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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】トランスチレチン（ＴＴＲ）遺伝子を標的とする二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）
、およびＴＴＲの発現を阻害するためのｄｓＲＮＡを使用する方法の提供。
【解決手段】トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓ
ＲＮＡ）であって、前記ｄｓＲＮＡは、センス鎖およびアンチセンス鎖を含み、前記アン
チセンス鎖は、トランスチレチン（ＴＴＲ）をコードするｍＲＮＡの一部に相補的である
領域を含み、前記相補性の領域は、３０ヌクレオチド長未満であり、前記アンチセンス鎖
は、ある特定の塩基配列、別の特定の塩基配列、他の特定の塩基配列、またはこれらとは
異なる特定の塩基配列の１５個以上の連続するヌクレオチドを含む、二本鎖リボ核酸（ｄ
ｓＲＮＡ）。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）で
あって、前記ｄｓＲＮＡは、センス鎖およびアンチセンス鎖を含み、前記アンチセンス鎖
は、トランスチレチン（ＴＴＲ）をコードするｍＲＮＡの一部に相補的である領域を含み
、前記相補性の領域は、３０ヌクレオチド長未満であり、前記アンチセンス鎖は、配列番
号１７０、配列番号４５０、配列番号７３０、または配列番号１０１０の１５個以上の連
続するヌクレオチドを含む、二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）。
【請求項２】
　前記センス鎖は、配列番号１６９、配列番号４４９、配列番号７２９、または配列番号
１００９の１５個以上の連続するヌクレオチドを含む、請求項１に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３】
　前記センス鎖は、配列番号４４９からなり、前記アンチセンス鎖は、配列番号４５０か
らなる、請求項１に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項４】
　前記センス鎖は、配列番号７２９からなり、前記アンチセンス鎖は、配列番号７３０か
らなる、請求項１に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項５】
　前記センス鎖は、配列番号１００９からなり、前記アンチセンス鎖は、配列番号１０１
０からなる、請求項１に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項６】
　前記ｄｓＲＮＡは、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるセ
ンス鎖と、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるアンチセンス
鎖と、を含む、請求項１に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項７】
　前記相補性の領域は、１９ヌクレオチド長である、請求項１または２または６に記載の
ｄｓＲＮＡ。
【請求項８】
　前記相補性の領域は、配列番号１６９からなる、請求項１または２または６に記載のｄ
ｓＲＮＡ。
【請求項９】
　前記ｄｓＲＮＡのそれぞれの鎖は、１９、２０、２１、２２、２３、または２４ヌクレ
オチド長である、請求項１または２または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１０】
　それぞれの鎖は、２１ヌクレオチド長である、請求項１または２または６に記載のｄｓ
ＲＮＡ。
【請求項１１】
　前記ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１の６３７位のアデニンヌクレオチドと配列番号１
３３１の６３８位のグアニンヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡを切断しない、請
求項１、２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１２】
　前記ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１の６３６位のグアニンヌクレオチドと配列番号１
３３１の６３７位のアデニンヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡを切断する、請求
項１、２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１３】
　前記ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１の６２８位のグアニンヌクレオチドと配列番号１
３３１の６４６位のウラシルヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡにアニール化され
る、請求項１、２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１４】
　前記ｄｓＲＮＡは、少なくとも１個の修飾ヌクレオチドを含む、請求項１、２、３、４
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、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１５】
　前記修飾ヌクレオチドのうちの少なくとも１個は、２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチド
、５’－ホスホロチオエート基を含むヌクレオチド、およびコレステリル誘導体基または
ドデカン酸ビスデシルアミド基に結合される終端ヌクレオチドの群から選択される、請求
項１４に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１６】
　前記修飾ヌクレオチドは、２’－デオキシ－２’－フルオロ修飾ヌクレオチド、２’－
デオキシ－修飾ヌクレオチド、ロックされたヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド、２’－
アミノ－修飾ヌクレオチド、２’－アルキル－修飾ヌクレオチド、モルホリノヌクレオチ
ド、ホスホルアミデート、およびヌクレオチドを含む非天然塩基の群から選択される、請
求項１４に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１７】
　少なくとも１個の２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドを含む、請求項１４に記載のｄｓ
ＲＮＡ。
【請求項１８】
　前記ｄｓＲＮＡは、リガンドに共役される、請求項１、２、３、４、５、または６に記
載のｄｓＲＮＡ。
【請求項１９】
　前記ｄｓＲＮＡは、脂質製剤に製剤化される、請求項１、２、３、４、５、または６に
記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２０】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ製剤、ＬＮＰ０１製剤、ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ製剤、またはＳ
ＮＡＬＰ製剤に製剤化される、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２１】
　前記ｄｓＲＮＡは、２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，３］－
ジオキソラン（ＸＴＣ）を、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＸＴＣ／ＤＰＰ
Ｃ／コレステロール／ＰＥＧ－ｃＤＭＡと、約７：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡで使用する
ことで、ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ製剤に製剤化される、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２２】
　前記センス鎖は、配列番号１００９からなり、前記アンチセンス鎖は、配列番号１０１
０からなり、前記ｄｓＲＮＡは、２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［
１，３］－ジオキソラン（ＸＴＣ）を、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＸＴ
Ｃ／ＤＰＰＣ／コレステロール／ＰＥＧ－ｃＤＭＡと、約７：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡ
で使用することで、ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ製剤に製剤化される、請求項１９に記載のｄｓＲ
ＮＡ。
【請求項２３】
　前記ｄｓＲＮＡは、５０／１０／３８．５／１．５モル％の比のＸＴＣ／ＤＳＰＣ／Ｃ
ｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡを使用するこ
とで、ＬＮＰ０９製剤に製剤化される、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２４】
　前記ｄｓＲＮＡは、５０／１０／３８．５／１．５モル％の比のＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃ
ｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡを使用するこ
とで、ＬＮＰ１１製剤に製剤化される、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２５】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群
と比較して、０．３ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約８５～９０％低下
させる、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２６】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群
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と比較して、０．１ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約５０％低下させる
、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２７】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ウエスタンブ
ロットによって測定して、ＰＢＳ対照群と比較して、用量依存的な様式で、ＴＴＲのタン
パク質レベルを低下させる、請求項１９に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２８】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＤｌｉｎＤＭＡを、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＤ
ＬｉｎＤＭＡ／ＤＰＰＣ／コレステロール／ＰＥＧ２０００－ｃＤＭＡと、約７：１の比
の脂質：ｓｉＲＮＡで使用することで、ＳＮＡＬＰ製剤に製剤化される、請求項１９に記
載のｄｓＲＮＡ。
【請求項２９】
　細胞への前記ｄｓＲＮＡの投与は、リアルタイムＰＣＲアッセイによって測定して、Ｔ
ＴＲのｍＲＮＡ発現の約９５％の阻害をもたらし、前記細胞は、ＨｅｐＧ２細胞またはＨ
ｅｐ３Ｂ細胞であり、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、１０ｎＭである、請求項１、２、３、４
、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３０】
　細胞への前記ｄｓＲＮＡの投与は、分岐ＤＮＡアッセイによって測定して、ＴＴＲのｍ
ＲＮＡ発現の約７４％の阻害をもたらし、前記細胞は、ＨｅｐＧ２細胞またはＨｅｐ３Ｂ
細胞であり、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、１０ｎＭである、請求項１、２、３、４、５、ま
たは６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３１】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＨｅｐＧ２細胞内で、１０ｐＭ未満のＩＣ５０を有し、前記ｄｓＲ
ＮＡの濃度は、１０ｎＭである、請求項１、２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮ
Ａ。
【請求項３２】
　前記ｄｓＲＮＡは、約１ｍｇ／ｋｇのＥＤ５０を有する、請求項１、２、３、４、５、
または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３３】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、カニクイザルの肝臓中でＴＴＲのｍＲＮＡを約８０％低下さ
せ、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、３ｍｇ／ｋｇである、請求項１、２、３、４、５、または
６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３４】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、ＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αＥＬＩＳＡアッセイによって測
定して、ヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）内の免疫刺激活性をもたらさない、請求項１、
２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３５】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約９７％、または血清ＴＴＲ
のタンパク質レベルを約９０％低下させ、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／ｋｇである
、請求項１、２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３６】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルおよび／または血清ＴＴＲのタ
ンパク質レベルを最長２２日間低下させ、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／ｋｇまたは
３ｍｇ／ｋｇである、請求項１、２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３７】
　前記ｄｓＲＮＡは、それを必要とする対象に、１ｍｇ／ｋｇまたは３ｍｇ／ｋｇで投与
する時に、血清ＴＴＲのタンパク質レベルを、処置後１４日目まで抑制する、請求項１、
２、３、４、５、または６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３８】
　前記ｄｓＲＮＡは、リアルタイムＰＣＲによって測定して、０．１ｎＭの濃度で、Ｈｅ
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ｐ３Ｂ細胞中のＴＴＲの発現を９８．９％低下させる、請求項１、２、３、４、５、また
は６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３９】
　前記ｄｓＲＮＡは、リアルタイムＰＣＲによって測定して、１０ｎＭの濃度で、Ｈｅｐ
３Ｂ細胞中のＴＴＲの発現を９９．４％低下させる、請求項１、２、３、４、５、または
６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項４０】
　トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）で
あって、前記ｄｓＲＮＡは、センス鎖およびアンチセンス鎖を含み、前記アンチセンス鎖
は、トランスチレチン（ＴＴＲ）をコードするｍＲＮＡの一部に相補的である領域を含み
、前記相補性の領域は、３０ヌクレオチド長未満であり、前記ｄｓＲＮＡは、表３Ａ、３
Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるセンス鎖と、表３Ａ、３Ｂ、４、６
Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるアンチセンス鎖と、を含む、二本鎖リボ核酸（
ｄｓＲＮＡ）。
【請求項４１】
　トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）で
あって、前記ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１のヌクレオチド６１８～６４８のうちの１
５～３０ヌクレオチドに相補的な領域を含む、アンチセンス鎖を含み、前記アンチセンス
鎖は、配列番号１３３１の６２８位でグアニンと塩基対形成する、二本鎖リボ核酸（ｄｓ
ＲＮＡ）。
【請求項４２】
　請求項１～４１に記載のｄｓＲＮＡを含有する、細胞。
【請求項４３】
　請求項１～４１に記載のｄｓＲＮＡの少なくとも１本の鎖をコードするヌクレオチド配
列を含む、ベクター。
【請求項４４】
　請求項４３のベクターを含む、細胞。
【請求項４５】
　請求項１～４１に記載のｄｓＲＮＡおよび薬剤として許容される担体を含む、ＴＴＲ遺
伝子の発現を阻害するための医薬組成物。
【請求項４６】
　ｄｓＲＮＡおよびＳＮＡＬＰ製剤を含むＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための医薬組成
物であって、前記ｄｓＲＮＡは、３０ヌクレオチド長未満のアンチセンス鎖を含み、配列
番号１７０、配列番号４５０、配列番号７３０、または配列番号１０１０の１５個以上の
連続するヌクレオチドを含み、前記ＳＮＡＬＰ製剤は、５７．１／７．１／３４．４／１
．４の比で、それぞれ、ＤｌｉｎＤＭＡ、ＤＰＰＣ、コレステロール、およびＰＥＧ２０
００－ｃＤＭＡを含む、医薬組成物。
【請求項４７】
　細胞内のＴＴＲの発現を阻害する方法であって、
（ａ）請求項１～４１に記載のｄｓＲＮＡと前記細胞を接触させることと、
（ｂ）ＴＴＲ遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解を得るために十分な時間、ステップ（ａ）に
おいて産生された前記細胞を維持し、それによって、前記細胞内の前記ＴＴＲ遺伝子の発
現を阻害することと、を含む、方法。
【請求項４８】
　ＴＴＲの発現によって媒介された障害を治療する方法であって、かかる治療を必要とす
るヒトに、請求項１～４１に記載の治療上有効な量のｄｓＲＮＡを投与することを含む、
方法。
【請求項４９】
　前記ｄｓＲＮＡは、約０．０１、０．１、０．５、１．０、２．５、または５．０ｍｇ
／ｋｇで、前記ヒトに投与される、請求項４８に記載の方法。
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【請求項５０】
　前記ｄｓＲＮＡは、約１．０ｍｇ／ｋｇで、前記ヒトに投与される、請求項４８～４９
に記載の方法。
【請求項５１】
　前記ヒトは、トランスチレチンアミロイドーシスに罹患する、請求項４８～５０に記載
の方法。
【請求項５２】
　前記ヒトは、肝臓疾患に罹患する、請求項４８～５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記ヒトは、肝臓移植をさらに提供される、請求項４８～５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、ヒト肝臓中でＴＴＲのｍＲＮＡを約８０％低下させ、前記ｄ
ｓＲＮＡの濃度は、３ｍｇ／ｋｇである、請求項４８～５３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、ＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αＥＬＩＳＡアッセイによって測
定して、前記ヒトにおいて、免疫刺激活性をもたらさない、請求項４８～５４に記載の方
法。
【請求項５６】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約９７％、または血清ＴＴＲ
のタンパク質レベルを約９０％低下させ、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／ｋｇである
、請求項４８～５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルおよび／または血清ＴＴＲのタ
ンパク質レベルを最長２２日間低下させ、前記ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／ｋｇまたは
３ｍｇ／ｋｇである、請求項４８～５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記ｄｓＲＮＡは、５０／１０／３８．５／１．５モル％の比のＸＴＣ／ＤＳＰＣ／Ｃ
ｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡを使用するこ
とで、ＬＮＰ０９製剤に製剤化される、請求項４８～５７に記載の方法。
【請求項５９】
　前記ｄｓＲＮＡは、５０／１０／３８．５／１．５モル％の比のＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃ
ｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡを使用するこ
とで、ＬＮＰ１１製剤に製剤化される、請求項４８～５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群
と比較して、０．３ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約８５～９０％低下
させる、請求項４８～５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群
と比較して、０．１ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約５０％低下させる
、請求項４８～６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ウエスタンブ
ロットによって測定して、ＰＢＣ対照基と比較して、用量依存的な様式で、ＴＴＲのタン
パク質レベルを低下させる、請求項４８～６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記ｄｓＲＮＡは、１ｍｇ／ｋｇまたは３ｍｇ／ｋｇでヒトに投与する時に、血清ＴＴ
Ｒのタンパク質レベルを、処置後１４日目まで抑制する、請求項４８～６２に記載の方法
。
【請求項６４】
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　前記ｄｓＲＮＡ製剤は、ＤｌｉｎＤＭＡを、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比
のＤＬｉｎＤＭＡ／ＤＰＰＣ／コレステロール／ＰＥＧ２０００－ｃＤＭＡと、約７：１
の比の脂質：ｓｉＲＮＡで使用することで、ＳＮＡＬＰ製剤に製剤化される、請求項４８
～６３に記載の方法。
【請求項６５】
　ＴＴＲの発現によって媒介される障害を治療するためのｄｓＲＮＡの使用であって、か
かる治療を必要とするヒトに、請求項１～４１に記載の治療上有効な量の前記ｄｓＲＮＡ
を投与することを含む、使用。
【請求項６６】
　前記ｄｓＲＮＡは、約０．０１、０．１、０．５、１．０、２．５、または５．０ｍｇ
／ｋｇで、前記ヒトに投与される、請求項６５に記載の使用。
【請求項６７】
　前記ｄｓＲＮＡは、約１．０ｍｇ／ｋｇで、前記ヒトに投与される、請求項６５～６６
に記載の使用。
【請求項６８】
　前記ヒトは、トランスチレチンアミロイドーシスに罹患する、請求項６５～６７に記載
の使用。
【請求項６９】
　前記ヒトは、肝臓疾患に罹患する、請求項６５～６８に記載の使用。
【請求項７０】
　前記ヒトは、肝臓移植をさらに提供される、請求項６５～６９に記載の使用。
【請求項７１】
　細胞内のＴＴＲの発現を阻害するためのｄｓＲＮＡの使用であって、
（ａ）請求項１～４１に記載のｄｓＲＮＡと前記細胞を接触させることと、
（ｂ）ＴＴＲ遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解を得るために十分な時間、ステップ（ａ）に
おいて産生された前記細胞を維持し、それによって、前記細胞内の前記ＴＴＲ遺伝子の発
現を阻害することと、を含む、使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トランスチレチン（ＴＴＲ）遺伝子を標的とする二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮ
Ａ）、およびＴＴＲの発現を阻害するためのｄｓＲＮＡを使用する方法に関する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本願は、２００８年１０月２０日出願の米国仮出願第６１／１０６，９５６号、および
２００８年１１月１８日出願の米国仮出願第６１／１１５，７３８号、および２００９年
３月２日出願の米国仮出願第６１／１５６，６７０号、および２００９年６月９日出願の
米国仮出願第６１／１８５，５４５号、および２００９年９月１５日出願の米国仮出願第
６１／２４２，７８３号、および２００９年９月２２日出願の米国仮出願第６１／２４４
，７９４号の利益を主張し、それらの全ては、全ての目的のために、参照によりその全体
が本明細書に組み込まれる。
【０００３】
配列表への言及
本願は、２００９年＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿に作成された、＿＿＿＿＿＿＿＿バイトの大き
さで、＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿．ｔｘｔと名づけられたテキストファイルとして、電子的
に提出された配列表を含む。該配列表は、参照により組み込まれる。
【背景技術】
【０００４】
　トランスチレチン（ＴＴＲ）は、分泌された甲状腺ホルモン結合タンパク質である。Ｔ
ＴＲは、血漿および脳脊髄液中のレチノール結合タンパク質（ＲＢＰ）／ビタミンＡ、お
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よび血清チロキシン（Ｔ４）に結合し、輸送する。
【０００５】
　通常配列のＴＴＲおよび変異配列ＴＴＲは共に、アミロイドーシスを引き起こす。通常
配列のＴＴＲは、高齢者における心アミロイドーシスを引き起こし、これは老年性全身ア
ミロイドーシス（ＳＳＡ）（老年性心アミロイドーシス（ＳＣＡ）とも呼ばれる）と称さ
れる。ＳＳＡは、しばしば、多くの他の器官において、微細な沈着物を伴う。ＴＴＲの変
異は、ＴＴＲのアミロイド形成の過程を加速し、臨床的意義のあるＴＴＲアミロイドーシ
ス（ＡＴＴＲ（アミロイドーシス－トランスチレチン型）とも呼ばれる）の発症に対する
最も重要な危険因子である。８５個以上のアミロイド生成性ＴＴＲ変異体が、全身家族性
アミロイドーシスを引き起こすことが知られる。肝臓は、ＴＴＲの発現の主要部位である
。発現の他の重要な部位には、脈絡叢、網膜、および膵臓が含まれる。
【０００６】
　ＴＴＲアミロイドーシスは、種々の形態で現れる。末梢神経系が、さらに著しく影響を
受ける場合、該疾患は、家族性アミロイド神経障害（ＦＡＰ）と称される。心臓が主に関
与するが、神経系は関与しない場合、該疾患は、家族性アミロイド心筋症（ＦＡＣ）と称
される。ＴＴＲアミロイドーシスの第３の主要型は、髄膜／ＣＮＳ（中秋神経系）アミロ
イドーシスと称される。
【０００７】
　二本鎖ＲＮＡ分子（ｄｓＲＮＡ）が、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる、高度に
保存された調節機序で遺伝子発現を遮断することが示されている。国際公開ＷＯ第９９／
３２６１９号（Ｆｉｒｅら）は、線虫における遺伝子の発現を阻害するための、少なくと
も２５ヌクレオチド長のｄｓＲＮＡの使用を開示している。また、ｄｓＲＮＡは、植物（
例えば、国際公開ＷＯ第９９／５３０５０号、Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅら、および国際公開
ＷＯ第９９／６１６３１号、Ｈｅｉｆｅｔｚらを参照）、ショウジョウバエ（例えば、Ｙ
ａｎｇ，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．（２０００）１０：１１９１－１２
００を参照）、ならびに哺乳動物（国際公開ＷＯ第００／４４８９５号、Ｌｉｍｍｅｒ、
および独国特許ＤＥ第１０１　００　５８６．５号、Ｋｒｅｕｔｚｅｒらを参照）を含む
、他の生物において標的ＲＮＡを分解することが示されている。
【０００８】
　米国特許第２００７０２０７９７４号は、機能性および過機能性ｓｉＲＮＡを開示する
。米国特許第２００９００８２３００号は、ＴＴＲを対象とするアンチセンス分子を開示
する。米国特許第７，２５０，４９６号は、ＴＴＲを対象とするミクロＲＮＡを開示する
。
【発明の概要】
【０００９】
　一実施形態において、本発明は、トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するための
二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）を提供し、前記ｄｓＲＮＡは、センス鎖およびアンチセン
ス鎖を含み、該アンチセンス鎖は、トランスチレチン（ＴＴＲ）をコードするｍＲＮＡの
一部に相補的である領域を含み、該相補性の領域は、３０ヌクレオチド長未満であり、該
アンチセンス鎖は、配列番号１７０、配列番号４５０、配列番号７３０、または配列番号
１０１０の１５個以上の連続するヌクレオチドを含む。関連実施形態において、該センス
鎖は、配列番号１６９、配列番号４４９、配列番号７２９、または配列番号１００９の１
５個以上の連続するヌクレオチドを含む。なお別の関連実施形態において、該センス鎖は
、配列番号４４９からなり、該アンチセンス鎖は、配列番号４５０からなる。なお別の関
連実施形態において、該センス鎖は、配列番号７２９からなり、該アンチセンス鎖は、配
列番号７３０からなる。さらに別の関連実施形態において、該センス鎖は、配列番号１０
０９からなり、該アンチセンス鎖は、配列番号１０１０からなる。なお別の関連実施形態
において、該ｄｓＲＮＡは、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択さ
れるセンス鎖と、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるアンチ
センス鎖と、を含む。



(9) JP 2018-171072 A 2018.11.8

10

20

30

40

50

【００１０】
　ある実施形態において、該ｄｓＲＮＡの該アンチセンス鎖とトランスチレチンをコード
する該ｍＲＮＡとの間の該相補性の領域は、１９ヌクレオチド長である。別の実施形態に
おいて、該相補性の領域は、配列番号１６９からなる。他の実施形態において、該ｄｓＲ
ＮＡのそれぞれの鎖は、１９、２０、２１、２２、２３、または２４ヌクレオチド長であ
る。さらに別の実施形態において、それぞれの鎖は、２１ヌクレオチド長である。
【００１１】
　ある実施形態において、トランスチレチンの発現を阻害するための該ｄｓＲＮＡは、配
列番号１３３１の６３７位のアデニンヌクレオチドと配列番号１３３１の６３８位のグア
ニンヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡを切断しない。他の実施形態において、該
ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１の６３６位のグアニンヌクレオチドと配列番号１３３１
の６３７位のアデニンヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡを切断する。ある実施形
態において、該ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１の６２８位のグアニンヌクレオチドと配
列番号１３３１の６４６位のウラシルヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡにアニー
ル化する。
【００１２】
　さらに他の関連実施形態において、本発明は、トランスチレチンの発現を阻害するため
の上記のｄｓＲＮＡを提供し、該ｄｓＲＮＡは、１個以上の修飾ヌクレオチドを含む。関
連実施形態において、少なくとも１個の修飾ヌクレオチド（またはヌクレオチド）は、２
’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチド、５’－ホスホロチオエート基を含むヌクレオチド、お
よびコレステリル誘導体基またはドデカン酸ビスデシルアミド基に結合される終端ヌクレ
オチドからなる群から選択される。別の関連実施形態において、該修飾ヌクレオチドは、
２’－デオキシ－２’－フルオロ修飾ヌクレオチド、２’－デオキシ－修飾ヌクレオチド
、ロックされたヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド、２’－アミノ－修飾ヌクレオチド、
２’－アルキル－修飾ヌクレオチド、モルホリノヌクレオチド、ホスホルアミデート、お
よびヌクレオチドを含む非天然塩基の群から選択される。ある実施形態において、該ｄｓ
ＲＮＡは、少なくとも１個の２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドを含む。
【００１３】
　他の実施形態において、トランスチレチンの発現を阻害するための上記のｄｓＲＮＡは
、リガンドに共役されるか、または脂質製剤に製剤化される。ある実施形態において、該
脂質製剤は、ＬＮＰ製剤、ＬＮＰ０１製剤、ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ製剤、またはＳＮＡＬＰ
製剤に製剤化される。関連実施形態において、該ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ製剤は、以下のとお
りである：２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，３］－ジオキソラ
ン（ＸＴＣ）を、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＸＴＣ／ＤＰＰＣ／コレス
テロール／ＰＥＧ－ｃＤＭＡと、約７：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡで使用する。さらに他
の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡの該センス鎖は、配列番号１００９からなり、該
アンチセンス鎖は、配列番号１０１０からなり、該ｄｓＲＮＡは、以下のようにＸＴＣ－
ＳＮＡＬＰ製剤に製剤化される：２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［
１，３］－ジオキソラン（ＸＴＣ）を、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＸＴ
Ｃ／ＤＰＰＣ／コレステロール／ＰＥＧ－ｃＤＭＡ、および約７：１の比の脂質：ｓｉＲ
ＮＡで使用する。代替として、上記のもの等のｄｓＲＮＡは、以下のようにＬＮＰ０９製
剤に製剤化され得る：５０／１０／３８．５／１．５モル％の比で、ＸＴＣ／ＤＳＰＣ／
Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡを使用する
。別の変形において、該ｄｓＲＮＡは、以下のようにＬＮＰ１１製剤に製剤化される：５
０／１０／３８．５／１．５モル％の比で、ＭＣ３／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ２００

０－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡ比を使用する。さらに別の実施形態
において、該ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ
対照群と比較して、０．３ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約８５～９０
％低下させる。なお別の実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮ
Ｐ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群と比較して、０．１ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲ
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のｍＲＮＡレベルを約５０％低下させる。なお別の実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、
ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ウエスタンブロットによって測定し
て、ＰＢＳ対照群と比較して、用量依存的な様式で、ＴＴＲのタンパク質レベルを低下さ
せる。なお別の実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、以下のようにＳＮＡＬＰ製剤に製剤
化される：ＤｌｉｎＤＭＡを、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＤＬｉｎＤＭ
Ａ／ＤＰＰＣ／コレステロール／ＰＥＧ２０００－ｃＤＭＡと、約７：１の比の脂質：ｓ
ｉＲＮＡで使用する。
【００１４】
　ある実施形態において、本発明は、トランスチレチンの発現を阻害するための、上記の
もの等のｄｓＲＮＡを提供し、細胞への該ｄｓＲＮＡの投与は、リアルタイムＰＣＲアッ
セイによって測定して、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の約９５％の阻害をもたらし、該細胞は、
ＨｅｐＧ２細胞またはＨｅｐ３Ｂ細胞であり、該ｄｓＲＮＡの濃度は、１０ｎＭである。
関連実施形態において、細胞への該ｄｓＲＮＡの投与は、分岐ＤＮＡアッセイによって測
定して、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の約７４％の阻害をもたらし、該細胞は、ＨｅｐＧ２細胞
またはＨｅｐ３Ｂ細胞であり、該ｄｓＲＮＡの濃度は、１０ｎＭである。他の関連実施形
態において、該ｄｓＲＮＡは、ＨｅｐＧ２細胞内で、１０ｐＭ未満のＩＣ５０を有し、該
ｄｓＲＮＡの濃度は、１０ｎＭである。さらに他の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡ
は、約１ｍｇ／ｋｇのＥＤ５０を有する。さらに他の関連実施形態において、該ｄｓＲＮ
Ａの投与は、カニクイザルの肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡを約８０％低下させ、該ｄｓＲＮ
Ａの濃度は、３ｍｇ／ｋｇである。さらに他の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡの投
与は、ＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αＥＬＩＳＡアッセイによって測定して、ヒト末梢血単
核細胞（ＰＢＭＣ）内の免疫刺激活性をもたらさない。さらに他の関連実施形態において
、該ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約９７％、または血清ＴＴＲの
タンパク質レベルを約９０％低下させ、該ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／ｋｇである。さ
らに他の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルお
よび／または血清ＴＴＲのタンパク質レベルを最長２２日間低下させ、該ｄｓＲＮＡの濃
度は、６ｍｇ／ｋｇまたは３ｍｇ／ｋｇである。さらに他の関連実施形態において、該ｄ
ｓＲＮＡは、それを必要とする対象に、１ｍｇ／ｋｇまたは３ｍｇ／ｋｇで投与する時に
、血清ＴＴＲのタンパク質レベルを、処置後１４日目まで抑制する。さらに他の関連実施
形態において、該ｄｓＲＮＡは、リアルタイムＰＣＲによって測定して、０．１ｎＭの濃
度で、Ｈｅｐ３Ｂ細胞内のＴＴＲの発現を９８．９％低下させる。さらに他の関連実施形
態において、該ｄｓＲＮＡは、リアルタイムＰＣＲによって測定して、１０ｎＭの濃度で
、Ｈｅｐ３Ｂ細胞内のＴＴＲの発現を９９．４％低下させる。
【００１５】
　他の実施形態において、本発明は、トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するため
の二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）を提供し、前記ｄｓＲＮＡは、センス鎖およびアンチセ
ンス鎖を含み、該アンチセンス鎖は、トランスチレチン（ＴＴＲ）をコードするｍＲＮＡ
の一部に相補的である領域を含み、前記相補性の領域は、３０ヌクレオチド長未満であり
、該ｄｓＲＮＡは、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるセン
ス鎖と、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択されるアンチセンス鎖
と、を含む。
【００１６】
　別の実施形態において、本発明は、トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するため
の二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）を提供し、前記ｄｓＲＮＡは、配列番号１３３１のヌク
レオチド６１８～６４８のうちの１５～３０ヌクレオチドに相補的な領域を含む、アンチ
センス鎖を含み、前記アンチセンス鎖は、配列番号１３３１の６２８位でグアニンと塩基
対形成する。
【００１７】
　ある実施形態において、本発明は、上記の発明の概要に記載のｄｓＲＮＡのうちのいず
れかを含有する細胞を提供する。ある他の実施形態において、本発明は、上記の発明の概
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要に記載のｄｓＲＮＡのうちのいずれかの少なくとも１本の鎖をコードするヌクレオチド
配列を含むベクターを提供する。ある実施形態において、該ベクターは、細胞内にある。
【００１８】
　他の実施形態において、本発明は、上記の発明の概要に記載のｄｓＲＮＡのうちのいず
れか、および薬剤として許容される担体を含むＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための医薬
組成物を提供する。関連実施形態において、本発明は、ｄｓＲＮＡおよびＳＮＡＬＰ製剤
を含むＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための医薬組成物を提供し、該ｄｓＲＮＡは、３０
ヌクレオチド長未満のアンチセンス鎖を含み、配列番号１７０、配列番号４５０、配列番
号７３０、または配列番号１０１０の１５個以上の連続するヌクレオチドを含み、該ＳＮ
ＡＬＰ製剤は、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比で、それぞれ、ＤｌｉｎＤＭＡ
、ＤＰＰＣ、コレステロール、およびＰＥＧ２０００－ｃＤＭＡを含む。
【００１９】
　なお別の実施形態において、本発明は、細胞内のＴＴＲの発現を阻害する方法を提供し
、該方法は、（ａ）上記の発明の概要に記載のｄｓＲＮＡのいずれかと該細胞を接触させ
ることと、（ｂ）ＴＴＲ遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解を得るために十分な時間、ステッ
プ（ａ）において産生された該細胞を維持し、それによって、該細胞内の該ＴＴＲ遺伝子
の発現を阻害することと、を含む。
【００２０】
　なお別の実施形態において、本発明は、ＴＴＲの発現によって媒介された障害を治療す
る方法であって、かかる治療を必要とするヒトに治療上有効な量の、上記の発明の概要に
記載されるｄｓＲＮＡのいずれかを投与することを含む、方法を提供する。関連実施形態
において、該ｄｓＲＮＡは、約０．０１、０．１、０．５、１．０、２．５、または５．
０ｍｇ／ｋｇで、該ヒトに投与される。なお別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡは
、約１．０ｍｇ／ｋｇで、該ヒトに投与される。なお別の関連実施形態において、処置さ
れる該ヒトは、トランスチレチンアミロイドーシス、および／または肝臓疾患に罹患する
。関連実施形態において、該ヒトは、肝臓移植をさらに提供される。なお別の実施形態に
おいて、該ｄｓＲＮＡの投与は、ヒト肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡを約８０％低下させ、該
ｄｓＲＮＡの濃度は、３ｍｇ／ｋｇである。なお別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮ
Ａの投与は、ＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αＥＬＩＳＡアッセイによって測定して、該ヒト
において、免疫刺激活性をもたらさない。なお別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡ
の投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約９７％、または血清ＴＴＲのタンパク質レベ
ルを約９０％低下させ、該ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／ｋｇである。なお別の関連実施
形態において、該ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルおよび／または血清
ＴＴＲのタンパク質レベルを、最長２２日間低下させ、該ｄｓＲＮＡの濃度は、６ｍｇ／
ｋｇまたは３ｍｇ／ｋｇである。なお別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、以下
のようにＬＮＰ０９製剤に製剤化される：５０／１０／３８．５／１．５モル％の比で、
ＸＴＣ／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓ
ｉＲＮＡを使用する。なお別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、以下のようにＬ
ＮＰ１１製剤に製剤化される：５０／１０／３８．５／１．５モル％の比で、ＭＣ３／Ｄ
ＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４および約１１：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡを
使用する。さらに別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬ
ＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群と比較して、０．３ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴ
ＲのｍＲＮＡレベルを約８５～９０％低下させる。なお別の関連実施形態において、該ｄ
ｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製剤化され、ＰＢＳ対照群と比較し
て、０．１ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを約５０％低下させる。さらに
別の関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ０９製剤またはＬＮＰ１１製剤に製
剤化され、ウエスタンブロットによって測定して、ＰＢＳ対照群と比較して、用量依存的
な様式で、ＴＴＲのタンパク質レベルを低下させる。さらに別の関連実施形態において、
該ｄｓＲＮＡの投与は、ヒトに、１ｍｇ／ｋｇまたは３ｍｇ／ｋｇで投与する時に、血清
ＴＴＲのタンパク質レベルを、処置後１４日目まで抑制する。さらに別の関連実施形態に
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おいて、該ｄｓＲＮＡは、以下のようにＳＮＡＬＰ製剤に製剤化される：ＤｌｉｎＤＭＡ
を、５７．１／７．１／３４．４／１．４の比のＤＬｉｎＤＭＡ／ＤＰＰＣ／コレステロ
ール／ＰＥＧ２０００－ｃＤＭＡで、および約７：１の比の脂質：ｓｉＲＮＡ比で使用す
る。
【００２１】
　別の実施形態において、本発明は、ＴＴＲの発現によって媒介された障害を治療するた
めのｄｓＲＮＡの使用であって、かかる治療を必要とするヒトに、治療上有効な量の、上
記の発明の概要に記載されるｄｓＲＮＡのいずれかを投与することを含む、使用を提供す
る。関連実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、約０．０１、０．１、０．５、１．０、２
．５、または５．０ｍｇ／ｋｇで、該ヒトに投与される。特定の関連実施形態において、
該ｄｓＲＮＡは、約１．０ｍｇ／ｋｇで、該ヒトに投与される。別の関連実施形態におい
て、該ヒトは、トランスチレチンアミロイドーシス、および／または肝臓疾患に罹患する
。本発明によって提供される使用のなお別の実施形態において、該処置されたヒトは、肝
臓移植をさらに提供される。
【００２２】
　なお別の実施形態において、本発明は、細胞内のＴＴＲの発現を阻害するための方法に
おいて、ｄｓＲＮＡの使用を提供し、該方法は、（ａ）上記の発明の概要に記載のｄｓＲ
ＮＡと該細胞を接触させることと、（ｂ）ＴＴＲ遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解を得るた
めに十分な時間、ステップ（ａ）において産生された該細胞を維持し、それによって、該
細胞内の該ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害することと、が含まれる。
【００２３】
　本発明の１つ以上の実施形態の詳細は、以下の説明に説明される。本発明の他の特長、
目的、利点は、説明および図面から、および特許請求の範囲から明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】ＴＴＲのｓｉＲＮＡでの形質移入後、培養したヒトＰＢＭＣにおける、ＴＮＦα
およびＩＦＮαレベルのグラフである。
【図２】図２Ａおよび２ＢはＨｅｐＧ２細胞内のＡＤ－１８３２４およびＡＤ－１８３２
８のそれぞれにおける用量反応曲線である。
【図３】ＨｅｐＧ２細胞内のＡＤ－１８２４６における用量反応曲線である。
【図４Ａ】ＬＮＰ０１に製剤化されたＴＴＲ－ｄｓＲＮＡ（ＡＤ－１８３２４、ＡＤ－１
８３２８、およびＡＤ－１８２４６）の静脈内ボーラス投与による、遺伝子導入Ｈ１２９
－ｍＴＴＲ－ＫＯ／ｉＮＯＳ－ＫＯ／ｈＴＴＲマウスにおける、肝臓ｍＲＮＡおよび血漿
タンパク質レベルのそれぞれの阻害を示す。
【図４Ｂ】ＬＮＰ０１に製剤化されたＴＴＲ－ｄｓＲＮＡ（ＡＤ－１８３２４、ＡＤ－１
８３２８、およびＡＤ－１８２４６）の静脈内ボーラス投与による、遺伝子導入Ｈ１２９
－ｍＴＴＲ－ＫＯ／ｉＮＯＳ－ＫＯ／ｈＴＴＲマウスにおける、肝臓ｍＲＮＡおよび血漿
タンパク質レベルのそれぞれの阻害を示す。
【図５】ＳＮＡＬＰに製剤化されたＴＴＲ－ｄｓＲＮＡ（ＡＤ－１８３２４およびＡＤ－
１８３２８）の１５分間の静脈内注入後の非ヒト霊長類の肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベ
ルの測定の概要を示すグラフである。
【図６Ａ】ＳＮＡＬＰ－１８３２８の静脈内ボーラス投与による遺伝子導入マウスにおけ
る、ヒトＶ３０Ｍ　ＴＴＲ肝臓ｍＲＮＡおよび血清タンパク質レベルのそれぞれの阻害を
示す。群平均が決定され、ＰＢＳ対照群に対して正規化され、次いで、プロットされた。
エラーバーは標準偏差を示す。ＰＢＳと比較した、群平均の低下の割合（％）が、ＳＮＡ
ＬＰ－１９５５およびＳＮＡＬＰ－１８３２８群に対して示される。（＊＊＊ｐ＜０．０
０１、一元配置ＡＮＯＶＡおよびＤｕｎｎの事後検定）
【図６Ｂ】ＳＮＡＬＰ－１８３２８の静脈内ボーラス投与による遺伝子導入マウスにおけ
る、ヒトＶ３０Ｍ　ＴＴＲ肝臓ｍＲＮＡおよび血清タンパク質レベルのそれぞれの阻害を
示す。群平均が決定され、ＰＢＳ対照群に対して正規化され、次いで、プロットされた。
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エラーバーは標準偏差を示す。ＰＢＳと比較した、群平均の低下の割合（％）が、ＳＮＡ
ＬＰ－１９５５およびＳＮＡＬＰ－１８３２８群に対して示される。（＊＊＊ｐ＜０．０
０１、一元配置ＡＮＯＶＡおよびＤｕｎｎの事後検定）
【図７Ａ】ＳＮＡＬＰ－１８３２８の単回静脈内ボーラス投与から２２日にわたる、遺伝
子導入マウスにおける、ヒトＶ３０Ｍ　ＴＴＲ肝臓ｍＲＮＡおよび血清タンパク質レベル
のそれぞれの低下の持続性を示す。群平均を決定した。ＴＴＲ／ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレ
ベルは、０日目のレベルに正規化され、プロットされた。各時点におけるＳＮＡＬＰ－１
９５５と比較して、正規化されたＴＴＲのｍＲＮＡレベルの割合の低下が、算出され、Ｓ
ＮＡＬＰ－１８３２８群に対して示される。（＊＊＊ｐ＜０．００１、一元配置ＡＮＯＶ
ＡおよびＤｕｎｎの事後検定）
【図７Ｂ】ＳＮＡＬＰ－１８３２８の単回静脈内ボーラス投与から２２日にわたる、遺伝
子導入マウスにおける、ヒトＶ３０Ｍ　ＴＴＲ肝臓ｍＲＮＡおよび血清タンパク質レベル
のそれぞれの低下の持続性を示す。群平均を決定した。ＴＴＲ／ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレ
ベルは、０日目のレベルに正規化され、プロットされた。各時点におけるＳＮＡＬＰ－１
９５５と比較して、正規化されたＴＴＲのｍＲＮＡレベルの割合の低下が、算出され、Ｓ
ＮＡＬＰ－１８３２８群に対して示される。（＊＊＊ｐ＜０．００１、一元配置ＡＮＯＶ
ＡおよびＤｕｎｎの事後検定）
【図８】ＳＮＡＬＰ－１８３２８の１５分間の単回静脈内注入から１４日にわたる、非ヒ
ト霊長類における、ＴＴＲの血清タンパク質レベルの時間経過を示す。
【図９】ＳＮＡＬＰ－１８３２８の静脈内ボーラス投与後の、ヒトＶ３０Ｍ　ＴＴＲ／Ｈ
ＳＦ－１ノックアウトマウスの種々の組織中のＴＴＲ－免疫反応性の低下を示す。Ｅ:食
道；Ｓ:胃；Ｉ１:腸／十二指腸；Ｉ４:腸／結腸；Ｎ:神経；Ｄ:後根神経節。
【図１０】ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８の１５分間の単回静脈内注入後の、非ヒト霊
長類の肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルの測定値を示す。
【図１１Ａ】ＬＮＰ０９－１８３２８またはＬＮＰ１１－１８３２８の１５分間の静脈内
注入後の、非ヒト霊長類の肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡおよび血清タンパク質レベルのそれ
ぞれの測定値を示す。
【図１１Ｂ】ＬＮＰ０９－１８３２８またはＬＮＰ１１－１８３２８の１５分間の静脈内
注入後の、非ヒト霊長類の肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡおよび血清タンパク質レベルのそれ
ぞれの測定値を示す。
【図１１Ｃ】ＰＢＳ対照群と比較した時の、０．３ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０９－１８３２８
の１５分間の静脈内注入から２８日間にわたる、ＴＴＲの血清タンパク質レベルの時間経
過を示す。
【図１２】ヒトＴＴＲのｍＲＮＡの配列（参照配列ＮＭ＿０００３７１．３、配列番号１
３３１）を示す。
【図１３】ヒトおよびラットＴＴＲのｍＲＮＡのそれぞれの配列である。図１３Ａは、ヒ
トＴＴＲのｍＲＮＡの配列（参照配列ＮＭ＿０００３７１．２、配列番号１３２９）であ
る。図１３Ｂは、ラットＴＴＲのｍＲＮＡの配列（参照配列ＮＭ＿０１２６８１．１、配
列番号１３３０）である。
【図１４】ＮＭ＿０００３７１．３、ＮＭ＿０００３７１．２、およびＡＤ－１８３２８
のヌクレオチドアライメントを示す。
【図１５】家族性アミロイド神経障害、家族性アミロイド心筋症、およびＣＮＳアミロイ
ドーシスと関連するＴＴＲにおける、症状および変異を図示する。
【図１６】異なるＴＴＲの注入継続時間での、ＳＮＡＬＰ－１８５３４を用いた肝臓にお
ける、ｍＲＮＡレベルの低下を示す。動物群（ｎ＝４／群）は、１５分間、または１、２
、または３時間の注入を介して１ｍｇ／ｋｇのＳＮＡＬＰ－１８５３４を投与した。４８
時間後、ラットは、安楽死させ、肝臓が採集された。ＴＴＲおよびＧＡＰＤＨのｍＲＮＡ
レベルが、Ｑｕａｎｔｉｇｅｎｅ　ｂＤＮＡアッセイを使用して、肝臓溶解物から測定さ
れた。ＴＴＲのｍＲＮＡレベルとＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベルとの比が、各動物について
算出された。群平均が決定され、ＰＢＳ対照群に正規化され、次いで、プロットされた。
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エラーバーは標準偏差を示す。（＊＊＊ｐ＜０．００１、ＰＢＳと比較した、一元配置Ａ
ＮＯＶＡおよびＢｏｎｆｅｒｒｏｎｉの事後検定）
【図１７】ＬＮＰ０７－１８５３４またはＬＮＰ０８－１８５３４の１５分にわたる静脈
内注入後の、ラットの肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルの測定値を示す。
【図１８】ＬＮＰ０９－１８５３４またはＬＮＰ１１－１８５３４の１５分にわたる静脈
内注入後の、Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットの肝臓中の内因性ＴＴＲのｍＲＮＡレ
ベルのインビボ阻害を示す。動物群（ｎ＝４／群）は、１５分間の注入を介して、０．０
１、０．０３、０．１、または０．３ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０９－１８５３４、ＬＮＰ－１
１－１８５３４、またはＰＢＳを静脈内に投与した。４８時間後、動物は、安楽死させ、
肝臓を採集した。ＴＴＲおよびＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベルを、Ｑｕａｎｔｉｇｅｎｅ　
ｂＤＮＡアッセイを使用して、肝臓生検の溶解物から測定した。ＴＴＲのｍＲＮＡレベル
とＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベルとの比が、各動物について算出された。群平均が決定され
、ＰＢＳ対照群に対して正規化され、次いで、プロットされた。エラーバーは標準偏差を
示す。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明は、ｄｓＲＮＡ、およびｄｓＲＮＡがＴＴＲ遺伝子を標的とする、細胞または哺
乳動物における、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するためのｄｓＲＮＡを使用する方法を提供
する。本発明はまた、ＴＴＲ遺伝子の発現によって引き起こされる、哺乳動物における、
ＴＴＲアミロイドーシス等の病態および疾患を治療するための、組成物および方法も提供
する。ｄｓＲＮＡは、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる過程を通じてｍＲＮＡの配
列に特異的な分解を導く。
【００２６】
　本明細書で取り上げられる組成物のｄｓＲＮＡは、３０ヌクレオチド長未満、一般に、
１９～２４ヌクレオチド長である、領域を有するＲＮＡ鎖（アンチセンス鎖）を含み、Ｔ
ＴＲ遺伝子のｍＲＮＡ転写物の少なくとも一部に実質的に相補的である。これらのｄｓＲ
ＮＡの使用は、哺乳動物における、ＴＴＲの発現に関連する病理学に関係している遺伝子
のｍＲＮＡの標的化分解を可能にする。特に、ＴＴＲのｄｓＲＮＡの非常に低い投薬量は
、特異的かつ効率的にＲＮＡｉを媒介することができ、ＴＴＲ遺伝子の発現の著しい阻害
をもたらす。細胞に基づくアッセイを用いて、本発明者は、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮ
Ａが、ＲＮＡｉを特異的かつ効率的に媒介することができ、ＴＴＲ遺伝子の発現の著しい
阻害をもたらす事を実証した。したがって、これらのｄｓＲＮＡを含む方法および組成物
は、肝臓疾患またはＴＴＲアミロイドーシス、例えば、ＦＡＰの治療において等、ＴＴＲ
を下方調節することによって媒介され得る病理過程を治療するのに有用である。
【００２７】
　ＴＴＲのｄｓＲＮＡを含有する方法および組成物は、ＴＴＲアミロイドーシス等のＴＴ
Ｒの発現によって媒介される病理過程を治療するのに有用である。１つの実施形態におい
て、ＴＴＲの発現によって媒介される障害を治療する方法には、ＴＴＲを標的とした、治
療上有効な量のｄｓＲＮＡを、かかる処置を必要とするヒトに投与することが含まれる。
１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡは、約０．０１、０．１、０．５、１．０、２、２
．５、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、または２５ｍｇ／ｋｇで、ヒトに投与さ
れる。
【００２８】
　以下の詳細な説明は、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための、ｄｓＲＮＡを含有する組
成物の作製方法および使用方法、ならびにこの遺伝子の発現によって引き起こされる疾患
および障害を治療するための、組成物および方法を開示する。本発明で取り上げられる医
薬組成物は、薬剤として許容される担体と共に、３０ヌクレオチド長未満、一般に１９～
２４ヌクレオチド長であり、ＴＴＲ遺伝子のＲＮＡ転写物の少なくとも一部に実質的に相
補的である、相補性の領域を含むアンチセンス鎖を有するｄｓＲＮＡを含む。また、本発
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明で取り上げられる医薬組成物は、３０ヌクレオチド長未満、一般に１９～２４ヌクレオ
チド長であり、ＴＴＲ遺伝子のＲＮＡ転写物の少なくとも一部に実質的に相補的である、
相補性の領域を有するアンチセンス鎖を有するｄｓＲＮＡも含む。
【００２９】
　ｄｓＲＮＡのセンス鎖は、配列番号１６９、配列番号４４９、配列番号７２９、または
配列番号１００９の１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１個、またはそれ以上の連
続するヌクレオチドを含むことができる。ｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖は、配列番号１７
０、配列番号４５０、配列番号７３０、または配列番号１０１０の１５、１６、１７、１
８、１９、２０、２１個、またはそれ以上の連続するヌクレオチドを含むことができる。
１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡのセンス鎖は、配列番号４４９またはそのフラグメ
ントからなり得、該アンチセンス鎖は、配列番号４５０またはそのフラグメントからなり
得る。１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡのセンス鎖は、配列番号７２９またはそのフ
ラグメントからなり得、該アンチセンス鎖は、配列番号７３０またはそのフラグメントか
らなり得る。１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡのセンス鎖は、配列番号１００９また
はそのフラグメントからなり得、該アンチセンス鎖は、配列番号１０１０またはそのフラ
グメントからなり得る。
【００３０】
　１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡは、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０個、またはそれ以上の修飾ヌクレオチドを含むことができる。１つの実施形態
において、修飾ヌクレオチドは、２’－Ｏ－メチル修飾ヌクレオチド、５’－ホスホロチ
オエート基を含むヌクレオチド、および／またはコレステリル誘導体基またはドデカン酸
ビスデシルアミド基に結合される終端ヌクレオチドを含むことができる。１つの実施形態
において、修飾ヌクレオチドは、２’－デオキシ－２’－フルオロ修飾ヌクレオチド、２
’－デオキシ－修飾ヌクレオチド、ロックされたヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド、２
’－アミノ－修飾ヌクレオチド、２’－アルキル－修飾ヌクレオチド、モルホリノヌクレ
オチド、ホスホルアミデート、および／またはヌクレオチドを有する非天然塩基を含むこ
とができる。
【００３１】
　１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡの該相補性の領域は、少なくとも１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１個、またはそれ以上のヌク
レオチド長である。１つの実施形態において、該相補性の領域は、配列番号１６９の１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１個、またはそれ
以上の連続するヌクレオチドを含む。
【００３２】
　１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡのそれぞれの鎖は、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０個、またはそ
れ以上のヌクレオチド長である。１つの実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、表３Ａ、３
Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択される、センス鎖、または１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、もしくは２１個のそのヌクレオ
チドフラグメント、ならびに表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、７、および１６から選択さ
れる、アンチセンス鎖、または１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８
、１９、２０、もしくは２１個のそのヌクレオチドフラグメントを含む。
【００３３】
　１つの実施形態において、細胞へのｄｓＲＮＡの投与は、リアルタイムＰＣＲアッセイ
によって測定して、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％
、６５％、７０％、７５％、８０％、９０％、９５％もしくはそれ以上の阻害をもたらす
。１つの実施形態において、細胞へのｄｓＲＮＡの投与は、リアルタイムＰＣＲアッセイ
によって測定して、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の約４０％～４５％、４５％～５０％、５０％
～５５％、５５％～６０％、６０％～６５％、６５％～７０％、７０％～７５％、７５％
～８０％、８０％～８５％、８５％～９０％、９０％～９５％、もしくはそれ以上の阻害
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をもたらす。１つの実施形態において、細胞へのｄｓＲＮＡの投与は、分岐ＤＮＡアッセ
イによって測定して、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の約４０％、４５％、５０％、５５％、６０
％、６５％、７０％、７５％、８０％、９０％、９５％、もしくはそれ以上の阻害をもた
らす。１つの実施形態において、細胞へのｄｓＲＮＡの投与は、分岐ＤＮＡアッセイによ
って測定して、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の約４０％～４５％、４５％～５０％、５０％～５
５％、５５％～６０％、６０％～６５％、６５％～７０％、７０％～７５％、７５％～８
０％、８０％～８５％、８５％～９０％、９０％～９５％、もしくはそれ以上の阻害をも
たらす。
【００３４】
　１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡは、０．０１ｐＭ、０．１ｐＭ、１ｐＭ、５ｐＭ
、１０ｐＭ、１００ｐＭ、または１０００ｐＭ未満のＩＣ５０を有する。１つの実施形態
において、ｄｓＲＮＡは、約０．０１、０．１、１、５、または１０ｍｇ／ｋｇのＥＤ５
０を有する。
【００３５】
　１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡの投与は、カニクイザルにおける、ＴＴＲのｍＲ
ＮＡを約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、
９０％、９５％、またはそれ以上低下させることができる。１つの実施形態において、ｄ
ｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、約４０％、４５％、５０％、５５％
、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、９０％、９５％、もしくはそれ以上、また
は血清ＴＴＲのタンパク質レベルを、約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５
％、７０％、７５％、８０％、９０％、９５％、もしくはそれ以上低下させる。１つの実
施形態において、ｄｓＲＮＡの投与は、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベル、および／または血
清ＴＴＲのタンパク質レベルを最長１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２
５日、もしくはそれ以上の日数、低下させる。
【００３６】
　１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ製剤に製剤化され、ＰＢＣ対照群と比
較して、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、
もしくは１ｍｇ／ｋｇの用量で、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、約４０％、４５％、５０％
、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、９０％、９５％、もしくはそれ以
上低下させる。１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡは、ＬＮＰ製剤に製剤化され、ウエ
スタンブロットによって測定して、ＰＢＣ対照群と比較して、ＴＴＲのタンパク質レベル
を、約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、９
０％、９５％、もしくはそれ以上低下させる。１つの実施形態において、ｄｓＲＮＡは、
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、または２５ｍｇ／ｋｇで、それを必要
とする対象に投与する時、処置してから最長１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、
２４、もしくは２５日目まで、血清ＴＴＲのタンパク質レベルを抑制する。
【００３７】
　したがって、幾つかの態様において、ＴＴＲのｄｓＲＮＡおよび薬剤として許容される
担体を含有する医薬組成物、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するために組成物を使用する方法
、およびＴＴＲ遺伝子の発現によって引き起こされる疾患を治療するために医薬組成物を
使用する方法が、本発明で取り上げられる。
【００３８】
Ｉ．定義
　便宜上、本明細書、実施例、および添付の特許請求の範囲で使用される、特定の用語お
よび語句の意味を以下に提供する。本明細書の他の部分の用語の用法と、本項で提供され
るその定義との間に明らかな相違がある場合、本項の定義が優先される。
【００３９】
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　「Ｇ」、「Ｃ」、「Ａ」、および「Ｕ」のそれぞれは、一般に、塩基としてそれぞれグ
アニン、シトシン、アデニン、およびウラシルを含有するヌクレオチドを表す。「Ｔ」お
よび「ｄＴ」は、本明細書で交換可能に使用され、核酸塩基がチミン、例えば、デオキシ
リボチミン（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｔｈｙｍｉｎｅ）である、デオキシリボヌクレオチドを
指す。しかしながら、「リボヌクレオチド」または「ヌクレオチド」または「デオキシリ
ボヌクレオチド」という用語は、以下でさらに詳述する修飾ヌクレオチド、または代替の
置換部分も指すことができることが理解されよう。当業者は、グアニン、シトシン、アデ
ニン、およびウラシルが、かかる置換部分を担持するヌクレオチドを含むオリゴヌクレオ
チドの塩基対形成性を実質的に変化させることなく、他の部分によって置換可能であるこ
とを十分認識している。例えば、限定されないが、その塩基としてイノシンを含むヌクレ
オチドは、アデニン、シトシン、またはウラシルを含有するヌクレオチドと塩基対を形成
することができる。したがって、ウラシル、グアニン、またはアデニンを含有するヌクレ
オチドは、本発明のヌクレオチド配列において、例えば、イノシンを含有するヌクレオチ
ドと置換され得る。かかる置換部分を含む配列は、本発明の実施形態である。
【００４０】
　本明細書で使用される、「トランスチレチン」（「ＴＴＲ」）とは、細胞内の遺伝子を
指す。ＴＴＲはまた、ＡＴＴＲ、ＨｓＴ２６５１、ＰＡＬＢ、プレアルブミン、ＴＢＰＡ
、およびトランスチレチン（プレアルブミン、アミロイドーシスＩ型）としても知られて
いる。ヒトＴＴＲのｍＲＮＡ転写物の配列は、ＮＭ＿０００３７１で見出され得る。マウ
スＴＴＲのｍＲＮＡの配列は、ＮＭ＿０１３６９７．２で見出され得る。ラットＴＴＲの
ｍＲＮＡの配列は、ＮＭ＿０１２６８１．１で見出され得る。
【００４１】
　本明細書で使用される、「標的配列」は、一次転写産物のＲＮＡプロセシングの産物で
あるｍＲＮＡを含む、ＴＴＲ遺伝子の転写の間に形成される、ｍＲＮＡ分子のヌクレオチ
ド配列の連続する部分を指す。
【００４２】
　本明細書で使用される、「配列を含む鎖」という用語は、標準的なヌクレオチド命名法
を使用して言及される配列によって説明される、ヌクレオチド鎖を含む、オリゴヌクレオ
チドを指す。
【００４３】
　本明細書で使用される場合、別途記載のない限り、第２のヌクレオチド配列に関連して
第１のヌクレオチド配列を説明するために使用される時の「相補的」という用語は、当業
者には理解されるように、特定の条件下で、第２のヌクレオチド配列を含むオリゴヌクレ
オチドもしくはポリヌクレオチドとハイブリダイズして二本鎖構造を形成する、第１のヌ
クレオチド配列を含むオリゴヌクレオチドもしくはポリヌクレオチドの能力を指す。かか
る条件は、例えば、ストリンジェントな条件であり得、ストリンジェントな条件は、４０
０ｍＭ　ＮａＣｌ、４０ｍＭ　ＰＩＰＥＳ　ｐＨ６．４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１２～１６
時間５０℃もしくは７０℃、その後の洗浄を含み得る。生物内で遭遇され得る、生理的に
適切な条件等の他の条件を適用することができる。当業者は、ハイブリダイズされたヌク
レオチドの最終的な用途に応じて、２つの配列の相補性の試験に最も適切な、一連の条件
を決定することができよう。
【００４４】
　これには、第１および第２のヌクレオチド配列の全長にわたる、第２のヌクレオチド配
列を含むオリゴヌクレオチドもしくはポリヌクレオチドに対する、第１のヌクレオチド配
列を含むオリゴヌクレオチドもしくはポリヌクレオチドの塩基対形成が含まれる。かかる
配列は、本明細書において、互いに対して「完全に相補的」と呼ぶことができる。しかし
、本明細書において、第１の配列が第２の配列に対して「実質的に相補的」であると言わ
れる場合、２つの配列は完全に相補的であり得るか、あるいはそれらの最終的な用途に最
も適した条件下でハイブリダイズする能力を保持しながら、ハイブリダイズ時に、１個以
上であるが、一般に４、３、または２個を超えないミスマッチ塩基対を形成してもよい。
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しかし、２つのオリゴヌクレオチドが、ハイブリダイズ時に１つ以上の単鎖のオーバーハ
ングを形成するように設計される場合、かかるオーバーハングは、相補性の決定に関して
ミスマッチとは見なされないものとする。例えば、２１ヌクレオチド長のオリゴヌクレオ
チドと、２３ヌクレオチド長の別のオリゴヌクレオチドとを含むｄｓＲＮＡであって、よ
り長いオリゴヌクレオチドが、より短いオリゴヌクレオチドに完全に相補的である２１ヌ
クレオチドの配列を含むｄｓＲＮＡは、本明細書に記載の目的上、やはり「完全に相補的
」であるとして言及され得る。
【００４５】
　また、本明細書で使用される、「相補的」な配列は、それらのハイブリダイズ能に関す
る上記の要件が満たされる限り、非ワトソンクリック塩基対、および／または非天然およ
び修飾ヌクレオチドから形成される塩基対を含み得るか、または完全にそれらから形成さ
れ得る。かかる非ワトソンクリック塩基対には、Ｇ－Ｕゆらぎまたはフーグスティーン型
塩基対が含まれるが、これらに限定されない。
【００４６】
　本明細書における「相補的」、「完全に相補的」、および「実質的に相補的」という用
語は、これらが使用される文脈から理解されるように、ｄｓＲＮＡのセンス鎖とアンチセ
ンス鎖との間、またはｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖と標的配列との間の塩基一致に対して
使用され得る。
【００４７】
　本明細書で使用される、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）「の少なくとも一部に実質
的に相補的」であるポリヌクレオチドは、５’ＵＴＲ、オープンリーディングフレーム（
ＯＲＦ）、または３’ＵＴＲを含む、対象となるｍＲＴＡ（例えば、ＴＴＲをコードする
ｍＲＴＡ）の連続する部分に実質的に相補的である、ポリヌクレオチドを指す。例えば、
ポリヌクレオチドは、配列が、ＴＴＲをコードするｍＲＴＡの中断されていない部分に実
質的に相補的である場合、ＴＴＲのｍＲＴＡの少なくとも一部に相補的である。
【００４８】
　本明細書で使用される、「二本鎖ＲＮＡ」または「ｄｓＲＮＡ」という用語は、逆平行
で、上で定義されるように実質的に相補的である、２本の核酸鎖を含む二本鎖構造を有す
る、リボ核酸分子の複合体を指す。一般に、各鎖のヌクレオチドの大半はリボヌクレオチ
ドであるが、本明細書で詳細に説明されるように、それぞれもしくは両方の鎖は、少なく
とも１個の非リボヌクレオチド、例えば、デオキシリボヌクレオチドおよび／または修飾
ヌクレオチドも含み得る。加えて、本明細書で使用される「ｄｓＲＮＡ」は、複数のヌク
レオチドでの大幅な修飾を含み、本明細書で開示されるか、または当該技術分野において
既知であるあらゆる種類の修飾を含む、リボヌクレオチドへの化学修飾を含み得る。ｓｉ
ＲＮＡ型分子内で使用される、このようないずれの修飾も、本明細書および特許請求の範
囲の目的上、「ｄｓＲＮＡ」によって包含される。
【００４９】
　二本鎖構造を形成する２本の鎖は、より長い１つのＲＮＡ分子の異なる部分であっても
よく、あるいはそれらは別個のＲＮＡ分子であってもよい。２本の鎖がより長い１つの分
子の一部であり、したがって二本鎖構造を形成する１本の鎖の３’末端とそれぞれのもう
一方の鎖の５’末端との間の中断されていないヌクレオチド鎖によって接続される場合、
接続するＲＮＡ鎖は、「ヘアピンループ」と称される。２本の鎖が、二本鎖構造を形成す
る１本の鎖の３’末端とそれぞれのもう一方の鎖の５’末端との間の、中断されていない
ヌクレオチド鎖以外の手段によって共有結合的に接続される場合、該接続構造は、「リン
カー」と称される。該ＲＮＡ鎖は、同一または異なる数のヌクレオチドを有し得る。塩基
対の最大数は、二本鎖内に存在するいずれかのオーバーハングを差し引いた、ｄｓＲＮＡ
の最も短い鎖内のヌクレオチド数である。二本鎖構造に加えて、ｄｓＲＮＡは、１つ以上
のヌクレオチドオーバーハングを含み得る。また、「ｓｉＲＮＡ」という用語は、上に記
載の通り、ｄｓＲＮＡを指すように本明細書に使用される。
【００５０】
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　本明細書で使用される、「ヌクレオチドオーバーハング」とは、不対ヌクレオチド、ま
たはｄｓＲＮＡの１本の鎖の３’末端がもう一方の鎖の５’末端を越えて延びるか、また
はその逆である時に、ｄｓＲＮＡの二本鎖構造から突出するヌクレオチドを指す。「平滑
」または「平滑末端」は、ｄｓＲＮＡのその末端に不対ヌクレオチドがない、すなわち、
ヌクレオチドオーバーハングがないことを意味する。「平滑末端の」ｄｓＲＮＡは、その
長さ全体にわたって二本鎖であるｄｓＲＮＡであり、すなわち、該分子のいずれの末端に
もヌクレオチドオーバーハングがない。
【００５１】
　「アンチセンス鎖」という用語は、標的配列に実質的に相補的である領域を含む、ｄｓ
ＲＮＡの鎖を指す。本明細書で使用される、「相補性の領域」という用語は、配列、例え
ば本明細書において定義される標的配列に実質的に相補的である、アンチセンス鎖の領域
を指す。相補性の領域が標的配列に完全に相補的ではない場合、該ミスマッチは、該末端
領域内に最も許容され、存在する場合、一般に、終端領域内、例えば、５’および／また
は３’終端の６、５、４、３、もしくは２ヌクレオチド内にある。
【００５２】
　本明細書で使用される、「センス鎖」という用語は、アンチセンス鎖の領域に実質的に
相補的である領域を含む、ｄｓＲＮＡの鎖を指す。
【００５３】
　本明細書で使用される、「ＳＮＡＬＰ」という用語は、安定な核酸脂質粒子を指す。Ｓ
ＮＡＬＰは、ｄｓＲＮＡ、またはｄｓＲＮＡが転写されるプラスミド等の核酸を含む、少
量の水性内部をコーティングする、脂質の小胞を表す。ＳＮＡＬＰは、例えば、米国特許
出願公開第　２００６０２４００９３号、第２００７０１３５３７２号、および２００８
年４月１５日に出願の第ＵＳＳＮ６１／０４５，２２８号に説明されている。これらの出
願は、参照により本明細書に組み込まれる。
【００５４】
　ｄｓＲＮＡについて言及する際、「細胞への導入」とは、当業者には理解されるように
、細胞への取り込みまたは吸収を促進することを意味する。ｄｓＲＮＡの吸収または取り
込みは、支援を伴わない拡散過程もしくは細胞の能動的過程を通じて、または補助的な薬
剤もしくは装置によって発生し得る。この用語の意味は、インビトロでの細胞に限定され
ず、ｄｓＲＮＡは、生命体の一部である「細胞に導入」することもできる。そのような場
合、細胞への導入は、該生物への送達を含む。例えば、インビボ送達については、ｄｓＲ
ＮＡを組織部位に注射するか、または全身投与することができる。細胞へのインビトロで
の導入には、電気穿孔法およびリポフェクション法等の当該技術分野において既知の方法
が含まれる。さらなるアプローチは、本明細書に説明されているか、または当該技術分野
において既知である。
【００５５】
　「発現停止させる」、「～の発現を阻害する」、「～の発現を下方制御する」、および
「～の発現を抑制する」等の用語は、それらがＴＴＲ遺伝子について言及する限り、本明
細書において、第１の細胞もしくは細胞群と実質的に同一であるが、そのように処置され
ていない第２の細胞もしくは細胞群（対照細胞）と比較して、ＴＴＲ遺伝子が転写され、
ＴＴＲ遺伝子の発現が阻害されるように処置された第１の細胞もしくは細胞群から単離さ
れ得る、および／または検出され得る、ｍＲＮＡの量の低下によって現れる、ＴＴＲ遺伝
子の発現の少なくとも部分的な抑制を指す。阻害の程度は、通常、以下で表される。
【数１】

【００５６】
　代替として、阻害の程度は、ＴＴＲ遺伝子の発現に機能的に結び付けられるパラメータ
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、例えば細胞によって分泌されるＴＴＲ遺伝子によってコードされるタンパク質の量、ま
たは特定の表現型、例えばアポトーシスを提示する細胞の数の低下に関して出されてもよ
い。原則的に、ＴＴＲ遺伝子の発現停止は、構成的に、またはゲノム工学によってのいず
れか、ならびに任意の適切なアッセイによって、該標的を発現する任意の細胞において決
定することができる。しかし、あるｄｓＲＮＡが特定の程度、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害
し、したがって本発明に包含されるかどうかを決定するために参照が必要とされる場合、
以下の実施例で提供されるアッセイが、かかる参照の役割を果たす。
【００５７】
　例えば、特定の場合において、ＴＴＲ遺伝子の発現は、本発明で取り上げられる二本鎖
オリゴヌクレオチドの投与によって、少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５
％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％抑制される。幾つかの実施形態にお
いて、ＴＴＲ遺伝子は、本発明で取り上げられる二本鎖オリゴヌクレオチドの投与によっ
て、少なくとも約６０％、７０％、または８０％抑制される。幾つかの実施形態において
、ＴＴＲ遺伝子は、本発明で取り上げられる二本鎖オリゴヌクレオチドの投与によって、
少なくとも約８５％、９０％、または９５％抑制される。
【００５８】
　ＴＴＲの発現の文脈において本明細書で使用される、「治療する」、「治療」等の用語
は、ＴＴＲの発現によって媒介される病理過程の軽減または緩和を指す。本発明の文脈に
おいて、本明細書で以下に列挙される他の病態のうちのいずれかに関連する限り（ＴＴＲ
の発現によって媒介される病理過程以外）、「治療する」、「治療」等の用語は、かかる
病態に関連する少なくとも１つの症状の軽減もしくは緩和、またはＦＡＰ等のＴＴＲアミ
ロイドーシスの進行の遅延等の、かかる病態の進行の遅延もしくは逆行を意味する。ＴＴ
Ｒアミロイドーシスの症状には、神経障害（例えば、知覚障害、遠位部の感覚鈍麻）、自
律性神経障害（例えば、胃潰瘍または起立性低血圧症等の胃腸障害）、運動神経障害、発
作、認知症、ミエロパシー、多発性神経障害、手根管症候群、自律神経不全症、心筋症、
硝子体混濁、腎不全、腎症、実質的に減少したｍＢＭＩ（修正ボディー・マス・インデッ
クス）、脳神経障害、および角膜格子状変性が含まれる。
【００５９】
　本明細書で使用される、「治療上有効な量」および「予防上有効な量」という句は、Ｔ
ＴＲの発現によって媒介される病理過程の処置、阻止、もしくは管理、またはＴＴＲの発
現によって媒介される病理過程の明らかな症状において、治療的有用性を提供する量を指
す。治療上有効である具体的な量は、普通の開業医が容易に決定することができ、例えば
、ＴＴＲの発現によって媒介される病理過程の種類、患者の病歴および年齢、ＴＴＲの発
現によって媒介される病理過程のステージ、ならびに他のＴＴＲの発現によって媒介され
る病理過程に抗する薬剤の投与等の、当該技術分野において既知の因子に依存して異なり
得る。
【００６０】
　本明細書で使用される、「医薬組成物」は、薬理学上有効な量のｄｓＲＮＡと、薬剤と
して許容される担体とを含む。本明細書で使用される、「薬理学上有効な量」、「治療上
有効な量」、または単に「有効量」は、目的とする薬理学的、治療的、または阻止的結果
を産生するのに効果的なＲＮＡの量を指す。例えば、ある臨床的治療が、疾患または障害
に関連する測定可能なパラメータにおいて、少なくとも２５％の低下がある時に有効であ
ると見なされる場合、該疾患または障害を治療するための薬物の治療上有効な量は、該パ
ラメータにおける少なくとも２５％の低下をもたらすために必要な量である。例えば、Ｔ
ＴＲを標的とするｄｓＲＮＡの治療上有効な量は、ＴＴＲの血清レベルを少なくとも２５
％低下させることができる。別の例において、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮＡの治療上有
効な量は、肝機能または腎機能を少なくとも２５％向上させることができる。
【００６１】
　「薬剤として許容される担体」という用語は、治療薬を投与するための担体を指す。か
かる担体には、食塩水、緩衝食塩水、ブドウ糖、水、グリセロール、エタノール、および
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これらの組み合わせが含まれるが、これらに限定されない。該用語は、明確に、細胞培養
基を除く。経口投与される薬物について、薬剤として許容される担体には、不活性希釈剤
、崩壊剤、結合剤、滑沢剤、甘味剤、香味剤、着色剤、および防腐剤等の薬剤として許容
される賦形剤が含まれるが、これらに限定されない。好適な不活性希釈剤には、炭酸ナト
リウムおよびカルシウム、リン酸ナトリウムおよびカルシウム、ならびにラクトースが含
まれ、コーンスターチおよびアルギン酸が好適な崩壊剤である。結合剤にはデンプンおよ
びゼラチンを含むことができ、一方滑沢剤が存在する場合は、概してステアリン酸マグネ
シウム、ステアリン酸、またはタルクであろう。所望の場合、錠剤をモノステアリン酸グ
リセリルまたはジステアリン酸グリセリル等の材料でコーティングして、消化管内での吸
収を遅らせることができる。
【００６２】
　本明細書で使用される、「形質転換細胞」は、ベクターが導入されて、そこからｄｓＲ
ＮＡ分子を発現することができる細胞である。
【００６３】
ＩＩ．二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）
　本明細書でより詳細に記載されるように、本発明は、細胞または哺乳動物内、例えば、
アミロイドーシスに罹患しているヒトのＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための二本鎖リボ
核酸（ｄｓＲＮＡ）分子を提供し、該ｄｓＲＮＡは、ＴＴＲ遺伝子の発現において形成さ
れるｍＲＮＡの少なくとも一部に相補的である相補性の領域を有する、アンチセンス鎖を
含み、該相補性の領域は、３０ヌクレオチド長未満、一般に１９～２４ヌクレオチド長で
あり、該ｄｓＲＮＡは、該ＴＴＲ遺伝子を発現する細胞と接触すると、例えば、ＰＣＲま
たは分枝ＤＮＡ（ｂＤＮＡ）ベースの方法によって、またはウエスタンブロット等による
タンパク質ベースの方法によってアッセイして、該ＴＴＲ遺伝子の発現を少なくとも３０
％阻害する。ＴＴＲ遺伝子の発現は、以下の実施例で説明されるようにアッセイによって
測定して、少なくとも３０％軽減され得る。例えば、Ｈｅｐ３Ｂ細胞等の細胞培養内のＴ
ＴＲ遺伝子の発現は、ｂＤＮＡまたはＴａｑＭａｎアッセイ等によるＴＴＲのｍＲＮＡレ
ベルを測定することによって、またはＥＬＩＳＡアッセイ等によるタンパク質レベルを測
定することによってアッセイされる等により、アッセイされ得る。本発明のｄｓＲＮＡは
、１本以上の単鎖のヌクレオチドのオーバーハングをさらに含み得る。
【００６４】
　該ｄｓＲＮＡは、以下でさらに説明されるように、当該技術分野において既知の標準的
な方法、例えば、Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ
．から市販されるもの等の自動ＤＮＡ合成装置の使用によって、合成することができる。
該ｄｓＲＮＡは、ハイブリダイズして二本鎖構造を形成するのに十分相補的である、２本
のＲＮＡ鎖を含む。該ｄｓＲＮＡの１本の鎖（アンチセンス鎖）は、ＴＴＲ遺伝子の発現
の間に形成されたｍＲＮＡの配列から派生した標的配列に実質的に相補的であり、一般に
完全に相補的である、相補性の領域を含み、もう一方の鎖（センス鎖）は、アンチセンス
鎖に相補的である領域を含み、その結果、２本の鎖は、好適な条件下で組み合わされると
、ハイブリダイズして二本鎖構造を形成する。一般に、二本鎖構造は、１５～３０、また
は２５～３０、または１８～２５、または１９～２４、または１９～２１、または１９、
２０もしくは２１塩基対長である。一実施形態において、二本鎖は１９塩基対長である。
別の実施形態において、二本鎖は２１塩基対長である。２本の異なるｓｉＲＮＡを組み合
わせて使用する場合、二本鎖の長さは同一であってもよく、または異なってもよい。
【００６５】
　本発明のｄｓＲＮＡのそれぞれの鎖は、一般に１５～３０、または１８～２５、または
１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、もしくは２５ヌクレオチド長である。他の
実施形態において、それぞれの鎖は２５～３０ヌクレオチド長である。二本鎖のそれぞれ
の鎖は、同一長さであってもよく、または異なる長さであってもよい。２本の異なるｓｉ
ＲＮＡを組み合わせて使用する場合、各ｓｉＲＮＡのそれぞれの鎖の長さは、同一であっ
てもよく、または異なってもよい。
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【００６６】
　本発明のｄｓＲＮＡは、１個以上のヌクレオチドの１つ以上の単鎖のオーバーハングを
含むことができる。一実施形態において、該ｄｓＲＮＡの少なくとも一端は、１～４、一
般には１または２個のヌクレオチドの、単鎖のヌクレオチドオーバーハングを有する。別
の実施形態において、該ｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖は、センス鎖の３’末端および５’
末端のそれぞれに、１～１０個のヌクレオチドのオーバーハングを有する。さらなる実施
形態において、該ｄｓＲＮＡのセンス鎖は、アンチセンス鎖の３’末端および５’末端の
それぞれに、１～１０個のヌクレオチドのオーバーハングを有する。
【００６７】
　少なくとも１つのヌクレオチドオーバーハングを有するｄｓＲＮＡは、平滑末端の対応
物より予想外に優れた阻害特性を有し得る。幾つかの実施形態において、１つのみのヌク
レオチドオーバーハングの存在により、その全体的な安定性に影響を及ぼすことなく、ｄ
ｓＲＮＡの干渉活性が強化される。１つのみのオーバーハングを有するｄｓＲＮＡは、イ
ンビボ、ならびに種々の細胞、細胞培養基、血液、および血清内で特に安定および効果的
であることが判明している。一般に、単鎖のオーバーハングは、アンチセンス鎖の３’終
端、または代替として、センス鎖の３’終端に位置する。該ｄｓＲＮＡは、一般にアンチ
センス鎖の５’末端に位置する、平滑末端も有し得る。かかるｄｓＲＮＡは改善された安
定性および阻害活性を有し得、したがって、低投薬量、すなわち、１日当たり受容者の体
重１ｋｇにつき５ｍｇ未満の投与を可能にする。一般に、該ｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖
は、３’末端にヌクレオチドオーバーハングを有し、５’末端は平滑である。別の実施形
態において、オーバーハング内のヌクレオチドのうちの１つ以上が、ヌクレオシドチオリ
ン酸と置換される。
【００６８】
　一実施形態において、ＴＴＲ遺伝子はヒトＴＴＲ遺伝子である。特定の実施形態におい
て、該ｄｓＲＮＡのセンス鎖は、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または７からのセンス
配列のうちの１つであり、該アンチセンス鎖は、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または
７からのセンス配列のうちの１つである。表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または７に提
供される標的配列のいずれかの箇所を標的とする代替のアンチセンス剤を、標的配列およ
び隣接するＴＴＲ配列を使用して、容易に決定することができる。
【００６９】
　当業者は、２０～２３だが、特に２１個の塩基対の二本鎖構造を有するｄｓＲＮＡが、
ＲＮＡ干渉の誘発に特に効果的であるとして称賛を得ていることをよく認識している（Ｅ
ｌｂａｓｈｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　２００１，２０：６８７７－６８８８）。し
かし、他の者は、より短いもしくはより長いｄｓＲＮＡが、同様に効果的であり得ること
を見出している。上記の実施形態において、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または７に
提供されるオリゴヌクレオチド配列の性質のために、本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡ
は、本明細書に記載の長さの少なくとも１本の鎖を含むことができる。一端または両端の
わずかな数のヌクレオチドを差し引いた、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または７の配
列のうちの１つを有するより短いｄｓＲＮＡが、上記のｄｓＲＮＡと比較して、同様に効
果的であり得ることは、妥当に予想され得る。したがって、表３、４、６、または７の配
列のうちの１つからの、少なくとも１５、１６、１７、１８、１９、２０個、またはそれ
以上の連続するヌクレオチドの部分的配列を有するｄｓＲＮＡは、本明細書で以下に記載
されるアッセイにおいて、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するそれらの能力が、完全な配列を
含むｄｓＲＮＡと阻害の５、１０、１５、２０、２５、もしくは３０％以下の異なるｄｓ
ＲＮＡが、本発明によって企図される。さらに、所望のＴＴＲ標的配列内で切断するｄｓ
ＲＮＡを、対応するＴＴＲアンチセンス配列および相補的なセンス配列を用いて容易に作
製することができる。
【００７０】
　加えて、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または７に提供されるｄｓＲＮＡは、ＲＮＡ
ｉに基づく切断の影響を受けやすい、ＴＴＲ内の部位を特定する。したがって、本発明は
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、本発明の薬剤のうちの１つによって標的とされる配列内を標的とする、ｄｓＲＮＡをさ
らに特徴とする。本明細書で使用される、第２のｄｓＲＮＡは、第２のｄｓＲＮＡが、第
１のｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖に相補的であるｍＲＮＡ内のいずれかの箇所でメッセー
ジを切断する場合、第１のｄｓＲＮＡの配列内を標的とすると言われる。かかる第２のｄ
ｓＲＮＡは、一般に、ＴＴＲ遺伝子内の選択した配列に隣接する領域から取られたさらな
るヌクレオチド配列に連結される、表３Ａ、３Ｂ、４、６Ａ、６Ｂ、または７に提供され
る配列のうちの１つからの少なくとも１５個の連続するヌクレオチドからなる。
【００７１】
　本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡは、標的配列との１つ以上のミスマッチを含有して
もよい。一実施形態において、本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡは、３つ以下のミスマ
ッチを含有する。ｄｓＲＮＡのアンチセンス鎖が標的配列とのミスマッチを含有する場合
、ミスマッチの範囲が、相補性の領域の中心に位置しないことが好ましい。該ｄｓＲＮＡ
のアンチセンス鎖が標的配列とのミスマッチを含有する場合、ミスマッチは、いずれかの
末端から５ヌクレオチド、例えば、相補性の領域の５’もしくは３’末端のいずれかから
５、４、３、２、もしくは１ヌクレオチドに制限されることが好ましい。例えば、ＴＴＲ
遺伝子の領域に相補的である２３ヌクレオチドのｄｓＲＮＡ鎖について、該ｄｓＲＮＡは
、一般には、中央の１３個のヌクレオチド内にはいかなるミスマッチも含有しない。本発
明内で記載される方法を使用して、標的配列とのミスマッチを含有するｄｓＲＮＡが、Ｔ
ＴＲ遺伝子の発現の阻害に効果的であるかどうかを判定することができる。ＴＴＲ遺伝子
の発現の阻害における、ミスマッチを有するｄｓＲＮＡの有効性を考慮することは、特に
ＴＴＲ遺伝子内の特定の相補性の領域が、集団内に多型の配列多様性を有することが既知
である場合、重要である。
【００７２】
修飾
　また別の実施形態において、該ｄｓＲＮＡは、安定性を亢進させるために化学修飾され
る。本発明で取り上げられる核酸は、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、Ｂｅａｕｃａｇｅ，Ｓ．Ｌ．ｅｔ　ａ
ｌ．（Ｅｄｓ．），Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ
Ｙ，ＵＳＡに記載されるもの等の、当該技術分野において十分確立された方法によって、
合成および／または修飾することができ、該文献は、参照により本明細書に組み込まれる
。本発明において有用であるｄｓＲＮＡ化合物の具体例には、修飾された骨格を含むか、
または天然のヌクレオシド間結合を含まないｄｓＲＮＡが含まれる。本明細書で定義され
るように、修飾された骨格を有するｄｓＲＮＡには、該骨格にリン原子を保持するもの、
および該骨格にリン原子を有しないものが含まれる。本明細書の目的上、また当該技術分
野において時折言及されるように、それらのヌクレオシド間骨格にリン原子を有しない修
飾されたｄｓＲＮＡも、オリゴヌクレオシドであると見なすことができる。
【００７３】
　修飾されたｄｓＲＮＡ骨格には、例えば、ホスホロチオエート、キラルホスホロチオエ
ート、ホスホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノアルキルホスホトリエステル
、３’－アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを含むメチルおよび他のアル
キルホスホネート、ホスフィネート、３’－アミノホスホルアミデートおよびアミノアル
キルホスホルアミデートを含むホスホルアミデート、チオノホスホルアミデート、チオノ
アルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、ならびに正常な３’－５’
結合を有するボラノホスフェート、２’－５’結合したこれらの類似体、そしてヌクレオ
シド単位の隣接する対が３’－５’から５’－３’へ、または２’－５’から５’－２’
へ結合する、逆向きの極性を有するものが含まれる。また、種々の塩、混合塩、および遊
離酸形態も含まれる。
【００７４】
　上記のリン含有結合の調製を教示する代表的な米国特許には、米国特許第３，６８７，
８０８号、第４，４６９，８６３号、第４，４７６，３０１号、第５，０２３，２４３号



(24) JP 2018-171072 A 2018.11.8

10

20

30

40

50

、第５，１７７，１９５号、第５，１８８，８９７号、第５，２６４，４２３号、第５，
２７６，０１９号、第５，２７８，３０２号、第５，２８６，７１７号、第５，３２１，
１３１号、第５，３９９，６７６号、第５，４０５，９３９号、第５，４５３，４９６号
、第５，４５５，２３３号、第５，４６６，６７７号、第５，４７６，９２５号、第５，
５１９，１２６号、第５，５３６，８２１号、第５，５４１，３１６号、第５，５５０，
１１１号、第５，５６３，２５３号、第５，５７１，７９９号、第５，５８７，３６１号
、および第５，６２５，０５０号が含まれるが、これらに限定されず、当該特許はそれぞ
れ、参照により本明細書に組み込まれる。
【００７５】
　その中にリン原子を含まない、修飾されたｄｓＲＮＡ骨格は、単鎖アルキルもしくはシ
クロアルキルヌクレオシド間結合、混合されたヘテロ原子およびアルキルもしくはシクロ
アルキルヌクレオシド間結合、または１個以上の単鎖ヘテロ原子もしくは複素環式ヌクレ
オシド間結合によって形成される骨格を有する。これらには、モルホリノ結合（ヌクレオ
シドの糖部分から部分的に形成された）、シロキサン骨格、硫化物、スルホキシド、およ
びスルホン骨格、ホルムアセチルおよびチオホルムアセチル骨格、メチレンホルムアセチ
ルおよびチオホルムアセチル骨格、アルケン含有骨格、スルファミン酸骨格、メチレンイ
ミノおよびメチレンヒドラジノ骨格、スルホネートおよびスルホンアミド骨格、アミド骨
格、ならびにＮ、Ｏ、Ｓ、およびＣＨ２を混合した構成成分を有する他のもの、を有する
ものが含まれる。
【００７６】
　上記オリゴヌクレオシドの調製を教示する代表的な米国特許には、米国特許第５，０３
４，５０６号、第５，１６６，３１５号、第５，１８５，４４４号、第５，２１４，１３
４号、第５，２１６，１４１号、第５，２３５，０３３号、第５，６４，５６２号、第５
，２６４，５６４号、第５，４０５，９３８号、第５，４３４，２５７号、第５，４６６
，６７７号、第５，４７０，９６７号、第５，４８９，６７７号、第５，５４１，３０７
号、第５，５６１，２２５号、第５，５９６，０８６号、第５，６０２，２４０号、第５
，６０８，０４６号、第５，６１０，２８９号、第５，６１８，７０４号、第５，６２３
，０７０号、第５，６６３，３１２号、第５，６３３，３６０号、第５，６７７，４３７
号、および第５，６７７，４３９号が含まれるが、これらに限定されず、当該特許はそれ
ぞれ、参照により本明細書に組み込まれる。
【００７７】
　他の好適なｄｓＲＮＡ模倣体において、ヌクレオチド単位の糖およびヌクレオシド間結
合の両方、すなわち、骨格が、新規の基で置換される。塩基単位は、適切な核酸標的化合
物とハイブリダイズするために維持される。優れたハイブリダイゼーション特性を有する
ことが示されているそのようなオリゴマー化合物の１つであるｄｓＲＮＡ模倣体は、ペプ
チド核酸（ＰＮＡ）と称される。ＰＮＡ化合物では、ｄｓＲＮＡの糖骨格が、アミド含有
骨格、特にアミノエチルグリシン骨格で置換される。核酸塩基は保持され、該骨格のアミ
ド部分のアザ窒素原子に直接または間接的に結合される。ＰＮＡ化合物の調製を教示する
代表的な米国特許には、米国特許第５，５３９，０８２号、第５，７１４，３３１号、お
よび第５，７１９，２６２号が含まれるが、これらに限定されず、当該特許はそれぞれ、
参照により本明細書に組み込まれる。ＰＮＡ化合物のさらなる教示は、Ｎｉｅｌｓｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９１，２５４，１４９７－１５００に見出すことが
できる。
【００７８】
　本発明の他の実施形態は、ホスホロチオエート骨格を有するｄｓＲＮＡ、およびヘテロ
原子骨格を有するオリゴヌクレオシドであり、特に上述の米国特許第５，４８９，６７７
号の－－ＣＨ２－－ＮＨ－－ＣＨ２－－、－－ＣＨ２－－Ｎ（ＣＨ３）－－Ｏ－－ＣＨ２

－－［メチレン（メチルイミノ）またはＭＭＩ骨格として知られる］、－－ＣＨ２－－Ｏ
－－Ｎ（ＣＨ３）－－ＣＨ２－－、－－ＣＨ２－－Ｎ（ＣＨ３）－－Ｎ（ＣＨ３）－－Ｃ
Ｈ２－－、および－－Ｎ（ＣＨ３）－－ＣＨ２－－ＣＨ２－－［式中、天然のホスホジエ
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ステル骨格は、－－Ｏ－－Ｐ－－Ｏ－－ＣＨ２－として表される］、および上述の米国特
許第５，６０２，２４０号のアミド骨格である。
【００７９】
　また、修飾されたｄｓＲＮＡは、１つ以上の置換糖部分も含有することができる。好ま
しいｄｓＲＮＡは、２’位に、ＯＨ；Ｆ；Ｏ－、Ｓ－、もしくはＮ－アルキル；Ｏ－、Ｓ
－、もしくはＮ－アルケニル；Ｏ－、Ｓ－、もしくはＮ－アルキニル；またはＯ－アルキ
ル－Ｏ－アルキルのうちの１つを含み、ここで、アルキル、アルケニル、およびアルキニ
ルは、置換もしくは非置換のＣ１～Ｃ１０アルキルまたはＣ２～Ｃ１０アルケニルおよび
アルキニルであり得る。Ｏ［（ＣＨ２）ｎＯ］ｍＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＯＣＨ３、Ｏ（
ＣＨ２）ｎＮＨ２、Ｏ（ＣＨ２）ｎＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＯＮＨ２、およびＯ（ＣＨ２

）ｎＯＮ［（ＣＨ２）ｎＣＨ３）］２が特に好ましく、式中、ｎおよびｍは１～約１０で
ある。他の好ましいｄｓＲＮＡは、２’位に、Ｃ１～Ｃ１０低級アルキル、置換低級アル
キル、アルカリル、アラルキル、Ｏ－アルカリル、もしくはＯ－アラルキル、ＳＨ、ＳＣ
Ｈ３、ＯＣＮ、Ｃｌ、Ｂｒ、ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮ
Ｏ２、ＮＯ２、Ｎ３、ＮＨ２、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカリル、アミノ
アルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換シリル、ＲＮＡ切断基、レポーター基、介入
物、ｄｓＲＮＡの薬物動態特性を改善するための基、またはｄｓＲＮＡの薬力学的特性を
改善するための基、ならびに類似した特性を有する他の置換基のうちの１つを含む。好ま
しい修飾には、２’－メトキシエトキシ（２’－Ｏ－－ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３であって、
２’－Ｏ－（２－メトキシエチル）または２’－ＭＯＥとしても知られる）（Ｍａｒｔｉ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ，１９９５，７８，４８６－５０４）
すなわち、アルコキシ－アルコキシ基が含まれる。好ましいさらなる修飾には、本明細書
において以下の実施例に記載される、２’－ＤＭＡＯＥとしても知られる、２’－ジメチ
ルアミノオキシエトキシ、すなわち、Ｏ（ＣＨ２）２ＯＮ（ＣＨ３）２基、ならびに、同
様に、本明細書において以下の実施例に記載される、２’－ジメチルアミノエトキシエト
キシ（当該技術分野で２’－Ｏ－ジメチルアミノエトキシエチルもしくは２’－ＤＭＡＥ
ＯＥとしても知られる）、すなわち、２’－Ｏ－－ＣＨ２－－Ｏ－－ＣＨ２－－Ｎ（ＣＨ

２）２が含まれる。
【００８０】
　他の好ましい修飾には、２’－メトキシ（２’－ＯＣＨ３）、２’－アミノプロポキシ
（２’－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２）、および２’－フルオロ（２’－Ｆ）が含まれる
。同様の修飾を、ｄｓＲＮＡの他の位置、特に３’終端ヌクレオチドもしくは２’－５’
結合ｄｓＲＮＡ内の糖の３’位、および５’終端ヌクレオチドの５’位で作製することも
できる。また、ｄｓＲＮＡは、ペントフラノシル糖の代わりに、シクロブチル部分等の糖
模倣体を有してもよい。かかる修飾糖構造の調製を教示する代表的な米国特許には、米国
特許第４，９８１，９５７号、第５，１１８，８００号、第５，３１９，０８０号、第５
，３５９，０４４号、第５，３９３，８７８号、第５，４４６，１３７号、第５，４６６
，７８６号、第５，５１４，７８５号、第５，５１９，１３４号、第５，５６７，８１１
号、第５，５７６，４２７号、第５，５９１，７２２号、第５，５９７，９０９号、第５
，６１０，３００号、第５，６２７，０５３号、第５，６３９，８７３号、第５，６４６
，２６５号、第５，６５８，８７３号、第５，６７０，６３３号、および第５，７００，
９２０号が含まれるが、これらに限定されず、当該特許のうちのあるものは本出願によっ
て共同所有され、これらのそれぞれは、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【００８１】
　ｄｓＲＮＡは、核酸塩基（当該技術分野ではしばしば単に「塩基」と称される）修飾ま
たは置換をも含み得る。本明細書で使用される、「非修飾」もしくは「天然」の核酸塩基
には、プリン塩基、アデニン（Ａ）およびグアニン（Ｇ）、ならびにピリミジン塩基、チ
ミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ）、およびウラシル（Ｕ）が含まれる。修飾された核酸塩基に
は、５－メチルシトシン（５－ｍｅ－Ｃ）、５－ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン
、ヒポキサンチン、２－アミノアデニン、アデニンおよびグアニンの６－メチルおよび他
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のアルキル誘導体、アデニンおよびグアニンの２－プロピルおよび他のアルキル誘導体、
２－チオウラシル、２－チオチミンおよび２－チオシトシン、５－ハロウラシルおよびシ
トシン、５－プロピニルウラシルおよびシトシン、６－アゾのウラシル、シトシンおよび
チミン、５－ウラシル（シュードウラシル）、４－チオウラシル、８－ハロ、８－アミノ
、８－チオール、８－チオアルキル、８－ヒドロキシルおよび他の８－置換アデニンおよ
びグアニン、５－ハロ、特に５－ブロモ、５－トリフルオロメチルおよび他の５－置換ウ
ラシルおよびシトシン、７－メチルグアニンおよび７－メチルアデニン、８－アザグアニ
ンおよび８－アザアデニン、７－デアザグアニンおよび７－デアザアデニン、ならびに３
－デアザグアニンおよび３－デアザアデニン等の、他の合成および天然の核酸塩基が含ま
れる。さらなる核酸塩基には、米国特許第３，６８７，８０８号で開示されるもの、Ｔｈ
ｅ　Ｃｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　Ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　Ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ｐａｇｅｓ　８５８－８５９，Ｋｒｏｓｃｈｗｉ
ｔｚ，Ｊ．Ｌ，ｅｄ．Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９０で開示されるもの
、Ｅｎｇｌｉｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ，Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９９１，３０，６１３で開示されるもの、および
Ｓａｎｇｈｖｉ，Ｙ　Ｓ．，Ｃｈａｐｔｅｒ　１５，ＤｓＲＮＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｐａｇｅｓ　２８９－３０２，Ｃｒｏｏｋｅ，Ｓ．Ｔ
．ａｎｄ　Ｌｅｂｌｅｕ，Ｂ．，Ｅｄ．，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，１９９３で開示されるも
のが含まれる。これらの核酸塩基のうちの特定のものは、本発明で取り上げられるオリゴ
マー化合物の結合親和性を高めるために、特に有用である。これらには、２－アミノプロ
ピルアデニン、５－プロピニルウラシル、および５－プロピニルシトシンを含む、５－置
換ピリミジン、６－アザピリミジン、ならびにＮ－２、Ｎ－６、およびＯ－６置換プリン
が含まれる。５－メチルシトシン置換は、核酸二本鎖の安定性を０．６～１．２℃増加さ
せることが示されていて（Ｓａｎｇｈｖｉ，Ｙ．Ｓ．，Ｃｒｏｏｋｅ，Ｓ．Ｔ．ａｎｄ　
Ｌｅｂｌｅｕ，Ｂ．，Ｅｄｓ．，ＤｓＲＮＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，１９９３，ｐｐ．２７６－
２７８）、例示的な塩基置換であり、２’－Ｏ－メトキシエチル糖修飾と組み合わされる
と、さらに特に好ましい。
【００８２】
　上記の修飾された核酸塩基の特定のもの、ならびに他の修飾された核酸塩基の調製を教
示する代表的な米国特許には、上記の米国特許第３，６８７，８０８号、ならびに米国特
許第４，８４５，２０５号、第５，１３０，３０号、第５，１３４，０６６号、第５，１
７５，２７３号、第５，３６７，０６６号、第５，４３２，２７２号、第５，４５７，１
８７号、第５，４５９，２５５号、第５，４８４，９０８号、第５，５０２，１７７号、
第５，５２５，７１１号、第５，５５２，５４０号、第５，５８７，４６９号、第５，５
９４，１２１号、第５，５９６，０９１号、第５，６１４，６１７号、および第５，６８
１，９４１号が含まれるが、これらに限定されず、当該特許はそれぞれ、参照により本明
細書に組み込まれ、米国特許第５，７５０，６９２号も、参照により本明細書に組み込ま
れる。
【００８３】
共役体
　本発明のｄｓＲＮＡの別の修飾は、該ｄｓＲＮＡの活性、細胞分布、または細胞取り込
みを亢進させる、１つ以上の部分または共役体の該ｄｓＲＮＡへの化学的結合を伴う。か
かる部分には、コレステロール部分（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃｉｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９９，８６，６５５３－６５５６）、コール酸（
Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ．，１９９
４　４　１０５３－１０６０）、チオエーテル、例えば、ヘキシル－Ｓ－トリチルチオー
ル（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，１９９
２，６６０，３０６－３０９、Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｒｇ．Ｍｅｄ
．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ．，１９９３，３，２７６５－２７７０）、チオコレステロール（Ｏ
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ｂｅｒｈａｕｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９９２，２０
，５３３－５３８）、脂肪族鎖、例えば、ドデカンジオールもしくはウンデシル残基（Ｓ
ａｉｓｏｎ－Ｂｅｈｍｏａｒａｓ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ，１９９１，１０，１１
１１－１１１８、Ｋａｂａｎｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，１９９０，２
５９，３２７－３３０、Ｓｖｉｎａｒｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，１
９９３，７５，４９－５４）、リン脂質、例えば、ジ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセロ
ールもしくはトリエチル－アンモニウム１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセ
ロ－３－Ｈホスホネート（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ
　Ｌｅｔｔ．，１９９５，３６，３６５１－３６５４、Ｓｈｅａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃ
ｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９９０，１８，３７７７－３７８３）、ポリアミンもしく
はポリエチレングリコール鎖（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄ
ｅｓ＆Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，１９９５，１４，９６９－９７３）、またはアダマンタ
ン酢酸（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．，１
９９５，３６，３６５１－３６５４）、パルミチル部分（Ｍｉｓｈｒａ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，１９９５，１２６４，２２９－２３７）、
またはオクタデシルアミンもしくはヘキシルアミノ－カルボニルオキシコレステロール部
分（Ｃｒｏｏｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．，１９
９６，２７７，９２３－９３７）等の脂質部分が含まれるが、これらに限定されない。
【００８４】
　かかるｄｓＲＮＡ共役体の調製を教示する代表的な米国特許には、米国特許第４，８２
８，９７９号、第４，９４８，８８２号、第５，２１８，１０５号、第５，５２５，４６
５号、第５，５４１，３１３号、第５，５４５，７３０号、第５，５５２，５３８号、第
５，５７８，７１７号、第５，５８０，７３１号、第５，５９１，５８４号、第５，１０
９，１２４号、第５，１１８，８０２号、第５，１３８，０４５号、第５，４１４，０７
７号、第５，４８６，６０３号、第５，５１２，４３９号、第５，５７８，７１８号、第
５，６０８，０４６号、第４，５８７，０４４号、第４，６０５，７３５号、第４，６６
７，０２５号、第４，７６２，７７９号、第４，７８９，７３７号、第４，８２４，９４
１号、第４，８３５，２６３号、第４，８７６，３３５号、第４，９０４，５８２号、第
４，９５８，０１３号、第５，０８２，８３０号、第５，１１２，９６３号、第５，２１
４，１３６号、第５，０８２，８３０号、第５，１１２，９６３号、第５，２１４，１３
６号、第５，２４５，０２２号、第５，２５４，４６９号、第５，２５８，５０６号、第
５，２６２，５３６号、第５，２７２，２５０号、第５，２９２，８７３号、第５，３１
７，０９８号、第５，３７１，２４１号、第５，３９１，７２３号、第５，４１６，２０
３号、第５，４５１，４６３号、第５，５１０，４７５号、第５，５１２，６６７号、第
５，５１４，７８５号、第５，５６５，５５２号、第５，５６７，８１０号、第５，５７
４，１４２号、第５，５８５，４８１号、第５，５８７，３７１号、第５，５９５，７２
６号、第５，５９７，６９６号、第５，５９９，９２３号、第５，５９９，９２８号、お
よび第５，６８８，９４１号が含まれるが、これらに限定されず、当該特許はそれぞれ、
参照により本明細書に組み込まれる。
【００８５】
　ある化合物の全ての位置が均一に修飾されている必要はなく、実際、前述の修飾のうち
の１つ以上を単一化合物に、あるいはさらにはｄｓＲＮＡ内の単一ヌクレオシドに組み込
むことができる。また、本発明は、キメラ化合物であるｄｓＲＮＡ化合物も含む。本発明
の文脈において、「キメラ（ｃｈｉｍｅｒｉｃ）」ｄｓＲＮＡ化合物または「キメラ（ｃ
ｈｉｍｅｒａ）」は、ｄｓＲＮＡ化合物であり、特に２つ以上の化学的にはっきりと異な
る領域を含有し、それぞれ、少なくとも１つのモノマー単位、すなわち、ｄｓＲＮＡ化合
物の場合のヌクレオチドからなる、ｄｓＲＮＡである。これらのｄｓＲＮＡは、典型的に
は、該ｄｓＲＮＡは、ヌクレアーゼ分解に対する耐性の増加、細胞取り込みの増加、およ
び／または標的核酸に対する結合親和性の増加を該ｄｓＲＮＡに付与するように、修飾さ
れる、少なくとも１つの領域を含有する。ｄｓＲＮＡのさらなる領域は、ＲＮＡ：ＤＮＡ
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またはＲＮＡ：ＲＮＡハイブリッドを切断することができる酵素に対する基質としての役
割を果たすことができる。一例として、ＲＮアーゼＨは、ＲＮＡ：ＤＮＡ二本鎖のＲＮＡ
鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼである。ＲＮアーゼＨの活性化は、したがって、Ｒ
ＮＡ標的の切断をもたらし、それにより遺伝子発現のｄｓＲＮＡ阻害の効率を大きく亢進
させる。それ故、キメラｄｓＲＮＡが使用される場合、同一標的領域にハイブリダイズす
るホスホロチオエートデオキシｄｓＲＮＡと比較して、しばしばより短いｄｓＲＮＡによ
って匹敵する結果を得ることができる。
【００８６】
　ＲＮＡ標的の切断は、ゲル電気泳動、および必要であれば、当該技術分野において既知
の関連する核酸ハイブリダイゼーション技法によって、日常的に検出することができる。
ｄｓＲＮＡの標的ｍＲＮＡにおける切断部位は、一般に、当業者に既知の方法、例えば、
Ｓｏｕｔｓｃｈｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ；２００４，Ｖｏｌ．４３２，ｐｐ．
１７３－１７８に記載の５’－ＲＡＣＥ法（全ての目的のために参照により本明細書に組
み込まれる）を用いて決定することができる。１つの実施形態において、Ｓｏｕｔｓｃｈ
ｅｋらによって記載の５’－ＲＡＣＥ法を用いて、ＡＬＮ－１８３２８が、配列番号１３
３１（ＮＭ＿０００３７１．３）の６３６位のグアニンヌクレオチドと配列番号１３３１
の６３７位のアデニンヌクレオチドとの間で、ＴＴＲのｍＲＮＡを切断することが確認さ
れた。１つの実施形態において、ＡＬＮ－１８３２８が、配列番号１３３１の６３７位の
アデニンヌクレオチドと配列番号１３３１の６３８位のグアニンヌクレオチドとの間で、
ＴＴＲのｍＲＮＡを切断しないことが確認された。
【００８７】
　特定の場合において、該ｄｓＲＮＡは、非リガンド基によって修飾されてもよい。多く
の非リガンド分子が、ｄｓＲＮＡの活性、細胞分布、または細胞取り込みを亢進させるた
めにｄｓＲＮＡに共役されており、かかる共役を行うための手順は、科学文献で入手可能
である。かかる非リガンド部分には、コレステロール（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９８９，８６：６５５３）、コ
ール酸（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ
ｔ．，１９９４，４：１０５３）、チオエーテル、例えば、ヘキシル－Ｓ－トリチルチオ
ール（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，１９
９２，６６０：３０６、Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃ
ｈｅｍ．Ｌｅｔ．，１９９３，３：２７６５）、チオコレステロール（Ｏｂｅｒｈａｕｓ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９９２，２０：５３３）、脂
肪族鎖、例えば、ドデカンジオールもしくはウンデシル残基（Ｓａｉｓｏｎ－Ｂｅｈｍｏ
ａｒａｓ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１９９１，１０：１１１、Ｋａｂａｎｏｖ　
ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，１９９０，２５９：３２７、Ｓｖｉｎａｒｃｈｕ
ｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，１９９３，７５：４９）、リン脂質、例えば、
ジ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセロールもしくはトリエチルアンモニウム１，２－ジ－
Ｏ－ヘキサデシル－ｒａｃ－グリセロ－３－Ｈ－ホスホネート（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．，１９９５，３６：３６５１、Ｓｈｅ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９９０，１８：３７７７）、ポ
リアミンもしくはポリエチレングリコール鎖（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕ
ｃｌｅｏｓｉｄｅｓ＆Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，１９９５，１４：９６９）、またはアダ
マンタン酢酸（Ｍａｎｏｈａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ
．，１９９５，３６：３６５１）、パルミチル部分（Ｍｉｓｈｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉ
ｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，１９９５，１２６４：２２９）、またはオクタ
デシルアミンもしくはヘキシルアミノ－カルボニル－オキシコレステロール部分（Ｃｒｏ
ｏｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．，１９９６，２７
７：９２３）等の脂質部分が含まれている。かかるｄｓＲＮＡ共役体の調製を教示する代
表的な米国特許は、上に列記されている。典型的な共役プロトコルは、配列の１つ以上の
位置にアミノリンカーを有するｄｓＲＮＡの合成を伴う。次いで、アミノ基を、適切なカ
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ップリングもしくは活性化試薬を使用して、共役される分子と反応させる。共役反応は、
依然として固体支持体に結合されたｄｓＲＮＡを用いて、または溶液相中でのｄｓＲＮＡ
の切断後のいずれかに実行することができる。典型的には、ＨＰＬＣによってｄｓＲＮＡ
共役体を精製して、純粋な共役体が得られる。
【００８８】
ベクターによりコードされるｄｓＲＮＡ
　別の態様では、ＴＴＲのｄｓＲＮＡ分子が、ＤＮＡもしくはＲＮＡベクターに挿入され
た転写単位から発現される（例えばＣｏｕｔｕｒｅ，Ａ，ｅｔ　ａｌ．，ＴＩＧ．（１９
９６），１２：５－１０、Ｓｋｉｌｌｅｒｎ，Ａらの国際ＰＣＴ公開ＷＯ第００／２２１
１３号、Ｃｏｎｒａｄの国際ＰＣＴ公開ＷＯ第００／２２１１４号、およびＣｏｎｒａｄ
の米国特許第６，０５４，２９９号を参照されたい）。これらの導入遺伝子は、線状構築
物、環状プラスミド、またはウイルスベクターとして導入することができ、宿主ゲノムに
統合される導入遺伝子として導入されて、受け継がれ得る。また、導入遺伝子は、染色体
外プラスミドとして受け継がれるのを可能にするように、構築することもできる（Ｇａｓ
ｓｍａｎｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９５
）９２：１２９２）。
【００８９】
　ｄｓＲＮＡの個々の鎖を、２つの個別の発現ベクター上のプロモーターを用いて転写し
、標的細胞に同時形質移入することができる。あるいは、ｄｓＲＮＡのそれぞれ個々の鎖
を、いずれも同一発現プラスミド上に位置するプロモーターを用いて転写してもよい。一
実施形態において、ｄｓＲＮＡは、ｄｓＲＮＡがステムアンドループ構造を有するように
、リンカーポリヌクレオチド配列によって接合される逆方向反復として発現される。
【００９０】
　組換えｄｓＲＮＡ発現ベクターは、一般に、ＤＮＡプラスミドまたはウイルスベクター
である。ｄｓＲＮＡを発現するウイルスベクターは、アデノ随伴ウイルス（概説として、
Ｍｕｚｙｃｚｋａ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐｉｃｓ　Ｍｉｃｒｏ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．（１９９２）１５８：９７－１２９を参照）、アデノウイルス（例えば、Ｂｅｒｋｎ
ｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（１９９８）６：６１６）、Ｒｏｓｅ
ｎｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２：４３１－４３４）、お
よびＲｏｓｅｎｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）、Ｃｅｌｌ　６８：１４３－１５５
を参照））、またはアルファウイルス、ならびに当該技術分野において既知の他のものに
基づいて構築することができるが、これらに限定されない。種々の遺伝子を、上皮細胞を
含む多くの異なる細胞型にインビトロおよび／またはインビボで導入するために、レトロ
ウイルスが使用されている（例えば、Ｅｇｌｉｔｉｓ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（
１９８５）２３０：１３９５－１３９８、Ｄａｎｏｓ　ａｎｄ　Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９８）８５：６４６０－６４６４、Ｗ
ｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８５：３０１４－３０１８、Ａｒｍｅｎｔａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：６１４１６１４５、Ｈｕｂｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：８０３９－
８０４３、Ｆｅｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　８８：８３７７－８３８１、Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１
，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１８０２－１８０５、ｖａｎ　Ｂｅｕｓｅｃｈｅｍ．ｅｔ　
ａｌ．，１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：７６４０－
１９、Ｋａｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：
６４１－６４７、Ｄａｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８９：１０８９２－１０８９５、Ｈｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０：４１０４－４１１５、米国特許第４，８６８，１１６号、米国
特許第４，９８０，２８６号、ＰＣＴ出願ＷＯ第８９／０７１３６号、ＰＣＴ出願ＷＯ第
８９／０２４６８号、ＰＣＴ出願ＷＯ第８９／０５３４５号、およびＰＣＴ出願ＷＯ第９
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２／０７５７３号を参照）。細胞のゲノムに挿入された遺伝子を形質導入して発現するこ
とができる組換えレトロウイルスベクターは、組換えレトロウイルスゲノムを、ＰＡ３１
７およびＰｓｉ－ＣＲＩＰ等の好適なパッケージング細胞系に形質移入することによって
、産生することができる（Ｃｏｍｅｔｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，ヒト　Ｇｅｎｅ　
Ｔｈｅｒａｐｙ　２：５－１０、Ｃｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：６３４９）。感受性宿主（例えば、ラット、ハム
スター、イヌ、およびチンパンジー）内の多岐にわたる細胞および組織を感染させるため
に、組換えアデノウイルスベクターを使用することができ（Ｈｓｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９２，Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ，１６６：７６９）、これは、感染に
有糸分裂的に活性な細胞を必要としない利点も有する。
【００９１】
　発現されるｄｓＲＮＡ分子のコード配列を受け入れることができる任意のウイルスベク
ターを使用することができ、例としては、アデノウイルス（ＡＶ）、アデノ随伴ウイルス
（ＡＡＶ）、レトロウイルス（例えば、レンチウイルス（ＬＶ）、ラブドウイルス、マウ
ス白血病ウイルス）、ヘルペスウイルス等に由来するベクターである。ウイルスベクター
の指向性は、エンベロープタンパク質もしくは他のウイルスからの他の表面抗原を用いて
該ベクターをシュードタイピングすることにより、または異なるウイルスのキャプシドタ
ンパク質を適宜置換することによって、修正することができる。
【００９２】
　例えば、本発明で取り上げられるレンチウイルスベクターは、水疱性口内炎ウイルス（
ＶＳＶ）、狂犬病、エボラ、モコラ等からの表面タンパク質でシュードタイピングするこ
とができる。本発明で取り上げられるＡＡＶベクターは、ベクターが異なるキャプシドタ
ンパク質の血清型を発現するように操作することにより、異なる細胞を標的とするように
することができる。例えば、血清型２のゲノム上に血清型２のキャプシドを発現するＡＡ
Ｖベクターは、ＡＡＶ２／２と称される。ＡＡＶ２／２ベクター内のこの血清型２のキャ
プシド遺伝子を、血清型５のキャプシド遺伝子と置換して、ＡＡＶ２／５ベクターを産生
することができる。異なるキャプシドタンパク質血清型を発現するＡＡＶベクターを構築
するための技法は、当該技術分野の技能内であり、例えば、Ｒａｂｉｎｏｗｉｔｚ　Ｊ　
Ｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００２），Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　７６：７９１－８０１を参照されたく
、その開示全体が、参照により本明細書に組み込まれる。
【００９３】
　本発明における使用に好適な組換えウイルスベクターの選択、ｄｓＲＮＡの発現のため
に核酸配列を該ベクターに挿入するための方法、および該ウイルスベクターを対象となる
細胞に送達する方法は、当該技術分野の技能内である。例えば、Ｄｏｒｎｂｕｒｇ　Ｒ（
１９９５），Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ．２：３０１－３１０、Ｅｇｌｉｔｉｓ　Ｍ　Ａ（
１９８８），Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：６０８－６１４、Ｍｉｌｌｅｒ　Ａ　Ｄ
（１９９０），Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ．１：５－１４、Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｗ
　Ｆ（１９９８），Ｎａｔｕｒｅ　３９２：２５－３０、およびＲｕｂｉｎｓｏｎ　Ｄ　
Ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．３３：４０１－４０６を参照されたく、それら
の開示全体が、参照により本明細書に組み込まれる。
【００９４】
　ウイルスベクターは、ＡＶおよびＡＡＶに由来し得る。一実施形態において、本発明で
取り上げられるｄｓＲＮＡは、例えば、Ｕ６もしくはＨ１　ＲＮＡプロモーター、または
サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーターのいずれかを有する組換えＡＡＶベクター
から、２つの別個の相補的な単鎖ＲＮＡ分子として発現される。
【００９５】
　本発明のｄｓＲＮＡを発現するために好適なＡＶベクター、組換えＡＶベクターを構築
するための方法、該ベクターを標的細胞に送達するための方法は、Ｘｉａ　Ｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．（２００２），Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．２０：１００６－１０１０に記載されてい
る。



(31) JP 2018-171072 A 2018.11.8

10

20

30

40

50

【００９６】
　本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡを発現するために好適なＡＡＶベクター、組換えＡ
Ｖベクターを構築するための方法、該ベクターを標的細胞に送達するための方法は、Ｓａ
ｍｕｌｓｋｉ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７），Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６１：３０９６－３１
０１、Ｆｉｓｈｅｒ　Ｋ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６），Ｊ．Ｖｉｒｏｌ，７０：５２
０－５３２、Ｓａｍｕｌｓｋｉ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９），Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３
：３８２２－３８２６、米国特許第５，２５２，４７９号、米国特許第５，１３９，９４
１号、国際特許出願ＷＯ第９４／１３７８８号、および国際特許出願ＷＯ第９３／２４６
４１号に記載され、それらの開示全体が、参照により本明細書に組み込まれる。
【００９７】
　本発明で取り上げられるＤＮＡプラスミドもしくはウイルスベクターのいずれか内でｄ
ｓＲＮＡの発現を駆動するプロモーターは、真核生物ＲＮＡポリメラーゼＩ（例えばリボ
ソームＲＮＡプロモーター）、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ（例えばＣＭＶ初期プロモーター
、もしくはアクチンプロモーター、もしくはＵ１　ｓｎＲＮＡプロモーター）、または一
般にＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーター（例えばＵ６　ｓｎＲＮＡもしくは７ＳＫ　
ＲＮＡプロモーター）、あるいは原核生物プロモーター、例えば、発現プラスミドもＴ７
プロモーターからの転写に必要なＴ７　ＲＮＡポリメラーゼをコードするという条件で、
Ｔ７プロモーターであり得る。該プロモーターは、膵臓への導入遺伝子の発現を導くこと
もできる（例えば、ｔｈｅ　ｉｎｓｕｌｉｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
　ｆｏｒ　ｐａｎｃｒｅａｓ（Ｂｕｃｃｈｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：２５１１－２５１５）を参照）。
【００９８】
　さらに、導入遺伝子の発現は、、例えば、特定の生理的調節因子、例えば、循環ブドウ
糖レベル、またはホルモンに感受性である調節配列等の、誘発可能な調節配列および発現
系を使用することによって、正確に調節することができる（Ｄｏｃｈｅｒｔｙ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９４，ＦＡＳＥＢ　Ｊ．８：２０－２４）。細胞または哺乳動物内の導入遺伝
子の発現を制御するために好適である、かかる誘発可能な発現系には、エクジソン、エス
トロゲン、プロゲステロン、テトラサイクリン、二量化の化学誘発物質、およびイソプロ
ピル－ベータ－Ｄ１－チオガラクトピラノシド（ＥＰＴＧ）による調節が含まれる。当業
者は、ｄｓＲＮＡ導入遺伝子の目的とする用途に基づいて、適切な調節／プロモーター配
列を選択することができよう。当業者は、ｄｓＲＮＡ導入遺伝子の目的とする用途に基づ
いて、適切な調節／プロモーター配列を選択することができよう。
【００９９】
　一般に、ｄｓＲＮＡ分子を発現することができる組換えベクターは、以下に記載するよ
うに送達され、標的細胞内に生き残る。代替として、ｄｓＲＮＡ分子の一過性発現を提供
するウイルスベクターを使用することができる。かかるベクターは、必要に応じて繰り返
し投与することができる。発現すると、ｄｓＲＮＡは標的ＲＮＡに結合し、その機能また
は発現を調節する。ｄｓＲＮＡを発現するベクターの送達は、静脈内もしくは筋肉内投与
等によって全身的、患者から外植された標的細胞に投与後、該患者へ再導入することによ
って、または所望の標的細胞への導入を可能にする任意の他の手段等によって、であり得
る。
【０１００】
　ｄｓＲＮＡ発現ＤＮＡプラスミドは、典型的には、カチオン性脂質担体（例えばオリゴ
フェクタミン（Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ））、または非カチオン性脂質に基づく担
体（例えばＴｒａｎｓｉｔ－ＴＫＯ（商標））との複合体として、標的細胞に形質移入さ
れる。１週間以上の期間にわたって、単一のＴＴＲ遺伝子の異なる領域または複数のＴＴ
Ｒ遺伝子を標的とする、ｄｓＲＮＡによって媒介されるノックダウンのための複数回の脂
質の形質移入もまた、本発明によって企図される。ベクターの宿主細胞への導入の成功は
、種々の既知の方法を使用して監視することができる。例えば、一過性形質移入は、緑色
蛍光タンパク質（ＧＦＰ）等の蛍光マーカー等のレポーターを用いて示すことができる。
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エクスビボ細胞の安定な形質移入は、形質移入細胞に、ハイグロマイシンＢ耐性等の、特
定の環境因子（例えば、抗生物質および薬物）に対する耐性を提供するマーカーを使用し
て、保証することができる。
【０１０１】
　また、ＴＴＲに特異的なｄｓＲＮＡ分子は、ベクターに挿入して、ヒト患者に対する遺
伝子療法ベクターとして使用することもできる。遺伝子療法ベクターは、例えば、静脈内
注射、局所投与（米国特許第５，３２８，４７０号を参照）、または定位固定注射（例え
ば、Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　９１：３０５４－３０５７を参照）によって、対象に送達することができる。遺伝子
療法ベクターの医薬調製物は、許容される希釈剤中の遺伝子療法ベクターを含んでもよく
、または遺伝子送達媒体が中に埋め込まれる徐放性マトリックスを含んでもよい。代替と
して、組換え細胞、例えば、レトロウイルスベクターから、完全な遺伝子送達ベクターを
無傷で産生することができる場合、医薬調製物は、遺伝子送達系を産生する１つ以上の細
胞を含んでもよい。
【０１０２】
ＩＩＩ．ｄｓＲＮＡを含有する医薬組成物
　一実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるｄｓＲＮＡと、薬剤として許容
される担体とを含有する医薬組成物を提供する。該ｄｓＲＮＡを含有する医薬組成物は、
ＴＴＲの発現によって媒介される病理過程等の、ＴＴＲ遺伝子の発現もしくは活性に関連
する疾患もしくは障害の治療に有用である。かかる医薬組成物は、送達様式に基づいて製
剤化される。一例は、非経口投与を介して、例えば、静脈（ＩＶ）送達による全身投与用
に製剤化される組成物である。別の例は、例えば、持続ポンプ注入等による脳への注入に
よって、脳実質への直接送達用に製剤化される組成物である。
【０１０３】
　本明細書で取り上げられる医薬組成物は、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するために十分な
投薬量で投与される。
【０１０４】
　一般に、ｄｓＲＮＡの好適な用量は、１日当たり受容者の体重１キログラムにつき０．
０１～２００．０ミリグラムの範囲、一般には、１日当たり体重１キログラムにつき１～
５０ｍｇの範囲であろう。例えば、該ｄｓＲＮＡは、単回用量当たり０．００５９ｍｇ／
ｋｇ、０．０１ｍｇ／ｋｇ、０．０２９５ｍｇ／ｋｇ、０．０５ｍｇ／ｋｇ、０．０５９
０ｍｇ／ｋｇ、０．１６３ｍｇ／ｋｇ、０．２ｍｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍ
ｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、０．５４３ｍｇ／ｋｇ、０．５９００ｍｇ／ｋｇ、０．６
ｍｇ／ｋｇ、０．７ｍｇ／ｋｇ、０．８ｍｇ／ｋｇ、０．９ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、
１．１ｍｇ／ｋｇ、１．２ｍｇ／ｋｇ、１．３ｍｇ／ｋｇ、１．４ｍｇ／ｋｇ、１．５ｍ
ｇ／ｋｇ、１．６２８ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、５．０ｍｇ／ｋｇ、１
０ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ、４０ｍｇ／ｋｇ、または５０ｍｇ／ｋ
ｇで投与することができる。
【０１０５】
　一実施形態において、該投薬量は、０．０１～０．２ｍｇ／ｋｇである。例えば、該ｄ
ｓＲＮＡは、０．０１ｍｇ／ｋｇ、０．０２ｍｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、０．０４ｍ
ｇ／ｋｇ、０．０５ｍｇ／ｋｇ、０．０６ｍｇ／ｋｇ、０．０７ｍｇ／ｋｇ、０．０８ｍ
ｇ／ｋｇ、０．０９ｍｇ／ｋｇ、０．１０ｍｇ／ｋｇ、０．１１ｍｇ／ｋｇ、０．１２ｍ
ｇ／ｋｇ、０．１３ｍｇ／ｋｇ、０．１４ｍｇ／ｋｇ、０．１５ｍｇ／ｋｇ、０．１６ｍ
ｇ／ｋｇ、０．１７ｍｇ／ｋｇ、０．１８ｍｇ／ｋｇ、０．１９ｍｇ／ｋｇ、または０．
２０ｍｇ／ｋｇの用量で投与することができる。
【０１０６】
　一実施形態において、該投薬量は、０．００５ｍｇ／ｋｇ～１．６２８ｍｇ／ｋｇであ
る。例えば、該ｄｓＲＮＡは、０．００５９ｍｇ／ｋｇ、０．０２９５ｍｇ／ｋｇ、０．
０５９０ｍｇ／ｋｇ、０．１６３ｍｇ／ｋｇ、０．５４３ｍｇ／ｋｇ、０．５９００ｍｇ
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／ｋｇ、または１．６２８ｍｇ／ｋｇの用量で投与することができる。
【０１０７】
　一実施形態において、該投薬量は、０．２ｍｇ／ｋｇ～１．５ｍｇ／ｋｇである。例え
ば、該ｄｓＲＮＡは、０．２ｍｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、０．５
ｍｇ／ｋｇ、０．６ｍｇ／ｋｇ、０．７ｍｇ／ｋｇ、０．８ｍｇ／ｋｇ、０．９ｍｇ／ｋ
ｇ、１ｍｇ／ｋｇ、１．１ｍｇ／ｋｇ、１．２ｍｇ／ｋｇ、１．３ｍｇ／ｋｇ、１．４ｍ
ｇ／ｋｇ、または１．５ｍｇ／ｋｇの用量で投与することができる。
【０１０８】
　該医薬組成物は、１日１回投与することができ、あるいは、該ｄｓＲＮＡは、１日にわ
たって適切な間隔で、２、３、またはそれ以上の分割用量（ｓｕｂ－ｄｏｓｅ）として、
さらに、持続注入または放出制御製剤による送達を用いて投与されてもよい。その場合、
各分割用量に含有されるｄｓＲＮＡは、１日当たりの総投薬量を達成するように、対応し
てより小さくなければならない。投薬量単位は、例えば、数日間にわたって該ｄｓＲＮＡ
の持続放出を提供する、従来の持続放出製剤を使用して、数日間にわたる送達用に配合す
ることができる。持続放出製剤は当該技術分野において周知であり、本発明の薬剤を用い
て使用され得る部位等の特定の部位での薬剤の送達に特に有用である。本実施形態では、
投薬量単位は、対応する複数の１日量を含む。
【０１０９】
　ＴＴＲレベルに対する単回用量の効果は長く続き、その結果、その後の用量は、３、４
、もしくは５日の間隔より多くなく、または１、２、３、もしくは４週間の間隔より多く
なく、または５、６、７、８，９、もしくは１０週間の間隔より多くない量で投与される
。
【０１１０】
　当業者には、限定されないが、疾患もしくは障害の重症度、以前の処置、総体的な健康
、および／または対象の年齢、ならびに存在する他の疾患を含む特定の因子が、対象を効
果的に処置するために必要とされる投薬量およびタイミングに影響を及ぼし得ることが理
解されよう。さらに、治療上有効な量の組成物を用いた対象の治療には、単回処置または
一連の治療が含まれ得る。本発明により包含される個々のｄｓＲＮＡに対する効果的な投
薬量およびインビボ半減期の推定は、従来の方法を使用して、または本明細書のいずれか
の箇所で記載される適切な動物モデルを使用したインビボ試験に基づいて、行うことがで
きる。
【０１１１】
　マウス遺伝学における進歩によって、ＴＴＲの発現によって媒介される病理過程等の種
々のヒト疾患の研究用に、多くのマウスモデルが生成されている。かかるモデルは、ｄｓ
ＲＮＡのインビボ試験、ならびに治療上有効な用量を決定するために使用される。好適な
マウスモデルは、例えば、ヒトＴＴＲを発現するプラスミドを含有するマウスである。別
の好適なマウスモデルは、ヒトＴＴＲを発現する導入遺伝子を保有する遺伝子導入マウス
である。
【０１１２】
　細胞培養アッセイおよび動物研究から得られるデータは、ヒトにおける使用のための一
連の投薬量の処方決定に使用することができる。本発明で取り上げられる組成物の投薬量
は、一般に、ほとんどまたは全く毒性のないＥＤ５０を含む循環濃度の範囲内にある。投
薬量は、用いられる剤形および利用される投与経路に依存して、この範囲内で異なっても
よい。本発明で取り上げられる方法において使用されるいずれの化合物についても、治療
上有効な用量は、まず細胞培養アッセイから推定することができる。用量は、動物モデル
において、細胞培養において決定される、ＩＣ５０（すなわち、症状の半値阻害を達成す
る試験化合物の濃度）を含む、化合物、または適切な場合は、標的配列のポリペプチド産
物の循環血漿濃度範囲（例えば、該ポリペプチドの濃度の低下を達成する）を達成するよ
うに、処方決定することができる。かかる情報を使用して、ヒトにおいて有用な用量をよ
り正確に決定することができる。血漿中レベルは、例えば、高速液体クロマトグラフィー
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によって測定することができる。
【０１１３】
　本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡは、標的遺伝子の発現によって媒介される病理過程
の処置に効果的な他の既知の薬剤と組み合わせて投与することができる。いずれの場合に
おいても、投与する医師は、当該技術分野において既知であるか、または本明細書に記載
される、標準的な有効性の測定値を使用して得られた結果に基づいて、ｄｓＲＮＡ投与の
量およびタイミングを調整することができる。
【０１１４】
投与
　本発明はまた、本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡ化合物を含む医薬組成物および製剤
も含む。本発明の医薬組成物は、局所的または全身的な処置が所望されるか、および処置
される範囲に依存して、多くの方法で投与することができる。投与は、局所的、噴霧器に
よってを含む、例えば、粉末もしくは噴霧剤の吸入もしくは吹送による経肺、気管内、鼻
腔内、表皮および経皮、経口もしくは非経口であり得る。非経口投与には、静脈内、動脈
内、皮下、腔内、もしくは筋肉内注射もしくは注入、または頭蓋内、例えば、実質内、く
も膜下腔内、もしくは脳室内投与が含まれる。
【０１１５】
　該ｄｓＲＮＡは、肝臓（例えば、肝臓の肝細胞）等の特定の組織を標的とする様態で送
達することができる。
【０１１６】
　本発明は、脳に直接注射することによって送達することができる医薬組成物が含まれる
。該注射は、脳の特定領域（例えば、黒質、皮質、海馬、線条体、もしくは淡蒼球）への
定位固定注射によるものであり得、該ｄｓＲＮＡは、中枢神経系への複数領域（例えば、
脳、および／または脊髄への複数領域）に送達され得る。該ｄｓＲＮＡは、脳の拡散領域
に送達（例えば、脳の皮質への拡散送達）され得る。
【０１１７】
　一実施形態において、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮＡは、カニューレ、または例えば、
脳等の組織（例えば、脳の黒質、皮質、海馬、線条体、もしくは淡蒼球）内に埋め込まれ
た一端を有する他の送達デバイスを経由して送達され得る。該カニューレは、該ｄｓＲＮ
Ａ組成物の貯蔵容器に接続することができる。流入または送達は、ポンプ、例えば、Ａｌ
ｚｅｔポンプ等の浸透圧ポンプもしくはミニポンプによって媒介され得る（Ｄｕｒｅｃｔ
，Ｃｕｐｅｒｔｉｎｏ，ＣＡ）。一実施形態において、ポンプおよび貯蔵容器は、組織か
ら離れたエリア、例えば腹部内に埋め込まれ、送達は、ポンプまたは貯蔵所から放出部位
に誘導する導管によって達成される。該ｄｓＲＮＡ組成物の脳への注入は、数時間にわた
って、または数日間、例えば、１、２、３、５、もしくは７日間、もしくはそれ以上であ
り得る。脳への送達用のデバイスは、例えば、米国特許第６，０９３，１８０号、および
第５，８１４，０１４号に記載されている。
【０１１８】
　局所投与用の医薬組成物および製剤には、経皮パッチ、軟膏、ローション、グリーム、
ゲル、ドロップ剤、坐薬、スプレー、液体、および粉末が含まれ得る。従来の医薬用担体
、水性、粉末、もしくは油性基剤、増粘剤等が必要であるか、または望ましくあり得る。
被覆したコンドーム、手袋等も有用であり得る。好適な局所製剤には、本発明で取り上げ
られるｄｓＲＮＡが、脂質、リポソーム、脂肪酸、脂肪酸エステル、ステロイド、キレー
ト剤、および界面活性剤等の局所送達剤と混合されるものが含まれる。好適な脂質および
リポソームには、中性（例えば、ジオレオイルホスファチジル（ＤＯＰＥ）エタノールア
ミン、ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）、ジステアロイルホスファチジ
ルコリン）、陰性（例えば、ジミリストイルホスファチジルグリセロール（ＤＭＰＧ））
、ならびにカチオン性（例えば、ジオレオイルテトラメチルアミノプロピル（ＤＯＴＡＰ
）、およびジオレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＴＭＡ））が含まれる。
本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡは、リポソーム内にカプセル化されてもよく、あるい
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はそれ、特にカチオン性リポソームと複合体を形成してもよい。代替として、ｄｓＲＮＡ
は、脂質、特にカチオン性脂質と複合されてもよい。好適な脂肪酸およびエステルには、
アラキドン酸、オレイン酸、エイコサン酸、ラウリン酸、カプリル酸、カプリン酸、ミリ
スチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプリン酸、トリ
カプリン酸、モノオレイン、ジラウリン、グリセリル１－モノカプリン酸、１－ドデシル
アザシクロヘプタン－２－オン、アシルカルニチン、アシルコリン、またはＣ１～１０ア
ルキルエステル（例えば、ミリスチン酸イソプロピル（ＩＰＭ））、モノグリセリド、ジ
グリセリド、あるいはその薬剤として許容される塩が含まれるが、これらに限定されない
。局所製剤は、米国特許第６，７４７，０１４号に詳細に記載され、当該特許は、参照に
より本明細書に組み込まれる。
【０１１９】
リポソーム製剤
　薬物の製剤化用に研究されて、使用されているマイクロエマルジョンの他に、組織立っ
た多くの界面活性剤の構造がある。これらには、単層、ミセル、二重層、および小胞が含
まれる。リポソーム等の小胞は、薬物送達の観点からの、それらが提示する特異性および
作用の持続時間から、大きな関心を集めている。本発明において使用される、「リポソー
ム」という用語は、球状の１つまたは複数の二重層に配置された両親媒性脂質の小胞を意
味する。
【０１２０】
　リポソームは、親油性材料および水性の内部から形成される膜を有する、単層状または
多層状の小胞である。水性部分が、送達される組成物を含有する。カチオン性リポソーム
は、細胞壁に融合することができる利点を有する。非カチオン性のリポソームは、細胞壁
とさほど効率的に融合することはできないが、マクロファージによってインビボで取り込
まれる。
【０１２１】
　哺乳動物の無傷の皮膚を横断するために、脂質小胞は、好適な経皮勾配の影響下、それ
ぞれ５０ｎｍ未満の直径を有する、一連の微細孔を通過しなければならない。したがって
、高度に変形可能で、そのような微細孔を通過することができるリポソームを使用するこ
とが望ましい。
【０１２２】
　リポソームのさらなる利点には、天然のリン脂質から得られたリポソームは、生体適合
性および生分解性であること、リポソームは、広範な水溶性および脂溶性の薬物を組み込
むことができること、リポソームは、それらの内部区画でカプセル化された薬物を、代謝
および分解から保護できること、が含まれる（Ｒｏｓｏｆｆ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　
Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．２４５）。リポソーム製剤の調製におい
て考慮すべき重要な事項は、脂質の表面電荷、小胞の大きさ、およびリポソームの水性容
積である。
【０１２３】
　リポソームは、作用部位への活性成分の移送および送達に有用である。リポソーム膜は
、構造的に生体膜と同様であるため、リポソームが組織に適用されると、リポソームは細
胞膜との融合を開始し、リポソームと細胞との融合が進行するに従って、リポソームの内
容物が細胞内へ出て、そこで活性薬剤が作用し得る。
【０１２４】
　リポソーム製剤は、多くの薬物のための送達様式として、広範な調査の焦点となってい
る。局所投与について、リポソームが他の製剤に勝る幾つかの利点を提示するという証拠
が増えつつある。かかる利点には、投与された薬物の高度な体内吸収に関連する副作用の
減少、投与された薬物の所望の標的での蓄積の増加、ならびに親水性および疎水性の両方
の多岐にわたる薬物を皮膚へ投与する能力が含まれる。
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【０１２５】
　幾つかの報告は、高分子量のＤＮＡを含む薬剤を皮膚へ送達するリポソームの能力につ
いて詳述している。鎮痛剤、抗体、ホルモン、および高分子量のＤＮＡを含む化合物が、
皮膚に投与されている。大半の適用が、表皮上層の標的化をもたらした。
【０１２６】
　リポソームは、広義の２つのクラスに分類される。カチオン性リポソームは、負に荷電
したＤＮＡ分子と相互に作用し、安定な複合体を形成する、正に荷電したリポソームであ
る。正に荷電したＤＮＡ／リポソーム複合体は、負に荷電した細胞表面に結合し、エンド
ソーム内に取り入れられる。エンドソーム内の酸性ｐＨにより、リポソームが破裂し、そ
の内容物を細胞の細胞質内に放出する（Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉ
ｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，１９８７，１４７，９８０－９８５）。
【０１２７】
　ｐＨ感受性であるか、または負に荷電したリポソームは、ＤＮＡと複合するのではなく
、それを捕捉する。ＤＮＡおよび脂質は共に同様に荷電されているため、複合体形成では
なく反発が生じる。それでもなお、ＤＮＡの一部は、これらのリポソームの水性内部内に
捕捉される。チミジンキナーゼ遺伝子をコードするＤＮＡを培養下の細胞単層へ送達する
ために、ｐＨ感受性リポソームが使用されている。外因性遺伝子の発現が、標的細胞中で
検出された（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　
Ｒｅｌｅａｓｅ，１９９２，１９，２６９－２７４）。
【０１２８】
　リポソーム組成物の１つの主要な種類には、天然由来のホスファチジルコリン以外のリ
ン脂質が含まれる。例えば、中性のリポソーム組成物は、ジミリストイルホスファチジル
コリン（ＤＭＰＣ）、またはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）から形成
することができる。アニオン性のリポソーム組成物は、一般にジミリストイルホスファチ
ジルグリセロールから形成され、一方アニオン性の膜融合性リポソームは、主にジオレオ
イルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）から形成される。リポソーム組成物の
別の種類は、例えば、大豆ホスファチジルコリン、および卵ホスファチジルコリン等のホ
スファチジルコリン（ＰＣ）から形成される。別の種類は、リン脂質、および／またはホ
スファチジルコリン、および／またはコレステロールの混合物から形成される。
【０１２９】
　幾つかの研究が、リポソーム製剤の皮膚への局所送達を評価している。インターフェロ
ンを含有するリポソームのモルモット皮膚への適用は、皮膚ヘルペス炎の軽減をもたらし
、一方他の手段（例えば、溶液またはエマルジョンとして）を介したインターフェロンの
送達は効果がなかった（Ｗｅｉｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｄｒｕｇ
　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ，１９９２，２，４０５－４１０）。さらに、さらなる研究は、リ
ポソーム製剤の一部として投与されたインターフェロンの、水性系を使用するインターフ
ェロンの投与に対する有効性を試験し、リポソーム製剤は水溶性投与より優れていると結
論付けた（ｄｕ　Ｐｌｅｓｓｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｖｉｒａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ，１９９２，１８，２５９－２６５）。
【０１３０】
　また、非イオン性のリポソーム系は、特に非イオン性界面活性剤およびコレステロール
を含む系における、薬物の皮膚への送達の実用性を決定するために調べられている。Ｎｏ
ｖａｓｏｍｅ（商標）Ｉ（ジラウリン酸グリセリル／コレステロール／ポリオキシエチレ
ン－１０－ステアリルエーテル）およびＮｏｖａｓｏｍｅ（商標）ＩＩ（ジステアリン酸
グリセリル／コレステロール／ポリオキシエチレン－１０－ステアリルエーテル）を含む
非イオン性のリポソーム製剤が、シクロスポリンＡをマウス皮膚の真皮に送達するために
使用された。結果は、かかる非イオン性のリポソーム系が、皮膚の異なる層へのシクロス
ポリンＡの沈着の促進に効果的であることを示した（Ｈｕ　ｅｔ　ａｌ．Ｓ．Ｔ．Ｐ．Ｐ
ｈａｒｍａ．Ｓｃｉ．，１９９４，４，６，４６６）。
【０１３１】
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　また、リポソームには、「立体的に安定化された」リポソームが含まれ、該用語は、本
明細書で使用される場合、１つ以上の特定化された脂質を含むリポソームを指し、リポソ
ームに組み込まれると、かかる特定化された脂質を欠くリポソームと比較して、循環寿命
の向上をもたらす。立体的に安定化されたリポソームの例は、リポソームの小胞を形成す
る脂質部分の一部が、（Ａ）モノシアロガングリオシドＧＭ１等の１つ以上の糖脂質を含
むか、または（Ｂ）ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）部分等の１つ以上の親水性ポリマ
ーで誘導体化されるものである。いずれの特定の理論にも束縛されるものではないが、少
なくともガングリオシド、スフィンゴミエリン、またはＰＥＧ誘導体化脂質を含有する立
体的に安定化されたリポソームについて、これらの立体的に安定化されたリポソームの循
環半減期の増加は、細網内皮系（ＲＥＳ）の細胞内への取り込みの減少に由来すると、当
該技術分野では考えられている（Ａｌｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ
，１９８７，２２３，４２、Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１
９９３，５３，３７６５）。
【０１３２】
　１つ以上の糖脂質を含む種々のリポソームが当該技術分野において既知である。Ｐａｐ
ａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓら（Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，１９８７，５０７
，６４）は、モノシアロガングリオシドＧＭ１、ガラクトセレブロシド硫酸、およびホス
ファチジルイノシトールの、リポソームの血中半減期を改善する能力について報告した。
これらの所見は、Ｇａｂｉｚｏｎら（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．
Ａ．，１９８８，８５，６９４９）によって詳しく説明されている。共にＡｌｌｅｎらに
よる、米国特許第４，８３７，０２８号および国際公開ＷＯ第８８／０４９２４号は、（
１）スフィンゴミエリン、および（２）ガングリオシドＧＭ１もしくはガラクトセレブロ
シド硫酸エステルを含むリポソームを開示している。米国特許第５，５４３，１５２号（
Ｗｅｂｂら）は、スフィンゴミエリンを含むリポソームを開示している。１，２－ｓｎ－
ジミリストイルホスファチジルコリンを含むリポソームは、国際公開ＷＯ第９７／１３４
９９号（Ｌｉｍら）に開示されている。
【０１３３】
　１つ以上の親水性ポリマーによって誘導体化された脂質を含む多くのリポソーム、およ
びその調製方法は、当該技術分野において既知である。Ｓｕｎａｍｏｔｏら（Ｂｕｌｌ．
Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｊｐｎ．，１９８０，５３，２７７８）は、ＰＥＧ部分を含有する非
イオン性界面活性剤、２Ｃ１２１５Ｇを含むリポソームについて記載している。Ｉｌｌｕ
ｍら（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，１９８４，１６７，７９）は、ポリスチレン粒子のポリマ
ーグリコールによる親水性コーティングが、血中半減期の著しい増加をもたらすことを指
摘している。ポリアルキレングリコール（例えば、ＰＥＧ）のカルボン酸基の結合によっ
て修飾された合成リン脂質が、Ｓｅａｒｓ（米国特許第４，４２６，３３０号、および第
４，５３４，８９９号）によって記載されている。Ｋｌｉｂａｎｏｖら（ＦＥＢＳ　Ｌｅ
ｔｔ．，１９９０，２６８，２３５）は、ＰＥＧまたはステアリン酸ＰＥＧによって誘導
体化されたホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）を含むリポソームが、血中循環半減
期の著しい増加を有することを示す実験について記載している。Ｂｌｕｍｅら（Ｂｉｏｃ
ｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ，１９９０，１０２９，９１）は
、このような観察を、他のＰＥＧ誘導体化リン脂質、例えば、ジステアロイルホスファチ
ジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ）とＰＥＧとの組み合わせから形成されるＤＳＰＥ－Ｐ
ＥＧに広げた。外部表面に共有結合されたＰＥＧ部分を有するリポソームが、欧州特許Ｅ
Ｐ第０　４４５　１３１　Ｂ１号および国際公開ＷＯ第９０／０４３８４号（Ｆｉｓｈｅ
ｒ）に記載されている。ＰＥＧによって誘導体化された１～２０モルパーセントのＰＥを
含有するリポソーム組成物、およびその使用方法が、Ｗｏｏｄｌｅら（米国特許第５，０
１３，５５６号、および第５，３５６，６３３号）、ならびにＭａｒｔｉｎら（（米国特
許第５，２１３，８０４号および欧州特許ＥＰ第０　４９６　８１３　Ｂ１号）によって
記載されている。他の多くの脂質－ポリマー共役体を含むリポソームが、国際公開ＷＯ第
９１／０５５４５号および米国特許第５，２２５，２１２号（共にＭａｒｔｉｎらによる
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）、ならびに国際公開ＷＯ第９４／２００７３号（Ｚａｌｉｐｓｋｙら）に開示されてい
る。ＰＥＧ修飾セラミド脂質を含むリポソームが、国際公開ＷＯ第９６／１０３９１号（
Ｃｈｏｉら）に記載されている。米国特許第５，５４０，９３５号（Ｍｉｙａｚａｋｉら
）および米国特許第５，５５６，９４８号（Ｔａｇａｗａら）は、表面に官能基部分をさ
らに誘導体化することができるＰＥＧ含有リポソームについて記載している。
【０１３４】
　核酸を含む多くのリポソームが当該技術分野において既知である。Ｔｈｉｅｒｒｙらに
よる国際公開ＷＯ第９６／４００６２号は、高分子量の核酸をリポソーム中にカプセル化
するための方法を開示している。Ｔａｇａｗａらによる米国特許第５，２６４，２２１号
は、タンパク質結合リポソームを開示し、かかるリポソームの内容物にはｄｓＲＮＡが含
まれ得ると主張している。Ｒａｈｍａｎらによる米国特許第５，６６５，７１０号は、オ
リゴデオキシヌクレオチドをリポソーム中にカプセル化する特定の方法について記載して
いる。Ｌｏｖｅらによる国際公開ＷＯ第９７／０４７８７号は、ｒａｆ遺伝子を標的とす
るｄｓＲＮＡを含むリポソームを開示している。
【０１３５】
　トランスファーソームはさらに別の種類のリポソームであり、薬物送達媒体の興味を引
く候補者である、高度に変形可能な脂質凝集物である。トランスファーソームは脂質小滴
として記載されてもよく、これは、高度に変形可能であるため、この小滴より小さな孔に
容易に浸透することができる。トランスファーソームは、それらが使用される環境に適合
可能であり、例えば、自己最適性（皮膚の孔の形状に適合する）、自己修復性であり、し
ばしば断片化されることなく標的に到達し、しばしば自己負荷性（ｓｅｌｆ－ｌｏａｄｉ
ｎｇ）である。トランスファーソームを作製するために、標準的なリポソーム組成物に対
して、表面エッジアクチベータ（ｓｕｒｆａｃｅ　ｅｄｇｅ－ａｃｔｉｖａｔｏｒ）、通
常界面活性剤を添加することができる。トランスファーソームは、血清アルブミンを皮膚
へ送達するために使用されている。血清アルブミンのトランスファーソームによって媒介
される送達は、血清アルブミンを含有する溶液の皮下注射と同様に効果的であることが示
されている。
【０１３６】
　界面活性剤は、エマルジョン（マイクロエマルジョンを含む）およびリポソーム等の製
剤中に幅広い用途を見出す。天然および合成の両方の、多くの異なる種類の界面活性剤の
性質を分類および順位付ける最も一般的な方法は、親水性／親油性バランス（ＨＬＢ）の
使用によるものである。親水性基（「頭部基」としても知られる）の性質が、製剤に使用
される異なる界面活性剤を分類するための最も有用な手段を提供する（Ｒｉｅｇｅｒ，ｉ
ｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋ
ｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，１９８８，ｐ．２８５）。
【０１３７】
　界面活性剤分子がイオン化されていない場合、これは、非イオン性界面活性剤として分
類される。非イオン性界面活性剤は、医薬品および化粧品に幅広い用途を見出し、広範な
ｐＨ値にわたって使用可能である。一般に、それらのＨＬＢ値は、その構造に依存して、
２～約１８の範囲である。非イオン性界面活性剤には、エチレングリコールエステル、プ
ロピレングリコールエステル、グリセリルエステル、ポリグリセリルエステル、ソルビタ
ンエステル、スクロースエステル、およびエトキシ化エステル等の非イオン性エステルが
含まれる。脂肪アルコールエトキシ化物（ｅｔｈｏｘｙｌａｔｅ）、プロポキシ化（ｐｒ
ｏｐｏｘｙｌａｔｅｄ）アルコール、およびエトキシ化／プロポキシ化ブロックポリマー
等の非イオン性アルカノールアミドおよびエーテルも、このクラスに含まれる。ポリオキ
シエチレン界面活性剤が、非イオン性界面活性剤のクラスのうちで最も一般的な構成物質
である。
【０１３８】
　界面活性剤分子が水中に溶解または分散された時に負の電荷を保有する場合、その界面
活性剤は、アニオン性として分類される。アニオン性界面活性剤には、石鹸等のカルボン
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酸塩、アシルラクチレート（ｌａｃｔｙｌａｔｅ）、アミノ酸のアシルアミド、アルキル
硫酸塩およびエトキシ化アルキル硫酸塩等の硫酸のエステル、アルキルベンゼンスルホネ
ート、アシルイセチオネート（ｉｓｅｔｈｉｏｎａｔｅ）、アシルタウレート（ｔａｕｒ
ａｔｅ）、およびスルホコハク酸塩等のスルホネート、ならびにリン酸塩が含まれる。ア
ニオン性界面活性剤のクラスのうちで最も重要な構成物質は、アルキル硫酸塩および石鹸
である。
【０１３９】
　界面活性剤分子が正の荷電を保有する場合、それが水中に溶解または分散されると、そ
の界面活性剤はカチオン性として分類される。カチオン性界面活性剤には、第四アンモニ
ウム塩およびエトキシ化アミンが含まれる。第四アンモニウム塩がこのクラスで最も使用
される構成物質である。
【０１４０】
　界面活性剤分子が正または負の電荷のいずれをも保有する能力を有する場合、その界面
活性剤は、両性として分類される。両性界面活性剤には、アクリル酸誘導体、置換アルキ
ルアミド、Ｎ－アルキルベタイン、およびフォスファチドが含まれる。
【０１４１】
　薬品、製剤、およびエマルジョン中の界面活性剤の使用が概説されている（Ｒｉｅｇｅ
ｒ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｍａｒｃｅｌ　
Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，１９８８，ｐ．２８５）。
【０１４２】
　核酸脂質粒子
　一実施形態において、本発明で取り上げられるＴＴＲのｄｓＲＮＡは、脂質製剤中に完
全にカプセル化されて、ＳＰＬＰ、ｐＳＰＬＰ、ＳＮＡＬＰ、または他の核酸脂質粒子を
形成する。本明細書で使用される、「ＳＮＡＬＰ」という用語は、ＳＰＬＰを含む安定な
核酸脂質粒子を指す。本明細書で使用される、「ＳＰＬＰ」という用語は、脂質小胞内に
カプセル化されたプラスミドＤＮＡを含む核酸脂質粒子を指す。ＳＮＡＬＰおよびＳＰＬ
Ｐは、典型的には、カチオン性脂質、非カチオン性脂質、および粒子の凝集を阻止する脂
質（例えば、ＰＥＧ脂質共役体）を含有する。ＳＮＡＬＰおよびＳＰＬＰは、静脈内（ｉ
．ｖ．）注射後に長時間の循環寿命を呈し、遠位の部位（例えば、投与部位から物理的に
離れた部位）に蓄積するため、全身適用に非常に有用である。ＳＰＬＰには、「ｐＳＰＬ
Ｐ」が含まれ、これには、ＰＣＴ公開ＷＯ第００／０３６８３号に記載されるカプセル化
された縮合剤と核酸との複合体が含まれる。本発明の粒子は、典型的には約５０ｎｍ～約
１５０ｎｍ、より典型的には約６０ｎｍ～約１３０ｎｍ、より典型的には約７０ｎｍ～約
１１０ｎｍ、最も典型的には約７０～約９０ｎｍの平均直径を有し、実質的に無毒である
。さらに、該核酸は、本発明の核酸脂質粒子中に存在する場合、水溶液中でヌクレアーゼ
による分解に抵抗性である。核酸脂質粒子およびその調製方法は、例えば、米国特許第５
，９７６，５６７号、第５，９８１，５０１号、第６，５３４，４８４号、第６，５８６
，４１０号、第６，８１５，４３２号、およびＰＣＴ公開ＷＯ第９６／４０９６４号に開
示されている。
【０１４３】
　一実施形態において、脂質の薬物に対する比率（質量／質量比率）（例えば、脂質のｄ
ｓＲＮＡに対する比率）は、約１：１～約５０：１、約１：１～約２５：１、約３：１～
約１５：１、約４：１～約１０：１、約５：１～約９：１、または約６：１～約９：１の
範囲内であろう。
【０１４４】
　カチオン性脂質は、例えば、Ｎ，Ｎ－ジオレイル－Ｎ，Ｎ－ジメチルクロライド（ＤＯ
ＤＡＣ）、Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）
、Ｎ－（Ｉ－（２，３－ジオレオイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルクロ
ライド（ＤＯＴＡＰ）、Ｎ－（Ｉ－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，
Ｎ－トリメチルアンモニウムクロライド（ＤＯＴＭＡ）、Ｎ，Ｎ－ジメチル－２，３－ジ
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オレイルオキシ）プロピルアミン（ＤＯＤＭＡ）、１，２－ジリノレイルオキシ（ＤｉＬ
ｉｎｏｌｅｙｌｏｘｙ）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎＤＭＡ）、１，２
－ジリノレニルオキシ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅｎｙｌｏｘｙ）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロ
パン（ＤＬｅｎＤＭＡ）、１，２－ジリノレイルカルバモイルオキシ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅ
ｙｌｃａｒｂａｍｏｙｌｏｘｙ）－３－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎ－Ｃ－ＤＡＰ
）、１，２－ジリノレイオキシ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅｙｏｘｙ）－３－（ジメチルアミノ）
アセトキシプロパン（ＤＬｉｎ－ＤＡＣ）、１，２－ジリノレイオキシ－３－モルホリノ
プロパン（ＤＬｉｎ－ＭＡ）、１，２－ジリノレオイル－３－ジメチルアミノプロパン（
ＤＬｉｎＤＡＰ）、１，２－ジリノレイルチオ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅｙｌｔｈｉｏ）－３－
ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎ－Ｓ－ＤＭＡ）、１－リノレオイル－２－リノレイル
オキシ（ｌｉｎｏｌｅｙｌｏｘｙ）－３－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎ－２－ＤＭ
ＡＰ）、１，２－ジリノレイルオキシ－３－トリメチルアミノプロパンクロライド塩（Ｄ
Ｌｉｎ－ＴＭＡ．Ｃｌ）、１，２－ジリノレオイル－３－トリメチルアミノプロパンクロ
ライド塩（ＤＬｉｎ－ＴＡＰ．Ｃｌ）、１，２－ジリノレイルオキシ－３－（Ｎ－メチル
ピペラジノ）プロパン（ＤＬｉｎ－ＭＰＺ）、または３－（Ｎ，Ｎ－ジリノレイルアミノ
（Ｄｉｏｌｅｙｌａｍｉｎｏ）－１，２－プロパンジオール（ＤＬｉｎＡＰ）、３－（Ｎ
，Ｎ－ジオレイルアミノ）－１，２－プロパンジオ（ｐｒｏｐａｎｅｄｉｏ）（ＤＯＡＰ
）、１，２－ジリノレイルオキソ（Ｄｉｌｉｎｏｌｅｙｌｏｘｏ）－３－（２－Ｎ，Ｎ－
ジメチルアミノ）エトキシプロパン（ＤＬｉｎ－ＥＧ－ＤＭＡ）、１，２－ジリノレニル
オキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロパン（ＤＬｉｎＤＭＡ）、２，２－ジリノレイル（
Ｄｉｌｉｎｏｌｅｙｌ）－４－ジメチルアミノメチル－［１，３］－ジオキソラン（ＤＬ
ｉｎ－Ｋ－ＤＭＡ）、またはそれらの類似体、（３ａＲ，５ｓ，６ａＳ）－Ｎ，Ｎ－ジメ
チル－２，２－ジ（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエニル）テトラヒドロ
－３ａＨ－シクロペンタ［ｄ］［１，３］ジオキソール－５－アミン（ＡＬＮ１００）、
（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３１－テトラエ
ン－１９－イル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート（ＭＣ３）、１，１’－（２－（４
－（２－（（２－（ビス（２－ヒドロキシドデシル）アミノ）エチル）（２－ヒドロキシ
ドデシル）アミノ）エチル）ピペラジン－１－イル）エチルアザネジイル）ジドデカン－
２－オール（Ｔｅｃｈ　Ｇ１）、あるいはそれらの混合物であり得る。カチオン性脂質は
、粒子中に存在する総脂質の約２０モル％～約５０モル％、または約４０モル％からなり
得る。
【０１４５】
　別の実施形態では、脂質ｓｉＲＮＡナノ粒子を調製するために、化合物、２，２－ジリ
ノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，３］－ジオキソランを使用することができ
る。２，２－ジリノレイル－４－ジメチルアミノエチル－［１，３］－ジオキソランの合
成については、２００８年１０月２３日出願の米国仮特許出願第６１／１０７，９９８号
に記載され、当該特許は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１４６】
　一実施形態において、脂質ｓｉＲＮＡ粒子には、４０％の２，２－ジリノレイル－４－
ジメチルアミノエチル－［１，３］－ジオキソラン、１０％のＤＳＰＣ、４０％のコレス
テロール、１０％のＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧ（モルパーセント）が含まれ、粒径６３．０±
２０ｎｍおよび０．０２７のｓｉＲＮＡ／脂質比である。
【０１４７】
　非カチオン性脂質は、ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）、ジオレオイ
ルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ
）、ジオレオイルホスファチジルグリセロール（ＤＯＰＧ）、ジパルミトイルホスファチ
ジルグリセロール（ＤＰＰＧ）、ジオレオイル－ホスファチジルエタノールアミン（ＤＯ
ＰＥ）、パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン（ＰＯＰＣ）、パルミトイルオレ
オイルホスファチジルエタノールアミン（ＰＯＰＥ）、ジオレオイル－ホスファチジルエ
タノールアミン　４－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボキシレー
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ト（ＤＯＰＥ－ｍａｌ）、ジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＰＰＥ）
、ジミリストイルホスホエタノールアミン（ＤＭＰＥ）、ジステアロイル－ホスファチジ
ル－エタノールアミン（ＤＳＰＥ）、１６－Ｏ－モノメチルＰＥ、１６－Ｏ－ジメチルＰ
Ｅ、１８－１－トランスＰＥ、１－ステアロイル－２－オレオイル－ホスファチジエタノ
ールアミン（ＳＯＰＥ）、コレステロール、またはそれらの混合物を含むが、これらに限
定されない、アニオン性脂質または中性脂質であり得る。非カチオン性脂質は、コレステ
ロールが含まれる場合、粒子中に存在する総脂質の約５モル％～約９０モル％、約１０モ
ル％、または約５８モル％であり得る。
【０１４８】
　粒子の凝集を阻害する共役された脂質は、例えば、制限されないが、ＰＥＧ－ジアシル
グリセロール（ＤＡＧ）、ＰＥＧ－ジアルキルオキシプロピル（ＤＡＡ）、ＰＥＧ－リン
脂質、ＰＥＧ－セラミド（Ｃｅｒ）、またはそれらの混合物を含む、ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）－脂質であり得る。ＰＥＧ－ＤＡＡ共役体は、例えば、ＰＥＧ－ジラウリ
ルオキシプロピル（Ｃｉ２）、ＰＥＧ－ジミリスチルオキシプロピル（Ｃｉ４）、ＰＥＧ
－ジパルミチルオキシプロピル（Ｃｉ６）、またはＰＥＧ－ジステアリルオキシプロピル
（Ｃ］８）であり得る。粒子の凝集を阻止する共役された脂質は、粒子中に存在する総脂
質の０モル％～約２０モル％、または約２モル％であり得る。
【０１４９】
　幾つかの実施形態において、該核酸脂質粒子には、例えば、粒子中に存在する総脂質の
約１０モル％～約６０モル％、または約４８モル％のコレステロールがさらに含まれる。
【０１５０】
ＬＮＰ０１
　一実施形態において、脂質様（ｌｉｐｉｄｏｉｄ）ＮＤ９８－４ＨＣｌ（ＭＷ１４８７
）（式１）、コレステロール（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、およびＰＥＧ－Ｃｅｒａ
ｍｉｄｅ　Ｃ１６（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）を使用して、脂質ｓｉＲ
ＮＡナノ粒子（すなわち、ＬＮＰ０１粒子）を調製することができる。それぞれエタノー
ル中の原液を、ＮＤ９８、１３３ｍｇ／ｍＬ；コレステロール、２５ｍｇ／ｍＬ；ＰＥＧ
－Ｃｅｒａｍｉｄｅ　Ｃ１６、１００ｍｇ／ｍＬのように調製することができる。次いで
、ＮＤ９８、コレステロール、およびＰＥＧ－Ｃｅｒａｍｉｄｅ　Ｃ１６の原液を、例え
ば、４２：４８：１０のモル比に混合することができる。混合された脂質溶液は、最終エ
タノール濃度が約３５～４５％、および最終酢酸ナトリウム濃度が約１００～３００ｍＭ
になるように、（例えば、酢酸ナトリウム（ｐＨ５）中の）ｓｉＲＮＡ水溶液と混合する
ことができる。脂質ｓｉＲＮＡナノ粒子は、典型的には、混合時に自然発生的に形成され
る。所望の粒径分布に依存して、得られたナノ粒子混合物は、例えば、Ｌｉｐｅｘ　Ｅｘ
ｔｒｕｄｅｒ（Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｌｉｐｉｄｓ，Ｉｎｃ）等のサーモバレル押出機（ｔ
ｈｅｒｍｏｂａｒｒｅｌ　ｅｘｔｒｕｄｅｒ）を使用して、ポリカーボネート膜（例えば
、１００ｎｍカットオフ）を通して押し出すことができる。場合によっては、押出ステッ
プは割愛されてもよい。エタノール除去および同時の緩衝液交換は、例えば、透析または
接線流濾過によって達成することができる。緩衝液は、例えば、約ｐＨ７、例えば、約ｐ
Ｈ６．９、約ｐＨ７．０、約ｐＨ７．１、約ｐＨ７．２、約ｐＨ７．３、または約ｐＨ７
．４のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）と交換することができる。
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【化１】

　ＬＮＰ０１製剤については、例えば、国際出願公開ＷＯ第２００８／０４２９７３号に
記載されており、当該出願は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１５１】
　さらなる例示的な脂質ｓｉＲＮＡ製剤は、以下の通りである。

【表１－１】
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【表１－２】

【０１５２】
　ＬＮＰ０９製剤およびＸＴＣを含む製剤は、例えば、２００９年９月３日出願の米国仮
出願第６１／２３９，６８６号に記載されており、当該出願は、参照により本明細書に組
み込まれる。ＬＮＰ１１製剤およびＭＣ３を含む製剤は、例えば、２００９年９月２２日
出願の米国仮出願第６１／２４４，８３４号に記載されており、当該出願は、参照により
本明細書に組み込まれる。
【０１５３】
　標準的な方法、または押出を伴わない方法のうちのいずれかによって調製された製剤を
同様の様態で特徴付けることができる。例えば製剤は、典型的には、目視検査によって特
徴付けられる。それらは、凝集物または沈降物のない、白っぽい半透明の溶液であるべき
である。脂質ナノ粒子の粒径および粒径分布は、例えば、Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉ
ｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ（ＵＳＡ）を使用して、光散乱によって測定す
ることができる。粒子は、４０～１００ｎｍ等の約２０～３００ｎｍの粒径であるべきで
ある。粒径分布は、単峰型であるべきである。製剤中、ならびに捕捉された画分中の総ｓ
ｉＲＮＡ濃度は、色素排除アッセイを使用して推定される。製剤化されたｓｉＲＮＡの試
料を、製剤を分裂させる界面活性剤、例えば、０．５％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００の存在
または不在下、Ｒｉｂｏｇｒｅｅｎ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）等のＲＮＡに
結合する色素を用いてインキュベートすることができる。製剤中の総ｓｉＲＮＡは、標準
曲線に対する、該界面活性剤を含有する試料からのシグナルによって決定することができ
る。捕捉された画分を、総ｓｉＲＮＡ含有量からｓｉＲＮＡを「含まない」含有量（界面
活性剤の不在下のシグナルによって測定される）を差し引くことによって決定する。捕捉
されたｓｉＲＮＡのパーセントは、典型的には８５％超である。ＳＮＡＬＰ製剤について
は、粒径は、少なくとも３０ｎｍ、少なくとも４０ｎｍ、少なくとも５０ｎｍ、少なくと
も６０ｎｍ、少なくとも７０ｎｍ、少なくとも８０ｎｍ、少なくとも９０ｎｍ、少なくと
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も１００ｎｍ、少なくとも１１０ｎｍ、および少なくとも１２０ｎｍである。好適な範囲
は、典型的には少なくとも約５０ｎｍ～少なくとも約１１０ｎｍ、少なくとも約６０ｎｍ
～少なくとも約１００ｎｍ、または少なくとも約８０ｎｍ～少なくとも約９０ｎｍである
。
【０１５４】
　経口投与用の組成物および製剤には、粉末もしくは顆粒、微粒子、ナノ粒子、水もしく
は疎水性媒体中の懸濁液もしくは溶液、カプセル、ゲルカプセル、サシェット、錠剤、ま
たはミニタブレットが含まれる。増粘剤、香味剤、希釈剤、乳化剤、分散助剤、または結
合剤が望ましくあり得る。幾つかの実施形態において、経口製剤とは、本発明で取り上げ
られるｄｓＲＮＡが、１つ以上の浸透促進剤、界面活性剤、およびキレート化剤と併用し
て投与されるものである。好適な界面活性剤には、脂肪酸および／またはそのエステルも
しくは塩、胆汁酸および／またはその塩が含まれる。好適な胆汁酸／塩には、ケノデオキ
シコール酸（ＣＤＣＡ）およびウルソデオキシケノデオキシコール酸（ＵＤＣＡ）、コー
ル酸、デヒドロコール酸、デオキシコール酸、グルコール酸（ｇｌｕｃｈｏｌｉｃ　ａｃ
ｉｄ）、グリコール酸（ｇｌｙｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉｄ）、グリコデオキシコール酸、タ
ウロコール酸、タウロデオキシコール酸、タウロ－２４，２５－ジヒドロ－フシジン酸ナ
トリウム、ならびにグリコジヒドロフシジン酸ナトリウムが含まれる。好適な脂肪酸には
、アラキドン酸、ウンデカン酸、オレイン酸、ラウリン酸、カプリル酸、カプリン酸、ミ
リスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプリン酸、ト
リカプリン酸、モノオレイン、ジラウリン、グリセリル１－モノカプリン酸、１－ドデシ
ルアザシクロヘプタン－２－オン、アシルカルニチン、アシルコリン、またはモノグリセ
リド、ジグリセリド、もしくはその薬剤として許容される塩（例えば、ナトリウム）が含
まれる。幾つかの実施形態において、浸透促進剤の組み合わせが使用され、例えば、胆汁
酸／塩と組み合わせた脂肪酸／塩が挙げられる。例示的な１つの組み合わせは、ラウリン
酸、カプリン酸、およびＵＤＣＡのナトリウム塩である。さらなる浸透促進剤には、ポリ
オキシエチレン－９－ラウリルエーテル、ポリオキシエチレン－２０－セチルエーテルが
含まれる。本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡは、噴霧乾燥粒子を含む顆粒形態で経口的
に送達されるか、または微小もしくはナノ粒子を形成するように複合されてもよい。ｄｓ
ＲＮＡ複合剤には、ポリ－アミノ酸類；ポリイミン類；ポリアクリレート類；ポリアルキ
ルアクリレート類、ポリオキセタン類、ポリアルキルシアノアクリレート類；カチオン化
ゼラチン類、アルブミン類、デンプン類、アクリレート類、ポリエチレングリコール類（
ＰＥＧ）、およびデンプン類；ポリアルキルシアノアクリレート類；ＤＥＡＥ誘導体化ポ
リイミン類、ポルラン（ｐｏｌｌｕｌａｎ）類、セルロース類、およびデンプン類が含ま
れる。好適な複合剤には、キトサン、Ｎ－トリメチルキトサン、ポリ－Ｌ－リジン、ポリ
ヒスチジン、ポリオルニチン、ポリスペルミン、プロタミン、ポリビニルピリジン、ポリ
チオジエチルアミノメチルエチレンＰ（ＴＤＡＥ）、ポリアミノスチレン（例えば、ｐ－
アミノ）、ポリ（メチルシアノアクリレート）、ポリ（エチルシアノアクリレート）、ポ
リ（ブチルシアノアクリレート）、ポリ（イソブチルシアノアクリレート）、ポリ（イソ
ヘキシルシアノアクリレート）、ＤＥＡＥ－メタクリレート、ＤＥＡＥ－ヘキシルアクリ
レート、ＤＥＡＥ－アクリルアミド、ＤＥＡＥ－アルブミンおよびＤＥＡＥ－デキストラ
ン、ポリメチルアクリレート、ポリヘキシルアクリレート、ポリ（Ｄ，Ｌ－乳酸）、ポリ
（ＤＬ－乳酸－ｃｏ－グリコール酸（ＰＬＧＡ）、アルギン酸塩、ならびにポリエチレン
グリコール（ＰＥＧ）が含まれる。ｄｓＲＮＡ用の経口製剤およびそれらの調製は、米国
特許第６，８８７，９０６号、米国特許公開第２００３００２７７８０号、および米国特
許第６，７４７，０１４号に詳細に記載され、これらはそれぞれ、参照によりその全体が
本明細書に組み込まれる。
【０１５５】
　非経口、実質内（脳内への）、くも膜下腔内、脳室内、または肝内投与用の組成物およ
び製剤には、滅菌水溶液が含まれてもよく、これも、限定されないが、浸透促進剤、担体
化合物、および他の薬剤として許容される担体もしくは賦形剤等の緩衝液、希釈剤、およ
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び他の好適な添加剤を含有し得る。
【０１５６】
　本発明の医薬組成物には、溶液、エマルジョン、およびリポソームを含有する製剤が含
まれるが、これらに限定されない。これらの組成物は、予め形成された液体、自己乳化型
固体および、自己乳化型半固体を含む種々の構成成分から生成することができるが、これ
らに限定されない。肝臓癌等の肝障害を処置する際に肝臓を標的とする製剤が特に好まし
い。
【０１５７】
　本発明の医薬製剤は、簡便に単位剤形で提示することができ、医薬産業において周知で
ある従来の技法によって、調製することができる。かかる技法には、活性成分を１つもし
くは複数の医薬用担体または１つもしくは複数の賦形剤と合わせるステップが含まれる。
一般に、該製剤は、活性成分を液体担体もしくは微粉化した固体担体、あるいはその両方
と均一かつ密接に関連させ、次いで必要であれば該産物を成形することによって調製され
る。
【０１５８】
　本発明の組成物は、限定されないが、錠剤、カプセル、ゲルカプセル、液体シロップ、
軟質ゲル、坐薬、および浣腸等の考えられる多くの剤形のうちのいずれかに製剤化するこ
とができる。また、本発明の組成物は、水性、疎水性、または混合媒体中の懸濁液として
製剤化することもできる。水性懸濁液は、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウ
ム、ソルビトール、および／またはデキストランを含む、懸濁液の粘度を増加させる物質
をさらに含有することができる。また、懸濁液は、安定剤も含有することができる。
【０１５９】
エマルジョン
　本発明の組成物は、エマルジョンとして調製および製剤化することができる。エマルジ
ョンは、典型的には、１つの液体が、通常直径０．１μｍを超える液滴の形態の別の液体
中に分散された多相系である（Ｉｄｓｏｎ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏ
ｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅ
ｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．
Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．１９９、Ｒｏｓｏｆｆ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎ
ｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，Ｎ．Ｙ．，Ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．２４５、Ｂｌｏｃｋ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ
　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　２，ｐ．３３５、Ｈｉｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ
．，ｉｎ　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．，１９８５，ｐ．３
０１）。エマルジョンは、しばしば、互いに密接に混合および分散される、２つの非混合
性の液相を含む二相系である。一般に、エマルジョンは、油中水（ｗ／ｏ）型または水中
油（ｏ／ｗ）型のいずれかの種類であり得る。水相が、大部分を占める油相中に微細に分
割されて、微小液滴として分散される場合、得られる組成物は、油中水（ｗ／ｏ）型エマ
ルジョンと称される。あるいは、油相が、大部分を占める水相中に微細に分割されて、微
小液滴として分散される場合、得られる組成物は、水中油（ｏ／ｗ）型エマルジョンと称
される。エマルジョンは、分散相に加えてさらなる構成成分と、水相または油相のいずれ
か中の溶液として、またはそれ自体別個の相として存在し得る、活性薬物とを含有するこ
とができる。また、乳化剤、安定剤、染料、および抗酸化剤等の医薬用賦形剤が、必要に
応じてエマルジョン中に存在してもよい。また、医薬用エマルジョンは、例えば、油中水
中油（ｏ／ｗ／ｏ）型および水中油中水（ｗ／ｏ／ｗ）型エマルジョンの場合等の、２つ
を超える相を含む、多重エマルジョンであってもよい。このような複合製剤は、しばしば
、単純な二元エマルジョンは提供しない、特定の利点を提供する。ｏ／ｗ型エマルジョン
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の個々の油滴が小さな水滴を囲む多重エマルジョンは、ｗ／ｏ／ｗ型エマルジョンを構成
する。同様に、油の連続相中で安定化された水の小球内に囲まれた油滴の系は、ｏ／ｗ／
ｏ型エマルジョンを提供する。
【０１６０】
　エマルジョンは、熱力学的安定性によってほとんどまたは全く特徴付けられない。しば
しば、エマルジョンの分散相または不連続相が、外相または連続相中に良好に分散され、
乳化剤の手段または製剤の粘度によってこの形態が維持される。エマルジョンの相のいず
れも、エマルジョン型軟膏基剤およびクリームの場合のように、半固体または固体であり
得る。エマルジョンを安定化する他の手段は、エマルジョンのいずれかの相に組み込むこ
とができる乳化剤の使用を必要とする。乳化剤は、大きく、合成界面活性剤、天然に存在
する乳化剤、吸収基剤、および微細に分散された固体の４つのカテゴリーに分類すること
ができる（Ｉｄｓｏｎ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍ
ｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８
，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ
　１，ｐ．１９９）。
【０１６１】
　合成界面活性剤は、表面活性剤としても知られ、エマルジョン製剤における広範な適用
性が見出されており、文献で概説されている（Ｒｉｅｇｅｒ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　
Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．２８５、Ｉｄｓｏｎ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　
ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，１９８８，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．１９９）。界面活性剤は、典型
的には両親媒性であり、親水性および疎水性の部分を含む。界面活性剤の、親水性の疎水
性に対する比率は、親水性／親油性バランス（ＨＬＢ）と称されており、製剤の調製時の
界面活性剤の分類および選択における、貴重なツールである。界面活性剤は、親水性基の
性質に基づいて、　非イオン性、アニオン性、カチオン性、および両性の異なるクラスに
分類することができる（Ｒｉｅｇｅｒ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａ
ｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ
．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．
，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．２８５）。
【０１６２】
　エマルジョン製剤に使用される天然に存在する乳化剤には、ラノリン、蜜蝋、フォスフ
ァチド類、レシチン、およびアカシアが含まれる。吸収基剤は、水を吸収してｗ／ｏ型エ
マルジョンを形成するが、依然として無水ラノリンおよび親水性ペトロラタム等のそれら
の半固体の稠度を保持することができる、親水性を有する。微細に分割された固体も、特
に界面活性剤と組み合わせて、また粘性の調製物中で、良好な乳化剤として使用されてい
る。これらには、極性の無機固体、例えば、重金属水酸化物、非膨張性粘土、例えば、ベ
ントナイト、アタパルジャイト、ヘクトライト、カオリン、モンモリロナイト、コロイド
性ケイ酸アルミニウムおよびコロイド性ケイ酸アルミニウムマグネシウム、顔料、ならび
に非極性固体、例えば、炭素もしくはトリステアリン酸グリセリルが含まれる。
【０１６３】
　また、多岐にわたる非乳化材料もエマルジョン製剤に含まれ、エマルジョンの性質に寄
与する。これらには、脂肪、油、ワックス、脂肪酸、脂肪アルコール、脂肪エステル、湿
潤剤、親水性コロイド、防腐剤、および抗酸化剤が含まれる（Ｂｌｏｃｋ，ｉｎ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅ
ｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎ
ｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．３３５、Ｉｄｓｏｎ，ｉｎ
　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒ
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ｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅ
ｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．１９９）。
【０１６４】
　親水性コロイドまたは親水コロイドには、多糖類（例えば、アカシア、寒天、アルギン
酸、カラゲニン、グアーガム、カラヤガム、およびトラガカント）、セルロース誘導体（
例えば、カルボキシメチルセルロースおよびカルボキシプロピルセルロース）、および合
成ポリマー（例えば、カルボマー、セルロースエーテル、およびカルボキシビニルポリマ
ー）等の、天然に存在するガムおよび合成ポリマーが含まれる。これらは、水中で分散ま
たは膨張して、分散相の液滴の周りに強い界面薄膜を形成し、外相の粘度を増加させるこ
とによってエマルジョンを安定化させる、コロイド溶液を形成する。
【０１６５】
　エマルジョンは、しばしば、微生物の成長を容易に支持することができる炭水化物、タ
ンパク質、ステロール、およびフォスファチド等の多くの成分を含有するため、これらの
製剤には、しばしば防腐剤が組み込まれる。エマルジョン製剤に含まれる一般的に使用さ
れる防腐剤には、メチルパラベン、プロピルパラベン、第四アンモニウム塩、塩化ベンザ
ルコニウム、ｐ－ヒドロキシ安息香酸のエステル、およびホウ酸が含まれる。また、製剤
の劣化を阻止するために、抗酸化剤も一般的にエマルジョン製剤に添加される。使用され
る抗酸化剤は、フリーラジカルスカベンジャー、例えば、トコフェロール、アルキルガレ
ート、ブチル化ヒドロキシアニソール、ブチル化ヒドロキシトルエン、または還元剤、例
えば、アスコルビン酸およびメタ重亜硫酸ナトリウム、ならびに抗酸化剤シナージスト、
例えば、クエン酸、酒石酸、およびレシチンであり得る。
【０１６６】
　皮膚、経口、および非経口経路を介するエマルジョン製剤の適用、ならびにそれらを製
造するための方法は、文献で概説されている（Ｉｄｓｏｎ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂ
ａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．１９９）。経口送達用のエマルジョン製剤
は、製剤化の容易さ、ならびに吸収および生物学的利用能の見地からの有効性から、非常
に広範に使用されている（Ｒｏｓｏｆｆ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓ
ａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄ
ｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ
．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．２４５、Ｉｄｓｏｎ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅ
ｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．１９９）。鉱油基材の緩下剤、油溶性ビタミン、お
よび高脂肪栄養調製物が、ｏ／ｗ型エマルジョンとして一般的に経口投与されている材料
に含まれる。
【０１６７】
　本発明の一実施形態において、ｄｓＲＮＡおよび核酸の組成物が、マイクロエマルジョ
ンとして製剤化される。マイクロエマルジョンは、水、油、および単一の、光学的に等方
性かつ熱力学的に安定な液体溶液である両親媒性物質の系として定義することができる（
Ｒｏｓｏｆｆ，ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉ
ｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒ
ｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ
．２４５）。典型的には、マイクロエマルジョンは、まず油を界面活性剤水溶液中に分散
し、次に十分な量の第４の構成成分、一般には中間鎖長のアルコールを添加して透明な系
を形成することによって調製される、系である。したがって、マイクロエマルジョンは、
表面活性分子の界面薄膜によって安定化される、２つの非混和液の熱力学的に安定で等方
的な、透明の分散物質としても記載されている（Ｌｅｕｎｇ　ａｎｄ　Ｓｈａｈ，ｉｎ：
Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ：Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａｎｄ
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　Ａｇｇｒｅｇａｔｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｒｏｓｏｆｆ，Ｍ．，Ｅｄ．，１９８９，ＶＣ
Ｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐａｇｅｓ　１８５－２１５）。マイク
ロエマルジョンは、一般的に、油、水、界面活性剤、共界面活性剤、および電解質を含む
、３～５つの構成成分の組み合わせを通じて調製される。マイクロエマルジョンが油中水
（ｗ／ｏ）型、または水中油（ｏ／ｗ）型であるかは、使用される油および界面活性剤の
性質、ならびに界面活性剤分子の極性頭部および炭化水素尾部の構造および幾何学的な畳
み込みに依存する（Ｓｃｈｏｔｔ，ｉｎ　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏ
ｎ，Ｐａ．，１９８５，ｐ．２７１）。
【０１６８】
　相図を利用する現象論的手法が広範に研究されており、マイクロエマルジョンを製剤化
する方法についての包括的な知識を当業者にもたらしている（Ｒｏｓｏｆｆ，ｉｎ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｒｉｅｇ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉ
ｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．２４５、Ｂｌｏｃｋ，ｉ
ｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，
Ｒｉｅｇｅｒ　ａｎｄ　Ｂａｎｋｅｒ（Ｅｄｓ．），１９８８，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋ
ｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌｕｍｅ　１，ｐ．３３５）。従来
のエマルジョンと比較して、マイクロエマルジョンは、自然発生的に形成される熱力学的
に安定な液滴の製剤において、不水溶性薬物を可溶化する利点を提示する。
【０１６９】
　マイクロエマルジョンの調製に使用される界面活性剤には、単独、または共界面活性剤
と組み合わせた、イオン性界面活性剤、非イオン性界面活性剤、Ｂｒｉｊ　９６、ポリオ
キシエチレンオレイルエーテル、ポリグリセロール脂肪酸エステル、テトラグリセロール
モノラウレート（ＭＬ３１０）、テトラグリセロールモノオレエート（ＭＯ３１０）、ヘ
キサグリセロールモノオレエート（ＰＯ３１０）、ヘキサグリセロールペンタオレエート
（ＰＯ５００）、デカグリセロールモノカプレート（ＭＣＡ７５０）、デカグリセロール
モノオレエート（ＭＯ７５０）、デカグリセロールセクイオレエート（ｓｅｑｕｉｏｌｅ
ａｔｅ）（ＳＯ７５０）、デカグリセロールデカオレエート（ＤＡＯ７５０）が含まれる
が、これらに限定されない。共界面活性剤は、通常、エタノール、１－プロパノール、お
よび１－ブタノール等の短鎖アルコールであるが、界面活性剤の薄膜中に浸透し、その結
果、界面活性剤分子の間に生成される空隙のために不規則な薄膜を形成することによって
、界面流動性を増加させる役目を果たす。しかしながら、マイクロエマルジョンは、共界
面活性剤の使用を伴わずに調製することができ、アルコールを含まない自己乳化型のマイ
クロエマルジョン系が、当該技術分野において既知である。水相は、典型的には、水、該
薬物の水溶液、グリセロール、ＰＥＧ３００、ＰＥＧ４００、ポリグリセロール、プロピ
レングリコール、およびエチレングリコールの誘導体であり得るが、これらに限定されな
い。油相には、Ｃａｐｔｅｘ　３００、Ｃａｐｔｅｘ　３５５、Ｃａｐｍｕｌ　ＭＣＭ、
脂肪酸エステル、中鎖（Ｃ８～Ｃ１２）のモノ、ジ、およびトリ－グリセリド、ポリオキ
シエチル化グリセリル脂肪酸エステル、脂肪アルコール、ポリ糖化（ｐｏｌｙｇｌｙｃｏ
ｌｉｚｅｄ）グリセリド、飽和ポリ糖化Ｃ８～Ｃ１０グリセリド、植物油、ならびにシリ
コーンオイル等の材料が含まれ得るが、これらに限定されない。
【０１７０】
　マイクロエマルジョンは、薬物の可溶化および薬物吸収の亢進の見地から、特に興味深
い。ペプチドを含む薬物の経口での生物学的利用能を亢進させるために、脂質基剤のマイ
クロエマルジョン（ｏ／ｗ型およびｗ／ｏ型の両方）が提案されている（Ｃｏｎｓｔａｎ
ｔｉｎｉｄｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１
９９４，１１，１３８５－１３９０、Ｒｉｔｓｃｈｅｌ，Ｍｅｔｈ．Ｆｉｎｄ．Ｅｘｐ．
Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，１９９３，１３，２０５）。マイクロエマルジョンは
、改善された薬物の可溶化、酵素的加水分解からの薬物の保護、界面活性剤が誘発する膜
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流動性および透過性における変化による薬物吸収の潜在的な亢進、調製の容易さ、固形剤
形を超える経口投与の容易さ、改善された臨床的効力、および低減した毒性の利点を提供
する（Ｃｏｎｓｔａｎｔｉｎｉｄｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９４，１１，１３８５、Ｈｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．
Ｓｃｉ．，１９９６，８５，１３８－１４３）。しばしば、マイクロエマルジョンは、そ
の構成成分が周囲温度で引き合わされると、自然発生的に形成され得る。これは、熱不安
定性の薬物、ペプチド、またはｄｓＲＮＡを製剤化する際に特に有利であり得る。また、
マイクロエマルジョンは、化粧用途および医薬用途の双方における活性構成成分の経皮送
達に効果的である。本発明のマイクロエマルジョン組成物および製剤は、消化管からのｄ
ｓＲＮＡおよび核酸の向上された体内吸収を促進し、ｄｓＲＮＡおよび核酸の局所的な細
胞取り込みを改善することが期待される。
【０１７１】
　また、本発明のマイクロエマルジョンは、製剤の特性を改善し、本発明のｄｓＲＮＡお
よび核酸の吸収を亢進させるための、モノステアリン酸ソルビタン（Ｇｒｉｌｌ　３）、
Ｌａｂｒａｓｏｌ、および浸透促進剤等のさらなる構成成分および添加剤を含有すること
ができる。本発明のマイクロエマルジョンに使用される浸透促進剤は、界面活性剤、脂肪
酸、胆汁塩、キレート剤、および非キレート非界面活性剤の、５つの大きなカテゴリーの
うちの１つに属するものとして分類することができる（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔ
ｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９１，ｐ．９２）。これらのクラスのそれぞれが、上述されてい
る。
【０１７２】
浸透促進剤
　一実施形態において、本発明は、核酸、特にｄｓＲＮＡの、動物の皮膚への効率的な送
達を達成させるために、種々の浸透促進剤を用いる。ほとんどの薬物は、イオン化および
非イオン化の両方の形態で溶液中に存在する。しかしながら、通常脂溶性または親油性の
薬物のみが、容易に細胞膜を横断する。横断される膜が浸透促進剤で処理されている場合
、非親油性薬物でさえも、細胞膜を横断し得ることが発見されている。非親油性薬物の細
胞膜を横断する拡散の補助に加えて、浸透促進剤は、親油性薬物の透過性も亢進する。
【０１７３】
　浸透促進剤は、界面活性剤、脂肪酸、胆汁塩、キレート剤、および非キレート非界面活
性剤の、５つの大きなカテゴリーのうちの１つに属するものとして分類することができる
（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９１，ｐ．９２）。浸透促進
剤の前述のクラスのそれぞれについて、以下により詳細に記載する。
【０１７４】
　界面活性剤：本発明に関連して、界面活性剤（または「表面活性剤」）とは、水溶液中
に溶解されると、溶液の表面張力または該水溶液と別の液体との間の界面張力を減少させ
、粘膜を通るｄｓＲＮＡの吸収が亢進されるという結果をもたらす、化学物質である。胆
汁塩および脂肪酸に加えて、これらの浸透促進剤には、例えば、ラウリル硫酸ナトリウム
、ポリオキシエチレン－９－ラウリルエーテル、およびポリオキシエチレン－２０－セチ
ルエーテル）（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈ
ｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９１，ｐ．９２
）、ならびにＦＣ－４３等のペルフルオロ化合物エマルジョンが含まれる（Ｔａｋａｈａ
ｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，１９８８，４０，２５
２）。
【０１７５】
　脂肪酸：浸透促進剤として作用する種々の脂肪酸およびそれらの誘導体には、例えば、
オレイン酸、ラウリン酸、カプリン酸（ｎ－デカン酸）、ミリスチン酸、パルミチン酸、
ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、ジカプリン酸、トリカプリン酸、モノオレイン
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（１－モノオレオイル－ｒａｃ－グリセロール）、ジラウリン、カプリル酸、アラキドン
酸、グリセロール１－モノカプリン酸、１－ドデシルアザシクロヘプタン－２－オン、ア
シルカルニチン、アシルコリン、それらのＣ１－１０アルキルエステル（例えば、メチル
、イソプロピル、およびｔ－ブチル）、ならびにそれらのモノおよびジ－グリセリド（す
なわち、オレイン酸塩、ラウリン酸塩、カプリン酸塩、ミリスチン酸塩、パルミチン酸塩
、ステアリン酸塩、リノール酸塩等）が含まれる（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔｉｃ
ａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｙｉｅｒ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９１，ｐ．９２、Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖ
ｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
，１９９０，７，１－３３、Ｅｌ　Ｈａｒｉｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｐｈ
ａｒｍａｃｏｌ．，１９９２，４４，６５１－６５４）。
【０１７６】
　胆汁塩：胆汁の生理学的役割には、脂質および脂溶性ビタミンの分散および吸収の促進
が含まれる（Ｂｒｕｎｔｏｎ，Ｃｈａｐｔｅｒ　３８　ｉｎ：　Ｇｏｏｄｍａｎ　＆　Ｇ
ｉｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅ
ｒａｐｅｕｔｉｃｓ，９ｔｈ　Ｅｄ．，Ｈａｒｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．　Ｅｄｓ．，Ｍｃ
Ｇｒａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９６，ｐｐ．９３４－９３５）。種々の天
然胆汁塩、およびそれらの合成誘導体は、浸透促進剤として作用する。したがって、「胆
汁塩」という用語には、胆汁の天然に存在する構成成分のうちのいずれも、ならびにそれ
らの合成誘導体のうちのいずれもが含まれる。好適な胆汁塩には、例えば、コール酸（も
しくはその薬剤として許容されるナトリウム塩、コール酸ナトリウム）、デヒドロコール
酸（デヒドロコール酸ナトリウム）、デオキシコール酸（デオキシコール酸ナトリウム）
、グルコール酸（グルコール酸ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ　ｇｌｕｃｈｏｌａｔｅ））、
グリコール酸（グリココール酸ナトリウム）、グリコデオキシコール酸（グリコデオキシ
コール酸ナトリウム）、タウロコール酸（タウロコール酸ナトリウム）、タウロデオキシ
コール酸（タウロデオキシコール酸ナトリウム）、ケノデオキシコール酸（ケノデオキシ
コール酸ナトリウム）、ウルソデオキシコール酸（ＵＤＣＡ）、タウロ－２４，２５－ジ
ヒドロ－フシジン酸ナトリウム（ＳＴＤＨＦ）、グリコジヒドロフシジン酸ナトリウム、
およびポリオキシエチレン－９－ラウリルエーテル（ＰＯＥ）が含まれる（Ｌｅｅ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９１，ｐａｇｅ　９２；Ｓｗｉｎｙａｒｄ，
Ｃｈａｐｔｅｒ　３９　Ｉｎ：　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．，Ｇｅｎｎａｒｏ，ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．，１９９０，ｐａｇｅｓ　７８２－７８
３、Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９０，７，１－３３、Ｙａｍ
ａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．，１９９２，２６３，
２５、Ｙａｍａｓｈｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．，１９９０，７９
，５７９－５８３）。
【０１７７】
　キレート剤：本発明に関連して使用されるキレート剤は、金属イオンとの複合体を形成
することによって溶液から金属イオンを除去し、粘膜を通るｄｓＲＮＡの吸収の亢進とい
う結果をもたらす化合物として、定義することができる。本発明における浸透促進剤とし
ての使用に関して、ほとんどの特徴付けられたＤＮＡヌクレアーゼは触媒作用に二価金属
イオンを必要とすることから、キレート剤によって阻害されるため、キレート剤は、ＤＮ
アーゼ阻害剤としても機能するさらなる利点を有する（Ｊａｒｒｅｔｔ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍ
ａｔｏｇｒ．，１９９３，６１８，３１５－３３９）。好適なキレート剤には、エチレン
ジアミン四酢酸二ナトリウム（ＥＤＴＡ）、クエン酸、サリチル酸塩（例えば、サリチル
酸ナトリウム、５－メトキシサリチル酸塩、およびホモバニレート（ｈｏｍｏｖａｎｉｌ
ａｔｅ））、コラーゲンのＮ－アシル誘導体、ラウレス－９、およびベータ－ジケトンの
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Ｎ－アミノアシル誘導体（エナミン）が含まれるが、これらに限定されない（Ｌｅｅ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒ
ｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９１，ｐａｇｅ　９２、Ｍｕｒａｎｉｓｈ
ｉ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃ
ａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９０，７，１－３３、Ｂｕｕｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌ．，１９９０，１４，４３－５１）。
【０１７８】
　非キレート非界面活性剤：本明細書で使用される、非キレート非界面活性剤の浸透促進
化合物は、キレート剤または界面活性剤としてわずかな活性しか示さないが、それにもか
かわらず消化器粘膜を通じてのｄｓＲＮＡの吸収を亢進する化合物として、定義すること
ができる（Ｍｕｒａｎｉｓｈｉ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａ
ｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１９９０，７，１－３３）
。このクラスの浸透促進剤には、例えば、不飽和環状尿素、１－アルキル－および１－ア
ルケニルアザシクロ－アルカノン誘導体（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒ
ｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ，１９９１，ｐａｇｅ　９２）、ならびにジクロフェナクナトリウム、インドメタシ
ン、およびフェニルブタゾン等の非ステロイド性抗炎症薬（Ｙａｍａｓｈｉｔａ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，１９８７，３９，６２１－６２６）が
含まれる。
【０１７９】
担体
　また、本発明の特定の組成物には、製剤中に担体化合物が組み込まれる。本明細書で使
用される、「担体化合物」または「担体」は、不活性（すなわち、それ自体生物活性を有
さない）であるが、例えば、生物活性のある核酸の分解、または循環からのその除去の促
進によって、生物活性を有する核酸の生物学的利用能を減少させるインビボ過程によって
、核酸として認識される、核酸、またはその類似体を指すことができる。核酸と担体化合
物との同時投与は、典型的には後者の物質を過剰に伴い、おそらく共通の受容体に対する
担体化合物と核酸との間の競合により、肝臓、腎臓、または他の循環外の貯蔵所で回収さ
れる核酸の量の著しい減少をもたらし得る。例えば、肝組織中の部分的ホスホロチオエー
トｄｓＲＮＡの回収は、それがポリイノシン酸、硫酸デキストラン、ポリシチジン酸（ｐ
ｏｌｙｃｙｔｉｄｉｃ　ａｃｉｄ）、または４’－アセトアミド－４イソチオシアノ－ス
チルベン－２，２’－ジスルホン酸と同時投与される場合、減少され得る（Ｍｉｙａｏ　
ｅｔ　ａｌ．，ＤｓＲＮＡ　Ｒｅｓ．Ｄｅｖ．，１９９５，５，１１５－１２１、Ｔａｋ
ａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，ＤｓＲＮＡ　＆　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖ．
，１９９６，６，１７７－１８３）。
【０１８０】
賦形剤
　担体化合物とは対照的に、「医薬用担体」または「賦形剤」は、１つ以上の核酸を動物
に送達するための、薬剤として許容される溶媒、懸濁剤、または任意の他の薬理学的に不
活性な媒体である。賦形剤は液体または固体であり得、核酸および所定の医薬組成物の他
の構成成分と組み合わされた時に、所望の用量、軟度等を提供するように、計画された投
与の様態を念頭において選択される。典型的な医薬用担体には、結合剤（例えば、アルフ
ァ化トウモロコシデンプン、ポリビニルピロリドン、またはヒドロキシプロピルメチルセ
ルロース等）、充填剤（例えば、ラクトースおよび他の糖、微結晶性セルロース、ペクチ
ン、ゼラチン、硫酸カルシウム、エチルセルロース、ポリアクリレート、またはリン酸水
素カルシウム等）、滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、タルク、シリカ、コロ
イド状二酸化ケイ素、ステアリン酸、金属ステアリン酸塩、硬化植物油、コーンスターチ
、ポリエチレングリコール、安息香酸ナトリウム、酢酸ナトリウム等）、崩壊剤（例えば
、デンプン、デンプングリコール酸ナトリウム等）、ならびに湿潤剤（例えば、ラウリル
硫酸ナトリウム等）が含まれるが、これらに限定されない。
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【０１８１】
　また、核酸と有害に反応しない、経口（ｎｏｎ－ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ）投与に好適な
薬剤として許容される有機または無機賦形剤を、本発明の組成物を製剤化するために使用
することができる。好適な薬剤として許容される担体には、水、塩類溶液、アルコール、
ポリエチレングリコール、ゼラチン、ラクトース、アミロース、ステアリン酸マグネシウ
ム、タルク、ケイ酸、粘性パラフィン、ヒドロキシメチルセルロース、ポリビニルピロリ
ドン等が含まれるが、これらに限定されない。
【０１８２】
　核酸の局所投与用の製剤には、滅菌および非滅菌水溶液、アルコール等の一般的な溶媒
中の非水溶液、または液体もしくは固形の油基剤中の核酸の溶液が含まれ得る。該溶液は
、緩衝液、希釈剤、および他の好適な添加剤も含有し得る。核酸と有害に反応しない、経
口（ｎｏｎ－ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ）投与に好適な薬剤として許容される有機または無機
賦形剤を使用することができる。
【０１８３】
　好適な薬剤として許容される賦形剤には、水、塩類溶液、アルコール、ポリエチレング
リコール、ゼラチン、ラクトース、アミロース、ステアリン酸マグネシウム、タルク、ケ
イ酸、粘性パラフィン、ヒドロキシメチルセルロース、ポリビニルピロリドン等が含まれ
るが、これらに限定されない。
【０１８４】
他の構成成分
　本発明の組成物は、医薬組成物中に従来認められる他の補助的な構成成分を、それらの
当該技術分野において確立された使用量レベルで、さらに含有することができる。したが
って、例えば、本組成物は、さらに、例えば、鎮痒薬、収斂薬、局所麻酔薬、または抗炎
症薬等の、適合性の、薬剤として活性な材料を含有してもよく、あるいは、染料、香味剤
、防腐剤、抗酸化剤、乳白剤、増粘剤、および安定剤等の、本発明の組成物の種々の剤形
に物理的に製剤化するために有用な、さらなる材料を含有してもよい。しかし、かかる材
料は、添加された時に、本発明の組成物の構成成分の生物活性を過度に妨げてはならない
。該製剤を滅菌し、所望される場合、補助的な薬剤、例えば、該製剤の１つまたは複数の
核酸と有害に相互作用しない滑沢剤、防腐剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響を
及ぼすための塩、緩衝液、着色物質、香味物質、および／または芳香物質等と混合しても
よい。
【０１８５】
　水性懸濁液は、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、およ
び／またはデキストランを含む、懸濁液の粘度を増加させる物質を含有することができる
。また、懸濁液は、安定剤も含有することができる。
【０１８６】
　幾つかの実施形態において、本発明で取り上げられる医薬組成物には、（ａ）１つ以上
のｄｓＲＮＡ化合物および（ｂ）非ＲＮＡｉ機序によって機能する１つ以上の抗サイトカ
イン生物剤が含まれる。かかる生物学の例には、ＩＬ１β（例えばアンキンラ）、ＩＬ６
（トシリズマブ）、またはＴＮＦ（エタネルセプト、インフリキシマブ、アドリムマブ、
もしくはセルトリズマブ）を標的とする生物学が含まれる。
【０１８７】
　かかる化合物の毒性および治療効果は、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％に致死的な用
量）、およびＥＤ５０（集団の５０％に治療上有効な用量）を決定するための、細胞培養
物または実験動物における標準的な医薬的手順によって決定することができる。毒性効果
と治療効果との間の用量比は、治療指数であり、ＬＤ５０／ＥＤ５０比として表すことが
できる。高い治療指数を呈する化合物が好ましい。
【０１８８】
　細胞培養アッセイおよび動物研究から得られるデータを、ヒトにおける使用のための一
連の投薬量の処方決定に使用することができる。本発明で取り上げられる組成物の投薬量
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は、一般に、ほとんどまたは全く毒性のないＥＤ５０を含む循環濃度の範囲内にある。投
薬量は、用いられる剤形および利用される投与経路に依存して、この範囲内で異なり得る
。本発明で取り上げられる方法において使用されるいずれの化合物についても、治療上有
効な用量は、まず細胞培養アッセイから推定することができる。用量は、動物モデルにお
いて、細胞培養において決定される、ＩＣ５０（すなわち、症状の半値阻害を達成する試
験化合物の濃度）を含む、化合物、または適切な場合は、標的配列のポリペプチド産物の
循環血漿濃度範囲（例えば、該ポリペプチドの濃度の低下を達成する）を達成するように
、処方決定することができる。かかる情報を使用して、ヒトにおいて有用な用量をより正
確に決定することができる。血漿中レベルは、例えば、高速液体クロマトグラフィーによ
って測定することができる。
【０１８９】
　それらの投与に加えて、上述のように、本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡは、ＴＴＲ
の発現によって媒介される病理過程の処置に効果的な他の既知の薬剤と組み合わせて投与
することができる。いずれの場合においても、投与する医師は、当該技術分野において既
知であるか、または本明細書に記載される、標準的な有効性の測定値を使用して得られた
結果に基づいて、ｄｓＲＮＡ投与の量およびタイミングを調整することができる。
【０１９０】
ＴＴＲ遺伝子の発現によって引き起こされる疾患を治療するための方法
　本発明は、特に、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮＡ、およびＴＴＲ媒介性障害もしくは疾
患の治療のための少なくとも１つのかかるｄｓＲＮＡを含有する組成物の使用に関する。
例えば、ＴＴＲ遺伝子を標的とするｄｓＲＮＡは、家族性アミロイド神経障害（ＦＡＰ）
、家族性アミロイド心筋症（ＦＡＣ）、髄膜／ＣＮＳアミロイドーシス、アミロイドーシ
スＶＩＩ型（髄膜もしくは脳血管性アミロイドーシスとしても知られている）、高サイロ
キシン血症、および心アミロイドーシス（老年性全身アミロイドーシス（ＳＳＡ）および
老年性心アミロイドーシス（ＳＣＡ）とも称される）等のＴＴＲアミロイドーシスの治療
のために有用であり得る。
【０１９１】
　図１５は、家族性アミロイド神経障害、家族性アミロイド心筋症、およびＣＮＳアミロ
イドーシスと関連するＴＴＲにおける、症状および変異を図示する。本発明には、これら
の疾患および症状の治療のための組成物および方法が含まれ、ＴＴＲのこれらの変異型を
対象とする。
【０１９２】
　ＴＴＲ遺伝子を標的とするｄｓＲＮＡはまた、ＴＴＲアミロイドーシス等の症状および
障害の治療にも使用される。かかるアミロイドーシスと関連する症状には、例えば、発作
、認知症、ミエロパシー、多発性神経障害、手根管症候群、自律神経不全症、心筋症、胃
腸障害（例えば、胃潰瘍、下痢、便秘、または吸収不良）、体重の減少、肝腫大、リンパ
節腫脹症、甲状腺腫、硝子体混濁、腎不全（タンパク尿および腎機能障害を含む）、腎症
、脳神経障害、角膜格子状変性、および全身衰弱を伴ううっ血性心不全、ならびに体液の
停滞による呼吸困難が含まれる。
【０１９３】
　ＴＴＲの発現に対する阻害効果により、本発明に従う組成物またはそこから調製される
医薬組成物は、生活の質を向上させることができる。
【０１９４】
　本発明は、さらに、例えば、これらの障害を治療するために現在用いられているもの等
の、他の医薬品および／または他の治療方法、例えば、既知の医薬品および／または既知
の治療方法と併用して、例えば、ＴＴＲアミロイドーシスを治療するための、ｄｓＲＮＡ
またはその医薬組成物の使用に関する。一例では、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮＡは、肝
臓移植との併用で投与することができる。他の例では、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮＡは
、例えば、腎機能の管理のために、利尿薬、ＡＣＥ（アンジオテンシン変換酵素）阻害剤
、アンジオテンシン受容体遮断薬（ＡＲＢ）、または透析療法等の、ＴＴＲ疾患の症状を
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治療するための医薬的または治療方法と併用して、投与することができる。
【０１９５】
　ｄｓＲＮＡおよびさらなる治療薬は、同様の併用で、例えば、非経口で投与することが
できるか、またはさらなる治療薬は、別個の組成物の一部として、または本明細書に記載
の別の方法によって投与することができる。
【０１９６】
　本発明は、ＴＴＲアミロイドーシス、例えば、ＦＡＰ等のＴＴＲの発現によって媒介さ
れる疾患または障害を有する患者に、ＴＴＲを標的とするｄｓＲＮＡを投与する方法を取
り上げる。該ｄｓＲＮＡの投与は、例えば、ＦＡＰに罹患している患者において、末梢神
経系の機能を安定させ、向上させることができる。患者は、治療量のｄｓＲＮＡ、例えば
、０．１ｍｇ／ｋｇ、０．２ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、１．０ｍｇ／ｋｇ、１．５
ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、または２．５ｍｇ／ｋｇのｄｓＲＮＡを投与することが
できる。該ｄｓＲＮＡは、一定期間、例えば、５分間、１０分間、１５分間、２０分間、
２５分間、６０分間、１２０分間、または１８０分間にわたって投与することができる。
例えば、定期的に、例えば、１ヶ月、２ヶ月、３ヶ月、４ヶ月、またはそれ以上の期間、
隔週で（すなわち、２週間ごとに）、反復投与される。初期治療レジメン後、該治療は、
より低い頻度で、投与することができる。例えば、隔週で３ヶ月間、投与した後、６ヶ月
間、またはそれ以上の期間、１ヶ月に１回、反復投与することができる。該ｄｓＲＮＡの
投与は、患者における血液中または尿のＴＴＲレベルを、少なくとも２０％、２５％、３
０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、または９０％もしくはそれ以上軽減す
ることができる。
【０１９７】
　総量の該ｄｓＲＮＡを投与する前に、患者は、総量の５％用量等の少量の用量を投与し
、アレルギー反応または肝機能の変化等の副作用を監視することができる。例えば、肝機
能の変化に対して監視される患者において、ＬＦＴ（肝機能検査）の変化の低い発生率（
例えば、ＬＦＴの１０～２０％発生率）は、許容される（例えば、可逆的な、ＡＬＴ（ア
ラニンアミノトランスフェラーゼ）および／またはＡＳＴ（アスパラギン酸アミノトラン
スフェラーゼ）レベルの３倍の増加）。
【０１９８】
　多くのＴＴＲ関連の疾病および障害は、遺伝性である。したがって、ＴＴＲのｄｓＲＮ
Ａを必要とする患者は、家族歴を得ることによって特定することができる。医者、看護師
、または家族等のヘルスケア提供者は、ＴＴＲのｄｓＲＮＡを処方する、または投与する
前に家族歴を得ることができる。ＤＮＡテストもはまた、ＴＴＲのｄｓＲＮＡを患者に投
与する前に、ＴＴＲ遺伝子の変異を同定するために、該患者に実施され得る。
【０１９９】
　該患者は、ＴＴＲのｄｓＲＮＡを受ける前に実施される生検を有し得る。該生検は、例
えば、胃粘膜、末梢神経、皮膚、腹部脂肪、肝臓、もしくは腎臓等の組織上にあり得、該
生検は、ＴＴＲによって媒介される障害を示す、アミロイド斑を示し得る。アミロイド斑
を確認すると、患者は、ＴＴＲのｄｓＲＮＡが投与される。
【０２００】
ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための方法
　さらに別の態様において、本発明は、哺乳動物における、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害す
るための方法を提供する。該方法は、標的ＴＴＲ遺伝子の発現が停止されるように、本発
明で取り上げられる組成物を該哺乳動物に投与することを含む。
【０２０１】
　処置される生物がヒト等の哺乳動物である場合、本組成物は、頭蓋内（例えば脳室内、
脳実質内、およびくも膜下腔）、静脈内、筋肉内、皮下、経皮、気道（噴霧剤）、経鼻、
直腸、ならびに局所（口腔および舌下を含む）投与を含む、経口または非経口の経路を含
むが、これらに限定されない、当該技術分野において既知の任意の手段によって投与する
ことができる。ある実施形態において、本組成物は、静脈内注入もしくは注射によって投
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与される。
【０２０２】
　別途定義されない限り、本明細書で使用される全ての専門用語および化学用語は、本発
明が属する分野における当業者によって一般的に理解されるものと同一の意味を有する。
本発明で取り上げられるｄｓＲＮＡおよび方法の実践または試験に際して、本明細書に記
載されるものと同様または等価の方法および材料を使用することができるが、好適な方法
および材料を以下に記載する。本明細書で言及される全ての刊行物、特許出願、特許、お
よび他の参考文献は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。矛盾する場合は、
定義を含み、本明細書が優先される。さらに、材料、方法、および例は例示に過ぎず、限
定するものではない。
【実施例】
【０２０３】
実施例
実施例１．ｄｓＲＮＡ合成
試薬の供給源
試薬の供給源が本明細書に具体的に与えられていない場合、かかる試薬は、分子生物学の
用途に標準的な質／純度で、分子生物学用の試薬の任意の供給業者から得ることができる
。
【０２０４】
ｓｉＲＮＡ合成
　Ｅｘｐｅｄｉｔｅ　８９０９合成機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ａｐｐ
ｌｅｒａ　Ｄｅｕｔｓｃｈｌａｎｄ　ＧｍｂＨ、Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
、および固体支持体として制御細孔ガラス（ＣＰＧ、５００Å、Ｐｒｏｌｉｇｏ　Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｅ　ＧｍｂＨ（Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ））を使用して、１μモルの
規模で固相合成によって単鎖ＲＮＡを生成した。ＲＮＡおよび２’－Ｏ－メチルヌクレオ
チドを含有するＲＮＡを、対応するホスホラミダイトおよび２’－Ｏ－メチルホスホラミ
ダイト（Ｐｒｏｌｉｇｏ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ　ＧｍｂＨ（Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ））をそれぞれ用いて、固相合成によって生成した。これらの構成要素を、Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
Ｂｅａｕｃａｇｅ，Ｓ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（Ｅｄｒｓ．），Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ，ＵＳＡに記載されるような、標準的なヌ
クレオシドホスホラミダイト化学反応を用いて、オリゴリボヌクレオチド鎖の配列内の選
択された部位に組み込んだ。ヨウ素酸化剤溶液を、アセトニトリル（１％）中のＢｅａｕ
ｃａｇｅ試薬（Ｃｈｒｕａｃｈｅｍ　Ｌｔｄ（Ｇｌａｓｇｏｗ，ＵＫ））の溶液と置き換
えて、ホスホロチオエート結合を導入した。さらなる補助試薬をＭａｌｌｉｎｃｋｒｏｄ
ｔ　Ｂａｋｅｒ（Ｇｒｉｅｓｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）から入手した。
【０２０５】
　確立された手順に従い、陰イオン交換ＨＰＬＣによって、粗オリゴリボヌクレオチドの
脱保護および精製を行った。収量および濃度を、分光光度計（ＤＵ　６４０Ｂ、Ｂｅｃｋ
ｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＧｍｂＨ、（Ｕｎｔｅｒｓｃｈｌｅｉｓｓｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ））を使用した、２６０ｎｍの波長でのそれぞれのＲＮＡの溶液のＵＶ吸収によっ
て判定した。アニーリング緩衝液（２０ｍＭ　リン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、１００
ｍＭ　塩化ナトリウム）中で相補鎖の等モル溶液を混合し、３分間８５～９０℃の湯浴中
で加温し、３～４時間かけて室温に冷却することによって、二本鎖ＲＮＡを生成した。ア
ニールされたＲＮＡ溶液は、使用するまで－２０℃で保管した。
【０２０６】
　３’－コレステロールで共役したｓｉＲＮＡ（本明細書で－Ｃｈｏｌ－３’と称される
）の合成には、ＲＮＡ合成のために適切に改質された固体支持体が使用された。改質され
た固体支持体は、以下のように調製した。
【０２０７】
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　ジエチル－２－アザブタン－１，４－ジカルボキシレートＡＡ
【化２】

　水酸化ナトリウムの４．７Ｍの水溶液（５０ｍＬ）を、水（５０ｍＬ）中のグリシンエ
チル塩酸塩（３２．１９ｇ、０．２３モル）の、撹拌して氷冷した溶液に添加した。次い
で、エチルアクリレート（２３．１ｇ、０．２３モル）を添加し、混合物を、反応の完了
がＴＬＣによって確認されるまで、室温で撹拌した。１９時間後、該溶液をジクロロメタ
ン（３×１００ｍＬ）で分配した。有機層を無水硫酸ナトリウム上で乾燥させ、濾過し、
蒸発させた。残渣を蒸留して、ＡＡ（２８．８ｇ、６１％）を得た。
【０２０８】
　３－｛エトキシカルボニルメチル－［６－（９Ｈ－フルオレン－９－イルメトキシカル
ボニル－アミノ）－ヘキサノイル］－アミノ｝－プロピオン酸エチルエステルＡＢ
【化３】

　Ｆｍｏｃ－６－アミノ－ヘキサン酸（９．１２ｇ、２５．８３ミリモル）をジクロロメ
タン（５０ｍＬ）に溶解し、氷冷した。ジイソプロピルカルボジイミド（３．２５ｇ、３
．９９ｍＬ、２５．８３ミリモル）を該溶液に０℃で添加した。その後、ジエチル－アザ
ブタン－１，４－ジカルボキシレート（５ｇ、２４．６ミリモル）、およびジメチルアミ
ノピリジン（０．３０５ｇ、２．５ミリモル）を添加した。該溶液が室温になるようにし
、さらに６時間撹拌した。反応の完了をＴＬＣで確認した。反応混合物を真空下で濃縮し
、酢酸エチルを添加して、ジイソプロピル尿素を沈殿させた。この懸濁液を濾過した。濾
液を５％塩酸水溶液、５％飽和重炭酸ナトリウム、および水で洗浄した。合わせた有機層
を硫酸ナトリウム上で乾燥させて濃縮し、粗生成物を得て、カラムクロマトグラフィー（
５０％　ＥｔＯＡＣ／ヘキサン）で精製し、１１．８７ｇ（８８％）のＡＢを得た。
【０２０９】
　３－［（６－アミノ－ヘキサノイル）－エトキシカルボニルメチル－アミノ］－プロピ
オン酸エチルエステルＡＣ

【化４】

　３－｛エトキシカルボニルメチル－［６－（９Ｈ－フルオレン－９－イルメトキシカル
ボニルアミノ）－ヘキサノイル］－アミノ｝－プロピオン酸エチルエステルＡＢ（１１．
５ｇ、２１．３ミリモル）を、０℃のジメチルホルムアミド中の２０％ピペリジンに溶解
した。この溶液を１時間撹拌し続けた。反応混合物を真空下で濃縮し、残渣に水を添加し
、酢酸エチルで生成物を抽出した。この粗生成物をその塩酸塩に変換することによって精
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製した。
【０２１０】
　３－（｛６－［１７－（１，５－ジメチル－ヘキシル）－１０，１３－ジメチル－２，
３，４，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７－テトラデカヒ
ドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３－イルオキシカルボニルアミノ］－
ヘキサノイル｝エトキシカルボニルメチル－アミノ）－プロピオン酸エチルエステルＡＤ
【化５】

　３－［（６－アミノ－ヘキサノイル）－エトキシカルボニルメチル－アミノ］－プロピ
オン酸エチルエステルＡＣ（４．７ｇ、１４．８ミリモル）の塩酸塩をジクロロメタンに
取り込んだ。この懸濁液を氷上で０℃に冷却した。この懸濁液にジイソプロピルエチルア
ミン（３．８７ｇ、５．２ｍＬ、３０ミリモル）を添加した。得られた溶液に、コレステ
リルクロロホルメート（６．６７５ｇ、１４．８ミリモル）を添加した。反応混合物を終
夜撹拌した。反応混合物をジクロロメタンで希釈し、１０％塩酸で洗浄した。生成物をフ
ラッシュクロマトグラフィーで精製した（１０．３ｇ、９２％）。
【０２１１】
　１－｛６－［１７－（１，５－ジメチル－ヘキシル）－１０，１３－ジメチル－２，３
，４，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７－テトラデカヒド
ロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３－イルオキシカルボニルアミノ］－ヘ
キサノイル｝－４－オキソ－ピロリジン－３－カルボン酸エチルエステルＡＥ

【化６】

　カリウムｔ－ブトキシド（１．１ｇ、９．８ミリモル）を３０ｍＬの乾燥トルエンでス
ラリーにした。この混合物を氷上で０℃に冷却し、５ｇ（６．６ミリモル）のジエステル
ＡＤを２０分以内のうちに、撹拌しながらゆっくりと添加した。添加の間、温度は５℃未
満に維持した。撹拌を０℃で３０分間継続し、１ｍＬの氷酢酸、その直後に４０ｍＬの水
中の４ｇのＮａＨ２ＰＯ４Ｈ２Ｏを添加した。得られた混合物を２回、それぞれ１００ｍ
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衝液で洗浄し、乾燥させ、蒸発乾固させた。残渣を６０ｍＬのトルエンに溶解し、０℃に
冷却し、それぞれ５０ｍＬの、
ｐＨ９．５の冷炭酸塩緩衝液で３回抽出した。水性抽出液をリン酸でｐＨ３に調整し、そ
れぞれ４０ｍＬのクロロホルムで５回抽出し、合わせて乾燥させ、蒸発乾固させた。残渣
を２５％酢酸エチル／ヘキサンを使用して、カラムクロマトグラフィーで精製し、１．９
ｇのｂ－ケトエステルを得た（３９％）。
【０２１２】
　［６－（３－ヒドロキシ－４－ヒドロキシメチル－ピロリジン－１－イル）－６－オキ
ソ－ヘキシル］－カルバミン酸１７－（１，５－ジメチル－ヘキシル）－１０，１３－ジ
メチル－２，３，４，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７－
テトラデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３－イルエステルＡＦ
【化７】

　メタノール（２ｍＬ）を、ｂ－ケトエステルＡＥ（１．５ｇ、２．２ミリモル）と、テ
トラヒドロフラン（１０ｍＬ）中の水素化ホウ素ナトリウム（０．２２６ｇ、６ミリモル
）との還流混合物に、１時間かけて滴下した。撹拌を還流温度で１時間継続した。室温に
冷却後、１ＮのＨＣｌ（１２．５ｍＬ）を添加し、混合物を酢酸エチルで抽出した（３×
４０ｍＬ）。合わせた酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウム上で乾燥させ、真空下で濃縮し
て生成物を得て、カラムクロマトグラフィー（１０％　ＭｅＯＨ／ＣＨＣｌ３）で精製し
た（８９％）。
【０２１３】
　（６－｛３－［ビス－（４－メトキシ－フェニル）－フェニル－メトキシメチル］－４
－ヒドロキシ－ピロリジン－１－イル｝－６－オキソ－ヘキシル）－カルバミン酸１７－
（１，５－ジメチル－ヘキシル）－１０，１３－ジメチル－２，３，４，７，８，９，１
０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７－テトラデカヒドロ－１Ｈ－シクロペン
タ［ａ］フェナントレン－３－イルエステルＡＧ
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【化８】

　ジオールＡＦ（１．２５ｇ、１．９９４ミリモル）を、真空内でピリジン（２×５ｍＬ
）を用いて蒸発乾固した。無水ピリジン（１０ｍＬ）および４，４’－ジメトキシトリチ
ルクロリド（０．７２４ｇ、２．１３ミリモル）を撹拌しながら添加した。反応は、終夜
室温で行われた。メタノールを添加して反応を停止させた。反応混合物を真空下で濃縮し
、残渣にジクロロメタン（５０ｍＬ）を添加した。この有機層を１Ｍの飽和重炭酸ナトリ
ウム水溶液で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウム上で乾燥させ、濾過し、濃縮した。
トルエンを蒸発させて残渣のピリジンを除去した。この粗生成物をカラムクロマトグラフ
ィー（２％　ＭｅＯＨ／クロロホルム、５％　ＭｅＯＨ／ＣＨＣｌ３中Ｒｆ＝０．５）で
精製した（１．７５ｇ、９５％）。
【０２１４】
　コハク酸モノ－（４－［ビス－（４－メトキシ－フェニル）－フェニル－メトキシメチ
ル］－１－｛６－［１７－（１，５－ジメチル－ヘキシル）－１０，１３－ジメチル２，
３，４，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７－テトラデカヒ
ドロ－１Ｈシクロペンタ［ａ］フェナントレン－３－イルオキシカルボニルアミノ］－ヘ
キサノイル｝－ピロリジン－３－イル）エステルＡＨ
【化９】

　化合物ＡＧ（１．０ｇ、１．０５ミリモル）を無水コハク酸（０．１５０ｇ、１．５ミ
リモル）およびＤＭＡＰ（０．０７３ｇ、０．６ミリモル）と混合し、終夜４０℃の真空
内で乾燥させた。該混合物を無水ジクロロエタン（３ｍＬ）に溶解し、トリエチルアミン
（０．３１８ｇ、０．４４０ｍＬ、３．１５ミリモル）を添加し、この溶液をアルゴン雰
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し、氷冷クエン酸水溶液（５重量％、３０ｍＬ）および水（２×２０ｍＬ）で洗浄した。
該有機相を無水硫酸ナトリウム上で乾燥させ、濃縮乾固した。残渣をそのまま次のステッ
プに使用した。
【０２１５】
　コレステロール誘導体化ＣＰＧ　ＡＩ
【化１０】

　コハク酸ＡＨ（０．２５４ｇ、０．２４２ミリモル）を、ジクロロメタン／アセトニト
リル（３：２、３ｍＬ）の混合物に溶解した。その溶液に、アセトニトリル（１．２５ｍ
Ｌ）中のＤＭＡＰ（０．０２９６ｇ、０．２４２ミリモル）、アセトニトリル／ジクロロ
エタン（３：１、１．２５ｍＬ）中の２，２’－ジチオ－ビス（５－ニトロピリジン）（
０．０７５ｇ、０．２４２ミリモル）を順次添加した。得られた溶液に、アセトニトリル
（０．６ｍＬ）中のトリフェニルホスフィン（０．０６４ｇ、０．２４２ミリモル）を添
加した。反応混合物の色が鮮やかな橙色に変わった。この溶液を、手首動作式振盪機（ｗ
ｒｉｓｔ－ａｃｔｉｏｎ　ｓｈａｋｅｒ）を使用して短く撹拌した（５分）。長鎖アルキ
ルアミン－ＣＰＧ（ＬＣＡＡ－ＣＰＧ）（１．５ｇ、６１ｍＭ）を添加した。懸濁液を２
時間撹拌した。焼結漏斗を通してＣＰＧを濾過し、アセトニトリル、ジクロロメタン、お
よびエーテルで順次洗浄した。無水酢酸／ピリジンを使用して未反応のアミノ基を遮蔽し
た。達成されたＣＰＧの装填を、ＵＶ測定値を取ることによって測定した（３７ｍＭ／ｇ
）。
【０２１６】
　５’－１２－ドデカン酸ビスデシルアミド（ｂｉｓｄｅｃｙｌａｍｉｄｅ）基（本明細
書で「５’－Ｃ３２－」と称される）または５’－コレステリル誘導体基（本明細書で「
５’－Ｃｈｏｌ－」と称される）を担持するｓｉＲＮＡの合成は、コレステリル誘導体に
ついて、酸化ステップが、核酸オリゴマーの５’末端にホスホロチオエート結合を導入す
るために、Ｂｅａｕｃａｇｅ試薬を使用して行われたことを除いて、国際公開ＷＯ第２０
０４／０６５６０１号に記載されるように行った。
【０２１７】
　核酸配列を、標準的なヌクレオチド命名法、具体的には、表１の略語を使用して、以下
に示す。
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【表２】

【０２１８】
実施例２Ａ．ＴＴＲのｓｉＲＮＡ設計
転写物
　ｓｉＲＮＡ設計は、ヒト（記号ＴＴＲ）およびラット（記号Ｔｔｒ）からの遺伝子トラ
ンスチレチンを標的とするｓｉＲＮＡを同定するように行われた。該設計は、ＮＣＢＩ　
Ｒｅｆｓｅｑ収集からのＴＴＲの転写物ＮＭ＿０００３７１．２（配列番号１３２９）（
ヒト）およびＮＭ＿０１２６８１．１（配列番号１３３０）（ラット）を使用した。それ
らのそれぞれのＴＴＲ遺伝子に１００％同一性がある、ｓｉＲＮＡ二本鎖を設計した。
【０２１９】
ｓｉＲＮＡ設計および特異性の予測
　全ての可能な１９量体の予測された特異性を、それぞれの配列に対して決定した。ＴＴ
ＲのｓｉＲＮＡを、ＦＡＳＴＡアルゴリズムを用いて、ヒトおよびラットのトランスクリ
プトーム（ＮＣＢＩ　Ｒｅｆｓｅｑセット内のＮＭ＿およびＸＭ＿の記録のセットとして
定義される）に対する包括的検索において使用した。次いで、Ｐｙｔｈｏｎスクリプト「
オフターゲットＦａｓｔａ．ｐｙ」を使用して、整列を解析し、ｓｉＲＮＡと任意の潜在
的「オフターゲット」転写物との間のミスマッチの位置および数に基づいてスコアを得た
。該オフターゲットスコアは、分子の５’末端から２～９位での、ｓｉＲＮＡの「播種」
領域の差異を強調するように重み付けする。該オフターゲットスコアは、以下のとおり算
出される。オリゴと転写物との間のミスマッチに、ペナルティーを課す。オリゴの２～９
位での、播種領域のミスマッチには、２．８のペナルティーを課し、推定切断部位１０お
よび１１のミスマッチには、１．２のペナルティーを課し、１２～１９位でのミスマッチ
には、１のペナルティーを課す。１位でのミスマッチは、考慮されない。次いで、それぞ
れのオリゴ転写物対のオフターゲットスコアが、ミスマッチのペナルティーを合計するこ
とによって計算される。次いで、全てのオリゴ転写物対からの最小オフターゲットスコア
を決定し、オリゴのその後の分類に使用する。両方のｓｉＲＮＡ鎖を、算出したスコアに
従って、特異性のカテゴリーに割り当てた。３を超えるスコアは、高度の特異性があり、
３に等しいスコアは、特異性があり、２．２～２．８のスコアは、中程度の特異性がある
と見なす。どのオリゴが合成されるべきか選択するときに、アンチセンス鎖のオフターゲ
ットスコアを、降順に並べ、ヒトからの最良の１４４個（最小オフターゲットスコア）オ
リゴ対、およびラットからの最良の２６個の対を選択した。
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【０２２０】
ｓｉＲＮＡの配列選択
　ヒトＴＴＲに由来する合計１４０個のセンスおよび１４０個のアンチセンスのｓｉＲＮ
Ａオリゴを合成し、二本鎖に形成した。ラットＴＴＲに由来する合計２６個のセンスおよ
び２６個のアンチセンスのｓｉＲＮＡオリゴを合成し、二本鎖に形成した。該オリゴに含
まれた二本鎖を、表２～４（ヒトＴＴＲ）および表５～７（ラットＴＴＲ）に示す。
【０２２１】
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【表１０－２】

【０２２９】
ＴＴＲ配列の合成
　１μモルの規模で、ＭｅｒＭａｄｅ　１９２合成機において、ＴＴＲ配列を合成した。
配列表の全ての配列については、「エンドライト」化学反応を以下の詳細のように適用し
た。
　　・センス鎖内の全てのピリミジン（シトシンおよびウリジン）は、対応する２’－Ｏ
－メチル塩基（２’－Ｏ－メチルＣおよび２’－Ｏ－メチルＵ）と置換された。
　　・アンチセンス鎖では、リボＡヌクレオシドに隣接する（５’位に向かって）ピリミ
ジンは、それらの対応する２－Ｏ－メチルヌクレオシドと置換された。
　　・センスおよびアンチセンス配列の両方の３’末端で、２つの塩基ｄＴｄＴの拡張を
導入した。
　　・配列ファイルをテキストファイルに変換し、ＭｅｒＭａｄｅ１９２合成ソフトウェ
アにおける負荷に対して互換性を保つようにした。
【０２３０】
　ＴＴＲ配列の合成は、ホスホラミダイト化学反応を用いて、固定支持されたオリゴヌク
レオチド合成を使用した。９６ウェルプレート中の１ｕｍの規模で、上記の配列の合成を
行った。アミダイト溶液を、０．１Ｍ　濃度で調製し、エチルチオテトラゾール（アセト
ニトリル中０．６Ｍ）を活性剤として使用した。
【０２３１】
　合成した配列を切断し、第１のステップにおいてメチルアミン、および第２のステップ
において、トリエチルアミン３ＨＦを用いて、９６ウェルプレート中に脱保護した。この
ようにして得られた粗配列を、アセトンとエタノールの混合液を用いて、沈殿させ、ペレ
ットを、０．５Ｍ　酢酸ナトリウム緩衝液中に再懸濁させた。それぞれの配列からのサン
プルを、ＬＣ－ＭＳによって分析し、得られる大量データにより配列の同一性を確認した
。サンプルの選択されたセットはまた、ＩＥＸクロマトグラフィーによっても分析した。
【０２３２】
　過程における次のステップは、精製であった。全ての配列は、Ｓｏｕｒｃｅ　１５Ｑカ
ラムを用いて、ＡＫＴＡ　ｅｘｐｌｏｒｅｒ精製システムにおいて精製した。完全長配列
に対応する単一ピークを、溶離液中に収集し、続いて、イオン交換クロマトグラフィーに
よって純度について分析した。
【０２３３】
　ＡＫＴＡ精製器を用いて、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５カラム上に精製された配列を、脱
塩した。脱塩したＴＴＲ配列を、濃度および純度について分析した。次いで、ＴＴＲ－ｄ
ｓＲＮＡを形成するために、単鎖をアニールした。
【０２３４】
実施例２Ｂ：ｍＲＮＡ抑制に対するＴＴＲのｓｉＲＮＡのインビトロスクリーニング
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　ｄｓＲＮＡを標的とするヒトＴＴＲ（表２）について、ＴＴＲのｍＲＮＡを定量化する
ために、ｑＰＣＲ（リアルタイムＰＣＲ）およびｂＤＮＡ（分岐ＤＮＡ）アッセイを用い
て、ＨｅｐＧ２およびＨｅｐ３Ｂ細胞内の内因性ＴＴＲの発現の阻害のアッセイを行った
。ｄｓＲＮＡを標的とする齧歯類ＴＴＲ（表５）を合成し、ｂＤＮＡアッセイを用いて、
Ｈ．４．ＩＩ．Ｅ細胞内の内因性ＴＴＲの発現の阻害のアッセイを行った。単回用量アッ
セイからの結果は、ＩＣ５０を計算するための用量反応実験用のＴＴＲのｄｓＲＮＡ二本
鎖のサブセットを選択するために使用した。ＩＣ５０の結果は、さらなる試験用のＴＴＲ
のｄｓＲＮＡを選択するために使用した。
【０２３５】
　細胞培養および形質移入：
　肝細胞株のＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、およびＨ．４．ＩＩ．Ｅ細胞（ＡＴＣＣ、Ｍａｎ
ａｓｓａｓ，ＶＡ）を、トリプシン処理によりプレートから放出される前に、１０％　Ｆ
ＢＳ、ストレプトマイシン、およびグルタミン（ＡＴＣＣ）で補完されるダルベッコ改変
イーグル培地（ＡＴＣＣ）中の５％　ＣＯ２の雰囲気下で、３７℃でほぼコンフルエント
まで増殖した。また、Ｈ．４．ＩＩ．Ｅ細胞も、イーグル最小必須培地中で増殖した。逆
転写は、１０μＬのＯｐｔｉ－ＭＥＭに加えて、ウェル当たり０．２μＬのＬｉｐｏｆｅ
ｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭａｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ．ｃ
ａｔ＃１３７７８－１５０）と一緒に、９６ウェルプレート中に５μＬのＯｐｔｉ－ＭＥ
Ｍをウェル当たり５μＬのｓｉＲＮＡ二本鎖に添加することによって行われ、室温で１５
分間インキュベートした。次いで、４×１０４（ＨｅｐＧ２）、２×１０４（Ｈｅｐ３Ｂ
）、または２×１０４（Ｈ．４．ＩＩ．Ｅ）細胞を含有する、抗生物質を含有しない、８
０μＬの完全成長培地を添加した。ＲＮＡ精製前に、細胞を、２４時間インキュベートし
た。１０ｎＭの最終２倍濃度で単回用量実験を行い、１０、１、０．５、０．１、０．０
５、０．０１、０．００５、０．００１、０．０００５、０．０００１、０．００００５
、０．００００１ｎＭで用量反応実験を行った。
【０２３６】
ＭａｇＭＡＸ－９６総ＲＮＡ単離キット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏ
ｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ　ＣＡ，部品番号＃：ＡＭ１８３０）を用いた総ＲＮＡ単離：
　細胞は、採集され、１４０μＬの溶解／結合溶液中で溶解され、次いで、Ｅｐｐｅｎｄ
ｏｒｆ　Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒを用いて８５０ｒｐｍで１分間混合した（混合速度は、
過程を通して同一であった）。２０マイクロリットルの磁気ビーズを、細胞溶解物に添加
し、５分間混合した。磁気ビーズは、磁気スタンドを用いて捕捉し、ビーズを妨害するこ
となく、浮遊物を除去した。浮遊物を除去した後、磁気ビーズを洗浄液１（イソプロパノ
ールを添加）で洗浄し、１分間混合した。ビーズを再度捕捉し、浮遊物を除去した。次い
で、ビーズを１５０μＬの洗浄液２（エタノールを添加）で洗浄し、捕捉し、浮遊物を除
去した。次いで、５０μＬのＤＮアーゼ混合物（ＭａｇＭａｘ　ｔｕｒｂｏ　ＤＮａｓｅ
　ＢｕｆｆｅｒおよびＴｕｒｂｏ　ＤＮａｓｅ）をビーズに添加し、それらを１０～１５
分間混合した。混合後、１００μＬのＲＮＡ再生溶液を添加し、３分間混合した。浮遊物
を除去し、磁気ビーズを１５０μＬの洗浄液２で再度洗浄し、１分間混合し、浮遊物を完
全に除去した。磁気ビーズを２分間混合し、ＲＮＡを５０μＬの水で溶離する前に乾燥さ
せた。
【０２３７】
ＡＢＩ高性能ｃＤＮＡ逆転写キット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔ
ｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ，Ｃａｔ＃４３６８８１３）を用いたｃＤＮＡ合成：
　２μＬの１０×緩衝液、０．８μＬの２５×ｄＮＴＰ、２μＬのランダムプライマー、
１μＬの逆転写酵素、１μＬのＲＮａｓｅ　阻害剤、および反応当たり３．２μＬのＨ２

Ｏのマスターミックスを、１０μＬの総ＲＮＡに添加した。以下のステップを通して、Ｂ
ｉｏ－Ｒａｄ　Ｃ－１０００またはＳ－１０００のサーマルサイクラー（Ｈｅｒｃｕｌｅ
ｓ，ＣＡ）を用いて、ｃＤＮＡを生成した。２５℃で１０分間、３７℃で１２０分間、８
５℃で５秒間、４℃で保持。
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【０２３８】
リアルタイムＰＣＲ：
　２μＬのｃＤＮＡを、ＭｉｃｒｏＡｍｐ　Ｏｐｔｉｃａｌ　９６ウェルプレート（Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ｃａｔ＃４３２６６５９）中のウェル当たり１μＬ
の１８Ｓ　ＴａｑＭａｎプローブ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｃａｔ＃４
３１９４１３Ｅ）、１μＬのＴＴＲ　ＴａｑＭａｎプローブ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓ
ｙｓｔｅｍｓ　ｃａｔ＃　ＨＳ００１７４９１４　Ｍ１）、および１０μＬのＴａｑＭａ
ｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ　Ｃａｔ＃４３２４０１８）のマスターミックスを添加した。ΔΔＣｔ（ＲＱ
）アッセイを用いて、ＡＢＩ　７０００　ＰｒｉｓｍまたはＡＢＩ　７９００ＨＴリアル
タイムＰＣＲシステム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）において、リアルタイ
ムＰＣＲを行った。全ての反応を、３重に行った。
【０２３９】
　ΔΔＣｔ法を用いて、リアルタイムデータを分析し、倍率変化を計算するために、１０
ｎＭ　ＢｌｏｃｋＩＴ　蛍光オリゴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｔ＃２０１３）または
１０ｎＭ　ＡＤ－１９５５（非哺乳動物のルシフェラーゼ遺伝子を標的とする対照二本鎖
）で形質移入した細胞から行われたアッセイにたいして正規化した。
【０２４０】
分岐ＤＮＡアッセイ－ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ１．０（Ｐａｎｏｍｉｃｓ，Ｆｒｅｍｏｎｔ
，ＣＡ．ｃａｔ＃：ＱＧ０００４）－齧歯類特異的な二本鎖をスクリーニングするために
使用
　Ｈ．４．ＩＩ．Ｅ細胞（ＡＴＣＣ）を、１０ｎＭ　ｓｉＲＮＡで形質移入した。培地を
除去した後、Ｈ．４．ＩＩ．Ｅを、１００ｕｌの希釈した溶解混合物（１容量の溶解混合
物、２容量のヌクレアーゼを含有しない水、および２０ｍｇ／ｍＬの最終濃度に対して１
ｍＬ当たり１０ｕｌのプロテイナーゼＫの混合物）で溶解し、次いで、６５℃で３５分間
インキュベートした。次いで、８０μＬの作業プローブセット（ＴＴＲまたはＧＡＰＤＨ
プローブの混合物）および２０ｕｌの細胞溶解物を捕捉プレートに添加した。捕捉プレー
トを、５３℃±１℃で終夜（約１６～２０時間）インキュベートした。捕捉プレートは、
１×洗浄緩衝液（ヌクレアーゼを含有しない水、緩衝液の構成成分１、および洗浄緩衝液
の構成成分２の混合物）で３回洗浄し、次いで、１０００ｒｐｍで１分間遠心分離を行う
ことによって乾燥させた。１００μＬの増幅作業用試薬を捕捉プレートに添加し、次いで
、これを密閉し、４６℃±１℃で１時間インキュベートした。洗浄および乾燥ステップを
、１時間インキュベートした後に繰り返し、１００μＬの標識溶液試薬を添加した。次い
で該プレートを洗浄し、乾燥させ、１００μＬの基質（ラウリル硫酸リチウムと基質溶液
の混合物）を添加した。捕捉プレートを４６℃±１℃で３０分間インキュベーター中に入
れた。次いで、捕捉プレートをインキュベーターから取り出し、室温で３０分間インキュ
ベートした。最終的に、Ｖｉｃｔｏｒ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍ
ｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）を用いて、捕捉プレートを読み取った。
【０２４１】
分岐ＤＮＡアッセイ－ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ２．０（Ｐａｎｏｍｉｃｓ　ｃａｔ＃：ＱＳ
００１１）：全ての他の二本鎖をスクリーニングするために使用
　提示された用量で、２４時間インキュベートした後、培地を取り出し、細胞を、１００
ｕｌの溶解混合物（１容量の溶解混合物、２容量のヌクレアーゼを含有しない水、および
２０ｍｇ／ｍＬの最終濃度に対して１０ｕｌのプロテイナーゼＫ／ｍＬの混合物）中で溶
解し、次いで、６５℃で３５分間インキュベートした。次いで、２０μＬの作業プローブ
セット（遺伝子標的用のＴＴＲプローブおよび内因性対照用のＧＡＰＤＨ）および８０μ
Ｌの細胞溶解物を捕捉プレートに添加した。捕捉プレートを５５℃±１℃で（約１６～２
０時間）インキュベートした。翌日、該捕捉プレートを、１×洗浄緩衝液（ヌクレアーゼ
を含有しない水、緩衝液の構成成分１、および洗浄緩衝液の構成成分２）で３回洗浄し、
次いで、２４０ｇで１分間遠心分離を行うことによって乾燥させた。１００μＬの事前増
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幅作業試薬を捕捉プレートに添加し、これをアルミホイルで密閉し、５５℃±１℃で１時
間インキュベートした。１時間インキュベートした後、洗浄ステップを繰り返し、次いで
、１００μＬの増幅作業試薬を添加した。１時間後、洗浄および乾燥ステップを繰り返し
、１００μＬの標識プローブを添加した。捕捉プレートを、５０℃±１℃で１時間インキ
ュベートした。次いで、該プレートを１×洗浄緩衝液で洗浄し、乾燥させ、次いで、１０
０μＬの基質を捕捉プレートに添加した。５～１５分間インキュベートした後、Ｓｐｅｃ
ｔｒａＭａｘ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，Ｓｕｎ
ｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を用いて、捕捉プレートを読み取った。
【０２４２】
ｂＤＮＡデータ分析：
　ｂＤＮＡデータは、（ｉ）それぞれの３重の試料から平均バックグラウンドを減算し、
（ｉｉ）得られる３重のＧＡＰＤＨ（対照プローブ）およびＴＴＲ（実験プローブ）値を
平均し、次いで、（ｉｉｉ）比：（実験プローブ－バックグラウンド）／（対照プローブ
－バックグラウンド）を得ることによって分析された。
【０２４３】
結果
　ＴＴＲ－ｄｓＲＮＡ（ＴＴＲのｓｉＲＮＡ）における単回用量およびＩＣ５０の結果の
概要を、下表８に示す。単回用量の結果は、ＨｅｐＧ２細胞においてアッセイした、対照
に対するＴＴＲのｍＲＮＡの割合（％）として表す。ＩＣ５０は、表示されるように、Ｈ
ｅｐＧ２および／またはＨｅｐ３Ｂ細胞において決定した。
【０２４４】
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【表１１－１】
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【表１１－２】
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【表１１－３】
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【表１１－４】

【０２４５】
　５つのＴＴＲ－ｄｓＲＮＡ（ＡＤ－１８２５８、ＡＤ－１８２７４、ＡＤ－１８３２４
、ＡＤ－１８３２８、およびＡＤ－１８３３９）に対するＩＣ５０を特定するために使用
された用量反応データを、下表９に詳細に示す。全て５つのｓｉＲＮＡが、ｐＭ単位のＩ
Ｃ５０を有することが確認された。表８中のｄｓＲＮＡに対するＩＣ５０データは、下表
９に表したデータの要約である。
【０２４６】
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【表１２】

齧歯類特異的なＴＴＲ－ｄｓＲＮＡ（ＴＴＲのｓｉＲＮＡ）に対する単回用量の結果の概
要を、下表１０に表す。単回用量の結果は、対照に対するＴＴＲのｍＲＮＡの割合（％）
として表し、１０ｎＭで齧歯類特異的なＴＴＲのｓｉＲＮＡを形質移入した後、ラットＨ
．４．ＩＩ．Ｅ細胞においてアッセイした。これらの結果は、幾つかの齧歯類特異的なＴ
ＴＲのｓｉＲＮＡが、インビトロで内因性ラットＴＴＲのｍＲＮＡを抑制するのに効果的
であることを示す。
【０２４７】
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【表１３】

【０２４８】
実施例３．ＴＮＦ－αおよびＩＦＮ－αの分泌の誘発に対するＴＴＲのｓｉＲＮＡのイン
ビトロアッセイ
　免疫刺激に対する潜在性を評価するために、ＴＮＦ－αおよびＩＦＮ－αの分泌の誘発
に対するＴＴＲのｓｉＲＮＡを、インビトロでアッセイした。
【０２４９】
　ヒトＰＢＭＣは、標準フィコールハイパック（Ｆｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ）密度遠
心分離によって、健常なドナーから得た新たに回収したバフィーコート（Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）から単離され
た。新たに単離された細胞（１×１０５／ウェル／１００μＬ）を、９６ウェルプレート
に播種し、１０％　加熱不活性化したウシ胎仔血清および１％　抗生物質／抗真菌（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）で補完されるＲＰＭＩ　１６４０　ＧｌｕｔａＭａｘ培地（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）で培養した。
【０２５０】
　ＤＯＴＡＰ形質移入試薬（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて、
ｓｉＲＮＡをＰＢＭＣに形質移入した。ＤＯＴＡＰは、まず、ｓｉＲＮＡを含有する等容
量のＯｐｔｉ－ＭＥＭと混合する前に、５分間Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）中で希釈した。製造業者の取扱説明書によって規定されるように、ｓｉＲＮＡ／ＤＯＴ
ＡＰ複合体をインキュベートし、続いて、ＰＢＭＣ（５０μＬ／ウェル）に添加し、次い
で、これを２４時間培養した。陽性および陰性対照ｓｉＲＮＡを、全てのアッセイに含ん
だ。ＡＤ－５０４８を、陽性対照ｓｉＲＮＡとして使用した。ＡＤ－５０４８は、ヒトア
ポリポタンパク質Ｂ（Ｓｏｕｔｓｃｈｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）を標的とする配列
に対応し、このアッセイにおいて、ＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αの両方の分泌を引き起こ
す。このアッセイにおいて、ＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αの分泌を引き起こさない、ＡＤ
－１９５５を、陰性対照ｓｉＲＮＡとして使用した。全てのｓｉＲＮＡを、１３３ｎＭの
最終濃度で使用した。ＲＮＡの形質移入試薬に対する比は、ＤＯＴＡＰの１μｇ当たり１
６．５ｐモルであった。
【０２５１】
　両方ともＢｅｎｄｅｒ　ＭｅｄＳｙｓｔｅｍｓ（Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）から
のＩＦＮ－α（ＢＭＳ２１６ＩＮＳＴ）およびＴＮＦ－α（ＢＭＳ２２３ＩＮＳＴ）用の
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市販のＥＬＩＳＡキットを用いて、培養浮遊物中のサイトカインを、検出し、定量化した
。ＴＴＲのｓｉＲＮＡのサイトカイン誘発は、陽性対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－５０４８に対
する、産生したＩＦＮ－αまたはＴＮＦ－αの割合として表される。
【０２５２】
　多くのＴＴＲのｓｉＲＮＡに対するＩＦＮ－αおよびＴＮＦ－αの刺激結果を、図１（
４重のウェル±標準偏差の平均）および下表１１（ＡＤ－５０４８と比較した割合）に表
す。ＴＴＲのｓｉＲＮＡは、培養したヒトＰＢＭＣによる誘発した有意なＴＮＦ－αまた
はＩＦＮ－αの分泌は、評価されなかった。
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【表１４】

【０２５３】
　５つのＴＴＲを標的とするリードｄｓＲＮＡ（ＴＴＲのｓｉＲＮＡ）を、ヒト肝細胞株
ＨｅｐＧ２およびＨｅｐ３Ｂにおいて、および免疫刺激活性の不在下で、ｐＭ範囲のＩＣ
５０に基づいて選択した。いずれのミスマッチもない二本鎖は、オリゴとｍＲＮＡとの間
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でミスマッチがある二本鎖よりも標的転写物の有意なノックダウンを達成する可能性が高
い。交差種毒物学的データのより良好な翻訳を可能にし、ヒト患者に対して広範な適用性
を有するために、ラット、カニクイザル、およびヒトからのオーソロガス遺伝子において
１００％同一性を有し、既知の多型を有する領域を標的としない、二本鎖が、一般に好ま
しい。５つのリード化合物は、ｐＭ範囲の肝細胞株におけるＩＣ５０に基づいて、免疫刺
激活性の不在下で、ヒトＴＴＲ転写物への特異性、および二本鎖によって標的とされるｍ
ＲＮＡの領域内で、既知の多型（突然変異）の不在下で選択された。ＴＴＲの場合は、ヒ
ト、ラット、およびカニクイザルにおいて、完全な同一性がある、１９塩基オリゴは見出
されなかった。これらのデータの概要を、表１２に表し、これにはまた、二本鎖および交
差種反応性によって標的とされる領域内の既知のＴＴＲ突然変異の情報も含まれる。
【０２５４】
【表１５】

【０２５５】
実施例４．遺伝子導入マウスにおける、ＬＮＰ０１－１８３２４、ＬＮＰ０１－１８３２
８、およびＬＮＰ０１－１８２４６による肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡおよび血漿ＴＴＲタンパ
ク質のインビボの低下
　２つのＴＴＲのｓｉＲＮＡであるＡＤ－１８３２４およびＡＤ－１８３２８を、インビ
ボ評価のために選択した。これらの二本鎖は、肝細胞株（例えば、ＨｅｐＧ２）における
、インビボで有力な用量依存的な発現停止を示した。図２Ａおよび図２Ｂは、ＡＤ－１８
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３２４（図２Ａ）またはＡＤ－１８３２８（図２Ｂ）で形質移入した後の、ＨｅｐＧ２細
胞内の用量反応を示し、ここで、該用量は、ｘ軸上にｎＭで表し、反応は、ｙ軸上に、対
照と比較した、画分ＴＴＲのｍＲＮＡの残存として表す。ＨｅｐＧ２細胞では、ＡＤ－１
８３２４およびＡＤ－１８３２８のＩＣ５０は、それぞれ、２ｐＭおよび３ｐＭであると
確認された。両方のリードｄｓＲＮＡ候補に対するＴＴＲ標的部位は、ＴＴＲのｍＲＮＡ
の３’非翻訳領域、文献で報告された突然変異がない領域内にある。
【０２５６】
　表からの２つのリード候補のそれぞれの鎖の配列を、以下に再現する。
鎖：ｓ＝センス、ａｓ＝アンチセンス
位置：ＮＭ＿０００３７１．２の転写物における５’位の塩基
【表１６Ａ】

　加えて、齧歯類交差反応性ＴＴＲのｄｓＲＮＡ、ＡＤ－１８２４６をインビボでさらな
る評価のために選択した。ＡＤ－１８２４６は、オープンリーディングフレームの８８位
で開始する配列を標的とし、ここに、文献中に報告された３つの変異がある。ＨｅｐＧ２
細胞内のＡＤ－１８２４６に対する用量反応曲線を図３に示す。ＡＤ－１８２４６は、実
質的には、ＡＤ－１８３２４およびＡＤ－１８３２８よりも有力ではなく、ＡＤ－１８２
４６のＩＣ５０は、２６５ｐＭであると決定した。
【０２５７】
　ＡＤ－１８３２４、ＡＤ－１８３２８、およびＡＤ－１８２４６を、ＬＮＰ０１に製剤
化した後、遺伝子導入マウスに投与した。３～５月齢のＨ１２９－ｍＴＴＲ－ＫＯ／ｉＮ
ＯＳ－ＫＯ／ｈＴＴＲの遺伝子導入マウス（マウストランスチレチンのノックアウト／誘
導一酸化窒素シンターゼノックアウト／ヒトのトランスチレチン遺伝子導入）に、ｓｉＲ
ＮＡのＡＤ－１８３２４およびＡＤ－１８３２８に対して、１．０ｍｇ／ｋｇ、３．０ｍ
ｇ／ｋｇ、または６．０ｍｇ／ｋｇで、ｓｉＲＮＡのＡＤ－１８２４６に対して、３．０
ｍｇ／ｋｇで、およびｓｉＲＮＡのＡＤ－１９５５に対して、６．０ｍｇ／ｋｇの濃度で
、尾静脈を介して、２００μＬのＬＮＰ０１に製剤化したトランスチレチンに特異的なｓ
ｉＲＮＡ（ＡＤ－１８３２４、ＡＤ－１８３２８、またはＡＤ－１８２４６）、非哺乳動
物のルシフェラーゼ遺伝子を標的とするＬＮＰ０１に製剤化した対照ｓｉＲＮＡ（ＡＤ－
１９５５）、またはＰＢＳを静脈内（ＩＶ）投与した。ＬＮＰ０１は、ＮＤ９８、コレス
テロール、およびＰＥＧ－Ｃｅｒａｍｉｄｅ　Ｃ１６からなる脂質様製剤である。
【０２５８】
　約４０時間後、マウスに、２００μＬのケタミンで麻酔をかけ、次いで、右側の尾動脈
を切断することによって採血した。全血は単離され、血漿は単離され、アッセイするまで
－８０℃で保存された。肝組織は、収集され、急速冷凍され、処理するまで－８０℃で保
存された。
【０２５９】
　処置の有効性は、（ｉ）投薬から４８時間後、肝臓におけるＴＴＲのｍＲＮＡの測定、
ならびに（ｉｉ）前採血および投薬から４８時間後、血漿中のＴＴＲタンパク質の測定に
よって評価された。ＴＴＲ肝臓のｍＲＮＡレベルは、分岐ＤＮＡアッセイ－Ｑｕａｎｔｉ
Ｇｅｎｅ２．０（Ｐａｎｏｍｉｃｓ　ｃａｔ＃：ＱＳ００１１）を利用してアッセイされ
た。簡潔に言えば、マウス肝臓の試料を粉砕し、組織溶解物を調製した。肝臓溶解混合物
（１容量の溶解混合物、２容量のヌクレアーゼを含有しない水、および２０ｍｇ／ｍＬの
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最終濃度に対して１０ｕｌのプロテイナーゼＫ／ｍＬの混合物）を、６５℃で３５分間イ
ンキュベートした。次いで、２０μＬの作業プローブセット（遺伝子標的用のＴＴＲプロ
ーブおよび内因性対照用のＧＡＰＤＨ）および８０μＬの細胞溶解物を捕捉プレートに添
加した。捕捉プレートを５５℃±１℃で（約１６～２０時間）インキュベートした。翌日
、該捕捉プレートを、１×洗浄緩衝液（ヌクレアーゼを含有しない水、緩衝液の構成成分
１、および洗浄緩衝液の構成成分２）で３回洗浄し、次いで、２４０ｇで１分間遠心分離
を行うことによって乾燥させた。１００ｕｌの事前増幅作業試薬を捕捉プレートに添加し
、これをアルミホイルで密閉し、５５℃±１℃で１時間インキュベートした。１時間イン
キュベートした後、洗浄ステップを繰り返し、次いで、１００μＬの増幅作業試薬を添加
した。１時間後、洗浄および乾燥ステップを繰り返し、１００μＬの標識プローブを添加
した。捕捉プレートを、５０℃±１℃で１時間インキュベートした。次いで、該プレート
を１×洗浄緩衝液で洗浄し、乾燥させ、１００μＬの基質を捕捉プレートに添加した。５
～１５分間インキュベートした後、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒを用
いて、捕捉プレートを読み取った。ｂＤＮＡデータは、それぞれの３重の試料から平均バ
ックグラウンドを減算し、得られる３重のＧＡＰＤＨ（対照プローブ）およびＴＴＲ（実
験プローブ）値を平均し、次いで、比：（実験プローブ－バックグラウンド）／（対照プ
ローブ－バックグラウンド）をコンピュータで計算することによって分析された。
【０２６０】
　ＴＴＲ血漿中レベルは、製造業者のガイドラインに従って、市販のキットの「Ａｓｓａ
ｙＭａｘヒトプレアルブミンＥＬＩＳＡキット」（ＡｓｓａｙＰｒｏ，Ｓｔ．Ｃｈａｒｌ
ｅｓ，ＭＯ，Ｃａｔａｌｏｇ＃ＥＰ３０１０－１）を利用して、アッセイした。簡潔に言
えば、マウス血漿は、１×混合希釈液中で１：１０，０００に希釈し、標準キットと共に
前被覆されたプレートに添加し、室温で２時間インキュベートし、続いて、キットの洗浄
緩衝液で５回洗浄した。５０マイクロリットルのビオチン化プレアルブミン抗体を、それ
ぞれのウェルに添加し、室温で１時間インキュベートし、続いて、洗浄緩衝液で５回洗浄
した。５０マイクロリットルのストレプトアビジン－ペルオキシダーゼ共役体を、それぞ
れのウェルに添加し、室温で３０分間インキュベートし、続いて、前述のように洗浄した
。５０μＬ／ウェルの停止溶液を添加することによって反応の停止を伴い、５０μＬ／ウ
ェルの発色基質を添加し、室温で１０分間インキュベートすることによって、反応を生じ
させた。４５０ｎｍでの吸光度を、マイクロプレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄ
ｅｖｉｃｅｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）上でを読み取り、データを、Ｓｏｆｔｍａｘ
　４．６ソフトウェアパッケージ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）を利用して分
析した。
【０２６１】
　ＬＮＰ０１－１８３２４およびＬＮＰ０１－１８３２８は、ＩＶボーラス投与を伴う用
量依存的な様式で、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡ（図４Ａ）および血漿ＴＴＲタンパク質（図４
Ｂ）レベルを低下することが見出された。ＬＮＰ０１－１８３２８のｍＲＮＡ　ＥＤ５０
は、約１ｍｇ／ｋｇであると決定され、一方、ＬＮＰ０１－１８３２４のＥＤ５０は、約
２ｍｇ／ｋｇであることが確認された。６ｍｇ／ｋｇでの対照のＬＮＰ０１－１９５５が
、ＰＢＳ群と比較して、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルに有意に影響を及ぼさなかったため
、ＬＮＰ０１－１８３２４およびＬＮＰ０１－１８３２８の効果は特異的であった。ＬＮ
Ｐ０１－１８３２４およびＬＮＰ０１－１８３２８は、ＰＢＳ群と比較して、ＴＴＲのｍ
ＲＮＡレベルにおけるものと同様の効力を有する、血漿ＴＴＲタンパク質レベルを低下さ
せた。３ｍｇ／ｋｇで、ＬＮＰ０１－１８２４６は、３ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０１－１８３
２４またはＬＮＰ０１－１８３２８よりも少ない程度で肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを低
下させた。
【０２６２】
　これらの結果は、ＩＶボーラスにより投与された、ＬＮＰ０１－１８３２４およびＬＮ
Ｐ０１－１８３２８が、実質的には、遺伝子導入マウス肝臓によって発現されたヒトＴＴ
ＲのｍＲＮＡを低下させ、血中循環中のヒトＴＴＲタンパク質の低下をもたらすことを実
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証する。
【０２６３】
　実施例５．ＳＮＡＬＰ－１８３２４およびＳＮＡＬＰ－１８３２８による非ヒト霊長類
の肝臓中の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡのインビボの低下
非ヒト霊長類における、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルのＴＴＲ　ｓｉＲＮＡのＡＤ－１８
３２４およびＡＤ－１８３２８の有効性を評価するために、該ｓｉＲＮＡは、ＳＮＡＬＰ
に製剤化され、１５分間のＩＶ注入によって投与された。カニクイザル（Ｍａｃａｃａ　
ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）（２～５ｋｇ、１群当たり３匹の動物）に、ＳＮＡＬＰ－１
８３２４（０．３、１．０、もしくは３．０ｍｇ／ｋｇ）、ＳＮＡＬＰ－１８３２８（０
．３、１、もしくは３ｍｇ／ｋｇ）、またはＳＮＡＬＰ－１９５５（３ｍｇ／ｋｇ、非哺
乳動物のルシフェラーゼ遺伝子を標的とする、陰性対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を有
する）を１５分間のＩＶ注入で投与した。投薬から４８時間後、サルに、ペントバルビタ
ールナトリウムで麻酔をかけ、失血させた。ＴＴＲのｍＲＮＡ決定に対する肝組織は、収
集され、急速冷凍され、処理するまで－８０℃で保存された。
【０２６４】
　特注の分岐ＤＮＡアッセイを利用して、およびＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ１．０技術を利用
して、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、アッセイした。簡潔に言えば、サル肝臓の試
料を粉砕し、組織溶解物を調製した。肝臓溶解混合物（１容量の溶解混合物、２容量のヌ
クレアーゼを含有しない水、および２０ｍｇ／ｍＬの最終濃度に対して１０ｕｌのプロテ
イナーゼＫ／ｍＬの混合物）を、６５℃で３５分間インキュベートした。次いで、２０μ
Ｌの作業プローブセット（遺伝子標的用のＴＴＲプローブおよび内因性対照用のＧＡＰＤ
Ｈ）および８０μＬの細胞溶解物を捕捉プレートに添加した。捕捉プレートを５５℃±１
℃で（約１６～２０時間）インキュベートした。翌日、該捕捉プレートを、１×洗浄緩衝
液（ヌクレアーゼを含有しない水、緩衝液の構成成分１、および洗浄緩衝液の構成成分２
）で３回洗浄し、次いで、２４０ｇで１分間遠心分離を行うことによって乾燥させた。１
００μＬの事前増幅作業試薬を捕捉プレートに添加し、これをアルミホイルで密閉し、５
５℃±１℃で１時間インキュベートした。１時間インキュベートした後、洗浄ステップを
繰り返し、次いで、１００μＬの増幅作業試薬を添加した。１時間後、洗浄および乾燥ス
テップを繰り返し、１００μＬの標識プローブを添加した。捕捉プレートを、５０℃±１
℃で１時間インキュベートした。次いで、該プレートを１×洗浄緩衝液で洗浄し、乾燥さ
せ、次いで、１００μＬの基質を捕捉プレートに添加した。５～１５分間インキュベート
した後、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒを用いて、捕捉プレートを読み
取った。ｂＤＮＡデータは、（ｉ）それぞれの３重の試料から平均バックグラウンドを減
算し、（ｉｉ）得られるＧＡＰＤＨ（対照プローブ）およびＴＴＲ（実験プローブ）値を
平均し、次いで、（ｉｉｉ）比：（実験プローブ－バックグラウンド）／（対照プローブ
－バックグラウンド）を得ることによって分析された。
【０２６５】
　結果を図５に示す。ＳＮＡＬＰ－１８３２４およびＳＮＡＬＰ－１８３２８は、陰性対
照ＳＮＡＬＰ－１９５５と比較して、用量依存的な様式で、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレ
ベルを低下させた。ＳＮＡＬＰ－１８３２８およびＳＮＡＬＰ－１８３２４のｍＲＮＡ　
ＥＤ５０は、それぞれ、約０．３および約１ｍｇ／ｋｇであると決定した。
【０２６６】
　これらの結果は、ＳＮＡＬＰ－１８３２４およびＳＮＡＬＰ－１８３２８が、ＩＶ注入
による投与時に、非ヒト霊長類肝臓中の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡを抑制するのに効果的で
あることを実証する。
【０２６７】
実施例６．遺伝子導入マウスにおける、ＳＮＡＬＰ－１８３２８による変異（Ｖ３０Ｍ）
ＴＴＲのｍＲＮＡおよびタンパク質のインビボの低下
　肝臓中の変異（Ｖ３０Ｍ）ＴＴＲのｍＲＮＡおよび血清中の変異（Ｖ３０Ｍ）ＴＴＲタ
ンパク質における、ＴＴＲのｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１８３２８の有効性を評価するために、
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ＡＤ－１８３２８を、ＳＮＡＬＰに製剤化し、Ｖ３０Ｍ　ｈＴＴＲ遺伝子導入マウスに、
ＩＶボーラスにより投与した。８～１２週齢のＶ３０Ｍ　ｈＴＴＲ遺伝子導入マウス（５
匹の動物／群）に、２００μＬのＳＮＡＬＰ－１８３２８（０．０３、０．３、もしくは
３ｍｇ／ｋｇ）、ＳＮＡＬＰ－１９５５（３ｍｇ／ｋｇ、非哺乳動物のルシフェラーゼ遺
伝子を標的とする、陰性対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を有する）、またはＰＢＳを静
脈内（ＩＶ）投与した。使用したマウスは、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｐｏｒｔｏ，Ｐｏｒｔｕｇａｌから
のＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ株Ｈ１２９－ｈＴＴＲ　ＫＯであった。簡潔に言えば、ｈＴ
ＴＲ　Ｈ１２９遺伝子導入マウスを、Ｈ１２９内因性ＴＴＲ　ＫＯマウス（ヌルマウスＴ
ＴＲのバックグラウンドにおいて、Ｈ１２９－ｈＴＴＲ遺伝子導入マウスを生成するため
のヌルマウス（Ｍａｅｄａ，Ｓ．，（２００３），Ｕｓｅ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌ
ｙ　ａｌｔｅｒｅｄ　ｍｉｃｅ　ｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｓｅｒｕ
ｍ　ａｍｙｌｏｉｄ　Ｐ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｉｎ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｄｅｐｏｓｉｔ
ｉｏｎ．Ａｍｙｌｏｉｄ　Ｓｕｐｐｌ．１，１７－２０．）と交配した。
【０２６８】
　注射してから４８時間後、全て５つの処置群の動物に、致死量のケタミン／キシラジン
を与えた。血清試料は、収集され、分析するまで－８０℃で保存された。肝組織は、収集
され、急速冷凍され、処理するまで－８０℃で保存された。
【０２６９】
　ＴＴＲのｍＲＮＡ定量化のために、冷凍の肝組織を粉末に粉砕し、溶解物を調製した。
分岐ＤＮＡアッセイ（ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ，　Ｐａｎ
ｏｍｉｃｓ，　Ｆｒｅｍｏｎｔ，　ＣＡ）を用いることによって、ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡ
レベルと比較したＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、溶解物中で決定した。簡潔に言えば、製造
業者の取扱説明書に従って、組織試料の溶解物中のｍＲＮＡレベルを定量化するために、
ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅアッセイ（Ｇｅｎｏｓｐｅｃｔｒａ）を使用した。ＴＴＲのｍＲＮ
Ａの平均レベルを、それぞれの試料に対するＧＡＰＤＨのｍＲＮＡの平均レベルに対して
正規化した。次いで、正規化した値の群平均を、ＰＢＳ処置群に対する平均値に対してさ
らに正規化し、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の相対レベルを得た。
【０２７０】
　ＴＴＲタンパク質の定量化については、製造業者のプロトコルに従って、ＡｓｓａｙＰ
ｒｏ（Ｓｔ．Ｃｈａｒｌｅｓ，ＭＯ）のＡｓｓａｙｍａｘ　ＰｒｅＡｌｂｕｍｉｎ　ＥＬ
ＩＳＡキットを用いて、血清をアッセイした。
【０２７１】
　肝臓ｍＲＮＡおよび血清タンパク質における結果を、それぞれ、図６Ａおよび図６Ｂに
示す。ＳＮＡＬＰ－１８３２８で処置したＶ３０Ｍ　ｈＴＴＲ遺伝子導入マウスは、ＰＢ
Ｓ対照群と比較して、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルにおいて、用量依存的、かつ有意な低
下があり、ＳＮＡＬＰ－１８３２８の３ｍｇ／ｋｇで、９７％（ｐ＜０．００１）の最大
低下率、およびＳＮＡＬＰ－１８３２８の約０．１５ｍｇ／ｋｇで、５０％低下（ＥＤ５
０）に達した。血清ＴＴＲタンパク質はまた、ＳＮＡＬＰ－１８３２８の３ｍｇ／ｋｇで
、（投薬前のレベルと比較して）血清ＴＴＲタンパク質の９９％（ｐ＜０．０１）の最大
低下率を有する、用量依存的な様式で抑制され、これは、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルの低下
と一致した。３ｍｇ／ｋｇでのＳＮＡＬＰ－１９５５は、ＰＢＳと比較して、ＴＴＲのｍ
ＲＮＡあるいはタンパク質レベルのいずれかにおいて統計的に有意な効果がなかった。
【０２７２】
　これらの結果は、ＩＶ投与した時、ＳＮＡＬＰ－１８３２８が、遺伝子導入マウス肝臓
中の変異Ｖ３０Ｍ　ＴＴＲのｍＲＮＡを抑制するのに活性があり、血中循環中の変異Ｖ３
０Ｍ　ＴＴＲタンパク質の低下をもたらすことを実証する。
【０２７３】
実施例７．遺伝子導入マウスにおける、ＳＮＡＬＰ－１８３２８によるＴＴＲのｍＲＮお
よびタンパク質抑制の持続性
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　ＳＮＡＬＰ－１８３２８によるＴＴＲのｍＲＮＡおよびタンパク質抑制の持続性を評価
するために、ＡＤ－１８３２８をＳＮＡＬＰに製剤化し、Ｖ３０Ｍ　ｈＴＴＲ遺伝子導入
マウスにＩＶボーラス投与した。投薬後の種々の時点で、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルお
よび血清ＴＴＲのタンパク質レベルを定量化した。８～１２週齢のＶ３０Ｍ　ｈＴＴＲ遺
伝子導入マウス（４匹の動物／群）に、２００μＬのＳＮＡＬＰ－１８３２８（１ｍｇ／
ｋｇ）、またはＳＮＡＬＰ－１９５５（１ｍｇ／ｋｇ、非哺乳動物のルシフェラーゼ遺伝
子を標的とする、陰性対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を有する）を静脈内（ＩＶ）投与
した。使用したマウスは、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃ
ｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｐｏｒｔｏ，ＰｏｒｔｕｇａｌからのＭｕｓ　ｍｕｓ
ｃｕｌｕｓ株Ｈ１２９－ｈＴＴＲ　ＫＯであった。簡潔に言えば、ｈＴＴＲ　Ｈ１２９遺
伝子導入マウスを、Ｈ１２９内因性ＴＴＲ　ＫＯマウス（ヌルマウスＴＴＲのバックグラ
ウンドにおいて、Ｈ１２９－ｈＴＴＲ遺伝子導入マウスを生成するためのヌルマウス（Ｍ
ａｅｄａ，Ｓ．，（２００３），Ｕｓｅ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ａｌｔｅｒｅ
ｄ　ｍｉｃｅ　ｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｓｅｒｕｍ　ａｍｙｌｏｉ
ｄ　Ｐ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｉｎ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．Ａｍｙｌ
ｏｉｄ　Ｓｕｐｐｌ．１，１７－２０）と交配した。投薬から３日目、８日目、１５日目
、または２２日目に、両方の処置群の動物は、致死量のケタミン／キシラジンを与えられ
た。血清試料は、収集し、分析するまで－８０℃で保存された。肝組織は、収集され、急
速冷凍され、処理するまで－８０℃で保存された。
【０２７４】
　ＴＴＲのｍＲＮＡ定量化のために、冷凍の肝組織を粉末に粉砕し、溶解物を調製した。
分岐ＤＮＡアッセイ（ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｐａｎｏ
ｍｉｃｓ，Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）を用いることによって、ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベル
と比較したＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、溶解物中で決定した。簡潔に言えば、製造業者の
取扱説明書に従って、組織試料の溶解物中のｍＲＮＡレベルを定量化するために、Ｑｕａ
ｎｔｉＧｅｎｅアッセイ（Ｇｅｎｏｓｐｅｃｔｒａ）を使用した。ＴＴＲのｍＲＮＡの平
均レベルを、それぞれの試料に対するＧＡＰＤＨのｍＲＮＡの平均レベルに対して正規化
した。次いで、正規化した値の群平均を、ＰＢＳ処置群に対する平均値に対してさらに正
規化し、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の相対レベルを得た。
【０２７５】
　ＴＴＲタンパク質の定量化については、製造業者のプロトコルに従って、ＡｓｓａｙＰ
ｒｏ（Ｓｔ．Ｃｈａｒｌｅｓ，ＭＯ）のＡｓｓａｙｍａｘ　ＰｒｅＡｌｂｕｍｉｎ　ＥＬ
ＩＳＡキットを用いて、血清をアッセイした。
【０２７６】
　肝臓ｍＲＮＡおよび血清タンパク質における結果を、それぞれ、図７Ａおよび図７Ｂに
示す。ｈＴＴＲ　Ｖ３０Ｍ遺伝子導入マウスにおいて、ＳＮＡＬＰ－１８３２８の単回Ｉ
Ｖボーラス投与は、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルおよび血清中のＴＴＲタンパク質レ
ベルの持続的な阻害をもたらした。対照群（１ｍｇ／ｍＬ　ＳＮＡＬＰ－１９５５）と比
較して、１ｍｇ／ｋｇでのＳＮＡＬＰ－１８３２８の単回ＩＶ投与は、投薬から３日目、
８日目、１５日目、および２２日目の相対的ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、それぞれ、９６
％（ｐ＜０．００１）、９０％（ｐ＜０．００１）、８２％（ｐ＜０．００１）、および
７３％（ｐ＜０．００１）で有意に低下させ、研究の終了時（投薬から２２日目）に、基
線レベルに戻らなかった。タンパク質レベルはまた、投薬から３日目で、（ＳＮＡＬＰ－
１９５５と比較して）９７％（ｐ＜０．００１）の血清ＴＴＲの最大の低下を伴い減少し
た。投薬から８日目、１５日目、および２２日目で、ＴＴＲタンパク質レベルは、ＳＮＡ
ＬＰ－１９５５と比較して、それぞれ、７２％（ｐ＜０．０５）、３２％（ｐ＜０．０５
）、および４０％（ｐ＜０．００１）で抑制された。これらの結果は、ＳＮＡＬＰ－１８
３２８の単回ＩＶ投与は、Ｖ３０Ｍ　ｈＴＴＲ遺伝子導入マウスにおいて、標的肝臓ｍＲ
ＮＡおよび血清タンパク質レベルの持続的な抑制を生じ、投薬から２２日目で、肝臓ＴＴ
ＲのｍＲＮＡおよび血清ＴＴＲタンパク質の有意な低下を得ることを実証する。
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【０２７７】
実施例８．非ヒト霊長類における、ＳＮＡＬＰ－１８３２８による血清ＴＴＲタンパク質
抑制の持続性
　ＳＮＡＬＰ－１８３２８による血清ＴＴＲタンパク質抑制の持続性を評価するために、
ＡＤ－１８３２８をＳＮＡＬＰに製剤化し、非ヒト霊長類にＩＶ注入により投与した。投
薬後の種々の時点で、血清ＴＴＲのタンパク質レベルを定量化した。
【０２７８】
　カニクイザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）（ＳＮＡＬＰ－１８３２８
群用のｎ＝５匹の動物／群およびＳＮＡＬＰ－１９５５群およびＰＢＳ群用のｎ＝３匹の
動物／群）に、ＳＮＡＬＰ－１８３２８（０．３、１、もしくは３ｍｇ／ｋｇ）、ＳＮＡ
ＬＰ－１９５５（３ｍｇ／ｋｇ、非哺乳動物のルシフェラーゼ遺伝子を標的とする、陰性
対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を有する）、またはＰＢＳを１５分間のＩＶ注入で投与
した。投与期の０日目、１日目、２日目、３日目、４日目、５日目、７日目、１０日目、
および１４日目で、血清試料は、収集され、分析まで－８０℃で保存された。
【０２７９】
　ウエスタンブロット分析を使用して、血清試料中のＴＴＲタンパク質レベルを評価した
。それぞれの群からの血清試料は、プールされ、Ｌａｅｍｍｌｉ試料緩衝液を用いて１：
１に希釈した（β－メルカプトエタノールを１：２０の希釈で添加した）。該試料を９５
℃で１０分間加熱した。１２．５μＬのそれぞれの試料を、１０～２０％　Ｃｒｉｔｅｒ
ｉｏｎ（Ｂｉｏｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）調製用ゲルのそれぞれのレーンに装填
し、１２０Ｖで１．５時間、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、次いで、１５Ｖで１時間、
セミドライシステムを用いて、ニトロセルロース膜に移動した。１×ＰＢＳを用いて１：
１に希釈したＬｉＣＯＲ（Ｌｉｎｃｏｌｎ，ＮＥ）ブロッキング緩衝液中で、該膜を、終
夜４℃でブロックした。まず、ロッカー（ｒｏｃｋｅｒ）上で室温で１時間、ＬｉＣＯＲ
ブロッキング緩衝液／ＰＢＳ中で１：１０００に希釈した希釈液で、該ブロットを、一次
抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）からのヤギ抗ＴＴＲ）でプ
ローブした。ブロットは、ＰＢＳ＋０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０を用いて４回洗浄した（洗
浄当たり１０分間）。蛍光標識二次抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃ
Ａ）からの抗ヤギ６８０ｎｍ）を、ＬｉＣＯＲブロッキング緩衝液／ＰＢＳ中で１：１０
，０００の希釈液で添加し、該ブロットを室温で１時間インキュベートした。インキュベ
ートした後、ブロットを、ＰＢＳ＋０．２％　Ｔｗｅｅｎ２０で４回洗浄し、続いて、１
ラ　ＰＢＳで１回洗浄した。Ｌｉ－ＣＯＲ社のＯｄｙｓｓｅｙ　Ｉｎｆｒａｒｅｄ　Ｉｍ
ａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍを使用して、タンパク質バンドを検出した。ＴＴＲモノマーは
、１５ｋＤａで移動する。
【０２８０】
　結果を図８に示す。血清ＴＴＲのタンパク質レベルは、投薬前（０日目）のレベルと比
較した場合、１または３ｍｇ／ｋｇのＳＮＡＬＰ－１８３２８で用量依存的な低下を示し
た。ＳＮＡＬＰ－１８３２８の単回ＩＶ投与後の、抑制の持続性は、１または３ｍｇ／ｋ
ｇのＳＮＡＬＰ－１８３２８での処置から少なくとも１４日間である。
【０２８１】
　これらの結果は、ＳＮＡＬＰ－１８３２８の単回ＩＶ投与は、非ヒト霊長類（カニクイ
ザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ））において、血中循環中のＴＴＲタン
パク質の持続的な抑制を生じ、投薬から１４日目で、ＴＴＲタンパク質の有意な低下を得
ることを実証する。
【０２８２】
実施例９：遺伝子導入マウスにおける、ＳＮＡＬＰ－１８３２８による末梢組織中の突然
変異（Ｖ３０Ｍ）ＴＴＲのインビボの低下
　末梢組織中のＴＴＲを低下させる際のＳＮＡＬＰ－１８３２８の有効性を評価するため
に、ｈＴＴＲ　Ｖ３０Ｍ／ＨＳＦ－１ノックアウトマウスを、ＴＴＲに対する免疫組織化
学染色で評価した。２月齢のｈＴＴＲ　Ｖ３０Ｍ／ＨＳＦ－１ノックアウトマウス（Ｍａ
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ｅｄａ，Ｓ．，（２００３），Ｕｓｅ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ａｌｔｅｒｅｄ
　ｍｉｃｅ　ｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｓｅｒｕｍ　ａｍｙｌｏｉｄ
　Ｐ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｉｎ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．Ａｍｙｌｏ
ｉｄ　Ｓｕｐｐｌ．１，１７－２０）に、０日目、１４日目、２８日目、および４２日目
での合計４回の投薬のために、２週間に１回の３ｍｇ／ｋｇのＳＮＡＬＰ－１８３２８（
１２匹の動物）、３ｍｇ／ｋｇのＳＮＡＬＰ－１９５５（非哺乳動物のルシフェラーゼ遺
伝子を標的とする対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を有する、４匹の動物）、またはＰＢ
Ｓ（４匹の動物）をＩＶボーラス投与した。複数の末梢組織中のＴＴＲ肝臓ｍＲＮＡレベ
ルおよびＴＴＲ免疫活性は、５６日目の、第１の投薬から８週間で評価された。
【０２８３】
　マウスに、１ｍｇ／ｋｇのメデトミジンで麻酔をかけ、致死量のケタミンを与えた。対
象となる組織および臓器を収集した。免疫組織化学のために、食道（Ｅ）、胃（Ｓ）、腸
（十二指腸（Ｉ１）および結腸（Ｉ４））、神経（Ｎ）、ならびに後根神経節（Ｄ）を、
中性緩衝ホルマリン中で固定し、パラフィンで包埋した。ＴＴＲ検出のために、ウサギ抗
ヒトＴＴＲ一次抗体（１：１０００、ＤＡＫＯ，Ｄｅｎｍａｒｋ）、および抗ウサギビオ
チン共役二次抗体（１：２０　Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）を、ＴＴＲタンパク質に染色するた
めに、ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ標識体（１：２０，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）が続いた。反応は
、３－アミノ－９－エチルカルバゾール、ＡＥＣ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）を用いて生じさ
せた。基質の反応色によって占められる領域を測定し、総画像領域に対してのこの値を正
規化する、Ｓｃｉｏｎ　ｉｍａｇｅ　ｑｕａｎｔプログラムを用いて、免疫組織化学スラ
イドの半定量分析を行った。占領領域の割合（％）の平均値は、対応する標準偏差と共に
表示する。それぞれの動物組織を、４つの異なる領域において評価した。胃および腸の副
交感神経節中のヒトＴＴＲの存在は、一次抗体としてウサギ抗ヒトＴＴＲ（１：１０００
，ＤＡＫＯ，Ｄｅｎｍａｒｋ）およびマウス抗ＰＧＰ９．５（１：４０，Ｓｅｒｏｔｅｃ
，ＵＳＡ）で染色する二重免疫蛍光によって検査され、二次抗体は、それぞれ、抗ウサギ
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ，ＵＫ）およびヤ
ギ抗マウスＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ，ＵＫ
）であった。スライドは、ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ（Ｖｅｃｔｏｒ）と共に実装され、Ｆ
ＩＴＣおよびローダミン用のフィルターを装備するＺｅｉｓｓ　Ｃｅｌｌ　Ｏｂｓｅｒｖ
ｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ顕微鏡（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ，Ｇｅｒｍａｎｙ）中で可視化された
。
【０２８４】
　結果を図９に図示する。ＰＢＳおよびＳＮＡＬＰ－１９５５で処置した動物と比較して
、ＳＮＡＬＰ－１８３２８で処置した動物は、検査した全ての組織（食道（Ｅ）、胃（Ｓ
）、腸（十二指腸（Ｉ１）および結腸（Ｉ４））、神経（Ｎ）、ならびに後根神経節（Ｄ
））において、ＴＴＲの免疫活性の有意な低下を得た。
【０２８５】
　これらの結果は、ｈＴＴＲ　Ｖ３０Ｍ／ＨＳＦ－１ノックアウトマウスへのＳＮＡＬＰ
－１８３２８投与は、食道、胃、腸（十二指腸および結腸）、神経、および後根神経節を
含む、末梢組織および臓器において、ＴＴＲタンパク質の有意な低下を生じることを実証
する。
【０２８６】
実施例１０．ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８による非ヒト霊長類の肝臓中の野生型ＴＴ
ＲのｍＲＮＡのインビボの低下
　非ヒト霊長類において、ｓｉＲＮＡの送達についての新規の脂質ナノ粒子製剤ＸＴＣ－
ＳＮＡＬＰの有効性を評価するために、ＴＴＲのｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１８３２８を、ＸＴ
Ｃ－ＳＮＡＬＰ（ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８）に製剤化し、１５分間のＩＶ注入に
より投与し、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡを定量化した。カニクイザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓ
ｃｉｃｕｌａｒｉｓ）に、ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８（０．０３、０．１、０．３
、または１ｍｇ／ｋｇ）またはＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１９５５（１ｍｇ／ｋｇ、非哺乳動
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物のルシフェラーゼ遺伝子を標的とする対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を有する）を１
５分間のＩＶ注入で投与した。投薬から４８時間後、サルに、ペントバルビタールナトリ
ウムで麻酔をかけ、失血させた。ＴＴＲのｍＲＮＡ決定に対する肝組織は、収集され、急
速冷凍され、処理するまで－８０℃で保存された。肝組織中のＴＴＲのｍＲＮＡの定量化
のために使用される方法は、上記の実施例５に記載されるものと同様であった。
【０２８７】
　結果を図１０に示す。ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８は、陰性対照ＸＴＣ－ＳＮＡＬ
Ｐ－１９５５と比較して、用量依存的様式で、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルを低下さ
せた。ｍＲＮＡ　ＥＤ５０は、約０．１ｍｇ／ｋｇ　ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８で
あると決定した。
【０２８８】
　これらの結果は、ＸＴＣ－ＳＮＡＬＰ－１８３２８が、ＩＶ注入による投与時に、非ヒ
ト霊長類肝臓中の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡを抑制するのに効果的であることを実証する。
【０２８９】
実施例１１：ＬＮＰ０９－１８３２８およびＬＮＰ１１－１８３２８による非ヒト霊長類
肝臓中の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡのインビボの低下
　非ヒト霊長類において、ｓｉＲＮＡの送達のために、２つの新規の脂質ナノ粒子製剤の
ＬＮＰ０９およびＬＮＰ１１の有効性を評価するために、ＴＴＲのｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１
８３２８を、ＬＮＰ０９（ＬＮＰ０９－１８３２８）またはＬＮＰ１１（ＬＮＰ１１－１
８３２８）に製剤化し、１５分間のＩＶ注入により投与し、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡおよび
血清ＴＴＲのタンパク質レベルをアッセイした。カニクイザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃ
ｉｃｕｌａｒｉｓ）に、ＬＮＰ０９－１８３２８（０．０３、０．１、もしくは０．３ｍ
ｇ／ｋｇ）、ＬＮＰ１１－１８３２８（０．０３、０．１、もしくは０．３ｍｇ／ｋｇ）
、またはＰＢＳを、１５分間のＩＶ注入により投与した。肝臓生検試料は、投薬から４８
時間後に収集され、急速冷凍され、処理するまで－８０℃で保存された。血清は、投薬す
る前（採血前）、および投薬から１日目、２日目、４日目、７日目、１４日目、２１日目
、および２８日目に、収集され、処理するまで－８０℃で保存された。肝組織および血清
ＴＴＲタンパク質の評価におけるＴＴＲのｍＲＮＡの定量化に使用された方法は、上記の
実施例５および８に記載のものと同様であった。
【０２９０】
　結果は、ｍＲＮＡについては、図１１Ａ、およびタンパク質については、図１１Ｂおよ
び図１１Ｃに示す。ＬＮＰ０９－１８３２８およびＬＮＰ１１－１８３２８で処置した動
物は、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルの用量依存的な低下を示し、ＰＢＳ対照と比較し
て、０．３ｍｇ／ｋｇで、約８５％（ＬＮＰ０９－１８３２８）および約９０％（ＬＮＰ
１１－１８３２８）のｍＲＮＡの最大低下率に達した。ｍＲＮＡ　ＥＤ５０は、ＬＮＰ０
９－１８３２８およびＬＮＰ１１－１８３２８の両方において、約０．０２ｍｇ／ｋｇで
あると決定した。投薬から７日目で、血清試料もまた、ＰＢＳ対照レベルと比較して、０
．１および０．３ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０９－１８３２８およびＬＮＰ１１－１８３２８に
対して、ＴＴＲタンパク質の用量依存的な低下を示した。図１１Ｃは、ＬＮＰ０９－１８
３２８の０．３ｍｇ／ｋｇの用量を有するＴＴＲタンパク質レベルの減少が、ＰＢＳ対照
群と比較して、および採血前の試料と比較して、投薬から少なくとも２８日間にわたって
存続することを示す。
【０２９１】
　これらの結果は、ＬＮＰ０９－１８３２８およびＬＮＰ１１－１８３２８が、ＩＶ注入
による投与時に、非ヒト霊長類肝臓中の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡおよび血中循環中の野生
型ＴＴＲタンパク質を抑制するのに効果的であることを実証する。さらになお、ＬＮ０９
－１８３２８による抑制は、持続し、ＩＶ注入から少なくとも２８日間存続する。
【０２９２】
実施例１２．ＴＴＲが並べられた配列の合成
　ＡＤ－１８３２８の標的領域付近でＴＴＲ遺伝子を標的とされる、ＴＴＲ二本鎖（「並
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６２８で開始するヒトＴＴＲ遺伝子を標的とする。
【０２９３】
　下の実施例では、転写物上のｓｉＲＮＡの５’位の塩基を示す番号付けは、ＮＭ＿００
０３７１．３（図１２、配列番号１３３１）に基づく。上記の実施例では、ヒトｓｉＲＮ
Ａを標的とするｓｉＲＮＡの番号付けは、ＮＭ＿０００３７１．２（図１３Ａ）に基づく
。ＮＭ＿０００３７１．３は、図１４に示すように、ＮＭ＿０００３７１．２と比較して
、１１０塩基まで５’ＵＴＲの配列を延在する。したがって、一例として、ＡＤ－１８３
２８の開始位置は、ＮＭ＿０００３７１．３上の６２８およびＮＭ＿０００３７１．２上
の５１８である（図１４）。
【０２９４】
　１μモルの規模で、ＭｅｒＭａｄｅ　１９２合成機において、ＴＴＲが並べられた配列
を合成した。配列表の全ての配列については、「エンドライト」化学反応を以下の詳細の
ように適用した。
　　・センス鎖内の全てのピリミジン（シトシンおよびウリジン）は、２’－Ｏ－メチル
塩基（２’　Ｏ－メチルＣおよび２’－Ｏ－メチルＵ）を含有した。
　　・アンチセンス鎖では、リボＡヌクレオシドに隣接する（５’位に向かって）ピリミ
ジンは、それらの対応する２－Ｏ－メチルヌクレオシドと置換された。
　　・センスおよびアンチセンス配列の両方の３’末端で、２つの塩基ｄＴｄＴの拡張を
導入した。
　　・配列ファイルをテキストファイルに変換し、ＭｅｒＭａｄｅ　１９２合成ソフトウ
ェアにおける負荷に対して互換性を保つようにした。
【０２９５】
合成、切断、および脱保護：
　ＴＴＲ配列の合成は、ホスホラミダイト化学反応を用いて、固定支持されたオリゴヌク
レオチド合成を使用した。９６ウェルプレート中の１ｕｍの規模で、配列の合成を行った
。アミダイト溶液を、０．１Ｍ　濃度で調製し、エチルチオテトラゾール（アセトニトリ
ル中０．６Ｍ）を活性剤として使用した。合成した配列を切断し、第１のステップにおい
てメチルアミン、および第２のステップにおいて、フッ化物試薬を用いて、９６ウェルプ
レート中に脱保護した。粗配列は、アセトン：エタノール（８０：２０）の混合液を用い
て、沈殿させ、ペレットを、０．２Ｍ　酢酸ナトリウム緩衝液中に再懸濁させた。それぞ
れの配列からの試料を、定量化のための紫外線の同一性を確認するために、ＬＣ－ＭＳに
よって、および純度を決定するために、ＩＥＸクロマトグラフィーによって選択された試
料のセットを分析した。
【０２９６】
精製および脱塩：
　ＴＴＲが並べられた配列は、Ｓｏｕｒｃｅ　１５Ｑカラムを用いて、ＡＫＴＡ　ｅｘｐ
ｌｏｒｅｒ精製システムにおいて精製した。６５℃のカラム温度を精製中維持した。試料
の注射および収集を、９６ウェル（１．８ｍＬの深いウェル）プレート中で行った。完全
長配列に対応する単一ピークを、溶離液中に収集した。ＡＫＴＡ精製器を用いて、Ｓｅｐ
ｈａｄｅｘ　Ｇ２５カラム上に精製された配列を、脱塩した。濃度（Ａ２６０での紫外線
測定によって）および純度（イオン交換ＨＰＬＣによって）のために、脱塩したＴＴＲ配
列を、分析した。次いで、アニーリングのために単鎖を提出した。
【０２９７】
ＴＴＲの単鎖および二本鎖：
　ＴＴＲが並べられた二本鎖および対応する単鎖（センスおよびアンチセンス）の詳細な
表を、下表（表１３）に示す。
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【表１７－３】

【０２９８】
実施例１３．ＴＴＲが並べられたｓｉＲＮＡのインビトロスクリーニング
　ＴＴＲが並べられた二本鎖を、リアルタイムＰＣＲアッセイを用いて、内因性ＴＴＲの
発現の阻害のために、Ｈｅｐ３Ｂ細胞内でアッセイした。
【０２９９】
　細胞培養および形質移入：Ｈｅｐ３Ｂ細胞（ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）を、
トリプシン処理によりプレートから放出される前に、１０％　ＦＢＳ、ストレプトマイシ
ン、およびグルタミン（ＡＴＣＣ）で補完されるイーグル最小必須培地（ＥＭＥＭ、ＡＴ
ＣＣ）中の５％　ＣＯ２の雰囲気下で、３７℃でほぼコンフルエントまで増殖した。９６
ウェルプレートの個々のウェル中に、５μＬのＯｐｔｉ－ＭＥＭを５μＬのそれぞれのｓ
ｉＲＮＡに添加することによって、逆転写を実行した。これに、１０μＬのＯｐｔｉ－Ｍ
ＥＭに加えて、０．２μＬのＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭａｘ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ．ｃａｔ＃１３７７８－１５０）を、ウェル当たり
添加し、混合物を室温で１５分間インキュベートした。次いで、上記のものであるが、２
．０×１０４　Ｈｅｐ３Ｂ細胞を含有する抗生物質を含有しない、８０μＬの完全成長培
地を添加した。ＲＮＡ精製前に、細胞を、２４時間インキュベートした。０．１または１
０ｎＭの最終２重濃度で実験を行った。
【０３００】
　ＭａｇＭＡＸ－９６総ＲＮＡ単離キット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆ
ｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ　ＣＡ，部品番号＃：ＡＭ１８３０）を用いた総ＲＮＡ単離：細胞
は、採集され、１４０μＬの溶解／結合溶液中で溶解され、次いで、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
　Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒを用いて８５０ｒｐｍで１分間混合した（混合速度は、過程を
通して同一であった）。２０マイクロリットルの電磁ビーズおよび溶解／結合エンハンサ
ーの混合物を、細胞溶解物に添加し、５分間混合した。磁気ビーズは、磁気スタンドを用
いて捕捉し、ビーズを妨害することなく、浮遊物を除去した。浮遊物を除去した後、磁気
ビーズを洗浄液１（イソプロパノールを添加）で洗浄し、１分間混合した。ビーズを再度
捕捉し、浮遊物を除去した。次いで、ビーズを１５０μＬの洗浄液２（エタノールを添加
）で洗浄し、捕捉し、浮遊物を除去した。次いで、５０μＬのＤＮアーゼ混合物（Ｍａｇ
Ｍａｘ　ｔｕｒｂｏ　ＤＮａｓｅ　ＢｕｆｆｅｒおよびＴｕｒｂｏ　ＤＮａｓｅ）をビー
ズに添加し、それらを１０～１５分間混合した。混合後、１００μＬのＲＮＡ再生溶液を
添加し、３分間混合した。浮遊物を除去し、磁気ビーズを１５０μＬの洗浄液２で再度洗
浄し、１分間混合し、浮遊物を完全に除去した。磁気ビーズを２分間混合し、ＲＮＡを５
０μＬの水で溶離する前に乾燥させた。
【０３０１】
　ＡＢＩ高性能ｃＤＮＡ逆転写キット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓ
ｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ，Ｃａｔ＃４３６８８１３）を用いたｃＤＮＡ合成：　２μＬの
１０×緩衝液、０．８μＬの２５×ｄＮＴＰ、２μＬのランダムプライマー、１μＬの逆
転写酵素、１μＬのＲＮａｓｅ阻害剤、および反応当たり３．２μＬのＨ２Ｏのマスター
ミックスを、１０μＬの総ＲＮＡに添加した。以下のステップを通して、Ｂｉｏ－Ｒａｄ
　Ｃ－１０００またはＳ－１０００のサーマルサイクラー（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）を
用いて、ｃＤＮＡを生成した。２５℃で１０分間、３７℃で１２０分間、８５℃で５秒間
、４℃で保持。
【０３０２】
　リアルタイムＰＣＲ：２μＬのｃＤＮＡを、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０　３８４
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ウェルプレート（Ｒｏｃｈｅ　ｃａｔ＃０４７２９７４００１）中のウェル当たり、０．
５μＬのＧＡＰＤＨ　ＴａｑＭａｎプローブ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　
Ｃａｔ＃４３２６３１７Ｅ）、０．５μＬのＴＴＲ　ＴａｑＭａｎプローブ（Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ｃａｔ＃ＨＳ００１７４９１４　Ｍ１）、および１０μＬ
のＲｏｃｈｅ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｒｏｃｈｅ　Ｃａｔ＃０４８８７
３０１００１）を含有するマスターミックスに添加した。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８
０リアルタイムＰＣＲ機械（Ｒｏｃｈｅ）において、リアルタイムＰＣＲを行った。それ
ぞれの二本鎖を、２つの独立した形質移入において試験し、それぞれの形質移入を二重で
アッセイした。
【０３０３】
　ΔΔＣｔ法を用いて、リアルタイムデータを分析した。それぞれの試料を、ＧＡＰＤＨ
の発現に対して正規化し、非標的二本鎖ＡＤ－１９５５で形質移入した細胞と比較してノ
ックダウンを評価した。表１４は、ｓｉＲＮＡを用いた、ＴＴＲのノックダウンを示す。
データは、ＡＤ－１９５５で標的とされた細胞に対して、メッセージの残存する割合（％
）として表される。
【０３０４】
　ＡＤ－１８３２８のほぼ標的であるＴＴＲを標的とする、多数ではあるが、全てではな
い並べられたＴＴＲ－ｄｓＲＮＡは、０．１ｎＭで、Ｈｅｐ３Ｂ細胞に形質移入される場
合、ＴＴＲのｍＲＮＡ少なくとも７０％低下した。
【表１８－１】
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【表１８－２】

【０３０５】
実施例１４．Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおいて、ＳＮＡＬＰ－１８５３４の
単回静脈内投与の有効性における注入期間の評価
目的
　Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおいて、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルにおける
ＳＮＡＬＰ－１８５３４の単回ＩＶ注入の有効性における注入期間の効果を決定すること
。
【表１９】

上表からのＡＤ－１８５３４のセンス鎖およびアンチセンス鎖の配列を、以下に再現する
。
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【表２０Ａ】

研究材料
試験物質
ＳＮＡＬＰ－１８５３４は、標的組織に送達するために、安定な核酸脂質粒子（ＳＮＡＬ
Ｐ）に製剤化される、齧歯類ＴＴＲのｍＲＮＡ（ＡＤ－１８５３４）を標的とするｓｉＲ
ＮＡからなる。ＳＮＡＬＰ製剤（脂質粒子）は、新規のアミノ脂質（ＤＬｉｎＤＭＡ）、
ＰＥＧ化脂質（ｍＰＥＧ２０００－Ｃ－ＤＭＡ）、中性脂質（ＤＰＰＣ）、およびコレス
テロールからなる。ＳＮＡＬＰ製剤中の脂質：核酸の比は、約５．８：１（ｗ：ｗ）であ
る。ＳＮＡＬＰ－１９５５は、ＳＮＡＬＰ－１８５３４として同一の脂質粒子で製剤化さ
れる、非哺乳動物のルシフェラーゼｍＲＮＡを標的とするｓｉＲＮＡを含有し、非薬理学
的に活性な対照としての役割を果たす。用量レベルは、ｓｉＲＮＡ含有量の重量に基づい
て、ｍｇ／ｋｇとして表す。
【０３０６】
研究設計＆手順
動物および試験物質の投与：
　研究は、Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットの９つの群（４匹の雄／群）からなった
。動物は、研究前の少なくとも２日間の順応期間が与えられ、全ての動物は、投薬開始時
、７週齢であった。投与された用量は、１日目の投薬前に収集された体重データに基づい
て計算された。試験および対照物質は、Ｂａｘｔｅｒ　ＡＳ４０Ａ注射器ポンプに２７Ｇ
　テルモ翼状針を介して接続されたＢａｘｔｅｒ注射部位の隔膜で密閉された２４Ｇ　3/
4”のカニューレを用いて、尾静脈を介して、単回１５分間、１時間、２時間、または３
時間のＩＶ注入として投与された。投与容量は、３ｍＬ／ｋｇであり、注入速度は、１２
ｍＬ／ｋｇ／時であり、動物は、投薬中、ケージ中で自由に行動していた。ラットは、９
つの処置群に分割され、表１６に示されるように、ＳＮＡＬＰ－１８５３４、ＳＮＡＬＰ
－１９５５、またはＰＢＳの単回ＩＶ注入で投与した。
【表２１】

【０３０７】
組織収集およびＲＮＡ単離：
　０日目に、イソフルレン吸入で動物に麻酔をかけ、投薬前の血液試料を、ｒｅｔｒｏ－
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ｏｒｂｉｔａｌ　ｂｌｅｅｄにより血清分離管に収集した。４℃で遠心分離を行う前に、
室温で約３０分間、血液試料を凝固させた。次いで、血清試料は、分析が行われるまで、
－８０℃で保存された。３日目に、全ての９つの処置群の動物に、致死量のケタミン／キ
シラジンを与えた。後大静脈を介して血清分離管に血液を収集し、次いで、４℃で遠心分
離を行う前に、室温で約３０分間、凝固させた。血清試料は、分析が行われるまで、－８
０℃で保存された。　肝組織は、収穫され、ドライアイス上で瞬間凍結された。凍結され
た肝組織は、粉砕され、組織溶解物は、肝臓ｍＲＮＡの定量化のために調製された。
【０３０８】
ＴＴＲのｍＲＮＡの定量化：
　分岐ＤＮＡアッセイ（ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ，　Ｐａ
ｎｏｍｉｃｓ，Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）を用いることによって、ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレ
ベルと比較したＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、溶解物中で決定した。簡潔に言えば、製造業
者の取扱説明書に従って、組織試料の溶解物中のｍＲＮＡレベルを定量化するために、Ｑ
ｕａｎｔｉＧｅｎｅアッセイ（Ｇｅｎｏｓｐｅｃｔｒａ）を使用した。ＴＴＲのｍＲＮＡ
の平均レベルを、それぞれの試料に対するＧＡＰＤＨのｍＲＮＡの平均レベルに対して正
規化した。
【０３０９】
　ＴＴＲのｍＲＮＡの発現の相対レベルを得るために、１５分間、１時間、および２時間
の注入時間でのＳＮＡＬＰ－１９５５およびＳＮＡＬＰ－１８５３４処置群に対する群平
均値は、次いで、１５分間の注入時間でのＰＢＳ処置群に対する平均値に対して正規化さ
れ、一方、３時間の注入時間でのＳＮＡＬＰ－１９５５およびＳＮＡＬＰ－１８５３４処
置群に対する群平均値は、次いで、３時間の注入時間でのＰＢＳ処置群に対する平均値に
対して正規化された。
【０３１０】
結果
　図１６に示されるように、１５分間～３時間の異なる注入時間での１ｍｇ／ｋｇ　ＳＮ
ＡＬＰ－１８５３４の単回ＩＶ注入は、投薬から２日後に測定された肝臓ＴＴＲのｍＲＮ
Ａレベルに匹敵する阻害をもたらす。１ｍｇ／ｋｇ　ＳＮＡＬＰ－１８５３４の単回ＩＶ
注入はまた、ＳＮＡＬＰ－１９５５対照と比較した場合、１５分間の単回ＩＶ注入から２
９日間にわたって持続的なＴＴＲの下方調節を示した（データは示さず）。ＰＢＳ処置群
と比較して、１ｍｇ／ｋｇにて、ＳＮＡＬＰ－１８５３４の単回１５分間、１時間、２時
間、または３時間のＩＶ注入は、相対ＴＴＲのｍＲＮＡ発現レベルを、それぞれ、９４％
（ｐ＜０．００１）、９４％（ｐ＜０．００１）、９２％（ｐ＜０．００１）、および９
３％（ｐ＜０．００１）有意に低下させた。ＳＮＡＬＰ－１８５３４活性の特異性は、同
一の用量レベルで、１時間、２時間、または３時間のＩＶ注入でのＳＮＡＬＰ－１９５５
投与による有意な標的阻害の欠如により実証される。
【０３１１】
結論
　本研究は、１５分間から最長３時間の異なる注入時間が、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレ
ベルの低下により評価されるように、ラットにおいて、１ｍｇ／ｋｇ　ＳＮＡＬＰ－１８
５３４の単回ＩＶ投与の有効性に影響を及ぼさないことを実証する。
【０３１２】
実施例１５．ＬＮＰ０７－１８５３４およびＬＮＰ０８－１８５３４によるラット肝臓中
の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡのインビボの低下
　ラットにおいて、ｓｉＲＮＡの送達のための２つの新規の脂質ナノ粒子製剤のＬＮＰ０
７およびＬＮＰ０８の有効性を評価するために、齧歯類特異的なＴＴＲのｓｉＲＮＡ、Ａ
Ｄ－１８５３４が、ＬＮＰ０７（ＬＮＰ０７－１８５３４）またはＬＮＰ０８（ＬＮＰ０
８－１８５３４）に製剤化され、１５分間のＩＶ注入により投与され、肝臓ＴＴＲのｍＲ
ＮＡが定量化された。Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（群当たり４匹の動物）に、
ＬＮＰ０７－１８５３４（０．０３、０．１、０．３、もしくは１ｍｇ／ｋｇ）、ＬＮＰ
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０８－１８５３４（０．０１、０．０３、もしくは０．１ｍｇ／ｋｇ）、または非哺乳動
物のルシフェラーゼ遺伝子を標的とする陰性対照ｓｉＲＮＡ　ＡＤ－１９５５を含有する
ＬＮＰ０７－１９５５（１ｍｇ／ｋｇ）もしくはＬＮＰ０８－１９５５（０．１ｍｇ／ｋ
ｇ）の１５分間のＩＶ注入により投与された。４８時間後、動物に麻酔をかけ、肝組織は
、収集され、急速冷凍され、処理するまで－８０℃で保存された。
【０３１３】
　ＴＴＲのｍＲＮＡ定量化のために、冷凍の肝組織を粉末に粉砕し、溶解物を調製した。
分岐ＤＮＡアッセイ（ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ，　Ｐａｎ
ｏｍｉｃｓ，Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）を用いることによって、ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベ
ルと比較したＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、溶解物中で決定した。簡潔に言えば、製造業者
の取扱説明書に従って、組織試料の溶解物中のｍＲＮＡレベルを定量化するために、Ｑｕ
ａｎｔｉＧｅｎｅアッセイ（Ｇｅｎｏｓｐｅｃｔｒａ）を使用した。ＴＴＲのｍＲＮＡの
平均レベルを、それぞれの試料に対するＧＡＰＤＨのｍＲＮＡの平均レベルに対して正規
化した。次いで、正規化した値の群平均を、ＰＢＳ処置群に対する平均値に対してさらに
正規化し、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の相対レベルを得た。
【０３１４】
　結果を図１７に示す。ＬＮＰ０７－１８５３４は、用量依存的な様式で、肝臓中のＴＴ
ＲのｍＲＮＡレベルを低下させ、１ｍｇ／ｋｇでＴＴＲのｍＲＮＡの９４％抑制を得た。
１ｍｇ／ｋｇで陰性対照ＬＮＰ０７－１９５５が、ＰＢＳ対照と比較して、ＴＴＲのｍＲ
ＮＡレベルに大きな影響を及ぼさなかったため、効果は、特異的であった。ｍＲＮＡ　Ｅ
Ｄ５０は、約０．０５ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０７－１８５３４であることが確認された。Ｌ
ＮＰ０８－１８５３４は、用量依存的な様式で、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルを低下
させ、０．１ｍｇ／ｋｇでＴＴＲのｍＲＮＡの８６％抑制を得た。０．１ｍｇ／ｋｇで陰
性対照ＬＮＰ０８－１９５５が、ＰＢＳ対照と比較して、ＴＴＲのｍＲＮＡレベルに大き
な影響を及ぼさなかったため、効果は、特異的であった。ｍＲＮＡ　ＥＤ５０は、約０．
０２ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０８－１８５３４であることが確認された。
【０３１５】
　これらの結果は、ＬＮＰ０７－１８５３４およびＬＮＰ０８－１８５３４が、ＩＶ注入
により投与された場合、ラット肝臓中の野生型ＴＴＲのｍＲＮＡを抑制するのに効果的で
あり、ＬＮＰ０７およびＬＮＰ０８が、肝臓にｓｉＲＮＡを送達するために効果的な製剤
であることを実証する。
【０３１６】
実施例１６：Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおいて、ＬＮＰ０９－１８５３４ま
たはＬＮＰ１１－１８５３４の単回静脈内投与によるＴＴＲ肝臓のｍＲＮＡの低下
目的：
　内因性（野生型）肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡレベルを低下させることに対する、Ｓｐｒａｇ
ｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおける、齧歯類ＴＴＲ特異的なｓｉＲＮＡのＡＤ－１８５３
４の送達のための２つの新規の脂質ナノ粒子（ＬＮＰ）製剤の有効性を評価すること。ラ
ットに、０．０１、０．０３、０．１、もしくは０．３ｍｇ／ｋｇのＬＮＰ０９－１８５
３４、ＬＮＰ１１－１８５３４、またはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）のいずれかで１５分
間の注入を介して静脈内に投与し、ＴＴＲ肝臓のｍＲＮＡレベルを、処置から４８時間後
にアッセイした。
【０３１７】
材料および方法：
　ＬＮＰ０９製剤：（ＸＴＣ／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４）＝５０／
１０／３８．５／１．５モル％、脂質：ｓｉＲＮＡ　約１１：１。ＬＮＰ１１製剤：（Ｍ
Ｃ３／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ２０００－Ｃ１４）＝５０／１０／３８．５／１．５
モル％、脂質：ｓｉＲＮＡ　約１１．１
　組織収集およびＲＮＡ単離：３日目に、全ての処置群の動物に、致死量のケタミン／キ
シラジンを与えた。後大静脈を介して血清分離管に血液を収集し、次いで、４℃で遠心分
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離を行う前に、室温で約３０分間、凝固させた。血清試料は、分析が行われるまで、－８
０℃で保存された。肝組織は、収穫され、ドライアイス上で瞬間凍結された。凍結された
肝組織は、粉砕され、組織溶解物は、肝臓ｍＲＮＡの定量化のために調製された。
【０３１８】
　ＴＴＲのｍＲＮＡの定量化：分岐ＤＮＡアッセイ（ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｒｅａｇｅ
ｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｐａｎｏｍｉｃｓ，Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）を用いることによって
、ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベルと比較したＴＴＲのｍＲＮＡレベルを、溶解物中で決定し
た。簡潔に言えば、製造業者の取扱説明書に従って、組織試料の溶解物中のｍＲＮＡレベ
ルを定量化するために、ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅアッセイ（Ｇｅｎｏｓｐｅｃｔｒａ）を使
用した。ＴＴＲのｍＲＮＡの平均レベルを、それぞれの試料に対するＧＡＰＤＨのｍＲＮ
Ａの平均レベルに対して正規化した。次いで、群平均値は、ＰＢＳ処置群に対する平均値
に対して正規化され、ＴＴＲのｍＲＮＡ発現の相対レベルを得た。
【０３１９】
結果：
　図１８に示されるように、ＰＢＳ処置動物と比較して、ＬＮＰ０９－１８５３４および
ＬＮＰ１１－１８５３４で処置した動物は、肝臓中のＴＴＲのｍＲＮＡレベルの有意な用
量依存的な低下を有し、ＰＢＣ対照群と比較して、０．３ｍｇ／ｋｇで、ＬＮＰ０９およ
びＬＮＰ１１製剤化群の両方に対して、約９０％のｍＲＮＡの最大低下率に達し、用量は
、ＬＮＰ１１－１８５３４の０．０３ｍｇ／ｋｇ未満で、ＬＮＰ０９－１８５３４の０．
１ｍｇ／ｋｇ未満で、５０％低下（ＥＤ５０）に達した。
【０３２０】
結論
　本研究は、Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおいて、ＬＮＰ０９－１８５３４ま
たはＬＮＰ１１－１８５３４の単回１５分間のＩＶ注入が、肝臓ＴＴＲのｍＲＮＡの用量
依存的な低下をもたらすことを実証する。これらのデータは、ＬＮＰ０９－１８３２８お
よびＬＮＰ１１－１８３２８の内因性発現した（野生型）ＴＴＲのｍＲＮＡを低下させる
ことにおける有効性を、それぞれ、ＬＮＰ１１－１８５３４およびＬＮＰ０９－１８５３
４で、０．０３ｍｇ／ｋｇ未満および０．１ｍｇ／ｋｇ未満のＥＤ５０レベルで実証する
。
【０３２１】
実施例１７：ヒトにおけるＴＴＲの阻害
　ヒト対象は、病態を治療するために、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するためのＴＴＲ遺伝
子を標的とするｄｓＲＮＡにより処置される。
【０３２２】
　治療を必要とする対象を選択または特定する。該対象は、肝臓疾患、トランスチレチン
アミロイドーシス、および／または移植肝臓を有し得る。
【０３２３】
　該対象の特定は、臨床的状況において、または他の場所、例えば、対象自身が自己試験
キットの使用を通して対象の自宅で、行い得る。
【０３２４】
　ゼロ時点で、好適な第１の用量の抗ＴＴＲのｓｉＲＮＡを対象に投与する。該ｄｓＲＮ
Ａは、本明細書に記載の通り製剤化する。第１の投与後、一定期間、例えば、７日、１４
日、および２１日後、例えば、肝機能を測定することによって、対象の病態を評価する。
この測定には、前記対象におけるＴＴＲの発現、および／またはＴＴＲのｍＲＮＡの成功
したｓｉＲＮＡ標的の産物の測定を伴ってもよい。また、他の関連する基準を測定しても
よい。用量の回数および強度は、対象の必要性に従って調整する。
【０３２５】
　処置後、対象の腫瘍増殖率は、処置前に既存の比率、または同様に罹患するが、無処置
である対象において測定された比率と比較して低下する。
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【図１２】 【図１３】
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【図１６】 【図１７】
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【配列表】
2018171072000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成30年8月10日(2018.8.10)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　トランスチレチン（ＴＴＲ）の発現を阻害するための二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）で
あって、前記ｄｓＲＮＡは、センス鎖およびアンチセンス鎖を含み、
ａ．　前記アンチセンス鎖はｕＡＵＵＧＵＣＵＣＵＧＣＣＵＧＧＡＣＵｄＴｄＴのヌクレ
オチド配列を含み、前記センス鎖はＡＧｕｃｃＡＧＧｃＡＧＡＧＡｃＡＡｕＡｄＴｄＴの
ヌクレオチド配列を含み；または
ｂ．　前記アンチセンス鎖はＵＵｕＡＵＵＧＵＣＵＣＵＧＣＣＵＧＧＡｄＴｄＴのヌクレ
オチド配列を含み、前記センス鎖はｕｃｃＡＧＧｃＡＧＡＧＡｃＡＡｕＡＡＡｄＴｄＴの
ヌクレオチド配列を含み；
ｃは２’－Ｏ－メチルシチジン－３’－リン酸であり、ｕは２’－Ｏ－メチルウリジン－
３’－リン酸であり、ｄＴは２’－デオキシチミジン－３’－リン酸である、
二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）。
【請求項２】
　前記ｄｓＲＮＡは、リガンドに共役される、請求項１に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項３】
　前記ｄｓＲＮＡは、脂質製剤に製剤化される、請求項１または２に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項４】
　前記ｄｓＲＮＡは、脂質ナノ粒子（ＬＮＰ）製剤に製剤化される、請求項３に記載のｄ
ｓＲＮＡ。
【請求項５】
　前記ＬＮＰ製剤は、（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，
２８，３１－テトラエン－１９－イル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート（ＭＣ３）を
含む、請求項４に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項６】
　前記ＬＮＰ製剤は、（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，
２８，３１－テトラエン－１９－イル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート（ＭＣ３）、
ＤＳＰＣ、コレステロールおよびＰＥＧ－ＤＭＧを含む、請求項５に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項７】
　前記ＬＮＰ製剤は、５０／１０／３８．５／１．５モル％の比の（６Ｚ，９Ｚ，２８Ｚ
，３１Ｚ）－ヘプタトリアコンタ－６，９，２８，３１－テトラエン－１９－イル４－（
ジメチルアミノ）ブタノエート（ＭＣ３）／ＤＳＰＣ／コレステロール／ＰＥＧ－ＤＭＧ
を含む、請求項６に記載のｄｓＲＮＡ。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のｄｓＲＮＡを含有する細胞であって、ヒト内で形
質転換された宿主細胞ではない、細胞。
【請求項９】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のｄｓＲＮＡおよび薬剤として許容される担体を含
む、ＴＴＲ遺伝子の発現を阻害するための医薬組成物。
【請求項１０】
　細胞内のＴＴＲの発現をインビトロで阻害する方法であって、
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（ａ）請求項１～７のいずれか１項に記載のｄｓＲＮＡと前記細胞をインビトロで接触さ
せることと、
（ｂ）ＴＴＲ遺伝子のｍＲＮＡ転写物の分解を得るために十分な時間、ステップ（ａ）に
おいて産生された前記細胞を維持し、それによって、前記細胞内の前記ＴＴＲ遺伝子の発
現を阻害することと、を含むが、但し、ヒトまたは動物体の治療によるいかなる方法も除
かれる、方法。
【請求項１１】
　ヒトにおけるＴＴＲ発現によって媒介された障害の治療のための、請求項１～７のいず
れか１項に記載のｄｓＲＮＡを含む医薬組成物。
【請求項１２】
　障害がトランスチレチンアミロイドーシスである、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　障害が、家族性アミロイド神経障害（ＦＡＰ）、家族性アミロイド心筋症（ＦＡＣ）、
髄膜／ＣＮＳアミロイドーシス、老年性全身アミロイドーシス（ＳＳＡ）および老年性心
アミロイドーシス（ＳＣＡ）からなる群より選択される、請求項１１に記載の医薬組成物
。
【請求項１４】
　障害が家族性アミロイド神経障害（ＦＡＰ）である、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　前記ｄｓＲＮＡが、０．０１、０．１、０．３、０．５、１．０、２．５、または５．
０ｍｇ／ｋｇで前記ヒトに投与される、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の医薬組
成物。
【請求項１６】
　前記ｄｓＲＮＡが、０．１～１ｍｇ／ｋｇで前記ヒトに投与される、請求項１１～１４
のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　前記ｄｓＲＮＡが、０．２～１．５ｍｇ／ｋｇで前記ヒトに投与される、請求項１１～
１４のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　前記ｄｓＲＮＡが、０．３～０．５ｍｇ／ｋｇで前記ヒトに投与される、請求項１１～
１４のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　前記ｄｓＲＮＡが、０．３ｍｇ／ｋｇで前記ヒトに投与される、請求項１１～１４のい
ずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　前記ヒトが、ＴＴＲアミロイドーシスを治療するための別の治療方法をさらに受けてい
る、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項２１】
　前記さらなる治療方法が、利尿薬、アンジオテンシン変換酵素阻害剤、アンジオテンシ
ン受容体遮断薬、透析療法および肝臓移植からなる群より選択される、請求項２０に記載
の医薬組成物。
【請求項２２】
　前記ｄｓＲＮＡが、１、２、３もしくは４週間を超えない間隔で前記ヒトに投与される
、請求項１４～２１のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項２３】
　前記ｄｓＲＮＡが、静脈内に、または静脈内注入によって投与される、請求項１４～２
２のいずれか１項に記載の医薬組成物。
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