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(57)【要約】
疾患または症状の機能と疾患または症状に関連している
と推定される標的ペプチドをコードする遺伝子またはｍ
ＲＮＡとの相関関係の存在を決定する方法であって、標
的遺伝子、その対応するｍＲＮＡｓ、３'および５'イ
ントロン－エクソン接合部位およびコーディングおよび
非コーディング領域間の近傍部分からなる群から選択さ
れたゲノムおよびｍＲＮＡフランキング領域、および前
もって選択した疾患または症状に関連するポリペプチド
をコードする全てのｍＲＮＡセグメントからなる群から
選択された標的に対してアンチセンスである、約１５％
以下のアデノシン（Ａ）からなるオリゴヌクレオチド、
好ましくはアデノシンを含有しないオリゴヌクレオチド
を得；そのオリゴの中から標的ｍＲＮＡとのインビトロ
ハイブリダイゼーションにおいて、ｍＲＮＡがコードす
るポリペプチドの発現を有意に阻止または切除する１つ
を選択し；標的ｍＲＮＡとのインビボハイブリダイゼー
ションに有効な量の選択オリゴを被検者に投与し；かつ
、該オリゴの投与前後の疾患または症状に関連する被検
者の機能を評価し；その際、約７０％以上の機能値の変
化は積極的な相関関係を示し、約４０～約７０％の変化
は可能性ある相関関係を示し、かつ、約３０％以下は相
関関係の欠如を示すとする方法である。本方法は、標的
が位置するインサイチュ、例えば、腫瘍および他の肺お
よび呼吸機能に関連する標的をバリデートする際には、
被験者の呼吸器中へ投与し、その結果、薬剤を肺へ直接
に投入する。また、そのようなdesアデノシンオリゴ
は公知輸送処方剤を使用して、ＣＮＳまたは他の器官、
組織および器官系へ直接に輸送してもよい。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  標的遺伝子およびその対応するｍＲＮＡ、３'および５'イン

トロン－エクソン接合部位およびコーディング領域と非コーディング領域間の近

傍部分からなる群から選択されるゲノムおよびｍＲＮＡフランキング領域、およ

び前以て選択した疾患または症状に関連するペプチドをコードする全ｍＲＮＡか

らなる群から選択された標的に対してアンチセンスである、約１５％以下のアデ

ノシン（Ａ）からなるオリゴヌクレオチド（オリゴ）を得て；

  該オリゴの中から標的ｍＲＮＡとのインビトロハイブリダイゼーションにおい

て、ｍＲＮＡがコードするポリペプチドの発現を有意に阻止または切除する１つ

を選択し；

  標的ｍＲＮＡとのインビボハイブリダイゼーションに有効な量の選択オリゴを

被検者に投与し；かつ、

  該オリゴの投与前後の疾患または症状に関連する被検者の機能を評価し；

その際、約７０％以上の機能値の変化は積極的な相関関係を示し、約４０～約７

０％は可能性ある相関関係を示し、かつ、約３０％以下は相関関係の欠如を示す

ことを含む、疾患および症状の機能と疾患および症状に関連していると推定され

る標的ポリペプチドをコードする遺伝子またはｍＲＮＡの相関関係の存在を決定

する方法。

    【請求項２】  前記アンチセンスオリゴは、ＧおよびＣからなる群から選択

された少なくとも４つの隣接する核酸を有する標的断片を選択し、かつ、該選択

断片を含み、約１５％以下のＣおよびＧ含量を有し、および／または所望のタイ

プおよび／または活性範囲を有する長さ４～６０ヌクレオチドである第１オリゴ

ヌクレオチドを得ることによって構築される、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  さらに、前記アンチセンス断片が少なくとも１つのＡを含む

場合、チミジン（Ｔ）と結合するが、ＡのアデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよ

びＡ３受容体のアゴニストまたはアンタゴニスト活性の約０．３以下を有する複

素環式芳香族塩基からなる群から選択される別な塩基（Ｂ）で、少なくとも１つ

のＡを置換することを含む、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  前記複素環式芳香族塩基は、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、ＳＨ、
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ＳＯ２、ＳＯ３、ＣＯＯＨ、および分岐および融合１級および２級アミノ、アル

キル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリ

ール、ヘテロアリール、アルコキシ、アルケノキシ、アシル、シクロアシル、ア

リールアシル、アルキノキシ、シクロアキコキシ、アロイル、アリールチオ、ア

リールスルホキシル、ハロシクロアルキル、アルキルシクロアルキル、アルケニ

ルシクロアルキル、アルキニルシクロアルキル、ハロアリール、アルキルアリー

ル、アルケニルアリール、アルキニルアリール、アリールアルキル、アリールア

ルケニル、アリールアルキニル、アリールシクロアルキルで置換されるか、さら

に、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、２級および３級アミン、ＳＨ、ＳＯ、ＳＯ２、ＳＯ

３、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキルおよびヘテロアリールで置換されて

いてもよい、ピリミジンおよびプリンからなる群から選択される、請求項３記載

の方法。

    【請求項５】  前記ピリミジンおよびプリンは１、２、３、４、７および８

位で置換されている、請求項４記載の方法。

    【請求項６】  前記ピリミジンおよびプリンはテオフィリン、カフェイン、

ダイフィリン、エトフィリン、アセフィリン、ピペラジン、バミフィリン、エン

プロフィリン、および下記化学式を有するキサンチンからなる群から選択される

、請求項４記載の方法。

【化１】
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（式中、Ｒ１およびＲ２は独立して、Ｈ、アルキル、アルケニル、またはアルキ

ニルであり、Ｒ３はＨ、アリール、ジシクロアルキル、ジシクロアルケニル、ジ

シクロアルキニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、Ｏ

－シクロアルキル、Ｏ－シクロアルケニル、Ｏ－シクロアルキニル、ＮＨ２－ア

ルキルアミノ－ケトキシアルキルオキシ－アリールおよびモノおよびジアルキル

アミノアルキル－Ｎ－アルキルアミノ－ＳＯ２アリールである）

    【請求項７】  前記アンチセンスオリゴは、アデノシン含量約０～約１２％

を有する、請求項１記載の方法。

    【請求項８】  前記オリゴは約５％以下のＡからなる、請求項７記載の方法

。

    【請求項９】  前記オリゴはＡを含まない、請求項８記載の方法。

    【請求項１０】  前記１つのＡが、チミジン塩基と結合するが、アデノシン

Ａ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよびＡ３受容体にてアデノシン塩基アゴニストまたはア

ンタゴニスト活性の約０．５以下のアンタゴニストまたはアゴニスト活性を有す

る複素環式芳香族塩基からなる群から選択される別な塩基で置換される、請求項

１記載の方法。

    【請求項１１】  前記Ａのすべてが、チミジン塩基と結合するが、アデノシ

ンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよびＡ３受容体にてアデノシン塩基アゴニストまたは

アンタゴニスト活性の約０．３以下を有する複素環式芳香族塩基からなる群から

選択される別な塩基で置換される、請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  前記一般的塩基は、３－ニトロピロール－２'－デオキシ

ヌクレオシド、５－ニトロ－インドール、２－デオキシリボシル－（５－ニトロ

インドール）、２－デオキシリボフラノシル－（５－ニトロインドール）、２'

－デオキシイノシン、２'－デオキシネブラリン、６Ｈ，８Ｈ－３，４－ジヒド

ロピリミド［４，５－ｃ］オキサジン－７－オンまたは２－アミノ－６－メトキ

シアミノプリンからなる群から選択される、請求項６記載の方法。

    【請求項１３】  メチル化シトシン（ｍＣ）は、もしもオリゴ中に存在すれ

ば、少なくとも１つのＣｐＧジヌクレオチドにおいて、Ｃの代わりに置換される

、請求項１記載の方法。
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    【請求項１４】  前記アンチセンスオリゴヌクレオチドの少なくとも１つの

ヌクレオチド残基は、メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロチオ

エート、ホスホロジチオエート、ボラノホスフェート、ホルムアセタール、チオ

ホルムアセタール、チオエーテル、カーボネート、カルバメート、スルフェート

、スルフォネート、スルファメート、スルホンアミド、スルホン、スルファイト

、スルホキシド、スルファイド、ヒドロキシルアミン、メチレン（メチルイミノ

）（ＭＭＩ）、メトキシメチル（ＭＯＭ）、メトキシエチル（ＭＯＥ）、メチレ

ンオキシ（メチルイミノ）（ＭＯＭＡ）、メトキシメチル（ＭＯＭ）、２'－Ｏ

－メチル、ホスホルアミデート、およびＣ－５置換残基、およびこれらの組み合

わせからなる群から選択された残基である、請求項１記載の方法。

    【請求項１５】  全ヌクレオチド結合残基が置換される、請求項１４記載の

方法。

    【請求項１６】  前記アンチセンスオリゴは、約７～６０モノヌクレオチド

を含む、請求項１記載の方法。

    【請求項１７】  前記アンチセンスオリゴは、細胞内面化剤または吸収剤お

よび細胞目標化剤からなる群から選択される薬剤と結合している、請求項１記載

の方法。

    【請求項１８】  前記細胞内面化剤または吸収剤は、トランスフェリン、ア

シアログリコプロテインおよびストレプトアビジンからなる群から選択される、

請求項１７記載の方法。

    【請求項１９】  前記核酸はベクターに結合している、請求項１８記載の方

法。

    【請求項２０】  前記ベクターは、原核性または真核性ベクターを含む、請

求項１９記載の方法。

    【請求項２１】  前記アンチセンスオリゴは、肺、脳、心臓、腎臓、腫瘍、

血液、皮膚、目、頭皮、鼻通路、睾丸、頚部、口腔、咽頭、食道、小腸または大

腸、滑膜組織、筋肉組織、卵巣、外耳道またはインビトロへ投与される、請求項

１記載の方法。

    【請求項２２】  前記疾患または症状は、肺、脳、心臓、腎臓、腫瘍、血液
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、免疫系、皮膚、目、頭皮、鼻通路、睾丸、頚部、口腔、咽頭、食道、小腸また

は大腸、滑膜組織、筋肉組織、卵巣または外耳道を患う疾患または症状である、

請求項１記載の方法。

    【請求項２３】  前記疾患または症状は肺を患う疾患または症状である、請

求項２２記載の方法。

    【請求項２４】  前記疾患または症状は、気管支収縮、肺炎および／または

アレルギー反応に関与する、請求項２２記載の方法。

    【請求項２５】  前記疾患または症状は、脳を患う疾患または症状または脳

活性に関与する疾患または症状である、請求項２２記載の方法。

    【請求項２６】  前記疾患または症状は、免疫機能障害に関与する、請求項

２２記載の方法。

    【請求項２７】  前記標的は、免疫グロブリン、抗体受容体、サイトカイン

、サイトカイン受容体、これらをコードする遺伝子および対応ｍＲＮＡ、遺伝子

およびｍＲＮＡのフランキング領域およびイントロンおよびエクソン接合部位か

らなる群から選択される、請求項２６記載の方法。

    【請求項２８】  前記疾患または症状は、心臓血管系を患う疾患または症状

である、請求項２２記載の方法。

    【請求項２９】  前記疾患または症状は、胃腸系に関する疾患または症状で

ある、請求項２２記載の方法。

    【請求項３０】  前記疾患または症状は、悪性腫瘍または癌に関連する、請

求項２２記載の方法。

    【請求項３１】  前記標的は、免疫グロブリンおよび抗体受容体、これらを

コードする遺伝子およびｍＲＮＡ、癌遺伝子に関連する遺伝子およびｍＲＮＡ、

およびゲノムおよびｍＲＮＡのフランキング領域およびエクソンおよびイントロ

ン接合部位からなる群から選択される、請求項３０記載の方法。

    【請求項３２】  前記組成物は、インビトロで、経口内、腔内、鼻腔内、肛

門内、膣内、子宮内、頭蓋内、肺内、腎内、結節内、関節内、眼内、リンパ管内

、経皮、経頬、静脈内、皮下、筋肉内、腫瘍内、腺内、眼球内、頭蓋内、器官内

、血管内、髄腔内、移植、吸入、皮内、肺内、耳内、心臓内、低放出、持続性放
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出およびポンプにより投与する、請求項１記載の方法。

    【請求項３３】  前記標的は、転写因子、刺激および活性化因子、サイトカ

インおよびその受容体、インターロイキン、インターロイキン受容体、ケモカイ

ン、ケモカイン受容体、内因性生成特異的および非特異的酵素、免疫グロブリン

、抗体受容体、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系および非神経系受容体、

ＣＮＳおよび末梢神経系および非神経系ペプチド伝達体、接着分子、デフェンシ

ン、成長因子、血管作動ペプチド、ペプチド受容体および結合タンパク、および

癌遺伝子に対応する遺伝子およびｍＲＮＡからなる群から選択されるポリペプチ

ドをコードする遺伝子またはｍＲＮＡからなる群から選択される、請求項１記載

の方法。

    【請求項３４】  前記アンチセンスオリゴは、肺気道を患う疾患または症状

の関連するポリペプチド、それらをコードする遺伝子およびＲＮＡ、およびゲノ

ムまたはｍＲＮＡのフランキング領域および遺伝子およびｍＲＮＡのイントロン

およびエクソン接合部位からなる群から標的を選択し、

  標的遺伝子に対応するｍＲＮＡ、標的ポリペプチドをコードするｍＲＮＡ、ゲ

ノムおよびｍＲＮＡのフランキング領域および遺伝子またはｍＲＮＡのイントロ

ンおよびエクソン接合部位からなる群から選択されるｍＲＮＡの配列を得て、

  ｍＲＮＡの少なくとも１種のセグメントを選択し、

  選択ｍＲＮＡセグメントに対してアンチセンスである１つ以上のオリゴを合成

し、かつ、

  必要により、全ヌクレオチドの約１５％以下のオリゴ中に存在するＡ含量を低

下させるために、１つ以上のＡを別な塩基で置換することによって製造される、

請求項１記載の方法。

    【請求項３５】  前記標的遺伝子は、転写因子、刺激および活性化因子、イ

ンターロイキン、インターロイキン受容体、ケモカイン、ケモカイン受容体、内

因性生成特異的および非特異的酵素、免疫グロブリン、抗体受容体、中枢神経系

（ＣＮＳ）および末梢神経系および非神経系受容体、ＣＮＳおよび末梢神経系お

よび非神経系ペプチド伝達体およびその受容体、および接着分子、デフェンシン

、成長因子、血管作動ペプチドおよびその受容体、および結合タンパク、および



(8) 特表２００２－５３７７９２

癌遺伝子に対応する標的遺伝子およびｍＲＮＡ、およびそれらのフランキング領

域およびイントロンおよびエクソン接合部位からなる群から選択される、請求項

１記載の方法。

    【請求項３６】  前記コードするポリペプチドは、ＮｆkＢ転写因子、イン

ターロイキン－８受容体（ＩＬ－８Ｒ）、インターロイキン５受容体（ＩＬ－５

Ｒ）、

インターロイキン－４受容体（ＩＬ－４Ｒ）、インターロイキン３受容体（ＩＬ

－３Ｒ）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、インターロイキン１β受容

体（ＩＬ－１βＲ）、エオタキシン、トリプターゼ、主要塩基性タンパク、β２

－アドレナリン様受容体キナーゼ、エンドセリン受容体Ａ、エンドセリン受容体

Ｂ、プレプロエンドセリン、ブラジキニンＢ２受容体、ＩｇＥ高親和性受容体、

インターロイキン１（ＩＬ－１）、インターロイキン１受容体（ＩＬ－１Ｒ）、

インターロイキン９（ＩＬ－９）、インターロイキンー９受容体（ＩＬ－９Ｒ）

、インターロイキン１１（ＩＬ－１１）、インターロイキン１１受容体（ＩＬ－

１１Ｒ）、誘導性一酸化窒素シンセターゼ、シクロオキシゲナーゼ（ＣＯＸ）、

細胞内接着分子（ＩＣＡＭ－１）、血管細胞接着分子（ＶＣＡＭ）、ランテス（

血小板・Ｔ細胞由来好酸化球走行性物質）、血管内皮白血球接着分子（ＥＬＡＭ

－１）、単球活性化因子、好中球走化性因子、好中球エラスターゼ、デフェンシ

ン１、２および３、ムスカリン性アセチルコリン受容体、血小板活性因子、腫瘍

神経因子α、５－リポキシゲナーゼ、ホスホジエステラーゼＩＶ、サブスタンス

Ｐ、サブスタンスＰ受容体、ヒスタミン受容体、チマーゼ、ＣＣＲ－１ＣＣケモ

カイン受容体、ＣＣＲ－２ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－３ＣＣケモカイン受

容体、ＣＣＲ－４ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－５ＣＣケモカイン受容体、プ

ロスタノイド受容体、ＧＡＴＡ－３転写因子、好中球付着性因子、ＭＡＰキナー

ゼ、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、ＮＦＡＴ転写因子、ＳＴＡＴ４、ＭＩ

Ｐ－１α、ＭＣＰ－２、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－４、シクロフィリン、ホスホリパ

ーゼＡ２、塩基性線維芽細胞成長因子、メタロプロテナーゼ、ＣＳＢＰ／ｐ３８

ＭＡＰキナーゼ、トリプトース受容体、ＰＤＧ２、インターロイキン－３（ＩＬ

－３）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、シクロスポリンＡ－結合タン
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パク、ＦＫ５－結合タンパク、α４β１セレクチン、フィブロネクチン、α４β

７セレクチン、ＭａｄＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１（ＣＤ１１ａ／ＣＤ１８）、ＰＥ

ＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１セレクチン、Ｃ３ｂｉ、ＰＳＧＬ－１、Ｅ－セレクチン

、Ｐ－セレクチン、ＣＤ－３４、Ｌ－セレクチン、ｐ１５０，９５、Ｍａｃ－１

（ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８）、フコシルトランスフェラーゼ、ＶＬＡ－４、ＣＤ－

１８／ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８、ＩＣＡＭ２およびＩＣＡＭ３、Ｃ５

ａ、ＣＣＲ３（エオタキシン受容体）、ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ４、ＣＣＲ

５、ＬＴＢ－４、ＡＰ－１転写因子、プロテインキナーゼＣ、システニルロイコ

トリエン受容体、タチキネン受容体（ｔａｃｈＲ）、ＩkＢキナーゼ１および２

、ＳＴＡＴ６、ｃ－ｍａｓおよびＮＦ－インターロイキン－６（ＮＦ－ＩＬ－６

）、およびそれらのフランキング領域およびイントロンおよびエクソンボーター

からなる群から選択される、請求項１記載の方法。

    【請求項３７】  前記標的遺伝子は、Ｇ－タンパクまたはＧ－タンパク結合

受容体をコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項３８】  前記標的遺伝子は、カルシウムチャネルタンパクまたは受

容体、ナトリウムチャネルタンパクまたは受容体、カリウムチャネルタンパクま

たは受容体、塩素チャネルタンパクまたは受容体をコードする、請求項１記載の

方法。

    【請求項３９】  前記標的遺伝子は、神経伝達物質受容体または神経ホルモ

ン受容体をコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項４０】  前記標的遺伝子は、神経ペプチドまたは神経ペプチド受容

体をコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項４１】  さらに、その機能が最初の標的と関連すると推定される別

な標的に対するアンチセンスである別なオリゴを別個に投与する全工程を繰り返

し；最初の標的と別な標的を標的とする共投与オリゴによる投与と評価の工程を

繰り返し；かつ、得られた結果を各標的において別々に得た結果と比較すること

を含み、その際、組み合わせたオリゴの効果が各オリゴの効果よりも約２０％以

上である場合には、最初のオリゴと別なオリゴとの間には、積極的な関係が存在

し、前記結果が１つのオリゴの結果よりも約２０％以内である場合には、関連性
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が存在しない、また、前記結果が個々のオリゴに比べて約２０％以下である場合

には、これらの間には消極的な関係が存在すると決定する、請求項１記載の方法

。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明が属する技術分野】

  本発明は、低アデノシン（低Ａ）またはアデノシン非含量（desＡ）のアンチ

センスオリゴヌクレオチド（オリゴ）を使用する標的遺伝子、例えば中枢神経（

ＣＮＳ）遺伝子をバリデートする（validate）方法に関する。この方法は、その

生産物の標的遺伝子の生成を阻害することによって、標的遺伝子およびその機能

をスクリーニングすることができる。この方法は、特に被検者の機能の多くがア

デノシンに敏感であり、アデノシンの効果が特定の標的遺伝子の検出可能な機能

を覆い隠すことから、インビボでの応用に特に適している。

      【０００２】

    【従来の技術】

  全てのヒトの遺伝子配列、約１００，０００個がここ１～３年以内に公知にな

ると期待されている。この情報は過去または現在、人類を苦しめる疾患全ての実

際の治療に、新しい医薬を設計する機会を与えるであろう。しかしながら、この

巨大な配列の蓄積は、それ自体では、この技術がこれらの遺伝子の機能、特に潜

在的効果、例えば治療効果またはその機能を弱化する毒物学的効果を識別するた

めに入手可能となるまで、新しい医薬の開発において有用とはならないであろう

。例えば、その機能、したがって、薬品発見プロセスの「標的」として、新規に

見出された遺伝子産物の有用性を急速にかつ正確に試験するために、新規な方法

が設計されることが不可避である。薬品発見の源を保護するために、このような

「標的」を、薬品発見プロセスにおいてできるだけ早くバリデートまたはインバ

リデートにしなければならない。それでも、このような方法の実行は、機能では

なく、配列が公知である一連の遺伝子への薬品発見プロセスの巨大な実行を必要

とするであろう。薬品発見プロセスのための焦点として、新規に発見された遺伝

子産物の有用性を評価するためのかなり潜在性ある方法の１つは、インビトロま

たはインビボにて標的遺伝子の機能を切除するアンチセンスオリゴヌクレオチド

を使用することである。この方法は大きな理論的重要性を有するが、１つの問題

はアンチセンスオリゴヌクレオチドがインビトロまたはインビボで分解する構成
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ヌクレオチドを放出する潜在性を有することにある。オリゴヌクレオチド分解産

物の１つ、アデノシンはある組織では高度に生理活性を有する。アデノシンは、

神経伝達の抑制、視床紡錘リズムの維持、睡眠導入、Ｄ１およびＤ２ドーパミン

受容体の拮抗作用、抗痛覚、運動性調和不能を含むエタノールの種々の効果の仲

介、心臓機能の自律性コントロール、気管支収縮、ネガティブな変時、変圧、お

よび変伝導、抗β－アドレナリン作用、および腎臓ナトリウム保持を含む多面的

効果を仲介する。明らかに、ある組織、中でも、例えば、ＣＮＳ、高反応性喘息

性肺、心臓、および腎臓における微小な量のアデノシンの遊離は、アデノシン受

容体を局所的に活性化するであろう。これは信頼性ある明白な方法で標的バリデ

ーションデータを解釈することを不可能とするであろう。すなわち、アデノシン

を含むアンチセンスオリゴヌクレオチドは、その分解が多面的アデノシン仲介効

果を生じるから、明らかな標的バリデーションデータを提供するには最適ではな

い。

      【０００３】

  過去数年間の基礎的神経科学は、グルタミン酸およびアスパラギン酸などの興

奮性アミノ酸（ＥＡＡ）中枢神経系（ＣＮＳ）伝達体と種々の病理学的状態、例

えば脳卒中およびＣＮＳ外傷との関係を確立している。例えば、脳虚血、脳卒中

または外傷に続く神経組織の分解の主な機構は、脳のＥＡＡ系の過敏性、すなわ

ちグルタミン酸塩およびアスパラギン酸塩の過剰放出に関与しているようである

。この方法は遅延興奮性毒性と呼ばれ、ある神経細胞集団が選択的に興奮性毒性

に対する感受性を有している。

      【０００４】

  他の活性の中でも、アデノシンはＥＡＡ放出を接合部前部で阻害し、この興奮

性毒性を弱化させ、その放出がこの系のバリデーション研究を大きく妨害するで

あろう。アデノシンの効果は一般的に細胞外受容体によって仲介されるから、し

たがって、薬理学的に関連するアデノシンのプールは細胞の外側に存在する。ア

デノシンはまた、神経行動学的効果を有し、ＣＮＳ抑制剤として作用する、すな

わち、神経活性を阻害する。これはまた、天然抗痙攣剤および鎮痛剤である。新

しい研究では、正常な環境下にはアデノシンが睡眠を促進し、したがって、無呼
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吸などの睡眠関連応答に関与する経路を妨害することが明らかになっている。い

まや、アデノシンは重要な「疲労因子」であり、睡眠サイクルの分子的支持体に

ついてのバリデーション研究を妨げるであろう。例えば、脳の研究は、重要な受

容体は脳覚醒ネットワークの神経細胞にあることが示されている。何人かの科学

者は、アデノシンはコリン作用システムなど、コリン作用性基礎前脳および昏睡

状態を刺激するメソポンチンコリン作用性核などの脳中の覚醒ネットワークを標

的として睡眠を促進すると考えている。アデノシンのこれらの効果は、それが作

用するシステムや経路において標的のバリデーション研究を阻害する。

      【０００５】

  したがって、それらの機能を決定する多くの遺伝子およびその発現生産物をス

クリーニングする急速でかつ効果的な方法、すなわち、該標的遺伝子および／ま

たはその発現生産物に関連した疾病や症状を治療するための治療薬の設計におい

て、その有用性が確かに求められている。さらに、その結果の解釈をあいまいに

する他の遺伝子の機能を誘発することを避けながら、個々の遺伝子機能を試験す

る適当な方法が必要である。

      【０００６】

    【課題を解決しようとする手段】

  本発明は、疾患または症状の機能と該疾患または症状に関与すると推定される

標的ポリペプチドをコードする遺伝子またはｍＲＮＡとの相関関係をバリデート

／インバリデートする、または決定する方法に関する。この方法は、一般的に、

標的遺伝子およびその対応するｍＲＮＡ、３'および５'イントロン－エクソン接

合部位およびコーディング領域および非コーディング領域間の近接部分からなる

群から選択されるゲノムおよびｍＲＮＡフラキング領域、および前以て選択され

た疾患または症状に関連するポリペプチドをコードする全てのｍＲＮＡセグメン

トからなる群から選択される標的に対してアンチセンスである、約１５％以下の

アデノシン（Ａ）からなるオリゴヌクレオチド（オリゴ）を得て；該オリゴの中

から、標的ｍＲＮＡとのインビトロハイブリダイゼーションにおいて、ｍＲＮＡ

がコードするポリペプチドの発現を有意に阻害または切除する１つを選択し；標

的ｍＲＮＡへのインビボハイブリダイゼーションに有効である量の選択オリゴを
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被験者に投与し；そして、オリゴの投与前後の疾患または症状に関与する被検者

の機能を評価することを含む。その際、約７０％以上の機能値における変化は積

極的相関関係を示し、約４０～７０％は可能性ある相関関係を示し、かつ約３０

％以下は相関関係の欠如を示す。本発明は、とりわけ、肺、脳、心臓、腎臓、腫

瘍、血液、免疫系、皮膚、眼、鼻通路、頭皮、睾丸、頚部、口腔、咽頭、食道、

腸（小および大）、滑膜組織、筋肉、子宮および外耳道を患う疾患および症状に

関与するであろう遺伝子または遺伝子のネットワークの中で好適に応用され、ま

た一般的には、標的部位を含むか、または該部位を起源とする細胞の中で好適に

応用される。

  本発明は、特定の図面を参考にして説明される。本発明の他の主題、利点およ

び態様は、この明細書の記載から当業者には明白となるであろう。

      【０００７】

  図１は、生理食塩水（コントロール）、アデノシン（ｏ）、およびｄＡＭＰ（

Ｐ）を別個にウサギへ投与した実験を示す。生理食塩水は効果がなく、また、ア

デノシンとｄＡＭＰの双方は、用量依存法では同様な低下コンプライアンスを生

じた。これらの結果は、ｄＡＭＰなどのヌクレオシドが直接に、あるいはアデノ

シンへの分解および／代謝に続いて、アデノシン受容体にてアデノシンの生理学

的効果を有することを示す。

      【０００８】

  本特許に添付する図２は、アデノシン（Ａ）を含むオリゴヌクレオチド（オリ

ゴ）は生理活性アデノシンを放出するが、アデノシンを有しないもの（desＡ）

はそうではなかったことを示す。放出されたアデノシンはアデノシン受容体を活

性化し、バリデーション研究中に観察されるべきシグナルを妨害する生物学的応

答を引き起こす。ここで、２種の２１merランダマーホスホロチオエートアンチ

センスオリゴヌクレオチド（オリゴ）であって、アデノシンを含むもの（▼）お

よびdesＡオリゴ（●）を喘息ウサギへ投与した。アデノシン含有オリゴヌクレ

オチドは、Ａ受容体活性を反映する気道コンプライアンスの有意な損失を引き起

したが、desＡランダマーオリゴは起こさなかった。

      【０００９】



(15) 特表２００２－５３７７９２

  図３および４は、アンチセンスオリゴヌクレオチドが肺または気道疾患に関連

する標的バリデーションにおいて有効な薬剤として利用されることを示す。図３

はアデノシンＡ１受容体に対してアンチセンスであるオリゴヌクレオチドの効果

およびウサギモデルでの気管支気道の動的コンプライアンスへのミスマッチコン

トロールアンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示す。図３はＡ１アデノシン

受容体アンチセンスオリゴヌクレオチドで処置した気道組織に存在するＡ１およ

びＡ２アデノシン受容体数で示されるように、Ａ１アデノシン受容体に対してア

ンチセンスであるオリゴヌクレオチドの特異性を示す。

  本発明は、好ましい態様の下記説明を参考にしてよりよく理解されるであろう

。

      【００１０】

  【発明の実施の態様】

  本発明は、標的遺伝子およびその生産物の機能および有用性を速やかにかつ効

果的に発見する新規な技術を提供しようとする発明者の要望から生じた。本発明

者は、低アデノシンアンチセンスオリゴヌクレオチド（オリゴ）を被験者にイン

ビボ投与すると、アデノシン受容体が仲介する望ましくない副作用を誘発しない

との先の発見を応用して、これを首尾よく行えると推測した。本発明方法はイン

ビトロおよび／またはインビボでのその機能を切除するアンチセンスオリゴヌク

レオチドを使用して、薬剤発見プロセスへの焦点となる新規に発見した遺伝子お

よび遺伝子産生物の価値を評価することができる。遺伝子発現を切除するアンチ

センスオリゴヌクレオチドの使用は、過去には理論的に重要であったが、本発明

者がアンチセンスオリゴヌクレオチドはインビトロおよびインビボで分解し、そ

の構成ヌクレオチドおよびヌクレオシドを放出すると発見したことが、その応用

の成功を妨げ、その無効性を説明する。本発明者はオリゴヌクレオチド分解産物

、アデノシンモノホスフェートはアデノシン自体として、種々の組織で高い生物

活性を有するとの証拠を有する。アデノシン自体は、とりわけ神経伝達、睡眠誘

導、Ｄ１およびＤ２ドーパミン受容体のアンタゴニズム、抗侵害受容、運動性調

和不能を含むエタノールの様々な効果の仲介、心臓機能の自律神経コントロール

、気管支収縮、ネガティブな変周期、変力および変伝導、抗β－アドレナリン作



(16) 特表２００２－５３７７９２

用、および腎ナトリウム停滞を含む多面的効果を仲介することが知られている。

明らかに、極微量のアデノシンの放出、および本実施例に示されるように、ある

組織、とりわけ、例えば、ＣＮＳ、肺、心臓および腎臓で、アデノシンヌクレオ

シドは局部環境にてアデノシン受容体を活性化することができた。これは信頼性

ある明白な方法で標的バリデーションデータを解釈することを不可能とするであ

ろう。実施例３０および３１および本特許に添付する図１および２は、生物活性

アデノシンヌクレオシドを放出するアデノシン含有オリゴヌクレオチドの分解を

証明する。これらの図はアデノシ（Ａ）含有オリゴヌクレオチド（オリゴ）は生

物活性アデノシンを放出するが、アデノシンを含まないもの(desＡ)は放出しな

いことを示す。実施例では、２１merのランダマーホスホロチオエートアンチセ

ンスオリゴヌクレオチド(オリゴ)であって、アデノシンを含むもの（＞）、およ

びdesＡオリゴ（ｏ）を喘息ウサギへ投与した。その結果は、アデノシン含有オ

リゴヌクレオチドはアデノシン受容体活性を反映する気道コンプライアンスの有

意な損失を生じるが、desＡランダマーオリゴはそうではないことを示した。下

記実施例３１参照。さらに、アデノシンヌクレオシド（ｄＡＭＰ）はアデノシン

受容体においてアデノシンと同様な効果を有することを示した。下記実施例３０

参照。

      【００１１】

  ここに記載する研究ならびに本特許に添付する実施例にて考察する結果は、明

らかに、発見された新規な標的および／またはその機能に関連していることが公

知である標的に本発明方法を適用して、標的バリデーションが首尾よく達成され

ることを示す。さらに、実験的研究は、特異的に標的化される非ホスホジエステ

ルアンチセンスオリゴヌクレオチドを使用した場合、標的タンパクなどが仲介す

る効果を計数するかあるいは換算した場合、本発明方法は標的をバリデート／イ

ンバリデートすることにおいて非常に選択的かつ効果的であると判断されること

を示す。これはアデノシンＡ１受容体ｍＲＮＡを標的とする全てのアンチセンス

オリゴ、アデノシンＡ２ｂ受容体ｍＲＮＡを標的にする１つのアンチセンスオリ

ゴ、アデノシンＡ３受容体ｍＲＮＡを標的にする２つのアンチセンスオリゴ、お

よびブラジキニン受容体を標的にする１つのアンチセンスオリゴにおいて示され
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、これらは外部から投与されたアデノシンによって誘発される特異的アデノシン

受容体が仲介する効果を計数して示される。さらに、本発明方法は特別的に選択

した標的をバリデート／インバリデートすることにおいて特異的であり、アデノ

シンＡ１およびブラジキニンおよびｍＲＮＡを標的とするアンチセンスオリゴで

示されるように、他の標的を阻害することができない。さらに、その結果は低ア

デノシン含有またはアデノシン非含有オリゴを使用する本発明方法が極めて低い

有害な副作用または毒性を有するか、あるいは有さないことを示す。これは呼吸

器系においてここに示されるように、標的バリデーションに非常に有効でかつ特

異的な方法を提供することにおける１００％の成功を示す。本発明は、気道疾患

に関与または関連する呼吸器／肺系統のタンパクをコードする全ての遺伝子およ

び対応するｍＲＮＡ、ならびに特定の機能または終点(end point)に関連するで

あろう特定の疾患や症状に関連する他の系統、例えばＣＮＳの標的にも同じ方法

を広く応用できる。ホスホジエステルオリゴ、およびホスホジエステル結合がホ

スホロチオエート結合で置換される同じオリゴヌクレオチドの変形を使用して、

本発明方法の完成が比較された。本発明方法の応用結果は、置換体においてホス

ホジエステルオリゴヌクレオチド以上の予期せぬ優位性を証明した。高含量のア

デノシン（３３％）を有するアンチセンスオリゴヌクレオチドは、その分解が多

面的アデノシン仲介効果を生じるから、したがって明白な標的バリデーションデ

ータを得るには適していない。本発明方法が使用する低アデノシンオリゴマーは

、明らかにそのような副作用がない。本特許は、アデノシンの遊離が多面的効果

を生じる場合、例えば、呼吸管または肺系、ＣＮＳ、および他の器官または系に

おいて可能性ある、明白な「標的バリデーション」を達成するために使用する方

法を記載する。この方法は低ＡまたはdesＡアンチセンスオリゴ、すなわち、低

Ａ含量またはアデノシンを全く欠くオリゴの使用に関し、したがって、これは分

解時に多量の有意な生物活性アデノシンを遊離しない。本技術は実質的にいかな

る遺伝子を用いる実施に対しても可能性があるが、下記遺伝子集合体：Ｇ－タン

パク関連受容体、神経ホルモン受容体、神経ペプチド受容体、神経伝達体受容体

、Ｇ－タンパク、カルシウムチャンネルタンパク、ナトリウムチャンネルタンパ

ク、カリウムチャンネル受容体、塩素チャンネル受容体、すなわち本質的に、正
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常または疾患であるＣＮＳ、心臓、肺、腎臓、血液、免疫系、および以下に列挙

されるものに加えて、より多くのものにおける特別な適用を有する。すなわち、

この特許に記載されるバリデーション方法は、ここに言及する遺伝子および系の

みならず、遺伝子の他の属および亜属および遺伝子ネットワークにも適用される

。

      【００１２】

  成功する薬剤発見プロセスは、薬剤設計標的として候補遺伝子産物の適切さを

早急かつ正確に評価することに依存する。伝統的には、この方法は過度な量の時

間、人間および経済的資源を消費していた。本発明は、独自の低またはアデノシ

ン非含有（desＡ）アンチセンスオリゴヌクレオチド（ここでは、まとめてdesＡ

－ＡＳＯＮと呼ぶ）を使用する種々の生物系における標的バリデーション／イン

バリデーションの急速で信頼性ある方法を提供する。desＡ－ＡＳＯＮを使用し

て、本方法はこれまで伝統的技術を使用して不可能であった速度と正確性の程度

でもって、潜在的遺伝子をバリデート／インバリデートする。desＡ－ＡＳＯＮ

は古典的方法に対してより大きな程度の正確性と速度をもたらす。desＡ－ＡＳ

ＯＮはアデノシン誘導副作用を生じることにより標的バリデーションを混乱させ

る生物活性アデノシンを分解または放出することができない。ＡＳＯＮの中には

、ＲＡＳＯＮと称する呼吸器系投与を意図するサブグループが存在する。アデノ

シンＡ１、Ａ２およびＡ３標的をバリデートする本発明方法を実施するに際して

、本発明者はdesＡ－ＲＡＳＯＮを使用している。本技術は、脳生理学の主要な

修飾物質、アデノシンを放出するように分解できないdesＡ－ＢＡＳＯＮ、脳ア

ンチセンスオリゴヌクレオチド（脳中にインサイチュで投与）を使用して、脳の

全ての領域での部位特異的機能遺伝子切除に続いての生化学、行動学、生理学的

評価に関するＣＮＳ標的にも適用され得る。肺標的の実施例によるバリデーショ

ンに加えて、本発明方法は、ＣＮＳ関連標的について以下に説明され、また、一

般的にはdesＡアンチセンスオリゴヌクレオチドを使用する標的バリデーション

における下記数工程を実施することを含む。

      【００１３】

  第１工程は標的バリデーションの一般的な系または領域、例えば、ＣＮＳ、呼
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吸、腎臓、心臓領域などの確認を必要とする。次いで、本方法はGenBankなどの

公共ライブラリーまたは公有地にある他のライブラリーまたは特定の企業に属す

るプライベートなライブラリーを利用して調査する。例えば、公共およびプライ

ベートのデータベースに見出される全てのＧ－タンパク結合受容体（ＧＰＣＲ）

を包含するものなど特定のライブラリーがある。目下、約２５０ＧＰＣＲが存在

している。すなわち、本発明の標的バリデーション方法は、選択された標的群、

例えば、ＧＰＣＲが適当なdesＡアンチセンスオリゴを使用して個々に弱化され

る場合に、いかなる生理学、生物物理学、生物学、行動学的などの事象が生じる

かを試験することに適している。これには、desＡアンチセンスオリゴは以下に

記載されるように設計され、前もって選択された標的遺伝子、例えば、前記のＧ

ＰＣＲを合成する。次いで、desＡアンチセンスオリゴを、まずインビトロで、

例えば、適当なセルライン、初代細胞培養または他の細胞組織を使用して試験す

る。このようなインビトロ試験は、アンチセンス薬剤として「最も活性」である

特定の標的に対して設計された、いくつかのdesＡアンチセンスオリゴのうちの

いずれかを決定するために適用してもよい。すなわち、いずれかがもっともよく

遺伝子発現を下流制御するかあるいは切除する。これは、生物物理学、生物学、

生理学、または細胞の特異的活性に関連する他の分析を利用して実施してもよい

。他の場合では、インビトロ系で標的遺伝子をノックアウトすることは、それ自

体で有用な標的バリデーション情報をもたらす。次いで、もっとも活性なdesＡ

アンチセンスオリゴが選択され、例えば、ＣＮＳ研究におけるいかなる脳領域中

へも直接に点滴注入して、あるいはインビボで呼吸器系に関連する肺標的中へ投

与するなどして適用される。これは、脳標的にはカニューレを定位固定移植して

、呼吸器系標的は吸入して、血液標的には全身から、器官および他の局在する系

および腎実質性細胞と血管性心臓細胞の両方にはインサイチュ投与して、腎臓標

的には吸入して、あるいは直接に点滴注入して全身からなど、当該技術分野で公

知である方法によって行ってもよい。行動学、生物物理学、生理学、生化学、免

疫学および他の試験を適用して、１種以上の標的遺伝子を除去する適当なアンチ

センスオリゴヌクレオチドを投与し、個々の動物からデータを得た。食物消化、

不安、性欲、認識などの行動学的機能または終点（end point）、あるいは温度
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、脳波図（ＥＣＧ）、心電図（ＥＫＧ）、糸球体濾過容積および含量、イオン保

持、タンパク損失などの生理学的終点は、当該技術分野で公知である方法で評価

してもよい。これらの工程は、以下に示される図でＣＮＳについて説明される。

      【００１４】

【化２】
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【００１５】

  本方法は、有意な活性量のアデノシンを放出することなく、呼吸器（desＡ－

ＲＡＳＯＮｓ）、ＣＮＳ（desＡ－ＢＡＯＮｓ）、腎臓（desＡ－ＫＡＳＯＮｓ）

、心臓（desＡ－ＣＡＳＯＮｓ）、血液（desＡ－ＳＡＳＯＮｓ）、免疫系（des

Ａ－ＬＡＳＯＮｓ）、腫瘍組織（desＡ－ＭＡＳＯＮｓ）および他の機能への応

用における低ＡまたはdesＡ－ＡＳＯＮｓに依拠する。この態様では、本発明方

法は肺、ＣＮＳ、腎臓、心臓、血液、免疫系、腫瘍細胞集合体などのアデノシン

受容体の望ましくない活性を阻止する。目下、入手可能な方法で得た結果は、標

準的なアンチセンス構築物が約２５％のアデノシンである正常な（高い）濃度を

含み、かつアデノシン受容体を活性化するから、ほとんど判断されない。この効

果は、その結果を不明瞭とし、機能性の解釈を混乱させる。肺では、例えば、オ

リゴ放出アデノシンは、気道直径の変化（気管支収縮）、炎症および表面活性物

質の分泌、異なった標的のバリデーションに無関係である本発明の全ての効果を

生じるであろう。このような「副作用」は、その主題に関してオリゴヌクレオチ

ドまたはリボザイムから得たデータを判断不能とする。同様に、Ａ含有アンチセ

ンスオリゴが脳で使用される場合、その効果は標的をバリデートする終点として

使用される複数の機能を曖昧にする。例えば、アデノシンは神経伝達の抑制、睡

眠誘導、抗痛を生じ、運動調和の欠如を含むエタノールの種々の効果、心臓機能

の自律調整、ドーパミンＤ１およびＤ２受容体のアンタゴニズム、ＣＮＳ血流の

変化、および多数の他の効果を仲介する。有意な量のアデノシンの存在は、明ら

かに、アンチセンスオリゴが過剰応答肺、ＣＮＳ、およびアデノシン受容体を含

むか、またはアデノシンに応答する他の系における標的バリデーション研究に使

用される場合には禁忌を示す。これらの理由から、本方法は優れた標的バリデー

ションツールを提供する。特に、本方法の有用な適用とは、呼吸管、ＣＮＳ、血

液、腫瘍および未制御成長細胞、および多くの他の系に関連する治療領域を調査

することであり、これは別個に標的化され、標的に関連する１種以上の機能は、

別個に測定される。

      【００１６】

  本方法は生物科学の歴史の中で単時間に（at a singular time）発明されたの
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で、ヒトゲノムの配列から得た情報をより速やかに、かつ、より有効に利用する

ことができる。ヒトゲノムの各遺伝子の配列を知ることは、現代医学の聖杯であ

る。この業績は特異的な遺伝子をその機能に関連付け、その後、心臓疾患により

緊密に効果を示し、かつ、目下、入手可能な薬剤の副作用を欠く全く新規なタイ

プの医薬の創製を可能とする。現在、バンクに蓄積されている配列の洪水は、重

要な標的となる。本方法は人体機能、すなわち疾患において重要である遺伝子を

確認し、その機能の阻止が治療上有用であるかどうかを決定するために計り知れ

ない道具となる。遺伝子の機能が治療的であるかどうかを決定する方法は、「タ

ーゲットバリデーション」と呼ばれる。これは薬剤発見プロセスでの重要な初期

ステップであり、また、臨界的資源を標的遺伝子の機能を阻止する新規な薬剤を

開発するために費やすべきかどうかを決定することに役立つ。このような関係に

おいて、その機能を阻止することが機能上（治療上）の効果がないことを示して

標的をバリデートすることは標的をインバリデートするように重要である。薬剤

発見プロセスにおける初期の標的バリデーションは、無益な薬剤発見キャンペー

ンでの資源の浪費を阻止する。これは、より多くの生産性ある標的のより急速で

かつ集中的な検討を可能とする。この急速でかつ正確な標的バリデーション方法

は、例えば、ヒトゲノムプロジェクトから得た大量の情報の治療上の応用におけ

る成功と失敗の間の違いとなる。本発明方法のアンチセンスオリゴのインビボテ

ストは、例えば、ＣＮＳ、腎臓、心臓、血液疾患などの疾患を含む、喘息などの

呼吸器系疾患、ホルモン系疾患、遺伝的疾患、肥満症などのモデルを含む、重要

な疾患のためのインビトロおよび動物モデルにおいて実施される。当該技術分野

で公知である分析、すなわち意識的無制限のゲッ歯類、ウサギまたは霊長類、例

えば、TruePrimateJ、あるいは本発明を実施するために適用される他の種におけ

る全人体プレチスモグラフ技術などを使用してもよい。すなわち、本方法は疾患

または症状の機能とそれに関連すると推測される標的ポリペプチドをコードする

遺伝子またはｍＲＮＡとの相関関係の存在を決定することに役立つ。一般的にこ

の方法自体は、標的遺伝子およびその対応するｍＲＮＡ、３'および５'イントロ

ン－エクソン接合部位およびコーディングおよび非コーディング領域間の近傍部

分から選択されるゲノムおよびｍＲＮＡフランキング領域、および前もって選択



(23) 特表２００２－５３７７９２

された疾患または症状と関連するポリペプチドをコードする全てのｍＲＮＡから

なる群から選択される標的に対してアンチセンスである、約１５％以下のアデノ

シン（Ａ）からなるオリゴヌクレオチド（オリゴ）を得；これらのオリゴの中か

ら標的ｍＲＮＡとのインビトロハイブリダイゼーションにおいてｍＲＮＡがコー

ドするポリペプチドの発現を有意に阻止または切除するものを１つ選択し；標的

ｍＲＮＡとインビボハイブリダイゼーションにおいて有効な量の選択されたオリ

ゴを被検者に投与し；かつ、オリゴの投与前後の疾患または症状に関連する被検

者の機能を評価することを含み；約７０％以上の機能値の変化は積極的相関関係

を示し、約４０から約７０％は可能性ある相関関係を示し、かつ約３０％以下は

相関関係の欠如を示すことからなる。

      【００１７】

  アンチセンスオリゴは、ＧおよびＣからなる群から選択される少なくとも４つ

の隣接した核酸を有する標的の断片を選択し、該選択断片を含み、かつ、Ｃおよ

びＧ含量が約０％、約３％、約５％、約１０％、約１２％、約１５％以下を有す

る長さ約４、６、８、１０から約１５、２５、４５、６０ヌクレオチドである第

１オリゴヌクレオチドを得ることによって構築される。また、標的断片はそのタ

イプおよび／または活性の程度によって選択してもよい。これは特定の目的に応

じて異なるであろう。いかなる数のアデノシンも、もし存在するなら、チミジン

塩基と結合するが、アデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよびＡ３受容体において

アデノシン塩基アゴニスト活性の約０．３以下である複素環式芳香族塩基、およ

びアデノシンＡ２ａ受容体にて活性を有しない複素環式芳香族塩基などの「一般

的(universal)」または別な塩基で、１つから全てを置換してもよい。複素環式

芳香族塩基は、例えば、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、ＳＨ、ＳＯ、ＳＯ２、ＳＯ３、

ＣＯＯＨ、および分岐および融合した第１級および第２級アミノ基、アルキル、

アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、

ヘテロアリール、アルコキシ、アルケノキシ、アシル、シクロアシル、アルール

アシル、アルキノキシ、シクロアルコキシ、アロキシ、アルールチオ、アリール

スルフォキシ、ハロシクロアルキル、アルキルシクロアルキル、アルケニルシク

ロアルキル、アルキニルシクロアルキル、ハロアリール、アルキルアリール、ア
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ルケニルアリール、アルキニルアリール、アリールアルキル、アリールアルケニ

ル、アルールアキニル、アリールシクロアルキルで置換されていてもよく、さら

に、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、第１、第２および第３級アミン、ＳＨ、ＳＯ、ＳＯ

２、ＳＯ３、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、およびヘテロアリールで

置換されていてもよいピリミジンまたはプリンであってもよい。しかしながら、

他の化合物および他の置換体もまた、本方法で使用するのに適している。通常、

ピリミジンおよびプリンは１、２、３、４、７および８位で置換されるが、他の

置換体もまた包含される。ピリミジンおよびプリンの例としては、テオフィリン

、カフェイン、ダイフィリン、エトフィリン、アセフィリン、ピペラジン、バミ

フィリン、エンプロフィリンおよび下記化学式を有するキサンチン

      【００１８】

【化３】

      【００１９】

（式中、Ｒ１およびＲ２は独立して、Ｈ、アルキル、アルケニルまたはアルキニ

ルおよびＲ３はＨ、アリール、ジシクロアルキル、ジシクロアルケニル、ジシク

ロアルキニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、Ｏ－シ

クロアルキル、Ｏ－シクロアルケニル、Ｏ－シクロアルキニル、ＮＨ２－アクキ

ルアミノ－ケトオキシアルキルオキシアリールおよびモノおよびジアルキルアミ

ノアルキル－Ｎ－アルキルアミノ－ＳＯ２アリールである。）



(25) 特表２００２－５３７７９２

    【００２０】

  一般的または別な塩基の具体例としては、３－ニトロピロール－２'－デオキ

シヌクレオシド、５－ニトロ－インドール、２－デオキシリボシル－（５－ニト

ロインドール）、２－デオキシリボフラノシル－（５－ニトロインドール）、２

'－デオキシイノシン、２'－デオキシネブラリン、６Ｈ，８Ｈ－３，４－ジヒド

ロピリミド［４，５－ｃ］オキサジン－７－オンまたは２－アミノ－６－メトキ

シアミノプリンがあるが、他のものも好適である。もっとも好ましいものは、ア

デノシン受容体に活性を有しないアデノシンアナログ、すなわち、いかなるアデ

ノシン受容体にもアゴニストまたはアンタゴニスト特性のいずれも有していない

。この方法は、他の好ましい態様では、オリゴ中にもし存在するなら、ＣｐＧジ

ヌクレオチド中に少なくとも１つの未メチル化Ｃを置換したメチル化シトシン（

ｍＣ）を使用してもよいが、多数あるいは全てもまた置換してもよい。ピリミジ

ンの他のＣ－５変性、例えば、とりわけＣ－５プロピンもまた有用性がある。こ

の方法を実施するには、アンチセンスオリゴヌクレオチドの１つ以上または全て

の結合領域は、メチルホスホネート、ホスフォトリエステル、ホスホロチオエー

ト、ホスホロジチオエート、ボラノホスフェート、フォルムアセタール、チオフ

ォルムアセタール、チオエーテル、カーボネート、カルバメート、スルフェート

、スルフォネート、スルファメート、スルフォンアミド、スルフォン、スルファ

イト、スルフォキシド、スルファイド、ヒドロキシアミン、２'－メチレン（メ

チルイミノ）（ＭＭＩ）、２'－メトキシメチル（ＭＯＭ）、２'－メトキシエチ

ル（ＭＯＥ）、２'－メチレンオキシ（メチルイミノ）（ＭＯＭＡ）、２－メト

キシメチル（ＭＯＭ）、２'－Ｏ－メチル、ホスホルアミデート、およびＣ－５

置換（例、Ｃ－５プロピン）残基およびその組合せからなる群から選択される残

基で置換または修飾されている。この方法を実施するのに適したアンチセンスオ

リゴは、長さ約７、約９、約１１、約１３、約１５、約１８、約２１～約２５、

約２８、約３０、約３５、約４０、約４５、約５０、約５５、約６０モノヌクレ

オチドであり、他の長さもまた好適である。

      【００２１】

  本発明の方法は、細胞ならびに細胞標的剤が吸収または摂取する薬剤、すなわ
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ち、当該技術分野でとりわけ公知であるトランスフェリン、アシアログリコプロ

テインおよびストレプトアビジンなどに結合されるアンチセンスオリゴの使用を

含む。１つの態様では、このオリゴは真核性または原核性ベクターに結合される

。ベクターの例は、当該技術分野で公知であり、この特許でさらに記載する必要

はない。投与されるアンチセンスオリゴの量は、一般的にはｍＲＮＡの生産性ま

たは有効性を低下させるか、分解を増加させるか、またはインサイチュで存在す

るポリペプチドの量を減少させるに有効な量である。例えば、バリデートされる

遺伝子が呼吸機能に関する場合には、アンチセンスオリゴは肺に直接に投与すれ

ばよい。遺伝子およびその機能が他の系に関連する場合には、核酸は、好ましく

は影響を与える領域、例えば脳、心臓、腎臓、膀胱、性腺、一般的な生殖系、呼

吸および肺系、癌の場合の腫瘍、血液、免疫系、肺、皮膚、目、鼻通路、頭皮、

精巣、頚部、口腔、咽頭、食道、小および大腸、滑膜組織、筋肉、子宮、外耳道

、および選択標的部位を起源とする全ての細胞などの多くへインサイチュで投与

される。多くの場合、疾患または症状は上記したものなど、ある系または系のあ

る領域を冒す。例えば、呼吸器の病気は気管支収縮、炎症、ＩｇＥ媒介アレルギ

ー、表面活性物質生産、および喘息、アレルギー性鼻炎、ＣＯＰＤ、肺腫瘍、Ａ

ＲＤＳなどの他の徴候の増加に関連している。疾患または症状が免疫機能障害に

関連する場合には、標的は、とりわけ免疫グロブリンおよび抗体受容体、サイト

カインおよびサイトカイン受容体、遺伝子および他の遺伝子産物、およびこれら

をコードする対応ｍＲＮＡ、遺伝子およびｍＲＮＡのフランキング領域およびイ

ントロンおよびエクソン接合部位の中から選択してもよい。疾患または症状が悪

性腫瘍または癌に関連する場合には、標的は癌関連遺伝子産物、これらをコード

する遺伝子およびｍＲＮＡ、癌遺伝子に関連する遺伝子およびｍＲＮＡ、ゲノム

およびｍＲＮＡのフランキング領域およびエクソンおよびイントロン接合部位な

どから選択してもよい。

      【００２２】

  本発明方法で使用するアンチセンスオリゴは、肺気道を冒す疾患および／また

は症状に関連するポリペプチド、それらをコードする遺伝子およびＲＮＡ、ゲノ

ムおよびｍＲＮＡのフランキング領域および遺伝子およびｍＲＮＡのイントロン
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およびエクソン接合部位からなる群から標的を選択し；次いで、標的遺伝子に対

応するｍＲＮＡセグメントおよび標的ポリペプチドをコードするｍＲＮＡ、ゲノ

ムおよびｍＲＮＡのフランキング領域および遺伝子およびｍＲＮＡのイントロン

およびセクソン接合部位からなる群から選択されたｍＲＮＡ配列を得て；少なく

とも１つのｍＲＮＡセグメントを選択し、選択ｍＲＮＡに対する１種以上のアン

チセンスオリゴを合成し；かつ、もし必要なら、オリゴ中に存在するＡの含量を

全ヌクレオチドの約１０％以下に低下させるために、１つ以上のＡを一般的また

は別な塩基に置換して生産してもよい。肺系に関連してコード化されるポリペプ

チドの特別な例としては、ＮｆＫＢ転写因子、インターロイキン－８受容体（Ｉ

Ｌ－８Ｒ）、インターロイキン５受容体（ＩＬ－５Ｒ）、インターロイキン４受

容体（ＩＬ－４Ｒ）、インターロイキン３受容体（ＩＬ－３Ｒ）、インターロイ

キン－１β（ＩＬ－１β）、インターロイキン１β受容体（ＩＬ－１βＲ）、エ

オタキシン、トリプターゼ、主要塩基性タンパク、β２－アドレナリン受容体キ

ナーゼ、エンドセリン受容体Ａ、エンドエセリン受容体Ｂ、プレプロセンドセリ

ン、ブラジキニンＢ２受容体、ＩｇＥ高親和性受容体、インターロイキン１（Ｉ

Ｌ－１）、インターロイキン１受容体（ＩＬ－１Ｒ）、インターロイキン９（Ｉ

Ｌ－９）、インターロイキン９受容体（ＩＬ－９Ｒ）、インターロイキン１１（

ＩＬ－１１）、インターロイキン１１受容体（ＩＬ－１１Ｒ）、誘導性一酸化窒

素シンセターゼ、シクロオキシゲナーゼ（ＣＯＸ）、細胞内接着分子１（ＩＣＡ

Ｍ－１）、血管性細胞接着分子（ＶＣＡＭ）、ランテス(Rantes)、内皮白血球接

着分子（ＥＬＡＭ－１）、単球活性化因子、好中球走行性因子、好中球エラスタ

ーゼ、デフェンシン１、２および３、ムスカリン性アセチルコリン受容体、血小

板活性化因子、腫瘍神経因子α、５－リポキシゲナーゼ、ホスホジエステラーゼ

ＩＶ、サブスタンスＰ、サブスタンスＰ受容体、ヒスタミン受容体，チマーゼ、

ＣＣＲ－１ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－２ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－

３ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－４ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－５ＣＣケ

モカイン受容体、プロスタノイド受容体、ＧＡＴＡ－３転写因子、好中球接着受

容体、ＭＡＰキナーゼ、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、ＮＦＡＴ転写因子

、ＳＴＡＴ４、ＭＩＰ－１α、ＭＣＰ－２、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－４、シクロフ
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ィリン、ホスホリパーゼＡ２、塩基性線維芽細胞成長因子、メタロプロテナーゼ

、ＣＳＢＰ／ｐ３８ＭＡＰキナーゼ、トリプトース受容体、ＰＤＧ２、インター

ロイキン－３（ＩＬ－３）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、シクリス

ポリンＡ結合タンパク、ＦＫ５結合タンパク、α４β１セレクチン、フィブロネ

クチン、α４β７セレクチン、ＭａｄＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１（ＣＤ－１１ａ／

ＣＤ１８）、ＰＥＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１セレクチン、Ｃ３ｂｉ、ＰＳＧＬ－１

、Ｅ－セレクチン、Ｐ－セレクチン、ＣＤ－３４、Ｌ－セレクチン、ｐ１５０，

９５、Ｍａｃ－１（ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８）、フコシルトランスフェラーゼ、Ｖ

ＬＡ－４、ＣＤ－１８／ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８、ＩＣＡＭ２および

ＩＣＡＭ３、Ｃ５ａ、ＣＣＲ３（エオタキシン受容体）、ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、

ＣＣＲ４，ＣＣＲ５、ＬＴＢ－４、ＡＰ－１転写因子、プロテインキナーゼＣ、

システニルロイコトリエン受容体、タキチネン受容体（ｔａｃｈＲ）、ＩＫＢキ

ナーゼ１および２、ＳＴＡＴ６、ｃ－ｍａｓおよびＮＦ－インターロイキン－６

（ＮＦ－ＩＬ－６）がある。

      【００２３】

  ＣＮＳ、眼、心臓血管および心肺系に関連するポリペプチドまたは遺伝子の例

としては、Ｇ－タンパク結合受容体（約２５０が公知、および７５０～１，００

０がより仮定されるが配列決定されていない）、神経ペプチド遺伝子、神経ペプ

チド受容体遺伝子、刺激性アミノ酸受容体遺伝子、塩素チャネル遺伝子、カルシ

ウムチャネル遺伝子、プリン作動性受容体遺伝子、アドレナリン受容体遺伝子、

セロトニン受容体遺伝子、セロトニン輸送体遺伝子、刺激性アミノ酸輸送体遺伝

子、カルシウムチャネル遺伝子、チロシンキナーゼ、ホスホリラーゼ、アセチル

コリン受容体、コレシトキニン受容体、一酸化窒素シンセターゼ、ドーパミン受

容体、コリン作動性受容体、アンジオテンシン、アンジオテンシン受容体、カル

シウムチャネルを含むイオンチェネル、髄鞘形成／脱髄および軸索および樹状構

造に関連するものを含む構造タンパク、神経伝達体放出メディエーターおよび構

造、眼科障害、特に網膜および関連構造の障害、カルシトニンおよびその受容体

、カルシニューリンおよびその受容体、ＣＧＲＰおよびその受容体、心房ナトリ

ウム排泄増加ペプチドおよびその受容体、脳ナトリウム排泄増加ペプチドおよび
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その受容体、ブラジキニンおよびその受容体、圧受容器、ＧＡＢＡ／ＧＡＢＡ受

容体、ベンゾジアゼピン受容体、コリンエステラーゼ、カナビノイド受容体、カ

ルモジュリンおよびその受容体、カルシウム／ナトリウム交換ポンプ、カルボン

酸脱水酵素、カテコールアミンおよびそれらの受容体、ヒスタミン受容体、ムス

カリン受容体、オピオイド受容体、ケモカイン、コリンアセチルトランスフェラ

ーゼ、コレカルシフェロール、サイトカイン、インターロイキン、インターフェ

ロンを含む炎症のメディエーターおよびそれらの受容体、リポキシゲナーゼ経路

の酵素、プロテアーゼ、ＤＰ（ＰＧＤ２）受容体、イノシトールホスフェート関

連酵素、エンドセリンおよびその受容体、エンケファリナーゼ、エンケファリン

、ベンゾジアゼピン受容体、ＧＡＢＡトランスアミナーゼ、ガラニンおよびその

受容体、ガストリン放出因子、成長因子、成長因子阻害剤、サイクリン、ヌクレ

オシドキナーゼ、ヌクレオチドキナーゼ、癌遺伝子受容体、５－ヒドロキシトリ

プタミン（５ＨＴ）受容体、ＡＤＨ、ＩＧＦ、インシュリン受容体、ラクタマー

ゼ、カイニン酸受容体、カリクレインおよびその受容体、ロイコトリエン関連酵

素、リポコルチン、Ｌ－ＮＭＭＡおよび受容体、マレノサイト刺激ホルモン、ス

テロイド輸送体および代謝酵素およびシンセターゼ、ＮＭＤＡおよび受容体、モ

ルフィリン受容体、ＭＰＴＰ、ニューロキニンおよびその受容体、ニコチン受容

体、ホスホリパーゼ、血小板活性化因子、シグナル伝達タンパク、ＰＤＧＦ、ダ

イノルフィン、プロスタサイクリン、プロラクチンおよびその受容体、プロラク

チン放出阻害因子、プロホルモン、プロスタノイド、プロスタグランジンおよび

その受容体、スロンビン、プロスロンビン、プテロイルグルタミン酸およびその

受容体、リゼルギン酸受容体、ヘビおよびサソリ毒液受容体、レニンアンジオテ

ンシン系化合物、逆転写酵素、二次メッセンジャーおよび関連酵素、ナトリウム

チャネル、ソマトスタチンおよびその受容体、ソマトロピンおよびその受容体、

サブスタンスＰ、サブスタンスｋ、シナトピック伝達体、タチキニン、テトロド

トキシン受容体、トロンボキサンおよびその受容体、チロイドホルモン、ホルモ

ン、チロトロピンと受容体、プロチレリン、Ｔ４、Ｔ３トポイソメラーゼ、腫瘍

神経因子およびその受容体、ＴＧＦおよびその受容体、キサンチンオキシダーゼ

、ウイルス性メッセンジャーＲＮＡ、細菌ｍＲＮＡ、オキシトシンおよびその受
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容体、クレシストキニンおよびその受容体、血管作動性腸ペプチドおよびその受

容体、モノアミンオキシダーゼ、チロシンキナーゼ結合受容体、および多くのも

のがある。他の特異的な標的遺伝子、例えばＧ－タンパクおよびＧ－タンパク結

合受容体、カルシウムチャネルタンパクおよび関連タンパク受容体、ナトリウム

チャネルタンパクおよび関連タンパク受容体、カリウムチャネルタンパクおよび

関連タンパク受容体、および塩素チャネルタンパクおよび関連タンパク受容体、

神経伝達体および神経伝達体受容体、神経ホルモンおよび神経ホルモン受容体、

神経ペプチドおよび神経ペプチド受容体、および本特許中に列記されるものを含

む他のおおくのものがある。他の標的遺伝子は、例えば、Ｇ－タンパクおよびお

よびＧ－タンパク結合受容体、カルシウムチャネルタンパクおよび関連タンパク

受容体、ナトリウムチャネルタンパクおよび関連タンパク受容体、カリウムチャ

ネルタンパクおよび関連タンパク受容体、および塩素チャネルタンパクおよび関

連タンパク受容体、神経伝達体および神経伝達体受容体、神経ホルモンおよび神

経ホルモン受容体、神経ペプチドおよび神経ペプチド受容体、および他の多くの

ものがある。

      【００２４】

  本方法では、その組成物をインビトロ、経口内、腔内、鼻内、肛門内、膣内、

子宮内、頭蓋内、肺内、腎臓内、結節内、関節内、耳内、リンパ管内、経皮、頬

内、静脈内、皮下、筋肉内、腫瘍内、眼内、頭蓋内、器官内、血管内、くも膜下

腔内、移植、吸入、皮内、肺内、耳内へ、皮膚上、または頭皮または頸部（例え

ば、局所的に）、心臓中、低放出、徐放、およびポンプにより投与してもよい。

異なった系および疾患に関連する標的遺伝子およびｍＲＮＡの例としては、転写

因子、刺激および活性化因子、サイトカインおよびその受容体、インターロイキ

ン、インターロイキン受容体、ケモカイン、ケモカイン受容体、内因性産生特異

的および非特異的酵素、免疫グロブリン、抗体受容体、中枢神経系（ＣＮＳ）お

よび末梢神経および非神経系受容体、ＣＮＳおよび末梢神経および非神経系ペプ

チド伝達体、接着分子、デフェンシン、成長因子、血管活性ペプチド、ペプチド

受容体および結合タンパクなどのタンパクをコードする遺伝子およびｍＲＮＡ、

および癌遺伝子に対応する遺伝子およびｍＲＮＡがある。このオリゴの投与は、
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溶液、懸濁液、および水中油および油中水乳化液などの液体担体を有する経口処

方剤を用いて実施してもよく、および／または粉末、糖衣錠、錠剤、カプセル、

スプレー、エアロゾル、溶液、懸濁液および乳化液として投与してもよい。局所

処方剤として投与する場合、担体はクリーム、ゲル、軟膏、スプレー、アエロゾ

ル、パッチ、溶液、懸濁液および乳化液から選択してもよい。処方剤が注射可能

である場合には、担体はとりわけ水溶液およびアルコール溶液および懸濁液、油

性溶液および懸濁液および水中油および油中水乳化液から選択してもよいが、直

腸処方剤としては座薬が使用され、経皮処方剤としては担体が水溶性およびアル

コール性溶液、油性溶液および懸濁液および水中油および油中水乳化液から選択

されるが、他のものも好適である。経皮処方剤は、担体が水溶液およびアルコー

ル性溶液、油性溶液および懸濁液および水中油および油中水懸濁液から選れる場

合には、イオン泳動的経皮処方剤であってもよく、また、該処方剤は経皮輸送促

進剤を含んでいてもよいが、その多くは当該技術分野で公知である。該処方剤を

含む移植可能なカプセルまたはカートリッジもま長期投与には好適である。この

場合、担体は水溶液、アルコール性溶液および懸濁液、油性溶液および懸濁液お

よび水中油および油中水乳化液から選択してもよく、脂質小胞または粒子、例え

ば、Ｎ－（１－[ ２，３－ジオレオキシルオキシ ]プロピル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリ

メチル－アンモニウムメチルスルフェートから製造されたリポゾームおよび／ま

たは他の脂質、および微結晶などの疎水性担体であってもよい。肺への用途には

、該処方剤は、好ましくは呼吸可能または吸入可能な処方剤、例えばアエロゾル

の形態である。標的領域の長期露呈には、オリゴは局部移植、座薬、舌下処方剤

などを通じて輸送してもよい。これらの全ては当該技術分野で公知である。

      【００２５】

  この方法が他の技術より優れることを証明する要素は、より大きな信頼性およ

び正確性を有するデータを得る能力である。アンチセンスリボザイム技術はイン

ビボ環境では不安定ではなく、リボザイム中にアデノシンと他のオリゴヌクレオ

チドが存在すると、例えば、機能亢進性呼吸管および相当数のアデノシン受容体

を有する他の系では、信頼性あるデータの取得を阻止する。現在までに、Ａ含有

系、例えば、呼吸管で明白に標的を弱力化させる能力を有し、一方、正確な相関
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関係を提供する他の方法は判明していない。さらに、本方法は遺伝子ネットワー

ク、例えば、神経系遺伝子ネットワークの解明に使用してもよい。それはそのよ

り広い面での単離において、１つの遺伝子を確認する以上の大きな飛躍である。

これは代謝経路に結合する１つ以上の標的を選択し、それらを別々におよび他の

ものと関連して試験し、すなわち、１つのアンチセンスオリゴを１回、２回、３

回などにわけて投与して、かつ関連性が存在するか否か、それらは連続して作用

するかなどを確認するために、その結果を比較することによって行われる。本発

明は、ＣＮＳに関して、とりわけ認識、記憶、痛み、不安、行動障害、摂取行動

、空腹および飽満および神経疾患、などの領域における臨界的な医薬の要求を満

足する、より精巧な薬剤誘引発見プロセスを補充するに適した遺伝子ネットワー

クデータベースの創製を可能とする。本技術は４つの基本的領域：新薬発見に関

連する神経遺伝子ネットワークの識別に適用する機能的ゲノミックス、脳内での

これらのネットワークの分布を理解するインサイチュハイブリダイゼーション、

ネットワーク内での個々の遺伝子の機能を決定する部位特異的機能性遺伝子除去

（ＳＳＦＧＡ）、医学関連の種々の行動における遺伝子および遺伝子ネットワー

クの関与を定性および定量的に分析する多因子行動分析、および心臓血管性およ

び肺系などの錐体外路系上の遺伝子および遺伝子ネットワークの効果を識別する

生理学、生物物理、生化学などの分析を包含する。

      【００２６】

  本方法のＣＮＳへの応用は、とりわけ、痛み、飽満、不安／情緒障害、性欲、

認識／認識障害および睡眠／睡眠障害などの領域を包含する。確認された新規な

遺伝子および遺伝子ネットワークの機能的意義を識別する能力は、その空間的再

現の評価に依拠する。インサイチュハイブリダイゼーションは、例えば、脳内の

選択された遺伝子および遺伝子ネットワークの正確な３次元（３－Ｄ）配置を決

定し、薬剤発見プログラムの候補としてその有意性を評価する遺伝子除去研究の

ための正確な標的化を可能とするために使用してもよい。部位特異的機能性遺伝

子除去（ＳＳＦＧＡ）はある系の所望の領域、例えば脳での標的遺伝子の発現を

選択的に弱める方法を提供する。ＣＮＳ標的バリデーションのためのＳＳＦＧＡ

は、以下に記載されるように設計された低ＡまたはdesＡアンチセンスオリゴヌ
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クレオチドを使用して達成される。アンチセンスオリゴヌクレオチドを使用する

他の研究は、使用するオリゴヌクレオチドが、例えばＣＮＳおよびアデノシン受

容体を含む他の標的系でもっとも生物活性なオータコイドの１つ、アデノシンを

分解して放出するから、明白なデータを提供する。オリゴヌクレオチドの分解時

のアデノシン放出は、その系およびそれが放出される特定の領域、例えば脳領域

に依存して、神経伝達体を抑制または促進し、睡眠を誘導し、侵害受容に作用し

、視床紡錘リズムを変化させ、無数の薬剤効果を緩和または可能にし、心臓血管

機能および呼吸の自己制御に作用し、Ｃａ＋流およびＧＡＢＡのシナプス機能を

阻害し、自発的および誘発的神経発射を抑制し、神経伝達体の放出を阻害し、シ

ナプス後の興奮性を減少させ、学習および記憶の根本的できごとと仮定する長期

間の相乗作用を阻害し、かつ、頭部の気管支拡張を引き起こして多面的効果を誘

導する。明らかに、実験動物の脳または他の箇所でオリゴヌクレオチド分解を経

て、有意な量のアデノシンを放出することは、ターゲットバリデーション研究で

は禁忌を示す。ＣＮＳターゲットバリデーションにおける終点との応用に適した

神経および行動試験は、当該技術分野では公知である。例えば、記憶、三次元ま

たは空間的能力、認識、運動制御、外因性トリガーへの感受性と応答、視力、目

の協調、皮膚知覚能力、味覚および嗅覚の認識および多くのものなどがある。生

理学的パラメータの試験もまた当該技術分野で公知であり、ＥＫＧｓおよびＥＥ

Ｇｓなどの電気伝導度、あるいは心拍数および律動性、排尿、睡眠パターンなど

の他の人体的機能を測定する。多くの場合、特に心肺、腎臓の副作用および他の

副作用がＣＮＳ標的の潜在的薬剤発見を不適当と判定する大きな理由となる。ま

た、逆に、ＣＮＳ副作用はしばしば他の適切な治療上の心肺、腎臓および他の薬

剤を不適当とする。ＣＮＳ標的の弱化によって生じる心肺効果の証拠を、薬剤の

開発ではできるだけ早く得ることが有益であろう。このような効果が開発計画の

中で遅く発見される場合には、もっと遅い段階で計画を取り消すこととなる。本

方法は、極限技術の分析、すなわち有意な外科的、電気生理学的および他の試験

を使用して、有害な作用、例えば呼吸標的を弱化する心臓血管作用および逆にＣ

ＮＳまたは心臓血管系における呼吸標的を弱化するいかなる有害な作用をも評価

する。例えば、意識ある無制限動物で行う肺機能研究および心臓機能研究は、さ
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らに、ＣＮＳ標的候補を弱化させる潜在的効果への洞察をもたらす。

      【００２７】

  ターゲットバリデーションは、ヒト病理の推定機能を有する種々の公知受容体

、例えば神経ペプチドＹ（ＮＰＹ）／レプチン受容体および摂取行動を標的とす

る低ＡまたはdesＡアンチセンスオリゴヌクレオチド、ならびにＣＮＳ遺伝子ラ

イブラリーから見出された新規な標的を使用して、上記したようにＳＳＦＧＡを

経由して進めてもよい。動物モデルは特定の受容体を標的とするＳＳＦＧＡに処

し、次いで、とりわけ摂取行動、痛覚脱失、運動行動、感覚運動反射、通門プロ

セス、性および生殖行動、不安、学習と記憶などの種々の行動における変化を評

価する。この広い基礎的行動系列の試験は、特定のＣＮＳ標的を弱化する効果の

感度よい測定尺度、および薬剤開発決定プロセスの初期段階での臨界的知識をも

たらす。この方法は生理学／生物物理／生化学分析と組み合わせて、別な薬剤発

見の努力への価値ある焦点として、標的候補の潜在性の急速かつ集中的決定をも

たらす。本方法は異なった系に関連する遺伝子を標的とするdesアデノシンアン

チセンスオリゴを使用して、遺伝子産物の発現を阻止し、かつその効果と症候を

試験することにおいて、遺伝子およびタンパクの標的バリデーションに関する公

知方法を改良し、そしてこれらの手法を変える。本発明は、オリゴヌクレオチド

がインビボで、そのモノヌクレオチドに代謝されたとき、生物活性アデノシン代

謝産物が放出されるという本発明者の最近の発見を前提とする。アデノシン（Ａ

）含有オリゴヌクレオチドは分解して、アデノシン代謝産物を放出し、例えば肺

の中で気管支収縮、炎症などを生じるアデノシン受容体を順に活性化する。本技

術は異なった機能、配置、および病理に関与する系に関連する遺伝子およびｍＲ

ＮＡを標的とするアンチセンスオリゴの設計に依拠する。このオリゴはアデノシ

ン含量を減少させるように修飾して、分解時の放出によって生じる望ましくない

副作用の発生を最小限にする。そのようにして、特にアデノシン受容体が同様な

作用、あるいは観察されるものとは逆な作用に関与するか、あるいは観察される

系の実験的モデルの恒常性に変化を間接的に生じさせることによって関与する場

合には、観察結果の統計的有意性を改良する。このようにして、本発明者は特定

遺伝子を標的として、対応するｍＲＮＡに選択的に結合し、必要により一般的ま
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たは別な塩基、あるいはアデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂまたはＡ３受容体を活

性化できないアデノシン類似体と置換してアデノシン含量を減少した１種以上の

アンチセンスオリゴヌクレオチド（オリゴ）を設計する。この分野での先の経験

に基づき、本発明者は「受容体減少作用」または特定遺伝子の除去に加えて、チ

ミジン（Ｔ）を欠くかあるいは低含量であるＲＮＡセグメントを選択して、ある

いはチミジンと結合するがアデノシン受容体を活性化する能力を欠き、他方、肺

の中でアデノシンの作用に影響を及ぼす他のヌクレオチド塩基、いわゆる一般的

または別な塩基でもって、設計オリゴヌクレオチドに存在する１種以上のアデノ

シンを置換して、その結果の正確性を増加させることができた。アデノシン（Ａ

）はチミジン（Ｔ）に相補的なヌクレオチド塩基であるから、ＴがＲＮＡに現れ

た場合、アンチセンスオリゴは同じ位置にＡを有するであろう。一貫性のために

、本特許では全てのＲＮＡおよびオリゴヌクレオチドはその相補配列もまた、本

発明の４つのコーナー内に包含されるけれども、左から右へ読解する５'方向か

ら３'方向への１本鎖として表現する。さらに、ヌクレオチド塩基およびアミノ

酸は全てＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ Biochemical Nomenclature Commissionの勧告また

は公知３文字コード（アミノ酸）を使用して表現した。

      【００２８】

  本発明の方法は、いかなる数の標的遺伝子、すなわち、ひとりの被検者の１つ

の機能に関連する１つの遺伝子から、１つの系内のネットワークあるいは経路に

関連する多数の遺伝子までをバリデートまたはインバリデートするために使用し

てもよい。バリデーション／インバリデーションによって、これは特定遺伝子が

多くの生物物理学、生化学、生理学、行動学などの機能のうちの１つに関与する

か否かを実験的証拠を通して証明することを意味する。たとえ、遺伝子が最初に

作用を有しないように見えても、作用を観察するとその発現を同時に消滅する前

提条件も存在するから、他の遺伝子標的と組み合わせて試験してもよい。本発明

のアンチセンス薬のアデノシン含量は、薬剤のインビボでの分解時にその遊離を

阻止するような減少したＡ含量である。例えば、もしも系が肺または呼吸器系で

あるなら、多くの遺伝子は下記表に列記されるものを含む異なった機能に関与し

ている。
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      【００２９】

  表１：肺疾患または肺症状および炎症性標的

────────────────────────────────────

ＮｆＫＢ転写因子                      インターロイキン－８受容体(IL-8R)

インターロイキン－５受容体(IL-5R)     インターロイキン－４受容体(IL-4R)

インターロイキン－３受容体(IL-3R)     インターロイキン－１β(IL-1β)

インターロイキン－１β受容体(IL-1βR)  エトタキシン

トリプターゼ                          主要塩基性タンパク

β２－アドレナリン様受容体キナーゼ    エンドセリン受容体Ａ

エンドセリン受容体Ｂ                  プレプロエンドセリン

ブラジキニンＢ２受容体(B2BR)          ＩｇＥ（高親和性受容体）

インターロイキン－１(IL-1)            インターロイキン１受容体(IL-1R)

インターロイキン－9 (IL-9)            インターロイキン9受容体(IL-9R)

インターロイキン－11 (IL-11)          インターロイキン11受容体(IL-11R)

誘導性一酸化窒素シンセターゼ          シクロオキシゲナーゼ（COX）

細胞内接着分子１(ICAM-1)              血管内細胞接着分子、Subst.P

                                    （VCAM）

ランテス                              内皮白血球接着分子

内皮ＥＴＡ受容体                      （ＥＬＡＭ－１）

シクロオキシゲナーゼ－２(COX-2)       ＧＭ－ＣＳＦ、エンドセリン－１

単球活性化因子                        好中球走行性因子

好中球エラスターゼ                    デフェンシン１、２、３

ムスカリン性アセチルコリン受容体      血小板活性化因子

腫瘍神経因子α                        ５－リポキシゲナーゼ

ホスホジエステラーゼＩＶ              サブスタンスＰ

サブスタンスＰ受容体                  ヒスタミン受容体

キマーゼ                              ＣＣＲ－１ＣＣケモカイン受容体

インターロイキン－２(IL-2)            インターロイキン－４(IL-4)

インターロイキン－１２(IL-12)         インターロイキン－５(IL-5)
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インターロイキン－６(IL-6)            インターロイキン－７(IL-7)

インターロイキン－８(IL-8)          インターロイキン－１２受容体(IL-12R)

インターロイキン－７受容体(IL-7R)     インターロイキン－１(IL-1)

インターロイキン－14受容体(IL-14R)    インターロイキン－１４ (IL-14)

ＣＣＲ－２ＣＣケモカイン受容体        ＣＣＲ－３ＣＣケモカイン受容体

ＣＣＲ－４ＣＣケモカイン受容体        ＣＣＲ－５ＣＣケモカイン受容体

プロスタノイド受容体                  ＧＡＴＡ－３転写因子

好中球接着受容体                      ＭＡＰキナーゼ

インターロイキン－15 (IL-15)        インターロイキン－１５受容体(IL-15R)

インターロイキン－11(IL-11)         インターロイキン－１１受容体(IL-11R)

ＮＦＡＴ転写因子                      ＳＴＡＴ４

ＭＩＰ－１α                        ＭＣＰ－２

ＭＣＰ－３                          ＭＣＰ－４

シクロフィリン（Ａ、Ｂなど）        ホスホリパーゼＡ２

塩基性線維芽細胞成長因子            メタロプロテアーゼ

ＣＳＢＰ／ｐ３８ＭＡＰキナーゼ      トリプターゼ受容体

ＰＤＧ２                            インターロイキン－３(IL-3)

インターロイキン－10(IL-10)         シクロスポリンＡ結合タンパク

ＦＫ５０６結合タンパク              α４β１セレクチン

フィブロネクチン                    α４β７セレクチン

ｃＭａｄＣＡＭ－１                  ＬＦＡ－１（CD11a/CD18）

ＰＥＣＡＭ－１                      ＬＦＡ－１セレクチン

Ｃ３ｂｉ                            ＰＳＧＬ－１

Ｅ－セレクチン                      Ｐ－セレクチン

ＣＤ－３４                          Ｌ－セレクチン

ｐ１５０，９５                      Ｍａｃ－１（CD11b/CD18）

フコシルトランスフェラーゼ          ＶＬＡ－４

ＳＴＡＴ－１                        ＳＴＡＴ－２

ＣＤ－１８／ＣＤ１１ａ              ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８
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ＩＣＡＭ２およびＩＣＡＭ３          Ｃ５ａ

ＣＣＲ３（エオタキシン受容体）    ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ４、ＣＣＲ５

ＬＴＢ－４                          ＡＰ－転写因子

プロテインキナーゼＣ                システニルロイコトリエン受容体

タチキネン受容体(tachR)             ＩＫＢキナーゼ１および２

インターロイキン－２受容体(IL-2R)  

                    （例、サブスタンスP、ＮＫ－１およびＮＫ－３受容体）

ＳＴＡＴ６                          ｃ－ｍａｓ

ＮＦ－インターロイキン－６(NF-IL-6) インターロイキン－10受容体(IL-10R)

インターロイキン－３(IL-3)          インターロイキン－２受容体(IL-2R)

インターロイキン－13(IL-13)         インターロイキン－12受容体(IL-12R)

インターロイキン－14(IL-14)         インターロイキン－６受容体(IL-6R)

インターロイキン－16(IL-16)         インターロイキン－13受容体(IL-13R)

メジュラシン                        インターロイキン－16受容体(IL-16R)

アデノシンＡ１受容体(A1R)           トリプターゼ－１

アデノシンＡ2b受容体(A2bR)          アデノシンＡ３受容体(A3R)

βトリプターゼ                      ＳＴＡＴ－３

アデノシンＡ２ａ受容体(A2aR)        ＩｇＥ受容体βサブユニット(IgERβ)

Ｆｃ－イプシロン受容体ＣＤ２３抗原  ＩｇＥ受容体αサブユニット(IgERα)

IgE受容体Fcイプシロン受容体(IgERFceR)  サブスタンスＰ受容体

ヒスチジンデカルボキシラーゼ        トリプターゼ－１

プロスタグランジンＤシンセターゼ    好酸球カチオン性タンパク

好酸球誘導神経毒                    好酸球パーオキシダーゼ

内皮一酸化窒素シンセターゼ          内皮単球活性化因子

好中球酸化酵素因子                  カテプシンＧ

マクロファージ炎症性タンパク-１-    インターロイキン－８受容体αサブユニ

  α／ランテス受容体                 ット（IL-8Rα）

                                    エンドセリン受容体ＥＴ－Ｂ

────────────────────────────────────
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      【００３０】

  これらの遺伝子および他のものは、呼吸の正常機能、ならびに嚢胞性線維症、

喘息、肺高血圧症および血管収縮、慢性閉鎖性肺疾患（ＣＯＰＤ）、慢性気管支

炎、呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）、アレルギー性鼻炎、肺癌および肺転移性癌、

および炎症性反応をともなうものを含む他の気道疾患になどの呼吸病理に関連す

る疾患に関与する。とりわけアデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂ、およびＡ３受容

体、ＣＣＲ３（ケモカイン受容体）、ブラジキニン２Ｂ、ＶＣＡＭ（血管内細胞

接着分子）、および好酸球受容体に対するアンチセンスオリゴは、これら遺伝子

発現の減少作用において有効であることが示されている。これらのいくつかは、

例えば、アデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂ、およびＡ３受容体およびＣＣＲ３、

ブラジキニン２Ｂ、ＶＣＡＭ（血管内細胞接着分子）、および好酸球受容体の減

少作用によって、症候を緩和し、呼吸の病気および／または炎症を減少させるよ

うに作用する。これらの薬剤は、本発明方法のみによって、あるいはそれらが関

与する経路および／またはネットワークをバリデートする他の遺伝子を標的とす

るアンチセンスオリゴと組み合わせて使用してもよい。よい結果を得るには、オ

リゴは実験動物の呼吸器系へ、好ましくは、直接に、例えば吸入または他の手段

によって投与される。その結果、それらは広く全身的に分散することなく、肺へ

到達するであろう。これは全身に投与されたもの、あるいは他の一般的な経路に

よるものに比べて、薬剤低用量の使用が可能となり、その結果、体内での薬剤の

広い分布から生じる望ましくない副作用の数および程度を減少させる。本発明の

薬剤は、組織が発現する受容体タンパクの量を減少させることが示されている。

すなわち、これらの薬剤は単にそれらの標的、例えば受容体と相互作用するより

も、むしろ他の薬剤が相互に作用する標的タンパクの数を減少させる。このよう

に、本薬剤は低毒性で極めて高い効果を与える。

      【００３１】

  上記した受容体は、本技術の高いパワーの単なる実施例である。事実、本発明

方法を実施して、多数の遺伝子が同様な方法で標的化され、タンパク発現を有意

に減少あるいは完全に消滅させて、ある系、例えば呼吸、ＣＮＳ、心臓血管、腎

臓および他の系内で１つ以上の機能に作用するいかなる変化をも観察する。例え
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ば呼吸器系で試験される機能とは、呼吸の容易さ、気管支収縮、炎症、慢性気管

支炎、界面活性物質生成など、およびこのような慢性閉鎖性肺疾患（ＣＯＰＤ）

、吸入性熱傷、急性呼吸窮迫性症候群（ＡＲＤＳ）、嚢胞性線維症、肺線維症、

放射腺肺炎、扁桃腺炎、気腫、歯通、口内炎、関節痛、食道炎、肺癌および食道

癌などの疾患および炎症にとりわけ関連するものである。これらの機能は、呼吸

機能障害に関連するから大きな興味がある。喘息、アレルギー、アレルギー性鼻

炎、肺気管支収縮および高血圧、慢性閉鎖性肺疾患（ＣＯＰＤ）、アレルギー、

喘息、嚢胞性線維症、急性呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）、直接にあるいは転移に

よって肺を患う癌では、とりわけ上記した表１に列記される標的を含む、潜在的

標的ｍＲＮＡへ本発明を適用すればよい。ＣＮＳ系では、選択された機能は食品

摂取／飽満、情緒変化、不安、性欲／性的障害、認識、性機能／障害、脳外傷、

アルツハイマーメディエーター、動脈瘤などがある。

      【００３２】

  本発明のオリゴは、ＧおよびＣからなる群から選択された少なくとも４つの連

続した核酸を有し、特定の型および／または範囲を有する標的核酸の断片をまず

、選択し、次いで、該選択断片を含み、チミジン（Ｔ）核酸含量が約１５％以下

、好ましくは約１２％、約１０％、約７％、約５％、約３％、約１％を含み、さ

らに好ましくはチミジンを含まない長さ４～６０ヌクレオチドである第１オリゴ

ヌクレオチドを得ることによって生成する。後者の工程は、選択断片に対するア

ンチセンスである配列を含む、長さ４～６０ヌクレオチドである第２オリゴヌク

レオチドであって、約１５％以下、好ましくは約１２％、約１０％、約７％、約

５％、約３％、約１％のアデノシン塩基含量を有し、より好ましくはアデノシン

を含まない第２オリゴヌクレオチドを得ることによって行ってもよい。選択断片

が少なくとも１つのチミジン塩基を含む場合、アデノシン塩基は、対応するアン

チセンスヌクレオチド断片を、チミジンと結合するが、呼吸器系でのバリデーシ

ョンにおいてアデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂ、およびＡ３受容体にて約１０％

以下、好ましくは１％以下、より好ましくは約０．３％以下のアデノシン塩基ア

ゴニスト活性を有する複素環式芳香族塩基、およびＡ２ａ受容体にて活性を有し

ない複素環式芳香族塩基からなる群から選択される一般的または別な塩基で置換
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してもよい。他の系での他のアデノシン活性は他の系において適当に決定される

。

      【００３３】

  複素環式芳香族塩基類似体は、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、ＳＨ、ＳＯ、ＳＯ２、

ＳＯ３、ＣＯＯＨ、および分岐および融合第１級および第２級アミノ、アルキル

、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール

、ヘテロアリール、アルコキシ、アルケノキシ、アシル、シクロアシル、アルー

ルアシル、アルキノキシ、シクロアルコキシ、アロイル、アルールチオ、アルー

ルスルホニル、ハロシクロアルキル、アルキルシクロアルキル、アルケニルシク

ロアルキル、アルキニルシクロアルキル、ハロアリール、アルキルアリール、ア

ルケニルアリール、アルキニルアリール、アルールアルキル、アリールアルケニ

ル、アルールアルキニル、アルールシクロアルキルで置換され、さらに、Ｏ、ハ

ロゲン、ＮＨ２、第１級、第２級および第３級アミン、ＳＨ、ＳＯ、ＳＯ２、Ｓ

Ｏ３、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキルおよびヘテロアリールで置換され

ていてもよい、全てのピリミジンおよびプリンから選択される。ピリミジンおよ

びプリンは当該技術分野で公知である全ての位置で置換されるが、１、２、３、

４、７および／または８位置で置換されるものが好ましい。テオフィリン、カフ

ェイン、ダイフィリン、エトフィリン、アセフィリ、ンピペラジン、バミフィリ

ン、エンプロフィリンおよび下記化学式を有するキサンチンなどのピリミジンお

よびプリンがより好ましい。

      【００３４】

【化４】
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      【００３５】

  （式中、Ｒ１およびＲ２は独立して、Ｈ、アルキル、アルケニルまたはアルキ

ニル、およびＲ３はＨ、アリール、ジシクロアルキル、ジシクロアルケニル、ジ

シクロアルキニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、Ｏ

－シクロアルキル、Ｏ－シクロアルケニル、Ｏ－シクロアルキニル、ＮＨ２－ア

キルキルアミノ－ケトオキシアルキルオキシ－アリール、モノおよびジアルキル

アミノアルキル－Ｎ－アルキルアミノ－ＳＯ２アリールである。）糖における同

様な修飾もまた本発明の態様である。標的ＲＮＡに存在するチミジン（Ｔ）に対

応するアンチセンスオリゴの低アデノシン含量は、ある系、例えば肺、脳、心臓

、腎臓など、組織環境の中へアデノシンを遊離する産物へのオリゴの分解を阻止

し、それによる望ましくない効果を阻止するために使われる。

      【００３６】

  １例として、ＮｆＫＢ転写因子は標的として選択され、低チミジン（Ｔ）また

はデスチミジン（desＴ）断片を求めて、そのｍＲＮＡまたはＤＮＡが探索され

る。ｍＲＮＡまたはＤＮＡのdesＴ断片のみが選択され、これは代わって、その

相補鎖としてdesＡアンチセンスを生成するであろう。多くのＲＮＡdesＴセグメ

ントが見出された場合、アンチセンスセグメントの配列は演繹される。通常、約

１０～３０およびより多数のdesＡアンチセンセグメントの配列が得られる。こ

れらのアンチセンス配列は、上記表１、下記表２に示されるもののいずれか、お

よび脳、心臓血管および腎臓および他の多くのものの機能に関連する標的のｍＲ
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ＮＡのdesＴセグメントに対応するdesＡアンチセンスオリゴヌクレオチド配列の

いくつかあるいは全てを含む。これが生じる場合、見出されるアンチセンスオリ

ゴヌクレオチドは、Ａを１００％含まないと言われている。標的遺伝子に対応す

る元のdesＡアンチセンスオリゴヌクレオチド配列のそれぞれ、例えばＮｆＫＢ

転写因子では、通常、約１０～３０配列が標的遺伝子または低含量のチミジン（

ＲＮＡ）を有するＲＮＡ内に見出されるであろう。本発明では、選択断片配列は

第２次、第３次または第４次配列内の少数のチミジン（ＲＮＡ）ヌクレオチドを

含むであろう。ある場合には、大きなアデノシン含量はアンチセンスオリゴヌク

レオチドを標的に対して低活性とするか、あるいは不活性とするに充分である。

本発明では、「非完全desＡ」配列と呼ばれるものは、好ましくは約１５％以下

、約１２％、約１０％、約７％、約５％および約２％のアデノシン含量を有する

。最も好ましいものは、アデノシンを含まない（０％）。ある例では、しかしな

がら、より高い含量のアデノシンでも許容され、オリゴヌクレオチドはなおも有

害な「アデノシン活性」を示さない。特に重要な態様とは、アデノシンヌクレオ

チドが「固定化」されるか、あるいは天然ＤＮＡに存在する４種のヌクレオチド

：Ａ、Ｇ、ＣおよびＴのうち２種以上へ同様なまたは等しい親和性を有する塩基

対となる「一般的または別な」塩基で置換される場合である。

      【００３７】

  本特許では一般的または別な塩基とは、チミジンとハイブリダイズする実質的

な能力を有し、アデノシンが実験動物または細胞系において望ましくない副作用

を発揮するアデノシン受容体または他の分子に結合する能力を実質的に欠く、い

かなる化合物、より一般的にはアデノシン類似体であると定義される。また、ア

デノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよび／またはＡ３受容体、最も好ましくはＡ１

受容体などのアデノシン受容体を活性化することが完全にできないアデノシン類

似体が使用される。一般的または別な塩基の１つの例としては、α－デオキシリ

ボフラノシル－（５－ニトロインドール）があるが、専門家は他のものを選択す

る方法を知っているであろう。この「固定」工程は、天然に見出されたものに対

するアンチセンスと異なった別な新規な配列を生じて、標的ＲＮＡと好ましくは

同等に結合するアンチセンスオリゴヌクレオチドを生じる。他の一般的または別
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な塩基としては、２－デオキシリボシル－（５－ニトロインドール）がある。他

の一般的または別な塩基としては、３－（ニトロピロール－２'－デオキシヌク

レオシド、５－ニトロインドール、２－デオキシリボシル－（５－ニトロインド

ール）、２－デオキシリボフラノシル－（５－ニトロインドール）、２'－デオ

キシネブラリン、６Ｈ，８Ｈ－３，４－ジヒドロピリミド[４，５－ｃ]－オキサ

ジン－７－オンおよび２－アミノ－６－メトキシアミノプリンがある。上記した

ものに加えて、幾分ハイブリダイゼーション性は減少するけれども、他の塩基を

置換してもよい一般的または別な塩基としては、３－ニトロピロール２'－デオ

キシヌクレオシド、２－デオキシリボフラノシル－（５－ニトロインドール）、

２'－デオキシイノシン、２'－デオキシイノシンおよび２'－デオキシネブラリ

ン（Geln Reseach, Sterling, VA）が挙げられる。より特異的ミスマッチペアは

、とりわけ「Ｐ」ヌクレオチド、すなわち、その塩基がグアニジン（Ｇ）または

アデノシン（Ａ）のいずれかと対を作る６Ｈ，８Ｈ－３，４－ジヒドロピリミド

[４，５－ｃ][１，２]オキサジン－７－オンおよび「Ｋ」ヌクレオチド、すなわ

ち、その塩基がシチジン（Ｃ）またはチミジン（Ｔ）のいずれかと対を作る２－

アミノ－６－メトキシアミノプリンを使用して行う。当該技術分野で公知である

か、あるいは入手可能となる他のものもまた好適である。例えば、Loakes, D. 

とBrown, D. M., Nucl. Acids Res. 22:4039-4043 (1994)、 Ohtsuka, E.ら、J.

 Biol. Chem. 260(5): 2605-2608(1985); Lin, P. K. T. と Brown, D. M., Nuc

leic Acids Res. 20(19): 5149-5152(1992); Nichols, R. ら、Nature 369(6480

): 492-493 (1994); Rahmon, M. S. とHumayun, N. Z., Mutation Research 377

 (2): 263-8 (1997); Amosova, O., ら、Nucleic Acids Res. 25(10): 1930-193

4 (1997); Loakes D. & Brown, D. M., Nucleic Acids Res. 22 (20): 4039-404

3 (1994)参照。一般的または別な塩基およびその調製および核酸結合での使用に

関する全箇所は、本明細書中に参考として援用する。

      【００３８】

  完全にdesＴ配列でない配列が天然に存在する標的に見出された場合、それら

は通常、選択され、それゆえ、約１～３の一般的または別な塩基で置換するだけ

で１００％「desＡ」アンチセンスオリゴヌクレオチドを得るには十分である。
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すなわち、本方法はＡ含量が低いかあるいは欠ける異なった標的に対するアンチ

センスオリゴヌクレオチドか、あるいは１種以上のアデノシンヌクレオチド、例

えば約１～３またはそれ以上が「一般的または別な」塩基による置換で「固定化

」されていてもよいアンチセンスオリゴヌクレオチドを提供する。一般的または

別な塩基は当該技術分野で公知であり、ここに列挙する必要はない。専門家はど

の塩基が一般的または別な塩基として作用するか、またＡに代えてそれらで置換

することを知っている。

      【００３９】

  本明細書で使用するように、呼吸器、炎症、ＣＮＳ、心肺、腎免疫、および他

の系などのある系内で、標的を「バリデートする」または「バリデーティング」

との語は、該系中で、例えばＣＮＳまたは心臓血管または心肺系中で治療領域を

選択して始まるプロセスを呼ぶ。これらの系中で研究のために選択される領域と

しては、不安、情緒障害、飽満と食欲抑制、痛み、認識、睡眠誘導および障害、

温度制御、および脳によって支配されるか、脳中で制御される他の多くのもの、

および下記表２に例示される他のものがある。

      【００４０】

  次工程は、適当な系、例えば、ＣＮＳ、肺、心臓系、腎臓／腎系、血液、免疫

系、肺および呼吸器系、性機能／障害、皮膚、眼、鼻通路、頭皮、睾丸、頚部、

口腔、咽頭、食道、小および大腸、滑膜組織、子宮、外耳道、および他の系に対

応する遺伝子配列データベースを選択することである。標的遺伝子はＣＮＳ、あ

るいはＣＮＳのある領域に関連することが公知であるもの、あるいは機能が未知

であるものの中から選択される。その機能が公知であり、その系で生じるであろ

う遺伝子もまた選択される。次いでアンチセンスオリゴがこれらの標的遺伝子ま

たはここに記載したようなｍＲＮＡ断片に対して設計される。最後に、オリゴは

細胞および組織ＤＮＡおよびＲＮＡへのインビトロハリブリダイゼーションによ

って、標的遺伝子の発現を除去するかあるいは有意に低下させる能力について選

択される。高いインビトロ減少作用、除去、または発現阻害を示すオリゴは、次

いでインビボ試験で、好ましくは部位特異的投与、例えば、脳、心臓、腎臓、肺

などへ適用し、行動学、生物物理学、生化学、認識、行動、知覚、生理学および
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他の機能を前以て決定し、標的と機能に相関関係が存在するか否かを確定するよ

うに評価する。例えば、相関関係が示される呼吸器系では、このような治療を受

けた被検者は呼吸または炎症肺疾患または他の症状、悪性腫瘍などの徴候が現れ

る可能性が減少する。ここで使用するように、「減少作用」との語は、完全な除

去を含む標的細胞内タンパクの生成、分泌または有効性の減少（および濃度の減

少）の誘導をいう。

      【００４１】

  表２：標的およびネットワークに関連する疾患および症状の例

──────────────────────────────────

  痴呆              心拍              不安抗侵害受容        痛覚脱失

  心肺機能          行動              外傷性                器質性脳

  自律制御          障害              脳損傷                疾患

  変性脳症          発達薬剤感度

  ＣＮＳ障害        異常と変形                              視力

（ウイルス性など）  （合法的と非合法的）

  認識              飽満食事          アルコール性敏感      心臓発作

  学習              抑鬱              摂取                  脳炎症

  感覚消失          聴覚嗅覚          低酸素症              精神分裂症

  脳悪性腫瘍        脳欠陥記憶        神経障害              神経性疼痛

  歯痛              頭痛              興奮                  行動協調

  行動障害          気分高揚          双極性障害            摂食障害

  悪液質            心臓および        心臓および

                      血管動脈瘤        血管鬱血

  心臓および        心臓疾患          疼痛

    血管滲出

  炎症              発作              狭心症                心臓麻痺

  虚血              プラーク形成                        ウイルス感染

                      再発狭窄症

  不整脈            血管性浸透        動脈変性              性欲
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  血管形成と阻止    構造上および      怒気                  移植拒絶

                      生化学的欠損

──────────────────────────────────

      【００４２】

  本発明は、基本的には脊椎動物の標的バリデーションに関し、この群の中では

、ヒト、非ヒト類人猿、野生および家畜動物、海洋および陸生動物、家庭のペッ

トおよび動物園の動物、例えば、ネコ、イヌ、ウマ、厚皮動物、グジラを含む哺

乳動物、より好ましくはヒト被検者が挙げられる。この技術が特に適した用途の

１つは、獣医用であり、野生動物、海洋動物、家畜動物、動物園の動物などを含

む、獣医の対象とする大小の動物の全てを含む。標的とされる遺伝子およびタン

パクは好ましくは哺乳動物のものであり、標的とされる配列は、好ましくは治療

される被検者と同じ種のものである。多くの場合には、異なった種の標的も好適

であるが、特に治療を受ける者の配列と約４５％以上の相同性、好ましくは約８

５％以上の相同性、より好ましくは約９５％以上の相同性を示す標的ＲＮＡまた

は遺伝子である。薬剤の好ましい群は、desＡアンチセンスオリゴから構成され

る。他の好ましい群は、１つ以上のアデノシンが一般的または別な塩基で置換さ

れている非完全desＡオリゴヌクレオチドから構成される。

      【００４３】

  「アンチセンス」オリゴヌクレオチドとの語は、本特許で、標的メッセンジャ

ーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の阻止による遺伝子発現の阻止に適用する１本鎖ＤＮＡに

似ている小さな合成オリゴヌクレオチドを一般的にいう。Milligan, J.F.ら、J.

 Med. Chem. 36(14), 1923-1937 (1993)参照。この関連箇所はその全体を本明細

書中に参考として援用する。本方法は上記表１に列記したものを含む標的遺伝子

の遺伝子発現を阻止するアンチセンスオリゴを使用する。これは、一般的には当

該技術分野で公知であるように、標的メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）のコー

ド（センス）配列に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼー

ションによって達成する。本発明の薬剤を外から投与して、標的遺伝子がコード

するｍＲＮＡおよびタンパクの濃度を減少させ、および／またはこのように治療

した細胞の成長特性および形に変化を生じさせる。Milliganら、(1993); Helene
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, C.とToulme, J. Biochem. Biophys. Acta 1049, 99-125 (1990); Cohen, J, S

. D., Ed., Oligonucleotides as Anti-sense Inhibitors of Gene Expression;

 CRC Press: Boca Raton, FL (1987)参照。これらの関連箇所はその全体を本明

細書中に参考として援用する。本明細書中に使用するように、「アンチセンスオ

リゴヌクレオチド」は、（１）適当なハイブリダイゼーション条件下に、標的タ

ンパクをコードするｍＲＮＡのいずれかのセグメントとハイブリダイズし、およ

び（２）ハイブリダイゼーションにおいて標的タンパクの遺伝子発現を減少させ

る、一般的に短い配列の合成オリゴヌクレオチドである。「desアデノシン」(de

sＡ)および「desチミジン」(desＴ)との語はアデノシン(desＡ)またはチミジン(

desＴ)のいずれかを実質的に欠くオリゴヌクレオチドをいう。ある場合には、de

sＴ配列は天然に存在するが、他の場合にはそれらはその望ましくない活性を欠

くもので、望ましくないヌクレオチド（Ａ）を置換して得られる。本明細書では

、置換は一般的には当該技術分野で公知であるように、「一般的または別な塩基

」でＡを置換して達成される。

      【００４４】

  標的タンパクのｍＲＮＡ配列は、このタンパクの発現遺伝子のヌクレオチド配

列であって、既存標的または将来見出されるもののいずれかから誘導される。異

なった系の多くの標的遺伝子の配列は現在では公知である。GenBank データベー

ス、ＮＩＨ参照。これらの配列の全てを本明細書中に参考として援用する。これ

らの遺伝子配列がいま入手不能であっても、当該技術分野で公知である技術を適

用することにより標的セグメントを単離して得られる。遺伝子、そのＲＮＡおよ

び／またはタンパクの配列が一度公知になると、アンチセンスオリゴヌクレオチ

ドは上記したように製造され、標準的技術に従って標的タンパクの生産低下およ

び特定機能の低下のために、インビボで投与および試験して、標的をバリデート

するために使用される。本発明の１つの態様では、アンチセンスオリゴヌクレオ

チドは、特定の系、例えばＣＮＳ、呼吸器、肺、行動、知覚、ホルモン制御、心

臓、腎臓、免疫、血液、癌遺伝子などの疾患または症状に関連するタンパクをコ

ードするｍＲＮＡ分子の１部分またはセグメントに特異的に結合する配列を有す

る。この結合性の１つの効果は、対応するｍＲＮＡの転写を低下または阻止し、
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それによって被検者の肺の標的タンパクの有効量を減少させる。

      【００４５】

  本発明の１つの好ましい態様では、アンチセンスオリゴヌクレオチドの１つ以

上のホスホジエステル残基を修飾または置換する。ホスホジエステル残基を例え

ばメチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロチオエート、ホスホロジ

チオエート、またはホスホルアミデートへ修飾または置換した、オリゴヌクレオ

チドのインビボ安定性を増加させるオリゴヌクレオチドの化学的類似体が特に好

ましい。天然に存在するオリゴヌクレオチドのホスホジエステル結合は、細胞性

ヌクレアーゼによりある程度の分解を受けやすい。反対に、ここで提案する残基

の多くは、ヌクレアーゼ分解に対して大きな抵抗性を有する。Milligan ら、お

よびCohen, J. S. D., 上掲参照。本発明の他の好ましい態様では、オリゴヌク

レオチドは「３'末端キャップ」を添加して分解から保護する。これによって、

該オリゴヌクレオチドの３'末端でホスホジエステル結合に代えてヌクレアーゼ

抵抗性結合に置換する。Tidd, D. N.とWarenius, H. M., Be. J. Cancer 60: 34

3-350 (1989); Shaw, J. P.ら、Nucleic Acids Res., 19: 747-750 (1991)参照

。これらの関連箇所はその全体を本明細書中に参考として援用する。ホスホルア

ミデート、ホスホロチオエート、およびメチルホスホネート結合の全ては、本発

明の目的ではこのようにして充分に機能する。ホスホジエステル骨格の修飾が大

きいほど、得られる薬剤はより安定化され、多くの場合、ＲＮＡ親和性および細

胞透過性がより大きくなる。Milliganら、上掲参照。すなわち、修飾または置換

される残基数は必要性、標的および投与経路により変化し、１つから全ての残基

、またはその間の数になるであろう。全ホスホジエステル骨格を新規な結合で置

換する多くの異なった方法は公知である。Millikanら、上掲参照。塩基、ヌクレ

オチド間結合または糖のための好ましい類似体残基は、ホスホチオエート、メチ

ルホスホネート、ホスホトリエステル、チオホルムアセタール、ホスホロジチオ

エート、ホスホルアミデート、ホルムアセタルボラノホスフェート、３'－チオ

ホルムアセテート、５'－チオエーテル、カーボネート、５'－Ｎ－カルバメート

、スルフェート、スルホネート、スルファメート、スルホンアミド、スルホン、

スルファイト、２''－Ｏ－メチル、スルフォキシド、スルファイド、ヒドロキシ
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アミン、メトキシメチル（ＭＯＭ）、メトキシエチル（ＭＯＥ）、メチレン（メ

チルイミノ）（ＭＭＩ）、およびメチレンオキシ（メチルイミノ）（ＭＯＭＩ）

残基が挙げられる。ホスホロチオエートおよびメチルホスホネート修飾オリゴヌ

クレオチドが、自動化オリゴヌクレオチド合成法により入手可能であるから、特

に好ましい。Millikanら、上掲参照。本発明の薬剤は薬学的に許容される塩の形

で、またはアンチセンスオリゴヌクレオチドと塩との混合物として投与してもよ

い。本発明の他の態様では、異なったアンチセンスまたはその薬学的に許容され

る塩の混合物を投与する。本発明の薬剤は１つの標的ｍＲＮＡの発現を弱化させ

る能力および／または１つの経路の活性を増大または弱化させる能力を有する。

例えば、本方法は、標的ｍＲＮＡ又は遺伝子それぞれにチミジン（Ｔ）が低い全

ての可能性あるデオキシリボヌクレオチドセグメント、またはアデノシン（Ａ）

が約７以上のモノヌクレオチド、好ましくは約６０以下のモノヌクレオチド、よ

り好ましくは約１０～約３６モノヌクレオチド、さらに好ましくは約１２～約２

１モノヌクレオチドであるアデノシン（Ａ）低セグメントのデオキシヌクレオチ

ドを確認することによって実施される。これはアデノシンに対応するヌクレオチ

ド、チミジン（ＲＮＡ）が低いか、あるいは欠き、またはアデノシン（遺伝子）

が低く、ヌクレオチドの長さ７以上である標的配列内のモノヌクレオチドセグメ

ントを調査して行われる。ほとんどの場合、この調査は通常、約１０～３０の配

列、すなわち、天然ではアデノシンを欠くかあるいは約４０％以下であって、平

均の長さ、すなわち約１８００ヌクレオチド長の通常の標的ｍＲＮＡに対して長

さを変えたアンチセンスオリゴヌクレオチドとなる。ＴまたはＡの含量が高いも

のは、それぞれ、１つ以上のＡに代える一般的または別な塩基の置換によって固

定化されてもよい。

      【００４６】

  本発明の薬剤は、特定の標的および投与形態によって、長さ約７～約６０ヌク

レオチド、好ましくは約１２～約４５、より好ましくは長さ約３０ヌクレオチド

以下、なお、好ましくは約２１以下を含む適当な長さを有するが、それらは他の

長さでも充分であってもよく、限定されない。本発明の薬剤は標的ＲＮＡのいか

なるセグメントおよび全てのセグメントに対して向けられていてもよい。１つの



(51) 特表２００２－５３７７９２

好ましい薬剤群としては、イントロンとエクソン間の結合を含むｍＲＮＡ領域に

向けられたものが挙げられる。該薬剤がイントロン／エクソン結合に向けられる

場合には、該結合を完全に覆うか、あるいは前駆体ｍＲＮＡから成熟ｍＲＮＡへ

のプロセッシング中に介在するエクソンのスプライシングアウトを阻止するよう

に、該結合に充分に近接していてもよい。例えば、アンチセンスオリゴヌクレオ

チドの３'または５'末端は、イントロン／エンクソン結合の約２～１０、好まし

くは約３～５ヌクレオチド内に位置する。また、開始コドンと重複するアンチセ

ンスオリゴヌクレオチド、およびコーディング領域の５'および３'末端近辺のも

のも好ましい。アンチセンスオリゴはアデノシン含量約０、約３％、約５％、約

７％～約８％、約１０％、約１２％、約１５％、およびいかなる中間値および範

囲のアデノシン含量であってもよい。本方法では、１種以上または全てのＡがチ

ミジンと結合するが、アデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよびＡ３受容体にてア

デノシンのアゴニストまたはアンタゴニスト活性の約０．５以下、約０．３、約

０．１を示す複素環式芳香族塩基、およびアデノシンＡ２ａ受容体にて活性を示

さない複素環式芳香族塩基などの一般的なまたは別な塩基で置換されていてもよ

い。別な塩基は、とりわけ、３－ニトロピロール－２'－デオキシヌクレオシド

、５－ニトロインドール、２－デオキシリボシル－（５－ニトロインドール）、

２－デオキシリボフラノシル－（５－ニトロインドール）、２'－デオキシイノ

シン、２'－デオキシネブラリン、６Ｈ，８Ｈ－３，４－ジヒドロピリミド[４，

５－ｃ ]オキサジン－７－オンまたは２－アミノ－６－メトキシアミノプリンで

あってもよい。オリゴは、もしも該オリゴ中にＣｐＧジヌクレオチドが存在すれ

ば、このＣｐＧジヌクレオチドの非メチル化Ｃの１つ以上または全てを置換した

メチル化シトシン（ｍＣ）を有していてもよい。ピリミジンの他のＣ５修飾、例

えばＣ５プロピンなどもまた本発明の実施態様である。本方法での使用に適した

オリゴの１つ以上または全てのヌクレオチド結合残基は、メチルホスホネート、

ホスホトリエステル、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ボラノホス

フェート、フォルムアセタール、チオフォルムアセタール、チオエーテル、カー

ボネート、カルバメート、スルフェート、スルフォネート、スルファメート、ス

ルフォンアミド、スルフォン、スルファイト、スルフォキシド、スルファイド、
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ヒドロキシルアミン、メチレン（メチルイミノ）（ＭＭＩ）、メトキシメチル（

ＭＯＭ）、メトキシエチル（ＭＯＥ）、メチレンオキシ（メチルイミノ）（ＭＯ

ＭＡ）、メトキシメチル（ＭＯＭ）、２'－Ｏ－メチル、ホソホルアミデート、

およびＣ－５置換（Ｃ－５プロピン）残基およびこれらの組み合わせであっても

よい。本方法に使用するオリゴはその多くが当該技術分野で公知である原核性ま

たは真核性ベクターなどのベクターに結合しても良い。本発明方法は、生産また

は入手可能性を低下させるか、ｍＲＮＡの分解を増加させるか、肺に存在するペ

プチド量を減少させるに有効な量のアンチセンスオリゴ投与を処方する。該投与

は呼吸標的および肺標的中に直接に、好ましくはインシチュ、例えば、直接に呼

吸器系または鼻通路へ、例えば吸入によって行うか、あるいは被検者の肺へ投与

する。アンチセンスオリゴは脳、心臓、腫瘍、睾丸、眼、外耳道、頸部、鼻通路

、頭皮、口腔、筋肉、咽頭、食道、腸、直腸、滑膜組織、子宮および他の局部組

織に、他の多くの方法の中でも、注射によって、定位挿入によって、またはイン

ビトロで直接に投与してもよい。さらに、オリゴは標的が循環系および免疫系の

部分および小胞である場合には、血液中に投与してもよい。後者の場合、疾患ま

たは症状が免疫系障害に関連する場合には、標的はとりわけ、免疫グロブリン、

抗体受容体、サイトカイン、サイトカイン受容体、これらをコードする遺伝子お

よび対応ｍＲＮＡ、遺伝子およびｍＲＮＡのフランキング領域およびイントロン

およびエクソン接合部位であってもよい。疾患および症状が悪性腫瘍または癌に

関連する場合には、標的は成長制御関連酵素および他のタンパク、免疫グロブリ

ンおよび抗体受容体、これらをコードする遺伝子およびｍＲＮＡ、癌遺伝子に関

連する遺伝子およびｍＲＮＡｓ、およびゲノムおよびｍＲＮＡのフランキング領

域およびエクソンおよびインロトロン接合部位から選択してもよい。さらに、転

移などに関与する血管形成因子、接着分子およびプロテアーゼ酵素など、癌プロ

セスに関与する正常細胞のある遺伝子も本発明の一部分である。この方法は、例

えば、組成物をインビトロ、経口、口腔内、鼻腔内、膣内、子宮内、頭蓋内、肺

、腎臓内、結節内、関節内、耳内、リンパ系内、経皮、頬内、静脈内、皮下、筋

肉内、腫瘍内、腺内、眼球内、頭蓋内、器官内、血管内、鞘内、移植、吸入、皮

内、肺内、耳内、心臓内、低放出、持続放出、およびポンプにより投与して実施
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してもよい。標的の他の例としては、転写因子、刺激および活性因子、サイトカ

インおよびその受容体、インターロイキン、インターロイキン受容体、ケモカイ

ン、ケモカイン受容体、内生特異的および非特異的酵素、免疫グロブリン、抗体

受容体、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系および非神経系受容体、ＣＮＳ

および末梢神経系および非末梢神経系ペプチド伝達体、接着分子、デフェンシン

、成長因子、血管作動性ペプチド、ペプチド受容体および結合タンパク、および

癌遺伝子に対応する遺伝子およびｍＲＮＡ、Ｇタンパク結合受容体などがある。

アンチセンスオリゴは、呼吸作用困難および腫瘍、界面活性物質分泌の増加また

は減少、および他の多くのものなどの肺気道を患う疾患および症状に関連するポ

リペプチド、これらをコードする遺伝子およびＲＮＡ、ゲノムｍＲＮＡのフラン

キング領域および遺伝子およびｍＲＮＡのインロトンおよびエクソン接合部位か

ら標的を選択し；標的遺伝子に対応するｍＲＮＡおよび標的ペプチドをコードす

るｍＲＮＡ、ゲノムおよびｍＲＮＡのフランキング領域およびゲノムおよびｍＲ

ＮＡのイントロンおよびエクソン接合部位からなる群から選択されるｍＲＮＡ配

列を得；ｍＲＮＡの少なくとも１つのセグメントを選択し；選択ｍＲＮＡセグメ

ントに対する１つ以上のアンチセンスオリゴを合成し；もし必要なら、１つ以上

のＡをチミジン（Ｔ）とハイブリダイスするが、アデノシン受容体にてアゴニス

ト能力を低下または全く有しない別な塩基で置換して、オリゴ中に存在するＡ含

量を全ヌクレオチドの約１５％以下まで低下させることによって生産する。既に

示したように、好適な標的としては、転写因子、刺激および活性化因子、インタ

ーロイキン、インターロイキン受容体、ケモカイン、ケモカイン受容体、内生産

特異的および非特異的酵素、免疫グロブリン、抗体受容体、中枢神経系（ＣＮＳ

）および末梢神経系および非神経系受容体、ＣＮＳおよび末梢神経系および非神

経系ペプチド伝達体およびその受容体、接着分子、デフェンシン、成長因子、血

管作動性ペプチドおよびその受容体、および結合タンパク、および癌遺伝子に対

する標的遺伝子およびｍＲＮＡ、およびそのフランキング領域およびイントロン

およびエクソン接合部位がある。コードするポリペプチドは、ＮｆＫＢ転写因子

、インターロイキン－８受容体（ＩＬ－８Ｒ）、インターロイキン５受容体（Ｉ

Ｌ－５Ｒ）、インターロイキン－４受容体（ＩＬ－４Ｒ）、インターロイキン３
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受容体（ＩＬ－３Ｒ）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、インターロイ

キン１β受容体（ＩＬ－１βＲ）、エオタキシン、トリプターゼ、主要塩基性タ

ンパク、β２－アドレナリン様受容体キナーゼ、エンドセリン受容体Ａ、エンド

セリン受容体Ｂ、プレプロエンドセリン、ブラジキニンＢ２受容体、ＩｇＥ高親

和性受容体、インターロイキン１（ＩＬ－１）、インターロイキン１受容体（Ｉ

Ｌ－１Ｒ）、インターロイキン９（ＩＬ－９）、インターロイキンー９受容体（

ＩＬ－９Ｒ）、インターロイキン１１（ＩＬ－１１）、インターロイキン１１受

容体（ＩＬ－１１Ｒ）、誘導性一酸化窒素シンセターゼ、シクロオキシゲナーゼ

（ＣＯＸ）、細胞内接着分子１（ＥＬＡＭ－１）、血管細胞接着分子（ＶＣＡＭ

）、ランテス（血小板・Ｔ細胞由来好酸化球走行性物質）、エンドセリン白血球

接着分子（ＥＬＡＭ－１）、単球活性化因子、好中球走化性因子、好中球エラス

ターゼ、デフェンシン１、２および３、ムスカリン性アセチルコリン受容体、血

小板活性因子、腫瘍神経因子α、５－リポキシゲナーゼ、ホスホジエステラーゼ

ＩＶ、サブスタンスＰ、サブスタンスＰ受容体、ヒスタミン受容体、チマーゼ、

ＣＣＲ－１ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－２ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－

３ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－４ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－５ＣＣケ

モカイン受容体、プロスタノイド受容体、ＧＡＴＡ－３転写因子、好中球付着性

因子、ＭＡＰキナーゼ、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、ＮＦＡＴ転写因子

、ＳＴＡＴ４、ＭＩＰ－１α、ＭＣＰ－２、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－４、シクロフ

ィリン、ホスホリパーゼＡ２、塩基性線維芽細胞成長因子、メタロプロテナーゼ

、ＣＳＢＰ／ｐ３８ＭＡＰキナーゼ、トリプトース受容体、ＰＤＧ２、インター

ロイキン－３（ＩＬ－３）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、シクロス

ポリンＡ－結合タンパク、ＦＫ５－結合タンパク、α４β１セレクチン、フィブ

ロネクチン、α４β７セレクチン、ＭａｄＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１（ＣＤ１１ａ

／ＣＤ１８）、ＰＥＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１セレクチン、Ｃ３ｂｉ、ＰＳＧＬ－

１、ＣＤ－１８／ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８、ＩＣＡＭ２およびＩＣＡ

Ｍ３、Ｃ５ａ、ＣＣＲ３（エオタキシン受容体）、ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ

４、ＣＣＲ５、ＬＴＢ－４、ＡＰ－１転写因子、プロテインキナーゼＣ、システ

ニルロイコトリエン受容体、タチキネン受容体（ｔａｃｈＲ）、ＩkＢキナーゼ
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１および２、ＳＴＡＴ６、ｃ－ｍａｓｓおよびＮＦ－インターロイキン－６（Ｎ

Ｆ－ＩＬ－６）、およびそれらのフランキング領域およびイントロンおよびエク

ソン接合部位からなる選択される標的タンパク、ポリペチドをコードする遺伝子

およびｍＲＮＡである。しかし、本発明は基本的には公共のデータバンクで入手

可能でない新規に発見される遺伝子の応用を意図する。この遺伝子群にとって標

的バリデーションが最も重要である。それがなければ、疾患でのその役割は未知

のままである。

      【００４７】

  下記表３は、本発明の薬剤を効果的に適用する少数の標的のリストである。こ

れらは単に実施例に過ぎない。該方法は、標的バリデーションがオリゴヌクレオ

チド分解時の生物活性アデノシン放出から議論される、いかなる系にも適用可能

である。これは、アデノシンが抗炎症性であり、かつ、その放出が癌の標的バリ

エーションの結果を不明確にする故に重要である。

      【００４８】

  表３：  癌標的

────────────────────────────────────

    形質転換癌遺伝子        治療標的

────────────────────────────────────

    ｒａｓ                  チミジレートシンセターゼ

    ｓｒｃ                  チミジレートシンセターゼ

    ｍｙｃ                  ジヒドロフォレートレダクターゼ

    ｂｃｌ－２              チミジンキナーゼ

                            デオキシシチジンキナーゼ

                            リボヌクレオチドレダクターゼ

    脈管形成因子            接着分子

    癌遺伝子                葉酸経路酵素

    ＤＮＡ修復遺伝子        （１つの炭素プール）

                            テロメラーゼ

                            ＨＭＧ  ＣｏＡレダクターゼ
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                            ファルネシルトランスフェラーゼ

                            グルコース－６－リン酸トランスフェラーゼ

────────────────────────────────────

      【００４９】

  癌標的バリデーションの好ましい標的群は、それらが調節性であるか、あるい

はＲＮＡおよび／またはタンパクの生産に関与するかにかかわらず、異なったタ

イプの癌に関連した遺伝子であるか、または悪性腫瘍に関連することが一般的に

公知であるものである。その例としては、とりわけ、上記表３に示される標的で

ある形質転換癌遺伝子がある。この癌標的バリデーション薬剤が向けられる他の

標的とは、基本的には種々の酵素であり、チミジレートシンセターゼ、ジヒドロ

フォレートレダクターゼ、チミジンキナーゼ、デオキシシチジンキナーゼ、リボ

ヌクレオチドレダクターゼ、正常細胞よりも癌細胞中でより豊富に生産される他

の遺伝子産物などであり、これらに限られない。伝統的癌治療は化学治療法、放

射腺治療法などの治療の破壊的効果から正常な細胞を守りつつ、癌細胞を選択的

に殺すのに効果的でないから、本技術は、特に癌標的遺伝子のバリデーション／

インバリデーションにおいて有用である。すなわち、本癌治療は腫瘍細胞を選択

的に標的とすることができない。本方法によりバリデートされるいかなる標的も

、所望遺伝子産物を選択的に減少させ、かつ、機能およびその経路を弱化または

増大させる能力を有する。この方法は、系の選択、および系内で複数の標的、例

えば、一般的には正常細胞中で同時に発現しないが、それらを別々におよび一緒

にバリデートする１次、２次および可能性ある３次標的を含む経路の選択が可能

であるから、標準的な癌治療以上の有意な利点をもたらす。すなわち、本方法は

治療への標的をもたらす。標的が本方法で一旦、バリデートされると、標的に作

用する選択薬剤は被検者に投与されて、例えば、３つの標的を発現する腫瘍細胞

内で毒性が選択的に増加され、その間、標的のうちたった１つまたは２つを発現

する正常細胞は有意に影響を受けないか、あるいは残される。本方法は、好まし

くは投与されるべき種の起源に関連した標的遺伝子および／またはｍＲＮＡに対

してアンチセンスであるように設計された薬剤を投与する。ヒトで標的をバリデ

ートする場合には、薬剤は好ましくはヒト遺伝子またはＲＮＡに対してアンチセ
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ンスであるように設計される。本発明の薬剤は天然に存在するＤＮＡおよび／ま

たはＲＮＡ配列に対してアンチセンスであるオリゴヌクレオチドであって、標的

配列より１塩基小さい、好ましくは長さ少なくとも約７ヌクレオチドの断片であ

り、たった約０．１％以上、約１％、約４％、約５％まで、約１０％、約１５％

、約３０％のアデノシンを有するか、あるいはアデノシンをともに欠くオリゴ、

およびその中で１つ以上のアデノシンヌクレオチドがチミジンヌクレオチドと対

を形成するが、実質的にアデノシン受容体活性を引き起こすことができない、い

わゆる一般的または別な塩基で置換されているオリゴヌクレオチドを包含する。

本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドのうち、ヒトの配列および断片の例と

しては、各配列において、好ましくは、７、１０、１５、１８～２１、２４、２

７、３０、ｎ－１個のヌクレオチドを包含する（ここでｎはヌクレオチド配列の

全数である）下記断片ならびに該断片および完全遺伝子またはｍＲＮＡコード配

列のより短いセグメント、エクソンおよびイントロン－エクソン結合であるが、

これらに限定されない。これらの断片はより長いオリゴの部分、例えば、もとの

配列の中間、５'末端、３'末端または他の部位の開始点から選択してもよい。低

アデノシンヌクレオチド含量の断片、すなわち、本発明に従い選択、あるいは一

般的または別な塩基で置換したアデノシンヌクレオチドが約３０％以下、好まし

くは約１５％以下、より好ましくは約１０％以下、さらに好ましくは約５％以下

、もっと好ましくはアデノシンヌクレオチドを欠く断片が特に重要である。本発

明の薬剤は配列中に存在する１つ以上のアデノシンがここで例示したように、一

般的または別な塩基（Ｂ）で置換されている配列およびその断片をもっとも好ま

しい群として含む。同様に、上記したように配列、その断片またはそのセグメン

トに含まれるアデノシン（Ａ）を（Ｂ）で置換して設計したＢ含有断片の短い断

片すべても包含する。

      【００５０】

  本方法は薬剤それ自体、あるいは標的タンパクの発現を低下させる上記した効

果を有するある量のアンチセンスオリゴを含む薬学的組成物の形態で使用する。

アンチセンスオリゴはまず、細胞膜を通過し、細胞内のタンパクをコードするｍ

ＲＮＡと特異的に結合し、その翻訳を阻止しなければならない。このような組成
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物は適当な薬学的に許容される担体、例えば滅菌された発熱物質不含生理食塩水

中で調製される。本発明の薬剤は細胞膜を通過する能力を有する疎水性担体、例

えばリポゾーム中で、また所望によりかつ別途に界面活性剤または脂質とともに

薬学的に許容される水溶性担体中に担持されるリポゾーム中で処方してもよい。

さらにオリゴヌクレオチドはｍＲＮＡを不活性化する薬剤、より完全な翻訳阻止

を達成するリボゾームなどと結合させてもよい。薬学的処方剤は、細胞が吸収す

ることが公知である分子にアンチセンスオリゴが結合するキメラ分子を含んでい

てもよい。これらのオリゴヌクレオチド結合体はオリゴヌクレオチドの細胞内濃

度を増加させる細胞摂取経路を利用する。この方法に使用する分子の例としては

、当該技術分野で公知であるものの中で、トランスフェリン、アシアログリコプ

ロテイン（ポリリジンによってオリゴヌクレオチドに結合）およびストレプトア

ビジンを含む巨大分子がある。本方法はまた薬学的処方剤、例えばリポゾームま

たは微結晶などの脂質粒子または小胞内の中のアンチセンス化合物も使用する。

該粒子は単層または多層などの適当な構造を有していてもよい。好ましい実施態

様では、アンチセンスオリゴヌクレオチドはリポゾーム内に含まれる。このよう

な粒子および小胞として、Ｎ－[１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル]－

Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムメチルスルフェートまたは「ＤＯＴＡＰ」

などの陽電荷脂質が特に好ましい。しかし、他のものも好適であり、場合によっ

てはさらに好適である。このような脂質粒子の調製は周知である。例えば、Jano

ff et al., の米国特許第4,880,635号、Kurono et al.,の米国特許第4,906,477

号、Wallach,の米国特許第4,911,928号、Wallach,の米国特許第4,917,951号、Al

len et al.,の米国特許第4,920,016号、Wheatley et al.の,米国特許第4,921,75

7号を参照。これらの関連箇所の全てを本明細書中に参考として援用する。本発

明方法は、アンチセンスオリゴを投与するためにいかなる方法にても、好ましく

は、例えば脳、肺、腎臓、心臓、睾丸などへ最小輸送、例えばインサイチュにて

供される。

      【００５１】

  肺への薬剤投与は、適当な手段で行うが、好ましくは呼吸可能な処方剤、好ま

しくは被検者による呼吸または吸入のための薬剤を含む呼吸可能な粒子からなる
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エアロゾルとして呼吸器系を通じて行う。呼吸可能な粒子はガス状または固体状

であり、それらは所望により他の治療成分および処方成分を含んでもよい。本発

明の粒子は、好ましくは、呼吸可能な大きさ、好ましくは、吸入によって口およ

び咽頭の中を気管支および肺の肺胞へ通る十分に小さな大きさの粒子である。一

般的には、直径約０．５～１０ミクロンの範囲の粒子が呼吸可能である。しかし

、他の大きさもまた適している。呼吸可能な処方剤中に含まれるかなり大きな直

径を有する呼吸可能でない大きさの粒子は、咽頭に堆積する傾向にあるが、嚥下

されるであろう。したがって、エアロゾル中で呼吸可能でない粒子量は最小限と

することが望ましい。鼻からの投与では、鼻腔内に確実に保持するには、１０～

５００μｍの範囲の粒子サイズが好ましい。薬剤を含む液状粒子のエアロゾルは

、吸引器またはネブライザーなどの適当な手段によって製造してもよい。例えば

、米国特許第4,501,729号参照。適当な噴霧剤は、あるクロロフルオロカーボン

化合物、例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジク

ロロテトラフルオロエタンおよび／またはそれらの混合物などの溶媒を含む。他

の噴霧剤も好適であり、特別な用途により適するものが好ましい。処方剤はさら

に、１種以上の共溶媒、例えば、エタノール、オレイン酸またはソルビタントリ

オレートなどの界面活性剤、抗酸化剤および適当な香味剤を含む。アンチセンス

オリゴは定位固定法によって脳へ、または注射によってＣＮＳの標的単離領域へ

、当該技術分野で公知である方法全てによって投与してもよい。また、オリゴは

当該技術分野で公知である血液脳関門を越える処方剤として投与してもよい。例

えば、トランスフェリン受容体へ向けられたストレプトアビジンとモノクロナル

抗体とのコンジュゲートは、モノビオチン化ペプチド、アンチセンスオリゴ（ホ

スホジエステルまたは他の誘導体の３'－ビオチン化）およびペプチドオリゴの

脳への輸送のための一般的担体として使用してもよい。例えば、Levy, R.M.ら、

J. Neuroviral 3 Suppl: 574-75 (1998); Wu-PongとGewirtz, BioPharm, pp. 32

-38 (Jan. 1999); Boado, R. J.,ら、J. Pharm. Sci. 87(11):  1308-1315 (199

8) 参照。心臓、肝臓および腎臓ならびに他の器官への投与は、カテーテル処置

、注射および局所拡散などのインサイチュ投与技術で行ってもよい。これら全て

は当該技術分野で公知である。例えば、Lewis, K.J.ら、J.Drug Target, 5(4): 
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291(1998); Ayrun, M.A.ら、Cathet. Cardiovasc. Diagn, 41(3): 232-240 (199

7); Luft, F. C., J. Molec. Med. 76(2): 75(1998)参照。これらの投与は、通

常、滅菌パイロジェンフリー水、脂質および／または他の公知薬学または獣医学

で許容される担体などの適当な媒体または担体とアンチセンスオリゴを組み合わ

せて調製される液体、固体、または気体状の薬剤組成物を使用して行う。他の治

療化合物は当該技術分野で公知である他の処方成分も含んでいてもよい。乾燥粒

子、例えば本発明の微粉化薬剤を含む固体粒子状組成物は、モルタルまたは乳鉢

で乾燥アンチセンス化合物を粉砕し、次いで粉砕された、例えば微粉化された組

成物をスクリーン、例えば４００メッシュスクリーン中を通過させ、大きな塊の

粒子を粉砕し、分離して調製する。アンチセンスオリゴを含む固体粒子状組成物

はまた、所望により分散剤または他の公知薬剤を含む。それらは容易に霧または

アエロゾルを形成する。適当な分散剤はラクトースであり、これは適当な割合、

約１：１（ｗ／ｗ）で、アンチセンス化合物と混合される。他の割合も充分に使

用してもよいが、他の治療および処方薬剤もまた含めてもよい。この特許に引用

する参考文献の関連箇所は本明細書中に参考として援用する。特に、これらの刊

行物および特許は、本発明の種々の態様の実施可能性および記述を容易にする。

      【００５２】

  投与されるアンチセンス化合物の用量は、一般的に、標的、その機能、および

その増幅、研究される疾患、被験者の症状、特別な処方剤、投与の経路および部

位、投与の時間などによって異なる。一般的には、オリゴヌクレオチドの細胞内

濃度０．０５～５０μＭ、またはより特別に０．２～５μＭを達成することが望

ましい。しかしながら、用量反応曲線は、明瞭な反応を観察する適当な用量を確

定するために適当に測定される。使用する用量は変化し、例えば、約０．００１

、約１ｍｇ／ｋｇ～約５０、約１００、および約１５０ｍｇ／ｋｇまでが通常、

使用される。専門家が特定用途において適当である判断するなら、高および低容

量を投与してもよい。これらの量は、他の療法もまた好適であろうが、１回で、

または一定時間を超えて、例えば、必要なら２４時間毎に投与される。下記実施

例は本発明を説明するために提供され、これらに限定されるように解釈されるべ

きではない。これらの実施例では、μＭはマイクロモルを意味し、ｍｌはミリリ
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ットルを意味し、μｍはマイクロメーターを意味し、ｍｍはミリメーターを意味

し、ｃｍはセンチメーターを意味し、ＥＣは摂氏度を示し、μｇはマイクログラ

ムを意味し、ｍｇはミリグラムを意味し、ｇはグラムを意味し、ｋｇはキログラ

ムを意味し、Ｍはモルを意味し、ｈｒｓ．は時間を意味する。

      【００５３】

    【実施例】

実施例１：アンチセンスオリゴヌクレオチドの設計と合成

  標的受容体に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドの設計は、標的受容体ｍ

ＲＮＡの複雑な２次構造の解決を必要とする。この構造を形成した後、ｍＲＮＡ

に対する機能的活性と安定性を与えるように構築され、所望により開始コドンと

重複するｍＲＮＡ領域を標的とするアンチセンスヌクレオチドが設計される。他

の標的部位は容易に使用可能である。アンチセンス効果の特異性の実証として、

標的ｍＲＮＡに全体的に相補的でないが、重量比（ｗ／ｗ）で同じヌクレオチド

組成物を含む他のオリゴヌクレオチドがアンチセンス実験のコントロールとして

含まれる。例えば、アデノシンＡ１受容体ｍＲＮＡの２次構造は解析され、上記

したようにホスホロチオエートアンチセンスオリゴヌクレオチドを設計するよう

に使用される。合成されるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＨＡｄＡ１ＡＳ

と記され、次の配列：5'-GAT GGA GGG CGG CAT GGC GGG-3'（配列番号１）を有

する。コントロールとして、ＨＡｄＡ１ＭＭ１と記載されるミスマッチホスホロ

チオエートアンチセンスヌクレオチドは、次の配列：5'-GTA GCA GGC GGG GAT G

GG GGC-3'（配列番号２）を有するように合成された。各オリゴヌクレオチオド

は同じ塩基含量および一般的な配列構造を有する。ＧＥＮＢＡＮＫ（リリース８

５．０）およびＥＭＢＬ（リリース４０．０）における相同性調査は、アンチセ

ンスオリゴヌクレオチドがヒトおよびウサギアデノシンＡ１受容体遺伝子に特異

的であること、およびミスマッチコントロールはいかなる公知遺伝子配列ともハ

イブリダイズする候補ではないことを示した。アデノシンＡ３受容体ｍＲＮＡの

２次構造は同様に解析され、上記したように２つのホスホロチオエートアンチオ

リゴヌクレオチドを設計するために使用された。合成された第１アンチセンスオ

リゴヌクレオチド（ＨＡｄＡ３ＡＳ１）は次の配列：5'-GTT GTT GGG CAT CTT G
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CC-3'（配列番号３）を有していた。コントロールとして、次の配列：5'-GTA CT

T GCG GAT CTA GGC-3'（配列番号４）を有するミスマッチホスホロチオエートア

ンチセンスオリゴヌクレオチド（ＨＡｄＡ３ＭＭ１）を合成した。次の配列：5'

-GTG GGC CTA GCT CTC GCC-3'（配列番号５）を有する第２ホスホロチオエート

アンチセンスオリゴヌクレオチド（ＨＡｄＡ３ＡＳ２）もまた設計され、合成さ

れた。そのコントロールオリゴヌクレオチド（ＨＡｄＡ３ＭＭ２）は配列：5'-G

TC GGG GTA CCT GTC GGC-3'（配列番号６）を有していた。ホスホロチオエート

オリゴヌクレオチドは、Applied Biosystems Model 396 Oligonucleotide Synth

esizerで合成し、かつ、ＮＥＮＳＯＲＢクロマトグラフィー（DuPont, MD）を使

用して精製した。

      【００５４】

実施例２：アデノシンＡ１受容体アンチセンスオリゴのインビボ試験

  上記したヒトＡ１受容体に対するアンチセンスオリゴヌクレオチド（配列番号

１）について、肺腺癌細胞ＨＴＢ－５４を使用するインビトロモデルでの効果を

試験した。ＨＴＢ－５４肺腺癌細胞は、標準的ノザンブロッティング法および研

究室で設計され、合成された受容体プローブを用いて、Ａ１アデノシン受容体を

発現することを立証した。ＨＴＢ－５４ヒト肺腺癌細胞（１０６／１００ｍｍ組

織培養皿）は、５．０μＭ  ＨＡｄＡｌＡＳまたはＨＡｄＡ１ＭＭ１に、１２時

間の培養後に培地とオリゴヌクレオチドを新鮮に交換して、２４時間露呈した。

オリゴオヌクレオチドへ露呈した２４時間後に細胞を採取し、そのＲＮＡを標準

的手法により抽出した。アンチセンスによって標的化されたｍＲＮＡ領域に対応

する２１merプローブ（したがって、アンチセンスと同じ配列を有するが、ホス

ホロチオエート化されていない）を合成し、ＨＡｄＡｌＡＳ処理、ＨＡｄＡｌＭ

ＭＩ処理および未処理ＨＴＢ－５４細胞から調製したＲＮＡのノザンブロットを

プローブするために使用した。これらのブロットは、明らかにＨＡｄＡｌＭＭＩ

ではなく、ＨＡｄＡｌＡＳが効果的にヒトアデノシン受容体ｍＲＮＡを５０％以

上低下させた。この結果は、ＨＡｄＡｌＡＳは喘息に関与するアデノシンＡ１受

容体に対する細胞内ｍＲＮＡを欠乏するから、これは抗喘息薬として良好な候補

であることを示した。
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      【００５５】

実施例３：アデノシンＡ１受容体アンチセンスオリゴのインビボ効果

  開始コドンが重複するアデノシンＡ１遺伝子内のウサギとヒトＤＮＡ配列間の

偶然の相同性は、ウサギモデル中でヒトアデノシンＡ１受容体に対して使用する

ために当初設計されたホスホロチオエートアンチセンスオリゴヌクレオチドの使

用を可能とした。パスツレラに感染していないニュージーランド白色ウサギの新

生児を１０％カオリンを混合した３１２抗原単位／ｍｌの家塵埃ダニ（Ｄ．fari

nae）の抽出物（Berkeley Biologicals, Berkeley, CA）を生後、２４時間以内

に腹腔内から免疫した。該免疫は最初の１ケ月は１週間毎に、次の２ヶ月間は２

週間毎に繰り返した。３～４ヶ月齢の感作させたウサギ８匹には麻酔をかけて、

ケタミン塩酸塩（４４ｍｇ／ｋｇ）およびマレイン酸アセプロマジン（０．４ｍ

ｇ／ｋｇ）の混合物を筋肉注射して弛緩させた。次いで、このウサギを小さく型

取ったパッドを敷き詰めた動物用板上に楽な姿勢で仰臥位に置き、４．０ｍｍ気

管内チューブ（Mallinkrodt, Inc., Glens falls, NY）を挿管した。ラッテクス

バルーンを備えた外径が２．４ｍｍであるポリエチレン製カテーテルを食道内に

挿入し、この実験中、口から等距離（約１６ｃｍ）を保った。気管内チューブは

加熱したフライシュ呼吸気流量計（大きさ００；DOM Medical, Richmond, VA）

に連結し、ゴウルド・キャリア・アンプリファイアー（Model 1104113; Gould E

lectrics, Cleaveland, OH）によって駆動するバリディン差動圧力変換器（Mode

l DP-45161927; Validyne Engineering Corp. Northridge, CA）で気流を測定し

た。食道バルーンは差動圧力変換器の片側に取りつけられ、また気管内チューブ

の気流は該差動圧力変換器の反対側に連結され、肺内外圧差を記録することがで

きる。気流は合体されて、連続一回呼吸量となり、全肺抵抗値（ＲＬ）および動

的コンプライアンス（Ｃｄｙｎ）の測定は、自動呼吸分析計（Model 6; Buxco, 

Sharon, CT）を使用して、それぞれ、等容点および流量ゼロ点で計算された。動

物は無作為抽出し、１日目にアエロゾル化アデノシンにおいてＰＣ５０の前処理

値が得られた。アンチセンス（ＨＡｄＡｌＡＳ）またはミスマッチコントロール

（ＨＡｄＡｌＭＭ）オリゴヌクレオチドは、滅菌生理食塩水中に、１．０ｍｌ当

り５０００μｇ（５ｍｇ）の濃度で溶解した。動物は続いて、アエロゾル化アン
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チセンスまたはミスマッチオリゴヌクレオチドを２日間、１日当り２回、気管内

チューブを通して投与した（１．０ｍｌ容積中、約５０００μｇ）。食塩水、ア

デノシン、またはアンチセンスまたはミスマッチオリゴヌクレオチドのいずれの

アエロゾルも、その８０％が直径５μｍより小さなアエロゾル小滴を生成する超

音波ネブライザイザー（DeVilbiss, Somerset, PA）によって生成した。本実験

の第１部門では、４匹のランダムに選択されたアレルギーウサギにアンチセンス

オリゴヌクレオチドを投与し、４匹にはミスマッチコントロールオリゴヌクレオ

チドを投与した。３日目の朝、ＰＣ５０値（気管支気道の動的コンプライアンス

を基線値から５０％低下させるに必要なアエロゾルアデノシンの濃度、ｍｇ／ｍ

ｌ）を求め、オリゴヌクレオチドに露呈する前にこれらの動物において得られた

ＰＣ５０値と比較した。１週間の間隔をおいて、先にミスマッチコントロールオ

リゴヌクレオチドを投与した動物にはアンチセンスオリゴヌクレオチドを投与し

、また先にアンチセンスオリゴヌクレオチドで処理した動物にはミスマッチコン

トロールオリゴヌクレオチドを投与して、動物をクロスオーバーさせた。処置法

および測定法は実験の第１部門で使用したものと同一の方法を用いた。アンチセ

ンスオリゴヌクレオチドで処置した８匹の動物のうち、６匹には、アデノシン媒

介気管支収縮がアデノシンの溶解度限界２０ｍｇ／ｍｌまで見られなかったこと

に注目すべきである。計算のために、これらの動物に対するＰＣ５０値を２０ｍ

ｇ／ｍｌにセットした。したがって、得られた値は、アンチセンス効果の最小値

を示す。実際の効果はもっと高いものであった。この実験の結果は下記表４に示

される。

      【００５６】

表４：喘息ウサギのＰＣ５０値に基づく

      アデノシンＡ１受容体アンチセンスオリゴの効果

───────────────────────────────────

  ミスマッチコントロール                Ａ１受容体アンチセンスオリゴ

───────────────────────────────────

  オリコ゛ヌクレオチト゛      オリコ゛ヌクレオチト゛      オリコ゛ヌクレオチト゛        オリコ゛ヌクレオチト゛

  による処置前    による処置後      による処置前        による処置後
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───────────────────────────────────  

  3.56±1.02      5.16±1.03        2.36±0.68        ＞19.5±0.34＊＊

───────────────────────────────────  

  その結果は、平均（ｎ＝８）±ＳＥＭで示す。

  有意差は、繰り返し測定した分散分析（ＡＮＯＶＡ）およびチューキーｔ検定

によって求めた。

  ＊＊他の全ての群とｐ＜０．０１で有意に異なる。

      【００５７】

  実験の両部門では、アンチセンスオリゴヌクレオチドを与えられた動物では、

肺の動的コンプライアンスを５０％まで低下させるに必要なアエロゾル化アデノ

シン用量が１桁増加することを示した。ＰＣ５０の下ではミスマッチオリゴヌク

レオチドの効果は全く見られなかった。アンチセンスまたはコントロールオリゴ

ヌクレオチドを吸入させたいずれの動物にも毒性が全く見られなかった。これら

の結果は、肺疾患へアンチセンスオリゴヌクレオチドを使う治療介入において、

肺がその標的として例外的な可能性を有するものであることを明らかに示した。

さらに、これらの結果はヒト喘息によく似たモデル系においては、アデノシンＡ

１受容体の抑制的制御により喘息性気道のアデノシン仲介気管支収縮を大きく消

失させることを示した。ヒト喘息のアレルギーウサギモデルでの気管支応答性亢

進は、この応答性に関与する組織がアエロゾル化オリゴヌクレオチドとの接触点

の近くにあり、また、このモデルが重要なヒト疾患によくシミュレートしている

から、アンチセンス介入における優れた指標となる。

      【００５８】

実施例４：Ａ１アデノシン受容体アンチセンスオリゴヌクレオチドの特異性

  上記実施例３のクロスオーバー実験の結果に基づき、全てのウサギの気道平滑

筋をアデノシンＡ１受容体数について定量的に分析した。アンチセンスオリゴヌ

クレオチド特性のコントロールとして、何ら影響されるべきでないアデノシンＡ

２受容体もまた数量化した。気道平滑筋組織は各ウサギから切り取られ、膜画分

はKleinstein らの方法（Kleinstein, J.およびGlossmann, H., Naunty-Schmied

eberg's Arch, Pharmacol. 305: 191-200(1987)）に従って調製された。この文
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献の関連部分はその全体を本明細書中に参考として援用する。粗製血漿膜調製物

は、分析時まで７０ＥＣ（－７０℃）で貯蔵した。タンパク含量はBradfordの方

法（M. Bradford, Anal. Biochem. 72, 240-254 (1976)、その関連部分は全体と

して本明細書中に援用する。）によって測定した。凍結血漿膜は室温で解凍し、

内因性アデノシンを除去するために、３７ＥＣ（３０℃）で３０分間、０．２Ｕ

／ｍｌアデノシンデアミナーゼとともにインキュベートした。[３Ｈ]ＤＰＣＰＸ

（Ａ１受容体特異的）または[３Ｈ]ＣＧＳ－２１６８０（Ａ２受容体－特異的）

の結合性は先に記載したように、Aliら（Ali, S.ら、J. Pharmacol. Exp. Ther.

 268, Am. J. Physiol. 266, L271-277 (1994)、この関連部分は全体として本明

細書中に参考として援用する。）によって測定した。クロスオーバー試験でアデ

ノシンＡ１アンチセンスオリゴヌクレオチドで処置した動物は、Ａ１特異的アン

タゴニストＤＰＣＰＸの特異的結合性のように、コントロールに比べて、Ａ１受

容体数をほぼ７５％減少した。Ａ２受容体特異的アゴニストである２－[ｐ－（

２－カルボキシエチル）－フェネチルアミノ]－５'－（Ｎ－エチルカルボキシア

ミド）アデノシン（ＣＧＳ－２１６８０）の特異的結合性によって分析したよう

に、アデノシンＡ２受容体数には変化がなかった。これは下記表５に示される。

以下の結果は気道疾患を治療するアンチセンスオリゴヌクレオチドの有効性を示

す。上記したアンチセンスオリゴはアデノシン仲介気管支収縮に原因がある受容

体系を除去するから、それらからアデノシンを除去することが不可避ではない。

しかしながら、同様な効果を達成するために必要である用量を減少させるために

は、これらのオリゴヌクレオチドからアデノシンを除去することが好ましい。炎

症に関与するタンパクのｍＲＮＡを標的とする他のアンチセンスオリヌクレオチ

ドは上記される。アデノシンは分解中の遊離を阻止するために、そのヌクレオチ

ドの中から除去されている。

      【００５９】

表５：アデノシンＡ１受容体アンチセンスオリゴヌクレオチドの特異性

────────────────────────────────────

  ミスマッチコントロール    Ａ１受容体アンチセンス

    オリゴヌクレオチド        オリゴヌクレオチド
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────────────────────────────────────

  Ａ１特異的結合              １１０５±４８＊＊          ２９３±１８

  Ａ２特異的結合                ３０２±２２            ４４２±１７１

────────────────────────────────────

  その結果は、平均（ｎ＝８）±ＳＥＭで示す。

  有意差は、繰り返し測定した分散分析（ＡＮＯＶＡ）およびチューキーｔ検定

で求めた。

  ＊＊他の全ての群とｐ＜０．０１で有意に異なる。

      【００６０】

実施例５：他の標的核酸に対するアンチセンスオリゴ

  この研究は、本発明が広く核酸標的に特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチ

ド（「オリゴ」）に適用できることを証明するために行われた。下記実験研究は

、本明細書が教示するように設計して、アデノシン受容体ｍＲＮＡのいずれかお

よび全てを標的とするアンチセンスオリゴを広く使用するのに本発明法が適して

いることを示すために行われた。この目的では、種々のアンチセンスオリゴがア

デノシンＡ１、Ａ２ｂおよびＡ３受容体ｍＲＮＡによって例示されるアデノシン

受容体ｍＲＮＡに対して調製された。アンチセンスオリゴＩは上記される（配列

番号１）。５つの別なアンチセンスホスホロチオエートオリゴが、上記したよう

に設計され、合成された。

  １．アデノシンＡ１受容体を標的とするが、オリゴＩと異なる領域も標的とす

るオリゴII（配列番号７）

  ２．アデノシンＡ２ｂ受容体を標的とするオリゴＶ（配列番号１０）

  ３．アデノシンＡ３受容体の異なった領域を標的とするオリゴIII（配列番号

８）とIV（配列番号９）

  ４．オリゴＩ－ＰＤ（配列番号１１）（オリゴＩと同じ配列のホスホジエステ

ルオリゴ）

      【００６１】

  これらのアンチセンスオリゴは、他の種の標的ｍＲＮＡのセグメントが同様な

配列を含まないなら、上記したように選択種の治療のために設計され、一般的に
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その種に対して特異的である。全てのアンチセンスオリゴは以下にように調製さ

れ、気管支収縮、炎症およびアレルギーのウサギモデルでインビボで試験した。

これらは上記した明細書中に記載したように、喘息などの病気の場合のように、

呼吸困難を伴い、肺気道を妨害する。

      【００６２】

実施例６：他のアンチセンスオリゴの設計と配列

  ６つのオリゴとそのウサギモデルでの効果を研究し、これらの研究結果を下記

に報告し、検討した。これらのオリゴのうち、５つは上記実施例１～４において

提供されたオリゴＩ（配列番号１）についてのデータを補充するために、この研

究で選ばれた。このオリゴはアデノシンＡ１受容体ｍＲＮＡの１つの領域に対し

てアンチセンスである。試験したオリゴは、アデノシンＡ１受容体ｍＲＮＡの異

なった領域を標的とするアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）およびII（配列番

号７）、アデノシンＡ２ｂ受容体ｍＲＮＡを標的とするオリゴＶ（配列番号８）

、アデノシンＡ３受容体ｍＲＮＡの２つの異なった領域を標的とするオリゴIII

とIV（配列番号９と１０）として確認される。６番目のオリゴ（オリゴＩ－ＰＤ

）はオリゴＩ（配列番号１）のホスホジエステルである。これらのアンチセンス

オリゴの設計と合成は上記実施例１に従って実施した。

      【００６３】

（Ｉ）アンチセンスオリゴＩ

  上記実施例１～４でいうアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ヒトＡ１アデノ

シン受容体ｍＲＮＡ（ＥＰＩ２０１０）を標的とする。アンチセンスオリゴＩは

開始コドンを重複する２１ヌクレオチドの長さであり、下記配列：5'-GAT GGA G

GG CGG CAT GGC GGG-3' （配列番号１）を有する。オリゴＩは、上記したように

、また、Nyce, J. W. & Metger, W. J., Nature, 385:721 (1977)（この文献の

関連箇所は全体を本明細書中に参考として援用する。）によって示されるように

、アレルギーウサギにおいてアデノシン誘発気管支収縮を抑制し、アレルゲン誘

発気道閉塞や気管支応答性亢進（ＢＨＲ）を低下させることが既に示されている

。

      【００６４】
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（II）アンチセンスオリゴII

  ホスホロチオエートアンチセンスオリゴ（配列番号７）は開始コドン（開始部

位）に関連するウサギアデノシンＡ１受容体ｍＲＮＡ領域＋９３６～＋９５６を

標的とするように、本発明に従って設計した。このアンチセンスオリゴIIは長さ

２１ヌクレオチドであり、次の配列：5'-CTC GTC GCC GTC GCC GGC GGG-3'（配

列番号７）を有していた。

      【００６５】

（III）アンチセンスオリゴIII

  上記実施例１で提供されたもの以外のホスホロチオエートアンチセンスオリゴ

（配列番号８）は開始コドンの開始部位に関連するアンチセンスＡ３受容体ｍＲ

ＮＡ領域＋３～＋２２を標的とするように、本発明に従って設計した。このアン

チセンスオリゴIIIは、長さ２０ヌクレオチドであり、次の配列：5'-GGG TGG TG

C TAT TGT CGG GC-3'（配列番号８）を有していた。

      【００６６】

（IV）アンチセンスオリゴIV

  他のホスホロチオエートアンチセンスオリゴ（配列番号９）は

開始コドン（開始部位）に関連するアンチセンスＡ３受容体ｍＲＮＡ領域＋３８

６～＋４０１を標的とするように、本発明に従って設計した。このアンチセンス

オリゴIVは、長さ１５ヌクレオチドであり、次の配列：5'-GGC CCA GGG CCA GCC

-3'（配列番号９）を有していた。

      【００６７】

（Ｖ）アンチセンスオリゴＶ

  ホスホロチオエートアンチセンスオリゴ（配列番号１０）は開始コドン（開始

部位）に関連するアンチセンスＡ２ｂ受容体ｍＲＮＡ領域－２１～－１を標的と

するように、本発明に従って設計した。このアンチセンスオリゴＶは、長さ２１

ヌクレオチドであり、次の配列：5'-GGC CGG GCC AGC CGG GCC CGG-3'（配列番

号１０）を有していた。

      【００６８】

（VI）Ａ１ミスマッチオリゴ
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  次の配列を有する２種の異なったミスマッチオリゴヌクレオチドを上記実施例

５に記載したアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）に対するコントロールとして

使用した。

Ａ１ＭＭ２  5'-GTA GGT GGC GGG CAA GGC GGG-3'  （配列番号１２）

Ａ１ＭＭ３  5'-GAT GGA GGC GGG CAT GGC GGG-3'  （配列番号１３）

  アンチセンスオリゴＩと２つのミスマッチアンチセンスオリゴは、同じ塩基含

量と一般的な配列構造を有していた。ＧＥＮＢＡＮＫ（リリース８５．０）およ

びＥＭＢＬ（リリース４０．０）の相同性調査では、アンチセンスオリゴＩはヒ

トのみならず、ウサギのアデノシンＡ１受容体遺伝子にも特異的であること、お

よびミスマッチコントロールはいかなる公知ヒトまたは動物遺伝子配列とのハイ

ブリダイゼーションの候補ではないことを示した。

      【００６９】

(VII)  アンチセンスオリゴＡ１－ＰＤ（オリゴVI）

  オリゴＩと同じヌクレオチド配列を有するホスホロジエスエルアンチセンスオ

リゴ（オリゴVI；配列番号１１）を上記明細書中に記載したようにして設計した

。アンチセンスオリゴＩ－ＰＤは長さ２１ヌクレオチドであり、開始コドンと重

複し、次の配列：5'-GAT GGA GGG CGG CAT GGC GGG-3'（配列番号１１）を有し

ていた。

      【００７０】

(VIII)  コントロール

  上記した（II）、（III）および（IV）のアンチセンスオリゴに対するものと

して、５．０ｍｌのアエロゾル化滅菌食塩水を、同じスケジュールで各ウサギに

投与した。上記したものは、Ｇ－タンパク結合受容体の例として示した。しかし

ながら、アデノシン含量を低下させる方法は、一般的には、生物活性アデノシン

の放出がアデノシン受容体を実現化するための実験データをあいまいにする、い

かなる遺伝子および標的バリダーション系にも適用できる。

      【００７１】

実施例７：アンチセンスオリゴの合成

  上記した配列を有するホスホロチオエートアンチセンスオリゴは、Applied Bi
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osysems Model 396 オリゴヌクレオチド合成機で合成し、ＮＥＮＳＯＲＢクロカ

トグラフィー(DuPont, DE)を使用して精製した。ＴＥＤ（テトラエチルチウラム

ジスルフィド）を合成中に硫化剤として使用した。アンチセンスオリゴII（配列

番号７）、アンチセンスオリゴヌクレオチドIII（配列番号８）およびアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドIV（配列番号９）をそれぞれ合成し、このような方法で

精製した。

      【００７２】

実施例８：アレルギーウサギの準備

  誕生から２４時間以内のパスツレラに感染していないニュージーランド白色ウ

サギの新生児を先に記載したように、１０％カオリンと混合した３１２抗原単位

／ｍｌの塵埃ダニ（D.farinae）抽出物（Berkeley Biologicals, Berkeley, CA

）０．５ｍｌを使用して腹腔から免疫した（Metzger, W. J., in Late Phase Al

lergic Reactions, Dorsch, W., Ed., CRC Handbook, pp. 347-362, CRC Press,

 Boca Raton (1990); Ali, S., Metzger, W. J. and Mustafa, S. J., Am. J. R

esp. Crt. Care Med. 149:908 (1994)、これらの関連箇所はその全体を本明細書

中に参考として援用する）。免疫は４ヶ月齢まで最初の１月間は１週間毎、次い

で２週間毎に繰り返した。これらのウサギはアレルゲン特異的ＩｇＥ抗体を産生

し、通常、初期および初期相および遅延相喘息反応の双方での空気アレルギー性

免疫に応答し、気管支過剰応答（ＢＨＲ）を優先的に示す。アレルゲンを月毎に

腹腔投与すると（上記した塵埃ダニアレルゲン３１２単位）、アレルゲン特異的

ＩｇＥ抗体およびＢＨＲを刺激し、保持し続ける。年齢４ヶ月の感作したウサギ

をAli.ら（Ali, S., Metzger, W. J. とMustfa, S. J., Am. J. Resp. Crit. Ca

re Med 149 (1994)）に記載したようにアエロゾル投与のために準備した。これ

らの関連箇所はその全体を本明細書中に参考として援用する。

      【００７３】

用量反応曲線

実施例９：実験セットアップ

  アデノシン（０～２０ｍｇ／ｍｌ）、またはアンチセンスまたは２つのミスマ

ッチオリゴヌクレオチドのうち、一方のアエロゾルは超音波ネブライザー（Mode
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l 646, DeVilbiss, Somerset, PA）を使用して別個に調製した。これはその８０

％が直径５μｍより小さいアエロゾル小滴を産生した。等量のアエロゾルを気管

内チューブを通して肺へ直接に投与した。動物を無作為抽出し、アエロゾル化し

たアデノシンを投与した。アデノシン感作に対する１日目の前処置値を、コンプ

ライアンス５０％損失を生じるアデノシン用量として計算した（ＰＣ５０アデン

シン）。次いで、動物にアエロゾル化アデノシンまたはミスマッチアンチセンス

オリゴの１つ（５ｍｇ／０．１ｍｌ）を２日間、１日２回、２分間、気管内チュ

ーブを経て投与した（全用量２０ｍｇ）。前処置ＰＣ５０値を第３日目の朝に記

録した（後処置免疫）。これらの研究結果は以下の実施例２１に提供される。

      【００７４】

実施例１０：クロスオーバー実験

  ２週間の間隔をおいたアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）と対応するミスマ

ッチコントロールオリゴヌクレオチドＡ１ＭＭ２を使用するいくつかの実験では

、ミスマッチコントロールＡ１ＭＭ２を先に投与した動物にアンチセンスオリゴ

Ｉを投与し、またアンチセンスオリゴＩで先に処理した動物にミスマッチコント

ロールＡ１ＭＭ２を投与して、動物をクロスーバーさせた。群当たりの動物数は

以下の通りである。１匹の動物が技術的困難性から実験の第２コントロール部門

で失われたので、ミスマッチＡ１ＭＭ２（コントロール１）は、ｎ＝７であり、

ミスマッチＡ１ＭＭ３（コントロール２）は、ｎ＝４であり、Ａ１ＡＳアンチセ

ンスオリゴＩでは、ｎ＝８であった。Ａ１ＭＭ３オリゴ処理動物は別個に解析さ

れ、クロスオーバー実験の部分ではなかった。この処理方法とクロスオーバーに

続いて使用した測定法は、実験の第１部門で使用したものと同一であった。アン

チセンスオリゴＩ（配列番号１）で処理した８匹の動物のうち、６匹では、アデ

ノシンの溶解限度である２０ｍｇ／ｍｌまでのアデノシン用量において、ＰＣ５

０値が得られなかった。したがって、これらの動物のＰＣ５０値は計算上、２０

ｍｇ／ｍｌであると仮定した。したがって、所与の値は本発明のアンチセンスオ

リゴヌクレオチドの効力の最小値を示す。アレルギーウサギの他の群（各群はｎ

＝４）にアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）またはＡ１ＭＭ２オリゴ０．５ま

たは０．０５ｍｇ用量を上記した方法およびスケジュールに従い投与した（全用
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量は２．０または０．２ｍｇ）。これらの研究結果は下記実施例２２に提供され

る。

      【００７５】

実施例１１：アンチセンスオリゴ処方剤

  アンチセンスオリゴのそれぞれ１つを別個に水溶性溶液に溶解し、上記したよ

うにネブライザーを使用し、気管内チューブを経由して４種の５ｍｇ部分標本（

２０ｍｇ全用量）中に、アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）について上記した

ように（ｅ）投与した。アンチセンスオリゴＩおよびそのミスマッチコントロー

ルは、以下の実施例１９およびNyce & Metzger, Nature 385, 721-725 (1997)に

記載されるように、ミスマッチコントロールが食塩水と同等であることを確認し

た。これらの内容は本明細書中に参考として援用する。この発見から、食塩水は

アンチセンスオリゴII、IIIおよびIV（配列番号７、８および９）を使用する肺

機能研究のコントロールとして使用した。

      【００７６】

実施例１２：アデノシンＡ１受容体のオリゴＩの特異性（受容体結合研究）

  気道平滑筋から得た組織は、上記したように、４８時間にわたって、４回に分

割して２．０ｍｇのオリゴＩ（配列番号１）を投与されたウサギから、１次、２

次および３次気管支へと切り裂いた。膜画分をAiらの方法（Ali, S., ら、Am. J

. Crit. Care Med. 149:908 (1994)、膜画分調製に関する箇所はその全体を参考

として本明細書中で援用する。）に従って準備した。タンパク含量はBradfordの

方法によって測定し、血漿膜は内因性アデノシンを除去するために３７ＥＣ（３

７℃）で３０分間、０．２Ｕ／ｍｌのアデノシンデアミナーゼとインキュベート

した。 Bradford, M. M. Anal. Biochem. 72, 240-254 (1976)参照。これらの関

連箇所はその全体を本明細書中に参考として援用する。[３Ｈ] ＤＰＣＰＸ、ま

たは[３Ｈ] ＮＰＣ１７７３１、[３Ｈ]ＣＧＳ－２１６８０の結合は、Jarvis ら

に記載されるように測定した。Jarvis, M.F.,ら、Pharmacol. Exptl. Ther. 251

, 888-893 (1989)参照。この関連箇所は全てを本明細書中に参考として援用する

。ブラジキン受容体を標的とする同量のオリゴ、5'-GGTGATGTTGAGCATTTCGGC-3' 

(配列番号１４)を他の群の動物へ投与した。この研究の結果は表６に示され、下
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記実施例２０で考察される。

      【００７７】

実施例１３：肺機能測定（コンプライアンスｃＤＹＮと抵抗性）

  ４ヶ月齢で免疫された動物に麻酔をかけ、ケタミンＨＣｌ（３５ｍｇ／ｋｇ）

とアセプロマジンマレエート（１．５ｍｇ／ｋｇ）の混合物１．５ｍｌを筋肉注

射して弛緩させた。麻酔誘発後、アレルギーウサギを柔らかく型とった動物用板

上に楽な姿勢で仰臥させた。乾燥を阻止するために目に軟膏(salve)を適用して

、それらを閉じた。次いで動物に、ZavalaとRhodesが先に記載したように、４．

０ｍｍの中間高低カフー・マフィＩ気管内チューブ(Mallinckrodt, Glen Falls,

 NY)を使用して挿管した。Zavala とRhodes, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 144:

 509-512 (1973)参照。この関連箇所はその全体を本明細書中に参考として援用

する。薄壁ラテックスバルーンを備えたＯＤ２．４ｍｍのポリエチレンカテーテ

ル（Becton Dickinson, Clay Adams, Parsippany NJ）を食道中に通過させ、実

験中、口から等距離（約１６ｃｍ）に維持した。気管内チューブを加熱フライシ

ュ（Fleische）呼吸流量計（大きさ００；DEM Medical, Richmond, VA）に接続

し、バリディン（Validyne）差圧トランスデューサー（Model DP-45-16-1927, V

alidyne Engineering, Northridge, CA）を使用し、ゴウルド担体増幅器（Model

 11-4113, Gould Electronics, Cleaveland）を駆動して、気流（ｖ）を測定し

た。食道バルーンをバリディン差動圧力トランスデューサーの一方に接続し、他

方を肺内圧（Ｐｔｐ）を得るために気管内チューブの流出口に連結した。気流を

合体して連続１回呼吸量を得、全肺抵抗（Ｒｔ）および動的コンプライアンス（

Ｃｄｙｎ）を等容積測定点およびゼロ流量点で得た。気流、容積および圧力を８

チャンネルゴウルド（Gould）２０００Ｗ高周波記録計に記録して、Ｃｄｙｎを

全容量およびゼロ流量でのＰｔｐの差から計算し、ＲｔはＰｔｐと半呼吸肺量（

midtidal lung volume）のＶとの比として計算した。これらの計算は、既にGile

sらが記載したように、自動的にBuxco自動化肺力学呼吸分析器（Model 6, Buxco

 Electronics, Sharon, CT）で行った。Giles ら、Arch. Int. Pharmacodyn. Th

er. 194: 213-232 (1971)を参照。これらの計算について記載する関連箇所はそ

の全体を本明細書中に参考として援用する。アレルギーウサギにオリゴIIを投与
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して得られた結果は、下記実施例２６に示され、考察される。

      【００７８】

実施例１４：気管支反応性亢進（ＢＨＲ）の測定

  各アレルギーウサギにアエロゾルでヒスタミンを投与して、その基線反応性亢

進を測定した。食塩水またはヒスタミンのいずれのアエロゾルも、使用した各用

量をDeVilbisネブライザー（DeVilbiss, Somerset, PA）を使用して、３０秒間

、次いで２分間、発生させた。超音波ネブライザーはその８０％が直径５ミクロ

ン以下のアエロゾル小滴を生成した。ヒスタミンアエロゾルは濃度を増加させて

投与し（０．１５６～８０ｍｇ／ｍｌ）、肺機能の測定を各用量後、行った。次

いで、Ｂ４Ｒを基線（ＰＣ５０Histamine）からＣｄｙｎを５０％低下させるに

要するヒスタミン濃度（ｍｇ／ｍｌ）を計算して測定した。

      【００７９】

実施例１５：アンチセンスオリゴＩの心血管性効果

  CardiomaxJを使用する心拍出量および他の心血管性パラメーターの測定は、公

知用量の冷生理食塩水の静脈注射後、心臓に存在する血液の温度変化をモニター

する熱的希釈の原理を利用する。冷生理食塩水の１回急速注射は右頚静脈のカニ

ュラ挿入を経て右心房中へ行い、大動脈弓中の注射剤と血液混合物の対応温度変

化を頚動脈のカニュラ挿入を経て温度検出ミニプローブによって記録した。アレ

ルギーウサギが上記（ｄ）で記載したように、オリゴＩ（ＥＰＩ２０１０；配列

番号１）のアエロゾルで処置した後、２４時間後に、これらの動物に０．３ｍｌ

／ｋｇの８０％ケタミンと２０％キシラジンで麻酔をかけた。この時間は上掲の

Nyce とMetzger, (1997)が明白に示したように、配列番号１の効果を示す先のデ

ータと一致する。関連する記載はその全体を本明細書中に参考として援用する。

次いで、熱電対を各ウサギの左頚動脈中に挿入して、次いで６．５ｃｍ進め、絹

結紮糸で固定した。次いで、右頚静脈にカニュラを挿入して、ある長さのポリエ

チレンチューブを固定した。次いで熱電対プローブの位置の正確さを決定するた

めに、２０ＥＣ（２０℃）で滅菌生理食塩水を注射して、CardiomaxJ II(Columb

us Instruments, Ohio)上に熱希釈曲線を定めた。熱電対の位置の正確さを確定

した後、大腿部動脈および静脈を単離した。大腿部静脈は薬剤注射口として使用
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し、大腿部動脈は血圧および心拍数測定のために使用した。一旦、一定な基線心

血管パラメーターが確定すると、血圧、心拍数、心拍出量、全末梢抵抗、および

心臓収縮性のCardiomaxJによる測定が行われた。

      【００８０】

実施例１６：オリゴＩ（配列番号１）の作用の持続

  ８匹のアレルギーウサギは、コンプライアンスが基線を確定する５０％（ＰＣ

５０Adenosine）に低下されるまで、上記（ｆ）に記載したように、気管内チュ

ーブを経たネブライザーを使用して、０．１５ｍｇ／ｍｌから始まる増加対数用

量のアデノシンをまず与えた。次いで、ウサギのうち６匹は上記した５ｍｇのア

エロゾル化用量（配列番号１）を４回与えた。２匹はコントロールとして等量の

生理食塩水担体を与えた。最後の処置後、１８時間で、ＰＣ５０Adenosine値を

再び試験した。この時点から、測定を毎日、１０日まで全動物に対して続けた。

この研究の結果は下記実施例２５に考察される。

      【００８１】

実施例１７：アンチセンスオリゴＶによるアデノシンＡ２ｂ受容体数の低下

  スプラーグドーリーラットに上記したように吸入室を使用して、２日にわたっ

て３回、２．０ｍｇの呼吸可能なアンチセンスオリゴＶ（配列番号１０）を投与

した。最後の投与から１２時間で肺腎実質性組織を切開し、上掲Nyce & Metzger

 (1997)に記載されるように、[３１１]－ＮＥＣＡを使用してアデノシンＡ２ｂ

受容体に対して解析した。コントロールは等量の生理食塩水を投与して行った。

その結果はスチューデントペアードｔ検定を使用して、ｐ＜０．０５の有意差で

あり、下記実施例２８で考察する。

      【００８２】

実施例１８：オリゴＩと対応ホスホジステルオリゴＶＩ（配列番号１１）との比

較

  オリゴＩ（配列番号１）はアデノシンの効果に逆らい、２０ｍｇアデノシン／

５．０ｍｌ（アデノシンの溶解限界）までのアデノシン量において、それに対す

る感受性を取り除いた。このオリゴヌクレオチド配列のホスホジエステル形であ

るオリゴＶＩ（配列番号１１）は、同じ方法で試験した場合、完全に効果がなか
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った。両化合物は同じ配列を有し、オリゴＩ（配列番号１）にホスホロジエステ

ル残基が存在することのみ相違し、上掲Nyce & Metzger (1997)に記載されるよ

うに、アエロゾルとして輸送された。スチューデントペアードｔ検定で、ｐ＜０

．０５の有意差を示す。この結果は下記実施例２９で考察される。

      【００８３】

アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）に対して得られた結果

実施例１９：先の研究結果

  アデノシンＡ１受容体に特異的であるアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）に

おけるヌクレオチド配列および他のデータは上記に示される。受容体数および活

性を減少制御するオリゴＩの効果を示す実験データもまた、上記に示される。ア

ンチセンスオリゴＩの特性および活性の更なる情報は、Nyce, J. W. and Metzge

r, W. J., Nature 385-721 (1997)に示されている。下記結果に関する関連部分

はその全体を本明細書中に参考として援用する。刊行物NyceとMetzger (1997)は

、アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）が次の通りであることを示すデータを提

供していた。

（１）アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）は、下記表６に見られるように、用

量依存法においてアレルギーウサギの気管支平滑筋のアデノシンＡ１受容体数を

低下させる。

（２）アンチセンスオリゴＩはアデノシン誘発気管支収縮およびアレルゲン誘導

気管支収縮を弱化させる。

（３）オリゴＩは、気管支反応性亢進を評価する標準測定法であるＰＣ５０ヒス

タミンにより測定した気管支反応性亢進を弱化させる。この結果は、明らかに表

４、５および６に示されるように、アンチセンスオリゴＩの抗炎症活性を証明す

る。

（４）アンチセンスオリゴＩはアデノシンＡ１受容体を標的とするように設計さ

れているから、予期されるように、アンチセンスオリゴＩは全体としてアデノシ

ンＡ１受容体に対して特異的であり、非常に近接して関連するアデノシンＡ２受

容体または関連するブラジキニンＢ２受容体のいずれに対してもいかなる用量で

も効果を示さなかった。これは下記表６に見られる。
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（５）ミスマッチコントロール分子、ＭＭ２およびＭＭ３（配列番号１２および

配列番号１３）は、同じ基本的組成と分子量を有するが、アンチセンスオリゴＩ

（配列番号１）とはそれぞれ６および２ミスマッチによって異なる。同一基本組

成を残しながら、最小限、可能性を有するこれらのミスマッチは、オリゴＩの上

記効果と矛盾して、標的受容体（Ａ１、Ａ２、またはＢ２）のいずれにも完全に

効果を示さなかった。

  これらの結果は、アデノシンＡ１受容体を標的とするオリゴＩなどのアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドの使用に関する先行技術では完全に欠けているから、予

期できない結果である。この特許に示された成果は、気道閉塞、気管支収縮、肺

炎症およびアレルギーなどの肺機能などに関連する機能または終点に関連する遺

伝子またはｍＲＮＡを標的とした薬剤を使用するバリデーション方法の効果に明

らかに可能性を与え、そしてこれを証明する。

      【００８４】

実施例２０：  オリゴＩはアデノシン感作に対して応答を減ずる。

  受容体結合実験は上記実施例１２に記載され、その結果は下記表６に示される

。表６は、Ａ１アデノシン受容体およびＢ２ブラジキニン受容体およびミスマッ

チ処理アレルギーウサギの気道平滑筋から単離された膜中のアデノシンＡ１選択

リガンド[３Ｈ]ＤＰＣＰＸおよびブラジキニンＢ２選択リガンド[３Ｈ]ＮＰＣ１

７７３１の結合特性を示す。

      【００８５】

【表６】
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      【００８６】

１４８時間にわたって等分割された用量を４回投与したオリゴヌクレオチド全体

をいう。処置と分析は方法の欄に記載したようにして行った。有意差は分散分析

（ＡＮＯＶＡ）とチューキーｔ検定を繰り返して測定して求めた。全群において



(80) 特表２００２－５３７７９２

、ｎ＝４～６

＊ミスマッチコントロール群と生理食塩水処置群からの有意差、ｐ＜０．００１

＊＊ミスマッチコントロール群と生理食塩水処置群からの有意差、ｐ＜０．０５

      【００８７】

実施例２１：オリゴＩの用量反応効果

  アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）は、下記表７に示されるように、用量範

囲以上に用量依存方法において動物へのアデノシン投与効果を低下させると判断

された。

      【００８８】

表７：アンチセンスオリゴＩの用量反応効果

────────────────────────────────────

  全用量（ｍｇ）              ＰＣ５０Adenosine（ｍｇアデノシン）

────────────────────────────────────

  アンチセンスオリゴＩ

        0.2                            8.32''7.2

        2.0                            14.0''7.2

       20                              19.5''0.34

  Ａ１ＭＭ２オリゴ（コントロール）

        0.2                            2.51±0.46

        2.0                            3.13±0.71

       20                              3.25±0.34

────────────────────────────────────

 上記結果はスチューデントペアードｔ検定で検討され、統計的差、ｐ＝0.05で

あると判断された。

      【００８９】

  アンチアデノシンＡ１受容体オリゴであるオリゴＩ（配列番号１）は、アデノ

シンＡ１受容体に特異的に作用するが、アデノシンＡ２受容体には作用しない。

これらの結果は、上記実施例９と上掲NyceとMetzger (1997)（気管内チューブを

経てネブライザーから、８～１２時間の間隔をおいて５ｍｇを４用量）に記載さ
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れるように、アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）またはミスマッチコントロー

ルオリゴ（配列番号１２、Ａ１ＭＭ２）によるウサギの処置、切り取られた気管

支平滑筋組織および上掲Nyce  Metzger (1997)で報告されたようにして測定され

たアデノシンＡ１およびアデノシンＡ２受容体の数から生じた。

      【００９０】

実施例２２：標的遺伝子産物におけるオリゴＩ（配列番号１）の特異性

  オリゴＩ（配列番号１）はアデノシンＡ１受容体に対して特異的であるが、そ

のミスマッチコントロールは活性を有していなかった。図１は上記実施例１０お

よび上掲NyceとMetzger (1997)に記載されるようにクロスオーバー実験から得た

結果を示す。２つのミスマッチコントロール（配列番号１２および配列番号１３

）はＰＣ５０Adenosine値に効果を示さなかった。反対に、アンチセンスオリゴ

Ｉの投与はＰＣ５０Adenosine値において７倍の増加を示した。その結果は、ア

ンチセンスオリゴＩ（配列番号１）が生理食塩水コントロールと比較した場合、

外因性投与アデノシンに対する応答を低下させる（感受性を弱化させる）ことを

明らかに示す。上記表６に示された結果は、アンチセンスオリゴＩの効果は用量

依存性（表６の３欄参照）であることを明らかに確証する。オリゴＩは、またア

デノシンＡ１受容体に全体的に特異的であり（表６の上部３列）、近接して関連

するアデノシンＡ２受容体またはブラジキニンＢ２受容体のいずれにも活性を示

さない（上記表６の８～１０行）。さらに、表６に示される結果からアンチセン

スオリゴＩ（配列番号１）が用量依存法でアデノシンに対する感受性を減少させ

、アンチセンスオリゴ依存法でもこれを行うことを確証する。２つのミスマッチ

コントロールオリゴヌクレオチド（Ａ１ＭＭ２：配列番号１２およびＡ１ＭＭ３

：配列番号１３）はＰＣ５０Adenosine値またはアデノシンＡ１受容体数の減少

において、いかなる効果も示さない。

      【００９１】

実施例２３：アエロゾル誘発気管支収縮および炎症への効果

  オリゴＩ（配列番号１）は、ミスマッチオリゴと比べた場合、ウサギモデルで

ヒスタミン誘発効果を有意に低下させることを示した。アレルゲン誘発気道閉塞

および気管支反応性亢進へ及ぼすアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）とミスマ
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ッチオリゴ（Ａ１ＭＭ２：配列番号１２およびＡ１ＭＭ３：配列番号１３）の効

果は、アレルギーウサギで評価した。アレルゲン誘発気道閉塞におけるアンチセ

ンスオリゴＩ（配列番号１）の効果も評価した。プロットされた曲線下の面積を

計算して、アンチセンスオリゴＩはミスマッチコントロールに比べて、アレルゲ

ン誘発気道閉塞を有意に阻害した（５５％、ｐ＜０．０５；ＡＮＯＶＡおよびチ

ューキーｔ検定で繰り返し測定）。アレルゲン誘発気道閉塞にはミスマッチオリ

ゴＡ１ＭＭ２（コントロール）によって全く効果が誘発されなかった。アレルゲ

ン誘発ＢＨＲへのアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）の効果は上記のようにし

て測定した。ＰＣ５０Histamineから計算して、アンチセンスオリゴＩ（配列番

号１）はミスマッチコントロールに比べて、アレルギーウサギでアレルゲン誘発

ＢＨＲを有意に阻害した（６１％、ｐ＜０．０５；ＡＮＯＶＡ、チューキーｔ検

定で繰り返し測定）。アレルゲン誘発ＢＨＲにおけるＡ１ＭＭミスマッチコント

ロールの効果は全く観察されなかった。この結果はアンチセンスオリゴＩ（配列

番号１）がアエロアレルゲン（家塵埃ダニ）誘発気管支収縮を防御するには効果

的であることを示した。さらに、アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）はまた、

アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）における抗炎症活性を示すヒスタミン感受

性への影響によって示されるように、塵埃ダニ誘発気管支反応性亢進のタンパク

阻害剤であると判断された。

      【００９２】

実施例２４：低Ａ含量アンチセンスオリゴＩは有害な副作用がない。

  オリゴＩ（配列番号１）は受容者にとって毒性である副作用を有しないことが

示された。動脈血圧、心拍出量、１回拍出量、心拍数、全末梢抵抗、または心臓

収縮性（ｄＴｄＰ）における変化は、２．０または２０ｍｇのオリゴＩ（配列番

号１）の投与後には観察されなかった。さらに、CardiomaxJ装置（Columbus Ins

truments, Ohio）を使用した心拍出量（ＣＯ）、１回拍出量（ＳＶ）、平均動脈

圧（ＭＡＰ）、心拍数（ＨＲ）、全末梢抵抗（ＴＰＲ）および収縮性（ｄＰｄＴ

）の測定結果が評価された。これらの結果は、オリゴＩ（配列番号１）が臨界的

心血管パラメーターに有害な効果を及ぼさないことを証拠づけた。特に、このオ

リゴは低血圧を生じない。この発見は、他のホスホロチオエートアンチセンスオ



(83) 特表２００２－５３７７９２

リゴヌクレオチドがいくつかのモデル系で低血圧を誘発することが過去に示され

ているから特に重要である。さらに、アデノシンＡ１受容体は心臓内の洞房伝導

において重要な役割を果たす。アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）によるアデ

ノシンＡ１受容体レセプターの弱化は、したがって、受容体の下流制御に応答し

て、有害な肺外活性となると予想されるであろう。これは事実ではない。アンチ

センスオリゴＩ（配列番号１）はいかなる有害な肺内効果をもたらさず、本発明

アンチセンスオリゴの低用量投与に予期せぬ好ましくない副作用を与えない。こ

れは、オリゴＩ（配列番号１）が肺へ直接に投与された場合、有害な影響を生じ

る有意な量で心臓へ到達しないことを証明する。肺を避け、肺の外から有害、か

つ生命を脅かす効果を生じる得るテオフィリンなどの従来のアデノシン受容体ア

ンタゴニストと対照的である。

      【００９３】

実施例２５：オリゴＩの長期継続効果

  オリゴＩ（配列番号１）はアデノシン感作に先立って、それを投与したときに

得られたＰＣ５０および抵抗値によって証拠つけられたように、長期継続効果を

示した。効果の持続は、上記したように、気管内チューブを経てネブライザーを

使用し、ぞれぞれ等用量５ｍｇを４回投与した場合のアデノシンアンチセンスオ

リゴＩのＰＣ５０について測定した。薬剤の効果は、投与後、１～８日に有意で

ある。アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）の効果が消失した場合、動物には生

理食塩水アエロゾル（コントロール）を投与し、全ての動物のＰＣ５０Adenosin

e値を再び測定した。生理食塩水処置動物は基線ＰＣ５０アデノシン値（ｎ＝６

）を示した。効果の持続（抵抗について）は、上記したように測定した気道抵抗

について、上記したように２０ｍｇのアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）を投

与した６匹のアレルギーウサギについて測定した。効果の平均計算持続時間は、

ＰＣ５０アデノシン（ｐ＜０．０５）および抵抗（ｐ＜０．０５）の双方で８．

３日であった。これらの結果は、アンチセンスオリゴＩ（配列番号１）が全く予

期しない作用の極めて長期持続を有することを示す。

      【００９４】

実施例２６：アンチセンスオリゴＩより良好なアデノシン非含有アンチセンスオ
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リゴII

  アデノシンＡ１受容体ｍＲＮＡの異なった領域を標的とするアンチセンスオリ

ゴIIをアデノシンＡ１仲介効果に対して高い活性を有すると判断された。この実

験では、２０ｍｇのアンチセンスオリゴIIまたは生理食塩水（コントロール）を

上記したように、アレルギーウサギの２つの群へ投与した際のコンプライアンス

および抵抗値に及ぼすアンチセンスオリゴII（配列番号７）の投与効果を測定し

た。コンプライアンスと抵抗値は上記実施例１３で記載したようにアデノシンま

たは食塩水の投与に続いて測定した。本発明のアンチセンスオリゴの効果は、コ

ントロールとは統計的に有意な方法で異なったいた。ペアードｔ検定を使用して

コンプライアンスはｐ＜０．０５、抵抗はｐ＜０．０１であった。その結果はア

デノシンＡ１受容体を標的とし、アデノシンを含まないアンチセンスオリゴＩＩ

（配列番号７）はアデノシン感作において、コンプライアンスを効果的に維持し

、抵抗を低下させる。事実、アデノシン非含有アンチセンスオリゴIIは、低アデ

ノシンアンチセンスオリゴＩ（配列番号１）より、より潜在性を有する。それは

アデノシンを含有しないから、分解中にアデノシンを遊離しないし、またアデノ

シン受容体の活性化に寄与しないであろう。

      【００９５】

実施例２７：アンチセンスオリゴIIIおよびIV

  オリゴIII（配列番号８）およびIV（配列番号９）は、２０ｍｇのアンチセン

スオリゴIII（配列番号８）およびIV（配列番号９）を上記したようにアレルギ

ーウサギに別個に投与した際に存在する炎症と炎症細胞の数を低下させるその効

果によって、実際にアデノシンＡ３受容体を特異的に標的とすることが示されて

いる。炎症細胞の数は３時間後の気管支洗浄液中を測定し、１回洗浄するに当り

、少なくとも１００個の生細胞を計数した。顆粒球および気管支洗浄中の全細胞

に及ぼすアンチセンスオリゴIII（配列番号８）およびIV（配列番号９）の効果

は、塵埃ダニアレルゲンへ露呈した後に評価した。その結果は、アンチセンスオ

リゴIV（配列番号９）とアンチセンスオリゴIII（配列番号８）が塵埃ダニアレ

ルゲンに露呈した後の喘息肺の非常に潜在的な抗炎症性薬剤であることを示した

。当該技術分野で公知であるように、顆粒球、特に好酸球が喘息の１次炎症細胞
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であり、アンチセンスオリゴIII（配列番号８）およびIV（配列番号９）の投与

は、それぞれ、その数を４０％および６６％に減少した。さらに、アンチセンス

オリゴIV（配列番号９）およびIII（配列番号８）もまた、それぞれ気管支洗浄

液中の全細胞数を４０％および８０％に低下させた。これはまた、本発明のアン

チアデノシンＡ３薬剤による抗炎症活性の重要な指標である。炎症は喘息の気管

支反応性亢進およびアレルゲン誘発気管支収縮の基礎となることが公知である。

アデノシンＡ３受容体を標的とするアンチセンスオリゴIII（配列番号８）およ

びIV（配列番号９）は、各種のアデノシン肺受容体を特異的に標的とするように

設計された抗炎症薬剤の重要な新規クラスの代表例である。

      【００９６】

実施例２８：アンチセンスオリゴＶ

  アデノシンＡ２ｂアデノシン受容体ｍＲＮＡを標的とするアンチセンスオリゴ

Ｖ（配列番号１０）は、アデノシンＡ２ｂ仲介効果を計数し、アデノシンＡ２ｂ

受容体数を半分以下に低下させることに非常に効果的であることが示されている

。

      【００９７】

実施例２９：ホスホジエステル残基で置換したオリゴＩ－ＤＳ（配列番号１１）

の予期されない優位性

  オリゴＩ（配列番号１）およびＩ－ＤＳ（配列番号１１）は上記したようにア

レルギーウサギに別個に投与し、次いでウサギをアデノシンで感作した。ホスホ

ジエステルオリゴＩ－ＤＳ（配列番号１１）は統計的に有意に効果的ではなかっ

たが、オリゴＩ（配列番号１）は２０ｍｇのＰＣ５０Adenosineを証明する高い

有効性を示した。

      【００９８】

実施例３０：アデノシン受容体活性を有するアデノシン含有モノヌクレオチド

  この実施例は、リボヌクレオシドモノホスフェート、例えばＡＭＰなどのアン

チセンスオリゴヌクレオチドのインビボ分解産物がアデノシン受容体として作用

することを証明する。アデノシンおよびアデノシンモノホスフェート（ｄＡＭＰ

）を１０ｍｇ／ｍｌ以下の異なった用量で実験動物へ別個に投与した場合、両化
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合物を図１に示されるようにコンプライアンス％を低下させる同様な効果を有し

ている。両ケースの効果は、用量に従い増加するが、生理食塩水コントロールは

効果を示さない。これらの結果は、アデノシンヌクレオシドならびにアデノシン

自体がアデノシン受容体と相互作用することを示す。

      【００９９】

実施例３１：アデノシン含有核酸の分解はアデノシン受容体活性を生じる。

  別な試験として、ランダマーホスホロチオエートアンチセンスオリゴヌクレオ

チドはインビボで分解され、アデノシン受容体と相互作用することができるアデ

ノシンヌクレオシドを放出するかどうかを決定するために、これらをウサギに投

与した。喘息ウサギには生理食塩水（コントロール）、アデノシン含有ランダマ

ーおよびdesＡアデノシンランダマー（Ｃ）を別個に投与された。使用したラン

ダマーはグアニン、シトシンおよびチミジンのランダム配列からなるdesＡアデ

ノシンランダマーであり、アデノシン含有ランダマーはグアニン、シトシンおよ

びアデノシンからなる。図２に示された結果は、アデノシン含有オリゴヌクレオ

チドが分解時にアデノシンおよび／またはアデノシンヌクレオシドを放出し、ア

デノシン化合物がアデノシン受容体と相互作用し、一方、desアデノシンオリゴ

ヌクレオチドはそうではないことを明らかに示す．アンチセンスオリゴヌクレオ

チドの分解産物としてアデノシンヌクレオシドの放出は、したがって、標的バリ

デーションのためのアンチセンスノックアウト実験効果を評価する場合に、実験

結果を混乱させるであろう。この実験は標的バリデーション研究のdesアデノシ

ンアンチセンス（Ａ非含有または低Ａ）オリゴヌクレオチドを使用する必要性を

示す。

  先の実施例は本発明の説明であり、これを限定するように解釈されるべきもの

でない。本発明は上記請求項によって定義され、請求項の均等物もここに含まれ

る。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  生理食塩水（コントロール）、アデノシン（ｏ）、およびｄＡＭＰ（Ｐ）を別

個にウサギへ投与した実験を示す図である。
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    【図２】

  アデノシン（Ａ）を含むオリゴヌクレオチド（オリゴ）およびアデノシンを有

しないもの（desＡ）ものの効果を示す図である。

    【図３】

  アンチセンスオリゴヌクレオチドが肺または気道疾患に関連する標的バリデー

ションにおいて有効な薬剤として利用されることを示す図である。

    【図４】

  アンチセンスオリゴヌクレオチドが肺または気道疾患に関連する標的バリデー

ションにおいて有効な薬剤として利用されることを示す図である。

 

【配列表】

                               SEQUENCE LISTING                        

       

<110> EPIGENESIS PHARMACEUTICALS, INC.

<120> Method For Validating/Invalidating Target(s) and

      Pathways

<130> NP01-1058

<150> US 60/122,950

<151> 1999-03-05

<160> 14                            

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

gatggagggc ggcatggcgg g                                           21    

<210> 2
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<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

gtagcaggcg gggatggggg c                                           21    

<210> 3

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

gttgttgggc atcttgcc                                               18    

<210> 4

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

gtacttgcgg atctaggc                                               18    

<210> 5

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

gtgggcctag ctctcgcc                                               18    

<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

gtcggggtac ctgtcggc                                               18    
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<210> 7

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

ctcgtcgccg tcgccggcgg g                                           21    

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8

gggtggtgct attgtcgggc                                             20    

<210> 9

<211> 15

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

ggcccagggc cagcc                                                  15    

<210> 10

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10

ggccgggcca gccgggcccg g                                           21    

<210> 11

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
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gatggagggc ggcatggcgg g                                           21    

<210> 12

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12

gtaggtggcg ggcaaggcgg g                                           21    

<210> 13

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

gatggaggcg ggcatggcgg g                                           21    

<210> 14

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

ggtgatgttg agcatttcgg c                                           21    

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】



(93) 特表２００２－５３７７９２

【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年５月１８日（２００１．５．１８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  前以て選択した疾患または症状に関連すると推定されるポリ

ペプチドをコードする遺伝子またはその対応するｍＲＮＡ、３'および５'イント

ロン－エクソン接合部位またはコーディング領域と非コーディング領域間の近傍

部分から選択されるゲノムまたはｍＲＮＡフランキング領域、または全ｍＲＮＡ

セグメントから選択された標的を選択し；

  該標的に対してアンチセンスである、約１５％以下のアデノシン（Ａ）からな

るオリゴヌクレオチド（オリゴ）を設計し；

  ｍＲＮＡがコードするポリペプチドのインビトロ発現を有意に阻止または切除

する１つ以上のオリゴを選択し；

  該標的ｍＲＮＡとのインビボハイブリダイゼーションに有効な量の選択オリゴ

を被験者に投与し；かつ、

  該疾患または症状に関連する被験者の機能において検出可能な変化が生じたか

否かを、該オリゴの投与前後の疾患または症状に関連する機能の値と比較して、

評価し；

  その際、約７０％以上の機能値の変化は積極的な相関関係を示し、約４０～約

７０％は可能性ある相関関係を示し、かつ、約３０％以下は相関関係の欠如を示

すことからなる、疾患または症状の機能と疾患または症状に関連していると推定

される標的ポリペプチドをコードする遺伝子またはｍＲＮＡとの相関関係の存在

をバリデート／インバリデートするか、あるいは決定する方法。

    【請求項２】  前記アンチセンスオリゴは、Ｇ、Ｕおよび／またはＣからな

る群から選択される少なくとも４つの隣接する核酸を有する標的断片を選択し、
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かつ、該選択断片を含み、約１５％以下のＣ、Ｕおよび／またはＧ含量を有し、

および／または所望のタイプおよび／または活性範囲を有する長さ４～６０ヌク

レオチドである第１オリゴヌクレオチドを得ることによって構築される、請求項

１記載の方法。

    【請求項３】  さらに、前記アンチセンス断片が少なくとも１つのＡからな

る場合、チミジン（Ｔ）またはウリジン（Ｕ）と結合するが、ＡのアデノシンＡ

１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよびＡ３受容体アゴニストまたはアンタゴニスト活性の約

０．３以下を示す複素環式芳香族塩基から選択される別な塩基（Ｂ）で、少なく

とも１つのＡを置換することを含む、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  前記複素環式芳香族塩基は、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、ＳＨ、

ＳＯ２、ＳＯ３、ＣＯＯＨ、または分岐または融合１級または２級アミノ、アル

キル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリ

ール、ヘテロアリール、アルコキシ、アルケノキシ、アシル、シクロアシル、ア

リールアシル、アルキノキシ、シクロアキコキシ、アロイル、アリールチオ、ア

リールスルホキシル、ハロシクロアルキル、アルキルシクロアルキル、アルケニ

ルシクロアルキル、アルキニルシクロアルキル、ハロアリール、アルキルアリー

ル、アルケニルアリール、アルキニルアリール、アリールアルキル、アリールア

ルケニル、アリールアルキニル、アリールシクロアルキルで置換されるか、さら

に、Ｏ、ハロゲン、ＮＨ２、１級、２級または３級アミン、ＳＨ、ＳＯ、ＳＯ２

、ＳＯ３、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキルまたはヘテロアリールで置換

されていてもよい、ピリミジンまたはプリンである、請求項３記載の方法。

    【請求項５】  前記プリンは１、２、３、６および／または８位で置換され

、かつ、前記ピリミジンは２、３、４、５および／または６位で置換される、請

求項４記載の方法。

    【請求項６】  前記ピリミジンおよびプリンは、テオフィリン、カフェイン

、ダイフィリン、エトフィリン、アセフィリン、ピペラジン、バミフィリン、エ

ンプロフィリンまたはキサンチンであり、下記化学式を有する、請求項４記載の

方法。

【化１】
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プリン

または

【化２】

ピリミジン

（式中、Ｒ１およびＲ２は独立して、Ｈ、アルキル、アルケニル、またはアルキ

ニルであり、かつ、Ｒ３はＨ、アリール、ジシクロアルキル、ジシクロアルケニ

ル、ジシクロアルキニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニ
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ル、Ｏ－シクロアルキル、Ｏ－シクロアルケニル、Ｏ－シクロアルキニル、ＮＨ

２－アルキルアミノ－ケトキシアルキルオキシ－アリールまたはモノまたはジア

ルキルアミノアルキル－Ｎ－アルキルアミノ－ＳＯ２アリールであり、Ｒ４また

はＲ５は独立してＲ１であり、また共にＲ３である。）

    【請求項７】  前記アンチセンスオリゴは、約０～約１２％のアデノシン含

量を有する、請求項１記載の方法。

    【請求項８】  前記オリゴは約５％以下のＡからなる、請求項７記載の方法

。

    【請求項９】  前記オリゴはＡを含まない、請求項８記載の方法。

    【請求項１０】  前記１つのＡが、チミジンまたはウリジンと結合するが、

アデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂまたはＡ３受容体にてアデノシンアゴニストま

たはアンタゴニスト活性の約０．３以下を示す複素環式芳香族塩基から選択され

る別な塩基で置換される、請求項１記載の方法。

    【請求項１１】  前記Ａのすべてが、チミジンまたはウラシルと結合するが

、アデノシンＡ１、Ａ２ａ、Ａ２ｂおよびＡ３受容体にてアデノシンアゴニスト

またはアンタゴニスト活性の約０．３以下を示す複素環式芳香族塩基から選択さ

れる別な塩基で置換される、請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  前記一般的塩基は、３－ニトロピロール－２'－デオキシ

ヌクレオシド、５－ニトロ－インドール、２－デオキシリボシル－（５－ニトロ

インドール）、２－デオキシリボフラノシル－（５－ニトロインドール）、２'

－デオキシイノシン、２'－デオキシネブラリン、６Ｈ，８Ｈ－３，４－ジヒド

ロピリミド［４，５－ｃ］オキサジン－７－オンまたは２－アミノ－６－メトキ

シアミノプリンである、請求項６記載の方法。

    【請求項１３】  メチル化シトシン（ｍＣ）は、もしもオリゴ中に存在すれ

ば、少なくとも１つのＣｐＧジヌクレオチド中のＣに代わって置換される、請求

項１記載の方法。

    【請求項１４】  前記オリゴの少なくとも１つのヌクレオチド残基または置

換体は、メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロチオエート、ホス

ホロジチオエート、ボラノホスフェート、ホルムアセタール、チオホルムアセタ
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ール、チオエーテル、カーボネート、カルバメート、スルフェート、スルフォネ

ート、スルファメート、スルホンアミド、スルホン、スルファイト、スルホキシ

ド、スルファイド、ヒドロキシルアミン、メチレン（メチルイミノ）（ＭＭＩ）

、メトキシメチル（ＭＯＭ）、メトキシエチル（ＭＯＥ）、メチレンオキシ（メ

チルイミノ）（ＭＯＭＡ）、メトキシメチル（ＭＯＭ）、２'－Ｏ－メチル、ホ

スホルアミデート、Ｃ－５置換残基、またはこれらの組み合わせである、請求項

１記載の方法。

    【請求項１５】  全ヌクレオチド結合残基が置換される、請求項１４記載の

方法。

    【請求項１６】  前記アンチセンスオリゴは、約７～６０モノヌクレオチド

からなる、請求項１記載の方法。

    【請求項１７】  前記アンチセンスオリゴは、細胞内面化剤または吸収剤ま

たは細胞目標化剤を含む薬剤と結合している、請求項１記載の方法。

    【請求項１８】  前記細胞内面化剤または吸収剤は、トランスフェリン、ア

シアログリコプロテインまたはストレプトアビジンを含む、請求項１７記載の方

法。

    【請求項１９】  前記核酸はベクターに結合している、請求項１８記載の方

法。

    【請求項２０】  前記ベクターは、原核性または真核性ベクターを含む、請

求項１９記載の方法。

    【請求項２１】  前記アンチセンスオリゴは、肺、脳、心臓、腎臓、腫瘍、

血液、皮膚、目、頭皮、鼻通路、睾丸、頚部、口腔、咽頭、食道、小腸または大

腸、滑膜組織、筋肉組織、卵巣、外耳道へ投与されるか、またはインビトロで使

用される、請求項１記載の方法。

    【請求項２２】  前記疾患または症状は、肺、脳、心臓、腎臓、腫瘍、血液

、免疫系、皮膚、目、頭皮、鼻通路、睾丸、頚部、口腔、咽頭、食道、小腸また

は大腸、滑膜組織、筋肉組織、卵巣または外耳道を患う、請求項１記載の方法。

    【請求項２３】  前記疾患または症状は肺を患う、請求項２２記載の方法。

    【請求項２４】  前記疾患または症状は、気管支収縮、肺炎および／または
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アレルギーに関連する、請求項２２記載の方法。

    【請求項２５】  前記疾患または症状は、脳を患うか、または脳活性に関与

する、請求項２２記載の方法。

    【請求項２６】  前記疾患または症状は、免疫機能または障害に関連する、

請求項２２記載の方法。

    【請求項２７】  前記標的は、免疫グロブリン、抗体受容体、サイトカイン

、サイトカイン受容体、これらをコードする遺伝子または対応ｍＲＮＡ、遺伝子

およびｍＲＮＡのフランキング領域またはイントロンまたはエクソン接合部位を

含む、請求項２６記載の方法。

    【請求項２８】  前記疾患または症状は、心臓血管系を患う、請求項２２記

載の方法。

    【請求項２９】  前記疾患または症状は、胃腸系に関連する、請求項２２記

載の方法。

    【請求項３０】  前記疾患または症状は、悪性腫瘍または癌に関連する、請

求項２２記載の方法。

    【請求項３１】  前記標的は、免疫グロブリンまたは抗体受容体、これらを

コードする遺伝子またはｍＲＮＡ、癌遺伝子に関連する遺伝子またはｍＲＮＡ、

またはゲノムまたはｍＲＮＡのフランキング領域またはエクソンまたはイントロ

ン接合部位を含む、請求項３０記載の方法。

    【請求項３２】  前記組成物は、インビトロで使用されるか、または経口内

、腔内、鼻腔内、肛門内、膣内、子宮内、頭蓋内、肺内、腎内、結節内、関節内

、眼内、リンパ管内、経皮、経頬、静脈内、皮下、筋肉内、腫瘍内、腺内、眼球

内、頭蓋内、器官内、血管内、髄腔内、移植、吸入、皮内、肺内、耳内、心臓内

、低放出、持続性放出またはポンプにより投与する、請求項１記載の方法。

    【請求項３３】  前記標的は、転写因子、刺激または活性化因子、サイトカ

インまたはその受容体、インターロイキン、インターロイキン受容体、ケモカイ

ン、ケモカイン受容体、内因性生成特異的または非特異的酵素、免疫グロブリン

、抗体受容体、中枢神経系（ＣＮＳ）または末梢神経系および非神経系受容体、

ＣＮＳまたは末梢神経または非神経系ペプチド伝達体、接着分子、デフェンシン



(99) 特表２００２－５３７７９２

、成長因子、血管作動ペプチド、ペプチド受容体または結合タンパクを含むポリ

ペプチドをコードする遺伝子またはｍＲＮＡ、または癌遺伝子に対応する遺伝子

またはｍＲＮＡを含む、請求項１記載の方法。

    【請求項３４】  前記アンチセンスオリゴは、肺気道を患う疾患および／ま

たは症状に関連するポリペプチド、それらをコードする遺伝子またはＲＮＡ、ゲ

ノムまたはｍＲＮＡのフランキング領域または遺伝子およびｍＲＮＡのイントロ

ンおよびエクソン接合部位から標的を選択し、

  標的遺伝子に対応するｍＲＮＡまたは標的ポリペプチドをコードするｍＲＮＡ

、ゲノムまたはｍＲＮＡのフランキング領域または遺伝子またはｍＲＮＡのイン

トロンまたはエクソン接合部位の配列を得て、

  ｍＲＮＡの少なくとも１つのセグメントを選択し、

  選択ｍＲＮＡセグメントに対してアンチセンスである１つ以上のオリゴを合成

し、かつ、

  もしも必要なら、全ヌクレオチドの約１５％以下までにオリゴ中に存在するＡ

含量を低下させるために、１つ以上のＡを別な塩基で置換することによって製造

される、請求項１記載の方法。

    【請求項３５】  前記標的遺伝子は、転写因子、刺激または活性化因子、イ

ンターロイキン、インターロイキン受容体、ケモカイン、ケモカイン受容体、内

因性生成特異的または非特異的酵素、免疫グロブリン、抗体受容体、中枢神経系

（ＣＮＳ）または末梢神経系または非神経系受容体、ＣＮＳまたは末梢神経系ま

たは非神経系ペプチド伝達体またはその受容体、接着分子、デフェンシン、成長

因子、血管作動ペプチドまたはその受容体、または結合タンパクから選択される

ポリペプチドをコードする標的遺伝子またはｍＲＮＡ、または癌遺伝子に対応す

る標的遺伝子またはｍＲＮＡ、またはそれらのフランキング領域またはイントロ

ンまたはエクソン接合部位からなる、請求項１記載の方法。

    【請求項３６】  前記コードするポリペプチドは、ＮｆＫＢ転写因子、イン

ターロイキン－８受容体（ＩＬ－８Ｒ）、インターロイキン５受容体（ＩＬ－５

Ｒ）、インターロイキン－４受容体（ＩＬ－４Ｒ）、インターロイキン３受容体

（ＩＬ－３Ｒ）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、インターロイキン１
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β受容体（ＩＬ－１βＲ）、エオタキシン、トリプターゼ、主要塩基性タンパク

、β２－アドレナリン様受容体キナーゼ、エンドセリン受容体Ａ、エンドセリン

受容体Ｂ、プレプロエンドセリン、ブラジキニンＢ２受容体、ＩｇＥ高親和性受

容体、インターロイキン１（ＩＬ－１）、インターロイキン１受容体（ＩＬ－１

Ｒ）、インターロイキン９（ＩＬ－９）、インターロイキンー９受容体（ＩＬ－

９Ｒ）、インターロイキン１１（ＩＬ－１１）、インターロイキン１１受容体（

ＩＬ－１１Ｒ）、誘導性一酸化窒素シンセターゼ、シクロオキシゲナーゼ（ＣＯ

Ｘ）、細胞内接着分子（ＩＣＡＭ－１）、血管細胞接着分子（ＶＣＡＭ）、ラン

テス（血小板・Ｔ細胞由来好酸化球走行性物質）、血管内皮白血球接着分子（Ｅ

ＬＡＭ－１）、単球活性化因子、好中球走化性因子、好中球エラスターゼ、デフ

ェンシン１、２および３、ムスカリン性アセチルコリン受容体、血小板活性因子

、腫瘍神経因子α（ＴＮＦα）、５－リポキシゲナーゼ、ホスホジエステラーゼ

ＩＶ、サブスタンスＰ、サブスタンスＰ受容体、ヒスタミン受容体、チマーゼ、

ＣＣＲ－１ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－２ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－

３ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－４ＣＣケモカイン受容体、ＣＣＲ－５ＣＣケ

モカイン受容体、プロスタノイド受容体、ＧＡＴＡ－３転写因子、好中球付着性

受容体、ＭＡＰキナーゼ、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、ＮＦＡＴ転写因

子、ＳＴＡＴ４、ＭＩＰ－１α、ＭＣＰ－２、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－４、シクロ

フィリン、ホスホリパーゼＡ２、塩基性線維芽細胞成長因子、メタロプロテナー

ゼ、ＣＳＢＰ／ｐ３８ＭＡＰキナーゼ、トリプトース受容体、ＰＤＧ２、インタ

ーロイキン－３（ＩＬ－３）、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、シクロ

スポリンＡ－結合タンパク、ＦＫ５－結合タンパク、α４β１セレクチン、フィ

ブロネクチン、α４β７セレクチン、ＭａｄＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１（ＣＤ１１

ａ／ＣＤ１８）、ＰＥＣＡＭ－１、ＬＦＡ－１セレクチン、Ｃ３ｂｉ、ＰＳＧＬ

－１、Ｅ－セレクチン、Ｐ－セレクチン、ＣＤ－３４、Ｌ－セレクチン、ｐ１５

０，９５、Ｍａｃ－１（ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８）、フコシルトランスフェラーゼ

、ＶＬＡ－４、ＣＤ－１８／ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８、ＩＣＡＭ２お

よびＩＣＡＭ３、Ｃ５ａ、ＣＣＲ３（エオタキシン受容体）、ＣＣＲ１、ＣＣＲ

２、ＣＣＲ４、ＣＣＲ５、ＬＴＢ－４、ＡＰ－１転写因子、プロテインキナーゼ
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Ｃ、システニルロイコトリエン受容体、タチキネン受容体（ＴａｃｈＲ）、Ｉｋ

Ｂキナーゼ１および２、ＳＴＡＴ６、ｃ－ｍａｓおよびＮＦ－インターロイキン

－６（ＮＦ－ＩＬ－６）、およびそれらのフランキング領域およびイントロンお

よびエクソン接合部位からなる群から選択される、請求項３５記載の方法。

    【請求項３７】  前記標的遺伝子は、Ｇ－タンパクまたはＧ－タンパク結合

受容体をコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項３８】  前記標的遺伝子は、カルシウムチャネルタンパクまたは受

容体、ナトリウムチャネルタンパクまたは受容体、カリウムチャネルタンパクま

たは受容体、または塩素チャネルタンパクまたは受容体をコードする、請求項１

記載の方法。

    【請求項３９】  前記標的遺伝子は、神経伝達物質受容体または神経ホルモ

ン受容体をコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項４０】  前記標的遺伝子は、神経ペプチドまたは神経ペプチド受容

体をコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項４１】  さらに、その機能が最初の標的と関連すると推定される別

な標的に対してアンチセンスである別なオリゴを別個に投与する全工程を繰り返

し；

  最初の標的と別な標的を標的とする共投与オリゴによる投与と評価の工程を繰

り返し；かつ、

  得られた結果を各標的において別々に得た結果と比較することを含み、

  その際、組み合わせたオリゴの効果が各オリゴの効果よりも約２０％以上であ

る場合には、最初のオリゴと別なオリゴとの間には、積極的な関係が存在し、前

記結果が１つのオリゴの結果よりも約２０％以内である場合には、関連性が存在

しないとし、また、前記結果が個々のオリゴに比べて約２０％以下である場合に

は、これらの間には消極的な関係が存在すると決定する、請求項１記載の方法。



(102) 特表２００２－５３７７９２

【国際調査報告】
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