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(57)【要約】
本開示は、いくつかの側面において、免疫原性組成物の
生産のための方法および組成物に関する。いくつかの態
様において、本開示は、宿主細胞の分化をコントロール
し、および／または減少させることが可能な１以上のオ
リゴヌクレオチド剤でex vivo処置されている宿主細胞
を提供する。いくつかの態様において、本開示により記
載される組成物および方法は、がんを処置するための免
疫原性モジュレーターとして有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＩＧＩＴ、ＰＤＣＤ１、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、
Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、またはＨＫ２をコードする遺伝子に対して
向けられている化学修飾された二本鎖核酸分子であって、ここで任意に、化学修飾された
二本鎖核酸分子は、表３～１３内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配列に対して向けられている、前記化学修飾された二本鎖核酸分子
。
【請求項２】
　ｓｄ－ｒｘＲＮＡである、請求項１に記載の化学修飾された二本鎖核酸分子。
【請求項３】
　少なくとも１つの２’－Ｏ－メチル修飾および／または少なくとも１つの２’－フルオ
ロ修飾、および少なくとも１つのホスホロチオアート修飾を含む、請求項１または２に記
載の化学修飾された二本鎖核酸分子。
【請求項４】
　ＴＩＧＩＴ、ＰＤＣＤ１、ＡＫＴ、Ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、
Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、またはＨＫ２をコードする遺伝子に対して
向けられているｓｄ－ｒｘＲＮＡであって、ここでｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表３～１３内の
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、前記ｓｄ－
ｒｘＲＮＡ。
【請求項５】
　疎水的に修飾されている、請求項４に記載のｓｄ－ｒｘＲＮＡ。
【請求項６】
　１以上の疎水性抱合体に連結しており、ここで任意に、疎水性抱合体が、コレステロー
ルである、請求項４または５に記載のｓｄ－ｒｘＲＮＡ。
【請求項７】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の化学修飾された二本鎖核酸分子および薬学的に許
容し得る賦形剤を含む、組成物。
【請求項８】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、表３、４、５、６、または８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か、またはそれからなり、ここで任意に
、化学修飾された二本鎖核酸分子は、ＴＩＧＩＴ　１（配列番号６０）、ＴＩＧＩＴ　６
（配列番号６５）、ＴＩＧＩＴ　２１（配列番号１００および１０１）、ＰＤ　２６（配
列番号１１２および１１３）、ＣＢ　２３（配列番号２３６および２３７）、またはＣＢ
　２９（配列番号２４８および２４９）に記載の配列を含む、請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
　請求項４～６のいずれか一項に記載のｓｄ－ｒｘＲＮＡおよび薬学的に許容し得る賦形
剤を含む、組成物。
【請求項１０】
　ｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＣＢ　２３（配列番号２３６または２３７）またはＣＢ　２９（
配列番号２４８または２４９）に記載の配列を含むか、またはそれからなる、請求項９に
記載の組成物。
【請求項１１】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、ＰＤ　２６センス鎖（配列番号１１２）に記載の配
列を有するセンス鎖および／またはＰＤ　２６アンチセンス鎖（配列番号１１３）に記載
の配列を有するアンチセンス鎖を含む、請求項９に記載の組成物。
【請求項１２】
　化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＰＤ　２６センス鎖（配列
番号１１２）に記載の配列を有するセンス鎖およびＰＤ　２６アンチセンス鎖（配列番号
１１３）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含むか、またはそれらからなる、請求項
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１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＣＢ　２３センス鎖（配列
番号２３６）に記載の配列を有するセンス鎖および／またはＣＢ　２３アンチセンス鎖（
配列番号２３７）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含む、請求項７～９のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項１４】
　化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＣＢ　２３センス鎖（配列
番号２３６）に記載の配列を有するセンス鎖およびＣＢ　２３アンチセンス鎖（配列番号
２３７）に記載の配列を有するアンチセンス鎖からなる、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＣＢ　２９センス鎖（配列
番号２４８）に記載の配列を有するセンス鎖および／またはＣＢ　２９アンチセンス鎖（
配列番号２４９）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含む、請求項７～９のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項１６】
　化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＣＢ　２９センス鎖（配列
番号２４８）に記載の配列を有するセンス鎖およびＣＢ　２９アンチセンス鎖（配列番号
２４９）に記載の配列を有するアンチセンス鎖からなる、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、ＴＩＧＩＴ　２１センス鎖（配列番号１００）に記
載の配列を有するセンス鎖および／またはＴＩＧＩＴ　２１アンチセンス鎖（配列番号１
０１）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含む、請求項７～９のいずれか一項に記載
の組成物。
【請求項１８】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、ＴＩＧＩＴ　２１センス鎖（配列番号１００）に記
載の配列を有するセンス鎖およびＴＩＧＩＴ　２１アンチセンス鎖（配列番号１０１）に
記載の配列を有するアンチセンス鎖を含む、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
　宿主細胞を含む免疫原性組成物であって、前記宿主細胞の分化のレベルをコントロール
し、および／または減少させて、ヒトにおける投与のための特定の免疫細胞集団の産生を
可能にするように、前記宿主細胞が化学修飾された二本鎖核酸分子でex vivo処置された
、前記免疫原性組成物。
【請求項２０】
　宿主細胞が、ＰＤＣＤ１、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、
Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、またはＨＫ２をコードする遺伝子に対して
向けられている化学修飾された二本鎖核酸分子を含み、ここで任意に、化学修飾された二
本鎖核酸分子は、表３～１３内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配列に対して向けられており、さらにここで任意に、化学修飾された
二本鎖核酸分子は、ＰＤＣＤ１に対して向けられていおり、かつ表３または６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、請求項１９に記載の免疫原
性組成物。
【請求項２１】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、少なくとも１つの２’－Ｏ－メチル修飾および／ま
たは少なくとも１つの２’－フルオロ修飾、および少なくとも１つのホスホロチオアート
修飾を含む、請求項１９または２０に記載の免疫原性組成物。
【請求項２２】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、疎水的に修飾されている、請求項２１に記載の免疫
原性組成物。
【請求項２３】
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　化学修飾された二本鎖核酸分子が、１以上の疎水性抱合体に連結しており、ここで任意
に、疎水性抱合体が、コレステロールである、請求項２２に記載の免疫原性組成物。
【請求項２４】
　宿主細胞が、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞（ＤＣ）、幹細胞
（ＳＣ）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ），幹細胞メモリーＴ細胞、およびサイトカイン
誘導性キラー細胞（ＣＩＫ）の群から選択される、請求項１９～２３のいずれか一項に記
載の免疫原性組成物。
【請求項２５】
　宿主細胞が、Ｔ細胞である、請求項２４に記載の免疫原性組成物。
【請求項２６】
　Ｔ細胞が、ＣＤ８＋Ｔ細胞であり、ここで任意に、Ｔ細胞が、化学修飾された二本鎖核
酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡの導入後、ＴＳＣＭまたはＴＣＭに分化し、さらにここで
任意に、免疫原性組成物が、ＴＳＣＭまたはＴＣＭ細胞を少なくとも５０％、少なくとも
６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、
少なくとも９９％または１００％含む、請求項２４または２５に記載の免疫原性組成物。
【請求項２７】
　Ｔ細胞が、高親和性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）および／またはキメラ抗原受容体（ＣＡＲ
）を発現する１以上の導入遺伝子を含む、請求項２４～２６のいずれか一項に記載の免疫
原性組成物。
【請求項２８】
　宿主細胞が、健康なドナーに由来する、請求項１９～２７のいずれか一項に記載の免疫
原性組成物。
【請求項２９】
　免疫原性組成物を生産するための方法であって、１以上の化学修飾された二本鎖核酸分
子を細胞に導入することを含み、ここで１以上の化学修飾された二本鎖核酸分子は、ＰＤ
ＣＤ１、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、Ｄ
ＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、および／またはＨＫ２を標的とし、それにより宿主細胞を生産
する、前記方法。
【請求項３０】
　免疫原性組成物を生産するための方法であって、請求項１～６のいずれか一項に記載の
化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡを細胞に導入することを含む、前
記方法。
【請求項３１】
　細胞が、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞（ＤＣ）、幹細胞（Ｓ
Ｃ）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）、幹細胞メモリーＴ細胞、およびサイトカイン誘導
性キラー細胞（ＣＩＫ）である、請求項２９または３０に記載の方法。
【請求項３２】
　Ｔ細胞が、ＣＤ８＋Ｔ細胞であり、ここで任意に、Ｔ細胞が、化学修飾された二本鎖核
酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡの導入後、ＴＳＣＭまたはＴＣＭに分化し、さらにここで
任意に、免疫原性組成物が、ＴＳＣＭまたはＴＣＭ細胞を少なくとも５０％、少なくとも
６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、
少なくとも９９％または１００％含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　Ｔ細胞が、高親和性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）および／またはキメラ抗原受容体（ＣＡＲ
）を発現する１以上の導入遺伝子を含む、請求項３１または３２に記載の方法。
【請求項３４】
　細胞が、健康なドナーに由来する、請求項２９～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　増殖性疾患または感染性疾患を患う対象を処置するための方法であって、請求項１９～
２８のいずれか一項に記載の免疫原性組成物を対象へ投与すること含む、前記方法。
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【請求項３６】
　増殖性疾患が、がんである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　感染性疾患が、病原体感染である、請求項３５に記載の方法。
【請求項３８】
　病原体感染が、細菌感染、ウイルス感染、または寄生生物感染である、請求項３７に記
載の方法。
【請求項４０】
　表５内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Ｔ
ＩＧＩＴ配列に対して向けられている化学修飾された二本鎖核酸分子を含む宿主細胞を含
む、免疫原性組成物。
【請求項４１】
　表３または６内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ＰＤＣＤ１配列に対して向けられている化学修飾された二本鎖核酸分子を含む宿主
細胞を含む、免疫原性組成物。
【請求項４２】
　化学修飾された二本鎖核酸分子が、ｓｄ－ｒｘＲＮＡである、請求項４０または４１に
記載の免疫原性組成物。
【請求項４３】
　宿主細胞が、ＰＤＣＤ１を標的とする第１の化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ
－ｒｘＲＮＡおよびＴＩＧＩＴを標的とする第２の化学修飾された二本鎖核酸分子または
ｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む、請求項４０～４２のいずれか一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項４４】
　化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡが、宿主細胞においてＰＤＣＤ
１またはＴＩＧＩＴの少なくとも５０％の阻害を誘導する、請求項４０～４３のいずれか
一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項４５】
　増殖性疾患または感染性疾患を患う対象を処置するための方法であって、請求項４０～
４４のいずれか一項に記載の免疫原性組成物を対象へ投与することを含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１７年８月７日に出願された「IMMUNOTHERAPY OF CANCER UTILIZING CH
EMICALLY MODIFIED OLIGONUCLEOTIDES」と題する米国仮出願第62/542,043号、および２０
１７年９月１３日に出願された「CONTROL OF DIFFERENTIATION UTILIZING CHEMICALLY MO
DIFIED OLIGONUCLEOTIDES IN IMMUNOTHERAPY」と題する米国仮出願第62/558,183号の出願
日の利益を、35 U.S.C.§119(e)の下に主張し、そのそれぞれの全開示は参照によりその
全体において本明細書に組み込まれる。
【０００２】
分野
　いくつかの側面において、本開示は、免疫原性組成物、および、治療的免疫細胞の集団
またはサブセットを改善するための、細胞分化および代謝に関与する遺伝子標的を調節す
るためのオリゴヌクレオチドの使用を含む免疫原性組成物を作製する方法に関する。本開
示は、さらには、例えば、がんおよび自己免疫障害を含む細胞増殖性障害または感染性疾
患の処置のための免疫原性組成物を用いる方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　免疫系の生理学的な機能は、新生物細胞を認識および排除することである。したがって
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、腫瘍進行の側面は、免疫抵抗性メカニズムの発達である。これらの耐性メカニズムは、
一度発達すると、自然免疫系が腫瘍成長に影響することを防ぐのみならず、がんに対する
免疫治療的アプローチの有効性を制限する。免疫抵抗性メカニズムには、しばしば免疫チ
ェックポイントと称される免疫阻害経路が含まれる。免疫阻害経路は、腫瘍細胞とＣＤ８
＋細胞傷害性Ｔリンパ球との間の相互作用において特に重要な役割を果たし、養子細胞移
植（ＡＣＴ）治療剤を含む。
【０００４】
　養子細胞移植（ＡＣＴ）の様々な方法は、血液または腫瘍材料などの患者の試料から回
収された細胞のex vivo処置を含む。細胞ベースの処置の調製に含まれる共通のステップ
は、主な供給源（例として、末梢血）からの細胞の単離、遺伝子編集（例として、キメラ
抗原受容体（ＣＡＲ）Ｔ細胞の操作または操作されたＴ細胞受容体（ＴＣＲ）細胞）、活
性化、および拡大である。
【０００５】
　ex vivoプロセシングの間、細胞は、中でも、腫瘍への輸送、in vivoでの増殖能力と寿
命、および免疫抑制環境におけるそれらの有効性などの、それらの治療特性に影響を与え
る可能性がある特定の表現型の変化を経る。例えば、Ｔ細胞分化および成熟の状態は、典
型的には、サブタイプの以下のシーケンスを通じで進行する：ナイーブ（ＴＮ）－幹細胞
メモリー（ＴＳＣＭ）－セントラルメモリー（ＴＣＭ）－エフェクターメモリー（ＴＥＭ

）－最終分化エフェクターＴ細胞（ＴＥＦＦ）。ＣＤ８＋Ｔ細胞の中でも初期メモリーＴ
細胞（ＴＳＣＭ／ＴＣＭ）の表現的および機能的属性は、より分化したエフェクター細胞
（例として、ＴＥＭ、ＴＥＦＦ等々）よりも優れたin vivoでの拡大、存続、および抗腫
瘍有効性を実証することが観察されている。
【０００６】
　がんの免疫治療は、臨床診療においてますます重要になってきている。免疫応答を誘発
または増幅するように設計された免疫治療は、活性化免疫治療として分類することができ
、一方で免疫応答を減少または抑制する免疫治療は抑制免疫療として分類することができ
る。がん免疫抵抗性メカニズムと戦うための１つの活性化免疫治療戦略は、宿主の免疫応
答を刺激または維持するために、（例として、チェックポイント標的化モノクローナル抗
体を使用することにより）免疫チェックポイントを阻害することである。
【０００７】
　しかしながら、がん免疫治療剤をチェックポイントインヒビターと組み合わせて使用す
ることには数多の欠点が存在する。例えば、免疫チェックポイントの遮断は、免疫自己寛
容性の破壊を導き、それによって「免疫関連有害事象」と呼ばれる自己免疫／自己炎症性
副作用の新たな症候群が誘導され得る。加えて、チェックポイントインヒビターの毒性プ
ロファイルは、伝えられるところによれば、他のクラスの腫瘍剤について報告された毒性
プロファイルとは異なっており、皮膚、胃腸、内分泌、肺、肝臓、眼、および神経系を含
む複数の器官系で炎症性イベントを誘導する可能性がある。
【発明の概要】
【０００８】
概要
　いくつかの側面において、本開示は、治療的Ｔ細胞（例として、ＴＳＣＭおよびＴＣＭ

）の所望されるサブタイプのレベルを増強するための、免疫原性組成物の産生の間、Ｔ細
胞の分化プロセスをコントロールするための、組成物および方法に関する。本開示は、部
分的には、シグナル伝達／転写因子、エピジェネティックな、代謝性および共阻害性／ネ
ガティブ制御性標的に関連する遺伝子を標的とするオリゴヌクレオチド分子を含む宿主細
胞を含む免疫調節（例として、免疫原性）組成物、ならびに、かかる組成物を生産する方
法に基づく。いくつかの側面において、本開示は、免疫原性組成物を生産する方法に用い
られる化学修飾されたオリゴヌクレオチド分子を提供する。いくつかの態様において、本
開示により記載される方法および組成物は、免疫原性組成物の製造のために、および増殖
性または感染性疾患を有する対象を処置するために有用である。
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【０００９】
　結果的に、いくつかの側面において、本開示は、タンパク質キナーゼＢ（ＰＫＢ、ＡＫ
Ｔとも称される）、プログラム細胞死タンパク質１（ＰＤ１、ＰＤＣＤ１とも称される）
、ＩｇとＩＴＩＭドメインとを有するＴ細胞免疫受容体（ＴＩＧＩＴ）、腫瘍タンパク質
ｐ５３（ＴＰ５３、ｐ５３、細胞腫瘍抗原、リンタンパク質ｐ５３、腫瘍サプレッサーｐ
５３、抗原ＮＹ－ＣＯ－１３、または形質転換（transform）関連タンパク質５３（ＴＲ
Ｐ５３）としても知られている）、Ｅ３ユビキチン－タンパク質リガーゼＣｂｌ－ｂ（Ｃ
ｂｌ－ｂ）、Ｔｅｔメチルシトシンジオキシゲナーゼ２（ＴＥＴ２、ＫＩＡＡ１５４６、
Ｔｅｔ発がん遺伝子ファミリーメンバー２、予測される（Probable）メチルシトシンジオ
キシゲナーゼＴＥＴ２、メチルシトシンジオキシゲナーゼＴＥＴ２としても知られている
）、ＰＲ／ＳＥＴドメイン１（Ｂｌｉｍｐ－１、ＰＲドメイン含有１、ＺＮＦドメインを
含む、ＰＲドメイン１、ＰＲＤＭ１、ＰＲＤＩ－ＢＦ１、ベータ－インターフェロン遺伝
子ポジティブ制御ドメインＩ結合因子、ポジティブ制御ドメインＩ結合因子１、Ｂリンパ
球誘導性成熟タンパク質１、ＰＲドメインジンクフィンガータンパク質１、ＰＲドメイン
含有タンパク質１、ＰＲＤＩ結合因子１としても知られている）、Ｔ－Ｂｏｘ２１（ＴＢ
Ｘ２１、Ｔ細胞特異的Ｔ－Ｂｏｘ転写因子Ｔ－Ｂｅｔ、転写因子ＴＢＬＹＭ、Ｔ－Ｂｏｘ
タンパク質２１、ＴＢＬＹＭ、ＴＢＥＴ、Ｔ－Ｂｏｘ転写因子ＴＢＸ２１、Ｔ細胞におい
て発現されるＴ－Ｂｏｘ、Ｔ－ＰＥＴ、Ｔ－Ｂｅｔとしても知られている）、ＤＮＡ（シ
トシン－５）－メチルトランスフェラーゼ３Ａ（ＤＮＭＴ３Ａ）、タンパク質チロシンホ
スファターゼ、非受容体６型（ＰＴＰＮ６、ＳＨＰ－１としても知られている）、または
ヘキソキナーゼ２（ＨＫ２、筋肉形成ヘキソキナーゼとしても知られている）を標的とす
る（例として、これらをコードする遺伝子に対して向けられている）化学修飾された二本
鎖核酸分子を提供する。
【００１０】
　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表３～１３内の配列から
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配列に対して向けられ
ている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、自己送達ＲＮＡ（
例として、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）である。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖
核酸分子（例として、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）は、表３～１３に記載の配列またはそれらのフ
ラグメントを含むか、またはそれらからなるか、またはそれらを標的とするか、またはそ
れらに対して向けられている。
【００１１】
　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、少なくとも１つの２’－
Ｏ－メチル修飾および／または少なくとも１つの２’－フルオロ修飾、および少なくとも
１つのホスホロチオアート修飾を含む。いくつかの態様において、ガイド鎖の５’端に対
する第１のヌクレオチドは、２’－Ｏ－メチル修飾を有する。いくつかの態様において、
２’－Ｏ－メチル修飾は、５Ｐ－２’Ｏ－メチルＵ修飾、または５’ビニルホスホナート
２’－Ｏ－メチルＵ修飾である。
　いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、疎水的に修飾されている。いくつかの
態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、１以上の疎水性抱合体に連結している。いくつかの
態様において、疎水性抱合体は、コレステロールである。
【００１２】
　いくつかの側面において、本開示は、ＴＩＧＩＴ、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、ＰＤＣ
Ｄ１、ＡＫＴ、Ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、また
はＨＫ２をコードする遺伝子に対して向けられているｓｄ－ｒｘＲＮＡを提供する。いく
つかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表３～１３内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。
　いくつかの側面において、本開示は、ＩｇとＩＴＩＭドメインとを有するＴ細胞免疫受
容体（ＴＩＧＩＴ）またはプログラム細胞死タンパク質１（ＰＤ１）を標的とする化学修
飾された二本鎖核酸分子を提供する。
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【００１３】
　いくつかの側面において、本開示は、ＴＩＧＩＴをコードする遺伝子に対して向けられ
ている化学修飾された二本鎖核酸分子を提供する。いくつかの態様において、化学修飾さ
れた二本鎖核酸分子は、表５内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレ
オチドを含む配列に対して向けられている。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ
は、配列番号１００（ＴＩＧＩＴ　２１センス鎖）に記載の配列を有するセンス鎖センス
鎖および／または配列番号１０１（ＴＩＧＩＴ　２１アンチセンス鎖）に記載の配列を有
するアンチセンス鎖を含む。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、配列番号１
００（ＴＩＧＩＴ　２１センス鎖）に記載の配列を有するセンス鎖および配列番号１０１
（ＴＩＧＩＴ　２１アンチセンス鎖）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含む。
【００１４】
　いくつかの態様において、本開示は、ＰＤ１に対して向けられている化学修飾された二
本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表３
または表６内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列
に対して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、
表６に記載の配列を含む。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、配列番号１１
２（ＰＤ　２６センス鎖）に記載の配列を有するセンス鎖および／または配列番号１１３
（ＰＤ　２６アンチセンス鎖）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含む。いくつかの
態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、配列番号１１２（ＰＤ　２６センス鎖）に記載の配
列を有するセンス鎖および配列番号１１３（ＰＤ　２６アンチセンス鎖）に記載の配列を
有するアンチセンス鎖を含む。
【００１５】
　いくつかの態様において、本開示は、Ｃｂ１－ｂに対して向けられている化学修飾され
た二本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、
表４および表８内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む
配列に対して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子
は、表８に記載の配列を含む。いくつかの態様において、本明細書に記載の化学修飾され
た二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡは、ＣＢ　２３センスまたはアンチセンス鎖（
配列番号２３６または２３７）またはＣＢ　２９センスまたはアンチセンス鎖（配列番号
２４８または２４９）に記載の配列を含むか、またはそれらからなる。
【００１６】
　いくつかの態様において、本明細書に記載の化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ
－ｒｘＲＮＡは、ＣＢ　２３センス鎖（配列番号２３６）に記載の配列を有するセンス鎖
および／またはＣＢ　２３アンチセンス鎖（配列番号２３７）に記載の配列を有するアン
チセンス鎖を含むか、またはそれらからなる。いくつかの態様において、本明細書に記載
の化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡは、ＣＢ　２９センス鎖（配列
番号２４８）に記載の配列を有するセンス鎖および／またはＣＢ　２９アンチセンス鎖（
配列番号２４９）に記載の配列を有するアンチセンス鎖を含むか、またはそれらからなる
。
【００１７】
　いくつかの態様において、本開示は、ＨＫ２に対して向けられている化学修飾された二
本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表７
内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列に対して向
けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表７に記載
の配列を含む。
【００１８】
　いくつかの態様において、本開示は、ＤＮＭＴ３Ａに対して向けられている化学修飾さ
れた二本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は
、表９内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列に対
して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表９
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に記載の配列を含む。
【００１９】
　いくつかの態様において、本開示は、ＰＲＤＭ１に対して向けられている化学修飾され
た二本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、
表１０内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列に対
して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表１
０に記載の配列を含む。
【００２０】
　いくつかの態様において、本開示は、ＰＴＰＮ６に対して向けられている化学修飾され
た二本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、
表１１内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列に対
して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表１
１に記載の配列を含む。
【００２１】
　いくつかの態様において、本開示は、ＴＥＴ２に対して向けられている化学修飾された
二本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表
１１内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列に対し
て向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表１１
に記載の配列を含む。
【００２２】
　いくつかの態様において、本開示は、Ｔｂｏｘ２１に対して向けられている化学修飾さ
れた二本鎖核酸を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は
、表１３内の配列から選択される少なくとも１２個の連続したヌクレオチドを含む配列に
対して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表
１３に記載の配列を含む。
【００２３】
　いくつかの側面において、本開示は、本明細書に記載の化学修飾された二本鎖核酸分子
またはｓｄ－ｒｘＲＮＡおよび薬学的に許容し得る賦形剤を含む組成物を提供する。
　いくつかの側面において、本開示は、（例として、表３～１３のいずれか１つの記載の
配列を標的とする）本開示により記載される化学修飾された二本鎖核酸分子、または（例
として、表３～１３に記載の）本開示により記載されるｓｄ－ｒｘＲＮＡ、および薬学的
に許容し得る賦形剤を含む組成物（例として、免疫原性組成物）を提供する。いくつかの
態様において、化学修飾された核酸分子は、ＰＤ　２１～ＰＤ　３７（配列番号１０２～
１３５）、ＴＩＧＩＴ　１（配列番号６０）、ＴＩＧＩＴ　６（配列番号６５）およびＴ
ＩＧＩＴ　２１（配列番号１００～１０１）から選択される配列を含む。
【００２４】
　いくつかの側面において、本開示は、本明細書に記載の１以上の化学修飾された二本鎖
核酸分子を含む宿主細胞（例として、１以上の宿主細胞、または宿主細胞の集団）を含む
免疫原性組成物に関する。宿主細胞の例は、これらに限定されないが、Ｔ細胞、ＮＫ細胞
、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞（ＤＣ）、幹細胞（ＳＣ）、誘導多能性幹細胞（ｉ
ＰＳＣ）、および幹セントラルメモリーＴ細胞を含む。
　いくつかの側面において、本開示は、表５内の配列から選択される配列の少なくとも１
２個の連続したヌクレオチドを含むＴＩＧＩＴ配列に対して向けられている化学修飾され
た二本鎖核酸分子を含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供する。
【００２５】
　いくつかの側面において、本開示は、ＰＤ１をコードする遺伝子に対して向けられてい
るｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここで、ｓｄ－ｒｘ
ＲＮＡは、表３内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。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表６に記載の配列を含む。
【００２６】
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　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡは、
宿主細胞において、ＰＤＣＤ１またはＴＩＧＩＴの少なくとも５０％の阻害を誘導する。
　いくつかの側面において、本開示は、Ｃｂ１－ｂをコードする遺伝子に対して向けられ
ているｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここで、ｓｄ－
ｒｘＲＮＡは、表４内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。いくつかの態様において、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表８に記載の配列を含む。
【００２７】
　いくつかの側面において、本開示は、ＨＫ２をコードする遺伝子に対して向けられてい
るｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここでｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡは、表７内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
含む配列を標的とする。いくつかの態様においてｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表７に記載の配列
を含む。
【００２８】
　いくつかの側面において、本開示は、ＤＮＭＴ３Ａをコードする遺伝子に対して向けら
れているｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここでｓｄ－
ｒｘＲＮＡは、表９内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
チドを含む配列を標的とする。いくつかの態様においてｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表９に記載
の配列を含む。
【００２９】
　いくつかの側面において、本開示は、ＰＲＤＭ１をコードする遺伝子に対して向けられ
ているｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここでｓｄ－ｒ
ｘＲＮＡは、表１０内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
チドを含む配列を標的とする。いくつかの態様においてｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表１０に記
載の配列を含む。
【００３０】
　いくつかの側面において、本開示は、ＰＴＰＮ６をコードする遺伝子に対して向けられ
ているｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここでｓｄ－ｒ
ｘＲＮＡは、表１１内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
チドを含む配列を標的とする。いくつかの態様においてｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表１１に記
載の配列を含む。
【００３１】
　いくつかの側面において、本開示は、ＴＥＴ２をコードする遺伝子に対して向けられて
いるｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここでｓｄ－ｒｘ
ＲＮＡは、表１２内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
ドを含む配列を標的とする。いくつかの態様においてｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表１２に記載
の配列を含む。
【００３２】
　いくつかの側面において、本開示は、Ｔｂｏｘ２１をコードする遺伝子に対して向けら
れているｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む宿主細胞を含む免疫原性組成物を提供し、ここでｓｄ－
ｒｘＲＮＡは、表１３内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
オチドを含む配列を標的とする。いくつかの態様においてｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表１３に
記載の配列を含む。
【００３３】
　いくつかの側面において、本開示は、宿主細胞（例として、Ｔ細胞などの免疫細胞）を
含む免疫原性組成物を提供し、前記宿主細胞（例として、Ｔ細胞）の分化のレべルをコン
トロールし、および／または減少させて、ヒトにおける投与のための特定の免疫細胞集団
（例として、特定のＴ細胞サブタイプについて富化されている集団）の産生を可能にする
ように、前記宿主細胞は化学修飾された二本鎖核酸分子でex vivoで処置されている。い
くつかの態様において、免疫原性組成物は、特定の細胞型（例としてＴ細胞サブタイプ）
について富化されている複数の宿主細胞を含む。例えば、いくつかの態様において、免疫
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原性組成物は、ＴＳＣＭまたはＴＣＭ細胞などの特定のＴ細胞サブタイプのＴ細胞を少な
くとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９
０％、少なくとも９５％、少なくとも９９％または１００％（例として、包括的に、５０
％～１００％の間の任意のパーセンテージ）含む。
【００３４】
　いくつかの態様において、免疫原性組成物は、明細書に記載の化学修飾された二本鎖核
酸分子（例として、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、ＰＤＣＤ１、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－
ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、またはＨＫ２をコードする遺伝子に対
して向けられている化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡ）、またはＤ
ＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、ＰＤＣＤ１、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉ
ｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、またはＨＫ２をコードする１以上の遺伝子に対して向けられ
ている化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡの組み合わせを含む宿主細
胞を含む。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡは、表３～１３内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
チドを含む配列に対して向けられている。いくつかの態様において、化学修飾された二本
鎖核酸分子（例として、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）は、表３～１３に記載の配列またはそれらの
フラグメントを含むか、またはそれらからなるか、またはそれらを標的とするか、または
それらに対して向けられている。
【００３５】
　いくつかの態様において、宿主細胞は、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、
樹状細胞（ＤＣ）、幹細胞（ＳＣ）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）、幹細胞メモリーＴ
細胞、およびサイトカイン誘導性キラー細胞（ＣＩＫ）の群から選択される。いくつかの
態様において、宿主細胞は、Ｔ細胞である。いくつかの態様において、Ｔ細胞は、ＣＤ８
＋Ｔ細胞である。いくつかの態様において、Ｔ細胞は、化学修飾された二本鎖核酸分子ま
たはｓｄ－ｒｘＲＮＡの導入後、ＴＳＣＭまたはＴＣＭＴ細胞などの特定のＴ細胞サブタ
イプに分化する。
【００３６】
　いくつかの態様において、Ｔ細胞は、高親和性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）および／または
キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）を発現する１以上の導入遺伝子を含む。
　いくつかの態様において、宿主細胞は、健康なドナー（例として、がんなどの増殖性疾
患、または感染性疾患を有していない、または有している疑いのないドナー）に由来する
。
　いくつかの側面において、本開示は、免疫原性組成物を生産するための方法であって、
本明細書に記載の１以上の化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡを細胞
に導入することを含む、前記方法を提供する。いくつかの態様において、化学修飾された
二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡは、ex vivoで細胞に導入される。
【００３７】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、細胞は、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、抗原提
示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞（ＤＣ）、幹細胞（ＳＣ）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）
、幹細胞メモリーＴ細胞、およびサイトカイン誘導性キラー細胞（ＣＩＫ）である。
　いくつかの態様において、Ｔ細胞は、ＣＤ８＋Ｔ細胞である。いくつかの態様において
、Ｔ細胞は、化学修飾された二本鎖核酸分子またはｓｄ－ｒｘＲＮＡの導入後、ＴＳＣＭ

またはＴＣＭＴ細胞などの特定のＴ細胞サブタイプに分化する。いくつかの態様において
、Ｔ細胞は、高親和性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）および／またはキメラ抗原受容体（ＣＡＲ
）を発現する１以上の導入遺伝子を含む。いくつかの態様において、細胞は、健康なドナ
ーに由来する。
【００３８】
　いくつかの側面において、本開示は、増殖性疾患または感染性疾患を患う対象を処置す
るための方法であって、本明細書に記載の免疫原性組成物を対象へ投与することを含む、
前記方法を提供する。いくつかの態様において、増殖性疾患は、がんである。いくつかの
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態様において、感染性疾患は、ウイルス感染、細菌感染、または寄生生物感染などの病原
体感染である。
【００３９】
　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】
【００４０】
図面の簡潔な説明
　添付の図面は一定の縮尺で描かれることを意図していない。図面において、多様な図に
例示されている同一またはほぼ同一の構成要素は、同様な番号で表されている。明確性の
目的のために、すべての図面にすべての構成要素は標識され得ない。
【００４１】
【図１】図１は、ヒト一次Ｔ細胞における、化学的に最適化されたＰＤ－１標的化ｓｄ－
ｒｘＲＮＡを利用したＰＤＣＤ１　ｍＲＮＡレベルの減少を示す。
【図２】図２は、ヒト一次Ｔ細胞における、ＰＤＣＤ１を標的とする化学的に最適化され
たｓｄ－ｒｘＲＮＡの用量応答曲線を示す。それぞれの化学的に最適化されたｓｄ－ｒｘ
ＲＮＡについて、試験された濃度は、左から右に、２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２
５μＭ、０．１２５μＭおよび０．０６μＭであった。
【図３】図３は、ヒト一次Ｔ細胞における、ＴＩＧＩＴ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡの用量応
答曲線を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、左から右に、
２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２５μＭ、０．１μＭおよび０．０４μＭであった。
【００４２】
【図４】図４は、Ｔ細胞の分化状態の進行の概略図を示す。
【図５】図５は、ex vivo培養におけるＰＤ－１およびＴＩＧＩＴ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａで処置された、活性化ヒト一次Ｔ細胞からの増強されたＴセントラルメモリー（ＴＣＭ

）分化を示す。ヒトナイーブＴ細胞を、ＣＤ３／ＣＤ２８　Dynabeads＋ＩＬ－２で活性
化し、２μＭ　ＮＴＣ（非標的化対照）ｓｄ－ｒｘＲＮＡ、２μＭ　ＰＤ１標的化ｓｄ－
ｒｘＲＮＡおよび２μＭ　ＴＩＧＩＴ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡで処置した。４日後、細胞
を収集し、Ｔ細胞サブセットをマルチカラーフローサイトメトリーにより分析した。ＴＣ

Ｍサブタイプへ分化したＴ細胞の集団は、夫々対照と比較して、ＰＤ－１およびＴＩＧＩ
Ｔ阻害に対して、３．９倍、および１．７倍増強された。
【図６】図６は、ＨｅｐＧ２細胞における、ＨＫ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの２点
の用量応答曲線を示す。それぞれの化学的に最適化されたｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試
験された濃度は、左から右に、１μＭおよび０．０２μＭであった。
【００４３】
【図７】図７は、Ｐａｎ－Ｔ細胞における、ＨＫ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点
の用量応答曲線を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、左か
ら右に、２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２５μＭ、０．１２５μＭおよび０．０６μ
Ｍであった。
【図８】図８は、Ｔ細胞における、Ｃｂｌ－ｂサイレンシングについての代表的なデータ
を示す。右側の見出しに示される用量応答実験において、それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡに
ついて、試験される濃度は、左から右に、２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２５μＭ、
０．１μＭおよび０．０４μＭであった。
【図９】図９は、ヒト一次ＮＫ細胞における、ＣＢＬＢを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの
５点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、左か
ら右に、２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２５μＭおよび０．１２５μＭであった。
【００４４】
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【図１０】図１０は、ＨｅｐＧ２細胞における、ＤＭＮＴ３Ａを標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡの３点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は
、左から右に１μＭ、０．５μＭおよび０．２５μＭであった。
【図１１】図１１は、Ｐａｎ－Ｔ細胞における、ＤＭＮＴ３Ａを標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡの５点の用量応答曲線を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃
度は、左から右に、２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２５μＭ、０．１２５μＭおよび
０．０６μＭであった。
【図１２】図１２は、Ａ５４９細胞における、ＰＲＤＭ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ
の２点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、１
μＭ（左）および０．２μＭ（右）であった。
【００４５】
【図１３】図１３は、Ａ５４９細胞における、ＰＲＤＭ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ
の６点の用量応答を示す。用量応答実験について、それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて
、試験された濃度は、左から右に、１μＭ、０．５μＭ、０．１μＭ、０．０５μＭ０．
０２５μＭおよび０．０１μＭであった。
【図１４】図１４は、Ａ５４９細胞における、ＰＴＰＮ６を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ
の２点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、１
μＭ（左）および０．２μＭ（右）であった。
【図１５】図１５は、Ａ５４９細胞における、ＰＴＰＮ６を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ
の６点の用量応答を示す。用量応答実験について、それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて
、試験された濃度は、左から右に１μＭ、０．５μＭ、０．１μＭ、０．０５μＭ、０．
０２５μＭおよび０．０１μＭであった。
【００４６】
【図１６】図１６は、Ｕ２ＯＳ細胞における、ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの
２点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、１μ
Ｍ（左）および０．２μＭ（右）であった。
【図１７】図１７は、Ｕ２ＯＳ細胞における、ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの
６点の用量応答を示す。用量応答実験について、それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、
試験された濃度は、左から右に、１μＭ、０．５μＭ、０．１μＭ、０．０５μＭ、０．
０２５μＭおよび０．０１μＭであった。
【図１８】図１８は、Ｐａｎ－Ｔ細胞における、ＴＢＸ２１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａの２点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、
１μＭ（左）および０．２μＭ（右）であった。
【００４７】
【図１９】図１９は、ヒト一次ＮＫ細胞における、ＴＩＧＩＴを標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡの３点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は
、２μＭ（左）、１μＭ（中央）および０．５μＭ（右）であった。
【図２０】図２０は、ヒト一次Ｔ細胞における、ＡＫＴ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ
の６点の用量応答を示す。それぞれのｓｄ－ｒｘＲＮＡについて、試験された濃度は、左
から右に、２μＭ、１μＭ、０．５μＭ、０．２５μＭ、０．１２５μＭおよび０．０６
μＭであった。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
詳細な記載
　いくつかの側面において、本開示は、免疫治療のための組成物および方法に関する。本
開示は、部分的には、ＡＫＴ、ＰＤ１、ＴＩＧＩＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂ
ｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ　２１、またはＨＫ２、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６などの、Ｔ
細胞の分化プロセスのコントロール、および／またはＴ細胞発現または活性を調節に関連
する遺伝子を標的とする化学修飾された二本鎖核酸分子（例として、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）
に基づく。ｓｄ－ｒｘＲＮＡ技術は、具体的には、Ｔ細胞を含む細胞の分化プロセスのコ
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ントロール、および所望されるサブタイプ（ＴＳＣＭ／ＴＣＭ）に富んだ治療細胞の産生
に好適である。ｓｄ－ｒｘＲＮＡのいくつかの利点は以下を含む：（ｉ）ｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａは、短期間で開発され、「非ドラッガブルな（non-druggable）」標的、例として小分
子による阻害が難しいもの、例として転写因子などを含む、実質的にはあらゆる標的をサ
イレンシングすることができる；（ｉｉ）代替のex vivo　ｓｉＲＮＡトランスフェクシ
ョン技法（例として、脂質を媒介したトランスフェクションまたはエレクトロポレーショ
ン）と比較して、ｓｄ－ｒｘＲＮＡは、高い細胞生存率を保持しながら、高トランスフェ
クション効率で、Ｔ細胞を含む様々な細胞型をトランスフェクションすることができる；
（ｉｉｉ）初期拡大段階において細胞培養培地に添加される場合、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合
物は、患者へのそれらの再注入の時間による細胞の最終集団において消失するサイレンシ
ング効果を可能にする、８～１０分裂サイクルの間に、目的の標的の一過的なサイレンシ
ングを提供する；（ｉｖ）ｓｄ－ｒｘＲＮＡを組み合わせて使用して、複数の標的を同時
にサイレンシングできるため、したがって、様々な種類の細胞処置プロトコルでの使用に
かなりの柔軟性を提供する。
【００４９】
　Ｔ細胞の分化に関与する特定の標的に向けられたｓｄ－ｒｘＲＮＡ、およびex vivo拡
大後のＴ細胞の表現型に対するかかるｓｄ－ｒｘＲＮＡの有益な効果は、本明細書に記載
される。ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたは特定の細胞産生プロトコルに好適なｓｄ－ｒｘＲＮＡの
組み合わせを同定するために用いられ得るスクリーニング方法もまた、示される。
【００５０】
　本明細書に使用されるとき、「核酸分子」は、これらに限定されないが、ｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡ、ｒｘＲＮＡｏｒｉ、オリゴヌクレオチド、ＡＳＯ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉ
ＲＮＡ、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核酸分子である。いくつかの態様において、
核酸分子は、二本鎖である。いくつかの態様において、本明細書に記載の化学修飾された
二本鎖核酸分子は、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子である。
【００５１】
ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子
　本発明の側面は、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、ＡＫＴ、ｐ５
３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｔ－Ｂｏｘ　２１、Ｂｌｉｍｐ－１およびＨＫ２などの、Ｔ
細胞の分化プロセスをコントロールすること、および／または、Ｔ細胞発現または活性を
調節することに関連する遺伝子を標的とする、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ分子に関する。いくつか
の態様において、本開示は、ＰＤＣＤ１、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｔ－
Ｂｏｘ　２１、Ｂｌｉｍｐ－１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、およびＨＫ２から選択され
る遺伝子を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡを提供する。いくつかの態様において、本明細書
に記載のｓｄ－ｒｘＲＮＡは、表３～１３に記載の配列またはそれらのフラグメントを含
むか、またはそれらからなる、またはそれらを標的とするか、またはそれらに対して向け
られている。
【００５２】
　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照により組み込まれるもののような、自己送達
型ＲＮＡ分子を指す。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
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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－ｒｘＲＮＡ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。上記の参照された特許および刊行物は、それらの全
体において参照により本明細書に組み込まれる。
【００５３】
　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。
　本発明の核酸分子は、本明細書において、本発明の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またはポリヌクレオチド、ナノ分子、ナノＲＮＡ、ｓｄ－
ｒｘＲＮＡナノ、ｓｄ－ｒｘＲＮＡまたはＲＮＡ分子と呼ばれる。
【００５４】
　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。
　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
、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。
【００５５】
　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。いくつかの態様において、
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。
【００５６】
　好ましい態様において、本発明のＲＮＡｉ化合物は、デュプレックス領域（８～１５塩
基長の効率的な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む。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。いくつかの態様において、６または７ヌクレオチドの一
本鎖領域が好ましい。新しいＲＮＡｉ化合物の一本鎖領域はまた、２～１２個のホスホロ
チオアート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。いくつ
かの態様において、６～８個のホスホロチオアートヌクレオチド間連結部が好ましい。さ
らに、本発明のＲＮＡｉ化合物はまた、安定性を提供し、ＲＩＳＣ侵入と適合するユニー
クな化学修飾パターンを含む。いくつかの態様において、これらの要素の組み合わせは、
in vitroおよびin vivoでのＲＮＡｉ試薬の送達に非常に有用であるという予期せぬ特性
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をもたらす。
　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
。
【００５７】
　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。
【００５８】
　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％
、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。
【００５９】
　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する。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、またはＴ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。
【００６０】
　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。いくつかの態様において、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－ｒｘＲＮＡ化合物が使用される。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
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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（pro
sperities）の改善をもたらす。
【００６１】
　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、センスおよびアンチセン
ス鎖のそれぞれの３’－突出の有無にかかわらず約１３～２２塩基対の二本鎖領域、およ
び約２～９ヌクレオチドのアンチセンス鎖上の３’一本鎖尾部を含む、疎水的に修飾され
たｓｉＲＮＡアンチセンスハイブリッド分子である。いくつかの態様において、化学修飾
された二本鎖核酸分子は、少なくとも１つの２’－Ｏ－メチル修飾、少なくとも１つの２
’－フルオロ修飾、および少なくとも１つのホスホロチオアート修飾、ならびに、ステロ
ール、コレステロール、ビタミンＤ、ナフチル、イソブチル、ベンジル、インドール、ト
リプトファン、フェニル等から選択される少なくとも１つの疎水的修飾、疎水性修飾剤を
含有する。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、複数のかかる修
飾を含む。
【００６２】
　いくつかの側面において、本開示は、シグナル伝達／転写因子標的、エピジェネティッ
クな標的、代謝性および共阻害性／ネガティブ制御性標的などの、細胞の分化（例として
、Ｔ細胞の分化）に関連する標的をコードする遺伝子を標的とする化学修飾された二本鎖
核酸分子に関する。シグナル伝達／転写因子の例は、これらに限定されないが、ＡＫＴ、
Ｂｌｉｍｐ－１、およびＴ－Ｂｏｘ２１を含む。エピジェネティックなタンパク質の例は
、これらに限定されないが、Ｔｅｔ２を含む。代謝の標的の例は、これらに限定されない
が、ＨＫ２を含む。共阻害性／ネガティブ制御性標的の例は、これらに限定されないが、
Ｃｂｌ－ｂ、ｐ５３、ＴＩＧＩＴおよびＰＤ１を含む。
【００６３】
　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸標的は、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ
６、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、ＡＫＴ、ｐ５３、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、ＴＢｏｘ２
１またはＨＫ２をコードする遺伝子を標的とする。
　いくつかの側面において、本開示は、免疫チェックポイントタンパク質をコードする遺
伝子を標的とする化学修飾された二本鎖核酸分子に関する。一般に、免疫チェックポイン
トタンパク質は、（例として、Ｔ細胞機能を刺激または抑制することにより）宿主免疫応
答を調節するタンパク質である。刺激性免疫チェックポイントタンパク質の例は、これら
に限定されないが、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＣＤ１２２、ＣＤ１３７、ＯＸ４０
、グルココルチコイド誘導性ＴＮＦＲファミリー関連遺伝子（ＧＩＴＲ）、および誘導性
Ｔ細胞共刺激因子（ＩＣＯＳ）を含む。阻害性免疫チェックポイントタンパク質の例は、
これらに限定されないが、アデノシンＡ２Ａ受容体（Ａ２ＡＲ）、Ｂ７－Ｈ３、Ｂ７－Ｈ
４、ＢおよびＴリンパ球アテニュエーター（ＢＴＬＡ）、細胞傷害性Ｔリンパ球関連タン
パク質４（ＣＴＬＡ－４）、インドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ（ＩＤＯ）、キ
ラー細胞免疫グロブリン様受容体（ＫＩＲ）、リンパ球活性化遺伝子３（ＬＡＧ３）、プ
ログラム細胞死タンパク質１（ＰＤ１）、Ｔ細胞免疫グロブリンおよびムチンドメイン３
（ＴＩＭ３）、ＩｇとＩＴＩＭドメインとを有するＴ細胞免疫受容体（ＴＩＧＩＴ）、お
よびＴ細胞活性化のＶドメインＩｇサプレッサー（ＶＩＳＴＡ）を含む。いくつかの態様
において、化学修飾された二本鎖核酸は、ＰＤＣＤ１またはＴＩＧＩＴをコードする遺伝
子を標的とする。
【００６４】
　本明細書に使用されるとき、「ＰＤＣＤ１」または「ＰＤ１」は、Ｔ細胞媒介炎症活性
を抑制することにより、免疫系を下方制御し、免疫自己寛容を促進するように機能する細
胞表面受容体である、プログラム細胞死タンパク質１を指す。いくつかの態様において、
ＰＤＣＤ１は、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ＿００５０１８．２により表される核酸配列に
よりコードされる。
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【００６５】
　本明細書に使用されるとき、「ＴＩＧＩＴ」は、例えばインターロイキン１０（ＩＬ－
１０）産生を増加させることにより、ＣＤ２２６／ＴＩＧＩＴ－ＰＶＲ経路を介してＴ細
胞媒介免疫を下方制御する免疫受容体である、ＩｇとＩＴＩＭドメインとを有するＴ細胞
免疫受容体を指す。いくつかの態様において、ＴＩＧＩＴは、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ
＿１７３７９９．３により表される核酸配列によりコードされる。
【００６６】
　本明細書に使用されるとき、「ＡＫＴ」は、グルコース代謝、細胞増殖、アポトーシス
および転写において重要な役割を担うセリン／トレオニン特異的キナーゼであるタンパク
質キナーゼＢを指す。いくつかの態様において、ＡＫＴは、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ＿
００５１６３により表される核酸配列によりコードされる。
【００６７】
　本明細書に使用されるとき、「ｐ５３」は、分化および発達経路の制御に関係している
腫瘍サプレッサーとして機能する、腫瘍タンパク質ｐ５３（細胞腫瘍抗原ｐ５３、リンタ
ンパク質ｐ５３、腫瘍サプレッサーｐ５３、抗原ＮＹ－ＣＯ－１３および形質転換関連タ
ンパク質５３としても知られている）を指す。いくつかの態様において、ｐ５３は、ＮＣ
ＢＩ参照配列番号ＮＭ＿００１２７６７６１、ＮＭ＿０００５４６、ＮＭ＿００１１２６
１１２、ＮＭ＿００１１２６１１３、ＮＭ＿００１１２６１１４、ＮＭ＿００１１２７２
３３またはＮＭ＿０１１６４０により表される核酸配列によりコードされる。
【００６８】
　本明細書に使用されるとき、「Ｃｂｌ－ｂ」は、Ｔ細胞活性化のネガティブレギュレー
ターとして役割を果たすＥ３リガーゼである、Ｅ３ユビキチン－タンパク質リガーゼＣｂ
ｌ－ｂを指す。いくつかの態様において、Ｃｂｌ－ｂは、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ＿１
７０６６２により表される核酸配列によりコードされる。
　本明細書に使用されるとき、「Ｔｅｔ２」は、５－ヒドロキシメチルシトシン（５ｈｍ
Ｃ）の細胞内レベルを増加させる一連のメチルシトシンジオキシゲナーゼ遺伝子であるＴ
ｅｔファミリーのメンバーである、Ｔｅｔメチルシトシンジオキシゲナーゼ２を指す。い
くつかの態様において、Ｔｅｔ２は、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ＿００１１２７２０８に
より表される核酸配列によりコードされる。
【００６９】
本明細書に使用されるとき、「Ｂｌｉｍｐ－１」は、ベータ－インターフェロン遺伝子発
現のリプレッサーとして作用するタンパク質をコードする、ＰＲ／ＳＥＴドメイン１（Ｐ
ＲＤＭ１）を指す。いくつかの態様において、Ｂｌｉｍｐ－１は、ＮＣＢＩ参照配列番号
ＮＭ＿００１１９８により表される核酸配列によりコードされる。
【００７０】
　本明細書に使用されるとき、「Ｔ－Ｂｏｘ　２１」は、Ｔ－ｂｏｘと呼ばれる共通のＤ
ＮＡ結合ドメインを共有する遺伝子の保存的ファミリーのメンバーである、Ｔ－ｂｏｘ転
写因子ＴＢＸ２１を指す。いくつかの態様において、Ｔ－Ｂｏｘ　２１は、ＮＣＢＩ参照
配列番号ＮＭ＿０１３３５１により表される核酸配列によりコードされる。
　本明細書に使用されるとき、「ＨＫ２」は、グルコースのリン酸化に関与して、グルコ
ース－６－リン酸を産生する酵素である、ヘキソキナーゼ２を指す。いくつかの態様にお
いて、ＨＫ２は、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ＿０００１８９により表される核酸配列によ
りコードされる。
【００７１】
　本明細書に使用されるとき、「ＤＮＭＴ３Ａ」は、ＤＮＡ中の特定のＣｐＧ構造へのメ
チル基の転移を触媒する酵素（例として、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ）である、Ｄ
ＮＡ（シトシン－５）－メチルトランスフェラーゼ３Ａを指す。いくつかの態様において
、ＤＮＭＴ３Ａは、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ＿１７５６２９．２により表される核酸配
列によりコードされる。
【００７２】
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　本明細書に使用されるとき、「ＰＴＰＮ６」は、Ｓｒｃ相同領域２ドメイン含有ホスフ
ァターゼ１（ＳＨＰ－１）としても知られているチロシン－タンパク質ホスファターゼ非
受容体６型を指す。いくつかの態様において、ＰＴＰＮ６は、ＮＣＢＩ参照配列番号ＮＭ
＿００２８３１．５により表される核酸配列によりコードされる。
　本開示の化学修飾された二本鎖核酸分子により標的とされてもよいＰＤＣＤ１およびＣ
ｂｌ－ｂ配列の非限定例は、表３～４に列挙される。
【００７３】
　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子は、表３～１３内の配列の少
なくとも１２個のヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖
核酸分子は、表３～４内の少なくとも１つの配列を含む（例として、表３～４のいずれか
１つに記載の配列を含む、センス鎖またはアンチセンス鎖を含む）。いくつかの態様にお
いて、化学修飾された二本鎖核酸分子（例として、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）は、表３～１３に
記載の配列またはそれらのフラグメントを含むか、またはそれらからなるか、またはそれ
らを標的とするか、またはにそれらに対して向けられている。
【００７４】
　いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子（例として、ｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ）は、ＰＤ　２６センス鎖（配列番号１１２）に記載の配列を有するセンス鎖および／
またはＰＤ　２６アンチセンス鎖（配列番号１１３）に記載の配列を有するアンチセンス
鎖を含む。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子（例として、ｓｄ－
ｒｘＲＮＡ）は、ＣＢ　２９センス鎖（配列番号２４８）に記載の配列を有するセンス鎖
および／またはＣＢ　２９アンチセンス鎖（配列番号２４９）に記載の配列を有するアン
チセンス鎖を含む。いくつかの態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子（例として
、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）は、ＣＢ　２３センス鎖（配列番号２３６）に記載の配列を有する
センス鎖および／またはＣＢ　２３アンチセンス鎖（配列番号２３７）に記載の配列を有
するアンチセンス鎖を含む。
【００７５】
　いくつかの態様において、本発明により処方されるｄｓＲＮＡは、ｒｘＲＮＡｏｒｉで
ある。ｒｘＲＮＡｏｒｉ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/US2009/000852）、表題「MODIFIED RNAI POLYNUCLEOTIDES AND USES THEREO
F」、および2010年11月1日に出願された米国特許公開番号2011/0039914、表題「MODIFIED
 RNAI POLYNUCLEOTIDES AND USES THEREOF」において記載され、これらから参照により組
み込まれる、ＲＮＡ分子のクラスを指す。
　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。
【００７６】
　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
％、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
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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。
【００７７】
　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。
【００７８】
　したがって、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。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（es
sentially）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。
【００７９】
　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、本明細書に記載の二本鎖
核酸分子の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。
　本明細書に記載の二本鎖核酸分子の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、１４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。
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【００８０】
　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。ある態様において、二本鎖である分子の領域は、１３～２２ヌクレオチド長で
ある。ある態様において、二本鎖である分子の領域は、１６、１７、１８、１９、２０、
２１または２２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。
いくつかの態様において、一本鎖領域は２または３ヌクレオチド長を含む、２～９ヌクレ
オチド長である。
【００８１】
　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）
。
【００８２】
　いかなる理論によっても拘束されることを望まないが、本明細書に記載の結果は、ｄｓ
ＲＮＡ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るであろうことを示唆する。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。
【００８３】
　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的例は、
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）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
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れるべきである。
【００８４】
　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。
【００８５】
　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。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。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、１１～１８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。
【００８６】
　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
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
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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。
【００８７】
　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。
【００８８】
　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。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％、６
０％、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。
【００８９】
　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。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、それらから参照により組み込まれる：Zuker, M. (2
003) Nucleic Acid Res., 31(13):3406-15；Mathews, D. H., Sabina, J., Zuker, M. an
d Turner, D. H. (1999) J. Mol. Biol. 288:911-940；Mathews, D. H., Disney, M. D.,
 Childs, J. L., Schroeder, S. J., Zuker, M., and Turner, D. H. (2004) Proc. Natl
. Acad. Sci. 101:7287-7292；Duan, S., Mathews, D. H., and Turner, D. H. (2006) B
iochemistry 45:9819-9832；Wuchty, S., Fontana, W., Hofacker, I. L., and Schuster
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, P. (1999) Biopolymers 49:145-165。
【００９０】
　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。
【００９１】
　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。
【００９２】
　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。
【００９３】
　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
。
【００９４】
　他の側面において、本発明の化学修飾された二本鎖核酸分子構造は、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ＲＮＡ」（「ｍｉＲＮＡ」）はまた、当該技術分野において、「小分子ＲＮＡ
（small temporal 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）ＲＮＡ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。「ｍｉＲＮＡ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。
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　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制御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媒介性の下方制御において、多様な機構が使用されてもよい。
【００９５】
　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、遺伝子発現を制御し得る。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。
【００９６】
　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化
学修飾された二本鎖核酸分子化合物のバージョンが記載される。化合物は本質的に、ＲＩ
ＳＣ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。
　低分子ＲＮＡを配列特異的レギュレーターとして使用する別の経路は、ＲＮＡ干渉（Ｒ
ＮＡｉ）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Ｒ
ＮＡ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。
【００９７】
　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。
　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
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
。
【００９８】
　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
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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。
　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。
【００９９】
　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。
　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。
【０１００】
　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。
　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。
【０１０１】
　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。
【０１０２】
　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
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。
　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
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。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。
【０１０３】
　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。
【０１０４】
　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。
　分子の他方の部分は、一本鎖領域である。一本鎖領域は、７から４０までのヌクレオチ
ドの範囲であると予測される。
【０１０５】
　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。
　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。
【０１０６】
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
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。
　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。
【０１０７】
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　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。
　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。
【０１０８】
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。
　いくつかの態様において、ヌクレオシ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。
【０１０９】
　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
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。
　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。
【０１１０】
　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
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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、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１１１】
　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。
【０１１２】
　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。
　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。
【０１１３】
　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
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。
【０１１４】
　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



(30) JP 2020-532955 A 2020.11.19

10

20

30

40

50

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。
　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。
【０１１５】
　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照により
組み込まれる。
　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照により本明細書に組み込まれる。
【０１１６】
　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
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。
　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。
【０１１７】
　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。
　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
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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WO98/13526）。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。
【０１１８】
　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。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。
【０１１９】
　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。
【０１２０】
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（ＳＥＭ
ＯＲ）、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
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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、
【０１２１】
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、
【０１２２】
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
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）、
【０１２３】
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、
【０１２４】
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
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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）。
【０１２５】
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。
【０１２６】
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（fluoro
enylmethyl）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（Ａｌｌｏｃ
）、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（Ｃ
ｏｃ）、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）、
【０１２７】
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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、
【０１２８】
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
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、
【０１２９】
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（ＳＴＡ
ＢＡＳＥ）、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、
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【０１３０】
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、
【０１３１】
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。
【０１３２】
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Protecti
ve Groups in Organic Synthesis, Third Ed. Greene, T.W. and Wuts, P.G., Eds., Joh
n 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照に
より組み込まれる。
【０１３３】
　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
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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。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。
【０１３４】
　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。
【０１３５】
　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
～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。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。
【０１３６】
　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
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）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。
【０１３７】
　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。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；－ＣＨ２

ＮＨ２；－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。
　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。
【０１３８】
　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。
【０１３９】
　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、
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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。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。
【０１４０】
　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
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。
【０１４１】
　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。
【０１４２】
　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。
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　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。
【０１４３】
　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。
　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
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。
　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’
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’）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。
【０１４５】
　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
。
　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。
【０１４６】
　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。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。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ＲＮＡ－ＲＮ
Ａ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
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ンパク質核酸」（ＰＮＡ）を含む。
【０１４７】
　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。
【０１４８】
　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。
　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。
【０１４９】
　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：WO92/03464、WO95/23162、WO2008/021157、WO2009/0
21157、WO2009/134487、WO2009/126933、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5,646,126
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照により組み
込まれる。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。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）。
【０１５０】
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　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、
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。
【０１５１】
　ある態様において、分子は、式：

【化２】

で表される。
【０１５２】
　ある態様において、分子は、式：
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【化３】

で表される。
【０１５３】
　ある態様において、分子は、式：

【化４】

で表される。
【０１５４】
　ある態様において、分子は、式：
【化５】

で表される。
【０１５５】
　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。
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　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。
【０１５６】
　ある態様において、Ａは、式：
【化６】

で表される。
【０１５７】
　ある態様において、Ａは、式：
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【化７】

の１つで表される。
【０１５８】
　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。
【０１５９】
　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。
【０１６０】
　ある態様において、Ａは、式：
【化１０】

で表される。
【０１６１】
　ある態様において、Ａは、式：
【化１１】

で表される。
【０１６２】
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　ある態様において、Ａは、式：
【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（境界を含む）、
で表される。
【０１６３】
ある態様において、Ａは、式：

【化１３】

で表される。
【０１６４】
　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）。
【０１６５】
　ある態様において、Ａは、式：
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【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】

で表される。
【０１６６】
　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）。
【０１６７】
　ある態様において、Ａは、式：
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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。
【０１６８】
ある態様において、Ａは、式：

【化１７】

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、分子は、式：
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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
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。
【０１７１】
　ある態様において、Ａ’は、式：
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の１つで表される。
【０１７２】
　ある態様において、Ａは、式：
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の１つで表される。
【０１７３】
　ある態様において、Ａは、式：
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【化２１】

の１つで表される。
【０１７４】
　ある態様において、Ａは、式：
【化２２】

で表される。
【０１７５】
　ある態様において、Ａは、式：
【化２３】

で表される。
【０１７６】
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　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。
【０１７７】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
【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。
【０１７８】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
【化２５】

で表される。
【０１７９】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
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【化２６】

で表される。
【０１８０】
　ある態様において、Ｒ１は、式：

【化２７】

で表される。
【０１８１】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
【化２８】

で表される。
【０１８２】
　ある態様において、Ｒ１は、式：
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【化２９】

で表される。
【０１８３】
　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。
【０１８４】
　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。
【０１８５】
　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
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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。
【０１８６】
ある態様において、核酸分子は、式：
【化３３】

で表される。
【０１８７】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３４】

で表される。
【０１８８】
　ある態様において、核酸分子は、式：
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【化３５】

式中、Ｒ３は、核酸である、
で表される。
【０１８９】
　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。
【０１９０】
　ある態様において、核酸分子は、式：

【化３７】

で表される。
【０１９１】
　ある態様において、核酸分子は、式：
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【化３８】

で表される。
【０１９２】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化３９】

で表される。
【０１９３】
　ある態様において、核酸分子は、式：
【化４０】

で表される。
【０１９４】
　ある態様において、核酸分子は、式：
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【化４１】

で表される。
【０１９５】
　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。
【０１９６】
　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
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。
　末端（３’または５’末端）、ループ領域または化学修飾された二本鎖核酸分子の他の
いずれ部分にも付着し得る他の型の抱合体は、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、化学修飾された二本鎖核酸
分子は、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。
【０１９７】
　いくつかの態様において、ガイド鎖の５’端に対する第１のヌクレオチドは、２’－Ｏ
－メチル修飾を有し、ここで任意に、２’－Ｏ－メチル修飾は、５Ｐ－２’Ｏ－メチルＵ
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修飾、または５’ビニルホスホナート２’－Ｏ－メチルＵ修飾である。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。
　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。
【０１９８】
　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。
　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。いくつかの態様において、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。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。
【０１９９】
　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。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（Antisence & 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 Biop
hysica 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. Acid 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、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、
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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。
　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。
【０２０１】
　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。
　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。
【０２０２】
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。
　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。
【０２０３】
　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；WO98/13526；Stec et al. 1984. J. Am. Chem. Soc. 106:6077；Ste
c et al. 1985. J. Org. Chem. 50:3908；Stec et al. J. Chromatog. 1985. 326:263；L
aPlanche et al. 1986. Nucl. Acid. Res. 1986. 14:9081；Fasman G. D., 1989. Practi
cal 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
；WO92/03568；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。
【０２０４】
　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、
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
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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。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 Synthes
is」；Agrawal、Methods 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、「Oligonucleotide Synthesis - A Practical Approach」（Gait, M. J. IR
L Press at Oxford 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。
【０２０５】
　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。
【０２０６】
　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）。
　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。
【０２０７】
送達／キャリア
　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、発明者は、本明細書に記
載の二本鎖核酸分子（例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）のパッセンジャー鎖およびガイド鎖上
の修飾の特定のパターンが、ガイド鎖の核への侵入を容易にし、ガイド鎖が遺伝子サイレ
ンシング（例えば、ＡＫＴ、ｐ５３、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、
Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、およびＨＫ２などの標的
遺伝子のサイレンシング）を媒介すると考える。
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【０２０８】
　いかなる理論によっても拘束されることを望まないが、いくつかの潜在的な作用機構が
この活性を説明することができるであろう。例えば、いくつかの態様において、核酸分子
（例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）のガイド鎖（例えば、アンチセンス鎖）は、パッセンジャ
ー鎖から解離して、一本鎖として核に入ることができる。いったん核内に入ると、一本鎖
のガイド鎖は、ＲＮＡｓｅ Ｈまたは別のリボヌクレアーゼと結合し、標的（例えば、Ａ
ＫＴ、ｐ５３、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－
Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、またはＨＫ２）を切断する（「アンチセンス作
用機構」）。いくつかの態様において、核酸分子（例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）のガイド
鎖（例えば、アンチセンス鎖）は、細胞質中または核外でアルゴノート（Ａｇｏ）タンパ
ク質と結合し、ロードされたＡｇｏ複合体を形成し得る。このロードされたＡｇｏ複合体
は、核に移動し、次いで標的（例えば、ＡＫＴ、ｐ５３、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、Ｃｂ
ｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、およ
びＨＫ２）を切断し得る。いくつかの態様において、核酸分子（例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ）の両方の鎖（例えば、デュプレックス）は核に入り得、ガイド鎖は、ＲＮＡｓｅ Ｈ
、Ａｇｏタンパク質または別のリボヌクレアーゼと結合し得、標的（例えば、ＡＫＴ、ｐ
５３、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２
１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、およびＨＫ２）を切断する。
【０２０９】
　当業者は、本明細書に記載の二本鎖分子のセンス鎖（例えば、ｓｄ－ｒｘＲＮＡのセン
ス鎖）は、本明細書に記載の二本鎖核酸分子のガイド鎖の送達に限定されないことを理解
する。むしろ、いくつかの態様において、本明細書に記載のパッセンジャー鎖は、他の分
子（例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ＡＳＯ）を細胞の核に対して標的化する
目的で、同分子に結合（例えば、共有結合、非共有結合、抱合、相補性の領域を介したハ
イブリダイズなど）される。いくつかの態様において、本明細書に記載のセンス鎖に結合
した分子は、合成アンチセンスオリゴヌクレオチド（ＡＳＯ）である。いくつかの態様に
おいて、アンチセンスオリゴヌクレオチドに結合したセンス鎖は、８～１５ヌクレオチド
長であり、化学修飾され、疎水性抱合体を含む。
【０２１０】
　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、ＡＳＯは、水素結合によ
って相補的なパッセンジャー鎖に結合され得る。したがって、いくつかの側面において、
本開示は、単離された核酸分子を細胞に投与することを含む、核酸分子を細胞に送達する
方法を提供し、ここで、単離された核酸はアンチセンスオリゴヌクレオチド（ＡＳＯ）に
対して相補的であるセンス鎖を含み、ここで、センス鎖は８～１５ヌクレオチド長であり
、少なくとも２個のホスホロチオアート修飾を含み、センス鎖中のピリミジンの少なくと
も５０％が修飾され、ここで、同分子は疎水性抱合体を含む。
【０２１１】
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
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。いくつか
の態様において、本発明のオリゴヌクレオチド組成物は細菌細胞と接触させられる。いく
つかの態様において、本発明のオリゴヌクレオチド組成物は真核細胞(例えば、植物細胞
、哺乳動物細胞、昆虫細胞などの節足動物細胞)と接触させられる。いくつかの態様にお
いて、本発明のオリゴヌクレオチド組成物は幹細胞と接触させられる。いくつかの態様に
おいて、本発明のオリゴヌクレオチド組成物は、Ｔ細胞（例として、ＣＤ８＋Ｔ細胞）な
どの免疫細胞と接触させられる。いくつかの態様において、Ｔ細胞は、ＴＳＣＭまたはＴ

ＣＭ細胞である。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。
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【０２１２】
　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、またはex vivoで、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。
【０２１３】
　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WO90/14074；WO91/16024；WO91/17424
；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Sh
i, 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. Pr
oc. 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. 11:1
33；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。
【０２１４】
　ある態様において、本発明の化学修飾された二本鎖核酸分子は、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、参照により組み
込まれる。かかる粒子はまた、米国特許公開US2005/0281781 A1およびUS2010/0040656、
ならびにPCT公開WO2006/007372およびWO2007/050643においても記載されており、参照に
より組み込まれる。化学修飾された二本鎖核酸分子分子は、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、１００ｋＤａ、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。
【０２１５】
　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
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。
【０２１６】
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　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、これらから参照により組み込まれる：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
。
【０２１７】
　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
らから参照により組み込まれる：Soto and Ostroff (2008), "Characterization of mult
ilayered nanoparticles encapsulated in yeast cell wall particles for DNA deliver
y"; Bioconjug Chem 19(4):840-8；Soto and Ostroff (2007), "Oral Macrophage Mediat
ed 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 reside
nt macrophages to secrete proinflammatory cytokines via MyD88-and Syk kinase-dep
endent pathways." Clinical Immunology 124(2):170-181。
【０２１８】
　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。
【０２１９】
　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。
　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。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。
【０２２０】
　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。
　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
08) Bioconjug Chem 19:840に記載され、参照により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
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）および細胞を培養する培地の種類を含む。
【０２２１】
免疫原性組成物およびそれを生産する方法
　いくつかの態様において、本明細書に記載の化学修飾された二本鎖核酸分子（例として
、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）は、免疫原性組成物のための特定の細胞サブタイプまたはＴ細胞サ
ブタイプの生産に有用である。本明細書に使用されるとき、「免疫原性組成物」は、本明
細書に記載の化学修飾された核酸分子および任意に１以上の薬学的に許容し得る賦形剤ま
たは担体を含む宿主細胞を含む組成物である。いずれの具体的な理論によっても拘束され
ることは望まないが、本開示に記載される免疫原性組成物は、特定の細胞サブタイプ（例
として、ＴＳＣＭまたはＴＣＭＴ細胞などのＴ細胞サブタイプ）の富化された集団、およ
び／または１以上の免疫チェックポイントタンパク質（例として、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩ
Ｔ等々）の減少した（例として、阻害された）発現または活性を有するように操作されて
いる、免疫細胞（例として、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞（Ｄ
Ｃ）、幹細胞（ＳＣ）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）等々）の集団により特徴づけられ
、したがって、いくつかの態様において、対象の免疫応答を調節する（例として、刺激す
るまたは阻害する）ために有用である。
【０２２２】
　本明細書に使用されるとき、「宿主細胞」は、１以上の化学修飾された二本鎖核酸分子
が導入されている細胞である。典型的には、宿主細胞は、哺乳動物細胞、例えばヒト細胞
、マウス細胞、ラット細胞、ブタ細胞等々である。しかしながら、いくつかの態様におい
て、宿主細胞は、非哺乳動物細胞、例えば原核生物細胞（例として、細菌細胞）、酵母細
胞、昆虫細胞等々である。一般に、宿主細胞は、健康なドナーなどのドナー由来である（
例として、化学修飾された二本鎖核酸が導入される細胞は、健康なドナーなどのドナーか
ら採取される）。例えば、細胞は、健康なドナーなどのドナーから得られる、骨髄または
血液などの生体試料から単離されてもよい。本明細書に使用されるとき「健康なドナー」
は、増殖性障害または感染性疾患（例として、細菌感染症、ウイルス感染症、または寄生
生物感染症）を有していない、または有している疑いのない対象を指す。しかしながら、
いくつかの態様において、宿主細胞は、例えば自家細胞治療の文脈において、増殖性疾患
または感染性疾患を有する（または有している疑いのある）対象に由来する。
【０２２３】
　いくつかの態様において、細胞（例として、宿主細胞）は、免疫細胞、例えばＴ細胞、
Ｂ細胞、樹状細胞（ＤＣ）、顆粒球、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ等々である
。いくつかの態様において、細胞（例として、宿主細胞）は、幹細胞（ＳＣ）または誘導
多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）などの免疫細胞に分化することができる細胞である。いくつか
の態様において、細胞（例として、宿主細胞）は、幹細胞メモリーＴ細胞であり、例えば
Gattinoni et al. (2017) Nature Medicine 23;18-27に記載されており、それから参照に
より組み込まれる。
　いくつかの態様において、細胞（例として、宿主細胞）は、キラーＴ細胞、ヘルパーＴ
細胞、または制御性Ｔ細胞などのＴ細胞である。いくつかの態様においてＴ細胞は、キラ
ーＴ細胞（例として、ＣＤ８＋Ｔ細胞）である。いくつかの態様において、Ｔ細胞は、ヘ
ルパーＴ細胞（例として、ＣＤ４＋Ｔ細胞）である。いくつかの態様において、Ｔ細胞は
、活性化Ｔ細胞（例として、抗原提示細胞上のＭＨＣクラスＩＩ分子によりペプチド抗原
が提示されているＴ細胞）である。
　いくつかの態様において、Ｔ細胞は、高親和性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）および／または
キメラの抗体受容体（ＣＡＲ）を発現する１以上の導入遺伝子を含む。
【０２２４】
　いくつかの側面において、本開示は、宿主細胞を生産するために、本開示の１以上の化
学修飾された二本鎖核酸分子を細胞（例として、ドナーから得られる免疫細胞）に導入す
ることが、宿主細胞において免疫チェックポイントタンパク質（例として、ＴＩＧＩＴ、
ＰＤＣＤ１等々）発現または活性の有意な減少をもたらすという発見に関する。いくつか
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の態様において、宿主細胞は、化学修飾された二本鎖核酸分子を含まない細胞（例として
、同じ細胞型の免疫細胞）と比べて、約５％～約５０％減少した免疫チェックポイントタ
ンパク質の発現により特徴づけられる。いくつかの態様において、宿主細胞は、化学修飾
された二本鎖核酸分子を含まない細胞（例として、同じ細胞型の免疫細胞）（例として、
増殖性疾患または感染性疾患を有している、または有している疑いのある対象の免疫細胞
）と比べて５０％超（例として、５１％、５２％、５３％、５４％、５５％、６０％、７
０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％、１００％、または５１％～１
００％の間の任意のパーセンテージ）減少した免疫チェックポイントタンパク質の発現に
より特徴づけられる。
【０２２５】
　いくつかの側面において、本開示は、宿主細胞を生産するために、本開示の１以上の化
学修飾された二本鎖核酸分子（例として、１以上のｓｄ－ｒｘＲＮＡ）を細胞（例として
、ドナーから得られる免疫細胞）に導入することが、宿主細胞において
１以上のシグナル伝達／転写因子、エピジェネティックな、代謝性および／または共阻害
性／ネガティブ制御性タンパク質（例として、ＡＫＴ、ｐ５３、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ
、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＨＫ２、ＤＮＭＴ３Ａ、Ｐ
ＴＰＮ６等々）発現または活性の有意な減少により特徴づけられるという発見に関する。
いくつかの態様において、宿主細胞は、化学修飾された二本鎖核酸分子を含まない細胞（
例として、同じ細胞型の免疫細胞）と比べて、約５％～約５０％減少した免疫チェックポ
イントタンパク質の発現により特徴づけられる。いくつかの態様において、宿主細胞は、
化学修飾された二本鎖核酸分子を含まない細胞（例として、同じ細胞型の免疫細胞）（例
として、増殖性疾患または感染性疾患を有している、または有している疑いのある対象の
免疫細胞）と比べて５０％超（例として、５１％、５２％、５３％、５４％、５５％、６
０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％、１００％、または５
１％～１００％の間の任意のパーセンテージ、その間におけるすべての値を含む）減少し
た分子関連標的（例として、シグナル伝達分子、キナーゼ／ホスファターゼ、転写因子、
エピジェネティックなモジュレーター、代謝性および制御性標的）の発現により特徴づけ
られる。
【０２２６】
　いくつかの態様において、宿主細胞は、他の分化に関連する標的、例えば、ＡＫＴ、ｐ
５３、ＰＤ１、ＴＩＧＩＴ、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、
ＨＫ２、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、これらの任意の組み合わせ等々を標的とする、１以
上の追加の化学修飾された二本鎖核酸分子をさらに含む。例えば、いくつかの態様におい
て、免疫原性組成物は、分化に関連するタンパク質の以下の組み合わせの発現が減少して
いるように操作されている宿主細胞を含む：
ｐ５３およびＰＤ１
ｐ５３およびＡＫＴ
ＰＤ１およびＡＫＴ
ＰＤ１およびＡＫＴおよびｐ５３
Ｃｂｌ－ｂおよびＰＤ１
Ｃｌｂ－ｂおよびＡＫＴ
Ｃｌｂ－ｂおよびＰＤ１およびＡＫＴ
またはこれらの任意の組み合わせ。
【０２２７】
　いくつかの態様において、宿主細胞は、他の免疫チェックポイントタンパク質、例えば
、ＣＴＬＡ－４、ＢＴＬＡ、ＫＩＲ、Ｂ７－Ｈ３、Ｂ７－Ｈ４、ＴＧＦβ２受容体等々を
標的とする、１以上の追加の化学修飾された二本鎖核酸分子をさらに含む。例えば、いく
つかの態様において、免疫原性組成物は、免疫チェックポイントタンパク質の以下の組み
合わせの発現が減少しているように操作されている宿主細胞を含む：
ＣＴＬＡ４およびＰＤ１
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ＳＴＡＴ３およびｐ３８
ＰＤ１およびＢａｘＰＤ１、ＣＴＬＡ４、Ｌａｇ－１、ＩＬＭ－３、およびＴＰ５３
ＰＤ１およびＣａｓｐ８
ＰＤ１およびＩＬ１０Ｒ
ＰＤ１およびＴＩＧＩＴ。
【０２２８】
　いくつかの態様において、本開示により記載される免疫原性組成物は、複数の宿主細胞
を含む。いくつかの態様において、複数の宿主細胞は、キログラム当たり約１０，０００
宿主細胞、キログラム当たり約５０，０００宿主細胞、キログラム当たり約１００，００
０宿主細胞、キログラム当たり約２５０，０００宿主細胞、キログラム当たり約５００，
０００宿主細胞、キログラム当たり約１ｘ１０６宿主細胞、キログラム当たり約５ｘ１０
６宿主細胞、キログラム当たり約１ｘ１０７宿主細胞、キログラム当たり約１ｘ１０８宿
主細胞、キログラム当たり約１ｘ１０９宿主細胞、またはキログラム当たり１ｘ１０９宿
主細胞超である。いくつかの態様において、複数の宿主細胞は、キログラム当たり約１ｘ
１０５～１ｘ１０１４宿主細胞である。
【０２２９】
　いくつかの側面において、本開示は、本開示に記載される免疫原性組成物を生産する方
法を提供する。いくつかの態様において、方法は、１以上の化学修飾された二本鎖核酸分
子（例として、ｓｄ－ｒｘＲＮＡ）を細胞に導入することを含み、ここで、１以上の化学
修飾された二本鎖核酸分子は、ＡＫＴ、ｐ５３、ＰＤＣＤ１、ＴＩＧＩＴ、Ｃｂｌ－ｂ、
Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６、またはＨＫ２
、またはこれらの任意の組み合わせを標的とし、それにより特定の細胞サブタイプまたは
Ｔ細胞サブタイプ（例として、ＴＳＣＭまたはＴＣＭ）を含む宿主細胞を産生する。
【０２３０】
　免疫原性組成物を生産する（例として、宿主細胞または宿主細胞の集団を生産する）方
法は、in vitro、ex vivo、またはin vivoで、例えば、培養物中のヒト細胞などの、培養
物中の哺乳動物細胞において、実施されてもよい。いくつかの態様において、標的細胞（
例として、ドナーから得られた細胞）は、本開示の他の箇所でさらに詳細に説明されてい
るように、化学修飾された二本鎖核酸分子の細胞への侵入を促進するための脂質（例とし
て、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で接触させてもよい。
【０２３１】
　担体および複合体化剤
　本開示は、さらには、本明細書に記載のＲＮＡｉコンストラクトおよび薬学的に許容し
得る担体または希釈剤を含む組成物に関する。いくつかの側面において、本開示は、本明
細書に記載のＲＮＡｉコンストラクトおよび薬学的に許容し得る担体を含む免疫原性組成
物に関する。
【０２３２】
　本明細書に使用されるとき、「薬学的に許容し得る担体」は、適切な溶媒、分散媒体、
コーティング剤、抗細菌剤および抗真菌剤、等張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の使用は、当該技術分野において周知である。任意の
従来の媒体または薬剤が活性成分と不相溶性である場合を除いて、それを治療組成物に使
用することができる。補助的な活性成分もまた、組成物に組み込むことができる。
【０２３３】
　例えば、いくつかの態様において、オリゴヌクレオチドは、非経口投与のために、リポ
ソーム、またはポリエチレングリコールで修飾された、もしくはカチオン性脂質と混合さ
れたリポソームに組み込まれてもよい。リポソームへの追加の物質、例えば、特定の標的
細胞に見出される膜タンパク質に対して反応性の抗体の組み込みは、オリゴヌクレオチド
を特定の細胞型（例えば、Ｔ細胞などの免疫細胞）に標的化するのに役立ち得る。
【０２３４】
　カプセル化剤は、ベシ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
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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ベシクルで
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。
【０２３５】
　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。
【０２３６】
　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、中空の球体ベ
シクルである。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。
【０２３７】
　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。
　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／または脂質のエマルジョンの、よく検証された混合物の使用が利用さ
れてもよい。
【０２３８】
　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（例として、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。
【０２３９】
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　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」から参照により
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。
【０２４０】
　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。
【０２４１】
　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。
【０２４２】
　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。
　いくつかの態様において、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（例として、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）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。
【０２４３】
　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
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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。
【０２４４】
　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。
【０２４５】
　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。
　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。
【０２４６】
　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。
　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
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。
　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。
【０２４７】
　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。
　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
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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。
　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。
　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。
【０２４９】
　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。
【０２５０】
　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。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。
　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。
【０２５１】
　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／または脂質エマルジョンが利用されてもよい。
　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
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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）。
【０２５２】
　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。
　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「脂質エマルジョン」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エマルジョンである。脂質エマルジョンは、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、脂質エマルジョンは
、イントラリピッド（Intralipid）、リポシン（Liposyn）、ニュートリピッド（Nutrili
pid）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。
【０２５３】
　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。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。
【０２５４】
　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。
【０２５５】
　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。
　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、脂質エマルジョンは、５％のベニバナ油、５％の
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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、
２７６ｍＯｓｍｏｌ／リットル（実測値）の浸透圧を有する。
【０２５６】
　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。
　別の態様において、脂質エマルジョンは、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、脂質エマルジョンの組成は、完全に人工的なものである。特
定の態様において、脂質エマルジョンは、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、脂質エマルジョンは、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。
【０２５７】
　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、脂質エマルジョン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、カーゴ分子の脂質エマルジョンは、７０％を超えるリノール酸（Ｃ

１８Ｈ３２Ｏ２）および／またはカルジオリピンを含む。
　イントラリピッド（intralipid）などの脂質エマルジョンは、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エ
マルジョンと混合すること、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。
【０２５８】
　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。
【０２５９】
　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
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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
。
【０２６０】
　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。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., 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。
【０２６１】
　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。
【０２６２】
　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。
【０２６３】
　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
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 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）。
　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）。
【０２６４】
　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。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。
【０２６５】
　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。
【０２６６】
　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）」を達成するために制御／微調整され得る。
【０２６７】
　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。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
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、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。
【０２６８】
　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。
　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。
【０２６９】
　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
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。
　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）。
【０２７０】
　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）。
【０２７１】
　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。
　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
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（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）。
【０２７２】
　in vitroおよび／またはin vivoでのＲＮＡｉ試薬の送達のための他の担体は、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（例として、Ｔ細胞など
の宿主細胞へ）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20080107694号、同第20080038296号、同第
20070231392号、同第20060240093号、同第20060178327号、同第20060008910号、同第2005
0265957号、同第20050064595号、同第20050042227号、同第20050037496号、同第20050026
286号、同第20040162235号、同第20040072785号、同第20040063654号、同第20030157030
号、WO2008/036825、WO04/065601およびAU2004206255B2を参照（全て参照により組み込ま
れる）。
【０２７３】
治療方法
　いくつかの側面において、本開示は、本開示に記載される免疫原性組成物（例として、
特定の細胞サブタイプまたはＴ細胞サブタイプの１以上の宿主細胞を含む免疫原性組成物
）を対象（例として、増殖性疾患または感染性疾患を有している、または有している疑い
のある対象）に投与することにより増殖性疾患または感染性疾患を処置する方法を提供す
る。いくつかの態様において、本明細書に記載の免疫原性組成物は、Ｔ細胞の分化プロセ
スのコントロールに関する１以上の遺伝子（例として、ＡＫＴ、ｐ５３、ＰＤ１、ＴＩＧ
ＩＴ、Ｃｂｌ－ｂ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＨＫ２、ＤＮＭＴ３Ａ
、ＰＴＰＮ６等々）の減少した（例として、阻害された）発現または活性を有する免疫細
胞（例として、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞（ＤＣ）、幹細胞
（ＳＣ）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）等々）の集団として特徴づけられる。いずれの
具体的な理論によっても拘束されることは望まないが、本明細書に記載の免疫原性組成物
は、いくつかの態様において、免疫チェックポイントタンパク質の減少した発現により特
徴づけられ、よって免疫チェックポイントタンパク質の増加した発現により特徴付けられ
る、ある増殖性疾患または感染性疾患を有する対象の免疫系を刺激するのに有用である。
【０２７４】
　本明細書に使用されるとき、「増殖性疾患」は、がん、アテローム性動脈硬化、リウマ
チ性関節炎、乾癬、特発性肺線維症、強皮症、肝臓の硬変等々を含む、過度の、細胞の増
殖および細胞マトリックスのターンオーバーにより特徴づけられる疾患および障害を指す
。がんの例は、これらに限定されないが、小細胞肺がん、結腸がん、乳がん、肺がん、前
立腺がん、卵巣がん、膵臓がん、黒色腫、骨がん（例として、骨肉腫等々）、慢性骨髄性
白血病（ＣＭＬ）等々の血液学的悪性腫瘍を含む。
【０２７５】
　本明細書に使用されるとき、用語「感染性疾患」は、病原体により対象の感染をもたら
す疾患および障害を指す。ヒト病原体の例は、これらに限定されないが、ある細菌（例と
して、E. coli、Salmonella等々のある株）、ウイルス（ＨＩＶ、ＨＣＶ、インフルエン
ザ等々）、寄生生物（原生動物、蠕虫、アメーバ等々）、酵母（例として、あるCandida
種等々）、および真菌（例として、あるAspergillus種）を含む。
【０２７６】
　対象の例は、哺乳動物、例として、ヒトおよび他の霊長目の動物；ウシ、ブタ、ウマ、
および農業（farming）（農業（agricultural））動物；イヌ、ネコ、および他の飼い慣
らされた愛玩動物（domesticated pets)；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。
　いくつかの態様において、本開示に記載される免疫原性組成物は、養子細胞移植（ＡＣ
Ｔ）治療方法により対象に投与される。ＡＣＴモダリティーの例は、これらに限定されな
いが、自家細胞治療（例として、対象自身の細胞が取り出され、遺伝子的に操作され、対
象に戻される）および他家細胞治療（例として、細胞はドナーから取り出され、遺伝子的
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に操作され、レシピエントに置かれる）を含む。いくつかの態様において、ＡＣＴ治療方
法に利用される細胞は、選択的された抗体部分に基づく標的抗原に対して特異性をディス
プレイする操作されたＴ細胞受容体である、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）を発現するよう
に遺伝子的に操作されていてもよい。結果的に、いくつかの態様において、ＣＡＲ　Ｔ細
胞（例としてＣＡＲＴ）は、ＡＣＴ治療の目的のために、本明細書に記載の方法を用いて
、化学修飾された二本鎖核酸でトランスフェクトされてもよい。
【０２７７】
　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）に適応した種々の形態で患者に投与することができる。好ましい非経
口投与は、以下の経路による投与を含む：静脈内；筋肉内；間質内（interstitially）；
動脈内；皮下；眼内；滑膜内（intrasynovial）；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。
【０２７８】
　非経口投与用の医薬製剤は、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。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。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。
【０２７９】
　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。
【０２８０】
　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。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。
【０２８１】
　免疫原性組成物の正確な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。
　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、免疫原
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性組成物は、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。化学修飾された
二本鎖核酸分子または免疫原性組成物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、対象とするそれら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。
　皮内注射または皮下送達などを通じた免疫原性組成物の投与は、投薬レジメンの試験を
通じて最適化され得る。いくつかの態様において、単一の投与は十分である。投与された
免疫原性組成物の効果をさらに延長するために、当業者によく知られているように、組成
物は、徐放性製剤またはデバイスで投与され得る。
【０２８２】
　他の態様において、化学修飾された二本鎖核酸分子または免疫原性組成物は複数回投与
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。
　本発明の側面は、免疫原性組成物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、免疫原性組成物の投与には、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種より多くの免疫原性組成物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組成物を
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種の異なる免疫
原性組成物を含む。
【０２８３】
　いくつかの態様において、１以上の抗がん剤は、本開示に記載される１以上の免疫原性
組成物との組み合わせにおいて対象に投与される。「抗がん剤」は、小分子、核酸、タン
パク質、ペプチド、ポリペプチド（例として、抗体、抗体フラグメント等々）、または上
記の任意の組み合わせであり得る。いくつかの態様において、抗がん剤は、免疫原性組成
物の投与の前に、対象に投与される。いくつかの態様において、抗がん剤は、免疫原性組
成物の投与の後に、対象に投与される。いくつかの態様において、抗がん剤は、免疫原性
組成物と同時に（例として、同じ時間に）投与される。
【０２８４】
　抗がん剤の例は、これらに限定されないが、アビトレキセート（メトトレキセート）、
アブラキサン（パクリタキセルアルブミン安定化ナノ粒子製剤）、アドトラスツズマブ　
エムタンシン、アドリアマイシンＰＦＳ（ドキソルビシン塩酸塩）、アドリアマイシンＲ
ＤＦ（ドキソルビシン塩酸塩）、アドルシル（フルオロウラシル）、アフィニトール（エ
ベロリムス）、アナストロゾール、アレディア（パミドロン酸二ナトリウム）、アリミデ
ックス（アナストロゾール）、アロマシン（エキセメスタン）、カペシタビンクラフェン
（シクロホスファミド）、シクロホスファミド、シトキサン（シクロホスファミド）、ド
セタキセル、ドキソルビシン塩酸塩、エフデックス（フルオロウラシル）、エレンス（エ
ピルビシン塩酸塩）、エピルビシン塩酸塩、エベロリムス、エキセメスタン、フェアスト
ン（トレミフェン）、フェソロデックス（フルベストラント）、フェマーラ（レトロゾー
ル）、フルオロプレックス（フルオロウラシル）、フルオロウラシル、フォレックス（メ
トトレキサート）、フォレックスＰＦＳ（メトトレキサート）、フルベストラント、ゲム
シタビン塩酸塩、ジェムザール（ゲムシタビン塩酸塩）、酢酸ゴセレリン、ハーセプチン
（トラスツズマブ）、イクサベピロン、イグゼンプラ（イクサベピロン）、カドサイラ（
アド‐トラスツズマブエムタンシン）、ラパチニブジトシラート、レトロゾール、メガー
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ＬＰＦ（メトトレキサート）、メキサート（メトトレキサート）、メキサート‐ＡＱ（メ
トトレキサート）、ネオサール（シクロホスファミド）、ノルバデックス（クエン酸タモ
キシフェン）、ノルバデックス（クエン酸タモキシフェン）、パクリタキセル、パクリタ
キセルアルブミン安定化ナノ粒子製剤、パミドロン酸二ナトリウム、ペルヒタ（ペルツズ
マブ）、ペルツズマブ、クエン酸タモキシフェン、タキソール（パクリタキセル）、タキ
ソテール（ドセタキセル）、トラスツズマブ、トレミフェン、タイケルブ（ラパチニブジ
トシラート）、ゼローダ（カペシタビン）、ゾラデックス（酢酸ゴセレリン）を含む。
【０２８５】
自己送達ＲＮＡｉ免疫治療剤
　その全内容が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許公開番号US 2016/0304873
に記載されているように、免疫治療剤は、免疫抑制メカニズムに関与する特定の遺伝子を
標的化およびノックダウンするように設計された特定のｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤で細胞を処置
することにより生産された。とりわけ、表１に示す以下の細胞および細胞株は、ｄ－ｒｘ
ＲＮＡで首尾よく処理され、特定のヒト細胞における標的とされた遺伝子発現の少なくと
も７０％をノックダウンすることが示された。
　これらの研究は、通常トランスフェクションに極めて耐性のある細胞における標的遺伝
子の発現を抑制するこれらの免疫原性剤の有用性を実証し、この剤があらゆる細胞型の標
的細胞の発現を減少させることができることを示唆した。
【０２８６】
　ＢＡＸ、ＢＡＫ１、ＣＡＳＰ８、ＡＤＯＲＡ２Ａ、ＣＴＬＡ４、ＬＡＧ３、ＴＧＦＢＲ
１、ＨＡＶＣＲ２、ＣＣＬ１７、ＣＣＬ２２、ＤＬＬ２、ＦＡＳＬＧ、ＣＤ２７４、ＩＤ
Ｏ１、ＩＬ１０ＲＡ、ＪＡＧ１、ＪＡＧ２、ＭＡＰＫ１４、ＰＤＣＤ１、ＳＯＣＳ１、Ｓ
ＴＡＴ３、ＴＮＦＡ１Ｐ３、ＴＮＦＳＦ４、ＴＹＲＯ２、ＤＮＭＴ３Ａ、ＰＴＰＮ６等々
を含む、数多のヒト遺伝子が、免疫抑制メカニズムおよび／またはＴ細胞分化のコントロ
ールへの関与のために候補標的遺伝子として選択された。
【０２８７】
表１

【表１】

【０２８８】
　表２に列挙される遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号は括弧内に示される）を
含む数多のヒト遺伝子が、免疫抑制メカニズムへの関与のために、候補標的遺伝子として
選択された。
【０２８９】
表２：
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【０２９０】
　上記の表２に列挙される遺伝子のそれぞれを、抗原提示細胞およびＴ細胞の免疫抑制の
予防のための、各遺伝子についての好ましいｓｄ－ｒｘＲＮＡ標的化配列および標的領域
を同定するために、独自に開発された（proprietary）アルゴリズムを用いて分析した。
ＰＤＣＤ１標的配列の非限定例を、表３に示す。Ｃｂ１－ｂ標的配列の非限定例を、表４
に示す。
【０２９１】
表３
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【０２９２】
表４
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【表４】

【０２９３】
　本発明の目的のために、範囲は、本明細書において、「約」１つの特定の値から、およ
び／または「約」別の特定の値までとして表現されてもよい。かかる範囲が表現される場
合、別の態様は、１つの特定の値から、および／または他の特定の値までを含む。同様に
、先行詞「約」の使用により値が近似値として表現される場合、特定の値が別の態様を形
成することが理解されるだろう。各範囲の終点は、他の終点に関連して、および他の終点
とは独立して、共に重要であることがさらに理解されるだろう。
【０２９４】
　さらに、本発明の目的のために、用語「a」または「an」の存在は、１以上のその存在
を指し；例えば、「タンパク質（a protein）」または「核酸分子（a nucleic acid mole
cule）」は、１以上のこれらの化合物または少なくとも１つの化合物を指す。したがって
、用語「a」（または「an」）、「１つ以上の（one or more）」および「少なくとも１つ
の（at least one）」は、本明細書で互換的に使用することができる。また、用語「含む
（comprising）」、「含む（including）」、「有する（having）」は互換的に使用する
ことができることに留意されたい。さらに、「からなる群から選択される」化合物は、２
つ以上の化合物の混合物（すなわち、組み合わせ）を含む、その後に続くリスト中の１つ
以上の化合物を指す。
【０２９５】
　本発明に従って、単離された、または生物学的に純粋なタンパク質または核酸分子は、
その自然環境から取り出された化合物である。したがって、「単離された」および「生物
学的に純粋」は、化合物が精製されている程度を必ずしも反映しない。本発明の単離され
た化合物は、その自然の供給源から得ることができ、分子生物学的技法を使用して生産す
ることができ、または化学合成により生産することができる。
　本明細書に記載の組成物および方法は、以下の例によってさらに例証されるが、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）のすべての全体の内容は、参照によりここに明示的に組み込まれる。
【実施例】
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例
例１：ｓｄ－ｒｘＲＮＡの操作および試験
　表１に列挙される遺伝子を、好ましいｓｄ－ｒｘＲＮＡ標的配列および標的領域を同定
するために、独自に開発されたアルゴリズムを用いて分析した。ＰＤＣＤ１およびＣｂｌ
－ｂ標的化配列および／またはｓｄ－ｒｘＲＮＡ配列の非限定例を、表３、表４、表６お
よび表８に示す。ＡＫＴ、Ｔｅｔ２、Ｂｌｉｍｐ－１、Ｔ－Ｂｏｘ２１、ＰＴＰＮ６、お
よびＨＫ２をコードする遺伝子の分析のための代表的な配列を、表７および９～１３に示
す。
【０２９７】
例２：ＴＩＧＩＴを標的とする自己送達ＲＮＡｉ免疫治療剤
　ＴＩＧＩＴ（ＮＣＢＩ　ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＭ＿１７３７９９）をコ
ードする遺伝子を、抗原提示細胞およびＴ細胞の免疫抑制を予防するための、好ましいｓ
ｄ－ｒｘＲＮＡ標的配列および標的領域を同定するために、独自に開発されたアルゴリズ
ムを用いて分析した。ＴＩＧＩＴについての結果を、表５に示す。
【０２９８】
表５
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【表５】

【０２９９】
例３：ヒト一次Ｔ細胞における、ＰＤＣＤ１を標的とする強力で化学的に最適化されたｓ
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ｄ－ｒｘＲＮＡの同定
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）および１０
００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有するＲＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフ
ェクションの前に、少なくとも４日間、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　
Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化させた。ＰＤＣＤ１を標的とする化学的に最適化さ
れたｓｄ－ｒｘＲＮＡを試料（ウェル）あたり血清フリーＲＰＭＩ中０．２～２μＭまで
、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、９６ウェルプレートの１００μ
ｌ／ウェルに分割した。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２　２０００Ｕ／ｍｌを含有するＲ
ＰＭＩ培地中で、１，０００，０００細胞／ｍｌに調製し、事前に希釈したｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡを含む９６ウェルプレートに１００μｌ／ウェルで播種した。ＰＤＣＤ１を標的とす
るｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を、表６に提供する。
【０３００】
表６
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【表６－２】

【０３０１】
　７２時間後、トランスフェクトされた細胞を、３００ｘｇで１０分間、スピンダウンし
た。培地を取り除き、細胞を４０μＬのリン酸緩衝生理食塩水（Gibco）中で再懸濁した
。次いで、細胞をInvitrogen　ｍＲＮＡキャッチャープレートに移し、製造業者の指示に
従ってＲＮＡを単離した。Taqman　遺伝子発現アッセイを以下の組み合わせにおいて用い
た：ヒトＰＤＣＤ１－ＦＡＭ（Taqman, Hs01550088_m1）／ヒトＰＰＩＢ－ＦＡＭ（Taqma
n HS00168719_m1）。反応容量を３重に調製したが、各試料は２重に行った。各反応ミッ
クスの４５μｌ／ウェルの容量を、これまでに単離されたＲＮＡからウェル当たり１５μ
ｌＲＮＡと組み合わせた。試料を、製造者の指示に従って、Taqman RNA to CT 1-step ki
tを用いて増幅した。
　図１に示す結果は、Ｔ細胞へ送達されたＰＤＣＤ１標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤の有意な
サイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡによる遺伝子発現の６０～７０％超
の阻害を得た。
【０３０２】
例４：ヒト一次Ｔ細胞における、ＰＤＣＤ１を標的とする化学的に最適化されたｓｄ－ｒ
ｘＲＮＡの６点の用量応答曲線
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）および１０
００ＩＵ／ｍＬ　ＩＬ２を含有するＲＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフ
ェクションの前に、少なくとも４日間、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　
Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化させた。ＰＤＣＤ１を標的とする化学的に最適化さ
れたｓｄ－ｒｘＲＮＡを試料（ウェル）あたり血清フリーＲＰＭＩ中０．０６～２μＭま
で、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、９６ウェルプレートの１００
μｌ／ウェルに分割した。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２　２０００Ｕ／ｍｌを含有する
ＲＰＭＩ培地中で、１，０００，０００細胞／ｍｌに調製し、事前に希釈したｓｄ－ｒｘ
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ＲＮＡを含む９６ウェルプレートに１００μｌ／ウェルで播種した。
【０３０３】
　７２時間後、トランスフェクトされた細胞を、３００ｘｇで１０分間、スピンダウンし
た。培地を取り除き、細胞を４０μＬのリン酸緩衝生理食塩水（Gibco）中で再懸濁した
。次いで、細胞をInvitrogen　ｍＲＮＡキャッチャープレートに移し、製造業者の指示に
従ってＲＮＡを単離した。Taqman　遺伝子発現アッセイを以下の組み合わせにおいて用い
た：ヒトＰＤＣＤ１－ＦＡＭ（Taqman, Hs01550088_m1）／ヒトＰＰＩＢ－ＦＡＭ（Taqma
n HS00168719_m1）。各反応ミックスの４５μｌ／ウェルの容量を、これまでに単離され
たＲＮＡからウェル当たり１５μｌ　ＲＮＡと組み合わせた。試料を、例３に記載される
ように増幅した。
【０３０４】
　図２に示す結果は、Ｔ細胞へ送達されるＰＤＣＤ１標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤　ＰＤ２
６およびＰＤ２７の有意なサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡによる遺
伝子発現の６０～７０％超の阻害を得た。
【０３０５】
例５：ヒト一次Ｔ細胞におけるＴＩＧＩＴを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡのサイレンシン
グ活性
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有するＲ
ＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフェクションの前に、少なくとも４日間
、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化
させた。細胞からビーズを取り除くために短時間ボルテックスし、かつ指定されたマグネ
ットを用いてそれらを分離することにより、細胞を回収した。ＴＩＧＩＴを標的とする化
学的に最適化されたｓｄ－ｒｘＲＮＡを、試料（ウェル）あたり血清フリーＲＰＭＩ中０
．０４～２μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、９６ウェル
プレートの１００μｌ／ウェルに分割した。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２　２０００Ｕ
／ｍｌを含有するＲＰＭＩ培地中で、１，０００，０００細胞／ｍｌに調製し、事前に希
釈したｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む９６ウェルプレートに１００μｌ／ウェルで播種した。Ｔ
ＩＧＩＴを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を、表４に提供する。
【０３０６】
　７２時間後、トランスフェクトされた細胞を、１００μｌ／ウェルＰＢＳで一度洗浄し
、製造業者の指示に従ってFastLane Cell Multiplex Kit試薬で処理した。Taqman 遺伝子
発現アッセイを以下の組み合わせにおいて用いた：ヒトＴＩＧＩＴ－ＦＡＭ（Taqman, Hs
00545087_m1_m1）／ＧＡＰＤＨ－ＶＩＣ。各反応ミックスの１８μｌ／ウェルの容量を、
これまでに調製された溶解物からウェル当たり２μｌの溶解物と組み合わせた。試料を、
例２に記載されるように増幅した。
　図３に示す結果は、Ｔ細胞へ送達されたＴＩＧＩＴ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤ＴＩＧＩ
Ｔ　６およびＴＩＧＩＴ　１の有意なサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａによる遺伝子発現の６０～７０％超の阻害を得た。
【０３０７】
例６：ex vivo培養におけるＰＤ－１およびＴＩＧＩＴ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡで処置さ
れた活性化ヒト一次Ｔ細胞からの増強されたＴセントラルメモリー（ＴＣＭ）分化
　この例は、Ｔ細胞の抗腫瘍有効性と自己リニューアル特性との間のバランスを達成する
ための、ｓｄ－ｒｘＲＮＡによるＴ細胞の調節を記載する。図４は、Ｔ細胞の分化状態の
進行に対するｓｄ－ｒｘＲＮＡ処置の効果の概略図を示す。簡単に言えば、ｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡによるＴ細胞の処置は、細胞ベースの治療薬の製造（例として、ＡＣＴの産生）の間
の細胞分化に影響を与える。加えて、異なる遺伝子を標的とする複数のｓｄ－ｒｘＲＮＡ
による処置は、シグナル伝達経路、転写因子、代謝標的およびエピジェネティックな制御
などの複数の分化メカニズムの刺激調節を可能にする。ｓｄ－ｒｘＲＮＡによるＴ細胞の
処置は、「非ドラッガブルな」メカニズムの標的化を可能にする。
【０３０８】
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　健康なドナーの末梢血をStemExpress（Arlington, MA）から得た。ナイーブＴ細胞を、
製造業者の指示に従って、Stem Cell Technologies（Cambridge, MA）からのEasySepTMヒ
トナイーブＰａｎＴ細胞単離キットにより精製した。次いで、精製されたナイーブＴ細胞
をＡＩＭ－Ｖ培地＋５％ＦＢＳ＋１０ｎｇ／ｍＬ　ｈＩＬ２（GeneScript, Piscataway, 
NJ）中で、１：１のビーズ対細胞比において、ＣＤ３／ＣＤ２８　Dynabeads（ThermoFis
her Scientific, Waltham, MA）で活性化させた。ＰＤＣＤ１（ＰＤ－１）、ＴＩＧＩＴ
を標的とする化学的に最適化されたｓｄ－ｒｘＲＮＡおよび対照を非標的とするｓｄ－ｒ
ｘＲＮＡを、２μＭで培養物に添加した。４日後、細胞を収集し、Live/Dead fixable Aq
ua Dead Cell stain kit（ThermoFisher Scientific, Waltham, MA）、ＡＰＣ－Ｈ７抱合
抗ヒトＣＤ３、Pacific Blue抱合抗ヒトＣＤ８、ＦＩＴＣ抱合抗ヒトＣＣＲ７およびＡＰ
Ｃ抱合抗ヒトＣＤ４５ＲＯ（BD Bioscience, San Jose, CAおよびBioLegend, San Diego,
 CA）で染色した。図５に示すように、ＣＤ８＋ＴＣＭ（ＣＣＲ７＋　ＣＤ４５ＲＯ－）
サブタイプへのＴ細胞分化は、夫々対照と比較して、ＰＤ－１およびＴＩＧＩＴ阻害に対
して、３．９倍、および１．７倍増強された。
【０３０９】
例７：ＨｅｐＧ２細胞におけるＨＫ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの２点の用量応答曲
線
　ＨｅｐＧ２細胞をATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するＥＭ
ＥＭ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェルプレート
に、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＨＫ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲ
ＮＡ化合物（例として、表５に記載される）を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharma
con, CO）中０．２５～１μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製
し、事前に播種した９６ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。投与の４８時
間後、トランスフェクトされた細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用
いて、製造業者のプロトコルに従って、Quantigene　分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮ
Ａレベルを決定した。図６は、ＨＫ２標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＨｅｐＧ２細胞におい
て、標的遺伝子ｍＲＮＡレベルをin vitroで減少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、非標的化対照に関してグラフ化した
。エラーバーは、生物学的三重（biological triplicates）の平均からの標準偏差を表す
。
【０３１０】
例８：ＰａｎＴ細胞における、ＨＫ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量応答曲
線
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）および１０
００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有するＲＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフ
ェクションの前に、少なくとも４日間、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　
Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化させた。ＨＫ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合
物および非標的化対照ｓｄ－ｒｘＲＮＡ（#28599）を、試料（ウェル）あたり血清フリー
ＲＰＭＩ中０．０４～２μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し
、９６ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２
　２０００Ｕ／ｍｌを含有するＲＰＭＩ培地中で、１，０００，０００細胞／ｍｌに調製
し、事前に希釈したｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む９６ウェルプレートに１００μｌ／ウェルで
播種した。ＨＫ２配列を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を、表７に提供する。投与の７
２時間後、細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者のプ
ロトコルに従って、Quantigene　分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定した
。図７は、ＨＫ２標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ヒトＰａｎＴ細胞において標的遺伝子ｍＲ
ＮＡレベルをin vitroで減少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、非標的化対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生
物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３１１】
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例９：Ｔ細胞におけるＣｂｌ－ｂサイレンシング
　Ｔ細胞を１０％ウシ胎仔血清（Gibco）および１０００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有する
ＲＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフェクションの前に、少なくとも４日
間、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　Dynabeads（Gibco, 11131）で活性
化させた。Ｃｂｌ－ｂを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物および非標的化対照（ＮＴＣ
）ｓｄ－ｒｘＲＮＡを、試料（ウェル）あたり血清フリーＲＰＭＩ中２ｕＭまたは０．０
４～２μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、９６ウェルプレ
ートの１００μｌ／ウェルに分割した。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２　２０００Ｕ／ｍ
ｌを含有するＲＰＭＩ培地中で、１，０００，０００細胞／ｍｌに調製し、事前に希釈し
たｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む９６ウェルプレートに１００μｌ／ウェルで播種した。Ｃｂｌ
－ｂ配列を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を、表８に提供する。トランスフェクション
インキュベーション期間の終了後、プレーティングされたトランスフェクトされた細胞を
、１００μｌ／ウェルＰＢＳで一度洗浄し、製造業者の指示に従ってFastLane Cell Mult
iplex Kit試薬で処理した。Taqman　遺伝子発現アッセイを以下の組み合わせにおいて用
いた：ヒトＣｂｌ－ｂ－ＦＡＭ／ＧＡＰＤＨ－ＶＩＣ。各反応ミックスの１８μｌ／ウェ
ルの容量を、これまでに調製された溶解物からウェル当たり２μｌの溶解物と組み合わせ
た。試料を、製造業者の指示に従って増幅した。
　図８における結果は、Ｔ細胞にトランスフェクトされたｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物により
両者のＣｂｌ－ｂの有意なサイレンシングを実証し、１～２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡによ
り遺伝子発現の７０～８０％の阻害に達した。
【０３１２】
例１０：ヒト一次ＮＫ細胞における、ＣＢＬＢを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用
量応答
　末梢血leukopakをStemCell Technologiesから得た。一次ＮＫ細胞を、ネガティブセレ
クションキット（Miltenyi）を用いて単離し、細胞を、X-Vivo 10（Lonza）＋１ｎｇ／ｍ
ｌ　ＩＬ－１５中で培養した。細胞を、トランスフェクションのために回収し、細胞濃度
を、ＩＬ－１５を含有するX-vivo培地中約１ｘ１０６細胞／ｍＬに調整した。細胞を、０
．１２５μＭ～２μＭの最終濃度の範囲でｓｄ－ｒｘＲＮＡを含有する２４ウェルプレー
トに直接播種した。７２時間のインキュベーション後、トランスフェクトされた細胞を回
収し、製造業者のプロトコルに従って、RNEasy　ＲＮＡ単離キット（Qiagen）を用いてＲ
ＮＡを単離した。Taqman遺伝子発現アッセイを、以下の組み合わせで用いた：ヒトＣｂｌ
ｂ－ＦＡＭ（Taqman, Hs00180288_m1）／ヒトＴＢＰ－ＦＡＭ（Taqman, Hs00427620_m1）
。各反応ミックスの１５μｌ／ウェルの容量を、これまでに単離したＲＮＡからウェル当
たり５μｌＲＮＡと組み合わせた。試料を、RNAto Ct 1-stepプロトコル（ThermoFisher
）に従って増幅した。
　図９に示す結果は、ヒト一次ＮＫ細胞へ送達されるＣｂｌｂ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
２７４５７のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の８
０％超の阻害を得た。
【０３１３】
例１１：ＨｅｐＧ２細胞における、ＤＭＮＴ３Ａを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの３点の
用量応答曲線
　ＨｅｐＧ２細胞をATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するＥＭ
ＥＭ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェルプレート
に、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＤＭＮＴ３Ａを標的とするｓｄ－
ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon, CO）中０．２５～１
μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種された９６
ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。投与の４８時間後、トランスフェクト
された細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者のプロト
コルに従ってQuantigene　分枝鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定した。図１
０は、ＤＭＮＴ３Ａ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＨｅｐＧ２細胞において標的遺伝子ｍＲ
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ＮＡレベルをin vitroで減少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、非標的化対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生
物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３１４】
例１２：Ｐａｎ－Ｔ細胞における、ＤＭＮＴ３Ａを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの５点の
用量応答曲線
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有するIm
munoCult-XF　Ｔ細胞拡大完全培地（Stem Cell Technologies, Vancouver, BC）中で培養
した。細胞を、トランスフェクションの前に、少なくとも４日間、製造業者の指示に従っ
て、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化させた。ＤＭＮＴ３Ａを
標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物および非標的化対照ｓｄ－ｒｘＲＮＡ（#28599）を試
料（ウェル）あたり完全Immunocult中０．０４～２μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に
希釈することにより調製し、９６ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。細胞
をImmunocult完全培地中で調製し、事前に希釈したｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む９６ウェルプ
レートに１００μｌ／ウェルで播種した。ＤＭＮＴ３Ａを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ配
列の例を表９に提供する。投与の７２時間後、細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Af
fymetrix）を用いて、製造業者のプロトコルに従ってQuantigene　分枝鎖ＤＮＡアッセイ
によりｍＲＮＡレベルを決定した。図１１は、ＤＭＮＴ３Ａ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡが、
ヒトＰａｎＴ細胞において標的遺伝子ｍＲＮＡレベルをin vitroで減少させることを実証
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、非標的化対照
に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３１５】
例１３：Ａ５４９細胞におけるＰＲＤＭ１を標的とする、ｓｄ－ｒｘＲＮＡの２点の用量
応答
　Ａ５４９細胞をATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するATCC処
方Ｆ－１２Ｋ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェル
プレートに、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＰＲＤＭ１を標的とする
ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon）中０．２～２
μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種された９６
ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。インキュベーションの７２時間後、ト
ランスフェクトされた細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製
造業者のプロトコルに従ってQuantigene　分枝鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを
決定した。
　図１２に示す結果は、Ａ５４９細胞へ送達されるＰＲＤＭ１標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の４０％超の阻
害を得た。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＨＰＲＴ）に対して正規化し、非標的化
対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３１６】
例１４：Ａ５４９細胞におけるＰＲＤＭ１を標的とする、ｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量
応答
　Ａ５４９細胞をATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するATCC処
方Ｆ－１２Ｋ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェル
プレートに、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＰＲＤＭ１を標的とする
ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon）中０．２～２
μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種した９６ウ
ェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。ＰＲＤＭ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ配列の例を、表１０に提供する。インキュベーションの７２時間後、トランスフェクト
された細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者のプロト
コルに従ってQuantigene　分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定した。
　図１３に示す結果は、Ａ５４９細胞へ送達されるＰＲＤＭ１標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
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のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の８０％超の阻
害を得た。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＨＰＲＴ）に対して正規化し、非標的化
対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３１７】
例１５：Ａ５４９細胞における、ＰＴＰＮ６を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量
応答
　Ａ５４９細胞をATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するATCC処
方Ｆ－１２Ｋ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェル
プレートに、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＰＴＰＮ６を標的とする
ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon）中０．２～２
μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種した９６ウ
ェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。インキュベーションの７２時間後、トラ
ンスフェクトされた細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造
業者のプロトコルに従ってQuantigene　分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決
定した。
　図１４に示す結果は、Ａ５４９細胞へ送達されるＰＴＰＮ６標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の４０％超の阻
害を得た。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＴＦＲＣ）に対して正規化し、非標的化
対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３１８】
例１６：Ａ５４９細胞における、ＰＴＰＮ６を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量
応答
　Ａ５４９細胞をATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するATCC処
方Ｆ－１２Ｋ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェル
プレートに、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＰＴＰＮ６を標的とする
ｓｄ－ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon）中０．２～２
μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種した９６ウ
ェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した。ＰＴＰＮ６を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ配列の例を、表１１に提供する。インキュベーションの７２時間後、トランスフェクト
された細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者のプロト
コルに従ってQuantigene　分枝鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定した。
　図１５に示す結果は、Ａ５４９細胞へ送達されるＰＴＰＮ６標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
である２８６１３、２８６１４、２８６１７、２８６２３、２８６２７、２８６２８、お
よび２８６２９のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現
の８０％超の阻害を得た。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＴＦＲＣ）に対して正規
化し、非標的化対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標
準偏差を表す。
【０３１９】
例１７：Ｕ２ＯＳ細胞における、ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量応
答
　Ｕ２ＯＳをATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するATCC処方マ
ッコイ５ａ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェルプ
レートに、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＴＥＴ２を標的とするｓｄ
－ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon）中０．２～２μＭ
まで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種した９６ウェル
プレートの１００μｌ／ウェルに分割した。インキュベーションの７２時間後、トランス
フェクトされた細胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者
のプロトコルに従ってQuantigene　分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定し
た。
　図１６に示す結果は、Ａ５４９細胞へ送達されるＴＥＴ２－標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
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のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の８０％超の阻
害を得た。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＰＰＩＢ）に対して正規化し、非標的化
対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３２０】
例１８：Ｕ２ＯＳ細胞における、ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量応
答
　Ｕ２ＯＳをATCC（VA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）を含有するATCC処方Ｆ
－１２Ｋ完全培地中で培養した。トランスフェクションの２４時間前に、９６ウェルプレ
ートに、ウェル当たり１０，０００細胞で細胞を播種した。ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－
ｒｘＲＮＡ化合物を試料（ウェル）あたりAccell培地（Dharmacon）中０．２～２μＭま
で、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを個別に希釈することにより調製し、事前に播種した９６ウェルプ
レートの１００μｌ／ウェルに分割した。ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ配列の
例を、表１２に提供する。インキュベーションの７２時間後、トランスフェクトされた細
胞を溶解し、遺伝子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者のプロトコルに従
ってQuantigene　分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定した。
　図１７に示す結果は、Ｕ２ＯＳ細胞へ送達されるＴＥＴ２－標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤
のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の６０％超の阻
害を得た。データを、ハウスキーピング遺伝子（ＰＰＩＢ）に対して正規化し、非標的化
対照に関してグラフ化した。エラーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３２１】
例１９：ＰａｎＴ細胞における、ＴＢＸ２１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの２点の用量
応答曲線
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）および１０
００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有するＲＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフ
ェクションの前に、少なくとも４日間、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　
Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化した。ＴＢＸ２１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡを
試料（ウェル）あたり血清フリーＲＰＭＩ中０．２および１μＭに、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを
個別に希釈することにより調製し、９６ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した
。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２　２０００Ｕ／ｍｌを含有するＲＰＭＩ培地中で、１，
０００，０００細胞／ｍｌに調製し、事前に希釈したｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む９６ウェル
プレートに１００μｌ／ウェルで播種した。ＴＥＴ２を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの例
を、表１３に提供する。投与の７２時間後、トランスフェクトされた細胞を溶解し、遺伝
子特異的プローブ（Affymetrix）を用いて、製造業者のプロトコルに従ってQuantigene　
分岐鎖ＤＮＡアッセイによりｍＲＮＡレベルを決定した。
　図１８に示す結果は、ＴＢＸ２１標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡが、ＰａｎＴ細胞において標
的遺伝子ｍＲＮＡレベルをin vitroで減少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、非標的化対照に関してグラフ化した。エラ
ーバーは、生物学的三重の平均からの標準偏差を表す。
【０３２２】
例２０：ヒト一次ＮＫ細胞における、ＴＩＧＩＴを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの３点の
用量応答
　末梢血leukopakをStemCell Technologiesから得た。一次ＮＫ細胞を、ネガティブセレ
クションキット（Miltenyi）を用いて単離し、細胞を、１０％ＦＢＳ（Gibco）および１
００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ－２を含有するＲＰＭＩ中で培養した。
　細胞を、トランスフェクションのために回収し、細胞濃度を、５％ＦＢＳ（Gibco）お
よび１００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ－２を含有するＲＰＭＩ中約１ｘ１０６細胞／ｍＬに調整し
た。細胞を、０．５μＭ～２μＭの最終濃度の範囲でｓｄ－ｒｘＲＮＡを含有する２４ウ
ェルプレートに直接播種した。ＴＩＧＩＴを標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡ配列の例を、表
５に提供する。７２時間のインキュベーション後、トランスフェクトされた細胞を回収し
、製造業者のプロトコルに従って、RNEasy　ＲＮＡ単離キット（Qiagen）を用いてＲＮＡ
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を単離した。Taqman遺伝子発現アッセイを、以下の組み合わせで用いた：ヒトＴＩＧＩＴ
－ＦＡＭ（Taqman, Hs00545087_m1）／ヒトＴＢＰ－ＦＡＭ（Taqman, Hs00427620_m1）。
各反応ミックスの１５μｌ／ウェルの容量を、これまでに単離されたＲＮＡからウェル当
たり５μｌＲＮＡと組み合わせた。試料を、RNA to Ct 1-stepプロトコル（ThermoFisher
）に従って増幅した。
　図１９に示す結果は、ヒト一次ＮＫ細胞へ送達されるＴＩＧＩＴ標的化ｓｄ－ｒｘＲＮ
Ａ剤２７４５９のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現
の８０％超の阻害を得た。
【０３２３】
例２１：ヒト一次Ｔ細胞における、ＡＫＴ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの６点の用量
応答曲線
　一次ヒトＴ細胞をAllCells（CA）から得て、１０％ウシ胎仔血清（Gibco）および１０
００ＩＵ／ｍｌ　ＩＬ２を含有するＲＰＭＩ完全培地中で培養した。細胞を、トランスフ
ェクションの前に、少なくとも４日間、製造業者の指示に従って、抗ＣＤ３／ＣＤ２８　
Dynabeads（Gibco, 11131）で活性化させた。ＡＫＴ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡを
試料（ウェル）あたり血清フリーＲＰＭＩ中０．０６～２μＭまで、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを
個別に希釈することにより調製し、９６ウェルプレートの１００μｌ／ウェルに分割した
。細胞を４％ＦＢＳおよびＩＬ２　２０００Ｕ／ｍｌを含有するＲＰＭＩ培地中で、１，
０００，０００細胞／ｍｌに調製し、事前に希釈したｓｄ－ｒｘＲＮＡを含む９６ウェル
プレートに１００μｌ／ウェルで播種した。ＡＫＴ１を標的とするｓｄ－ｒｘＲＮＡの例
を、表１１に提供する。７２時間後、トランスフェクトされた細胞を、３００ｘｇで１０
分間、スピンダウンした。培地を取り除き、細胞を４０μＬのリン酸緩衝生理食塩水（Gi
bco）で再懸濁した。次いで、細胞をInvitrogen　ｍＲＮＡキャッチャープレートに移し
、製造業者の指示に従ってＲＮＡを単離した。Taqman遺伝子発現アッセイを以下の組み合
わせにおいて用いた：ヒトＡＫＴ１－ＦＡＭ（Taqman, Hs0178289_m1）／ヒトＰＰＩＢ－
ＦＡＭ（Taqman, Hs00168719_m1）。各反応ミックスの４５μｌ／ウェルの容量を、これ
までに単離されたＲＮＡからウェル当たり１５μｌＲＮＡと組み合わせた。試料を、製造
者の指示に従って増幅した。
　図２０に示す結果は、Ｔ細胞へ送達されるＡＫＴ１標的化ｓｄ－ｒｘＲＮＡ剤２８１１
５のサイレンシングを実証し、２μＭ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡにより遺伝子発現の４０％超の
阻害を得た。
【０３２４】
表の列挙
表１は、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを用いて首尾よくサイレンシングされる遺伝子の例を示す。
表２は、ｓｄ－ｒｘＲＮＡを用いたサイレンシングのための候補遺伝子の例を示す。
表３は、ＰＤ１標的配列の例を示す。
表４は、Ｃｂ１－ｂ標的配列の例を示す。
表５は、ＴＩＧＩＴ標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表６は、ＰＤ１　ｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表７は、ＨＫ２標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表８は、Ｃｂ１－ｂ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表９は、ＤＮＭＴ３Ａ標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表１０は、ＰＲＤＭ１標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表１１は、ＰＴＰＮ６標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表１２は、ＴＥＴ２標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
表１３は、Ｔｂｏｘ２１標的配列およびｓｄ－ｒｘＲＮＡの例を示す。
【０３２５】
表７
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【表７－２】
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【０３２６】
表８－Ｃｂｌ－ｂ　ｓｄ－ｒｘＲＮＡ
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【０３２７】
表９
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【表９－３】

【０３２８】
表１０
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【０３２９】
表１１
【表１１－１】
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　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。
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