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(57)【要約】
　本発明は、特に、脂質輸送代謝遺伝子の天然アンチセンスポリヌクレオチドを標的にす
ることにより、脂質輸送代謝遺伝子の発現および/または機能を調節するアンチセンスオ
リゴヌクレオチドに関する。本発明はまた、これらのアンチセンスオリゴヌクレオチドの
同定、ならびに脂質輸送代謝遺伝子の発現に関連する疾患および障害の治療におけるそれ
らの使用にも関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌク
レオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、
　配列番号8のヌクレオチド1～1299、配列番号9のヌクレオチド1～918、配列番号10のヌ
クレオチド1～1550、配列番号11のヌクレオチド1～329、配列番号12のヌクレオチド1～18
26、配列番号13のヌクレオチド1～536、配列番号14のヌクレオチド1～551、配列番号15の
ヌクレオチド1～672、配列番号16のヌクレオチド1～616、配列番号17のヌクレオチド1～4
71、配列番号18のヌクレオチド1～707、配列番号19のヌクレオチド1～741、配列番号20の
ヌクレオチド1～346、配列番号21のヌクレオチド1～867、配列番号22のヌクレオチド1～5
63(図3)中の連続した5～30ヌクレオチドを含むポリヌクレオチドの逆相補物に少なくとも
50%の配列同一性を有する少なくとも1つの長さ5～30ヌクレオチドのアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドに、前記細胞または組織を接触させ;それによりin vivoまたはin vitroで患
者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または
発現を調節するステップ
を含む方法。
【請求項２】
　in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌク
レオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの天然アンチセンスの逆相補物に少なくとも50%
の配列同一性を有する少なくとも1つの長さ5～30ヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌク
レオチドに、前記細胞または組織を接触させ;それによりin vivoまたはin vitroで患者の
細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現
を調節するステップ
を含む方法。
【請求項３】
　in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌク
レオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオチドに少なくとも
50%の配列同一性を有する少なくとも1つの長さ5～30ヌクレオチドのアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドに、前記細胞または組織を接触させ;それによりin vivoまたはin vitroで患
者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または
発現を調節するステップ
を含む方法。
【請求項４】
　in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌク
レオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの天然アンチセンスの領域を標的にする少なくと
も1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドに、前記細胞または組織を接触させ;それにより
in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレ
オチドの機能および/または発現を調節するステップ
を含む方法。
【請求項５】
　脂質輸送代謝遺伝子の機能および/または発現が対照と比較してin vivoまたはin vitro
で増大する、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　少なくとも1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドが脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオ
チドの天然アンチセンス配列を標的にする、請求項4に記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドが脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオ
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チドのコードおよび/または非コード核酸配列を含む核酸配列を標的にする、請求項4に記
載の方法。
【請求項８】
　少なくとも1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドが脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオ
チドのオーバーラップおよび/または非オーバーラップ配列を標的にする、請求項4に記載
の方法。
【請求項９】
　少なくとも1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドが、少なくとも1つの修飾された糖部
分、少なくとも1つの修飾されたヌクレオシド間結合、少なくとも1つの修飾されたヌクレ
オチドおよびそれらの組合せから選択される1つまたは複数の修飾を含む、請求項4に記載
の方法。
【請求項１０】
　1つまたは複数の修飾が、2'-O-メトキシエチル修飾糖部分、2'-メトキシ修飾糖部分、2
'-O-アルキル修飾糖部分、二環性糖部分およびそれらの組合せから選択される少なくとも
1つの修飾された糖部分を含む、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　1つまたは複数の修飾が、ホスホロチオエート、2'-O-メトキシエチル(MOE)、2'フルオ
ロ、アルキルホスホネート、ホスホロジチオエート、アルキルホスホノチオエート、ホス
ホラミデート、カルバミン酸、炭酸、リン酸トリエステル、アセトアミデート、カルボキ
シメチルエステルおよびそれらの組合せから選択される少なくとも1つの修飾されたヌク
レオシド間結合を含む、請求項9に記載の方法。
【請求項１２】
　1つまたは複数の修飾が、ペプチド核酸(PNA)、ロックド核酸(LNA)、アラビノ-核酸(FAN
A)、それらの類似体、誘導体および組合せから選択される少なくとも1つの修飾されたヌ
クレオチドを含む、請求項9に記載の方法。
【請求項１３】
　少なくとも1つのオリゴヌクレオチドが配列番号23～263に記載の少なくとも1つのオリ
ゴヌクレオチド配列を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項１４】
　in vivoまたはin vitroで哺乳動物の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子遺伝
子の機能および/または発現を調節する方法であって、
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスおよび/またはセンス核酸分子の
少なくとも約5個の連続する核酸の相補配列に少なくとも50%の配列同一性を有する、脂質
輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスポリヌクレオチドに特異的な長さ5～30
ヌクレオチドの少なくとも1つの低分子干渉RNA(siRNA)オリゴヌクレオチドに、前記細胞
または組織を接触させるステップ;ならびに
　in vivoまたはin vitroで哺乳動物の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子の機
能および/または発現を調節するステップ
を含む方法。
【請求項１５】
　前記オリゴヌクレオチドが、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスおよ
び/またはセンス核酸分子に相補的な少なくとも約5個の連続する核酸の配列に少なくとも
80%の配列同一性を有する、請求項14に記載の方法。
【請求項１６】
　in vivoまたはin vitroで哺乳動物の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子の機
能および/または発現を調節する方法であって、
　配列番号1～7および8～22に記載の少なくとも1つの核酸配列に少なくとも50%の配列同
一性を有する、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのセンスおよび/または天然アンチ
センス鎖の非コードおよび/またはコード配列に特異的な長さ約5～30ヌクレオチドの少な
くとも1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドに、前記細胞または組織を接触させるステ
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ップ;および
　in vivoまたはin vitroで哺乳動物の細胞または組織における脂質輸送代謝遺伝子の機
能および/または発現を調節するステップ
を含む方法。
【請求項１７】
　少なくとも1つの修飾を含む合成修飾オリゴヌクレオチドであって、少なくとも1つの修
飾が、少なくとも1つの修飾された糖部分、少なくとも1つの修飾されたヌクレオチド間結
合、少なくとも1つの修飾されたヌクレオチドおよびそれらの組合せから選択され、前記
オリゴヌクレオチドが、正常対照と比較してin vivoまたはin vitroで脂質輸送代謝遺伝
子分子の機能および/または発現をハイブリダイズし、かつ調節するアンチセンス化合物
であるオリゴヌクレオチド。
【請求項１８】
　少なくとも1つの修飾が、ホスホロチオエート、アルキルホスホネート、ホスホロジチ
オエート、アルキルホスホノチオエート、ホスホラミデート、カルバミン酸、炭酸、リン
酸トリエステル、アセトアミデート、カルボキシメチルエステルおよびそれらの組合せか
らなる群から選択されるヌクレオチド間結合を含む、請求項17に記載のオリゴヌクレオチ
ド。
【請求項１９】
　少なくとも1つのホスホロチオエートヌクレオチド間結合を含む、請求項17に記載のオ
リゴヌクレオチド。
【請求項２０】
　ホスホロチオエートヌクレオチド間結合の骨格を含む、請求項17に記載のオリゴヌクレ
オチド。
【請求項２１】
　ペプチド核酸、ロックド核酸(LNA)、類似体、誘導体およびそれらの組合せから選択さ
れる少なくとも1つの修飾されたヌクレオチドを含む、請求項17に記載のオリゴヌクレオ
チド。
【請求項２２】
　複数の修飾を含み、前記修飾がホスホロチオエート、アルキルホスホネート、ホスホロ
ジチオエート、アルキルホスホノチオエート、ホスホラミデート、カルバミン酸、炭酸、
リン酸トリエステル、アセトアミデート、カルボキシメチルエステル、およびそれらの組
合せから選択される修飾されたヌクレオチドを含む、請求項17に記載のオリゴヌクレオチ
ド。
【請求項２３】
　複数の修飾を含み、前記修飾がペプチド核酸、ロックド核酸(LNA)、アナログ、誘導体
、およびそれらの組合せから選択される修飾されたヌクレオチドを含む、請求項17に記載
のオリゴヌクレオチド。
【請求項２４】
　2'-O-メトキシエチル修飾糖部分、2'-メトキシ修飾糖部分、2'-O-アルキル修飾糖部分
、二環性糖部分、およびそれらの組合せから選択される少なくとも1つの修飾された糖部
分を含む、請求項17に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２５】
　複数の修飾を含み、前記修飾が2'-O-メトキシエチル修飾糖部分、2'-メトキシ修飾糖部
分、2'-O-アルキル修飾糖部分、二環性糖部分、およびそれらの組合せから選択される修
飾された糖部分を含む、請求項17に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２６】
　長さ少なくとも約5～30ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドであり、脂質輸送代謝遺伝
子ポリヌクレオチドのアンチセンス鎖および/またはセンス鎖にハイブリダイズし、脂質
輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスおよび/またはセンスのコードおよび/ま
たは非コード核酸配列の少なくとも約5個の連続する核酸の相補配列に少なくとも約20%の
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配列同一性を有する、請求項17に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２７】
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスおよび/またはセンスのコードお
よび/または非コード核酸配列の少なくとも約5個の連続する核酸の相補配列に少なくとも
約80%配列同一である、請求項17に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２８】
　少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドにハイブリダイズし、かつ正常
対照と比較してin vivoまたはin vitroで少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレ
オチドの発現および/または機能を調節する、請求項17に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２９】
　配列番号23～263に記載の配列を含む、請求項17に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項３０】
　アンチセンス配列、相補配列、対立遺伝子、相同体、アイソフォーム、変種、誘導体、
変異体、断片またはそれらの組合せを含む1つまたは複数の脂質輸送代謝遺伝子ポリヌク
レオチドに特異的な1つまたは複数のオリゴヌクレオチドを含む組成物。
【請求項３１】
　オリゴヌクレオチドが配列番号23～263に記載のヌクレオチド配列のいずれか1つと比較
して少なくとも約40%のヌクレオチド配列同一性を有する、請求項30に記載の組成物。
【請求項３２】
　オリゴヌクレオチドが配列番号23～263に記載のヌクレオチド配列を含む、請求項30に
記載の組成物。
【請求項３３】
　配列番号23～263に記載のオリゴヌクレオチドが1つまたは複数の修飾または置換を含む
、請求項32に記載の組成物。
【請求項３４】
　1つまたは複数の修飾がホスホロチオエート、メチルホスホネート、ペプチド核酸、ロ
ックド核酸(LNA)分子およびそれらの組合せから選択される、請求項33に記載の組成物。
【請求項３５】
　少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドおよび/または少なくとも1つの
それにコードされる産物に関連する疾患を予防または治療する方法であって、
　前記少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの天然アンチセンス配列に
結合し、かつ前記少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの発現を調節す
る少なくとも1つのアンチセンスオリゴヌクレオチドの治療有効量を患者に投与し;それに
より少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドおよび/または少なくとも1つ
のそれにコードされる産物に関連する疾患を予防するまたは治療するステップ
を含む方法。
【請求項３６】
　少なくとも1つの脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドに関連する疾患が、心血管疾患
または心血管障害、代謝性疾患または代謝性障害(例えば、糖尿病、肥満、脂質異常症、
高血糖症、高インスリン血症、高コレステロール血症など)、脂質代謝の障害に関連する
疾患または障害、冠動脈疾患、アテローム性動脈硬化、HDL代謝疾患またはHDL代謝障害(
例えば、家族性HDL欠損症(FHD)、海青組織球症、タンジール病、魚眼病、LCAT欠損症、低
HDLコレステロール血症など)、細胞内におけるコレステロールおよび/またはリン脂質の
ホメオスタシスに関連する疾患または障害、家族性アミロイド腎症、コレステロール制御
の障害に関連する疾患または障害、脂質輸送代謝遺伝子の欠損に関連する疾患または障害
、アポリポタンパク質A-I欠損、細胞内におけるコレステロール排出速度が異常に速いま
たは異常に遅いことに関連する疾患または障害、膵臓ベータ細胞機能に関連する疾患また
は障害、糖尿病、代謝性疾患または代謝性障害、関節炎、炎症、自己免疫疾患または自己
免疫障害、後天性免疫不全症候群(AIDS)、炎症、神経疾患または神経障害、神経変性疾患
または神経変性障害、癌、脂質異常症、メタボリック症候群、老人斑、脳アミロイド血管
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症、アミロイドーシス、神経膠芽腫、アミロイド沈着に関連する疾患または障害、神経原
線維変化症、絨毛癌、星状細胞腫、アミロイドーシス、高脂血症、新生物性形質転換、ア
テローム斑、閉塞症、転移、肺線維症、壊死、ショック、黒色腫、遺伝性感受性、乾癬、
神経膠腫、神経病態、血管疾患、細胞損傷、非小細胞肺癌(NSCLC)、脂肪肉腫、免疫不全
性疾患または免疫不全性障害、アレルギー、臓器移植拒絶、糸球体腎症、静脈血栓症、白
血病の病理学的過程、骨格疾患または骨格障害、筋疾患または筋障害、感染性生物に関連
する疾患または障害、免疫関連疾患または免疫関連障害、神経修復および神経麻痺、神経
内分泌分化、全身性非神経障害性アミロイドーシス、アミロイド病、血管新生に依存する
腫瘍増殖;血管新生の増大が含まれる症状、例えば、乾癬、未熟児網膜症、脈絡膜疾患、
血管新生緑内障、糖尿病性網膜症、薬物乱用、認知機能障害、および神経突起生長の低下
を伴う非癌性疾患;正常対照と比較して異常なApoE発現、ApoE機能、ApoE活性;乾癬;ウイ
ルス、細菌、寄生虫、真菌などの
外来生物により引き起こされる疾患または障害から選択される、請求項35に記載の方法。
【請求項３７】
　in vivo投与のために少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを同定および選択する方法で
あって、
　病態に関連する標的ポリヌクレオチドを選択するステップ;
　選択された標的ポリヌクレオチドに相補的である、または選択された標的ポリヌクレオ
チドに対してアンチセンスであるポリヌクレオチドに相補的である少なくとも5個の連続
するヌクレオチドを含む少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを同定するステップ;
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でアンチセンスオリゴヌクレオチド
と、標的ポリヌクレオチドまたは選択された標的ポリヌクレオチドに対してアンチセンス
であるポリヌクレオチドとのハイブリッドの熱的融点を測定するステップ;ならびに
　in vivo投与のための少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを得られた情報に基づいて選
択するステップ
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、それぞれ参照によりその全体が本明細書に組み込まれる2009年5月6日出願米
国仮特許出願第61/175,930号、2009年5月7日出願米国仮特許出願第61/176,267号、2009年
5月22日出願米国仮特許出願第61/180,646号、2009年10月2日出願米国仮特許出願第61/248
,212号および2009年8月19日出願米国仮特許出願第61/235,227号の優先権を主張する。
【０００２】
　本発明の実施形態は、脂質輸送代謝遺伝子および関連する分子の発現および/または機
能を調節するオリゴヌクレオチドを含む。
【背景技術】
【０００３】
　DNA-RNAおよびRNA-RNAハイブリダイゼーションは、DNA複製、転写および翻訳を含む核
酸機能の多くの観点において重要である。ハイブリダイゼーションは、特定の核酸を検出
する、またはその発現を変化させる種々の技術の中心でもある。例えばアンチセンスヌク
レオチドは、標的RNAにハイブリダイズすることによって遺伝子発現を中断させ、それに
よりRNAスプライシング、転写、翻訳および複製を妨げる。アンチセンスDNAは、DNA-RNA
ハイブリッドがリボヌクレアーゼH(大部分の細胞型に存在する活性)による消化のための
基質として働くという追加的特性を有する。アンチセンス分子は、オリゴデオキシヌクレ
オチド(ODN)での場合は細胞に送達される場合があり、RNA分子として内在性遺伝子から発
現されうる。近年FDAは、アンチセンス薬VITRAVENE(商標)(サイトメガロウイルス網膜炎
の治療用)をアンチセンスが治療有用性を有することを反映して承認した。
【先行技術文献】



(7) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国仮特許出願第61/102,681号
【特許文献２】米国仮特許出願第61/152,236号
【特許文献３】米国仮特許出願第61/176,267号
【特許文献４】米国特許第5,432,272号
【特許文献５】米国特許第5,059,528号
【特許文献６】米国特許第6,258,596号
【特許文献７】米国特許第5,013,830号
【特許文献８】米国特許第5,149,797号
【特許文献９】米国特許第5,220,007号
【特許文献１０】米国特許第5,256,775号
【特許文献１１】米国特許第5,366,878号
【特許文献１２】米国特許第5,403,711号
【特許文献１３】米国特許第5,491,133号
【特許文献１４】米国特許第5,565,350号
【特許文献１５】米国特許第5,623,065号
【特許文献１６】米国特許第5,652,355号
【特許文献１７】米国特許第5,652,356号
【特許文献１８】米国特許第5,700,922号
【特許文献１９】米国特許第5,034,506号
【特許文献２０】米国特許第5,138,045号
【特許文献２１】米国特許第5,218,105号
【特許文献２２】米国特許第5,459,255号
【特許文献２３】米国特許第3,687,808号
【特許文献２４】米国特許第4,469,863号
【特許文献２５】米国特許第4,476,301号
【特許文献２６】米国特許第5,023,243号
【特許文献２７】米国特許第5,177,196号
【特許文献２８】米国特許第5,188,897号
【特許文献２９】米国特許第5,264,423号
【特許文献３０】米国特許第5,276,019号
【特許文献３１】米国特許第5,278,302号
【特許文献３２】米国特許第5,286,717号
【特許文献３３】米国特許第5,321,131号
【特許文献３４】米国特許第5,399,676号
【特許文献３５】米国特許第5,405,939号
【特許文献３６】米国特許第5,453,496号
【特許文献３７】米国特許第5,455,233号
【特許文献３８】米国特許第5,466,677号
【特許文献３９】米国特許第5,476,925号
【特許文献４０】米国特許第5,519,126号
【特許文献４１】米国特許第5,536,821号
【特許文献４２】米国特許第5,541,306号
【特許文献４３】米国特許第5,550,111号
【特許文献４４】米国特許第5,563,253号
【特許文献４５】米国特許第5,571,799号
【特許文献４６】米国特許第5,587,361号
【特許文献４７】米国特許第5,625,050号
【特許文献４８】米国特許第5,166,315号



(8) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【特許文献４９】米国特許第5,185,444号
【特許文献５０】米国特許第5,214,134号
【特許文献５１】米国特許第5,216,141号
【特許文献５２】米国特許第5,235,033号
【特許文献５３】米国特許第5,264,562号
【特許文献５４】米国特許第5,264,564号
【特許文献５５】米国特許第5,405,938号
【特許文献５６】米国特許第5,434,257号
【特許文献５７】米国特許第5,470,967号
【特許文献５８】米国特許第5,489,677号
【特許文献５９】米国特許第5,541,307号
【特許文献６０】米国特許第5,561,225号
【特許文献６１】米国特許第5,596,086号
【特許文献６２】米国特許第5,602,240号
【特許文献６３】米国特許第5,610,289号
【特許文献６４】米国特許第5,608,046号
【特許文献６５】米国特許第5,618,704号
【特許文献６６】米国特許第5,623,070号
【特許文献６７】米国特許第5,663,312号
【特許文献６８】米国特許第5,633,360号
【特許文献６９】米国特許第5,677,437号
【特許文献７０】米国特許第5,677,439号
【特許文献７１】米国特許第5,539,082号
【特許文献７２】米国特許第5,714,331号
【特許文献７３】米国特許第5,719,262号
【特許文献７４】米国特許第4,981,957号
【特許文献７５】米国特許第5,118,800号
【特許文献７６】米国特許第5,319,080号
【特許文献７７】米国特許第5,359,044号
【特許文献７８】米国特許第5,393,878号
【特許文献７９】米国特許第5,446,137号
【特許文献８０】米国特許第5,466,786号
【特許文献８１】米国特許第5,514,785号
【特許文献８２】米国特許第5,519,134号
【特許文献８３】米国特許第5,567,811号
【特許文献８４】米国特許第5,576,427号
【特許文献８５】米国特許第5,591,722号
【特許文献８６】米国特許第5,597,909号
【特許文献８７】米国特許第5,610,300号
【特許文献８８】米国特許第5,627,053号
【特許文献８９】米国特許第5,639,873号
【特許文献９０】米国特許第5,646,265号
【特許文献９１】米国特許第5,658,873号
【特許文献９２】米国特許第5,670,633号
【特許文献９３】米国特許第5,700,920号
【特許文献９４】米国特許第4,845,205号
【特許文献９５】米国特許第5,130,302号
【特許文献９６】米国特許第5,134,066号
【特許文献９７】米国特許第5,175,273号
【特許文献９８】米国特許第5,367,066号



(9) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【特許文献９９】米国特許第5,457,187号
【特許文献１００】米国特許第5,484,908号
【特許文献１０１】米国特許第5,502,177号
【特許文献１０２】米国特許第5,525,711号
【特許文献１０３】米国特許第5,552,540号
【特許文献１０４】米国特許第5,587,469号
【特許文献１０５】米国特許第5,596,091号
【特許文献１０６】米国特許第5,614,617号
【特許文献１０７】米国特許第5,750,692号
【特許文献１０８】米国特許第5,681,941号
【特許文献１０９】米国特許第4,828,979号
【特許文献１１０】米国特許第4,948,882号
【特許文献１１１】米国特許第5,525,465号
【特許文献１１２】米国特許第5,541,313号
【特許文献１１３】米国特許第5,545,730号
【特許文献１１４】米国特許第5,552,538号
【特許文献１１５】米国特許第5,578,717号
【特許文献１１６】米国特許第5,580,731号
【特許文献１１７】米国特許第5,591,584号
【特許文献１１８】米国特許第5,109,124号
【特許文献１１９】米国特許第5,118,802号
【特許文献１２０】米国特許第5,414,077号
【特許文献１２１】米国特許第5,486,603号
【特許文献１２２】米国特許第5,512,439号
【特許文献１２３】米国特許第5,578,718号
【特許文献１２４】米国特許第4,587,044号
【特許文献１２５】米国特許第4,605,735号
【特許文献１２６】米国特許第4,667,025号
【特許文献１２７】米国特許第4,762,779号
【特許文献１２８】米国特許第4,789,737号
【特許文献１２９】米国特許第4,824,941号
【特許文献１３０】米国特許第4,835,263号
【特許文献１３１】米国特許第4,876,335号
【特許文献１３２】米国特許第4,904,582号
【特許文献１３３】米国特許第4,958,013号
【特許文献１３４】米国特許第5,082,830号
【特許文献１３５】米国特許第5,112,963号
【特許文献１３６】米国特許第5,214,136号
【特許文献１３７】米国特許第5,245,022号
【特許文献１３８】米国特許第5,254,469号
【特許文献１３９】米国特許第5,258,506号
【特許文献１４０】米国特許第5,262,536号
【特許文献１４１】米国特許第5,272,250号
【特許文献１４２】米国特許第5,292,873号
【特許文献１４３】米国特許第5,317,098号
【特許文献１４４】米国特許第5,371,241号
【特許文献１４５】米国特許第5,391,723号
【特許文献１４６】米国特許第5,416,203号
【特許文献１４７】米国特許第5,451,463号
【特許文献１４８】米国特許第5,510,475号



(10) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【特許文献１４９】米国特許第5,512,667号
【特許文献１５０】米国特許第5,565,552号
【特許文献１５１】米国特許第5,567,810号
【特許文献１５２】米国特許第5,574,142号
【特許文献１５３】米国特許第5,585,481号
【特許文献１５４】米国特許第5,587,371号
【特許文献１５５】米国特許第5,595,726号
【特許文献１５６】米国特許第5,597,696号
【特許文献１５７】米国特許第5,599,923号
【特許文献１５８】米国特許第5,599,928号
【特許文献１５９】米国特許第5,688,941号
【特許文献１６０】国際特許出願PCT/US92/09196
【特許文献１６１】米国特許第6,287,860号
【特許文献１６２】米国特許出願公開第2007/0117772号
【特許文献１６３】米国特許第6,632,427号
【特許文献１６４】米国特許第6,756,523号
【特許文献１６５】米国特許第4,866,042号
【特許文献１６６】米国特許第6,294,520号
【特許文献１６７】米国特許第6,936,589号
【特許文献１６８】米国特許第7,563,884号
【特許文献１６９】米国特許第5,108,921号
【特許文献１７０】米国特許第5,354,844号
【特許文献１７１】米国特許第5,416,016号
【特許文献１７２】米国特許第5,459,127号
【特許文献１７３】米国特許第5,521,291号
【特許文献１７４】米国特許第5,543,165号
【特許文献１７５】米国特許第5,547,932号
【特許文献１７６】米国特許第5,583,020号
【特許文献１７７】米国特許第5,591,721号
【特許文献１７８】米国特許第4,426,330号
【特許文献１７９】米国特許第4,534,899号
【特許文献１８０】米国特許第5,013,556号
【特許文献１８１】米国特許第5,213,804号
【特許文献１８２】米国特許第5,227,170号
【特許文献１８３】米国特許第5,264,221号
【特許文献１８４】米国特許第5,356,633号
【特許文献１８５】米国特許第5,395,619号
【特許文献１８６】米国特許第5,417,978号
【特許文献１８７】米国特許第5,462,854号
【特許文献１８８】米国特許第5,469,854号
【特許文献１８９】米国特許第5,512,295号
【特許文献１９０】米国特許第5,527,528号
【特許文献１９１】米国特許第5,534,259号
【特許文献１９２】米国特許第5,543,152号
【特許文献１９３】米国特許第5,556,948号
【特許文献１９４】米国特許第5,580,575号
【特許文献１９５】米国特許第5,595,756号
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】http://genome. ucsc. edu/index. html?org=Human&db=hgl8&hgsid=144



(11) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

980821
【非特許文献２】Eguchiら、1991 Ann. Rev. Biochem. 60、631～652
【非特許文献３】Caplen, N. J.ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9742～9747 (2001)
【非特許文献４】Bernstein, E.ら、Nature 409:363～366 (2001)
【非特許文献５】Boutla, A.ら、Curr. Biol 11 :1776～1780 (2001)
【非特許文献６】Cech, 1988 J. American. Med. Assoc. 260, 3030～3035
【非特許文献７】Sullengerら、1990、Cell、63、601～608
【非特許文献８】KornbergおよびBaker、DNA Replication、第2版(Freeman、San Francis
co、1992)
【非特許文献９】Scheit、Nucleotide Analogs、John Wiley、New York、1980
【非特許文献１０】Freier & Altmann、Nucl. Acid. Res.、1997、25(22)、4429～4443
【非特許文献１１】Toulme, J.J.、Nature Biotechnology 19:17～18 (2001)
【非特許文献１２】Manoharan M.、Biochemica et Biophysica Acta 1489:117～139(1999
)
【非特許文献１３】Freier S. M.、Nucleic Acid Research、25:4429～4443 (1997)
【非特許文献１４】Uhlman, E.、Drug Discovery & Development、3: 203～213 (2000)
【非特許文献１５】Herdewin P.、Antisense & Nucleic Acid Drug Dev.、10:297～310 (
2000)
【非特許文献１６】N. K Christiensen.ら、J. Am. Chem. Soc, 120: 5458～5463 (1998)
【非特許文献１７】Prakash TP, Bhat B.(2007)、Curr Top Med Chem.、7(7)、641～9
【非特許文献１８】Cho EJら(2009)、Annual Review of Analytical Chemistry、2、241
～264
【非特許文献１９】Altschulら、J. Mol. Biol.、1990、215、403～410
【非特許文献２０】Zhang and Madden、Genome Res.、1997、7、649～656
【非特許文献２１】SmithおよびWaterman、Adv. Appl. Math.、1981、2、482～489
【非特許文献２２】R. I. Levyら、「The structure, function and metabolism of high
-density lipoproteins: A status report」　Circulation、62巻、IV4-8頁(1980)
【非特許文献２３】D. I. Silvermanら、「High-density lipoprotein sub fractions」A
m. J. Med.、94巻、636～45頁(1993)
【非特許文献２４】J. C. Fruchartら、「Apolipoprotein A-containing lipoprotein pa
rticles: physiological role, quantification, and clinical significance」、Clin. 
Chem.、38巻、793～7頁(1992)
【非特許文献２５】B. F. Asztalosら、「Normolipidemic subjects with low HDL chole
sterol levels have altered HDL subpopulations」、Arterioscler. Thromb. Vase. Bio
l.、17巻、1885～1893頁(1997)
【非特許文献２６】Cheng, J.ら、(2005) Transcriptional maps of 10 human chromosom
es at 5-nucleotide resolution. Science 308 (5725)、1149～1154
【非特許文献２７】Kapranov, P.ら、(2005) Examples of the complex architecture of
 the human transcriptome revealed by RACE and high-density tiling arrays. Genome
 Res 15 (7)、987～997
【非特許文献２８】Fireら、Nature、1998、391、806～811
【非特許文献２９】TimmonsおよびFire、Nature 1998、395、854
【非特許文献３０】Timmonsら、Gene、2001、263、103～112
【非特許文献３１】Tabaraら、Science、1998、282、430～431
【非特許文献３２】Montgomeryら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、1998、95、15502～155
07
【非特許文献３３】Tuschlら、Genes Dev.、1999、13、3191～3197
【非特許文献３４】Elbashirら、Nature、2001、411、494～498
【非特許文献３５】Elbashirら、Genes Dev. 2001、15、188～200
【非特許文献３６】Tijstermanら、Science、2002、295、694～697



(12) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【非特許文献３７】Zaugら、324、Nature 429 1986
【非特許文献３８】Cech、260 JAMA 3030、1988
【非特許文献３９】Jefferiesら、17 Nucleic Acids Research 1371、1989
【非特許文献４０】UsmanおよびMcSwiggen、1995 Ann. Rep. Med. Chem. 30、285～294
【非特許文献４１】ChristoffersenおよびMarr、1995 J. Med. Chem. 38、2023～2037
【非特許文献４２】Orgel、1979、Proc. R. Soc. London、B 205、435
【非特許文献４３】Joyce、1989、Gene、82、83～87
【非特許文献４４】Beaudryら、1992、Science 257、635～641
【非特許文献４５】Joyce、1992、Scientific American 267、90～97
【非特許文献４６】Breakerら、1994、TIBTECH 12、268
【非特許文献４７】Bartelら、1993、Science 261 :1411～1418
【非特許文献４８】Szostak、1993、TIBS 17、89～93
【非特許文献４９】Kumarら、1995、FASEB J.、9、1183
【非特許文献５０】Breaker、1996、Curr. Op. Biotech.、7、442
【非特許文献５１】Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature、328: 596～600
【非特許文献５２】HaseloffおよびGerlach、Nature、334、585 (1988)
【非特許文献５３】WalbotおよびBruening、Nature、334、196 (1988)
【非特許文献５４】Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature、328: 596～600
【非特許文献５５】Koizumi, M.ら (1988) FEBS Lett.、228: 228～230
【非特許文献５６】Hammondら、Nat. Rev. Genet.、1991、2、110～119
【非特許文献５７】Matzkeら、Curr. Opin. Genet. Dev.、2001、11、221～227
【非特許文献５８】Sharp、Genes Dev.、2001、15、485～490
【非特許文献５９】De Mesmaekerら、Acc. Chem. Res. 1995、28:366～374
【非特許文献６０】Nielsenら、Science 1991、254、1497
【非特許文献６１】Martinら、Helv. Chim. Acta、1995、78、486
【非特許文献６２】Kornberg, A、DNA Replication、W. H. Freeman & Co.、San Francis
co、1980、75～77頁
【非特許文献６３】Gebeyehu, G.ら、Nucl. Acids Res. 1987、15:4513
【非特許文献６４】Sanghvi, Y. S.、Crooke, S. T. and Lebleu, B.(編)、Antisense Re
search and Applications、CRC Press、Boca Raton、1993、276～278頁
【非特許文献６５】Letsingerら、Proc. Natl. Acad. Sci USA 1989、86、6553
【非特許文献６６】Manoharanら、Bioorg. Med. Chem. Let. 1994、4、1053
【非特許文献６７】Manoharanら、Ann. NY. Acad. Sci. 1992、660、306
【非特許文献６８】Manoharanら、Bioorg. Med. Chem. Let. 1993、3、2765
【非特許文献６９】Oberhauserら、Nucl. Acids Res. 1992、20、533
【非特許文献７０】Saison-Behmoarasら、EMBOJ、1991、10、111
【非特許文献７１】Kabanovら、FEBS Lett. 1990、259、327
【非特許文献７２】Svinarchukら、Biochimie 1993、75、49
【非特許文献７３】Manoharanら、Tetrahedron Lett. 1995、36, 3651
【非特許文献７４】Sheaら、Nucl. Acids Res. 1990、18、3777
【非特許文献７５】Manoharanら、Nucleosides & Nucleotides 1995、14、969
【非特許文献７６】Recent advances in the medical chemistry of antisense oligonuc
leotide by Uhlman、Current Opinions in Drug Discovery & Development 2000 Vol 3 N
o 2
【非特許文献７７】o Nielsenら、Science、1991、254、1497～1500
【非特許文献７８】「The Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering
」、858～859頁、Kroschwitz、J.I.(編)、John Wiley & Sons、1990
【非特許文献７９】Englischら、「Angewandle Chemie、International Edition」、1991
、30、613頁
【非特許文献８０】Sanghvi, Y. S.、15章、「Antisense Research and Applications」



(13) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

、289～302頁
【非特許文献８１】Crooke, S.T.およびLebleu, B. ea.、CRC Press、1993
【非特許文献８２】Mishraら、Biochim. Biophys. Acta、1995、1264、229～237
【非特許文献８３】Crookeら、J. Pharmacol. Exp. Ther.、1996、277、923～937
【非特許文献８４】BrazmaおよびViIo、FEBS Lett.、2000 480、17～24
【非特許文献８５】Celisら、FEBS Lett.、2000 480、2～16
【非特許文献８６】Maddenら、Drug Discov. Today、2000、5、415～425
【非特許文献８７】PrasharおよびWeissman、Methods Enzymol、1999、303、258～72
【非特許文献８８】Sutcliffeら、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.、2000、97、1976～81
【非特許文献８９】Jungblutら、Electrophoresis、1999、20,、2100～10
【非特許文献９０】Larssonら、J. Biotechnol、2000、80、143～57
【非特許文献９１】Fuchsら、Anal. Biochem.、2000、286、91～98
【非特許文献９２】Larsonら、Cytometry、2000、41、203～208
【非特許文献９３】JurecicおよびBelmont、Curr. Opin. Microbiol.、2000、3、316～21
【非特許文献９４】Carulliら、J. Cell Biochem. Suppl、1998、31、286～96
【非特許文献９５】GoingおよびGusterson、Eur. J. Cancer、1999、35、1895～904
【非特許文献９６】To、Comb. Chem. High Throughput Screen、2000、3、235～41
【非特許文献９７】Geller, A.I.ら、J. Neurochem、64: 487 (1995)
【非特許文献９８】Lim, Fら、in DNA Cloning: Mammalian Systems、D. Glover(編)(Oxf
ord Univ. Press、Oxford England) (1995)
【非特許文献９９】Geller, A.I.ら、Proc Natl. Acad. Sci: U.S.A.:90 7603 (1993)
【非特許文献１００】Geller, A.I.ら、Proc Natl. Acad. Sci USA: 87:1149 (1990)
【非特許文献１０１】LeGal LaSalleら、Science、259:988 (1993)
【非特許文献１０２】Davidsonら、Nat. Genet. 3: 219 (1993)
【非特許文献１０３】Yangら、J. Virol. 69: 2004 (1995)
【非特許文献１０４】Kaplitt, M.G.ら、Nat. Genet. 8:148 (1994)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　この概要は、本発明の特質および要旨を簡潔に示すための本発明の概要を表すために提
供される。それは、特許請求の範囲の範囲または意味を解釈するまたは限定するために使
用されないとの理解と共に提出される。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　一実施形態において本発明は、天然アンチセンス転写物の任意の領域を標的にする(1つ
または複数の)アンチセンスオリゴヌクレオチドを使用することによって天然アンチセン
ス転写物の作用を抑制し、対応するセンス遺伝子の上方制御をもたらすための方法を提供
する。天然アンチセンス転写物の抑制がsiRNA、リボザイムおよび小分子によって達成さ
れうることも本明細書において意図され、本発明の範囲内であると考えられる。
【０００８】
　一実施形態は、in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代謝
遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、配列番号8の
ヌクレオチド1～1299、配列番号9のヌクレオチド1～918、配列番号10のヌクレオチド1～1
550、配列番号11のヌクレオチド1～329、配列番号12のヌクレオチド1～1826、配列番号13
のヌクレオチド1～536、配列番号14のヌクレオチド1～551、配列番号15のヌクレオチド1
～672、配列番号16のヌクレオチド1～616、配列番号17のヌクレオチド1～471、配列番号1
8のヌクレオチド1～707、配列番号19のヌクレオチド1～741、配列番号20のヌクレオチド1
～346、配列番号21のヌクレオチド1～867、配列番号22のヌクレオチド1～563中の連続し
た5～30ヌクレオチドを含むポリヌクレオチドの逆相補物に少なくとも50%の配列同一性を
有する長さ5～30ヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオチドに、前記細胞または組
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織を接触させ(図3);それによりin vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における
脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現を調節するステップを含
む方法を提供する。
【０００９】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレ
オチドの天然アンチセンス配列、例えば配列番号8～22に記載のヌクレオチドおよびその
任意の変種、対立遺伝子、相同体、変異体、誘導体、断片および相補配列を標的にする。
アンチセンスオリゴヌクレオチドの例は、配列番号23～263に記載されている(図4～9)。
【００１０】
　他の実施形態は、in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代
謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、脂質輸送
代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンスの逆相補物に少なくとも50%の配列同一性を
有する長さ5～30ヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオチドに、前記細胞または組
織を接触させ;それによりin vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸
送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現を調節するステップを含む方法
を提供する。
【００１１】
　他の実施形態は、in vivoまたはin vitroで患者の細胞または組織における脂質輸送代
謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現を調節する方法であって、脂質輸送
代謝遺伝子アンチセンスポリヌクレオチドに対するアンチセンスオリゴヌクレオチドに少
なくとも50%の配列同一性を有する長さ5～30ヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオ
チドに、前記細胞または組織を接触させ;それによりin vivoまたはin vitroで患者の細胞
または組織における脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの機能および/または発現を調
節するステップを含む方法を提供する。
【００１２】
　好ましい実施形態において組成物は、センスおよび/またはアンチセンス脂質輸送代謝
遺伝子ポリヌクレオチドに結合する1つまたは複数のアンチセンスオリゴヌクレオチドを
含む。
【００１３】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の修飾されたま
たは置換されたヌクレオチドを含む。
【００１４】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の修飾された結
合を含む。
【００１５】
　さらに他の実施形態において修飾されたヌクレオチドは、ホスホロチオエート、メチル
ホスホネート、ペプチド核酸、2’-O-メチル、フルオロ-または炭素、メチレンまたは他
のロックド核酸(LNA)分子を含む修飾された塩基を含む。好ましくは修飾されたヌクレオ
チドは、α-L-LNAを含むロックド核酸分子である。
【００１６】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、皮下、筋肉内、静脈内または腹
腔内で患者に投与される。
【００１７】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、医薬組成物中で投与される。治
療計画は、アンチセンス化合物を少なくとも1回患者に投与するステップを含むが、この
治療は一定期間にわたる複数回の投与を含むように変更されうる。治療は、1つまたは複
数の他の種類の治療と組み合わされうる。
【００１８】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドはリポソームに封入される、または
担体分子(例えばコレステロール、TATペプチド)に結合される。



(15) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【００１９】
　他の態様は下に記載される。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１Ａ】Lipofectamine 2000を使用して導入したsiRNAオリゴヌクレオチドでの518A2細
胞の処置後に対照と比較したABCA1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示すリアルタイムP
CR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、518A2細胞中のABCA1 mRNAのレベルが、
ABCA1アンチセンスAK311445に対して設計されたsiRNAのうちの1つでの処置の48時間後に
有意に増加していることを示す。CUR-0521、CUR-0519、およびCUR-0523と記載された棒は
、それぞれ配列番号23～25で処置した試料に対応する。
【図１Ｂ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでの518A2細胞の処置後に対照と比較したABCA1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、518A2細胞中のABCA1 mRN
Aのレベルが、ABCA1アンチセンスAK311445に対して設計されたオリゴのうちの6つでの処
置の48時間後に有意に増加していることを示す。CUR-1214～CUR-1222と記載された棒は、
それぞれ配列番号26～34で処置した試料に対応する。
【図１Ｃ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでの3T3細胞の処置後に対照と比較したABCA1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示すリ
アルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、3T3細胞中のABCA1 mRNAの
レベルが、マウスABCA1アンチセンスBF133827に対して設計されたオリゴのうちの3つでの
処置の48時間後に有意に増加していることを示す。CUR-1087～CUR-1090、CUR-1092、およ
びCUR-1091と記載された棒は、それぞれ配列番号35～38、40、および39で処置した試料に
対応する。
【図１Ｄ】Lipofectamine 2000を使用して導入したsiRNAおよびホスホロチオエートオリ
ゴヌクレオチドでのHek293細胞の処置後に対照と比較したLCAT mRNAにおける倍数変化+標
準偏差を示すリアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、Hek293細胞
中のLCAT mRNAのレベルが、LCATアンチセンスHs.668679に対して設計されたオリゴのうち
の3つでの処置の48時間後に有意に増加していることを示す。CUR-0476、CUR-0478、CUR-0
822、CUR-0820、およびCUR-0819と記載された棒は、それぞれ配列番号41、42、58、56、
および55で処置した試料に対応する。
【図１Ｅ】Lipofectamine 2000を使用して導入したsiRNAオリゴヌクレオチドでのHepG2細
胞の処置後に対照と比較したLCAT mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示すリアルタイムPC
R結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLCAT mRNAのレベルが、LC
ATアンチセンスHs.668679に対して設計されたオリゴのうちの2つでの処置の48時間後に有
意に増加していることを示す。CUR-0476、CUR-0478、CUR-0444、CUR-0446、CUR-0448、お
よびCUR-0450と記載された棒は、それぞれ配列番号41、42、および44～47で処置した試料
に対応する。
【図１Ｆ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したLCAT mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLCAT mRNA
のレベルが、LCATアンチセンスHs.668679に対して設計されたオリゴのうちの1つでの処置
の48時間後に有意に増加していることを示す。CUR-0819、CUR-0818、CUR-0817、CUR-0816
、CUR-0815、CUR-0820、CUR-0821、およびCUR-0822と記載された棒は、それぞれ配列番号
55、54、53、52、51、および56～58で処置した試料に対応する。
【図１Ｇ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのVero細胞の処置後に対照と比較したLCAT mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示すリ
アルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、Vero細胞中のLCAT mRNAの
レベルが、LCATアンチセンスHs.668679に対して設計されたオリゴのうちの1つでの処置の
48時間後に有意に増加していることを示す。CUR-0819、CUR-0818、CUR-0817、CUR-0816、
CUR-0815、CUR-0820、CUR-0821、およびCUR-0822と記載された棒は、それぞれ配列番号55
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、54、53、52、51、および56～58で処置した試料に対応する。
【図１Ｈ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したLRP1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLRP1 mRNA
のレベルが、LRP1アンチセンスDC401271へのオリゴでの処置の48時間後に有意に増加して
いることを示す。CUR-0767～CUR-0769、CUR-0771、CUR-0770、CUR-0775、CUR-0773、CUR-
0772、およびCUR-0774と記載された棒は、それぞれ配列番号59～61、63、62、67、65、64
、および66で処置した試料に対応する。
【図１Ｉ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのVero細胞の処置後に対照と比較したLRP1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示すリ
アルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、Vero細胞中のLRP1 mRNAの
レベルが、LRP1アンチセンスDC401271およびHs.711951へのオリゴでの処置の48時間後に
有意に増加していることを示す。CUR-0768、CUR-0767、CUR-0774、およびCUR-0772と記載
された棒は、それぞれ配列番号60、59、66、および64で処置した試料に対応する。
【図１Ｊ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでの3T3細胞の処置後に対照と比較したLRP1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示すリ
アルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、3T3細胞中のLRP1 mRNAのレ
ベルが、LRP1アンチセンスDC401271およびAW544265へのオリゴでの処置の48時間後に有意
に増加していることを示す。CUR-1017～CUR-1022と記載された棒は、それぞれ配列番号68
～73で処置した試料に対応する。
【図１Ｋ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したLDLR mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLDLR mRNA
のレベルが、LDLRアンチセンスsherflor.aApr07へのアンチセンスオリゴでの処置の48時
間後に有意に増加していることを示す。CUR-1054～CUR-1059と記載された棒は、それぞれ
配列番号74～79で処置した試料に対応する。
【図１Ｌ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したLDLR mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLDLR mRNA
のレベルが、LDLRアンチセンスbloflor.aApr07に対して設計されたアンチセンスオリゴで
の処置後に上昇しないことを示す。CUR-1059～CUR-1063と記載された棒は、それぞれ配列
番号79～83で処置した試料に対応する。
【図１Ｍ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したAPOE mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のAPOE mRNA
のレベルが、APOEアンチセンスHs.626623に対して設計されたアンチセンスオリゴのうち
の3つでの処置の48時間後に有意に増加していることを示す。CUR-0978、CUR-0980、CUR-0
981、CUR-0979、CUR-0973、CUR-0975、CUR-0974、CUR-0977、およびCUR-0976と記載され
た棒は、それぞれ配列番号89、91、92、90、84、86、85、88、および87で処置した試料に
対応する。
【図１Ｎ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したApoA1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のApoA1 mRN
Aのレベルが、ApoA1アンチセンスDA327409extへのアンチセンスオリゴヌクレオチドのう
ちの一部での処置の48時間後に有意に増加していることを示す。棒RH3-RH597は、それぞ
れ配列番号171～248で処置した試料に対応する。
【図１Ｏ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したApoA1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のApoA1 mRN
Aのレベルが、ApoA1アンチセンスDA327409extへのアンチセンスオリゴヌクレオチドのう
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ちの一部での処置の48時間後に有意に増加していることを示す。棒RH3-RH597は、それぞ
れ配列番号171～248で処置した試料に対応する。
【図１Ｐ】Lipofectamine 2000を使用して導入したホスホロチオエートオリゴヌクレオチ
ドでのHepG2細胞の処置後に対照と比較したApoA1 mRNAにおける倍数変化+標準偏差を示す
リアルタイムPCR結果のグラフである。リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のApoA1 mRN
Aのレベルが、ApoA1アンチセンスDA327409extへのアンチセンスオリゴヌクレオチドのう
ちの一部での処置の48時間後に有意に増加していることを示す。棒RH3-RH597は、それぞ
れ配列番号171～248で処置した試料に対応する。
【図１Ｑ】ネイキッドLNAまたはホスホチオエートオリゴヌクレオチドでの7日間のHepG2
細胞の処置後に対照と比較したApoA1 mRNA(上パネル)およびApoA1天然アンチセンスDA327
409extRNA(下パネル)における倍数変化を示すリアルタイムPCR結果のグラフである。#6LN
A、#11LNA、#6PSおよび#11PSと記載された棒は、それぞれ配列番号249～252を示す。
【図１Ｒ】LNAオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置後でのApoA1 mRNA(橙色棒)および
ApoA1天然アンチセンスDA327409extRNA(青棒)における倍数変化を示すリアルタイムPCR結
果のグラフである。6～11と記載された棒は、配列番号249、257～260および250に対応す
る。
【図１Ｓ】オリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置後でのApoA1 mRNA(下パネル)および
タンパク質(上パネル)における容量依存的増加を示すグラフである。CUR-4806およびCUR-
4811と記載された棒は、それぞれ配列番号249および250に対応する。
【図１Ｔ】天然ApoA1アンチセンスDA327409extに対するオリゴヌクレオチドでの処置後の
初代アフリカミドリザル肝細胞におけるApoA1 mRNAの上方制御を示すリアルタイムPCR結
果のグラフである。CUR-4816およびCUR-4811と記載された棒は、それぞれ配列番号263お
よび250に対応する。
【図１Ｕ】ApoA1アンチセンスDA327409extに対して設計されたオリゴヌクレオチド、CUR-
962での処置後のサル肝生検において、それぞれリアルタイムPCRおよびELISAによって決
定され、ベースラインレベルと比較して増大したApoA1 mRNAおよびタンパク質レベルを示
すグラフである(右パネル)。ApoA1 mRNAまたはタンパク質レベルは、in vitroでApoA1レ
ベルに効果を示さなかったオリゴヌクレオチド(CUR-963)を投与された対照群において同
じ期間後で変化していなかった(左パネル)。CUR-962およびCUR-963と記載された棒は、そ
れぞれ配列番号260および261に対応する。
【図１Ｖ】ヒトおよびアカゲザルApoA1天然アンチセンス配列の並列配列比較およびこれ
らの配列をターゲッティングするために使用されるいくつかのオリゴヌクレオチドの位置
を示す図である。
【図２】配列番号1:ヒトATP結合カセットサブファミリーAメンバー1 (ABCA1)、mRNA (NCB
I受託番号第NM_005502号);配列番号2:ヒトレシチン-コレステロールアシルトランスフェ
ラーゼ(LCAT)、mRNA (NCBI受託番号第NM_000229.1号);配列番号3:ヒト低密度リポタンパ
ク質受容体関連タンパク質1 (LRP1)、mRNA (NCBI受託番号第NM_002332.2号);配列番号4:
マウス低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質1 (LRP1)、mRNA (NCBI受託番号第NM_0
08512.2号);配列番号5:ヒト低密度リポタンパク質受容体(LDLR)、mRNA (NCBI受託番号第N
M_000527.3号);配列番号6:ヒトアポリポタンパク質E (APOE)、mRNA (NCBI受託番号第NM_0
00041.2号);配列番号7:ヒトアポリポタンパク質A-I (APOA1)、mRNA (NCBI受託番号第NM_0
00039号)を示す図である。
【図３】配列番号8:ヒト天然ABCA1アンチセンス配列(AK311445)配列番号9:マウス天然ABC
A1アンチセンス配列(BF133827)配列番号10:ヒト天然LCATアンチセンス配列(Hs.668679)配
列番号11:ヒト天然LCATアンチセンス配列(Hs.593769)配列番号12:ヒト天然LCATアンチセ
ンス配列(Hs.387239)配列番号13:ヒト天然LRP1アンチセンス配列(Hs.711951)配列番号14:
ヒト天然LRP1アンチセンス配列(DC401271)配列番号15:ヒト天然LRP1アンチセンス配列(BM
933147)配列番号16:マウス天然LRP1アンチセンス配列(CK626173)配列番号17:マウス天然L
RP1アンチセンス配列(AW544265)配列番号18:ヒト天然ABCA1アンチセンス配列(bloflor.aA
pr07)配列番号19:ヒト天然ABCA1アンチセンス配列(sherflor.aApr07)配列番号20:天然APO
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Eアンチセンス配列(Hs.626623)配列番号21:天然APOEアンチセンス配列(Hs.714236)配列番
号22:天然APOA1アンチセンス配列(拡張DA327409)を示す図である。
【図４】ABCA1アンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号23～40を示す図である。
「r」はRNAを、*はホスホチオエート結合を示す。
【図５】LCATアンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号41～58を示す図である。「
r」はRNAを、*はホスホチオエート結合を示す。
【図６】LRP1アンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号59～73を示す図である。*

はホスホチオエート結合を示す。
【図７】LDLRアンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号74～83を示す図である。*

はホスホチオエート結合を示す。
【図８】ApoEアンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号84～92を示す図である。*

はホスホチオエート結合を示す。
【図９－１】ApoA1アンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号93～154を示す図であ
る。「r」はRNAを、*はホスホチオエート結合を示す。
【図９－２】ApoA1アンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号155～217を示す図で
ある。「r」はRNAを、*はホスホチオエート結合を示す。
【図９－３】ApoA1アンチセンスオリゴヌクレオチドである配列番号218～263を示す図で
ある。「r」はRNAを、*はホスホチオエート結合を示す。
【図１０】ABCA1センスオリゴヌクレオチドである配列番号264～266を示す図である。セ
ンスオリゴヌクレオチドである配列番号264～266は、それぞれ、アンチセンスオリゴヌク
レオチドである配列番号23～24の逆相補物である。「r」はRNAを示す。
【図１１】LCATセンスオリゴヌクレオチドである配列番号275～282を示す図である。セン
スオリゴヌクレオチドである配列番号267～274は、それぞれ、アンチセンスオリゴヌクレ
オチドである配列番号41～48の逆相補物である。「r」はRNAを示す。
【図１２】配列番号275～277: ApoA1アンチセンスDA327409extについて特注設計されたア
ッセイに関わる、それぞれ、プローブ配列、順方向プライマー配列、および逆方向プライ
マー配列に対応する;配列番号278: CUR 962に対応し、*はホスホチオエート結合を、+はL
NAを示す;配列番号279: CUR 963に対応し、*はホスホチオエート結合を、+はLNAを示す;
を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明のいくつかの態様は、以下に例示のための応用の実例を参照して記載される。多
数の特定の詳細、関係性および方法が本発明の十分な理解を提供するために記載されるこ
とは理解されるべきである。しかし当業者は、本発明が1つもしくは複数の具体的な詳細
を使用せずに、または他の方法を使用して実施されうることを容易に認識する。本発明は
、いくつかの行為が異なる順序でおよび/または他の行為もしくは事象と同時に生じうる
ことから、行為または事象の順序によって限定されない。さらに例示された全ての行為ま
たは事象が本発明による方法を実行するために必要とされるのではない。
【００２２】
　本明細書において開示される全ての遺伝子、遺伝子名および遺伝子産物は、本明細書に
おいて開示される組成物および方法を適用できる任意の種由来の相同物に対応して意味す
る。したがって用語は、これだけに限らないがヒトおよびマウス由来の遺伝子および遺伝
子産物を含む。特定の種由来の遺伝子または遺伝子産物が開示される場合に、この開示が
例示のみを目的とし明確に示すと考えられる文脈が無ければ限定として解釈されないこと
は理解される。したがって例えば本明細書において開示される遺伝子に関して、哺乳動物
に関するいくつかの実施形態において核酸およびアミノ酸配列は、これだけに限らないが
他の哺乳動物、魚類、両生類、は虫類および鳥類を含む他の動物由来の相同なおよび/ま
たはオルソロガスな遺伝子および遺伝子産物を包含することが意図される。好ましい実施
形態において遺伝子または核酸配列はヒトである。
【００２３】
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　定義
　本明細書において使用される専門用語は、特定の実施形態を記載する目的のためだけで
あり、本発明の限定となることを意図しない。本明細書において使用される単数形「a」
、「an」および「the」は、文脈がそうでないと明確に示さなければ複数形を同様に含ん
で意味する。さらに用語「含んでいる(including)」、「含む(include)」、「有している
(having)」、「有する(has)」、「有する(with)」またはそれらの変形は、詳細な記載お
よび/または特許請求の範囲のいずれにおいても使用され、そのような用語は用語「含む(
comprising)」と同様の様式で包括的であることを意図する。
【００２４】
　用語「約(about)」または「およそ(approximately)」は、当業者によって決定された特
定の値についての許容できる誤差範囲内を意味し、値がどのように測定または決定された
か、すなわち測定系の限界に部分的に依存する。例えば「約」は、当技術分野における実
施あたりで1または1より大きい標準偏差を意味できる。別法として「約」は、所与の値の
20%まで、好ましくは10%まで、より好ましくは5%までおよびより好ましくはさらに1%まで
の範囲を意味できる。別法として生物学的系またはプロセスに具体的に関して用語は、値
の1桁の範囲内、好ましくは5倍以内およびより好ましくは2倍以内を意味できる。特定の
値が出願書類および特許請求の範囲に記載される場合、他に明記しない限り用語「約」は
特定の値についての許容できる誤差範囲内を意味すると考えられるべきである。
【００２５】
　本明細書において使用される用語「mRNA」は、標的遺伝子の現在周知の(1つまたは複数
の)mRNA転写物および明らかにされうる任意のさらなる転写物を意味する。
【００２６】
　「アンチセンスオリゴヌクレオチド」または「アンチセンス化合物」によって、他のRN
AまたはDNA(標的RNA、DNA)に結合するRNAまたはDNA分子が意味される。例えばRNAオリゴ
ヌクレオチドの場合、それは他のRNA標的にRNA-RNA相互作用の手段によって結合し、標的
RNAの活性を変化させる(Eguchiら、(1991) Ann. Rev. Biochem. 60、631～652)。アンチ
センスオリゴヌクレオチドは、特定のポリヌクレオチドの発現および/または機能を上方
制御または下方制御できる。定義は、治療、診断または他の観点から有用である任意の外
来性RNAまたはDNA分子を含んで意味する。そのような分子として、例えばアンチセンスRN
AまたはDNA分子、干渉RNA(RNAi)、マイクロRNA、デコイRNA分子、siRNA、酵素的RNA、治
療用編集RNA(therapeutic editing RNA)ならびにアゴニストおよびアンタゴニストRNA、
アンチセンスオリゴマー化合物、アンチセンスオリゴヌクレオチド、外部ガイド配列(ext
ernal guide sequence) (EGS)オリゴヌクレオチド、選択的スプライサー(alternate spli
cers)、プライマー、プローブならびに標的核酸の少なくとも一部分にハイブリダイズす
る他のオリゴマー化合物が挙げられる。このようにこれらの化合物は、1本鎖、2本鎖、部
分的な1本鎖または環状オリゴマー化合物の形態で導入されうる。
【００２７】
　本発明の文脈において、用語「オリゴヌクレオチド」はリボ核酸(RNA)もしくはデオキ
シリボ核酸(DNA)またはそれらの模倣物のオリゴマーまたはポリマーを意味する。用語「
オリゴヌクレオチド」は、デオキシリボヌクレオシド、リボヌクレオシド、それらの置換
型およびアルファ-アノマー型、ペプチド核酸(PNA)、ロックド核酸(LNA)、ホスホロチオ
エート、メチルホスホネートなどを含んで天然および/または修飾された単量体または結
合の直鎖状または環状オリゴマーも含む。オリゴヌクレオチドは、ワトソン-クリック型
の塩基対形成、フーグスティーンまたは非フーグスティーン型の塩基対形成などのような
単量体-単量体相互作用の通常の様式の方法によって標的ポリヌクレオチドに特異的に結
合できる。
【００２８】
　オリゴヌクレオチドは、異なる領域からなる「キメラ」でありうる。本発明の文脈にお
いて「キメラ」化合物は、2つ以上の化学的領域、例えば(1つまたは複数の)DNA領域、(1
つまたは複数の)RNA領域、(1つまたは複数の)PNA領域などを含有するオリゴヌクレオチド
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である。各化学的領域は、少なくとも1つの単量体単位、すなわちオリゴヌクレオチド化
合物の場合はヌクレオチドからなる。典型的にはこれらのオリゴヌクレオチドは、1つま
たは複数の所望の特性を示すために修飾された少なくとも1つの領域を含む。オリゴヌク
レオチドの所望の特性として、これだけに限らないが例えばヌクレアーゼ分解に対する耐
性の増大、細胞への取込みの増大および/または標的核酸に対する結合親和性の増大が挙
げられる。したがってオリゴヌクレオチドの異なる領域は、異なる特性を有しうる。本発
明のキメラオリゴヌクレオチドは、2つ以上のオリゴヌクレオチド、修飾されたオリゴヌ
クレオチド、オリゴヌクレオシドおよび/または上に記載のオリゴヌクレオチド類似体の
混合構造として形成されうる。
【００２９】
　オリゴヌクレオチドは、「レジスタ(register)」に結合されうる領域から構成されるも
のでありえ、単量体が連続的に結合する場合、天然DNAにおいてと同様であるかまたはス
ペーサーを介して結合される。スペーサーは、領域間の共有結合「架橋」を構成すること
を意図し、好ましい場合において炭素原子約100個を超えない長さを有する。スペーサー
は、さまざまな機能(例えば正電荷または負電荷の含有)を保持でき、特殊な核酸結合特性
(干渉物質、グルーブバインダー、毒素、フルオロフォアなど)を保持でき、親油性であり
、例えばアルファヘリックスを誘導するアラニン含有ペプチドのような特殊な2次構造を
誘導する。
【００３０】
　本明細書において使用される「脂質輸送代謝遺伝子」は、ファミリーの全構成要素、変
異体、対立遺伝子、断片、種、コード配列および非コード配列、センスおよびアンチセン
スポリヌクレオチド鎖などを含めている。
【００３１】
　本明細書において使用される用語ATP結合カセット1;脂質輸送代謝遺伝子(lipid transp
ort and metabolism gene); ABC輸送体1;コレステロール排出制御タンパク質(CERP)、ABC
A1、ABC-1、ABC1、CERP; FLJ14958; HDLDT1; TGDは、本出願において互換的に使用される
。
【００３２】
　本明細書において使用される用語レシチン-コレステロールアシルトランスフェラーゼ
、LCAT、ホスファチジルコリン-ステロールアシルトランスフェラーゼ、リン脂質-コレス
テロールアシルトランスフェラーゼは、本出願において互換的に使用される。
【００３３】
　本明細書において使用される用語A2MR、アルファ-2-マクログロブリン受容体、APOER、
アポリポタンパク質E受容体、APR、CD91、FLJ16451、IGFBP3R、LRP、LRP-1、MGC88725、
低密度リポタンパク質前駆体受容体関連タンパク質1 (pro-low-density lipoprotein rec
eptor-related protein 1)、TGFBR5は、本出願において互換的に使用される。
【００３４】
　本明細書において使用される用語LDLR、FH、FHC、LDLCQ2、LDL受容体、低密度リポタン
パク質受容体は、本出願において互換的に使用される。
【００３５】
　本明細書において使用される用語AD2、Apo-E、ApoE、アポリポタンパク質E、LDLCQ5、L
PG、MGC1571は、本出願において互換的に使用される。
【００３６】
　本明細書において使用される用語ApoA1、Apo-A1、アポリポタンパク質A1、MGC117399は
、本出願において互換的に使用される。
【００３７】
　本明細書において使用される用語「に特異的なオリゴヌクレオチド」または「を標的と
するオリゴヌクレオチド」は(i)標的遺伝子の一部分と安定な複合体を形成できる配列、
または(ii)標的遺伝子のmRNA転写物の一部分と安定な2重鎖を形成できる配列を有するオ
リゴヌクレオチドを意味する。複合体および2重鎖の安定性は、理論計算および/またはin
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 vitroアッセイによって決定されうる。ハイブリダイゼーション複合体および2重鎖の安
定性を決定するための例示的方法は、下の実施例において記載される。
【００３８】
　本明細書において使用される用語「標的核酸」は、DNA、そのようなDNAから転写された
RNA(プレmRNAおよびmRNAを含む)ならびにそのようなRNA、コード配列、非コード配列、セ
ンスまたはアンチセンスポリヌクレオチドに由来するcDNAも包含する。オリゴマー化合物
のその標的核酸との特異的ハイブリダイゼーションは、核酸の通常の機能を妨げる。特異
的にハイブリダイズする化合物による標的核酸の機能のこの調節は、通常「アンチセンス
」と称される。妨げられるDNAの機能として、例えば複製および転写が挙げられる。妨げ
られるRNAの機能として、例えばタンパク質翻訳部位へのRNAの移行、RNAからのタンパク
質の翻訳、1つまたは複数のmRNA種を得るためのRNAのスプライシングおよびRNAが関与し
うる、またはRNAによって促進されうる触媒活性などの全ての生体機能が挙げられる。標
的核酸機能でのそのような干渉の全体的効果は、コードされる産物またはオリゴヌクレオ
チドの発現の調節である。
【００３９】
　RNA干渉「RNAi」は、「標的」核酸配列に配列特異的相同性を有する2本鎖RNA(dsRNA)分
子によって介在される(Caplen, N. J.ら(2001)、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9742～
9747)。本発明の特定の実施形態において介在物質は、5～25ヌクレオチドの「低分子干渉
」RNA2重鎖(siRNA)である。siRNAは、ダイサーとして周知のRNase酵素によるdsRNAのプロ
セシングに由来する(Bernstein, E.ら(2001)、Nature 409:363～366)。siRNA 2重鎖産物
は、RISC(RNA Induced Silencing Complex、RNA誘導サイレンシング複合体)と称される多
タンパク質siRNA複合体に入る。いかなる特定の理論にも制約されることなく、次いでRIS
Cは、siRNA 2重鎖が配列特異的方法で相互作用し、触媒的に切断を介在する標的核酸(適
切にはmRNA)に導かれると考えられる(Bernstein, E.ら(2001)、Nature 409:363～366; Bo
utla, A.ら(2001)、Curr. Biol 11 :1776～780)。本発明により使用されうる低分子干渉R
NAは、当技術分野において十分に周知であり、当業者によく知られている手順に従って合
成および使用されうる。本発明の方法における使用のための低分子干渉RNAは、適切には
約1～約50の間のヌクレオチド(nt)を含む。非限定的実施形態の例において、siRNAは約5
～約40nt、約5～約30nt、約10～約30nt、約15～約25ntまたは約20～25ヌクレオチドを含
みうる。
【００４０】
　適切なオリゴヌクレオチドの選択は、自動的に核酸配列をアラインメントし、同一また
は相同な領域を示すコンピュータープログラムを使用することによって促進される。その
ようなプログラムは、例えばGenBankなどのデータベースを検索することによって、また
はPCR産物を配列決定することによって得られた核酸配列を比較するために使用される。
さまざまな種由来の核酸配列の比較は、種の間で適切な程度の同一性を示す核酸配列の選
択を可能にする。配列決定されていない遺伝子の場合は、サザンブロットが標的種および
他の種における遺伝子間での同一性の程度の決定を可能にするために実施される。当技術
分野において十分に周知のとおり、種々の程度のストリンジェンシーでのサザンブロット
を実施することによって、同一性の概算的測定値を得ることが可能である。これらの手順
は、管理される対象における標的核酸配列に高い相補性を示し、他の種における対応する
核酸配列に低い相補性を示すオリゴヌクレオチドの選択を可能にする。当業者は、本発明
における使用のための遺伝子の適切な領域を選択することにおいては相当な許容範囲があ
ることを理解する。
【００４１】
　「酵素的RNA」によって酵素活性を有するRNA分子が意味される(Cech、(1988) J. Ameri
can. Med. Assoc. 260、3030～3035)。酵素的核酸(リボザイム)は、最初に標的RNAに結合
することによって作用する。そのような結合は、標的RNAを切断するために作用する分子
の酵素的部分の近接に保持される酵素的核酸の標的結合部分を通じて生じる。したがって
酵素的核酸は、最初に標的RNAを認識し、次いで塩基対形成を通じて結合し、ひとたび正
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しい部位に結合すると標的RNAを切断するために酵素的に作用する。
【００４２】
　「デコイRNA」によって、リガンドに対する天然結合ドメインを模倣するRNA分子が意味
される。したがってデコイRNAは、特異的リガンドの結合に関して天然結合標的と競合す
る。例えば、HIVトランス活性化応答(TAR)RNAの過発現は、「デコイ」として作用するこ
とができ、HIV tatタンパク質に効率的に結合し、それによりHIV RNAにコードされるTAR
配列へのその結合を妨げることが示されている(Sullengerら(1990)、Cell、63、601～608
)。これは、具体的な例を意味する。当業者は、これが一例に過ぎず、他の実施形態が当
技術分野において公知の技術を使用して容易に作成されうることを理解する。
【００４３】
　本明細書において使用される用語「単量体」は、典型的には、大きさで数個、例えば約
3～4個の単量体単位から約数百個の単量体単位までの範囲のオリゴヌクレオチドを形成す
るホスホジエステル結合またはその類似結合によって連結された単量体を示す。ホスホジ
エステル結合の類似として、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、メチルホスホ
ネート、ホスホロセレノエート、ホスホラミデートなどが挙げられ、下により詳細に記載
される。
【００４４】
　用語「ヌクレオチド」は天然に存在するヌクレオチドおよび天然に存在しないヌクレオ
チドを含む。以前「天然に存在しない」と考えられていた種々のヌクレオチドが後に天然
で見出されたことは当業者に明確であるべきである。したがって「ヌクレオチド」は、周
知のプリンおよびピリミジン複素環含有分子だけでなく、複素環類似体およびその互変異
性体も含む。他のタイプのヌクレオチドの例示的実例は、アデニン、グアニン、チミン、
シトシン、ウラシル、プリン、キサンチン、ジアミノプリン、8-oxo-N6-メチルアデニン
、7-デアザキサンチン、7-デアザグアニン、N4,N4-エタノシトシン、N6,N6-エタノ-2,6-
ジアミノプリン、5-メチルシトシン、5-(C3-C6)-アルキニルシトシン、5-フルオロウラシ
ル、5-ブロモウラシル、シュードイソシトシン(pseudoisocytosine)、2-ヒドロキシ-5-メ
チル-4-トリアゾロピリジン(2-hydroxy-5-methyl-4-triazolopyridin)、イソシトシン、
イソグアニン、イノシンおよびBennerら、米国特許第5,432,272号に記載の「天然に存在
しない」ヌクレオチドを含む分子である。用語「ヌクレオチド」は、これらの全ての例の
全体ならびにその類似体および互変異性体を含むことを意図する。特に興味深いヌクレオ
チドは、ヒトにおける治療的および診断的応用に関連する天然に存在するヌクレオチドと
考えられるアデニン、グアニン、チミン、シトシンおよびウラシルを含むヌクレオチドで
ある。ヌクレオチドは、例えばKornbergおよびBaker、DNA Replication、第2版(Freeman
、San Francisco、1992)に記載の天然2'-デオキシおよび2'-ヒドロキシ糖ならびにそれら
の類似体が挙げられる。
【００４５】
　ヌクレオチドに関して「類似体」は、例えばScheit、Nucleotide Analogs、John Wiley
、New York、1980; Freier & Altmann(1997)、Nucl. Acid. Res.、25(22)、4429～4443、
Toulme, J.J.(2001)、Nature Biotechnology 19:17～18; Manoharan M.(1999)、Biochemi
ca et Biophysica Acta 1489:117～139; Freier S. M.(1997)、Nucleic Acid Research、
25:4429～4443、Uhlman, E.(2000)、Drug Discovery & Development、3: 203～213、Herd
ewin P.(2000)、Antisense & Nucleic Acid Drug Dev.、10:297～310を参照されたい)に
よって一般に記載された修飾された塩基成分および/または修飾された糖部分を有する合
成ヌクレオチド;2'-O, 3'-C-結合[3.2.0]ビシクロアラビノヌクレオシド(例えばN. K Chr
istiensen.ら(1998)、J. Am. Chem. Soc, 120: 5458～5463; Prakash TP, Bhat B.(2007)
、Curr Top Med Chem.、7(7)、641～9; Cho EJら(2009)、Annual Review of Analytical 
Chemistry、2、241～264を参照されたい)を含む。そのような類似体は、結合特性、例え
ば2重鎖または3重鎖安定性、特異性などを増強するために設計された合成ヌクレオシドを
含む。
【００４６】
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　本明細書において使用される「ハイブリダイゼーション」は、オリゴマー化合物の実質
的な相補鎖の対形成を意味する。対形成の1つの機序は、オリゴマー化合物の鎖の相補的
ヌクレオシドまたはヌクレオチド塩基(ヌクレオチド)間でのワトソン-クリック、フーグ
スティーンまたは逆フーグスティーン水素結合でありうる水素結合を含む。例えばアデニ
ンおよびチミンは、水素結合の形成を通じて対形成する相補的ヌクレオチドである。ハイ
ブリダイゼーションは、種々の環境下で生じうる。
【００４７】
　アンチセンス化合物は、標的核酸への化合物の結合が標的核酸の通常の機能を妨げて機
能および/または活性の調節を生じ、特異的結合が望ましい条件下(すなわちin vivoアッ
セイまたは治療的処置の場合での生理的条件下およびin vitroアッセイの場合でのアッセ
イが実施される条件下)でアンチセンス化合物の非標的核酸配列への非特異的結合を避け
るために十分な程度の相補性がある場合に「特異的にハイブリダイズできる」。
【００４８】
　本明細書において使用される表現「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」
または「ストリンジェントな条件」は、本発明の化合物がその標的配列にハイブリダイズ
し、他の配列の最小数にハイブリダイズする条件を意味する。ストリンジェントな条件は
、配列依存的であり、異なる環境下では異なっており、本発明の文脈においてオリゴマー
化合物が標的配列にハイブリダイズする「ストリンジェントな条件」は、オリゴマー化合
物の性質および組成物ならびにそれらが調査されるアッセイによって決定される。一般に
、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、Na+またはK+などの無機陽イオン
塩の低濃度(<0.15M)(すなわち低イオン強度)、20℃～25℃より高くオリゴマー化合物:標
的配列複合体のTmより低い温度、およびホルムアミド、ジメチルホルムアミド、ジメチル
スルホキシドなどの変性剤または界面活性剤ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)の存在を含む
。例えば、ハイブリダイゼーション率はホルムアミド1%ごとに1.1%低下する。高ストリン
ジェンシーなハイブリダイゼーション条件の例は、0.1×塩化ナトリウム-クエン酸ナトリ
ウム緩衝液(SSC)/0.1%(w/v)SDSで60℃、30分間である。
【００４９】
　本明細書において使用される「相補性」は、1つまたは2つのオリゴマー鎖上の2つのヌ
クレオチド間の正確な対形成のための能力を意味する。例えばアンチセンス化合物の特定
の位置の核酸塩基が標的核酸の特定の位置で核酸塩基と水素結合でき、前記標的核酸がDN
A、RNAまたはオリゴヌクレオチド分子である場合、オリゴヌクレオチドと標的核酸との間
の水素結合の位置は相補的位置であると考えられる。オリゴマー化合物とさらなるDNA、R
NAまたはオリゴヌクレオチド分子とは、各分子における十分な数の相補的位置が相互に水
素結合できるヌクレオチドによって占められる場合に相互に相補的である。したがって「
特異的にハイブリダイズできる」および「相補的」は、オリゴマー化合物と標的核酸との
間に安定かつ特異的な結合が生じるような十分な数のヌクレオチドにわたる十分な程度の
正確な対形成または相補性を示すために使用される用語である。
【００５０】
　オリゴマー化合物の配列は、特異的にハイブリダイズできるその標的核酸のそれに100%
相補的である必要がないことは当技術分野において理解される。さらにオリゴヌクレオチ
ドは、介在するまたは隣接するセグメントがハイブリダイゼーション事象に関与せずに(
例えばループ構造、ミスマッチもしくはヘアピン構造)1つまたは複数のセグメントにわた
ってハイブリダイズできる。本発明のオリゴマー化合物は、少なくとも約70%、または少
なくとも約75%、または少なくとも約80%、または少なくとも約85%、または少なくとも約9
0%、または少なくとも約95%または少なくとも約99%の配列相補性をそれらがターゲッティ
ングされる標的核酸配列中の標的領域に対して含む。例えば、アンチセンス化合物の20個
のヌクレオチドのうちの18個が標的領域に相補的であり、したがって特異的にハイブリダ
イズするアンチセンス化合物は、90パーセントの相補性を示す。この例において残りの非
相補的ヌクレオチドは、相補的ヌクレオチドと共に一群となっていても点在していても良
く、相互にまたは相補的ヌクレオチドに近接している必要はない。そのように長さ18ヌク
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レオチドであり、標的核酸と完全に相補的な2つの領域によって隣接された4つ(4個)の非
相補的ヌクレオチドを有するアンチセンス化合物は、標的核酸に全体で77.8%の相補性を
有し、したがって本発明の範囲内になる。アンチセンス化合物と標的核酸の領域との相補
性百分率は、当技術分野において周知のBLASTプログラム(basic local alignment search
 tools)およびPowerBLASTプログラムを使用して日常的に決定されうる(Altschulら(1990)
、J. Mol. Biol.、215、403～410; Zhang and Madden(1997)、Genome Res.、7、649～656
)。相同性百分率、配列同一性または相補性は、例えば、SmithおよびWatermanのアルゴリ
ズム(Adv. Appl. Math.(1981)、2、482～489)を使用するGapプログラム(Wisconsin Seque
nce Analysis Package、Version 8 for Unix(登録商標)、Genetics Computer Group、Uni
versity Research Park、Madison Wis.)の初期設定を使用することによって決定されうる
。
【００５１】
　本明細書において使用される用語「熱融点(Tm)」は、規定のイオン強度、pHおよび核酸
濃度の下で、標的配列に相補的であるオリゴヌクレオチドの50%が平衡状態で標的配列に
ハイブリダイズする温度を意味する。典型的にはストリンジェントな条件は、塩濃度が少
なくともNaイオン濃度(または他の塩)約0.01～1.0M、pH7.0～8.3であり、短いオリゴヌク
レオチド(例えば10～50ヌクレオチド)については温度が低くとも約30℃であるものである
。ストリンジェントな条件は、ホルムアミドなどの不安定化剤の添加でも達成されうる。
【００５２】
　本明細書において使用される用語「調節」は、遺伝子の発現における増大(刺激)または
減少(抑制)を意味する。
【００５３】
　ポリヌクレオチド配列の文脈において使用される場合に用語「変種」は、野生型遺伝子
に関連するポリヌクレオチド配列を包含する。この定義は、例えば「対立遺伝子」、「ス
プライス」、「種」または「多型」変種も含みうる。スプライス変種は、参照分子に顕著
な同一性を有しうるが、一般にmRNAプロセシングの際のエクソンの選択的スプライシング
による、より多いまたは少ない数のポリヌクレオチドを有する。対応するポリペプチドは
、追加的機能ドメインまたはドメインの欠損を有しうる。種の変種は、1つの種から他の
種へ変化するポリヌクレオチド配列である。本発明における特定の有用性は、野生型遺伝
子産物の変種である。変種は、核酸配列における少なくとも1つの変異から生じることが
でき、変化したmRNAまたはその構造または機能が変化していても変化していなくてもよい
ポリペプチドを生じうる。任意の所与の天然または組換え遺伝子は、対立形態を有さない
場合も、1つ有する場合も、多数有する場合もある。変種を生じる通常の変異変化は、一
般に天然の欠失、追加またはヌクレオチドの置換に帰する。これらの型の変化のそれぞれ
は、単独でまたは他との組合せで1回または複数回、所与の配列に生じうる。
【００５４】
　得られたポリペプチドは、一般に相互に比較して顕著なアミノ酸同一性を有する。多型
変種は、所与の種の個体間での特定の遺伝子のポリヌクレオチド配列における変種である
。多型変種は、「単一ヌクレオチド多型」(SNP)またはポリヌクレオチド配列が1塩基によ
って変化している単一塩基変異も包含できる。SNPの存在は、例えば、易罹患性対抵抗性
である病態についてのある傾向を有する特定の集団についての指標でありうる。
【００５５】
　誘導体ポリヌクレオチドは、化学的修飾(例えば水素のアルキル、アシルまたはアミノ
基での置換)に供された核酸を含む。誘導体、例えばオリゴヌクレオチド誘導体は、修飾
された糖部分または糖間結合などの天然に存在しない部分を含みうる。これらにおける例
は、ホスホロチオエートおよび当技術分野において周知の他のイオウ含有種である。誘導
核酸は、放射性ヌクレオチド、酵素、蛍光剤、化学発光剤、発色剤、基質、補助因子、阻
害因子、磁性粒子などが挙げられる標識も含みうる。
【００５６】
　「誘導体」ポリペプチドまたはペプチドは、例えばグリコシル化、ペグ化、リン酸化、
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硫酸化、還元/アルキル化、アシル化、化学的カップリングまたは穏やかなホルマリン処
理によって修飾されたものである。誘導体は、これだけに限らないが放射性同位元素、蛍
光または酵素標識が挙げられる検出可能な標識を含有するために直接または間接的のいず
れかで修飾もされうる。
【００５７】
　本明細書において使用される用語「動物」または「患者」は、例えばヒト、ヒツジ、エ
ルク(elk)、シカ、ミュールジカ、ミンク、哺乳動物、サル、ウマ、ウシ、ブタ、ヤギ、
イヌ、ネコ、ラット、マウス、鳥類、ニワトリ、は虫類、魚類、昆虫およびクモ類を含ん
で意味する。
【００５８】
　「哺乳動物」は、典型的には医療の下にある温血哺乳動物(例えばヒトおよび家畜)を含
む。例として、ヒトのみに加えて、ネコ、イヌ、ウマ、ウシおよびヒトが挙げられる。
【００５９】
　「治療」または「処置」は、(a)哺乳動物において病態が生じることを予防するステッ
プ、具体的にはそのような哺乳動物が病態を罹患しやすいが、罹患しているとまだ診断さ
れていない場合;(b)病態を抑制するステップ、例えばその進行を止めるステップ;および/
または(c)病態を軽減するステップ、例えば病態の退行を所望の終点に至るまで生じさせ
るステップ、を含む哺乳動物における病態の処置を含む。治療は、疾患の症状の回復(例
えば疼痛または不快感の緩和)も含み、そのような回復は、疾患に直接効果を与えるまた
は与えない場合がある(例えば原因、伝染、発現など)。
【００６０】
　本明細書において使用される「癌」は、白血病、リンパ腫、黒色腫、癌、および肉腫が
含まれるがそれらに限定されない、哺乳動物において見出される全ての種類の癌または新
生物または悪性腫瘍を指す。癌は、「腫瘍」または癌の悪性細胞を含む組織として顕在化
する。腫瘍の例には、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、
血管肉腫、内皮肉腫、リンパ肉腫、リンパ内皮肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、
平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌、膵癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平細胞癌、基底細
胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性癌、
腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮種、胎生期癌、ウィルムス腫瘍、子宮頚癌、精
巣腫瘍、肺癌、非小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽
頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽腫、聴神経腫瘍、希突起膠細胞腫、髄膜腫、黒色腫、神
経芽腫、および網膜芽腫などであるがそれらに限定されない肉腫および癌が含まれる。本
発明により開示される組成物により治療しうる追加的な癌には、例えば、ホジキン病、非
ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫、神経芽腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、横紋筋肉腫、原発性
血小板増多症、原発性マクログロブリン血症、小細胞肺癌、原発性脳腫瘍、胃癌、結腸癌
、悪性膵臓性インスリノーマ、悪性カルチノイド、膀胱癌、前悪性皮膚病変、精巣癌、リ
ンパ腫、甲状腺癌、神経芽腫、食道癌、尿生殖路癌、悪性高カルシウム血症、子宮頚癌、
子宮内膜癌、副腎皮質癌、および前立腺癌が含まれるがそれらに限定されない。
【００６１】
　「神経疾患または神経障害」は、神経系および/または視覚系の任意の疾患または障害
を指す。「神経疾患または神経障害」は、中枢神経系(脳、脳幹、および小脳)、末梢神経
系(脳神経を含めた)、および自律神経系(その一部は、中枢神経系および末梢神経系の両
方に位置する)に関与する疾患または障害を包含する。神経障害の例には、頭痛、昏迷お
よび昏睡、認知症、発作、睡眠障害、外傷、感染症、新生物、神経眼科疾患(neuroophtha
lmology)、運動障害、脱髄疾患、脊髄傷害、ならびに末梢神経、筋肉、および神経筋接合
部の障害が含まれるがこれらに限定されない。中毒および精神病には双極性障害および統
合失調症が含まれるがこれらに限定されず、これらもまた、神経障害の定義内に包含され
る。以下:後天性癲癇様失語症;急性播種性脳脊髄炎;副腎白質ジストロフィー;加齢黄斑変
性;脳梁欠損;失認症;アイカルディ症候群;アレクサンダー病;アルパース病;交代性片側麻
痺;血管性認知症;筋萎縮性側索硬化症;無脳症;アンゲルマン症候群;血管腫症;無酸素症;
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失語症;失行症;クモ膜嚢胞;クモ膜炎;アーノルド-キアリ奇形;同静脈奇形;アスペルガー
症候群;血管拡張性失調症;注意欠損多動性障害;自閉症;自律神経機能不全;背部痛;バッテ
ン病;ベーチェット病;ベル麻痺;良性特発性眼瞼痙攣;良性限局性筋委縮症；良性頭蓋内圧
亢進;ビンスワンガー病;眼瞼痙攣;ブロッホ-ズルツベルガー症候群;腕神経叢傷害;脳膿瘍
;脳傷害;脳腫瘍(多形神経膠芽腫を含めた);脊髄腫瘍;ブラウン-セカール症候群;カナバン
病;手根管症候群;カウザルギー;中枢性疼痛症候群;橋中心髄鞘融解；頭部障害;脳動脈瘤;
脳動脈硬化症;脳萎縮;脳性巨人症;脳性麻痺;シャルコー-マリー-トゥース病;化学療法誘
導性神経障害および神経障害性疼痛;キアリ奇形;舞踏病;慢性炎症性脱髄性多発神経炎;慢
性疼痛;慢性局所疼痛症候群;コフィン-ローリー症候群;遷延性植物状態を含めた昏睡;先
天性眼筋麻痺;大脳皮質基底核変性症;頭蓋動脈炎;頭蓋骨縫合早期癒合症;クロイツフェル
ト-ヤコブ病;累積外傷性障害;クッシング症候群;巨大細胞性封入体病;サイトメガロウイ
ルス感染;眼球クローヌス-ミオクローヌス症候群(dancing eyes-dancing feet syndrome)
;ダンディー-ウォーカー症候群;ドーソン病;ドモルシエ症候群;デジェリン-クルンプケ麻
痺;認知症;皮膚筋炎;糖尿病性神経障害;びまん性硬化症(diffuse sclerosis);自律神経失
調症;書字障害;識字障害;ジストニア;早期乳児癲癇性脳症;トルコ鞍空洞症候群;脳炎;脳
瘤;脳三叉領域血管腫症;癲癇;エルブ麻痺;特発性振戦;ファブリー病;ファール病;失神;家
族性痙性麻痺;熱性痙攣;フィッシャー症候群;フリードリッヒ運動失調;前頭側頭型痴呆症
および他の「タウオパチー」;ゴーシェ病;ゲルストマン症候群;巨細胞動脈炎;巨細胞性封
入体病;グロボイド細胞性白質ジストロフィー;ギラン-バレー症候群; HTLV1随伴脊髄症;
ハラーフォルデン-シュパッツ病;頭部傷害;頭痛;家族性痙攣;遺伝性痙性対麻痺;遺伝性多
発性神経炎性失調;耳性帯状ヘルペス;帯状ヘルペス;平山症候群; HIV随伴認知症および神
経障害(また、AIDSの神経症状);全前脳胞症;ハンチントン病および他のポリグルタミン反
復病;水無脳症；水頭症;副腎皮質ホルモン過剰症;低酸素症;免疫媒介性脳脊髄炎;封入体
筋炎;色素失調症;乳児フィタン酸蓄積症;乳児レフスム病;乳児痙攣;炎症性筋炎;頭蓋内嚢
胞;頭蓋内高血圧;ジュベール症候群;カーンズ-セイヤー症候群;ケネディー病;傍腫瘍性眼
球クローヌスミオクローヌス運動失調(Kinsbourne syndrome);クリッペル-ファイル症候
群;クラッベ病;クーゲルベルク-ヴェランダー病;クル病;ラフォラ病;ランバート-イート
ン筋無力症候群;ランダウ-クレフナー症候群;延髄外側(ヴァレンベルク)症候群;学習障害
;リー病;レノックス-ガストー症候群;レッシュ-ナイハン症候群;白質ジストロフィー;レ
ーヴィ小体認知症;滑脳症;閉じ込め症候群;ルーゲーリック病(すなわち、運動ニューロン
病または筋萎縮性側索硬化症);腰部椎間板症;ライム病:神経学的続発症;マチャド-ジョゼ
フ病;巨大脳髄症;巨脳症;メルカーソン-ローゼンタール症候群;メニエール病;髄膜炎;メ
ンケス病;異染性白質ジストロフィー;小頭症;偏頭痛;ミラー-フィッシャー症候群;小発作
;ミトコンドリア筋症;メビウス症候群;平山病(monomelic amyotrophy);運動ニューロン病
;もやもや病;ムコ多糖症;多発梗塞性認知症;多巣性運動ニューロパチー;多発性硬化症お
よび他の脱髄性障害;体位性低血圧を伴う多系統萎縮症;進行性筋ジストロフィー;重症筋
無力症;びまん性硬化症(myelinoclastic diffuse sclerosis);乳児ミオクローヌス癲癇(m
yoclonic encephalopathy of infants);ミオクローヌス;ミオパチー;先天性筋緊張症;ナ
ルコプレシー;神経線維腫症;神経遮断薬悪性症候群;AIDSの神経症状;全身性エリテマトー
デスの神経学的続発症;神経性筋緊張症;神経セロイドリポフスチン症;神経細胞遊走障害;
ニーマン-ビック病;オサリバン-マクレオド症候群;後頭神経痛;潜在性二分脊椎症(occult
 spinal dysraphism sequence);大田原症候群;オリーブ橋小脳萎縮症;眼球クローヌスミ
オクローヌス運動失調;視神経炎;起立性低血圧;使い過ぎ症候群;感覚異常;神経変性疾患
または神経変性障害(パーキンソン病、ハンチントン病、アルツハイマー病、筋萎縮性側
索硬化症(ALS)、認知症、多発性硬化症、ならびに神経細胞死に関連する他の疾患および
障害);先天性異常筋強直;傍腫瘍性疾患;発作(paroxysmal attacks);パリー-ロンベルク症
候群;ペリツェウス-メルツバッハー症候群;周期性麻痺;末梢性神経障害;有痛性神経障害
および神経障害性疼痛;遷延性植物状態;広範性発達障害;光くしゃみ反射;フィタン酸蓄積
症;ピック病;圧迫性神経痛(pinched nerve);下垂体腫瘍;多発性筋炎;孔脳症;ポリオ後症
候群;ヘルペス後神経痛;後感染性脳脊髄炎;体位性低血圧;プラダー-ウィリー症候群;原発
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性側索硬化症;プリオン病;進行性顔面半側萎縮症;進行性多巣性白質脳症;進行性硬化性ポ
リオジストロフィー;進行性核上性麻痺;偽脳腫瘍;ラムゼイ-ハント症候群(I型およびII型
);ラスムッセン脳炎;反射性交感神経性ジストロフィー症候群;レフスム病;反復性運動障
害;反復性ストレス傷害;むずむず足症候群;レトロウイルス随伴脊髄症;レット症候群;ラ
イ症候群;聖ヴィトゥス舞踏病;ザントホフ病;シルダー病;裂脳症;中隔視神経異形成症;揺
さぶられっ子症候群;帯状疱疹;シャイ-ドレーガー症候群;シェーグレン症候群;睡眠時無
呼吸症;ソトス症候群;痙縮;二分脊椎症;脊髄傷害;脊髄腫瘍;脊髄性筋委縮症;スティッフ-
パーソン症候群;脳卒中;スタージ-ウェーバー症候群;亜急性硬化性全脳炎;皮質下動脈硬
化性脳症;シデナム舞踏病;失神;脊髄空洞症;遅発性ジスキネジー;テイ-サックス病;側頭
動脈炎;脊髄係累症候群;トムゼン病;胸郭出口症候群;三叉神経痛(Tic Doloureux);トッド
麻痺;トゥレット症候群;一過性虚血性発作;伝染性海綿状脳症;横断性脊髄炎;外傷性脳傷
害;振戦;三叉神経痛(trigeminal neuralgia);熱帯性痙性不全対麻痺症;結節性硬化症;血
管性認知症(多発性梗塞性認知症);側頭性動脈炎を含めた血管炎;フォンヒッペル-リンダ
ウ病;ヴァレンベルク症候群;ヴェルトニッヒ-ホフマン病;ウェスト症候群;鞭打ち症;ウィ
リアムズ症候群;ウィルソン病;ならびにツェルヴェーガー症候群は、本発明による組成物
および方法を使用して治療しうる複数の神経障害、神経症状、神経徴候、および神経症候
群のリストである。
【００６２】
　「炎症」は、全身性炎症状態、ならびに単球、白血球、および/または好中球の遊走お
よび誘引と局所的に関連する状態を指す。炎症の例には、病原性生物(グラム陽性菌、グ
ラム陰性菌、ウイルス、真菌、原虫および蠕虫などの寄生虫)による感染、移植拒絶(腎臓
、肝臓、心臓、肺、または角膜など固体内臓の拒絶、ならびに移植片対宿主病(GVHD)を含
めた骨髄移植の拒絶)、または局在化された慢性もしくは急性の自己免疫反応もしくはア
レルギー反応から生じる炎症が含まれるがそれらに限定されない。自己免疫疾患には、急
性糸球体腎炎;関節リウマチまたは反応性リウマチ;慢性糸球体腎炎;クローン病、潰瘍性
大腸炎、および壊死性大腸炎などの炎症性腸疾患;顆粒球輸血関連症候群;接触性皮膚炎、
アトピー性皮膚炎、乾癬などの炎症性皮膚疾患;全身性エリテマトーデス(SLE)、自己免疫
性甲状腺炎、多発性硬化症、および糖尿病の一部の形態、または対象自身の免疫系による
攻撃の結果病理的な組織破壊が生じる他の任意の自己免疫状態が含まれる。アレルギー反
応には、アレルギー性喘息、慢性気管支炎、急性過敏症および遅延型過敏症が含まれる。
全身炎症性病態には、外傷、火傷、虚血性事象(例えば、心筋梗塞および脳卒中を含めた
、心臓、脳、腸、または末梢血管系における血栓性事象)後の再灌流、敗血症、ARDS、ま
たは多臓器不全症候群と関連する炎症が含まれる。炎症細胞の動員はまた、アテローム斑
内においても生じる。炎症には、非ホジキンリンパ腫、ウェゲナー肉芽腫症、橋本甲状腺
炎、肝細胞癌、胸腺不形成、慢性膵炎、関節リウマチ、反応性リンパ過形成、骨関節症、
潰瘍性大腸炎、乳頭癌、クローン病、潰瘍性大腸炎、急性胆嚢炎、慢性胆嚢炎、肝硬変、
慢性唾液腺炎、腹膜炎、急性膵炎、慢性膵炎、慢性胃炎、腺筋炎、子宮内膜炎、急性子宮
頚炎、慢性子宮頚炎、リンパ過形成、多発性硬化症、特発性血小板減少性紫斑に続発する
肥大、原発性IgA腎症、全身性エリテマトーデス、乾癬、肺気腫、慢性腎盂腎炎、および
慢性膀胱炎が含まれるがそれらに限定されない。
【００６３】
　「心血管疾患または心血管状態」には、虚血症を引き起こしうる、または心臓の再灌流
により引き起こされる障害が含まれる。例には、アテローム性動脈硬化、冠動脈疾患、肉
芽腫性心筋炎、慢性心筋炎(非肉芽腫性)、原発性肥大型心筋症、末梢動脈疾患(PAD)、脳
卒中、狭心症、心筋梗塞、心停止により引き起こされる心血管組織損傷、心臓バイパス術
により引き起こされる心血管組織損傷、心原性ショック、ならびに当業者により知られる
関連状態、あるいはとりわけ脂質輸送代謝遺伝子活性化と関連する組織損傷であるがそれ
らに限定されない心臓もしくは血管の機能障害または心臓もしくは血管に対する組織損傷
を伴う関連状態が含まれるがそれらに限定されない。CVS疾患には、アテローム性動脈硬
化、肉芽腫性心筋炎、心筋梗塞、心弁疾患に続発する心筋線維症、梗塞を伴わない真菌線
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維症、原発性肥大型心筋症、および慢性心筋炎(非肉芽腫性)が含まれるがそれらに限定さ
れない。
【００６４】
　「代謝性疾患または代謝性障害」は、例えば、インスリン耐性、糖尿病、肥満、グルコ
ース耐性障害、高血中コレステロール、高血糖症、高インスリン血症、脂質異常症、およ
び高脂血症を含めた、広範囲にわたる内分泌系疾患および内分泌系障害を指す。
【００６５】
　ポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチド組成物および分子
標的
　一実施形態において、標的は、脂質輸送代謝遺伝子に関連するセンスおよび/またはア
ンチセンスの非コードおよび/またはコード配列が含まれるがそれらに限定されない脂質
輸送代謝遺伝子の核酸配列を含む。
【００６６】
　一実施形態において、標的は、ABCA1遺伝子に関連するセンスおよび/またはアンチセン
スの非コードおよび/またはコード配列を含むがそれらに限定されないABCA1の核酸配列を
含む。
【００６７】
　一実施形態において、標的は、LCAT遺伝子に関連するセンスおよび/またはアンチセン
スの非コードおよび/またはコード配列を含むがそれらに限定されないLCATの核酸配列を
含む。
【００６８】
　一実施形態において、標的は、LRP1遺伝子に関連するセンスおよび/またはアンチセン
スの非コードおよび/またはコード配列を含むがそれらに限定されないLRP1の核酸配列を
含む。
【００６９】
　一実施形態において、標的は、低密度リポタンパク質受容体(LDLR)遺伝子に関連するセ
ンスおよび/またはアンチセンスの非コードおよび/またはコード配列を含むがそれらに限
定されないLDLRの核酸配列を含む。
【００７０】
　一実施形態において標的は、限定することなくApoAと関連するセンスおよび/またはア
ンチセンスの非コード配列および/またはコード配列を含めた、アポリポタンパク質(ApoA
1)の核酸配列を含む。ヒトアポリポタンパク質A-I(ApoA-I)は、高密度リポタンパク質(HD
Lおよびリンパキロミクロン(lymph chylomicron)の主要なタンパク質成分である。ヒト血
漿における4つの主要な循環リポタンパク質は、キロミクロン(CM)、超低密度リポタンパ
ク質(VLDL)、低密度リポタンパク質(LDL)および高密度リポタンパク質(HDL)と称される。
HDLは、肝臓へまたは他のリポタンパク質へのその輸送によって末梢組織からのコレステ
ロールの除去に関与する。
【００７１】
　ATP結合カセットサブファミリーAメンバー1 (ABCA1)は、細胞内脂質除去経路において
、コレステロール排出ポンプとして機能する。
【００７２】
　ATP結合カセット輸送体(ABC輸送体)は、原核生物からヒトに至る全ての現生門において
典型例を有する、最大かつ最古のファミリーの1つであるタンパク質スーパーファミリー
のメンバーである。ABC輸送体は、アデノシン三リン酸(ATP)の加水分解エネルギーを用い
て、膜を超える各種の基質の移動、ならびにRNAの翻訳およびDNAの修復などの非輸送関連
過程を含めた特定の生物学的過程を実行する膜貫通タンパク質である。ABC輸送体は、細
胞外膜および細胞内膜を超えて、代謝生成物、脂質およびステロール、ならびに薬物を含
めた多種多様な基質を輸送する。それらのATP結合カセット(ABC)ドメイン(複数可)の配列
および構成に基づき、タンパク質をABC輸送体として分類する。ABC輸送体は、腫瘍の抵抗
性、嚢胞性線維症、細菌の多剤耐性、ならびに広範にわたる他の遺伝性ヒト疾患に関与し
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ている。
【００７３】
　ABC1遺伝子によりコードされる膜関連タンパク質は、ATP結合カセット(ABC)輸送体スー
パーファミリーのメンバーである。ABCタンパク質は、細胞外膜および細胞内膜を超えて
各種の分子を輸送する。ABC遺伝子は、7つの異なるサブファミリー(ABCA、MDRITAP、MRP
、ALD、OABP、GCN20、White)に区分される。このタンパク質は、ABCAサブファミリーのメ
ンバーである。ABCAサブファミリーメンバーは、もっぱら多細胞真核生物において見出さ
れる、主要なABCサブファミリーだけを含む。コレステロールをその基質として、このタ
ンパク質は、細胞内脂質除去経路において、コレステロール排出ポンプとして機能する。
【００７４】
　好ましい実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ATP結合カセット分
子に関連する疾患または障害を予防または治療するのに使用される。コレステロール排出
制御タンパク質(CERP)としても知られるATP結合カセット輸送体ABC1 (ヒト輸送体サブフ
ァミリーABCAのメンバー1)は、ヒトにおいて、ABC1遺伝子によりコードされるタンパク質
である。この輸送体は、細胞内におけるコレステロールおよびリン脂質のホメオスタシス
の主要な制御物質である。
【００７５】
　ABC1は、ヒト細胞膜から過剰なコレステロールおよびリン脂質を除去することを可能と
する高密度リポタンパク質(HDL)中に存在する。このタンパク質は体内全体で必要とされ
るので、いたるところで220kDaのタンパク質として合成される。ABC1は、肝臓、小腸、お
よび脂肪組織など、脂質をやり取りする、または脂質の回転に関与する組織中において高
量で存在する。
【００７６】
　ABC1輸送体の発現またはその翻訳後修飾に作用する因子はまた、脂肪酸、コレステロー
ル、ならびにまた、サイトカインおよびサイクリックアデノシン一リン酸など、その後続
の機能に関与する分子でもある。
【００７７】
　低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質1 (LRP1)は、約4544アミノ酸; 504575Daで
ある。LRP1は、85kDaの膜結合カルボキシサブユニットと、非共有結合により結合した515
kDaのアミノ末端サブユニットとのヘテロ二量体である。細胞内ドメインは、MAFBと相互
作用する。LRP1は、PID1/PCLI1、LRP1、およびCUBN1との複合体中において見出される。L
RP1は、SNX17、PID1/PCLI1、PDGF、LRPAP1、およびCUBNと相互作用する。細胞内ドメイン
は、SHC1、GULP1、およびDAB1と相互作用する。
【００７８】
　LRP1は、アポトーシス細胞のエンドサイトーシスおよび食作用;初期胚の発生;細胞内脂
質のホメオスタシス;血漿からのキロミクロンの残渣および活性化LRPAP1 (アルファ2-マ
クログロブリン)の除去;プラスミノーゲン活性化因子と、それらの内因性阻害剤との複合
体の局所的代謝に関与する。理論に束縛されることを望まずに述べると、LRP1は、APPの
代謝、キナーゼ依存性細胞内シグナル伝達、ニューロン内カルシウムによるシグナル伝達
、ならびに神経伝達などの細胞内イベントを調節しうる。
【００７９】
　高密度リポタンパク質(HDL)は、血中の余分なコレステロールを取り上げ、肝臓に戻す
。低密度リポタンパク質(またはLDL)は、身体でのコレステロールの主な輸送体である。
しかし数年間にわたって過剰なLDLはアテローム性動脈硬化症(動脈の狭窄および硬化)を
もたらし、心疾患または心臓発作に至る。比は、HDLコレステロール値をLDLコレステロー
ル値で割ることによって決定される。例えば50mg/dLのHDLコレステロールおよび150mg/dL
のLDLコレステロールを有する人の場合、HDL/LDL比は、0.33である。理想的なHDL/LDL比
は0.4より上であり、目標は0.3より上のHDL/LDL比を維持することである。
【００８０】
　HDLは、肝臓および小腸の両方においてタンパク質に富む円盤状粒子として新たに合成



(30) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

される。HDLの主要なアポタンパク質は、apoA-1、apoA-II、apoC-I、apoC-IIおよびapoE
である。新たに形成されたHDLは、非常にわずかなコレステロールおよびコレステリルエ
ステルを含有する。HDLは、リポタンパク質粒子の中性コアでのコレステリルエステルの
蓄積を通じてそれらの初期円盤状形態から球状リポタンパク質粒子に転換される。コレス
テロールは、キロミクロンレムナントVLDLレムナント(中間密度リポタンパク質またはIDL
とも称される)および直接細胞表面膜からHDLによって蓄積される。コレステロールはHDL
関連酵素、レシチン:コレステロールアシル基転移酵素(「LCAT」)の作用を通じてエステ
ル化される。脂肪酸をレシチン(ホスファチジルコリン)からコレステロールのC-3-OH基に
転移するLCATのために、HDL表面上に見出されるApoA-Iとの相互作用が必要である。この
コアコレステリルエステルの蓄積は新生HDLをHDL2およびHDL3に転換する。R. I. Levyら
、「The structure, function and metabolism of high-density lipoproteins: A statu
s report」、Circulation、62巻、IV4-8頁(1980);およびD. I. Silvermanら、「High-den
sity lipoprotein subfractions」Am. J. Med.、94巻、636～45頁(1993)を参照されたい
。
【００８１】
　HDLは通常血漿から超遠心分離法によって単離される。正常なHDL密度範囲は、1.063g/m
Lから1.21g/mLであり、大まかに2つの範囲HDL2(1.063g/mL～1.125g/mL)およびHDL3(1.125
g/mL～1.21g/mL)に分かれる。最近になって、HDL中の粒子の2つの主な集団が、2次元電気
泳動に続く免疫ブロット法および酵素結合差次的抗体免疫吸着測定アッセイによって同定
されている。これらの集団の一方は、apoA-Iだけを含む粒子を含有し、他方はapoA-Iおよ
びapoA-IIの両方を含む粒子を含有する。apoA-I粒子の相対的割合は、HDL2画分において
最も高く、一方HDL3はapoA-IとapoA-IIとがより組み合わされている。J. C. Fruchartら
、「Apolipoprotein A-containing lipoprotein particles: physiological role, quant
ification, and clinical significance」、Clin. Chem.、38巻、793～7頁(1992);および
B. F. Asztalosら、「Normolipidemic subjects with low HDL cholesterol levels have
 altered HDL subpopulations」、Arterioscler. Thromb. Vase. Biol.、17巻、1885～18
93頁(1997)を参照されたい。
【００８２】
　ヒトアポリポタンパク質A-I(ApoA-I)は、HDLおよびリンパキロミクロンの主要なタンパ
ク質成分である。ApoA-Iは、主に肝臓および小腸で前駆体タンパク質(プレプロアポA-I)
として合成される。プレプロアポA-Iは、プロアポA-Iを形成するように細胞内部で切断さ
れ、形成物は血漿およびリンパに分泌される。血漿において成熟ApoA-Iを形成するように
プロアポA-Iから6アミノ酸が切断される。
【００８３】
　成熟ApoA-Iは、周知の配列のアミノ酸243個からなるグリコシル化されていない単一ポ
リペプチドである。ApoA-Iは、血漿酵素(レシチン-コレステロールアシル基転移酵素(LCA
T))の補助因子として働き、血漿中の大部分のコレステロールエステルの形成に関与する
。ApoA-Iのレベルの低下は、血漿脂質輸送系の障害および冠動脈心疾患の進行をもたらす
。ApoA-IおよびHDLの両方の低いレベルは、心臓発作および他のアテローム性血管疾患に
ついての強力な危険因子であることが示されている。米国特許第5,059,528号および第6,2
58,596号を参照されたい。
【００８４】
　アポリポタンパク質E (ApoE)は、肝細胞および末梢細胞上における特定の受容体に結合
するキロミクロンおよび中間密度リポタンパク質(IDL)中において見出されるアポタンパ
ク質である。中間密度リポタンパク質は、リポタンパク質粒子ファミリーに属し、極低密
度リポタンパク質の分解から形成される。IDLは、脂肪およびコレステロールが、血流の
水ベースの溶液内において移動することを可能とする5つの主要なリポタンパク質(キロミ
クロン、VLDL、IDL、LDL、HDL)群のうちの1つである。アポリポタンパク質E (ApoE)は、
トリグリセリドに富むリポタンパク質構成成分を正常な形で異化するのに重要である。
【００８５】
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　APOE遺伝子であるApoEは、アポリポタンパク質C1およびアポリポタンパク質C2と共にク
ラスターをなす形で、第19染色体にマップされる。ApoEは、4つのエクソンおよび3つのイ
ントロンからなり、合計3597塩基対に及ぶ。メラニン細胞内において、APOE遺伝子の発現
は、小眼球症関連転写因子(MITF)により制御されうる。APOE遺伝子は、APOEタンパク質の
3つのアイソフォーム:正常=ApoE-E3;機能不全性= ApoE-E2およびApoE-E4へと翻訳される3
つの対立遺伝子ApoE2、ApoE3、ApoE4を伴う多形遺伝子である。これらのアイソフォーム
は、112位および158位における単一のアミノ酸置換だけにより互いに異なる。
【００８６】
　レシチン-コレステロールアシルトランスフェラーゼ(LCAT)は、肝臓により生成される
血漿酵素であり、脂肪酸を、ホスファチジルコリンのsn-2位から、コレステロールのA-リ
ング上における3-ヒドロキシル基へとトランスアシル化することを介して、リポタンパク
質上において、コレステロールをコレステリルエステルへと転換する反応を触媒する。大
半のLCAT活性は、高密度リポタンパク質(HDL)上において見出されるが、約30%は、アポリ
ポタンパク質(Apo) B含有リポタンパク質上においても見出される。
【００８７】
　アポリポタンパク質E遺伝子は、3つの対立遺伝子ApoE2、ApoE3、ApoE4を伴う多形遺伝
子である。E2は、遺伝性障害であるIII型高リポタンパク質血症と関連し、アテローム性
動脈硬化の危険性の上昇および低下の両方と関連する。E3は、人口の約64パーセント中に
おいて見出される。E3は、「中性」のApoE遺伝子型であると考えられる。E4は、アテロー
ム性動脈硬化およびアルツハイマー病、鬱血性機能障害、ならびに神経突起生長の低下に
寄与しうる。
【００８８】
　LCATは、それにより過剰な細胞内コレステロールが肝臓へと戻されて排出される経路で
ある、コレステロール逆輸送経路を促進する。理論に束縛されることを望まずに述べると
、機構には、例えば、LCATがHDLレベルを上昇させ、HDL自体が、コレステロールの細胞外
のアクセプター量を増大させることを介して、細胞からのコレステロールの流動を増大さ
せうる機構が含まれる。また、HDL上におけるLCATによりコレステロールがエステル化さ
れれば、コレステロールがHDLから細胞へと自発的な形で再度転換されることも制限され
うるであろうし、これは、コレステロールが、HDL上に、ならびに肝臓へと実質的に送達
されることを促進する。
【００８９】
　好ましい実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子
ファミリーメンバーに関連する疾患または障害を予防または治療するのに使用される。ア
ンチセンス化合物を使用して得られる、幹細胞から再生される細胞/組織により治療され
うる例示的な脂質輸送代謝遺伝子を介する疾患および障害は、心血管疾患または心血管障
害、代謝性疾患または代謝性障害(例えば、糖尿病、肥満、脂質異常症、高血糖症、高イ
ンスリン血症、高コレステロール血症など)、脂質代謝の障害に関連する疾患または障害
、冠動脈疾患、アテローム性動脈硬化、HDL代謝疾患またはHDL代謝障害(例えば、家族性H
DL欠損症(FHD)、海青組織球症、タンジール病、魚眼病、LCAT欠損症、低HDLコレステロー
ル血症など)、細胞内におけるコレステロールおよび/またはリン脂質のホメオスタシスに
関連する疾患または障害、家族性アミロイド腎症、コレステロール制御の障害に関連する
疾患または障害、脂質輸送代謝遺伝子の欠損に関連する疾患または障害、アポリポタンパ
ク質A-I欠損、細胞内におけるコレステロール排出速度が異常に速いまたは異常に遅いこ
とに関連する疾患または障害、膵臓ベータ細胞機能に関連する疾患または障害、糖尿病、
代謝性疾患または代謝性障害、関節炎、炎症、自己免疫疾患または自己免疫障害、後天性
免疫不全症候群(AIDS)、炎症、神経疾患または神経障害、神経変性疾患または神経変性障
害、癌、脂質異常症、メタボリック症候群、老人斑、脳アミロイド血管症、アミロイドー
シス、神経膠芽腫、アミロイド沈着に関連する疾患または障害、神経原線維変化症、絨毛
癌、星状細胞腫、アミロイドーシス、高脂血症、新生物性形質転換、アテローム斑、閉塞
症、転移、肺線維症、壊死、ショック、黒色腫、遺伝性感受性、乾癬、神経膠腫、神経病
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態、血管疾患、細胞損傷、非小細胞肺癌(NSCLC)、脂肪肉腫、免疫不全性疾患または免疫
不全性障害、臓器移植拒絶、アレルギー、糸球体腎症、静脈血栓症、白血病の病理学的過
程、骨格疾患または骨格障害、筋疾患または筋障害、感染性生物に関連する疾患または障
害、免疫関連疾患または免疫関連障害、神経修復および神経麻痺、神経内分泌分化、全身
性非神経障害性アミロイドーシス、アミロイド病、血管新生に依存する腫瘍増殖;血管新
生の増大が含まれる症状、例えば、乾癬、未熟児網膜症、脈絡膜疾患、血管新生緑内障、
糖尿病性網膜症、薬物乱用、認知機能障害、および神経突起生長の低下を伴う非癌性疾患
;正常対照と比較して異常なApoE発現、ApoE機能、ApoE活性;乾癬;ウイルス、細菌、寄生
虫、真菌などの外来生物により引き起こされる疾患または障害を含む。
【００９０】
　好ましい実施形態において、脂質輸送代謝遺伝子アンチセンスオリゴヌクレオチドは、
臓器移植(例えば、肝臓移植、腎臓移植、骨髄移植、心臓移植など)において治療的に使用
される。
【００９１】
　好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、非限定的に非コード領域を含む脂質
輸送代謝遺伝子のポリヌクレオチドに特異的である。脂質輸送代謝遺伝子標的は、脂質輸
送代謝遺伝子の変種;SNPを含む脂質輸送代謝遺伝子の変異体;脂質輸送代謝遺伝子の非コ
ード配列;対立遺伝子、断片などを含む。好ましくはオリゴヌクレオチドは、アンチセン
スRNA分子である。
【００９２】
　本発明の実施形態により標的核酸分子は、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドだけに
限定されず、脂質輸送代謝遺伝子の任意のアイソフォーム、受容体、相同体、非コード領
域などに及ぶ。
【００９３】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、これだけに限らないが変種、対
立遺伝子、相同体、変異体、誘導体、断片およびそれらの相補配列を含む脂質輸送代謝遺
伝子標的の天然アンチセンス配列(コード領域および非コード領域の天然アンチセンス)を
標的にする。好ましくはオリゴヌクレオチドはアンチセンスRNAまたはDNA分子である。
【００９４】
　他の好ましい実施形態において本発明のオリゴマー化合物は、化合物の1つまたは複数
のヌクレオチド位置にさまざまな塩基が存在する変種も含む。例えば最初のヌクレオチド
がアデニンである場合、この位置にチミジン、グアノシンまたはシチジンもしくは他の天
然または非天然ヌクレオチドを含有する変種が産生されうる。これは、アンチセンス化合
物の任意の位置において行われうる。次いでこれらの化合物は、標的核酸の発現を抑制す
るそれらの能力を測定するために本明細書において記載の方法を使用して検査される。
【００９５】
　いくつかの実施形態において、アンチセンス化合物と標的との間の相同性、配列同一性
または相補性は、約50%～約60%である。いくつかの実施形態において、相同性、配列同一
性または相補性は、約60%～約70%である。いくつかの実施形態において、相同性、配列同
一性または相補性は、約70%～約80%である。いくつかの実施形態において、相同性、配列
同一性または相補性は、約80%～約90%である。いくつかの実施形態において、相同性、配
列同一性または相補性は、約90%、約92%、約94%、約95%、約96%、約97%、約98%、約99%ま
たは約100%である。
【００９６】
　アンチセンス化合物は、化合物の標的核酸への結合が標的核酸の正常な機能を妨げて活
性の消失を生じ、特異的な結合が望まれる条件下でアンチセンス化合物の非標的核酸配列
への非特異的結合が回避されるために十分な程度の相補性がある場合に特異的にハイブリ
ダイズできる。そのような条件は、すなわちin vivoアッセイおよび治療的処置の場合で
の生理的条件、およびin vitroアッセイの場合でのアッセイが実施される条件を含む。
【００９７】
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　アンチセンス化合物(DNA、RNA、キメラ、置換物などにかかわらず)は、化合物の標的DN
AまたはRNA分子への結合が標的DNAまたはRNAの正常な機能を妨げ有用性の消失を生じ、特
異的な結合が望まれる条件下(すなわちin vivoアッセイおよび治療的処置の場合での生理
的条件、およびin vitroアッセイの場合でのアッセイが実施される条件)でアンチセンス
化合物の非標的配列への非特異的結合が回避されるために十分な程度の相補性がある場合
に、特異的にハイブリダイズできる。
【００９８】
　他の好ましい実施形態において例えばPCR、ハイブリダイゼーションなどを使用して同
定および増やされるアンチセンス配列、配列番号8～22に記載される1つまたは複数の配列
などを非限定的に含む脂質輸送代謝遺伝子のターゲッティングは、脂質輸送代謝遺伝子の
発現または機能を調節する。一実施形態において発現または機能は、対照と比較して上方
制御される。他の好ましい実施形態において発現または機能は、対照と比較して下方制御
される。
【００９９】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、PCR、ハイブリダイゼーション
などを使用して同定および増やされるアンチセンス配列を含む配列番号23～263に記載の
核酸配列を含む。これらのオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の修飾されたヌクレオ
チド、より短いまたはより長い断片、修飾された結合などを含みうる。修飾された結合ま
たはヌクレオチド間結合の例は、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエートなどを含む
。他の好ましい実施形態においてヌクレオチドは、リン誘導体を含む。本発明の修飾され
たオリゴヌクレオチド中の糖部分または糖類似成分に結合できるリン誘導体(または修飾
されたリン酸基)は、一リン酸塩、二リン酸塩、三リン酸塩、アルキルリン酸塩、アルカ
ンリン酸塩(alkanephosphate)、ホスホロチオエートなどでありうる。上に記載のリン酸
類似体の調製およびそれらのヌクレオチド、修飾されたヌクレオチドおよびオリゴヌクレ
オチドへの組み込みそれ自体は、周知であり、本明細書に記載される必要はない。
【０１００】
　アンチセンスの特異性および感受性も、治療的使用のために当業者によって利用される
。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、動物およびヒトでの病態の治療において治療用成
分として使用されている。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、安全にかつ効果的にヒト
に投与されており、多数の臨床検査が現在進行中である。したがってオリゴヌクレオチド
が、細胞、組織および動物、特にヒトの治療のための治療計画において有用であるように
構成されうる有用な治療方法でありうることが確立される。
【０１０１】
　本発明の実施形態においてオリゴマーアンチセンス化合物、詳細にはオリゴヌクレオチ
ドは、標的核酸分子に結合し、標的遺伝子によってコードされる分子の発現および/また
は機能を調節する。妨げられるDNAの機能は、例えば複製および転写を含む。妨げられるR
NAの機能は、例えばタンパク質翻訳部位へのRNAの移行、RNAからのタンパク質の翻訳、1
つまたは複数のmRNA種を得るためのRNAのスプライシング、およびRNAが関与しうるまたは
RNAによって促進されうる触媒活性などの全ての生体機能を含む。機能は、所望の機能に
応じて上方制御または抑制されうる。
【０１０２】
　アンチセンス化合物は、アンチセンスオリゴマー化合物、アンチセンスオリゴヌクレオ
チド、外部ガイド配列(EGS)オリゴヌクレオチド、選択的スプライサー、プライマー、プ
ローブおよび標的核酸の少なくとも一部分にハイブリダイズする他のオリゴマー化合物を
含む。そのように、これらの化合物は1本鎖、2本鎖、部分的な1本鎖または環状オリゴマ
ー化合物の形態に導入されうる。
【０１０３】
　本発明の文脈においてアンチセンス化合物を特定の核酸分子にターゲッティングするこ
とは、多段階プロセスでありうる。通常、このプロセスは、機能が調節される標的核酸の
同定で始まる。この標的核酸は、例えばその発現が特定の障害もしくは病態に関連する細
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胞遺伝子(もしくは遺伝子から転写されたmRNA)または感染病原体由来の核酸分子でありう
る。本発明において標的核酸は、脂質輸送代謝遺伝子をコードする。
【０１０４】
　通常、ターゲッティングプロセスは所望の効果、例えば発現の調節が得られるようなア
ンチセンス相互作用が生じる標的核酸中の少なくとも1つの標的領域、セグメントまたは
部位の決定も含む。本発明の文脈において用語「領域」は、少なくとも1つの同定可能な
構造、機能または特徴を有する標的核酸の一部分と定義される。標的核酸の領域内は、セ
グメントである。「セグメント」は、標的核酸内の領域のより小さな部分またはサブ部分
と定義される。本発明において使用される「部位」は、標的核酸内の位置として定義され
る。
【０１０５】
　好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子の
天然アンチセンス配列に結合し、脂質輸送代謝遺伝子(配列番号1)の発現および/または機
能を調節する。アンチセンス配列の例は、配列番号8～263を含む。
【０１０６】
　他の好ましい実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺
伝子ポリヌクレオチドの1つまたは複数のセグメントに結合し、脂質輸送代謝遺伝子の発
現および/または機能を調節する。セグメントは、脂質輸送代謝遺伝子センスまたはアン
チセンスポリヌクレオチドの少なくとも5個の連続するヌクレオチドを含む。
【０１０７】
　他の好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝
子の天然アンチセンス配列に特異的であり、オリゴヌクレオチドの脂質輸送代謝遺伝子の
天然アンチセンス配列への結合は脂質輸送代謝遺伝子の発現および/または機能を調節す
る。
【０１０８】
　他の好ましい実施形態において、オリゴヌクレオチド化合物は配列番号23～263に記載
の配列、例えばPCR、ハイブリダイゼーションなどを使用して同定および増やされるアン
チセンス配列を含む。これらのオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の修飾されたヌク
レオチド、より短いまたはより長い断片、修飾された結合などを含みうる。修飾された結
合またはヌクレオチド間結合の例は、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエートなどを
含む。他の好ましい実施形態においてヌクレオチドは、リン誘導体を含む。本発明の修飾
されたオリゴヌクレオチド中の糖部分または糖類似成分に結合できるリン誘導体(または
修飾されたリン酸基)は、一リン酸塩、二リン酸塩、三リン酸塩、アルキルリン酸塩、ア
ルカンリン酸塩、ホスホロチオエートなどでありうる。上に記載のリン酸類似体の調製お
よびそれらのヌクレオチド、修飾されたヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドへの組み
込みそれ自体は、周知であり、本明細書に記載される必要はない。
【０１０９】
　当技術分野において周知であるとおり、翻訳開始コドンが典型的には5'-AUG(転写され
たmRNA分子において、対応するDNA分子においては5'-ATG)であることから、翻訳開始コド
ンは、「AUGコドン」、「開始コドン」または「AUG開始コドン」とも称される。少数の遺
伝子は、RNA配列5'-GUG、5'-UUGまたは5'-CUGを有する翻訳開始コドンを有し、5'-AUA、5
'-ACGおよび5'-CUGはin vivoにおいて機能することが示されている。したがって用語「翻
訳開始コドン」および「開始コドン」は、開始アミノ酸は各例において典型的にはメチオ
ニン(真核生物において)またはホルミルメチオニン(原核生物において)であるが、多数の
コドン配列を包含できる。真核生物および原核生物の遺伝子は、2つ以上の選択的開始コ
ドンを有し、そのいずれでも特定の細胞型または組織における、または特定の条件下で翻
訳開始のために優先的に利用されうる。本発明の文脈において「開始コドン」および「翻
訳開始コドン」は、そのようなコドンの(1つまたは複数の)配列にかかわらず脂質輸送代
謝遺伝子をコードする遺伝子から転写されたmRNAの翻訳を開始するためにin vivoで使用
される1つまたは複数のコドンを意味する。遺伝子の翻訳終止コドン(または「終止コドン
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」)は、3つの配列、すなわち5'-UAA、5'-UAGおよび5'-UGA(対応するDNA配列は、それぞれ
5'-TAA、5'-TAGおよび5'-TGAである)のうちの1つを有しうる。
【０１１０】
　用語「開始コドン領域」および「翻訳開始コドン領域」は、翻訳開始コドンからいずれ
かの方向(すなわち5'または3')での連続する約25から約50ヌクレオチドを包含するそのよ
うなmRNAまたは遺伝子の一部分を意味する。同様に、用語「終止コドン領域」および「翻
訳終止コドン領域」は、翻訳終止コドンからいずれかの方向(すなわち5'または3')での連
続する約25から約50ヌクレオチドを包含するそのようなmRNAまたは遺伝子の一部分を意味
する。結果として「開始コドン領域」(または「翻訳開始コドン領域」)および「終止コド
ン領域」(または「翻訳終止コドン領域」)は、本発明のアンチセンス化合物で効果的にタ
ーゲッティングされうる全ての領域である。
【０１１１】
　当技術分野において翻訳開始コドンと翻訳終止コドンとの間の領域を意味することが周
知のオープンリーディングフレーム(ORF)または「コード領域」も、効果的にターゲッテ
ィングされうる領域である。本発明の文脈においてターゲッティングされた領域は、遺伝
子のオープンリーディングフレーム(ORF)の翻訳開始または終止コドンを包含する遺伝子
内領域である。
【０１１２】
　他の標的領域は、当技術分野において翻訳開始コドンから5'方向にあるmRNAの一部分を
意味することが周知の5'非翻訳領域(5'UTR)を含み、したがって5'キャップ部位とmRNA(ま
たは遺伝子上の対応するヌクレオチド)の翻訳開始コドンとの間のヌクレオチドを含む。
さらに他の標的領域は、当技術分野において翻訳終止コドンから3'方向にあるmRNAの一部
分を意味すると周知の3'非翻訳領域(3'UTR)を含み、したがって翻訳終止コドンとmRNA(ま
たは遺伝子上の対応するヌクレオチド)の3'末端との間のヌクレオチドを含む。mRNAの5'
キャップ部位は、5'-5'トリリン酸結合を介してmRNAの最も5'側の残基に結合したN7-メチ
ル化グアノシン残基を含む。mRNAの5'キャップ領域は、5'キャップ構造それ自体およびキ
ャップ部位に隣接する最初の50ヌクレオチドを含むと考えられる。本発明の他の標的領域
は、5'キャップ領域である。
【０１１３】
　いくつかの真核生物mRNA転写物は、直接翻訳されるが、大部分は、それが翻訳される前
に転写物から切除される「イントロン」として周知の1つまたは複数の領域を含有する。
残りの(したがって翻訳される)領域は「エクソン」として周知であり、連続的なmRNA配列
を形成するように一緒にスプライスされる。一実施形態において標的スプライス部位、す
なわちイントロン-エクソン接合部またはエクソン-イントロン接合部は、異常なスプライ
シングが疾患に関与するまたは特定のスプライス産物の過剰産生が疾患に関与する状況に
おいて特に有用である。再配置または欠失による異常な融合接合は、標的部位の他の実施
形態である。異なる遺伝子源由来の2つ(またはそれ以上)のmRNAのスプライシングのプロ
セスを介して産生されたmRNA転写物は、「融合転写物」として周知である。イントロンは
、例えばDNAまたはプレmRNAをターゲッティングするアンチセンス化合物を使用して効果
的にターゲッティングされうる。
【０１１４】
　他の好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的ポリヌクレオ
チドのコード領域および/または非コード領域に結合し、標的分子の発現おび/または機能
を調節する。
【０１１５】
　他の好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、天然アンチセンス
ポリヌクレオチドに結合し、標的分子の発現および/または機能を調節する。
【０１１６】
　他の好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、センスポリヌクレ
オチドに結合し、標的分子の発現および/または機能を調節する。
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【０１１７】
　選択的RNA転写物は、DNAの同じ遺伝子領域から産生されうる。これらの選択的転写物は
、一般に「変種」として周知である。より詳細には「プレmRNA変種」は、同じゲノムDNA
から産生される転写物であり、同じゲノムDNAから産生される他の転写物とはそれらの開
始または終止位置のいずれかにおいて異なり、イントロンおよびエクソン配列の両方を含
有する。
【０１１８】
　スプライシングでの1つまたは複数のエクソンもしくはイントロン領域またはそれらの
一部分の切除において、プレmRNA変種は、より小さな「mRNA変種」を産生する。結果とし
てmRNA変種は、プレmRNA変種にプロセシングされ、それぞれ特有なプレmRNA変種はスプラ
イシングの結果として特有なmRNA変種を常に産生する。これらのmRNA変種は、「選択的ス
プライス変種」としても周知である。プレmRNA変種のスプライシングが生じない場合は、
プレmRNA変種はmRNA変種と同一である。
【０１１９】
　変種は、転写を開始するまたは終止するための選択的シグナルの使用を通じても産生さ
れうる。プレmRNAおよびmRNAは、1つより多い開始コドンまたは終止コドンを有しうる。
選択的開始コドン(alternative start codon)を使用するプレmRNAまたはmRNA由来の変種
は、プレmRNAまたはmRNAの「選択的開始変種(alternative start variant)」として周知
である。選択的終止コドン(alternative stop codon)を使用するこれらの転写物は、プレ
mRNAまたはmRNAの「選択的終止変種(alternative stop variant)」として周知である。選
択的終止変種の特定の1種類は、機械的な転写による「ポリA終止シグナル」のうちの1つ
の代替選択から生じる、多数の転写物が産生される「ポリA変種」であり、それにより特
有なポリA部位で終結する転写物が産生される。本発明の文脈において、本明細書に記載
される種類の変種も標的核酸の実施形態である。
【０１２０】
　アンチセンス化合物がハイブリダイズする標的核酸上の位置は、活性アンチセンス化合
物がターゲッティングされる標的領域の少なくとも5ヌクレオチド長部分として定義され
る。
【０１２１】
　特定の例示的標的セグメントの詳細な配列が本明細書に記載されているが、当業者はこ
れらが本発明の範囲内の具体的実施形態を例示および記載するために利用できることを理
解する。追加的標的セグメントは、本開示を考慮して当業者によって容易に同定されうる
。
【０１２２】
　例示的な好ましい標的セグメント内から選択された少なくとも5つ(5個)の連続的ヌクレ
オチド範囲を含む長さ5～100ヌクレオチドの標的セグメントは、同様にターゲッティング
に適すると考えられる。
【０１２３】
　標的セグメントは、例示的な好ましい標的セグメントの1つの5'-末端由来の少なくとも
5個の連続するヌクレオチドを含むDNAまたはRNA配列を含みうる(残りのヌクレオチドは、
標的セグメントの5'-末端のすぐ上流から始まり、DNAまたはRNAが約5～約100ヌクレオチ
ドを含有するまで続く同じDNAまたはRNAの連続的範囲である)。同様に好ましい標的セグ
メントは、例示的な好ましい標的セグメントの1つの3'-末端由来の少なくとも5個の連続
するヌクレオチドを含むDNAまたはRNA配列によって表される(残りのヌクレオチドは、標
的セグメントの3'-末端のすぐ下流から始まり、DNAまたはRNAが約5～約100ヌクレオチド
を含有するまで続く同じDNAまたはRNAの連続的範囲である)。本明細書において例示され
る標的セグメントを用いる当業者は、過度の実験を行うことなくさらなる好ましい標的セ
グメントを同定できる。
【０１２４】
　ひとたび1つまたは複数の標的領域、セグメントまたは部位が同定されると、所望の効
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果を得るために標的に十分に相補的である、すなわち十分にハイブリダイズし、かつ十分
な特異性を有するアンチセンス化合物が選択される。
【０１２５】
　本発明の実施形態においてオリゴヌクレオチドは、特定の標的のアンチセンス鎖に結合
する。オリゴヌクレオチドは、長さ少なくとも5ヌクレオチドであり、各オリゴヌクレオ
チドが重複する配列をターゲッティングするように合成されて良く、オリゴヌクレオチド
は標的ポリヌクレオチドの長さ全体に及ぶように合成される。標的はコード領域および非
コード領域も含む。
【０１２６】
　一実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドによって特定の核酸をターゲッ
ティングすることは好ましい。特定の核酸に対するアンチセンス化合物のターゲッティン
グは、多段階プロセスである。通常、このプロセスは、その機能が調節される核酸配列の
同定で始まる。これは、例えばその発現が特定の障害もしくは病態に関連する細胞遺伝子
(もしくは遺伝子から転写されるmRNA)または例えば非翻訳RNA(ncRNA)などの非翻訳ポリヌ
クレオチドでありうる。
【０１２７】
　RNAは、(1)タンパク質に翻訳されるメッセンジャーRNA(mRNA)、および(2)非タンパク質
コードRNA(ncRNA)に分類されうる。ncRNAはマイクロRNA、アンチセンス転写物および高密
度の終止コドンを含有しており、いかなる広範な「オープンリーディングフレーム」も欠
いている他の転写単位(TU)を含む。多くのncRNAは、タンパク質コード遺伝子座の3'非翻
訳領域(3'UTR)中の開始部位から始まると考えられる。ncRNAは、しばしばまれであり、FA
NTOMコンソーシアムによって配列決定されているncRNAの少なくとも半分はポリアデニル
化されていないと考えられている。明らかな理由により大部分の研究者は、プロセシング
され、細胞質に排出されるポリアデニル化されたmRNAに注目している。近年、一連のポリ
アデニル化されていない核内RNAが非常に多い場合があり、そのような転写物の多くがい
わゆる遺伝子間領域から生じることが示された(Cheng, J.ら、(2005) Science 308 (5725
)、1149～1154; Kapranov, P.ら、(2005) Genome Res 15 (7)、987～997)。ncRNAが遺伝
子発現を制御しうる機構は、標的転写物との塩基対形成によるものである。塩基対形成に
よって機能するRNAは、(1)作用するRNAと同じ遺伝子座だが反対の鎖上にコードされ、し
たがってそれらの標的に対して完全な相補性を示すシスコードの(cis-encoded)RNA、およ
び(2)作用するRNAとは異なる染色体上の位置にコードされ、一般にそれらの標的と完全な
塩基対形成可能性を示さないトランスコードの(trans-encoded)RNAに分類されうる。
【０１２８】
　理論に束縛されることなく、本明細書に記載のアンチセンスオリゴヌクレオチドによる
アンチセンスポリヌクレオチドの変動は、対応するセンスメッセンジャーRNAの発現を変
化させうる。しかしこの制御は、不調和性(アンチセンスノックダウンがメッセンジャーR
NAの増加を生じる)または調和性(アンチセンスノックダウンが付随するメッセンジャーRN
Aの減少を生じる)のいずれであっても良い。これらの場合、アンチセンスオリゴヌクレオ
チドは、アンチセンス転写の重複したまたは重複していない部分にターゲッティングされ
て良く、ノックダウンまたは隔離を生じる。コードおよび非コードアンチセンスは、同一
の手段でターゲッティングでき、どちらの分類も対応するセンス転写物を、調和性または
不調和性の手段のいずれかで、制御できる。標的に対する使用のための新規オリゴヌクレ
オチドを同定することに使用される戦略は、アンチセンスオリゴヌクレオチドによるアン
チセンスRNA転写物のノックダウンまたは所望の標的を調節する任意の他の手段に基づき
うる。
【０１２９】
　戦略1:不調和性調節の場合、アンチセンス転写のノックダウンが、通常の(センス)遺伝
子の発現を上昇させる。後者の遺伝子が周知のまたは推定上の薬物標的をコードする場合
は、そのアンチセンス対応物のノックダウンは受容体アゴニストまたは酵素刺激物質の作
用をおそらく模倣できる。
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【０１３０】
　戦略2;調和性調節の場合、アンチセンスおよびセンス転写物の両方を同時にノックダウ
ンすることができ、したがって通常の(センス)遺伝子発現の相乗的低減を達成する。例え
ばアンチセンスオリゴヌクレオチドがノックダウンを達成するために使用される場合、こ
の戦略は、センス転写物にターゲッティングされた1つのアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドと対応するアンチセンス転写物に対する他のアンチセンスオリゴヌクレオチドとに、ま
たは重複しているセンスおよびアンチセンス転写物を同時にターゲッティングする単一の
エネルギー的に対称なアンチセンスオリゴヌクレオチドに適用するために使用されうる。
【０１３１】
　本発明によりアンチセンス化合物は、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、
外部ガイド配列(EGS)オリゴヌクレオチド、siRNA化合物、siRNA化合物などの1本鎖または
2本鎖RNA干渉(RNAi)化合物、および標的核酸の少なくとも一部分にハイブリダイズし、そ
の機能を調節する他のオリゴマー化合物を含む。そのようにそれらはDNA、RNA、DNA様、R
NA様、もしくはそれらの混合物でありうる、またはこれらの1つまたは複数の模倣物であ
りうる。これらの化合物は、1本鎖、2本鎖、環状またはヘアピンオリゴマー化合物であっ
て良く、内部もしくは末端バルジ、ミスマッチまたはループなどの構造要素を含有できる
。アンチセンス化合物は、日常的には直鎖状に調製されるが、環状および/または分枝状
に結合されるかまたはそうでなければ調製されうる。アンチセンス化合物は、例えば全体
的もしくは部分的な2本鎖化合物を形成するようにハイブリダイズした2本の鎖、または全
体的もしくは部分的な2本鎖化合物のハイブリダイゼーションおよび形成を可能にするた
めに十分な自己相補性を有する1本鎖などの構築物を含みうる。2本鎖は、遊離の3'もしく
は5'末端を残すように内部で結合されうるか、または連続的ヘアピン構造もしくはループ
を形成するように結合されうる。ヘアピン構造は、5'または3'末端のいずれかにオーバー
ハングを含有でき、1本鎖形質の伸長を生じる。場合により2本鎖化合物は、両末端にオー
バーハングを含有できる。さらなる修飾は、末端のうちの1つ、選択されたヌクレオチド
位置、糖位置またはヌクレオチド間結合のうちの1つに結合した複合基を含みうる。代替
として2本鎖は、非核酸成分またはリンカー基を介して連結されうる。1本だけの鎖から形
成される場合dsRNAは、2重鎖を形成するためにそれ自体の上に折りたたまれる自己相補性
ヘアピン型分子の形態を取りうる。したがってdsRNAは、完全にまたは部分的に2本鎖であ
りうる。遺伝子発現の特異的な調節は、遺伝子導入細胞系におけるdsRNAヘアピンの安定
な発現によって達成されうるが、いくつかの実施形態において遺伝子の発現または機能は
、上方制御される。2本鎖、または2重鎖を形成するためにそれ自体の上に折りたたまれる
自己相補性ヘアピン型分子の形態を取る1本鎖から形成される場合、2本鎖(または1本鎖の
2
重鎖形成領域)は、ワトソン-クリック様に塩基対形成する相補的RNA鎖である。
【０１３２】
　ひとたび系に導入されると本発明の化合物は、標的核酸の切断もしくは他の修飾に影響
する1つもしくは複数の酵素もしくは構造タンパク質の作用を誘発できる、または占有に
基づく機構を介して作用できる。一般に核酸(オリゴヌクレオチドを含む)は、「DNA様」(
すなわち一般に1つまたは複数の2'-デオキシ糖を有し、一般にU塩基よりもT塩基を有する
)または「RNA様」(すなわち一般に1つまたは複数の2'-ヒドロキシ糖または2'-修飾糖を有
し、一般にT塩基よりもU塩基を有する)と記載されうる。核酸ヘリックスは、1つより多い
種類の構造を、最も通例ではA-形態およびB-形態を取りうる。一般にB-形態様構造を有す
るオリゴヌクレオチドは「DNA様」であり、A-形態様構造を有するものは「RNA様」である
と考えられる。いくつかの(キメラ)実施形態においてアンチセンス化合物は、A-およびB-
形態領域の両方を含有できる。
【０１３３】
　好ましい他の実施形態において所望のオリゴヌクレオチドまたはアンチセンス化合物は
、アンチセンスRNA、アンチセンスDNA、キメラアンチセンスオリゴヌクレオチド;修飾さ
れた結合を含むアンチセンスオリゴヌクレオチド;干渉RNA(RNAi)、低分子干渉RNA(siRNA)
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;マイクロ干渉RNA(miRNA);低分子一過的RNA(stRNA);または低分子ヘアピンRNA(shRNA);低
分子RNA誘導遺伝子活性化(RNAa);低分子活性化RNA(saRNA)またはこれらの組合せのうちの
少なくとも1を含む。
【０１３４】
　dsRNAは、遺伝子発現、「低分子RNA誘導遺伝子活性化」またはRNAaと称されている機構
も活性化できる。遺伝子プロモーターをターゲッティングするdsRNAは、関連する遺伝子
の強力な転写活性化を誘導する。RNAaは、合成dsRNAを使用してヒト細胞において実証さ
れ、「低分子活性化RNA」(saRNA)と称された。RNAaが他の生体においても保存されている
のかどうかは現在のところ不明である。
【０１３５】
　低分子干渉RNA(siRNA)およびマイクロRNA(miRNA)などの低分子2本鎖RNA(dsRNA)は、RNA
干渉(RNAi)として周知の進化的に保存された機構の引き金であることが見出されている。
RNAiは、クロマチンの再構築を介して一定に遺伝子発現抑制を導きそれにより転写を抑制
し、相補的mRNAを分解し、またはタンパク質翻訳を遮断する。しかし、下の実施例の節に
おいて詳細に記載される例においては、オリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子ポリ
ヌクレオチドおよびそれにコードされる産物の発現および/または機能を増加させること
が示されている。dsRNAは低分子活性化RNA(saRNA)としても作用できる。理論に束縛され
ることなく、遺伝子プロモーター中の配列をターゲッティングすることによって、saRNA
はdsRNA誘発転写活性化(RNAa)と称される現象において標的遺伝子発現を誘導する。
【０１３６】
　さらなる実施形態において、本明細書において同定する「好ましい標的セグメント」は
、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの発現を調節する追加的化合物の選別において使
用されうる。「調節物質」は、脂質輸送代謝遺伝子をコードする核酸分子の発現を減少ま
たは増加させ、好ましい標的セグメントに相補的である少なくとも5個のヌクレオチド部
分を含む化合物である。選別方法は、脂質輸送代謝遺伝子のセンスまたは天然ポリヌクレ
オチドをコードする核酸分子の好ましい標的セグメントを1つまたは複数の候補調節物質
に接触させるステップ、および脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチド、例えば配列番号23
～263をコードする核酸分子の発現を減少または増加させる1つまたは複数の候補修飾物質
を選択するステップを含む。1つまたは複数の候補調節物質が、脂質輸送代謝遺伝子ポリ
ヌクレオチドをコードする核酸分子の発現を調節できる(例えば減少させるまたは増加さ
せる)ことが一度示されれば、次いで調節物質は、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチド
の機能のさらなる調査研究において、または本発明による研究、診断もしくは治療剤とし
ての使用のために使用されうる。
【０１３７】
　天然アンチセンス配列のターゲッティングは、好ましくは標的遺伝子の機能を調節する
。例えば、脂質輸送代謝遺伝子遺伝子(例えばアクセッション番号NM_005502、NM_000229
、NM_002332、NM_008512、NM_000527.3、NM_000041、NM_000039、図2)。好ましい実施形
態において標的は、脂質輸送代謝遺伝子遺伝子のアンチセンスポリヌクレオチドである。
好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子ポリ
ヌクレオチドのセンスおよび/または天然アンチセンス配列(例えばアクセッション番号NM
_005502、NM_000229、NM_002332、NM_008512、NM_000527、NM_000041、NM_000039、図2)
、変種、対立遺伝子、アイソフォーム、相同体、変異体、誘導体、断片およびそれらの相
補配列をターゲッティングする。好ましくはオリゴヌクレオチドは、アンチセンス分子で
あり、標的はアンチセンスおよび/またはセンス脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの
コード領域および非コード領域を含む。
【０１３８】
　本発明の好ましい標的セグメントは、本発明のそれぞれの相補的アンチセンス化合物と
安定化された2本鎖(2重鎖)オリゴヌクレオチドを形成するように組み合わされうる。
【０１３９】
　そのような2本鎖オリゴヌクレオチド成分は、当技術分野において標的発現を調節し、
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アンチセンス機構を介して翻訳およびRNAプロセシングを制御すると示されている。さら
に2本鎖成分は化学修飾に供されうる(Fireら(1998)、Nature、391、806～811; Timmonsお
よびFire(1998)、Nature、395、854; Timmonsら(2001)、Gene、263、103～112; Tabaraら
(1998)、Science、282、430～431; Montgomeryら(1998)、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、
95、15502～15507; Tuschlら(1999)、Genes Dev.、13、3191～3197; Elbashirら(2001)、
Nature、411、494～498; Elbashirら、Genes Dev. 2001、15、188～200)。例えばそのよ
うな2本鎖成分は、2重鎖アンチセンス鎖の標的への古典的ハイブリダイゼーションによっ
て標的を抑制することが示されており、それにより標的の酵素的分解の引き金を引く(Tij
stermanら(2002)、Science、295、694～697)。
【０１４０】
　好ましい実施形態においてアンチセンスオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子ポ
リヌクレオチド(例えばアクセッション番号NM_005502、NM_000229、NM_002332、NM_00851
2、NM_000527、NM_000041、NM_000039)、変種、対立遺伝子、アイソフォーム、相同体、
変異体、誘導体、断片およびそれらの相補配列をターゲッティングする。好ましくはオリ
ゴヌクレオチドはアンチセンス分子である。
【０１４１】
　本発明の実施形態により標的核酸分子は、脂質輸送代謝遺伝子だけに限定されず、任意
のアイソフォーム、受容体、相同体および脂質輸送代謝遺伝子様分子に及ぶ。
【０１４２】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレ
オチドの天然アンチセンス配列、例えば配列番号8～22に記載のポリヌクレオチドおよび
任意の変種、対立遺伝子、相同体、変異体、誘導体、断片およびそれらの相補配列をター
ゲッティングする。アンチセンスオリゴヌクレオチドの例は、配列番号23～263として記
載されている。
【０１４３】
　一実施形態においてオリゴヌクレオチドは、これだけに限らないが脂質輸送代謝遺伝子
ポリヌクレオチドに関連する非コードセンスおよび/またはアンチセンス配列が挙げられ
る脂質輸送代謝遺伝子アンチセンスの核酸配列に相補的であるかまたは結合し、脂質輸送
代謝遺伝子分子の発現および/または機能を調節する。
【０１４４】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、配列番号8～22に記載の脂質輸
送代謝遺伝子天然アンチセンスの核酸配列に相補的であるかまたは結合し、脂質輸送代謝
遺伝子分子の発現および/または機能を調節する。
【０１４５】
　好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、配列番号23～263の少なくとも5個の
連続するヌクレオチドの配列を含み、脂質輸送代謝遺伝子分子の発現および/または機能
を調節する。
【０１４６】
　ポリヌクレオチド標的は、そのファミリーメンバーを含めた脂質輸送代謝遺伝子、脂質
輸送代謝遺伝子の変種;SNPを含む脂質輸送代謝遺伝子の変異体;脂質輸送代謝遺伝子の非
コード配列;脂質輸送代謝遺伝子の対立遺伝子;種の変種、断片などを含む。好ましくはオ
リゴヌクレオチドはアンチセンス分子である。
【０１４７】
　他の好ましい実施形態において、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドをターゲッティ
ングするオリゴヌクレオチドは、アンチセンスRNA、干渉RNA(RNAi)、低分子干渉RNA(siRN
A);マイクロ干渉RNA(miRNA);低分子一過的RNA(stRNA);または低分子ヘアピンRNA(shRNA);
低分子RNA誘導遺伝子活性化(RNAa);または低分子活性化RNA(saRNA)を含む。
【０１４８】
　他の好ましい実施形態において、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチド、例えば配列番
号8～22のターゲッティングは、これらの標的の発現または機能を調節する。一実施形態
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において発現または機能は対照と比較して上方制御される。他の好ましい実施形態におい
て発現または機能は対照と比較して下方制御される。
【０１４９】
　他の好ましい実施形態においてアンチセンス化合物は、配列番号23～263に記載の配列
を含む。これらのオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の修飾されたヌクレオチド、よ
り短いまたはより長い断片、修飾された結合などを含みうる。
【０１５０】
　他の好ましい実施形態において配列番号23～263は、1つまたは複数のLNAヌクレオチド
を含む。
【０１５１】
　所望の標的核酸の調節は、当技術分野において周知のいくつかの方法において実施され
うる。例えばアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNAなど。酵素的核酸分子(例えばリボ
ザイム)は、ヌクレオチド塩基配列に特異的なやり方で他の別々の核酸分子を繰り返し切
断する能力を含む種々の反応の1つまたは複数を触媒できる核酸分子である。そのような
酵素的核酸分子は、例えば実質的にいかなるRNA転写物をターゲッティングするのにも使
用されうる(Zaugら、324、Nature 429 1986; Cech、260 JAMA 3030、1988;およびJefferi
esら、17 Nucleic Acids Research 1371、1989)。
【０１５２】
　それらの配列特異性により、トランス切断酵素的核酸分子は、ヒト疾患に対する治療剤
としての有望さを示す(UsmanおよびMcSwiggen、(1995) Ann. Rep. Med. Chem. 30、285～
294; ChristoffersenおよびMarr、(1995) J. Med. Chem. 38、2023～2037)。酵素的核酸
分子は、細胞性RNA背景中で特定のRNA標的を切断するために設計されうる。そのような切
断事象はmRNAを非機能性にし、かつそのRNAからのタンパク質発現を抑止する。このやり
方で、病態に関連するタンパク質の合成は選択的に抑制されうる。
【０１５３】
　一般にRNA切断活性を有する酵素的核酸は、最初に標的RNAに結合することによって作用
する。そのような結合は、標的RNAを切断するために作用する分子の酵素的部分に近接に
保持される酵素的核酸の標的結合部分を通じて生じる。したがって酵素的核酸分子は、最
初に標的RNAを認識し、次いで相補的塩基対形成を通じて結合し、ひとたび正確な部位に
結合すると標的RNAを切断するために酵素的に作用する。そのような標的RNAの戦略的切断
は、コードされているタンパク質の合成を方向付けるその能力を破壊する。酵素的核酸が
そのRNA標的に結合および切断した後、それはRNAから解離し、別の標的を探して繰り返し
新たな標的に結合し、切断できる。
【０１５４】
　In vitro選択(進化的)戦略(Orgel、(1979)、Proc. R. Soc. London、B 205、435)など
のいくつかの手法が、ホスホジエステル結合およびアミド結合の切断および連結などの種
々の反応を触媒できる新規核酸触媒を発展させるために使用されている(Joyce、1989、Ge
ne、82、83～87; Beaudryら、(1992)、Science 257、635～641; Joyce、(1992)、Scienti
fic American 267、90～97; Breakerら、(1994)、TIBTECH 12、268; Bartelら、(1993)、
Science 261 :1411～1418; Szostak、(1993)、TIBS 17、89～93; Kumarら、(1995)、FASE
B J.、9、1183; Breaker、(1996)、Curr. Op. Biotech.、7、442)。
【０１５５】
　触媒活性のために最適なリボザイムの開発は、遺伝子発現制御の目的のためにRNA切断
リボザイムを使用するいかなる戦略にも顕著に貢献する。例えばハンマーヘッド型リボザ
イムは、飽和(10mM)濃度のMg2+補助因子の存在下で触媒速度(kcat)約1分-1で機能する。
人工的「RNAリガーゼ」リボザイムは、対応する自己修飾反応を約100分-1の速度で触媒す
ることが示されている。加えてDNAから作られた基質結合腕を有するある種の修飾された
ハンマーヘッド型リボザイムは、100分-1に近い多重回転数(multiple turn-over rate)で
RNA切断を触媒することが周知である。最後にハンマーヘッドの触媒コア中の特定の残基
の特定のヌクレオチド類似体での置換は、触媒速度に10倍程度の改善を示す修飾されたリ
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ボザイムをもたらす。これらの発見は、リボザイムが、ほとんどの天然の自己切断リボザ
イムによってin vitroで示されるものより顕著に大きな触媒速度での化学的形質転換を促
進できることを示す。それにより、ある種の自己切断リボザイムの構造は、最大の触媒活
性をもたらすように最適化されうる、またはRNAホスホジエステル切断について顕著に早
い速度を示す完全に新規のRNAモチーフが作製されうることが可能である。
【０１５６】
　「ハンマーヘッド」モデルにあてはまるRNA触媒によるRNA基質の分子間切断は、1987年
に最初に示された(Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature、328: 596～600)。RNA触媒は、回収
され、複数のRNA分子と反応し、それが真に触媒作用的であることを示した。
【０１５７】
　「ハンマーヘッド」モチーフに基づいて設計された触媒RNAは、標的配列に必要な塩基
対形成を維持するために触媒RNA中に適切な塩基変更を作製することによって特定の標的
配列を切断するために使用されている(HaseloffおよびGerlach(1988)、Nature、334、585
; WalbotおよびBruening(1988)、Nature、334、196; Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature、
328: 596～600; Koizumi, M.ら(1988) FEBS Lett.、228: 228～230)。これは、特定の標
的配列を切断するための触媒RNAの使用を可能にし、「ハンマーヘッド」モデルによって
設計された触媒RNAがin vivoで特定の基質RNAを切断できる可能性があることを示してい
る(HaseloffおよびGerlach(1988)、Nature、334、585; WalbotおよびBruening(1988)、Na
ture、334、196; Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature、328: 596～600を参照されたい)。
【０１５８】
　RNA干渉(RNAi)は、哺乳動物および哺乳動物細胞における遺伝子発現を調節するための
強力な手段になっている。この手法は、発現プラスミドまたはウイルスおよび、siRNAに
プロセシングされる低分子ヘアピンRNAのコード配列を使用するRNAそれ自体としてまたは
DNAとしてのいずれかでの低分子干渉RNA(siRNA)の送達を必要とする。この系は、プレ-si
RNAのそれらが活性である細胞質への効率的な輸送を可能にし、遺伝子発現のために制御
された組織特異的なプロモーターの使用を可能にする。
【０１５９】
　好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドまたはアンチセンス化合物は、リボ核酸
(RNA)および/もしくはデオキシリボ核酸(DNA)のオリゴマーもしくはポリマーまたはそれ
らの模倣物、キメラ、類似体もしくは相同体を含む。この用語は、天然に存在するヌクレ
オチド、糖およびヌクレオチド間(骨格)共有結合ならびに同様に機能する天然に存在しな
い部分を含むオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチドを含む。そのような修飾さ
れたまたは置換されたオリゴヌクレオチドは、例えば細胞への増強された取込み、標的核
酸に対する増強された親和性およびヌクレアーゼの存在下での増大した安定性などの望ま
しい特性からしばしば天然形態よりも望ましい。
【０１６０】
　本発明により、オリゴヌクレオチドまたは「アンチセンス化合物」は、アンチセンスオ
リゴヌクレオチド(例えばRNA、DNA、それらの模倣物、キメラ、類似体または相同体)、リ
ボザイム、外部ガイド配列(EGS)オリゴヌクレオチド、siRNA化合物、siRNA化合物などの1
本鎖または2本鎖RNA干渉(RNAi)化合物、saRNA、aRNAおよび標的核酸の少なくとも一部分
にハイブリダイズしその機能を調節する他のオリゴマー化合物を含む。そのようにそれら
は、DNA、RNA、DNA様、RNA様もしくはそれらの混合物でありうるか、またはこれらの1つ
または複数の模倣物でありえる。これらの化合物は、1本鎖、2本鎖、環状またはヘアピン
オリゴマー化合物であることができ、内部もしくは末端バルジ、ミスマッチまたはループ
などの構造要素を含みうる。アンチセンス化合物は、日常的には直鎖状に調製されるが、
環状および/または分枝状に結合されるかまたはそうでなければ調製されうる。アンチセ
ンス化合物は、例えば全体的もしくは部分的な2本鎖化合物を形成するようにハイブリダ
イズした2本の鎖、または全体的もしくは部分的な2本鎖化合物のハイブリダイゼーション
および形成を可能にするために十分な自己相補性を有する1本鎖などの構築物を含みうる
。2本の鎖は、遊離の3'もしくは5'末端を残すように内部で結合されうるか、または連続
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的ヘアピン構造もしくはループを形成するように結合されうる。ヘアピン構造は、1本鎖
形質の伸長を生じさせるために5'または3'末端のいずれかにオーバーハングを含有できる
。場合により2本鎖化合物は、両末端にオーバーハングを含みうる。さらなる修飾は、末
端のうちの1つ、選択されたヌクレオチド位置、糖位置またはヌクレオチド間結合のうち
の1つに結合した複合基を含みうる。代替として2本の鎖は、非核酸成分またはリンカー基
を介して結合できる。1本鎖だけから形成される場合dsRNAは、2重鎖を形成するためにそ
れ自体の上に折りたたまれる自己相補性ヘアピン型分子の形態を取りうる。したがってds
RNAは、完全にまたは部分的に2本鎖でありうる。遺伝子発現の特異的な調節は、遺伝子導
入細胞系におけるdsRNAヘアピンの安定な発現によって達成されうる(Hammondら(1991)、N
at. Rev. Genet.、2、110～119; Matzkeら(2001)、Curr. Opin. Genet. Dev.、11、221～
227; Sharp(2001)、Genes Dev.、15、485～490)。2本鎖、または2重鎖を形成するために
それ自体の上に折りたたまれる自己相補性ヘアピン型分子の形態を取る1本鎖から形成さ
れる場合、2本鎖(または1本鎖の2重鎖形成領域)は、ワトソン-クリック様に塩基対形成す
る自己相補的RNA鎖である。
【０１６１】
　ひとたび系に導入されると本発明の化合物は、標的核酸の切断もしくは他の修飾をもた
らす1つもしくは複数の酵素もしくは構造タンパク質の作用を誘発できる、または占有に
基づく機構を介して作用できる。一般に核酸(オリゴヌクレオチドを含む)は、「DNA様」(
すなわち一般に1つまたは複数の2'-デオキシ糖を有し、一般にU塩基よりもT塩基を有する
)または「RNA様」(すなわち一般に1つまたは複数の2'-ヒドロキシ糖または2'-修飾糖を有
し、一般にT塩基よりもU塩基を有する)と記載されうる。核酸ヘリックスは、1つより多い
構造を、最も通例ではA-形態およびB-形態を取りうる。一般にB-形態様構造を有するオリ
ゴヌクレオチドは「DNA様」であると、A-形態様構造を有するものは「RNA様」であると考
えられる。いくつかの(キメラ)実施形態においてアンチセンス化合物は、A-およびB-形態
領域の両方を含有できる。
【０１６２】
　本発明によるアンチセンス化合物は、長さ約5～約80ヌクレオチド(すなわち約5～約80
個連結したヌクレオシド)由来のアンチセンス部分を含みうる。これは、アンチセンス化
合物のアンチセンス鎖または一部分の長さを意味する。言い換えると、本発明の1本鎖ア
ンチセンス化合物は、5～約80ヌクレオチドを含み、本発明の2本鎖アンチセンス化合物(
例えばdsRNAなど)は、長さ5～約80ヌクレオチドのセンスおよびアンチセンス鎖または一
部分を含む。当業者は、これが長さ5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、1
8、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、3
8、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、5
8、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、7
8、79、または80ヌクレオチドまたはこれらの範囲内の任意の長さのアンチセンス部分を
内包することを理解する。
【０１６３】
　一実施形態において本発明のアンチセンス化合物は、長さ10～50ヌクレオチドのアンチ
センス部分を有する。当業者は、これが長さ10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、
20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、
40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、または50ヌクレオチドまたはこれらの範囲内
の任意の長さのアンチセンス部分を有するオリゴヌクレオチドを具体化することを理解す
る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは長さ15ヌクレオチドである。
【０１６４】
　一実施形態において本発明のアンチセンスまたはオリゴヌクレオチド化合物は、長さ12
または13～30ヌクレオチドのアンチセンス部分を有する。当業者は、これが長さ12、13、
14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29もしくは30ヌクレオ
チドまたはこれらの範囲内の任意の長さのアンチセンス部分を有するアンチセンス化合物
を具体化することを理解する。
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【０１６５】
　他の好ましい実施形態において本発明のオリゴマー化合物は、化合物中の1つまたは複
数のヌクレオチド位置に異なる塩基が存在する変種も含む。例えば、最初のヌクレオチド
がアデノシンである場合、この位置にチミジン、グアノシンまたはシチジンを含有する変
種が産生されうる。これは、アンチセンスまたはdsRNA化合物の任意の位置においてなさ
れうる。次いでこれらの化合物は、標的核酸の発現を抑制するそれらの能力を測定するた
めに本明細書に記載の方法を使用して検査される。
【０１６６】
　いくつかの実施形態において、アンチセンス化合物と標的との間の相同性、配列同一性
または相補性は、約40%～約60%である。いくつかの実施形態において、相同性、配列同一
性または相補性は、約60%～約70%である。いくつかの実施形態において、相同性、配列同
一性または相補性は、約70%～約80%である。いくつかの実施形態において、相同性、配列
同一性または相補性は、約80%～約90%である。いくつかの実施形態において、相同性、配
列同一性または相補性は、約90%、約92%、約94%、約95%、約96%、約97%、約98%、約99%ま
たは約100%である。
【０１６７】
　他の好ましい実施形態において、例えば配列番号8～263に記載の核酸分子などのアンチ
センスオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の置換または修飾を含む。一実施形態にお
いてヌクレオチドはロックド核酸(LNA)で置換される。
【０１６８】
　他の好ましい実施形態においてオリゴヌクレオチドは、脂質輸送代謝遺伝子に関連する
コードおよび/または非コード配列ならびに配列番号1～7および8～22として記載の配列の
、核酸分子センスおよび/またはアンチセンスの1つまたは複数の領域をターゲッティング
する。オリゴヌクレオチドは、配列番号1～7および8～22の重複領域にもターゲッティン
グされる。
【０１６９】
　本発明の特定の好ましいオリゴヌクレオチドは、キメラオリゴヌクレオチドである。本
発明の文脈において「キメラオリゴヌクレオチド」または「キメラ」は、それぞれ少なく
とも1つのヌクレオチドからなる2つ以上の化学的に異なる領域を含有するオリゴヌクレオ
チドである。これらのオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の有益な特性(例えばヌクレ
アーゼ耐性の増大、細胞への取込みの増大、標的に対する結合親和性の増大など)を付与
する修飾されたヌクレオチドの少なくとも1つの領域、およびRNA:DNAまたはRNA:RNAハイ
ブリッドを切断できる酵素のための基質である領域を典型的には含有する。例示の方法に
より、RNase Hは、RNA:DNA 2重鎖のRNA鎖を切断する細胞性エンドヌクレアーゼである。
したがってRNase Hの活性化は、RNA標的の切断を生じ、それにより遺伝子発現のアンチセ
ンス調節の効率を非常に増強する。結果としてキメラオリゴヌクレオチドが使用される場
合、同じ標的領域にハイブリダイズするホスホロチオエートデオキシオリゴヌクレオチド
と比較して低分子オリゴヌクレオチドで同程度の結果がしばしば得られる。RNA標的の切
断は、ゲル電気泳動および必要に応じて当技術分野において周知の関連する核酸ハイブリ
ダイゼーション技術によって日常的に検出できる。好ましい一実施形態においてキメラオ
リゴヌクレオチドは、標的結合親和性を増大させる少なくとも1つの領域、およびRNase H
の基質として作用する領域を通常含む。オリゴヌクレオチドのその標的(この場合、rasを
コードする核酸)に対する親和性は、オリゴヌクレオチド/標的対のTm(オリゴヌクレオチ
ドと標的とが解離する温度であり、解離は分光光度的に検出される)を測定することによ
って日常的に決定される。Tmが高ければ高いほど、標的に対するオリゴヌクレオチドの親
和性は大きい。
【０１７０】
　本発明のキメラアンチセンス化合物は、2つ以上のオリゴヌクレオチド、修飾されたオ
リゴヌクレオチド、上に記載のオリゴヌクレオシドおよび/またはオリゴヌクレオチド模
倣物の複合構造として形成されうる。そのような化合物は、当技術分野においてハイブリ
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ッドまたはギャップマーとも称されている。そのようなハイブリッド構造の調製を説明す
る代表的な米国特許は、これだけに限らないが、それぞれ参照により本明細書に組み込ま
れる米国特許第5,013,830号、第5,149,797号、第5, 220,007号、第5,256,775号、第5,366
,878号、第5,403,711号、第5,491,133号、第5,565,350号、第5,623,065号、第5,652,355
号、第5,652,356号および第5,700,922号を含む。
【０１７１】
　他の好ましい実施形態において、修飾されたオリゴヌクレオチドの領域は、糖の2'位置
で修飾された少なくとも1つのヌクレオチド、最も好ましくは2'-O-アルキル、2'-O-アル
キル-O-アルキル、または2'-フルオロ修飾ヌクレオチドを含む。他の好ましい実施形態に
おいてRNA修飾は、ピリミジン、脱塩基残基またはRNAの3'末端の反転塩基(inverted base
)のリボース上の2'-フルオロ、2'-アミノおよび2'O-メチル修飾を含む。そのような修飾
は、日常的にオリゴヌクレオチドに組み込まれ、これらのオリゴヌクレオチドは、所与の
標的に対して2'-デオキシオリゴヌクレオチドよりもより高いTm(すなわちより高い標的結
合親和性)を有することが示されている。そのような増大した親和性の効果は、遺伝子発
現のRNAiオリゴヌクレオチド抑制を非常に増強する。RNAse Hは、RNA:DNA 2重鎖のRNA鎖
を切断する細胞性エンドヌクレアーゼであり、したがってこの酵素の活性化は、RNA標的
の切断を生じ、それによりRNAi抑制の効率を非常に増強できる。RNA標的の切断は、ゲル
電気泳動によって日常的に実証されうる。他の好ましい実施形態において、キメラオリゴ
ヌクレオチドもヌクレアーゼ耐性を増強するために修飾される。細胞は、核酸を分解でき
る種々のエキソ-およびエンド-ヌクレアーゼを含有する。多数のヌクレオチドおよびヌク
レオシド修飾が、それが組み込まれるオリゴヌクレオチドを天然のオリゴヌクレオチドよ
りもヌクレアーゼ消化に対してより耐性にすることが示されている。ヌクレアーゼ耐性は
、オリゴヌクレオチドを細胞抽出物または単離されたヌクレアーゼ溶液とインキュベート
し、一定時間後に残っている未変化オリゴヌクレオチドの量を、通常は電気泳動によって
、測定することにより日常的に測定される。ヌクレアーゼ耐性を増強するために修飾され
ているオリゴヌクレオチドは、未修飾オリゴヌクレオチドよりも長時間未変化で残存する
。種々のオリゴヌクレオチド修飾がヌクレアーゼ耐性を増強するまたは付与するために実
証されている。現在のところ少なくとも1つのホスホロチオエート修飾を含有するオリゴ
ヌクレオチドはより好ましい。いくつかの場合に標的結合親和性を増強するオリゴヌクレ
オチド修飾も、単独で、ヌクレアーゼ耐性を増強できる。いくつかの望ましい修
飾は、De Mesmaekerら(1995)、Acc. Chem. Res.、28:366～374に見出すことができる。
【０１７２】
　本発明のために想定されるいくつかの好ましいオリゴヌクレオチドの具体的な例は、修
飾された骨格、例えばホスホロチオエート、リン酸トリエステル、メチルホスホネート、
短鎖アルキルもしくはシクロアルキル糖部分間結合または短鎖ヘテロ原子もしくは複素環
糖間結合を含むものを含む。最も好ましいのは、ホスホロチオエート骨格を有するオリゴ
ヌクレオチドおよびヘテロ原子骨格、詳細にはCH2 --NH--O--CH2、CH、--N(CH3)--O--CH2
 [メチレン(メチルイミノ)またはMMI骨格として周知]、CH2 --O--N (CH3)--CH2、CH2 --N
 (CH3)--N (CH3)--CH2およびO--N (CH3)-- CH2 --CH2骨格、式中天然のホスホジエステル
骨格はO-P--O-- CHと表される)を有するものである。De Mesmaekerら(1995)、Ace. Chem.
 Res. 28:366～374)によって開示されたアミド骨格も好ましい。同様に好ましいのは、モ
ルホリノ骨格構造を有するオリゴヌクレオチドである(SummertonおよびWeller、米国特許
第5,034,506号)。他の好ましい実施形態において、ペプチド核酸(PNA)骨格、オリゴヌク
レオチドのホスホジエステル骨格などは、ポリアミド骨格で置換され、ヌクレオチドは直
接または間接的にポリアミド骨格のアザ窒素原子に結合される(Nielsenら(1991)、Scienc
e 254、1497)。オリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の置換された糖部分も含みうる。
好ましいオリゴヌクレオチドは、以下の: OH、SH、SCH3、F、OCN、OCH3 OCH3、OCH3 O(CH

2)n CH3、O(CH2)n NH2またはO(CH2)n CH3 (式中nは1から約10である); C1～C10低級アル
キル、アルコキシアルコキシ、置換された低級アルキル、アルカリルまたはアラルキル; 
Cl; Br; CN; CF3; OCF3; O--、S--、またはN-アルキル; O--、S--、またはN-アルケニル;
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 SOCH3; SO2; CH3; ONO2; NO2; N3; NH2;ヘテロシクロアルキル;ヘテロシクロアルカリル
;アミノアルキルアミノ;ポリアルキルアミノ;置換されたシリル; RNA切断基;レポーター
基;干渉物質;オリゴヌクレオチドの薬物動態特性を改善する基;またはオリゴヌクレオチ
ドの薬力学特性を改善する基および同様の特性を有する他の置換基のうちの1つを2'位置
に含む。好ましい修飾は、2'-メトキシエトキシ[2'-O-CH2　CH2 OCH3、2'-O-(2-メトキシ
エチル)としても周知] (Martinら(1995)、Helv. Chim. Acta、78、486)を含む。他の好ま
しい修飾は2'-メトキシ(2'-O--CH3)、2'-プロポキシ(2'-OCH2 CH2CH3)および2'-フルオロ
(2'-F)を含む。同様に修飾は、オリゴヌクレオチドの他の位置、詳細には3'末端ヌクレオ
チドの糖の3'位および5'末端ヌクレオチドの5'位でも作製されうる。オリゴヌクレオチド
は、ペントフラノシル基の代わりにシクロブチルなどの糖類似体も有しうる。
【０１７３】
　オリゴヌクレオチドは、追加的または代替的に核酸塩基(当技術分野において単に「塩
基」としばしば称される)修飾または置換も含みうる。本明細書において使用される「未
修飾」または「天然」ヌクレオチドは、アデニン(A)、グアニン(G)、チミン(T)、シトシ
ン(C)およびウラシル(U)を含む。修飾されたヌクレオチドは、天然の核酸においてまれに
、または一過的にだけ見出されるヌクレオチド、例えばヒポキサンチン、6-メチルアデニ
ン、5-Meピリミジン、詳細には5-メチルシトシン(5-メチル-2'-デオキシシトシンとも称
され、5-Me-Cとも当技術分野においてしばしば称される)、5-ヒドロキシメチルシトシン(
HMC)、グリコシルHMCおよびゲントビオシルHMCならびに合成ヌクレオチド、例えば2-アミ
ノアデニン、2-(メチルアミノ)アデニン、2-(イミダゾリルアルキル)アデニン、2-(アミ
ノアルキルアミノ)アデニンまたは他のヘテロ置換アルキルアデニン、2-チオウラシル、2
-チオチミン、5-ブロモウラシル、5-ヒドロキシメチルウラシル、8-アザグアニン、7-デ
アザグアニン、N6(6-アミノヘキシル)アデニンおよび2,6-ジアミノプリンを含む。Kornbe
rg, A、DNA Replication、W. H. Freeman & Co.、San Francisco、1980、75～77頁; Gebe
yehu, G.ら(1987)、Nucl. Acids Res. 15:4513)。当技術分野において周知の「ユニバー
サル」塩基、例えばイノシン、も含まれうる。5-Me-C置換は、核酸2重鎖の安定性を0.6～
1.2℃増大させることが示されており(Sanghvi, Y. S.、Crooke, S. T. and Lebleu, B.(
編)、Antisense Research and Applications、CRC Press、Boca Raton、1993、276～278
頁)、現在好ましい塩基置換である。
【０１７４】
　本発明のオリゴヌクレオチドの他の修飾は、オリゴヌクレオチドの活性または細胞への
取込みを増強する1つまたは複数の成分または複合体のオリゴヌクレオチドへの化学的結
合を含む。そのような成分として、これだけに限らないがコレステロール成分、コレステ
リル成分(Letsingerら(1989)、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86、6553)、コール酸(Manoh
aranら(1994)、Bioorg. Med. Chem. Let. 4、1053)、チオエーテル、例えばヘキシル-S-
トリチルチオール(Manoharanら(1992)、Ann. NY. Acad. Sci. 660、306; Manoharanら(19
93)、Bioorg. Med. Chem. Let. 3、2765)、チオコレステロール(Oberhauserら(1992)、Nu
cl. Acids Res. 20、533)、脂肪族鎖、例えばドデカンジオールまたはウンデシル残基(Sa
ison-Behmoarasら、EMBO J、1991、10、111; Kabanovら(1990)、FEBS Lett. 259、327; S
vinarchukら(1993)、Biochimie 75、49)、リン脂質、例えばジ-ヘキサデシル-rac-グリセ
ロールまたはトリエチルアンモニウム　1,2-ジ-O-ヘキサデシル-rac-グリセロ-3-H-ホス
ホネート(Manoharanら(1995)、Tetrahedron Lett. 36, 3651; Sheaら(1990)、Nucl. Acid
s Res. 18、3777)、ポリアミンまたはポリエチレングリコール鎖(Manoharanら(1995)、Nu
cleosides & Nucleotides 14、969)、あるいはアダマンタン酢酸(Manoharanら(1995)、Te
trahedron Lett. 36、3651)などの脂質成分を含む。親油性成分を含むオリゴヌクレオチ
ドおよびそのようなオリゴヌクレオチドを調製する方法は、当技術分野、例えば米国特許
第5,138,045号、第5,218,105号および第5,459,255号において周知である。
【０１７５】
　所与のオリゴヌクレオチドにおける全ての位置が一律に修飾される必要はなく、実際に
前述の修飾のうちの1つより多くが単一のオリゴヌクレオチド中に、またはオリゴヌクレ
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オチド中の単一のヌクレオシド中にさえも組み込まれうる。本発明は、本明細書前記に定
義するキメラオリゴヌクレオチドであるオリゴヌクレオチドも含む。
【０１７６】
　他の実施形態において本発明の核酸分子は、これだけに限らないが脱塩基ヌクレオチド
、ポリエーテル、ポリアミン、ポリアミド、ペプチド、炭水化物、脂質またはポリ炭化水
素化合物が挙げられる他の成分と複合される。当業者は、これらの分子が、糖、塩基また
はリン酸基のいくつかの位置に核酸分子を含む1つまたは複数の任意のヌクレオチドに連
結されうることを理解する。
【０１７７】
　本発明により使用されるオリゴヌクレオチドは、好都合におよび日常的に固相合成の十
分に周知な技術を通じて作製される。そのような合成のための装置は、Applied Biosyste
msを含むいくつかの販売者によって販売されている。そのような合成のための任意の他の
手段も使用されうる;オリゴヌクレオチドの実際の合成は、十分に当業者の能力の範囲内
である。ホスホロチオエートおよびアルキル化誘導体などの他のオリゴヌクレオチドを調
製するために類似技術を使用することも十分に周知である。類似技術ならびに商業的に入
手可能な修飾されたアミダイトおよび多孔質ガラス(CPG)製品(ビオチン、フルオレセイン
、アクリジンもしくはソラレン修飾アミダイトなど)および/または蛍光標識、ビオチン化
もしくは、コレステロール修飾オリゴヌクレオチドなどの他の修飾オリゴヌクレオチドを
合成するためのCPG(Glen Research、Sterling VAから入手可能)の使用も十分に周知であ
る。
【０１７８】
　本発明により、強度、特異性および作用期間の増強のためならびにオリゴヌクレオチド
の投与経路を拡げるためのLNA単量体の使用などの修飾の使用は、MOE、ANA、FANA、PSな
ど現在の化学を含む(Uhlmanら(2000)、Current Opinions in Drug Discovery & Developm
ent 3巻　2号)。これは現在のオリゴヌクレオチド中のいくつかの単量体のLNA単量体によ
る置換によって達成されうる。LNA修飾オリゴヌクレオチドは、親化合物に類似する大き
さを有する場合があり、またはより大きくて良く、または好ましくは小さくて良い。その
ようなLNA修飾オリゴヌクレオチドが約70%より少ない、より好ましくは約60%より少ない
、最も好ましくは約50%より少ないLNA単量体を含有することは好ましく、それらの大きさ
は約5から25ヌクレオチドの間であることは好ましく、より好ましくは約12から20ヌクレ
オチドの間である。
【０１７９】
　好ましい修飾されたオリゴヌクレオチド骨格は、これだけに限らないがホスホロチオエ
ート、キラルホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノ
アルキルホスホトリエステル、(3'アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを
含む)メチルホスホネートおよび他のアルキルホスホネート、ホスフィネート、(3'アミノ
ホスホラミデートおよびアミノアルキルホスホラミデートを含む)ホスホラミデート、チ
オノホスホラミデート、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステ
ルおよび通常の3'-5'結合を有するボラノホスフェート、これらの2'-5'結合類似体、なら
びに逆転した方向性を有する(ヌクレオチド単位の隣接する対が3'-5'から5'-3'にまたは2
'-5'から5'-2'に連結している)ものを含む。種々の塩、塩混合物および遊離酸の形態も含
まれる。
【０１８０】
　上のリン含有結合の調製を説明する代表的な米国特許は、これだけに限らないが、それ
ぞれが参照により本明細書に組み込まれる米国特許3,687,808;4,469,863;4,476,301;5,02
3,243;5,177,196;5,188,897;5,264,423;5,276,019;5,278,302;5,286,717;5,321,131;5,39
9,676;5,405,939;5,453,496;5,455,233;5,466,677;5,476,925;5,519,126;5,536,821;5,54
1,306;5,550,111;5,563,253;5,571,799;5,587,361;および5,625,050を含む。
【０１８１】
　好ましい修飾オリゴヌクレオチド骨格はリン原子を含まず、単鎖アルキルもしくはシク
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ロアルキルヌクレオチド間結合、混合ヘテロ原子およびアルキルもしくはシクロアルキル
ヌクレオチド間結合、または1つもしくは複数の単鎖ヘテロ原子もしくは複素環ヌクレオ
チド間結合によって形成された骨格を有する。これらは、モルホリノ結合(ヌクレオシド
の糖部分から部分的に形成される);シロキサン骨格;スルフィド、スルホキシドおよびス
ルホン骨格;ホルムアセチルおよびチオホルムアセチル骨格;メチレンホルムアセチルおよ
びチオホルムアセチル骨格;アルケン含有骨格;スルファメート骨格;メチレンイミノおよ
びメチレンヒドラジノ骨格;スルホネートおよびスルホンアミド骨格;アミド骨格;ならび
に他のN、O、SおよびCH2が混合した構成成分部分を有するものを含む。
【０１８２】
　上のオリゴヌクレオチドの調製を説明する代表的な米国特許は、これだけに限らないが
、それぞれが参照により本明細書に組み込まれる米国特許5,034,506;5,166,315;5,185,44
4;5,214,134;5,216,141;5,235,033;5,264,562;5,264,564;5,405,938;5,434,257;5,466,67
7;5,470,967;5,489,677;5,541,307;5,561,225;5,596,086;5,602,240;5,610,289;5,602,24
0;5,608,046;5,610,289;5,618,704;5,623,070;5,663,312;5,633,360;5,677,437;および5,
677,439を含む。
【０１８３】
　他の好ましいオリゴヌクレオチド模倣物において、ヌクレオチド単位の糖およびヌクレ
オチド間結合(すなわち骨格)の両方は新たな基で置換される。塩基単位は、適切な核酸タ
ーゲッティング合物とのハイブリダイゼーションのために維持される。そのようなオリゴ
マー化合物の1つ、優れたハイブリダイゼーション特性を有すると示されているオリゴヌ
クレオチド模倣物は、ペプチド核酸(PNA)と称される。PNA化合物において、オリゴヌクレ
オチドの糖骨格は、アミド含有骨格、詳細にはアミノエチルグリシン骨格で置換される。
核酸塩基は、保持され、骨格のアミド部分のアザ窒素原子に直接または間接的に結合され
る。PNA化合物の調製を説明する代表的米国特許は、これだけに限らないがそれぞれ参照
により本明細書に組み込まれる米国特許第5,539,082号、米国特許第5,714,331号および米
国特許第5,719,262号を含む。PNA化合物のさらなる説明は、Nielsenら(1991)、Science、
254、1497～1500において見出される。
【０１８４】
　本発明の他の好ましい実施形態において、ホスホロチオエート骨格を有するオリゴヌク
レオチドおよびヘテロ原子骨格を有するオリゴヌクレオシド、特に、-CH2-NH-O-CH2-、-C
H2-N (CH3)-O-CH2- (メチレン(メチルイミノ)またはMMI骨格として周知)、-CH2-O-N (CH3
)-CH2、CH2N(CH3)-N(CH3) CH2-および-O-N(CH3)-CH2-CH2- (式中天然のホスホジエステル
骨格は上に参照の米国特許第5,489,677号の-O-P-O-CH2-として表される)、ならびに上に
参照の米国特許第5,602,240号のアミド骨格が好ましい。同様に好ましいのは、上に参照
の米国特許第5,034,506号のモルホリノ骨格構造を有するオリゴヌクレオチドである。
【０１８５】
　修飾されたオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の置換された糖部分を含みうる。好
ましいオリゴヌクレオチドは、以下の: OH; F; O-、S-、もしくはN-アルキル; O-、S-、
もしくはN-アルケニル; O-、S-もしくはN-アルキニル;またはOアルキル-O-アルキル(式中
アルキル、アルケニルおよびアルキニルは、CからCOアルキルに、またはC2からCOアルケ
ニルおよびアルキニルに、置換されるまたは置換されない場合がある)のうちの1つを2'位
置に含む。特に好ましいのは、O (CH2)n OmCH3、O(CH2)n、OCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH

3、O(CH2)nONH2およびO(CH2nON(CH2)nCH3)2であり、式中nおよびmは1から約10であって良
い。他の好ましいオリゴヌクレオチドは、以下: CからCO、(低級アルキル、置換された低
級アルキル、アルカリル、アラルキル、O-アルカリルもしくはO-アラルキル、SH、SCH3、
OCN、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、ヘテロシクロアル
キル、ヘテロシクロアルカリル、アミノアルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換され
たシリル、RNA切断基、レポーター基、干渉物質、オリゴヌクレオチドの薬物動態特性を
改善する基、またはオリゴヌクレオチドの薬力学特性を改善する基および同様の特性を有
する他の置換基のうちの1つを2'位置に含む。好ましい修飾は、2'-メトキシエトキシ(2'-
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O-CH2CH2OCH3、2'-O-(2-メトキシエチル)または2'-MOEとしても周知) (Martinら(1995)、
Helv. Chim. Acta、1995、78、486～504)すなわちアルコキシアルコキシ基を含む。さら
なる好ましい修飾は、2'-ジメチルアミノオキシエトキシ、すなわちO(CH2)2ON(CH3)2基、
本明細書以下の実施例において記載のとおり2'-DMAOEとしても周知,ならびに2'-ジメチル
アミノエトキシエトキシ(当技術分野において2'-O-ジメチルアミノエトキシエチルまたは
2'-DMAEOEとしても周知)すなわち、2'-O-CH2-O-CH2-N (CH2)2を含む。
【０１８６】
　他の好ましい修飾は、2'-メトキシ(2'-O CH3)、2'-アミノプロポキシ(2'-O CH2CH2CH2N
H2)および2'-フルオロ(2'-F)を含む。同様の修飾は、オリゴヌクレオチドの他の位置、詳
細には3'末端ヌクレオチドの糖の3'位置または2'-5'連結オリゴヌクレオチドおよび5'末
端ヌクレオチドの5'位置にも作製されうる。オリゴヌクレオチドは、ペントフラノシル糖
の代わりにシクロブチル成分などの糖類似体も有しうる。そのような修飾糖構造の調製を
説明する代表的米国特許は、これだけに限らないが、それぞれが参照により本明細書に組
み込まれる米国特許4,981,957;5,118,800;5,319,080;5,359,044;5,393,878;5,446,137;5,
466,786;5,514,785;5,519,134;5,567,811;5,576,427;5,591,722;5,597,909;5,610,300;5,
627,053;5,639,873;5,646,265;5,658,873;5,670,633;および5,700,920を含む。
【０１８７】
　オリゴヌクレオチドは、核酸塩基(当技術分野において単に「塩基」としばしば称され
る)修飾または置換も含みうる。本明細書において使用される「未修飾」または「天然」
ヌクレオチドは、プリン塩基アデニン(A)およびグアニン(G)、ならびにピリミジン塩基チ
ミン(T)、シトシン(C)およびウラシル(U)を含む。修飾ヌクレオチドは、5-メチルシトシ
ン(5-Me-C)、5-ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノアデ
ニン、アデニンおよびグアニンの6-メチルおよび他のアルキル誘導体、アデニンおよびグ
アニンの2-プロピルおよび他のアルキル誘導体、2-チオウラシル、2-チオチミンおよび2-
チオシトシン、5-ハロウラシルおよびシトシン、5-プロピニルウラシルおよびシトシン、
6-アゾウラシル、シトシンおよびチミン、5-ウラシル(シュードウラシル)、4-チオウラシ
ル、8-ハロ、8-アミノ、8-チオール、8-チオアルキル、8-ヒドロキシルおよび他の8-置換
アデニンおよびグアニン、5-ハロ特に5-臭化、5-トリフルオロメチルおよび他の5-置換ウ
ラシルおよびシトシン、7-メチルグアニンおよび7-メチルアデニン、8-アザグアニンおよ
び8-アザアデニン、7-デアザグアニンおよび7-デアザアデニンならびに3-デアザグアニン
および3-デアザアデニンなどの他の合成および天然ヌクレオチドを含む。
【０１８８】
　さらに、ヌクレオチドは、米国特許第3,687,808号に開示のもの、「The Concise Encyc
lopedia of Polymer Science And Engineering」、858～859頁、Kroschwitz、J.I.(編)、
John Wiley & Sons、1990に開示のもの、Englischら、「Angewandle Chemie、Internatio
nal Edition」、1991、30、613頁に開示のもの、Sanghvi, Y. S.、15章、「Antisense Re
search and Applications」、289～302頁、Crooke, S.T.およびLebleu, B. ea.、CRC Pre
ss、1993によって開示されたものを含む。特定のこれらのヌクレオチドは、本発明のオリ
ゴマー化合物の結合親和性を増大させるために特に有用である。これらは、5-置換ピリミ
ジン、6-アザピリミジンならびに、2-アミノプロピルアデニン、5-プロピニルウラシルお
よび5-プロピニルシトシンを含むN-2、N-6およびO-6置換プリンを含む。5-メチルシトシ
ン置換物は、0.6～1.2℃の核酸2重鎖安定性における増大を示しており(Sanghvi, Y.S.、C
rooke, S.T.およびLebleu, B.編、「Antisense Research and Applications」、CRC Pres
s、Boca Raton、1993、276～278頁)、現在のところ好ましい置換であり、2'-O-メトキシ
エチル糖修飾と組み合わされるとより好ましい。
【０１８９】
　上に記載の修飾ヌクレオチドおよび他の修飾ヌクレオチドの調製を説明する代表的米国
特許は、これだけに限らないが、それぞれが参照により本明細書に組み込まれる米国特許
3,687,808、ならびに4,845,205;5,130,302;5,134,066;5,175,273;5,367,066;5,432,272;5
,457,187;5,459,255;5,484,908;5,502,177;5,525,711;5,552,540;5,587,469;5,596,091;5
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,614,617;5,750,692,および5,681,941を含む。
【０１９０】
　本発明のオリゴヌクレオチドの他の修飾は、活性、細胞性分布またはオリゴヌクレオチ
ドの細胞への取込みを増強する1つまたは複数の成分または複合体のオリゴヌクレオチド
への化学的連結を含む。
【０１９１】
　そのような成分は、これだけに限らないが、コレステロール成分、(Letsingerら(1989)
、Proc. Natl. Acad. Sci USA 86、6553～6556)、コール酸(Manoharanら(1994)、Bioorg.
 Med. Chem. Let. 4、1053～1060)、チオエーテル、例えばヘキシル-S-トリチルチオール
(Manoharanら(1992)、Ann. NY. Acad. Sci. 660、306～309; Manoharanら(1993)、Bioorg
. Med. Chem. Let. 3、2765～2770)、チオコレステロール(Oberhauserら(1992)、Nucl. A
cids Res. 20、533～538)、脂肪族鎖、例えばドデカンジオールまたはウンデシル残基(Ka
banovら(1990)、FEBS Lett. 259、327～330; Svinarchukら(1993)、Biochimie 75、49～5
4)、リン脂質、例えばジ-ヘキサデシル-rac-グリセロールまたはトリエチルアンモニウム
1,2-ジ-O-ヘキサデシル-rac-グリセロ-3-H-ホスホネート(Manoharanら(1995)、Tetrahedr
on Lett. 36, 3651～3654; Sheaら(1990)、Nucl. Acids Res. 18、3777～3783)、ポリア
ミンまたはポリエチレングリコール鎖(Manoharanら(1995)、Nucleosides & Nucleotides 
14、969～973)、あるいはアダマンタン酢酸(Manoharanら(1995)、Tetrahedron Lett. 36
、3651～3654)、パルミチル成分(Mishraら(1995)、Biochim. Biophys. Acta、1264、229
～237)またはオクタデシルアミンもしくはヘキシルアミノ-カルボニル-tオキシコレステ
ロール成分(Crookeら(1996)、J. Pharmacol. Exp. Ther.、277、923～937)などの脂質成
分を含む。
【０１９２】
　そのようなオリゴヌクレオチド複合体の調製を説明する代表的米国特許は、これだけに
限らないが、それぞれが参照により本明細書に組み込まれる米国特許4,828,979;4,948,88
2;5,218,105;5,525,465;5,541,313;5,545,730;5,552,538;5,578,717、5,580,731;5,580,7
31;5,591,584;5,109,124;5,118,802;5,138,045;5,414,077;5,486,603;5,512,439;5,578,7
18;5,608,046;4,587,044;4,605,735;4,667,025;4,762,779;4,789,737;4,824,941;4,835,2
63;4,876,335;4,904,582;4,958,013;5,082,830;5,112,963;5,214,136;5,082,830;5,112,9
63;5,214,136;5,245,022;5,254,469;5,258,506;5,262,536;5,272,250;5,292,873;5,317,0
98;5,371,241、5,391,723;5,416,203、5,451,463;5,510,475;5,512,667;5,514,785;5,565
,552;5,567,810;5,574,142;5,585,481;5,587,371;5,595,726;5,597,696;5,599,923;5,599
,928および5,688,941を含む。
【０１９３】
　創薬:本発明の化合物は、創薬および標的検証の分野にも応用されうる。本発明は、本
明細書において同定する化合物および好ましい標的セグメントの、脂質輸送代謝遺伝子ポ
リヌクレオチドと病態、表現型または状態との間に存在する関係性を解明するための創薬
努力における使用を包含する。これらの方法は、試料、組織、細胞または生体を本発明の
化合物と接触させるステップ、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの核酸またはタンパ
ク質レベルおよび/または関連する表現型もしくは化学的な評価項目を処置後のある時期
に測定するステップ、ならびに場合により測定値を未処置試料または本発明のさらなる化
合物で処置した試料と比較するステップを含む、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの
検出または調節を含む。これらの方法は、標的検証のプロセスのために未知の遺伝子の機
能を決定するために、または特定の疾患、状態もしくは表現型の治療もしくは予防のため
の標的としての特定の遺伝子産物の妥当性を決定するために他の実験と並行でまたは組み
合わせて実施されうる。
【０１９４】
　遺伝子発現の上方制御または抑制の評価
　外来性核酸の宿主細胞または生体への輸送は、細胞中または生体中の核酸を直接検出す
るステップによって評価されうる。そのような検出は、当技術分野において周知のいくつ
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かの方法によって達成されうる。例えば、外来性核酸の存在は、サザンブロットまたは核
酸に関連するヌクレオチド配列を特異的に増幅するプライマーを使用するポリメラーゼ連
鎖反応(PCR)技術によって検出されうる。外来性核酸の発現も遺伝子発現分析を含む従来
法を使用して測定されうる。例えば外来性核酸から産生されるmRNAはノーザンブロットお
よび逆転写PCR(RT-PCR)を使用して検出および定量されうる。
【０１９５】
　外来性核酸からのRNAの発現も、酵素活性またはレポータータンパク質活性を測定する
ことによって検出されうる。例えば、アンチセンス調節活性は、外来性核酸がエフェクタ
ーRNAを産生していることの指標としての標的核酸発現における減少または増加として間
接的に測定されうる。配列保存に基づいてプライマーは設計可能であり、標的遺伝子のコ
ード領域を増幅するために使用されうる。任意の翻訳または非コード領域が使用されうる
が、最初に各遺伝子から最も高く発現されるコード領域がモデル制御遺伝子を構築するた
めに使用されうる。各制御遺伝子は、各コード領域をレポーターコード領域とそのポリ(A
)シグナルとの間に挿入することによって組み立てられる。これらのプラスミドは、レポ
ーター遺伝子を遺伝子の上流部分に、および潜在的RNAi標的を3'非コード領域に有するmR
NAを産生する。個々のアンチセンスオリゴヌクレオチドの効果は、レポーター遺伝子の調
節によって評価される。本発明の方法において有用なレポーター遺伝子は、アセトヒドロ
キシ酸合成酵素(AHAS)、アルカリホスファターゼ(AP)、ベータガラクトシダーゼ(LacZ)、
ベータグルクロニダーゼ(GUS)、クロラムフェニコールアセチル基転移酵素(CAT)、緑色蛍
光タンパク質(GFP)、赤色蛍光タンパク質(RFP)、黄色蛍光タンパク質(YFP)、シアン蛍光
タンパク質(CFP)、西洋わさびペルオキシダーゼ(HRP)、ルシフェラーゼ(Luc)、ノパリン
合成酵素(NOS)、オクトピン合成酵素(OCS)、およびそれらの誘導体を含む。アンピシリン
、ブレオマイシン、クロラムフェニコール、ゲンタマイシン、ハイグロマイシン、カナマ
イシン、リンコマイシン、メトトレキサート、ホスフィノトリシン、ピューロマイシンお
よびテトラサイクリンに耐性を付与する多重選択マーカー(Multiple selectable markers
)は、利用可能である。レポーター遺伝子の調節を測定するための方法は、当技術分野に
おいて十分に周知であり、これだけに限らないが蛍光定量的方法(例えば蛍光分光法、蛍
光励起細胞分取(FACS)、蛍光顕微鏡)、抗生物質耐性測定(antibiotic resistance determ
ination)を含む。
【０１９６】
　脂質輸送代謝遺伝子のタンパク質およびmRNAの発現は、当業者に知られる方法ならびに
本明細書の別の箇所において説明される方法を使用してアッセイすることができる。例え
ば、ELISAなどのイムノアッセイを使用して、タンパク質レベルを測定することができる
。ELISA用の脂質輸送代謝遺伝子抗体は、例えば、R&D Systems (Minneapolis、MN)、Abea
m (Cambridge、MA)から市販されている。
【０１９７】
　実施形態において、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドを使用して処置した試料
(例えば、in vivoまたはin vitroでの細胞または組織)中における脂質輸送代謝遺伝子発
現(例えば、mRNAまたはタンパク質の発現)は、対照試料中における脂質輸送代謝遺伝子発
現と比較することにより評価される。例えば、当業者に知られた方法を使用して、タンパ
ク質または核酸の発現を、偽処置試料または未処置試料中におけるタンパク質または核酸
の発現と比較することができる。代替的に、所望される情報に応じて、対照アンチセンス
オリゴヌクレオチド(例えば、配列が変更されているまたは異なるアンチセンスオリゴヌ
クレオチド)で処置した試料と比較することもできる。別の実施形態において、処置試料
対未処置試料中における脂質輸送代謝遺伝子タンパク質または脂質輸送代謝遺伝子核酸の
発現の差違を、処置試料対未処置試料中における異なる核酸(研究者により適切であると
みなされる任意の基準核酸、例えば、ハウスキーピング遺伝子を含めた)の発現の差違と
比較することもできる。
【０１９８】
　観察された差違は、対照との比較において使用するために所望される形で、例えば、比
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率または割合の形態で表すことができる。実施形態において、本発明のアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドで処置した試料中における脂質輸送代謝遺伝子mRNAまたは脂質輸送代謝遺
伝子タンパク質のレベルは、未処置試料または対照核酸で処置した試料と比べて、約1.25
倍～約10倍以上増大または減少する。実施形態において、脂質輸送代謝遺伝子mRNAまたは
脂質輸送代謝遺伝子タンパク質のレベルは、少なくとも約1.25倍、少なくとも約1.3倍、
少なくとも約1.4倍、少なくとも約1.5倍、少なくとも約1.6倍、少なくとも約1.7倍、少な
くとも約1.8倍、少なくとも約2倍、少なくとも約2.5倍、少なくとも約3倍、少なくとも約
3.5倍、少なくとも約4倍、少なくとも約4.5倍、少なくとも約5倍、少なくとも約5.5倍、
少なくとも約6倍、少なくとも約6.5倍、少なくとも約7倍、少なくとも約7.5倍、少なくと
も約8倍、少なくとも約8.5倍、少なくとも約9倍、少なくとも約9.5倍、または少なくとも
約10倍以上増大または減少する。
【０１９９】
　キット、研究用試薬、診断および治療
　本発明の化合物は、診断、治療および予防のためにならびに研究用試薬およびキットの
構成要素として利用されうる。さらに、精緻な特異性を有して遺伝子発現を抑制できるア
ンチセンスオリゴヌクレオチドは、当業者によって特定の遺伝子の機能を解明するため、
または生物学的経路の種々のメンバー間の機能を区別するためにしばしば使用される。
【０２００】
　キットおよび診断ならびに種々の生物学的系における使用のために、本発明の化合物は
、単独でまたは他の化合物もしくは治療薬との組合せのいずれでも、細胞中および組織中
で発現される遺伝子の部分的または全体的な相補体の発現様式を解明するための差次的お
よび/またはコンビナトリアルな分析での手段として有用である。
【０２０１】
　本明細書において使用される用語「生物学的系」または「系」は、脂質輸送代謝遺伝子
の産物を発現するまたは発現できるようにされる任意の生体、細胞、細胞培養物または組
織として定義される。これらは、これだけに限らないがヒト、遺伝子導入動物、細胞、細
胞培養物、組織、異種移植片、移植物およびそれらの組合せを含む。
【０２０２】
　非限定的一例として、1つまたは複数のアンチセンス化合物で処置した細胞中または組
織中の発現様式は、アンチセンス化合物で処置していない対照細胞または組織と比較され
、生じた様式は、それらが例えば検査される遺伝子の疾患関連性、シグナル経路、細胞内
局在性、発現レベル、大きさ、構造または機能に関連することから、遺伝子発現の差次的
レベルについて分析される。これらの分析は、刺激されたまたは刺激されていない細胞で
、発現様式に影響する他の化合物の存在下または非存在下で実施されうる。
【０２０３】
　当技術分野において周知の遺伝子発現分析方法の例は、DNAアレイまたはマイクロアレ
イ(BrazmaおよびVilo(2000)、FEBS Lett.、480、17～24; Celisら(2000)、FEBS Lett.、4
80、2～16)、SAGE (遺伝子発現の連続的分析)(Maddenら(2000)、Drug Discov. Today、5
、415～425)、READS (消化cDNAの制限酵素増幅) (PrasharおよびWeissman(1999)、Method
s Enzymol、303、258～72)、TOGA (総遺伝子発現分析) (Sutcliffeら(2000)、Proc. Natl
. Acad. Sci. U.S.A.、97、1976～81)、タンパク質アレイおよびプロテオミクス(Celisら
(2000)、FEBS Lett.、480、2～16; Jungblutら、Electrophoresis、1999、20,、2100～10
)、発現された配列タグ(EST)配列決定(Celisら、FEBS Lett.、2000、480、2～16; Larsso
nら、J. Biotechnol、2000、80、143～57)、サブトラクティブRNAフィンガープリンティ
ング(SuRF) (Fuchsら(2000)、Anal. Biochem.、286、91～98; Larsonら(2000)、Cytometr
y、41、203～208)、サブトラクティブクローニング、ディファレンシャルディスプレイ(D
D) (JurecicおよびBelmont(2000)、Curr. Opin. Microbiol.、3、316～21)、比較ゲノム
ハイブリダイゼーション(Carulliら(1998)、J. Cell Biochem. Suppl、31、286～96)、FI
SH (蛍光in situハイブリダイゼーション)技術(GoingおよびGusterson(1999)、Eur. J. C
ancer、35、1895～904)および質量分析法(To、Comb(2000). Chem. High Throughput Scre
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en、3、235～41)を含む。
【０２０４】
　本発明の化合物は、これらの化合物が脂質輸送代謝遺伝子をコードする核酸にハイブリ
ダイズすることから、研究および診断のために有用である。例えば、本明細書において開
示のとおりの効率および条件下で効果的な脂質輸送代謝遺伝子調節因子としてハイブリダ
イズするオリゴヌクレオチドは、遺伝子増幅または検出に好都合な条件下でそれぞれ効果
的なプライマーまたはプローブである。これらのプライマーまたはプローブは、脂質輸送
代謝遺伝子をコードする核酸分子の特異的検出を必要とする方法において、および脂質輸
送代謝遺伝子のさらなる研究における検出または使用のための前記核酸分子の増幅におい
て有用である。脂質輸送代謝遺伝子をコードする核酸と、本発明のアンチセンスオリゴヌ
クレオチド、詳細にはプライマーおよびプローブとのハイブリダイゼーションは当技術分
野において周知の手段によって検出されうる。そのような手段は、オリゴヌクレオチドへ
の酵素の複合、オリゴヌクレオチドの放射標識、または任意の他の適切な検出手段を含み
うる。試料中の脂質輸送代謝遺伝子のレベルを検出するためにそのような検出手段を使用
するキットも調製されうる。
【０２０５】
　アンチセンスの特異性および感度は、治療用使用のために当業者によって利用される。
アンチセンス化合物は、ヒトを含む動物の病態の治療における治療用成分として使用され
ている。アンチセンスオリゴヌクレオチド薬は、ヒトに安全かつ効果的に投与されており
、多数の臨床試験が現在進行中である。したがって、アンチセンス化合物が細胞、組織お
よび動物、特にヒトの治療用のための治療計画において有用であるように構成されうる有
用な治療様式でありうることは確立されている。
【０２０６】
　治療用に、脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの発現を調節することによって治療さ
れうる疾患または障害を有すると疑われる動物(好ましくはヒト)は、本発明によるアンチ
センス化合物を投与することによって治療される。例えば、非限定的一実施形態において
方法は、治療を必要とする動物に治療有効量の脂質輸送代謝遺伝子調節物質を投与するス
テップを含む。本発明の脂質輸送代謝遺伝子調節物質は、脂質輸送代謝遺伝子タンパク質
の活性を効果的に調節するか、または脂質輸送代謝遺伝子タンパク質の発現を調節する。
一実施形態において動物における脂質輸送代謝遺伝子の活性または発現は、対照と比較し
て約10%抑制される。好ましくは動物における脂質輸送代謝遺伝子の活性または発現は、
約30%抑制される。より好ましくは動物における脂質輸送代謝遺伝子の活性または発現は
、50%またはそれを超えて抑制される。したがってオリゴマー化合物は、脂質輸送代謝遺
伝子mRNAの発現を対照と比較して少なくとも10%、少なくとも50%、少なくとも25%、少な
くとも30%、少なくとも40%、少なくとも50%、少なくとも60%、少なくとも70%、少なくと
も75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少なくとも90%、少なくとも95%、少なくとも98%
、少なくとも99%または100%調節する。
【０２０７】
　一実施形態において脂質輸送代謝遺伝子の活性または発現および/または動物において
は、対照と比較して少なくとも約10%増加する。好ましくは動物における脂質輸送代謝遺
伝子の活性または発現は、約30%増加する。より好ましくは動物における脂質輸送代謝遺
伝子の活性または発現は、約50%またはそれを超えて増加する。したがってオリゴマー化
合物は、脂質輸送代謝遺伝子mRNAの発現を対照と比較して少なくとも10%、少なくとも50%
、少なくとも25%、少なくとも30%、少なくとも40%、少なくとも50%、少なくとも60%、少
なくとも70%、少なくとも75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少なくとも90%、少なく
とも95%、少なくとも98%、少なくとも99%または100%調節する。
【０２０８】
　例えば脂質輸送代謝遺伝子の発現の低下は、動物の血清、血液、脂肪組織、肝臓または
任意の他の体液、組織または器官において測定されうる。好ましくは、分析される前記体
液、組織または器官中に含まれる細胞は、脂質輸送代謝遺伝子ペプチドをコードする核酸
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分子および/または脂質輸送代謝遺伝子タンパク質それ自体を含有する。
【０２０９】
　本発明の化合物は、有効量の化合物を適切な薬学的に許容される希釈剤または担体に加
えることによって医薬組成物中で利用されうる。本発明の化合物および方法の使用は、予
防的にも有用である。
【０２１０】
　複合体
　本発明のオリゴヌクレオチドの他の修飾は、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分布また
は細胞への取込みを増強する1つまたは複数の成分または複合体のオリゴヌクレオチドへ
の化学的連結を含む。これらの成分または複合体は、1級または2級ヒドロキシル基などの
官能基に共有結合した複合基を含みうる。本発明の複合基は、干渉物質、レポーター分子
、ポリアミン、ポリアミド、ポリエチレングリコール、ポリエーテル、オリゴマーの薬力
学特性を増強する基、およびオリゴマーの薬物動態特性を増強する基を含む。典型的な複
合基は、コレステロール、脂質、リン脂質、ビオチン、フェナジン、葉酸、フェナントリ
ジン、アントラキノン、アクリジン、フルオレセイン、ローダミン、クマリン、および色
素を含む。本発明の文脈において薬力学特性を増強する基は、取込みを改善し、分解への
耐性を増強し、および/または標的核酸との配列特異的ハイブリダイゼーションを強化す
る基を含む。本発明の文脈において薬物動態特性を増強する基は、本発明の化合物の取込
み、分布、代謝または排出を改善する基を含む。代表的複合基は、参照により本明細書に
組み込まれる1992年10月23日出願の国際特許出願PCT/US92/09196および米国特許第6,287,
860号において開示されている。複合体成分は、これだけに限らないがコレステロール成
分、コール酸、チオエーテル、例えばヘキシル-S-トリチルチオール、チオコレステロー
ル、脂肪族鎖、例えばドデカンジオールまたはウンデシル残基、リン脂質、例えばジ-ヘ
キサデシル-rac-グリセロールまたはトリエチルアンモニウム1,2-ジ-O-ヘキサデシル-rac
-グリセロ-3-H-ホスホネート、ポリアミンまたはポリエチレングリコール鎖、あるいはア
ダマンタン酢酸、パルミチル成分、またはオクタデシルアミンもしくはヘキシルアミノ-
カルボニル-オキシコレステロール成分などの脂質成分を含む。本発明のオリゴヌクレオ
チドは、活性原薬、例えばアスピリン、ワルファリン、フェニルブタゾン、イブプロフェ
ン、スプロフェン、フェンブフェン、ケトプロフェン、(S)-(+)-プラノプロフェン、カプ
ロフェン、ダンシルサルコシン、2,3,5-トリヨード安息香酸、フルフェナム酸、フォリン
酸、ベンゾチアジアジド、クロロチアジド、ジアセピン、インドメチシン、バルビツール
酸、セファ
ロスポリン、サルファ剤、抗糖尿病薬、抗菌剤または抗生物質とも複合体化されうる。
【０２１１】
　そのようなオリゴヌクレオチド複合体の調製を説明する代表的米国特許は、これだけに
限らないが、米国特許4,828,979;4,948,882;5,218,105;5,525,465;5,541,313;5,545,730;
5,552,538;5,578,717、5,580,731;5,580,731;5,591,584;5,109,124;5,118,802;5,138,045
;5,414,077;5,486,603;5,512,439;5,578,718;5,608,046;4,587,044;4,605,735;4,667,025
;4,762,779;4,789,737;4,824,941;4,835,263;4,876,335;4,904,582;4,958,013;5,082,830
;5,112,963;5,214,136;5,082,830;5,112,963;5,214,136;5,245,022;5,254,469;5,258,506
;5,262,536;5,272,250;5,292,873;5,317,098;5,371,241、5,391,723;5,416,203、5,451,4
63;5,510,475;5,512,667;5,514,785;5,565,552;5,567,810;5,574,142;5,585,481;5,587,3
71;5,595,726;5,597,696;5,599,923;5,599,928および5,688,941を含む。
【０２１２】
　製剤
　本発明の化合物は、取込み、分布および/または吸収の補助のために、例えばリポソー
ム、受容体-標的分子、経口、直腸、局所または他の製剤として、他の分子、分子構造ま
たは化合物と、混合物と混合、封入、複合体化または他の方法で付随されうる。そのよう
な取込み、分布および/または吸収を補助する製剤の調製を説明する代表的米国特許は、
これだけに限らないが、それぞれが本明細書に参照として組み込まれる米国特許5,108,92



(55) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

1;5,354,844;5,416,016;5,459,127;5,521,291;5,543,165;5,547,932;5,583,020;5,591,72
1;4,426,330;4,534,899;5,013,556;5,108,921;5,213,804;5,227,170;5,264,221;5,356,63
3;5,395,619;5,416,016;5,417,978;5,462,854;5,469,854;5,512,295;5,527,528;5,534,25
9;5,543,152;5,556,948;5,580,575;および5,595,756を含む。
【０２１３】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的発現および/または機能を調節するためにベ
クターと関連して投与される必要はないが、本発明の実施形態は、プロモーター、ハイブ
リッドプロモーター遺伝子配列を含み、強い恒常的プロモーター活性または所望の場合に
誘導されうるプロモーター活性を有するアンチセンスオリゴヌクレオチドの発現のための
発現ベクター構築物に関する。
【０２１４】
　一実施形態において発明実施は、上述のアンチセンスオリゴヌクレオチドのうちの少な
くとも1つを適切な核酸送達系と共に投与するステップを含む。一実施形態においてシス
テムは、ポリヌクレオチドに機能的に連結された非ウイルス性ベクターを含む。そのよう
な非ウイルス性ベクターの例は、オリゴヌクレオチド単独(例えば、配列番号23～263の任
意の1つもしくは複数)または適切なタンパク質、多糖類または脂質製剤との組合せを含む
。
【０２１５】
　追加的に適切な核酸送達系は、ウイルスベクターを含み、典型的にはアデノウイルス、
アデノウイルス関連ウイルス(AAV)、ヘルパー依存性アデノウイルス、レトロウイルスま
たはセンダイウイルス(HVJ)-リポソーム複合物の少なくとも1つ由来の配列を含む。好ま
しくはウイルスベクターは、ポリヌクレオチドに機能的に連結された強力な真核生物プロ
モーター、例えばサイトメガロウイルス(CMV)プロモーターを含む。
【０２１６】
　追加的な好ましいベクターは、ウイルスベクター、融合タンパク質および化学的複合体
を含む。レトロウイルスベクターは、モロニーマウス白血病ウイルスおよびHIVベースの
ウイルスを含む。1つの好ましいHIVベースのウイルスベクターは、gagおよびpol遺伝子が
HIVゲノム由来であり、env遺伝子が他のウイルス由来である少なくとも2つのベクターを
含む。DNAウイルス性ベクターは好ましい。これらのベクターは、オルソポックスベクタ
ーまたはトリポックスベクターなどのポックスベクター、単純ヘルペスIウイルス(HSV)ベ
クターなどのヘルペスウイルスベクター[Geller, A.I.ら(1995)、J. Neurochem、64: 487
; Lim, Fら、in DNA Cloning: Mammalian Systems、D. Glover(編)(Oxford Univ. Press
、Oxford England) (1995); Geller, A.I.ら(1993)、Proc Natl. Acad. Sci: U.S.A.:90 
7603; Geller, A.I.ら(1990)、Proc Natl. Acad. Sci USA: 87:1149]、アデノウイルスベ
クター[LeGal LaSalleら、Science、259:988 (1993); Davidsonら(1993)、Nat. Genet. 3
: 219; Yangら(1995)、J. Virol. 69: 2004]およびアデノ関連ウイルスベクター(Kaplitt
, M.G.ら(1994)、Nat. Genet. 8:148)を含む。
【０２１７】
　本発明のアンチセンス化合物は、任意の薬学的に許容される塩、エステルもしくはその
ようなエステルの塩、またはヒトを含む動物への投与において生物学的に活性な代謝産物
またはその残渣を(直接または間接的に)提供できる任意の他の化合物を包含する。
【０２１８】
　用語「薬学的に許容される塩」は、本発明の化合物の生理学的かつ薬学的に許容される
塩:すなわち親化合物の所望の生物学的活性を保持しており、望ましくない毒物学的な効
果を与えない塩を意味する。オリゴヌクレオチドについて、薬学的に許容される塩の好ま
しい例およびそれらの使用は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第6,287,860
号にさらに記載されている。
【０２１９】
　本発明は、本発明のアンチセンス化合物を含む医薬組成物および製剤も含む。本発明の
医薬組成物は、局所または全身処置のいずれが望ましいかおよび治療される場所に応じて
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多数の方法で投与されうる。投与は、局所(点眼および膣および直腸を含む粘膜送達を含
む)、肺、例えば噴霧吸入器によってを含む粉末剤またはエアロゾルの吸入または吹送法
によって;気管内、鼻腔内、上皮性および経皮性)、経口または非経口でありうる。非経口
投与は、静脈内、動脈内、皮下、腹腔内もしくは筋肉内注射もしくは注入;または頭蓋内
、例えば髄腔内もしくは脳室内投与を含む。
【０２２０】
　中枢神経系における組織を治療するためには、例えば、脳脊髄液中への注射または注入
により投与を行うことができる。脳脊髄液中へのアンチセンスRNAの投与は、例えば、参
照によりその全体において本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第2007/0117772号、
「Methods for slowing familial ALS disease progression」において説明されている。
【０２２１】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドを、中枢神経系内における細胞に投与するこ
とが意図される場合、投与は、対象のアンチセンスオリゴヌクレオチドが血液脳関門を透
過することを促進しうる1または複数の薬剤と共に投与することができる。注射は、例え
ば、内嗅皮質または海馬内において行うことができる。筋肉組織内の運動ニューロンにア
デノウイルスベクターを投与することにより神経栄養因子を送達することは、参照により
本明細書に組み込まれる米国特許第6,632,427号、「Adenoviral-vector-mediated gene t
ransfer into medullary motor neurons」において説明されている。脳、例えば、線条体
、視床、海馬、または黒質にベクターを直接送達することは当技術分野において知られて
おり、例えば、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第6.756,523号、「Adenoviru
s vectors for the transfer of foreign genes into cells of the central nervous sy
stem particularly in brain」において説明されている。投与は注射によるように急速で
ありうる、または徐放製剤のゆっくりした注入もしくは投与によるようにある時間にわた
って行いうる。
【０２２２】
　対象のアンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、所望の薬学的特性または薬力学的特性
をもたらす薬剤と結合またはコンジュゲートさせることもできる。例えば、アンチセンス
オリゴヌクレオチドは、トランスフェリン受容体に対する抗体など、血液脳関門を越えた
透過または輸送を促進することが当技術分野において知られる任意の物質と結合させ、静
脈内注射により投与することができる。アンチセンス化合物は、例えば、そのアンチセン
ス化合物をより有効にし、かつ/または血液脳関門を越えるそのアンチセンス化合物の輸
送を増大させるウイルスベクターと結合させることができる。例えば、メソエリトリトー
ル、キシリトール、D(+)ガラクトース、D(+)ラクトース、D(+)キシロース、ズルジトール
、ミオイノシトール、L(-)フルクトース、D(-)マンニトール、D(+)グルコース、D(+)アラ
ビノース、D(-)アラビノース、セロビオース、D(+)マルトース、D(+)ラフィノース、L(+)
ラムノース、D(+)メリビオース、D(-)リボース、アドニトール、D(+)アラビトール、L(-)
アラビトール、D(+)フコース、L(-)フコース、D(-)リキソース、L(+)リキソース、および
L(-)リキソースが含まれるがそれらに限定されない糖、またはグルタミン、リシン、アル
ギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチ
ジン、ロイシン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、チロ
シン、バリン、およびタウリンが含まれるがそれらに限定されないアミノ酸の注入により
、血液脳関門を浸透圧的に離開させることもまた達成しうる。血液脳関門の透過を増強す
るための方法および材料は、例えば、参照によりそれらの全体において全てが組み込まれ
る米国特許第4,866,042号、「Method for the delivery of genetic material across th
e blood brain barrier」、同第6,294,520号、「Material for passage through the blo
od-brain barrier」、および同第6,936,589号、「Parenteral delivery systems」におい
て説明されている。
【０２２３】
　対象のアンチセンス化合物は、他の分子、分子構造、または化合物の混合物、例えば、
リポソーム、受容体標的分子、取込み、分布、および/または吸収の一助とするための経
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口製剤、直腸内製剤、局所製剤、または他の製剤と共に混合する、封入する、コンジュゲ
ートする、または他の形で会合させることができる。例えば、陽イオン脂質を製剤中に組
み入れて、オリゴヌクレオチドの取込みを促進することができる。取込みを促進すること
が示されているこのような1つの組成物は、LIPOFECTIN (GIBCO-BRL、Bethesda、MDから市
販されている)である。
【０２２４】
　少なくとも1つの2'-O-メトキシエチル修飾を有するオリゴヌクレオチドが、経口投与に
特に有用であると考えられる。局所投与のための医薬組成物および製剤には、経皮パッチ
、軟膏、ローション、クリーム、ゲル、ドロップ、坐薬、スプレー、液体、および粉末が
含まれうる。従来の医薬担体、水性基剤、粉末基剤または油性基剤、増粘剤などが、必要
または所望でありうる。コーティングしたコンドーム、グローブなどもまた有用でありう
る。
【０２２５】
　好都合には単位投与形態で存在できる本発明の医薬製剤は、製薬業界において十分に周
知の従来技術により調製されうる。そのような技術は、活性成分を(1つまたは複数の)薬
学的担体または(1つまたは複数の)賦形剤と関連させるステップを含む。一般に製剤は、
活性成分を均一かつ本質的に液体担体もしくは微粉化した固体担体またはその両方と関連
させるステップ、次いで必要な場合は産物を成形するステップによって調製される。
【０２２６】
　本発明の組成物は、これだけに限らないが錠剤、カプセル、ゲルカプセル、液体シロッ
プ、ソフトゲル、坐薬および浣腸などの任意の多数の可能な投与形態に製剤されうる。本
発明の組成物は、水性懸濁剤、非水性または混合媒体としても製剤されうる。水性懸濁剤
は、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールおよび/またはデキス
トランが挙げられる懸濁剤の粘度を増大させる物質をさらに含有できる。懸濁剤は、安定
剤も含みうる。
【０２２７】
　本発明の医薬組成物は、これだけに限らないが液剤、乳剤、フォーム剤およびリポソー
ム含有製剤を含む。本発明の医薬組成物および製剤は、1つまたは複数の浸透促進剤、担
体、賦形剤または他の活性もしくは不活性成分を含みうる。
【０２２８】
　典型的には乳剤は、1つの液剤が他に通常直径0.1μmを超える液滴の形態で分散された
不均一系である。乳剤は、分散相に加えて追加的構成成分を含有でき、活性剤は水相中、
油相中またはそれ自体としての分離相中に溶液として存在できる。マイクロエマルジョン
は、本発明の実施形態として含まれる。乳剤およびそれらの使用は、当技術分野において
十分に周知であり、米国特許第6,287,860号にさらに記載されている。
【０２２９】
　本発明の製剤は、リポソーム製剤を含む。本発明において使用される用語「リポソーム
」は、球状の1つまたは複数の二重層中に配置された両親媒性脂質から成る小胞を意味す
る。リポソームは、親油性物質および送達される組成物を含有する水性の内部から形成さ
れた膜を有する単層膜または多重膜ビヒクルである。カチオン性リポソームは、負に荷電
したDNA分子と相互作用して安定な複合体を形成すると考えられる正に荷電したリポソー
ムである。pH感受性または負に荷電したリポソームは、複合体化するよりもDNAを捕捉す
ると考えられる。カチオン性および非カチオン性の両方のリポソームは、DNAを細胞に送
達するために使用されている。
【０２３０】
　リポソームは、「立体的に安定化された」リポソームも含み、用語は本明細書における
使用で1つまたは複数の特殊化された脂質(specialized lipids)を含むリポソームを意味
する。リポソームに組み込まれた場合、これらの特殊化された脂質は、そのような特殊化
された脂質を欠いているリポソームと比較して増強された循環寿命を有するリポソームを
生じる。立体的に安定化されたリポソームの例は、リポソームのビヒクル形成脂質部分の
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一部が1つまたは複数の糖脂質を含むか、またはポリエチレングリコール(PEG)成分などの
1つまたは複数の親水性ポリマーで誘導体化されているものである。リポソームおよびそ
れらの使用は、米国特許第6,287,860号にさらに記載されている。
【０２３１】
　本発明の医薬製剤および組成物は、界面活性剤もさらに含みうる。薬剤製品、製剤およ
び乳剤における界面活性剤の使用は、当技術分野において十分に周知である。界面活性剤
およびそれらの使用は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第6,287,860号にさ
らに記載されている。
【０２３２】
　一実施形態において本発明は、核酸、具体的にはオリゴヌクレオチドの効率的な送達を
もたらすために種々の浸透促進剤を使用する。非親油性薬剤の細胞膜を超える拡散の補助
に加えて、浸透促進剤は親油性薬剤の浸透性も促進する。浸透促進剤は、5つの広い部類
、すなわち界面活性剤、脂肪酸、胆汁酸塩、キレート剤および非キレート非界面活性剤の
うちの1つに属する物として分類されうる。浸透促進剤およびそれらの使用は、参照によ
り本明細書に組み込まれる米国特許第6,287,860号にさらに記載されている。
【０２３３】
　当業者は、製剤がそれらの目的とする使用、すなわち投与経路により日常的に設計され
ることを理解している。
【０２３４】
　局所投与のための好ましい製剤は、本発明のオリゴヌクレオチドが、脂質、リポソーム
、脂肪酸、脂肪酸エステル、ステロイド、キレート剤および界面活性剤などの局所送達剤
と混合されているものを含む。好ましい脂質およびリポソームは中性(例えばジオレオイ
ル-ホスファチジルDOPEエタノールアミン、ジミリストイルホスファチジルコリンDMPC、
ジステアロイルホスファチジルコリン)陰性(例えばジミリストイルホスファチジルグリセ
ロールDMPG)およびカチオン性(例えばジオレオイルテトラメチルアミノプロピルDOTAPお
よびジオレオイル-ホスファチジルエタノールアミンDOTMA)を含む。
【０２３５】
　局所または他の投与のために、本発明のオリゴヌクレオチドはリポソーム中に包含され
うるか、またはそれら、詳細にはカチオン性リポソームと複合体を形成できる。別法とし
てオリゴヌクレオチドは、脂質中に、詳細にはカチオン性脂質に複合体化されうる。好ま
しい脂肪酸およびエステル、薬学的に許容されるそれらの塩ならびにそれらの使用は、米
国特許第6,287,860号にさらに記載されている。
【０２３６】
　経口投与用の組成物および製剤は、粉剤もしくは顆粒剤、微粒子剤、ナノ粒子剤、水溶
液中もしくは非水溶液中の懸濁剤もしくは液剤、カプセル、ゲルカプセル、サシェ(sache
t)、錠剤またはミニ錠剤を含む。増粘剤、香味剤、希釈剤、乳化剤、分散補助剤または結
合剤は、望ましい場合がある。好ましい経口製剤は、本発明のオリゴヌクレオチドが1つ
または複数の浸透促進界面活性剤およびキレート剤と共に投与されるものである。好まし
い界面活性剤は、脂肪酸および/もしくはエステルまたはそれらの塩、胆汁酸および/また
はそれらの塩を含む。好ましい胆汁酸/塩および脂肪酸ならびにそれらの使用は、参照に
より本明細書に組み込まれる米国特許第6,287,860号にさらに記載されている。同様に好
ましいのは、浸透促進剤の組合せ、例えば胆汁酸/塩との組合せでの脂肪酸/塩である。特
に好ましい組合せは、ラウリン酸ナトリウム塩、カプリン酸およびUDCAである。さらなる
浸透促進剤は、ポリオキシエチレン-9-ラウリルエーテル、ポリオキシエチレン-20-セチ
ルエーテルを含む。本発明のオリゴヌクレオチドは、噴霧乾燥された粒子を含む顆粒形態
またはマイクロまたはナノ粒子を形成するように複合化されて経口送達されうる。オリゴ
ヌクレオチド複合剤およびそれらの使用は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許
第6,287,860号にさらに記載されている。
【０２３７】
　非経口、髄腔内または脳室内投与のための組成物および製剤は、緩衝剤、希釈剤および
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他の適切な添加剤(これだけに限らないが浸透促進剤、担体化合物および他の薬学的に許
容される担体または賦形剤など)も含有できる滅菌水性溶液を含みうる。
【０２３８】
　本発明の特定の実施形態は、1つまたは複数のオリゴマー化合物および非アンチセンス
機構により作用する1つまたは複数の他の化学療法剤を含有する医薬組成物を提供する。
そのような化学療法剤の例は、これだけに限らないが、ダウノルビシン、ダウノマイシン
、ダクチノマイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、イダルビシン、エソルビシン、ブ
レオマイシン、マホスファミド、イホスファミド、シトシンアラビノシド、ビス-クロロ
エチル-ニトロソウレア、ブスルファン、ミトマイシンC、アクチノマイシンD、ミトラマ
イシン、プレドニゾン、ヒドロキシプレゲステロン、テストステロン、タモキシフェン、
ダカルバシン、プロカルバジン、ヘキサメチルメラミン、ペンタメチルメラミン、ミトキ
サントロン、アムサクリン、クロランブシル、メチルシクロヘキシルニトロソウレア、ナ
イトロジェンマスタード、メルファラン、シクロホスファミド、6-メルカプトプリン、6-
チオグアニン、シタラビン、5-アザシチジン、ヒドロキシウレア、デオキシコホルマイシ
ン、4-ヒドロキシペルオキシシクロ-ホスホラミド、5-フルオロウラシル(5-FU)、5-フル
オロデオキシウリジン(5-FUdR)、メトトレキサート(MTX)、コルヒチン、タキソール、ビ
ンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド(VP-16)、トリメトレキサート、イリノテカ
ン、トポテカン、ゲムシタビン、テニポシド、シスプラチンおよびジエチルスチルベステ
ロール(DES)などの癌化学療法剤を含む。本発明の化合物と共に使用する場合、そのよう
な化学療法剤は、個々に(例えば、5-FUとオリゴヌクレオチド)、連続して(例えば、一定
期間の5-FUとオリゴヌクレオチドに続いてMTXとオリゴヌクレオチド)、または1つまたは
複数の他のそのような化学療法剤と組み合わせて(例えば、5-FU、MTXとオリゴヌクレオチ
ドまたは5-FU、放射線療法とオリゴヌクレオチド)使用されうる。これだけに限らないが
非ステロイド性抗炎症剤および副腎皮質ステロイドが挙げられる抗炎症剤ならびに、これ
だけに限らないがリビビリン(ribivirin)、ビダラビン、アシクロビルおよびガンシクロ
ビルが挙げられる抗ウイルス剤も本発明の組成物に組合せられうる。アンチセンス化合物
と他の非アンチセンス剤との組合せも本発明の範囲内である。2つ以上組み合わされた化
合
物は、一緒にまたは連続的に使用されうる。
【０２３９】
　他の関連する実施形態において本発明の組成物は、第1の核酸にターゲッティングされ
る1つまたは複数のアンチセンス化合物、特にオリゴヌクレオチド、および第2の核酸標的
にターゲッティングされる1つまたは複数の追加的アンチセンス化合物を含有できる。例
えば、第1の標的は、脂質輸送代謝遺伝子の特定のアンチセンス配列であることができ、
第2の標的は他のヌクレオチド配列由来の領域でありうる。別法として本発明の組成物は
、同じ脂質輸送代謝遺伝子核酸標的の異なる領域にターゲッティングされる2つ以上のア
ンチセンス化合物を含有できる。アンチセンス化合物の多数の例は、本明細書において例
示され、他は当技術分野において周知の適切な化合物中から選択されうる。2つ以上組み
合わされた化合物は、一緒にまたは連続的に使用されうる。
【０２４０】
　投薬
　治療用組成物の処方およびそれらの続く投与(投薬)は、当業者の技能の範囲内であると
考えられる。投薬は、数日間から数カ月間続くまたは治療が効果的になるもしくは病態の
減退が達成されるまでの治療過程において、治療される病態の重症度および応答性に依存
する。最適な投薬計画は、患者身体での薬剤蓄積の測定から算出されうる。当業者は、最
適投与量、投薬方法および繰り返し率(repetition rate)を容易に決定できる。最適な投
与量は、個々のオリゴヌクレオチドの相対的効力に応じて変動する場合があり、一般にin
 vitroおよびin vivo動物モデルにおいて効果的であると見出されたEC50sに基づいて概算
されうる。一般に投与量は、体重1kgあたり0.01μg～100gであり、1日に、1週間に、1カ
月にもしくは1年に1回もしくは複数回またはさらに2～20年ごとに1回である場合がある。
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当業者は、測定された滞留時間および体液または組織における薬剤の濃度に基づいて投薬
についての繰り返し率を容易に概算できる。治療の成功に続いて、病態の再発を予防する
ために患者に維持療法を受けさせることが望ましい場合があり、ここでオリゴヌクレオチ
ドは維持投与において体重1kgあたり0.01μg～100g、1日1回または複数回から20年ごとに
1回の範囲で投与される。
【０２４１】
　実施形態において、患者は少なくとも約1、少なくとも約2、少なくとも約3、少なくと
も約4、少なくとも約5、少なくとも約6、少なくとも約7、少なくとも約8、少なくとも約9
、少なくとも約10、少なくとも約15、少なくとも約20、少なくとも約25、少なくとも約30
、少なくとも約35、少なくとも約40、少なくとも約45、少なくとも約50、少なくとも約60
、少なくとも約70、少なくとも約80、少なくとも約90、または少なくとも約100mg/体重kg
である用量の薬物により治療される。ある注射用量のアンチセンスオリゴヌクレオチドは
、例えば、参照によりその全体において本明細書に組み込まれる米国特許第7,563,884号
、「Antisense modulation of PTP1B expression」において説明されている。
【０２４２】
　本発明の種々の実施形態は上に記載されているが、それが例示の方法によってのみ表さ
れており、限定でないことは理解されるべきである。開示された実施形態への多数の変更
は、本発明の精神および範囲から逸脱することなく本明細書における開示により作製され
うる。したがって本発明の広さおよび範囲は、上に記載の実施形態のいずれによっても限
定されるべきではない。
【０２４３】
　本明細書において記述する全ての文書は、参照により本明細書に組み込まれる。本出願
において引用する全ての刊行物および特許書類は、それぞれ個々の刊行物または特許書類
が個々に記載された場合と同じ程度に全ての目的について参照により本明細書に組み込ま
れる。この書類における種々の参考文献の引用によって、出願人らはいずれの特定の参考
文献をも出願人らの発明の「先行技術」であることを承認しない。発明の組成物および方
法の実施形態は、以下の実施例において例示される。
【０２４４】
(実施例)
　以下の非限定的実施例は、本発明の選択された実施形態を例示するために利用できる。
示される構成要素の割合における変動および構成要素における代替は当業者に明らかであ
り、本発明の実施形態の範囲内であることは理解される。
【０２４５】
(実施例1)
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドのアンチセンス鎖および/またはセンス鎖核酸分
子に特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチドの設計
　上に示すとおり用語「に特異的なオリゴヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド標
的」は、(i)標的遺伝子の一部分と安定な複合体を形成できる配列、または(ii)標的遺伝
子のmRNA転写物の一部分と安定な2重鎖を形成できる配列を有するオリゴヌクレオチドを
意味する。
【０２４６】
　適切なオリゴヌクレオチドの選択は、核酸配列を自動的に配列比較し、同一または相同
な領域を示すコンピュータープログラムを使用することによって促進される。そのような
プログラムは、例えばGenbankなどのデータベースを検索することによって、またはPCR産
物を配列決定することによって得られた核酸配列を比較するために使用される。さまざま
な種由来の核酸配列の比較は、種の間で適切な程度の同一性を示す核酸配列の選択を可能
にする。配列決定されていない遺伝子の場合は、標的種と他の種とでの遺伝子間の同一性
の程度の決定を可能にするためにサザンブロットが実施される。さまざまな程度のストリ
ンジェンシーでサザンブロットを実行することによって、当技術分野において周知である
とおり、同一性の近似測定値を得ることが可能である。これらの手順は、制御される対象
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での標的核酸配列への高い程度の相補性、および他の種での対応する核酸配列への低い程
度の相補性を示すオリゴヌクレオチドの選択を可能にする。当業者は、本発明における使
用のために遺伝子の適切な領域を選択することには相当な許容範囲が存在することを理解
する。
【０２４７】
　アンチセンス化合物は、標的核酸への化合物の結合が標的核酸の通常の機能を干渉し、
機能および/または活性の調節を生じる場合かつ特異的結合が望まれる条件下(すなわちin
 vivoアッセイまたは治療的処置の場合での生理的条件下およびin vitroアッセイの場合
でのアッセイが実施される条件下)で、非標的核酸配列へのアンチセンス化合物の非特異
的結合を回避するために十分な程度の相補性がある場合に「特異的にハイブリダイズでき
る」。
【０２４８】
　本明細書において記載するオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーション特性は、当技
術分野において周知の1つまたは複数のin vitroアッセイによって決定されうる。例えば
本明細書において記載するオリゴヌクレオチドの特性は、標的天然アンチセンスと潜在的
薬剤分子との間の結合強度を融解曲線アッセイを使用して測定することによって得られる
。
【０２４９】
　標的天然アンチセンスと潜在的薬剤分子(「分子」)との間の結合強度は、分子間相互作
用の強度を測定する任意の確立された方法、例えば融解曲線アッセイを使用して概算する
ことができる。
【０２５０】
　融解曲線アッセイは、天然アンチセンス/「分子」複合体に関して2本鎖立体構造から1
本鎖立体構造への急速な移行が生じる温度を決定する。この温度は、2分子間の相互作用
強度の信頼できる測定値として広く認められている。
【０２５１】
　融解曲線アッセイは、実際の天然アンチセンスRNA分子のcDNA複製物または「分子」の
結合部位に対応する合成DNAもしくはRNAヌクレオチドを使用して実施されうる。このアッ
セイを実行するために必要な全ての試薬を含むマルチプルキットは、利用可能である(例
えば、Applied Biosystems Inc. MeltDoctor kit)。これらのキットは、2本鎖DNA(dsDNA)
結合色素(ABI HRM dyes、SYBR Green、SYTOなど)の1つを含有する適切な緩衝液を含む。d
sDNA色素の特性は、それらは遊離形態ではほとんど蛍光を発光しないが、dsDNAに結合し
た場合は高度に蛍光性であるものである。
【０２５２】
　アッセイを実施するために、cDNAまたは対応するオリゴヌクレオチドを「分子」と詳細
な製造者の手順書によって定められた濃度で混合する。混合物をすでに形成された全ての
dsDNA複合体を解離させるため95℃に加熱し、次いでDNA分子をアニールさせるために室温
またはキット製造者によって定められた他の低い温度まで徐冷する。新たに形成された複
合体を、次いで反応によって産生される蛍光量についてのデータを連続に収集しながら同
時にゆっくりと95℃まで加熱する。蛍光強度は、反応物中に存在するdsDNAの量に反比例
する。データは、キットに適合するリアルタイムPCR装置(例えば、ABIのStepOne Plus Re
al Time PCR SystemまたはLightTyper instrument、Roche Diagnostics、Lewes、UK)を使
用して収集できる。
【０２５３】
　融解ピークは、適切なソフトウエア(例えば、LightTyper (Roche)またはSDS Dissociat
ion Curve、ABI)を使用して温度に関する蛍光の負の微分係数(-d(蛍光)/dT) y軸)を温度(
x軸)に対してプロットすることによって作図する。データをdsDNA複合体から単鎖分子へ
の急速な移行の温度を同定するために分析する。この温度をTmと称し、2分子間の相互作
用の強度に正比例する。典型的にはTmは40℃を超える。
【０２５４】
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(実施例2)
　脂質輸送代謝遺伝子ポリヌクレオチドの調節
【０２５５】
アンチセンスオリゴヌクレオチドでの518A2細胞の処置
　Albert Einstein-Montefiore Cancer Center, NYから得た518A2細胞を増殖培地(MEM/EB
SS (Hyclone cat #SH30024またはMediatech cat # MT-10-010-CV) +10% FBS (Mediatech 
cat# MT35-011-CV)+ペニシリン/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))中、
37℃、5% CO2で増殖させた。実験前日に、細胞を1mlあたり1.5×105個の密度で6ウエルプ
レートに再播種し、37℃、5% CO2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの
培地を新鮮増殖培地に交換した。全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを濃度20μMに
希釈した。この溶液2μlをOpti-MEM培地(Gibco cat#31985-070) 400μlおよびLipofectam
ine 2000 (Invitrogen cat# 11668019) 4μlと室温で20分間インキュベートし、518A2細
胞を含む6ウエルプレートの各ウエルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2
μlを含む同様の混合物を偽形質移入対照用に使用した。37℃、5% CO2での3～18時間のイ
ンキュベーション後、培地を新鮮増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチド
の添加の48時間後、培地を除去し、RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation
 System (cat # Z3105)またはQiagenからのRNeasy Total RNA Isolationキット(cat# 741
81)を製造者の手順書に従って使用して抽出した。RNA 600ngをThermo ScientificからのV
erso cDNAキット(cat#AB1453B)またはHigh Capacity cDNA Reverse Transcriptionキット
cat# 4368813)を製造者の手順書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。
この逆転写反応からのcDNAをABI Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI 
(Applied Biosystems Inc.、Foster City CAによるApplied Biosystems Taqman Gene Exp
ression Assay)によって設計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによ
って遺伝子発現をモニターするために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2
分間、95℃で10分間、(95℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、StepOne Plus Real T
ime PCR Machine (Applied Biosystems)を使用。
【０２５６】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現における倍数変化を処置試料
と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算出した。
【０２５７】
結果:
　リアルタイムPCR結果は、518A2細胞中のABCA1 mRNAのレベルが、ABCA1アンチセンスAK3
11445に対して設計されたsiRNAのうちの1つでの処置の48時間後に有意に増加しているこ
とを示す(図1A)。
【０２５８】
　リアルタイムPCR結果は、518A2細胞中のABCA1 mRNAのレベルが、ABCA1アンチセンスAK3
11445に対して設計されたオリゴのうちの6つでの処置の48時間後に有意に増加しているこ
とを示す(図1B)。
【０２５９】
アンチセンスオリゴヌクレオチドでの3T3細胞の処置
　ATCC (cat# CRL-1658)由来の3T3細胞を増殖培地(MEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024また
はMediatech cat # MT-10-010-CV) +10% FBS (Mediatech cat# MT35-011-CV)+ペニシリン
/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))中、37℃、5% CO2で増殖させた。実
験前日に、細胞を1mlあたり1.5×105個の密度で6ウエルプレートに再播種し、37℃、5% C
O2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの培地を新鮮増殖培地に交換した
。全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを濃度20μMに希釈した。この溶液2μlをOpti-
MEM培地(Gibco cat#31985-070) 400μlおよびLipofectamine 2000 (Invitrogen cat# 116
68019) 4μlと室温で20分間インキュベートし、3T3細胞を含む6ウエルプレートの各ウエ
ルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を偽形質移
入対照用に使用した。37℃、5% CO2での3～18時間のインキュベーション後、培地を新鮮
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増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の48時間後、培地を除去し
、RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation System (cat # Z3105)またはQia
genからのRNeasy Total RNA Isolationキット(cat# 74181)を製造者の手順書に従って使
用して抽出した。RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#AB1453B)
またはHigh Capacity cDNA Reverse Transcriptionキットcat# 4368813)を製造者の手順
書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcDNAをAB
I Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems Inc.、Fo
ster City CAによるApplied Biosystems Taqman Gene Expression Assay)によって設計さ
れたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによって遺伝子発現をモニターする
ために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2分間、95℃で10分間、(95℃で1
5秒間、60℃で1分間)を40サイクル、StepOne Plus Real Time PCR Machine (Applied Bio
systems)を使用。
【０２６０】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現における倍数変化を処置試料
と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算出した。
【０２６１】
結果:
　リアルタイムPCR結果は、3T3細胞中のABCA1 mRNAのレベルが、マウスABCA1アンチセン
スBF133827に対して設計されたオリゴのうちの3つでの処置の48時間後に有意に増加して
いることを示す(図1C)。
【０２６２】
　リアルタイムPCR結果は、3T3細胞中のLRP1 mRNAのレベルが、LRP1アンチセンスDC40127
1およびAK544265へのオリゴでの処置の48時間後に有意に増加していることを示す(図1J)
。
アンチセンスオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置
【０２６３】
　方法1:ネイキッドアンチセンスオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置
　ATCC (cat# HB-8065)由来のHepG2細胞を増殖培地(MEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024ま
たはMediatech cat # MT-10-010-CV) +10% FBS (Mediatech cat# MT35-011-CV)+ペニシリ
ン/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))中、37℃、5% CO2で増殖させた。
実験前日に、細胞を1mlあたり0.5×104個の密度で6ウエルプレートに再播種し、37℃、5%
 CO2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの培地を1ウエルあたり1.5mlの
新鮮増殖培地で置換した。全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを水で濃度20μMまで
希釈した。この溶液2μlを新鮮増殖培地400μlと混合し、HepG2細胞を含む6ウエルプレー
トの各ウエルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物
を偽処置対照用に使用した。37℃、5% CO2での3～18時間のインキュベーション後、培地
を新鮮増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の72時間後、細胞に
上に記載のとおり再投薬した。2回目の投薬の48～72時間後、培地を除去し、RNAを細胞か
らPromegaからのSV Total RNA Isolation System (cat # Z3105)またはQiagenからのRNea
sy Total RNA Isolation kit (cat# 74181)を製造者の手順書に従って使用して抽出した
。RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#AB1453B)を製造者の手順
書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcDNAをAB
I Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems Inc.、Fo
ster City CA)によって設計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによ
って遺伝子発現をモニターするために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2
分間、95℃で10分間、(95℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycl
er (Stratagene)を使用。アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現にお
ける倍数変化を処置試料と偽処置試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算出し
た。
【０２６４】
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　方法2:アンチセンスオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置
　ATCC (cat# HB-8065)由来のHepG2細胞を増殖培地(MEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024ま
たはMediatech cat # MT-10-010-CV) +10% FBS (Mediatech cat# MT35-011-CV)+ペニシリ
ン/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))中、37℃、5% CO2で増殖させた。
実験前日に、細胞を1mlあたり1.5×105個の密度で6ウエルプレートに再播種し、37℃、5%
 CO2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの培地を新鮮増殖培地に交換し
た。全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを濃度20μMに希釈した。この溶液2μlをOpt
i-MEM培地(Gibco cat#31985-070) 400μlおよびLipofectamine 2000 (Invitrogen cat# 1
1668019) 4μlと室温で20分間インキュベートし、HepG2細胞を含む6ウエルプレートの各
ウエルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を偽形
質移入対照用に使用した。37℃、5% CO2での3～18時間のインキュベーション後、培地を
新鮮増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の48時間後、培地を除
去し、RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation System (cat # Z3105)また
はQiagenからのRNeasy Total RNA Isolation kit (cat# 74181)を製造者の手順書に従っ
て使用して抽出した。
　RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#AB1453B)を製造者の手順
書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcDNAをAB
I Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems Inc.、Fo
ster City CA)によって設計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによ
って遺伝子発現をモニターするために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2
分間、95℃で10分間、(95℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycl
er (Stratagene)を使用。アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現にお
ける倍数変化を処置試料と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算
出した。
【０２６５】
　結果:
　リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLCAT mRNAのレベルが、LCATアンチセンスHs.66
8679に対して設計されたオリゴのうちの2つでの処置の48時間後に有意に増加しているこ
とを示す(図1E)。
　リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLCAT mRNAのレベルが、LCATアンチセンスHs.66
8679に対して設計されたオリゴのうちの1つでの処置の48時間後に有意に増加しているこ
とを示す(図1F)。
　リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLRP1 mRNAのレベルが、LRP1アンチセンスDC401
271へのオリゴでの処置の48時間後に有意に増加していることを示す(図1H)。
　リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のLDLR mRNAのレベルが、LDLRアンチセンスsherf
lor.aApr07へのアンチセンスオリゴでの処置の48時間後に有意に増加していることを示す
。LDLRアンチセンスbloflor.aApr07に対して設計されたオリゴ(CUR-1059-CUR-1063)は、L
DLRレベルを上昇させなかった(図1Kおよび1L)。
　リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のAPOE mRNAのレベルが、APOEアンチセンスHs.62
6623に対して設計されたアンチセンスオリゴのうちの3つでの処置の48時間後に有意に増
加していることを示す。APOE4アンチセンスHs.714236に対して設計されたオリゴは、APOE
 mRNAを有意には上昇させなかった(図1M)。
　リアルタイムPCR結果は、HepG2細胞中のApoA1 mRNAのレベルが、ApoA1アンチセンスDA3
27409extへの一部のアンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置の48時間後に有意に増加し
ていることを示す(図1N～図1P)。
　ネイキッドLNAまたはホスホチオエートリゴヌクレオチドでの7日間のHepG2細胞の処置
後に対照と比較したApoA1 mRNA (上パネル)およびApoA1天然アンチセンスDA327409ext RN
A (下パネル)における倍数変化を示すリアルタイムPCR結果である(図1Q)。
　LNAオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置後のApoA1 mRNA (橙棒)およびApoA1天然ア
ンチセンスDA327409ext RNA (青棒)における倍数変化を示すリアルタイムPCR結果である(
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図1R)。
【０２６６】
アンチセンスオリゴヌクレオチドでのHek293細胞の処置
　ATCC (cat# CRL-1573)由来のHek293細胞を増殖培地(MEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024
またはMediatech cat # MT-10-010-CV) +10% FBS (Mediatech cat# MT35-011-CV)+ペニシ
リン/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))中、37℃、5% CO2で増殖させた
。実験前日に、細胞を1mlあたり1.5×105個の密度で6ウエルプレートに再播種し、37℃、
5% CO2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの培地を新鮮増殖培地に交換
した。全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを濃度20μMに希釈した。この溶液2μlをO
pti-MEM培地(Gibco cat#31985-070) 400μlおよびLipofectamine 2000 (Invitrogen cat#
 11668019) 4μlと室温で20分間インキュベートし、Hek293細胞を含む6ウエルプレートの
各ウエルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を偽
形質移入対照用に使用した。37℃、5% CO2での3～18時間のインキュベーション後、培地
を新鮮増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の48時間後、培地を
除去し、RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation System (cat # Z3105)ま
たはQiagenからのRNeasy Total RNA Isolationキット(cat# 74181)を製造者の手順書に従
って使用して抽出した。RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#AB1
453B)またはHigh Capacity cDNA Reverse Transcriptionキットcat# 4368813)を製造者の
手順書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcDNA
をABI Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems Inc.
、Foster City CAによるApplied Biosystems Taqman Gene Expression Assay)によって設
計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによって遺伝子発現をモニター
するために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2分間、95℃で10分間、(95
℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycler (Stratagene)またはSt
epOne Plus Real Time PCR Machine (Applied Biosystems)を使用。
【０２６７】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現における倍数変化を処置試料
と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算出した。
【０２６８】
結果:
　リアルタイムPCR結果は、Hek293細胞中のLCAT mRNAのレベルが、LCATアンチセンスHs.6
68679に対して設計されたオリゴのうちの3つでの処置の48時間後に有意に増加しているこ
とを示す(図1D)。
【０２６９】
アンチセンスオリゴヌクレオチドでのVero 76細胞の処置
　ATCC (cat# CRL-1587)由来のVero 76細胞を増殖培地(MEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024
またはMediatech cat # MT-10-010-CV) +10% FBS (Mediatech cat# MT35-011-CV)+ペニシ
リン/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))中、37℃、5% CO2で増殖させた
。実験前日に、細胞を1mlあたり1.5×105個の密度で6ウエルプレートに再播種し、37℃、
5% CO2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの培地を新鮮増殖培地に交換
した。全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを濃度20μMに希釈した。この溶液2μlをO
pti-MEM培地(Gibco cat#31985-070) 400μlおよびLipofectamine 2000 (Invitrogen cat#
 11668019) 4μlと室温で20分間インキュベートし、Vero 76細胞を含む6ウエルプレート
の各ウエルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を
偽形質移入対照用に使用した。37℃、5% CO2での3～18時間のインキュベーション後、培
地を新鮮増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の48時間後、培地
を除去し、RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation System (cat # Z3105)
またはQiagenからのRNeasy Total RNA Isolationキット(cat# 74181)を製造者の手順書に
従って使用して抽出した。RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#A
B1453B)またはHigh Capacity cDNA Reverse Transcriptionキットcat# 4368813)を製造者
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の手順書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcD
NAをABI Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems In
c.、Foster City CAによるApplied Biosystems Taqman Gene Expression Assay)によって
設計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによって遺伝子発現をモニタ
ーするために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2分間、95℃で10分間、(9
5℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycler (Stratagene)またはS
tepOne Plus Real Time PCR Machine (Applied Biosystems)を使用。
【０２７０】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現における倍数変化を処置試料
と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算出した。
【０２７１】
結果:
　リアルタイムPCR結果は、Vero細胞中のLCAT mRNAのレベルが、LCATアンチセンスHs.668
679に対して設計されたオリゴのうちの1つでの処置の48時間後に有意に増加していること
を示す(図1G)。
【０２７２】
　リアルタイムPCR結果は、Vero細胞中のLRP1 mRNAのレベルが、LRP1アンチセンスDC4012
71およびHs.711951へのオリゴでの処置の48時間後に有意に増加していることを示す(図1I
)。
Applied Biosystems Gene Expression Assayで使用される検出プローブ
ABCA1: Hs00194045_m1 (ヒト)、Mm01350760_m1 (マウス)
LCAT: Hs00173415_m1
LRP1: Hs00233856_m1 (ヒト)、Mm00464608_m1 (マウス)
LDLR: Hs00181192_m1
ApoE: Hs00171168_m1
ApoA1: Hs00163641_m1、18S cat# 4319413E
ApoA1アンチセンスDA327409extについて特注設計されたアッセイ:
FAM標識プローブ: TTTGGATCTGGACGACTTC (配列番号275)
【０２７３】
(実施例3)
　脂質輸送代謝遺伝子発現の調節
　材料および方法
　細胞を以下の方法のいずれかで処置した。
【０２７４】
　方法1:ネイキッドアンチセンスオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置
　HepG2細胞をMEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024) +10%FBS+ペニシリン+ストレプトマイシ
ン中、37℃、5%CO2で増殖させた。実験前日に、細胞を1mlあたり1.5×104個の密度で6ウ
エルプレートに再播種し、37℃、5%CO2に置いた。実験当日に6ウエルプレートの培地を新
鮮MEM/EBSS+10%FBSに交換した。IDTによって製造された全てのアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを濃度20μMまで希釈した。この溶液2μlをOpti-MEM media (Gibco cat#31985-070
) 400μlとインキュベートし、HepG2細胞を含む6ウエルプレートの各ウエルに添加した。
オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を偽形質移入対照用に使用
した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の72時間後に培地を除去し、上に記載のと
おり投薬手順を繰り返した。
　反復投薬の48～72時間後、RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation Syste
m (cat # Z3105)またはQiagenからのRNeasy Total RNA Isolation kit(cat# 74181)を製
造者の手順書に従って使用して抽出した。RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cD
NAキット(cat#AB1453B)を製造者の手順書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に
加えた。この逆転写反応からのcDNAをABI Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)お
よびABI (Applied Biosystems Inc.、Foster City CA)によって設計されたプライマー/プ
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ローブを使用するリアルタイムPCRによって遺伝子発現をモニターするために使用した。
以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2分間、95℃で10分間、(95℃で15秒間、60℃で1分
間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycler (Stratagene)を使用。
　アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現における倍数変化を処置試料
と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算出した。
　ApoA1天然アンチセンスDA327409extについて特注設計されたTaqmanアッセイ用のプライ
マーおよびプローブ。大文字は未修飾デオキシリボヌクレオチドを示す。
プローブ配列(FAM標識) TTTGGATCTGGACGACTTC (配列番号275)
順方向プライマー配列CTCCTCCTGCCACTTCTTCTG (配列番号276)
逆方向プライマー配列CTGGTGGATGAAGAAGGTTTGC (配列番号277)
【０２７５】
　方法2:アンチセンスオリゴヌクレオチドでのHepG2細胞の処置
　ATCC (cat# HB-8065)由来のHepG2細胞を増殖培地(MEM/EBSS (Hyclone cat #SH30024ま
たはMediatech cat # MT-10-010-CV) +10%FBS (Mediatech cat# MT35-011-CV)+ペニシリ
ン/ストレプトマイシン(Mediatech cat# MT30-002-CI))、37℃、5%CO2で増殖させた。実
験前日に、細胞を1mlあたり1.5×105個の密度で6ウエルプレートに再播種し、37℃、5%CO

2でインキュベートした。実験当日に6ウエルプレートの培地を新鮮増殖培地に交換した。
全てのアンチセンスオリゴヌクレオチドを濃度20μMに希釈した。この溶液2μlをOpti-ME
M培地(Gibco cat#31985-070) 400μlおよびLipofectamine 2000 (Invitrogen cat# 11668
019) 4μlと室温で20分間インキュベートし、HepG2細胞を含む6ウエルプレートの各ウエ
ルに添加した。オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を偽形質移
入対照用に使用した。37℃、5%CO2での3～18時間のインキュベーション後、培地を新鮮増
殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の48時間後、培地を除去し、
RNAを細胞からPromegaからのSV Total RNA Isolation System (cat # Z3105)またはQiage
nからのRNeasy Total RNA Isolation kit (cat# 74181)を製造者の手順書に従って使用し
て抽出した。
　RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#AB1453B)を製造者の手順
書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcDNAをAB
I Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems Inc.、Fo
ster City CA)によって設計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによ
って遺伝子発現をモニターするために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2
分間、95℃で10分間、(95℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycl
er (Stratagene)を使用。アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現にお
ける倍数変化を処置試料と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算
出した。
　ApoA1天然アンチセンスDA327409extについて特注設計されたTaqmanアッセイ用のプライ
マーおよびプローブ。大文字は未修飾デオキシリボヌクレオチドを示す。
プローブ配列(FAM標識) TTTGGATCTGGACGACTTC (配列番号275)
順方向プライマー配列CTCCTCCTGCCACTTCTTCTG (配列番号276)
逆方向プライマー配列CTGGTGGATGAAGAAGGTTTGC (配列番号277)
【０２７６】
初代サル肝細胞の処置
　初代サル肝細胞をRxGen Inc.による培養物に導入し、6ウエルプレートに播種した。そ
れらを以下のとおりオリゴヌクレオチドで処置した。6ウエルプレート中の培地を5% FBS
、50 U/mlペニシリンおよび50 ug/mlストレプトマイシン、4 ug/mlインスリン、1 uMデキ
サメタゾン、10 ug/mlフンジン(InVivogen、San Diego CA)を補充したWilliam's Medium 
E (Sigma cat#W4128)からなる新鮮増殖培地に交換した。全てのアンチセンスオリゴヌク
レオチドを濃度20μMに希釈した。この溶液2μlをOpti-MEM培地(Gibco cat#31985-070) 4
00μlおよびLipofectamine 2000 (Invitrogen cat# 11668019) 4μlと室温で20分間イン
キュベートし、細胞を含む6ウエルプレートの各ウエルに添加した。オリゴヌクレオチド
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溶液の代わりに水2μlを含む同様の混合物を偽形質移入対照用に使用した。37℃、5% CO2
での3～18時間のインキュベーション後、培地を新鮮増殖培地に交換した。アンチセンス
オリゴヌクレオチドの添加の48時間後、培地を除去し、RNAを細胞からPromegaからのSV T
otal RNA Isolation System (cat # Z3105)またはQiagenからのRNeasy Total RNA Isolat
ion kit(cat# 74181)を製造者の手順書に従って使用して抽出した。
　RNA 600ngをThermo ScientificからのVerso cDNAキット(cat#AB1453B)を製造者の手順
書に記載のとおり使用して実施した逆転写反応に加えた。この逆転写反応からのcDNAをAB
I Taqman Gene Expression Mix (cat#4369510)およびABI (Applied Biosystems Inc.、Fo
ster City CA)によって設計されたプライマー/プローブを使用するリアルタイムPCRによ
って遺伝子発現をモニターするために使用した。以下のPCRサイクルを使用した: 50℃で2
分間、95℃で10分間、(95℃で15秒間、60℃で1分間)を40サイクル、Mx4000 thermal cycl
er (Stratagene)を使用。アンチセンスオリゴヌクレオチドでの処置後の遺伝子発現にお
ける倍数変化を処置試料と偽形質移入試料との間での18S-標準化dCt値の差に基づいて算
出した。ELISAは、MabTech Inc. ApoA1 ELISA kit cat# 3710-11-6を製造者の手順書に従
って使用して実施した。
【０２７７】
　結果を図1Q～図1Tに示す。図Qは、ホスホチオエート骨格を有する両オリゴヌクレオチ
ド(すなわちヌクレオチド間結合およびLNAオリゴヌクレオチド)が検出されたApoA1 mRNA(
上パネル)およびApoA1アンチセンスDA327409extRNA(下パネル)の量によって測定されたと
おり標的遺伝子発現を調節するステップにおいて効果的であったことを示す。図Rは、DA3
27409extに対して設計されたオリゴヌクレオチドで処置したHepG2細胞におけるApoA1 mRN
A (橙色棒)およびApoA1アンチセンスDA327409ext RNA (青色棒)のレベルを示す。図Sは、
DA327409extに対して設計したオリゴヌクレオチドで処置したHepG2培養物におけるApoA1 
mRNA (下パネル)およびタンパク質(上パネル)の容量依存的上方制御を示す。図Tは、DA32
7409extに対して設計したオリゴヌクレオチドで処置した後のアフリカミドリザル初代肝
細胞におけるApoA1 mRNAの上方制御を示す。
【０２７８】
(実施例4)
　アフリカミドリザルにおけるCUR-962の作用の効果および持続時間の研究
　本研究の目的は、脂質輸送代謝遺伝子を制御する不調和性非コードアンチセンス配列の
アンチセンスノックダウンの効果を非ヒト霊長類モデルでの静脈投与に続いて評価および
比較することであった。APOA1制御配列を抑制するために設計したアンチセンスオリゴヌ
クレオチド被験物質をCUR-962と記す。
　CUR-962: +G*+C*T*A*G*T*C*T*G*+T*+T*+G (配列番号278)
　CUR-963 (対照): +G*+T*C*T*G*A*T*G*G*+A*+G*+A (配列番号279)
【０２７９】
　制御検査ガイドライン
この研究は、承認された毒物学的原理に従い、調和国際会議(International Conference 
of Harmonization)(ICH)の3者間で調和されたガイドライン(Harmonized Tripartite Guid
elines)(医薬品の臨床試験のための非臨床試験の実施時期についてICH M3(m)、2000年9月
)および治療薬の検査に関して一般に認められた手順に従って設計した。
【０２８０】
　被験物質および対照条件
　被験物質同一性および調製
　被験物質CUR-962は、化学的に安定化されたアンチセンスオリゴヌクレオチドである。
静脈内送達のためのビヒクルはリン酸緩衝食塩水(PBS)である。
【０２８１】
　ビヒクル特徴付け
　PBSビヒクル、組成物、バッチ番号、有効期限および保存条件(温度および明/暗)につい
ては供給者から得た。
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【０２８２】
　被験物質保存および取り扱い
　被験物質およびビヒクルはスポンサーおよび製造者によって提供された標準とされる保
存条件に従って保存した。
【０２８３】
　被験物質製剤の分析
　被験物質製剤の試料は濃度、安定性および検査物質製剤の均一性の分析のために凍結保
存する。
【０２８４】
　検査系原理
　霊長類は、規制当局に潜在的危険性の指標として許容され、詳細な背景データが入手可
能である適切な非げっし類種である。具体的にはアフリカミドリザルは、ヒトの多数の生
理学的状態および病態に関して高く臨床的に関連するモデルである。
【０２８５】
　静脈経路投与は、可能なヒト治療用経路に相当する。被験物質の投与量は、アフリカミ
ドリザルであらかじめ実施された類似化合物の投与量決定試験の結果に基づいた。
【０２８６】
　アフリカミドリザルは、検査物質の標的配列が霊長類において100%相同で種を超えて保
存されていることから、最適な霊長類として選択された。加えて検査物質は、合成オリゴ
ヌクレオチドである。結果として霊長類での投薬は、他のいかなる種よりもヒトにおいて
観察されるであろう取込みがより反映されやすいこれらの化合物の有効性の優れた評価を
可能にする。
【０２８７】
　動物
　種:ミドリザル(Chlorocebus sabaeus)、非ヒト霊長類
　品種:アフリカミドリザルSt. Kitts原産
【０２８８】
　供給元:RxGen、Lower Bourryeau、St. Kitts、West Indies
【０２８９】
　推定年齢:実験動物は成体であった。
【０２９０】
　推定体重:サル体重およそ3～4kg。実際の範囲は、変動する場合があるがデータに記載
される。
【０２９１】
　性別:実験動物は成体メスであった。
【０２９２】
　動物数:動物10匹を研究への登録に適する動物8匹の同定を保証するために選別した。
【０２９３】
　検査数:メス:8匹
【０２９４】
　検査数の正当性
　この研究は、アフリカミドリザルにおける被験物質の治療効果を評価する主な目的とこ
の種でのこの種類のオリゴヌクレオチドの全身投与の先行研究とが両立する、可能な限り
少ない数の動物を使用して設計した。
【０２９５】
　動物規格
　体重範囲3～4kgのアフリカミドリザル成体10匹を研究に使用した。サルは、島に生息す
る野生集団から人道的に捕獲した薬剤未投与の成体動物である。捕獲されたサルは、可能
性があるいかなる腸内寄生虫負担をも排除するために駆虫薬で処置し、研究登録のための
選別に先行する最短4週間、検疫で観察した。捕獲したサルの年齢は大きさおよび歯状形



(70) JP 2012-525851 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

によって、研究から高齢の動物を排除して推定した。研究登録に先行して、自発運動およ
び敏捷さの評価を含む臨床検査を各サルに実施した。血液試料を採取し、Antech Diagnos
tics (Memphis、TN)に包括的臨床化学ならびに全血球計算および脂質プロファイルのため
に送った(詳細は9.2節および319567928を参照されたい)。St. Kittsコロニーのサルにつ
いて確立された正常値と比較して異常な検査値であると決定されたサルは、研究から排除
した。この判定基準を満たす8匹のサルを同定するために、必要に応じて追加的動物の選
別を伴って10匹のサルを選別した。研究開始前に、選択されたサルを1週間個別収容に慣
らすために個別のケージに移す。実験に適するとみなされた動物だけを研究に登録する。
研究開始時の実際の(または推定の)年齢および体重範囲は、生データおよび最終報告に詳
述する。
【０２９６】
　動物の健康および福祉
　最高水準の動物福祉に従い、the St. Kitts Department of Agricultureおよび米国保
健社会福祉省によって定められたガイドラインを遵守した。全ての研究は、これらの要件
および実験動物の管理および収容に関して適用される全ての行動基準に従って実施される
。動物の管理および使用についてのNIHガイドラインに含まれるとおりの獣医医療、手術
および検査に関する全ての適用される基準。St. Kitts施設は、指針に定められたとおり
手順書を検査し、施設を監査する動物実験委員会を有している。財団は、指針#A4384-01 
(Axion Research Foundation/St. Kitts Biomedical Foundation)に定められたとおり実
験動物福祉部門に申請された保証を承認している。特別な非ヒト霊長類獣医学的な管理問
題およびこの研究に特化される調査によって生じるバイオハザード問題はない。
【０２９７】
　収容および環境
　治療に関連するいかなる臨床症状の検出も可能にするために、動物は手術の前および手
術後に屠殺されるまで個々に収容した。個々のケージが位置している霊長類ビルは、間接
照明で全体が照らされており、北緯17°で、U.S. D.H.H.Sガイドラインにおいて推奨され
るとおりおよそ12時間:12時間の明-暗周期であった。RxGen霊長類ビルを外部と十分に換
気した。1年を通じてSt. Kittsで典型的である一定の標的温度23～35℃に維持するために
追加的な気流を天井扇によって確実にした。温度および相対湿度(これも管理されない)の
24時間での両極値を毎日測定した。研究中、ケージを定期的に清掃した。
【０２９８】
　餌および水
　各動物に1日あたりおよそ90グラムの標準的サル用固形飼料餌(TekLad, Madison, WI)を
与えた。餌の詳細な栄養組成を記録した。水は、微生物学的な純度について定期的に分析
した。保存餌および給水の中の混入物の許容されるレベルについての基準は、それぞれ餌
製造者および定期的な施設水評価によって確立された分析仕様内であった。水は、ヒト用
の消費に許容されるとする証明のために必要な全ての基準に合致した。
【０２９９】
　実験設計
　動物識別および無作為化
　割り付けを体重および血漿コレステロールプロファイルに基づく層別無作為化の手段に
よって行った。群への割り付けの前後に、各動物を腹部への刺青によって識別した。刺青
は、日常的健康診査の過程でコロニーの全動物に識別の手段として行われる。ケージ図を
収容された個体を識別するために作成し、個々のサルをそれらそれぞれのケージに付けた
標識タグによってさらに識別した。
【０３００】
　群の大きさ、投与量および識別番号
　各群サル4匹からなる2処置群に動物を割り当てた。特定の動物識別番号を施設番号付け
システムに従って各サルに付けた。このシステムは、文字に続く3桁の数字、例えばY032
によって各サルを一意的に識別する。
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【０３０１】
　投与の経路および頻度
　動物に、1、3および5日目に1日1回、約10分間かけて手動輸液によって静脈内に送達し
て投薬した。点滴速度は、24mL/kg/時間である。動物は、投薬手順前および投薬手順中に
ケタミンおよびキシラジンによって鎮静させた。静脈カテーテル(Terumo mini vein infu
sion set、20ゲージ針、または同様の適切な輸液セット)を伏在血管に挿入した。各サル
における投薬は、午前8時から10時の間、動物が起きた直後で摂食の前に実施した。血漿
コレステロールおよび下の血液化学節に記載の他の脂質レベルを評価するための血液試料
を各輸液の直前に採取した。コレステロール測定値への摂食の影響を最小化するために血
液採取は両方の試料採取間隔で摂食に先行した。
【０３０２】
　臨床所見
　処置への応答の全ての明らかな兆候を各投薬日に記録した。追加的に動物を少なくとも
1週間に1回、外見および一般的状態などの身体的特性について検査した。
【０３０３】
　体重
　体重を治療中および治療後期に1週間ごとに記録した。
【０３０４】
　摂餌量
　個々の摂餌量は定量しなかった。しかし摂食様式をモニターし、大きな変化は記録した
。
【０３０５】
　死亡率と罹患率
　死亡率と罹患率を記録する。早期屠殺に関するいかなる決定も可能であれば試験責任者
とスポンサーのモニタリング科学者との協議の後に行われる。早期に死んでいるまたは殺
されることがわかった動物は、病理組織診断のための肝臓、腎臓、心臓および脾臓肺組織
の採取を伴う検死の対象になる。早期屠殺事象においては、血液試料を(可能であれば)採
取し、パラメーターを測定する。通常の勤務時間後に死んでいることがわかった動物は、
一晩冷凍され、次の勤務時間の開始時に検死を行う。動物の状態が早期屠殺を必要とする
場合は、ペントバルビタールナトリウムの静脈内過剰投与によって安楽死させる。全ての
調査は、動物の使用に関する原則によって管理される。RxGenは、穏やかと特定されたこ
の研究での手順が遵守しなければならない過酷さのレベルを指示する、霊長類施設に関す
る米国社会保健福祉省基準に従うことが法律によって定められている。
【０３０６】
　臨床検査研究
　血液試料
　3つの血液試料を血漿コレステロールベースラインを確立するために処置前に全ての動
物から得た。血液試料は、処置後に採取し、浅静脈への穿刺を介して取った。いずれの試
料採取時点でも採取した容量は、サル成体の総血液量のおよそ4%を表す8mlを超えなかっ
た。
【０３０７】
　動物は、2回のベースライン時点および研究日1、3、5、7、9、11、13および15日目に、
その後、混乱が認められる場合は、群1(APOA1)において総血漿コレステロールが正常化す
るまで約1週間ごとに継続して採血された。血液8ミリリットルを臨床化学、脂質プロファ
イルおよび凝固プロファイルの評価を可能にするために1、6および11日目に採取した。他
の全ての日には、臨床化学および脂質プロファイルのために十分な血液5mlだけを採取し
た。
【０３０８】
　血液試料を3つに分け、その日に化学測定および血液学的測定の両方を行う。一試料は
、25μlヘパリンを含み、研究番号、投薬レベル、日数、日にち、固有動物識別番号を表
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示した血漿回収チューブに採取した。分離後、血漿1mlを滅菌クライオチューブに移し、
上の詳細を実施し、血液化学分析のための発送まで適切に保存した。一定量の血漿(0.5ml
)を上に記載の詳細を表示した滅菌クライオチューブに移し、血漿コレステロール分布分
析および脂質プロファイル分析のための発送まで適切に保存した。血漿の追加的1mlおよ
び0.5ml一定分量を将来の追加的分析のための予備試料として利用するために新鮮凍結し
、液体窒素中に保存した。
【０３０９】
　2つの追加的全血試料一定分量(それぞれ2.5ml)をクエン酸デキストロース(ACD)抗凝固
剤で処置し、表示し、下に詳述する凝固およびCBC測定のための発送まで4℃で保存した。
【０３１０】
　試料を試料採取の24時間以内に到着するように発送したか、または適切であると定めら
れた時の発送のために安定条件下で保存した。
【０３１１】
　試料採取方法またはアッセイ方法が正常な品質限界を外れたと考えられた際のみ反復試
料を取った。試料は表示されたチューブに取った。
【０３１２】
　血液学
　全血球数計算(CBC)、プロトロンビン時間、PTT、フィブリノーゲンおよびD-ダイマーを
1、6および11日目に採取した全ての血液試料について測定した(これらの時点のいずれか
で混乱が検出された場合は追加的な日にも)。血球計算は、EDTAを含むバキュテナーに採
取された全血1mlについて評価した。凝集プロファイル決定は、クエン酸デキストロース(
ACD)抗凝固剤を含むバキュテナーに採取された血液およそ2mlについて実施した。
【０３１３】
　血液化学
　グルコース、血液尿素窒素、クレアチニン、総タンパク質量、アルブミン、総ビリルビ
ン量、アルカリホスファターゼ、アラニンアミノ基転移酵素(ALT)、アルパラギンアミノ
基転移酵素(AST)、コレステロール、カルシウム、リン、ナトリウム、カリウム、塩素、A
/G比、BUN/クレアチニン(計算)グロブリン(計算)、リパーゼ、アミラーゼ、トリグリセリ
ド、CPK、乳酸脱水素酵素、ガンマグルタミン酸転移酵素(GGT)、マグネシウム、総コレス
テロールLDL、VLDL、HDL、ApoA1、ApoA2、ApoB、ApoE、ApoLp(a)。スーパー化学(Superch
emistry)ならびにLDLおよびHDL測定を全ての血漿試料について行った。ApoA1測定をLDLお
よびHDLデータの評価後に選択した試料について行った。
【０３１４】
　測定は、スーパー化学については血漿およそ1mlで、コレステロール分布および脂質輸
送代謝遺伝子測定については血漿0.5mlで実施した。血漿の追加的一定分量を回収し、可
能性がある将来の分析のために保存した。
【０３１５】
　肝生検
　経皮的肝生検をベースライン時および7および17日目に全てのサルについて実施した。1
4ゲージ生検針(INRAD)を肝臓の右および左の両葉からコア生検2個(長さ約1.0cm)を得るた
めに使用する。生検の成功は、細分前に下に詳述のとおり生検針上の生検試料の目視検査
によって確認した。
【０３１６】
　試料をプールし、次いで下記のやり方で分けた。左葉由来の1個の生検の半分(約0.5cm)
を病理組織診断のための切片化およびin situ分析のためにパラホルムアルデヒドに浸漬
した。分割された各生検の残りの半分および他の2つの未処置生検を2ml RNAlater(Qiagen
)を含む表示付きクライオチューブに直ちに浸漬し、4℃、一晩インキュベートし、続いて
RNAlaterを吸引し、試料チューブを液体窒素中で新鮮凍結した。液体窒素中に移した後、
総RNAをトリゾールまたはトリリージェント法を使用して、コア生検1.0cm、14gあたり予
測される収量約40μgで単離した(1匹のサルからプールされた4個全てのコア生検由来のプ
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に)。RNA画分5μgを標的特異的リアルタイムqPCR (TaqMan miRNA assay、ABI)に使用した
。残りのRNA画分は可能性のある全ゲノム発現分析(genome wide expression analysis)の
ために保存した。
【０３１７】
　固定した組織をパラフィン包埋のために加工した。切片をH&Eで染色し、肉眼で組織学
的所見に基づいて組織病理学的所見を報告した。この作業で作製された全てのスライドに
研究番号、投薬レベル、日数、日にち、固有動物識別番号を表示した。
【０３１８】
　統計分析
　統計学
　血液学、臨床化学および脂質プロファイルについて記述統計学を実施した。適切な生物
情報学分析を発現データについて実行した。
【０３１９】
　試料サイズ
　試料サイズ決定を、アフリカミドリザルに修飾されたアンチセンスオリゴヌクレオチド
を投与し、臨床化学および脂質プロファイル変化および関連する多様性が得られた先行実
験に基づいて行った。効能評価のための全対象数は、処置群あたり動物4匹で登録された
動物20匹および追加選別動物4匹であった。
【０３２０】
　結果:
　結果を以下の図に示す。図1U:ApoA1 mRNA(上パネル)およびタンパク質(下パネル)レベ
ルは、リアルタイムPCRおよびELISAによってそれぞれ決定されたとおりベースラインレベ
ルと比較して、CUR-962(ApoA1アンチセンスDA327409extに対して設計したオリゴヌクレオ
チド)での処置後にサル肝生検で増加していた(左パネル2つ)。ApoA1 mRNAおよびタンパク
質レベルは、in vitroでApoA1レベルに効果を示さないオリゴヌクレオチドを投薬された
対照群の同じ期間後に変化しなかった(CUR-963、右パネル2つ)。
【０３２１】
　本発明は、1つまたは複数の実施に関して例示および記載されているが、本明細書およ
び付属図の解釈および理解により当業者は同等の変更および修正に至るであろう。加えて
、本発明の特定の特性がいくつかの実施のうちの1つにだけ関連して開示されている場合
があるがそのような特性は他の実施の1つまたは複数の他の特性と、任意の所与のまたは
特定の応用のために所望されかつ有利でありうるように組み合わされうる。
【０３２２】
　開示の要約は、技術開示の性質を読者に速やかに確認させる。それは、以下の特許請求
の範囲の範囲または意味を解釈または限定するために使用されないとの理解と共に提出さ
れる。
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本发明涉及调节脂质转运代谢基因的表达和/或功能的反义寡核苷酸，特
别是通过靶向脂质转运代谢基因的天然反义多核苷酸。本发明还涉及这
些反义寡核苷酸的鉴定及其在治疗与脂质转运代谢基因表达相关的疾病
和病症中的用途。


