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(57)【要約】
【課題】ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害する組成物および方法を提供する。
【解決手段】ＴＭＰＲＳＳ６発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）は、セ
ンス鎖およびアンチセンス鎖を含み、アンチセンス鎖は、明細書中のテーブル２、３また
は４に列挙されたアンチセンス配列の１つと３ヌクレオチド以下で異なる少なくとも１５
個の連続ヌクレオチドを含んだ、ＴＭＰＲＳＳ６転写物との相補性領域を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明細書および図面に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　２０１１年３月２９日に出願された米国仮特許出願第６１／４６８，８３０号明細書、
および２０１１年１２月９日に出願された米国仮特許出願第６１／５６８，９４２号明細
書の本出願。これらの先行出願は、その内容全体を参照によって本明細書に援用する。
【０００２】
　本発明は、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現の特異的な阻害に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ＴＭＰＲＳＳ６（膜貫通プロテアーゼ、セリン６）は、ＩＩ型セリンプロテアーゼをコ
ードし、主に肝臓中で発現される。ＴＭＰＲＳＳ６は、ヘプシジン活性化因子およびＢＭ
Ｐ共受容体ＨＪＶ（ヘモジュベリン（ｈｅｍｏｊｕｖｅｌｉｎ））への結合とタンパク分
解性分解とによって、ヘプシジンレベルの下方制御を引き起こすことで、肝臓中の鉄レベ
ルに影響を及ぼす。
【０００４】
　ＴＭＰＲＳＳ６は、短いＮ末端細胞質内テールと、ＩＩ型膜貫通ドメインと、２つの細
胞外ＣＵＢ（補体因子Ｃ１ｓ／Ｃ１ｒ、ウニ胚性成長因子およびＢＭＰ（骨形成タンパク
質））ドメインから構成されるステム領域、３つのＬＤＬＲ（低密度リポタンパク質受容
体クラスＡ）ドメインと、Ｃ末端トリプシン様セリンプロテアーゼドメインとからなる。
また細胞外ドメイン中にはＮ－グリコシル化のコンセンサス部位があり、細胞質内テール
領域中には潜在的リン酸化部位もある。
【図面の簡単な説明】
【０００５】
【図１】ヒトＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡ（参照配列ＮＭ＿１５３６０９．２、ＧＩ：５６
６８２９６７、記録日２０１１年１月２３日、配列番号１）の配列である。
【図２Ａ】マウス初代培養肝細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現の低下に対する、２つの
化学修飾されたＴＭＰＲＳＳ６標的化ｓｉＲＮＡの効力を描写する。
【図２Ｂ】マウス初代培養肝細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現の低下に対する、２つの
化学修飾されたＴＭＰＲＳＳ６標的化ｓｉＲＮＡの効力を描写する。
【図３Ａ】それぞれＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ
１遺伝子発現に対する、ＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）
およびＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）の効果を描写する
。
【図３Ｂ】それぞれＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ
１遺伝子発現に対する、ＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）
およびＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）の効果を描写する
。
【図４】ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現、ＨＡＭＰ１遺
伝子発現、および血清鉄レベルに対する、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介効果の持続時
間を描写する。
【図５】ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＨＡＭＰ１遺伝子発現と血清鉄レベルに対
する、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介効果を維持するのに必要な、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓ
ｉＲＮＡ媒介ＴＭＰＲＳＳ６サイレンシングのレベルを描写する。
【図６Ａ】ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおける血液学的パラメータに対する、ＴＭＰＲ
ＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。図６Ａは、
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ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおける、投与の６時間、２４時間、４８時間、７２時間、
７日、および１４日後のヘモグロビン（ＨＢＧ：ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ）に対する、ＴＭ
ＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。
【図６Ｂ】ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおける血液学的パラメータに対する、ＴＭＰＲ
ＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。図６Ｂは、
投与の６時間、２４時間、４８時間、７２時間、７日、および１４日後のＷＴ　Ｃ５７Ｂ
Ｌ／６マウスにおける、ヘマトクリットに対する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓ
ｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。
【図７】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、血清鉄レベル、不飽和鉄結合能（
ＵＩＢＣ：ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｉｒｏｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｙ）レ
ベル、およびトランスフェリン飽和レベルをはじめとする血清鉄パラメータに対する、Ｔ
ＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。
【図８Ａ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、網状赤血球および赤血球パラメ
ータに対する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
を描写する。図８Ａは、網状赤血球数に対する効果（％）を描写する。
【図８Ｂ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、網状赤血球および赤血球パラメ
ータに対する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
を描写する。図８Ｂは、網状赤血球（ＣＨｒ：ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　
ｏｆ　ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓ）のヘモグロビン含量に対する効果を描写する。
【図８Ｃ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、網状赤血球および赤血球パラメ
ータに対する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
を描写する。図８Ｃは、成熟赤血球数に対する果を描写する。
【図９Ａ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、血液学的パラメータに対する、
ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。図
９Ａは、ヘマトクリット（ＨＣＴ：ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ）レベルに対する効果を描写す
る。
【図９Ｂ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、血液学的パラメータに対する、
ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。図
９Ｂは、ヘモグロビン（ＨＧＢ：ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ）に対する効果を描写する。
【図９Ｃ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、血液学的パラメータに対する、
ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。図
９Ｃは、赤血球（ＲＢＣ：ｒｅｄ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ）分布幅（ＲＤＷ：ｒｅｄ　ｂ
ｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｗｉｄｔｈ）に対する効果を描写する
。
【図９Ｄ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、血液学的パラメータに対する、
ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する。図
９Ｄは、平均赤血球容積（ｍｅａｎ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ　ｖａｌｕｅ）（ＭＣＶ：ｍｅ
ａｎ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ　ｖａｌｕｅ）に対する効果を描写する。
【図１０Ａ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、脾臓および肝臓鉄含量に対す
る、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する
。図１０Ａは、総脾臓鉄含量に対する効果を描写する。
【図１０Ｂ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、脾臓および肝臓鉄含量に対す
る、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する
。図１０Ｂは、脾臓重量に対する効果を描写する。
【図１０Ｃ】サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、脾臓および肝臓鉄含量に対す
る、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を描写する
。図１０Ｃは、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの肝臓
中の鉄濃度に対する効果を描写する。
【発明を実施するための形態】
【０００６】
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　本明細書では、細胞または哺乳類などにおいて、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のＲＮＡ転写物
のＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ：ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃ
ｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ）媒介切断をもたらす、組成物および方法が記載される。鉄過剰
によって特徴付けられる障害（例えば中間型βサラセミアまたはαサラセミアなどのサラ
セミア）など、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現によって引き起こされる、病的状態および疾
患を治療するための組成物および方法もまた記載される。鉄の吸収または可動化を低下さ
せあるいは妨げて、その結果、特定の病的状態における鉄過負荷を改善する、組成物およ
び方法もまた記載される。本明細書に記載される方法および組成物は、一般にヘモクロマ
トーシス（体内鉄蓄積）の治療に有用である。
【０００７】
　本明細書の用法では、「ｉＲＮＡ」という用語は、本明細書で定義されるＲＮＡを含有
し、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）経路を通じてＲＮＡ転写物の標的切断
を媒介する、作用物質を指す。一実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡは、細胞
または哺乳類におけるＴＭＰＲＳＳ６の発現を阻害する。代案としては、別の実施形態で
は、ｉＲＮＡは、細胞または哺乳類におけるＴＭＰＲＳＳ６の発現を上方制御する。
【０００８】
　本明細書で取り上げる組成物に含まれるｉＲＮＡは、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のｍＲＮＡ
転写物の少なくとも一部と実質的に相補的である、３０ヌクレオチド以下、一般に１９～
２４ヌクレオチド長の領域を有する、ＲＮＡ鎖（アンチセンス鎖）を有する、二本鎖ＲＮ
Ａ（ｄｓＲＮＡ：ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ　ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
）を包含する。一実施形態では、ｄｓＲＮＡは、少なくとも１５個の連続ヌクレオチドの
領域を含んでなる。
【０００９】
　一実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するｉＲＮＡは、少なくとも２つ
の互いに相補的な配列を含む。ｉＲＮＡは、第１の配列を有するセンス鎖と、第２の配列
を有するアンチセンス鎖とを含む。アンチセンス鎖は、ＴＭＰＲＳＳ６をコードするｍＲ
ＮＡの少なくとも一部と実質的に相補的なヌクレオチド配列を含み、相補性領域は、３０
ヌクレオチド以下、および少なくとも１５ヌクレオチド長である。一般にｉＲＮＡは、例
えば１９～２１など、１９～２４のヌクレオチド長である。いくつかの実施形態では、ｉ
ＲＮＡは約１５～約２５ヌクレオチド長であり、別の実施形態では、ｉＲＮＡは約２５～
約３０ヌクレオチド長である。ｉＲＮＡは、本明細書に記載される方法などでアッセイす
ると、ＴＭＰＲＳＳ６を発現する細胞との接触時に、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を少な
くとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３
５％、または少なくとも４０％以上阻害する。一実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮ
Ａは、安定した核酸脂質粒子（ＳＮＡＬＰ：ｓｔａｂｌｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　
ｌｉｐｉｄ　ｐａｒｔｉｃｌｅ）に調合される。
【００１０】
　一実施形態では、本明細書で取り上げるｉＲＮＡは、テーブル２、３または４のセンス
配列からなる群から選択されるｄｓＲＮＡの第１の配列と、テーブル２、３または４のア
ンチセンスセンス配列からなる群から選択される第２の配列とを含む。本明細書で取り上
げるｉＲＮＡ分子は、天然ヌクレオチドを含み得て、または２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレ
オチド、５’－ホスホロチオエート基を有するヌクレオチド、およびコレステリル誘導体
に連結する末端ヌクレオチドをはじめとするが、これに限定されるものではない、少なく
とも１つの修飾ヌクレオチドを含み得る。代案としては、修飾ヌクレオチドは、２’－デ
オキシ－２’－フルオロ修飾ヌクレオチド、２’－デオキシ修飾ヌクレオチド、ロックさ
れたヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド、２’－アミノ修飾ヌクレオチド、２’－アルキ
ル修飾ヌクレオチド、モルホリノヌクレオチド、ホスホロアミダート、および非天然塩基
包含ヌクレオチド群から選択されてもよい。一般に、このような修飾配列は、テーブル２
、３または４のセンス配列からなる群から選択される前記ｉＲＮＡの第１の配列と、テー
ブル２、３または４のアンチセンス配列からなる群から選択される第２の配列とをベース
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とする。
【００１１】
　一実施形態では、本明細書で取り上げるｉＲＮＡは、配列番号１１１、配列番号４５５
、配列番号１０９、配列番号５２４、配列番号８９、配列番号４９４、配列番号４４５、
配列番号５９２、配列番号４７、および配列番号５４０からなる群から選択される配列を
有する、ＴＭＰＲＳＳ６　ｄｓＲＮＡのセンス鎖；および配列番号１１２、配列番号４５
６、配列番号１１０、配列番号５２５、配列番号９０、配列番号４９５、配列番号４４６
、配列番号５９３、配列番号４８、および配列番号５４１からなる群から選択される配列
からなる、アンチセンス鎖を含む。
【００１２】
　別の実施形態では、例えば肝臓鉄レベル上昇などの鉄レベル上昇を有する対象に、ＴＭ
ＰＲＳＳ６標的化ｄｓＲＮＡを含有する組成物が投与される。鉄レベルの上昇を有する対
象は、（例えば３５０μｇ／ｄＬを超え、５００μｇ／ｄＬを超え、または１０００μｇ
／ｄＬを超える）血清鉄レベルの上昇、血清フェリチンレベルの上昇、または４０％を超
え、４５％を超え、５０％を超え、６０％を超えるトランスフェリン飽和レベルを有する
対象として、同定され得る。
【００１３】
　軽度から中等度の鉄過負荷が、３００～２５００μｇ／Ｌの血清フェリチンレベルによ
って示唆される一方、２５００μｇ／Ｌを超えるレベルは、心疾患リスクの増大と関連付
けられている。１０００μｇ／Ｌを超える血清フェリチンは、原発性および二次性鉄過負
荷の双方で、有害転帰と関連付けられている。閉経前の女性における２００μｇ／Ｌを超
える、男性および閉経後の女性における３００μｇ／Ｌを超える血清フェリチンレベルは
、ヘモクロマトーシスに起因する原発性鉄過負荷を示唆し、１０００μｇ／Ｌを超えるフ
ェリチンレベルは、典型的に、鉄過負荷に起因する肝障害を示唆する。３００μｇ／Ｌ、
５００μｇ／Ｌ、１０００μｇ／Ｌ、１５００μｇ／Ｌ、２０００μｇ／Ｌ、または２５
００μｇ／Ｌを超える血清フェリチンレベルを有する対象は、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｄｓ
ＲＮＡによる治療の候補である。
【００１４】
　別の実施形態では、例えば４００ｍｇ／ｄＬを超え、５００ｍｇ／ｄＬを超え、１００
０ｍｇ／ｄＬを超える、トランスフェリンレベルなどの）トランスフェリンレベルの上昇
を有する対象に、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｄｓＲＮＡを含有する組成物が投与される。
【００１５】
　鉄レベルはまた、ＴＩＢＣ（総鉄結合能（Ｔｏｔａｌ　Ｉｒｏｎ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃ
ａｐａｃｉｔｙ））検査によっても測定し得る。ＴＩＢＣ検査は、トランスフェリンが完
全に飽和された場合に、血液が輸送する鉄の量を測定する。トランスフェリンは肝臓によ
って産生されるので、ＴＩＢＣを使用して、肝機能および栄養をモニターし得る。４００
μｇ／ｄＬを超え、５００μｇ／ｄＬを超え、または１０００μｇ／ｄＬを超えるＴＩＢ
Ｃ値を有する対象は、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｄｓＲＮＡによる治療の候補である。
【００１６】
　一実施形態では、ｄｓＲＮＡの投与は、例えば肝臓中または血清中の鉄レベルを例えば
少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくと
も３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、または少なくとも６０％、またはそれ
以上など、少なくとも５％低下させる。いくつかの実施形態では、血清フェリチンレベル
、血清トランスフェリンレベル、トランスフェリン飽和レベル、またはＴＩＢＣ値の１つ
または複数が、治療前のレベルと比較して、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なく
とも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも４０
％、少なくとも５０％、または少なくとも６０％以上低下する。別の実施形態では、鉄レ
ベル低下、血清フェリチンレベル低下、トランスフェリンまたはトランスフェリン飽和レ
ベル低下、またはＴＩＢＣ値低下は、少なくとも５、１０、２０、３０、または４０日間
またはより長期間維持される。
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【００１７】
　一実施形態では、対象は、少なくともある程度は、鉄レベル低下の必要性に基づいて選
択される（たまたまそれを必要とする患者を単に選択するのとは対照的に）。
　一実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡは野生型ＴＭＰＲＳＳ６　ＲＮＡ転写
物を標的とし、別の実施形態では、ｉＲＮＡは変異転写物（例えば対立遺伝子変異体を保
有するＴＭＰＲＳＳ６　ＲＮＡ）を標的とする。例えば本発明で取り上げるｉＲＮＡは、
ＴＭＰＲＳＳ６の一塩基多型（ＳＮＰ：ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｓｍ）などの多型変異体を標的とし得る。別の実施形態では、ｉＲＮＡは、
野生型および変異ＴＭＰＲＳＳ６転写物の双方を標的とする。さらに別の実施形態では、
ｉＲＮＡは、ＴＭＰＲＳＳ６の転写変異体を標的とする。
【００１８】
　一実施形態では、本発明で取り上げるｉＲＮＡは、５’または３’非翻訳領域など、Ｔ
ＭＰＲＳＳ６　ＲＮＡ転写物の非コード領域を標的とする。
　一実施形態では、本発明で取り上げるｉＲＮＡは、例えば肝臓の肝実質細胞など、また
は例えば肥大性クッパー細胞などのクッパー細胞など、肝臓に送達される。
【００１９】
　一態様では、本発明で取り上げる実施形態は、本発明で取り上げる少なくとも１つのｉ
ＲＮＡを含有する細胞を提供する。細胞は、一般にヒト細胞などの哺乳類細胞である。
　別の態様では、本発明で取り上げる実施形態は、一般にヒト対象である生物中で、ＴＭ
ＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害する医薬組成物を提供する。組成物は、典型的に、本明細
書に記載されるｉＲＮＡの１つまたは複数、および薬学的に許容できる担体または送達ビ
ヒクルを含む。一実施形態では、組成物は、例えばヘモクロマトーシスなどの鉄レベル増
大を引き起こす障害を治療するのに使用される。例えば組成物は、中間型βサラセミアな
どのサラセミアを治療するのに有用である。
【００２０】
　別の実施形態では、医薬組成物は、例えば２ヶ月に１回以下、１ヶ月に１回以下、１ヶ
月に２回以下、４週間に１回以下、３週間に１回以下、２週間に１回以下、または１週間
に１回以下などの本明細書に記載される投薬計画実施のために調合される。別の実施形態
では、医薬組成物の投与は、例えば、１、２、３、または６ヶ月、または１年間、または
５年間、または１０年間、またはより長期に対象の寿命の残りなど、１ヶ月間以上継続し
得る。
【００２１】
　別の実施形態では、例えばＴＭＰＲＳＳ６標的化ｄｓＲＮＡなどの本明細書に記載され
るｉＲＮＡを含有する組成物は、ヘモクロマトーシス、またはサラセミアなどのヘモクロ
マトーシスを引き起こす障害を治療することが知られている作用物質などの非ｉＲＮＡ治
療薬と共に、投与される。例えば本発明で取り上げるｉＲＮＡは、中間型βサラセミアな
どのβサラセミア、または鉄レベル増大に関連する別の障害を治療するための作用物質と
共に、投与し得る。
【００２２】
　別の実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡが患者に投与され、次に非ｉＲＮＡ剤が
患者に投与される（またはその逆）。別の実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡおよ
び非ｉＲＮＡ治療薬が同時に投与される。一実施形態では、作用物質は、例えば鉄キレー
ト化剤（例えばデスフェリオキサミン）、または葉酸などの鉄レベルに影響を及ぼす作用
物質である。
【００２３】
　別の態様では、以下のステップを実施することで、細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発
現を阻害する方法が本明細書で提供される：
（ａ）互いに相補的な少なくとも２つの配列を含む、二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）を細
胞に導入するステップ。ｄｓＲＮＡは、第１の配列を有するセンス鎖と、第２の配列を有
するアンチセンス鎖とを含み；アンチセンス鎖は、ＴＭＰＲＳＳ６をコードするｍＲＮＡ
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の少なくとも一部と実質的に相補的な相補性領域を有し、相補性領域は３０ヌクレオチド
以下、すなわち１５～３０ヌクレオチド長、一般に１９～２４ヌクレオチド長であり、ｄ
ｓＲＮＡはＴＭＰＲＳＳ６を発現する細胞との接触時に、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を
少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％
以上阻害するステップ；および
（ｂ）ステップ（ａ）で生成された細胞をＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解
を得るのに十分な時間維持し、それによって細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害
するステップ。
【００２４】
　別の態様では、本発明は、細胞または哺乳類におけるＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現の活
性化に有用な方法および組成物を提供する。
　別の態様では、本明細書は、以下のステップを実施することで、細胞中のＴＭＰＲＳＳ
６遺伝子の発現を調節する方法を提供する：
（ａ）互いに相補的な少なくとも２つの配列を含む、二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）を細
胞に導入するステップ。ｄｓＲＮＡは、第１の配列を有するセンス鎖と、第２の配列を有
するアンチセンス鎖とを含み；アンチセンス鎖は、ＴＭＰＲＳＳ６をコードするｍＲＮＡ
の少なくとも一部と実質的に相補的な相補性領域を有し、相補性領域は３０ヌクレオチド
以下、すなわち１５～３０ヌクレオチド長、一般に１９～２４ヌクレオチド長であり、ｄ
ｓＲＮＡはＴＭＰＲＳＳ６を発現する細胞との接触時に、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を
少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％
以上調節するステップ；および
（ｂ）ステップ（ａ）で生成された細胞をＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解
および保護を得るのに十分な時間維持し、それによって細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の
発現を調節するステップ。
【００２５】
　一実施形態では、方法は、肝実質細胞、またはクッパー細胞などの肝細胞中の遺伝子発
現を阻害するためのものである。別の実施形態では、方法は、肝細胞中の遺伝子発現を活
性化するためのものである。
【００２６】
　その他の態様では、本発明は、ヘモクロマトーシス関連障害などのＴＭＰＲＳＳ６発現
によって媒介される病理過程を治療し、予防し、回復し、または管理する方法を提供する
。一実施形態では、方法は、本発明で取り上げるｉＲＮＡの１つまたは複数の治療的また
は予防的有効量をこのような治療、予防、回復、または管理を必要とする患者に投与する
ステップを含む。一実施形態では、患者は、中間型βサラセミアなどのサラセミアを有す
る。別の実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｉＲＮＡの投与は、例えば関節痛、腹痛、
または脱力感などの鉄過負荷関連症状など、患者のＴＭＰＲＳＳ６媒介障害の少なくとも
１つの症状の重症度を緩和し、または軽減する。
【００２７】
　一態様では、本発明は、細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するためのベクタ
ーを提供する。一実施形態では、ベクターは、本明細書に記載されるｉＲＮＡの少なくと
も１本の鎖をコードするヌクレオチド配列と作動可能に連結する、少なくとも１つの制御
配列を含む。
【００２８】
　別の態様では、本発明は、細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するためのベク
ターを含有する細胞を提供する。ベクターは、本明細書に記載されるｉＲＮＡの１つの少
なくとも１本の鎖をコードするヌクレオチド配列と作動可能に連結する、制御配列を含む
。
【００２９】
　さらに別の態様では、本発明は、病理的疾病に関与する、第２の遺伝子を標的化する第
２のｉＲＮＡと組み合わされた、ＴＭＰＲＳＳ６ｉＲＮＡを含有して、例えばβサラセミ
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アなどの疾患を治療するのに有用な組成物を提供する。例えば第２のｉＲＮＡは、例えば
ＨＩＦ－１ａまたはＨＩＦ－２ａなどの低酸素誘導因子；ＧＤＦ１５；またはＴＷＳＧ１
など、ヘプシジンの負の制御因子を標的化し得る。一実施形態では、第２のｉＲＮＡは、
βサラセミアに起因する第２の障害に関与する遺伝子を標的とする。例えば第２のｉＲＮ
Ａは、糖尿病、血栓症または骨減少症に関与する遺伝子を標的化し得る。
【００３０】
　本発明の様々な実施形態の詳細は、以下の説明に記載される。本発明のその他の特性、
目的、および利点は、説明と図面から、および特許請求の範囲から明らかになるであろう
。
【００３１】
　本明細書では、ｉＲＮＡと、細胞または哺乳類におけるＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を
阻害するためにそれらを使用する方法とが記載され、その中でｉＲＮＡはＴＭＰＲＳＳ６
遺伝子を標的とする。鉄レベル上昇関連病状などの、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現によって
引き起こされる病的状態および疾患を治療するための組成物および方法もまた、提供され
る。ｉＲＮＡは、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ：ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ）として知られて
いる過程を通じて、ｍＲＮＡの配列特異的分解を誘発する。代案の実施形態では、ｉＲＮ
Ａは、細胞または哺乳類におけるＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を活性化し、その中でｉＲ
ＮＡはＴＭＰＲＳＳ６遺伝子を標的とする。
【００３２】
　ＴＭＰＲＳＳ６は、ＨＡＭＰ遺伝子発現の阻害物質として、鉄恒常性において重要な役
割を果たす。ＨＡＭＰ遺伝子は、鉄恒常性の中心的な調節物質である、肝臓ホルモン、ヘ
プシジンをコードする。ヘプシジンは、吸収腸細胞、肝実質細胞、およびマクロファージ
に主に局在する、鉄搬出タンパク質フェロポーチン（ＦＰＮ１：ｉｒｏｎ　ｅｘｐｏｒｔ
ｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ）に結合する。フェロポーチンの細胞外
ドメインへのヘプシジン結合は、フェロポーチンの内部移行と分解をもたらし、したがっ
て腸管からの食餌性鉄吸収、およびマクロファージと肝実質細胞からの鉄放出を低下させ
る。ＨＡＭＰ遺伝子発現は、ＢＭＰ共受容体ヘモジュベリン（ＨＪＶ）によって媒介され
る、骨形成タンパク質（ＢＭＰ：Ｂｏｎｅ　Ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ）／Ｓｏｎｓ　ｏｆ　Ｍｏｔｈｅｒｓ　Ａｇａｉｎｓｔ　Ｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇ
ｉｃ（ＳＭＡＤ）依存性情報伝達カスケードを通じて、鉄に応答して刺激され得る。ＨＡ
ＭＰ調節におけるＴＭＰＲＳＳ６の重要な役割は、ＢＭＰ媒介ＨＡＭＰ上方制御の阻害で
ある。ＴＭＰＲＳＳ６は、ＢＭＰ媒介ＨＡＭＰ上方制御に必須であるＢＭＰ共受容体ＨＪ
Ｖを切断し；したがってＢＭＰシグナル伝達、核へのＳＭＡＤ移行、およびＨＡＭＰ転写
活性化を妨げることで、ＢＭＰ媒介ＨＡＭＰ上方制御を阻害する。
【００３３】
　いくつかのヒトおよびマウスでの研究が、ＨＡＭＰ調節および鉄恒常性における、ＴＭ
ＰＲＳＳ６の役割を確認している（デュ（Ｄｕ）ら著、サイエンス（Ｓｃｉｅｎｃｅ）、
２００８年、第３２０巻、ｐ．１０８８～１０９２；フォルゲラス（Ｆｏｌｇｕｅｒａｓ
）ら著、ブラッド（Ｂｌｏｏｄ）、２００８年、第１１２巻、ｐ．２５３９～４５）。研
究は、ＴＭＰＲＳＳ６中の機能喪失変異が、ヘプシジン発現の上方制御をもたらして、ヘ
プシジンレベル上昇、低色性小球性貧血、低平均赤血球容積（ＭＣＶ：ｍｅａｎ　ｃｏｒ
ｐｕｓｃｕｌａｒ　ｖｏｌｕｍｅ）、低トランスフェリン飽和、芳しくない経口鉄吸収、
および非経口鉄への不完全な応答によって特徴付けられる、鉄不応性鉄欠乏性貧血（ＩＲ
ＩＤＡ：ｉｒｏｎ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ　ｉｒｏｎ　ｄｅｖｉｃｉｅｎｃｙ　ａｎｅｍ
ｉａ）（フィンバーグ（Ｆｉｎｂｅｒｇ）著、血液学についてのセミナー（Ｓｅｍｉｎａ
ｒｓ　ｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ）、２００９年、第４６巻、ｐ．３７８～８６）と称
される、遺伝性鉄欠乏性貧血を引き起こし得ることを示している。しかしＨＡＭＰの陽性
調節因子（例えばＢＭＰ１、ＢＭＰ４、およびＨＦＥ）の機能喪失変異は、ヘプシジン発
現を下方制御して、鉄過負荷障害を引き起こすことが示されている（ミレット（Ｍｉｌｅ
ｔ）ら著、アメリカンジャーナルオブヒューマンジェネティクス（Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇ
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ｅｎ）、２００７年、第８１巻、ｐ．７９９～８０７；フィンバーグ（Ｆｉｎｂｅｒｇ）
ら著、ブラッド（Ｂｌｏｏｄ）、２０１１年、第１１７巻、ｐ．４５９０～９）。集合的
に遺伝性ヘモクロマトーシス（ＨＨ：ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ　ｈｅｍｏｃｈｒｏｍａｔｏ
ｓｉｓ）と称される原発性鉄過負荷障害、大量の無効造血によって特徴付けられる貧血、
および中間型βサラセミア（ＴＩ：ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ）な
どの鉄過負荷（二次性ヘモクロマトーシス）においては、血清鉄濃度および鉄貯蔵の上昇
にもかかわらず、ヘプシジンレベルは低い。中間型βサラセミアのマウスモデルは、ＴＭ
ＰＲＳＳ６発現の喪失が、ヘプシジンレベル上昇をもたらすことを実証している（フィン
バーグ（Ｆｉｎｂｅｒｇ）著、２０１０年、口頭発表、「肝ＢＭＰ／のＳｍａｄシグナル
伝達の阻害剤であるＴＭＰＲＳＳ６は、β－サラセミアのマウスモデルにおけるヘプシジ
ン抑制と鉄負荷に必要とされる（ＴＭＰＲＳＳ６，ａｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　Ｈ
ｅｐａｔｉｃ　ＢＭＰ／Ｓｍａｄ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ｉｓ　ｒｅｑｕｉｒｅｄ　ｆｏ
ｒ　Ｈｅｐｃｉｄｉｎ　Ｓｕｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｉｒｏｎ　Ｌｏａｄｉｎｇ　ｉ
ｎ　ａ　Ｍｏｕｓｅ　Ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　β－Ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ）」、米国血液学
会年次総会（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ　Ａｎｎ
ｕａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ）、２０１０年、抄録第１６４号）。
【００３４】
　本発明は、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現を調節するための、方法およびｉＲＮＡ組成物を
記載する。特定の実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６特異的ｉＲＮＡを使用して、ＴＭＰＲＳ
Ｓ６発現を低下させまたは阻害し、それによってＨＡＭＰ発現増大および血清鉄レベル減
少をもたらす。したがって本発明で取り上げるｉＲＮＡ組成物を使用した、ＴＭＰＲＳＳ
６遺伝子の発現または活性の阻害は、対象における鉄レベルの低下を目的とする治療法の
有用なアプローチであり得る。このような阻害は、ヘモクロマトーシスまたは例えばβサ
ラセミアなどのサラセミアなど、鉄レベル上昇と関連する障害の治療に有用たり得る。
【００３５】
　本明細書に記載される組成物のｉＲＮＡは、３０ヌクレオチド長以下、すなわち１５～
３０ヌクレオチド長、一般に１９～２４ヌクレオチド長で、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のｍＲ
ＮＡ転写物の少なくとも一部と実質的に相補的である領域を有する、ＲＮＡ鎖（アンチセ
ンス鎖）を含む。これらのｉＲＮＡの使用は、哺乳類におけるＴＭＰＲＳＳ６発現と関連
する病態に関係があるとされる、遺伝子のｍＲＮＡの標的化分解を可能にする。特に、非
常に低投与量のＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡは、特異的かつ効率的にＲＮＡｉを媒介し得て
、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現の著しい阻害がもたらされる。本発明者らは、細胞ベース
のアッセイを使用して、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｉＲＮＡが、特異的かつ効率的にＲＮＡｉ
を媒介し得て、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現の著しい阻害がもたらされることを実証した。
したがってこれらのｉＲＮＡを含む方法および組成物は、例えばヘモクロマトーシス、ま
たは例えば中間型βサラセミアなどのβサラセミアなど、鉄レベル上昇を引き起こす障害
の治療など、ＴＭＰＲＳＳ６の下方制御によって媒介され得る、病理過程を治療するのに
有用である。以下の詳細な説明は、ｉＲＮＡ含有組成物をどのように製造し使用してＴＭ
ＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するか、ならびにこの遺伝子の発現によって引き起こされ
る、疾患および障害を治療するための組成物および方法を開示する。
【００３６】
　本明細書で取り上げる医薬組成物の実施形態はまた、薬学的に許容できる担体と共に、
３０ヌクレオチド長以下、一般に１９～２４ヌクレオチド長で、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の
ＲＮＡ転写物の少なくとも一部と実質的に相補的である領域を含んでなる、アンチセンス
鎖を有するｉＲＮＡも含む。本発明で取り上げる組成物の実施形態はまた、３０ヌクレオ
チド長以下、一般に１９～２４ヌクレオチド長で、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のＲＮＡ転写物
の少なくとも一部と実質的に相補的である相補性領域を有する、アンチセンス鎖を有する
ｉＲＮＡも含む。
【００３７】
　したがっていくつかの態様では、ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡと薬学的に許容できる担体
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とを含有する医薬組成物、組成物を使用してＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害する方法
、および医薬組成物を使用してＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現によって引き起こされる疾患
を治療する方法が、本発明で取り上げられる。
【００３８】
　Ｉ．定義
　便宜のため、明細書、実施例、および添付の特許請求の範囲で使用される、特定の用語
と語句の意味を以下に提供する。本明細書の他の部分における用法と、本節で提供される
その定義との間に明白な矛盾がある場合、本節の定義が優先されるものとする。
【００３９】
　「Ｇ」、「Ｃ」、「Ａ」、「Ｔ」、および「Ｕ」は、通常、それぞれ塩基としてグアニ
ン、シトシン、アデニン、チミジン、およびウラシルを含有するヌクレオチドをそれぞれ
表す。しかし「リボヌクレオチド」または「ヌクレオチド」という用語はまた、以下でさ
らに詳述されるような修飾ヌクレオチドにも、または代替置換部分にも言及し得るものと
理解される。当業者は、グアニン、シトシン、アデニン、およびウラシルが、このような
置換部分を有するヌクレオチドを含んでなるオリゴヌクレオチの塩基対形成特性を実質的
に変更することなしに、その他の部分によって置き換えられてもよいことを十分承知して
いる。制限を意図しない例として、その塩基としてイノシンを含んでなるヌクレオチドは
、アデニン、シトシン、またはウラシルを含有するヌクレオチドと塩基対形成してもよい
。したがってウラシル、グアニン、またはアデニンを含有するヌクレオチドは、本明細書
で取り上げるｄｓＲＮＡのヌクレオチド配列中で、例えばイノシンを含有するヌクレオチ
ドで置き換え得る。別の実施例では、アデニンおよびシトシンは、オリゴヌクレオチドの
どこでも、それぞれグアニンおよびウラシルで置換され得て、標的ｍＲＮＡとＧ－Ｕゆら
ぎ塩基対を形成する。このような置換部分を含有する配列は、本明細書に記載される組成
物および方法に適する。
【００４０】
　本明細書の用法では、「膜貫通プロテアーゼ、セリン６」（「ＴＭＰＳＳＲ６（Ｔｒａ
ｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｐｒｏｔｅａｓｅ，　Ｓｅｒｉｎｅ　６）」）は、細胞中で発現
される特定のポリペプチドを指す。ＴＭＰＲＳＳ６は、マトリプターゼ－２、ＩＲＩＤＡ
（鉄不応性鉄欠乏性貧血（ｉｒｏｎ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ　ｉｒｏｎ－ｄｅｆｉｃｉｅ
ｎｃｙ　ａｎｅｍｉａ））、膜貫通プロテアーゼセリン６、ＩＩ型膜貫通セリンプロテア
ーゼ６、および膜結合モザイクセリンプロテイナーゼマトリプターゼ－２としてもまた知
られている。ＴＭＰＲＳＳ６は、ほぼ８９９アミノ酸長のセリンプロテアーゼＩＩ型膜貫
通タンパク質である。ＴＭＰＲＳＳ６は、例えば、短い内部領域、膜貫通ドメイン、ウニ
精子タンパク質／エンテロペプチダーゼドメイン／アグリン（ＳＥＡ：ｓｅａ　ｕｒｃｈ
ｉｎ　ｓｐｅｒｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ／ｅｎｔｅｒｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｄｏｍａｉｎ／
ａｇｒｉｎ）ドメイン、２つの補体因子／ウニ胚性成長因子／ＢＭＰドメイン（ＣＵＢ：
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒ／ｕｒｃｈｉｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｇｒｏｗｔ
ｈ　ｆａｃｔｏｒ／ＢＭＰ　ｄｏｍａｉｎ）、３つのＬＤＬ－Ｒクラスａドメイン（ＬＤ
Ｌａ：ＬＤＬ－Ｒ　ｃｌａｓｓ　ａ　ｄｏｍａｉｎ）、および保存的Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｓ
ｅｒ三つ組（ＨＤＳ：Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ　ｔｒｉａｄ）があるトリプシン様セリン
プロテアーゼドメインなどの複数ドメインを含有する。ヒトＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡ転
写物の配列は、ＮＭ＿１５３６０９．２（配列番号１）（図１）にある。
【００４１】
　本明細書の用法では、「ｉＲＮＡ」という用語は、本明細書で定義されるＲＮＡを含有
し、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ：ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎ
ｃｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ）経路を通じて、ＲＮＡ転写物の標的切断を媒介する作用物質
を指す。一実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡは、ＴＭＰＲＳＳ６発現の阻害
をもたらす。代案としては、別の実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡは、ＴＭ
ＰＲＳＳ６発現を活性化する。
【００４２】
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　本明細書の用法では、「標的配列」は、一次転写産物のＲＮＡプロセシングの産物であ
るメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）をはじめとする、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の転写中に
形成されるｍＲＮＡ分子のヌクレオチド配列の連続した部分を指す。配列の標的部分は、
その部分またはその近辺における、ｉＲＮＡ指向切断のための基質としての役割を果たす
のに、少なくとも十分長い。例えば標的配列は、例えば１５～３０ヌクレオチド長など、
一般に９～３６ヌクレオチド長であり、その間の部分的な範囲を全て含む。非限定的例と
して、標的配列は、１５～３０ヌクレオチド、１５～２６ヌクレオチド、１５～２３ヌク
レオチド、１５～２２ヌクレオチド、１５～２１ヌクレオチド、１５～２０ヌクレオチド
、１５～１９ヌクレオチド、１５～１８ヌクレオチド、１５～１７ヌクレオチド、１８～
３０ヌクレオチド、１８～２６ヌクレオチド、１８～２３ヌクレオチド、１８～２２ヌク
レオチド、１８～２１ヌクレオチド、１８～２０ヌクレオチド、１９～３０ヌクレオチド
、１９～２６ヌクレオチド、１９～２３ヌクレオチド、１９～２２ヌクレオチド、１９～
２１ヌクレオチド、１９～２０ヌクレオチド、２０～３０ヌクレオチド、２０～２６ヌク
レオチド、２０～２５ヌクレオチド、２０～２４ヌクレオチド、２０～２３ヌクレオチド
、２０～２２ヌクレオチド、２０～２１ヌクレオチド、２１～３０ヌクレオチド、２１～
２６ヌクレオチド、２１～２５ヌクレオチド、２１～２４ヌクレオチド、２１～２３ヌク
レオチド、または２１～２２ヌクレオチドであり得る。
【００４３】
　本明細書の用法では、「配列を含んでなる鎖」という用語は、標準ヌクレオチド命名法
を使用して言及される配列によって記載される、ヌクレオチド鎖を含んでなるオリゴヌク
レオチドを指す。
【００４４】
　本明細書の用法では、特に断りのない限り、「相補的」という用語は、当業者には理解
されるであろうように、第２のヌクレオチド配列との関連で第１のヌクレオチド配列を記
述するのに使用される場合、第１のヌクレオチド配列を含んでなるオリゴヌクレオチドま
たはポリヌクレオチドが、特定条件下で、第２のヌクレオチド配列を含んでなるオリゴヌ
クレオチドまたはポリヌクレオチドとハイブリダイズして、二本鎖構造を形成する能力を
指す。このような条件は、例えば、４００ｍＭのＮａＣｌ、４０ｍＭのＰＩＰＥＳ、ｐＨ
６．４、１ｍＭのＥＤＴＡ、５０℃または７０℃で１２～１６時間と、それに続く洗浄を
含んでもよい、ストリンジェントな条件であり得る。生物中で遭遇し得る生理学的に妥当
な条件などのその他の条件が、適用され得る。当業者は、ハイブリダイズしたヌクレオチ
ドの最終用途に従って、２つの配列の相補性試験に最適な条件のセットを判定することが
できる。
【００４５】
　例えば本明細書に記載されるｄｓＲＮＡ内などのｉＲＮＡ内の相補性配列としては、第
１のヌクレオチド配列を含んでなるオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドと、第２
のヌクレオチド配列を含んでなるオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドとの、片方
または双方のヌクレオチド配列全長にわたる、塩基対合が挙げられる。このような配列は
、本明細書で互いに「完全に相補的」と称し得る。しかし本明細書で、第１の配列が第２
の配列に対して「実質的に相補的」と称される場合、２つの配列は完全に相補的であり得
て、またはそれらは例えばＲＩＳＣ経路を通じた遺伝子発現阻害など、それらの究極的用
途に最も妥当な条件下でハイブリダイズする能力を保持しながら、最高３０塩基対（ｂｐ
：ｂａｓｅ　ｐａｉｒ）の二本鎖のハイブリダイゼーションに際して、１つまたは複数の
、しかし一般的には５、４、３または２つ以下のミスマッチ塩基対を形成し得る。しかし
ハイブリダイゼーションに際して、１つまたは複数の一本鎖オーバーハングを形成するよ
うに、２つのオリゴヌクレオチドがデザインされる場合、このようなオーバーハングは、
相補性の判定に関してミスマッチと見なされないものとする。例えば２１ヌクレオチド長
の１つのオリゴヌクレオチドと、２３ヌクレオチド長の別のオリゴヌクレオチドとを含ん
でなるｄｓＲＮＡがあって、より長いオリゴヌクレオチドが、より短いオリゴヌクレオチ
ドと完全に相補的な２１ヌクレオチドの配列を含んでなる場合、それは本明細書に記載さ



(12) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

れる目的で、なおも「完全に相補的」と称されてもよい。
【００４６】
　「相補的」配列は、本明細書の用法では、それらのハイブリダイズ能力に関する上の要
件が満たされる限りは、非ワトソン・クリック塩基対および／または非天然および修飾ヌ
クレオチドから生成される塩基対もまた含み、またはそれから完全に形成され得る。この
ような非ワトソン・クリック塩基対としては、Ｇ：Ｕゆらぎ塩基対またはフーグスティー
ン型塩基対が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００４７】
　「相補的」、「完全に相補的」、および「実質的に相補的」という用語は、本明細書に
おいて、それらの使用状況から理解されるであろうように、ｄｓＲＮＡのセンス鎖とアン
チセンス鎖間で、またはｉＲＮＡ剤のアンチセンス鎖と標的配列間で、マッチする塩基に
ついて使用され得る。
【００４８】
　本明細書の用法では、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の「少なくとも一部と実質的
に相補的な」ポリヌクレオチドは、対象ｍＲＮＡ（例えばＴＭＰＲＳＳ６をコードするｍ
ＲＮＡ）の連続部分と実質的に相補的なポリヌクレオチドを指す。例えばポリヌクレオチ
ドは、配列が、ＴＭＰＲＳＳ６をコードするｍＲＮＡの非中断部分と実質的に相補的であ
れば、ＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡの少なくとも一部に相補的である。
【００４９】
　「二本鎖ＲＮＡ」または「ｄｓＲＮＡ」という用語は、本明細書の用法では、標的ＲＮ
Ａに関して「センス」および「アンチセンス」配向を有するとされる、２本の逆平行およ
び実質的に相補的な核酸鎖を含んでなる、ハイブリダイズ二本鎖領域を有する、ＲＮＡ分
子または分子複合体を含むｉＲＮＡを指す。二本鎖領域は、ＲＩＳＣ経路を通じた、所望
の標的ＲＮＡの特異的分解を可能にするあらゆる長さであり得るが、例えば１５～３０塩
基対の長さなどの典型的に９～３６塩基対の長さの範囲である。９～３６塩基対の間の二
本鎖を考察すると、二本鎖は、例えば９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３
０、３１、３２、３３、３４、３５、または３６などのこの範囲内のあらゆる長さ、およ
び１５～３０塩基対、１５～２６塩基対、１５～２３塩基対、１５～２２塩基対、１５～
２１塩基対、１５～２０塩基対、１５～１９塩基対、１５～１８塩基対、１５～１７塩基
対、１８～３０塩基対、１８～２６塩基対、１８～２３塩基対、１８～２２塩基対、１８
～２１塩基対、１８～２０塩基対、１９～３０塩基対、１９～２６塩基対、１９～２３塩
基対、１９～２２塩基対、１９～２１塩基対、１９～２０塩基対、２０～３０塩基対、２
０～２６塩基対、２０～２５塩基対、２０～２４塩基対、２０～２３塩基対、２０～２２
塩基対、２０～２１塩基対、２１～３０塩基対、２１～２６塩基対、２１～２５塩基対、
２１～２４塩基対、２１～２３塩基対、または２１～２２塩基対をはじめとするが、これ
に限定されるものではない、その間のあらゆる部分的範囲であり得る。ダイサーおよび類
似酵素を用いたプロセッシングによって、細胞中で作成されるｄｓＲＮＡは、一般に１９
～２２塩基対の範囲の長さである。ｄｓＤＮＡの二本鎖領域の１本の鎖は、標的ＲＮＡの
領域と実質的に相補的な配列を含んでなる。二本鎖構造を形成する２本の鎖は、少なくと
も１つの自己相補的領域を有する単一ＲＮＡ分子に由来し得て、または２つ以上の別個の
ＲＮＡ分子から生成され得る。二本鎖領域が、単一分子の２本の鎖から生成される場合、
分子は、二本鎖構造を形成する１本の鎖の３’末端とそれぞれのその他の鎖の５’末端と
の間のヌクレオチドの一本鎖（本明細書で「ヘアピンループ」と称される）によって隔て
られる、二本鎖領域を有し得る。ヘアピンループは、少なくとも１つの不対ヌクレオチド
を含んでなり得て；いくつかの実施形態では、ヘアピンループは、少なくとも３、少なく
とも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少
なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも２３以上の不対ヌクレオチドを含んでなり得
る。ｄｓＲＮＡの２本の実質的に相補的な鎖が別のＲＮＡ分子によって構成されている場
合、これらの分子は、必ずしもそうである必要はないが、共有結合的に連結され得る。２
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本の鎖が、ヘアピンループ以外の手段によって共有結合的に連結される場合、結合構造は
「リンカー」と称される。「ｓｉＲＮＡ」という用語はまた、上述したようなｄｓＲＮＡ
に言及するために、本明細書で使用される。
【００５０】
　当業者は、「ＲＮＡ分子」または「リボ核酸分子」という用語が、天然に発現されまた
は見られるＲＮＡ分子だけでなく、本明細書に記載されまたは当該技術分野で公知の、１
つまたは複数のリボヌクレオチド／リボヌクレオシド類似体または誘導体を含んでなる、
ＲＮＡの類似体および誘導体もまた包含することを認識する。厳密に言えば「リボヌクレ
オシド」は、ヌクレオシド塩基とリボース糖を含み、「リボヌクレオチド」は、１、２ま
たは３個のリン酸塩部分があるリボヌクレオシドである。しかし「リボヌクレオシド」お
よび「リボヌクレオチド」という用語は、本明細書の用法では同等物と見なし得る。ＲＮ
Ａは、例えば本明細書で以下に記載されるように、核酸塩基構造中で、またはリボースリ
ン酸主鎖構造中で修飾され得る。しかしリボヌクレオシド類似体または誘導体を含んでな
る分子は、二本鎖を形成する能力を保たなくてはならない。非限定的実施例として、ＲＮ
Ａ分子はまた、２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオシド、５’ホスホロチオエート基を含んで
なるヌクレオシド、コレステリル誘導体またはドデカン酸ビスデシルアミド基に連結する
末端ヌクレオシド、ロックドヌクレオシド、脱塩基ヌクレオシド、２’－デオキシ－２’
－フルオロ修飾ヌクレオシド、２’－アミノ修飾ヌクレオシド、２’－アルキル修飾ヌク
レオシド、モルホリノヌクレオシド、ホスホロアミダートまたは非天然塩基包含ヌクレオ
シド、またはそのあらゆる組み合わせをはじめとするが、これに限定されるものではない
、少なくとも１つの修飾リボヌクレオシドを含み得る。代案としては、ＲＮＡ分子は、少
なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７
、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１５、少なくとも２０以上
の、最高でｄｓＲＮＡ分子の全長の修飾リボヌクレオシドを含んでなり得る。修飾は、Ｒ
ＮＡ分子中のこのような複数の各修飾リボヌクレオシドで同じでなくてもよい。一実施形
態では、本明細書に記載される方法および組成物中での使用が検討される修飾ＲＮＡは、
ペプチド核酸（ＰＮＡ：ｐｅｐｔｉｄｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）であり、それは必
要な二本鎖構造を形成する能力を有し、ＲＩＳＣ経路を通じた標的ＲＮＡの特異的分解を
可能にし、またはそれを媒介する。
【００５１】
　一態様では、修飾リボヌクレオシドはデオキシリボヌクレオシドを含む。このような場
合、ｉＲＮＡ剤は、例えばデオキシヌクレオシドオーバーハング、またはｄｓＲＮＡの二
本鎖部分内の１つまたは複数のデオキシヌクレオシドをはじめとする、１つまたは複数の
デオキシヌクレオシドを含んでなり得る。しかしいかなる状況下でも、二本鎖ＤＮＡ分子
が「ｉＲＮＡ」という用語に包含されないことは、自明である。
【００５２】
　一態様では、ＲＮＡ干渉剤は、標的ＲＮＡ配列と相互作用して、標的ＲＮＡの切断を誘
導する、一本鎖ＲＮＡを含む。理論による拘束は望まないが、植物および無脊椎動物細胞
に導入された長い二本鎖ＲＮＡは、ダイサーとして知られているＩＩＩ型エンドヌクレア
ーゼによって、ｓｉＲＮＡに分解される（シャープ（Ｓｈａｒｐ）ら著、ジーンズアンド
デベロップメント（Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．）、２００１年、第１５巻、ｐ．４８５）。リ
ボヌクレアーゼ－ＩＩＩ様酵素であるダイサーは、ｄｓＲＮＡをプロセスして、特徴的な
２塩基３’オーバーハングがある１９～２３塩基対の短い干渉ＲＮＡにする（バーンシュ
タイン（Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ）ら著、２００１年、ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ）、第４０
９巻、ｐ．３６３）。次にｓｉＲＮＡは、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ：
ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ）に組み込まれ、１つま
たは複数のヘリカーゼがｓｉＲＮＡ二本鎖を巻き戻し、相補的アンチセンス鎖が、標的認
識を誘導できるようにする（ニカネン（Ｎｙｋａｎｅｎ）ら著、２００１年、セル（Ｃｅ
ｌｌ）、第１０７巻、ｐ．３０９）。適切な標的ｍＲＮＡとの結合に際して、ＲＩＳＣ内
の１つまたは複数のエンドヌクレアーゼが標的を切断し、サイレンシングを誘発する（エ
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ルバシャー（Ｅｌｂａｓｈｉｒ）ら著、２００１年、ジーンズアンドデベロップメント（
Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．）、第１５巻、ｐ．１８８）。したがって一態様では、本発明は、
ＲＩＳＣ複合体形成を促進して、標的遺伝子のサイレンシングをもたらす、一本鎖ＲＮＡ
に関する。
【００５３】
　本明細書の用法では、「ヌクレオチドオーバーハング」という用語は、例えばｄｓＲＮ
ＡなどのｉＲＮＡの二本鎖構造から突出する、少なくとも１つの不対ヌクレオチドを指す
。例えばｄｓＲＮＡの１本の鎖の３’末端がその他の鎖の５’末端を越えて伸び、または
その逆の場合、ヌクレオチドオーバーハングがある。ｄｓＲＮＡは、少なくとも１つのヌ
クレオチドのオーバーハングを含んでなり得て；代案としては、オーバーハングは、少な
くとも２つのヌクレオチド、少なくとも３つのヌクレオチド、少なくとも４つのヌクレオ
チド、少なくとも５つ以上のヌクレオチドを含んでなり得る。ヌクレオチドオーバーハン
グは、デオキシリボヌクレオチド／ヌクレオシドをはじめとする、ヌクレオチド／ヌクレ
オシド類似体を含んでなり得て、またはそれからなる。オーバーハングは、センス鎖、ア
ンチセンス鎖、またはそのあらゆる組み合わせの上にあってもよい。さらにオーバーハン
グのヌクレオチドは、ｄｓＲＮＡのアンチセンスまたはセンス鎖のいずれかの５’末端、
３’末端、または双方の末端上に存在し得る。
【００５４】
　一実施形態では、ｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖は、３’末端および／または５’末端に
、１～１０ヌクレオチドのオーバーハングを有する。一実施形態では、ｄｓＲＮＡのセン
ス鎖は、３’末端および／または５’末端に、１～１０ヌクレオチドのオーバーハングを
有する。別の実施形態では、オーバーハング中の１つまたは複数のヌクレオチドは、チオ
リン酸ヌクレオシドで置換されている。
【００５５】
　本明細書でｄｓＲＮＡに関して用いられる「平滑化された」または「平滑末端化された
」という用語は、ｄｓＲＮＡの所与の末端に不対ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体
がない、すなわちヌクレオチドオーバーハングがないことを意味する。ｄｓＲＮＡ末端の
片方または双方が、平滑化され得る。ｄｓＲＮＡの双方の末端が平滑化されている場合、
ｄｓＲＮＡは平滑末端化されたと言われる。明確化のために言うと、「平滑末端化された
」ｄｓＲＮＡは、双方の末端が平滑化されたｄｓＲＮＡであり、すなわち分子のいずれの
末端にもヌクレオチドオーバーハングがない。ほとんどの場合、このような分子は、その
全長にわたって二本鎖である。
【００５６】
　「アンチセンス鎖」または「ガイド鎖」という用語は、例えば標的配列と実質的に相補
的な領域を含む、ｄｓＲＮＡなどのｉＲＮＡ鎖を指す。本明細書の用法では、「領域相補
性」という用語は、例えば本明細書で定義される標的配列などの配列と、実質的に相補的
なアンチセンス鎖上の領域を指す。相補性領域が標的配列と完全に相補的でない場合、分
子の内部または末端領域にミスマッチがあってもよい。一般に、最も耐容されるミスマッ
チは、例えば５’および／または３’末端の５、４、３、または２ヌクレオチド内などの
末端領域にある。
【００５７】
　「センス鎖」または「パッセンジャー鎖」という用語は、本明細書の用法では、本明細
書で定義されるアンチセンス鎖の領域と、実質的に相補的な領域を含むｉＲＮＡ鎖を指す
。
【００５８】
　本明細書の用法では、一実施形態では、「ＳＮＡＬＰ」という用語は、安定した核酸－
脂質粒子を指す。ＳＮＡＬＰは、ｉＲＮＡなどの核酸またはそれからｉＲＮＡが転写され
るプラスミドを含んでなる還元性水性内部を覆う、脂質の小胞を意味する。ＳＮＡＬＰは
、例えば米国特許出願公開第２００６０２４００９３号明細書、米国特許出願公開第２０
０７０１３５３７２号明細書、および国際公開第２００９０８２８１７号パンフレットに
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記載される。「ＳＮＡＬＰ」製剤の例は、本明細書の他の箇所に記載される。
【００５９】
　「細胞に導入する」は、ｉＲＮＡに関する場合は、当業者には理解されるように、細胞
中への取り込みまたは吸収を容易にし、またはもたらすことを意味する。ｉＲＮＡの吸収
または取り込みは、助力を受けない拡散性または活性細胞過程を通じて、または助剤また
は装置によって生じ得る。この用語の意味は、生体外（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）の細胞に限定
されず；ｉＲＮＡはまた、細胞が生きている生物の一部である場合にも、「細胞に導入さ
れ」得る。このような場合、細胞への導入は、生物への送達を含む。例えば生体内（ｉｎ
　ｖｉｖｏ）送達のために、ｉＲＮＡを組織部位に注射し、または全身投与し得る。生体
内送達はまた、その内容全体を参照によって本明細書に援用する、米国特許第５，０３２
，４０１号明細書および米国特許第５，６０７，６７７号明細書、および米国特許公開第
２００５／０２８１７８１号明細書に記載されるものなどのβ－グルカン送達系によるこ
ともできる。細胞への生体外導入は、電気穿孔およびリポフェクションなどの当該技術分
野で公知の方法を含む。さらなるアプローチは、本明細書で以下に記載され、または当該
技術分野で公知である。
【００６０】
　本明細書の用法では、「～の発現を調節する」という用語は、未処理細胞中のＴＭＰＲ
ＳＳ６発現と比較して、本明細書に記載されるｉＲＮＡ組成物で処理された細胞中のＴＭ
ＰＲＳＳ６遺伝子発現の少なくとも部分的「阻害」または部分的「活性化」を指す。
【００６１】
　「活性化する」、「高める」、「～の発現を上方制御する」、「～の発現を増大させる
」などの用語は、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子に言及する限りにおいて、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子
の発現が増大するように処理されており、その中でＴＭＰＲＳＳ６遺伝子が転写される第
１の細胞または細胞群から単離されまたはその中で検出され得るＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮ
Ａ量が、第１の細胞または細胞群と実質的に同一であるが、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現
が増大するように処理されていない、第２の細胞または細胞群（対照細胞）と比較して、
増大することで顕在化される、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現の少なくとも部分的活性化を本
明細書では指す。
【００６２】
　一実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現は、本明細書に記載されるｉＲＮＡの投
与によって、少なくとも約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、
４５％、または５０％活性化される。いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子は
、本発明で取り上げるｉＲＮＡの投与によって、少なくとも約６０％、７０％、または８
０％活性化される。いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現は、本明細書
に記載されるｉＲＮＡの投与によって、少なくとも約８５％、９０％、または９５％以上
活性化される。いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現は、未処理細胞中の
発現と比較して、本明細書に記載されるｉＲＮＡで処理された細胞中で、少なくとも１倍
、少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、少なくとも５０倍、少なくとも
１００倍、少なくとも５００倍、少なくとも１０００倍以上増大する。小型ｄｓＲＮＡに
よる発現の活性化は、例えばそのそれぞれを参照によって本明細書に援用する、リー（Ｌ
ｉ）ら著、２００６年、米国科学アカデミー紀要（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．）、第１０３巻、ｐ．１７３３７～４２、および米国特許第２００７０
１１１９６３号明細書および米国特許第２００５２２６８４８号明細書に記載される。
【００６３】
　「発現停止する」、「～の発現を阻害する」、「～の発現を下方制御する」、「～の発
現を抑制する」などの用語は、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子に言及する限りにおいて、ＴＭＰＲ
ＳＳ６遺伝子の発現が阻害されるように処理されており、その中でＴＭＰＲＳＳ６遺伝子
が転写される第１の細胞または細胞群から、単離されまたはその中で検出され得るＴＭＰ
ＲＳＳ６　ｍＲＮＡ量が、第１の細胞または細胞群と実質的に同一であるが、ＴＭＰＲＳ
Ｓ６遺伝子の発現が阻害されるように処理されていない、第２の細胞または細胞群（対照
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細胞）と比較して、低下することで顕在化される、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現の少なくと
も部分的抑制を本明細書では指す。阻害程度は、通常、
【００６４】
【数１】

を用いて表される。
【００６５】
　代案としては、阻害の程度は、例えばＴＭＰＲＳＳ６遺伝子によってコードされるタン
パク質量などのＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現と機能的に連結するパラメータの低下、または
例えば鉄レベルまたは鉄吸収の低下などの一定の表現型を提示する細胞数などの観点から
示し得る。原則として、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子サイレンシングは、構成的に、またはゲノ
ム工学によって、およびあらゆる適切なアッセイによってのいずれかで、ＴＭＰＲＳＳ６
を発現するあらゆる細胞中で判定し得る。
【００６６】
　例えば場合によっては、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現は、本発明で取り上げるｉＲＮＡ
の投与によって、少なくとも約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０
％、４５％、または５０％抑制される。いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子
は、本発明に記載されるｉＲＮＡの投与によって、少なくとも約６０％、７０％、または
８０％抑制される。いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子は、本明細書に記載
されるｉＲＮＡの投与によって、少なくとも約８５％、９０％、９５％、９８％、９９％
以上抑制される。
【００６７】
　本明細書の用法では、ＴＭＰＲＳＳ６発現の文脈で、「治療する」、「治療」などとい
う用語は、ＴＭＰＲＳＳ６発現によって媒介される病理過程の軽減または緩和を指す。本
発明の文脈で、本明細書で以下に列挙されるその他の病状（ＴＭＰＲＳＳ６発現によって
媒介される病理過程以外の）のいずれかに関する限りにおいて、「治療する」、「治療」
などという用語は、このような病状と関連する少なくとも１つの症状を軽減または緩和し
、またはサラセミアなどのヘモクロマトーシス進行の遅延など、このような病状の進行ま
たは予期される進行を遅延させまたは逆転させることを意味する。
【００６８】
　「低下させる」とは、疾病マーカまたは症状の文脈で、このようなレベルの統計的に有
意な低下を意味する。低下は、例えば少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも
３０％、少なくとも４０％以上であり得て、好ましくは、このような障害がある個人にと
って、正常範囲と認められるレベルまで低下する。
【００６９】
　本明細書の用法では、「治療有効量」および「予防有効量」という語句は、ＴＭＰＲＳ
Ｓ６発現によって媒介される病理過程、またはＴＭＰＲＳＳ６発現によって媒介される病
理過程の顕性症状の治療、予防、または管理において、治療的有用性を提供する量を指す
。治療的に有効な特定量は、通常の開業医によって容易に判定され得て、例えばＴＭＰＲ
ＳＳ６発現によって媒介される病理過程のタイプ、患者の病歴と年齢、ＴＭＰＲＳＳ６発
現によって媒介される病理過程段階、およびＴＭＰＲＳＳ６発現によって媒介される病理
過程を抑制するその他の作用物質の投与などの当該技術分野で公知の要素に応じて、変動
し得る。
【００７０】
　本明細書の用法では、「医薬組成物」は、薬理学的有効量のｉＲＮＡと薬学的に許容で
きる担体とを含んでなる本明細書の用法では、「薬理学的有効量」、「治療有効量」また
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は単に「有効量」とは、意図される薬理学的、治療的または予防的結果を生じるのに効果
的なｉＲＮＡの量を指す。例えば疾患または障害と関連する測定可能パラメータに少なく
とも１０％の低下があれば、所与の臨床治療が効果的と見なされる場合、その疾患または
障害の治療のための薬剤の治療有効量は、パラメータに少なくとも１０％の低下をもたら
すのに必要な量である。例えばＴＭＰＲＳＳ６標的化ｉＲＮＡの治療有効量は、ＴＭＰＲ
ＳＳ６タンパク質のレベルを少なくとも１０％低下し得る。
【００７１】
　本明細書の用法では、「サラセミア」という用語は、劣性遺伝性血液障害を指す。機能
喪失型変異は、ヘモグロビンを構成するグロビン鎖の１つの合成速度低下または無合成を
もたらし、正常なグロビンタンパク質の欠乏を引き起こす。サラセミア患者は、αグロビ
ン（αサラセミアと称される）、βグロビン（βサラセミアと称される）または、稀には
δグロビンのいずれかの欠乏を生じる。αサラセミアでは、過剰なβ鎖が、異常な酸素解
離曲線を有する、不安定な四量体を形成する。βサラセミアは、軽症型、重症型または中
間型であり得る。
【００７２】
　βグロビン鎖は、ＨＢＢ（ヘモグロビン、β）遺伝子と称される単一遺伝子によってコ
ードされる。軽症型βサラセミアは、１つの変異βサラセミア対立遺伝子と、１つの野生
型対立遺伝子とを保有する患者において生じる。この病状は血中鉄レベルに影響を及ぼさ
ず、患者は治療を必要としない。重症型βサラセミアは、患者が２つのノックアウト変異
βサラセミア対立遺伝子を保有する場合にもたらされる。これらの患者では過剰な鉄が蓄
積し、過剰な鉄は主に肥大性クッパー細胞中に貯蔵される。重症型βサラセミアがある患
者は、典型的に、慢性輸血治療法、鉄キレート化、脾臓摘出、および同種異系造血細胞移
植によって治療される。中間型βサラセミアは、患者がβサラセミア遺伝子の１つのノッ
クアウト対立遺伝子と、１つの部分的機能喪失型対立遺伝子とを保有する場合にもたらさ
れる。これらの患者では過剰な鉄が蓄積し、過剰な鉄は主に肝実質細胞中に貯蔵される。
重症型サラセミアおよび中間型サラセミアがある患者は、貧血（低酸素症）を有し、ＥＰ
Ｏ（エリスロポエチン（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ））増大と、ひいては劇的な代償
性の無効造血（骨髄中の幹細胞による赤血球細胞の生産）がもたらされる。中間型サラセ
ミアの患者は、時に肝脾腫大、黄疸、骨減少症、血栓性事象、下肢の潰瘍、肺性低血圧、
うっ血性心不全、糖尿病、成長ホルモン欠乏、甲状腺機能低下、副甲状腺機能低下、性腺
機能低下、および顔面奇形を発症する。
【００７３】
　本明細書の用法では、「ヘモクロマトーシス」という用語は、胃腸管からの過剰な鉄の
吸収をもたらす障害を指す。ヘモクロマトーシスは、原発性および二次性の２つの形態で
生じる。米国で最も頻度の高い（米国人およそ２００～３００人あたり１人に影響を及ぼ
す）遺伝障害である原発性ヘモクロマトーシスは、過剰な鉄吸収を引き起こす特定の遺伝
的問題によって、通常引き起こされる。二次性または獲得ヘモクロマトーシスは、サラセ
ミアまたは鉄芽球性貧血などの疾患によって引き起こされ得る。二次性ヘモクロマトーシ
スは、時に溶血性貧血および慢性アルコール依存症の患者に発症する。ヘモクロマトーシ
スの症状としては、腹痛、関節痛、疲労、エネルギーの欠如、脱力感、皮膚の暗色化（「
ブロンズ光沢」と称されることが多い）、および体毛喪失が挙げられる。
【００７４】
　「薬学的に許容できる担体」という用語は、治療薬投与のための担体を指す。このよう
な担体としては、生理食塩水、緩衝食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタノ
ール、およびそれらの組み合わせが挙げられるが、これに限定されるものではない。用語
は、細胞培養培地を明確に除外する。経口的に投与される薬剤では、薬学的に許容可能な
担体としては、薬学的に許容可能な賦形剤などの不活性希釈剤、崩壊剤、結合剤、平滑剤
、甘味剤、着香剤、着色剤および保存料が挙げられるが、これに限定されるものではない
。適切な不活性希釈剤としては、炭酸ナトリウムおよび炭酸カルシウム、リン酸ナトリウ
ムおよびリン酸カルシウム、および乳糖が挙げられる一方で、コーンスターチおよびアル
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ギン酸が適切な崩壊剤である。結合剤としては、デンプンおよびゼラチンが挙げられる一
方で、存在する場合、平滑剤は、一般にステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸または
滑石である。所望ならば、錠剤をモノステアリン酸グリセリルまたはジステアリン酸グリ
セリルなどの材料でコーティングして、胃腸管内の吸収を遅延させてもよい。製剤に含ま
れる作用物質については、本明細書で以下にさらに詳しく説明する。
【００７５】
　本明細書の用法では、「対象」は、例えばイヌ、ウマ、ネコ、およびその他の非ヒト霊
長類などの哺乳類である。好ましい実施形態では、対象はヒトである。
　本明細書の用法では、「ＬＮＰＸＸ」（式中、「ＸＸ」は数字である）という用語は、
本明細書で「ＡＦＸＸ」とも称される。例えばＬＮＰ０９はＡＦ０９とも称され、ＬＮＰ
１２はＡＦ１２としてもまた知られており、またそのように言及される。
【００７６】
　本明細書の用法では、「含んでなる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」または「含んでなる（
ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」という用語は、本発明に必須の組成物、方法、およびそのそれぞ
れの成分に関して使用されるが、本質的であるか否かに関わらず、不特定の要素の包含を
なおも受け入れる。
【００７７】
　本明細書の用法では、「～から本質的になる」という用語は、所与の実施形態に必須の
要素を指す。用語は、本発明で取り上げる実施形態の基本的および新規または機能特性に
、実質的に影響を及ぼさない要素の存在を容認する。
【００７８】
　「～からなる」という用語は、本明細書に記載される組成物、方法、およびそのそれぞ
れの成分を指し、それは実施形態のその記述に列挙されないあらゆる要素に対して、排他
的である。
【００７９】
　ＩＩ．二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）
　本明細書には、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を調節するｉＲＮＡ剤が記載される。一実
施形態では、ｉＲＮＡ剤は、例えばβサラセミアまたはヘマクロマトーシス（ｈｅｍａｃ
ｈｒｏｍａｔｏｓｉｓ）がある患者などの鉄レベル上昇を有するヒトなど、細胞または哺
乳類において、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するための、二本鎖リボ核酸（ｄｓＲ
ＮＡ）分子を含む。ｄｓＲＮＡは、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現中に形成されるｍＲＮＡ
の少なくとも一部に相補的である、相補性領域を有するアンチセンス鎖を含む。相補性領
域は、３０ヌクレオチド長以下、一般に１９～２４ヌクレオチド長であり、ｄｓＲＮＡは
、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子を発現する細胞との接触時に、例えばＰＣＲまたは分枝ＤＮＡ（
ｂＤＮＡ）ベースの方法、またはウエスタンブロットなどのタンパク質ベースの方法によ
るアッセイで、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を少なくとも１０％阻害する。一実施形態で
はｉＲＮＡ剤は、細胞または哺乳類中で、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を活性化する。Ｃ
ＯＳ細胞、ＨｅＬａ細胞、初代培養肝細胞、ＨｅｐＧ２細胞、初代培養細胞などの細胞培
養物中の、または対象からの生物学的サンプル中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現は、ｂＤ
ＮＡまたはＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイなどによるＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡレベ
ルの測定によって、または例えばウエスタンブロット法またはフローサイトメトリー技術
を使用した免疫蛍光分析などによるタンパク質レベルの測定によって、アッセイし得る。
【００８０】
　ｄｓＲＮＡは２本のＲＮＡ鎖を含み、それは相補的であり、その中でｄｓＲＮＡが使用
される条件下でハイブリダイズして二本鎖構造を形成する。ｄｓＲＮＡの１本の鎖（アン
チセンス鎖）は、標的配列と実質的に相補的であり、一般に完全に相補的である、相補性
領域を含む。標的配列は、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現中に形成されるｍＲＮＡの配列に
由来し得る。他の鎖（センス鎖）は、適切な条件下で組み合わせると、２本の鎖がハイブ
リダイズして二本鎖構造を形成するように、アンチセンス鎖に相補的な領域を含む。一般
に二本鎖構造は、１５～３０、より一般的には１８～２５、なおもより一般的には１９～
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２４、最も一般的には１９～２１塩基対の長さである。同様に、標的配列との相補性領域
は、１５～３０、より一般的には１８～２５、なおもより一般的には１９～２４、最も一
般的には１９～２１ヌクレオチド長である。いくつかの実施形態では、ｄｓＲＮＡは、１
５～２０ヌクレオチド長であり、別の実施形態では、ｄｓＲＮＡは２５～３０ヌクレオチ
ド長である。当業者は認識するであろうように、切断標的とされるＲＮＡの標的領域は、
ほとんどの場合、より大型のＲＮＡ分子の一部であり、それはｍＲＮＡ分子であることが
多い。該当する場合、ｍＲＮＡ標的の「部分」は、ＲＮＡｉ指向切断（すなわちＲＩＳＣ
経路を通じた切断）の基質として十分長い、ｍＲＮＡ標的の連続配列である。９塩基対程
度に短い二本鎖を有するｄｓＲＮＡは、状況によっては、ＲＮＡｉ指向ＲＮＡ切断を媒介
し得る。ほとんどの場合、標的は、少なくとも１５ヌクレオチド長、好ましくは１５～３
０ヌクレオチド長である。
【００８１】
　当業者はまた、二本鎖領域が、例えば１５～３０塩基対など、例えば９～３６塩基対の
二本鎖領域などのｄｓＲＮＡの主要機能部分であることを認識するであろう。したがって
一実施形態では、それがプロセッシングされて、例えば所望のＲＮＡを切断標的とする１
５～３０塩基対などの機能的二本鎖になる限りでは、３０塩基対を超える二本鎖領域を有
するＲＮＡ分子またはＲＮＡ分子複合体は、ｄｓＲＮＡである。したがって当業者は、一
実施形態では、ｍｉＲＮＡがｄｓＲＮＡであることを認識するであろう。別の実施形態で
は、ｄｓＲＮＡは天然ｍｉＲＮＡでない。別の実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６発現を標的
化するのに有用なｉＲＮＡ剤は、より大型のｄｓＲＮＡの切断によって標的細胞中で生じ
ない。
【００８２】
　本明細書に記載されるｄｓＲＮＡは、１つまたは複数の一本鎖ヌクレオチドオーバーハ
ングをさらに含み得る。ｄｓＲＮＡは、例えばバイオサーチ（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ），ア
プライドバイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）から市
販されるものなどの自動化ＤＮＡ合成機の使用によって、以下でさらに考察されるように
、当該技術分野で公知の標準法によって合成し得る。一実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺
伝子は、ヒトＴＭＰＲＳＳ６遺伝子である。別の実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子は
、マウスまたはラットＴＭＰＲＳＳ６遺伝子である。マウスＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡの
配列は、ＧｅｎＢａｎｋ受入番号ＮＭ＿０２７９０２（ＧＩ：１２５６５６１５１、２０
１０年１２月２８日に記録）にある。ラットＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡの配列は、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ受入番号ＮＭ＿００１１３０５５６．１（ＧＩ：１９４４７４０９７、２０１１
年１月１７日に記録）にある。特定の実施形態では、第１の配列はテーブル２、３または
４のセンス配列を含むｄｓＲＮＡのセンス鎖であり、第２の配列は、テーブル２、３また
は４のアンチセンス配列を含むｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖である。テーブル２、３また
は４で提供される標的配列中の他の箇所を標的とする代案のｄｓＲＮＡ剤は、標的配列と
側面に位置するＴＭＰＲＳＳ６配列とを使用して、容易に判定し得る。
【００８３】
　一態様では、ｄｓＲＮＡは、センスおよびアンチセンス配列の少なくとも２つのヌクレ
オチド配列を含み、センス鎖は、テーブル２、３または４で提供される配列群から選択さ
れる。この態様では、２配列の一方は２配列の他方に相補的であり、配列の１つは、ＴＭ
ＰＲＳＳ６遺伝子の発現中に生じるｍＲＮＡ配列と実質的に相補的である。したがってこ
の態様では、ｄｓＲＮＡは２つのオリゴヌクレオチドを含み、１つのオリゴヌクレオチド
は、テーブル２、３または４でセンス鎖と記載され、第２のオリゴヌクレオチドは、テー
ブル２、３または４からのセンス鎖に対応するアンチセンス鎖と記載される。本明細書の
他の箇所に記載されるように、そして当該技術分野で公知のように、ｄｓＲＮＡの相補配
列はまた、別個のオリゴヌクレオチド上にあるものとは対照的に、単一核酸分子の自己相
補領域として含有され得る。
【００８４】
　当業者は、２０～２３塩基対、特に２１塩基対の二本鎖構造を有するｄｓＲＮＡが、Ｒ
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ＮＡ干渉を誘発する上で特に効果的であるとして支持されていることを十分承知している
（エルバシャー（Ｅｌｂａｓｈｉｒ）ら著、欧州分子生物学機構（ＥＭＢＯ）、２００１
年、第２０巻、ｐ．６８７７～６８８８）。しかし他の当業者らは、より短いまたはより
長いＲＮＡ二本鎖構造が、同様に効果的であり得ることを見出している。上で説明した実
施形態では、テーブル２、３または４に提供されるオリゴヌクレオチド配列の性質のおか
げで、本明細書に記載されるｄｓＲＮＡは、最低２１ｎｔ長さの少なくとも１本の鎖を含
み得る。片方または双方の末端の数個のヌクレオチドのみが抜けている、テーブル２、３
または４の配列の１つを有するより短い二本鎖が、上で説明したｄｓＲＮＡと比較して同
様に効果的であってもよいことは、合理的に予想され得る。したがってテーブル２、３ま
たは４の配列の１つからの少なくとも１５、１６、１７、１８、１９、２０以上の連続ヌ
クレオチドの部分配列を有し、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するそれらの能力が、
完全長配列を含んでなるｄｓＲＮＡからの阻害と、５、１０、１５、２０、２５、または
３０％以下異なるｄｓＲＮＡが、本発明に従って検討される。
【００８５】
　これに加えて、テーブル２、３または４に提供されるＲＮＡは、ＲＩＳＣ媒介切断を受
けやすい、ＴＭＰＲＳＳ６転写物中の部位を同定する。したがって本発明は、このような
配列の１つ内を標的とするｉＲＮＡをさらに特徴とする。本明細書の用法では、ｉＲＮＡ
が、特定部位内のどこかで転写物の切断を促進する場合、ｉＲＮＡはＲＮＡ転写物のその
特定の部位内を標的化すると言われる。このようなｉＲＮＡは、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子中
の選択された配列に隣接する領域から取り込まれた追加的なヌクレオチド配列と連結して
いる、テーブル２、３または４に提供される配列の１つからの少なくとも１５個の連続ヌ
クレオチドを一般に含む。
【００８６】
　標的配列は、一般に１５～３０ヌクレオチド長であるが、この範囲内の特定の配列が、
あらゆる所与の標的ＲＮＡの切断を誘導する適合性には、幅広い多様性がある。本明細書
で提示される様々なソフトウェアパッケージおよびガイドラインは、あらゆる所与の遺伝
子標的の最適標的配列を同定するためのガイダンスを提供するが、標的ＲＮＡ配列に、所
与のサイズの「ウィンドウ」または「マスク」（非限定的例として２１個のヌクレオチド
）を実際にまたは比喩的に（例えばコンピュータシミュレーションによるものをはじめと
する）配置させて、標的配列の役割を果たしてもよいサイズ範囲の配列を同定する、経験
的アプローチもまた取り得る。配列「ウィンドウ」を最初の標的配列位置の１ヌクレオチ
ド上流または下流に連続的に移動することで、選択されたあらゆる所与の標的サイズにつ
いて完全な可能な配列の組が同定されるまで、次の潜在的標的配列が同定され得る。この
プロセスは、同定された配列の系統的合成、および（本明細書に記載されまたは当該技術
分野で公知のアッセイを使用した）至適に機能する配列を同定する試験と相まって、ｉＲ
ＮＡ剤で標的化した場合に、標的遺伝子発現の最良の阻害を媒介するＲＮＡ配列を同定し
得る。したがって例えばテーブル２、３または４中で同定される配列が、効果的な標的配
列を表す一方で、所与の配列の１ヌクレオチド上流または下流に、連続的に「ウィンドウ
を歩行させる」ことにより、同等またはより良い阻害特性がある配列を同定することで、
阻害効率のさらなる最適化を達成し得ることが検討される。
【００８７】
　さらにヌクレオチドを体系的に付加または除去して、より長いまたはより短い配列を作
成し、その位置から、標的ＲＮＡよりも長いまたはより短いサイズのウィンドウを歩行さ
せることで、これらの作成された配列を試験することにより、例えばテーブル２、３また
は４中で同定される、あらゆる配列のさらなる最適化を達成し得ることが検討される。こ
の場合もやはり、この新しい標的候補を作成するアプローチと、当該技術分野で公知のま
たは本明細書に記載される阻害アッセイにおける、これらの標的配列に基づくｉＲＮＡの
有効性の試験とを組み合わせることにより、阻害効率にさらなる改善をもたらし得る。な
おもさらに、例えば本明細書に記載されまたは当該技術分野で公知の修飾ヌクレオチドの
導入、オーバーハングの付加またはその変更、または当該技術分野で公知のおよび／また
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は本明細書で考察されるその他の修飾によって、発現阻害物質として分子をさらに最適化
する（例えば血清安定性または循環半減期増大、熱安定増大、膜貫通送達促進、特定位置
または細胞型の標的化、サイレンシング経路酵素との相互作用増大、エンドソームからの
放出増大など）ことで、このような最適化配列を調節し得る。
【００８８】
　本明細書に記載されるｉＲＮＡは、標的配列との１つまたは複数のミスマッチを含有し
得る。一実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡは、３個以下のミスマッチを含有
する。ｉＲＮＡのアンチセンス鎖が、標的配列とのミスマッチを含有する場合、ミスマッ
チの範囲は、相補性領域の中心に位置しないことが好ましい。ｉＲＮＡのアンチセンス鎖
が標的配列とのミスマッチを含有する場合、ミスマッチは、相補性領域の５’または３’
末端のいずれかから、最後の５ヌクレオチド内に限定されることが好ましい。例えばＴＭ
ＰＲＳＳ６遺伝子領域に相補的な２３ヌクレオチドｉＲＮＡ剤ＲＮＡ鎖では、ＲＮＡ鎖は
、一般に、中心的な１３ヌクレオチド内にいかなるミスマッチも含有しない。本明細書に
記載される方法または当該技術分野で公知の方法を使用して、標的配列とのミスマッチを
含有するｉＲＮＡが、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現の阻害に効果的かどうかを判定し得る
。ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現の阻害における、ミスマッチがあるｉＲＮＡの有効性の検
討は、特にＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の特定の相補性領域が、集団内で多型配列バリエーショ
ンを有することが知られている場合に、重要である。
【００８９】
　一実施形態では、ｄｓＲＮＡの少なくとも一端は、１～４ヌクレオチドの、一般に１ま
たは２ヌクレオチドの一本鎖ヌクレオチドオーバーハングを有する。少なくとも１つのヌ
クレオチドオーバーハングを有する、このようなｄｓＲＮＡは、それらの平滑末端対応物
と比較して、意外にも優れた阻害特性を有する。さらに別の実施形態では、例えばｄｓＲ
ＮＡなどのｉＲＮＡのＲＮＡを化学的に修飾して、安定性またはその他の有益な特性を高
める。本発明で取り上げる核酸は、参照によって本明細書に援用する、「核酸化学の現行
のプロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）」、ボーケージ（Ｂｅａｕｃａｇｅ），Ｓ．Ｌ．ら編、ジョンワ
イリーアンドサンズ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．）、米国ニューヨ
ーク州ニューヨークなどに記載されるものなどの当該技術分野で確立された方法によって
合成および／または修飾されてもよい。修飾としては、例えば（ａ）例えば５’末端修飾
（リン酸化、共役結合、逆転結合）および３’末端修飾（共役結合、ＤＮＡヌクレオチド
、逆転結合など）などの末端修飾；（ｂ）例えば安定化塩基での、不安定化塩基での、ま
たは拡大パートナーのレパートリーと塩基対形成する塩基での置換、塩基除去（脱塩基ヌ
クレオチド）、または共役結合塩基などの塩基修飾；（Ｃ）糖の修飾（例えば２’位また
は４’位における）または糖の置換；ならびに（ｄ）リン酸ジエステル結合の修飾または
置換をはじめとする主鎖修飾が挙げられる。本明細書に記載される実施形態で有用なＲＮ
Ａ化合物の特定の例としては、修飾主鎖を含有するＲＮＡ、または天然ヌクレオシド間結
合を含有しないＲＮＡが挙げられるが、これに限定されるものではない。修飾主鎖を有す
るＲＮＡとしては、特に主鎖中にリン原子を有しないものが挙げられる。本明細書の目的
では、そして当該技術分野で時に言及されるように、それらのヌクレオシド間主鎖中にリ
ン原子を有しない修飾ＲＮＡもまた、オリゴヌクレオシドであると見なされる。特定の実
施形態では、修飾ＲＮＡは、そのヌクレオシド間主鎖中にリン原子を有する。
【００９０】
　修飾ＲＮＡ主鎖としては、例えばホスホロチオエート、キラルホスホロチオエート、ホ
スホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノアルキルホスホトリエステル、３’－
アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートをはじめとするメチルおよびその他の
アルキルホスホネート、ホスフィネート、３’－アミノホスホロアミダートおよびアミノ
アルキルホスホルアミダートをはじめとするホスホロアミダート、チオノホスホルアミダ
ート、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、およびノルマ
ル３’－５’結合、それらの２’－５’連結アナログを有するボラノホスフェート、およ
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び隣接するヌクレオシド単位対が３’－５’から５’－３’、または２’－５’から５’
－２’に連結する、逆転極性を有するボラノホスフェート）が挙げられる。様々な塩、混
合塩、および遊離酸形態もまた挙げられる。
【００９１】
　上記リン含有結合の調製を教示する、代表的な米国特許としては、そのそれぞれを参照
によって本明細書に援用する、米国特許第３，６８７，８０８号明細書；米国特許第４，
４６９，８６３号明細書；米国特許第４，４７６，３０１号明細書；米国特許第５，０２
３，２４３号明細書；米国特許第５，１７７，１９５号明細書；米国特許第５，１８８，
８９７号明細書；米国特許第５，２６４，４２３号明細書；米国特許第５，２７６，０１
９号明細書；米国特許第５，２７８，３０２号明細書；米国特許第５，２８６，７１７号
明細書；米国特許第５，３２１，１３１号明細書；米国特許第５，３９９，６７６号明細
書；米国特許第５，４０５，９３９号明細書；米国特許第５，４５３，４９６号明細書；
米国特許第５，４５５，２３３号明細書；米国特許第５，４６６，６７７号明細書；米国
特許第５，４７６，９２５号明細書；米国特許第５，５１９，１２６号明細書；米国特許
第５，５３６，８２１号明細書；米国特許第５，５４１，３１６号明細書；米国特許第５
，５５０，１１１号明細書；米国特許第５，５６３，２５３号明細書；米国特許第５，５
７１，７９９号明細書；米国特許第５，５８７，３６１号明細書；米国特許第５，６２５
，０５０号明細書；米国特許第６，０２８，１８８号明細書；米国特許第６，１２４，４
４５号明細書；米国特許第６，１６０，１０９号明細書；米国特許第６，１６９，１７０
号明細書；米国特許第６，１７２，２０９号明細書；米国特許第６、２３９，２６５号明
細書；米国特許第６，２７７，６０３号明細書；米国特許第６，３２６，１９９号明細書
；米国特許第６，３４６，６１４号明細書；米国特許第６，４４４，４２３号明細書；米
国特許第６，５３１，５９０号明細書；米国特許第６，５３４，６３９号明細書；米国特
許第６，６０８，０３５号明細書；米国特許第６，６８３，１６７号明細書；米国特許第
６，８５８，７１５号明細書；米国特許第６，８６７，２９４号明細書；米国特許第６，
８７８，８０５号明細書；米国特許第７，０１５，３１５号明細書；米国特許第７，０４
１，８１６号明細書；米国特許第７，２７３，９３３号明細書；米国特許第７，３２１，
０２９号明細書；および米国特許第ＲＥ３９４６４号明細書が挙げられるが、これに限定
されるものではない。
【００９２】
　その中にリン原子を含まない修飾ＲＮＡ主鎖は、短鎖アルキルまたはシクロアルキルヌ
クレオシド間結合、混合ヘテロ原子およびアルキルまたはシクロアルキルヌクレオシド間
結合、または１つまたは複数の短鎖ヘテロ原子または複素環式ヌクレオシド間結合によっ
て形成された主鎖を有する。これらとしては、モルホリノ結合（一部はヌクレオシドの糖
部分から形成される）；シロキサン主鎖；スルフィド、スルホキシドおよびスルホン主鎖
；ホルムアセチルおよびチオホルムアセチル主鎖；メチレンホルムアセチルおよびチオホ
ルムアセチル主鎖；アルケン含有主鎖；スルファメート主鎖；メチレンイミノおよびメチ
レンヒドラジノ主鎖；スルホネートおよびスルホンアミド主鎖；アミド主鎖を有するもの
；および混合Ｎ、Ｏ、Ｓ、およびＣＨ２構成成分を有するその他のものが挙げられる。
【００９３】
　上記オリゴヌクレオシドの調製を教示する、代表的な米国特許としては、そのそれぞれ
を参照によって本明細書に援用する、米国特許第５，０３４，５０６号明細書；米国特許
第５，１６６，３１５；５，１８５，４４４号明細書；米国特許第５，２１４，１３４号
明細書；米国特許第５，２１６，１４１号明細書；米国特許第５，２３５，０３３号明細
書；米国特許第５，６４，５６２号明細書；米国特許第５，２６４，５６４号明細書；米
国特許第５，４０５，９３８号明細書；米国特許第５，４３４，２５７号明細書；米国特
許第５，４６６，６７７号明細書；米国特許第５，４７０，９６７号明細書；米国特許第
５，４８９，６７７号明細書；米国特許第５，５４１，３０７号明細書；米国特許第５，
５６１，２２５号明細書；米国特許第５，５９６，０８６号明細書；米国特許第５，６０
２，２４０号明細書；米国特許第５，６０８，０４６号明細書；米国特許第５，６１０，
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２８９号明細書；米国特許第５，６１８，７０４号明細書；米国特許第５，６２３，０７
０号明細書；米国特許第５，６６３，３１２号明細書；米国特許第５，６３３，３６０号
明細書；米国特許第５，６７７，４３７号明細書；および米国特許第５，６７７，４３９
号明細書が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００９４】
　ｉＲＮＡ中で使用することが適切でありまたは検討されるその他のＲＮＡ模倣体中では
、ヌクレオチド単位の主鎖である、糖およびヌクレオシド間連結の双方が、新規の基で置
換されている。塩基単位は、適切な核酸標的化合物とのハイブリダイゼーションのために
維持される。このような１つのオリゴマー化合物であり、優れたハイブリダイゼーション
特性を有することが示されているＲＮＡ模倣体は、ペプチド核酸（ＰＮＡ）と称される。
ＰＮＡ化合物では、ＲＮＡの糖主鎖は、アミド含有主鎖、特にアミノエチルグリシン主鎖
で置換されている。核酸塩基は保持されて、主鎖のアミド部分のアザ窒素原子と直接また
は間接的に結合する。ＰＮＡ化合物の調製を教示する、代表的な米国特許としては、その
それぞれを参照によって本明細書に援用する、米国特許第５，５３９，０８２号明細書；
米国特許第５，７１４，３３１号明細書；および米国特許第５，７１９，２６２号明細書
が挙げられるが、これに限定されるものではない。ＰＮＡ化合物のさらなる教示は、ニー
ルセン（Ｎｉｅｌｓｅｎ）ら著、サイエンス（Ｓｃｉｅｎｃｅ）、１９９１年、第２５４
巻、ｐ．１４９７～１５００にある。
【００９５】
　本発明で取り上げるいくつかの実施形態は、ホスホロチオエート主鎖があるＲＮＡ、お
よび特に先述の米国特許第５，４８９，６７７号明細書の－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＨ２－、－
ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－Ｏ－ＣＨ２－［メチレン（メチルイミノ）またはＭＭＩ主鎖とし
て知られている］、－ＣＨ２－Ｏ－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－、－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ３）－
Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－、および－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＨ２－ＣＨ２－［天然リン酸ジエス
テル主鎖は－Ｏ－Ｐ－Ｏ－ＣＨ２－として表される］であるヘテロ原子主鎖がある、およ
び先述の米国特許第５，６０２，２４０号明細書のアミド主鎖がある、オリゴヌクレオシ
ドとを含む。いくつかの実施形態では、本明細書で取り上げるＲＮＡは、先述の米国特許
第５，０３４，５０６号明細書のモルホリノ主鎖構造を有する。
【００９６】
　修飾ＲＮＡはまた、１つまたは複数の置換糖部分を含有し得る。例えば本明細書で取り
上げるｄｓＲＮＡなどのｉＲＮＡは、２’位に、ＯＨ；Ｆ；Ｏ－、Ｓ－、またはＮ－アル
キル；Ｏ－、Ｓ－、またはＮ－アルケニル；Ｏ－、Ｓ－、またはＮ－アルキニル；または
Ｏ－アルキル－Ｏ－アルキルの１つを含み得て、アルキル、アルケニル、およびアルキニ
ルは、置換または非置換Ｃ１～Ｃ１０アルキル、またはＣ２～Ｃ１０アルケニルおよびア
ルキニルであってもよい。例示的な適切な修飾としては、Ｏ［（ＣＨ２）ｎＯ］ｍＣＨ３

、Ｏ（ＣＨ２）．ｎＯＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＮＨ２、Ｏ（ＣＨ２）ｎＣＨ３、Ｏ（ＣＨ

２）ｎＯＮＨ２、およびＯ（ＣＨ２）ｎＯＮ［（ＣＨ２）ｎＣＨ３）］２（式中、ｎおよ
びｍは１～約１０である）が挙げられる。別の実施形態では、ｄｓＲＮＡは、２’位に以
下の１つを含む：Ｃ１～Ｃ１０低級アルキル、置換低級アルキル、アルカリール、アラル
キル、Ｏ－アルカリールまたはＯ－アラルキル、ＳＨ、ＳＣＨ３、ＯＣＮ、Ｃｌ、Ｂｒ、
ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮＯ２、ＮＯ２、Ｎ３、ＮＨ２

、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカアリール、アミノアルキルアミノ、ポリア
ルキルアミノ、置換シリル、ＲＮＡ切断基、レポーター基、介入物、ｉＲＮＡの薬物動態
特性を改善する基、またはｉＲＮＡの薬力学的特性を改善する基、および同様の特性を有
するその他の置換基。いくつかの実施形態では、修飾は、２’－メトキシエトキシ（２’
－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３、２’－Ｏ－（２－メトキシエチル）または２’－ＭＯＥと
してもまた知られている）（マーティン（Ｍａｒｔｉｎ）ら著、ヘルベチカ　キミカ　ア
クタ（Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ）、１９９５年、第７８巻、ｐ．４８６～５０４）
、すなわちアルコキシ－アルコキシ基を含む。別の例示的な修飾は、以下に本明細書の実
施例で記載されるように、２’－ＤＭＡＯＥとしてもまた知られている、２’－ジメチル
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アミノオキシエトキシ、すなわちＯ（ＣＨ２）２ＯＮ（ＣＨ３）２基、およびこれもまた
以下に本明細書の実施例で記載されるように、２’－ジメチルアミノエトキシエトキシ（
当該技術分野で２’－Ｏ－ジメチルアミノエトキシエチルまたは２’－ＤＭＡＥＯＥとし
ても公知である）、すなわち２’－Ｏ－ＣＨ２－Ｏ－ＣＨ２－Ｎ（ＣＨ２）２である。
【００９７】
　その他の修飾としては、２’－メトキシ（２’－ＯＣＨ３）、２’－アミノプロポキシ
（２’－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２）、および２’－フルオロ（２’－Ｆ）が挙げられ
る。同様の修飾はまた、具体的には３’末端ヌクレオチド上の糖の３’位、または２’－
５’結合ｄｓＲＮＡ中、および５’末端ヌクレオチドの５’位など、ｉＲＮＡのＲＮＡ上
のその他の位置でも行い得る。ｉＲＮＡはまた、ペントフラノシル糖の代わりにシクロブ
チル部分などの糖模倣体を有してもよい。上記修飾糖構造の調製を教示する、代表的な米
国特許としては、そのそれぞれを参照によって本明細書に援用し、特定のものは本出願と
所有者が共通である、米国特許第４，９８１，９５７号明細書；米国特許第５，１１８，
８００号明細書；米国特許第５，３１９，０８０号明細書；米国特許第５，３５９，０４
４号明細書；米国特許第５，３９３，８７８号明細書；米国特許第５，４４６，１３７号
明細書；米国特許第５，４６６，７８６号明細書；米国特許第５，５１４，７８５号明細
書；米国特許第５，５１９，１３４号明細書；米国特許第５，５６７，８１１号明細書；
米国特許第５，５７６，４２７号明細書；米国特許第５，５９１，７２２号明細書；米国
特許第５，５９７，９０９号明細書；米国特許第５，６１０，３００号明細書；米国特許
第５，６２７，０５３号明細書；米国特許第５，６３９，８７３号明細書；米国特許第５
，６４６，２６５号明細書；米国特許第５，６５８，８７３号明細書；米国特許第５，６
７０，６３３号明細書；および米国特許第５，７００，９２０号明細書が挙げられるが、
これに限定されるものではない。
【００９８】
　ｉＲＮＡはまた、核酸塩基（当該技術分野では単に「塩基」と称されることが多い）修
飾または置換を含み得る。本明細書の用法では、「未修飾」または「天然」核酸塩基とし
ては、プリン塩基アデニン（Ａ）およびグアニン（Ｇ）、およびピリミジン塩基チミン（
Ｔ）、シトシン（Ｃ）およびウラシル（Ｕ）が挙げられる。修飾核酸塩基としては、５－
メチルシトシン（５－ｍｅ－Ｃ）；５－ヒドロキシメチルシトシン；キサンチン；ヒポキ
サンチン；２－アミノアデニン；アデニンおよびグアニンの６－メチルおよびその他のア
ルキル誘導体；アデニンおよびグアニンの２－プロピルおよびその他のアルキル誘導体；
２－チオウラシル、２－チオチミンおよび２－チオシトシン；５－ハロウラシルおよびシ
トシン；５－プロピニルウラシルおよびシトシン；６－アゾウラシル、シトシン、および
チミン；５－ウラシル（プソイドウラシル）；４－チオウラシル；８－ハロ、８－アミノ
、８－チオール、８－チオアルキル、８－ヒドロキシルおよびその他の８置換アデニンお
よびグアニン；５－ハロ、具体的には５－ブロモ、５－トリフルオロメチル、およびその
他の５置換ウラシルおよびシトシン；７－メチルグアニンおよび７－メチルアデニン；８
－アザグアニンおよび８－アザアデニン；７－デアザグアニンおよび７－ダアザアデニン
（ｄａａｚａａｄｅｎｉｎｅ）；および３－デアザグアニンおよび３－デアザアデニンな
どのその他の合成および天然核酸塩基が挙げられる。さらに核酸塩基としては、米国特許
第３，６８７，８０８号明細書で開示されるもの、「生化学、バイオテクノロジー、およ
び医学における修飾ヌクレオシド（Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ　
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）
」、ヘルデヴィン（Ｈｅｒｄｅｗｉｊｎ），Ｐ．編、ウィリーＶＣＨ（Ｗｉｌｅｙ－ＶＣ
Ｈ）、２００８年で開示されるもの；「高分子科学と工学のコンサイス百科事典（Ｔｈｅ
　Ｃｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　Ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　Ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）」、ｐ．８５８～８５９、クルシュヴィッツ（Ｋｒ
ｏｓｃｈｗｉｔｚ），Ｊ．Ｌ編、ジョンワイリーアンドサンズ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ）、１９９０年で開示されるもの、エングリッシュ（Ｅｎｇｌｉｓｃｈ）ら
著、アンゲヴァンテ　ケミー（Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ），国際版（Ｉｎｔ
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ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）、１９９１年、第３０巻、ｐ．６１３によって
開示されるもの、およびサングヴィ（Ｓａｎｇｈｖｉ），Ｙ　Ｓ．著、第１５章、「ｄｓ
ＲＮＡの研究および応用（ｄｓＲＮＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ）」、ｐ．２８９～３０２、クルック（Ｃｒｏｏｋｅ），Ｓ．Ｔ．およびルブルー（
Ｌｅｂｌｅｕ），Ｂ．編、ＣＲＣプレス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、１９９３年によって開
示されるものが挙げられる。これらの核酸塩基のいくつかは、本発明で取り上げるオリゴ
マー化合物の結合親和性を増大させるのに特に有用である。これらとしては、２－アミノ
プロピルアデニン、５－プロピニルウラシル、および５－プロピニルシトシンをはじめと
する、５－置換ピリミジン、６－アザピリミジン、およびＮ－２、Ｎ－６および０－６置
換プリンが挙げられる。５－メチルシトシン置換は、核酸二重鎖安定性を０．６～１．２
℃増大させることが示されており（サングヴィ（Ｓａｎｇｈｖｉ），Ｙ．Ｓ．著、クルッ
ク（Ｃｒｏｏｋｅ），Ｓ．Ｔ．およびルブルー（Ｌｅｂｌｅｕ），Ｂ．編、「ｄｓＲＮＡ
の研究および応用（ｄｓＲＮＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）
」、ＣＲＣプレス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、ボカラトン（Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ）、１９
９３年、ｐ．２７６～２７８）、模範的な塩基置換であり、なおもより特に、２’－Ｏ－
メトキシエチル糖修飾と組み合わされた場合にそうである。
【００９９】
　上記の特定の修飾核酸塩基ならびにその他の修飾核酸塩基の調製を教示する、代表的な
米国特許としては、上記の米国特許第３，６８７，８０８号明細書、ならびにそのそれぞ
れを参照によって本明細書に援用する、米国特許第４，８４５，２０５号明細書；米国特
許第５，１３０，３０号明細書；米国特許第５，１３４，０６６号明細書；米国特許第５
，１７５，２７３号明細書；米国特許第５，３６７，０６６号明細書；米国特許第５，４
３２，２７２号明細書；米国特許第５，４５７，１８７号明細書；米国特許第５，４５９
，２５５号明細書；米国特許第５，４８４，９０８号明細書；米国特許第５，５０２，１
７７号明細書；米国特許第５，５２５，７１１号明細書；米国特許第５，５５２，５４０
号明細書；米国特許第５，５８７，４６９号明細書；米国特許第５，５９４，１２１、５
，５９６，０９１号明細書；米国特許第５，６１４，６１７号明細書；米国特許第５，６
８１，９４１号明細書；米国特許第６，０１５，８８６号明細書；米国特許第６，１４７
，２００号明細書；米国特許第６，１６６，１９７号明細書；米国特許第６，２２２，０
２５号明細書；米国特許第６，２３５，８８７号明細書；米国特許第６，３８０，３６８
号明細書；米国特許第６，５２８，６４０号明細書；米国特許第６，６３９，０６２号明
細書；米国特許第６，６１７，４３８号明細書；米国特許第７，０４５，６１０号明細書
；米国特許第７，４２７，６７２号明細書；および米国特許第７，４９５，０８８号明細
書、およびこれもまた参照によって本明細書に援用する、米国特許第５，７５０，６９２
号明細書が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【０１００】
　ｉＲＮＡのＲＮＡはまた、１つまたは複数のロックド核酸（ＬＮＡ：ｌｏｃｋｅｄ　ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）を含むように修飾され得る。ロックド核酸は、修飾リボース部
分を有するヌクレオチドであり、その中でリボース部分は、２’および４’炭素を結合す
る追加の架橋を含んでなる。この構造は、リボースを３’－エンド立体構造内に効果的に
「ロック」する。ｓｉＲＮＡへのロックド核酸の追加は、血清中のｓｉＲＮＡ安定性を増
大させ、非特異的効果を低下させることが示されている（エルメン（Ｅｌｍｅｎ），Ｊ．
ら著、２００５年、ニュークレイックアシッドリサーチ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、第３３巻、第１号、ｐ．４３９～４４７；モーク（Ｍｏｏｋ），Ｏ
Ｒ．ら著、２００７年、モレキュラーキャンサーセラピューティックス（Ｍｏｌ　Ｃａｎ
ｃ　Ｔｈｅｒ）、第６巻、第３号、ｐ．８３３～８４３；グルンベラー（Ｇｒｕｎｗｅｌ
ｌｅｒ），Ａ．ら著、２００３年、ニュークレイックアシッドリサーチ（Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、第３１巻、第１２号、ｐ．３１８５～３１９３）。
【０１０１】
　ロックド核酸ヌクレオチドの調製を教示する、代表的な米国特許としては、以下が挙げ
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られるが、これに限定されるものではない：そのそれぞれの内容全体を参照によって本明
細書に援用する、米国特許第６，２６８，４９０号明細書；米国特許第６，６７０，４６
１号明細書；米国特許第６，７９４，４９９号明細書；米国特許第６，９９８，４８４号
明細書；米国特許第７，０５３，２０７号明細書；米国特許第７，０８４，１２５号明細
書；および米国特許第７，３９９，８４５号明細書。
【０１０２】
　本発明で取り上げるｉＲＮＡのＲＮＡの別の修飾は、ｉＲＮＡの活性、細胞分布、薬物
動態学的特性、または細胞内取り込みを高める、１つまたは複数のリガンド、部分または
複合体を、ＲＮＡに化学的に連結することを伴う。このような部分としては、コレステロ
ール部分（レッツンガー（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ）ら著、米国科学アカデミー紀要、１９８
９年、第８６巻、ｐ．６５５３～６５５６）などの脂質部分；コール酸（マノハラン（Ｍ
ａｎｏｈａｒａｎ）ら著、バイオオーガニック　メディカルケミストリー　レターズ（Ｂ
ｉｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ．）、１９９４年、第４巻、ｐ．１０５３～１０６
０）；例えばベリル－Ｓ－トリチルチオール（マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、
ニューヨークアカデミーオブサイエンス紀要（Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．）、
１９９２年、第６６０巻、ｐ．３０６～３０９；マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著
、バイオオーガニック　メディカルケミストリー　レターズ（Ｂｉｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｌｅｔ．）、１９９３年、第３巻、ｐ．２７６５～２７７０）、チオコレステロー
ル（オーバーハウザー（Ｏｂｅｒｈａｕｓｅｒ）ら著、ニュークレイックアシッドリサー
チ（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．）、１９９２年、第２０巻、ｐ．５３３～５３８）
などのチオエーテル；例えばドデカンジオールまたはウンデシル残基（セゾン－ベーモア
ラス（Ｓａｉｓｏｎ－Ｂｅｈｍｏａｒａｓ）ら著、欧州分子生物学機構ジャーナル（ＥＭ
ＢＯ　Ｊ）、１９９１年、第１０巻、ｐ．１１１１～１１１８；カバノフ（Ｋａｂａｎｏ
ｖ）ら著、ＦＥＢＳレターズ（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．）、１９９０年、第２５９巻、ｐ．
３２７～３３０；スビナルチャク（Ｓｖｉｎａｒｃｈｕｋ）ら著、ビオシミ（Ｂｉｏｃｈ
ｉｍｉｅ）、１９９３年、第７５巻、ｐ．４９～５４）などの脂肪族鎖；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－ホスホネート（マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら
著、テトラヘドロン　レターズ（Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．）、１９９５年、
第３６巻、ｐ．３６５１～３６５４；シア（Ｓｈｅａ）ら著、ニュークレイックアシッド
リサーチ（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．）、１９９０年、第１８巻、ｐ．３７７７～
３７８３）などのリン脂質；ポリアミンまたはポリエチレングリコール鎖（マノハラン（
Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、ヌクレオシド＆ヌクレオチド（Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　＆
　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）、１９９５年、第１４巻、ｐ．９６９～９７３）；またはア
ダマンタン酢酸（マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、テトラヘドロン　レターズ（
Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．）、１９９５年、第３６巻、ｐ．３６５１～３６５
４）；パルミチル部分（ミシュラ（Ｍｉｓｈｒａ）ら著、ビオキミカ　ビオフィジカ　ア
クタ（Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ）、１９９５年、第１２６４巻、ｐ．
２２９～２３７）；または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（クルック（Ｃｒｏｏｋｅ）ら著、ジャーナル　オブ　ファーマコロ
ジ　エクスペリメンタル　セラピューティクス（Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅｘｐ．Ｔｈ
ｅｒ．）、１９９６年、第２７７巻、ｐ．９２３～９３７）が挙げられるが、これに限定
されるものではない。
【０１０３】
　一実施形態では、リガンドは、それが組み込まれたｉＲＮＡ剤の分布、標的化または寿
命を変化させる。好ましい実施形態では、リガンドは、例えばこのようなリガンドが不在
である化学種と比較して、例えば分子、細胞または細胞型（例えば肝実質細胞などの肝細
胞）、例えば細胞内または器官内区画などの区画、身体の組織または器官または領域など
の選択された標的に対する、改善された親和性を提供する。好ましいリガンドは、二重鎖
化核酸中の二本鎖対合形成に加わらない。
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【０１０４】
　リガンドは、タンパク質（例えばヒト血清アルブミン（ＨＳＡ：ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕ
ｍ　ａｌｂｕｍｉｎ）、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ：ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ　ｌｉ
ｐｏｐｒｏｔｅｉｎ）、またはグロブリン）；炭水化物（例えばデキストラン、プルラン
、キチン、キトサン、イヌリン、シクロデキストリンまたはヒアルロン酸）；または脂質
などの天然物質を含み得る。リガンドはまた、例えば合成ポリアミノ酸などの合成ポリマ
ーなど、組換えまたは合成分子であってもよい。ポリアミノ酸の例はポリアミノ酸を含み
、ポリリジン（ＰＬＬ）、ポリＬ－アスパラギン酸、ポリＬ－グルタミン酸、スチレン－
マレイン酸無水物共重合体、ポリ（Ｌ－ラクチド－コ－グリコリド）共重合体、ジビニル
エーテル－無水マレイン酸共重合体、Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）メタクリルアミド
共重合体（ＨＭＰＡ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルアルコール（Ｐ
ＶＡ）、ポリウレタン、ポリ（２－エチルアクリル酸）、Ｎ－イソプロピルアクリルアミ
ドポリマー、またはポリホスファジンが挙げられる。ポリアミンの例としては、ポリエチ
レンイミン、ポリリジン（ＰＬＬ）、スペルミン、スペルミジン、ポリアミン、擬ペプチ
ド－ポリアミン、ペプチド模倣ポリアミン、デンドリマーポリアミン、アルギニン、アミ
ジン、プロタミン、カチオン性脂質、カチオン性ポルフィリン、ポリアミン四級塩、また
はαらせんペプチドである。
【０１０５】
　リガンドはまた、例えばレクチン、糖タンパク質、脂質またはタンパク質など、例えば
腎細胞などの特定細胞型に結合する抗体である、細胞または組織標的化剤などの標的化基
を含み得る。標的化基は、甲状腺刺激ホルモン、メラノトロピン、レクチン、糖タンパク
質、界面活性剤プロテインＡ、ムチン炭水化物、多価乳糖、多価ガラクトース、Ｎ－アセ
チル－ガラクトサミン、Ｎ－アセチルグルコサミン多価マンノース、多価フコース、グリ
コシル化ポリアミノ酸、多価ガラクトース、トランスフェリン、ビスホスホネート、ポリ
グルタミン酸、ポリアスパラギン酸、脂質、コレステロール、ステロイド、胆汁酸、葉酸
、ビタミンＢ１２、ビタミンＡ、ビオチン、またはＲＧＤペプチドまたはＲＧＤペプチド
模倣体であり得る。
【０１０６】
　リガンドのその他の例としては、染料、挿入剤（例えばアクリジン）、架橋剤（例えば
ソラレン（ｐｓｏｒａｌｅｎｅ）、マイトマイシンＣ）、ポルフィリン（ＴＰＰＣ４、テ
キサフィリン、サフィリン）、多環式芳香族炭化水素（例えばフェナジン、ジヒドロフェ
ナジン）、人工エンドヌクレアーゼ（例えばＥＤＴＡ）、例えばコレステロールなどの親
油性分子、コール酸、アダマンタン酢酸、１－ピレン酪酸、ジヒドロテストステロン、１
，３－ビス－Ｏ（ヘキサデシル）グリセロール、ゲラニルオキシヘキシル基、ヘキサデシ
ルグリセロール、ボルネオール、メントール、１，３－プロパンジオール、ヘプタデシル
基、パルミチン酸、ミリスチン酸、Ｏ３－（オレオイル）リトコール酸、Ｏ３－（オレオ
イル）コレン酸、ジメトキシトリチル、またはフェノキサジン）およびペプチド複合体（
例えばアンテナペディアペプチド、Ｔａｔペプチド）、アルキル化剤、ホスフェート、ア
ミノ、メルカプト、ＰＥＧ（例えばＰＥＧ－４０Ｋ）、ＭＰＥＧ、［ＭＰＥＧ］２、ポリ
アミノ、アルキル、置換アルキル、放射性標識マーカ、酵素、ハプテン（例えばビオチン
）、輸送／吸収促進薬（例えばアスピリン、ビタミンＥ、葉酸）、合成リボヌクレアーゼ
（例えばイミダゾール、ビスイミダゾール、ヒスタミン、イミダゾールクラスター、アク
リジン－イミダゾール複合体、テトラアザ大環状化合物のＥｕ３＋複合体）、ジニトロフ
ェニル、ＨＲＰ、またはＡＰが挙げられる。
【０１０７】
　リガンドは、例えば糖タンパク質などのタンパク質；または例えば共リガンドに特異的
親和性を有する分子などのペプチド；または例えばがん細胞、内皮細胞、または骨細胞な
どの指定された細胞型に結合する抗体などの抗体であり得る。リガンドはまた、ホルモン
およびホルモン受容体を含んでもよい。それらはまた、脂質、レクチン、炭水化物、ビタ
ミン、補助因子、多価乳糖、多価ガラクトース、Ｎ－アセチル－ガラクトサミン、Ｎ－ア
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セチル－グルコサミン多価マンノース、または多価フコースなどの非ペプチド化学種を含
み得る。リガンドは、例えばリポ多糖、ｐ３８　ＭＡＰキナーゼ活性化因子、またはＮＦ
－κＢ活性化因子であり得る。
【０１０８】
　リガンドは、例えば細胞の微小管、微小繊維、および／または中間径フィラメントを破
壊することで、例えば細胞の細胞骨格を破壊することにより、細胞へのｉＲＮＡ剤の取り
込みを増大させ得る薬剤などの物質であり得る。薬剤は、例えばタキソン（ｔａｘｏｎ）
、ビンクリスチン、ビンブラスチン、サイトカラシン、ノコダゾール、ジャプラキノリド
（ｊａｐｌａｋｉｎｏｌｉｄｅ）、ラトランクリンＡ、ファロイジン、スウィンホリドＡ
、インダノシン、またはミオセルビンであり得る。
【０１０９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡに付着するリガンドは、ＰＫ
調節因子の機能を果たす。本明細書の用法では、「ＰＫ調節因子」とは、薬物動態調節因
子を指す。ＰＫ調節因子としては、親油性物質、胆汁酸、ステロイド、リン脂質類似体、
ペプチド、タンパク質結合剤、ＰＥＧ、ビタミンなどが挙げられる。例示的なＰＫ調節因
子としては、コレステロール、脂肪酸、コール酸、リトコール酸、ジアルキルグリセリド
、ジアシルグリセリド、リン脂質、スフィンゴ脂質、ナプロキセン、イブプロフェン、ビ
タミンＥ、ビオチンなどが挙げられるが、これに限定されるものではない。いくつかのホ
スホロチオエート結合を含んでなるオリゴヌクレオチドもまた、血清タンパク質に結合す
ることが、知られており、したがって例えば、主鎖（ｂａｃｋｂａｏｎｅ）中に複数のホ
スホロチオエート結合を含んでなる、約５塩基、１０塩基、１５塩基、または２０塩基オ
リゴヌクレオチドなどの短鎖オリゴヌクレオチドもまた、リガンドとして（例えばＰＫ調
節リガンドとして）本発明に適している。これに加えて、血清成分（例えば血清タンパク
質）に結合するアプタマーもまた、本明細書に記載される実施形態中で、ＰＫ調節リガン
ドとして使用するのに適する。
【０１１０】
　二分子層膜を容易に通過し得ない巨大分子薬剤および親水性薬剤分子では、細胞のエン
ドソーム／リソソーム区画内の封入が、それらの作用部位への効果的送達に対する最大の
ハードルと考えられる。近年、この問題に対処するために、いくつかのアプローチとスト
ラテジーが考案されている。リポソーム製剤では、製剤中の融合性脂質の使用が、最も一
般的なアプローチである（シン（Ｓｉｎｇｈ），Ｒ．Ｓ．、ゴンカルベス（Ｇｏｎｃａｌ
ｖｅｓ），Ｃ．ら著、２００４年、「エンドソームプロトン化を介したｐＨ応答性カチオ
ン性脂質の遺伝子送達効率：化学生物学的研究（Ｏｎ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅ　Ｄｅｌｉｖｅ
ｒｙ　Ｅｆｆｉｃａｃｉｅｓ　ｏｆ　ｐＨ－Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｃａｔｉｏｎｉｃ　Ｌ
ｉｐｉｄｓ　ｖｉａ　Ｅｎｄｏｓｏｍａｌ　Ｐｒｏｔｏｎａｔｉｏｎ．Ａ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ）」、ケミストリー＆バイオロジー
（Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．）、第１１巻、ｐ．７１３～７２３）。プロトン付加および／ま
たはｐＨ誘導性立体構造変化を通じてｐＨ感受性エンドソーム溶解活性を示すその他の成
分としては、荷電ポリマーおよびペプチドが挙げられる。例は、ホフマン（Ｈｏｆｆｍａ
ｎ），Ａ．Ｓ．、ステイトン（Ｓｔａｙｔｏｎ），Ｐ．Ｓ．ら著、２００２年、「細胞内
薬物送達を誘導し得る『スマート』ポリマーの設計（Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　「ｓｍａｒｔ
」　ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ｔｈａｔ　ｃａｎ　ｄｉｒｅｃｔ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、ポリマーズ　フォー　アドバンストテクノロジー（
Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　Ａｄｖ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．）、第１３巻、ｐ．９９２～９９９；カク
ド（Ｋａｋｕｄｏ）、チャキ（Ｃｈａｋｉ）Ｔ．，Ｓ．ら著、２００４年、「ｐＨ応答性
融合ペプチドを備えたトランスフェリン修飾リポソーム：人工的ウイルス様送達系（Ｔｒ
ａｎｓｆｅｒｒｉｎ－Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　Ｅｑｕｉｐｐｅｄ　ｗｉ
ｔｈ　ａ　ｐＨ－Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｆｕｓｏｇｅｎｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅ：Ａｎ　Ａ
ｒｔｉｆｉｃｉａｌ　Ｖｉｒａｌ－ｌｉｋｅ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ）」、バ
イオケミストリー（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）、第４３６巻、５６１８－５６２８；イ
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ェシン（Ｙｅｓｓｉｎｅ），Ｍ．Ａ．およびルロー（Ｌｅｒｏｕｘ），Ｊ．Ｃ．著、２０
０４年、「膜不安定化ポリアニオン：脂質二重層と生体高分子との相互作用およびエンド
ソーム漏出（Ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ　ｐｏｌｙａｎｉｏｎｓ：
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｌｉｐｉｄ　ｂｉｌａｙｅｒｓ　ａｎｄ　ｅｎｄｏ
ｓｏｍａｌ　ｅｓｃａｐｅ　ｏｆ　ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ）」、アドバン
スト　ドラッグ　デリバリー　レビュー（Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．）、
第５６巻、ｐ．９９９～１０２１；オリベラ（Ｏｌｉｖｅｉｒａ），Ｓ．、ヴァンローイ
（ｖａｎ　Ｒｏｏｙ），Ｉ．ら著、２００７年、「融合ペプチドはエンドソーム漏出を促
進して、発がん遺伝子のｉＲＮＡ誘導サイレンシングを改善する（Ｆｕｓｏｇｅｎｉｃ　
ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｅｎｈａｎｃｅ　ｅｎｄｏｓｏｍａｌ　ｅｓｃａｐｅ　ｉｍｐｒｏｖ
ｉｎｇ　ｉＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｏｆ　ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ）
」、インターナショナルジャーナル　オブ　ファーマシ（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．）、
第３３１巻、ｐ．２１１～４にある。それらは、一般に、リポソームまたはリポプレック
スなどの薬物送達システムの文脈で使用されている。例えばリポソーム製剤を使用する葉
酸受容体媒介送達では、リポソームにｐＨ感受性融合性ペプチドが組み込まれており、取
り込み過程における薬剤の解放の改善を通じて、活性を高めることが示されている（ター
ク（Ｔｕｒｋ），Ｍ．Ｊ．、レディ（Ｒｅｄｄｙ），Ｊ．Ａ．ら著、２００２年）。ビオ
キミカ　ビオフィジカ　アクタ（Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ）、第１５
５９巻、ｐ．５６～６８には、エンドソームｐＨで葉酸を標的とするリポソームから放出
される薬剤の放出を促す新規なｐＨ感受性ペプチドの特徴が記載されている。。
【０１１１】
　特定の実施形態では、本発明のエンドソーム溶解成分は、ｐＨ依存性膜活性および／ま
たは融合性を示す、ポリアニオン系ペプチドまたはペプチド模倣薬であり得る。ペプチド
模倣薬は、ペプチドを模倣するようにデザインされた小型タンパク質様鎖であり得る。ペ
プチド模倣薬は、分子の特性を変更するための既存のペプチドの修飾、または非天然アミ
ノ酸またはそれらの類似体を使用したペプチド様分子の合成から生じ得る。特定の実施形
態では、それらはペプチドと比較して、改善された安定性および／または生物学的活性を
有する。特定の実施形態では、エンドソーム溶解成分は、エンドソームｐＨ（例えばｐＨ
５～６）で、その活性立体配座を取る。「活性」立体配座は、エンドソーム溶解成分が、
エンドソームの溶解を促進し、および／またはエンドソームから細胞質への本発明で取り
上げるモジュラー組成物またはその成分のそのいずれか（例えば核酸）の輸送を促進する
、立体配座である。
【０１１２】
　溶血アッセイを使用して、中性ｐＨと対比したエンドソームｐＨにおける差次的膜活性
について、化合物ライブラリーをスクリーニングし得る。この方法によって単離される有
望な候補は、本発明で取り上げるモジュラー組成物の成分として使用されてもよい。本発
明の組成物および方法で使用するためのエンドソーム溶解成分を同定する方法は、化合物
ライブラリーを提供するステップと；血液細胞をライブラリー構成員に接触させて、その
中で接触が起きる培地のｐＨが制御されるステップと；化合物が、中性ｐＨ（例えば約ｐ
Ｈ７～８）と対比して、低ｐＨ（例えば約ｐＨ５～６）において、血液細胞の差次的溶解
を誘発するかどうかを判定するステップとを含んでなってもよい。
【０１１３】
　例示的なエンドソーム溶解成分としては、ＧＡＬＡペプチド（スバラオ（Ｓｕｂｂａｒ
ａｏ）ら著、バイオケミストリー（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）、１９８７年、第２６巻
、ｐ．２９６４～２９７２）、ＥＡＬＡペプチド（フォーゲル（Ｖｏｇｅｌら）著、ジャ
ーナル　オブ　アメリカン　ケミカル　ソサエティ（Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．）、
１９９６年、第１１８巻、ｐ．１５８１～１５８６）、およびそれらの誘導体（ターク（
Ｔｕｒｋ）ら著、ビオキミカ　ビオフィジカ　アクタ（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ
．Ａｃｔａ）、２００２年、第１５５９巻、ｐ．５６～６８）が挙げられる。特定の実施
形態では、エンドソーム溶解成分は、ｐＨ変化に応えて、電荷またはプロトン付加が変化
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する化学基（例えばアミノ酸）を含有し得る。エンドソーム溶解成分は、直鎖または分枝
鎖であってもよい。エンドソーム溶解成分の例示的な一次配列としては、Ｈ２Ｎ－（ＡＡ
ＬＥＡＬＡＥＡＬＥＡＬＡＥＡＬＥＡＬＡＥＡＡＡＡＧＧＣ）－ＣＯ２Ｈ（配列番号２）
；Ｈ２Ｎ－（ＡＡＬＡＥＡＬＡＥＡＬＡＥＡＬＡＥＡＬＡＥＡＬＡＡＡＡＧＧＣ）－ＣＯ
２Ｈ（配列番号３）；およびＨ２Ｎ－（ＡＬＥＡＬＡＥＡＬＥＡＬＡＥＡ）－ＣＯＮＨ２
（配列番号４）が挙げられる。
【０１１４】
　特定の実施形態では、２つ以上のエンドソーム溶解成分を本発明で取り上げるｉＲＮＡ
剤に組み込み得る。いくつかの実施形態では、これは２つ以上の同一エンドソーム溶解成
分をｉＲＮＡ剤に組み込むことを必然的に伴う。別の実施形態では、これは２つ以上の異
なるエンドソーム溶解成分をｉＲＮＡ剤に組み込むことを必然的に伴う。
【０１１５】
　これらのエンドソーム溶解成分は、例えばエンドソームｐＨにおける立体配座を変化さ
せることで、エンドソーム漏出を媒介し得る。特定の実施形態では、エンドソーム溶解成
分は、中性ｐＨにおいてランダムコイル立体配座で存在して、エンドソームｐＨにおいて
両親媒性らせんに再配列し得る。この立体配座遷移の結果として、これらのペプチドがエ
ンドソームの脂質膜に挿入されて、エンドソーム内容物の細胞質への漏出を引き起こして
もよい。立体配座遷移はｐＨ依存性であるので、エンドソーム溶解成分は、血中（ｐＨ約
７．４）循環中には、融合活性をほとんど示さない。「融合活性」は、本明細書の用法で
は、エンドソーム溶解成分によって脂質膜中断をもたらす活性と定義される。融合活性の
一例は、エンドソームの溶解または漏出、およびエンドソームから細胞質への本発明で取
り上げるモジュラー組成物の１つまたは複数の成分（例えば核酸）の輸送をもたらす、エ
ンドソーム溶解成分によるエンドソームの膜の中断である。
【０１１６】
　本明細書に記載される溶血アッセイに加えて、当業者はその他の方法を使用して、適切
なエンドソーム溶解成分を試験し同定し得る。例えば化合物が、ｐＨ環境に応じた電荷の
変化などに応答する能力は、例えば細胞アッセイにおいて、通例の方法によって試験し得
る。特定の実施形態では、試験化合物を細胞と組み合わせまたは接触させて、細胞が、例
えばエンドサイトーシスによって、試験化合物を内部に取り入れるようにする。次に接触
細胞からエンドソーム調製品を作成し、そのエンドソーム調製品と対照細胞からのエンド
ソーム調製品とを比較し得る。例えば対照細胞と対比した接触細胞のエンドソーム画分の
低下などの変化は、試験化合物が融合誘導因子として機能し得ることを示唆する。代案と
しては、接触細胞と対照細胞を、例えば光学または電子顕微鏡法などの顕微鏡検査によっ
て評価して、細胞中のエンドソーム集団の差を判定し得る。試験化合物および／またはエ
ンドソームを標識して、例えばエンドソーム漏出を定量化し得る。
【０１１７】
　別のタイプのアッセイでは、１つまたは複数の試験または推定融合誘導因子を使用して
、本明細書に記載されるｉＲＮＡ剤が構築される。ｉＲＮＡ剤は、容易な可視化のために
標識し得る。ひとたびｉＲＮＡ剤が細胞に取り込まれると、エンドソーム溶解成分がエン
ドソーム漏出を促進する能力は、例えばエンドソーム調製品の調製によって、または細胞
質中の標識ｉＲＮＡ剤を可視化する顕微鏡検査技術によって、評価し得る。特定のその他
の実施形態では、遺伝子発現の阻害、またはあらゆるその他の生理学的パラメータをエン
ドソーム漏出の代理マーカとして使用してもよい。
【０１１８】
　別の実施形態では、円二色性分光法を使用して、ｐＨ依存性構造転移を示す化合物を同
定し得る。
　第１のアッセイがｐＨ変化に応答する試験化合物単独の能力を評価し、第２のアッセイ
がｐＨ変化に応答する試験化合物を含むモジュラー組成物の能力を評価する、二段階アッ
セイもまた実施し得る。
【０１１９】
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　脂質複合体
　１つのリガンド中では、リガンドまたは複合体は、脂質または脂質ベースの分子である
。このような脂質または脂質ベースの分子は、好ましくは、例えばヒト血清アルブミン（
ＨＳＡ）などの血清タンパク質と結合する。ＨＳＡ結合リガンドは、例えば身体の非腎臓
標的組織などの標的組織への複合体の分布を可能にする。例えば標的組織は、肝臓の実質
細胞をはじめとする肝臓であり得る。ＨＳＡに結合し得るその他の分子もまた、リガンド
として使用し得る。例えばネプロキシンまたはアスピリンを使用し得る。脂質または脂質
ベースのリガンドは、（ａ）複合体の分解耐性を増大させ得て、（ｂ）標的細胞または細
胞膜の標的化またはそれへの輸送を増大させ得て、および／または（ｃ）例えばＨＳＡな
どの血清タンパク質の結合を調節するのに使用し得る。
【０１２０】
　例えば複合体の標的組織への結合を制御するなど、調節のために、脂質ベースのリガン
ドを使用し得る。例えばより強力にＨＳＡに結合する脂質または脂質ベースのリガンドは
、腎臓に標的化される可能性がより低く、したがって身体から除去される可能性がより低
い。より弱くＨＳＡに結合する脂質または脂質ベースのリガンドは、複合体を腎臓に標的
化するのに使用し得る。
【０１２１】
　好ましい実施形態では、脂質ベースのリガンドはＨＳＡに結合する。好ましくは、それ
は、複合体が好ましくは非腎臓組織に分布するように、十分な親和性でＨＳＡと結合する
。しかし親和性は、ＨＳＡリガンド結合が逆転され得ない程度にまで、強力ではないこと
が好ましい。
【０１２２】
　別の好ましい実施形態では、複合体が好ましくは腎臓に分布するように、脂質ベースの
リガンドはＨＳＡと弱く結合し、または全く結合しない。腎細胞を標的とするその他の部
分もまた、脂質ベースのリガンドに代えて、またはそれに加えて使用し得る。
【０１２３】
　別の態様では、リガンドは、例えば増殖細胞などの標的細胞に取り込まれる、ビタミン
などの部分である。これらは、例えばがん細胞などの悪性または非悪性型などの望まれな
い細胞増殖によって特徴付けられる障害を治療するのに、特に有用である。例示的なビタ
ミンとしては、ビタミンＡ、Ｅ、およびＫが挙げられる。その他の例示的なビタミンとし
ては、例えば葉酸、Ｂ１２、リボフラビン、ビオチン、ピリドキサールなどのＢビタミン
、またはがん細胞に取り込まれるその他のビタミンまたは栄養素が挙げられる。またＨＳ
Ａおよび低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）も挙げられる。
【０１２４】
　別の態様では、リガンドは細胞透過剤であり、好ましくはらせん細胞透過剤である。好
ましくは、細胞透過剤は両親媒性である。例示的な細胞透過剤は、ｔａｔまたはアンテノ
ペディア（ａｎｔｅｎｎｏｐｅｄｉａ）などのペプチドである。細胞透過剤がペプチドで
ある場合、それはペプチジル模倣薬、逆転異性体、非ペプチドまたは偽ペプチド結合、お
よびＤ－アミノ酸使用をはじめとする、修飾を受け得る。らせん剤は、好ましくは親油性
および疎油性相を有するα－らせん剤である。
【０１２５】
　細胞透過ペプチド
　本発明で使用するのに適するペプチドは、例えばｔａｔまたはアンテナペディアペプチ
ドなどの天然ペプチド、合成ペプチド、またはペプチド模倣薬であり得る。さらにペプチ
ドは修飾ペプチドであり得て、例えばペプチドは、非ペプチドまたは偽ペプチド結合、お
よびＤ－アミノ酸を含んでなり得る。ペプチド模倣薬（本明細書においてオリゴペプチド
模倣薬とも称される）は、天然ペプチドに類似した、定義された三次元構造に折り畳み可
能な分子である。ペプチドおよびペプチド模倣薬のｉＲＮＡ剤への付加は、細胞認識と吸
収の促進などにより、ｉＲＮＡの薬物動態分布に影響を及ぼし得る。ペプチドまたはペプ
チド模倣薬部分は、例えば約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、ま
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たは５０アミノ酸長など、約５～５０アミノ酸長であり得る。
【０１２６】
　ペプチドまたはペプチド模倣薬は、例えば細胞透過ペプチド、カチオン性ペプチド、両
親媒性ペプチド、または疎水性ペプチド（例えば主にＴｙｒ、ＴｒｐまたはＰｈｅからな
る）であり得る。ペプチド部分は、デンドリマーペプチド、束縛ペプチドまたは架橋ペプ
チドであり得る。別の代案では、ペプチド部分は疎水性膜移行配列（ＭＴＳ：ｍｅｍｂｒ
ａｎｅ　ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）を含み得る。例示的な疎水性
ＭＴＳ含有ペプチドは、アミノ酸配列ＡＡＶＡＬＬＰＡＶＬＬＡＬＬＡＰ（配列番号５）
を有するＲＦＧＦである。疎水性ＭＴＳを含有するＲＦＧＦ類似体（例えばアミノ酸配列
ＡＡＬＬＰＶＬＬＡＡＰ（配列番号６））もまた、標的部分であり得る。ペプチド部分は
、細胞膜を越えて、ペプチド、オリゴヌクレオチド、およびタンパク質をはじめとする、
多数の極性分子を輸送し得る「送達」ペプチドであり得る。例えばＨＩＶ　Ｔａｔタンパ
ク質（ＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＰＰＱ（配列番号７））およびショウジョウバエ（Ｄｒｏｓ
ｏｐｈｉｌａ）アンテナペディアタンパク質（ＲＱＩＫＩＷＦＱＮＲＲＭＫＷＫＫ（配列
番号８））からの配列は、送達ペプチドとして機能できることが分かっている。ペプチド
またはペプチド模倣薬は、ファージ－ディスプレイライブラリー、または１ビーズ１化合
物（ＯＢＯＣ：ｏｎｅ－ｂｅａｄ－ｏｎｅ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ）コンビナトリアルライブ
ラリーから同定されるペプチドなど、ＤＮＡのランダム配列によってコードされ得る（ラ
ム（Ｌａｍ）ら著、ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ）、第３５４巻、ｐ．８２～８４、１９９
１年）。好ましくは脂質に係留されるペプチドまたはペプチド模倣薬は、アルギニン－グ
リシン－アスパラギン酸（ＲＧＤ：ａｒｇｉｎｉｎｅ－ｇｌｙｃｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉ
ｃ　ａｃｉｄ）－ペプチド、またはＲＧＤ模倣薬などの細胞標的化ペプチドである。ペプ
チド部分は、約５アミノ酸～約４０アミノ酸長に及び得る。ペプチド部分は、安定性を増
大させ、または立体構造特性を誘導するような、構造修飾を有し得る。下述の構造修飾の
いずれかを利用し得る。
【０１２７】
　ＲＧＤペプチド部分を使用して、内皮腫瘍細胞または乳癌腫瘍細胞などの腫瘍細胞を標
的化し得る（ツィッツマン（Ｚｉｔｚｍａｎｎ）ら著、キャンサー　リサーチ（Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．）、第６２巻、ｐ．５１３９～４３、２００２年）。ＲＧＤペプチドは、
肺、腎臓、脾臓、または肝臓をはじめとする、多様なその他の組織の腫瘍へのｄｓＲＮＡ
剤の標的化を容易にし得る（アオキ（Ａｏｋｉ）ら著、キャンサー　ジーン　セラピー（
Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ）、第８巻、ｐ．７８３～７８７、２００１年
）。好ましくはＲＧＤペプチドは、腎臓へのｉＲＮＡ剤の標的化を容易にする。ＲＧＤペ
プチドは、直鎖または環状であり得て、例えばグリコシル化またはメチル化によって修飾
されて、特定組織の標的化を容易にし得る。例えばグリコシル化ＲＧＤペプチドは、αｖ
β３を発現する腫瘍細胞に、ｉＲＮＡ剤を送達し得る（ハウブナー（Ｈａｕｂｎｅｒ）ら
著、ジャーナル　オブ　ニュークリア　メディスン（Ｊｏｕｒ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．）、
第４２巻、ｐ．３２６～３３６、２００１年）。
【０１２８】
　増殖細胞中に豊富なマーカを標的とするペプチドを使用し得る。例えばＲＧＤ含有ペプ
チドおよびペプチド模倣薬は、がん細胞、特にαｖβ３インテグリンを呈示する細胞を標
的化し得る。したがってＲＧＤペプチド、ＲＧＤ含有環状ペプチド、Ｄ－アミノ酸を含む
ＲＧＤペプチド、ならびに合成ＲＧＤ模倣薬を使用し得る。ＲＧＤに加えて、インテグリ
ンリガンドを標的化するその他の部分を使用し得る。一般にこのようなリガンドを使用し
て、増殖細胞と血管新生（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｉｓ）を制御し得る。
【０１２９】
　「細胞透過ペプチド」は、例えば細菌または真菌細胞などの微生物細胞、またはヒト細
胞などの哺乳類細胞などの細胞に浸透できる。微生物細胞透過ペプチドは、例えばα－ら
せん直鎖ペプチド（例えばＬＬ－３７またはセロピン（Ｃｅｒｏｐｉｎ）Ｐ１）、ジスル
フィド結合含有ペプチド（例えばα－デフェンシン、β－デフェンシンまたはバクテネシ
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またはインドリシジン）であり得る。細胞透過ペプチドはまた、核局在化シグナル（ＮＬ
Ｓ：ｎｕｃｌｅａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｓｉｇｎａｌ）を含み得る。例えば細
胞透過ペプチドは、ＨＩＶ－１　ｇｐ４１の融合ペプチドドメインおよびＳＶ４０大型Ｔ
抗原のＮＬＳに由来する、ＭＰＧなどの二分両親媒性ペプチドであり得る（シメオニ（Ｓ
ｉｍｅｏｎｉ）ら著、ニュークレイックアシッドリサーチ（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．）、第３１巻、ｐ．２７１７～２７２４、２００３年）。
【０１３０】
　炭水化物複合体
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは、炭水
化物複合体をさらに含んでなる。炭水化物複合体は、本明細書に記載されるような、核酸
ならびに生体内治療用途に適する組成物の生体内送達に、有利である。本明細書の用法で
は、「炭水化物」は、以下のいずれかの化合物を指す：各炭素原子に結合する酸素、窒素
またはイオウ原子がある、少なくとも６個の炭素原子を有する（直鎖、分枝または環状で
あってもよい）１つまたは複数の単糖単位で構成される炭水化物それ自体；または各炭素
原子に結合する酸素、窒素またはイオウ原子がある、それぞれ少なくとも６個の炭素原子
を有する（直鎖、分枝または環状であってもよい）１つまたは複数の単糖単位で構成され
る炭水化物部分をその一部として有する化合物。代表的炭水化物としては、糖類（単糖類
、二糖類、三糖類、および約４～９個の単糖単位を含有するオリゴ糖類）、およびデンプ
ン、グリコーゲン、セルロース、および多糖類ガムなどの多糖類が挙げられる。特定の単
糖類としては、Ｃ５以上の（好ましくはＣ５～Ｃ８）糖類；２または３個の単糖単位（好
ましくはＣ５～Ｃ８）を有する糖類をはじめとする、二糖類および三糖類が挙げられる。
【０１３１】
　一実施形態では、炭水化物複合体は、以下、すなわち、式ＩＩ～式ＸＸＩＩからなる群
から選択される：
【０１３２】
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【化１】

【０１３３】
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【０１３４】
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【０１３５】
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【化４】

【０１３６】
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【化５】

　本明細書に記載される実施形態で使用するために別の代表的炭水化物複合体としては、
【０１３７】
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【化６】

（式中、ＸまたはＹの一方はオリゴヌクレオチドであり、他方は水素である）が挙げられ
るが、これに限定されるものではない。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、炭水化物複合体は、ＰＫ調節因子、エンドソーム溶解リガン
ド、および細胞透過ペプチドなどであるが、これに限定されるものではない、その他のリ
ガンドをさらに含んでなる。
【０１３９】
　リンカー
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載される複合体は、切断可能または切断不能で
あり得る、様々なリンカーによって、ｉＲＮＡオリゴヌクレオチドに付着し得る。
【０１４０】
　「リンカー」または「連結基」という用語は、化合物の２つの部分を結合する有機部分
を意味する。リンカーは、典型的に、直接結合、または酸素またはイオウなどの原子、Ｎ
Ｒ８、Ｃ（Ｏ）、Ｃ（Ｏ）ＮＨ、ＳＯ、ＳＯ２、ＳＯ２ＮＨなどの単位、または置換また
は非置換アルキル、置換または非置換アルケニル、置換または非置換アルキニル、アリー
ルアルキル、アリールアルケニル、アリールアルキニル、ヘテロアリールアルキル、ヘテ
ロアリールアルケニル、ヘテロアリールアルキニル、ヘテロシクリルアルキル、ヘテロシ
クリルアルケニル、ヘテロシクリルアルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシク
リル、シクロアルキル、シクロアルケニル、アルキルアリールアルキル、アルキルアリー
ルアルケニル、アルキルアリールアルキニル、アルケニルアリールアルキル、アルケニル
アリールアルケニル、アルケニルアリールアルキニル、アルキニルアリールアルキル、ア
ルキニルアリールアルケニル、アルキニルアリールアルキニル、アルキルヘテロアリール
アルキル、アルキルヘテロアリールアルケニル、アルキルヘテロアリールアルキニル、ア
ルケニルヘテロアリールアルキル、アルケニルヘテロアリールアルケニル、アルケニルヘ
テロアリールアルキニル、アルキニルヘテロアリールアルキル、アルキニルヘテロアリー
ルアルケニル、アルキニルヘテロアリールアルキニル、アルキルヘテロシクリルアルキル
、アルキルヘテロシクリルアルケニル、アルキルヘレロシクリルアルキニル（ａｌｋｙｌ
ｈｅｒｅｒｏｃｙｃｌｙｌａｌｋｙｎｙｌ）、アルケニルヘテロシクリルアルキル、アル
ケニルヘテロシクリルアルケニル、アルケニルヘテロシクリルアルキニル、アルキニルヘ
テロシクリルアルキル、アルキニルヘテロシクリルアルケニル、アルキニルヘテロシクリ
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ルアルキニル、アルキルアリール、アルケニルアリール、アルキニルアリール、アルキル
ヘテロアリール、アルケニルヘテロアリール、アルキニルヘレロアリール（ａｌｋｙｎｙ
ｌｈｅｒｅｒｏａｒｙｌ）などであるが、これに限定されるものではない原子鎖を含んで
なり、その１つまたは複数のメチレンは、Ｏ、Ｓ、Ｓ（Ｏ）、ＳＯ２、Ｎ（Ｒ８）、Ｃ（
Ｏ）、置換または非置換アリール、置換または非置換ヘテロアリール、置換または非置換
複素環（式中、Ｒ８は水素、アシル、脂肪族または置換脂肪族である）によって中断され
または終結され得る。一実施形態では、リンカーは、１～２４個の原子、好ましくは４～
２４個の原子、好ましくは６～１８個の原子、より好ましくは８～１８個の原子、および
最も好ましくは８～１６個の原子である。
【０１４１】
　切断可能連結基は、細胞外で十分に安定しているが、標的細胞への侵入時に切断されて
、リンカーがつなぎ止めている２つの部分を放出するものである。好ましい実施形態では
、切断可能連結基は、標的細胞中で、または第１の標準状態下（例えば細胞内条件を模倣
し、またはそれに相当するように選択し得る）で、対象の血中において、または第２の標
準状態下（例えば血中または血清に見られる条件を模倣し、またはそれに相当するように
選択し得る）よりも、少なくとも１０倍以上、好ましくは少なくとも１００倍より迅速に
切断される。
【０１４２】
　切断可能連結基は、例えばｐＨ、酸化還元電位または分解性分子の存在などの切断作用
物質の影響を受けやすい。一般に切断作用物質は、血清または血液中よりも細胞中でより
一般的であり、またはより高いレベルまたは活性で見られる。このような分解性作用物質
の例としては、例えば還元によって酸化還元切断可能連結基を分解し得る、細胞中に存在
する、酸化または還元酵素またはメルカプタンなどの還元剤をはじめとする、特定の基質
のために選択された、または基質特異性がない酸化還元剤；エステラーゼ；エンドソーム
または例えば５以下のｐＨをもたらすものなどの酸性環境をもたらし得る作用物質；一般
酸、ペプチダーゼ（基質特異性であり得る）、およびホスファターゼとして作用すること
で、酸切断可能連結基を加水分解または分解し得る酵素が挙げられる。
【０１４３】
　ジスルフィド結合などの切断可能連結基は、ｐＨに対する感受性が高くあり得る。ヒト
血清のｐＨが７．４であるのに対し、細胞内平均ｐＨはわずかにより低く、約７．１～７
．３の範囲にわたる。エンドソームは、５．５～６．０の範囲のより酸性のｐＨを有し、
リソソームは、約５．０のさらにより酸性のｐＨを有する。いくつかのリンカーは、好ま
しいｐＨで切断される切断可能連結基を有し、それによって細胞中のリガンドから、また
は細胞の所望の区画へ、カチオン性脂質が放出される。
【０１４４】
　リンカーは、特定の酵素によって切断可能な切断可能連結基を含み得る。リンカーに組
み込まれる切断可能連結基のタイプは、標的とされる細胞に左右され得る。例えば肝臓を
標的化するリガンドは、エステル基を含むリンカーを通じてカチオン性脂質に連結し得る
。肝細胞はエステラーゼに富み、したがってリンカーは、エステラーゼが豊富でない細胞
型よりも、肝細胞中でより効率的に切断される。エステラーゼに富むその他の細胞型とし
ては、肺、腎皮質、および精巣の細胞が挙げられる。
【０１４５】
　ペプチド結合を含有するリンカーは、肝細胞および滑膜細胞などのペプチダーゼに富ん
だ細胞型を標的化する際に使用し得る。
　一般に切断可能連結基の候補の適合性は、候補連結基を切断する分解性作用物質（条件
）の能力を検査することで評価し得る。切断可能連結基の候補は、血中において、または
その他の非標的組織との接触時に、切断に抵抗する能力についてもまた検査することもま
た望ましい。したがって第１の条件が標的細胞中での切断を示すように選択され、第２の
条件がその他の組織または例えば血液または血清などの生体液中での切断を示すように選
択される、第１および第２の条件間の切断の相対的感受性を判定し得る。評価は、無細胞
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系中、細胞中、細胞培養中、臓器または組織培養中、または全身の動物中で実施し得る。
無細胞または培養条件で最初の評価を行い、全身の動物中でのさらなる評価によって確認
することが有用なこともある。好ましい実施形態では、有用な候補化合物は、血液または
血清（または細胞外条件を模倣するように選択された生体外条件下）と比較して、細胞中
（または細胞内条件を模倣するように選択された生体外条件下）で、少なくとも２、４、
１０または１００倍より迅速に切断される。
【０１４６】
　酸化還元切断可能連結基
　切断可能連結基の１つのクラスは、還元または酸化に際して切断される酸化還元切断可
能連結基である。還元的切断可能連結基の一例は、ジスルフィド連結基（－Ｓ－Ｓ－）で
ある。切断可能連結基候補が、適切な「還元的切断可能連結基」か、または例えば特定の
ｉＲＮＡ部分および特定の標的作用物質と共に使用するのに適するかどうかを判定するた
めに、本明細書に記載される方法に頼ることができる。例えば候補は、例えば標的細胞な
どの細胞中で観察される切断速度を模倣する、当該技術分野で公知の試薬を使用して、ジ
チオスレイトール（ＤＴＴ）、またはその他の還元剤とのインキュベーションによって評
価し得る。候補はまた、血液または血清条件を模倣するように選択される条件下で評価し
得る。好ましい実施形態では、候補化合物は、血中で最大で１０％切断される。好ましい
実施形態では、有用な候補化合物は、血液（または細胞外条件を模倣するように選択され
た生体外条件下）と比較して、細胞中（または細胞内条件を模倣するように選択された生
体外条件下）で、少なくとも２、４、１０または１００倍より迅速に分解される。候補化
合物の切断速度は、細胞内媒体を模倣するように選択された条件下で標準酵素動態アッセ
イを使用して、細胞外媒体を模倣するように選択された条件と比較して判定し得る。
【０１４７】
　リン酸ベースの切断可能連結基
　リン酸ベースの切断可能連結基は、リン酸基を分解または加水分解する作用物質によっ
て切断し得る。細胞中でリン酸基を切断する作用物質の一例は、細胞中のホスファターゼ
などの酵素である。リン酸ベースの連結基の例は、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－Ｏ－、－
Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＯＲｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＳＲｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｏ
Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＲｋ）－Ｓ－、－
Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＯＲｋ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｓ）（ＯＲｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（Ｒ
ｋ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ
（Ｓ）（Ｒｋ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｒｋ）－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｒｋ）－Ｓ－
である。好ましい実施形態は、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＯＨ）
－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＳＨ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ
）（ＯＨ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（ＯＨ）－Ｓ－、－
Ｓ－Ｐ（Ｓ）（ＯＨ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｈ）－Ｏ
－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｓ）（Ｈ）－Ｏ－、－Ｓ－Ｐ（Ｏ）（Ｈ）
－Ｓ－、－Ｏ－Ｐ（Ｓ）（Ｈ）－Ｓ－である。好ましい実施形態は、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）（Ｏ
Ｈ）－Ｏ－である。これらの候補は、上述したものと類似の方法を使用して評価し得る。
【０１４８】
　酸切断可能連結基
　酸切断可能連結基は、酸性条件下で切断される連結基である。好ましい実施形態では、
酸切断可能連結基は、ｐＨ約６．５以下（例えば約６．０、５．５、５．０以下）の酸性
環境内において、または一般酸として作用し得る酵素などの作用物質によって切断される
。細胞中では、エンドソームおよびリソソームなどの特定の低ｐＨ細胞小器官が、酸切断
可能連結基の切断環境を提供し得る。酸切断可能連結基の例としては、ヒドラゾン、エス
テル、およびアミノ酸エステルが挙げられるが、これに限定されるものではない。酸切断
可能基は、一般式－Ｃ＝ＮＮ－、Ｃ（Ｏ）Ｏ、または－ＯＣ（Ｏ）を有し得る。好ましい
実施形態は、炭素がエステルの酸素に付着する（アルコキシ基）場合は、アリール基；置
換アルキル基；またはジメチルペンチルまたはｔ－ブチルなどの三級アルキル基である。



(42) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

これらの候補は、上述したものと類似の方法を使用して評価し得る。
【０１４９】
　エステルベースの連結基
　エステルベースの切断可能連結基は、細胞中でエステラーゼおよびアミダーゼなどの酵
素によって切断される。エステルベースの切断可能連結基の例としては、アルキレン、ア
ルケニレン、およびアルキニレン基のエステルが挙げられるが、これに限定されるもので
はない。エステル切断可能連結基は、一般式－Ｃ（Ｏ）Ｏ－、または－ＯＣ（Ｏ）－を有
する。これらの候補は、上述したものと類似の方法を使用して評価し得る。
【０１５０】
　ペプチドベースの切断基
　ペプチドベースの切断可能連結基は、細胞中でペプチダーゼおよびプロテアーゼなどの
酵素によって切断される。ペプチドベースの切断可能連結基は、アミノ酸間に形成されて
、オリゴペプチド（例えばジペプチド、トリペプチドなど）およびポリペプチドを生じる
、ペプチド結合である。ペプチドベースの切断可能基には、アミド基（－Ｃ（Ｏ）ＮＨ－
）は含まれない。アミド基は、あらゆるアルキレン、アルケニレンまたはアルキネレン（
ａｌｋｙｎｅｌｅｎｅ）間に形成され得る。ペプチド結合は、アミノ酸の間に形成されて
、ペプチドおよびタンパク質をもたらす特殊なタイプのアミド結合である。ペプチドベー
スの切断基は、一般にアミノ酸の間に形成されて、ペプチドおよびタンパク質をもたらす
ペプチド結合（すなわちアミド結合）に限定され、アミド官能基全体は含まれない。ペプ
チドベースの切断可能連結基は、一般式－ＮＨＣＨＲＡＣ（Ｏ）ＮＨＣＨＲＢＣ（Ｏ）－
（式中、ＲＡおよびＲＢは、２つの隣接するアミノ酸のＲ基である）を有する。これらの
候補は、上述したものと類似の方法を使用して評価し得る。
【０１５１】
　リンカーと結合する代表的炭水化物複合体としては、
【０１５２】
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【化７】

【０１５３】
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【化８】

【０１５４】
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【化９】

（式中、ＸまたはＹの一方はオリゴヌクレオチドであり、他方は水素である）が挙げられ
るが、これに限定されるものではない。
【０１５５】
　ＲＮＡ複合体の調製を教示する、代表的な米国特許としては、そのそれぞれを参照によ
って本明細書に援用する、米国特許第４，８２８，９７９号明細書；米国特許第４，９４
８，８８２号明細書；米国特許第５，２１８，１０５号明細書；米国特許第５，５２５，
４６５号明細書；米国特許第５，５４１，３１３号明細書；米国特許第５，５４５，７３
０号明細書；米国特許第５，５５２，５３８号明細書；米国特許第５，５７８，７１７、
５，５８０，７３１号明細書；米国特許第５，５９１，５８４号明細書；米国特許第５，
１０９，１２４号明細書；米国特許第５，１１８，８０２号明細書；米国特許第５，１３
８，０４５号明細書；米国特許第５，４１４，０７７号明細書；米国特許第５，４８６，
６０３号明細書；米国特許第５，５１２，４３９号明細書；米国特許第５，５７８，７１
８号明細書；米国特許第５，６０８，０４６号明細書；米国特許第４，５８７，０４４号
明細書；米国特許第４，６０５，７３５号明細書；米国特許第４，６６７，０２５号明細
書；米国特許第４，７６２，７７９号明細書；米国特許第４，７８９，７３７号明細書；
米国特許第４，８２４，９４１号明細書；米国特許第４，８３５，２６３号明細書；米国
特許第４，８７６，３３５号明細書；米国特許第４，９０４，５８２号明細書；米国特許
第４，９５８，０１３号明細書；米国特許第５，０８２，８３０号明細書；米国特許第５
，１１２，９６３号明細書；米国特許第５，２１４，１３６号明細書；米国特許第５，０
８２，８３０号明細書；米国特許第５，１１２，９６３号明細書；米国特許第５，２１４
，１３６号明細書；米国特許第５，２４５，０２２号明細書；米国特許第５，２５４，４
６９号明細書；米国特許第５，２５８，５０６号明細書；米国特許第５，２６２，５３６
号明細書；米国特許第５，２７２，２５０号明細書；米国特許第５，２９２，８７３号明
細書；米国特許第５，３１７，０９８号明細書；米国特許第５，３７１，２４１、５，３
９１，７２３号明細書；米国特許第５，４１６，２０３、５，４５１，４６３号明細書；
米国特許第５，５１０，４７５号明細書；米国特許第５，５１２，６６７号明細書；米国
特許第５，５１４，７８５号明細書；米国特許第５，５６５，５５２号明細書；米国特許
第５，５６７，８１０号明細書；米国特許第５，５７４，１４２号明細書；米国特許第５
，５８５，４８１号明細書；米国特許第５，５８７，３７１号明細書；米国特許第５，５
９５，７２６号明細書；米国特許第５，５９７，６９６号明細書；米国特許第５，５９９
，９２３号明細書；米国特許第５，５９９，９２８ａｎｄ５，６８８，９４１号明細書；
米国特許第６，２９４，６６４号明細書；米国特許第６，３２０，０１７号明細書；米国
特許第６，５７６，７５２号明細書；米国特許第６，７８３，９３１号明細書；米国特許
第６，９００，２９７号明細書；米国特許第７，０３７，６４６号明細書が挙げられるが
、これに限定されるものではない。



(46) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

【０１５６】
　所与の化合物中の全ての位置が一様に修飾される必要はなく、事実上、前述の修飾の２
つ以上が、単一化合物中に、またはｉＲＮＡ内の単一ヌクレオシド中にさえ、組み込まれ
得る。本発明は、キメラ化合物であるｉＲＮＡ化合物もまた含む。「キメラ（ｃｈｉｍｅ
ｒｉｃ）」ｉＲＮＡ化合物または「キメラ（ｃｈｉｍｅｒａｓ）」は、本発明の文脈で、
それぞれ少なくとも１つのモノマー単位から、すなわちｄｓＲＮＡ化合物の場合はヌクレ
オチドから構成される、２つ以上の化学的に異なる領域を含有するｉＲＮＡ化合物、好ま
しくはｄｓＲＮＡである。これらのｉＲＮＡは、典型的に、ｉＲＮＡに、ヌクレアーゼ分
解に対する耐性の増大、細胞内取り込みの増大、および／または標的核酸に対する結合親
和性の増大を与えるように、ＲＮＡが修飾される少なくとも１つの領域を含有する。ｉＲ
ＮＡの追加的な領域が、ＲＮＡ：ＤＮＡまたはＲＮＡ：ＲＮＡハイブリッドを切断できる
、酵素基質の役割を果たしてもよい。一例として、ＲＮａｓｅ　Ｈは、ＲＮＡ：ＤＮＡ二
本鎖のＲＮＡ鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼである。したがってＲＮａｓｅ　Ｈの
活性化はＲＮＡ標的の切断をもたらし、それによって遺伝子発現のｉＲＮＡ阻害効率を大
幅に高める。その結果、同一標的領域とハイブリダイズするホスホロチオエートデオキシ
ｄｓＲＮＡと比較して、キメラｄｓＲＮＡが使用される場合、より短いｉＲＮＡによって
、比較できる結果が得られることが多い。ＲＮＡ標的の切断は、ゲル電気泳動、そして必
要ならば当該技術分野で公知の関連核酸ハイブリダイゼーション技術によって、慣例的に
検出し得る。
【０１５７】
　場合によっては、ｉＲＮＡのＲＮＡは、非リガンド基によって修飾し得る。ｉＲＮＡの
活性、細胞分布または細胞内取り込みを高めるために、いくつかの非リガンド分子がｉＲ
ＮＡに共役結合されており、このような共役結合を実施する手順は、学術文献で入手でき
る。このような非リガンド部分は、コレステロールなどの脂質部分（クボ（Ｋｕｂｏ），
Ｔ．ら著、バイオケミカル＆バイオフィジカル　リサーチ　コミュニケーションズ（Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．）、２００７年、第３６５巻、第１号
、ｐ．５４～６１；レッツンガー（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ）ら著、米国科学アカデミー紀要
１９８９年、第８６巻、ｐ．６５５３）、コール酸（マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）
ら著、バイオオーガニック　メディカルケミストリー　レターズ（Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ
．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ．）、１９９４年、第４巻、ｐ．１０５３）、例えばヘキシル－Ｓ－
トリチルチオールなどのチオエーテル（マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、ニュー
ヨークアカデミーオブサイエンス紀要（Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．）、１９９
２年、第６６０巻、ｐ．３０６；マノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、バイオオーガ
ニック　メディカルケミストリー　レターズ（Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ
．）、１９９３年、第３巻、ｐ．２７６５）、チオコレステロール（オーバーハウザー（
Ｏｂｅｒｈａｕｓｅｒ）ら著、ニュークレイックアシッドリサーチ（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．）、１９９２年、第２０巻、ｐ．５３３）、例えばドデカンジオールまたは
ウンデシル残基などの脂肪族鎖（セゾン－ベーモアラス（Ｓａｉｓｏｎ－Ｂｅｈｍｏａｒ
ａｓ）ら著、欧州分子生物学機構ジャーナル（ＥＭＢＯ　Ｊ）．、１９９１年、第１０巻
、ｐ．１１１；カバノフ（Ｋａｂａｎｏｖ）ら著、ＦＥＢＳレターズ（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔ
ｔ．）、１９９０年、第２５９巻、ｐ．３２７；スビナルチャク（Ｓｖｉｎａｒｃｈｕｋ
）ら著、ビオシミ（Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ）、１９９３年、第７５巻、ｐ．４９）、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－ホスホネートなどのリン脂質（マノハラン
（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、テトラヘドロン　レターズ（Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌ
ｅｔｔ．）、１９９５年、第３６巻、ｐ．３６５１；シア（Ｓｈｅａ）ら著、ニュークレ
イックアシッドリサーチ（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．）、１９９０年、第１８巻、
ｐ．３７７７）、ポリアミンまたはポリエチレングリコール鎖（マノハラン（Ｍａｎｏｈ
ａｒａｎ）ら著、ヌクレオシド＆ヌクレオチド（Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　＆　Ｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅｓ）、１９９５年、第１４巻、ｐ．９６９）、またはアダマンタン酢酸（マ
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ノハラン（Ｍａｎｏｈａｒａｎ）ら著、テトラヘドロン　レターズ（Ｔｅｔｒａｈｅｄｒ
ｏｎ　Ｌｅｔｔ．）、１９９５年、第３６巻、ｐ．３６５１）、パルミチル部分（ミシュ
ラ（Ｍｉｓｈｒａ）ら著、ビオキミカ　ビオフィジカ　アクタ（Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ．Ａｃｔａ）、１９９５年、第１２６４巻、ｐ．２２９）、またはオクタデシル
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（クルック（Ｃｒ
ｏｏｋｅ）ら著、ジャーナル　オブ　ファーマコロジ　エクスペリメンタル　セラピュー
ティクス（Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．）、１９９６年、第２７７巻、
ｐ．９２３）を含む。このようなＲＮＡ複合体の調製を教示する代表的な米国特許は、上
に列挙した。典型的な共役結合プロトコルは、配列の１つまたは複数の位置にアミノリン
カーを有するＲＮＡの合成を伴う。次に適切なカップリングまたは活性化試薬を使用して
、アミノ基を共役結合する分子と反応させる。共役結合反応は、溶液相中で、ＲＮＡが固
体支持体になおも結合する間に、またはＲＮＡ切断に続いて実施してもよい。ＨＰＬＣに
よるＲＮＡ複合体精製は、典型的に純粋な複合体を与える。
【０１５８】
　ｉＲＮＡ送達
　それを必要とする対象へのｉＲＮＡの送達は、いくつかの異なる方法で達成し得る。生
体内送達は、例えばｄｓＲＮＡなどのｉＲＮＡを含んでなる組成物を対象に投与すること
で直接実施し得る。代案としては、送達は、ｉＲＮＡをコードして発現を誘導する、１つ
または複数のベクターを投与することで、間接的に実施し得る。
【０１５９】
　ｉＲＮＡ組成物の直接送達
　一般に、核酸分子のあらゆる送達方法をｉＲＮＡで使用するために、適応させ得る（例
えばその内容全体を参照によって本明細書に援用する、アクタール（Ａｋｈｔａｒ）Ｓ．
およびジュリアン（Ｊｕｌｉａｎ）ＲＬ．著、１９９２年、トレンズ　イン　セルバイオ
ロジー（Ｔｒｅｎｄｓ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．）、第２巻、第５号、ｐ．１３９～１４４
および国際公開第９４／０２５９５号パンフレットを参照されたい）。しかしｉＲＮＡ分
子を生体内に成功裏に送達するために検討することが重要な、３つの要素がある：（ａ）
送達される分子の生物学的安定性、（２）非特異的効果の防止、および（３）送達される
分子の標的組織内蓄積。ｉＲＮＡの非特異的効果は、例えば組織（非限定的例として腫瘍
）中への直接注射または移植などの局所投与によって、または調製品を局所的に投与にす
ることで、最小化し得る。治療部位への局所投与は、作用物質の局所濃度を最大化し、そ
うしなければ作用物質によって害を被ることもある、または作用物質を分解することもあ
る、全身組織の作用物質への曝露を限定し、ｉＲＮＡ分子のより低い総用量での投与を可
能にする。いくつかの研究は、ｉＲＮＡが局所的に投与された場合に、成功裏の遺伝子産
物ノックダウン示している。例えばカニクイザルにおける硝子体内注射による（トレンテ
ィーノ（Ｔｏｌｅｎｔｉｎｏ），ＭＪ．ら著、２００４年、レティーナ（Ｒｅｔｉｎａ）
、第２４巻、ｐ．１３２～１３８）、およびマウスにおける網膜下注射による（ライヒ（
Ｒｅｉｃｈ），ＳＪ．ら著、２００３年、モレキュラービジョン（Ｍｏｌ．Ｖｉｓ．）、
第９巻、ｐ．２１０～２１６）、ＶＥＧＦ　ｄｓＲＮＡの眼内送達は、どちらも加齢黄斑
変性の実験モデルで新血管形成を防止することを示した。これに加えて、マウスにおける
ｄｓＲＮＡの直接腫瘍内注射は、腫瘍体積を低下させ（ピル（Ｐｉｌｌｅ），Ｊ．ら著、
２００５年、モレキュラー　セラピー（Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．）、第１１巻、ｐ．２６７～
２７４）、腫瘍を有するマウスの生存期間を延長し得た（キム（Ｋｉｍ），ＷＪ．ら著、
２００６年、モレキュラー　セラピー（Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．）、第１４巻、ｐ．３４３～
３５０；リー（Ｌｉ），Ｓ．ら著、２００７年、モレキュラー　セラピー（Ｍｏｌ．Ｔｈ
ｅｒ．）第１５巻、ｐ．５１５～５２３）。ＲＮＡ干渉は、直接注射によるＣＮＳへの（
ドーン（Ｄｏｒｎ），Ｇ．ら著、２００４、ニュークレイック　アシッズ（Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ）　３２：ｅ４９；タン（Ｔａｎ），ＰＨ．ら著、２００５年、ジーン　
セラピー（Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．）、第１２巻、ｐ．５９～６６；マキムラ（Ｍａｋｉｍ
ｕｒａ），Ｈ．ら著、２００２年、ＢＭＣニューロサイエンス（ＢＭＣ　Ｎｅｕｒｏｓｃ
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ｉ．）、第３巻、ｐ．１８；シシュキナ（Ｓｈｉｓｈｋｉｎａ），ＧＴ．ら著、２００４
年、ニューロサイエンス（Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ）、第１２９巻、ｐ．５２１～５２
８；タッカー（Ｔｈａｋｋｅｒ），ＥＲ．ら著、２００４年、米国科学アカデミー紀要、
第１０１巻、ｐ．１７２７０～１７２７５；アカネヤ（Ａｋａｎｅｙａ），Ｙ．ら著、２
００５年、ジャーナル　オブ　ニューロフィジオロジ（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌ．
）、第９３巻、ｐ．５９４～６０２）、および鼻腔内投与による肺への（ハワード（Ｈｏ
ｗａｒｄ），ＫＡ．ら著、２００６年、モレキュラー　セラピー（Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．）
、第１４巻、ｐ．４７６～４８４；チャン（Ｚｈａｎｇ），Ｘ．ら著、２００４年、ジャ
ーナル　オブ　バイオロジカル　ケミストリー（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．）、第２７９
巻、ｐ．１０６７７～１０６８４；ビトコ（Ｂｉｔｋｏ），Ｖ．ら著、２００５年、ネイ
チャー　メディスン（Ｎａｔ．Ｍｅｄ．）、第１１巻、ｐ．５０～５５）局所性送達の成
功が示されている。疾患を治療するために、ｉＲＮＡを全身的に投与するために、ＲＮＡ
は修飾され、または代案としては薬物送達系を使用して送達され得て；どちらの方法も、
生体内エンド－およびエキソ－ヌクレアーゼによるｄｓＲＮＡの迅速な分解を防止するよ
うに作用する。ＲＮＡまたは薬学的担体の修飾はまた、標的組織へのｉＲＮＡ組成物の標
的化も可能にし得て、望ましくない非特異的効果が回避される。コレステロールなどの親
油性基の化学的結合によってｉＲＮＡ分子を修飾し、細胞内取り込みを高め分解を防止し
得る。例えば親油性コレステロール部分に共役結合されたＡｐｏＢに対抗するｉＲＮＡが
マウスに全身注射され、肝臓および空腸の双方でａｐｏＢ　ｍＲＮＡノックダウンがもた
らされた（サウチェック（Ｓｏｕｔｓｃｈｅｋ），Ｊ．ら著、２００４年、ネイチャー（
Ｎａｔｕｒｅ）、第４３２巻、ｐ．１７３～１７８）。ｉＲＮＡのアプタマーへの共役結
合は、前立腺がんのマウスモデルにおいて腫瘍増殖を抑制し、腫瘍退縮を媒介することが
示されている。（マクナマラ（ＭｃＮａｍａｒａ），ＪＯ．ら著、２００６年、ネイチャ
ー　バイオテクノロジー（Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．）、第２４巻、ｐ．１００５
～１０１５）。代案の実施形態では、ｉＲＮＡは、ナノ粒子、デンドリマー、ポリマー、
リポソーム、またはカチオン性送達系などの薬物送達システムを使用して送達され得る。
正に帯電したカチオン性送達系は、ｉＲＮＡ分子（負に帯電）の結合を容易にして、負に
帯電した細胞膜における相互作用もまた高めて、細胞によるｉＲＮＡの効率的な取り込み
を可能にする。カチオン性脂質、デンドリマー、またはポリマーは、ｉＲＮＡに結合され
、またはｉＲＮＡを包む小胞またはミセルを形成するように誘導され得る（例えばキム（
Ｋｉｍ）ＳＨ．ら著、２００８年、ジャーナル　オブ　コントロールド　リリース（Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ）、第１２９巻、第２号、ｐ
．１０７～１１６を参照されたい）。小胞またはミセルの形成は、全身投与した際にｉＲ
ＮＡの分解をさらに防止する。カチオン性ｉＲＮＡ複合体を作成して投与する方法は、十
分に当業者の能力の範囲内である（例えばその内容全体を参照によって本明細書に援用す
る、ソレンセン（Ｓｏｒｅｎｓｅｎ），ＤＲ．ら著、２００３年、ジャーナル　オブ　モ
レキュラー　バイオトｒジー（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ）、第３２７巻、ｐ．７６１～７６
６；フェルマ（Ｖｅｒｍａ），ＵＮ．ら著、２００３年、クリニカル　キャンサー　リサ
ーチ（Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．）、第９巻、ｐ．１２９１～１３００；ア－ノ
ルド（Ａｒｎｏｌｄ），ＡＳら著、２００７年、ジャーナル　オブ　ハイパーテンション
（Ｊ．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓ．）、第２５巻、ｐ．１９７～２０５を参照されたい）。ｉＲ
ＮＡの全身性送達に有用な薬物送達系のいくつかのの非限定的例としては、ＤＯＴＡＰ（
ソレンセン（Ｓｏｒｅｎｓｅｎ），ＤＲ．ら著、２００３年，前出；フェルマ（Ｖｅｒｍ
ａ），ＵＮ．ら著、２００３年，前出），オリゴフェクトアミン（Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａ
ｍｉｎｅ），“安定な核酸ー脂質粒子（ｓｏｌｉｄ　ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ　ｌｉｐｉ
ｄｐａｒｔｉｃｌｅｓ）”（ツィマーマン（Ｚｉｍｍｅｒｍａｎｎ），ＴＳ．ら著、２０
０６年、ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ）、第４４１巻、ｐ．１１１～１１４）、カルジオリ
ピン（チェン（Ｃｈｉｅｎ），ＰＹ．ら著、２００５年、キャンサー　ジーン　セラピー
（Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．）、第１２巻、ｐ．３２１～３２８；パル（Ｐａ
ｌ），Ａ．ら著、２００５年、インターナショナル　ジャーナル　オブ　オンコロジー（
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Ｉｎｔ　Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．）、第２６巻、ｐ．１０８７～１０９１）、ポリエチレンイミ
ン（ボネ（Ｂｏｎｎｅｔ）ＭＥ．ら著、２００８年、ファーマスーティカル　リサーチ（
Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．）、８月１６日オンライン先行発表；アイグナー（Ａｉｇｎｅｒ）
，Ａ．著、２００６年、ジャーナル　オブ　バイオメディスン＆バイオテクノロジー（Ｊ
．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．）、ｐ．７１６５９）、Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓ
ｐ（ＲＧＤ）ペプチド（リュ－（Ｌｉｕ），Ｓ．著、２００６年、モレキュラー　ファー
マコロジ（Ｍｏｌ．Ｐｈａｒｍ．）、第３巻、ｐ．４７２～４８７）、およびポリアミド
アミン（トナリア（Ｔｏｍａｌｉａ），ＤＡ．ら著、２００７年、バイオケミカル　ソサ
エティ　トランザクション（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓ．）、第３５巻、ｐ．
６１～６７；ヨー（Ｙｏｏ），Ｈ．ら著、１９９９年、ファーマスーティカル　リサーチ
（Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．）、第１６巻、ｐ．１７９９～１８０４）が挙げられる。いくつ
かの実施形態では、全身投与のために、ｉＲＮＡはシクロデキストリンと複合体を形成す
る。ｉＲＮＡおよびシクロデキストリンの投与方法および医薬組成物は、その内容全体を
参照によって本明細書に援用する米国特許第７，４２７，６０５号明細書にある。
【０１６０】
　ｉＲＮＡをコードするベクター
　別の態様では、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子標的化ｉＲＮＡは、ＤＮＡまたはＲＮＡベクター
に挿入された転写単位から発現され得る（例えばクチュール（Ｃｏｕｔｕｒｅ），Ａら著
、ＴＩＧ．、１９９６年、第１２巻、ｐ．５～１０；スキラーン（Ｓｋｉｌｌｅｒｎ），
Ａ．，ら著に付与された国際公開第００／２２１１３号パンフレット；コンラッド（Ｃｏ
ｎｒａｄ）に付与された国際公開第００／２２１１４号パンフレット；およびコンラッド
（Ｃｏｎｒａｄ）に付与された米国特許第６，０５４，２９９号明細書を参照されたい）
。発現は、使用される特定のコンストラクトおよび標的組織または細胞型次第で、一過性
（数時間から数週間程度）または持続性（数週間から数ヶ月以上）であり得る。これらの
導入遺伝子は、組み込み型または非組み込み型ベクターであり得る、直鎖コンストラクト
、環状プラスミド、またはウイルスベクターとして導入し得る。導入遺伝子はまた、それ
が染色体外プラスミドとして遺伝するのを可能にするよう構築し得る（ガスマン（Ｇａｓ
ｓｍａｎｎ）ら著、米国科学アカデミー紀要１９９５年、第９２巻、ｐ．１２９２）。
【０１６１】
　個々のｉＲＮＡ鎖または鎖群は、発現ベクター上のプロモータから転写され得る。２つ
の別個の鎖を発現させて、例えばｄｓＲＮＡを生成させる場合、（例えば形質移入または
感染によって）２つの別個の発現ベクターを標的細胞に同時導入し得る。代案としては、
そのどちらも同一発現プラスミド上に位置するプロモータによって、ｄｓＲＮＡの個々の
鎖を転写し得る。一実施形態では、ｄｓＲＮＡ鎖は、ｄｓＲＮＡがステムループ構造を有
するように、リンカーポリヌクレオチド配列によって連結する逆位反復ポリヌクレオチド
として発現される。
【０１６２】
　ｉＲＮＡ発現ベクターは、一般にＤＮＡプラスミドまたはウイルスベクターである。真
核生物細胞に適合し、好ましくは脊椎動物細胞に適合する発現ベクターを使用して、本明
細書に記載されるｉＲＮＡ発現のための組換えコンストラクトを生成し得る。真核細胞発
現ベクターは当該技術分野で周知であり、いくつかの商業的供給元から入手できる。典型
的にこのようなベクターは、所望の核酸断片を挿入するための都合良い制限酵素認識部位
を含有させて、提供される。ｉＲＮＡ発現ベクターの送達は、静脈内または筋肉内投与な
どによる全身投与、患者から外植された標的細胞への投与とそれに続く患者への再導入、
または所望の標的細胞に導入できるようにするあらゆる別の手段などであり得る。
【０１６３】
　ｉＲＮＡ発現プラスミドは、カチオン性脂質担体（例えばオリゴフェクトアミン）また
は非カチオン性脂質ベースの担体（例えばＴｒａｎｓｉｔ－ＴＫＯ（商標））との複合体
として、標的細胞に形質移入し得る。１週間以上の期間にわたって標的ＲＮＡの異なる領
域を標的化する、ｉＲＮＡ媒介ノックダウンのための複数脂質形質移入もまた、本発明に



(50) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

より検討される。ベクターの宿主細胞への成功裏の導入は、様々な既知の方法を使用して
モニターし得る。例えば一過性形質移入は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）などの蛍光性
マーカなど、レポーターによって示し得る。生体外における細胞への安定した形質移入は
、形質移入細胞に、ハイグロマイシンＢ耐性などの特定環境要素（例えば抗生物質および
薬剤）耐性を提供するマーカを使用して、確実にし得る。
【０１６４】
　本明細書に記載される方法および組成物と共に利用し得るウイルスベクターシステムと
しては、（ａ）アデノウイルスベクター；（ｂ）レンチウイルスベクター、モロニーマウ
ス白血病ウイルスなどをはじめとするが、これに限定されるものではないレトロウイルス
ベクター；（ｃ）アデノ随伴ウイルスベクター；（ｄ）単純ヘルペスウイルスベクター；
（ｅ）ＳＶ４０ベクター；（ｆ）ポリオーマウイルスベクター；（ｇ）乳頭腫ウイルスベ
クター；（ｈ）ピコルナウィルスベクター；（ｉ）例えばワクシニアウイルスベクターな
どのオルソポックス、または例えばカナリア痘または鶏痘などのアビポックスなどのポッ
クスウイルスベクター；および（ｊ）ヘルパー依存性またはガットレスアデノウイルスが
挙げられるが、これに限定されるものではない。複製欠陥ウイルスもまた、有利であり得
る。異なるベクターは、細胞のゲノムに組み込まれ、または組み込まれない。コンストラ
クトは、所望ならば、形質移入のためのウイルス配列を含み得る。代案としては、コンス
トラクトは、例えばＥＰＶおよびＥＢＶベクターなどのエピソーム複製ができるベクター
に組み込まれてもよい。ｉＲＮＡの組換え発現のためのコンストラクトは、一般に、標的
細胞中のｉＲＮＡ発現を確実にするための、例えばプロモータ、エンハンサーなどの調節
因子を必要とする。ベクターおよびコンストラクトについて検討されるその他の態様は、
以下にさらに詳しく記載する。
【０１６５】
　ｉＲＮＡを送達するのに有用なベクターは、所望の標的細胞または組織中のｉＲＮＡの
発現に十分な調節因子（プロモータ、エンハンサーなど）を含む。調節因子は、構成的ま
たは調節／誘導性発現のいずれかを提供するように選択し得る。
【０１６６】
　ｉＲＮＡの発現は、例えば循環グルコースレベル、またはホルモンなどの特定の生理学
的制御因子に感受性の誘導性制御配列を使用して、正確に調節し得る（ドチェルティ（Ｄ
ｏｃｈｅｒｔｙ）ら著、１９９４年、ＦＡＳＥＢジャーナル、第８巻、ｐ．２０～２４）
。細胞または哺乳類におけるｄｓＲＮＡ発現の制御に適するこのような誘導性発現系とし
ては、例えばエクジソン、エストロゲン、プロゲステロン、テトラサイクリン、二量体化
の化学誘導物質、およびイソプロピル－β－Ｄ１－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）
による調節が挙げられる。当業者は、ｉＲＮＡ導入遺伝子の意図される用途に基づいて、
適切な調節／プロモータ配列を選択できる。
【０１６７】
　特定の実施形態では、ｉＲＮＡをコードする核酸配列を含有するウイルスベクターを使
用し得る。例えばレトロウイルスベクターを使用し得る（ミラー（Ｍｉｌｌｅｒ）ら著、
メソッズ　イン　エンザイモロジー（Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．）、第２１７巻、ｐ．
５８１～５９９、１９９３年を参照されたい）。これらのレトロウイルスベクターは、ウ
イルスゲノムの正しいパッケージングと宿主細胞ＤＮＡへの組み込みに必要な成分を含有
する。ｉＲＮＡをコードする核酸配列は、患者への核酸の送達を容易にする、１つまたは
複数のベクターにクローン化される。レトロウイルスベクターに関してより詳しくは、例
えば化学療法により高い耐性を示す幹細胞を生成するために、ｍｄｒ１遺伝子を造血幹細
胞に送達するレトロウイルスベクターの使用を記載する、ボーゼン（Ｂｏｅｓｅｎ）ら著
、バイオセラピー（Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ）、第６巻、ｐ．２９１～３０２、１９９４年
にある。遺伝子療法におけるレトロウイルスベクターの使用を例証するその他の参考文献
は、クラウス（Ｃｌｏｗｅｓ）ら著、ジャーナル　オブ　クリニカル　インベスティゲー
ション（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．）、第９３巻、ｐ．６４４～６５１、１９９４年
；キエム（Ｋｉｅｍ）ら著、ブラッド（Ｂｌｏｏｄ）、第８３巻、ｐ．１４６７～１４７
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３、１９９４年；サルモンズ（Ｓａｌｍｏｎｓ）およびグンズバーグ（Ｇｕｎｚｂｅｒｇ
）著、ヒューマン　ジーン　セラピー（Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ）、第４
巻、ｐ．１２９～１４１、１９９３年；およびグロスマン（Ｇｒｏｓｓｍａｎ）およびウ
ィルソン（Ｗｉｌｓｏｎ）著、カレント　オピニオン　イン　ジェネティクス＆ディベロ
ップメント（Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌ．）、
第３巻、ｐ．１１０～１１４、１９９３年である。使用が検討されるレンチウイルスベク
ターとしては、例えば参照によって本明細書に援用する、米国特許第６，１４３，５２０
号明細書；米国特許第５，６６５，５５７号明細書；および米国特許第５，９８１，２７
６号明細書に記載されるＨＩＶベースのベクターが挙げられる。
【０１６８】
　アデノウイルもまた、ｉＲＮＡの送達で使用するために検討される。アデノウイルは、
例えば気道上皮に遺伝子を送達するために、特に魅力的なビヒクルである。アデノウイル
は気道上皮に天然で感染して、軽症の疾患を引き起こす。アデノウイルスベースの送達系
その他の標的は、肝臓、中枢神経系、内皮細胞、および筋肉である。アデノウイルは、非
分裂細胞に感染できる利点を有する。コザルスキー（Ｋｏｚａｒｓｋｙ）およびウィルソ
ン（Ｗｉｌｓｏｎ）、カレント　オピニオン　イン　ジェネティクス＆ディベロップメン
ト（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔ）第３巻、ｐ．４９９～５０３、１９９３年は、アデノウイルスベースの遺伝
子療法のレビューを提示する。バウト（Ｂｏｕｔ）ら著、ヒューマン　ジーン　セラピー
（Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ）、第５巻、ｐ．３～１０、１９９４年は、遺
伝子をアカゲザルの気道上皮に移入するための、アデノウイルスベクターの使用を実証し
た。遺伝子療法におけるアデノウイルの使用のその他の事例は、ローゼンフェルド（Ｒｏ
ｓｅｎｆｅｌｄ）ら著、サイエンス（Ｓｃｉｅｎｃｅ）、第２５２巻、ｐ．４３１～４３
４、１９９１年；ローゼンフェルド（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ）ら著、セル（Ｃｅｌｌ）、第
６８巻、ｐ．１４３～１５５、１９９２年；マストランジェリ（Ｍａｓｔｒａｎｇｅｌｉ
）ら著、ジャーナル　オブ　クリニカル　インベスティゲーション（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎ
ｖｅｓｔ．）、第９１巻、ｐ．２２５～２３４、１９９３年；国際公開第９４／１２６４
９号パンフレット；およびワン（Ｗａｎｇ）ら著、ジーン　セラピー（Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅ
ｒａｐｙ）、第２巻、ｐ．７７５～７８３、１９９５年にある。本発明で取り上げるｉＲ
ＮＡを発現するための適切なＡＶベクター、組換えＡＶベクターを構築する方法、および
ベクターを標的細胞に送達する方法は、シァ（Ｘｉａ）Ｈら著、２００２年、ネイチャー
　バイオテクノロジー（Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．）、第２０巻、ｐ．１００６～１０１
０に記載される。
【０１６９】
　アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ：Ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｖｉｒｕｓ）ベク
ターの使用もまた、検討される（ワルシュ（Ｗａｌｓｈ）ら著、ソサエティ　フォー　エ
クスペリメンタル　バイオロジー＆メディスン論文集（Ｐｒｏｃ．Ｓｏｃ．Ｅｘｐ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｍｅｄ．）、第２０４巻、ｐ．２８９～３００、１９９３年；米国特許第５，４３
６，１４６号明細書）。一実施形態では、ｉＲＮＡは、例えば、Ｕ６またはＨ１　ＲＮＡ
プロモータ、またはサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモータのいずれかを有する、組
換えＡＡＶベクターからの２つの別個の相補的一本鎖ＲＮＡ分子として発現され得る。本
発明で取り上げるｄｓＲＮＡを発現するのに適切なＡＡＶベクター、組換えＡＶベクター
を構築する方法、およびベクターを標的細胞に送達する方法は、その開示全体を参照によ
って本明細書に援用する、サムルスキー（Ｓａｍｕｌｓｋｉ）Ｒら著、１９８７年、ジャ
ーナル　オブ　ヴァイロロジー（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．）、第６１巻、ｐ．３０９６～３１０
１；フィッシャー（Ｆｉｓｈｅｒ）Ｋ　Ｊら著、１９９６年、ジャーナル　オブ　ヴァイ
ロロジー（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ）、第７０巻、ｐ．５２０～５３２；サムルスキー（Ｓａｍｕ
ｌｓｋｉ）Ｒら著、１９８９年、ジャーナル　オブ　ヴァイロロジー（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．
）、第６３巻、ｐ．３８２２～３８２６；米国特許第５，２５２，４７９号明細書；米国
特許第５，１３９，９４１号明細書；国際公開第９４／１３７８８号パンフレット；およ



(52) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

び国際公開第９３／２４６４１号パンフレットに記載される。
【０１７０】
　別の好ましいウイルスベクターは、例えば、修飾ウイルスアンカラ（ＭＶＡ）またはＮ
ＹＶＡＣなどの弱毒化ワクシニアなどのワクシニアウイルス、鶏痘またはカナリア痘など
のアビポックスなどのポックスウイルスである。
【０１７１】
　ウイルスベクターの親和性は、必要に応じて、その他のウイルスからの外被タンパク質
またはその他の表面抗原でベクターをシュードタイピングすることで、または異なるウイ
ルスからのカプシドタンパク質で置換することで、修飾し得る。例えば水疱性口内炎ウイ
ルス（ＶＳＶ：ｖｅｓｉｃｕｌａｒ　ｓｔｏｍａｔｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬病、エ
ボラ、モコラなどからの表面タンパク質によって、レンチウイルスベクターをシュードタ
イピングし得る。ＡＡＶベクターは、ベクターを遺伝子操作して、異なるカプシドタンパ
ク質血清型を発現させることで、異なる細胞を標的化するようにできる；例えばその開示
全体を参照によって本明細書に援用する、ラビノビッツ（Ｒａｂｉｎｏｗｉｔｚ）Ｊ　Ｅ
ら著、２００２年、ジャーナル　オブ　ヴァイロロジー（Ｊ　Ｖｉｒｏｌ）、第７６巻、
ｐ．７９１～８０１を参照されたい。
【０１７２】
　ベクターの医薬品は、許容される希釈剤中のベクターを含み得て、またはその中に遺伝
子送達ビヒクルが包埋される徐放マトリックスを含み得る。代案としては、例えばレトロ
ウイルスベクターなどの完全な遺伝子送達ベクターが、組換え細胞から無傷で生成され得
る場合、医薬品は遺伝子送達系を生成する１つまたは複数の細胞を含み得る。
【０１７３】
　ＩＩＩ．ｉＲＮＡ含有医薬組成物
　一実施形態では、ｉＲＮＡと薬学的に許容できる担体とを含有する医薬組成物が、本明
細書で提供される。ｉＲＮＡを含有する医薬組成物は、ＴＭＰＲＳＳ６の発現によって媒
介される病理過程など、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現または活性と関連する、疾患または
障害を治療するのに有用である。このような医薬組成物は、送達様式に基づいて調合され
る。一実施例は、例えば静脈内（ＩＶ）送達による、非経口送達を通じた、全身投与のた
めに調合される組成物である。
【０１７４】
　本明細書で取り上げる医薬組成物は、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するのに十分
な用量で投与される。一般にｉＲＮＡの適切な用量は、１日あたり受容者の体重１キログ
ラムあたり０．０１～２００．０ミリグラムの範囲、一般に１日あたり体重あたりキログ
ラム１～５０ｍｇの範囲である。例えばｄｓＲＮＡは、単回投与あたり、０．０５ｍｇ／
ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、１．５ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋ
ｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ、４０ｍｇ／ｋｇ、または５０ｍ
ｇ／ｋｇで投与し得る。医薬組成物は、毎日１回、または毎週１回、または毎月１回、ま
たは２ヶ月に１回投与されてもよい。代案としては、組成物は、週に２回または月に２回
、または２、３または４週間毎に１回投与し得る。いくつかの実施形態ではｉＲＮＡは、
一日を通して適切な間隔で、２、３以上の部分用量で、または持続注入または放出制御製
剤を通じた送達さえ使用して、投与される。その場合、各部分用量に含有されるｉＲＮＡ
は、１日あたり総用量を達成するために、対応してより少量でなくてはならない。投薬単
位はまた、例えば数日間にわたってｉＲＮＡの徐放を提供する、従来型の徐放性製剤を使
用して、数日間にわたる送達のために配合し得る。徐放性製剤は当該技術分野で周知であ
り、特に、本発明の作用物質で使用し得る、特定部位への作用物質送達のために有用であ
る。この実施形態では、投薬単位は、相当する複数の１日量を含有する。
【０１７５】
　ＴＭＰＲＳＳ６レベルに対する単回投与の効果は、引き続く用量が、３、４、または５
日間以下の間隔で、または１、２、３、または４週間以下の間隔で投与されるように、長
期にわたり得る。
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【０１７６】
　当業者は、疾患または障害の重症度、以前の治療、対象の総体的な健康および／または
年齢、および存在するその他の疾患をはじめとするが、これに限定されるものではない、
特定の要素が、対象を効果的に治療するのに必要な投与量とタイミングに、影響を及ぼす
ことがあることを理解するであろう。さらに組成物の治療有効量による対象の治療は、単
回治療または一連の治療を含み得る。本発明に包含される個々のｉＲＮＡの有効投与量お
よび生体内半減期は、従来の手順を使用して、または本明細書の他の箇所に記載されるよ
うに、適切な動物モデルを使用した生体内試験に基づいて推定し得る。
【０１７７】
　マウス遺伝学における進歩は、ＴＭＰＲＳＳ６発現によって媒介される病理過程など、
様々なヒト疾患を研究するためのいくつかのマウスモデルを作り出している。このような
モデルは、ｉＲＮＡの生体内試験のために、ならびに治療有効用量を判定するために、使
用し得る。適切なマウスモデルは、例えばヒトＴＭＰＲＳＳ６を発現する導入遺伝子を含
有するマウスである。
【０１７８】
　本発明は、本発明で取り上げるｉＲＮＡ化合物を含む、医薬組成物および製剤もまた含
む。本発明の医薬組成物は、局所性または全身性の治療が所望されるかどうかに応じて、
そして治療領域次第で、いくつかの方法で投与されてもよい。投与は、局所（例えば経皮
パッチによる）、例えば粉末の吸入または吹送またはネブライザーをはじめとする煙霧剤
による経肺；気管内、鼻腔内、経表皮および経皮、経口または非経口であってもよい。非
経口投与としては、静脈内、動脈内、皮下、腹腔内または筋肉内注射または輸液；例えば
埋め込みデバイスを通じた、真皮下投与；または例えば脳実質内、クモ膜下腔内または脳
室内などの頭蓋内投与が挙げられる。
【０１７９】
　ｉＲＮＡは、肝臓（例えば肝臓の実質細胞）などの特定組織を標的化する様式で、送達
され得る。
　局所投与のための医薬組成物および製剤としては、経皮パッチ、軟膏、ローション、ク
リーム、ゲル、ドロップ、坐薬、スプレー、液体、および粉末が挙げられる。従来の薬学
的担体、水性、粉末または油性基剤、増粘剤などが、必要でありまたは望ましいこともあ
る。被覆コンドーム、手袋などもまた、有用なこともある。適切な局所製剤としては、そ
の中で、本発明で取り上げるｉＲＮＡが、脂質、リポソーム、脂肪酸、脂肪酸エステル、
ステロイド、キレート化作用物質、および界面活性剤などの局所送達作用物質との混和材
料中にあるものが挙げられる。適切な脂質およびリポソームとしては、中性（例えばジオ
レオイルホスファチジルＤＯＰＥエタノールアミン、ジミリストイルホスファチジルコリ
ンＤＭＰＣ、ジステアロリホスファチジル（ｄｉｓｔｅａｒｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｉｄ
ｙｌ）コリン）、陰性（例えばジミリストイルホスファチジルグリセロールＤＭＰＧ）お
よびカチオン性（例えばジオレオイルテトラメチルアミノプロピルＤＯＴＡＰおよびジオ
レオイルホスファチジルエタノールアミンＤＯＴＭＡ）が挙げられる。本発明で取り上げ
るｉＲＮＡは、リポソーム内にカプセル化されてもよく、またはそれと、特にカチオン性
リポソームと、複合体形成してもよい。代案としては、ｉＲＮＡは、脂質、特にカチオン
性脂質と複合体形成してもよい。適切な脂肪酸およびエステルとしては、アラキドン酸、
オレイン酸、エイコサン酸、ラウリン酸、カプリル酸、カプリン酸、ミリスチン酸、パル
ミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプレート、トリカプレート、モ
ノオレイン、ジラウリン、グリセリル１－モノカプレート、１－ドデシルアザシクロヘプ
タン－２－オン、アシルカルニチン、アシルコリン、またはＣ１～２０アルキルエステル
（例えばイソプロピルミリスチン酸ＩＰＭ）、モノグリセリド、ジグリセリド、または薬
学的に許容可能なその塩が挙げられるが、これに限定されるものではない。局所製剤は、
参照によって本明細書に援用する、米国特許第６，７４７，０１４号明細書に詳述される
。
【０１８０】
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　リポソーム製剤
　薬物の調合のために研究され使用されているマイクロエマルション以外にも、多数の組
織化界面活性剤の構造が存在する。これらとしては、単層、ミセル、二重層、および小胞
が挙げられる。リポソームなどの小胞は、薬物送達の観点から、それらの特異性とそれら
が提供する作用持続時間のために、高い注目を集めている。本発明での用法では、「リポ
ソーム」という用語は、球状二重層または二重層群に配列された両親媒性脂質から構成さ
れる、小胞を意味する。
【０１８１】
　リポソームは、親油性材料と水性内部から形成される膜を有する、単層のまたは多重膜
小胞である。水性部分は、送達される組成物を含有する。カチオン性リポソームは、細胞
壁に融合できる利点を有する。非カチオン性リポソームは、細胞壁と効率的に融合できな
いが、生体内でマクロファージに取り込まれる。
【０１８２】
　無傷の哺乳類皮膚を越えるために、脂質小胞は、適切な経皮勾配の影響下で、それぞれ
直径が５０ｎｍ未満の一連の細孔を通過しなくてはならない。したがって高度に変形可能
でこのような細孔を通過できる、リポソームを使用することが望ましい。
【０１８３】
　リポソームのさらなる利点としては、以下が挙げられる；天然リン脂質から得られるリ
ポソームは、生体適合性かつ生分解性であり；リポソームは、幅広い水および脂質可溶性
薬剤を組み込み得て；リポソームは、それらの内部区画にカプセル化した薬剤を代謝およ
び分解から保護し得る（ロゾフ（Ｒｏｓｏｆｆ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、
リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デ
ッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１
巻、ｐ．２４５）。リポソーム製剤の調製における重要な考察は、リポソームの脂質表面
電荷、小胞サイズ、および水性容量である。
【０１８４】
　リポソームは、作用部位への活性成分の移行および送達のために有用である。リポソー
ム膜は生体膜と構造的に類似しているので、リポソームが組織に適用されると、リポソー
ムは細胞膜と一体化し始めて、リポソームと細胞の融合が進むにつれて、リポソーム内容
物は、そこで活性薬剤が作用してもよい細胞中に出される。
【０１８５】
　リポソーム製剤は、多数の薬剤の送達様式として、大規模な研究の焦点である。局所投
与において、リポソームがその他の製剤に優るいくつかの利点を提示する証拠が、上がっ
てきている。このような利点としては、投与薬剤の高い全身性吸収と結びつく副作用の低
下、所望の標的における投与薬剤の蓄積増大、および親水性および疎水性双方の多種多様
な薬剤を皮膚内投与する能力が挙げられる。
【０１８６】
　いくつかの報告は、リポソームが、皮膚内に高分子量ＤＮＡをはじめとする作用物質を
送達する能力を詳述している。鎮痛剤、抗体、ホルモン、および高分子量ＤＮＡをはじめ
とする化合物が、皮膚に投与されている。用途の大部分は、表皮上層の標的化をもたらし
た。
【０１８７】
　リポソームは、２つの広範なクラスに分類される。カチオン性リポソームは、負に帯電
したＤＮＡ分子と相互作用して安定した複合体を形成する、正に帯電したリポソームであ
る。正に帯電したＤＮＡ／リポソーム複合体は、負に帯電した細胞表面に結合してエンド
ソーム内部に取り入れられる。エンドソーム内の酸性ｐＨのためにリポソームは破裂して
、それらの内容物を細胞質内へ放出する（ワン（Ｗａｎｇ）ら著、バイオケミカル＆バイ
オフィジカル　リサーチ　コミュニケーションズ（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒ
ｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．）、１９８７年、第１４７巻、ｐ．９８０～９８５）。
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【０１８８】
　ｐＨ感受性または負電荷のリポソームは、核酸と複合体を形成せず、むしろそれを封入
する。ＤＮＡと脂質は、どちらも同様の荷電を持つため、複合体形成でなく反発が起きる
。それでもなおいくらかのＤＮＡは、これらのリポソームの水性内部に封入される。ｐＨ
感受性リポソームは、培養中で細胞単層に、チミジンキナーゼ遺伝子をコードする核酸を
送達するのに使用されている。外来性遺伝子の発現は、標的細胞中で検出された（チョウ
（Ｚｈｏｕ）ら著、ジャーナル　オブ　コントロールド　リリース（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ）、１９９２年、第１９巻、ｐ．２６９～２
７４）。
【０１８９】
　１つの主要タイプのリポソーム組成物は、天然由来ホスファチジルコリン以外に、リン
脂質を含む。例えば中性リポソーム組成物は、ジミリストイルホスファチジルコリン（Ｄ
ＭＰＣ）またはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）から生成され得る。ア
ニオン性リポソーム組成物が、一般にジミリストイルホスファチジルグリセロールから生
成されるのに対し、アニオン性融合性リポソームは、主にジオレオイルスファチジルエタ
ノールアミン（ＤＯＰＥ）から形成される。別のタイプのリポソーム組成物は、例えばダ
イズＰＣ、および卵ＰＣなどのホスファチジルコリン（ＰＣ）から生成される。別のタイ
プは、リン脂質および／またはホスファチジルコリンおよび／またはコレステロールの混
合物から生成される。
【０１９０】
　いくつかの研究が、皮膚へのリポソーム製剤の局所送達を評価している。インターフェ
ロン含有リポソームのモルモット皮膚への塗布が、皮膚ヘルペスによる傷の減少をもたら
したのに対し、別の手段によるインターフェロン送達（例えば溶液としてまたはエマルシ
ョンとしての）は無効であった（ワイナー（Ｗｅｉｎｅｒ）ら著、ジャーナル　オブ　ド
ラッグ　ターゲンティング（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ）、
１９９２年、第２巻、ｐ．４０５～４１０）。さらに追加的な研究が、水性系を使用した
インターフェロン投与と比較して、リポソーム製剤の一部としてのインターフェロン投与
の有効性を試験し、リポソーム製剤は水性投与よりも優れていると結論付けた（デュプレ
シ（ｄｕ　Ｐｌｅｓｓｉｓ）ら著、アンチバイラル　リサーチ（Ａｎｔｉｖｉｒａｌ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ）、１９９２年、第１８巻、ｐ．２５９～２６５）。
【０１９１】
　非イオン性リポソーム系、特に非イオン性界面活性剤とコレステロールを含んでなる系
が研究され、皮膚への薬剤送達におけるそれらの効用が判定されている。Ｎｏｖａｓｏｍ
ｅ（商標）Ｉ（ジラウリン酸グリセリル／コレステロール／ポリオキシエチレン－１０－
ステアリルエーテル）およびＮｏｖａｓｏｍｅ（商標）ＩＩ（ジステアリン酸グリセリル
／コレステロール／ポリオキシエチレン－１０－ステアリルエーテル）を含んでなる非イ
オン性リポソーム製剤を使用して、マウス皮膚真皮内へシクロスポリンＡが送達された。
結果は、このような非イオン性リポソーム系が、皮膚の異なる層内へのシクロスポリンＡ
の沈着を容易にする上で、効果的であることを示唆した（フー（Ｈｕ）ら著、Ｓ．Ｔ．Ｐ
．ファーマ　サイエンス（Ｐｈａｒｍａ．Ｓｃｉ．）、１９９４年、第４巻、第６号、ｐ
．４６６）。
【０１９２】
　リポソームはまた、「立体的安定化」リポソームを含み、この用語は本明細書の用法で
は、１つまたは複数の特殊化された脂質を含んでなるリポソームを指し、それは、リポソ
ーム中に組み込まれると、このような特殊化された脂質を欠くリポソームと比較して、改
善された循環寿命をもたらす。立体的安定化リポソームの例は、その中で、リポソームの
小胞形成脂質部分の一部が、（Ａ）モノシアロガングリオシドＧＭ１などの１つまたは複
数の糖脂質を含んでなり、または（Ｂ）ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）部分などの１
つまたは複数の親水性ポリマーで誘導体化されているものである。いかなる特定の理論に
よる拘束も望まないが、当該技術分野では、少なくともガングリオシド、スフィンゴミエ
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リン、またはＰＥＧ誘導体化脂質を含有する立体的安定化リポソームでは、これらの立体
的安定化リポソームの循環半減期の改善は、細網内皮系（ＲＥＳ：ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｓｙｓｔｅｍ）細胞への取り込み低下に由来するものと考えられる
（アレン（Ａｌｌｅｎ）ら著、ＦＥＢＳレターズ（Ｌｅｔｔｅｒｓ），１９８７年、第２
２３巻、ｐ．４２；ウー（Ｗｕ）ら著、キャンサー　リサーチ（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ）、１９９３年、第５３巻、ｐ．３７６５）。
【０１９３】
　１つまたは複数の糖脂質を含んでなる様々なリポソームが、当該技術分野で公知である
。パパハジョポロス（Ｐａｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓ）ら著、ニューヨークアカデミー
オブサイエンス紀要（Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．）、１９８７年、第５０７巻
、ｐ．６４）は、モノシアロガングリオシドＧＭ１、ガラクトセレブロシドサルフェート
およびホスファチジルイノシトールが、リポソームの血液半減期を改善する能力を報告し
た。これらの知見は、ギャビゾン（Ｇａｂｉｚｏｎ）ら著、米国科学アカデミー紀要、１
９８８年、第８５巻、ｐ．６９４９によって詳しく説明された。どちらもアレン（Ａｌｌ
ｅｎ）らに付与された、米国特許第４，８３７，０２８号明細書および国際公開第８８／
０４９２４号パンフレットは、（１）スフィンゴミエリンと、（２）ガングリオシドＧＭ

１またはガラクトセレブロシド硫酸エステルとを含んでなる、リポソームを開示する。米
国特許第５，５４３，１５２号明細書（ウェブ（Ｗｅｂｂ）ら）は、スフィンゴミエリン
を含んでなるリポソームを開示する。１，２－ｓｎ－ジミリストイルホスファチジルコリ
ンを含んでなるリポソームは、国際公開第９７／１３４９９（リム（Ｌｉｍ）ら）号パン
フレットで開示される。
【０１９４】
　１つまたは複数の親水性ポリマーで誘導体化された脂質を含んでなる多数のリポソーム
、およびそれらの調製法は、当該技術分野で公知である。スナモト（Ｓｕｎａｍｏｔｏ）
ら（日本化学会欧文誌（Ｂｕｌｌ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｊｐｎ．）、１９８０年、第５３
巻、ｐ．２７７８）は、ＰＥＧ部分を含有する非イオン系洗剤２Ｃ１２１５Ｇを含んでな
る、リポソームについて記載した。イルム（Ｉｌｌｕｍ）ら著、ＦＥＢＳレターズ（ＦＥ
ＢＳ　Ｌｅｔｔ．）、１９８４年、第１６７巻、ｐ．７９は、ポリマーグリコールによる
ポリスチレン粒子の親水性コーティングが、顕著に改善された血液半減期をもたらすこと
を記述した。ポリアルキレングリコール（例えばＰＥＧ）のカルボン酸基の付加によって
修飾された合成リン脂質は、シアーズ（Ｓｅａｒｓ）（米国特許第４，４２６，３３０号
明細書および米国特許第４，５３４，８９９号明細書）によって記載される。クリバノフ
（Ｋｌｉｂａｎｏｖ）ら（ＦＥＢＳレターズ（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．）、１９９０年、第
２６８巻、ｐ．２３５）は、ＰＥＧまたはＰＥＧステアリン酸塩によって誘導体化された
ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）を含んでなるリポソームが、血液循環半減期に
著しい増大を有することを実証する実験を記載した。ブルム（Ｂｌｕｍｅ）ら（バイオキ
ミカ　エ　バイオフィジカ　アクタ（Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃ
ａ　Ａｃｔａ）、１９９０年、第１０２９巻、ｐ．９１）は、ジステアロイルホスファチ
ジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ）とＰＥＧの組み合わせから生成される、例えばＤＳＰ
Ｅ－ＰＥＧなどのその他のＰＥＧ－誘導体化リン脂質に、このような観察を広げた。共有
結合したＰＥＧ部分を外面に有するリポソームは、フィッシャー（Ｆｉｓｈｅｒ）に付与
された欧州特許第０４４５１３１Ｂ１号明細書および国際公開第９０／０４３８４号パン
フレットに記載される。１～２０モルパーセントのＰＥＧ誘導体化ＰＥを含有するリポソ
ーム組成物、およびその使用方法は、ウードル（Ｗｏｏｄｌｅ）ら（米国特許第５，０１
３，５５６号明細書および米国特許第５，３５６，６３３号明細書）、およびマーティン
（Ｍａｒｔｉｎ）ら（米国特許第５，２１３，８０４号明細書および欧州特許第０４９６
８１３Ｂ１号明細書）によって記載される。いくつかのその他の脂質－ポリマー複合体を
含んでなるリポソームは、（どちらもマーティン（Ｍａｒｔｉｎ）らに付与された）国際
公開第９１／０５５４５号パンフレットおよび米国特許第５，２２５，２１２号明細書、
および国際公開第９４／２００７３号パンフレット（ザリプスキー（Ｚａｌｉｐｓｋｙ）
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ら）で開示される。ＰＥＧ修飾セラミド脂質を含んでなるリポソームは、国際公開第９６
／１０３９１号パンフレット（チョイ（Ｃｈｏｉ）ら）に記載される。米国特許第５，５
４０，９３５号明細書（ミヤザキ（Ｍｉｙａｚａｋｉ）ら）および米国特許第５，５５６
，９４８号明細書（タガワ（Ｔａｇａｗａ）ら）は、それらの表面を機能的部分でさらに
誘導体化し得る、ＰＥＧ含有リポソームを記載する。
【０１９５】
　核酸を含んでなるいくつかのリポソームは、当該技術分野で公知である。ティエリ（Ｔ
ｈｉｅｒｒｙ）らに付与された国際公開第９６／４００６２号パンフレットは、高分子量
核酸をリポソーム中にカプセル化する方法を開示する。タガワ（Ｔａｇａｗａ）らに付与
された米国特許第５，２６４，２２１号明細書は、タンパク質結合リポソームを開示し、
このようなリポソームの内容物がｄｓＲＮＡを含んでもよいと主張する。ラーマン（Ｒａ
ｈｍａｎ）らに付与された米国特許第５，６６５，７１０号明細書は、リポソーム中にオ
リゴデオキシヌクレオチドをカプセル化する特定の方法を記載する。ラブ（Ｌｏｖｅ）ら
に付与された国際公開第９７／０４７８７号パンフレットは、ｒａｆ遺伝子標的化ｄｓＲ
ＮＡを含んでなるリポソームを開示する。
【０１９６】
　トランスファーソームはなおも別のタイプのリポソームであり、薬物送達ビヒクルのた
めの魅力的な候補である、高度に変形可能な脂質凝集体である。トランスファーソームは
、非常に高度に変形可能であるために、小滴よりも小さい孔を通じて容易に浸透できる脂
肪滴と説明されてもよい。トランスファーソームは、それらが使用される環境に適応でき
、例えばそれらは自己最適化し（皮膚孔形状に適応する）、自己修復し、しばしば断片化
することなくそれらの標的に到達し、自己装填することが多い。トランスファーソームを
作成するために、通常は界面活性剤である表面縁活性化剤を標準リポソーム組成物に添加
することができる。トランスファーソームは、血清アルブミンを皮膚に送達するのに使用
されている。血清アルブミンのトランスファーソーム媒介送達は、血清アルブミンを含有
する溶液の皮下注射と同程度に、効果的であることが示されている。
【０１９７】
　界面活性剤には、（マイクロエマルションをはじめとする）エマルションおよびリポソ
ームなどの製剤における、幅広い応用がある。天然および合成双方の多数の異なる界面活
性剤型の特性の分類および格付けの最も一般的な方法は、親水性／親油性バランス（ＨＬ
Ｂ：ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｅ／ｌｉｐｏｐｈｉｌｅ　ｂａｌａｎｃｅ）の使用による。親水
性基（「ヘッド」としてもまた知られている）の性質は、製剤中で使用される異なる界面
活性剤を分類する、最も有用な手段を提供する（リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）著、「医薬剤形
（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、マルセル・デッ
カー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、１９８
８年、ｐ．２８５。
【０１９８】
　界面活性剤分子がイオン化されない場合、それは非イオン性界面活性剤に分類される。
非イオン性界面活性剤には、医薬および美容製品における幅広い用途があり、広いｐＨ価
範囲にわたって使用できる。一般にそれらのＨＬＢ値は、それらの構造に応じて２～約１
８の範囲である。非イオン性界面活性剤としては、エチレングリコールエステル、プロピ
レングリコールエステル、グリセリルエステル、ポリグリセリルエステル、ソルビタンエ
ステル、スクロースエステル、およびエトキシル化エステルなどの非イオン性エステルが
挙げられる。脂肪アルコールエトキシレート、プロポキシル化アルコールおよびエトキシ
ル化／プロポキシル化ブロックポリマーなどの非イオン性アルカノールアミドおよびエー
テルもまた、このクラスに含まれる。ポリオキシエチレン界面活性剤は、非イオン性界面
活性剤クラスの最も良く見られる構成員である。
【０１９９】
　界面活性剤分子が、水への溶解または分散時に負電荷を保有する場合、界面活性剤はア
ニオン性に分類される。アニオン性界面活性剤としては、石鹸などのカルボン酸塩、ラク
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チル酸アシル、アミノ酸のアシルアミド、硫酸アルキルおよびエトキシル化硫酸アルキル
などの硫酸エステル、アルキルベンゼンスルホネートなどのスルホネート、イセチオン酸
アシル、タウリン酸アシルおよびスルホコハク酸アシル、およびリン酸アシルが挙げられ
る。アニオン性界面活性剤クラスの最も重要な構成員は、硫酸アルキルおよび石鹸である
。
【０２００】
　界面活性剤分子が、水への溶解または分散時に正電荷を保有する場合、界面活性剤はカ
チオン性に分類される。カチオン性界面活性剤としては、四級アンモニウム塩およびエト
キシル化アミンが挙げられる。四級アンモニウム塩が、このクラスで最も良く使用される
構成員である。
【０２０１】
　界面活性剤分子が、陽性または陰性電荷のいずれかを有する能力を有する場合、界面活
性剤は両性に分類される。両性界面活性剤としては、アクリル酸誘導体、置換アルキルア
ミド、Ｎ－アルキルベタイン、およびリン脂質が挙げられる。
【０２０２】
　医薬品、製剤中およびエマルション中の界面活性剤の使用については、概説されている
（リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ
　Ｆｏｒｍｓ）」より、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）
、ニューヨーク州ニューヨーク、１９８８年、ｐ．２８５）。
【０２０３】
　核酸脂質粒子
　一実施形態では、本発明で取り上げるＴＭＰＲＳＳ６　ｄｓＲＮＡは、脂質製剤中に完
全にカプセル化されて、例えばＳＰＬＰ、ｐＳＰＬＰ、ＳＮＡＬＰ、またはその他の核酸
－脂質粒子を形成する。本明細書の用法では、「ＳＮＡＬＰ」という用語は、ＳＰＬＰを
はじめとする、安定核酸－脂質粒子を指す。本明細書の用法では、「ＳＰＬＰ」という用
語は、脂質小胞内にカプセル化されたプラスミドＤＮＡを含んでなる核酸－脂質粒子を指
す。ＳＮＡＬＰおよびＳＰＬＰは、典型的に、カチオン性脂質、非カチオン性脂質、およ
び粒子の凝集を妨げる脂質（例えばＰＥＧ脂質複合体）を含有する。ＳＮＡＬＰおよびＳ
ＰＬＰは、静脈内（ｉ．ｖ．）注射に続いて長期循環寿命を示し、遠位部位（例えば部位
投与から物理的に離れた部位）に蓄積するので、全身的用途のために極めて有用である。
ＳＰＬＰとしては、国際公開第００／０３６８３号パンフレットに記載のカプセル化縮合
剤－核酸複合体を含む「ｐＳＰＬＰ」が挙げられる。本発明の粒子は、典型的に約５０ｎ
ｍ～約１５０ｎｍ、より典型的に約６０ｎｍ～約１３０ｎｍ、より典型的に約７０ｎｍ～
約１１０ｎｍ、最も典型的に約７０ｎｍ～約９０ｎｍの平均径を有して、実質的に無毒で
ある。これに加えて、本発明の核酸－脂質粒子中に存在する場合、核酸は、水溶液中でヌ
クレアーゼ分解耐性である。核酸－脂質粒子、およびそれらを調製する方法は、例えば米
国特許第５，９７６，５６７号明細書；米国特許第５，９８１，５０１号明細書；米国特
許第６，５３４，４８４号明細書；米国特許第６，５８６，４１０号明細書；米国特許第
６，８１５，４３２号明細書；および国際公開第９６／４０９６４号パンフレットで開示
される。
【０２０４】
　一実施形態では脂質と薬剤の比率（質量／質量比）（例えば脂質対ｄｓＲＮＡ比）は、
約１：１～約５０：１、約１：１～約２５：１、約３：１～約１５：１、約４：１～約１
０：１、約５：１～約９：１、または約６：１～約９：１の範囲である。
【０２０５】
　カチオン性脂質は、例えばＮ，Ｎ－ジオレイル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウム塩化物
（ＤＯＤＡＣ）、Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウム臭化物（ＤＤＡ
Ｂ）、Ｎ－（Ｉ－（２，３－ジオレオイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチル
アンモニウム塩化物（ＤＯＴＡＰ）、Ｎ－（Ｉ－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル
）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウム塩化物（ＤＯＴＭＡ）、Ｎ，Ｎ－ジメチル－２



(59) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

，３－ジオレイルオキシ）プロピルアミン（ＤＯＤＭＡ）、１，２－ジリノレイルオキシ
－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎＤＭＡ）、１，２－ジリノレニルオキシ－
Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｅｎＤＭＡ）、１，２－ジリノレイルカルバモイ
ルオキシ－３－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎ－Ｃ－ＤＡＰ）、１，２－ジリノレイ
オキシ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅｙｏｘｙ）－３－（ジメチルアミノ）アセトキシプロパン（Ｄ
Ｌｉｎ－ＤＡＣ）、１，２－ジリノレイオキシ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅｙｏｘｙ）－３－モル
ホリノプロパン（ＤＬｉｎ－ＭＡ）、１，２－ジリノレオイル－３－ジメチルアミノプロ
パン（ＤＬｉｎＤＡＰ）、１，２－ジリノレイルチオ－３－ジメチルアミノプロパン（Ｄ
Ｌｉｎ－Ｓ－ＤＭＡ）、１－リノレオイル－２－リノレイルオキシ－３－ジメチルアミノ
プロパン（ＤＬｉｎ－２－ＤＭＡＰ）、１，２－ジリノレイルオキシ－３－トリメチルア
ミノプロパン塩化物塩（ＤＬｉｎ－ＴＭＡ．Ｃｌ）、１，２－ジリノレオイル－３－トリ
メチルアミノプロパン塩化物塩（ＤＬｉｎ－ＴＡＰ．Ｃｌ）、１，２－ジリノレイルオキ
シ－３－（Ｎ－メチルピペラジノ）プロパン（ＤＬｉｎ－ＭＰＺ）、または３－（Ｎ，Ｎ
－ジリノレイルアミノ）－１，２－プロパンジオール（ＤＬｉｎＡＰ）、３－（Ｎ，Ｎ－
ジオレイルアミノ）－１，２－プロパンジオ（ｐｒｏｐａｎｅｄｉｏ）（ＤＯＡＰ）、１
，２－ジリノレイルオキソ－３－（２－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノ）エトキシプロパン（Ｄ
Ｌｉｎ－ＥＧ－ＤＭＡ）、１，２－ジリノレニルオキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロパ
ン（ＤＬｉｎＤＭＡ）、２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノメチル－［１，３］
－ジオキソラン（ＤＬｉｎ－Ｋ－ＤＭＡ）またはそのアナログ、（３ａＲ，５ｓ，６ａＳ
）－Ｎ，Ｎ－ジメチル－２，２－ジ（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエニ
ル）テトラヒドロ－３ａＨ－シクロペンタ［ｄ］［１，３］ジオキソール－５－アミン（
ＡＬＮ１００）、（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８
，３１－テトラエン－１９－イル－４－（ジメチルアミノ）ブタン酸（ＭＣ３）、１，１
’－（２－（４－（２－（（２－（ビス（２－ヒドロキシドデシル）アミノ）エチル）（
２－ヒドロキシドデシル）アミノ）エチル）ピペラジン－１－イル）エチルアザンジイル
）ジドデカン－２－オール（Ｔｅｃｈ　Ｇ１）、またはその混合物であり得る。カチオン
性脂質は、粒子中に存在する総脂質の約２０モル％～約５０モル％または約４０モル％を
構成してもよい。
【０２０６】
　別の実施形態では、化合物２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，
３］－ジオキソランを使用して、脂質－ｓｉＲＮＡナノ粒子を作成し得る。２，２－ジリ
ノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，３］－ジオキソランの合成は、参照によっ
て本明細書に援用する、２００８年１０月２３日に出願された米国仮特許出願第６１／１
０７，９９８号明細書に記載される。
【０２０７】
　一実施形態では、脂質－ｓｉＲＮＡ粒子は、４０％の２，２－ジリノレイル－４－ジメ
チルアミノエチル－［１，３］－ジオキソラン：１０％のＤＳＰＣ：４０％のコレステロ
ール：１０％のＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧ（モル百分率）を含み、粒度６３．０±２０ｎｍの
およびｓｉＲＮＡ／脂質比０．０２７である。
【０２０８】
　非カチオン性脂質は、ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）、ジオレオイ
ルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ
）、ジオレオイルホスファチジルグリセリン（ＤＯＰＧ）、ジパルミトイルホスファチジ
ルグリセリン（ＤＰＰＧ）、ジオレオイル－ホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ
）、パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン（ＰＯＰＣ）、パルミトイルオレオイ
ルホスファチジルエタノールアミン（ＰＯＰＥ）、ジオレオイル－ホスファチジルエタノ
ールアミン－４－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボン酸（ＤＯＰ
Ｅ－ｍａｌ）、ジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＰＰＥ）、ジミリス
トイルホスホエタノールアミン（ＤＭＰＥ），ジステアロイル－ホスファチジル－エタノ
ールアミン（ＤＳＰＥ）、１６－Ｏ－モノメチルＰＥ、１６－Ｏ－ジメチルＰＥ、１８－
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ン（ＳＯＰＥ）、コレステロール、またはその混合物をはじめとするが、これに限定され
るものではない、アニオン性脂質または中性脂質であってもよい。コレステロールが含ま
れる場合、非カチオン性脂質は、粒子中に存在する総脂質の約５モル％～約９０モル％、
約１０モル％、または約５８モル％であってもよい。
【０２０９】
　粒子凝集を阻害する共役結合脂質は、例えば制限なしに、ＰＥＧ－ジアシルグリセロー
ル（ＤＡＧ）、ＰＥＧ－ジアルキルオキシプロピル（ＤＡＡ）、ＰＥＧ－リン脂質、ＰＥ
Ｇ－セラミド（Ｃｅｒ）をはじめとする、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）－脂質、ま
たはその混合物であってもよい。ＰＥＧ－ＤＡＡ複合体は、例えばＰＥＧ－ジラウリルオ
キシプロピル（Ｃｉ２）、ＰＥＧ－ジミリスチルオキシプロピル（Ｃｉ４）、ＰＥＧ－ジ
パルミチルオキシプロピル（Ｃｉ６）、またはＰＥＧ－ジステアリルオキシプロピル（Ｃ
］８）であってもよい。粒子凝集を妨げる共役結合脂質は、粒子中に存在する総脂質の０
モル％～約２０モル％または約２モル％であってもよい。
【０２１０】
　いくつかの実施形態では、核酸－脂質粒子は、例えば、粒子中に存在する総脂質の約１
０モル％～約６０モル％または約４８モル％のコレステロールをさらに含む。
　ＬＮＰ０１
　一実施形態では、リピドイドＮＤ９８・４ＨＣｌ（ＭＷ　１４８７）（その内容全体を
参照によって本明細書に援用する、２００８年３月２６日に出願された米国特許出願第１
２／０５６，２３０号明細書を参照されたい）、コレステロール（シグマ－アルドリッチ
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ））、およびＰＥＧ－セラミドＣ１６（アヴァンティ　ポ
ーラ　リピッズ（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ））を使用して、脂質－ｄｓ
ＲＮＡナノ粒子（すなわちＬＮＰ０１粒子）を作成し得る。エタノール中の各原液は、次
のように調製し得る：ＮＤ９８、１３３ｍｇ／ｍｌ；コレステロール、２５ｍｇ／ｍｌ；
ＰＥＧ－セラミドＣ１６、１００ｍｇ／ｍｌ。次にＮＤ９８、コレステロール、およびＰ
ＥＧ－セラミドＣ１６の原液を例えば４２：４８：１０のモル比で合わせ得る。合わせた
脂質溶液は、最終エタノール濃度が約３５～４５％で最終酢酸ナトリウム濃度が約１００
～３００ｍＭになるように、（例えばｐＨ５の酢酸ナトリウム中で）水性ｄｓＲＮＡと混
合し得る。脂質－ｄｓＲＮＡナノ粒子は、典型的に、混合に際して自然発生的に形成する
。所望の粒度分布次第で、結果として生じるナノ粒子混合物は、例えばＬｉｐｅｘ　Ｅｘ
ｔｒｕｄｅｒ（ノーザンリピッズ（Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｌｉｐｉｄｓ，Ｉｎｃ））などの
サーモバレル押出機を使用して、ポリカーボネートメンブラン（例えば１００ｎｍカット
オフ）を通じて押出し得る。場合によっては、押出ステップは省き得る。エタノール除去
および同時緩衝液交換は、例えば透析または接線流濾過によって達成し得る。緩衝液は、
例えば約ｐＨ６．９、約ｐＨ７．０、約ｐＨ７．１、約ｐＨ７．２、約ｐＨ７．３、また
は約ｐＨ７．４など、約ｐＨ７のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ：ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕ
ｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ）で交換し得る、
【０２１１】
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【化１０】

　ＬＮＰ０１製剤は、例えば参照によって本明細書に援用する、国際公開第２００８／０
４２９７３号パンフレットに記載される。
【０２１２】
　追加的な例示的な脂質－ｄｓＲＮＡ製剤は、次のとおりである：
【０２１３】

【表１】

【０２１４】
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【表２】

ＤＳＰＣ：ジステアロイルホスファチジルコリン
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ＤＰＰＣ：ジパルミトイルホスファチジルコリン
ＰＥＧ－ＤＭＧ：ＰＥＧ－ジジミリストイルグリセロール（Ｃ１４－ＰＥＧ、またはＰＥ
Ｇ－Ｃ１４）（平均分子量２０００のＰＥＧ）
ＰＥＧ－ＤＳＧ：ＰＥＧ－ジスチリルグリセロール（Ｃ１８－ＰＥＧ、またはＰＥＧ－Ｃ
１８）（平均分子量２０００のＰＥＧ）
ＰＥＧ－ｃＤＭＡ：ＰＥＧ－カルバモイル－１，２－ジミリスチルオキシプロピルアミン
（平均分子量２０００のＰＥＧ）
　ＳＮＡＬＰ（１，２－ジリノレニルオキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉ
ｎＤＭＡ））を含んでなる調合物は、参照によって本明細書に援用する、２００９年４月
１５日に出願された、国際公開第２００９／１２７０６０号パンフレットに記載される。
【０２１５】
　ＸＴＣ含有製剤は、例えば参照によって本明細書に援用する、２００９年１月２９日に
出願された米国仮特許出願第６１／１４８，３６６号明細書；２００９年３月２日に出願
された米国仮特許出願第６１／１５６，８５１号明細書；２００９年６月１０日に出願さ
れた米国仮特許出願第号明細書；２００９年７月２４日に出願された米国仮特許出願第６
１／２２８，３７３号明細書；２００９年９月３日に出願された米国仮特許出願第６１／
２３９，６８６号明細書；および２０１０年１月２９日に出願された国際出願ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ第２０１０／０２２６１４号明細書に記載される。
【０２１６】
　ＭＣ３含有製剤は、例えば参照によって本明細書に援用する、２００９年９月２２日に
出願された米国仮特許出願第６１／２４４，８３４号明細書、２００９年６月１０日に出
願された米国仮特許出願第６１／１８５，８００号明細書、および２０１０年６月１０日
に出願された国際出願ＰＣＴ／ＵＳ第１０／２８２２４号明細書に記載される。
【０２１７】
　ＡＬＮＹ－１００含有製剤は、例えば参照によって本明細書に援用する、２００９年１
１月１０日に出願された、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ第０９／６３９３３号明細書に記載され
る。
【０２１８】
　Ｃ１２－２００含有製剤は、参照によって本明細書に援用する、２００９年５月５日に
出願された米国仮特許出願第６１／１７５，７７０号明細書、および２０１０年５月５日
に出願された国際出願ＰＣＴ／ＵＳ第１０／３３７７７号明細書に記載される。
【０２１９】
　本明細書の用法では、「ＬＮＰＸＸ」（式中、「ＸＸ」は数字である）という用語は、
本明細書で「ＡＦＸＸ」とも称される。例えばＬＮＰ０９はＡＦ０９とも称され、ＬＮＰ
１２はＡＦ１２としてもまた知られており、またはそのように称される。
【０２２０】
　カチオン性脂質の合成
　例えば本発明で取り上げる核酸－脂質粒子で使用されるカチオン性脂質などの化合物の
いずれもが、実施例でより詳細に記載される方法をはじめとする、既知の有機合成技術に
よって調製され得る。特に断りのない限り、全ての置換基は、以下に定義するとおりであ
る。
【０２２１】
　「アルキル」は、１～２４個の炭素原子を含有する、直鎖または分枝、非環式または環
式、飽和脂肪族炭化水素を意味する。代表的飽和直鎖アルキルとしては、メチル、エチル
、ｎ－プロピル、ｎ－ブチル、ｎ－ペンチル、ｎ－ヘキシルなどが挙げられ；他方、飽和
分枝アルキルとしては、イソプロピル、ｓｅｃ－ブチル、イソブチル、ｔｅｒｔ－ブチル
、イソペンチルなどが挙げられる。代表的飽和環式アルキルとしては、シクロプロピル、
シクロブチル、シクロペンチル、シクロヘキシルなどが挙げられ；他方、不飽和環式アル
キルとしては、シクロペンテニルおよびシクロヘキセニルなどが挙げられる。
【０２２２】



(64) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

　アルケニルは、隣接する炭素原子間に少なくとも１つの二重結合を含有する、上で定義
されるようなアルキルを意味する。アルケニルには、ｃｉｓおよびｔｒａｎｓの双方の異
性体が含まれる。代表的な直鎖および分枝アルケニルとしては、エチレニル、プロピレニ
ル、１－ブテニル、２－ブテニル、イソブチレニル、１－ペンテニル、２－ペンテニル、
３－メチル－１－ブテニル、２－メチル－２－ブテニル、２，３－ジメチル－２－ブテニ
ルなどが挙げられる。
【０２２３】
　「アルキニル」は、隣接する炭素間に少なくとも１つの三重結合をさらに含有する、上
で定義されるようなあらゆるアルキルまたはアルケニルを意味する。代表的な直鎖および
分枝アルキニルとしては、アセチレニル、プロピニル、１－ブチニル、２－ブチニル、１
－ペンチニル、２－ペンチニル、３－メチル－１ブチニルなどが挙げられる。
【０２２４】
　「アシル」は、以下に定義するとおり、炭素が結合点でオキソ基によって置換される、
あらゆるアルキル、アルケニル、またはアルキニルを意味する。例えば－Ｃ（＝Ｏ）アル
キル、－Ｃ（＝Ｏ）アルケニル、および－Ｃ（＝Ｏ）アルキニルが、アシル基である。
【０２２５】
　「複素環」は、下の複素環のいずれかがベンゼン環に融合する二環をはじめとする、窒
素、酸素、およびイオウから独立して選択される１または２個のヘテロ原子を含有する、
飽和、不飽和、または芳香族のいずれかの５～７員環単環、または７～１０員環二環、複
素環を意味し、窒素およびイオウヘテロ原子は酸化されていてもいなくてもよく、窒素ヘ
テロ原子は四級化されていてもいなくてもよい。複素環は、あらゆるヘテロ原子または炭
素原子を介して付着し得る。複素環としては、以下に定義されるヘテロアリールが挙げら
れる。複素環としては、モルホリニル、ピロリジノニル、ピロリジニル、ピペリジニル（
ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｙｌ）、ピペリジニル（ｐｉｐｅｒｉｚｙｎｙｌ）、ヒダントイニル
、バレロラクタミル、オキシラニル、オキセタニル、テトラヒドロフラニル、テトラヒド
ロピラニル、テトラヒドロピリジニル、テトラヒドロプルイミジニル、テトラヒドロチオ
フェニル、テトラヒドロチオピラニル、テトラヒドロピリミジニル、テトラヒドロチオフ
ェニル、テトラヒドロチオピラニルなどが挙げられる。
【０２２６】
　「置換されていてもいなくてもよいアルキル」、「置換されていてもいなくてもよいア
ルケニル」、「置換されていてもいなくてもよいアルキニル」、「置換されていてもいな
くてもよいアシル」、および「置換されていてもいなくてもよい複素環」という用語は、
置換される場合、少なくとも１つの水素原子が置換基で置換されていることを意味する。
オキソ置換基（＝Ｏ）の場合、２つの水素原子が置き換えられる。この点において、置換
基としては、オキソ、ハロゲン、複素環、－ＣＮ、－ＯＲｘ、－ＮＲｘＲｙ、－ＮＲｘＣ
（＝Ｏ）Ｒｙ

，－ＮＲｘＳＯ２Ｒｙ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒｘ、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲｘ、－Ｃ（＝
Ｏ）ＮＲｘＲｙ、－ＳＯｎＲｘ、および－ＳＯｎＮＲｘＲｙが挙げられ、ｎは０、１また
は２であり、ＲｘおよびＲｙは同一であるかまたは異なり、独立して水素、アルキルまた
は複素環であり、前記アルキルおよび複素環置換基のそれぞれは、１つまたは複数のオキ
ソ、ハロゲン、－ＯＨ、－ＣＮ、アルキル、－ＯＲｘ、複素環、－ＮＲｘＲｙ、－ＮＲｘ

Ｃ（＝Ｏ）Ｒｙ
，－ＮＲｘＳＯ２Ｒｙ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒｘ、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲｘ、－Ｃ（

＝Ｏ）ＮＲｘＲｙ、－ＳＯｎＲｘ、および－ＳＯｎＮＲｘＲｙによってさらに置換されて
いてもよい。
【０２２７】
　「ハロゲン」は、フルオロ、クロロ、ブロモ、およびヨードを意味する。
　いくつかの実施形態では、本発明で取り上げる方法は、保護基の使用を要し得る。保護
基の手順は、当業者に良く知られている（例えば「有機合成における保護基（Ｐｒｏｔｅ
ｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）」、グリーン
（Ｇｒｅｅｎ），Ｔ．Ｗ．ら著、Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、ニューヨーク
州ニューヨーク、１９９９年を参照されたい）。簡単に述べると、本発明の文脈では、保
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護基は、官能基の望まれない反応性を低下させまたは排除する、あらゆる基である。保護
基は官能基に付加されて、特定の反応中にその反応性をマスクし、次に除去されて元の官
能基を曝露し得る。いくつかの実施形態では、「アルコール保護基」が使用される。「ア
ルコール保護基」は、アルコール官能基の望まれない反応性を低下させまたは排除する、
あらゆる基である。保護基は、当該技術分野で周知の技術を使用して、付加して除去し得
る。
【０２２８】
　式Ａの合成
　いくつかの実施形態では、本発明で取り上げる核酸脂質粒子は、式Ａ、
【０２２９】
【化１１】

（式中、Ｒ１およびＲ２は、独立してそれぞれ置換されていてもいなくてもよい、アルキ
ル、アルケニルまたはアルキニルであり、Ｒ３およびＲ４は、独立して低級アルキルであ
り、またはＲ３およびＲ４は、一緒になって置換されていてもいなくてもよい複素環を形
成し得る）のカチオン性脂質を使用して調合される。いくつかの実施形態では、カチオン
性脂質は、ＸＴＣ（２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，３］－ジ
オキソラン）である。一般に、上の式Ａの脂質は、特に断りのない限り全ての置換基が上
で定義されるとおりである、以下の反応スキーム１または２によって作成されてもよい。
【０２３０】

【化１２】

Ｒ１およびＲ２が独立して、それぞれ置換されていてもいなくてもよい、アルキル、アル
ケニルまたはアルキニルであり、Ｒ３およびＲ４が独立して低級アルキルであり、または
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脂質Ａは、スキーム１に従って調製され得る。ケトン１および臭化物２は購入され、また
は当業者に知られている方法に従って調製され得る。１と２の反応は、ケタール３をもた
らす。ケタール３をアミン４で処理して、式Ａの脂質を得る。式Ａの脂質は、式５（式中
、Ｘは、ハロゲン、水酸化物、リン酸塩、硫酸塩などから選択されるアニオン対イオンで
あるの有機塩によって、対応するアンモニウム塩に変換し得る。
【０２３１】
【化１３】

代案としては、ケトン１出発原料は、スキーム２に従って調製され得る。グリニャール試
薬６およびシアン化物７は購入され、または当業者に知られている方法に従って調製され
得る。６と７の反応は、ケトン１をもたらす。ケトン１の対応する式Ａの脂質への変換は
、スキーム１に記載されるとおりである。
【０２３２】
　ＭＣ３の合成
　ＤＬｉｎ－Ｍ－Ｃ３－ＤＭＡ（すなわち（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリ
アコンタ－６，９，２８，３１－テトラエン－１９－イル－４－（ジメチルアミノ）ブタ
ン酸）の調製は、次のとおりであった。ジクロロメタン（５ｍＬ）中の（６Ｚ，９Ｚ，２
８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３１－テトラエン－１９－オール
（０．５３ｇ）、４－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノ酪酸塩酸塩（０．５１ｇ）、４－Ｎ，Ｎ－
ジメチルアミノピリジン（０．６１ｇ）、および１－エチル－３－（３－ジメチルアミノ
プロピル）カルボジイミド塩酸塩（０．５３ｇ）溶液を室温で一晩撹拌した。溶液を希塩
酸で、続いて希釈水性炭酸水素ナトリウムで洗浄した。無水硫酸マグネシウム上で有機画
分を乾燥させ、濾過して、回転蒸発器上で溶媒を除去した。１～５％のメタノール／ジク
ロロメタン溶出勾配を使用して、残留物をシリカゲルカラム（２０ｇ）に通過させた。精
製産物を含有する画分を合わせて溶媒を除去し、無色の油（０．５４ｇ）を得た。
【０２３３】
　ＡＬＮＹ－１００の合成
　以下のスキーム３を使用して、ケタール５１９［ＡＬＮＹ－１００］の合成を実施した
。
【０２３４】



(67) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

【化１４】

　５１５の合成
　ニ頚ＲＢＦ（１Ｌ）内の撹拌される２００ｍｌの無水ＴＨＦ中のＬｉＡｌＨ４（３．７
４ｇ、０．０９８５２モル）懸濁液に、７０ｍＬのＴＨＦ中の５１４（１０ｇ、０．０４
９２６モル）の溶液を０　０Ｃにおいて窒素雰囲気下で緩慢に添加した。添加完了後、反
応混合物を室温に加温し、次に加熱して４時間還流した、反応の進捗は、ＴＬＣによって
モニターした。反応完了（ＴＬＣによる）後、混合物を０　０Ｃに冷却し、飽和Ｎａ２Ｓ
Ｏ４溶液の注意深い添加によってクエンチした。反応混合物を室温で４時間撹拌し、濾過
した。残留物をＴＨＦで良く洗浄した。濾液および洗浄液を混合し、４００ｍＬのジオキ
サンおよび２６ｍＬの濃ＨＣｌで希釈して、室温で２０分間撹拌した。揮発度（ｖｏｌａ
ｔｉｌｉｔｉｅｓ）を真空下で揮散して、５１５の塩酸塩を白色固体として得た。収量：
７．１２ｇ　１Ｈ－ＮＭＲ（ＤＭＳＯ，４００ＭＨｚ）：δ＝９．３４（ｂｒｏａｄ，２
Ｈ），５．６８（ｓ，２Ｈ），３．７４（ｍ，１Ｈ），２．６６－２．６０（ｍ，２Ｈ）
，２．５０－２．４５（ｍ，５Ｈ）．　５１６の合成
　２５０ｍＬニ頚ＲＢＦ内の１００ｍＬの乾燥ＤＣＭ中の化合物５１５の撹拌される溶液
に、ＮＥｔ３（３７．２ｍＬ、０．２６６９モル）を添加して、窒素雰囲気下で０　０Ｃ
に冷却した。５０ｍＬの乾燥ＤＣＭ中のＮ－（ベンジルオキシ－カルボニルオキシ）－ス
クシンイミド（２０ｇ、０．０８００７モル）の緩慢な添加後、反応混合物が室温に暖ま
るまで放置した。反応完了後（ＴＬＣによる２～３時間）、混合物を１ＮのＨＣｌ溶液（
１×１００ｍＬ）および飽和ＮａＨＣＯ３溶液（１×５０ｍＬ）で連続的に洗浄した。次
に無水Ｎａ２ＳＯ４上で有機層を乾燥し、溶媒を蒸発させて粗製物を得て、それをシリカ
ゲルカラムクロマトグラフィーによって精製し、５１６を粘着性塊として得た。収量：１
１ｇ（８９％）．１Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）：δ＝７．３６－７．２７
（ｍ，５Ｈ），５．６９（ｓ，２Ｈ），５．１２（ｓ，２Ｈ），４．９６（ｂｒ．，１Ｈ
）２．７４（ｓ，３Ｈ），２．６０（ｍ，２Ｈ），２．３０－２．２５（ｍ，２Ｈ）．Ｌ
Ｃ－ＭＳ　［Ｍ＋Ｈ］－２３２．３（９６．９４％）．
　５１７Ａおよび５１７Ｂの合成
　室温において、５００ｍＬ一頚ＲＢＦ内で、シクロペンテン５１６（５ｇ、０．０２１
６４モル）を２２０ｍＬアセトンと水（１０：１）の溶液中に溶解し、それにＮ－メチル
モルホリン－Ｎ－オキシド（７．６ｇ、０．０６４９２モル）を添加し、ｔｅｒｔ－ブタ
ノール中の４．２ｍＬの７．６％ＯｓＯ４（０．２７５ｇ、０．００１０８モル）溶液が
それに続いた。反応完了後（約３時間）、固体Ｎａ２ＳＯ３の添加によって混合物をクエ
ンチし、得られた混合物を室温で１．５時間撹拌した。反応混合物をＤＣＭ（３００ｍＬ
）で希釈して、水（２×１００ｍＬ）で洗浄し、飽和ＮａＨＣＯ３（１×５０ｍＬ）溶液
、水（１×３０ｍＬ）、最後に鹹水（１×５０ｍＬ）が続いた。有機相を無水Ｎａ２ＳＯ
４上で乾燥させて、真空中で溶媒を除去した。粗製物のシリカゲルカラムクロマトグラフ
ィー精製からジアステレオマー混合物を得て、それを予備ＨＰＬＣによって分離した。
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収量：－６ｇ粗製
５１７Ａ－ピーク－１（白色固体）、５．１３ｇ（９６％）．１Ｈ－ＮＭＲ（ＤＭＳＯ，
４００ＭＨｚ）：δ＝７．３９－７．３１（ｍ，５Ｈ），５．０４（ｓ，２Ｈ），４．７
８－４．７３（ｍ，１Ｈ），４．４８－４．４７（ｄ，２Ｈ），３．９４－３．９３（ｍ
，２Ｈ），２．７１（ｓ，３Ｈ），１．７２－１．６７（ｍ，４Ｈ）．ＬＣ－ＭＳ－［Ｍ
＋Ｈ］－２６６．３，［Ｍ＋ＮＨ４＋］－２８３．５存在，ＨＰＬＣ－９７．８６％．立
体化学はＸ線によって確認された。
【０２３５】
　５１８の合成
　化合物５０５の合成について記載されるものと類似の手順を使用して、化合物５１８を
無色の油として得た（１．２ｇ、４１％）。１Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）
：δ＝７．３５－７．３３（ｍ，４Ｈ），７．３０－７．２７（ｍ，１Ｈ），５．３７－
５．２７（ｍ，８Ｈ），５．１２（ｓ，２Ｈ），４．７５（ｍ，１Ｈ），４．５８－４．
５７（ｍ，２Ｈ），２．７８－２．７４（ｍ，７Ｈ），２．０６－２．００（ｍ，８Ｈ）
，１．９６－１．９１（ｍ，２Ｈ），１．６２（ｍ，４Ｈ），１．４８（ｍ，２Ｈ），１
．３７－１．２５（ｂｒ　ｍ，３６Ｈ），０．８７（ｍ，６Ｈ）．ＨＰＬＣ－９８．６５
％．
　化合物５１９の合成の基本手順
　ヘキサン（１５ｍＬ）中の化合物５１８（１ｅｑ）溶液をＴＨＦ中のＬＡＨ（１Ｍ，２
ｅｑ）氷冷溶液に、滴下して添加した。添加完了後、混合物を４０℃で０．５時間加熱し
、次に氷浴上で再度冷却した。混合物を飽和水性Ｎａ２ＳＯ４によって注意深く加水分解
し、次にセライトを通して濾過して油に濃縮した。カラムクロマトグラフィーから、純粋
な５１９を無色の油として得た（１．３ｇ、６８％）。１３Ｃ　ＮＭＲ＝１３０．２，１
３０．１（ｘ２），１２７．９（ｘ３），１１２．３，７９．３，６４．４，４４．７，
３８．３，３５．４，３１．５，２９．９（ｘ２），２９．７，２９．６（ｘ２），２９
．５（ｘ３），２９．３（ｘ２），２７．２（ｘ３），２５．６，２４．５，２３．３，
２２６，１４．１；エレクトロスプレーＭＳ（＋ｖｅ）：Ｃ４４Ｈ８０ＮＯ２（Ｍ＋Ｈ）
＋の分子量、　計算値６５４．６、測定値６５４．６．
　標準法または押出のない方法のいずれかによって調製された製剤は、同様の様式で特性
解析し得る。例えば製剤は、典型的に外観検査によって特徴付けられる。それらは凝集体
または沈降物を含まない、白みがかった半透明溶液であるべきである。脂質－ナノ粒子の
粒度および粒度分布は、例えばＭａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（
マルバーン（Ｍａｌｖｅｒｎ），米国）を使用して、光散乱によって測定し得る。粒度は
、４０～１００ｎｍなど、約２０～３００ｎｍであるべきである。粒度分布は、単峰型分
布であるべきである。製剤ならびに封入画分中の総ｄｓＲＮＡ濃度は、色素排除アッセイ
を使用して推定された。調合されたｄｓＲＮＡのサンプルを例えば０．５％Ｔｒｉｔｏｎ
－Ｘ１００などの配合破壊性界面活性剤の存在または不在下で、Ｒｉｂｏｇｒｅｅｎ（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）などのＲＮＡ結合色素と共にインキュベートし得る。
製剤中の総ｄｓＲＮＡは、標準曲線と比較して、界面活性剤含有サンプルからのシグナル
によって判定し得る。封入画分は、総ｄｓＲＮＡ含量から、「遊離」ｄｓＲＮＡ含量（界
面活性剤不在下のシグナルにより測定される）を減じて求められる。封入ｄｓＲＮＡ百分
率は、典型的に＞８５％である。ＳＮＡＬＰ製剤では、粒度は、少なくとも３０ｎｍ、少
なくとも４０ｎｍ、少なくとも５０ｎｍ、少なくとも６０ｎｍ、少なくとも７０ｎｍ、少
なくとも８０ｎｍ、少なくとも９０ｎｍ、少なくとも１００ｎｍ、少なくとも１１０ｎｍ
、および少なくとも１２０ｎｍである。適切な範囲は、典型的に、少なくとも約５０ｎｍ
から少なくとも約１１０ｎｍ、少なくとも約６０ｎｍから少なくとも約１００ｎｍ、また
は少なくとも約８０ｎｍから少なくとも約９０ｎｍである。
【０２３６】
　経口投与のための組成物および製剤としては、粉末または顆粒、微小粒子、ナノ微粒子
、水または非水性媒体中の懸濁液または溶液、カプセル、ゲルカプセル、サッシェ剤、錠
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剤またはミニ錠剤が挙げられる。増粘剤、着香剤、希釈剤、乳化剤、分散助剤またはバイ
ンダーが望ましいことがある。いくつかの実施形態では、経口製剤は、その中で本発明で
取り上げるＤｓＲＮＡが、１つまたは複数の浸透促進界面活性剤およびキレート化剤と併
せて投与されるものである。適切な界面活性剤としては、脂肪酸および／またはエステル
またはそれらの塩、胆汁酸および／またはそれらの塩が挙げられる。適切な胆汁酸／塩と
しては、ケノデオキシコール酸（ＣＤＣＡ：ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉ
ｄ）およびウルソデオキシケノデオキシコール酸（ＵＤＣＡ：ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｅ
ｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉｄ）、コール酸、デヒドロコール酸、デオキシコー
ル酸、グルコール酸、グリコール酸、グリコデオキシコール酸、タウロコール酸、タウロ
デオキシコール酸、タウロ－２４，２５－ジヒドロ－フシジン酸ナトリウム、およびグリ
コジヒドロフシジン酸ナトリウムが挙げられる。適切な脂肪酸としては、アラキドン酸、
ウンデカン酸、オレイン酸、ラウリン酸、カプリル酸、カプリン酸、ミリスチン酸、パル
ミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプレート、トリカプレート、モ
ノオレイン、ジラウリン、グリセリル１－モノカプレート、１－ドデシルアザシクロヘプ
タン－２－オン、アシルカルニチン、アシルコリン、またはモノグリセリド、ジグリセリ
ド、または薬学的に許容可能なその塩（例えばナトリウム）が挙げられる。いくつかの実
施形態では、例えば胆汁酸／塩と組み合わされた脂肪酸／塩などの浸透促進剤の組み合わ
せが使用される。１つの例示的組み合わせは、ラウリン酸、カプリン酸、およびＵＤＣＡ
のナトリウム塩である。浸透促進剤としては、さらにポリオキシエチレン－９－ラウリル
エーテル、ポリオキシエチレン－２０－セチルエーテルが挙げられる。本発明で取り上げ
るＤｓＲＮＡは、噴霧乾燥粒子をはじめとする顆粒形態で、経口的に送達されてもよく、
または複合体化してマイクロまたはナノ粒子を形成してもよい。ＤｓＲＮＡ複合化剤とし
ては、ポリアミノ酸；ポリイミン；ポリアクリレート；アクリル酸ポリアルキル、ポリオ
キセタン、ポリアルキルシアノアクリル酸；カチオン化ゼラチン、アルブミン、デンプン
、アクリレート、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびデンプン；ポリアルキルシア
ノアクリル酸；ＤＥＡＥ誘導体化ポリイミン、プルラン（ｐｏｌｌｕｌａｎｓ）、セルロ
ースおよびデンプンが挙げられる。適切な複合化剤としては、キトサン、Ｎ－トリメチル
キトサン、ポリ－Ｌ－リジン、ポリヒスチジン、ポリオルニチン、ポリスペルミン、プロ
タミン、ポリビニルピリジン、ポリチオジエチルアミノメチルエチレンＰ（ＴＤＡＥ）、
ポリアミノスチレン（例えばｐ－アミノ）、ポリ（メチルシアノアクリル酸）、ポリ（エ
チルシアノアクリル酸）、ポリ（ブチルシアノアクリル酸）、ポリ（イソブチルシアノア
クリル酸）、ポリ（イソヘキシルシナオアクリル酸（ｉｓｏｈｅｘｙｌｃｙｎａｏａｃｒ
ｙｌａｔｅ））、ＤＥＡＥ－メタクリレート、ＤＥＡＥ－ヘキシルアクリレート、ＤＥＡ
Ｅ－アクリルアミド、ＤＥＡＥ－アルブミンおよびＤＥＡＥ－デキストラン、ポリアクリ
ル酸メチル、ポリヘキシルアクリレート、ポリ（Ｄ，Ｌ－乳酸）、ポリ（ＤＬ－乳酸‐コ
‐グリコール酸（ＰＬＧＡ）、アルギン酸塩、およびポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
が挙げられる。ｄｓＲＮＡの経口製剤およびそれらの調製は、そのそれぞれを参照によっ
て本明細書に援用する、米国特許第６，８８７，９０６号明細書、米国特許公開第２００
３００２７７８０号明細書、および米国特許第６，７４７，０１４号明細書詳細に記載さ
れる。
【０２３７】
　非経口、脳実質内（脳内）、クモ膜下腔内、脳室内または肝臓内投与のための組成物お
よび製剤は無菌水溶液を含んでもよく、それはまた、緩衝液と、希釈剤と、浸透促進剤、
担体化合物、およびその他の薬学的に許容可能な担体または賦形剤などをはじめとするが
、これに限定されるものではないその他の適切な添加剤とを含有してもよい。
【０２３８】
　本発明の医薬組成物としては、溶液、エマルション、およびリポソーム含有製剤．が挙
げられるが、これに限定されるものではない。これらの組成物は、既製液体、自己乳化固
体および自己乳化半固体をはじめとするが、これに限定されるものではない、多様な成分
から生成されてもよい。肝臓がんなどの肝臓の障害を治療する場合、特に好ましいのは、
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肝臓を標的とする製剤である。
【０２３９】
　好都合には単位剤形で提示されてもよい、本発明の医薬製剤は、製薬産業で周知の従来
の技術に従って調製されてもよい。このような技術は、活性成分を薬学的担体または賦形
剤に組み合わせるステップを含む。一般に、製剤は、活性成分を液体担体または超微粒子
固体担体またはその双方と一様に密接に組み合わせ、次に、必要ならば生成物を整形する
ことで調製される。
【０２４０】
　本発明の組成物は、錠剤、カプセル、ゲルカプセル、液体シロップ、軟質ゲル、坐薬、
および浣腸などであるが、これに限定されるものではない、多数の可能な剤形のいずれか
に調合されてもよい。本発明の組成物は、また、水性、非水性または混合媒体中の懸濁液
として調合されてもよい。水性懸濁液は、例えばナトリウムカルボキシメチルセルロース
、ソルビトールおよび／またはデキストランをはじめとする、懸濁液の粘度を増大させる
物質をさらに含有してもよい。懸濁液は、安定剤もまた含有してもよい。
【０２４１】
　追加的な製剤
　エマルション
　本発明の組成物は、エマルションとして調製し調合し得る。エマルションは、典型的に
、通常、直径が０．１μｍを超える小滴形態で、別の液体中に分散する１つの液体の不均
一系である（例えば「アンセルの医薬剤形と薬剤送達系（Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（Ａｌｌｅｎ），ＬＶ．、ポポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）
ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎｓｅｌ）ＨＣ．、２００４年、リッピンコット・ウィリア
ムズ・アンド・ウィルキンス（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋ
ｉｎｓ）（第８版）、ニューヨーク州ニューヨーク；イドソン（Ｉｄｓｏｎ）著、「医薬
剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマ
ン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編
、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニュー
ヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．１９９；ロソフ（Ｒｏｓｏｆｆ）著、「医薬剤形（
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌ
ｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９
８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク
州ニューヨーク、第１巻、ｐ．２４５；ブロック（Ｂｌｏｃｋ）著、「医薬剤形（Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂ
ｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年
、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニュ
ーヨーク、第２巻、ｐ．３３５；ヒグチ（Ｈｉｇｕｃｈｉ）ら著、「レミントンの薬学（
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）」、マッ
ク　パブリッシング（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．）、ペンシルベニア州イ
ートン（Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．）、１９８５年、ｐ．３０１を参照されたい）。エマルシ
ョンは、密接に混合して互いに分散する、２つの不混和性液体相を含んでなる、二相性シ
ステムであることが多い。一般にエマルションは、油中水型（ｗ／ｏ）または水中油型（
ｏ／ｗ）のいずれかであってもよい。水性相がバルク油性相中に微細分散して、微小滴と
して分散される場合、得られた組成物は、油中水型（ｗ／ｏ）エマルションと称される。
代案としては、油性相がバルク水性相中に微細分散して、微小滴として分散される場合、
得られた組成物は、水中油型（ｏ／ｗ）エマルションと称される。エマルションは、分散
相と、水性相および油性相いずれかの中の溶液として、またはそれ自体が別個の相として
存在してもよい、活性薬剤とに加えて、追加的な成分を含有してもよい。乳化剤、安定剤
、染料、および抗酸化物質などの医薬品賦形剤はまた、必要に応じてエマルション中に存
在してもよい。医薬品エマルションはまた、例えば油中水中油（ｏ／ｗ／ｏ）および水中
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油中水型（ｗ／ｏ／ｗ）エマルションなどの場合、２つを超える相を含んでなる複数エマ
ルションであってもよい。このような複合体製剤は、単純な二成分エマルションが提供し
ない、特定の利点を提供することが多い。その中でｏ／ｗエマルションの個々の油滴が小
さな水滴を囲い込む複数エマルションは、ｗ／ｏ／ｗエマルションを構成する。同様に、
水の小球中に封入されて、油性連続相内で安定化される油滴システムは、ｏ／ｗ／ｏエマ
ルションを提供する。
【０２４２】
　エマルションは、熱力学的安定性がわずかまたは皆無であることによって、特徴付けら
れる。頻繁に、エマルションの分散または不連続相は、外部または連続相内に良く分散し
、乳化剤または製剤粘度の手段を通じて、この形態に保たれる。エマルション様式の軟膏
基剤およびクリームの場合のように、エマルション相のいずれかが、半固体または固体で
あってもよい。エマルションを安定化する別の手段は、エマルション相のいずれかに組み
込まれてもよい、乳化剤の使用を伴う。乳化剤は、広義に４つのカテゴリー分類されても
よい：合成界面活性剤、天然乳化剤、吸収基剤、および微細分散固体（例えば「アンセル
の医薬剤形と薬剤送達系（Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇ
ｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（
Ａｌｌｅｎ），ＬＶ．、ポポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎ
ｓｅｌ）ＨＣ．、２００４年、リッピンコット・ウィリアムズ・アンド・ウィルキンス（
Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニューヨ
ーク州ニューヨーク；イドソン（Ｉｄｓｏｎ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リ
ーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッ
カー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ），Ｉｎｃ．、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻
、ｐ．１９９を参照されたい）。
【０２４３】
　表面活性剤としてもまた知られている合成界面活性剤は、エマルション製剤において幅
広い用途があり、文献で概説されている（例えば「アンセルの医薬剤形と薬剤送達系（Ａ
ｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄ
ｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（Ａｌｌｅｎ），ＬＶ．、ポポ
ビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎｓｅｌ）ＨＣ．、２００４年
、リッピンコット・ウィリアムズ・アンド・ウィルキンス（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉ
ｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニューヨーク州ニューヨーク；リーガ
（Ｒｉｅｇｅｒ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏ
ｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）および
バンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋ
ｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．２８５；イドソン（Ｉ
ｄｓｏｎ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ
）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカ
ー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ
，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．１９９を参照されたい）。界
面活性剤は典型的に両親媒性であり、親水性および疎水性部分を含んでなる。親水性と疎
水性の比率は、界面活性剤の親水性／親油性バランス（ＨＬＢ）と称され、製剤の調製に
おいて界面活性剤を分類し選択する上での有益な手段である。界面活性剤は、親水性基の
性質に基づいて、異なるクラスに分類されてもよい：非イオン性、アニオン性、カチオン
性、および両性（例えば「アンセルの医薬剤形と薬剤送達系（Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒ
ｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（Ａｌｌｅｎ），ＬＶ．、ポポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃ
ｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎｓｅｌ）ＨＣ．、２００４年、リッピンコット・ウィ
リアムズ・アンド・ウィルキンス（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉ
ｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニューヨーク州ニューヨーク，リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）著、「
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医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバ
ーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ
）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニ
ューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．２８５を参照されたい）。
【０２４４】
　エマルション製剤で使用される天然乳化剤としては、ラノリン、蜜蝋、リン脂質、レシ
チン、およびアカシアが挙げられる。無水ラノリンおよび親水性ペトロラタムなどの、水
を吸い上げてｗ／ｏエマルションを形成し得るような親水特性を有する吸収基剤は、なお
もそれらの半固体粘稠度を維持する。微細分散固体はまた、優れた乳化剤として、特に界
面活性剤と組み合わされて、粘稠な調製品中で使用されている。これらとしては、重金属
水酸化物などの極性無機固体、ベントナイトなどの非膨張性粘土、アタパルガイト、ヘク
トライト、カオリン、モンモリロナイト、ケイ酸アルミニウムのコロイドおよびケイ酸ア
ルミニウムマグネシウムのコロイド、顔料、および炭素またはトリステアリン酸グリセリ
ルなどの非極性固形分が挙げられる。
【０２４５】
　多岐にわたる非乳化材料もまたエマルション製剤に含まれて、エマルションの特性に寄
与する。これらとしては、脂肪、油、ワックス、脂肪酸、脂肪アルコール、脂肪酸エステ
ル、湿潤剤、親水性コロイド、保存料、および抗酸化剤が挙げられる（ブロック（Ｂｌｏ
ｃｋ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」
より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（
Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉ
ｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．３３５；イドソン（Ｉｄｓｏｎ）
著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、
リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎ
ｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．
）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．１９９）。
【０２４６】
　親水性コロイドまたは親水コロイドとしては、多糖類（例えばアカシア、寒天、アルギ
ン酸、カラゲナン、グアーガム、カラヤガム、およびトラガカント）、セルロース誘導体
（例えばカルボキシメチルセルロースおよびカルボキシプロピルセルロース）、および合
成ポリマー（例えばカルボマー、セルロースエーテル、およびカルボキシビニルポリマー
）などの天然ガムおよび合成ポリマーが挙げられる。これらは水中に分散しまたは水中で
膨張して、分散相小滴周囲に強力な界面膜を形成することで、および外部相の粘度を増大
させることで、エマルションを安定化するコロイド溶液を形成する。
【０２４７】
　エマルションは、微生物の増殖を容易に支持してもよい、炭水化物、タンパク質、ステ
ロール、およびリン脂質などのいくつかの成分を含有することが多いので、これらの製剤
には保存料が組み込まれることが多い。エマルション製剤に含まれる一般に使用される保
存料としては、メチルパラベン、プロピルパラベン、四級アンモニウム塩、塩化ベンザル
コニウム、ｐ－ヒドロキシ安息香酸のエステル、およびホウ酸が挙げられる。抗酸化剤も
また、一般にエマルション製剤に添加されて、製剤の劣化を防止する。使用される抗酸化
剤は、トコフェロール、没食子酸アルキル、ブチル化ヒドロキシアニソール、ブチル化ヒ
ドロキシトルエンなどのフリーラジカルスカベンジャー；またはアスコルビン酸およびメ
タ重亜硫酸ナトリウムなどの還元剤；およびクエン酸、酒石酸、およびレシチンなどの抗
酸化剤共力剤であってもよい。
【０２４８】
　皮膚、経口、および非経口経路を通じたエマルション製剤の適用と、それらを製造する
方法については、文献で概説されている。（例えば「アンセルの医薬剤形と薬剤送達系（
Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　
Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（Ａｌｌｅｎ），ＬＶ．、ポ
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ポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎｓｅｌ）ＨＣ．、２００４
年、リッピンコット・ウィリアムズ・アンド・ウィルキンス（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗ
ｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニューヨーク州ニューヨーク；イド
ソン（Ｉｄｓｏｎ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆ
ｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およ
びバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅ
ｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．１９９を参照された
い）。経口送達のためのエマルション製剤は、調合の容易さ、ならびに吸収および生物学
的利用能の観点からの効率のために、非常に広く使用されている（例えば「アンセルの医
薬剤形と薬剤送達系（Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　
Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（Ａｌ
ｌｅｎ），ＬＶ．、ポポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎｓｅ
ｌ）ＨＣ．、２００４年、リッピンコット・ウィリアムズ・アンド・ウィルキンス（Ｌｉ
ｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニューヨーク
州ニューヨーク；ロソフ（Ｒｏｓｏｆｆ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ
（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー
（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ
．２４５；イドソン（Ｉｄｓｏｎ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄ
ｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉ
ｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａ
ｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．１９
９を参照されたい）。鉱物油ベースの緩下剤、油溶性ビタミン、および高脂肪栄養剤は、
一般にｏ／ｗエマルションとして経口投与されている材料の一つである。
【０２４９】
　本発明の一実施形態では、ｉＲＮＡと核酸の組成物は、マイクロエマルションとして調
合される。マイクロエマルションは、単一の光学的に等方性で熱力学的に安定している溶
液である、水、油、および両親媒性物質のシステムと定義されてもよい（例えば「アンセ
ルの医薬剤形と薬剤送達系（Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａ
ｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン
（Ａｌｌｅｎ），ＬＶ．、ポポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａ
ｎｓｅｌ）ＨＣ．編、２００４年、リッピンコット・ウィリアムズ・アンド・ウィルキン
ス（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニュ
ーヨーク州ニューヨーク；ロソフ（Ｒｏｓｏｆｆ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）
、リーガ（Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・
デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第
１巻、ｐ．２４５を参照されたい）。典型的に、マイクロエマルションは、最初に油を水
性界面活性剤溶液に分散して、次に一般に中間鎖長のアルコールである、十分な量の第４
の成分を添加し、透明なシステムを形成することで、調製されるシステムである。したが
って、マイクロエマルションは、界面活性分子の界面膜によって安定化された、２つの不
混和性液体の熱力学的に安定した等方的に透明な分散体として記述されている（レング（
Ｌｅｕｎｇ）および（シャー）著、「薬剤の制御放出：ポリマーおよび凝集体系（Ｃｏｎ
ｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ：Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ａｇ
ｇｒｅｇａｔｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、ロソフ（Ｒｏｓｏｆｆ），Ｍ．編、１９８９年、
ＶＣＨパブリッシャーズ（Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ）、ニューヨーク、ｐ．１８５～２１５
）。マイクロエマルションは、通常、油、水、界面活性剤、共界面活性剤、および電解質
をはじめとする、３～５成分の組み合わせを通じて調製される。マイクロエマルションが
、油中水型（ｗ／ｏ）または水中油型（ｏ／ｗ）であるかどうかは、使用される油および
界面活性剤の特性と、界面活性剤分子の極性頭部および炭化水素尾部の構造および幾何学
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的充填とに左右される（ショット（Ｓｃｈｏｔｔ）著、「レミントンの薬学（Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）」、マック　パブリ
ッシング（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．）、ペンシルベニア州イートン（Ｅ
ａｓｔｏｎ，Ｐａ．）、１９８５年、ｐ．２７１）。
【０２５０】
　状態図を利用した現象学的アプローチは、広範に研究されており、マイクロエマルショ
ンの調合法に関する包括的知識が、当業者にもたらされている（例えば「アンセルの医薬
剤形と薬剤送達系（Ａｎｓｅｌ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆ
ｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）」、アレン（Ａｌｌ
ｅｎ），ＬＶ．、ポポビッチ（Ｐｏｐｏｖｉｃｈ）ＮＧ．、およびアンセル（Ａｎｓｅｌ
）ＨＣ．、２００４年、リッピンコット・ウィリアムズ・アンド・ウィルキンス（Ｌｉｐ
ｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）（第８版）、ニューヨーク州
ニューヨーク；ロソフ（Ｒｏｓｏｆｆ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（
Ｒｉｅｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．
２４５；ブロック（Ｂｌｏｃｋ）著、「医薬剤形（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏ
ｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ）」より、リーバーマン（Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ）、リーガ（Ｒｉｅ
ｇｅｒ）およびバンカー（Ｂａｎｋｅｒ）編、１９８８年、マルセル・デッカー（Ｍａｒ
ｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ニューヨーク、第１巻、ｐ．３３５
を参照されたい）。従来のエマルションと比較して、マイクロエマルションは、水不溶性
薬剤を自然発生的に形成される熱力学的に安定した小滴の配合物に可溶化する利点を提供
する。
【０２５１】
　マイクロエマルションの調製で使用される界面活性剤としては、単独のまたは共界面活
性剤と組み合わされた、イオン性界面活性剤、非イオン性界面活性剤、Ｂｒｉｊ　９６、
ポリオキシエチレンオレイルエーテル、ポリグリセロール脂肪酸エステル、テトラグリセ
ロールモノラウレート（ＭＬ３１０）、テトラグリセロールモノオレアート（ＭＯ３１０
）、ヘキサグリセロールモノオレアート（ＰＯ３１０）、ヘキサグリセロールペンタオレ
アート（ＰＯ５００）、デカグリセロールモノカプレート（ＭＣＡ７５０）、デカグリセ
ロールモノオレエート（ＭＯ７５０）、デカグリセロールセキオレアート（ｓｅｑｕｉｏ
ｌｅａｔｅ）（ＳＯ７５０）、デカグリセロールデカオレアート（ＤＡＯ７５０）が挙げ
られるが、これに限定されるものではない。通常、エタノール、１－プロパノール、およ
び１－ブタノールなどの短鎖アルコールである共界面活性剤は、界面活性剤塗膜に浸透す
ることにより界面流動性を増大させるのに役立ち、その結果、界面活性剤分子間に生じる
隙間に起因する不規則塗膜を作り出す。しかしマイクロエマルションは、共界面活性剤の
使用なしに調製されてもよく、アルコール非含有自己乳化マイクロエマルション系は、当
該技術分野で公知である。水性相は、典型的に、水、薬剤水溶液、グリセロール、ＰＥＧ
３００、ＰＥＧ４００、ポリグリセロール、プロピレングリコール、およびエチレングリ
コール誘導体であってもよいが、これに限定されるものではない。油相としては、Ｃａｐ
ｔｅｘ　３００、Ｃａｐｔｅｘ　３５５、Ｃａｐｍｕｌ　ＭＣＭ、脂肪酸エステル、中鎖
（Ｃ８～Ｃ１２）モノ、ジ、およびトリ－グリセリド、ポリオキシエチル化グリセリル脂
肪酸エステル、脂肪アルコール、ポリグリコール化（ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｌｉｚｅｄ）グ
リセリド、飽和ポリグリコール化（ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｌｉｚｅｄ）Ｃ８－Ｃ１０グリセ
リド、植物油、およびシリコーン油などの材料が挙げられるが、これに限定されるもので
はない。
【０２５２】
　マイクロエマルションは、薬剤可溶化と薬剤吸収改善の観点から、特に興味深い。脂質
ベースのマイクロエマルション（ｏ／ｗおよびｗ／ｏの双方）が、ペプチドをはじめとす
る薬剤の経口バイオアベイラビリティを高めるために、提案されている（例えば米国特許
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第６，１９１，１０５号明細書；米国特許第７，０６３，８６０号明細書；米国特許第７
，０７０，８０２号明細書；米国特許第７，１５７，０９９号明細書；コンスタンティニ
ディス（Ｃｏｎｓｔａｎｔｉｎｉｄｅｓ）ら著、ファーマスーティカル　リサーチ（Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、１９９４年、第１１巻、ｐ．１３８５
～１３９０；リチェル（Ｒｉｔｓｃｈｅｌ）著、メソッズ＆ファインディングス　イン　
エクスペリメンタル＆クリニカル　ファーマコロジ（Ｍｅｔｈ．Ｆｉｎｄ．Ｅｘｐ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．）、１９９３年、第１３巻、ｐ．２０５を参照されたい）。
マイクロエマルションは、薬剤可溶化改善、酵素加水分解からの薬剤保護、界面活性剤が
誘発する膜の流動性と透過度の変化に起因する予想される薬剤吸収増強、調製の容易さ、
固体剤形に比べた経口投与の容易さ、臨床効力改善、および毒性低下の利点をもたらす（
例えば米国特許第６，１９１，１０５号明細書；米国特許第７，０６３，８６０号明細書
；米国特許第７，０７０，８０２号明細書；米国特許第　７，１５７，０９９号明細書；
コンスタンティニディス（Ｃｏｎｓｔａｎｔｉｎｉｄｅｓ）ら著、ファーマスーティカル
　リサーチ（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、１９９４年、第１１
巻、ｐ．１３８５；ホー（Ｈｏ）ら著、ジャーナル　オブ　ファーマスーティカル　サイ
エンス（Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．）、１９９６年、第８５巻、ｐ．１３８～１４３を参
照されたい）。マイクロエマルションは、それらの成分を周囲温度で一緒に合わせた場合
に、自然発生的に形成することが多い。これは、熱不安定性薬剤、ペプチドまたはｉＲＮ
Ａを調合する場合に、特に有利なこともある。マイクロエマルションは、美容および医薬
用途の双方で、活性成分の経皮送達に効果的であった。本発明のマイクロエマルション組
成物および製剤は、ｉＲＮＡおよび核酸の胃腸管からの全身性吸収の増大を容易にし、な
らびにｉＲＮＡおよび核酸の局所性細胞内取り込みを改善することが期待される。
【０２５３】
　本発明のマイクロエマルションは、ソルビタンモノステアレート（Ｇｒｉｌｌ　３）、
Ｌａｂｒａｓｏｌ、および浸透促進剤などの追加的な成分および添加剤もまた含有して、
製剤の特性を改善し、本発明のｉＲＮＡおよび核酸の吸収を高めてもよい。本発明のマイ
クロエマルション中で使用される浸透促進剤は、界面活性剤、脂肪酸、胆汁酸塩、キレー
ト化剤、および非キレート化非界面活性剤の５つの広義のカテゴリーの１つに属すると分
類されてもよい。（リー（Ｌｅｅ）ら著、治療薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒｉ
ｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅ
ｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９１年、ｐ．９２）。これらの各クラスについては、上で論
じた。
【０２５４】
　浸透促進剤
　一実施形態では、本発明は、様々な浸透促進剤を用いて、核酸、特にｉＲＮＡの動物皮
膚への効率的な送達をもたらす。ほとんどの薬剤は、イオン化および非イオン化形態の双
方で、溶液中に存在する。しかし通常、脂質可溶性または親油性薬剤のみが、細胞膜を容
易に通過する。通過する膜が浸透促進剤で処理されれば、非親油性薬剤でさえも細胞膜を
通過することがあることが発見されている。細胞膜横切る非親油性薬剤の拡散を助けるの
に加えて、浸透促進剤はまた、親油性薬剤の透過性を高める。
【０２５５】
　浸透促進剤は、５つの広義のカテゴリー、すなわち界面活性剤、脂肪酸、胆汁酸塩、キ
レート化作用物質、および非キレート化非界面活性剤の１つに属すると、分類されてもよ
い（例えばマルムステン（Ｍａｌｍｓｔｅｎ），Ｍ．著、「薬物送達における界面活性剤
およびポリマー（Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ｉｎ　ｄｒｕｇ
　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、Ｉｎｆｏｒｍａ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃａｒｅ、ニューヨーク州ニ
ューヨーク、２００２年；リー（Ｌｅｅ）ら著、治療薬剤送達システムの批判的な批評（
Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒ
ｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９１年、ｐ．９２を参照されたい）。前述の浸透促進
剤の各クラスについては、以下でより詳しく説明される。
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【０２５６】
　界面活性剤：本発明との関連で、界面活性剤（または「表面活性剤」）は、水溶液に溶
解すると、溶液の表面張力、または水溶液と別の液体との界面張力を低下させて、粘膜を
通じたｉＲＮＡ吸収の改善をもたらす、化学物質である。胆汁塩と脂肪酸に加えて、これ
らの浸透促進剤としては、例えばラウリル硫酸ナトリウム、ポリオキシエチレン－９－ラ
ウリルエーテル、およびポリオキシエチレン－２０－セチルエーテル）（例えばマルムス
テン（Ｍａｌｍｓｔｅｎ），Ｍ．著、「薬物送達における界面活性剤およびポリマー（Ｓ
ｕｒｆａｃｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ｉｎ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ
）」、Ｉｎｆｏｒｍａ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃａｒｅ、ニューヨーク州ニューヨーク、２００
２年；リー（Ｌｅｅ）ら著、治療薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒｉｔｉｃａｌ　
Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ）、１９９１年、ｐ．９２を参照されたい）；およびＦＣ－４３などのペルフルオ
ロ化合物エマルションタカハシ（Ｔａｋａｈａｓｈｉ）ら著、ジャーナル　オブ　ファー
マシ＆ファーマコロジ（Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．）、１９８８年、第４０
巻、ｐ．２５２）が挙げられる。
【０２５７】
　脂肪酸：浸透促進剤として作用する様々な脂肪酸およびそれらの誘導体としては、例え
ばオレイン酸、ラウリン酸、カプリン酸（ｎ－デカン酸）、ミリスチン酸、パルミチン酸
、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプレート、トリカプレート、モノオレイ
ン（１－モノオレオイル－ｒａｃ－グリセロール）、ジラウリン、カプリル酸、アラキド
ン酸、グリセロール１－モノカプレート、１－ドデシルアザシクロヘプタン－２－オン、
アシルカルニチン、アシルコリン、そのＣ１～２０アルキルエステル（例えばメチル、イ
ソプロピル、およびｔ－ブチル）、およびそのモノ－およびジ－グリセリド（すなわちオ
レアート、ラウレート、カプレート、ミリステート、パルミテート、ステアレート、リノ
レアートなど）が挙げられる。（例えばトィトゥ（Ｔｏｕｉｔｏｕ），Ｅ．ら著、「薬送
達の増強（Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、ＣＲＣプ
レス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、マサチューセッツ州、ダンバース（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ
）、２００６年；リー（Ｌｅｅ）ら著、治療薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒｉｔ
ｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９１年、ｐ．９２；ムラニシ（Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ）著、治療
薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９０年、第７巻、
ｐ．１～３３；エルハリリ（Ｅｌ　Ｈａｒｉｒｉ）ら著、ジャーナル　オブ　ファーマシ
＆ファーマコロジ（Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．）、１９９２年、第４４巻、
ｐ．６５１～６５４を参照されたい）。
【０２５８】
　胆汁酸塩：胆汁の生理学的役割としては、脂質および脂溶性ビタミンの分散および吸収
の促進が挙げられる（例えばマルムステン（Ｍａｌｍｓｔｅｎ），Ｍ．著、「薬物送達に
おける界面活性剤およびポリマー（Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ
　ｉｎ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、Ｉｎｆｏｒｍａ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃａｒｅ、
ニューヨーク州ニューヨーク、２００２年，ブラントン（Ｂｒｕｎｔｏｎ）著、第３８章
、「グッドマン＆ギルマンの治療学の薬理学的基礎（Ｇｏｏｄｍａｎ　＆　Ｇｉｌｍａｎ
’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃｓ）」、第９版より、ハードマン（Ｈａｒｄｍａｎ）ら編、マグロウヒル（ＭｃＧ
ｒａｗ－Ｈｉｌｌ）、ニューヨーク、１９９６年、ｐ．９３４～９３５を参照されたい）
。様々な天然胆汁酸塩、およびそれらの合成誘導体が、浸透促進剤として作用する。した
がって「胆汁酸塩」という用語は、胆汁の天然成分のいずれかならびにそれらの合成誘導
体のいずれかを含む。適切な胆汁酸塩としては、例えばコール酸（またはその薬学的に許
容可能なナトリウム塩、コール酸ナトリウム）、デヒドロコール酸（デヒドロコール酸ナ
トリウム）、デオキシコール酸（デオキシコール酸ナトリウム）、グルコール酸（グルコ
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ール酸ナトリウム）、グリコール酸（グリココール酸ナトリウム）、グリコデオキシコー
ル酸（グリコデオキシコール酸ナトリウム）、タウロコール酸（タウロコール酸ナトリウ
ム）、タウロデオキシコール酸（タウロデオキシコール酸ナトリウム）、ケノデオキシコ
ール酸（ケノデオキシコール酸ナトリウム）、ウルソデオキシコール酸（ＵＤＣＡ）、タ
ウロ－２４，２５－ジヒドロ－フシジン酸ナトリウム（ＳＴＤＨＦ：ｓｏｄｉｕｍ　ｔａ
ｕｒｏ－２４，２５－ｄｉｈｙｄｒｏｆｕｓｉｄａｔｅ）、グリコジヒドロフシジン酸ナ
トリウム、およびポリオキシエチレン－９－ラウリルエーテル（ＰＯＥ）が挙げられる。
（例えばマルムステン（Ｍａｌｍｓｔｅｎ），Ｍ．著、「薬物送達における界面活性剤お
よびポリマー（Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ｉｎ　ｄｒｕｇ　
ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、インフォルマ　ヘルスケア（Ｉｎｆｏｒｍａ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃ
ａｒｅ）、ニューヨーク州ニューヨーク、２００２年；リー（Ｌｅｅ）ら著、治療薬剤送
達システムの批判的な批評（Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅ
ｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９１年、ｐ．９２；スウ
ィンヤード（Ｓｗｉｎｙａｒｄ）著、第３９章、「レミントンの薬学（Ｒｅｍｉｎｇｔｏ
ｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）」、第１８版より、ジェン
ナロ（Ｇｅｎｎａｒｏ）編、マック　パブリッシング（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　Ｃｏ．）、ペンシルベニア州イートン（Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．）、１９９０年、ｐ．７
８２～７８３；ムラニシ（Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ）著、治療薬剤送達システムの批判的な批
評（Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃ
ａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９０年、第７巻、ｐ．１～３３；ヤマモト（Ｙａ
ｍａｍｏｔｏ）ら著、ジャーナル　オブ　エクスペリメンタル　セラピューティックス（
Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．）、１９９２年、第２６３巻、ｐ．２５；ヤマシタ
（Ｙａｍａｓｈｉｔａ）ら著、ジャーナル　オブ　ファーマスーティカル　サイエンス（
Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．）、１９９０年、第７９巻、ｐ．５７９～５８３を参照された
い）。
【０２５９】
　キレート化剤：本発明との関連で使用されるキレート化剤は、金属イオンと複合体を形
成することによって、それを溶液から除去して、粘膜を通したｉＲＮＡ吸収の改善をもた
らす化合物と定義され得る。本発明における浸透促進剤としてのそれらの使用に関して、
ほとんどのＤＮＡヌクレアーゼは、触媒作用のために二価の金属イオンを要し、キレート
化剤によって阻害されるので、キレート化作用物質は、デオキシリボヌクレアーゼ阻害物
質の役割も果たすという追加的利点を有する（ジャレット（Ｊａｒｒｅｔｔ），Ｊ．著、
クロマトグラフィー（Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．）、１９９３年、第６１８巻、ｐ．３１５
～３３９）。適切なキレート化作用物質としては、エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム
（ＥＤＴＡ：ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔａｔｅ）、クエン酸、
サリチル酸塩（例えばサリチル酸ナトリウム、５－メトキシサリチル酸、およびホモバニ
レート（ｈｏｍｏｖａｎｉｌａｔｅ））、コラーゲンのＮ－アシル誘導体、ラウレス－９
、およびβ－ジケトン（エナミン）のＮ－アミノアシル誘導体が挙げられるが、これに限
定されるものではない。（例えばカダレ（Ｋａｔｄａｒｅ），Ａ．ら著、「製薬、バイオ
テクノロジー、および薬物送達のための賦形剤の開発（Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ　ｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ，ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ａｎｄ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、ＣＲＣプレス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、マサ
チューセッツ州ダンバース（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ）、２００６年；リー（Ｌｅｅ）ら著
、治療薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔ
ｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９１年、ｐ
．９２；ムラニシ（Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ）、治療薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒ
ｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉ
ｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９０年、第７巻、ｐ．１～３３；ブール（Ｂｕｕｒ）ら著
、ジャーナル　オブ　コントロールド　リリース（Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌ．）、１
９９０年、第１４巻、４３～５１を参照されたい）。
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【０２６０】
　非キレート化非界面活性剤：本明細書の用法では、非キレート化非界面活性剤浸透促進
化合物は、キレート化作用物質としてまたは界面活性剤として有意でない活性を実証する
が、それでもなお消化器粘膜を通じてｉＲＮＡの吸収を高める化合物と定義し得る（例え
ばムラニシ（Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ）、治療薬剤送達システムの批判的な批評（Ｃｒｉｔｉ
ｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９０年、第７巻、ｐ．１～３３を参照されたい）。このクラスの
浸透促進剤としては、例えば不飽和環式尿素、１－アルキル－および１－アルケニルアザ
シクロ－アルカノン誘導体（リー（Ｌｅｅ）ら著、治療薬剤送達システムの批判的な批評
（Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａ
ｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１９９１年、ｐ．９２）；およびジクロフェナクナトリ
ウム、インドメタシンおよびフェニルブタゾンなどの非ステロイド性抗炎症剤（ヤマシタ
（Ｙａｍａｓｈｉｔａ）ら著、ジャーナル　オブ　ファーマシ＆ファーマコロジ（Ｊ．Ｐ
ｈａｒｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．）、１９８７年、第３９巻、ｐ．６２１～６２６）が挙
げられる。
【０２６１】
　細胞レベルのｉＲＮＡ取り込みを高める作用物質もまた、本発明医薬およびその他の組
成物に添加してもよい。例えばリポフェクチンなどのカチオン性脂質（ジュンイチ（Ｊｕ
ｎｉｃｈｉ）らに付与された米国特許第５，７０５，１８８号明細書）、カチオン性グリ
セロール誘導体、およびポリリジンなどのポリカチオン性分子（ロロ（Ｌｏｌｌｏ）らに
付与された国際公開第９７／３０７３１号パンフレット）もまた、ｄｓＲＮＡの細胞内取
り込みを高めることが知られている。市販される形質移入試薬の例としては、例えば特に
、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（商標）（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍ
ｉｎｅ　２０００（商標）（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニ
ア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、２９３ｆｅｃｔｉｎ（商標）（イン
ビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡ））、Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ（商標）（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、ＤＭＲＩＥ
－Ｃ（商標）（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニア州カールス
バッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ（商標）ＭＡＸ（インビトロ
ジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ））、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（商標）２０００　ＣＤ（インビトロジェン（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（商標）（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、ＲＮＡｉＭＡＸ（イ
ンビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌ
ｓｂａｄ，ＣＡ））、Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（商標）（インビトロジェン（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、
Ｏｐｔｉｆｅｃｔ（商標）（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；カリフォルニ
ア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、Ｘ－ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ　Ｑ２　Ｔ
ｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ロシュ（Ｒｏｃｈｅ）；スイス、グレンツァ
ヒャー通り（Ｇｒｅｎｚａｃｈｅｒｓｔｒａｓｓｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ））、ＤＯ
ＴＡＰ　Ｌｉｐｏｓｏｍａｌ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（スイス、グ
レンツァヒャー通り（Ｇｒｅｎｚａｃｈｅｒｓｔｒａｓｓｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）
）、ＤＯＳＰＥＲ　Ｌｉｐｏｓｏｍａｌ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（
スイス、グレンツァヒャー通り（Ｇｒｅｎｚａｃｈｅｒｓｔｒａｓｓｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒ
ｌａｎｄ））、またはＦｕｇｅｎｅ（スイス、グレンツァヒャー通り（Ｇｒｅｎｚａｃｈ
ｅｒｓｔｒａｓｓｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ））、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ（登録商標
）Ｒｅａｇｅｎｔ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ウィスコンシン州マディソン（Ｍａｄ
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ｉｓｏｎ，ＷＩ））、ＴｒａｎｓＦａｓｔ（商標）Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇ
ｅｎｔ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ウィスコンシン州マディソン（Ｍａｄｉｓｏｎ，
ＷＩ））、Ｔｆｘ（商標）－２０　Ｒｅａｇｅｎｔ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ウィ
スコンシン州マディソン（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ））、Ｔｆｘ（商標）－５０　Ｒｅａｇ
ｅｎｔ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ウィスコンシン州マディソン（Ｍａｄｉｓｏｎ，
ＷＩ））、ＤｒｅａｍＦｅｃｔ（商標）（オズバイオサイエンス（ＯＺ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）；フランス，マルセイユ（Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ））、ＥｃｏＴ
ｒａｎｓｆｅｃｔ（オズバイオサイエンス（ＯＺ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；フランス
，マルセイユ（Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ））、ＴｒａｎｓＰａｓｓａ　Ｄ１　
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ニューイングランドバイオラボ（Ｎｅｗ　
Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）；米国マサチューセッツ州イプスウィッチ（Ｉｐｓｗ
ｉｃｈ，ＭＡ，ＵＳＡ））、ＬｙｏＶｅｃ（商標）／ＬｉｐｏＧｅｎ（商標）（インビボ
ゲン（Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ）；米国カリフォルニア州サンディエゴ（米国カリフォルニア
州サンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）））、ＰｅｒＦｅｃｔｉｎ　Ｔｒ
ａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ゲンランティス（Ｇｅｎｌａｎｔｉｓ）；米国
カリフォルニア州サンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ））、ＮｅｕｒｏＰ
ＯＲＴＥＲ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ゲンランティス（Ｇｅｎｌａ
ｎｔｉｓ）；米国カリフォルニア州サンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）
）、ＧｅｎｅＰＯＲＴＥＲ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ゲンランティ
ス（Ｇｅｎｌａｎｔｉｓ）；米国カリフォルニア州サンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，
ＣＡ，ＵＳＡ））、ＧｅｎｅＰＯＲＴＥＲ　２　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅ
ｎｔ（ゲンランティス（Ｇｅｎｌａｎｔｉｓ）；米国カリフォルニア州サンディエゴ（Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ））、Ｃｙｔｏｆｅｃｔｉｎ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏ
ｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ゲンランティス（Ｇｅｎｌａｎｔｉｓ）；米国カリフォルニア州サ
ンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ））、ＢａｃｕｌｏＰＯＲＴＥＲ　Ｔｒ
ａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ゲンランティス（Ｇｅｎｌａｎｔｉｓ）；米国
カリフォルニア州サンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ））、Ｔｒｏｇａｎ
ＰＯＲＴＥＲ（商標）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ゲンランティス（Ｇ
ｅｎｌａｎｔｉｓ）；米国カリフォルニア州サンディエゴ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，
ＵＳＡ））、ＲｉｂｏＦｅｃｔ（ビオライン（Ｂｉｏｌｉｎｅ）；米国マサチューセッツ
州タウントン（Ｔａｕｎｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡ））、ＰｌａｓＦｅｃｔ（ビオライン（Ｂ
ｉｏｌｉｎｅ）；米国マサチューセッツ州タウントン（Ｔａｕｎｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡ）
）、ＵｎｉＦＥＣＴＯＲ（Ｂブリッジインターナショナル（Ｂ－Ｂｒｉｄｇｅ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ）；米国カリフォルニア州マウンテンビュー（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖ
ｉｅｗ，ＣＡ，ＵＳＡ））、ＳｕｒｅＦＥＣＴＯＲ（Ｂブリッジインターナショナル（Ｂ
－Ｂｒｉｄｇｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）；米国カリフォルニア州マウンテンビュ
ー（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ，ＵＳＡ））、またはＨｉＦｅｃｔ（商標）（Ｂ
ブリッジインターナショナル（Ｂ－Ｂｒｉｄｇｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ），米国
カリフォルニア州マウンテンビュー（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ，ＵＳＡ））が
挙げられる。
【０２６２】
　エチレングリコールおよびプロピレングリコールなどのグリコール；２－ピロールなど
のピロール；アゾン；およびリモネンおよびメントンなどのテルペンをはじめとするその
他の作用物質が、投与された核酸の浸透を高めるのに利用されてもよい。
【０２６３】
　担体
　本発明の特定の組成物は、また配合中に担体化合物が組み込まれる。本明細書の用法で
は、「担体化合物」または「担体」は、不活性（すなわちそれ自体は生物学的活性を有し
ない）であるが、例えば生物学的に活性の核酸を分解し、またはその循環からの除去を促
進することで、生物学的活性を有する核酸の生物学的利用能を低下させる、生体内過程に
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よって、核酸と認識される、核酸、またはその類似体を指し得る。核酸および担体化合物
の、典型的に後者の物質の過剰量での同時投与は、恐らく通常の受容体に対する担体化合
物と核酸間の競合のために、肝臓、腎臓またはその他の循環外貯蔵所で回収される核酸量
の実質的低下をもたらし得る。例えば肝臓組織内の部分的ホスホロチオエートｄｓＲＮＡ
の回収は、それが、ポリイノシン酸、硫酸デキストラン、ポリシチジック（ｐｏｌｙｃｙ
ｔｉｄｉｃ）または４－アセトアミド－４’－イソチオシアノ－スチルベン－２，２’－
ジスルホン酸と同時投与された場合に、低下し得る（ミヤオ（Ｍｉｙａｏ）ら著、ＤｓＲ
ＮＡリサーチ＆ディベロップメント（Ｒｅｓ．Ｄｅｖ．）、１９９５年、第５巻、ｐ．１
１５～１２１；タカムラ（Ｔａｋａｋｕｒａ）ら著、ＤｓＲＮＡ＆ニュークレイック　ア
シッド　ドラッグ　ディベロップメント（ＤｓＲＮＡ　＆　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｖ．）、１９９６年、第６巻、ｐ．１７７～１８３。
【０２６４】
　賦形剤
　担体化合物とは対照的に、「薬学的担体」または「賦形剤」は、１つまたは複数の核酸
を動物に送達するための、薬学的に許容可能な溶媒、懸濁剤またはあらゆるその他の薬理
学的に不活性なビヒクルである。賦形剤は液体または固体であってもよく、核酸および所
与の医薬組成物のその他の成分と組み合わせた際に、所望の嵩、粘稠度などを提供するよ
うに、計画される投与様式を念頭に置いて選択される。典型的な薬学的担体としては、結
合剤（例えばα化トウモロコシデンプン、ポリビニルピロリドンまたはヒドロキシプロピ
ルメチルセルロースなど）；増量剤（例えば乳糖およびその他の糖類、微結晶セルロース
、ペクチン、ゼラチン、硫酸カルシウム、エチルセルロース、ポリアクリレートまたはリ
ン酸水素カルシウムなど）；潤滑剤（例えばステアリン酸マグネシウム、滑石、シリカ、
二酸化ケイ素のコロイド、ステアリン酸、ステアリン酸金属塩、水素化植物油、コーンス
ターチ、ポリエチレングリコール、安息香酸ナトリウム、酢酸ナトリウムなど）；崩壊剤
（例えばデンプン、デンプングリコール酸ナトリウムなど）；および湿潤剤（例えばラウ
リル硫酸ナトリウムなど）が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【０２６５】
　核酸と有害反応しない、経口投与に適する、薬学的に許容可能な有機または無機賦形剤
を使用して、本発明の組成物を調合し得る。適切な薬学的に許容可能な担体としては、水
、塩溶液、アルコール、ポリエチレングリコール、ゼラチン、乳糖、アミロース、ステア
リン酸マグネシウム、滑石、ケイ酸、粘性パラフィン、ヒドロキシメチルセルロース、ポ
リビニルピロリドンなどが挙げられるが、これに限定されるものではない。
【０２６６】
　核酸の局所投与のための製剤は、無菌および非無菌水性溶液、アルコールなどの共通溶
剤中の非水性溶液、または液体または固体油基剤中の核酸溶液を含んでもよい。溶液はま
た、緩衝液、希釈剤、およびその他の適切な添加剤も含有してもよい。核酸有害反応しな
い、経口投与に適する、薬学的に許容可能な有機または無機賦形剤を使用し得る。
【０２６７】
　適切な薬学的に許容可能な賦形剤としては、水、塩溶液、アルコール、ポリエチレング
リコール、ゼラチン、乳糖、アミロース、ステアリン酸マグネシウム、滑石、ケイ酸、粘
稠なパラフィン、ヒドロキシメチルセルロース、ポリビニルピロリドンなどが挙げられる
が、これに限定されるものではない。
【０２６８】
　その他の成分
　本発明の組成物は、医薬組成物中に従来法で見られるその他の補助剤成分を、技術分野
で確立されたそれらの使用レベルで、さらに含有してもよい。したがって例えば組成物は
、例えば、止痒剤、渋味剤、局所麻酔薬または抗炎症剤などの追加的な適合性薬理的活性
材料を含有してもよく、または染料、着香剤、保存料、抗酸化剤、乳白剤、増粘剤、およ
び安定剤などの本発明の組成物の様々な剤形を物理的に調合する上で有用な追加的材料を
含有してもよい。しかしこのような材料は、添加した場合に、本発明の組成物の成分の生
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物学的活性に過度に干渉すべきでない。製剤は滅菌され得て、所望ならば、製剤の核酸と
有害に相互作用しない、例えば、潤滑剤、保存料、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧圧力
に影響を及ぼす塩、緩衝液、着色料、着香料および／または芳香族物質などなどの助剤と
混合される。
【０２６９】
　水性懸濁液は、例えばナトリウムカルボキシメチルセルロース、ソルビトールおよび／
またはデキストランをはじめとする、懸濁液の粘度を増大させる物質を含有し得る。懸濁
液は、安定剤もまた含有してもよい。
【０２７０】
　いくつかの実施形態では、本発明で取り上げる医薬組成物は、（ａ）１つまたは複数の
ｉＲＮＡ化合物、および（ｂ）非ＲＮＡｉ機序によって機能する１つまたは複数の抗サイ
トカイン生物剤を含む。このような生物製剤の例としては、ＩＬ１β（例えばアナキンラ
）、ＩＬ６（例えばトシリズマブ）、またはＴＮＦ（例えばエタネルセプト、インフリキ
シマブ、アドリムマブ（ａｄｌｉｍｕｍａｂ）、またはセルトリズマブ）を標的とする生
物製剤が挙げられる。
【０２７１】
　このような化合物の毒性および治療効果は、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％に致命的
な用量）およびＥＤ５０（集団の５０％に効果的な用量）を判定するための細胞培養また
は実験的動物における標準薬学的手順によって判定し得る。毒性および治療効果間の用量
比が療指数であり、それはＬＤ５０／ＥＤ５０比として表し得る。高い治療指数を示す化
合物が好ましい。
【０２７２】
　細胞培養アッセイと動物実験から得られるデータは、ヒトで使用するための一連の投与
量を調合するのに使用し得る。本明細書で取り上げる組成物の投与量は、一般に、毒性が
わずかまたは皆無であるＥＤ５０をはじめとする、循環濃度の範囲内にある。投与量は、
用いられる剤形および利用される投与経路に応じて、この範囲内で変動し得る。本発明で
取り上げる方法で使用されるあらゆる化合物について、治療有効用量は、最初に細胞培養
アッセイから推定し得る。用量は、動物モデル中で、細胞培養中で判定されるようなＩＣ
５０（すなわち症状の最大半量阻害を達成する試験化合物濃度）をはじめとする、化合物
の、または適切な場合は標的配列のポリペプチド産物の循環血漿濃度範囲を達成する（例
えばポリペプチド濃度の低下を達成する）ように調合し得る。このような情報を使用して
、ヒトにおける有用な用量をより正確に判定し得る。血漿中のレベルは、例えば高速液体
クロマトグラフィーによって測定してもよい。
【０２７３】
　上で考察したようなそれらの投与に加えて、本明細書に記載されるｉＲＮＡは、ＴＭＰ
ＲＳＳ６発現によって媒介される病理過程の治療に効果的なその他の既知の作用物質と組
み合わせて投与し得る。いずれにしても処置を行う医師は、当該技術分野で公知のまたは
本明細書に記載される、有効性の標準的手段を使用して観察された結果に基づいて、ｉＲ
ＮＡ投与の量およびタイミングを調節し得る。
【０２７４】
　ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現によって引き起こされる疾患を治療する方法
　本発明は、ＴＭＰＲＳＳ６媒介障害または疾患を治療するための、ＴＭＰＲＳＳ６標的
化ｉＲＮＡ、およびこのような少なくとも１つのｉＲＮＡを含有する組成物の使用に特に
関する。例えばサラセミア、（例えば中間型βサラセミアまたはαサラセミア）、原発性
ヘモクロマトーシス、二次性ヘモクロマトーシス、重度若年型ヘモクロマトーシス、鉄芽
球性貧血、溶血性貧血、異常造血性貧血、または鎌状赤血球貧血などの鉄レベル上昇と関
連する障害を治療するために、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子標的化ｉＲＮＡを含有する組成物が
使用される。一実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡを使用して異常ヘモグロビン症
を治療する。本発明で取り上げるＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡはまた、慢性アルコール依存
症などのその他の病状に起因する、鉄レベル上昇を治療するのに使用される。
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【０２７５】
　サラセミアでは、骨髄が、不十分な量のヘモグロビン鎖を合成し；続いてこれは赤血球
の産生を低下させて、貧血を引き起こす。αまたはβ鎖のいずれが影響を被ってもよいが
、βサラセミアがより一般的であり；新生児は、身体がβ鎖を有しないＨｂＦをなおも産
生するために、健康であり；生後数ヶ月間に、骨髄はＨｂＡを産生するように切り替わり
、症状が出現し始める。
【０２７６】
　β－サラセミアは、ＨＢＢ遺伝子の非発現（β０）または低発現（β＋）対立遺伝子の
いずれかの変異に起因する。β－サラセミアは、遺伝子型に応じて重症度が変動し、軽症
型／形質型β－サラセミア（β／β０またはβ／β＋）、中間型β－サラセミア（β０／
β＋）、および重症型β－サラセミア（β０／β０またはβ＋／β＋）を含む。
【０２７７】
　中間型サラセミア（ＴＩ）が典型的にわずかな溶血を提示する一方、重症型βサラセミ
ア（ＴＭ：ｍａｊｏｒ　β－ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ）には、典型的に例えば貧血と脾腫
を引き起こす大量の溶血が付随し；骨髄駆動（骨の変化、骨減少症（ｏｔｅｏｐｅｎｉａ
））、エリスロポエチン合成増大、肝脾腫大症、造血薬消費（巨赤芽球性（ｍｅｇａｂｌ
ａｓｔｉｃ）貧血）、および血中高尿酸症を引き起こす高度の無効造血。例えばＴＭＰＲ
ＳＳ６　ｉＲＮＡなどの本発明で取り上げるｉＲＮＡは、典型的に、よりＴＩ様であるサ
ラセミアに伴う鉄過負荷の治療（例えばａβ０／β＋、β／β０またはβ／β＋遺伝子型
を有する個人の治療）によりふさわしい。
【０２７８】
　βサラセミアの症状としてはまた、例えば内分泌障害、肝臓線維症、および心臓線維症
を引き起こす、鉄過負荷などの治療法に起因する合併症が挙げられる。ＴＭＰＲＳＳ６を
標的とするｉＲＮＡ剤の投与は、これらの症状の１つまたは複数を治療するのに効果的で
あり得る。
【０２７９】
　αサラセミアは、ＨＢＡ１またはＨＢＡ２遺伝子の非発現（α０）または低発現（α＋

）対立遺伝子のいずれかの変異に起因する。α－サラセミアは、遺伝子型に応じて重症度
が変動し、形質型サラセミア（－α／αα）、Ｈｂ　Ｂａｒｔおよび胎児水腫（α０／α
０）、およびαサラセミア軽症型（－－／αα）、（－α／－α）、およびＨｂＨ疾患（
－－／－α）を含む。より少ないα－グロビン鎖が生成されて、成人では過剰なβ鎖、新
生児では過剰なγ鎖がもたらされる。過剰なβ鎖は不安定な四量体（４本のβ鎖のヘモグ
ロビンＨまたはＨｂＨと称される）を形成し、それは異常な酸素解離曲線を有する。ＴＭ
ＰＲＳＳ６を標的とするｉＲＮＡ剤の投与は、αサラセミアを有する対象において、鉄過
負荷を治療するのに効果的であり得る。
【０２８０】
　ヘモクロマトーシスの症状としては、例えば腹痛、関節痛、疲労、エネルギーの欠如、
脱力感、皮膚の暗色化（「ブロンズ光沢」と称されることが多い）、および体毛喪失が挙
げられる。ＴＭＰＲＳＳ６を標的とするｉＲＮＡ剤の投与は、これらの症状の１つまたは
複数を治療するのに効果的であり得る。
【０２８１】
　鉄過負荷と関連するその他の症状としては、肝臓疾患（硬変、がん）リスクの増大、心
臓麻痺または心不全、糖尿病、骨関節炎、骨粗鬆症、代謝症候群、甲状腺機能低下、性腺
機能低下、および場合によっては時期尚早の死が挙げられる。過負荷をもたらす鉄の不適
切な管理はまた、アルツハイマー病、早発性パーキンソン病、ハンチントン病、てんかん
、および多発性硬化症などの神経変性疾患を加速し得る。例えばテーブル２、３または４
に記載されるｉＲＮＡなどのＴＭＰＲＳＳ６を標的とするｉＲＮＡの投与は、これらの症
状の１つまたは複数を治療し、または鉄レベル増大によって悪化する（ａｇｇｒｅｖａｔ
ｅｄ）疾患または障害の発症または進行を予防し得る。
【０２８２】
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　本発明は、例えば鉄レベル上昇と関連する障害を治療するための、例えばこれらの障害
の治療のために目下用いられているものなどの、例えば既知の医薬品および／または既知
の治療法などの、その他の医薬品および／またはその他の治療法と組み合わされた、ｉＲ
ＮＡまたはその医薬組成物の使用にさらに関する。例えば特定の実施形態では、例えば鉄
キレート化剤（例えばデスフェロキサミン）、葉酸、輸血、瀉血、潰瘍管理薬、胎児ヘモ
グロビンレベル上昇薬（例えばヒドロキシ尿素）、感染抑制剤（例えば抗生物質および抗
ウイルス剤）、血栓状態治療薬、または幹細胞または骨髄移植と組み合わせて、ＴＭＰＲ
ＳＳ６標的化ｉＲＮＡが投与される。幹細胞移植は、例えば兄弟姉妹などの血縁者の臍帯
からの幹細胞を利用し得る。例示的な鉄キレート化剤としては、デスフェロキサミン、Ｄ
ｅｆｅｒａｓｉｒｏｘ（Ｅｘｊａｄｅ）、デフェロプロン（ｄｅｆｅｒｏｐｒｏｎｅ）、
ビタミンＥ、コムギ胚芽油、トコフェルソラン、およびインジカキサンチンが挙げられる
。
【０２８３】
　ｉＲＮＡおよび追加的な治療薬は、例えば非経口的に、同一組成物中で投与し得て、ま
たは追加的な治療薬は、別個の組成物の一部として、または本明細書に記載される別の方
法によって投与し得る。ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡおよび追加的な治療薬の投与は、同時
、または異なる時点、および任意順であり得る。
【０２８４】
　本発明は、鉄レベル上昇と関連する障害などのＴＭＰＲＳＳ６発現によって媒介される
疾患または障害を有する患者に、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｉＲＮＡ剤を投与する方法を特徴
とする。ｄｓＲＮＡの投与は、鉄レベルを低下させ、フェリチンレベルを低下させ、およ
び／またはトランスフェリン飽和レベルを低下させ得る。例えばｄｓＲＮＡの投与は、血
清鉄レベルを低下させおよび／または血清フェリチンレベルを低下させ得る。トランスフ
ェリン飽和レベルは、５％、１０％、１５％、２０％、２５％以上低下させ得る。トラン
スフェリン飽和レベルは、５０％未満、４５％未満、４０％未満、３５％未満、３５％未
満に低下させ得る。トランスフェリン飽和は、鉄に結合する血清トランスフェリン量の尺
度であり、血清鉄と総鉄結合能との比率に相当する。
【０２８５】
　「低下させる」とは、この文脈で、このようなレベルの統計的に有意な低下を意味する
。低下は、例えば少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも
４０％以上であり得て、好ましくは、このような障害がある個人の正常な範囲内と認めら
れたレベルまで低下する。
【０２８６】
　疾患治療または予防の有効性は、例えば疾患進行、疾患寛解、症状重症度、疼痛減少、
生活の質、治療効果の維持に要する薬剤用量、疾患マーカのレベル、または治療または予
防対象の所与の疾患にふさわしいあらゆるその他の測定可能パラメータのレベルを測定す
ることで、評価し得る。このようなパラメータのいずれか１つ、またはパラメータの任意
の組み合わせを測定することで、治療または予防有効性をモニターすることは、十分に当
業者の能力の範囲内である。例えば所与の治療計画の有効性について、トランスフェリン
飽和または血清フェリチンのレベルをモニターし得る。
【０２８７】
　鉄レベル検査は、典型的に患者の血液サンプルで実施される。鉄レベル検査は、タンパ
ク質トラスフェリン（ｔｒａｓｆｅｒｒｉｎ）によって運ばれる血清鉄量を測定する。Ｔ
ＩＢＣ（総鉄結合能：Ｔｏｔａｌ　ｉｒｏｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｙ）検査
は、トランスフェリンが完全飽和した場合に、血液が輸送する鉄の量を測定する。トラン
スフェリンは肝臓によって生成されるので、ＴＩＢＣを使用して、肝機能と栄養をモニタ
ーし得る。トランスフェリン検査は、血中トランスフェリン（シデロフィリンとも称され
る）レベルの直接測定である。トランスフェリンの飽和レベルは、血清鉄レベルをＴＩＢ
Ｃで除算することで計算し得る。フェリチン検査は、身体による後の使用のために鉄を貯
蔵する、血中タンパク質のレベルを測定する。
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【０２８８】
　本明細書に記載されるｉＲＮＡ治療を使用して、例えば３５０μｇ／ｄＬを超え、５０
０μｇ／ｄＬを超え、１０００μｇ／ｄＬを超えると測定される鉄レベルなどの血清鉄レ
ベルによって示されてもよい、鉄レベル上昇を有する個人を治療し得る。一実施形態では
、血清鉄の上昇レベルは、例えば１５、２０、２５、または３０ｍｇ／ｇ乾燥重量を超え
る。
【０２８９】
　本明細書に記載されるｉＲＮＡ治療を使用して、例えば３００μｇ／Ｌを超え、５００
μｇ／Ｌを超え、１０００μｇ／Ｌを超え、１５００μｇ／Ｌを超え、２０００μｇ／Ｌ
を超え、２５００μｇ／Ｌを超え、または３０００μｇ／Ｌ以上と測定されるフェリチン
レベルなどの血清フェリチンレベル上昇などによって示されてもよい、鉄レベル上昇を有
する個人を治療し得る。
【０２９０】
　本明細書に記載されるｉＲＮＡ治療を使用して、例えば４００ｍｇ／ｄＬを超え、５０
０ｍｇ／Ｌを超え、１０００ｍｇ／ｄＬを超えると測定されるトランスフェリンレベルな
どの血清トランスフェリンレベル上昇によって示されてもよい、鉄レベル上昇を有する個
人を治療し得る。
【０２９１】
　本明細書に記載されるｉＲＮＡ治療を使用して、例えば４０％、４５％、または５０％
以上の飽和レベルなどのトランスフェリン飽和レベルの中程度の上昇によって示されても
よい、中程度の鉄レベル上昇がある個人を治療し得る。これに加えて、本明細書に記載さ
れる治療を使用して、トランスフェリン飽和の軽微な上昇のみがある個人における、鉄レ
ベル上昇を妨げてもよい。当業者は、本明細書に記載されるようなｉＲＮＡでの治療を受
けた被験者におけるトランスフェリン飽和レベルを容易にモニターし、トランスフェリン
飽和レベルの少なくとも５％または１０％の低下について、アッセイし得る。
【０２９２】
　本明細書に記載されるｉＲＮＡ治療を使用して、４００μｇ／ｄＬを超え、５００μｇ
／ｄＬを超え、または１０００μｇ／ｄＬを超えるＴＩＢＣ値によって示されてもよい、
鉄レベル上昇がある個体を治療し得る。
【０２９３】
　いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡでの治療を必要とする個人は、
ヘマトクリットレベル低下、ヘモグロビンレベル低下、赤血球分布幅増大、網状赤血球増
加、成熟赤血球細胞数減少、不飽和鉄結合能増大、無効造血低下、髄外（ｅｘｔｒａｄｅ
ｄｕｌｌａｒｙ）造血低下、および／またはＨＡＭＰ１発現レベル低下を有する。
【０２９４】
　患者は、血糖（グルコース）レベルまたはαフェトプロテインレベルのアッセイ、心エ
コー図（例えば心臓機能を調べる）、心電図（ＥＣＧ）（例えば心臓の電気的活動を見る
）、画像検査（ＣＴスキャン、ＭＲＩ、および超音波など）、および肝機能検査によって
、さらにモニターし得る。過剰な鉄染色または鉄濃度は、肝臓生検サンプルで、または例
えば肝臓疾患の段階などの肝障害の程度を確認するために、測定し得る。
【０２９５】
　病態の１つまたは複数のパラメータに統計的に有意な改善がある場合、またはそうでな
ければ予期される症状悪化または発症の欠如によって、治療または予防効果は明らかであ
る。一例として、疾患の測定可能なパラメータの少なくとも１０％の、好ましくは少なく
とも２０％、３０％、４０％、５０％以上の好ましい変化は、効果的な治療を示唆し得る
。所与のｉＲＮＡ薬剤またはその薬剤の配合物の有効性はまた、当該技術分野で公知の所
与の疾患のための実験動物モデルを使用して、判定し得る。実験動物モデルを使用する場
合、治療の有効性は、マーカまたは症状の統計的に有意な低下が観察される場合に、証明
される。
【０２９６】
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　代案としては、有効性は、臨床的に認められている疾患重症度の評価尺度に基づく診断
の当業者による測定で、疾患重症度の低下によって測定し得る。
　患者には、０．０１ｍｇ／ｋｇ、０．０５ｍｇ／ｋｇ、０．１ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ
／ｋｇ、１．０ｍｇ／ｋｇ、１．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、または２．５ｍｇ／
ｋｇのｄｓＲＮＡなどの治療量のｉＲＮＡを投与し得る。ｉＲＮＡは、５分間、１０分間
、１５分間、２０分間、または２５分間などを超える時間にわたる、静脈輸液によって投
与し得る。投与は、例えば１ヶ月、２ヶ月、３ヶ月、４ヶ月以上などにわたり隔週（すな
わち２週毎）で、定期的に繰り返される。最初の治療計画の後に、治療はより低い頻度で
行い得る。例えば３ヶ月にわたる隔週の投与後、６ヶ月または１年以上にわたり月に１回
投与を反復し得る。ｉＲＮＡ投与は、例えば患者の細胞、組織、血液、尿またはその他の
区画中のＴＭＰＲＳＳ６レベルを少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０
％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少な
くとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、または少なくとも９０％以上低下
させ得る。
【０２９７】
　ｉＲＮＡの総用量の投与前に、５％輸液反応などのより少ない用量を患者に投与して、
アレルギー反応または症状悪化などの悪影響についてモニターし得る。別の実施例では、
サイトカイン（例えばＴＮＦ－αまたはＩＮＦ－α）レベル増大などの望まれない免疫賦
活性効果について、患者をモニターし得る。
【０２９８】
　鉄レベル上昇と関連する多数の障害は、遺伝性である。したがってＴＭＰＲＳＳ６　ｉ
ＲＮＡを必要とする患者は、家族歴の聴取によって同定してもよい。ＴＭＰＲＳＳ６　ｄ
ｓＲＮＡを処方しまたは投与する前に、医師、看護師などの保健医療提供者、または家族
の一員が、家族歴を聴取し得る。ＤＮＡ検査もまた患者に実施して、患者にＴＭＰＲＳＳ
６　ｄｓＲＮＡを投与する前に、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の変異を同定してもよい。例えば
遺伝性のヘモクロマトーシスの診断は、ＧｅｎＢａｎｋ受入番号ＣＡＢ０７４４２．１（
ＧＩ：１８９０１８０、２００８年１０月２３日に記録）に記載の２つのＨＦＥ（ヘモク
ロマトーシス）遺伝子変異Ｃ２８２ＹおよびＨ６３Ｄを同定することで、確認し得る。
【０２９９】
　ＴＭＰＲＳＳ６発現に対する阻害効果のために、本発明に従った組成物またはそれから
調製される医薬組成物は、生活の質を高め得る。
　ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を調節する方法
　さらに別の態様では、本発明は、哺乳類においてＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を調節（
例えば阻害または活性化）する方法を提供する。
【０３００】
　一実施形態では、方法は、例えば１週間、２週間、３週間、または４週間以上など、例
えば少なくとも２、３、４日間以上などの長期間にわたり、標的ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の
発現が低下するように、本発明で取り上げる組成物を哺乳類に投与するステップを含む。
標的ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子低下の効果は、好ましくは体内の鉄吸収および／または可動化
の低下をもたらす。鉄吸収または可動化低下は、血清フェリチンレベル、血清または肝臓
鉄レベル、および／または血清トランスフェリン飽和レベルに観察される低下によって、
顕在化し得る。いくつかの実施形態では、治療前レベルと比較して、血清フェリチンレベ
ル、血清または肝臓鉄レベル、または血清トランスフェリン飽和レベル１のつまたは複数
が、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なく
とも２５％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、または少なくと
も６０％以上低下する。いくつかの実施形態では、血清フェリチンレベルは、治療前レベ
ルと比較して、少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２
５％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、または少なくとも６０
％以上低下する。
【０３０１】
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　別の実施形態では、方法は、標的ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現が、未治療動物と比較し
て、例えば少なくとも１０％増大するように、本明細書に記載される組成物を哺乳類に投
与するステップを含む。いくつかの実施形態では、ＴＭＰＲＳＳ６の活性化は、例えば１
週間、２週間、３週間、４週間以上など、例えば少なくとも２、３、４日間以上の長期間
にわたって起きる。理論による拘束は望まないが、ｉＲＮＡは、ＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮ
Ａ転写物を安定化し、ゲノム中のプロモータと相互作用し、および／またはＴＭＰＲＳＳ
６発現の阻害物質を阻害することで、ＴＭＰＲＳＳ６発現を活性化し得る。
【０３０２】
　本発明で取り上げる方法および組成物に有用なｉＲＮＡは、標的ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子
のＲＮＡ（一次またはプロセシングされた）を特異的に標的化する。ｉＲＮＡを使用して
、これらのＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するための組成物および方法は、本明細書
の他の箇所に記載されるように作成し実施し得る。
【０３０３】
　一実施形態では、方法は、ｉＲＮＡを含有する組成物を投与するステップを含み、ｉＲ
ＮＡは、治療される哺乳類のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子ＲＮＡ転写物の少なくとも一部に相補
的なヌクレオチド配列を含む。治療される生物が、哺乳類などのヒトである場合、組成物
は、頭蓋内（例えば脳室内、脳実質内、およびクモ膜下腔内）、静脈内、筋肉内、皮下、
経皮、気道内（煙霧剤）、鼻孔内、直腸内、および局所（バッカルおよび舌下をはじめと
する）投与をはじめとする、経口、腹腔内、または非経口経路をはじめとするが、これに
限定されるものではない、当該技術分野で公知の任意の手段によって投与してもよい。特
定の実施形態では、組成物は静脈輸液または注射によって投与される。
【０３０４】
　特に断りのない限り、本明細書で使用される全ての技術的および科学的用語は、本発明
が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に
記載されるものと類似したまたは同等の方法および材料を、本発明で取り上げるｉＲＮＡ
および方法の実施または試験で使用し得るが、適切な方法および材料は下述のとおりであ
る。本明細書で言及される、全ての刊行物、特許出願、特許、およびその他の参考文献は
、その内容全体を参照によって援用する。矛盾する場合は、定義を含めて本明細書が優先
される。これに加えて、材料、方法、および実施例は、例証のみを意図し、制限は意図さ
れない。
【０３０５】
　（実施例）
　実施例１．干渉ＲＮＡ（ｉＲＮＡ）合成
　試薬の供給元
　試薬の供給元が本明細書で具体的に示さない場合、このような試薬は、分子生物学用途
の品質／純度規格の分子生物学用試薬のあらゆる供給業者から得られてもよい。
【０３０６】
　オリゴヌクレオチド合成
　出願人らは、いくつかの異なる方法を使用して、本明細書に記載されるｉＲＮＡ分子を
作成した。本実施例は、使用した１つのアプローチを記載する。当業者は、当該技術分野
で公知のあらゆる方法を使用して、本明細書に記載されるようなｉＲＮＡを調製し得る。
【０３０７】
　オリゴヌクレオチドは、ＡＫＴＡ　ｏｌｉｇｏｐｉｌｏｔ合成機上で合成される。市販
される制御孔ガラス固体支持体（ｄＴ－ＣＰＧ、５０Å、プライムシンセシス（Ｐｒｉｍ
ｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ））および標準保護基があるＲＮＡ亜ホスホルアミド酸、５’－
Ｏ－ジメトキシトリチル－Ｎ６－ベンゾイル－２’－ｔ－ブチルジメチルシリル－アデノ
シン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノエチル亜ホスホルアミド酸、５
’－Ｏ－ジメトキシトリチル－Ｎ４－アセチル－２’－ｔ－ブチルジメチルシリル－シチ
ジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノエチル亜ホスホルアミド酸、５
’－Ｏ－ジメトキシトリチル－Ｎ２－イソブトリル－２’－ｔ－ブチルジメチルシリル－
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グアノシン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノエチル亜ホスホルアミド
酸、および５’－Ｏ－ジメトキシトリチル－２’－ｔ－ブチルジメチルシリル－ウリジン
－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノエチル亜ホスホルアミド酸（ピアス
　ニュークレイックアシッド　テクノロジーズ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））をオリゴヌクレオチド合成のために使用した。２’
－Ｆホスホラミダイト、５’－Ｏ－ジメトキシトリチル－Ｎ４－アセチル－２’－フルロ
－シチジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－２－シアノエチル－ホスホラミダイ
ト、および５’－Ｏ－ジメトキシトリチル－２’－フルロ－ウリジン－３’－Ｏ－Ｎ，Ｎ
’－ジイソプロピル－２－シアノエチル－ホスホラミダイトは、（プロメガ（Ｐｒｏｍｅ
ｇａ））から購入された。グアノシンが１０％ＴＨＦ／ＡＮＣ（ｖ／ｖ）中で０．２Ｍの
濃度で使用される以外は、全てのホスホラミダイトは、アセトニトリル（ＣＨ３ＣＮ）中
で０．２Ｍの濃度で使用される。１６分間のカップリング／リサイクル時間が、使用され
る。活性化剤は、５－エチルチオテトラゾール（０．７５Ｍ、アメリカン　インターナシ
ョナル　ケミカルズ（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌｓ））であり；ＰＯ－酸化ではヨウ素／水／ピリジンが使用され、ＰＳ－酸化ではＰＡ
ＤＳ（２％）ｉｎ２，６－ルチジン／ＡＣＮ（１：１ｖ／ｖ）が使用される。
【０３０８】
　３’－リガンド共役結合鎖は、対応するリガンドを含有する固体支持体を使用して合成
される。例えばヒドロキシプロリノール－コレステロールホスホラミダイトから、配列中
へのコレステロール単位の導入が実施される。コレステロールは、６－アミノヘキサノエ
ート結合を介してｔｒａｎｓ－４－ヒドロキシプロリノールに係留されて、ヒドロキシプ
ロリノール－コレステロール部分が得られる。５’－末端Ｃｙ－３およびＣｙ－５．５（
フルオロフォア）標識ｉＲＮＡは、バイオサーチ　テクノロジーズ（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）から購入された、対応するＱｕａｓａｒ－５７０（Ｃｙ－
３）ホスホラミダイトから合成される。５’末端および／または内部位置へのリガンドの
共役結合は、適切に保護されたリガンド－ホスホラミダイト基本単位を使用することで得
られる。５－（エチルチオ）－１Ｈ－テトラゾール活性化剤存在下で、無水ＣＨ３ＣＮ中
の０．１Ｍホスホラミダイト溶液を、固体支持体結合オリゴヌクレオチドに、１５分間の
長時間にわたりカップリングさせる。ヌクレオチド間亜リン酸エステルのリン酸エステル
への酸化は、報告される（１）標準的なヨウ素－水を使用して、またはｔｅｒｔ－ブチル
ヒドロペルオキシド／アセトニトリル／水（１０：８７：３）を用いて、１０分間の酸化
待機時間で、共役結合オリゴヌクレオチドを処理して、行われる。ホスホロチオエートは
、ＤＤＴＴ（ＡＭケミカルズ（ＡＭ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）から購入）、ＰＡＤＳおよび
またはビューケージ（Ｂｅａｕｃａｇｅ）試薬などのイオウ転移試薬を使用して、亜リン
酸エステルをホスホロチオエートに酸化することでに導入される。コレステロールホスホ
ラミダイトは施設内で合成され、ジクロロメタン中の０．１Ｍの濃度で使用される。コレ
ステロールホスホラミダイトのカップリング時間は、１６分間である。
【０３０９】
　脱保護Ｉ（核酸塩基脱保護）
　合成完了後、支持体を１００ｍＬガラスボトル（ＶＷＲ）に移す。８０ｍＬのエタノー
ル性アンモニア［アンモニア：エタノール（３：１）］混合物を５５℃で６．５時間用い
て、塩基とリン酸基の同時脱保護により、オリゴヌクレオチドを支持体から切断する。氷
上でボトルを短時間冷却し、次にエタノール性アンモニア混合物を新しい２５０ｍＬボト
ル内に濾過する。ＣＰＧを２×４０ｍＬ量のエタノール／水（１：１ｖ／ｖ）で洗浄する
。次に混合物の体積をｒｏｔｏ－ｖａｐで約３０ｍＬに減少させる。次に混合物をドライ
アイス上で凍結し、ｓｐｅｅｄ　ｖａｃ上で真空乾燥する。
【０３１０】
　脱保護ＩＩ（２’－ＴＢＤＭＳ基の除去）
　乾燥残渣を２６ｍＬのトリエチルアミン、トリエチルアミン三フッ化水素酸塩（ＴＥＡ
・３ＨＦ）またはピリジン－ＨＦおよびＤＭＳＯ（３：４：６）に再懸濁し、６０℃で９
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０分間加熱して、２’位置のブチルジメチルシリル（ＴＢＤＭＳ）基を除去する。次に反
応を５０ｍＬの２０ｍＭ酢酸ナトリウムでクエンチし、ｐＨを６．５に調節する。オリゴ
ヌクレオチドは、精製まで冷凍庫で保存する。
【０３１１】
　分析
　オリゴヌクレオチドは、精製に先だって高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ：ｈｉ
ｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）によっ
て分析され、緩衝液およびカラムの選択は、配列および／または結合リガンドの性質に左
右される。
【０３１２】
　ＨＰＬＣ精製
　リガンド結合オリゴヌクレオチドは、逆相分取ＨＰＬＣによって精製される。非結合オ
リゴヌクレオチドは、施設内で充填されたＴＳＫゲルカラム上のアニオン交換ＨＰＬＣに
よって精製される。緩衝液は、１０％ＣＨ３ＣＮ中の２０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ８
．５）（緩衝液Ａ）、および１０％ＣＨ３ＣＮ、１Ｍ　ＮａＢｒ中の２０ｍＭリン酸ナト
リウム（ｐＨ８．５）（緩衝液Ｂ）である。完全長オリゴヌクレオチド含有画分をプール
して脱塩し、凍結乾燥する。ほぼ０．１５　ＯＤの脱塩したオリゴヌクレオチドを水で１
５０μＬに希釈し、次にＣＧＥおよびＬＣ／ＭＳ分析のための特殊バイアル内にピペット
で移す。次に化合物をＬＣ－ＥＳＭＳおよびＣＧＥによって分析する。
【０３１３】
　ｉＲＮＡ調製
　ｉＲＮＡの一般的調製のために、等モル量のセンスおよびアンチセンス鎖を１×ＰＢＳ
中で５分間９５℃に加熱し、室温に緩慢に冷却する。二本鎖の完全性はＨＰＬＣ分析によ
って確認される。
【０３１４】
　核酸配列は、標準命名法、特にテーブル１の略号を使用して、以下に示される。
　テーブル１：核酸配列の表現で使用されるヌクレオチドモノマー略号。これらのモノマ
ーは、オリゴヌクレオチド中に存在する場合、５’－３’－リン酸ジエステル結合によっ
て相互に連結するものと理解される。
【０３１５】
【表３】

　実施例２．ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡデザイン
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　転写物
　ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｓｉＲＮＡをデザインして合成した。デザインは、ＮＣＢＩ　Ｒ
ｅｆｓｅｑコレクションからのヒト転写物ＮＭ＿１５３６０９．２（配列番号１、図１）
を使用した。
【０３１６】
　ｓｉＲＮＡ二本鎖をＴＭＰＲＳＳ６遺伝子との１００％同一性でデザインした。
　合計６５５本のセンス、および６５５本のアンチセンスヒトＴＭＰＲＳＳ６由来ｓｉＲ
ＮＡオリゴをデザインした。オリゴは、テーブル２に提示される。追加的なセンスおよび
アンチセンスヒトＴＭＰＲＳＳ６由来ｓｉＲＮＡオリゴは、テーブル３に提示される。修
飾されたセンスおよびアンチセンスヒトＴＭＰＲＳＳ６由来ｓｉＲＮＡオリゴは、テーブ
ル４に提示される。
【０３１７】
　テーブル２．ヒトＴＭＰＲＳＳ６ｄｓＲＮＡのセンスおよびアンチセンス鎖配列
【０３１８】

【表４】

【０３１９】
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【表５】

【０３２０】
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【表６】

【０３２１】
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【表７】

【０３２２】
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【表８】

　テーブル３．ヒトＴＭＰＲＳＳ６　ｄｓＲＮＡの未修飾センスおよびアンチセンス鎖配
列
【０３２３】

【表９】

【０３２４】
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【表１０】

【０３２５】
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【表１１】

　テーブル４．ヒトＴＭＰＲＳＳ６　ｄｓＲＮＡの修飾センスおよびアンチセンス鎖配列
【０３２６】

【表１２】
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【０３２７】
【表１３】

【０３２８】
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【表１４】

　ＴＭＰＲＳＳ６配列の合成
　ＴＭＰＲＳＳ６　ｉＲＮＡ配列は、ＭｅｒＭａｄｅ　１９２合成機上で、１μモル規模
で合成し得る。
【０３２９】
　以下に詳述されるように、エンドライト（ｅｎｄｏｌｉｇｈｔ）化学を適用し得る
　センス鎖中の全てのピリミジン（シトシンおよびウリジン）は、２’－Ｏ－メチル塩基
（２’Ｏ－メチルＣおよび２’－Ｏ－メチルＵ）を含有した。
【０３３０】
　アンチセンス鎖中で、（５’位置に向けて）リボＡヌクレオシドに隣接するピリミジン
は、それらの対応する２－Ｏ－メチルヌクレオシドで置換し得る。
　センスおよびアンチセンス配列の双方の３’末端に、２塩基ｄＴｓｄＴ伸長を導入し得
る。
【０３３１】
　配列ファイルをテキストファイルに変換して、それをＭｅｒＭａｄｅ　１９２合成ソフ
トウェアへのロードに適合させ得る。
　合成、切断、および脱保護
　ＴＭＰＲＳＳ６配列の合成は、ホスホラミダイト化学を使用する、固体支持体オリゴヌ
クレオチド合成を使用した。
【０３３２】
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　上の配列の合成は、９６ウェルプレート内で、１μｍ規模で実施し得る。アミダイト溶
液は０．１Ｍ濃度で調製し得て、エチルチオテトラゾール（アセトニトリル中０．６Ｍ）
を活性化剤として使用し得る。
【０３３３】
　合成配列は、最初のステップではメチルアミン、第２のステップではフッ化物試薬を使
用して、９６ウェルプレート内で切断して脱保護し得る。粗製配列は、アセトン：エタノ
ール（８０：２０）混合物を使用して沈殿させ、ペレットを０．０２Ｍナトリウム酢酸緩
衝液に再懸濁し得る。各配列からのサンプルをＬＣ－ＭＳによって分析して同一性を確認
し、ＵＶによって定量化し得る。選択されたサンプルセットはまた、ＩＥＸクロマトグラ
フィーによって分析して、純度を判定し得る。
【０３３４】
　精製および脱塩
　全ての配列は、Ｓｏｕｒｃｅ　１５Ｑカラムを使用して、ＡＫＴＡ　ｅｘｐｌｏｒｅｒ
精製システム上で精製し得る。サンプル注入および収集は、９６ウェル（１．８ｍＬ深型
ウェル）プレート内で実施し得る。完全長配列に対応する単一ピークを溶出剤中に収集し
得る。精製配列は、ＡＫＴＡ　ｐｕｒｉｆｉｅｒを使用してＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５カ
ラム上で脱塩し得る。脱塩したＴＭＰＲＳＳ６配列は、濃度（Ａ２６０でのＵＶ測定によ
る）および純度（イオン交換ＨＰＬＣによる）について分析し得る。次に一本鎖をアニー
リングで使用し得る。
【０３３５】
　実施例３．ＴＭＰＲＳＳ６ノックダウン活性についてのＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二
本鎖の生体外スクリーニング
　生体外でＴＭＰＲＳＳ６発現をノックダウンする能力について、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉ
ＲＮＡ二本鎖をスクリーニングした。単回投与スクリーニング、用量応答スクリーニング
、および宿主細胞生存度を評価した。
【０３３６】
　生体外スクリーニング：
　単回投与および用量応答研究のための細胞培養および形質移入：
　５％ＣＯ２雰囲気内で３７℃において、１０％ＦＢＳ、ストレプトマイシン、およびグ
ルタミン（ＡＴＣＣ）を添加したＸ（ＡＴＣＣ）中で、ＨｅＬａまたはＨｅｐ３Ｂ細胞（
ＡＴＣＣ，バージニア州マナサス（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ））をコンフルエンス近くに
培養してから、トリプシン処理によってプレートから遊離させた。９６ウェルプレート内
で、ウェルあたり５μｌのｓｉＲＮＡ二本鎖に、ウェルあたり１４．８μｌのＯｐｔｉ－
ＭＥＭ＋０．２μｌのＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭａｘ（インビトロジェン
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），カリフォルニア州カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ
）；カタログ番号１３７７８－１５０）を添加して室温で１５分間インキュベートし、形
質移入を実施した。次に約２×１０４個のＨｅＬａまたはＨｅｐ３Ｂ細胞を含有する、抗
生物質を含まない８０μｌの完全増殖培地をｓｉＲＮＡ混合物に添加した。ＲＮＡ精製に
先だって、細胞を２４または１２０時間のいずれかにわたり培養した。単回投与実験を１
０ｎＭおよび０．１ｎＭの最終二本鎖濃度で実施し、用量応答実験を１０、１、０．５、
０．１、０．０５、０．０１、０．００５、０．００１、０．０００５、０．０００１、
０．００００５、０．００００１ｎＭの最終二本鎖濃度で実施した。
【０３３７】
　ＤＹＮＡＢＥＡＤＳ（登録商標）ｍＲＮＡ単離キット（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）、パーツ番号：６１０－１２）を使用した全ＲＮＡ単離：
　細胞を収集して１５０μｌの溶解／結合緩衝液溶解し、次にＥｐｐｅｎｄｏｒｆ（登録
商標）Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒを使用して、８５０ｒｐｍで５分間混合した（混合速度は
、処理全体にわたり同一であった）。１０マイクロリットルの磁性ビーズと８０μｌの溶
解／結合緩衝液混合物を丸底プレートに入れて、１分間混合した。磁性スタンドを使用し
て磁性ビーズを捕捉し、ビーズをかき乱すことなく上清を除去した。上清を除去した後、
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溶解細胞を残留ビーズに入れて、５分間混合した。上清を除去した後、磁性ビーズを１５
０μｌの洗浄緩衝液Ａで２回洗浄し、１分間混合した。ビーズを再度捕捉して、上清を除
去した。次にビーズを１５０μｌの洗浄緩衝液Ｂで洗浄し、捕捉して上清を除去した。次
にビーズを１５０μｌの溶出緩衝液で洗浄し、捕捉して上清を除去した。次にビーズを２
分間乾燥させた。乾燥後、５０μｌの溶出緩衝液を添加して、７０℃で５分間混合した。
ビーズを磁石上で５分間捕捉した。４０μｌの上清を除去して、別の９６ウェルプレート
に入れた。
【０３３８】
　ＡＢＩ高容量ｃＤＮＡ逆転写キットを使用したｃＤＮＡ合成（アプライドバイオシステ
ムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），カリフォルニア州フォスターシティ（
Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）、カタログ番号４３６８８１３）：
　反応あたり、２μｌの１０×緩衝液、０．８μｌの２５×ｄＮＴＰ、２μｌのランダム
プライマー、１μｌの逆転写酵素、１μｌのＲＮａｓｅ阻害剤、および３．２μｌのＨ２
Ｏのマスターミックスを１０μｌの全ＲＮＡに添加した。ｃＤＮＡは、以下のステップを
通じて、Ｂｉｏ－ＲａｄＣ－１０００またはＳ－１０００サーマルサイクラー（カリフォ
ルニア州ハーキュリーズ（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ））を使用して作成した：２５℃で１
０分間、３７℃で１２０分間、８５℃で５秒間、４℃で保持。
【０３３９】
　リアルタイムＰＣＲ：
　５０枚の３８４ウェルプレート内で、ウェルあたり０．５μｌのＧＡＰＤＨ　ＴａｑＭ
ａｎ　Ｐｒｏｂｅ（アプライドバイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ）；カタログ番号４３２６３１７Ｅ）、０．５μｌのＴＭＰＲＳＳ６　ＴａｑＭａｎ　
Ｐｒｏｂｅ（アプライドバイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；
カタログ番号Ｈｓ００５４２１８４＿ｍ１）、および５μｌのＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ　
４８０　Ｐｒｏｂｅマスターミックス（ロシュ（Ｒｏｃｈｅ）；カタログ番号０４８８７
３０１００１）（ロシュ（Ｒｏｃｈｅ）；カタログ番号０４８８７３０１００１）を含有
するマスターミックスに、２μｌのｃＤＮＡを添加した。ΔΔＣｔ（ＲＱ）アッセイを使
用して、ＡＢＩ７９００ＨＴリアルタイムＰＣＲシステム（アプライドバイオシステムズ
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ））内で、リアルタイムＰＣＲを実施した。各
二本鎖は、２つの独立した形質移入で試験され、要約表で特に断りのない限り、各形質移
入は複製でアッセイされた。
【０３４０】
　相対的倍数変化を計算するために、ΔΔＣｔ法を使用してリアルタイムデータを分析し
、１０ｎＭのＡＤ－１９５５で形質移入された細胞または模擬形質移入細胞で実施したア
ッセイに、正規化した。ＸＬＦｉｔを使用した４パラメータ適合モデルを使用して、ＩＣ
５０を計算し、同一投与範囲にわたって、ＡＤ－１９５５で形質移入された細胞に、また
はそれ自身の最低用量に正規化した。
【０３４１】
　生存度スクリーニング。５％ＣＯ２雰囲気内で３７℃において、１０％ＦＢＳ、ストレ
プトマイシン、およびグルタミン（ＡＴＣＣ）を添加したＸ（ＡＴＣＣ）中で、ＨｅＬａ
またはＨｅｐ３Ｂ細胞（ＡＴＣＣ、バージニア州マナサス（Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ））
をコンフルエンス近くに培養してから、トリプシン処理によってプレートから遊離させた
。１００、１０、１、０．１、０．０１、および０．０００１ｎＭのｓｉＲＮＡでの形質
移入に続いて、ＨｅＬａおよびＨｅｐ３Ｂ細胞中で３および５日目に細胞生存度を測定し
た。９６ウェルプレート内で、ウェルあたり２．５×１０３～５×１０３細胞の密度に、
細胞を播種した。各ｓｉＲＮＡを三連でアッセイし、データを平均化した。ＰＬＫ１およ
びＡＤ－１９２００標的化ｓｉＲＮＡを生存度低下に対する陽性対照として、そしてＡＤ
－１９５５を陰性対照として、含めた。ＰＬＫ１およびＡＤ－１９２００は、生存度の用
量依存性低下をもたらす。生存度を測定するために、３および５日後に、２０ｕｌのＣｅ
ｌｌＴｉｔｅｒ　Ｂｌｕｅ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ））を９６ウェルプレートの各ウ
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ェルに添加して、３７℃で２時間インキュベートした。次に５６０Ｅｘ／５９０Ｅｍで、
分光光度計（モレキュラーデバイス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ））内でプレ
ートを読み取った。生存度は、３つの複製形質移入からの光単位の平均値＋／－標準偏差
として表された。
【０３４２】
　ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖によるＴＭＰＲＳＳ６発現の生体外ノックダウン
　テーブル５は、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｓｉＲＮＡで形質移入されたＨｅｐ３Ｂ細胞中の
ＴＭＰＲＳＳ６ノックダウンを示すデータを提示する。データは、陰性対照ｓｉＲＮＡ、
ＡＤ－１９５５で形質移入された細胞と比較した、ＴＭＰＲＳＳ６標的化ｓｉＲＮＡで形
質移入された細胞中に残存するＴＭＰＲＳＳ６メッセージの割合として表される。未処理
細胞（「未感作」細胞）が、第２の陰性対照の役割を果たした。全てのｓｉＲＮＡは少な
くとも２回試験して、ｑＰＣＲ反応もまた複製で実施した。単回投与実験は、１０ｎＭお
よび０．１ｎＭの最終ｓｉＲＮＡ二本鎖濃度で実施した。
【０３４３】
　テーブル５．生体外単回投与スクリーニングにおけるＴＭＰＲＳＳ６発現
【０３４４】
【表１５】

【０３４５】
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【０３４６】
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【表１７】

　生体外用量応答スクリーニングにおける選択ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖のＩＣ

５０

　テーブル６は、生体外用量応答スクリーニングから判定された、選択ＴＭＰＲＳＳ６　
ｓｉＲＮＡ二本鎖のＩＣ５０値を提示する。Ｈｅｐ３Ｂ細胞中の形質移入に続く１および
５日目の用量応答におけるＴＭＰＲＳＳ６ノックダウン活性について、１０ｎＭおよび０
．１ｎＭ単回投与スクリーニングで有効なＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖（テーブル
５）を試験した。用量応答実験は、１０、１、０．５、０．１、０．０５、０．０１、０
．００５、０．００１、０．０００５、０．０００１、０．００００５、０．００００１
ｎＭの最終ｓｉＲＮＡ二本鎖濃度で実施した。正規化のために、非標的化対照ＡＤ－１９
５５と、または試験した各二本鎖の最低ｓｉＲＮＡ濃度で得られる値と比較して、ＴＭＰ
ＲＳＳ６のノックダウンを測定した。
【０３４７】
　テーブル６．生体外用量応答スクリーニングにおける選択ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ
二本鎖のＩＣ５０

【０３４８】
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【表１８】

　ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖で形質移入されたＨｅＬａおよびＨＥＰ３Ｂ細胞系
の生体外生存度スクリーニング
　テーブル７は、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖で形質移入されたＨｅＬａおよびＨ
ＥＰ３Ｂ細胞系の生存度データを提示する。生存度データは、平均生蛍光単位として表さ
れ、そこではより小さな値は、生存度の低下を表す。誤差は、３つの複製形質移入からの
標準偏差として表される。
【０３４９】
　テーブル７．ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖で形質移入されたＨｅＬａおよびＨＥ
Ｐ３Ｂ細胞系の生存度
【０３５０】



(104) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

30

【表１９】

【０３５１】
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【表２０】

【０３５２】
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【０３５３】
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【表２２】

　実施例４．ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ二本鎖手動選択
　さらなる生体内実験で使用するための特定のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡを選択するた
めに、化学修飾ｓｉＲＮＡをＨＥＰ３Ｂヒト肝腫瘍細胞に形質移入し、ＴＭＰＲＳＳ６遺
伝子サイレンシング活性についてスクリーニングした。予測されるオフターゲット可能性
が最小で、ヒト　カニクイザル、ラット、およびマウスをはじめとする多種反応性がある
、２つの高度に強力なｓｉＲＮＡを生体内評価のために選択した。２つの選択されたＴＭ
ＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡの効力はまた、マウス初代培養肝細胞中でも確認され、ＴＭＰＲ
ＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）およびＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（
ＡＤ－４６２８６）は、どちらも強力なＴＭＰＲＳＳ６遺伝子サイレンシング活性を実証
し、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）は、７０ｐＭのＩＣ５０を示
し（図２Ａ）、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）は、１４０ｐＭの
ＩＣ５０を示した（図２Ｂ）。
【０３５４】
　実施例５．ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓ
ｉＲＮＡ媒介サイレンシング効果
　ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ１　ｍＲＮＡ発現
に対するＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡの効果
　生体内におけるＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）および
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ＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）の効果を評価するために
、８週齢のメスＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、尾静脈ＩＶ注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇ
のＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）またはＬＮＰ－ＴＭＰ
ＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）またはＬＮＰ－ＡＤ－１９５５１（非哺
乳類遺伝子ルシフェラーゼ標的化ｓｉＲＮＡ）を投与した。ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ
はＬＮＰ１１（ＭＣ３）と配合された。投与の２４時後にマウスを殺処分して肝臓を取り
出し、急速冷凍して粉末に粉砕した。少量（約２０ｍｇ）の肝臓粉末を溶解緩衝液中で破
壊して、ＴａｑＭａｎ（登録商標）によるｍＲＮＡ分析のために使用した。群あたり合計
５匹のマウスを使用した。データは、β－アクチンｍＲＮＡと比較した、標的ＴＭＰＲＳ
Ｓ６　ｍＲＮＡのＬＮＰ－Ｌｕｃ対照比の百分率として表される。図３Ａに示されるよう
に、ＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）およびＬＮＰ－ＴＭ
ＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）による、肝臓ＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮ
Ａ発現の特異的かつ強力な用量依存的阻害があり（データは平均値＋／－標準偏差を表す
）、それぞれ０．０３５ｍｇ／ｋｇのＥＤ５０、および０．１８ｍｇ／ｋｇのＥＤ５０が
あった。図３Ｂで示されるように、ＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４
６２７３）およびＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－２（ＡＤ－４６２８６）による
、肝臓ＨＡＭＰ１　ｍＲＮＡ発現の用量依存的阻害もあった。
【０３５５】
　ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ１遺伝子発現のＴ
ＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの持続期間
　ＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ１遺伝子発現のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介ノック
ダウンの持続期間を評価するために、８週齢のＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、尾静脈Ｉ
Ｖ注射を通じて、単回１ｍｇ／ｋｇ用量のＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（Ａ
Ｄ－４６２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照（ＬＮＰ－ＡＤ－１９５５）、またはＰＢ
Ｓを投与し；全てのｓｉＲＮＡ剤は、ＬＮＰ１１製剤として送達された。マウスを６時間
、２４時間、４８時間、３日、７日、および１４日目に殺処分した。ＴａｑＭａｎ（登録
商標）アッセイを使用して、肝臓におけるＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ１のｍＲＮＡ発
現レベルを分析し、β－アクチンに正規化した。群あたり５匹のマウスを使用して、デー
タは平均値＋／－標準偏差として図４に表される。図４に示されるように、ＬＮＰ－ＴＭ
ＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）の１ｍｇ／ｋｇ単回投与は、早くも投
与後６時間目にＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡ発現をノックダウンし、２週間の期間中、ＴＭ
ＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡ発現をＬＮＰ－Ｌｕｃ対照またはＰＢＳ対照のほぼ９０％に低下さ
せた。ＨＡＭＰ１遺伝子の発現は、投与後２４時間に始まって増大し、２週間の期間中維
持され、投与後１４日目に最大の対照の２００％に増大した（図４）。これに加えて、Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ　ＡＵ　４００を使用して、血清鉄レベルをトランスフェリン（Ｔｆ）飽和
の百分率としてアッセイした。トランスフェリン飽和のレベルは、血清鉄と総鉄結合能（
ＴＩＢＣ）の比率として計算され、トランスフェリン飽和の百分率として表される。トラ
ンスフェリン飽和百分率は、投与後２４時間に始まってほぼ５０％に低下し、２週間の期
間にわたって維持され、血清中の循環鉄レベルが低下したことが示唆された（図４）。Ｗ
Ｔ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＨＡＭＰ１遺伝子発現と血清鉄レベルに対する、ＴＭ
ＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介効果を維持するのに必要な、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒
介ＴＭＰＲＳＳ６サイレンシングのレベル。
【０３５６】
　ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおけるＨＡＭＰ１遺伝子発現と血清鉄レベルに対する、
ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介効果を維持するのに必要な、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮ
Ａ媒介ＴＭＰＲＳＳ６サイレンシングのレベルを評価するために；Ｃ５７ＢＬ／６マウス
に、０．３ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）
、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを投与し；全てのｓｉＲＮＡ剤はＬＮＰ１１
製剤として送達した。投与後５時間、２４時間、４８時間、３日、７日、１４日、２１、
日、および２８日目に、マウスを殺処分した。ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイを使用
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して、ＴＭＰＲＳＳ６およびＨＡＭＰ１のｍＲＮＡ発現レベルを分析し、β－アクチンに
正規化した。群あたり５匹のマウスを使用して、データは平均値＋／－標準偏差として図
５に表される。図５に示されるように、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子発現の最大の低下９０％は
、投与後２４時間目に達成されて、投与後３日目まで維持された。投与後７日目には、Ｔ
ＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現は、ほぼ８５％低下し；ＨＡＭＰ１遺伝子の発現は、対照のほ
ぼ２５０％に誘導されて；トランスフェリン飽和（％）は、ほぼ５０％低下した（図５）
。投与後２１日目には、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現はほぼ４０％低下し；ＨＡＭＰ１遺
伝子の発現は正常化され；血清鉄レベルは、トランスフェリン飽和（％）による測定で正
常レベルに戻り始めた（図５）。要約すれば、ＴＭＰＲＳＳ６　ｍＲＮＡ発現の最大のノ
ックダウンは、投与後２４時間目に達成され、投与後３週間目に正常発現レベルのほぼ５
０％に戻り；ヘプシジンｍＲＮＡレベルは、早くも２４時間目に増大し、投与後最高７日
間維持され；ヘプシジンレベルは、投与後１４日目に対照レベルに戻り；循環鉄レベル指
標としてのトランスフェリン飽和は、投与後早くも２４時間目に投与後の照レベルの５０
％に低下し、４週間目に向かけて正常化した。したがって図５に提示されるデータは、Ｈ
ＡＭＰ１遺伝子の発現と血清鉄レベルに対するＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１
（ＡＤ－４６２７３）媒介効果を維持するために、５０％を超えるＴＭＰＲＳＳ６サイレ
ンシングが必要であることを示す。
【０３５７】
　ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおける血液学的パラメータに対するＴＭＰＲＳＳ６のＴ
ＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　ヘモグロビン（ＨＧＢ）およびヘマトクリットをはじめとする血液学的パラメータに対
する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価す
るために；ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、１ｍｇ／ｋｇ単回投与のＴＭＰＲＳＳ６　ｓ
ｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを投与し
；引き続いて、最高２週間の投与後の異なる時点で殺処分した。Ａｄｖｉａ　１２０分析
器を使用して、ヘモグロビン（ＨＧＢ）、ヘマトクリット、平均赤血球容積（ＭＣＶ：ｍ
ｅａｎ　ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ　ｖｏｌｕｍｅ）、平均赤血球ヘモグロビン（ＭＣＨ：
ｍｅａｎ　ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ）、平均赤血球ヘモグロビン
濃度（ＭＣＨＣ：ｍｅａｎ　ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｃｏｎｃ
ｅｎｔｒａｔｉｏｎ）、および網状赤血球ヘモグロビン含量（Ｃｈｒ）をはじめとする、
血液学的パラメータをアッセイした。図６Ａおよび６Ｂに示されるように、Ｔｈ３／＋マ
ウス中のＴＭＰＲＳＳ６のサイレンシングは、ＷＴ　Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおいてＨＧ
Ｂ低下（図６Ａ）、およびヘマトクリット低下（図６Ｂ）をもたらした。平均赤血球容積
（ＭＣＶ）、平均赤血球ヘモグロビン（ＭＣＨ）、平均赤血球ヘモグロビン濃度（ＭＣＨ
Ｃ）、および網状赤血球ヘモグロビン含量（Ｃｈｒ）に対しても同様の効果があった。
【０３５８】
　実施例６．サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）におけるＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ
６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における血清鉄パラメータに対するＴＭＰＲＳＳ６
のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、鉄レベル、不飽和鉄結合能（ＵＩＢＣ：
ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｉｒｏｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｙ）、およびＴｆ
飽和をはじめとする血清鉄パラメータに対する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉ
ＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価するために、６週齢のＴｈ３／＋マウスに、尾静
脈注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６
２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを投与し、投与後２週間目にマウス
を殺処分した。群あたり５匹のマウスを使用して、データは平均値＋／－標準偏差として
図７に表され、＊＊はｐ値＜０．０１および＊＊＊はｐ値＜０．００１を示す。図７に示
されるように、Ｔｈ３／＋マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６のサイレンシングは、対照ＰＢ
Ｓ群と比較して、血清鉄、ＵＩＢＣ、およびＴｆ飽和に有意な低下をもたらした。
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【０３５９】
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、網状赤血球および赤血球（ｅｒｔｈｙｒ
ｏｃｙｔｅ）パラメータに対する、ＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サ
イレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における網状赤血球数、網状赤血球ヘモグロビン含
量（ＣＨｒ）、および赤血球数（ＲＢＣ：ｒｅｄ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ）をはじめとす
る、網状赤血球および赤血球パラメータに対するＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉ
ＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価するために；６週齢のＴｈ３／＋マウスに、尾静
脈注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６
２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを投与し、投与後２週間目にマウス
を殺処分した。Ａｄｖｉａ　１２０分析器を使用して網状赤血球数、網状赤血球ヘモグロ
ビン含量（ＣＨｒ）、および赤血球数（ＲＢＣ）をはじめとする、網状赤血球および赤血
球パラメータをアッセイした。群あたり５匹のマウスを使用して、データは平均値＋／－
標準偏差として図８Ａ～８Ｃに表され、＊＊はｐ値＜０．０１および＊＊＊はｐ値＜０．
００１を示す。それぞれ図８Ａおよび８Ｂに示されるように、Ｔｈ３／＋マウスにおける
ＴＭＰＲＳＳ６のサイレンシングは、網状赤血球数ならびに網状赤血球（Ｃｈｒ）のヘモ
グロビン含量の有意な低下をもたらした。これに加えて、Ｔｈ３／＋マウスにおけるＴＭ
ＰＲＳＳ６のサイレンシングは、成熟赤血球（ＲＢＣ）数の有意な増大をもたらし（図８
Ｃ）、無効造血、髄外造血、および赤血球産生の有意な改善を実証した。
【０３６０】
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における血液学的パラメータに対するＴＭＰＲＳＳ
６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、ヘマトクリット（ＨＣＴ）、ヘモグロビ
ン（ＨＧＢ）、赤血球分布幅（ＲＤＷ）、および平均赤血球容積（ｍｅａｎ　ｃｏｒｐｕ
ｓｃｌｅ　ｖａｌｕｅ）（ＭＣＶ）をはじめとする血液学的パラメータに対する、ＴＭＰ
ＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価するために；６
週齢のＴｈ３／＋マウスに、尾静脈注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ
６　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを
投与し、投与後２週間目にマウスを殺処分した。Ａｄｖｉａ　１２０分析器を使用して、
ヘマトクリット（ＨＣＴ）、ヘモグロビン（ＨＧＢ）、赤血球分布幅（ＲＤＷ）、および
平均赤血球容積（ｍｅａｎ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ　ｖａｌｕｅ）（ＭＣＶ）をはじめとす
る、血液学的パラメータ（ｐａｒａｍｔｅｒｓ）をアッセイした。群あたり５匹のマウス
を使用して、データは平均値＋／－標準偏差として図９に表され、＊＊はｐ値＜０．０１
および＊＊＊はｐ値＜０．００１を示す。Ｔｈ３／＋マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６のサ
イレンシングは、ＨＣＴ（図９Ａ）の有意な増大、ＨＧＢの有意な増大（図９Ｂ）、ＲＤ
Ｗの有意な低下（図９Ｃ）、およびＭＣＶの有意な低下（図９Ｄ）をもたらした。図９に
提示されるデータは、これらの血液学的パラメータにおける、ＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　
ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）投与後のβサラセミア表現型の正常化を示す。
【０３６１】
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における末梢血形態学に対するＴＭＰＲＳＳ６のＴ
ＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、末梢血形態学に対するＴＭＰＲＳＳ６の
ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価するために；６週齢のＴｈ
３／＋マウスに、尾静脈注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲ
ＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照を投与して、投与後２週間目に
マウスを殺処分した。１０×倍率でのメイ・グリュンワルド／ギムザ（Ｇｉｍｓａ）染色
は、対照と比較して、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡで処置されたＴｈ３／＋マウスにおけ
る多染性の著しい低下を示し、これは網状赤血球数の低下、ならびに成熟赤血球形態学の
正常化に向けた全体的傾向を代表する。１０×倍率でのメイ・グリュンワルド／ギムザ（
Ｇｉｍｓａ）染色はまた、ＷＴ対照動物と比較して、ＷＴＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ動
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物によって誘発される、軽微な赤血球大小不同症も示した。
【０３６２】
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における脾臓構造に対するＴＭＰＲＳＳ６のＴＭＰ
ＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、脾臓構造に対するＴＭＰＲＳＳ６のＴＭ
ＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価するために；６週齢のＴｈ３／
＋マウスに、尾静脈注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ
－１（ＡＤ－４６２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを投与して、投与
後２週間目にマウスを殺処分した。１０×倍率でのヘマトキシリン・エオジン（Ｈ　＆　
Ｅ）染色は、対照と比較して、ＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡで処置されたＴｈ３／＋マウ
スが、類洞髄外造血の低下および白髄小節の再出現をはじめとする、脾臓構造の正常化を
有したことを示した。
【０３６３】
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、脾臓および肝臓鉄含量に対する、ＴＭＰ
ＲＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果
　サラセミアのマウス（Ｔｈ３／＋）における、脾臓および肝臓鉄含量に対するＴＭＰＲ
ＳＳ６のＴＭＰＲＳＳ６　ｓｉＲＮＡ媒介サイレンシングの効果を評価するために；６週
齢のＴｈ３／＋マウスに、尾静脈注射を通じて、１ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６
　ｓｉＲＮＡ－１（ＡＤ－４６２７３）、またはＬＮＰ－Ｌｕｃ対照、またはＰＢＳを投
与して、投与後２週間目にマウスを殺処分した。群あたり５匹のマウスを使用して、デー
タは平均値＋／－標準偏差として図１０Ａ～１０Ｃに表され、＊＊はｐ値＜０．０１およ
び＊＊＊はｐ値＜０．００１を示す。Ｔｈ３／＋マウスにおけるＴＭＰＲＳＳ６のサイレ
ンシングは、脾臓鉄含量および脾臓重量の有意な低下をもたらし（それぞれ図１０Ａおよ
び図１０Ｂ）、髄外造血の正常化が示唆された。肝臓鉄含量の低下に向かう傾向もまた観
察されたが、統計的に有意でなかった（図１０Ｃ）。
【０３６４】
　上の結果は、調合されたｓｉＲＮＡの全身投与によるＴＭＰＲＳＳ６のサイレンシング
が、中間型βサラセミアのマウスモデルにおける表現型を改善するのに十分なレベルに、
ＨＡＭＰ発現を増大させることを実証する。したがってＬＮＰ－ＴＭＰＲＳＳ６－ｓｉＲ
ＮＡは、異常に低いヘプシジンレベルによって特徴付けられる、先天性鉄過負荷障害（例
えば中間型βサラセミアおよび遺伝性ヘモクロマトーシス）のために開発されている。
【０３６５】
　均等物
　当業者は、通例の実験法をのみ使用して、本明細書に記載される本発明の特定の実施形
態の多くの均等物を認識または見極めることができるであろう。このような均等物は、以
下の特許請求の範囲に包含されることが意図される。
（付記）
　好ましい実施形態として、上記実施形態から把握できる技術的思想について、記載する
。
（項目１）
　ＴＭＰＲＳＳ６発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）であって、
　センス鎖およびアンチセンス鎖を含み、前記アンチセンス鎖は、テーブル２、３または
４に列挙されたアンチセンス配列の１つと３ヌクレオチド以下で異なる少なくとも１５個
の連続ヌクレオチドを含んだ、ＴＭＰＲＳＳ６転写物との相補性領域を含む、二本鎖リボ
核酸（ｄｓＲＮＡ）。
（項目２）
前記ｄｓＲＮＡが、少なくとも１つの修飾ヌクレオチドを含む、項目１に記載のｄｓＲＮ
Ａ。
（項目３）
前記修飾ヌクレオチドの少なくとも１つが、２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチド、５’－
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ホスホロチオエート基を含むヌクレオチド、および、コレステリル誘導体またはドデカン
酸ビスデシルアミド基に連結する末端ヌクレオチドからなる群から選択される、項目２に
記載のｄｓＲＮＡ。
（項目４）
前記修飾ヌクレオチドが、２’－デオキシ－２’－フルオロ修飾ヌクレオチド、２’－デ
オキシ修飾ヌクレオチド、ロックされたヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド、２’－アミ
ノ修飾ヌクレオチド、２’－アルキル修飾ヌクレオチド、モルホリノヌクレオチド、ホス
ホロアミダート、および非天然塩基包含ヌクレオチドからなる群から選択される、項目２
に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目５）
前記相補性領域が、少なくとも１７ヌクレオチド長である、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目６）
前記相補性領域が、１９～２１ヌクレオチド長である、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目７）
前記相補性領域が、１９ヌクレオチド長である、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目８）
各鎖が３０ヌクレオチド長以下である、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目９）
少なくとも１本の鎖が、少なくとも１ヌクレオチドの３’オーバーハングを含む、項目１
に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目１０）
少なくとも１本の鎖が、少なくとも２ヌクレオチドの３’オーバーハングを含む、項目１
に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目１１）
リガンドをさらに含む、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目１２）
前記リガンドが、前記ｄｓＲＮＡの前記センス鎖の３’末端に結合する、項目１１に記載
のｄｓＲＮＡ。
（項目１３）
前記相補性領域が、テーブル２、３または４のアンチセンス配列の１つからなる、項目１
に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目１４）
前記ｄｓＲＮＡが、テーブル２、３または４から選択されるセンス鎖配列からなるセンス
鎖と、テーブル２、３または４から選択されるアンチセンス配列からなるアンチセンス鎖
とを含む、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。
（項目１５）
項目１に記載のｄｓＲＮＡを含有する細胞。
（項目１６）
項目１に記載のｄｓＲＮＡを含む、ＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害するための医薬組
成物。
（項目１７）
脂質製剤をさらに含む、項目１６に記載の医薬組成物。
（項目１８）
前記脂質製剤が、ＳＮＡＬＰ、またはＸＴＣ調合物である、項目１７に記載の医薬組成物
。
（項目１９）
（ａ）項目１に記載のｄｓＲＮＡを細胞に導入するステップと；
（ｂ）ステップ（ａ）で生成された細胞をＴＭＰＲＳＳ６遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解
を得るのに十分な時間維持し、それによって細胞中のＴＭＰＲＳＳ６遺伝子の発現を阻害
するステップと
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（項目２０）
前記ＴＭＰＲＳＳ６の発現が、少なくとも３０％阻害される、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
項目１に記載のｄｓＲＮＡまたは項目１６～１８のいずれか一項に記載の医薬組成物の治
療有効量をこのような治療を必要とするヒトに投与するステップを含む、ＴＭＰＲＳＳ６
発現によって媒介される障害を治療する方法。
（項目２２）
前記ヒトが、ヘモクロマトーシスと関連する障害を有する、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
前記ヒトが、βサラセミアを有する、項目２１に記載の方法。
（項目２４）
前記ヒトが、中間型βサラセミアを有する、項目２１に記載の方法。
（項目２５）
前記対象への前記ｄｓＲＮＡの投与が、前記対象の血清中鉄の少なくとも１０％の低下を
引き起こす、項目２３に記載の方法。
（項目２６）
前記ｄｓＲＮＡが、０．０１ｍｇ／ｋｇ～５ｍｇ／ｋｇ対象体重の濃度で投与される、項
目２１に記載の方法。
（項目２７）
ｄｓＲＮＡの少なくとも１本の鎖をコードするベクターであって、前記ｄｓＲＮＡがＴＭ
ＰＲＳＳ６をコードするｍＲＮＡの少なくとも一部との相補性領域を含み、前記ｄｓＲＮ
Ａが３０塩基対以下の長さであり、前記ｄｓＲＮＡが前記ｍＲＮＡを切断標的とする、ベ
クター。
（項目２８）
前記相補性領域が、少なくとも１５ヌクレオチド長である、項目２７に記載のベクター。
（項目２９）
前記相補性領域が、１９～２１ヌクレオチド長である、項目２７に記載のベクター。
（項目３０）
項目２７に記載のベクターを含む細胞。
（項目３１）
配列番号１１１、配列番号４５５、配列番号１０９、配列番号５２４、配列番号８９、配
列番号４９４、配列番号４４５、配列番号５９２、配列番号４７、および配列番号５４０
からなる群から選択される配列からなる、センス鎖と；配列番号１１２、配列番号４５６
、配列番号１１０、配列番号５２５、配列番号９０、配列番号４９５、配列番号４４６、
配列番号５９３、配列番号４８、および配列番号５４１からなる群から選択される配列か
らなる、アンチセンス鎖とを含む、項目１に記載のｄｓＲＮＡ。



(114) JP 2019-123 A 2019.1.10

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４】

【図５】



(115) JP 2019-123 A 2019.1.10

【図６Ａ】

【図６Ｂ】

【図７】

【図８Ａ】

【図８Ｂ】

【図８Ｃ】

【図９Ａ】

【図９Ｂ】



(116) JP 2019-123 A 2019.1.10

【図９Ｃ】

【図９Ｄ】

【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】

【図１０Ｃ】

【配列表】
2019000123000001.app



(117) JP 2019-123 A 2019.1.10

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  47/54     (2017.01)           Ａ６１Ｋ   47/54     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    3/12     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    7/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   43/00     １１１　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/63     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/63     ＺＮＡＺ        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　        　　　　　

(74)代理人  100152489
            弁理士　中村　美樹
(72)発明者  バンクロット、デイビッド
            アメリカ合衆国　０２１４２　マサチューセッツ州　ケンブリッジ　サード　ストリート　３００
(72)発明者  ベッテンコート、ブライアン
            アメリカ合衆国　０２１４２　マサチューセッツ州　ケンブリッジ　サード　ストリート　３００
(72)発明者  トウジャースカ、イヴァンカ
            アメリカ合衆国　０２１４２　マサチューセッツ州　ケンブリッジ　サード　ストリート　３００
Ｆターム(参考) 4B065 AA93X AA93Y AB01  AC14  BA02  BB12  BB25  BB37  BC03  BC07 
　　　　 　　        CA31  CA44 
　　　　 　　  4C076 AA95  CC14  CC21  CC29  DD52  DD70  EE59 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  MA01  MA04  NA14  ZA55  ZC02  ZC20  ZC21 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

