
JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

(57)【要約】
【課題】本発明の目的は、高効率に核酸を封入し、高い薬物：脂質比を有し、封入された
核酸を血清中での分解やクリアランスから保護し、全身送達に好適であり、かつ封入され
た核酸の細胞内送達をもたらすことができる脂質－治療用核酸組成物であって、毒性およ
びリスクが低い脂質－治療用核酸組成物を提供することである。
【解決手段】前記課題は、式Iの新規のカチオン性脂質、およびそれを含む脂質粒子によ
って解決される。

【選択図】なし



(2) JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式Ｉのカチオン性脂質：
【化１】

または薬学的に許容されるその塩。
【請求項２】
　請求項１に記載のカチオン性脂質を含む脂質製剤。
【請求項３】
　請求項２に記載の脂質製剤を含む、治療剤を細胞に送達するための組成物。
【請求項４】
　請求項２に記載の脂質製剤を含む、細胞における標的遺伝子の発現を調節するための組
成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
優先権の主張
　本出願は、２００９年６月１０日に出願された米国特許出願第６１／１８５，８００号
および２００９年９月２２日に出願された米国特許出願第６１／２４４，８３４号に対す
る優先権を主張し、これらの内容は、その全体が各々参照により本明細書に組み込まれる
。
【０００２】
　本発明は、脂質粒子を用いた治療剤送達の分野に関する。特に、本発明は、核酸のイン
ビボ送達に有利なカチオン性脂質およびこれらの脂質を含む脂質粒子、ならびにインビボ
での治療的使用に好適な核酸－脂質粒子組成物を提供する。さらに、本発明は、これらの
組成物を調製する方法、および例えば、様々な病状の治療のために、これらの組成物を用
いて、核酸を細胞に導入する方法を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　治療用核酸には、例えば、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲ
ＮＡ）、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、プラスミド、および免疫刺激性
核酸が含まれる。これらの核酸は、種々のメカニズムによって作用する。ｓｉＲＮＡまた
はｍｉＲＮＡの場合、これらの核酸は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）と呼ばれるプロセスを通
じて特定のタンパク質の細胞内レベルを下方調節することができる。ｓｉＲＮＡまたはｍ
ｉＲＮＡが細胞の細胞質に導入された後、これらの二本鎖ＲＮＡコンストラクトは、ＲＩ
ＳＣと呼ばれるタンパク質に結合することができる。ｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡのセン
ス鎖はＲＩＳＣ複合体から離れ、結合したｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡの配列に対する相
補的配列を有するｍＲＮＡを認識し、それに結合することができる鋳型をＲＩＳＣ内部に
生じさせる。相補的ｍＲＮＡに結合すると、ＲＩＳＣ複合体はｍＲＮＡを切断し、切断さ
れた鎖を放出させる。ＲＮＡｉは、タンパク質合成をコードする対応するｍＲＮＡの特異
的破壊を標的とすることによって、特定のタンパク質の下方調節をもたらすことができる
。
【０００４】
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　ｓｉＲＮＡおよびｍｉＲＮＡコンストラクトは、標的タンパク質に対する任意のヌクレ
オチド配列に関して合成することができるので、ＲＮＡｉの治療的用途は極めて幅広い。
これまでに、ｓｉＲＮＡコンストラクトは、インビトロとインビボの両方のモデルで標的
タンパク質を特異的に下方調節する能力を示している。さらに、ｓｉＲＮＡコンストラク
トは、現在、臨床研究で評価されているところである。
【０００５】
　しかしながら、ｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡコンストラクトが現在直面している２つの
問題は、第一に、血漿中でのヌクレアーゼ消化に対して感受性があること、そして第二に
、細胞内コンパートメント（遊離のｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡとして全身投与されたと
きにＲＩＳＣに結合することができる）に近づく能力が限られていることである。これら
の二本鎖コンストラクトは、化学修飾ヌクレオチドリンカー（例えば、ホスホチオアート
基）を分子内に取り込ませることによって安定化することができる。しかしながら、これ
らの化学修飾は、ヌクレアーゼ消化からの限られた保護しかもたらさず、かつコンストラ
クトの活性を減少させ得る。ｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡの細胞内送達は、ポリマー、カ
チオン性リポソームなどの担体系の使用によるか、または例えば、コレステロール分子の
共有結合によるコンストラクトの化学修飾によって、促進することができる。しかしなが
ら、送達系の改善には、ｓｉＲＮＡおよびｍｉＲＮＡ分子の効力の増加と、化学修飾の必
要性の軽減または除外とが求められる。
【０００６】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドおよびリボザイムもまた、ｍＲＮＡのタンパク質への
翻訳を阻害することができる。アンチセンスコンストラクトの場合、これらの一本鎖デオ
キシ核酸は、標的タンパク質ｍＲＮＡの配列に対する相補的配列を有し、ワトソン－クリ
ック塩基対合によってｍＲＮＡに結合することができる。この結合は、標的ｍＲＮＡの翻
訳を妨げ、および／またはｍＲＮＡ転写産物のＲＮアーゼＨ分解を誘発する。結果として
、アンチセンスオリゴヌクレオチドには、作用の特異性（すなわち、特定の疾患に関連す
るタンパク質の下方調節）の途方もない可能性がある。これまでに、これらの化合物は、
炎症性疾患、癌、およびＨＩＶのモデルをはじめとする、いくつかのインビトロおよびイ
ンビボモデルで有望ぶりを示している（Ａｇｒａｗａｌ，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ．１４：３７６－３８７（１９９６）に概説されている）。アンチセンスは、染色
体ＤＮＡと特異的にハイブリダイズすることによって、細胞活性に影響を及ぼすこともで
きる。いくつかのアンチセンス薬物の先端的なヒト臨床評価が現在進行中である。これら
の薬物の標的としては、ｂｃｌ２およびアポリポタンパク質Ｂの遺伝子およびｍＲＮＡ産
物が挙げられる。
【０００７】
　免疫刺激性核酸には、デオキシリボ核酸とリボ核酸が含まれる。デオキシリボ核酸の場
合、特定の配列またはモチーフは、哺乳動物における免疫刺激を引き起こすことが示され
ている。これらの配列またはモチーフには、ＣｐＧモチーフ、ピリミジンリッチ配列およ
びパリンドローム配列が含まれる。デオキシリボ核酸中のＣｐＧモチーフは、エンドソー
ムの受容体である、ｔｏｌｌ様受容体９（ＴＬＲ－９）によって特異的に認識され、次に
、この受容体によって、自然免疫刺激経路と獲得免疫刺激経路の両方が誘発されると考え
られている。特定の免疫刺激性リボ核酸配列も報告されている。これらのＲＮＡ配列は、
ｔｏｌｌ様受容体６および７（ＴＬＲ－６およびＴＬＲ－７）に結合することによって免
疫活性化を誘発すると考えられている。さらに、二本鎖ＲＮＡは、免疫刺激性であること
も報告されており、ＴＬＲ－３に結合することによって活性化すると考えられている。治
療用核酸の使用に関してよく知られている問題の１つは、ホスホジエステルヌクレオチド
間結合の安定性と、このリンカーのヌクレアーゼに対する感受性とに関する。血清中にエ
キソヌクレアーゼやエンドヌクレアーゼが存在するために、ホスホジエステルリンカーを
有する核酸の消化が速やかに起こり、それゆえに、治療用核酸は、血清の存在下または細
胞内で非常に短い半減期を有する可能性がある（Ｚｅｌｐｈａｔｉ，Ｏ．，ｅｔ　ａｌ．
，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ．Ｒｅｓ．Ｄｅｖ．３：３２３－３３８（１９９３）；およびＴｈ
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ｉｅｒｒｙ，Ａ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．，ｐｐｌ４７－１６１　ｉｎ　Ｇｅｎｅ　Ｒｅｇｕ
ｌａｔｉｏｎ：Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　ａｎｄ　ＤＮＡ（
Ｅｒｉｃｋｓｏｎ，ＲＰ　ａｎｄ　Ｉｚａｎｔ，ＪＧ編；Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ
（１９９２））。これらのおよび他の既知の問題のために、現在開発されている治療用核
酸は、天然の核酸に見られる基本的なホスホジエステル化学を利用していない。
【０００８】
　この問題は、血清または細胞内分解を低下させる化学修飾によって一部克服されている
。（例えば、ホスホロチオアート、メチルホスホナートまたはホスホルアミダート結合を
用いた）ヌクレオチド間ホスホジエステル架橋において、ヌクレオチド塩基（例えば、５
－プロピニル－ピリミジン）において、または糖（例えば、２’－修飾糖）において、修
飾が試験されている（Ｕｈｌｍａｎｎ　Ｅ．，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｃａｎｃ
ｅｒ，Ｖｏｌ．Ｘ．，ｐｐ　６４－８１　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．（１
９９７））。他の者らは、２’－５’糖結合を用いて安定性を改善することを試みている
（例えば、米国特許第５，５３２，１３０号を参照されたい）。他の変化も試みられてい
る。しかしながら、これらの解決法はどれも、完全に満足の行くものではないことが分か
り、インビボでの遊離の治療用核酸には、依然として限られた効力しかない。
【０００９】
　さらに、ｓｉＲＮＡおよびｍｉＲＮＡに関して上で述べたように、治療用核酸が細胞膜
を横断する能力が限られていることに関する問題（Ｖｌａｓｓｏｖ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉ
ｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１１９７：９５－１０８２（１９９４）を参照
されたい）や、補体媒介性アナフィラキシー、凝固特性の変化、および血球減少症などの
全身毒性に関する問題が残る（Ｇａｌｂｒａｉｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．４：２０１－２０６（１９９４））。
　効力を向上するために、研究者らは、化学的に修飾されたまたは修飾されていない治療
用核酸を送達するための脂質に基づく担体系も利用している。Ｚｅｌｐｈａｔｉ，Ｏ　ａ
ｎｄ　Ｓｚｏｋａ，Ｆ．Ｃ．，Ｊ．Ｃｏｎｔｒ．Ｒｅｌ．４１：９９－１１９（１９９６
）において、著者らは、アニオン性（従来の）リポソーム、ｐＨ感受性リポソーム、イム
ノリポソーム、融合性リポソーム、およびカチオン性脂質／アンチセンス凝集体の使用に
言及している。同様に、ｓｉＲＮＡは、カチオン性リポソーム中で全身投与されており、
これらの核酸－脂質粒子は、非ヒト霊長類をはじめとする哺乳動物における標的タンパク
質の下方調節を改善することが報告されている（Ｚｉｍｍｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ　４４１：１１１－１１４（２００６））。最近の進展にもかかわらず、一
般的な治療的使用に好適な改善された脂質－治療用核酸組成物が当該技術分野において依
然として必要とされている。これらの組成物は、高効率に核酸を封入し、高い薬物：脂質
比を有し、封入された核酸を血清中での分解やクリアランスから保護し、全身送達に好適
であり、かつ封入された核酸の細胞内送達をもたらすことが好ましい。さらに、これらの
脂質－核酸粒子は、核酸の有効用量での患者治療が患者に対する著しい毒性および／また
はリスクを伴わない程度に、十分に忍容性でかつ十分な治療指数を提供すべきである。本
発明は、このような組成物、この組成物の作製方法、および疾患治療のためを含む、この
組成物を用いた細胞への核酸の導入方法を提供する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許出願第６１／１８５，８００号
【特許文献２】米国特許出願第６１／２４４，８３４号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、新規のカチオン性脂質、およびそれを含む脂質粒子を提供する。これらの脂
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質粒子はさらに、活性剤を含み、本発明の関連する方法に従って使用され、かつ活性剤を
細胞に送達し得る。
【００１２】
　本発明の脂質は、１つ以上の異性体を含み得る。これらの化合物の全てのこのような異
性体は、本発明に明示的に含まれる。本発明の化合物は、結合回転を制限することができ
る結合（例えば、炭素－炭素結合）または置換、例えば、二重結合の存在に起因する制限
も含み得る。したがって、シス／トランス異性体およびＥ／Ｚ異性体は全て、本発明に明
示的に含まれる。
【００１３】
　一態様では、本発明は、式Ｉのカチオン性脂質を含む改善された脂質製剤を提供し、こ
こで、式Ｉは、
【化１】

である。
【００１４】
　式Ｉは、ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ、ＭＣ３またはＭ－Ｃ３と表すこともできる。式
Ｉ、ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ、ＭＣ３およびＭ－Ｃ３は各々、上に直接示したような
式を有する。
【００１５】
　脂質製剤は、通常、中性脂質、ステロールおよびＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質も含み得
る。
【００１６】
　一態様では、改善された脂質製剤は、ターゲッティング脂質（例えば、ＧａｌＮＡｃお
よび／またはフォラート含有脂質）も含む。
【００１７】
　一態様では、本発明は、押出法またはインライン混合法によって、改善された脂質製剤
を調製する。
【００１８】
　一態様では、本発明はさらに、ＲＮＡベースのコンストラクトを含む改善された脂質製
剤を動物に投与し、標的遺伝子の発現を評価する方法を提供する。
【００１９】
　一態様では、本発明で取り上げられる脂質製剤、例えば、オリゴヌクレオチド（例えば
、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ））と複合体を形成した脂質製剤は、インビボまたはインビ
トロで腫瘍細胞における標的遺伝子発現を修飾する（例えば、減少させる）ために使用す
ることができる。いくつかの実施形態では、本発明で取り上げられる脂質製剤は、限定す
るものではないが、ＨｅＬａ、ＨＣＴ１１６、Ａ３７５、ＭＣＦ７、Ｂ１６Ｆ１０、Ｈｅ
ｐ３ｂ、ＨＵＨ７、ＨｅｐＧ２、Ｓｋｏｖ３、Ｕ８７、およびＰＣ３細胞株をはじめとす
る、腫瘍細胞株における標的遺伝子発現を修飾するために使用することができる。
【００２０】
　別の態様では、本発明は、本発明の脂質を含む脂質粒子を提供する。特定の実施形態で
は、脂質粒子はさらに、中性脂質および粒子凝集を低下させることができる脂質を含む。
一実施形態では、脂質粒子は、カチオン性脂質約２０～６０％：中性脂質５～２５％：ス
テロール２５～５５％：ＰＥＧ－脂質０．５～１５％というモル比の、（ｉ）少なくとも
１種の本発明の脂質；（ｉｉ）ＤＳＰＣ、ＤＰＰＣ、ＰＯＰＣ、ＤＯＰＥおよびＳＭから
選択される中性脂質；（ｉｉｉ）ステロール、例えば、コレステロール；ならびに（ｉｖ
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）ｐｅｇ－脂質、例えば、ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡから本質的になる。一
実施形態では、本発明の脂質は、光学的に純粋である。
【００２１】
　さらなる関連する実施形態では、本発明は、治療剤をさらに含む本発明の脂質粒子を含
む。一実施形態では、治療剤は核酸である。一実施形態では、核酸は、プラスミド、免疫
刺激性オリゴヌクレオチド、一本鎖オリゴヌクレオチド、例えば、アンチセンスオリゴヌ
クレオチド、アンタゴｍｉｒ；二本鎖オリゴヌクレオチド、例えば、ｓｉＲＮＡ；アプタ
マーまたはリボザイムである。
【００２２】
　また別の関連する実施形態では、本発明は、本発明の脂質粒子と薬学的に許容される賦
形剤、担体または希釈剤とを含む薬学的組成物を含む。
【００２３】
　他の関連する実施形態では、本発明はさらに、細胞における標的遺伝子の発現を調節す
る方法であって、本発明の脂質粒子または薬学的組成物を細胞に提供することを含む方法
を含む。標的遺伝子は、野生型遺伝子であることができる。別の実施形態では、標的遺伝
子は、１つ以上の突然変異を含む。特定の実施形態では、本方法は、１つ以上の突然変異
を含む標的遺伝子の発現を特異的に調節することを含む。特定の実施形態では、脂質粒子
は、免疫刺激性オリゴヌクレオチド、一本鎖オリゴヌクレオチド、例えば、アンチセンス
オリゴヌクレオチド、アンタゴｍｉｒ；二本鎖オリゴヌクレオチド、例えば、ｓｉＲＮＡ
、アプタマー、リボザイムから選択される治療剤を含む。一実施形態では、核酸は、ｓｉ
ＲＮＡ、アンチセンスオリゴヌクレオチド、アプタマーまたはリボザイムをコードするプ
ラスミドである。
【００２４】
　本発明の一態様では、標的遺伝子は、第ＶＩＩ因子、Ｅｇ５、ＰＣＳＫ９、ＴＰＸ２、
ａｐｏＢ、ＳＡＡ、ＴＴＲ、ＲＳＶ、ＰＤＧＦβ遺伝子、Ｅｒｂ－Ｂ遺伝子、Ｓｒｃ遺伝
子、ＣＲＫ遺伝子、ＧＲＢ２遺伝子、ＲＡＳ遺伝子、ＭＥＫＫ遺伝子、ＪＮＫ遺伝子、Ｒ
ＡＦ遺伝子、Ｅｒｋ１／２遺伝子、ＰＣＮＡ（ｐ２１）遺伝子、ＭＹＢ遺伝子、ＪＵＮ遺
伝子、ＦＯＳ遺伝子、ＢＣＬ－２遺伝子、サイクリンＤ遺伝子、ＶＥＧＦ遺伝子、ＥＧＦ
Ｒ遺伝子、サイクリンＡ遺伝子、サイクリンＥ遺伝子、ＷＮＴ－１遺伝子、β－カテニン
遺伝子、ｃ－ＭＥＴ遺伝子、ＰＫＣ遺伝子、ＮＦＫＢ遺伝子、ＳＴＡＴ３遺伝子、サバイ
ビン遺伝子、Ｈｅｒ２／Ｎｅｕ遺伝子、トポイソメラーゼＩ遺伝子、トポイソメラーゼＩ
Ｉα遺伝子、ｐ７３遺伝子、ｐ２１（ＷＡＦ１／ＣＩＰ１）遺伝子、ｐ２７（ＫＩＰ１）
遺伝子、ＰＰＭ１Ｄ遺伝子、ＲＡＳ遺伝子、カベオリンＩ遺伝子、ＭＩＢ　Ｉ遺伝子、Ｍ
ＴＡＩ遺伝子、Ｍ６８遺伝子、ＳＯＲＴ１遺伝子、ＸＢＰ１遺伝子、腫瘍抑制遺伝子の突
然変異、ｐ５３腫瘍抑制遺伝子およびそれらの組合せからなる群から選択される。
【００２５】
　別の実施形態では、核酸は、ポリペプチドまたはその機能的変異体もしくは断片の発現
を増加させるようなポリペプチドまたはその機能的変異体もしくは断片をコードするプラ
スミドである。
【００２６】
　またさらなる関連する実施形態では、本発明は、対象におけるポリペプチドの過剰発現
を特徴とする疾患または障害を治療する方法であって、本発明の脂質粒子または薬学的組
成物を対象に投与することを含み、ここで、治療剤は、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド、およびｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、またはアンチセン
スオリゴヌクレオチドを発現することができるプラスミドから選択され、かつこのｓｉＲ
ＮＡ、マイクロＲＮＡ、またはアンチセンスＲＮＡは、ポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチドに特異的に結合するポリヌクレオチド、またはその相補体を含む、方法を含む
。
【００２７】
　別の関連する実施形態では、本発明は、対象におけるポリペプチドの低発現を特徴とす
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る疾患または障害を治療する方法であって、本発明の薬学的組成物を対象に投与すること
を含み、ここで、治療剤は、ポリペプチドまたはその機能的変異体もしくは断片をコード
するプラスミドである、方法を含む。
【００２８】
　さらなる実施形態では、本発明は、対象における免疫応答を誘導する方法であって、本
発明の薬学的組成物を対象に投与することを含み、ここで、治療剤は免疫刺激性オリゴヌ
クレオチドである、方法を含む。特定の実施形態では、薬学的組成物は、ワクチンまたは
抗原と組み合わせて患者に提供される。
【００２９】
　関連する実施形態では、本発明は、本発明の脂質粒子と疾患または病原体と関連する抗
原とを含むワクチンを含む。一実施形態では、脂質粒子は、免疫刺激性核酸またはオリゴ
ヌクレオチドを含む。特定の実施形態では、抗原は腫瘍抗原である。別の実施形態では、
抗原は、ウイルス抗原、細菌抗原、または寄生虫抗原である。
【００３０】
　本発明はさらに、本発明の脂質粒子および薬学的組成物を調製する方法、ならびにこれ
らの脂質粒子および薬学的組成物の調製において有用なキットを含む。
【００３１】
　別の態様では、本発明は、薬剤（例えば、治療剤または診断剤）と本発明の脂質とを含
む組成物を評価する方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】マウスモデルにおけるＦＶＩＩのサイレンシングに対するＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－
ＤＭＡを含む脂質製剤の効果を示す棒グラフである。
【図２】様々なリポソーム組成物によるラットにおけるＭＣ３の用量応答を示す棒グラフ
である。
【図３】ＭＣ３を含む製剤の効力のＡｐｏＥ依存性を示す棒グラフである。野生型マウス
では、ＦＶＩＩタンパク質レベルにおける用量依存的低下が示されたが、ＡｐｏＥノック
アウトマウスでは示されなかった。図２は、ＭＣ３リポソーム製剤のＡｐｏＥ依存性やＭ
Ｃ３を用いたＡｐｏＥ　ＫＯマウスにおけるサイレンシングの欠如を、ＡｐｏＥとの事前
混合により効果的にレスキューすることができることを示すグラフでもある。
【図４】リポソーム製剤中のＭＣ３のモルパーセンテージの変化の効果およびさらに、中
性脂質の変化の効果（例えば、ＤＳＰＣ、ＤＭＰＣ、およびＤＬＰＣによる中性脂質の変
化）を示す棒グラフである。
【図５】ＰＥＧ遮蔽の増加によって、マウスにおける非ＧａｌＮＡｃ媒介性サイレンシン
グが減少することをを示す棒グラフである。
【図６】ＰＥＧ遮蔽の増加によって、ラットにおける非ＧａｌＮＡｃ媒介性サイレンシン
グが減少することをを示す棒グラフである。
【図７】ＧａｌＮＡｃありとＧａｌＮＡｃなしの、様々なｍｏｌ％のＭＣ３を有するリポ
ソーム製剤の効力を示す棒グラフである。
【図８】ＧａｌＮＡｃターゲッティングリポソームの活性が、アシアロ糖タンパク質受容
体（ＡＳＧＰＲ）ノックアウトマウスで消失していることを示す棒グラフである。
【図９】実施例１７で調製される製剤についての残存ＦＶＩＩ％と用量（ｍｇ／ｋｇ）の
用量応答曲線である。
【図１０】実施例１８で決定されるような式Ｉのカチオン性脂質のｐＫａ滴定曲線である
。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　例えば、薬剤、例えば、核酸ベースの薬剤（例えば、ＲＮＡベースのコンストラクト）
を細胞または対象に送達するものとして使用することができる改善された脂質製剤を本明
細書に記載する。また、ＲＮＡベースのコンストラクトを含む改善された脂質製剤を動物
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に投与し、かついくつかの実施形態では、標的遺伝子の発現を評価する方法を本明細書に
記載する。いくつかの実施形態では、改善された脂質製剤は、ターゲッティング脂質（例
えば、ＧａｌＮＡｃ含有脂質またはフォラート含有脂質などの本明細書に記載のターゲッ
ティング脂質）を含む。
【００３４】
脂質
　本発明は、式Ｉのカチオン性脂質、中性脂質、ステロールおよびＰＥＧまたはＰＥＧ修
飾脂質を含む改善された脂質製剤を提供し、ここで、式Ｉは、
【化２】

である。
【００３５】
　一実施形態では、脂質はラセミ混合物である。
【００３６】
　一実施形態では、脂質は１つのジアステレオマーが濃縮されており、例えば、脂質は、
少なくとも９５％、少なくとも９０％、少なくとも８０％または少なくとも７０％ジアス
テレオマー過剰である。
【００３７】
　一実施形態では、脂質はキラル的に純粋であり、例えば、単一の異性体である。
【００３８】
　一実施形態では、脂質は１つの異性体に濃縮されている。
【００３９】
　一実施形態では、本発明の製剤は、少なくとも７５％、少なくとも８０％または少なく
とも９０％封入されている。一実施形態では、製剤は、モル基準で約２５％～約７５％、
例えば、モル基準で約３５％～約６５％、約４５％～約６５％、約６０％、約５７．５％
、約５０％または約４０％の式Ｉのカチオン性脂質を含む。
【００４０】
　一実施形態では、製剤は、モル基準で約０．５％～約１５％、例えば、モル基準で約３
％～約１２％、約５％～約１０％または約１５％、約１０％、または約７．５％の中性脂
質を含む。
【００４１】
　一実施形態では、製剤は、モル基準で約５％～約５０％（例えば、モル基準で約１５％
～約４５％、約２０％～約４０％、約４０％、約３８．５％、約３５％、または約３１％
）のステロールを含む。一実施形態では、ステロールはコレステロールである。
【００４２】
　一実施形態では、製剤は、モル基準で約０．５％～約２０％（例えば、モル基準で約０
．５％～約１０％、約０．５％～約５％、約１．５％、約０．５％、約１．５％、約３．
５％、または約５％）のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質を含む。
【００４３】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で２５～７５％式Ｉの脂質、０．５～１５
％の中性脂質、５～５０％のステロール、および０．５～２０％のＰＥＧまたはＰＥＧ修
飾脂質を含む。
【００４４】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で３５～６５％の式Ｉのカチオン性脂質、
３～１２％の中性脂質、１５～４５％のステロール、および０．５～１０％のＰＥＧまた
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はＰＥＧ修飾脂質を含む。
【００４５】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で４５～６５％の式Ｉのカチオン性脂質、
５～１０％の中性脂質、２５～４０％のステロール、および０．５～１０％のＰＥＧまた
はＰＥＧ修飾脂質を含む。
【００４６】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約６０％の式Ｉのカチオン性脂質、約７
．５％の中性脂質、約３１％のステロール、および約１．５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾
脂質を含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂質は式Ｉの化合物であり、中性脂質
はＤＳＰＣであり、ステロールはコレステロールであり、かつＰＥＧ脂質はＰＥＧ－ＤＭ
Ｇ（本明細書ではＰＥＧ－Ｃ１４またはＣ１４－ＰＥＧとも表す）である。一実施形態で
は、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、平均分子量２，０００ＤａのＰＥＧ分子を含む。他
の実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、２，０００未満（例えば、約１，５０
０Ｄａ、約１，０００Ｄａ、または約５００Ｄａ）の平均分子量のＰＥＧ分子を含む。一
実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、平均分子量２，０００ＤａのＰＥＧ分子
を含む、以下の式ＶＩ：
【化３】

の化合物である。一実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、ＰＥＧ－ジステアロ
イルグリセロール（ＰＥＧ－ＤＳＧ、本明細書ではＰＥＧ－Ｃ１８またはＣ１８－ＰＥＧ
とも表す）である。
【００４７】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約５０％の式Ｉのカチオン性脂質、約１
０％の中性脂質、約３８．５％のステロール、および約１．５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修
飾脂質を含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂質は式Ｉの化合物であり、中性脂
質はＤＳＰＣであり、ステロールはコレステロールであり、かつＰＥＧ脂質はＰＥＧ－Ｄ
ＭＧ（本明細書ではＰＥＧ－Ｃ１４またはＣ１４－ＰＥＧとも表す）である。一実施形態
では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、ＰＥＧ－ジスチリルグリセロール（ＰＥＧ－ＤＳ
Ｇ、本明細書ではＰＥＧ－Ｃ１８またはＣ１８－ＰＥＧとも表す）である。一実施形態で
は、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質はＰＥＧ－ＤＰＧ（ＰＥＧ－ジパルミトイルグリセロー
ル）である。一実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、平均分子量２，０００Ｄ
ａのＰＥＧ分子を含む。
【００４８】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約５０％の式Ｉのカチオン性脂質、約１
０％の中性脂質、約３５％のステロール、約４．５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質、お
よび約０．５％のターゲッティング脂質を含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂
質は式Ｉの化合物であり、中性脂質はＤＳＰＣであり、ステロールはコレステロールであ
り、ＰＥＧ脂質はＰＥＧ－ジステアロイルグリセロール（ＰＥＧ－ＤＳＧ、本明細書では
ＰＥＧ－Ｃ１８またはＣ１８－ＰＥＧとも表す）であり、かつターゲッティング脂質はＧ
ａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧである。
【００４９】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約５０％の式Ｉのカチオン性脂質、約１
０％の中性脂質、約３５％のステロール、約４．５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質、お
よび約０．５％のターゲッティング脂質を含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂
質は式Ｉの化合物であり、中性脂質はＤＳＰＣであり、ステロールはコレステロールであ
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り、ＰＥＧ脂質はＰＥＧ－ＤＭＧ（本明細書ではＰＥＧ－Ｃ１４またはＣ１４－ＰＥＧと
も表す）である。
【００５０】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約４０％の式Ｉのカチオン性脂質、約１
５％の中性脂質、約４０％のステロール、および約５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質を
含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂質は式Ｉの化合物であり、中性脂質はＤＳ
ＰＣであり、ステロールはコレステロールであり、ＰＥＧ脂質はＰＥＧ－ＤＭＧ（本明細
書ではＰＥＧ－Ｃ１４またはＣ１４－ＰＥＧとも表す）である。
【００５１】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約５０％の式Ｉのカチオン性脂質、約１
０％の中性脂質、約３５％のステロール、および約５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質を
含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂質は式Ｉの化合物であり、中性脂質はＤＳ
ＰＣであり、ステロールはコレステロールであり、ＰＥＧ脂質はＰＥＧ－ＤＭＧ．（本明
細書ではＰＥＧ－Ｃ１４またはＣ１４－ＰＥＧとも表す）である。
【００５２】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約５７．２％の式Ｉのカチオン性脂質、
約７．１％の中性脂質、約３４．３％のステロール、および約１．４％のＰＥＧまたはＰ
ＥＧ修飾脂質を含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂質は式Ｉの化合物であり、
中性脂質はＤＰＰＣであり、ステロールはコレステロールであり、ＰＥＧ脂質はＰＥＧ－
ｃＤＭＡである（ＰＥＧ－ｃＤＭＡは、Ｈｅｙｅｓら（Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅ
ｌｅａｓｅ，１０７，２７６－２８７（２００５）でさらに論じられている）。
【００５３】
　一実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質は、式ＶＩの化合物またはＰＥＧ－ＤＳ
Ｇであり、ここで、ＰＥＧ分子の平均分子量は２，０００Ｄａである。
【００５４】
　一実施形態では、本発明の製剤は、モル基準で約５７．５％の式Ｉのカチオン性脂質、
約７．５％の中性脂質、約３１．５％のステロール、および約３．５％のＰＥＧまたはＰ
ＥＧ修飾脂質を含む。好ましい一実施形態では、カチオン性脂質は式Ｉの化合物であり、
中性脂質はＤＳＰＣであり、ステロールはコレステロールであり、かつＰＥＧ脂質はＰＥ
Ｇ－ＤＭＧである。
【００５５】
　一実施形態では、脂質：ｓｉＲＮＡの比は、少なくとも約０．５：１、少なくとも約１
：１、少なくとも約２：１、少なくとも約３：１、少なくとも約４：１、少なくとも約５
：１、少なくとも約６：１、少なくとも約７：１、少なくとも約８：１、少なくとも約１
０：１、少なくとも約１１：１、少なくとも約１２：１、少なくとも約１５：１までであ
る。一実施形態では、脂質：ｓｉＲＮＡ比は、約１：１％～約２０：１、約３：１％～約
１５：１、約４：１％～約１５：１、約５：１％～約１３：１である。一実施形態では、
脂質：ｓｉＲＮＡ比は、約０．５：１％～約１５：１である。
【００５６】
　一態様では、改善された脂質製剤はターゲッティング脂質も含む。いくつかの実施形態
では、ターゲッティング脂質は、ＧａｌＮＡｃ部分（すなわち、Ｎ－ガラクトサミン部分
）を含む。例えば、ＧａｌＮＡｃ部分を含むターゲッティング脂質としては、２００８年
４月１２日に出願された米国特許出願第１２／３２８，６６９号に開示されているものを
挙げることができ、この文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。ターゲ
ッティング脂質としては、例えば、米国特許出願第１２／３２８，６６９号または国際公
開第２００８／０４２９７３号に記載されているような当該技術分野で公知の任意の他の
脂質（例えば、ターゲッティング脂質）を挙げることもでき、これらの文献の内容は各々
、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。いくつかの実施形態では、ターゲッテ
ィング脂質は、複数のＧａｌＮＡｃ部分、例えば、２つまたは３つのＧａｌＮＡｃ部分を
含む。いくつかの実施形態では、ターゲッティング脂質は、複数の、例えば、２つまたは
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３つのＮ－アセチルガラクトサミン（ＧａｌＮＡｃ）部分を含む。いくつかの実施形態で
は、ターゲッティング脂質中の脂質は、１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｓｎ－グリセリ
ド（すなわち、ＤＳＧ）である。いくつかの実施形態では、ターゲッティング脂質は、Ｐ
ＥＧ部分（例えば、少なくとも約５００Ｄａ、例えば、約１０００Ｄａ、１５００Ｄａ、
２０００Ｄａまたはそれよりも大きい分子量を有するＰＥＧ部分）を含み、例えば、ター
ゲッティング部分は、ＰＥＧ部分を介して脂質に接続されている。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、ターゲッティング脂質は、葉酸部分を含む。例えば、葉酸部
分を含むターゲッティング脂質としては、２００８年４月１２日に出願された米国特許出
願第１２／３２８，６６９号に開示されているものを挙げることができ、この文献は、そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。別の実施形態では、葉酸部分を含むターゲ
ッティング脂質としては、式Ｖの化合物を挙げることができる。
【００５８】
　例示的なターゲッティング脂質は、下記の式Ｌ：
（ターゲッティング基）ｎ－Ｌ－脂質
式Ｌ
　式中、
　ターゲッティング基は、当業者に公知のおよび／または本明細書に記載の任意のターゲ
ッティング基（例えば、細胞表面受容体）であり、
　ｎは１～５の整数（例えば、３）であり、
　Ｌは結合基であり、かつ
　脂質は、本明細書に記載の脂質（例えば、ＤＳＧなどの中性脂質）などの脂質である。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、結合基はＰＥＧ部分を含む。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、ターゲッティング脂質は、下記に示すような式２、３、４ま
たは５
【化４】
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【化５】

【化６】

【化７】

【化８】
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【化９】

の化合物である。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、ターゲッティング脂質は、モル基準にして約０．００１％～
約５％（例えば、約０．００５％、０．１５％、０．３％、０．５％、１．５％、２％、
２．５％、３％、４％、または５％）の量で製剤中に存在する。いくつかの実施形態では
、ターゲッティング脂質は、約０．００５％～約１．５％の量で製剤中に存在する。いく
つかの実施形態では、ターゲッティング脂質は、本明細書に記載の製剤に含まれる。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、脂質製剤は、抗酸化剤（例えば、ラジカルスカベンジャー）
も含む。抗酸化剤は、例えば、約０．０１％～約５％の量で組成物中に存在することがで
きる。抗酸化剤は、疎水性または親水性である（例えば、脂質に溶けるか、または水に溶
ける）ことができる。いくつかの実施形態では、抗酸化剤は、フェノール化合物、例えば
、ブチルヒドロキシトルエン、レスベラトロール、補酵素Ｑ１０、または他のフラボノイ
ド類、あるいはビタミン、例えば、ビタミンＥもしくはビタミンＣである。他の例示的な
抗酸化剤としては、リポ酸、尿酸、β－カロテンまたはレチノール（ビタミンＡ）などの
カロテン、グルタチオン、メラトニン、セレン、およびユビキノールが挙げられる。
【００６３】
　いくつかの実施形態では、ターゲッティング脂質（例えば、ＧａｌＮＡｃ含有脂質）の
受容体は、アシアロ糖タンパク質受容体（すなわち、ＡＳＧＰＲ）である。
【００６４】
　一実施形態では、本発明の製剤は、押出法またはインライン混合法によって産生される
。
【００６５】
　押出法（事前形成法またはバッチプロセスとも表す）は、まず空のリポソーム（すなわ
ち、核酸なし）を調製し、次いで、核酸を空のリポソームに添加する方法である。リポソ
ーム組成物を小孔性ポリカーボネート膜または非対称セラミック膜に通して押し出すこと
により、比較的明確な径分布が得られる。通常、所望のリポソーム複合体径分布が達成さ
れるまで膜に通して１回以上懸濁を繰り返す。リポソームを連続的により小さくなる膜に
通して押し出し、リポソーム径の段階的な減少を達成してもよい。場合によっては、形成
される脂質－核酸組成物をサイジングなしで用いることができる。これらの方法は、米国
特許第５，００８，０５０号；米国特許第４，９２７，６３７号；米国特許第４，７３７
，３２３号；Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．１９７９　Ｏｃｔ　１９；５
５７（１）：９－２３；Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．１９８０　Ｏｃｔ
　２；６０１（３）：５５９－７；Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．１９８
６　Ｊｕｎ　１３；８５８（１）：１６１－８；およびＢｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ
．Ａｃｔａ　１９８５　８１２，５５－６５に開示されており、これらの文献は、その全
体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００６６】
　インライン混合法は、脂質と核酸の両方を混合チャンバーに同時に添加する方法である
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。混合チャンバーは、単純なＴ型コネクターまたは当業者に公知の任意の他の混合チャン
バーであることができる。
【００６７】
　これらの方法は、米国特許第６，５３４，０１８号および米国特許第６，８５５，２７
７号；米国特許公開第２００７／００４２０３１号ならびにＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｖｏｌ．２２，Ｎｏ．３，Ｍａｒ．２００５，ｐ．３６２－３
７２に開示されており、これらの文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
。
【００６８】
　本発明の製剤を当業者に公知の任意の方法によって調製することができることがさらに
理解される。
【００６９】
　さらなる実施形態では、式Ｉの化合物を含む代表的な製剤を表１に示す。
【表１】

【００７０】
　一実施形態では、式Ｉの化合物を含む特定の製剤を以下に記載する。
脂質の比率（単位はモルパーセンテージ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比

５０／１０／３８．５／１．５（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ　約　１１
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４０／１５／４０／５（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３５／４．５／０．５％（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－Ｄ
ＳＧ（Ｃ１８－ＰＥＧ）：ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３０／９．５／０．５％（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－Ｄ
ＳＧ：ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３５／５％（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＳＧ
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３８．５／１．５（ＭＣ３：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ　約１１

４０／１５／４０／５（ＭＣ３：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３５／４．５／０．５％（ＭＣ３：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－Ｄ
ＳＧ：ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３０／９．５／０．５％（ＭＣ３：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－Ｄ
ＳＧ：ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３５／５％（ＭＣ３：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＳＧ
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１１

５０／１０／３８．５／１．５（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ　約７

５０／１０／３８．５／１．５（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＳＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ　約１０

５０／１０／３８．５／１．５（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ　約１２

５０／１０／３５／５％（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約８

５０／１０／３５／５％（ＭＣ３：ＤＳＰＣ：コレステロール：ＰＥＧ－ＤＭＧ）
脂質：ｓｉＲＮＡ比　約１０
【００７１】
　一実施形態では、本発明の製剤は、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも
７５％、少なくとも８０％または少なくとも９０％封入されている。
【００７２】
　一実施形態では、本発明の製剤は、アポリポタンパク質をさらに含む。本明細書で使用
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される場合、「アポリポタンパク質」または「リポタンパク質」という用語は、当業者に
公知のアポリポタンパク質とその変異体および断片、ならびに下記のアポリポタンパク質
アゴニスト、その類似体または断片を指す。
【００７３】
　好適なアポリポタンパク質としては、ＡｐｏＡ－Ｉ、ＡｐｏＡ－ＩＩ、ＡｐｏＡ－ＩＶ
、ＡｐｏＡ－ＶおよびＡｐｏＥと、活性のある多型形態、アイソフォーム、変異体および
突然変異体ならびにそれらの断片または切断形態が挙げられるが、これらに限定されない
。特定の実施形態では、アポリポタンパク質はチオール含有アポリポタンパク質である。
「チオール含有アポリポタンパク質」は、少なくとも１つのシステイン残基を含むアポリ
ポタンパク質、変異体、断片またはアイソフォームを指す。最も一般的なチオール含有ア
ポリポタンパク質は、１つのシステイン残基を含むＡｐｏＡ－Ｉミラノ（ＡｐｏＡ－ＩＭ

）およびＡｐｏＡ－Ｉパリ（ＡｐｏＡ－Ｉｐ）である（Ｊｉａ　ｅｔ　ａｌ．，２００２
，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．２９７：２０６－１３；Ｂｉｅ
ｌｉｃｋｉ　ａｎｄ　Ｏｄａ，２００２，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４１：２０８９－
９６）。ＡｐｏＡ－ＩＩ、ＡｐｏＥ２およびＡｐｏＥ３もチオール含有アポリポタンパク
質である。その組換えで産生された形態を含む、単離されたＡｐｏＥおよび／またはその
活性断片およびポリペプチド類似体は、米国特許第５，６７２，６８５号；同第５，５２
５，４７２号；同第５，４７３，０３９号；同第５，１８２，３６４号；同第５，１７７
，１８９号；同第５，１６８，０４５号；同第５，１１６，７３９号に記載されており、
これらの文献の開示は、参照により本明細書に組み込まれる。ＡｐｏＥ３は、Ｗｅｉｓｇ
ｒａｂｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，“Ｈｕｍａｎ　Ｅ　ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｈｅｔｅｒｏｇ
ｅｎｅｉｔｙ：ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ａｒｇｉｎｉｎｅ　ｉｎｔｅｒｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ
　ｔｈｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｐｏ－Ｅ　ｉｓ
ｏｆｏｒｍｓ”，　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８１）　２５６：９０７７－９０８
３；およびＲａｉｌ，ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｏｆ　ａｐｏｌｉｐｏ
ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅ　ｆｒｏｍ　ｔｙｐｅ　ＩＩＩ　ｈｙｐｅｒｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｍｉｃ　ｓｕｂｊｅｃｔｓ”，　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（１９８２）
　７９：４６９６－４７００に開示されている。ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｋ０
０３９６も参照されたい。
【００７４】
　特定の実施形態では、アポリポタンパク質は、成熟形態、プレプロアポリポタンパク質
形態またはプロアポリポタンパク質形態であることができる。プロＡｐｏＡ－Ｉおよび成
熟ＡｐｏＡ－Ｉのホモ二量体およびヘテロ二量体（実現可能な場合）（Ｄｕｖｅｒｇｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｅ．Ｂｉ
ｏｌ．１６（１２）：１４２４－２９）、ＡｐｏＡ－Ｉ　Ｍｉｌａｎｏ（Ｋｌｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，２０００，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．７９：（３）１６７９－８７；Ｆｒａｎｃｅ
ｓｃｈｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：１６３２－
３５）、ＡｐｏＡ－Ｉ　Ｐａｒｉｓ（Ｄａｕｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｍｅｄ．７７：６１４－２２）、ＡｐｏＡ－ＩＩ（Ｓｈｅｌｎｅｓｓ　ｅｔ　ａｌ．，１
９８５，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０（１４）：８６３７－４６；Ｓｈｅｌｎｅｓｓ
　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５９（１５）：９９２９－３５
）、ＡｐｏＡ－ＩＶ（Ｄｕｖｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｅｕｒｏ．Ｊ．Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．２０１（２）：３７３－８３）、およびＡｐｏＥ（ＭｃＬｅａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９８３，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５８（１４）：８９９３－９０００）を本
発明の範囲内で利用することもできる。
【００７５】
　特定の実施形態では、アポリポタンパク質は、アポリポタンパク質の断片、変異体また
はアイソフォームであることができる。「断片」という用語は、天然のアポリポタンパク
質のアミノ酸配列よりも短いアミノ酸配列を有し、かつその断片が、脂質結合特性をはじ
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めとする、天然のアポリポタンパク質の活性を保持する任意のアポリポタンパク質を指す
。「変異体」とは、アポリポタンパク質のアミノ酸配列の置換または改変を意味し、アミ
ノ酸残基の置換または改変、例えば、付加および欠失は、脂質結合特性をはじめとする、
天然のアポリポタンパク質の活性を消失させない。したがって、変異体は、１つ以上のア
ミノ酸残基が化合的に類似したアミノ酸と保存的に置換されている本明細書で提供される
天然のアポリポタンパク質と実質的に同一のアミノ酸配列を有するタンパク質またはペプ
チドを含むことができる。保存的置換の例としては、少なくとも１つの疎水性残基（例え
ば、イソロイシン、バリン、ロイシンまたはメチオニン）の別の疎水性残基への置換が挙
げられる。同様に、本発明は、例えば、少なくとも１つの親水性残基の置換、例えば、ア
ルギニンとリジンの間、グルタミンとアスパラギンの間、およびグリシンとセリンの間の
置換を企図する（米国特許第６，００４，９２５号、同第６，０３７，３２３号および同
第６，０４６，１６６号を参照されたい）「アイソフォーム」という用語は、同じか、よ
り大きいかまたは部分的な機能と、同様か、同一かまたは部分的な配列とを有するタンパ
ク質を指し、同じ遺伝子の産物で、かつ通常は組織特異的であってもよいし、そうでなく
てもよい（Ｗｅｉｓｇｒａｂｅｒ　１９９０，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．３１（８）：１
５０３－１１；Ｈｉｘｓｏｎ　ａｎｄ　Ｐｏｗｅｒｓ　１９９１，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅ
ｓ．３２（９）：１５２９－３５；Ｌａｃｋｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ，１９８５，Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２６０（２）：７０３－６；Ｈｏｅｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１（９）：３９１１－４；Ｇｏｒｄｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８
４，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５９（ｌ）：４６８－７４；Ｐｏｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８７，Ｃｅｌｌ　５０（６）：８３１－４０；Ａｖｉｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９８，Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｅ．Ｂｉｏｌ．１８（１０）
：１６１７－２４；Ａｖｉｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓ
ｔ．１０１（８）：１５８１－９０；Ｂｉｌｌｅｃｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ｄｒ
ｕｇ　Ｍｅｔａｂ．Ｄｉｓｐｏｓ．２８（１１）：１３３５－４２；Ｄｒａｇａｎｏｖ　
ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５（４３）：３３４３５－４２
；Ｓｔｅｉｎｍｅｔｚ　ａｎｄ　Ｕｔｅｒｍａｎｎ　１９８５，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．２６０（４）：２２５８－６４；Ｗｉｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８０，Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２５５（２１）：１０４６４－７１；Ｄｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５
，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．３６（１）：８０－８；Ｓａｃｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００
３，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．５４０（１－３）：１８１－７；Ｗｅｅｒｓ，ｅｔ　ａｌ．，
２００３，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．１００（１－３）：４８１－９２；Ｇｏｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００２，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７（３３）：２９９１９－２６；
Ｏｈｔａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５９（２３）：１４８
８８－９３および米国特許第６，３７２，８８６号を参照されたい）。
【００７６】
　特定の実施形態では、本発明の方法および組成物は、アポリポタンパク質のキメラ構築
の使用を含む。例えば、アポリポタンパク質のキメラ構築は、虚血再灌流保護特性を含む
アポリポタンパク質ドメインと関連する高い脂質結合能を有するアポリポタンパク質ドメ
インから構成される可能性がある。アポリポタンパク質のキメラ構築は、アポリポタンパ
ク質（すなわち、相同な構築）内部に別々の領域を含む構築であることができるし、また
はキメラ構築は、異なるアポリポタンパク質間の別々の領域を含む構築（すなわち、異種
の構築）であることができる。キメラ構築を含む組成物は、アポリポタンパク質変異体で
ある部分または特定の特性（例えば、脂質結合、受容体結合、酵素特性、酵素活性化特性
、抗酸化特性または還元酸化特性）を有するように設計された部分を含むこともできる（
Ｗｅｉｓｇｒａｂｅｒ　１９９０，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．３１（８）：１５０３－１
１；Ｈｉｘｓｏｎ　ａｎｄ　Ｐｏｗｅｒｓ　１９９１，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．３２（
９）：１５２９－３５；Ｌａｃｋｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．２６０（２）：７０３－６；Ｈｏｅｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２６１（９）：３９１１－４；Ｇｏｒｄｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｊ．
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Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５９（ｌ）：４６８－７４；Ｐｏｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９
８７，Ｃｅｌｌ　５０（６）：８３１－４０；Ａｖｉｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，
Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｅ．Ｂｉｏｌ．１８（１０）：１６１
７－２４；Ａｖｉｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１０
１（８）：１５８１－９０；Ｂｉｌｌｅｃｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ｄｒｕｇ　Ｍ
ｅｔａｂ．Ｄｉｓｐｏｓ．２８（１１）：１３３５－４２；Ｄｒａｇａｎｏｖ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２０００，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５（４３）：３３４３５－４２；Ｓｔｅ
ｉｎｍｅｔｚ　ａｎｄ　Ｕｔｅｒｍａｎｎ　１９８５，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０
（４）：２２５８－６４；Ｗｉｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８０，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．２５５（２１）：１０４６４－７１；Ｄｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｌ
ｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．３６（ｌ）：８０－８；Ｓｏｒｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９
，Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｅ．Ｂｉｏｌ．１９（９）：２２１
４－２５；Ｐａｌｇｕｎａｃｈａｒｉ　１９９６，Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏ
ｂ．Ｖａｓｅ．Ｂｉｏｌ．１６（２）：３２８－３８：Ｔｈｕｒｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１（１１）：６０６２－７０；Ｄｙｅｒ　１９９１，Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６（２３）：１５０００９－１５；Ｈｉｌｌ　１９９８，Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３（４７）：３０９７９－８４）。
【００７７】
　本発明で利用されるアポリポタンパク質には、組換え、合成、半合成または精製アポリ
ポタンパク質も含まれる。本発明で利用されるアポリポタンパク質またはその等価物を得
るための方法は当該技術分野で周知である。例えば、アポリポタンパク質は、例えば、密
度勾配遠心分離もしくは免疫親和性クロマトグラフィーによって血漿もしくは天然産物か
ら分離することができるし、または合成、半合成で、もしくは当業者に公知の組換えＤＮ
Ａ技術を用いて産生することができる（例えば、Ｍｕｌｕｇｅｔａ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９８，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．７９８（１－２）：８３－９０；Ｃｈｕｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，１９８０，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．２１（３）：２８４－９１；Ｃｈｅｕｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．２８（８）：９１３－２９；Ｐｅ
ｒｓｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．７１１：９７－１０
９；米国特許第５，０５９，５２８号、同第５，８３４，５９６号、同第５，８７６，９
６８号および同第５，７２１，１１４；ならびにＰＣＴ国際公開第８６／０４９２０号お
よび同第８７／０２０６２号を参照されたい）。
【００７８】
　本発明で利用されるアポリポタンパク質には、ＡｐｏＡ－Ｉ、ＡｐｏＡ－Ｉミラノ（Ａ
ｐｏＡ－ＩＭ）、ＡｐｏＡ－Ｉパリ（ＡｐｏＡ－ＩＰ）、ＡｐｏＡ－ＩＩ、ＡｐｏＡ－Ｉ
Ｖ、およびＡｐｏＥの活性を模倣するアポリポタンパク質アゴニスト（例えば、ペプチド
およびペプチド類似体）もさらに含まれる。例えば、アポリポタンパク質は、米国特許第
６，００４，９２５号、同第６，０３７，３２３号、同第６，０４６，１６６号、および
同第５，８４０，６８８号に記載されているもののいずれかであることができ、これらの
文献の内容は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００７９】
　アポリポタンパク質アゴニストペプチドまたはペプチド類似体は、例えば、米国特許第
６，００４，９２５号、同第６，０３７，３２３号および同第６，０４６，１６６号に記
載の技術をはじめとする、当該技術分野で公知のペプチド合成の任意の技術を用いて合成
または製造することができる。例えば、ペプチドは、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ（１９６３，
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５４）によって最初に記載された固
相合成技術を用いて調製し得る。他のペプチド合成技術は、Ｂｏｄａｎｓｚｋｙ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，
第２版（１９７６）および当業者に容易に入手可能な他の参考文献に見出し得る。ポリペ
プチド合成技術の概要は、Ｓｔｕａｒｔ　ａｎｄ　Ｙｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ
　Ｐｅｐｔｉｄｅ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａ



(19) JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

20

30

40

50

ｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌ．，（１９８４）に見出すことができる。ペプチドは、
Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｖｏｌ．ＩＩ，第３版，Ｎｅｕｒａｔｈ　ｅｔ．ａｌ．，編
，ｐ．１０５－２３７，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（
１９７６）に記載されているような溶液法でも合成し得る。様々なペプチド合成で使用さ
れる適切な保護基は、上述のテキストおよびＭｃＯｍｉｅ，Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒ
ｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１９７３）に記載されている。本発明のペプチドは、例えば
、アポリポタンパク質Ａ～Ｉのより大きい部分からの化学的または酵素的切断によっても
調製し得る。
【００８０】
　特定の実施形態では、アポリポタンパク質は、アポリポタンパク質の混合物であること
ができる。一実施形態では、アポリポタンパク質は、均質な混合物、すなわち、１種類の
アポリポタンパク質であることができる。別の実施形態では、アポリポタンパク質は、ア
ポリポタンパク質の不均質な混合物、すなわち、２種以上の異なるアポリポタンパク質の
混合物であることができる。アポリポタンパク質不均質な混合物の実施形態としては、例
えば、動物源由来のアポリポタンパク質と半合成源由来のアポリポタンパク質の混合物を
挙げることができる。特定の実施形態では、不均質な混合物としては、例えば、ＡｐｏＡ
－ＩとＡｐｏＡ－Ｉミラノの混合物を挙げることができる。特定の実施形態では、不均質
な混合物としては、例えば、ＡｐｏＡ－ＩミラノとＡｐｏＡ－Ｉパリの混合物を挙げるこ
とができる。本発明の方法および組成物において使用される好適な混合物は当業者に明白
であろう。
【００８１】
　アポリポタンパク質を自然源から得る場合、それを植物または動物源から得ることがで
きる。アポリポタンパク質は動物源から得られ、アポリポタンパク質は任意の種由来であ
ることができる。特定の実施形態では、アポリポタンパク質を動物源から得ることができ
る。特定の実施形態では、アポリポタンパク質をヒト源から得ることができる。本発明の
好ましい実施形態では、アポリポタンパク質は、アポリポタンパク質が投与される個体と
同じ種に由来する。
【００８２】
　一実施形態では、標的遺伝子は、第ＶＩＩ因子、Ｅｇ５、ＰＣＳＫ９、ＴＰＸ２、ａｐ
ｏＢ、ＳＡＡ、ＴＴＲ、ＲＳＶ、ＰＤＧＦβ遺伝子、Ｅｒｂ－Ｂ遺伝子、Ｓｒｃ遺伝子、
ＣＲＫ遺伝子、ＧＲＢ２遺伝子、ＲＡＳ遺伝子、ＭＥＫＫ遺伝子、ＪＮＫ遺伝子、ＲＡＦ
遺伝子、Ｅｒｋ１／２遺伝子、ＰＣＮＡ（ｐ２１）遺伝子、ＭＹＢ遺伝子、ＪＵＮ遺伝子
、ＦＯＳ遺伝子、ＢＣＬ－２遺伝子、サイクリンＤ遺伝子、ＶＥＧＦ遺伝子、ＥＧＦＲ遺
伝子、サイクリンＡ遺伝子、サイクリンＥ遺伝子、ＷＮＴ－１遺伝子、β－カテニン遺伝
子、ｃ－ＭＥＴ遺伝子、ＰＫＣ遺伝子、ＮＦＫＢ遺伝子、ＳＴＡＴ３遺伝子、サバイビン
遺伝子、Ｈｅｒ２／Ｎｅｕ遺伝子、トポイソメラーゼＩ遺伝子、トポイソメラーゼＩＩα
遺伝子、ｐ７３遺伝子、ｐ２１（ＷＡＦ１／ＣＩＰ１）遺伝子、ｐ２７（ＫＩＰ１）遺伝
子、ＰＰＭ１Ｄ遺伝子、ＲＡＳ遺伝子、カベオリンＩ遺伝子、ＭＩＢ　Ｉ遺伝子、ＭＴＡ
Ｉ遺伝子、Ｍ６８遺伝子、腫瘍抑制遺伝子の突然変異、ｐ５３腫瘍抑制遺伝子およびそれ
らの組合せからなる群から選択される。一実施形態では、標的遺伝子は、肝臓で発現され
る遺伝子、例えば、第ＶＩＩ因子（ＦＶＩＩ）遺伝子である。標的遺伝子、例えば、ＦＶ
ＩＩの発現の効果は、血清または組織試料などの、生物学的試料におけるＦＶＩＩレベル
の測定によって評価される。例えば、例えば、ＦＶＩＩ活性のアッセイによって測定され
るような血液中のＦＶＩＩのレベルを決定することができる。一実施形態では、肝臓にお
けるｍＲＮＡのレベルを評価することができる。別の好ましい実施形態では、少なくとも
２種類の評価、例えば、（例えば、血液中の）タンパク質レベルの評価と（例えば、肝臓
中の）ｍＲＮＡレベルの測定を両方とも行なう。
【００８３】
　一実施形態では、作用剤は、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）などの核酸である。
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【００８４】
　別の実施形態では、核酸剤は一本鎖ＤＮＡもしくはＲＮＡ、または二本鎖ＤＮＡもしく
はＲＮＡ、またはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドである。例えば、二本鎖ＤＮＡは、構造遺
伝子、制御および終結領域を含む遺伝子、または自己複製系（例えば、ウイルスもしくは
プラスミドＤＮＡ）であることができる。二本鎖ＲＮＡは、例えば、ｄｓＲＮＡまたは別
のＲＮＡ干渉試薬であることができる。一本鎖核酸は、例えば、アンチセンスオリゴヌク
レオチド、リボザイム、マイクロＲＮＡ、または三重鎖形成オリゴヌクレオチドであるこ
とができる。
【００８５】
　さらに別の実施形態では、候補作用剤を投与した後の様々な時点で、流体試料（例えば
、血液、血漿、もしくは血清）、または組織試料（例えば、肝臓試料）などの生物学的試
料を試験対象から採取して、標的タンパク質またはｍＲＮＡの発現レベルに対する作用剤
の効果を試験する。特に好ましい一実施形態では、候補作用剤は、ＦＶＩＩを標的とする
ｄｓＲＮＡであり、生物学的試料を第ＶＩＩ因子タンパク質またはｍＲＮＡのレベルに対
する効果について試験する。一実施形態では、例えば、免疫組織化学アッセイまたは発色
アッセイを用いて、ＦＶＩＩタンパク質の血漿レベルをアッセイする。別の実施形態では
、肝臓におけるＦＶＩＩ　ｍＲＮＡのレベルを、分岐ＤＮＡアッセイ、またはノーザンブ
ロットもしくはＲＴ－ＰＣＲアッセイなどのアッセイで試験する。
【００８６】
　一実施形態では、作用剤、例えば、改善された脂質製剤を含む組成物を毒性について試
験する。さらに別の実施形態では、モデル対象を、例えば、体重または臨床的挙動の変化
により、身体的影響についてモニタリングすることができる。
【００８７】
　一実施形態では、本方法は、作用剤、例えば、改善された脂質製剤を含む組成物をさら
なる評価にかけることをさらに含む。さらなる評価としては、例えば、（ｉ）上記の評価
の繰返し、（ｉｉ）異なる数の動物もしくは異なる用量を用いた上記の評価の繰返し、ま
たは（ｉｉｉ）異なる方法、例えば、別の動物モデル（例えば、非ヒト霊長類）における
評価によるものを挙げることができる。
【００８８】
　別の実施形態では、肝臓タンパク質もしくはｍＲＮＡのレベルに対する候補作用剤の観
察された効果に応じて、さらなる研究（例えば、臨床試験）において作用剤と改善された
脂質製剤を含めるかどうかに関する決定を行なう。例えば、候補ｄｓＲＮＡがタンパク質
またはｍＲＮＡレベルを少なくとも２０％、３０％、４０％、５０％、またはそれより大
きく減少させることが観察される場合、この作用剤には臨床試験が考慮される。
【００８９】
　さらに別の実施形態では、肝臓タンパク質、ｍＲＮＡのレベルに対する候補作用剤とア
ミノ脂質の観察された効果に応じて、薬学的組成物中に作用剤と改善された脂質製剤を含
めるかどうかに関する決定を行なう。例えば、候補ｄｓＲＮＡがタンパク質またはｍＲＮ
Ａレベルを少なくとも２０％、３０％、４０％、５０％、またはそれより大きく減少させ
ることが観察される場合、この作用剤には臨床試験が考慮される。
【００９０】
　別の態様では、本発明は、治療剤を細胞に送達するその好適性について改善された脂質
製剤を評価する方法を特色とする。いくつかの実施形態では、本発明は、ＲＮＡべースの
コンストラクト、例えば、ＦＶＩＩを標的とするｄｓＲＮＡを送達するその好適性につい
て改善された脂質製剤を評価する方法を特色とする。本方法は、ＦＶＩＩを標的とするｄ
ｓＲＮＡと候補アミノ脂質とを含む組成物を提供すること、この組成物を齧歯類（例えば
、マウス）に投与すること、ＦＶＩＩの発現を血液中のＦＶＩＩのレベルまたは肝臓にお
けるＦＶＩＩ　ｍＲＮＡのレベルのうちの少なくとも１つの関数として評価し、それによ
り候補アミノ脂質を評価することを含む。
【００９１】
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　脂質含有成分（例えば、リポソーム）を含む組成物、かつこれらは以下でさらに詳細に
記載されている。例示的な核酸ベースの作用剤としては、ｄｓＲＮＡ、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチド、リボザイム、マイクロＲＮＡ、免疫刺激性オリゴヌクレオチド、または
三重鎖形成オリゴヌクレオチドが挙げられる。これらの作用剤も以下でさらに詳細に記載
されている。
【００９２】
　「ＬＮＰ」組成物（例えば、ＬＮＰ０１、ＬＮＰ０２など）と表される組成物は、「Ａ
Ｆ」組成物（例えば、ＡＦ０１、ＡＦ０２など）としても知られている。
【００９３】
　「アルキル」は、１～２４個の炭素原子を含む直鎖または分岐、非環状または環状飽和
脂肪族炭化水素を意味する。代表的な飽和直鎖アルキルとしては、メチル、エチル、ｎ－
プロピル、ｎ－ブチル、ｎ－ペンチル、ｎ－ヘキシルなどが挙げられ、一方、飽和分岐ア
ルキルとしては、イソプロピル、ｓｅｃ－ブチル、イソブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、イソ
ペンチルなどが挙げられる。代表的な飽和環状アルキルとしては、シクロプロピル、シク
ロブチル、シクロペンチル、シクロヘキシルなどが挙げられ、一方、不飽和環状アルキル
としては、シクロペンテニルおよびシクロヘキセニルなどが挙げられる。
【００９４】
　「アルケニル」は、隣接炭素原子間に少なくとも１つの二重結合を含む、上で定義され
たようなアルキルを意味する。アルケニルには、シス異性体とトランス異性体の両方が含
まれる。代表的な直鎖および分岐アルケニルとしては、エチレニル、プロピレニル、１－
ブテニル、２－ブテニル、イソブチレニル、１－ペンテニル、２－ペンテニル、３－メチ
ル－１－ブテニル、２－メチル－２－ブテニル、２，３－ジメチル－２－ブテニルなどが
挙げられる。
【００９５】
　「アルキニル」は、隣接炭素原子間に少なくとも１つの三重結合をさらに含む、上で定
義されたような任意のアルキルまたはアルケニルを意味する。代表的な直鎖および分岐ア
ルキニルとしては、アセチレニル、プロピニル、１－ブチニル、２－ブチニル、１－ペン
チニル、２－ペンチニル、３－メチル－１ブチニルなどが挙げられる。
【００９６】
　「アシル」は、結合点の炭素が、以下で定義するようなオキソ基で置換されている任意
のアルキル、アルケニル、またはアルキニルを意味する。例えば、－Ｃ（＝Ｏ）アルキル
、－Ｃ（＝Ｏ）アルケニル、および－Ｃ（＝Ｏ）アルキニルがアシル基である。
【００９７】
　「アリール」という用語は、任意の環原子が置換され得る、芳香族単環式、二環式、ま
たは三環式炭化水素を指す。アリール部分の例としては、限定するものではないが、フェ
ニル、ナフチル、アントラセニル、およびピレニルが挙げられる。
【００９８】
　「複素環」は、飽和、不飽和、または芳香族のいずれかであり、かつ窒素、酸素および
硫黄から独立に選択される１または２個のヘテロ原子を含む５～７員単環式、または７～
１０員二環式の複素環式環を意味し、ここで、この窒素および硫黄ヘテロ原子は任意に酸
化されていてもよく、かつこの窒素ヘテロ原子は四級化されていてもよく、これには、上
記の複素環のいずれかがベンゼン環に融合している二環式環が含まれる。複素環は、任意
のヘテロ原子または炭素原子を介して結合し得る。複素環としては、以下で定義するよう
なヘテロアリールが挙げられる。複素環としては、モルホリニル、ピロリジノニル、ピロ
リジニル、ピペリジニル（ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｙｌ）、ピペリジニル（ｐｉｐｅｒｉｚｙ
ｎｙｌ）、ヒダントイニル、バレロラクタミル、オキシラニル、オキセタニル、テトラヒ
ドロフラニル、テトラヒドロピラニル、テトラヒドロピリジニル、テトラヒドロプリミジ
ニル、テトラヒドロチオピラニル、テトラヒドロチオフェニル、テトラヒドロチオピラニ
ル、テトラヒドロピリミジニル、テトラヒドロチオフェニル、テトラヒドロチオピラニル
などが挙げられる。
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【００９９】
　「任意に置換されたアルキル」、「任意に置換されたアルケニル」、「任意に置換され
たアルキニル」、「任意に置換されたアシル」、および「任意に置換された複素環」　と
いう用語は、置換されるときに、少なくとも１つの水素原子が置換基と置き換えられるこ
とを意味する。オキソ置換基（＝Ｏ）の場合、２個の水素原子が置き換えられる。そうい
う意味では、置換基は、オキソ、ハロゲン、複素環、－ＣＮ、－ＯＲｘ、－ＮＲｘＲｙ、
－ＮＲｘＣ（＝Ｏ）Ｒｙ、－ＮＲｘＳＯ２Ｒｙ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒｘ、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲｘ

、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＲｘＲｙ、－ＳＯｎＲｘおよび－ＳＯｎＮＲｘＲｙを含み、その場合、
ｎは０、１または２であり、ＲｘおよびＲｙは同じものまたは別のもので、かつ独立に水
素、アルキルまたは複素環であり、アルキルおよび複素環置換基は各々、オキソ、ハロゲ
ン、－ＯＨ、－ＣＮ、アルキル、－ＯＲｘ、複素環、－ＮＲｘＲｙ、－ＮＲｘＣ（＝Ｏ）
Ｒｙ、－ＮＲｘＳＯ２Ｒｙ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒｘ、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲｘ、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＲ
ｘＲｙ、－ＳＯｎＲｘおよび－ＳＯｎＮＲｘＲｙのうちの１つまたは複数でさらに置換さ
れていてもよい。
【０１００】
　「ヘテロアリール」という用語は、単環式の場合１～３個のヘテロ原子を、二環式の場
合１～６個のヘテロ原子を、または三環式の場合１～９個のヘテロ原子を有する、芳香族
５～８員の単環式、８～１２員の二環式、または１１～１４員の三環式の環系を指し、ヘ
テロ原子は、Ｏ、Ｎ、またはＳから選択され（例えば、単環、二環、または三環であるな
らば、炭素原子と、それぞれ、１～３個、１～６個、または１～９個のＮ、Ｏ、またはＳ
のヘテロ原子）、その場合、任意の環原子は置換され得る。本明細書に記載のヘテロアリ
ール基は、共通の炭素－炭素結合を共有する融合環も含み得る。「アルキル複素環」とい
う用語は、環原子の少なくとも１つが、アルキル、アルケニルまたはアルキニルで置換さ
れているヘテロアリールを指す。
【０１０１】
　「置換された」という用語は、所与の構造中の１つ以上の水素ラジカルと、限定するも
のではないが、ハロ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテロシクリル、
チオール、アルキルチオ、オキソ、チオキシ、アリールチオ、アルキルチオアルキル、ア
リールチオアルキル、アルキルスルホニル、アルキルスルホニルアルキル、アリールスル
ホニルアルキル、アルコキシ、アリールオキシ、アラルコキシ、アミノカルボニル、アル
キルアミノカルボニル、アリールアミノカルボニル、アルコキシカルボニル、アリールオ
キシカルボニル、ハロアルキル、アミノ、トリフルオロメチル、シアノ、ニトロ、アルキ
ルアミノ、アリールアミノ、アルキルアミノアルキル、アリールアミノアルキル、アミノ
アルキルアミノ、ヒドロキシ、アルコキシアルキル、カルボキシアルキル、アルコキシカ
ルボニルアルキル、アミノカルボニルアルキル、アシル、アラルコキシカルボニル、カル
ボン酸、スルホン酸、スルホニル、ホスホン酸、アリール、ヘテロアリール、ヘテロサイ
クリック、および脂肪族をはじめとする特定の置換基のラジカルとの置換を指す。置換基
をさらに置換し得ることが理解される。「ハロゲン」は、フルオロ、クロロ、ブロモおよ
びヨードを意味する。
【０１０２】
　「アルキルアミン」および「ジアルキルアミン」という用語は、それぞれ、－ＮＨ（ア
ルキル）および－Ｎ（アルキル）２ラジカルを指す。
【０１０３】
　「アルキルホスファート」という用語は、－Ｏ－Ｐ（Ｑ’）（Ｑ”）－Ｏ－Ｒ（式中、
Ｑ’およびＱ”は各々独立にＯ、Ｓ、Ｎ（Ｒ）２、任意に置換されたアルキルまたはアル
コキシであり、かつＲは、任意に置換されたアルキル、ω－アミノアルキルまたはω－（
置換）アミノアルキルである）を指す。
【０１０４】
　「アルキルホスホロチオアート」という用語は、Ｑ’またはＱ”の少なくとも１つがＳ
であるアルキルホスファートを指す。
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【０１０５】
　「アルキルホスホナート」という用語は、Ｑ’またはＱ”の少なくとも１つがアルキル
であるアルキルホスファートを指す。
【０１０６】
　「ヒドロキシアルキル」という用語は、－Ｏ－アルキルラジカルを意味する。
【０１０７】
　「アルキル複素環」という用語は、少なくとも１つのメチレンが複素環によって置換さ
れているアルキルを指す。
【０１０８】
　「ω－アミノアルキル」という用語は、－アルキル－ＮＨ２ラジカルを指す。「ω－（
置換）アミノアルキル」という用語は、Ｎ上のＨの少なくとも１つがアルキルで置換され
ているω－アミノアルキルを指す。
【０１０９】
　「ω－ホスホアルキル」という用語は、－アルキル－Ｏ－Ｐ（Ｑ’）（Ｑ”）－Ｏ－Ｒ
（式中、Ｑ’およびＱ”は各々独立にＯまたはＳであり、かつＲは任意に置換されたアル
キルである）を指す。
【０１１０】
　「ω－チオホスホアルキル」という用語は、Ｑ’またはＱ”の少なくとも１つがＳであ
るω－ホスホアルキルを指す。
【０１１１】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、保護基の使用を必要とする場合がある。保
護基に関する方法論は当業者に周知である（例えば、ＰＲＯＴＥＣＴＩＶＥ　ＧＲＯＵＰ
Ｓ　ＩＮ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＳＹＮＴＨＥＳＩＳ，Ｇｒｅｅｎ，Ｔ．Ｗ．ｅｔ．ａｌ．，
Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｃｉｔｙ，１９９９を参照
されたい）。簡潔に述べると、本発明との関連における保護基は、官能基の望ましくない
反応性を低下または消失させる任意の基である。保護基を官能基に付加して、特定の反応
の間のその反応性をマスクし、その後、除去して、もとの官能基を暴露することができる
。いくつかの実施形態では、「アルコール保護基」を使用する。「アルコール保護基」は
、アルコール官能基の望ましくない反応性を減少または消失させる任意の基である。保護
基は、当該技術分野で周知の技術を用いて付加および除去することができる。
【０１１２】
脂質粒子
　本明細書で取り上げられる肝臓スクリーニングモデルで試験するための作用剤および／
またはアミノ脂質を脂質粒子中に製剤化することができる。脂質粒子としては、リポソー
ムが挙げられるが、これに限定されない。本明細書で使用される場合、リポソームは、水
性内部を封入する脂質含有膜を有する構造である。リポソームは１つ以上の脂質膜を有し
得る。本発明は、単一膜と呼ばれる単層リポソームと、多重膜と呼ばれる多層リポソーム
の両方を企図している。核酸と複合体を形成する場合、脂質粒子は、例えば、Ｆｅｉｇｎ
ｅｒ，Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎに記載されているような、ＤＮＡ層とＤ
ＮＡ層の間に挟まれたカチオン性脂質二重層から構成されるリポプレックスでもあり得る
。
【０１１３】
　脂質粒子は、１つ以上の追加の脂質および／または他の成分（例えば、コレステロール
）をさらに含み得る。脂質酸化の防止またはリガンドのリポソーム表面への付着などの種
々の目的のために、他の脂質をリポソーム組成物中に含め得る。両親媒性脂質、中性脂質
、カチオン性脂質、およびアニオン性脂質を含む、いくつかの脂質のうちのどれが存在し
てもよい。このような脂質を単独でまたは組み合わせて使用することができる。存在し得
る追加の脂質成分の特定の例を以下に記載する。
【０１１４】
　脂質粒子中に存在し得る追加の成分としては、ポリアミドオリゴマー（例えば、米国特
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許第６，３２０，０１７号を参照されたい）、ペプチド、タンパク質、洗剤、脂質誘導体
（例えば、ホスファチジルエタノールアミンと結合したＰＥＧおよびセラミドにコンジュ
ゲートしたＰＥＧ）（米国特許第５，８８５，６１３号を参照されたい）などの二重層安
定化成分が挙げられる。いくつかの実施形態では、脂質粒子は、本明細書に記載のターゲ
ッティング脂質などのターゲッティング剤を含む。
【０１１５】
　脂質粒子は、第２のアミノ脂質またはカチオン性脂質、中性脂質、ステロール、および
形成時の脂質粒子の凝集を低下させるために選択される脂質のうちの１つまたは複数を含
むことができる。この形成は、形成時の電荷誘導性凝集を防ぐ粒子の立体安定性によって
生じ得る。
【０１１６】
　本明細書で使用される場合、「カチオン性脂質」という用語は、１つまたは２つの脂肪
酸または脂肪アルキル鎖と、生理的ｐＨでプロトン化して、カチオン性脂質を形成し得る
アミノ頭部基（アルキルアミノ基またはジアルキルアミノ基を含む）とを有する脂質を含
むことが意図される。いくつかの実施形態では、カチオン性脂質は、「アミノ脂質」とも
表される。
【０１１７】
　他のカチオン性脂質としては、別の脂肪酸基と他のジアルキルアミノ基（アルキル置換
基が異なるもの（例えば、Ｎ－エチル－Ｎ－メチルアミノ－、Ｎ－プロピル－Ｎ－エチル
アミノ－など）を含む）とを有する脂質が挙げられる。一般に、飽和度の低いアシル鎖を
有する脂質（例えば、カチオン性脂質）は、特に、滅菌濾過のために、複合体を約０．３
マイクロメートル未満の大きさに揃える場合、より簡単に大きさを揃えられる。Ｃ１０～
Ｃ２０の範囲の炭素鎖長の不飽和脂肪酸を含むカチオン性脂質が好ましい。アミノ基（例
えば、カチオン性脂質のアミノ基）とカチオン性脂質の脂肪酸または脂肪アルキル部分を
分離するために、他のスキャフォールドを使用することもできる。好ましいスキャフォー
ルドは当業者に公知である。
【０１１８】
　特定の実施形態では、カチオン性脂質は、脂質が、生理的ｐＨ（例えば、ｐＨ７．４）
またはそれ未満のｐＨで正の電荷を帯び、かつ好ましくは生理的ｐＨまたはそれを上回る
第２のｐＨで中性となるように、少なくとも１つのプロトン化可能または脱プロトン化可
能な基を有する。このような脂質もカチオン性脂質と表される。当然、ｐＨの関数として
のプロトンの付加または除去は平衡過程であること、および帯電脂質または中性脂質に対
する言及は、優勢種の性質を指すのであって、脂質の全てが帯電した形態または中性の形
態で存在する必要があるわけではないことが理解されるであろう。２つ以上のプロトン化
可能もしくは脱プロトン化可能な基を有するか、または双性イオン性である脂質を本発明
での使用から排除するものではない。
【０１１９】
　特定の実施形態では、プロトン化可能な脂質（すなわち、カチオン性脂質）は、約４％
～約１１の範囲のｐＫａのプロトン化可能な基を有する。これらの脂質がより低いｐＨ製
剤段階でカチオン性となる一方で、粒子は（完全にではないが）ほとんどの場合、ｐＨ７
．４付近の生理的ｐＨで表面が中性化するので、約４％～約７のｐＫａが最も好ましい。
このｐＫａの利益の１つは、粒子の外部表面と会合する少なくとも一部の核酸が、生理的
ｐＨでその静電相互作用を失い、簡単な透析で除去されること、したがって、粒子のクリ
アランスに対する感受性が大いに低下することである。
【０１２０】
　形成中の粒子の凝集を低下させる脂質の例としては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）修飾脂質、モノシアロガングリオシドＧｍ１、および例えば、米国特許第６，３２０，
０１７号に記載されているようなポリアミドオリゴマー（「ＰＡＯ」）がある。ＰＥＧ、
Ｇｍ１またはＡＴＴＡのような、製剤化の間の凝集を防ぐ、電荷のない、親水性の、立体
障害部分を有する他の化合物を用いて、本発明の方法および組成物に示すように使用され
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る脂質に結合させることができる。ＡＴＴＡ－脂質は、例えば、米国特許第６，３２０，
０１７号に記載されており、ＰＥＧ－脂質コンジュゲートは、例えば、米国特許第５，８
２０，８７３号、同第５，５３４，４９９号および同第５，８８５，６１３号に記載され
ている。通常、凝集を低下させるために選択される脂質成分の濃度は、（脂質のモルパー
セントで）約１～１５％である。
【０１２１】
　凝集を低下させ、および／または肝臓スクリーニングモデルで使用可能な核酸剤にコン
ジュゲートするのに好適である脂質の例は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）修飾脂質
、モノシアロガングリオシドＧｍ１、および例えば、米国特許第６，３２０，０１７号に
記載されているようなポリアミドオリゴマー（「ＰＡＯ」）がある。ＰＥＧ、Ｇｍ１また
はＡＴＴＡのような、製剤化の間の凝集を防ぐ、電荷のない、親水性の、立体障害部分を
有する他の化合物を用いて、本発明の方法および組成物に示すように使用される脂質に結
合させることができる。ＡＴＴＡ－脂質は、例えば、米国特許第６，３２０，０１７号に
記載されており、ＰＥＧ－脂質コンジュゲートは、例えば、米国特許第５，８２０，８７
３号、同第５，５３４，４９９号および同第５，８８５，６１３号に記載されている。通
常、凝集を低下させるために選択される脂質成分の濃度は、（脂質のモルパーセントで）
約１～１５％である。
【０１２２】
　本発明において有用なＰＥＧ修飾脂質（または脂質－ポリオキシエチレンコンジュゲー
ト）の具体例は、ＰＥＧ部分を脂質小胞の表面に固定するための種々の「アンカリング」
脂質部分を有することができる。好適なＰＥＧ修飾脂質の例としては、ＰＥＧ修飾ホスフ
ァチジルエタノールアミンおよびホスファチジン酸、参照により本明細書に組み込まれる
同時係属の米国特許出願第０８／４８６，２１４号に記載されているＰＥＧ－セラミドコ
ンジュゲート（例えば、ＰＥＧ－ＣｅｒＣ１４またはＰＥＧ－ＣｅｒＣ２０）、ＰＥＧ修
飾ジアルキルアミンおよびＰＥＧ修飾１，２－ジアシルオキシプロパン－３－アミンが挙
げられる。特に好ましいのは、ＰＥＧ修飾ジアシルグリセロールおよびジアルキルグリセ
ロールである。いくつかの実施形態では、粒子内のＰＥＧ脂質の総ｍｏｌ％は約１．５ｍ
ｏｌ％である。例えば、粒子が、本明細書に記載の複数のＰＥＧ脂質（例えば、上記のＰ
ＥＧ修飾脂質）と、ＰＥＧを含むターゲッティング脂質とを含む場合、ＰＥＧ含有脂質の
総量はまとめて約１．５ｍｏｌ％である。
【０１２３】
　立体的に大きい部分（例えば、ＰＥＧまたはＡＴＴＡ）が脂質アンカーにコンジュゲー
トしている実施形態では、脂質アンカーの選択は、コンジュゲートが脂質粒子とどのよう
な種類の関連を有することになるかによって決まる。ｍｅＰＥＧ（分子量：２０００）－
ジアステアロイルホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＤＳＰＥ）は、粒子が循環
から除去されるまで、おそらくは数日間、リポソームと関連し続けることがよく知られて
いる。ＰＥＧ－ＣｅｒＣ２０などの他のコンジュゲートには同様の滞留能がある。しかし
ながら、ＰＥＧ－ＣｅｒＣ１４は、血清に暴露されると、製剤外に速やかに入れ替わり、
いくつかのアッセイでは、Ｔ１／２は６０分未満となる。米国特許出願第０８／４８６，
２１４号に示されているように、少なくとも３つの特徴、すなわち、アシル鎖の長さ、ア
シル鎖の飽和、および立体障害頭部基のサイズが交換速度に影響を与える。これらの特色
の好適なバリエーションを有する化合物は本発明に有用であり得る。いくつかの治療用途
のために、ＰＥＧ修飾脂質がインビボで核酸－脂質粒子から速やかに失われることが好ま
しい場合があり、それにより、ＰＥＧ修飾脂質が比較的短い脂質アンカーを保有すること
になる。他の治療用途では、核酸－脂質粒子がより長い血漿循環寿命を示すことが好まし
い場合があり、それにより、ＰＥＧ修飾脂質は比較的長い脂質アンカーを保有することに
なる。例示的な脂質アンカーとしては、約Ｃ１４～約Ｃ２２、好ましくは約Ｃ１４～約Ｃ

１６の長さを有する脂質アンカーが挙げられる。いくつかの実施形態では、ＰＥＧ部分（
例えば、ｍＰＥＧ－ＮＨ２）のサイズは、約１０００、２０００、５０００、１０，００
０、１５，０００または２０，０００ダルトンである。
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【０１２４】
　凝集を防ぐ化合物が、適切に機能するために、必ずしも脂質コンジュゲーションを必要
とするわけではないことに留意すべきである。凝集を防ぐのに、溶液中の遊離ＰＥＧまた
は遊離ＡＴＴＡで十分な場合がある。製剤化した後に粒子が安定である場合、対象に投与
する前にＰＥＧまたはＡＴＴＡを透析して除去することができる。
【０１２５】
　中性脂質は、脂質粒子中に存在する場合、生理的ｐＨで電荷のないまたは中性の両性イ
オン形態として存在するいくつかの脂質種のいずれかであることができる。このような脂
質としては、例えば、ジアシルホスファチジルコリン、ジアシルホスファチジルエタノー
ルアミン、セラミド、スフィンゴミエリン、ジヒドロスフィンゴミエリン、セファリン、
およびセレブロシドが挙げられる。本明細書に記載の粒子中で使用される中性脂質の選択
は、通常、例えば、リポソームサイズや血流中のリポソームの安定性を考慮して判断され
る。好ましくは、中性脂質成分は、２つのアシル基を有する脂質（すなわち、ジアシルホ
スファチジルコリンおよびジアシルホスファチジルエタノールアミン）である。様々な鎖
長および飽和度の種々のアシル鎖基を有する脂質が利用可能であるかまたは周知の技術に
より単離もしくは合成可能である。一群の実施形態では、炭素鎖長がＣ１４～Ｃ２２の範
囲の飽和脂肪酸を含有する脂質が好ましい。別の群の実施形態では、炭素鎖長がＣ１４～
Ｃ２２の範囲の単不飽和脂肪酸または二不飽和脂肪酸を有する脂質を用いる。さらに、飽
和脂肪酸鎖と不飽和脂肪酸鎖の混合物を有する脂質を用いることができる。好ましくは、
本発明で使用される中性脂質は、ＤＯＰＥ、ＤＳＰＣ、ＰＯＰＣ、または任意の関連ホス
ファチジルコリンである。本発明において有用な中性脂質はまた、スフィンゴミエリン、
ジヒドロスフィンゴミエリン、または他の頭部基（例えば、セリンおよびイノシトール）
を有するリン脂質から構成されていてもよい。
【０１２６】
　脂質混合物のステロール成分は、存在する場合、リポソーム、脂質小胞または脂質粒子
調製の分野で従来使用されているステロールのうちのいずれかであることができる。好ま
しいステロールはコレステロールである。
【０１２７】
　上で具体的に記載したものに加えて、生理的ｐＨ付近で正味の正電荷を担持する他のカ
チオン性脂質もまた本発明の脂質粒子に含まれ得る。このようなカチオン性脂質としては
、Ｎ，Ｎ－ジオレイル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムクロリド（「ＤＯＤＡＣ」）；Ｎ
－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル－Ｎ，Ｎ－Ｎ－トリエチルアンモニウムクロリ
ド（「ＤＯＴＭＡ」）；Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムブロミド
（「ＤＤＡＢ」）；Ｎ－（２，３－ジオレオイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリ
メチルアンモニウムクロリド（「ＤＯＴＡＰ」）；１，２－ジオレイルオキシ－３－トリ
メチルアミノプロパンクロリド塩（「ＤＯＴＡＰ．Ｃ１」）；３β－（Ｎ－（Ｎ’，Ｎ’
－ジメチルアミノエタン）－カルバモイル）コレステロール（「ＤＣ－Ｃｈｏｌ」）、Ｎ
－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ－２－（スペルミンカルボキサミ
ド）エチル）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムトリフルオロアセタート（「ＤＯＳＰＡ」
）、ジオクタデシルアミドグリシルカルボキシスペルミン（「ＤＯＧＳ」）、１，２－ジ
レオイル－ｓｎ－３－ホスホエタノールアミン（「ＤＯＰＥ」）、１，２－ジオレオイル
－３－ジメチルアンモニウムプロパン（「ＤＯＤＡＰ」）、Ｎ，Ｎ－ジメチル－２，３－
ジオレイルオキシ）プロピルアミン（「ＤＯＤＭＡ」）、およびＮ－（１，２－ジミリス
チルオキシプロプ－３－イル）－Ｎ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－ヒドロキシエチルアンモニウム
ブロミド（「ＤＭＲＩＥ」）が挙げられるが、これらに限定されない。さらに、例えば、
リポフェクチン（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬから入手可能なＤＯＴＭＡおよびＤＯＰＥを含む）
、ならびにリポフェクトアミン（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬから入手可能なＤＯＳＰＡおよびＤ
ＯＰＥを含む）などの、カチオン性脂質のいくつかの市販の調製物を用いることができる
。特定の実施形態では、カチオン性脂質はアミノ脂質である。
【０１２８】
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　本発明の脂質粒子において使用するのに好適なアニオン性脂質としては、ホスファチジ
ルグリセロール、カルジオリピン、ジアシルホスファチジルセリン、ジアシルホスファチ
ジン酸、Ｎ－ドデカノイルホスファチジルエタノールアミン、Ｎ－スクシニルホスファチ
ジルエタノールアミン、Ｎ－グルタリルホスファチジルエタノールアミン、リジルホスフ
ァチジルグリセロール、および中性脂質に結合した他のアニオン性修飾基が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１２９】
　多くの実施形態では、両親媒性脂質が本発明の脂質粒子に含まれる。「両親媒性脂質」
とは、脂質物質の疎水性部分が疎水性相に向けられている一方で、親水性部分が水性相に
向けられている任意の好適な物質を指す。このような化合物としては、リン脂質、アミノ
脂質、およびスフィンゴ脂質が挙げられるが、これらに限定されない。代表的なリン脂質
としては、スフィンゴミエリン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミ
ン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸、パルミト
イルオレオイルホスファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、リゾホスファチジル
エタノールアミン、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ジオレオイルホ
スファチジルコリン（ＤＯＰＣ）、ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）、
ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）、またはジリノレイルホスファチジル
コリン（ＤＬＰＣ）が挙げられる。スフィンゴ脂質、スフィンゴ糖脂質ファミリー、ジア
シルグリセロール、およびβ－アシルオキシ酸などの、他のリンを欠く化合物を使用する
こともできる。さらに、このような両親媒性脂質は、トリグリセリド類やステロール類な
どの他の脂質と容易に混合することができる。
【０１３０】
　プログラム可能な融合脂質も本発明の脂質粒子中に含めるのに好適である。このような
脂質粒子は、細胞膜と融合する傾向がほとんどなく、所与のシグナル事象が起こるまで、
その積み荷を送達する。これにより、脂質粒子は、生物または疾患部位に注射された後、
より均一に分布し、その後に細胞と融合し始めることが可能になる。このシグナル事象は
、例えば、ｐＨ、温度、イオン環境の変化、または時間であることができる。最後の場合
、ＡＴＴＡ－脂質コンジュゲートまたはＰＥＧ－脂質コンジュゲートなどの、融合遅延成
分または「クローキング」成分は、時間とともに脂質粒子膜外に単に入れ替わることがで
きる。例示的な脂質アンカーとしては、約Ｃ１４～約Ｃ２２、好ましくは約Ｃ１４～約Ｃ

１６の長さを有する脂質アンカーが挙げられる。いくつかの実施形態では、ＰＥＧ部分（
例えば、ｍＰＥＧ－ＮＨ２）のサイズは、約１０００、２０００、５０００、１０，００
０、１５，０００または２０，０００ダルトンである。
【０１３１】
　体内に適切に分布するまでに、脂質粒子は、融合するのに十分なクローキング剤を失っ
ている。他のシグナル事象の場合、疾患部位または標的細胞と関連するシグナル（例えば
、炎症部位での温度上昇）を選択することが望ましい。
【０１３２】
　核酸剤にコンジュゲートした脂質粒子は、ターゲッティング部分、例えば、細胞型また
は組織に特異的なターゲッティング部分を含むこともできる。リガンド、細胞表面受容体
、糖タンパク質、ビタミン類（例えば、リボフラビン）およびモノクローナル抗体などの
、種々のターゲッティング部分を用いた脂質粒子のターゲッティングがこれまでに記載さ
れている（例えば、米国特許第４，９５７，７７３号および同第４，６０３，０４４号を
参照されたい）。例示的なターゲッティング部分としては、本明細書に記載のターゲッテ
ィング脂質などのターゲッティング脂質が挙げられる。いくつかの実施形態では、ターゲ
ッティング脂質は、本明細書に記載のＧａｌＮＡｃ３－ＤＳＧやＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ
－ＤＳＧなどのＧａｌＮＡｃ含有ターゲッティング脂質である。ターゲッティング部分は
、タンパク質全体またはその断片を含むことができる。ターゲッティング機構は、通常、
ターゲッティング部分が標的（例えば、細胞表面受容体）との相互作用に利用可能となる
ような形で、ターゲッティング剤が脂質粒子の表面に位置付けられることを必要とする。



(28) JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

20

30

40

50

例えば、Ｓａｐｒａ，Ｐ．ａｎｄ　Ａｌｌｅｎ，ＴＭ，Ｐｒｏｇ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．
４２（５）：４３９－６２（２００３）およびＡｂｒａ，ＲＭ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｌｉ
ｐｏｓｏｍｅ　Ｒｅｓ．１２：１－３（２００２）に記載されているものをはじめとする
、種々の異なるターゲッティング剤およびターゲッティング方法が当該技術分野で知られ
ており、かつ利用可能である。
【０１３３】
　ターゲッティングのために、親水性ポリマー鎖（例えば、ポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）鎖）の表面コーティングを有する脂質粒子、すなわち、リポソームを使用すること
が提案されている（Ａｌｌｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ　１２３７：９９－１０８（１９９５）；ＤｅＦｒｅｅｓ，ｅｔ
　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｓ
ｏｃｉｅｔｙ　１１８：６１０１－６１０４（１９９６）；Ｂｌｕｍｅ，ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ　１１４９：１８０－１
８４（１９９３）；Ｋｌｉｂａｎｏｖ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｌｉｐｏ
ｓｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２：３２１－３３４（１９９２）；米国特許第５，０１３
５５６号；Ｚａｌｉｐｓｋｙ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４：２
９６－２９９（１９９３）；Ｚａｌｉｐｓｋｙ，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　３５３：７
１－７４（１９９４）；Ｚａｌｉｐｓｋｙ、Ｓｔｅａｌｔｈ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　第９
章（Ｌａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｍａｒｔｉｎ編）　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏ
ｎ　Ｆｌ（１９９５）。１つのアプローチでは、脂質粒子を標的とするリガンド（例えば
、抗体）を、脂質粒子を形成する脂質の極性頭部基に結合する。別のアプローチでは、タ
ーゲッティングリガンドを、親水性ポリマーコーティングを形成するＰＥＧ鎖の遠位末端
に結合させる（Ｋｌｉｂａｎｏｖ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｌｉｐｏｓｏ
ｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２：３２１－３３４（１９９２）；Ｋｉｒｐｏｔｉｎ　ｅｔ　
ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　３８８：１１５－１１８（１９９６））。
【０１３４】
　標的薬剤を結合させるための標準的な方法を用いることができる。例えば、標的薬剤の
結合のために活性化することができるホスファチジルエタノールアミン、または誘導体化
された親油性化合物（例えば、脂質誘導体化ブレオマイシン）を用いることができる。例
えば、プロテインＡを組み込んだリポソームを用いて、抗体をターゲッティングするリポ
ソームを構築することができる（Ｒｅｎｎｅｉｓｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏ．Ｃｈ
ｅｍ．，２６５：１６３３７－１６３４２（１９９０）およびＬｅｏｎｅｔｔｉ，ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８７：２４４８－２４５
１（１９９０）を参照されたい）。抗体コンジュゲーションの他の例は、米国特許第６，
０２７，７２６号に開示されており、この文献の教示は参照により本明細書に組み込まれ
る。ターゲッティング部分の例としては、新生物または腫瘍と関連する抗原を含む、細胞
成分に特異的な他のタンパク質を挙げることもできる。ターゲッティング部分として用い
られるタンパク質は、共有結合によってリポソームに結合させることができる（Ｈｅａｔ
ｈ，Ｃｏｖａｌｅｎｔ　Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｔｏ　Ｌｉｐ
ｏｓｏｍｅｓ，１４９　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１１１－１１９
（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．１９８７）を参照されたい）。他のターゲッ
ティング方法としては、ビオチン－アビジンシステムが挙げられる。
【０１３５】
　例示的な一実施形態では、脂質粒子は、本発明のカチオン性脂質、（カチオン性脂質以
外の）中性脂質、ステロール（例えば、コレステロール）およびＰＥＧ修飾脂質（例えば
、ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）の混合物を含む。特定の実施形態では、脂質
混合物は、本発明のカチオン性脂質、中性脂質、コレステロール、およびＰＥＧ修飾脂質
からなるかまたはこれらから本質的になる。さらに好ましい実施形態では、脂質粒子は、
ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ約２０～７０％：中性脂質５～４５％：コレステロール２０
～５５％：ＰＥＧ修飾脂質０．５～１５％というモル比の上記の脂質混合物からなるかま
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たはこれらから本質的になる。
【０１３６】
　特定の実施形態では、脂質粒子は、例えば、ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ　約２０～６
０％：ＤＳＰＣ　５～２５％：Ｃｈｏｌ　２５～５５％：ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－
ｃＤＭＡ　０．５～１５％というモル比のＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ、ＤＳＰＣ、Ｃｈ
ｏｌ、およびＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡからなるか、またはこれらから本質
的になる。特定の実施形態では、モル脂質比は、約４０／１０／４０／１０（ｍｏｌ％Ｄ
Ｌｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧもしくはＰＥＧ－ｃＤ
ＭＡ）、３５／１５／４０／１０（ｍｏｌ％ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ／ＤＳＰＣ／Ｃ
ｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧもしくはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）または５２／１３／３０／５（ｍｏ
ｌ％ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧもしくはＰＥＧ
－ｃＤＭＡ）である。
【０１３７】
　別の群の実施形態では、これらの組成物中の中性脂質であるＤＳＰＣは、ＰＯＰＣ、Ｄ
ＰＰＣ、ＤＯＰＥまたはＳＭと置き換えられる。
【０１３８】
治療剤－脂質粒子組成物および製剤化
　本発明は、本発明の脂質粒子と活性剤とを含む組成物を含み、その場合、この活性剤は
、脂質粒子と関連している。特定の実施形態では、活性剤は治療剤である。特定の実施形
態では、活性剤は、脂質粒子の水性内部に封入されている。他の実施形態では、活性剤は
、脂質粒子の１つ以上の脂質層の内部に存在する。他の実施形態では、活性剤は、脂質粒
子の外部または内部脂質表面に結合している。
【０１３９】
　本明細書で使用される「完全に封入された」とは、粒子中の核酸が、血清への暴露また
は遊離のＤＮＡを相当に分解するヌクレアーゼアッセイの後にそれほど分解されないこと
を示す。完全に封入された系では、通常は遊離の核酸の１００％を分解する処理において
、好ましくは粒子核酸の２５％未満が分解され、より好ましくは１０％未満、および最も
好ましくは粒子核酸の５％未満が分解される。あるいは、完全な封入は、Ｏｌｉｇｒｅｅ
ｎ（登録商標）アッセイにより決定され得る。Ｏｌｉｇｒｅｅｎ（登録商標）は、溶液中
のオリゴヌクレオチドおよび一本鎖ＤＮＡを定量するための超高感度蛍光核酸染色剤であ
る（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡから入手
可能）。
【０１４０】
　完全に封入されたとは、粒子が血清安定である、すなわち、インビボ投与によって、粒
子がすぐにはその構成部分に分解されないことも示唆する。
【０１４１】
　本明細書で使用される活性剤としては、細胞、組織、器官、または対象に所望の効果を
及ぼすことが可能な任意の分子または化合物が挙げられる。このような効果は、例えば、
生物学的、生理学的、または美容的であり得る。活性剤は、例えば、核酸、ペプチドなら
びにポリペプチド（例えば、抗体、例えば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、
抗体断片、ヒト化抗体、組換え抗体、組換えヒト抗体、および霊長類化（Ｐｒｉｍａｔｉ
ｚｅｄ）（商標）抗体、サイトカイン、増殖因子、アポトーシス因子、分化誘導因子、細
胞表面受容体およびそのリガンド、ホルモンを含む）ならびに小分子（小さい有機分子ま
たは化合物を含む）をはじめとする、任意のタイプの分子または化合物であり得る。
【０１４２】
　一実施形態では、活性剤は、治療剤、またはその塩もしくは誘導体である。治療剤誘導
体は、それ自体に治療活性があってもよく、またはさらに修飾されたときに活性を持つよ
うになるプロドラッグであってもよい。したがって、一実施形態では、治療剤誘導体は、
未修飾の薬剤と比較したときに、治療活性の一部または全てを保持しているが、別の実施
形態では、治療剤誘導体は治療活性を欠いている。
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【０１４３】
　様々な実施形態では、治療剤としては、例えば、抗炎症性化合物、抗鬱薬、刺激剤、鎮
痛薬、抗生物質、受胎調節剤、解熱薬、血管拡張薬、抗血管新生薬、細胞血管剤（ｃｙｔ
ｏｖａｓｃｕｌａｒ　ａｇｅｎｔ）、シグナル伝達阻害剤、心臓血管薬（例えば、抗不整
脈剤、血管収縮薬）、ホルモンおよびステロイドが挙げられる。
【０１４４】
　特定の実施形態では、治療剤は抗癌薬であり、これは、抗腫瘍剤、抗癌剤、腫瘍薬、抗
新生物剤などとも呼ばれる。本発明に従って使用可能な抗癌薬の例としては、アドリアマ
イシン、アルケラン、アロプリノール、アルトレタミン、アミホスチン、アナストロゾー
ル、ａｒａＣ、三酸化ヒ素、アザチオプリン、ベキサロテン、ｂｉＣＮＵ、ブレオマイシ
ン、ブスルファン静注、ブスルファン経口、カペシタビン（Ｘｅｌｏｄａ）、カルボプラ
チン、カルムスチン、ＣＣＮＵ、セレコキシブ、クロラムブシル、シスプラチン、クラド
リビン、シクロスポリンＡ、シタラビン、シトシンアラビノシド、ダウノルビシン、シト
キサン、ダウノルビシン、デキサメタゾン、デクスラゾキサン、ドセタキセル、ドキソル
ビシン、ドキソルビシン、ＤＴＩＣ、エピルビシン、エストラムスチン、リン酸エトポシ
ド、エトポシドおよびＶＰ－１６、エキセメスタン、ＦＫ５０６、フルダラビン、フルオ
ロウラシル、５－ＦＵ、ゲムシタビン（Ｇｅｍｚａｒ）、ゲムツズマブ－オゾガミシン、
酢酸ゴセレリン、ハイドレア、ヒドロキシ尿素、イダルビシン、イホスファミド、メシル
酸イマチニブ、インターフェロン、イリノテカン（Ｃａｍｐｔｏｓｔａｒ、ＣＰＴ－１１
１）、レトロゾール、ロイコボリン、ロイスタチン、ロイプロリド、レバミゾール、リト
レチノイン、メガストロール、メルファラン、Ｌ－ＰＡＭ、メスナ、メトトレキサート、
メトキサレン、ミトラマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン、ナイトロジェンマ
スタード、パクリタキセル、パミドロネート、ペガデマーゼ、ペントスタチン、ポルフィ
マーナトリウム、プレドニゾン、リツキサン、ストレプトゾシン、ＳＴＩ－５７１、タモ
キシフェン、タキソテール、テモゾロミド、テニポシド、ＶＭ－２６、トポテカン（Ｈｙ
ｃａｍｔｉｎ）、トレミフェン、トレチノイン、ＡＴＲＡ、バルルビシン、ベルバン、ビ
ンブラスチン、ビンクリスチン、ＶＰ１６、およびビノレルビンが挙げられるが、これら
に限定されない。本発明に従って使用可能な抗腫瘍薬の他の例は、エリプチシンおよびエ
リプチシン類似体または誘導体、エポチロン、細胞内キナーゼ阻害剤ならびにカンプトテ
シンである。
【０１４５】
核酸－脂質粒子
　特定の実施形態では、本発明の脂質粒子は核酸と関連して、核酸－脂質粒子を生じさせ
る。特定の実施形態では、核酸は、脂質粒子中に完全に封入されている。本明細書で使用
される場合、「核酸」という用語は、任意のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド
を含むことが意図されている。最大５０個のヌクレオチドを含む断片を通常オリゴヌクレ
オチドと呼び、それよりも長い断片をポリヌクレオチドと呼ぶ。特定の実施形態では、本
発明のオリゴヌクレオチドは２０～５０ヌクレオチド長である。
【０１４６】
　本発明との関連において、「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌクレオチド」という
用語は、天然に存在する塩基、糖および糖間（骨格）結合からなるヌクレオチドまたはヌ
クレオシドモノマーのポリマーまたはオリゴマーを指す。「ポリヌクレオチド」および「
オリゴヌクレオチド」という用語は、同様に機能する天然に存在しないモノマー、または
その部分を含むポリマーまたはオリゴマーも含む。このような修飾または置換されたオリ
ゴヌクレオチドは、例えば、細胞取込みの強化やヌクレアーゼの存在下における安定性の
増加などの特性のために、天然の形態よりも好ましいことが多い。
【０１４７】
　　オリゴヌクレオチドは、デオキシリボオリゴヌクレオチドまたはリボオリゴヌクレオ
チドと分類される。デオキシリボオリゴヌクレオチドは、この糖の５’炭素と３’炭素に
おいてリン酸と共有結合して、交互の非分岐状ポリマーを形成するデオキシリボースと呼
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ばれる５炭糖からなる。リボオリゴヌクレオチドは、５炭糖がリボースである同様の反復
構造からなる。
【０１４８】
　本発明による脂質－核酸粒子中に存在する核酸には、既知の核酸の任意の形態が含まれ
る。本明細書で使用される核酸は、一本鎖ＤＮＡもしくはＲＮＡ、または二本鎖ＤＮＡも
しくはＲＮＡ、またはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドであることができる。二本鎖ＤＮＡの
例としては、構造遺伝子、制御領域および終結領域を含む遺伝子、ならびに自己複製系（
例えば、ウイルスまたはプラスミドＤＮＡ）が挙げられる。二本鎖ＲＮＡの例としては、
ｓｉＲＮＡおよび他のＲＮＡ干渉試薬が挙げられる。一本鎖核酸としては、例えば、アン
チセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、マイクロＲＮＡ、および三重鎖形成オリゴヌ
クレオチドが挙げられる。
【０１４９】
　本発明の核酸は、通常、核酸の特定の形態に依存して様々な長さであり得る。例えば、
特定の実施形態では、プラスミドまたは遺伝子は、約１，０００～１００，０００ヌクレ
オチド残基長であり得る。特定の実施形態では、オリゴヌクレオチドは、約１０～１００
ヌクレオチド長の範囲であり得る。様々な関連実施形態では、一本鎖、二本鎖、および三
本鎖のオリゴヌクレオチドの長さの範囲は、約１０～約５０ヌクレオチド長、約２０～約
５０ヌクレオチド長、約１５～約３０ヌクレオチド長、約２０～約３０ヌクレオチド長で
あり得る。
【０１５０】
　特定の実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチド（またはその鎖）は、標的ポリヌク
レオチドに特異的にハイブリダイスするかまたは標的ポリヌクレオチドに相補的である。
「特異的にハイブリダイズ可能」および「相補的」は、ＤＮＡまたはＲＮＡ標的とオリゴ
ヌクレオチドの間で安定かつ特異的な結合が起こる程度の十分な相補度を示すために用い
られる用語である。オリゴヌクレオチドは、特異的にハイブリダイズ可能となるためにそ
の標的核酸配列と１００％相補的である必要はないことが理解される。オリゴヌクレオチ
ドは、オリゴヌクレオチドが標的に結合することで、標的分子の正常な機能が妨げられて
、それからの有用性または発現が失われ、かつ特異的結合が望ましい条件下で、すなわち
、インビボアッセイもしくは治療的処置の場合は、生理的条件下で、またはインビトロア
ッセイの場合は、アッセイが行なわれる条件下で、オリゴヌクレオチドが非標的配列に結
合するのを妨げるほどの十分な相補度があるときに特異的にハイブリダイズ可能である。
したがって、他の実施形態では、このオリゴヌクレオチドは、それが標的としているまた
はそれが特異的にハイブリダイズする遺伝子またはｍＲＮＡ配列の領域と比較したとき、
１、２、または３つの塩基置換を含む。
【０１５１】
ＲＮＡ干渉核酸
　特定の実施形態では、本発明の核酸－脂質粒子は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）分子と関連
している。ＲＮＡｉ分子を用いたＲＮＡ干渉法を用いて、目的の遺伝子またはポリヌクレ
オチドの発現を妨害し得る。この５年の間に、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）は、基本
的には、開発中の次世代のターゲッティングオリゴヌクレオチド薬物としてアンチセンス
ＯＤＮやリボザイムに取って代わった。ｓｉＲＮＡは、ＲＮＡｉ誘導型サイレンシング複
合体（ＲＩＳＣ）として知られる細胞質の多タンパク質複合体と会合することができる通
常２１～３０ヌクレオチド長のＲＮＡ二重鎖である。ｓｉＲＮＡを搭載したＲＩＳＣは、
相同なｍＲＮＡ転写産物の分解を仲介し、それゆえ、高い特異性をもってタンパク質発現
をノックダウンするよう、ｓｉＲＮＡを設計することができる。他のアンチセンス技術と
は異なり、自然な機構によるｓｉＲＮＡ機能は、非コードＲＮＡを介して遺伝子発現を制
御するよう進化した。これは、その活性が、アンチセンスＯＤＮまたはリボザイムよりも
インビトロおよびインビボで強力である理由であると一般に考えられている。臨床的に意
義のある標的を標的とするｓｉＲＮＡをはじめとする種々のＲＮＡｉ試薬は現在、例えば
、ｄｅ　Ｆｏｕｇｅｒｏｌｌｅｓ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　
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６：４４３－４５３（２００７）に記載されているように、医薬品として開発されている
ところである。
【０１５２】
　最初に記載されたＲＮＡｉ分子は、ＲＮＡセンス鎖とＲＮＡアンチセンス鎖の両方を含
むＲＮＡ：ＲＮＡハイブリッドであったが、現在、ＤＮＡセンス：ＲＮＡアンチセンスハ
イブリッド、ＲＮＡセンス：ＤＮＡアンチセンスハイブリッド、およびＤＮＡ：ＤＮＡハ
イブリッドがＲＮＡｉを仲介することができることが証明されている（Ｌａｍｂｅｒｔｏ
ｎ，Ｊ．Ｓ．ａｎｄ　Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ，Ａ．Ｔ．，（２００３）　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２４：１１１－１１９）。したがって、本発明は、こ
れらの異なるタイプの二本鎖分子のいずれかを含むＲＮＡｉ分子の使用を含む。さらに、
ＲＮＡｉ分子を種々の形態で用いて、細胞に導入し得ることが理解される。したがって、
本明細書で使用される場合、ＲＮＡｉ分子は、限定するものではないが、２つの別々の鎖
、すなわち、センス鎖およびアンチセンス鎖を含む二本鎖ポリヌクレオチド、例えば、低
分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）と、二本鎖領域を形成する相補配列のヘアピンループを含
むポリヌクレオチド、例えば、ｓｈＲＮＡｉ分子と、単独でまたは別のポリヌクレオチド
と組み合わせて二本鎖ポリヌクレオチドを形成することができる１つ以上のポリヌクレオ
チドを発現する発現ベクターとを含む、細胞内でＲＮＡｉ応答を誘導することができる任
意のおよび全ての分子を包含する。
【０１５３】
　本明細書で使用される「一本鎖ｓｉＲＮＡ化合物」は、単一分子から構成されるｓｉＲ
ＮＡ化合物である。これは、鎖内対形成によって形成された二重鎖領域を含んでもよく、
例えば、ヘアピン構造もしくはパン・ハンドル構造であってもよいし、またはこのような
構造を含んでもよい。一本鎖ｓｉＲＮＡ化合物は、標的分子に関してアンチセンスであっ
てもよい。
【０１５４】
　一本鎖ｓｉＲＮＡ化合物は、ＲＩＳＣに入り、ＲＩＳＣ媒介性の標的ｍＲＮＡの切断に
関与することができるくらい十分に長くてもよい。一本鎖ｉＲＮＡ化合物の長さは、少な
くとも１４ヌクレオチド、および他の実施形態では、少なくとも１５、２０、２５、２９
、３５、４０、または５０ヌクレオチドである。特定の実施形態では、一本鎖ｓｉＲＮＡ
化合物の長さは、２００、１００、または６０ヌクレオチド未満である。
【０１５５】
　ヘアピンｓｉＲＮＡ化合物は、１７、１８、１９、２９、２０、２１、２２、２３、２
４、もしくは２５ヌクレオチド対に等しいか、または少なくとも１７、１８、１９、２９
、２０、２１、２２、２３、２４、もしくは２５ヌクレオチド対の二重鎖領域を有する。
二重鎖領域の長さは、２００、１００、または５０以下である。特定の実施形態では、二
重鎖領域の範囲の長さは、１５～３０、１７～２３、１９～２３、および１９～２１ヌク
レオチド対である。ヘアピンは、一本鎖突出または末端不対領域を有していてもよい。特
定の実施形態では、突出の長さは、２～３ヌクレオチドである。いくつかの実施形態では
、突出は、ヘアピンのセンス側に、いくつかの実施形態では、ヘアピンのアンチセンス側
にある。
【０１５６】
　本明細書で使用される「二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物」とは、鎖間ハイブリダイゼーション
によって二重鎖構造の領域が形成され得る、２つ以上の、場合によっては２つの、鎖を含
むｓｉＲＮＡ化合物である。
【０１５７】
　二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物のアンチセンス鎖の長さは、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２５、２９、４０、もしくは６０ヌクレオチドに等しくてもよく、または少なくと
も１４、１５、１６、１７、１８、１９、２５、２９、４０、もしくは６０ヌクレオチド
であってもよい。二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物のアンチセンス鎖の長さは、２００、１００、
または５０ヌクレオチド以下であってもよい。範囲の長さは、１７～２５、１９～２３、
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および１９～２１ヌクレオチドであってもよい。本明細書で使用される場合、「アンチセ
ンス鎖」という用語は、標的分子、例えば、標的ＲＮＡに十分に相補的なｓｉＲＮＡ化合
物の鎖を意味する。
【０１５８】
　二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物のセンス鎖の長さは、１４、１５、１６、１７、１８、１９、
２５、２９、４０、もしくは６０ヌクレオチドに等しくてもよく、または少なくとも１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２５、２９、４０、もしくは６０ヌクレオチドであっ
てもよい。二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物のセンス鎖の長さは、２００、１００、または５０ヌ
クレオチド以下であってもよい。範囲の長さは、１７～２５、１９～２３、および１９～
２１ヌクレオチドであってもよい。
【０１５９】
　二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物の二本鎖部分の長さは、１４、１５、１６、１７、１８、１９
、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２９、４０、もしくは６０ヌクレオチド対に等
しくてもよく、または少なくとも１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２
２、２３、２４、２５、２９、４０、もしくは６０ヌクレオチド対であってもよい。二本
鎖ｓｉＲＮＡ化合物の二本鎖部分の長さは、２００、１００、または５０ヌクレオチド対
以下であってもよい。範囲の長さは、１５～３０、１７～２３、１９～２３、および１９
～２１ヌクレオチド対であってもよい。
【０１６０】
　多くの実施形態では、ｓｉＲＮＡ化合物は、内在性分子によって（例えば、Ｄｉｃｅｒ
によって）切断されて、より小さいｓｉＲＮＡ化合物（例えば、ｓｉＲＮＡ剤）を産生す
ることができるくらいに十分大きい。
【０１６１】
　二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物が、分子の一方または両方の末端で一本鎖領域または不対領域
を含むように、センス鎖とアンチセンス鎖を選択し得る。したがって、二本鎖ｓｉＲＮＡ
化合物は、突出、例えば、１つもしくは２つの５’突出もしくは３’突出、または１～３
ヌクレオチドの３’突出を含むように対合した、センス鎖とアンチセンス鎖を含み得る。
突出は、一方の鎖が他方の鎖よりも長いこと、または同じ長さの２つの鎖がジグザグ状な
っていることの結果として生じ得る。いくつかの実施形態は、少なくとも１つの３’突出
を有する。一実施形態では、ｓｉＲＮＡ分子の両方の末端が３’突出を有する。いくつか
の実施形態では、突出は２ヌクレオチドである。
【０１６２】
　特定の実施形態では、二重鎖領域の長さは、例えば、上で議論されたｓｓｉＲＮＡ化合
物の範囲において、１５～３０ヌクレオチド長、または１８、１９、２０、２１、２２、
および２３ヌクレオチド長である。ｓｓｉＲＮＡ化合物は、天然のＤｉｃｅｒによって長
いｄｓｉＲＮＡからプロセッシングされた産物と長さや構造が類似していることもある。
ｓｓｉＲＮＡ化合物の２つの鎖が結合（例えば、共有結合）している実施形態も含まれる
。ヘアピン、または必要とされる二本鎖領域、および３’突出を与える他の一本鎖構造も
本発明の範囲内にある。
【０１６３】
　二本鎖ｓｉＲＮＡ化合物および一本鎖ｓｉＲＮＡ化合物を含む、本明細書に記載のｓｉ
ＲＮＡ化合物は、標的ＲＮＡ、例えば、ｍＲＮＡ（例えば、タンパク質をコードする遺伝
子の転写産物）のサイレンシングを仲介することができる。便宜上、このようなｍＲＮＡ
を、本明細書では、サイレンシングされるｍＲＮＡとも表す。このような遺伝子を標的遺
伝子とも表す。一般に、サイレンシングされるＲＮＡは、内在性遺伝子または病原体遺伝
子である。さらに、ｍＲＮＡ以外のＲＮＡ（例えば、ｔＲＮＡ）、およびウイルスＲＮＡ
を標的することもできる。
【０１６４】
　本明細書で使用される場合、「ＲＮＡｉを仲介する」という語句は、配列特異的な様式
で、標的ＲＮＡをサイレンシングする能力を指す。理論に束縛されることを望まないが、
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サイレンシングでは、ＲＮＡｉの機構またはプロセスとガイドＲＮＡ（例えば、２１～２
３ヌクレオチドのｓｓｉＲＮＡ化合物）とが使用されると考えられている。
【０１６５】
　一実施形態では、ｓｉＲＮＡ化合物は、ｓｉＲＮＡ化合物が標的ｍＲＮＡによってコー
ドされるタンパク質の産生をサイレンシングするように、標的ＲＮＡ、例えば、標的ｍＲ
ＮＡに「十分に相補的」である。別の実施形態では、ｓｉＲＮＡ化合物は、標的ＲＮＡに
「厳密に相補的」であり、例えば、標的ＲＮＡとｓｉＲＮＡ化合物は、例えば、厳密に相
補的な領域でワトソン－クリック型塩基対のみからできたハイブリッドを形成するように
アニールする。「十分に相補的な」標的ＲＮＡは、標的ＲＮＡに厳密に相補的な（例えば
、少なくとも１０ヌクレオチドの）内部領域を含むことができる。さらに、特定の実施形
態では、ｓｉＲＮＡ化合物は、単一ヌクレオチドの違いを特異的に区別することができる
。この場合、ｓｉＲＮＡ化合物は、厳密な相補性が、単一ヌクレオチドの違いがある（例
えば、７ヌクレオチド以内の）領域に見られる場合のみにＲＮＡｉを仲介する。
【０１６６】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）を用いて、標的ポリヌクレオチドの発現を特異的に阻害し得る
。二本鎖ＲＮＡを介する遺伝子および核酸発現の抑制は、ｄｓＲＮＡ、ｓｉＲＮＡまたは
ｓｈＲＮＡを細胞または生物に導入することにより、本発明に従って達成し得る。ｓｉＲ
ＮＡは、二本鎖ＲＮＡ、またはＲＮＡとＤＮＡの両方、例えば、１つのＲＮＡ鎖と１つの
ＤＮＡ鎖を含むハイブリッド分子であり得る。ｓｉＲＮＡを細胞に直接導入することによ
り、哺乳動物細胞内でＲＮＡｉを誘発することができることが証明されている（Ｅｌｓｈ
ａｂｉｒ，Ｓ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４９４－４９８（２００１
））。さらに、哺乳動物細胞内での抑制はＲＮＡレベルで起こり、標的とされた遺伝子に
特異的で、ＲＮＡとタンパク質抑制の間に強い相関があった（Ｃａｐｌｅｎ，Ｎ．ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：９７４６－９７４７（
２００１））。さらに、ＨｅＬａ　Ｓ３、ＣＯＳ７、２９３、ＮＩＨ／３Ｔ３、Ａ５４９
、ＨＴ－２９、ＣＨＯ－Ｋ１およびＭＣＦ－７細胞をはじめとする、多種多様な細胞株は
、ある程度ｓｉＲＮＡサイレンシングに感受性があることが示された（Ｂｒｏｗｎ，Ｄ．
ｅｔ　ａｌ．，ＴｅｃｈＮｏｔｅｓ　９（１）：１－７、ｗｗｗ．ｄｏｔ．ａｍｂｉｏｎ
．ｄｏｔ．ｃｏｍ／ｔｅｃｈｌｉｂ／ｔｎ／９１／９１２．ｈｔｍｌ（９／１／０２）の
ワールドワイドウェブ上で入手可能）。
【０１６７】
　特定のポリヌクレオチドを標的とするＲＮＡｉ分子は、当該技術分野で公知の手順に従
って容易に調製することができる。効果的なｓｉＲＮＡ分子の構造的特徴が同定されてい
る。Ｅｌｓｈａｂｉｒ，Ｓ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００１）　Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４
９４－４９８およびＥｌｓｈａｂｉｒ，Ｓ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００１），ＥＭＢＯ　
２０：６８７７－６８８８。したがって、当業者であれば、多種多様な異なるｓｉＲＮＡ
分子を用いて、特異的な遺伝子または転写産物を標的し得ることを理解するであろう。特
定の実施形態では、本発明によるｓｉＲＮＡ分子は二本鎖であり、１６～３０または１８
～２５ヌクレオチド長（その間にある各々の整数を含む）である。一実施形態では、ｓｉ
ＲＮＡは、２１ヌクレオチド長さである。特定の実施形態では、ｓｉＲＮＡは、０～７ヌ
クレオチドの３’突出または０～４ヌクレオチドの５’突出を有する。一実施形態では、
ｓｉＲＮＡ分子は、２ヌクレオチドの３’突出を有する。一実施形態では、ｓｉＲＮＡは
、２１ヌクレオチド長であり、２ヌクレオチドの３’突出を有する（すなわち、ｓｉＲＮ
Ａは、センス鎖とアンチセンス鎖の間に１９ヌクレオチドの相補領域を含む）。特定の実
施形態では、突出はＵＵまたはｄＴｄＴの３’突出である。
【０１６８】
　１塩基対のミスマッチですらサイレンシングを低下させることが示されているので、通
常、ｓｉＲＮＡ分子は、標的ＤＮＡ分子の一方の鎖に完全に相補的である。他の実施形態
では、ｓｉＲＮＡは、例えば、２’－デオキシ－または２’－Ｏ－メチル修飾などの修飾
された骨格組成を有し得る。しかしながら、好ましい実施形態では、ｓｉＲＮＡの鎖全体
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は、２’デオキシまたは２’－Ｏ－修飾塩基のいずれかを含んで作製されない。
【０１６９】
　別の実施形態では、本発明は、細胞内で遺伝子の発現を阻害するためのベクターを含む
細胞を提供する。ベクターは、本発明のｄｓＲＮＡのうちの１つの少なくとも一方の鎖を
コードするヌクレオチド配列に機能的に連結された調節配列を含む。
【０１７０】
　一実施形態では、ｓｉＲＮＡ標的部位は、標的ｍＲＮＡ転写産物配列をＡＡジヌクレオ
チド配列の存在についてスキャンすることによって選択される。３’隣接の約１９ヌクレ
オチドと組み合わされた各々のＡＡジヌクレオチド配列は、潜在的なｓｉＲＮＡ標的部位
である。一実施形態では、調節領域に結合するタンパク質がｓｉＲＮＰエンドヌクレアー
ゼ複合体の結合を妨害し得るので、ｓｉＲＮＡ標的部位は、選択的に、５’および３’非
翻訳領域（ＵＴＲ）内または開始コドン付近の領域内（約７５塩基以内）には位置しない
（Ｅｌｓｈａｂｉｒ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４９４－４９８（２０
０１）；Ｅｌｓｈａｂｉｒ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．２０：６８７７－６８８
８（２００１））。さらに、潜在的標的部位を、適当なゲノムデータベース（例えば、Ｎ
ＣＢＩサーバー（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ）上で入手可能な、ＢＬＡＳＴＮ　２．０．
５）、および除外された他のコード配列とかなりの相同性を有する潜在的標的配列と比較
し得る。
【０１７１】
　特定の実施形態では、短いヘアピンＲＮＡは、本発明の核酸－脂質粒子の核酸成分を構
成している。短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）は、配列特異的に標的遺伝子の発現を低
下させることができるヘアピンＲＮＡの形態である。短いヘアピンＲＮＡは、通常、細胞
環境においてより安定でかつ分解されにくいので、遺伝子発現を抑制するときにｓｉＲＮ
Ａに優る利点を提供し得る。このような短いヘアピンＲＮＡ媒介性の遺伝子サイレンシン
グは、種々の正常細胞株および癌細胞株において、ならびにマウス細胞およびヒト細胞を
はじめとする哺乳動物細胞において機能することが立証されている。Ｐａｄｄｉｓｏｎ，
Ｐ．ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１６（８）：９４８－５８（２００２）。さら
に、改変されたｓｈＲＮＡをコードする染色体遺伝子を担持するトランスジェニック細胞
株が作製されている。これらの細胞は、ｓｈＲＮＡを構成的に合成し、それにより、子孫
細胞に受け継がれ得る長時間持続型のまたは構成的な遺伝子サイレンシングを促進するこ
とができる。Ｐａｄｄｉｓｏｎ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　９９（３）：１４４３－１４４８（２００２）。
【０１７２】
　ｓｈＲＮＡはステムループ構造を含む。特定の実施形態では、ｓｈＲＮＡは、変えられ
るステムの長さ、通常、１９～２９ヌクレオチド、またはその間の任意の数の長さを含み
得る。特定の実施形態では、ヘアピンは、１９～２１ヌクレオチドステムを含むが、他の
実施形態では、ヘアピンは、２７～２９ヌクレオチドステムを含む。特定の実施形態では
、ループサイズは４～２３ヌクレオチドの長さであるが、ループサイズは、サイレンシン
グ活性にそれほど影響を及ぼすことなく、２３ヌクレオチドより大きいことがあり得る。
ｓｈＲＮＡ分子は、効力を低下させることなく、ミスマッチ、例えば、ｓｈＲＮＡステム
の２つの鎖の間のＧ－Ｕミスマッチを含み得る。実際、特定の実施形態では、例えば、細
菌中で増殖させる間、ヘアピンを安定化するために、ヘアピンステム中に１個または数個
のＧ－Ｕ対を含むようにｓｈＲＮＡを設計する。しかしながら、通常、標的ｍＲＮＡに結
合するステムの部分（アンチセンス鎖）とｍＲＮＡの相補性が必要とされるので、この領
域中の１塩基対ミスマッチでさえもサイレンシングを無効にする可能性がある。５’およ
び３’突出は、ｓｈＲＮＡ機能に重要であるようには見えないので、必要とはされないが
、これらが存在していてもよい（Ｐａｄｄｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｇｅｎ
ｅｓ　＆　Ｄｅｖ．１６（８）：９４８－５８）。
【０１７３】
マイクロＲＮＡ
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　マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）は、植物および動物のゲノム中のＤＮＡから転写される
が、タンパク質には翻訳されない高度に保存された小ＲＮＡ分子群である。プロセッシン
グされたｍｉＲＮＡは、ＲＮＡ誘導型サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）に取り込まれる
ようになる約１７～２５ヌクレオチド（ｎｔ）の一本鎖ＲＮＡ分子であり、発生、細胞増
殖、アポトーシスおよび分化の重要な調節因子として同定されている。これらは、特定の
ｍＲＮＡの３’－非翻訳領域に結合することによって、遺伝子発現の調節に役割を果たし
ていると考えられている。ＲＩＳＣは、翻訳阻害、転写産物切断、またはその両方によっ
て、遺伝子発現の下方調節を仲介する。ＲＩＳＣは、広範囲にわたる真核生物の核内での
転写サイレンシングにも関与する。
【０１７４】
　これまでに同定されたｍｉＲＮＡ配列の数は多く、かつ増加しており、その実例は、例
えば、“ｍｉＲＢａｓｅ：ｍｉｃｒｏＲＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｔａｒｇｅｔｓ　ａ
ｎｄ　ｇｅｎｅ　ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ”　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ－Ｊｏｎｅｓ　Ｓ，
Ｇｒｏｃｏｃｋ　ＲＪ，ｖａｎ　Ｄｏｎｇｅｎ　Ｓ，Ｂａｔｅｍａｎ　Ａ，Ｅｎｒｉｇｈ
ｔ　ＡＪ．ＮＡＲ，２００６，３４，Ｄａｔａｂａｓｅ　Ｉｓｓｕｅ，Ｄ１４０－Ｄ１４
４；“Ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏＲＮＡ　Ｒｅｇｉｓｔｒｙ”　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ－Ｊｏｎｅ
ｓ　Ｓ．ＮＡＲ，２００４，３２，Ｄａｔａｂａｓｅ　Ｉｓｓｕｅ，Ｄ１０９－Ｄ１１１
に、また、ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｄｏｔ．ｓａｎｇｅｒ．ｄｏｔ．ａｃ．ｄｏｔ．ｕｋ／ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅｓ／におけるワールド・ワイド・ウェブ上でも見られる。
【０１７５】
アンチセンスオリゴヌクレオチド
　一実施形態では、核酸は、標的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
チドである。「アンチセンスオリゴヌクレオチド」または単に「アンチセンス」という用
語は、ターゲッティングポリヌクレオチド配列に相補的なオリゴヌクレオチドを含むこと
が意図される。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、選ばれた配列に相補的な一本鎖のＤ
ＮＡまたはＲＮＡである。アンチセンスＲＮＡの場合、相補的なＲＮＡ鎖に結合すること
によって、その翻訳を妨げる。アンチセンスＤＮＡは、特異的で、相補的な（コードまた
は非コード）ＲＮＡを標的するために用いることができる。結合が起こる場合、このＤＮ
Ａ／ＲＮＡハイブリッドを酵素のＲＮアーゼＨで分解することができる。特定の実施形態
では、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、約１０～約５０ヌクレオチド、より好ましく
は約１５～約３０ヌクレオチドを含む。この用語は、所望の標的遺伝子と正確には相補的
ではない場合があるアンチセンスオリゴヌクレオチドも包含する。したがって、本発明は
、非標的特異的活性がアンチセンスで見られる場合に、または標的配列との１つ以上のミ
スマッチを含むアンチセンス配列が特定の用途で最も好ましい場合に利用することができ
る。
【０１７６】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、タンパク質合成の効果的でかつ標的を定めた阻害
剤であることが示されており、それゆえに、これを用いて、標的とされた遺伝子によるタ
ンパク質合成を特異的に阻害することができる。アンチセンスオリゴヌクレオチドがタン
パク質合成を阻害する効力は、よく確立されている。例えば、ポリガラクタウロナーゼお
よびムスカリンおよびムスカリン２型アセチルコリン受容体の合成は、そのそれぞれのｍ
ＲＮＡ配列に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドによって阻害される（米国特許第５
，７３９，１１９号および米国特許第５，７５９，８２９号）。さらに、アンチセンス阻
害の例が、核タンパク質サイクリン、多剤耐性遺伝子（ＭＤＧ１）、ＩＣＡＭ－１、Ｅ－
セレクチン、ＳＴＫ－１、線条体ＧＡＢＡＡ受容体およびヒトＥＧＦについて示されてい
る（Ｊａｓｋｕｌｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９８８　Ｊｕｎ　１０；２
４０（４８５８）：１５４４－６；Ｖａｓａｎｔｈａｋｕｍａｒ　ａｎｄ　Ａｈｍｅｄ，
Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｏｍｍｕｎ．１９８９；１（４）：２２５－３２；Ｐｅｒｉｓ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ　Ｍｏｌ　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．１９９８　Ｊｕｎ　１５；
５７（２）：３１０－２０；米国特許第５，８０１，１５４号；米国特許第５，７８９，
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５７３号；米国特許第５，７１８，７０９号および米国特許第号５，６１０，２８８）。
さらに、種々の異常な細胞増殖（例えば、癌）を阻害し、かつこれらを治療するために使
用可能なアンチセンスコンストラクトもまた、記載されている（米国特許第５，７４７，
４７０号；米国特許第５，５９１，３１７号および米国特許第５，７８３，６８３号）。
【０１７７】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを作製する方法は、当該技術分野で公知であり、任意
のポリヌクレオチド配列を標的とするアンチセンスオリゴヌクレオチドを作製するために
容易に適応することができる。所与の標的配列に特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチ
ド配列の選択は、選択された標的配列の解析、ならびに二次構造、Ｔｍ、結合エネルギー
および相対的な安定性の決定に基づく。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ダイマー、
ヘアピン、または宿主細胞における標的ｍＲＮＡへの特異的結合を減少させるかもしくは
妨げる他の二次構造を相対的に形成することができないことに基づいて選択され得る。ｍ
ＲＮＡの極めて好ましい標的領域は、ＡＵＧ翻訳開始コドンにおける領域またはその付近
の領域、およびｍＲＮＡの５’領域に実質的に相補的な配列を含む。これらの二次構造解
析および標的部位の選択の考慮は、例えば、ＯＬＩＧＯプライマー解析ソフトウェアのｖ
．４（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ）および／またはＢＬＡ
ＳＴＮ　２．０．５アルゴリズムソフトウェア（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１９９７，　２５（１７）：３３８９－４０２）
を用いて行なうことができる。
【０１７８】
アンタゴｍｉｒ
　アンタゴｍｉｒは、ＲＮアーゼからの保護ならびに薬理学的特性（例えば、組織および
細胞への取込みの増強）のための様々な修飾を有するＲＮＡ様オリゴヌクレオチドである
。アンタゴｍｉｒは、例えば、糖の完全な２’－Ｏ－メチル化、ホスホロチオアート骨格
、および例えば、３’－末端のコレステロール部分によって、普通のＲＮＡとは異なる。
アンタゴｍｉｒは、アンタゴｍｉｒと内在性ｍｉＲＮＡとを含む二重鎖を形成することに
よって内在性ｍｉＲＮＡを効率的にサイレンシングし、それによってｍｉＲＮＡ誘導性の
遺伝子サイレンシングを妨害するために使用し得る。アンタゴｍｉｒ媒介性のｍｉＲＮＡ
サイレンシングの例は、Ｋｒｕｔｚｆｅｌｄｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，２００５，
４３８：６８５－６８９（これは、その全体が参照により本明細書に明示的に組み込まれ
る）に記載されている、ｍｉＲ－１２２のサイレンシングである。アンタゴｍｉｒ　ＲＮ
Ａは、標準的な固相オリゴヌクレオチド合成プロトコルを用いて合成し得る。米国特許出
願第１１／５０２，１５８号および同第１１／６５７，３４１号を参照されたい（これら
の内容の開示は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）。
【０１７９】
　アンタゴｍｉｒは、リガンドにコンジュゲートしたモノマーサブユニットやオリゴヌク
レオチド合成用のモノマーを含むことができる。例示的なモノマーは、２００４年８月１
０日に出願された米国特許出願第１０／９１６，１８５号に記載されている。アンタゴｍ
ｉｒは、２００４年３月８日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００４／０７０７０
号に記載されているような、ＺＸＹ構造を有することができる。アンタゴｍｉｒは、両親
媒性部分と複合体化させることができる。オリゴヌクレオチド剤とともに使用される例示
的な両親媒性部分は、２００４年３月８日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００４
／０７０７０号に記載されている。
【０１８０】
アプタマー
　アプタマーは、対象となる特定の分子に高い親和性および特異性で結合する核酸または
ペプチド分子である（Ｔｕｅｒｋ　ａｎｄ　Ｇｏｌｄ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：５０５
（１９９０）；Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ　ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ，Ｎａｔｕｒｅ　３４６：
８１８（１９９０））。大きいタンパク質から小さい有機分子まで多くの異なる実体に結
合するＤＮＡまたはＲＮＡアプタマーの産生に成功している。Ｅａｔｏｎ，Ｃｕｒｒ．Ｏ
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ｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．１：１０－１６（１９９７）、Ｆａｍｕｌｏｋ，Ｃｕｒｒ
．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．９：３２４－９（１９９９）、およびＨｅｒｍａ
ｎｎ　ａｎｄ　Ｐａｔｅｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８７：８２０－５（２０００）を参照さ
れたい。アプタマーは、ＲＮＡベースでも、ＤＮＡベースでもよく、かつリボスイッチを
含んでいてもよい。リボスイッチは、小さい標的分子に直接結合することができ、かつ標
的へのその結合が遺伝子の活性に影響を及ぼす、ｍＲＮＡ分子の一部である。したがって
、リボスイッチを含むｍＲＮＡは、その標的分子の有無によって、それ自体の活性の調節
に直接関与する。通常、アプタマーは、小分子、タンパク質、核酸などの様々な分子標的
、さらには細胞、組織および生物に結合するように、インビトロ選択を何回も繰り返すこ
とによって、または同等にＳＥＬＥＸ（指数関数的濃縮によるリガンドの系統的進化）に
よって人工的に作製される。アプタマーは、合成法、組換え法、および精製法をはじめと
する、任意の既知の方法によって調製されてもよく、単独でまたは同じ標的に特異的な他
のアプタマーと組み合わせて使用してもよい。さらに、本明細書でより十分に記載したよ
うに、「アプタマー」という用語には、特に、２つ以上の既知のアプタマーと所与の標的
との比較から得られるコンセンサス配列を含む「２次アプタマー」が含まれる。
【０１８１】
リボザイム
　本発明の別の実施形態によれば、核酸－脂質粒子は、リボザイムと会合する。リボザイ
ムは、エンドヌクレアーゼ活性を有する特定の触媒ドメインを有するＲＮＡ－タンパク質
複合体である（Ｋｉｍ　ａｎｄ　Ｃｅｃｈ，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ．１９８７　Ｄｅｃ；８４（２４）：８７８８－９２；Ｆｏｒｓｔｅｒ　ａｎｄ　Ｓ
ｙｍｏｎｓ，Ｃｅｌｌ．１９８７　Ａｐｒ　２４；４９（２）：２１１－２０）。例えば
、多数のリボザイムが、しばしばオリゴヌクレオチド基質内のいくつかのリン酸エステル
のうちの１つだけを切断する高度の特異性によって、リン酸エステル転移反応を加速させ
る（Ｃｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ．１９８１　Ｄｅｃ；２７（３　Ｐｔ　２）：４
８７－９６；Ｍｉｃｈｅｌ　ａｎｄ　Ｗｅｓｔｈｏｆ，Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．１９９０
　Ｄｅｃ　５；２１６（３）：５８５－６１０；Ｒｅｉｎｈｏｌｄ－Ｈｕｒｅｋ　ａｎｄ
　Ｓｈｕｂ，Ｎａｔｕｒｅ．１９９２　Ｍａｙ　１４；３５７（６３７４）：１７３－６
）。この特異性は、基質が化学反応前に特異的な塩基対形成相互作用を介してリボザイム
の内部のガイド配列（「ＩＧＳ」）に結合する必要があることに起因している。
【０１８２】
　天然に存在する酵素的ＲＮＡの少なくとも６つの基本的な種類が現在知られている。各
々は、生理的条件下においてトランスで（ｉｎ　ｔｒａｎｓ）ＲＮＡホスホジエステル結
合の加水分解を触媒することができる（したがって、他のＲＮＡ分子を切断することがで
きる）。一般に、酵素的核酸は、まず標的ＲＮＡに結合することによって作用する。この
ような結合は、標的ＲＮＡを切断するように作用する分子の酵素的部分に近接して保持さ
れている酵素的核酸の標的結合部分を介して生じる。したがって、酵素的核酸は、まず、
標的ＲＮＡを認識し、次に、相補的な塩基対形成によってそれに結合し、一旦正確な部位
に結合したら、標的ＲＮＡを切断するように酵素的に作用する。このような標的ＲＮＡの
戦略的な切断は、コードされるタンパク質の合成を指示する能力を破壊する。酵素的核酸
は、そのＲＮＡ標的に結合し、それを切断した後、そのＲＮＡから放出されて、別の標的
を捜し、そして、新しい標的への結合とその切断を繰り返すことができる。
【０１８３】
　酵素的核酸分子は、例えば、ハンマーヘッド型、ヘアピン型、δ肝炎ウイルス、グルー
プＩイントロンまたはＲＮａｓｅＰ　ＲＮＡ（ＲＮＡガイド配列と会合した状態）または
アカパンカビＶＳ　ＲＮＡモチーフとして形成され得る。ハンマーヘッド型モチーフの具
体的な例は、Ｒｏｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９２
　Ｓｅｐ　１１；２０（１７）：４５５９－６５に記載されている。ヘアピンモチーフの
例は、Ｈａｍｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（欧州特許第ＥＰ０３６０２５７号）、Ｈａｍｐｅｌ
　ａｎｄ　Ｔｒｉｔｚ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９８９　Ｊｕｎ　１３；２８（１
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２）：４９２９－３３；Ｈａｍｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．１９９０　Ｊａｎ　２５；１８（２）：２９９－３０４および米国特許第５，６３
１，３５９号に記載されている。δ肝炎ウイルスモチーフの例は、Ｐｅｒｒｏｔｔａ　ａ
ｎｄ　Ｂｅｅｎ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．１９９２　Ｄｅｃ　１；３１（４７）：１
１８４３－５２に記載されており、ＲＮａｓｅＰモチーフの例は、Ｇｕｅｒｒｉｅｒ－Ｔ
ａｋａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ．１９８３　Ｄｅｃ；３５（３　Ｐｔ　２）：８４
９－５７に記載されており、アカパンカビＶＳ　ＲＮＡリボザイムモチーフは、Ｃｏｌｌ
ｉｎｓ（Ｓａｖｉｌｌｅ　ａｎｄ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，Ｃｅｌｌ．１９９０　Ｍａｙ　１８
；６１（４）：６８５－９６；Ｓａｖｉｌｌｅ　ａｎｄ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，Ｐｒｏｃ　Ｎ
ａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．１９９１　Ｏｃｔ　１；８８（１９）：８８２６－
３０；Ｃｏｌｌｉｎｓ　ａｎｄ　Ｏｌｉｖｅ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．１９９３　Ｍ
ａｒ　２３；３２（１１）：２７９５－９）に記載されており、グループＩイントロンの
例は、米国特許第４，９８７，０７１号に記載されている。本発明に従って使用される酵
素的核酸分子の重要な特徴は、それらが、標的遺伝子のＤＮＡ領域またはＲＮＡ領域の１
または複数に相補的である特異的な基質結合部位を有すること、およびその分子にＲＮＡ
切断活性を付与するヌクレオチド配列を基質結合部位内または基質結合部位周辺に有する
ことである。したがって、リボザイムコンストラクトは、本明細書中で述べられる特定の
モチーフに限定される必要はない。
【０１８４】
　任意のポリヌクレオチド配列を標的とするリボザイムを作製する方法は、当該技術分野
で公知である。リボザイムは、各々参照により本明細書に明確に組み込まれる、国際公開
第９３／２３５６９号および国際公開第９４／０２５９５号に記載されているように設計
され、かつ合成されて、それらに記載されているようにインビトロおよびインビボで試験
され得る。
【０１８５】
　リボザイム活性は、リボザイムの結合アームの長さを変更すること、または血清リボヌ
クレアーゼによる分解を防ぐ修飾を有するリボザイムを化学的に合成すること（例えば、
国際公開第９２／０７０６５号；国際公開第９３／１５１８７号；国際公開第９１／０３
１６２号；欧州特許出願公開９２１１０２９８．４号；米国特許第５，３３４，７１１号
；および国際公開第９４／１３６８８を参照されたい。これらの文献は、酵素的ＲＮＡ分
子の糖部分になされ得る様々な化学修飾を記載している）、細胞内でのそれらの効力を高
める修飾、およびＲＮＡ合成時間を短縮し、化学的必要性を低下させるステムＩＩ塩基の
除去によって、最適化することができる。
【０１８６】
　本発明の組成物および方法において使用するのに好適なオリゴヌクレオチド（ＯＤＮ）
の追加の特定の核酸配列は、米国特許出願第６０／３７９，３４３号、米国特許出願第０
９／６４９，５２７号、国際公開第０２／０６９３６９号、国際公開第０１／１５７２６
号、米国特許第６，４０６，７０５号およびＲａｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｔｈｅｒａｐ
ｅｕｔｉｃｓ，２９８：１１８５－１１９２（２００１）に記載されている。ある特定の
実施形態において、本発明の組成物および方法において使用されるＯＤＮは、ＣｐＧモチ
ーフ内にホスホジエステル（「ＰＯ」）骨格もしくはホスホロチオアート（「ＰＳ」）骨
格および／または少なくとも１つのメチル化されたシトシン残基を有する。
【０１８７】
核酸修飾
　１９９０年代、ＤＮＡベースのアンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）お
よびリボザイム（ＲＮＡ）が、薬物のデザインおよび開発に対して興奮させる新しいパラ
ダイムをもたらしたが、それらのインビボでの適用は、エンド－およびエキソ－ヌクレア
ーゼ活性ならびに首尾よい細胞内送達の欠如によって妨げられた。この分解の問題は、オ
リゴヌクレオチド（オリゴ）薬物がヌクレアーゼ酵素によって認識されるのを妨げるが、
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それらの作用機構を阻害しない化学修飾に対する大規模な研究の後、効果的に克服された
。この研究は非常に成功したので、現在開発過程のアンチセンスＯＤＮ薬物は、未修飾分
子の場合の数分間と比較して、インビボで数日間インタクトな状態である（Ｋｕｒｒｅｃ
ｋ，Ｊ．２００３．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ．Ｉｍｐｒｏｖｅｍ
ｅｎｔ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｎｏｖｅｌ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ
．Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２７０：１６２８－４４）。しかしながら、細胞内送達
および作用機序の問題は、これまで、アンチセンスＯＤＮおよびリボザイムが臨床的な製
品になることを制限している。
【０１８８】
　ＲＮＡ二重鎖は、本質的に、一本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡよりもヌクレアーゼに対して
安定であり、かつアンチセンスＯＤＮとは異なり、未修飾ｓｉＲＮＡは、一旦細胞質に到
達すると良好な活性を示す。そうであっても、アンチセンスＯＤＮやリボザイムを安定化
させるために開発された化学修飾もまた、どれくらいの化学修飾が許容され得るか、薬物
動態学的および薬力学的な活性を高めることができるかどうかを明らかにするために、ｓ
ｉＲＮＡに体系的に適用されている。ｓｉＲＮＡ二重鎖によるＲＮＡ干渉には、異なる機
能を有するアンチセンス鎖およびセンス鎖が必要である。両方とも、ｓｉＲＮＡのＲＩＳ
Ｃへの侵入を可能にするために必要であるが、一旦装填されると、２本の鎖は分離し、セ
ンス鎖は分解されるのに対し、アンチセンス鎖は残留して、ＲＩＳＣを標的ｍＲＮＡに導
く。ＲＩＳＣへの侵入は、標的ｍＲＮＡの認識および切断よりも構造的に厳格性の低いプ
ロセスである。結果として、センス鎖の多くの異なる化学修飾が可能であるが、限られた
変化しかアンチセンス鎖によって許容されない（Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）
。
【０１８９】
　当該技術分野で公知の通り、ヌクレオシドは、塩基と糖の組合せである。ヌクレオチド
は、ヌクレオシドの糖部分に共有結合されたリン酸基をさらに含むヌクレオシドである。
ペントフラノシル糖を含むヌクレオシドの場合、リン酸基は、その糖の２’、３’または
５’ヒドロキシル部分のいずれかに結合させることができる。オリゴヌクレオチドを形成
する際、リン酸基は、隣接するヌクレオシドを互いに共有結合して、線状のポリマー化合
物を形成する。次に、この線状のポリマー構造のそれぞれの末端がさらに結合されて、環
状構造を形成することができる。オリゴヌクレオチド構造内において、リン酸基は、一般
にオリゴヌクレオチドのヌクレオシド間骨格を形成すると言われる。ＲＮＡおよびＤＮＡ
の通常の結合または骨格は、３’－５’ホスホジエステル結合である。
【０１９０】
　本発明による脂質－核酸粒子において使用される核酸は、公知である任意の形態の核酸
を含む。したがって、この核酸は、ヌクレアーゼ耐性および血清安定性を高めるために以
前に使用されたタイプの修飾された核酸であり得る。しかしながら、驚くべきことに、許
容可能な治療的な生成物は、天然の核酸ポリマーのホスホジエステル結合に対する修飾を
有さない核酸から脂質－核酸粒子を製剤化する本発明の方法を用いても調製することがで
き、未修飾のホスホジエステル核酸（すなわち、全ての結合がホスホジエステル結合であ
る核酸）を使用することが、本発明の好ましい実施形態である。
【０１９１】
骨格修飾
　本発明において有用なアンチセンス、ｓｉＲＮＡおよび他のオリゴヌクレオチドとして
は、修飾された骨格または非天然のヌクレオシド間結合を含むオリゴヌクレオチドが挙げ
られるが、これに限定されない。修飾された骨格を有するオリゴヌクレオチドには、骨格
内にリン原子を保持するオリゴヌクレオチドと骨格内にリン原子を有さないオリゴヌクレ
オチドが含まれる。ヌクレオシド間骨格内にリン原子を有さない修飾されたオリゴヌクレ
オチドもまた、オリゴヌクレオシドと考えることができる。修飾されたオリゴヌクレオチ
ド骨格としては、例えば、ホスホロチオアート、キラルホスホロチオアート、ホスホロジ
チオアート、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、メチルホスホ



(41) JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

20

30

40

50

ナートおよび他のアルキルホスホナート（３’－アルキレンホスホナートおよびキラルホ
スホナートを含む）、ホスフィナート、ホスホルアミダート（３’－アミノホスホルアミ
ダートおよびアミノアルキルホスホルアミダートを含む）、チオノホスホルアミダート、
チオノアルキルホスホナート、チオノアルキルホスホトリエステル、ホスホロセレナート
、メチルホスホナートまたはＯ－アルキルホスホトリエステル結合、ならびに通常の３’
－５’結合を有するボラノホスファート、これらの２’－５’結合類似体、および反転し
た極性を有するもの（ヌクレオシド単位の隣接する対では、３’－５’と５’－３’また
は２’－５’と５’－２’とが結合する）が挙げられる。本発明による核酸内に存在し得
る特定の修飾の特定の非限定的な例を表２に示す。
【０１９２】
　様々な塩、混合塩および遊離酸形態もまた含まれる。上記結合の調製を教示する代表的
な米国特許としては、米国特許第３，６８７，８０８号；同第４，４６９，８６３号；同
第４，４７６，３０１号；同第５，０２３，２４３号；同第５，１７７，１９６号；同第
５，１８８，８９７号；同第５，２６４，４２３号；同第５，２７６，０１９号；同第５
，２７８，３０２号；同第５，２８６，７１７号；同第５，３２１，１３１号；同第５，
３９９，６７６号；同第５，４０５，９３９号；同第５，４５３，４９６号；同第５，４
５５，２３３号；同第５，４６６，６７７号；同第５，４７６，９２５号；同第５，５１
９，１２６号；同第５，５３６，８２１号；同第５，５４１，３０６号；同第５，５５０
，１１１号；同第５，５６３，２５３号；同第５，５７１，７９９号；同第５，５８７，
３６１号；および同第５，６２５，０５０号が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９３】
　特定の実施形態では、その中にリン原子を含まない修飾オリゴヌクレオチド骨格は、短
鎖アルキルもしくはシクロアルキルのヌクレオシド間結合、ヘテロ原子とアルキルもしく
はシクロアルキルのヌクレオシド間結合の混合、または１つ以上の短鎖のヘテロ原子もし
くは複素環式のヌクレオシド間結合によって形成される骨格を有する。これらとしては、
例えば、モルホリノ結合を有するもの（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；ならびに混合されたＮ、Ｏ、Ｓお
よびＣＨ２構成部分を有するその他のものが挙げられる。上記のオリゴヌクレオシドを記
載している代表的な米国特許としては、米国特許第５，０３４，５０６号；同第５，１６
６，３１５号；同第５，１８５，４４４号；同第５，２１４，１３４号；同第５，２１６
，１４１号；同第５，２３５，０３３号；同第５，２６４，５６２号；同第５，２６４，
５６４号；同第５，４０５，９３８号；同第５，４３４，２５７号；同第５，４６６，６
７７号；同第５，４７０，９６７号；同第５，４８９，６７７号；同第５，５４１，３０
７号；同第５，５６１，２２５号；同第５，５９６，０８６号；同第５，６０２，２４０
号；同第５，６１０，２８９号；同第５，６０２，２４０号；同第５，６０８，０４６号
；同第５，６１０，２８９号；同第５，６１８，７０４号；同第５，６２３，０７０号；
同第５，６６３，３１２号；同第５，６３３，３６０号；同第５，６７７，４３７号；お
よび同第５，６７７，４３９号が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９４】
　ホスホロチオアート骨格修飾（表３、＃１）（ホスホジエステル結合内の非架橋酸素が
硫黄で置換されている）は、ヌクレアーゼ分解に対して核酸薬物を安定化させるために配
置された最も古く最も一般的な手段の１つである。通常、ＰＳ修飾は、活性に対して大き
く影響せずに、両方のｓｉＲＮＡ鎖に対して広範になされ得るようである（Ｋｕｒｒｅｃ
ｋ，Ｊ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７０：１６２８－４４，２００３）。しかし
ながら、ＰＳオリゴは、タンパク質と非特異的に貪欲に会合することが知られており、そ
の結果、特にｉ．ｖ．投与の際に毒性が生じる。それゆえに、ＰＳ修飾は、通常、３’お
よび５’末端における１つまたは２つの塩基に制限される。ボラノホスファートリンカー
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（表３、＃２）は、ＰＳよりも明らかに安定であり、ｓｉＲＮＡ活性を高め、そして低毒
性を有する、最近の修飾である（Ｈａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．３２：５９９１－６０００，２００４）。
【表２－１】
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【表２－２】
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【表２－３】

【０１９５】
　他の有用な核酸誘導体としては、架橋酸素原子（リン酸エステル結合を形成するもの）
が－Ｓ－、－ＮＨ－、－ＣＨ２－などで置換されている核酸分子が挙げられる。特定の実
施形態では、使用されるアンチセンス、ｓｉＲＮＡまたは他の核酸に対する改変は、核酸
と会合する負電荷に完全には影響を及ぼさないであろう。したがって、本発明は、結合の
部分が、例えば、中性のメチルホスホナートまたはホスホルアミダート結合で置換されて
いる、アンチセンス、ｓｉＲＮＡおよび他の核酸の使用を企図する。中性の結合が使用さ
れるとき、ある特定の実施形態において、８０％未満の核酸結合が、そのように置換され
るか、または５０％未満の結合がそのように置換される。
【０１９６】
塩基修飾
　塩基修飾は、骨格および糖に対する修飾よりも一般的ではない。０．３－６に示す修飾
の全てが、ヌクレアーゼに対してｓｉＲＮＡを安定化させ、活性に対してほとんど効果が
ないようである（Ｚｈａｎｇ，Ｈ．Ｙ．，Ｄｕ，Ｑ．，Ｗａｈｌｅｓｔｅｄｔ，Ｃ，Ｌｉ
ａｎｇ，Ｚ．２００６．ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｗｉｔｈ　ｃｈｅｍｉｃａ
ｌｌｙ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｓｉＲＮＡ．Ｃｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　６：８
９３－９００）。
【０１９７】
　したがって、オリゴヌクレオチドは、ヌクレオ塩基（当該技術分野では単に「塩基」と
表されることが多い）の修飾または置換も含み得る。本明細書中で使用されるとき、「未
修飾の」または「天然の」ヌクレオ塩基は、プリン塩基であるアデニン（Ａ）およびグア
ニン（Ｇ）ならびにピリミジン塩基であるチミン（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塩基としては、他の合成および天然のヌクレオ塩基（
例えば、５－メチルシトシン（５－ｍｅ－Ｃまたはｍ５ｃ）、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（プソイドウラシル）、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－ブロモ、５－トリフルオロメチルおよ
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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－デアザアデニンが挙げられる。
【０１９８】
　特定のヌクレオ塩基は、本発明のオリゴマー化合物（５－置換ピリミジン、６－アザピ
リミジンならびにＮ－２、Ｎ－６およびＯ－６置換プリン（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）を含む）の結合親和性
を増加させるのに特に有用である。５－メチルシトシン置換は、核酸二重鎖の安定性を０
．６～１．２℃増加させることが示されている（Ｓａｎｇｈｖｉ，Ｙ．Ｓ．，Ｃｒｏｏｋ
ｅ，Ｓ．Ｔ．　ａｎｄ　Ｌｅｂｌｅｕ，Ｂ．，編，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　１９９３，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒ
ａｔｏｎ，ｐａｇｅｓ　２７６－２７８）。これらは、特定の実施形態では、２’－Ｏ－
メトキシエチル糖修飾と組み合わせ得る。これらの修飾されたヌクレオ塩基ならびに他の
修飾されたヌクレオ塩基の特定のものの調製を教示する米国特許としては、上で述べた米
国特許第３，６８７，８０８号ならびに米国特許第４，８４５，２０５号；同第５，１３
０，３０２号；同第５，１３４，０６６号；同第５，１７５，２７３号；同第５，３６７
，０６６号；同第５，４３２，２７２号；同第５，４５７，１８７号；同第５，４５９，
２５５号；同第５，４８４，９０８号；同第５，５０２，１７７号；同第５，５２５，７
１１号；同第５，５５２，５４０号；同第５，５８７，４６９号；同第５，５９４，１２
１，５，５９６，０９１号；同第５，６１４，６１７号；および同第５，６８１，９４１
号が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９９】
糖修飾
　糖基におけるほとんどの修飾は、好都合に化学的に反応性の部位を提供する、ＲＮＡ糖
環の２’－ＯＨにおいて生じる。（Ｍａｎｏｈａｒａｎ，Ｍ．２００４．ＲＮＡ　ｉｎｔ
ｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｓｍａｌｌ　
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡｓ．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　８：５
７０－９；Ｚｈａｎｇ，Ｈ．Ｙ．，Ｄｕ，Ｑ．，Ｗａｈｌｅｓｔｅｄｔ，Ｃ，Ｌｉａｎｇ
，Ｚ．２００６．ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｗｉｔｈ　ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ
　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｓｉＲＮＡ．Ｃｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　６：８９３－
９００）。２’－Ｆおよび２’－ＯＭＥ（０．７および８）が、一般的であり、その両方
が、安定性を高め、２’－ＯＭＥ修飾は、１本の鎖あたり４ヌクレオチド未満に制限され
る限り、活性を低下させない（Ｈｏｌｅｎ，Ｔ．，Ａｍａｒｚｇｕｉｏｕｉ，Ｍ．，Ｂａ
ｂａｉｅ，Ｅ．，Ｐｒｙｄｚ，Ｈ．２００３．Ｓｉｍｉｌａｒ　ｂｅｈａｖｉｏｕｒ　ｏ
ｆ　ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄ　ａｎｄ　ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄ　ｓｉＲＮＡｓ
　ｓｕｇｇｅｓｔｓ　ｔｈｅｙ　ａｃｔ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａ　ｃｏｍｍｏｎ　ＲＮＡｉ
　ｐａｔｈｗａｙ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　３１：２４０１－７）。修飾
塩基がその分子の中央領域に限定されるとき、２’－Ｏ－ＭＯＥ（０．９）は、ｓｉＲＮ
Ａにおいて最も有効である（Ｐｒａｋａｓｈ，Ｔ．Ｐ．，Ａｌｌｅｒｓｏｎ，Ｃ．Ｒ．，
Ｄａｎｄｅ，Ｐ．，Ｖｉｃｋｅｒｓ，Ｔ．Ａ．，Ｓｉｏｕｆｉ，Ｎ．，Ｊａｒｒｅｓ，Ｒ
．，Ｂａｋｅｒ，Ｂ．Ｆ．，Ｓｗａｙｚｅ，Ｅ．Ｅ．，Ｇｒｉｆｆｅｙ，Ｒ．Ｈ．，Ｂｈ
ａｔ，Ｂ．２００５．Ｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ｓｈｏｒｔ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ＲＮＡ　
ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ．Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　４
８：４２４７－５３）。活性を失わせることなくｓｉＲＮＡを安定化させることが見出さ
れている他の修飾を、０．１０－１４に示す。
【０２００】
　修飾オリゴヌクレオチドは、１つ以上の置換された糖部分も含み得る。例えば、本発明
は、以下のうちの１つを２’位に含むオリゴヌクレオチドを含む：ＯＨ；Ｆ；Ｏ－、Ｓ－
もしくはＮ－アルキル、Ｏ－アルキル－Ｏ－アルキル、Ｏ－、Ｓ－もしくはＮ－アルケニ
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ル、またはＯ－、Ｓ－もしくはＮ－アルキニル（ここで、このアルキル、アルケニルおよ
びアルキニルは、置換または非置換のＣ１－Ｃ１０アルキルまたはＣ２－Ｃ１０アルケニ
ルおよびアルキニルであり得る）。Ｏ［（ＣＨ２）ｎＯ］ｍＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＯＣ
Ｈ３、Ｏ（ＣＨ２）２ＯＮ（ＣＨ３）２、Ｏ（ＣＨ２）ｎＮＨ２、Ｏ（ＣＨ２）ｎＣＨ３

、Ｏ（ＣＨ２）ｎＯＮＨ２およびＯ（ＣＨ２）ｎＯＮ［（ＣＨ２）ｎＣＨ３）］２（ここ
で、ｎおよびｍは１～約１０である）が特に好ましい。他の好ましいオリゴヌクレオチド
は、以下のもののうちの１つを２’位に含む：Ｃ１－Ｃ１０低級アルキル、置換低級アル
キル、アルカリール、アラルキル、Ｏ－アルカリールまたはＯ－アラルキル、ＳＨ、ＳＣ
Ｈ３、ＯＣＮ、Ｃｌ、Ｂｒ、ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮ
Ｏ２、ＮＯ２、Ｎ３、ＮＨ２、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカリール、アミ
ノアルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換シリル、ＲＮＡ切断基、レポーター基、イ
ンターカレーター、オリゴヌクレオチドの薬物動態学的特性を改善するための基またはオ
リゴヌクレオチドの薬力学的特性を改善するための基および同様の特性を有する他の置換
基。１つの修飾としては、２’－メトキシエトキシ（２’－Ｏ－（２－メトキシエチル）
または２’－ＭＯＥとしても知られる２’－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３）（Ｍａｒｔｉｎ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　１９９５，７８，４８６－５０４）、
すなわち、アルコキシアルコキシ基が挙げられる。他の修飾としては、２’－ジメチルア
ミノオキシエトキシ、すなわち、２’－ＤＭＡＯＥとしても知られるＯ（ＣＨ２）２ＯＮ
（ＣＨ３）２基、および２’－ジメチルアミノエトキシエトキシ（２’－ＤＭＡＥＯＥ）
が挙げられる。
【０２０１】
　修飾が、オリゴヌクレオチド上の他の位置、特に、３’末端ヌクレオチド上または２’
－５’結合したオリゴヌクレオチド上の糖の３’位および５’末端ヌクレオチドの５’位
においても行われ得る。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
ブチル部分などの糖模倣物も有し得る。このような修飾された糖構造の調製を教示する代
表的な米国特許としては、米国特許第４，９８１，９５７号：同第５，１１８，８００号
：同第５，３１９，０８０号：同第５，３５９，０４４号：同第５，３９３，８７８号：
同第５，４４６，１３７号：同第５，４６６，７８６号：同第５，５１４，７８５号：同
第５，５１９，１３４号：同第５，５６７，８１１号：同第５，５７６，４２７号：同第
５，５９１，７２２号：同第５，５９７，９０９号：同第５，６１０，３００号：同第５
，６２７，０５３号：同第５，６３９，８７３号：同第５，６４６，２６５号：同第５，
６５８，８７３号：同第５，６７０，６３３号：および同第５，７００，９２０号が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【０２０２】
　他の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とヌクレオシド間結合
の両方（すなわち、骨格）は、新規の基で置換されるが、塩基単位は、適切な核酸標的化
合物とのハイブリダイゼーションのために維持される。１つのこのようなオリゴマー化合
物である、優れたハイブリダイゼーション特性を有することが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）と呼ばれる。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、特に、アミノエチルグリシン骨格で置換され
る。ヌクレオ塩基は保持され、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化合物の生成を教示する代表的な米国特許としては、米国特許第５，５
３９，０８２号；同第５，７１４，３３１号；および同第５，７１９，２６２号が挙げら
れるが、これらに限定されない。ＰＮＡ化合物のさらなる教示は、Ｎｉｅｌｓｅｎら（Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ，１９９１，２５４，１４９７－１５００）に見られる。
【０２０３】
　本発明の特定の実施形態は、ホスホロチオアート骨格を有するオリゴヌクレオチドなら
びにヘテロ原子骨格、特に、上で参照された米国特許第５，４８９，６７７号の－ＣＨ２

－ＮＨ－Ｏ－ＣＨ２－、－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－Ｏ－ＣＨ２－（メチレン（メチルイミ
ノ）またはＭＭＩ骨格と称される）、－ＣＨ２－Ｏ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－、－ＣＨ２
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－Ｎ（ＣＨ２）－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－および－Ｏ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－ＣＨ２－
（ここで、天然のホスホジエステル骨格は、－Ｏ－Ｐ－Ｏ－ＣＨ２－と表現される）およ
び上で参照された米国特許第５，６０２，２４０号アミド骨格を有するオリゴヌクレオシ
ドである。上で参照された米国特許第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も好ましい。
【０２０４】
　糖基は、リボース中の対応する炭素の立体化学的配置とは反対の立体化学的配置を有す
る１つ以上の炭素を含むこともできる。したがって、オリゴヌクレオチドは、糖として、
例えば、アラビノースを含むヌクレオチドを含むことができる。モノマーは、糖の１’位
にα結合（例えば、α－ヌクレオシド）を有することができる。オリゴヌクレオチドは、
Ｃ－１’にヌクレオ塩基を欠く「無塩基」糖を含むこともできる。これらの無塩基糖は、
１つ以上の構成成分の糖原子にさらに修飾を含むこともできる。オリゴヌクレオチドは、
Ｌ型である１つ以上の糖（例えば、Ｌ－ヌクレオシド）を含むこともできる。
【０２０５】
キメラオリゴヌクレオチド
　所与の化合物における全ての位置が均一に修飾される必要はなく、実際に、上述の修飾
のうちの２つ以上が、１つの化合物、またはオリゴヌクレオチド内の１つのヌクレオシド
にさえ組み込まれ得る。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。「キメラオリゴヌクレオチド」または「キメラ」は、本発明との関連
において、各々が少なくとも１つのヌクレオチドで構成されている２つ以上の化学的に異
なる領域を含む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、通常、１つ
以上の有利な特性（例えば、高いヌクレアーゼ耐性、細胞への高い取り込み、ＲＮＡ標的
に対する高い結合親和性）を付与する修飾ヌクレオチドの少なくとも１つの領域、および
ＲＮａｓｅＨ切断に対する基質である領域を含む。
【０２０６】
　一実施形態では、キメラオリゴヌクレオチドは、標的結合親和性を増加させるために修
飾された少なくとも１つの領域を含む。その標的に対するオリゴヌクレオチドの親和性は
、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通例の通りに決定される。
Ｔｍが高いほど、標的に対するオリゴヌクレオチドの親和性が高い。一実施形態では、標
的ｍＲＮＡ結合親和性を増加させるために修飾されたオリゴヌクレオチドの領域は、糖の
２’位において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。このような修飾は、オリゴヌクレオチドに通例の通りに組み込まれ、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。このような高
い親和性の効果は、標的遺伝子発現のオリゴヌクレオチド阻害を大いに高めることになる
。
【０２０７】
　別の実施形態では、キメラオリゴヌクレオチドは、ＲＮアーゼＨに対する基質として作
用する領域を含む。当然、オリゴヌクレオチドが、本明細書に記載の様々な修飾の任意の
組合せを含み得ることが理解される。
【０２０８】
　本発明のオリゴヌクレオチドの別の修飾は、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分布もし
くは細胞取込みを高める、１つ以上の部分またはコンジュゲートをオリゴヌクレオチドに
化学的に結合させることを含む。このようなコンジュゲートおよびそれを調製する方法は
、当該技術分野で公知である。
【０２０９】
　治療効力などのインビボでの有用性について、合理的な経験則は、チオ化されたバージ
ョンの配列が遊離形態で働く場合、任意の化学成分の、同じ配列の封入された粒子も有効
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であるということを当業者は理解するだろう。封入された粒子は、アンチセンス治療に別
段応答性であることが知られていない状態およびモデルにおいて有効性を示す、より広範
囲のインビボ有用性も有し得る。本発明を適用することにより、現在アンチセンス治療に
応答する古いモデルを見出し得ることを当業者は知っている。さらに、当業者は、本発明
を使用することにより、見捨てられたアンチセンス配列または化学成分を再考し、効力を
見出し得る。
【０２１０】
　本発明に従って使用されるオリゴヌクレオチドは、周知の固相合成技術によって、好都
合にかつ通例の通りに、作製され得る。このような合成のための装置は、Ａｐｐｌｉｅｄ
　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓを含むいくつかのベンダーによって販売されている。このような
合成のための任意の他の手段も使用され得る。オリゴヌクレオチドの実際の合成は、十分
に、業務従事者の能力の範囲内である。ホスホロチオアートおよびアルキル化された誘導
体などの他のオリゴヌクレオチドを調製するために同様の技術を使用することも周知であ
る。
【０２１１】
免疫刺激性オリゴヌクレオチド
　本発明の脂質粒子と会合する核酸は、免疫刺激性であってもよく、これには、対象（哺
乳動物であっても、または他の患者であってもよい）に投与されたときに、免疫応答を誘
導することができる免疫刺激性オリゴヌクレオチド（ＩＳＳ；一本鎖または二本鎖）が含
まれる。ＩＳＳには、例えば、ヘアピン二次構造を生じさせる特定のパリンドロム（Ｙａ
ｍａｍｏｔｏ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：４０７２－
４０７６参照）、またはＣｐＧモチーフ、および他の既知のＩＳＳ特徴（例えば、多重Ｇ
ドメイン、国際公開第９６／１１２６６号参照）が含まれる。
【０２１２】
　免疫応答は、先天性免疫応答または適応免疫応答であり得る。免疫系は、より先天性の
免疫系と、脊椎動物の後天性の適応免疫系に分けられ、後者は、液性の細胞成分にさらに
分けられる。特定の実施形態では、免疫応答は、粘膜によるものであってもよい。
【０２１３】
　特定の実施形態では、免疫刺激性核酸は、脂質粒子と組み合わせて投与された場合にの
み免疫刺激性であり、その「遊離形態」で投与された場合には、免疫刺激性ではない。本
発明によれば、このようなオリゴヌクレオチドが免疫刺激性であると考えられる。
【０２１４】
　免疫刺激性核酸は、免疫応答を誘発するために標的ポリヌクレオチドに特異的に結合し
、その発現を低下させる必要がない場合には、配列非特異的であるとみなされる。したが
って、特定の免疫刺激性核酸は、天然に存在する遺伝子またはｍＲＮＡの領域に対応する
配列を含み得るが、それでも配列非特異的な免疫刺激性核酸とみなされる場合がある。
【０２１５】
　一実施形態では、免疫刺激性核酸またはオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つのＣｐ
Ｇジヌクレオチドを含む。オリゴヌクレオチドまたはＣｐＧジヌクレオチドは、メチル化
されていなくても、メチル化されていてもよい。別の実施形態では、免疫刺激性核酸は、
メチル化シトシンを有する少なくとも１つのＣｐＧジヌクレオチドを含む。一実施形態で
は、核酸は、単一のＣｐＧジヌクレオチドを含み、その場合、ＣｐＧジヌクレオチド中の
シトシンはメチル化されている。特定の実施形態では、核酸は、５’ＴＡＡＣＧＴＴＧＡ
ＧＧＧＧＣＡＴ　３’という配列を含む。代わりの実施形態では、核酸は、少なくとも２
つのＣｐＧジヌクレオチドを含み、その場合、このＣｐＧジヌクレオチド中の少なくとも
１つのシトシンはメチル化されている。さらなる実施形態では、配列中に存在するＣｐＧ
ジヌクレオチド中の各々のシトシンはメチル化されている。別の実施形態では、核酸は、
複数のＣｐＧジヌクレオチドを含み、その場合、ＣｐＧジヌクレオチドのうちの少なくと
も１つは、メチル化シトシンを含む。
【０２１６】
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　特定の一実施形態では、核酸は、５’ＴＴＣＣＡＴＧＡＣＧＴＴＣＣＴＧＡＣＧＴ　３
’という配列を含む。別の特定の実施形態では、核酸配列は、５’ＴＣＣＡＴＧＡＣＧＴ
ＴＣＣＴＧＡＣＧＴ　３’という配列を含み、その場合、太字で示した２つのシトシンは
メチル化されている。特定の実施形態では、ＯＤＮは、以下に示すような、ＯＤＮ　＃１
、ＯＤＮ　＃２、ＯＤＮ　＃３、ＯＤＮ　＃４、ＯＤＮ　＃５、ＯＤＮ　＃６、ＯＤＮ　
＃７、ＯＤＮ　＃８、およびＯＤＮ　＃９からなるＯＤＮの群から選択される。
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【表３】

　「Ｚ」はメチル化シトシン残基を表す。ＯＤＮ　１４は１５ｍｅｒのオリゴヌクレオチ
ドであり、ＯＤＮ　１は、ＯＤＮ　１を１６ｍｅｒにするチミジンが５’末端に付加され
た同じオリゴヌクレオチドである。ＯＤＮ　１４とＯＤＮ　１の間に生物学的活性の差は
検出されておらず、両者ともよく似た免疫刺激活性を示す（Ｍｕｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０
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０１）。
【０２１７】
　本発明の組成物および方法での使用に好適なオリゴヌクレオチド（ＯＤＮ）のさらなる
特定の核酸配列は、Ｒａｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，２９８：１
１８５－１１９２（２００１）に記載されている。特定の実施形態では、本発明の組成物
および方法で使用されるＯＤＮは、ホスホジエステル（「ＰＯ」）骨格もしくはホスホロ
チオアート（「ＰＳ」）骨格、および／またはＣｐＧモチーフ中の少なくとも１つのメチ
ル化シトシン残基を有する。
【０２１８】
デコイオリゴヌクレオチド
　転写因子は、周囲のゲノムＤＮＡがない場合でも、それらの比較的短い結合配列を認識
することができるので、特定の転写因子のコンセンサス結合配列を持つ短いオリゴヌクレ
オチドを、生きた細胞における遺伝子発現を操作するための道具として使用することがで
きる。この戦略では、このような「デコイオリゴヌクレオチド」が細胞内に送達され、そ
の後、標的因子によって認識および結合されることが必要になる。デコイによって転写因
子のＤＮＡ結合部位が占められると、転写因子が後に標的遺伝子のプロモーター領域に結
合することができなくなる。デコイは、転写因子によって活性化される遺伝子の発現を阻
害するために、または転写因子の結合によって抑制される遺伝子を上方調節するために、
治療剤として使用することができる。デコイオリゴヌクレオチドの利用例は、Ｍａｎｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，２０００，１０６：１０７１－１０７５
に見出すことができ、これは、その全体が参照により本明細書に明示的に組み込まれる。
【０２１９】
スーパーｍｉｒ（Ｓｕｐｅｒｍｉｒ）
　スーパーｍｉｒは、ｍｉＲＮＡと実質的に同一であり、かつその標的に対してアンチセ
ンスとなる、ヌクレオチド配列を有する、リボ核酸（ＲＮＡ）もしくはデオキシリボ核酸
（ＤＮＡ）もしくは両方またはそれらの修飾物の一本鎖、二本鎖または部分的二本鎖オリ
ゴマーまたはポリマーを指す。この用語には、天然に存在するヌクレオ塩基、糖および共
有結合的ヌクレオシド間（骨格）結合から構成されるものであって、同様に機能する少な
くとも１つの天然には存在しない部分を含む、オリゴヌクレオチドが含まれる。例えば、
細胞取込みの増強、核酸標的に対する親和性の増強およびヌクレアーゼ存在下での安定性
の増大などの望ましい特性のために、このような修飾または置換オリゴヌクレオチドが天
然の形態よりも好ましい。好ましい実施形態では、スーパーｍｉｒはセンス鎖を含まず、
別の好ましい実施形態では、スーパーｍｉｒは、それほど大きく自己ハイブリダイズしな
い。本発明で取り上げられるスーパーｍｉｒは二次構造を有することができるが、生理的
条件下では実質的に一本鎖である。実質的に一本鎖のスーパーｍｉｒは、スーパーｍｉｒ
の約５０％未満（例えば、約４０％未満、３０％未満、２０％未満、１０％未満、または
５％未満）がそれ自体と二重鎖を形成する程度に一本鎖である。スーパーｍｉｒはヘアピ
ン部分を含むことができ、例えば、好ましくは３’末端の配列が自己ハイブリダイズし、
二重鎖領域、例えば、少なくとも１、２、３、または４および好ましくは８、７、６、ま
たはｎヌクレオチド未満（例えば、５ヌクレオチド）の二重鎖領域を形成することができ
る。二重鎖を形成した領域は、リンカー、例えば、ヌクレオチドリンカー（例えば、３、
４、５、または６つのｄＴ、例えば、修飾ｄＴ）によって接続することができる。別の実
施形態では、スーパーｍｉｒは、例えば、スーパーｍｉｒの３’末端と５’末端のうちの
一方もしくは両方において、またはスーパーｍｉｒの一方の末端と非末端もしくは中央に
おいて、例えば、５、６、７、８、９、または１０ヌクレオチド長のより短いオリゴと二
重鎖を形成する。
【０２２０】
ｍｉＲＮＡ模倣体
　ｍｉＲＮＡ模倣体は、１つ以上のｍｉＲＮＡの遺伝子サイレンシング能を模倣するため
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に使用することができる一群の分子を表す。したがって、「マイクロＲＮＡ模倣体」とい
う用語は、ＲＮＡｉ経路に侵入し、遺伝子発現を調節することができる合成非コードＲＮ
Ａを指す（すなわち、ｍｉＲＮＡは、内在性ｍｉＲＮＡの源からの精製によって得られな
い）。ｍｉＲＮＡ模倣体は、成熟分子（例えば、一本鎖）または模倣体前駆体（例えば、
プリ－もしくはプレ－ｍｉＲＮＡ）として設計することができる。ｍｉＲＮＡ模倣体は、
限定するものではないが、ＲＮＡ、修飾ＲＮＡ、ＤＮＡ、修飾ＤＮＡ、ロックされた核酸
、もしくは２’－Ｏ，４’－Ｃ－エチレン架橋核酸（ＥＮＡ）、または上記の任意の組合
せ（ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドを含む）を含むオリゴヌクレオチドを含む核酸（修飾ま
たは修飾核酸）から構成され得る。さらに、ｍｉＲＮＡ模倣体は、送達、細胞内区画化、
安定性、特異性、官能性、鎖の用法、および／または効力に影響を及ぼし得るコンジュゲ
ートを含むことができる。ある設計では、ｍｉＲＮＡ模倣体は、（例えば、約１６～約３
１ヌクレオチド長の二重鎖領域を有する）二本鎖分子であり、かつ所与のｍｉＲＮＡの成
熟鎖との同一性を有する１つ以上の配列を含む。修飾は、分子の一方または両方の鎖上の
２’修飾（２’－Ｏメチル修飾および２’Ｆ修飾を含む）ならびに核酸の安定性および／
または特異性を高めるヌクレオチド間修飾（例えば、オスホロチオアート修飾）を含むこ
とができる。さらに、ｍｉＲＮＡ模倣体は突出を含むことができる。突出は、どちらかの
鎖の３’末端または５’末端のどちらかにある１～６個のヌクレオチドからなることがで
き、かつ安定性または官能性を高めるように修飾することができる。一実施形態では、ｍ
ｉＲＮＡ模倣体は、１６～３１ヌクレオチドの二重鎖領域と、以下の化学的修飾パターン
のうちの１つまたは複数を含む。すなわち、センス鎖は、（センスオリゴヌクレオチドの
５’末端から数えて）ヌクレオチド１および２と、ＣおよびＵの全ての、２’－Ｏ－メチ
ル修飾を含み、アンチセンス鎖修飾は、ＣおよびＵの全ての２’Ｆ修飾と、オリゴヌクレ
オチドの５’末端のリン酸化と、３’突出の２ヌクレオチドと関連する安定化したヌクレ
オチド間結合とを含むことができる。
【０２２１】
アンチｍｉｒ（Ａｎｔｉｍｉｒ）またはｍｉＲＮＡ阻害因子
　「アンチｍｉｒ」、「マイクロＲＮＡ阻害因子」、「ｍｉＲ阻害因子」、または「阻害
因子」という用語は同義的であり、特定のｍｉＲＮＡの能力に干渉するオリゴヌクレオチ
ドまたは修飾オリゴヌクレオチドを指す。一般に、阻害因子は、本質的に核酸または修飾
核酸であり、これには、ＲＮＡ、修飾ＲＮＡ、ＤＮＡ、修飾ＤＮＡ、ロックされた核酸（
ＬＮＡ）、または上記の任意の組合せを含むオリゴヌクレオチドが含まれる。修飾には、
送達、安定性、特異性、細胞内区画化、または効力に影響を及ぼし得る２’修飾（２’－
Ｏアルキル修飾および２’Ｆ修飾を含む）ならびにヌクレオチド間修飾（例えば、ホスホ
ロチオアート修飾）が含まれる。さらに、ｍｉＲＮＡ阻害因子は、送達、細胞内区画化、
安定性、および／または効力に影響を及ぼし得るコンジュゲートを含むことができる。阻
害因子は、一本鎖、二本鎖（ＲＮＡ／ＲＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖）、およびヘア
ピン設計をはじめとする種々の形状を取ることができ、一般に、マイクロＲＮＡ阻害因子
は、標的とされるｍｉＲＮＡの成熟鎖（または複数の鎖）と相補的または部分的に相補的
な１つ以上の配列または配列の部分を含み、さらに、ｍｉＲＮＡ阻害因子は、成熟ｍｉＲ
ＮＡの逆相補体である配列の５’および３’にある追加の配列も含み得る。追加の配列は
、成熟ｍｉＲＮＡが由来するプリ－ｍｉＲＮＡ中の成熟ｍｉＲＮＡに隣接する配列の逆相
補体であってもよく、または追加の配列は、（Ａ、Ｇ、Ｃ、またはＵの混合物を有する）
任意の配列であってもよい。いくつかの実施形態では、追加の配列の一方または両方は、
ヘアピンを形成することができる任意の配列である。したがって、いくつかの実施形態で
は、ｍｉＲＮＡの逆相補体である配列は、５’側と３’側にヘアピン構造が隣接している
。マイクロＲＮＡ阻害因子は、二本鎖を形成したときに、反対鎖のヌクレオチドとの間に
ミスマッチを含み得る。さらに、マイクロＲＮＡ阻害因子を、阻害因子の細胞への取込み
を促進するために、コンジュゲート部分に結合させてもよい。例えば、マイクロＲＮＡ阻
害因子を、マイクロＲＮＡ阻害因子の細胞への受動的な取込みを可能にするコレステリル
５－（ビス（４－メトキシフェニル）（フェニル）メトキシ）－３ヒドロキシペンチルカ
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ルバマート）に結合させてもよい。ヘアピンｍｉＲＮＡ阻害因子をはじめとするマイクロ
ＲＮＡ阻害因子は、Ｖｅｒｍｅｕｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｄｏｕｂｌｅ－Ｓｔｒａｎｄ
ｅｄ　Ｒｅｇｉｏｎｓ　Ａｒｅ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎ
ｔｓ　Ｏｆ　Ｐｏｔｅｎｔ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　ＲＩＳＣ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
”，　ＲＮＡ　１３：７２３－７３０（２００７）ならびに国際公開第２００７／０９５
３８７号および国際公開第２００８／０３６８２５号に詳細に記載されており、これらは
各々、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。当業者は、所望のｍｉＲＮＡのデ
ータベースから配列を選択し、本明細書に開示されている方法に有用な阻害因子を設計す
ることができる。
【０２２２】
Ｕ１アダプター
　Ｕ１アダプターはポリＡ部位を阻害し、標的遺伝子の末端エキソン中の部位に相補的な
標的ドメインとＵ１　ｓｎＲＮＰの核内低分子ＲＮＡ構成要素Ｕ１に結合する「Ｕ１ドメ
イン」とを有する二官能性オリゴヌクレオチドである（Ｇｏｒａｃｚｎｉａｋ，ｅｔ　ａ
ｌ．，２００８，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２７（３），２５７－２
６３、これは、その全体が参照により本明細書に明示的に組み込まれる）。Ｕ１　ｓｎＲ
ＮＰは、プレ－ｍＲＮＡエキソン－イントロン境界への結合によってスプライソソーム形
成の初期段階を指示するように主に機能するリボヌクレオタンパク質複合体である（Ｂｒ
ｏｗｎ　ａｎｄ　Ｓｉｍｐｓｏｎ，１９９８，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓ
ｉｏｌ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　４９：７７－９５）。Ｕ１　ｓｎＲＮＡ塩基対
の５’末端のヌクレオチド２～１１は、プレｍＲＮＡの５’ｓｓと結合する。一実施形態
では、本発明のオリゴヌクレオチドはＵ１アダプターである。一実施形態では、Ｕ１アダ
プターは、少なくとも１つの他のｉＲＮＡ剤と組み合わせて投与することができる。
【０２２３】
オリゴヌクレオチド修飾
　未修飾のオリゴヌクレオチドは、いくつかの用途では最適とは言えない場合があり、例
えば、未修飾のオリゴヌクレオチドが、例えば、細胞ヌクレアーゼによる分解を受けやす
い可能性がある。ヌクレアーゼは、核酸のホスホジエステル結合を加水分解することがで
きる。しかしながら、オリゴヌクレオチドの化学修飾は、改善された特性を付与すること
ができ、例えば、ヌクレアーゼに対してオリゴヌクレオチドをより安定にすることができ
る。
【０２２４】
　オリゴヌクレオチドはサブユニットまたはモノマーのポリマーであるので、以下に記載
される修飾の多く（例えば、塩基、糖、リン酸部分、またはリン酸部分の非架橋酸素の修
飾）は、オリゴヌクレオチド内で繰り返される位置で生じる。所与のオリゴヌクレオチド
中の全ての位置が均一に修飾される必要はなく、実際には、前述の修飾の２つ以上が単一
のオリゴヌクレオチド、またはさらにはオリゴヌクレオチド内の単一のヌクレオシドに組
み込まれてもよい。
【０２２５】
　修飾がオリゴヌクレオチド中の対象位置の全てで生じる場合もあるが、多くの場合、そ
して実際のところ、そうではない。例として、修飾は、３’末端位置または５’末端位置
でのみで生じてもよく、内部領域でのみ生じてもよく、末端領域で、例えば、末端ヌクレ
オチド上の位置でまたはオリゴヌクレオチドの最後の２、３、４、５、もしくは１０ヌク
レオチドでのみ生じてもよい。修飾は、二本鎖領域、一本鎖領域、またはその両方で生じ
てもよい。
【０２２６】
　修飾は、二本鎖オリゴヌクレオチドの二本鎖領域でのみ生じてもよいし、または二本鎖
オリゴヌクレオチドの一本鎖領域でのみ生じてもよい。例えば、非架橋酸素位置でのホス
ホロチオアート修飾は、一方もしくは両方の末端で生じてもよいし、末端領域で、例えば
、末端ヌクレオチド上の位置でもしくは鎖の最後の２、３、４、５、もしくは１０ヌクレ
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オチドでのみ生じてもよいし、または二本鎖領域と一本鎖領域において、特に末端で生じ
てもよい。５’末端をリン酸化することができる。
【０２２７】
　本明細書に記載の修飾は、唯一の修飾、もしくは多数のヌクレオチド上に含まれる唯一
のタイプの修飾であってもよく、または修飾を本明細書に記載の１つ以上の他の修飾と組
み合わせることができる。本明細書に記載の修飾をオリゴヌクレオチド上に組み合わせる
こともでき、例えば、オリゴヌクレオチドの異なるヌクレオチドは、本明細書に記載の異
なる修飾を有する。
【０２２８】
　いくつかの実施形態では、例えば、安定性を高めるために、突出に特定のヌクレオ塩基
を含めるか、または一本鎖突出（例えば、５’突出もしくは３’突出、もしくはその両方
）に修飾ヌクレオチドもしくはヌクレオチド代用物を含めることが特に好ましい。例えば
、突出にプリンヌクレオチドを含めることが望ましいことがある。いくつかの実施形態で
は、３’突出または５’突出中の塩基の全てまたはいくつかを、例えば、本明細書に記載
の修飾を用いて、修飾する。修飾としては、例えば、リボース糖の２’ＯＨ基での修飾の
使用、例えば、リボヌクレオチドの代わりとしてのデオキシリボヌクレオチド（例えば、
デオキシチミジン）の使用、およびリン酸基での修飾（例えば、ホスホロチオアート修飾
）を挙げることができる。突出が標的配列と相同である必要はない。
【０２２９】
　具体的な修飾を以下に詳細に議論する。
【０２３０】
リン酸基
　リン酸基は、負に荷電した種である。電荷は、２つの非架橋酸素原子に均等に分布して
いる。しかしながら、リン酸基は、酸素原子の１つを異なる置換基で置換することによっ
て修飾することができる。ＲＮＡリン酸骨格に対するこの修飾の１つの結果は、ヌクレア
ーゼ分解に対するオリゴリボヌクレオチドの耐性の増大であり得る。したがって、理論に
束縛されることを望まないが、いくつかの実施形態では、非荷電リンカーかまたは非対称
の電荷分布を有する荷電リンカーのいずれかを生じさせる改変を導入することが望ましい
可能性がある。
【０２３１】
　修飾リン酸基の例としては、ホスホロチオアート、ホスホロセレナート、ボラノホスフ
ァート、ボラノホスファートエステル、水素ホスホナート、ホスホロアミダート、アルキ
ルホスホナートまたはアリールホスホナートおよびホスホトリエステルが挙げられる。特
定の実施形態では、リン酸骨格部分における非架橋リン酸酸素原子の１つは、以下のいず
れか：Ｓ、Ｓｅ、ＢＲ３（Ｒは、水素、アルキル、アリールである）、Ｃ（すなわち、ア
ルキル基、アリール基など）、Ｈ、ＮＲ２（Ｒは、水素、アルキル、アリールである）、
またはＯＲ（Ｒは、アルキルもしくはアリールである）に置き換えることができる。未修
飾のリン酸基におけるリン原子はアキラルである。しかしながら、非架橋酸素の１つを上
記の原子または原子団の１つと置き換えることにより、リン原子はキラルになる。すなわ
ち、このように修飾されたリン酸基におけるリン原子は立体中心となる。ステレオジェニ
ックなリン原子は、「Ｒ」形状（本明細書ではＲｐ）かまたは「Ｓ」形状（本明細書では
Ｓｐ）かのいずれかを有することができる。
【０２３２】
　ホスホロジチオアートは、両方の非架橋酸素が硫黄に置換されている。ホスホロジチオ
アートにおけるリン中心はアキラルであり、アキラルはオリゴリボヌクレオチドのジアス
テレオマーの形成を妨害する。したがって、理論に束縛されることを望まないが、不斉中
心を消失させる両方の非架橋酸素に対する修飾（例えば、ホスホロジチオアート形成）は
、ジアステレオマー混合物を生じることができないという点で望ましい場合がある。した
がって、非架橋酸素は、独立に、Ｓ、Ｓｅ、Ｂ、Ｃ、Ｈ、Ｎ、またはＯＲ（Ｒは、アルキ
ルもしくはアリールである）のいずれか１つであることができる。
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【０２３３】
　リン酸リンカーは、架橋酸素（すなわち、ホスファートをヌクレオシドに結合させる酸
素）を、窒素（架橋ホスホロアミダート）、硫黄（架橋ホスホロチオアート）、および炭
素（架橋メチレンホスホナート）と置換することによって修飾することもできる。置換は
、どちらかの結合酸素または両方の結合酸素で生じることができる。架橋酸素が、ヌクレ
オシドの３’酸素である場合、炭素と置換することが好ましい。架橋酸素が、ヌクレオシ
ドの５　’酸素である場合、窒素と置換することが好ましい。
【０２３４】
リン酸基の置換
　リン酸基は、リン以外のものを含有する接続部に置換することができる。理論によって
束縛されることを望まないが、荷電したホスホジエステル基はヌクレアーゼ分解における
反応中心なので、これを中性の構造模倣体で置換することは、ヌクレアーゼ安定性を増強
するはずであると考えられている。再び、理論によって束縛されることを望まないが、い
くつかの実施形態では、荷電したリン酸基が中性部分に置換される改変を導入することが
望ましい可能性がある。
【０２３５】
　リン酸基を置換することができる部分の例としては、メチルホスホナート、ヒドロキシ
ルアミノ、シロキサン、カルボナート、カルボキシメチル、カルバマート、アミド、チオ
エーテル、エチレンオキシドリンカー、スルホナート、スルホンアミド、チオホルムアセ
タール、ホルムアセタール、オキシム、メチレンイミノ、メチレンメチルイミノ、メチレ
ンヒドラゾ、メチレンジメチルヒドラゾ、およびメチレンオキシメチルイミノが挙げられ
る。好ましい置換としては、メチレンカルボニルアミノ基およびメチレンメチルイミノ基
が挙げられる。
【０２３６】
　ホスファートに結合している酸素の少なくとも１つが置換されているかまたはリン酸基
がリン以外の基に置換されている修飾されたホスファート結合は、「非ホスホジエステル
骨格結合」とも表される。
【０２３７】
リボリン酸骨格の置換
　リン酸リンカーおよびリボース糖が、ヌクレアーゼ耐性のヌクレオシドまたはヌクレオ
チドの代用物に置換されているオリゴヌクレオチド模倣スキャフォールドを構築すること
もできる。理論によって束縛されることを望まないが、繰り返し荷電した骨格が存在しな
ければ、ポリアニオンを認識するタンパク質（例えば、ヌクレアーゼ）への結合が減少す
ると考えられている。再び、理論によって束縛されることを望まないが、いくつかの実施
形態では、塩基が中性の代用骨格によって連結される改変を導入することが望ましい可能
性がある。例としては、モルホリノ、シクロブチル、ピロリジンおよびペプチド核酸（Ｐ
ＮＡ）というヌクレオシド代用物が挙げられる。好ましい代用物はＰＮＡ代用物である。
【０２３８】
末端修飾
　オリゴヌクレオチドの３’末端および５’末端を修飾することができる。このような修
飾は、分子の３’末端、５’末端、または両方の末端にあることができる。これらの修飾
は、末端リン酸の全体またはリン酸基の原子の１つもしくは複数の修飾または置換を含む
ことができる。例えば、オリゴヌクレオチドの３’末端および５’末端を、他の機能的分
子実体、例えば、標識部分、例えば、フルオロフォア（例えば、ピレン、ＴＡＭＲＡ、フ
ルオレセイン、Ｃｙ３色素もしくはＣｙ５色素）または保護基（例えば、硫黄、ケイ素、
ホウ素もしくはエステルをベースにしたもの）にコンジュゲートすることができる。機能
的分子実体は、リン酸基および／またはリンカーを介して糖に付着させることができる。
リンカーの末端原子は、リン酸基の結合原子または糖のＣ－３’もしくはＣ－５’のＯ基
、Ｎ基、Ｓ基もしくはＣ基に接続するかまたはこれらに置き換わることできる。あるいは
、リンカーは、ヌクレオチド代用物（例えば、ＰＮＡ）の末端原子に接続するかまたはこ
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れに置き換わることができる。
【０２３９】
　リンカー／リン酸－機能的分子実体－リンカー／リン酸アレイがｄｓＲＮＡの２つの鎖
の間に挿入されている場合、このアレイは、ヘアピン型ＲＮＡ剤におけるヘアピンＲＮＡ
ループの代わりになることができる。
【０２４０】
　活性を調節するために有用な末端修飾としては、リン酸またはリン酸類似体による５’
末端の修飾が挙げられる。例えば、好ましい実施形態では、ｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖
は、５’リン酸化されているか、または５’プライム末端にホスホリル類似体を含む。５
’リン酸修飾としては、ＲＩＳＣ媒介性の遺伝子サイレンシングと適合可能なものが挙げ
られる。好適な修飾としては、５’一リン酸（（ＨＯ）２（Ｏ）Ｐ－Ｏ－５’）；５’二
リン酸（（ＨＯ）２（Ｏ）Ｐ－Ｏ－Ｐ（ＨＯ）（Ｏ）－Ｏ－５’）；５’三リン酸（（Ｈ
Ｏ）２（Ｏ）Ｐ－Ｏ－（ＨＯ）（Ｏ）Ｐ－Ｏ－Ｐ（ＨＯ）（Ｏ）－Ｏ－５’）；５’－グ
アノシンキャップ（７－メチル化または非メチル化）（７ｍ－Ｇ－Ｏ－５’－（ＨＯ）（
Ｏ）Ｐ－Ｏ－（ＨＯ）（Ｏ）Ｐ－Ｏ－Ｐ（ＨＯ）（Ｏ）－Ｏ－５’）；５’－アデノシン
キャップ（Ａｐｐｐ）、および任意の修飾または未修飾ヌクレオチドキャップ構造（Ｎ－
Ｏ－５’－（ＨＯ）（Ｏ）Ｐ－Ｏ－（ＨＯ）（Ｏ）Ｐ－Ｏ－Ｐ（ＨＯ）（Ｏ）－Ｏ－５’
）；５’一チオリン酸（ホスホロチオアート；（ＨＯ）２（Ｓ）Ｐ－Ｏ－５’）；５’一
ジチオリン酸（ホスホロジチオアート；（ＨＯ）（ＨＳ）（Ｓ）Ｐ－Ｏ－５’）、５’－
ホスホロチオラート（（ＨＯ）２（Ｏ）Ｐ－Ｓ－５’）；酸素／硫黄置換一リン酸、二リ
ン酸、および三リン酸の任意のさらなる組合せ（例えば、５’－α－チオ三リン酸、５’
－γ－チオ三リン酸など）、５’－ホスホロアミダート（（ＨＯ）２（Ｏ）Ｐ－ＮＨ－５
’、（ＨＯ）（ＮＨ２）（Ｏ）Ｐ－Ｏ－５’）、５’－アルキルホスホナート（Ｒ＝アル
キル＝メチル、エチル、イソプロピル、プロピルなど、例えば、ＲＰ（ＯＨ）（Ｏ）－Ｏ
－５’、（ＯＨ）２（Ｏ）Ｐ－５’－ＣＨ２－）、５’－アルキルエーテルホスホナート
（Ｒ＝アルキルエーテル＝メトキシメチル（ＭｅＯＣＨ２－）、エトキシメチルなど、例
えば、ＲＰ（ＯＨ）（Ｏ）－Ｏ－５’－）が挙げられる。
【０２４１】
　末端修飾は、分布をモニタニングするためにも有用であり得るが、このような場合、付
加される好ましい基としては、フルオロフォア（例えば、フルオレセイン）またはＡｌｅ
ｘａ色素（例えば、Ａｌｅｘａ　４８８）が挙げられる。末端修飾は、取込みを増強する
ためにも有用であり得るが、このために有用な修飾としてはコレステロールが挙げられる
。末端修飾は、ＲＮＡ剤を別の部分に架橋するためにも有用であり得るが、このための有
用な修飾としてはマイトマイシンＣが挙げられる。
【０２４２】
ヌクレオ塩基
　アデニン、グアニン、シトシンおよびウラシルはＲＮＡに見られる最も一般的な塩基で
ある。これらの塩基は、改善された特性を有するＲＮＡを提供するために修飾または置換
することができる。例えば、ヌクレアーゼ耐性オリゴリボヌクレオチドは、これらの塩基
を用いて、または合成もしくは天然のヌクレオ塩基（例えば、イノシン、チミン、キサン
チン、ヒポキサンチン、ヌブラリン（ｎｕｂｕｌａｒｉｎｅ）、イソグアニシン（ｉｓｏ
ｇｕａｎｉｓｉｎｅ）、もしくはツベルシジン（ｔｕｂｅｒｃｉｄｉｎｅ））および上記
の修飾のいずれか１つを用いて調製することができる。あるいは、上記の塩基、例えば、
本明細書に記載の「異常塩基」、「修飾塩基」、「非天然塩基」および「汎用塩基」のい
ずれかの置換類似体または修飾類似体を利用することができる。例としては、限定するも
のではないが、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、５－
ハロウラシルおよび５－ハロシトシン、５－プロピニルウラシルおよび５－プロピニルシ
トシン、６－アゾウラシル、６－アゾシトシンおよび６－アゾチミン、５－ウラシル（シ
ュードウラシル）、４－チオウラシル、５－ハロウラシル、５－（２－アミノプロピル）
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ウラシル、５－アミノアリルウラシル、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－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、５－置換
ピリミジン、６－アザピリミジンならびにＮ－２置換プリン、Ｎ－６置換プリン、および
Ｏ－６置換プリン（２－アミノプロピルアデニンを含む）、５－プロピニルウラシルおよ
び５－プロピニルシトシン、ジヒドロウラシル、３－デアザ－５－アザシトシン、２－ア
ミノプリン、５－アルキルウラシル、７－アルキルグアニン、５－アルキルシトシン、７
－デアザアデニン、Ｎ６，Ｎ６－ジメチルアデニン、２，６－ジアミノプリン、５－アミ
ノ－アリル－ウラシル、Ｎ３－メチルウラシル、置換１，２，４－トリアゾール、２－ピ
リジノン、５－ニトロインドール、３－ニトロピロール、５－メトキシウラシル、ウラシ
ル－５－オキシ酢酸、５－メトキシカルボニルメチルウラシル、５－メチル－２－チオウ
ラシル、５－メトキシカルボニルメチル－２－チオウラシル、５－メチルアミノメチル－
２－チオウラシル、３－（３－アミノ－３－カルボキシプロピル）ウラシル、３－メチル
シトシン、５－メチルシトシン、Ｎ４－アセチルシトシン、２－チオシトシン、Ｎ６－メ
チルアデニン、Ｎ６－イソペンチルアデニン、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルア
デニン、Ｎ－メチルグアニン、またはＯ－アルキル化塩基が挙げられる。さらなるプリン
またはピリミジンとしては、米国特許第３，６８７，８０８号に開示されているもの、Ｃ
ｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　Ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ａ
ｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，８５８－８５９ページ，Ｋｒｏｓｃｈｗｉｔｚ，Ｊ．Ｉ
．，編．Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９０に開示されているもの、および
Ｅｎｇｌｉｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ，Ｉｎｔｅｒｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９９１，３０，６１３に開示されているものが挙げ
られる。
【０２４３】
カチオン性基
　オリゴヌクレオチドに対する修飾としては、糖、塩基、および／またはホスファートも
しくは修飾リン酸骨格部分のリン原子への１つ以上のカチオン性基の付着を挙げることも
できる。カチオン性基を天然の、異常なまたは普遍的な塩基上の置換可能な任意の原子に
付着させることができる。好まし位置は、ハイブリダイゼーションを妨げない位置、すな
わち、塩基対形成に必要な水素結合相互作用を妨げない位置である。カチオン性基を、例
えば、糖のＣ２’位または環式もしくは非環式糖代用物における類似の位置を介して付着
させることができる。カチオン性基としては、例えば、プロトン化アミノ基、例えば、Ｏ
－アミン（アミン＝ＮＨ２；アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、ヘテロシクリル、アリ
ールアミノ、ジアリールアミノ、ヘテロアリールアミノ、もしくはジヘテロアリールアミ
ノ、エチレンジアミン、ポリアミノ）；アミノアルコキシ、例えば、Ｏ（ＣＨ２）ｎアミ
ン（例えば、アミン＝ＮＨ２；アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、ヘテロシクリル、ア
リールアミノ、ジアリールアミノ、ヘテロアリールアミノ、もしくはジヘテロアリールア
ミノ、エチレンジアミン、ポリアミノ）；アミノ（例えば、ＮＨ２；アルキルアミノ、ジ
アルキルアミノ、ヘテロシクリル、アリールアミノ、ジアリールアミノ、ヘテロアリール
アミノ、ジヘテロアリールアミノ、もしくはアミノ酸）；またはＮＨ（ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ
）ｎＣＨ２ＣＨ２－アミン（アミン＝ＮＨ２；アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、ヘテ
ロシクリル、アリールアミノ、ジアリールアミノ、ヘテロアリールアミノ、もしくはジヘ
テロアリールアミノ）に由来するものを挙げることができる。
【０２４４】
オリゴヌクレオチド内部での配置
　いくつかの修飾が、特定の場所で、例えば、鎖の内部位置で、またはオリゴヌクレオチ
ドの５’末端もしくは３’末端で、オリゴヌクレオチド上に含まれ得ることが好ましい。
オリゴヌクレオチド上の修飾の好ましい場所は薬剤に好ましい特性を付与し得る。例えば
、特定の修飾の好ましい場所は、最適な遺伝子サイレンシング特性、またはエンドヌクレ
アーゼ活性もしくはエキソヌクレアーゼ活性に対する増加した耐性を付与し得る。
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【０２４５】
　オリゴヌクレオチドの１つ以上のヌクレオチドは２’－５’結合を有し得る。オリゴヌ
クレオチドの１つ以上のヌクレオチドは、反転した結合、例えば、３’－３’結合、５’
－５’結合、２’－２’結合または２’－３’結合を有し得る。
【０２４６】
　二本鎖オリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの５’－ウリジン－アデニン－３’（５
’－ＵＡ－３’）ジヌクレオチド（ここで、ウリジンは２’－修飾ヌクレオチドである）
、または末端５’－ウリジン－グアニン－３’（５’－ＵＧ－３’）ジヌクレオチド（こ
こで、５’－ウリジンは２’－修飾ヌクレオチドである）、または末端５’－シチジン－
アデニン－３’（５’－ＣＡ－３’）ジヌクレオチド（ここで、５’－シチジンは２’－
修飾ヌクレオチドである）、または末端５’－ウリジン－ウリジン－３’（５’－ＵＵ－
３’）ジヌクレオチド（ここで、５’－ウリジンは２’－修飾ヌクレオチドである）、ま
たは末端５’－シチジン－シチジン－３’（５’－ＣＣ－３’）ジヌクレオチド（ここで
、５’－シチジンは２’－修飾ヌクレオチドである）、または末端５’－シチジン－ウリ
ジン－３’（５’－ＣＵ－３’）ジヌクレオチド（ここで、５’－シチジンは２’－修飾
ヌクレオチドである）、または末端５’－ウリジン－シチジン－３’（５’－ＵＣ－３’
）ジヌクレオチド（ここで、５’－ウリジンは２’－修飾ヌクレオチドである）を含み得
る。これらの修飾を含む二本鎖オリゴヌクレオチドは、エンドヌクレアーゼ活性に対して
特に安定化される。
【０２４７】
一般的な参考文献
　本発明に従って使用されるオリゴリボヌクレオチドおよびオリゴリボヌクレオシドは、
固相合成を用いて合成されてもよく、例えば、“Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ，　ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ”，Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編
，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９８４；“Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎ
ａｌｏｇｕｅｓ，　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ”，Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉ
ｎ編，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９９１（特に、第１章のＭｏｄｅｒｎ　ｍａｃｈｉｎｅ－
ａｉｄｅｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄ
ｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、第２章のＯｌｉｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｙｎｔ
ｈｅｓｉｓ、第３章の２’－Ｏ－Ｍｅｔｈｙｌｏｌｉｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓ：ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、第４章のＰｈｏｓｐｈｏ
ｒｏｔｈｉｏａｔｅ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ、第５章のＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｄｉｔｈｉｏａｔｅｓ、
第６章のＳｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏ－２’－ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅ
ｏｓｉｄｅ　ｍｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈｏｎａｔｅｓおよび第７章のＯｌｉｇｏｄｅｏｘ
ｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｂａｓｅｓ）を
参照されたい。他の特に有用な合成手順、試薬、ブロッキング基および反応条件は、Ｍａ
ｒｔｉｎ，Ｐ．，Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ，１９９５，７８，４８６－５０４、Ｂ
ｅａｕｃａｇｅ，Ｓ．Ｌ．ａｎｄ　Ｉｙｅｒ，Ｒ．Ｐ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，１９
９２，４８，２２２３－２３１１およびＢｅａｕｃａｇｅ，Ｓ．Ｌ．ａｎｄ　Ｉｙｅｒ，
Ｒ．Ｐ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，１９９３，４９，６１２３－６１９４、またはそれ
らの中で参照されている参考文献に記載されている。国際公開第００／４４８９５号、国
際公開第０１／７５１６４号、または国際公開第０２／４４３２１号に記載の修飾を本明
細書で使用することができる。本明細書に列挙されている全ての刊行物、特許、および公
開されている特許出願の開示は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０２４８】
リン酸基に関する参考文献
　ホスフィン酸オリゴリボヌクレオチドの調製は、米国特許第５，５０８，２７０号に記
載されている。アルキルホスホン酸オリゴリボヌクレオチドの調製は、米国特許第４，４
６９，８６３号に記載されている。ホスホルアミダイトオリゴリボヌクレオチドの調製は
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、米国特許第５，２５６，７７５号または米国特許第５，３６６，８７８号に記載されて
いる。ホスホトリエステルオリゴリボヌクレオチドの調製は、米国特許第５，０２３，２
４３号に記載されている。ボラノリン酸オリゴリボヌクレオチドの調製は、米国特許第５
，１３０，３０２号および米国特許第５，１７７，１９８号に記載されている。３’－デ
オキシ－３’－アミノホスホルアミダートリボオリゴヌクレオチドの調製は、米国特許第
５，４７６，９２５号に記載されている。３’－デオキシ３’－メチレンホスホン酸オリ
ゴリボヌクレオチドは、Ａｎ，Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．２００１，６６
，２７８９－２８０１に記載されている。硫黄架橋ヌクレオチドの調製は、Ｓｐｒｏａｔ
　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　１９８８，７，６５
１およびＣｒｏｓｓｔｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．１９８
９，３０，４６９３に記載されている。
【０２４９】
糖基に関する参考文献
　２’修飾に対する修飾は、Ｖｅｒｍａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．１９９８，６７，９９－１３４およびその中の全ての参考文献に見出すことがで
きる。リボースに対する特異的修飾は、以下の参考文献に見出すことができる：２’－フ
ルオロ（Ｋａｗａｓａｋｉ　ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，１９９３，３６，
８３１－８４１）、２’－ＭＯＥ（Ｍａｒｔｉｎ，Ｐ．Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　
１９９６，７９，１９３０－１９３８）、「ＬＮＡ」（Ｗｅｎｇｅｌ，Ｊ．Ａｃｃ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｒｅｓ．１９９９，３２，３０１－３１０）。
【０２５０】
リン酸基の置換に関する参考文献
　メチレンメチルイミノ結合オリゴリボヌクレオシド（本明細書では、ＭＭＩ結合オリゴ
リボヌクレオシドとしても識別される）、メチレンジメチルヒドラゾ結合オリゴリボヌク
レオシド（本明細書では、ＭＤＨ結合オリゴリボヌクレオシドとしても識別される）、お
よびメチレンカルボニルアミノ結合オリゴヌクレオシド（本明細書では、アミド－３結合
オリゴリボヌクレオシドとしても識別される）、およびメチレンアミノカルボニル結合オ
リゴヌクレオシド（本明細書では、アミド－４結合オリゴリボヌクレオシドとしても識別
される）、ならびに例えば、ＭＭＩとＰＯ結合またはＰＳ結合を交互に有する混合骨格化
合物は、米国特許第５，３７８，８２５号、同第５，３８６，０２３号、同第５，４８９
，６７７号、ならびに公開されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ９２／０４２９４号およびＰＣ
Ｔ／ＵＳ９２／０４３０５号（それぞれ、国際公開第９２／２０８２２号および国際公開
第９２／２０８２３号として公開されている）に記載されているように調製することがで
きる。ホルムアセタールおよびチオホルムアセタール結合オリゴリボヌクレオシドは、米
国特許第５，２６４，５６２号および同第５，２６４，５６４号に記載されているように
調製することができる。エチレンオキシド結合オリゴリボヌクレオシドは、米国特許第５
，２２３，６１８号に記載されているように調製することができる。シロキサン置換は、
Ｃｏｒｍｉｅｒ　Ｊ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９８８
，１６，４５８３に記載されている。カルボナート置換は、Ｔｉｔｔｅｎｓｏｒ，Ｊ．Ｒ
．Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｃ１９７１，１９３３に記載されている。カルボキシメチル置
換は、Ｅｄｇｅ，Ｍ．Ｄ．ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｐｅｒｋｉｎ　Ｔｒａｎ
ｓ．１　１９７２，１９９１に記載されている。カルバマート置換は、Ｓｔｉｒｃｈａｋ
，Ｅ．Ｐ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９８９，１７，６１２９に記載され
ている。
【０２５１】
リン酸－リボース骨格の置換に関する参考文献
　シクロブチル糖代用物の化合物は、米国特許第５，３５９，０４４号に記載されている
ように調製することができる。ピロリジン糖代用物は、米国特許第５，５１９，１３４号
に記載されているように調製することができる。モルホリノ糖代用物は、米国特許第５，
１４２，０４７号および同第５，２３５，０３３号、ならびに他の関連する特許の開示に
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記載されているように調製することができる。ペプチド核酸（ＰＮＡ）はそれ自体公知で
あり、Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ（ＰＮＡ）：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，
Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｂｉ
ｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９６，４，５－
２３で参照されている様々な手順のいずれかに従って調製することができる。これらはま
た、米国特許第５，５３９，０８３号に従って調製してもよい。
【０２５２】
末端修飾に関する参考文献
　末端修飾は、Ｍａｎｏｈａｒａｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ａｎｄ　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１２，１０３－１２８
（２００２）およびその中の参考文献に記載されている。
【０２５３】
ヌクレオ塩基に関する参考文献
　Ｎ－２置換プリンヌクレオシドアミダイトは、米国特許第５，４５９，２５５号に記載
されているように調製することができる。３－デアザプリンヌクレオシドアミダイトは、
米国特許第５，４５７，１９１号に記載されているように調製することができる。５，６
－置換ピリミジンヌクレオシドアミダイトは、米国特許第５，６１４，６１７号に記載さ
れているように調製することができる。５－プロピニルピリミジンヌクレオシドアミダイ
トは、米国特許第５，４８４，９０８号に記載されているように調製することができる。
【０２５４】
リンカー
　「リンカー」という用語は、化合物の２つの部分を接続する有機部分を意味する。リン
カーとしては、典型的には、直接的な結合、または原子（例えば、酸素もしくは窒素）、
単位（例えば、ＮＲ１、Ｃ（Ｏ）、Ｃ（Ｏ）ＮＨ、ＳＯ、ＳＯ２、ＳＯ２ＮＨ）または原
子鎖（例えば、置換アルキルもしくは未置換アルキル、置換アルケニルもしくは未置換ア
ルケニル、置換アルキニルもしくは未置換アルキニル、アリールアルキル、アリールアル
ケニル、アリールアルキニル、ヘテロアリールアルキル、ヘテロアリールアルケニル、ヘ
テロアリールアルキニル、ヘテロシクリルアルキル、ヘテロシクリルアルケニル、ヘテロ
シクリルアルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシクリル、シクロアルキル、シ
クロアルケニル、アルキルアリールアルキル、アルキルアリールアルケニル、アルキルア
リールアルキニル、アルケニルアリールアルキル、アルケニルアリールアルケニル、アル
ケニルアリールアルキニル、アルキニルアリールアルキル、アルキニルアリールアルケニ
ル、アルキニルアリールアルキニル、アルキルヘテロアリールアルキル、アルキルヘテロ
アリールアルケニル、アルキルヘテロアリールアルキニル、アルケニルヘテロアリールア
ルキル、アルケニルヘテロアリールアルケニル、アルケニルヘテロアリールアルキニル、
アルキニルヘテロアリールアルキル、アルキニルヘテロアリールアルケニル、アルキニル
ヘテロアリールアルキニル、アルキルヘテロシクリルアルキル、アルキルヘテロシクリル
アルケニル、アルキルヘテロシクリルアルキニル、アルケニルヘテロシクリルアルキル、
アルケニルヘテロシクリルアルケニル、アルケニルヘテロシクリルアルキニル、アルキニ
ルヘテロシクリルアルキル、アルキニルヘテロシクリルアルケニル、アルキニルヘテロシ
クリルアルキニル、アルキルアリール、アルケニルアリール、アルキニルアリール、アル
キルヘテロアリール、アルケニルヘテロアリール、アルキニルヘテロアリール（ここで、
１つ以上のメチレンは、Ｏ、Ｓ、Ｓ（Ｏ）、ＳＯ２、Ｎ（Ｒ１）２、Ｃ（Ｏ）、切断可能
な結合基、置換アリールもしくは未置換アリール、置換ヘテロアリールもしくは未置換ヘ
テロアリール、置換複素環もしくは未置換複素環によって中断もしくは終結されることが
あり；Ｒ１は、水素、アシル、脂肪族もしくは置換脂肪族である））が挙げられる。
【０２５５】
　一実施形態では、リンカーは、－［（Ｐ－Ｑ－Ｒ）ｑ－Ｘ－（Ｐ’－Ｑ’－Ｒ’）ｑ’

］ｑ”－Ｔ－であり、
　式中、
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　Ｐ、Ｒ、Ｔ、Ｐ’、Ｒ’およびＴは、各出現について各々独立に、存在しないか、ＣＯ
、ＮＨ、Ｏ、Ｓ、ＯＣ（Ｏ）、ＮＨＣ（Ｏ）、ＣＨ２、ＣＨ２ＮＨ、ＣＨ２Ｏ；ＮＨＣＨ
（Ｒａ）Ｃ（Ｏ）、－Ｃ（Ｏ）－ＣＨ（Ｒａ）－、ＮＨ－、ＣＨ＝Ｎ－Ｏ、
【化１０】

またはヘテロシクリルであり、
　ＱおよびＱ’は、各出現について各々独立に、存在しないか、－（ＣＨ２）ｎ－、－Ｃ
（Ｒ１）（Ｒ２）（ＣＨ２）ｎ－、－（ＣＨ２）ｎＣ（Ｒ１）（Ｒ２）－、－（ＣＨ２Ｃ
Ｈ２Ｏ）ｍＣＨ２ＣＨ２－、または－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍＣＨ２ＣＨ２ＮＨ－であり、
　Ｘは存在しないかまたは切断可能な結合基であり、
　ＲａはＨまたはアミノ酸側鎖であり、
　Ｒ１およびＲ２は、各出現について各々独立に、Ｈ、ＣＨ３、ＯＨ、ＳＨまたはＮ（Ｒ
Ｎ）２であり、
　ＲＮは、各出現について独立に、Ｈ、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチ
ルまたはベンジルであり、
　ｑ、ｑ’およびｑ”は、各出現について各々独立に、０～２０であり、ここで、繰返し
単位は同じものまたは異なるものであることができ、
　ｎは、各出現について独立に、０～２０であり、かつ
　ｍは、各出現について独立に、０～５０である。
【０２５６】
　一実施形態では、リンカーは、少なくとも１つの切断可能な結合基を含む。
【０２５７】
　特定の実施形態では、リンカーは分岐状リンカーである。分岐状リンカーの分岐点は、
少なくとも三価であってよいが、四価、五価もしくは六価の原子、またはそのような多数
の原子価を示す基であってもよい。特定の実施形態では、分岐点は、－Ｎ、－Ｎ（Ｑ）－
Ｃ、－Ｏ－Ｃ、－Ｓ－Ｃ、－ＳＳ－Ｃ、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｑ）－Ｃ、－ＯＣ（Ｏ）Ｎ（Ｑ）
－Ｃ、－Ｎ（Ｑ）Ｃ（Ｏ）－Ｃ、または－Ｎ（Ｑ）Ｃ（Ｏ）Ｏ－Ｃである（式中、Ｑは各
出現について独立にＨまたは任意で置換されたアルキルである）。他の実施形態では、分
岐点は、グリセロールまたはグリセロール誘導体である。
【０２５８】
切断可能な結合基
　切断可能な結合基とは、細胞外では十分に安定であるが、標的細胞内に入ると切断され
、リンカーが結び付けている２つの部分を放出する基のことである。好ましい実施形態で
は、切断可能な結合基は、対象の血液中、または第２の参照条件（例えば、血液中もしく
は血清中に見られる条件を模倣するかもしくはそのような条件に相当するように選択する
ことができる）下よりも少なくとも１０倍以上、好ましくは少なくとも１００倍以上速く
、標的細胞内または第１の参照条件（例えば、細胞内条件を模倣かもしくはそのような条
件に相当するように選択することができる）下で分解される。
【０２５９】
　切断可能な結合基は、切断作用因子（例えば、ｐＨ、レドックス電位または分解分子の
存在）の影響を受けやすい。通常、切断作用因子は、血清中または血液中よりも細胞内に
より広まっているかまたはより高いレベルもしくは活性で見られる。このような分解作用
因子の例としては、特定の基質のために選択されるかまたは基質特異性がないレドックス
剤、例えば、酸化酵素もしくは還元酵素または還元剤（例えば、細胞内に存在する、レド
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ックス切断可能な結合基を還元によって分解することができるメルカプタン）；エステラ
ーゼ；エンドソームまたは酸性環境を作り出すことができる薬剤（例えば、５以下のｐＨ
を生じさせる薬剤）；一般酸として作用することによって、酸性の切断可能な結合基を加
水分解または分解することができる酵素、ペプチダーゼ（基質特異的である可能性がある
）、およびホスファターゼが挙げられる。
【０２６０】
　切断可能な結合基（例えば、ジスルフィド結合）は、ｐＨによる影響を受けやすい可能
性がある。ヒト血清のｐＨは７．４であるが、平均の細胞内ｐＨは、わずかにより低く、
約７．１～７．３の範囲である。エンドソームのｐＨは、より酸性で、５．５～６．０の
範囲であり、リソソームのｐＨは、さらにより酸性で、５．０前後である。いくつかのリ
ンカーは、好ましいｐＨで切断され、それにより、カチオン性脂質をリガンドから細胞内
に、または所望の細胞区画中に放出する切断可能な結合基を有する。
【０２６１】
　リンカーは、特定の酵素によって切断される切断可能な結合基を含むことができる。リ
ンカーに組み込まれる切断可能な結合基の種類は、標的とされる細胞によって決まる可能
性がある。例えば、肝臓ターゲッティングリガンドは、エステル基を含むリンカーを介し
てカチオン性脂質に結合させることができる。肝臓細胞はエステラーゼが豊富であり、そ
れゆえに、リンカーはエステラーゼが豊富でない細胞型でよりも効率的に肝臓細胞で切断
される。エステラーゼが豊富な他の細胞型としては、肺、腎皮質、および精巣が挙げられ
る。
【０２６２】
　ペプチド結合を含有するリンカーは、ペプチダーゼが豊富な細胞型（例えば、肝臓細胞
および滑膜細胞）を標的とする場合に使用することができる。
【０２６３】
　一般に、候補となる切断可能な結合基の好適性は、候補となる結合基を切断する分解作
用因子（または条件）の能力を試験することによって評価することができる。候補となる
切断可能な結合基を、血液中でのまたは他の標的以外の組織と接触させた場合の切断に抵
抗する能力について同様に試験することも望ましいしたがって、第１の条件と第２の条件
の間の切断に対する相対的感受性を決定することができ、その場合、第１の条件は、標的
細胞内での切断を示すように選択され、第２の条件は他の組織または生体液（例えば、血
液もしくは血清）中での切断を示すように選択される。評価は、無細胞系で、細胞で、細
胞培養で、器官もしくは組織培養で、または動物全体で行なうことができる。無細胞条件
または培養条件で最初の評価を行ない、動物全体でのさらなる評価によって確認すること
が有用である場合がある。好ましい実施形態では、有用な候補化合物は、血液または血清
（または細胞外条件を模倣するように選択されたインビトロ条件下）と比較したとき、少
なくとも２倍、４倍、１０倍、または１００倍速く細胞内で（または細胞内条件を模倣す
るように選択されたインビトロ条件下で）切断される。
【０２６４】
レドックス切断可能な結合基
　切断可能な結合基の１つの部類は、還元または酸化によって切断されるレドックス切断
可能な結合基である。還元切断可能な結合基の例は、ジスルフィド結合基（－Ｓ－Ｓ－）
である。候補となる切断可能な結合基が、好適で「還元切断可能な結合基」であるかどう
か、または例えば、特定のｉＲＮＡ部分および特定のターゲッティング剤とともに使用す
るのに好適であるかどうかを明らかにするために、本明細書に記載の方法に目を向けるこ
とができる。例えば、候補は、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、または細胞（例えば、標
的細胞）で観察される切断の速度を模倣する、当該技術分野で公知の試薬を用いる他の還
元剤とともにインキュベートすることによって評価することができる。候補は、血液条件
または血清条件を模倣するように選択される条件下で評価することもできる。好ましい実
施形態では、候補化合物は、血液中で多くても１０％切断される。好ましい実施形態では
、有用な候補化合物は、血液（または細胞外条件を模倣するように選択されたインビトロ
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条件下）と比較したとき、少なくとも２倍、４倍、１０倍または１００倍速く、細胞内で
（または細胞内条件を模倣するように選択されたインビトロ条件下）分解される。候補化
合物の切断の速度を、細胞内媒体を模倣するように選択された条件下で、標準的な酵素動
力学アッセイを用いて測定し、細胞外媒体を模倣するように選択された条件と比較するこ
とができる。
【０２６５】
リン酸ベースの切断可能な結合基
　リン酸ベースの切断可能な結合基は、リン酸基を分解または加水分解する薬剤によって
切断される。細胞内のリン酸基を切断する薬剤の例は、細胞内のホスファターゼなどの酵
素である。リン酸ベースの結合基の例は、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（
Ｓ）（ＯＲｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＳＲｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－
Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（
Ｓ）（ＯＲｋ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｓ）（ＯＲｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（Ｒｋ）－Ｏ
－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｓ）（
Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｒｋ）－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｒｋ）－Ｓ－である。
好ましい実施形態は、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＯＨ）－Ｏ－、
－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＳＨ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ
）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＯＨ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（
Ｓ）（ＯＨ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｓ
－Ｐ（Ｏ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｓ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｈ）－Ｓ－、
－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｈ）－Ｓ－である。好ましい実施形態は、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｏ
－である。これらの候補は、上記の方法と類似の方法を用いて評価することができる。
【０２６６】
酸切断可能な結合基
　酸切断可能な結合基とは、酸性条件下で切断される結合基のことである。好ましい実施
形態では、酸切断可能な結合基は、ｐＨ約６．５以下（例えば、約６．０、５．５、５．
０、もしくはそれ未満）の酸性環境において、または一般酸として作用することができる
酵素などの薬剤によって切断される。細胞において、特定の低ｐＨのオルガネラ（例えば
、エンドソームおよびリソソーム）は、酸切断可能な結合基に対する切断環境を提供する
ことができる。酸切断可能な結合基の例としては、ヒドラゾン、エステル、およびアミノ
酸のエステルが挙げられるが、これらに限定されない。酸切断可能な基は、一般式－Ｃ＝
ＮＮ－、Ｃ（Ｏ）Ｏ、または－ＯＣ（Ｏ）を有することができる。好ましい実施形態は、
エステル（アルコキシ基）の酸素に結合した炭素が、アリール基、置換アルキル基、また
は三級アルキル基（例えば、ジメチル、ペンチルもしくはｔ－ブチル）である場合である
。これらの候補は、上記の方法と類似の方法を用いて評価することができる。
【０２６７】
エステルベースの結合基
　エステルベースの切断可能な結合基は、細胞内のエステラーゼおよびアミダーゼなどの
酵素によって切断される。エステルベースの切断可能な結合基の例としては、アルキレン
基、アルケニルレン基およびアルキニレン基のエステルが挙げられるが、これらに限定さ
れない。エステル切断可能な結合基は、一般式－Ｃ（Ｏ）Ｏ－または－ＯＣ（Ｏ）－を有
する。これらの候補は、上記の方法と類似の方法を用いて評価することができる。
【０２６８】
ペプチドベースの結合基
　ペプチドベースの切断可能な結合基は、細胞内のペプチダーゼおよびプロテアーゼなど
の酵素によって切断される。ペプチドベースの切断可能な結合基とは、アミノ酸とアミノ
酸の間で形成されて、オリゴペプチド（例えば、ジペプチド、トリペプチドなど）および
ポリペプチドを生じさせるペプチド結合のことである。ペプチドベースの切断可能基には
、アミド基（－Ｃ（Ｏ）ＮＨ－）は含まれない。アミド基は、任意のアルキレン、アルケ
ニレンまたはアルキニレンの間で形成させることができる。ペプチド結合は、アミノ酸と
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ド結合である。ペプチドベースの切断可能基は、通常、アミノ酸とアミノ酸の間で形成さ
れて、ペプチドおよびタンパク質を生じさせるペプチド結合（すなわち、アミド結合）に
限定され、アミド官能基全体を含むものではない。ペプチドベースの切断可能な結合基は
、一般式－ＮＨＣＨＲＡＣ（Ｏ）ＮＨＣＨＲＢＣ（Ｏ）－（式中、ＲＡとＲＢは、２つの
隣接するアミノ酸のＲ基である）を有する。これらの候補は、上記の方法と類似の方法を
用いて評価することができる。
【０２６９】
リガンド
　多種多様な実体を本発明のオリゴヌクレオチドおよび脂質に結合させることができる。
好ましい部分は、介在テザーを介して直接的にかまたは間接的にかのいずれかで、好まし
くは共有結合によって結合されるリガンドである。
【０２７０】
　好ましい実施形態では、リガンドは、それが組み込まれる分子の分布、ターゲッティン
グまたは寿命を変化させる。好ましい実施形態では、リガンドは、例えば、このようなリ
ガンドがない種と比較したときに、選択された標的（例えば、分子、細胞もしくは細胞型
、区画（例えば、細胞区画もしくは器官区画）、組織、器官、または身体領域）に対する
親和性を増強する。選択された標的に対する親和性を増強するリガンドは、ターゲッティ
ングリガンドとも呼ばれる。本発明の脂質にコンジュゲートするための好ましいリガンド
はターゲッティングリガンドである。
【０２７１】
　いくつかのリガンドは、エンドソーム溶解特性を有することができる。エンドソーム溶
解リガンドは、エンドソームの溶解および／または本発明の組成物、もしくはその成分の
エンドソームから細胞の細胞質への輸送を促進する。エンドソーム溶解リガンドは、ｐＨ
依存的な膜活性および融合性を示すポリアニオン性のペプチドまたはペプチド模倣体であ
り得る。特定の実施形態では、エンドソーム溶解リガンドは、エンドソームｐＨでその活
性型立体構造をとる。「活性型」立体構造とは、エンドソーム溶解リガンドが、エンドソ
ームの溶解および／または本発明の組成物、もしくはその成分のエンドソームから細胞の
細胞質への輸送を促進する立体構造のことである。例示的なエンドソーム溶解リガンドと
しては、ＧＡＬＡペプチド（Ｓｕｂｂａｒａｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，１９８７，２６：２９６４－２９７２）、ＥＡＬＡペプチド（Ｖｏｇｅｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１９９６，１１８：１５８１－１５８６）、およ
びこれらの誘導体（Ｔｕｒｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔ
ａ，２００２，１５５９：５６－６８）が挙げられる。特定の実施形態では、エンドソー
ム溶解成分は、ｐＨの変化に応答して電荷またはプロトン化が変化する化学基（例えば、
アミノ酸）を含み得る。エンドソーム溶解成分は、線状であってもまたは分岐状であって
もよい。ペプチドベースのエンドソーム溶解リガンドの例示的な一次配列を表５に示す。
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【表４】

ｎ、ノルロイシン
参考文献
１．Ｓｕｂｂａｒａｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８７，２６：２９
６４－２９７２．
２．Ｖｏｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１９９６，１１８：１
５８１－１５８６．
３．Ｔｕｒｋ，Ｍ．Ｊ．，Ｒｅｄｄｙ，Ｊ．Ａ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）．Ｃｈａｒａ
ｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｐＨ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　ｔｈａｔ　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｄｒｕｇ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｆｏｌａ
ｔｅ－ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　ａｔ　ｅｎｄｏｓｏｍａｌ　ｐＨｓ．Ｂ
ｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１５５９，５６－６８．
４．Ｐｌａｎｋ，Ｃ．Ｏｂｅｒｈａｕｓｅｒ，Ｂ．Ｍｅｃｈｔｌｅｒ，Ｋ．Ｋｏｃｈ，Ｃ
．Ｗａｇｎｅｒ，Ｅ．（１９９４）．Ｔｈｅ　ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｅｎｄｏｓｏ
ｍｅ－ｄｉｓｒｕｐｔｉｖｅ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｏｎ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　
ｕｓｉｎｇ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ
　ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９　１２９１８－１２９２４．
５．Ｍａｓｔｒｏｂａｔｔｉｓｔａ，Ｅ．，Ｋｏｎｉｎｇ，Ｇ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０
０２）．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｅｎ
ｄｏｓｏｍｅ－ｄｉｓｒｕｐｔｉｖｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｌｉｐ
ｏｓｏｍｅ－ｅｎｔｒａｐｐｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７
，２７１３５－４３．
６．Ｏｂｅｒｈａｕｓｅｒ，Ｂ．，Ｐｌａｎｋ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）．Ｅｎｈ
ａｎｃｉｎｇ　ｅｎｄｏｓｏｍａｌ　ｅｘｉｔ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ　ｕ
ｓｉｎｇ　ｐＨ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｖｉｒａｌ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ．
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Ｄｅｌｉｖ．Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉ
ｄｅ　Ｔｈｅｒ．２４７－６６．
【０２７２】
　好ましいリガンドは、輸送特性、ハイブリダイゼーション特性、および特異性特性を改
善することができ、かつ結果として得られる天然オリゴリボヌクレオチドもしくは修飾オ
リゴリボヌクレオチド、または本明細書に記載のモノマーおよび／もしくは天然リボヌク
レオチドもしくは修飾リボヌクレオチドの任意の組合せを含むポリマー分子のヌクレアー
ゼ耐性を改善することもあり得る。
【０２７３】
　リガンドとしては、一般に、例えば、取込みを増強するための、治療的修飾物質；例え
ば、分布をモニタリングするための、診断的化合物またはレポーター基；架橋剤；および
ヌクレアーゼ耐性を付与する部分を挙げることができる。一般例として、脂質、ステロイ
ド、ビタミン、糖、タンパク質、ペプチド、ポリアミン、およびペプチド模倣物が挙げら
れる。
【０２７４】
　リガンドとしては、天然に存在する物質、例えば、タンパク質（例えば、ヒト血清アル
ブミン（ＨＳＡ）、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）、高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）
、もしくはグロブリン）；糖質（例えば、デキストラン、プルラン、キチン、キトサン、
イヌリン、シクロデキストリンもしくはヒアルロン酸）；または脂質を挙げることができ
る。リガンドは、組換え分子または合成分子、例えば、合成ポリマー（例えば、合成ポリ
アミノ酸）、オリゴヌクレオチド（例えば、アプタマー）であってもよい。ポリアミノ酸
の例としては、ポリリジン（ＰＬＬ）、ポリＬ－アスパラギン酸、ポリＬ－グルタミン酸
、スチレン－無水マレイン酸コポリマー、ポリ（Ｌ－ラクチド－コ－グリコライド）コポ
リマー、ジビニルエーテル無水マレイン酸コポリマー、Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）
メトアクリルアミドコポリマー（ＨＭＰＡ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリ
ビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリウレタン、ポリ（２－エチルアクリル酸）、Ｎ－イソ
プロピルアクリルアミドポリマー、またはポリホスファジンであるポリアミノ酸が挙げら
れる。ポリアミンの例としては、ポリエチレンイミン、ポリリジン（ＰＬＬ）、スペルミ
ン、スペルミジン、ポリアミン、シュードペプチド－ポリアミン、ペプチド模倣体ポリア
ミン、デンドリマーポリアミン、アルギニン、アミジン、プロタミン、カチオン性脂質、
カチオン性ポルフィリン、ポリアミンの四級塩、またはアルファへリックスペプチドが挙
げられる。
【０２７５】
　リガンドとしては、ターゲッティング基、例えば、細胞ターゲッティング剤または組織
ターゲッティング剤（例えば、レクチン、糖タンパク質、脂質またはタンパク質（例えば
、腎臓細胞などの特定の細胞型に結合する抗体））を挙げることもできる。ターゲッティ
ング基は、チロトロピン、メラノトロピン、レクチン、糖タンパク質、サーファクタント
タンパク質Ａ、ムチン糖質、多価ラクトース、多価ガラクトース、Ｎ－アセチル－ガラク
トサミン、Ｎ－アセチル－グルコサミン、多価マンノース、多価フコース、グリコシル化
されたポリアミノ酸、多価ガラクトース、トランスフェリン、ビスホスホナート、ポリグ
ルタマート、ポリアスパルタート、脂質、コレステロール、ステロイド、胆汁酸、フォラ
ート、ビタミンＢ１２、ビオチン、ＲＳＧペプチド、ＲＳＧペプチド模倣体、またはアプ
タマーであることができる。表６に、ターゲッティングリガンドとその関連受容体のいく
つかの例を示す。



(67) JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

20

30

40

50

【表５】

【０２７６】
　リガンドの他の例としては、色素、インターカレート剤（例えば、アクリジン）、架橋
剤（例えば、プソラレン、マイトマイシンＣ）、ポルフィリン（ＴＰＰＣ４、テキサフィ
リン、サッフィリン）、多環芳香族炭化水素（例えば、フェナジン、ジヒドロフェナジン
）、人工エンドヌクレアーゼ（例えば、ＥＤＴＡ）、親油性分子（例えば、コレステロー
ル、コール酸、アダマンタン酢酸、１－ピレン酪酸、ジヒドロテストステロン、１，３－
ビス－Ｏ（ヘキサデシル）グリセロール、ゲラニルオキシヘキシル基、ヘキサデシルグリ
セロール、ボルネオール、メントール、１，３－プロパンジオール、ヘプタデシル基、パ
ルミチン酸、ミリスチン酸、Ｏ３－（オレオイル）リトコール酸、Ｏ３－（オレオイル）
コレン酸、ジメトキシトリチル、もしくはフェノキサジン）およびペプチドコンジュゲー
ト（例えば、アンテナペディアペプチド、Ｔａｔペプチド）、アルキル化剤、ホスファー
ト、アミノ、メルカプト、ＰＥＧ（例えば、ＰＥＧ－４０Ｋ）、ＭＰＥＧ、［ＭＰＥＧ］

２、ポリアミノ、アルキル、置換アルキル、放射性標識マーカー、酵素、ハプテン（例え
ば、ビオチン）、輸送／吸収促進物質（例えば、アスピリン、ビタミンＥ、葉酸）、合成
リボヌクレアーゼ（例えば、イミダゾール、ビスイミダゾール、ヒスタミン、イミダゾー
ルクラスター、アクリジン－イミダゾールコンジュゲート、テトラアザマクロ環のＥｕ３
＋錯体）、ジニトロフェニル、ＨＲＰ、またはＡＰが挙げられる。
【０２７７】
　リガンドは、タンパク質（例えば、糖タンパク質）、またはペプチド（例えば、共リガ
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ンドに対する特異的な親和性を有する分子）、または抗体（例えば、癌細胞、内皮細胞、
もしくは骨細胞などの特定の細胞型に結合する抗体）であることができる。リガンドには
、ホルモンおよびホルモン受容体も含まれ得る。リガンドには、脂質、レクチン、糖質、
ビタミン、コファクター、多価ラクトース、多価ガラクトース、Ｎ－アセチル－ガラクト
サミン、Ｎ－アセチル－グルコサミン、多価マンノース、多価フコース、またはアプタマ
ーなどの非ペプチド種も含まれ得る。リガンドは、例えば、リポ多糖、ｐ３８　ＭＡＰキ
ナーゼの活性化因子、またはＮＦ－κＢの活性化因子であることができる。
【０２７８】
　リガンドは、例えば、細胞の細胞骨格を破壊することによって（例えば、細胞の微小管
、微小フィラメント、および／または中間径フィラメントを破壊することによって）、ｉ
ＲＮＡ剤の細胞内への取込みを増大させる物質（例えば、薬物）であることができる。薬
物は、例えば、タクソン（ｔａｘｏｎ）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、サイトカラ
シン、ノコダゾール、ジャプラキノリド（ｊａｐｌａｋｉｎｏｌｉｄｅ）、ラトランクリ
ンＡ、ファロイジン、スウィンホリドＡ、インダノシン、またはミオセルビンであること
ができる。
【０２７９】
　リガンドは、例えば、炎症応答を活性化することによって、ｉＲＮＡ剤の細胞内への取
込みを増大させることができる。このような効果を有する例示的なリガンドとしては、腫
瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、インターロイキン－１β、またはγインターフェロンが挙げ
られる。
【０２８０】
　一態様では、リガンドは、脂質または脂質ベースの分子である。このような脂質または
脂質ベースの分子は、血清タンパク質、例えば、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）に結合す
ることが好ましい。ＨＳＡ結合リガンドは、コンジュゲートが標的組織（例えば、身体の
腎臓以外の標的組織）に分布するのを可能にする。例えば、標的組織は、肝臓の実質細胞
を含む肝臓であることができる。ＨＳＡに結合することができる他の分子もリガンドとし
て使用することができる。例えば、ネプロキシンまたはアスピリンを使用することができ
る。脂質または脂質ベースのリガンドは、（ａ）コンジュゲートの分解に対する耐性を増
大させ、（ｂ）標的細胞または細胞膜へのターゲッティングまたは輸送を増大させること
ができ、および／または（ｃ）血清タンパク質、例えば、ＨＳＡへの結合を調節するため
に使用することができる。
【０２８１】
　脂質ベースのリガンドを用いて、標的組織に対するコンジュゲートの結合を調節するた
めに、例えば、制御することができる。例えば、ＨＳＡにより強く結合する脂質または脂
質ベースのリガンドは、腎臓にターゲッティングされる可能性が低く、それゆえ、身体か
ら排出される可能性が低い。ＨＳＡにあまり強く結合しない脂質または脂質ベースのリガ
ンドを用いて、コンジュゲートを腎臓にターゲッティングすることができる。
【０２８２】
　好ましい実施形態では、脂質ベースのリガンドはＨＳＡに結合する。コンジュゲートが
好ましくは腎臓以外の組織に分布するような十分な親和性で、脂質ベースのリガンドがＨ
ＳＡに結合することが好ましい。しかしながら、この親和性はＨＳＡリガンドの結合を取
り消すことができないほど強力ではないことが好ましい。
【０２８３】
　別の好ましい実施形態では、脂質ベースのリガンドは、コンジュゲートが好ましくは腎
臓に分布するように、ＨＳＡに弱く結合するかまたは全く結合しない。腎細胞を標的とす
る他の部分を、脂質ベースのリガンドの代わりにまたは脂質ベースのリガンドに加えて、
使用することもできる。
【０２８４】
　別の態様では、リガンドは、標的細胞（例えば、増殖細胞）によって取り込まれる部分
（例えば、ビタミン）である。これらは、例えば、悪性型または非悪性型（例えば、癌細
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胞）の望ましくない細胞増殖を特徴とする障害を治療するために特に有用である。例示的
なビタミンには、ビタミンＡ、ＥおよびＫが含まれる。他の例示的なビタミンには、ビタ
ミンＢ（例えば、葉酸、Ｂ１２、リボフラビン、ビオチン、ピリドキサール）または癌細
胞によって取り込まれる他のビタミンもしくは栄養素が含まれる。ＨＡＳ、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）も含まれる。
【０２８５】
　別の態様では、リガンドは、細胞透過剤、好ましくはヘリックス細胞透過剤である。薬
剤は両親媒性であることが好ましい。例示的な薬剤は、ｔａｔまたはアンテナペディアな
どのペプチドである。薬剤がペプチドの場合、修飾可能であり、これには、ペプチジル模
倣体、反転異性体（ｉｎｖｅｒｔｏｍｅｒ）、非ペプチド結合または偽ペプチド結合、お
よびＤ－アミノ酸の使用が含まれる。ヘリックス剤は、好ましくは親油性相と疎油性相と
を有するアルファヘリックス剤であることが好ましい。
【０２８６】
　リガンドは、ペプチドまたはペプチド模倣体であることができる。ペプチド模倣体（本
明細書ではオリゴペプチド模倣体とも呼ばれる）は、天然ペプチドと同様の明確な３次元
構造に折り畳むことができる分子である。ペプチド部分またはペプチド模倣体部分の長さ
は、約５～５０アミノ酸、例えば、約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、
４５、または５０アミノ酸であることができる（例えば、表７参照）。
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【表６】

【０２８７】
　ペプチドまたはペプチド模倣体は、例えば、細胞透過ペプチド、カチオン性ペプチド、
両親媒性ペプチド、または（例えば、主にＴｙｒ、ＴｒｐもしくはＰｈｅからなる）疎水
性ペプチドであることができる。ペプチド部分は、デンドリマーペプチド、拘束されたペ
プチド、または架橋されたペプチドであることができる。別の代替において、ペプチド部
分は、疎水性の膜転位配列（ＭＴＳ）を含むことができる。例示的な疎水性ＭＴＳ含有ペ
プチドは、アミノ酸配列ＡＡＶＡＬＬＰＡＶＬＬＡＬＬＡＰを有するＲＦＧＦである。疎
水性ＭＴＳを含有するＲＦＧＦ類似体（例えば、アミノ酸配列ＡＡＬＬＰＶＬＬＡＡＰ）
もターゲッティング部分であることができる。ペプチド部分は、細胞膜を横断して、ペプ
チド、オリゴヌクレオチド、およびタンパク質をはじめとする大きな極性分子を運ぶこと
ができる、「送達」ペプチドであることができる。例えば、ＨＩＶ　Ｔａｔタンパク質由
来の配列（ＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＰＰＱ）およびショウジョウバエのアンテナペディアタ
ンパク質（ＲＱＩＫＩＷＦＱＮＲＲＭＫＷＫＫ）由来の配列は、送達ペプチドとして機能
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することができることが分かっている。ファージディスプレイライブラリー、または１ビ
ーズ１化合物（ＯＢＯＣ）コンビナトリアルライブラリーから同定されたペプチドなどの
、ペプチドまたはペプチド模倣体は、ＤＮＡのランダムな配列によってコードされること
ができる（Ｌａｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３５４：８２－８４，１９９１）。組
み込まれたモノマー単位を介してｓｉＲＮＡ剤に連結されたペプチドまたはペプチド模倣
体は、アルギニン－グリシン－アスパラギン酸（ＲＧＤ）ペプチド、またはＲＧＤ模倣体
などの細胞ターゲッティングペプチドであることが好ましい。ペプチド部分の長さは、約
５アミノ酸～約４０アミノ酸の範囲であることができる。ペプチド部分は、例えば、安定
性または直接的な立体構造特性を高めるための、構造的修飾を有することができる。下記
の構造的修飾のいずれかを利用することができる。
【０２８８】
　ＲＧＤペプチド部分を用いて、内皮腫瘍細胞または乳癌腫瘍細胞などの腫瘍細胞を標的
とすることができる（Ｚｉｔｚｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，６２
：５１３９－４３，２００２）。ＲＧＤペプチドは、肺、腎臓、脾臓、または肝臓をはじ
めとする、種々の他の組織の腫瘍へのｓｉＲＮＡ剤のターゲッティングを促進することが
できる（Ａｏｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　８：７８
３－７８７，２００１）。ＲＧＤペプチドは、ｓｉＲＮＡ剤の腎臓へのターゲッティング
を促進することが好ましい。ＲＧＤペプチドは、線状または環状であることができ、かつ
修飾する（例えば、特定の組織へのターゲッティングを促進するためにグリコシル化また
はメチル化する）ことができる。例えば、グリコシル化されたＲＧＤペプチドは、αｖβ

３を発現する腫瘍細胞にｉＲＮＡ剤を送達することができる（Ｈａｕｂｎｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊｏｕｒ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．，４２：３２６－３３６，２００１）。
【０２８９】
　増殖細胞に濃縮されているマーカーを標的とするペプチドを使用することができる。例
えば、ＲＧＤを含有するペプチドおよびペプチド模倣体は、癌細胞、特に、αｖβ３イン
テグリンを提示する細胞を標的とすることができる。したがって、ＲＧＤペプチド、ＲＧ
Ｄを含有する環状ペプチド、Ｄ－アミノ酸を含むＲＧＤペプチド、および合成ＲＧＤ模倣
体を使用することができる。ＲＧＤに加えて、αｖβ３インテグリンリガンドを標的とす
る他の部分を使用することができる。通常、このようなリガンドを用いて、増殖細胞およ
び血管新生を制御することができる。この種のリガンドの好ましいコンジュゲートは、Ｐ
ＥＣＡＭ－１、ＶＥＧＦ、または他の癌遺伝子、例えば、本明細書に記載の癌遺伝子を標
的とするリガンドである。
【０２９０】
　「細胞透過ペプチド」は、細胞、例えば、微生物細胞（例えば、細菌細胞もしくは真菌
細胞）、または哺乳動物細胞（例えば、ヒト細胞）を透過することができる。微生物細胞
透過性ペプチドは、例えば、α－ヘリックス線状ペプチド（例えば、ＬＬ－３７もしくは
セロピンＰ１）、ジスルフィド結合含有ペプチド（例えば、α－ディフェンシン、β－デ
ィフェンシン、もしくはバクテネシン）、またはわずか１種もしくは２種の主なアミノ酸
を含有するペプチド（例えば、ＰＲ－３９もしくはインドリシジン）であることができる
。細胞透過ペプチドは、核局在化シグナル（ＮＬＳ）を含むこともできる。例えば、細胞
透過ペプチドは、ＨＩＶ－１　ｇｐ４１の融合ペプチドドメインとＳＶ４０ラージＴ抗原
のＮＬＳとに由来する２つの部分からなる両親媒性ペプチド（例えば、ＭＰＧ）であるこ
とができる（Ｓｉｍｅｏｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１：２
７１７－２７２４，２００３）。
【０２９１】
　一実施形態では、ｉＲＮＡ剤および／または担体オリゴマーに連結されたターゲッティ
ングペプチドは、両親媒性α－ヘリックスペプチドであることができる。例示的な両親媒
性α－ヘリックスペプチドとしては、セクロピン、ライコトキシン、パラダキシン、ブフ
ォリン、ＣＰＦ、ボンビニン様ペプチド（ＢＬＰ）、カテリシディン、セラトトキシン、
エボヤ（Ｓ．ｃｌａｖａ）のペプチド、メクラウナギ腸管の抗菌性ペプチド（ＨＦＩＡＰ



(72) JP 2018-141019 A 2018.9.13

10

20

30

40

50

）、マガイニン、ブレビニン－２、ダーマセプチン、メリチン、プレウロシディン、Ｈ２

Ａペプチド、アフリカツメガエルのペプチド、エスカレンチン－１、およびカエリンが挙
げられるが、これらに限定されない。ヘリックス安定性の完全性を維持するために、いく
つかの要因を考慮することが好ましいであろう。例えば、ヘリックス安定化残基（例えば
ｌｅｕ、ａｌａ、またはｌｙｓ）を最大数利用し、ヘリックス不安定化残基（例えばプロ
リン、または環状モノマー単位）を最小数利用する。キャッピング残基も考慮される（例
えば、Ｇｌｙは、例示的なＮ－キャッピング残基であり、および／またはＣ末端アミド化
を用いて、ヘリックスを安定化するための余分なＨ結合を提供することができる）。ｉ±
３位、またはｉ±４位離れた、正反対の電荷を有する残基間の塩架橋の形成によって、安
定化をもたらすことができる。例えば、リジン、アルギニン、ホモ－アルギニン、オルニ
チンまたはヒスチジンなどのカチオン性残基は、アニオン性残基のグルタミン酸またはア
スパラギン酸と塩架橋を形成することができる。
【０２９２】
　ペプチドリガンドおよびペプチド模倣体リガンドとしては、天然ペプチドもしくは修飾
ペプチド、例えば、ＤペプチドもしくはＬペプチド；αペプチド、βペプチド、もしくは
γペプチド；Ｎ－メチルペプチド；アザペプチド；１つ以上の尿素結合、チオ尿素結合、
カルバマート結合、もしくはスルホニル尿素結合で置換された１つ以上のアミド（すなわ
ち、ペプチド）結合を有するペプチド；または環状ペプチドを有するリガンドが挙げられ
る。
【０２９３】
　ターゲッティングリガンドは、特定の受容体を標的とすることができる任意のリガンド
であることができる。例としては、フォラート、ＧａｌＮＡｃ、ガラクトース、マンノー
ス、マンノース－６Ｐ、糖のクラスター（例えば、ＧａｌＮＡｃクラスター、マンノース
クラスター、ガラクトースクラスター）、またはアプタマーがある。クラスターは２つ以
上の糖単位の組合せである。ターゲッティングリガンドとしては、インテグリン受容体リ
ガンド、ケモカイン受容体リガンド、トランスフェリン、ビオチン、セロトニン受容体リ
ガンド、ＰＳＭＡ、エンドセリン、ＧＣＰＩＩ、ソマトスタチン、ＬＤＬリガンドおよび
ＨＤＬリガンドも挙げられる。リガンドは、核酸をベースにしたもの、例えば、アプタマ
ーであることもできる。アプタマーは、未修飾であることができ、または本明細書で開示
される修飾の任意の組合せを有することができる。
【０２９４】
　エンドソーム放出剤としては、イミダゾール、ポリイミダゾールもしくはオリゴイミダ
ゾール、ＰＥＩ、ペプチド、融合性ペプチド、ポリカルボキシラート、ポリカチオン、マ
スキングされたオリゴカチオンもしくはマスキングされたポリカチオンまたはマスキング
されたオリゴアニオンもしくはマスキングされたポリアニオン、アセタール、ポリアセタ
ール、ケタール／ポリケタール、オルトエステル、マスキングされているかもしくはマス
キングされていないカチオン性電荷もしくはアニオン性電荷を有するポリマー、マスキン
グされているかもしくはマスキングされていないカチオン性電荷もしくはアニオン性電荷
を有するデンドリマーが挙げられる。
【０２９５】
　ＰＫ調節物質とは、薬物動態調節物質を意味する。ＰＫ調節物質としては、親油性物質
、胆汁酸、ステロイド、リン脂質類似体、ペプチド、タンパク質結合剤、ＰＥＧ、ビタミ
ンなどが挙げられる。例示的なＰＫ調節物質としては、コレステロール、脂肪酸、コール
酸、リトコール酸、ジアルキルグリセリド、ジアシルグリセリド、リン脂質、スフィンゴ
脂質、ナプロキセン、イブプロフェン、ビタミンＥ、ビオチンなどが挙げられるが、これ
らに限定されない。いくつかのホスホロチオアート結合を含むオリゴヌクレオチドも、血
清タンパク質に結合することが知られており、このため、骨格に多数のホスホロチオアー
ト結合を含む短いオリゴヌクレオチド（例えば、約５塩基、１０塩基、１５塩基または２
０塩基のオリゴヌクレオチド）も、リガンド（例えば、ＰＫ調節リガンド）として本発明
に適している。
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【０２９６】
　さらに、血清成分（例えば、血清タンパク質）に結合するアプタマーも、ＰＫ調節リガ
ンドとして本発明に適している。
【０２９７】
　本発明に適している他のリガンドは、同時係属出願の米国特許出願：第１０／９１６，
１８５号（２００４年８月１０日出願）；米国特許出願：第１０／９４６，８７３号（２
００４年９月２１日出願）；米国特許出願：第１０／８３３，９３４号（２００７年８月
３日出願）；米国特許出願：第１１／１１５，９８９号（２００５年４月２７日出願）お
よび米国特許出願：第１１／９４４，２２７号（２００７年１１月２１日出願）に記載さ
れており、これらは、全ての目的のために、その全体が参照により組み込まれる。
【０２９８】
　２つ以上のリガンドが存在する場合、リガンドは、全てが同じ特性を有することも、全
てが異なる特性を有することも、またはあるリガンドが同じ特性を有すると同時に、他の
リガンドが異なる特性を有することもある。例えば、リガンドは、ターゲッティング特性
を有することも、エンドソーム溶解活性を有することも、またはＰＫ調節特性を有するこ
ともある。好ましい実施形態では、リガンドが全て、異なる特性を有する。
【０２９９】
　リガンドを、様々な場所で、例えば、３’末端、５’末端、および／または内部位置で
オリゴヌクレオチドに結合させることができる。好ましい実施形態では、リガンドを介在
テザーを介してオリゴヌクレオチドに付着させる。リガンドまたはテザーリガンドは、モ
ノマーが成長鎖に組み込まれるときにモノマー上に存在し得る。いくつかの実施形態では
、「前駆体」モノマーが成長鎖に組み込まれた後に、リガンドを「前駆体」モノマーへの
結合を介して組み込み得る。例として、例えば、アミノ末端テザーを有する（すなわち、
会合リガンドを有さない）モノマー（例えば、ＴＡＰ－（ＣＨ２）ｎＮＨ２）を成長する
センス鎖またはアンチセンス鎖に組み込み得る。その後の操作において、すなわち、前駆
体モノマーを鎖に組み込んだ後に、求電子基を有するリガンド（例えば、ペンタフルオロ
フェニルエステルまたはアルデヒド基）を、リガンドの求電子基を前駆体モノマーのテザ
ーの末端求核基と結合させることによって、後で前駆体モノマーに付着させることができ
る。
【０３００】
　二本鎖オリゴヌクレオチドの場合、リガンドを一方または両方の鎖に付着させることが
できる。いくつかの実施形態では、二本鎖ｉＲＮＡ剤は、センス鎖にコンジュゲートされ
たリガンドを含む。他の実施形態では、二本鎖ｉＲＮＡ剤は、アンチセンス鎖にコンジュ
ゲートされたリガンドを含む。
【０３０１】
　いくつかの実施形態では、リガンドを核酸分子のヌクレオ塩基、糖部分、またはヌクレ
オシド間結合にコンジュゲートすることができる。プリンヌクレオ塩基またはその誘導体
へのコンジュゲーションは、環内原子および環外原子を含む、任意の位置で生じ得る。い
くつかの実施形態では、プリンヌクレオ塩基の２位、６位、７位、または８位をコンジュ
ゲート部分に付着させる。ピリミジンヌクレオ塩基またはその誘導体へのコンジュゲーシ
ョンも任意の位置で生じ得る。いくつかの実施形態では、ピリミジンヌクレオ塩基の２位
、５位、および６位をコンジュゲート部分と置換することができる。ヌクレオシドの糖部
分へのコンジュゲーションは任意の炭素原子で生じ得る。コンジュゲート部分に付着させ
ることができる糖部分の炭素原子の例としては、２’、３’、および５’炭素原子が挙げ
られる。例えば、無塩基残基中の、１’位をコンジュゲート部分に付着させることもでき
る。ヌクレオシド間結合もコンジュゲート部分を担持することができる。リン含有結合（
例えば、ホスホジエステル、ホスホロチオアート、ホスホロジチオアート、ホスホロアミ
ダートなど）の場合、コンジュゲート部分をリン原子に直接、またはリン原子に結合した
Ｏ原子、Ｎ原子、もしくはＳ原子に付着させることができる。アミンまたはアミド含有ヌ
クレオシド間結合（例えば、ＰＮＡ）の場合、コンジュゲート部分をアミンもしくはアミ
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ドの窒素原子に、または隣接する炭素原子に付着させることができる。
【０３０２】
　オリゴマー化合物のコンジュゲートを調製するための方法は数多くある。通常、オリゴ
マー化合物上の反応基（例えば、ＯＨ、ＳＨ、アミン、カルボキシル、アルデヒドなど）
をコンジュゲート部分上の反応基と接触させることによって、オリゴマー化合物をコンジ
ュゲート部分に付着させる。いくつかの実施形態では、一方の反応基は求電子性であり、
もう一方の反応基は求核性である。
【０３０３】
　例えば、求電子基はカルボニル含有官能基であることができ、求核基はアミンまたはチ
オールであることができる。結合基を含むおよび含まない核酸および関連オリゴマー化合
物のコンジュゲーションの方法は、例えば、Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｉｎ　Ａｎｔｉｓｅｎ
ｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｃｒｏｏｋｅ　ａｎｄ　
ＬｅＢｌｅｕ編，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．，１９９３，第
１７章などの文献に十分に記載されており、この文献は、その全体が参照により本明細書
に組み込まれる。
【０３０４】
　オリゴヌクレオチドコンジュゲートの調製を教示する代表的な米国特許としては、限定
するものではないが、米国特許第４，８２８，９７９号；同第４，９４８，８８２号；同
第５，２１８，１０５号；同第５，５２５，４６５号；同第５，５４１，３１３号；同第
５，５４５，７３０号；同第５，５５２，５３８号；同第５，５７８，７１７号；同第５
，５８０，７３１号；同第５，５８０，７３１号；同第５，５９１，５８４号；同第５，
１０９，１２４号；同第５，１１８，８０２号；同第５，１３８，０４５号；同第５，４
１４，０７７号；同第５，４８６，６０３号；同第５，５１２，４３９号；同第５，５７
８，７１８号；同第５，６０８，０４６号；同第４，５８７，０４４号；同第４，６０５
，７３５号；同第４，６６７，０２５号；同第４，７６２，７７９号；同第４，７８９，
７３７号；同第４，８２４，９４１号；同第４，８３５，２６３号；同第４，８７６，３
３５号；同第４，９０４，５８２号；同第４，９５８，０１３号；同第５，０８２，８３
０号；同第５，１１２，９６３号；同第５，２１４，１３６号；同第５，０８２，８３０
号；同第５，１１２，９６３号；同第５，１４９，７８２号；同第５，２１４，１３６号
；同第５，２４５，０２２号；同第５，２５４，４６９号；同第５，２５８，５０６号；
同第５，２６２，５３６号；同第５，２７２，２５０号；同第５，２９２，８７３号；同
第５，３１７，０９８号；同第５，３７１，２４１号；同第５，３９１，７２３号；同第
５，４１６，２０３号；同第５，４５１，４６３号；同第５，５１０，４７５号；同第５
，５１２，６６７号；同第５，５１４，７８５号；同第５，５６５，５５２号；同第５，
５６７，８１０号；同第５，５７４，１４２号；同第５，５８５，４８１号；同第５，５
８７，３７１号；同第５，５９５，７２６号；同第５，５９７，６９６号；同第５，５９
９，９２３号；同第５，５９９，９２８号；同第５，６７２，６６２号；同第５，６８８
，９４１号；同第５，７１４，１６６号；同第６，１５３，７３７号；同第６，１７２，
２０８号；同第６，３００，３１９号；同第６，３３５，４３４号；同第６，３３５，４
３７号；同第６，３９５，４３７号；同第６，４４４，８０６号；同第６，４８６，３０
８号；同第６，５２５，０３１号；同第６，５２８，６３１号；同第６，５５９，２７９
号が挙げられ、これらは各々、参照により本明細書に組み込まれる。
【０３０５】
定義
　便宜のため、本明細書、実施例、および付随する特許請求の範囲で使用される特定の用
語および語句の意味が、以下に提供される。本明細書の他の部分におけるある用語の用法
と本節で示されるその定義との間に明白な矛盾がある場合には、本節の定義が優先される
ものとする。
【０３０６】
　「Ｇ」、「Ｃ」、「Ａ」および「Ｕ」は各々、通常、塩基としてグアニン、シトシン、
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アデニン、およびウラシルをそれぞれ含有するヌクレオチドを表す。しかしながら、「リ
ボヌクレオチド」または「ヌクレオチド」という用語は、以下にさらに詳述するような修
飾ヌクレオチド、または代用置換部分を指すこともできるということが理解されるであろ
う。当業者にはよく知られていることであるが、このような置換部分を有するヌクレオチ
ドを含むオリゴヌクレオチドの塩基対形成特性を実質的に変化させないで、グアニン、シ
トシン、アデニン、およびウラシルを他の部分に置換することが可能である。例えば、限
定するものではないが、その塩基としてイノシンを含むヌクレオチドは、アデニン、シト
シン、またはウラシルを含有するヌクレオチドと塩基対を形成し得る。したがって、ウラ
シル、グアニン、またはアデニンを含有するヌクレオチドは、本発明のヌクレオチド配列
中で、例えば、イノシンを含有するヌクレオチドに置換し得る。このような置換部分を含
む配列は本発明の実施形態である。
【０３０７】
　本明細書で使用される「第ＶＩＩ因子」とは、第ＶＩＩ因子のｍＲＮＡ、タンパク質、
ペプチド、またはポリペプチドを意味する。「第ＶＩＩ因子」という用語は、当技術分野
で、ＡＩ１３２６２０、Ｃｆ７、凝固因子ＶＩＩ前駆体、凝固因子ＶＩＩ、ＦＶＩＩ、血
清プロトロンビン転化促進因子、ＦＶＩＩ凝固タンパク質、およびエプタコグαとしても
知られている。
【０３０８】
　本明細書で使用される場合、「標的配列」とは、一次転写産物のＲＮＡプロセッシング
の産物であるｍＲＮＡを含む、遺伝子の転写の間に形成されるｍＲＮＡ分子のヌクレオチ
ド配列の連続した部分を指す。
【０３０９】
　本明細書で使用される場合、「配列を含む鎖」という用語は、標準的なヌクレオチド命
名法を用いて参照される配列によって説明される、ヌクレオチドの鎖を含むオリゴヌクレ
オチドを指す。
【０３１０】
　本明細書で使用される場合、および別途示されない限り、ヌクレオチド対との関連で使
用される場合の「相補的」という用語は、古典的なワトソン－クリック対、すなわち、Ｇ
Ｃ、ＡＴ、またはＡＵを意味する。この用語は、ヌクレオチドの一方または両方が、例え
ば、リボース修飾またはリン酸骨格修飾によって、本明細書に記載されるように修飾され
ている古典的なワトソン－クリック対形成にまでも及ぶ。この用語は、イノシンまたは塩
基対形成特性を実質的に変化させない他の実体との対形成を含むこともできる。
【０３１１】
　本明細書で使用される場合、および別途示されない限り、第２のヌクレオチド配列との
関連で第１のヌクレオチド配列を説明するのに使用される場合の「相補的」という用語は
、当業者に理解されるように、第１のヌクレオチド配列を含むオリゴヌクレオチドまたは
ポリヌクレオチドが、第２のヌクレオチド配列を含むオリゴヌクレオチドまたはポリヌク
レオチドとハイブリダイズし、特定の条件下で二重鎖構造を形成する能力を指す。相補性
は、生理的条件下での、すなわち、生物内で直面し得るような生理的に関連のある条件下
でのハイブリダイゼーションを可能にする完全な相補性、実質的な相補性、および十分な
相補性を含むことができる。完全な相補性とは、個々の対について上で定義されるような
、第１の配列と第２の配列の対の全てにおける相補性を指す。ある配列が、本明細書中の
第２の配列に対して「実質的に相補的」である場合、この２つの配列は、完全に相補的で
あることができるか、またはこれらの配列は、ハイブリダイズしたときに、１つ以上の、
しかし通常は、多くて４つ、３つ、もしくは２つのミスマッチの塩基対を形成しながらも
、その最終的な適用に最も関連がある条件下でハイブリダイズする能力を保持し得る。実
質的な相補性は、ストリンジェントな条件下でのハイブリダイゼーションとして定義する
こともでき、この場合、ストリンジェントな条件は、以下を含み得る：４００ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ、４０ｍＭ　ＰＩＰＥＳ（ｐＨ６．４）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、５０℃または７０℃、
１２～１６時間の後、洗浄。当業者であれば、ハイブリダイズしたヌクレオチドの最終的
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な適用に従う２つの配列の相補性の試験に最も適当な条件の組を決定することができるで
あろう。
【０３１２】
　しかしながら、２つのオリゴヌクレオチドが、ハイブリダイズしたときに、１つ以上の
一本鎖突出を形成するように設計される場合、このような突出は、相補性の決定に関して
ミスマッチとはみなされないものとする。例えば、一方の２１ヌクレオチド長のオリゴヌ
クレオチドと、もう一方の２３ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドとを含むｄｓＲＮＡ
であって、より長いオリゴヌクレオチドが、より短いオリゴヌクレオチドに完全に相補的
な２１ヌクレオチドの配列を含むｄｓＲＮＡは、本発明の目的のために、やはり「完全に
相補的」と呼ばれ得る。
【０３１３】
　本明細書で使用される「相補的」配列はまた、ハイブリダイズするそれらの能力に関す
る上記の要件が満たされる限り、非ワトソン－クリック塩基対および／または非天然ヌク
レオチドや修飾ヌクレオチドから形成された塩基対を含んでもよく、またはこれらの塩基
対から完全に形成されてもよい。
【０３１４】
　生理的条件下での、例えば、生物内で直面し得るような生理的に関連のある条件下での
ハイブリダイゼーションを可能にする「相補的」、「完全に相補的」、「実質的に相補的
」、および十分な相補性という用語は、これらを使用する文脈から理解されるように、ｄ
ｓＲＮＡのセンス鎖とアンチセンス鎖の間の、またはｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖と標的
配列の間の塩基ミスマッチに関して本明細書で使用され得る。
【０３１５】
　本明細書で使用される場合、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）「の少なくとも一部に
相補的な、例えば、実質的に相補的な」ポリヌクレオチドとは、目的の（例えば、第ＶＩ
Ｉ因子をコードする）ｍＲＮＡの連続した部分に相補的な、例えば、実質的に相補的なポ
リヌクレオチドを指す。例えば、ポリヌクレオチドは、その配列が第ＶＩＩ因子をコード
するｍＲＮＡの中断されていない部分に実質的に相補的である場合、第ＶＩＩ因子のｍＲ
ＮＡの少なくとも一部に相補的である。
【０３１６】
　本明細書で使用される「二本鎖ＲＮＡ」または「ｄｓＲＮＡ」という用語は、逆平行で
、かつ上で定義されたような、実質的に相補的な２つの核酸鎖を含む二重鎖構造を有する
リボ核酸分子、またはリボ核酸分子の複合体を指す。二重鎖構造を形成する２つの鎖は、
１つのより大きいＲＮＡ分子の異なる部分であってもよく、またはその２つの鎖は、別々
のＲＮＡ分子であってもよい。２つの鎖が１つのより大きい分子の部分であり、したがっ
て、二重鎖構造を形成する一方の鎖の３’末端とそれぞれのもう一方の鎖の５’末端の間
の中断されないヌクレオチド鎖によって接続されている場合、接続ＲＮＡ鎖は「ヘアピン
ループ」と呼ばれる。２つの鎖が、二重鎖構造を形成する一方の鎖の３’末端とそれぞれ
のもう一方の鎖の５’末端の間の中断されないヌクレオチド鎖以外の手段で共有結合的に
接続されている場合、この接続構造は、「リンカー」と呼ばれる。ＲＮＡ鎖は、同数また
は異なる数のヌクレオチドを有し得る。塩基対の最大数は、ｄｓＲＮＡのうち最短の鎖の
ヌクレオチドの数である。二重鎖構造に加えて、ｄｓＲＮＡは、１つ以上のヌクレオチド
突出を含み得る。本明細書で使用されるｄｓＲＮＡは、「小さい阻害性ＲＮＡ」、「ｓｉ
ＲＮＡ」、「ｓｉＲＮＡ剤」、「ｉＲＮＡ剤」、または「ＲＮＡｉ剤」とも呼ばれる。
【０３１７】
　本明細書で使用される場合、「ヌクレオチド突出」とは、ｄｓＲＮＡの一方の鎖の３’
末端がもう一方の鎖の５’末端を越えて伸びるか、またはその逆である場合に、ｄｓＲＮ
Ａの二重鎖構造から突出する不対ヌクレオチドを指す。「平滑」または「平滑末端」とは
、ｄｓＲＮＡのその末端に不対ヌクレオチドがないこと、すなわち、ヌクレオチド突出が
ないことを意味する。「平滑末端の」ｄｓＲＮＡとは、その全長にわたって二本鎖である
、すなわち、分子のどちらの末端にもヌクレオチド突出がないｄｓＲＮＡのことである。
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　「アンチセンス鎖」という用語は、標的配列に実質的に相補的な領域を含むｄｓＲＮＡ
の鎖を指す。本明細書で使用される場合、「相補領域」という用語は、本明細書で定義さ
れるように、配列（例えば、標的配列）に実質的に相補的な、アンチセンス鎖上の領域を
指す。相補領域が標的配列に完全に相補的ではない場合、ミスマッチは末端領域において
最も許容され、かつ存在する場合は、通常、末端領域に、例えば、５’末端および／また
は３’末端から６、５、４、３、または２ヌクレオチド以内にある。
【０３１９】
　本明細書で使用される「センス鎖」という用語は、アンチセンス鎖のある領域に実質的
に相補的な領域を含むｄｓＲＮＡの鎖を指す。
【０３２０】
　「同一性」という用語は、２つ以上のポリヌクレオチド配列を比較することによって決
定される、このような配列間の関係性のことである。同一性はまた、一連のポリヌクレオ
チド配列間の一致によって決定される、このような配列間の配列関連性の程度を意味する
。２つのポリヌクレオチド配列間の同一性を測定するためのいくつかの方法が存在するが
、この用語は当業者に周知である（例えば、Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｎ　Ｈｅｉｎｊｅ，Ｇ．，Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９８７）；およびＳｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｉｍｅ
ｒ，Ｇｒｉｂｓｋｏｖ．，Ｍ．　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．，編，Ｍ．Ｓｔｏｃｋ
ｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９１）を参照されたい）。本明細書で使用
される「実質的に同一」とは、ｄｓＲＮＡのセンス鎖と標的遺伝子の対応する部分との間
に非常に高い相同性（好ましくは１００％の配列同一性）があることを意味する。しかし
ながら、９０％超、または９５％の配列同一性を有するｄｓＲＮＡを本発明で使用しても
よく、したがって、遺伝子突然変異、系統多形、または進化的分岐のために見込まれ得る
配列のバリエーションも許容することができる。１００％同一性が好ましいが、ｄｓＲＮ
Ａは、ＲＮＡと標的遺伝子の間に単一または多数の塩基対のランダムなミスマッチを含有
してもよい。
【０３２１】
　当業者には理解されるように、「細胞に導入する」とは、ｄｓＲＮＡに関する場合、細
胞内への取込みまたは吸収を促進することを意味する。ｄｓＲＮＡの吸収または取込みは
、人の手を借りない拡散プロセスまたは能動的な細胞プロセスを通じて、または補助的な
薬剤もしくは装置によってなされ得る。この用語の意味は、インビトロの細胞に限定され
るものではない。ｄｓＲＮＡは、生きた生物の一部である「細胞に導入される」場合もあ
る。このような例では、細胞への導入は、生物への送達を含むことになる。例えば、イン
ビボ送達については、ｄｓＲＮＡを組織部位に注入することができるし、または全身投与
することができる。インビトロでの細胞への導入には、エレクトロポレーションおよびリ
ポフェクションなどの当技術分野で公知の方法が含まれる。
【０３２２】
　「サイレンシングする」および「発現を阻害する」という用語は、これらの用語が第Ｖ
ＩＩ因子遺伝子を指すものである限り、本明細書では、第ＶＩＩ因子遺伝子の発現の少な
くとも一部の抑制を指し、この抑制は、第ＶＩＩ因子遺伝子が転写される第１の細胞また
は細胞群であって、第ＶＩＩ因子遺伝子の発現が阻害されるように処理された細胞または
細胞群から単離し得る、第ＶＩＩ因子遺伝子から転写されたｍＲＮＡの量が、第２の細胞
または細胞群であって、第１の細胞または細胞群と実質的に同一であるが、第１の細胞ま
たは細胞群のように処理されていない細胞または細胞群（対照細胞）と比較して、低下し
ていることによって明らかにされるようなものである。阻害の程度は、通常
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【数１】

で表される。
【０３２３】
　あるいは、阻害の程度は、第ＶＩＩ因子遺伝子の転写に関数関係があるパラメータ（例
えば、細胞によって分泌される、第ＶＩＩ因子遺伝子にコードされたタンパク質の量、ま
たは特定の表現型（例えば、アポトーシス）を示す細胞の数）の減少という観点から与え
られる場合もある。原則として、第ＶＩＩ因子遺伝子のサイレンシングは、構成的にかま
たはゲノム工学によるかのいずれかで、標的を発現している任意の細胞において、任意の
適当なアッセイによって測定し得る。しかしながら、所与のｓｉＲＮＡが第ＶＩＩ因子遺
伝子の発現を一定の度合いで阻害するかどうか、したがって、このｓｉＲＮＡが本発明に
包含されるかどうかを決定するために参照が必要な場合、以下の実施例に提供されるアッ
セイが、このような参照としての役割を果たすものとする。
【０３２４】
　例えば、ある例では、第ＶＩＩ因子遺伝子の発現は、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチ
ドの投与によって少なくとも約２０％、２５％、３５％、４０％、または５０％抑制され
る。一実施形態では、第ＶＩＩ因子遺伝子は、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドの投与
によって少なくとも約６０％、７０％、または８０％抑制される。より好ましい実施形態
では、第ＶＩＩ因子遺伝子は、本発明の二本鎖オリゴヌクレオチドの投与によって少なく
とも約８５％、９０％、または９５％抑制される。
【０３２５】
　「治療する」、「治療」などの用語は、疾患または障害の緩和または軽減を指す。本発
明との関連において、以下に本明細書で記載される他の状態（例えば、血栓疾患以外の第
ＶＩＩ因子が仲介する状態）のいずれかに関する限り、「治療する」、「治療」などの用
語は、このような状態に伴う少なくとも１つの症状を緩和もしくは軽減すること、または
このような状態の進行を遅延もしくは逆行させることを意味する。
【０３２６】
　「治療的に有意義な」組成物は、適切な用量で投与されたときに、疾患もしくは障害、
または疾患もしくは障害の症状を緩和または軽減することができる。
【０３２７】
　本明細書で使用される場合、「第ＶＩＩ因子が仲介する状態または疾患」という用語な
らびに関連用語および関連語句は、不適切な（例えば、正常よりも大きい）第ＶＩＩ因子
の活性を特徴とする状態または障害を指す。不適切な第ＶＩＩ因子の機能的活性は、通常
は第ＶＩＩ因子を発現しない細胞での第ＶＩＩ因子の発現、または（例えば、ウイルス性
出血熱の症状、もしくは血栓を引き起こす）第ＶＩＩ因子発現の増大の結果として生じ得
る。第ＶＩＩ因子が仲介する状態または疾患は、不適切な第ＶＩＩ因子の機能的活性によ
って完全にまたは部分的に仲介され得る。しかしながら、第ＶＩＩ因子が仲介する状態ま
たは疾患は、第ＶＩＩ因子の調節によって、根本的な状態または障害にいくらかの影響を
及ぼせるものである（例えば、第ＶＩＩ因子の阻害剤によって、少なくとも一部の患者で
は健康がいくらか改善される）。
【０３２８】
　「出血熱」には、ウイルス感染によって引き起こされる病気の組合せが含まれる。典型
的には、発熱と消化管症状に続いて、毛細血管の出血が起こる。
【０３２９】
　「凝固障害」とは、対象の血液凝固機構の任意の欠陥のことである。
【０３３０】
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　本明細書で使用される場合、「血栓障害」とは、好ましくは望ましくないＦＶＩＩ発現
に起因する任意の障害のことであり、望ましくない血液凝固を特徴とする任意の障害を含
む。
【０３３１】
　本明細書で使用される場合、「治療的有効量」および「予防的有効量」という語句は、
ウイルス性出血熱、またはこのような障害の明らかな症状（例えば、出血、発熱、衰弱、
筋肉痛、頭痛、炎症、もしくは循環性ショック）の治療、予防、もしくは管理において治
療効果を提供する量を指す。治療的に有効な具体的な量は、普通の医師により容易に決定
可能であり、当技術分野で公知の要因、例えば、血栓障害のタイプ、患者の病歴および年
齢、疾患の段階、ならびに他の薬剤の投与などによって変わり得る。
【０３３２】
　本明細書で使用される場合、「薬学的組成物」には、薬理学的有効量のｄｓＲＮＡと薬
学的に許容される担体とが含まれる。本明細書で使用される場合、「薬理学的有効量」、
「治療的有効量」、または単に「有効量」とは、意図される薬理学的結果、治療的結果、
または予防的結果をもたらすのに有効なＲＮＡの量を指す。例えば、疾患または障害と関
連する測定可能なパラメータが少なくとも２５％低下したときに、所与の臨床治療が有効
であると考えられる場合、その疾患または障害を治療するための薬物の治療的有効量は、
そのパラメータの少なくとも２５％低下をもたらすのに必要な量である。
【０３３３】
　「薬学的に許容される担体」という用語は、治療剤を投与するための担体を指す。この
ような担体には、食塩水、緩衝食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタノール
、およびそれらの組合せが含まれるが、これらに限定されない。この用語は、細胞培養培
地を特に除外する。経口投与される薬物について、薬学的に許容される担体には、薬学的
に許容される賦形剤、例えば、不活性希釈剤、崩壊剤、結合剤、潤滑剤、甘味料、香料、
着色剤、および防腐剤が含まれるが、これらに限定されない。好適な不活性希釈剤には、
炭酸ナトリウムおよび炭酸カルシウム、リン酸ナトリウムおよびリン酸カルシウム、なら
びにラクトースが含まれ、一方、トウモロコシデンプンおよびアルギン酸は、好適な崩壊
剤である。結合剤には、デンプンおよびゼラチンが含まれ得、一方、潤滑剤は、存在する
場合には、一般に、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸またはタルクである。所望
の場合には、消化管内での吸収を遅らせるために、錠剤をモノステアリン酸グリセリルま
たはジステアリン酸グリセリルなどの材料でコーティングし得る。
【０３３４】
　本明細書で使用される場合、「形質転換細胞」とは、ｄｓＲＮＡ分子を発現することが
可能なベクターが導入された細胞のことである。
【０３３５】
核酸－脂質粒子の特徴
　特定の実施形態では、本発明は、脂質に封入された核酸粒子を生成するための方法およ
び組成物に関し、この粒子中で、核酸は脂質層内に封入される。ｓｉＲＮＡオリゴヌクレ
オチドを組み込んでいるこのような核酸－脂質粒子は：（１）薬物対脂質比；（２）封入
効率；および（３）粒径をはじめとする種々の生物物理学的パラメータを用いて特徴付け
られる。高い薬物対脂質比、高い封入効率、良好なヌクレアーゼ耐性および血清安定性、
ならびに調節可能な粒径（通常、直径２００ｎｍ未満）が望ましい。さらに、ヌクレアー
ゼ耐性を付与するための核酸の修飾が、治療薬のコストに加えられるが、多くの場合、限
られた耐性しか提供しないので、核酸ポリマーの性質が重要である。特に記述されない限
り、これらの基準は、本明細書中で以下の通りに計算される。
【０３３６】
　核酸対脂質比は、規定容量の調製物中の核酸の量を、同じ容量中の脂質の量で割ったも
のである。これは、モル当たりのモル基準または重量当たりの重量基準またはモル当たり
の重量基準に基づくものであり得る。最終的な投与の準備のできた製剤の場合、透析、ク
ロマトグラフィーおよび／または酵素（例えば、ヌクレアーゼ）消化を用いて、可能な限
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り多くの外部核酸を除去した後に、核酸：脂質比を計算する。
【０３３７】
　封入効率とは、出発混合物の薬物対脂質比を、最終的な投与に適格な製剤の薬物対脂質
比で割ったものを指す。これは、相対的な効率の尺度である。絶対的な効率の尺度につい
ては、最終的に投与に適格な製剤になる出発混合物に添加された核酸の総量を計算するこ
ともできる。製剤化プロセスの間に失われる脂質の量も計算し得る。効率は、組成物の損
失量と費用の尺度である
【０３３８】
　サイズは、形成される粒子のサイズ（直径）を示す。サイズ分布は、Ｎｉｃｏｍｐ　Ｍ
ｏｄｅｌ３７０サブマイクロメートル粒子寸法測定器において準弾性光散乱（ＱＥＬＳ）
を用いて測定され得る。２００ｎｍ未満の粒子が、新生物や炎症部位などの新生血管形成
された（漏出性）組織への分布のために好ましい。
【０３３９】
脂質粒子の調製方法
　本発明の方法および組成物は、特定のカチオン性脂質を利用し、その脂質の合成、調製
および特徴づけは、以下および添付の実施例において説明される。さらに、本発明は、治
療剤（例えば、核酸）と会合した脂質粒子をはじめとする脂質粒子を調製する方法を提供
する。本明細書で記載される方法において、脂質の混合物は、核酸の緩衝水溶液と組み合
わされて、脂質粒子内に封入された核酸を含む中間体混合物を生成し、その場合、この封
入された核酸は、約３重量％～約２５重量％、好ましくは５～１５重量％という核酸／脂
質比で存在する。この中間体混合物は、脂質に封入された核酸粒子を得るために、場合に
よって大きさが揃えられてもよく、その場合、この脂質部分は、好ましくは３０～１５０
ｎｍの直径、より好ましくは約４０～９０ｎｍの直径を有する単層小胞である。次に、ｐ
Ｈを上げて、脂質－核酸粒子上の表面電荷の少なくとも一部を中和し、それにより、少な
くとも部分的に表面が中和された、脂質に封入された核酸組成物が提供される。
【０３４０】
　上記のように、これらのカチオン性脂質のいくつかは、アミノ基のｐＫａ未満のｐＨに
おいて帯電しており、ｐＫａより高いｐＨにおいて実質的に中性である、アミノ脂質であ
る。これらのカチオン性脂質は、滴定可能なカチオン性脂質と呼ばれ、２工程プロセスを
用いて本発明の製剤において使用することができる。第１に、核酸の存在下において、滴
定可能なカチオン性脂質と他の小胞成分を用いて、低ｐＨにおいて脂質小胞を形成するこ
とができる。この方法で、小胞が核酸を封入し、捕捉する。第２に、媒体のｐＨを、存在
する滴定可能なカチオン性脂質のｐＫａより高いレベルに、すなわち、生理学的ｐＨまた
はそれよりも高く上昇させることによって、新しく形成された小胞の表面電荷を中和する
ことができる。このプロセスの特に有利な態様は、表面に吸着された任意の核酸の容易な
除去と、中性の表面を有する結果として生じる核酸送達ビヒクルの両方を含む。中性の表
面を有するリポソームまたは脂質粒子は、循環からの速やかなクリアランスを回避し、か
つカチオン性リポソーム調製物と関連する特定の毒性を回避すると予想される。核酸－脂
質粒子の組成物におけるこのような滴定可能なカチオン性脂質のこれらの使用に関するさ
らなる詳細は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第６，２８７，５９１号およ
び米国特許第６，８５８，２２５号に提供されている。
【０３４１】
　この方法で形成された小胞は、高含有量の核酸を含む均一な小胞サイズの製剤を提供す
ることにさらに留意する。さらに、これらの小胞は、約３０～約１５０ｎｍ、より好まし
くは約３０～約９０ｎｍのサイズ範囲を有する。
【０３４２】
　任意の特定の理論に束縛されるつもりはないが、核酸封入の非常に高い効率は、低ｐＨ
における静電相互作用の結果であると考えられる。酸性ｐＨ（例えば、ｐＨ４．０）にお
いて、小胞表面は帯電しており、静電相互作用を介して核酸の一部に結合する。外部の酸
性緩衝液が、より中性の緩衝液（例えば、ｐＨ７．５）に交換されると、脂質粒子または
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リポソームの表面は中和され、任意の外部の核酸を除去することが可能になる。製剤化プ
ロセスに関するより詳細な情報は、様々な刊行物（例えば、米国特許第６，２８７，５９
１号および米国特許第６，８５８，２２５号）に提供されている。
【０３４３】
　上記のことを考慮して、本発明は、脂質／核酸製剤を調製する方法を提供する。本明細
書で記載される方法において、脂質の混合物は、核酸の緩衝水溶液と組み合わされて、脂
質粒子内に封入された核酸を含む中間体混合物を生成し、例えば、その場合、この封入さ
れた核酸は、約１０重量％～約２０重量％という核酸／脂質比で存在する。中間体混合物
は、脂質に封入された核酸粒子を得るために、場合によって、大きさを揃えてもよく、そ
の場合、この脂質部分は、好ましくは３０～１５０ｎｍ、より好ましくは約４０～９０ｎ
ｍの直径を有する単層小胞である。次に、ｐＨを上げて、脂質－核酸粒子上の表面電荷の
少なくとも一部を中和し、それにより、少なくとも部分的に表面が中和された脂質で封入
された核酸組成物を提供する。
【０３４４】
　特定の実施形態では、脂質の混合物は、少なくとも２つの脂質成分、すなわち、脂質が
、ｐＫａよりも低いｐＨにおいてカチオン性であり、ｐＫａより高いｐＨにおいて中性で
あるようなｐＫａを有する脂質から選択される本発明の第１アミノ脂質成分と、脂質－核
酸粒子形成中の粒子凝集を防止する脂質の中から選択される第２脂質成分とを含む。特定
の実施形態では、アミノ脂質は、本発明の新規のカチオン性脂質である。
【０３４５】
　本発明の核酸－脂質粒子を調製する際、脂質の混合物は、通常、有機溶媒中の脂質の溶
液である。次に、この脂質の混合物を乾燥させて、薄膜を形成させることができるか、ま
たは凍結乾燥させて、粉末を形成させ、その後、水性緩衝液で水和して、リポソームを形
成させることができる。あるいは、好ましい方法において、脂質混合物をエタノールなど
の水混和性アルコール中に可溶化し、このエタノール性溶液を水性緩衝液に添加して、自
発的にリポソームを形成させる。ほとんどの実施形態では、アルコールを市販されている
形態で使用する。例えば、エタノールを、無水エタノール（１００％）として、または９
５％エタノール（残りの部分は水である）として使用することができる。この方法は、米
国特許第５，９７６，５６７号でより詳細に記載されている。
【０３４６】
　例示的な一実施形態では、脂質の混合物は、アルコール溶媒中のカチオン性脂質、（カ
チオン性脂質以外の）中性脂質、ステロール（例えば、コレステロール）およびＰＥＧ修
飾脂質（例えば、ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）の混合物である。好ましい実
施形態では、脂質混合物は、アルコール、より好ましくはエタノール中のカチオン性脂質
、中性脂質、コレステロールおよびＰＥＧ修飾脂質から本質的になる。さらに好ましい実
施形態では、第１の溶液は、カチオン性脂質約２０～７０％：中性脂質５～４５％：コレ
ステロール２０～５５％：ＰＥＧ修飾脂質０．５～１５％というモル比の上記脂質混合物
からなる。またさらに好ましい実施形態では、第１の溶液は、より好ましくはカチオン性
脂質約２０～６０％：ＤＳＰＣ　５～２５％：Ｃｈｏｌ　２５～５５％：ＰＥＧ－ＤＭＧ
またはＰＥＧ－ＤＭＡ　０．５～１５％というモル比の表１から選択される脂質、ＤＳＰ
Ｃ、ＣｈｏｌおよびＰＥＧ－ＤＭＧもしくはＰＥＧ－ｃＤＭＡから本質的になる。特定の
実施形態では、モル脂質比は、約５０／１０／３８．５／１．５（ｍｏｌ％カチオン性脂
質／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－ＤＳＧもしくはＰＥＧ－ＤＰＧ）、
５７．２／７．１／３４．３／１．４（ｍｏｌ％カチオン性脂質／ＤＰＰＣ／Ｃｈｏｌ／
ＰＥＧ－ｃＤＭＡ）、４０／１５／４０／５（ｍｏｌ％カチオン性脂質／ＤＳＰＣ／Ｃｈ
ｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧ）、５０／１０／３５／４．５／０．５（ｍｏｌ％カチオン性脂質
／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧもしくはＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）、５
０／１０／３５／５（カチオン性脂質／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧ）、４０／
１０／４０／１０（ｍｏｌ％カチオン性脂質／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧもし
くはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）、３５／１５／４０／１０（ｍｏｌ％カチオン性脂質／ＤＳＰＣ
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／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧもしくはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）または５２／１３／３０／５（
ｍｏｌ％カチオン性脂質／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧもしくはＰＥＧ－ｃＤＭ
Ａ）である。別の群の好ましい実施形態では、これらの組成物中の中性脂質をＰＯＰＣ、
ＤＰＰＣ、ＤＯＰＥまたはＳＭと置き換える。本発明によって、脂質混合物を、核酸を含
み得る緩衝水溶液と組み合わせる。この緩衝水溶液は、通常、緩衝液が脂質混合物中のプ
ロトン化可能な脂質のｐＫａ未満のｐＨを有する溶液である。好適な緩衝液の例としては
、クエン酸、リン酸、酢酸およびＭＥＳが挙げられる。特に好ましい緩衝液はクエン酸緩
衝液である。好ましい緩衝液は、封入される核酸の化学成分に応じて１～１０００ｍＭの
アニオンの範囲であり、緩衝液濃度の最適化は、高い充填レベルを達成するために重要で
あり得る（例えば、米国特許第６，２８７，５９１号および米国特許第６，８５８，２２
５号を参照されたい）。あるいは、塩化物、硫酸塩などでｐＨ５～６に酸性化された純水
が有用であり得る。この場合、５％グルコース、または粒子が、エタノールを除去するた
め、ｐＨを上げるために透析されるか、もしくは通常の食塩水などの薬学的に許容される
担体と混合されたときに、粒子膜を超えて浸透ポテンシャルを釣り合わせる別の非イオン
性溶質を添加することが好適である場合がある。緩衝液中の核酸の量は、変動し得るが、
通常、約０．０１ｍｇ／ｍＬ～約２００ｍｇ／ｍＬ、より好ましくは約０．５ｍｇ／ｍＬ
～約５０ｍｇ／ｍＬである。
【０３４７】
　脂質の混合物と治療用核酸の緩衝水溶液とを組み合わせて中間体混合物を得る。中間体
混合物は、通常、封入された核酸を有する脂質粒子の混合物である。さらに、中間体混合
物は、負に帯電した核酸のイオン引力および脂質粒子表面上の正に帯電した脂質（アミノ
脂質またはプロトン化可能な第１脂質成分を構成している他の脂質は、その脂質上のプロ
トン化可能な基のｐＫａ未満のｐＨを有する緩衝液中で正に帯電している）のために、脂
質粒子（リポソームまたは脂質小胞）の表面に付着したいくらかの核酸も含み得る。一群
の好ましい実施形態では、脂質の混合物は、脂質のアルコール溶液であり、その溶液の各
々の容量は、組み合わせたときに、得られるアルコール含有量が約２０容量％～約４５容
量％になるように調整される。混合物を組み合わせる方法は、多くの場合、生成される製
剤の規模に応じて、種々のプロセスのいずれかを含むことができる。例えば、総容量が約
１０～２０ｍＬ以下であるとき、溶液を試験管内で組み合わせて、ボルテックスミキサー
を用いて一緒に撹拌することができる。大規模プロセスを好適な生産規模のガラス製品中
で実施することができる。
【０３４８】
　場合により、脂質混合物と治療剤（核酸）の緩衝水溶液とを組み合わせることによって
生成される、脂質に封入された治療剤（例えば、核酸）の複合体は、所望のサイズの範囲
および比較的狭い分布の脂質粒径を達成するために、大きさを揃えることができる。好ま
しくは、本明細書で提供される組成物は、約７０～約２００ｎｍ、より好ましくは約９０
～約１３０ｎｍの平均直径の大きさに揃えられる。所望のサイズにリポソームの大きさを
揃えるために、いくつかの技術が利用可能である。大きさを揃える１つの方法は、参照に
より本明細書に組み込まれる米国特許第４，７３７，３２３号に記載されている。バスま
たはプローブ超音波処理によってリポソーム懸濁液を超音波処理することにより、サイズ
が約０．０５マイクロメートル未満の小型の単層小胞（ＳＵＶ）まで段階的にサイズが縮
小される。均質化は、大きなリポソームをより小さなリポソームに断片化する剪断エネル
ギーに依存する別の方法である。通常の均質化手順では、選択されたリポソームサイズ（
通常、約０．１～０．５マイクロメートル）が観察されるまで、多層小胞を標準的なエマ
ルジョンホモジナイザーに通して再循環させる。両方の方法において、粒径分布は、従来
のレーザービーム粒径測定によってモニタリングすることができる。本明細書中の特定の
方法の場合、均一な小胞サイズを得るために、押出しを用いることができる。
【０３４９】
　小孔ポリカーボネート膜または非対称セラミック膜を介するリポソーム組成物の押出し
によって、比較的明確に規定されたサイズ分布がもたらされる。通常、所望のリポソーム
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複合体のサイズ分布が達成されるまで、懸濁液を膜に通して１回以上循環させる。リポソ
ームを連続的により小孔の膜に通して押し出し、リポソームのサイズを徐々に小さくする
ことを達成し得る。いくつかの例では、形成される脂質－核酸組成物を、サイズを揃える
ことなく使用してもよい。
【０３５０】
　特定の実施形態では、本発明の方法は、脂質－核酸組成物の脂質部分上の表面電荷の少
なくとも一部を中和する工程をさらに含む。表面電荷を少なくとも部分的に中和すること
により、封入されていない核酸が脂質粒子表面から解放され、従来の技術を用いて組成物
から除去され得る。好ましくは、封入されていない核酸や表面に吸着した核酸は、緩衝溶
液を交換することにより、得られる組成物から除去される。例えば、クエン酸緩衝液（ｐ
Ｈ約４．０、組成物を形成するために使用される）をＨＥＰＥＳ緩衝食塩水（ＨＢＳ　ｐ
Ｈ約７．５）溶液で置換することにより、リポソーム表面の中和と、表面からの核酸の放
出とがもたらされる。次に、放出された核酸を、標準的な方法を用いるクロマトグラフィ
ーによって除去した後、使用される脂質のｐＫａよりも高いｐＨを有する緩衝液に切り換
えることができる。
【０３５１】
　場合により、脂質小胞（すなわち、脂質粒子）を水性緩衝液中での水和によって形成し
、核酸を添加する前に、上記の方法のいずれかを用いて大きさを揃えることができる。上
記のように、水性緩衝液は、アミノ脂質のｐＫａよりも低いｐＨであるべきである。次に
、核酸の溶液を、これらの大きさが揃えられ、予め形成された小胞に添加することができ
る。このような「予め形成された」小胞内への核酸の封入を可能するために、混合物は、
エタノールなどのアルコールを含むべきである。エタノールの場合、それは、約２０％（
ｗ／ｗ）～約４５％（ｗ／ｗ）の濃度で存在するべきである。さらに、脂質小胞の組成お
よび核酸の性質に応じて、水性緩衝液－エタノール混合物中の予め形成された小胞と核酸
の混合物を約２５℃～約５０℃の温度に温める必要があることがある。脂質小胞中の核酸
の所望のレベルを達成するための封入プロセスの最適化には、エタノール濃度や温度など
の変数の操作が必要であることが当業者に明白であろう。核酸の封入のための好適な条件
の例を実施例に提供する。一旦核酸が予め形成された小胞内に封入されたら、外部のｐＨ
を上げて、少なくとも部分的に表面電荷を中和することができる。次に、封入されていな
い核酸や表面に吸着した核酸を上記のように除去することができる。
【０３５２】
使用方法
　本発明の脂質粒子は、インビトロまたはインビボで治療剤を細胞に送達するために使用
され得る。特定の実施形態では、治療剤は、本発明の核酸－脂質粒子を用いて細胞に送達
される核酸である。本発明の脂質粒子および関連する薬学的組成物を使用する様々な方法
の以下の説明は、核酸－脂質粒子に関する説明によって例証されるが、これらの方法およ
び組成物が、そのような治療の恩恵を受ける任意の疾患または障害を治療するための任意
の治療剤を送達するために容易に適応され得ることが理解される。
【０３５３】
　特定の実施形態では、本発明は、核酸を細胞に導入するための方法を提供する。細胞に
導入するための好ましい核酸は、ｓｉＲＮＡ、免疫刺激性オリゴヌクレオチド、プラスミ
ド、アンチセンスおよびリボザイムである。これらの方法は、細胞内送達が生じるのに十
分な時間にわたって、本発明の粒子または組成物を細胞と接触させることによって行われ
得る。
【０３５４】
　本発明の組成物をほとんど全ての細胞型、例えば、限定するものではないが、ＨｅＬａ
、ＨＣＴ１１６、Ａ３７５、ＭＣＦ７、Ｂ１６Ｆ１０、Ｈｅｐ３ｂ、ＨＵＨ７、ＨｅｐＧ
２、Ｓｋｏｖ３、Ｕ８７、およびＰＣ３細胞株をはじめとする腫瘍細胞株に吸着させるこ
とができる。核酸－脂質粒子は、一旦吸着すると、細胞の一部によってエンドサイトーシ
スによって取り込まれるか、脂質を細胞膜と交換するか、または細胞と融合することがで
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きる。この複合体の核酸部分の移入または取込みは、これらの経路のうちのいずれか１つ
を介して起こることができる。本発明の範囲に関して限定することを意図するものではな
いが、エンドサイトーシスによって細胞に取り込まれる粒子の場合、この粒子は、次に、
エンドソーム膜と相互作用し、おそらく非二重層の相の形成によってエンドソーム膜の不
安定化をもたらし、封入された核酸が細胞質に導入されると考えられる。同様に、粒子と
細胞の原形質膜との直接的な融合の場合、融合が起こるとき、リポソーム膜は細胞膜に統
合され、リポソームの内容物が細胞内の液体と組み合わされる。インビトロで行われると
き、細胞と脂質－核酸組成物との接触は、生物学的に適合性の媒体中で起こる。組成物の
濃度は、特定の用途に応じて広く変動し得るが、通常、約１μｍｏｌ～約１０ｍｍｏｌで
ある。特定の実施形態では、脂質－核酸組成物による細胞の処置は、一般に、生理学的温
度（約３７℃）で、約１～２４時間、好ましくは、約２～８時間行われる。インビトロで
の適用では、核酸の送達は、起源が植物であるか動物であるか、脊椎動物あるか無脊椎動
物であるか、およびどの組織またはタイプであるかに関係なく、培養で増殖している任意
の細胞に対するものであることができる。好ましい実施形態では、細胞は、動物細胞、よ
り好ましくは哺乳動物細胞、最も好ましくはヒト細胞である。
【０３５５】
　一群の実施形態では、脂質－核酸粒子懸濁液を、約１０３～約１０５細胞／ｍＬ、より
好ましくは約２×１０４細胞／ｍＬの細胞密度を有する６０～８０％コンフルエントでプ
レーティングされた細胞に添加する。細胞に添加される懸濁液の濃度は、好ましくは約０
．０１～２０μｇ／ｍＬ、より好ましくは約１μｇ／ｍＬである。
【０３５６】
　通常の適用は、周知の手順を用いて、ｓｉＲＮＡの細胞内送達をもたらし、特定の細胞
標的をノックダウンまたはサイレンシングすることを含む。あるいは、適用は、治療的に
有用なポリペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡ配列の送達を含む。この方法で、
欠損しているかまたは存在しない遺伝子産物を供給することによって、遺伝性疾患に対す
る治療が提供される（すなわち、デュシェンヌ型ジストロフィーの場合は、Ｋｕｎｋｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｒｉｔ．Ｍｅｄ．Ｂｕｌｌ．４５（３）：６３０－６４３（１９８９
）を参照されたく、嚢胞性線維症の場合は、Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，Ｎａｔｕｒｅ　３４
１：１０２－１０３（１９８９）を参照されたい）。本発明の組成物に対する他の用途は
、細胞内へのアンチセンスオリゴヌクレオチドの導入を含む（Ｂｅｎｎｅｔｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｍｏｌ．Ｐｈａｒｍ．４１：１０２３－１０３３（１９９２）を参照されたい）。
【０３５７】
　あるいは、本発明の組成物は、当業者に公知の方法を用いて、インビボで核酸を細胞に
送達するために使用することもできる。ＤＮＡまたはｍＲＮＡ配列を送達するための本発
明の適用に関して、参照により本明細書に組み込まれる、Ｚｈｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２６１：２０９－２１１（１９９３）には、ＤＯＴＭＡ－ＤＯＰＥ複合体を用
いたサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）－クロラムフェニコールアセチルトランスフェラー
ゼ（ＣＡＴ）発現プラスミドの静脈内送達が記載されている。参照により本明細書に組み
込まれる、Ｈｙｄｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３６２：２５０－２５６（１９９３
）には、リポソームを用いた、マウスの気道の上皮および肺の中の肺胞への嚢胞性線維症
膜コンダクタンス制御因子（ＣＦＴＲ）遺伝子の送達が記載されている。参照により本明
細書に組み込まれる、Ｂｒｉｇｈａｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｓｃｉ．２９
８：２７８－２８１（１９８９）には、細胞内の酵素であるクロラムフェニコールアセチ
ルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）をコードする機能性原核生物遺伝子によるマウスの肺の
インビボトランスフェクションが記載されている。したがって、本発明の組成物は、感染
症の治療で使用することができる。
【０３５８】
　それゆえ、別の態様では、本発明の製剤を用いて、限定するものではないが、ＦＶＩＩ
、Ｅｇ５、ＰＣＳＫ９、ＴＰＸ２、ａｐｏＢ、ＳＡＡ、ＴＴＲ、ＲＳＶ、ＰＤＧＦβ遺伝
子、Ｅｒｂ－Ｂ遺伝子、Ｓｒｃ遺伝子、ＣＲＫ遺伝子、ＧＲＢ２遺伝子、ＲＡＳ遺伝子、
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ＭＥＫＫ遺伝子、ＪＮＫ遺伝子、ＲＡＦ遺伝子、Ｅｒｋ１／２遺伝子、ＰＣＮＡ（ｐ２１
）遺伝子、ＭＹＢ遺伝子、ＪＵＮ遺伝子、ＦＯＳ遺伝子、ＢＣＬ－２遺伝子、サイクリン
Ｄ遺伝子、ＶＥＧＦ遺伝子、ＥＧＦＲ遺伝子、サイクリンＡ遺伝子、サイクリンＥ遺伝子
、ＷＮＴ－１遺伝子、β－カテニン遺伝子、ｃ－ＭＥＴ遺伝子、ＰＫＣ遺伝子、ＮＦＫＢ
遺伝子、ＳＴＡＴ３遺伝子、サバイビン遺伝子、Ｈｅｒ２／Ｎｅｕ遺伝子、トポイソメラ
ーゼＩ遺伝子、トポイソメラーゼＩＩα遺伝子、ｐ７３遺伝子、ｐ２１（ＷＡＦ１／ＣＩ
Ｐ１）遺伝子、ｐ２７（ＫＩＰ１）遺伝子、ＰＰＭ１Ｄ遺伝子、ＲＡＳ遺伝子、カベオリ
ンＩ遺伝子、ＭＩＢ　Ｉ遺伝子、ＭＴＡＩ遺伝子、Ｍ６８遺伝子、腫瘍抑制遺伝子、ｐ５
３腫瘍抑制遺伝子、ｐ５３ファミリーメンバーＤＮ－ｐ６３、ｐＲｂ腫瘍抑制遺伝子、Ａ
ＰＣ１腫瘍抑制遺伝子、ＢＲＣＡ１腫瘍抑制遺伝子、ＰＴＥＮ腫瘍抑制遺伝子、ｍＬＬ融
合遺伝子、ＢＣＲ／ＡＢＬ融合遺伝子、ＴＥＬ／ＡＭＬ１融合遺伝子、ＥＷＳ／ＦＬＩ１
融合遺伝子、ＴＬＳ／ＦＵＳ１融合遺伝子、ＰＡＸ３／ＦＫＨＲ融合遺伝子、ＡＭＬ１／
ＥＴＯ融合遺伝子、αｖ－インテグリン遺伝子、Ｆｌｔ－１受容体遺伝子、チューブリン
遺伝子、ヒトパピローマウイルス遺伝子、ヒトパピローマウイルス複製に必要とされる遺
伝子、ヒト免疫不全ウイルス遺伝子、ヒト免疫不全ウイルス複製に必要とされる遺伝子、
Ａ型肝炎ウイルス遺伝子、Ａ型肝炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、Ｂ型肝炎ウイル
ス遺伝子、Ｂ型肝炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、Ｃ型肝炎ウイルス遺伝子、Ｃ型
肝炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、Ｄ型肝炎ウイルス遺伝子、Ｄ型肝炎ウイルス複
製に必要とされる遺伝子、Ｅ型肝炎ウイルス遺伝子、Ｅ型肝炎ウイルス複製に必要とされ
る遺伝子、Ｆ型肝炎ウイルス遺伝子、Ｆ型肝炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、Ｇ型
肝炎ウイルス遺伝子、Ｇ型肝炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、Ｈ型肝炎ウイルス遺
伝子、Ｈ型肝炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、呼吸器合胞体ウイルス遺伝子、呼吸
器合胞体ウイルス複製に必要とされる遺伝子、単純ヘルペスウイルス遺伝子、単純ヘルペ
スウイルス複製に必要とされる遺伝子、ヘルペスサイトメガロウイルス遺伝子、ヘルペス
・サイトメガロウイルス複製に必要とされる遺伝子、ヘルペス・エプスタイン・バーウイ
ルス遺伝子、ヘルペス・エプスタイン・バーウイルス複製に必要とされる遺伝子、カポジ
肉腫関連ヘルペスウイルス遺伝子、カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス複製に必要とされる
遺伝子、ＪＣウイルス遺伝子、ＪＣウイルス複製に必要とされるヒト遺伝子、ミクソウイ
ルス遺伝子、ミクソウイルス遺伝子複製に必要とされる遺伝子、ライノウイルス遺伝子、
ライノウイルス複製に必要とされる遺伝子、コロナウイルス遺伝子、コロナウイルス複製
に必要とされる遺伝子、西ナイルウイルス遺伝子、西ナイルウイルス複製に必要とされる
遺伝子、セントルイス脳炎遺伝子、セントルイス脳炎複製に必要とされる遺伝子、ダニ媒
介性脳炎ウイルス遺伝子、ダニ媒介性脳炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、マリーバ
レー脳炎ウイルス遺伝子、マリーバレー脳炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、デング
ウイルス遺伝子、デングウイルス遺伝子複製に必要とされる遺伝子、サルウイルス４０遺
伝子、サルウイルス４０複製に必要とされる遺伝子、ヒトＴ細胞リンパ向性ウイルス遺伝
子、ヒトＴ細胞リンパ向性ウイルス複製に必要とされる遺伝子、モロニーマウス白血病ウ
イルス遺伝子、モロニーマウス白血病ウイルス複製に必要とされる遺伝子、脳心筋炎ウイ
ルス遺伝子、脳心筋炎ウイルス複製に必要とされる遺伝子、麻疹ウイルス遺伝子、麻疹ウ
イルス複製に必要とされる遺伝子、水痘帯状疱疹ウイルス遺伝子、水痘帯状疱疹ウイルス
複製に必要とされる遺伝子、アデノウイルス遺伝子、アデノウイルス複製に必要とされる
遺伝子、黄熱病ウイルス遺伝子、黄熱病ウイルス複製に必要とされる遺伝子、ポリオウイ
ルス遺伝子、ポリオウイルス複製に必要とされる遺伝子、ポックスウイルス遺伝子、ポッ
クスウイルス複製に必要とされる遺伝子、マラリア原虫遺伝子、マラリア原虫遺伝子複製
に必要とされる遺伝子、ミコバクテリウム・ウルケランス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｕｌｃｅｒａｎｓ）遺伝子、ミコバクテリウム・ウルケランス複製に必要とされる遺伝
子、結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）遺伝子、結核菌
複製に必要とされる遺伝子、ハンセン菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ）
遺伝子、ハンセン菌複製に必要とされる遺伝子、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）遺伝子、黄色ブドウ球菌複製に必要とされる遺伝子、肺炎連鎖
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球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）遺伝子、肺炎連鎖球菌複製
に必要とされる遺伝子、化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ
）遺伝子、化膿連鎖球菌複製に必要とされる遺伝子、クラミジア肺炎菌（Ｃｈｌａｍｙｄ
ｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）遺伝子、クラミジア肺炎菌複製に必要とされる遺伝子、マ
イコプラズマ肺炎菌（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）遺伝子、マイコプ
ラズマ肺炎菌複製に必要とされる遺伝子、インテグリン遺伝子、セレクチン遺伝子、補体
系遺伝子、ケモカイン遺伝子、ケモカイン受容体遺伝子、ＧＣＳＦ遺伝子、Ｇｒｏ１遺伝
子、Ｇｒｏ２遺伝子、Ｇｒｏ３遺伝子、ＰＦ４遺伝子、ＭＩＧ遺伝子、プロ血小板塩基性
タンパク質遺伝子、ＭＩＰ－１Ｉ遺伝子、ＭＩＰ－１Ｊ遺伝子、ＲＡＮＴＥＳ遺伝子、Ｍ
ＣＰ－１遺伝子、ＭＣＰ－２遺伝子、ＭＣＰ－３遺伝子、ＣＭＢＫＲ１遺伝子、ＣＭＢＫ
Ｒ２遺伝子、ＣＭＢＫＲ３遺伝子、ＣＭＢＫＲ５ｖ、ＡＩＦ－Ｉ遺伝子、１－３０９遺伝
子、イオンチャネルの構成要素に対する遺伝子、神経伝達物質受容体に対する遺伝子、神
経伝達物質リガンドに対する遺伝子、アミロイドファミリー遺伝子、プレセニリン遺伝子
、ＨＤ遺伝子、ＤＲＰＬＡ遺伝子、ＳＣＡ１遺伝子、ＳＣＡ２遺伝子、ＭＪＤ１遺伝子、
ＣＡＣＮＬ１Ａ４遺伝子、ＳＣＡ７遺伝子、ＳＣＡ８遺伝子、ＬＯＨ細胞に見られるアレ
ル遺伝子、または多型遺伝子の１つのアレル遺伝子などの標的遺伝子をサイレンシングま
たは調節することができる。
【０３５９】
　インビボ投与の場合、薬学的組成物は、好ましくは、非経口的に、すなわち、関節内、
静脈内、腹腔内、皮下または筋肉内に投与される。特定の実施形態では、薬学的組成物は
、ボーラス注射によって静脈内または腹腔内に投与される。１つの例として、参照により
本明細書に組み込まれる、Ｓｔａｄｌｅｒらの米国特許第５，２８６，６３４号を参照の
こと。細胞内核酸送達は、Ｓｔｒａｕｂｒｉｎｇｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，ＭＥＴＨＯＤＳ　
ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ．１０
１：５１２－５２７（１９８３）；Ｍａｎｎｉｎｏ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ　６：６８２－６９０（１９８８）；Ｎｉｃｏｌａｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔ
．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒ．Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ．６：２３９－２７１（１９
８９）、およびＢｅｈｒ，Ａｃｅ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．２６：２７４－２７８（１９９３
）にも論じられている。脂質ベースの治療薬を投与するまた他の方法は、例えば、Ｒａｈ
ｍａｎら、米国特許第３，９９３，７５４号；Ｓｅａｒｓ，米国特許第４，１４５，４１
０号；Ｐａｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓら、米国特許第４，２３５，８７１号；Ｓｃｈｎ
ｅｉｄｅｒ，米国特許第４，２２４，１７９号；Ｌｅｎｋら、米国特許第４，５２２，８
０３号；およびＦｏｕｎｔａｉｎら、米国特許第４，５８８，５７８号に記載されている
。
【０３６０】
　他の方法では、薬学的調製物は、調製物を組織に直接適用することによって標的組織と
接触させ得る。適用は、局所的な「開放系」または「閉鎖系」手順によって行ない得る。
「局所的」とは、環境（例えば、皮膚、中咽頭、外耳道など）に露出される組織への薬学
的調製物の直接的な適用のことを意味する。「開放系」手順は、患者の皮膚を切開するこ
とと、その下にある、薬学的調製物が適用される組織を直接可視化することとを含む手順
である。これは、一般に、外科的手順（例えば、肺に到達する開胸術、腹部の内臓に到達
する開腹術、または標的組織に対する他の直接的な外科的アプローチ）によって達成され
る。「閉鎖系」手順は、内部の標的組織を直接可視化しないが、皮膚の小さい創傷から器
具を挿入することによって到達する、侵襲的な手順である。例えば、調製物は、洗浄針に
よって腹膜に投与され得る。同様に、脊髄麻酔または脊髄のメトリザマイドイメージング
のために通常行われるような、腰椎穿刺中の注入後に患者を適切な位置にすることによっ
て、薬学的調製物が髄膜または脊髄に投与され得る。あるいは、調製物は、内視鏡デバイ
スを介して投与され得る。
【０３６１】
　脂質－核酸組成物は、肺に吸入されるエアロゾルとして（Ｂｒｉｇｈａｍ，ｅｔ　ａｌ
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．，Ａｍ．Ｊ．Ｓｃｉ．２９８（４）：２７８－２８１（１９８９）を参照のこと）また
は疾患部位における直接的な注射によって（Ｃｕｌｖｅｒ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ，ＭａｒｙＡｎｎ　Ｌｉｅｂｅｒｔ，Ｉｎｃ．，Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ．ｐｐ．７０－７１（１９９４））も投与することもできる。
【０３６２】
　本発明の方法は、種々の宿主において実施し得る。好ましい宿主としては、ヒト、非ヒ
ト霊長類、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジなどの哺乳動物種が挙げられる。
【０３６３】
　本発明の脂質－治療剤粒子に対する投薬量は、治療剤と脂質の比と、患者の年齢、体重
および状態に基づく投与医師の見解とによって決まる。
【０３６４】
　一実施形態では、本発明は、標的ポリヌクレオチドまたは標的ポリペプチドの発現を調
節する方法を提供する。これらの方法は、一般に、標的ポリヌクレオチドまたは標的ポリ
ペプチドの発現を調節することができる核酸と会合している本発明の脂質粒子と細胞を接
触させることを含む。本明細書で使用される場合、「調節する」という用語、標的ポリヌ
クレオチドまたは標的ポリペプチドの発現を変化させることを指す。様々な実施形態では
、調節するとは、増加させることもしくは増強することを意味することができるし、また
は減少させることもしくは低下させることを意味することができる。標的ポリヌクレオチ
ドまたは標的ポリペプチドの発現のレベルを測定する方法は、当該技術分野において公知
であり、利用可能であり、これらの方法としては、例えば、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
（ＲＴ－ＰＣＲ）を利用する方法や免疫組織化学的手法が挙げられる。特定の実施形態で
は、標的ポリヌクレオチドまたは標的ポリペプチドの発現のレベルは、適当な対照値と比
較して、少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％または５０％超、増加して
いるか、または低下している。
【０３６５】
　例えば、ポリペプチドの発現の増加が望ましい場合、核酸は、所望のポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターであり得る。他方、ポリヌクレオチドまた
はポリペプチドの発現の低下が望ましい場合、核酸は、標的ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドに特異的にハイブリダイズし、それにより標的ポリヌクレオチドまたは標
的ポリペプチドの発現を妨げるポリヌクレオチド配列を含む、例えば、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡまたはマイクロＲＮＡであり得る。あるいは、核酸は、この
ようなアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡまたはマイクロＲＮＡを発現するプ
ラスミドであり得る。
【０３６６】
　特定の一実施形態では、本発明は、細胞によるポリペプチドの発現を調節する方法であ
って、式Ｉのカチオン性脂質、中性脂質、ステロール、ＰＥＧもしくはＰＥＧ修飾脂質か
らなるかもしくはこれらから本質的になる脂質粒子を、例えば、約２０～６５％の式Ｉの
カチオン性脂質、３～２５％の中性脂質、１５～５５％のステロール、および０．５～１
５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質というモル比で、細胞に提供することを含み、ここで
、この脂質粒子は、ポリペプチドの発現を調節することができる核酸と会合している、方
法を提供する。特定の実施形態では、モル脂質比は、約６０／７．５／３１／１．５、５
７．５／７．５／３１．５／３．５、５７．２／７．１／３４．３／１．４、５２／１３
／３０／５、５０／１０／３８．５／１．５、５０／１０／３５／５、４０／１０／４０
／１０、４０／１５／４０／５、または３５／１５／４０／１０（ｍｏｌ％　式Ｉのカチ
オン性脂質／ＤＳＰＣまたはＤＰＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭ
Ａ）である。いくつかの実施形態では、脂質粒子は、本明細書に記載のターゲッティング
脂質などのターゲッティング部分も含む（例えば、脂質粒子は、式Ｉのカチオン性脂質、
中性脂質、ステロール、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質およびターゲッティング部分からな
る）。別の群の実施形態では、これらの組成物中の中性脂質をＤＰＰＣ、ＰＯＰＣ、ＤＯ
ＰＥまたはＳＭと置き換える。別の群の実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質をＰ
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ＥＧ－ＤＳＧ、ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ＤＰＧと置き換える。
【０３６７】
　特定の実施形態では、治療剤は、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、アンチセンスオリゴヌ
クレオチド、およびｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡまたはアンチセンスオリゴヌクレオチド
を発現することができるプラスミドから選択され、その場合、このｓｉＲＮＡ、マイクロ
ＲＮＡまたはアンチセンスＲＮＡは、ポリペプチドの発現を低下させるような、ポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドに特異的に結合するポリヌクレオチドまたはその相補
物を含む。
【０３６８】
　他の実施形態では、核酸は、ポリペプチドまたはその機能的な変異体もしくは断片の発
現を増加させるような、ポリペプチドまたはその機能的な変異体もしくは断片をコードす
るプラスミドである。
【０３６９】
　関連する実施形態では、本発明は、培養されている細胞のトランスフェクションに有用
な試薬を提供する。例えば、本明細書に記載の脂質製剤を用いて、核酸を培養細胞（例え
ば、付着細胞、懸濁細胞など）に送達することができる。
【０３７０】
　関連する実施形態では、本発明は、対象におけるポリペプチドの過剰発現を特徴とする
疾患または障害を治療する方法であって、対象に本発明の薬学的組成物を提供することを
含み、ここで、この治療剤は、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、アンチセンスオリゴヌクレ
オチド、およびｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドを発
現することができるプラスミドから選択され、かつこのｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡまた
はアンチセンスＲＮＡは、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに特異的に結合す
るポリヌクレオチドまたはその相補物を含む、方法を提供する。
【０３７１】
　一実施形態では、薬学的組成物は、式Ｉのカチオン性脂質、ＤＳＰＣ、Ｃｈｏｌおよび
ＰＥＧ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡからなるかまたはこれら
から本質的になる脂質粒子を、例えば、約２０～６５％の式Ｉのカチオン性脂質、３～２
５％の中性脂質、１５～５５％のステロール、および０．５～１５％のＰＥＧまたはＰＥ
Ｇ修飾脂質（ＰＥＧ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧもしくはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）という
モル比で含み、ここで、この脂質粒子は、治療用核酸と会合している。特定の実施形態で
は、モル脂質比は、約６０／７．５／３１／１．５、５７．５／７．５／３１．５／３．
５、５７．２／７．１／３４．３／１．４、５２／１３／３０／５、５０／１０／３８．
５／１．５、５０／１０／３５／５、４０／１０／４０／１０、３５／１５／４０／１０
または４０／１５／４０／５（ｍｏｌ％　式Ｉのカチオン性脂質／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／
ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）である。いくつかの実施形態では、脂質粒子は
、本明細書に記載のターゲッティング脂質も含む（例えば、脂質粒子は式Ｉのカチオン性
脂質、中性脂質、ステロール、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質およびターゲッティング部分
（例えば、ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）から本質的になる）。いくつかの実施形態
では、ターゲッティング脂質がＰＥＧ部分を含み、かつ既存のリポソーム製剤に添加され
る場合、ＰＥＧ修飾脂質（すなわち、ＰＥＧ修飾脂質（例えば、ＰＥＧ－ＤＭＧ）、およ
びＰＥＧ含有ターゲッティング脂質）の総量を一定のｍｏｌパーセンテージ（例えば、０
．３％、１．５ｍｏｌ％、または３．５ｍｏｌ％）に保つように、ＰＥＧ修飾脂質の量を
低下させる。別の群の実施形態では、これらの組成物中の中性脂質を、ＤＰＰＣ、ＰＯＰ
Ｃ、ＤＯＰＥまたはＳＭと置き換える。別の群の実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥＧ修飾
脂質をＰＥＧ－ＤＳＧまたはＰＥＧ－ＤＰＧと置き換える。別の関連する実施形態では、
本発明は、対象におけるポリペプチドの過小発現を特徴とする疾患または障害を治療する
方法であって、対象に本発明の薬学的組成物を提供することを含み、ここで、この治療剤
は、ポリペプチドまたはその機能的な変異体もしくは断片をコードするプラスミドである
、方法を含む。
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【０３７２】
　本発明は、対象における免疫応答を誘導する方法であって、対象に本発明の薬学的組成
物を提供することを含み、ここで、この治療剤は、免疫刺激性オリゴヌクレオチドである
、方法をさらに提供する。特定の実施形態では、免疫応答は、例えば、約２０～６５％の
式Ｉのカチオン性脂質、３～２５％の中性脂質、１５～５５％のステロール、および０．
５～１５％のＰＥＧまたはＰＥＧ修飾脂質（ＰＥＧ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧもし
くはＰＥＧ－ｃＤＭＡ）というモル比の、式Ｉのカチオン性脂質、ＤＳＰＣ、Ｃｈｏｌお
よびＰＥＧ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭＡからなるかまたはこ
れらから本質的になる液性免疫応答または粘膜免疫応答であり、ここで、この脂質粒子は
、治療用核酸と会合している。特定の実施形態では、モル脂質比は、約６０／７．５／３
１／１．５、５７．５／７．５／３１．５／３．５、５７．２／７．１／３４．３／１．
４、５２／１３／３０／５、５０／１０／３８．５／１．５、５０／１０／３５／５、４
０／１０／４０／１０、３５／１５／４０／１０または４０／１５／４０／５　（ｍｏｌ
％　式Ｉのカチオン性脂質／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＭＧまたはＰＥＧ－ｃＤＭ
Ａ）である。いくつかの実施形態では、脂質粒子は、本明細書に記載のターゲッティング
脂質も含む（例えば、脂質粒子は、式Ｉのカチオン性脂質、中性脂質、ステロール、ＰＥ
ＧまたはＰＥＧ修飾脂質およびターゲッティング部分から本質的になる）。いくつかの実
施形態では、ターゲッティング脂質がＰＥＧ部分を含み、かつ既存のリポソーム製剤に添
加される場合、ＰＥＧ修飾脂質（すなわち、ＰＥＧ修飾脂質（例えば、ＰＥＧ－ＤＭＧ）
、およびＰＥＧ含有ターゲッティング脂質）の総量を一定のｍｏｌパーセンテージ（例え
ば、０．３％、１．５ｍｏｌ％、または３．５ｍｏｌ％）に保つように、ＰＥＧ修飾脂質
の量を低下させる。別の群の実施形態では、これらの組成物中の中性脂質を、ＤＰＰＣ、
ＰＯＰＣ、ＤＯＰＥまたはＳＭと置き換える。別の群の実施形態では、ＰＥＧまたはＰＥ
Ｇ修飾脂質をＰＥＧ－ＤＳＧまたはＰＥＧ－ＤＰＧと置き換える。さらなる実施形態では
、薬学的組成物は、ワクチンまたは抗原と組み合わせて対象に提供される。したがって、
本発明自体が、免疫刺激性オリゴヌクレオチドを含み、かつ免疫応答が望まれる抗原と会
合している、本発明の脂質粒子を含むワクチンを提供する。特定の実施形態では、抗原は
、腫瘍抗原であるか、または例えば、ウイルス、細菌もしくは寄生虫などの感染体と関連
している。
【０３７３】
　種々の腫瘍抗原、感染体抗原、および他の疾患に関連する抗原が、当該技術分野で周知
であり、これらの例は、本明細書に引用される参考文献に記載されている。本発明におけ
る使用に好適な抗原の例としては、ポリペプチド抗原およびＤＮＡ抗原が挙げられるが、
これらに限定されない。抗原の特定の例は、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、痘瘡、ポリオ、炭疽、
インフルエンザ、チフス、破傷風、麻疹、ロタウイルス、ジフテリア、百日咳、結核およ
び風疹の抗原である。一実施形態では、抗原は、Ｂ型肝炎組換え抗原である。別の態様で
は、抗原はＡ型肝炎組換え抗原である。別の態様では、抗原は腫瘍抗原である。このよう
な腫瘍関連抗原の例は、ＭＵＣ－１、ＥＢＶ抗原およびバーキットリンパ腫に関連する抗
原である。さらなる態様では、抗原は、チロシナーゼ関連タンパク質腫瘍抗原組換え抗原
である。当業者は、本発明における使用に好適な他の抗原を知っているであろう。
【０３７４】
　本発明における使用に好適な腫瘍関連抗原は、単一の腫瘍タイプを示し、いくつかのタ
イプの腫瘍間で共有され、および／または正常細胞と比較して腫瘍細胞においてもっぱら
発現されるかもしくは過剰発現される可能性がある、突然変異した分子と突然変異してい
ない分子の両方を含む。タンパク質および糖タンパク質に加えて、炭水化物、ガングリオ
シド、糖脂質およびムチンの発現の腫瘍特異的パターンも報告されている。本癌ワクチン
において使用するための例示的な腫瘍関連抗原としては、癌遺伝子、癌抑制遺伝子、およ
び腫瘍細胞に特有の突然変異または再配列を有する他の遺伝子のタンパク質産物、再活性
化された胚性遺伝子産物、癌胎児性抗原、組織特異的な（しかし、腫瘍特異的でない）分
化抗原、増殖因子受容体、細胞表面炭水化物残基、外来性ウイルスタンパク質、ならびに
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いくつかの他の自己タンパク質が挙げられる。
【０３７５】
　腫瘍関連抗原の特定の実施形態としては、例えば、突然変異した抗原（例えば、Ｒａｓ
　ｐ２１癌原遺伝子、腫瘍抑制因子ｐ５３およびＢＣＲ－ａｂｌ癌遺伝子のタンパク質産
物ならびにＣＤＫ４、ＭＵＭ１、カスパーゼ８およびβカテニン）；過剰発現される抗原
（例えば、ガレクチン４、ガレクチン９、炭酸脱水酵素、アルドラーゼＡ、ＰＲＡＭＥ、
Ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＥｒｂＢ－２およびＫＳＡ）、癌胎児性抗原（例えば、αフェトプロ
テイン（ＡＦＰ）、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ））；自己抗原（例えば、癌胎児
抗原（ＣＥＡ）およびメラノサイト分化抗原（例えば、Ｍａｒｔ１／ＭｅｌａｎＡ、ｇｐ
１００、ｇｐ７５、チロシナーゼ、ＴＲＰ１およびＴＲＰ２））；前立腺関連抗原（例え
ば、ＰＳＡ、ＰＡＰ、ＰＳＭＡ、ＰＳＭ－Ｐ１およびＰＳＭ－Ｐ２）；再活性化された胚
性遺伝子産物（例えば、ＭＡＧＥ１、ＭＡＧＥ３、ＭＡＧＥ４、ＧＡＧＥ１、ＧＡＧＥ２
、ＢＡＧＥ、ＲＡＧＥおよび他の癌精巣抗原（例えば、ＮＹ－ＥＳＯ１、ＳＳＸ２および
ＳＣＰ１））；ムチン（例えば、Ｍｕｃ－１およびＭｕｃ－２）；ガングリオシド（例え
ば、ＧＭ２、ＧＤ２およびＧＤ３）、中性糖脂質および糖タンパク質（例えば、Ｌｅｗｉ
ｓ（ｙ）およびグロボ－Ｈ）；ならびに糖タンパク質（例えば、Ｔｎ、Ｔｈｏｍｐｓｏｎ
－Ｆｒｅｉｄｅｎｒｅｉｃｈ抗原（ＴＦ）およびｓＴｎ）が挙げられる。全細胞および腫
瘍細胞ライセートならびにその免疫原性部分、ならびにＢ細胞リンパ腫に対して使用され
るＢリンパ球のモノクローナル増殖時に発現される免疫グロブリンイディオタイプもまた
、本明細書における腫瘍関連抗原として含められる。
【０３７６】
　病原体としては、感染体、例えば、哺乳動物（より特には、ヒト）に感染するウイルス
が挙げられるが、これに限定されない。感染性ウイルスの例としては：レトロウイルス科
（Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、ヒト免疫不全ウイルス（例えば、ＨＩＶ－１（
ＨＴＬＶ－ＩＩＩ、ＬＡＶまたはＨＴＬＶ－ＩＩＩ／ＬＡＶとも呼ばれる）またはＨＩＶ
－ＩＩＩ）；および他の分離株（例えば、ＨＩＶ－ＬＰ）；ピコルナウイルス科（Ｐｉｃ
ｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、ポリオウイルス、Ａ型肝炎ウイルス；エンテロウイ
ルス、ヒトコクサッキーウイルス、ライノウイルス、エコーウイルス）；カルシウイルス
科（Ｃａｌｃｉｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、胃腸炎を引き起こす株）；トガウイルス科（
Ｔｏｇａｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、ウマ脳炎ウイルス、風疹ウイルス）；フラビウイル
ス科（Ｆｌａｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、デング熱ウイルス、脳炎ウイルス、黄熱病ウイ
ルス）；コロノウイルス科（Ｃｏｒｏｎｏｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、コロナウイルス）
；ラブドウイルス科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒａｄａｅ）（例えば、水疱性口内炎ウイルス、
狂犬病ウイルス）；コロナウイルス科（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、コロナ
ウイルス）；ラブドウイルス科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒａｄａｅ）（例えば、水疱性口内炎
ウイルス、狂犬病ウイルス）；フィロウイルス科（Ｆｉｌｏｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、
エボラウイルス）；パラミクソウイルス科（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）（例えば
、パラインフルエンザウイルス、耳下腺炎ウイルス、麻疹ウイルス、呼吸器合胞体ウイル
ス）；オルソミクスウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、インフ
ルエンザウイルス）；ブンガウイルス科（Ｂｕｎｇａｖｉｒｉｄａｅ）（例えば、ハンタ
ーンウイルス、ブニアウイルス、フレボウイルスおよびナイロウイルス）；アレナウイル
ス科（Ａｒｅｎａ　ｖｉｒｉｄａｅ）（出血熱ウイルス）；レオウイルス科（Ｒｅｏｖｉ
ｒｉｄａｅ）（例えば、レオウイルス、オルビウイルスおよびロタウイルス）；ビルナウ
イルス科（Ｂｉｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）；ヘパドナウイルス科（Ｈｅｐａｄｎａｖｉｒｉ
ｄａｅ）（Ｂ型肝炎ウイルス）；パルボウイルス科（Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｄａ）（パルボ
ウイルス）；パポバウイルス科（Ｐａｐｏｖａｖｉｒｉｄａｅ）（パピローマウイルス、
ポリオーマウイルス）；アデノウイルス科（Ａｄｅｎｏｖｉｒｉｄａｅ）（ほとんどのア
デノウイルス）；ヘルペスウイルス科（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｄａｅ）の単純ヘルペスウ
イルス（ＨＳＶ）１および２、水痘帯状疱疹ウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）
、ヘルペスウイルス；ポックスウイルス科（Ｐｏｘｖｉｒｉｄａｅ）（天然痘ウイルス、
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ワクシニアウイルス、ポックスウイルス）；およびイリドウイルス科（Ｉｒｉｄｏｖｉｒ
ｉｄａｅ）（例えば、アフリカブタ熱ウイルス）；ならびに未分類のウイルス（例えば、
海綿状脳症の病原因子、デルタ肝炎の病原体（Ｂ型肝炎ウイルスの欠損サテライトと考え
られる）、非Ａ型、非Ｂ型肝炎の病原体（クラス１＝内部伝染性；クラス２＝非経口伝染
性（すなわち、Ｃ型肝炎）；ノーウォークおよび関連ウイルスならびにアストロウイルス
）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３７７】
　また、グラム陰性細菌およびグラム陽性細菌は、脊椎動物において抗原として働く。こ
のようなグラム陽性細菌としては、パスツレラ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）種、ブドウ球
菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉ）種および連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）種
が挙げられるが、これらに限定されない。グラム陰性細菌としては、大腸菌（Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）種およびサルモ
ネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）種が挙げられるが、これらに限定されない。感染性の細菌
の特定の例としては：ヘリコバクターピロリ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉｓ
）、ボレリア・ブルグドルフェリ（Ｂｏｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）、レジオ
ネラ・ニューモフィリア（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌｉａ）、マイコ
バクテリア属の種（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｓｐｓ）（例えば、結核菌（Ｍ．ｔｕｂ
ｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、Ｍ．アウィウム（Ｍ．ａｖｉｕｍ）、Ｍ．イントラセルラーレ（
Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ）、Ｍ．カンサイイ（Ｍ．ｋａｎｓａｉｉ）、Ｍ．ゴ
ルドナエ（Ｍ．ｇｏｒｄｏｎａｅ））、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ａｕｒｅｕｓ）、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、髄膜炎菌（
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）、リステリア・モノサイトゲネス（Ｌ
ｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）（Ａ群連鎖球菌）、ストレプトコッカス・アガラクティエ（
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）（Ｂ群連鎖球菌）、ストレプトコ
ッカス（ビリダンス群）、大便連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ
）、ストレプトコッカス・ボビス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｂｏｖｉｓ）、ストレ
プトコッカス（嫌気性種）、肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａｅ）、病原性カンピロバクター属の種（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．）、
腸球菌属の種（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．）、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｕｅｎｚａｅ）、炭疽菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｒａｃｉｓ）、
ジフテリア菌（ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ）、コリネバ
クテリウム属の種（ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）、豚丹毒菌（Ｅｒｙｓｉ
ｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄ
ｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｒｓ）、破傷風菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｉ
）、エンテロバクター・アエロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ
）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、パスツレラ・ムルトシ
ダ（Ｐａｓｔｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、バクテロイデス属の種（Ｂａｃｔｅ
ｒｏｉｄｅｓ　ｓｐ．）、フゾバクテリウム・ヌクレアートゥム（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ　ｎｕｃｌｅａｔｕｍ）、ストレプトバシルス・モニリフォルミス（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｓ）、梅毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅ
ｍａ　ｐａｌｌｉｄｉｕｍ）、トレポネーマ・ペルテヌエ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐｅｒ
ｔｅｎｕｅ）、レプトスピラ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ）、リケッチア（Ｒｉｃｋｅｔｔｓ
ｉａ）およびアクチノミセス・イスラエリイ（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｉｓｒａｅｌｉ
ｉ）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０３７８】
　病原体のさらなる例としては、哺乳動物（より特には、ヒト）に感染する感染性真菌が
挙げられるが、これに限定されない。感染性真菌の例としては、クリプトコックス・ネオ
フォルマンス（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）、ヒストプラスマ・
カプスラートゥム（Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ）、コッキディオイ
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デス・イムミティス（Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ）、ブラストミケス・
デルマティティディス（Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｅｒｍａｔｉｔｉｄｉｓ）、クラミ
ディア・トラコマティス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、カンディダ
・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。感染性寄生虫の例としては、プラスモディウム（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ）、例え
ば、プラスモディウム・ファルキパルム（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ
）、プラスモディウム・マラリアエ（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｍａｌａｒｉａｅ）、プラ
スモディウム・オウァレ（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｏｖａｌｅ）およびプラスモディウム
・ウィウァクス（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｖｉｖａｘ）が挙げられる。他の感染性生物（
すなわち、原生生物）としては、トキソプラスマ・ゴンディイ（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　
ｇｏｎｄｉｉ）が挙げられる。
【０３７９】
薬学的組成物
　一実施形態では、本発明は、本明細書に記載の肝臓スクリーニングモデルで同定された
核酸剤を含む薬学的組成物を提供する。組成物は、作用剤（例えば、ｄｓＲＮＡ）と薬学
的に許容される担体とを含む。薬学的組成物は、遺伝子の発現または活性と関連する疾患
または障害を治療するのに有用である。このような薬学的組成物は、送達の様式に基づい
て製剤化される。１つの例は、非経口送達を介する全身投与用に製剤化される組成物であ
る。
【０３８０】
　同定された薬剤を含む薬学的組成物を、標的遺伝子（例えば、第ＶＩＩ因子遺伝子）の
発現を阻害するのに十分な投薬量で投与する。通常、ｄｓＲＮＡ剤の好適な用量は、１日
にレシピエントの体重１キログラム当たり０．０１～５．０ミリグラムの範囲、通常、１
日に体重１キログラム当たり１マイクログラム～１ｍｇの範囲である。薬学的組成物を１
日１回投与してもよく、またはｄｓＲＮＡを１日を通して適切な間隔で２回、３回、もし
くはよりより多くのサブ用量として、または徐放製剤による連続的な注入もしくは送達す
ら用いて投与してもよい。その場合、各サブ用量に含まれるｄｓＲＮＡは、総１日投薬量
に到達するために相応により少量でなければならない。投薬単位は、例えば、数日間にわ
たってｄｓＲＮＡの持続的放出をもたらす従来の持続放出製剤を用いて、数日間かけて送
達されるように調合することもできる。持続放出製剤は当該技術分野で周知であり、かつ
本発明の薬剤とともに使用し得るような薬剤の膣送達に特に有用である。この実施形態で
は、投薬単位は、対応する複数の１日用量を含む。
【０３８１】
　当業者であれば、限定するものではないが、対象の疾患もしくは障害の重症度、過去の
治療、全般的な健康および／または年齢、ならびに他の存在する疾患をはじめとする、特
定の因子が、対象を効果的に治療するのに必要とされる投薬量およびタイミングに影響を
与え得ることを理解するであろう。さらに、治療的有効量の組成物による対象の治療は、
１回の治療または一連の治療を含むことができる。本発明によって企図される個々のｄｓ
ＲＮＡについての有効投薬量やインビボ半減期を、従来の方法を用いて、または本明細書
の別の場所に記載されているような、適当な動物モデルを用いたインビボ試験に基づいて
、推定することができる。
【０３８２】
　特定の実施形態では、本発明の脂質－核酸粒子を含む薬学的組成物は標準的な技術に従
って調製され、かつこれは薬学的に許容される担体をさらに含む。通常、食塩水が薬学的
に許容される担体として利用される。他の好適な担体としては、例えば、安定性を増強す
るために糖タンパク質（例えば、アルブミン、リポタンパク質、グロブリンなど）を含む
、水、緩衝水、０．９％食塩水、０．３％グリシンなどが挙げられる。食塩水または他の
塩含有担体を含む組成物では、担体が、以下の脂質粒子製剤に添加されることが好ましい
。したがって、脂質－核酸組成物を生成した後、これらの組成物を薬学的に許容される担
体（例えば、食塩水）中に希釈することができる。
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【０３８３】
　得られた薬学的調製物を従来的な周知の滅菌技術によって滅菌してもよい。その後、水
性溶液を、無菌条件下で、使用のために包装するかまたは濾過し、凍結乾燥させ、凍結乾
燥させた調製物を、投与の前に滅菌水性溶液と組み合わせる。組成物は、生理的条件に近
づけるために必要とされる薬学的に許容される補助物質、例えば、ｐＨ調節剤およびｐＨ
緩衝剤、張性調節剤など（例えば、酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、
塩化カリウム、塩化カルシウムなど）を含んでもよい。さらに、脂質懸濁液は、保存時の
フリーラジカルおよび脂質過酸化による傷害に対して脂質を保護する脂質保護剤を含んで
もよい。親油性のフリーラジカルクエンチャー（例えば、α－トコフェロール）および水
溶性の鉄特異的キレート剤（例えば、フェリオキサミン）が好適である。
【０３８４】
　薬学的製剤中の脂質粒子または脂質－核酸粒子の濃度は、様々に（すなわち、約０．０
１重量％未満、通常は、約０．０５～５重量％または少なくとも約０．０５～５重量％か
ら１０～３０重量％までにも）異なる可能性があり、主に、選択される特定の投与様式に
従う液量、粘性などによって選択される。例えば、治療に伴う流体負荷を下げるために、
この濃度を増加させてもよい。これは、アテローム性動脈硬化症に関連する鬱血性心不全
または重症高血圧を有する患者で特に望ましい可能性がある。あるいは、投与部位での炎
症を緩和するために、刺激性の脂質から構成された複合体を低濃度に希釈してもよい。一
群の実施形態では、核酸は、標識が付着しており、（相補的核酸の存在を示すことによっ
て）診断に使用される。この例では、投与される複合体の量は、使用される特定の標識、
診断されている病状、および臨床医の判断によって決定されるが、通常、（例えば、核酸
剤の）約０．０１～約５０ｍｇ／ｋｇ体重、好ましくは約０．１～約５ｍｇ／ｋｇ体重で
ある。いくつかの実施形態では、投与される複合体は、体重１キログラム当たり約０．０
０４～約５０ｍｇの核酸剤（例えば、約０．００６ｍｇ／ｋｇ～約０．２ｍｇ／ｋｇ）を
含む。
【０３８５】
　上記のように、本発明の脂質－治療剤（例えば、核酸）粒子は、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）修飾リン脂質、ＰＥＧ－セラミド、もしくはガングリオシドＧＭ１修飾脂質
、または凝集を防ぐかまたは制限するのに有効な他の脂質を含んでもよい。このような成
分の添加は、単に複合体凝集を防ぐだけではない。それどころか、これは、循環寿命を増
大させ、標的組織への脂質－核酸組成物の送達を増大させる手段も提供する可能性がある
。
【０３８６】
　本発明は、キット形態の脂質－治療剤組成物も提供する。キットは、通常、キットの様
々な要素を入れるために区画化された容器から構成されている。キットは、好ましくは脱
水または濃縮された形態の、本発明の粒子または薬学的組成物を、それらを再水和または
希釈および投与するための指示書とともに含む。特定の実施形態では、粒子は活性剤を含
むが、他の実施形態では、含まない。
【０３８７】
　肝臓スクリーニングモデルによって同定された薬剤を含む薬学的組成物を、局所的処置
が望ましいかまたは全身的処置が望ましいかによって、および治療されるべき面積によっ
て、いくつかの方法で投与し得る。投与は、局所的、肺（例えば、ネブライザーによるも
のを含む、粉末またはエアロゾルの吸入または吹入）；気管内、鼻腔内、表皮および経皮
、経口的または非経口的であってもよい。投与はまた、局所送達を通じて、例えば、関節
への直接的な関節内注射によって、消化管および腸への直接的な送達のための直腸投与に
よって、子宮頸部および膣への送達のための膣内投与によって、眼への送達のための硝子
体内投与によって、特定の組織への優先的な局在化をもたらすように設計されてもよい。
非経口投与としては、静脈内、動脈内、関節内、皮下、腹腔内または筋肉内への注射もし
くは注入；または頭蓋内（例えば、髄腔内もしくは脳室内）投与が挙げられる。
【０３８８】
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　局所的投与のための薬学的組成物および製剤としては、経皮パッチ、軟膏、ローション
、クリーム、ゲル、点滴剤、座薬、スプレー、液剤および粉末剤を挙げることができる。
従来の薬学的担体、水性、粉末もしくは油性基剤、増粘剤などが必要であるかまたは望ま
しい場合がある。コーティングされたコンドーム、グローブなども有用であり得る。好ま
しい局所製剤としては、本発明のｄｓＲＮＡが、局所的送達成分（例えば、脂質、リポソ
ーム、脂肪酸、脂肪酸エステル、ステロイド、キレート化剤または界面活性剤）と混合さ
れているものが挙げられる。好ましい脂質およびリポソームとしては、中性（例えば、ジ
オレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）、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、すなわち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）が挙げられる。本発明のｄｓＲＮＡはリポソーム内に封入
され得るし、またはｄｓＲＮＡは、リポソームへと（特に、カチオン性リポソームへと）
複合体を形成し得る。あるいは、ｄｓＲＮＡを脂質へと（特に、カチオン性脂質へと）複
合体化し得る。好ましい脂肪酸およびエステルとしては、アラキドン酸、オレイン酸、エ
イコサン酸、ラウリン酸、カプリル酸、カプリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステ
アリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプラート、トリカプラート、モノオレイン、ジ
ラウリン、グリセリル１－モノカプラート、１－ドデシルアザシクロヘプタン－２－オン
、アシルカルニチン、アシルコリンまたはＣ１－１０アルキルエステル（例えば、イソプ
ロピルミリステートＩＰＭ）、モノグリセリド、ジグリセリドまたは薬学的に許容される
それらの塩が挙げられるが、これらに限られない。局所製剤は１９９９年５月２０日に出
願された米国特許出願第０９／３１５，２９８号に詳細に記載されており、この文献はそ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０３８９】
　経口的投与のための組成物および製剤としては、粉末剤または顆粒剤、マイクロ粒子剤
、ナノ粒子剤、水中もしくは非水性媒体中の懸濁液または溶液、カプセル、ゲルカプセル
、サッシェ、錠剤またはミニ錠が挙げられる。増粘剤、香味料、希釈剤、乳化剤、分散助
剤または結合剤が望ましい場合がある。好ましい経口製剤は、本発明のｄｓＲＮＡが１つ
以上の浸透増進剤界面活性剤およびキレート化剤と組み合わせて投与されるものである。
好ましい界面活性剤として、脂肪酸および／またはそれらのエステルもしくは塩、胆汁酸
および／またはそれらの塩が挙げられる。好ましい胆汁酸／塩としては、ケノデオキシコ
ール酸（ＣＤＣＡ）およびウルソデオキシケノデオキシコール酸（ＵＤＣＡ）、コール酸
、デヒドロコール酸、デオキシコール酸、グルコール酸、グリコール酸、グリコデオキシ
コール酸、タウロコール酸、タウロデオキシコール酸、タウロ－２４，２５－ジヒドロ－
フシジン酸ナトリウムおよびグリコジヒドロフシジン酸ナトリウムが挙げられる。好まし
い脂肪酸としては、アラキドン酸、ウンデカン酸、オレイン酸、ラウリン酸、カプリル酸
、カプリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、
ジカプラート、トリカプラート、モノオレイン、ジラウリン、グリセリル１－モノカプラ
ート、１－ドデシルアザシクロヘプタン－２－オン、アシルカルニチン、アシルコリンま
たはそれらのモノグリセリド、ジグリセリドもしくは薬学的に許容される塩（例えば、ナ
トリウム）が挙げられる。浸透増進剤の組合せ、例えば、胆汁酸／塩と組み合わされた脂
肪酸／塩も好ましい。特に好ましい組合せは、ラウリン酸のナトリウム塩とカプリン酸と
ＵＤＣＡである。さらなる浸透増進剤としては、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－セチルエーテルが挙げられる。本発明のｄｓＲＮＡを
噴霧乾燥した粒子を含む顆粒形態として経口的に送達するか、またはそれを複合体化させ
てマイクロ粒子もしくはナノ粒子を形成させてもよい。ｄｓＲＮＡ複合体化剤としては、
ポリ－アミノ酸；ポリイミン；ポリアクリラート；ポリアルキルアクリラート、ポリオキ
シエタン、ポリアルキルシアノアクリラート；カチオン化ゼラチン、アルブミン、デンプ
ン、アクリラート、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびデンプン；ポリアルキルシ
アノアクリラート；ＤＥＡＥ誘導体化ポリイミン、ポルラン、セルロースおよびデンプン
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が含まれる。特に好ましい複合体化剤にはキトサン、Ｎ－トリメチルキトサン、ポリ－Ｌ
－リジン、ポリヒスチジン、ポリオルニチン、ポリスペルミン、プロタミン、ポリビニル
ピリジン、ポリチオジエチルアミノ－メチルエチレンＰ（ＴＤＡＥ）、ポリアミノスチレ
ン（例えば、ｐ－アミノ）、ポリ（メチルシアノアクリラート）、ポリ（エチルシアノア
クリラート）、ポリ（ブチルシアノアクリレトー）、ポリ（イソブチルシアノアクリラー
ト）、ポリ（イソヘキシルシアノアクリラート）、ＤＥＡＥ－メタクリラート、ＤＥＡＥ
－ヘキシルアクリラート、ＤＥＡＥ－アクリルアミド、ＤＥＡＥ－アルブミンおよびＤＥ
ＡＥ－デキストラン、ポリメチルアクリラート、ポリヘキシルアクリラート、ポリ（Ｄ，
Ｌ－乳酸）、ポリ（ＤＬ－乳酸－コ－グリコール酸（ＰＬＧＡ）、アルギナートおよびポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）が挙げられる。ｄｓＲＮＡ用の経口製剤およびそれらの
調製は、米国特許出願第０８／８８６，８２９号（１９９７年７月１日出願）、同第０９
／１０８，６７３号（１９９８年７月１日出願）、同第０９／２５６，５１５号（１９９
９年２月２３日出願）、同第０９／０８２，６２４号（１９９８年５月２１日出願）およ
び同第０９／３１５，２９８号（１９９９年５月２０日出願）に詳細に記載されており、
これらの文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０３９０】
　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
他の好適な添加剤（例えば、限定するものではないが、浸透増進剤、担体化合物および他
の薬学的に許容される担体もしくは賦形剤）も含有し得る滅菌水溶液を含み得る。
【０３９１】
　薬学的組成物としては、溶液、エマルジョョンおよびリポソーム含有製剤が挙げられる
が、これらに限定されない。これらの組成物を、事前形成された液体、自己乳化性固体お
よび自己乳化性半固体が含まれるが、これらに限定されない種々の成分から生成させ得る
。
【０３９２】
　好都合に単位投薬形態で提示し得る本発明の薬学的製剤は、薬学的産業において周知の
従来の方法に従って調製され得る。このような技術は、活性成分を薬学的担体または賦形
剤と関連させる工程を含む。一般に、製剤は、活性成分を液体担体もしくは微粉砕された
固体担体または両方と均一かつ緊密に関連させ、次に、必要ならば、生成物を成形するこ
とにより調製される。
【０３９３】
　本発明の組成物を製剤化し、多くの可能な投薬形態、例えば、限定するものではないが
、錠剤、カプセル、ゲルカプセル、液体シロップ、軟質ゲル、座薬、および浣腸のいずれ
かにしてもよい。また、本発明の組成物を、水性、非水性または混合媒体中の懸濁剤とし
て製剤化してもよい。水性懸濁剤は、例えば、ナトリウムカルボキシメチルセルロース、
ソルビトールおよび／またはデキストランを含む懸濁剤の粘度を高める物質をさらに含ん
でいてもよい。懸濁剤はまた、安定剤を含んでいてもよい。
【０３９４】
　本発明の一実施形態では、薬学的組成物を泡剤として製剤化し、使用してもよい。薬学
的泡剤としては、限定するものではないが、エマルジョン、マイクロエマルジョン、クリ
ーム、ゼリーおよびリポソームなどの製剤が挙げられる。これらの製剤は性質において基
本的に類似しているが、成分および最終的生成物の稠度の点で異なる。このような組成物
および製剤の調製は、一般に、製薬および医薬の技術分野における専門家に知られており
、かつ本発明の組成物の製剤に適用され得る。
【０３９５】
　本発明は、その適用が以下の説明に示される成分の構築および配置の詳細には制限され
ない。本発明は、他の実施形態であり得、様々な方法で実施または実行され得る。また、
本明細書で用いられる表現および技術用語は、説明目的のものであって、制限とみなされ
るべきではない。「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」
、または「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、「伴う（ｉ
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ｎｖｏｌｖｉｎｇ）」、および本明細書におけるそれらのバリエーションの使用は、以後
列挙される項目およびその等価物ならびにさらなる項目を包含することが意図される。
【実施例】
【０３９６】
　以下の実施例は、特許請求された発明を例証するために提供されるのであって、これを
限定するために提供されるのではない。
【０３９７】
　本明細書に示す実施例で使用される場合、「ＡｐｏＥ」という用語は、別途特定されな
い限り、ＡｐｏＥ３を指す。
【０３９８】
実施例１：ＬｕｃおよびＦＶＩＩのターゲッティングのためのｓｉＲＮＡ二重鎖
　下記の表８は、ＬｕｃおよびＦＶＩＩのターゲッティングのための例示的な配列を示す
。
【表７】

【０３９９】
　Ｌ８は、
【化１１】

であり、小文字は２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドであり、＊はホスホロチオアート骨
格結合であり、ｆＮは２’－フルオロヌクレオチドであり、ｄＮは２’－デオキシヌクレ
オチドであることに留意されたい。
【０４００】
実施例２：カチオン性脂質由来のリポソームを用いたＦＶＩＩのインビボ評価
　インビボでの齧歯類第ＶＩＩ因子およびＡｐｏＢのサイレンシング実験。Ｃ５７ＢＬ／
６マウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｓ，ＭＡ）とＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌ
ｅｙラット（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｓ，ＭＡ）に、尾静脈注射によって、
０．０１ｍＬ／ｇの容量で、食塩水または所望の製剤中のｓｉＲＮＡのいずれかを投与し
た。投与後の様々な時点で、動物にイソフルオラン吸入で麻酔をかけ、血液を後眼窩採血
によって血清分離チューブ中に回収した。第ＶＩＩ因子タンパク質の血清レベルを、製造
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元のプロトコルに従って発色アッセイ（Ｃｏａｓｅｔ　Ｆａｃｔｏｒ　ＶＩＩ，ＤｉａＰ
ｈａｒｍａ　Ｇｒｏｕｐ，ＯＨまたはＢｉｏｐｈｅｎ　ＦＶＩＩ，Ａｎｉａｒａ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ，ＯＨ）を用いて試料中で決定した。食塩水処理した動物から回収した
血清を用いて標準曲線を作成した。投与後の様々な時点で、肝臓ｍＲＮＡレベルを評価す
る実験において、動物を屠殺し、肝臓を摘出し、液体窒素中で瞬間凍結した。凍結した肝
臓組織をすり潰して粉末にした。組織ライセートを調製し、第ＶＩＩ因子およびａｐｏＢ
の肝臓ｍＲＮＡレベルを、分岐ＤＮＡアッセイ（ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ａｓｓａｙ，Ｐ
ａｎｏｍｉｃｓ，ＣＡ）を用いて決定した。
【０４０１】
実施例３．ＦＶＩＩターゲッティングのためのリポソーム製剤
　凝固カスケードの著名なタンパク質である第ＶＩＩ因子（ＦＶＩＩ）は、肝臓（肝細胞
）で合成され、血漿中に分泌される。血漿中のＦＶＩＩレベルは、簡単なプレートに基づ
く比色アッセイで決定することができる。したがって、ＦＶＩＩは、ｓｉＲＮＡ媒介性の
肝細胞由来タンパク質の下方調節の決定、ならびに核酸脂質粒子およびｓｉＲＮＡの血漿
濃度および組織分布のモニタリングのための好都合なモデルである。
【０４０２】
マウスにおける第ＶＩＩ因子ノックダウン
　Ｃ５７ＢＬ／６マウスで静脈内（ボーラス）注射した２４時間後、ＦＶＩＩ活性をＦＶ
ＩＩ　ｓｉＲＮＡ処理動物で評価した。マイクロプレートスケールで、製造元の指示に従
って、血清または組織中のタンパク質レベルを決定するための市販キットを用いてＦＶＩ
Ｉを測定した。ＦＶＩＩの低下を未処理の対照マウスに対して決定し、結果を残存ＦＶＩ
Ｉ％として表した。４つの用量レベル（２、５、１２．５、２５ｍｇ／ｋｇ　ＦＶＩＩ　
ｓｉＲＮＡ）を各々の新規リポソーム組成物の初期スクリーンで用い、初期スクリーンで
得られた結果を基にして、この用量を後の研究で拡大した。
【０４０３】
認容性の決定
　体重変化、臨床観察、臨床化学検査および、場合によって、血液検査をモニタリングす
ることにより、各々の新規リポソームｓｉＲＮＡ製剤の認容性を評価した。処理前および
処理２４時間後に、動物の体重を記録した。データを体重変化％として記録した。体重測
定に加えて、肝機能マーカーを含む、完全な臨床化学検査パネルを、ＦＶＩＩ解析用に採
取された血清のアリコートを用いて、注射２４時間後に、各用量レベル（２、５、１２．
５および２５ｍｇ／ｋｇ　ｓｉＲＮＡ）で得た。解析のために、試料をＣｅｎｔｒａｌ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｆｏｒ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａｎｓ（Ｌａｎｇｌｅｙ，ＢＣ）
に送付した。場合によっては、血液検査解析用の全血の採取が行えるように、治療群に追
加のマウスを含めた。
【０４０４】
治療指数の決定
　治療指数（ＴＩ）は、毒性と活性の測定値を比較して生成される任意のパラメータであ
る。これらの研究のために、ＴＩを
ＴＩ＝ＭＴＤ（最大忍容用量）／ＥＤ５０（５０％のＦＶＩＩノックダウンが得られる用
量）
として計算する。
【０４０５】
　これらの研究についてのＭＴＤは、体重の＞７％減少および齧歯類の肝臓の損傷に対す
る良好な特異性を有する臨床的化学マーカーであるアラニンアミノトランスフェラーゼ（
ＡＬＴ）の＞２００倍の増加を引き起こす最低の用量として設定された。ＥＤ５０は、Ｆ
ＶＩＩ用量－活性曲線から求められた。
【０４０６】
　実施例１に示したようなＡＤ１６６１　ｓｉＲＮＡを、以下のモル比、すなわち、６０
：７．５：３１：１．５、５０：１０：３８．５：１．５および４０：２０：３８．５：
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１．５のＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ：ＤＳＰＣ：Ｃｈｏｌ：ＰＥＧ－ＤＭＧ（これらは
、実施例２に記載したような方法で調製および試験された）を含む製剤中で投与した。こ
れらのインビボ実験の結果は、試験した製剤のサイレンシング能力を示す図１に示されて
いる
【０４０７】
実施例４．１，２－ジ－Ｏ－アルキル－ｓｎ３－カルボモイルグリセリド（ＰＥＧ－ＤＭ
Ｇ）の調製
【化１２】

ＩＶａの調製
　１，２－ジ－Ｏ－テトラデシル－ｓｎ－グリセリドＩａ（３０ｇ、６１．８０ｍｍｏｌ
）およびＮ，Ｎ’－スクシンイミジルカルボナート（ＤＳＣ、２３．７６ｇ、１．５当量
）をジクロロメタン（ＤＣＭ、５００ｍＬ）中に入れ、氷水混合物上で撹拌した。この撹
拌溶液中にトリエチルアミン（ＴＥＡ、２５．３０ｍＬ、３当量）を添加し、その後、反
応混合物を周囲温度で一晩撹拌させておいた。反応の進行をＴＬＣでモニタリングした。
反応混合物をＤＣＭ（４００ｍＬ）で希釈し、有機層を水（２×５００ｍＬ）、ＮａＨＣ
Ｏ３（５００ｍＬ）水溶液で洗浄した後、標準的な後処理をした。得られた残渣を高真空
下にて周囲温度で一晩乾燥させた。乾燥後、このようにして得られた粗カルボナートＩＩ
ａをジクロロメタン（５００ｍＬ）に溶解させ、氷浴上で撹拌した。この撹拌溶液に、ｍ
ＰＥＧ２０００－ＮＨ２（ＩＩＩ、１０３．００ｇ、４７．２０ｍｍｏｌ、ＮＯＦ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎから購入）および無水ピリジン（Ｐｙ、８０ｍＬ、過剰
）をアルゴン下で添加した。次に、反応混合物を周囲温度で一晩撹拌させておいた。溶媒
および揮発性物質を真空下で除去し、残渣をＤＣＭ（２００ｍＬ）に溶解させ、酢酸エチ
ル中に詰めたシリカゲルカラムに充填した。カラムを最初に酢酸エチル、その後ジクロロ
メタン中の５～１０％メタノール勾配で溶出させると、所望のＰＥＧ－脂質ＩＶａが白色
の固体（１０５．３０ｇ、８３％）として得られた。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００
ＭＨｚ）　δ＝５．２０－５．１２（ｍ，１Ｈ），４．１８－４．０１（ｍ，２Ｈ），３
．８０－３．７０（ｍ，２Ｈ），３．７０－３．２０（ｍ，－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－
，ＰＥＧ－ＣＨ２），２．１０－２．０１（ｍ，２Ｈ），１．７０－１．６０（ｍ，２Ｈ
），１．５６－１．４５（ｍ，４Ｈ），１．３１－１．１５（ｍ，４８Ｈ），０．８４（
ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，６Ｈ）。ＭＳ範囲実測値：２６６０－２８３６。
【０４０８】
ＩＶｂの調製
　１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｓｎ－グリセリドＩｂ（１．００ｇ、１．８４８ｍｍ
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ｏｌ）およびＤＳＣ（０．７１０ｇ、１．５当量）を一緒にジクロロメタン（２０ｍＬ）
中に入れ、氷水混合物中で０℃に冷却した。トリエチルアミン（１．００ｍＬ、３当量）
を添加し、反応液を一晩撹拌した。反応後、ＴＬＣにかけ、ＤＣＭで希釈し、水（２回）
、ＮａＨＣＯ３溶液で洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥させた。溶媒を減圧下で除去し、
得られたＩＩｂの残渣を高真空下で一晩維持した。この化合物をさらに精製することなく
次の反応に直接用いた。ＭＰＥＧ２０００－ＮＨ２　ＩＩＩ（１．５０ｇ、０．６８７ｍ
ｍｏｌ、ＮＯＦ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎから購入）およびＩＩｂ（０．７
０２ｇ、１．５当量）をアルゴン下でジクロロメタン（２０ｍＬ）に溶解させた。反応液
を０℃に冷却した。ピリジン（１ｍＬ、過剰）を添加し、反応液を一晩撹拌した。反応を
ＴＬＣでモニタリングした。溶媒および揮発性物質を真空下で除去し、残渣をクロマトグ
ラフィー（最初に酢酸エチル、次いで勾配溶出としての５～１０％ＭｅＯＨ／ＤＣＭ）で
精製すると、所要の化合物ＩＶｂが白色の固体（１．４６ｇ、７６％）として得られた。
１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）　δ＝５．１７（ｔ，Ｊ＝５．５Ｈｚ，１Ｈ
），４．１３（ｄｄ，Ｊ＝４．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），４．０５（ｄｄ，Ｊ
＝５．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），３．８２－３．７５（ｍ，２Ｈ），３．７０
－３．２０（ｍ，－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－，ＰＥＧ－ＣＨ２），２．０５－１．９０
（ｍ，２Ｈ），１．８０－１．７０（ｍ，２Ｈ），１．６１－１．４５（ｍ，６Ｈ），１
．３５－１．１７（ｍ，５６Ｈ），０．８５（ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，６Ｈ）。ＭＳ範囲実
測値：２７１６－２８９２。
【０４０９】
ＩＶｃの調製
　１，２－ジ－Ｏ－オクタデシル－ｓｎ－グリセリドＩｃ（４．００ｇ、６．７０ｍｍｏ
ｌ）およびＤＳＣ（２．５８ｇ、１．５当量）を一緒にジクロロメタン（６０ｍＬ）中に
入れ、氷水混合物中で０℃に冷却した。トリエチルアミン（２．７５ｍＬ、３当量）を添
加し、反応液を一晩撹拌した。反応後、ＴＬＣにかけ、ＤＣＭで希釈し、水（２回）、Ｎ
ａＨＣＯ３溶液で洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥させた。溶媒を減圧下で除去し、残渣
を高真空下で一晩維持した。この化合物をさらに精製することなく次の反応に直接用いた
。ＭＰＥＧ２０００ＮＨ２　ＩＩＩ（１．５０ｇ、０．６８７ｍｍｏｌ、ＮＯＦ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎから購入）およびＩＩｃ（０．７６０ｇ、１．５当量）を
アルゴン下でジクロロメタン（２０ｍＬ）に溶解させた。反応液を０℃に冷却した。ピリ
ジン（１ｍＬ、過剰）を添加し、反応液を一晩撹拌した。反応をＴＬＣでモニタリングし
た。溶媒および揮発性物質を真空下で除去し、残渣をクロマトグラフィー（酢酸エチル、
次いで勾配溶出としての５～１０％ＭｅＯＨ／ＤＣＭ）で精製すると、所望の化合物ＩＶ
ｃが白色の固体（０．９２ｇ、４８％）として得られた。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４
００ＭＨｚ）　δ＝５．２２－５．１５（ｍ，１Ｈ），４．１６（ｄｄ，Ｊ＝４．００Ｈ
ｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），４．０６（ｄｄ，Ｊ＝５．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１
Ｈ），３．８１－３．７５（ｍ，２Ｈ），３．７０－３．２０（ｍ，－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ

２－Ｏ－，ＰＥＧ－ＣＨ２），１．８０－１．７０（ｍ，２Ｈ），１．６０－１．４８（
ｍ，４Ｈ），１．３１－１．１５（ｍ，６４Ｈ），０．８５（ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，６Ｈ
）。ＭＳ範囲実測値：２７７４－２９４８。
【０４１０】
実施例５：ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ（すなわち、（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－
ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３１－テトラエン－１９－イル４－（ジメチルアミ
ノ）ブタノアート）の調製
　（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３１－テトラ
エン－１９－オール（０．５３ｇ）、４－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノ酪酸塩酸塩（０．５１
ｇ）、４－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノピリジン（０．６１ｇ）および１－エチル－３－（３
－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（０．５３ｇ）のジクロロメタン（５
ｍＬ）溶液を室温で一晩撹拌した。この溶液を希塩酸、次いで希釈重炭酸ナトリウム水溶
液で洗浄した。有機画分を無水硫酸マグネシウム上で乾燥させ、濾過し、溶媒をロータリ
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ーエバポレーター（ロトバップ）で除去した。残渣を、１～５％メタノール／ジクロロメ
タン溶出勾配を用いて、シリカゲルカラム（２０ｇ）に通した。精製物を含む画分を組合
せ、溶媒を除去すると、無色のオイル（０．５４ｇ）が得られた。
【０４１１】
　本発明の化合物を、その全体が参照により本明細書に組み込まれる以下の論文に記載の
手順に従って合成することができる。
　１．Ｓｃｈｌｕｅｔｅｒ，Ｕｒｓ；Ｌｕ，Ｊｕｎ；Ｆｒａｓｅｒ－Ｒｅｉｄ，Ｂｅｒｔ
．Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　Ｔｏ　Ｈｅａｖｉｌｙ　Ｌｉｐｉｄａｔ
ｅｄ　Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｓ．Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｌｅｔｔ
ｅｒｓ（２００３），５（３），２５５－２５７．
　２．Ｋｉｎｇ，Ｊ．Ｆ．；Ａｌｌｂｕｔｔ，Ａ．Ｄ．Ｃａｎ．Ｊ．Ｃｈｅｍ．１９７０
，４８，１７５４－１７６９
　３．Ｍａｃｈ，Ｍａｔｅｕｓｚ；Ｓｃｈｌｕｅｔｅｒ，Ｕｒｓ；Ｍａｔｈｅｗ，Ｆｅｌ
ｉｘ；Ｆｒａｓｅｒ－Ｒｅｉｄ，Ｂｅｒｔ；Ｈａｚｅｎ，Ｋｅｖｉｎ　Ｃ．Ｃｏｍｐａｒ
ｉｎｇ　ｎ－ｐｅｎｔｅｎｙｌ　ｏｒｔｈｏｅｓｔｅｒｓ　ａｎｄ　ｎ－ｐｅｎｔｅｎｙ
ｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ　ａｓ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｇｌｙｃｏｓｙｌ　ｄｏｎ
ｏｒｓ．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ（２００２），５８（３６），７３４５－７３５４．
【０４１２】
実施例６：ラットにおける様々なリポソーム組成物を有するＭＣ３リポソームの効力
　ラットにおけるＭＣ３含有リポソーム製剤の用量応答を調べるために、以下のリポソー
ム製剤を本質的に実施例２に記載した通りに調製した。下記の表に示すように、含まれる
成分を次の通りに示す：ＭＣ３－ＤＳＰＣ－コレステロール－ＰＥＧ－Ｃ１４。下記の表
９に、試験した例示的な製剤を示す。
【表８】

【０４１３】
　図２に示すように、５０ｍｏｌ％のＭＣ３を有するリポソーム製剤は、４０ｍｏｌ％の
ＭＣ３を有するリポソーム製剤のｓｉＲＮＡ濃度よりもわずかに低いｓｉＲＮＡ濃度で効
力を有する用量応答曲線を示した。
【０４１４】
実施例７：ＭＣ３リポソームの効力はマウスにおいてＡｐｏＥ依存性を示す。
　様々なリポソーム製剤の効力におけるＡｐｏＥの役割をさらに調べるために、野生型マ
ウスおよびＡｐｏＥノックアウトマウスに、０．１、０．０３、および０．０１ｍｇ／ｋ
ｇのＡＤ－１６６１　ｓｉＲＮＡ組成物を含むＭＣ３リポソームを本質的に実施例２に記
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載した通りに投与した。ＡｐｏＥを外から添加することで、マウスにおけるタンパク質の
欠如を克服することができるかどうかを明らかにするために、リポソーム製剤の半分を組
換えＡｐｏＥタンパク質と事前混合した。下記の表１０に、試験した例示的な製剤を示す
。
【表９】

【０４１５】
　図３は、ＭＣ３製剤化リポソームを投与したときの、ＡｐｏＥ欠損ノックアウトマウス
（左の棒）ではなく、野生型（右の棒）におけるＦＶＩＩタンパク質レベルの用量依存的
減衰を示し、細胞取込みおよび／または肝臓への送達におけるＡｐｏＥの役割を示唆して
いる。１６６１　ｓｉＲＮＡとともに上記のように製剤化されたＭＣ３リポソームを、０
．１、０．０３、および０．０１ｍｇ／ｋｇの濃度で単独でまたはＡｐｏＥリポタンパク
質と事前混合して投与した。しかしながら、はるかに高い用量（例えば、約１．０ｍｇ／
ｋｇまたはそれを超える）では、ＭＣ３製剤化製剤は、ＦＶＩＩのｍＲＮＡおよびタンパ
ク質のサイレンシングをもたらすことが分かった（図示せず）。図３に示すように、試験
したＭＣ３製剤化リポソーム製剤は、組換えＡｐｏＥと事前混合しない限り、ＡｐｏＥノ
ックアウトマウスにおいてＦＶＩＩのサイレンシングをもたらすことができない。したが
って、ＭＣ３（ＭＣ３含有リポソーム）をＡｐｏＥと事前混合することによって、Ａｐｏ
Ｅノックアウトマウスにおいて活性をレスキューすることができる。
【０４１６】
実施例８：モルパーセンテージおよびホスホコリンのテールの長さが異なるＭＣ３含有リ
ポソーム製剤の効力
　モルパーセンテージおよびホスホコリンのテールの長さの変化が様々なリポソーム製剤
の効力に及ぼす効果を調べるために、ＤＳＰＣ、ＤＭＰＣおよびＤＬＰＣを含む様々な製
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剤を０．０１または０．０３ｍｇ／ｋｇでＦＶＩＩサイレンシングの効力について試験し
た。
【０４１７】
　下記の表１１に、試験した例示的な製剤を示す。
【表１０】

【０４１８】
　図４は、例えば、５０モルパーセントと４０モルパーセント、また、ＤＭＰＣ含有製剤
については、５０モルパーセントと４０モルパーセントと３０モルパーセントを比較した
、ＭＣ３のモルパーセンテージの変化の効果を示している。図４は、中性脂質の変化の効
果も示し、これは、ＤＳＰＣ、ＤＭＰＣ、およびＤＬＰＣを含むＭＣ３リポソーム製剤に
ついての異なる結果を示している。
【０４１９】
実施例９：リポソーム製剤中へのＧａｌＮＡｃ脂質の組込み
　潜在的な代替送達機構を探索するために、Ｎ－アセチルガラクトサミン（ＧａｌＮＡｃ
）コンジュゲート脂質を含むリポソーム製剤を用いてインビボ実験を行なった。ＧａｌＮ
Ａｃをターゲッティングリガンド候補として選んだが、それは、ＧａｌＮＡｃ受容体が肝
臓で高度に発現されると考えられることが知られているからである。それゆえ、マウスお
よびラットで研究を行ない、式ＩＩＩのＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ脂質をさらに含
むＭＣ３含有リポソーム製剤の効力を本質的に実施例２に記載した通りに試験した。全て
の実験において、ＰＥＧコンジュゲート脂質の総量を一定に保った（例えば、０．５％ｍ
ｏｌのＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧを添加する場合、対応するＰＥＧ－ＤＳＧの量を０．５％
ｍｏｌだけ減らした）。実験では遺伝子型ごとの９つの群の各々について４匹の動物を用
いた。
【０４２０】
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　下記の表１２に、製剤をＣ５７ＢＬ６マウスで試験した場合の、５％のＰＥＧ脂質濃度
を有するＭＣ３含有リポソームを含む方法についての実験詳細を示す。以下の相対モル量
、すなわち、５０／１０／３５／５のＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧを含
むを含むリポソーム。０．５％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧを添加する場合、対応するＰＥ
Ｇ－ＤＳＧの量を４．５％に低下させる。
【表１１】

【０４２１】
　下記の表１３に、製剤をＣ５７ＢＬ６マウスで試験した場合の、１０ｍｏｌ％濃度のＰ
ＥＧ－ＤＳＧ脂質を有するＭＣ３含有リポソームを含む方法についての実験詳細を示す。
リポソームは、以下の相対モル量、すなわち、５０／１０／３０／１０のＭＣ３／ＤＳＰ
Ｃ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧを含んでいた。０．５％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧを添加
する場合、対応するＰＥＧ－ＤＳＧの量を９．５％に低下させる。
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【表１２】

【０４２２】
　図５は、ＰＥＧ遮蔽の増大によって、Ｃ５７ＢＬ６マウスにおける非ＧａｌＮＡｃ媒介
性サイレンシングが減少する場合の効果を示している。これは、Ｃ５７ＢＬ６マウスにお
いて５％と１０％の両方のＰＥＧ濃度で証明されている。Ｃ１８－ＰＥＧ（すなわち、Ｐ
ＥＧ－ＤＳＧ）を１０ｍｏｌ％で含むことにより、サイレンシングが効果的に阻害され、
このサイレンシングは、０．５ｍｏｌ％のＰＥＧ脂質を等モル量のＧａｌＮＡｃ－脂質（
すなわち、式ＩＩＩのＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ）と置き換えることによって打破
することができる。それゆえ、（例えば、５ｍｏｌ％から１０ｍｏｌ％への）ＰＥＧ遮蔽
の増大は、非ＧａｌＮＡｃ媒介性サイレンシングだけでなく、全体的な効力も減少させる
ようである。
【０４２３】
　ラットにおいても同様の実験を行ない、その場合、５モル％と１０モル％の両方でＰＥ
Ｇ脂質（ＰＥＧ－ＤＳＧも）をリポソームに含めた。下記の表１４に、製剤をラットで試
験した場合の、５％のＰＥＧ脂質濃度を有するＭＣ３含有リポソームを含む方法について
の実験詳細を示す。以下の相対モル量、すなわち、５０／１０／３５／５のＭＣ３／ＤＳ
ＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧを含むリポソーム。０．５％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ
を添加する場合、対応するＰＥＧ－ＤＳＧの量を４．５％に低下させる。
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【表１３】

【０４２４】
　下記の表１５に、製剤をラットで試験した場合の、１０％のＰＥＧ脂質濃度を有するＭ
Ｃ３含有リポソームを含む方法についての実験詳細を示す。以下の相対モル量、すなわち
、５０／１０／３０／１０のＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧを含むリポソ
ーム。０．５％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧを添加する場合、対応するＰＥＧ－ＤＳＧの量
を９．５％に低下させる。
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【表１４】

【０４２５】
　図６は、示された投薬量でラットに投与された５ｍｏｌ％および１０ｍｏｌ％のＣ１８
　ＰＥＧを含有するＭＣ３製剤の結果を示している。１０ｍｏｌ％のＰＥＧ－ＤＳＧを含
有する製剤は、ラットにおいて、試験した濃度（０．６２５～５ｍｇ／ｋｇ）でサイレン
シングがほとんどないことを示している。しかしながら、０．５ｍｏｌ％の式ＩＩＩのＧ
ａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧを含ませると（すなわち、０．５ｍｏｌ％のＣ１８－ＰＥ
Ｇを取り替えると）、ＦＶＩＩのノックダウンが回復する。それゆえ、マウスと比較した
とき、ラットでは、５ｍｏｌ％濃度のＰＥＧと１０ｍｏｌ％濃度のＰＥＧとの差に示され
るように、より高度に遮蔽された製剤によって、一般により良好に効力が保持される。
【０４２６】
実施例１０：０．５ｍｏｌ％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧを含むおよび含まないＭ
Ｃ３含有リポソーム製剤中の成分のｍｏｌ％の変化の評価
　ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧを含むおよび含まない、様々なモルパーセンテージの
成分を有するＭＣ３含有リポソームの効力を明らかにするために、以下のリポソーム製剤
を、実質的に上記の実施例２に記載した通りに調製し、Ｃ５７ＢＬ６マウスで試験した。
表に記載された成分は、次のような順で示されている：ＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐ
ＥＧ－ＤＳＧ。０．５％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧを添加する場合、下記の表１６に示す
ように、対応するＰＥＧ－ＤＳＧの量を４．５％に低下させる。
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【表１５】

【０４２７】
　図７に示すように、ＧａｌＮＡｃをリポソーム製剤に添加すると、各製剤において、す
なわち、ＭＣ３が５０、４０、および３０ｍｏｌ％で存在する場合に、ＦＶＩＩのサイレ
ンシングが改善される。
【０４２８】
実施例１１：ＷＴマウスおよびＡＳＧＰＲ　ＫＯマウスにおけるＭＣ３含有リポソームお
よびＧａｌＮＡｃ含有リポソームの効力
　様々なリポソーム製剤の効力におけるＡＳＧＰＲの役割を調べるために、野生型マウス
およびＡＳＧＰＲノックアウトマウスに、実施例１に記載したような３、１、および０．
３ｍｇ／ｋｇのＡＤ－１６６１　ｓｉＲＮＡ組成物を含有するＭＣ３リポソームを投与し
た。表に記載された成分は、次のような順で示されている：ＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ
／ＰＥＧ－ＤＳＧ。０．５％のＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧを添加する場合、下記の表１７に
示すように、対応するＰＥＧ－ＤＳＧの量を９．５％に低下させる。
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【表１６】

【０４２９】
　図８は、これらの実験の結果を示し、これにより、ＧａｌＮＡｃターゲッティング部分
の予想される受容体であるアシアロ糖タンパク質受容体（ＡＳＧＰＲ）を欠損するマウス
系統に投与されたときに、ＧａｌＮＡｃ３－ＰＥＧ－ＤＳＧ脂質を含めることによる、Ｃ
１８　ＰＥＧを含有する製剤におけるＦＶＩＩノックダウンの回復が無効になることが証
明される。
【０４３０】
実施例１２：オリゴヌクレオチド合成
合成
　オリゴヌクレオチドは全て、ＡＫＴＡオリゴパイロット合成装置で合成する。市販の多
孔質ガラス（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｐｏｒｅ　ｇｌａｓｓ）固体支持体（ｄＴ－ＣＰＧ
、５００Ａ、Ｐｒｉｍｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）および標準的な保護基を有するＲＮＡホ
スホルアミダイトである、５’－Ｏ－ジメトキシトリチルＮ６－ベンゾイル－２’－ｔ－
ブチルジメチルシリル－アデノシン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノ
エチルホスホルアミダイト、５’－Ｏ－ジメトキシトリチル－Ｎ４－アセチル－２’－ｔ
－ブチルジメチルシリル－シチジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノ
エチルホスホルアミダイト、５’－Ｏ－ジメトキシトリチル－Ｎ２－イソブトリル－２’
－ｔ－ブチルジメチルシリル－グアノシン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－
シアノエチルホスホルアミダイト、および５’－Ｏ－ジメトキシトリチル－２’－ｔ－ブ
チルジメチルシリル－ウリジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノエチ
ルホスホルアミダイト（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）をオリゴヌクレオチド合成に用いた。２’－Ｆホスホルアミダイト、５’－Ｏ
－ジメトキシトリチル－Ｎ４－アセチル－２’－フルロ－シチジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’
－ジイソプロピル－２－シアノエチル－ホスホルアミダイトおよび５’－Ｏ－ジメトキシ
トリチル－２’－フルロ－ウリジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノ
エチル－ホスホルアミダイトは（Ｐｒｏｍｅｇａ）から購入する。
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【０４３１】
　ホスホルアミダイトは全て、１０％ＴＨＦ／ＡＮＣ（ｖ／ｖ）中０．２Ｍ濃度で用いる
グアノシンを除いて、アセトニトリル（ＣＨ３ＣＮ）中０．２Ｍの濃度で用いる。１６分
のカップリング／リサイクリング時間を用いる。活性化剤は、５－エチルチオテトラゾー
ル（０．７５Ｍ、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
）である。ＰＯ酸化の場合は、ヨウ素／水／ピリジンを用い、ＰＳ酸化の場合は、２，６
－ルチジン／ＡＣＮ（１：１　ｖ／ｖ）中のＰＡＤＳ（２％）を用いる。
【０４３２】
　対応するリガンドを含有する固体支持体を用いて、３’－リガンドコンジュゲート鎖を
合成する。例えば、配列中のコレステロール単位の導入は、ヒドロキシプロリノール－コ
レステロールホスホルアミダイトから行なわれる。コレステロールを６－アミノヘキサノ
アート結合を介してｔｒａｎｓ－４－ヒドロキシプロリノールに連結させると、ヒドロキ
シプロリノール－コレステロール部分が得られる。５’末端Ｃｙ－３およびＣｙ－５．５
（フルオロフォア）標識ｓｉＲＮＡは、Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
から購入される対応するＱｕａｓａｒ－５７０（Ｃｙ－３）ホスホルアミダイトから合成
される。５’末端または内部位置へのリガンドのコンジュゲーションは、適切に保護され
たリガンド－ホスホルアミダイトビルディングブロックを用いて達成される。５－（エチ
ルチオ）－１Ｈ－テトラゾール活性化剤の存在下で０．１Ｍホスホルアミダイトの無水Ｃ
Ｈ３ＣＮ溶液のカップリングを１５分間延長して固体支持体結合オリゴヌクレオチドを得
る。ヌクレオチド間ホスファイトのホスファートへの酸化は、（１）で報告したような標
準的なヨウ素－水を用いることによるか、または酸化待ち時間１０分でコンジュゲートオ
リゴヌクレオチドをｔｅｒｔ－ブチルヒドロペルオキシド／アセトニトリル／水（１０：
８７：３）で処理することによって実施される。ホスホロチオアートは、ＤＤＴＴ（ＡＭ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓから購入）、ＰＡＤＳおよび／またはボーケージ（Ｂｅａｕｃａｇ
ｅ）試薬などの硫黄転移試薬を用いて、ホスファイトをホスホロチオアートに酸化するこ
とによって導入される。コレステロールホスホルアミダイトは自家合成し、ジクロロメタ
ン中０．１Ｍの濃度で用いる。コレステロールホスホルアミダイトのカップリング時間は
１６分である。
【０４３３】
脱保護Ｉ（ヌクレオ塩基脱保護）
　合成が終了した後、支持体を１００ｍＬガラスボトル（ＶＷＲ）に移す。オリゴヌクレ
オチドを支持体から切り離し、塩基とリン酸基を８０ｍＬのエタノールアンモニア混合物
［アンモニア：エタノール（３：１）］を用いて５５℃で６．５時間同時に脱保護する。
ボトルを氷上で短時間冷却した後、エタノールアンモニア混合物を濾過して、新しい２５
０－ｍＬボトルに入れる。ＣＰＧを２×４０ｍＬ部のエタノール／水（１：１　ｖ／ｖ）
で洗浄する。次に、混合物の容量をロータリーエバポレーター（ロトバップ）で約３０ｍ
Ｌにまで減らす。次に、混合物をドライアイス上で凍結させ、スピードバックにて真空下
で乾燥させる。
【０４３４】
脱保護ＩＩ（２’－ＴＢＤＭＳの除去）
　乾燥残渣を、トリエチルアミンとトリエチルアミントリヒドロフルオリド（ＴＥＡ・３
ＨＦ）またはピリジン－ＨＦとＤＭＳＯ（３：４：６）２６ｍＬに再懸濁し、６０℃で９
０分間加熱して、２’位のｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル（ＴＢＤＭＳ）基を除去する
。次に、反応液を５０ｍＬの２０ｍＭ酢酸ナトリウムでクエンチし、そのｐＨを６．５に
調整する。オリゴヌクレオチドを精製するまでフリーザーで保存する。
【０４３５】
分析
　オリゴヌクレオチドは高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）で分析された後に精製
され、緩衝液およびカラムの選択は、配列および／またはコンジュゲートされたリガンド
の性質によって決まる。
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ＨＰＬＣ精製
　リガンドがコンジュゲートされたオリゴヌクレオチドを逆相分取ＨＰＬＣで精製する。
コンジュゲートしていないオリゴヌクレオチドを自前で詰めたＴＳＫゲルカラム上での陰
イオン交換ＨＰＬＣで精製する。緩衝液は、１０％ＣＨ３ＣＮ（緩衝液Ａ）中の２０ｍＭ
リン酸ナトリウム（ｐＨ８．５）および１０％ＣＨ３ＣＮ、１Ｍ　ＮａＢｒ（緩衝液Ｂ）
中の２０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ８．５）である。全長オリゴヌクレオチドを含む画
分をプールし、脱塩し、凍結乾燥させる。ＯＤ約０．１５の脱塩オリゴヌクレオチドを１
５０μＬになるまで水に希釈した後、ＣＧＥおよびＬＣ／ＭＳ分析用の特別なバイアルに
ピペッティングで入れる。次に、化合物をＬＣ－ＥＳＭＳおよびＣＧＥで分析する。
【０４３７】
ｓｉＲＮＡ調製
　ｓｉＲＮＡを調製するために、等モル量のセンス鎖とアンチセンス鎖を、１×ＰＢＳ中
、９５℃で５分間加熱し、ゆっくりと室温まで冷却させる。二重鎖の完全性をＨＰＬＣ分
析で確認する。
【表１７】

【０４３８】
　小文字は２’ＯＭｅ修飾であり、Ｎｆは２’Ｆ修飾ヌクレオ塩基であり、ｄＴはデオキ
シチミジンであり、ｓはホスホチオアートである。
【０４３９】
実施例１３：ｍＰＥＧ２０００－１，２－ジ－Ｏ－アルキル－ｓｎ３－カルボモイルグリ
セリドの合成
　ＰＥＧ－脂質（例えば、ｍＰＥＧ２０００－１，２－ジ－Ｏ－アルキル－ｓｎ３－カル
ボモイルグリセリド）を以下の手順を用いて合成した。
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【化１３】

【０４４０】
　化合物４ａ（ＰＥＧ－ＤＭＧ）の調製：１，２－ジ－Ｏ－テトラデシル－ｓｎ－グリセ
リド１ａ（３０ｇ、６１．８０ｍｍｏｌ）およびＮ，Ｎ’－スクシンイミジルカルボナー
ト（ＤＳＣ、２３．７６ｇ、１．５当量）をジクロロメタン（ＤＣＭ、５００ｍＬ）中に
入れ、氷水混合物上で撹拌した。撹拌溶液にトリエチルアミン（２５．３０ｍＬ、３当量
）を添加し、その後、反応混合物を周囲温度で一晩撹拌させておいた。反応の進行をＴＬ
Ｃでモニタリングした。反応混合物をＤＣＭ（４００ｍＬ）で希釈し、有機層を水（２×
５００ｍＬ）、ＮａＨＣＯ３水溶液（５００ｍＬ）で洗浄した後、後処理した。得られた
残渣を高真空下にて周囲温度で一晩乾燥させた。乾燥後、このようにして得られた粗カル
ボナート２ａをジクロロメタン（５００ｍＬ）に溶解させ、氷浴上で撹拌した。この撹拌
溶液に、ｍＰＥＧ２０００－ＮＨ２（３、１０３．００ｇ、４７．２０ｍｍｏｌ、ＮＯＦ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎから購入）および無水ピリジン（８０ｍＬ、過剰
）をアルゴン下で添加した。いくつかの実施形態では、このメトキシ－（ＰＥＧ）ｘ－ア
ミンは、ｘ＝４５～４９、好ましくは４７～４９、およびより好ましくは４９を有する。
次に、この反応混合物を周囲温度で一晩撹拌させておいた。溶媒および揮発性物質を真空
下で除去し、残渣をＤＣＭ（２００ｍＬ）に溶解させ、酢酸エチル中に詰めたシリカゲル
カラムに充填した。このカラムを最初に酢酸エチル、その後、ジクロロメタン中の５～１
０％のメタノール勾配で溶出させると、所望のＰＥＧ－脂質４ａが白色の固体（１０５．
３０ｇ、８３％）として得られた。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）　δ＝５
．２０－５．１２（ｍ，１Ｈ），４．１８－４．０１（ｍ，２Ｈ），３．８０－３．７０
（ｍ，２Ｈ），３．７０－３．２０（ｍ，－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－，ＰＥＧ－ＣＨ２

），２．１０－２．０１（ｍ，２Ｈ），１．７０－１．６０（ｍ，２Ｈ），１．５６－１
．４５（ｍ，４Ｈ），１．３１－１．１５（ｍ，４８Ｈ），０．８４（ｔ，Ｊ＝６．５Ｈ
ｚ，６Ｈ）。ＭＳ範囲実測値：２６６０－２８３６。
【０４４１】
　４ｂの調製：１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｓｎ－グリセリド１ｂ（１．００ｇ、１
．８４８ｍｍｏｌ）およびＤＳＣ（０．７１０ｇ、１．５当量）を一緒にジクロロメタン
（２０ｍＬ）中に入れ、氷水混合物中で０℃に冷却した。それにトリエチルアミン（１．
００ｍＬ、３当量）を添加し、一晩撹拌した。反応後にＴＬＣにかけ、ＤＣＭで希釈し、
水（２回）、ＮａＨＣＯ３溶液で洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥させた。溶媒を減圧下
で、および残渣２ｂを高真空下で一晩除去した。この化合物をさらに精製することなく次
の反応に直接用いた。ＭＰＥＧ２０００－ＮＨ２　３（１．５０ｇ、０．６８７ｍｍｏｌ
、ＮＯＦ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎから購入）および前の工程２ｂからの化
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合物（０．７０２ｇ、１．５当量）をアルゴン下でジクロロメタン（２０ｍＬ）に溶解さ
せた。反応液を０℃に冷却した。それにピリジン（１ｍＬ、過剰）を添加し、一晩撹拌し
た。反応をＴＬＣでモニタリングした。溶媒および揮発性物質を真空下で除去し、残渣を
クロマトグラフィー（最初に酢酸エチル、その後、勾配溶出としての５～１０％ＭｅＯＨ
／ＤＣＭ）で精製すると、所要の化合物４ｂが白色の固体（１．４６ｇ、７６％）として
得られた。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）　δ＝５．１７（ｔ，Ｊ＝５．５
Ｈｚ，１Ｈ），４．１３（ｄｄ，Ｊ＝４．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），４．０５
（ｄｄ，Ｊ＝５．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），３．８２－３．７５（ｍ，２Ｈ）
，３．７０－３．２０（ｍ，－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－，ＰＥＧ－ＣＨ２），２．０５
－１．９０（ｍ，２Ｈ），１．８０－１．７０（ｍ，２Ｈ），１．６１－１．４５（ｍ，
６Ｈ），１．３５－１．１７（ｍ，５６Ｈ），０．８５（ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，６Ｈ）。
ＭＳ範囲実測値：２７１６－２８９２。
【０４４２】
　４ｃの調製：１，２－ジ－Ｏ－オクタデシル－ｓｎ－グリセリド１ｃ（４．００ｇ、６
．７０ｍｍｏｌ）およびＤＳＣ（２．５８ｇ、１．５当量）を一緒にジクロロメタン（６
０ｍＬ）中に入れ、氷水混合物中で０℃に冷却した。それにトリエチルアミン（２．７５
ｍＬ、３当量）を添加し、一晩撹拌した。反応後にＴＬＣにかけ、ＤＣＭで希釈し、水（
２回）、ＮａＨＣＯ３溶液で洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥させた。溶媒を減圧下で、
および残渣を高真空下で一晩除去した。この化合物をさらに精製することなく次の反応に
直接用いた。ＭＰＥＧ２０００－ＮＨ２　３（１．５０ｇ、０．６８７ｍｍｏｌ、ＮＯＦ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎから購入）および前の工程２ｃからの化合物（０
．７６０ｇ、１．５当量）をアルゴン下でジクロロメタン（２０ｍＬ）に溶解させた。反
応液を０℃に冷却した。それにピリジン（１ｍＬ、過剰）を添加し、一晩撹拌した。反応
をＴＬＣでモニタリングした。溶媒および揮発性物質を真空下で除去し、残渣をクロマト
グラフィー（最初に酢酸エチル、その後、勾配溶出としての５～１０％ＭｅＯＨ／ＤＣＭ
）で精製すると、所要の化合物４ｃが白色の固体（０．９２ｇ、４８％）として得られた
。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）　δ＝５．２２－５．１５（ｍ，１Ｈ），
４．１６（ｄｄ，Ｊ＝４．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），４．０６（ｄｄ，Ｊ＝５
．００Ｈｚ，１１．００Ｈｚ，１Ｈ），３．８１－３．７５（ｍ，２Ｈ），３．７０－３
．２０（ｍ，－Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－，ＰＥＧ－ＣＨ２），１．８０－１．７０（ｍ
，２Ｈ），１．６０－１．４８（ｍ，４Ｈ），１．３１－１．１５（ｍ，６４Ｈ），０．
８５（ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，６Ｈ）。ＭＳ範囲実測値：２７７４－２９４８。
【０４４３】
実施例１４：押出法の一般的プロトコル
　脂質（式Ｉのカチオン性脂質、ＤＳＰＣ、コレステロール、ＤＭＧ－ＰＥＧ）を可溶化
し、所望のモル比に従ってエタノール中で混合する。混合した脂質をｐＨ５．２の酢酸ナ
トリウム緩衝液に添加するエタノール注入法によって、リポソームを形成させる。これに
より、３５％エタノール中でリポソームが自然に形成される。リポソームを０．０８μｍ
ポリカーボネート膜に少なくとも２回通して押し出す。ストックｓｉＲＮＡ溶液を酢酸ナ
トリウムおよび３５％エタノール中に調製し、リポソームに添加して、充填（ｌｏａｄ）
した。ｓｉＲＮＡ－リポソーム溶液を３７℃で３０分間インキュベートし、その後、希釈
した。エタノールを除去し、透析または接線流濾過でＰＢＳ緩衝液に交換した。
【０４４４】
実施例１５：インライン混合法の一般的プロトコル
　一方は脂質を含み、もう一方はｓｉＲＮＡを含む、個々別々のストックを調製する。式
Ｉのカチオン性脂質、ＤＳＰＣ、コレステロールおよびＰＥＧ脂質を含む脂質ストックを
９０％エタノールに可溶化して調製する。残りの１０％は低ｐＨクエン酸緩衝液である。
脂質ストックの濃度は４ｍｇ／ｍＬである。このクエン酸緩衝液のｐＨの範囲は、利用さ
れる融合性脂質の種類によって、ｐＨ３～５であることができる。ｓｉＲＮＡを４ｍｇ／
ｍＬの濃度でクエン酸緩衝液にも可溶化する。小規模用に、５ｍＬの各ストック溶液を調
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製する。
【０４４５】
　ｓｉＲＮＡと組み合わせる前に、ストック溶液は完全に透明であり、かつ脂質は完全に
可溶化されなければならない。それゆえに、ストック溶液を加熱して、脂質を完全に可溶
化してもよい。このプロセスで使用されるｓｉＲＮＡは、未修飾オリゴヌクレオチドであ
っても、修飾オリゴヌクレオチドであってもよく、コレステロールなどの親油性部分とコ
ンジュゲートされていてもよい。
【０４４６】
　各溶液をＴ字路に汲み上げて、個々のストックを組み合わせる。デュアルヘッド型のＷ
ａｔｓｏｎ－Ｍａｒｌｏｗポンプを用いて、２つのストリームの開始と停止を同時に制御
する。線流速を増加させるために、１．６ｍｍのポリプロピレンチューブをさらに小さく
して、０．８ｍｍのチューブにする。このポリプロピレンライン（ＩＤ＝０．８ｍｍ）を
Ｔ字路のどちらかの側に取り付ける。ポリプロピレンＴは、４．１ｍｍ３の容積が結果と
して得られるように、１．６ｍｍの直線状の先端を有する。ポリプロピレンラインの大き
い末端（１．６ｍｍ）の各々は、可溶化された脂質ストックかまたは可溶化されたｓｉＲ
ＮＡのいずれかを含む試験管の中に入れられる。Ｔ字路の後ろに、組み合わされたストリ
ームが流れるチューブを１本置く。次に、チューブを伸ばして、２×容量のＰＢＳが入っ
た容器中に入れる。ＰＢＳを素早く撹拌する。ポンプの流速は、３００ｒｐｍまたは１１
０ｍＬ／分のセッティングとする。エタノールを除去し、透析でＰＢＳに交換する。次に
、脂質製剤を、遠心分離または透析濾過を用いて、適当なワーキング濃度まで濃縮する。
【０４４７】
実施例１６：［６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３
１－テトラエン－１９－イル－４－（ジメチルアミノ）ブタノアート］（式Ｉのカチオン
性脂質またはＭＣ３）の合成
【化１４】

アルコール２の調製
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　アルゴン注入口とサーモウェルとが取り付けられたきれいな乾燥した２００Ｌのガラス
反応器に６０ＬのＴＨＦと５．７３Ｋｇ（２０．４ｍｏｌ）のリノール酸とを充填した。
反応器の内容物をアセトン－ドライアイス浴を用いて０℃未満に冷却した。この冷たい溶
液に、トルエン中の１３．８Ｌのビトライド（６０％重量／体積）をゆっくりと添加し、
反応混合物の内部温度を０℃未満に維持した（注：最初のビトライドの添加は発熱性であ
り、発泡が観察された。添加してから１５分後に発泡は止まった）。ビトライドの添加に
は３時間４５分かかった。添加し終わった後、反応混合物を周囲温度で２時間撹拌した。
アリコートを取り、飽和Ｎａ２ＳＯ４でクエンチし、このようにして得られた粗生成物を
出発酸の存在についてＴＬＣで分析した。ＴＬＣは反応の完了を示しており、この反応混
合物を約４５分間で再び０℃未満に冷却した。この混合物に（１．１Ｋｇの硫酸ナトリウ
ムを１．５Ｌの水に溶解させて調製した）飽和硫酸ナトリウム溶液を４５分間かけてゆっ
くりと添加した。添加し終わった後、２５Ｌの酢酸エチルを撹拌しながら３０分間かけて
添加した。得られた反応混合物を４５分間かけてセライトパッドに通して濾過し、セライ
ト床をさらに１７Ｌの酢酸エチルで洗浄して、この残渣から全ての生成物を取り除いた。
組み合わせた有機物を減圧下で濃縮した。残渣を１５Ｌの酢酸エチルに溶解させ、有機層
を水（２×７Ｌ）で洗浄し、硫酸ナトリウム（１．１Ｋｇ）上で乾燥させた。濾過後、有
機層を減圧下で濃縮し、高真空下で乾燥させると、生成物のリノレイルアルコールがオイ
ルとして得られた。粗収量＝５．５Ｋｇ（理論収量＝５．４３Ｋｇ）。この生成物をさら
に精製することなく次の工程で用いた。
【０４４８】
リノレイルメシラート３を調製するためのプロセス
　アルゴン注入口とサーモウェルとが取り付けられたきれいな乾燥した２００Ｌの全ガラ
ス反応器に、４５ＬのＤＣＭと５．５Ｋｇの工程１からの粗生成物とを充填した。この溶
液に、１１．５Ｌのトリエチルアミン、次いで０．２５２Ｋｇ（２．０ｍｏｌ）のＤＭＡ
Ｐを添加した。この溶液をドライアイス－アセトン混合物を用いて－１０℃に冷却し、こ
の冷えた反応塊に、塩化メシル（３．２Ｌ、４１．３ｍｏｌ）のＤＣＭ（１０Ｌ）溶液を
、０℃未満の温度に保持しながら、３時間かけて少しずつ添加した。添加し終わった後、
反応混合物を０℃で１時間撹拌し、その後、反応混合物のＴＬＣ（ＤＣＭ中５％ＥｔＯＡ
ｃ；ＰＭＡ染色）により、出発アルコールの完全な消失が示された。この反応混合物に、
１７Ｌの氷冷水を添加し、層を分離した。一番上の水性層を１０ＬのＤＣＭで再び洗浄し
、この層を分離した。合わせた有機層を（２Ｌの濃ＨＣｌを１８ＬのＲＯ水と混合して調
製した）２×１０Ｌの希塩酸、２×７．５Ｌの水および（１１ＫｇのＮａＣｌを１０Ｌの
ＲＯ水に溶解させて調製した）１０Ｌのブラインで洗浄した。有機層を分離し、Ｎａ２Ｓ
Ｏ４（２．７５Ｋｇ）上で乾燥させ、濾過した。有機層を減圧下で蒸発させ、真空乾燥さ
せると、粗メシラートが淡黄色オイルとして得られた。粗収量＝７．１Ｋｇ（理論収量＝
７．１Ｋｇ）。この材料をさらに精製することなく次の工程で用いた。１Ｈ　ＮＭＲ（Ｃ
ＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）　δ＝５．４２－５．２１（ｍ，４Ｈ），４．２０（ｔ，２Ｈ
），３．０６（ｓ，３Ｈ），２．７９（ｔ，２Ｈ），２．１９－２．００（ｍ，４Ｈ），
１．９０－１．７０（ｍ，２Ｈ），１．０６－１．１８（ｍ，１８Ｈ），０．８８（ｔ，
３Ｈ）。１３Ｃ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３）　δ＝１３０．７６，１３０．５４，１２８．６
，１２８．４，７０．６７，３７．９，３２．０５，３０．１２，２９．８７，２９．８
５，２９．６８，２９．６５，２９．５３，２７．７２，２７．７１，２６．１５，２５
．９４，２３．０９，１４．６０。ＭＳ。Ｃ１９Ｈ３６Ｏ３Ｓについて計算された分子量
、計算値３４４．５３、実測値３４３．５２（Ｍ－Ｈ－）。
【０４４９】
臭化リノレイル４の調製
　アルゴン注入口とサーモウェルとが取り付けられたきれいな乾燥した２００Ｌの全ガラ
ス反応器に、２５ＬのＤＭＦと７．１Ｋｇの工程２からの粗生成物を充填した。この混合
物をアセトン－ドライアイス混合物を用いて－１０℃に冷却した。この撹拌混合物に、臭
化リチウム（２．７Ｋｇ、３１．０ｍｏｌ）のＤＭＦ溶液２５Ｌを、０℃未満の反応温度
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を保持しながら、１．５時間かけて添加した。添加し終わった後、アリコートのＴＬＣ（
ヘキサン中１０％ＥｔＯＡｃ、ＰＭＡ染色）により、出発メシラートの完全な消失が示さ
れるまで、反応混合物を４５℃で１８～２０時間撹拌した。反応混合物を７０Ｌの水で希
釈し、５７Ｌのヘキサンで抽出した。水性層を２×１０Ｌのヘキサンでさらに抽出し、合
わせた有機層（約１２０Ｌ）を２×１０Ｌの水および（１４Ｋｇの塩化ナトリウムを１０
Ｌの水に溶解させて調製した）１×１０Ｌのブラインで再び洗浄した。得られた有機層（
１２０Ｌ）を硫酸ナトリウム（４Ｋｇ）上で乾燥させ、減圧下で濃縮すると、粗生成物（
６．５Ｋｇ）が得られた。この粗生成物を、ヘキサンを溶離液として用いて、６０～１２
０メッシュのシリカゲルを用いるカラムクロマトグラフィーで精製した。純粋な生成物の
濃縮により、５．５Ｋｇ（８１％、３工程）の臭化物４が無色の液体として得られた。１

Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）　δ＝５．４１－５．２９（ｍ，４Ｈ），４．
２０（ｄ，２Ｈ），３．４０（ｔ，Ｊ＝７Ｈｚ，２Ｈ），２．７７（ｔ，Ｊ＝６．６Ｈｚ
，２Ｈ），２．０９－２．０２（ｍ，４Ｈ），１．８８－１．００（ｍ，２Ｈ），１．４
６－１．２７（ｍ，１８Ｈ），０．８８（ｔ，Ｊ＝３．９Ｈｚ，３Ｈ）。１３Ｃ　ＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３）　δ＝１３０．４１，１３０．２５，１２８．２６，１２８．１２，３４
．１７，３３．０５，３１．７５，２９．８２，２９．５７，２９．５４，２９．３９，
２８．９５，２８．３８，２７．４２，２７．４０，２５．８４，２２．７９，１４．２
８。
【０４５０】
ジリノレイルメタノール６の調製
　アルゴン注入口と還流冷却器とサーモウェルとが取り付けられたきれいな乾燥した２０
０Ｌの全ガラス反応器を脱気し、アルゴンでパージした。反応器に２７７ｇ（１１．３ｍ
ｏｌ）の活性マグネシウム、次いで１．５Ｌの無水エーテルを充填した。反応器を再び３
回脱気し、アルゴンでパージした。臭化物４（２．５Ｋｇ、７．６ｍｏｌ）をアルゴン下
で５Ｌの無水エーテルに溶解させ、この溶液１Ｌを反応器に添加し、次いで２５ｍＬ（０
．３５ｍｏｌ）のジブロモメタンを添加した。反応器の内容物を、水浴を用いて４０℃に
加熱した（泡立ちが観察された後で還流し、グリニャール試薬生成の開始が示された）。
反応開始後、加熱装置を反応器から取り外し、残りの４Ｌの臭化物を、混合物の穏やかな
還流を維持しながら、２時間３０分かけてゆっくりと添加した。添加し終わった後、反応
混合物を再び１時間加熱還流し（浴温度４５℃）、その後、反応混合物のアリコートを水
でクエンチして、ＴＬＣ（ヘキサン、ＰＭＡ染色）で分析した。これにより、出発臭化物
の完全な消失が示された。反応混合物を氷浴を用いて１０℃未満に冷却し、ギ酸エチルの
エーテル溶液（４Ｌのエーテル中２７５ｍＬ）を２時間３０分かけて添加し、添加し終わ
った後、反応混合物を室温に温めて、１時間撹拌した。反応混合物を冷却して１０℃に戻
し、この混合物にアセトン（１．１５Ｌ）をゆっくりと添加し、次いで、７Ｌの氷冷水と
（３．４Ｌの硫酸を３４Ｌの氷冷水で希釈して調製した）１０％硫酸溶液とを添加した。
生成物を３×１０Ｌのエーテルで抽出し、合わせた有機層を１０Ｌのブラインで洗浄し、
硫酸ナトリウム（２Ｋｇ）上で乾燥させた。減圧下での有機層の濃縮により、粗生成物（
２Ｋｇ）が、微量のＯ－ホルミル化生成物とともに、所要のジリノレイルアルコールの混
合物として得られた。この粗生成物をＴＨＦ（４Ｌ）に再溶解させ、２０Ｌのガラス反応
器に充填した。これにＮａＯＨ溶液（０．９３４Ｋｇを８Ｌの氷冷水に溶解させたもの）
を添加し、内容物を６５℃で１８時間加熱した後、ＴＬＣ（ヘキサン中１０％エーテル）
により、Ｏ－ホルミル化生成物が所要のジリノレイルメタノールに完全に変換されたこと
が示された。　反応混合物を冷却し、エーテル（３×４Ｌ）で抽出し、合わせた有機層を
５Ｌのブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム（４Ｋｇ）上で乾燥させた。濾過後、有機層を
濃縮すると、粗生成物が得られた。このようにして得られた粗生成物を、ヘキサン中の４
％エーテルを用いて、６０～１２０メッシュのシリカゲルを用いるカラムクロマトグラフ
ィーで精製した。純粋な生成物画分の濃縮により、純粋な６（１．４５Ｋｇ、８０％）が
無色の液体として得られた。ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）　δ５．４７－５．２
４（ｍ，８Ｈ），３．５６（ｄｄ，Ｊ＝６．８，４．２，ＩＨ），２．８５－２．６６（
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ｍ，４Ｈ），２．１２－１．９１（ｍ，９Ｈ），１．５０－１．１７（ｍ，４６Ｈ），０
．９８－０．７６（ｍ，６Ｈ）。１３Ｃ　ＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）　δ１３
０．４１，１３０．３７，１２８．１８，１２８．１５，７７．５４，７７．２２，７６
．９１，７２．２５，３７．７３，３１．７５，２９．９４，２９．８９，２９．８３，
２９．７３，２９．５８，２９．５３，２７．４６，２７．４３，２５．８９，２５．８
６，２２．８０，１４．３０。
【０４５１】
［６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３１－テトラエ
ン－１９－イル－４－（ジメチルアミノ）ブタノアート］ＭＣ３（８）の調製：
　ジリノレイルメタノール６（１４４ｇ、２７２ｍｍｏｌ）を１Ｌのジクロロメタンに溶
解させ、それにジメチルアミノ酪酸７（５５ｇ、３２８ｍｍｏｌ）の塩酸塩を添加し、次
いでジイソプロピルエチルアミン（７０ｍＬ）とＤＭＡＰ（４ｇ）とを添加した。周囲温
度で５分間撹拌した後、ＥＤＣＩ（８０ｇ、４１７ｍｍｏｌ）を添加し、反応混合物を室
温で一晩撹拌した後、ＴＬＣ（シリカゲル、ＣＨ２Ｃｌ２中５％ＭｅＯＨ）分析により、
出発アルコールの完全な消失が示された。反応混合物をＣＨ２Ｃｌ２（５００ｍＬ）で希
釈し、飽和ＮａＨＣＯ３（４００ｍＬ）、水（４００ｍＬ）およびブライン（５００ｍＬ
）で洗浄した。合わせた有機層を無水Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥させ、溶媒を真空中で除去し
た。このようにして得られた粗生成物（１８０ｇ）をフラッシュカラムクロマトグラフィ
ー［以下の溶離液を用いた、２．５Ｋｇシリカゲル、すなわち、ｉ）０．１％ＮＥｔ３を
含むＤＣＭ　６Ｌを詰めたカラム；充填後、ｉｉ）０．１％ＮＥｔ３を含むＤＣＭ　４Ｌ
；ｉｉｉ）２％のＭｅＯＨと９８％の０．１％ＮＥｔ３を含むＤＣＭ　１６Ｌ；ｉｖ）２
．５％のＭｅＯＨと９７．５％の０．１％ＮＥｔ３を含むＤＣＭ　４Ｌ；ｖ）３％のＭｅ
ＯＨと９７％の０．１％ＮＥｔ３を含むＤＣＭ　１２Ｌ］で精製すると、純粋な生成物８
（ＭＣ３、１５９ｇ、９１％）が無色のオイルとして単離された。１Ｈ　ＮＭＲ（４００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ５．４６－５．２３（ｍ，８Ｈ），４．９３－４．７７（ｍ，
１Ｈ），２．８３－２．６６（ｍ，４Ｈ），２．３７－２．２２（ｍ，４Ｈ），２．２０
（ｓ，６Ｈ），２．１０－１．９６（ｍ，９Ｈ），１．８５－１．６９（ｍ，２Ｈ），１
．４９（ｄ，Ｊ＝５．４，４Ｈ），１．３９－１．１５（ｍ，３９Ｈ），０．９５－０．
７５（ｍ，６Ｈ）。１３Ｃ　ＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ１７３．５６，１
３０．３８，１３０．３３，１２８．１７，１２８．１４，７７．５４，７７．２２，７
６．９０，７４．４４，５９．１７，４５．６４，３４．３６，３２．６９，３１．７３
，２９．８７，２９．７６，２９．７４，２９．７０，２９．５６，２９．５０，２７．
４４，２７．４１，２５．８４，２５．５５，２３．３８，２２．７８，１４．２７。Ｅ
Ｉ－ＭＳ（＋ｖｅ）：Ｃ４３Ｈ７９ＮＯ２のＭＷ計算値（Ｍ＋Ｈ）＋：６４２．６、実測
値：６４２．６。
【０４５２】
実施例１７．事前形成小胞を用いたｓｉＲＮＡ製剤
　事前形成小胞の方法を用いてカチオン性脂質含有粒子を作製した。カチオン性脂質、Ｄ
ＳＰＣ、コレステロールおよびＰＥＧ－脂質を、それぞれ、４０／１０／４０／１０とい
うモル比でエタノールに可溶化した。この脂質混合物を水性緩衝液（５ＯｍＭクエン酸塩
、ｐＨ４）に添加し、それぞれ、３０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）および６．１ｍｇ／ｍＬとい
う最終的なエタノールおよび脂質の濃度になるように混合して、押出しの前に室温で２時
間平衡化させておいた。Ｎｉｃｏｍｐ分析で測定したときに７０～９０ｎｍの小胞直径が
得られるまで、Ｌｉｐｅｘ　Ｅｘｔｒｕｄｅｒ（Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｌｉｐｉｄｓ，Ｖａ
ｎｃｏｕｖｅｒ，ＢＣ）を用いて２２℃で２つの積層された８０ｎｍ孔径フィルター（Ｎ
ｕｃｌｅｐｏｒｅ）に通して、水和した脂質を押し出した。これには通常、１～３回の通
過を要した。小さい小胞を形成しないいくつかのカチオン性脂質混合物の場合、脂質混合
物をより低いｐＨの緩衝液（５０ｍＭクエン酸塩、ｐＨ３）で水和してＤＳＰＣ頭部基上
のリン酸基をプロトン化することにより、安定な７０～９０ｎｍの小胞の形成が促進され
た。
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【０４５３】
　ＦＶＩＩ　ｓｉＲＮＡ（３０％エタノールを含む５０ｍＭクエン酸塩、ｐＨ４水溶液に
可溶化したもの）を、事前に３５℃に平衡化した小胞に、混合しながら約５ｍＬ／分の割
合で添加した。０．０６（重量／重量）という最終的な標的ｓｉＲＮＡ／脂質比に到達し
た後、小胞を再組織化させ、ＦＶＩＩ　ｓｉＲＮＡを封入するために、混合物を３５℃で
さらに３０分間インキュベートした。次に、エタノールを除去し、透析かまたは接線流透
析濾過のいずれかによって、外部緩衝液をＰＢＳ（１５５ｍＭ　ＮａＣｌ、３ｍＭ　Ｎａ

２ＨＰＯ４、１ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４、ｐＨ７．５）と交換した。サイズ排除スピンカラム
またはイオン交換スピンカラムを用いて封入されていないｓｉＲＮＡを除去した後に、最
終的な封入ｓｉＲＮＡと脂質の比を決定した。用量（ｍｇ／ｋｇ）に対する残存ＦＶＩＩ
％を示す用量応答曲線を図９に示す。
【０４５４】
実施例１８．式Ｉのカチオン性脂質のｐＫａ測定
　式Ｉのカチオン性脂質のｐＫａを、水中では非蛍光性であるが、膜に結合したときに感
知できるほどに蛍光性になる蛍光プローブである２－（ｐ－トルイジノ）－６－ナフタレ
ンスルホン酸（ＴＮＳ）を用いて、本質的に記載されている通りに決定した（Ｅａｓｔｍ
ａｎ　ｅｔ　ａｌ　１９９２　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３１：４２６２－４２６８）
。カチオン性脂質／ＤＳＰＣ／ＣＨ／ＰＥＧ－ｃ－ＤＯＭＧ（４０：１０：４０：１０モ
ル比）から構成された小胞を、２～１１の範囲の様々なｐＨの緩衝液（１３０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ、１０ｍＭ　ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４、１０ｍＭ　ＭＥＳ、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ）に希
釈して０．１ｍＭにした。この希釈した小胞にＴＮＳ水溶液（最終１μＭ）のアリコート
を添加し、３０秒間の平衡化期間の後、ＴＮＳ含有溶液の蛍光を、それぞれ、３２１ｎｍ
および４４５ｎｍの励起波長および放出波長で測定した。測定された蛍光を溶液のｐＨに
対してプロットし、データを市販のグラフ作成プログラムＩｇｏｒＰｒｏを用いてシグモ
イド曲線に対してフィッティングすることによって、カチオン性脂質含有小胞のｐＫａを
決定した。式Ｉのカチオン性脂質のｐＫａ滴定曲線を図１０に示す。
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