(19) B AEH§FF (JP) 12) 4§

(45) %1TH TRIZ858A24H (2016.8.24)

JP 5977394 B2 2016.8.24

=F 2 ®B2 (11) s
55T IE59773945

(P5977394)
(24) BiRE SFRR28FTH290 (2016.7.29)

61) Int.Cl. Fl

A6 1K 45/00 (2006.01)
A6 1K 31/7105 (2006.01)
AB 1K 47/18 (2006, 01}
AB 1K 47/24 (2006, 01}

AB1K 48/00
AB1K 3L/7105
AB1K 47/18
AB1K 47/24

AB1K 47/4 {2006.01) AG61K 47/34
MREOM 33 (260 B  REEIEHRY
QL) HEES 1R EE2015-94544 (P2015-94544) (73) = FFIES 506016303
(22) HEER SER2TESAT7H (2015.5.7) FoFn A F S —-TF4 A A
62) HFOFT $5EE2013-83198 (P2013-83198) va—RrAF4 v K
DaE HFEE FVF4wviia aoETH
FEHEE ERY165ETH 168 (2004. 7. 16) —FV— FLSAFy =00
(65) &BES #FFI2015-143273 (P2015-1432734) z{ 100-8900
(43 £&p8 FER27TEE8A6H (2015.8.6) (THREA 100102978
EEERH ER2TECHSH (2015.6.5) #EL FKk @
(1) WMEEERES 60/488, 144 (TH IREA 100128048
(32) #\5&H FERCI5EETH 16H (2003. 7. 16) HEL HFE B—
@3) EREEREE  KE S (T2 REAE ~FZ575> AT
(1) WEEERES 60/503,279 AFEXE FVF4wia amrETH
(32) %A ERYISEEYA 158 (2003. 9. 15) IRV H—ii— B2 h TA TR

G3) EEEEERE  KRE WS

a— 1812 AAf—) 302

BARRIZA

54) [REAOEH BECHAIALZTHERNA

(GHOOoODOooooon

Do0o0o0ao

0000000000000 00O0-000000
0 mRNAO O

0000000000

00o00oO0o0oOooO0
000000000000 D0OPEGDOOCOOOCOODO

goooooood
goopeEGDOOODOOO

CH,O-R!

CHO-R?

CH,-L-PEG
2 ey

oooooooooo®ooooo
oooooooooao

00000000000 O0ooOooan
000000000000 oOoOoOoao

gboboooooboboboboobobobao

gooboooooooocoooobooooobooo
ooooDooooobooooboooooono

10

20



(2) JP 5977394 B2 2016.8.24

000000000000 O0O0O0O0OO00OO0OO00OO0O0O0O0OO0O0OO0DONO0ONONOoOooooon
Dooooo

ODOOMRNADO OO OODO-0000000000000000000-00000
00000

OOMRNADO OO OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOOOOOOOOOn
-0o0ooao

00000

150 mM0 00000000000 00O0000000000-00000

Doooao

100 M0 0000000000 O00OODON0ODOO0OD-00000

0DO0O00oo

000000000 OONN-O0O0OO-N,N-0000O000000O000O0O0 D0 DODAC
ON,N-OOOOOO-NN-OD0O00O0O00O0O00DOOO0O(PDAB)DN-(1-(2,3-00000
0O0)0O0OOO)NNN-OOOODOODOODOOODODOODOOO (DOTAP)O N-(1-(2,3-0 O
00O0)IOOO)-NNN-ODOOODOOODOOODOOODOOO (DOTMA)D OO O N,N-
-2,3-000000000000000(@OMA) DD ONODNONONONONONONONDOOO
0000000000000 O00DO0O0DONODOD-00000

O0Ooo0oooao
OO oOooo

O
O
O
O oooooDoOoOO0OOoOoOoOooooooODbDOoOoOoOooEePPOODOODODDOO

O

ooDoDDoOOO0OO0oOooogeEeoPE)DODDODDODOODODODODODDODDODODODDDODOOOOO
Oo0o0DooOOoOo0oOogeEepPODOO0D0ODODODODODODOOOODOODOD(osPCYO
O
O

OooooooNvIOOooOooooooogooo

N\
=
S
VD
O d

uono
oood
obooo

OOPEG-DAAD D 0O OPEG-O00C0O0ODODOOOOOOCECI2D)OPEG-00DDOO0O0OOO
OCoDECEw)orPc-00000O0OODODODDDOOOCCIB)IPEG-OO0O0DODODDDOODOOOO
(Ci3)yooooooooooooboobooOoobooOooobDooOooooDoooo-oobo o

gbobdoobooooooobobobdoboooooboboboboobooo

O
O
O
O
O
O
ooooo-0000a0

od
ooobooooobooOocooooOooboooobooooboon od
oooooDo ooooooooboooo-o

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

gboobooon
gboooaoan

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

goboooooboobobooboood
-0ooaao

O 0Oooo
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

gbobooooooboooboboboobogooobonob
obooooan oooooag
u-0ooghn

O
O
O
O
O
O
O

oo
ao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

oboooobobobobooooobobobobooobDobobao
ugbo-oboaboad

gbobooooobooboboboooooobooboboboboooobonb
ugbooooooo-o00004d

DDDDDDDDDFRDDDDDDDD
I:II:II:II:II:II:II:II:I(P

(]
OooooooooooOoogoao

Oo0oooooogooooooogoooogoogao
Ooooooooooooogoo
|

mMRNAOU OO0 ODO0OoO0ooboOoouooboouooooooooboooobo-00a0

|

ooo
goobOoooobooocooboboOocOooobODOmRNADODOOOOODOOOODOO

Oo0ooooooooooo0ooDoooo0DooDooogoooodg
O

Oooooooooooooooooogoooooaono

O

10

20

30

40

50



oo oooooogoQgog

e e e e e I

(3) JP 5977394 B2 2016.8.24

cooooooooooooooooooo-o00gaan

ooooood
Oo0-oo00ooo0ooo0odo0OmRNAODOOOOOOODOOOOOOOOOOO-000
oo

mRNAO 0
ooooooood
coooooOoO0Oo0oao
oooooO0ooOoOoooOopPEGODOOOOODOOO
ooooooao
OopPeGODOOOOOO0O

CH,O-R!

CHO-R?

CHyL-PEG |
ooooofoooo”oOoOO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
ocooooooOooao
coooooooooodoooooobooooooodoooooooboooooodd
ooodoooooooooooooooooooooooooooooooooao
ooooo0O0O000000o0o0o0o0oo0oo0b00000000o0o0oooo0ob0D00000d
oooooao
UOOmRNAD O OO OO-dddoooooooooododddaoooano
oooooao
ocooooOo0oo0oo0o-o0dooooooboboO0ooooooooooobo0O48000000
O0od4000000000000CO00O0O00O0OO0ODO0OO
oooood
ocooooO0O00000o0ooooobObO00ooooooooan
oooooao
ooooowowooooooooooo2000000o00oooo0oooooooognn
ocooooooOooao
oooooao
O0o0doo0o0dDoOoO0ooO0oOoOoO0OOmRNAOOOOOOOOOOOOOOOOOO48000
ooooo0doziooooooooooooooooooooooooooao
oooooao
cooooooooddoooooooooooddgoooooooodn
oooood
oo-000000000000000mMRNAODOOOOOOOOODOOOOOOOO
o-oo0o000a0
mRNAO O

ooooooogoao

oboooooooao
oooooOoooobooopPEGODOOOOODODOO
ooooood

gbopPEGDODOOOODO

10

20

30

40



4) JP 5977394 B2 2016.8.24

0" 0000000000000 000000000000000
ooobOooooobooocoooooooobooooboobooooano
gboboooooooboboboooooobobobao

gbooboooooboobooboobooobooooobooboboobooao

g-0oo0oo0ocooobooooooboooooboao

-bgbdoobobooobobobobobooooboboboboobdd

gbobooboooooboboboboooobobo

-00000oo0oboooc0oooboOocOo0oo0obOmRNADODODDODOOOODODOOOO0ODOOD

goboooobobobopPeGDDODODOOODO

0" 0000000000000 0000000D00000000
goobooooobooocooooboooooboooooobooooao
gbooboooooooboboboobooooboobobobao
gboobodooooboobobooooooooboboboooo
g-0oboobobooboooboboboboog

goooocooobooooao

gbooboooooooboobobobobooonn

-oboooooboocooobooboooooboooooboooooboobobooooboobob-o

CH,O-R!

CHO-R?

CH,-L-PEG )
oooooo®ooao
oooooooooao
oooDooooooao
OoooDoOooooo
oooooooooao
ooooooo
OO0DOmRNAO O O OO
ooooooo
ooo
oooooon
ooo
oooooon
ooano
ooooo-000000
0 mRNAO O
oooooooooao
0o0oooOooooon
O
oooooooao
OOOPEGD ODOODODOOO

CH,O-R!

CHO-R?

CH,-L-PEG M
oooooo®ooao
oooooooooao
oooooooooao
oooooooooao
oooooooooao
oooooon
OOOmMRNAO O O OO
oooooon
oooooooooao
OoooooO
OooooOooooao
ooooooo
ooo
ooooo
0 mRNAO O

oooooooooaon

10

20

30

40

50



(5) JP 5977394 B2 2016.8.24

ooooooooooo
oooboOooooooocoopPeGODODOOODOOO
goooooogd

ooopeGDOOODOOO

OOooooooooooo0DooDoooo0ooDooogogoooao

OoooOoooooooOoooOoooooooooooooOoadd
Iy e e I By

Oooooooooooooooooggoao

O

CH,O-R’
CHO-R?
CH,-L-PEG
2 (I
ooo”oooo 0000000000000 O0O0O0O0O0ODO0O0O0QOOoOOooOOaO
Oooo Oo0od
Ooo0o gooooogooopbooogouotooocuo oo oo oo tuooDuouoog
Ooo0ogd Oo0oo0ooooooooooooooooooooooooaoan
Oooo o000 ooy oo o ooy pououooog
Ooo0o
mRNACO Oo0oo0-00gooo0ooooooooooooooan

obooooboobobao

ooobOooooobooocooooboooobooooao

ugbdoobooooobouobooboboobooo-obobooobobobaonon

OO0 oDoooo4gogoooooggg
O
O
O
O

gboobooooobooboobobooooo-0oboboo0oobobobaonn

O

gboboboooobooboobobooooo-0oo0obooboobooboooan

gboboobooooboobobobooooobo-0oo0oboobobobooan

Ooo0ooooooooooooooogogQgg
Ooooooooooooooooogogoao

ubobooooobobobobooobooboboboboooobobobaa

RNAOOORNAIDDODOOOOOOOODODOODODDOOOODOOOOODDODODDODOOO
goboooooooobgobobobooooboboboboobooooobobobao
OOoOO0O0D0ODOO0OO0000O000CCO0OO0OD0ODOOORNAOSIRNAOOODODODDOOOOOO

O

OoOoo0oooogdg
Oooo0oood

good

gooooogan

OO00D0O2003012011000000000000e60/529,4060 0O 20030 90 150 0 O
60/503,2790 D OO D 20030 70160 0 000 60/488,1440 0 0 00 O0OODOODODO
gboooogobooboboboooooboboboboooooboboboboon
good

oooao

10

20

40

50



(6) JP 5977394 B2 2016.8.24

goooaon

ORNAOOORNAIDO OOOOOODODOOOMRNADO OOOOOOODOOODOOOOOOOO
O000O0D0D0O0OD0ODO0OOORNAOMSRNAD DO O OO OO0 OO0O0O0DO0OO0OO0DO0OOODODOO
00000000 0DDOOOMcManus and Sharp, Nature Rev. Genet. 3:737(2002)(0 O
O0ODOO)IORNAIOOOOOOdsRNADO OO O D ODODOOOOOOR2102300000
O0ODOOOOORNAOOSIRNADOODOOOODOODOODOOODOOOOOODOOEIbashir, et
al., Genes Dev. 15:188 (2001) (0 0D OO0 O)OOSIRNAD ODODOOODODODODOO
goooooboboob bbbt oooooobobobobboobood
0000000000000 o00o00o0o0oo0oo0oo0ooo0ooo0ooooooOoao
ooooao

ogooooao

OsiRNAOD O ODOODOOOODDOODODODODOODOOOODONovina and Sharp, Nature 43
0:161-163 (2004)(0 0 O O O O );0 O O Garber, J. Natl. Cancer Inst. 95(7):500-2 (
2003 (00 000 O)D0D0O0OsIRNAOD DD O0DO0ODODDOODODODODODOoODoDOoODOoOoOGOog

OO00D0DD0DD0OD00000000000DD0D0OD000000000dsRNAD D (1) DO OO0
oooo0oDoDDODO0OO000oU0O0O0@oooDoDDoODO0oDO00Doo0ooooooDoDDoDooooOg
oooo0o0oDoODO0oO0oooooooao

ocooooao
oo0oo0oDoDDODO0OO000O0O00ooQooOo0O0DDODO0D00DU0DO0o0OooDoODoOooDoODDOoDOoOOoDOoOg
oooooDoODO0OO000oU0oO0ooooOOoO0ODDODDODO0DO00DU0DO0O0DOoDOoDoODOooDoODDODOOoDOoDOg
0000000000000 000o0o0DDoDDOoODO0D00D0DO0O0o0Do0DoDoDoDoODDoODOoOoDooOog
Oo0o0OoDDOfirst-passi 000 000D0DOO0OO0OO0DOOOODODOOODODDOOOOOO
oooo0ooDoOOO0O0o0oUOoOoooooOoO0DODDODO0DO00DU0OO0O0oOoDUoDoODoOoODoODDODOoOoOoOg
000000000000 DbOO0ODbOO0DOWworgall, et al., Human Gene Therapy 8:37 (19
o O OOODO); Peeters, et al., Human Gene Therapy 7:1693 (1996)(0 O O O O

0d0); Yei, et al., Gene Therapy 1: 192 (1994)(0 0 0 0O O O ); Hope, et al., Molecu
lar Membrane Biology 15:1 (1998)(0 0 O O OO )OO

oooooao
OO0OooODNA-O0DCOO0OO0ODOOOO0DDDODOOUOODDOUOODODOODOUODDODOO
0000000 O0D00ODODOdFelgner, Scientific American 276:102 (1997)(0 O O
0 0O ); Chonn, et al., Current Opinion in Biotechnology 6:698 (1995)(0 0 0O O O
OH)oooooooooooooobooooobooOoooooUooooooooooo
I A A o A 0 Y Y G 1Y SR 2 12 W
0o0oOo)YoooooooooooooooooDoooooDooooooDoooooo?2
003/00736400 (OO ODOHYOODOODODODUOODDODODOOODOODOUODDODDDODOOOD
goooooOogooobooooooogogooDboogUobooogboDboogugbooo
OO00D0OO0OO0OO00D0DDOHarrison, et al., Biotechniques, 19:816 (1995)(0 00 OO
0 0); Li, et al., The Gene 4:891 (1997)(C 00 00O 0O 0O ); Tam, et al., Gene Ther
. 721867 (rOOO)Y(D DO ODUOUOOHYYOUOUOUODDOUOODODDOOUOUODODOOOODOO
OO0 lipoplexd ODOODODODDODOOOODODOOOODDOOOODODDOODOODDODOO
000000000000 DbOO0O0O0O0OD0ODODOHuang, et al., Nature Biotechnology
15:620 (1997) (0 0O O OO O); Templeton, et al., Nature Biotechnology 15:647 (1
9970 O DO ODOO0O): Hofland, et al., Pharmaceutical Research 14:742 (1997) (O
oooooo)ood

oooooad
goobOoOo00oobDOoOOooUooooOO0obobDbooouobooge,429,2000(bood
YD OODODDOOO?2003/700268310 (D OO0 O0O)HOODOODOOOOODODDO2002/70081736
O@OD0OD0OO0O)oODD?2003/00821030 (DD 0D O0OHYODODODOODODODOOoDOOODOOO
gooooo0ogooooooooooOdgoooOooguUoobDooggbooood
oooDooo

O
O
O
O
O
O

10

20

30

40

50



) JP 5977394 B2 2016.8.24

gbooooooobooboobobobooooboobobobooboooooboobobao
ooovombOoOoOoOOoOOoOoOoOoOOO-O00O0OOOOSPLPOOOOOODODOOOODDOOO

0 Wheeler, et al.

O

e e s [ [y |
Ooooooo0o0ooooo0D oo oo ooo00 oo oo oo oDoDooooooDoooo0DooooogogoQgoQg

I:I;-Zal:l
DZD
O O

O

O

O

Iy e A A [

e s s e ) e e e e s s e s [ Y I Y

O

Oooooooo0 oo oo o o0 oo oo o0 o0 oD oo oo oo ooo0ooooDoDooooooooQgog

O

e ey Ry e e e s e Iy

Ooooogogoao
Oooooogogoao

O O oo
O Oooo

OOooooogd
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Oo0oooao
O Oooooao
OOoo0oooao

Oo0ooDooooooDoogooooaog
OO0 oo ooooooooogoogogooo

gd

, Gene Therapy 6:271 (1999)(0 000000 )00 00 O SPLPO O O

000D O0o000oOoooooooObDoOOoO0o0oOoOoOoooopoPE)D O
cooDoDoO0o10%0 0 0000000000000 O00o00ooo (PeGO
ocoooOoOOO0oO0oOoOoooooooOobDDbDOOoOosPLPOOODODODOR.V.O
gbooooooboboboooobobobobooobDobobao
ubooooboobobobooooboboboboooboobobaa
oooooOoooobOoooobooOooboooooooOOspPLPO OO
obooooboboboboooobobOobOobo0ogbdDbDbNA-O
gboooobooboboboooooobNAOODOobOoboboonn
gobooood

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

siRNAOD O O OOogoooooooooo
gbooouobooboboobooobgnn

O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
OJ
O
O

6,458,3820
0 O 2003700736400
6,429,2000
0O 0O 2003700268310
O O 2002700817360
O O 2003700821030

McManus and Sharp, Nature Rev. Genet. 3:737(2002)
Elbashir, et al., Genes Dev. 15:188 (2001)

Novina and Sharp, Nature 430:161-163 (2004)

Garber, J. Natl. Cancer Inst. 95(7):500-2 (2003)
Worgall, et al., Human Gene Therapy 8:37 (1997)

Peeters, et al., Human Gene Therapy 7:1693 (1996)

Yei, et al., Gene Therapy 1: 192 (1994)

Hope, et al., Molecular Membrane Biology 15:1 (1998)
Felgner, Scientific American 276:102 (1997)

0 Chonn, et al., Current Opinion in Biotechnology 6:698 (1995)
O Harrison, et al., Biotechniques, 19:816 (1995)

O0Li, et al., The Gene 4:891 (1997)

0 Tam, et al., Gene Ther. 7:1867 (2000)

0 Huang, et al., Nature Biotechnology 15:620 (1997)

O Templeton, et al., Nature Biotechnology 15:647 (1997)
0 Hofland, et al., Pharmaceutical Research 14:742 (1997)
O Wheeler, et al., Gene Therapy 6:271 (1999)

OO0DDO0OO0OO0O0OOsSIRNAODDOODODDODOOODOOO-00000SNALPOOs
SNALPO OO OO OSsSIRNAODOOSNALPO O OO OOODOSNALPOO OO OOQODO

oooboooooobOoooobooooboboooooboooooan

10

20

30

40

50



(8) JP 5977394 B2 2016.8.24

goad
goooooooobooooooobobooooboooobooooooooboooooao
OO0OO0OO0OsiIRNAODOOOO-000000D0D0000D000000OO0DODSsIRNAOO
g-0oobooboobobooboobobobooooboobobobooooboooboao
uybdobodo-0boboboooboboboboooobobobobooooobaa
Oo0OoOO0OD0ODDOO0OO0OO0O0O0O0OO0sIRNAODDODDODO10060000000D0O0O0OO
OO00OD0OsIRNAOODDOOOO0OD20000000000000ORNADDOOOODOO
OoOO0OO0ODDOOO0O0OsIRNAOOOOCOODDOOOOOOOODNACDDODDDODOOOO
oooooao
good
OoOCOO0ODOONN-OOOOO-NN-ODDOOOOOOOOOOODD(DODACYT N,
- oooOo0O-NN-OOOOOOO0OODOOOODOEDbAB)ON-(1-2,3-000D000O00O0
O

OCOO0ODO)-NNN-OOOODODOODODDO O OO0 (OTAPYO N-(1-(2,3-0 00 O
OH)OOODO)-NNN-OOOOODODOOODDOOOOOO(DOTMAD OO D O N,N-O
-2,3-00000o0oO)onooogooo@opvpO 0o oooooooooDo

ooooboooooooboooobooooobooboooooboooooooooaon

go@oPE)DO0OODOODOODODODOODODOOOODOECOPCYDDODOOO
co(cPOOOODOODOODOODOOODOOOOEGSPOODODODODDDODDOOO
oooooOoooobooooooooooooon

od
oooopDoOoOO0oO0oOoOoOooooooODDoOOoOoOoOoOogEeEG)-0ODDODOOO0OO

O@TTA-0 000000000 gboooobooboobooooobooaobar

EGC-000000D0OPEG-00DOOO OO0 @AADOPEC-000O0O0O00OCDODODO (PAG

JOPEG-D DO OOPEG-00O0ODO gbooooooboboboooboobao

0 00 0 PEG-DAGO O 00 O O PEG-DO OooDDoDoOECOPEG-O00C0O0DODDOO

OO0OO0O0D (COPECG-00000O oD e)oooPEG-00O00ODODDOO

oooo0oDEC,x)00n0ooon gbooooobobobooodnDdgdPEG-D

O 0ooo

Ooo0oooooo o0 oo ooo o0 ooDooogoQgoo-g
O oOoooo

Oo0oooooo0ooDo=zo40o0o0ooogoggogooao
oo o0 oo ooV OoOoOooDooogooogoogoaog

O 0Oo0oooo
O 0Oo0oo0ooo
O O o0gooao
O Oooooo
O 0Oo0oooo

AOOOOOPEG-0O0O0O0O0OOODOOODOCCOPEG-O00O0O0O0OCDOO0O0O0OBGDOCC,
JDJUOPEG-0 000000000000, x)DO000PEG-O00O0O0O0CDOOCODOOBDCCC,
g0 0oooooooooboboooooooooooobDDbDbOOooooo-oooooOo
gboboooooboboboboooobooobao

ugboogood
oooboooooobooooobooooooboobooooobobooooboboooobooo
gboboooooboobobobooobobOoRNAODDODODOOOoDooDobDoDbDOnD
ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa
ooooooooobooooobooooooboobooboooobooboooobooooobooo
gboboooooogoboboboooooboobobobobboooboobobo
gbooooao
gbdoboooogbdbORNAOODODODOODOOOOOOOODObODOOOObOODOnnD
oooboooooobooocooboobooboooobooooboo-o0oo0obo0oOoobooboOoo
gboooooooobobooboooobobobobobo-obobooboobobonb
ugboooooobooboboboooboboboboboooRNADOODOOOOobDOan
ooobooooobooocooobooobooooboooo-Ooo0oo0oo0obOOoO0oOoobDoOoboOoo
gbobooooobogosobisonmbOO0nogooonon

gbooooao
ooooboooooobooocoooboo-ocooobobOo0ooooObooobobooOooboobooOoo
oobOoooobooOocO0oob0Ob0DORNAOODODOOOODDODOOOODODOOOODODOOOO
gboobooooooobgobobobooooboobobobobooooobobobao
ugbooooooboobobooouobob-ob0obobobobobooboobobonn
ooobOoooooboocoooooosooilsonmononooooan



Oo0ooooooooooogoggog
OoooonwooooOoQgoooQgao

840

O

Oooooooo0oooooo0o oo oDooUo0 oo oDooooooDooogooao

OoOoooooooooooo0ooDooooooooogogoQg

Ooo0oogooogoo

O

oooboOOOoOO0ooo0obOoooboboboOooboboooOo2404807200 000960 000
oooooOoooobooooooboboooobooooboooooobooooonn
oooooOooooobooooooboooobooooboboooooooooonon
ooooobO-oooooboooobooooboboo40bbOO0OO0oOobOobODOoOoOoonn
OOsiRNAOD OO OOO0Ooooooooboboboooo-ooooboooDboDonoan
40000000000 DOO0O000bDoOO0O0oO0o0oDbDbOO0oO0oO0DbDOOOOgsIRNADOO

OOooooogoogdg
Ooooooogogogoao
Oooo0ooogoogogoao
OOo0ooogogoQg

OoOo0oogogoo0ogao
Oooo0Oo0oooan

O

-000000OsiIRNAODO0O0O0O0O0O0OO0ODOOOODDODODOOOOODODOO
oooobooOoooobOoooobooooobooboooooboooooao
ooooobOoooobooooboooooooooooboooooao
OOo0O0OD0O0O000O0O00O0O0OsIRNAODODOOOO-oooooooDoao
oooobooOoooobOooooboooooboobooooobooooooaon
oooooOoooobooooboooooooooooboooooao
00
O

0

iIRNAD O OO0 -0
gbooooooaoao

uo

uo

9) JP 5977394 B2 2016.8.24

siRNAD OO0 O00opooooooooooouoopooooooonoao
goobOoooooooooooooooboooooooooao
OO00D0OO0O00o0ODODOO0oO0oO0oDOOoOOgOsiIRNAODOODDODOOO

o-ooboboooooboboooobobocoobooboobooooboooooooooonn
gboooDobobobo1owd DO0-00000000000240 360 480 600 720
oogooeesbbouooboooOooobDbOOooobDOoOoOoOnbDOO20%h 30%0 40%0 O
OO0-0000000D0e60%0 700 0O 0O80%IOO-0000C0000O0O0OO?240 360 4
geol 720840 U9 000D 0ODUODLOO0ODOODODODODODODOORD?240 48
72000090 000sIRNAD 0000000 DOOCODODDODDODOOOOOOOOOODOD

OO0 o0DoDoogogogoooogogdg
Ooooooooooooggdg
OooDooooooooogogdg

O oOooo

O OooOooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
OO o0Ooo

Oo0oooooooooood
O 0Ooooo

O

O oOooo

O

O o0Oooo

O

O
O

O

O

O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0ooOooao

gboboooooobooboboboobooooobobobobooo
oboobooobooboboboooobooboboboooboonn
gooboooooooOoo-oboocooobooooboooo

siRNAOD O OO O0ogooooooooooooooooooono
OCOoO0OD0ODDODO0OO00000000O0OO0OD0ODSsIRNADOOOOO-0000
gbooboooboobobobooouobobobobooobonon
uboboooboobobobooooboobOOobORNAODODO
ooooano

gboobooooobooboobobooooooobooboboobooao

Oo00DD0O0OO00000000CC0C0O0ODDOO0O0O0O0O0O0D0ODOOOSsIRNADOOO

-j0b0o0oo0ooobooocooobbooooboooooobooo0oooboooobon

g
u
O
g
t
O
O
g
u
S

Oooooooogdg

O

gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo
ubooooboobobooboouobuoboboboooobooboboobooo
siRNAOD OO O0O0oooooo0Oo00o0oooooooooobbonooooon
gADODOBOODODOCODODODODODOEDODOGHODODODODOOO
ubooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
oooooOoooooooooao

ooooao

DSPC:O0 0O DODODODO :DODVMAZPEG-DMGO O OO DO OOOOOOOB-ODOD0OOO

iIRNAOODODDODDODDOOODOOOOCT2e6.CL2s0000pB -0000000OD0OD0ODO0OO

10

20

30

40

50



(10) JP 5977394 B2 2016.8.24

ooooboooooboooonon
OoOooPEG-00000O0O0O0OCCOCOOOPEG-00O0O0C,cOOOOODO

U 00 0PEG-DAGO O O SNALPO O PEG-0 O O O C200 OSNALPO O OO DOCOOODDOOLU
vooooooooooooogooao

OO0000PEG-DAGO O SNALPOD D DO OODOOOOODODOOOODOOOODOO
OO00D00OPEG-DAGO O SNALPOD D DO OODOOOOODODOOOODOOOODOO
UD0O000PEG-DAGH O SNALPO DO DO OODODODODODOOOODOOODOD
OO00D00PEG-DAGO O SNALPOD DD OO ODOOOOODODOOOODOOOODOO
O000PEG-DAGO O SNALPO O DO OOODDOOOO

UD00O00OPEG-DAGH O SNALPO DO O DO ODOODODO

OO00D00OPEG-DAGO O SNALPO DO OO ODDOOODO

OO00D00PEG-DAGO O SNALPO DD OO ODDOOOO

UO0000PEG-DAGO O SNALPO D DO OODOOOO

O000O0PEG-000DOC,o0 0O SPLP O PEG-DAGO O SPLPO O Neuro-2all 0 0 O 0O 0O O A/J
ooobooootoz2ab000oobooboooobbooooobooboooooDoan
OO00O0PEG-0000OC,o0 0SPLP O PEG-DAGO O SPLPO O Neuro-2all 0 0O O O O O A/J
gboboooooboob48bobooooobooboboboboboooboobobo
O000PEG-0000OC,o00SPLP O PEG-DAGO O SPLPO O Neuro-2all 0 0 O 0O 0O O A/J
ooobooooooooy>oobobooooboooooobooooooboooooan
Ooo0O0OD0ODDOO000O0O000O0OO0O3wOPEC-000O0O0O0ODDOODODDODODOOOON-C
2,3-0000000000000)Y000000PEG,,ed 00000000 DOOPEG-C-DMA

OON-(2,3-0000000000000)000PEG,gee 000000000 PEG-A-DVMA
OO0OO0OD0ON-(2,3-000000000DD0O0O0ODY0O0O00O00D0PEG,,, 000000
UbOO0PEG-S-DMAD O D OO OODO

OO0000OPEG-DAAD DO OODOPEG-DAGD DO OOOSPLPOOOOODOO48OIODODODOO
ooobOooooboocoobooooooobooooooboon

UODO0O0O0OPEG-DAAO D O DOOOPEG-DAGD OO D ODOSPLPOOOODOODOODODODO
ugbobooooooobooboboboboooobobobobooooonboao
OOO0OO0ODO0ONeuro-220 0 O0O0O0OO0OADDOOOOOOOPEG-DAADDDOOOOOOODOCM
voooobOooooobooooboooooobooooooooooDboOooagskLPOO
ODOOPEG-DAAD0 0 000 0O0DCOCOO0ODDOOOUOOOSIRNADODODDOSNALPO OO OO
ugbooboooooboobobobooobooboaobaoanb

OOO0OO0ODONeuro-220 0 OO0O0OO0DADDOOOOOOOPEG-DAADDDOOOOOOODOCM
voooobooboooogoobogoboboboooogooobobobobooDbobspPLPOd O
PEG-DAAD D0 DOODODOOOOOOOOODOODOSIRNADOOOOSNALPODOODODO
oooooooooobooooooao

Neuro-2al 0 0D OO O O0A/J00 000D O O PEG-DAAD O O O O O PEG-DAGO
ooooemwioooooDoOoOoOoooOoODoOoooobDoOoooooDbDoOooooDon
OSPLPO PEG-DAGD D DO OOOOOOCMwODODOOOOODOOOODODOO
UooobOOoOO0oOoO0obOoOoOogpSPLPOOOO0DOPEG-DAAD DO OOODODOO
OOOsiRNAODOOODOSNALPO O DOOOODOOOOOODOODOODDODOO

Neuro-2a0 OO O0ODODOOA/J0 00 00O O 0O PEG-DAAD O O O O O PEG-DAGO
ooooemwoooooDoOOoOoooOoOoOooooDoOoOoOoooDbDooooDoo
OSPLPO PEG-DAGD D DO OOOOOOCMwODOOOOOODOOOODDOOO
Oooo0oOOoOO0ooo0obOOoOoOoO0opSPLPOOOO0DOPEG-DAAD DO OOODOODOO
OO0ODsiRNAODOOOOSNALPOODDOOOOOOOOODOODODDDODOOOOO

Oo0DoDooooooooggdg
Oo0ooooooooogod
Oo0ooooOoogoooaoo

OJ
O
O

PEG-ODO00O0O0O0ODOOOOOOCMwOOOOOOOOODOOOODODOOOO
oooobOoooosprPOOO0O0OPEG-OODDOOOOOODOOOODOOO

Ooooooo0ooooogogooao
OoooooooooooQgooao

O
O
O

10

20

30

40

50



O=00O00O0Oooo0ooooooobooboooooooodoaod
Oooooooo0oooooo0 oo ooo o ooooooQgog

O

(11) JP 5977394 B2 2016.8.24

OsiRNAOD OO OOSNALPO O OO ODDOOOOOOODODDODOOODODODOOOOO
oooobOoooboboooooobooboooobood

OdgPEG-DAAOD OO DOOCOOODOCMOODOOOOODOOOOODOOOODOOO
OooobDOoOoOoooosPlPOODOOPEG-DAADODOODOODOODODOOOODO
siRNAOD O OO OSNALPO OO OOONeuro-220 OO ODODODOAQ0O0O0O0O0CODODO
oooobOoooooboooooooboooooooboboooooao

UOO0O0OPEG-DAAD 0D 0ODOODODOCMODODLDODODODODODODOOOODOD
OooobDoOooooosPlPOODOOPEG-DAAC DO ODOOOOODOOOOD
siRNAOD O OO OSNALPO OO OOONeuro-220 OOODODODOA00O0O0O0COCDODO
gbooooobooboboboooooooboboboboog

OOOPEG-DAAOD DO DOOOODOCMOODOODOODODODOOOODOOOODOO
OooobOoooooboospPlPOODOOOPEG-DAACODOODOOOODODOOOOODO
siRNAOD O OO OSNALPO OO OOONeuro-220 OODODDDODODA000O0O00OCOCDODO
gbooooboboboboooooobooboboboboog

OogPEG-DAAO DO D OOOODOCMOODOOOOODODOOOODOOOODOO
oooobOOoOoooboosPlPOODOOOPEG-DAACOOODOOOOODOOOOODO
SiRNAOOODOOSNALPO O OOOONeuro-220 0D O OOD0DAOO0OODDOOOO
gbooooboobobobooooobooboboboobooa

OogPEG-DAAO OO DOCOCOOODOOCMOODOOOOODOOOOODODOOOODOO
oooobOooooboosPlPOODOOOPEG-DAACODOODOOOOODOOOOODO
siRNADO O OO OSNALPO OO OO ONeuro-220 O OO DODODOAQ00O0O0O0OCOODO
ubouobouobooboboboooouobouoboboboooa
oooobOooooobooon

good

gooooad

O

O0O00DOO0OO0O0D0OOO0OsiIRNAD OO OOODODOOOoOoDOOooooo-ooonoao

SNALPO O siRNAO O O SNALPO 0 0 O O O O O siRNAO O O SNALPO O O O O O O SNALPO O

O
O
O
O
O

OO0 oooooooooodg
OOoooood
O0Ooo0oooogod

OO0 ooooogogog

O
O

iRNAC

oo

ooooobooooobooooooboboobooooboooobooooooobooboooooao
o0

oooo
O0DOO0OOOOOSNALPOOOODORNAOSIRNADOOOODODDOOOOOOO
O0D0DD0O0O000O00000O0OO0OD0DOsIRNADOOO7O000000000O0O0O0S0

I DUODUODOSNALPD O D OODODODODOOOSNALPOD OO D ODODOD

O 0000000000000 C0O0ODDOOO0O0O0O0O0OODOOOSsIRNADOOO
OoOoO0O0ODDOOO00O0O0O0O0O0ODOODODDOOOO0DOOOSNALPO O siRNAD

gboobooooooogooobo

O

g

g

OODOOSNALPO O O OO OOODO1s0nmO0O0O0O0O00OCCOODODOSsSIiRNAOOO
oooobOoOO0ooo0oooOOoO0ooobOOoOoOoOooOSNALPOOODDOOOODODO
gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo
OOSNALPO OO OOOOOoOooobOooooobobooooboouooobooogs
siRNAD OO OO0Ooooooooooooooooooooao

g

OO0 ooooogoQgog

O

1n.ogan

od
gd
od
od
od

ooooobOooooobooooooboobooboooobooooboooooobOoooooao
oooobOoooobooooobooboooobooooboooooobOoooooao
oooDo0o0o0ooogoooooooDooo3xWooooo@OopDoDooooooo
oooDoOOoO00o0oO0o0o0@oooooboooooooooooooooDo @G ooo
oooobOoooooooooooao

10

20

30

40

50



oooDoo
ooooooooobooooooooooobooooobooooobooooobooo
RNAODOOOOoOoOoODoOoooboooooooooobooooboooooboooao

ooooobooooooooooobobooouooboboooobbooooobooo
oooooooooooooooboobooooboboooobooboooobooo
goooOoooooooooooaon

O

s e e ey e s e e e e [ I o B
[ s ey e

O

OO0 ooogogdg
Oooooogg
Ooooooogoogoo

O

O

e s e e e e e s e e e
OO0 ooooOoUooooooUo oD oDoDooUoooooDoooooooDooogoggooao
I e e e e e e o
Ooo0oooooo o0 oo oo oo oDoD oo oo o oo o0 oo ooogooo

OO0 ooooogo4ooooooggogogoao
Oooooooo0oooooogogogooao
Ooooooooooooooogoooao
OO0 oDoDoogog4dogooooogogogoao
Oooooooo0ooooogogooao
Ooo0oooooo0oooooogooo
Ooo0ooooooooooooogooao
Oo0ooooo4ooooooggogooao
Oooooooo0ooooogogogoooao
Oooooooooooooogoooao
OO0 oo oogog4Qooooooggogoao
Oo0oooooo0ooooogogogooao
Oooooooooooooogooo
Ooo0ooooooooooooogogoOooao
Oo0ooooo4o0oooooggogogoao
Oo0oooooo0ooooogoQgooo
Ooooooooooooooogoooao
OO0 oooogog4Qogooooogogogogoao
Oo0ooooooooooogogogooao
Ooooooooooooogoogogooo
OO0 oDoDoogog4doooDooogogoogoao
Oo0oooooo0oooooogogooao
Oo0ooooooooooogogogoooo
Oooooooooooooogoooao
OO0 ooooogo4ooooooggogooao
Oo0oooooo0ooooogogogoooao
Ooooooooooooooogoooao
OO0 o0DoDoogog4ogooDooogogogoao
Oooooooo0ooooogogooao
Ooo0oooooo0oooooogooo
Ooo0ooooooooooooogooao
Oo0ooooo4ooooooggogooao
Oo0oooooo0ooooogogogoooo
Oooooooooooooogoooao

u
O
g
g
O
g
g
u

(12)

JP 5977394 B2 2016.8.24

gbobooobooooobobobdoboooboobooboboboobooao

ooooOoooooboooooooboooooooooobobooOoooDoo

gbobobooobooobob

(]

OO0O0OO0OO0OSNALPO OO OOO0ODOOOOO0OODOOOODDOODOOSNALPO O

gbooooooooogan

O
O
O
O
O

O
O
O
O
O

OOo0oooggoooao
Oo0ooooQgoooaoo
Oo0oooogogoooaoo
OO0 oooogogoooao
Oo0oooogogQgoooao

O O
0O O
O O
O
O

OOooooood
Ooooooggoao
Oooooogdg

OooOoo0ooood
OO0 oooogd
O oooooogd
Ooooooogodg
OOoooooogod
O Oo0oooogd
O oo ooogdg
Ooooooogod
O Oo0oooogd
O o0ooooogdg
Oo0oooooogodg

O

OooooooQgoo

O

O

O
0
4
O
0
O

O Ooo0oooao

O 0Ooooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Oo0oooaog

O

RNADOOOOOOORNNOOOOOOODOOOODOOOOODOOOODDODOO

[ Ry |

goo
ooo
ooo
goo

O 0Oooo
O o0Oooo
O 0Ooo0ooo

O
DOPEO O O
O O SNALPO

ATTA-0 D OO0OOO0DODOO0OOO
gboooboobOoboPEGO D

PEGO O OO0O0O0ODOOOOODOOOODOOOPEGD O

PEGODOOOPEG-DO00O0O0ODOOCOOODODOOOODOOOO

ooooooogd

oooonos,s885,6130 0000

10

20

30

40

50



Ooooooo0ooooooooooggg
Ooooooo0ooooooooooQgdg

OO0 o0Dooodgogooao
Oo0ooooooooogod

O

O

OoOoooooooogonNMoOogOoOoooogooao

|
Oooooooooooogogoooaoo
OO0 OoDooDo40DooDoogdgoooao
Oooooo4o0ooooogogdgoooao

O

O

O 0O0ooooaog
O Ooo0ooooaog
OOoooooao
O Ooo0oo0oooao

0

0

O

Ooooooooooodg

Ooooooooooooooooodg

O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
OO oOooo
O Ooooo

OoOoo0oooogd

O
O

OOoo0oooogooOoooOoaoo

od
o

O

Ooo0oooogd
Oooo0oooogod
Ooooooogod
OooOoo0ooood

O
O

O
O

O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O
O

O
O

O oOooo
O 0Ooo0ooo
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
Oooo0oood
OooOoo0ooood

O Ooogoo
OoOoo0oooogd

POPGO
goo

ooo
goo

pHO
oo
oo
oo

oo
oo

(13)

aad
pHO
oo
aad

O Oooo

ooo
oogo

ood
od
od
oo

OO oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo

pHO
oo
oo
oo
0o
oo

O Ooo0oooo

pHO O
000

od
od

OO0ODOD0O0O00O0000DODACO O O N-(2,3-0
N N-ODODDOOOODODDOOOO0ODODOOOOO0ODOTMALO OO
OoO0OO0ODOOO0OO0OO0O0O0OoOoDbABOD O DON-(2,3-000000C0CO0ODODODODO0OOO-=N,N,N-
Ooo00OD0ODOO0OO000000O0O0OO0O0OD0DOTAPO OO3-(N-(N",N*-ODDDDO0O00O0O00O0
O-000000o0oDbDoO0ooobboogDpec-CholD 00O O
O-3-00)NN-OOOO-N-OOQCOODDODOOOOO
oooboooooboocoooooboooao
000000 DODAPO DODMALI DMDMADO O

OO
OO0

O

O Oo0gooo
O 0Oo0oooo

O

Oooooocooooooogogoo
O O

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Oooo

O

[y |
I Ry |

O

O
O
O

O
O
O

good

O
g
g

O

1-0

O
O

O
g
g

[ Ry |
[y |

O

O
O

O oOooo
O 0Oooo

oo
oo
g

o
2-0
o
oo

oooooOooooboooobood
oooooOocoooboogoobood
oooooODoooobboooobooo
oooooOoooobooooboog
-3-000000b0o0o0o0o1,2-00000-3-0000000CO0000O

OoOoo0oo0odgao

O
O
O

O Ooo0oooao

O
O
O

JP 5977394 B2 2016.8.24

Z 00O

OOoo0oooaoo
|

O Oooooao

OOoo0oooao

O O

pHO O O
0 N,N-O
Dooo

N,N-O 0O 00O

O0Ooo0oooao

O
O
O
O

OoOoo0oo0odgao

O
O
O

OOoo0oooao

O
O
O

OOoo0oooao

O
O
O

O Oooo
O 0Oooo

O 0Oo0oo0ooao
O Oooooao
OOoo0oooo
O0Ooo0oo0ooao

oooo
-N,N-0O
oogdog-N

g -N,N-O000

N-(1,2-000000000O0
gboooboobadODMRIED O
Oooo0ob0OOocoob0O0n0o0agpHO

ooooboOocoooooooao
ooooboOocoooooooao
oooooboooooooooo
OON-N-ODOOOO0ODOoogria,

OSNALPO O OO OOOOOOoOOOOoOOoooaon
oooooOoOoooooooooooboooooDoao

oono

002-0000000RYMDOORPDDOO0000O0
00000000000 D00000O0O0 20 300

0000000000000 DOD0DO0OODODO
00000000000 OoOooDOao

10

20

30

40



0]

CHzo/'le
/ICI)\

CHzO'_

CH—O

oooao
ooboooogan
oooao
oooao

o
O

CH,0O-R!
CH,0-R2

CHy'

oooooao
UoOATTAO D OO
500000000
ugboodogodado
gd

R]

RZ

(14) JP 5977394 B2 2016.8.24

0000000000000 02-000000RMODORDDODODN

oooooOocoooboooobooooobobOooooboooooao

O O
g g
oooboooz2030oco0oooboooooooooooobooooboboooOoobooboOon
O O
g g

goboooooooboobobobooooe,320,0170 0000 6,586,5
ubooooboobobobooooboboboboooboobobao
ubooouobouoboboubouoouobobobooouobuobobaa

R2

| I |
R N—(CH2CH20),,T(CH2);,—C—(NH—](_Jl—ﬁZ)q R}

000RODODOODDOODODOOODODODODODODOOODOODODOODOOORY

oooooood

oooooOooooboooobooooobooooooboboooooao

ROODORIODODODODOOODODODOODODOOODOR?0O000000000DOOOO

Oooooooao
oooooooao
oooooooao
OOR0 0000
OO0OqODoOdOO
oooooooao
oooooo

Oooooooao
oooooooao
oooooooao
Oooooooo
oooooooao
oooooooao

0000000000000 D00D0O0DO0O0DO0OD0O0ODO0OODOoODOn
0OD0R0ODO0DODOODODOODOODODODOODODOO
OOONRRPOO0O0DODO00D0DOOODDOOODOOOODDOORY
00000000000 0n040800 00 0m0 206000 0 pd 10 40
1000000000000 00D0000D0O00D0O0O0DOO0DOOn
ooogo

oooobDoO0ooobOoooobooo20b0b0000000
ubouoouobouobobdooouoouoobouoboboboaoodoa
ooooboooooooooooboooooooboboooooao
gbooooobooboboboooooooboboboboo
ubooooboobobobooooobouoboboboooo
oooosNOGOOooOOoOOoOooooOoooobooooboonn

Oo0Ooo0oo0ooao
O0Oo0oooog
OoOoo0oooaog
OoOoo0oooao

10

20

30

40

50



(15) JP 5977394 B2 2016.8.24

gooooooboob bbbt oooooooboobbboobod
000000000000 oo00o300000000oooooooooooooooag

0000000000000 00000O000O0O0O0OBatzer et al., Nucleic Acid Re
s. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985);0 O O Ca

ssol et al. (1992); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)0 0 0O O O
OO0O00D0DDOD0O0000O0O0OO0Q0O0OODNAD DD ODODODOOORNAODODODDDDODODOOOO
oo0o0o0o0oDDoOD00000O0oooo0o0oo0DoDDOoODO0D00D0DO0o0ooooDooDoOoDoDoODOoOooOg
oo0oo0DoDDoDO0OO000O0O0o0oooo0Ooo0DoDDoODOo0DO00DO0DO0o0oooDoDoDoDoODoDoOoDoOooOog
oo0oo0oDoDDODO0OO000O0O00ooQooOo0O0DDODO0D00DU0DO0o0OooDoODoOooDoODDOoDOoOOoDOoOg
oo0o00o0oD0OD0000O0O0oooo0oo0o0DOoODOo0DO0o0O0O0ooooDooDooDoDoDoOoooOg
0Oo0o00D0DDoODO00000000o0o0o0o0DDDODO0D00D0D0O0o0Do0Do0DoDoDoODDOoDOoOOoDOoDOOg
OO000D0DDOD0O0000000O0O0O0D0DDDODNADODOOOODOOODDDODOODNADO
OOOODNADOOOUOOOOODNADODDDOODODODOOOPCROODODDDODDOODOOOPL
OPACOBACO YACOODODODODODDDODODOUODDODDODOOODDOODOODODNADOODDODOO

ugbdobodoobooobouobobobobobooobuoboboboboeDNADDODODO
OOOmMRNAOD O OOOORNAOOOOOOODOOOOODO

oooDoo
ooooboooooobOooooobooooooobOooooboboOoooobooooADDOBOO
cbopooebOO0OOOoeGhOoOoOoOobOOOOOODODOOOOODODOOOODODOOOODO
gooobooooooboooooboooooooboooooboocooobooooboOooo
OO00OD0OOODNAD D ORNADO DD DO OODO

oooooo
ooobOoooobooocOooboboboO0ooo0obOO0OU0OO0OmRNAOOORNAOOOODDOOOO
ooooooog

oooooo
OCOOORNAODOOUOORNAIOOOOODORNAOOOOOODOOODDDOORNADOOOD
I A A o y {\

AUODOODODOOOOmMRNAD D ODODDDODDODDODDODDODDDODDODOODOOORNADODOGDOGDODORNAOO
OO0O0O0ODDDOORNAOOOODODOODODDODODODODODOOODODODODODDODOOO
ORNAOODODOOORNNO OOOOODODDDODODODODODODODODODDODOODDODOOOOO
RNAOD O OO GOGOoOoOooDoDoDoODoODDODoOU0oDOD0oDU0o0o0oO0O0oO0oO0O0OdodaoadagRNAD
OO0OORNAO OODOOSsiIRNAD OO OO O O 150 600 150 500 150 500 O O O 150 40
000000000000 O0O0O0OO0ODDOO150 30015025000 0190 25000
0000000000000 00000O?200 240 0000 210 220 0 0O 0O 210 230
000000000 OO0ORNADOODODODODOOOOsSiIRNAODOOODOODODO
150 600 150 500 150 500 150 400 150 300 150 250 0 0 OJ 190250 000000 0 O
Oo0b0o0o0zb020 000021022000 0210230000 00000000000 si
RNAO 0O O O O 150 600 150 500 150 500 150 400 150 300 150 250 O O 0O O 190 250 O
0doo00oo0o20020 0000210220 0000210230000 0000 siRNAD ODOODO
010040000000 00000020030 00000030 0O0O0O0ODODOO0O0OS ™
00000000000 O0siIRNAOODO0OODODDODOO0OOoDODOoOOoDoDOoOooDbOooooDoonn
goooooobobobtb oo oooooobobobobbooboo
OO000DDDO0OO0O0OO0OOsSIRNADOOODODOdsRNAD OO OO QO2s0000000000ds
RNAOOOOOUORNase lIIOODODODOoodoodoooooooboobboobboboobood
O00O0OO0OdsRNAO O OO ODODOOsSIRNAD OO ODOODOOODYang et al., PNAS USA
99: 9942-7 (2002); Calegari et al., PNAS USA 99: 14236 (2002); Byrom et al., Amb
ion TechNotes 10(1): 4-6 (2003); Kawasaki et al., Nucleic Acids Res. 31: 981-7 (
2003); Knight and Bass, Science 293: 2269-71 (2001);0 O O Robertson et al., J.
Biol. Chem. 243: 82 (1963)0 0 000 D0OO0OdsRNAO DO OO ODOODOODOSG000000
O0O0D0D1000 2000 3000 4000 O O O5000 000 000O0O0O0OdsRNAO O 10000 15000

OO0 oooogogo
OoOoo0ooood
OO0Oo0ooood

10

20

30

40



(16)

JP 5977394 B2 2016.8.24

O Ooooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo

O Ooo0ooo

O 0Ooo0ooao

O

O

O

O

|

O

O

O

O

g
u

O

00000 dskRNAO O

goo

O

Biology-Hybridization

wi

hybridization and the strategy of

gbooouoboobaoboobooobonn
oooT,0000s501000000000
goosowd bDooooboobooboboon
gsou0 D oOoooooDooooooooonon
oooobOooooooooooboooooan
oooobooooooooooboooooao
gbooooobooboboboooboobobao

0000 50000 000000 D0OODOODDODOOODDODOODDOOO
oo0o0ooDDoODOo0O0o0oDOoooooooOoODDoODOoOOoOoooOon

ocooooao

gooooooboobobb b0 ooooogoao

goooooobobobbtbib bbb oooooao

oooo

ogooooao

gooooooboboobbbib b oo gogooooaao
oo0oo0oDoODO0OO000DO0o0ooooOoODODDDOoDOoO0DOoDOoooo

0o0ooooooobobo oo o000 oooooogoao

gooooooboobbib oo oooooogogoao

gogoooooboboobbobb b oo ooogoauo

0 O O Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular

th Nucleic Probes,O Overview of principles of

nucleic acid assays(] (1993) D OO OO Od0Od
Oo0o0o0oDDoDOoDO00OpHOOOOOOODOOOOO
gooooogoT,0b0000000000

gooooogoobooT,0000000

OO000DDD0OD000O0O0O0O0O0ooOoOaopHD

ooooDoDoOOo0oooOooooooooao

goooooooobobobobbboood
godbobo2000boooDboooDbodooDbOoUoboDboUoUobDbooUo1000OooOoo
ocooooao

N T T A A A A 0 0 W R R R R W A B A W Y0 L1
OO0D0000Obx SSCOOO01% sbSO 420 00 00 00D0DO0ODODOOAOBS5x SSCO 1% SDS
065000 0000000000O0.2x SSCO O 0 0.1% SbSO 650 000 0 0 O PCRO OO
0o0ooooooobobooooooo3ssddddooooooooooboboboobooOod
0000000 ooobOo0oo320048000000000000000DOO0O0ODODOOAO
OPCROODDODOOODG2000000D0O0DDOODDODODODOODOODODODDDODOOODOOOO
Oo00o0oDDODO0O000DO0oOoooooOOooODDOoOOoOosS OO ODODODDODODOODOG
0o0ooooooooobbobD bbb o0o0o0oOoOogoeouOoestno3onnoz20ddad
gopoo3s3ouo200000b00ooDooooDoooy7200102000000000000
ooo0oo0oDoDoO0000O000oo0o0o0ODOD0DO0OD0D0U00DO0O0DooDoOoOODDODO0OO0O0OOgInni

sO O (1990) PCR Protocols, A Guide to
N.Y.OOOOOQOOoOOoGO

Inc.

O

Oooooogogoao
Ooooooogooooaoo
OO0 o0Dooodogooao

gd

0

OOoo0oooOooOoooOoaoo
Oo0oooggoooao

goo

OooooogoQgoao
Oo0oooogogoooaoo

O

OO0 oooodgogoao
Oo0oooogogQgoooao
Oo0oooooQooooaoo

0

olecular Biology, ed.
gooooao
goobooooag

OOoo0o0oodgoogoao
OOooooogogoao

o0

O
O
0
O
O
0
O
0
0
O
O
Ausubel

oooooao

Oo0oooogogoooaoo
OO0 ooogQgoooao
Oo0oooogogQgoooao
OoooooooQgooooo

O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooooo

et al.

oogaod

Methods and Applications, Academic Press,

gboooooobo
gboooooobad
ugboooobobad
oooooooooao
gbooooboobao
400 000000 1M
1x SSCO 450 O

O

O
O
O
O
O
O

oo
ao
uo
00
oo

OO

g
g
u
O
g

NaClO

O

oogoao
oooao
oooao
oooo
oooao
1% SDSO
oooo
0d20000000000000000

Dodoo0ooDoOooUuooDoogoooodg
oooooDoooooDoooooooa
0000000 Current Protocols
Oooooo

OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
OoOooooogod
OooOoo0ooood

in M

oooobOooooboooobooo

10

20

30

40

50



17 JP 5977394 B2 2016.8.24

0o0o0o0oo0ooo0ooDooDooDo0oDooDoo0oo0ooDooDooDooDooDoDooDooDooDOooao
0000000 ooDooDOooOO0obOO0obOo0o0o0Do0ooDooDOoDOOobO0OooDoDooDOooDooDOoDaOd
000000000 O0ooDO0obOO0DbOO0oDbOO0O00O0DOoDO0ODODO0O0ODO0oo0DOoDOoOoDOooDOoDOoDOd
0000000000000 o00oD0oDo0oD0DoD0o0Do0Do0ooDOooDOoDOnoaeowdn
0000 e65%0 70%0 75%0 0O O O O O 80%0 85%0 90%0 0 0 O9%%I 0D 0O DO OD0OODOODO
0000000 o0ooDOooDO0obOO0DbOO0oDODO0DO00DO0DO0oDODO0ODbDOoObOOoOoDOoDOoOoDOooDOoDOoDad
I o o o Y o s 0 T e
50 200 250 300 3500 400 450 500 750 DD pDl1oo00 00D 00DOoO0OoOoOoDOoOoOOoOOOOOOg
ooDooooooao

oooooog
0o0o0o0oo0ooo0ooDooDooDo0oDooDoo0oo0ooDooDooDooDooDoDooDooDooDOooao
0odooooooDooDOooOOobOobOoo0oDooDooDOoobODOobooooDooDooDooooDoaa
000000000 O0ooDO0obOO0DbOO0oDbOO0O00O0DOoDO0ODODO0O0ODO0oo0DOoDOoOoDOooDOoDOoDOd
0000000000000 oDoo0oo0oDooDo0oDOooDooDoDooDooDooDOooDaod
0oodooooooooDooooooOoooooDooDooDoooooooDooDooooad
000000000000 DbOO0ObOO0o0DO0DO0D0DO0ooDOoDODOoODbDOoOOOoOnn

oooooag

000000000 ooDOooDO0DoDOoDoDOoO0O0oOD200e60000000500020000000
gpoodpoiloo00i1s00 000 0D0O0ODOO0OO0OO0ODODODOOOODDODODODODODOd
000000000 O0ooDO0obOO0DbOO0oDbOO0O00O0DOoDO0ODODO0O0ODO0oo0DOoDOoOoDOooDOoDOoDOd
0000000 o0oDooDooDo0oDooDoo0oDo0oDooDo0oDooDooDoDooDooDooDooDao
0doodoo0oooooDooDOooOOo0bOOobOoo0oDooDooDOoobODOoboooDoDooDooDooDOooDaa
00000 Smith & Waterman, Adv, Appl. Math. 2:482(1981)0 0 0 0000 ODOODOO
000000 ONeedleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970)0 000000 O0O
000000000 00D00D0OOOdAOPearson & Lipman, Proc, Nat®"l. Acad. Sci. USA 85:2

444 (1988) 1 0 000D O0DOODODODODODODOODODODOODDDODOODODODOOOOOOD
0000000 0OWwisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 57
5 Science Dr., Madison, WI O GAPO BESTFITO FASTAO O O O TFASTAOD 0D OO O OO 0OO
00000000 0DOCO0OO0O0DOOO0OOO0ODDDADOOdCurrent Protocols in Molecular Bio
logy (Ausubel et al., eds. 1995 supplement) 00O DO OO0 O0OO

oooooao
oo0o0oo0DDoDoODOoOO00o0oO0o0ooooOoo0DDDODO0DO00DO0DO0o0oooDoDoDoODoODDoODOoOoDoOg
BLASTO O OBLAST 2.00 0000 OO0OOOOODODOAOAltschuld O Nuc. Acids Res. 25:3
389-3402 (1997) O O O Altschuld O J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990) 0D OO O OO

Ooooooo0ooooogogooao
Oo0ooooQgooooaoo

OO0 ooogo-gogaog
OoOoo0oooogdg

OooOoo0oooogod

OooOoo0ooood

OoOoo0oooogd

O

O

O

O

OOO0ODODOOBLASTOOOBLAST 2.0000000000000OCCOODDOOOOOO
OCo0OD0O0OO0O000O0O0O0oOoOOoODOOOOO0OOoOgBLSATOOODODDOOOOOOO
O National Center for Biotechnology Information (http://www._ncbi.nlm._nih.gov/
gcooooOoOOoO0oO0oOoOoooooooOooODOO0oO0oO0oOoOooooooooDoDOoOoOoOOd
wordd0DDODOOOOOOOOOOOODOOOOOOOOOOODODODOTOOOOOOO
oooDoOOoO0o0oowoooooooDbDoOOoOooooooooooODbDDbOOO0Ob0O0o0oo
O0D0DDoDOoOO00oO0oO0gHsPOODOCOOODDODOOODODOOOOTOOODODOOOOOO
neighborhood word score thresholdd O O OO0 OO Altschul et al. 000 OO0

OCoO0oO0OD0ODDOOword itOOOOOODDOOOOOORSPODOODOD
gbobooooobooboboboooooobooboboboboooobonb
gbobooooobooboobobooooobooboboboooobonn
MOOOOOOOOOOoODODOOooooOoo=00000 NOODOOOO
gooboO<oobobOOO0ooobooOobooobobooooboboboooooao
gboobooooobooboobobooooobobobobooboooobonn
ugbdobooooobouoboooXxuoboboboboooobooboaoobaoaao
ooobOooooobOooooooooooobooooobooobocooooao

10

20

30

40

50



(18)

JP 5977394 B2 2016.8.24

ooooooooobDoooooooOooooDoDoOogBLASTODOOODOODOODODOWET
ooooOXxcooooDoooobooooooOoooooOOoOoBLASINDOOODODOOO
ooobooooooboooobooocOoobobOoO0oOowd 110 00 0 D ED 100 M=50 N=40
oooboooooobooooboooOoooDoOoBLASTPODODOOODDOODOODDODOO

OoOO0O0OD0O3000000ED1I0000D0OOBLOSUIMG20 OO OO OODODOOOHenikoff &
Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci USA 89: 10915 (1989) 0 0O OO OOODDOBOS

o0O0ObDODbDEDI0OOM=SON=-40 0000000 DOODOODODOO

gboooaod
OBLASTOODOOOOOOODOODOODODODDODODDOOOOOOODDOKarlin & Altschul, Pr
oc. Nat®"l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993) D O O OBLASTO O OO DODOOOODO
ocoooooOoOoOoOoOooooooooopP(ND@QOOODODODODODODODOODDODOOOOO
ugbdoodogooobuobdobobooboooobuobobobobooobouobuobobada
gooobooooooboooobo.200oboOoo0oOoOoboDbDo.clO0bDOO0OOOoDODODbOOo
oo oooooobobobobooooobooboboboon
ugboogood
Ooo00OD0DOO0OO00000000O0O0ODDOOO0O0O0O0O00O0sIRNADDDDOOOOOOn
gbooboooooogoobgoboboboooobobobobobooooobuobobao
gboobooooooobooboboboooobooboobobooboooooboobobaa
ooooooooobooooobooooooboobooboooobooboooobooooobooo
goobooooooboooooboooooicwcooobooooobboooobooo
oooboooooobDoooooooOooeoxobOooosowtdOnDDOOnO2500%0 0
ugbdoodooooobouobobobooboboooboboboboobooobouobobobaa
ooobOoooobooocoobooooooellsAtDooocoooobooooobooodg
gbobooooooobobobobobooobobobOobobooO0onbObdDb mRNAO
gbooboooooboobao
oooooao
gbooboooooogoobgoboboboooobobobobobooooobuobobao
gbooooooobooboobobobooooboobobobooboooooboobobao
ooooooooobooooooooooobooooobooooobooooobooo
gooobooooooboooooboooooooboooooboocooobooooboOooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
oooboo-ooboboobocooboboz-0-0000000D0COCOO0O0D0OOOO-000PNALO
goobOooooobOoooobooooobooo
gobooog
ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa
oCooO0ODODDORNAMIDOOOOOOOODODDOODOODODODOOODOODODODDODOOOOO
gboboooooboobobobooobDOobDOoRNAODODODObOOooooboobonb
gbooooooobooboobobobooooboobobobooboooooboobobao
s0 001090 00 0000000000000 0sowd %t O00100% 000000
Uo0o0oo00OO0oO0oO0o0obDOoOO0OOgoDnDoD20%d 30%0 40%0 50%0 60%0 O O 0O 70%0 O O O

good

R

O

0

O

O

O

0

4

O

OoooooQgoooao
Ooooooogoogun O

NAOOOOOODDOOOOOOOOOOOODDOOOOOsIRNAODDODDDOO

gooobooooooboooooooboooobooooooobooooobooooaon

O

OoOoo0ooog

O 0Oooo

oo

uoboboooooobooboboboooooboobobobooooobobobaa

O

O

gbooooobooboboobooobooboboboooobooboboboo
ugboooobooboad

10

30

40

50



Oo0ooooooooooo oD oDoDooooooooaog
Oo0oooooooooDooooDoDoooooooooao

O

Oooooodgooao
Ooo0oooOoooao

I ) Iy A

Oo0oo0ooo0 Q0w oooooooooooooooooooogoao

0
O
4

O

OO0 o0ooogo-gogoao
OoOoo0oooogdg
OooOoo0oooogod
O0Ooo0ooodo
OOoo0ooog
OoOoo0ooogdg

(19) JP 5977394 B2 2016.8.24

gbobooobooooobobobobobooobooboobobobooobooobonn

ooooOooooooooooooooobooooobooOooobooo
goobooooobobOooooobooooooboooobooOoooDao

O

O

uod

-00000oo0obooOocoob0obOoo0oobooOocoOooobDNAODOO0ODOOO
ooooobooooobooooooobobooooboogoooboooooo

g
t
u

O

Ooooooo0oooooooooooQgdg

O

Ooooocoooooooooooood

O

O

O O
O O
O O

[ |
O d
[ |
[ |

gbobooobooooobobobdoboooboobooboboboobooao
DNAseD OO OOOOOOODODOOOODODOOOODODOOOOOO

Ooooogogoao
Oooooogogooao

O Oooo

O

O Oooo

ubooooboobobobooooboboboboooboobobao
ubooouobuobobobouoouobobobooboouobuobobada
oooobooOoooobOoooobooooobooboooooboooooao
oboooobobobobooooobobobobooobDobobao
ubooouobogoboboboouoouoboboboobooobobobao
oooobooOoooobOooooboooooboobooooobooooooaon
oboooob-0o0ooobobobobooobobobobooo
ubooooboobobobooooooboboboooooobo-o0n
ooooooogoao
gbooooboobobobooooboboboboooboobobao
ubooouoboboboboooouobobobobooobobobao
oooooOocoooboooobooooobobOooooboooooao
ogooo

-0000

OO0O00DOO0OO0O-0D0D0OO0O0OSNALPOOOODODOOOODODOOSsSIRNADOO

iIRNAOOODODDDOOOODNMAOOOOODODDDODDODOOODOoOoooooooDoDDO

SNALPO O O OOOOOO0ODODOOOO0DODODOO0OOoO0ODODOO0OO0O0bOD0OO0O0O0OaonaDsNA
1IsonmO000000000D0CO0OO00DOO0OO0O0O00DOOO000DOO0SNALPO
ooooobOoooooooO0ooooboboooooobooooDbon

O

u
O
g
a

g
a

O

O

oooao
gOOoOSNALPO D OO DODODO0ODOOO0OO0OOODODOODbDObOOODOODO
ubooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao

O

gbooooboobooan
ugbooooooboobdanb
DC-CholO D OODMRIED 00O OOO
gboboooboobooooooboao
5,283,1850 0 OO0 5,753,6130 O
oooooOoooooboon

O

gboooobOpdDODO0OO0OO0OODOODOODOO
O DODACLOI DOTMAO DDABL DOTAPO DOSPAO DOGSO
ooooboooooooooooboooooao
0 5,208,03600 O O 5,264,6180 U OO0 5,279,833
005,785,920 0 O 0D OoO0oOooooOoOoOoOonOn

oooao

OOoo0oooaog
I B B

OooobODo0ooobDoooobDoboO0oonoDnD2%dO0eows ddOnD
oooooooswo o4 0000 0ooobooooooooooonn
ooobooOooooobooskuyoiswooooobooooooooooan
OooobDOoO0oooDbDoogooD4oOsowO000onoo-000n0
oooooOooooboooobooooobooboooooobooooooao
OERPOODOOOOODOCOOODODOOOODODOOOOODOOOOOD

10

20

30

40

50



@)
o

ocoooooooooono®ooao

OoDoDooooUoooooo oo oooo0ooDoooooooooooQ

Oooooooooooooo0oDoDooooooooogogogoao
Oo0ooogo040dooooUUdoDoDooUUoDooogogoao
Oo0ooooo4ooooooUoDoDoDooogogoDooogogoao
Oooooooo0oooooo0ooDooooooooogogoao
Ooooooooooooooooooooooooogoogoao

]
O

Ooooooooooogoggg
Oooooooooooaoo
Oooooooooooao
Ooooogogoao

OoooooooooooQgg

N\
S 5
-2
I:II:IVD
O O O d

oo

OoooooooooooooooooooOoQgoan.o
Ooooooooooooooooooooogao

Ooooooggdg
OOoo0ooood

O

(20)

JP 5977394 B2 2016.8.24

oboooobooboboswoisyobooooooooboboooan
O0o0oo00OO0O0000000d4o%ut 050%0 0000

SNALPO O OOOOOOoooOoOoooobooooobooboooooon

OoOoo0ooooOgooOoao
OOo0ooooogQgogoao
OooooooogQgoo
OoOoo0oooogooQgoo
OOo0oooooggogao
OooooooogogoQgoao
OoOoo0oooogooQgoo
OO0 oooooggogo

O
t
a
O
g
a
u

OooooQgogao

O

g

DO0ooO0oO0o0oo0o
0DO0o0oO00o0o0o0n
DOooOoO0o0O0o0o00n
DO0oOoO0oO0o0oO00
DOoo0oO0o0o0oon
O(@sSPC)D OO0 D000

oo(@pPPCO0 0O OO0O
oooooOoooooao

(oPPEO 00O OOO-00

ooooo0ooogpop

ooo0-00000000000D0OOO0OOCOPE) 00 OOODODOO

00
0O0o0oO0o0O0O0o00
DO0ooO0o0oo0oon
0O0ooO0oOoo0oO0n
0O0oo0O0o0O0O0oO0n
0O0o0oO0oo0oo0oon
0O0o00oO0o0O0o0oO0n
0O (oPC)D 0O OODO
0000000 (DOPG)YD
DO0o0oO0o00Oo0oO0n
00000 (DOPE)D O O
00

00

ooooooo4-(N-OCOODODDDODOOO-DODOOOOD-1-00O

O(@oPE-mal) 000 ODOO0OOODODOOODOODODOOOODOODODDDODDOOO
oooooOooooobooooooboboooobobooobobboooobooog
toooobooooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
gboooobobobobouobuobODstereatel DO O0O0DO0O0OO0O0O0OO
gbooouobobobobouobouobob-obobobobooooboobaa

-jboo0oocooooboobooooboooooboooooobOoooobooOoobooboOoo

OoOoo0oooogdg
OoOoo0oooogdg
OooOo0ooodg
OoOoo0oooogdg
OoOooooogodg
Ooo0o0oooodg
OooOoo0oooodg
OoOoo0oooogdg

OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogoQg
oo oooooogogoQo
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogog
oo oooooogogoQg
Ooo0ooooooogoOgoo
OO0 ooooogogog

O Ooo0ooogoao

O Ooo0oooao

O
g
a

O

0

0

O

O

O

u
O
g
a
O
g
a
u
O
g

O

g
O
g
g
O
g
g
u
O
g

R OO0 00O Qgogoao

ESMO O O 0O O

OOoooood
OOoo0ooood
O0Ooo0oo0oood
OOooooggdg
OooooogQgQg
OoOoo0ooooQgQd

O

O

O

U
O
U
t
O
U
0
L

ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
Cioll Coull
ooooo
ooooo

gbooboooooboboboobooobooboboboo
ugbobooooboobooboboobooobooboboobooao
ooobooooobooocoobooobooooobooooooao
000000 PEG20000 PEGSOOOD DO DD ODOODODOOO
5,820,8730 0 0 0 000D0O0OODOOODOOOODODO
OOPEG-CerD D0 DOO0OO0OOODODODOOOODODOOOOD

OoOoo0ooodgQ
OOooooggdg
OooooogQgQg
OooooogoQgQd
OO0 oooogogdg
OooooogogQg
OooooogoQgQg
I [y |
OOooooggdg
OooooogQgoQg
OoOooooogodgd

2-sn-0 000000000000 0O00OO000O0

O0o0o00ODO0CO0O00D0O0OO0O0O0DbO0O0Oswh Ooe0%d000n
ObO020%wd 08w d0DbOdUPEC-DAGD DD OO0 ODODOODODN
woo20%00000000000000000004%0015%0 00
-jb0o0oco0ooobooooboboooooobooooooboooooobon
ooobobOocOooobOoOooobooOonoi1owooeow DO OO0O0OO
OO0O0o0DO0oOO000DOO0OO00DD?20%0045%0 0000

10

20

30

40

50



DAG-PEGD 0 0 D0 DDOOOO0ODOODODOODODOOOODODODOODDODOOOODDODOUDAG

obooooerOOO0DoOoOooooooooooooooooooonooonoQanb

oo oooooogoogooQo

Ooooooo0ooooooooooogogQgogoo
OO0 o0ooodUooDoooggooooogdg

O

Oooooooogooogoo

O

0

OO0 o oooooggog

Ooooooogogogoao

O

(21) JP 5977394 B2 2016.8.24

OOOSNALPO O O D OOOOODOOBSCOODDOOOODOOBSCODOODO
goooocoooooooooobooboooobooooboboooobooo

U00000OPEGOPEG-DAAD D DD OOODOOOOODODOOOPEGO PEG-D

g

O

O

Oo0o0o0bDOoOO0o0oo0oboDODO0OU00OPEDOOUOOOPEGOPEG-PED D OO DODODO
OPEGD O OOO0OOODOOOOOODODOOPEG-ODOOOOODODOOOODODO
ooooo0Oo0os,885,6130 00 0000000O0O0OOOOODODOOOODOODC
gboooobobobobooDobDO0ODbDPECG-0D0O0ODOATTA-ODODOO
oooooOOoOOogBSCOSNALPOD D DO OOODODOOOOODOOOODDODOO
OPEG-0 00O OOOATTA-O00O0OO0OOCOOOD-0000-000000CcrPLO
goboooobobobooboooobgobobobooooboboboboo

SNALPO O PEG-0 000 O0DOOATTA-DOOOODOCPLOODODOOO

uod

Uoob0OoO0o0ooboooc0ooboboboO0ooobooOoobODnODbo.s%d 0O50%d 000
gbobooboooooboboboboboobobobOobob0on0Dbgo.swh
w0 00ooobooooooo0ooobbooooboooooboobbooOoobooboOon

OOo0ooooo4ooooooogoooooogdg
Oooooooo0ooooooooooogodg

O

O

O Ooo0oooao

D10 0200 00003%0015%000004%00100 000000000

gboboooobobobooboooobobobobooooboboboboo
gbooooooboboboobobobao

O
toooobooooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
gbooooboobobooboooboboboboooobooboboboo
uybooouoboboboboouobouobo-0cobobobobooooobaa
oooobooooooo-oobooOobo0ooobOoOoO0cOoobobObooooDbon
gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo
ubooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
oooooOoooooobooooooboooobobooobobbooooboodg
gbooooboboboboodppbbobbobb0bob0oboboboboo
gbooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
oooooOooooobooooobobobooooboboooobboooobooog
oooooOoooobooooooDbao

g

gboooobo-oboooobouoboboabado
oooobOooooobooOoooooboooooooboo-obobOboO0oooOoDboOn
U 0ODAG-PEGD U 0D O UODOPEG-DAGD U D ODODLOOOOODOODOD DAG-PEG
OO0D0DD0O0OO00000E-PEGODODODOOOOOOOOODODODODO(C4)-PEG

bMcO OO OODODDODOOO0OO0DO0O0O0OO0(ECe-PEGOOOOODOOOOOODODDOO
O0(Cg)-PEGO 0O ODSGDOOOODDOOODODODODODODDODOODODDODODOOOO

OoOoo0ooood

0000000000000 0ODODOO0OO00O0O0000O0DDO?2003700778290 O
Oo0oD0OD0O0O000010/136,7070 00 0O 0O PCTO O O O O CA02/006690 O O O
gboooobooboboboooooobooboboboboooonn

u

oooooOoooooboon
gboooobob0oboboooboobobO0obOoboonbObgDb PEG-DAA
oooobOoOooobooogooPeEG-DAADI D DD OOODODOOOOODO

10

20

30

40



g
g
u
O
g
u
O
g
a
O
g

O

oo oowooooooooDoooooooooooooaoao
Ooooooooooooo0ooooooooooogooooao

CH,0-R’

CH,0-R?

CH,-L-PEG

ooooo
DID00ORMOOORAMOCOOOODOODOODOD100020000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000D000(12)000000(C14)000000(C16)000000(C18)0 0000
0O0(0)0000000000000000000000000000000O0RYDO
ORZODOOOOORMOOROOOONODOODONODOODOOOOOOOROOOR200
000000000000 00000000000000000 1000 PEGD O 5500
8,5000 0000000000000 ON0ON0ON0ONO0ONO0ON0ON0ONO0ONOOOO
0 PEGO 0 10000 0 50000 0D 000 OO OO OO OO 1,000003,0000 0000000
00000002,000000000000000000PEGDOOOOOOOOOOOO
000000000000 000000000000I000LWO000000Noonoan
PEG0 0000000 O00O0O0O0D0O0OOODONDOOODONOOOODOOODOODOOOO
0000000000000 0
-)0O0O0O00O (0-C(0)0-)0
0 (~(0)OCH,CH,C(0)-)0 0 O O
Doooooooon

O

O

)

O

OOoooooUo0ooooooDoDoDooooooDoooogogooao

O

Ooooooo0ooooooo0DooDooooooooogogoooao
OoOoooooooooooooooooooooooogoogoao

O Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooo
O Ooooo

O

I

OO0 oooooogogoao
oo oooooogogogoo
oo oooooogoogoo
OO0 ooooogogoao

Oo0ooogogQgooao
Oo0oooQgooo
Ooo0oooogooo
Oo0ooogQgogoao
Oo0ooogoQgooo
Oo0oooQgooo
OooOooooOooOooao
Oo0ooogogooao
Oo0ooogoogooo

Oooo0ooooQgod
Ooo0Ooo0ooood
OoOoo0ooogd

Oooooogogoao

Ooooooogdg
Ooo0ooogogooao

(DMPE)O
0ooo
(DSPE)O

O 0Ooooo
O 0Oo0oo0oao

O Oooo
O 0Oooo

O 0Oo0oo0ooao

5

(22) JP 5977394 B2 2016.8.24

000 (-CO)NH-)O O OO (-NR-)J 0 00 OO (-C(0)
000 O (-NHC(0)0-)O O O (-NHC(O)NH-)O 0 0 O O
0000000000000 0000O0000000
0000000000000 O00O000000
0000000000000 O00O0O0OO0O0OoOOd
0000000000000 O00O0O0O0O0O0O0OO0D
0000000000000 0000O0000000
0C00C,,000000000000000000
000000000000 0O00O0O0O0O0O0O0OO0d
0000000000000 O0000O00O00O000
0000000000000 00O00O0000000
0000000000000 O00O00O00O00O00d
00000000000 O000000O00O0(DPPE)D
OO00OO0(OPE) 00 D0O0O0ODOO0OOOOOODOOO
0000000000000 0000O0000O000
000000000000 0O00O00O0000000
0000000000000 O00O00O00O00OO0d
000000000000 0O00O00O0O0O00O0O00
0000000000000 00O00O0000000
0000000000000 O00O0O0OO0O0OoOOd

,820,8730 0 0 00 DOO0OO0OO0O0DOOOODDOOOO
ooooboOoooc,b0c,0ooooouooooooan
ooooooogon

CPLOOOODOOOODOOSNALPSOD OO OOODOOOOCPL
ooooDoo@ ooogooobocePLO0bOOoDOoOoOoOO
ooo@ oooooooooooooooooooooo
oooooDoDDOOO0OO0O0O0O0O0oo0Oo0D@E@GooDoDoooooo

10

20

30

40

50



O
O
O

(23) JP 5977394 B2 2016.8.24

oooooooooobobooooboooooooooooboOooooobobooooobooboo
00O 000D0OSNALPO O O SNALP-CPLO O O O O SNALPO O O SNALP-CPLO OO O DO OO
OO0O0DD0ODOO0OO000000D00D0D0O09/553,6390 00 0009/839,7070 000000020

02700721210 000 0C0D0DDOO0OPCTO 00O DO CA00/004510 0 0 0O O OO O 00/6281
sggoooooooooooboooobooOoobooboooooboooooboooooonn

ooao

000000

000000000 0DoO0OO0OoOoNoo0o0oooDoooo

A—W——Y I

gooAODwoOoooOvyooooboooao

0Oo0o0ooo
OOnNooo00AD0ODOD0OO0ODOOOO0OODDOOO0OODOO0O0OODDOOODODOOO
ooooboooooobooooobooooooobobooooboboooobobboooobooo
0000000000000 00000000000000000000ON-N-00D00OO
00001,2-0000000-3-00000000001,2-0000-3-00000000
ooobooooooboOoooboobooooobooao

000000
0OOowlOoOO0oO0O00OO0O0OO0O000O000000000000000D0D0000D00a0
ooooooooobooooooooooobooooobooooobooooobooo
gooobooooooboooooboooooooboooooboocooobooooboOooo
0000000000000 00000000000000000000000000cPE

cgOooooooooooboboooobooOoobobooooobooooboooooonn

Oo0ooooo4o0 oo ooo oo ooDoooo0oooooogdg

ooooooooobooooobooooboooooobOboooboboooOooobooo
gbooogogpo2so0gveoon bbb oooonDOoDnDO

oboooad
ovyoooOooooooooooboooobooooobooooooobOoooooon
obobootopH000DbO0bO0OO0O00DpHODODbOO0ODbO0ODbOO0OD0D200 000000000
gbooooooobooboboooobooboboboooboooboobooboboobooao
uybooouoouobobooboooooboobobobooboooboboboboobooo
ooooooooobooooboooooboooooobObooobobooOoobooo
gboooooobobobooooboobobobooboooboboboboboo
gbooouooobobobooooboobobobooobooobouoboboboobooao
prO0 000002001500 0000000002001200000000000002
gsogooobobooooogobobobooboooooboboboboooboDbo
uobobooooobooboobaobaoao

ooooao
oooooooooboooobooooobooOooooobOboooboboooOoobooboo
gboooooobobooboooboooobooboboboooboooooboboboboo
uybooouoouobobooboooooboobobobooboooboboboboobooo
oooooOooooobooooooboobocoooboooooboooooooooonn
obooo
gboADobooboooboobooownboobobobooooobooboboboobooao
ooobooODoADODbOwOOOoobDOOoOooboooooboooobobooooobooo
gboooooooboobobooooobogoboboboboooboboboboboo
gbooooooobooboboooobooboboboooboooboobooboboobooao
uyboouooAbDdbwbhobooouobouoboboooooobouoboboboobooo
oooooooooboooobooooobooOooooobOboooboboooOoobooboo
gboooooobobobooooboobobobooboooboboboboboo

10

20

30

40

50



(24) JP 5977394 B2 2016.8.24

ooooboOOoONSODOODCCODDODODOODDODODOOOoOoODOOoOoOoDbOOoDOooDbDoDDbDO
oooooOooooobobooooboooobooooooobobooobooboooooobooo
oooooe,320,017000006,586,5590 00000000000 0000000O0
obobooogoognob

ugboood
ooooooooobooooobooooboooooobOboooboboooOooobooo
gobooooooboobobobooooboobobobobooooboboboboboo
gboooooboobobobooooboobobobooobooobooboboboobooao
ooooooooooboboooobooooboooooobOboooboboooOoobooo
gobooooogooboobobooooobooboboboboooobooboboboboog
gbooooooobooboboooobooboboboooboooboobooboboobooao
uyboouoouobouobobooboooobouobobobooooobouoboboboaobooo
OOO0OO0OO0OODNAORNAD OO ODOODOODODDOODOOODOOODODOODOODDODOO
obooboooooboobobobobooooboobobonb

gboooad

O SiRNA

SNALPO O OODOOOUODOOUOORNAOOOsSIRNAODOOODODODORNNOODOOOO
OO0D0DDODD0OO0000O0O0O0O0OORNADSIRNADO OO OOODODOOQODODODRNAD dsRNAD
OOODNADOOOOOOOODOODODDDODODOOOOODSIRNADDDOGASRNADO 0000
ooooooooooao

ooooad
RNAUODOOOoOuooOogoOaRNAOOODODODOODOOOOOOobOOobobooooboahb
OO00DDDOO0O00000000O0OO0OD0OORNAODOOOOSIRNADDODODDODOOOOOORNAD
gboooooobobobooooboobobobooboooboboboboboo
bodbOOoRNAODODOODOODOODOODOOOODOODODOeDNADODOOOOOODOO
ooobooOoooo0obOoooo0oboocO0oobObOo0oO0oo0obOoO0oO0oO0bODO0OO0agnnRNAD
gbooooobooboobobooooobooboboboooobooboboT7OOOSP
eD000o0oboOPCROEODDODODUODODDOUOeDNADOODOODODODODOODODOOOODO

OboooooooooooooooooooooooOdoaodd

0oooooooooDooooooo

oooooao
OO0OOdsRNAOOOOOOOORNADOODODODODODODODODODDODODODODODO
O000D0O0O0O0OO0OO0OdsRNAOD O OO OOOORNADOOOOOOODODOOOORNAD OO
OO0OO0OCDNAOOODOOUOUOODORNNOODOOOODODDOODOODOORNAODOOO
O0D0O0ODO0OOO0OOORNAase IO 00D O0DOO0DODOOOdsRNAD O OO OO OOGOO
ODOUOOORNAOOOOODOODDDODOOOODDOOOODDOODOOOORNAO OO O dsRNAO SNA
lPO0 00000 D0DD0DOCO0OO0OD0DDOOO0OO0ODOOOOODODOOOODD

oooooaog

0000000000000 siRNAO OO D O0DO0O0ODO0OO0ODoDOOoDOooOoDNAODODGODGOd
O0-0000000000OsiRNAD O OO DODODORNA UBDO OO O O RNase P RNA H1O O O
00000000 o0DOoOOoOOoOORNAOCOOODONNMOUOODOOOO0DODDOOoDOooODoOOOd
OODNAO O OOD0ODOODOUDOOUOU0DO0DD0DO0OOD0DO0DDODOO0OO0OUDOoOOoDUOODOoODOOOg
0 O Brummelkamp, et al., Science 296:550 (2002); Donze, et al., Nucleic Acids Re
s. 30:e46 (2002); Paddison, et al., Genes Dev. 16:948 (2002); Yu, et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. 99:6047 (2002); Lee, et al., Nat. Biotech. 20:500 (2002); Miyag
ishi, et al., Nat. Biotech. 20:497 (2002); Paul, et al., Nat. Biotech. 20:505 (2
002);0 O O Sui, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 99:5515 (2002) 0 OO0 O QQOQOAO

0000000000000 00O0OD0DD0sSIRNAODO0OO0DQOQOOODDODODODO0DO0DOOOOH
I-RNAO O OueOD DD O OOODOORNNODODODDOOODDOODOOD?R2-3000000001

00DO0o0oOooo@s)UooooboobooodnDdodBrummelkamp, Sicenced OO O O
oooo0ooOoODO0O000U0O0ooOoOoOoO0DDODO0DO00DU0DO0DO0OoDOoDoODoOoODoODDODOoOOoDOoDOg

10

20

30

40



(25) JP 5977394 B2 2016.8.24

OCOODO0ODDDORNAODOOOODNAD ODDDOODODODODODODODDODODODDODDODDODODODDODOO
ooo0o0oDDDoODOo0o0oo0DO0ooooooe,s73,0990 000 0000ODODODDODOOODOOODO

OO000DDODO0OO0O0OOsSIRNAODOD104000000000000020300000003
000000000005 0000000000 EIbashir, et al., Genes Dev 15:188(
2001); Nykanen, et al., Cell 107:309 (200H)0 0000 D0OODOODOOOOODODNAOO

ooobOoooobOoocooboooooo0obDORNAOODOOOODODOOOODODOOOO
gbobooooooboboboboooobobobs,ee2,4280 00 0O 0O 5,910,488
ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa
ooooooooobooooobooooooboobooboooobooboooobooooobooo
OO00D0OOoOO0o0o0boOoOOoO0o0oboDOO0O0O0ODsiIRNMDOO0DOO0OO0QO0oDOOoOOoOoDbDDoDoOg
ugbooboooooboobobobooobooboboboooonn

uboogood
ORNAODOOOOODOORNAOOOOOOODDOOOODOOODODDODOOOODOOCD

NAOODDODDODOoooooooooooodooooooooooboPCROUODODODUOOoOoooP
CROOOOODODOA4,683,1950 0 O OO 4,683,2020 ; PCR Protocols: A Guide to Method
s and Applications (Innis et al., eds, 1990)0 0 0000 00O0D0OODOODOOOOO
00000 Gulber & Hoffman, Gene 25;263-269 (1983); Sambrook et al., O 0O ; Ausub
eletal., 00000000 D00OO0DOODOODODODODODOODOOOODODODODODOOOOO
000000000000 DOOO0OO0O00ODdDOOd Sambrook et al., Molecular Cloning
, A Laboratory Manual (2nd ed. 1989); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A
Laboratory Manual (1990);0 0O O Current Protocol in Molecular Biology (Ausubel et
al., eds., 1994000 0O0DOOO

ocooooao

1000000

OOO0OO0ODOSNALPSO OO OO ODQOOODODDDOODODODODOODODODODOODODOOOOOO
oooooDoODOoOO00o0oOoo0ooooOooODDODDODO0DO0O0DO0O0o0ooDoDoODoOoODoODDDODOOoDOoOg
oo0o0o0o0oDoD00000O00ooo0o0O0oo0o0DDODO0DO0U0DO0O0DO0ooooDooDoODoODOoOoooOg
0Oo0o00D0DDoODO00000000o0o0o0o0DDDODO0D00D0D0O0o0Do0Do0DoDoDoODDOoDOoOOoDOoDOOg
oo0oo0oDoDoODO0oO000oO0oo0ooooOoo0DDoDDODO0D00DO0O0o0oooDoDoDoDoODDoODOoOooOg
oooooDoODO0OO000oU0oO0ooooOOoO0ODDODDODO0DO00DU0DO0O0DOoDOoDoODOooDoODDODOOoDOoDOg
0000000000000 0o0o00o0DoDDoODO0D00DO0DO00ooDoDoDoDoODDOoOOoOOooOg
oooooao
oooo0ooOoODO0O000U0O0ooOoOoOoO0DDODO0DO00DU0DO0DO0OoDOoDoODoOoODoODDODOoOOoDOoDOg
oo0oo0oo0ooODO0o000O0O0o0ooOoOoOoo0DOoDDODO0DO00DU0DO0O0ooooODoDoDoODDoODOOooOOg
oo0oo0DoDDoDO0OO000O0O0o0oooo0Ooo0DoDDoODOo0DO00DO0DO0o0oooDoDoDoDoODoDoOoDoOooOog
0 Hamasaki, et al., FEBS Lett. 543:51 (2003); Yokota, et al., EMBO Rep. 4:602 (2

003); Schlomai, et al., Hepatology 37:764 (2003); Wilson, et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci. 100:2783 (2003); Kapadia, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 100:2014 (2003
);0 0 0 FIELDS VIROLOGY (Knipe et al., eds. 200)0 0000 0O00O00O0O0OODOHIV
0 O Banerjea, et al., Mol. Ther. 8:62 (2003); Song, et al., J. Virol. 77:7174 (2
003); Stephenson JAMA 289:1494 (2003); Qin, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 100:1
83 (003) 0 00000 O0ODOODODOODOOOOAHPYVOOHall, et al., J. Virol. 77:606

6(2003) ;Jiang, et al., Oncogene 21:6041 (2002)0 0000000000000 O00OO
0000000000000 000000000000000000000000000¢0
ODO0OD0EnOEn20 XOPOODOOOOOOOODOOOOOOOOOODOOOOOCOOOC-
000000000000 000000SOIMOIO0O0O00000L000000000000
000O00O00000000000000000000000FIELDS VIROLOGY, 20010
0000000000000 000000000000000000000000000
000COO0O0ODCOODODODOONODOOOODOODOOONS3/NS4A0 0000000000

NSO OOOOODOOoOOoOoooNsSSsBUOO0ODODOoOOoOoo0oboDoocooobOOoOoOnEeDE200

10

20

30

40



(26) JP 5977394 B2 2016.8.24

UbOp7r0000b00obOO0obO0Ob0OO0O0OOO0ObOO0obOO0ObOOob0DO00DA DD ODOO0OOOoDOnn
OGeneBankD 0D 0 0 OO OOONC 0014800 0 000 O0O0O0OBOODOOODOOOOOO
GeneBankD D O O DO OODODONCO03770 0 0O0D0OOODODOCODODOOOOODODODODODRDGe
neBankD D OO D0ODODOOONC 0041020 00 00DDOO0ODODOOOOOOODDRDOAOCGene
BankD D O OODODOOONCO016530 0 0 00DO0OO00OEDOOOOOODODDOAOAOGeneBa
nk0 OOOOODODONC 0014340 0 00000DDODOOGHOOODODOOODDDGDAOCGene
BankD O OO GOOOOONCO OO17100 00D OO0OO0O0ODODODOO0OODOOOODDDOOO
ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa
ooobooooobooocoobooooooooooooao

gboooood
gbooooooobooboobobobooooboobobobooboooooboobobao
ugbdbooooobuobuobobooooouobuoboboooxboboobooooooL
XRa OO OLXRB GenbankD O OO0 OO0 OOONM_ 00712100000 0000XO00C0O0OD0O

OFXROOGenbankD OO O OO DOOONMOOS1230 000 000-00000000O00O0O0
OO0OO0O0OSREBPO O Site-10 000 0DO0OSIPODO3-00000-3-0000000000O
DCADODODOHMGO OO -ADDCOOCODODDODOODODOOOOApBOOODODOOOOOO
dbO0OApoED DO 0ODDOOODDOODDOODDOG-0DDOUOUODDOUODDOUODDOO
000000000 00d0OForman et al., Cell 81:687 (1995); Seol et al., Mol. E
ndocrinol. 9:72 (1995), Zavacki et al., PNAS USA 94:7909 (1997); Sakai, et al.,
Cell 85:1037-1046 (1996); Duncan, et al., J. Biol. Chem. 272:12778-12785 (1997);
Willy, et al., Genes Dev. 9(9):1033-45 (1995); Lehmann, et al., J. Biol. Chem.
272(6):3137-3140 (1997); Janowski, et al., Nature 383:728-731 (1996); Peet, et a
-, Cell 93:693-704 (1998) U OO ODODDODDODODODUODODODUODODODOODDODOOODOOOO
0 godoooooooob bbb b0 oooooooao
gogoooooooob bbbt b oo ogoooooooao
00o0DoDo0o0oo0oo0oooooooDoDo0Do0oDoOooooooooDoooooOog
gododooooooobobo bbb oo ooooooooao
gogoooooooooooan

O

O ooo0ooDDoOO0O000U0O0o0ooQooOo0ODDODOO0O0O0DO0O0OoOMLLODODDODOOBCR
-ABLO Wilda, et al., Oncogene, 21:5716 (2002); Scherr, et al., Blood 101:15660
O TEL-AML10O EWS-FLI110 TLS-FUSO PAX3-FKHRO BCL-20 AML1-ETOO O O O AML1-MTG8O Heid
enreich, et al., Blood 101:3157 (2003)0 D 0 00O OOOO0OO0DOOOOOOODOO
0000000 Nieth, et al., FEBS Lett. 545:144 (2003); Wu, et al., Cancer Res.
63:1515 (2003)0 0 OO0 O OO Li, et al., Cancer Res. 63:3593 (2003); Zou, et al.,
Genes Dev. 16:2923 (20020 0 00 0O -00 0 O 0O Verma, et al., Clin Cancer Res. 9
t1291 (2003) 0 0 0000 O0ODODODOOKosciolek, et al., Mol Cancer Ther. 2:209 (2
003)0 O c-MYCO N-MYCO BCL-20 ERBB10 O O O ERBB20 Nagy, et al. Exp. Cell Res. 285
139 (2003)0 0 OO ORASODO OO OO OO O Tushl and Borkhardt, Mol. Interventions

O oOoo0Oo0ooano
OoOooo0oogoano

OoOoo0ooogodg
O0Ooo0oooao

1
O
O
O
O
O
O
O

, 2:518(2002) 0 0 0 0 000COCODODDOOOOOOODOODNAODDODODODODOOODOO
ooooooooooo0ooooooooboooooooO0ooobooooOoOoonDCcCollis,
et al., Cancer Res. 63:1550 (2003)0 0D 0O OOOOOOOOOOOOOOOODDOO
oooboooooobooooobooooooboobooooobobooooboboooobooo
gbooboooooogoobgoboboboooobobobobobooooobuobobao
gboobooooooobooboboboooobooboobobooboooooboobobaa
oooooooooaon

oooooao
gboobooooooobgobobobooooboobobobobooooobobobao
OO00O0OVEGFD O 0O 0O O Reich, et al., Mol. Vis. 9:210 (2003)0 O

oooooao

10

20

30

40

50



27

JP 5977394 B2 2016.8.24

oooooooooboooooooooooboobooooboboooobboooobooboo
OoO0O0ODODOO0O00O0O0O00D0O0AOT6eF-o OTGF-B O EGFO FGFO IGFO NGFO PDGFO CGFO G

M-CSFOSCFO OO OODDOOOO0ODOOOODIL-20 IL-40 1L-120 Hill, et al., J.

Immu

nol. 171:691 (2003)0 O IL-150 IL-18C0 IL-200 0 0 0000 O0O0OOODOOOIRN-a O

IFN-B

od

0

003) [

a
O
g
g

OooOoo0oood

OoooooooooogoQgdg
O 0Oo0Oo0ooo

O

O
O
0
O

0

0

O

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

OoOooooogod
Ooo0ooogod

O

IFNG-y OO0 0O 0ODOOTNFOOOODODDDODODODODODOOO0OOFasODODOFasOO OO
0000000000000 O0OO0OD0ODDOOSong, et al., Nat. Med. 9:347 (2
000000000000 ooooDoDo0o0Do0ooo0oooooDoDoooooag
O00D0D0000OBrutonD D OODDODOODODOBtkOODOOOTecO O OOOO
O O Heinonen, et al., FEBS Lett. 527:274 (2002)0 O

O

5 (2002)0
00000
IV.O SNALPO

O

OO0 oo oooogooooog
OoooocoooooooOgodg
OO0 oODooogog4gogooooogdg
Oooooogogoooog
OO0 oo ooooOooooog

O

O

O

O

O

,705,3850

O

OoooooggaoQg
O0Ooo0oo0ooao

O

O O oQgogo
O Ooo0oooao

O

20030

O

O

gbooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao

OOoo0ooooQgooOoao

oo oooooooooogg
OO0 Do oDoogogogoooooogdg

O

O

Oo0oooggogao

O

O
O
O
O

G-

O
O
O

OooooooooooQgogoao
OoooocooooooOgodg
OO0 oDooo4ogoooogdg
Ooooooogooooogdg
Oooooooooooogdg
OO oDoooooooooov

O

O
O
O
O
O
O
O
O

O

EPOOOCOO0O0OO0OG-ODO0O0O0DOOOO0OO0DOOOO0OO0OODODOOOO0ODbOOOOOoDDbDDODObOOn

000oD0OD000o0oo0ooooooooDoDOoooDooooooooooao
0000000000000 o0o0ooDoDoooooooooooooOoaon
00000000000 ooooDoDoDooDoDoDoooooooooOoan
0000000000000 C0CO0oDoODDDODODOO0DUOEPOODOOOODOD

0000000000000 o0oooDoDoooooooooooooOoao
Cc0 0 00ooooooooDoDooDoooooooooooonoan

000000000000 oooDoDoDooooOoooooooooao
O0000D000O0DOOdDAOdCaplen, et al., Hum. Mol. Genet. 11:17

O

O

O

2

OO0 oo ooogoooodg

O o0 oooogogo

a
O
g

g
O
g

650

Ooooooogoogao
OOoo0ooogogoQg
Oooooogogao
Ooo0ooood
OooooooogooOgoao
O Oo0oooogogoQg

O

NAO OOsiRNADOOOGOooOOoOOoOOoooobDoooobooo

gbooboooooboooooboob-oboboobaoann
OO0O0OO0OSNALPO O OO OOODOS0000150 nmd O
gisonmi 000000 OobDOob0ODO000 nmd O
ssnmd0000000D00O000DOO0O0000O0

O

O

O

O

5,981,5010 O O 5,976,5670
09/553,6390 0D O O OODODODOOO 2002700721210 0O 0O O O 2003700778290 O O O
0o6s409640 0 0 D00 OOOODOOO/628130 000000000

O

OooooogogQ
OooOoo0ooogoogao

g
a

ooooao
ooooao
SIRNAO O

ugboood
ooooano
gpoooo
oboood
oo -o0ooooooaon

SNALPO O DO OOooOoooogooobaos
6,586,4100 0 0 6,534,4840 0D O O OO

OOoooood
OoOoooood
Ooooooogogao
OO0 ooogogaog
Oooooogogao
OoooooogogaoQo
Oooooooogao
O0Ooo0ooood
OoOoooood
OoOoo0ooood
OO0Ooo0ooood
OOoooood

uboboooooboobobobooobooboboboboooobobobada
ooooboooooooboooobooooobooboooooboooooooooaon
gboobooooooboboboboooobooboboboboooobobobo
ugbo-0oboboooboooobooboboboobooooboboboobooonn

{8 I A A A e
0/611,2740 000 0OOODODOO
gboooo
ugbdoodooooobouobobobooboboooboboboboobooobouobobobaa
oooboooooobooooobooooooboobooooobobooooboboooobooo

10

20

30

40

50



Ooooogogooao
Ooooooogoogooao

N\
DQJ
O

)

~
B O
|

OoooooogogQgooao
oo oooooogogogoQg

O

oo ooooT®T oo ooooogdg

Ooo0ooooooOoooDoo oo oogogoogoo

OOo0ooooo0ooooo4ogooooogogooao

OoooooQogooo

O

OooooooQgdg
OoOoo0ooodgdg

O 0Oooo

(28) JP 5977394 B2 2016.8.24

ubooooboobobobooooboboboboooboobobao
oooooOooooboooobooooobooboooooobooboooooao
oooobooOoooobOoooobooooobooboooooboooooao
gbooooboobobobooooobobobobooobobobao
ugboooaood

O OooOooo
O Ooooo

O
O

gbooooooboboboooobobobobooobDobobao
-bobooooboobobooooooboboboboooooboao

O
O

gboobooooooooboboboboooobobobob-obOoob
ao
ugboooooobuobo-cobobobooboooouo-oboo0obaan
gooboooooobOoooobooOoobooo

O O O
O 0Oooo

O

(HoooooooooooooooooDooooooooooooooooo

0000500150 m0000000000000000-00000000
00

O
0000-0000000000000000000000000000000
00000000000

O

000000000000 0150300 MO0 000000020050 mMd O OO
000000000000 0000000000000000N0OO0OoOonoan
OOOONN-(OO00O00O00O00)-00-000000))-00-0-000

0O )O BIGCHAPO O BRIJ 350 Deoxy-BIGCHAPO D D DO DO ((@MODODODODODOODO)YOO
O Tween 200 Tween 400 Tween 600 Tween 800 Tween 850 Mega 80 Mega 90 Zwitterg
entd 00O 00O 0O 3-080 Zwittergentd O O O O O 3-100 Triton X-4050 0 0O OO -000

OO0 ooooooooooQgg

o-ooooo-ooooooo-p-b-00b0O0O0OO0O0O0ODOOOODOOOODDOOO

000000000000 O0O0R-D-00000000000Twee 200000
0000000000000 O000O00000000100mMOO2 MO OO O
0200 mMO 0 1.5 MO O OO

0

000000000000 0O000O00000001:10020:10+/-0000
0001:10012:1000000000002:1006:10 000000000
000000000000 0000025u g/mi001 mg/ml0 00000025
200y g/MLO0 000000000 O0050p g/mL0 00100y g/mLO0 000000
0000000000000 O00O0O00O0O00O0O00O0O00O0O0O0O0oood
0000000000000 O00D0O00OD0O00OO0ONOoODONOoONOooOooooao
00000370 0000000000000000000000000000
0000000000000 O00O0O00400000000000000

0
DO0O00OO0OC0OOOO0OOSNALPOOOOODOODODODOODODODODODODODOO0

olgoopoo.e8ibooooooooouoooooooooboooOooooboboooooDoon

O

OoooooQgogoao
Ooo0oo0ooood

OO0 ooogo-gogaog
Ooooogogogao
Ooo0oooQgogoao

ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
OSNALPO O D ODODO10mgOO0DO400pu g 0O O0D0O0DOobDObOOO
gooo.oabgo.csoooooboOoOo.c4aD0DOOOSBOp g O
25 mg0O000ooan

gbooobooboooo-0oooobooboobobobooobooboobobooon
ug-ogobobobdboooboobuoboboooobooboboobooood
goooocoooooooooobooboooobooooboboboooobooo

10

20

30

40

50



s e s [ Y Iy

Ooo0oooooo o0 oo ooo o0 ooDooogoQgoo-g
OO0 ooogogddooDooUog oo ooogogog
Oo0oooooo0ooDooo4ogoooooogogog

N
[
O
N
o

Oo0ooooooooooogoQgoo
OO0 oo ooggdgooooggogaog
OooooooooooogQgog

(o]
Ooo0ooooogooQgogoo

Oo0ooooQgooooaoo
OO0 oooogdgoooao
OooooogoQgoooao
Oo0ooooQgoooao

OooOooooOoogoao

oo

O

goad
ogoo
good
goad
god
goo
goo
PEG 20000
goo
good
goad
ogoo

OoooooooooooQgog
OoooooooooooQgaog

ood
mgl O O
oo

gboooboooobooooogoan
ooooocoooooooao
goooocooooogooao
gboboooboooognn
ugboboooooooogan
goooocoooooooao
1,2-sn-0 0000000000 DOOC0OOODOOOOOCGoPE) HOODODODO

(29) JP 5977394 B2 2016.8.24

000D0D00000D00000D0000000
00000000000 000O0000000
000000000000000000000
000D00000C,,0C,000000000
000D0D00000D00000D0000000
0000000000 0000O0000000

oooDoOoOoOoEoPODOOCOCOODDOOOOECPOUOOODOD
ooo(¢gsPOIOOOOOOODDODODOOODOOODODODODODDOO
gbo-00oboooobobooboboboooobobobonob
gobspCO O ODOPED DD DO OOODOODOODODOOODO-ODDOOO
gbouobouoboboboboouobobuobobobooooboann
oo0DbDD005,820,8730 0000000000000 10/136,7070 O

2003700778290 O O
PEG 50000 O O O
oooooooao
gbooooooag
gboooooadg
oooooooao

O Ooooo
O 0Ooo0ooo

goooooobaoao
gboooboaobodado

O

a
u

gboobooooooobobobao
ubooooooooboobaobad
ooobooooooboocooooao
UbO0000o0PEG 20000 PEG 5000
gbooooooooboobobao
O

O 0Oo0oo0oo0oao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0Oo0ooao

g
U
O
U
t
O

000000000 0O0Sjwgd 000000
0DO0OO50p gd 00050010 mgd O OO

-booboboooobobobotbooooboboboboboooobobonb
oooooOo0ooobDoooooboooboO0ooobDOoO0oO0on0s0 nimdd 150 nmO OO0
oooobooOooo-0ooo0oobobOoooobobcoobobbooOooboooo
gboobooooooboboboboooobooboboboboooobobobo

O

O

O

ooo-0oo0oo0oo0oooboooooboobooooboooOooobOboOoooOoDbon
ooooobOoooobooooobooooooooooboooooao

ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
goboooogobogobobooooobogobobobooooboboboboo
4,737,3230 0 0 00000CO0O00DOOO0OO0OO0ODODOO0OO0OODODOOOO0ODOOO
oooobOoooboooosonmb0OO0O0O0O0OO0OO0OO0OO0OO0OODODOOOODODO
gobooooobogobobooboooobogobobobooooboboboboo
gbooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao

sonmi00oOoOoOoooOooooooOooooobooooooboooOooboooOon

goood

O

O Ooooao
OoOoooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooog
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O o0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoooo

O
O
O

O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O

oooobOooooboooooobOobooooboboOooboDbOoOQQELSsDbOOO

oooobOoooooooooooboooooao
oooooboooooooboooooooooao
ooooobooooooooooooboooooao
oooobOooooooooooboooooan
ooooao

gbo-bobooooboboboobooond

10

20

30

40

50



@
(b)

~
B O
~ O

Oo0oooDoooo0oooDooooooooog
Oo0ooooooooDooooooooogdg

O O

OoOooOoooDoooDoooooooogogoogao
OoooOoooooooooobooobooogoano

oooDo
ooooan

O
O

go
150

a
o
|

O
O

g
u
O
g
g
O
g
g
u
O
g

g
g
u
O
g

O Ooogoo

O

O

Oooooooo0oooooooooogodg

00
00

00O
nmtJ

oo
ao

oo
ao
uno
OO
oo

(30) JP 5977394 B2 2016.8.24

gboboooooobooboobobooobooboboboooonn
oob0 (@ 0000o0ooooboooobobboboooooooooboo

gbooboooogan

ugbooodgaoad

O
O
O
O
O
O
O

O Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0Oogoo

O

O
O

O Ooogooo

O

O 0Ooo0ooo

gboooobobobobooobobobao

-bgoooboobobabado
gbooooobooboboooobobobo
gboooobooboobabad
gboooobooboboooobobobo
gboooooobobobooobobobao
ubouoouoboobobooouobuoboabada
oooobooooooooooboooooao
gboooobobobobooobote-0Db0

-bgobooobouobooboboooobuoboboboboooboobobonn
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
gooooo

oooooOooooobooooooboboooobobooobobboooobooog
toooobooooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
ooooobooooooooooboboooooboboooobbooooobooboo
ooooooooboooooao

gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo

-boboboooboobobobobooboboboboboooboobobOobobn

O

O OO
O

Oooooo4o0ooooo4o0ooDooooooooogodg

OoocooooooooooooooOonQgoanod
Oo0ooooooooooooooooogoaog

|

goad

oooooooooao
oooooooooao

uod

oooooooooao
oooooooooao

oooooooooao
oooooooooao

0oooDoOooU0ooDooooooDoooooDooooaon
J0o0000oU0ooDoo0ooooOooooooooaon
Aldrich Chemcial Co., Milwaukee, Wisconsin, USAO 0O O POLYBRENEO O O O
ooooDoooo0ooDooOoooDoDoooooDooooaon
Jooo0ooo00oo0oo0ooo00o0oDoo0UooUoo0-L-00000

oooooOoooooobooboooobooooboooooooOoooobobooOoobooo

ooo0-00000000000050 nmd 150 nmd OO0 00O
goobOooooboooooboooooooooonn

O
O

O
O
O
O

O 0Oooo

-l-oboboooog-L-o0obobo-b-0ob00obo0oboboobooboobaob

g

goo
gboooao
ugboooad
goo
gboood
gboooad
goooan
goooao
ugod
ugboood
goooao

O oo o [
O Oooo |

[
|

gboooooobogaan

-00000o0oooocOooooBlighUODyer D0 O0ODOOOOODOO
gboobooooobooboobobooooooobooboboooao

O oOooo

O

gboooooboboboboooobobobobooobonn
uobobooobooboboboooobooboboboooboan
oooooOooooooooooboobooooboooobooo
ooobooooobobOooooooboooao

ubobo-obobooooobooboboooobobobonn

10

20

30

40

50



@
00

®

~
5 O
~ O

Oooooooooooooooooogdg
Ooooooooooooooooogodg

O

(31) JP 5977394 B2 2016.8.24

gboooobobobobooobooboboboboooboobobo-0O0ob00Oon
oooooaon
oooobooooobo-cooobobocoobobobooooboooooooboooonn
gboooooboboboooobobobooboao
gbooouobobobooouobuoboboobooouoboobobooboooobogann
-000000oo0ooan

O oD oooogg
Ooooooogdg
Oooooooogodg
Oooooooodg
O Oooooodg
OOoo0oooodg
OOoooood
O 0O0o0oooodg
OOoooood
OOoooood
OOooOooood
O Ooo0ooood
OOooooodg
[ i Y Y |

N
O
O
O
O
O

Ooo0Ooooogodgao

CholO

od

OOoooooo0ooooooooooogoggooao
Ooo0oooooo o0 oo ooo o0 oo ooogoQgoo-g

0

OO0 oODooo4dooooogodgogogoao
Oooooo4oooooogoggooao
Ooooooo0oooooQgooao
Oooooooooooogooao

O O o
O OO
[ Ry

O

OO0 o0ooOoogooogao

O

OooooooogogQgoo

O

Oooooooogoogoao

O Ooogoao

O

O
O
O

O
O

O

O 0Oooo
O 0Oooo
O O oOgoao
O Ooogooo

O

O

Ooooogao
Oo0ooQgao
Oo0o0oaQgao

OOoooogao

DOooooogao

O0oooogao

OOoooogao

DOooooogao

OOoooogao

OOoooogao

Dooooogo

ODOoooogao

OO0oooogao

OOoooogao

ODOooooogao

OOoooogao

OOoooogao

Dooooogo

OOoooogao

O0oooogao

ODOoooogao

Oo0oooogao

cooogoao

U oooogoo

.20 50

OooooOOoOoOooobooogooos/srr4,1030 00 000DOOO

-jb0oo0o0ooobooooooboobo0ooobooooboooo
oboboooobooboboboooobooboboboooboonn
oooooOooooooscxd oobooooooboooooboon
oooo7owoooooOOoOoOooOoDODOoOoOoOobDooOoseowhood
Ubo0ob0Oo0oo0oo0O0b00DbODb O DobACh DOTMALD DDABLI DOTAPO DC-

DMRIEOC OO ODOOOOODODODOODOODODOOOO0ODODODOOOONODS,208,036
264,6180 0O O0 5,279,8330 O O 5,283,1850 0 O 5,753,6130 0 0 O O O 5,785,99
2000000b0b0o0obo0o0oooboboboboooobobobobooonn

O Ooooo
O oOoooo

O OooOooo
O OooOooo
O 0Ooo0ooao

O
O
O
O

O
O
O
OJ
O

O
O

O

O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo

O

O o0ood
O 0ood

0

oono
000000000 AIdrich Chemcial Co., Milwaukee, Wisconsin, USAO O

O
O

-jb0oo0ooo0ooooboooobooobooooboooooboooo

oooobooOoooobooooooboobocoooboooobooo
obooboooboobobobooooboboboboobonn
ugboboooboobobobooouobobobobooobognn

-boboooooboboboobooooboboboobooon
ooobo-coooooocoooboooooobObooooDbon
gboobooobooboboboooobobobobooobonon
oboobooobooboboboooobooboboboooboonn

gboobooobDgioconmibo0o0oooobOobobooobognn
ugbobooobobobobo-gbobooboooboboobonn
ooobooOooooboooooobooocoooboooobooo

oooooOooooooooooboobooooboooobooo
oooobooOoooobooooooboobocoooboooobooo

POLYBRENED D 0 OO O0O0O0OO0OO0OO0O0ooOOO0OOoOoooOoooooboooooboooan

uoooooooobooooooooooboooooboooo-L-bOb0cO0o0o0D0a0-L-

10

20

30

40

50



ao
od
gd
go
g

@

gooboooooobOooooobooooobobOoooobooOon0obDnDoESMO DOPED DOP
copspCO 0D OO0OODODOOOODOOOODODOOOODODDODOOPEG 20000 PEG 500

Ooooogooogogoodg
Ooooooooogoood

O
O
O
O

O
O

O oOooo
O 0Oooo

O
O

oo o ooooogoQgog

go
OO
O

go
uno
OO
650
g
OO
oo

(32)

JP 5977394 B2 2016.8.24

U-L.-goboobdob-b-00boboboboobobobobobooobonn
ooobooooooboooooboooobbooooobood

gboobooooo-obooooobobobobobooobobobonb

O

O

ooobOoooobooocooboobooooboooobnnaoaiso 35%0
g 00000000 0Db0OO0oO0OoooOOoO0oO0oo0oDbObDo.8s0D 2.00+/-
oooooo-ooboocoooboooooooooooDoo
o-ob0oo0ocooooboooooobooooooboobooooboo-o000a0

O

ogono

-booboobooboobooboboboooooboobobobobooboooboao
-bguobouoboaobdoaoaod

O
O

O

gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo
ubooogobogobobooboouobuobobobooooboboboobooo
() 00D0ODOO0OO00000O0O0OoOOoOODODDDDOO00 UOOoooooDbDoao

O

OO0O0oO00OO0OO00000O00DODACH DDABO DOTMAD DOSPAD DMRIEO DOGSO O O

cOPEG-U00O0O0OO0OOOODOOOODOOOPEG-ODDOOOOODOOOODODOOOOD
oooDoOOoOoOooogesPOOODDDODbODO0ooooooobobobbobononooo
gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo
gboooobooboboboooboobooboboobooonn

Ooooooo0ooooooooooogogQgoo
OO0 OoDooo0odUooDooog4ggoooooogdg

=

Oooooooooooo0ooooDoDooo0oooDooogoooao
O

O0Ooo0oood
O 0Oooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O 0Oooo
O 0Oooo
O o0Oooo

5

0

O

OO0 oo oooo0oooDooogogoooooogogogg

OO0 oo oooo0 oo ooo o0 oo oogQgoo

Ooooooooooooooogoogoao

O

gbooooobobO0obO0Ob0ORNADDODODODDODODODODODLOOODOODO
DODACO DDABLI DOTMAO DOSPAL DMRIEDO
ESMO DOPEO DAG-PEGO O O O O
DSPCO
gono

O

O OO

OoOoo0oooogdg
Ooooooogdg
Ooo0oo0oood
OOo0oo0oooogdg
Oo0oo0oooogdg
Oo0o0o0oooodg
Ooo0Ooo0ooood
OoOoo0oooogdg
OoOooooogodg
Ooo0oo0oooOod
OoOoo0oooogd
OooOoo0oooogdg
Oooo0oooodg
Ooo0Ooo0ooood
OoOoo0oooogdg
Oooooood
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
Oo0ooooogdg
OooOoo0ooood
OOo0o0oooogdg
OoOoo0oooogdg
OooOoo0ooooQod
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
Oooooogdg
Ooo0oo0oood
Oo0oo0oooogdg

O
O

O
O

O

O
g
u

ooooboog
oboooooaod
uo

O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O

o
oo

O O
O O

O
O

O
O
O
O

(]
O
O
O

pocsioooooOoOoOoooooooan
OoD0ODDOOO0OO0O0O0O0oooepsPeyD DO
DAG-PEGH 0 D OO OOODOOOOODO

oooobOoooobbooooobooo

O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooaog
O0Ooo0oooaoo
O0Ooo0oo0ooao

O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ

ugbooono-
0gooo.ad
gbooooobgobobo.sbobgoengn

(]
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

oooobooooooboooobooo-oboo0oOoo0oboOoboOgo
-jJo0ooooooooooooobbooooboooooobooooonon
oooooboboooooboooooobbooooboooooobooooan
oooobOooooobooocooobbooooboooooobooooao

10

30

40

50



Oooooogogg
Oooo0oooQgdg
OO0 oooogoogdg

(33)

JP 5977394 B2 2016.8.24

ooobODOoOO0oO0ORNAODOOODODODOOODOOOODOOOODODDODOOOD
goooobpobACO DO OOO0DOOOOooODODOoOO0OOoOoOORNOODODOOOODODGO
pspCO 0 000D0OC0COO0OO0DOOOCOO0OO0ODODOOOODbODOOOODOTMAOOODOODODO
ooooboooooobooooooooooobbooooooooooDo

g

O

O0000SNALP-CPLO CPLO O SNALPO O O DO OOODOOOOODODOOOODO
oooobooooooooooobobooooobobooooooboogePODOODOOO

OOOSNALPO O ODDOOOODODOOOODOOSNALPODOOOOOOOOOOODOCP

LboooocooooocooobOooOooboDoOOoOocPLOOOSNALPOD OO OODODOOOO
SNALPO 00O D O00O0obOobOoocPLODOb0 OO0 OOODOOSNALPO D ODOODOD
gbobooooooooobobobooboooboobooboboboobooao
OOPEG-DAGH 0 0 OO OOO0DOOOOOODOOOOSNALP-CPLOODODOOO
oo s5,705,3850 O O 6,586,4100 O O 5,981,5010 0 0 O 0O O 6,534,4840 O

Ooooooooooooooocnoooooo0ooooooaoo

OoooooooooogoQgoao
OO0 oDooogooooooogdg

B
=
(]

OooooooooobooOooQgoano
Ooooooooogooogo

O

O

uo

PEG-

od
go
uo
g
g

g o
od
od
go
g
o
oo
g
o
oo
uo
od

g
u
O

O 0O o
O O o

g
O
O
g
u
O
g
g
O
g
g
O

O

O Ooo0oooao

a
u
O
g

O
O

o

2.50 0 %0

go
g
g
uo
g
od
oo

AG-PEGDO O

Oooooooooood
Oo0ooooQgooooaoo

Ooooo0oogoogoodg

O

4
O
0

g
od
go

PEG-O

g

I B B

OooooooooooOgodg

O
O
O
O
O
O

O

O 0o oo
[ B R |

OOooooogod
OoooooQgogao
OooooooQgogo
OO oO0oooao
O Ooogoo

O

30 10%0

oo
gd
ood
o
o

{2 i i [ R

[ |

O 0Oo0oo0ooao

OoOoo0ooo
O 0OoOooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O oOoooo

OO
OO0
00
o0

-3%0

OO
OO0

OO
100
OO0
OO
OO
OO0

OO
OO0

PEG-

O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0Oogoo
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo

O
O
O

a
u
O
g

O
g
a

O 0Oooo

OoooooOoogoao
OOoo0oooog

O

O Oo0oooo

O
O
O

O
O
O

O
O

O
a
u
O
a

o0
OO0
OO
00

O oOooo
O o0Oooo
O 0Ooo
O oOooo

OO
gono

O

|

09/553,6390 O O OO 09/839,7070 0 0 0 OO DO DOODODO 2002700721210
OO00O0PCTO OO O OPCT/CAO0/004510 0 O 0 0 O O O O 00/628130 O
ooobOooooobOooooooooooobooooobooobocooooao

-jb0oo0oooooboooooooboooobooboooOoobobObooooDbon

oooooooobooog
ooooooooooog
oooooooobood
oooooooobooog

ooooocoooooooao
oooooooooboood

ooobooooooboo.ocs0owhoooooooooonn
wooooboooooboooooobooooboogoao
oooooooooooooooboooooboooooao
oooboooooboocoobooobooooobooooooan
ooobOooooboocoooobooooboooooan
oooooooooon

ooo0o0OO0oOO0ooo0obooOO0O-00000DAG-PEGD O OOODOAO

-DobobPECG-000O00O0DOO0OO0OOODODOODODOD

ooo
uod
oogao
PEG-U
uond
ooao

ooao
ogao
ooo
ooo
ooao

ogoao
ugod
goo
ogboo
GM1-0O
ogoo

ooao
goo
ooo
ooo
ogoo

O

u
O
g
u
O

O oOoooo
O oOoooo

OoOoo0oooao
I B

g
g
od

o
oo

pHO O
ooo
ooo

PEG-

g
u
O
a
u
O

O o0oo0On0oood
OoOoood

O
4
O
0
O
O

gbooboooooooboan
ugboobodoo-uboaboaoanob
goooocoooooooao
UOO0OPEG-PED OO ODOODO
ATTA-UDOOOoooooada
goooOobo1g20%0 0000

ooooocoooooooao
goooocoooooooao
ooooboooooobooogao
ooooocoooooooao
ooooocoooooooao

10

20

30

40



O

I:ll:lDDDDDDDDDDDDDDDDDDSDDDDD

DDDDDDD?DDD
Oo0ooooOoQogoooaoo
OO0 oooogo4Qgoooao

OO0 ooooooooooogooo
OO0 ooooogogoao

OO0 ooooogogog
OooooooooQgooo

O

(34) JP 5977394 B2 2016.8.24

ooooobooooooobooooboboooobooboooooboboooob-DooOooon
ooooobooooobooooooboboobooooboooobooooooobooboooooao
oooobOoooobooooobooboooobooooboooooobOoooooao
oooooooooao

oooao

SNALPO O O

O

O

O

O

SNALPO O DODOOOooooooboobobobooooboboboboonn
ubooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
OooOoO0OORNOOOOOOOODODOOOODODOOOOODODOOOODOO
OO0O0O0DOO0OOsiIRNAOOOOODODOO0OOO0ODOOOOOoOoDOOoOOoOoDOoOO
gboooooboobobooboooooboooboanb

u

SNALPO O OOOOOooOOOoOOooobooooobOoooobooooboon
gbooooboboboobooobgoboboboooobobobobooo
ubooogobogobobooboouobuobobobooooboboboobooo
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
gbooooboboboboobooooobobobao

g

siRNAOD OO OOogooooooboooooooooooooboboboooooooooono
oodod
oood
oood
oood

oodd
ood
ture of
York)O
ler, R.

Ooooooogogoao

O

O
O
O
O

O
O

Animal Cells, a Manual of Basic Technique, third edition Wiley-Liss, New

toooobooooooooooobOobooooboboOooobbooooboodg
ooooobooooooooooboboooooboboooobbooooobooboo
oooooooooobooooooboooobobooobobbooooboodg
ooooobOoooooboooooobOobooooboboOoooboboooobood

O
Oo0D0DD0O0O0000000000O0ODDO0O00O0O0O0ODOFreshney (1994) (Cul

Kuchler O (1997) Biochemical Methods in Cell Culture and VirologyO Kuch

J.
O
g
u
O
g
a
O
g
a
u

O

, Dowden, Hutchinson and Ross, Inc.0 0000000000 O0O0OOOODRDO
0000000000 bOo0oO0oo0bOO00oo0DoOO0o0oo0oOoDoO0ooDoooOooDoOonOoan
ooooDoooooao

ooooao
OO0O0D0O0OsiRNAODDOOOOO0DOOO0OOooODOOOooobooooDoDooo
ugbobooooobooboobobooooobooboboboooobonn
oooboooooooOoooboooooooboooobobooboooooao
gbooooon

OOoo0oooogoogoao
O Ooogogo

gbobdoobooooooobobobdoboooooboboboboobooo
oooODoOO0O000O0O0oooobooODbODbOO0OO00O0O0oo0ooooooODODO 1Y mold

IommolD O O00D0OO-000O0O0COO0OOODOOOODOODOODODOOOODDOS7O
ooobio480 000000002040 000000

oooooao

0000000000000 D00D000O00DO0DO0OD0O0O0DO01030010°00/mLO 06
cosowd DODOOOoOooOooDOOOoDUOOobODbODOoOOoOooOooDODoOooOooobOoOoooooDoDboooooDanO
0.0100.2p g/mMLOCDODODODOOOOO.1p g/mLODO DO DO

oooooao

OSNALPO O OO ODOOOoO0ODOOoDO0oOoooOooooboooooboooooboobooo
ocooo0oOoODO(GRPHOODODODOODOOODODODOUOOERPOODOOODODODDDODOOOOO
ooooODoODOO0OO00O0O0O0ooooo0ODbD0/136,7070 0 00000OD0OD0ODOO 200370077829

10

30

40



(35) JP 5977394 B2 2016.8.24

ugbooooooboobobobooobobobOobeRrRPOODOOOOOODOODOD
OoobOOoOooobOO0oOO0OSNALPODOOOOODODOOOODODOOOO0ODODOOOO0ODbODODOOO
gooobooooooboooooboooooooboooooboocooobooooboOooo
ooobooooobooOoOSNALPO OO OODDODOOOoOoDOOoOoobDoOoOooboobooo
ugbdoodooooobouobobobooboboooboboboboobooobouobobobaa
SNALPOO O OOOGOOooODOOoOOooobOoooobooooobooooboboogoODERrP
oo oooobooooooooooobooooooop-OobODOoO0oO0OoDOO
ubooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
OOOSNALPO O OOOOORNANOOOOOOODODOOOODOOOOERPOO
ORNAODODOOODODODODOOOODODODODODODObOOODODODO
OOoooDbDOoOO0oOoOooOOoOSNALPOODOOOODOOOODODOOOODOD
ERPULOD O OOUOOO0OOLODOObOOO0OO0uooOuobobobooooooboaooboaadn
OOSNALPO O O OODODOOO0OO0ObOOoOO0OOooobOboooobood

g
ERPUODOOOOOO0OODOOO0OO0OO0OO0OODOOOO0ObOObOOOO0OooOobOoobOOann

oo
oo

oo

oo

oo

oo

oo

oo

oo

O0DO0ODOOOFITCOODOOOregon GreenD 00O D O0OO0DO0OO0OO0ODOODODOOO
000000000000 D0D000000000D0000D0D00O0O0OaOgTRITCO
0000000000000 D0D0D000D00D00DOO0DOAMCAD CyDyesd O O O
000000 3Ho 25 I03®sg “co32p03®p0 000000000 DOOODODOOO
0000000000000 000000000000000000000000
0000000000000 DO0OD0O0D0DO0OD0O0ODO0O0DO0OO0O0ODO0OO0DODOn
0000000000000 D000O00D0OD0O0DO0OO0DO0OD0O0ODOO0DODOn
O0ODO0ODOOSNALPO O D O0ODOO0OO0DDO0OOODOOO0ODODOOODOODODOODOO
0000000000000 00000000000000000SNALPOO OO
0000000000000 DO0OD0O0O0DO0ODO0ODO0OO0DODODOODODO
goao

Ooooooooo
O0OD0DDO0OO0OOOSNALPOOODOOOO0ODODODOOODDOODODODDOOODDOOOO
0000000000000 00000D0000000D000SsSIRNADODODOD
O0D00O0O0DO0OO0OSNALPOD OO DO0OO0OO0ODOOO0ODODOODODOODODOODOO
0000000000000 DO0OD0DO0OD0DO0ODO0ODO0OD0DO0OD0DODOOoDOOoDO
goao

0000000000000 D00000D0000000D00000000000an
0

gobooboooooobogoboboboooobooboboboboooobobobo
pPCTUOOOOODODODOOOO9es400640 0000 0O0OS,705,3850 0 0O 5,976,567
5,081,5010 0 0 0006,410,3280 0 0 00000000 -000000O0O000OO
gobobooboooooobgobobobobooboboboboboobooboooboogonon
ugbobooooboobobotboooooboobobobooobobob-o00
ugboaao

goo

UOSNALPO DO D OOO0OOODOODOO0oDODObOOoO0ODO0OobDobOOobobooooooDao
ocooooOoOOO0OO0oO0oO0oOoOooQooOooODODOOO0O0O0O0OO0OoOoOOOZhiO O Sscie
nce 261:209 (19930 0 0 00 00-000COODOOOO0OO0DOOOOODOODODDOOOO
Hydel O Nature 362:250 (1993) 0 000000 -00D0OOCOOOODOOOODOOO
Oooo0oDDoOO0OO0O00000O0Brighamd OO Am. J. Med. Sci. 298:278 (1989)0
ooo0o-0000o0b0ObocO0oob0obOoo0oO00oboO0o0oobObOOO0oO00D00O0adaOSNALP
gooboooooboooooobooboooobooooobooooooboboooooao
g
u
O

ooooooooooooooo®oooooooooooooooooood
OoOoooooooooooo0D oo oooUoooDoDooo0oo0ooDoDooooooog
e e R s e Y

oboboooooboobobobooooboobooboboboooobobobao

Ooo0ooooogd

od

10

20

30

40

50



boooooooookFkPoRrOoOO0OooOoOoooooooOood

ooooodMoDoooooooooooooaoe
Oooooooooooooooooogoogooao
OOo0Oooogo0g4dooDoogogUooDooggogao

Ooooooooogooogao

Oooooooooooogooao

Oooooooggooao
OooooNOoOoOoogog

O

(36)

JP 5977394 B2 2016.8.24

gb-obobooooboobobobooooboboboboooobooboao
oooooboooobooooooobooooooboooo-0oo0o0oo0ooDoOn

ooooao
ooooo

O

ooooao
.50 0 %0 O
gbooond

O

gooon
gobooond

goobooooobooocooooboooooboooooobooooao
oooboooooobooooooooooobooooooDoao

goobOooooooOocooboo.os0ownboooonobooOoOoan
oo 0w o ooooooboobooboooooobobonb
ugbooboooooan

gboboooooooboboboobooooobobobobooog
gboobooooobooboobobooooooobooboboobooao
ocoDoOD0OO0oo.010O050 mgzkg OO OO OOOOOODOO0.1005 mg/Zkgd O O

1080 10°0c 00000000
Ooooo
OoDooooo
00000000 D0O0O0O0OO0O0O

55000000000 5,399,3630

O

Ooooooogoogooao
OO0Oo0ooood

0

Oooooogoogdg
OooooooQgdg
OoooooOoogooao

O

O

O

OOooooogogdg

REMIGTON’ S
17th ed

0

Ooooooo0ooooooooDoooogogooao

OO0 O0o0oogoogo

Ooo0ooooogooQgogoo
Ooooooooogoogoo

e

H

Oooooogogooao

Oooo0oooQgdg

O

. (1985)

O

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O

O0Oooooog
OoOoo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooog
OoOoo0oooaog
OoOoo0oooao
O0Ooo0Oo0ooa.o
OOoo0oooog
OoOoo0oooao
O0Ooo0oooa.o
O 0Oo0ooogoog
OOoo0oooaog
I B B
O0Oo0Oo0ooa.o
OoOooooaog
OoOoo0oooao
I B
O0Oooooog
OoOoo0oooog
OoOoo0oooao
O0Oo0oooog
O0Ooo0oooaog

O
O
O

OooooooQgogoao

O

O
O
O

OoOoo0ooood
OO0Ooo0ooood
OOoooood
OoOoo0ooood
Oo0Ooo0oo0oood
O0Ooo0ooood

O
O
O

OO0Oo0ooodg
OoOoooogdg
OoOoo0oood

oooobooooobood
PHARMACEUTICAL SCIENCES, Mack

O

O
O
O

O

O
O
O

O

O
O
O

Mathiowitz et
,580,5790 0 0 0 0O0D0O0O5,792,4510 0 00000000 DO0ODO0ODOOO0OO

O
O
O
O
O
O

O

O
O
O

O
O
O
O
O
O

O

O

al.

O

O
O
O
O
O

OoooooQgg
OoOoo0ooood
O0Ooo0ooood
OOoooood
OoOoo0ooood

O
O

O
O
O
O
O
O

O

O
O

0
O
0
0
0
O

0

O
0

oo

SNALPO O O O O0O00O0S5,543,1580 0 00000 5,64

g
a
O
O
a
u
O

O

O
O
O

O

O0Ooo0oood
O0Ooo0Oo0ooO
OoOoo0oooogdg

O

O
O
O

O

OoOoo0oooodgadg
OOoo0ooood

O
O
O

O

O
O
O

gbobooooobooboboboboo
SNALPO O O OOOOooooooooon

oooboooooboocoooooooao
UooboOoOOoOoOobODbOSNALPODODOOOO

gbobooooobooboboboobooo
ugbooboooooboobobobooodoa
oooboooooboocoooooboooao
-0o0ooobobobooooobooboboboooobooboobonb

000000130150 mM NaCIO DO OO ODODOOOOQOOODOOO
ooooooogd

O

OooooooQgg
OoOoo0ooodgadg
OOoooood
OoOoooood
OoOoo0oood
OO0Oo0ooood

O

O

O

OoOooooogogdg
OoOoo0ooood
Oo0Ooo0ooood
O0Ooo0ooood

O

O Ooooo
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooOoo
OO oO0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooao

O

O

cooDoDDOoOO0OO000
Publishing Company, Philadelphia, PA

Oooooooogdg
OoOoo0ooood
OO0Ooo0ooood
OOoooood
OoOoo0ooood
Oo0Ooo0oo0oood
O0Ooo0ooood
OoOoooood
OoOoo0ooood

O

O

O

O

O

O

O

O

SNALPO O OOOOOOoooOoooooaon
oooboooooboocoooooboooao
oooobooooooboooooobobooo

, 1997; Hwang et al., 1998; 0 0O 0O 0O O 5,641,5150 0 O

10

20

30

40



UoooOO0OO0oOoOoOoObOSNALPOODODOOOODOOOOOODOSNALPODOOOOODDODOSN

I:II:I.OI:II:II:IDI:I:PIZII:IDDDDDD?’DDDDDDDDDDDDDD

OoooOoooooooooobooooooooooooooooonOoQgoano
R ey [y

OOooooogod
OoOoo0ooood

O

O

OOooooogoogdg
OooooooQgdg

N
=
|

OO0 oooooooooooogdg
oo oooooooooooogodg

OoooooooooooooooDoooooooo.o

O OooOooo

OoOoo0oooogdg

O
O
O
O

g
O
O
g
u

g
a

g
O
O
g
u

u
a

Oo0oo0ogao

O

gon

g
u
O

O Oooo
O 0ooo
OO oo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O O0Ooo
O Oooo
O 0Oooo

g
u
O

O
4
O

goaoao
goooano
gooao
gooo
ugbodaao

gooo
gbooon
60%0 O O 70%0
goo

a
u
O

a
u
O

g
u
O

O

O OO

O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooog
O Ooooo
O Ooooo
O O0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao.o
O OoOooo

OooOoo0ooood
OoOo0o0oooogdg
OoOooooogdg
Ooo0oo0oooodg
Ooo0Ooo0ooood
Oo0oo0oooogdg
Ooo0oooogodg
OooOoo0ooood
Oo0o0o0oooogd
Oo0oooogdg
OooOoo0ooood
OOo0o0oooogdg

37

O
O
5,

o
oo
756,

ogdod

ooooon
gboooooboboon

uo
od
gd
go
g

0.1%0O

g
od
guo
uo
u o
gd

JP

g
O
O
g
u

O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O0Ooo0oood
OOo0o0oooogdg
Oo0oooogdg
OooOoo0ooood
Oo0oo0oooogdg
OOoo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Oo0Oo0ooao
O Oooooo
O0Ooo0oooaoo
Ry B

ooooooaod

O

5977394 B2 2016.8.24

O

gbooooo

330 0 0 0000005,804,2120 O O
000 Takenaga et al., 19980 0O O OO 0O O

-0000D0OD0OD0OD000O0Ooooos,725,8710 0 0 00000 QOOODOO
oo0oooDoDoODO0oO00o0O0o0oooooDoDoDOooo0ooDoooooooooOan
oooooDoDoOOoOooos,780,0450 000000000

-boboboooooboobobobooobooboobobobooooboobaonn
oooooOoooooobooooooboooobobooobobbooooboodg
-0ogoooogoobobobooboooobgobobobobooooDobobonb
gboooooooboobaoao

O

oooooboooo
gboooogsSNALPO O D ODODODOOO0OOO0OODODODODOOO0OODOOD0DO
ubooogobobobooouobuobobobooooboboboobooo
SNALPOO O OOOOOoobOoOoobobooooboboouooobooooboooooonn
gobooooooogoobgobobobooooboboboboboooobobobao
ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa

AlLPOODOOO0OODODOODODOOOODOODODODODODODODODODODOD

OoooooooooogogoQgg
Oooooooooood

O

Ooooooooooogoo
Oooooooooooogogoao

Ooo0oooQgogoao
OooOooooOoogoao

O

O

O

O

O

O Ooo0ooogoao

OOoooood
OoOoo0ooood
O 0O0oOooood
OOoooood
OoOoooood
OOoo0oo0oood
O Ooo0ooood

Oo0Oo0ood

A R

OO0Oo0oood

Oo0Oo0ood

A B

O0Oo0o0ood

oboboooboobooboboooonn

[ R
Oo0Ooo0oood

O0Oo0o0ood

OO0Oo0ood

OoOoo0oood

Oo0Ooo0ood

OOoo0oo0oogao

O
O
O
O
O
O

OoOoo0oood

OSNALPO O OO OOOOOOoOoObOOOoooboobocooobooooboogoo
siRNA OO O OO OoOOoooDbDoogoobooooobooouoooboooooonn

gbooooooogan
-0000000000

gbooooogoognon
gbooooooogan
ooooooooooao
oooooOoooooao

oooooOoooooao

10

20

30

40

50



0000
00

0000
0000
0000
0000
0000
03) OO

(38) JP 5977394 B2 2016.8.24

oboboooobooboobobooboosbobobOoooobobobobooan

sOcopPODODOOXOOODOOOPREDENIDOOODOENIIOODOOOOOODOOOOO

FIELDS VIROLOGY, 20010 0 000 O0Q0OQOOODODDODDODODODODODOOODOOODOD

0Oo00o0oD0oD0o00o0o0oo0oooooDoDoDoDoDo0ooo0oo0oooDooDoDoDoOooooOog
O000O000a OO Medina et al.,Antiviral Res. 60(2):135-143 (2003) O O
0000000 Hugle and Cerny, Rev. Med. Virol. 13(6):361-71 (2003) O O
000000000000 00D0DOKock et al., Hepatology 38(6):1410-8 (20
0000000000000 O0O00O0RDBordier et al., J. Clin.Invest. 112(

3):407-414 (2003)0 0 0000000000000 OO0 Yurdaydin et al., J Hepatol.
37(2):266-71 (2002) DO O OOOOOOOOOOO0OcOOOdD OO OO Chiang et al
., Planta Med. 69(8):705-9 (2003) 0 00O ODCODCOODCOODCOODOODOOOOOOOO

0000
0000
0000
0000
(1992)0
0oo0

oood

oad
Jodoo0ooo0doooDooooHvVvOOoooOooDoooHVOoooooooooao
00 0O000TARO REVO O O nef Chatterjee et al., Science 258:1485-1488
OO00O00O0OOROOOOODODOOOODDOOHIVpre-mRNADO OO DODOOO
OOOOORNAOODOOOOODODOOOMalim et al., Nature 338:254 (1989)0

TatO OS50 0000O0OmRNAD ODODOOOOOOOOODODODODOODOOOOOODOOOn

O

OO0 oo oDooo0ooooogog4ogoooodg

Oooooooooooooooooogoogoog
OoocoOoooboooooooooooOoOoao

O

OO

Ooooocooooooooooooogoooao

ao

OoooooovIODO< Oooooooooooooooooogooogaog

Ooo0oo0ooood
OOo0o0oooogd
OoOoo0oooogdg

OOOCETPOD OO OOATP-O00O0COCODODODOOOOOOABCALD DO

ad Karn & Graeble, Trends Genet. 8:365 (19920 0 O -0 O DO OO

O0 oo0o0o0oDoOO0OO000DU0oo0oooooooDDOoOoOooOog
OHIVOODODOOODODODOOOoOooooodHvOOOoooao
Oo0o00oDDoODO0OO00D0DO0O0ooDooooDoDDoDOoOOoOOoOoOog
O

oooooan

O 0Ooooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooo
O 0Oooo
O OO

[ i Ry

O 0Ooo
O 0Oooo

OO0 ooooogogg
Ooooogogogooao
OoooooQgooao

oo oooooogoog-g

OO0 oooooggog

OO0 oooooogogog

OO0 oooooogogogo-g

OO0 ooooogogog

OO0 ooooogogog

OO0 oooooogogo-g

Ooooooooogoog-g

OO0 oooooggog

OO0 ooooogogog

OO0 oooooogogoQg
Ooooogo-gogoao
Ooooogooao

OO0 ooooogoQgo-g

Ooooooooogoogo-g

OO0 oooooggog

OO0 ooooogogog

oo oooooogoogoo-g

go go
SREBPO O OO DOOOO0OO0O0ODOSCAPOODODODO
oooobOooooooooooboooooan
gboooogooodMrPODODODOOOODO
AOODDODDOOOO0ODOOOOOODOOOODOACATOODOOOODDDOO

OO0 oooooooooooooooodg

OO0 oo oDoogogoooodg
OO0 oo oooogooooog
OO0 oooooooooog
OO0 Do oDoogogoooodg
OO0 oo ooogogoooog
oo oo oooooooog
OO0 oooooooooogdg
OO0 oo ooogoooodg
OO0 oo oooogooooog
OO0 oooooooooogdg
OO0 oo oDoogoooog
OO0 oo oooogooooog
OO0 ooooooOooooog

gemcabenel 0 0 OO OODODOOOOOOOOOCOOODDOOOOOOODOODOO

OO0D0Lp-PLA(QU O OODOCDOODODAGIIOG/ D00 O0O0O0O0ODODOPPAR-a O -

- 00000000000 0D0O0OPPAR-0/y ODOODOPPAR-a/y /6 000DD0ODOO

oooobooooobboooogceTPb0O0bDOOoOoOoOoOO O (torcetrapib
oooooOood
oo
g

gbobooooDobobobobooobDobLcATO D OO0 g
a
ooo
O
a

BOODOI1I(SRB)) O OO OOODDODOODOODDOOOOOApo)E
oo0o0D0DDoODOoOO0000oO0ooooooDDoDOoDOoOoooOoon
OO00D0DDOD0OOO0OCETPOOODCOOOODDOOOPPAROODO 00
0000000000000 o0ooDDoDoDo0o0Do0DoDo0oo0ooooDooDoDooO0Ooan
Bays and Stein, Expert Opin. Pharmacother. 4(11):1901-38(2003) O O O O

oo0o0ooDoOO0o000DO0oo0oooooODoDoDO0oD0D0DUoO0oo0ooooDooDoDoDooooOoog

OoOoo0oood
Oo0Oo0ood

O
O
O
O

O 0Ooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo

20

30

40

50



(92}

Ooo0ooooogd
Ooo0oo0ooood
OOo0o0oooogd
OoOoo0oooogdg
OooOoo0oooogod

ODoooooooDooodhMpOooDooooDoooooDooePrOoODODoDoDooovoDoooooogod

Iy ) R e e e ey e s I Iy

Iy I B

O
O

Oooo0ogood

O Ooo0ooooaog
OOoooooao
OoOoo0ooodgdg

O

O

O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOgogo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo

SNLAPO O O
googao
960 O O
ugodaao
oooao
oobogao

O

t
u
O
g
u
O

Oooooo4ogooooogoggogoao
OoooooooooogooQgoao

O

O

goag
-0000000D00000D00D00D00O0D0O0O0DO0O0DO0O0O0ODOOoDoOO
0000000000000 DO0O0OO0ODOOSNALPODODODOO
0000000000000 D00D00D0O0O0D0O0O0DOOaDn
O0DO0OO0OO0OOOSNALPOODOODOOODOODOODODOODODOO
0000000000000 D0DO0DO0ODO0OO0DODODOOD
ODO0OODO0ODOOOFITCOODO O Oregon GreenD O OO D OOD
0000000000000 D00D00D0O0O0D0O0O0D0OO0aDn
OTRITCOOOO0OOODDOODDOOODDDOODDOOODDDOOODO
35gp 4co 32pp Bpo O 0O O

OoooooooooooooQgooao

Nucleic

g
g
O
O
g
u
O

O Oooooog

OoOoo0ooogdg

O 0Ooo0ooo

O 0Ooo0ooo
OO oO0ooo
O Ooooo
OoOoo0oood

O

I o [y

0

CyDyesU

O

O O o

O O0Ooo0ooooao
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
OO o0gooao
O 0Ooogoooo
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0ooOooao
O Ooo0gooo

u
O
g

O
O
O
O

u
O
g

O
O
O
O

u
O
g

0

OO o

4
O
0

O Ooogooo

O

O

O
O
O
O

u
O
g

O 0Ooooo

O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oooo
O Oooo
O OO

O OO

[ i R

O OO

O OO

u
O
a

O

-00000000000080O 120 240 360 480 600 720 84

ogboood

oooao
ooono

oooao
ooono

O
t
ugbodood
O
O

(39)

JP 5977394 B2 2016.8.24

gboooooboboboooobonn

oooobooooooooooboooooao
gboooobobobobooobobobao
gboooobooboboooobuobobad
oooobOoooooooooooboooooao
gboboooooag

gbooooboobooboboooooobooboboboobooao
RNAUOD O DOD4Oooooouobuoboobdooooboobooaobanb

ooooboooooooooooboooooooboboooooao
gbobooooboao

u
O
g

u
O
g

[ I |
O 0Oooo

O 0OooQgoooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O OooQgooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
OO oQgooao
O 0Oooooo
O 0Ooo0oo0ooo
OO oO0goOooo
O OooQgooo
O 0Ooo0oooo

O Oooo
O 0Oo0oo0ooao

HPLCO
oood

uod
oogao
ooo

Acid Hybridization, A
.JO OO IRL Press, 19850 O O O

gbooboooboooboooan
ooooocooooon
goobOoooobooooboooooooooonn
ooobDoOOooobDopPCcROEODOOOODDOOOLCRO
OORNAODODDODOOOOOOOOODOOOONASBA(DOOHNOODO

oooooODDOOO0O0O0O0O0O0OoOoOOO0ODODDOOO0O Sambrook OO In Molecu

u
O
g

u
O
a

u
O
g

u
O
g

u
O
a

Practical
ooooao

ooooano
ooooao

2HO

u
O
g

u
O
g

125|D

O

u
O
g

O

u
O
a

0

O
O

O

O
O

O

O
O

O0o0o
Approach,” Hames,
ooooao

O
g
g

u
O
g

O
g
g

U
O
U
u

O
g
g

[ O B R |
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo

O

00
oo
ao

O
g
a

O
g
a

O

oooano
good
good

good

PCRO O O

g
a

good
gooad

TLCOooooooano
ooo

[ I R |

ooooobooogoo
oooooooogoao

u
O
g
B

O
O
O

uno
o0
oo
.D.0O

00
00
0O

O Oooo
O 0Oooo

O
O
O

OQp -0

a
O
O
a
u

oooao
oooo
oooao
Higgins,

good
oooao
oooao
good
ugood

10

20

30

40



(40) JP 5977394 B2 2016.8.24

lar Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 20000 O

O O Ausubell 0O SHORT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, O O O Current Protocols, Gr
eene Publishing Associates, IncO O 0O John Wiley & Sons, Inc., (2002) 0O O OO

0oo0ooo0oooOooooMllis (19870 000 0O 0O O 4,683,2020 O PCR Protocols A G
uide to Methods and Applications (Innis et al. eds) Academic Press Inc. San Dieg
0, CA (1990) (Innis); Arnheim & Levinson (October 1, 1990), C&EN 36; The Journal
Of NIH Research, 3:81(1991);(Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:1173 (
1989); Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:1874 (1990); Lomell et al
., J. Clin. Chem., 35:1826 (1989)0 Landegrend [0 Science, 241:1077(1988)0 Van Bru
nt, Biotechnology, 8:291(1990)0 wul Wallace, Gene, 4:560 (1989); Barringerd O Ge
ne, 89:117 (1990)0 O O O Sooknanan MalekO Biotechnology, 13:563 (1995) 0O O O O

Oo000DDDOD0000O000ooo0ooODDOoODOoD0oU0oO0DOoO0OoO0OwWallaceD 0D OOOOODS5,4
26,0390 0 0 0Q0O0O0D0ODDODO0OO00DO0DO0OOO0DQOOODODDDODOODO0DO0DODOOoDOoDODODODDOO
0000000 ONASBAO O O O O Cangene, Mississauga, Ontario0 0 00 QU D O OO
oooooooooooog

oooooao
oo0o0o0o0oDoD00000O00ooo0o0O0oo0o0DDODO0DO0U0DO0O0DO0ooooDooDoODoODOoOoooOg
oo0o0o0oDoODoO00o0DOo0o0ooooo0o0DoDDoODo0o0o0DO00o0oooDooDoDoDoDoOooooOg
000000000000 DOO0O0OOODAOD Beaucaged Caruthers Tetrahedron Letts.,

22(20):1859 1862 (1981) U0 00U DO OODDOOODODOOOODODODODAOAONeedh
am VanDevanter( O Nucleic Acids Res., 12:6159 (1984) 0 OO0 000 O0OO0OOOOOO
oo0oo0oDoDDoDO0OO000O0O0Oooo0o0O0oo0DDDODO0DO00DO0DO0O0OoDOoDoDoODoDoODDOoODOoOOoDOoOO
0000000 O00D00DODOdAOPearsond Regnierd J.Chrom., 255;137 149 (1983) O
0000000 O0oHPLCOOOODOODOODDODODODODODDDODOODDOOOOOGrossman a
nd Moldavel O O O Academic Press, New York, Methods in Enzymology, 65:4990 0 Max
amd Gilbert (1980) O OO ODODODODODOOODODOOODOO
ocooooao
0Oo0o00D0DDoODO00000000o0o0o0o0DDDODO0D00D0D0O0o0Do0Do0DoDoDoODDOoDOoOOoDOoDOOg
0000000000000 0000D0D0OD0000O0O0O00O0ODODOAngererd O Methods

Enzymol ., 152:649 (1987)0 0 0 0000 O0OO0ODODODODODO0DO0DOOODODODOODDODODOOO
0Oo0o000oDDoD0000000ooo0o0o0o0Do0DDOoODO0D00D0DO0O0oooDoDoDoODoDoDOoOooOg
ODNAOODODDODDODDODODODOoOoOoOoOOODODODD0D0DOoDo0ooooOoODDODDDODODOoDoDOoOooon
oooo0ooOoODO0O000U0O0ooOoOoOoO0DDODO0DO00DU0DO0DO0OoDOoDoODoOoODoODDODOoOOoDOoDOg
oo0oo0oo0ooODO0o000O0O0o0ooOoOoOoo0DOoDDODO0DO00DU0DO0O0ooooODoDoDoODDoODOOooOOg
oooo
oooooao
vi.0Ooooao

g -0goobooobooboboooooobooboboobooo-

Oooooooooood
OooooooooooQgdg
OO0 oDoo4ogooooogoogdg
Ooooooooooogoggdg
OoooooooooogoQgdg
O O0Oo0oo0oooao
O Oo0ooooaog
O Oo0o0ooooog
O Ooo0oo0oooao
O O0Oo0ooooaog
O Ooooooaog
O Ooo0ooooao
O O0Oo0oo0oooao
O O0Oo0ooooaog
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O Oo0oooo
O Ooo0oooo
O 0Oo0oooao
O 0O oO0ooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0O oO0ooo
O 0Ooooo
O 0Ooooao
O 0Oo0ooao
O 0Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooo
O 0Ooooo
O 0Ooooo
O 0Oo0oo0oo
O 0Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao

O 0Ooo0ooao
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

10

20

30

40

50



(41) JP 5977394 B2 2016.8.24

OO01.0siRNAO OO OO O O SNALPO O O

ooobOoooobooocOoobooPEG-DAGD DO OODODOOOOODOOOOODODOOOO
OO0OO0O0DDO0OO0OO0OO0OO0OOODOOSNALPOD O OSIRNADO O OO OODOD DO O PEG-DAGO OO
OPEG-O0D00OCDOODCDOODBDOOC.UPEG-DMGOO OO PECG-0D0O0OD0O0DODOODBODOOC
Cig)OPEG-DSGO O OO0 OOOOOOOODSPCOOOODOOOO -DODMA:PEG-DMG/PEG-DSG
SANALPO

reent]
0 0O

DL OO oOoooogogoooao

DO oD OoooooDoOoooDoDoOogoooDooOoooo0ogooooogd0o
OO0 ooooooOooooodg
OJ

ooooodMOODooooooooooooooooooao

0DO000O0BR-000000000RPRB -gall siRNAO O90%0 OO O 0O O O Ribog
doDoooooDooDooi120nmO0000COMalvern0 D00 O0D0O0D0ODOOOO
oooooad

0 DSPC:Chol :DODMA:PEG-DMGO O O O O O O O B-gal siRNA

00000 94%

000000 o8k

0D0DO00O0oooOooDOooDanorm

000000 96%

109.7 nm

00o0.14

0 DSPC:Chol :DODMA:PEG-DMGO O O O O O O O B-gal siRNA

0 o o O A

000 91%

127.5 nm

00o0.11

0 DSPC:Chol :DODMA:PEG-DSGO O O O O O O O B-gal siRNA

0 o e 0L

00O 0O 90%

000000 o0%

111.6 nm

00.24

O

SsiRNA O OO ODOSNALPO O OO OODODODOOoOOoOOoOoOooDooDoooooooag
ooooooao

O00OpB -Gal siRNAO D OO QODSPC:0 000 OO O -DODMA:PEG-DMGO O O O
OoooOopoooCcTee.Cl2s0 000000 -GalDooo0ooooooooad
oooooDoioooad

a0

OoOoooood

-Gal siRNAD D DO OUOQODOO0OOOODo.2pgODOO0O0O0DOODOODDODOO

OCo0oDoDoOOoOO0OO0O0O0oOoooop-calDDOOoO0OOeI DOOOODSPC:ODDOOOOOO
:DODMA:PEG-DMGO 0 0 0 OO DO 1.50 g0 OB -Gal siRNAO O OO DDOOOOOOOODOO
ooooOOoOO0o0oooDoOoooop-GaldbooOo3woooono
gbooooao
ooo3.cooooooooboooooan
gooobooooooboooooboooooooboooobooooobooooboOooo
gboobooooobobao
ugboogoodod
Uoo0ob0OO0OO0oO0O0OO0ODNese ID0O0O0O0OO0OO0DOOOOOODOCOOODIIp gODNAD O OO
O 100p LO 5 mM HEPESO 150 mM NaClO 10.0 mM MgCl, pH7. 40 00 000D DOOO0O0OO0O
OODNase 00O 0O0OOOO1000 0O 0O 10U0 DNase 1 (Gibco-BRL) OO ODOOOOOOO
OoOO0O0ODDOO0OO0OO0O001.0% Triton X-1000 000 O0O0O0OCOCOODDOOOOOOOO
uooboooooobooooog3rbo3bObooooboobo0oOooDbOOOdaso0u LODN
AZOLD DO OoOoOoDi1.omtOODOOOODOOODNADODOOOODDODDODOODODDOOOO

ooobooooos3oooois,c00rpm 00000000 OCOOO0DODOOOODODDODNA
gooosowdodoooo20000000000000DNACD S0 LOTED OO ODOODOO

10

20

30

40

50



OooooooooooQgogoao

O

Q

X

O
N I I O B

Oo0ooooooooooo oo ooDooooooooaog

O

Oooooodgogooao

OO0 ooooogogooo
oo oooooogooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooooogogoao

O
g
u
O
g
g
O
g
g
u
O
g
g
O

OoooooQgoooao

20p

(42) JP 5977394 B2 2016.8.24

1N1.0%00000000000000TABECOODODDOOOOOO

Oo000DDO0O000O0O0OooQooOO0ODDODOO0O0OO0OOo.5%0 Trit
DNASOu g0 1.5 miDD00000O0O0OOOCOCOCODODDDOOOOOO
OoOO0OO0ODDOO45 10di20000000650p LOOOOODODOO
gboboooo3rbobogoboboobooooobobobobooo
OoOCOO0ODDODOO0OO0O00O0+0.5% Triton x 1000 00000000
gooboooooooocooboobooboogoo-200c000DbDO0OO0O0
Oo0o0DOoOO0oO00D0 KO133p g/mLOO0ooGebPO 00O DOOOOO
gboobooooobooboobobooooooobooboboobooao
ugboboooooouobokooouobobobdoooooood
goobokKboooooooooooooobooooboooao
gboooooogan

U0o0o0OO0OO0o0oo0obObOO0oO0oO0oO0obOOO0OOi1oouODbNase 1D OO0 OOO0DOOO

DNAOU O OOooobDoboboooswooobogobobobobooobogoboobono

ao

DD%DDDDD
OooooooQgdg

go
u

obooo
SNALPO O O ODOOOOoODOoOOoDv7vonmObOO0OOO0O0DO-0000000000OO0ODNAO
OSNALPO O SNALPO DO OO OOOOOOODODOOOPEGODOOOODDOOOO
I I A e A A A e
ObOO0OOSNALPO D OO D ODOODODO0ODOOODO0OODODOODObOODO0OO
ubooouobogobobobouoogobobobobooobobobao

0

Ooooocooooooogogoao
OO0 oDoDoo4gogooooogod
Oooooooooooggogoao

0

O

ogdd
oood
oogd
ogdod

OoOoooodg

O o0Oooo

DSPED O

PEGO O O CPLO
oooooogd
cPOO0O0O0O0ODODOCOOODOOOOOODODOOOODOOOOODOOOODDOOOO
ooobOooooboooc0oobobOboo0ooobOooo0oboOO0O0oO0on0DdObadCcPL-SNALPO O
00000000000 O0DOOSNALPO D 010°0 00000 CPL-SNALPO 0O DO OO
oooboOoOooooOSNALPOOODOOOODOOOOOODOOO200000000CPL-
SNALPOO O OOOOOoobOoOoobobooooboboooooboooooooooonn

O

ooooooooooooooobobooooobooboooobbooooboodg
ooooODNAODOOODOOODNADOOOOODODOOOoD20wCo0oonoooos
Oo0oo0obOO0OO00o0oO0OO0O00000O0DOTMAD O O DODAC:DOPED O O O DO O O

SNALPO O O O O
gboooobobobobooobDobobOobOoOsSNLPO DO OODOODOO
ubooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao

SNALPO O O ODODOOOoooooooobosgococboocooooboood

O

O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo

0

O Oooo

O

O oOooo

ooooODNAOOOODOOOOoOoOOoOOooobobOboOoooDbonn
gboobooobooboboboooobobobobooobonon
oopozo03000o000oo0ooooooobDboooooDon
ooobobOOoOooobOOoOoOooosSNALPOOODDODOOOODOD
grvooen00O0O

ubo-0oboboooobooboboobooobobooboann
PEGa ool D0 O DODOOOODOOOOOODOOOODOOOO
UDo0o00o0oDO0obO0obO0Ob0O0O0O0OCcePLD SNALPO O 20 40 O %
O0O0DO0CPL-SNALPO O O SNALPOD DD OO ODOOOODDODOO

10

20

30

40

50



OoooooooooooooDoDoogogooooaog

G-

O

OoooooooDoooo0oooDooo4ogooooogg

OOoo0ooooo
O 0O0ooooaog
O Ooo0ooooaog
OOoooooao
O Ooo0oo0oooao

O Oooo

Ooooag
Oo0oo
i R B
Ooooag

o0
PEG-DAG
ugoaao
oooao
oooao

goaoaao
oooao
oooao
oooao
PEG-0O O
oogd
gono
uono

gono

Oooooooogoogoo

O

]
O
]

O Oooo

O O0ooo

(43) JP 5977394 B2 2016.8.24

gboobooboobobobooobooboobobobobooobonn
oooooooooao

gbooobooboboboboooboobobobobobooobonn
OPEG-0 0 O0OO0O0O0OOOOOOLODODOOOODODOOOOODODOOOn
oooobOooooobooocooobbooooboooooobooooao
gboooobobobobooooobobobobobooobonn

PEG-DAGU 0O O O O SNALP
OO0O0O0D0OPEG-00DOD0OO0OODODOOONOPEG-DAGO SNALPO O OO DDODOO
ubouoouobobobobooooobooboann

O

SNALPO J 100 000 O0O0O0OO0OPEG-000O0DCDOO0DBOODO(EC,)O0PEG-O000O0
ooooeoPEG-000O0O0O0O0O0O0O0DOOOCECgm)O0O0O0PEG-ODOO0C
oo goooooopooobobboboooooooooooboDboDoDoOon

gboboooobobobooboooobobobobooooboboboboo
PEG-DAGD O OO SNALPO O O DO OOOODOOOODOOOOODOOOODDOOO
oooooOooobopPEG-000DOOCOOO0ODODOOOOODODOOOODOOOOODDOOO
ocoooODDOOO0O00O0o0ooEC, 000000000 ECGe)ooobooooooo
ooooooooo¢C,gooooooooooooooobooooooooooan

OO0O0O00OO0OO0O00D0O0OO0O00OSNALPO O 0O DO O PEG-DAGO O SNALPO OO OO ODOODO

oopPEGODOOOO0ODOOOOSNALPOOOOOOOOOODODOOOODODOOOODDOOO
PEG-0 O O

g
g
O
g
g
O
O
g
g

O

I [ o [

O Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo

gbooon

O Oooo

O 0o oo

O oOood

O Oooo

oooECopPEG-000O0O0OO0ODODOODODOCEC,x)OO00O0OPE
O,x)00000SNALPO O OOO0OO0.75070000 15000
oooobooOooooobooooobooobocooobooooobooo
gboooooao

OO0O0O0OC,gOSNLPOOOOOOCOOOCOOOODODOODODOO
oooobooOoooobooooooboobocoooboooobooo
oboobooooobobobooooboboDboilood 10000
PEG-OO0O0OO0OC,,0000O0SNALPOO O OOODOODOODOADO O SNALP

PEG-DAGH 0 0 OO OOO0ODODOOOO0OODOOOOODODOOOODOOOOODODOOOO
gbooooboboboboobobobO0obobooobD0obOoDbOobOndDDNA
gboooobobobooooboboboobooooobooboboobooooboonn
oooos3poendn

DOPEO O O DSPCO O Northern LipidsO Vancouver, BCO O O O O O DODACO O O PEG-0O
O00O0O0O0O0D0OO0DOOInex PharmaceuticalsO Burnaby, BCO OO DO OO ODODOODOO
OOHEPESOOGPO OO DO SH-0000O0DDO0O0ODDOOODDOOODDOOOODODOO
Oooooooan

oooao

O

DOPE:DODAC:PEG-0 D000 DODOOODODOS82.5z7.5:100 00000000 Hepest OO
OCOOD0150 mvONaCIO OO 10 mMOHEPESD OO0 00480 00000C0O0OD0DOOO0OOO
oooooooooboooobooooobooOooooobOboooboboooOoobooboo
000000000200 OGPO OO0 DOLWWODOBH-00 00000000000 000
OCOoO0D01vuwi/ZimUOOOOOCOODODOONIcompO OOOOOOODDOOOOOO
O Picofluor200 0 00 O0O0O0OODODDODODODOODODOOOODOODODDODOO

10

20

30

40

50



Ooooooogogooao
Oooo0ooogoogogoao

5x 1040

so2000
150p LO
960 O O
0ooo
0Dooo
0Dooo
0ooo

gono

uo
od
od
go
g
g
uo
g
6.0
oo
uo
g

[ s [ [ [ [ s o Y i [ |
Ooooocooooooogogoooodg

Ooooooooogooogao

O Oo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O 0OoO0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao

O

oogd
ogd
ood
ood
oogd
oood

oooooood

(44) JP 5977394 B2 2016.8.24

OOOSNALPO ODNAD OO OODOOOOOoOOOoOooano

oooao
ooono

oooobooo4800000o0o0oo0oo0ooano
ooooboooooDoDOoOoPEG-DO0O0O0OOO

OOOPEG-O00O00DCOCOOO0DOOOOADOSNALPO 5.0%
ogo3.swooooooboooooobooooooooooan

gooo

O/mi0240 00000000000 Q@EmHODOOOD240000000000

OOso0p IDO0O0O0OOOOOOODDOO25pgg/00000C00DDODOO0OOOOO
uyboouoouobouobobooboooobouobobobooooobouoboboboaobooo
ooboz200037005.00 Co,0 00000 ODOoO0oOoooobODoOoooboooOooones

gboboooogb-vo0oboobOobOobOoooobobobobooooooboao
Ix CCLROODDODDODOOOOOOOSBOOOOODODDODDOOOOOO2p IDODODO
oooooOocooobOooooboobooooobOooooOobooOoooboon

O

oooooooooboooooao
oooooocooboooooao
500p 1IDO0OOODOOOOO

O

romJ 100 00000000000 100p
uboooobooboobobooaoao
oooobOoooooooooooao

uboooobooboobooboobooao
oooobOoooboboooooobbooooboogonon0ailo,000 rpmds500 00O
200 ID000DeB00O0DOODOOODOOODODOODOODOODOODDDODOOO

oooobDoOedon OO

O
OO

PEG-

uo
OO
oo
g

PEG-

oo
go
uno

gooooood
gboooobooao
0oooospPLPd
oooooood
gboobooobooao
oooooood
PEG-0 0 ODODO
ugbobooooaoao
ugboooaoaao

ood
oooobOooooooooooboooooan
oooobOoooobooOOoooon0aonoa4ddas3o0
Ioo0ooooOoOoOoO0oooOoooooooo
O000D000Fast Prepd 2x 150 0 0 O 4.5
ooooboOoooooboon

gbooooboobobobooobobobao

gocmvobOoobooooooooboboboboonn

goaoaao
oooao
170 0 0O

oooano
gooo
gooao
goaoado

O0D0D0OO0O0OSsSIRNAOD O DODODOSNALPO O OO
oooobOoooooooooooboooooao
g

oooooosprPOOOO0OOODODOOOO
gbooogoogspPOOO0O0ODODODO
OSPLPO DO OOOCWD OOOODOpLOSSO OO
gboooogan

10

20

30



(45)

JP 5977394 B2 2016.8.24

B OYUVA EE | B% LB 23 ®5 B [T oA gEx*r
£t EE"S

A | 4 [T sc PBS v 1 48 I

B 3 N"’z‘:"' SC | SPLPPEG-DSG v i 48 IRFfH] T
- 5 Newo- | g | SPLPPEGADSA |y 1 28 ST %@ITJ kY
p | 5 || ¢ | SPPPEGADRA [y : 48

r 5 Nezuaro- sC SPLP PEG-A-DMA v 1 48 IFfE

000000

00 O 0 DSPC:CHOL:DODMA:PEG-0 0 O 0 0 SPLPO OO0 00 0 O O O 20:55:15:100 0 0 O
000000000000 000
A:0000000PBSOS mL

B:( PEG-DSGO [ [ pLO55-SPLPC 0.50 mg/mL] 2 mL
C:00 PEG-A-DSAD O 0 pLO55-SPLPO 0.50 mg/mL0 2 mL

D=0 PEG-A-DPAC [ [0 pLOS5-SPLPC 0.50 mg/mLil 2 mL

E:0 PEG-A-DMAT] [ [ pLO55-SPLPC] 0.50 mg/mLC] 2 mL

B ng BRER AL B H I4E H

A 4 OHH PBS 12HH 14H H

B 5 OHEH | SPLPPEGDSG | 12HE 140 E

C 5 OHH | SPLPPEG-ADSA | 12AH 140 A

D 5 OHH | SPLPPEG-ADPA | 12HH 4B H

E 5 OHEH | SPLP PEG-ADMA | 12HE 140 H

0Dooooo

000 0001.5x 1080 O Neuro2AD D0 0000000000000 0000000200
0400 mP0 00 0000000000000 00000000SPLPOO DO DO PBSO O
D00 NIOOOOO0OO0O0000000000000000000000000SPLPO 0
48000000000000000000000000000000000000000
000000000000 0-80000000000000000000000000
0O0oooo

0Dooooo

0000000000000 00000000000000000000000000 0
0000000000000 00000000000011000120000
0Do0ooO0o

D0000PEG-0 0000000000000 0PEG-DAAD OO OSPLPOO OO D OO
0000000000000 00PEG-0000000000000SPLPOOOOCONDO
0000000000000 0000000PEG-0000000000000O00 SPLPO
0000000000000 0000000PEG-00000000000O00 0 PEG-DSG
0D00000SPPO0ODOO0DO00D00N0000000000PEG-0000000000
0000000000000 00000000000000000000000000 0
OO0PEG-0 0000000000000 OSPLPOOODOSPLPOOOOODO00D00000O
0oo

000000

00D07.0PEG-0 00000000000 D0OD0OOSNALP

D000000PEG-0 0000000000000 SNALPODDO DO OO SsSIRNADD O 0O
OSPLPO0C00OOO0ONOO0DOONDOONOO0DNO0O0ONO000000000000000

10

20

30

40

50



(46) JP 5977394 B2 2016.8.24

ao

oooooao

oooooao

ONeuro-2a0 0 0000 O0O0O0O0CRBOODODDOOO0OSsSIRNAOOSNALPOODDOOOOOO
SpLpPOO00O0O0OCOO0OO0ODODOOO0OO0ODOOOOO0OD0OO

oooooao

A-0 PBS

B:O OB gal siRNA-O 0O O O O -PEO O -DSPCO Chol :DODMA:PEG-A-DMA SNALPO 1:20:54:15
:100

B |vvux MKk AL iE B T ol +0

A 2 | Neuro2A PBS 24 B BRI BHIASE

B 5 |Neuro2A | $iB gal siRNA-m—& I | 24Fef] | BOEAFEMSE

-PEAZ #%-DSPC :
Chol :DODMA : PEG-A-DMA

OooDoo0oo
000000 1.5%x 100 0Neuro2A0 00000 O0OOOOOOOOOOOOOOOOO?200
D400mm30 00000901200 00000000000000000000230p 100 20
OD0O0IVODOODOD100p gOsiRNADOOOPBSO OO OO OO OOSNALPO OO OO CODOO
0000000000000 0000000O0O00OSPLPOO24000000000000
0000000000000 D00D0000D00D0O0000DO0O000ODDODOOooOOoOaOn
800 0 0000000000000 0000D0DONON0N0ODDO0OO0n
oooo0oo
OSNALPO OO 000000000 OOOOOOOOOOSNALPOOOOOOOO0O0O0O00
ODO0OPEG-000O0O00O0COOOOOCOOSNALPOOODODOOOOCODOOOOOODOO
0000000000000 O0O0O0O0O0O0O
0DoD0O000
000000000 O00O0D 30
O0D0O000O0Neuro2A0 00000000 D0OO0O0O0O0ODOOOCWODOOOOOLOS500
0000000000000 000000000000000SPLPOOOOOOOOOON
OOSiRNAOOOOOSNALPO OO OO OOOOOOOOOOOOO

B _|~v X Mk g AR (h)

A 6 | Neuro2A [3-H]CHE-L055-DSPC:Chol: DODMA :PEG-A-DMA 0.25,1,4,8,24

B 6 | Neuro2A | [3-H]CHE- ¥t luc siRNA-DSPC:Chol:DODMA:PEG-A-DMA | 0.25, 1,4, 8, 24

C 6| Neuro2A [3-H]CHE-L055 -DSPC:Chol:DODMA :PEG-C-DMA 0.25,1,4,8, 24

D 6 | Neuro2A [3-H]CHE-L055-pSPLP (PEI) 0.25, 1,4, 8, 24

E 6 | Neuro2A [3-HJCHE-L055-DSPC:Chol:DODMA:PEG-DSG 0.25,1, 4,8, 24
000000 40
0000000000005 mg/m000000000000O000O0OSPLPOO O SNALP
Ooo0oooooao
A.0 [3H]CHE-LO55-DSPC:Chol : DODMA: PEG-A-DMA(20:55:15:10)
B.O [3H]CHE-O luc siRNA-DSPC:Chol :DODMA:PEG-A-DMA(20:55:15:10)
C.0 [PH]CHE-LO55-DSPC:Chol :DODMA: PEG-C-DMA(20:55:15:10)
D.0 [3H]CHE-LO55-pSPLP(PEND O O O O O SPLP)
E.O [3H]CHE-LO55-DSPC:Chol : DODMA: PEG-DSG(20:55:15:10)



a7) JP 5977394 B2 2016.

8.

24

B Y| wmm B WHE | MR
A 6 0HH [3-H]CHE-L055-DSPC:Chol: DODMA:PEG-A- 12HH TH31H
DMA
B 6 0BH [3-H]CHE- Hiluc siRNA- 12HH 7TH31H
DSPC:Chol:DODMA:PEG-A-DMA
C 6 0ORH [3-H]JCHE-LO055 -DSPC:Chol:DODMA:PEG-C- 14 HH
DMA 13HH
D 6 0HH [3-HJCHE-L055-pSPLP (PEI) 13HH 14HH
E 6 0HH [3-H]CHE-L055-DSPC.Chol: DODMA:PEG-DSG 14HH 1SHH
oooooad

300 O O A/J0 O O O Jackson Laboratoriesd 0 0 1.5x 10°0 O O Neuro 2A0 0 O O O
OS50 LOOOOODDODODOOODODDODOODOODODDODOOODODDOOOODDODODODOODDOOO
OO00O0D0DO0O9UUOD0D0OO0DnSPLPO OO SNALPO OO 200u 1000100 g0 OO OO
O0000SPLPO OOSNALPO O 0250 102040 0 0080000000 O0OOOOO0OAO
0000000000 DO2z2p LOODODODODDODOSPLPOOOSNLPO O 2400000000
0000000000000 [BHJCHEDO D DO OO0ODODODO0OO0O0D0O0DO00O0D0DO00O00O00
gfdoooooooouooouoooooooao [3H]CHED oooooooooooonn
00 130 160 O O O
ooooao
O00o00oOooOPEG-DSGOOSPLPOOD 0D OO OOODOODODOOBODOOODOOODOOO

OO0 ooDooooooooogogooo

oboooooooobaoao
ugboood

sox D0 O0O0DODO0OO0OO0O0oDbOOoO0oOO0pSPLPOOOODOISDOO0ODOOOOODODOOOOO
oooooOoooboboobooooboooobobooooblooOogpsPLPOOO0DOOOO
ooooooosPlpPODO0OO0O0ODOOCOOO0OpSPLPOOODOOOOODOOOOODOOD
gboobooobobo22c0000b00obo0oboooboooooboboboboooobooDbo
SPLpPOO000O0C0COO0OO0DOOOOOODOOOOn
ooooao
Cl4 PEG-A-DMAD D OO 0O DO O O O Luc siRNAO O O O O SNALPO O O C18 PEG-DSGO O SP
P00 0OO0OO0OO0O0O0OO0OOCO0OO0O0ODODOO0OO0OO0DODOOoO0OO0oObOOoOOOOooODoOSNALPODDOOOO
PEGOD OO OOO0ODOCOCOOOSPLPOOOODOOOOODOOOOODOOOOODDOOOO
OO0O0O0D0ODO0OO0OO0O0OD0sIRNAODODOOOODOOOODOSPlPOOODOOOODOD

gsppPO000D0O0O0O0DOOOOOODOODODOOOOOODODODODODODODOR?
oooooOcis PEG-0DO0O0OSPLPOOOOOO
ooooao
PEG-DSGU O SPLPOD O DO D OO O0O0O010.9% 0 000000D00DbO0ObOO0OO0OO0OOoDOnn

O
od

O
O

SiRNA

go

a
S
[

Oo0oooQgogoao
Ooo0oooQoogoao

OoOo0ooogooogoo

O
O
O
O
OPEG-C-DMAO O SPLPO OO0 O0DOCOOO0ODOOOOOODOCOCOOODOODOCOPEG-A-DMAT
O
O
O
O
O

0O C14 PEG-0U O 0O PEG-A-DMAO O O O PEG-C-DMAD 0 O O O OO O O SPLPO O O O O
ooooOooooboooooboboobooobe.woos5.9w000nonoooOoOoOonOanO

SNALPO O OOPEG-O0ODOOOSPLPODOOOOODOOOOODO?7.3%000000O0

O

Oo0oooogodooao
Oo0oooQgooo
OooOoo0ooood

OO0O0O0DO0OOSNALPOD OO OOODODOOOODOOOODODPpSPLPOODODO7.
OooobOOoOO0oO0oO0obOoOO0OO000DnePEG-DSG SPLPO O OO DO O

O

O Ooo0oooaog
O0Ooo0oooaoo

0 PEG-DSGO O SPLPO O O pSPLPO O O 0O O O O SPLPO O O SNALPO O O

OCis pEG-OD00O0DOOCOOODOOOOODODOOOODODOOOODOO
oooooOooooboooobooooobooooooboboooooao
obooooobobobobooooboboboboooobDobobao
I A A A s 22 2

uno

10

20

40

50



(48) JP 5977394 B2 2016.8.24

OO008.O0SNALPSOD DO OOODOODOODDOOOO
ooooboooocoawbhoooobooooobooooooobooooobooooboooo
OSPLPODDOOOOOOOOSIRNADDODODOOSNALPO OO OO DO OO DO D Neuro 2A0 O
oooooooooobooooooooooobbooooooo

7;“-* - AE 3
1 3 PBS /PBS 48 e
24A 4 1055-SPLP / PBS B&W
24B 4 L055-SPLP /4 luc SIRNA 24 B
URY—AESW
48A 4 Neuro- SQ 1055-SPLP / PBS iBE&% v 1
48B 4 2a : L055-SPLP / it luc siRNA 48 IR¢fH
YR —AESW
T2A 4 L055-SPLP / PBS IB&%
798 4 L055-SPLP / Hiiluc giRNA 72 e
YR —ABEW
y <R BE |
B 5 BHEA aw |- DVAE PR _
1 3 PBS /PBS 48 WFi 1388
24A 4 L055-SPLP / PBSIEA# 148 H
24B 4 L‘,OSS-SPLP /¥t luc 24 B[ 14H B
siRNAU R Y —AEEY
48A 4 L055-SPLP / PBS{EAY 13HH
5 | 4 ORHE | SQ L0S5-SPLP /bi luc agwsm [ 13rm | PR
SiRNAU R Y —AREY
T2A 4 1055-SPLP / PBSIE& Y 12HH
778 4 I',OSS-SPLP /%t luc 72 RFfE 12HH
siRNAY R Y —AREY
gooooao

0360 0 0O AZ/J0 O O O Jackson Laboratoriesd O O 1.5x 10°0 O O Neuro 2A0 0 0O O O
0050 LOODOODDODDODODODOoDODOooO0D0D0o0oDooDooDooooDoDooDooDooooad
0000000900000 PBSOSPLPO OO O SNALPO O O 2000 240up 10 O O O O 100

poglO00O00D0Oe0O0O0DODOCOOO0ODOOOODODOOOAOePBSOSPLPO OO O SPLPO S
NALPO DO D ODOO0OO0OO0O000240480 000720 000000000000000O0D0O
ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa
ooobooogisboz2z200 00

gbooooog

O0O0OO0ODpLOsS5 SPLPO O luc siRNA SNALPO O O PEG-A-DMAO D OO OODDOOOOOO
ooobOoooob48000b0b0O0O00oo0bDOO0ooobOOoDOoOoobD4DOnDOoOOn
gooao

gboooaog

oooo.0PEG-00DOOO0OO0DODOOODONOPEG-DAAD O O O
OoOO0OO0OD0DO0O00O0S3S000PEG-00 D0 PEG-A-DMA (7)0 PEG-C-DMA (8)0O O O O PEG-S-D
MA (OO OODODDOOOoOOoooobooooboogoobooogl,2-0ogoooooooao
cooooo@G)ooooooooooonMsooooec,)oooooooooooooan
ooobOoooobooocOooPEGDAADI DD ODODOODODODOOOODDOOOOODDOOOO
OOO0OO0ODDPEG-A-DSAO O O PEG-C-DSAD D (B)O C,g0 00 O0O0DOCOODODDODODODOOO
ooc,g0000000000000@)uo0ooooooooooooooooooonodn
uybobodooooboobobobooooooboboboobooooobaa

oooooao

1.01,2-00000000D0-3-000000000DO@OuOoO

10

20

30

40



JP 5977394 B2 2016.8.24

oooooOo2s0miDOOS%0 D0 00000011.49g0450.0molO000D0ODOOOO
oooooooooboooooos-ooooboboo-1,2-0000000006.6 g050.0
mmol0 00000075 ml0O000000O0O0O0DOCCOODOOOOOOO97%O 1-00
ooooDDO0OO036.7mi0120.0molD 00000000 OCOCODODDOOOOOOO

gbobooobooooobobobonb
ugbobooboooooboobobdan
O@somhoOO0O0O0O0O0O0OO0OOOOD
gbobooobooooobgobobonb
ooooooTcOsSwo ooo-o00
ooobooooooboocooooon
gboboobooooibs»h ooo-0o
,L2-0 00 000000-3-000000
ugboogood

2.01,2-0000C00000000O0

OOoo0ooood
Oooooooge.

O

OOoooood

OooooooQgdg
OO0 ooooogdg
OOooooogdg

a
u
O
O
a
O
g
a

gbooooobooboboboobonn
uboooobooboboobooobgnn
x0miOOOODODOOOOOOO
gboooooboobobobooobognon
gboooobooboboboooboan
oooobOoooobOoooobooo
goo0oo0oo0ogobooOoDbi15.0 g0 57.3%0 01
10o0o0n

-3-000(@O0O00

HO o’//~\\\////\\\»f’/«\\\///A\\\v/’/\\\\//’A\\\,///\\\\
0\/\/\/\/\/\/\/

.2-000000000-3-00000000001015.0g028.6 mold 00000
250 D00 O00O0O00O0O00O0O00OO020
000000000000 (0)D4.5 g0 3.9
000000000000 O0O00O0O0000
000000000000 0O0000000
000000000000 O0O0OoOO0OooOO
000000000000 O0O00O0O00O00

mlDOOOOOOOOO0OO0ODDODDOO0OO0000
mmol0d OO ODDOOOODODODOOOOOO
ooooboOooobosoooooboood
O 0 TLCO 100% CHCI;O0 O O OO ODOD

gboooooboobobobooobognon
0100% DcMO OO OO OOoOoGO0D0O11.5

gh83. 10 01,2-0000000000C0OO0-3-00020000

gbooooog

3.00-2,3-0000C0DO0OO0OO00OoOog)oooooooOoOoEGuoo

Oooooogogogoao

ol D0 oopooooDoos84g048.0mmolC 00000000 ODOOODODOODODO
coooooOoOoOoOoosomiCOO0ODODOOOOOOOO0OS.9 mlO48.0 mmold OO
oooooooooobooooooobOool,2-00000O0OO0O0OO0O0DbOO-3-000 15
11.5g024. 0 mmolO 00 00CO0OOODOO1I0OMIDOOOODOOOOODDODOOO
ocooooOoO0oOoooooooooooOo01lOoMHOCOOODODDODODOOOOOO
O3x 100m0000000O0O0OCOODODOOOOOOOOOOODODDO1I00mMOOO0
oooooooooboooobooooobooOooooobOboooboboooOoobooboo
0000000000000 O0OO0b0O0O0O000O0000O0TLCO 100% CHCI;O0 00 00
uybooouoouobobooboooooboobobobooboooboboboboobooo

20

30

40

50



(50) JP 5977394 B2 2016.8.24

ooo0o0119¢9000-,3-000C000DDOOOOOOODNDOODODOOOO30O0O0O

ooooao

O

4.0N-(2,3-000000CO0CODODDDOOOOOOOODOO®ODOO

0
|
0]

,3-000000000000000DD000D0000 3014.2 g0 25.3 mmolO

O

O o0oooooogdg
Oo0oooooogodg
I Y O Y i I )

-2
0
u
O
0
0
O
0
0

OO0Ooo0ooood
OO0Ooo0oo0oood

ao

O

OOooooogogg
Oooooooogg

N VN N P N NP
///\\:gj/«\\

O0Ooo0oooa.o

O

PN 2PN NN

Oo0D0DD0O013.9g075.0mmolO 0000000 OOOO0ODON,N-O
Oo2somli0000O0O0O0QCOCOOOvOODO0O0O0OOOOOODODDOGO
OoONN-ODOOO0OO0OOOCOCOO0oOobObOOoOoobOoooobobooooano
oooobOoooooooOooobboooobooOoonDosoo mio
ooopoooosomioooOOODOOOOOOOOoOoOoOQoOODOOD
OO0O3x300mDO0O0O0OoOosomiD0O0O0O0O0O0O0OO0OOODODODDOO

2 100mliD000CO0O0O0ODODOOOOODOOOOOODOOOODOD

O0ooobDOoOO0o0oo0obooOoO0oooDbboO0oO0oo0DbO0OD0OTLICD 30%0 O 0

o-0oo0ooocooooboobocoobobooooboobooooooboooobobooOooboobooo
oooo0OD0ODDO0OO0O0D0001B.5g00N-2,3-00000000000DODODYO00O00O00OO

40000
ugbooaod

O

5.01,2-0000000000000000O0G)OD0OO

HoN

0’//«\\\«///N\\\v///A\\\v///A\\\v///A\\\v///ﬁ\\\y///ﬁ\\\\

N e P\

OON-(2,3-000000000000000000004020.0g0d25.0mmold 000
000D0300mMO00000000000000020 mi0412.3 mmol0 0000000
000D00000D00000000000D00000D0000000000000000
0000020 mMO00000000000D00000D0000D00000000000
00000000 DO0TLCO 10% MeOH-CHCI,0 000 0000000000000 000
00000000000 00000000000000000000000000000
0000000000000 DO005% MeOH-CHCI,0 0 00000 00 10.4 g0 1,2-000
000D0D0000D00-3-000200000000089.7%001,2-000000000
000000050000

oooooo

6.0 00 00 PEGyp000 O (6)0 00

\oﬁlt/_jl/\(

oowoooDoDz2omiDO0OO0O0018mIODDOO0O0O0O0OO0OOODODODOS3.09010 mmold O

10

20

30

40

50



(51) JP 5977394 B2 2016.8.24

OO0OOPEG,eD DOOOOOO20.0g010mmol0 000000 O0OCDOOCOOOGODOO
ocoooOO0ODOOO0O00O0O0oO0ooooOOoOODODDOO0OO0O0OOoOoOoOoOoOOs3x20MIDOO00OOO
gooobooooooboooooboooooooboooooboocooobooooboOooo
0000000000000 00O0O0TLCO 13% MeOH-CHCI,O OO O OOOOOOODOO

ugbdoodooooobouobobobooboboooboboboboobooobouobobobaa
OoOO0O0ODDOOO0OO0O0O00o0015% MeOH-CHCI;, O 0 00 O0O0DOOOODDOOOOOOO

gooboooooobooooboob0oO0ooboboboO0ogs.e g 27.1%0 0 0 0O O 0O PEGsgeo
ooenoOnOd

oooooo

7.0N-(2,3-00000D0000000O000O0OPEG,,ee0 0 0O00OO0O(CHODODO

O

=

-(2,3-00000D0D000000)0D0DOPEG,pee 0 0000O000O0O DO PEG-A-DMAO
O00O0D00D0DO00DOPEG,peel 060349017 molO0O0O000O040mIOOO
coooOoOOoOoO0ooOoooooooooO01.7mid2.5g020mmol 00000
ooobooOoooobOooooobooocooobooOooboobo20000000

gboboooooboobobobooooboobobobobooogo2,3-0000
coooooOos0087gd1l.esmol00 00000 O0OOOOOODDODOOO

4o0miD00O0O00OOOCOCOCOODO1.5mO10molO0OC0C0OD0ODDODOOA4800
O 250mliJ0o0oOoOODOO1.5m00000D0C0ODODDODOOOOO
O00o0D0DoDOooooDooooooz2xesmDOO0O0O0ODOOO
uboobooobobobobooouoboobobobooobonb
OOO0ODDOOO0OTLCO 10% MeOH-CHCI, D O OO OO0 O0O0OOODO

obooboooboobobobooooboboboboobonn
OOoOooO0OO0oooOod7% MeOH-CHCIbO O O OO OOOOOOOO
gdoooooboooboDbiomMO0ooOooOoOODDOOOO0DO0DOOO

550030 00dogboboboooouoboobobobooooobobobao
ubooboooobooobooboboooobooboboboooooboobobobal.
38.1%0 ON-(2,3-0 0000000000000 0O0OPEGd 0 O0O0OOOYOO

OooOoo0ooood
O0Ooo0oooog
N OOOO0OOgQ
O0Ooo0oooao
O Oo0oooao
O Oooooao

Oo0ooooooooooogogoao
Ooooooogdg

Ooo0oooooooooooogoogodg

0
4
O
0
O
O
O
0
4
O
0
O
O
0
O

Ooooooooooooggog

\'
I:II:I(Q
[ I |

good
N-(2,3-0 0000000000000 O0O0CDO0O0ODBOPEGeeed 0 OOOCODO (8OO

NN AN NP NN\

I o
[

ON-(2,3-0000000000000)000000PEG,000 000000000 DOPEG
-C-DMAO OO O0O0ODDOO0DO0O0O001050000000000PEGeee D OODODODODO2
.0g01.0mmol000000COCODODDOOOOOOOOOCOO1SmIOO0O0O0O0O0ODOO
goooos3oou 1I02.5mmol0 00 0000DOOC0OOODO3a000DO0O0O0OODODOOOO

ugbooboooooboobooboboobooooboboboboobooooobobobaa
ooooboooooobOoooboobooooooboobooz,3-0000O0O0ODODOOOO0ODbOOOO

10

20

30

40

50



(52) JP 5977394 B2 2016.8.24

500.7g01.5mmol0 0000000 OOOODOCOODDOOISmMOOO0QOQOOODDOO
ocoooOD2gop ID0O0O0O0O0OCOOODODDDODODOOODODODOODOODODODDDOOOOOO
OomiD0ODDODODO0OO0O0O0OO0OO0OO0ODOOOODDOO2«x20miO00C0O0ODODDOOOOOOO

gboboooooogobobobobooooboboboboooboobobobTeeo 3
MeOH-CHCI, O O O OO OOOO0OOO0OO0OOO0OOOOOOOOOOOCOOOCDOOCDOOO

X

00000000000 00000000D0000000000000000000000

0 0 1.50 10% MeOH-CHCI,0 000000000 00 1.2 gd 46.5%0 0N-(2,3-0 0000
000D0O0000)000000PEGyed 00000080000

oooooo

9.0N-(2,3-0000000000000)0000000PEG,eeD] 000000 @3)0 10
oo

ON-(2,3-0000000000000)I000000PEGyed 00000001300
0000000000 105000000000000000000000

oooooo

a.0 PEGooood 0000 (900D

\O 0 O-—-——E—-— 20
[ J ﬂ

000D00008.29g047.ammol0 00000000008 mMO00O0DO0O000000
03.8mi047.0mmol0 00000000000 O0O0O000ODO000O00OO00O00O0OOP
EGopood 0000 00031.59g015.5mol0 000000000070 mi00000000
000030 0000000000000000000000000000000000
000D00000D00000D0O00000D0TLCOS5% MeOH-CHCl,D 0000000000
0000000000000 000000D000000000000000000000
0000000000000 10% MeOH-CHCI,0 0 0 000000000000 000003
0.1g0 92.8%0 0 PEG,o0o0 0 0 0090 0 O O 30
oooooo

b.0 PEGooood 00000 (10)d 00O

O

AN

40

00000000 o0oDbDO0O011.19g059. 7 mmolO 0 00O0ON,N-O00D0OCOOODODODA400
mlOOOO0O0OOPEG,g0oD 00009 35.0g016.7 molOOOONN-OO0O0CODOORDO
coo01oomOO0O0O0O0OOOCOOODODDOOOYSSOOOOOOOOODONN-00O0
gboooogobobobooogoboboboboooobobobobooooDoognon
oo0ooDoOo000O0O0oooooooDOoOoOoOoOoOoOoooo2s0mIODOOOOOO
O2x250mli0000000C0CO20mMI000000000C00DDOO0O0O0O0O0OO
O0DD0OO0O0000000O0O0O0O0ODODDDOOO0O0O0OTLCO 7% MeOH-CHCIZO uvO O O O
gbooogobobooboooobobobobooooobobobobooooboonn 50

O Ooo0oooo
O 0Ooo0ooo



(53) JP 5977394 B2 2016.8.24

000D0D0000D000000D00000D000000000000O0010% MeOH-CH,Cl,
00000000000 000D00000D000000000019.4 g0 54.1%0 O PEG,o00
000000100000

oooooo

c.0 PEGooood 00 (11)0 0 O

N

0) 0 NH,

0 PEG,00o0 0 0000 10010.3 g04.8 mmol0 000000000 mIO0DOO0000
000D000006.0mi0123.7 nmol0 00000000000 D010000000000
0000000000000 D0D00000DO0O000D0000DD0000000000
00000000000 00000000D0000000000000000000000
000D00000D000000D00000D000000000000000TLCO 10% MeO
H-CHCl,0 0000000000000 000D000000D00000D00000000
0000000000000 000000D0000000000000000000000
00O000009.0gd93.0%0 0 PEG,goed 00110 00 O

oooooo

d.0 PEGooood 000D OO (12)00 O

\J( \OJ( \w

O PEGoppod 0 0110 9.0 g0 4.4 mmol0 000000000 0O03.89g038.1 mmolOODOO
oooOiecomiCO0O0O0O0OOOOCOOOODODDOOOODODODOODODOODODODDDOODOOOO
oooooDDoDOoOoO0oeOO0O0O0OODOODODDODOODODODODIOMICOODODDODOODOOO
ocoooooOoOoO0oOoO0womIC2x 7OomMIDO0000O0OOOOOOOOODOOOOOO
TLCO 10% MeOH-CHCI,O D OODODDOODOOODOODOOOOODDDOOOOOOOODOODOODO
I A A A o s 0 7 )y =10 | (07 [0 |
s,0000000000005.29g055.9%00PEGoool DO O0O0O0O0120000
oooooo

e.ON-(2,3-0000D0DDODOO0O0O0O000OO0DODODDDOPEG,p000 000000 (3O
ao

OPEGooo0 D OO OOOO2.0g00.9mmol0000ON-O00O00O0O0O0DOOODOODOO.2
gd2.o0mmolD0CO0ODOOOOODIOMIDOOODDODOOOOL,3-O00O0ODDOO-
ocooooDoOoO0o3gd1.5molO0DDOO0O0O0O0O0OO0SmIOCODDDOOOODOODO1
ooobooooob,2-00000000D0O0OO00DOOOS500.48 g 1.0 mmol OO
ocoooooOoOsmOO0O0O0OQOOOODODDOOO0O.emMIO4mmolCOO0DDOOOOOO
010000000 00TLCO 12% MeOH-CHCI, O O OO0 O0O0OOOOOOODOOOOOO

10

20

30

40

50



(54) JP 5977394 B2 2016.8.24

0000000000000 000000D000000000000000000000
000D00000D00000000002x50mI0000000005 mi000000
0000000000005 mMO000000000000000000000000
0000000000000 000000000000000O00 7% MeOH-CHCI,O O 00O
000D000001.8g069.0%]0N-(2,3-0000000000000)1000000
PEG,00o0 000000130000

Ooo0o0oo0ooao
goooooo0oo0o0o0bo0o0D0D0Ddd0000o0o0oooooooDooDooDooooooOoao
gooooobobooiboibo o000 oooDooDooDoobooDoobooOoo
0000000000000 000000000O00O0O0O0O0oo0oOo0oo0ooboobobOoan
0000000000000 0o0ooOoooooooDooDooooooao
goooooooooboooboooprCcTOOODODDODODDODODODDODDODDODODUODODUODUODUOOOOOd
0o0ooooobooboib o000 oooooDoboDooDoboooooOoan
O
ogooao gooad
=23
ETE
&8s
755825%
SSEEN _ _
EEEVES g g
2222330 3 3
SRR RN
BOddA8S3S 4 2 SO
2¥.3 g Edsce = h
§® Smosmooo A zgci
S | i SO 5 X S
o | e . R R
=2 & CO g &
VR
NG NN
28
18 a
§Q
¥ 8 =
AN (‘_;, m
¥ ®
L o =
R Kk = 2
53 T B
53 HE ) p ° g
T o S o =
gi N\ & T © o% ‘73\
ﬂ?m AR A I I . J \»:
2= | SSSSSSSSSN o § ;jo X
g2888288%8K8¢e° g ” Y
B 5T N ) §
28

2 ha— (%)

10



O
O

]
S

M SFFRAF TSR 5 (%)
2

O
O

—e— PEG-CerC20
—=— PEG-DMG
—— PEG-DPG
—— PEG-DSG

40
20
0 T
0 5 10 15 20 25
e[ (h)
ooooao
SPLP~ DMG (C14) 4751 J i3~ [NaCl] D5
25 140
2 120
s F100
E1s
> 180 41
%10 g0 &
L40
5
+20
0 0
130 140 150 160 170 180 190 200
[NaCl]
—-—
_‘_%)\(%)
- R
goood
SPLP~DE T I K (C20)4075 12 K iE 3 [NaCl] DR 2
20 140
120
15
100
i 0
< 5 60 &
" 4
0 20
-5 T T T T 0
130 140 150 160 170 180 190 200
[NaCl]
——E A (%)
—A—x2
R
oooao
100
8
o
1h
£
i‘;’:l 10
i
R +£7 I FC20
& =DMG (C14)
g -+DPG (C16)
1 |L+-DSG (C18)
5 10 15 20 25

(55) JP 5977394 B2 2016.8.24
oooOooao
SPLP~ DPG (C16) 477 1= B 13" [NaCl] D5 %5
40 400
35 - 350
30 L 300
S - 250
A i
20 200
% 15 L 150 ®
10 - 100
5 + 50
0 . . . f A 4 0
130 140 150 160 170 180 190 200
[NaCl]
——H A (%)
—A— x2
- R
Ooo0oOooao
SPLP ~(DSG (C18)4L 751 K 13 [NaCl] D 48
45 350
40 0
35
R 30 250
~ 25 200
#
% 20 L1503
15
10 + 100
5 50
0 . T - 0
130 140 150 160 170 180 190 200
[NaCl)
—— EA (%)
—A— x2
- RIEE
ooooao

B ADNARE S 07 4 —

Z

I (h)

PEG-T7 ¥ V7 ) & v — ) L& A SPLPH [EI# kPN ¢ 5.4 DNeuro—2a

S & A3 D HEA/ T = 7 2 DRI

2 QT o T oY o
2PIB I I b

DNA B BE (ug/ Bk (e)



gboooad

BT HDNARE 11 7 4 —)L

Z

PEG-Y7 ¥V 7 VU & 1 —)L& 47 SPLPH EIFHIR PN ¢ 5-% DNeuro—2afi i
EHTDHEA/ T~ U R DML

FC20

-7

——-DMG
—a-DPG
—-DSG

Fo

DNABEE (ug/Behi 2))

ubodood

Z

Neuro—2afif5

FC20

PEG-V 7 Y7 U & — L&A SPLPLEI RN £ 5-1% DREA/ T~ 7 2 D
BT HDNARE S 07 4 — v

B (h)

k7
—— DMG
—-DSG

850

o o 9 9 9
H O O oW o
© < N S -

1050 - —+OPG

DNARB B (ug/mists ()

w#R (h)

o
frsy
@

(56)

JP 5977394 B2 2016.8.24

oboood

Y

i

N

S

51

N B

SN

Ragal

LhIN

g

b

= Ho

mﬁ

& .

=4 E

5E £

4@:@ =

oK

T

it

M =
frf

N R

[ Yaa o

A IERR

2 L.

o o o o o © 9o o
o o o o o o o
D ~ w0 @ ~ ~ l‘?

DNABEEE (ug/ i (2))
oooao

Neuro-2afE % AT B HEA/J~ U RITHIT B PEC-CT A7V ku—n
EHSPLPIZX Y HPEG—E 7 X KC20E 4 SPLPD , #HlRINE 57> b
URMBON YT = T —PRIEFRBL

60000

C; 73 FC20
glé 50000 o DMG
X DPG
g 40000 @ DSG
? 30000
N
W 20000
N
10000
Q
N S s '
i3] i Bt B
wE
Ooodoao

Neuro—2alE# % &3 HHEA/J= 7 AZET B PEC-CT7 AT Y En—La&H

N T =T —F (fg) /BE (2)

SPLPIZH S HPEG— 7 X KC20& 4 SPLPO, #lRMNE 500 B
60000 AREMBON T T = T — P RIETFRE
001

I
140000 £7 3 FC20
a]

- o DS
100000 B DSG
80000
60000
40000
20000

0

il ] gk Jifi ] e



gooao

Neuro-2affiffi % 4 D HEA/J~ U R 5 . PEG-VT YT Yk u—LEF

SPLPIZ %4 BPEG—t 7 I KC20& 4 SPLPO | R £ 500 b

T2ERBDON S 7 = T —PRIGTF B

T 250000 I

fm 73 FC20

5 200000 o DMG

BN S DPG

& 150000 = DSG

i

A 100000

H

N 50000

»

2

~ 0

iz ] i Bt L1
B/E

gbooaod

N-(2,3-Y I Y RAFNAF T B EN) T I FPEGun A F/b=—7 )L (PEG-A-DMA)

N-(2,3-V IV AFNAF T 1 EN) H V7S A— FPEGaon A F /L —7 /L (PEG-C-DMA)

o
o N 0

N-(2,3-VI Y RFAFFTFREN) RS 227 I FPEGuw A F /Lt —F L (PEG-S-DMA)

\ O{'ﬂoiﬂu Jok/\'orh\)o\,o

ubodood

0.

0.

Bex REEOT VXNV % H T BPEG-A-DA L & 3 HSPLP% Fu /-,
BEBREDAVER TR T =7 ¥ a v (PRO-221)

T Y

100.000

10.000
1.000 4
0.100

Ny T =T —PEK(NG/S v R ()

PEG-A-DMA
PEG-A-DPA
PEG-A-DSA
PEG-DSG

y PEG-A-DMA
y PEG-A-DPA

PEG-A-DSA
PEG-DSG

PEG-A-DMA

y PEG-A-DPA B
| PEGADSA g
y PEG-DSG

PEG-A-DMA
PEG-A-DPA
PEG-A-DSA
PEG-DSG

PEG-A-DMA

N PEG-A-DPA
y PEG-A-DSA

(57) JP

oboood

PEG-A-DMA

PEG-A-DPA

B ALY T =T —PiliE 758 (PRO-221)

<
{ 0
[=]
B
2

’u o

0

i

S

s& Q

E 172
[=]

z g

@ o

20

:

R

Bex R ESDT VXAV EE T HPEC-A-DAAR & T B SPLPO# RN &5

N7 x5 —BHERNGS 732 T (8))

5977394 B2 2016.8.24

ogoood

e

4

b <

J g

N ;

% <3
o

2 E

T a

s, (152

& 83

= aR

5] <a

2

= 1t 4

=

o

3

-9

E

IXd

a)

£

Z

545 DSPC:Chol : DODMA: PEG-A-DMA Y K ¥ — A& £ HiLuc siRNA®D,
HEHIRA R G 0248 M ik 7 V7 5 > &

e /
P
%///

10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

R (h)

6 7 8 9

P

L~ L o

L055 SNALP}

Neuro—2ali & A4 S M~ 7 AA/Ji

110
100
9

i A TS 4 B

o 9 o g9 a9 9 9 g o o
® K ® B ¥ o & =

%)



JP 5977394 B2 2016.8.24

(58)

oboood

gboooad

930-93d d1dS —e—
(950-93d'9d0d) d1dsd —e—
YING-V-93d d1ds ——
YWQ3-0-93d d'1ds —o—
VYINQ-¥-93d dTYNS —¥—

Y AL L 4O NR M4 H (VNG 3 7 00T) ITVNSY) P &F “d'1dsd

o L Lt L Lk
vEL VTl PYRA [ZArY Y
120 -£8

G1'82

L
0g'9e

i P ERAE A B - (%)

*d1dS GS0TALN ¥ HHO-HE @ LSF 2% 4 2. [/VI @ 6 B 2 EEleg-0InoN: 162-04d

-0l

VYING-V-O3d'YNYIs onjig:g o
VNQ-V-93d:5501d v @

(VNYTs onTl4 fX GG0T) (%) FEHMHHG 0 ULIRT £ £ T

SO P RNVT Q< P AN 5] Ty 0 SATYNS B YNA-V-Ddd : YWA0A : TOYD: 0dSA

o o
& I

TS 55 (%) /#08% (2)

=)
53

0§

09

gboood

ubodood

LB L LRI BED

Z

—¥ SRNASNALP

WeT=s
FeBLIKL

xR
ay hr—i

R RYA L T4 b

1

siRNAODSNALPE#E |

980-93d d1dS @
980-93d d1dSd &
YWNQ-0-93d d1dS O

VYWNQ-Y-93d d1dS &

VYNQ-V-93d dTYNS & .

N
\

\

A
QM

N

LR T OATVNS
2P o “d1dSd  dTdS LU R BEHAND-HE 0 Yy 51 [ 4470
‘GOSN Y L ALV b Y 2 EE|VZ-0InoN: 162-04d

U2}

M1 7 2%
TEHBE B (%)



gboooad

BiF 5. Hiluc siRNA 50 p gB LT}

pL055 50 u gD HEIFHIRNER 55 O JEFDON Y 7 = T —PRIETREL

Z

1} HHiluc siRNAZS L UpL055 SNALP (PEG-A-DMA)

A7
V722222

100000

X

[y

¥ L < <

- = = 4

~ o o [*4

< B ® @

# s s s

© = 2 2

- P E X

T DWW WY WY

W0 W0 W0 W W W

& 232232393

w Q Q Q Q Q Q

o 3 HEEERE

2o EEEEEE

~ <+ ¥ o NN

) NN~~~

° PO EBR

3

2 — T T T T
S 9 9 2 g9 2 o
g 8 8 8 8 8 8
8 8 8 8 8 8 8
8 R @8 3 ¥ 88 &

Ny T =7 —F (fe) /8 (2)

Neuro-2afl % & ¥ D HEA/J~ 7 RIZH1T 5. Hiluc siRNA 50 p gl LT}
pLO55 50 u gD BEEIRARA KR 5% 0 JBF DY 7 = 7 —P#in T 5B

6000

™

Bl

1231} HHiluc siRNAJS X U'pL055 SNALP (PBG-A-DMA) ®
YA Vv ZER OREE(

N7 =72 (pg) /¥ 737 H (8)

5000
4000
3000
2000
1000

0

4512

2625

=055
01055

+#i luc sIRNA

1642
§_§9—‘
2 i 4

gboooad

8

R (h)

638 569
1/

siRNADSNALPREFEIC & B8 & v {7 B D
MERRY A LY T4 E b

SNALPHA[EIFHIRIN B G- D A L > v v 7 ORREAL

Btk b r—L (%)

(luc(pg) /& ¥ 732 & ()

0= bre— @ #iluc SIRNA SNALP

(59)

JP 5977394 B2 2016.8.24

oboood

Neuro—2alifl§ % 9 5 HEA/T~ 7 A1) 5 Hiluc siRNA 50 u g L}
pLO55 50 u gD HEIHARNE 5% O EFDON Y T = T — PRI FREL

{Z#1) B#Hiluc siRNA3S L (RpL055 SNALP (PBG-A-DMA) @
P4 Vv SERORREL

800
700
600
500
400
300
200
100

0

N7 x5 —F (pg) /BT ()

81055

606
01055 +#iluc sSiRNA
344
189
48

24

90 88
72
()

B

gpbooo

Neuro—2alfif % & A3 B KHEA/J~ U AIZH 1} 5 Hiluc siRNA 50 u gk LT}
pL055 50 u gD HEIFARMIR 5% O EEONL S 7 = F—PRIETFRE

TEHE (%)

Luc (pg) /M35 (g)

Z331) BHiluc siRNAFS L U'pLO55 SNALP (PBG-A-DMA)
DYA Vv SR ORRE

- o [055
98
§L’ §l
48 72
)

00/  BLO5S +iluc siRNA
¢ (h




(60)

JP 5977394 B2 2016.8.24

gboooooooan

(51)Int.CI.
oooo
oooo
0ooo
0o0oo
0o0oo
0ooo

47/28  (2006.01)
1/16  (2006.01)
31/14  (2006.01)
31/20  (2006.01)
9/127  (2006.01)
9/50  (2006.01)

(30000000 60/529,406
(32)0000000 00150120110 (2003.12.11)
(330000000 OO(Us)

(72000

(72000

gog

(6) 0000 DOOOoOoOoOooooobOObOOooOoooooDooOboo

(G8)000000xnt.Cl.O0000)

uboobdoogoooaooo

od
gogo
aoano
gooo
gogo
agoano
oooo

47/28
1/16

31/14

31720
9/127
9/50

gogo
goano
gooo
gogo
goano
gooo

goood
godod
gooog
gooog
agoood
goood

oobooooooobbooooooboobooooboooboooobooobooooooobooaon

gooooo
gbooobooboood

oobooooooobooboooobooboooobooobooooooobbooooooobooo

goaog

gbobooooooooooooooooog
SORENSEN,D.R. et alCJJ Mol BiolOODOOOOOOOOVol.327, No.400p.761-6
PAUL,C.P. et alJNATURE BIOTECHNOLOGYD OO O OO OOODO DO O Vol.20, No.500p.505-508

gboooooooooood
oooooobooooooo
gbobooboobooobooboboooooboboboobooboboboobo

god

oooooobooboooobooobooooooboooooooboooon

go



	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

