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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピングを、それを必要とする対
象の光受容細胞において硝子体内注射により行うための配列番号２５、配列番号３０又は
配列番号３１からなる配列を含む、裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む医薬組成
物であって、
対象は、光受容細胞の機能及び／又は生存に重要な遺伝子において、スプライシングを改
変し、及び／又は中途終止を生成する突然変異により引き起こされる網膜疾患を患ってお
り、
裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、対象の光受容細胞内で、突然変異が網膜疾患を
引き起こす遺伝子からのプレｍＲＮＡにおけるアンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エ
クソンスキッピングを行う、
医薬組成物。
【請求項２】
　網膜疾患が、網膜変性疾患又は網膜停止性疾患である、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項３】
　網膜疾患が、色素性網膜炎、加齢黄斑変性、錐体杆体ジストロフィー、レーバー先天黒
内障、シュタルガルト病からなる群より選択される、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項４】
　網膜疾患が、ｃ．２９９１＋１６５５ Ａ＞Ｇ突然変異に関連するレーバー先天黒内障
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である、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項５】
　裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドが、オリゴデオキシリボヌクレオチド、オリゴリ
ボヌクレオチド、ロックド核酸（ＬＮＡ）オリゴヌクレオチド、モルホリノオリゴヌクレ
オチド、トリシクロ－ＤＮＡ－アンチセンスオリゴヌクレオチド、Ｕ７－又はＵ１－介在
性アンチセンスオリゴヌクレオチド、それらのコンジュゲート産物、例えばペプチドコン
ジュゲーション型、ナノパーティクル複合型アンチセンスオリゴヌクレオチド、２’－Ｏ
－Ｍｅ ＲＮＡ／ＥＮＡキメラオリゴヌクレオチド、及び２’－Ｏ－メチル－ホスホロチ
オアートオリゴヌクレオチドからなる群より選択される、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項６】
　疾患が、シュタルガルト病であり、そして裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドが、配
列番号：２５である、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項７】
　網膜疾患が、レーバー先天黒内障であり、そしてアンチセンスオリゴヌクレオチド介在
性エクソンスキッピングが、Ｃｅｐ２９０プレｍＲＮＡのエクソン３６で行われる、請求
項１記載の医薬組成物。
【請求項８】
　網膜疾患が、レーバー先天黒内障であり、そして裸のアンチセンスオリゴヌクレオチド
が、配列番号３０又は配列番号３１からなる配列を含む、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項９】
　光受容細胞の機能及び／又は生存に重要な遺伝子において、スプライシングを改変し、
及び／又は中途停止を生成する突然変異により引き起こされる網膜疾患のそれを必要とす
る対象における処置のための配列番号２５、配列番号３０又は配列番号３１からなる配列
を含む裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む医薬組成物であって、
ある量の裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドを、対象の硝子体内に注射する工程を含み
、
ここで、裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、対象の光受容細胞内で、突然変異が網
膜疾患を引き起こす遺伝子からのプレｍＲＮＡにおいてアンチセンスオリゴヌクレオチド
介在性エクソンスキッピングを行う、
医薬組成物。
【請求項１０】
　裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドが、対象の光受容細胞の核内でアンチセンスオリ
ゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピングを行うために使用される、請求項９記載の医
薬組成物。
【請求項１１】
　網膜疾患が、網膜変性又は網膜停止性疾患である、請求項９記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　網膜疾患が、色素性網膜炎、加齢黄斑変性、錐体杆体ジストロフィー、レーバー先天黒
内障、シュタルガルト病からなる群より選択される、請求項９記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　網膜疾患が、ｃ．２９９１＋１６５５　Ａ＞Ｇ突然変異に関連するレーバー先天黒内障
である、請求項９記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドが、オリゴデオキシリボヌクレオチド、オリゴリ
ボヌクレオチド、ロックド核酸（ＬＮＡ）オリゴヌクレオチド、モルホリノオリゴヌクレ
オチド、トリシクロ－ＤＮＡ－アンチセンスオリゴヌクレオチド、Ｕ７－又はＵ１介在性
アンチセンスオリゴヌクレオチド、ペプチドコンジュゲーション型、ナノパーティクル複
合型アンチセンスオリゴヌクレオチド、２’－Ｏ－Ｍｅ ＲＮＡ／ＥＮＡキメラオリゴヌ
クレオチド、及び２’－Ｏ－メチル－ホスホロチオアートオリゴヌクレオチドからなる群
より選択される、請求項９記載の医薬組成物。
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【請求項１５】
　網膜疾患が、シュタルガルト病であり、そして裸のアンチセンスオリゴヌクレオチドが
、配列番号２５である、請求項９記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　網膜疾患が、レーバー先天黒内障であり、そしてアンチセンスオリゴヌクレオチド介在
性エクソンスキッピングが、Ｃｅｐ２９０プレｍＲＮＡのエクソン３６で行われる、請求
項９記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　網膜疾患が、レーバー先天黒内障であり、そして裸のアンチセンスオリゴヌクレオチド
が、配列番号３０又は配列番号３１からなる配列を含む、請求項９記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野：
　本発明は、アンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピングを、それを必
要とする対象の網膜において行うための方法に関する。
【０００２】
発明の背景：
　ヒトゲノムは、タンパク質をコードする遺伝子２０，０００～２５，０００個からなる
が、各遺伝子から発生された複数のＲＮＡアイソフォームの結果として、ｍＲＮＡ配列及
びコードされるタンパク質のレパートリーは、はるかに大きい。ＲＮＡ転写物の多様性は
、いくつかのメカニズムから進展するが、ＲＮＡの選択的スプライシングは、高等真核生
物における表現型多様性を推進する主要な要因に相当する。実際にスプライシング事象は
、高度に普及しており、全ての多エクソン遺伝子の９５％について起こると推定されてい
る。観察されるＲＮＡ選択的スプライシングには数多くの様式があるが、そのうち最もよ
く見られるものは、エクソンスキッピングである。この様式では、一部の条件下又は特定
の組織において特定のエクソンがｍＲＮＡ中に含まれる場合もあれば、他ではｍＲＮＡか
ら除外される場合もある。大多数のスプライシング事象は、コードされるタンパク質を変
更するが、半数超がｍＲＮＡのリーディングフレームをシフトさせる。よく見られる遺伝
的変異体は、選択的スプライシングにおける変化を「正常な」生理学的範囲内に収めるこ
とができる。しかし、スプライシングにおける異常な変動が、大部分のヒト遺伝障害にお
いて、特に網膜疾患において意味づけられており、遺伝要素を有する疾患の最大５０％超
がスプライシング突然変異を伴う。コドンの位相シフトが中途終止シグナルを導入するな
らば、異所性スプライシングを引き起こす突然変異は、典型的には、非機能性タンパク質
又はナンセンス介在性ＲＮＡ崩壊を招く。
【０００３】
　網膜内層に特異的な遺伝子における突然変異は、遺伝性網膜疾患（ＩＲＤ）、例えば先
天性停止性夜盲（双極細胞）、遺伝性視神経症（網膜神経節細胞）を招くおそれがあるが
、大部分の場合、その原因は光受容細胞又は網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞において発現さ
れる遺伝子における突然変異である。２００個を超える遺伝子においてＩＲＤを引き起こ
す突然変異が同定されており（http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/）、一連の遺伝パタ
ーンが表示されている。最もよく見られるＩＲＤは、少なくとも３０個の遺伝子が関連し
ている色素性網膜炎である。網膜疾患の症例の約１０％は、早期発症型網膜ジストロフィ
ーの結果である。例えば、レーバー先天黒内障（ＬＣＡ、ＭＩＭ２０４０００）は、小児
における失明のよく見られる原因である（１０％）。それは、出生時又は生後１ヶ月にお
ける失明又は重度の視覚不全の原因となる最も重症の遺伝性網膜ジストロフィーである。
その疾患は、その後数ヶ月に極めて乏しい視力（ＶＡ≦光覚；Ｉ型）を有する劇的に重症
で停止性の錐体杆体疾患、又は生後１０年を超えて測定可能な視力（２０／２００≦ＶＡ
≦６０／２００；ＩＩ型）を有する、進行性で、なお重症の錐体杆体ジストロフィーのい
ずれかとして現れる。今までに、高度に多様なパターンの組織分布及び機能を有する遺伝
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子１８個の変更が、ＬＣＡにおいて報告されている（Kaplan, J. Ophthalmic Genet. 29,
 92-8 (2008); den Hollander, AI et al. Prog Retin Eye Res. 27, 391-419 (2008); P
errault, I et al. Nat Genet (2012)）。西洋諸国では、中心体タンパク質２９０（ＣＥ
Ｐ２９０）を冒す突然変異が、本疾患の主因である（２０％）（den Hollander, AI et a
l. Am J Hum Genet. 79, 556-61 (2006); Perrault, I et al. Hum Mutat. 28, 416 (200
7).）。それらの中で、ｃ．２９９１＋１６５５ Ａ＞Ｇ突然変異は、ＬＣＡの全症例の１
０％超を占め、この変化を治療のための重要な標的にしている。この突然変異は、イント
ロン２６中に深く局在し、強い隠れたアクセプタースプライス部位下流に強いドナースプ
ライス部位を作る。結果として、野生型メッセンジャーに加えて突然変異型ｍＲＮＡが、
突然変異型対立遺伝子から転写される。突然変異型ｍＲＮＡは、停止コドンをコードする
追加的なエクソンを含む。
【０００４】
　突然変異に起因するタンパク質短縮化をバイパスする手段としてのエクソンスキッピン
グの潜在性を考慮して、網膜疾患を患う対象の網膜における異所性スプライシングを修正
するためにアンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピング戦略が現在検討
されている。このアプローチは、特に有望と思われる。実際に：１）ＤＭＤ突然変異型エ
クソンをスキップするために治療用アンチセンスオリゴヌクレオチドの筋肉内注射を受け
たデュシェンヌ型筋ジストロフィーを有する患者において目を見張る結果が最近報告され
た（Heemskerk et al., Ann N Y Acad Sci.. 2009）、２）野生型タンパク質が突然変異
型対立遺伝子から（少量）発現され、エクソンスキッピング後の免疫応答のリスクを予防
しているので、ＬＣＡ患者の線維芽細胞でよく見られるディープイントロンＣＥＰ２９０
突然変異を修正するためのアンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピング
の概念実証が最近報告され、それらの細胞は、対照の野生型のｍＲＮＡ及びタンパク質の
存在量及び繊毛形成能（ciliation ability）を回復した（Gerard et al., 2012 MTNA）
、３）眼は小型で、限られた免疫特権器官であるので、治療効果を得るために要するＡＯ
Ｎは低用量であり、それによって全身循環に生成物が散在するリスクが低下している、４
）ネズミ科、ウサギ、及び霊長類において、安定化されたアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドの硝子体内注射は、全網膜層にわたり数週間濃度が持続する広い分布を可能にする（Ra
koczy et al., 1996; Leeds et al., 1998; Shen et al., 2002）、５）網膜炎に冒され
た免疫低下患者においてサイトメガロウイルスｍＲＮＡを干渉するためのＦＤＡ承認済み
ＡＯＮであるVitravene（登録商標）の硝子体内反復注射は安全及び有効である、並びに
６）その代わりにＡＯＮは、独特な硝子体内注射又は網膜下注射を用いて送達することが
でき、その中期有効性及び安全性はＲＰＥ６５臨床試験において実証されている（Bainbr
idge et al., N Engl J Med. 2008; Hauswirth et al., Hum Gene Ther., 2008, Maguire
 et al., N Engl J Med. , 2008; Maguire et al., Lancet. , 2009）。
【０００５】
　外側網膜細胞（光受容器及びＲＰＥ）中へのＡＯＮのアデノウイルス送達の主要な欠点
は、１）技術的偏見：重大な有害作用を有する網膜剥離を引き起こす可能性のある網膜下
注射によってのみ、網膜の外側細胞の形質導入に達することだけが可能である、２）技術
的限界：網膜剥離を限定しようとすると、アデノウイルス粒子の分布が限定される；標的
網膜細胞に効率的に形質導入するＡＡＶ血清型を適合させる必要がある（Dalkara et al.
, Gene Ther., 2012）、並びに３）医学的不確実性：網膜中のアデノウイルス粒子が排除
されない；網膜特異的タンパク質が異所性発現する可能性により、網膜を傷害するおそれ
がある抗体の増加に繋がり得る（Stieger et al., Mol Ther., 2008）（例えば、腫瘍に
よるリカバリンの異所性発現によるガン関連網膜症、Matsubara et al., Br J Cancer., 
1996）。
【０００６】
発明の概要：
　本発明者らは、今回驚くことにアンチセンスオリゴヌクレオチドの硝子体内注射を用い
て網膜におけるアンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピングを行うこと
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が可能であると実証することによって、これらの偏見及び限界を克服する。結果は、予備
的であるものの、光受容器細胞を含む全ての網膜細胞層の核内プレｍＲＮＡのスプライシ
ングを改変するためにこの戦略を使用するという概念実証に最初で高度に説得力のある根
拠を提供している。したがって、本発明は、特許請求の範囲によって定義される。
【０００７】
発明の詳細な説明：
定義：
　本明細書に使用される用語「前駆ｍＲＮＡ」又は「プレｍＲＮＡ」は、１つ以上の介在
配列（イントロン）を含有するメッセンジャーリボ核酸（ｍＲＮＡ）の未熟１本鎖を表す
。プレｍＲＮＡは、細胞核内のＤＮＡテンプレートからＲＮＡポリメラーゼによって転写
され、イントロン及びコード領域（エクソン）の交互配列からなる。イントロンが除去さ
れ（splicing out）、エクソンが結合されることによってプレｍＲＮＡが完全にプロセシ
ングされた後、それは、エクソンのみからなるＲＮＡである「メッセンジャーＲＮＡ」又
は「ｍＲＮＡ」と呼ばれる。真核生物プレｍＲＮＡは、ｍＲＮＡに完全にプロセシングさ
れる前に一過性にだけ存在する。プレｍＲＮＡがｍＲＮＡ配列に適正にプロセシングされ
たとき、プレｍＲＮＡは核から搬出され、最終的に細胞質中のリボソームによってタンパ
ク質に翻訳される。
【０００８】
　本明細書に使用される用語「スプライシング」は、イントロンが除去されエクソンが結
合される、転写後のプレｍＲＮＡの改変を表す。スプライシングは、スプライセオソーム
と呼ばれる５つの核内小型リボ核タンパク質（ｓｎＲＮＰ）及び１００個を超える他の因
子から構成される大型ＲＮＡ－タンパク質複合体によって触媒される一連の反応において
起こる（Will et Luehrmann, Curr Opin Cell Biol. 2001）。イントロン内で、３’スプ
ライス部位、５’スプライス部位、及び枝分かれ部位がスプライシングのために必要であ
る。スプライシング補因子（例えばセリン－アルギニンタンパク質、ＳＲ；ヘテロ核リボ
ヌクレオタンパク質、ｈｎＲＮＰ）は、プレｍＲＮＡにあるそれらの認識モチーフ（イン
トロン及びエクソン配列）に結合し、ＵｓｎＲＮＰの動員を管理する。ｓｎＲＮＰのＲＮ
Ａ成分はイントロンと相互作用し、触媒作用に関与し得る。プレｍＲＮＡのスプライシン
グは、２つの連続的生化学反応を伴う。両方の反応は、ＲＮＡヌクレオチド間のスプライ
セオソームのエステル交換を伴う。第１の反応において、スプライセオソーム集合の途中
に決定されるイントロン内の特異的枝分かれ点のヌクレオチドの２’－ＯＨが、イントロ
ンの第１ヌクレオチド上の５’スプライス部位で求核攻撃を行い、ラリアット中間体が形
成される。第２の反応において、開放された５’エクソンの３’－ＯＨが、イントロンの
最終ヌクレオチドの３’スプライス部位で求核攻撃を行い、それによってエクソンが連結
し、イントロンラリアットが開放される。プレｍＲＮＡのスプライシングは、また、イン
トロン及びエクソンの調節配列、すなわちイントロン配列サイレンサー（ＩＳＳ）配列、
イントロン配列エンハンサー（ＩＳＥ）配列、エクソン配列サイレンサー（ＥＳＳ）配列
、エクソン配列エンハンサー（ＥＳＥ）配列、及び末端ステムループ（ＴＳＬ）配列によ
って調節される。本明細書に使用される用語「イントロン配列サイレンサー（ＩＳＳ）」
、「イントロン配列エンハンサー（ＩＳＥ）」、「エクソン配列サイレンサー（ＥＳＳ）
」、「エクソン配列エンハンサー（ＥＳＥ）」、及び「末端ステムループ（ＴＳＬ）」は
、プレｍＲＮＡ内のトランス作用性タンパク質因子の結合により選択的スプライシングを
制御することによってスプライス部位の差次的使用を招く、イントロン又はエクソン内の
配列エレメントを表す。典型的には、イントロンのサイレンサー配列は、ヌクレオチド８
個から１６個の間であり、スプライス部位よりもエクソン－イントロン接合部で保存性が
低い。末端ステムループ配列は、典型的にはヌクレオチド１２個から２４個の間であり、
相補性による二次ループ構造を形成し、よってヌクレオチド１２～２４個の配列内に結合
する。他の調節配列の存在も示されており、それらの配列は、エクソンスプライシングエ
ンハンサー（ＥＳＥ）及びエクソンスプライシングサイレンサー（ＥＳＳ）を含む（Liu 
et al, Genes Dev., 1998 ; Cartegni et Krainer, Nat Genet, 2002 ; Wang et Burge, 
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RNA, 2008）。
【０００９】
　本明細書に使用される用語「エクソンスキッピング」は、１つ以上の相補的アンチセン
スオリゴヌクレオチド（ＡＯＮ）を用いてプレｍＲＮＡ内のスプライスドナー及び／又は
アクセプター並びに枝分かれ部位をターゲティングすることによる、プレｍＲＮＡのスプ
ライシングの改変を表す。１つ以上のスプライスドナー、アクセプター又は枝分かれ部位
へのスプライセオソームの接近を遮断することによって、ＡＯＮは、スプライシング反応
を防止することができ、それにより、完全にプロセシングされたｍＲＮＡから１つ以上の
エクソンの排除を引き起こす。エクソンスキッピングは、プレｍＲＮＡの成熟過程の途中
に核内で達成される。エクソンスキッピングは、スプライスドナー／アクセプター、枝分
かれ点の配列に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチド（ＡＯＮ）を使用することによ
って、及び／又はプレｍＲＮＡ内のＥＳＥ（エクソン中）／ＩＳＥ（イントロン中）を重
複させることによって、ターゲティングされたエクソンのスプライシングに関与する鍵配
列を遮蔽することを含む。
【００１０】
　本明細書に使用される用語「アンチセンスオリゴヌクレオチド（ＡＯＮ）」は、相補的
ヌクレオチド配列を有するプレｍＲＮＡ又はｍＲＮＡと相互作用及び／又はハイブリダイ
ゼーションすることによって遺伝子発現を改変する能力があるオリゴヌクレオチドを表す
。典型的には、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、隠れたエクソン、補足的なエクソン
、偽エクソン又はスプライシング後に維持されたイントロン配列を含むターゲティングさ
れたエクソンのスプライシングを防止するために必要な核酸配列に相補的である。
【００１１】
　本明細書に使用される「相補的」は、相補的ヌクレオシド又はヌクレオチド間の伝統的
なワトソン－クリック塩基対形成又は他の非伝統的な種類の対形成（例えばフーグスティ
ーン又は逆フーグスティーン水素結合）のいずれかによって別の核酸分子と水素結合を形
成することができる核酸分子を表す。本開示のＡＯＮに関して、ＡＯＮとその相補的配列
についての結合自由エネルギーは、ＡＯＮの関連機能を行わせるために十分であり、特異
的結合が望ましい条件で、すなわちインビボ治療的処置の場合に生理条件で、非ターゲッ
ト配列に対するＡＯＮの非特異的結合を回避するために十分な相補度がある。核酸分子に
対する結合自由エネルギーの決定は、当技術分野において周知である（例えば、Turner e
t ah, CSH Symp. Quant. Biol. 1/7:123-133 (1987); Frier et al, Proc. Nat. Acad. S
ci. USA 83:9373-77 (1986);及びTurner et al, J. Am. Chem. Soc. 109:3783-3785 (198
7)参照）。それゆえに、「相補的」（又は「特異的にハイブリダイゼーション可能」）は
、ＡＯＮとプレｍＲＮＡ又はｍＲＮＡターゲットとの間に安定で特異的な結合が起こるた
めに十分な度合いの相補性又は精密な対形成を示す用語である。当技術分野において、核
酸分子は、特異的にハイブリダイゼーション可能であるために、ターゲット核酸配列と１
００％相補的である必要がないことが了解されている。すなわち、２つ以上の核酸分子は
、完全に相補的であることに満たなくてもよい。相補性は、第２の核酸分子と水素結合を
形成できる核酸分子中の連続する残基のパーセンテージによって示される。例えば、第１
の核酸分子がヌクレオチド１０個を有し、第２の核酸分子がヌクレオチド１０個を有する
ならば、第１の核酸分子と第２の核酸分子との間のヌクレオチド５、６、７、８、９、又
は１０個の塩基対形成は、それぞれ５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、及び１０
０％の相補性を表す。「完璧に」又は「完全に」相補的な核酸分子は、第１の核酸分子の
全ての連続残基が第２の核酸分子中の同数の連続残基と水素結合する核酸分子を意味し、
その際、両方のどちらの核酸分子も、同数のヌクレオチドを有する（すなわち同じ長さを
有する）か、又は２つの分子は異なる長さを有する。
【００１２】
　本発明に関連して、本明細書に使用される用語「処置する」又は「処置」は、そのよう
な用語があてはまる障害若しくは状態、又はそのような障害若しくは状態の１つ以上の症
状（例えば、網膜変性又は停止性疾患）を後退させること、緩和すること、その進行を阻
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害すること、又は予防することを意味する。
【００１３】
　本発明による用語「対象」又は「それを必要とする患者」は、網膜疾患に冒された又は
冒される見込みのあるヒト又は非ヒト哺乳動物を意図する。
【００１４】
発明の方法：
　本発明は、アンチセンスオリゴヌクレオチド介在性エクソンスキッピングを、それを必
要とする対象の網膜細胞において行うための方法であって、ある量のアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドを対象の硝子体内に注射する段階を含む方法に関する。
【００１５】
　典型的には、本発明の方法が実施され得る網膜細胞は、非限定的に、双極細胞、ミュラ
ー細胞、光受容細胞（錐体及び杆体）、又は網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞、神経節細胞、
水平細胞、アマクリン細胞を含む。
【００１６】
　本発明の方法は、特に、網膜疾患の処置に適する。実際、本発明の方法は、特に、網膜
疾患を引き起こしている突然変異遺伝子に適する。例えば網膜疾患は、非限定的に、表Ａ
に報告された疾患を含む。一実施態様では、網膜疾患は、網膜停止性疾患又は網膜変性疾
患である。
【００１７】
　網膜変性疾患は、非限定的に、色素性網膜炎、加齢黄斑変性、バルデー－ビードル症候
群、バッセン－コーンツヴァイク症候群、ベスト病、脈絡膜欠如（choroidema）、脳回転
状萎縮症、レーバー先天黒内障、レフサム症候群（Refsun syndrome）、シュタルガルト
病、アッシャー症候群又は遺伝性視神経症（ＨＯＮ）を含む。停止性網膜疾患は、非限定
的に、先天性停止性夜盲（ＣＳＮＢ）、色覚異常又は１色覚を含む。
【００１８】
　一実施態様では、網膜疾患は、ｃ．２９９１＋１６５５ Ａ＞Ｇ突然変異に関連するレ
ーバー先天黒内障である。
【００１９】
　本発明の実施に使用されるＡＯＮは、任意の適切な種類、例えばオリゴデオキシリボヌ
クレオチド、オリゴリボヌクレオチド、モルホリノ、トリシクロ－ＤＮＡ－アンチセンス
オリゴヌクレオチド、Ｕ７－若しくはＵ１－介在性ＡＯＮ又はペプチド性コンジュゲーシ
ョン型若しくはナノパーティクル複合型ＡＯＮなどのそのコンジュゲート生成物であり得
る。本発明の実施に採用されるＡＯＮは、一般的に約１０～約５０ヌクレオチド長であり
、例えば約１０以下、又は約１５、又は約２０又は約３０以上のヌクレオチド長であり得
る。ターゲティングされた相補的配列に最適なＡＯＮの長さは、一般的に、使用される化
学骨格及びターゲット配列に応じて約１５～約３０ヌクレオチド長の範囲である。典型的
には、モルホリノ－ＡＯＮは、約２５ヌクレオチド長であり、２’ＰＭＯ－ＡＯＮは約２
０ヌクレオチド長であり、トリシクロ－ＡＯＮは、約１５ヌクレオチド長である。
【００２０】
　本発明に使用するために、本発明のＡＯＮは、当技術分野において周知の任意のいくつ
かの手順を使用してデノボ合成することができる。例えば、ｂ－シアノエチルホスホルア
ミダイト法（Beaucage et al., 1981）；ヌクレオシドＨ－ホスホナート法（Garegg et a
l., 1986; Froehler et al., 1986, Garegg et al., 1986, Gaffney et al., 1988）。こ
れらの化学反応は、市販されている多様な自動核酸合成装置によって行うことができる。
これらの核酸は合成核酸と呼ばれ得る。あるいは、ＡＯＮを、プラスミドの状態で大規模
産生させることができる（Sambrook, et al., 1989参照）。ＡＯＮを、制限酵素、エクソ
ヌクレアーゼ又はエンドヌクレアーゼを採用している技法などの、公知の技法を用いて既
存の核酸配列から調製することができる。このように調製されたＡＯＮは、単離された核
酸と呼ばれ得る。
【００２１】
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　インビボ使用のために、ＡＯＮは、安定化され得るか、又は安定化される。「安定化さ
れた」ＡＯＮは、インビボ分解（例えばエクソヌクレアーゼ又はエンドヌクレアーゼによ
る）に比較的耐性のＡＯＮを表す。安定化は、長さ又は二次構造の関数であり得る。ある
いは、ＡＯＮの安定化を、リン酸エステル骨格の改変を介して果たすことができる。本発
明の好ましい安定化されたＡＯＮは、改変された骨格を有し、例えば、最大の活性を与え
、細胞内エクソヌクレアーゼ及びエンドヌクレアーゼによる分解からＡＯＮを保護するた
めにホスホロチオアート結合を有する。他の可能な安定化改変は、ホスホジエステル改変
、ホスホジエステル改変とホスホロチオアート改変の組み合わせ、メチルホスホナート、
メチルホスホロチオアート、ホスホロジチオアート、ｐ－エトキシ、及びそれらの組み合
わせを含む。ＡＯＮの化学的に安定化された改変バージョンは、また、「モルホリノ」（
ホスホロジアミダートモルホリノオリゴマー、ＰＭＯ）、２’－Ｏ－Ｍｅｔオリゴマー、
トリシクロ（ｔｃ）－ＤＮＡ、Ｕ７核内低分子（ｓｎ）ＲＮＡ、又はトリシクロ－ＤＮＡ
－オリゴアンチセンス分子（米国仮特許出願第６１／２１２，３８４号、名称：Tricyclo
-DNA Antisense Oligonucleotides, Compositions and Methods for the Treatment of D
isease、２００９年４月１０日出願、その全内容は、参照により本明細書に組み入れられ
る）を含む。
【００２２】
　特定の一実施態様では、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、２’－Ｏ－Ｍｅ
 ＲＮＡ／ＥＮＡキメラオリゴヌクレオチドであり得る（Takagi M, Yagi M, Ishibashi K
, Takeshima Y, Surono A, Matsuo M, Koizumi M. Design of 2'-O-Me RNA/ENA chimera 
oligonucleotides to induce exon skipping in dystrophin pre-mRNA. Nucleic Acids S
ymp Ser (Oxf). 2004;(48):297-8）。
【００２３】
　この効果のために使用され得る他の形態のＡＯＮは、非限定的にレンチウイルス又はア
デノ随伴ウイルスに基づくウイルス導入法と組み合わせた、Ｕ１又はＵ７などの核内低分
子ＲＮＡ分子と結合されたＡＯＮ配列である（Denti, MA, et al, 2008; Goyenvalle, A,
 et al, 2004）。
【００２４】
　特定の一実施態様では、ＡＯＮは、また、ペプチドと結合されて（例えば透過性ペプチ
ド）、細胞取り込みを促進し得る（Fletcher et al. Mol Ther 2007）。
【００２５】
　別の特定の実施態様では、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、２’－Ｏ－メ
チル－ホスホロチオアートオリゴヌクレオチドである。
【００２６】
　当業者は、本発明の方法を実施するために適し得るアンチセンスオリゴヌクレオチドを
容易に同定し得る。述べられた多数の方法が、実際、関心対象のエクソンをターゲティン
グすることができるＡＯＮを設計するために開発されている。例えば、mfoldソフトウェ
ア及びESEfinderプログラム（詳細にはGerard et al., 2012参照）が使用され得る。さら
に、多数の適切なアンチセンスオリゴヌクレオチドも、先行技術において記載されている
。例えば、国際公開公報第２０１２１６８４３５号に記載されたアンチセンスオリゴヌク
レオチドは、ｃ．２９９１＋１６５５ Ａ＞Ｇをターゲティングするために適切であり得
る。
【００２７】
　本発明の不可欠な一特徴は、アンチセンスオリゴヌクレオチドがウイルスベクターに関
連して送達されないことである。したがって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、患者
の硝子体内に単独で（すなわち「裸で」）注射され、ウイルスベクターの使用は本発明の
範囲から除外される。典型的には、ウイルスベクターは、非限定的に、以下のウイルスか
らの核酸配列を含む：レトロウイルス（例えばモロニーマウス白血病ウイルス及びレンチ
ウイルス由来ベクターのような）、ハーベイマウス肉腫ウイルス、マウス乳がんウイルス
、及びラウス肉腫ウイルスなどのＲＮＡウイルス；アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス
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；ＳＶ４０型ウイルス；ポリオーマウイルス；エプスタイン－バーウイルス；パピローマ
ウイルス；ヘルペスウイルス；ワクシニアウイルス；ポリオウイルス。特に、遺伝子療法
におけるヒトへの使用について既に承認されているＤＮＡウイルスであるアデノウイルス
及びアデノ随伴（ＡＡＶ）ウイルスの使用は、本発明の範囲から除外される。
【００２８】
　典型的には、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、患者の硝子体内に治療有効量で注射
される。本明細書に使用される「治療有効量」という用語は、網膜疾患を治療又は予防す
るためにＡＯＮが投与される対象（例えばヒト）において十分であるその量を意味する。
当業者は、投与されるべきＡＯＮの量が、望まれない疾患症状の改善を誘導するために十
分な量であることを認識している。そのような量は、とりわけ、患者の性別、年齢、体重
、全身の状態などの要因に応じて変動し得るし、ケースバイケースで決定され得る。量は
、また、処置される状態の種類及び処置プロトコールの他の要素（例えば、ステロイドな
どの他の医薬の投与）に応じて変動し得る。
【００２９】
　当業者は、そのようなパラメーターが普通は臨床試験の途中にチェックされる（worked
 out）ことを認識している。さらに、当業者は、疾患の症状が本明細書記載の処置によっ
て完全に緩和される場合があるものの、そうである必要はないことを認識している。症状
の部分的又は間欠的な軽減でさえも、レシピエントに大きな利益になり得る。加えて、患
者の処置は、通常、単一の事象ではない。それどころか、本発明のＡＯＮは、得られた結
果に応じて数日間隔、数週間隔、若しくは数ヶ月間隔で、又は数年間隔でさえあり得る、
複数の機会に注射される見込みがある。実際、アンチセンスオリゴヌクレオチドの長期硝
子体内注射は、長期的に治療効果に達するために必要であり得る。これは、レーバー先天
黒内障の処置が関係する場合に特にあてはまる。それは、この疾患がその処置によって治
癒されず、すなわち、タンパク質をコードする遺伝子にまだ欠陥があり、本発明のＡＯＮ
が投与されない限り、コードタンパク質が、露出したタンパク質分解性認識部位などの望
まれない不安定化な特徴をまだ有するからである。
【００３０】
　本発明は、また、硝子体内注射にとって適合性の本発明のアンチセンスオリゴヌクレオ
チドを含有する医薬組成物を提供する。典型的には、本発明の医薬組成物は、食塩水、リ
ン酸ナトリウムなどの薬学的又は生理学的に許容される担体を含む。とはいえ、これは、
必ずしもあてはまる必要はない。適切な担体、賦形剤及び希釈剤は、ラクトース、デキス
トロース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、デンプン、アラビアゴム、リン酸
カルシウム、アルギン酸塩、トラガカント、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶セルロ
ース、ポリビニルピロリドン、セルロース、シロップ水、メチルセルロース、ヒドロキシ
安息香酸メチル及びヒドロキシ安息香酸プロピル、ミネラルオイルなどを含む。製剤は、
また、滑沢剤、湿潤剤、乳化剤、保存料、緩衝剤などを含むことができる。
【００３１】
　本発明は、以下の図面及び実施例によってさらに例示される。しかし、これらの実施例
及び図面は、決して本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】マウスにおける野生型Ｃｅｐ２９０プレｍＲＮＡに対する２’－ＯＭｅＰＳオリ
ゴヌクレオチドによって誘導されるエクソン２３（Ａ）及びエクソン３６（Ｂ）のスキッ
ピングを示す図である。言及された各エクソンについて、２種のＡＯＮを設計してドナー
スプライス部位及びエクソンスプライスエンハンサー（ＥＳＥ）配列をターゲティングし
た。これ以降、ｍ２３Ｄ（＋１１－１８）５’－ＧＵＵＵＵＣＡＡＡＡＵＡＵＡＡＡＵＡ
ＣＣＵＵＡＧＧＵＡＵＵＣ－３’(配列番号２８)、ｍ２３ＥＳＥ（＋５０＋７０）５’－
ＧＡＵＧＡＣＧＡＡＵＣＡＣＵＧＣＡＡＡＣ－３’(配列番号２９)、ｍ３６Ｄ（＋８－１
６）５’－ＧＵＵＣＵＣＡＧＡＡＵＣＵＵＡＣＣＵＧＡＧＣＵＧ－３’(配列番号３０)及
びｍ３６ＥＳＥ（＋２３＋４４）５’－ＣＡＵＧＡＡＧＧＵＣＵＵＣＣＵＣＡＵＧＣ－３
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’(配列番号３１)ＡＯＮをそれぞれｍ２３Ｄ、ｍ２３ＥＳＥ、ｍ３６Ｄ及びｍ３６ＥＳＥ
と呼んだ。ｍ２３ＥＳＥｓｅｎｓｅは、ｍ２３ＥＳＥ（＋５０＋７０）５’－ＧＵＵＵＧ
ＣＡＧＵＧＡＵＵＣＧＵＣＡＵＣ－３’(配列番号３２)のセンスバージョンであり、対照
として使用する。
【図２Ａ】野生型メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）に対するＣｅｐ２９０エクソン２３
及び３６のＡＯＮ介在性スキッピングの作用を示す図である。（Ａ）それぞれ無処理ＮＩ
Ｈ３Ｔ３、１５０nM ｍ２３ＥＳＥ ＡＯＮ、ｍ２３Ｄ ＡＯＮ及びｍ２３ＥＳＥｓｅｎｓ
ｅ ＯＮ対照をトランスフェクションされた細胞［左］；並びに１５０nM ｍ３６ＥＳＥ及
びｍ３６Ｄをトランスフェクションされた細胞［右］からトランスフェクションの２４時
間後に抽出されたｍＲＮＡのＰＣＲ分析の提示。処理後のエクソン２３及び３６の特異的
スキッピングを確認するために、バンドを配列決定により分析した。
【図２Ｂ】野生型メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）に対するＣｅｐ２９０エクソン２３
及び３６のＡＯＮ介在性スキッピングの作用を示す図である。（Ｂ）上記と同じ条件下に
おける未処理ＮＩＨ３Ｔ３に比べたトランスフェクション済み細胞におけるＣｅｐ２９０
遺伝子の野生型（ＷＴ）及び突然変異型（Δｅｘ２３［左］；Δｅｘ３６［右］）転写物
の相対発現を示すＲＴ－ｑＰＣＲ分析。エラーバーは、３つの独立した実験から導き出さ
れた平均の標準偏差を表す。参照としてＧｕｓｂ及びＰｐｉａ遺伝子を使用して結果を規
準化した。
【図２Ｃ】野生型メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）に対するＣｅｐ２９０エクソン２３
及び３６のＡＯＮ介在性スキッピングの作用を示す図である。（Ｃ）ｃｅｐ２９０（＋）
のＣ末端残基に対して産生されたウサギポリクローナル抗体を使用したウエスタンブロッ
ト（ＷＢ）分析。未処理ＮＩＨ３Ｔ３細胞又はｍ２３ＥＳＥ　ＡＯＮをトランスフェクシ
ョンされた２４時間後の細胞からの総タンパク質１５０μgの古典的ウエスタンブロット
分析が適切な結果を与えなかったので（－）、両方の条件について総タンパク質８００μ
gを免疫沈降（ＩＰ）に供した（＋）。少なくとも３つの独立した実験から類似の結果を
得た。
【図３Ａ】Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスの硝子体内への単回注射後のＡＯＮの動態を示す図で
ある。（Ａ）未処理の網膜及びｍ２３Ｄ ＡＯＮ １０nmolを含有する食塩水１μlを注射
後の網膜から抽出された、それぞれ注射の２、６又は１０日後に採取されたＣｅｐ２９０
 ｍＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲ分析。上のバンドは、野生型Ｃｅｐ２９０のスプライス産物を
表し、下のバンドは突然変異型Δｅｘ２３ Ｃｅｐ２９０スプライス産物を表す。処理後
のエクソン２３の特異的スキッピングを確認するために、バンドを配列分析により解析し
た。
【図３Ｂ】Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスの硝子体内への単回注射後のＡＯＮの動態を示す図で
ある。（Ｂ）Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス、１、２又は３匹のシリーズを未処置とするか、又
は上記のように注射を行った。対照網膜及び注射後網膜におけるＣｅｐ２９０遺伝子の野
生型（ＷＴ）及び突然変異型（Δｅｘ２３）転写物の相対発現を示すＲＴ－ｑＰＣＲ解析
。参照としてＴｂｐ及びＨｐｒｔ１遺伝子を使用して結果を規準化した。
【図４】注射２日後のＡＯＮの用量依存的作用及び分布を示す図である。Ｃ５７ＢＬ／６
Ｊマウス、２又は３匹のシリーズに、蛍光標識（６－ＦＡＭ）ｍ２３Ｄ ＡＯＮを１nmol
、５nmol又は１０nmol含有する食塩水１μlを硝子体内注射した。対照網膜及び注射後網
膜におけるＣｅｐ２９０遺伝子の野生型（ＷＴ）及び突然変異型（Δｅｘ２３）転写物の
相対発現を示すＲＴ－ｑＰＣＲ分析。参照としてＴｂｐ及びＨｐｒｔ１遺伝子を使用して
結果を規準化した。
【図５】光受容器におけるエクソンスキッピングを示す図である。注射されていない対側
網膜に比べた、１０nmol ＡＯＮ注射から２、６及び１０日後の２匹の異なるマウスの網
膜から抽出されたｍＲＮＡのＰＣＲ分析の提示。処置後のＡｂｃａ４転写物に対する特異
的作用を確認するために、配列決定によってバンドを分析した。
【００３３】
実施例：
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　ここで、本発明者らは、所与の網膜細胞型の機能及び／又は生存に重要な遺伝子におい
てスプライシングを改変及び／又は中途終止を生成する突然変異による網膜疾患を患う患
者を処置する新しい方法を説明する。該方法は、網膜表面全体に到達するための、及び突
然変異が遺伝性網膜疾患を引き起こす遺伝子からのプレｍＲＮＡをターゲティングするた
めの、安定化されたアンチセンスオリゴヌクレオチドの硝子体内注射によって、ヌクレオ
チド配列をスキッピングすることにある。
【００３４】
　この新規な治療戦略の実現可能性を実証するために、本発明者らは、マウスにターゲテ
ィングするために、広範に発現される遺伝子及び網膜細胞特異的な発現パターンを有する
遺伝子を選択した。
　－　ＣＥＰ２９０：本遺伝子は、エクソン５４個にまたがり、２９０kDaの中心体タン
パク質をコードする７．９kb ｍＲＮＡとして転写される。網膜において、該遺伝子は、
少なくとも神経節細胞層、内顆粒層及び光受容細胞層に発現される（Baye et al., 2011
）。光受容細胞に関して、該タンパク質は、内節と外節との間の分子輸送を可能にする結
合繊毛の構造及び機能を維持することに重要な役割を果たす。ＣＥＰ２９０は、最も早期
で最も重症の網膜ジストロフィーであるレーバー先天黒内障に関与することが最も多い（
Perrault et al., 2007）。
　－　ＡＢＣＡ４：本遺伝子は、エクソン５０個にあり、分子量２５６kDaを有するタン
パク質をコードする７．３kbのメッセンジャーに転写される。ＡＢＣＡ４の発現は光受容
細胞（杆体及び錐体）に限られる。最もよく見られる黄斑ジストロフィーであるシュタル
ガルト病は、光受容器ＡＴＰ結合カセット（ＡＢＣ）輸送体であるＡＢＣＡ４をコードす
る遺伝子における突然変異によって引き起こされる。該タンパク質は、光励起後の光受容
器からの潜在的に毒性のレチナール化合物の除去を促進するフリッパーゼとして介在する
（Molday et al., 2004）。
　－　ＴＭＥＭ１２６Ａ：エクソン５個にある本遺伝子は、２１．５kDaの膜貫通ミトコ
ンドリアタンパク質をコードする０．７kbメッセンジャーに転写される。網膜において、
ＴＭＥＭ１２６Ａは、ミトコンドリア中に特に濃縮されている神経節細胞層、視神経乳頭
、内顆粒層、及び外網状層に強く発現される。これまでのところ、ＴＭＥＭ１２６Ａの機
能は未知であるが、その変化は、視神経線維の変性によって特徴付けられる常染色体劣性
視神経症の原因である（Hanein et al., 2013）。
　－　ＧＲＭ６：代謝型グルタミン酸受容体６遺伝子は、１０個のエクソンを含有し、９
５．５kDaと予想される分子量を有するタンパク質をコードする６kbのメッセンジャーに
転写される。ＧＲＭ６の局在は、双極細胞のシナプス後終末に限定される。このグルタミ
ン酸受容体は、光受容器から隣接する双極細胞へのシグナル伝達に関与し、その破壊は先
天性停止性夜盲に至る（Maddox et al., 2008）。
【００３５】
実施例１：Ｃｅｐ２９０ ｍＲＮＡのスプライスモジュレーション
材料及び方法
　Ｃｅｐ２９０エクソン２３及びエクソン３６のスキッピングに対するターゲット配列の
同定。Ｃｅｐ２９０プレｍＲＮＡのエクソン２３及びエクソン３６並びにそれらの周辺イ
ントロン配列（スプライス部位）内からターゲティング可能な配列を見つけるためのバイ
オインフォマティクス解析を、http://mfold.rna.albany.edu/及びhttp://rulai.cshl.ed
u/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgiを使用して実現した。
【００３６】
　マウス線維芽細胞培養物。ＮＩＨ－３Ｔ３細胞（マウス線維芽細胞系）を、American T
ype Culture Collection（Rockville, Md.）から得た。これらの細胞を、１０％ ＦＣＳ
、５０U/mlペニシリン及び５０mg/mlストレプトマイシン（Invitrogen）を含有するＤＭ
ＥＭ（Invitrogen）からなる標準培地中で培養した。１５回よりも少ない継代回数の細胞
培養物のみを本発明者らの研究に使用した。
【００３７】
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　ＡＯＮ及びトランスフェクション。ドナースプライス部位及び２個のエクソン周囲のＥ
ＳＥに特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを、ESEfinder 3.0プログラム（Cartegn
i and Krainer, 2003）によって同定した。対応する選択された配列を図１に示す。全て
のＡＯＮを、Sigma-Aldrich（St Quentin Fallavier, France）が合成したが、これらの
ＡＯＮは、２’－Ｏ－メチルＲＮＡ及び全長ホスホロチオアート骨格を含有する。ＤＭＥ
Ｍ中でLipofectamine2000（Invitrogen）を使用して、製造業者の説明書に従って、集密
度８０％のＮＩＨ－３Ｔ３細胞にトランスフェクションを行った。少なくとも３回の別々
の実験において各２’－ＯＭｅＰＳ ＡＯＮを１５０nmol/lでトランスフェクションした
。ＡＯＮの特異性を判断するために各ＥＳＥ ＡＯＮのセンスバージョンを対照として使
用した（図１）。３７℃で４時間インキュベーション後に、トランスフェクション培地を
新鮮な培養培地と交換した。
【００３８】
　トランスフェクション効率。トランスフェクションの２４時間前に、１２ウェルプレー
ト内のカバーガラス上にＮＩＨ－３Ｔ３細胞を蒔いた。５’末端フルオレセイン基を担持
するアンチセンスｍ２３Ｄ（ｘｘ）、ｍ２３ＥＳＥ（ｘｘ）、ｍ３６Ｄ（ｘｘ）及びセン
スｍ２３ＥＳＥｓｅｎｓｅ（ｘｘ）オリゴヌクレオチドを、Sigma Aldrichから得た。前
記のように線維芽細胞にトランスフェクションを行った。未処理の線維芽細胞を同条件で
加工した。４時間インキュベーション後に、細胞をＰＦＡ ４％（室温で１５分）で固定
し、ＰＢＳ中で２回洗浄した。４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰ
Ｉ）を含有する封入剤（ＤＡＰＩ含有ProLong Gold褪色防止試薬；Invitrogen）を核標識
のために使用した。免疫蛍光像を、ZEISS LSM700共焦点顕微鏡（Carl Zeiss, Germany）
を使用して得た。最終的な画像をImageJ（National Institutes of Health, Bethesda, M
A）を使用して作製した。各オリゴヌクレオチドのトランスフェクションについて３回の
独立した実験から蛍光細胞のパーセンテージを計算した（全細胞の９０％超が標識された
）（各トランスフェクションについて計数された細胞数ｎ＞１００）。
【００３９】
　実験動物のＡＯＮ硝子体内注射。全ての動物実験は、眼及び視力の研究における動物の
使用について、視覚と眼科学研究協会会議（Association for Research in Vision and O
phthalmology）の声明書に準拠した。８週齢のＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスをこれらの実験の
ために使用した。ケタミン（１００mg/kg）及びキシラジン（１０mg/kg）の混合溶液の筋
肉内注射によって動物に麻酔した。１０％ フェニレフリン及び０．５％ トロピカミドで
瞳孔を散大させた。３０ゲージ針を使用して強膜の最初の穿刺を行った。５μlハミルト
ンシリンジに装着された３３ゲージ針を、この穴を通して硝子体腔内に通過させた。針の
先端が硝子体腔内にあるときに、針の進行を両眼で直接観察した。６－ＦＡＭオリゴヌク
レオチド（ｍ２３Ｄ）をそれぞれ１、５又は１０nmol含有する食塩水（ＮａＣｌ ９g/l、
ｐＨ＝８．７）１μlを左眼に硝子体内注射した。針を硝子体腔内に約２０秒間保ち、次
に静かに引き抜き、感染を予防するために抗生物質軟膏を塗布した。右眼には注射せず、
対側の対照として使用した。注射の２、６又は１０日後に、注射された眼及び対側の眼を
摘出し、さらなる分析のために加工した。採取された眼は、４％ ＰＦＡ中で浸漬して切
断し、ガラススライド上に乗せ、ＤＡＰＩ（ＤＡＰＩ含有ProLong Gold褪色防止試薬；In
vitrogen）を使用して核染色後に共焦点顕微鏡法（ZEISS LSM700）によって検査するか；
又は網膜を取り出して下記のようにＡＲＮを回収するかのいずれかとした。２から５匹の
間の動物を各実験設定のために使用した。
【００４０】
　ＲＮＡの抽出及びｃＤＮＡの合成。トランスフェクションの２４時間後に、トランスフ
ェクションされた細胞及び未処理の細胞を加工した。同様に、注射された眼及び注射され
ていない眼の両方について、注射の２、６及び１０日後に下記のように網膜からのＲＮＡ
を得た。RNeasy Mini Kit（Qiagen, Courtaboeuf, France）を製造業者のプロトコールに
従って使用して総ＲＮＡを抽出した。ＲＮａｓｅフリーＤＮａｓｅセット（Qiagen, Cour
taboeuf, France）によって全ての試料をＤＮａｓｅ処理した。－８０℃で保存する前に
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、Nanodrop-1000分光光度計（Fisher Scientific, Illkirch, France）を使用して総ＲＮ
Ａの濃度及び純度を判定した。Verso cDNAキット（Thermo Fisher Scientific）を使用し
て、ランダムヘキサマー：アンカーオリゴ（ｄＴ）プライマーを３：１（vol:vol）で用
いて、製造業者の説明書に従って抽出された総ＲＮＡ ５００ngから第一鎖ｃＤＮＡ合成
を行った。試料１つについて非ＲＴ反応（酵素なし）を調製して、ＲＴ－ｑＰＣＲ実験に
おける対照として役立てた。
【００４１】
　逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）。ＡＯＮ介在性エクソンスキッピングの有効性を判定す
るために、５mM ｄＮＴＰ（Fischer Scientific, Illkirch, France）、Phusionハイフィ
デリティーＤＮＡポリメラーゼ０．０２ユニット（Fischer Scientific, Illkirch, Fran
ce）、並びにＣｅｐ２９０（ｅｘ２２）フォワード、５’－ｇａｃｃａｃｃｔｔｇａｇａ
ａｇｇａａａｃ－３’(配列番号１)及びＣｅｐ２９０（ｅｘ２４）リバース、５’－　ｃ
ａｔｃｃｔｇｃｔｃａｇｃｔｔｇａｔｃ－３’(配列番号２)、又はＣｅｐ２９０（ｅｘ３
５）フォワード、５’－ｃｃｃａｃｃａａａｃｔａｔｔｇｃｃａａｃ－３’(配列番号３)
及びＣｅｐ２９０（ｅｘ３７）リバース、５’－ｇａｇａｇｔｃａｔｃｔｔｇｔｔｃｔｇ
ｃｔａｃ－３’(配列番号４)の各プライマー１０μＭを含有する１×Phusion HF緩衝液５
０μl中でｃＤＮＡ（５μl）を増幅させた。2720サーマルサイクラー（Applied Biosyste
ms, Courtaboeuf, France）を用いて以下の条件でＰＣＲを実施した：初回変性９８℃で
５分、続いて９８℃で１０秒変性、６０℃で３０秒アニーリング及び７２℃で３０秒伸長
を３０サイクル。３％ アガロースゲルでの電気泳動によってＰＣＲ産物を分離し（２０
μl）、エチジウムブロマイドで染色し、ＵＶ光下で可視化した。陰性対照としてテンプ
レートなし（ＮＴＣ）の反応を使用した。これらの産物の同一性の最終確認を、サンガー
配列決定によって実施して、正確で予想通りのエクソン接合部が維持されていることを確
証した。
【００４２】
　リアルタイム定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）。Ｃｅｐ２９０ ｍＲＮＡの発現レベルを
測定するために、野生型及び突然変異型転写物をそれぞれ１０２及び７５bpのフラグメン
ト（エクソン２３のスキッピング）として増幅させるか；又は野生型及び突然変異型転写
物をそれぞれ１００及び６２bpのフラグメント（エクソン３６のスキッピング）として増
幅させた。マウスＴＡＴＡボックス結合タンパク質ｍＲＮＡ（Ｔｂｐ）、マウスβ－２ミ
クログロブリンｍＲＮＡ（Ｂ２ｍ）、マウスβ－グルクロニダーゼｍＲＮＡ（Ｇｕｓｂ）
、マウスヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ１ ｍＲＮＡ（Ｈｐｒｔ１）
、及びマウスペプチジルプロリルイソメラーゼＡ ｍＲＮＡ（Ppia）を規準化のために使
用した。マウスアルブミン遺伝子（Ａｌｂ）を使用して、ｃＤＮＡにゲノムＤＮＡが混入
していないことを管理した。http://www.oligo.netから入手可能なOligo Primer Analysi
s Software v.7を使用してプライマーを設計した。ＰＣＲテンプレート配列に対するプラ
イマー対の特異性を、Primer-BLASTソフトウェア（http://www.ncbi. nlm.nih.gov/tools
/primer-blast）を使用してＮＣＢＩデータベースに対してチェックした。プライマー配
列は以下の通りであった：Ｃｅｐ２９０ｅｘ２３ｗｔフォワード、５’－ｔｇａｃｔｇｃ
ｔａａｇｔａｃａｇｇｇａｃａｔｃｔ　ｔｇ－３’(配列番号５)；Ｃｅｐ２９０ｅｘ２３
ｗｔリバース、５’－ａｇｇａｇａｔｇｔｔｔｔｃａｃａｃｔｃｃａｇｇｔ－３’（配列
番号６）；Ｃｅｐ２９０ｅｘ２３ｍｔフォワード、５’－ｃｔｇｇｃｃｃｃａｇｔｔｇｔ
ａａｔｔｔｇｔｇａ－３’（配列番号７）；Ｃｅｐ２９０ｅｘ２３ｍｔリバース、５’－
ｃｔｇｔｔｃｃｃａｇｇｃｔｔｇｔｔｃａａｔａｇｔ－３’（配列番号８）；Ｃｅｐ２９
０ｅｘ３６ｗｔフォワード、５’－ｔｇａｃｔｇｃｔａａｇｔａｃａｇｇｇａｃａｔｃｔ
　ｔｇ－３’（配列番号９）；Ｃｅｐ２９０ｅｘ３６ｗｔリバース、５’－ａｇｇａｇａ
ｔｇｔｔｔｔｃａｃａｃｔｃｃａｇｇｔ－３’（配列番号１０）；Ｃｅｐ２９０ｅｘ３６
ｍｔフォワード、５’－ｃｔｇｇｃｃｃｃａｇｔｔｇｔａａｔｔｔｇｔｇａ－３’（配列
番号１１）；Ｃｅｐ２９０ｅｘ３６ｍｔリバース、５’－ｃｔｇｔｔｃｃｃａｇｇｃｔｔ
ｇｔｔｃａａｔａｇｔ－３’（配列番号１２）；参照遺伝子Ｔｂｐフォワード、５’－ｔ
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ｇａｃｃｔａａａｇａｃｃａｔｔｇｃａｃｔｔｃｇｔ－３’（配列番号１３）；Ｔｂｐリ
バース、５’－ｃｔｇｃａｇｃａａａｔｃｇｃｔｔｇｇｇａ－３’（配列番号１４）；Ｂ
２ｍフォワード、５’－ｃｃｔｇｔａｔｇｃｔａｔｃｃａｇａａａａｃｃｃｃｔ－３’（
配列番号１５）；Ｂ２ｍリバース５’－ｃｇｔａｇｃａｇｔｔｃａｇｔａｔｇｔｔｃｇｇ
ｃｔｔ－３’（配列番号１６）；Ｇｕｓｂフォワード、５’－ｃｔｇｃｇｇｔｔｇｔｇａ
ｔｇｔｇｇｔｃｔｇｔ－３’（配列番号１７）；Ｇｕｓｂリバース、５’－ｔｇｔｇｇｇ
ｔｇａｔｃａｇｃｇｔｃｔｔａａａｇｔ－３’（配列番号１８）；Ｈｐｒｔ１フォワード
、５’－ｇｔｔｇｇａｔａｃａｇｇｃｃａｇａｃｔｔｔｇｔｔ－３’（配列番号１９）；
Ｈｐｒｔ１リバース、５’－ａａａｃｇｔｇａｔｔｃａａａｔｃｃｃｔｇａａｇｔａ－３
’（配列番号２０）；Ｐｐｉａフォワード、５’－ｃｃａａａｃａｃａａａｃｇｇｔｔｃ
ｃｃａｇｔ－３’（配列番号２１）；Ｐｐｉａリバース、５’－ｇｃｔｔｇｃｃａｔｃｃ
ａｇｃｃａｔｔｃａ－３’（配列番号２２）；Ａｌｂフォワード５’－ｇｇｇａｃａｇｔ
ｇａｇｔａｃｃｃａｇａｃａｔｃｔａ－３’（配列番号２３）；Ａｌｂリバース５’－ｃ
ｃａｇａｃｔｔｇｇｔｇｔｔｇｇａｔｇｃｔｔ－３’（配列番号２４）。MasterCycler e
pgradients Realplex2（Eppendorf, Germany）を用いて以下の条件で、ｃＤＮＡ（ヌクレ
アーゼ不含水に１：２５希釈したもの５μl）を、SYBR GREEN ＰＣＲマスターミックス（
Applied Biosystems, Courtaboeuf, France）及び３００nmol/lのフォワード及びリバー
スプライマーを含有する緩衝液（２０μl）中でリアルタイムＰＣＲ増幅に供した：Ｔａ
ｑポリメラーゼ活性化及び初回変性９５℃１５分、続いて９５℃１５秒及び６２℃１分を
５０サイクル。増幅産物の特異性を、９５℃１５秒、６０℃１５秒、及び９５℃１５秒の
サイクルを用いた各運転の終わりに行われた融解曲線解析から決定した。Realplexソフト
ウェア（Eppendorf, Germany）を使用してデータを解析した。各ｃＤＮＡ試料について、
定量サイクル（Ｃｑ）値の平均を３つ組から計算した（ＳＤ＜０．５Ｃｑ）。４倍系列希
釈曲線（１：５、１：２５、１：１２５、１：６２５）を使用して各プライマー対につい
て計算された最も安定な参照遺伝子及び増幅効率の推定値を利用する、Microsoft Excel
用geNormソフトウェアから得られた「規準化因数」に対してＣｅｐ２９０の発現レベルを
規準化した。逆転写酵素なし（ｎｏｎ－ＲＴ）、テンプレートなし対照（ＮＴＣ）反応、
及びゲノムＤＮＡによるｃＤＮＡの非混入（ＡＬＢｈ）を各運転における陰性対照として
使用した（Ｃｑ値：ＮＴＣ＝未決定、ｎｏｎ－ＲＴ＞３８及びＡＬＢｈ＞３８）。定量デ
ータは、３つの独立した実験の平均±ＳＤであり、これらを、個別のｍＲＮＡについての
値の間の比として表す。
【００４３】
　タンパク質の抽出、免疫沈降及びウエスタンブロット分析。トランスフェクションの２
４時間後に細胞を採集し、コンプリートプロテアーゼ阻害剤カクテル（１％；Sigma）を
含有するＲＩＰＡ緩衝液（Sigma)中で氷上において1時間繰り返し混合しながら細胞を溶
解させた。氷上での１５秒の超音波処理（Bioblock Scientific VibraCell 72434）によ
って溶解を行い、溶解液を遠心分離した（１３，０００rpm、４℃１０分）。タンパク質
抽出物８００μgを、μMacs分離カラム及びμMacsプロテインＧマイクロビーズ（Milteny
i Biotec）をウサギポリクローナル抗ｃｅｐ２９０（１：１００；Novus Biologicals, L
ittletown, CO）と共に供給業者の推奨に従って使用する免疫沈降法（ＩＰ）によって分
析した。初回タンパク質抽出物１５０μg（１０％ β－メルカプトエタノールを有するＬ
ＤＳ試料緩衝液１×（Life Technologies, USA）で再懸濁）及び免疫沈降物を９０℃で１
０分間加熱し、４～１５％Mini-PROTEAN TGXプレキャストポリアクリルアミドゲル（BioR
ad）上にロードした。電気泳動後に、Trans-Blot Turbo移行システム（BioRad）を使用し
てタンパク質を０．２μm ＰＶＤＦメンブランに移行させ、そのメンブランを以下の一次
抗体：ウサギポリクローナル抗ヒトＣｅｐ２９０（1:1800; Novus Biologicals, Littlet
own, CO）及び二次抗体：ヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＨＲＰ（１：５，０００、Abcam, France
）で探索した。SuperSignal（登録商標）West Dura Extended Duration Substrate（Ther
mo Scientific, USA）及びChemiDoc XRS+イメージングシステム（Bio-Rad, USA）を使用
してブロットを明らかにした。Image Labソフトウェア3.0.1ビルド18（Bio-Rad, USA）を
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用いてウエスタンブロット像を取得及び解析した。
【００４４】
結果
治療用ＡＯＮの単回硝子体内注射の安全性及び有効性の評価
　ヒト突然変異型イントロン２６（ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ）を有するトランスジ
ェニックマウス系統がまだ入手できないことを考慮して、本発明者らは、ＡＯＮ配列を設
計して野生型マウスエクソンをスキップした。本発明者らは、それぞれエクソン２３及び
エクソン３６をスキップすることを選択した。エクソン２３のスキッピングは、リーディ
ングフレームの移動及び安定ならば切断型タンパク質の産生を招くと予想される（図１Ａ
）。対照的に、エクソン３６のスキッピングは、リーディングフレームを保存すると予想
される（図１Ｂ）。
【００４５】
　ＮＩＨ－３Ｔ３マウス線維芽細胞系を使用してＭＴＮＡで報告された本発明者らのプロ
トコールに従って（Gerard et al., 2012）、２つのエクソン周辺のドナースプライス部
位及びＥＳＥに特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチド（ｍ２３ＥＳＥ、ｍ２３Ｄ、ｍ
３６ＥＳＥ、ｍ３６Ｄ；図２）をインビトロで試験した。未処理ＮＩＨ－３Ｔ３細胞及び
トランスフェクションされたＮＩＨ－３Ｔ３細胞から抽出されたｍＲＮＡを使用する逆転
写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）分析によって、ＡＯＮがスキッピングを誘発する潜在性を最初
に決定した。サンガー配列決定がそれぞれエクソン２３及び３６の欠失を実証した、より
短いＰＣＲバンドの出現によって示されたように、１５０nM ＡＯＮを使用したＮＩＨ－
３Ｔ３細胞のトランスフェクションは、スキッピングを招いた。
【００４６】
　トランスフェクションされていないＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞に対してトランスフェクシ
ョンされたＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞における野生型及び突然変異型転写物の発現レベルを
、リアルタイム定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）を使用して測定することによって、スキッ
ピング効率を定量した。トランスフェクションされていない細胞又はセンスＯＮをトラン
スフェクションされた細胞に比べて、ＡＯＮで処理されたＮＩＨ－３Ｔ３細胞は、野生型
ｍＲＮＡ発現の有意な減少を示し、効率的なスキッピングを裏付けた。したがって、処理
された細胞系において突然変異型ｍＲＮＡが検出された。エクソン２３を欠如する突然変
異型ｍＲＮＡの存在度は、可能性のあるナンセンス介在性ｍＲＮＡ分解、すなわちＮＭＤ
（中途終止コドンの出現に伴うフレームシフトのスキッピング）により過小評価されるお
それがある。加えて、これらの結果がセンスオリゴヌクレオチドの送達減少が原因でなか
ったことを確かめるために、蛍光標識されたｍ２３Ｄ及びｍ３６Ｄアンチセンスオリゴヌ
クレオチド並びにｍ２３ＥＳＥセンスオリゴヌクレオチドを使用してＮＩＨ－３Ｔ３にト
ランスフェクションした。類似のトランスフェクション効率が測定された（＞９０％）。
【００４７】
　免疫沈降したｃｅｐ２９０（プルダウンアッセイ法）のウエスタンブロット分析は、ｍ
２３ＥＳＥ ＡＯＮを使用した細胞のトランスフェクションがｃｅｐ２９０の存在度にお
ける減少を引き起こしたことを示したが、そのことは、野生型転写物レベルの低下がタン
パク質の量の低下を招いたという見解の強固な裏付けを与えている。
【００４８】
　全体的に見て、本発明者らの結果は、同定されたＡＯＮがスキッピングを誘導する有効
性及び配列依存的能力を実証している。
【００４９】
マウス光受容器におけるＣｅｐ２９０ ｍＲＮＡに対するＡＯＮ誘導型改変
　硝子体内注射後のスキッピング効率を判断するために、本発明者らは、蛍光標識ｍ２３
Ｄ ＡＯＮを使用した。ＡＯＮ １０nmolを８週齢Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスの左眼の硝子体
内に注射した。注射の２、６及び１０日後に動物を屠殺し、注射された（左）眼及び注射
されていない（右）眼の両方を解剖して視神経網膜を単離した。処置された網膜及び未処
置の網膜からメッセンジャーＲＮＡを調製した。野生型及び改変型Ｃｅｐ２９０転写物の
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両方を増幅することができるプライマーを使用してＲＴ－ＰＣＲを行い、一方で、エクソ
ン２３を欠如する野生型ｍＲＮＡ及び突然変異型転写物に特異的なプライマーを使用して
ＲＴ－ｑＰＣＲを行った。ＲＴ－ＰＣＲ産物のアガロース電気泳動分析から、注射されて
いない眼とは対照的に、２、６及び１０日処置された眼は、野生型産物に加えてサイズの
より小さな産物を表したことが示された（図３Ａ）。サンガー配列決定から、両方の産物
（野生型ｍＲＮＡ及びエクソン２３を欠如する突然変異型ｍＲＮＡ）の同一性が確認され
た。
【００５０】
　ＲＴ－ｑＰＣＲ分析は、ＲＴ－ＰＣＲの結果と一致しており、処置されていない眼に比
べて処置された眼において野生型ｍＲＮＡの発現が減少し、処置されていない眼ではなく
、処置された眼において突然変異型ｍＲＮＡが検出可能であった（図３Ｂ）。
【００５１】
　続いて、同じ手順を用いて漸増用量の蛍光標識ｍ２３Ｄ ＡＯＮ（１、５、１０nmol）
を注射した。注射の２日後に動物を屠殺した。注射された眼及び注射されていない眼を取
り出し、解剖して網膜を回収するか、又はＰＦＡ中で固定し、組織分析のためにパラフィ
ン中に包含させた。ＲＴ－ｑＰＣＲ分析は、スキッピング効率とＡＯＮの注射用量との間
の相関関係を証明した（図４）。組織分析から、網膜切片全体にわたるＡＯＮの広い分布
が示された（全載網膜の組織分析が予定されている）。
【００５２】
　Ｃｅｐ２９０は、至る所に発現されている（Papon et al., 2010）。網膜においてＣｅ
ｐ２９０は、神経節細胞層、内顆粒層及び光受容細胞層を含むいくつかの細胞層中に発現
されている（Baye et al.、2011）。しかし、ＣＥＰ２９０タンパク質の量が最も豊富で
あるのは、網膜のこの最後の細胞層の中である（Chang et al., 2006）。網膜中の蛍光Ａ
ＯＮの分布の組織分析から、光受容器顆粒層における蛍光の存在が実証された（図４Ｂ）
。しかし、スキッピングが光受容器において起こったことを確認するために、本発明者ら
は、注射されていない眼及び注射された眼の光受容器層を、ビブラトームを使用して単離
するために、M.P. Felder（Institute of Cellular and Integrative Neurosciences, CN
RS UPR 3212, University of Strasbourg）との共同研究を準備した。これは、次の数週
間に行われる。
【００５３】
　全体的に、本発明者らの結果は、ｍ２３ＥＳＥ ＡＯＮが網膜細胞におけるスキッピン
グを誘発する有効性を実証している。
【００５４】
実施例２：Ａｂｃａ４ ｍＲＮＡのスプライス改変
材料及び方法
　Ａｂｃａ４エクソン１０のスキッピングに対するターゲット配列の同定。http://mfold
.rna.albany.edu/及びhttp://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgiを使用
して、Ａｂｃａ４プレｍＲＮＡのエクソン１０及びそれらの周辺イントロン配列（スプラ
イス部位）内のターゲティング可能な配列を見出すためのバイオインフォマティクス解析
を実現した。
【００５５】
　ＡＯＮ。エクソン１０上のＥＳＥ部位に特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを、
ESEfinder 3.0プログラム（Cartegni and Krainer, 2003）によって同定した。対応する
選択された配列：ｍ１０ＥＳＥ（＋６０＋８８）５’－ＣＡＡＡＧＡＡＧＴＡＣＣＡＧＡ
ＴＣＴＧＧＧＧＣＣＣＴＡＣ－３’。ＡＯＮは、Sigma-Aldrich（St Quentin Fallavier,
 France）によって合成されたが、２’－Ｏ－メチルＲＮＡ及び全長ホスホロチオアート
骨格を含有する。
【００５６】
　実験動物のＡＯＮ硝子体内注射。全ての動物実験は、眼及び視力の研究における動物の
使用について、視覚と眼科学研究協会会議の声明書に準拠した。８週齢のＣ５７ＢＬ／６
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Ｊマウスをこれらの実験のために使用した。ケタミン（１００mg/kg）及びキシラジン（
１０mg/kg）の混合溶液の筋肉内注射によって動物に麻酔した。１０％ フェニレフリン及
び０．５％ トロピカミドで瞳孔を散大させた。３０ゲージ針を使用して強膜の最初の穿
刺を行った。５μlハミルトンシリンジに装着された３３ゲージ針を、この穴を通して硝
子体腔内に通過させた。針の先端が硝子体腔内にあるときに、針の進行を両眼下で直接観
察した。オリゴヌクレオチド（ｍ１０ＥＳＥ）を１０nmol含有する食塩水（ＮａＣｌ ９g
/l、ｐＨ＝８．７）１μlを左眼に硝子体内注射した。針を硝子体腔内に約２０秒間保ち
、次に静かに引き抜き、感染を予防するために抗生物質軟膏を塗布した。右眼には注射せ
ず、対側の対照として使用した。注射の２、６又は１０日後に、注射された眼及び対側の
眼を摘出し、さらなる分析のために加工した。網膜を取り出して下記のようにＡＲＮを回
収した。動物２匹を各実験設定のために使用した。
【００５７】
　ＲＮＡの抽出及びｃＤＮＡの合成。注射された眼及び注射されていない眼の両方につい
て、注射の２、６及び１０日後に、RNeasy Mini Kit（Qiagen, Courtaboeuf, France）を
製造業者のプロトコールに従って使用して、網膜から総ＲＮＡを抽出した。ＲＮａｓｅフ
リーＤＮａｓｅセット（Qiagen, Courtaboeuf, France）によって全ての試料をＤＮａｓ
ｅ処理した。－８０℃で保存する前に、Nanodrop-1000分光光度計（Fisher Scientific, 
Illkirch, France）を使用して総ＲＮＡの濃度及び純度を判定した。Verso cDNAキット（
Thermo Fisher Scientific）を使用して、ランダムヘキサマー：アンカーオリゴ（ｄＴ）
プライマーを３：１（vol:vol）比で用いて、製造業者の説明書に従って抽出された総Ｒ
ＮＡ ５００ngから第一鎖ｃＤＮＡ合成を行った。
【００５８】
　逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）。ＡＯＮ介在性エクソンスキッピングの有効性を判定す
るために、５mM ｄＮＴＰ（Fischer Scientific, Illkirch, France）、Phusionハイフィ
デリティーＤＮＡポリメラーゼ０．０２ユニット（Fischer Scientific, Illkirch, Fran
ce）、並びにＡｂｃａ４（ｅｘ９）フォワード、５’－ｔｇａｔｃｃａｇａｇｃｃｔｇｇ
ａｇｔｃａａ－３’及びＡｂｃａ４（ｅｘ１１）リバース、５’－ｔｔｃｔｔｃｔｃｃｇ
ａｇｃｔｇｃｃｔａｔｔ－３’の各プライマー１０μMを含有する１×Phusion HF緩衝液
５０μl中でｃＤＮＡ（5μl）を増幅させた。2720サーマルサイクラー（Applied Biosyst
ems, Courtaboeuf, France）を用いて以下の条件でＰＣＲを実施した：初回変性９８℃５
分、続いて９８℃１０秒変性、６０℃３０秒アニーリング及び７２℃３０秒伸長を３０サ
イクル。３％ アガロースゲルでの電気泳動によってＰＣＲ産物を分離し（２０μl）、エ
チジウムブロマイドで染色し、ＵＶ光下で可視化した。陰性対照としてテンプレートなし
（ＮＴＣ）の反応を使用した。これらの産物の同一性の最終確認を、サンガー配列決定に
よって実施して、正確で予想通りのエクソン接合部が維持されていることを確証した。
【００５９】
結果
マウス光受容器におけるＡｂｃａ４ ｍＲＮＡに対するＡＯＮ誘導型改変
　本発明者らは、光受容器特異的Ａｂｃａ４遺伝子のプレｍＲＮＡのスプライシングを妨
害するために２’－ＯＭｅＰＳ ＡＯＮを設計した（Molday et al., 2000）。mfoldソフ
トウェア及びESEfinderプログラムを使用して（詳細についてはGerard et al., 2012参照
）、本発明者らは、エクソン１０をターゲティングするＡＯＮを設計した。研究所で光受
容細胞系統が入手できないので、本発明者らは、予めインビトロ検証を行わずにＣ５７Ｂ
Ｌ／６Ｊマウスの左眼の硝子体内に２’－ＯＭｅＰＳ ＡＯＮ １０nmolを硝子体内注射す
ることに着手した。注射の２、６及び１０日後にマウスを屠殺し、注射された眼及び注射
されていない眼の両方の網膜を前記のように調製した。それぞれエクソン９（フォワード
）及びエクソン１１（リバース）において設計されたプライマーを使用したＲＴ－ＰＣＲ
分析によってスキッピングを分析した。アガロースゲル電気泳動によって、全ての処置後
の眼においてスキッピングの成功が裏付けられ、未処置の眼に不在のより短いＰＣＲ産物
が出現していた（図５）。そのことをサンガー配列決定によって確認した。
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(19) JP 6571075 B2 2019.9.4

10

20

30

40



(20) JP 6571075 B2 2019.9.4

10

20

30

40



(21) JP 6571075 B2 2019.9.4

10

20

30

40



(22) JP 6571075 B2 2019.9.4

10

20

30

40



(23) JP 6571075 B2 2019.9.4

10

20

30

40



(24) JP 6571075 B2 2019.9.4

10【００６１】
参考文献：
　本出願にわたり、本発明が属する技術分野の現状を様々な参考文献が説明している。こ
れらの参考文献の開示は、本開示の参照により本明細書に組み入れられる。

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】
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