
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
リン酸ジエステル結合が修飾されていてもよい天然のＤＮＡ又はＲＮＡにおいて、その５
’及び３’の両末端それぞれの１つ以上同数の連続するヌクレオシドが、次の部分構造式
〔１〕
　
　
　
　
　
　
　
（式中、Ｂは、アデニン－９－イル、グアニン－９－イル、ヒポキサンチン－９－イル、
チミン－１－イル、ウラシル－１－イル又はシトシン－１－イルを表す。Ｘ，Ｙは、同一
又は異なって水素、ヒドロキシ、ハロゲン又は低級アルコキシを表す。）で表されるヌク
レオシドであり、その構成比が全ヌクレオシドの６０％以下であることを特徴とする、総
塩基数が４～３０の化合物若しくはその塩又はそれらの溶媒和物。
【請求項２】
修飾されているリン酸ジエステル結合が、ホスホロチオエート結合、アルキルホスホロチ
オエート結合、Ｎ－アルキルホスホアミデート結合、ホスホロジチオエート結合及びアル
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キルホスホネート結合からなる群から選択される結合である請求項１記載の化合物。
【請求項３】
請求項１又は請求項２記載の化合物を有効成分とする医薬。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、医薬品として有用な、アンチセンス核酸同族体に関する。更に詳しくは、ＤＮ
Ａ又はＲＮＡに特異的に結合し、複合体を形成することにより、当該ＤＮＡ又はＲＮＡが
担っていた遺伝子情報の伝達を選択的に不活性化、活性化又は制御する機能を有するアン
チセンス分子に関する。
背景技術
遺伝子は通常、相補的な塩基配列からなる二本鎖ＤＮＡの形態を有し、一方の鎖上にアミ
ノ酸配列情報としての意味を持つ暗号配列（センス配列）がコードされている。この配列
に相補的なオリゴヌクレオチドは、センス配列に特異的に結合することができ、この結合
が強固な場合には目的とする一定領域に蓋をする形で遺伝子機能を選択的に不活性化、活
性化又は制御することができる。このような機能を持った化合物をアンチセンス分子とい
う。
アンチセンス分子は、このようにＤＮＡに対して結合して、メッセンジャーＲＮＡが生成
する過程を阻害することができる。また、ＲＮＡに対しても結合し、メッセンジャーＲＮ
Ａから蛋白質が翻訳される過程を選択的に阻害することができる（ Harold M. Weintraub
、 Scientific American、 34-40 1990）。
以上の原理に基づき、アンチセンス分子は、生体機能の鮮明や制御に役立てることができ
ることから、式〔１０１〕～〔１０８〕、〔１１１〕～〔１１２〕で示す（式中、Ｂは核
酸塩基、Ｒ、Ｒ’は水素、アルキル基又はその他の置換基を表す）核酸同族体が合成され
ている（村上ら、有機合成化学、第 48巻第３号、 180～ 193 1990; 村上章、細胞工学、第 1
3巻第 4号、 259～ 266 1994）。
(A)ＤＮＡ型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０１〕に示す）
(B)ＲＮＡ型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０２〕に示す）
(C)リン酸トリエステル型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０３〕に示す）
(D)メチルホスホネート型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０４〕に示す）
(E)ホスホロアミデート型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０５〕に示す）
(F)ホスホロチオエート型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０６〕に示す）
(G)ホスホロジチオエート型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０７〕に示す
）
(H)カルバメート型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１０８〕に示す）
(I)チオカルバメート型オリゴヌクレオチド誘導体（構造を式〔１０９〕に示す）
(J)チオカルバメートホスホジエステル型オリゴヌクレオチド誘導体（構造を式〔１１０
〕に示す）
(K)α -アノマー型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１１１〕に示す）
(L)エナンチオ型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１１２〕に示す）
(M)その他非リン酸結合型オリゴヌクレオチド誘導体（部分構造を式〔１１３〕～〔１１
６〕に示す）
いずれも天然の核酸構造（部分構造式〔１〕）を改造することで、生体内で機能するアン
チセンス分子を提供することを目指したものである。
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次に構造式〔１０９〕を表す。式中Ｂは、核酸塩基を表し、Ｒ 1、Ｒ 2は水素、無機酸残基
、有機酸残基、アルキル基、又はアシル基を表す。 nは、自然数を表す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
次に構造式〔１１０〕を表す。式中Ｂは、核酸塩基を表し、Ｘ、Ｙは同一又は異なって、
硫黄又は酸素を表す。 nは自然数を表す。
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次に、式〔１１１〕及び式〔１１２〕を表す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
次に式〔１１３〕、式〔１１４〕、式〔１１５〕、式〔１１６〕を示す。式中Ｂは核酸塩
基を表す。Ｒはアルキル基又は、フェニル基を表す。
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この他にも核酸同族体について報告されているが（ John A. Montgomery and Kathleen He
wson., J. Heterocycl. Chem., 7 Apr. 443-445 1970; Antonium Holy., Collection Cze
choslov. Chem. Commun., 35 81-88 1970; Michael W. Winkley., Carbohyd. Res., 31 2
45-254 1973.）、これらは、いずれもアンチセンスへの適用は開示されていない。
また、上記の化合物を含め他にも多くの核酸同族体が合成されているが（例えば、米国特
許第 5,034,506号記載の核酸同族体など）、必ずしも満足すべき効果は得られておらず、
次の 1)～ 8)の条件を充分に備えた実用性の高いアンチセンス分子の開発には至っていない
。
1)ＤＮＡ又は、ＲＮＡへの結合安定性（複合体形成能）
2)核酸分解酵素に対する抵抗性
3)酸、アルカリ、温度、湿度に対する物理的化学的安定性
4)低細胞毒性
5)認識配列への結合特異性
6)合成の簡便性
7)水又は緩衝液に対する溶解性
8)不斉リンの発生が伴わない調製、即ち、従来の調整法の欠点である、リン酸エステル部
分の修飾に伴う、不斉リンジアステレオマーの発生により、核酸が長くなるにつれて多く
の異性体（ｎマーに対して２ n - 1個の異性体；ここでｎは自然数を示す）が生じることに
よる、有用な分子の含量の相対的な減少を解消すること
発明の開示
本発明者らは、前記 1)～ 8)の条件を充分に備えた実用性の高いアンチセンス分子の開発を
目的として鋭意検討を行った結果、次の部分構造式〔１〕
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（式中、Ｂは、アデニン -９ -イル、グアニン -９ -イル、ヒポキサンチン -９ -イル、チミン
-１ -イル、ウラシル -１ -イル又はシトシン -１ -イルを表す。Ｘ、Ｙは、同一又は異なって
水素、ヒドロキシ、ハロゲン又はアルコキシを表す）で表されるヌクレオシド同族体を、
ＤＮＡ、ＲＮＡ又はリン酸ジエステル結合が修飾若しくは置換された核酸同族体の同一鎖
中に、少なくとも一つ以上含むアンチセンス分子が、上記目的を解決し優れたアンチセン
ス分子としての性質を有することを見出し、本発明を完成するに至った。
部分構造式〔１〕で表されるヌクレオシドに含まれるハロゲンとしては、塩素、臭素又は
フッ素が挙げられる。低級アルコキシとしては、直鎖状又は分枝鎖状の炭素数１から８の
ものが挙げられる。具体的には、メトキシ、エトキシ、 n-プロポキシ、イソプロポキシ、
n-ブトキシ、 iso-ブトキシ、 sec-ブトキシ又は t-ブトキシが挙げられる。
本発明のアンチセンス分子は、部分構造式〔１〕で表される部分構造を有するヌクレオシ
ドを含むことにより、各種の核酸分解酵素に対し抵抗性を示すことができる。特に 5'末端
若しくは 3'末端又は両末端に該ヌクレオシドを有する分子は、エキソヌクレアーゼに対し
顕著な抵抗性を示す。更に、両末端付近に連続的に又は断続的に複数個、例えばそれぞれ
２～９残基の該ヌクレオシド同族体を含むものは、より強い抵抗性を示すことが期待でき
る。
本発明に含まれるヌクレオシドは、特に従来のアンチセンス分子の構成要素（例えば、カ
ルバメート型オリゴヌクレオチド誘導体（式〔１０８〕）を構成するカルバメート型ヌク
レオシド）に比べて、水等に対する溶解性が極めて高い。従って、該ヌクレオシドをＤＮ
Ａ、ＲＮＡ又はリン酸ジエステル結合が修飾若しくは置換された核酸同族体に、一残基以
上無制限に含んでも水等に対する溶解性は顕著には低下しない。
天然のＤＮＡ又はＲＮＡ中に該ヌクレオシドが適当数含まれる方が、立体構造の自由度が
制限されることは少なくなり、会合が安定となりアンチセンス分子としての機能を発揮し
易く好ましい。
該ヌクレオシドの含量は１アンチセンス核酸同族体中に、１残基以上、分子を構成する全
ての残基の８０％以下が適当である。好ましいのは 5'、 3'の両末端にそれぞれ１残基以上
ほぼ同数の該ヌクレオシドを連続して有し、その構成比が、含まれる分子の全てのヌクレ
オシド残基の６０％以下である。
また、該ヌクレオシドの糖の部分の構造は、含まれるアンチセンス核酸同族体を構成して
いる他の核酸（例えばリボース又はデオキシリボース）と同一である方が、側鎖の立体ラ
セン構造の均一性が保たれ、特に認識配列への結合特異性に優れることが期待される。一
方、分解酵素に対する抵抗性は、糖部分の構造が天然型と異なる方が大きいと考えられ、
必要性に応じて適宜選択するのがよい。
本発明のアンチセンス分子は、従来のアンチセンス分子と比較し、前述の 1)の条件を保ち
ながら 2),3),4),5),6),7)の条件において、極めて優れた特性を有する。
本発明のアンチセンス分子は、特に従来のアンチセンス分子（例えば、カルバメート型オ
リゴヌクレオチド誘導体（式〔１０８〕）に比べて、その水等に対する溶解性が極めて高
い。従って、本発明のアンチセンス分子は、水溶性の高いＤＮＡ又はＲＮＡと結合する割
合が高くなるので、医療分野において高い有用性を期待することができる。
本発明のアンチセンス核酸同族体は、生体内に投与する際、特にカチオニックリポソーム
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と複合体を形成することにより、細胞内への移行がしやすくなり、天然のＤＮＡ等と核酸
と同等以上のアンチセンス効果を発揮する。
分解酵素に対してより強力な抵抗性が要求される場合においては、例えば〔１０１〕～〔
１０６で示された〕リン酸ジエステル結合部分の修飾又は置換と組み合わせることも可能
である。リン酸エステル結合の修飾体又は置換体としては、ホスホロチオエート結合、ア
ルキルホスホロチオエート結合、Ｎ -アルキルホスホアミデート結合、ホスホロジチオエ
ート結合又はアルキルホスホネート結合等が挙げられるが、短鎖のアルキル又はシクロア
ルキル構造も有用である。勿論必要に応じ、他の結合も選択することができる。
アンチセンス分子は、一般に塩基の数が多くなる程、活性及び選択性が高くなる。本発明
のアンチセンス核酸同族体１分子に含まれる塩基の数は１～５０が好ましく、４～３０が
更に好ましい。
本発明アンチセンス核酸同族体の塩基配列は、不活性化、活性化又は制御されるべきＤＮ
Ａ又はＲＮＡの塩基配列と相補的なものが選ばれる。
本発明のアンチセンス分子は RNase Hの基質になることが判っている。この性質は生体内
に投与したとき、遺伝子の不活性化のみならず、ハイブリッドを形成したｍＲＮＡを積極
的に分解することに関与することを示し、高い有用性を有している。
後述するように、本発明アンチセンス分子は、 HER-2発現細胞における膜受容体蛋白質の
合成抑制作用等の薬理作用を有するので、例えば抗癌剤等として極めて有用である。
本発明に係るアンチセンス分子の用途としては、本発明アンチセンス分子がその相補的な
遺伝子情報を不活性化することから、生体に侵入した異物、例えば、ヘルペスウイルス、
インフルエンザウイルス、ヒト免疫不全症ウイルス（ＨＩＶ、エイズウイルス等）等の感
染や癌遺伝子の働きを抑える医薬としての利用が可能である。また、積極的に動物や植物
の遺伝子を制御して、品種改良等の技術に応用され得る。更に、遺伝子機能の解析や、遺
伝性疾患、細菌及びウイルスの感染チェック等のＤＮＡプローブとしての可能性も有して
おり、また上記記載以外にも多くの有用性が考えられる。
本発明アンチセンス核酸同族体の主構成要素である該ヌクレオシドは、天然のヌクレオシ
ドと同等に細胞毒性が低く、従って、ＤＮＡ又はＲＮＡに該ヌクレオシドが含まれたアン
チセンス分子の毒性も天然の核酸と同等に、極めて低い。
本発明アンチセンス分子を医薬として用いる場合、本発明の化合物をそのまま、又は医薬
的に許容される無毒性かつ不活性の単位中に包含させて投与する。
担体としては、液状、固形、又は半固形の希釈剤、充填剤、及びその他の処方用の助剤が
一種以上用いられる。医薬組成物は、投与担体形態で投与することが望ましい。本発明ア
ンチセンス分子は、経口投与、組織内投与、局所投与又は経直腸的に投与することができ
る。
これらの投与方法に適した剤型、例えば、各種の経口剤、注射剤、吸入剤、点眼剤、軟膏
剤、坐剤等、で投与されるのはもちろんである。特に、組織内投与、局所投与が好ましい
。
用量としては、疾病の種類、症状、年齢、体重等によって異なるが、例えばヘルペスの治
療に用いる場合、成人に対し１日１回、アンチセンス分子として 1mg～ 1gの局所投与が適
している。また、エイズの治療に際しては、成人に対し１日１回、アンチセンス分子とし
て 1mg～ 10gの点滴静注するのが一般的である。
投与方法や投与量は、治療目的や用いる本発明アンチセンス分子の種類により、適宜変化
させるのがよい。
（合成方法）
次に、本発明アンチセンス核酸同族体の一般的な合成方法を記述する。
次の式中Ｂは、アデニン -９ -イル、グアニン -９ -イル又はシトシン -１ -イルを、Ｂ pは保
護されたアデニン -９ -イル、グアニン -９ -イル若しくはシトシン -１ -イルを又は保護処理
を受けないヒポキサンチン -９ -イル、チミン -１ -イル若しくはウラシル -１ -イルを表す。
（ヌクレオシド誘導体）
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（アミダイト試薬）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（コントロールドポアグラス担体の調製）
　
　
　
　
　
　
　
　
（フォスファタイド法による固相合成）
　
　
　
　
　
　
　
　
操作１　大木らの方法（ＷＯ９５／１５９６４）で調製したホモタイプヌクレオシド〔１
１〕を、Ｂがアデニン -９ -イル又はシトシン -１ -の場合には、例えばピリジン溶液中で塩
化ベンゾイルと、Ｂがグアニン -９ -イルの場合は例えば塩化イソブチリルと反応させた後
、水酸化ナトリウム溶液による加水分解、次いで中和の過程を経て、塩基部を保護された
ヌクレオシド誘導体〔１２〕を得ることができる。Ｂがヒポキサンチン -９ -イル、チミン
-１ -イル又はウラシル -１ -イルの場合、大木らの方法で調製したホモタイプヌクレオシド
をそのままＢ pとして用いることができる。
操作２　操作１で得た〔１２〕を例えばピリジン溶液中、 4、 4'-ジメトキシトリチルクロ
ライドと反応させることにより、 5'-水酸基が保護されたジメトキシトリチル体〔１３〕
を得ることができる。
操作３　固相法のうち、いわゆるアミダイト法による自動合成用の試薬にするために、例
えば化合物〔１３〕をリン酸化剤とケスター等の方法（ H.Koester等、 Nucleic Acids Res
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.,12 4539-4557 1984）で反応し、アミダイト試薬〔１４〕を得ることができる。
操作４　操作２で得たジメトキシトリチル体〔１３〕を例えば塩化メチレン中で無水コハ
ク酸と反応させ、コハク酸誘導体〔１５〕を得ることができる。
操作５　操作４で得た化合物〔１５〕を例えば N,N-ジメチルホルムアミド中でペンタクロ
ロフェノール及びジシクロヘキシルカルボジイミド（以下ＤＣＣと略す）と反応させ、活
性化体〔１６〕を得ることができる。
操作６　活性化体〔１６〕を例えばコントロールドポアグラス担体（以下ＣＰＧ担体と略
す）と、 N,N-ジメチルホルムアミド中で、トリエチルアミン存在下で応させ、ヌクレオシ
ド化されたＣＰＧ担体〔１７〕を得ることができる。
操作７　例えば市販のＤＮＡ合成用アミダイト試薬とアミダイト試薬〔１４〕を適当に組
み合わせ、ＣＰＧ担体〔１７〕を用いると、ＤＮＡ自動合成機（例えば、パーキンエルマ
ー社製）により、本発明のヌクレオシド誘導体を含むアンチセンスＤＮＡ同族体〔１８〕
を容易に合成することができる。
用いた保護基に応じた脱保護処理を施した後、例えば分取用ＨＰＬＣ等により精製するこ
とにより、高純度の本発明のアンチセンスＤＮＡ同族体を得ることができる。
また、ハロゲン化アンチセンス核酸同族体の調整法を示す。
大木らの方法（ＷＯ９５／１５９６４）で調製したホモタイプヌクレオシドを例えば式〔
１９〕を定法通り 3',5'-位をテトライソプロピルシロキシル化し、〔２０〕を合成し、〔
２０〕の 2'-位をトリフルオロメシル化するとシクロヌクレオシド〔２１〕を得ることが
できる。これをＤＭＦ中、ハロゲン化ナトリウム、例えば臭化ナトリウム処理することに
より、 2'-臭化体〔２２〕を得ることができる。 2'-臭化体〔２２〕を定法通り、テトロブ
チルアンモニウムフロリド処理して 2'-ハロゲノホモヌクレオシド〔２３〕を得ることが
できる。
（ハロゲン化アンチセンス核酸同族体の調製）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
この他、例えばＲＮＡタイプやホスホロチオエート結合型アンチセンス核酸同族体なども
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上記に準じた方法により合成することができる。
本発明に係る化合物は遊離のリン酸のまま治療に用いることができるが、公知の方法によ
り薬学的に許容される塩の形にして用いることもできる。塩としては、ナトリウム塩、カ
リウム塩を挙げることができる。
例えば、本発明に係る、遊離のリン酸を有する化合物のアルカリ金属塩は、好ましくは、
アルコール系溶媒中で、水酸化ナトリウム又は水酸化カリウムなどを加えることにより得
ることができる。
本発明に係る化合物は、通常の分離精製手段、例えば、抽出、濃縮、中和、ろ過、再結晶
、カラムクロマトグラフィー、逆層クロマトグラフィーなどの手段を用いることにより単
離精製することができる。
本発明に係る化合物又はその塩の溶媒和物（水和物を含む）も本発明に含まれる。溶媒和
物は通常、対応する溶媒又は対応する溶媒を含む適当な混合溶媒から過剰な溶媒を除去す
ることにより得ることができる。
発明を実施するための最良の形態
以下に実施例、参考例、試験例及び比較例により、本発明を更に詳しく説明するが、本発
明は、これらに限定されない。
実施例
実施例１　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子： 5'ａａａａａＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡａａａａａ 3'（ａはヌク
レオシド同族体のうち塩基がアデニン -９ -イルのもの、Ａはデオキシアデノシンをそれぞ
れ表す。特記しない限り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す
。以下 hA1 0 A1 5と表記する）の合成。
１）アミダイト試薬の合成
1-1)化合物〔１２〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニン -９ -イルの場合）の合成
大木らの方法（ＷＯ９５／１５９６４）により得た式〔１１〕で表されるヌクレオシド同
族体のうち塩基がアデニンのもの（以下ホモタイプアデノシンという） 2.60gをピリジン 3
0mlに懸濁・撹拌し、氷冷下、塩化ベンゾイル 8.43gを加えた後、室温で１時間反応させた
。クロロホルム 100ml、氷 70g及び炭酸水素ナトリウム 5.48gの混合物に上記反応液を加え
た後、分液処理し有機層を分取した。残った水層を更に塩化メチレン 50mlで２回抽出し、
有機層を合わせ、硫酸ナトリウム乾燥後、溶媒を減圧留去した。
残渣にピリジン 20ml、エタノール 30mlを加え、氷冷下 2規定水酸化ナトリウム溶液 40mlと
エタノール 40mlの混液を加えた。室温で３０分撹拌後、２規定塩酸を 40ml加えて中和した
。更に水 200mlを加えた後、エーテルで水層を抽出分液した後、水層を減圧濃縮した。こ
れを冷暗所で一夜放置すると、化合物〔１２〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニンの
場合）が白色沈澱物として 3.11g得られた。
1-2)化合物〔１３〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニン -９ -イルの場合）の合成
1-1)で得た化合物〔１２〕 3.0gをピリジン 35mlに溶解し、 4、 4'-ジメトキシトリチルクロ
ライド（和光純薬（株）） 3.03gを加え室温で一夜反応した。反応液にメタノール 5mlを加
えた後、溶媒を減圧留去した。塩化メチレン -水にて分液処理し得られた有機層を硫酸ナ
トリウム乾燥後、減圧濃縮乾固した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（シリ
カゲル -120g、メタノール /塩化メチレン）で精製し、白色粉末として化合物〔１３〕 3.97
gを得た。
1-3)化合物〔１４〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニン -９ -イルの場合）の合成
1-2)で得た化合物〔１３〕 200mgを使用直前にピリジンと共沸し、次いでトルエンと共沸
、そしてテトラヒドロフラン（以下ＴＨＦと略す）と共沸し、容器内を窒素ガス置換後、
無水ＴＨＦ  3mlに溶解した。この溶液に N,N-ジイソプロピルエチルアミンを 0.22ml、 2-シ
アノエチル N,N-ジイソプロピルクロロホスホアミダイト（シグマ社製）を 0.15ml加え、室
温で３０分撹拌した。析出した塩をグラスフィルターで濾去し、濾液を減圧濃縮し、乾固
した。それぞれ窒素ガスで飽和した酢酸エチル及び飽和炭酸水素ナトリウム溶液で残渣を
分配し、得られた有機層を硫酸ナトリウム乾燥後、減圧濃縮乾固した。この残渣を窒素ガ
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スで飽和した n-ヘキサンで粉末化し、化合物〔１４〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデ
ニン -９ -イルの場合）を白色粉末として 174mg得た。高速原子衝撃質量分析法（以下ＦＡ
Ｂ法と略す）にて分子量を測定したところ、分子量は 871であった。この化合物〔１４〕
を以下ＤＮＡ自動合成機（パーキン・エルマー社）のための試薬として用いた。
２）ＤＮＡ合成機用ＣＰＧ担体の調製
1-2)で得た化合物〔１３〕 470mgを塩化メチレン 3mlに溶解し、 4-ジメチルアミノピリジン
23mg及び無水コハク酸 105mgを加えて室温で３時間撹拌した。塩化メチレン 10ml及び 0.5M
リン酸二水素カリウム液 10mlを加えて分配し、有機層を分取した。この有機層を水洗し、
硫酸ナトリウム乾燥後、減圧乾固した。その結果、白色粉末としてコハク酸誘導体〔１５
〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニン -９ -イルの場合）が 509mg得られた。
このコハク酸誘導体〔１５〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニン -９ -イルの場合） 500
mgを無水 N,N-ジメチルホルムアミドに溶解し、ペンタクロロフェノールを 190mgそしてＤ
ＣＣを 200mg加えて室温で一夜撹拌した。析出物をグラスフィルターで濾去し、濾液を減
圧濃縮乾固した。残渣に少量のベンゼンを加え再度不溶物を濾去した。濾液を減圧濃縮乾
固し、 n-ペンタンで粉末化を行うと、白色粉末として 492mgの活性化体化合物〔１６〕を
得た。ＦＡＢ法にて分子量を測定したところ、分子量は 1020であった。
この活性化体化合物〔１６〕 412mgとアミノ化ＣＰＧ（ Long chain amino-alkyl CPG 500
オングストローム、フナコシ（株）） 2g、そして無水 N,N-ジメチルホルムアミド 10mlを混
和、懸濁し、トリエチルアミンを 0.44ml加えて、室温で３日間振盪した。ＣＰＧ担体をフ
ィルター濾取し、 N,N-ジメチルホルムアミド、次いでピリジン、そして塩化メチレンで洗
浄し、減圧乾燥した。
このＣＰＧ担体に無水酢酸 2mlとピリジン 6mlを加え懸濁し、室温で一夜振盪した。ＣＰＧ
担体をフィルター濾取し、ピリジンに続いて塩化メチレンで洗浄し、減圧乾燥後、ＣＰＧ
担体〔１７〕を 2g得た。
３） 5'ａａａａａＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡａａａａａ 3'の合成
核酸塩基 1μ Mに相当する量のＣＰＧ担体〔１７〕（但し、Ｂ pはＮ 6 -ベンゾイルアデニン -
９ -イルの場合）約 25mgをＤＮＡ自動合成機用カラムに充填した。
アミダイト試薬〔１４〕 170mgを無水アセトニトリル 3.4mlに溶解した。市販のアミダイト
試薬、 [N6 -ベンゾイル -5'-0-(4,4'-ジメトキシトリチル )-2'-デオキシアデノシン 3'-0-(2
-シアノエチル N,N-ジイソプロピルホスホアミダイト )]（パーキンエルマー社） 500mgも無
水アセトニトリル 5mlに溶解し、これら二つの試薬をＤＮＡ自動合成機（パーキンエルマ
ー社）に装着し、合成機のプログラムに従って自動合成を行った。
反応終了後、捕集バイアル中のサンプル溶液（濃アンモニア溶液）を 55℃で１８時間処理
した後、減圧濃縮乾固した。残渣を 50mM酢酸 -トリエチルアンモニウム緩衝液（ pH7.0）（
以下 TEAA緩衝液と略す） 5mlに溶解し、分取用逆相クロマトグラフィー（ Preparative RP-
18(55～ 105μ m）、 125オングストローム、φ =10mm× 100mmカラム  ウォーターズ（株））
で分取・精製を行った。Ａ液 =50mM TEAA緩衝液、Ｂ液 =40%アセトニトリル（ 50mM TEAA緩
衝液中）を用い、Ｂ液が 0～ 100%の濃度勾配で溶出を行った。分画したフラクションの内
、酢酸を加えるとオレンジ色を呈する画分を集め、溶媒を減圧留去した後、 5mlの 80%酢酸
を加え１５分間室温で放置した。保護基が外れたことをＴＬＣで確認した後、溶媒を減圧
留去した。酢酸エチルと水で分液抽出し、水層を減圧乾固すると、目的物が 80 O.D.（ 260
nm）得られた。
実施例２　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子： 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'（ｔはヌクレオシ
ド同族体のうち塩基がチミン -１ -イルのもの、Ｃはデオキシシトシン、Ｇはデオキシグア
ノシン、Ｔはデオキシチミジン、Ａはデオキシアデノシンをそれぞれ表す。特記しない限
り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す）の合成。
１）アミダイト試薬の合成
実施例１の１）に示したものと同様の方法でアミダイト試薬〔１４〕（但し、Ｂ pはチミ
ン -１ -イルの場合）を白色粉末として 260mg得た。ＦＡＢ法にて分子量を測定したところ
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、分子量は 758であった。
２）ＤＮＡ合成機用ＣＰＧ担体の調製
実施例１の２）に示したものと同様の方法でＣＰＧ担体〔１７〕（但し、Ｂ pはチミン -１
-イルの場合）を 2g得た。
３） 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'の合成
核酸塩基 2μ Mに相当する量のＣＰＧ担体〔１７〕（但し、Ｂ pはチミン -１ -イルの場合）
約 70mgをＤＮＡ自動合成機用カラムに充填した。
アミダイト試薬〔１４〕（但し、Ｂ pはチミン -１ -イルの場合）、市販のＤＮＡ合成用ア
ミダイト試薬、 [N6 -ベンゾイル -5'-0-(4,4'-ジメトキシトリチル )-2'-デオキシアデノシ
ン 3'-0-(2-シアノエチル N,N-ジイソプロピルホスホアミダイト )]、 [N2 -イソブチリル -5'-
0-(4,4'-ジメトキシトリチル )-2'-デオキシグアノシン 3'-0-(2-シアノエチル N,N-ジイソ
プロピルホスホアミダイト )]、 [N4 -ベンゾイル -5'-0-(4,4'-ジメトキシトリチル )-2'-デ
オキシシチジン 3'-0-(2-シアノエチル  N,N-ジイソプロピルホスホアミダイト )]及び [5'-0
-(4,4'-ジメトキシトリチル )-チミジン  3'-0-(2-シアノエチル  N,N-ジイソプロピルホス
ホアミダイト )]（パーキンエルマー社）を用いて実施例１の３）と同様にＤＮＡ自動合成
機で合成を行った。精製も同様に行い目的物を 120 O.D.（ 260nm）得た。
実施例３　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子： 5'ａａａａａａａａａａａａａａａａａａａａａａａａａ 3'（ａはヌク
レオシド同族体のうち塩基がアデニン -９ -イルのものを表す。特記しない限り、ヌクレオ
シド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す。以下 hA2 5と表記する）の合成。
実施例１と同様の操作により目的物を 52 O.D.（ 260nm）得た。
実施例４　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子：
5'ａＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡａ 3'（ａはヌクレオシド同族体の
うち塩基がアデニン -９ -イルのもの、Ａはデオキシアデノシンをそれぞれ表す。特記しな
い限り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す。以下 hA2 A2 3と表
記する）の合成。
実施例１と同様の操作により目的物を 50 O.D.（ 260nm）得た。
実施例５　式〔１〕においてＸ－Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子： 5'ａａａＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡａａａ 3'（ａはヌク
レオシド同族体のうち塩基がアデニン -９ -イルのもの、Ａはデオキシアデノシンをそれぞ
れ表す。特記しない限り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す
。以下 hA6 A1 9と表記する）の合成。
実施例１と同様の操作により目的物を 44 O.D.（ 260nm）得た。
実施例６　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子： 5'ａａａａａａａＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡａａａａａａａ 3'（ａはヌク
レオシド同族体のうち塩基がアデニン -９ -イルのもの、Ａはデオキシアデノシンをそれぞ
れ表す。特記しない限り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す
。以下 hA1 4 A1 1と表記する）の合成。
実施例１と同様の操作により目的物を 90 O.D.（ 260nm）得た。
実施例７　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子： 5'ａａａａａａａａａＡＡＡＡＡＡＡａａａａａａａａａ 3'（ａはヌク
レオシド同族体のうち塩基がアデニン -９ -イルのもの、Ａはデオキシアデノシンをそれぞ
れ表す。特記しない限り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す
。以下 hA1 8 A7と表記する）の合成。
実施例１と同様の操作により目的物を 58 O.D.（ 260nm）得た。
実施例８　式〔１〕においてＸ＝Ｈ，Ｙ＝Ｈであるヌクレオシドを含む、ＤＮＡタイプア
ンチセンス分子：
5'ａａａａａａａａａａａＡＡＡａａａａａａａａａａａ 3'（ａはヌクレオシド同族体の
うち塩基がアデニン -９ -イルのもの、Ａはデオキシアデノシンをそれぞれ表す。特記しな
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い限り、ヌクレオシド間の結合は 3'→ 5'のホスホジエステル結合を示す。以下 hA2 2 A3と表
記する）の合成。
実施例１と同様の操作により目的物を 61 O.D.（ 260nm）得た。
試験例
試験例１　マウス繊維芽細胞に対する毒性試験
実施例２で得た 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'の HER-2遺伝子を発
現したマウス繊維芽細胞、 NIH3T3-HER2細胞（ディフィオーレら、 Methods in Enzymol., 
198 272-277, 1991）に対する細胞毒性を、目下のところ最も臨床研究が進んでいるホス
ホロチオエート型オリゴヌクレオチドと比較した。対照として用いたホスホロチオエート
型オリゴヌクレオチドの配列は 5'ＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＴ 3'とし、シ
ュタイン等の方法（シュタイン等、 Nucleic Acid Res., 16 3209-3221 1988）により調製
した。各被験物質の細胞内への透過性を高める目的で、カチオニックリポソームとの複合
体をも試験に用いた。カチオニックリポソームの成分は 3-0-(2-ジエチルアミノエチル）
カルバモイル -1,2-0-ジオレイルグリセロール（ WO94/19314号公開参照）と卵黄ホスファ
チジルエタノールアミン（日本油脂（株））の混合比３：１からなるものを用いた。各被
験物質はヌクレオシドの濃度として各々 10、 3、 1又は 0.1μ Mとなるように培地に加えた。
カチオニックリポソームとアンチセンスオリゴヌクレオチドとの混合比は２：１とした。
NIH3T3-HER2細胞をコーニング社製２４穴プレート中で 105細胞／ウェルの密度で撒いた後
、ダルベッコ変法イーグル培地中で 37℃ -5%CO2の条件で一晩培養した。
培地を新しいものに交換した後、各被験物質を上清中に添加し一晩培養した。
細胞形態を顕微鏡下で判定し、細胞が著しく萎縮した被験物質を細胞毒性有り（表中＋で
表した）、細胞の形態に変化がなかった被験物質を細胞毒性なし（表中－で表した）とし
た。結果を表１に示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ホスホロチオエート型オリゴヌクレオチドは単独でも細胞毒性が比較的強く、カチオニッ
クリポソームとの複合体を形成するとその毒性はより一層増強されるが、一方本発明のア
ンチセンス分子は単独で添加しても 10μ Mの濃度まで、カチオニックリポソームとの複合
体として投与しても 1μ Mの濃度までは毒性を示さなかった。
また実施例３で得た、全てヌクレオシド同族体で構成されている本発明のアンチセンス分
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子も 10μ Mの濃度までは毒性を示さないことも確認されている。　試験例２　実施例２で
合成した 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'の HER-2合成抑制作用及び
毒性試験
実施例２で得た 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'の細胞での蛋白質合
成抑制作用を見た。この塩基配列は、ＥＧＦ受容体ファミリーのひとつであり乳癌の悪性
度に関与していると考えられている HER-2遺伝子の５’キャップ領域近傍のアンチセンス
配列を示している（ウールリッヒ等、 Science, 230 1132-1139 1985）。対照として同じ
配列のＤＮＡ及び 5'ＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＴ 3’の配列のホスホロチ
オエート型オリゴヌクレオチドを用いた。ＤＮＡは常法に従いＤＮＡ合成機（アプライド
バイオシステム社  モデル３８０Ｂ）により、ホスホロチオエート型オリゴヌクレオチド
は試験例１に示した方法により調製した。
細胞は、試験例１で示した NIH3T3-HER2細胞を用いた。
各被験物質の細胞内への透過性を高める目的で、カチオニックリポソームとの複合体を細
胞に投与した。用いたカチオニックリポソーム及び添加方法は試験例１と同様である。各
被験物質はヌクレオシドの濃度として各々 1、 0.1又は 0.01μ Mとなるように培地に加えた
。
NIH3T3-HER2細胞をコーニング社製２４穴プレート中で 105細胞／ウェルの密度で撒いた後
、ダルベッコ変法イーグル培地中で 37℃ -5%CO2の条件で一晩培養した。
0.2%の仔牛血清を含む培地に交換して、被験物質の１回目の添加を行なった。７～８時間
経過後に仔牛血清濃度を 5%にして一晩培養した。メチオニンを含まない 0.2%の仔牛血清を
含む培地に交換した後、各被験物質の２回目の添加を行なった。添加濃度は１回目と同様
である。７～８時間後に 3 5Ｓメチオニン（アマシャム社、 3TBq/mmol）を添加し、仔牛血
清濃度を 5%にして一晩培養した。
細胞形態を顕微鏡下で判定し、細胞が著しく萎縮した被験物質を細胞毒性有り（表中＋で
表した）、細胞の形態に変化がなかった被験物質を細胞毒性なし（表中－で表した）とし
た。
細胞を回収し、抗ヒト HER-2抗体（ニチレイ社）を用いて常法により HER-2蛋白質を免疫沈
降した。
７％ポリアクリルアミドゲルＳＤＳ電気泳動を行なった後に、イメージアナライザー（Ｆ
ＵＪＩＸ  ＢＡＳ２０００）を用いて HER-2タンパク質の 3 5Ｓメチオニンの放射活性を測定
することにより HER-2タンパク質の合成量を算定した。被験物質を加えない細胞の HER-2タ
ンパク質の合成量を 100%とし、各被験物質添加時の HER-2タンパク質の合成量の減少率を
抑制率として表した。
毒性試験については試験例１と同様である。
結果を表２に示す。
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本発明のアンチセンス分子はＤＮＡと同濃度でＤＮＡと同等以上の HER-2タンパク質の合
成抑制活性を示した。
ホスホロチオエート型オリゴヌクレオチドは、 0.01～ 0.1μ Mでは効果がなく、本発明のア
ンチセンス分子又はＤＮＡが有効な活性を示す。 1.0μ Mの濃度では細胞毒性が発現し、活
性は測定できかった。
また、本発明の化合物及びＤＮＡの HER-2遺伝子の５’キャップ領域近傍のセンス配列は H
ER-2タンパク質の合成抑制活性を示さない。
試験例３　本発明化合物の核酸分解酵素（ Nuclease S1）に対する抵抗性
本発明化合物 hA2 5を被験物質とした。コントロールとして、同じ配列を有する天然ＤＮＡ
オリゴマー dA2 5を用いた。
30mM酢酸緩衝液（ pH4.5）に塩化ナトリウムが 50mM、硫酸亜鉛が 30mMとなるように加え、
この緩衝液に、各被験物質を最終濃度が 4 O.D.(260nm)になるように加えた。更に、核酸
分解酵素 Nuclease S1（ベーリンガー・マンハイム山之内社）を 2000U/mlになるように加
え（最終容積 50μ l）、 37℃で一夜インキュベートした。反応液をサンプリングし、 Lichr
ospher RP-18（ 4 mmI.D.× 125mm）カラムを用いた HPLCにて被験物質のピークの減少度を
測定することにより分解度を算定した。結果を表３に示す。
　
　
　
　
　
　
コントロールは 60%以上が分解されるのに対し、本発明物質は一夜反応後においても、 99%
以上が分解されずに残った。
試験例４　蛇毒ホスホジエステラーゼに対する本発明物質の抵抗性
実施例２で合成した本発明物質の 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'を
被験物質とした。コントロールとして、同じ配列を有する天然ＤＮＡオリゴマーを用いた
。
各検体を 100mM Tris-HCl緩衝液（ pH8.9）、 100mM塩化ナトリウム、 14mM塩化マグネシウム

10

20

30

40

50

(17) JP 3911703 B2 2007.5.9



溶液に最終濃度が 4 O.D.(260nm）になるように調製し、蛇毒ホスホジエステラーゼ（コッ
ホ・ライト社）を 3.6U/ml濃度になるように加えた（最終容積 0.1ml）。 37℃で１時間イン
キュベートし、最終濃度 50mMの EDTAを加え反応を止めた。反応液をサンプリングし、 Lich
rospher RP-18（ 4 mmI.D.× 125mm）カラムを用いた HPLCにて被験物質のピークの減少度を
測定することにより分解度を算定した。結果を表４に示す。
　
　
　
　
　
　
コントロールが 60%以上分解されるのに対して、本発明の物質は 10%程度しか分解されず、
蛇毒ホスホジエステラーゼに対する強い抵抗性を示した。
試験例５　仔牛脾臓ホスホジエステラーゼに対する本発明物質の抵抗性
実施例２で合成した本発明物質の 5'ｔＣＣＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡｔ 3'を
被験物質とした。コントロールとして、同じ配列を有する天然ＤＮＡオリゴマーを用いた
。
各被験物質を 100mMコハク酸アンモニウム緩衝液（ pH8.9）、 1mM EDTA溶液に最終濃度が 4 
O.D.(260nm）になるように調製し、仔牛脾臓ホスホジエステラーゼ（ベーリンガー社）を
0.2U/ml濃度になるように加えた（最終容積 0.1ml）。 37℃で一時間インキュベートし、反
応液をサンプリングし、 Lichro-spher RP-18（ 4 mmI.D.× 125mm）カラムを用いた高速液
体クロマトグラフ（以下ＨＰＬＣと略す）にて被験物質のピークの減少度を測定すること
により分解度を算定した。結果を表５に示す。
　
　
　
　
　
　
コントロールが 30%近く分解されるのに対して、本発明の物質の分解度は 1%以下であり、
仔牛脾臓ホスホジエステラーゼに対する強い抵抗性を示した。
試験例６　本発明物質に対する RNase Hの基質特異性
本発明物質が天然のＲＮＡとハイブリッドを形成し、 RNase Hの基質として認識され、Ｒ
ＮＡが分解されるか否かにつき調べた。
被験物質として hA2 5 ,hA2 2 A3 ,hA1 8 A7 ,hA1 4 A1 1 ,hA1 0 A1 5 ,hA6 A1 9及び hA2 A2 3を、コントロー
ルとして dA2 5を用いた。ハイブリッドを形成するＲＮＡとして poly(U)（ S2 0 , W 6.6、ヤマ
サ醤油（株））を用いた。
40mM Tris-HCl緩衝液（ pH7.7）、 1mMジチオスレイトール、 4mM塩化マグネシウム、 4%(W/V
)グリセロール、 0.003%(W/V)仔牛血清アルブミン溶液に最終濃度がそれぞれ 4 O.D.(260nm
）の poly(U)及び各被験物質を加え、大腸菌 RNase H（宝酒造（株））を 100U/ml濃度にな
るように加えた（最終容積 0.1ml）。 20℃で 18時間インキュベートし、 -20℃で凍結し反応
を止めた。反応液を解凍後直ちに、 TSK G4000PWX L（ 7.8mm I.D.× 300mm）ゲルろ過カラム
を用いたＨＰＬＣにて poly(U)のピークの減少度を測定することにより分解度を算定した
。結果を表６に示した。
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hA1 8 A7 ,hA1 4 A1 1 ,hA1 0 A1 5 ,hA6 A1 9及び hA2 A2 3は、コントロールとして用いた dA2 5と同程度
に RNase Hの基質になることが示された。
試験例７　ＤＮＡ又はＲＮＡへの結合安定性
核酸同士が複合体を形成している場合、温度を上げてゆくとある温度の前後で急激に吸光
度が増大する。これは核酸のいわゆる淡色効果 (hypochromicity)の減少によるものである
が、この前後の吸光度差の２分の１まで吸光度が増大したときの温度（以下 Tmという）を
測定することにより、核酸との複合体形成能を知ることができる。
被験物質として hA2 5 ,hA2 2 A3 ,hA1 8 A7 ,hA1 4 A1 1 ,hA1 0 A1 5 ,hA6 A1 9及び hA2 A2 3を、コントロー
ルとして dA2 5を用いた。ハイブリッドを形成するＲＮＡとして Poly(U)（ S2 0 , W 6.6、ヤマ
サ醤油（株））を用いた。
被験物質又はコントロールと Poly(U)との複合体を形成させ、被験物質濃度 100μ M、 0.15M
塩化ナトリウム、 10mMリン酸ナトリウム（ pH7.0）、昇温速度 0.5℃／分の条件下で測定し
Tm値を求めた。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
本発明物質は、天然のＲＮＡと良好な複合体形成能を有していた。ヌクレオシド同族体の
含量が増すにつれ Tm値は低下する傾向にあったが、その含量が 40%（ hA1 0 A1 5）までは天然
のＤＮＡと比べて遜色のないことも示された。
これらの結果から、本発明のアンチセンス分子は低毒性で、ヘルペスウイルス、インフル
エンザウイルス、ヒト免疫不全症ウイルス等の感染や癌遺伝子の働きを抑える医薬として
利用し得る。
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