
(57)【要約】
優性の機能獲得型遺伝子によって引き起こされるヒト疾患は、遺伝子の 1つの突然変異体
と 1つの野生種コピーを有するヘテロ接合体に生じる。前記野生種遺伝子は重要な機能を
果たすことが多い一方で、突然変異遺伝子は有毒であることが多いため、いずれの治療戦
略も野生種遺伝子の発現を維持しながら突然変異体を選択的に阻害しなければならない。
本願発明には、 RNAiを用いた同時発現した野生種対立遺伝子の発現を保護しながら突然変
異対立遺伝子の発現を特異的に阻害する方法であって、優性の機能獲得遺伝子突然変異に
関連する遺伝子障害を治療する治療戦略が含まれる。本願発明にはまた、遺伝性筋萎縮性
側策硬化症（ ALS）を引き起こす、銅亜鉛スーパーオキシドジスムターゼ（ SOD1）の、野
生種ではなく突然変異種の発現を選択的に抑制する、低分子干渉 RNA（ siRNA）および低分
子ヘアピン RNA（ shRNA）が含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 遺 伝 子 の 少 な く と も 2つ の 異 な る 対 立 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 中 の 標 的 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を 阻
害 す る 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 が 前 記 標 的 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な siRNAを 前 記 細 胞 に 投 与
す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 標 的 対 立 遺 伝 子 が 、 優 性 の 機
能 獲 得 型 突 然 変 異 に 関 連 す る 障 害 と 相 関 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 障 害 が 筋 萎 縮 性 軸 索 硬 化 症 、
ハ ン チ ン ト ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 お よ び パ ー キ ン ソ ン 病 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ
れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 優 性 の 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 の 存 在 と 相 関 す る 疾 患 を 有 す る 対 象 の 治 療 方 法 で
あ っ て 、 当 該 方 法 が 前 記 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な siRNAを 治 療 上 有 効 な 量 、 前 記 対
象 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 siRNAが 機 能 獲 得 型 突 然 変 異
を 標 的 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 障 害 が 筋 萎 縮 性 軸 索 硬 化 症 、
ハ ン チ ン ト ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 お よ び パ ー キ ン ソ ン 病 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ
れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 前 記 疾 患 は 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 で あ
る 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 前 記 対 立 遺 伝 子 は SOD1で あ る 、 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 は 点 変 異
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 点 突 然 変 異 は グ ア ニ ン :シ ト
シ ン 突 然 変 異 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 突 然 変 異 は G256Cで あ る 、 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 突 然 変 異 は G281Cで あ る 、 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 前 記 siRNAは 図 1Aに 記 載 の 配 列 を
含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 図 1Aに 記 載 の 配 列 を 含 む siRNA。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 図 1Aに 記 載 の 前 記 配 列 を 含 む p10突 然 変 異 siRNA。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 図 1Aに 記 載 の 前 記 配 列 を 含 む p9突 然 変 異 siRNA。

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-505288 A 2006.2.16



【 請 求 項 １ ７ 】
　 図 3Aに 記 載 の 前 記 配 列 を 含 む G93A SOD1 shRNA 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の shRNAを 含 む 発 現 作 製 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ０ 乃 至 １ ２ に 記 載 の 前 記 siRNAを 含 む 治 療 用 組 成 物 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 の 担
体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 前 記 shRNAを 含 む 治 療 用 組 成 物 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 の 担 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 願 明 細 書 は 、 2002年 11月 4日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/423,507号 「 Allele-Sp
ecific RNA Interference（ 対 立 特 異 的 RNA干 渉 ） 」 、 お よ び 2003年 7月 18日 に 提 出 さ れ た
米 国 特 許 仮 出 願 60/488,283号 「 Allele-Specific RNA
Interference（ 対 立 特 異 的 RNA干 渉 ） 」 の 利 益 を 主 張 す る 。 参 照 さ れ た 特 許 仮 出 願 の 内 容
全 体 は 、 引 用 を も っ て 本 願 明 細 書 に 援 用 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
連 邦 政 府 の 資 金 に よ る 研 究 に 関 す る 記 載
　 米 国 政 府 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 （ NIH） に よ り 授 与 さ れ た 認 可 番 号 GM62862お よ び GM53874
、 な ら び に 国 立 神 経 疾 患 ・ 卒 中 研 究 所 （ NINDS） に よ り 授 与 さ れ た 認 可 番 号 NS35750に し た
が っ た 本 願 発 明 の 一 定 の 権 利 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
　 優 性 の 機 能 獲 得 型 遺 伝 子 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 は 、 1つ の 突 然 変 異 体 と 1つ の そ の
遺 伝 子 の 野 生 種 コ ピ ー を 有 す る ヘ テ ロ 接 合 体 に 生 じ る 。 こ の 種 の 疾 患 で 最 も 知 ら れ る も の
の 一 部 は 、 共 通 の 神 経 変 性 疾 患 で 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病
、 お よ び 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 （ ALS; 「 ル ー ・ ゲ ー リ ッ ク 病 」 ） が 含 ま れ る (Taylor
et al., 2002)。 こ れ ら の 疾 患 で は 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が 細 胞 変 性 を 引 き 起 こ す 正 確 な
経 路 が 明 ら か に な っ て は い な い が 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 と な る 細 胞 毒 性 の 起 源 は 知 ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 SOD1に お け る 突 然 変 異 は 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 変 性 を 生 じ て 、 ALSを 引 き 起 こ す 。 そ れ は 、
前 記 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 が い く ら か の 毒 性 を 獲 得 し た た め で あ る (Cleveland et al., 200
1)。 こ の 毒 性 の 性 質 も 、 最 終 的 に 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 変 性 に 至 る 下 流 経 路 も 解 明 さ れ て い な
い 。 マ ウ ス で は 、 突 然 変 異 体 SOD1の 発 現 だ け で な く 、 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト に よ る SOD1の 削
除 が ALSを 引 き 起 こ す 。 し か し 、 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 繁 殖 性 の 減 退 （ Matzuk et
 al., 1990） 、 運 動 軸 索 障 害 （ Shefner et al., 1999） 、 蝸 牛 有 毛 細 胞 の 加 齢 に 関 連 す る
喪 失 （ McFadden et al., 2001） 、 お よ び 神 経 筋 接 合 部 シ ナ プ ス （ Flood et al.,
1999） を 含 む 様 々 な 異 常 、 な ら び に 、 CNSお よ び そ の 他 の 系 へ の 、 興 奮 毒 性 、 虚 血 、 神 経
毒 、 お よ び 放 射 線 照 射 な ど 各 種 の 有 害 な 攻 撃 へ の 高 い 感 受 性 を 生 じ る 。 突 然 変 異 種 の 毒 性
、 お よ び 野 生 種 タ ン パ ク 質 の 機 能 的 重 要 性 を 考 え る と 、 こ の 疾 患 の た め の 理 想 的 な 治 療 法
は 、 前 記 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 す る 一 方 で 野 生 種 の 発 現 を 維 持 す る こ
と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
要 約
　 本 願 発 明 は 、 優 性 の 機 能 獲 得 型 疾 患 を 治 療 す る 新 規 の 方 法 に 関 連 す る 。 特 に 、 本 願 発 明
は 、 機 能 獲 得 型 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た 突 然 変 異 mRNAを 選 択 的 に 破 壊 し 、 そ れ に よ り そ の よ
う な 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 産 生 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。
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本 願 発 明 は 、 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） お よ び 低 分 子 ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA） の 両 方 の が た と
え ば G85R SOD1ま た は G93A SOD1な ど の 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 す る 一 方
で 、 1ヌ ク レ オ チ ド 特 異 性 で 前 記 野 生 種 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る よ う に デ ザ イ ン す る
こ と が で き る と い う 発 見 に 、 部 分 的 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 願 発 明 の 方 法 は 、 た と え ば 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ ALS） に 関 連 す る 銅 亜 鉛 ス ー パ ー
オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ （ SOD1） 遺 伝 子 に あ る 点 突 然 変 位 な ど 、 突 然 変 異 遺 伝 子 に お け る 単
一 の 対 立 遺 伝 子 に 生 じ る 選 択 的 な 点 変 異 に 対 し て 、 RNA干 渉 技 術 （ RNAi） を 用 い る 。 RNAi
は 多 様 な 真 核 生 物 の 遺 伝 子 発 現 を 、 標 的 遺 伝 子 へ の 配 列 類 似 性 を 有 す る 短 い 2本 鎖 RNA（ 低
分 子 干 渉 RNAま た は siRNAと よ ば れ る ） を 導 入 す る こ と に よ っ て 配 列 選 択 的 に 抑 制 す る の を
媒 介 す る （ Caplen et al.,
2001; Elbashir et al.2001c） 。 本 願 発 明 の 2本 鎖 siRNAま た は shRNA発 現 ベ ク タ を 用 い て
、 た と え ば SOD1突 然 変 異 タ ン パ ク 質 な ど の 毒 性 突 然 変 異 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に サ イ レ ン
シ ン グ し 、 そ れ に よ り 野 生 種 SOD1対 立 遺 伝 子 を 継 続 的 に 機 能 さ せ る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 願 発 明 は ま た 、 た と え ば in vivoな ど に お い て 細 胞 で 発 現 す る 場 合 、 細 胞 自 体 の RNAi
経 路 を 用 い て 標 的 遺 伝 子 の 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 選 択 的 に サ イ レ ン シ ン グ す る 標 的 siRNA
を 生 じ る よ う に 細 胞 に よ っ て 処 理 さ れ た 、 新 規 の 人 為 的 操 作 RNA前 駆 体 の 発 見 に 基 づ く 。
こ れ ら の 操 作 し た RNA前 駆 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 in vivoに お い て 適 切 な 制 御 配 列 （
た と え ば 、 プ ラ ス ミ ド な ど の ベ ク タ に あ る 導 入 遺 伝 子 ） を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ
っ て 、 操 作 し た RNA前 駆 体 の 発 現 は 、 時 間 的 お よ び 空 間 的 に 、 す な わ ち 、 特 定 の 時 間 お よ
び ／ ま た は 特 定 の 組 織 、 器 官 、 ま た は 細 胞 に お い て 選 択 的 に 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 、 遺 伝 子 の 少 な く と も 2つ の 異 な る 対 立 遺 伝 子 を 含 む 、 細 胞
中 の 標 的 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を 、 前 記 標 的 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な siRNAを 前 記 細 胞 に 投 与 す
る こ と に よ っ て 阻 害 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 標 的 対 立 遺 伝 子 は 、
優 性 の 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 に 関 連 す る 障 害 と 相 関 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 障 害 は 筋
萎 縮 性 軸 索 硬 化 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 、 優 性 の 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 の 存 在 と 相 関 す る 疾
患 を 有 す る 対 象 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 が 前 記 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な siRN
Aを 治 療 上 有 効 な 量 、 前 記 対 象 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る 。 あ る 実 施 態
様 で は 、 前 記 siRNAは 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 を 標 的 と す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 障 害 は
筋 萎 縮 性 軸 索 硬 化 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 で あ る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 疾 患 は 筋 萎 縮 性 軸 索 硬 化 症 で あ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 前
記 対 立 遺 伝 子 は SOD1突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 で あ る 。   
【 ０ ０ １ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 siRNAは 突 然 変 異 SOD1対 立 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 8） を 標 的 と し 、 好
ま し く は P10（ 配 列 番 号 4） 、 次 に 好 ま し く は P9（ 配 列 番 号 2） 、 次 に 好 ま し く は P11（ 配 列
番 号 6） を 有 す る 図 1Aに 記 載 の 突 然 変 異 siRNA配 列 を 含 む 、 ま た は そ れ か ら 成 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 siRNA（ た と え ば 制 御 siRNA） は 野 生 種 SOD1対 立 遺 伝 子 を 標 的 と
し 、 好 ま し く は P9（ 配 列 番 号 14） ま た は P10（ 配 列 番 号 12） 、 次 に 好 ま し い の は P11（ 配 列
番 号 10） を 有 す る 図 1Aに 記 載 の 野 生 種 siRNA配 列 を 含 む 、 ま た は そ れ か ら 成 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 図 1Aに 記 載 の 配 列 を 含 む siRNAを 提 供 す る 。   
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 、 図 1Aに 記 載 の 配 列 （ 配 列 番 号 4） を 含 む p10突 然 変 異 siRNA
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を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 、 図 1Aに 記 載 の 配 列 （ 配 列 番 号 2） を 含 む p9突 然 変 異 siRNAを
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 、 図 3Aに 記 載 の 配 列 （ 配 列 番 号 16） を 含 む G93A SOD1 shRNA
、 お よ び 本 願 発 明 の shRNAを 含 む 発 現 作 製 物 を 提 供 す る 。   
別 の 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 本 願 発 明 の siRNAお よ び ／ ま た は shRNAを 含 む 治 療 用 組 成 物 、 お
よ び 薬 学 的 に 許 容 な 担 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 願 発 明 の そ の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 発 明 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲
か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 銅 亜 鉛 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ （ SOD1） 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化
症 の サ ブ セ ッ ト 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 変 性 を 来 す 神 経 変 性 疾 患 、 麻 痺 お よ び 死 を 引 き 起 こ す
（ Brown and Robberecht, 2001;Siddique and Lalani, 2002） 。 突 然 変 異 SOD1が 毒 性 を 獲
得 す る こ と に よ っ て 運 動 ニ ュ ー ロ ン 変 性 を 引 き 起 こ す こ と は 、 既 知 で あ る 。 し か し 、 こ の
毒 性 の 分 子 機 序 も 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 死 滅 を 来 す 機 序 も 、 い ず れ も 解 明 さ れ て い な い 。 疾
患 の 機 序 の 理 解 が 不 十 分 な こ と か ら 、 合 理 的 な デ ザ イ ン の 治 療 法 が 着 実 で 有 効 な 転 帰 を 生
じ た こ と が な い 。 そ の 一 方 で 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン を 死 滅 さ せ る 毒 性 が 突 然 変 異 し た タ ン パ ク
質 に 起 因 す る こ と か ら （ Cleveland and Rothstein, 2001） 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 減 少
に よ っ て 、 そ の 疾 患 を 緩 和 ま た は 予 防 で き る は ず で あ る 。 RNA干 渉 （ RNAi） 技 術 を 用 い て
こ の 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 願 発 明 は 、 siRNAお よ び shRNAが 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 で き る と い
う 発 見 で あ っ て 、 た と え ば ALSと 相 関 す る SOD1の 突 然 変 異 な ど 、 特 定 の 突 然 変 異 に つ い て
の ケ ー ス に 見 ら れ る と お り 、 突 然 変 異 mRNAと 野 生 種 と 違 い が 1ヌ ク レ オ チ ド だ け の 場 合 で
あ っ て も 阻 害 で き る と い う 発 見 に 基 づ く 。 こ れ ら の 方 法 は 、 ALSに 限 定 し な い が そ れ を 含
む 、 優 性 で 機 能 獲 得 型 の 遺 伝 子 突 然 変 異 に よ っ て 生 じ る 疾 患 の 治 療 に 適 用 す る こ と が で き
る 。 本 願 発 明 の siRNAは 、 1ヌ ク レ オ チ ド の 識 別 、 お よ び そ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 選 択 的 下
方 制 御 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 願 発 明 の 方 法 は 、 た と え ば 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ ALS） に 関 連 す る 銅 亜 鉛 ス ー パ ー
オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ （ SOD1） 遺 伝 子 の 中 あ る 点 突 然 変 位 な ど 、 突 然 変 異 遺 伝 子 に お け る
単 一 の 対 立 遺 伝 子 に 生 じ る 選 択 的 な 点 変 異 に 対 し て 、 RNA干 渉 技 術 （ RNAi） を 用 い る 。 RNA
iは 多 様 な 真 核 生 物 の 遺 伝 子 発 現 を 、 標 的 遺 伝 子 へ の 配 列 相 同 性 を 有 す る 短 い 2本 鎖 RNA（
低 分 子 干 渉 RNAま た は siRNAと よ ば れ る ） を 導 入 す る こ と に よ っ て 配 列 選 択 的 に 抑 制 す る の
を 媒 介 す る （ Caplen et al.,
2001; Elbashir et al.2001c） 。 本 願 発 明 の 2本 鎖 siRNAま た は shRNA発 現 ベ ク タ を 用 い て
、 た と え ば SOD1突 然 変 異 タ ン パ ク 質 な ど の 毒 性 突 然 変 異 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に サ イ レ ン
シ ン グ し 、 そ れ に よ り 野 生 種 SOD1対 立 遺 伝 子 を 継 続 的 に 機 能 さ せ る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ２ １ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 配 列 選 択 的 、 転 写 後 不 活 性 化 は 、 RNAiと 呼 ば れ る 現 象 で あ る 、 標 的 遺 伝 子
に 相 当 す る 2本 鎖 RNAの 導 入 に よ っ て 、 多 様 な 原 核 生 物 に 実 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る (Hut
vagner and Zamore, 2002; Hannon, G. J., 2002; McManus and Sharp,
2002)。 RNAiの 方 法 論 は 、 培 養 哺 乳 類 細 胞 に も 拡 張 さ れ て い る （ Caplen et al, 2001; Elb
ashir
et al., 2001） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 RNAi経 路 の 中 間 体 で あ る siRNAが 、 当 該 siRNA配 列 に
相 当 す る mRNAの 分 解 を 引 き 起 こ す こ と が あ る と い う 発 見 を 活 用 し て い る 。 さ ら に 、 in viv
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oに お い て 転 写 さ れ た shRNAは 、 shRNAス テ ム の 配 列 に 相 補 的 な 標 的 RNAの 分 解 を 引 き 起 こ す
こ と が あ る 。 そ れ は 、 細 胞 内 で shRNAが siRNAに 加 工 さ れ る た め で あ る （ Paul et al., 200
2; Lee et al., 2002;
Paddison et al., 2002; Sui et al., 2002; Yu et al., 2002; McManus et al., 2002;
Zeng et al., 2002; Brummelkamp et al., 2002; Miyagishi et al., 2002; Jacque et a
l.,
2002） 。 本 願 出 願 人 ら は 、 siRNA 2本 鎖 ま た は shRNAを 発 現 す る ウ イ ル ス を 用 い て 、 突 然 変
異 体 率 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 し な が ら 、 同 時 に 発 現 す る 野 生 種 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を
保 護 す る こ と が で き る こ と を 実 証 す る 。   
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ALS関 連 SOD1突 然 変 異 の 大 半 は 、 1ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 生 じ る 1ヌ ク レ オ チ ド 点 変 異 で あ る
（ ALS遺 伝 子 （ SOD1, ALS な ど ） 突 然 変 異 の ALSオ ン ラ イ ン デ ー タ ベ ー ス ） 。 し た が っ て 、
突 然 変 異 体 の 発 現 だ け を 選 択 的 に サ イ レ ン シ ン グ を 生 じ さ せ 、 野 生 種 に は サ イ レ ン シ ン グ
を 生 じ さ せ な い た め に 、 1ヌ ク レ オ チ ド 特 異 性 が 必 要 で あ る 。 本 願 出 願 人 ら は 、 哺 乳 類 細
胞 に お い て 1ヌ ク レ オ チ ド の 認 識 が 実 現 可 能 で あ る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 願 発 明 を よ り 容 易 に 理 解 す る た め 、 ま ず 特 定 の 用 語 を 定 義 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ま た は 配 列 」 は 、 由 来 す る 生 物 の 天 然 の ゲ ノ ム に お い て 、 （ 片 方
は 5’ 末 端 で も う 片 方 が 3’ 末 端 に ） た だ ち に 連 続 す る コ ー ド 配 列 の 両 側 に 、 た だ ち に 連 続
し な い 核 酸 分 子 ま た は 配 列 で あ る 。 し た が っ て 、 当 該 用 語 に は 、 た と え ば 、 ベ ク タ ー 、 自
己 複 製 プ ラ ス ミ ド も し く は ウ イ ル ス 、 ま た は 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 の ゲ ノ ム DNAに 組
み 込 ま れ た 、 ま た は 分 離 可 能 な 分 子 と し て 存 在 す る 組 換 え DNAま た は RNAが 含 ま れ る 。 ま た
、 さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 の 一 部 分 で あ る 組 換 え DNA
も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 ヌ ク レ オ シ ド 」 と い う 用 語 は 、 リ ボ ー ス ま た は デ オ キ シ リ ボ ー ス 糖 に 共 有 結 合 し た プ
リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン を 有 す る 分 子 を 意 味 す る 。 例 示 的 な ヌ ク レ オ チ ド に は 、 ア デ ノ シ ン
、 グ ア シ ン 、 シ チ ジ ン 、 ウ リ ジ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン が 含 ま れ る 。 さ ら な る 例 示 的 な ヌ ク レ
オ シ ド に は 、 イ ノ シ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 シ ュ ー ド ウ リ ジ ン 、 5,6-ジ ヒ ド ロ ウ リ ジ ン 、
リ ボ チ ミ ジ ン 、 2 N-メ チ ル グ ア ノ シ ン 、 お よ び 2 , 2 N,N-ジ メ チ ル グ ア ノ シ ン （ 「 稀 少 」 ヌ ク
レ オ チ ド と も よ ば れ る ） が 含 ま れ る 。 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 糖 部 分 に エ ス テ ル
結 合 し た リ ン 酸 基 を 1つ 以 上 有 す る ヌ ク レ オ シ ド を 意 味 す る 。 例 示 的 な ヌ ク レ オ シ ド に は
、 1リ ン 酸 ヌ ク レ オ シ ド 、 2リ ン 酸 ヌ ク レ オ シ ド 、 お よ び 3リ ン 酸 ヌ ク レ オ シ ド が 含 ま れ る
。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 本 願 明 細 書 で は 交 換 可 能 に 用
い ら れ 、 5’ お よ び 3’ 炭 素 原 子 の 間 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 結 合 し た ヌ ク レ オ シ
ド の ポ リ マ ー を 意 味 す る 。   
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 RNA」 ま た は 「 RNA分 子 」 ま た は 「 リ ボ 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の
ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 「 DNA」 ま た は 「 DNA分 子 」 ま た は 「 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 分 子 」 と い う
用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 DNAお よ び RNAは 自 然 に 合 成 す
る こ と が で き る （ た と え ば 、 そ れ ぞ れ DNA複 製 ま た は DNAの 転 写 に よ っ て ） 。 RNAは 転 写 後
に 修 飾 さ れ る こ と が あ る 。 DNAお よ び RNAは 化 学 的 に も 合 成 す る こ と が で き る 。 DNAお よ び R
NAは 1本 鎖 で あ っ て も （ す な わ ち そ れ ぞ れ ssRNAお よ び ssDNA） 、 ま た は 多 重 鎖 （ た と え ば 2
本 鎖 、 す な わ ち そ れ ぞ れ dsRNAお よ び dsDNA） で あ っ て も よ い 。 「 mRNA」 ま た は 「 メ ッ セ ン
ジ ャ RNA」 は 、 1つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 特 定 す る 1本 鎖 RNAで あ る 。 こ の
情 報 は 、 リ ボ ソ ー ム が mRNAに 結 合 す る 際 に タ ン パ ク 質 合 成 中 に 翻 訳 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 組 換 え RNA前 駆 体 、 ま た は 組 換 え 核 酸 分 子 の 中 な ど に 使 わ れ る 「 組 換 え 」 と い う 用 語 は
、 そ の 前 駆 体 ま た は 分 子 が 天 然 に は 認 め ら れ ず 、 そ の 前 駆 体 ま た は 分 子 の 核 酸 配 列 全 体 ま
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た は 一 部 分 が 人 工 的 に 作 成 さ れ た 、 ま た は 選 択 さ れ た も の で あ る こ と を 示 す 。 ひ と た び 作
製 ま た は 選 択 さ れ る と 、 そ の 配 列 は 、 細 胞 内 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 複 製 、 翻 訳 、 ま た は 転
写 な ど の 処 理 を 受 け る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 組 換 え 核 酸 分 子 を 含 む 導 入 遺 伝 子 か ら
細 胞 内 で 産 生 さ れ た RNA前 駆 体 は 組 換 え RNA前 駆 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 低 分 子 干 渉 RNA」 （ 「 siRNA」 ） と い う 用 語 （ 「 短 分 子 干 渉 RNA」
と も い う ） は 、 RNA干 渉 を 方 向 付 け る ま た は 媒 介 す る 能 力 の あ る 約 10乃 至 50ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む RNA（ ま た は RNA類 似 体 ） を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 siRNAは 、 約 15乃 至 30ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 さ ら に 好 ま し く は 約 16乃 至 25ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は ヌ ク
レ オ チ ド 類 似 体 ） 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 約 18乃 至 23ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は ヌ ク レ オ チ ド
類 似 体 ） お よ び 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 約 19乃 至 22ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類
似 体 ） （ た と え ば 、 19、 20、 21、 ま た は 22ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ） を 含
む 。 「 短 分 子 」 siRNAと は 、 た と え ば 19、 20、 21、 ま た は 22ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 約 21ヌ ク
レ オ チ ド （ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ） を 含 む 、 siRNAを 意 味 す る 。 「 長 分 子 」 siRNAと は
、 た と え ば 23、 24、 24、 ま た は 26ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 約 24乃 至 25ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 類 似 体 ） を 含 む 、 siRNAを 意 味 す る 。 短 い siRNAほ ど RNAiを 媒 介 す る 能 力 を 維 持
し て い る と す る と 、 短 分 子 siRNAに は 、 た と え ば 16、 17、 ま た は 18ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 19
ヌ ク レ オ チ ド 未 満 が 含 ま れ て よ い 。 同 様 に 、 長 分 子 siRNAは 、 短 分 子 siRNAに 対 し て 、 た と
え ば 酵 素 的 処 理 な ど 、 RNAiが 不 在 の さ ら な る 処 理 を 媒 介 す る 能 力 を 維 持 し て い る と す る と
、 あ る 場 合 に は 、 長 分 子 siRNAに は 26ヌ ク レ オ チ ド 超 が 含 ま れ て も よ い 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 」 ま た は 「 改 変 ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 」 と い
う 用 語 は 、 天 然 に 存 在 し な い リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、
標 準 的 で は な い ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 好 ま し い ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 は 、 任 意 の 位 置 を
修 飾 し 、 ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の 化 学 的 特 性 を 変 え つ つ 、 核 酸 類 似 体 の 目 的 の 機 能 を 実 行 す
る 能 力 を 維 持 で き る よ う に す る 。 誘 導 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 の 例 に は 、 た と え ば 5-(2
-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル ウ リ ジ ン 、 5-ブ ロ モ ウ リ ジ ン 、 5-プ ロ ピ ン ウ リ ジ ン 、 5-プ ロ ペ ニ ル ウ リ
ジ ン な ど の 5位 、 た と え ば 6-(2-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル ウ リ ジ ン な ど の 6位 、 た と え ば 8-ブ ロ モ グ
ア ノ シ ン 、 8-ク ロ ロ グ ア ノ シ ン 、 8-フ ル オ ロ グ ア ノ シ ン な ど の ア デ ノ シ ン お よ び ／ ま た は
グ ア ノ シ ン の 8位 が 含 ま れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 も 、 た と え ば 7-デ ア ザ ア デ ノ シ ン な ど
の デ ア ザ ヌ ク レ オ チ ド 、 O-お よ び N修 飾 （ た と え ば ア ル カ リ 化 、 た と え ば N6-メ チ ル ア デ ノ
シ ン 、 ま た は そ の 他 の 当 業 に 知 ら れ る ） ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び た と え ば Herdewijn, Antis
ense Nucleic Acid Drug
Dev., 2000 Aug. 10(4):297-310に 記 載 さ れ て い る な ど の そ の 他 の ヘ テ ロ 周 期 性 修 飾 ヌ ク
レ オ チ ド 類 似 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 糖 部 分 へ の 修 飾 も 含 ん で も よ い 。 た と え ば 、 2
’ OH基 は H、 OR、 R、 F、 Cl、 Br、 I、 SH、 SR、 NH 2 、 NHR、 NR 2 、 COOR、 ま た は ORで あ っ て 、
当 該 化 学 基 に お い て Rは 置 換 ま た は 非 置 換 C 1 乃 至 C 6
ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 ア リ ー ル な ど か ら 選 択 さ れ る 化 学 基 と 置 換 し て も よ
い 。 そ の 他 の 可 能 な 修 飾 に は 、 米 国 特 許 第 5,858,988号 お よ び 6,291,438号 に 記 載 さ れ る も
の が 含 ま れ る 。   
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド の リ ン 酸 基 は 、 た と え ば リ ン 酸 基 の 1つ 以 上 の 酸 素 を 硫 黄 で 置 換 す る （ た
と え ば ホ ス ホ ロ チ オ 酸 ） こ と に よ り 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が た と え ば Eckstein, Antisens
e Nucleic Acid Drug Dev. 2000
Apr. 10(2):117-21、
Rusckowski et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2000
Oct. 10(5):333-45、  Stein, Antisense
Nucleic Acid Drug Dev. 2001 Oct. 11(5): 317-25、  Vorobjev et al. Antisense
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Nucleic Acid Drug Dev. 2001 Apr. 11(2):77-85、  お よ び 米 国 特 許 第 5,684,143号 な ど に
記 載 さ れ る 目 的 の 機 能 を 実 施 で き る よ う な そ の 他 の 置 換 を 行 う こ と に よ っ て 修 飾 し て も よ
い 。 上 に 参 照 し た 修 飾 の 一 部 は 、 好 ま し く は 、 た と え ば in vivo ま た は in vitroに お い て
前 記 類 似 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 加 水 分 解 速 度 を 低 減 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 、 た と え ば siRNA2本 鎖 ま た は siRNA配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 な ど 、 siR
NAま た は RNAi剤 の 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 」 と い う 用 語 は 、 た と え ば サ イ レ ン シ ン グ の タ ー ゲ ッ
ト で あ る 遺 伝 子 の mRNAの 約 15乃 至 30、 16乃 至 25、 18乃 至 23ま た は 19乃 至 22ヌ ク レ オ チ ド な
ど 、  約 10乃 至 50ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 に 実 質 的 に 相 補 的 な 鎖 を 意 味 す る 。 第 1の 鎖 の ア ン チ
セ ン ス 鎖 は 、 た と え ば RNAi機 構 ま た は プ ロ セ ス に よ る 望 ま し い 標 的 mRNAの 破 壊 を 引 き 起 こ
す の に 十 分 な 相 補 性 な ど 、 標 的 特 異 的 RNA干 渉 （ RNAi） を 方 向 付 け る 望 ま し い 標 的 mRNA配
列 に 十 分 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 。 た と え ば siRNA2本 鎖 ま た は siRNA配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖
な ど 、 siRNAま た は RNAi剤 の 「 セ ン ス 鎖 」 ま た は 「 第 2の 鎖 」 と い う 用 語 は 、 ア ン チ セ ン ス
鎖 ま た は 第 1の 鎖 に 相 補 的 な 鎖 を 意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス 鎖 は 、 第 1鎖 ま た は
第 2鎖 と も 呼 ば れ 、 標 的 配 列 に 相 補 性 を 有 す る 第 1鎖 ま た は 第 2鎖 、 お よ び 前 記 第 1鎖 ま た は
第 2鎖 に 相 補 性 を 有 す る 第 2鎖 ま た は 第 1鎖 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 ガ イ ド 鎖 」 と い う 用 語 は 、 た と え ば siRNA2本 鎖 ま た は siRNA配 列
の ア ン チ セ ン ス 鎖 な ど 、 RNAi剤 の 鎖 で あ っ て 、 RISC複 合 体 に 進 入 し 、 標 的 mRNAの 切 断 を 方
向 付 け る 、 鎖 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 5’ 末 端 と し て の 「 5’ 末 端 」 は 、 た と え ば ア ン チ
セ ン ス 鎖 の 5’ 末 端 に お け る 1乃 至 約 5ヌ ク レ オ チ ド な ど の 5’ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る
。 本 願 明 細 書 に 記 載 の セ ン ス 鎖 の 3’ 末 端 と し て の 「 3’ 末 端 」 は 、 た と え ば 相 補 的 ア ン チ
セ ン ス 鎖 の 5’ 末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 1乃 至 約 5ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 な ど の 、 領 域
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似
体 の 短 い ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 「 RNA類 似 体 」 と い う 用 語 は 、 相 当 す る 未 改 変 ま た は 未 修
飾 RNAと 比 較 し て 少 な く と も 1つ の 改 変 ま た な 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る が 、 前 記 の 相 当 す
る 未 改 変 ま た は 未 修 飾 RNAと 同 一 の ま た は 類 似 す る 性 質 ま た は 機 能 を 保 持 す る 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド （ た と え ば 化 学 合 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど ） を 意 味 す る 。 上 述 の 通 り 、 前
記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 有 す る RNA分 子 と 比 較 し て RNA類 似 体 の
加 水 分 解 が 低 速 度 に な る 結 合 で 結 合 し て い て よ い 。 た と え ば 、 前 記 類 似 体 の ヌ ク レ オ チ ド
は メ チ レ ン ジ オ ー ル 、 エ チ レ ン ジ オ ー ル 、 オ キ シ メ チ ル チ オ 、 オ キ シ エ チ ル チ オ 、 オ キ シ
カ ル ボ ニ ル オ キ シ 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ド 酸 、 ホ ホ ロ ア ミ ド 酸 、 お よ び ／ ま た は ホ ス ホ ロ チ オ
酸 結 合 を 含 ん で よ い 。 好 ま し い RNA類 似 体 に は 、 糖 お よ び ／ ま た は 骨 格 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び ／ ま た は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 改 変 ま た は 修 飾 に
は さ ら に 、 RNA末 端 ま た は 内 部 な ど へ の 非 ヌ ク レ オ チ ド 物 質 の 付 加 （ RNAの 1つ 以 上 の ヌ ク
レ オ チ ド ） が 含 ま れ る 。 RNA類 似 体 は 、 RNA干 渉 を 媒 介 す る 能 力 を 有 す る 天 然 の RNAに 十 分
類 似 し て い る だ け で よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 通 り 、 「 RNA干 渉 」 （ 「 RNAi」 ） と い う 用 語 は 、 RNAの 選 択 的 な 細 胞
内 分 解 を 意 味 す る 。 RNAi は 、 細 胞 内 で 外 来 の RNA（ た と え ば ウ イ ル ス 性 RNA） を 除 去 す る
た め 自 然 に に 生 じ る 。 天 然 の RNAiは 、 分 解 メ カ ニ ズ ム を そ の 他 の 同 様 の RNA配 列 に 方 向 付
け る 遊 離 dsRNAか ら 切 断 さ れ た 断 片 に よ っ て 進 行 す る 。 代 替 的 に は 、 RNAiは 、 た と え ば 標
的 遺 伝 子 の 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る な ど 、 人 工 的 に 開 始 さ せ る こ と も で き る 。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 標 的 特 異 的 RNA干 渉 （ RNAi） を 方 向 付 け る 望 ま し い 標 的 mRNA配 列 に 十 分 相 補 的 な 配 列
」 で あ る 鎖 を 有 す る RNAi作 用 剤 は 、 そ の 鎖 が RNAi機 構 ま た は プ ロ セ ス に よ る 、 標 的 mRNAの
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破 壊 を 惹 起 す る の に 十 分 な 配 列 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 単 離 さ れ た RNA」 （ た と え ば 「 単 離 さ れ た siRNA」 ま た は 「 単 離 さ
れ た siRNA前 駆 体 」 ） と い う 用 語 は 、 組 換 え 技 術 に よ っ て 生 成 し た 場 合 に は 他 の 細 胞 物 質
ま た は 培 養 培 地 を 実 質 的 に 含 ま な い 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 場 合 に は 、 化 学 前 駆 体 ま
た は そ の 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 、 RNA分 子 を 意 味 す る 。   
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 標 的 遺 伝 子 」 は 、 発 現 が 選 択 的 に 阻 害 ま た は 「 サ イ レ ン シ ン グ 」 さ れ て い る 遺 伝 子 で
あ る 。 こ の サ イ レ ン シ ン グ は 、 細 胞 の RNAiシ ス テ ム に よ っ て 人 工 的 に 作 製 し た RNAか ら つ
く り 出 さ れ た siRNAに よ る 、 標 的 遺 伝 子 の mRNAの 切 断 に よ っ て 実 現 す る 。 RNA前 駆 体 の 2本
鎖 ス テ ム の 一 部 分 ま た は セ グ メ ン ト は 、 標 的 遺 伝 子 の mRNAの 約 18乃 至 約 40ヌ ク レ オ チ ド 、
ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 に 、 た と え ば 完 全 に 相 補 的 な ど 、 相 補 的 な ア ン チ セ
ン ス 鎖 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 導 入 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 内 に 人 為 的 に 挿 入 し た 任 意 の 核
酸 分 子 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 導 入 遺 伝 子 に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 に 部 分 的 ま た は
完 全 に 非 相 同 的 （ す な わ ち 外 来 性 ） で あ る 遺 伝 子 を 含 む こ と も あ る 。 「 導 入 遺 伝 子 」 と い
う 用 語 は ま た 、 た と え ば DNAな ど の 選 択 さ れ た 1つ 以 上 の 核 酸 配 列 で あ っ て 、 そ の 核 酸 配 列
は 、 た と え ば 動 物 な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 に 発 現 さ せ る た め に 1つ 以 上 の 作 製 さ れ
た RNA前 駆 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で あ っ て 、 そ の 生 物 は 部 分 的 ま た は 完 全 に ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 に 非 相 同 的 ま た は 外 来 性 で あ る か 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 内 因 性
遺 伝 子 に 相 同 的 で あ る が 、 天 然 遺 伝 子 と は 異 な る 部 分 に あ る 前 記 動 物 の ゲ ノ ム に 挿 入 す る
よ う に デ ザ イ ン さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 で あ る 、 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 導 入 遺 伝 子
に は 、 1つ 以 上 の プ ロ モ ー タ 、 お よ び 特 定 の 核 酸 配 列 の 発 現 に 必 要 な イ ン ト ロ ン な ど の そ
の 他 の 任 意 の DNAで あ っ て 、 す べ て 特 定 の 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る プ ロ モ ー タ ま た
は そ の 他 の 任 意 の DNAが 含 ま れ 、 お よ び エ ン ハ ン サ 配 列 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 疾 患 ま た は 障 害 に 「 関 与 す る 」 遺 伝 子 に は 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 も し く は 前 記 疾 患 ま た
は 障 害 の 少 な く と も 1つ の 症 状 に 作 用 す る ま た は そ れ を 生 じ る 、 正 常 な ま た は 異 常 な 発 現
ま た は 機 能 の 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 発 現 の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 阻 害 」 と は 、 た と え ば 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が 同 一 の 細 胞 に 存 在
す る 場 合 な ど 、 1つ の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を も う 1つ の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 よ り も 著 し く 阻 害 す
る 能 力 を 意 味 す る 。 た と え ば 、 そ の 対 立 遺 伝 子 は 1、 2、 3ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド
が 異 な っ て い て も よ い 。 あ る 場 合 に は 、 1つ の 対 立 遺 伝 子 は 、 た と え ば 、 優 性 の 機 能 獲 得
型 突 然 変 異 に 相 関 す る 疾 患 な ど 、 疾 患 の 原 因 に 関 連 す る 。   
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 中 の 任 意 の 突 然 変 異
で あ っ て 、 当 該 突 然 変 異 に お い て 、 前 記 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 （ つ ま り
突 然 変 異 タ ン パ ク 質 ） は 、 通 常 タ ン パ ク 質 （ つ ま り 野 生 種 タ ン パ ク 質 ） に 関 連 し て い な い
機 能 を 獲 得 す る か 、 ま た は 疾 患 も し く は 障 害 を 引 き 起 こ す ま た は そ れ に 寄 与 す る 機 能 を 獲
得 す る 、 突 然 変 異 を 意 味 す る 。 機 能 獲 得 突 然 変 異 は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 に 変
化 を 生 じ る 、 遺 伝 子 中 の 1つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置 換 で あ っ て よ い
。 あ る 実 施 態 様 で は 、 機 能 獲 得 突 然 変 異 は 前 記 突 然 変 異 の 機 能 を 変 更 す る か 、 ま た は そ の
他 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 を 引 き 起 こ す 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 機 能 獲 得 突 然 変 異 は 、 た と
え ば 改 変 し た 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 と 前 記 正 常 野 生 種 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に よ っ て 、 正
常 野 生 種 タ ン パ ク 質 の 減 少 、 ま た は 除 去 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 遺 伝 子 機 能 の 検 証 」 と い う 文 言 は 、 そ こ か ら 生 じ る 発 現 、 活
性 、 機 能 、 ま た は 表 現 型 の 検 証 ま た は 研 究 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 願 発 明 の 様 々 な 方 法 論 に は 、 本 願 明 細 書 で は 「 適 切 な 対 照 」 と も 交 換 可 能 な 意 味 で あ
る 「 好 適 な 対 照 」 と 、 価 値 、 レ ベ ル 、 特 色 、 特 徴 、 性 質 な ど と の 比 較 に 関 与 す る ス テ ッ プ
を 含 む 。 「 好 適 な 対 照 」 ま た は 「 適 切 な 対 照 」 は 、 比 較 の 目 的 で 有 用 な 当 業 者 が 精 通 し て
い る 任 意 の 対 照 ま た は 標 準 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 「 好 適 な 対 照 」 ま た は 「 適 切 な 対
照 」 は 、 本 願 明 細 書 に 記 載 の 通 り 、 RNAi方 法 論 を 実 行 す る 前 に 決 定 す る 、 価 値 、 レ ベ ル 、
特 色 、 特 徴 、 性 質 な ど で あ る 。 た と え ば 、 転 写 速 度 、 mRNAレ ベ ル 、 翻 訳 速 度 、 タ ン パ ク 質
レ ベ ル 、 生 物 学 的 活 性 、 細 胞 の 特 徴 ま た は 性 質 、 ゲ ノ タ イ プ 、 表 現 型 な ど は 、 細 胞 ま た は
生 物 に 本 願 発 明 の RNAiを 導 入 す る 前 に 決 定 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 「 好 適
な 対 照 」 ま た は 「 適 切 な 対 照 」 は 、 細 胞 、 ま た は た と え ば 正 常 な 形 質 を 示 す 対 象 、 ま た は
正 常 細 胞 も し く は 生 物 な ど の 生 物 に お い て 決 定 さ れ る 価 値 、 レ ベ ル 、 特 色 、 特 徴 、 性 質 な
ど で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 「 好 適 な 対 照 」 ま た は 「 適 切 な 対 照 」 は 、 予 め 決 定
さ れ た 価 値 、 レ ベ ル 、 特 色 、 特 徴 、 性 質 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
他 に 定 義 の な い 限 り 、 本 願 明 細 書 に 用 い ら れ た す べ て の 技 術 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 願 発 明
が 属 す る 当 業 者 に よ っ て 普 通 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 願 明 細 書 に 記 載 の
も の に 類 似 す る ま た は そ れ に 相 当 す る 方 法 お よ び 材 料 は 、 本 願 発 明 の 実 施 ま た は テ ス ト に
用 い る こ と が で き 、 好 適 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 説 明 す る 。 　 本 願 明 細 書 に 引 用 さ れ る
す べ て の 出 版 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び そ の 他 の 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 を 引 用 に よ り こ
こ に 援 用 す る 。 紛 争 の 場 合 、 定 義 を 含 む 本 願 明 細 書 が 支 配 す る だ ろ う 。 さ ら に 、 当 該 材 料
、 方 法 、 お よ び 例 は 、 実 例 の み で 、 制 限 を 意 図 し な い
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 願 発 明 の さ ま ざ ま な 局 面 は 、 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
I. 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 （ ALS）
　 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 （ ALS） は 、 ル ー ・ ゲ ー リ ッ ク 病 と し て も 知 ら れ 、 大 脳 皮 質 、 脳 幹
、 お よ び 脊 髄 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン が 関 与 す る 、 進 行 性 、 致 死 性 の 神 経 変 性 障 害 で あ る (Hiran
o, A., 1996, Neurology 47 (Suppl. 2), S63-S66)。 こ の 疾 患 は 、 た と え ば SOD1な ど 、 前
記 遺 伝 子 の 1つ の 突 然 変 異 種 と 1つ の 野 生 種 コ ピ ー を 有 す る 人 間 に お い て 生 じ る 、 優 性 の 機
能 獲 得 型 遺 伝 子 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 SOD1突 然 変 異 を 引 き 起 こ す ALSは 、 前 記 タ ン パ
ク 質 中 の 1つ の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る 1ヌ ク レ オ チ ド 点 突 然 変 異 で あ る 。 こ の 疾 患 は さ ら に
、 進 行 性 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 変 性 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ 、 麻 痺 、 運 動 神 経 お よ び 呼 吸 機 能 の
完 全 喪 失 、 お よ び 最 終 的 に は 最 初 の 臨 床 徴 候 の 出 現 か ら 2乃 至 8年 （ 発 症 後 の 平 均 期 間 は 3
年 ） に 死 に 至 る ALSは 、 患 者 の 10%が 遺 伝 子 に 由 来 し て お り 、 症 例 の 90%が 特 発 性 で あ る 。
染 色 体 21 q22-1に 位 置 す る 銅 亜 鉛 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ （ SOD1） を コ ー ド す る 遺
伝 子 に お け る 点 突 然 変 異 は 、 家 族 性 の 症 例 の 20%の 病 変 に 関 与 し て い る (Rosen et al., Mu
tations in Cu/Zn
superoxide dismutase gene are associated with familial amyotrophic lateral scler
osis,
Nature, 362, 59-62, 1993, review in Rowland, Amyotrophic lateral sclerosis:
Human challenge for neuroscience, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 1251-1253,
1995)。 し た が っ て 、 欠 陥 の あ る SOD1は 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 死 に 関 連 し て お り 、 家 族 性 筋 萎
縮 性 側 策 硬 化 症 の 理 解 お よ び 可 能 な 治 療 に つ い て の 示 唆 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
II.　 SOD-1遺 伝 子
　 SOD1は 銅 原 子 1個 、 亜 鉛 原 子 1個 を 含 む 金 属 酵 素 で 、 ホ モ 二 量 体 と し て 細 胞 質 の 中 に 存 在
し て い る 。 銅 は 酵 素 活 性 に 必 要 で あ り 、 そ の 一 方 で 亜 鉛 は タ ン パ ク 質 の 構 造 を 安 定 化 さ せ
る (Hirano, A. 1996, Neurology 47 (Suppl. 2). S63-S66)。 SOD1は す べ て の 真 核 細 胞 で
発 現 し 、 マ ン ガ ン 依 存 性 ミ ト コ ン ド リ ア SOD（ SOD2） お よ び 銅 ／ 亜 鉛 細 胞 外 （ SOD3） を 含
む 、 3種 類 の SOD酵 素 の フ ァ ミ リ の 1種 類 で あ る (I Fridovich, 1986,
"Superoxide dismutases," Advances in Enzymology 58: 61-97)。 SOD1の 主 な 天 然 の 機 能
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は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ で 、 ス ー パ ー オ キ シ ド （ O 2
- ） が 過 酸 化 水 素 （ H 2 O 2 ）

お よ び 酸 素 に 転 換 す る 。 下 流 酵 素 の カ タ ラ ー ゼ お よ び グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ H 2
O 2  を 水 と 酸 素 に 転 換 す る ） と と も に 、 SOD1は 細 胞 の フ リ ー ラ ジ カ ル を 解 毒 す る 。 こ の 機
能 の 重 要 性 は 、 生 殖 性 の 減 退 （ Matzuk et al., 1998） 、 運 動 軸 索 障 害 （ Shefner et al.,
 1999） 、 蝸 牛 有 毛 細 胞 の 加 齢 に 関 連 す る 喪 失 （ McFadden et al., 2001） 、 お よ び 神 経 筋
接 合 部 シ ナ プ ス （ Flood et al., 1999） を 含 む 、 SOD1遺 伝 子 が 欠 損 す る マ ウ ス の 様 々 な 異
常 、 な ら び に 、 軸 索 損 傷 (Reaume et al., 1996)、 虚 血 (Kondo
et al., 1997; Kawase et al., 1999)、 溶 血 血 液 の 曝 露 (Matz et al., 2000)、 お よ び 放
射 線 照 射 (Behndig et al., 2001)な ど 各 種 の 有 害 な 攻 撃 へ の 高 い 感 受 性 に よ っ て 理 解 さ れ
る 。 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 毒 性 、 お よ び 野 生 種 の 機 能 的 重 要 性 を 考 え る と 、 ALSの 理 想 的
な 治 療 法 は 、 前 記 突 然 変 異 SOD1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 す る 一 方 で 野 生 種 SOD1タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 維 持 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 願 発 明 は 、 RNAiを 用 い た 突 然 変 異 SOD1を 標 的 と す る 。 RNAiに 用 い る 方 法 は 、 突 然 変 異
SOD1 mRNA内 に 点 突 然 変 異 を 含 有 す る 領 域 を 補 完 す る 2本 鎖 RNA（ siRNA） の 1本 を 含 む 。 siR
NAを ニ ュ ー ロ ン に 導 入 後 、 siRNAは 部 分 的 に 巻 き 戻 さ れ 、 部 位 特 異 的 に SOD1 mRNA内 に 点 突
然 変 異 を 含 む 領 域 に 結 合 し 、 mRNAヌ ク レ ア ー ゼ を 活 性 化 す る 。 こ の ヌ ク レ ア ー ゼ は SOD1 m
RNAを 切 断 し 、 突 然 変 異 SOD1の 翻 訳 を 中 断 さ せ る 。 細 胞 は 、 部 分 的 に 切 断 さ れ た mRNAを 切
り 離 し 、 そ の 結 果 、 翻 訳 を 妨 げ る か 、 ま た は 細 胞 は 部 分 的 に 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 を 切 断
す る 。 ニ ュ ー ロ ン は 野 生 種 SOD1（ 正 常 対 立 遺 伝 子 の ） 上 で 生 存 す る た め 、 こ の ア プ ロ ー チ
は 、 突 然 変 異 SOD1の 産 生 物 を 除 外 す る こ と に よ っ て 、 突 然 変 異 SOD1の 破 壊 を 防 ぐ 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ヒ ト 野 生 種 SOD1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 図 1（ 配 列 番 号 18） に 記 載 さ れ て い る 。
ヒ ト 野 生 種 SOD1遺 伝 子 の コ ン セ ン サ ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 図 2（ 配 列 番 号 17） に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
III　 SOD-1突 然 変 異 遺 伝 子
　 100を 超 え る SOD1突 然 変 異 が 特 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 の 大 半 が 、 ア ミ ノ 酸 の
ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の 酵 素 鎖 に お い て 1ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 生 じ る 。 最 も 頻 発 す
る 置 換 は 、 ア ミ ノ 酸 鎖 の 4位 で 生 じ る バ リ ン に よ る ア ル ギ ニ ン の 置 換 （ Arg4Valと も 書 く ）
で あ っ て 、 1型 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 を 罹 患 す る ア メ リ カ 人 患 者 の 50%に 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 SOD1突 然 変 異 は 、 1型 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 の 症 状 が 始 ま る 年 齢 、 お よ び 疾 患 の 進 行 の 速
さ に 影 響 を 与 え る 。 た と え ば 、 Arg4Val突 然 変 異 は 、 生 存 期 間 が 疾 患 の 発 症 か ら 2年 間 未 満
と い う 、 侵 攻 性 の 障 害 を 生 じ る 。 37位 に お け る グ リ シ ン の ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 （ Gly37Arg
） は 、 疾 患 の 発 症 は 早 期 だ が 生 存 期 間 は 長 い 。 さ ら に 、 そ の 他 の 因 子 が SOD1突 然 変 異 と 組
み 合 わ さ る と 、 1型 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症 の 経 過 が 変 化 す る 。 た と え ば 、 SOD1遺 伝 子 と CNTF
と し て 知 ら れ る 遺 伝 子 の 両 方 に 生 じ る 突 然 変 異 は 、 前 記 疾 患 の 発 症 を 早 め る よ う で あ る 。
CNTF突 然 変 異 だ け で は 病 的 影 響 は な い が 、 SOD1突 然 変 異 と 組 み 合 わ さ る と 、 疾 患 の 症 状 は
他 の 影 響 を 受 け た フ ァ ミ リ メ ン バ と 比 較 す る と 何 十 年 も 早 ま る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 SOD1突 然 変 異 が 、 筋 肉 の 運 動 を 制 御 す る 働 き に 特 化 し た 脳 お よ び 脊 髄 の 神 経 細 胞 で あ る
運 動 ニ ュ ー ロ ン に 、 選 択 的 死 滅 を 引 き 起 こ す 機 序 は 明 ら か で は な い 。 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ
ス ム タ ー ゼ 酵 素 が 、 SOD1遺 伝 子 に お い て 生 じ た 変 化 が 原 因 で 、 新 し い （ だ が ま だ 未 同 定 の
） 毒 性 機 能 を 獲 得 す る と 考 え ら れ て い る 。 機 能 が 異 常 な 酵 素 は 、 有 害 な ス ー パ ー オ キ シ ド
ラ ジ カ ル の 蓄 積 、 他 の 種 類 の 有 毒 ラ ジ カ ル の 異 常 産 生 、 細 胞 死 （ ア ポ ト ー シ ス ） の 促 進 、
前 記 酵 素 と そ の 他 の 細 胞 タ ン パ ク 質 と の 凝 集 、 ま た は 消 耗 と 死 滅 を 引 き 起 こ す よ う な 運 動
ニ ュ ー ロ ン へ の 連 続 的 な 刺 激 に よ っ て 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 死 滅 を 引 き 起 こ す こ と も あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 １ 】
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【 ０ ０ ５ ５ 】
IV　 RNA干 渉
　 RNAiは 2本 鎖 RNA（ dsRNA） が 動 物 お よ び 植 物 細 胞 に お い て 相 同 的 な mRNAの 配 列 特 異 的 分
解 を 誘 発 す る 著 し く 有 効 な プ ロ セ ス で あ る (Hutvagner and Zamore
(2002), Curr. Opin. Genet. Dev., 12, 225-232; Sharp (2001), Genes Dev., 15,
485-490)。 哺 乳 類 細 胞 で は 、 RNAiは 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） の 21ヌ ク レ オ チ ド （ nt） 2本
鎖  (Chiu et al. (2002), Mol.
Cell., 10, 549-561; Elbashir et al. (2001),
Nature, 411, 494-498)、 ま た は DNAテ ン プ レ ー ト を 用 い て RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ ロ モ ー タ
と と も に in vivoで 発 現 す る そ の 他 の dsRNA(Zeng et al. (2002), Mol. Cell, 9, 1327-13
33; Paddison et al. (2002), Genes Dev.,
16, 948-958; Lee et al. (2002), Nature Biotechnol., 20, 500-505; Paul et al.
(2002), Nature Biotechnol., 20, 505-508; Tuschl, T. (2002), Nature Biotechnol.,
20, 440-448; Yu et al. (2002), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99(9), 6047-6052;
McManus et al. (2002), RNA, 8, 842-850; Sui et al. (2002), Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 99(6), 5515-5520.)に よ っ て 引 き 起 こ す こ と が で き る  
【 ０ ０ ５ ６ 】
V.　 RNA分 子 お よ び 薬 剤
　 本 願 発 明 は 「 低 分 子 干 渉 RNA分 子 」 （ 「 siRNA分 子 」 ま た は 「 siRNA」 ） 、 前 記 siRNA分 子
を 作 製 す る 方 法 、 お よ び 前 記 siRNA分 子 を 使 用 す る 方 法 （ た と え ば 研 究 お よ び ／ ま た は 治
療 方 法 ） を 特 徴 と す る 。 本 願 発 明 の siRNA分 子 は セ ン ス 鎖 お よ び 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 鎖
か ら な る 2本 鎖 で あ っ て 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 は RNAiを 媒 介 す る の た め に 十 分 な 標 的 mRNAへ の
相 補 性 を 有 し て い る 。 好 ま し く は 、 前 記 鎖 は 、 鎖 が ア ニ ー リ ン グ さ れ る 時 に 2本 鎖 末 端 の
片 方 ま た は 両 方 に 1、 2、 ま た は 3残 基 の オ ー バ ー ハ ン グ が 生 じ る よ う に 、 鎖 末 端 に 、 ア ラ
イ ン メ ン ト さ れ な い （ つ ま り 相 補 的 な 塩 基 が 反 対 側 の 鎖 に 生 じ な い ） 少 な く と も 1、 2、 ま
た は 3塩 基 が あ る よ う に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 siRNA分 子 は 約 10乃 至 50
ま た は そ れ を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 つ ま り 、 各 鎖 が 10乃 至 50ヌ ク レ オ チ ド （
ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ） を 含 む よ り 好 ま し く は 、 前 記 siRNA分 子 は 、 各 鎖 に た と え ば 1
6、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 ま た は 30 ヌ ク レ オ チ ド な ど
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約 16乃 至 30の 長 さ を 有 し 、 当 該 分 子 に お い て 片 方 の 鎖 が 標 的 領 域 に 実 質 的 に た と え ば 少 な
く と も 80%（ ま た は そ れ を 超 え る 、 た と え ば 85%、 90%、 95%、 ま た は 100%） 相 補 的 で あ っ て
、 た と え ば 3、 2、 1ま た は 0の ミ ス マ ッ チ ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 当 該 標 的 領 域 が 野 生 種 と 突
然 変 異 の 対 立 遺 伝 子 の 差 が 少 な く と も 1塩 基 対 は あ る 、 た と え ば 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 を 含
む 標 的 領 域 な ど の 標 的 領 域 で あ っ て 、 も う 片 方 の 鎖 は 第 1の 鎖 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。  
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 般 的 に 、 siRNAは 当 業 に 知 ら れ る 任 意 の 方 法 、 た と え ば 以 下 の プ ロ ト コ ル を 用 い る こ
と に よ っ て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
1.　 AUG開 始 コ ド ン か ら 始 め て AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 探 す 。 各 AAお よ び 3’ 側 に 16ヌ ク レ
オ チ ド 以 上 離 れ た と こ ろ が 、 siRNA標 的 の 候 補 で あ る 。 siRNAは 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 を 含 む
標 的 領 域 な ど 、 野 生 種 と 突 然 変 異 の 対 立 遺 伝 子 の 差 が 少 な く と も 1塩 基 対 の 標 的 領 域 に 特
異 的 で な け れ ば な ら な い 。 第 1の 鎖 は 、 こ の 配 列 に 相 補 的 で な け れ ば な ら ず 、 そ の 他 の 鎖
は 第 1の 鎖 に 同 一 で あ る か 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 核 酸 分 子 は 、 例
え ば SOD1の 配 列 な ど 、 開 始 コ ド ン の 少 な く と も 50乃 至 100nt下 流 か ら 始 ま る 標 的 対 立 遺 伝
子 配 列 の 領 域 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 G/C含 有 量 が 少 な い siRNA（ 35乃 至 55%） は 、 G/C含
有 量 が 55%を 超 え る も の よ り も 活 性 で あ る こ と も あ る 。 し た が っ て あ る 実 施 態 様 で は 、 前
記 発 明 に は 35乃 至 55%の G/C含 有 量 を 有 す る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 siRNAの 鎖 は 、
た と え ば 2ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 1乃 至 4ヌ ク レ オ チ ド の 3’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る よ う に 対
を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 核 酸 分 子 は TTな ど の 2ヌ
ク レ オ チ ド の 3’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し て も よ い 。 前 記 の オ ー バ ー ハ ン グ し て い る ヌ ク レ
オ チ ド は 、 RNAま た は DNAの い ず れ か で あ る 。 上 述 の よ う に 、 突 然 変 異 ： 野 生 種 ミ ス マ ッ チ
が プ リ ン ： プ リ ン ミ ス マ ッ チ で あ る 標 的 領 域 を 選 択 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
2. 
当 業 に 知 ら れ る 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 標 的 候 補 と 適 切 な ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ ヒ ト 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト な ど ） を 比 較 し 、 他 の コ ー ド 配 列 に 顕 著 に 相 同 性 を 有 す る 任 意 の 標 的 配 列 を 考
慮 か ら 除 外 す る 。 そ の よ う な 配 列 相 同 性 の 探 索 に 使 わ れ る 1つ の 方 法 は BLASTと し て 知 ら れ
、 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の ウ ェ ブ サ イ ト で 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
3. 
評 価 基 準 に 合 う 1つ 以 上 の 配 列 を 選 択 す る 。  
さ ら に 、 siRNAの デ ザ イ ン お よ び 使 用 に つ い て の 一 般 的 な 情 報 は 、 マ ッ ク ス プ ラ ン ク 生 物
物 理 化 学 研 究 所 の ウ エ ブ サ イ ト で 入 手 で き る 「 The siRNA User Guide（ siRNAユ ー ザ ー ガ
イ ド ） 」 の 中 に 見 つ け る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 陰 性 対 照 siRNAは 、 選 択 さ れ た siRNAと 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 組 成 を 有 す る べ き だ が 、 適 切
な ゲ ノ ム に 相 補 的 な 重 要 な 配 列 は 有 さ な い 。 そ の よ う な 陰 性 対 照 は 、 選 択 さ れ た siRNAの
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ラ ン ダ ム に ス ク ラ ン ブ ル し て デ ザ イ ン し て も よ く 、 相 同 性 探 索 は 、 前
記 陰 性 対 照 が 適 切 な ゲ ノ ム に お け る 任 意 の そ の 他 の 遺 伝 子 に 対 す る 相 同 性 を 欠 損 し て い る
こ と を 確 認 す る た め に 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 陰 性 対 照 siRNAは 、 前 記 配 列 に 1つ 以 上
の 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 導 入 す る こ と に よ っ て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 1ヌ ク レ オ チ ド 特 異 性 を 有 す る siRNAは 、 以 下 の 通 り デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 標 的 mRNAは 、 参 照 mRNA配 列 （ た と え ば 野 生 種 対 立 遺 伝 子 ま た は mRNA配 列 ） と 比 較 し た ミ
ス マ ッ チ （ た と え ば 点 突 然 変 異 な ど の 1ヌ ク レ オ チ ド ミ ス マ ッ チ な ど ） を 有 す る も の が 選
択 さ れ る （ た と え ば 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 ま た は mRNA） 。 siRNAは 、 1ヌ ク レ オ チ ド の と こ ろ
に 、 siRNAと 標 的 mRNA（ た と え ば 突 然 変 異 mRNA） の 間 に 完 全 な 相 補 性 が 存 在 し 、 し た が っ
て 、 siRNA（ た と え ば ア ラ イ ニ ン グ さ れ た ） を 参 照 配 列 （ た と え ば 野 生 種 対 立 遺 伝 子 ま た
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は mRNA配 列 ） と 比 較 す る 場 合 、 ミ ス マ ッ チ が 存 在 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 好 ま し く は
、 前 記 siRNAは 、 1ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 点 突 然 変 異 ） が 意 図 さ れ る 切 断 部 位 、 ま た は そ
の 近 傍 に 存 在 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 siRNAが 、 標 的 と さ れ る 1ヌ ク
レ オ チ ド （ た と え ば 点 突 然 変 異 ） が 完 全 に ま た は 正 確 に siRNA（ た と え ば siRNAの ア ン チ セ
ン ス 鎖 ） の 中 央 に 配 置 さ れ る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 完 全 に 中 央 に 配 置 す る と い う 文 言 は
、 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 点 突 然 変 異 ） の 両 側 に 並 ん で い る ヌ ク レ オ チ ド の 数 が 同
一 で あ る が （ つ ま り 8、 9、 10、 11、 ま た は 12） 、 た と え ば dTdT末 端 な ど 任 意 の オ ー バ ー ハ
ン グ は 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 た と え ば 、 2ヌ ク レ オ チ ド の 3’ オ ー バ ー ハ ン グ （ た と え
ば ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3’ 末 端 に あ る オ ー バ ー ハ ン グ ） を 有 す る 21ヌ ク レ オ チ ド siRNAが 選 択
さ れ る 場 合 、 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 点 突 然 変 異 ） の 両 側 に は 9ヌ ク レ オ チ ド が 存 在
す る 。 た と え ば 、 2ヌ ク レ オ チ ド の 3’ オ ー バ ー ハ ン グ （ た と え ば ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3’ 末
端 に あ る オ ー バ ー ハ ン グ ） を 有 す る 22ヌ ク レ オ チ ド siRNAの 場 合 、 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド （ た
と え ば 点 突 然 変 異 ） の 両 側 に は 9お よ び 10ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る 。 23ヌ ク レ オ チ ド siRNA
の 場 合 、 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 点 突 然 変 異 ） の 両 側 に 10ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る 。 2
4ヌ ク レ オ チ ド siRNAの 場 合 、 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 点 突 然 変 異 ） の 両 側 に 10お よ び 1
1ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る 。 例 示 し た 数 は 、 2ヌ ク レ オ チ ド 3’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る siR
NAの 場 合 で あ る が 、 よ り 長 い ま た は 短 い オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る か 、 ま た は オ ー バ ー ハ ン
グ を 有 さ な い siRNAに も 容 易 に 当 て は め る こ と が で き る 。 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 点
突 然 変 異 ） が siRNAの 中 央 に 位 置 し な い よ う な siRNAを デ ザ イ ン す る 場 合 、 siRNAに よ る 切
断 の 有 効 性 が 減 少 す る 場 合 も あ る 。   
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 1ヌ ク レ オ チ ド 特 異 性 を 有 す る siRNAは 、 好 ま し く は 、 相 当 す る 参 照 （ た と え ば 野 生 種 ）
配 列 に お け る 塩 基 対 の 形 成 が 生 じ に く い よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 た と え ば 、 siRNAを プ リ
ン ： プ リ ン 対 形 成 が 前 記 1ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 で siRNAと 野 生 種 mRNAの 間 に 存 在 す る よ う に
デ ザ イ ン す る と 、 1ヌ ク レ オ チ ド 特 異 性 が 促 進 さ れ る 。 プ リ ン ： プ リ ン 対 形 成 は 、 た と え
ば G:G、 A:G、 G:Aお よ び A:A対 形 成 の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 。  さ ら に 、 前 記 1ヌ ク レ オ チ
ド の 位 置 で の siRNAと 突 然 変 異 mRNAの 間 の プ リ ン ： ピ リ ミ ジ ン 対 形 成 は 、 1ヌ ク レ オ チ ド 特
異 性 を 促 進 す る 。 プ リ ン ： ピ リ ミ ジ ン 対 形 成 は 、 た と え ば G:C、 C:G、 A:U、 U:A、 C:A、 A:C
、 U:Aお よ び A:U
の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 。   
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 願 発 明 の 核 酸 組 成 物 に は 、 本 願 明 細 書 に 記 載 の siRNAお よ び siRNA誘 導 体 の 両 方 が 含 ま
れ る 。 た と え ば 、 た と え ば 体 内 の 半 減 期 を 延 長 す る た め な ど 、 前 記 組 成 物 の 薬 物 動 態 学 を
変 化 さ せ る た め に 、 架 橋 を 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 願 発 明 に は 、 2本 の 鎖 が
架 橋 さ れ る よ う に 、 核 酸 の 相 補 的 な 2本 の 鎖 を 有 す る siRNA誘 導 体 を 含 む 、 siRNA誘 導 体 が
含 ま れ る 。 本 願 発 明 に は ま た 、 3’ 末 端 （ た と え ば ペ プ チ ド ） 、 ま た は 有 機 化 合 物 （ た と
え ば 色 素 ） な ど に 結 合 す る 非 核 酸 部 分 を 有 す る siRNA誘 導 体 も 含 ま れ る 。 こ の よ う な siRNA
誘 導 体 の 修 飾 は 、 細 胞 取 り 込 み が 改 善 す る か 、 も し く は 相 当 す る siRNAと 比 較 し て 、 得 ら
れ た siRNA誘 導 体 の 細 胞 の 標 的 活 性 を 促 進 す る か 、 前 記 細 胞 の siRNA誘 導 体 を 追 跡 す る の に
有 用 で あ る か 、 ま た は 相 当 す る siRNAと 比 較 し た siRNA誘 導 体 の 安 定 性 を 向 上 す る こ と も あ
る 。   
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 願 発 明 の siRNA分 子 は 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き 、 ま た は in vitroで は DNAテ ン プ
レ ー ト か ら 、 も し く は in vivoで は た と え ば shRNAか ら 、 も し く は in vitro転 写 dsRNAテ ン
プ レ ー ト を RNAiを 切 断 し て 媒 介 す る 20、 21、 も し く は 23bp 2本 鎖 RNAの プ ー ル を つ く る た
め に ヒ ト DICER酵 素 を 用 い て 、 転 写 す る こ と が で き る 。 前 記 siRNA分 子 は 、 当 業 に 知 ら れ る
任 意 の 方 法 を 用 い て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 あ る 局 面 で は 、 RNAi剤 を 本 願 明 細 書 に 記 載 の た と え ば siRNAま た は shRNAな ど の 干 渉 リ ボ
核 酸 で は な く 、 前 記 RNAi剤 は 本 願 明 細 書 に 記 載 の た と え ば shRNAな ど の 干 渉 ヌ ク レ ア ー ゼ
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を コ ー ド し て も よ い 。 つ ま り 、 前 記 RNAi剤 は 前 記 干 渉 リ ボ 核 酸 の 転 写 テ ン プ レ ー ト で あ っ
て も よ い 。 し た が っ て 、 本 願 発 明 の RNAi剤 に は 、 低 分 子 ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA） 、 お よ び sh
RNAを 発 現 す る た め に つ く ら れ た 発 現 作 製 物 が 含 ま れ て よ い 。 shRNAの 転 写 は 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ III（ pol III） プ ロ モ ー タ か ら 開 始 し 、 4-5チ ミ ン 転 写 終 了 部 位 の 2位 で 終 了 す る と 考 え
ら れ て い る 。 発 現 後 、 shRNAは 3’ UUオ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る ス テ ム -ル ー プ 構 造 に 折 り 畳
ま れ る と 考 え ら れ 、 そ の 後 、 こ れ ら の shRNAの 末 端 が 処 理 さ れ て 、 shRNAが 約 21乃 至 23ヌ ク
レ オ チ ド の siRNA様 分 子 に 転 換 さ れ る 。   Brummelkamp et al.,
Science 296:550-553 (2002); Lee et al, (2002). supra; Miyagishi and
Taira, Nature Biotechnol. 20:497-500 (2002); Paddison et al. (2002), supra;
Paul (2002), supra; Sui (2002) supra; Yu et al. (2002), supra。  
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 願 発 明 の 発 現 作 製 物 に は 、 適 切 な 発 現 シ ス テ ム に 使 用 す る の に 好 適 な 任 意 の 作 製 物 が
含 ま れ 、 当 業 に 知 ら れ る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ 、 直 線 状 発 現 カ セ ッ ト 、 プ ラ ス ミ ド お よ び
ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ が そ れ ら に 限 定 さ れ ず に 含 ま れ る 。 そ の よ う な 発 現 作
製 物 に は 、 1つ 以 上 の 誘 導 プ ロ モ ー タ 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ も し く は H1 RNAポ リ メ ラ ー ゼ I
IIプ ロ モ ー タ な ど の RNA Pol IIIプ ロ モ ー タ シ ス テ ム 、 ま た は 当 業 に 知 ら れ る そ の 他 の プ
ロ モ ー タ が 含 ま れ て よ い 。 両 方 の 鎖 を 発 現 す る 発 現 作 製 物 に は 、 両 方 の 鎖 を 連 結 す る ル ー
プ 構 造 が 含 ま れ て も よ く 、 ま た は 各 鎖 は 同 一 の 作 製 物 内 の 個 別 の プ ロ モ ー タ か ら 別 々 に 転
写 さ れ て も よ い 。 各 鎖 は 個 別 の 発 現 作 製 物 か ら 転 写 さ れ て も よ い 。   (Tuschl (2002), su
pra)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 合 成 siRNAは 、 カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 電 気 穿 孔 を 含 む 、 当
業 に 知 ら れ る 方 法 に よ っ て 細 胞 に 送 達 さ れ る 。 し か し 、 こ れ ら の 外 来 性 siRNAは 、 一 般 に
、 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 が 短 寿 命 で （ 培 養 細 胞 中 で 4乃 至 5日 ） 、 特 定 の 実 施 態 様 で し か 有 益
で な い 場 合 も あ る 。 前 記 標 的 遺 伝 子 （ つ ま り 突 然 変 異 遺 伝 子 ） を 長 期 間 抑 制 し 、 特 定 の 環
境 下 で の 送 達 を 容 易 に す る た め に 、 細 胞 内 で 1つ 以 上 の siRNAを 組 換 え DNA作 製 物 か ら 発 現
さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 内 に お け る 長 期 間 の 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 を 可 能 に す る た め に 、 細
胞 内 で 組 換 え DNA作 製 物 か ら siRNA
2本 差 を 発 現 さ せ る 方 法 は 当 業 に 知 ら れ て お り 、 機 能 的 な 2本 鎖 siRNAを 発 現 す る こ と が 可
能 な 哺 乳 類 Pol III プ ロ モ ー タ シ ス テ ム （ た と え ば H1ま た は U6/snRNAプ ロ モ ー タ シ ス テ ム
(Tuschl (2002), supra)
） が 含 ま れ る (Bagella et
al., J. Cell. Physiol. 177:206－ 213 (1998); Lee et al. (2002), supra;
Miyagishi et al. (2002), supra; Paul et al. (2002), supra;
Yu et al. (2002), supra; Sui et al. (2002), supra)。 RNA Pol IIIに よ る 転 写 終 了 は
、 一 連 の DNAテ ン プ レ ー ト の 連 続 す る 4つ の T残 基 で 生 じ 、 特 定 の 配 列 に お い て siRNA転 写 物
を 終 了 さ せ る メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 。 前 記 siRNAは 5’ -3’ お よ び 3’ -5’ の 方 向 に 向 い た
前 記 標 的 遺 伝 子 の 配 列 に 相 補 的 で あ っ て 、 siRNAの 2本 鎖 は 同 一 の 作 製 物 ま た は 別 々 の 作 製
物 中 に 発 現 す る こ と が で き る 。 H1ま た は U6 snRNAプ ロ モ ー タ に よ っ て 駆 動 さ れ 、 細 胞 内 で
発 現 す る ヘ ア ピ ン siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る (Bagella et al. (
1998),
supra;  Lee et al.
(2002), supra; Miyagishi et al. (2002), supra; Paul et
al. (2002), supra; Yu et al. (2002), supra; Sui et
al. (2002) supra)。 T7プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に あ る siRNA配 列 を 含 有 す る 作 製 物 も ま た 、 T7
 RNA ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 す る ベ ク タ を 有 す る 細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る と 、 機
能 性 siRNAを つ く る 。 1つ の 作 製 物 は 、 同 一 の 遺 伝 子 ま た は 複 数 の 遺 伝 子 に 方 向 付 け ら れ て
い る 突 然 変 異 SOD1を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 複 数 の 領 域 な ど 、 siRNAを コ ー ド す る 複 数 の 配 列
を 含 有 す る こ と が あ り 、 た と え ば 、 別 々 の PolIIIプ ロ モ ー タ 部 位 に よ っ て 駆 動 す る こ と が
で き る 。   
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【 ０ ０ ７ ０ 】
　 動 物 細 胞 は ミ ク ロ RNA（ miRNA） と よ ば れ る 約 22ヌ ク レ オ チ ド の 非 コ ー ド RNAの 領 域 を 発
現 す る 。 ミ ク ロ RNAは 動 物 の 成 長 中 に 転 写 後 ま た は 転 写 レ ベ ル で 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ
と が で き る 。 miRNAの あ る 共 通 の 性 質 は 、 お そ ら く ダ イ サ ー 、 RNase III型 酵 素 、 ま た は そ
の 相 同 体 に よ っ て 、 約 70ヌ ク レ オ チ ド の 前 駆 体 RNAス テ ム -ル ー プ か ら す べ て 切 除 さ れ る こ
と で あ る 。 標 的 mRNAに 相 補 的 な 配 列 を 有 す る miRNA前 駆 体 の ス テ ム 配 列 を 置 換 す る こ と に
よ っ て 、 組 換 え さ れ た 前 駆 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー 作 製 物 を 用 い て 、 哺 乳 類 細 胞 の 中 で 特 異
的 mRNA標 的 に 対 し て RNAiを 開 始 す る た め に siRNAを 産 生 す る こ と が で き る (Zeng (2002), s
upra)。 ポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ ロ モ ー タ を 含 有 す る DNAベ ク タ に よ っ て 発 現 す る 場 合 、 ミ ク ロ R
NAで デ ザ イ ン さ れ た ヘ ア ピ ン は 遺 伝 子 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が で き る (McManus (
2002), supra)。 ミ ク ロ RNA標 的 多 型 が 、 siRNA媒 介 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 欠 如 下 に お い
て 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 阻 害 す る た め に 有 用 な 場 合 も あ る 。 そ の よ う な 適 用 は 、 た
と え ば デ ザ イ ン さ れ た siRNAが 野 生 種 タ ン パ ク 質 の 標 的 外 サ イ レ ン シ ン グ を 生 じ る よ う な
状 況 で 有 用 で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ウ イ ル ス 媒 介 送 達 メ カ ニ ズ ム を 用 い て 、 た と え ば RNA Pol IIプ ロ モ ー タ 転 写 制 御 下 に お
け る siRNAを 有 す る 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス の 作 製 な ど に よ る siRNAの 発 現 を 通 し て 、 標 的 遺
伝 子 の 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ を 誘 導 す る こ と が で き る (Xia et al. (2002), supra)。  こ
れ ら の 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス に よ る HeLa細 胞 の 感 染 に よ っ て 、 内 因 性 標 的 遺 伝 子 発 現 を 低
減 す る こ と が で き る 。 siRNAの 標 的 遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 組 換 え
ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ を 注 射 す る と 、 in vivoに お い て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 減 少 す る 。 同
文 献 。 動 物 モ デ ル に お い て 、 全 胚 電 気 穿 孔 は 、 合 成 siRNAを 効 率 的 に 移 植 後 マ ウ ス 胚 合 成 s
iRNAに 送 達 さ せ る こ と が で き る 。 成 体 マ ウ ス に お い て 、 siRNAの 効 率 的 な 送 達 は 、 「 高 圧
」 送 達 技 術 に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 こ れ は 溶 液 を 含 有 す る 大 量 の siRNAを 、 尾 部
静 脈 を 介 し て 動 物 体 内 へ 迅 速 に （ 5秒 以 内 に ） 注 入 す る 技 術 で あ る 。 ナ ノ 粒 子 お よ び リ ポ
ソ ー ム を 用 い て 、 siRNAを 動 物 体 内 へ 送 達 す る こ と も で き る 。  
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 願 発 明 の 核 酸 組 成 物 に は 、 非 修 飾 siRNA、 お よ び 架 橋 siRNA誘 導 体 、 ま た は 3’ も し く
は 5’ 末 端 な ど に 結 合 さ せ た 非 ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を 有 す る 誘 導 体 な ど 、 当 業 に 知 ら れ る 修
飾 RNAの 両 方 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な siRNA誘 導 体 の 修 飾 は 、 細 胞 取 り 込 み が 改 善 す る か 、
も し く は 相 当 す る siRNAと 比 較 し て 、 得 ら れ た siRNA誘 導 体 の 細 胞 の 標 的 活 性 を 促 進 す る か
、 前 記 細 胞 の siRNA誘 導 体 を 追 跡 す る の に 有 用 で あ る か 、 ま た は 相 当 す る siRNAと 比 較 し た
siRNA誘 導 体 の 安 定 性 を 向 上 す る こ と も あ る 。   
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 細 胞 ま た は 組 織 全 体 に 導 入 さ れ た 組 換 え RNA前 駆 体 に よ っ て 、 望 ま
し い siRNA分 子 の 産 生 が 引 き 起 こ さ れ る だ ろ う 。 そ こ で 、 そ の よ う な siRNA分 子 は 、 切 断 お
よ び 破 壊 の た め の 特 異 的 な mRNA配 列 に 結 合 し 標 的 と す る RNAi経 路 の 内 因 性 タ ン パ ク 質 要 素
に 関 連 す る だ ろ う 。 こ の よ う に す れ ば 、 組 換 え RNA前 駆 体 か ら 作 製 さ れ た siRNAが 標 的 と す
る mRNAは 、 前 記 細 胞 お よ び 組 織 か ら 大 幅 に 減 少 し 、 前 記 細 胞 ま た は 組 織 中 の mRNAに よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 減 少 す る だ ろ う 。 RNA前 駆 体 は 、 典 型 的 に は dsRNAの 1本
鎖 を 個 別 に コ ー ド す る か 、 ま た は RNAヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 全 体 を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 願 発 明 の 核 酸 組 成 物 は 、 た と え ば 吸 収 、 有 効 性 、 バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ 、 お よ び ／
ま た は 半 減 期 な ど の 薬 物 動 態 学 的 パ ラ メ タ な ど の 前 記 組 成 物 の 性 質 を 向 上 さ せ る ナ ノ 粒 子
な ど の 別 の 部 分 と 結 合 さ せ る こ と も で き 、 ま た は 結 合 さ せ な い で も よ い 。 そ の 結 合 は 、 た
と え ば 、 Lambert et al., Drug Deliv. Rev.:47(1), 99-112 (2001) (ポ リ ア ル キ ル シ ア
ノ ア ク リ ル 酸 （ PACA） ナ ノ 粒 子 に 装 着 さ れ た 核 酸 に つ い て 記 載 )、 Fattal et al., J. Con
trol
Release 53(1-3):137-43 (1998) (ナ ノ 粒 子 に 結 合 さ せ た 核 酸 に つ い て 記 載 )、  Schwab et
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 al., Ann. Oncol.
5 Suppl. 4:55-8 (1994) (挿 入 剤 、 疎 水 基 、 ポ リ カ チ オ ン PACAナ ノ 粒 子 に 結 合 さ せ た 核 酸
に つ い て 記 載 )、 お よ び Godard et al., Eur. J. Biochem. 232(2):404-10 (1995) (ナ ノ
粒 子 に 結 合 さ せ た 核 酸 に つ い て 記 載 )の 方 法 を 用 い る な ど 、 当 業 に 知 ら れ る 方 法 に よ っ て
実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 願 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 当 業 に 知 ら れ る 任 意 の 方 法 を 用 い て ラ ベ ル す る こ と も で き 、 た
と え ば 前 記 核 酸 分 子 組 成 物 が た と え ば Cy3、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン な ど の フ ル オ ロ
フ ォ ア で 標 識 す る こ と が で き る 。 そ の 標 識 は 、 た と え ば SILENCER T M  siRNA ラ ベ リ ン グ キ
ッ ト （ ア ン ビ オ ン ） な ど 、 キ ッ ト を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 前 記 siRNAは 、 た
と え ば 3 H、 3 2 Pま た は そ の 他 の 適 切 な 同 位 体 な ど を 用 い て 放 射 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 RNAiは 、 少 な く と も 1つ の 1本 鎖 RNA中 間 体 を 経 る 過 程 で あ る と 考 え ら れ る た め
、 当 業 者 は 、 ss-siRNA（ た と え ば ds-siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 な ど 、 本 願 明 細 書 に 記 載 の と
お り デ ザ イ ン （ た と え ば 化 学 合 成 用 に ） 、 作 製 （ た と え ば 酵 素 的 に 作 製 ） ま た は 発 現 （ た
と え ば ベ ク タ ー ま た は プ ラ ス ミ ド か ら ） す る こ と も で き 、 本 願 特 許 請 求 の 方 法 論 に し た が
っ て 利 用 す る こ と が で き る と い う こ と は 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 無 脊 椎 動 物 で は 、 RNAiは
長 い dsRNA（ た と え ば 長 さ が 約 100乃 至 1000ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 200乃 至 500で あ っ
て 、 た と え ば 、 約 250、 300、 350、 400、 ま た は 450ヌ ク レ オ チ ド の dsRNA） で あ っ て 、 RNAi
の エ フ ェ ク タ T細 胞 と し て 作 用 す る RNAiは 長 い dsRNAに よ っ て 効 果 的 に 引 き 起 こ す こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 願 発 明 の siRNA分 子 は 、 突 然 変 異 siRNA P11 (配 列 番 号 5, セ ン ス ; 配 列 番 号 6, ア ン チ
セ ン ス ま た は ガ イ ド ), 突 然 変 異  siRNA P10 (配 列 番 号 3, セ ン ス ;
配 列 番 号 4, ア ン チ セ ン ス 、 ま た は ガ イ ド ), 突 然 変 異  siRNA P9 (配 列 番 号 1, セ ン ス ; 配
列 番 号 2 ア ン チ セ ン ス 、 ま た は ガ イ ド ), SOD1 野 生 種 標 的 (配 列 番 号 7), SOD1 突 然 変 異  
標 的 (配 列 番 号 8), 野 生 種 siRNA
P11 (配 列 番 号 9 セ ン ス ; 配 列 番 号 10, ア ン チ セ ン ス 、 ま た は ガ イ ド ), 野 生 種 siRNA P10 
(配 列 番 号 11, セ ン ス ; 配 列 番 号 12, ア ン チ セ ン ス 、 ま た は ガ イ ド ), 野 生 種 siRNA P9 (配
列 番 号 13, セ ン ス ;
配 列 番 号 14, ア ン チ セ ン ス 、 ま た は ガ イ ド )が 含 ま れ る 図 1に 記 載 の 配 列 、 G93A SOD1 siRN
A (SEQ ID
NO:16)が 含 ま れ る 図 3に 記 載 の 配 列 、 お よ び そ の 対 立 遺 伝 子 変 異 種 な ど を 含 む 、 ま た は そ
れ ら か ら な っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
VI.　 RNAiを 誘 導 す る た め の 組 換 え RNA前 駆 体 の 使 用
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 細 胞 ま た は 組 織 全 体 に 導 入 さ れ た 組 換 え RNA前 駆 体 に よ っ て 、 望 ま
し い siRNA分 子 の 産 生 が 引 き 起 こ さ れ る だ ろ う 。 そ こ で 、 そ の よ う な siRNA分 子 は 、 切 断 お
よ び 破 壊 の た め の 特 異 的 な mRNA配 列 に 結 合 し 、 標 的 と す る RNAi経 路 の 内 因 性 タ ン パ ク 質 要
素 に 関 連 す る だ ろ う 。 こ の よ う に す れ ば 、 組 換 え RNA前 駆 体 か ら 作 製 さ れ た siRNAが 標 的 と
す る mRNAは 、 前 記 細 胞 お よ び 組 織 か ら 大 幅 に 減 少 し 、 前 記 細 胞 ま た は 組 織 中 の mRNAに よ っ
て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 減 少 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
VII.　 薬 学 的 組 成 物 お よ び 投 与 方 法
　 本 願 発 明 の siRNA分 子 は 薬 学 的 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 に は
、 典 型 的 に は 、 核 酸 分 子 お よ び 薬 学 的 に 許 容 な 担 体 が 含 ま れ る 。 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 薬
学 的 に 許 容 な 担 体 」 と い う 用 語 は 、 薬 学 的 投 与 に 適 合 す る 、 食 塩 水 、 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー
テ ィ ン グ 、 抗 細 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 な ら び に 等 張 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど を 意 味 す る 。 補 助
的 な 活 性 化 合 物 も 、 当 該 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 薬 学 的 組 成 物 は 、 意 図 す る 投 与 経 路 と 適 合 す る よ う に 調 剤 さ れ る 。 投 与 経 路 の 例 に は 、
た と え ば 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 口 腔 内 （ た と え ば 吸 入 ） 、 経 皮 （ 局 所 ） 、 経 粘 膜 、 お よ び
直 腸 投 与 な ど の 非 経 口 投 与 が 含 ま れ る 。 非 経 口 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 投 与 に 使 用 す る 溶 液 ま
た は 懸 濁 液 に は 、 以 下 の 成 分 、 注 射 用 の 水 、 食 塩 水 、 固 定 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、
グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は そ の 他 の 合 成 溶 媒 な ど の 滅 菌 希 釈 剤 、 ベ ン ジ
ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン な ど の 抗 菌 剤 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム な ど の 抗 酸 化 剤 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 な ど お キ レ ー ト 剤 、 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 ま
た は リ ン 酸 塩 な ど の バ ッ フ ァ 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 張 力 調
整 剤 な ど が 含 ま れ て い て よ い 。 非 経 口 製 剤 は 、 ア ン プ ル 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 製 の
使 い 捨 て 用 シ リ ン ジ 、 ま た は 複 数 の 投 与 用 バ イ ア ル の 中 に 封 入 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 注 射 に 使 用 す る た め に 好 適 な 薬 学 的 組 成 物 に は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 ） 、 ま た は 分 散 液
、 お よ び 滅 菌 注 射 用 溶 液 ま た は 分 散 液 の 即 時 調 整 用 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ る 。 静 脈 内 投 与 に 好
適 な 担 体 に は 、 生 理 食 塩 水 、 静 菌 水 、 ク レ モ ホ ー ル EL T M （ BASF、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 パ シ
ッ パ ニ ー ） 、 ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） が 含 ま れ る 。 す べ て の 場 合 に お い て 、 前 記
組 成 物 は 滅 菌 状 態 で あ っ て 、 注 射 容 器 へ の 充 填 が 容 易 な 程 度 、 流 動 的 で な け れ ば な ら な い
。 前 記 組 成 物 は 、 製 造 お よ び 保 存 の 条 件 下 に お い て 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真
菌 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。 前 記 担 体 は 、 た と え ば 水 、 エ
タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ た と え ば グ リ セ ロ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 状
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 そ れ ら の 好 適 な 混 合 物 、 な ら び に 植 物 油 な ど を 含 む 溶 媒
又 は 分 散 媒 で あ っ て よ い 。 適 切 な 流 動 性 は 、 た と え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用
、 分 散 液 の 場 合 は 所 要 の 粒 子 サ イ ズ の 維 持 、 お よ び 表 面 活 性 剤 の 使 用 な ど に よ っ て 維 持 す
る こ と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 は 、 た と え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、
ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど の 各 種 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 に よ っ て 防 ぐ こ と が で
き る 。 多 く の 場 合 、 た と え ば 糖 、 マ ニ ト ー ル な ど の ポ リ ア ル コ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 塩 化
ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 前 記 化 合 物 に 含 め る こ と が 望 ま し い だ ろ う 。 注 射 可 能 な 組 成 物
の 吸 収 を 持 続 さ せ る た め に 、 た と え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど
の 吸 収 遅 延 剤 を 組 成 物 に 含 ま せ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 滅 菌 さ れ た 注 射 可 能 な 溶 液 は 、 適 切 な 溶 媒 中 に 入 れ た 必 要 量 の 前 記 活 性 化 合 物 を 、 必 要
に 応 じ て 上 述 の 成 分 1つ ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に 組 み 入 れ て か ら ろ 過 滅 菌 す る こ と に
よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 分 散 液 は 、 塩 基 性 分 散 媒 お よ び 上 述 の 物 質 の う ち
の 必 要 な そ の 他 の 成 分 を 含 む 滅 菌 担 体 に 前 記 活 性 化 合 物 を 組 み 入 れ て 調 製 す る 。 滅 菌 注 射
用 溶 液 の 調 製 の た め の 滅 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 、 前 記 活 性 成 分 の 粉 末 に 加 え
て 予 め 滅 菌 ろ 過 さ れ た そ の 溶 液 か ら 得 ら れ た 任 意 の 追 加 の 望 ま し い 成 分 を 得 ら れ る 、 真 空
乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 経 口 組 成 物 に は 一 般 に 、 不 活 性 な 希 釈 剤 ま た は 食 用 担 体 が 含 ま れ る 。 治 療 用 の 経 口 投 与
の 場 合 、 前 記 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 に 組 み 込 み 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ま た は た と え ば ゼ ラ チ ン
カ プ セ ル な ど の カ プ セ ル な ど の 形 状 で 用 い る こ と が で き る 。 経 口 組 成 物 は ま た 、 洗 口 剤 と
し て 用 い ら れ る 液 体 担 体 を 用 い て 調 製 す る こ と も で き る 。 薬 学 的 に 適 合 な 結 合 剤 、 お よ び
／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト 物 質 は 、 前 記 組 成 物 の 一 部 分 と し て 含 め る こ と も で き る 。 前 記 錠 剤
、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 お よ び ト ロ ー チ な ど は 、 以 下 の 成 分 、 も し く は 同 様 の 性 質 の 化 合 物 の
い ず れ か を 含 む こ と が で き る 。 そ れ は 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 ガ ム ト ラ ガ カ ン ト 、 も し く
は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 、 デ ン プ ン も し く は ラ ク ト ー ス な ど の 賦 形 剤 、 ア ル ギ ン 酸 、 プ リ
モ ゲ ル 、 も し く は ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン な ど の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム も し く
は ス テ ロ ー ト （ Sterote） な ど の 潤 滑 剤 、 コ ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 な ど の 流 動 促 進 剤 、 シ
ョ 糖 も し く は サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 剤 、 ま た は ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 も し く
は オ レ ン ジ 香 味 料 な ど の 香 味 剤 で あ る 。   
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 前 記 化 合 物 は 、 た と え ば 二 酸 化 炭 素 な ど の 好 適 な 高 圧 ガ ス を 含
む 加 圧 容 器 も し く は デ ィ ス ペ ン サ 、 ま た は ネ ビ ュ ラ イ ザ か ら の エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー の 形 状
で 送 達 す る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 米 国 特 許 第 6,468,798号 に 記 載 さ れ る も の が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 全 身 投 与 は ま た 、 経 粘 膜 ま た は 経 皮 手 段 で も よ い 。 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 の 場 合 、 透 過
さ せ よ う と す る 関 門 に 適 切 な 浸 透 剤 を 、 前 記 製 剤 に 用 い る 。 そ の よ う な 浸 透 剤 は 一 般 に 当
業 に 知 ら れ て お り 、 た と え ば 経 粘 膜 投 与 の 場 合 、 界 面 活 性 剤 、 胆 汁 塩 、 お よ び フ シ ジ ン 酸
誘 導 体 が 含 ま れ る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 経 鼻 ス プ レ ー ま た は 坐 剤 の 使 用 に よ っ て 実 施 す る こ と
が で き る 。 経 皮 投 与 の 場 合 、 前 記 活 性 化 合 物 は 、 一 般 に 当 業 に 知 ら れ る 軟 膏 （ ointment）
、 軟 膏 （ salve） 、 ゲ ル 、 ま た は ク リ ー ム に 調 製 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 前 記 化 合 物 は ま た 、 坐 剤 （ た と え ば カ カ オ バ タ ー お よ び そ の 他 の グ リ セ リ ド な ど の 従 来
の 坐 剤 ベ ー ス ） ま た は 直 腸 送 達 用 の 停 留 浣 腸 の 形 状 に 調 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 前 記 化 合 物 は ま た 、 McCaffrey et al.
(2002), Nature, 418(6893), 38-9 (流 体 力 学 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ); Xia et al. (2002
), Nature Biotechnol., 20(10), 1006-10 (ウ イ ル ス 媒 介 送 達 ); ま た は Putnam
(1996), Am. J. Health Syst. Pharm.53(2), 151-160, 誤 字  Am. J. Health Syst. Pharm
. 53(3), 325 (1996)に 記 載 の 方 法 が 限 定 さ れ ず に 含 ま れ る 、 当 業 に 知 ら れ る 方 法 を 用 い
て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は イ ン フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 前 記 化 合 物 は ま た 、 DNAワ ク チ ン な ど 、 核 酸 剤 の 投 与 に 好 適 な 任 意 の 方 法 に よ っ て 投 与
す る こ と も で き る 。 前 記 方 法 に は 、 遺 伝 子 銃 、 バ イ オ 注 射 器 、 お よ び 皮 膚 用 添 付 剤 、 な ら
び に 米 国 特 許 第 6,194,389号 に 開 示 さ れ て い る 微 粒 子 DNAワ ク チ ン 技 術 な ど の 無 針 法 、 米 国
特 許 第 6,168,587号 に 開 示 さ れ る パ ウ ダ ー 状 ワ ク チ ン を 有 す る 哺 乳 類 経 皮 無 心 ワ ク チ ン 投
与 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 と り わ け Hamajima et al. (1998), Clin. Immunol. Immunopatho
l., 88(2),
205-10に 記 載 さ れ て い る も の な ど 、 経 鼻 送 達 も 可 能 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム （ た と え ば 米 国 特
許 第 6,472,375号 に 記 載 さ れ て い る な ど ） お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 も 使 用 す る こ と が
で き る 。 生 分 解 性 標 的 化 可 能 微 粒 子 送 達 シ ス テ ム も 使 用 す る こ と が で き る （ た と え ば 米 国
特 許 第 6,471,996号 に 記 載 さ れ て い る な ど ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 活 性 化 合 物 は 、 イ ン プ ラ ン ト お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 送 達
シ ス テ ム を 含 む 、 制 御 放 出 製 剤 な ど の 、 体 外 へ の 急 速 な 排 出 か ら 前 記 化 合 物 を 保 護 す る 担
体 と と も に 調 製 す る 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン
、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 お よ び ポ リ 乳 酸 な ど の 生 分 解 性 、 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー を 用 い る こ
と が で き る 。 そ の よ う な 製 剤 の 調 製 は 、 標 準 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 前 記 材 料 は
ア ル ザ 社 お よ び ノ バ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ 社 か ら 購 入 す る こ と も で き る 。 リ ポ ソ ー ム
懸 濁 液 （ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 感 染 細 胞 を 狙 っ た リ ポ ソ ー ム を 含 む
） を 薬 学 的 に 許 容 な 担 体 と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら は 、 米 国 特 許 第 4,522,811号
な ど に 記 載 の 、 当 業 に 知 ら れ る 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 当 該 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 上 の 有 効 性 は 、 た と え ば LD50（ 個 体 群 の 50%に 致 死 的 な 投
与 量 ） お よ び ED50（ 個 体 群 の 50%に 治 療 上 有 効 な 投 与 量 ） な ど 、 細 胞 培 養 物 ま た は 実 験 動
物 に お け る 標 準 的 な 薬 学 的 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 作 用 お よ び 治 療 上 有
効 な 作 用 の 投 与 量 の 比 は 治 療 指 数 で あ っ て 、 LD50/ED50の 比 で 表 す こ と が で き る 。 高 い 治
療 指 数 を 示 す 化 合 物 が 好 ま し い 。 有 毒 な 副 作 用 を 示 す 化 合 物 を 用 い る 場 合 、 感 染 し て い な
い 細 胞 に 与 え る 可 能 性 の あ る 損 傷 を 最 小 に し て 副 作 用 を 減 少 す る よ う 、 そ の よ う な 化 合 物
を 罹 患 組 織 の 部 位 に 狙 わ せ る 送 達 シ ス テ ム を デ ザ イ ン す る よ う に 、 注 意 が 払 わ れ な け れ ば
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な ら な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ る デ ー タ は 、 ヒ ト に お け る 使 用 の た め の 用
量 の 範 囲 を 決 定 す る 際 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 用 量 は 、 好 ま し く は 毒
性 が 小 さ い か ま た は 皆 無 の ED50を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 に あ る 。 前 記 用 量 は 、 用 い ら れ た
投 与 剤 形 お よ び 使 用 さ れ た 投 与 経 路 に よ っ て 、 こ の 範 囲 内 で 変 化 さ せ て も よ い 。 本 願 発 明
の 方 法 に 用 い ら れ る い ず れ の 化 合 物 の 場 合 も 、 治 療 上 有 効 な 投 与 量 は 、 最 初 は 細 胞 培 養 ア
ッ セ イ で 推 定 す る こ と が で き る 。 １ 回 投 与 量 は 、 動 物 モ デ ル に お い て 、 細 胞 培 養 物 で 決 定
し た IC50（ す な わ ち 症 状 の 最 大 半 減 抑 制 を 達 成 す る 前 記 テ ス ト 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む 循 環
血 漿 濃 度 の 範 囲 に な る よ う に 調 製 し て も よ い 。 こ の よ う な 知 見 は 、 ヒ ト に お け る 有 用 な 投
与 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 血 漿 濃 度 は 、 た と え ば 高 性 能 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 、 核 酸 分 子 の 治 療 上 有 効 な 量 （ す な わ ち 有 効 投 与 量 ） は 、 選 択 さ れ
た 核 酸 に よ る 。 た と え ば 、 shRNAを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 選 択 す る 場 合 、 単 回 投 与 は 約 1
μ g乃 至 100mgの 範 囲 内 で 投 与 し て も よ く 、 あ る 実 施 態 様 で は 10、 30、 100ま た は 1000 μ g
を 投 与 す る こ と が あ る 。  あ る 実 施 態 様 で は 、 1乃 至 5gの 前 記 組 成 物 を 投 与 す る こ と が で き
る 。 前 記 組 成 物 は 、 2日 に 1回 な ど 、 1日 1回 乃 至 1回 以 上 、 ま た は 1週 間 に 1回 以 上 投 与 す る
こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 特 定 の 要 因 が 、 疾 患 ま た な 障 害 の 重 篤 度 、 治 療 歴 、 対 象 の 全 般
的 な 健 康 状 態 、 お よ び そ の 他 に 罹 患 す る 疾 患 を そ れ ら に 限 定 せ ず に 含 む 、 前 記 対 象 を 有 効
に 治 療 す る た め に 必 要 な 用 量 お よ び 時 間 に 影 響 す る こ と も あ る と い う こ と を 理 解 す る で あ
ろ う 。 さ ら に 、 対 象 の 治 療 上 有 効 な 量 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 で の 治 療
は 、 単 回 の 治 療 を 含 ん で も よ く 、 ま た は 好 ま し く は 、 一 連 の 治 療 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 願 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 た と え ば 上 述 の Xia et al.,
(2002)に 記 載 の 方 法 が 限 定 さ れ ず に 含 ま れ る 、 当 業 に 知 ら れ る 方 法 を 用 い て 、 た と え ば ウ
イ ル ス ベ ク タ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ 、 発 現 カ セ ッ ト 、 ま た は プ ラ ス ミ ド ウ イ ル ス ベ ク タ
な ど の 発 現 作 製 物 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 発 現 作 製 物 は 、 た と え ば 吸 入 、 経 口 、 静 脈 内
投 与 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 5,328,470号 参 照 ） 、 ま た は 定 位 固 定 注 射 （ た と え ば Chen et
 al. (1994), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 91, 3054-3057参 照 ） に よ っ て 対 照 に 送 達 す る こ と が で き る 。 前
記 輸 送 ベ ク タ の 薬 学 的 調 製 に は 許 容 な 希 釈 剤 に 入 れ た ベ ク タ が 含 ま れ て も よ く 、 ま た は 輸
送 用 賦 形 剤 が 埋 め 込 ま れ た 徐 放 性 基 質 を 含 ん で も よ い 。 代 替 的 に は 、 た と え ば レ ト ロ ウ イ
ル ス ベ ク タ な ど 、 完 全 な 輸 送 ベ ク タ を 組 換 え 細 胞 か ら 無 傷 で 作 製 で き る 場 合 、 前 記 薬 学 的
調 製 物 は 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム を つ く る 1つ 以 上 の 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。   
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 願 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 低 分 子 ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA） 、 お よ び shRNAを 発 現 す る た め
に つ く ら れ た 発 現 作 製 物 が 含 ま れ て よ い 。 shRNAの 転 写 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ III（ pol III）
プ ロ モ ー タ か ら 開 始 し 、 4-5チ ミ ン 転 写 終 了 部 位 の 2位 で 終 了 す る と 考 え ら れ て い る 。 発 現
後 、 shRNAは 3’ UUオ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る ス テ ム -ル ー プ 構 造 に 折 り 畳 ま れ る と 考 え ら れ
、 そ の 後 、 こ れ ら の shRNAの 末 端 が 処 理 さ れ て 、 shRNAが 約 21ヌ ク レ オ チ ド の siRNA様 分 子
に 転 換 さ れ る 。  
Brummelkamp et al. (2002), Science, 296, 550-553; Lee et al, (2002). supra;
Miyagishi and Taira (2002), Nature Biotechnol., 20, 497-500; Paddison et al.
(2002), supra; Paul (2002), supra; Sui (2002) supra; Yu et
al. (2002), supra。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 前 記 発 現 作 製 物 は 、 適 切 な 発 現 シ ス テ ム に 使 用 す る の に 好 適 な 任 意 の 作 製 物 で あ っ て よ
く 、 当 業 に 知 ら れ る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ 、 直 線 状 発 現 カ セ ッ ト 、 プ ラ ス ミ ド お よ び ウ イ
ル ス ま た は ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ が そ れ ら に 限 定 さ れ ず に 含 ま れ る 。 そ の よ う な 発 現 作 製 物
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に は 、 1つ 以 上 の 誘 導 プ ロ モ ー タ 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ も し く は H1 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ
ロ モ ー タ な ど の RNA Pol IIIプ ロ モ ー タ シ ス テ ム 、 ま た は 当 業 に 知 ら れ る そ の 他 の プ ロ モ
ー タ が 含 ま れ て よ い 。 両 方 の 鎖 を 発 現 す る 発 現 作 製 物 に は 、 両 方 の 鎖 を 連 結 す る ル ー プ 構
造 が 含 ま れ て も よ く 、 ま た は 各 鎖 は 同 一 の 作 製 物 内 の 個 別 の プ ロ モ ー タ か ら 別 々 に 転 写 さ
れ て も よ い 。 各 鎖 は 個 別 の 発 現 作 製 物 か ら 転 写 さ れ て も よ い 。 上 述 の Tuschl (2002)。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 法 の 説 明 書 と と も に 、 容 器 、 パ ッ ク 、 ま た は デ ィ ス ペ ン サ に 包 含
さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
VIII.　 治 療 方 法
　 本 願 発 明 は 、 機 能 獲 得 型 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 に よ っ て 、 全 体 的 に ま た は 部 分 的 に 引 き 起
こ さ れ た 疾 患 ま た は 障 害 の リ ス ク が あ る （ ま た は 感 受 性 が あ る ） を 治 療 す る た め の 予 防 お
よ び 治 療 方 法 の 両 方 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 は 優 性 の 機 能 獲
得 型 疾 患 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 は SOD1遺 伝 子 の 改 変 、 特 に
SOD1突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 に お け る 点 突 然 変 異 に 関 連 す る 疾 患 で あ っ て 、 臨 床 徴 候 に は ALS
患 者 に 認 め ら れ る も の が 含 ま れ る よ う な 、 SOD1遺 伝 子 （ 構 造 ま た は 機 能 ） ま た は SOD1タ ン
パ ク 質 （ 構 造 ま た は 機 能 ま た は 発 現 ） に 異 常 を 引 き 起 こ す 疾 患 で あ る 。   
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 の 「 治 療 」 ま た は 「 治 療 す る 」 は 、 疾 患 も し く は 障 害 、 疾 患 ま た は 障
害 の 症 状 、 ま た は 疾 患 も し く は 障 害 の 素 因 を 有 す る 患 者 へ の 治 療 用 の 物 質 （ た と え ば RNA
剤 ま た は ベ ク タ ー ま た は そ れ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 ） の 適 用 も し く は 投 与 、 ま た は 前 記
患 者 か ら 単 離 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 株 へ の 治 療 用 物 質 の 適 用 も し く は 投 与 で あ っ て 、 当 該
適 用 も し く は 投 与 の 目 的 が 疾 患 も し く は 障 害 、 疾 患 も し く は 障 害 の 症 状 、 ま た は 疾 患 の 素
因 の 治 療 、 治 癒 、 緩 和 、 軽 減 、 改 変 、 改 善 、 改 良 、 向 上 、 ま た は 作 用 で あ る 、 適 用 も し く
は 投 与 と し て 定 義 さ れ る 。   
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 あ る 局 面 で は 、 本 願 発 明 は 、 対 象 に お い て 、 前 記 対 照 に 治 療 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て
、 上 述 の 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 疾 患 の リ ス ク が あ る 対 照 は 、 た
と え ば 本 願 明 細 書 に 記 載 の 任 意 の ま た は 組 み 合 わ せ た 診 断 ア ッ セ イ ま た は 予 後 ア ッ セ イ に
よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 予 防 剤 は 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 、 ま た は 代 替 的 に は
そ の 進 行 を 遅 ら せ る よ う に 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 に 特 徴 的 な 症 状 の 徴 候 の 前 に 投 与 す る こ
と が で き る 。   
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 願 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 照 を 治 療 的 に 処 理 す る 、 つ ま り 前 記 疾 患 ま た は 障 害 の 症 状 の
発 症 を 改 変 さ せ る 方 法 に 関 連 す る 。 あ る 例 示 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 願 発 明 の 調 節 方 法 は 、
機 能 獲 得 型 突 然 変 異 を 発 現 す る 細 胞 と 、 前 記 遺 伝 子 の 配 列 特 異 的 な 干 渉 を 実 現 す る よ う な
、 前 記 遺 伝 子 内 の 突 然 変 異 に 特 異 的 な 治 療 剤 （ た と え ば RNAi剤 ま た は ベ ク タ ー ま た は そ れ
を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 ） と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ に 関 与 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 in vitro
（ た と え ば 前 記 細 胞 を 前 記 作 用 剤 で 培 養 す る な ど ） ま た は 代 替 的 に は in vivoに お い て （
た と え ば そ の 物 質 を 対 象 に 「 投 与 す る 」 ス テ ッ プ に よ っ て ） 実 行 す る こ と が で き る 。   
【 ０ １ ０ １ 】
　 処 置 の 予 防 的 お よ び 治 療 的 な 方 法 の 両 方 に 関 し て 、 そ の よ う な 処 置 は 薬 理 ゲ ノ ム 学 分 野
か ら 得 ら れ た 知 識 を 本 に 、 特 別 に あ つ ら え る か 、 ま た は 修 正 し て も よ い 。 本 願 明 細 書 に 記
載 の 「 薬 理 ゲ ノ ム 学 」 は 、 臨 床 開 発 用 お よ び 市 販 用 薬 物 の 遺 伝 子 配 列 解 析 、 統 計 学 的 遺 伝
子 学 、 お よ び 遺 伝 子 発 現 解 析 な ど の ゲ ノ ミ ク ス 技 術 の 適 用 を 意 味 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、
こ の 用 語 は 、 患 者 の 遺 伝 子 が 薬 物 に 対 す る 応 答 （ た と え ば 患 者 の 「 薬 物 応 答 表 現 型 」 ま た
は 「 薬 物 応 答 遺 伝 子 型 」 な ど ） を ど の よ う に 決 定 す る か を 研 究 す る こ と を 意 味 す る 。 し た
が っ て 、 本 願 発 明 の 別 の 局 面 は 、 本 願 発 明 の 標 的 遺 伝 子 分 子 、 ま た は 個 人 の 薬 物 応 答 遺 伝
子 型 に し た が っ た 標 的 遺 伝 子 モ ジ ュ レ ー タ の い ず れ か に よ る 、 個 人 の 予 防 的 ま た は 治 療 的
処 置 を あ つ ら え る 方 法 を 提 供 す る 。 薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 臨 床 医 ま た は 医 師 が 、 予 防 的 ま た は
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治 療 的 処 置 か ら 最 も 利 益 を 得 る で あ ろ う 患 者 の み を 前 記 処 置 の 対 象 に し 、 有 毒 な 薬 物 関 連
の 副 作 用 を 経 験 す る で あ ろ う 患 者 の 治 療 を 避 け る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 治 療 剤 は 適 切 な 動 物 モ デ ル に お い て テ ス ト す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 願 明 細 書 に
記 載 の RNAi剤 （ ま た は 発 現 ベ ク タ も し く は そ れ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 ） を 動 物 モ デ ル に
用 い て 、 前 記 薬 剤 で の 処 置 の 有 効 性 、 毒 性 、 ま た は 副 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 　 代
替 的 に は 、 治 療 剤 を 動 物 モ デ ル に 用 い 、 そ の よ う な 作 用 薬 の 作 用 機 序 を 決 定 す る こ と が で
き る 。 た と え ば 、 薬 剤 を 動 物 モ デ ル に 用 い て 、 前 記 薬 剤 で の 処 置 の 有 効 性 、 毒 性 、 ま た は
副 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 　 代 替 的 に は 、 薬 剤 を 動 物 モ デ ル に 用 い 、 そ の よ う な 作
用 薬 の 作 用 機 序 を 決 定 す る こ と が で き る 。    
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ３ 】
以 下 の 材 料 、 方 法 、 お よ び 例 は 、 具 体 例 を 示 す の み で 、 制 限 を 意 図 し な い   
材 料 お よ び 方 法
RNAお よ び DNA作 製 物
　 21本 の ヌ ク レ オ チ ド 1本 鎖 RNA（ 図 1） は 、 ダ ー マ コ ン ・ リ サ ー チ 社 か ら 購 入 し 、 製 造 者
の 指 示 に 従 っ て 脱 保 護 し て 記 載 の 通 り ア ニ ー リ ン グ し た （ Nykanen et al., 2001） 。 野 生
種 お よ び 突 然 変 異 SOD1-GFP融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 、 SOD1 wt(Genbank Accessio
n No. ジ ェ ン バ ン ク 受 入 番 号 NP_000445; 図 7; 配 列 番 号 18)、 SOD1G85R、 お よ び SOD1 G93A
（ 配 列 番 号 16） cDNAを 、 pCMV/myc/mito/GFP（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 ） の PmlI お よ び PstI部 位
の 間 で PCRク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ ス テ ッ プ に よ っ て 、 ミ ト コ ン ド リ ア 標 的
配 列 が 削 除 さ れ た 。 mycタ グ 付 き 野 生 種 SOD1を 作 製 す る た め に 、 SOD1wt cDNA (配 列 番 号 17
)を pCMV/myc/mito/GFPの PstIお よ び XhoI部 位 の 間 で PCRク ロ ー ニ ン グ し た 。 ミ ト コ ン ド リ
ア 標 的 配 列 は 、 BssHIIお よ び PmlIで 切 断 し 、 平 滑 末 端 化 ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て
削 除 し た 。 す べ て の 作 製 物 を 、 シ ー ケ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。 DsRed (pDsRed2-C1) 
は 、 ク ロ ン テ ッ ク 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） か ら 購 入 し た 。 U6-G93A は 上 述 の 通
り 作 製 し た （ Sui et al., 2002） 。 3’ ブ ロ ッ ク siRNAは 標 準 技 術 に よ っ て 合 成 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
In-vitro RNAiア ッ セ イ
　 野 生 種 ま た は 突 然 変 異 SOD1の い ず れ か を コ ー ド す る 配 列 を 有 す る 560ヌ ク レ オ チ ド ヒ ト S
OD1標 的 RNAを 、 既 報 の 通 り 調 製 す る （ Zamore et al., 2000） 。 標 的 切 断 は 、 濃 度 約 5nMの
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 胚 ラ イ セ ー ト を 含 有 す る 標 準 in vitro RNAi反 応 に お い て 25乃 至 100nM s
iRNAを 有 す る 5’ 3 2 P-キ ャ ッ プ 放 射 標 識 標 的 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 決 定 し た
。
【 ０ １ ０ ５ 】
細 胞 培 養 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 Hela細 胞 を 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） 、 100ユ ニ ッ ト /mlペ ニ シ リ ン 、 お よ び 100μ g/ml
ス ト レ プ ト マ イ シ ン を DMEMな ら び に DMEDお よ び Opti-MEM(1:1)に 入 れ た N2A 細 胞 の 両 方 と
も に 添 加 し 、 そ の 中 で 培 養 し た 。
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 前 、 細 胞 （ 集 密 度 70乃 至 90% ） を 倍 散 で 脱 離 さ せ 、 6穴 プ
レ ー ト に 移 し て 、 抗 生 物 質 を 含 ま な い 新 鮮 培 地 で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 リ
ポ フ ェ ク タ ミ ン 2000（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 ） を 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 用 い て 行 っ た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い た 作 製 物 の 量 は 、 突 然 変 異 ま た は 野 生 種 SOD1-GFPお よ び DsRedプ
ラ ス ミ ド そ れ ぞ れ 4μ g 、 siRNAを 4x10 - 1 1 ま た は 4x10 - 1 2 モ ル 、 な ら び に U6-G93Aを 20ま た
は 8μ gで あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
In vivoト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 生 後 6乃 至 8週 間 の マ ウ ス 24匹 を 3つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 第 1の グ ル ー プ は shRNAベ ク タ
の 投 与 を 受 け て お ら ず 、 第 2の グ ル ー プ は 20μ gの 空 ベ ク タ の 投 与 を 受 け 、 第 3の グ ル ー プ
は SOD1 G93A (配 列 番 号 16)に 対 す る U6-hpRNA ベ ク タ 20μ gを 投 与 さ れ た 。 す べ て の グ ル ー
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プ は 、 mycで タ グ し た ヒ ト 野 生 種 SOD1 (SEQ ID
NO: 7) 20μ g、 お よ び GFPで タ グ し た SOD1 20μ gの 両 方 が 投 与 さ れ た 。 前 記 ベ ク タ を 合 計
体 積 が マ ウ ス 1匹 あ た り 2.5mlに な る よ う に 、 リ ン ガ 液 で 希 釈 し た 。 マ ウ ス を ア バ ー チ ン （
240mg/kg） で 麻 酔 し 、 前 記 ベ ク タ を 26ゲ ー ジ 針 を 用 い て 10病 未 満 で 尾 部 静 脈 か ら 注 入 す る
。 注 入 か ら 48時 間 後 、 肝 臓 か ら 血 液 を 除 去 す る た め に 、 動 物 を 5ml PBSで 灌 流 し た 。 肝 臓
を 切 り 取 り 、 素 速 く ド ラ イ ア イ ス 上 で 冷 凍 さ せ た 。 サ ン プ ル を 、 1% SDS、 1mM DTT、 1mMフ
ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド （ PMSF） 、 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 カ ク テ ル （ シ
グ マ 社 1:100希 釈 ） を 含 有 す る 25mM PBSバ ッ フ ァ （ pH 7.2） 中 に 入 れ 、 携 帯 用 ポ リ ト ロ ン
（ プ ロ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 ） を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 法
　 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 BCAタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト （ ピ ア ー ス 社 、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク ビ
ル ） を 用 い て 決 定 し た 。 Hela細 胞 タ ン パ ク 質 25μ g、 ま た は 100μ g肝 タ ン パ ク 質 を 15% SDS
-PAGE 上 で 分 離 し 、 ジ ー ン ス ク リ ー ン ・ プ ラ ス （ パ ー キ ン エ ル マ ー 社 ） 上 に 移 動 さ せ た 。
ウ サ ギ 抗 SOD1（ バ イ オ デ ザ イ ン 社 ） ま た は ヒ ツ ジ 抗 SOD1は 1次 抗 体 、 お よ び HRP標 識 ヤ ギ 抗
ウ サ ギ IgG（ ア マ シ ャ ム 社 ） ま た は ロ バ 抗 ヒ ツ ジ IgGは 2次 抗 体 だ っ た 。 タ ン パ ク 質 の バ ン
ド の 可 視 化 に は 、 ス ー パ ー シ グ ナ ル ・ キ ッ ト （ ピ ア ー ス 社 ） お よ び コ ダ ッ ク ・ デ ジ タ ル イ
メ ー ジ ス テ ー シ ョ ン 440CFを 用 い た 。 そ の バ ン ド の 強 度 の 定 量 化 に は 、 コ ダ ッ ク 1Dソ フ ト
ウ ェ ア を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
例 I. 
　 例 I乃 至 VIIIは 、 siRNAが 、 ま ず siRNA活 性 を シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 胚 ラ イ セ ー ト を 含 む 無 細
胞 RNAI反 応 で テ ス ト し 、 次 に 培 養 哺 乳 類 細 胞 中 の 活 性 1ヌ ク レ オ チ ド 選 択 性 siRNAを 分 析 す
る こ と に よ っ て 、 1ヌ ク レ オ チ ド 選 択 性 を 有 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た こ と を 明 ら か に す
る 。 結 果 は 、 2つ の mRNAの 差 が 1ヌ ク レ オ チ ド し か な く 同 一 の 細 胞 に 存 在 す る と し て も 、 21
ヌ ク レ オ チ ド siRNAお よ び shRNAの 両 方 と も 、 選 択 的 に 突 然 変 異 SOD1(配 列 番 号 8)の 発 現 を
阻 害 す る が 、 野 生 種 SOD1（ 配 列 番 号 7） で は そ の よ う な こ と が な い よ う に デ ザ イ ン す る こ
と が で き る こ と を 示 し た 。 し た が っ て 、 RNAiは と り わ け 、 優 性 機 能 獲 得 型 突 然 経 に よ っ て
生 じ る 疾 患 の 治 療 法 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
例 I.　 siRNA 2本 鎖 は 突 然 変 異 SOD1を 区 別 す る こ と が で き る
　 そ れ ぞ れ 野 生 種 ま た は 突 然 変 異 mRNAの い ず れ か を 狙 う 3つ の siRNA
2セ ッ ト （ 図 1A、 配 列 番 号 8） を 、 標 的 の 切 断 部 位 ま た は そ の 近 傍 の ミ ス マ ッ チ が 要 求 さ れ
る A型 ら せ ん 形 を 乱 し て い る か ど う か を テ ス ト す る よ う に 方 向 付 け た 。 グ ア ニ ン 256（ た と
え ば ジ ェ ン バ ン ク 受 入 番 号 K00056な ど の 、 翻 訳 開 始 に 関 連 す る G256） SOD1の 対 立 遺 伝 子 が
シ ト シ ン に 突 然 変 異 し 、 グ リ シ ン -ア ル ギ ニ ン 突 然 変 異 (G85R) を 生 じ て い る SOD1の 対 立 遺
伝 子 を 選 択 し た 。 突 然 変 異 し た ヌ ク レ オ チ ド は 、 SOD1 mRNA切 断 の 予 測 さ れ た 部 位 の 近 傍
、 す な わ ち 、 siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 の 5’ 末 端 に 対 し て 9位 (P9)、 10位 (P10)、 11位 (P11)
（ 図 1A） に 位 置 し た 。 SOD1 mRNA切 断 の こ の 予 測 さ れ た 部 位 は 、 前 記 siRNAと RNAiエ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ の 活 性 部 位 の 中 ま た は 近 傍 の 非 同 族 標 的 RNAと の 間 に ミ ス マ ッ チ を 配 置 す る 。
こ れ ら の siRNAの テ ス ト は 、 in vitroに お い て RNAを 再 利 用 す る 、 確 立 さ れ た シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ 胚 性 ラ イ セ ー ト で 行 っ た (Zamore et al., 2000; Tuschl et al., 1999)。 予 想 通 り 、
6つ の siRNAの そ れ ぞ れ が 相 当 す る 標 的 RNAを 切 断 し た が 、 そ の 有 効 性 の 差 は 劇 的 だ っ た 。
た と え ば 、 P11突 然 変 異 種 お よ び 野 生 種 siRNA（ 配 列 番 号 6, 10） は 、 そ れ ぞ れ の 標 的 RNAを
効 率 的 に 切 断 で き な か っ た 。 反 対 に 、 P10突 然 変 異 種 siRNA（ 配 列 番 号 4） は 前 記 突 然 変 異
種 標 的 RNAを 効 率 的 に 切 断 し た 。 完 全 長 突 然 変 異 種 SOD1標 的 mRNAの 切 断 は 、 相 当 す る 約 288
ヌ ク レ オ チ ド の 5’ 切 断 産 生 物 の 蓄 積 に よ っ て 行 わ れ 、 結 果 は 、 前 記 標 的 mRNAの 非 特 異 的
分 解 で は な く RNAiを 示 唆 し て い る 。 siRNAの 欠 如 下 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る siRNA
の 存 在 下 に お い て 、 前 記 突 然 変 異 標 的 RNA（ 配 列 番 号 8） は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 胚 性 ラ イ セ ー
ト 中 で 安 定 だ っ た （ デ ー タ は 非 表 示 ） 。 標 的 RNAの 切 断 お よ び 5’ 切 断 産 生 物 の 蓄 積 の デ ー
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タ は 両 方 と も 、 1つ の 指 数 方 程 式 に 良 く フ ィ ッ ト し 、 こ の 反 応 は 擬 1次 動 力 学 に し た が っ て
い る こ と を 示 し て い る （ 図 1B） 。
【 ０ １ １ ０ 】
例 I.　 siRNA 2本 鎖 は 野 生 種 SOD1を 区 別 す る こ と が で き る
　 6つ の siRNAの 特 異 性 を 決 定 す る た め に 、 突 然 変 異 SOD1配 列 （ 配 列 番 号 8） に 相 当 す る 各 s
iRNAを 、 野 生 種 SOD1 RNA (配 列 番 号 7)を 切 断 す る 能 力 に つ い て テ ス ト し 、 各 野 生 種 siRNA
に つ い て 突 然 変 異 RNAを 切 断 す る 能 力 を テ ス ト し た 。 す べ て で は な い が 一 部 の siRNA 2本 鎖
が 、 効 率 的 に 、 完 全 に マ ッ チ す る 標 的 と 1ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ を 有 す る 標 的 を 区 別
し た 。 た と え ば 、 突 然 変 異 と 野 生 種 の siRNA（ 配 列 番 号 6、 10） の 両 方 の P11は 、 完 全 に マ
ッ チ し た 標 的 RNAも ミ ス マ ッ チ の 標 的 RNAの い ず れ に も 効 率 的 な 切 断 を 惹 起 し な か っ た （ 図
1A） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の siRNA配 列 は 本 質 的 に RNAiを 惹 起 す る 能 力 が 乏 し い 。 反 対 に
、 P9 (配 列 番 号  14)お よ び P10野 生 種 (配 列 番 号 12) siRNAは 、 相 当 す る 野 生 種 標 的 の 迅 速
な 切 断 を 惹 起 し た だ け で な く 、 突 然 変 異 RNAの 著 し い 切 断 も 生 じ た （ 図 1A） 。 こ れ ら の siR
NAは RNAiを 惹 起 す る 優 れ た 能 力 が あ る が 、 乏 し い 選 択 性 を 示 す 。 P10突 然 変 異 種 siRNA(配
列 番 号 4)が 、 突 然 変 異 種 お よ び 野 生 種 SOD1 RNA (配 列 番 号 7、 8)を 効 率 的 お よ び 堅 固 に 識
別 し 、 突 然 変 異 RNAを 野 生 種 よ り も は る か に 効 率 的 に 切 断 す る こ と が 示 さ れ た 。 最 も 重 要
な の は 、 P10突 然 変 異 siRNA(配 列 番 号 4)は 、 突 然 変 異 お よ び 野 生 種 SOD1 mRNA 標 的 を 実 質
的 に 完 全 に 識 別 す る こ と が 示 さ れ た (Fig. 1A)。 こ の P10突 然 変 異 siRNAは 、 突 然 変 異 SOD1
標 的 の 切 断 を 効 率 的 に 媒 介 し た が 、 野 生 種 SOD1 mRNAの 切 断 は ほ と ん ど 媒 介 せ ず (Fig. 1B)
、 こ の siRNAは 治 療 用 途 に 理 想 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
例 III.　 Hela細 胞 に お け る 突 然 変 異 SOD1 G85R発 現 の 選 択 的 阻 害
　 哺 乳 類 細 胞 に お い て 、 無 細 胞 反 応 が 正 確 、 効 率 的 、 お よ び 選 択 的 に siRNAを 予 想 で き る
か ど う か を テ ス ト す る た め に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 を 融 合 さ せ た GFPを 有 す る 野 生 種 ま た は 突
然 変 異 種 SOD1 G85Rを 発 現 し た プ ラ ス ミ ド 作 製 物 を 作 製 し た 。 各 作 製 物 を 、 dsRed発 現 ベ ク
タ ー を 用 い て Hela細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 対 照 と し た 。 突 然 変
異 ま た は 野 生 種 の SOD1 (配 列 番 号 7、 8)の い ず れ か の 発 現 を 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 法 （ FAC
S） で 緑 色 お よ び 赤 色 細 胞 を 定 量 す る こ と に よ っ て 監 視 し た 。 P9、 P10お よ び P11 siRNAを
相 当 す る 突 然 変 異 種 ま た は 野 生 種 標 的 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た と こ ろ 、 遺 伝 子 発 現 を
抑 制 し た が 、 効 率 お よ び 選 択 性 に は 差 が あ っ た （ 図 2） 。 反 対 に 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ
に 相 補 的 な siRNAに よ る コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で は 、 突 然 変 異 ま た は 野 生 種 SOD1の 発 現
の い ず れ も 抑 制 し な か っ た （ 図 2） 。 野 生 種 に 対 す る siRNA p10以 外 の す べ て の siRNAは 1ヌ
ク レ オ チ ド ミ ス マ ッ チ を 有 す る mRNAを 抑 制 し な か っ た が 、 野 生 種 に 対 す る siRNA
p10は 野 生 種 お よ び 突 然 変 異 SOD1の 発 現 の 両 方 を 効 率 的 に 抑 制 し た （ 図 2） 。 こ の 結 果 は 全
般 的 に in vitroデ ー タ （ 図 1） と 一 致 し て お り 、 す べ て で は な い が 一 部 の siRNAは 1ヌ ク レ
オ チ ド の 差 を 有 す る mRNA標 的 を 効 率 的 に 区 別 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
例 IV.　 Hela細 胞 に お け る U6-G93A ベ ク タ に よ る 突 然 変 異 SOD1 G93A発 現 の 選 択 的 阻 害
　 最 近 、 shRNAが in vivoに お い て RNAiを 惹 起 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。 突 然 変 異
種 SOD1に 対 す る shRNAが 、 選 択 的 に 野 生 種 SOD1発 現 で は な く 突 然 変 異 種 SOD1の 発 現 を 阻 害
す る こ と が で き る か ど う か を テ ス ト す る た め に 、 別 の 疾 患 の 原 因 と な る 突 然 変 異 種 SOD1
G93A に 相 同 な shRNA（ ヌ ク レ オ チ ド 281位 の Gを Cに 交 換 し 、 shRNAと 野 生 種 SOD1G:Gミ ス マ
ッ チ を 配 置 す る ヌ ク レ オ チ ド 交 換 ； 配 列 番 号 16） を 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ III(U6)プ ロ モ ー タ
の 制 御 下 に お い て 合 成 す る プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た (Sui et al., 2002)。 結 果 か ら 、 野 生 種
ま た は 突 然 変 異 SOD1-GFPプ ラ ス ミ ド の い ず れ か と コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 場 合 、 こ の 作 製
物 を 用 い て 、 培 養 細 胞 中 の 突 然 変 異 種 SOD1の 1ヌ ク レ オ チ ド 選 択 的 RNAiを 惹 起 す る こ と が
で き る と い う こ と が 示 さ れ た (図 3)。
【 ０ １ １ ３ 】
例 V.　 in vivoに お け る siRNAお よ び U6-G93A ベ ク タ に よ る 突 然 変 異 SOD1発 現 の 選 択 的 阻 害
　 突 然 変 異 種 の 選 択 的 阻 害 が 神 経 細 胞 で 実 現 す る か ど う か を テ ス ト す る た め に 、 野 生 種 お
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よ び 突 然 変 異 SOD1-GFP作 製 物 を 、 SOD1 G85R に 対 す る siRNA P10、 ま た は SOD G93A (配 列
番 号 16)に 対 す る shRNA合 成 ベ ク タ の い ず れ か を 用 い て 、 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 株 N2aに コ ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 Hela細 胞 と 同 様 に 、 合 成 siRNAお よ び shRNA作 製 物 が 、 N2a細 胞 に お け
る 突 然 変 異 SOD1発 現 の 選 択 的 阻 害 を 方 向 付 け た （ 図 4A、 B） 。
【 ０ １ １ ４ 】
例 VI.　 in vivoに お け る 突 然 変 異 SOD1 G85Rの 選 択 的 阻 害
　 同 一 の 細 胞 に 突 然 変 異 お よ び 野 生 種 SOD1 mRNA1が 両 方 と も 存 在 す る 場 合 、 ヌ ク レ オ チ ド
選 択 的 siRNAが そ の 突 然 変 異 お よ び 野 生 種 SOD1を 識 別 で き る か ど う か を 明 ら か に す る た め
に 、 Hela細 胞 に P10 siRNAお よ び 突 然 変 異 SOD1 G85R-GFPで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 抗 SOD1
抗 体 で 免 疫 ブ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 融 合 SOD1-GFPお よ び 内 因 性 野 生
種 ヒ ト SOD1の 両 方 の 検 出 が 可 能 に な っ た 。 内 因 性 野 生 種 SOD1発 現 の 約 50%阻 害 は 、 約 50%の
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 反 映 し た 。 P10野 生 種 siRNAに 対 し て 、 突 然 変 異 種 に 対 す る P1
0 siRNAは 2種 類 の 異 な る 用 量 に お い て 突 然 変 異 種 の 発 現 を 阻 害 し た が 、 内 因 性 野 生 種 SOD1
の 発 現 に は 効 果 が な か っ た 。  
【 ０ １ １ ５ 】
例 VII.　 in vivoに お け る U6-G93A ベ ク タ に よ る 突 然 変 異 種 SOD1発 現 の 選 択 的 阻 害
　 選 択 的 阻 害 を in vivoで 生 じ さ せ る こ と が で き る か ど う か を テ ス ト す る た め に 、 SOD1レ
ポ ー タ お よ び shRNAプ ラ ス ミ ド を 、 水 力 学 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い て マ
ウ ス に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 突 然 変 異 SOD1 G93A-GFP プ ラ ス ミ ド お よ び mycで タ グ し た
野 生 種 ヒ ト SOD1（ ゲ ル 上 に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ヒ ト SOD1を 内 因 性 マ ウ ス SOD1か ら
よ り よ く 分 離 す る こ と が で き る ） を U6空 ベ ク ト ル ま た は U6-G93Aベ ク タ で コ ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 SOD1
G93A-GFP お よ び SOD1mycの 肝 臓 に お け る 発 現 を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 証 し た 。
結 果 か ら 、 U6-G93Aで 選 択 的 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 場 合 の み 、 G93A発 現 が 減 少 す る こ
と が 示 さ れ た （ 図 6） 。
【 ０ １ １ ６ 】
例 VIII.　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い た in vivoに お け る 突 然 変 異 SOD1の shRNA抑 制
　 突 然 変 異 SOD1に 対 す る shRNAが in
vivoに お い て 突 然 変 異 SOD1の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る か ど う か を 明 ら か に す る た め に
、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ III（ Pol
III） プ ロ モ ー タ U6の 制 御 下 に お け る SOD1 G 9 3 A  に 対 す る shRNAを 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス (U6-G93A マ ウ ス )を 、 C57BL/6Jお よ び SJLの ハ イ ブ リ ッ ド 背 景 に お い て 作 製 し
た 。   
【 ０ １ １ ７ 】
　 マ ウ ス U6プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に お け る shRNA相 同 的 突 然 変 異 SOD1 G 9 3 A  (shG93A) を 合 成
す る プ ラ ス ミ ド は 、 公 表 さ れ て い る プ ロ ト コ ル に し た が っ て 作 製 し た (Sui et al., 2002 
Proc Natl Acad Sci USA 99:5515-5520)。 前 記 マ ウ ス を 作 製 す る た め に 、 Kpn Iお よ び Sac
 Iを 用 い た 消 化 に よ っ て 導 入 遺 伝 子 を 直 線 化 し 、 精 製 し て 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 大 学 医 学 部
（ UMMS） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ コ ア で マ ウ ス の 有 精 卵 に 注 入 し た 。   
【 ０ １ １ ８ 】
　 U6-G93A ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 前 記 導 入 遺 伝 子 の 配
列 を 選 択 的 に 増 幅 す る PCRプ ラ イ マ を デ ザ イ ン し 、 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 同 定
に 用 い た 。 合 計 7匹 の 第 0世 代 （ F0） が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 第 0世 代 を 、 FVB背 景 に お い て
、 突 然 変 異 種 SOD1 G 9 3 A

導 入 マ ウ ス と 交 雑 さ せ た 。   
【 ０ １ １ ９ 】
F1マ ウ ス を 、 既 報 の と お り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 導 入 遺 伝 子 コ ピ ー 数 に つ い て 解 析
し た (Xu et al., 1993 Cell 73:23-33)。 末 端 DNAを Bam H1で 消 化 し 、 388ヌ ク レ オ チ ド の
導 入 遺 伝 子 断 片 を 作 製 し た 。 内 因 性 マ ウ ス U6プ ロ モ ー タ に は BamHI部 位 が 1つ し か な い た め
、 BamHI消 化 に よ っ て 、 内 因 性 マ ウ ス U6遺 伝 子 か ら よ り 大 き な 断 片 を 作 製 で き た 。 前 記 U6
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プ ロ モ ー タ 領 域 に 相 補 的 な 3 2 P標 識 RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に 用 い た 。 前 記 U6領 域 を 標 的 と し て 用 い た 。 こ れ は 、 前 記 内 因 性 マ ウ ス U6バ ン ド は
同 一 ブ ロ ッ ト 上 で 前 記 導 入 遺 伝 子 と と も に 検 出 で き 、 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 定 量 化 す る
た め の 参 照 と し て 前 記 内 因 性 バ ン ド を 用 い る こ と が で き る た め で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 測 定 し た と お り 、 前 記 U6-G93A
shRNA作 製 物 を 、 2種 類 の 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 採 取 し た 細 胞 に
発 現 さ せ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 測 定 し た 結 果 、 前 記 U6-G93A
shRNA 作 製 物 は 、 2種 類 の 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 突 然 変 異
種 SOD1 G 9 3 A

の 発 現 （ U6-G93A shRNA 作 製 物 お よ び 突 然 変 異 種 SOD1 G 9 3 A を 発 現 ） を サ イ レ ン シ ン グ す る
こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
例 I乃 至 VIIIの 結 果 の 考 察
　 RNAiを 用 い た 優 性 突 然 変 異 種 ALS遺 伝 子 を 選 択 的 に サ イ レ ン シ ン グ す る 可 能 性 を 調 べ た
。 野 生 種 ま た は 突 然 変 異 種 の SOD1の い ず れ か に マ ッ チ す る 複 数 の siRNAを 用 い た 結 果 、 in 
vitroに お い て 、 突 然 変 異 種 SOD1 G85R に 対 す る siRNAは 前 記 突 然 変 異 種 を 切 断 す る が 、 野
生 種 SOD1 RNAの 切 断 は 効 率 的 で は な い こ と が 示 さ れ た （ 図 1） 。 さ ら に 、 同 一 の 細 胞 に 突
然 変 異 お よ び 野 生 種 SOD1タ ン パ ク 質 の 両 方 が 存 在 す る 場 合 で も （ 図 4） 、 こ れ ら の siRNAは
、 哺 乳 類 の 細 胞 に お い て 突 然 変 異 SOD1タ ン パ ク 質 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 す る が 野 生 種 に つ い
て は 阻 害 し な か っ た （ 図 2） 。 in vivoに お い て siRNAに 処 理 さ れ た ヘ ア ピ ン を 発 現 す る ベ
ク タ も 、 マ ウ ス 肝 に お い て 突 然 変 異 SOD1の 発 現 を 選 択 的 に 阻 害 す る が 、 野 生 種 SOD1の 発 現
は 阻 害 し な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 優 性 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 の 選 択 的 阻 害 は RNAiを 用
い て 実 現 す る こ と が で き 、 in vitroま た は in vivoに お い て 、 前 臨 床 ス ク リ ー ニ ン グ に よ
っ て 最 適 化 し た siRNAお よ び shRNA配 列 を 同 定 す る こ と が で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に お い て SOD1 1ヌ ク レ オ チ ド の 識 別 を 実 現 す る こ と は で き る が 、 こ の 識 別 は
確 実 な も の で は な い 。 一 部 の siRNAは 1ヌ ク レ オ チ ド の 差 を 有 す る 対 立 遺 伝 子 間 の 識 別 が 可
能 で あ る が 、 そ の 他 の siRNAで は 識 別 す る こ と が で き な い 。 結 果 は 、 突 然 変 異 病 因 対 立 遺
伝 子 に 方 向 付 け ら れ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た siRNAに 2種 類 の 異 な る 欠 陥 が あ る こ と を 示 し
て い る 。 第 1に 、 標 的 に 完 全 に マ ッ チ す る siRNAは 、 そ の 標 的 を 切 断 し 、 前 記 標 的 遺 伝 子 か
ら の タ ン パ ク 質 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る が 、 す べ て の siRNAが 同 一 の 効 率 で サ イ レ ン
シ ン グ を 生 じ る わ け で は な い 。 た と え ば 、 前 記 野 生 種 に 対 す る siRNAの 中 で 、 in vitroに
お い て 、 P9お よ び P10は P11よ り も 効 率 的 に 標 的 を 切 断 し た 。 P10は ま た 、 哺 乳 類 細 胞 に お
い て 、 標 的 遺 伝 子 発 現 を 最 も 効 率 的 に 阻 害 し た （ 図 2） 。 同 様 に 、 前 記 突 然 変 異 SOD1 G85R
に 対 す る siRNAの 中 で 、 P9お よ び P10は P11よ り も 効 率 的 に 突 然 変 異 RNAを 切 断 し た 。 P10は
ま た 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 、 突 然 変 異 SOD1発 現 の 阻 害 に つ い て 最 も 効 率 的 だ っ た （ 図 2）
。 前 記 標 的 に 対 す る siRNA配 列 の 1ヌ ク レ オ チ ド の シ フ ト の 結 果 、 サ イ レ ン シ ン グ の 効 率 に
お い て こ の よ う な 顕 著 な 変 化 を 生 じ る 。
第 2に 、 完 全 に マ ッ チ し た 標 的 RNAと 1ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ を 有 す る RNAの 間 の 選 択 性
の 差 が 、 使 用 さ れ た 6つ の siRNAの 中 で 認 め ら れ た 。 た と え ば 、 野 生 種 P10 siRNAは 乏 し い
選 択 性 を 付 与 し た 。 野 生 種 P10は 、 無 細 胞 ア ッ セ イ に お い て 野 生 種 お よ び 突 然 変 異 SOD1 RN
A の 両 方 を 切 断 し 、 哺 乳 類 動 物 の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 を 高 い 効 率 で 阻 害 し た 。 反 対 に
、 突 然 変 異 SOD1に 対 し て 方 向 付 け ら れ た P10 siRNAは 最 高 の 選 択 性 を 付 与 し た 。 そ れ は 突
然 変 異 SOD1 RNA を 切 断 し 、 無 細 胞 ア ッ セ イ に お い て 突 然 変 異 SOD1の 発 現 を 阻 害 し 、 哺 乳
類 細 胞 に お け る 突 然 変 異 SOD1の 発 現 は 阻 害 し た が 野 生 種 SOD1は 阻 害 し な か っ た （ 図 1乃 至 6
） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 突 然 変 異 と 野 生 種 の P10 siRNAの 選 択 性 の 差 に つ い て の 説 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。 突
然 変 異 種 P10 siRNAと 野 生 種 SOD1 mRNA の 間 の ミ ス マ ッ チ が G:G衝 突 を つ く り 出 し た が 、 野
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生 種 P10 siRNA と 突 然 変 異 種 G85R mRNA の 間 の ミ ス マ ッ チ は C:C衝 突 を 生 じ た （ 図 1A参 照
） 。 し た が っ て 、 特 定 の 配 列 の 1つ の 対 立 遺 伝 子 に 選 択 的 に 作 用 す る siRNAを デ ザ イ ン す る
場 合 、 以 下 が 考 慮 さ れ た 。 理 論 に よ っ て 制 限 し た い と は 考 え な い が 、 プ リ ン :プ リ ン ミ ス
マ ッ チ は 、 siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 と そ の mRNA標 的 の 間 に 要 求 さ れ る A型 ら せ ん を 妨 げ る （
Chiu et al., 2002） 。 反 対 に 、 ピ リ ミ ジ ン :ピ リ ミ ジ ン ミ ス マ ッ チ は A型 ら せ ん の 中 に 容
易 に 収 容 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 siRNAと 野 生 種 標 的 RNAの 間 の G:G衝 突 は 前 記 野
生 種 標 的 を 排 除 し 、 前 記 突 然 変 異 標 的 の 選 択 性 を 高 め る 。 顕 著 な こ と に 、 突 然 変 異 種 SOD1
G93Aに つ い て 優 れ た 選 択 性 を 示 す 、 G93Aに 対 す る siRNAヘ ア ピ ン ベ ク タ も 、 野 生 種 SOD1 mR
NAを 有 す る G:G衝 突 を つ く り 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 プ リ ン :プ リ ン ミ ス マ ッ チ は ピ リ ジ
ン :ピ リ ジ ン ミ ス マ ッ チ よ り も 大 き な 選 択 性 を 付 与 す る こ と を 示 唆 し た 。 ピ リ ジ ン :ピ リ ジ
ン ミ ス マ ッ チ を 含 有 す る 本 願 発 明 の 方 法 に 用 い た siRNAの デ ザ イ ン に 加 え て 、 前 記 siRNAは
当 業 に 知 ら れ る 方 法 を 用 い て デ ザ イ ン さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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【 ０ １ ２ ５ 】
そ の 他 の 実 施 態 様
　 本 願 発 明 は 、 発 明 の 詳 細 な 説 明 に 関 連 し て 説 明 さ れ て い る が 、 上 述 の 説 明 は 具 体 例 を 示
す こ と を 意 図 し て お り 本 願 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と は 意 図 し て お ら ず 、 そ れ は 添 付 の 特
許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る と 理 解 さ れ る 。 そ の 他 の 局 面 、 利 点 、 お よ び 改 善 点 は 、
添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 で あ る 。
 
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 １ 】 siRNA 2本 鎖 は 、 in vitroに お い て 突 然 変 異 お よ び 野 生 種 の SOD1を 区 別 す る こ と
が で き る (A)　 使 用 し た siRNA 2本 鎖 ： 突 然 変 異 siRNA P11 (配 列 番 号  5、 セ ン ス ; 配 列 番
号  6、 ア ン チ セ ン ス ま た は ガ イ ド )、 突 然 変 異  siRNA P10 (SEQ ID NO: 3、 セ ン ス ; SEQ I
D NO: 4、 ア ン チ セ ン ス ま た は ガ イ ド )、 突 然 変 異  siRNA P9 (SEQ ID NO: 1、 セ ン ス ; SEQ
 ID NO: 2 ア ン チ セ ン ス ま た は ガ イ ド )、 SOD1 野 生 種 標 的  (SEQ ID NO: 7)、 SOD1 突 然 変
異 標 的  (SEQ ID NO: 8)、 野 生 種  siRNA P11 (SEQ ID NO: 9 セ ン ス ; SEQ ID NO: 10、 ア
ン チ セ ン ス ま た は ガ イ ド )、 野 生 種  siRNA P10 (SEQ ID NO: 11、 セ ン ス ; SEQ ID NO: 12
、 ア ン チ セ ン ス ま た は ガ イ ド )、 野 生 種  siRNA P9 (SEQ ID NO: 13、 セ ン ス ; SEQ ID NO: 
14、 ア ン チ セ ン ス ま た は ガ イ ド )  (B)　 突 然 変 異 siRNA p10は 、 野 生 種 SOD1 mRNA で は な
く 突 然 変 異 SOD1 mRNA を RNAi経 路 に よ る 破 壊 に 方 向 付 け る 。
【 図 ２ 】 Hela細 胞 に お け る siRNAに よ る 突 然 変 異 SOD1 G85R発 現 の 選 択 的 阻 害 。 SOD1wtGFP
ま た は G85R-GFPを 各 種 の siRNAと と も に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 dsRedを ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 対 照 と し て コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 緑 色 お よ び 赤 色 蛍 光 細 胞 を FACSを 用 い て 定 量
し た 。 (A)　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お け る 緑 色 （ 黒 線 ） お よ び 赤 色 細 胞 （ 白 線 ） の 相 対
数 （ n=3） 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 図 ３ 】 Hela細 胞 に お け る U6-G93A ベ ク タ に よ る 突 然 変 異 SOD1 G93A発 現 の 選 択 的 阻 害 。 (
A)　 G93A shRNA の デ ザ イ ン （ 配 列 番 号 16） 、 (B)　 SOD1wtGFPま た は SOD1G93A-GFPを U6空
ま た は U6-G93Aと と も に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 dsRedを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 対 照 と し
て コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 緑 色 お よ び 赤 色 傾 向 細 胞 を FACSを 用 い て 定 量 し た 。 4回 の 実
験 の 結 果 を 平 均 し た 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 図 ４ 】 神 経 細 胞 芽 腫 N2a細 胞 に お け る siRNAお よ び U6-G93Aベ ク タ に よ る 突 然 変 異 SOD1発
現 の 選 択 的 阻 害 。 (A)　 G85Rに 対 す る siRNA (n=4)、 (B) U6-G93Aベ ク タ (n=3)。 エ ラ ー バ ー
は 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 図 ５ 】 同 一 の 細 胞 に お け る siRNAに よ る 、 野 生 種 SOD1で は な く 、 突 然 変 異 SOD1 G85R発 現
の 選 択 的 阻 害 。 (A)　 突 然 変 異 SOD1 G85R-GFP を 検 出 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト Hela細 胞 の タ
ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト か ら 測 定 し た 、 SOD1の 相 対 的 レ ベ ル （ 4回 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 平
均 ） 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を 示 す 。
【 図 ６ 】 in vivoに お け る U6-G93A ベ ク タ に よ る 突 然 変 異 SOD1発 現 の 選 択 的 阻 害 (A)　 水 力
学 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 用 い 、 マ ウ ス に お い て SOD1 G93A-GFP を C末 端 mycタ グ 付 き
野 生 種 ヒ ト SOD1と と も に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 SDA-PAGE上 の 相 対 バ ン ド 強 度 を 定 量 し
た 。 野 生 種 SOD1mycに 対 す る SOD1 G93A-GFPの 割 合 を 示 す 。 各 グ ル ー プ に お い て 8匹 の 動 物
を 用 い た 。 U6-G93A グ ル ー プ は 、 他 の 2つ の グ ル ー プ と は 有 意 に 異 な る （ p < 0.05） 。
【 図 ７ 】 ヒ ト SOD-1タ ン パ ク 質 の ジ ェ ン バ ン ク 登 録 。 受 入 番 号 NP_000445。 野 生 種 SOD-1 (
配 列 番 号 18)の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ 】 ヒ ト SOD-1 mRNAの ジ ェ ン バ ン ク 登 録 。 受 入 番 号 NM_000454。 野 生 種 SOD-1 (配 列 番
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号 17)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は SOD1ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 19） で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 ９ 】
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