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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトジストロフィン遺伝子のエキソン４４に対して１００％相補的な塩基配列を含む２
５～３５塩基のアンチセンスオリゴヌクレオチドであって、該塩基配列は、配列番号４、
８、１１、１２および１３から選択される配列を含み、チミン塩基は任意でウラシル塩基
であり、該アンチセンスオリゴヌクレオチドは、モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレ
オチドであり、該アンチセンスオリゴヌクレオチドは、エキソン４４スキッピングを誘導
する、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは薬学的に受容可能なその塩。
【請求項２】
　チミン塩基（Ｔ）の代わりにウラシル塩基（Ｕ）を有する、請求項１に記載のアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドまたは薬学的に受容可能なその塩。
【請求項３】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、ピペラジニル部分を介してトリエチレングリ
コール部分に結合体化されている、請求項１または２に記載のアンチセンスオリゴヌクレ
オチドまたは薬学的に受容可能なその塩。
【請求項４】
　筋ジストロフィーの処置における使用のための、請求項１～３のいずれか１項に記載の
アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは薬学的に受容可能なその塩を含む組成物。
【請求項５】
　前記筋ジストロフィーが、デュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）である、請求項
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４に記載の組成物。
【請求項６】
　筋ジストロフィーの処置における使用のための薬学的組成物であって、
（ｉ）ヒトジストロフィン遺伝子のエキソン４４に対して１００％相補的な塩基配列を含
む、２５～３５塩基のアンチセンスオリゴヌクレオチドであって、該塩基配列は、配列番
号４、８、１１、１２および１３から選択される配列を含み、チミン塩基は任意でウラシ
ル塩基であり、該アンチセンスオリゴヌクレオチドは、モルフォリノアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドであり、該アンチセンスオリゴヌクレオチドは、エキソン４４スキッピング
を誘導する、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは薬学的に受容可能なその塩、および
　（ｉｉ）薬学的に受容可能なキャリア
を含む、薬学的組成物。
【請求項７】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、チミン塩基（Ｔ）の代わりにウラシル塩基（
Ｕ）を有する、請求項６に記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、ピペラジニル部分を介してトリエチレングリ
コール部分に結合体化されている、請求項６または７に記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　前記筋ジストロフィーが、デュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）である、請求項
６～８のいずれか１項に記載の薬学的組成物。
【請求項１０】
　ヒトジストロフィン遺伝子のプレプロセスされたｍＲＮＡ転写物のエキソン４４スキッ
ピングを誘導するための医薬の製造における使用のための、ヒトジストロフィン遺伝子の
エキソン４４に対して１００％相補的な塩基配列を含む、２５～３５塩基のアンチセンス
オリゴヌクレオチドであって、該塩基配列は、配列番号４、８、１１、１２および１３か
ら選択される配列を含み、チミン塩基は任意でウラシル塩基であり、該アンチセンスオリ
ゴヌクレオチドは、モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチドであり、該アンチセン
スオリゴヌクレオチドは、エキソン４４スキッピングを誘導する、アンチセンスオリゴヌ
クレオチドまたは薬学的に受容可能なその塩を含む、組成物。
【請求項１１】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、チミン塩基（Ｔ）の代わりにウラシル塩基（
Ｕ）を有する、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、ピペラジニル部分を介してトリエチレングリ
コール部分に結合体化されている、請求項１０または１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　ヒトジストロフィン遺伝子のプレプロセスされたｍＲＮＡ転写物のエキソン４４スキッ
ピングを誘導するための組成物であって、該ヒトジストロフィン遺伝子のエキソン４４に
１００％相補的な塩基配列を含む２５～３５塩基のアンチセンスオリゴヌクレオチドであ
って、該塩基配列は、配列番号４、８、１１、１２および１３から選択される配列を含み
、チミン塩基は、任意でウラシル塩基であり、該アンチセンスオリゴヌクレオチドは、モ
ルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチドであり、該アンチセンスオリゴヌクレオチド
は、エキソン４４スキッピングを誘導する、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはその
薬学的に受容可能な塩を含む、組成物。
【請求項１４】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、チミン塩基（Ｔ）の代わりにウラシル塩基（
Ｕ）を有する、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記アンチセンスオリゴヌクレオチドが、ピペラジニル部分を介してトリエチレングリ
コール部分に結合体化されている、請求項１３または１４に記載の組成物。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）項の、２００８年１０月２４日出願の米国仮特
許出願第６１／１０８，４１６号における利益を主張し、この仮特許出願は、本明細書中
でその全体が参考として援用される。
【０００２】
　配列表に関する言及
　本願と関連する配列表は、紙コピーの代わりにテキスト形式で提供され、これは、それ
によって参照により本明細書に援用される。配列表を含むテキストの名称は１２０１７８
＿４１０ＰＣ＿ＳＥＱＵＥＮＣＥ＿ＬＩＳＴＩＮＧ．ｔｘｔである。テキストファイルは
１５６ＫＢであり、２００９年１０月２３日に作成され、そしてＥＦＳ－Ｗｅｂを経由し
て電子的に提出されている。
【０００３】
　発明の分野
　本発明は、ヒトジストロフィン遺伝子におけるエキソンのスキップを容易にするために
適切な新規なアンチセンス化合物および組成物に関する。本発明は、本発明の方法におけ
る使用のために適合されたアンチセンス組成物を使用してエキソンスキッピングを誘導す
るための方法もまた提供する。
【背景技術】
【０００４】
　発明の背景
　アンチセンス技術は、種々の異なるレベルで（転写、スプライシング、安定性、翻訳の
レベルで）遺伝子発現に影響を与えるために一連の化学を使用して開発されてきた。その
研究の多くは、広範な指標における異常なまたは疾患関連の遺伝子を修正するかまたは補
償するためのアンチセンス化合物の使用に焦点を当てている。アンチセンス分子は、特異
性をもって遺伝子発現を阻害することが可能であり、このために、遺伝子発現の調節因子
としてのオリゴヌクレオチドに関連する多くの研究の労力は、標的となる遺伝子の発現ま
たはシス作用性エレメントの機能の阻害に焦点を当ててきた。アンチセンスオリゴヌクレ
オチドは、典型的には、あるウイルスＲＮＡ標的の場合において、センス鎖（例えば、ｍ
ＲＮＡ）またはマイナス鎖のいずれかのＲＮＡを指向している。特定の遺伝子ダウンレギ
ュレーションの所望の効果を達成するために、オリゴヌクレオチドは、一般的に、標的と
されたｍＲＮＡの崩壊を促進するか、ｍＲＮＡの翻訳をブロックするか、またはシス作用
性ＲＮＡエレメントの機能をブロックするかのいずれかであり、それによって、標的タン
パク質のデノボ合成またはウイルスＲＮＡの複製のいずれかを効果的に妨害する。
【０００５】
　しかし、このような技術は、目的がネイティブタンパク質の産生をアップレギュレート
すること、またはナンセンス変異もしくはフレームシフト変異などの翻訳の未成熟終了を
誘導する変異を補償することである場合には有用ではない。これらの場合においては、欠
損遺伝子転写物は標的とされた分解または立体阻害に供されるべきではなく、従って、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド化学は、標的ｍＲＮＡ崩壊を促進するべきではなく、また
は翻訳をブロックするべきではない。
【０００６】
　種々の遺伝的疾患において、１つの遺伝子の最終的な発現に対する変異の効果は、スプ
ライシングプロセスの間に標的とされたエキソンのスキップのプロセスを通して調節でき
る。スプライシングプロセスは、プレｍＲＮＡにおける隣接するエキソン－イントロン接
合部を密接に接近させ、一緒にスプライシングされるエキソン間のそれらの引き続く再形
成を伴って、イントロンの末端でホスホジエステル結合の切断を実施する、複雑な多成分
機構によって方向付けられている。この複雑かつ高度に正確なプロセスは、比較的短い半
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保存性ＲＮＡセグメントであるプレｍＲＮＡ中の配列モチーフによって媒介され、そこに
種々の核スプライシング因子が結合し、次いで、これらの因子は、スプライシング反応に
関与する。スプライシング機構がプレｍＲＮＡプロセシングに関与するモチーフを読み取
りまたは認識するやり方を変更することによって、ディファレンシャルにスプライシング
されたｍＲＮＡ分子を作製することが可能である。ヒト遺伝子の大部分が正常な遺伝子発
現の間に選択的にスプライシングされるが、関与する機構は同定されていないことが今や
認識されている。
【０００７】
　正常に機能しているタンパク質がその中の変異のために未成熟で終結される場合におい
て、アンチセンス技術を通してある機能的タンパク質産生を回復させるための手段は、ス
プライシングプロセスの間の介入を通して可能であることが示されており、そして疾患を
引き起こす変異と関連するエキソンがある遺伝子から特異的に除去できるならば、ネイテ
ィブタンパク質の同様の生物学的特性を有するか、またはエキソンと関連する変異によっ
て引き起こされた疾患を改善するために十分な生物学的活性を有する短縮型タンパク質産
物が、時折、産生可能であることが示されている（Ｓｉｅｒａｋｏｗｓｋａ，Ｓａｍｂａ
ｄｅら、１９９６；Ｗｉｌｔｏｎ，Ｌｌｏｙｄら、１９９９；ｖａｎ　Ｄｅｕｔｅｋｏｍ
，Ｂｒｅｍｍｅｒ－Ｂｏｕｔら、２００１；Ｌｕ，Ｍａｎｎら、２００３；Ａａｒｔｓｍ
ａ－Ｒｕｓ，Ｊａｎｓｏｎら、２００４）。Ｋｏｌｅら（特許文献１；特許文献２；特許
文献３；および特許文献４）は、標的とされているプレｍＲＮＡの崩壊を促進しない修飾
アンチセンスオリゴヌクレオチドアナログを使用して異常なスプライシングと闘う方法を
開示している。Ｂｅｎｎｅｔｔら（米国特許第６，２１０，８９２号）は、標的ＲＮＡの
ＲＮＡｓｅ　Ｈ媒介切断を誘導しないアンチセンスオリゴヌクレオチドアナログもまた使
用する、野生型細胞ｍＲＮＡプロセシングのアンチセンス調節を記載している。
【０００８】
　標的とされたエキソンスキッピングのプロセスは、多くのエキソンおよびイントロンが
存在するか、エキソンの遺伝子構成が冗長であるか、またはタンパク質が１種以上の特定
のエキソンなしで機能することが可能である、長い遺伝子中で特に有用であるようである
。種々の遺伝子中の変異によって引き起こされる短縮と関連する遺伝性疾患の治療のため
の遺伝子プロセシングを再方向付けするための試みは、以下のいずれかであるアンチセン
スオリゴヌクレオチドの使用に焦点を当てている：（１）スプライシングプロセスに関与
するエレメントと完全にまたは部分的に重複する；または（２）エレメントにおいて起こ
る特定のスプライシング反応を正常に媒介するスプライシング因子の結合および機能を破
壊するためにそのエレメントに十分に近接した位置でプレｍＲＮＡに結合する。
【０００９】
　デュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）は、タンパク質ジストロフィンの発現の欠
損によって引き起こされる。このタンパク質をコードする遺伝子は、２００万ヌクレオチ
ドを超えるＤＮＡに広がる７９個のエキソンを含む。エキソンの読み枠を変更するか、ま
たは終止コドンを導入するか、または読み枠のエキソン（単数または複数）もしくは１つ
以上のエキソンの複製からの全体の除去によって特徴付けられるいかなるエキソンの変異
も、機能的ジストロフィンの産生を破壊し、ＤＭＤを生じる潜在能力を有する。
【００１０】
　より重篤度が軽い型の筋ジストロフィーである、ベッカー型筋ジストロフィー（ＢＭＤ
）は、変異、典型的には、１つ以上のエキソンの欠失が、全体のジストロフィン転写物に
沿った正確な読み枠を生じ、その結果、ｍＲＮＡのタンパク質への翻訳が未成熟で終結し
ない場合に生じることが見い出されている。変異したジストロフィンプレｍＲＮＡのプロ
セシングにおける上流および下流のエキソンの結合が遺伝子の正確な読み枠を維持する場
合、結果は、ベッカー表現型を生じる何らかの活性を保持している、短い内部欠失を有す
るタンパク質をコードするｍＲＮＡである。
【００１１】
　ジストロフィンタンパク質の読み枠を変化させないエキソン（単数または複数）の欠失
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はＢＭＤ表現型を生じるのに対して、フレームシフトを引き起こすエキソン欠失はＤＭＤ
を生じる（Ｍｏｎａｃｏ，Ｂｅｒｔｅｌｓｏｎら、１９８８）。一般的に、読み枠を変化
させ、従って、適切なタンパク質翻訳を中断する点変異およびエキソン欠失を含むジスト
ロフィン変異は、ＤＭＤを生じる。あるＢＭＤおよびＤＭＤ患者は複数のエキソンを網羅
するエキソン欠失を有することもまた注記されるべきである。
【００１２】
　アンチセンス分子はデュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）の治療におけるツール
を提供するかもしれないが、アンチセンス分子を使用してエキソンスキッピングを誘導す
るための試みは混合した成功を有していた。ジストロフィンのプレｍＲＮＡからのジスト
ロフィンエキソン１９のスキップの成功は、Ｅｒｒｉｎｇｔｏｎら（Ｅｒｒｉｎｇｔｏｎ
，Ｍａｎｎら、２００３）によって記載されるように、エキソンの定義に含まれるエキソ
ンの範囲内での隣接するスプライス部位またはモチーフにおいて方向付けられている種々
のアンチセンス分子を使用して達成された。
【００１３】
　ｍｄｘマウスモデルにおける特異的かつ再現性のあるエキソンスキッピングの最初の例
は、Ｗｉｌｔｏｎら（Ｗｉｌｔｏｎ，Ｌｌｏｙｄら、１９９９）によって報告された。ド
ナースプライシング部位にアンチセンス分子を方向付けることによって、エキソン２３ス
キップは、培養細胞の処理の６時間以内にジストロフィンｍＲＮＡにおいて誘導された。
Ｗｉｌｔｏｎらはまた、より長いアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いて、マウスジス
トロフィンのプレｍＲＮＡのアクセプター領域を標的とすることを記載している。イント
ロン２３ドナースプライシング部位において指向される最初のアンチセンスオリゴヌクレ
オチドが初代培養筋芽細胞においてエキソンスキッピングを誘導したのに対して、この化
合物は、より高レベルのジストロフィンを発現する不死化細胞培養においてははるかによ
り効率的ではないことが見い出された。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】米国特許第５，６２７，２７４号明細書
【特許文献２】米国特許第５，９１６，８０８号明細書
【特許文献３】米国特許第５，９７６，８７９号明細書
【特許文献４】米国特許第５，６６５，５９３号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　これらの試みにも関わらず、複数のジストロフィンエキソンに標的化されるアンチセン
スオリゴマーの改善、および筋肉送達組成物の改善、およびＤＭＤの治療適用のための方
法についての必要性が残っている。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　発明の要旨
　本発明の実施形態は、一般的に、エキソンスキッピングを誘導するために、選択された
標的に結合可能であるアンチセンス化合物、およびエキソンスキッピングを誘導するため
のそのアンチセンス化合物の使用方法に関する。特定の実施形態において、単一のまたは
複数のエキソンスキッピングを誘導するために本発明の２つ以上のアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを一緒に合わせることが可能である。
【００１７】
　特定の実施形態において、２つ以上のアンチセンスオリゴヌクレオチド分子を一緒に共
有結合することによって、単一のまたは複数のエキソンのエキソンスキッピングを改善す
ることが可能である（例えば、Ａａｒｔｓｍａ－Ｒｕｓ，Ｊａｎｓｏｎら、２００４を参
照のこと）。
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【００１８】
　特定の実施形態において、本発明のアンチセンス化合物は、ヒトジストロフィン遺伝子
におけるエキソンスキッピングを誘導し、それによって、筋肉細胞が機能的ジストロフィ
ンタンパク質を生成することを可能にする。
【００１９】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド化合物（本明細書ではオリゴマーともまた呼
ばれる）は、典型的には：（ｉ）モルホリノサブユニットおよび１つのサブユニットのモ
ルホリノ窒素を隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合するリンを含有するサブユニ
ット間連結を含み、（ｉｉ）１０～４０個の間、好ましくは２０～３５個の間のヌクレオ
チド塩基を含有し、（ｉｉｉ）ジストロフィンのプレｍＲＮＡ中の標的配列の少なくとも
１２個の連続する塩基にハイブリダイズしかつエキソンスキッピングを誘導するために有
効な塩基配列を含む。
【００２０】
　特定の実施形態において、本明細書のアンチセンス化合物は、以下の構造（Ｉ）に従っ
て、１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結
合するリンを含有するサブユニット間連結を含んでもよい：
【００２１】
【化１】

ここで：
　Ｙ１は－Ｏ－、－Ｓ－、－ＮＨ－、または－ＣＨ２－であり；
　ＺはＯまたはＳであり；
　Ｐｊは、塩基特異的水素結合によって、ポリヌクレオチド中の塩基に結合するために有
効であるプリンまたはピリミジン塩基対形成部分であり；そして
　Ｘは、フルオロ、任意に置換されたアルキル、任意に置換されたアルコキシ、任意に置
換されたチオアルコキシ、アミノ、任意に置換されたアルキルアミノ、または任意に置換
されたヘテロシクリルである。
【００２２】
　特定の実施形態において、電荷を有さない上記のサブユニット間連結は、生理学的ｐＨ
において正電荷を有する連結が分散されてもよく、ここで、正電荷を有する連結の総数は
、２から連結の総数の半分を超えない数までの間である。例えば、正電荷を有する連結は
、Ｘが任意に置換された１－ピペラジニルである上記の構造を有してもよい。他の実施形
態において、正に荷電した連結は、１－ピペラジニルが、任意に置換されたアルキルグア
ニジニル部分で４位において置換されている、Ｘが置換１－ピペラジニルである上記の構
造を有してもよい。
【００２３】
　投与されたアンチセンス化合物が、プレプロセスされた（ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄ）
ヒトジストロフィンのスプライシング部位を標的とするために有効である場合、これは、
プレプロセスされたメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）ヒトジストロフィン転写物におい
て少なくとも１２個の連続する塩基を含む標的領域に相補的な塩基配列を有してもよい。
例示的なアンチセンス配列はｍ配列番号１～５６９および６１２～６３３によって同定さ
れる配列が含まれる。　
【００２４】
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　特定の実施形態において、本発明のアンチセンス配列は以下の中に含まれる：
　（ａ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン４４のスキップを生じる際に使用するための、配列番号１～２０、好ましくは配列番
号４、８、１１、および１２、ならびにより好ましくは、配列番号１２によって同定され
る配列のいずれか；
　（ｂ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン４５のスキップを生じる際に使用するための、配列番号２１～７６および６１２～６
２４、好ましくは配列番号２７、２９、３４、および３９、ならびにより好ましくは、配
列番号３４によって同定される配列のいずれか；
　（ｃ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン４６のスキップを生じる際に使用するための、配列番号７７～１２５、好ましくは配
列番号２１～５３、ならびにより好ましくは、配列番号８２、８４～８７、９０、９６、
９８、および１０１によって同定される配列のいずれか；
　（ｄ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン４７のスキップを生じる際に使用するための、配列番号１２６～１６９、好ましくは
配列番号１２６～１４９、ならびにより好ましくは、配列番号１２６、１２８～１３０、
１３２、１４４、および１４６～１４９によって同定される配列のいずれか；
　（ｅ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン４８のスキップを生じる際に使用するための、配列番号１７０～２２４および６３４
、好ましくは配列番号１７０～２０１および６３４、ならびにより好ましくは、配列番号
１７６、１７８、１８１～１８３、１９４、および１９８～２０１によって同定される配
列のいずれか；
　（ｆ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン４９のスキップを生じる際に使用するための、配列番号２２５～２６６、好ましくは
配列番号２２５～２４８、ならびにより好ましくは、配列番号２２７、２２９、２３４、
２３６、２３７、および２４４～２４８によって同定される配列のいずれか；
　（ｇ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン５０のスキップを生じる際に使用するための、配列番号２６７～３０８、好ましくは
配列番号２７７、２８７、および２９０、ならびにより好ましくは、配列番号２８７によ
って同定される配列のいずれか；
　（ｈ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン５１のスキップを生じる際に使用するための、配列番号３０９～３７１、好ましくは
配列番号３２４、３２６、および３２７、ならびにより好ましくは、配列番号３２７によ
って同定される配列のいずれか；
　（ｉ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン５２のスキップを生じる際に使用するための、配列番号３７２～４１５、好ましくは
配列番号３７２～３９７、ならびにより好ましくは、配列番号３７９～３８２、３８４、
３９０、および３９２～３９５によって同定される配列のいずれか；
　（ｊ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン５３のスキップを生じる際に使用するための、配列番号４１６～４７５および６２５
～６３３、好ましくは配列番号４２８、４２９、および４３１、ならびにより好ましくは
、配列番号４２９によって同定される配列のいずれか；
　（ｋ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン５４のスキップを生じる際に使用するための、配列番号４７６～５１９、好ましくは
配列番号４７６～４９９、ならびにより好ましくは、配列番号４７９～４８２、４８４、
４８９、および４９１～４９３によって同定される配列のいずれか；
　（ｌ）ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおけるエキ
ソン５５のスキップを生じる際に使用するための、配列番号５２０～５６９および６３５
、好ましくは配列番号５２０～５４６および６３５、ならびにより好ましくは、配列番号
５２４～５２８、５３７、５３９、５４０、５４２、および５４４によって同定される配
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列のいずれか。
【００２５】
　特定の実施形態において、この化合物は、細胞への化合物の取り込みを促進するために
有効なアルギニンリッチポリペプチドに結合体化されてもよい。例示的なペプチドは、本
明細書に記載されるものの中でも、配列番号５７０～５７８によって同定されるものが含
まれる。
【００２６】
　１つの例示的な実施形態において、アルギニンリッチペプチドは、そのＮ末端またはＣ
末端において、アンチセンス化合物の３’末端または５’末端に共有結合される。また、
１つの例示的な実施形態において、アンチセンス化合物は、モルホリノサブユニット、お
よび１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結
合するリンを含有するサブユニット間結合から構成される。
【００２７】
　一般的に、ペプチド－オリゴマー結合体は、選択された哺乳動物組織のために選択的で
あるホーミングペプチドをさらに含んでもよく、すなわち、同じ組織は細胞透過性ペプチ
ドによって標的とされる。この結合体は、細胞透過性ペプチド－ホーミングペプチド－ア
ンチセンスオリゴマーの型であってもよく、または、より好ましくは、ホーミングペプチ
ド－細胞透過性ペプチド－アンチセンスオリゴマーの型であってもよい。例えば、上記の
ようなデュシェンヌ型筋ジストロフィーを治療する際に使用するためのペプチド結合体化
合物は、細胞透過性ペプチドに結合体化された、配列番号５７９として同定される配列を
有するペプチドなどの、筋肉組織のために選択的であるホーミングペプチドをさらに含む
ことができる。この型の例示的な結合体には、本明細書でＣＰ０６０６２－ＭＳＰ－ＰＭ
Ｏ（細胞透過性ペプチド－ホーミングペプチド－アンチセンスオリゴマー）およびＭＳＰ
－ＣＰ０６０６２－ＰＭＯ（ホーミングペプチド－細胞透過性ペプチド－アンチセンスオ
リゴマー）として表されるものが含まれる（配列番号５８０－５８３を参照のこと）。
【００２８】
　ある実施形態において、ペプチドは、リンカー部分を介してオリゴマーに結合体化され
る。特定の実施形態において、リンカー部分は、任意に置換されたピペラジニル部分を含
んでもよい。他の実施形態において、リンカー部分は、βアラニンおよび／または６－ア
ミノヘキサン酸サブユニットをさらに含んでもよい。さらに他の実施形態において、ペプ
チドは、リンカー部分なしでオリゴマーに直接的に結合体化される。
【００２９】
　オリゴマーへのペプチドの結合体化は、ペプチドとオリゴマーの間、またはリンカー部
分とオリゴマーの間で共有結合を形成するために適切である任意の部分においてであって
もよい。例えば、ある実施形態において、ペプチドの結合体化はオリゴマーの３’末端に
おいてであってもよい。他の実施形態において、オリゴマーへのペプチドの結合体化はオ
リゴマーの５’末端においてであってもよい。さらに他の実施形態において、ペプチドは
サブユニット間連結のいずれかを通してオリゴマーに結合体化されてもよい。
【００３０】
　ある実施形態において、ペプチドはオリゴマーの５’末端においてオリゴマーに結合体
化される。リンを含有するサブユニット間連結を含む実施形態において、ペプチドは、末
端連結基のリンへの共有結合を介して、オリゴマーに結合体化されてもよい。この様式で
の結合体化は、上記のリンカー部分を伴っても、または伴わなくてもよい。
【００３１】
　さらに他の実施形態において、ペプチドは、オリゴマーの３’末端においてオリゴマー
に結合体化されてもよい。あるさらなる実施形態において、ペプチドは、オリゴマーの３
’末端モルホリノ基の窒素原子に結合体化されてもよい。この点において、ペプチドは、
直接的に、または上記のリンカー部分を介してのいずれかでオリゴマーに結合体化されて
もよい。
【００３２】
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　ある実施形態において、オリゴマーは、水性媒体中のオリゴマーの溶解度を増強する部
分に結合体化されてもよい。ある実施形態において、水性媒体中のオリゴマーの溶解度を
増強する部分はポリエチレングリコールである。なおさらなる実施形態において、水性媒
体中のオリゴマーの溶解度を増強する部分はトリエチレングリコールである。例えば、あ
る実施形態において、水性媒体中の溶解度を増強する部分は、オリゴマーの５’末端にお
いてオリゴマーに結合体化されてもよい。水性媒体中のオリゴマーの溶解度を増強する部
分のオリゴマーへの結合体化は、直接的または上記のリンカー部分を通してのいずれかで
あってもよい。
【００３３】
　本発明の特定の実施形態は、患者への送達のために適切な型で少なくともアンチセンス
分子を含む、遺伝的障害の予防的または治療的処置において補助するように選択および／
または適合されたアンチセンス分子を提供する。
【００３４】
　本発明の特定の実施形態は、特定のタンパク質をコードする遺伝子中の変異が存在し、
その変異の影響がエキソンスキッピングによって無効にできる遺伝性疾患に罹患している
患者を治療するための方法を提供し、この方法は、（ａ）本明細書に記載される方法に従
ってアンチセンス分子を選択する工程；および（ｂ）そのような治療が必要である患者に
その分子を投与する工程を包含する。本発明はまた、遺伝的疾患の治療のための医薬の製
造のための、本発明の精製かつ単離されたアンチセンスオリゴヌクレオチドの使用もまた
含む。
【００３５】
　特定の実施形態は、デュシェンヌ型筋ジストロフィーによって特徴付けられる状態など
の筋ジストロフィーを治療する方法を提供し、この方法は、治療が必要な患者における特
定の遺伝子の損傷に関連する、本明細書に記載されるような適切に設計されたアンチセン
スオリゴヌクレオチドの有効量を、その患者に投与する工程を包含する。さらに、特定の
実施形態は、デュシェンヌ型筋ジストロフィーを含む筋ジストロフィーを予防するか、ま
たは少なくとも最小化するために患者を予防的に治療するための方法を提供し、この方法
は、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはこれらの生物学的分子の１種以上を含む薬学
的組成物の有効量を患者に投与する工程を包含する。
【００３６】
　特定の実施形態は、１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの
５’環外炭素に結合する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２
０～３５個のモルホリノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化
合物の有効量を被験体に投与する工程を包含する、被験体における筋ジストロフィーを治
療する方法に関し、この化合物は、配列番号１～５６９および６１２～６３５からなる群
より選択される配列を含み、かつジストロフィン遺伝子エキソンにおける相補ｍＲＮＡ配
列とヘテロ二重鎖構造物を形成することが可能であって、上記化合物とｍＲＮＡの間での
ヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃のＴｍを有し、ここで、このエキソンはエキソン
４４～５５からなる群より選択される。
【００３７】
　特定の実施形態において、筋ジストロフィーはデュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭ
Ｄ）である。特定の実施形態において、筋ジストロフィーはベッカー型筋ジストロフィー
（ＢＭＤ）である。
【００３８】
　特定の実施形態において、配列は配列番号１～２０からなる群より選択され、エキソン
はエキソン４４である。特定の実施形態において、配列は配列番号２１～７６および６１
２～６２４からなる群より選択され、エキソンはエキソン４５である。
【００３９】
　特定の実施形態において、配列は配列番号７７～１２５からなる群より選択され、エキ
ソンはエキソン４６である。特定の実施形態において、配列は配列番号１２６～１６９か
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らなる群より選択され、エキソンはエキソン４７である。
【００４０】
　特定の実施形態において、配列は配列番号１７０～２２４および６３４からなる群より
選択され、エキソンはエキソン４８である。特定の実施形態において、配列は配列番号２
２５～２６６からなる群より選択され、エキソンはエキソン４９である。
【００４１】
　特定の実施形態において、配列は配列番号２６７～３０８からなる群より選択され、エ
キソンはエキソン５０である。特定の実施形態において、配列は配列番号３０９～３７１
からなる群より選択され、エキソンはエキソン５１である。
【００４２】
　特定の実施形態において、配列は配列番号３７２～４１５からなる群より選択され、エ
キソンはエキソン５２である。特定の実施形態において、配列は配列番号４１６～４７５
および６２５～６３３からなる群より選択され、エキソンはエキソン５３である。特定の
実施形態において、配列は配列番号４７６～５１９からなる群より選択され、エキソンは
エキソン５４である。特定の実施形態において、配列は配列番号５２０～５６９および６
３５からなる群より選択され、エキソンはエキソン５５である。特定の実施形態において
、配列は配列番号２８７を含むかまたはそれから本質的になる。
【００４３】
　特定の実施形態は、遺伝的疾患を治療するためのキットを提供し、このキットは、適切
な容器にパッケージされた少なくとも１種の本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、
およびその使用のための指示書を含む。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン４４
のスキップを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号１～２０からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフィン遺
伝子エキソン４４における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成することが可能
であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃のＴｍを
有する、組成物。
（項目２）
前記化合物が配列番号８、１１、および１２からなる群より選択される配列を含有する、
項目１に記載の組成物。
（項目３）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目１に記載の組成物。
（項目４）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン４５
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号２１～７６および６１２～６２４からなる群より選択される配列を含み、
かつ該ジストロフィン遺伝子エキソン４５における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造
物を形成することが可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少
なくとも４５℃のＴｍを有する、組成物。
（項目５）
前記化合物が配列番号２７、２９、３４、および３９からなる群より選択される配列を含
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有する、項目４に記載の組成物。
（項目６）
前記化合物が配列番号２９および３４からなる群より選択される配列を含有する、項目５
に記載の組成物。
（項目７）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目４に記載の組成物。
（項目８）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン４６
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号７７～１２５からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフィ
ン遺伝子エキソン４６における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成することが
可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃のＴ
ｍを有する、組成物。
（項目９）
前記化合物が配列番号７７～１０５からなる群より選択される配列を含有する、項目８に
記載の組成物。
（項目１０）
前記化合物が配列番号８２、８４～８７、９０、９６、９８、９９、および１０１からな
る群より選択される配列を含有する、項目９に記載の組成物。
（項目１１）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目８に記載の組成物。
（項目１２）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン４７
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号１２６～１６９からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフ
ィン遺伝子エキソン４７における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成すること
が可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃の
Ｔｍを有する、組成物。
（項目１３）
前記化合物が配列番号１２６～１４９からなる群より選択される配列を含有する、項目１
２に記載の組成物。
（項目１４）
前記化合物が配列番号１２６、１２８～１３０、１３２、１４４、および１４６～１４９
からなる群より選択される配列を含有する、項目１３に記載の組成物。
（項目１５）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目１２に記載の組成物。
（項目１６）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン４８
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
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リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号１７０～２２４、および６３４からなる群より選択される配列を含み、か
つ該ジストロフィン遺伝子エキソン４８における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物
を形成することが可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少な
くとも４５℃のＴｍを有する、組成物。
（項目１７）
前記化合物が配列番号１７０～２０１、および６３４からなる群より選択される配列を含
有する、項目１６に記載の組成物。
（項目１８）
前記化合物が配列番号１７６、１７８、１８１～１８３、１９４、および１９８～２０１
からなる群より選択される配列を含有する、項目１７に記載の組成物。
（項目１９）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目１６に記載の組成物。
（項目２０）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン４９
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号２２５～２６６からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフ
ィン遺伝子エキソン４９における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成すること
が可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃の
Ｔｍを有する、組成物。
（項目２１）
前記化合物が配列番号２２５～２４８からなる群より選択される配列を含有する、項目２
０に記載の組成物。
（項目２２）
前記化合物が配列番号２２７、２２９、２３４、２３６、２３７、および２４４～２４８
からなる群より選択される配列を含有する、項目２１に記載の組成物。
（項目２３）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目２０に記載の組成物。
（項目２４）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン５０
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号２６７～３０８からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフ
ィン遺伝子エキソン５０における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成すること
が可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃の
Ｔｍを有する、組成物。
（項目２５）
前記化合物が配列番号２７７、２８７、２９０、および２９１からなる群より選択される
配列を含有する、項目２４に記載の組成物。
（項目２６）
前記化合物が配列番号２８７からなる配列を含有する、項目２５に記載の組成物。
（項目２７）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
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ンリッチペプチドに結合体化されている、項目２４に記載の組成物。
（項目２８）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン５１
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号３０９～３７１からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフ
ィン遺伝子エキソン５１における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成すること
が可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃の
Ｔｍを有する、組成物。
（項目２９）
前記化合物が配列番号３２４、３２６、および３２７からなる群より選択される配列を含
有する、項目２８に記載の組成物。
（項目３０）
前記化合物が配列番号３２７からなる配列を含有する、項目２９に記載の組成物。
（項目３１）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目２８に記載の組成物。
（項目３２）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン５２
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号３７２～４１５からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフ
ィン遺伝子エキソン５２における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成すること
が可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃の
Ｔｍを有する、組成物。
（項目３３）
前記化合物が配列番号３７２～３９７からなる群より選択される配列を含有する、項目３
２に記載の組成物。
（項目３４）
前記化合物が配列番号３７９～３８２、３８４、３９０、および３９２～３９５からなる
群より選択される配列を含有する、項目３３に記載の組成物。
（項目３５）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目３２に記載の組成物。
（項目３６）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン５３
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号４１６～４７５および６２５～６３３からなる群より選択される配列を含
み、かつ該ジストロフィン遺伝子エキソン５３における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖
構造物を形成することが可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物
が少なくとも４５℃のＴｍを有する、組成物。
（項目３７）
前記化合物が配列番号４２８、４２９、および４３１からなる群より選択される配列を含
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有する、項目３６に記載の組成物。
（項目３８）
前記化合物が配列番号４２９からなる配列を含有する、項目３７に記載の組成物。
（項目３９）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目３６に記載の組成物。
（項目４０）
ヒトジストロフィンのプレプロセスされたｍＲＮＡのプロセシングにおいてエキソン５４
のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号４７６～５１９からなる群より選択される配列を含み、かつ該ジストロフ
ィン遺伝子エキソン５４における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物を形成すること
が可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少なくとも４５℃の
Ｔｍを有する、組成物。
（項目４１）
前記化合物が配列番号４７６～４９９からなる群より選択される配列を含有する、項目４
０に記載の組成物。
（項目４２）
前記化合物が配列番号４７９～４８２、４８４、４８９、および４９１～４９３からなる
群より選択される配列を含有する、項目４１に記載の組成物。
（項目４３）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目４０に記載の組成物。
（項目４４）
ヒトジストロフィン遺伝子のプレプロセスされたｍＲＮＡ転写物のプロセシングにおいて
エキソン５５のスキッピングを生じる際に使用するための組成物であって、該組成物は、
　１つのサブユニットのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合
する、リンを含有するサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホ
リノサブユニットを含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物を含み、該化合
物は、配列番号５２０～５６９、および６３５からなる群より選択される配列を含み、か
つ該ジストロフィン遺伝子エキソン５５における相補ｍＲＮＡ配列とヘテロ二重鎖構造物
を形成することが可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重鎖構造物が少な
くとも４５℃のＴｍを有する、組成物。
（項目４５）
前記化合物が配列番号５２０～５４６、および６３５からなる群より選択される配列を含
有する、項目４４に記載の組成物。
（項目４６）
前記化合物が配列番号５２４～５２８、５３７、５３９、５４０、５４２、および５４４
からなる群より選択される配列を含有する、項目４５に記載の組成物。
（項目４７）
前記化合物が、配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列を有するアルギニ
ンリッチペプチドに結合体化されている、項目４４に記載の組成物。
（項目４８）
被験体における筋ジストロフィーを治療する方法であって、該方法は、１つのサブユニッ
トのモルホリノ窒素を、隣接するサブユニットの５’環外炭素に結合する、リンを含有す
るサブユニット間連結によって連結されている２０～３５個のモルホリノサブユニットを
含有する実質的に電荷を有さないアンチセンス化合物の有効量を該被験体に投与する工程
を包含し、該化合物は、配列番号１～５６９、および６１２～６３５からなる群より選択
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される配列を含み、かつジストロフィン遺伝子エキソンにおける相補ｍＲＮＡ配列とヘテ
ロ二重鎖構造物を形成することが可能であって、該化合物とｍＲＮＡの間でのヘテロ二重
鎖構造物が少なくとも４５℃のＴｍを有し、該エキソンがエキソン４４～５５からなる群
より選択される、方法。
（項目４９）
前記筋ジストロフィーがデュシェンヌ型筋ジストロフィー（ＤＭＤ）である、項目４８に
記載の方法。
（項目５０）
前記筋ジストロフィーがベッカー型筋ジストロフィー（ＢＭＤ）である、項目４８に記載
の方法。
（項目５１）
前記配列が配列番号１～２０からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン４４であ
る、項目４８に記載の方法。
（項目５２）
前記配列が配列番号２１～７６および６１２～６２４からなる群より選択され、前記エキ
ソンがエキソン４５である、項目４８に記載の方法。
（項目５３）
前記配列が配列番号７７～１２５からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン４６
である、項目４８に記載の方法。
（項目５４）
前記配列が配列番号１２６～１６９からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン４
７である、項目４８に記載の方法。
（項目５５）
前記配列が配列番号１７０～２２４および６３４からなる群より選択され、前記エキソン
がエキソン４８である、項目４８に記載の方法。
（項目５６）
前記配列が配列番号２２５～２６６からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン４
９である、項目４８に記載の方法。
（項目５７）
前記配列が配列番号２６７～３０８からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン５
０である、項目４８に記載の方法。
（項目５８）
前記配列が配列番号３０９～３７１からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン５
１である、項目４８に記載の方法。
（項目５９）
前記配列が配列番号３７２～４１５からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン５
２である、項目４８に記載の方法。
（項目６０）
前記配列が配列番号４１６～４７５および６２５～６３３からなる群より選択され、前記
エキソンがエキソン５３である、項目４８に記載の方法。
（項目６１）
前記配列が配列番号４７６～５１９からなる群より選択され、前記エキソンがエキソン５
４である、項目４８に記載の方法。
（項目６２）
前記配列が配列番号５２０～５６９および６３５からなる群より選択され、前記エキソン
がエキソン５５である、項目４８に記載の方法。
（項目６３）
前記配列が配列番号２８７を含む、項目４８に記載の方法。
（項目６４）
前記化合物がアルギニンリッチペプチドに結合体化されている、項目４８に記載の方法。
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（項目６５）
前記アルギニンリッチペプチドが配列番号５７０～５７８からなる群より選択される配列
を含む、項目６４に記載の方法。
【００４４】
　これらのおよび他の目的および特徴は、本発明の以下の詳細な説明が図面と共に読まれ
るときにより完全に理解される。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１Ａ】図１Ａは、ホスホロジアミデート連結を有する例示的なモルホリノオリゴマー
構造を示す。
【図１Ｂ】図１Ｂは、本発明の実施形態に従う、アルギニンリッチペプチドおよびアンチ
センスオリゴマーの結合体を示す。
【図１Ｃ】図１Ｃは、骨格連結が１つ以上の正電荷を有する基を含む、図１Ｂにおけるよ
うな結合体を示す。
【図１Ｄ】図１Ｄ～Ｇは、ＤからＧまで指定された例示的なモルホリノオリゴヌクレオチ
ドの反復サブユニットセグメントを示す。
【図１Ｅ】図１Ｄ～Ｇは、ＤからＧまで指定された例示的なモルホリノオリゴヌクレオチ
ドの反復サブユニットセグメントを示す。
【図１Ｆ】図１Ｄ～Ｇは、ＤからＧまで指定された例示的なモルホリノオリゴヌクレオチ
ドの反復サブユニットセグメントを示す。
【図１Ｇ】図１Ｄ～Ｇは、ＤからＧまで指定された例示的なモルホリノオリゴヌクレオチ
ドの反復サブユニットセグメントを示す。
【図２Ａ】図２Ａは、ヒトジストロフィンエキソン５１のスキップを誘導するように設計
されたアンチセンスオリゴマーエキソン５１の相対的位置および結果を示す。
【図２Ｂ】図２Ｂ～Ｃは、エキソン５１スキップを誘導する際に有効である配列（ＡＶＩ
－５６５８；配列番号５８８およびｈ５１ＡＯＮ１；配列番号５９４）と比較した、エキ
ソン５１スキャンから選択された３つの最良のオリゴマー（配列番号３２４、３２６、お
よび３２７）の、培養したヒト横紋筋肉腫（ＲＤ）細胞およびヒト初代骨格筋細胞中での
相対活性を示す。
【図２Ｃ】図２Ｂ～Ｃは、エキソン５１スキップを誘導する際に有効である配列（ＡＶＩ
－５６５８；配列番号５８８およびｈ５１ＡＯＮ１；配列番号５９４）と比較した、エキ
ソン５１スキャンから選択された３つの最良のオリゴマー（配列番号３２４、３２６、お
よび３２７）の、培養したヒト横紋筋肉腫（ＲＤ）細胞およびヒト初代骨格筋細胞中での
相対活性を示す。
【図２Ｄ】図２Ｄは、特定の配列と比較した、３種の選択したオリゴマーのエキソン５１
の中での相対的位置を示す。
【図３Ａ】図３Ａは、エキソン５０スキップを誘導する他の配列と比較した、ヒトジスト
ロフィンエキソン５０のスキップを誘導するように設計されたアンチセンスオリゴマーエ
キソン５０スキャンの相対的位置および結果を示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、他の配列（配列番号５８４および５８５）と比較した、エキソン５
０スキャンから選択されたアンチセンス配列（配列番号２７７、２８７、２９０、および
２９１）の相対的位置および結果を示す。
【図４Ａ】図４Ａは、ヒトジストロフィンエキソン５３のスキップを誘導するように設計
されたアンチセンスオリゴマーエキソン５３スキャンの相対的位置および結果を示す。
【図４Ｂ】図４Ｂは、エキソン５３スキャンにおいて最も活性であるように選択されたオ
リゴマーに対してエキソンスキッピング活性を比較するために使用された特定の配列の相
対的位置を示す。
【図４Ｃ】図４Ｃ～Ｆは、エキソン５３スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４２２、４２８、４２９、および４３１）を使用した、図４Ｇに
おいて要約される用量－範囲研究の結果を示す。
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【図４Ｄ】図４Ｃ～Ｆは、エキソン５３スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４２２、４２８、４２９、および４３１）を使用した、図４Ｇに
おいて要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図４Ｅ】図４Ｃ～Ｆは、エキソン５３スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４２２、４２８、４２９、および４３１）を使用した、図４Ｇに
おいて要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図４Ｆ】図４Ｃ～Ｆは、エキソン５３スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４２２、４２８、４２９、および４３１）を使用した、図４Ｇに
おいて要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図４Ｇ】図４Ｃ～Ｆは、エキソン５３スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４２２、４２８、４２９、および４３１）を使用した、図４Ｇに
おいて要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図４Ｈ】図４Ｈおよび４Ｉは、ＲＤ細胞とヒト初代骨格筋細胞の両方の中で最も活性な
エキソン５３スキップオリゴマー（配列番号４２９）の活性と比較した、特定の配列（配
列番号６０８～６１１）の相対活性を示す。
【図４Ｉ】図４Ｈおよび４Ｉは、ＲＤ細胞とヒト初代骨格筋細胞の両方の中で最も活性な
エキソン５３スキップオリゴマー（配列番号４２９）の活性と比較した、特定の配列（配
列番号６０８～６１１）の相対活性を示す。
【図５Ａ】図５Ａは、ヒトジストロフィンエキソン４４のスキップを誘導するように設計
されたアンチセンスオリゴマーエキソン４４スキャンの相対的位置および結果を示す。
【図５Ｂ】図５Ｂは、エキソン４４スキャンにおいて最も活性であるように選択されたオ
リゴマーに対してエキソンスキッピング活性を比較するために使用された特定の配列のエ
キソン４４中での相対的位置を示す。
【図５Ｃ】図５Ｃ～Ｇは、エキソン４４スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４、８、１１、１２、および１３）を使用した、図５Ｈにおいて
要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図５Ｄ】図５Ｃ～Ｇは、エキソン４４スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４、８、１１、１２、および１３）を使用した、図５Ｈにおいて
要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図５Ｅ】図５Ｃ～Ｇは、エキソン４４スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４、８、１１、１２、および１３）を使用した、図５Ｈにおいて
要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図５Ｆ】図５Ｃ～Ｇは、エキソン４４スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４、８、１１、１２、および１３）を使用した、図５Ｈにおいて
要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図５Ｇ】図５Ｃ～Ｇは、エキソン４４スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４、８、１１、１２、および１３）を使用した、図５Ｈにおいて
要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図５Ｈ】図５Ｃ～Ｇは、エキソン４４スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号４、８、１１、１２、および１３）を使用した、図５Ｈにおいて
要約される用量－範囲研究の結果を示す。
【図５Ｉ】図５Ｉおよび５Ｊは、ＲＤ細胞とヒト初代骨格筋細胞の両方の中で最も活性な
エキソン５３スキップオリゴマー（配列番号１２）の活性と比較した、特定の配列（配列
番号６００～６０３）の相対活性を示す。
【図５Ｊ】図５Ｉおよび５Ｊは、ＲＤ細胞とヒト初代骨格筋細胞の両方の中で最も活性な
エキソン５３スキップオリゴマー（配列番号１２）の活性と比較した、特定の配列（配列
番号６００～６０３）の相対活性を示す。
【図６Ａ】図６Ａは、ヒトジストロフィンエキソン４５のスキップを誘導するように設計
されたアンチセンスオリゴマーエキソン４５スキャンの相対的位置および結果を示す。
【図６Ｂ】図６Ｂは、エキソン４５スキャンにおいて最も活性であるように選択されたオ



(18) JP 6429285 B2 2018.11.28

10

20

30

40

50

リゴマーに対してエキソンスキッピング活性を比較するために使用された特定の配列のエ
キソン４５中での相対的位置を示す。
【図６Ｃ】図６Ｃ～Ｆは、エキソン４５スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号２７、２９、３４、および３９）を使用した、図６Ｈにおいて要
約される用量－範囲研究の結果を示す。図６Ｇは、陰性対照として比較的不活性なオリゴ
マー（配列番号４９）を使用する。
【図６Ｄ】図６Ｃ～Ｆは、エキソン４５スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号２７、２９、３４、および３９）を使用した、図６Ｈにおいて要
約される用量－範囲研究の結果を示す。図６Ｇは、陰性対照として比較的不活性なオリゴ
マー（配列番号４９）を使用する。
【図６Ｅ】図６Ｃ～Ｆは、エキソン４５スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号２７、２９、３４、および３９）を使用した、図６Ｈにおいて要
約される用量－範囲研究の結果を示す。図６Ｇは、陰性対照として比較的不活性なオリゴ
マー（配列番号４９）を使用する。
【図６Ｆ】図６Ｃ～Ｆは、エキソン４５スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号２７、２９、３４、および３９）を使用した、図６Ｈにおいて要
約される用量－範囲研究の結果を示す。図６Ｇは、陰性対照として比較的不活性なオリゴ
マー（配列番号４９）を使用する。
【図６Ｇ】図６Ｃ～Ｆは、エキソン４５スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号２７、２９、３４、および３９）を使用した、図６Ｈにおいて要
約される用量－範囲研究の結果を示す。図６Ｇは、陰性対照として比較的不活性なオリゴ
マー（配列番号４９）を使用する。
【図６Ｈ】図６Ｃ～Ｆは、エキソン４５スキャンにおいて最も有効であるとして選択され
たオリゴマー（配列番号２７、２９、３４、および３９）を使用した、図６Ｈにおいて要
約される用量－範囲研究の結果を示す。図６Ｇは、陰性対照として比較的不活性なオリゴ
マー（配列番号４９）を使用する。
【図６Ｉ】図６Ｉおよび６Ｊは、ＲＤ細胞とヒト初代骨格筋細胞の両方の中で最も活性な
エキソン５３スキップオリゴマー（配列番号３４）の活性と比較した、特定の配列（配列
番号６０４～６０７）の相対活性を示す。
【図６Ｊ】図６Ｉおよび６Ｊは、ＲＤ細胞とヒト初代骨格筋細胞の両方の中で最も活性な
エキソン５３スキップオリゴマー（配列番号３４）の活性と比較した、特定の配列（配列
番号６０４～６０７）の相対活性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
　本発明の実施形態は、一般的に、ジストロフィン遺伝子におけるエキソンスキッピング
を誘導するように具体的に設計されている、アンチセンス化合物の改善およびその使用方
法に関する。ジストロフィンは、筋肉の機能において致命的な役割を果たしており、種々
の筋肉関連疾患がこの遺伝子の変異型によって特徴付けられている。従って、特定の実施
形態において、本明細書に記載されるアンチセンス化合物の改善は、デュシェンヌ型筋ジ
ストロフィー（ＤＭＤ）およびベッカー型筋ジストロフィー（ＢＭＤ）において見い出さ
れる変異ジストロフィン遺伝子などの変異型のヒトジストロフィン遺伝子においてエキソ
ンスキッピングを誘導する。
【００４７】
　変異によって引き起こされる異常なｍＲＮＡスプライシング事象に起因して、これらの
変異型ヒトジストロフィン遺伝子は、欠損ジストロフィンタンパク質を発現するか、また
は測定可能なジストロフィンを全く発現しないかのいずれかであり、これは、種々の型の
筋ジストロフィーに導く状態である。この状態を治療するために、本発明のアンチセンス
化合物は、典型的には、変異型ヒトジストロフィン遺伝子のプレプロセスされたＲＮＡの
選択された領域にハイブリダイズし、さもなくば異常にスプライシングされるジストロフ
ィンｍＲＮＡにおいてエキソンスキッピングおよびディファレンシャルスプライシングを
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誘導し、それによって、筋肉細胞が機能的なジストロフィンタンパク質をコードするｍＲ
ＮＡ転写物を産生することを可能にする。特定の実施形態において、得られるジストロフ
ィンタンパク質は、必ずしも「野生型」のジストロフィンではないが、むしろ短縮型であ
り、なお機能的または半機能的な型のジストロフィンである。
【００４８】
　筋肉細胞における機能的ジストロフィンタンパク質のレベルを増加させることによって
、これらおよび関連する実施形態は、異常なｍＲＮＡスプライシングに起因する欠損ジス
トロフィンタンパク質の発現によって特徴付けられる筋ジストロフィー、とりわけ、ＤＭ
ＤおよびＢＭＤなどの筋ジストロフィーの型の予防および治療において有用であり得る。
本明細書に記載される特定のオリゴマーは、使用の際に他のオリゴマーを超えた、ジスト
ロフィン－エキソン－特異的標的化の改善をさらに提供し、それによって、関連する型の
筋ジストロフィーを治療する代替方法を超えた、顕著かつ実用的な利点を提供する。
【００４９】
　他に定義されない限り、本明細書で使用されるすべての技術的および科学的用語は、本
発明が属する技術分野の当業者によって共通して理解されるものと同じ意味を有する。本
明細書に記載されるものと同様のまたは等価な任意の方法および材料が、本発明の実施ま
たは試験において使用できるが、好ましい方法および材料が記載されている。本発明の目
的のために、次の用語が以下で定義される。
【００５０】
　定義
　冠詞「１つの（「ａ」および「ａｎ」）」は冠詞の文法的な目的の１つまたは１つより
多く（すなわち、少なくとも１つ）をいうために本明細書で使用される。例として、「１
つのエレメント」は、１つのエレメントまたは１つより多くのエレメントを意味する。
【００５１】
　「約」は、言及される量（ｑｕａｎｔｉｔｙ）、レベル、値、数、頻度、パーセンテー
ジ、寸法、サイズ、量（ａｍｏｕｎｔ）、重量、または長さに対して、３０、２５、２０
、２５、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１％まで多く変化する、量（ｑ
ｕａｎｔｉｔｙ）、レベル、値、数、頻度、パーセンテージ、寸法、サイズ、量（ａｍｏ
ｕｎｔ）、重量、または長さを意味する。
【００５２】
　「コード配列」は、遺伝子のポリペプチド産物のコードに寄与する任意の核酸配列を意
味する。対照的に、「非コード配列」という用語は、遺伝子のポリペプチド産物のコード
に寄与しない任意の核酸配列をいう。
【００５３】
　本明細書を通して、文脈が反対を必要としない限り、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」、
「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」および「含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という言
葉は、言及される工程もしくは構成要素、または工程もしくは構成要素の群を含むことを
意味するが、任意の他の工程もしくは構成要素、または工程もしくは構成要素の群を排除
しないと理解される。
【００５４】
　「からなる」は、「からなる」の語句の前に来るものは何でも含み、これに限定される
ことが意味される。従って、「からなる」という語句は、列挙された構成要素が必要とさ
れるかまたは必須であること、および他の構成要素が存在しなくてもよいことを示す。「
から本質的になる」は、この語句の前に列挙される任意の構成要素を含むことが意味され
、列挙される構成要素のために本開示において特定される活性または作用を妨害しないか
、またはそれに寄与しない他の構成要素に限定される。従って、「から本質的になる」と
いう語句は、列挙された構成要素が必要とされるかまたは必須であることを示すが、他の
構成要素は任意であり、これらが列挙された構成要素の活性または作用に物質的に影響を
与えるか否かに依存して、存在してもよいか、または存在しなくてもよい。
【００５５】
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　「相補」および「相補性」という用語は、塩基対形成規則によって関連付けられるポリ
ヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチドの配列）をいう。例えば、「Ａ－Ｇ－Ｔ」という
配列は、「Ｔ－Ｃ－Ａ」という配列に相補的である。相補性は、「部分的」であってもよ
く、この場合、核酸塩基のいくつかのみが塩基対形成規則に従って一致する。または、核
酸間の「完全な」または「全体の」相補性が存在してもよい。核酸鎖間の相補性の程度は
、核酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率および強さに対する有意な効果を有する。完
全な相補性がしばしば所望されるが、ある実施形態は、標的ＲＮＡに関して、１つ以上、
しかし、好ましくは、６、５、４、３、２、または１個のミスマッチを含むことができる
。オリゴマー中の任意の位置におけるバリエーションが含まれる。特定の実施形態におい
て、オリゴマーの末端近くの配列のバリエーションは、一般的に、内部におけるバリエー
ションが好ましく、そして存在する場合、典型的には、５’および／または３’末端の約
６、５、４、３、２、または１個のヌクレオチドの中である。
【００５６】
　「細胞透過性ペプチド」または「ＣＰＰ」という用語は交換可能に使用され、カチオン
性細胞透過性ペプチドをいい、輸送ペプチド、キャリアペプチド、またはペプチド伝達ド
メインとも呼ばれる。本明細書に示されるようなこれらのペプチドは、その間のすべての
整数を含む、所定の細胞培養集団の細胞の３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８
０％、９０％、または１００％の中の細胞透過を誘導する可能性を有し、全身投与の際に
、インビボで複数の組織の中で高分子移行を可能にする。
【００５７】
　「アンチセンスオリゴマー」または「アンチセンス化合物」という用語は交換可能に使
用され、環状サブユニットの配列をいい、各々が塩基対形成部分を有し、Ｗａｔｓｏｎ－
Ｃｒｉｃｋ塩基対形成によって核酸（典型的にはＲＮＡ）中の標的配列に、塩基対形成部
分がハイブリダイズすることを可能にするサブユニット間連結によって連結され、標的配
列中で、核酸：オリゴマーヘテロ二重鎖を形成する。環状サブユニットは、リボースまた
は別のペントース糖、または、好ましい実施形態において、モルホリノ基に基づく（以下
のモルホリノオリゴマーの説明を参照のこと）。
【００５８】
　このようなアンチセンスオリゴマーは、ｍＲＮＡの翻訳をブロックもしくは阻害するよ
うに、または天然のプレｍＲＮＡスプライシングプロセシングを阻害するように設計でき
、これがハイブリダイズする標的配列を「指向する」かまたはそれを「標的とする」と言
われてもよい。特定の実施形態において、標的配列は、ｍＲＮＡのＡＵＧ開始コドン、プ
レプロセスされたｍＲＮＡの３’もしくは５’スプライシング部位、または分岐点を含む
領域を含む。標的配列は、エキソン内であってもよく、またイントロン内であってもよい
。スプライシング部位のための標的配列は、プレプロセスされたｍＲＮＡにおける通常の
スプライシングアクセプター接合部の下流のその５’末端の１～約２５塩基対を有するｍ
ＲＮＡ配列を含んでもよい。スプライシングのための好ましい標的配列は、スプライシン
グ部位を含むプレプロセスされたｍＲＮＡの任意の領域であり、エキソンコード配列中に
完全に含まれるか、またはスプライシングアクセプターもしくはドナー部位にまたがる。
オリゴマーは、より一般的には、タンパク質、ウイルス、または細菌などの生物学的に関
連する標的を「標的とする」と言われ、このとき、これは、上記の様式で標的の核酸に対
して標的化される。配列番号１～５６９および６１２～６３５の１つ以上を含み、これら
から本質的になり、またはこれらからなるアンチセンスオリゴマーが含まれる。これらの
アンチセンスオリゴマーの改変体もまた含まれ、これらの改変体には、配列番号１～５６
９および６１２～６３５のいずれか１つに対して、８０％、８５％、９０％、９５％、９
７％、９８％、もしくは９９％（その間のすべての整数を含む）の配列同一性もしくは配
列相同性を有する改変体オリゴマー、および／または約１、２、３、４、５、６、７、８
、９、もしくは１０個のヌクレオチドがこれらの配列とは異なっている改変体、好ましく
は、１つ以上の選択されたヒトジストロフィンエキソンのエキソンスキッピングを誘導す
る改変体が含まれる。配列番号５８４～６１１および６３４～６３５の任意の１つ以上（
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ｏｎ　ｏｒ　ｍｏｒｅ）のオリゴマーもまた含まれ、これは、本明細書に記載されるよう
に、適切な数の電荷を有する連結、例えば、１０個の電荷を有さない連結毎に約４～５個
などの、２～５個の電荷を有さない連結毎に約１個までを含み、および／またはこれもま
た本明細書に記載されるように、これに結合されたＡｒｇリッチペプチドを含む。
【００５９】
　「モルホリノオリゴマー」または「ＰＭＯ」（ホスホルアミデート－またはホスホロジ
アミデートモルホリノオリゴマー）とは、モルホリノサブユニット構造から構成されるオ
リゴヌクレオチドアナログをいい、ここでは、（ｉ）構造は、１～３原子長、好ましくは
、２原子長、および好ましくは、電荷を有さないかまたはカチオン性であり、隣接するサ
ブユニットの５’環外炭素に１サブユニットのモルホリノ窒素を結合する、リンを含有す
る連結によって一緒に連結されており、そして（ｉｉ）各モルホリノ環は、塩基特異的水
素結合によって、ポリヌクレオチド中の塩基に結合するために有効であるプリンまたはピ
リミジン塩基対形成部分を有する。例えば、好ましいホスホロジアミデート連結型を示す
、図１Ａにおける構造を参照のこと。バリエーションは、これらが結合または活性に干渉
しない限り、この連結に対して作製できる。例えば、リンに結合された酸素は硫黄で置換
されてもよい（チオホスホロジアミデート）。５’酸素は、アミノまたは低級アルキル置
換アミノで置換されてもよい。リンに結合したペンダント窒素は、（任意に置換された）
低級アルキルで、非置換、一置換、または二置換であってもよい。以下のカチオン性連結
の議論もまた参照のこと。モルホリノオリゴマーの合成、構造、および結合特性は、米国
特許第５，６９８，６８５号、同第５，２１７，８６６号、同第５，１４２，０４７号、
同第５，０３４，５０６号、同第５，１６６，３１５号、同第５，５２１，０６３号、お
よび同第５，５０６，３３７号、ならびにＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ０７／１１４３５号
（カチオン性連結）において詳述され、これらのすべては参照により本明細書に援用され
る。
【００６０】
　プリンまたはピリミジン塩基対形成部分には、典型的には、例えば、以下の塩基もまた
含まれる：アデニン、シトシン、グアニン、ウラシル、チミン、またはイノシンである。
ピリジン－４－オン、ピリジン－２－オン、フェニル、プソイドウラシル、２，４，６－
トリメ１１５トキシベンゼン、３－メチルウラシル、ジヒドロウリジン、ナフチル、アミ
ノフェニル、５－アルキルシチジン（例えば、５－メチルシチジン）、５－アルキルウリ
ジン（例えば、リボチミジン）、５－ハロウリジン（例えば、５－ブロモウリジン）、ま
たは６－アザピリミジンもしくは６－アルキルピリミジン（例えば、６－メチルウリジン
）、プロピン、クエソシン、２－チオウリジン、４－チオウリジン、ワイブトシン、ワイ
ブトキソシン、４－アセチルチジン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウリジン、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
チルウリジン、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン、１－メチルアデノシン、１－メチルイ
ノシン、２，２－ジメチルグアノシン、３－メチルシチジン、２－メチルアデノシン、２
－メチルグアノシン、Ｎ６－メチルアデノシン、７－メチルグアノシン、５－メトキシア
ミノメチル－２－チオウリジン、５－メチルアミノメチルウリジン、５－メチルカルボニ
ルメチルウリジン（５－ｍｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｎｙｈｎｅｔｈｙｌｕｒｉｄｉｎｅ）、
５－メチルオキシウリジン、５－メチル－２－チオウリジン、２－メチルチオ－Ｎ６－イ
ソペンテニルアデノシン、β－Ｄ－マンノシルクエオシン、ウリジン－５－オキシ酢酸、
２－チオシチジン、スレオニン誘導体およびその他（Ｂｕｒｇｉｎら、１９９６，Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３５，１４０９０；Ｕｈｌｍａｎ　＆　Ｐｅｙｍａｎ，前出）。こ
の点に関して、「修飾塩基」は、上記に例証したようなアデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）
、シトシン（Ｃ）、チミン（Ｔ）、およびウラシル（Ｕ）以外のヌクレオチド塩基を意味
し；このような塩基は、アンチセンス分子中の任意の位置において使用できる。当業者は
、オリゴマーの使用に依存して、ＴおよびＵが交換可能であることを理解している。例え
ば、よりＲＮＡ様である２’－Ｏ－メチルアンチセンスオリゴヌクレオチドなどの他のア
ンチセンスケミストリーを用いて、Ｔ塩基はＵとして示されてもよい（例えば、配列番号
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の表を参照のこと）。
【００６１】
　「アミノ酸サブユニット」または「アミノ酸残基」とは、αアミノ酸残基（例えば、－
ＣＯ－ＣＨＲ－ＮＨ－）またはβ－もしくは他のアミノ酸残基（例えば、－ＣＯ－（ＣＨ

２）ｎＣＨＲ－ＮＨ－）をいうことができ、ここで、Ｒは側鎖であり（これは水素を含ん
でもよい）、ｎは１～６であり、好ましくは、１～４である。
【００６２】
　「天然に存在するアミノ酸」とは、天然に見い出されるタンパク質中に存在するアミノ
酸、例えば、タンパク質生合成の間に利用される２０種の（Ｌ）アミノ酸、ならびに４－
ヒドロキシプロリン、ヒドロキシリジン、デスモシン、イソデスモシン、ホモシステイン
、シトルリン、およびオルニチンなどのその他のアミノ酸をいう。「非天然アミノ酸」と
いう用語は、天然に見い出されるタンパク質中に存在しないアミノ酸をいい、例には、ベ
ータアラニン（β－Ａｌａ；またはＢ）、６－アミノヘキサン酸（Ａｈｘ）、および６－
アミノペンタン酸が含まれる。「非天然アミノ酸」のさらなる例には、非限定的に、（Ｄ
）－アミノ酸、ノルロイシン、ノルバリン、ｐ－フルオロフェニルアラニン、エチオニン
などが含まれ、これらは、当業者には公知である。
【００６３】
　「有効量」または「治療有効量」とは、単回用量として、または一連の用量の一部とし
てのいずれかで、哺乳動物被験体に投与された、アンチセンスオリゴマーなどの治療化合
物の量をいい、これは、被験体における所望の生理学的応答または治療効果を生じるため
に有効である。所望の生理学的応答の１つの例には、アンチセンスオリゴマーまたは対照
オリゴマーがない場合と比較して、主として、欠損ジストロフィンタンパク質を含むか、
またはジストロフィンを含まない筋肉組織または細胞中での、比較的機能的なまたは生物
学的に活性型のジストロフィンタンパク質の発現の増加が含まれる。所望の治療効果の例
には、非限定的に、とりわけ、筋ジストロフィーの徴候または病理の改善、筋ジストロフ
ィーの徴候または病理の進行の減少、および筋ジストロフィーの徴候または病理の発症の
遅延が含まれる。このような徴候の例には、疲労、精神遅滞、筋衰弱、運動技能の困難（
例えば、走行、片足跳び、跳躍）、頻繁な落下、および歩行困難が含まれる。筋ジストロ
フィーの病理は、例えば、筋繊維の損傷および膜漏出によって特徴付けることができる。
アンチセンスオリゴマーについては、この効果は、典型的には、例えば、エキソンスキッ
ピングを誘導するために、選択された標的配列（例えば、ジストロフィン）のスプライシ
ングプロセスを変化させることによって、典型的にはもたらされる。
【００６４】
　「エキソン」とは、タンパク質をコードする核酸の規定されたセクション、またはプレ
プロセスされた（もしくは前駆体）ＲＮＡのいずれかの部分がスプライシングによって除
去された後で、成熟型のＲＮＡ分子の中で表される核酸配列をいう。成熟ＲＮＡ分子は、
メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）または非コードＲＮＡの機能型、例えば、ｒＲＮＡも
しくはｔＲＮＡであり得る。ヒトジストロフィン遺伝子は約７５エキソンを有する。
【００６５】
　「イントロン」とは、（遺伝子中の）タンパク質に翻訳されない核酸領域をいう。イン
トロンは、前駆体ｍＲＮＡ（プレｍＲＮＡ）に転写される非コードセクションであり、続
いて、成熟ＲＮＡの形成の間、スプライシングによって除去される。
【００６６】
　「エキソンスキッピング」とは、全体のエキソンまたはその一部が所定のプレプロセス
されたＲＮＡから取り除かれ、それによって、タンパク質に翻訳される成熟ｍＲＮＡなど
の成熟ＲＮＡ中に存在することから除外されるプロセスを一般的にいう。従って、さもな
くばスキップされたエキソンによってコードされるタンパク質の部分は、発現型のタンパ
ク質中には存在せず、典型的には、変化した、しかしなお機能的である、タンパク質の型
を作製する。特定の実施形態において、スキップされるエキソンは、ヒトジストロフィン
遺伝子からの異常なエキソンであり、これは、さもなくば異常なスプライシングを引き起
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こす、その配列中に変異または他の変化を含む可能性がある。特定の実施形態において、
スキップされるエキソンは、ジストロフィン遺伝子のエキソン１～７５の任意の１つ以上
であるが、ヒトジストロフィン遺伝子のエキソン４４、４５、４６、４７、４８、４９、
５０、５１、５２、５３、５４、および／または５５の任意の１つ以上が好ましい。
【００６７】
　「ジストロフィン」は、棒状の細胞質タンパク質であり、このタンパク質複合体の必要
不可欠な部分が、筋繊維の細胞骨格を、細胞膜を通して周囲の細胞外マトリックスに接続
する。ジストロフィンは複数の機能ドメインを含む。例えば、ジストロフィンは、約アミ
ノ酸１４～２４０にアクチン結合ドメイン、および約アミノ酸２５３～３０４０に中心棒
状ドメインを含む。この大きな中心ドメインは、約１０９アミノ酸の２４スペクトリン様
三重らせんエレメントによって形成され、これは、αアクチニンおよびスペクトリンとの
相同性を有する。反復は、典型的には、４つのプロリンリッチ非反復セグメントによって
中断され、これはまたヒンジ領域とも呼ばれる。反復１５および１６は、ジストロフィン
のタンパク質分解性切断のための主要な部位を提供するらしい１８アミノ酸のストレッチ
によって分離されている。多くの反復間での配列同一性は１０～２５％の範囲である。１
つの反復は、３つのαヘリックス：１、２、および３を含む。αヘリックス１および３は
、各々が７個のヘリックスターンによって形成され、これはおそらく、疎水性界面を通し
てコイルドコイルとして相互作用する。αヘリックス２は、グリシンまたはプロリン残基
によって分離される４個または３個のヘリックスターンのセグメントによって形成される
。各反復は２つのエキソンによってコードされ、典型的には、αヘリックス２の最初の部
分におけるアミノ酸４７と４８の間のイントロンによって中断される。他のイントロンは
、この反復中の異なる位置において見い出され、通常はヘリックス３にわたって分散され
る。ジストロフィンはまた、約アミノ酸３０８０～３３６０においてシステインリッチド
メインを含み、これは、システインリッチセグメント（すなわち、２８０アミノ酸中の１
５システイン）を含み、これは粘菌（Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕ
ｍ）αアクチニンのＣ末端ドメインとの相同性を示す。カルボキシ末端ドメインは、アミ
ノ酸約３３６１～３６８５にある。
【００６８】
　ジストロフィンのアミノ末端はＦアクチンに結合し、カルボキシ末端は筋細胞膜におい
てジストロフィン関連タンパク質複合体（ＤＡＰＣ）に結合する。ＤＡＰＣはジストログ
リカン、サルコグリカン、インテグリン、およびカベオリンを含み、これらの成分のいず
れかにおける変異は、常染色体遺伝性筋ジストロフィーを引き起こす。ＤＡＰＣは、ジス
トロフィンが存在しない場合に不安定になり、このことは、メンバーのタンパク質の減少
レベルを生じ、そして次には、進行性の繊維損傷および膜の漏出に導く。デュシェンヌ型
筋ジストロフィー（ＤＭＤ）およびベッカー型筋ジストロフィー（ＢＭＤ）などの種々の
型の筋ジストロフィーにおいて、筋肉細胞は、不正確なスプライシングに導く遺伝子配列
の変異に主として起因して、変化しかつ機能的に欠損した型のジストロフィンを産生する
か、またはジストロフィンを全く産生しない。欠損型のジストロフィンタンパク質の優勢
な発現、またはジストロフィンもしくはジストロフィン様タンパク質の完全な欠如は、上
記のように、筋肉変性の急速な進行に導く。この点に関して、「欠損型」ジストロフィン
タンパク質は、当該分野において公知であるように、ＤＭＤもしくはＢＭＤを有する特定
の被験体において産生されるジストロフィンの型によって、または検出可能なジストロフ
ィンの非存在によって特徴付けられるかもしれない。
【００６９】
　表Ａは、種々のジストロフィンドメイン、これらのドメインを包含するアミノ酸残基、
およびこれらをコードするエキソンの実例を提供する。
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【００７０】
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【表Ａ－２】

【００７１】
　本明細書で使用される場合、「機能」および「機能的」という用語および同様の用語は
、生物学的、酵素的、または治療的機能をいう。
【００７２】
　「機能的」ジストロフィンタンパク質とは、典型的には、ＤＭＤまたはＢＭＤを有する
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被験体に存在する変化したまたは「欠損」型のジストロフィンタンパク質と比較して、他
の点では筋ジストロフィーに特徴的である筋肉組織の進行性の分解を減少するために十分
な生物学的活性を有するジストロフィンタンパク質を一般的にいう。特定の実施形態にお
いて、機能的ジストロフィンタンパク質は、当該分野における日常的な技術に従って測定
されるような、野生型ジストロフィンのインビトロまたはインビボの生物学的活性の約１
０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１０
０％（間のすべての整数を含む）を有してもよい。１つの例として、インビトロでの筋肉
培養におけるジストロフィン関連活性は、筋管サイズ、筋原線維組織（組織崩壊）、収縮
能、およびアセチルコリン受容体の自発的クラスター化に従って測定できる（例えば、Ｂ
ｒｏｗｎら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ．１１２：２０９－２１
６，１９９９を参照のこと）。動物モデルもまた、疾患の病原を研究するための価値ある
資源であり、ジストロフィン関連活性を試験するための手段を提供する。ＤＭＤ研究のた
めに最も広範に使用されている動物モデルのうちの２つは、ｍｄｘマウスおよびゴールデ
ンレトリーバ筋ジストロフィー（ＧＲＭＤ）ドッグであり、これらの両方がジストロフィ
ンネガティブである（例えば、ＣｏｌｌｉｎｓおよびＭｏｒｇａｎ，Ｉｎｔ　Ｊ　Ｅｘｐ
　Ｐａｔｈｏｌ　８４：１６５－１７２，２００３を参照のこと）。これらおよび他の動
物モデルは、種々のジストロフィンタンパク質の機能的活性を測定するために使用できる
。本発明の特定のエキソンスキッピングアンチセンス化合物によって産生される型などの
短縮型のジストロフィンが含まれる。
【００７３】
　「遺伝子」は、染色体上の特定の遺伝子座を占める遺伝の単位を意味し、転写および／
もしくは翻訳の調節配列、ならびに／またはコード領域および／もしくは非翻訳配列（す
なわち、イントロン、５’および３’非翻訳配列）からなる。
【００７４】
　「単離された」は、そのネイティブな状態において通常付随する成分を実質的にまたは
本質的に含まない物質を意味する。例えば、「単離されたポリヌクレオチド」は、本明細
書で使用される場合、その天然に存在する状態でそれに隣接する配列から精製されまたは
取り出されているポリヌクレオチド、例えば、ＤＮＡフラグメントに通常隣接する配列か
ら取り出されたＤＮＡフラグメントをいってもよい。
【００７５】
　「増強する」もしくは「増強すること」または「増加する」もしくは「増加すること」
または「刺激する」もしくは「刺激すること」とは、アンチセンス化合物がない場合、ま
たは対照化合物のいずれかによって引き起こされる応答と比較して、細胞または被験体に
おいて、より高い生理学的応答（すなわち、下流効果）を、生じるかまたは引き起こす、
１種以上のアンチセンス化合物または組成物の能力を一般的にいう。測定可能な生理学的
応答には、機能型のジストロフィンタンパク質の発現の増加、または筋肉組織におけるジ
ストロフィン関連の生物学的活性の増加、とりわけ、当該分野における理解および本明細
書の記載から明らかである応答が含まれてもよい。約１％、２％、３％、４％、５％、６
％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１
７％、１８％、１９％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５
５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または１０
０％の筋肉機能の増加または改善を含む、筋肉機能の増加もまた測定できる。約１％、２
％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１
４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２５％、３０％、３５％、４
０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％、９５％、または１００％の筋繊維におけるジストロフィン発現の増加を含む、機能
的ジストロフィンを発現する筋繊維のパーセンテージもまた測定できる。例えば、約４０
％の筋肉機能の改善は、繊維の２５～３０％がジストロフィンを発現する場合に起こり得
ることが示されてきた（例えば、ＤｅｌｌｏＲｕｓｓｏら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａ
ｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９：１２９７９－１２９８４、２００２を参照のこと）。「増加
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した」または「増強された」量は、典型的には、「統計学的に有意な」量であり、アンチ
センス化合物がない場合（薬剤の非存在）または対照化合物によって産生される量の１．
１、１．２、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０倍
またはそれ以上（例えば、５００、１０００倍）（間および１より大きいすべての整数お
よび小数点を含む、例えば、１．５、１．６、１．７、１．８など）である増加を含んで
もよい。
【００７６】
　「減少する」または「阻害する」という用語は、一般的に、診断分野における日常的な
技術に従って測定されるような、本明細書に記載される疾患または状態の徴候などの、関
連する生理学的または細胞の応答を「低減する」、本発明の１種以上のアンチセンス化合
物の能力に関連し得る。関連する生理学的または細胞の応答（インビボまたはインビトロ
）は当業者には明白であり、筋ジストロフィーの徴候もしくは病理の減少、または欠損型
のジストロフィン、例えば、ＤＭＤまたはＢＭＤを有する個体において発現される変化し
た型のジストロフィンの発現の減少を含んでもよい。応答の「減少」は、アンチセンス化
合物がない場合、または対照組成物によって産生される応答と比較して、統計学的に有意
であってもよく、１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１
１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２
５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７
５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または１００％の減少を含んでもよく、これに
は間のすべての整数が含まれる。
【００７７】
　「相同性」とは、同一であるかまたは保存性置換を構成するアミノ酸のパーセンテージ
の数をいう。相同性は、ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒａｕｘら、１９８４，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２，３８７－３９５）などの配列比較プログラムを使用し
て決定されてもよい。このようにして、本明細書に引用されるものと類似のまたは実質的
に異なる長さの配列が、整列へのギャップの挿入によって比較でき、このようなギャップ
は、例えば、ＧＡＰによって使用される比較アルゴリズムによって決定される。
【００７８】
　「配列同一性」または、例えば、「に５０％同一である配列」を含むことの列挙は、本
明細書で使用される場合、比較のウィンドウにわたって、ヌクレオチド対ヌクレオチドベ
ースか、またはアミノ酸対アミノ酸ベースで、配列が同一である程度をいう。従って、「
配列同一性のパーセンテージ」は、比較のウィンドウにわたって、２つの最適に整列され
た配列を比較することにより計算されてもよく、同一の核酸塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ、
Ｇ、Ｉ）または同一のアミノ酸残基（例えば、Ａｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ
、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ
、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｃｙｓ、およびＭｅｔ）が両方の配列中に存在し、一致する
位置の数を生じる位置の数を決定すること、比較のウィンドウにおける位置の総数（すな
わち、ウインドウサイズ）によって一致した位置の数を除算すること、および結果に１０
０を乗算して配列同一性のパーセンテージを生じることによって計算されてもよい。
【００７９】
　２つ以上のポリヌクレオチドまたはポリペプチドの間の配列の関連性を説明するために
使用される用語には、「参照配列」「比較ウィンドウ」「配列同一性」「配列同一性のパ
ーセンテージ」および「実質的同一性」が含まれる。「参照配列」は、ヌクレオチドおよ
びアミノ酸残基の長さの、両端を含む、少なくとも８または１０個であるが、頻繁には１
５～１８個、しばしば少なくとも２５個のモノマー単位である。２つのポリヌクレオチド
は、各々が（１）２つのポリヌクレオチド間で類似している配列（すなわち、完全なポリ
ヌクレオチド配列の一部のみ）、および（２）２つのポリヌクレオチド間で不一致の配列
を含んでもよく、２つ（またはそれ以上）のポリヌクレオチドの間の配列比較が、典型的
には、「比較ウィンドウ」にわたって２つのポリヌクレオチドの配列を比較することによ
って実施されて、配列類似性の局所的領域を同定および比較する。「比較ウィンドウ」と
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は、少なくとも６個、通常は約５０～約１００個、より通常には約１００～約１５０個の
連続する位置の概念的なセグメントをいい、ここでは、２つの配列が最適に整列された後
で、１つの配列が同じ数の連続する位置の参照配列と比較される。比較ウィンドウは、２
つの配列の最適な整列のために、参照配列（これは付加または欠失を含まない）と比較し
た場合に、約２０％以下の付加または欠失（すなわち、ギャップ）を含んでもよい。比較
ウィンドウを整列させるための配列の最適な整列は、コンピュータ化されたアルゴリズム
の手段（ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋ
ａｇｅ　Ｒｅｌｅａｓｅ　７．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，
５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ　Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡにおけるＧＡＰ、
ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）によって、または検査および選択さ
れた種々の方法のいずれかによって生成された最良の整列（すなわち、比較ウィンドウに
わたって最高の相同性パーセンテージを生じる）によって実施されてもよい。参照はまた
、例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９７，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３
８９によって開示されるような、ＢＬＡＳＴファミリーのプログラムに対してなされても
よい。配列分析の詳細な議論は、Ａｕｓｕｂｅｌら、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎ
ｓ　Ｉｎｃ，１９９４－１９９８，Ｃｈａｐｔｅｒ　１５のＵｎｉｔ　１９．３において
見い出すことができる。
【００８０】
　個体（例えば、ヒトなどの哺乳動物）または細胞の「治療」または「治療すること」は
、個体または細胞の天然の経過を変化させる試みにおいて使用される任意の型の介入を含
んでもよい。治療には、薬学的組成物の投与が含まれるがこれに限定されず、予防的に、
または病理的な事象の開始もしくは病因との接触に引き続いてのいずれかで実施されても
よい。治療は、特定の型の筋ジストロフィーにおけるような、ジストロフィンタンパク質
と関連する疾患または状態の徴候または病理に対する任意の望ましい効果を含んでもよく
、そして、例えば、治療される疾患または状態の１つ以上の測定可能なマーカーにおける
最小限の変化または改善を含んでもよい。「予防的」処置もまた含まれ、これは、治療さ
れる疾患または状態の進行の速度を減少すること、その疾患または状態の発症を遅延させ
ること、またはその発症の重篤度を減少することを指向できる。「治療」または「予防」
は、疾患もしくは状態、またはそれに関連する徴候の完全な根絶、治癒、または妨害を必
ずしも示すものではない。
【００８１】
　従って、その必要がある患者に、任意に、薬学的製剤または剤形の一部として、本発明
の１種以上のアンチセンスオリゴマー（例えば、配列番号１～５６９および６１２～６３
５、およびその改変体）を投与することによって、ＤＭＤおよびＢＭＤなどの筋ジストロ
フィーを治療する方法が含まれる。１種以上のアンチセンスオリゴマーを投与することに
よって被験体においてエキソンスキッピングを誘導する方法もまた含まれ、ここでは、エ
キソンは、ジストロフィン遺伝子からのエキソン４４、４５、４６、４７、４８、４９、
５０、５１、５２、５３、５４、および／または５５の１つであり、好ましくはヒトジス
トロフィン遺伝子である。「被験体」には、本明細書で使用される場合、本発明のアンチ
センス化合物で治療できる、徴候を示しているかまたは徴候を示すリスクがある任意の動
物、例えば、ＤＭＤもしくはＢＭＤ、またはこれらの状態に関連する徴候のいずれか（例
えば、筋繊維の損失）を有するかまたは有するリスクがある被験体が含まれる。適切な被
験体（患者）には、実験用動物（マウス、ラット、ウサギ、またはモルモットなど）、家
畜、および家庭内の動物またはペット（ネコまたはイヌなど）が含まれる。非ヒト霊長類
および、好ましくは、ヒト患者が含まれる。
【００８２】
　本発明のオリゴマー性、ジストロフィン標的化配列を発現可能であるベクター送達系、
例えば、本明細書に記載されるような、配列番号１～５６９および６１２～６３５、また
はその改変体の任意の１つ以上を含むポリヌクレオチド配列を発現するベクターもまた含
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まれる。「ベクター」または「核酸構築物」は、例えば、プラスミド、バクテリオファー
ジ、酵母、またはウイルスに由来し、ポリヌクレオチドがそこに挿入またはクローニング
できるポリヌクレオチド分子、好ましくはＤＮＡ分子を意味する。ベクターは、好ましく
は、１つ以上の独特な制限部位を含み、標的細胞もしくは組織または前駆細胞もしくはそ
の組織を含む規定された宿主細胞中での自律的複製が可能であり得、あるいはクローニン
グされた配列が再生可能であるように、規定された宿主細胞のゲノムと統合可能であり得
る。従って、ベクターは、自律的に複製可能なベクター、すなわち、染色体外の実体とし
て存在するベクターであり得、その複製は、染色体の複製とは独立しており、例えば、線
状または閉環状プラスミド、染色体外エレメント、ミニ染色体、または人工染色体である
。ベクターは自己複製を確実にするための任意の手段を含むことができる。または、ベク
ターは、宿主細胞に導入されるときに、ゲノムに組み込まれ、それが組み込まれた染色体
と一緒に複製されるものであり得る。
【００８３】
　ベクターまたは核酸構築物系は、単一のベクターまたはプラスミド、２つ以上のベクタ
ーまたはプラスミドを含むことができ、これらは、一緒に、宿主細胞のゲノムに導入され
る全ＤＮＡ、またはトランスポゾンを含む。ベクターの選択は、典型的には、ベクターが
導入される宿主細胞とのベクターの適合可能性に依存する。今の場合においては、ベクタ
ーまたは核酸構築物は、好ましくは、筋肉細胞などの哺乳動物細胞中で作動可能に機能的
であるものである。ベクターはまた、抗生物質もしくは薬物耐性遺伝子、またはレポータ
ー遺伝子（すなわち、グリーン蛍光タンパク質、ルシフェラーゼ）などの選択マーカーも
含むことができ、これらは、適切な形質転換体またはトランスフェクト体の選択または同
定のために使用できる。例示的な送達系には、ウイルスベクター系（すなわち、ウイルス
媒介性形質導入）を含んでもよく、これには、当該分野に公知であるものの中でも、レト
ロウイルス（例えば、レンチウイルス）ベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴
ウイルスベクター、およびヘルペスウイルスベクターが含まれるがこれらに限定されない
。
【００８４】
　「作動可能に連結される」という用語は、本明細書で使用される場合、プロモーターの
調節的制御下にオリゴマーをコードする配列を配置し、次いで、オリゴマーの転写を制御
することを意味する。
【００８５】
　野生型遺伝子または遺伝子産物は、集団中で最も頻繁に観察され、従って、任意にその
遺伝子の「正常」または「野生型」の型と称される。
【００８６】
　「アルキル」または「アルキレン」は、両方とも、１～１８個の炭素を含む飽和の直鎖
または分枝鎖の炭化水素基をいう。例には、非限定的に、メチル、エチル、プロピル、イ
ソ－プロピル、ブチル、イソ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ－ペンチル、およびｎ－ヘ
キシルが含まれる。「低級アルキル」という用語は、本明細書で規定されるようなアルキ
ル基をいい、１～８個の間の炭素を含む。
【００８７】
　「アルケニル」とは、２～１８個の炭素を含有し、少なくとも１つの炭素から炭素の間
の二重結合を含む、不飽和の直鎖または分枝鎖の炭化水素基をいう。例には、非限定的に
、エテニル、プロペニル、イソ－プロペニル、ブテニル、イソ－ブテニル、ｔｅｒｔ－ブ
テニル、ｎ－ペンテニル、およびｎ－ヘキセニルが含まれる。「低級アルケニル」という
用語は、本明細書で規定されるようなアルケニル基をいい、２～８個の間の炭素を含む。
【００８８】
　「アルキニル」とは、２～１８個の炭素を含有し、少なくとも１つの炭素から炭素の間
の三重結合を含む、不飽和の直鎖または分枝鎖の炭化水素基をいう。例には、非限定的に
、エチニル、プロピニル、イソ－プロピニル、ブチニル、イソ－ブチニル、ｔｅｒｔ－ブ
チニル、ペンチニル、およびヘキシニルが含まれる。「低級アルキニル」という用語は、
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本明細書で規定されるようなアルキニル基をいい、２～８個の間の炭素を含む。
【００８９】
　「シクロアルキル」とは、モノ－またはポリ－環状アルキル基をいう。例には、非限定
的に、シクロブチル、シクロペンチル（ｃｙｃｏｐｅｎｔｙｌ）、シクロヘキシル、シク
ロヘプチル、およびシクロオクチルが含まれる。
【００９０】
　「アリール」とは、１つ以上の閉環を有する５～１８個の炭素を含む環状芳香族炭化水
素部分をいう。例には、非限定的に、フェニル、ベンジル、ナフチル、アントラセニル、
フェナントラセニル、およびビフェニルが含まれる。
【００９１】
　「アラルキル」とは、化学式ＲａＲｂの基をいい、ここで、Ｒａが上記に規定されるよ
うなアルキレン鎖であり、Ｒｂが上記に規定されるような１つ以上のアリール基であり、
例えば、ベンジル、ジフェニルメチルなどである。
【００９２】
　「チオアルコキシ」とは、化学式－ＳＲｃの基をいい、ここで、Ｒｃは、上記に規定さ
れるようなアルキル基である。「低級チオアルコキシ」という用語は、本明細書に規定さ
れるような、１～８個の間の炭素を含むアルコキシ基をいう。
【００９３】
　「アルコキシ」とは、化学式－ＯＲｄａの基をいい、ここで、Ｒｄは本明細書に規定さ
れるようなアルキル基である。「低級アルキル」という用語は、本明細書に規定されるよ
うな、１～８個の間の炭素を含むアルコキシ基をいう。アルコキシ基の例には、非限定的
に、メトキシおよびエトキシが含まれる。
【００９４】
　「アルコキシアルキル」とは、アルコキシ基で置換されたアルキル基をいう。
【００９５】
　「カルボニル」とは、－Ｃ（＝Ｏ）－基をいう。
【００９６】
　「グアニジニル」とは、Ｈ２Ｎ（Ｃ＝ＮＨ２）－ＮＨ－基をいう。
【００９７】
　「アミジニル」とは、Ｈ２Ｎ（Ｃ＝ＮＨ２）ＣＨ－基をいう。
【００９８】
　「アミノ」とは、－ＮＨ２基をいう。
【００９９】
　「アルキルアミノ」とは、化学式－ＮＨＲｄまたは－ＮＲｄＲｄの基をいい、ここで、
各Ｒｄは、独立して、本明細書に規定されるようなアルキル基である。「低級アルキルア
ミノ」という用語は、本明細書に記載されるような、１～８個の間の炭素を含むアルキル
アミノ基をいう。
【０１００】
　「複素環」とは、５～７員単環式、または７～１０員二環式の、飽和、不飽和、または
芳香族のいずれかであり、かつ窒素、酸素、および硫黄から独立して選択される１～４個
のヘテロ原子を含む複素環を意味し、ここで、窒素および硫黄ヘテロ原子は任意に酸化さ
れてもよく、そして窒素ヘテロ原子は、任意に四級化されてもよく、上記のヘテロ環のい
ずれかがベンゼン環に縮合されている二環式環を含む。複素環は任意のヘテロ原子または
炭素原子を介して結合されてもよい。複素環には以下に定義されるようなヘテロアリール
が含まれる。従って、以下に列挙されるヘテロアリールに加えて、複素環には、モルホリ
ニル、ピロリジノニル、ピロリジニル、ピペリジニル（ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｙｌ）、ピペ
リジニル（ｐｉｐｅｒｉｚｙｎｙｌ）、ヒダントイニル、バレロラクタミル、オキシラニ
ル、オキセタニル、テトラヒドロフラニル、テトラヒドロピラニル、テトラヒドロピリジ
ニル、テトラヒドロチオフェニル、テトラヒドロチオピラニル、テトラヒドロピリミジニ
ル、テトラヒドロチオピラニルなどもまた含まれる。
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【０１０１】
　「ヘテロアリール」とは、５～１０員であり、窒素、酸素、および硫黄から選択される
少なくとも１つのヘテロ原子を有し、かつ少なくとも１つの炭素原子を含有し、単環系と
二環系の両方を含む、芳香族複素環を意味する。代表的なヘテロアリールは、ピリジル、
フリル、ベンゾフラニル、チオフェニル、ベンゾチオフェニル、キノリニル、ピロリル、
インドリル、オキサゾリル、ベンズオキサゾリル、イミダゾリル、ベンズイミダゾリル、
チアゾリル、ベンゾチアゾリル、イソキサゾリル、ピラゾリル、イソチアゾリル、ピリダ
ジニル、ピリミジニル、ピラジニル、トリアジニル、シノリニル、フタラジニル、および
キナゾリニルである。
【０１０２】
　「任意に置換されたアルキル」、「任意に置換されたアルケニル」、「任意に置換され
たアルコキシ」、「任意に置換されたチオアルコキシ」、「任意に置換されたアルキルア
ミノ」、「任意に置換された低級アルキル」、「任意に置換された低級アルケニル」、「
任意に置換された低級アルコキシ」、「任意に置換された低級チオアルコキシ」、「任意
に置換された低級アルキルアミノ」、および「任意に置換されたヘテロシクリル」とは、
置換されたときに、少なくとも１つの水素原子が置換基に置き換えられていることを意味
する。オキソ置換基（＝Ｏ）の場合においては、２つの水素原子が置き換えられる。この
点に関して、置換基には、重水素、任意に置換されたアルキル、任意に置換されたアルケ
ニル、任意に置換されたアルキニル、任意に置換されたアリール、任意に置換された複素
環、任意に置換されたシクロアルキル、オキソ、ハロゲン、－ＣＮ、－ＯＲｘ、ＮＲｘＲ
ｙ、ＮＲｘＣ（＝Ｏ）Ｒｙ、ＮＲｘＳＯ２Ｒｙ、－ＮＲｘＣ（＝Ｏ）ＮＲｘＲｙ、Ｃ（＝
Ｏ）Ｒｘ、Ｃ（＝Ｏ）ＯＲｘ、Ｃ（＝Ｏ）ＮＲｘＲｙ、－ＳＯｍＲｘ、および－ＳＯｍＮ
ＲｘＲｙが含まれ、ここで、ｍは０、１、または２であり、ＲｘおよびＲｙは同じかまた
は異なり、独立して、水素、任意に置換されたアルキル、任意に置換されたアルケニル、
任意に置換されたアルキニル、任意に置換されたアリール、任意に置換された複素環、任
意に置換されたシクロアルキル、または任意に置換されたシクロアルキルであり、上記の
任意に置換されたアルキル、任意に置換されたアルケニル、任意に置換されたアルキニル
、任意に置換されたアリール、任意に置換された複素環、任意に置換されたシクロアルキ
ル、および任意に置換されたシクロアルキル置換基の各々は、オキソ、ハロゲン、－ＣＮ
、－ＯＲｘ、ＮＲｘＲｙ、ＮＲｘＣ（＝Ｏ）Ｒｙ、ＮＲｘＳＯ２Ｒｙ、－ＮＲｘＣ（＝Ｏ
）ＮＲｘＲｙ、Ｃ（＝Ｏ）Ｒｘ、Ｃ（＝Ｏ）ＯＲｘ、Ｃ（＝Ｏ）ＮＲｘＲｙ、－ＳＯｍＲ
ｘ、および－ＳＯｍＮＲｘＲｙの１つ以上でさらに置換されてもよい。
【０１０３】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドの構築
　リンを含有する骨格連結を有するモルホリノオリゴヌクレオチドの例は図１Ａ～１Ｃに
図示されている。とりわけ好ましいものは、図１Ｃに示されるような、ホスホロジアミデ
ート連結モルホリノオリゴヌクレオチドであり、これは、本発明の１つの局面に従うと、
その骨格連結の好ましくは１０％～５０％で正に荷電した基を含むように修飾されている
。アンチセンスオリゴヌクレオチドを含む、電荷を有さない骨格連結を有するモルホリノ
オリゴヌクレオチドおよびそれらの調製は、例えば、ＳｕｍｍｅｒｔｏｎおよびＷｅｌｌ
ｅｒ　１９９７において、ならびに共有に係る米国特許第５，６９８，６８５号、同第５
，２１７，８６６号、同第５，１４２，０４７号、同第５，０３４，５０６号、同第５，
１６６，３１５号、同第５，１８５，４４４号、同第５，５２１，０６３号、および同第
５，５０６，３３７号において詳述され、これらのすべては参照により本発明に明確に援
用される。
【０１０４】
　モルホリノベースのサブユニットの重要な特性には以下が含まれる：１）安定な、電荷
を有さない、または正電荷を有する骨格連結による、オリゴマー型で連結される能力；２
）形成されたポリマーが、比較的短いオリゴヌクレオチド（例えば、１０～１５塩基）に
おいて約４５℃より高いＴｍで、標的ＲＮＡを含む相補塩基標的核酸とハイブリダイズで
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きるように、ヌクレオチド塩基（例えば、アデニン、シトシン、グアニン、チミジン、ウ
ラシル、およびイノシン）を支持する能力；３）オリゴヌクレオチドが哺乳動物細胞に能
動的または受動的に輸送される能力；ならびに４）アンチセンスオリゴヌクレオチド：Ｒ
ＮＡヘテロ二重鎖が、ＲＮＡｓｅおよびＲＮａｓｅＨ分解にそれぞれ抵抗する能力。
【０１０５】
　特許請求された対象のアンチセンスオリゴヌクレオチドについての例示的な骨格構造に
は、各々が電荷を有さないかまたは正電荷を有する、リンを含有するサブユニット連結に
よって連結されている、図１Ｄ～Ｇに示されるモルホリノサブユニット型が含まれる。図
１Ｄは、５個の原子の反復単位の骨格を形成する、リンを含有する連結を示し、ここで、
モルホリノ環は、１原子ホスホアミド連結によって連結されている。図１Ｅは、６原子反
復単位骨格を生じる連結を示す。この構造において、５’モルホリノ炭素をリン基に連結
する原子Ｙは硫黄、窒素、炭素、または好ましくは、酸素であってもよい。リンからのＸ
部分ペンダントは、フッ素、アルキルもしくは置換アルキル、アルコキシもしくは置換ア
ルコキシ、チオアルコキシもしくは置換チオアルコキシ、または非置換、一置換、もしく
は二置換窒素であってもよく、モルホリンまたはピペリジンなどの環状構造を含む。アル
キル、アルコキシ、およびチオアルコキシには、好ましくは、１～６個の炭素原子が含ま
れる。Ｚ部分は硫黄または酸素であり、好ましくは酸素である。
【０１０６】
　図１Ｆおよび１Ｇに示される連結は、７原子単位長骨格と称する。構造１Ｆにおいて、
Ｘ部分は構造１Ｅと同様であり、Ｙ部分はメチレン、硫黄、または好ましくは酸素であっ
てもよい。構造１Ｇにおいて、ＸおよびＹ部分は構造１Ｅと同様である。特に好ましいモ
ルホリノオリゴヌクレオチドには、図１Ｅに示される型のモルホリノサブユニット構造か
ら構成されるものが含まれ、ここで、Ｘ＝ＮＨ２、Ｎ（ＣＨ３）２、任意に置換された１
－ピペラジニル、または他の電荷を有する基、Ｙ＝Ｏ、およびＺ＝Ｏである。
【０１０７】
　上述のように、電荷を有さないかまたは実質的に電荷を有さないオリゴヌクレオチドは
、本発明の態様に従って、例えば、２～５個の電荷を有さない連結あたり約１個までの電
荷を有する連結、例えば、１０個の電荷を有さない連結毎あたり約４～５個の連結を含む
ように修飾されてもよい。アンチセンス活性の最適な改善は、骨格連結の約２５％がカチ
オン性である場合に見られ得、これには約２０％～約３０％が含まれる。約３５％、４０
％、４５％、５０％、５５％、６０％（間のすべての整数を含む）またはそれ以上の骨格
連結がカチオン性であるオリゴマーもまた含まれる。増強はまた、小さな数、例えば、５
％または１０～２０％のカチオン性連結でもまた見られる。
【０１０８】
　オリゴヌクレオチドアナログにおける実質的に電荷を有さないリンを含有する骨格は、
典型的には、サブユニット連結の大部分、例えば、その連結の５０％～１００％、典型的
には少なくとも６０％～１００％または７５％または８０％が、生理学的ｐＨにおいて電
荷を有さず、単一のリン原子を含むものである。
【０１０９】
　本発明を支持して実施されるさらなる実験は、加えられたカチオン性骨格の電荷に伴っ
て見られる増強が、ある場合において、例えば、１０個の最も中心の連結において局在化
されたこれらの荷電した連結の少なくとも７０％を有する、８個のカチオン性骨格連結を
有する２０マーオリゴヌクレオチドにおいて、アンチセンスオリゴヌクレオチドの「中心
領域」骨格連結に密接した正味の電荷を分配することによってさらに増強され得ることを
示す。
【０１１０】
　アンチセンス化合物は、段階的固相合成によって、電荷を有さない連結およびカチオン
性骨格連結の混合物を有するオリゴヌクレオチドの合成に関して、上記および下記に引用
される参考文献に詳述される方法を利用して調製できる。ある場合において、アンチセン
ス化合物にさらなる化学的部分を加えること、例えば、薬物動態を増強すること、または
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化合物の捕捉もしくは検出を容易にすることが所望されてもよい。このような部分は、標
準的な合成方法に従って、典型的には、オリゴマーの末端に共有結合されてもよい。例え
ば、ポリエチレングリコール部分または他の親水性ポリマー、例えば、１０～１００個の
モノマーサブユニットを有するものの付加が、溶解度を増強するために有用であり得る。
１つ以上の電荷を有する基、例えば、有機酸などのアニオン性荷電基は、細胞の取り込み
を増強し得る。フロオレセインまたは放射性基などのレポーター部分が、検出の目的のた
めに結合されてもよい。または、オリゴマーに結合されたレポーター標識は、標識された
抗体またはストレプトアビジンを結合可能な、抗原またはビオチンなどのリガンドであっ
てもよい。アンチセンス化合物の結合または修飾のための部分を選択する際に、望ましく
ない副作用を伴わずに、生体適合性であるかまたは被験体によって耐えられる可能性が高
い、化学化合物の基を選択することが当然一般的に望ましい。
【０１１１】
　上述のように、アンチセンス化合物は、上記の型の電荷を有さない連結が分散している
選択された数のカチオン性連結を含むように構築できる。電荷を有さないものおよびカチ
オン性の両方のサブユニット間連結は、好ましくは、リンを含有する連結であり、構造（
ＩＩ）：
【０１１２】
【化２】

を含み、
ここで：
　Ｗは－Ｓ－または－Ｏ－、好ましくは、－Ｏ－であり、
　Ｘ＝－ＮＲ１Ｒ２または－ＯＲ６、
　Ｙ＝－Ｏ－または－ＮＲ７、および
　オリゴマー中の各上記連結は以下から選択され：
　（ａ）電荷を有さない連結（ａ）、ここで、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ６、およびＲ７の各々は、
水素および低級アルキルから独立して選択され；
　（ｂ１）カチオン性連結（ｂ１）、ここで、Ｘ＝－ＮＲ１Ｒ２でありかつＹ＝－Ｏ－で
あり、－ＮＲ１Ｒ２は任意に置換されたピペラジニル部分を表し、その結果、Ｒ１Ｒ２＝
－ＣＨＲＣＨＲＮ（Ｒ３）（Ｒ４）ＣＨＲＣＨＲ－であり、ここで：
　各Ｒは独立してＨまたは－ＣＨ３であり、
　Ｒ４はＨ、－ＣＨ３、または電子対であり；および
　Ｒ３は、Ｈ、任意に置換された低級アルキル、－Ｃ（＝ＮＨ）ＮＨ２、－Ｚ－Ｌ－ＮＨ
Ｃ（＝ＮＨ）ＮＨ２、および［－Ｃ（＝Ｏ）ＣＨＲ’ＮＨ］ｍＨであり、ここで、Ｚは－
Ｃ（＝Ｏ）－または直接結合であり、Ｌは、１８原子長まで、好ましくは１２原子長まで
、およびより好ましくは８原子長までの任意のリンカーであり、任意に置換されたアルキ
ル、任意に置換されたアルコキシ、任意に置換されたアルキルアミノから選択される結合
を有し、Ｒ’は天然に存在するアミノ酸またはその１個もしくは２個の炭素ホモログの側
鎖であり、ｍは１～６であり、好ましくは１～４であり；
　（ｂ２）カチオン性連結（ｂ２）、ここで、Ｘ＝－ＮＲ１Ｒ２およびＹ＝－Ｏ－、Ｒ１

＝Ｈまたは－ＣＨ３、およびＲ２＝ＬＮＲ３Ｒ４Ｒ５であり、ここで、Ｌ、Ｒ３、および
Ｒ４は上記に定義された通りであり、Ｒ５は、Ｈ、任意に置換された低級アルキル、また
は任意に置換された低級（アルコキシ）アルキルであり；ならびに
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　（ｂ３）カチオン性連結（ｂ３）、ここで、Ｙ＝－ＮＲ７およびＸ＝－ＯＲ６、および
Ｒ７＝－ＬＮＲ３Ｒ４Ｒ５であり、ここで、Ｌ、Ｒ３、Ｒ４、およびＲ５は上記に定義さ
れた通りであり、Ｒ６は、Ｈまたは任意に置換された低級アルキルであり；ならびに
　少なくとも１つの上記連結はカチオン性連結（ｂ１）、（ｂ２）、および（ｂ３）から
選択される。
【０１１３】
　好ましくは、このオリゴマーは、（ａ）型（すなわち、電荷を有さない連結）の少なく
とも２つの連続する連結を含む。さらなる実施形態において、オリゴマー中の少なくとも
５％の連結がカチオン性連結（すなわち、（ｂ１）型、（ｂ２）型、または（ｂ３）型）
である；例えば、１０％～６０％、好ましくは、２０～５０％の連結がカチオン性連結で
ある。
【０１１４】
　１つの実施形態において、少なくとも１つの連結は（ｂ１）型であり、ここで、好まし
くは、各ＲはＨであり、Ｒ４は、Ｈ、－ＣＨ３、または電子対であり、Ｒ３は、Ｈ、任意
に置換された低級アルキル、－Ｃ（＝ＮＨ）ＮＨ２、および－Ｃ（＝Ｏ）－Ｌ－ＮＨＣ（
＝ＮＨ）ＮＨ２である。Ｒ３の後者の２つの実施形態は、ピペラジン環、またはリンカー
基Ｌへのペンダントのいずれかに、それぞれ直接的に結合されるグアニジノ部分を提供す
る。合成の容易さのために、Ｒ３における変数Ｚは、好ましくは、示されるように－Ｃ（
＝Ｏ）－である。
【０１１５】
　リンカー基Ｌは、上述のように、任意に置換されたアルキル、任意に置換されたアルコ
キシ、および任意に置換されたアルキルアミノから選択されるその骨格中の結合を含み、
ここで、Ｌにおける末端原子（例えば、カルボニルまたは窒素に隣接するもの）は炭素原
子である。分枝連結が可能であるが、リンカーは、好ましくは、非分枝である。１つの実
施形態において、リンカーは直鎖状アルキルリンカーである。このようなリンカーは構造
－（ＣＨ２）ｎ－を有してもよく、ここで、ｎは１～１２、好ましくは２～８、より好ま
しくは２～６である。
【０１１６】
　モルホリノサブユニットは以下の構造（ＩＩＩ）を有し：
【０１１７】
【化３】

ここで、Ｐｉは塩基対形成部分であり、上記に示された連結は（ＩＩＩ）の窒素原子を隣
接するサブユニットの５’炭素に接続する。塩基対形成部分Ｐｉは、同じかまたは異なっ
ていてもよく、一般的には、標的核酸に結合する配列を提供するように設計される。
【０１１８】
　モルホリノサブユニット（ＩＩＩ）を連結するための上記の連結型（ｂ１）、（ｂ２）
、および（ｂ３）の実施形態の使用は、以下のように図式的に例証されてもよい：
【０１１９】
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【化４】

　好ましくは、オリゴマー中のすべてのカチオン性連結は同じ型である；すなわち、すべ
て（ｂ１）型、すべて（ｂ２）型、またはすべて（ｂ３）型である。
【０１２０】
　さらなる実施形態において、カチオン性連結は、以下に示される連結（ｂ１’）および
（ｂ１’’）から選択され、ここで、（ｂ１’）は本明細書では「Ｐｉｐ」連結と呼ばれ
、（ｂ１’’）は本明細書では「ＧｕＸ」連結と呼ばれる。
【０１２１】
【化５】

　上記の構造において、ＷはＳまたはＯであり、そして好ましくはＯであり；Ｒ１および
Ｒ２の各々は、独立して、水素および任意に置換された低級アルキルから選択され、そし
て好ましくはメチルであり；ならびにＡは、（ｂ１’）および（ｂ１’’）中の１つ以上
の炭素原子上の水素または非干渉置換基（すなわち、その意図される標的にオリゴマーが
結合する能力に有害な影響を与えない置換基）を表す。好ましくは、ピペラジン環中の環
炭素は置換されていない；しかし、ピペラジン環の環炭素は、メチルまたはフッ素などの
非干渉置換基を含んでもよい。好ましくは、最大で１個または２個の炭素原子がそのよう
に置換されている。
【０１２２】
　さらなる実施形態において、少なくとも１０％の連結が（ｂ１’）型または（ｂ１’’
）型であり；例えば、１０％～６０％、好ましくは２０％～５０％の連結が（ｂ１’）型
または（ｂ１’’）型であってもよい。
【０１２３】
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　他の実施形態において、オリゴマーは、上記の（ｂ１’）型の連結を含まない。または
、オリゴマーは、（ｂ１）型の連結を含まず、ここで、各ＲはＨであり、Ｒ３はＨまたは
－ＣＨ３であり、そしてＲ４はＨ、－ＣＨ３、または電子対である。
【０１２４】
　モルホリノサブユニットは、以下にさらに記載されるように、非リンベースのサブユニ
ット間連結によってもまた連結されてもよく、ここで、少なくとも１つの連結が、上記の
ようなペンダントカチオン性基で修飾される。
【０１２５】
　非修飾状態では電荷を有さないが、ペンダントアミン置換基を有することもできる、他
のオリゴヌクレオチドアナログ連結が使用できる。例えば、モルホリノ環上の５’窒素原
子は、スルファミド連結またはウレア連結中で利用でき（ここで、リンは炭素または硫黄
でそれぞれ置き換えられる）、上記の構造（ｂ３）中の５’窒素原子に類似の様式で修飾
される。
【０１２６】
　任意の数のカチオン性連結を有するオリゴマーが提供され、これには、完全にカチオン
性連結されたオリゴマーが含まれる。しかし、好ましくは、オリゴマーは、例えば、１０
％～８０％、部分的に電荷を有する。好ましい実施形態において、約１０～６０％、およ
び好ましくは２０％～５０％の連結がカチオン性である。
【０１２７】
　１つの実施形態において、カチオン性連結は、骨格に沿って分散している。部分的に電
荷を有するオリゴマーは、好ましくは、少なくとも２つの連続する電荷を有さない連結を
含み；すなわち、オリゴマーは、その全体の長さに沿って、厳密に互い違いのパターンを
有するわけではない。
【０１２８】
　カチオン性連結のブロックおよび電荷を有さない連結のブロックを有するオリゴマーも
また考慮され；例えば、電荷を有さない連結の中心ブロックは、カチオン性連結のブロッ
クによって隣接されてもよく、その逆もあり得る。１つの実施形態において、オリゴマー
は、およそ等しい長さの５’、３’および中心領域を有し、中心領域におけるカチオン性
連結のパーセンテージは、約５０％より大きく、好ましくは約７０％より大きい。
【０１２９】
　アンチセンス適用における使用のためのオリゴマーは、一般的には、約１０～約４０サ
ブユニットの長さの範囲であり、より好ましくは約１０～３０サブユニット、典型的には
１５～２５塩基、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０
、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、
３４、３５、３６、３７、３８、３９、または４０塩基を有するものが含まれる。特定の
実施形態において、アンチセンス化合物のための有用な長さである１９～２０サブユニッ
トを有する本発明のオリゴマーは、理想的には、２～１０個、例えば、４個～８個のカチ
オン性連結、および残りの電荷を有さない連結を有してもよい。１４～１５サブユニット
を有するオリゴマーは、理想的には、２～７個、例えば、３～５個のカチオン性連結、お
よび残りの電荷を有さない連結を有してもよい。
【０１３０】
　各モルホリノ環構造は、治療される細胞または被験体において、選択されたアンチセン
ス標的にハイブリダイズするように典型的に設計されている、塩基対形成部分の配列を形
成するように、塩基対形成部分を支持する。塩基対形成部分は、ネイティブＤＮＡまたは
ＲＮＡにおいて見い出されるプリンもしくはピリミジン（例えば、Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ、また
はＵ）、またはヒポキサンチン（ヌクレオシドイノシンの塩基成分）もしくは５－メチル
シトシンなどのアナログであってもよい。
【０１３１】
　ペプチドトランスポーター
　本発明のアンチセンス化合物は、細胞への化合物の輸送を増強するために有効なアルギ
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ニンリッチペプチド輸送部分に結合体化されたオリゴヌクレオチド部分を含んでもよい。
輸送部分は、好ましくは、例えば、図１Ｂおよび１Ｃに示されるように、オリゴマーの末
端に結合されている。このペプチド輸送部分は、好ましくは、Ｘ’サブユニット、Ｙ’サ
ブユニット、およびＺ’サブユニットから選択される６～１６個のサブユニットを含み、
ここで：
　（ａ）各Ｘ’サブユニットは、独立して、リジン、アルギニン、またはアルギニンアナ
ログを表し、上記アナログは、構造Ｒ１Ｎ＝Ｃ（ＮＨ２）Ｒ２の側鎖を含むカチオン性α
アミノ酸であり、ここで、Ｒ１はＨまたはＲであり；Ｒ２は、Ｒ、－ＮＨ２、－ＮＨＲ、
または－ＮＲ２であり、ここで、Ｒは任意に置換された低級アルキルまたは任意に置換さ
れた低級アルケニルであり；Ｒ１およびＲ２は一緒に結合されて環を形成してもよく；そ
して側鎖はＲ１またはＲ２を介して上記アミノ酸に連結され；
　（ｂ）各Ｙ’サブユニットは、独立して、中性アミノ酸－Ｃ（＝Ｏ）－（ＣＨＲ）ｎ－
ＮＨ－を表し、ここで、ｎは２～７であり、各Ｒは独立して、Ｈまたはメチルであり；な
らびに
　（ｃ）各Ｚ’サブユニットは、独立して、中性アラルキル側鎖を有するαアミノ酸を表
し；
ここで、ペプチドは、（Ｘ’Ｙ’Ｘ’）ｐ、（Ｘ’Ｙ’）ｍ、および／または（Ｘ’Ｚ’
Ｚ’）ｐの少なくとも１つによって表される配列を含み、ここで、ｐは２～５であり、ｍ
は２～８である。特定の実施形態は、（Ｘ’Ｙ’Ｘ’）ｐ、（Ｘ’Ｙ’）ｍ、および／ま
たは（Ｘ’Ｚ’Ｚ’）ｐから独立して選択される種々の組み合わせを含み、これには、例
えば、配列（Ｘ’Ｙ’Ｘ’）（Ｘ’Ｚ’Ｚ’）（Ｘ’Ｙ’Ｘ’）（Ｘ’Ｚ’Ｚ’）（配列
番号６３７）を有するペプチドが含まれる。
【０１３２】
　選択された実施形態において、各Ｘ’について、側鎖部分は、アミノ酸サブユニットア
ルギニン（Ａｒｇ）におけるのと同様に、グアニジルである。特定の実施形態において、
各Ｙ’は、独立して、－Ｃ（＝Ｏ）－（ＣＨ２）ｎ－ＣＨＲ－ＮＨ－であり、ここで、ｎ
は２～７であり、ＲはＨである。例えば、ｎが５でありかつＲがＨである場合、Ｙ’は６
－アミノヘキサン酸サブユニットであり、本明細書ではＡｈｘと省略され；ｎが２であり
かつＲがＨである場合、Ｙ’はβアラニンサブユニットであり、本明細書ではＢと省略さ
れる。特定の実施形態は、異なる中性アミノ酸の組み合わせを有するキャリアペプチドに
関し、これには、例えば、βアラニンおよび６－アミノヘキサン酸の両方を含む、配列－
ＲａｈｘＲＲＢＲＲＡｈｘＲＲＢＲＡｈｘＢ－（配列番号５７８）を含むペプチドが含ま
れる。
【０１３３】
　この型の好ましいペプチドには、単一のＹ’サブユニットを交互に含むアルギニン二量
体を含むものが含まれ、ここで、Ｙ’は、好ましくは、ＡｈｘまたはＢまたはその両方で
ある。例には、式（ＲＹ’Ｒ）ｐおよび／または式（ＲＲＹ’）ｐを有するペプチドが含
まれ、ここで、ｐは１～２～５であり、ここでＹ’は好ましくはＡｈｘである。１つの実
施形態において、Ｙ’は６－アミノヘキサン酸サブユニットであり、Ｒはアルギニンであ
り、ｐは４である。特定の実施形態は、少なくとも２つの（ＲＹ’Ｒ）ｐおよび（ＲＲＹ
’）ｐの種々の線状の組み合わせを含み、これには、例えば、配列（ＲＹ’Ｒ）（ＲＲＹ
’）（ＲＹ’Ｒ）（ＲＲＹ’）（配列番号６３８）または（ＲＲＹ’）（ＲＹ’Ｒ）（Ｒ
ＲＹ’）（配列番号６３９）を有する例示的なペプチドが含まれる。他の組み合わせが意
図される。さらなる例示的な実施形態において、各Ｚ’はフェニルアラニンであり、ｍは
３または４である。
【０１３４】
　結合体化ペプチドは、好ましくは、リンカーＡｈｘ－Ｂを介してオリゴマーの末端に連
結され、ここで、例えば、図１Ｂおよび１Ｃに示されるように、Ａｈｘは、６－アミノヘ
キサン酸サブユニットであり、Ｂはβアラニンサブユニットである。
【０１３５】
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　選択された実施形態において、各Ｘ’について、側鎖部分は、独立して、グアニジル（
ＨＮ＝Ｃ（ＮＨ２）ＮＨ－）、アミジニル（ＨＮ＝Ｃ（ＮＨ２）ＣＨ－）、２－アミノジ
ヒドロピリミジル、２－アミノテトラヒドロピリミジル、２－アミノピリジニル、および
２－アミノピリミドニルからなる群より選択され、好ましくは、グアニジルおよびアミジ
ニルから選択される。１つの実施形態において、側鎖部分は、アミノ酸サブユニットアル
ギニン（Ａｒｇ）におけるのと同様に、グアニジルである。
【０１３６】
　特定の実施形態において、Ｙ’サブユニットは、Ｘ’サブユニットがＹ’サブユニット
間に介入しないか、または単独でＸ’サブユニット間に分散しないという点で、連続して
もよい。特定の実施形態において、連結サブユニットは、Ｙ’サブユニット間にあっても
よい。１つの実施形態において、Ｙ’サブユニットは、トランスポーターの末端にあり；
他の実施形態において、これらはＸ’サブユニットによって隣接されている。さらに好ま
しい実施形態において、各Ｙ’は、－Ｃ（＝Ｏ）－（ＣＨ２）ｎ－ＣＨＲ－ＮＨ－であり
、ここで、ｎは２～７であり、ＲはＨである。例えば、ｎが５であり、ＲがＨである場合
、Ｙ’は６－アミノヘキサン酸サブユニットであり、本明細書ではＡｈｘと省略される。
この基の選択される実施形態において、各Ｘ’は、アルギニンサブユニット中と同様に、
グアニジル側鎖部分を含む。この型の好ましいペプチドには、単一のＹ’サブユニットと
交互になっているアルギニン二量体を含むものが含まれ、ここで、Ｙ’は好ましくはＡｈ
ｘである。例には、式（ＲＹ’Ｒ）４または式（ＲＲＹ’）４を有するペプチドが含まれ
、ここで、Ｙ’は、好ましくはＡｈｘである。後者の場合において、核酸アナログは、例
えば、図１Ｂおよび１Ｃに示されるように、好ましくは、Ｃ末端において、末端Ｙ’サブ
ユニットに好ましく連結される。好ましいリンカーは、構造ＡｈｘＢのものであり、ここ
で、Ａｈｘは６－アミノヘキサン酸サブユニットであり、Ｂはβアラニンサブユニットで
ある。
【０１３７】
　上記のような輸送部分は、結合された輸送オリゴマーの非存在におけるオリゴマーの取
り込みと比較して、および疎水性サブユニットＹ’を欠く結合された輸送部分による取り
込みと比較して、結合されたオリゴマーの細胞侵入を大きく増強することが示されている
。このような増強された取り込みは、疎水性サブユニットＹ’を欠く結合された輸送部分
による薬剤の取り込みと比較した、哺乳動物細胞への化合物の取り込みにおいて、好まし
くは、少なくとも２倍の増加によって、および好ましくは、４倍の増加によって証明され
る。取り込みは、非結合体化化合物と比較して、好ましくは、少なくとも２０倍、より好
ましくは、４０倍増強される。
【０１３８】
　輸送部分のさらなる利点は、おそらく、正電荷を有する輸送部分と負電荷を有する核酸
の間の静電相互作用による、アンチセンス化合物とその標的核酸配列の間の二重鎖を安定
する、その予測される能力である。トランスポーター中の電荷を有するサブユニットの数
は、上述のように１４未満であり、好ましくは、８から１１の間であり、なぜなら、多す
ぎる数の電荷を有するサブユニットは、配列特異性の減少に導く可能性があるからである
。
【０１３９】
　アルギニンリッチペプチドトランスポーター（すなわち、細胞透過性ペプチド）の使用
は、本発明の実施において特に有用である。特定のペプチドトランスポーターは、筋肉細
胞を含む初代細胞へのアンチセンス化合物の送達の際に高度に有効であることが示されて
きた（Ｍａｒｓｈａｌｌ，Ｏｄａら、２００７；Ｊｅａｒａｗｉｒｉｙａｐａｉｓａｒｎ
，Ｍｏｕｌｔｏｎら、２００８；Ｗｕ，Ｍｏｕｌｔｏｎら、２００８）。さらに、ペネト
ラチン（Ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎ）およびＴａｔペプチドなどの他のペプチドトランスポー
ターと比較して、本明細書に記載されるペプチドトランスポーターは、アンチセンスＰＭ
Ｏに結合体化されたときに、いくつかの遺伝子転写物のスプライシングを変化させる能力
の増強を実証する（Ｍａｒｓｈａｌｌ，Ｏｄａら、２００７）。とりわけ好ましいものは
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、表３において以下に列挙されているＰ００７、ＣＰ０６０６２、およびＣＰ０４０５７
輸送ペプチドである（それぞれ、配列番号５７３、５７８、および５７７）。
【０１４０】
　リンカー（ＢまたはＡｈｘＢ）を含む例示的なペプチドトランスポーターは、以下の表
Ｂで以下に与えられる。好ましい配列は、ＣＰ０６０６２（配列番号５７８）、Ｐ００７
（配列番号５７３）、およびＣＰ０４０５７（配列番号５７７）と称するものである。
【表Ｂ】

【０１４１】
　製剤
　特定の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるような、アンチセンスオリ
ゴマーの治療的送達のために適切な製剤または組成物を提供する。従って、特定の実施形
態において、本発明は、１種以上の薬学的に受容可能なキャリア（添加物）および／また
は希釈剤とともに製剤化された、１種以上の本明細書に記載されたオリゴマーの治療有効
量を含む、薬学的に受容可能な組成物を提供する。本発明のオリゴマーが単独で投与され
ることは不可能であるが、薬学的製剤（組成物）としてこの化合物を投与することが好ま
しい。
【０１４２】
　核酸分子の送達のための方法は、例えば、Ａｋｈｔａｒら、１９９２，Ｔｒｅｎｄｓ　
Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ．，２：１３９；およびＤｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆ
ｏｒ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓ，Ａｋｈｔａｒ編；Ｓｕｌｌｉｖａｎら、ＰＣＴ　ＷＯ　９４／０２５９５に記載され
ている。これらおよび他のプロトコールは、本発明の単離されたオリゴマーを含む、実施
的に任意の核酸分子の送達のために利用できる。
【０１４３】
　以下に詳述されるように、本発明の薬学的組成物は、固体型または液体型での投与のた
めに特別に製剤化されてもよく、これには、以下のために適合されたものが含まれる：（
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１）経口投与、例えば、飲薬（水性または非水性溶液または懸濁液）、錠剤、例えば、口
腔、舌下、および全身性吸収のために標的化されたもの、ボーラス、散剤、顆粒剤、舌へ
の適用のためのペースト；（２）例えば、滅菌溶液もしくは懸濁液、または持続放出製剤
としての、例えば、皮下、筋肉内、静脈内、または硬膜外注射による非経口投与；（３）
例えば、皮膚に適用されるクリーム、軟膏、または制御放出パッチまたはスプレーとして
の、局所的適用；（４）例えば、ペッサリー、クリーム、またはフォームとしての、膣内
または直腸内；（５）舌下；（６）眼；（７）経皮；あるいは（８）鼻。
【０１４４】
　「薬学的に受容可能な」という語句は、信頼できる医学的判断の範囲内にあり、過度の
毒性、炎症、アレルギー反応、または他の問題もしくは合併症を伴うことなく、ヒトおよ
び動物の組織と接触する使用のために適切であり、合理的な損益比の釣り合っている、化
合物、物質、組成物、および／または剤形をいうために本明細書で利用される。
【０１４５】
　「薬学的に受容可能なキャリア」という語句は、本明細書で使用される場合、身体の１
つの器官、またはその部分から、身体の別の器官、またはその部分まで、対象の化合物を
運搬または輸送する際に含まれる、薬学的に受容可能な物質、組成物、またはビヒクル、
例えば、液体もしくは固体の充填剤、希釈剤、賦形剤、製造助剤（例えば、潤滑剤、タル
ク、ステアリン酸マグネシウム、カルシウム、もしくは亜鉛、またはステアリン酸（ｓｔ
ｅｒｉｃ　ａｃｉｄ））、または溶媒カプセル化剤を意味する。各キャリアは、製剤の他
の成分と適合性があり、患者に有害でないという意味において、「受容可能」でなければ
ならない。
【０１４６】
　薬学的に受容可能なキャリアとして働くことができる物質のいくつかの例には、非限定
的に以下が含まれる：（１）ラクトース、グルコース、およびスクロースなどの糖；（２
）コーンスターチおよびポテトスターチなどのデンプン；（３）カルボキシメチルセルロ
ースナトリウム、エチルセルロース、および酢酸セルロースなどのセルロースおよびその
誘導体；（４）粉末化トラガカント；（５）麦芽；（６）ゼラチン；（７）タルク；（８
）ココアバターおよび坐剤ワックスなどの賦形剤；（９）ピーナッツ油、綿実油、ベニバ
ナ油、ゴマ油、オリーブ油、コーン油、およびダイズ油などの油：（１０）プロピレング
リコールなどのグリコール；（１１）グリセリン、ソルビトール、マンニトール、および
ポリエチレングリコールなどのポリオール；（１２）オレイン酸エチルおよびラウリン酸
エチルなどのエステル；（１３）寒天；（１４）水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミ
ニウムなどの緩衝剤；（１５）アルギン酸；（１６）発熱物質を含まない水；（１７）等
張生理食塩水；（１８）Ｒｉｎｇｅｒ液；（１９）エチルアルコール；（２０）ｐＨ緩衝
化溶液；（２１）ポリエステル、ポリカーボネート、および／もしくはポリ無水物；なら
びに（２２）薬学的製剤中で利用される他の非毒性適合性物質。
【０１４７】
　本発明のアンチセンスオリゴマーとの製剤のために適切な薬剤のさらなる非限定的な例
には以下が含まれる：ＰＥＧ結合体化核酸、リン脂質結合体化核酸、親油性部分を含有す
る核酸、ホスホロチオエート、種々の組織への薬物の侵入を増強できるＰ－糖タンパク質
阻害剤（Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｐ８５など）；生分解性ポリマー、例えば、移植後の持続放
出送達のためのポリ（ＤＬ－ラクチド－コグリコリド）ミクロスフェア（Ｅｍｅｒｉｃｈ
，ＤＦら、１９９９，Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，８，４７－５８）Ａｌｋｅｒｍ
ｅｓ，Ｉｎｃ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ；および負荷されたナノ粒子、例えば、血液脳関門を
横切って薬物を送達でき、神経細胞の取り込み機構を変化できる、ポリブチルシアノアク
リレートから作られたもの（Ｐｒｏｇ　Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｂ
ｉｏｌ　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２３，９４１－９４９，１９９９）。
【０１４８】
　本発明はまた、ポリ（エチレングリコール）脂質を含む表面修飾リポソーム（ＰＥＧ－
修飾された、分枝または非分枝またはその組み合わせの、または長循環リポソームまたは
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ステルスリポソーム）を含む組成物の使用を特徴とする。本発明のオリゴマーはまた、種
々の分子量の共有結合されたＰＥＧ分子を含むことができる。これらの製剤は、標的組織
における薬物の蓄積を増加させるための方法を提供する。このクラスの薬物キャリアは、
単核食細胞系（ＭＰＳまたはＲＥＳ）によるオプソニン作用および除去に抵抗性であり、
それによって、より長い血液循環時間およびカプセル化された薬物の組織曝露の増強を可
能にする（Ｌａｓｉｃら、Ｃｈｅｍ．Ｒｅｖ．１９９５，９５，２６０１－２６２７；Ｉ
ｓｈｉｗａｔａら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．１９９５，４３，１００５－１０
１１）。このようなリポソームは、おそらく、新血管形成された標的組織における血管外
遊出および捕捉によって、腫瘍中に選択的に蓄積されることが示されてきた（Ｌａｓｉｃ
ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９５，２６７，１２７５－１２７６；Ｏｋｕら、１９９５，Ｂ
ｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，１２３８，８６－９０）。長く循環するリポ
ソームは、特に、ＭＰＳの組織において蓄積することが知られている従来的なカチオン性
リポソームと比較して、ＤＮＡおよびＲＮＡの薬物動態学および薬力学を増強する（Ｌｉ
ｕら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１９９５，４２，２４８６４－２４８７０；Ｃｈｏｉら
、ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　９６／１０３９１；Ａｎｓｅｌｌら、ＰＣＴ国際公開番号Ｗ
Ｏ　９６／１０３９０；Ｈｏｌｌａｎｄら、ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　９６／１０３９２
）。長く循環するリポソームはまた、肝臓および脾臓などの代謝的に攻撃的なＭＰＳ組織
において蓄積を回避するそれらの能力に基づき、カチオン性リポソームと比較して、より
高い程度まで、薬物をヌクレアーゼ分解から防御する可能性が高い。
【０１４９】
　さらなる実施形態において、本発明は、米国特許第６，６９２，９１１号、同第７，１
６３，６９５号、および同第７，０７０，８０７号に記載されるように、送達のために調
製されたオリゴマー組成物を含む。この点に関して、１つの実施形態において、本発明は
、米国特許第７，１６３，６９５号、同第７，０７０，８０７号、および同第６，６９２
，９１１号に記載されるようなリジンおよびヒスチジン（ＨＫ）のコポリマーを含む組成
物中の本発明のオリゴマーを、単独でまたはＰＥＧ（例えば、分枝または非分枝ＰＥＧま
たは両方の混合物）と組み合わせて、ＰＥＧおよび標的化部分または架橋剤と組み合わせ
た前述のいずれかと組み合わせて、提供する。特定の実施形態において、本発明は、グル
コン酸修飾ポリヒスチジンまたはグルコニル化ポリヒスチジン／トランスフェリン－ポリ
リジンを含む組成物中のアンチセンスオリゴマーを提供する。当業者は、ＨｉｓおよびＬ
ｙｓに類似の特性を有するアミノ酸が組成物中で置換されてもよいこともまた認識してい
る。
【０１５０】
　本発明に記載されるオリゴマーの特定の実施形態は、アミノまたはアルキルアミノなど
の塩基性官能基を含んでもよく、従って、薬学的に受容可能な酸とともに薬学的に受容可
能な塩を形成することが可能である。「薬学的に受容可能な塩」という用語は、この点に
関して、比較的非毒性である、本発明の化合物の無機および有機酸付加塩をいう。これら
の塩は、投与ビヒクルもしくは剤形製造プロセスでインサイチュで調製でき、またはその
遊離塩基型の本発明の精製した化合物を適切な有機酸もしくは無機酸と別々に反応させる
こと、および引き続く精製の間にこのように形成した塩を単離することによって調製でき
る。代表的な塩には、臭化水素酸塩、塩酸塩、硫酸塩、重硫酸塩、リン酸塩、硝酸塩、酢
酸塩、吉草酸塩、オレイン酸塩、パルミチン酸塩、ステアリン酸塩、ラウリン酸塩、安息
香酸塩、乳酸塩、リン酸塩、トシル酸塩、クエン酸塩、マレイン酸塩、フマル酸塩、コハ
ク酸塩、酒石酸塩、ナフチル酸塩（ｎａｐｔｈｙｌａｔｅ）、メシル酸塩、グルコヘプト
ン酸塩、ラクトビオン酸塩、およびラウリルスルホン酸塩などが含まれる（例えば、Ｂｅ
ｒｇｅら、（１９７７）「Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓａｌｔｓ」Ｊ．Ｐｈａｒｍ
．Ｓｃｉ．６６：１－１９を参照のこと）。
【０１５１】
　対象のオリゴマーの薬学的に受容可能な塩には、例えば、非毒性有機酸または無機酸か
らの、化合物の従来的な非毒性塩または四級アンモニウム塩が含まれる。例えば、このよ



(42) JP 6429285 B2 2018.11.28

10

20

30

40

50

うな従来的な非毒性塩には、塩酸、臭化水素酸、硫酸、スルファミン酸、リン酸、硝酸な
どの無機塩から誘導されたもの；およびプロピオン酸、コハク酸、グリコール酸、ステア
リン酸、乳酸、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸、アスコルビン酸、パルミチン酸、マレイン
酸、ヒドロキシマレイン酸、フェニル酢酸、グルタミン酸、安息香酸、サリチル酸、スル
ファニル酸、２－アセトキシ安息香酸、フマル酸、トルエンスルホン酸、メタンスルホン
酸、エタンジスルホン酸、シュウ酸、イソチオン酸などの有機酸から調製された塩が含ま
れる。
【０１５２】
　特定の実施形態において、本発明のオリゴマーは、１つ以上の酸性官能基を含んでもよ
く、従って、薬学的に受容可能な塩基と薬学的に受容可能な塩を形成することが可能であ
る。これらの例において「薬学的に受容可能な塩」という用語は、本発明の化合物の、比
較的非毒性である、無機塩基付加塩および有機塩基付加塩をいう。これらの塩は、同様に
、投与ビヒクルもしくは剤形製造プロセスでインサイチュで調製でき、またはその遊離酸
型の本発明の精製した化合物を、適切な塩基、例えば、薬学的に受容可能な金属カチオン
の水酸化物、炭酸塩、もしくは炭酸水素塩と、アンモニアと、または薬学的に受容可能な
有機一級、二級、もしくは三級アミンと別々に反応させることによって調製できる。代表
的なアルカリ塩またはアルカリ土類塩には、リチウム塩、ナトリウム塩、カリウム塩、カ
ルシウム塩、マグネシウム塩、およびアルミニウム塩などが含まれる。塩基付加塩の形成
のために有用である代表的な有機アミンには、エチルアミン、ジエチルアミン、エチレン
ジアミン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、ピペラジンなどが含まれる（例えば
、Ｂｅｒｇｅら、前出を参照のこと）。
【０１５３】
　ラウリル硫酸ナトリウムおよびステアリン酸マグネシウムなどの湿潤剤、乳化剤、およ
び潤滑剤、ならびに着色剤、離型剤、コート剤、甘味料、香料および芳香剤、保存料、な
らびに抗酸化剤もまた、組成物中に存在することができる。
【０１５４】
　薬学的に受容可能な抗酸化剤の例には以下が含まれる：（１）水溶性抗酸化剤、例えば
、アスコルビン酸、塩酸システイン、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫
酸ナトリウムなど；（２）脂溶性抗酸化剤、例えば、パルミチン酸アスコルビル、ブチル
化ヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチル化ヒドロキシトルエン（ＢＨＴ）、レシチン
、没食子酸プロピル、αトコフェロールなど；ならびに（３）金属キレート剤、例えば、
クエン酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソルビトール、酒石酸、リン酸など。
【０１５５】
　本発明の製剤は、経口、鼻、局所（口腔および舌下を含む）、直腸、膣、および／また
は非経口投与のために適切なものが含まれる。これらの製剤は、単位剤形で便利に存在し
てもよく、薬学分野において周知である任意の方法によって調製されてもよい。単一の剤
形を生じるためにキャリア材料と合わせることができる活性成分の量は、治療される宿主
、投与の特定の様式に依存して変化する。単一の剤形を生じるためにキャリア材料と合わ
せることができる活性成分の量は、一般的には、治療効果を生じる化合物の量である。一
般的には、１００パーセントの中から、この量は、約０．１パーセントから約９９パーセ
ント、好ましくは、約５パーセントから約７０パーセント、最も好ましくは、約１０パー
セントから約３０パーセントの活性成分の範囲である。
【０１５６】
　特定の実施形態において、本発明の製剤は、シクロデキストリン、セルロース、リポソ
ーム、ミセル形成剤、例えば、胆汁酸、およびポリマー性キャリア、例えば、ポリエステ
ルおよびポリ無水物から選択される賦形剤；ならびに本発明のオリゴマーを含む。特定の
実施形態において、上述の製剤は、本発明のオリゴマーを経口的に生物学的利用可能にす
る。
【０１５７】
　これらの製剤および組成物を調製する方法は、本発明のオリゴマーを、キャリアおよび
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任意に、１種以上の付属成分と一緒にする工程を包含する。一般的に、これらの製剤は、
本発明の化合物を液体キャリア、または微細に分割された固体キャリア、またはその両方
とともに均一かつ密接に一緒にすること、次いで、必要な場合、生成物を成型することに
よって調製される。
【０１５８】
　経口投与のために適切な本発明の製剤は、カプセル、カシェ剤、丸薬、ロゼンジ（香料
ベース、通常、スクロースおよびアカシアまたはトラガカントを使用）、散剤、顆粒剤、
または水性もしくは非水性液体中の溶液もしくは懸濁液として、または水中油もしくは油
中水の液体エマルジョン、またはエリキシルもしくはシロップとして、または香錠（不活
性ベース、例えば、ゼラチンおよびグリセリン、またはスクロースおよびアカシアを使用
）、および／またはマウスウォッシュとしてなどの型であってもよく、各々が活性成分と
して所定量の本発明の化合物を含む。本発明のオリゴマーはまた、ボーラス、舐剤、また
はペーストとして投与されてもよい。
【０１５９】
　経口投与のための本発明の固体剤形（カプセル、錠剤、丸薬、糖衣錠、散剤、顆粒剤、
トローチなど）において、活性成分は、１種以上の薬学的に受容可能なキャリアと混合さ
れてもよく、このキャリアは、例えば、クエン酸ナトリウムまたはリン酸二カルシウム、
および／または以下のいずれかである：（１）充填剤または増量剤、例えば、デンプン、
ラクトース、スクロース、グルコース、マンニトール、および／またはケイ酸；（２）結
合剤、例えば、カルボキシメチルセルロース、アルギン酸塩、ゼラチン、ポリビニルピロ
リドン、スクロース、および／またはアカシアなど；（３）保湿剤、例えば、グリセロー
ル；（４）崩壊剤、例えば、寒天、炭酸カルシウム、ジャガイモまたはタピオカデンプン
、アルギン酸、特定のケイ酸、およびカルボン酸ナトリウム；（５）溶液遅延剤、例えば
、パラフィン；（６）吸収加速剤、例えば、四級アンモニウム化合物および界面活性剤、
例えば、ポロキサマーおよびラウリル硫酸ナトリウム；（７）湿潤剤、例えば、セチルア
ルコール、モノステアリン酸グリセロール、および非イオン性界面活性剤など；（８）吸
着剤、例えば、カオリンおよびベントナイトクレイ；（９）潤滑剤、例えば、タルク、ス
テアリン酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウム、固体ポリエチレングリコール、ラウ
リル硫酸ナトリウム、ステアリン酸亜鉛、ステアリン酸ナトリウム、ステアリン酸、およ
びこれらの混合物；（１０）着色剤；ならびに（１１）制御放出剤、例えば、クロスポビ
ドンまたはエチルセルロース。カプセル、錠剤、および丸薬の場合において、薬学的組成
物は、緩衝剤もまた含んでもよい。同様の型の固体組成物は、ラクトースまたは乳糖、な
らびに高分子量ポリエチレングリコールなどのような賦形剤を使用して、ソフトおよびハ
ード殻のゼラチンカプセル中の充填剤としてもまた利用されてもよい。
【０１６０】
　錠剤は、任意に１種以上の付属成分とともに、圧縮または成型によって製造されてもよ
い。圧縮錠剤は、結合剤（例えば、ゼラチンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース
）、潤滑剤、不活性希釈剤、保存剤、崩壊剤（例えば、デンプングリコール酸ナトリウム
または架橋カルボキシメチルセルロースナトリウム）、界面活性剤、または分散剤を使用
して調製されてもよい。成型された錠剤は、不活性液体希釈剤を用いて湿らされた粉末化
合物の混合物を、適切な機械の中で成型することによって製造されてもよい。
【０１６１】
　本発明の薬学的組成物の錠剤、および他の剤形、例えば、糖衣錠、カプセル、丸薬、お
よび顆粒剤は、腸溶コーティングおよび製薬分野で周知の他のコーティングなどのコーテ
ィングおよびシェルを用いて、任意に入手および調製されてもよい。これらはまた、例え
ば、所望の放出プロフィールを提供するために様々な比率のヒドロキシプロピルメチルセ
ルロース、他のポリマーマトリックス、リポソーム、および／またはミクロスフェアを使
用して、その中の活性成分の遅延または制御放出を提供するように製剤化されてもよい。
これらは、迅速な放出のために製剤化、例えば、凍結乾燥されてもよい。これらは、例え
ば、細菌保持フィルターによって、または使用直前に滅菌水もしくは何らかの他の注射可
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能な媒体に溶解できる滅菌固体組成物の型で滅菌薬剤を取り込むことによって、滅菌され
てもよい。これらの組成物はまた、乳白剤を任意に含んでもよく、胃腸管の特定の部分の
みにおいて、または選択的に胃腸管の特定の部分で優先的に、任意に遅延様式で、活性成
分を放出する組成物であってもよい。使用され得る包埋組成物の例には、ポリマー性物質
およびワックスが含まれる。活性成分はまた、適切な場合、上記の賦形剤の１種以上とと
もに、マイクロカプセル化型であり得る。
【０１６２】
　本発明の化合物の経口投与のための液体剤形には、薬学的に受容可能なエマルジョン、
マイクロエマルジョン、溶液、懸濁液、シロップ、およびエリキシルが含まれる。活性成
分に加えて、液体剤形は、例えば、水または他の溶媒などの当該分野において共通して使
用される不活性希釈剤、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸
エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチ
レングリコール、油類（特に、綿実油、ラッカセイ油、胚芽油（ｇｅｒｍ　ｏｉｌ）、オ
リーブ油、ヒマシ油、およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒドロフリルアルコール、
ポリエチレングリコール、およびソルビタンの脂肪酸エステル、およびこれらの混合物な
どの溶解剤および乳化剤を含んでもよい。
【０１６３】
　不活性希釈剤に加えて、経口組成物は、湿潤剤、乳化剤および懸濁剤、甘味料、香料、
着色料、芳香剤、ならびに保存剤などのアジュバントもまた含むことができる。
【０１６４】
　懸濁液は、活性成分に加えて、例えば、エトキシ化イソステアリルアルコール、ポリオ
キシエチレンソルビトールおよびソルビタンエステル、微結晶セルロース、アルミニウム
メタヒドロキサイド、ベントナイト、寒天、およびトラガカント、およびこれらの混合物
としての懸濁剤を含んでもよい。
【０１６５】
　直腸または膣投与のための製剤は坐剤として提示されてもよく、これは、本発明の１種
以上の化合物を、例えば、ココアバター、ポリエチレングリコール、坐剤ワックス、また
はサリチル酸を含む適切な非炎症性キャリアまたは賦形剤とともに混合することによって
調製されてもよく、かつこれは室温で固体であるが、体温では液体であり、従って、直腸
または膣腔で融解して活性化合物を放出する。
【０１６６】
　本明細書に提供されるようなオリゴマーの局所的または経皮投与のための製剤または剤
形には、散剤、スプレー、軟膏、ペースト、クリーム、ローション、ジェル、溶液、パッ
チ、および吸入剤が含まれる。活性オリゴマーは、滅菌条件下で、薬学的に受容可能なキ
ャリアとともに、および必要とされ得る、任意の保存剤、緩衝剤、または噴霧剤とともに
混合されてもよい。軟膏、ペースト、およびジェルは、本発明の活性化合物に加えて、賦
形剤、例えば、動物性および植物性脂肪、油、ワックス、パラフィン、デンプン、トラガ
カント、セルロース誘導体、ポリエチレングリコール、シリコーン、ベントナイト、ケイ
酸、タルクおよび酸化亜鉛、またはこれらの混合物を含んでもよい。
【０１６７】
　散剤およびスプレーは、本発明のオリゴマーに加えて、賦形剤、例えば、ラクトース、
タルク、ケイ酸、水酸化アルミニウム、ケイ酸カルシウム、およびポリアミド粉末、また
はこれら物質の混合物を含むことができる。スプレーは、慣例的な噴霧剤、例えば、クロ
ロフルオロハイドロカーボンおよび揮発性非置換炭化水素、例えば、ブタンおよびプロパ
ンをさらに含むことができる。
【０１６８】
　経皮パッチは、本発明のオリゴマーの身体への制御送達を提供するさらなる利点を有す
る。このような剤形は、適切な媒体中に本発明のオリゴマーを溶解または分散させること
によって行うことができる。吸収増強剤もまた、皮膚を横切っての薬剤の流入を増加させ
るために使用することができる。このような流入の速度は、当該分野において公知である
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方法の中でも、速度制御膜を提供すること、またはポリマーマトリックスもしくはゲル中
で薬剤を分散させることのいずれかによって制御できる。
【０１６９】
　非経口投与のために適切な薬学的組成物は、本発明の１種以上のオリゴマーを、１種以
上の薬学的に受容可能な滅菌等張水性または非水性溶液、分散液、懸濁液、またはエマル
ジョン、あるいは、使用直前に滅菌注射用溶液または分散液に再構築されてもよい滅菌粉
末と組み合わせて含んでもよく、これらは、糖、アルコール、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤
、製剤を意図されるレシピエントの血液と等張性にする溶質、または懸濁剤または濃厚剤
を含んでもよい。本発明の薬学的組成物において利用されてもよい適切な水性および非水
性キャリアの例には、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレン
グリコール、ポリエチレングリコールなど）、およびこれらの適切な混合物、植物油、例
えば、オリーブ油、および注射可能な有機エステル、例えば、オレイン酸エチルが含まれ
る。適切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティング材料の使用によって、分散の
場合には必要とされる粒子サイズの維持によって、および界面活性剤の使用によって、維
持することができる。
【０１７０】
　これらの組成物はまた、保存剤、湿潤剤、乳化剤、および分散剤などのアジュバントも
また含んでもよい。対象のオリゴマーに対する微生物の作用の予防は、種々の抗菌剤およ
び抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸などを含める
ことによって保証されてもよい。組成物に、糖、塩化ナトリウムなどの等張剤を含めるこ
ともまた望ましくあり得る。加えて、注射可能な薬剤型の吸収の延長は、モノステアリン
酸アルミニウムおよびゼラチンなどの吸収を遅延させる剤を含めることによってもたらさ
れてもよい。
【０１７１】
　ある場合において、薬物の効果を延長させるために、皮下または筋肉内注射からの薬物
の吸収を遅延させることが望ましくあり得る。これは、当該分野において公知の方法の中
でも、乏しい水溶性を有する結晶性またはアモルファス性材料の液体懸濁液の使用によっ
て達成されてもよい。次いで、薬物の吸収の速度は、その溶解の速度に依存し、次には、
結晶サイズおよび結晶型に依存するかもしれない。または、非経口投与された薬物型の吸
収の遅延は、油性ビヒクル中で薬物を溶解または懸濁することによって達成される。
【０１７２】
　注射用デポー剤は、ポリラクチド－ポリグリコリドなどの生物分解可能なポリマー中で
対象のオリゴマーのマイクロカプセル化マトリックスを形成することによって行われても
よい。オリゴマー対ポリマーの比率、および利用される特定のポリマーの性質に依存して
、オリゴマー放出の速度は制御できる。他の生物分解可能なポリマーの例には、ポリ（オ
ルトエステル）およびポリ（無水物）が含まれる。デポー注射製剤は、身体組織と適合可
能であるリポソームまたはマイクロエマルジョン中に薬物をトラップすることによっても
また調製されてもよい。
【０１７３】
　本発明のオリゴマーがヒトおよび動物に医薬品として投与される場合、これらは、それ
自体で、または薬学的に受容可能なキャリアと組み合わせて、例えば、活性成分の０．１
～９９％（より好ましくは、１０～３０％）を含む薬学的組成物として、与えられること
ができる。
【０１７４】
　上述のように、本発明の製剤または調製物は、経口的、非経口的、局所的、または直腸
的に与えられてもよい。これらは、典型的には、各々の投与経路のために適切な型で与え
られる。例えば、これらは、錠剤またはカプセル型で、注射、吸入、洗眼液、軟膏、坐剤
など、注射による投与、注入または吸入；ローションまたは軟膏によって局所的に；およ
び坐剤によって直腸的に与えられる。
【０１７５】
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　「非経口投与」および「非経口的に投与される」という語句は、本明細書で使用される
場合、通常は注射による、腸内および局所的投与以外の投与の様式を意味し、非限定的に
、静脈内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気
管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、くも膜下、脊髄内、および胸骨内の注射および注入
を含む。
【０１７６】
　「全身投与」、「全身的に投与される」、「末梢投与」、および「末梢的に投与される
」という語句は、本明細書で使用される場合、中枢神経系に直接的である以外の、化合物
、薬物、または他の物質の投与であって、その結果、これは、患者の系に入り、従って、
代謝および他の同様のプロセスに供されることを意味し、これは、例えば、皮下投与であ
る。
【０１７７】
　選択される経路に関わらず、適切な水和型で使用されてもよい本発明のオリゴマー、お
よび／または本発明の薬学的組成物は、当業者に公知である従来的な方法によって、薬学
的に受容可能な剤形に製剤化されてもよい。本発明の薬学的組成物における活性成分の実
際の投薬量レベルは、患者に対して受容可能でない毒性を伴うことなく、特定の患者につ
いての所望の治療応答、組成物、および投与の様式を達成するために有効である活性成分
の量を得るために変動されてもよい。
【０１７８】
　選択された投薬量レベルは、利用される本発明の特定のオリゴマー、またはそのエステ
ル、塩、またはアミドの活性、投与の経路、投与の時間、利用される特定のオリゴマーの
排出または代謝の速度、吸収の速度または程度、治療の期間、利用される特定のオリゴマ
ーと組み合わせて使用される他の薬物、化合物、および／または物質、治療される患者の
年齢、性別、体重、状態、一般的健康、および以前の医学的履歴、および医学分野で周知
である同様の要因を含む種々の要因に依存する。
【０１７９】
　当該分野において通常の技能を有する医師または獣医は、必要とされる薬学的組成物の
有効量を容易に決定および処方できる。例えば、医師または獣医は、所望の効果を達成す
るために、薬学的組成物中で利用される本発明の化合物の用量を、必要とされるレベルよ
りも低いレベルで開始し、所望の効果が達成されるまで、投薬量を徐々に増加させること
ができる。一般的に、本発明の化合物の適切な１日の用量は、治療効果を生じるために有
効である最低の用量である化合物の量である。このような有効用量は、一般的には、上記
の因子に依存する。一般的には、患者のための本発明の化合物の経口、脳室内、および皮
下用量は、示される効果のために使用される場合、約０．０００１～約１００ｍｇ／体重
キログラム／日の範囲である。
【０１８０】
　所望される場合、活性化合物の有効１日用量は、１日を通して適切な間隔で別々に投与
される２回、３回、４回、５回、６回、またはそれ以上のサブ用量として、任意に、単位
剤形で投与される。特定の状況において、投薬は、１日あたり１回の投与である。特定の
状況において、投薬は、機能的ジストロフィンタンパク質の所望の発現を維持するために
、必要に応じて、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４日毎
、または１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２週間毎、または１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ヶ月毎あたりに１回以上の投与である
。
【０１８１】
　核酸分子は、当業者に公知である種々の方法によって細胞に投与でき、これらには、非
制限的に、本明細書に記載され、かつ当該分野で公知であるような、リポソーム中のカプ
セル化、イオン泳動による方法、または、ハイドロゲル、シクロデキストリン、生物分解
性ナノカプセル、および生体接着性ミクロスフェアなどの他のビヒクルへの取り込みによ
る方法が含まれる。特定の実施形態において、マイクロエマルジョン化技術は、親油性（
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水不溶性）薬学的製剤の生物学的利用能を改善するために利用されてもよい。例には、ト
リメトリン（Ｔｒｉｍｅｔｒｉｎｅ）（Ｄｏｒｄｕｎｏｏ，Ｓ．Ｋ．ら、Ｄｒｕｇ　Ｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，１７（１２）
，１６８５－１７１３，１９９１およびＲＥＶ　５９０１（Ｓｈｅｅｎ，Ｐ．Ｃ．ら、Ｊ
　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　８０（７），７１２－７１４，１９９１）が含まれる。他の利点
の中でも、マイクロエマルジョン化は、循環系の代わりに、リンパ系への吸収を優先的に
指向することによって、生物学的利用能の増強を提供し、それによって、肝臓をバイパス
し、肝胆汁性循環における化合物の破壊を防止する。
【０１８２】
　本発明の１つの態様において、製剤は、本明細書に提供されるようなオリゴマーおよび
少なくとも１種の両親媒性キャリアから形成されるミセルを含み、ここでは、このミセル
は、約１００ｎｍ未満の平均直径を有する。より好ましい実施形態は、約５０ｎｍ未満の
平均直径を有するミセルを提供し、さらに好ましい実施形態は約３０ｎｍ未満、またはさ
らに約２０ｎｍ未満の平均直径を有するミセルを提供する。
【０１８３】
　すべての適切な両親媒性キャリアが意図されるが、現在好ましいキャリアは、一般的に
は、一般的に安全であると認められている（Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ－Ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ
－ａｓ－Ｓａｆｅ）（ＧＲＡＳ）状態であり、溶液が複雑な水相と接触されるより後期段
階において（例えば、ヒトの胃腸管で見い出されるもの）、本発明の化合物を可溶化する
ことと、それをマイクロエマルジョン化することの両方ができるものである。通常、これ
らの要件を満たす両親媒性成分は、２～２０のＨＬＢ（親水性対親油性バランス）値を有
し、それらの構造はＣ－６からＣ－２０の範囲の直鎖脂肪族基を含む。例は、ポリエチレ
ン－グリコール化脂肪グリセリドおよびポリエチレングリコールである。
【０１８４】
　両親媒性キャリアの例には、完全にまたは部分的に水素化された種々の植物油から得ら
れるものなどの、飽和および一不飽和ポリエチレングリコール化脂肪酸グリセリドが含ま
れる。このような油は、トリ－、ジ－、およびモノ－脂肪酸グリセリドならびに対応する
脂肪酸のジ－およびモノ－ポリエチレングリコールエステルから有利になってもよく、特
に好ましい脂肪酸組成は、カプリン酸４～１０％、カプリン酸３～９％、ラウリン酸４０
～５０％、ミリスチン酸１４～２４％、パルミチン酸４～１４％、およびステアリン酸５
～１５％を含む。別の有用なクラスの両親媒性キャリアには、飽和または一不飽和脂肪酸
（ＳＰＡＮシリーズ）または対応するエトキシ化アナログ（ＴＷＥＥＮシリーズ）を有す
る、部分的にエステル化されたソルビタンおよび／またはソルビトールが含まれる。
【０１８５】
　市販の両親媒性キャリアは特に有用であり得、これらには以下が含まれる：Ｇｅｌｕｃ
ｉｒｅシリーズ、Ｌａｂｒａｆｉｌ、Ｌａｂｒａｓｏｌ、またはＬａｕｒｏｇｌｙｃｏｌ
（すべてＧａｔｔｅｆｏｓｓｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｉｎｔ　Ｐｒｉｅｓｔ，
Ｆｒａｎｃｅにより製造および販売）、ＰＥＧ－モノ－オレエート、ＰＥＧ－ジ－オレエ
ート、ＰＥＧ－モノ－ラウレートおよびジ－ラウレート、レシチン、ポリソルベート８０
など（米国および世界中の数多くの企業によって製造および販売されている）。
【０１８６】
　特定の実施形態において、送達は、適切な宿主細胞への本発明の組成物の導入のために
、リポソーム、ナノカプセル、微粒子、ミクロスフェア、脂質粒子、ベシクルなどの使用
によって行われてもよい。特に、本発明の組成物は、送達のために、脂質粒子、リポソー
ム、ベシクル、ナノスフェア、ナノ粒子などのいずれかにカプセル化されて製剤化されて
もよい。このような送達ベシクルの製剤および使用は、公知でありかつ従来的な技術を使
用して実行できる。
【０１８７】
　本発明における使用のために適切な親水性ポリマーは、容易に水に溶解し、ベシクル－
形成脂質に共有結合でき、そして毒性効果を伴わずにインビボで耐容性を示す（すなわち
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、生体適合性がある）ものである。適切なポリマーには、ポリエチレングリコール（ＰＥ
Ｇ）、ポリ乳酸（ポリラクチドとも呼ばれる）、ポリグリコール酸（ポリグリコリドとも
呼ばれる）、ポリ乳酸－ポリグリコール酸コポリマー、およびポリビニルアルコールが含
まれる。特定の実施形態において、このポリマーは、約１００もしくは１２０ダルトンか
ら約５，０００もしくは１０，０００ダルトンまで、または約３００ダルトンから約５，
０００ダルトンまでの分子量を有する。他の実施形態において、ポリマーは、約１００か
ら約５，０００ダルトンまでの分子量を有するか、または約３００から約５，０００ダル
トンまでの分子量を有するポリエチレングリコールである。特定の実施形態において、こ
のポリマーは、７５０ダルトンのポリエチレングリコール（ＰＥＧ（７５０））である。
ポリマーはまた、その中のモノマーの数によって規定されてもよく；本発明の好ましい実
施形態は、少なくとも約３つのモノマーのポリマーを利用し、このようなＰＥＧポリマー
は、３つのモノマー（およそ１５０ダルトン）からなる。
【０１８８】
　本発明における使用のために適切であり得る他の親水性ポリマーには、ポリビニルピロ
リドン、ポリメトキサゾリン、ポリエチルオキサゾリン、ポリヒドロキシプロピルメタク
リルアミド、ポリメタクリルアミド、ポリジメチルアクリルアミド、およびヒドロキシメ
チルセルロースまたはヒドロキシエチルセルロースなどの誘導体化セルロースが含まれる
。
【０１８９】
　特定の実施形態において、本発明の製剤は、以下からなる群より選択される生体適合性
ポリマーを含む：ポリアミド、ポリカーボネート、ポリアルキレン、アクリルおよびメタ
クリルエステルのポリマー、ポリビニルポリマー、ポリグリコリド、ポリシロキサン、ポ
リウレタンおよびそのコポリマー、セルロース、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリス
チレン、乳酸およびグリコール酸のポリマー、ポリ無水物、ポリ（オルト）エステル、ポ
リ（ブチック（ｂｕｔｉｃ）酸）、ポリ（吉草酸）、ポリ（ラクチド－コ－カプロラクト
ン）、ポリサッカリド、タンパク質、ポリヒアルロン酸、ポリシアノアクリレート、およ
びこれらのブレンド、混合物、またはコポリマー。
【０１９０】
　シクロデキストリンは環状オリゴサッカリドであり、ギリシャ文字α、β、またはγに
よってそれぞれ示される、６、７、または８個のグルコース単位からなる。これらのグル
コース単位は、α－１，４－グルコシド結合によって連結されている。糖単位のイス型コ
ンホメーションの結果として、すべての二次ヒドロキシル基（Ｃ－２、Ｃ－３における）
は環の一方の側に位置するのに対して、Ｃ－６におけるすべての一次ヒドロキシル基は他
の側に配置されている。結果として、外部表面は親水性であり、シクロデキストリンを水
溶性にする。対照的に、シクロデキストリンの空洞は疎水性である。なぜなら、これらは
、Ｃ－３およびＣ－５の水素原子によって、およびエーテル様酸素によって並べられてい
るからである。これらのマトリックスは、例えば、１７α－エストラジオールなどのステ
ロイド化合物を含む、種々の比較的疎水的な化合物との複合体形成を可能にする（例えば
、ｖａｎ　Ｕｄｅｎら、Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｔｉｓｓ．Ｏｒｇ．Ｃｕｌｔ．３８：１
－３－１１３（１９９４）を参照のこと）。この複合体形成は、Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｗａａ
ｌｓ相互作用によって、および水素結合形成によって起こる。シクロデキストリンの化学
の一般的総説については、Ｗｅｎｚ，Ａｇｎｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．
，３３：８０３－８２２（１９９４）を参照のこと。
【０１９１】
　シクロデキストリン誘導体の物理化学的特性は、置換の種類および程度に強く依存する
。例えば、これらの水溶性は、不溶性（トリアセチル－β－シクロデキストリン）から１
４７％可溶性（ｗ／ｖ）（Ｇ－２－β－シクロデキストリン）までの範囲である。加えて
、これらは、多くの有機溶媒中で可溶性である。シクロデキストリンの特性は、それらの
溶解性を増加または減少させることによって、種々の製剤成分の溶解度に対する制御を可
能にする。
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【０１９２】
　多数のシクロデキストリンおよびそれらの調製のための方法が記載されてきた。例えば
、Ｐａｒｍｅｔｅｒ（Ｉ）ら（米国特許第３，４５３，２５９号）およびＧｒａｍｅｒａ
ら（米国特許第３，４５９，７３１号）は電気的中性シクロデキストリンを記載している
。他の誘導体には、カチオン性特性を有するシクロデキストリン［Ｐａｒｍｅｔｅｒ（Ｉ
Ｉ）米国特許第３，４５３，２５７号］、不溶性架橋シクロデキストリン（Ｓｏｌｍｓ、
米国特許第３，４２０，７８８号）、およびアニオン性特性を有するシクロデキストリン
［Ｐａｒｍｅｔｅｒ（ＩＩＩ）、米国特許第３，４２６，０１１号］が含まれる。アニオ
ン性特性を有するシクロデキストリンの中では、カルボン酸、亜リン酸、亜ホスフィン酸
、ホスホン酸、リン酸、チオホスホン酸、チオスルフィン酸、およびスルホン酸が、親の
シクロデキストリンに付加されている［Ｐａｒｍｅｔｅｒ（ＩＩＩ）、前出を参照のこと
］。さらに、スルホアルキルエーテルシクロデキストリン誘導体が、Ｓｔｅｌｌａら（米
国特許第５，１３４，１２７号）によって記載されてきた。
【０１９３】
　リポソームは、水性内部区画を囲む少なくとも１つの脂質二重層からなる。リポソーム
は、膜の型およびサイズによって特徴付けられ得る。小さな単層ベシクル（ＳＵＶ）は単
一の膜を有し、典型的には、直径が０．０２から０．０５μｍの間の範囲であり；大きな
単層ベシクル（ＬＵＶ）は、典型的には、０．０５μｍよりも大きい。オリゴ層の大きな
ベシクルおよび多層ベシクルは、複数の、通常は同心性の膜の層を有し、典型的には、０
．１μｍよりも大きい。いくつかの非同心性膜を有するリポソーム、すなわち、より大き
なベシクル内に含まれるいくつかのより小さなベシクルは、多ベシクル性ベシクルと称す
る。
【０１９４】
　本発明の１つの態様は、本発明のオリゴマーを含有するリポソームを含む製剤に関し、
ここで、リポソーム膜は、輸送能力が増加したリポソームを提供するように製剤化される
。代替的に、または加えて、本発明の化合物は、リポソームのリポソーム二重層に含まれ
てもよく、またはそこに吸着されてもよい。本発明のオリゴマーは、脂質界面活性剤で凝
集されてもよく、リポソームの内部空間に輸送されてもよく；これらの場合、リポソーム
膜は、活性薬剤－界面活性剤凝集体の破壊的効果に抵抗するように製剤化される。
【０１９５】
　本発明の１つの実施形態に従うと、リポソームの脂質二重層は、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）鎖が脂質二重層の内部表面からリポソームによってカプセル化された内部空
間にまで伸び、そして脂質二重層の外部から周囲環境にまで伸びるように、ポリエチレン
グリコール（ＰＥＧ）で誘導体化された脂質を含む。
【０１９６】
　本発明のリポソーム中に含まれる活性薬剤は可溶化型である。界面活性剤および活性薬
剤（例えば、目的の活性薬剤を含むエマルジョンまたはミセル）の凝集体は、本発明に従
うリポソームの内部空間の中に捕捉されてもよい。界面活性剤は、活性薬剤を分散および
可溶化するように働き、任意の適切な脂肪族、脂環式、または芳香族界面活性剤から選択
されてもよく、これには様々な鎖の長さ（例えば、約Ｃ１４～約Ｃ２０）の生体適合性リ
ゾホスファチジルコリン（ＬＰＣ）が含まれるがこれに限定されない。ＰＥＧ－脂質など
のポリマー誘導体化脂質もまた、ミセル形成のために利用されてもよい。なぜなら、これ
らがミセル／膜融合を阻害するように働くから、そして界面活性剤分子へのポリマーの添
加が界面活性剤のＣＭＣを減少させ、ミセル形成を補助するからである。マイクロモル濃
度範囲のＣＭＣを有する界面活性剤が好ましい；より高いＣＭＣの界面活性剤は、本発明
のリポソーム中にトラップされたミセルを調製するために利用されてもよい。
【０１９７】
　本発明に従うリポソームは、当該分野において公知である種々の技術のいずれかによっ
て調製されてもよい。例えば、米国特許第４，２３５，８７１号；ＰＣＴ出願公開ＷＯ　
９６／１４０５７；Ｎｅｗ　ＲＲＣ，Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ：Ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａ
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ｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ（１９９０），３３－１０４頁；Ｌ
ａｓｉｃ　ＤＤ，Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　ｆｒｏｍ　ｐｈｙｓｉｃｓ　ｔｏ　ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　ＢＶ，Ａｍ
ｓｔｅｒｄａｍ，１９９３を参照のこと。例えば、本発明のリポソームは、あらかじめ形
成されたリポソームに、親水性ポリマーで誘導体化した脂質を分散させることによって、
例えば、リポソーム中で所望される誘導体化脂質の最終モルパーセントに対応する脂質濃
度で、脂質グラフト結合ポリマーから構成されるミセルに、あらかじめ形成されたリポソ
ームを露出させることによって調製されてもよい。親水性ポリマーを含むリポソームはま
た、当該分野において公知であるように、均質化、脂質フィールド水和、または押し出し
技術によって形成することができる。
【０１９８】
　別の例示的な製剤手順において、活性薬剤は、容易に疎水性分子を溶解する、リゾホス
ファチジルコリンまたは他の低ＣＭＣ界面活性剤（ポリマーグラフト結合脂質を含む）中
での超音波処理によって最初に分散される。次いで、得られた活性薬剤のミセル懸濁液は
、適切なモルパーセントのポリマーグラフト結合脂質またはコレステロールを含む乾燥脂
質サンプルを再水和するために使用される。次いで、脂質および活性薬剤懸濁液が、当該
分野において公知であるように、押し出し技術を使用してリポソームに形成され、得られ
たリポソームは、標準的なカラム分離によって非カプセル化溶液から分離される。
【０１９９】
　本発明の１つの態様において、リポソームは、選択されたサイズ範囲において実質的に
均一なサイズを有するように調製される。１つの有効なサイズ決定方法は、選択された均
一なポアサイズを有する一連のポリカーボネートメンブレンを通してリポソームの水性懸
濁液を押し出しする工程を包含し；このメンブレンのポアサイズは、そのメンブレンを通
した押し出しによって産生されるリポソームの最大サイズとおおまかに一致する。例えば
、米国特許第４，７３７，３２３号（１９８８年４月１２日）を参照のこと。特定の実施
形態において、ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ（登録商標）およびＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（
登録商標）などの試薬が、ポリヌクレオチドまたはタンパク質を細胞に導入するために利
用されてもよい。
【０２００】
　本発明の製剤の放出特性は、カプセル化材料、カプセル化された薬物の濃度、および放
出修飾剤の存在に依存する。例えば、放出は、例えば、胃の中のような低ｐＨにおいての
み、または腸の中のようなより高いｐＨにおいてのみ放出するｐＨ感受性コーティングを
使用して、ｐＨ依存性に操作することができる。腸溶コーティングは、胃を通った通路の
後まで放出が起こることを防止するために使用できる。異なる材料中にカプセル化された
シアナミドの複数のコーティングまたはその混合物は、胃の中で初期の放出を得るために
使用でき、続いて、腸の中でより後期の放出を得るために使用できる。放出はまた、塩ま
たはポア形成薬剤を含めることによって操作でき、カプセルからの分散により、水の取り
込みまたは薬物の放出を増加できる。薬物の溶解度を修飾する賦形剤もまた、放出速度を
制御するために使用できる。マトリックスの分解またはマトリックスからの放出を増強す
る薬剤もまた、組み込んでもよい。これらは、薬物に加えることができ、別々の相として
加えることができ（すなわち、微粒子として）、または化合物に依存してポリマー相に共
溶解できる。多くの場合において、その量は０．１から３０パーセント（ｗ／ｗポリマー
）の間であるべきである。分解促進剤の型には、無機塩、例えば、硫酸アンモニウムおよ
び塩化アンモニウム、有機酸、例えば、クエン酸、安息香酸、およびアスコルビン酸、無
機塩基、例えば、炭酸ナトリウム、炭酸カリウム、炭酸カルシウム、炭酸亜鉛、および水
酸化亜鉛、ならびに有機塩基、例えば、硫酸プロタミン、スペルミン、コリン、エタノー
ルアミン、ジエタノールアミン、およびトリエタノールアミン、ならびに界面活性剤、例
えば、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）およびＰｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）が含まれる。マトリ
ックスに微細構造を加えるポア形成剤（すなわち、無機塩および糖などの水溶性化合物）
は、微粒子として加えられる。その範囲は、典型的には、１から３０％（ｗ／ｗポリマー
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【０２０１】
　取り込みはまた、腸における粒子の滞留時間を変化させることによって操作できる。こ
れは、例えば、粘膜接着ポリマーで粒子をコーティングすること、またはカプセル化材料
として粘膜接着ポリマーを選択することによって達成できる。例としては、遊離のカルボ
キシル基を有する多くのポリマー、例えば、キトサン、セルロース、およびとりわけ、ポ
リアクリレート（本明細書で使用される場合、ポリアクリレートとは、アクリレート基お
よび修飾アクリレート基、例えば、シアノアクリレートおよびメタクリレートを含むポリ
マーをいう）が含まれる。
【０２０２】
　オリゴマーは、外科的または医学的デバイスもしくは移植物の中に含まれるように製剤
化され、またはこれらによって放出されるように適合されてもよい。特定の態様において
、移植物は、オリゴマーでコートされるか、または他の方法にてオリゴマーで処理されて
もよい。例えば、ハイドロゲルまたは他のポリマー、例えば、生体適合性および／または
生物分解性ポリマーが、本発明の組成物で移植片をコートするために使用されてもよい（
すなわち、組成物は、ハイドロゲルまたは他のポリマーを使用することによって、医学的
デバイスを伴う使用のために適合されてもよい）。薬剤で医学的デバイスをコーティング
するためのポリマーおよびコポリマーは当該分野で周知である。移植物の例には、ステン
ト、薬物溶出ステント、縫合糸、プロテーゼ、血管カテーテル、透析カテーテル、血管移
植片、人工心臓弁、心臓ペースメーカー、植込み型除細動器、静脈針、骨の設定および形
成のためのデバイス、例えば、ピン、スクリュー、プレート、およびその他のデバイス、
ならびに創傷治癒のための人工組織マトリックスが含まれるがこれらに限定されない。
【０２０３】
　本明細書に提供される方法に加えて、本発明に従う使用のためのオリゴマーは、他の医
薬品からの類推により、ヒトまたは獣医学的な医薬における使用のための任意の便利な方
法での投与のために製剤化されてもよい。アンチセンスオリゴマーおよびそれらの対応す
る製剤は、単独で、または筋ジストロフィーの治療における他の治療ストラテジーと組み
合わせて投与されてもよく、その投与ストラテジーとは、例えば、筋芽細胞移植、幹細胞
治療、アミノグリコシド抗生物質の投与、プロテオソーム阻害剤、およびアップレギュレ
ーション治療（例えば、ユートロフィンのアップレギュレーション、ジストロフィンの常
染色体パラログ）である。
【０２０４】
　本明細書に引用されるすべての刊行物および特許出願は、あたかも各々の刊行物または
特許出願が具体的にかつ個別に参照により援用されることが示されるかのように、参照に
より本明細書に援用される。
【０２０５】
　前述の発明は、理解の明確さの目的のために、例証および実例によっていくぶん詳細に
記載されてきたが、特定の変更および改変が添付の特許請求の範囲の技術思想または範囲
から逸脱することなく、本発明になされ得ることは、本発明の教示に鑑みて当業者には容
易に明白である。以下の実施例は、例示目的のみのために提供され、限定目的ではない。
当業者は、本質的に同様の結果を生じるために変更または改変できる種々の決定的ではな
いパラメーターを容易に認識する。
【０２０６】
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【０２０８】
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【数３】

【実施例】
【０２０９】
　材料および方法
　細胞および組織培養処理条件
　５％ＤＭＳＯ溶液（Ｓｉｇｍａ）中に保存された少ない継代数のヒト横紋筋肉腫細胞（
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ＡＴＣＣ，ＣＣＬ－１３６；ＲＤ細胞）は、氷の銀色（ｉｃｅ　ｓｌｉｖｅｒ）がもはや
見えなくなるまで、３７℃ウォーターバス中で融解した。細胞は、Ｌ－グルタミン（Ｈｙ
Ｃｌｏｎｅ）、１０％ウシ胎仔血清、および１％ペニシリン－ストレプトマイシン抗生物
質溶液（ＣｅｌＧｒｏ）を補充した２４ｍＬの温めたＤＭＥＭ中、１．５×１０６細胞／
フラスコで、組織培養処理したＴ７５フラスコ（Ｎｕｎｃ）に播種した；２４時間後、培
地を吸引し、細胞は温めたＰＢＳで１回洗浄し、新鮮な培地を加えた。細胞は、３７℃イ
ンキュベーター中で、５．０％ＣＯ２にて、８０％コンフルエントまで増殖させた。
【０２１０】
　培地をＴ７５フラスコから吸引し；細胞は温めたＰＢＳで１回洗浄し、そして吸引した
。３７℃ウォーターバス中で温めた３ｍＬのトリプシン／ＥＤＴＡを各Ｔ７５に加えた。
細胞は、３７℃で、５回、２～５分間、穏やかに攪拌しながら、これらがフラスコから遊
離されるまでインキュベートした。細胞懸濁液は、１５．０ｍＬコニカルチューブに移し
；フラスコは１．０ｍＬのトリプシン／ＥＤＴＡ溶液ですすぎ、残りの細胞を集めた。細
胞は、Ｖｉ－Ｃｅｌｌ　ＸＲ細胞カウンター（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）で計数
した。細胞は、１．０ｍＬ培地のウェルあたり２．０×１０５生存細胞で、組織培養処理
した１２ウェルプレート（Ｆａｌｃｏｎ）に播種した。細胞は、３７℃インキュベーター
中で、５．０％ＣＯ２にて一晩インキュベートした。
【０２１１】
　１２ウェルの播種プレートは、均一な細胞分布およびプレート接着について試験した。
凍結乾燥した、ペプチド結合体化ホスホロジアミデートモルホリノオリゴマー（ＰＰＭＯ
）を、ヌクレアーゼを含まない水（Ａｍｂｉｏｎ）中で２．０ｍＭに再懸濁し、細胞処理
の間氷上に維持した；モル濃度を確認するために、ＰＰＭＯは、ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０
００分光光度計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して測定した。ＰＰＭＯ
処理の直前に、培地を吸引し、細胞を温めたＰＢＳですすいだ。ＰＰＭＯは温めた培地で
、所望のモル濃度まで希釈した；細胞は、ウェルあたり総量１．０ｍＬ　ＰＰＭＯ中で処
理した。ＰＰＭＯは三連で試験した。未処理対照のために、新鮮な、温めた培地を、１．
０ｍＬ総量で加えた。細胞は、３７℃インキュベーター中で、５．０％ＣＯ２にて４８時
間インキュベートした。
【０２１２】
　ＲＮＡ抽出
　培地を吸引し、細胞は温めたＰＢＳですすいだ。ＲＮＡは、ＱｕｉｃｋＧｅｎｅ－Ｍｉ
ｎｉ８０システム、ＱｕｉｃｋＧｅｎｅ　ＲＮＡ培養細胞ＨＣキットＳ、およびＭａｇＮ
Ａｌｙｓｅｒを用いて、セラミックビーズ均質化とともに、製造業者の推奨するプロトコ
ールを使用して、抽出した。手短に述べると、細胞は、３５０μＬ　ＬＲＰ（１００μＬ
　ＬＲＰあたり１０μＬ　β－メルカプトエタノールを加えた）溶解緩衝液を有する処理
プレート中で溶解した；ホモジネートは、完全な溶解を確実にするために穏やかに摩砕し
、ＭａｇＮＡｌｙｓｅｒチューブに移した。チューブは、ＭａｇＮＡｌｙｓｅｒ中で、２
８００ｒｐｍで３０秒間、遠心分離して、完全な均質化を確実にし、そして手短に氷冷し
た。５０μＬ　ＳＲＰ可溶化緩衝液を加え、ホモジネートは１５秒間ボルテックスした。
１７０μＬ＞９９％エタノールを各チューブに加え、ホモジネートは６０秒間ボルテック
スした。ホモジネートは手早く遠心分離し、Ｍｉｎｉ８０　ＲＮＡカートリッジに移し、
サンプルは加圧し、フロースルーは廃棄した。カートリッジは７５０μＬ　ＷＲＰ洗浄緩
衝液中で洗浄され、加圧された。４０μＬのＤＮａｓｅ溶液（１．２５μＬ　Ｑｉａｇｅ
ｎ　ＤＮａｓｅＩ、３５μＬ　ＲＤＤ緩衝液、３．７５μＬ　ヌクレアーゼを含まない水
）を、カートリッジメンブレンに直接加えた；カートリッジは、室温で４分間インキュベ
ートした。カートリッジは、７５０μＬ　ＷＲＰで２回洗浄し、各洗浄後に加圧した。カ
ートリッジはヌクレアーゼを含まないチューブ上に配置した。５０μＬ　ＣＲＰ溶出緩衝
液を各メンブレンに加えた；メンブレンは室温で５分間インキュベートした。カートリッ
ジは加圧し、溶離液を収集した。ＲＮＡは、定量を保留して－８０℃に保存した。ＲＮＡ
はＮａｎｏＤｒｏｐ（商標）２０００分光光度計を使用して定量した。
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【０２１３】
　ネステッドＲＴ－ＰＣＲ
　プライマー特異的、エキソン特異的、最適化ネステッドＲＴ－ＰＣＲ増幅を、表１にお
いて以下に示されるように各ジストロフィンエキソンについてのプライマー対セットを使
用して実施した。
【０２１４】
【表１】

　示されたプライマー対は、フォワードまたはリバース（Ｆ／Ｒ）のいずれかで、そして
一次増幅または二次増幅にそれぞれ対応する外部または内部（Ｉ／Ｏ）のいずれかのプラ
イマー対として、それぞれ示される。プライマー標的の位置は、エキソンカラムに示され
、目的は、エキソンスキッピング事象が検出できることを示す。例えば、ＰＳ１７０およ
びＰＳ１７６プライマーは、一次増幅において、エキソン４８～５３の領域を増幅する。
次いで、プライマーＰＳ１７２およびＰＳ１７４は、二次増幅において、エキソン４９～
５２の領域を増幅する。このネステッドＰＣＲ反応は、エキソン５０および／またはエキ
ソン５１の両方のエキソンスキッピングを検出する。特異的ネステッドＲＴ－ＰＣＲ反応
条件は以下に提供される。
【０２１５】
　処理細胞から抽出されたＲＮＡ（上記）はすべてのサンプルについて、２０ｎｇ／μｌ
に希釈した。
【０２１６】
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【表２】

【０２１７】
【表３】

【０２１８】
【表４】

【０２１９】
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【表５】

　ゲル電気泳動分析
　１０マイクロリットルの５×Ｆｉｃｏｌｌローディング色素を、各５０マイクロリット
ルのネステッドＲＴ－ＰＣＲ反応物に加えた。１５マイクロリットルのＰＣＲ／色素混合
液を、３００ボルトで３０分間、１０％　ＴＢＥゲル上で泳動した。電気泳動後、ゲルは
ｄｉＨ２Ｏ中で少なくとも１時間洗浄し、３０分毎に水を交換した。次いで、ゲルはＴｙ
ｐｈｏｏｎ　Ｔｒｉｏ　Ｖａｒｉａｂｌｅ　Ｍｏｄｅ　Ｉｍａｇｅｒ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔ
ｈｃａｒｅ）上で走査した。エキソン４４スキップについては、全長ジストロフィン転写
物からのネステッドＲＴ－ＰＣＲ産物は５７１ｂｐであり、エキソン４４スキップｍＲＮ
Ａからは４２３ｂｐである（エキソン４４は１４８ｂｐである）。エキソン４５について
は、全長ジストロフィン転写物からのネステッドＲＴ－ＰＣＲ産物は５７１ｂｐであり、
エキソン４５スキップｍＲＮＡからは３９５ｂｐである（エキソン４５は１７６ｂｐであ
る）。エキソン５３については、全長ジストロフィン転写物からのＰＣＲ産物は３６５ｂ
ｐであり、エキソン５３スキップｍＲＮＡからは１５３ｂｐである（エキソン５３は２１
２ｂｐである）。
【０２２０】
　ゲルイメージは、エキソンスキッピング産物と比較して、全長ＰＣＲ産物のバンド強度
を測定することによって、定量的分析に供した。ある場合において、固定されたＰＰＭＯ
濃度（例えば、３マイクロモル濃度）でのパーセントスキップは、一連のＰＰＭＯの相対
活性を決定して、所定のエキソンのエキソンスキッピングを誘導するために使用した。他
の状況において、ＰＰＭＯ用量－範囲は細胞を処理するために使用し（例えば、０．１、
０．３、１．０、３．０、および１０マイクロモル濃度）、ＥＣ５０は、各濃度において
誘導されたスキップパーセントに基づいて計算した。
【０２２１】
　実施例１
　エキソン５１スキャン
　ヒトジストロフィンエキソン５１を標的とする重複する一連のアンチセンスＰＰＭＯを
設計し、合成し、そしてヒト横紋筋肉腫細胞（ＲＤ細胞）または初代ヒト骨格筋細胞のい
ずれかを処理するために使用した。このストラテジーは「エキソンスキャン」と呼ばれ、
以下に記載されるように、いくつかの他のジストロフィンエキソンについて類似して使用
した。すべてのＰＰＭＯは、ＣＰ０６０６２ペプチド（配列番号５７８）および３’末端
ＰＭＯ連結を使用して、ペプチド結合体化ＰＭＯ（ＰＰＭＯ）として合成した。エキソン
５１については、図２Ａに示されるように、各々が２６塩基長である一連の２６個のＰＰ
ＭＯを作製した（配列番号：３０９～３１１、３１４、３１６、３１７、３１９、３２１
、３２３、３２４、３２６、３２７、３２９～３３１、３３３、３３５、３３６、３３８
～３４５）。これらのＰＰＭＯは、材料および方法において上記に記載されているように
、種々の濃度においてＲＤ細胞を処理することによって、エキソンスキッピング効力につ
いて評価した。３種のＰＰＭＯ（配列番号３２４、３２６、および３２７）を、エキソン
スキッピングを誘導する際に有効であると同定し、さらなる評価のために選択した。ＲＤ
細胞および初代ヒト骨格筋細胞における用量－範囲実験は、これら３種のＰＰＭＯ配列の
相対的効力を確認するために使用した。配列番号３２７は、図２Ｂおよび２Ｃに示される
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ように、エキソン５１スキップを誘導する際に最も有効であることを示した。
【０２２２】
　他のエキソン５１標的化アンチセンス配列に対する、配列番号３２７の相対的有効性の
比較は、上記のように、ＲＤ細胞および初代ヒト骨格筋細胞において実施した。すべての
評価された配列は、ＣＰ０６０６２ペプチド（配列番号５７８）を使用して、ペプチド結
合体化ＰＭＯとして作製した。これは、アンチセンス化学または細胞送達に関わりなく、
アンチセンス配列の相対的有効性の直接的比較を可能にした。配列番号３２７と比較した
特定のエキソン５１標的化オリゴの相対的位置は図２Ｄに示す。図２Ｃに示されるように
、エキソンスキッピングの有効性の階層化されたヒエラルキーが存在し、配列番号３２７
が最も有効であり、他の配列と比較して少なくとも数倍の因数である。
【０２２３】
　実施例２
　エキソン５０スキャン
　ヒトジストロフィンエキソン５０を標的とする重複する一連のアンチセンスＰＰＭＯを
設計および合成した。エキソン５０については、図３Ａに示されるように、各々が２５塩
基長である一連の１７個のＰＰＭＯを作製した（配列番号２６７、２６９、２７１、２７
３、２７５、２７７、２７９、２８０、２８２、および２８４～２９１）。これらのＰＰ
ＭＯは、材料および方法において上記に記載されているように、種々の濃度においてＲＤ
細胞を処理することによって、エキソンスキッピング効力について評価した。４種のＰＰ
ＭＯ（配列番号２７７、２８７、２９０、および２９１）を、エキソンスキッピングを誘
導する際に有効であると同定し、さらなる評価のために選択した。ＲＤ細胞における用量
－範囲実験は、これら４種のＰＭＯ配列の相対的効力を確認するために使用した。配列番
号５８４（ＡＶＩ－５６５６）および２８７（ＡＶＩ－５０３８）は、図３Ｂに示される
ように、エキソン５０スキップを誘導する際に最も有効であることを示した。ＥＣ５０値
は用量－範囲実験から誘導し、これは、エキソン５０を含むｍＲＮＡから産生されたＰＣ
Ｒ産物と比較すると、エキソン５０を欠くｍＲＮＡからはＰＣＲ産物の５０％であるとい
う計算濃度を表す。他の配列と比較すると（例えば、配列番号５８４および５８５は、そ
れぞれ、ＷＯ２００６／００００５７における配列番号１７３および１７５に対応するこ
とを参照のこと）、ＡＶＩ－５０３８（配列番号２８７）は、図３Ｂに示されるように、
ＲＤ細胞アッセイにおいて、エキソンスキッピング活性を誘導する際に、等価であるかま
たはより良好である。
【０２２４】
　実施例３
　エキソン５３スキャン
　ヒトジストロフィンエキソン５３を標的とする重複する一連のアンチセンスＰＰＭＯを
設計および合成した。エキソン５３については、図４Ａに示されるように、各々が２５塩
基長である一連の２４個のＰＰＭＯを作製した（配列番号４１６、４１８、４２０、４２
２、４２４、４２６、４２８、４２９、４３１、４３３、４３４、４３６、４３８～４４
０、および４４３～４５１）。これらのＰＰＭＯは、材料および方法において上記に記載
されているように、種々の濃度においてＲＤ細胞および初代ヒト骨格筋細胞を処理するこ
とによって、エキソンスキッピング効力について評価した。３種のＰＰＭＯ（配列番号４
２８、４２９、および４３１）を、エキソンスキッピングを誘導する際に有効であると同
定し、さらなる評価のために選択した。ＲＤ細胞における用量－範囲実験は、これら３種
のＰＭＯ配列の相対的効力を確認するために使用した。配列番号４２９は、図４Ｂ～Ｆに
示されるように、エキソン５３スキップを誘導する際に最も有効であることを示した。し
かし、他のエキソン５３アンチセンス配列と比較した場合に、配列番号４２９は、ＷＯ２
００６／００００５７において配列番号１９５として列挙されているＨ５３Ａ（＋２３＋
４７）および本願の配列番号６０９と同一であることが判明した。他の配列を配列番号４
２９と比較し、これには、Ｈ５３Ａ（＋３９＋６９）およびＨ５３Ａ（－１２＋１０）（
それぞれ、ＷＯ２００６／００００５７において配列番号１９３および１９９と列挙され
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る）およびｈ５３ＡＯＮ１（米国出願１１／２３３，５０７において配列番号３９と列挙
される）が含まれ、本願において、それぞれ、配列番号６０８、６１１、および６１０と
列挙される。すべての評価された配列は、ＣＰ０６０６２ペプチド（配列番号５７８）を
使用して、ペプチド結合体化ＰＭＯとして作製した。これは、アンチセンス化学または細
胞送達に関わりなく、アンチセンス配列の相対的有効性の直接的比較を可能にした。図４
Ｉおよび４Ｇ～Ｈに示されるように、配列番号４２９が、これらの４種の配列の各々より
も優れていることが示された。
【０２２５】
　実施例４
　エキソン４４スキャン
　ヒトジストロフィンエキソン４４を標的とする重複する一連のアンチセンスＰＰＭＯを
設計および合成した。エキソン４４については、図５Ａに示されるように、各々が２５塩
基長である一連のＰＰＭＯを作製した（配列番号１～２０）。これらのＰＰＭＯは、材料
および方法において上記に記載されているように、種々の濃度においてＲＤ細胞を処理す
ることによって、エキソンスキッピング効力について評価した。５種のＰＰＭＯ（配列番
号４、８、１１、１２、および１３）を、エキソンスキッピングを誘導する際に有効であ
ると同定し、さらなる評価のために選択した。ＲＤ細胞における用量－範囲実験は、図５
Ｃ～Ｈに示されるように、これら５種のＰＰＭＯ配列の相対的効力を確認するために使用
した。配列番号８、１１、および１２は、図５Ｈに示されるように、エキソン４４スキッ
プを誘導する際に最も有効であることを示し、配列番号１２が最も高い効力を提供した。
【０２２６】
　他のエキソン４４アンチセンス配列に対する、配列番号１２の比較は、ＲＤ細胞と初代
ヒト骨格筋細胞の両方において行った。すべての評価された配列は、ＣＰ０６０６２ペプ
チド（配列番号５７８）を使用して、ペプチド結合体化ＰＭＯとして作製した。これは、
アンチセンス化学または細胞送達に関わりなく、アンチセンス配列の相対的有効性の直接
的比較を可能にした。
【０２２７】
　配列番号４、８、１１、および１２との配列（配列番号６００、６０１、６０２、およ
び６０３）の整列は図５Ｂに示される。配列番号６０１および６０３はＷＯ２００６／０
０００５７において配列番号１６５および１６７として列挙されている。配列番号６０２
はＷＯ２００４／０８３４４６に列挙されており、米国出願１１／２３３，５０７に配列
番号２１として列挙されている。配列番号６００は２００７年に公開された（Ｗｉｌｔｏ
ｎ，Ｆａｌｌら、２００７）。ＲＤ細胞における比較は、配列番号６０２および６０３が
配列番号１２よりも優れていることを示した（図５Ｉ）。しかし、図５Ｊに示されるよう
に、ヒト初代骨格筋細胞においては、配列番号１２（８．８６％のエキソンスキッピング
）が配列番号６０２（６．４２％）よりも優れていた。同様の実験は配列番号６０３でも
実施している。
【０２２８】
　実施例５
　エキソン４５スキャン
　ヒトジストロフィンエキソン４５を標的とする重複する一連のアンチセンスＰＰＭＯを
設計および合成した。エキソン４５については、図６Ａに示されるように、各々が２５塩
基長である一連の２２個のＰＰＭＯを作製した（配列番号２１、２３、２５、２７、２９
、３１、３２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、および４５～５３）。これらのＰ
ＰＭＯは、材料および方法において上記に記載されているように、種々の濃度においてＲ
Ｄ細胞およびヒト初代骨格筋細胞を処理することによって、エキソンスキッピング効力に
ついて評価した。５種のＰＰＭＯ（配列番号２７、２９、３４、および３９）を、エキソ
ンスキッピングを誘導する際に有効であると同定し、さらなる評価のために選択した。Ｒ
Ｄ細胞における用量－範囲実験は、図６Ｃ～Ｇに示され、図６Ｈに要約されているように
、これら４種のＰＭＯ配列の相対的効力を確認するために使用した。配列番号４９はこれ
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らの実験において陰性対照として使用した。配列番号２９および３４は、図６Ｈに示され
るように、エキソン４５スキップを誘導する際に最も有効であることを示した。
【０２２９】
　他のエキソン４５標的化アンチセンス配列に対する、配列番号３４の比較は、ＲＤ細胞
と初代ヒト骨格筋細胞の両方において行った。すべての評価された配列は、ＣＰ０６０６
２ペプチド（配列番号５７８）を使用して、ペプチド結合体化ＰＭＯとして作製した。こ
れは、アンチセンス化学または細胞送達に関わりなく、アンチセンス配列の相対的有効性
の直接的比較を可能にした。配列番号２７、２９、３４、および３９との配列（配列番号
６０４、６０５、６０６、および６０７）の整列は図６Ｂに示される。配列番号６０４お
よび６０７はＷＯ２００６／００００５７において配列番号２１１および２０７としてそ
れぞれ列挙されている。配列番号６０５および６０６は、米国出願１１／２３３，５０７
に配列番号２３および１としてそれぞれ列挙されている。ＲＤ細胞における比較は、図６
Ｉに示されるように、配列番号３４が評価された４つすべての配列よりも優れていること
を示した。ヒト初代骨格筋細胞の異なる集団におけるこれらの化合物の試験は、上記のよ
うに実施している。
【０２３０】
　配列表
　配列は、ＤＮＡについて共通のヌクレオチド塩基記号：Ａ、Ｇ、Ｃ、およびＴを使用し
て示される。２’－Ｏ－メチルなどの他のアンチセンス化学は、Ｔの代わりにＵを使用す
る。任意の塩基が、とりわけ、３個以上のＧ残基のストレッチ中では、イノシン（Ｉ）で
置換されてもよい。
【０２３１】
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