイのいずれかまたは任意の組み合わせにより同定することができる。予防剤
の投与は、疾患または障害が予防されるように、標的遺伝子の異常の特徴である症状の顕
在化に先だって行われても、あるいは、その進行において遅れて行われてもよい。標的遺
伝子の異常の型に依存して、例えば標的遺伝子、標的遺伝子アゴニストまたは標的遺伝子
アンタゴニスト剤を、対象を処置するために使用することができる。
【０３５７】
　別の側面において、本発明は、治療を目的として、標的遺伝子発現、タンパク質の発現
または活性を調節するための方法に関する。したがって、例示的な態様において、本発明
の調節方法は、標的遺伝子を発現することができる細胞を、標的遺伝子またはタンパク質
に対して特異的な（例えば前記遺伝子によりコードされるｍＲＮＡに対して特異的な、ま
たは前記タンパク質のアミノ酸配列を特定する）本発明の治療剤と、標的タンパク質の発
現または１以上の活性が調節されるように、接触させることを含む。
【０３５８】
　これらの調節方法は、in vitroで（例えば細胞を剤とともに培養することにより）、in
 vivoで（例えば剤を対象へ投与することにより）、または、ex vivoで行うことができる
。典型的には、対象を始めに、続くＲＮＡｉ治療に対してより応答性になるように、プラ
イミング剤で処置する。したがって、本発明は、標的遺伝子のポリペプチドまたは核酸分
子の異常なまたは望ましくない発現または活性により特徴づけられる疾患または障害に罹
患した個体を処置する方法を提供する。標的遺伝子の活性の阻害は、標的遺伝子が異常に
制御されていないか、および／または、低下した標的遺伝子の活性が有益な効果を有する
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可能性がある状況において望ましい。
【０３５９】
　本発明の治療剤は、異常なまたは望ましくない標的遺伝子の活性に関連する障害を処置
（予防的または治療的に）するために、個体に投与することができる。かかる処置と組み
合わせて、薬理ゲノミクス（すなわち、個体のジェノタイプと外来化合物または薬物に対
する個体の応答との間の関係の研究）を考慮する。治療剤の代謝における差異は、薬理学
的に活性な薬物の用量と血中濃度の間の関係を変化させることにより、重篤な毒性または
治療の失敗をもたらす可能性がある。
【０３６０】
　よって、医師または臨床医は、治療剤を投与するか否かを決定する上で、ならびに、投
薬量および／または治療剤による処置の治療レジメンを調整する上で、関連する薬理ゲノ
ミクス研究において得られる知識を適用することを考慮してもよい。薬理ゲノミクスは、
罹患個体における薬物の体内処理(disposition)および異常作用の変化に起因する、薬物
に対する応答における臨床的に重要な遺伝的バリエーションに対処する。例えば、Eichel
baum, M. et al. (1996) Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 23(10-11): 983-985およびLi
nder, M. W. et al. (1997) Clin. Chem. 43(2):254-266を参照。
【０３６１】
本発明は、以下の例によってさらに例示されるが、これらは決して、さらに限定するもの
として解釈されるべきではない。本出願を通して引用された全ての参考資料（参考文献、
交付済み特許、公開された特許出願および同時係属の特許出願を含む）の全体の内容は、
参考としてここに明示的に組み込まれる。
【０３６２】
例
例１：ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントの同定
　ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントを設計し、合成し、in vitroでスク
リーニングすることで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントの標的遺伝子ｍＲＮＡレベルを低下
させる能力を決定した。ｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントを、ＨｅＬａ細胞（ヒト子宮頸癌細
胞株、１０，０００細胞／ウェル、９６ウェルプレート）中における活性について試験し
た。ＨｅＬａ細胞を、血清含有媒体中の多様な濃度のＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡバリアントまたは非ターゲティング対照のパネルで処置した。試験した濃度は、５、
１および０．１μＭであった。非ターゲティング対照ｓｄ－ｒｘＲＮＡ（ＮＴＣ）は、Ｓ
ＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントと類似の構造のものであり、両方の鎖全
体にわたり類似の安定化修飾を含有する。
【０３６３】
　投与の４８時間後に、細胞を溶解し、Quantigene branched DNAアッセイにより、製造
者のプロトコルに従って、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix, Santa Clara, CA）を使
用して、ｍＲＮＡレベルを決定した。例示的なセンスおよびアンチセンス配列が、以下の
表１および２に提示されている。図１および２は、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａバリアントが、in vitroでのＨｅＬａ細胞における標的遺伝子のｍＲＮＡレベルを有意
に低下させることを実証する。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＰＰＩＢ）に対して
正規化し、非ターゲティング対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的な重複
（biological duplicates）の平均からの標準偏差を表す。図１および２に対応する配列
は、表３および４にそれぞれ見出すことができる。
【０３６４】
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【表１－１】
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【表１－２】



(80) JP 6983752 B2 2021.12.17

10

20

30

40

【表１－３】
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【表１－４】
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【表１－５】

【０３６５】
【表２－１】
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【表２－２】
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【表２－３】
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【表２－４】
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【表２－５】
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【表２－６】

【０３６６】
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【０３６７】
　ヒトＳＯＤ１配列は、以下に列記されるGenbank受託番号NM_000454.4（配列番号１１９
）により表される。ＳＯＤ１配列の多重突然変異が同定されており（Rosen et al (1993)
 Nature; Deng et al (1993) Science；De Belleroche et al. (1995) J Med Genet.；Or
rel et al (1997) J Neurol.；Cudkowicz (1997) Ann. Neurol.；およびAnderson et al 
(1995) Nature Genet.）、これらもまた本願に概説された配列を利用して標的とすること
ができる：
GTTTGGGGCCAGAGTGGGCGAGGCGCGGAGGTCTGGCCTATAAAGTAGTCGCGGAGACGGGGTGCTGGTTTGCGTCGTAG
TCTCCTGCAGCGTCTGGGGTTTCCGTTGCAGTCCTCGGAACCAGGACCTCGGCGTGGCCTAGCGAGTTATGGCGACGAAG
GCCGTGTGCGTGCTGAAGGGCGACGGCCCAGTGCAGGGCATCATCAATTTCGAGCAGAAGGAAAGTAATGGACCAGTGAA
GGTGTGGGGAAGCATTAAAGGACTGACTGAAGGCCTGCATGGATTCCATGTTCATGAGTTTGGAGATAATACAGCAGGCT
GTACCAGTGCAGGTCCTCACTTTAATCCTCTATCCAGAAAACACGGTGGGCCAAAGGATGAAGAGAGGCATGTTGGAGAC
TTGGGCAATGTGACTGCTGACAAAGATGGTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGATTCTGTGATCTCACTCTCAGGAGACCA
TTGCATCATTGGCCGCACACTGGTGGTCCATGAAAAAGCAGATGACTTGGGCAAAGGTGGAAATGAAGAAAGTACAAAGA
CAGGAAACGCTGGAAGTCGTTTGGCTTGTGGTGTAATTGGGATCGCCCAATAAACATTCCCTTGGATGTAGTCTGAGGCC
CCTTAACTCATCTGTTATCCTGCTAGCTGTAGAAATGTATCCTGATAAACATTAAACACTGTAATCTTAAAAGTGTAATT
GTGTGACTTTTTCAGAGTTGCTTTAAAGTACCTGTAGTGAGAAACTGATTTATGATCACTTGGAAGATTTGTATAGTTTT
ATAAAACTCAGTTAAAATGTCTGTTTCAATGACCTGTATTTTGCCAGACTTAAATCACAGATGGGTATTAAACTTGTCAG
AATTTCTTTGTCATTCAAGCCTGTGAATAAAAACCCTGTATGGCACTTATTATGAGGCTATTAAAAGAATCCAAATTCAA
ACTAAAAAAAAAAAAAAAAAA（配列番号１１９）
【０３６８】
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【０３６９】
【表４－１】

【０３７０】
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【表４－２】

【０３７１】
　表１～８に提示された配列のいくつかが色素DY547に付着しているものとして描写され
ている一方で、表１～８に提示された配列の全ては、色素DY547の非存在下でもまた、本
明細書において開示されていることが理解されるべきである。
【０３７２】
例２：ＣＮＳにおけるｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントの取り込み
　図３～５は、多様なホスホロチオアートのレベルのｓｄ－ｒｘＲＮＡ化学的バリアント
がＣＮＳ中の細胞へと取り込まれ送達されることを実証する。ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化学的バ
リアントの組織分布を決定するために、ＳＯＤ１を標的とする蛍光標識された化合物を、
１５μＬの１５ｍｇ／ｍＬ溶液で嚢内注射（ＩＣ注射）によりSprague Dawleyラットに投
与した。注射２４時間後に、組織を収集し、共焦点顕微鏡法のために加工した。ｓｄ－ｒ
ｘＲＮＡバリアントの細胞による取り込みを検出するために、共焦点像を使用した。ホス
ホロチオアート含量のレベルは、ＣＮＳにおける細胞による取り込みの観察されたレベル
と相関していた（例えば、ホスホロチオアート含量の上昇したレベルが、より大きな取り
込みをもたらした）。
【０３７３】
例３：ＣＮＳにおけるＳＯＤ１のｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントでのサイレンシング
　図６は、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント（オリゴ番号25652）の１
４日間の髄腔内投与に続くin vivo（マウス、腰髄（ＬＳＣ））でのＳＯＤ１サイレンシ
ングを実証する。非ターゲティング対照と比較して、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡバリアントで処置されたマウスにおいてはＳＯＤ１　ｍＲＮＡレベルの３７％低下が
観察された（図６）。
【０３７４】
　方法：ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントまたは非ターゲティング対照
（ＮＴＣ）を、１４日間、浸透圧ポンプ（１００μｌの１０ｍｇ／ｍＬの化合物の溶液で
満たした）を使用して、髄腔内注入によって投与した。脊髄の末端生検サンプルを第１４
日に収集した。ＲＮＡを単離して、ｑＰＣＲによる遺伝子発現解析に供した。データを、
シクロフィリンＢ（ＰＰＩＢ）ハウスキーピング遺伝子のレベルに対し正規化し、１．０
に設定された非ターゲティング対照に対して相対的にグラフ化した。エラーバーは、個々
の生検サンプル間の標準偏差を表す。ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント
処置群対ＰＢＳ群についてのＰ値は、＊ｐ＜０．００１であった。
【０３７５】
例４：ＣＮＳにおけるＳＯＤ１のｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントでのサイレンシング
　図７は、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント（オリゴ番号25645）の１
４日間の髄腔内投与に続くin vivo（マウス、腰髄（ＬＳＣ））でのＳＯＤ１サイレンシ
ングを実証する。非ターゲティング対照と比較して、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡバリアントで処置されたマウスにおいてはＳＯＤ１　ｍＲＮＡレベルの統計的に有意
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【０３７６】
　方法：ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントまたは非ターゲティング対照
（ＮＴＣ）を、１４日間、浸透圧ポンプ（１００μｌの１０ｍｇ／ｍＬの化合物の溶液で
満たした）を使用して、髄腔内注入によって投与した。脊髄の末端生検サンプルを第１４
日に収集した。ＲＮＡを単離して、ｑＰＣＲによる遺伝子発現解析に供した。データを、
シクロフィリンＢ（ＰＰＩＢ）ハウスキーピング遺伝子のレベルに対し正規化し、１．０
に設定された非ターゲティング対照に対して相対的にグラフ化した。エラーバーは、個々
の生検サンプル間の標準偏差を表す。ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアント
処置群対非ターゲティング対照群についてのＰ値は、＊ｐ＜０．０１であった。
【０３７７】
例５：ＳＯＤ－１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントの同定
　ＳＯＤ１を標的とする、塩基の４位または５位に疎水性修飾を含有するｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａバリアントを設計し、合成し、in vitroでスクリーニングすることで、ｓｄ－ｒＲＮＡ
バリアントの標的遺伝子ｍＲＮＡレベルを低下させる能力を決定した。ｓｄ－ｒｘＲＮＡ
バリアントを、ＨｅＬａ細胞（ヒト子宮頸癌細胞株、１０，０００細胞／ウェル、９６ウ
ェルプレート）中における活性について試験した。ＨｅＬａ細胞を、血清含有媒体中の多
様な濃度のＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントまたは非ターゲティング対
照のパネルで処置した。試験した濃度は、５、１および０．１μＭであった。非ターゲテ
ィング対照ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡバリアントと類
似の構造のものであり、両方の鎖全体にわたり類似の安定化修飾を含有する。
【０３７８】
　投与の４８時間後に、細胞を溶解し、Quantigene branched DNAアッセイにより、製造
者のプロトコルに従って、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix, Santa Clara, CA）を使
用して、ｍＲＮＡレベルを決定した。図８～１１は、ＳＯＤ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡバリアントの、塩基の４位または５位に疎水性修飾を含有するものが、in vitroでの
ＨｅＬａ細胞における標的遺伝子のｍＲＮＡレベルを有意に低下させることを実証する。
図８～１１に対応する配列は、表５～８にそれぞれ見出すことができる。データを、ハウ
スキーピング遺伝子（ＰＰＩＢ）に対して正規化し、非ターゲティング対照に関してグラ
フ化した。エラーバーは、生物学的な重複（biological duplicates）の平均からの標準
偏差を表す。
【０３７９】
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【表５】

【０３８０】
【表６】

【０３８１】
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【表７】

【０３８２】
【表８－１】

【０３８３】
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【表８－２】

【０３８４】
均等物
　当業者は、慣用的な実験のみを使用して、本明細書に記載される本発明の具体的な態様
についての多数の均等物を理解するかまたはそれに気付くことができるであろう。かかる
均等物は、以下のクレームによって包含されることが意図される。
【０３８５】
　特許文書を含め、本明細書に開示される全ての参考文献は、それらの全体が参照される
ことによって組み込まれる。本出願は、2009年9月22日に出願されたPCT公開番号WO2010/0
33247（出願番号PCT/US2009/005247）、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERING RNAI COMP
OUNDS」、2014年8月5日に発行され、2012年2月16日にUS 2012/0040459として公開された
、米国特許第8,796,443号、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERING RNAI COMPOUNDS」、20
15年11月3日に発行された、米国特許第9,175,289号、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERI
NG RNAI COMPOUNDS」、2009年2月11日に出願されたPCT公開番号WO2009/102427（出願番号
PCT/US2009/000852）、表題「MODIFIED RNAI POLYNUCLEOTIDES AND USES THEREOF」、お
よび2011年2月17日に公開された米国特許公開番号2011/0039914、表題「MODIFIED RNAI P
OLYNUCLEOTIDES AND USES THEREOF」、2011年3月24日に出願されたPCT公開番号WO2011/11
9852、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERING RNAI COMPOUNDS」、および2015年7月14日に
発行された米国特許第9,080,171号、表題「REDUCED SIZE SELF-DELIVERING RNAI COMPOUN
DS」の、全ての図面および明細書の全ての部分を含む全内容（配列表またはアミノ酸／ポ
リヌクレオチド配列を含む）を、参照によって組み込む。
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