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(54) Title: SMALL GUIDE ANTISENSE NUCLEIC ACID AND USE THEREOF 

(54)発明の名称： スモールガイドアンチセンス核酸とその使用
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(57) Abstract: The present invention relates to providing a nucleic acid medicine for managing a disease or disorder 

related to unwanted gene expression. More specifically, the inventors of the present invention developed a technique 

for efficiently regulating gene expression in a cell using a relatively short oligonucleotide, by establishing a method for 

designing a nucleic acid medicine, comprising performing structural analysis based on sequence information of a血 get

RNA sequence as an object for gene expression regulation, calculating the probability of existence of each structure from 

the obtained results of the structural a叫 ysisand the energy of each structure, and calculating the existence probability in 

unified fashion of an endogenous stem-loop substructure, and thereby specifying a more favorable endogenous stem-loop 

substructure. This technique can theoretically be applied to regulation of any gene expression, and is therefore useful for 

treatment or prevention of various diseases and disorders. 
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添付公開書類：

一 国際調査報告（条約第21条(3))

(57)要約：本発明は、望ましくない遺伝子の発現に関連する疾患または障害を処置するための核酸

医薬を提供することに関する。より具体的には、本発明者らは、遺伝子発現調節の対象となる標

的 RNA配列について、その配列情報を元に構造解析を行ない、得られた構造解析結果とそれぞ

れのエネルギー量から、それぞれの存在確率を算出し、内在性のステムループ部分構造の存在確

率を統一的に算出することでより好ましい内在性ステムループ部分構造を特定し、核酸医薬を設

計する方法を確立することで、比較的短いオリゴヌクレオチドを用いて、効率よく細胞内におけ
る遺伝子発現を調節する手法を開発した。本手法は、原理的にあらゆる遺伝子発現の調節に応用

可能であることから、多様な疾患および障害の治療または予防に有用である。
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明細書

発明の名称：スモールガイドアンチセンス核酸とその使用

関連出願の相互参照

[0001] 本願は、特願2017-166641号（出願日： 2 0 1 7年8月31日

）の優先権を主張する出願であり、これは引用することによりその全体が本

明細書に取り込まれる。

技術分野

[0002] 本発明は、オリゴヌクレオチドを用いた遺伝子発現の調節に関する。より

詳細には、遺伝子発現を調節するための比較的短いオリゴヌクレオチドを含

有する医薬組成物とそれを用いた疾患の処置に関する。また、本発明は遺伝

子発現を調節するための比較的短いオリゴヌクレオチドの設計方法にも関す

る。

背景技術

[0003] 医薬品開発における創薬技術では、従来より創薬標的を蛋白質とする取組

みが多く推進されて、低分子医薬や抗体とはじめとする蛋白医薬およびペプ

チド医薬による創薬が中心であった。近年、ゲノム科学や個別化医療など疾

患の原因が遺伝子レベルで解明されてきたため、創薬標的を核酸とする取組

みが開発され、低分子医薬品や抗体医薬品では狙いにくい治療標的にも対応

できると考えられるため、核酸医薬が新しいモダリティ（創薬手法）として

、期待されつつある。

[0004] 基礎研究としては、アンチセンス核酸や RNAi (RNA干渉）などの研

究（非特許文献 1) が行われ、その技術に基づく医薬品開発が行われ、上市

される製品も出始めている。さらに、蛋白質の遺伝情報を持たない核酸の機

能が明らかとされつつあり、 m i RN A (マイクロ RNA) として遺伝子発

現調節技術としての創薬技術への応用が進められている（非特許文献 2)。

[0005] アンチセンス核酸の技術において、梨本らは、 TRUEジーンサイレンシ

ング (tRNaseZ← ut i l i zing efficacious gene s i lenc i ng) と名付けた遺伝子
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発現抑制技術を開発している（特許文献 1,,___, 3、非特許文献3,,___, 1 0)。こ

のTRUEジーンサイレンシングは、標的 RNAと合成スモールガイドアン

チセンス核酸とによって形成される pre-tRNA様またはマイクロ P r 

e-tRNA様複合体を認識することによって、いかなる RNAの任意箇所

をも切断することができるという哺乳動物 tRNase ZLのユニークな酵

素的特性に基づいている。特に、合成スモールガイドアンチセンス核酸が 7

塩基である場合については、 humanBCL-2、WT-1、CCND-

1について、 TRUEジーンサイレンシングの報告がある（非特許文献5,....__, 

8)。TRUEジーンサイレンシングの効果は、 RNA干渉 (RNA interfere 

nee : RN  A i) と同等であり（非特許文献 9)、幾つかの場合では RNAi

の効果を凌ぐことも確認されている（非特許文献 10)。

先行技術文献

特許文献

[0006]特許文献1: 特許第 3660718号

特許文献2:特許第 5959522号

特許文献3:特許第 5995849号

非特許文献

[0007]非特許文献1:Chery,J. (2016) RNA therapeutics: RNAi and antisense mec 

han isms and clinical applications. Postdoc J. 4(7): 35-50 

非特許文献2: Rupa i moo le, R. & Slack, F. J. (2017) Mi croRNA therapeutics: 

towards a new era for the management of cancer and other diseases. N 

ature Review Drug Discovery, 16, 203-221 

非特許文献3:Tamura,M., Nashimoto,C., Miyake,N., Daikuhara,Y., Ochi,K 

. and Nash i moto, M. (2003) Int race l lu lar mRNA cleavage by 3'tRNase un 

der the direction of 2'-0-methylRNA heptamers. Nucleic Acids Res., 3 

1, 4354-4360. 

非特許文献4: Habu, Y., Mi yano-Ku rosak i, N., Ki tano, M., Endo, Y., Yuki ta, 

M., Oh i ra, S., Takaku, H., Nash i moto, M. and Takaku, H. (2005) Inhibition 
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of HIV-1 gene expression by retroviral vector-mediated small-guide R 

NAs that direct spec if i c RNA cleavage by tRNase ZL. Nucleic Acids Res 

. , 33, 235-243. 

非特許文献5: Takako Sano, Masayuk i Takahashi, Tadasuke Nozak i, Yoshi a 

ki Takahashi, Masato Tamura, and Masayuki Nashimoto. (2011) Expanding 

the utility of heptamer-type sgRNA for TRUE gene silencing. Bi ochem. 

and Biophys. Res. Commun. 416, 427-432. 

非特許文献6: Masayuk i Takahashi, Reyad A. E lbarbary, Aiko Nakashima, 

Mayumi Abe, Norihiro Watanabe, Miwako Narita, Masuhiro Takahashi, Mas 

ato Tamura, Tetsuo Yoshida, and Masayuk i Nash i moto. (2013) A naked RN 

A heptamer targeting the human Bcl-2 mRNA induces apoptosis of HL60 l 

eukemia cells. Cancer Letters 328, 362-368. 

非特許文献7:Norihiro Watanabe, Miwako Narita, Akie Yamahira, Tomoyo 

Taniguchi, Tatsuo Furukawa, Tetsuo Yoshida, Tatsuya Miyazawa, Masayuk 

i Nash i moto, and Masuh i ro Takahashi. (2013) Induction of apoptos is of 

leukemic cells by TRUE gene silencing using small guide RNAs targeti 

ng the WT1 mRNA. Leukemia Research 37, 580-585. 

非特許文献8:Satoshi Iizuka, Nobuhiko Oridate, Masayuki Nashimoto, Sa 

toshi Fukuda, and Masato Tamura. (2014) Growth inhibition of head and 

neck squamous cell carcinoma cells by sgRNA targeting the cyc l in D1 

mRNA based on TRUE gene silencing. PLoS One 9, e114121. 

非特許文献9:Nakashima,A., Takaku,H., Shibata,H.S., Negishi,Y., Takag 

i, M., Tamura, M. and Nash i moto, M. (2007) Gene-silencing by the tRNA ma 

turase tRNase ZL under the direction of small guide RNA. Gene Therapy 

, 14, 78-85. 

非特許文献10: E lbarbary, R. A., Takaku, H., Tamura, M. and Nash i moto, M. ( 

2009) Inhibition of vascular endothelial growth factor expression by 

TRUE gene si lencing.Biochem.and Biophys. Res. Commun., 379, 924-927. 
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発明の概要

発明が解決しようとする課題

[0008] 本発明は、遺伝子発現を調節するための比較的短いオリゴヌクレオチド（

スモールガイドアンチセンスオリゴヌクレオチド；以下、 sgASOとも言

う）を含有する医薬組成物とそれを用いた疾患の処置方法を提供することを

目的の一つとする。また、本発明の目的には、本発明は遺伝子発現を調節す

るための比較的短いオリゴヌクレオチドの設計方法を提供することが含まれ

る。

[0009] TRUEジーンサイレンシングにおいて、活性薬剤として用いられるスモ

ールガイドアンチセンスオリゴヌクレオチド (sgASO)が標的 RNAに

結合して、 tRNaseZLの基質となる構造を形成するためには、標的 RN

Aの配列において少なくとも 1つの内在性ステムループ構造が形成されるこ

とが必要であり、そのような配列を標的 RNA配列中に同定する工程が必要

である。しかし、これまでは標的とする RNAの一次配列より網羅的にステ

ムループ構造などの高次構造やその安定性をこのような創薬技術として活用

するレベルの精度で解析する手法は開発されてこなかった。本発明において

は、 sgASOが標的 RNAに結合して、 tRNaseZLの基質となるため

に少なくとも 1つのステムループ構造が形成されるような配列を標的 RNA

配列中に同定する方法を提供することを課題の一つとする。

課題を解決するための手段

[0010] 本発明者らは、遺伝子発現調節の対象となる標的 RNA配列について、そ

の配列情報を元に構造解析を行なった。そして、得られた構造解析結果とそ

れぞれのエネルギー量から、それぞれの存在確率を算出した。内在性のステ

ムループ部分構造の存在確率を統一的に算出することでより好ましい内在性

ステムループ部分構造を特定し、 sgASOを設計するという方法を確立す

ることで、本発明者らは、比較的短いオリゴヌクレオチドを用いて、効率よ

く細胞内における遺伝子発現を調節する手法を開発した。本発明は、本発明

者らが開発したこのような手法に基づくものであり、以下の態様を包含する
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[0011] [態様 1J真核細胞内の標的 RNAを切断するための方法であって、

1)標的 RNAに相補的な 6me rから 10merのオリゴヌクレオチド

(sgASO)がハイブリダイズすることによって、少なくとも 1つのステ

ムループ構造が形成される配列を標的 RNA配列中に同定する工程、

2)該 sgASOを調製して、真核細胞内において標的 RNAと接触させ

る工程、

を含み、

該 sgASOがハイブリダイズして形成されるステムループ構造を真核細

胞内の tRNaseZLが認識して標的 RNAを切断することを特徴とする、

方法。

［態様2]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のステム部分の塩基対数が 11から 14である、態様 1記載の方法。

［態様3]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のステム部分の塩基対数が 12である、態様 1または 2記載の方法。

［態様4] sgASOが7me rである、態様 1,,___, 3のいずれか記載の方法

゜
［態様5]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のうち、標的 RNAによって形成されるステム部分の塩基対数が5である

、態様 1,,___, 4のいずれか記載の方法。

［態様6]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のうち、ループ部分が標的 RNAによって形成されることを特徴とする、

態様 1,,___, 5のいずれか記載の方法。

［態様 7]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のループ部分の塩基数が3から 10である、態様 1,,___, 6のいずれか記載の

方法。

［態様8]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のループ部分の塩基数が4から 8である、態様 1,,___, 7のいずれか記載の方
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法。

［態様9]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ構

造のループ部分の塩基数が 7である、態様 1,....__, 8のいずれか記載の方法。

［態様 10 J該 sgASOが標的 RNAに完全に相補的であることを特徴と

する、態様 1,....__, 9のいずれか記載の方法。

［態様 11 ]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ

構造のステム部分がミスマッチまたはバルジを含まない、態様 1,....__, 1 0のい

ずれか記載の方法。

［態様 12]該 sgASOがハイブリダイズして形成される該ステムループ

構造のステム部分がミスマッチまたはバルジを含む、態様 1,....__, 1 0のいずれ

か記載の方法。

［態様 13 Jステム部分の塩基対数の計数において、ステム中のミスマッチ

またはバルジの塩基数が2以下の場合は、ミスマッチまたはバルジが塩基対

を形成するとみなしてカウントし、ステム中のミスマッチまたはバルジの塩

基数が3以上の場合は、ミスマッチまたはバルジの塩基数の 2分の 1の数を

塩基対数としてカウントする、態様 12記載の方法。

［態様 14]標的 RNAがmRNAまたは ncRNAである、態様 1,....__, 1 3 

のいずれか記載の方法。

［態様 15]標的 RNAが核ゲノム由来の RNAである、態様 1,....__, 1 4のい

ずれか記載の方法。

［態様 16 J標的 RNAがミトコンドリアゲノム由来の RNAである、態様

1 ,....__, 1 4のいずれか記載の方法。

［態様 17]標的 RNAがウイルスゲノムまたは細菌ゲノム由来の RNAで

ある、態様 1,....__, 1 4のいずれか記載の方法。

［態様 18] sgASOが修飾ヌクレオシドおよび／または修飾ヌクレオシ

ド間結合を含む、態様 1,....__, 1 7のいずれか記載の方法。

［態様 19 J標的 RNAによって形成されるステム部分の 5' 側配列と 3'

側配列の塩基数の差が 1以下である、態様 1,....__, 1 8のいずれか記載の方法。
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［態様2OJ該 sgASOの末端水酸基の一方または両方が修飾されている

、態様 1,,___, 1 9のいずれか記載の方法。

［態様21 ]該 sgASOの末端水酸基の一方または両方にリン酸基が付加

されている、態様 1,,___, 2 0のいずれか記載の方法。

［態様22 J標的 RNA上の sgASOが結合する領域の 5' 側から構成す

る塩基を N1、N2、N3、N4、N5、N6、N7とし、さらに sgAS

0が結合する領域の 3' 側に隣接する最初の塩基を NBとした場合に、以下

の条件 1,,___, 3の少なくとも一つが満たされることを特徴とする、態様 1,,___, 2 

1のいずれか記載の方法：

一条件 1: N 8がAもしくはGである；

一条件 2:N7がCである；

一条件3:N6がA、CもしくはGである。

［態様23] sgASOが配列番号 1から配列番号 16384のいずれか 1

つの配列から成るオリゴヌクレオチドである、態様 1,,___, 2 2のいずれか記載

の方法。

［態様24]約 7m e  rのオリゴヌクレオチドを含む、患者における疾患ま

たは障害の治療または予防に用いるための医薬組成物であって、

該約 7m e  rのオリゴヌクレオチドが、疾患または障害に関連する標的 R

NAに相補的であり、

該標的 RNAが少なくとも 1つのステムループ構造を形成することができ

ヽ

該約 7m e  rのオリゴヌクレオチドが該ステムループ構造の 3' 側の領域

にハイブリダイズして、該標的 RNAが形成するステムループと合わせて少

なくとも 1つのより大きなステムループ構造を形成することができ、

形成された構造が患者体内の tRNaseZLによって認識されて、標的m

RNAが切断されることを特徴とする、医薬組成物。

［態様25 J癌の治療もしくは予防のための医薬組成物であって、以下から

選択されるいずれかの配列を含む sgASOを含む、医薬組成物：
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5'-GAAACUU-3' 

5'-CUGUCAA-3' 

5'-UCUUCAA-3' 

5'-UUAUCGU-3' 

5'-CUUAUAA-3' 

5'-GCGGGGG-3' 

5'-ACUCAAA-3' 。

［態様26 J真核細胞内の標的 RNAを切断するためのオリゴヌクレオチド

(sgASO) の設計方法であって、

1)標的 RNA配列中に少なくとも 1つのステムループ構造が形成される

配列を同定する工程、

2)該ステムループ構造に隣接する 3' 側の 5,....__, 1 0塩基の配列を sgA

SOの結合配列として同定する工程、および

3)該結合配列に相補的な配列を sgASOの配列として同定する工程

を含む、方法。

［態様27]態様25記載のオリゴヌクレオチド (sgASO) の設計方法

であって、

i)標的 RNAによって形成されるステムループ構造のステム部分の塩基

対数が4,....__,gであり、

i)該ステムループ構造のループ部分の塩基数が3から 10であり、

i i)該ステムループ構造のステム部分がミスマッチまたはバルジを含

む場合、ステム部分の塩基対数の計数において、ステム中のミスマッチまた

はバルジの塩基数が2以下の場合は、ミスマッチまたはバルジが塩基対を形

成するとみなしてカウントし、ステム中のミスマッチまたはバルジの塩基数

が3以上の場合は、ミスマッチまたはバルジの塩基数の 2分の 1の数を塩基

対数としてカウントし、そして

i V)該ステム部分の 5' 側配列と 3' 側配列の塩基数の差が 1以下であ

る、
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方法。

［態様28]標的 RNA上の sgASOが結合する領域の 5' 側から構成す

る塩基を N1、N2、N3、N4、N5、N6、N7とし、さらに sgAS

0が結合する領域の 3' 側に隣接する最初の塩基を NBとした場合に、以下

の条件 1,,___, 3の少なくとも一つが満たされることを特徴とする、態様27記

載の方法：

-NBがAもしくはGである；

-N7がCである；

-N6がA、CもしくはGである。

［態様29 Jスモールガイドアンチセンスオリゴヌクレオチド (sgASO

）の設計方法であって、

1)標的 RNA上に、存在確率の高いステムループを同定する工程、

2)該ステムループを評価する工程、および

3)該ステムループを形成する塩基対の 3' 側直後から 7塩基を標的配列

（センス鎖）とし、そのアンチセンス鎖を sgASO配列として同定するエ

程

を含み、

ここで、 1)標的 RNA上に、存在確率の高いステムループを同定するエ

程は、

i) 5' 末端から R塩基刻みでW塩基の幅の枠 nを設定し、該枠 nは標的

RNAから nmax個得られ、それぞれの枠 nにおいて、構成するW塩基の

塩基配列についてパターンマッチングによって取り得る塩基対パターンを算

出し、その結果に公知の熱力学的安定性計算を適用し、それぞれの塩基対パ

ターンに対して△ Gとして与えることを含む、構造予測ステップと、

i i)枠 nにおいて mmax (n)個得られている予測構造結果とそれぞ

れのエネルギー量から該 RNAがおかれている細胞内での状態が平衡状態で

あることを仮定し、予測構造結果それぞれの存在確率をマクスウェル＝ボル

ツマン統計に従って算出し、ここで、 n枠目での構造予測結果のうち最安定
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構造から m番目の予測結果について、その存在確率をおのおの j (n, m) 

とすることを含む、構造解析ステップと、

i i i)枠内ではなく配列上の絶対位置 Xから始まり、構成するループと

ステムの特徴プロファイル（ステムを構成する塩基対の塩基の位置で定義さ

れるステムループの個性）を pとした時に、当該ステムループを motif

(X' p) と呼び、 motif (x, p) の枠 n内での存在確率を、部分的

な存在確率 P Io ca  I (x, p, n) とし、その値は、枠 nにおいて得

られた構造予測結果すべてについての中で当該ステムループが存在する構造

予測結果についての j値の総和 Lj (n, m) であるとすることを含む、局

所存在確率計算ステップ、ここで、枠 nにおける、 motif (x, p) の

局所的な存在確率 P

［数1J 

oca I (x, p, n) は以下で表され：

mmax(n) 

P_local(x,p,n) = 1~1 t~n,m) 
... motif(x, p)が、枠nO)m番目のパル造に見つからなかった場合

…motif(x, p)が、枠nのm番目の構造に見つかった場合

iv) P Io ca  I (x, p, n) について枠 1から nmaxまで総和

をとった結果を LP oca I (x, p, n)、ステムループmotif

(X' p) を構成する配列全長が枠内におさまることのできる枠の数を n

a I I (x, p)個としたとき、全体の中での motif (x, p) の存在

確率 P global (x, p) をL P Io ca  I (x, p, n) /n  

a I I (x, p) として表すことを含む、存在確率計算ステップ、ここで、

motif (x, p) についての全体の中での存在確率 P global ( 

X' p) は以下で表され：

［数2]

nmax 

P _global(x, p) =こ P_local(ぶp,n)

n_all(x,p) 
n=l 
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v)得られたmotif (x、 p) についての存在確率 P global 

(X' p) に対して、存在確率および特徴 pから、ステムループを選択する

解析ステップ

を含む、方法。

園面の簡単な説明

[0012] [図1J図 1は、本発明に従って設計した sgASO (VI S-1,,___,V I S-7 

）による BeI -2 mRNAの発現抑制について、ヒト白血病細胞株HL

60を用いて試験した結果を示すグラフである。結果として、既に報告され

ている sgASOである Hep1と比して、倍程度の活性を示す sgASO

として VIS-1、VIS-5を得ることができた。縦軸はmock (溶媒

とした水のみの試料）を 1とした場合の相対的 BeI -2 mRNAレベル

を示す。

発明を実施するための形態

[0013] 本発明者らは、比較的短いオリゴヌクレオチドを用いて、効率よく細胞内

における遺伝子発現を調節する手法を開発した。以下に、本発明を詳細に説

明する。

[0014] TRUEジーンサイレンシング

本発明の発明者らは、 TRUEジーンサイレンシング (tRNaseZL-ut i l i z in 

g efficacious gene s i lenc i ng) と名付けた新しい遺伝子発現抑制技術を開

発している。 tRNase ZLは、 tRNAの3' 末端部をプロセシングす

るエンドリボヌクレアーゼ (tRNase Zまたは 3' tRNase) の

分子量の大きい種類の酵素であり、前駆体 tRNAの3' 末端部を切除する

。この TRUEジーンサイレンシングは、標的 RNAと合成スモールガイド

アンチセンス核酸とによって形成される pre-tRNA様またはマイクロ

pre-tRNA様複合体を認識することによって、いかなる RNAの任意

箇所をも切断することができるという哺乳動物 tRNase ZLのユニーク

な酵素的特性に基づいている。スモールガイドアンチセンスオリゴヌクレオ

チド（特にスモールガイド RNA) は、 5'-h a I f t R N A (Nash i mo 
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to,M. (1996) Specific cleavage of target RNAs from HIV-1 with 5'hal 

f tRNA by mammalian tRNA 3'processing endoribonuclease. RNA, 2, 252 

3-2524.)、 12----..,16-nt直鎖RN A (Shibata, H. S., Takaku, H., Takag 

i, M. and Nash i moto, M. (2005) The T Jレープ structure is dispensable fo 

r substrate recognition by tRNase ZL. J. Biol. Chem., 280, 22326-2233 

4.)、ヘプタマー型 RNA (Nashimoto, M., Geary, S., Tamura, M. and Kaspe 

r, R. (1998) RNA heptamers that di rec ts RNA cleavage by mammalian tRNA 

3'processing endoribonuclease. Nucleic Acids Res., 26, 2565-2571. 

）およびフック型 RN A (Takaku, H., Mi nagawa, A., Takagi, M. and Nash i mo 

to, M. (2004) A novel four-base-recognizing RNA cutter that can remove 

the single 3'terminal nucleotides from RNA molecules. Nucleic Acid 

s Res., 32, e91.) の4種に分けられる。

[0015] これまでに、様々なmRNAを標的とするスモールガイドアンチセンスオ

リゴヌクレオチド (sgASO) を、その発現プラスミドまたは 2'-0-

メチル化 RNAを導入することによって、様々な哺乳動物細胞における TR

UEジーンサイレンシングの有効性が実証されている。例えば、 Ju r k a 

t細胞における HIV-1発現は、 5'-haIf tRNA型 sgRNA

によって 18日間以上抑制され（上掲のHabuet al. (2005))、マウス肝臓

におけるルシフェラーゼ発現はヘプタマー型 sgASOによって抑制された

（上掲のNakashimaet al. (2007))。さらに、 TRUEジーンサイレンシン

グの効果は、 RNA干渉 (RNA interference : RN  A i) と同等であり、幾

つかの場合では RNAiの効果を凌ぐことも確認されている。

[0016] t R N a s e Z Lが核内だけでなくサイトゾルにも存在すること、そして

sgASOとして使用していたのと同一の 5'-haIf tRNAが細胞

質に存在することが見出されている。また、ヒトサイトゾル tRNase

ZLが、 5'-haIf tRNAの指揮のもとでmRNAを切断することに

よって遺伝子発現を調節すること、そして PPM1F mRNAが tRN  a 

Se Z Lの真の標的の一つであることが見出されている (Elbarbary, R. A., 
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Takaku, H., Uch i um i, N., Tami ya, H., Abe, M., Takahashi, M., Ni sh i da, H. an 

d Nash i moto, M. (2009) Modulation of gene expression by human cytoso l i 

c tRNase ZL through 5'-half-tRNA. PLoS ONE, 4, e5908.)。さらにまた

、miR-103を含むマイクロ RNAの一部がフック型 sgASOとして

働き、サイトゾル tRNase ZLによる mRNA切断を介して遺伝子発現

を下方調節し得ることが証明されている (Elbarbary, R. A., Takaku, H., Uch i 

um i, N., Tami ya, H., Abe, M., Ni sh i da, H. and Nash i moto, M. (2009) Human c 

ytosolic tRNase ZL can downregulate gene expression through miRNA. FE 

BS Lett., 583, 3241-3246.)。以上のことから、 TRUEジーンサイレンシ

ングは、細胞内の小さな非コード RNAによって作動されるサイトゾル tR 

Nase ZLの新たに解明された生理学的役割を基礎として機能しているこ

とは明らかである。

[0017] TRUEジーンサイレンシングの最終的な目的の一つは、特定遺伝子の発

現を原因とする疾患治療剤または予防剤としての sgASOの使用である。

例えば、発明者らは以前に、癌治療の分子標的として有望視されている Be

1-2およびVEGFをコードする細胞内 mRNAレベルが、 5'-ha I 

f tRNA型 sgASO、 14-nt直鎖型 sgASOまたはヘプタマー

型 sgASOによって発現抑制されることを見出している（上掲のTamuraet 

al. (2003)およびElbarbary et al. (2009))。本発明の態様の一つは、真核

細胞内の標的 RNAを切断するための方法であって、 (1)標的 RNAに相

補的な 6m e  rから 10merのオリゴヌクレオチド (sgASO) がハイ

ブリダイズすることによって、少なくとも 1つのステムループ構造が形成さ

れる配列を標的 RNA配列中に同定する工程、および (2)該 sgASOを

調製して、真核細胞内において標的 RNAと接触させる工程を含み、該 sg 

ASOがハイブリダイズして形成されるステムループ構造を真核細胞内の t

RNaseZLが認識して標的 RNAを切断することを特徴とする方法に関す

る。本方法は、 in vitroでも、 i n V i V 0 でも適用されうる。

ヒトもしくは非ヒト動物に対して in V i V 0 で適用される場合、このよ
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うな、真核細胞内の標的 RNAを切断するための方法は、望ましくない遺伝

子の発現に関係する疾患または障害の治療のために用いられうる。したがっ

て、別の観点からは、本発明の態様の一つは、ヒトもしくは非ヒト動物にお

ける望ましくない遺伝子の発現に関係する疾患または障害の治療のための方

法であって、 (1)疾患に関係する遺伝子から転写された標的 RNAに相補

的な 6m e  rから 10merのオリゴヌクレオチド (sgASO) がハイブ

リダイズすることによって、少なくとも 1つのステムループ構造が形成され

る配列を標的 RNA配列中に同定する工程、および (2)該 sgASOを調

製して、ヒトもしくは非ヒト動物に投与し、その細胞内において標的 RNA

と接触させる工程を含み、該 sgASOがハイブリダイズして形成されるス

テムループ構造を該細胞内の tRNaseZLが認識して標的 RNAを切断す

ることを特徴とする方法に関する。対象とする疾患は、例えば、癌でありう

る。

[0018] スモールガイドアンチセンス核酸 (sRASO)

一つの態様において、スモールガイドアンチセンス核酸は、比較的短いオ

リゴヌクレオチドであり、例えば6me  rから 10mer、つまり、 6me

r、 7m e  r、8mer、 9me  r、または 10 me  r、好ましくは 7me

rのオリゴヌクレオチド（ヘプタマー型 sgASO) である。 sgASOを

薬剤成分とする場合、薬理学的およびCMC (Chemistry, Manufacturing an 

d Control) の視点からは、より短い sgASOが好ましい。何故ならば、よ

り短い sgASOは長鎖の sgASOよりも簡便かつ安価に合成することが

できる。また、より短い sgASOは、細胞導入剤（トランスフェクション

試薬等）およびDDS基剤を用いることなく容易に細胞内に取込ませること

ができる (Loke,S. L., Stein, C. A., Zhang X. H., Mori, K., Nakanishi, M., S 

ubas i nghe, C., Cohen, J. S. and Neckers, L. M. (1989) Characterization of 

oligonucleotide transport into living cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U 

SA, 86, 3474-3478.)。実際の応用において、合成上の利点や、配列認識の

特異性の観点からは、 7me  rのオリゴヌクレオチドが好ましいとされ得る
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゜
[0019]本発明に係る sgASOは、公知の化学合成を用いる方法、あるいは酵素的

転写法等にて製造することができる。公知の化学合成を用いる方法として、

ホスホロアミダイト法、ホスホロチオエート法、ホスホトリエステル法等を

あげることができ、例えば、 ABl3900ハイスループット核酸合成機（

アプライドバイオシステムズ社製）や NTS H-6核酸合成機（日本テク

ノサービス社製）、 01 igoi lot10核酸合成機 (GEヘルスケア社

製）により合成することができる。酵素的転写法としては、目的の塩基配列

を有するプラスミドまたは DNAを鋳型として、 T7、T3、SP6RNA

ポリメラーゼ等の RNAポリメラーゼを用いた転写をあげることができる。

合成法または転写法により製造したヘプタマー型 sgASOは、次いで HP

LC等にて精製する。例えばHPLC精製時には、 triethylammoniumacetat 

e (TEAA) またはhexylammon i um acetate (H A A) とアセトニトリルの

混合溶液を用いて、 sgASOをカラムから溶出する。その後、溶出体積の

1000倍量の蒸留水で溶出溶液を 10時間透析し、透析溶液を凍結乾燥し

た後、使用時まで冷凍保存する。使用時には、例えば、蒸留水で最終濃度が

100μ,M程度になるように溶解する。

[0020] 本発明に係る sgASOに用いられる核酸としては、ヌクレオシドまたは

そのヌクレオシドと同等の機能を有する分子がヌクレオシド間結合を介して

重合した分子であればいかなるものでもよい。ヌクレオシドは、塩基（核酸

塩基）と糖が結合した化合物の一種である。塩基としては、アデニン、グア

ニンなどのプリン塩基、チミン、シトシン、ウラシルなどのピリミジン塩基

、ニコチンアミド、ジメチルイソアロキサジンなどを含む。アデノシン、チ

ミジン、グアノシン、シチジン、ウリジンなどが代表的なヌクレオシドであ

る。ヌクレオチドとは、ヌクレオシドにリン酸基が結合した物質である。オ

リゴヌクレオチド（ポリヌクレオチドとも言う）としては、例えばリボヌク

レオチドの重合体である RNA、デオキシリボヌクレオチドの重合体である

DNA、 RNAおよびDNAが混合した重合体、修飾ヌクレオシドを含むヌ
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クレオチド重合体が、それぞれあげられる。天然の DNA、 RNAはヌクレ

オシド間結合として、ホスホジエステル結合を有している。本発明に係る S

gASOに用いられる核酸は、修飾を含むものであってもよい。核酸修飾の

位置には、糖部分、骨格（連結）部分、核酸塩基（塩基）部分、 3' または

5' 末端部分が含まれる。また、本発明において用いられる sgASOには

、モルホリノ核酸、ペプチド核酸が含まれていてもよい。

[0021]修飾ヌクレオシド

修飾ヌクレオシドとしては、例えばRNAまたは DNAと比較して、ヌク

レアーゼ耐性の向上または安定化させるため、相補鎖核酸とのアフィニティ

ーをあげるため、細胞透過性をあげるため、あるいは可視化させるために、

リボヌクレオシド、デオキシリボヌクレオシド、 RNAまたは DNAに修飾

を施した分子を挙げるこことができる。例えば、糖部修飾ヌクレオシドがあ

げられる。本発明の sgASOは、例えば、 Khvorova& Watts (Nature Biot 

echno logy 35, 238-248 (2017) do i: 10. 1038/nbt. 3765) に開示の修飾核酸分

子を含んでいてもよい。

[0022] 修飾糖とは、天然糖部分（すなわち、 DNA (2'-H) または RNA ( 

2'-OH) 中に認められる糖部分）からの置換および／または任意の変化

を有する糖を指し、糖部修飾ヌクレオシドとは、修飾糖を含む修飾ヌクレオ

シドを指す。糖部修飾ヌクレオシドとは、ヌクレオシドの糖の化学構造の一

部あるいは全てに対し、任意の化学構造物質を付加あるいは置換したもので

あればいかなるものでもよく、例えば、 2'-0ーメチルリボースで置換さ

れた修飾ヌクレオシド、 2'-0ープロピルリボースで置換された修飾ヌク

レオシド、 2' ーメトキシエトキシリボースで置換された修飾ヌクレオシド

、2'-0ーメトキシエチルリボースで置換された修飾ヌクレオシド、 2'

-0-[2- (グアニジウム）エチル］リボースで置換された修飾ヌクレオ

シド、 2'-0ーフルオロリボースで置換された修飾ヌクレオシド、糖部に

架橋構造を導入することにより 2つの環状構造を有する架橋構造型人工核酸

(Bridged Nucleic Acid) (B NA)、より具体的には、 2' 位の酸素原子
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と4' 位の炭素原子がメチレンを介して架橋したロックト人工核酸 (Locked

Nucleic Acid: L NA)、エチレン架橋構造型人工核酸 (Ethylenebridged 

nucleic acid: EN A) [Nucleic Acid Research, 32, e175 (2004)]等が

あげられ、さらにペプチド核酸 (PN A) [Acc. Chem. Res., 32, 624 (199 

9)]、オキシペプチド核酸 (0P NA) [J. Am. Chem. Soc., 123, 4653 (2 

001)]、およびペプチドリボ核酸 (PRNA) [J. Am. Chem. Soc., 122, 6 

900 (2000)]等をあげることができる。

[0023] RN Aの2'-0ーメチル (2'-OMe)修飾 (2'-OMe-RNA

）は、天然にも存在する修飾であり、修飾オリゴヌクレオチドの結合親和性

とヌクレアーゼ耐性を向上させると共に、免疫刺激性を低下させる。 2'-

0ーメトキシエチル (2'-MOE) は、ヌクレアーゼ耐性が2'-OMe

修飾よりもさらに増加しており、修飾ヌクレオチドの結合親和性（△ Tm) 

も大幅に上昇している。 2'-OMeを含有する sgASOは、 t RN as 

eZりこよる認識と切断にも適合する。 RNAの2' ーフルオロ (2'-F)

修飾 (2'-F-RNA) を用いてオリゴヌクレオチドの親和性を増加させ

ることもできる。他の 2' 修飾核酸としては、 2'-F-ANAや、関根ら

の2' ー修飾誘導体（特許第 5194256号、特開 2015-02099

4) を挙げることができる。

[0024] リボースの 2' 酸素と 4' 炭素を連結した LNA  (Locked nucleic acid) 

は、結合親和性に大幅な増加をもたらす。 LNAでは、 RNAのリボース糖

の2' 酸素と 4' 炭素が環構造において固定されている。この修飾は、特異

性、親和性、および半減期を増加させ、目的の組織への効果的な送達を、よ

り低い毒性で可能とする。 LNAで完全に修飾された約 8ヌクレオチドより

も長いオリゴマーは凝集する傾向があることが知られており、一般的には、

DNAや他の糖部修飾核酸との混合で用いられる。 LNAを含有する sgA

SOは、 tRNaseZLによる認識と切断にも適合する。

[0025] L NAのメチル化類似体である CEtもLNAと同様に有用である。 トリ

シクロー DNA (tcDNA) は、 3環骨格に基づく拘束型ヌクレオチドで
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ある。

[0026] 修飾ヌクレオシドとしては、その他に、核酸の塩基部分の原子（例えば、

水素原子、酸素原子）もしくは官能基（例えば、水酸基、アミノ基）が他の

原子（例えば、水素原子、硫黄原子）、官能基（例えば、アミノ基）、もし

くは炭素数 1,,___, 6のアルキル基で置換されたものまたは保護基（例えばメチ

ル基またはアシル基）で保護されたもの、ヌクレオシドに、例えば脂質、リ

ン脂質、フェナジン、フォレート、フェナントリジン、アントラキノン、ア

クリジン、フルオレセイン、ローダミン、クマリン、色素など、別の化学物

質を付加した分子等を用いてもよい。

[0027] 修飾核酸塩基（または修飾塩基）には、アデニン、シトシン、グアニン、

チミン、またはウラシル以外のあらゆる核酸塩基が含まれるが、例えば、 5

ーメチルシトシン、 5ーフルオロシトシン、 5ーブロモシトシン、 5ーヨー

ドシトシン、 N4ーメチルシトシン、 5ーフルオロウラシル、 5ーブロモウ

ラシル、 5ーヨードウラシル、 2ーチオチミン、 N6ーメチルアデニン、 8

ーブロモアデニン、 N2ーメチルグアニン、 8ーブロモグアニン、およびイ

ノシンなどが挙げられる。

[0028] ヌクレオシド間結合

天然の DNA、 RNAはヌクレオシド間結合として、ホスホジエステル結

合を有している。本発明の一つの態様においては、ヌクレオシド間結合は、

修飾を含んでいてもよい。修飾ヌクレオシド間結合とは、天然に存在するヌ

クレオシド間結合（すなわち、ホスホジエステル結合）からの置換または任

意の変化を有するヌクレオシド間結合を指し、修飾ヌクレオシド間結合には

、リン原子を含むヌクレオシド間結合、およびリン原子を含まないヌクレオ

シド間結合が含まれる。修飾ヌクレオシド間結合としては、ヌクレオチドの

リン酸ジェステル結合の化学構造の一部あるいは全てに対し、任意の化学物

質を付加あるいは置換したものでもよく、例えば、ホスホロチオエート結合

に置換された修飾ヌクレオシド間結合、 N3'-P5' ホスフォアミデート

結合に置換された修飾ヌクレオシド間結合等をあげることができる。他の修
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飾ヌクレオシド間結合としては (Sc5'RP) -a, (3-CNA、 PMOなど

が挙げられる。

[0029] 代表的なリン含有ヌクレオシド間結合としては、例えば、ホスホジエステ

ル結合、ホスホロチオエート結合、ホスホロジチオエート結合、ホスホトリ

エステル結合、およびメチルホスホネート結合、メチルチオホスホネート結

合、ボラノホスフェート結合、ホスホロアミデート結合を挙げることができ

る。

[0030] 主要な修飾ヌクレオシド間結合の一つであるホスホロチオエート (ps) 

結合は、ヌクレアーゼによる分解からオリゴヌクレオチドを保護するのに役

立つ。ホスホロジチオエート (ps)修飾は、もともとはヌクレアーゼ耐性

を付与するためにオリゴヌクレオチドに組み込まれたものであるが、この修

飾は、オリゴヌクレオチドの輸送と取り込みにも大きな影響を与える。 PS

は、 ASOの電荷を変えることによって、受容体部位および血漿タンパク質

への結合を増加させ、標的組織に到達する ASOの量を増加させる。ヘパリ

ン結合タンパク質は、ホスホロチオエート修飾オリゴヌクレオチドの最も親

和性の高い標的の一つである。血漿タンパク質による適切な結合は、腎臓系

による血液からの迅速な排除を抑制し、最適な送達を促進する。ホスホチオ

エート結合を有する sgASOは、 tRNaseZLによる認識と切断にも適

合する。

[0031] ホスホロチオエート結合は、リン原子部分に立体中心を有しており、完全

修飾オリゴヌクレオチドは通常、 2n -1種のジアステレオマーの混合物となる

（例えば、 7m e  rのホスホロチオエートオリゴヌクレオチドは、 26種のジ

アステレオマーの混合物となる）。 SpおよびRPジアステレオマー結合は、

異なる特性を示すことが知られている。 RPジアステレオマーは、 Spジアス

テレオマーよりもヌクレアーゼ耐性が低いが、より高い親和性で相補鎖と結

合する。本発明の sgASOにおいては、特定のホスホロチオエート結合が

特定のジアステレオマーとなるように合成を制御してもよい。

[0032] I ガンド、を‘車戸したォ l ゴヌクレオ ド 立山臼ォ l ゴヌクレオ ド
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核酸に別の化学物質を付加した分子としては、例えば、 5' ーポリアミン

付加誘導体、コレステロール付加誘導体、ステロイド付加誘導体、胆汁酸付

加誘導体、ビタミン付加誘導体、 Cy5付加誘導体、 Cy3付加誘導体、 6

-FAM付加誘導体、ビオチン付加誘導体等および北出らの誘導体 (PCT

/JP2007/000087、PCT/J P201 6/59398)をあ

げることができる。リガンド等を付加する部位は、オリゴヌクレオチドの末

端 (5' 末端または 3' 末端）および／またはオリゴヌクレオチドの内部で

ありうる。

[0033] 末端修飾の例として、 GaI NAc連結オリゴヌクレオチドや PUFA連

結オリゴヌクレオチドが知られている。 GaI NAcを末端に連結すること

により、オリゴヌクレオチドの肝臓への送達効率を高めることができる。本

発明において用いられる sgASOには、 GaI NAcなどのリガンドが連

結されていてもよい。

[0034] 短いオリゴヌクレオチドは、腎臓に多く送達され、長いオリゴマーは肝臓

に多く送達される傾向がある。短いオリゴヌクレオチドは、血漿タンパク質

に結合しにくく、結果として血漿中の半減期が短くなる傾向があるが、切断

可能なリンカーなどを用いて多量体を構築することが可能である。本発明に

おいて用いられる sgASOは、切断可能なリンカーなどを用いて、他の S

gASOに連結されていてもよい。

[0035] 本発明に係る sgASOは、 5' 末端および／または 3' 末端にリン酸基

が付加されていてもよい。他の末端修飾としては、 E-VP、メチルホスホ

ネート、ホスホロチオエート、 Cーメチルアナログなどがあり、オリゴヌク

レオチドの安定性を高めることが知られている。本発明において用いられる

sgASOは、これらの末端修飾を含んでいてもよい。

[0036] s 8 AS  0の配列設計

本発明に係る sgASOは、塩基対合を介して標的 RNAとtRNAアク

セプターステム様二重鎖を形成することによって、 tRNase ZLによる

標的 RNAの特異的切断を可能とするため、 sgASOの標的部位は、 t R 
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NA  Tアームに類似する安定したヘアピン構造領域の直下となる。 sgA

SOはその 7塩基だけでなく、安定したヘアピン構造を形成する配列領域の

特異性によって効果的に RNAを切断する。したがって、 sgASOの塩基

配列は、標的遺伝子のmRNA配列情報に基づき設計することができる。

[0037] 本発明の態様の一つは、上述のとおり、真核細胞内の標的 RNAを切断す

るための方法であって、 (1)標的 RNAに相補的な 6me rから 10me

rのオリゴヌクレオチド (sgASO) がハイブリダイズすることによって

、少なくとも 1つのステムループ構造が形成される配列を標的 RNA配列中

に同定する工程、および (2)該 sgASOを調製して、真核細胞内におい

て標的 RNAと接触させる工程を含み、該 sgASOがハイブリダイズして

形成されるステムループ構造を真核細胞内の tRNaseZLが認識して標的

RNAを切断することを特徴とする方法に関する。

[0038] t RN Aのアクセプターステムと Tアームは、立体構造上は直列して一本

のステムループ構造をとっており、 tRNase ZLはこのステムループ構

造を認識して、 RNAの切断を行うと考えられる。よって、 sgASOと標

的RNAとがハイブリダイズすることにより、このようなアクセプターステ

ムと Tアームが形成する構造と類似の一本のステムループ構造を再現できれ

ば、標的 RNAの切断も可能となる。

[0039] 例えば、ヒトのグルタミン酸 tRNAの場合、アクセプターステムは 7塩

基長であり、 Tアームのステム部分は 5塩基長であり、 Tアームのループ部

分は 7塩基長である。よって、アクセプターステムに対応する sgASOは

、例えば、 7塩基長であり得るが、必ずしもこれに限定はされない。本発明

に係る sgASOの長さは、例えば、 6,....__,1Ornerであり得る。また、標

的RNAが形成する Tアーム様のステムループ構造は、ステム部分が5塩基

長であり、ループ部分が 7塩基であり得るが、必ずしもこれに限定はされな

い。標的 RNAが形成する Tアーム様ステムループ構造のステム部分の長さ

は、例えば、 4,....__,g塩基長であり得る。ループ部分の塩基数は、例えば、 3

,,___, 1 0塩基であることができ、好ましくは4,....__,g塩基である。さらに、 sg 




































































































































































