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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　７－９核酸塩基の連続核酸塩基配列を含む７－９核酸塩基の長さのオリゴマーであって
、オリゴマーの核酸塩基単位のすべてがロックト核酸（ＬＮＡ）核酸塩基単位であり、連
続核酸塩基配列の核酸塩基単位の間に存在するすべてのヌクレオシド間結合がホスホロチ
オエートヌクレオシド間結合であり、連続核酸塩基配列が、哺乳動物、ヒトまたはウイル
スのマイクロＲＮＡ配列のシード配列に完全に相補的な配列である、オリゴマー。
【請求項２】
　３’末端ＬＮＡ単位および５’末端ＬＮＡ単位を含む請求項１のオリゴマー。
【請求項３】
　オリゴマーが連続核酸塩基配列からなる請求項１または２のオリゴマー。
【請求項４】
　連続核酸塩基配列が以下からなる群から選択されるｍｉＲＮＡに存在する対応するヌク
レオチド配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー：ebv-miR-BART1-3p、
ebv-miR-BART1-5p、ebv-miR-BART10、ebv-miR-BART11-3p、ebv-miR-BART11-5p、ebv-miR-
BART12、ebv-miR-BART13、ebv-miR-BART14、ebv-miR-BART15、ebv-miR-BART16、ebv-miR-
BART17-3p、ebv-miR-BART17-5p、ebv-miR-BART18-3p、ebv-miR-BART18-5p、ebv-miR-BART
19-3p、ebv-miR-BART19-5p、ebv-miR-BART2-3p、ebv-miR-BART2-5p、ebv-miR-BART20-3p
、ebv-miR-BART20-5p、ebv-miR-BART3、ebv-miR-BART4、ebv-miR-BART5、ebv-miR-BART6-
3p、ebv-miR-BART6-5p、ebv-miR-BART7、ebv-miR-BART8、ebv-miR-BART9、ebv-miR-BHRF1



(2) JP 6035010 B2 2016.11.30

10

20

30

40

50

-1、ebv-miR-BHRF1-2、ebv-miR-BHRF1-2*、ebv-miR-BHRF1-3、hcmv-miR-UL112、hcmv-miR
-UL148D、hcmv-miR-UL22A、hcmv-miR-UL22A*、hcmv-miR-UL36、hcmv-miR-UL70-3p、phcmv
-miR-UL70-5p、hcmv-miR-US25-1、hcmv-miR-US25-2-3p、hcmv-miR-US25-2-5p、hcmv-miR-
US33-3p、hcmv-miR-US33-5p、hcmv-miR-US4、hcmv-miR-US5-1、hcmv-miR-US5-2、hsa-let
-7a、hsa-let-7b、hsa-let-7c、hsa-let-7d、hsa-let-7e、hsa-let-7f、hsa-let-7g、hsa
-let-7i、hsa-miR-1、hsa-miR-100、hsa-miR-101、hsa-miR-103、hsa-miR-105、hsa-miR-
106a、hsa-miR-106b、hsa-miR-107、hsa-miR-10a、hsa-miR-10b、hsa-miR-122、hsa-miR-
124、hsa-miR-125a-3p、hsa-miR-125a-5p、hsa-miR-125b、hsa-miR-126、hsa-miR-126*、
hsa-miR-127-3p、hsa-miR-127-5p、hsa-miR-128、hsa-miR-129-3p、hsa-miR-129-5p、hsa
-miR-130a、hsa-miR-130b、hsa-miR-132、hsa-miR-133a、hsa-miR-133b、hsa-miR-134、h
sa-miR-135a、hsa-miR-135b、hsa-miR-136、hsa-miR-137、hsa-miR-138、hsa-miR-139-3p
、hsa-miR-139-5p、hsa-miR-140-3p、hsa-miR-140-5p、hsa-miR-141、hsa-miR-142-3p、h
sa-miR-142-5p、hsa-miR-143、hsa-miR-144、hsa-miR-145、hsa-miR-146a、hsa-miR-146b
-3p、hsa-miR-146b-5p、hsa-miR-147、hsa-miR-148a、hsa-miR-148b、hsa-miR-149、hsa-
miR-150、hsa-miR-151-3p、hsa-miR-151-5p、hsa-miR-152、hsa-miR-153、hsa-miR-154、
hsa-miR-154*、hsa-miR-155、hsa-miR-15a、hsa-miR-15b、hsa-miR-16、hsa-miR-17、hsa
-miR-181a、hsa-miR-181a*、hsa-miR-181b、hsa-miR-181c、hsa-miR-181d、hsa-miR-182
、hsa-miR-182*、hsa-miR-183、hsa-miR-184、hsa-miR-185、hsa-miR-186、hsa-miR-187
、hsa-miR-188-3p、hsa-miR-188-5p、hsa-miR-18a、hsa-miR-18a*、hsa-miR-18b、hsa-mi
R-190、hsa-miR-191、hsa-miR-191*、hsa-miR-192、hsa-miR-193a-3p、hsa-miR-193a-5p
、hsa-miR-193b、hsa-miR-194、hsa-miR-195、hsa-miR-196a、hsa-miR-196b、hsa-miR-19
7、hsa-miR-198、hsa-miR-199a-5p、hsa-miR-199b-3p、hsa-miR-199b-5p、hsa-miR-19a、
hsa-miR-19b、hsa-miR-200a、hsa-miR-200a*、hsa-miR-200b、hsa-miR-200c、hsa-miR-20
2、hsa-miR-202*、hsa-miR-203、hsa-miR-204、hsa-miR-205、hsa-miR-206、hsa-miR-208
a、hsa-miR-208b、hsa-miR-20a、hsa-miR-20b、hsa-miR-21、hsa-miR-210、hsa-miR-211
、hsa-miR-212、hsa-miR-214、hsa-miR-215、hsa-miR-216a、hsa-miR-216b、hsa-miR-217
、hsa-miR-218、hsa-miR-219-1-3p、hsa-miR-219-2-3p、hsa-miR-219-5p、hsa-miR-22、h
sa-miR-220a、hsa-miR-220b、hsa-miR-220c、hsa-miR-221、hsa-miR-222、hsa-miR-223、
hsa-miR-224、hsa-miR-23a、hsa-miR-23b、hsa-miR-24、hsa-miR-25、hsa-miR-26a、hsa-
miR-26b、hsa-miR-27a、hsa-miR-27b、hsa-miR-28-3p、hsa-miR-28-5p、hsa-miR-296-3p
、hsa-miR-296-5p、hsa-miR-299-3p、hsa-miR-299-5p、hsa-miR-29a、hsa-miR-29b、hsa-
miR-29c、hsa-miR-301a、hsa-miR-301b、hsa-miR-302a、hsa-miR-302a*、hsa-miR-302b、
hsa-miR-302b*、hsa-miR-302c、hsa-miR-302c*、hsa-miR-302d、hsa-miR-30a、hsa-miR-3
0b、hsa-miR-30c、hsa-miR-30d、hsa-miR-30e、hsa-miR-31、hsa-miR-32、hsa-miR-320a
、hsa-miR-320b、hsa-miR-320c、hsa-miR-320d、hsa-miR-323-3p、hsa-miR-323-5p、hsa-
miR-324-3p、hsa-miR-324-5p、hsa-miR-325、hsa-miR-326、hsa-miR-328、hsa-miR-329、
hsa-miR-330-3p、hsa-miR-330-5p、hsa-miR-331-3p、hsa-miR-331-5p、hsa-miR-335、hsa
-miR-337-3p、hsa-miR-337-5p、hsa-miR-338-3p、hsa-miR-338-5p、hsa-miR-339-3p、hsa
-miR-339-5p、hsa-miR-33a、hsa-miR-33b、hsa-miR-340、hsa-miR-342-3p、hsa-miR-342-
5p、hsa-miR-345、hsa-miR-346、hsa-miR-34a、hsa-miR-34b、hsa-miR-34c-3p、hsa-miR-
34c-5p、hsa-miR-361-3p、hsa-miR-361-5p、hsa-miR-362-3p、hsa-miR-362-5p、hsa-miR-
363、hsa-miR-363*、hsa-miR-365、hsa-miR-367、hsa-miR-369-3p、hsa-miR-369-5p、hsa
-miR-370、hsa-miR-371-3p、hsa-miR-371-5p、hsa-miR-372、hsa-miR-373、hsa-miR-373*
、hsa-miR-374a、hsa-miR-374b、hsa-miR-375、hsa-miR-376a、hsa-miR-376a*、hsa-miR-
376b、hsa-miR-377、hsa-miR-378、hsa-miR-379、hsa-miR-380、hsa-miR-381、hsa-miR-3
82、hsa-miR-383、hsa-miR-384、hsa-miR-409-3p、hsa-miR-409-5p、hsa-miR-410、hsa-m
iR-411、hsa-miR-412、hsa-miR-421、hsa-miR-422a、hsa-miR-423-3p、hsa-miR-423-5p、
hsa-miR-424、hsa-miR-425、hsa-miR-429、hsa-miR-431、hsa-miR-432、hsa-miR-432*、h
sa-miR-433、hsa-miR-448、hsa-miR-449a、hsa-miR-449b、hsa-miR-450a、hsa-miR-450b-
3p、hsa-miR-450b-5p、hsa-miR-451、hsa-miR-452、hsa-miR-452*、hsa-miR-453、hsa-mi
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R-454、hsa-miR-455-3p、hsa-miR-455-5p、hsa-miR-483-3p、hsa-miR-483-5p、hsa-miR-4
84、hsa-miR-485-3p、hsa-miR-485-5p、hsa-miR-486-3p、hsa-miR-486-5p、hsa-miR-487a
、hsa-miR-487b、hsa-miR-488、hsa-miR-489、hsa-miR-490-3p、hsa-miR-490-5p、hsa-mi
R-491-3p、hsa-miR-491-5p、hsa-miR-492、hsa-miR-493、hsa-miR-494、hsa-miR-495、hs
a-miR-496、hsa-miR-497、hsa-miR-498、hsa-miR-499-3p、hsa-miR-499-5p、hsa-miR-500
、hsa-miR-501-3p、hsa-miR-501-5p、hsa-miR-502-3p、hsa-miR-502-5p、hsa-miR-503、h
sa-miR-504、hsa-miR-505、hsa-miR-506、hsa-miR-507、hsa-miR-508-3p、hsa-miR-508-5
p、hsa-miR-509-3-5p、hsa-miR-509-3p、hsa-miR-509-5p、hsa-miR-510、hsa-miR-511、h
sa-miR-512-3p、hsa-miR-512-5p、hsa-miR-513a-3p、hsa-miR-513a-5p、hsa-miR-514、hs
a-miR-515-3p、hsa-miR-515-5p、hsa-miR-516a-3p、hsa-miR-516a-5p、hsa-miR-517*、hs
a-miR-517a、hsa-miR-517b、hsa-miR-517c、hsa-miR-518a-3p、hsa-miR-518b、hsa-miR-5
18c、hsa-miR-518c*、hsa-miR-518d-3p、hsa-miR-518d-5p、hsa-miR-518e、hsa-miR-518f
、hsa-miR-518f*、hsa-miR-519a、hsa-miR-519b-3p、hsa-miR-519c-3p、hsa-miR-519d、h
sa-miR-519e、hsa-miR-519e*、hsa-miR-520a-3p、hsa-miR-520a-5p、hsa-miR-520b、hsa-
miR-520c-3p、hsa-miR-520d-3p、hsa-miR-520d-5p、hsa-miR-520e、hsa-miR-520f、hsa-m
iR-520g、hsa-miR-520h、hsa-miR-521、hsa-miR-522、hsa-miR-523、hsa-miR-524-3p、hs
a-miR-524-5p、hsa-miR-525-3p、hsa-miR-525-5p、hsa-miR-526b、hsa-miR-526b*、hsa-m
iR-527、hsa-miR-532-3p、hsa-miR-532-5p、hsa-miR-539、hsa-miR-542-3p、hsa-miR-542
-5p、hsa-miR-544、hsa-miR-545、hsa-miR-548a-3p、hsa-miR-548a-5p、hsa-miR-548b-3p
、hsa-miR-548b-5p、hsa-miR-548c-3p、hsa-miR-548c-5p、hsa-miR-548d-3p、hsa-miR-54
8d-5p、hsa-miR-549、hsa-miR-550、hsa-miR-551a、hsa-miR-551b、hsa-miR-552、hsa-mi
R-553、hsa-miR-554、hsa-miR-555、hsa-miR-556-3p、hsa-miR-556-5p、hsa-miR-557、hs
a-miR-558、hsa-miR-559、hsa-miR-561、hsa-miR-562、hsa-miR-563、hsa-miR-564、hsa-
miR-566、hsa-miR-567、hsa-miR-568、hsa-miR-569、hsa-miR-570、hsa-miR-571、hsa-mi
R-572、hsa-miR-573、hsa-miR-574-3p、hsa-miR-574-5p、hsa-miR-575、hsa-miR-576-3p
、hsa-miR-576-5p、hsa-miR-577、hsa-miR-578、hsa-miR-579、hsa-miR-580、hsa-miR-58
1、hsa-miR-582-3p、hsa-miR-582-5p、hsa-miR-583、hsa-miR-584、hsa-miR-585、hsa-mi
R-586、hsa-miR-587、hsa-miR-588、hsa-miR-589、hsa-miR-590-3p、hsa-miR-590-5p、hs
a-miR-591、hsa-miR-592、hsa-miR-593、hsa-miR-595、hsa-miR-596、hsa-miR-597、hsa-
miR-598、hsa-miR-599、hsa-miR-600、hsa-miR-601、hsa-miR-602、hsa-miR-603、hsa-mi
R-604、hsa-miR-605、hsa-miR-606、hsa-miR-607、hsa-miR-608、hsa-miR-609、hsa-miR-
610、hsa-miR-611、hsa-miR-612、hsa-miR-613、hsa-miR-614、hsa-miR-615-3p、hsa-miR
-615-5p、hsa-miR-616、hsa-miR-617、hsa-miR-618、hsa-miR-619、hsa-miR-620、hsa-mi
R-621、hsa-miR-622、hsa-miR-623、hsa-miR-624、hsa-miR-625、hsa-miR-626、hsa-miR-
627、hsa-miR-628-3p、hsa-miR-628-5p、hsa-miR-629、hsa-miR-630、hsa-miR-631、hsa-
miR-632、hsa-miR-633、hsa-miR-634、hsa-miR-635、hsa-miR-636、hsa-miR-637、hsa-mi
R-638、hsa-miR-639、hsa-miR-640、hsa-miR-641、hsa-miR-642、hsa-miR-643、hsa-miR-
644、hsa-miR-645、hsa-miR-646、hsa-miR-647、hsa-miR-648、hsa-miR-649、hsa-miR-65
0、hsa-miR-651、hsa-miR-652、hsa-miR-653、hsa-miR-654-3p、hsa-miR-654-5p、hsa-mi
R-655、hsa-miR-656、hsa-miR-657、hsa-miR-658、hsa-miR-659、hsa-miR-660、hsa-miR-
661、hsa-miR-662、hsa-miR-663、hsa-miR-668、hsa-miR-671-3p、hsa-miR-671-5p、hsa-
miR-7、hsa-miR-758、hsa-miR-765、hsa-miR-766、hsa-miR-767-3p、hsa-miR-767-5p、hs
a-miR-769-3p、hsa-miR-769-5p、hsa-miR-770-5p、hsa-miR-802、hsa-miR-9、hsa-miR-9*
、hsa-miR-92a、hsa-miR-92b、hsa-miR-93、hsa-miR-95、hsa-miR-96、hsa-miR-98、hsa-
miR-99a、hsa-miR-99b、hsv1-miR-H1、kshv-miR-K12-1、kshv-miR-K12-10a、kshv-miR-K1
2-10b、kshv-miR-K12-11、kshv-miR-K12-12、kshv-miR-K12-2、kshv-miR-K12-3、kshv-mi
R-K12-3*、kshv-miR-K12-4-3p、kshv-miR-K12-4-5p、kshv-miR-K12-5、kshv-miR-K12-6-3
p、kshv-miR-K12-6-5p、kshv-miR-K12-7、kshv-miR-K12-8、kshv-miR-K12-9、およびkshv
-miR-K12-9*。
【請求項５】
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　連続核酸塩基配列が以下からなる群から選択されるｍｉＲＮＡに存在する対応するヌク
レオチド配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー：miR-1、miR-10b、mi
R-17-3p、miR-18、miR-19a、miR-19b、miR-20、miR-21、miR-34a、miR-93、miR-106a、mi
R-106b、miR-122、miR-133、miR-134、miR-138、miR-155、miR-192、miR-194、miR-221、
miR-222、およびmiR-375。
【請求項６】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-33aまたはhsa-miR-33bに存在する対応するヌクレオチド配
列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項７】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-9またはhsa-miR-9*に存在する対応するヌクレオチド配列
に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項８】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-10aまたはhsa-miR-10bに存在する対応するヌクレオチド配
列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項９】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-20aまたはhsa-miR-20bに存在する対応するヌクレオチド配
列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１０】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-19aまたはhsa-miR-19bに存在する対応するヌクレオチド配
列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１１】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-106aに存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１２】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-155に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１３】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-21に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である請
求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１４】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-122に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１５】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-208aまたはhsa-miR-208bに存在する対応するヌクレオチド
配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１６】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-499-3pまたはhsa-miR-499-5pに存在する対応するヌクレオ
チド配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１７】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-15に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である請
求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１８】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-195に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項１９】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-451に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２０】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-29a、hsa-miR-29bまたはhsa-miR-29cに存在する対応する
ヌクレオチド配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
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【請求項２１】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-92aまたはhsa-miR-92bに存在する対応するヌクレオチド配
列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２２】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-143に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２３】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-145に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２４】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-199a-5p、hsa-miR-199b-3pまたはhsa-miR-199b-5pに存在
する対応するヌクレオチド配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２５】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-206に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２６】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-378に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２７】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-375に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２８】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-138に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項２９】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-34aに存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３０】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-27aに存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３１】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-182に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３２】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-183に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である
請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３３】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-96に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である請
求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３４】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-338-3pまたはhsa-miR-338-5pに存在する対応するヌクレオ
チド配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３５】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-30に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である請
求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３６】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-133aまたはhsa-miR133bに存在する対応するヌクレオチド
配列に相補的である請求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３７】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-17に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である請
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求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３８】
　連続核酸塩基配列がhsa-miR-24に存在する対応するヌクレオチド配列に相補的である請
求項１－３のいずれかのオリゴマー。
【請求項３９】
　連続核酸塩基配列が以下からなる群から選択される配列からなるかまたはかかる配列を
含む請求項１－３のいずれかのオリゴマー：AAAAGAT、AAACCAC、AAACCGT、AAACTGT、AAAC
TTT、AAAGACA、AAAGGAT、AAAGGGA、AAATGAA、AACACCC、AACATAC、AACATTC、AACCATA、AAC
CATC、AACCTGC、AACGGTT、AACTGAC、AACTGGA、AACTGTA、AAGCAAT、AAGCACA、AAGCACT、AA
GCCAT、AAGGCAT、AAGGGAT、AAGTCCA、AAGTGGA、AAGTGTT、AAGTTAC、AATCTAC、AATGCAT、A
ATGGAG、AATGGGT、AATGTGA、ACAAAAC、ACAACCT、ACAACTT、ACAAGAA、ACACAAG、ACACTAC、
ACACTCC、ACACTGG、ACAGGGT、ACAGGTT、ACATATC、ACATTCC、ACCAAAG、ACCAATC、ACCATTT
、ACCGAGC、ACCGTTT、ACGCAC、ACGTGGG、ACTACCT、ACTAGGT、ACTATTA、ACTGAAA、ACTGCAG
、ACTGCCT、ACTGGCT、ACTGTAG、ACTGTGA、ACTTTAT、AGAAAAT、AGAATAC、AGACACG、AGACAG
C、AGACCGC、AGACTCA、AGAGGGA、AGCACTT、AGCATTA、AGCATTT、AGCCAGC、AGCCTAG、AGCGC
AG、AGCGCGT、AGCGCTT、AGCTCAT、AGCTCCT、AGCTGCT、AGCTGGG、AGGAAGC、AGGAGTG、AGGC
ACT、AGGCGCC、AGGCGTT、AGGGCAG、AGGGCCA、AGGTCTC、AGGTGCA、AGTAGTT、AGTCAGC、AGT
CTAG、AGTCTTA、AGTGCGT、AGTGTGT、AGTTCTC、AGTTGTC、ATAACCT、ATAAGCT、ATAATAT、AT
ACAAG、ATACCCA、ATACCTC、ATACTGT、ATAGGAA、ATATGCA、ATCAGGT、ATCATGA、ATCCCCG、A
TCCTAA、ATCTCCA、ATCTTGC、ATGAAGG、ATGACGT、ATGCACG、ATGCAGT、ATGCTGC、ATGCTGG、
ATGGTGC、ATGTACA、ATGTAGC、ATGTCAC、ATGTCTT、ATGTTAA、ATGTTTC、ATTACAT、ATTAGAA
、ATTCTCA、ATTCTTT、ATTGTGA、ATTTCTC、ATTTGAA、CAACACC、CAACACT、CAAGCAC、CAAGGA
T、CAAGGGA、CAATGCA、CACACTT、CACCAGC、CACCTGT、CACGTTT、CACTAAG、CACTCTA、CACTG
CC、CACTGTG、CACTTCA、CACTTTG、CAGAATT、CAGACTG、CAGATGG、CAGCACT、CAGCAGG、CAGC
CTC、CAGCTTT、CAGGGTC、CAGGTCC、CAGTATT、CAGTCAC、CAGTGTT、CAGTTTT、CATGGTC、CAT
GTAA、CATTAAC、CATTGTG、CATTTCA、CCAACTC、CCACACA、CCACAGG、CCACCCC、CCAGGGG、CC
AGGTC、CCAGGTT、CCATCCA、CCATCCC、CCATGTC、CCCACAT、CCCAGAG、CCCAGGC、CCCCCAG、C
CCCGCC、CCCGTGT、CCGTGCC、CCGTTGA、CCTCCAA、CCTCCGC、CCTCTTT、CCTGAGT、CCTGCTA、
CCTGCTG、CCTGTAA、CCTGTGA、CCTTCAT、CGAACAA、CGAACTT、CGATCCC、CGCAAAA、CGCAGCC
、CGCGCCT、CGCTGCT、CGGTACG、CGGTGCT、CGGTGTG、CGTCACT、CGTCTTA、CTACAGT、CTACCT
C、CTACTAG、CTACTGT、CTAGACC、CTAGGAA、CTATGAT、CTATGCA、CTCAAGA、CTCAGGG、CTCCA
AG、CTCCTCC、CTCTAGA、CTCTATG、CTCTGGA、CTGAGCC、CTGTAAG、CTGTCAC、CTGTTAC、CTGT
TGA、CTGTTTT、CTTACCC、CTTGTAT、CTTTGCA、CTTTGTA、GAACCAA、GAATGTG、GACAATC、GAC
ACAA、GACAGGG、GACCAAC、GACCGCG、GACCTTC、GACTGTT、GAGACGC、GAGACGG、GAGACTG、GA
GCAAT、GAGCCAG、GAGCCTG、GAGCGGA、GAGCGGT、GAGCTGG、GAGGACG、GAGTGAC、GATAGGG、G
ATCCCA、GATCCCC、GATTTTT、GCAAAAA、GCAAGAC、GCAAGGA、GCACAAT、GCACACT、GCACCTT、
GCACTTT、GCAGACA、GCAGCCA、GCAGCGA、GCAGCTC、GCAGGCT、GCATACA、GCATCCT、GCATTTG
、GCCACAC、GCCCAAG、GCCCACC、GCGCACG、GCGCCAT、GCGCCTT、GCGCTTT、GCTACTT、GCTAGT
T、GCTCTTG、GCTGAGT、GCTGCTG、GCTGGAG、GCTTGAA、GCTTGTC、GGAAGTC、GGACTAG、GGATC
CG、GGCACAT、GGCACTT、GGCAGAC、GGCAGCT、GGCAGTG、GGCCAGT、GGCCTGG、GGCGGCA、GGCT
CGG、GGCTTCC、GGGACCA、GGGAGAA、GGGATGC、GGGATTT、GGGCATT、GGGGCCC、GGTAACC、GGT
GAAG、GGTGTGT、GGTTATG、GGTTCTT、GGTTTTT、GTAAACC、GTAAGAC、GTAAGAT、GTACAGG、GT
ACGAT、GTACTGG、GTACTGT、GTAGGCA、GTAGGGT、GTATGAT、GTATTAT、GTATTCT、GTCAACC、G
TCACAA、GTCAGGA、GTCCTCG、GTCCTCT、GTCGATC、GTCTACC、GTCTACT、GTCTTCC、GTGACAC、
GTGACTT、GTGCAAA、GTGCAAT、GTGCCAA、GTGCCAT、GTGCCTT、GTGGCCA、GTGGTGA、GTGGTGC
、GTGTCAA、GTGTCAT、GTGTGAG、GTGTGCG、GTGTTGA、GTTAAAG、GTTATAT、GTTTAGC、GTTTGT
T、TAATAAT、TAATGTG、TACAATC、TACGCCC、TACGGGT、TACTTGA、TAGAACC、TAGAGTT、TAGCT
TT、TAGGTCA、TATCATA、TATCTGG、TATGGAA、TATTATA、TCACCTT、TCAGGTT、TCATCTC、TCCA
CCC、TCCAGAG、TCCAGAT、TCCAGGT、TCCCCAC、TCCCGTT、TCCGTCC、TCCTTCC、TCGATGG、TCT
AGAG、TCTATGA、TCTCTCC、TCTGATA、TCTGATC、TCTGGAC、TCTGGTG、TGAATGT、TGACACA、TG
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AGATT、TGAGCAG、TGAGCGT、TGCAAAC、TGCACGA、TGCACTG、TGCACTT、TGCAGAA、TGCCCAG、T
GCCTCC、TGCCTTA、TGCTAGC、TGCTGCT、TGCTGGT、TGCTTTG、TGGATCA、TGGGATC、TGGGTCG、
TGGTACT、TGGTGCC、TGGTGCT、TGTATGA、TGTATTA、TGTGTGA、TGTTACT、TGTTCTG、TGTTTAC
、TGTTTCA、TTACTAG、TTACTTT、TTAGCTC、TTATACA、TTCAACG、TTCCCCC、TTCCCGA、TTCCGT
T、TTGCACT、TTGCCAA、TTGCTGA、TTGGAGA、TTGGGAG、TTTATCT、TTTGCAC、TTTGTAG、およ
びTTTTGAG。
【請求項４０】
　連続核酸塩基配列が以下からなる群から選択される配列からなるかまたはかかる配列を
含む請求項１－３のいずれかのオリゴマー：AAAACCAC、AAAAGACA、AAACACCC、AAACCATA、
AAACCATC、AAACTGAC、AAACTGGA、AAAGCCAT、AAATGGAG、AACAAAAC、AACAACTT、AACACAAG、
AACACTAC、AACACTGG、AACATATC、AACATTCC、AACCAAAG、AACCATTT、AACGTGGG、AACTACCT、
AACTGGCT、AAGACACG、AAGCACTT、AAGCATTA、AAGCGCAG、AAGCGCGT、AAGCGCTT、AAGGAAGC、
AAGGCACT、AAGTCTTA、AAGTGCGT、AATAAGCT、AATGAAGG、AATGCTGC、AATGTAGC、AATTAGAA、
AATTCTTT、AATTTCTC、ACAACACC、ACAACACT、ACAATGCA、ACACCAGC、ACACTGCC、ACAGAATT、
ACAGCACT、ACAGTATT、ACAGTGTT、ACATTTCA、ACCACAGG、ACCACCCC、ACCCAGGC、ACCGTGCC、
ACGAACAA、ACGGTACG、ACGGTGTG、ACTACAGT、ACTACCTC、ACTACTGT、ACTATGAT、ACTATGCA、
ACTCCAAG、ACTGAGCC、AGAATGTG、AGACCTTC、AGACTGTT、AGAGCAAT、AGATCCCA、AGATTTTT、
AGCAAGGA、AGCACTTT、AGCAGACA、AGCAGCTC、AGCATTTG、AGCCACAC、AGCGCCTT、AGCGCTTT、
AGCTACTT、AGGACTAG、AGGCACAT、AGGCACTT、AGGCCAGT、AGGCTCGG、AGGTGAAG、AGGTGTGT、
AGGTTCTT、AGTAAGAC、AGTACAGG、AGTACTGT、AGTAGGCA、AGTATTCT、AGTCAGGA、AGTCTACC、
AGTCTTCC、AGTGACAC、AGTGACTT、AGTGCAAT、AGTGCCAA、AGTGCCAT、AGTGGTGC、AGTGTCAA、
AGTGTTGA、ATACGCCC、ATAGGTCA、ATCAGGTT、ATCCACCC、ATCTAGAG、ATGAATGT、ATGAGCAG、
ATGAGCGT、ATGCACGA、ATGCACTG、ATGCACTT、ATGCAGAA、ATGGGATC、ATGGGTCG、ATGGTGCT、
ATGTATTA、ATGTTTAC、ATTCCCGA、ATTCCGTT、ATTGCACT、ATTGCCAA、ATTTGCAC、ATTTTGAG、
CAAAAGAT、CAAACTGT、CAAAGGAT、CAAAGGGA、CAAATGAA、CAACATTC、CAACTGTA、CAAGCACA、
CAAGGCAT、CAAGGGAT、CAAGTCCA、CAAGTGGA、CAAGTTAC、CAATGCAT、CAATGGGT、CAATGTGA、
CACAAGAA、CACACTCC、CACAGGTT、CACCGTTT、CACGCACA、CACTAGGT、CACTGCAG、CACTGCCT、
CACTGTAG、CACTGTGA、CAGAAAAT、CAGAATAC、CAGACAGC、CAGACCGC、CAGCACTT、CAGCATTT、
CAGCCTAG、CAGCTGCT、CAGCTGGG、CAGGCGCC、CAGGCGTT、CAGGTGCA、CAGTAGTT、CAGTCTAG、
CAGTGTGT、CAGTTCTC、CATACAAG、CATAGGAA、CATATGCA、CATCAGGT、CATCATGA、CATCTTGC、
CATGGTGC、CATGTACA、CATGTTAA、CATTCTCA、CCAAGGAT、CCACGTTT、CCACTAAG、CCACTCTA、
CCAGATGG、CCAGCAGG、CCAGCCTC、CCAGCTTT、CCAGGGTC、CCAGTCAC、CCAGTTTT、CCATGGTC、
CCATGTAA、CCCAGGGG、CCCATCCC、CCCGTTGA、CCCTCCGC、CCCTGTGA、CCGCAGCC、CCGCTGCT、
CCGTCACT、CCTACCTC、CCTACTAG、CCTAGACC、CCTCAAGA、CCTCTAGA、CCTCTATG、CCTCTGGA、
CCTTGTAT、CCTTTGCA、CCTTTGTA、CGAGACGC、CGAGCGGA、CGAGTGAC、CGATCCCC、CGCAAAAA、
CGCAGCGA、CGGATCCG、CGTAGGGT、CGTCCTCT、CGTGCAAA、CGTGCAAT、CGTGTCAT、CTACAATC、
CTACGGGT、CTAGAACC、CTAGCTTT、CTATCATA、CTATGGAA、CTCCAGAG、CTCCAGAT、CTCCGTCC、
CTCTATGA、CTCTGGAC、CTGAGATT、CTGCAAAC、CTGCCCAG、CTGCCTCC、CTGGATCA、CTGGTACT、
CTGGTGCC、CTTACTAG、CTTCAACG、CTTTGTAG、GAAACCGT、GAACATAC、GAACCTGC、GAAGCACT、
GAAGTGTT、GAATCTAC、GACAACCT、GACCGAGC、GACTGAAA、GAGACTCA、GAGAGGGA、GAGCCAGC、
GAGCTCAT、GAGCTCCT、GAGGAGTG、GAGGGCCA、GAGGTCTC、GAGTCAGC、GATAACCT、GATAAGCT、
GATCCCCG、GATGACGT、GATGCACG、GATGCAGT、GATGCTGG、GATGTAGC、GATGTCAC、GATTGTGA、
GATTTGAA、GCAAGCAC、GCAAGGGA、GCAATGCA、GCACACTT、GCACTTTG、GCAGACTG、GCAGGTCC、
GCAGTATT、GCATTGTG、GCCAACTC、GCCAGGTC、GCCATCCA、GCCCAGAG、GCCCCCAG、GCCCCGCC、
GCCCGTGT、GCCTGCTA、GCCTGCTG、GCCTTCAT、GCGAACTT、GCGATCCC、GCGGTGCT、GCTGTTAC、
GCTGTTTT、GCTTACCC、GGACAATC、GGACAGGG、GGACCAAC、GGAGCCAG、GGAGCTGG、GGAGGACG、
GGCACAAT、GGCACTTT、GGCAGGCT、GGCATACA、GGCATCCT、GGCCCACC、GGCGCACG、GGCGCCAT、
GGCTAGTT、GGCTGAGT、GGCTGGAG、GGCTTGAA、GGCTTGTC、GGGAAGTC、GGGCAGAC、GGGCAGTG、
GGGCCAGT、GGGCTTCC、GGGGACCA、GGGGATGC、GGGGCATT、GGGGGCCC、GGGTAACC、GGTAAACC、
GGTAAGAT、GGTACTGG、GGTCAACC、GGTCACAA、GGTCCTCG、GGTCGATC、GGTCTACT、GGTGCAAA、
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GGTGCCTT、GGTGGTGA、GGTGTGCG、GGTTTAGC、GTAATAAT、GTAATGTG、GTAGAGTT、GTATTATA、
GTCCAGGT、GTCCTTCC、GTCGATGG、GTGCACTG、GTGCCTTA、GTGCTGCT、GTGCTGGT、GTGCTTTG、
GTGGGTCG、GTGTATGA、GTTGGGAG、GTTTTGAG、TAAACTTT、TAACGGTT、TAAGCAAT、TAAGTCCA、
TACAGGGT、TACATTCC、TACCAATC、TACTATTA、TACTTTAT、TAGCATTA、TAGGGCAG、TAGTTGTC、
TATAATAT、TATACCCA、TATACCTC、TATACTGT、TATCCTAA、TATCTCCA、TATGTCTT、TATGTTTC、
TATTACAT、TCACCTGT、TCACTGTG、TCACTTCA、TCATTAAC、TCCACACA、TCCAGGTT、TCCATGTC、
TCCCACAT、TCCTCCAA、TCCTCTTT、TCCTGAGT、TCCTGTAA、TCGCAAAA、TCGCGCCT、TCGTCTTA、
TCTAGGAA、TCTCAGGG、TCTCCTCC、TCTGTAAG、TCTGTCAC、TCTGTTGA、TGAACCAA、TGACACAA、
TGACCGCG、TGAGACGG、TGAGACTG、TGAGCCTG、TGAGCGGT、TGATAGGG、TGCAAGAC、TGCACACT、
TGCACCTT、TGCAGCCA、TGCCCAAG、TGCTCTTG、TGCTGCTG、TGGCAGCT、TGGCCTGG、TGGCGGCA、
TGGGAGAA、TGGGATTT、TGGTTATG、TGGTTTTT、TGTACGAT、TGTATGAT、TGTATTAT、TGTCAACC、
TGTGCAAT、TGTGGCCA、TGTGTGAG、TGTTAAAG、TGTTATAT、TGTTTGTT、TTACTTGA、TTATCTGG、
TTCACCTT、TTCATCTC、TTCCCCAC、TTCCCGTT、TTCTCTCC、TTCTGATA、TTCTGATC、TTCTGGTG、
TTGAATGT、TGACACA、TTGCTAGC、TTGCTGCT、TTGTGTGA、TTGTTACT、TTGTTCTG、TTGTTTCA、T
TTACTTT、TTTAGCTC、TTTATACA、TTTCCCCC、TTTGCTGA、TTTGGAGA、およびTTTTATCT。
【請求項４１】
　オリゴマーが７つのＬＮＡ核酸塩基の連続核酸塩基配列からなり、すべてのヌクレオシ
ド間結合がホスホロチオエートである請求項１－４０のいずれかのオリゴマー。
【請求項４２】
　オリゴマーが８つのＬＮＡ核酸塩基の連続核酸塩基配列からなり、すべてのヌクレオシ
ド間結合がホスホロチオエートである請求項１－４０のいずれかのオリゴマー。
【請求項４３】
　オリゴマーが９つのＬＮＡ核酸塩基の連続核酸塩基配列からなり、すべてのヌクレオシ
ド間結合がホスホロチオエートである請求項１－４０のいずれかのオリゴマー。
【請求項４４】
　医薬として使用するための請求項１－４３のいずれかのオリゴマー。
【請求項４５】
　細胞におけるマイクロＲＮＡターゲットの有効量を減少させるためのインビトロでの方
法であって、請求項１－４３のいずれかのオリゴマーを含む組成物を、細胞におけるマイ
クロＲＮＡの有効量を減少させるために投与することを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　［発明の分野］
　本発明は、インビボでマイクロRNAをターゲットとし、それを阻害する、極めて短いオ
リゴヌクレオチド、ならびに医薬および医薬組成物におけるそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　［発明の背景］
　マイクロRNA（miRNA）は、そのターゲットmRNAとの塩基対形成によって遺伝子発現の転
写後調節因子として作用する、豊富に存在する一群の短い内在性RNAである。これらは、
プレ-miRNAと呼ばれる、より長い（約70～80ntの）ヘアピン様前駆体から、RNAse III酵
素ダイサー（Dicer）によってプロセシングされる。マイクロRNAはmiRNPと呼ばれるリボ
核タンパク質複合体に組み立てられ、そのターゲット部位をアンチセンス相補性によって
認識することにより、そのターゲット遺伝子のダウンレギュレーションを媒介する。miRN
Aとそのターゲット部位の間のほぼ完全なまたは完全な相補性が、ターゲットmRNAの切断
をもたらすのに対し、マイクロRNAとターゲット部位の間の限定された相補性は、ターゲ
ット遺伝子の翻訳阻害をもたらす。
【０００３】
　ヒト疾患におけるマイクロRNAの役割および一本鎖オリゴヌクレオチドを使ったマイク
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ロRNAの阻害は、WO2007/112754およびWO2007/112753に要約されており、これらの文献は
どちらも参照によりそのすべてが本明細書に組み込まれる。参照により本明細書に組み込
まれるWO2008046911には、がんに関連するマイクロRNA配列が記載されている。数多くの
マイクロRNAが疾患表現型と関連づけられているので、インビボでマイクロRNAの利用可能
性を調整する能力を持つ物質を提供することは望ましい。WO2007/112754およびWO2007/11
2753には、そのターゲットmiRNAと強い二重鎖を形成すると考えられる短い一本鎖オリゴ
ヌクレオチドが開示されている。配列番号 1～45はWO2007/112754およびWO2007/112753に
開示されている抗マイクロRNAオリゴヌクレオチドの例である。
【０００４】
　［関連出願］
　本願は次に挙げる4つの出願に基づく優先権を主張する：US 60/977497（出願日2007年1
0月4日）、US 60/979217（出願日2007年10月11日）、US 61/028062（出願日2008年2月12
日）、およびEP08104780（出願日2008年7月17日）（これらはすべて参照により本明細書
に組み込まれる）。さらにまた、我々は、同じ出願人による先の出願であるWO2007/11275
4およびWO2007/112753を参照し、それらを参照により本明細書に組み込む。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　［発明の概要］
　本発明は、マイクロRNAをターゲットとし、かつLNAヌクレオチドなどのヌクレオチド類
似ヌクレオチド（nucleotide analogue nucleotide）の比率が高い、極めて短いオリゴヌ
クレオチドの使用が、インビボでのターゲットマイクロRNAによるmRNAなどのRNAの抑制を
軽減するのに、極めて有効であるという発見に基づく。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、細胞または生物におけるマイクロRNAターゲットの有効量を減少させるのに
使用するための、7、8、9または10ヌクレオチド単位長の連続（contiguous）配列のオリ
ゴマーであって、そのオリゴマーのヌクレオチド単位の少なくとも70％、例えば少なくと
も80％が、LNA単位および2'置換ヌクレオチド類似体からなる群より選択されるものを提
供する。
【０００７】
　本発明は、細胞または生物におけるマイクロRNAターゲットの有効量を減少させるのに
使用するための、7、8、9または10ヌクレオチド単位長の連続配列のオリゴマーであって
、そのオリゴマーのヌクレオチド単位の少なくとも70％が、LNA単位および2'置換ヌクレ
オチド類似体からなる群より選択され、かつそのオリゴマーのヌクレオチド単位の少なく
とも50％、例えば少なくとも60％、例えば少なくとも70％が、LNA単位であるものを提供
する。
【０００８】
　本発明は、全部で7～10ヌクレオチド、例えば7、8、9ヌクレオチド単位の連続ヌクレオ
チド配列を含む、7～10ヌクレオチド長のオリゴマーであって、そのオリゴマーのヌクレ
オチド単位の少なくとも50％がヌクレオチド類似体であるものを提供する。
【０００９】
　本発明は、さらに、全部で7～10ヌクレオチド、例えば7、8、9、または10ヌクレオチド
単位の連続ヌクレオチド配列を含む、7～10ヌクレオチド長のオリゴマーであって、その
ヌクレオチド配列が、哺乳動物またはウイルスのマイクロRNAに見いだされる対応するヌ
クレオチドに相補的であり、かつそのオリゴマーのヌクレオチド単位の少なくとも50％が
ヌクレオチド類似体であるものを提供する。
【００１０】
　本発明は医薬としての本発明のオリゴマーを提供する。
【００１１】
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　本発明は、本発明のオリゴマーと医薬上許容される希釈剤、担体、塩またはアジュバン
トとを含む医薬組成物を提供する。
【００１２】
　本発明は、少なくとも1つの非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド物質（例えばコ
レステロールなどのステロール）にコンジュゲートされた本発明のオリゴマーを含むコン
ジュゲートを提供する。
【００１３】
　本発明は、マイクロRNA（例えば本明細書で言及するマイクロRNAの1つまたはそれ以上
）の存在または過剰発現に関連する疾患または医学的障害を処置するための医薬を製造す
るための、本発明のオリゴマーまたはコンジュゲートの使用を提供する。
【００１４】
　本発明は、マイクロRNAの存在または過剰発現に関連する疾患または医学的障害の処置
であって、本発明のオリゴマーまたはコンジュゲートを含む組成物（例えば医薬組成物）
を、前記疾患または医学的障害を患っている患者または患いそうな患者に投与するステッ
プを含む処置を提供する。
【００１５】
　本発明は、細胞または生物におけるマイクロRNAターゲットの有効量を減少させるため
の方法であって、本発明のオリゴマー、または本発明のオリゴマーもしくはコンジュゲー
トを含む組成物（例えば医薬組成物）を、その細胞または生物に投与することを含む方法
を提供する。
【００１６】
　本発明は、細胞または生物におけるマイクロRNAターゲットの有効量を減少させるため
の方法であって、本発明のオリゴマーまたはコンジュゲートまたは医薬組成物を、その細
胞または生物に投与することを含む方法を提供する。
【００１７】
　本発明は、細胞または生物におけるターゲットmRNA（または1つ以上のRNA）の抑制解除
方法であって、本発明のオリゴマーもしくはコンジュゲート、または前記オリゴマーもし
くはコンジュゲートを含む組成物を、前記細胞または生物に投与することを含む方法を提
供する。
【００１８】
　本発明は、マイクロRNAを含む細胞（例えばヒト細胞）において、そのマイクロRNAを阻
害するための、本発明のオリゴマーまたはコンジュゲートの使用を提供する。この使用は
インビボまたはインビトロであることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された（phosphorothiolated）LNA-ア
ンチmiR（antimiR）によるターゲティング位置を示す、miR-21、miR-155およびmiR-122 8
マーLNA-アンチmiRの概略図。成熟マイクロRNA上の、7マー、8マー、9マーおよび10マーL
NAオリゴヌクレオチドの好ましいハイブリダイゼーション位置も、示されている。
【図２】ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、MCF-7細胞における、SEQ ID #3205
およびSEQ ID #3204 LNA-アンチmiRによる、miR-21拮抗作用の評価。MCF-7細胞に、miR-2
1用の完全マッチターゲット部位またはミスマッチターゲット部位（.mm2）を含有するル
シフェラーゼセンサープラスミドと、異なる濃度のLNA-アンチmiRとを、同時トランスフ
ェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した
実験についてウミシイタケ/ホタル比の平均を示す（バー＝s.e.m）。これらはすべて、0n
M/psiCHECK2（＝対照）に対して標準化されている。
【図３】ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、HeLa細胞における、SEQ ID #3205お
よびSEQ ID #3204 LNA-アンチmiRによる、miR-21拮抗作用の評価。HeLa細胞に、miR-21用
の完全マッチターゲット部位（mir-21）またはミスマッチターゲット部位（mm2）を含有
するルシフェラーゼセンサープラスミドと、異なる濃度のLNA-アンチmiRとを、同時トラ
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ンスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独
立した実験についてウミシイタケ/ホタル比の平均を示す（バー＝s.e.m）。これらはすべ
て、0nM/psiCHECK2（＝対照）に対して標準化されている。
【図４】ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、LPS処置マウスRAW細胞における、SE
Q ID #3206およびSEQ ID #3207 LNA-アンチmiRによる、miR-155拮抗作用の評価。RAW細胞
に、miR-155と、異なる濃度の異なるLNA-アンチmiRとを、同時トランスフェクトした。24
時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。ウミシイタケ/ホタルの平均を
示す。これらはすべて、0nM/psiCHECK2に対して標準化されている。
【図５】ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、HuH-7細胞における、SEQ ID #3208
およびSEQ ID #4 LNA-アンチmiRによる、miR-122拮抗作用の評価。HuH-7細胞に、完全マ
ッチmiR-122ターゲット部位を含有するmiR-122ルシフェラーゼセンサーと、異なる濃度の
異なるLNA-アンチmiRとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシ
フェラーゼ活性を測定した。3回の独立した実験についてウミシイタケ/ホタル比の平均を
示す（バー＝s.e.m）。これらはすべて、0nM/psiCHECK2（＝対照）に対して標準化されて
いる。
【図６】miR-21ルシフェラーゼレポーターコンストラクトの概略図。
【図７】ルシフェラーゼレポーターアッセイを使った、PC3細胞における、8マーLNA-アン
チmiR（SEQ ID #3205）および15マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3204）による、miR-21拮抗
作用の対比評価。PC3細胞に、miR-21用の完全マッチターゲット部位またはミスマッチタ
ーゲット部位を含有するルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なる濃度のLNA-アン
チmiRとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性
を測定した。3回の独立した実験の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ
/ホタル比は、0nM/ターゲット部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化され
ている。miR-21配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。LNAヌ
クレオチドを楕円で示し、DNA残基をバーで示す。
【図８】ルシフェラーゼレポーターアッセイを使った、HeLa細胞における、8マーLNA-ア
ンチmiRによるmiR-21拮抗作用の特異性評価。HeLa細胞に、miR-21用の完全マッチまたは
ミスマッチターゲット部位を含有するルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なる濃
度のLNA-アンチmiR（SEQ ID #3205）または8マーLNAミスマッチ対照オリゴ（SEQ ID #321
8）とを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を
測定した。3回の独立した実験の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/
ホタル比は、0nM/ターゲット部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化されて
いる。miR-21配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。ミスマ
ッチを塗りつぶした楕円で示す。
【図９】miR-21の効果的な拮抗作用を媒介する完全にLNA修飾されたLNA-アンチmiRの、考
えうる最も短い長さの評価。HeLa細胞に、miR-21用の完全マッチまたはミスマッチターゲ
ット部位を含有するルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なる濃度のLNA-アンチmi
R（SEQ ID #3209＝6マーおよびSEQ ID #3210＝7マー）とを、同時トランスフェクトした
。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した実験の平均
値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/ホタル比は、0nM/ターゲット部位を持
たない空ベクター（＝対照）に対して標準化されている。miR-21配列ならびにLNA-アンチ
miRのデザインおよび位置の概略図も示す。
【図１０】miR-21を拮抗する完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRの長さ評価。HeLa細胞に
、miR-21用の完全マッチまたはミスマッチターゲット部位を含有するルシフェラーゼレポ
ータープラスミドと、異なる濃度のLNA-アンチmiR（SEQ ID #3211＝9マー、SEQ ID #3212
＝10マー、SEQ ID #3213＝12マーおよびSEQ ID #3214＝14マー）とを、同時トランスフェ
クトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した実
験の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/ホタル比は、0nM/ターゲット
部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化されている。miR-21配列ならびにLN
A-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。
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【図１１】miRターゲット認識配列内での、8マーLNA-アンチmiRにとって最適な位置の決
定。HeLa細胞に、miR-21用の完全マッチまたはミスマッチターゲット部位を含有するルシ
フェラーゼレポータープラスミドと、異なる濃度のLNA-アンチmiRとを、同時トランスフ
ェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した
実験の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/ホタル比は、0nM/ターゲッ
ト部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化されている。miR-21配列ならびに
LNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。
【図１２】8マーSEQ ID #3205 LNA-アンチmiRによるPdcd4-3'-UTRとmiR-21の相互作用の
実証。HeLa細胞に、Pdcd4遺伝子の3'UTRの一部を含有するルシフェラーゼレポータープラ
スミドと、異なる濃度のLNA-アンチmiR（SEQ ID #3205＝8マー、完全マッチ；SEQ ID #32
18＝8マー、ミスマッチ；SEQ ID #3204＝15マー、LNA/DNA混成；SEQ ID #3220＝15マー、
ギャップマー（gapmer））とを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、
ルシフェラーゼ活性を測定した。0nMに対して標準化されたウミシイタケ/ホタル比を示す
。miR-21配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。
【図１３】マウスRAW細胞におけるmiR-155の拮抗に関する8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #
3207）と15マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3206）との比較。マウスRAW細胞に、miR-155用
の完全マッチを含有するルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なる濃度の異なるLN
A-アンチmiRとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラー
ゼ活性を測定した。3回の独立した実験の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシ
イタケ/ホタル比は、0nM/miR-155ターゲット部位を持たない空ベクター（＝対照）に対し
て標準化されている。miR-155配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図
も示す。
【図１４】マウスRAW細胞における、8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）および15マーL
NA-アンチmiR（SEQ ID #3206）による、miR-155拮抗作用に関する機能的読出しとしての
、c/EBPβタンパク質レベルの評価。マウスRAW細胞に、miR-155用の完全マッチを含有す
るルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なるLNA-アンチmiRとを、同時トランスフ
ェクトした。20時間後に、細胞を収集し、RAW細胞から得られるタンパク質抽出物のウェ
スタンブロット解析を行なった。c/EBPβの異なるアイソフォームを示し、c/EBPβ LIPと
β-チューブリンについて算出した比を下に示す。
【図１５】完全にLNA修飾された8マー（SEQ ID #3221）LNA-アンチmiRまたは15マーミッ
クスマー（mixmer）（SEQ ID #3228）アンチmiRによる、miR-106bの拮抗作用。HeLa細胞
に、miR-106b用の完全マッチを含有するルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なる
濃度の異なるLNA-アンチmiRとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し
、ルシフェラーゼ活性を測定した。4つのレプリケートの平均値を示す。これらのウミシ
イタケ/ホタル比は、0nM/miRNAターゲット部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して
標準化されている。miR-106b配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図
も示す。
【図１６】完全にLNA修飾された8マー（SEQ ID #3222）LNA-アンチmiRおよび15マー（SEQ
 ID #3229）ミックスマーアンチmiRによるmiR-19bの拮抗作用。HeLa細胞に、miR-19a用の
完全マッチを含有するルシフェラーゼレポータープラスミドと、異なる濃度の上記2つのL
NA-アンチmiRとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラー
ゼ活性を測定した。4つのレプリケート実験の平均値を示す。これらのウミシイタケ/ホタ
ル比は、0nM/miR-19aターゲット部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化さ
れている。miR-19a配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。
【図１７】成熟ヒトmiR-221およびmiR-222配列を示す概略図。両方のmiRNA配列に保存さ
れているシード（seed）配列（7マー）を枠内に示す。
【図１８】完全にLNA置換された短いLNA-アンチmiRを使ったマイクロRNAファミリーのタ
ーゲティング。PC3細胞に、miR-221用およびmiR-222用のルシフェラーゼレポータープラ
スミド（個別に、または一緒に）と、さまざまな濃度の異なるLNA-アンチmiRとを、同時
トランスフェクトした。LNA-アンチmiR（15マー）SEQ ID #3223（miR-221に対するもの）
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およびSEQ ID #3224（miR-222に対するもの）を同時トランスフェクトする場合、合計濃
度は2nM（各1nM）とし、細胞にSEQ ID #3225（7マー）をトランスフェクトする際は、濃
度を0、1、5、10または25nMとした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測
定した。3回の独立した実験の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/ホ
タル比は、0nM/miRNAターゲット部位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化さ
れている。miR-221/222配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す
。
【図１９】7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによるmiR-221/222ファミリーの拮抗作用に
関する機能的読出し（functional readout）としての、p27タンパク質レベルの評価。PC3
細胞に、miR-221とmiR-222の両方をターゲットとする7マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3225
を、さまざまな濃度でトランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、タンパク質レベ
ルをウェスタンブロットで測定した。p27/チューブリンの比を示す。
【図２０】ルシフェラーゼレポーターアッセイを使った、HepG2細胞における、8マーLNA-
アンチmiR（SEQ ID #3205）ならびに15マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3204）および2つの
ミスマッチを持つ8マー（SEQ ID #3218）による、miR-21拮抗作用の対比評価。HepG2細胞
に、miR-21用の完全マッチターゲット部位を含有するルシフェラーゼレポータープラスミ
ドと、異なる濃度のLNA-アンチmiRとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を
収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した実験の平均値（バー＝s.e.m）を
示す。これらのウミシイタケ/ホタル比は、0nM/ターゲット部位を持たない空ベクター（
＝対照）に対して標準化されている。miR-21配列ならびにLNA-アンチmiRのデザインおよ
び位置の概略図も示す。
【図２１】8マーSEQ ID #3205 LNA-アンチmiRならびに15マー（SEQ ID #3204）および2つ
のミスマッチを持つ8マー（SEQ ID #3218）による、Pdcd4 3'UTRとmiR-21の相互作用の実
証。Huh-7細胞に、Pdcd4遺伝子の3'UTRの一部を含有するルシフェラーゼレポータープラ
スミド、プレ-miR-21（10nM）および異なる濃度のLNA-アンチmiRを、同時トランスフェク
トした。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した実験
の平均値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/ホタル比は、0nM/ターゲット部
位を持たない空ベクター（＝対照）に対して標準化されている。miR-21配列ならびにLNA-
アンチmiRのデザインおよび位置の概略図も示す。
【図２２】SEQ ID #3205によるmiR-21の拮抗作用は、Pdcd4タンパク質レベルのレベルの
増加につながる。HeLa細胞に、5nMのLNA-アンチmiR SEQ ID #3205（完全マッチ）、また
はSEQ ID #3219のLNAスクランブル（scrambled）（8マー）もしくはSEQ ID #3218（8マー
ミスマッチ）をトランスフェクトした。細胞を24時間後に収集し、Pdcd4抗体によるウェ
スタンブロットに付した。
【図２３】SEQ ID #3205（完全マッチ）またはSEQ ID #3218（ミスマッチ対照）で処置し
たマウスにおけるALTおよびASTレベル。1日おきに25mg/kgを投与して、14日後に、マウス
を屠殺した。
【図２４】短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）によるmiR-155拮抗作用に関する機能的読
出しとしてのPU.1タンパク質レベルの評価。THP-1細胞にプレ-miR-155（5nmol）と異なる
LNAオリゴヌクレオチド（5nM）とを同時トランスフェクトし、100ng/mlのLPSを加えた。2
4時間後に細胞を収集し、THP-1細胞から得られるタンパク質抽出物のウェスタンブロット
解析を行なった。PU.1およびチューブリンを示す。
【図２５】7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによる、miR-221/222ファミリーの拮抗作用
に関する機能的読出しとしての、p27タンパク質レベルの評価。PC3細胞に、miR-221とmiR
-222の両方をターゲットとする7マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3225およびLNAスクランブル
対照を、5nMおよび25nMでトランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、タンパク質
レベルをウェスタンブロットで測定した。p27/チューブリンの比を示す。
【図２６】7マーSEQ ID #3225（完全マッチ）LNA-アンチmiRによるmiR-221/222のノック
ダウンは、PC3細胞において、軟寒天でのコロニー形成を減少させる。PC3細胞に、25nMの
、miR-221とmiR-222の両方をターゲットとする7マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3225 または
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7マーのスクランブル対照（SEQ ID #3231）をトランスフェクトした。24時間後に細胞を
収集し、軟寒天上に播種した。12日後にコロニーを計数した。1回の実験を3重に行なった
。
【図２７】ヒトlet-7ファミリーおよび試験したアンタゴニストの概要。（上）配列は各
メンバーについての成熟miRNAを表し、枠は、LNA-アンチmiRによって典型的に拮抗される
位置であるヌクレオチド2～16を表す。右側の欄は、それぞれシード（S：位置2～8）、拡
張シード（extended seed）（ES；位置2～9）、およびLNA-アンチmiRが典型的にターゲッ
トとする残りの配列（NE；位置9～16）内での、let-7aと比較したヌクレオチド相違の数
を示す。色が反転しているヌクレオチドはlet-7aと比較して異なっている。（下）試験し
た、let-7ファミリーに対するアンタゴニストの要約であって、デザイン、長さおよび完
全に相補的なターゲットに関する情報を含む。化合物はすべて完全にホスホロチオレート
化される。
【図２８】ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、Huh-7細胞における、6つの異なる
LNA-アンチmiRによる、let-7拮抗作用の評価。Huh-7細胞に、部分HMGA2 3'UTR（4つのlet
-7結合部位を持つ）を含有するルシフェラーゼセンサープラスミドを、let-7a前駆体と共
に、またはlet-7a前駆体を伴わずに（それぞれ灰色および黒色のバー）、増加する一連の
濃度の6つの異なるLNA-アンチmiRと共に、同時トランスフェクトした。24時間後に細胞を
収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。各アッセイについて、二重に測定したウミシイ
タケ/ホタル比の平均および標準偏差を示す。各LNA-アンチmiR群内では、すべての比が、
let-7a前駆体を含有しないウェル（黒色のバー）の平均に対して標準化されている。
【図２９】HMGA2 3'UTRセンサープラスミド、LNA-アンチmiR SEQ ID #3226（左）およびS
EQ ID #3227（右）、ならびにlet-7a（A）、let-7d（B）、let-7e（C）、およびlet-7i（
D）のプレ-miRをトランスフェクトしたHuh-7細胞から得られるルシフェラーゼ結果。灰色
のバーはプレ-miR投入後のターゲット抑制解除を示し、一方、黒色の対照バーは、プレ-m
iRを添加しなかった場合の相当するレベルを表す。各比は4重の測定に基づき、各処置群
内での前駆体を含有しないウェル（黒色のバー）の平均に対して標準化されている。
【図３０】HMGA2 3'UTRセンサープラスミドまたは対照ベクターおよびさまざまな濃度のL
NA-アンチmiR SEQ ID #3227をトランスフェクトしたHeLa細胞から得られるルシフェラー
ゼ結果。各比は、無処理（0nM）の空対照ベクター（psi-CHECK-2；灰色のバー）に対して
標準化された4重の測定に基づく。
【図３１】ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、HCT116細胞における、8マー（#32
05）による、miR-21拮抗作用の評価。HCT116細胞に、miR-21用の完全マッチターゲット部
位を含有するルシフェラーゼセンサープラスミド（灰色のバー）と、異なる濃度のLNA-ア
ンチmiRおよび対照オリゴヌクレオチドとを、同時トランスフェクトした。24時間後に細
胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。2つのうち一つの典型例を示す。これらの
ウミシイタケ/ホタル比は、0nM/空ベクター（＝黒色のバー）に対して標準化されている
。
【図３２】8マー#3205 LNA-アンチmiRによるmiR-21のサイレンシングは、PC3細胞におい
て、軟寒天でのコロニー形成を減少させる。PC3細胞に、25nMの、miR-21をターゲットと
する8マーLNA-アンチmiR #3205をトランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、軟寒
天上に播種した。12日後にコロニーを計数した。それぞれ3重に行なって、0nM対照（すな
わちトランスフェクションは行なうが、LNAなし）に対して標準化した、3回の独立した実
験の平均を示す。#3205に関してp＝0.01898。
【図３３】8マー#3205 LNA-アンチmiRによるmiR-21のノックダウンは、HepG2細胞におい
て、軟寒天でのコロニー形成を減少させる。HepG2細胞に、25nMの、miR-21をターゲット
とする8マーLNA-アンチmiR #3205をトランスフェクトした。24時間後に細胞を収集し、軟
寒天上に播種した。17日後にコロニーを計数した。1回の実験から得られる3つのレプリケ
ートの平均を示す（バー＝SEM）。
【図３４】#3205による処理後の浸潤性ヒト前立腺細胞株PC3における創傷閉鎖（wound cl
osure）。（A）3日目に、PC3細胞に、25nMのLNA-アンチmiRおよび対照オリゴヌクレオチ
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ド、#3205（8マー、完全マッチ）および#3219（8マー、ミスマッチ）をトランスフェクト
し、翌日、引っ掻き傷（scratch）を付けた。移動をモニターするために、24時間後に、
写真を撮った。（B）各時点における面積を、ソフトウェアプログラムImage Jで測定し、
それぞれの0時間時点に対して標準化した。
【図３５】miR-155を拮抗する完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRの長さ評価。RAW細胞に
、miR-155用の完全マッチターゲット部位を含有するルシフェラーゼレポータープラスミ
ドと、異なる濃度のLNA-アンチmiRオリゴヌクレオチドとを、同時トランスフェクトした
。24時間後に細胞を収集し、ルシフェラーゼ活性を測定した。3回の独立した実験の平均
値（バー＝s.e.m）を示す。これらのウミシイタケ/ホタル比は、0nM/ターゲット部位を持
たない空ベクター（＝モック）に対して標準化されている。miR配列ならびにLNA-アンチm
iRのデザインおよび位置の概略図も示す。
【図３６】マウス血漿タンパク質への5'-FAM標識LNA-アンチmiR-21（#3205）の結合。（A
）マウス血漿中のオリゴヌクレオチド濃度の関数としての％未結合LNA-アンチmiR-21化合
物。（B）マウス血漿中の#3205濃度の関数としての未結合LNA-アンチmiR-21化合物#3205
の濃度。
【図３７】ウェスタンブロット解析によるRasタンパク質レベルの定量。　A．処置（アン
チ-let-7；8マー）および無処置（食塩水）の肺および腎臓試料中のRasおよびチューブリ
ン（内部標準）タンパク質を示すゲルイメージ。B．LNA-アンチmiR処置マウス（黒色のバ
ー）の、それぞれ肺および腎臓におけるRasタンパク質レベルの定量（チューブリンをイ
コールローディングコントロール（equal-loading control）として使用して、食塩水対
照（灰色のバー）に対して標準化したもの）。　B．#3205によるmiR-21のサイレンシング
は、インビボで、Pdcd4タンパク質レベルのレベルの増加につながる。　C．マウスに食塩
水または25mg/kgのLNA-アンチmiR（#3205）を14日間にわたって1日おきに全部で5回注射
した。マウスを屠殺し、腎臓からタンパク質を単離し、Pdcd4抗体によるウェスタンブロ
ット解析に付した。A．処置（アンチmiR-21；8マー）対無処置（食塩水）の腎臓試料（M1
、マウス1；M2、マウス2）中のPdcd4およびGapdh（内部標準）タンパク質を示すゲルイメ
ージ。B．LNA-アンチmiR処置マウス（暗灰色のバー）の腎臓におけるPdcd4タンパク質レ
ベルの定量（Gapdhをローディングコントロールとして使用して、相当する食塩水対照（
明灰色のバー）の平均に対して標準化したもの）。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　［発明の詳細な説明］
　LNAを組み込んだ短いオリゴヌクレオチドはインビトロ試薬領域では知られている（例
えばWO2005/098029およびWO2006/069584参照）。しかし、診断用または試薬用に設計され
る分子は、インビボ用または薬学用の分子とは、デザインが著しく異なる。例えば、試薬
オリゴの末端ヌクレオチドは典型的にはLNAではなくDNAであり、ヌクレオシド間結合は典
型的には、本発明のオリゴヌクレオチドで使用される好ましい結合であるホスホロチオエ
ート（phosphorothioate）ではない。したがって本発明は、それ自体、新しい種類のオリ
ゴヌクレオチド（以下、オリゴマーという）を提供する。
【００２１】
　下記の実施形態は、医薬組成物に使用することができる本発明のオリゴマーのいくつか
の実施形態を表す。オリゴマーに当てはまる諸態様は、連続ヌクレオチド配列にも当ては
まり、逆もまた同様である。
【００２２】
　（オリゴマー）
　本発明のオリゴマーは、LNAなどのヌクレオチド類似体を含み、それがそのオリゴヌク
レオチドの連続ヌクレオチド配列の一部または全体を形成している、一本鎖オリゴヌクレ
オチドである。オリゴマーのヌクレオチド配列は、連続ヌクレオチド配列からなる。
【００２３】
　用語「オリゴヌクレオチド」（単に「オリゴ」ともいう）は、用語「オリゴマー」と可
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換的に使用され、本発明においては、2つ以上のヌクレオチドの共有結合によって形成さ
れる分子を指す。本発明のオリゴヌクレオチド（一本鎖オリゴヌクレオチドともいう）に
関連して使用される場合、「オリゴヌクレオチド」という用語は、ある実施形態では、例
えば7～10ヌクレオチド、例えば個別の実施形態においては、7、8、9、または10個のヌク
レオチドを持ちうる。
【００２４】
　「ヌクレオチド」という用語は、DNAおよびRNAなどのヌクレオチドと、ヌクレオチド類
似体を指す。いくつかの態様では、核酸塩基という用語もヌクレオチド（これは天然物で
も非天然物でもよい）に言及するために使用される場合があり、この点において、核酸塩
基およびヌクレオチドという用語は、本明細書では可換的に使用されうると認識すべきで
ある。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が7個のヌクレオチド類似体からなる
。いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が8個のヌクレオチド類似体からなる
。いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が9個のヌクレオチド類似体からなる
。
【００２６】
　ある実施形態では、オリゴマーのヌクレオチドの少なくとも約50％、例えば少なくとも
約55％、例えば少なくとも約60％、または少なくとも約65％もしくは少なくとも約70％、
例えば少なくとも約75％、例えば少なくとも約80％、例えば少なくとも約85％、例えば少
なくとも約90％、例えば少なくとも約95％、または例えば100％が、ヌクレオチド類似体
である。オリゴヌクレオチドが、ヌクレオチド類似体だけからなるヌクレオチド配列から
構成されうることも、明白であるだろう。好適には、オリゴマーは、少なくとも1つのLNA
モノマー、例えば2、3、4、5、6、7、8、9または10個のLNAモノマーを含みうる。後述の
とおり、連続ヌクレオチド配列は、LNA単位（ホスホロチオエート結合などの連結基を含
む）だけからなるか、LNA単位とDNA単位、またはLNAと他のヌクレオチド類似体からなる
ことができる。いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、1個または2個のDNA
ヌクレオチドを含み、残りのヌクレオチドはLNA単位などのヌクレオチド類似体である。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、6個のヌクレオチド類似体と1個の
DNAヌクレオチドとからなる。いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチドが、7個のヌク
レオチド類似体と1個のDNAヌクレオチドとからなる。いくつかの実施形態では、連続ヌク
レオチド配列が、8個のヌクレオチド類似体と1個のDNAヌクレオチドとからなる。いくつ
かの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、9個のヌクレオチド類似体と1個のDNAヌク
レオチドとからなる。いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、7個のヌクレ
オチド類似体と2個のDNAヌクレオチドとからなる。いくつかの実施形態では、連続ヌクレ
オチド配列が、8個のヌクレオチド類似体と2個のDNAヌクレオチドとからなる。
【００２８】
　オリゴマーは連続ヌクレオチド配列からなりうる。
【００２９】
　特に好ましいある実施形態では、ヌクレオチド類似体がすべてLNAである。さらにもう
一つの好ましい実施形態では、オリゴマーのヌクレオチドがすべてLNAである。さらにも
う一つの好ましい実施形態では、オリゴマーのヌクレオチドがすべてLNAであり、ヌクレ
オシド間連結基がすべてホスホチオエート（phosphothioate）である。
【００３０】
　本明細書において「含窒素塩基」という用語は、例えばDNA核酸塩基A、C、TおよびG、R
NA核酸塩基A、C、UおよびG、ならびに非DNA/RNA核酸塩基、例えば5-メチルシトシン（MeC
）、イソシトシン、プソイドイソシトシン、5-ブロモウラシル、5-プロピニルウラシル、
5-プロピニル-6-フルオロウラシル、5-メチルチアゾールウラシル、6-アミノプリン、2-
アミノプリン、イノシン、2,6-ジアミノプリン、7-プロピン-7-デアザアデニン、7-プロ
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ピン-7-デアザグアニンおよび2-クロロ-6-アミノプリン（特にMeC）などのプリン類およ
びピリミジン類を包含するものとする。非DNA/RNA核酸塩基の実際の選択が、そのオリゴ
ヌクレオチドがターゲットにしようとするマイクロRNA鎖中に存在する、対応する（また
はマッチする）ヌクレオチドに依存することは、理解されるだろう。例えば、対応するヌ
クレオチドがGである場合、通常は、Gに対して水素結合を樹立する能力を持つ非DNA/RNA
核酸塩基を選択する必要があるだろう。対応するヌクレオチドがGであるというこの具体
例の場合、好ましい非DNA/RNA核酸塩基の典型例はMeCである。
【００３１】
　「ある実施形態」という用語は、必ずしも、一つの具体的実施形態を指すだけでなく、
「いくつかの実施形態」に存在しうる特徴も、さらには本発明の一般的特徴も、指しうる
と認識すべきである。同様に、「いくつかの実施形態」という用語は、一つの具体的実施
形態の特徴、または実施形態の集合の特徴、さらには本発明の一般的特徴を説明するため
に用いられる。
【００３２】
　「に対応する」（「corresponding to」および「corresponds to」）という用語は、オ
リゴマーまたは連続ヌクレオチド配列の配列（第1配列）と、i）マイクロRNA核酸ターゲ
ット（例えばSEQ ID 40～SEQ ID 976から選択されるマイクロRNAターゲット）の逆相補配
列の部分配列、および/またはii）本明細書に記載のヌクレオチド配列、例えば配列番号 
977～1913、または配列番号 1914～2850、または配列番号 2851～3787からなる群、のい
ずれかから選択される、もう一つの配列の相当する連続ヌクレオチド配列との比較を指す
。ヌクレオチド類似体は、それぞれの相当するまたは対応するヌクレオチドと、直接的に
比較される。i）またはii）に記載のもう一つの配列に対応する第1配列は、典型的には、
第1配列（例えば連続ヌクレオチド配列）の全長にわたって、その配列と同一である。
【００３３】
　本明細書において言及されるヌクレオチド分子の長さに言及する場合、その長さは、モ
ノマー単位の数、すなわちヌクレオチドの数に対応し、それらのモノマー単位がヌクレオ
チドであるか、ヌクレオチド類似体であるかは問わない。ヌクレオチドまたは核酸塩基に
関して、モノマーおよび単位という用語は、本明細書では可換的に使用される。
【００３４】
　具体的な値または値域に関して「約」という用語を使用する場合、その開示は、言及さ
れたその具体的な値または範囲を含むと読解すべきである、と理解すべきである。
【００３５】
　本明細書にいう「ハイブリダイゼーション」とは、相補的ヌクレオシドまたはヌクレオ
チド塩基間の水素結合（これは、ワトソン-クリック型、フーグスティーン型、逆フーグ
スティーン型水素結合などであることができる）を意味する。DNA中によく見いだされる4
つの核酸塩基はG、A、TおよびCであり、このうち、GはCと対になり、AはTと対になる。RN
Aでは、Tがウラシル（U）で置き換えられ、それがAと対になる。標準的二重鎖形成に参加
する核酸塩基中の化学基はワトソン-クリック面を構成する。フーグスティーンは、数年
後に、プリン核酸塩基（GおよびA）が、そのワトソン-クリック面に加えて、フーグステ
ィーン面を持つことを示した。このフーグスティーン面は、二重鎖の外側から認識される
ことが可能であり、これを使ってピリミジンオリゴヌクレオチドを水素結合で結合するこ
とにより、3重らせん構造が形成される。
【００３６】
　本明細書に関して「相補的」とは、2つのヌクレオチド配列間で互いに正確に対形成で
きることを指す。例えば、あるオリゴヌクレオチドの、ある位置に存在するヌクレオチド
が、あるDNAまたはRNA分子の対応する位置に存在するヌクレオチドと水素結合する能力を
持つ場合、そのオリゴヌクレオチドとそのDNAまたはRNAとは、その位置において、互いに
相補的であるとみなされる。DNAまたはRNA鎖は、安定な複合体の形成が可能になるように
、オリゴヌクレオチド中の十分な数のヌクレオチドが、ターゲットDNAまたはRNA中の対応
するヌクレオチドと水素結合を形成できる場合に、互いに相補的であるとみなされる。イ
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ンビトロまたはインビボで安定であるために、オリゴヌクレオチドの配列は、そのターゲ
ットマイクロRNAに対して100％相補的である必要はない。したがって、「相補的」および
「特異的にハイブリダイズ可能」という用語は、オリゴヌクレオチドがターゲット分子に
十分に強くかつ特異的に結合して、非ターゲットRNAの機能には影響を及ぼすことなく、
ターゲットの正常な機能の望ましい妨害をもたらすことを含意する。しかし、好ましい一
実施形態では、相補的という用語が、100％相補的または完全に相補的であることを意味
するものとする。
【００３７】
　ある好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、miRNA配列、例えばヒト
マイクロRNA配列、または本明細書で言及するマイクロRNA配列の一つに対して、100％相
補的である。
【００３８】
　ある好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、ヒトマイクロRNA配列の
シード領域に100％相補的な連続配列を含む。
【００３９】
　好ましくは、「マイクロRNA」または「miRNA」という用語は、本発明においては、長さ
が18～25個のヌクレオチドからなるRNAオリゴヌクレオチドを意味する。機能面では、miR
NAは、典型的には、調節機能を持つ内在性RNA分子である。
【００４０】
　「ターゲットマイクロRNA」または「ターゲットmiRNA」という用語は、例えば、がんに
おける、アップレギュレートされた腫瘍原性miRNAまたは腫瘍抑制性miRNAなど、ヒト疾患
において生物学的役割を持ち、それゆえに当該疾患の治療的介入のためのターゲットにな
るマイクロRNAを指す。
【００４１】
　「ターゲット遺伝子」または「ターゲットmRNA」という用語は、マイクロRNAの調節性m
RNAターゲットを指し、この場合、前記「ターゲット遺伝子」または「ターゲットmRNA」
は、miRNAとそのターゲット部位の間のほぼ完全なまたは完全な相補性に基づき（この場
合はターゲットmRNA切断が起こる）、または限定された相補性（これは、多くの場合、い
わゆるシード配列（miRNAのヌクレオチド2～7）とターゲット部位の間の相補性に付与さ
れる）に基づき（この場合はターゲットmRNAの翻訳阻害が起こる）、マイクロRNAによっ
て、転写後調節される。
【００４２】
　本発明に関して、オリゴヌクレオチドは一本鎖である。これは、そのオリゴヌクレオチ
ドが相補的オリゴヌクレオチドを伴っていない状況、すなわち、そのオリゴヌクレオチド
がsiRNAなどの二本鎖オリゴヌクレオチド複合体ではないことを指す。ある実施形態にお
いて、本発明の組成物は、5個以上の、例えば6、7、8、9、または10個の、例えば8個以上
の連続ヌクレオチドのオリゴマーと相補的な領域を持つ他のオリゴヌクレオチドを含まな
い。
【００４３】
　（長さ）
　驚いたことに、本発明者らは、上述の短い「アンチmiR」が、マイクロRNAターゲットに
対する顕著な特異性を保ったまま、インビボで、マイクロRNAの、改善された特異的阻害
をもたらすことを見いだした。もう一つの利点として、マイクロRNA種の間では相同な短
い配列（例えば本明細書で説明するシード領域）が保存されているので、いくつかのマイ
クロRNAを同時に阻害できることがわかった。本発明によれば、7、8、9、10ヌクレオチド
、例えば7、8または9ヌクレオチドの短いオリゴヌクレオチドが、特に有利であることが
わかった。
【００４４】
　（配列）
　連続ヌクレオチド配列は、哺乳動物、ヒトまたはウイルスのマイクロRNA（miRNA）配列
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、好ましくはヒトまたはウイルスのmiRNA配列の対応する領域に対して、相補的（例えば1
00％相補的－すなわち完全に相補的）である。
【００４５】
　マイクロRNA配列は、好適には、成熟マイクロRNAであることができる。いくつかの実施
形態では、マイクロRNAがマイクロRNA前駆体でありうる。
【００４６】
　ヒトマイクロRNA配列は、WO2008/046911に開示されている配列番号 1～558から選択す
ることができ、これらはすべて、参照により具体的に本明細書に組み込まれる。WO2008/0
46911で述べられているとおり、これらのマイクロRNAは、がんに関連する。
【００４７】
　ウイルスのマイクロRNA配列は、いくつかの実施形態では、単純ヘルペスウイルス1、カ
ポジ肉腫関連ヘルペスウイルス、エプスタイン・バーウイルスおよびヒトサイトメガロウ
イルスからなる群より選択することができる。
【００４８】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、表1に列挙するmiRNAの群から選択される
miRNA配列の対応する領域に対して、相補的（例えば100％相補的）である。表1には、miR
Base（リリース12.0－http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/）に公開されたヒトお
よびウイルスのマイクロRNAをターゲットとする7マー、8マーおよび9マーオリゴマーが記
載されている。
【００４９】
　いくつかの実施形態では、本発明のオリゴマーが、miR-1、miR-10b、miR-17-3p、miR-1
8、miR-19a、miR-19b、miR-20、miR-21、miR-34a、miR-93、miR-106a、miR-106b、miR-12
2、miR-133、miR-134、miR-138、miR-155、miR-192、miR-194、miR-221、miR-222、miR-3
75からなる群より選択される対応するマイクロRNA配列に相補的な連続ヌクレオチド配列
からなるか、それら連続ヌクレオチド配列を含みうる。
【００５０】
　したがって、ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA）が、miR-1、miR-1
0b、miR-17-3p、miR-18、miR-19a、miR-19b、miR-20、miR-21、miR-34a、miR-93、miR-10
6a、miR-106b、miR-122、miR-133、miR-134、miR-138、miR-155、miR-192、miR-194、miR
-221、miR-222、およびmiR-375からなる群より選択される。
【００５１】
　ある実施形態では、miRNAターゲットが、miR 17-92クラスターのメンバー、例えばmiR 
17、miR 106a、miR 106b、miR 18、miR 19a、miR 19b/1、miR 19b/2、miR20/93、miR92/1
、miR92/2およびmiR25である。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、miR-21、miR-155、miR-221、mir-
222、およびmir-122からなる群より選択されるマイクロRNA（miRNA）の対応する領域に相
補的である。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、前記miRNAが、miR-1、miR-10、miR-29、miR-125b、miR-126
、miR-133、miR-141、miR-143、miR-200b、miR-206、miR-208、miR-302、miR-372、miR-3
73、miR-375、およびmiR-520c/eからなる群より選択される。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、miR 17-92クラスター中に存在す
るマイクロRNA（miRNA）の対応する領域、例えばmiR-17-5p、miR-20a/b、miR-93、miR-10
6a/b、miR-18a/b、miR-19a/b、miR-25、miR-92a、miR-363からなる群より選択されるマイ
クロRNAの対応する領域に相補的である。
【００５５】
　ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA）がmiR-21、例えばhsa-miR-21で
ある。ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA）がmiR-122、例えばhsa-miR
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-122である。ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA）がmiR-19b、例えばh
sa-miR-19bである。ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA）がmiR-155、
例えばhsa-miR-155である。ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA）がmiR
-375、例えばhsa-miR-375である。ある実施形態では、miRNA（すなわちターゲットmiRNA
）がmiR-375、例えばhsa-miR-106bである。
【００５６】
　好適には、連続ヌクレオチド配列が、マイクロRNAの対応する領域、例えば19b、21、12
2、155および375からなる群より選択されるhsa-miRの対応する領域に相補的でありうる。
【００５７】
　（シード領域およびシードマー（Seedmer））
　本発明者らは、ヌクレオチド類似体（例えばロックト核酸（LNA）単位などの高アフィ
ニティーヌクレオチド類似体）を含むか、そのようなヌクレオチド類似体からなる、注意
深く設計された短い一本鎖オリゴヌクレオチドが、マイクロRNAの著しいサイレンシング
を示し、マイクロRNAレベルの低下をもたらすことを見いだした。ターゲットマイクロRNA
のいわゆるシード配列（典型的には5'端から数えてヌクレオチド2～8または2～7）に対す
る前記オリゴヌクレオチドのタイトな結合が重要であることがわかった。ターゲットマイ
クロRNAのヌクレオチド1は非対形成塩基であり、おそらくAgo2タンパク質中の結合ポケッ
トに隠されるだろう。特定の理論に束縛されることは望まないが、シード領域配列を選択
すれば、特にLNAを含むオリゴヌクレオチド、好ましくはシード領域に相補的な領域にLNA
単位を含むオリゴヌクレオチドを使用すれば、miRNAとオリゴヌクレオチドの間の二重鎖
は、miRNAをターゲットとし、オフターゲット効果を回避し、おそらくは、RISC指向的（R
ISC directed）miRNA機能を妨げるさらにもう一つの特徴を得るのに、特に有効であると
、本発明者らは考える。
【００５８】
　本発明者らは、LNA修飾一本鎖オリゴヌクレオチドが、この非対形成ヌクレオチド1に対
応する3'端のヌクレオチドを含有しない場合には、マイクロRNAサイレンシングが、さら
に強化されることを見いだした。さらに、本発明のオリゴヌクレオチドの3'端にある少な
くとも2つのLNA単位が、そのオリゴヌクレオチドに高いヌクレアーゼ耐性を付与すること
もわかった。
【００５９】
　ある実施形態では、オリゴマーの1番目または2番目の3'ヌクレオチドが、マイクロRNA
配列の2番目の5'ヌクレオチドに対応し、それはLNAなどのヌクレオチド類似体であること
ができる。
【００６０】
　ある実施形態では、オリゴマーの3'端から計ってオリゴマーのヌクレオチド単位1～6（
両端を含む）が、マイクロRNAシード領域配列に相補的であり、それらはすべて、LNAなど
のヌクレオチド類似体であることができる。
【００６１】
　ある実施形態では、オリゴマーの3'端から計ってオリゴマーのヌクレオチド単位1～7（
両端を含む）が、マイクロRNAシード領域配列に相補的であり、それらはすべて、LNAなど
のヌクレオチド類似体であることができる。
【００６２】
　ある実施形態では、オリゴマーの3'端から計ってオリゴマーのヌクレオチド単位2～7（
両端を含む）が、マイクロRNAシード領域配列に相補的であり、それらはすべて、LNAなど
のヌクレオチド類似体であることができる。
【００６３】
　ある実施形態では、オリゴマーが、少なくとも1つのヌクレオチド類似体単位、例えば
少なくとも1つのLNA単位を、miRNAシード領域に相補的な領域内にある位置に含む。オリ
ゴマーは、ある実施形態では、1～6個または1～7個のヌクレオチド類似体単位、例えば1
～6個および1～7個のLNA単位を、miRNAシード領域に相補的な領域内にある位置に含みう
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る。
【００６４】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、前記マイクロRNAのシード配列に相補的
（例えば100％相補的）な配列からなるか、または前記マイクロRNAのシード配列に相補的
（例えば100％相補的）な配列を含む。
【００６５】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、表1に列挙するシードマー配列のいずれ
か一つから選択される配列からなるか、またはそのような配列を含む。
【００６６】
　ある実施形態では、シードマーの3'ヌクレオチドが、連続ヌクレオチド配列の最も3'側
のヌクレオチドを形成し、ここで、連続ヌクレオチド配列は、場合によっては、1つまた
は2つのさらなるヌクレオチドを、シードマー配列の5'側に含んでもよい。
【００６７】
　ある実施形態では、オリゴマーが、5'端から数えてマイクロRNA配列中に存在する1番目
のヌクレオチドに対応するヌクレオチドを含まない。
【００６８】
　ある実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、ターゲットマイクロRNAの1番目の
5'端ヌクレオチドに対応するヌクレオチドを、3'端に含まない。
【００６９】
　（ヌクレオチド類似体）
　本発明によれば、7、8、9、10ヌクレオチド、例えば7、8または9ヌクレオチドの短いオ
リゴヌクレオチドであって、オリゴマーのヌクレオチド単位の少なくとも50％、例えば55
％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、または例えば100％が（好まし
くは高アフィニティー）ヌクレオチド類似体、例えばロックト核酸（LNA）ヌクレオチド
単位であるものは、特に有利であることがわかった。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、7、8または9ヌクレオチド
長であって、ヒトまたはウイルスのマイクロRNAのシード領域に相補的な連続ヌクレオチ
ド配列を含み、ここでは、ヌクレオチドの少なくとも75％、例えば少なくとも80％、例え
ば少なくとも85％、例えば少なくとも90％、例えば少なくとも95％、例えば100％が、ロ
ックト核酸（LNA）ヌクレオチド単位である。
【００７１】
　そのようなオリゴマーにおいて、いくつかの実施形態では、連結基がホスホジエステル
結合ではなく、例えばホスホロチオエート結合である。
【００７２】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列のヌクレオチド単位のすべてがLNAヌクレオ
チド単位である。
【００７３】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、7、8、9または10個の、好ましくは連続
した、LNAヌクレオチド単位を含むか、そのようなLNAヌクレオチド単位からなる。
【００７４】
　さらにもう一つの好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが7、8または9
ヌクレオチド長であり、ヒトまたはウイルスのマイクロRNAのシード領域に相補的な連続
ヌクレオチド配列を含み、ここで、ヌクレオチドの少なくとも80％はLNAであり、ヌクレ
オチド間結合の少なくとも80％、例えば85％、例えば90％、例えば95％、例えば100％は
ホスホロチオエート結合である。オリゴマー（シードマー）の連続ヌクレオチド配列がシ
ード領域外に及んでもよいことは認識されるだろう。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが7ヌクレオチド長であり、そ
れらがすべてLNAである。
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【００７６】
　いくつかの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが8ヌクレオチド長であり、そ
のうち、LNAでなくてもよいのは、最大1ヌクレオチドである。いくつかの実施形態では、
本発明のオリゴヌクレオチドが9ヌクレオチド長であり、そのうち、LNAでなくてもよいの
は、最大1または2ヌクレオチドである。いくつかの実施形態では、本発明のオリゴヌクレ
オチドが10ヌクレオチド長であり、そのうち、LNAでなくてもよいのは、1、2または3ヌク
レオチドである。LNA以外のヌクレオチドは、例えばDNAまたは2'置換ヌクレオチド類似体
であることができる。
【００７７】
　高アフィニティーヌクレオチド類似体は、相当するDNAヌクレオチドの結合アフィニテ
ィよりも高い、相補的RNAとの熱的二重鎖安定性を持つオリゴヌクレオチドをもたらす、
ヌクレオチド類似体である。これはTmを測定することによって決定することができる。
【００７８】
　いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列中に存在するヌクレオチド類似体単位
が、2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単
位、LNA単位、PNA単位、HNA単位、INA単位、および2'MOE RNA単位からなる群より、場合
によっては独立して、選択される。
【００７９】
　いくつかの実施形態では、連続ヌクレオチド配列中に存在するヌクレオチド類似体単位
が、2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単
位、LNA単位、および2'MOE RNA単位からなる群より、場合によっては独立して、選択され
る。
【００８０】
　2'フルオロ-DNAという用語は、2'位にフッ素への置換（2'F）を持つDNA類似体を指す。
2'フルオロ-DNAは2'フルオロ-ヌクレオチドの好ましい一形態である。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、オリゴマーが、少なくとも4個のヌクレオチド類似体単位、
例えば少なくとも5個のヌクレオチド類似体単位、例えば少なくとも6個のヌクレオチド類
似体単位、例えば少なくとも7個のヌクレオチド類似体単位、例えば少なくとも8個のヌク
レオチド類似体単位、例えば少なくとも9個のヌクレオチド類似体単位、例えば10個のヌ
クレオチド類似体単位を含む。
【００８２】
　ある実施形態では、オリゴマーが、少なくとも3個のLNA単位、例えば少なくとも4個のL
NA単位、例えば少なくとも5個のLNA単位、例えば少なくとも6個のLNA単位、例えば少なく
とも7個のLNA単位、例えば少なくとも8個のLNA単位、例えば少なくとも9個のLNA単位、例
えば10個のLNAを含む。
【００８３】
　ある実施形態では、LNA単位などのヌクレオチド類似体のうち、少なくとも1個がシトシ
ンまたはグアニン、例えばLNA単位などのヌクレオチド類似体のうち、1～10個がシトシン
またはグアニン、例えばLNA単位などのヌクレオチド類似体のうち、2、3、4、5、6、7、8
、または9個がシトシンまたはグアニンである。
【００８４】
　ある実施形態では、LNA単位などのヌクレオチド類似体のうち、少なくとも2個がシトシ
ンまたはグアニンである。ある実施形態では、LNA単位などのヌクレオチド類似体のうち
、少なくとも3個がシトシンまたはグアニンである。ある実施形態では、LNA単位などのヌ
クレオチド類似体のうち、少なくとも4個がシトシンまたはグアニンである。ある実施形
態では、LNA単位などのヌクレオチド類似体のうち、少なくとも5個がシトシンまたはグア
ニンである。ある実施形態では、LNA単位などのヌクレオチド類似体のうち、少なくとも6
個がシトシンまたはグアニンである。ある実施形態では、LNA単位などのヌクレオチド類
似体のうち、少なくとも7個がシトシンまたはグアニンである。ある実施形態では、LNA単
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位などのヌクレオチド類似体のうち、少なくとも8個がシトシンまたはグアニンである。
【００８５】
　ある好ましい実施形態では、ヌクレオチド類似体が、相補的RNAヌクレオチドに対して
、相当するDNAヌクレオチドの前記相補的RNAヌクレオチドへの結合アフィニティーよりも
高い、熱的二重鎖安定性を持つ。
【００８６】
　ある実施形態では、ヌクレオチド類似体が、一本鎖オリゴヌクレオチドに、強化された
血清安定性を付与する。
【００８７】
　配列表および表1中の具体的SEQ IDはホスホロチオエート（PS）バックボーンを持つLNA
モノマーのオリゴマーを指すが、本発明が、LNAの代替として、またはLNAと組み合わせて
、他のヌクレオチド類似体および/または結合の使用も包含することはわかるだろう。し
たがって、配列表に示すヌクレオチド（塩基）の配列は、LNA/PSなどのLNAの配列であっ
てもよいし、同じ塩基配列（A、T、CまたはG）を保ったまま、代替的なバックボーンケミ
ストリー（例えば糖/結合ケミストリー）を持つオリゴマーであってもよい。
【００８８】
　他のヌクレオチド類似体、例えば2'-MOE RNAまたは2'-フルオロヌクレオチドなども、
本発明のオリゴマーにおいて有用でありうると予想されるが、オリゴマーは、高い比率の
、例えば少なくとも50％の、LNAヌクレオチドを持つことが好ましい。
【００８９】
　ヌクレオチド類似体は、DNA類似体、例えば2'-H基が-OH（RNA）以外の置換基で（例え
ば-O-CH3、-O-CH2-CH2-O-CH3、-O-CH2-CH2-CH2-NH2、-O-CH2-CH2-CH2-OHまたは-Fによる
置換で）置換されているDNA類似体であることができる。ヌクレオチド類似体は、RNA類似
体、例えばその2'-OH基が、例えば-H（DNA）以外の基（例えば-O-CH3、-O-CH2-CH2-O-CH3
、-O-CH2-CH2-CH2-NH2、-O-CH2-CH2-CH2-OHまたは-F）による置換などで、修飾されてい
るRNA類似体であることができる。ある実施形態では、ヌクレオチド類似体が「ENA」であ
る。
【００９０】
　（LNA）
　本明細書で使用される「LNA単位」「LNAモノマー」「LNA残基」「ロックト(locked)核
酸単位」「ロックト核酸モノマー」または「ロックト核酸残基」という用語は、二環式ヌ
クレオシド類似体を指す。LNA単位は、とりわけ、WO 99/14226、WO 00/56746、WO 00/567
48、WO 01/25248、WO 02/28875、WO 03/006475およびWO 03/095467に記載されている。LN
A単位はその化学式に関して定義することもできる。例えば、本明細書にいう「LNA単位」
は、下記のスキーム1に示す化学構造を持つ。
スキーム１
【化１】

ここで、Xは、O、SおよびNRHからなる群より選択され、RHは、HまたはC1-4-アルキルであ
る；Yは、(-CH2)rであり、rは1～4の整数である；そしてBは含窒素塩基である。
【００９１】
　本発明のある好ましい実施形態では、rが1または2、特に1である。すなわち、好ましい
LNA単位は、下記のスキーム2に示す化学構造を持つ。
スキーム2
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【化２】

ここで、XおよびBは上に定義したとおりである。
【００９２】
　興味深い一実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドに組み込まれるLNA単位が、チ
オ-LNA単位、アミノ-LNA単位およびオキシ-LNA単位からなる群より、独立して選択される
。
【００９３】
　例えば、チオ-LNA単位は、下記のスキーム3に示す化学構造を持ちうる。
スキーム3
【化３】

ここで、Bは上に定義したとおりである。好ましくは、チオ-LNA単位はそのβ-D-型である
。すなわち、上記3Aに示す構造を持つ。
【００９４】
　同様に、アミノ-LNA単位は、下記のスキーム4に示す化学構造を持ちうる。
スキーム4

【化４】

ここで、BおよびRHは上に定義したとおりである。好ましくは、アミノ-LNA単位はそのβ-
D-型である。すなわち、上記4Aに示す構造を持つ。
【００９５】
　オキシ-LNA単位は下記のスキーム5に示す化学構造を持ちうる。
スキーム5
【化５】
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ここで、Bは上に定義したとおりである。
【００９６】
　好ましくは、オキシ-LNA単位は、そのβ-D-型である。すなわち、上記5Aに示す構造を
持つ。上に示したとおり、Bは含窒素塩基（天然由来でも非天然由来でもよい）である。
含窒素塩基の具体例には、アデニン（A）、シトシン（C）、5-メチルシトシン（MeC）、
イソシトシン、プソイドイソシトシン、グアニン（G）、チミン（T）、ウラシル（U）、5
-ブロモウラシル、5-プロピニルウラシル、5-プロピニル-6（5-propyny-6）、5-メチルチ
アゾールウラシル（5-methylthiazoleuracil）、6-アミノプリン、2-アミノプリン、イノ
シン、2,6-ジアミノプリン、7-プロピン-7-デアザアデニン、7-プロピン-7-デアザグアニ
ンおよび2-クロロ-6-アミノプリンが含まれる。
【００９７】
　「チオ-LNA単位」という用語は、スキーム1におけるXがSであるLNA単位を指す。チオ-L
NA単位はβ-D型とα-L型の両方をとりうる。一般にチオ-LNA単位のβ-D型が好ましい。チ
オ-LNA単位のβ-D型およびα-L型をスキーム3にそれぞれ化合物3Aおよび3Bとして示す。
【００９８】
　「アミノ-LNA単位」という用語は、スキーム1におけるXがNHまたはNRHであるLNA単位を
指し、ここで、RHは水素またはC1-4-アルキルである。アミノ-LNA単位はβ-D型とα-L型
の両方をとりうる。一般にアミノ-LNA単位のβ-D型が好ましい。アミノ-LNA単位のβ-D型
およびα-L型をスキーム4にそれぞれ化合物4Aおよび4Bとして示す。
【００９９】
　「オキシ-LNA単位」という用語は、スキーム1におけるXがOであるLNA単位を指す。オキ
シ-LNA単位はβ-D型とα-L型の両方をとりうる。一般にオキシ-LNA単位のβ-D型が好まし
い。オキシ-LNA単位のβ-D型およびα-L型をスキーム5にそれぞれ化合物5Aおよび5Bとし
て示す。
【０１００】
　本明細書において、「C1-6-アルキル」という用語は、最も長い鎖が1～6個の炭素原子
を持つ線状または分岐飽和炭化水素鎖、例えばメチル、エチル、n-プロピル、イソプロピ
ル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、イソペンチル、ネオ
ペンチルおよびヘキシルを意味するものとする。分岐炭化水素鎖とは、任意の炭素が炭化
水素鎖で置換されたC1-6-アルキルを意味するものとする。
【０１０１】
　本明細書において、「C1-4-アルキル」という用語は、最も長い鎖が1～4個の炭素原子
を持つ線状または分岐飽和炭化水素鎖、例えばメチル、エチル、n-プロピル、イソプロピ
ル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチルおよびtert-ブチルを意味するものとする。分岐
炭化水素鎖とは、任意の炭素において炭化水素鎖で置換されているC1-4-アルキルを意味
するものとする。
【０１０２】
　本明細書で使用される「C1-6-アルコキシ」という用語は、C1-6-アルキル-オキシ、例
えばメトキシ、エトキシ、n-プロポキシ、イソプロポキシ、n-ブトキシ、イソブトキシ、
sec-ブトキシ、tert-ブトキシ、ペントキシ、イソペントキシ、ネオペントキシおよびヘ
キソキシを意味するものとする。
【０１０３】
　本明細書において「C2-6-アルケニル」という用語は、2～6個の炭素原子を持ち、1個以
上の二重結合を含む線状または分岐炭化水素基を意味するものとする。C2-6-アルケニル
基の説明となる例には、アリル、ホモ-アリル、ビニル、クロチル、ブテニル、ブタジエ
ニル、ペンテニル、ペンタジエニル、ヘキセニルおよびヘキサジエニルが含まれる。不飽
和（二重結合）の位置は、炭素鎖上のどの位置にあってもよい。
【０１０４】
　本発明に関して、「C2-6-アルキニル」という用語は、2～6個の炭素原子を持ち、1個以
上の三重結合を含む線状または分岐炭化水素基を意味するものとする。C2-6-アルキニル
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基の説明となる例には、アセチレン、プロピニル、ブチニル、ペンチニルおよびヘキシニ
ルが含まれる。不飽和（三重結合）の位置は、炭素鎖上のどの位置にあってもよい。当業
者には知られているように、2個以上の結合が不飽和であって、「C2-6-アルキニル」が、
ジ-イン（di-yne）またはエンジ-イン（enedi-yne）であることもできる。
【０１０５】
　本発明に関して、DNA単位を、それに対応するLNA単位で置換するという場合、「対応す
るLNA単位」という用語は、置き換えられたDNA単位と同じ含窒素塩基を含むLNA単位によ
って、DNA単位が置き換えられていることを意味し、例えば含窒素塩基Aを含有するDNA単
位の対応するLNA単位は、同様に含窒素塩基Aを含有する。例外は、DNA単位が塩基Cを含有
する場合に、対応するLNA単位は塩基Cを含有しても塩基MeCを含有してもよく、好ましく
はMeCを含有することである。
【０１０６】
　本明細書において、「非LNA単位」という用語は、LNA単位ではないヌクレオシドを指す
。すなわち、「非LNA単位」という用語には、DNA単位ならびにRNA単位が含まれる。好ま
しい非LNA単位はDNA単位である。
【０１０７】
　「単位」「残基」および「モノマー」という用語は、本明細書では可換的に使用される
。「少なくとも1つの」という用語は、1以上の整数、例えば1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20などを包含する。
【０１０８】
　ヌクレオチド、薬剤（agent）、LNA単位などに関して使用される「ある」および「１つ
の」という用語は、1つまたはそれ以上を意味するものとする。特に、「…からなる群よ
り選択される構成要素（例えばヌクレオチド、薬剤、LNA単位など）」という表現は、言
及された構成要素の1つまたはそれ以上を選択しうることを意味するものとする。したが
って、「A、BおよびCからなる群より選択される構成要素」のような表現には、A、Bおよ
びCのあらゆる組合せ、すなわち、A、B、C、A+B、A+C、B+CおよびA+B+Cが含まれるものと
する。
【０１０９】
　（ヌクレオシド間結合）
　「ヌクレオシド間連結基」とは、2つのヌクレオチドを一つに共有結合させる能力を持
つ基、例えばDNA単位間、DNA単位とヌクレオチド類似体の間、2つの非LNA単位間、非LNA
単位とLNA単位の間、および2つのLNA単位間などを共有結合させる能力を持つ基を意味す
るものとする。その例には、ホスフェート基、ホスホジエステル基およびホスホロチオエ
ート基が含まれる。
【０１１０】
　いくつかの実施形態では、オリゴマー中のヌクレオシド間結合の少なくとも1つ、例え
ばすべてが、ホスホジエステルである。しかし、インビボ使用には、ホスホロチオエート
結合が好ましいかもしれない。
【０１１１】
　オリゴヌクレオチド中の典型的なヌクレオシド間連結基はホスフェート基であるが、こ
れらはホスフェートとは異なるヌクレオチシド間連結基で置き換えることができる。本発
明のもう一つの興味深い実施形態において、本発明のオリゴヌクレオチドは、そのヌクレ
オシド間連結基構造が修飾される。すなわち、修飾オリゴヌクレオチドは、ホスフェート
とは異なるヌクレオシド間連結基を含む。したがって、ある好ましい実施形態では、本発
明のオリゴヌクレオチドが、ホスフェートとは異なるヌクレオシド間連結基を少なくとも
1つは含む。
【０１１２】
　ホスフェート（-O-P(O)2-O-）とは異なるヌクレオシド間連結基の具体例には、-O-P(O,
S)-O-、-O-P(S)2-O-、-S-P(O)2-O-、-S-P(O,S)-O-、-S-P(S)2-O-、-O-P(O)2-S-、-O-P(O,
S)-S-、-S-P(O)2-S-、-O-PO(RH)-O-、O-PO(OCH3)-O-、-O-PO(NRH)-O-、-O-PO(OCH2CH2S-R
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)-O-、-O-PO(BH3)-O-、-O-PO(NHRH)-O-、-O-P(O)2-NR
H-、-NRH-P(O)2-O-、-NRH-CO-O-、-

NRH-CO-NRH-、-O-CO-O-、-O-CO-NRH-、-NRH-CO-CH2-、-O-CH2-CO-NR
H-、-O-CH2-CH2-NR

H-
、-CO-NRH-CH2-、-CH2-NR

H-CO-、-O-CH2-CH2-S-、-S-CH2-CH2-O-、-S-CH2-CH2-S-、-CH2-
SO2-CH2-、-CH2-CO-NR

H-、-O-CH2-CH2-NR
H-CO-、-CH2-NCH3-O-CH2-が含まれ、ここで、RH

は水素またはC1-4-アルキルである。
【０１１３】
　ヌクレオシド間連結基が修飾される場合、ヌクレオシド間連結基は好ましくはホスホロ
チオエート基（-O-P(O,S)-O-）である。ある好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌク
レオチドのすべてのヌクレオシド間連結基がホスホロチオエートである。
【０１１４】
　ヌクレオシド間結合は、-O-P(O)2-O-、-O-P(O,S)-O-、-O-P(S)2-O-、-S-P(O)2-O-、-S-
P(O,S)-O-、-S-P(S)2-O-、-O-P(O)2-S-、-O-P(O,S)-S-、-S-P(O)2-S-、-O-PO(RH)-O-、O-
PO(OCH3)-O-、-O-PO(NRH)-O-、-O-PO(OCH2CH2S-R)-O-、-O-PO(BH3)-O-、-O-PO(NHRH)-O-
、-O-P(O)2-NR

H-、-NRH-P(O)2-O-、-NRH-CO-O-、-NRH-CO-NRH-からなる群より選択するこ
とができ、かつ/またはヌクレオシド間結合は、-O-CO-O-、-O-CO-NRH-、-NRH-CO-CH2-、-
O-CH2-CO-NR

H-、-O-CH2-CH2-NR
H-、-CO-NRH-CH2-、-CH2-NR

H-CO-、-O-CH2-CH2-S-、-S-CH

2-CH2-O-、-S-CH2-CH2-S-、-CH2-SO2-CH2-、-CH2-CO-NR
H-、-O-CH2-CH2-NR

H-CO-、-CH2-N
CH3-O-CH2-からなる群より選択することができ、ここで、RHは、水素およびC1-4-アルキ
ルから選択される。好適には、いくつかの実施形態では、上記の硫黄（S）含有ヌクレオ
シド間結合が好ましいだろう。ヌクレオシド間結合は、独立して選択してもよいし、すべ
てが同じ、例えばホスホロチオエート結合であってもよい。ある実施形態では、連続ヌク
レオチド配列のヌクレオチド単位間に存在するヌクレオシド間結合の少なくとも75％、例
えば80％または85％または90％または95％またはすべてが、ホスホロチオエートヌクレオ
シド間結合である。
【０１１５】
　（2つ以上のマイクロRNAをターゲットとするマイクロmir（micromir）オリゴヌクレオ
チド）
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、少なくとも2つのmiRNA配列、例えば2、3
、4、5、6、7、8、9、または10個のmiRNA配列の対応する配列に相補的である。単一のユ
ニバーサル塩基を使用することにより、本発明の単一オリゴマーは、2つの別個のマイク
ロRNA（その一方または両方が、そのユニバーサルヌクレオチドが配置される位置で、オ
リゴマーに対応する領域中に単一のミスマッチを持つもの）をターゲットとすることがで
きる。
【０１１６】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、少なくとも2つのmiRNAシード領域配列（
例えば2、3、4、5、6、7、8、9、または10個のmiRNAシード領域配列）の配列に相補的で
ある配列からなる、または、それを含む。
【０１１７】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、miR-221とmiR-222の両方の対応する領域
に相補的である。
【０１１８】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、miR-17-92クラスターの2つ以上のメンバ
ー（例えばmiR-17-5p、miR-20a/b、miR-93、miR-106a/bの2つ以上もしくはすべて；また
はmiR-25、miR-92aおよびmiR-363の2つ以上もしくはすべて）の対応する領域に相補的で
ある。
【０１１９】
　ある実施形態では、連続ヌクレオチド配列が、5'GCTACAT3'に相補的な配列からなる、
または、それを含む。
【０１２０】
　（オリゴマーデザイン）
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　ある実施形態では、3'端から数えて本発明のオリゴマーの1番目のヌクレオチドが、LNA
単位などのヌクレオチド類似体である。同じであっても異なってもよい一実施形態では、
3'端から数えて本発明のオリゴマーの最後のヌクレオチドが、LNA単位などのヌクレオチ
ド類似体である。
【０１２１】
　ある実施形態では、3'端から数えて本発明のオリゴマーの2番目のヌクレオチドが、LNA
単位などのヌクレオチド類似体である。
【０１２２】
　ある実施形態では、3'端から数えて本発明のオリゴマーの9番目および/または10番目の
ヌクレオチドが、LNA単位などのヌクレオチド類似体である。
【０１２３】
　ある実施形態では、3'端から数えて本発明のオリゴマーの9番目のヌクレオチドが、LNA
単位などのヌクレオチド類似体である。
【０１２４】
　ある実施形態では、3'端から数えて本発明のオリゴマーの10番目のヌクレオチドが、LN
A単位などのヌクレオチド類似体である。
【０１２５】
　ある実施形態では、3'端から計算して本発明のオリゴマーの9番目と10番目のヌクレオ
チドがどちらも、LNA単位などのヌクレオチド類似体である。
【０１２６】
　ある実施形態では、本発明のオリゴマーが、3個を超えて連続するDNAヌクレオチド単位
の領域を含まない。ある実施形態では、本発明のオリゴマーが、2個を超えて連続するDNA
ヌクレオチド単位の領域を含まない。
【０１２７】
　ある実施形態では、オリゴマーが、少なくとも2つの連続するヌクレオチド類似体単位
からなる領域、例えば少なくとも2つの連続するLNA単位からなる領域を、少なくとも1つ
は含む。
【０１２８】
　ある実施形態では、オリゴマーが、少なくとも3つの連続するヌクレオチド類似体単位
からなる領域、例えば少なくとも3つの連続するLNA単位からなる領域を、少なくとも1つ
は含む。
【０１２９】
　（オリゴマーにおけるLNAなどのヌクレオチド類似体の他のパターン）
　少なくとも6個のLNAを含有するオリゴマー、例えば少なくとも7個のヌクレオチド単位
を含有するオリゴマーが好ましいだろうと予想されるが、そのような短いオリゴマーがイ
ンビボで極めて効果的にマイクロRNAをターゲットとするという発見は、他のヌクレオチ
ド類似体、例えば高アフィニティーヌクレオチド類似体を含む、短い本発明のオリゴマー
を作製するために使用することができる。実際、LNAと他の高アフィニティーヌクレオチ
ド類似体との組合せは、本発明の一部であるとみなされる。
【０１３０】
　3'端から数えて位置1または2にあるヌクレオチドの修飾。位置1および/または2のヌク
レオチドは、ヌクレオチド類似体、例えば高アフィニティーヌクレオチド類似体、例えば
LNA、または、2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオ
ロ-DNA単位、2'-MOE-RNA単位、LNA単位、PNA単位、HNA単位、INA単位からなる群より選択
されるヌクレオチド類似体であることができる。したがって、これら2つの3'ヌクレオチ
ドは、Xx、xX、XXまたはxxであることができ、ここで、ある実施形態では、XはLNAであり
、xはDNAまたは別のヌクレオチド類似体、例えば2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単
位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単位、LNA、および2'MOE RNA単位からなる群よ
り選択される2'置換ヌクレオチド類似体である。したがって、前記非LNA単位（x）は、2'
MOE RNAまたは2'-フルオロ-DNAであることができる。あるいは、Xはヌクレオチド類似体
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であり、xはDNAである。
【０１３１】
　2つの3'末端ヌクレオチドにおける上記の修飾は、後述のように、3'端から数えて位置3
～8にあるヌクレオチドの修飾と組み合わせることができる。この点において、Xおよびx
と呼ばれるヌクレオチドは、オリゴマー全体を通して同じであることができる。オリゴマ
ーが7ヌクレオチド長しかない場合は、3'端から数えて8番目のヌクレオチドを捨てるべき
であることはわかるだろう。位置3～8にあるヌクレオチドの修飾に関する下記の実施形態
では、LNA単位を、ある実施形態では、他のヌクレオチド類似体、例えば本明細書で言及
するもので置き換えることができる。したがって、「X」は、2'-O-アルキル-RNA単位、2'
-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単位、2'-MOE-RNA単位、LNA単位、P
NA単位、HNA単位、INA単位からなる群より選択することができる。「x」は、好ましくは
、DNAまたはRNA、最も好ましくはDNAである。しかしXはLNAであることが好ましい。
【０１３２】
　本発明のある実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、3'端から数えて位置3～8
で修飾される。この配列のデザインは、存在する非LNA単位の数または存在するLNA単位の
数によって定義することができる。前者の好ましい一実施形態では、3'端から数えて位置
3～8にあるヌクレオチドのうち、少なくとも1つ（例えば1つ）が非LNA単位である。もう
一つの実施形態では、3'端から数えて位置3～8にあるヌクレオチドのうち、少なくとも2
つ（例えば2つ）が非LNA単位である。さらにもう一つの実施形態では、3'端から数えて位
置3～8にあるヌクレオチドのうち、少なくとも3つ（例えば3つ）が非LNA単位である。さ
らにもう一つの実施形態では、3'端から数えて位置3～8にあるヌクレオチドのうち、少な
くとも4つ（例えば4つ）が非LNA単位である。さらにもう一つの実施形態では、3'端から
数えて位置3～8にあるヌクレオチドのうち、少なくとも5つ（例えば5つ）が非LNA単位で
ある。さらにもう一つの実施形態では、3'端から数えて位置3～8にある6つのヌクレオチ
ドがすべて非LNA単位である。
【０１３３】
　もう一つの定義では、ある実施形態において、本発明のオリゴヌクレオチドは、3'端か
ら数えて位置3～8に、少なくとも3つのLNA単位を含む。本発明のオリゴヌクレチドは、そ
の一実施形態において、3'端から数えて位置3～8に3つのLNA単位を含む。3'端から数えて
位置3～8にあるヌクレオチド関する置換パターンは、XXXxxx、xXXXxx、xxXXXx、xxxXXX、
XXxXxx、XXxxXx、XXxxxX、xXXxXx、xXXxxX、xxXXxX、XxXXxx、XxxXXx、XxxxXX、xXxXXx、
xXxxXX、xxXxXX、xXxXxXおよびXxXxXxからなる群より選択することができ、ここで「X」
はLNA単位を表し、「x」は非LNA単位を表す。ある好ましい実施形態では、3'端から数え
て位置3～8にあるヌクレオチドに関する置換パターンが、XXxXxx、XXxxXx、XXxxxX、xXXx
Xx、xXXxxX、xxXXxX、XxXXxx、XxxXXx、XxxxXX、xXxXXx、xXxxXX、xxXxXX、xXxXxXおよび
XxXxXxからなる群より選択され、ここで「X」はLNA単位を表し、「x」は非LNA単位を表す
。より好ましい一実施形態では、3'端から数えて位置3～8にあるヌクレオチドに関する置
換パターンが、xXXxXx、xXXxxX、xxXXxX、xXxXXx、xXxxXX、xxXxXXおよびxXxXxXからなる
群より選択され、ここで「X」はLNA単位を表し、「x」は非LNA単位を表す。ある実施形態
では、3'端から数えて位置3～8にあるヌクレオチドに関する置換パターンが、xXxXxXまた
はXxXxXxであり、ここで「X」はLNA単位を表し、「x」は非LNA単位を表す。ある実施形態
では、3'端から数えて位置3～8にあるヌクレオチドに関する置換パターンがxXxXxXであり
、ここで「X」はLNA単位を表し、「x」は非LNA単位を表す。
【０１３４】
　さらにもう一つの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、3'端から数えて位置
3～8に少なくとも4つのLNA単位を含む。その一実施形態において、本発明のオリゴヌクレ
オチドは、3'端から数えて位置3～8に4つのLNA単位を含む。3'端から数えて位置3～8にあ
るヌクレオチドに関する置換パターンは、xxXXXX、xXxXXX、xXXxXX、xXXXxX、xXXXXx、Xx
xXXX、XxXxXX、XxXXxX、XxXXXx、XXxxXX、XXxXxX、XXxXXx、XXXxxX、XXXxXxおよびXXXXxx
からなる群より選択することができ、ここで「X」はLNA単位を表し、「x」は非LNA単位を
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表す。
【０１３５】
　さらにもう一つの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが3'端から数えて位置3
～8に少なくとも5つのLNA単位を含む。その一実施形態において、本発明のオリゴヌクレ
オチドは、3'端から数えて位置3～8に5つのLNA単位を含む。3'端から数えて位置3～8にあ
るヌクレオチドに関する置換パターンは、xXXXXX、XxXXXX、XXxXXX、XXXxXX、XXXXxXおよ
びXXXXXxからなる群より選択することができ、ここで「X」はLNA単位を表し、「x」は非L
NA単位を表す。
【０１３６】
　好ましくは、本発明のオリゴヌクレオチドは、3'端から数えて位置3～8に、1つまたは2
つのLNA単位を含む。これは、オリゴ：マイクロRNA二重鎖（RNA:RNA二重鎖と似た構造を
持つ二重鎖）によって形成されるA-ヘリックスの安定性にとって有利であると考えられる
。
【０１３７】
　さらにもう一つの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドが、3'端から数えて位置
3～8に少なくとも6個のLNA単位を含む。その一実施形態において、本発明のオリゴヌクレ
オチドは、3'端から数えて位置3～8に3～6個のLNA単位を含むと共に、3'端から数えて位
置3～8の領域において高アフィニティーヌクレオチド類似体（LNA単位を含む）の総量が6
になるように、同じ領域に0～3個の他の高アフィニティーヌクレオチド類似体を含む。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、例えばXがLNAである場合に、前記非LNA単位（x）が、別のヌ
クレオチド類似体単位、例えば2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA
単位、2'-フルオロ-DNA単位、LNA、および2'MOE RNA単位からなる群より選択される2'置
換ヌクレオチド類似体である。したがって前記非LNA単位（x）は2'MOE RNAまたは2'-フル
オロ-DNAであることができる。
【０１３９】
　9個または10個のヌクレオチドを持つオリゴマーの場合、位置9および/または10にある
ヌクレオチドは、ヌクレオチド類似体、例えばLNAなどの高アフィニティーヌクレオチド
類似体であるか、2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フ
ルオロ-DNA単位、2'-MOE-RNA単位、LNA単位、PNA単位、HNA単位、INA単位からなる群より
選択されるヌクレオチド類似体であることができる。したがって、それら2つの5'ヌクレ
オチドは、Xx、xX、XXまたはxxであることができ、ここで、ある実施形態においては、X
はLNAであり、xはDNAまたは別のヌクレオチド類似体、例えば2'-O-アルキル-RNA単位、2'
-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単位、LNA、および2'MOE RNA単位か
らなる群より選択される2'置換ヌクレオチド類似体である。したがって、前記非LNA単位
（x）は、2'MOE RNAまたは2'-フルオロ-DNAであることができる。あるいは、Xはヌクレオ
チド類似体であり、xはDNAである。
【０１４０】
　2つの5'末端ヌクレオチドにおける上記の修飾は、3'端から数えて位置3～8にあるヌク
レオチドおよび/または2つの3'ヌクレオチドの、上述した修飾と組み合わせることができ
る。これに関して、Xおよびxと呼ばれるヌクレオチドは、オリゴマー全体を通して同じで
あることができる。
【０１４１】
　本発明のある好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドは、5'端にLNA単位
を含有する。もう一つの好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドは、5'端か
ら数えて最初の2つの位置にLNA単位を含有する。
【０１４２】
　ある実施形態では、本発明は、さらに、本発明の医薬組成物に関連して説明するオリゴ
マー、または生物でインビボ使用するための、例えば医薬用の、オリゴマーであって、前
記オリゴマー（または連続ヌクレオチド配列）が、
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i）少なくとも1個のホスホロチオエート結合、および/または
ii）少なくとも1個の3'末端LNA単位、および/または
iii）少なくとも1個の5'末端LNA単位
を含むものを提供する。
【０１４３】
　したがって本オリゴマーは、少なくとも1個のホスホロチオエート結合（例えばすべて
の結合がホスホロチオエートである）および少なくとも1個の3'末端LNA単位、および少な
くとも1個の5'末端LNA単位を含有しうる。
【０１４４】
　大半の治療用途にとって、オリゴヌクレオチドは完全にホスホロチオレート化されるこ
とが好ましい。例外は、ヌクレアーゼが存在しないために、連続するDNA単位間であって
もホスホジエステル結合を使用することができ、ホスホロチオエート化（phosphorothioa
tion）が毒性を持ちうる、脳または脊髄などといったCNSで使用するための治療オリゴヌ
クレオチドである。
【０１４５】
　本明細書で言及するとおり、本発明のオリゴヌクレオチドのもう一つの態様は、2番目
の3'ヌクレオチド、および/または（3'端から）9番目および10番目（存在する場合）も、
LNAでありうることである。
【０１４６】
　ある実施形態では、オリゴマーが、少なくとも5個のヌクレオチド類似体単位、例えば
少なくとも5個のLNA単位を、miRNAシード領域に相補的な位置に含む。
【０１４７】
　ある実施形態では、マイクロRNAシード領域の配列に相補的なオリゴマーのヌクレオチ
ド配列が、(X)xXXXXX、(X)XxXXXX、(X)XXxXXX、(X)XXXxXX、(X)XXXXxXおよび(X)XXXXXxか
らなる群より選択され、ここで、「X」はヌクレオチド類似体、例えばLNA単位を表し、(X
)は、随意のヌクレオチド類似体、例えばLNA単位を表し、「x」はDNAまたはRNAヌクレオ
チド単位を表す。
【０１４８】
　ある実施形態では、オリゴマーが6個または7個のヌクレオチド類似体単位、例えば6個
または7個のLNA単位を、miRNAシード領域に相補的な位置に含む。
【０１４９】
　ある実施形態では、マイクロRNAシード領域の配列に相補的なオリゴマーのヌクレオチ
ド配列が、XXXXXX、XxXXXXX、XXxXXXX、XXXxXXX、XXXXxXX、XXXXXxXおよびXXXXXXxからな
る群より選択され、ここで、「X」はヌクレオチド類似体、例えばLNA単位、例えばLNA単
位を表し、「x」はDNAまたはRNAヌクレオチド単位を表す。
【０１５０】
　ある実施形態では、オリゴマーの3'端から数えて位置7～8にある2ヌクレオチドモチー
フが、xx、XX、xXおよびXxからなる群より選択され、ここで、「X」はヌクレオチド類似
体、例えばLNA単位、例えばLNA単位を表し、「x」はDNAまたはRNAヌクレオチド単位を表
す。
【０１５１】
　ある実施形態では、オリゴマーの3'端から数えて位置7～8にある2ヌクレオチドモチー
フが、XX、xXおよびXxからなる群より選択され、ここで、「X」はヌクレオチド類似体、
例えばLNA単位、例えばLNA単位を表し、「x」はDNAまたはRNAヌクレオチド単位を表す。
【０１５２】
　ある実施形態では、オリゴマーが少なくとも12個のヌクレオチドを含み、オリゴマーの
3'端から数えて位置11～12にある2ヌクレオチドモチーフが、xx、XX、xXおよびXxからな
る群より選択される。ここで「X」はヌクレオチド類似体、例えばLNA単位、例えばLNA単
位を表し、「x」はDNAまたはRNAヌクレオチド単位を表す。
【０１５３】
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　ある実施形態では、オリゴマーが12個のヌクレオチドを含み、オリゴマーの3'端から数
えて位置11～12にある2ヌクレオチドモチーフが、XX、xXおよびXxからなる群より選択さ
れ、ここで「X」はヌクレオチド類似体、例えばLNA単位、例えばLNA単位であり、「x」は
DNAまたはRNAヌクレオチド単位、例えばDNA単位である。
【０１５４】
　ある実施形態では、オリゴマーがヌクレオチド類似体単位、例えばLNA単位を、5'端に
含む。
【０１５５】
　ある実施形態では、ヌクレオチド類似体単位、例えばXが、2'-O-アルキル-RNA単位、2'
-OMe-RNA単位、2'-アミノ-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単位、2'-MOE-RNA単位、LNA単位、P
NA単位、HNA単位、INA単位からなる群より独立して選択される。
【０１５６】
　ある実施形態では、本発明のオリゴマーのすべてのヌクレオチドがヌクレオチド類似体
単位である。
【０１５７】
　ある実施形態では、ヌクレオチド類似体単位、例えばXが、2'-OMe-RNA単位、2'-フルオ
ロ-DNA単位、およびLNA単位からなる群より独立して選択される。
【０１５８】
　ある実施形態では、オリゴマーが、前記少なくとも1つのLNA類似体単位と、少なくとも
1つの、LNAではないさらなるヌクレオチド類似体単位とを含む。
【０１５９】
　ある実施形態では、1つまたは複数の非LNAヌクレオチド類似体単位が、2'-OMe RNA単位
および2'-フルオロDNA単位から独立して選択される。
【０１６０】
　ある実施形態では、オリゴマーが少なくとも1つの配列XYXまたはYXYからなり、ここで
、XはLNAであり、Yは2'-OMe RNA単位および2'-フルオロDNA単位のどちらかである。
【０１６１】
　ある実施形態では、オリゴマーのヌクレオチドの配列が、交互するX単位とY単位からな
る。
【０１６２】
　ある実施形態では、オリゴマーが交互するLNA単位とDNA単位（Xx）または（xX）を含む
。ある実施形態では、オリゴマーが、交互するLNAとそれに続く2つのDNA単位というモチ
ーフ（Xxx）、xXxまたはxxXを含む。
【０１６３】
　ある実施形態では、DNAまたは非LNAヌクレオチド類似体単位の少なくとも1つが、上で
言及した実施形態のいずれか一つにおいてLNAヌクレオチド単位であると特定された位置
から選択された位置において、LNAヌクレオチドで置き換えられる。ある実施形態では「X
」がLNA単位を表す。
【０１６４】
　（本発明のオリゴマーのさらなるデザイン）
　下記の表1に、本発明のオリゴヌクレオチドの有利なターゲットとなりうる短いマイク
ロRNA配列の限定でない例を記載する。
【０１６５】
　本発明のオリゴヌクレオチド、例えば表1に開示するものは、7、8、9または10LNAヌク
レオチドの配列5'-3'LLLLLLL(L)(L)(L)(L)を持つか、次に挙げるモチーフの最初の7、8、
9または10ヌクレオチドからなる群より選択されるヌクレオチドの配列を持つことができ
る：
LdLddL(L)(d)(d)(L)(d)(L)(d)(L)(L)、LdLdLL(L)(d)(d)(L)(L)(L)(d)(L)(L)、LMLMML(L)(
M)(M)(L)(M)(L)(M)(L)(L)、LMLMLL(L)(M)(M)(L)(L)(L)(M)(L)(L)、LFLFFL(L)(F)(F)(L)(F
)(L)(F)(L)(L)、LFLFLL(L)(F)(F)(L)(L)(L)(F)(L)(L)、3つ周期のデザイン（every third
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 design）、例えばLddLdd(L)(d)(d)(L)(d)(d)(L)(d)(d)(L)(d)、dLddLd(d)(L)(d)(d)(L)(
d)(d)(L)(d)(d)(L)、ddLddL(d)(d)(L)(d)(d)(L)(d)(d)(L)(d)(d)、LMMLMM(L)(M)(M)(L)(M
)(M)(L)(M)(M)(L)(M)、MLMMLM(M)(L)(M)(M)(L)(M)(M)(L)(M)(M)(L)、MMLMML(M)(M)(L)(M)
(M)(L)(M)(M)(L)(M)(M)、LFFLFF(L)(F)(F)(L)(F)(F)(L)(F)(F)(L)(F)、FLFFLF(F)(L)(F)(
F)(L)(F)(F)(L)(F)(F)(L)、FFLFFL(F)(F)(L)(F)(F)(L)(F)(F)(L)(F)(F)、およびdLdLdL(d
)(L)(d)(L)(d)(L)(d)(L)(d)(L)(d)、ならびに2つ周期のデザイン（every second design
）、例えばLdLdLd(L)(d)(L)(d)(L)(d)(L)(d)(L)(d)(L)、MLMLML(M)(L)(M)(L)(M)(L)(M)(L
)(M)(L)(M)、LMLMLM(L)(M)(L)(M)(L)(M)(L)(M)(L)(M)(L)、FLFLFL(F)(L)(F)(L)(F)(L)(F)
(L)(F)(L)(F)、およびLFLFLF(L)(F)(L)(F)(L)(F)(L)(F)(L)(F)(L)；ここで、L＝LNA単位
、d＝DNA単位、M＝2'MOE RNA、F＝2'フルオロであり、括弧内の残基は随意である。
【０１６６】
　（医薬組成物および医学的応用）
　本発明は、本発明のオリゴマーと医薬上許容される希釈剤、担体、塩またはアジュバン
トとを含む医薬組成物を提供する。
【０１６７】
　本発明はさらに、マイクロRNAの存在または過剰発現（アップレギュレーション）に関
連する疾患または医学的障害を処置するための医薬を製造するための、本発明のオリゴヌ
クレオチド、例えば医薬組成物の一部を形成しうるものの使用を提供する。
【０１６８】
　本発明はさらに、マイクロRNAの存在または過剰発現に関連する疾患または医学的障害
を処置するための方法であって、本発明の組成物（例えば医薬組成物）を処置を必要とす
る人に投与するステップを含む方法を提供する。
【０１６９】
　本発明は、さらに、細胞または生物におけるmiRNAの有効量を減少させるための方法で
あって、本発明の組成物（例えば医薬組成物）または本発明のオリゴマーをその細胞また
は生物に投与することを含む方法を提供する。この文脈において、有効量を減少させると
は、その細胞または生物中に存在する機能的miRNAの減少を指す。本発明の好ましいオリ
ゴヌクレオチドは、必ずしも、その細胞または生物におけるmiRNAの実際の量を著しく減
少させるとは限らないと理解される。というのも、それらは、典型的には、それぞれのmi
RNAターゲットと極めて安定な二重鎖を形成するからである。ある細胞におけるmiRNAの有
効量の減少は、ある実施形態では、その細胞におけるmiRNAのターゲットの抑制解除のレ
ベルを検出することによって、測定することができる。
【０１７０】
　本発明はさらに、ある細胞または生物におけるmiRNAのターゲットmRNAを抑制解除する
ための方法であって、その細胞または生物に、本発明の組成物（例えば医薬組成物）また
はオリゴマーを投与することを含む方法を提供する。
【０１７１】
　本発明はさらに、マイクロRNAの存在または過剰発現に関連する疾患または医学的障害
を処置するための医薬を製造するための、7～10ヌクレオチド長、例えば7、8、9、または
10ヌクレオチド長のオリゴマーの使用を提供する。
【０１７２】
　ある実施形態では、医学的状態（または疾患）がC型肝炎（HCV）であり、miRNAがmiR-1
22である。
【０１７３】
　ある実施形態では、本発明の医薬組成物が、C型肝炎ウイルス感染ならびに高コレステ
ロール血症および関連障害、ならびにがんからなる群より選択される医学的障害または疾
患の処置用である。
【０１７４】
　ある実施形態では、医学的障害または疾患がCNS疾患、例えば1つ以上のマイクロRNAが
示されることが知られているCNS疾患である。
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【０１７５】
　高コレステロール血症に関して、関連障害とは、アテローム性動脈硬化または高脂質血
症などの疾患を指す。関連疾患のさらなる例には、異なるタイプのHDL/LDLコレステロー
ル不均衡；異常脂質血症、例えば家族性複合型高脂質血症（FCHL）、後天性高脂質血症、
スタチン抵抗性高コレステロール血症；冠状動脈疾患（CAD）、冠動脈心疾患（CHD）、ア
テローム性動脈硬化も含まれる。
【０１７６】
　ある実施形態では、本発明の医薬組成物がさらに、VLDLアセンブリー経路の阻害剤、例
えばApoB阻害剤、またはMTP阻害剤（例えば参照により本明細書に組み込まれるUS 60/977
,497に開示されているもの）である、第2の独立した活性成分を含む。
【０１７７】
　本発明はさらに、マイクロRNAの存在または過剰発現に関連する疾患または医学的障害
を処置するための方法であって、処置を必要とする人に、7～10ヌクレオチド長、例えば7
、8、9、または10ヌクレオチド長のオリゴマーを含む組成物（例えば医薬組成物）を投与
するステップを含む方法を提供する。
【０１７８】
　本発明はさらに、ある細胞または生物におけるmiRNAターゲットの有効量（すなわち「
利用可能な」miRNA）を減少させるための方法であって、その細胞または生物に、6または
7～10ヌクレオチド長、例えば7、8、9、または10ヌクレオチド長のオリゴマーを含む組成
物（例えば医薬組成物）を投与することを含む方法を提供する。
【０１７９】
　ある細胞または生物における1つ以上のマイクロRNAの「有効量を減少させる」とは、そ
の細胞または生物におけるマイクロRNA機能の阻害を指すと認識すべきである。細胞は好
ましくはその1つ以上のマイクロRNAを発現させる哺乳動物細胞またはヒト細胞である。
【０１８０】
　本発明はさらに、ある細胞または生物におけるmiRNAのターゲットmRNAを抑制解除する
ための方法であって、その細胞または生物に、7～10ヌクレオチド長、例えば7、8、9、ま
たは10ヌクレオチド長のオリゴマー、または前記オリゴヌクレオチドを含む組成物を投与
することを含む方法を提供する。
【０１８１】
　上述のように、マイクロRNAはいくつかの疾患に関係する。したがって、本発明の第4の
態様は、脊髄性筋萎縮症、トゥーレット症候群、C型肝炎、脆弱X精神遅滞、ディジョージ
症候群およびがん、例えば限定でない例として、慢性リンパ球性白血病、乳がん、肺がん
および大腸がんからなる群より選択される、マイクロRNAの発現に関連する疾患、特にが
んを処置するための医薬を製造するための、本明細書に記載するオリゴヌクレオチドの使
用に関する。
【０１８２】
　（合成方法）
　本発明は、さらに、ヒトマイクロRNAをターゲットとするオリゴマー、例えば本明細書
に記載のオリゴマーを合成するための方法であって、
a．場合によっては、3'端から数えて1番目の、LNAヌクレオチドなどのヌクレオチド類似
体であるヌクレオチドを選択するステップ、
b．場合によっては、3'端から数えて2番目の、LNAヌクレオチドなどのヌクレオチド類似
体であるヌクレオチドを選択するステップ、
c．本明細書に記載するmiRNAシード領域に対応するオリゴマーの領域を選択するステップ
、
d．本明細書に記載する7番目および場合によっては8番目のヌクレオチドを選択するステ
ップ、
e．場合によっては、本明細書に記載するとおり、オリゴマーのさらなる5'末端を1個また
は2個選択するステップ
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を含み、合成がステップa～eに記載の領域の逐次的合成によって行なわれる方法を提供し
、ここで、前記合成は、3'-5'（aからf）方向または5'-3'（eからa）方向に行なうことが
でき、前記オリゴマーはmiRNAターゲットの配列に相補的である。
【０１８３】
　本発明はさらに、オリゴマー（例えば本発明のオリゴマー）を製造するための方法であ
って、a）2つ以上のmiRNA配列を比較して、少なくとも7ヌクレオチド長、例えば7、8、9
または10ヌクレオチド長の共通する連続ヌクレオチド配列（すなわちどちらの非同一miRN
Aにも見いだされる配列）を含む、2つ以上のmiRNA配列を同定するステップ、b）前記共通
する連続ヌクレオチド配列に相補的な連続ヌクレオチド配列からなる、または、から構成
される（consists or comprises of）オリゴマー配列を製造するステップを含み、前記オ
リゴマーが本発明のオリゴマーである方法を提供する。好ましい一例では、共通する連続
ヌクレオチド配列が、前記2つ以上のmiRNA配列（少なくとも6ヌクレオチド長の共通する
連続ヌクレオチド配列を含むもの）のシード領域からなる、または、から構成される。あ
る実施形態では、2つ以上のmiRNAのシード領域が同一である。好適には、オリゴマーが、
前記2つ以上のmiRNAに相補的な配列から構成される7または8ヌクレオチド長のシードマー
配列からなる、または、から構成される。この方法は、上述した方法のステップcと共に
使用することができる。
【０１８４】
　本発明のオリゴマーを合成するための方法は、標準的な固相オリゴヌクレオチド合成を
使って行なうことができる。
【０１８５】
　ある実施形態では、ヒトマイクロRNAをターゲットとするオリゴマーを合成するための
方法が、3'から5'への方向（a－e）に行なわれる。本発明のもう一つの態様は、ターゲッ
トマイクロRNAを本明細書に記載するオリゴヌクレオチドと接触させることによって、そ
のターゲットマイクロRNAのレベルを減少させるための方法であり、ここで、オリゴヌク
レオチドは（i）ターゲットマイクロRNA配列に相補的であり、（ii）3'端に、ターゲット
マイクロRNAの1番目の5'端ヌクレオチドに対応するヌクレオチドを持たない。
【０１８６】
　（二重鎖の安定性およびTm）
　ある実施形態において、本発明のオリゴマーは、ホスホジエステルヌクレオシド間結合
を持つ相補的一本鎖RNA核酸分子（典型的には前記一本鎖オリゴヌクレオチドとほぼ同じ
長さであるもの）と、二重鎖を形成する能力を持ち、ここで、その二重鎖は、30℃～70℃
または80℃、例えば30℃～60℃もしくは70℃、または30～50℃もしくは60℃のTmを持つ。
ある実施形態では、Tmが少なくとも40℃である。Tmは、オリゴマーと相補的RNAターゲッ
トとのTmを次のバッファー条件で決定することによって決定することができる：100mM Na
Cl、0.1mM EDTA、10mM Na-ホスフェート、pH 7.0（詳細なプロトコールについては実施例
参照）。高アフィニティー類似体は、本発明のオリゴマー中に使用した場合に、DNA塩基
だけを含有する同一オリゴマーと比較して、そのオリゴマーのTmを増加させる類似体と定
義することができる。
【０１８７】
　（コンジュゲート）
　ある実施形態では、前記オリゴマーが、1つ以上の非ヌクレオチド（またはポリ-ヌクレ
オチド）化合物とコンジュゲートされる。
【０１８８】
　この文脈において、「コンジュゲート」という用語は、本明細書に記載するオリゴマー
と1つ以上の非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分との共有結合（「コンジュゲ
ーション」）によって形成される不均質な（heterogenous）分子を示すものとする。非ヌ
クレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分の例には、高分子剤、例えばタンパク質、脂肪
酸鎖、糖残基、糖タンパク質、ポリマー、またはそれらの組合せが含まれる。典型的には
、タンパク質として、ターゲットタンパク質に対する抗体が挙げられる。典型的なポリマ
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【０１８９】
　したがって、さまざまな実施形態において、本発明のオリゴマーは、典型的にはヌクレ
オチドの連続配列からなるポリヌクレオチド領域と、さらなる非ヌクレオチド領域との両
方を含みうる。連続ヌクレオチド配列からなる本発明のオリゴマーに言及する場合、その
化合物は、非ヌクレオチド構成要素、例えばコンジュゲート構成要素を含みうる。
【０１９０】
　本発明のさまざまな実施形態において、オリゴマー化合物は、例えばオリゴマー化合物
の細胞取り込みを増加させるために使用することができるリガンド/コンジュゲートに連
結される。WO2007/031091には、適切なリガンドおよびコンジュゲートが記載されており
、それらは参照により本明細書に組み込まれる。
【０１９１】
　本発明は、本明細書に記載する本発明の化合物と、前記化合物に共有結合された少なく
とも1つの非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分とを含む、コンジュゲートも提
供する。したがって、本発明の化合物が本明細書に開示する指定された核酸またはヌクレ
オチド配列からなるさまざまな実施形態において、本化合物は、前記化合物に共有結合さ
れた少なくとも1つの非ヌクレオチドまたは非ポリヌクレオチド部分（例えば1つ以上のヌ
クレオチドまたはヌクレオチド類似体を含まないもの）も含みうる。
【０１９２】
　（コンジュゲート部分への）コンジュゲーションは、本発明のオリゴマーの活性、細胞
分布または細胞取り込みを強化しうる。そのような部分には、抗体、ポリペプチド、脂質
部分、例えばコレステロール部分、コール酸、チオエーテル、例えばヘキシル-s-トリチ
ルチオール、チオコレステロール、脂肪族鎖、例えばドデカンジオールまたはウンデシル
残基、リン脂質、例えばジ-ヘキサデシル-rac-グリセロールまたはトリエチルアンモニウ
ム1,2-ジ-o-ヘキサデシル-rac-グリセロ-3-h-ホスホネート、ポリアミンまたはポリエチ
レングリコール鎖、アダマンタン酢酸、パルミチル部分、オクタデシルアミンまたはヘキ
シルアミノ-カルボニル-オキシコレステロール部分が含まれるが、これらに限るわけでは
ない。
【０１９３】
　本発明のオリゴマーは、活性薬物、例えばアスピリン、イブプロフェン、サルファ剤、
抗糖尿病薬、抗菌剤または抗生物質にコンジュゲートすることもできる。
【０１９４】
　一定の実施形態では、コンジュゲートされる部分がステロール、例えばコレステロール
である。
【０１９５】
　さまざまな実施形態において、コンジュゲートされる部分は、陽荷電ポリマー、例えば
1～50、例えば2～20、例えば3～10アミノ酸残基長の陽荷電ペプチド、および/またはポリ
アルキレンオキシド、例えばポリエチルグリコール（PEG）またはポリプロピレングリコ
ールなどを含む、または、それからなる－参照により本明細書に組み込まれるWO 2008/03
4123参照。好適には、陽荷電ポリマー、例えばポリアルキレンオキシドを、本発明のオリ
ゴマーに、リンカー（例えばWO 2008/034123に記載の切り離し可能なリンカー）を介して
取付けることができる。
【０１９６】
　例えば、本発明のコンジュゲートには、以下のコンジュゲート部分を使用することがで
きる。
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【化６】

【０１９７】
　（活性化オリゴマー）
　本明細書で使用する「活性化オリゴマー」という用語は、オリゴマーを1つ以上の、コ
ンジュゲートされる部分（すなわちそれ自身は核酸またはモノマーでない部分）に共有結
合して、本明細書に記載のコンジュゲートを形成させることを可能にする、少なくとも1
つの官能部分に共有結合（すなわち官能化）された本発明のオリゴマーを指す。典型的に
は、官能部分は、例えばアデニン塩基の3'-ヒドロキシル基または環外NH2基を介してオリ
ゴマーに共有結合する能力を持つ化学基、好ましくは親水性であるスペーサー、およびコ
ンジュゲートされる部分に結合する能力を持つ末端基（例えばアミノ、スルフヒドリルま
たはヒドロキシル基）を含むだろう。いくつかの実施形態では、この末端基が保護されず
、例えばNH2基である。別の実施形態では、末端基が、例えば任意の適切な保護基（例え
ば「Protective Groups in Organic Synthesis」Theodora W Greene and Peter G M Wuts
, 第3版（John Wiley & Sons, 1999）に記載されているもの）で保護される。適切なヒド
ロキシル保護基の例には、酢酸エステルなどのエステル、ベンジル、ジフェニルメチル、
またはトリフェニルメチルなどのアラルキル基、およびテトラヒドロピラニルが含まれる
。適切なアミノ保護基の例には、ベンジル、α-メチルベンジル、ジフェニルメチル、ト
リフェニルメチル、ベンジルオキシカルボニル、tert-ブトキシカルボニル、およびアシ
ル基、例えばトリクロロアセチルまたはトリフルオロアセチルが含まれる。いくつかの実
施形態では、官能部分が自己切断性である。別の実施形態では、官能部分が生分解性であ
る。例えば参照によりそのまま本明細書に組み込まれる米国特許第7,087,229号参照。
【０１９８】
　いくつかの実施形態では、コンジュゲートされる部分をオリゴマーの5'端に共有結合す
ることができるように、本発明のオリゴマーが5'端で官能化される。別の実施形態では、
本発明のオリゴマーを、3'端で官能化することができる。さらに別の実施形態では、本発
明のオリゴマーをバックボーン上で官能化するか、複素環式塩基部分上で官能化すること
ができる。さらに別の実施形態では、5'端、3'端、バックボーンおよび塩基から独立して
選択される2箇所以上の位置で、本発明のオリゴマーを官能化することができる。
【０１９９】
　いくつかの実施形態では、本発明の活性化オリゴマーが、官能部分に共有結合された1
つ以上のモノマーを合成時に組み込むことによって合成される。別の実施形態では、本発
明の活性化オリゴマーが、官能化されていないモノマーを使って合成され、合成の完了後
に、そのオリゴマーが官能化される。いくつかの実施形態では、アミノアルキルリンカー
（ここで、アルキル部分は式(CH2)wを持ち、wは1～10の範囲の整数、好ましくは約6であ
り、アルキルアミノ基のアルキル部分は直鎖または分岐鎖であることができる）を含有す
るヒンダードエステルで官能化され、この場合、官能基はオリゴマーにエステル基（-O-C
(O)-(CH2)wNH）を介して取付けられる。
【０２００】
　別の実施形態では、オリゴマーが、(CH2)w-スルフヒドリル（SH）リンカーを含有する
ヒンダードエステル（ここで、wは1～10の範囲の整数、好ましくは約6であり、アルキル
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アミノ基のアルキル部分は直鎖または分岐鎖であることができる）で官能化され、この場
合、官能基は、オリゴマーにエステル基（-O-C(O)-(CH2)wSH）を介して取付けられる。
【０２０１】
　いくつかの実施形態では、スルフヒドリル活性化オリゴヌクレオチドが、ポリエチレン
グリコールまたはペプチドなどのポリマー部分と（ジスルフィド結合の形成を介して）コ
ンジュゲートされる。
【０２０２】
　上述のようにヒンダードエステルを含有する活性化オリゴマーは、当技術分野で知られ
る任意の方法によって、特に、参照によりそのまま本明細書に組み込まれるPCT公開番号W
O 2008/034122とその実施例に開示されている方法によって、合成することができる。
【０２０３】
　さらに別の実施形態では、米国特許第4,962,029号および同第4,914,210号に実質的に記
載されている官能化試薬、すなわち、一端にホスホルアミダイト基を持ち、それが、親水
性スペーサー鎖を介して、保護されたまたは保護されていないスルフヒドリル、アミノま
たはヒドロキシル基を含む他端に連結されている、実質的に線状の試薬を使って、スルフ
ヒドリル、アミノまたはヒドロキシル基をオリゴマー中に導入することにより、本発明の
オリゴマーが官能化される。そのような試薬は、主として、オリゴマーのヒドロキシル基
と反応する。いくつかの実施形態では、そのような活性化オリゴマーが、オリゴマーの5'
-ヒドロキシル基にカップリングされた官能化試薬を持つ。別の実施形態では、活性化オ
リゴマーが、3'-ヒドロキシル基にカップリングされた官能化試薬を持つ。さらに別の実
施形態では、本発明の活性化オリゴマーが、オリゴマーのバックボーン上のヒドロキシル
基にカップリグされた官能化試薬を持つ。さらなる実施形態では、本発明のオリゴマーが
、参照により本明細書にそのまま組み込まれる米国特許第4,962,029号および同第4,914,2
10号に記載されているように、2つ以上の官能化試薬で官能化される。そのような官能化
試薬を合成し、それらをモノマーまたはオリゴマーに組み込む方法は、米国特許第4,962,
029号および同第4,914,210号に開示されている。
【０２０４】
　いくつかの実施形態では、固相に結合されたオリゴマーの5'末端をジエチルホスホルア
ミダイト誘導体で官能化した後、脱保護されたオリゴマーを例えばDiels-Alder付加環化
反応によってアミノ酸またはペプチドとコンジュゲートする。
【０２０５】
　さまざまな実施形態では、2'-糖修飾を持つモノマー、例えば2'-カルバメート置換糖ま
たは2'-(O-ペンチル-N-フタルイミド)-デオキシリボース糖をオリゴマーに組み込むこと
により、コンジュゲートされる部分をオリゴマーの糖に共有結合させることが容易になる
。別の実施形態では、1つ以上のモノマーの2'位にアミノ含有リンカーを持つオリゴマー
が、例えば5'-ジメトキシトリチル-2'-O-(e-フタルイミジルアミノペンチル)-2'-デオキ
シアデノシン-3'-N,N-ジイソプロピル-シアノエトキシホスホルアミダイトなどの試薬を
使って製造される。例えばManoharanら, Tetrahedron Letters, 1991, 34, 7171参照。
【０２０６】
　さらなる実施形態において、本発明のオリゴマーは、ヌクレオチド上、例えばN6プリン
アミノ基上、グアニンの環外N2上、シトシンのN4または5位上に、アミン含有官能部分を
持ちうる。さまざまな実施形態において、そのような官能化は、既に官能化されている市
販の試薬をオリゴマー合成で使用することによって達成することができる。
【０２０７】
　いくつかの官能部分は市販されており、例えばヘテロ二官能性およびホモ二官能性連結
部分は、Pierce Co.（イリノイ州ロックフォード）から入手することができる。他の市販
連結基に、5'-Amino-Modifier C6および3'-Amino-Modifier試薬があり、これらはどちら
もGlen Research Corporation（バージニア州スターリング）から入手できる。5'-Amino-
Modifier C6は、ABI（Applied Biosystems Inc.、カリフォルニア州フォスターシティ）
からAminolink-2として入手することもでき、3'-Amino-Modifierは、Clontech Laborator
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ies Inc.（カリフォルニア州パロアルト）からも入手することができる。
【０２０８】
　（治療および医薬組成物－製剤および投与）
　最初に説明したように、本発明のオリゴヌクレオチドは、改善された特性を持つ適切な
薬を構成するだろう。強力で安全な薬の設計には、アフィニティ/特異性、生物学的液体
における安定性、細胞取り込み、作用様式、薬物動態特性および毒性など、さまざまなパ
ラメータの微調整が必要である。
【０２０９】
　したがって、さらにもう一つの態様において、本発明は、本発明のオリゴヌクレオチド
と医薬上許容される希釈剤、担体またはアジュバントとを含む医薬組成物に関する。好ま
しくは、前記担体は食塩水または緩衝食塩水である。
【０２１０】
　さらにもう一つの態様において、本発明は、医薬として使用するための本発明のオリゴ
ヌクレオチドに関する。
【０２１１】
　理解されるであろうが、投薬は、処置されるべき疾患状態の重症度および応答性に依存
し、一連の処置は、数日から数ヶ月、または治癒が達成されるまで、もしくは疾患状態の
減退が達成されるまで続けられる。最適な投薬スケジュールは、患者の身体における薬蓄
積の測定から算出することができる。最適な投薬量は、個々のオリゴヌクレオチドの相対
的力価に依存して変動しうる。これは、一般的には、インビトロおよびインビボ動物モデ
ルで有効であることがわかったEC50に基づいて、見積ることができる。一般的に、投薬量
は、体重1kgあたり0.01μg～1gであり、1日、1週間、1ヶ月または1年に1回以上投与する
か、2～10年ごとに1回投与するか、数時間～数ヶ月間にわたる持続注入によって投与する
ことができる。投薬の反復率は、体液または組織におけるその薬の測定された滞留時間お
よび濃度に基づいて見積ることができる。処置が成功した後、疾患状態の再発を防ぐため
に、患者は維持療法を受けることが望ましいかもしれない。
【０２１２】
　上述のように、本発明は、少なくとも1つの本発明のオリゴヌクレオチドを活性成分と
して含む医薬組成物にも関係する。本発明の医薬組成物が、場合によっては、医薬担体を
含むこと、および本医薬組成物が、場合によっては、化学療法用化合物、抗炎症化合物、
抗ウイルス化合物および/または免疫調整化合物などのさらなる化合物を含むことを理解
すべきである。
【０２１３】
　本発明のオリゴヌクレオチドは「そのまま」使用するか、さまざまな医薬上許容される
塩の形態で使用することができる。本明細書で使用する「医薬上許容される塩」という用
語は、本明細書で特定するオリゴヌクレオチドの望ましい生物学的活性を保っていて、望
ましくない毒性効果はごくわずかしか示さない塩を指す。そのような塩の限定でない例は
有機アミノ酸で形成させることができ、また、例えば亜鉛、カルシウム、ビスマス、バリ
ウム、マグネシウム、アルミニウム、銅、コバルト、ニッケル、カドミウム、ナトリウム
、カリウムなどの金属カチオン、またはアンモニア、N,N-ジベンジルエチレン-ジアミン
、D-グルコサミン、テトラエチルアンモニウム、もしくはエチレンジアミンから形成され
るカチオンを使って形成される塩基付加塩であることができる。
【０２１４】
　本発明のある実施形態では、オリゴヌクレオチドが、プロドラッグの形態をとりうる。
オリゴヌクレオチドは、本質的に陰性荷電イオンである。細胞膜の親油性ゆえに、オリゴ
ヌクレオチドの細胞取り込みは、相当する中性または親水性の物質と比較すると低下する
。この極性「障害（hindrance）」は、プロドラッグアプローチを使って回避することが
できる（例えばCrooke, R. M. (1998) in Crooke, S. T.「Antisense research and Appl
ication」Springer-Verlag、ドイツ・ベルリン、vol. 131, pp. 103-140を参照されたい
）。
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　医薬上許容される結合剤およびアジュバントは、製剤された薬の一部を構成しうる。
【０２１６】
　本明細書に記載する治療剤を送達するための送達方法の例、ならびに医薬製剤、塩の詳
細は、どこか他に、例えば参照により本明細書に組み込まれる米国仮特許出願第60/838,7
10号および同第60/788,995号、ならびにやはり参照により本明細書に組み込まれるデンマ
ーク出願PA 2006 00615に詳しく記載されるだろう。
【０２１７】
　本発明の医薬組成物には、溶液剤、乳剤、およびリポソーム含有製剤が含まれるが、こ
れらに限るわけではない。これらの組成物は、既製の液体、自己乳化性固体、および自己
乳化性半固体を含む（ただしこれらに限るわけではない）、さまざまな構成要素から調製
することができる。腫瘍組織への薬の送達は、カチオン性リポソーム、シクロデキストリ
ン、ポルフィリン誘導体、分岐鎖デンドリマー、ポリエチレンイミンポリマー、ナノ粒子
およびマイクロスフェアを含む（ただしこれらに限るわけではない）担体を介した送達に
よって強化されうる（Dass CR. J Pharm Pharmacol 2002; 54(1):3-27）。本発明の医薬
組成物は、単位剤形で好都合に提示することができ、医薬産業においてよく知られる従来
の技法に従って製造することができる。そのような技法には、活性成分を医薬担体または
賦形剤と混合するステップが含まれる。一般に、製剤は、活性成分を液状担体もしくは微
細な固形担体またはその両方と均一かつ緊密に混合した後、必要であれば、その生成物を
付形することによって製造される。本発明の組成物は、例えば限定するわけではないが、
錠剤、カプセル剤、ゲルカプセル剤、液状シロップ剤、ソフトゲル剤および坐剤など、数
多くの考えうる剤形のどれにでも製剤することができる。本発明の組成物は、水性、非水
性または混合溶媒中の懸濁剤として製剤することもできる。水性懸濁剤は、その懸濁液の
粘度を増加させる物質、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールお
よび/またはデキストランなどをさらに含有しうる。懸濁剤は安定剤も含有しうる。本発
明の化合物は、活性薬物、例えばアスピリン、イブプロフェン、サルファ剤、抗糖尿病薬
、抗細菌剤または抗生物質にコンジュゲートすることもできる。
【０２１８】
　もう一つの実施形態では、本発明の組成物が、第1のマイクロRNAにターゲティングされ
る1つ以上のオリゴヌクレオチド化合物と、第2のマイクロRNAターゲットにターゲティン
グされる1つ以上の追加オリゴヌクレオチド化合物とを含有しうる。2つ以上の組み合わさ
れた化合物は、一緒にまたは逐次的に使用することができる。
【０２１９】
　本明細書に開示する化合物は、上に示したとおり、いくつかの治療的応用に役立つ。一
般に、本発明の治療方法には、哺乳動物、特にヒトへの、治療有効量のオリゴヌクレオチ
ドの投与が含まれる。ある特定の実施形態において、本発明は（a）1つ以上の本発明の化
合物と（b）1つ以上の化学療法剤とを含有する医薬組成物を提供する。本発明の化合物と
共に使用する場合、そのような化学療法剤は、個別に、逐次的に、または1つ以上の他の
同様の化学療法剤と組み合わせて、または放射線療法と組み合わせて使用することができ
る。当業者に知られている化学療法剤はすべて、本発明の化合物との併用処置として、こ
こに組み込まれる。他の活性剤、例えば抗炎症薬（非ステロイド系抗炎症薬およびコルチ
コステロイドを含むが、これらに限るわけではない）、抗ウイルス薬、および免疫調整薬
も、本発明の組成物で組み合わせることができる。2つ以上の組み合わされた化合物は、
一緒にまたは逐次的に使用することができる。
【０２２０】
　本発明の医薬組成物で処置しうる治療的適応の例を以下に挙げる。
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【表１】

【０２２１】
　腫瘍抑制遺伝子トロポミオシン（tropomysin）1（TPM1）mRNAは、miR-21のターゲット
であることが示されている。ミオトロフィン（mtpn）mRNAはmiR 375のターゲットである
ことが示されている。
【０２２２】
　さらなる一態様において、本発明は、アテローム性動脈硬化、高コレステロール血症お
よび高脂質血症；がん、膠芽腫、乳がん、リンパ腫、肺がん；糖尿病、代謝障害；筋芽細
胞分化；免疫障害からなる群より選択される疾患を処置するための医薬を製造するための
、本発明のオリゴヌクレオチドの使用に関する。
【０２２３】
　本発明はさらに、アテローム性動脈硬化、高コレステロール血症および高脂質血症；が
ん、膠芽腫、乳がん、リンパ腫、肺がん；糖尿病、代謝障害；筋芽細胞分化；免疫障害か
らなる群より選択される疾患の処置に使用するための、本発明のオリゴヌクレオチドに向
けられる。
【０２２４】
　本発明は、アテローム性動脈硬化、高コレステロール血症および高脂質血症；がん、膠
芽腫、乳がん、リンパ腫、肺がん；糖尿病、代謝障害；筋芽細胞分化；免疫障害からなる
群より選択される疾患または状態を患っている対象を処置する方法であって、その必要が
ある対象に、本発明のオリゴヌクレオチドまたは医薬組成物を投与するステップを含む方
法を提供する。
【０２２５】
　本発明はさらに、本発明の医薬組成物と、VLDLアセンブリー経路の阻害剤、例えばApoB
阻害剤、またはMTP阻害剤である第2の独立した活性成分とを含むキットを提供する。
【０２２６】
　（がん）
　さらにもう一つの態様において、本発明は、がんを処置するための医薬を製造するため
の、本発明のオリゴヌクレオチドの使用に関する。もう一つの態様において、本発明は、
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がんを処置または予防するための方法であって、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発
明の医薬組成物を、その必要がある患者に投与することを含む方法に関する。
【０２２７】
　そのようながんには、リンパ細網性新生物、リンパ芽球性白血病、脳腫瘍、胃腫瘍、形
質細胞腫、多発性骨髄腫、白血病、結合組織腫瘍、リンパ腫、および固形腫瘍を含めるこ
とができる。
【０２２８】
　がんを処置するための医薬を製造するための、本発明の化合物の使用において、そのが
んは、好適には、固形腫瘍の形態をとりうる。同様に、本明細書に開示するがんを処置す
るための方法では、そのがんが、好適には、固形腫瘍の形態をとりうる。
【０２２９】
　さらにまた、前記がんは、好適には、癌である。癌は、典型的には、悪性黒色腫、基底
細胞癌、卵巣癌、乳癌、非小細胞肺がん、腎細胞癌、膀胱癌、再発表在性膀胱がん、胃癌
、前立腺癌、膵癌、肺癌、子宮頸癌、子宮頚部異形成、咽頭乳頭腫症、大腸癌、結腸直腸
癌およびカルチノイド腫瘍からなる群より選択される。より典型的には、前記癌は、悪性
黒色腫、非小細胞肺がん、乳癌、大腸癌および腎細胞癌からなる群より選択される。悪性
黒色腫は、典型的には、表在性拡大型黒色腫、結節型黒色腫、悪性黒子型黒色腫、肢端黒
色腫、メラニン欠乏性黒色腫および線維形成性黒色腫からなる群より選択される。
【０２３０】
　あるいは、がんは、好適には、肉腫であることもできる。肉腫は、典型的には、骨肉腫
、ユーイング肉腫、軟骨肉腫、悪性線維性組織球腫、線維肉腫およびカポジ肉腫からなる
群より選択される形態をとる。
【０２３１】
　あるいは、がんは、好適には、神経膠腫であることもできる。
【０２３２】
　さらにもう一つの実施形態は、がんを処置するための医薬を製造するための、本発明の
オリゴヌクレオチドの使用であって、前記医薬がさらに、副腎皮質ステロイド、例えばプ
レドニゾン、デキサメタゾンまたはデカドロン；アルトレタミン（ヘキサレン、ヘキサメ
チルメラミン（HMM））；アミフォスチン（エチオール）；アミノグルテチミド（シタド
レン）；アムサクリン（M-AMSA）；アナストロゾール（アリミデックス）；アンドロゲン
、例えばテストステロン；アスパラギナーゼ（エルスパー（elspar））；カルメット-ゲ
ラン菌；ビカルタミド（カソデックス）；ブレオマイシン（ブレノキサン）；ブスルファ
ン（ミレラン）；カルボプラチン（パラプラチン）；カルムスチン（BCNU、BiCNU）；ク
ロラムブシル（リューケラン（leukeran））；クロロデオキシアデノシン（2-CDA、クラ
ドリビン、ロイスタチン）；シスプラチン（プラチノール）；シトシンアラビノシド（シ
タラビン）；ダカルバジン（DTIC）；ダクチノマイシン（アクチノマイシン-D、コスメゲ
ン）；ダウノルビシン（セルビジン（cerubidine））；ドセタキセル（タキソテール）；
ドキソルビシン（アドリアマイシン（adriomycin））；エピルビシン；エストラムスチン
（エムサイト（emcyt））；エストロゲン、例えばジエチルスチルベストロール（DES）；
エトポシド（etopside）（VP-16、VePesid、エトポホス）；フルダラビン（フルダラ）；
フルタミド（ユーレキシン（eulexin））；5-FUDR（フロクスウリジン）；5-フルオロウ
ラシル（5-FU）；ゲムシタビン（ジェムザール）；ゴセレリン（ゾダレックス（zodalex
））；ハーセプチン（トラスツズマブ）；ヒドロキシ尿素（ハイドレア）；イダルビシン
（イダマイシン）；イホスファミド；IL-2（プロリューキン、アルデスロイキン）；イン
ターフェロン・アルファ（イントロンA、ロフェロンA）；イリノテカン（カンプトサール
）；ロイプロリド（ルプロン）；レバミソール（エルガミゾール（ergamisole））；ロム
スチン（CCNU）；メクロレタミン（mechlorathamine）（マスタージェン（mustargen）、
ナイトロジェンマスタード）；メルファラン（アルケラン）；メルカプトプリン（プリネ
トール、6-MP）；メトトレキサート（メキセート）；マイトマイシン-C（ムタマイシン（
mutamucin））；ミトキサントロン（ノバントロン）；オクトレオチド（サンドスタチン
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）；ペントスタチン（2-デオキシコホルマイシン、ニペント）；プリカマイシン（ミトラ
マイシン、ミトラシン）；プロカルバジン（prorocarbazine）（マチュレン（matulane）
）；ストレプトゾシン；タモキシフェン（ノルバデックス）；タキソール（パクリタキセ
ル）；テニポシド（ビュウモン、VM-26）；チオテパ；トポテカン（ハイカムチン）；ト
レチノイン（ベサノイド、全トランス型レチノイン酸）；ビンブラスチン（バルバン）；
ビンクリスチン（オンコビン）およびビノレルビン（ナベルビン）からなる群より選択さ
れる化学療法剤を含むものに向けられる。好適には、さらなる化学療法剤が、タキサン類
、例えばタキソール、パクリタキセルまたはドセタキセルから選択される。
【０２３３】
　同様に、本発明はさらに、がんを処置するための医薬を製造するための、本発明のオリ
ゴヌクレオチドの使用であって、前記処置が、副腎皮質ステロイド、例えばプレドニゾン
、デキサメタゾンまたはデカドロン；アルトレタミン（ヘキサレン、ヘキサメチルメラミ
ン（HMM））；アミフォスチン（エチオール）；アミノグルテチミド（シタドレン）；ア
ムサクリン（M-AMSA）；アナストロゾール（アリミデックス）；アンドロゲン、例えばテ
ストステロン；アスパラギナーゼ（エルスパー）；カルメット-ゲラン菌；ビカルタミド
（カソデックス）；ブレオマイシン（ブレノキサン）；ブスルファン（ミレラン）；カル
ボプラチン（パラプラチン）；カルムスチン（BCNU、BiCNU）；クロラムブシル（リュー
ケラン）；クロロデオキシアデノシン（2-CDA、クラドリビン、ロイスタチン）；シスプ
ラチン（プラチノール）；シトシンアラビノシド（シタラビン）；ダカルバジン（DTIC）
；ダクチノマイシン（アクチノマイシン-D、コスメゲン）；ダウノルビシン（セルビジン
）；ドセタキセル（タキソテール）；ドキソルビシン（アドリアマイシン）；エピルビシ
ン；エストラムスチン（エムサイト）；エストロゲン、例えばジエチルスチルベストロー
ル（DES）；エトポシド（VP-16、VePesid、エトポホス）；フルダラビン（フルダラ）；
フルタミド（ユーレキシン）；5-FUDR（フロクスウリジン）；5-フルオロウラシル（5-FU
）；ゲムシタビン（ジェムザール）；ゴセレリン（ゾダレックス）；ハーセプチン（トラ
スツズマブ）；ヒドロキシ尿素（ハイドレア）；イダルビシン（イダマイシン）；イホス
ファミド；IL-2（プロリューキン、アルデスロイキン）；インターフェロン・アルファ（
イントロンA、ロフェロンA）；イリノテカン（カンプトサール）；ロイプロリド（ルプロ
ン）；レバミソール（エルガミゾール）；ロムスチン（CCNU）；メクロレタミン（マスタ
ージェン、ナイトロジェンマスタード）；メルファラン（アルケラン）；メルカプトプリ
ン（プリネトール、6-MP）；メトトレキサート（メキセート）；マイトマイシン-C（ムタ
マイシン）；ミトキサントロン（ノバントロン）；オクトレオチド（サンドスタチン）；
ペントスタチン（2-デオキシコホルマイシン、ニペント）；プリカマイシン（ミトラマイ
シン、ミトラシン）；プロカルバジン（マチュレン）；ストレプトゾシン；タモキシフェ
ン（ノルバデックス）；タキソール（パクリタキセル）；テニポシド（ビュウモン、VM-2
6）；チオテパ；トポテカン（ハイカムチン）；トレチノイン（ベサノイド、全トランス
型レチノイン酸）；ビンブラスチン（バルバン）；ビンクリスチン（オンコビン）および
ビノレルビン（ナベルビン）からなる群より選択されるさらなる化学療法剤の投与を、さ
らに含むものに向けられる。好適には、前記処置は、タキサン類、例えばタキソール、パ
クリタキセルまたはドセタキセルから選択されるさらなる化学療法剤の投与を、さらに含
む。
【０２３４】
　言い換えると、本発明はさらに、癌を処置するための方法であって、本発明のオリゴヌ
クレオチドまたは本発明の医薬組成物をその必要がある患者に投与することを含み、さら
なる化学療法剤の投与も含む方法に向けられる。前記さらなる投与は、さらなる化学療法
剤が、本発明の化合物にコンジュゲートされるか、本医薬組成物中に存在するか、または
別個の製剤として投与されるような投与であることができる。
【０２３５】
　（感染性疾患）
　本発明の化合物は、広範囲にわたる感染性疾患、例えばジフテリア、破傷風、百日咳、
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ポリオ、B型肝炎、C型肝炎、インフルエンザ菌（hemophilus influenza）、麻疹、ムンプ
ス、および風疹に、広く適用可能であるだろう。
【０２３６】
　hsa-miR122はC型肝炎感染において示されるので、miR-122をターゲットとする本発明の
オリゴヌクレオチドはC型肝炎感染を処置するために使用することができる。
【０２３７】
　したがって、さらにもう一つの態様において、本発明は、感染性疾患を処置するための
医薬を製造するための、本発明のオリゴヌクレオチドの使用に関すると共に、感染性疾患
を処置するための方法であって、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明の医薬組成物
をその必要がある患者に投与することを含む方法に関する。
【０２３８】
　ある好ましい実施形態において、本発明は、抗miR-122オリゴマーをVLDLアセンブリー
の阻害剤、例えばapoBまたはMTPの阻害剤と組み合わせて投与する併用処置を提供する。
【０２３９】
　（炎症性疾患）
　炎症応答は、感染性因子の攻撃に対する生物の基本的防御機構であり、自己免疫障害を
含む多くの急性および慢性疾患の病理発生にも関連づけられている。病原体と闘うことが
必要とされているにもかかわらず、炎症バースト(inflammatory burst）の効果は壊滅的
になる場合がある。したがって、抗炎症薬の使用により炎症の総体的症状を制限すること
がしばしば必要になる。炎症は、通常は組織損傷によってトリガーされる、複雑なプロセ
スであり、このプロセスには、数多くの一連の酵素の活性化、血管透過性の増大および血
液（blood fluids）の血管外遊出、細胞移動および化学伝達物質の放出が含まれ、これら
はすべて、損傷した組織の破壊と修復の両方を目的としている。
【０２４０】
　さらにもう一つの態様において、本発明は、炎症性疾患を処置するための医薬を製造す
るための、本発明のオリゴヌクレオチドの使用に関すると共に、炎症性疾患を処置するた
めの方法であって、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明の医薬組成物をその必要が
ある患者に投与することを含む方法に関する。
【０２４１】
　本発明の好ましい一実施態様では、炎症性疾患が、リウマチ疾患および/または結合組
織疾患、例えば慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（SLE）もしくは狼蒼、強皮
症、多発性筋炎、炎症性腸疾患、皮膚筋炎、潰瘍性大腸炎、クローン病、血管炎、乾癬性
関節炎、剥脱性乾癬性皮膚炎、尋常性天疱瘡およびシェーグレン症候群、特に炎症性腸疾
患およびクローン病である。
【０２４２】
　あるいは、炎症性疾患は、滑液包炎、滑膜炎、被膜炎、腱炎、および/または外傷性お
よび/またはスポーツ性（sportive）の他の炎症性病変のような、非リウマチ性炎症であ
ってもよい。
【０２４３】
　（代謝性疾患）
　代謝性疾患は、体内で自然に産生される化学物質の蓄積によって引き起こされる障害で
ある。これらの疾患は、通常、深刻であり、生死に関わるものさえある。他にも、身体発
育を遅らせたり、精神遅滞を引き起こすものがある。これらの障害を持つ乳幼児の大半は
、最初は、明白な疾患の徴候を示さない。これらの問題は、多くの場合、適正な出生時ス
クリーニングによって発見することができる。早期診断および早期処置によって、代謝性
疾患は効果的に管理できることが多い。
【０２４４】
　さらにもう一つの態様において、本発明は、代謝性疾患を処置するための医薬を製造す
るための、本発明のオリゴヌクレオチドまたはそのコンジュゲートの使用に関すると共に
、代謝性疾患を処置するための方法であって、本発明のオリゴヌクレオチドもしくはその
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コンジュゲートまたは本発明の医薬組成物をその必要がある患者に投与することを含む方
法に関する。
【０２４５】
　本発明の好ましい一実施形態では、代謝性疾患が、アミロイドーシス、ビオチニダーゼ
、OMIM（Online Mendelian Inheritance in Man）、クリグラー-ナジャー症候群、糖尿病
、ファブリ病支援情報グループ（Fabry Support & Information Group）、脂肪酸酸化障
害、ガラクトース血症、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ（G6PD）欠損症、グルタ
ル酸尿症、国際グルタル酸血症機構（International Organization of Glutaric Acidemi
a）、グルタル酸血症I型、グルタル酸血症II型、グルタル酸血症I型、グルタル酸血症II
型、F-HYPDRR－家族性低リン酸血症、ビタミンD抵抗性くる病、クラッベ病、長鎖3-ヒド
ロキシアシルCoAデヒドロゲナーゼ欠損症（LCHAD）、マンノシドーシス群、メープルシロ
ップ尿症、ミトコンドリア障害、ムコ多糖症候群：ニーマンピック病、有機酸血症、PKU
、ポンペ病、ポルフィリン症、メタボリック症候群、高脂質血症および遺伝性脂質障害、
トリメチルアミン尿症：漁臭症候群、および尿素回路障害からなる群より選択される。
【０２４６】
　（肝臓障害）
　さらにもう一つの態様において、本発明は、肝臓障害を処置するための医薬を製造する
ための、本発明のオリゴヌクレオチドまたはそのコンジュゲートの使用に関すると共に、
肝臓障害を処置するための方法であって、本発明のオリゴヌクレオチドもしくはそのコン
ジュゲート、または本発明の医薬組成物をその必要がある患者に投与することを含む方法
に関する。
【０２４７】
　本発明の好ましい一実施形態では、肝臓障害が、胆道閉鎖症、アラジール症候群、α-1
アンチトリプシン、チロシン血症、新生児肝炎、およびウィルソン病からなる群より選択
される。
【０２４８】
　（他の用途）
　本発明のオリゴヌクレオチドは、診断、治療および予防のための研究試薬として利用す
ることができる。研究では、細胞および実験動物におけるターゲット遺伝子の合成を特異
的に阻害し、それによってそのターゲットの機能解析を容易にするために、または治療的
介入のターゲットしてのその有用性の査定を容易にするために、本オリゴヌクレオチドを
使用することができる。診断においては、ノーザンブロット法、インサイチューハイブリ
ダイゼーションまたは同様の技法によって細胞および組織におけるターゲット発現を検出
し定量するために、本オリゴヌクレオチドを使用することができる。治療においては、タ
ーゲットの発現を調整することによって処置することができる疾患または障害を持つと疑
われる動物またはヒトが、本発明に従ってオリゴヌクレオチド化合物を投与することによ
って処置される。さらに、ターゲットの発現に関連する疾患または状態を持つと疑われる
、またはそのような疾患または状態に陥りやすいと疑われる、動物、特にマウスおよびラ
ット、ならびにヒトを、治療的または予防的に有効な量の1つ以上の本発明のオリゴヌク
レオチド化合物または組成物を投与することによって処置する方法も提供される。
【０２４９】
　（miR-122aをターゲットとするオリゴヌクレオチドの治療的使用）
　本発明者らは、miR-122aをターゲットとするLNA-アンチmiRが、血漿中コレステロール
レベルを低下させることを証明した。それゆえ、本発明のもう一つの態様は、miR-122aを
ターゲットとする上記オリゴヌクレオチドの医薬品としての使用である。
【０２５０】
　本発明のさらにもう一つの態様は、増加した血漿中コレステロールレベル（または高コ
レステロール血症および関連障害）を処置するための医薬を製造するための、miR-122aを
ターゲットとする上記オリゴヌクレオチドの使用である。増加した血漿中コレステロール
レベルはさまざまな状態、例えばアテローム性動脈硬化のリスクを増加させるので、それ



(46) JP 6035010 B2 2016.11.30

10

20

30

40

50

が望ましくないことは、当業者には理解されるだろう。
【０２５１】
　本発明のさらにもう一つの態様は、Nrdg3、Aldo A、BckdkまたはCD320のmRNAレベルを
アップレギュレートするための、miR-122aをターゲットとする上記オリゴヌクレオチドの
使用である。
【０２５２】
　（実施形態）
　本発明の以下の実施形態は、本明細書に記載する他の実施形態と組み合わせて使用する
ことができる。
【０２５３】
　1．6～12ヌクレオチド長のオリゴマー、ここで、前記オリゴマーは全部で6～12ヌクレ
オチド単位、例えば6、7、8、9、10、11または12ヌクレオチド単位の連続ヌクレオチド配
列を含み、オリゴマーの核酸塩基単位の少なくとも50％は高アフィニティーヌクレオチド
類似体単位である、と、医薬上許容される希釈剤、担体、塩またはアジュバントとを含む
医薬組成物。
【０２５４】
　2．連続ヌクレオチド配列が、哺乳動物、ヒトまたはウイルスのマイクロRNA（miRNA）
配列の対応する領域に相補的である、実施形態1の医薬組成物。
【０２５５】
　3．連続ヌクレオチド配列が、表3、4または5のいずれか一つに列挙するmRNAの群から選
択されるmiRNA配列の対応する領域に相補的である、実施形態2の医薬組成物。
【０２５６】
　4．連続ヌクレオチド配列が前記マイクロRNAのシード配列に相補的な配列からなる、ま
たは、それを含む、実施形態2または3の医薬組成物。
【０２５７】
　5．連続ヌクレオチド配列が、表3または4に列挙する配列のいずれか一つから選択され
る配列からなる、または、それを含む、実施形態2～4のいずれか一つの医薬組成物。
【０２５８】
　6．シードマーの3'核酸塩基が、連続ヌクレオチド配列の最も3'側の核酸塩基を形成し
、ここで、連続ヌクレオチド配列は、場合によっては、1個または2個のさらなる5'核酸塩
基を含んでもよい、実施形態4または5の医薬組成物。
【０２５９】
　7．前記連続ヌクレオチド配列が、5'端から数えてマイクロRNA配列中に存在する1番目
のヌクレオチドに対応するヌクレオチドを含まない、実施形態1～6のいずれか一つの医薬
組成物。
【０２６０】
　8．連続ヌクレオチド配列が、表3または4または5に示すものから選択されるmiRNA中に
存在する、対応するヌクレオチド配列に相補的である、実施形態1～7のいずれか一つの医
薬組成物。
【０２６１】
　9．前記miRNAが、miR-1、miR-10b、miR-17-3p、miR-18、miR-19a、miR-19b、miR-20、m
iR-21、miR-34a、miR-93、miR-106a、miR-106b、miR-122、miR-133、miR-134、miR-138、
miR-155、miR-192、miR-194、miR-221、miR-222、およびmiR-375からなる群より選択され
る、実施形態8の医薬組成物。
【０２６２】
　10．連続ヌクレオチド配列の核酸塩基単位の少なくとも60％、65％、70％、75％、80％
、85％、90％、95％またはすべてがヌクレオチド類似体単位である、実施形態1～9のいず
れか一つの医薬組成物。
【０２６３】
　11．ヌクレオチド類似体単位が、2'-O-アルキル-RNA単位、2'-OMe-RNA単位、2'-アミノ
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-DNA単位、2'-フルオロ-DNA単位、LNA単位、PNA単位、HNA単位、INA単位、および2'MOE R
NA単位からなる群より選択される、実施形態10の医薬組成物。
【０２６４】
　12．連続ヌクレオチド配列の核酸塩基単位の少なくとも60％、65％、70％、75％、80％
、85％、90％、95％またはすべてがロックト核酸（LNA）核酸塩基単位である、実施形態1
0または11の医薬組成物。
【０２６５】
　13．連続ヌクレオチド配列の核酸塩基単位のすべてがLNA核酸塩基単位である、実施形
態12の医薬組成物。
【０２６６】
　14．連続ヌクレオチド配列が7、8、9または10個の、好ましくは連続した、LNA核酸塩基
単位を含む、または、それからなる、実施形態1～13のいずれか一つの医薬組成物。
【０２６７】
　15．オリゴマーが7、8、9または10個の連続核酸塩基単位からなり、少なくとも7個の核
酸塩基単位がヌクレオチド類似体単位である、実施形態1～14のいずれか一つの医薬組成
物。
【０２６８】
　16．ヌクレオチド類似体単位がロックト核酸（LNA）核酸塩基単位である、実施形態15
の医薬組成物。
【０２６９】
　17．分子中のヌクレオチド類似体単位が少なくとも50％のLNA単位と50％までの他のヌ
クレオチド類似体単位との混合物からなる、実施形態15の医薬組成物。
【０２７０】
　18．連続ヌクレオチド配列の核酸塩基単位間に存在するヌクレオシド間結合の少なくと
も75％、例えば80％または85％または90％または95％またはすべてが、ホスホロチオエー
トヌクレオシド間結合である、実施形態1～17のいずれか一つの医薬組成物。
【０２７１】
　19．前記オリゴマーが1つ以上の非核酸塩基化合物とコンジュゲートされる、実施形態1
～18のいずれか一つの医薬組成物。
【０２７２】
　20．連続ヌクレオチド配列が、少なくとも2個のmiRNA配列、例えば2、3、4、5、6、7、
8、9、または10個のmiRNA配列の、対応する配列に相補的である、実施形態1～19のいずれ
か一つの医薬組成物。
【０２７３】
　21．連続ヌクレオチド配列が、少なくとも2個のmiRNAシード領域配列、例えば2、3、4
、5、6、7、8、9、または10個のmiRNAシード領域配列の配列に相補的である配列からなる
、または、から構成される、実施形態1～20のいずれか一つの医薬組成物。
【０２７４】
　22．連続ヌクレオチド配列がmiR-221とmiR-222の両方の対応する領域に相補的である、
実施形態20または21のいずれか一つの医薬組成物。
【０２７５】
　23．連続ヌクレオチド配列が、5'GCUACAU3'に相補的な配列からなる、または、から構
成される、実施形態22の医薬組成物。
【０２７６】
　24．オリゴマーがプロドラッグとして構成される、実施形態1～23のいずれか一つの医
薬組成物。
【０２７７】
　25．連続ヌクレオチド配列がhas-miR-122の対応する領域に相補的である、実施形態1～
24のいずれか一つの医薬組成物。
【０２７８】
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　26．C型肝炎ウイルス感染ならびに高コレステロール血症および関連障害からなる群よ
り選択される医学的障害または疾患の処置に使用するための、実施形態25の医薬組成物。
【０２７９】
　27．組成物が、VLDLアセンブリー経路の阻害剤、例えばApoB阻害剤、またはMTP阻害剤
である、第2の独立した活性成分をさらに含む、実施形態25または26の医薬組成物。
【０２８０】
　28．実施形態25または26の医薬組成物と、VLDLアセンブリー経路の阻害剤、例えばApoB
阻害剤、またはMTP阻害剤である第2の独立した活性成分とを含むキット。
【０２８１】
　29．マイクロRNAの存在または過剰発現と関連する疾患または医学的障害を処置するた
めの方法であって、実施形態1～28のいずれか一つの医薬組成物を、前記疾患または医学
的障害を患っている、または患いそうな、患者に投与することを含む方法。
【０２８２】
　30．実施形態1～25のいずれか一つに記載されているオリゴマー。
【０２８３】
　31．実施形態30のオリゴマーと、少なくとも1つの非核酸塩基化合物とを含むコンジュ
ゲート。
【０２８４】
　32．マイクロRNAの存在または過剰発現に関連する疾患または医学的障害を処置するた
めの医薬を製造するための、実施形態30～31のいずれか一つに記載されているオリゴマー
またはコンジュゲートの使用。
【０２８５】
　33．細胞におけるmiRNAの量または有効量を減少させるための方法であって、上記実施
形態のいずれか一つのオリゴマー、コンジュゲートまたは医薬組成物を、前記miRNAを発
現させている細胞に、その細胞におけるそのmiRNAの量または有効量が減少するように投
与することを含む方法。
【０２８６】
　34．ある細胞においてあるmiRNAによってその発現が抑制されるmRNAを抑制解除するた
めの方法であって、上記実施形態のいずれか一つのオリゴマー、コンジュゲートまたは医
薬組成物を、前記mRNAと前記miRNAの両方を発現させる細胞に、そのmRNAの発現が抑制解
除されるように投与することを含む方法。
【０２８７】
　（参考文献）参考文献の詳細は優先権文書に記載されている。
【０２８８】
　（実施例）
　LNAモノマーおよびオリゴヌクレオチド合成は、WO2007/112754の実施例1および2で言及
されている方法を使って行なった。ヒトまたはラット血漿におけるLNAオリゴヌクレオチ
ドの安定性は、WO2007/112754の実施例4で言及されている方法を使って測定される。LNA
アンチmiRアンチセンスオリゴヌクレオチド（miR-122をターゲットとするもの）によるイ
ンビトロ細胞の処置は、WO2007/112754の実施例6で言及されている方法を使って行なわれ
る。マイクロRNA特異的定量PCRによるmiR発現のオリゴヌクレオチド阻害の解析は、イン
ビトロモデルでもインビボモデルでも、WO2007/112754の実施例7で言及されている方法を
使って行なわれる。miRNAマイクロアレイ発現プロファイリングを使ったLNAアンチmirノ
ックダウン特異性の評価は、WO2007/112754の実施例8で言及されている方法を使って行な
われる。インサイチューハイブリダイゼーションによるマイクロRNAの検出は、WO2007/11
2754の実施例9で言及されている方法を使って行なわれる。単離およびmRNA発現の解析（m
RNA解析のための全RNA単離およびcDNA合成）は、インビトロモデルでもインビボモデルで
も、WO2007/112754の実施例10で言及されている方法を使って行なわれる。マイクロRNA-1
22をターゲットとする本発明のオリゴマーを使ったインビボ実験と、その後の解析は、WO
2007/112754の実施例11～27に開示されている方法を使って行なわれる。上で言及したWO2
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【実施例１】
【０２８９】
LNAアンチmiRオリゴヌクレオチドのデザインおよび融解温度
（表2）－実施例および図面で使用されるオリゴマー。SEQ#は、実施例および図面の全体
を通して使用される識別子である。配列表で使用される配列番号も記載する。
【表２－１】
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【表２－２】

大文字および小文字はそれぞれLNAおよびDNAを表す。
LNAシトシンは、好ましくは、メチルシトシン/5'メチル-シトシン*である。
ヌクレオシド間結合はすべて、好ましくはホスホロチオエート*である。
LNAはすべて、例えばβ-D-オキシLNA*であることができる。
*特定の実施例で使用。
【実施例２】
【０２９０】
インビトロモデル：細胞培養
　ターゲット核酸発現（量）に対するLNAオリゴヌクレオチドの影響は、ターゲット核酸
が測定可能なレベルで存在する限り、さまざまな細胞タイプのどれにおいても試験するこ
とができる。ターゲットは、内在性に発現されるか、前記核酸をコードする核酸の一過性
または安定トランスフェクションによって発現されうる。
【０２９１】
　ターゲット核酸の発現レベルは、例えばノーザンブロット解析（マイクロRNAノーザン
を含む）、定量PCR（マイクロRNA qPCRを含む）、リボヌクレアーゼ保護アッセイなどを
使って、定型的に決定することができる。以下の細胞タイプは例示であり、選択した細胞
タイプ中でターゲットが発現される限り、他の細胞タイプも定型的に使用することができ
る。
【０２９２】
　細胞は、以下に述べる適当な培地中で培養し、37℃、湿度95～98％および5％CO2で維持
した。細胞は通例、週に2～3回継代した。
【０２９３】
15PC3：ヒト前立腺がん細胞株15PC3はF. Baas博士（AMC神経感覚研究所（Neurozintuigen
 Laboratory）、オランダ）から寄贈され、DMEM（Sigma）＋10％ウシ胎仔血清（FBS）＋G
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lutamax I＋ゲンタマイシンで培養した。
PC3：ヒト前立腺がん細胞株PC3はATCCから購入し、グルタミン（Gibco）＋10％FBS＋ゲン
タマイシンを含むF12 Coon's培地で培養した。
518A2：ヒト黒色腫がん細胞株518A2はB. Jansen博士（ウィーン大学臨床薬理学科分子薬
理学実験腫瘍学部門（Section of experimental Oncology、Molecular Pharmacology、De
partment of Clinical Pharmacology、University of Vienna））から寄贈され、DMEM（S
igma）＋10％ウシ胎仔血清（FBS）＋Glutamax I＋ゲンタマイシンで培養した。
HeLa：子宮頸癌細胞株HeLaは、10％ウシ胎仔血清およびゲンタマイシンを含有するMEM（S
igma）中、37℃、湿度95％および5％CO2で培養した。
MPC-11：マウス多発性骨髄腫細胞株MPC-11はATCCから購入し、4mM Glutamax＋10％ウマ血
清を含むDMEMで維持した。
DU-145：ヒト前立腺がん細胞株DU-145はATCCから購入し、Glutamax＋10％FBSを含むRPMI
で維持した。
RCC-4+/-VHL：VHLを発現させるプラスミドまたは空プラスミドで安定にトランスフェクト
されたヒト腎がん細胞株RCC4はECACCから購入し、製造者の指示に従って維持した。
786-0：ヒト腎細胞癌細胞株786-0はATCCから購入し、製造者の指示に従って維持した。
HUVEC：ヒト臍静脈内皮細胞株HUVECはCamcrexから購入し、EGM-2培地で維持した。
K562：ヒト慢性骨髄性白血病細胞株K562はECACCから購入し、Glutamax＋10％FBSを含むRP
MIで維持した。
U87MG：ヒト膠芽腫細胞株U87MGはATCCから購入し、製造者の指示に従って維持した。
B16：マウス黒色腫細胞株B16はATCCから購入し、製造者の指示に従って維持した。
LNCap：ヒト前立腺がん細胞株LNCapはATCCから購入し、Glutamax＋10％FBSを含むRPMIで
維持した。
Huh-7：10％FBS、2mM Glutamax I、1×非必須アミノ酸、ゲンタマイシン25μg/mlを含む
イーグルMEMで培養されたヒト肝臓、上皮様。
L428：(Deutsche Sammlung fuer Mikroorganismen（DSM、ドイツ・ブラウンシュヴァイク
）：10％FCS、L-グルタミンおよび抗生物質を補足したRPMI 1640で維持されたヒトB細胞
リンパ腫。
L1236：(Deutsche Sammlung fuer Mikroorganismen（DSM、ドイツ・ブラウンシュヴァイ
ク））：10％FCS、L-グルタミンおよび抗生物質を補足したRPMI 1640で維持されたヒトB
細胞リンパ腫。
【実施例３】
【０２９４】
miRBaseマイクロRNAデータベース中のすべてのヒトマイクロRNA配列に対するLNAアンチmi
Rライブラリーのデザイン
　使用したmiRBaseバージョンは、Griffiths-Jones, S., Grocock, R.J., van Dongen, S
., Bateman, A., Enright, A.J. 2006 "miRBase: microRNA sequences, targets and gen
e nomenclature" Nucleic Acids Res. 34：D140-4に報告されたバージョン12であり、htt
p://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtmlを通して利用することができる。
【０２９５】
　表1は、miRBaseマイクロRNAデータベースによるマイクロRNAのシードマー配列を含む、
7、8および9マーヌクレオチド配列を表す。シードマー配列はマイクロRNAシード領域の逆
相補配列を含む。いくつかの実施形態では、本発明のオリゴマーが、これらの7マー、8マ
ーまたは9マー配列から選択される連続ヌクレオチド配列を持つ。これらの7マー、8マー
および9マー配列に関して、いくつかの実施形態では、ヌクレオシド間結合がすべてホス
ホロチオエートである。これらの7マー、8マーおよび9マーヌクレオチド配列は、本明細
書に記載するヌクレオチド類似体（例えばLNAヌクレオチド類似体）の配列からなりうる
。LNAシトシンはメチル-シトシン（5'メチル-シトシン）であることができる。いくつか
の実施形態では、LNAがβ-D-オキシ-LNAである。
【０２９６】
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　表3は、同じシードマーオリゴマー（例えば本明細書に記載の7、8または9マー（表1参
照））によってターゲットとされうるものにグループ分けしたマイクロRNAの一覧表であ
る。
（表3）
【表３－１】
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【０２９７】
　本発明者らは、完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された、miR-21、miR-155およ
びmiR-122に対する8マーLNA-アンチmiR（本明細書では、これをマイクロmiR（micromiR）
と呼ぶ）を構築した（図1および表6参照）。miR-21、miR-155およびmiR-122用のルシフェ
ラーゼセンサープラスミドを使ったMCF-7、HeLa、RawおよびHuh-7細胞での反復実験から
我々が得た結果は、完全にLNA修飾された短いLNA-アンチmiRが、マイクロRNAを極めて強
力に拮抗することを証明している。
【０２９８】
（表4）LNAアンチmiRおよびマイクロmiR配列ならびに予想Tm
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【表４】

大文字はβ-D-オキシLNAなどのLNA単位である。小文字はDNA単位である。ヌクレオシド間
結合は好ましくはホスホロチオエートである。LNAシトシンはすべて、好ましくは、メチ
ル化/5-メチルシトシンである。
【０２９９】
　融解温度は、合成マイクロRNAオリゴヌクレオチド（典型的にはホスホジエステルバッ
クボーンを持つRNAヌクレオチドからなるもの）を使って、成熟マイクロRNA配列に対して
評価することができる。典型的に測定されるTmは、RNAターゲットに対してLNAオリゴマー
を使った場合、予想されるTmよりも高い。
【実施例４】
【０３００】
ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、MCF-7細胞における、SEQ ID #3205 LNA-アン
チmiRによるmiR-21拮抗作用の評価
　miR-21をターゲットとしてそれを拮抗する、完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR
（SEQ ID #3205）の効率を評価するために、成熟miR-21用の完全マッチターゲット部位お
よび対照としてシード内に2つの突然変異を持つターゲット部位を含有するルシフェラー
ゼセンサーコンストラクトを作製した（図6）。マイクロRNA-21阻害をモニターするため
に、乳癌細胞株MCF-7に、異なるルシフェラーゼコンストラクトを、さまざまな濃度のmiR
-21アンタゴニストSEQ ID #3205と共にトランスフェクトし、miR-21に対する15マーLNA-
アンチmiR SEQ ID #3204と比較した。24時間後に、ルシフェラーゼ活性を測定した。
【０３０１】
　（結果）図2に示すように、新しい完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #
3205）は、ルシフェラーゼ活性の抑制解除によって示されるように、SEQ ID #3204と比較
して2倍高い力価を示した。これに対して、miR-21シード中に2つのミスマッチを持つ対照
miR-21センサーコンストラクトはホタルルシフェラーゼ活性の抑制解除を何も示さなかっ
たことから、細胞中のmiR-21活性のモニタリングにおける完全マッチmiR-21センサーの特
異性が証明された。8マーLNA-アンチmiRによるルシフェラーゼ活性の抑制解除は明確に用
量依存的であり、そのような用量依存性はSEQ ID #3204では見られなかった。そのうえ、
この新しい8マーは、SEQ ID #3204より低い用量で、はるかに強力でもあった。
【０３０２】
　結論として、8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3205）は、インビトロでのmiR-21の阻害に
関して、miR-21をターゲットとする15マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3204と比較して、著し
く改善された力価を示す。
【０３０３】
　（材料と方法）
細胞株：乳癌細胞株MCF-7はATCCから購入した（#HTB-22（商標））。MCF-7細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
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トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
400,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、MCF-7細胞に、0.8μgのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.
mm2/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクター（SDS Promega）を、1μlのLipofectamine2000
（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。24時間後に、ルシ
フェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、セルスクレーパーで収集した後、細胞を1
0,000rpmで5分間遠心分離した。上清を捨て、50μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega
）を細胞ペレットに加えてから、細胞を氷上に30分間置いた。溶解した細胞を10,000rpm
で30分間遠心した後、20μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってル
シフェラーゼ測定を行なった。
【実施例５】
【０３０４】
ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、HeLa細胞における、SEQ ID #3205 LNA-アン
チmiRによるmiR-21拮抗作用の評価
　miR-21をターゲットとする完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3205の効
率をさらに評価するために、子宮頸癌細胞株HeLaにも、上述のmiR-21ルシフェラーゼセン
サーコンストラクトを、上記の項で説明したように、さまざまな濃度のSEQ ID #3205と共
にトランスフェクトした（図3）。
【０３０５】
　（結果）SEQ ID #3204が最も高い用量（50nM）まで完全な抑制解除を示さなかったのと
比較して、SEQ ID #3205は、HeLa細胞では、早くも5nMで、miR-21ルシフェラーゼセンサ
ーコンストラクトの完全な抑制解除を示す。さらにまた、8マーSEQ ID #3205 LNA-アンチ
miRによるmiR-21の拮抗作用は、用量依存的である。miR-21ルシフェラーゼセンサーアッ
セイの特異性を証明するために、ミスマッチmiR-21ターゲット部位（シード中に2つのミ
スマッチ）もHeLa細胞にトランスフェクトしたが、ホタルルシフェラーゼ活性の抑制解除
は示さなかった。
【０３０６】
　結論として、完全にLNA修飾されたSEQ ID #3205は、インビトロでのmiR-21の阻害にお
いて、MCF-7細胞でも、HeLa細胞でも、15マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3204と比較して、
著しく改善された力価を示す。
【０３０７】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、24穴プレートに、1ウェルあた
り60,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、0.2μgのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.m
m2/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクターを、0.7μlのLipofectamine2000（Invitrogen）
と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定
のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、100μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）を各ウェルに加えた後、その24穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置い
た。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心分離した後、1
0μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行
なった。
【実施例６】
【０３０８】
ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、マウスRAW細胞における、SEQ ID #3207 LNA-
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アンチmiRによるmiR-155拮抗作用の評価
　完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiRがmiR-155を効果的に拮抗できるかどうかを調
べるために、miR-155用の完全マッチターゲット部位を同じルシフェラーゼベクター（psi
CHECK2）にクローニングし、マウス白血病単球マクロファージRAW細胞株にトランスフェ
クトした。miR-155の内在性レベルはRAW細胞株では低いので、miR-155蓄積を誘発するた
めに、細胞を100ng/ml LPSで24時間処理した。
【０３０９】
　（結果）ルシフェラーゼ測定により、miR-155をターゲットとする完全にLNA修飾された
8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3207は、15マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3206と比較して、
同じように有効にmiR-155を拮抗することが証明された（図4）。どちらのLNA-アンチmir
も、0.25nMで、miR-155ルシフェラーゼセンサーの＞50％抑制解除を示し、miR-155を用量
依存的に阻害した。
【０３１０】
　（結論）これらのデータは、実施例1および2で示したmiR-21の拮抗から得られた結果を
さらに裏付けて、完全にチオレート化された（thiolated）8マーLNA-アンチmiRがマイク
ロRNAターゲティングに関して極めて強力であることを証明している。
【０３１１】
　（材料と方法）
細胞株：マウス白血病単球マクロファージRAW 264.7はATCCから購入した（TIB-71）。RAW
細胞は、10％ウシ胎仔血清、4mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM
培地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
500,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、MCF-7細胞に、0.3μgのmiR-155または空psiCHECK2ベクターを、10
μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクト
した。miR-155蓄積を誘発するために、トランスフェクション複合体と共に4時間インキュ
ベートしてから、LPS（100ng/ml）をRAW細胞に加えた。さらに24時間の後、ルシフェラー
ゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、セルスクレーパーで収集した後、細胞を2
,500rpmで5分間遠心分離した。上清を捨て、50μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega
）を細胞ペレットに加えてから、細胞を氷上に30分間置いた。溶解した細胞を10,000rpm
で30分間遠心した後、20μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってル
シフェラーゼ測定を行なった。
【実施例７】
【０３１２】
ルシフェラーゼセンサーアッセイを使った、HuH7細胞における、SEQ ID #3208 LNA-アン
チmiRによるmiR-122拮抗作用の評価
　miR-122に対する完全に修飾された8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3208の力価を、ヒトヘ
パトーマ細胞株HuH-7で評価した。HuH-7細胞に、完全マッチmiR-122ターゲット部位を含
有するルシフェラーゼセンサーコンストラクトをトランスフェクトした。24時間後にルシ
フェラーゼ測定を行なった（図5）。
【０３１３】
　（結果）完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3208は、miR-122ルシフェ
ラーゼセンサーの抑制解除によって示されるとおり、低濃度では、15マーLNA-アンチmiR 
SEQ ID #4より強力である。どちらのLNA-アンチmiRも、miR-122を用量依存的に阻害する
（図5）。
【０３１４】
　（結論）miR-122をターゲットとする完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR SEQ ID 
#3208は、インビトロでのmiR-122の阻害において、改善された力価を示す。
【０３１５】
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　（材料と方法）
細胞株：ヒトヘパトーマ細胞株HuH-7は、R. Bartenschlager（ハイデルベルク）から寄贈
された。Huh-7細胞は、10％ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタ
マイシンを補足したEMEM培地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96穴プレートに、1ウェルあた
り8,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HuH-7細胞に、57ngのmiR-122または空psiCHECK2ベクターを、1
μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共にトランスフェクトした。24時間後に、ルシ
フェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：50μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega）を各ウェルに加
えた後、その96穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置いた。各ウェルに、Dual
-luciferase Reporterアッセイシステム（Promega）を加え、ルシフェラーゼ測定を製造
者の指示（Promega）に従って行なった。
【実施例８】
【０３１６】
ヒト前立腺癌細胞（PC3）において8マー（SEQ ID #3205）と15マー（SEQ ID #3204）のLN
A-アンチmiRを比較することによる、miR-21拮抗作用の評価
　本発明者らは、完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された8マーLNA-アンチmiRが
、ヒト子宮頸癌細胞株HeLaにおいてmiR-21ルシフェラーゼレポーターレベルを完全に抑制
解除することができ、ヒト乳癌細胞株MCF-7においてmiR-21ルシフェラーゼレポーターレ
ベルを部分的に抑制解除することができるということを、先に示した（特許出願1051）。
本発明者らは次にこのスクリーニングアプローチをヒト前立腺がん細胞株PC3に拡張した
。miR-21に対する異なるLNA-アンチmiRオリゴヌクレオチドの効率を評価するために、成
熟miR-21用の完全マッチターゲット部位およびシード中に2つのミスマッチを持つターゲ
ット部位がウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR中にクローニングされたルシフェ
ラーゼレポーターコンストラクトを作製した（図7）。miR-21阻害をモニターするために
、PC3細胞に、異なるルシフェラーゼコンストラクトを、さまざまな濃度のmiR-21アンタ
ゴニストSEQ ID #3205（8マー）および比較のための15マーLNA-アンチmiR完全マッチSEQ 
ID #3204と共にトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ活性を測定した。
【０３１７】
　（結果）ルシフェラーゼレポーター実験は、miR-21に対する15マーLNA-アンチmiR（SEQ
 ID #3204）によるルシフェラーゼmiR-21レポーター活性の用量依存的抑制解除を示した
。しかし、ルシフェラーゼレポーターの完全な抑制解除は、最も高い濃度でさえ得られな
かった（図7）。対照的に、8マーの完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRをトランスフェク
トした細胞は、1nMで早くも完全な抑制解除を見せて、15マーLNA-アンチmiRと比較して著
しく改善された力価を示した。miR-21に関してミスマッチターゲット部位を保持するルシ
フェラーゼ対照レポーターは、どちらのLNA-アンチmiRによる影響も受けなかったことか
ら、両LNA-アンチmiRの高い特異性が証明された。
【０３１８】
　（結論）このマイクロマー（micromer）は、miR-21のターゲティングに関して、15マー
LNA-アンチmiRよりも、はるかに強力であり、今のところ、前立腺癌細胞において最も強
力であることを示した。
【０３１９】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、12穴プレートに、1ウェルあた
り100,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トラン
スフェクションの日に、PC3細胞に、0.3μgのmiR-21または空psiCHECK2ベクターを、1.2
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μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクト
した。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRもトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェ
ラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、250μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）をウェルに加えた。プレートを振盪機上に30分間置いた後、細胞溶解物をエッペン
ドルフチューブに移した。細胞溶解物を2,500rpmで10分間遠心分離した後、20μlを96穴
プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行なった。
【実施例９】
【０３２０】
8マーLNA-アンチmiRによるmiR-21拮抗作用の特異性評価
　miR-21をターゲットとする、本発明者らの短いLNA-アンチmiRの特異性を調べるために
、シード認識配列中に2つのミスマッチを含有する8マーのミスマッチ対照LNA-アンチmiR
（SEQ ID #3218）を設計した（図8参照）。実施例1で説明したルシフェラーゼレポーター
コンストラクトを、ヒト子宮頸癌細胞株HeLaに、LNAミスマッチ対照オリゴSEQ ID #3218
と共にトランスフェクトし、その効力を、miR-21をターゲットとする8マーLNA-アンチmiR
（SEQ ID #3205）と比較した。24時間後に、ルシフェラーゼ活性を測定した。
【０３２１】
　（結果）図8に示すように、完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiRをHeLa細胞にトラ
ンスフェクトすると、5nMで早くも、ルシフェラーゼmiR-21レポーターの完全な抑制解除
が起こった。対照的に、細胞に8マーLNAミスマッチ対照オリゴをトランスフェクトした場
合、miR-21シード中に2つのミスマッチを持つ対照miR-21ルシフェラーゼレポーターで得
られる結果と合わせて、これらのデータは、Hela細胞におけるmiR-21のターゲティングに
関して、完全にLNA置換された8マーLNA-アンチmiRの高い特異性を証明している。
【０３２２】
　miRBaseマイクロRNA配列データベースを解析したところ、LNA-アンチmiR SEQ ID #3205
のmiR-21認識配列はマイクロRNA-21にユニークであることが示された。しかし、マイクロ
マーの長さを7ntに減らすと、ath-miR-844、mmu-miR-590-3pおよびhas-miR-590-3pもター
ゲットになるので、miR-21だけに特異的ではなくなる。
【０３２３】
　（結論）2つのミスマッチヌクレオチドを持つ8マーLNA-アンチmiR内での2つのヌクレオ
チド位置の交換は、miR-21に対するLNA-アンチmiRの拮抗活性を完全に消滅させた。
【０３２４】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、24穴プレートに、1ウェルあた
り60,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に0.2μgのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.mm2
/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクターを、0.7μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と
共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRも
トランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、100μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）を各ウェルに加えた後、その24ウェルプレートをオービタルシェーカー上に30分間
置いた。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心分離した
後、10μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定
を行なった。
【実施例１０】
【０３２５】
miR-21の効果的拮抗作用を媒介する完全にLNA修飾されたLNA-アンチmiRの、考えうる最も
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短い長さの評価
　LNA-アンチmiRの長さの要件をさらに調べるために、miR-21をターゲットとする、7マー
および6マーのLNA-アンチmiR（どちらも完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された
オリゴヌクレオチド）を設計した。miR-21ルシフェラーゼレポーターコンストラクトを、
さまざまな濃度のLNA-アンチmiRと共に、HeLa細胞にトランスフェクトした。ルシフェラ
ーゼ測定を24時間後に行なった。
【０３２６】
　（結果）図9に示すように、7マーLNA-アンチmiRは、miR-21ルシフェラーゼレポーター
プラスミドの抑制解除を媒介するが、その力価は8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3205）と
比べて低い。それでもなお、用量依存的傾向は依然として観察することができる。対照的
に、6マーLNA-アンチmiRは何の阻害活性も示さなかった。
【０３２７】
　（結論）結論として、miR-21阻害を媒介することができるLNA-アンチmiRの、考えうる
最短の長さは、7ヌクレオチドである。ただし、7マーLNA-アンチmiRは、miR-21に関して
、8マーLNA-アンチmiRほど強力ではない。
【０３２８】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、24穴プレートに、1ウェルあた
り60,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、0.2μgのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.m
m2/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクターを、0.7μlのLipofectamine2000（Invitrogen）
と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiR
もトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、100μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）を各ウェルに加えた後、その24穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置い
た。細胞を集めてエッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心分離した後、1
0μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行
なった。
【実施例１１】
【０３２９】
miR-21を拮抗する完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRの長さ評価
　次に、本発明者らは、完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRの長さを9マーから14マーま
で増加させることが、HeLa細胞におけるmiR-21の拮抗に及ぼす影響を調べた。得られたLN
A-アンチmiRをHeLa細胞に、miR-21ルシフェラーゼレポーターコンストラクトと共にトラ
ンスフェクトした（図10）。ルシフェラーゼ測定を24時間後に行なった。
【０３３０】
　（結果）9マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3211（9マー）は、miR-21ルシフェラーゼレポー
ターの用量依存的な抑制解除を示したが、それは、7マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3210）
について証明されたのと同様に、完全な抑制解除には達しなかった。長さを10マー～14マ
ーまで増加させると（SEQ ID #3212、SEQ ID #3213およびSEQ ID #3214）、miR-21レポー
ターの抑制解除効率の低下によって示されるとおり、力価は低下した。
【０３３１】
　（結論）図10に示すように、miR-21阻害を依然として媒介することができる最も長い完
全にLNA修飾されホスホロチオレート化されたLNA-アンチmiRは、9マーLNA-アンチmiR SEQ
 ID #3211である。しかし、その効率は、7マーおよび8マーLNA-アンチmiRよりも、明らか
に低い。
【０３３２】
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　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、24穴プレートに、1ウェルあた
り60,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、0.2μgのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.m
m2/psiCHECK2またはターゲット部位を持たない空psiCHECK2対照ベクターを、0.7μlのLip
ofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さ
まざまな濃度のLNA-アンチmiRもトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測
定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、100μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）を各ウェルに加えた後、その24ウェルプレートをオービタルシェーカー上に30分間
置いた。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心分離した
後、10μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定
を行なった。
【実施例１２】
【０３３３】
miRターゲット認識配列内で8マーLNA-アンチmiRにとって最適な位置の決定
　本発明者らの実験により、最も強力な完全にLNA修飾されたホスホロチオレート化LNA-
アンチmiRは、8ヌクレオチド長であることが示された。miRターゲット認識配列内で8マー
LNA-アンチmiRにとって最適な位置を評価するために、図11に示すように、成熟miR21-配
列の全体を覆う、4つの異なる完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiRを設計した。異な
るLNA-アンチmiRを、miR-21ルシフェラーゼレポーターコンストラクトと共に、HeLa細胞
に同時トランスフェクトした。ルシフェラーゼ測定を24時間後に行なった。
【０３３４】
　（結果）ルシフェラーゼレポーターによる測定で、miR-21の効率のよいサイレンシング
を媒介した唯一のLNA-アンチmiRは、miR-21のシード領域をターゲットとするSEQ ID #320
5だった。シードの3'端をカバーするように設計されたSEQ ID #3215（50％シードターゲ
ティング）には効果がなく、成熟miR-21の中央領域および3'端をそれぞれターゲットとす
るように配置された他の2つのLNA-アンチmiR、SEQ ID #3216またはSEQ ID #3217にも効果
はなかった。
【０３３５】
　（結論）miR-21の強力なサイレンシングを媒介する唯一の8マーLNA-アンチmiRは、miR-
21のシードをターゲットとするものである。
【０３３６】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、24穴プレートに、1ウェルあた
り60,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、0.2μgのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.m
m2/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクターを、0.7μlのLipofectamine2000（Invitrogen）
と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiR
もトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、100μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）を各ウェルに加えた後、その24穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置い
た。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心分離した後、1
0μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行
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なった。
【実施例１３】
【０３３７】
8マーSEQ ID #3205 LNA-アンチmiRを使った、Pdcd4-3'-UTR中のmiR-21ターゲット部位とm
iR-21との相互作用の実証
　腫瘍抑制因子タンパク質Pdcd4は、TPAが誘発する新生物トランスフォーメーション、腫
瘍の促進および進行を阻害する。Pdcd4は、異なる誘導因子に呼応して起こるアポトーシ
スに際して、アップレギュレートされることも示されている。さらにまた、肺がんおよび
結腸直腸がんにおけるPdcd4のダウンレギュレーションは、患者の予後不良とも関連づけ
られている。最近、AsanganiらとFrankelらは、Pdcd4-3'-UTRにはmiR-21用のターゲット
部位が保存されていること、および細胞にアンチmiR-21をトランスフェクトすることによ
り、Pdcd4タンパク質の増加が起こることを示した。そこで本発明者らは、前述のmiR-21
ターゲット部位を包含するPdcd4の3'UTR領域の313ntを保持しているルシフェラーゼレポ
ータープラスミドを構築し、それを、異なるLNA-アンチmiRと共に、HeLa細胞に同時トラ
ンスフェクトした。異なるLNA-アンチmiRとは、SEQ ID #3205（8マー、完全マッチ）また
はSEQ ID #3218（8マー、ミスマッチ）である。ルシフェラーゼ測定を24時間後に行なっ
た。
【０３３８】
　（結果）図12に示すように、Pdcd4 3'UTRルシフェラーゼレポーターおよびSEQ ID #320
5をトランスフェクトした細胞では、ルシフェラーゼ活性の増加が観察され、Pdcd4 3'UTR
とmiR-21の間の相互作用が示される。しかし、ミスマッチ化合物SEQ ID #3218を細胞にト
ランスフェクトしても、ルシフェラーゼ活性の変化は観察されなかった。この化合物はmi
R-21を拮抗しないので、これは、予想されることだった。8マーLNA-アンチmiRを、2つの
より長いデザインのLNA-アンチmiRと比較したところ、完全にLNA修飾されホスホロチオレ
ート化された短いLNA-アンチmiRの方が著しく強力であり、先のルシフェラーゼアッセイ
データが確認された。
【０３３９】
　（結論）これらのデータから、miR-21を拮抗するSEQ ID #3205は、Pdcd4 3'UTRとmiR-2
1の間の相互作用を調節することができると結論される。
【０３４０】
　（材料と方法）
　細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10
％ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM
培地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、24穴プレートに、1ウェルあた
り60,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、0.2μgのPdcd4-3'UTR/psiCHECK2または空psiCHEC
K2ベクターを、0.7μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従っ
てトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRオリゴヌクレオチドもトラン
スフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、100μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）を各ウェルに加えた後、その24穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置い
た。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心分離した後、1
0μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行
なった。
【実施例１４】
【０３４１】
マウスRAW細胞における、miR-155の拮抗に関する、8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）
と15マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3206）の比較
　短いLNA-アンチmiRを使用する本発明者らのアプローチを他のmiRNAのターゲティングに
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適合させることができるかどうかを調べるために、マイクロRNA-155に対する完全にLNA修
飾された8マーLNA-アンチmiRを設計した。miR-155用の完全マッチターゲット部位をレポ
ータープラスミドpsiCHECK2中のルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR内にクローニングし、それ
を、マウスRAWマクロファージ細胞株に、8マーまたは15マーのLNA-アンチmiRと共にトラ
ンスフェクトした。miR-155の内在性レベルはRAW細胞株では低いので、miR-155蓄積を誘
発するために、細胞を100ng/ml LPSで24時間処理した。24時間後に、ルシフェラーゼ解析
を行なった。
【０３４２】
　（結果）ルシフェラーゼ測定により、完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR SEQ ID
 #3207は、miR-155のターゲティングに関して、15マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3206と比
較して同様に有効であることが示された（図13）。どちらのLNA-アンチmiRも、0.25nMの
濃度で、miR-155ルシフェラーゼセンサーの＞50％抑制解除を示し、miR-155を用量依存的
に阻害した。
【０３４３】
　miRBaseマイクロRNA配列データベースの解析により、LNA-アンチmiR SEQ ID #3207のmi
R-155認識配列は、マイクロRNA-155にユニークであることが示された。しかし、LNA-アン
チmiRの長さを7ntに減らすと、miR-155だけに特異的なわけではなくなり、mdv1-miR-M4お
よびkshv-miR-K12-11もターゲットになる。
【０３４４】
　（結論）完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された8マーLNA-アンチmiRは、miR-1
55の拮抗に関して、混成LNA/DNAデザインの15マーLNA-アンチmiRと比較して同等に強力で
ある。したがって、短いLNA-アンチmiRを使用する本発明者らのアプローチは、他のmiRNA
のターゲティングに、容易に適合させることができる。
【０３４５】
　（材料と方法）
細胞株：マウスマクロファージRAW 264.7細胞株はATCCから購入した（TIB-71）。RAW細胞
は、10％ウシ胎仔血清、4mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地
で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
500,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、RAW 264.7細胞に、0.3μgのmiR-155完全マッチ/psiCHECK2または空
psiCHECK2ベクターを、10μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示
に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRもトランスフェクトし
た。miR-155蓄積を誘発するために、トランスフェクション複合体と共に4時間インキュベ
ートしてから、LPS（100ng/ml）をRAW細胞に加えた。さらに24時間の後、ルシフェラーゼ
測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、セルスクレーパーで収集した後、細胞を2
,500rpmで5分間遠心した。上清を捨て、50μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega）を
細胞ペレットに加えてから、細胞を氷上に30分間置いた。溶解した細胞を10,000rpmで30
分間遠心した後、20μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフ
ェラーゼ測定を行なった。
【実施例１５】
【０３４６】
短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）によるmiR-155拮抗作用に関する機能的読出しとして
のc/EBPβタンパク質レベルの評価
　短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）によるmiR-155拮抗作用に関する機能的読出しとし
て、新規miR-155ターゲットc/EBPβのタンパク質レベルを決定した。マウスマクロファー
ジRAW細胞株に、8マー（SEQ ID #3207）または15マー（SEQ ID #3206）のLNA-アンチmiR
を、プレ-miR-155の存在下または非存在下でトランスフェクトした。15マー用のミスマッ
チ対照として、miR-122をターゲットとするSEQ ID #4を使用し、8マー用には、miR-21を
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ターゲットとするSEQ ID #3205を使用した。これら2つの対照miRNAはc/EBPβ発現レベル
を調節しない。LPSを使ってmiR-155蓄積を誘発し、LPSで16時間処理した後に、細胞を収
集した。c/EBPβは3つのアイソフォームLIP、LAPおよびLAP*を持つ。それらをウェスタン
ブロット解析で検出し、同じメンブレンをローディングコントロールとしてのβ-チュー
ブリンで再プローブした。
【０３４７】
　（結果）図14に示すように、c/EBPβ LIPとβ-チューブリンについて、比を算出した。
15マーLNA-アンチmiRをトランスフェクトしたRAW細胞およびプレ-miR-155をトランスフェ
クトしなかったRAW細胞はすべて、miR-155の阻害がc/EBPβ LIPレベルを増加させるので
、等しいc/EBPβ LIP/β-チューブリン比を示した（図14、左パネル）。これに対し、RAW
細胞へのプレ-miR-155のトランスフェクションは、LNAで処理されていないまたはミスマ
ッチで処理されたRAW細胞から得たタンパク質抽出物を含むレーンに示されるように、c/E
BPβがmiR-155ターゲットであるとすれば予想されるとおり、c/EBPβ LIPレベルを低下さ
せた。しかし、miR-155に対するLNA-アンチmiRをトランスフェクトしたRAW細胞から得ら
れるタンパク質抽出物は、c/EBPβ LIPレベルの増加を示した。同じ実験を8マーLNA-アン
チmiR-155（SEQ ID #3207）でも行ったところ、図14（右パネル）に示すように、15マーL
NA-アンチmiR SEQ ID #3206の場合に匹敵する結果が得られた。
【０３４８】
　（結論）8マーまたは15マーのLNA-アンチmiRを使ったmiR-155の拮抗作用は、直接のタ
ーゲットc/EBPβの抑制解除をもたらす。
【０３４９】
　（材料と方法）
細胞株：マウスマクロファージRAW 264.7細胞株はATCCから購入した（TIB-71）。RAW細胞
は、10％ウシ胎仔血清、4mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地
で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
500,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、RAW 264.7細胞に、5nmolのプレ-miR-155（Ambion）および/または5
nM LNA-アンチmiRを、10μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に
従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRもトランスフェクトした
。miR-155蓄積を誘発するために、トランスフェクション複合体と共に4時間インキュベー
トしてから、LPS（100ng/ml）をRAW細胞に加えた。16時間後に、タンパク質抽出およびウ
ェスタンブロット解析のために、細胞を収集した。
ウェスタンブロット：細胞をPBSで洗浄し、トリプシン処理し、エッペンドルフチューブ
に移し、250μlの溶解バッファー（1×RIPA）を加えた。細胞溶解物を氷上に20分間置き
、10,000rpmで10分間遠心した。Coomassie Plusを使用し、製造者の指示に従って、タン
パク質濃度を測定し、80μgを4-12％BIS-TRISゲルにのせた。メンブレンを1:100濃度の一
次モノクローナルマウス抗体C/EBPβ（Santa Cruz）と共に4℃で終夜インキュベートした
。免疫活性バンドをECL Plus（Amersham）で可視化した。
【実施例１６】
【０３５０】
完全にLNA修飾された8マー（SEQ ID #3221）LNA-アンチmiRによるmiR-106bの拮抗作用
　短いLNA-アンチmiRを使用する本発明者らのアプローチを他のmiRNAのターゲティングに
適合させることができることを確認するために、マイクロRNA-106bに対する完全にLNA修
飾された8マーLNA-アンチmiRを設計した。miR-106b用の完全マッチターゲット部位を、ベ
クター（psiCHECK2）中のルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR内にクローニングし、それを、ヒ
ト子宮頸癌HeLa細胞株に、さまざまな濃度の短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3221）または1
5マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3228）と共にトランスフェクトした。ルシフェラーゼ測定
を24時間後に行なった。
【０３５１】
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　（結果）miR-106bに対する8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3221のトランスフェクション
は、1nM LNA-アンチmiRの濃度で完全に抑制解除されたルシフェラーゼレポーターの抑制
解除によって示されるように、miR-106bの用量依存的阻害をもたらした（図15）。匹敵す
る結果が、15マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3228を使って得られたことから、8マーLNA-ア
ンチmiRは15マーと同様に強力であることが証明された。
【０３５２】
　（結論）HeLa細胞におけるmiR-106bのターゲティングにより、8マーの完全にLNA修飾さ
れホスホロチオレート化されたLNA-アンチmiRは、15マーLNA/DNAミックスマーLNA-アンチ
miRと比較して、同等に強力であることが示される。
【０３５３】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96穴プレートに、1ウェルあた
り5,200個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、57ngのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.mm2
/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクターを、0.14μlのLipofectamine2000（Invitrogen）
と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiR
もトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、30μlの1×Passive Lysis Buffer（Prome
ga）を各ウェルに加えた後、その24穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置いた
。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心した後、ルシフ
ェラーゼ測定を製造者の指示（Promega）に従って行なった。
【実施例１７】
【０３５４】
完全にLNA修飾された8マー（SEQ ID #3222）LNA-アンチmiRによるmiR-19aの拮抗作用
　短いLNA-アンチmiRを使用する本発明者らのアプローチを他のmiRNAのターゲティングに
容易に適合させることができることをさらに確認するために、マイクロRNA-19aに対する
完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiRを設計した。miR-19a用の完全マッチターゲット
部位を、psiCHECK2ベクター中のルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR内にクローニングした。そ
のレポータープラスミドを、ヒト子宮頸癌HeLa細胞株に、miR-19aをターゲットとするさ
まざまな濃度の短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3222）または15マーLNA-アンチmiR（SEQ ID
 #3229）と共にトランスフェクトした。ルシフェラーゼ測定を24時間後に行なった。
【０３５５】
　（結果）図16に示すように、HeLaへの15マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3229のトランスフ
ェクションは、1nM LNA-アンチmiRの濃度における完全な抑制解除によって証明されるよ
うに、miR-19aを効率よく拮抗する。これに対し、8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3222のト
ランスフェクションは、0.5nM濃度で早くも効果的なmiR-19a拮抗作用をもたらし、この8
マーLNA-アンチmiRがHeLa細胞において15マーLNA-アンチmiRと少なくとも同等に強力であ
ることを示した。
【０３５６】
　（結論）HeLa細胞におけるmiR-19aのターゲティングにより、8マーの完全にLNA修飾さ
れホスホロチオレート化されたLNA-アンチmiRは、15マーのLNA/DNAミックスマーLNA-アン
チmiRと比較して少なくとも同等に強力であることが示される。
【０３５７】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
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トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96穴プレートに、1ウェルあた
り5,200個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、57ngのmiR-21完全マッチ/psiCHECK2、miR-21.mm2
/psiCHECK2または空psiCHECK2ベクターを、0.14μlのLipofectamine2000（Invitrogen）
と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiR
もトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、30μlの1×Passive Lysis Buffer（Prome
ga）を各ウェルに加えた後、その24穴プレートをオービタルシェーカー上に30分間置いた
。細胞を集め、エッペンドルフチューブに移し、10,000rpmで30分間遠心した後、ルシフ
ェラーゼ測定を製造者の指示（Promega）に従って行なった。
【実施例１８】
【０３５８】
完全にLNA置換された短いLNA-アンチmiRを用いるマイクロRNAファミリーのターゲティン
グ
　次に、本発明者らは、すべてのファミリーメンバーに共通するシード配列に相補的な単
一の短い7マーLNA-アンチmiRを使ってマイクロRNAファミリーをターゲットとすることが
可能かどうかを調べた（図17参照）。この実験では、結腸、膵臓、前立腺および胃の固形
腫瘍において過剰発現されるmiR-221およびmiR-222に的を絞った。miR-221とmiR-222は多
形性神経膠芽腫において最も著しくアップレギュレートされるマイクロRNAであることも
示されている。さらにまた、miR-221とmiR-222の過剰発現は、少なくとも一つには、腫瘍
抑制因子タンパク質p27をブロックすることにより、前立腺癌の成長と進行の一因にもな
りうる。それぞれmiR-221用およびmiR-222用である完全マッチターゲット部位を、どちら
もルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR内にクローニングして、2つのレポーターコンストラクト
を得た。次に、これらのコンストラクトを、別々に、または組み合わせて、前立腺癌細胞
株PC3にトランスフェクトした。miR-221とmiR-222の両方をターゲットとする7マーの他に
、miR-221（SEQ ID #3223）またはmiR-222（SEQ ID #3224）のどちらか一方をターゲット
とする15マーのLNA-アンチmiR（15マー）も、それぞれ別個に、または一緒に、同時トラ
ンスフェクトした（図18左参照）。
【０３５９】
（結果）図18に示すように、miR-221に対するLNA-アンチmiR SEQ ID #3223によるPC3細胞
のトランスフェクションは、1nMのLNA-アンチmiR濃度で、効率のよいmiR-221の阻害をも
たらした。miR-222用のルシフェラーゼレポータープラスミドを使った場合にも、そして
また、miR-221用とmiR-222用のルシフェラーゼレポーターを両方とも同時にPC3細胞に同
時トランスフェクトした場合にも、阻害効果が観察される。この阻害効果は、おそらく、
miR-221とmiR-222の間で共有されているシード配列によるものだろう。同様に、miR-222
に対するLNA-アンチmiR SEQ ID #3224によるPC3細胞のトランスフェクションは、miR-222
用ルシフェラーゼレポーターの完全な抑制解除によって示されるように、1nMのLNA-アン
チmiR濃度で、効率のよいmiR-222の阻害をもたらした。miR-222用のルシフェラーゼレポ
ータープラスミドを使った場合にも、そしてまた、miR-221用とmiR-222用のルシフェラー
ゼレポーターを両方とも同時にPC3細胞に同時トランスフェクトした場合にも、阻害効果
が観察される。それぞれmiR-221およびmiR-222に対するLNA-アンチmiR化合物であるSEQ I
D #3223とSEQ ID #3224を両方とも同時トランスフェクトすると（図18左参照）、PC3細胞
に別々にトランスフェクトした場合にも、同時トランスフェクトした場合にも、ルシフェ
ラーゼレポータープラスミドの完全な抑制解除によって示されるとおり、両miRNAの効果
的な阻害が起こった。興味深いことに、miR-221とmiR-222のシード配列をターゲットとす
る単一の完全にLNA修飾された7マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3225）をPC3細胞にトランス
フェクトすると、PC3細胞に別々にトランスフェクトした場合にも、同時トランスフェク
トした場合にも、ルシフェラーゼレポータープラスミドの完全な抑制解除によって示され
るとおり、miR-221およびmiR-222の効率のよい用量依存的拮抗作用がもたらされた。これ
は、単一の短いLNA置換LNA-アンチmiRが、シード配列を効果的にターゲットとし、それに
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よってマイクロRNAファミリー全体を同時に拮抗することができるということを証明して
いる。miRBaseマイクロRNA配列データベースの解析により、LNA-アンチmiR SEQ ID #3225
のmiR-221/222シード認識配列は両miRNAにユニークであることが示された。
【０３６０】
　（結論）本発明者らの結果は、マイクロRNAシード配列を効果的にターゲットとし、そ
れによってマイクロRNAファミリー全体を同時に拮抗することができる完全にLNA置換され
た短いLNA-アンチmiRオリゴヌクレオチドのデザインおよび合成を、LNAが可能にすること
を証明している。
【０３６１】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、12穴プレートに、1ウェルあた
り100,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トラン
スフェクションの日に、PC3細胞に、0.3μgのmiR-221用もしくはmiR-222用のルシフェラ
ーゼレポータープラスミド、または対照としてmiRNAターゲット部位を持たない空psiCHEC
K2ベクターを、1.2μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従っ
てトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、250μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）をウェルに加えた。プレートを振盪機上に30分間置いた後、細胞溶解物をエッペン
ドルフチューブに移した。細胞溶解物を2,500rpmで10分間遠心した後、20μlを96穴プレ
ートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行なった。
【実施例１９】
【０３６２】
7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによるmiR-221/222ファミリーの拮抗作用に関する機能
的読出しとしてのp27タンパク質レベルの評価
　先の研究（le Sageら 2007、Galardiら, 2007）により、miR-221とmiR-222は、細胞周
期調節に関与する腫瘍抑制因子遺伝子p27の発現を、転写後調節することが示されている
。これらの研究では、miR-221およびmiR-222のダウンレギュレーションが、p27の発現レ
ベルを増加させることが示された。そこで、7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによるmiR
-221/222ファミリーの拮抗作用に関する機能的読出しとして、本発明者らは、PC3細胞へ
のLNA-アンチmiR SEQ ID #3225のトランスフェクション後に、p27のタンパク質レベルを
決定し、8マーLNAミスマッチ対照と比較した。24時間後に、ウェスタンブロット解析のた
めに細胞を収集した（図19）。
【０３６３】
　（結果）図19に示すように、miR-221およびmiR-222中のシード配列をターゲットとする
7マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3225のトランスフェクションは、非トランスフェクトPC3細
胞またはLNAミスマッチ対照トランスフェクトPC3細胞と比較して、p27タンパク質レベル
の用量依存的増加をもたらした。これらの結果は、7マーLNA-アンチmiRが、miR-221/222
ファミリーを効果的に拮抗して、直接のターゲットp27の抑制解除をタンパク質レベルで
もたらすことができるということを明確に証明している。
【０３６４】
　（結論）miR-221/222ファミリー中のシード配列をターゲットとする完全にLNA修飾され
た7マーLNA-アンチmiRは、両方のmiRNAを効果的に拮抗して、直接のターゲットp27の抑制
解除をタンパク質レベルでもたらした。
【０３６５】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
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。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
250,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、PC3細胞に、さまざまな濃度のLNA-アンチmiRを、Lipofectamine 20
00と共にトランスフェクトした。24時間後に、タンパク質抽出およびウェスタンブロット
解析のために細胞を収集した。
ウェスタンブロット：細胞をPBSで洗浄し、トリプシン処理し、エッペンドルフチューブ
に移し、250μlの溶解バッファー（1×RIPA）を加えた。細胞溶解物を氷上に20分間置い
てから、10,000rpmで10分間遠心した。Coomassie Plusを使用し、製造者の指示に従って
、タンパク質濃度を測定し、100μgを4-12％BIS-TRISゲルにのせた。メンブレンを1：100
0希釈の一次モノクローナルマウス抗体p27（BD Biosciences）と共に4℃で終夜インキュ
ベートした。免疫活性バンドをECL Plus（Amersham）で可視化した。
【実施例２０】
【０３６６】
LNA-アンチmiRの二重鎖融解温度（Tm）
　表5に示すように、完全に修飾された短いLNA-アンチmiRの長さが増加するに連れて、Tm
値は増加する（表7のSEQ ID #3205、SEQ ID #3209～3214のTm値を参照）。最適な阻害効
果がmiR-21に対する8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3205によって達成されたのに対し、6マ
ーSEQ ID #3209の極めて低いTmは、おそらく、miR-21ターゲットの拮抗作用を媒介するに
は十分でないのだろう。一方、10マー（SEQ ID #3212）を上回る長さにするとTmは著しく
増加するが、それと同時に、ルシフェラーゼmiR-21レポーターを使って測定される阻害活
性も減少する。これはおそらく、完全に修飾された12マーおよび14マーのLNA-アンチmiR
は、ホモ二量体を形成する傾向が高いからだろう。mir-21認識配列の全体にわたる完全に
LNA修飾された8マーLNA-アンチmirのスライディングウインドウ（sliding window）を使
った実験により、miRNA機能にとっては、LNA-アンチmiRの十分なTm値に加えて、シード領
域が、したがってLNA-アンチmiRによってターゲットとされる最適な領域が、最も重要で
あることが、明確に証明される。
（表5）相補的RNAオリゴヌクレオチドに対して測定されたmiR-21 LNA-アンチmiRのTm値

【表５】

【０３６７】
　（結論）Tm値は、ルシフェラーゼレポーターを使って得られた実験データと共に、LNA-
アンチmiRによる強力な拮抗作用が、Tmに依存するだけでなく、マイクロRNA認識配列内で
のLNA-アンチmiRの位置決めにも依存することを示している。
【０３６８】
　（材料と方法）
Tm測定：オリゴヌクレオチド：miR-21 RNA二重鎖を500μlのRNaseフリーH2Oに希釈して3
μMにし、500μlの2×Tm-バッファー（200mM NaCl、0.2mM EDTA、20mM Na-リン酸、pH 7.
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0）と混合した。その溶液を95℃に3分間加熱してから、室温で30分間アニールさせた。二
重鎖融解温度（Tm）は、Peltier温度プログラマーPTP6を装備したLambda 40 UV/VIS分光
測光器で、PE Templabソフトウェア（Perkin Elmer）を使って測定した。260nmでの吸収
を記録しながら、温度を20℃から95℃まで昇温し、次に25℃まで降温させた。融解および
アニーリングの両方の一次導関数および極大を使って、二重鎖融解温度を評価した。
【実施例２１】
【０３６９】
ヒト肝細胞細胞株HepG2において、8マー（SEQ ID #3205）と15マー（SEQ ID #3204）のLN
A-アンチmiRを比較することによる、miR-21拮抗作用の評価
　本発明者らは、本願において、完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された8マーLN
A-アンチmiRが、ヒト子宮頸癌細胞株HeLa、ヒト乳癌細胞株MCF-7およびヒト前立腺がん細
胞株PC3において、miR-21を効果的に拮抗することを、先に示した。本発明者らは、この
スクリーニングアプローチを、ヒト肝細胞がん細胞株HepG2に拡張した。miR-21に対する8
マーLNA-アンチmiRオリゴヌクレオチドの効率を評価するために、成熟miR-21用の完全マ
ッチターゲット部位がウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR内にクローニングされ
たルシフェラーゼレポーターコンストラクトを作製した。miR-21阻害をモニターするため
に、HepG2細胞に、ルシフェラーゼコンストラクトを、さまざまな濃度のmiR-21アンタゴ
ニストSEQ ID #3205（8マー）ならびに特異性を比較するための8マーLNA-アンチmiRミス
マッチ（SEQ ID #3218）および力価を比較するための15マー（SEQ ID #3204）と共に、ト
ランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ活性を測定した。
【０３７０】
　（結果）ルシフェラーゼレポーター実験は、miR-21に対する15マーLNA-アンチmiR（SEQ
 ID #3204）によるルシフェラーゼmiR-21レポーター活性の用量依存的抑制解除を示した
。しかし、ルシフェラーゼレポーターの完全な抑制解除は、高濃度でさえ得られなかった
（図20）。対照的に、8マーの完全にLNA修飾されたLNA-アンチmiR（SEQ ID #3205）をト
ランスフェクトした細胞は、5nMで早くも、完全な抑制解除を見せて、15マーLNA-アンチm
iRと比較して著しく改善された力価を示した。8マー完全マッチと8マーミスマッチの特異
性を比較すると、ミスマッチLNA-アンチmiR（SEQ ID #3218）は、抑制解除を全く示さな
かったことから、miR-21に対するLNA-アンチmiR化合物の高い特異性が証明された。
【０３７１】
　（結論）8マー（SEQ ID #3205）は、miR-21のターゲティングに関して、15マーLNA-ア
ンチmiRよりも強力であり、SEQ ID #3205によるmiR-21の拮抗作用は特異的である。
【０３７２】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト肝細胞HepG2細胞株はECACCから購入した（#85011430）。HepG2細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培地で培養し
た。
トランスフェクション：6穴プレートに1ウェルあたり650,000個の細胞を播種し、リバー
ストランスフェクションを行なった。HepG2細胞に、0.6μgのmiR-21または空psiCHECK2ベ
クターを、2.55μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってト
ランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRもトランスフェクトした。24時間
後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、300μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）をウェルに加えた。プレートを振盪機上に30分間置いた後、細胞溶解物をエッペン
ドルフチューブに移した。細胞溶解物を2,500rpmで10分間遠心分離した後、50μlを96穴
プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行なった。
【実施例２２】
【０３７３】
ヒト肝細胞細胞株Huh-7における、8マーSEQ ID #3205 LNA-アンチmiRを使った、Pdcd4 3'
UTR中のmiR-21ターゲット部位とmiR-21との相互作用の実証



(69) JP 6035010 B2 2016.11.30

10

20

30

40

50

　腫瘍抑制因子タンパク質Pdcd4は腫瘍の促進および進行を阻害する。さらにまた、肺が
んおよび直腸結腸がんにおけるPdcd4のダウンレギュレーションは、患者の予後不良とも
関連づけられている。最近、Asanganiら（Oncogene 2007）およびFrankelら（J Biol Che
m 2008）は、Pdcd4 3'-UTRにはmiR-21用のターゲット部位が保存されていること、および
細胞にアンチmiR-21をトランスフェクトすることにより、Pdcd4タンパク質の増加が起こ
ることを示した。そこで本発明者らは、前述のmiR-21ターゲット部位を包含するPdcd4の3
'UTR領域の313ntを保持しているルシフェラーゼレポータープラスミドを構築し、それを
、異なるLNA-アンチmiRおよびプレ-miR-21（10nM）と共に、Huh-7細胞に同時トランスフ
ェクトした。異なるLNA-アンチmiRとは、SEQ ID #3205（8マー、完全マッチ）、SEQ ID #
3218（8マー、ミスマッチ）およびSEQ ID #3204（15マー、DNA/LNAミックスマー）である
。ルシフェラーゼ測定を24時間後に行なった。
【０３７４】
　（結果）図21に示すように、Pdcd4 3'UTRルシフェラーゼレポーターおよびSEQ ID #320
5をトランスフェクトした細胞では、ルシフェラーゼ活性の増加が観察されたことから、P
dcd4 3'UTRとmiR-21の間の相互作用が示される。しかし、ミスマッチ化合物SEQ ID #3218
を細胞にトランスフェクトしても、ルシフェラーゼ活性の変化は観察されなかった。この
化合物はmiR-21を拮抗しないので、これは予想されることだった。8マーLNA-アンチmiRを
15マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3204）と比較したところ、完全にLNA修飾されホスホロチ
オレート化された短いLNA-アンチmiRの方が著しく強力であり、先のデータが確認された
。
【０３７５】
　（材料と方法）
細胞株：ヒトヘパトーマ細胞株Huh-7は、R. Bartinschlager (ハイデルベルク大学分子ウ
イルス学科）から寄贈された。Huh-7細胞は、10％ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAA
および25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96ウェルプレートに、1ウェル
あたり11,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。
トランスフェクションの日に、Huh-7細胞に、20ngのPdcd4 3'UTR/psiCHECK2または空psiC
HECK2ベクターを、10nMプレ-miR-21（Ambion）および0.14μlのLipofectamine2000（Invi
trogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-ア
ンチmiRオリゴヌクレオチドもトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定
のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞を洗浄し、30μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega）
を各ウェルに加えた後、その96ウェルプレートをオービタルシェーカー上に置いた。30分
後に、Luciferase Assay Buffer II（Promega製のDual-Luciferase Reporter Assay Syst
em、カタログ番号E1910）に溶解した50μlのルシフェラーゼ基質を、溶解した細胞を含む
ウェルに加え、ルシフェラーゼ測定を製造者の指示（Promega）に従って行なった。
【実施例２３】
【０３７６】
8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3205）によるmiR-21拮抗作用の機能的読出しとしてのPdcd
4タンパク質レベルの評価
　さらに本発明者らは、HeLa細胞にSEQ ID #3205（完全マッチ）、SEQ ID #3218（ミスマ
ッチ）、SEQ ID #3219（スクランブル）をトランスフェクトし、24時間後のPdcd4タンパ
ク質レベルをウェスタンブロットで解析するということも行なった（図22）。図示するよ
うに、SEQ ID #3205が添加された細胞から得られるタンパク質抽出物では、SEQ ID #3205
によるmir-21の拮抗作用ゆえに、2つの対照LNAオリゴヌクレオチドとは対照的に、Pdcd4
タンパク質レベルが増加する。
【０３７７】
　（結論）8マー（SEQ ID #3205）を使ったmiR-21の拮抗作用は、miR-21の直接ターゲッ
トPdcd4拮抗作用の抑制解除につながる。
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【０３７８】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト子宮頸癌細胞株HeLaはECACCから購入した（#93021013）。HeLa細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培
地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
200,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、HeLa細胞に、5nMのLNAオリゴヌクレオチドおよび2.5μg/mlのL
ipofectamine2000（Invitrogen）を、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。24時
間後に、ウェスタンブロット解析のために細胞を収集した。
ウェスタンブロット：細胞をPBSで洗浄し、トリプシン処理し、エッペンドルフチューブ
に移し、50μlの溶解バッファー（1×RIPA）を加えた。細胞溶解物を氷上に20分間置き、
10,000rpmで10分間遠心した。等量（15μlの細胞溶解物）を4-12％BIS-TRISゲルにのせた
。iBlot（Invitrogen）を使用し、製造者の指示に従って、タンパク質をニトロセルロー
スメンブレンに転写した。そのメンブレンを、1：2000濃度の一次アフィニティー精製ウ
サギ血清抗体Pdcd4（Rockland）と共に、4℃で終夜インキュベートした。対照として、抗
β-チューブリン抗体（Thermo Scientific）を1：5000希釈で使用した。免疫活性バンド
をECL Plus（Amersham）で可視化した。
【実施例２４】
【０３７９】
8マー完全マッチLNA-アンチmiR SEQ ID #3205およびLNAミスマッチ対照SEQ ID #3218の潜
在的肝毒性の評価
　各化合物を、雌NMRIマウスに、25mg/kg、5mg/kgおよび1mg/kgの用量で、1日おきに2週
間注射した。動物を屠殺し、ALTおよびAST分析のために、血清を全身から集めた。図23に
示すように、ALTおよびASTレベルは、食塩水またはSEQ ID #3218（ミスマッチ対照）と比
較して、SEQ ID #3205では、上昇しなかった。ただし1匹のマウスは、血漿と比較して6～
8倍高レベルのALTおよびASTを含有する赤血球が血清試料に混入したため、増加したレベ
ル（赤色で示す）を示した。5mg/kgおよび1mg/kgを投与されたマウスも、ALTおよびASTレ
ベルについて分析され、食塩水処置対照動物との比較で変化を示さなかった（データ未掲
載）。
【０３８０】
　（材料と方法）
実験計画：
【表６】

屠殺：動物は頸椎脱臼によって屠殺した。
ALT/AST用の血清試料採取：動物を70％CO2-30％O2で麻酔してから、後眼窩静脈洞（retro
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 orbital sinus）血を集めた。血液はS-monovette Serum-Gelバイアルに集めた。血清試
料を個々のマウスから収集し、保存した。血液試料は室温で2時間保存した後、3000rpm、
室温で10分間遠心分離した。血清画分を湿った氷（wet ice）上のエッペンドルフチュー
ブ中に収集した。
ALTおよびAST測定：ALTおよびAST測定は、96穴プレートで、ABX Pentra製のALT試薬およ
びAST試薬（A11A01627-ALT、A11A01629-AST）を使って、製造者の指示に従って行なった
。簡単に述べると、血清試料をH2Oで2.5倍に希釈し、各試料を二重にアッセイした。50μ
lの希釈試料または標準（ABX Pentraのmultical-A11A01652）を各ウェルに加えた後、200
μlの37℃ASTまたはALT試薬ミックスを各ウェルに加えた。速度論的測定を、340nm、37℃
において、30秒間隔で5分間行なった。
【実施例２５】
【０３８１】
短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）によるmiR-155拮抗作用に関する機能的読出しとして
のPU.1タンパク質レベルの評価
　本発明者らは、miR-155を拮抗する8マー（SEQ ID #3207）が、マウスマクロファージRA
W細胞において、miR-155ターゲットc/EBPベータの抑制解除をもたらすことを、先に示し
た。SEQ ID #3207の力価をさらに実証するために、もう一つのmiR-155ターゲットPU.1の
タンパク質レベルを決定した。短いLNA-アンチmiR（SEQ ID #3207）によるmiR-155拮抗作
用に関する機能的読出しとして、ウェスタンブロットを行なった。拮抗作用は、8マー（S
EQ ID #3207）完全マッチまたは8マー対照LNAのどちらか一方を、プレ-miR-155の存在下
または非存在下でトランスフェクトしたヒト単球THP-1細胞株で実証した。LPSを使ってmi
R-155蓄積を誘発し、24時間後に細胞を収集した。
【０３８２】
　（結果）プレ-miR-155をトランスフェクトしたTHP-1細胞はPU.1レベルの低下を示す（
図24）。完全にLNA修飾されホスホロチオレート化されたSEQ ID #3207を細胞にトランス
フェクトすると、miR-155が効果的に拮抗され、PU.1タンパク質のレベルは変化しないこ
とになる。これと比較して、細胞に8マーLNA対照をトランスフェクトすると、PU.1レベル
が低下したことから、SEQ ID #3207 LNA-アンチmiRによるmiR-155の拮抗作用は特異的で
あることが示された。
【０３８３】
　（結論）8マーを使ったmiR-155の拮抗作用は、ヒトTHP-1細胞において、直接のターゲ
ットPU.1の抑制解除をもたらす。
【０３８４】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト単球THP-1細胞株はECACCから購入した（#88081201）。THP-1細胞は、10％ウ
シ胎仔血清を補足したL-グルタミン含有RPMIで培養した。
トランスフェクション：前日に、12穴プレートに、1ウェルあたり200,000個の細胞を播種
した。トランスフェクションの日に、THP-1細胞に、5nmolのプレ-miR-155（Ambion）およ
び/または5nMのLNA-アンチmiRを、Lipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指
示に従ってトランスフェクトした。トランスフェクション複合体と共に4時間インキュベ
ートしてから、LPS（100ng/ml）を細胞に加えた。24時間後に、タンパク質抽出およびウ
ェスタンブロット解析のために細胞を収集した。
ウェスタンブロット：細胞をPBSで洗浄し、トリプシン処理し、エッペンドルフチューブ
に移し、50μlの溶解バッファー（1×RIPA）を加えた。細胞溶解物を氷上に20分間置き、
10,000rpmで10分間遠心した。等量（15μlの細胞溶解物）を4-12％BIS-TRISゲルにのせた
。iBlot（Invitrogen）を使用し、製造者の指示に従って、タンパク質をニトロセルロー
スメンブレンに転写した。メンブレンを1：2000濃度のウサギモノクローナルPU.1抗体（C
ell Signaling）と共に4℃で終夜インキュベートした。イコールローディングコントロー
ルとして、チューブリン（Thermo Scientific）を1：5000希釈で使用した。免疫活性バン
ドをECL Plus（Amersham）で可視化した。



(72) JP 6035010 B2 2016.11.30

10

20

30

40

50

【実施例２６】
【０３８５】
7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによるmiR-221/222ファミリーの拮抗作用に関する機能
的読出しとしてのp27タンパク質レベルの評価
　先の研究（le Sageら 2007、Galardiら, 2007）により、miR-221とmiR-222は、細胞周
期調節に関与する腫瘍抑制因子遺伝子p27の発現を、転写後調節することが示されている
。これらの研究では、miR-221およびmiR-222のダウンレギュレーションが、p27の発現レ
ベルを増加させることが示された。そこで、7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによるmiR
-221/222ファミリーの拮抗作用に関する機能的読出しとして、本発明者らは、PC3細胞へ
のLNA-アンチmiR SEQ ID #3225のトランスフェクション後に、p27のタンパク質レベルを
決定した。
【０３８６】
　（結果）図25に示すように、miR-221およびmiR-222のシード配列をターゲットとする7
マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3225のトランスフェクションは、非トランスフェクトPC3細
胞または本発明者らのLNAスクランブル対照トランスフェクトPC3細胞と比較して、p27タ
ンパク質レベルの用量依存的増加をもたらした。これらの結果は、7マーLNA-アンチmiRが
、miR-221/222ファミリーを効果的に拮抗して、わずか5nMの濃度で直接のターゲットp27
の抑制解除をタンパク質レベルでもたらすことができるということを明確に証明している
。
【０３８７】
　（結論）miR-221/222ファミリー中のシード配列をターゲットとする完全にLNA修飾され
た7マーLNA-アンチmiRは、5nMで、両方のmiRNAを効果的に拮抗して、直接のターゲットp2
7の抑制解除をタンパク質レベルでもたらすことができる。
【０３８８】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
250,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、PC3細胞に、さまざまな濃度のLNA-オリゴヌクレオチド（図25参照
）をLipofectamine2000と共にトランスフェクトした。24時間後に、タンパク質抽出およ
びウェスタンブロット解析のために、細胞を収集した。
ウェスタンブロット：細胞をPBSで洗浄し、トリプシン処理し、エッペンドルフチューブ
に移し、50μlの溶解バッファー（1×RIPA）を加えた。細胞溶解物を氷上に20分間置いて
から、10,000rpmで10分間遠心した。等量（15μlの細胞溶解物）を4-12％BIS-TRISゲルに
のせた。iBlot（Invitrogen）を使用し、製造者の指示に従って、タンパク質をニトロセ
ルロースメンブレンに転写した。メンブレンを1：1000希釈の一次モノクローナルマウス
抗体p27（BD Biosciences）と共に4℃で終夜インキュベートした。ローディングコントロ
ールとして、チューブリン（Thermo Scientific）を1：5000希釈で使用した。免疫活性バ
ンドをECL Plus（Amersham）で可視化した。
【実施例２７】
【０３８９】
7マーSEQ ID #3225 LNA-アンチmiRによるmiR-221/222のノックダウンはPC3細胞のコロニ
ー形成を減少させる
　細胞トランスフォーメーションの特徴は、半固形培地で足場非依存的に成長するという
腫瘍細胞の能力である。そこで本発明者らは、がんに関連する表現型アッセイである軟寒
天アッセイで腫瘍細胞の減少が測定されることから、このアッセイを行なった。本発明者
らは、SEQ ID #3225（完全マッチ）およびSEQ ID #3231（スクランブル）をPC3細胞にト
ランスフェクトし、24時間後に、細胞を軟寒天にプレーティングした。12日後にコロニー
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を計数した。SEQ ID #3225によるmiR-221およびmiR-222の阻害は、スクランブル対照LNA-
アンチmiRと比較して、軟寒天中で成長するコロニーの量を減少させる（これは腫瘍細胞
の減少を示す）ことができるということを、図26に示す。
【０３９０】
　（結論）miR-221/222ファミリーをターゲットとする7マー（SEQ ID #3225）は、軟寒天
におけるコロニーの数を減少させ、それは、PC3細胞の増殖停止を示す。
【０３９１】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
250,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、PC3細胞に25nMの異なるLNAオリゴヌクレオチドをLipofectamine 20
00と共にトランスフェクトした。
軟寒天におけるクローン増殖：0.5％寒天を含有する基層上の0.35％寒天に2.5×103個のP
C3細胞を播種した。トランスフェクションの24時間後に細胞をプレーティングした。プレ
ートを湿潤培養器中、37℃、5％CO2で12日間インキュベートし、0.005％クリスタルバイ
オレットで1時間染色した後、細胞を計数した。アッセイは3重に行なった。
【実施例２８】
【０３９２】
let-7a前駆体miRNAおよびルシフェラーゼセンサーアッセイをトランスフェクトしたHuh-7
細胞における6～9マーのLNA-アンチmiRによるlet-7拮抗作用の評価
　miRNAのlet-7ファミリーのターゲティングおよび拮抗に関して、完全にLNA修飾された6
～9マーのオリゴヌクレオチドの効率を評価するために、HMGA2 3'UTRのおよそ800bpを含
有するルシフェラーゼセンサーコンストラクトを作製した。ベクターにクローニングされ
た配列は、Mayrら（Science, 2007）ならびにLeeおよびDutta（Genes Dev, 2007）が先に
証明したとおり、7つの機能的let-7結合部位のうちの4つ（部位2～5）を含有する。let-7
阻害をモニターするために、肝細胞癌細胞株Huh-7（内在性let-7のレベルは低～非存在）
に、ルシフェラーゼセンサーコンストラクト、let-7a前駆体miRNA、および増加する一連
の濃度の6～9マーlet-7アンタゴニスト（SEQ ID #3232、-3233、-3227、-3234、-3235；
図27参照）をトランスフェクトした。6～9マーLNA-アンチmiRを、陽性対照としての、let
-7aに対する15マーであるSEQ ID #3226と比較した。24時間後に、ルシフェラーゼ活性を
測定した。
【０３９３】
　（結果）図28に示すように、完全にLNA修飾された8マーおよび9マーのLNA-アンチmiR（
SEQ ID #3227、SEQ ID #3234、およびSEQ ID #3235）は、このルシフェラーゼアッセイに
おけるlet-7ターゲットの抑制解除に関して、陽性対照15マーSEQ ID #3226と同様の力価
を示す。これらの極めて強力な化合物では、完全なターゲット抑制解除が、1～5nMで早く
も達成されるのに対し、7マーのSEQ ID #3233は、同じ効果を生み出すのにわずかに高い
濃度（10nM）で存在する必要がある。しかし、6マーのSEQ ID #3232は、50nMという高濃
度でさえ、効果を示さない。7～9マーおよび15マーのLNA-アンチmiRによるルシフェラー
ゼ活性の抑制解除は用量依存的であり、わずかに力価の低いSEQ ID #3233の場合は、それ
が特に明確である。
【０３９４】
　（結論）結論として、8～9マーのLNA-アンチmiR（SEQ ID #3227、SEQ ID #3234、およ
びSEQ ID #3235）は、インビトロでのlet-7a阻害に関し、let-7aをターゲットとする15マ
ーLNA-アンチmiR SEQ ID #3226と比較して、同等なアンタゴニスト力価を示す。強力な効
果が、わずかに高濃度においてではあるが、7マーSEQ ID #3233でも見られたのに対し、6
マーは試験した濃度では効果を持たない。
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【０３９５】
　（材料と方法）
細胞株：肝細胞癌細胞株Huh-7は、R. Bartinschlager（ハイデルベルク大学分子ウイルス
学科）から寄贈された。Huh-7細胞は、10％ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび
25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96穴プレートに、1ウェルあた
り8,000個の細胞を播種して、翌日には60～80％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、各ウェル中のHuh-7細胞に、20ngのHMGA2 3'UTR/psiCHECK2プラ
スミド、let-7a前駆体miRNA（Dharmacon；最終濃度10nM）、LNA-アンチmiR SEQ ID #3232
、-3233、-3227、-3234、-3235、-3226；最終濃度0～50nM）を、0.17μlのLipofectamine
2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。24時間後に、
ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：成長培地を捨て、30μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega
）を各ウェルに加えた。オービタルシェーカー上で15～30分インキュベートした後、ウミ
シイタケおよびホタルルシフェラーゼ測定を、製造者の指示（Promega）に従って行なっ
た。
【実施例２９】
【０３９６】
ルシフェラーゼセンサーアッセイをトランスフェクトしたHuh-7細胞における8マーおよび
15マーのLNA-アンチmiRによる全let-7ファミリー拮抗作用の評価
　miRNAの全let-7ファミリーの拮抗に関して、完全にLNA修飾された8マーオリゴヌクレオ
チドの効率を評価するために、先の実施例で述べたものと同じルシフェラーゼセンサーコ
ンストラクトを使用した。ここでも、Huh-7細胞（内在性let-7のレベルは低～非存在）に
、センサーコンストラクト、ファミリーを代表するlet-7a、let-7d、let-7e、またはlet-
7i前駆体の一つ、および増加する一連の濃度のアンタゴニストSEQ ID #3227をトランスフ
ェクトした。8マーLNA-アンチmiRを、強力な陽性対照としての、let-7aに対する15マーで
あるSEQ ID #3226と比較した。24時間後に、ルシフェラーゼ活性を測定した。
【０３９７】
　（結果）図29に示すように、完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3227
）は、ルシフェラーゼセンサーアッセイにおけるさまざまなlet-7ターゲットの抑制解除
に関して、陽性対照15マーSEQ ID #3226と同様の力価を示す。8マーでは、ほぼ完全なタ
ーゲット抑制解除が、0.5～1nMで早くも達成される。ただし、let-7eプレmiR（図29C）は
例外であって、この場合は、SEQ ID #3227の8つのヌクレオチドのうちの7つがターゲット
にハイブリダイズする。しかし、この場合は末端ミスマッチが存在するにもかかわらず、
SEQ ID #3227は、5nMで完全なターゲット抑制解除をもたらす。陽性対照15マーは、すべ
ての前駆体の強力な拮抗作用を示し、0.5nMでほぼ完全な抑制解除をもたらす。8マーおよ
び15マーのLNA-アンチmiRによるルシフェラーゼ活性の抑制解除は、4つのパネル（図29A
～D）のすべてで認められるとおり、明確に用量依存的である。
【０３９８】
　（結論）結論として、8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3227）は、4つの代表的let-7ファ
ミリーメンバーに対して、したがっておそらくはファミリー全体に対して、インビトロで
強力なアンタゴニストである。15マーの陽性対照アンタゴニストであるSEQ ID #3226と比
較して、8マーは、4つのターゲットのうち3つに関して、同等に強力であり、残る1つのle
t-7eについては、力価がわずかに低かったが、これは、この場合における末端ミスマッチ
によって説明される。
【０３９９】
　（材料と方法）
細胞株：肝細胞癌細胞株Huh-7は、R. Bartinschlager (ハイデルベルク大学分子ウイルス
学科）から寄贈された。Huh-7細胞は、10％ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび
25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した。
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トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96穴プレートに、1ウェルあた
り8,000個の細胞を播種して、翌日には60～80％コンフルエントになるようにした。トラ
ンスフェクションの日に、各ウェル中のHuh-7細胞に、20ngのHMGA2 3'UTR/psiCHECK2プラ
スミド、let-7a、-7d、-7e、または-7i前駆体miRNA（Dharmacon；最終濃度10nM）、およ
びLNA-アンチmiR（SEQ ID #3227およびSEQ ID #3226；最終濃度0～50nM）を、0.17μlのL
ipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。
24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：成長培地を捨て、30μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega
）を各ウェルに加えた。オービタルシェーカー上で15～30分インキュベートした後、ウミ
シイタケおよびホタルルシフェラーゼ測定を、製造者の指示（Promega）に従って行なっ
た。
【実施例３０】
【０４００】
ルシフェラーゼセンサーアッセイをトランスフェクトしたHeLa細胞における、8マーLNA-
アンチmiR SEQ ID #3227による、内在性let-7拮抗作用の評価
　内在性let-7のターゲティングおよび拮抗に関する、完全にLNA修飾された8マーオリゴ
ヌクレオチドの効率を決定するために、先の2つの実施例で述べたものと同じルシフェラ
ーゼセンサーコンストラクトを、SEQ ID #3227と共に、子宮頸がん細胞株HeLa（これは、
Q-PCRで決定すると、中～高レベルのlet-7を発現させている；データ未掲載）にトランス
フェクトした。空psiCHECK-2ベクターを陰性対照として含めた。
【０４０１】
　（結果）図30に示すように、完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR SEQ ID #3227は
、内在性let-7の強力な拮抗作用を示し、5～10nMの濃度で完全なターゲット抑制解除をも
たらす。ルシフェラーゼ活性の抑制解除は用量依存的であり、1nM付近で始まり、約10nM
でプラトーに達する。
【０４０２】
　（結論）結論として、8マーLNA-アンチmiR（SEQ ID #3227）は、インビトロで内在性le
t-7に対しても強力なアンタゴニストであり、したがってmiRNAファミリー全体を、短い完
全にLNA修飾されたアンタゴニストでうまくターゲティングすることができるという決定
的証拠になる。
【０４０３】
　（材料と方法）
細胞株：子宮頸がん細胞株HeLaはATCCから購入した（#CCL-2（商標））。HeLa細胞は10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、1×NEAAおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したイーグ
ルMEM培地で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、96穴プレートに1ウェルあたり8
,000個の細胞を播種して、翌日には50～70％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、各ウェル中のHeLa細胞に、20ngのHMGA2 3'UTR/psiCHECK2プラスミ
ドまたはpsiCHECK-2（空ベクター）、およびLNA-アンチmiR SEQ ID #3227（最終濃度0～5
0nM）を、0.17μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共に、製造者の指示に従って同
時トランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：成長培地を捨て、30μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega
）を各ウェルに加えた。オービタルシェーカー上で15～30分インキュベートした後、ウミ
シイタケおよびホタルルシフェラーゼ測定を、製造者の指示（Promega）に従って行なっ
た。
【実施例３１】
【０４０４】
ヒト大腸癌細胞株HCT116における、8マーLNA-アンチmiR-21（#3205）と8マー（#3219）ス
クランブル対照LNAによる、miR-21拮抗作用の評価
　本発明者らは、本願において、完全にLNA修飾されホスホロチオレート化された8マーLN
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A-アンチmiRがヒト子宮頸癌細胞株HeLa、ヒト乳癌細胞株MCF-7、ヒト前立腺がん細胞株PC
3およびヒト肝細胞癌HepG2細胞株において、miR-21を効果的に拮抗することを、先に示し
た。本発明者らは、このスクリーニングアプローチをヒト大腸癌細胞株HCT116に拡張した
。miR-21に対する8マーLNA-アンチmiRオリゴヌクレオチドの効率を評価するために、成熟
miR-21用の完全マッチターゲット部位がウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR中に
クローニングされたルシフェラーゼレポーターコンストラクトを作製した。miR-21阻害を
モニターするために、HCT116細胞に、そのルシフェラーゼコンストラクトを、miR-21アン
タゴニスト#3205（8マー）および特異性を比較するための8マーLNAスクランブル対照（#3
219）と共にトランスフェクトした。24時間後にルシフェラーゼ活性を測定した。
【０４０５】
　（結果）ルシフェラーゼレポーター実験は、miR-21に対する8マーLNA-アンチmiR（#320
5）によるルシフェラーゼmiR-21レポーター活性の用量依存的な抑制解除を示し、5nMで完
全な抑制解除が得られた（図31）。8マー完全マッチと8マースクランブル対照の特異性を
比較すると、スクランブル対照LNA-アンチmiR（#3219）は抑制解除を全く示さなかったこ
とから、miR-21に対するLNA-アンチmiR化合物の高い特異性が証明された。
【０４０６】
　（結論）8マー（#3205）はmiR-21のターゲティングに関して強力であり、#3205によるm
iR-21の拮抗作用は特異的である。
【０４０７】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト大腸癌HCT116細胞株はATCCから購入した（CCL-247）。HCT116細胞は、10％
ウシ胎仔血清および25μg/mlゲンタマイシンを補足したRPMI培地で培養した。
トランスフェクション：12穴プレートに、1ウェルあたり110,000個の細胞を播種し、トラ
ンスフェクションを行なった。HCT116細胞に、0.3μgのmiR-21ルシフェラーゼセンサープ
ラスミドまたは空psiCHECK2ベクターを、1.2μlのLipofectamine2000（Invitrogen）と共
に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRおよ
び対照オリゴヌクレオチドもトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラーゼ測定の
ために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、250μlの1×Passive Lysis Buffer（Prom
ega）をウェルに加えた。プレートを振盪機上に30分間置いた後、細胞溶解物をエッペン
ドルフチューブに移した。細胞溶解物を2,500rpmで10分間遠心分離した後、50μlを96穴
プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフェラーゼ測定を行なった。
【実施例３２】
【０４０８】
8マー#3205 LNA-アンチmiRによるmiR-21のノックダウンはPC3細胞のコロニー形成を減少
させる
　細胞トランスフォーメーションの特徴は、半固形培地で足場非依存的に成長するという
腫瘍細胞の能力である。そこで本発明者らは、がんに関連する表現型アッセイである軟寒
天アッセイで腫瘍細胞の減少が測定されることから、このアッセイを行なった。本発明者
らは、#3205（完全マッチLNA-アンチmiR-21）および#3219（LNAスクランブル対照）をPC3
細胞にトランスフェクトし、24時間後に、細胞を軟寒天にプレーティングした。12日後に
コロニーを計数した。#3205によるmiR-21の阻害は、スクランブル対照LNA処理対照または
無処理対照（トランスフェクトはするが、LNAを添加しないもの）と比較して、軟寒天中
で成長するコロニーの量を減少させる（これは腫瘍細胞の減少を示す）ことができるとい
うことを、図32に示す。
【０４０９】
　（結論）miR-21ファミリーをターゲットとする8マー（#3205）は、軟寒天におけるコロ
ニーの数を減少させ、それは、PC3細胞の増殖停止を示す。
【０４１０】
　（材料と方法）



(77) JP 6035010 B2 2016.11.30

10

20

30

40

50

細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
250,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、PC3細胞に、25nMの異なるLNAオリゴヌクレオチドをLipofectamine 
2000と共にトランスフェクトした。
軟寒天におけるクローン増殖：0.5％寒天を含有する基層上の0.35％寒天に2.5×103個のP
C3細胞を播種した。トランスフェクションの24時間後に細胞をプレーティングした。プレ
ートを湿潤培養器中、37℃、5％CO2で12日間インキュベートし、0.005％クリスタルバイ
オレットで1時間染色した後、細胞を計数した。アッセイは3重に行なった。
【実施例３３】
【０４１１】
8マー#3205 LNA-アンチmiRによるmiR-21のサイレンシングはHepG2細胞のコロニー形成を
減少させる
　ヒト肝細胞癌細胞株HepG2ではmiR-21が過剰発現される。これらの細胞では#3205を使っ
てmiR-21センサープラスミドのルシフェラーゼ活性を調節できることを、本発明者らは先
に示した。HepG2細胞に#3205および#3219（スクランブル8マー）をトランスフェクトし、
24時間後に軟寒天中にプレーティングした。17日後に顕微鏡でコロニーを計数した。
【０４１２】
　（結果）#3205によるmiR-21の阻害は、軟寒天中で成長するコロニーの量を減少させる
（これは増殖停止が起こったことを示す）ことができるということを、図33に示す。また
、本発明者らのスクランブル8マー対照#3219はコロニーの数に有意な効果を持たなかった
。
【０４１３】
　（結論）miR-21をターゲットとする8マー（#3205）は、軟寒天におけるコロニーの数を
減少させ、それは、HepG2細胞の増殖停止を示す。
【０４１４】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト肝細胞HepG2細胞株はECACCから購入した（#85011430）。HepG2細胞は、10％
ウシ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したEMEM培地で培養し
た。
トランスフェクション：6穴プレートに1ウェルあたり650,000個の細胞を播種し、リバー
ストランスフェクションを行なった。HepG2細胞に、0.6μgのmiR-21ルシフェラーゼセン
サープラスミドまたは空psiCHECK2ベクターを、2.55μlのLipofectamine2000（Invitroge
n）と一緒に、製造者の指示に従ってトランスフェクトした。LNA-アンチmiRおよび対照オ
リゴヌクレオチドもさまざまな濃度でトランスフェクトした。24時間後に、ルシフェラー
ゼ測定のために細胞を収集した。
軟寒天におけるクローン増殖：0.5％寒天を含有する基層上の0.35％寒天に2.0×103個のH
epG2細胞を播種した。トランスフェクションの24時間後に細胞をプレーティングした。プ
レートを湿潤培養器中、37℃、5％CO2で17日間インキュベートし、0.005％クリスタルバ
イオレットで1時間染色した後、細胞を計数した。アッセイは3重に行なった。
【実施例３４】
【０４１５】
8マー#3205 LNA-アンチmiRによるmiR-21のサイレンシングは、PC3細胞において、細胞移
動を阻害する
　細胞移動は、創傷治癒アッセイ（＝引っ掻き傷アッセイ）を行なうことによってモニタ
ーすることができる。このアッセイでは、「引っ掻き傷」を細胞単層に作り、画像を最初
にキャプチャすると共に、細胞移動中も定期的にキャプチャする。画像を比較することに
より、細胞の移動速度を定量化することができる。これをヒト前立腺がん細胞株PC3で行
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なった。細胞を播種し、3日目に、細胞にトランスフェクトし、翌日、100％コンフルエン
トに達したら、引っ掻き傷（＝創傷）を作った。引っ掻き傷を作ったら、初期の創傷を記
録するために写真撮影をした。その後、異なる時点において、フリーソフトウェアプログ
ラムImage Jで、創傷閉鎖の面積を測定した。図34Aに示すように、PC3細胞は、25nMの#32
05（完全マッチ、miR-21）、または対照#3219で処理されていたか、トランスフェクトさ
れていなかった。24時間後に写真を撮影し、各時点における創傷閉鎖に関して、面積を計
算した。非トランスフェクト細胞および対照#3219の場合、miR-21に対する本発明者らのL
NA-アンチmiR、#3205と比較して、創傷閉鎖が速かったことから、#3205はmiR-21を阻害し
、細胞の移動を妨げることが示された（図34B）。
【０４１６】
　（結論）miR-21をターゲットとする8マー（#3205）は、非トランスフェクト細胞および
対照トランスフェクト細胞と比較して、PC3細胞の細胞移動を阻害する。
【０４１７】
　（材料と方法）
細胞株：ヒト前立腺癌PC3細胞株はECACCから購入した（#90112714）。PC3細胞は、10％ウ
シ胎仔血清、2mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地で培養した
。
引っ掻き傷アッセイ：トランスフェクションの3日前に、6穴プレートに、1ウェルあたり1
50,000個の細胞を播種して、翌日には100％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの24時間後に、細胞単層に200μlチップで引っ掻き傷を作った。0時間時点
および24時間後に、顕微鏡に接続したデジタルカメラを使って、写真を撮影した。ソフト
ウェアプログラムImage Jを使って創傷閉鎖を決定した。
【実施例３５】
【０４１８】
miR-155を拮抗する完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRの長さ評価
　本発明者らは、先に、miR-21について、完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRに関する長
さ評価を示し、最も強力なLNA-アンチmiRが7nt、8ntまたは9nt長であることを示した。同
じ実験をmiR-155で繰り返した。miR-155用の完全マッチターゲット部位を、レポータープ
ラスミドpsiCHECK2中のルシフェラーゼ遺伝子の3'UTR内にクローニングし、それを、マウ
スRAWマクロファージ細胞株に、異なる長さの完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRと一緒
にトランスフェクトした。RAW細胞株ではmiR-155の内在性レベルが低いので、miR-155蓄
積を誘発するために、細胞を100ng/ml LPSで24時間処理した。24時間後に、ルシフェラー
ゼ解析を行なった。
【０４１９】
　（結果）図35に示すように、最も強力なLNA-アンチmiRは#3207（8nt）および#3241（9n
t）であり、わずか0.25nMのLNA濃度で、ほぼ80％の抑制解除に達する。6マー（#3244）は
有意な抑制解除を示さない。長さを12マー～14マー（#3242および#3243）に増加させると
、miR-155レポーターの抑制解除の効率が下がることによって示されるとおり、力価が減
少した。
【０４２０】
　（結論）miR-155をターゲットとする最も強力な完全にLNA置換されたLNA-アンチmiRは8
マーおよび9マー（#3207および#3241）だった。
【０４２１】
　（材料と方法）
細胞株：マウスマクロファージRAW 264.7細胞株はATCCから購入した（TIB-71）。RAW細胞
は、10％ウシ胎仔血清、4mM Glutamaxおよび25μg/mlゲンタマイシンを補足したDMEM培地
で培養した。
トランスフェクション：トランスフェクションの前日に、6穴プレートに、1ウェルあたり
500,000個の細胞を播種して、翌日には50％コンフルエントになるようにした。トランス
フェクションの日に、RAW 264.7細胞に、0.3μgのmiR-155完全マッチ/psiCHECK2または空
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に従ってトランスフェクトした。さまざまな濃度のLNA-アンチmiRもトランスフェクトし
た。miR-155蓄積を誘発するために、トランスフェクション複合体と共に4時間インキュベ
ートしてから、LPS（100ng/ml）をRAW細胞に加えた。さらに24時間の後、ルシフェラーゼ
測定のために細胞を収集した。
ルシフェラーゼアッセイ：細胞をPBSで洗浄し、セルスクレーパーで収集した後、細胞を2
,500rpmで5分間遠心した。上清を捨て、50μlの1×Passive Lysis Buffer（Promega）を
細胞ペレットに加えてから、細胞を氷上に30分間置いた。溶解した細胞を10,000rpmで30
分間遠心した後、20μlを96穴プレートに移し、製造者の指示（Promega）に従ってルシフ
ェラーゼ測定を行なった。
【実施例３６】
【０４２２】
miR-21をターゲットとする完全にLNA置換された8マー#3205（LNA-アンチmiR-21）に関す
る血漿タンパク質結合
　図36Aに示す実験における血漿中濃度において、血漿タンパク質は#3205で飽和されない
。図36Bにおいて、広範囲にわたる血漿中#3205濃度で、タンパク質結合は#3205 LNA-アン
チmiR-21の約95％である。50.1μM（174μg/mL）の#3205濃度では、FAM標識#3205に関し
て、血漿タンパク質の結合能は飽和されていなかった。
【０４２３】
　（材料と方法）マウス血漿（100μL）に、FAM標識#3205を、濃度が0.167、1.67、5.01
、10.02、16.7、25.05および50.1μMになるようにスパイクした。その溶液を37℃で30分
間インキュベートした。その溶液をMicrocon Ultracel YM-30フィルター（再生セルロー
ス30,000MWCO）に移した。フィルターを微量遠心機中、2000g、室温で、20分間遠心した
。濾液を5、10および20倍に希釈し、100μLの試料をマイクロタイタープレート（Polysty
rene Black NUNC-237108）に移した。FLUOstar Optima elisaリーダーを使って、励起波
長458nmおよび蛍光波長520nmで蛍光を検出した。結合していないFAM標識#3205の量を、12
の異なる濃度（0.45～1000nM）でFAM標識#3205をスパイクした濾過血漿から作成した標準
曲線から算出した。濾過血漿中0.167、1.67、5.01、10.02、16.7、25.05および50.1μMの
#3205濃度を使った濾過実験から確定された回収率の数値で、数値を補正した。FAM標識#3
205の回収率は86％だった。
【実施例３７】
【０４２４】
35S標識#3205 LNA-アンチmiR-21の単回静脈内投与後の雌有色マウスにおける定量的全身
オートラジオグラフィー試験
　完全にLNA修飾された短いLNA-アンチmiR（#3205、8マー）の体内分布を決定するために
、放射標識化合物の全身組織分布をマウスで調べた。35S標識#3205を単回静脈内投与でマ
ウスに投与し、5分から21日までにわたる異なる時点で屠殺した。
【０４２５】
（表6(i)）雌有色マウスにおける35S標識#3205の単回静脈内投与後の個々の組織での濃度
（μg#3205/g組織）。数字は各組織および比に関する3回の測定の平均値である。変動係
数（CV）は一般に約10％である。
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【表７】

【０４２６】
（表6(ii)）雌有色マウスにおける35S標識#3205の単回静脈内投与後の組織対肝臓比
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【表８】

【０４２７】
　（結論）#3205は、消失半減期が8～10時間という放射能の血中クリアランスを示す。高
レベルの放射能が、腎臓皮質、リンパ、肝臓、骨髄、脾臓、卵巣および子宮で記録された
。最も高レベルの放射能は腎臓皮質で記録され、#3205の場合、肝臓より5倍高いレベルを
示した。#3205 LNA-アンチmiR-21の場合、腎臓皮質、リンパ、肝臓、骨髄および脾臓に、
放射能の強い保持が見られた。
【０４２８】
　（材料と方法）
投薬：投与前にすべてのマウスの重量を測定した。9匹の雌マウスに10mg/kgの35S-#3205
を尾静脈に静脈内投与した。各動物に与える体積は10mL/kgの試験製剤とした。比活性75.
7μCi/mg。個々のマウスを、#3205の投与の5分後、15分後、1時間後、4時間後、24時間後
、2日後、4日後、7日後および21日後に屠殺した。全身オートラジオグラフィ：マウスを
セボフルランで麻酔した後、直ちにヘプタンに浸漬し、ドライアイスで-80℃に冷却した
（ABR-SOP-0130）。標準的方法ABR-SOP-0131に従って、凍結屠殺体を水性カルボキシメチ
ルセルロース（CMC）のゲルに包埋し、エタノール中で凍結し、ドライアイス（-80℃）で
冷却し、全身オートラジオグラフィー用に矢状断切片を作成した。クリオミクロトーム（
Leica CM 3600）を使って、約-20℃の温度で、各動物から20μm切片を異なるレベルで切
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り取った。得られた切片をテープ（Minnesota Mining and Manufacturing Co., No. 810
）上に捕捉し、放射性インクで連番を付した。-20℃で約24時間凍結乾燥した後、選択し
た切片をマイラーホイルの薄層で覆い、イメージングプレート（富士、日本）上に置いた
。露光は、イメージプレートを環境放射線から保護するために、-20℃において、鉛遮蔽
箱中の遮光カセットで行なった。露光後に、イメージイングプレートを50μmの画素サイ
ズでスキャンし、生体イメージング解析システム（Bas 2500、富士、日本）を使用する、
ABR-SOP-0214に記載のラジオルミノグラフィーによって解析した。35S放射能の水溶性標
準試験溶液を全血と混合して、較正スケールの作成に使用した（ABR-SOP-0251）。ただし
、異なる血液標準を500μLのSoluene-35に溶解した。次に、溶解した試料に4.5mLのUltim
a Goldを加えた。35Sと14Cは極めてよく似たエネルギースペクトルを持つので、異なる血
液試料の放射能を決定する際には、標準的14C-プログラム（Packard 2200CA）を使用した
。
【０４２９】
薬物動態計算：全血および組織において測定された35S放射能を、nCi/g組織として表現し
、薬物動態評価のために、nmol equiv/g組織へと再計算した。薬物動態パラメータCmax、
t1/2およびAUCを、WinNonlin Professional（Pharsight Corporation、米国カリフォルニ
ア州マウンテンビュー）を使った非コンパートメント解析により、全血および組織につい
て決定した。静脈内投与後に、濃度をゼロまで外挿し、これを（C0）と表した。消失速度
定数λは、対数血漿中濃度-時間曲線の終末相の傾き（terminal slope）の線形回帰分析
によって推定した。消失半減期t1/2は、式：t1/2＝ln2/λを使って計算した。別段の明記
がない限り、消失半減期の計算には、LOQを上回る最後の3時点を使用した。
【実施例３８】
【０４３０】
マウスの肺および腎臓におけるRasタンパク質定量によって決定される8マーLNA-アンチmi
Rによるインビボでのlet-7阻害の評価
　インビボで豊富に発現されるlet-7ファミリーを拮抗する可能性を調べ得るために、マ
ウスに8マーLNA-アンチmiRアンタゴニストまたは食塩水を静脈内（i.v.）注射した。処置
効果を測定するために、タンパク質を肺および腎臓から単離した。タンパク質のRasファ
ミリー（N-Ras、K-Ras、およびH-Ras）、特にN-RasおよびK-Rasはlet-7ファミリによる調
節（抑制）を受けることが、Johnsonら（Cell, 2005）によって先に示されているので、
目標は、これらのlet-7ターゲットがインビボで抑制解除されうるかどうかを解析するこ
とだった。
【０４３１】
　（結果）図37に示すように、8マーLNA-アンチmiRは、処置されたマウスの腎臓における
Rasタンパク質レベル（食塩水対照に対して標準化したもの）を強力に抑制解除した。こ
の臓器におけるアップレギュレーションは3倍を上回り、明確なインビボ効果を示した。
しかし肺では、わずかな（1.2倍の）Ras抑制解除しか観察されず（図1B）、この臓器に進
入したLNA-アンチmiRの量は、Johnsonら（Cancer Research, 2007）が先に記載したよう
にその大量のlet-7を阻害するには、不十分であったことが示唆される。
【０４３２】
　（結論）8マーLNA-アンチmiRは、処置マウスおよび対照マウスにおけるRasタンパク質
レベルの対比に基づいて評価すると、ターゲットlet-7 miRNAのインビボでの調節に、明
確な効果を示す。効果は肺ではより小さく見えるものの、腎臓でのRasレベルは、アンチm
iR-処置後の実質的アップレギュレーションを示す。
【０４３３】
　（材料と方法）動物および投薬：C57BL/6雌マウスを10mg/kgのLNA-アンチmiRまたは食
塩水で3日間連続して処置し（0日目、1日目、および2日目）、4日目に屠殺した。肺およ
び腎臓から得た組織試料を瞬間凍結し、さらなる加工を行なうまで-80℃で保存した。
ウェスタンブロット解析：食塩水処置マウスおよびLNA-アンチmiR処置マウスから得た肺
および腎臓タンパク質を、1試料あたり100μgを使って、NuPAGE Bis Tris 4-12％（Invit
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をニトロセルロースメンブレンに転写した。ブロッキング、抗体希釈および検出は、製造
者の説明書に従って行なった。Ras検出には、一次ウサギ抗Ras抗体（SC-3339、Santa Cru
z Biotechnology）および二次HRPコンジュゲートブタ抗ウサギ抗体（P0399、Dako）を使
用し、チューブリン検出には、一次チューブリンアルファ（MS-581-P1、Neomarkers）お
よび二次HRPコンジュゲートヤギ抗マウス抗体（P0447、Dako）を使用した。
【実施例３９】
【０４３４】
マウス腎臓におけるPdcd4タンパク質アップレギュレーションによって決定したmiR-21の
ターゲティングに関する8マーLNA-アンチmiR（#3205）のインビボ効力評価
　本発明者らは、完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiRがmiR-21を拮抗し、miR-21タ
ーゲットPdcd4のタンパク質レベルをインビトロで調節する能力を持つことを示した。そ
こで本発明者らは、インビボでのLNA-アンチmiRの効果を決定するために、LNA-アンチmiR
をマウスに注射した。マウスには、25mg/kgの#3205をi.v.注射により、1日おきに14日間
（全部で5回）投与した。14日目にマウスを屠殺し、腎臓を摘出し、タンパク質を単離し
た。ターゲット調節を決定するために、ウェスタンブロット解析を行なった。
【０４３５】
　（結果）図37に示すように、#3205によるマウスの処置は、食塩水対照と比較して著し
く増加したPdcd4タンパク質レベルを示した。標準化したPdcd4対Gapdh比は両方の食塩水
試料で合致したが、2匹のLNA-アンチmiR処置（#32059マウスにおけるタンパク質アップレ
ギュレーションは、それぞれ3.3倍および6.3倍と測定され、#3205 8マーLNA-アンチmiRの
インビボ薬理効果が証明された。
【０４３６】
　（結論）完全にLNA修飾された8マーLNA-アンチmiR #3205は、実証されたmiR-21ターゲ
ットであるPdcd4のマウス腎臓レベルを抑制解除（アップレギュレート）するその能力に
よって証明されるとおり、インビボでmiR-21を拮抗する。
【０４３７】
　（材料と方法）
動物および投薬：初回投薬時の体重が平均20gのC57BL/6雌マウスをすべての実験で使用し
、マウスには通常飼料（Altromin no 1324、Brogaarden、デンマーク・ゲントフトテ）を
与えた。物質は生理食塩水（0.9％NaCl）中に製剤した。動物には、25mg/kgを1日おきに1
4日間、全部で5回注射することにより、LNA-アンチmiRまたは食塩水（0.9％NaCl）を投与
した。14日目に動物を屠殺した。
ウェスタンブロット解析：食塩水処置マウスまたはLNA処置マウスから得た80μgの腎臓組
織を、NuPAGE Bis Tris 4-12％（Invitrogen）で分離した。iBlot（Invitrogen）を使用
し、製造者の指示に従って、タンパク質をニトロセルロースメンブレンに転写した。メン
ブレンをPdcd4抗体（Bethyl Laboratories）と共にインキュベートした後、HRP-コンジュ
ゲートブタ抗ウサギ抗体（Dako）と共にインキュベートした。イコールローディングコン
トロールとして、GAPDH（Abcam）を使用し、続いてHRP-コンジュゲートブタ抗マウス抗体
を使用した。メンブレンを化学ルミネセンス（ECL、Amersham）で可視化した。
【０４３８】
（表1）
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