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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　機能性核酸分子を、ヒト体内細胞を除く細胞内で構築する方法であって、

細胞内化学反応により相互結合する官能基対を対応する末端に付した２以上の断片を細胞

内に導入する導入工程と、

上記細胞内で上記官能基同士を反応させて断片同士を結合し、上記機能性核酸分子を生成

する生成工程と、を含み、

上記細胞内化学反応により相互結合する官能基対は、求電子基と、保護基によって保護さ

れている求核基との組合せである、方法。

【請求項２】

　上記機能性核酸分子は、同一の核酸鎖内でハイブリダイズするハイブリダイズ領域を有

するか、または異なる核酸鎖間でハイブリダイズしてなるハイブリダイズ領域を有し、

上記断片同士の上記結合が、上記ハイブリダイズ領域で生じる、請求項１に記載の方法。

【請求項３】

　上記機能性核酸分子は、第一の核酸鎖および第二の核酸鎖の２本の核酸鎖からなり、該

２本の核酸鎖間でハイブリダイズしてなるハイブリダイズ領域を有し、

上記２本の核酸鎖は何れも、細胞内化学反応により相互結合する官能基対を対応する末端

に付した２つの断片として細胞内に導入されるものであり、

上記第一の核酸鎖を構成する断片同士の結合と、上記第二の核酸鎖を構成する断片同士の

結合とが、上記ハイブリダイズ領域の異なる箇所で生じる、請求項２に記載の方法。
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【 請 求 項 ４ 】

　 上 記 求 核 基 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ５ 】

　 上 記 保 護 基 が 下 記 （ ａ ） ～ （ ｋ ） の 何 れ か で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。

【 化 １ 】

（ な お 、 上 記 式 中 で 、 Ｒ 、 Ｒ 'お よ び Ｒ "は 置 換 ま た は 非 置 換 の ア ル キ ル 基 ま た は ア リ ー ル

基 を 表 す 。 Ｒ 1 お よ び Ｒ 2 は 互 い に 独 立 し て 水 素 原 子 ま た は 炭 素 数 １ ～ ４ の ア ル キ ル 基 を 表

し 、 ｎ は １ ～ ３ の 整 数 を 表 す 。 な お 、 ｎ が ２ ま た は ３ の と き 、 ｎ 個 あ る Ｒ 1 同 士 は 互 い に

異 な っ て い て も よ く 、 ｎ 個 あ る Ｒ 2 同 士 は 互 い に 異 な っ て い て も よ い 。 ま た 、 （ ａ ） 、 （

ｂ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｇ ） 、 （ ｈ ） 、 （ ｉ ） 、 (ｊ )、 お よ び （ ｋ ） 中 の ベ ン ゼ ン 環 上 の 複 数 の

水 素 原 子 は 互 い に 独 立 し て 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 ）

【 請 求 項 ６ 】

　 上 記 求 電 子 基 は 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 、 ブ ロ モ ア セ チ ル 基 ま た は ヨ ー ド 基 で あ る 、 請 求 項

１ ～ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 上 記 保 護 基 は 、 上 記 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 、 ま た は 光 照 射 に よ っ て 脱 離 す る 、 請 求 項 １ ～

３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ヒ ト 体 内 細 胞 を 除 く 細 胞 内 で 構 築 す る 方 法 で あ っ て 、

該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 す る 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の 少 な く と も 一 方 を 、 細 胞 内 化

学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し て 細 胞 内 に

導 入 す る 導 入 工 程 、 こ こ で 該 断 片 は ２ ０ ｍ ｅ ｒ 未 満 の 長 さ で あ る 、

上 記 細 胞 内 で 上 記 官 能 基 同 士 を 反 応 さ せ て 断 片 同 士 を 結 合 し 、 上 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成 す る

生 成 工 程 、 こ こ で 該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ２ ０ ｍ ｅ ｒ よ り も 長 い 、

と 、 を 含 み 、

上 記 細 胞 内 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 は 、 求 電 子 基 と 、 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ

れ て い る 求 核 基 と の 組 合 せ で あ る 、 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 上 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と が 二 本 鎖 を 形 成 す る ハ

イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 有 し 、

上 記 断 片 同 士 の 上 記 結 合 が 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 で 生 じ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ０ 】

　 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 何 れ も 、 細 胞 内 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す

る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る も の で あ り 、

上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 結 合 と 、 上 記 第 二 の 核 酸 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士

の 結 合 と が 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 の 異 な る 箇 所 で 生 じ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 上 記 求 核 基 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 で あ る 、 請 求 項 ８ ～ １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 上 記 保 護 基 が 下 記 （ ａ ） ～ （ ｋ ） の 何 れ か で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。

【 化 ２ 】

（ な お 、 上 記 式 中 で 、 Ｒ 、 Ｒ 'お よ び Ｒ "は 置 換 ま た は 非 置 換 の ア ル キ ル 基 ま た は ア リ ー ル

基 を 表 す 。 Ｒ 1 お よ び Ｒ 2 は 互 い に 独 立 し て 水 素 原 子 ま た は 炭 素 数 １ ～ ４ の ア ル キ ル 基 を 表

し 、 ｎ は １ ～ ３ の 整 数 を 表 す 。 な お 、 ｎ が ２ ま た は ３ の と き 、 ｎ 個 あ る Ｒ 1 同 士 は 互 い に

異 な っ て い て も よ く 、 ｎ 個 あ る Ｒ 2 同 士 は 互 い に 異 な っ て い て も よ い 。 ま た 、 （ ａ ） 、 （

ｂ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｇ ） 、 （ ｈ ） 、 （ ｉ ） 、 (ｊ )、 お よ び （ ｋ ） 中 の ベ ン ゼ ン 環 上 の 複 数 の

水 素 原 子 は 互 い に 独 立 し て 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 ）

【 請 求 項 １ ３ 】

　 上 記 求 電 子 基 は 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 、 ブ ロ モ ア セ チ ル 基 ま た は ヨ ー ド 基 で あ る 、 請 求 項

８ ～ １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 上 記 保 護 基 は 、 上 記 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 、 ま た は 光 照 射 に よ っ て 脱 離 す る 、 請 求 項 ８ ～

１ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 に 用 い る 核 酸 組 合 せ 物 で あ っ て 、

ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 す る 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 備 え て な り 、 こ こ で 該

ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ２ ０ ｍ ｅ ｒ よ り も 長 い 、

当 該 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 当 該 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の う ち の 少 な く と も １ 方 が 、 細 胞 内 化 学 反

応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し て 含 ま れ て い る

、 こ こ で 該 断 片 は ２ ０ ｍ ｅ ｒ 未 満 の 長 さ で あ る 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 内 構 築 用 核 酸 組 合 せ 物

。

【 請 求 項 １ ６ 】
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　 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 何 れ も が 、 細 胞 内 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合

す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し て 含 ま れ 、

上 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と が 二 本 鎖 を 形 成 す る ハ イ

ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 有 し 、

当 該 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 結 合 と 、 上 記 第 二 の 核 酸 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士

の 結 合 と が 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 の 異 な る 箇 所 で 生 じ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 核 酸 組

合 せ 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 細 胞 内 で 構 築 す る 新 規 な 方 法 、 お よ び 当 該 方 法 に 用 い る 核

酸 組 合 せ 物 に 関 す る も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 核 酸 分 子 の 中 に は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い が 、 各 種 の 生 命 現 象 に 重 要 な 機 能 を 果 た

す も の が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 と し て 、 例 え ば 、 機 能 性 の ｎ ｏ ｎ － ｃ ｏ ｄ ｉ

ｎ ｇ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 作 用 を 引 き 起 こ す Ｒ Ｎ Ａ の 小 分 子

（ 非 特 許 文 献 ２ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 作 用 は 、 細 胞 内 で 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の 作 用 を 特 異 的 に 抑 制 す る 重 要 な 手

法 （ 非 特 許 文 献 ３ ） と し て 、 試 薬 と し て は 元 よ り 、 医 薬 と し て の 応 用 （ 非 特 許 文 献 ４ ） も

盛 ん に 研 究 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Ryan J Taft, Ken C Pang, Timothy R Mercer, Marcel Dinger1 and Jo

hn S Mattick, J Pathol. , 2010, 220, 126-139.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Fire A, XuS, Montgomery M, Kostas S, Driver S, Mello C; Nature,

1998, 391, 806-11.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Sayda M. Elbashir, Javier Martinez, Agnieszka Patkaniowska, Winf

ried Lendeckel and Thomas Tuschl; E M BO J. 2001, 20, 6877-6888.

【 非 特 許 文 献 ４ 】 John C. Burnett , John J. Rossi and Katrin Tiemann; Biotechnol. J

. 2011, 6, 1130-1146.

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 作 用 を 引 き 起 こ す Ｒ Ｎ Ａ は 小 分 子 で あ る に も か か わ ら ず 、 そ の 効 果 を 最 大 限

に 引 き 出 す た め に 、 細 胞 膜 の 透 過 性 を さ ら に 向 上 さ せ る 要 求 、 お よ び 免 疫 系 を 賦 活 化 す る

こ と に よ る 毒 性 発 現 を 抑 制 す る た め の さ ら な る 要 求 が 存 在 す る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し か し 、 こ の よ う な 要 求 に 対 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を さ ら に 小 分 子 と す る た め 、 そ の 機 能 発

揮 に 必 要 最 小 限 な 配 列 に 絞 り こ む 努 力 が な さ れ て い る に 過 ぎ な い の が 現 状 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 上 記 の 問 題 点 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 細

胞 に 取 り 込 み 容 易 な 形 態 に し て 細 胞 内 に 導 入 し 、 細 胞 内 で 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 築 す る 方 法

等 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 は 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 機 能 性 核 酸 分 子

の 構 築 法 で あ っ て 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上
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の 断 片 を 細 胞 内 に 導 入 す る 導 入 工 程 と 、 上 記 細 胞 内 で 上 記 官 能 基 同 士 を 反 応 さ せ て 断 片 同

士 を 結 合 し 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 機 能 性 核 酸 分 子 を 生 成 す る 生 成 工 程 と 、 を 含

む 方 法 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は ま た 、 上 記 方 法 に 用 い る 核 酸 組 合 せ 物 で あ っ て 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 上

記 核 酸 鎖 を 備 え て な り 、 当 該 核 酸 鎖 の う ち の 少 な く と も １ 本 が 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合

す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し て 含 ま れ て い る 、 機 能 性 核 酸 分 子

の 構 築 用 核 酸 組 合 せ 物 を 提 供 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 機 能 性 核 酸 分 子 を 細 胞 に 取 り 込 み 容 易 な 複 数 の 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 し 、 細 胞 内 で 機

能 性 核 酸 分 子 を 構 築 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 本 発 明 に 係 る 方 法 の 一 実 施 形 態 の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 実 施 例 に お い て 、 用 い た 各 種 Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 実 施 例 に お い て 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に お け る ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 す 図 で あ

る 。

【 図 ４ 】 実 施 例 に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 実 施 例 に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 実 施 例 に お い て 、 免 疫 応 答 測 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 〔 １ ． 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 法 〕

　 （ 構 築 法 の 概 要 ）

　 本 発 明 に 係 る 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 法 は 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 機 能 性 核 酸 分

子 の 構 築 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 。

１ ） 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 を 細 胞 内

に 導 入 す る 導 入 工 程 、

２ ） 上 記 細 胞 内 で 上 記 官 能 基 同 士 を 反 応 さ せ て 断 片 同 士 を 結 合 し 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖

か ら な る 機 能 性 核 酸 分 子 を 生 成 す る 生 成 工 程 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 つ ま り 、 本 発 明 に 係 る 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 法 は 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 機 能

性 核 酸 分 子 の 構 築 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 。

１ ） 上 記 核 酸 鎖 の う ち の 少 な く と も １ 本 を 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応

す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し 、 そ の 上 で 、 上 記 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 （ す な わ ち 、

少 な く と も １ 本 は ２ 以 上 の 断 片 と さ れ て い る ） を 細 胞 内 に 導 入 す る 導 入 工 程 、

２ ） 上 記 細 胞 内 で 上 記 官 能 基 同 士 を 反 応 さ せ て 断 片 同 士 を 結 合 し 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖

か ら な る 機 能 性 核 酸 分 子 を 生 成 す る 生 成 工 程 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 上 記 の 構 築 法 は 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 核 酸 鎖 の 少 な く と も 一 部 を 複 数 の 断 片 と し

て 細 胞 に 導 入 し 、 細 胞 内 で 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 築 さ せ る 。 し た が っ て 、 機 能 性 核 酸 分 子 の

細 胞 へ の 取 り 込 み が 向 上 す る 。 ま た 、 核 酸 鎖 の 少 な く と も 一 部 を よ り 短 い 断 片 と し て 用 い

る た め に 、 機 能 性 核 酸 分 子 に 起 因 す る 免 疫 毒 性 が 抑 制 さ れ う る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 （ 機 能 性 核 酸 分 子 ）

　 本 発 明 に お い て 、 機 能 性 核 酸 分 子 と は 、 複 数 個 の 核 酸 が 鎖 状 に 連 結 し て な り （ す な わ ち

、 オ リ ゴ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 か つ 発 生 ・ 分 化 等 の 生 命

現 象 に 対 し て 所 定 の 機 能 を 発 揮 す る 核 酸 分 子 を 指 す 。 し た が っ て 、 生 命 現 象 に お い て 特 段

の 機 能 を 発 揮 し な い 、 単 に 標 的 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る だ け の プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ
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ー ブ は 、 本 発 明 に お け る 機 能 性 核 酸 分 子 の 範 疇 か ら 除 か れ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 分 子

で あ る 。 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 １ 本 の 核 酸 鎖 か ら 構 成 さ れ る も の で あ っ て も 、 ２ 本 の 核 酸 鎖

か ら 構 成 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 そ の 一 部 に 非 天 然 の 核 酸

を 含 ん で い て も よ い 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 核 酸 鎖 」 と は 、 機 能 性 核 酸 分 子 を

構 成 し て い る 状 態 で の 全 長 核 酸 鎖 を 指 し 、 当 該 「 核 酸 鎖 」 を よ り 短 く し た も の に 相 当 す る

用 語 「 断 片 」 （ 後 述 す る ） と は 区 別 さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 上 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と し て は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー ； Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ； Ｄ Ｎ Ａ ザ イ ム

； 等 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 ベ ー ス が Ｄ Ｎ Ａ 鎖 で あ り 、 一 部 に Ｒ Ｎ Ａ お

よ び ／ ま た は 非 天 然 の 核 酸 等 が 導 入 さ れ て い る も の は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 分 類 す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 上 記 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と し て は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー ； ｓ ｈ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ

び ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ Ｒ Ｎ Ａ 等 の Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 作 用 を 示 す Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ 用 核 酸 分 子 ） ； ア ン

チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ； Ｒ Ｎ Ａ リ ボ ザ イ ム ； 等 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 ベ

ー ス が Ｒ Ｎ Ａ 鎖 で あ り 、 一 部 に Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 非 天 然 の 核 酸 等 が 導 入 さ れ て い る も

の は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に 分 類 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 と し て は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド ア プ

タ マ ー ； 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 好 ま し く は 、 そ の 機 能 を 発 揮 す る た め に 、 上 記 核 酸 鎖 内 で ハ イ ブ リ

ダ イ ズ す る か 、 ま た は 異 な る 核 酸 鎖 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 形

成 す る も の で あ る 。 そ の 理 由 は 、 後 述 の （ 核 酸 鎖 の 断 片 の 好 ま し い 設 計 の 例 ） 欄 の 記 載 も

参 照 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 よ り 好 ま し く は 、 核 酸 鎖 内 ま た は 異 な る 核 酸 鎖 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し て な る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 持 つ Ｒ Ｎ Ａ ｉ 用 核 酸 分 子 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は ２ 本 の

核 酸 鎖 か ら な る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 用 核 酸 分 子 で あ る 。 ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 用 核 酸 分 子 の

核 酸 鎖 の 長 さ （ ｍ ｅ ｒ ） は 、 例 え ば 、 １ ５ ～ ４ ０ ｍ ｅ ｒ で あ り 、 好 ま し く は １ ５ ～ ３ ５ ｍ

ｅ ｒ で あ り 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ～ ３ ５ ｍ ｅ ｒ で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 （ 核 酸 鎖 の 断 片 ）

　 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 核 酸 鎖 の 「 断 片 」 と は 、 上 記 「 核 酸 鎖 」 を ２ 以 上 に 分 割 し た

核 酸 分 子 に 相 当 す る 。 そ し て 、 一 つ の 核 酸 鎖 に 由 来 す る 全 て の 「 断 片 」 を 適 切 な 順 序 で 連

結 す る と 当 該 核 酸 鎖 と 同 じ 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 が 構 築 さ れ る 。 た だ し 、 用 語 「 断 片

」 と は 、 核 酸 鎖 を 一 度 構 築 し た 後 に こ れ を 分 断 し て 当 該 断 片 を 生 成 す る こ と を 意 図 す る も

の で は な い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 断 片 を 結 合 し て 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 核 酸 鎖 を 構 築 す る 場 合 、 異 な る 断 片 間 の ３

＇ 側 末 端 と 、 ５ ＇ 側 末 端 と を 相 互 結 合 さ せ る 。 こ の と き 、 相 互 結 合 さ せ る べ き ３ ＇ 側 末 端

と ５ ＇ 側 末 端 と の 組 合 せ を 「 対 応 す る 末 端 」 と 称 す る 。 す な わ ち 、 「 対 応 す る 末 端 」 と は

、 断 片 の デ ザ イ ン の 元 と な る 核 酸 鎖 を 構 成 す る よ う に 断 片 を 整 列 化 し た と き に 隣 り 合 う 末

端 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 な お 、 一 つ の 核 酸 鎖 に 由 来 す る 「 断 片 」 の 長 さ は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 異 な る 断 片 間 の

長 さ （ ｍ ｅ ｒ ） の 差 が 著 し く 大 き く な り 過 ぎ な い よ う に す る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。

こ の 観 点 で は 、 一 つ の 核 酸 鎖 に 由 来 す る 最 長 の 「 断 片 」 に 対 し て 、 残 る 全 て の 断 片 が 〔 ２

５ ％ × 最 長 の 断 片 の 長 さ （ ｍ ｅ ｒ ） 〕 以 上 の 長 さ で あ る こ と が 好 ま し く 、 〔 ３ ０ ％ × 最 長
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の 断 片 の 長 さ （ ｍ ｅ ｒ ） 〕 以 上 の 長 さ で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 上 記 「 対 応 す る 末 端 」 に は 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 （ 官 能 基 の 組 合 せ ）

が 結 合 さ れ て い て 、 こ れ ら 官 能 基 同 士 を 反 応 さ せ て 断 片 同 士 を 結 合 す る こ と に よ り 核 酸 鎖

が 構 成 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 上 記 の 官 能 基 対 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 求 電 子 基 と 、 求 核 基 と の 組 合 せ が 好 ま

し い 。 す な わ ち 、 上 記 「 対 応 す る 末 端 」 の 一 方 に 求 電 子 基 を 結 合 さ せ 、 「 対 応 す る 末 端 」

の 他 方 に 求 核 基 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 異 な る 断 片 同 士 を 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る

。 な お 、 求 電 子 基 お よ び 求 核 基 は 、 ３ ＇ 末 端 お よ び ５ ＇ 末 端 の 何 れ に 結 合 さ せ て も よ い 。

す な わ ち 、 求 電 子 基 を ３ ＇ 末 端 に 結 合 し 、 求 核 基 を ５ ＇ 末 端 に 結 合 し て も よ い し 、 あ る い

は 、 求 電 子 基 を ５ ＇ 末 端 に 結 合 し 、 求 核 基 を ３ ＇ 末 端 に 結 合 し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 上 記 の 求 電 子 基 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 （ 参 考 文 献 ： Biocon

jugate, Chem. 2008, 19, 327） 、 お よ び ブ ロ モ ア セ チ ル 基 （ 参 考 文 献 ： Nucleic Acids R

es., 22, 5076） 等 の ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 基 ； ヨ ー ド 基 （ 参 考 文 献 ： Tetrahedron Lett. ,

1995, 38, 55959） 、 お よ び ブ ロ モ 基 等 の ハ ロ ゲ ン 基 ； ホ ル ミ ル 基 ； 等 が 挙 げ ら れ る 。 一

実 施 形 態 に お い て 、 求 電 子 基 は 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 、 ブ ロ モ ア セ チ ル 基 、 ま た は ヨ ー ド 基

で あ る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 上 記 の 求 核 基 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 ； チ オ ー ル 基 ； ヒ

ド ロ キ シ 基 ； ア ミ ノ 基 ； チ オ メ チ ル 基 等 の ア ル キ ル チ オ 基 ； メ ト キ シ 基 等 の ア ル コ キ シ 基

； 等 が 挙 げ ら れ る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 求 核 基 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 で あ る こ と が

好 ま し い 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 官 能 基 対 を 構 成 す る 上 記 求 電 子 基 と 上 記 求 核 基 と の 組 合 せ も 特 に 限 定 さ れ な い が

、 ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 基 ま た は ハ ロ ゲ ン 基 と ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 と の 組 合 せ 、 ま た は ハ

ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 基 ま た は ハ ロ ゲ ン 基 と チ オ ー ル 基 と の 組 合 せ 、 等 が 好 ま し い 場 合 が あ る

。 ま た 、 一 実 施 形 態 に お い て 、 官 能 基 対 を 構 成 す る 上 記 求 電 子 基 と 上 記 求 核 基 と の 組 合 せ

は 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 、 ブ ロ モ ア セ チ ル 基 、 ま た は ヨ ー ド 基 と 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 と

の 組 合 せ で あ る こ と が よ り 好 ま し い 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 以 下 に 、 対 応 す る 末 端 に 付 さ れ る 上 記 求 電 子 基 と 上 記 求 核 基 と の 好 ま し い 組 合 せ の 一 例

、 お よ び こ れ ら の 基 が 化 学 反 応 に よ り 相 互 連 結 す る 形 態 を 示 す 。 な お 、 化 学 式 中 で 、 糖 は

骨 格 部 分 の み を 示 し て お り 、 リ ボ ー ス で あ っ て も デ オ キ シ リ ボ ー ス で あ っ て も よ い 。 ま た

、 化 学 式 中 の Ｂ は 核 酸 を 構 成 す る 各 種 の 塩 基 を 示 す 。 す な わ ち 、 以 下 の 例 で は 、 機 能 性 核

酸 分 子 が Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 場 合 を 示 し て い る が 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で も 同 様 に 構 成 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ３ １ 】
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【 化 １ 】

　 特 に 、 相 互 結 合 さ せ る べ き 複 数 の 断 片 を 同 時 に 系 内 に 存 在 さ せ る 場 合 、 細 胞 外 で 相 互 結

合 す る 断 片 の 割 合 を よ り 低 減 す る （ 実 質 的 に な く す ） た め に 、 上 記 求 核 基 は 、 所 望 の タ イ

ミ ン グ で 脱 保 護 が 可 能 な 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 す な わ ち 、 一 実

施 形 態 に お い て 、 官 能 基 対 は 、 求 電 子 基 と 、 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ て い る 求 核 基 と の 組 50
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合 せ で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 求 核 基 を 保 護 す る 保 護 基 の 種 類 は 、 求 核 基 の 種 類 に 応 じ て 適 宜 採 用 を す れ ば よ い 。 好 ま

し い 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 の 作 用 に よ っ て 求 核 基 か ら 脱 離 す る も

の が 挙 げ ら れ る 。 「 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 」 と は 、 後 述 の 「 細 胞 外 か ら 導 入 さ れ る 物 質 」 と

対 を な す も の で あ り 、 そ の 細 胞 が 元 々 保 持 し て い る 物 質 を 意 図 し て い る 。 細 胞 中 の 内 因 性

物 質 と し て は 、 例 え ば 、 酵 素 お よ び ペ プ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 遺 伝 子 導 入 に よ り 細 胞 内 で

発 現 さ せ た 酵 素 お よ び ペ プ チ ド 等 は 、 そ れ 自 体 が 「 細 胞 外 か ら 導 入 さ れ る 」 も の で は な い

た め 、 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 の 範 疇 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 の 作 用 に よ っ て 求 核 基 か ら 脱 離 す る 保 護 基 の う ち 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ

ー ト 基 の 保 護 に 使 用 可 能 な も の と し て は 、 以 下 に 構 造 を 示 す 、 フ ェ ニ ル チ オ 基 （ ａ ） そ の

他 の ア リ ー ル チ オ 基 の よ う な 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 を ジ ス ル フ ィ ド 保 護 で き る も の ； ニ

ト ロ ベ ン ジ ル 基 （ ｂ ） 、 エ ス テ ル （ ｃ 、 ｄ ） 、 チ オ カ ル ボ ニ ル （ ｅ ） 、 お よ び ア ミ ド （ ｆ

） ； な ら び に こ れ ら の 誘 導 体 等 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 上 記 ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 は 、 ｏ － ニ ト

ロ ベ ン ジ ル 基 、 ｍ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 お よ び ｐ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 の 何 れ で も よ い が 、 反

応 性 の 観 点 か ら ｍ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 お よ び ｐ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 化 ２ 】

　 な お 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｆ ） に お け る Ｒ 、 Ｒ ＇ お よ び Ｒ ＂ は 、 本 発 明 の 目 的 を 損 な わ

な い 範 囲 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 置 換 ま た は 非 置 換 の ア ル キ ル 基 ま た は ア

リ ー ル 基 を 表 す 。 ア ル キ ル 基 ま た は ア リ ー ル 基 は 、 例 え ば 、 炭 素 数 １ ～ １ ５ 、 好 ま し く は

炭 素 数 １ ～ １ ０ で あ り 得 る 。 ア ル キ ル 基 と し て は 、 例 え ば 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 、 ｎ － プ

ロ ピ ル 基 、 イ ソ プ ロ ピ ル 基 、 ｎ － ブ チ ル 基 、 イ ソ ブ チ ル 基 、 ｓ ｅ ｃ － ブ チ ル 基 、 ｔ ｅ ｒ ｔ

－ ブ チ ル 基 、 ｎ － ペ ン チ ル 基 、 イ ソ ペ ン チ ル 基 、 ヘ キ シ ル 基 、 ２ － エ チ ル ヘ キ シ ル 基 、 ヘ

プ チ ル 基 、 オ ク チ ル 基 、 ノ ニ ル 基 お よ び デ シ ル 基 等 の 鎖 状 ア ル キ ル 基 ； シ ク ロ プ ロ ピ ル 基

、 シ ク ロ ブ チ ル 基 、 シ ク ロ ペ ン チ ル 基 、 シ ク ロ へ キ シ ル 基 、 シ ク ロ ヘ プ チ ル 基 、 シ ク ロ オ

ク チ ル 基 、 シ ク ロ ノ ニ ル 基 、 シ ク ロ デ シ ル 基 お よ び ア ダ マ ン チ ル 基 等 の 環 状 ア ル キ ル 基 が

挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ア リ ー ル 基 と し て は 、 例 え ば 、 フ ェ ニ ル 基 、 ト リ ル 基 お よ び ナ フ チ ル

基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ア ル キ ル 基 ま た は ア リ ー ル 基 が 有 す る 置 換 基 と し て は 、 例 え ば 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 （ フ ッ 素

、 塩 素 、 臭 素 、 お よ び ヨ ウ 素 ） 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 炭 素 数 １ ～ １ ０ （ 好 ま し く は 炭 素 数 １

～ ４ ） の ア ル キ ル 基 （ 鎖 状 お よ び 環 状 ア ル キ ル 基 ） 、 炭 素 数 １ ～ ４ の ア ル コ キ シ 基 、 炭 素

数 １ ～ ５ 個 の ア シ ル オ キ シ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 炭 素 数 ２ ～ ５ の ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 基

、 炭 素 数 ６ ～ １ ０ の ア リ ー ル 基 、 シ ア ノ 基 、 ニ ト ロ 基 等 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 置 換 基 と し

て 複 数 の 鎖 状 の 上 記 ア ル キ ル 基 が ア リ ー ル 基 上 に 存 在 す る 場 合 、 こ れ ら 鎖 状 の ア ル キ ル 基
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同 士 は 互 い に 結 合 し て 環 を 構 成 し て も よ く 、 該 環 に お け る 炭 素 原 子 の １ ～ 数 個 （ 好 ま し く

は １ ～ ３ 個 ） が 酸 素 原 子 に 置 換 さ れ て い て も よ い 。 一 例 と し て 、 ア リ ー ル 基 上 の 隣 接 す る

炭 素 原 子 上 に 位 置 す る ア ル キ ル 置 換 基 同 士 が 環 を 形 成 し 、 か つ ２ つ の 炭 素 原 子 が 酸 素 原 子

で 置 換 さ れ た １ ， ３ － ジ オ キ ソ ラ ン 様 の 環 構 造 を 形 成 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 置 換 基 と し て 環 状 ア ル キ ル 基 を 有 す る ア ル キ ル 基 と し て は 、 例 え ば 、 シ ク ロ ペ ン チ ル メ

チ ル 基 、 シ ク ロ ペ ン チ ル エ チ ル 基 、 シ ク ロ ペ ン チ ル プ ロ ピ ル 基 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル メ チ ル 基

、 シ ク ロ ヘ キ シ ル エ チ ル 基 お よ び シ ク ロ ヘ キ シ ル プ ロ ピ ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 置 換

基 と し て ア リ ー ル 基 を 有 す る ア ル キ ル 基 と し て は 、 例 え ば 、 ベ ン ジ ル 基 、 フ ェ ニ ル エ チ ル

基 、 フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル 基 、 ナ フ タ レ ニ ル メ チ ル 基 、 ナ フ タ レ ニ ル エ チ ル 基 お よ び ナ フ タ レ

ニ ル プ ロ ピ ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ま た 、 ア リ ー ル 基 は 骨 格 の 一 部 が 窒 素 原 子 、 酸 素 原 子 ま た は 硫 黄 原 子 等 に 置 換 さ れ て 複

素 環 を 形 成 し て も よ い 。 ま た 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 お よ び (ｅ )に お け る ベ ン ゼ ン 環 上 の 複 数

の 水 素 原 子 は 互 い に 独 立 し て 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 し た が っ て 、 （ ａ ）

、 （ ｂ ） 、 お よ び (ｅ )の 誘 導 体 と し て 、 例 え ば 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 ま た は (ｅ )に お け る ベ

ン ゼ ン 環 上 の 水 素 原 子 （ 例 え ば １ ～ ３ 個 ） が 上 記 で 置 換 基 と し て 列 挙 し た も の に 置 換 さ れ

た も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 フ ェ ニ ル チ オ 基 は 、 細 胞 内 に 存 在 す る Ｇ Ｓ Ｈ （ グ ル タ チ オ ン ） 等 の 生 体 内 チ オ ー ル 源 に

よ っ て 還 元 さ れ 脱 離 す る 。 ニ ト ロ ベ ン ジ ル 基 は 、 細 胞 内 に 存 在 す る ニ ト ロ レ ダ ク タ ー ゼ に

よ っ て 還 元 さ れ 脱 離 す る （ 参 考 文 献 ： Bioorg. Med. Chem., 11, 2453） 。 エ ス テ ル お よ び

チ オ カ ル ボ ニ ル は 、 細 胞 内 に 存 在 す る エ ス テ ラ ー ゼ に よ っ て 脱 離 す る 。 ア ミ ド は 、 細 胞 内

に 存 在 す る ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 脱 離 す る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 上 記 （ ａ ） ～ （ ｆ ） の よ う な 保 護 基 に よ っ て ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 を 保 護 す れ ば 、 当 該

ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 は 細 胞 外 で 実 質 的 に 脱 保 護 さ れ な い 。 そ れ ゆ え 、 核 酸 鎖 の 断 片 を 細

胞 外 で 混 合 し た だ け で は 結 合 反 応 が 起 こ ら な い 。 し た が っ て 、 短 い 断 片 の ま ま １ 回 の 操 作

で 細 胞 内 に 導 入 で き る 可 能 性 が 高 ま る 。 さ ら に 、 細 胞 内 の 存 在 す る 酵 素 ま た は ペ プ チ ド に

よ っ て 脱 保 護 反 応 が 自 然 に 起 こ る た め 、 １ 回 の 操 作 で 導 入 工 程 お よ び 生 成 工 程 の 両 方 を 行

う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 を 保 護 す る 保 護 基 と し て は 、 上 記 の 他 に 、 光 照 射 に よ っ て 求 核 基

か ら 脱 離 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 の （ ｇ ） ～ （

ｊ ） お よ び こ れ ら の 誘 導 体 等 が 挙 げ ら れ る （ 参 考 文 献 ： Molecular Pharmaceutics, 2009,

 6, 669） 。

【 ０ ０ ４ １ 】

10

20

30



(11) JP  6126075  B2  2017.5.10

【 化 ３ 】

　 （ ｇ ） ～ （ ｊ ） に お け る Ｒ １ 、 Ｒ ２ お よ び ｎ は 、 本 発 明 の 目 的 を 損 な わ な い 範 囲 で あ れ

ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 互 い に 独 立 し て 水 素 原 子 ま た は 炭 素 数

１ ～ ４ の ア ル キ ル 基 を 表 し 、 ｎ は １ ～ ３ の 整 数 、 好 ま し く は （ ｇ ） で は １ ま た は ２ を 表 し

、 好 ま し く は （ ｈ ） お よ び （ ｊ ） で は １ を 表 す 。 な お 、 ｎ が ２ ま た は ３ の と き 、 ｎ 個 あ る

Ｒ １ 同 士 は 互 い に 異 な っ て い て も よ く 、 ｎ 個 あ る Ｒ ２ 同 士 は 互 い に 異 な っ て い て も よ い 。

ま た 、 （ ｇ ） ～ （ ｊ ） に お け る ベ ン ゼ ン 環 上 の 複 数 の 水 素 原 子 は 互 い に 独 立 し て 置 換 基 に

よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 し た が っ て 、 （ ｇ ） ～ （ ｊ ） の 誘 導 体 と し て 、 例 え ば 、 （

ｇ ） ～ （ ｊ ） に お け る ベ ン ゼ ン 環 上 の 水 素 原 子 （ 例 え ば １ ～ ３ 個 ） が 上 記 で 置 換 基 と し て

列 挙 し た も の に 置 換 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 上 記 （ ｇ ） ～ （ ｊ ） の よ う な 保 護 基 に よ っ て ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 を 保 護 す れ ば 、 当 該

保 護 基 の 脱 離 に 必 要 な 波 長 の 光 を 照 射 し な い 条 件 下 に お い て 、 当 該 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基

は 細 胞 外 で 実 質 的 に 脱 保 護 さ れ な い 。 そ れ ゆ え 、 核 酸 鎖 の 断 片 を 細 胞 外 で 混 合 し た だ け で

は 結 合 反 応 が 起 こ ら な い 。 し た が っ て 、 短 い 断 片 の ま ま １ 回 の 操 作 で 細 胞 内 に 導 入 で き る

可 能 性 が 高 ま る 。 さ ら に 、 光 照 射 の タ イ ミ ン グ を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の タ イ ミ ン

グ で 脱 保 護 反 応 を 起 こ さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 上 記 （ ｇ ） ま た は そ の 誘 導 体 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 以 下 の 基 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

【 化 ４ 】

　 上 記 （ ｈ ） の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 以 下 の 基 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 化 ５ 】

　 上 記 （ ｉ ） の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 以 下 の 基 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

【 化 ６ 】

　 上 記 （ ｊ ） の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 以 下 の 基 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

【 化 ７ 】

　 こ こ で 、 上 記 保 護 基 中 の Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 互 い に 独 立 し て 、 上 記 で 示 し た ア リ ー ル 基

上 で 置 換 さ れ て も よ い 置 換 基 を 表 す 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 を 保 護 す る 保 護 基 と し て は 、 上 記 の 他 に 、 細 胞 外 か ら 導 入 さ れ る

物 質 に よ っ て 脱 離 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 ア ジ ド ベ

ン ジ ル 基 （ ｋ ） お よ び こ れ の 誘 導 体 等 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 ア ジ ド ベ ン ジ ル 基 は 、 ｏ － ア

ジ ド ベ ン ジ ル 基 、 ｍ － ア ジ ド ベ ン ジ ル 基 お よ び ｐ － ア ジ ド ベ ン ジ ル 基 の 何 れ で も よ い が 、

反 応 性 の 観 点 か ら ｐ － ア ジ ド ベ ン ジ ル 基 が 好 ま し い 。 ま た 、 （ ｋ )に お け る ベ ン ゼ ン 環 上

の 複 数 の 水 素 原 子 は 互 い に 独 立 し て 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 し た が っ て 、

（ ｋ ） の 誘 導 体 と し て 、 例 え ば 、 （ ｋ ） に お け る ベ ン ゼ ン 環 上 の 水 素 原 子 （ 例 え ば １ ～ ３

個 ） が 上 記 で 置 換 基 と し て 列 挙 し た も の に 置 換 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

【 化 ８ 】

　 ア ジ ド ベ ン ジ ル 基 は 、 ホ ス フ ィ ン を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 脱 離 す る （ 参 考 文 献

： Bioconjugate, Chem. 2008, 19, 714） 。 ホ ス フ ィ ン は 、 膜 透 過 性 の 観 点 か ら 、 水 溶 性

ホ ス フ ィ ン で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 上 記 （ ｋ ） の よ う な 保 護 基 に よ っ て ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 を 保 護 す れ ば 、 当 該 ホ ス ホ ロ

チ オ エ ー ト 基 は 細 胞 外 で 実 質 的 に 脱 保 護 さ れ な い 。 そ れ ゆ え 、 核 酸 鎖 の 断 片 を 細 胞 外 で 混

合 し た だ け で は 結 合 反 応 が 起 こ ら な い 。 し た が っ て 、 短 い 断 片 の ま ま １ 回 の 操 作 で 細 胞 内
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に 導 入 で き る 可 能 性 が 高 ま る 。 さ ら に 、 脱 保 護 の 作 用 物 質 （ ホ ス フ ィ ン 等 ） を 細 胞 内 に 取

り 込 ま せ る タ イ ミ ン グ を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の タ イ ミ ン グ で 脱 保 護 反 応 を 起 こ さ

せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 ま た 、 所 定 の 条 件 下 の み で 互 い に 反 応 し て 結 合 す る 官 能 基 対 と し て は 、 上 記 し た 脱 保 護

反 応 を 利 用 す る も の の 他 に 、 ホ ス ホ ロ ジ エ ス テ ル 基 と ヨ ー ド 基 と の 組 合 せ （ 参 考 文 献 ： J.

 Mol. Evol. , 2003, 56, 607） が 挙 げ ら れ る 。 こ の 組 合 せ を 用 い る 場 合 、 臭 化 シ ア ン （ Ｂ

ｒ Ｃ Ｎ ） を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 結 合 反 応 を 起 こ す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

【 化 ９ 】

　 さ ら に 、 上 記 官 能 基 対 と し て ア ミ ノ 基 と ア ル デ ヒ ド 基 と の 組 合 せ （ 参 考 文 献 ： J. A m. C

hem. Soc., 2005, 127, 10144； J. A m. Chem. Soc., 1997, 1119, 12420） も 挙 げ ら れ る

。 こ の 組 合 せ を 用 い る 場 合 、 シ ア ノ ホ ウ 素 化 水 素 ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ Ｃ Ｎ Ｂ Ｈ ３ ） ま た は シ

ア ノ ホ ウ 素 化 水 素 カ リ ウ ム （ Ｋ Ｂ Ｈ ３ Ｃ Ｎ ） を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 結 合 反 応 を

起 こ す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

【 化 １ ０ 】

　 さ ら に 、 上 記 官 能 基 対 と し て ア ジ ド 基 と ア ル キ ニ ル 基 と の 組 合 せ （ 参 考 文 献 ： PN AS, 20

10, vol. 107, 15329-15334、 ChemBioChem, 2011, 12, 125-131） が 挙 げ ら れ る 。 こ の 組

合 せ を 用 い る 場 合 、 銅 を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 結 合 反 応 を 起 こ す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 化 １ １ 】

　 な お 、 上 記 の 化 学 式 中 で 、 糖 は 骨 格 部 分 の み を 示 し て お り 、 リ ボ ー ス で あ っ て も デ オ キ

シ リ ボ ー ス で あ っ て も よ い 。 ま た 、 化 学 式 中 の Ｂ は 核 酸 を 構 成 す る 各 種 の 塩 基 を 示 す 。 す

な わ ち 、 以 上 の 例 で は 、 機 能 性 核 酸 分 子 が Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 場 合 を 示 し て い る が 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子

で も 同 様 に 構 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 な お 、 機 能 性 核 酸 分 子 が ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 場 合 、 そ の 少 な く と も １ 本 が ２ 以 上 の 断

片 と な っ て い れ ば よ い が 、 ２ 本 と も が ２ 以 上 の 断 片 と な っ て い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 （ 核 酸 鎖 の 断 片 の 作 成 方 法 ）

　 上 記 官 能 基 が 末 端 に 付 さ れ た 核 酸 鎖 の 「 断 片 」 の 作 製 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば

、 当 該 断 片 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 　 ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉ

ｏ ｎ 合 成 方 法 、 プ ラ ス ミ ド も し く は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る 方 法 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ カ セ ッ

ト に よ る 方 法 等 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 純 度 の 高 さ 、 大 量 合 成 可 能 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ

ｖ ｏ で の 使 用 安 全 性 の 高 さ 、 お よ び 化 学 修 飾 可 能 等 の 観 点 か ら 、 化 学 合 成 方 法 が 好 ま し い

。 化 学 合 成 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 法 、 お よ び Ｈ － ホ ス ホ ネ ー ト 法 等

が 挙 げ ら れ 、 市 販 の 核 酸 合 成 機 を 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 ま た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ＇ 末 端 お よ び ５ ＇ 末 端 （ 対 応 す る 末 端 ） に 、 所 定 の 官 能

基 お よ び 保 護 基 を 付 す る 方 法 は 、 官 能 基 の 種 類 に 応 じ た 公 知 の 方 法 に 従 い 行 え ば よ い 。 な

お 、 官 能 基 等 の 導 入 が よ り 容 易 で あ る と い う 観 点 で は 、 「 対 応 す る 末 端 」 を 構 成 す る 核 酸

は 、 「 核 酸 鎖 」 の 種 類 に 係 ら ず 、 デ オ キ シ リ ボ 体 の 核 酸 が 好 ま し く 、 ｄ Ａ 、 ｄ Ｇ 、 ｄ Ｃ 、

ｄ Ｔ か ら 選 択 さ れ る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 こ の よ う に 作 製 し た 断 片 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 使 用 安 全 性 等 の 観 点 か ら 、 用 途 に よ っ

て は 、 導 入 工 程 前 に 精 製 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 断 片 の 細 胞 膜 透 過 性 を 高 め る た め

に 、 当 該 断 片 に 細 胞 膜 透 過 性 分 子 を 結 合 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 分 子 と し て は 、 例 え ば

、 Ｔ Ａ Ｔ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ア ル ギ ニ ン 、 PENETRATIN、 お よ び TP-10等 の 膜 透 過 性 ペ プ チ ド

； コ レ ス テ ロ ー ル ； ビ タ ミ ン Ａ 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 （ 核 酸 鎖 の 断 片 の 好 ま し い 設 計 の 例 ）

　 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 が 、 そ の 機 能 を 発 揮 す る た め に 、 核 酸 鎖 内 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か

、 ま た は 異 な る 核 酸 鎖 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 形 成 す る も の で

あ る 場 合 、 当 該 核 酸 鎖 の 断 片 は 、 当 該 断 片 同 士 の 結 合 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 で 生 じ る よ う

に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 以 下 、 図 １ に 基 づ き 、 よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 図 １ は 、 機 能 性 核 酸 分 子 と し て の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 好 ま し い 設 計 の 一 例 を 示 す （ 実 施 例 も 参

照 ） 。 こ の 例 に お い て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と が ハ イ ブ リ ダ

イ ズ す る よ う に 構 成 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 ３ ＇ 末 端 に ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 （ 官 能 基 対 の 一 方 ） を 付 与 さ れ た
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第 一 の 断 片 （ 図 中 Ａ ） と 、 ５ ＇ 末 端 に ヨ ー ド ア セ チ ル 基 （ 官 能 基 対 の 他 方 ） を 付 与 さ れ た

第 二 の 断 片 （ 図 中 Ｂ ） と し て 与 え ら れ て い る 。 ま た 、 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 ３ ＇ 末 端 に ホ ス

ホ ロ チ オ エ ー ト 基 （ 官 能 基 対 の 一 方 ） を 付 与 さ れ た 第 三 の 断 片 （ 図 中 Ｃ ） と 、 ５ ＇ 末 端 に

ヨ ー ド ア セ チ ル 基 （ 官 能 基 対 の 他 方 ） を 付 与 さ れ た 第 四 の 断 片 （ 図 中 Ｄ ） と し て 与 え ら れ

て い る 。 な お 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 は 何 れ も フ ェ ニ ル チ オ 基 （ 保 護 基 ） に よ っ て 保 護 さ

れ て い る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 お よ び 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 互 い に ず れ た 位 置 で そ れ ぞ れ ２ つ の 断 片 に な

る よ う 設 計 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 構 成 す る 第 一 の 断 片 と 第 二 の 断 片 と

は 、 何 れ も 、 隣 り 合 う よ う に 第 三 の 断 片 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 同 様 に 、 第 二 の Ｒ

Ｎ Ａ 鎖 を 構 成 す る 第 三 の 断 片 と 第 四 の 断 片 と は 、 何 れ も 、 隣 り 合 う よ う に 第 一 の 断 片 に 対

し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ れ に よ り 、 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 お よ び 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の 何 れ に お

い て も 、 官 能 基 が 付 さ れ た 対 応 す る 末 端 同 士 が 近 接 し て 、 生 成 工 程 に お け る 官 能 基 同 士 の

結 合 反 応 を 効 率 的 に 起 こ す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 な お 、 図 １ で は 、 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 結 合 と 、 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 構 成

す る 断 片 同 士 の 結 合 と が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 の 異 な る 箇 所 （ 互 い に ず れ た 位 置 ） で 生 じ

る も の を 例 示 し た が 、 例 え ば 、 図 １ に お い て 、 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 ま た は 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の 一

方 の み が 断 片 化 さ れ て い る も の も 、 対 応 す る 末 端 同 士 を 効 率 的 に 近 接 さ せ る こ と が で き る

観 点 で 好 ま し い 断 片 化 の 一 例 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ま た 、 図 １ で は 機 能 性 核 酸 分 子 と し て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 例 示 し た が 、 こ の 図 で 示 し た 断 片 の

設 計 は 、 核 酸 鎖 内 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 ま た は 異 な る 核 酸 鎖 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て

な る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 形 成 す る 機 能 性 核 酸 分 子 に 広 く 適 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 （ 導 入 工 程 ）

　 導 入 工 程 は 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 上 記 「 核 酸 鎖 」 の う ち の 少 な く と も １ 本 を 、 化

学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 「 官 能 基 対 」 を 「 対 応 す る 末 端 」 に 付 し た ２ 以 上 の 「 断 片 」 の

形 態 と し た 上 で 、 当 該 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 全 て の 核 酸 鎖 を 細 胞 内 に 導 入 す る 工 程 で

あ る 。 な お 、 「 核 酸 鎖 」 、 「 官 能 基 対 」 、 「 対 応 す る 末 端 」 、 お よ び 「 断 片 」 の 定 義 は 上

述 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 よ り 具 体 的 に は 、 導 入 工 程 で は 、 例 え ば 、 以 下 の １ ） ～ ３ ） の 何 れ か の 「 核 酸 組 合 せ 物

」 が 細 胞 内 に 導 入 さ れ る 。 な お 、 「 核 酸 組 合 せ 物 」 と は 、 ２ 以 上 の 核 酸 分 子 を 組 み 合 わ せ

た も の を 指 し 、 こ れ ら は 混 合 さ れ た 組 成 物 の 形 態 を と っ て い て も よ く 、 あ る い は 、 別 々 の

保 存 容 器 に 保 管 さ れ る な ど し て 互 い に 隔 離 さ れ た （ 混 合 さ れ て い な い ） 形 態 を と っ て い て

も よ い 。

１ ） 機 能 性 核 酸 分 子 が １ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 場 合 、 当 該 核 酸 鎖 を 構 築 す る た め の ２ 以 上 の

上 記 「 断 片 」 。 全 て の 核 酸 分 子 が 略 等 量 （ 個 数 ） で 含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い 。

２ ） 機 能 性 核 酸 分 子 が ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 場 合 、 う ち １ 本 の 核 酸 鎖 を 構 築 す る た め の ２

以 上 の 上 記 「 断 片 」 と 、 他 の １ 本 の 核 酸 鎖 。 全 て の 核 酸 分 子 が 略 等 量 （ 個 数 ） で 含 ま れ て

い る こ と が 好 ま し い 。

３ ） 機 能 性 核 酸 分 子 が ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 場 合 、 う ち １ 本 の 核 酸 鎖 を 構 築 す る た め の ２

以 上 の 上 記 「 断 片 」 と 、 他 の １ 本 の 核 酸 鎖 を 構 築 す る た め の ２ 以 上 の 上 記 「 断 片 」 。 全 て

の 核 酸 分 子 が 略 等 量 （ 個 数 ） で 含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 核 酸 組 合 せ 物 の 導 入 対 象 と な る 細 胞 は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 対 象 と な る 細 胞 は 、 原 核 細

胞 お よ び 真 核 細 胞 の 何 れ で も よ い 。 真 核 細 胞 と し て は 、 菌 類 、 植 物 お よ び 動 物 等 に 由 来 す

る 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 昆 虫 細 胞 等 の 非 哺 乳 類 細 胞 お よ び 哺 乳 類 細 胞 が

挙 げ ら れ る 。 哺 乳 類 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 等 の げ っ 歯 類 、 ウ サ ギ 、
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イ ヌ 、 お よ び ネ コ 等 の 非 ヒ ト 動 物 の 細 胞 ま た は ヒ ト の 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 細 胞 は 、

培 養 細 胞 で も よ い し 、 生 体 細 胞 （ 生 体 内 に あ る 単 離 さ れ て い な い 細 胞 ） で も よ い 。 細 胞 の

好 ま し い 一 例 は 、 ヒ ト の 培 養 細 胞 、 ヒ ト の 生 体 細 胞 、 非 ヒ ト 病 態 モ デ ル 動 物 の 培 養 細 胞 、

非 ヒ ト 病 態 モ デ ル 動 物 の 生 体 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 核 酸 組 合 せ 物 の 導 入 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に お け る 導 入 方 法 と し

て は 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ

ョ ン 法 、 お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お け る 導 入 方 法 と

し て は 、 例 え ば 、 局 所 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 お よ び 遺 伝 子 銃 を 用 い る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。

ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 生 体 に 適 用 す る 場 合 、 安 全 性 の 観 点 か ら 微 生 物 等 を 用 い な い 方 法

が 好 ま し い 。 ま た 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お け る 導 入 前 に 核 酸 組 合 せ 物 を 含 む 試 料 を 、 透 析 ま

た は ｐ Ｈ 調 節 等 を 行 う こ と に よ っ て 生 体 に 適 合 す る よ う に 調 製 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た

、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に 適 用 す る 場 合 、 必 要 に 応 じ て 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 組 み 合 わ せ

て 薬 学 的 組 成 物 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 製 剤 等 ） を 製 造 し て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ま た 、 核 酸 組 合 せ 物 を 構 成 す る 核 酸 分 子 は 、 全 て を 混 合 し て 核 酸 組 成 物 と し て 一 度 の 操

作 で 細 胞 内 に 導 入 し て も よ い し 、 核 酸 分 子 毎 に 別 々 に 細 胞 内 に 導 入 し て も よ い 。 ま た 、 核

酸 鎖 を 構 築 す る た め の ２ 以 上 の 断 片 を 、 一 度 の 操 作 で 細 胞 内 に 導 入 し て も よ い し 、 そ れ ぞ

れ を 別 々 に 細 胞 内 に 導 入 し て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 （ 生 成 工 程 ）

　 生 成 工 程 で は 、 上 記 導 入 工 程 で 核 酸 組 合 せ 物 を 導 入 し た 細 胞 内 で 、 上 記 「 官 能 基 対 」 を

「 対 応 す る 末 端 」 に 付 し た ２ 以 上 の 「 断 片 」 同 士 を 結 合 さ せ る 。 す な わ ち 、 官 能 基 対 の 間

で 化 学 反 応 が 進 行 し て 、 「 対 応 す る 末 端 」 同 士 が 結 合 （ 化 学 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ＝ 非 酵 素 的 な

ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） さ れ る こ と で 、 「 断 片 」 と し て 与 え ら れ て い た 核 酸 鎖 が １ 本 の 連 続 し た

核 酸 鎖 と し て 構 築 さ れ る 。 あ わ せ て 、 必 要 に 応 じ て 核 酸 鎖 内 ま た は 異 な る 核 酸 鎖 間 で ハ イ

ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な 相 互 作 用 を 生 じ て 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 生 成 す る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 上 記 の （ 核 酸 鎖 の 断 片 の 好 ま し い 設 計 の 例 ） 欄 で 説 明 し た ケ ー ス で は 、 図 １ に 示 す よ う

に 、 導 入 工 程 後 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 断 片 の 適 切 な 整 列 化 、 「 官 能 基 」 の 脱

保 護 、 お よ び 「 官 能 基 対 」 の 間 で の 化 学 反 応 の 進 行 （ 化 学 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） 、 が 同 時 進 行

的 に 生 じ て 、 ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 機 能 性 核 酸 分 子 が 生 成 す る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 〔 ２ ． 核 酸 組 合 せ 物 〕

　 （ 核 酸 組 合 せ 物 の 概 要 ）

　 本 発 明 に 係 る 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 法 に 用 い る 核 酸 組 合 せ 物 （ 構 築 用 核 酸 組 合 せ 物 ） は

、 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 全 て の 上 記 「 核 酸 鎖 」 を 備 え て な り 、 当 該 「 核 酸 鎖 」 の う ち

の 少 な く と も １ 本 が 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 「 官 能 基 対 」 を 「 対 応 す る 末 端 」 に 付

し た ２ 以 上 の 「 断 片 」 と し て 含 ま れ て い る も の で あ る 。 な お 、 「 核 酸 組 合 せ 物 」 の 例 示 は

、 上 記 （ 導 入 工 程 ） 欄 で 説 明 し た 通 り の も の で あ る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 （ 核 酸 組 合 せ 物 の 好 ま し い 形 態 ）

　 核 酸 組 合 せ 物 の 好 ま し い 形 態 で は 、 上 記 「 機 能 性 核 酸 分 子 」 は 、 上 記 「 核 酸 鎖 」 内 で ハ

イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 ま た は 異 な る 「 核 酸 鎖 」 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ハ イ ブ リ ダ イ

ズ 領 域 を 有 し 、 上 記 「 断 片 」 同 士 の 結 合 が 、 当 該 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 で 生 じ る よ う に 、 上

記 「 断 片 」 が 設 計 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 核 酸 組 合 せ 物 の よ り 好 ま し い 形 態 で は 、 上 記 「 機 能 性 核 酸 分 子 」 を 構 成 す る 、 ハ イ ブ リ

ダ イ ズ が 可 能 な 第 一 の 「 核 酸 鎖 」 お よ び 第 二 の 「 核 酸 鎖 」 を 備 え て な り 、 こ れ ら ２ 本 の 「

核 酸 鎖 」 は 何 れ も 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 「 官 能 基 対 」 を 「 対 応 す る 末 端 」 に 付 し
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た ２ つ の 「 断 片 」 と し て 含 ま れ て い る 。 そ し て 、 「 第 一 の 核 酸 鎖 」 を 構 成 す る 「 断 片 」 同

士 の 結 合 と 、 「 第 二 の 核 酸 鎖 」 を 構 成 す る 「 断 片 」 同 士 の 上 記 結 合 と が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ

領 域 の 異 な る 箇 所 で 生 じ る よ う に 、 そ れ ぞ れ の 断 片 が 設 計 さ れ て い る （ 図 １ お よ び 実 施 例

も 参 照 ） 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 核 酸 組 合 せ 物 の さ ら に 好 ま し い 形 態 で は 、 上 記 「 機 能 性 核 酸 分 子 」 を 構 成 す る 、 ハ イ ブ

リ ダ イ ズ が 可 能 な 「 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 」 と 「 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 」 と を 備 え て な り 、 「 第 一 の Ｒ

Ｎ Ａ 鎖 」 は 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 「 官 能 基 対 」 を 「 対 応 す る 末 端 」 に 付 し た 「 第

一 の 断 片 」 と 「 第 二 の 断 片 」 と し て 含 ま れ て い る 。 ま た 、 「 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 」 は 、 化 学 反

応 に よ り 相 互 結 合 す る 「 官 能 基 対 」 を 「 対 応 す る 末 端 」 に 付 し た 「 第 三 の 断 片 」 と 「 第 四

の 断 片 」 と し て 含 ま れ て い る 。 そ し て 、 「 第 一 の 断 片 」 ま た は 「 第 二 の 断 片 」 は 、 「 第 三

の 断 片 」 お よ び 「 第 四 の 断 片 」 の 双 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ り 、 「 第 三 の 断 片 」 ま た

は 「 第 四 の 断 片 」 は 、 「 第 一 の 断 片 」 お よ び 「 第 二 の 断 片 」 の 双 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能

で あ る （ （ 核 酸 鎖 の 断 片 の 好 ま し い 設 計 の 例 ） 欄 、 図 １ お よ び 実 施 例 も 参 照 ） 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 （ 核 酸 組 合 せ 物 の 応 用 ）

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 組 合 せ 物 は 、 そ の 使 用 手 順 が 記 載 さ れ た 使 用 説 明 書 （ た だ し 、 紙 媒 体

は も と よ り 、 電 子 媒 体 に 格 納 さ れ た も の も 含 み 記 録 媒 体 は 特 に 限 定 さ れ な い ） と と も に パ

ッ ケ ー ジ 化 さ れ て い て も よ い 。 当 該 使 用 説 明 書 に は 、 例 え ば 、 上 記 （ 導 入 工 程 ） 欄 、 （ 生

成 工 程 ） 欄 で 説 明 し た よ う な 核 酸 組 合 せ 物 の 使 用 説 明 が 記 載 さ れ る 。 核 酸 組 合 せ 物 は そ の

用 途 に 応 じ て 、 医 薬 、 ま た は 試 薬 キ ッ ト で あ り う る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 〔 ３ ． そ の 他 〕

　 （ 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 法 の 応 用 ）

　 核 酸 組 合 せ 物 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 等 の げ っ 歯 類 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 お よ び ネ

コ 等 の 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 ま た は ヒ ト の 個 体 を 治 療 す る た め に 用 い て も よ い 。 す な わ ち 、 非

ヒ ト 動 物 の 個 体 ま た は ヒ ト の 個 体 に 、 核 酸 組 合 せ 物 を 投 与 し て も よ い 。 投 与 方 法 は 、 上 述

の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お け る 導 入 方 法 と し て 挙 げ た と お り で あ る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 ま た 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 等 の げ っ 歯 類 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 等 の 非 ヒ ト 動 物

の 個 体 ま た は ヒ ト の 個 体 に 対 す る 核 酸 組 合 せ 物 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 核 酸 組 合 せ 物

が 導 入 さ れ て い る 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 核 酸 組 合 せ 物 が 導 入 さ れ て い る 細 胞 は 、 上 述 の 核 酸

組 合 せ 物 を 内 部 に 保 持 し て い る 。 核 酸 組 合 せ 物 が 導 入 さ れ て い る 細 胞 は 、 そ の 使 用 手 順 が

記 載 さ れ た 使 用 説 明 書 （ た だ し 、 紙 媒 体 は も と よ り 、 電 子 媒 体 に 格 納 さ れ た も の も 含 み 記

録 媒 体 は 特 に 限 定 さ れ な い ） と と も に パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ て い て も よ い 。 当 該 使 用 説 明 書 に

は 、 例 え ば 、 （ 生 成 工 程 ） 欄 で 説 明 し た よ う な 細 胞 の 使 用 説 明 が 記 載 さ れ る 。 細 胞 は そ の

用 途 に 応 じ て 、 医 薬 、 試 薬 キ ッ ト で あ り 得 る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 〔 ４ ． ま と め 〕

　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 は 、 以 下 の も の を 含 ん で い る 。

１ ） １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 か ら な る 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 法 で あ っ て 、 化 学 反 応 に よ り 相

互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 を 細 胞 内 に 導 入 す る 導 入 工 程 と

、 上 記 細 胞 内 で 上 記 官 能 基 同 士 を 反 応 さ せ て 断 片 同 士 を 結 合 し 、 １ ま た は ２ 本 の 核 酸 鎖 か

ら な る 機 能 性 核 酸 分 子 を 生 成 す る 生 成 工 程 と 、 を 含 む 方 法 。

２ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 上 記 核 酸 鎖 内 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 ま た は 異 な る 核 酸 鎖

間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 有 し 、 上 記 断 片 同 士 の 上 記 結 合 が 、 上

記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 で 生 じ る よ う に 、 上 記 断 片 が 設 計 さ れ て い る 、 １ ） に 記 載 の 方 法 。

３ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 は 第 一 の 核 酸 鎖 お よ び 第 二 の 核 酸 鎖 の ２ 本 の 上 記 核 酸 鎖 か ら な り

、 か つ 異 な る 核 酸 鎖 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 有 し 、 上 記 ２

本 の 核 酸 鎖 は 何 れ も 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ つ
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の 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る も の で あ り 、 上 記 第 一 の 核 酸 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 上

記 結 合 と 、 上 記 第 二 の 核 酸 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 上 記 結 合 と が 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領

域 の 異 な る 箇 所 で 生 じ る 、 ２ ） に 記 載 の 方 法 。

４ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 上 記 第 一 の 核 酸 鎖 と し て の 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 、 上 記 第 二 の 核

酸 鎖 と し て の 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と か ら な り 、 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結

合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た 第 一 の 断 片 と 第 二 の 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 さ れ

る も の で あ り 、 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る

末 端 に 付 し た 第 三 の 断 片 と 第 四 の 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る も の で あ り 、 上 記 第 一 の

断 片 ま た は 第 二 の 断 片 は 、 上 記 第 三 の 断 片 お よ び 第 四 の 断 片 の 双 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能

で あ り 、 上 記 第 三 の 断 片 ま た は 第 四 の 断 片 は 、 上 記 第 一 の 断 片 お よ び 第 二 の 断 片 の 双 方 と

ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る 、 ３ ） に 記 載 の 方 法 。

５ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 細 胞 内 で Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 作 用 を 有 す る 、 １ ） ～ ４ ） の 何 れ か に 記

載 の 方 法 。

６ ） 上 記 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 は 、 求 電 子 基 と 、 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ

て い る 求 核 基 と の 組 合 せ で あ る 、 １ ） ～ ５ ） の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。

７ ） 上 記 求 核 基 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 で あ る 、 ６ ） に 記 載 の 方 法 。

８ ） 上 記 求 電 子 基 は 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 、 ブ ロ モ ア セ チ ル 基 ま た は ヨ ー ド 基 で あ る 、 ６ ）

ま た は ７ ） に 記 載 の 方 法 。

９ ） 上 記 保 護 基 は 、 上 記 細 胞 中 の 内 因 性 物 質 、 ま た は 光 照 射 に よ っ て 脱 離 す る 、 ６ ） ～ ８

） の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。

１ ０ ） 上 記 求 核 基 が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 で あ る 場 合 、 上 記 保 護 基 が 下 記 （ ａ ） ～ （ ｋ ）

の 何 れ か で あ る 、 ６ ） 、 ８ ） ま た は ９ ） に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

【 化 １ ２ 】

（ な お 、 上 記 式 中 で 、 Ｒ 、 Ｒ ＇ お よ び Ｒ ＂ は 置 換 ま た は 非 置 換 の ア ル キ ル 基 ま た は ア リ ー

ル 基 を 表 す 。 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 互 い に 独 立 し て 水 素 原 子 ま た は 炭 素 数 １ ～ ４ の ア ル キ ル 基
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を 表 し 、 ｎ は １ ～ ３ の 整 数 を 表 す 。 な お 、 ｎ が ２ ま た は ３ の と き 、 ｎ 個 あ る Ｒ １ 同 士 は 互

い に 異 な っ て い て も よ く 、 ｎ 個 あ る Ｒ ２ 同 士 は 互 い に 異 な っ て い て も よ い 。 ま た 、 （ ａ ）

、 （ ｂ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｇ ） 、 （ ｈ ） 、 （ ｉ ） 、 (ｊ )、 お よ び （ ｋ ） 中 の ベ ン ゼ ン 環 上 の 複

数 の 水 素 原 子 は 互 い に 独 立 し て 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 ）

１ １ ） 上 記 １ ） ～ １ ０ ） の 何 れ か に 記 載 の 方 法 に 用 い る 核 酸 組 合 せ 物 で あ っ て 、 機 能 性 核

酸 分 子 を 構 成 す る 上 記 核 酸 鎖 を 備 え て な り 、 当 該 核 酸 鎖 の う ち の 少 な く と も １ 本 が 、 化 学

反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ 以 上 の 断 片 と し て 含 ま れ て い

る 、 機 能 性 核 酸 分 子 の 構 築 用 核 酸 組 合 せ 物 。

１ ２ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 上 記 核 酸 鎖 内 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 ま た は 異 な る 核 酸

鎖 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 を 有 し 、 上 記 断 片 同 士 の 上 記 結 合 が 、

上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 で 生 じ る よ う に 、 上 記 断 片 が 設 計 さ れ て い る 、 １ １ ） に 記 載 の 核

酸 組 合 せ 物 。

１ ３ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ が 可 能 な 第 一 の 核 酸 鎖 お よ び 第 二

の 核 酸 鎖 の ２ 本 の 上 記 核 酸 鎖 を 備 え て な り 、 上 記 ２ 本 の 核 酸 鎖 は 何 れ も 、 化 学 反 応 に よ り

相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た ２ つ の 断 片 と し て 含 ま れ て お り 、 上 記 第 一

の 核 酸 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 上 記 結 合 と 、 上 記 第 二 の 核 酸 鎖 を 構 成 す る 断 片 同 士 の 上 記

結 合 と が 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 の 異 な る 箇 所 で 生 じ る よ う に 、 上 記 断 片 が 設 計 さ れ て

い る 、 １ ２ ） に 記 載 の 核 酸 組 合 せ 物 。

１ ４ ） 上 記 機 能 性 核 酸 分 子 を 構 成 す る 、 上 記 第 一 の 核 酸 鎖 と し て の 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と 、 上

記 第 二 の 核 酸 鎖 と し て の 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 と を 備 え て な り 、 上 記 第 一 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 化 学 反

応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末 端 に 付 し た 第 一 の 断 片 と 第 二 の 断 片 と し て 含

ま れ て お り 、 上 記 第 二 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 、 化 学 反 応 に よ り 相 互 結 合 す る 官 能 基 対 を 対 応 す る 末

端 に 付 し た 第 三 の 断 片 と 第 四 の 断 片 と し て 含 ま れ て お り 、 上 記 第 一 の 断 片 ま た は 第 二 の 断

片 は 、 上 記 第 三 の 断 片 お よ び 第 四 の 断 片 の 双 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ り 、 上 記 第 三 の

断 片 ま た は 第 四 の 断 片 は 、 上 記 第 一 の 断 片 お よ び 第 二 の 断 片 の 双 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能

で あ る 、 １ ３ ） に 記 載 の 核 酸 組 合 せ 物 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 以 下 に 実 施 例 を 示 し 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て さ ら に 詳 し く 説 明 す る 。 も ち ろ ん 、

本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 細 部 に つ い て は 様 々 な 態 様 が 可 能 で あ

る こ と は い う ま で も な い 。 さ ら に 、 本 発 明 は 上 述 し た 実 施 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く

、 請 求 項 に 示 し た 範 囲 で 種 々 の 変 更 が 可 能 で あ り 、 そ れ ぞ れ 開 示 さ れ た 技 術 的 手 段 を 適 宜

組 み 合 わ せ て 得 ら れ る 実 施 形 態 に つ い て も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま れ る 。 ま た 、 本 明 細

書 中 に 記 載 さ れ た 文 献 の 全 て が 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 〔 １ ． Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 〕

　 （ Ｒ Ｎ Ａ の 設 計 お よ び 合 成 ）

　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ （ 図 ２ の （ ａ ） ； 配 列 番 号 １ お よ

び ２ ） を も と に 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を そ れ ぞ れ ３ ＇ － Ｐ Ｓ （ ホ ス ホ ロ チ オ エ

ー ト ） 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ５ ＇ － ア ミ ノ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 分 割 し て Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 を 行 っ た （ 図 ２ の （

ｂ ） ； 配 列 番 号 ３ お よ び ４ ） 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ５ ＇ － ア ミ ノ 　 Ｒ Ｎ Ａ は 、 全 て ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 法 に 基 づ

き Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 （ GeneWorld H8-SE） を 用 い て 合 成 し た 。 ア ミ ダ イ ト 試 薬 と し て は 、 Ｒ Ｎ

Ａ に は ２ ＇ － Ｏ － Ｔ Ｏ Ｍ 保 護 体 （ Glen Research） を 用 い 、 ３ ＇ 末 端 の リ ン 酸 化 に は ３ ＇

－ Phosphate Ｃ Ｐ Ｇ （ Glen Research） お よ び Sulfurizing Reagent（ Glen Research） を

用 い た 。 ま た 、 ５ ＇ － 末 端 の ア ミ ノ ｄ Ｔ の 導 入 に は 、 ５ ＇ － A mino dT Phosphoroamidite

（ Glen Research） を 用 い た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 脱 保 護 は 定 法 に 従 い 、 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ び

５ ＇ － ア ミ ノ 　 Ｒ Ｎ Ａ は 粗 精 製 の ま ま 次 の 反 応 に 用 い た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 （ 合 成 し た Ｒ Ｎ Ａ の 化 学 修 飾 ）

　 上 記 で 合 成 し た セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 に お け る ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ を ジ フ ェ ニ

ル ジ ス ル フ ィ ド と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 し た （

図 ２ の （ ｃ ） ） 。 な お 、 ３ ＇ 末 端 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 細 胞 内 に 導 入 後 、 Ｇ Ｓ Ｈ な ど の 生

体 内 チ オ ー ル 源 に よ っ て 脱 離 が 進 行 す る 。 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ の ジ ス ル フ ィ ド 化 は 、 表 １

の 組 成 で 調 製 し た 混 合 液 を 室 温 で ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

【 表 １ 】

　 ま た 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 に お け る ５ ＇ － ア ミ ノ 　 Ｒ Ｎ Ａ を ヨ ー ド 酢 酸 Ｎ －

ス ク シ ン イ ミ ジ ル と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 し た （ 図 ２ の （

ｄ ） ） 。 ５ ＇ － ア ミ ノ Ｒ Ｎ Ａ の ヨ ー ド ア セ チ ル 化 は 、 表 ２ の 組 成 で 調 製 し た 混 合 液 を 室 温

で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

【 表 ２ 】

　 （ 比 較 の た め に 用 い る Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 ）

　 非 修 飾 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ５ ｍ ｅ ｒ ： 図 ２ の （ ａ ） に 示 す 配 列 ） を ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ

び ５ ＇ － ア ミ ノ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 と 同 様 に 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 法 に 基 づ き Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 （

GeneWorld H8-SE） を 用 い て 合 成 し 、 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に よ っ て 完 全 鎖 長 の 生

成 物 を 精 製 し た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ま た 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 に お け る ５ ＇ － ア ミ ノ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 酢 酸 ナ ト リ ウ ム

と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と の 反 応 性 を 有 さ な い ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ を

合 成 し た （ 図 ２ の （ ｅ ） ） 。 ５ ＇ － ア ミ ノ Ｒ Ｎ Ａ の ア セ チ ル 化 は 、 表 ３ の 組 成 で 調 製 し た

混 合 液 を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

【 表 ３ 】

　 さ ら に 、 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ と が ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 場 合 に 生

成 す る ｌ ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て も 、 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ

Ｎ Ａ と を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ （ 無 細 胞 系 ） に お い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 合 成 し

た （ 図 ２ の （ ｆ ） ； 配 列 番 号 ５ お よ び ６ ） 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 上 記 で 合 成 し た Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ 、 ア セ チ ル Ｒ

Ｎ Ａ 、 お よ び ｌ ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Ｂ ． ｃ ｏ ｎ ｃ ． ０ ～ ４ ０ ％ 、 Ａ

液 ： ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ａ 、 ５ ％ 　 ア セ ト ニ ト リ ル 　 ｉ ｎ 　 Ｈ ２ Ｏ 、 Ｂ 液 ： １ ０ ０ ％ 　 ア セ
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ト ニ ト リ ル ） に よ っ て 解 析 し 精 製 し た 。 そ の 後 、 Ｓ ｅ ｐ － Ｐ ａ ｋ カ ー ト リ ッ ジ を 用 い て 脱

塩 （ ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 水 　 ６ ｍ Ｌ に よ っ て 溶 出 ） し 、 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 濃

縮 し た 。 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ を 超 純 水 に 溶 解 し 、 適 宜 希 釈 後 Ｕ Ｖ 吸 収 ス ペ ク ト ル を 測 定 し 、 溶

液 濃 度 を 定 量 し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 〔 ２ ． ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ （ 無 細 胞 系 ） に お け る ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 確 認 〕

　 （ 方 法 ）

　 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に お い て 、 Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ

と の ラ イ ゲ ー シ ョ ン が 行 わ れ る こ と を 確 認 す る た め に 、 表 ４ の 組 成 で 反 応 を 行 っ た 。 表 ４

中 の レ ー ン ５ は Ｇ Ｓ Ｈ を 添 加 し て い な い コ ン ト ロ ー ル で あ る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

【 表 ４ 】

　 な お 、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ の 組 成 は 、 １ ． ８ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ， ０ ． ４ ９ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ， ０ ．

４ １ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ で あ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 上 記 混 合 液 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー （ １ ０

０ ％ 　 ホ ル ム ア ミ ド 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｘ Ｃ ） を 加 え 、 ９ ０ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た

。 反 応 液 を ２ ０ ％ 変 性 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 泳 動 し 、 CYBR Green IIで ３ ０ 分 間 染 色 す る

こ と に よ っ て 分 析 し た 。 マ ー カ ー と し て 、 レ ー ン １ に は ２ ５ ｍ ｅ ｒ の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 、 レ ー ン ２

に は １ ９ ｍ ｅ ｒ の Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス 鎖 ） 、 レ ー ン ３ に は １ ８ ｍ ｅ

ｒ の Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） を 同 様 に ロ ー ド し た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 （ 結 果 ）

　 泳 動 の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ と の ラ イ ゲ ー シ

ョ ン が 進 行 し 、 ２ ５ ｍ ｅ ｒ の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 が 生 成 し た こ と が 確 認 で き た （ レ ー ン ４ ） 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 ま た 、 セ ン ス 鎖 の み の Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ ４ μ Ｌ お よ び ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ

Ｎ Ａ ４ μ Ｌ に Ｇ Ｓ Ｈ ２ μ Ｌ を 加 え て 同 様 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 さ せ た 場 合 で も 、 ２ ５ ｍ ｅ

ｒ の 一 本 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 が 生 成 し た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 〔 ３ ． 哺 乳 動 物 培 養 細 胞 系 を 用 い た Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 効 果 の 測 定 １ 〕

　 （ 方 法 ）

　 Ｈ ｅ Ｌ ａ － Ｌ ｕ ｃ 細 胞 （ Caliper（ PerkinElmer company） か ら 購 入 ） を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ

を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Wako製 ） 培 地 中 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で 培 養 し 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト に 、

１ ０ ０ μ Ｌ ず つ 、 ４ ． ０ × １ ０
３

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ウ ェ ル と な る よ う 分 注 し た 。 さ ら に ３ ７ ℃

、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ２ ４ 時 間 培 養 し 、 約 ６ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 で 各 種 Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス

鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ ） を ト ラ ン ス
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フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 Gene Silencer（ Genlantis製 ） を 用 い 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 添 付

の プ ロ ト コ ー ル に 従 い コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 濃 度 は 、 ２ ５ 、 ５ ０ ま た は

１ ０ ０ ｎ Ｍ と し た 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 具 体 的 に は 、 細 胞 に ５ ０ μ Ｌ の Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ （ ＋ ） を 加 え た 状 態 で 、 下 記 の ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン 用 混 合 溶 液 を 添 加 す る こ と で 行 っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 混 合 溶 液 の 組 成 は 表

５ の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

【 表 ５ 】

　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 メ デ ィ ウ

ム を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 へ と 交 換 し た 。 ３ ７ ℃ で さ ら に １ ８ 時 間 イ ン キ ュ

ベ ー ト 後 、 Luciferase Assay System（ プ ロ メ ガ 製 ） を 用 い 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い

ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 量 を 定 量 し た （ 条 件 ： 試 薬 量 ５ ０ μ Ｌ 、 delay time ２ 秒 、 read time

１ ０ 秒 、 機 器 ： Muthras LB 940（ BERTH OLD製 ） ） 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 比 較 と し て 、 ス ク ラ ン ブ ル （ ２ ５ ｎ Ｍ ） 、 非 修 飾 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） 、 ｌ ｉ ｇ ａ ｔ

ｅ ｄ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ５ ｎ Ｍ ） 、 Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ ＋ ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ （ ２

５ ｎ Ｍ 、 ５ ０ ｎ Ｍ ま た は １ ０ ０ ｎ Ｍ ） 、 Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ の み （ １ ０ ０ ｎ

Ｍ ） 、 ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ の み （ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） 、 お よ び ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ の み （ １ ０ ０ ｎ

Ｍ ） を 上 記 と 同 様 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 量 を 定 量 し た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 （ 結 果 ）

　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 ｎ ｏ ｎ － ｌ ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ な Ｃ ａ ｇ ｅ

ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ （ Ｉ Ａ ） と を 細 胞 内 に 導 入 し た 場 合 に は

、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が 低 く 、 十 分 な 阻 害 活 性 が 観 察 さ れ た 。 一 方 、 ｎ ｏ ｎ － ｌ

ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ な Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ （ Ａ ｃ ） と を 導 入 し た

場 合 に は 阻 害 活 性 が 観 察 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 細 胞 内 で ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー

ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ と の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ っ て 、 ｌ ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 生 成

し 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 し た こ と を 示 唆 し て い る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 こ の よ う に 、 機 能 性 Ｒ Ｎ Ａ を 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 し 、 細 胞 内 で 機 能 性 Ｒ Ｎ Ａ を 構 築

す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 〔 ４ ． 哺 乳 動 物 培 養 細 胞 系 を 用 い た Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 効 果 の 測 定 ２ （ 浸 透 圧 シ ョ ッ ク に よ る ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ） 〕

　 （ 方 法 ）

　 Ｈ ｅ Ｌ ａ － Ｌ ｕ ｃ 細 胞 を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Wako製 ） 培 地 中 、 ３ ７ ℃ 、 ５

％ Ｃ Ｏ ２ 下 で 培 養 し 、 約 ６ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 で 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 い

で 、 hypertonic bufferと 各 種 Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ

Ｎ Ａ お よ び ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ ） と の 混 合 液 （ １ ０ μ Ｌ ） で 細 胞 を 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で １

０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ こ へ 滅 菌 水 （ ５ ２ ． ９ μ Ｌ ） を 加 え 、 さ ら に ３ ７ ℃ で １ ０

分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 回 収

し た 細 胞 を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ ４ ０ ０ μ Ｌ ） で 懸 濁 し 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト に １
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０ ０ μ Ｌ ず つ 分 注 し た 。 hypertonic bufferの 組 成 は 、 ２ ． １ Ｍ 　 ス ク ロ ー ス 、 ７ ． ５ ％

Ｐ Ｅ Ｇ （ ２ ０ ０ ０ ） 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ） ｉ ｎ 　 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 　 ｂ ｕ ｆ ｆ

ｅ ｒ で あ る 。 hypertonic bufferと 各 種 Ｒ Ｎ Ａ と の 混 合 液 （ １ ０ μ Ｌ ） の 組 成 は 表 ６ の 通

り で あ る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

【 表 ６ 】

　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Lucife

rase Assay System（ プ ロ メ ガ 製 ） を 用 い 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発

現 量 を 定 量 し た （ 条 件 ： 試 薬 量 ３ ０ μ Ｌ 、 delay time ２ 秒 、 read time １ ０ 秒 、 機 器 ： M

uthras LB 940（ BERTH OLD製 ） ） 。 ま た 、 BCA protein assay kit（ Thermo Scientific製

） を 用 い 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い タ ン パ ク 量 を 定 量 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 量 を 補 正

し た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 比 較 と し て 、 ス ク ラ ン ブ ル 、 お よ び 非 修 飾 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 上 記 と 同 様 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 量 を 定 量 お よ び 補 正 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 （ 結 果 ）

　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 ｎ ｏ ｎ － ｌ ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ な Ｃ ａ ｇ ｅ

ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ （ Ｉ Ａ ） と を 細 胞 内 に 導 入 し た 場 合 に は

、 非 修 飾 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 に 導 入 し た 場 合 と 比 較 し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が

低 く 、 よ り 阻 害 さ れ て い る こ と が わ か っ た 。 こ の 結 果 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇

－ Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ と Ｉ Ａ と に 断 片 化 し て 導 入 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 膜 透 過 性 が 向 上 し た こ

と を 示 唆 し て い る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 こ の よ う に 、 機 能 性 Ｒ Ｎ Ａ を 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 す る こ と で 、 細 胞 膜 透 過 性 を 向 上

さ せ 、 よ り 多 量 の 機 能 性 Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 に 効 率 的 に 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 明 ら

か と な っ た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 〔 ５ ． 哺 乳 動 物 培 養 細 胞 系 を 用 い た 免 疫 応 答 測 定 〕

　 （ 方 法 ）

　 Ｔ ９ ８ Ｇ 細 胞 （ 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス セ ン タ ー か ら 入 手 ） を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ を 含

む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ （ Wako製 ） 培 地 中 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で 培 養 し 、 ２ ４ 穴 プ レ ー

ト に 、 ３ ０ ０ μ Ｌ ず つ 、 ４ ． ０ × １ ０
４

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ウ ェ ル と な る よ う 分 注 し た 。 さ ら に

３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ２ ４ 時 間 培 養 し 、 約 ７ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 で 各 種 Ｒ Ｎ Ａ （

セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ ） を ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 lipofectamine 2000（ invitrogen製 ） を 用 い 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン 試 薬 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 比 較 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ な

し 、 ポ リ Ｉ ： Ｃ 、 非 修 飾 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 同 様 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 濃 度 は

１ ０ ０ ｎ Ｍ （ final volume ３ ０ ０ μ Ｌ ） と し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 混 合 溶 液 の 組

成 は 表 ７ の 通 り で あ る 。

【 ０ １ ０ ７ 】

【 表 ７ 】
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　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 で ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ２ ０ ％ S

erumを 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 ３ ０ ０ μ Ｌ を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ３ ７ ℃ で さ ら に １

８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ISO GEN（ ニ ッ ポ ン ・ ジ ー ン 製 ） を 用 い 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に

従 っ て 、 ｔ ｏ ｔ ａ ｌ Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 回 収 し た Ｒ Ｎ Ａ お よ び One Step PrimeScript（

登 録 商 標 ） RT-PCR Kit (Perfect Real Time)（ Takara製 ） を 用 い て 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β お よ び

β － Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ の 発 現 量 を 測 定 し た 。 得 ら れ た 結 果 か ら Δ Δ Ct法 を 用 い て 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β 発

現 量 を β － Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ 発 現 量 で 補 正 し 、 相 対 的 な Ｉ Ｆ Ｎ － β 発 現 量 を 算 出 し た 。 リ ア ル タ

イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に 使 用 し た 反 応 液 の 組 成 は 表 ８ の 通 り で あ る 。 ま た 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ の 反

応 条 件 は 表 ９ の 通 り で あ る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

【 表 ８ 】

【 ０ １ ０ ９ 】

【 表 ９ 】

　 （ 結 果 ）

　 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 Ｒ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な か っ た Negative Control（ Ｎ Ｃ

） と 比 較 し て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ Ｉ ： Ｃ を 細 胞 内 に 導 入 し た 場 合 に は Ｉ Ｆ Ｎ － β の 発

現 量 の 増 加 が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 ｎ ｏ ｎ － ｌ ｉ ｇ ａ ｔ ｅ ｄ な Ｃ ａ ｇ ｅ ｄ 　 ３ ＇ － Ｐ Ｓ 　 Ｒ

Ｎ Ａ と ヨ ー ド ア セ チ ル Ｒ Ｎ Ａ （ Ｉ Ａ ） と を 細 胞 内 に 導 入 し た 場 合 に は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β の 発 現

量 の 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 す る こ

と で 、 断 片 化 さ れ て い な い ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 誘 導 さ れ る 免 疫 応 答 を 回 避 可 能 で あ る こ と

を 示 し て い る 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 こ の よ う に 、 機 能 性 Ｒ Ｎ Ａ を 断 片 と し て 細 胞 内 に 導 入 す る こ と で 、 断 片 化 さ れ て い な い

機 能 性 Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 誘 導 さ れ る 免 疫 応 答 を 回 避 可 能 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 機 能 性 核 酸 分 子 を 用 い た 医 薬 お よ び 試 薬 等 の 分 野 に 利 用 す る こ と が で き る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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