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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子を含む原核細胞感染症を処置するための抗生組成物であ
って、該抗生組成物が該原核細胞に入り、該オリゴヌクレオチドが、５ヌクレオチド長～
１００ヌクレオチド長であり、かつ、原核生物遺伝子の標的非コード配列に対して９０％
より高く相補的であり、ハイブリダイゼーションを可能にする条件下で該標的非コード配
列にハイブリダイズする、抗生組成物。
【請求項２】
原核生物遺伝子へのハイブリダイゼーションが原核細胞の増殖を阻害する、請求項１に記
載の抗生組成物。
【請求項３】
前記オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核生物遺伝子によってコードさ
れる原核生物タンパク質の発現を阻害する、請求項１または請求項２に記載の抗生組成物
。
【請求項４】
前記原核生物タンパク質の発現が、前記オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない
細胞と比較して、７５％阻害される、請求項３に記載の抗生組成物。
【請求項５】
ハイブリダイゼーションが、前記原核生物遺伝子の転写を阻害する、請求項１～４のいず
れか一項に記載の抗生組成物。
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【請求項６】
ハイブリダイゼーションが、前記原核生物遺伝子によってコードされるタンパク質の翻訳
を阻害する、請求項１～５のいずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項７】
前記オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核細胞増殖に必須のタンパク質
の発現を阻害する、請求項１～６のいずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項８】
前記オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核細胞増殖に必須のタンパク質
の発現を阻害し、該原核細胞増殖に必須のタンパク質が、グラム陰性遺伝子産物、グラム
陽性遺伝子産物、細胞周期遺伝子産物、ＤＮＡ複製に関与する遺伝子産物、細胞分裂遺伝
子産物、タンパク質合成に関与する遺伝子産物、細菌ジャイレース、およびアシルキャリ
アー遺伝子産物からなる群から選択される、請求項７に記載の抗生組成物。
【請求項９】
前記原核生物遺伝子が、抗生物質抵抗性を与えるタンパク質をコードする、請求項１～８
のいずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１０】
抗生物質剤をさらに含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１１】
前記抗生物質剤が、ペニシリンＧ、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン、クロキサシ
リン、ジクロキサシリン、アンピシリン、アモキシシリン、チカルシリン、カルベニシリ
ン、メズロシリン、アズロシリン、ピペラシリン、イミペネム、アズトレオナム、セファ
ロチン、セファクロール、セフォキシチン、セフロキシム、セフォニシド、セフメタゾー
ル、セフォテタン、セフプロジル、ロラカルベフ、セフェタメット、セフォペラゾン、セ
フォタキシム、セフチゾキシム、セフトリアキソン、セフタジジム、セフェピム、セフィ
キシム、セフポドキシム、セフスロジン、フレロキサシン、ナリジキシン酸、ノルフロキ
サシン、シプロフロキサシン、オフロキサシン、エノキサシン、ロメフロキサシン、シノ
キサシン、ドキシサイクリン、ミノサイクリン、テトラサイクリン、アミカシン、ゲンタ
マイシン、カナマイシン、ネチルマイシン、トブラマイシン、ストレプトマイシン、アジ
スロマイシン、クラリスロマイシン、エリスロマイシン、エリスロマイシンエストレート
、エチルコハク酸エリスロマイシン、グルコヘプトン酸エリスロマイシン、ラクトビオン
酸エリスロマイシン、ステアリン酸エリスロマイシン、バンコマイシン、テイコプラニン
、クロラムフェニコール、クリンダマイシン、トリメトプリム、スルファメトキサゾール
、ニトロフラントイン、リファンピン、ムピロシン、メトロニダゾール、セファレキシン
、ロキシスロマイシン、コ－アモキシクラブアネート（Ｃｏ－ａｍｏｘｉｃｌａｖｕａｎ
ａｔｅ）、ピペラシリンとタゾバクタムとの組合せ、ならびにそれらの様々な塩、酸、塩
基、および他の誘導体からなる群から選択される、請求項１０に記載の抗生組成物。
【請求項１２】
前記オリゴヌクレオチドが、前記原核生物遺伝子の非コード鎖内の配列に対して９０％よ
り高く相補的である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１３】
前記オリゴヌクレオチドが、前記原核生物遺伝子の非コード配列内の配列に対して９０％
より高く相補的であり、三重鎖構造を形成する、請求項１～１２のいずれか一項に記載の
抗生組成物。
【請求項１４】
ハイブリダイゼーションが、前記オリゴヌクレオチドと、前記非コード配列と、該非コー
ド配列に対して相補的なコード配列との間で三本鎖構造を形成する、請求項１～１３のい
ずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１５】
前記オリゴヌクレオチドが、前記原核生物遺伝子の非コード配列内の配列に対して９０％
より高く相補的であり、該オリゴヌクレオチドと該非コード配列との間で二本鎖構造を形
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成する、請求項１～１４のいずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１６】
前記非コード配列がプロモーター配列である、請求項１～１５のいずれか一項に記載の抗
生組成物。
【請求項１７】
前記オリゴヌクレオチドが３’非コード配列にハイブリダイズする、請求項１～１６のい
ずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１８】
前記オリゴヌクレオチドが５’非コード配列にハイブリダイズする、請求項１～１６のい
ずれか一項に記載の抗生組成物。
【請求項１９】
インビトロで前記標的配列にハイブリダイズする、請求項１～１８のいずれか一項に記載
の抗生組成物。
【請求項２０】
インビボで前記標的配列にハイブリダイズする、請求項１～１８のいずれか一項に記載の
抗生組成物。
【請求項２１】
原核細胞において標的遺伝子産物の産生を阻害するための請求項１～２０のいずれか一項
に記載の抗生組成物であって、該細胞は、ハイブリダイゼーションが該標的遺伝子によっ
てコードされるタンパク質の産生の阻害をもたらす条件下で、該抗生組成物と接触される
ことを特徴とする、抗生組成物。
【請求項２２】
原核生物感染症を処置するための請求項１～２０のいずれか一項に記載の抗生組成物であ
って、細胞に投与されることを特徴とする、抗生組成物。
【請求項２３】
請求項１～２０のいずれか一項に記載の抗生組成物を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本願は、米国特許法第１１９条（ｅ）項の下、２００９年１月８日に出願された米国仮
特許出願第６１／１４３，２９３号、および２００９年４月１５日に出願された米国仮特
許出願第６１／１６９，３８４号の利益を主張し、この米国仮特許出願の全体の内容は、
本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　（政府の利益についての陳述）
　本発明は、国立衛生研究所により授与された助成金番号５ＤＰ１ＯＤ０００２８５の下
、政府支援により成された。合衆国政府は、本発明に特定の権利を有する。
【０００３】
　（発明の分野）
　本発明は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートおよび細菌タンパク質産生
を阻害する方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　（発明の背景）
　細菌増殖を調節するための新しい作用物質の開発は、最も重要なことである。抗生物質
剤への分子的アプローチは有益な結果を生んでいるが、現行の抗生物質処置は、細菌が抗
生物質抵抗性を構築するにつれて、より限定的になりつつある。無数の細菌機能を標的に
する複数のクラスの抗生物質が存在する。網羅的な列挙ではないが、いくつかの様式とし
て、細菌タンパク質産生を標的にする（翻訳ブロック、例えば、抗リボソーム剤）こと、
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細菌の細胞壁の完全性を標的にすること、およびゲノム完全性を標的にする（例えば、Ｄ
ＮＡジャイレース）ことが挙げられる。それにもかかわらず、これらの作用物質の大多数
は、接合を介しての、細菌進化および伝達可能な抵抗性の発生によって中和されており、
その上、その残りは、同じ運命に会うと予想される。場合によっては、細菌の抵抗性は、
１つの細菌種から別の細菌種へと飛び越している。加えて、現行の抗生物質の広範な使用
が、たいていの医療行為に抵抗する「スーパー株」の出現をもたらしている。したがって
、細菌を標的にする新しいクラスの薬物が研究の優先事項である。
【０００５】
　多価オリゴヌクレオチドナノ粒子コンジュゲートが、真核生物系において遺伝的制御お
よび検出のストラテジーについての重要な能力を実証している。遺伝的制御について、タ
ンパク質産生は、ＲＮＡ干渉経路の活性化によるか、またはアンチセンスストラテジーに
おけるｍＲＮＡの隔離および／もしくは分解によるかのいずれかによってブロックされて
いる。検出の場合、オリゴヌクレオチドナノ粒子コンジュゲートへのｍＲＮＡ結合を、蛍
光シグナルへと変換することができる。哺乳類細胞培養系において、ナノ粒子コンジュゲ
ートは、無毒で安定しており、相補的標的に対してより高い親和性を有し、トランスフェ
クション剤なしで細胞へ入ることができる。
【０００６】
　しかしながら、細菌における、特に殺菌剤としての、オリゴヌクレオチドの使用は、限
られた価値しかない。限られた数の作用物質が開発されているが、それらの広範な使用は
採用されたことがない。概念的に聞こえるかもしれないが、このストラテジーの未使用は
、技術的難題（例えば、不十分な遺伝子ノックダウン能力、細菌内送達を達成することが
できないこと、および細菌内のオリゴヌクレオチド鎖の安定性（すなわち、ヌクレアーゼ
抵抗性））によるものである。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子およびキャリアーを含む抗生組成物であって、オリゴ
ヌクレオチドが、原核生物遺伝子の標的非コード配列に対して、ハイブリダイゼーション
を可能にする条件下でその標的配列にハイブリダイズするのに十分相補的である、抗生組
成物が本明細書に記載されている。本明細書に記載された抗生組成物は、原核細胞に入り
、原核生物遺伝子転写および／または翻訳を制御する。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、原核生物遺伝子へのハイブリダイゼーションが原核細胞
の増殖を阻害する、抗生組成物が提供される。別の実施形態において、オリゴヌクレオチ
ドのハイブリダイゼーションが、原核生物遺伝子によってコードされる機能性原核生物タ
ンパク質の発現を阻害する、抗生組成物が提供される。一態様において、抗生組成物は、
機能性原核生物タンパク質の発現を、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない細
胞と比較して、約７５％阻害する。
【０００９】
　さらなる実施形態において、ハイブリダイゼーションが結果として、変化した活性を有
する、原核生物遺伝子によってコードされるタンパク質の発現を生じる、抗生組成物が提
供される。一態様において、発現した遺伝子産物の活性が、オリゴヌクレオチド修飾ナノ
粒子と接触されない細胞と比較して、約１０％低下している、抗生組成物が提供される。
代替の態様において、発現した遺伝子産物の活性が、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と
接触されない細胞と比較して、約１０％増加している、抗生組成物が提供される。
【００１０】
　別の実施形態において、オリゴヌクレオチドの標的配列へのハイブリダイゼーションが
、原核生物遺伝子の転写を阻害する、抗生組成物が提供される。別の実施形態において、
オリゴヌクレオチドの標的配列へのハイブリダイゼーションが、原核生物遺伝子によって
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コードされる機能性タンパク質の翻訳を阻害する、抗生組成物が提供される。
【００１１】
　本開示は、オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核細胞増殖に必須の機
能性タンパク質の発現を阻害する、抗生組成物をさらに提供する。様々な態様において、
オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核細胞増殖に必須の機能性タンパク
質の発現を阻害する、抗生組成物が提供され、その機能性タンパク質が、原核細胞増殖に
必須であり、かつグラム陰性遺伝子産物、グラム陽性遺伝子産物、細胞周期遺伝子産物、
ＤＮＡ複製に関与する遺伝子産物、細胞分裂遺伝子産物、タンパク質合成に関与する遺伝
子産物、細菌ジャイレース、およびアシルキャリアー遺伝子産物からなる群から選択され
る。
【００１２】
　別の実施形態において、原核生物遺伝子が、抗生物質抵抗性を与えるタンパク質をコー
ドする、抗生組成物が提供される。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、抗生物質剤をさらに含む抗生組成物が提供される。様々
な態様において、抗生物質剤が、ペニシリンＧ、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン
、クロキサシリン、ジクロキサシリン、アンピシリン、アモキシシリン、チカルシリン、
カルベニシリン、メズロシリン、アズロシリン、ピペラシリン、イミペネム、アズトレオ
ナム、セファロチン、セファクロール、セフォキシチン、セフロキシム、セフォニシド、
セフメタゾール、セフォテタン、セフプロジル、ロラカルベフ、セフェタメット、セフォ
ペラゾン、セフォタキシム、セフチゾキシム、セフトリアキソン、セフタジジム、セフェ
ピム、セフィキシム、セフポドキシム、セフスロジン、フレロキサシン、ナリジキシン酸
、ノルフロキサシン、シプロフロキサシン、オフロキサシン、エノキサシン、ロメフロキ
サシン、シノキサシン、ドキシサイクリン、ミノサイクリン、テトラサイクリン、アミカ
シン、ゲンタマイシン、カナマイシン、ネチルマイシン、トブラマイシン、ストレプトマ
イシン、アジスロマイシン、クラリスロマイシン、エリスロマイシン、エリスロマイシン
エストレート、エチルコハク酸エリスロマイシン、グルコヘプトン酸エリスロマイシン、
ラクトビオン酸エリスロマイシン、ステアリン酸エリスロマイシン、バンコマイシン、テ
イコプラニン、クロラムフェニコール、クリンダマイシン、トリメトプリム、スルファメ
トキサゾール、ニトロフラントイン、リファンピン、ムピロシン、メトロニダゾール、セ
ファレキシン、ロキシスロマイシン、コ－アモキシクラブアネート（Ｃｏ－ａｍｏｘｉｃ
ｌａｖｕａｎａｔｅ）、ピペラシリンとタゾバクタムとの組合せ、ならびにそれらの様々
な塩、酸、塩基、および他の誘導体からなる群から選択される、抗生組成物が提供される
。
【００１４】
　さらに別の実施形態において、オリゴヌクレオチドが、原核生物遺伝子の非コード鎖内
の配列に十分相補的である、抗生組成物が提供される。別の実施形態において、オリゴヌ
クレオチドが、原核生物遺伝子の非コード配列内の配列に対して、三本鎖構造を形成する
のに十分相補的である、抗生組成物が提供される。いくつかの態様において、ハイブリダ
イゼーションが、オリゴヌクレオチドと、非コード配列と、非コード配列に相補的なコー
ド配列との間で三本鎖構造を形成する、抗生組成物が提供される。さらなる態様において
、オリゴヌクレオチドが、原核生物遺伝子の非コード配列内の配列に対して、オリゴヌク
レオチドと非コード配列との間で二本鎖構造を形成するのに十分相補的である、抗生組成
物が提供される。いくつかの態様において、非コード配列はプロモーター配列である。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドが３’非コード配列にハイブリダイ
ズする、抗生組成物が提供される。さらなる実施形態において、オリゴヌクレオチドが５
’非コード配列にハイブリダイズする、抗生組成物が提供される。
【００１６】
　本開示はまた、インビトロで標的配列にハイブリダイズする抗生組成物を提供する。い
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くつかの実施形態において、インビボで標的配列にハイブリダイズする抗生組成物が提供
される。
【００１７】
　ハイブリダイゼーションが結果として、標的遺伝子によってコードされる機能性タンパ
ク質の産生の阻害を生じる条件下で、細胞を本開示の抗生組成物と接触させる工程を含む
、細胞において機能性標的遺伝子産物の産生を阻害するための方法が本明細書に提供され
る。
【００１８】
　別の実施形態において、本開示のナノ粒子を含む治療的有効量の抗生組成物を細胞に投
与する工程を含む、原核生物感染症を処置する方法が提供される。
【００１９】
　抗生物質および本開示のナノ粒子を含むキットが本明細書にさらに提供される。
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子を含む抗生組成物であって、該オリゴヌクレオチドが、
原核生物遺伝子の標的非コード配列に対して、ハイブリダイゼーションを可能にする条件
下で該標的非コード配列にハイブリダイズするのに十分相補的である、抗生組成物。
（項目２）
原核生物遺伝子へのハイブリダイゼーションが原核細胞の増殖を阻害する、項目１に記載
の抗生組成物。
（項目３）
オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核生物遺伝子によってコードされる
機能性原核生物タンパク質の発現を阻害する、項目１または項目２に記載の抗生組成物。
（項目４）
前記機能性原核生物タンパク質の発現が、前記オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触さ
れない細胞と比較して、約７５％阻害される、項目３に記載の抗生組成物。
（項目５）
ハイブリダイゼーションが、変化した活性を有する、原核生物遺伝子によってコードされ
るタンパク質の発現をもたらす、項目１～４のいずれか一項に記載の抗生組成物。
（項目６）
前記活性が、前記オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない細胞と比較して、約１
０％低下している、項目５に記載の抗生組成物。
（項目７）
ハイブリダイゼーションが、前記原核生物遺伝子の転写を阻害する、項目１～６のいずれ
か一項に記載の抗生組成物。
（項目８）
ハイブリダイゼーションが、前記原核生物遺伝子によってコードされる機能性タンパク質
の翻訳を阻害する、項目１～７のいずれか一項に記載の抗生組成物。
（項目９）
前記オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、前記原核細胞増殖に必須の機能性
タンパク質の発現を阻害する、項目１～８のいずれか一項に記載の抗生組成物。
（項目１０）
前記オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、原核細胞増殖に必須の機能性タン
パク質の発現を阻害し、該原核細胞増殖に必須の機能性タンパク質が、グラム陰性遺伝子
産物、グラム陽性遺伝子産物、細胞周期遺伝子産物、ＤＮＡ複製に関与する遺伝子産物、
細胞分裂遺伝子産物、タンパク質合成に関与する遺伝子産物、細菌ジャイレース、および
アシルキャリアー遺伝子産物からなる群から選択される、項目９に記載の抗生組成物。
（項目１１）
前記原核生物遺伝子が、抗生物質抵抗性を与えるタンパク質をコードする、項目１～１０
のいずれか一項に記載の抗生組成物。
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（項目１２）
抗生物質剤をさらに含む、項目１～１１のいずれか一項に記載の抗生組成物。
（項目１３）
前記抗生物質剤が、ペニシリンＧ、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン、クロキサシ
リン、ジクロキサシリン、アンピシリン、アモキシシリン、チカルシリン、カルベニシリ
ン、メズロシリン、アズロシリン、ピペラシリン、イミペネム、アズトレオナム、セファ
ロチン、セファクロール、セフォキシチン、セフロキシム、セフォニシド、セフメタゾー
ル、セフォテタン、セフプロジル、ロラカルベフ、セフェタメット、セフォペラゾン、セ
フォタキシム、セフチゾキシム、セフトリアキソン、セフタジジム、セフェピム、セフィ
キシム、セフポドキシム、セフスロジン、フレロキサシン、ナリジキシン酸、ノルフロキ
サシン、シプロフロキサシン、オフロキサシン、エノキサシン、ロメフロキサシン、シノ
キサシン、ドキシサイクリン、ミノサイクリン、テトラサイクリン、アミカシン、ゲンタ
マイシン、カナマイシン、ネチルマイシン、トブラマイシン、ストレプトマイシン、アジ
スロマイシン、クラリスロマイシン、エリスロマイシン、エリスロマイシンエストレート
、エチルコハク酸エリスロマイシン、グルコヘプトン酸エリスロマイシン、ラクトビオン
酸エリスロマイシン、ステアリン酸エリスロマイシン、バンコマイシン、テイコプラニン
、クロラムフェニコール、クリンダマイシン、トリメトプリム、スルファメトキサゾール
、ニトロフラントイン、リファンピン、ムピロシン、メトロニダゾール、セファレキシン
、ロキシスロマイシン、コ－アモキシクラブアネート（Ｃｏ－ａｍｏｘｉｃｌａｖｕａｎ
ａｔｅ）、ピペラシリンとタゾバクタムとの組合せ、ならびにそれらの様々な塩、酸、塩
基、および他の誘導体からなる群から選択される、項目１２に記載の抗生組成物。
（項目１４）
前記オリゴヌクレオチドが、前記原核生物遺伝子の非コード鎖内の配列に十分相補的であ
る、項目１～１３のいずれか一項に記載の抗生組成物。
（項目１５）
前記オリゴヌクレオチドが、前記原核生物遺伝子の非コード配列内の配列に対して、三重
鎖構造を形成するのに十分相補的である、項目１～１４のいずれか一項に記載の抗生組成
物。
（項目１６）
ハイブリダイゼーションが、前記オリゴヌクレオチドと、前記非コード配列と、該非コー
ド配列に対して相補的なコード配列との間で三本鎖構造を形成する、項目１～１５のいず
れか一項に記載の抗生組成物。
（項目１７）
前記オリゴヌクレオチドが、前記原核生物遺伝子の非コード配列内の配列に対して、該オ
リゴヌクレオチドと該非コード配列との間で二本鎖構造を形成するのに十分相補的である
、項目１～１６のいずれか一項に記載の抗生組成物。
（項目１８）
前記非コード配列がプロモーター配列である、項目１～１７のいずれか一項に記載の抗生
組成物。
（項目１９）
前記オリゴヌクレオチドが３’非コード配列にハイブリダイズする、項目１～１８のいず
れか一項に記載の抗生組成物。
（項目２０）
前記オリゴヌクレオチドが５’非コード配列にハイブリダイズする、項目１～１９のいず
れか一項に記載の抗生組成物。
（項目２１）
インビトロで標的配列にハイブリダイズする、項目１～２０のいずれか一項に記載の抗生
組成物。
（項目２２）
インビボで標的配列にハイブリダイズする、項目１～２１のいずれか一項に記載の抗生組



(8) JP 5801205 B2 2015.10.28

10

20

30

40

50

成物。
（項目２３）
細胞において標的遺伝子産物の産生を阻害する方法であって、
ハイブリダイゼーションが結果として、標的遺伝子によってコードされる機能性タンパク
質の産生の阻害を生じる条件下で、該細胞を項目１～２２のいずれか一項に記載の抗生組
成物と接触させる工程を含む、方法。
（項目２４）
原核生物感染症を処置する方法であって、項目１～２２のいずれか一項に記載のナノ粒子
を含む治療的有効量の組成物を細胞に投与する工程を含む、方法。
（項目２５）
抗生物質および項目１～２２のいずれか一項に記載のナノ粒子を含むキット。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、オリゴヌクレオチド金ナノ粒子コンジュゲートが、プロモーター複合体
結合（Ａ）および完全ｍＲＮＡ転写産物形成（Ｂ）をブロックすることの概略図を示す。
【図２】図２は、コンジュゲート処理後の大腸菌の電子顕微鏡画像を示す。
【図３】図３は、ナノ粒子を用いる細菌ルシフェラーゼ発現の阻害についての結果の概要
を示す。ナンセンスは、大腸菌ゲノムまたはトランスフェクションしたプラスミド上の相
補的領域を含まない配列を意味する。アンチセンスは、ルシフェラーゼを標的にする配列
を意味する。相対的ルシフェラーゼ活性は、ウミシイタケ発現に対して標準化された、バ
ー内のパーセンテージとして示されている。
【図４】図４は、二重鎖侵入スキームを示す。Ａ）ナノ粒子による二重鎖（二重鎖の末端
におけるフルオレセインおよび隣接したダブシル）への侵入、それにより蛍光シグナルを
放出することの概略図。Ｂ）短い（２０塩基対）二重鎖および長い（４０塩基対）二重鎖
の両方における、二重鎖侵入での蛍光の増加を示す結果（灰色ボックスはナンセンス配列
を表し、黒色ボックスはアンチセンス配列を表す）。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　（発明の詳細な説明）
　抗生組成物およびその使用方法が本明細書に提供される。一態様において、抗生組成物
は、オリゴヌクレオチドを含むように修飾されたナノ粒子を含み、オリゴヌクレオチドが
、原核生物遺伝子の標的非コード配列に対して、ハイブリダイゼーションを可能にする条
件下でオリゴヌクレオチドが標的配列にハイブリダイズするように十分相補的である。こ
のハイブリダイゼーションを通して、抗生組成物は、標的原核細胞の増殖を阻害する。標
的細胞において、ある特定の態様では、ハイブリダイゼーションは、標的にされた配列に
よってコードされる機能性タンパク質の発現を阻害する。様々な態様において、標的にさ
れた配列によってコードされる原核生物タンパク質の転写、翻訳、または両方が阻害され
る。本開示は、細胞を抗生組成物と接触させる工程を含む、細胞において標的原核生物遺
伝子産物の産生を阻害するための、本明細書に開示された抗生組成物を利用する方法であ
って、組成物のナノ粒子に会合したオリゴヌクレオチドが、ハイブリダイゼーションを可
能にする条件下で細菌遺伝子の標的非コード配列に十分相補的であり、かつハイブリダイ
ゼーションが結果として、標的遺伝子によってコードされる機能性原核生物遺伝子産物の
阻害を生じる、方法をさらに提供する。標的原核生物配列の転写か翻訳のいずれか、また
は転写と翻訳の両方の阻害が、結果として、標的原核生物配列によってコードされる機能
性タンパク質の産生の阻害を生じることは、当業者に理解されているであろう。
【００２２】
　オリゴヌクレオチド官能基化ナノ粒子と標的原核生物配列のハイブリダイゼーションは
、本明細書に定義されているような「複合体」を形成する。本明細書に用いられる場合、
「複合体」は、二本鎖（または二重鎖）複合体かまたは三本鎖（三重鎖）複合体のいずれ
かである。三重鎖複合体および二重鎖複合体は標的細菌原核生物の酸の翻訳または転写を
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阻害することが本明細書で意図される。
【００２３】
　本明細書に用いられる場合、「非コード配列」は、当技術分野で受け入れられている意
味をもつ。一般的に、非コード配列は、遺伝子によってコードされるタンパク質の翻訳の
ためのコドンを含まないポリヌクレオチド配列をいう。いくつかの態様において、非コー
ド配列は、染色体性である。いくつかの態様において、非コード配列は染色体外である。
一態様において、非コード配列は、遺伝子のコード配列の全部または部分に相補的である
。非コード配列には、発現のプロモーター、エンハンサー、およびサイレンサーなどの制
御エレメントが挙げられる。非コード配列の例は、５’非コード配列および３’非コード
配列である。「５’非コード配列」は、コード配列の５’側（上流）に位置するポリヌク
レオチド配列を指す。５’非コード配列は、開始コドンの上流の完全にプロセシングされ
るｍＲＮＡに存在することができ、一次転写産物のｍＲＮＡへのプロセシング、ｍＲＮＡ
安定性または翻訳効率に影響し得る。「３’非コード配列」は、コード配列の３’側（下
流）に位置するヌクレオチド配列を指し、それには、ポリアデニル化シグナル配列、およ
びｍＲＮＡプロセシングまたは遺伝子発現に影響する能力があるシグナルをコードする他
の配列が挙げられる。ポリアデニル化シグナルは、通常、ｍＲＮＡ前駆体の３’末端への
ポリアデニル酸配列の付加に影響するその能力によって特徴づけられる。
【００２４】
　一実施形態において、非コード配列はプロモーターを含む。「プロモーター」は、構造
遺伝子の転写を命令するポリヌクレオチド配列である。典型的には、プロモーターは、構
造遺伝子の転写開始部位に近位である遺伝子の５’非コード配列内に位置する。転写の開
始において機能するプロモーター内の配列エレメントは、コンセンサスヌクレオチド配列
によって特徴づけられる場合が多い。これらのプロモーターエレメントには、ＲＮＡポリ
メラーゼ結合部位、ＴＡＴＡ配列、ＣＡＡＴ配列、分化特異的エレメント［ＤＳＥ；　Ｍ
ｃＧｅｈｅｅら、Ｍｏｌ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．７：５５１（１９９３）］、サイクリ
ックＡＭＰ応答エレメント（ＣＲＥ）、血清応答エレメント［ＳＲＥ；Ｔｒｅｉｓｍａｎ
、Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｌ．１：４７（１９９０）］、グルコ
コルチコイド応答エレメント（ＧＲＥ）、ならびに、ＣＲＥ／ＡＴＦ［Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ
ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７：１９９３８（１９９２）］、ＡＰ２［Ｙｅら、Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：２５７２８（１９９４）］、ＳＰ１、ｃＡＭＰ応答エレ
メント結合タンパク質［ＣＲＥＢ；Ｌｏｅｋｅｎ、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒ．３：２５３（１
９９３）］、およびオクタマー因子などの他の転写因子についての結合部位が挙げられる
［一般的には、Ｗａｔｓｏｎら編、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ
　Ｇｅｎｅ、第４版（Ｔｈｅ　Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉ
ｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，　Ｉｎｃ．１９８７）、ならびにＬｅｍａｉｇｒｅおよびＲｏｕ
ｓｓｅａｕ、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３０３：１（１９９４）参照］。プロモーターが誘導
性プロモーターである場合には、転写速度は、誘導物質に応答して増加する。対照的に、
プロモーターが恒常的プロモーターである場合には、転写速度は、誘導物質によって制御
されない。抑制性プロモーターもまた公知である。「コアプロモーター」は、ＴＡＴＡボ
ックスおよび転写開始を含む、プロモーター機能に必須のヌクレオチド配列を含む。この
定義によれば、コアプロモーターは、活性を増強することができるか、または組織特異的
活性を与えることができる特定の配列の非存在下で検出可能な活性を有する場合もあるし
、有しない場合もある。
【００２５】
　別の実施形態において、非コード配列は、制御エレメントを含む。「制御エレメント」
は、コアプロモーターの活性を調節するポリヌクレオチド配列である。例えば、制御エレ
メントは、特定の原核生物において排他的に、または優先的に転写を可能にする細胞因子
と結合するポリヌクレオチド配列を含む場合がある。
【００２６】
　別の実施形態において、非コード配列はエンハンサーを含む。「エンハンサー」は、転
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写開始部位に対するエンハンサーの距離または配向に関わらず、転写効率を増加させるこ
とができる一種の制御エレメントである。
【００２７】
　本明細書および添付された特許請求の範囲に用いられる場合、単数形「１つの（ａ）」
、「１つの（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」は、文脈が明らかに他を示さない限り
、複数の言及を含むことを本明細書では留意されたい。
【００２８】
　用語「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌクレオチド」は、本明細書では交換可能に
用いられ、当技術分野において受け入れられている意味を有することは、留意されるべき
である。
【００２９】
　用語「付着した」、「コンジュゲートした」、および「官能性付与する」もまた本明細
書で交換可能に用いられ、オリゴヌクレオチドのナノ粒子との会合に言及していることは
さらに留意されたい。
【００３０】
　「ハイブリダイゼーション」は、ワトソン・クリックＤＮＡ相補性、フーグスティーン
（Ｈｏｏｇｓｔｅｉｎ）結合、または当技術分野において公知の他の配列特異的結合の規
則に従う水素結合による２つまたは３つの核酸鎖の間での相互作用を意味する。ハイブリ
ダイゼーションは、当技術分野において公知の異なるストリンジェンシー条件下で実施す
ることができる。
【００３１】
　抗生組成物
　いくつかの実施形態において、本開示は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子およびキャ
リアーを含む抗生組成物であって、オリゴヌクレオチドが、原核生物遺伝子の標的非コー
ド配列に対して、ハイブリダイゼーションを可能にする条件下でそれが標的配列にハイブ
リダイズするのに十分相補的である、抗生組成物を提供する。様々な実施形態において、
抗生組成物は、原核細胞感染症処置のためのそれを必要する哺乳動物への治療的有効量で
の投与のために製剤化される。いくつかの態様において、哺乳動物はヒトである。
【００３２】
　様々な実施形態において、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子の原核生物遺伝子へのハイ
ブリダイゼーションは原核細胞の増殖を阻害する（または阻止する）ことが意図される。
したがって、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子の原核生物遺伝子へのハイブリダイゼーシ
ョンは、原核生物が細菌である態様において、結果として静菌的または殺菌的効果を生じ
ることが意図される。ハイブリダイゼーションがインビボで起こる態様において、原核細
胞の増殖は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子との接触がない場合の原核細胞の増殖と比
較して、約５％阻害される。様々な態様において、原核細胞の増殖は、オリゴヌクレオチ
ド修飾ナノ粒子との接触がない場合の原核細胞の増殖と比較して、約１０％、約１５％、
約２０％、約２５％、約３０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、
約６０％、約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、
約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約２０
倍、約５０倍、またはそれ以上阻害される。
【００３３】
　ハイブリダイゼーションがインビトロで起こる態様において、原核細胞の増殖は、オリ
ゴヌクレオチド修飾ナノ粒子との接触がない場合の原核細胞の増殖と比較して、約５％阻
害される。様々な態様において、原核細胞の増殖は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と
の接触がない場合の原核細胞の増殖と比較して、約１０％、約１５％、約２０％、約２５
％、約３０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５
％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約２倍、約３倍、
約４倍、約５倍、約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約２０倍、約５０倍、ま
たはそれ以上阻害される。
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【００３４】
　阻害がインビボであろうとインビトロであろうと、当業者は、日常的技術を用いて原核
細胞増殖の阻害のレベルを決定することができる。例えば、原核細胞の数の直接的定量化
は、１組の試料（インビボ阻害の場合は体液、またはインビトロ阻害の場合には液体培養
試料）を得る工程であって、試料がある期間にわたって収集される、工程、試料を増殖許
容性固体培地で培養する工程、および結果として生じた、増殖することができる原核細胞
の数を計数する工程によって実施される。早い方の時点における原核細胞の数に対する遅
い方の時点における原核細胞の数が、原核細胞増殖のパーセント阻害を与える。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子の原核生物遺伝子への
ハイブリダイゼーションは、原核生物遺伝子によってコードされる機能性原核生物タンパ
ク質の発現を阻害する。本明細書で用いられる場合、「機能性原核生物タンパク質」は、
原核生物遺伝子によってコードされる完全長野生型タンパク質を指す。一態様において、
機能性原核生物タンパク質の発現は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない細
胞と比較して、約５％阻害される。様々な態様において、機能性原核生物タンパク質の発
現は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない細胞と比較して、約１０％、約１
５％、約２０％、約２５％、約３０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５
５％、約６０％、約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９
５％、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、
約２０倍、約５０倍、またはそれ以上阻害される。
【００３６】
　関連した態様において、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子の原核生物遺伝子へのハイブ
リダイゼーションは、原核細胞増殖に必須の機能性タンパク質の発現を阻害する。一態様
において、原核細胞増殖に必須の機能性原核生物タンパク質の発現は、オリゴヌクレオチ
ド修飾ナノ粒子と接触されない細胞と比較して、約５％阻害される。様々な態様において
、原核細胞増殖に必須の機能性原核生物タンパク質の発現は、オリゴヌクレオチド修飾ナ
ノ粒子と接触されない細胞と比較して、約１０％、約１５％、約２０％、約２５％、約３
０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７
０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約２倍、約３倍、約４倍、
約５倍、約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約２０倍、約５０倍、またはそれ
以上阻害される。
【００３７】
　増殖に必須の原核生物タンパク質として、グラム陰性遺伝子産物、グラム陽性遺伝子産
物、細胞周期遺伝子産物、ＤＮＡ複製に関与する遺伝子産物、細胞分裂遺伝子産物、タン
パク質合成に関与する遺伝子産物、細菌ジャイレース、およびアシルキャリアー遺伝子産
物が挙げられるが、それらに限定されない。これらのクラスは、本明細書の下記で詳細に
論じられている。
【００３８】
　本開示はまた、原核生物遺伝子の標的非コード配列へのハイブリダイゼーションが結果
として、変化した活性を有する、原核生物遺伝子によってコードされるタンパク質の発現
を生じる、抗生組成物を意図する。一態様において、原核生物遺伝子によってコードされ
るタンパク質の活性が、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない原核細胞におけ
るタンパク質の活性と比較して、約５％低下している。様々な態様において、原核生物タ
ンパク質の活性は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない原核細胞におけるタ
ンパク質の活性と比較して、約１０％、約１５％、約２０％、約２５％、約３０％、約３
５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、約７
５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、約９
９％、または約１００％阻害される。別の態様において、原核生物遺伝子によってコード
されるタンパク質の活性が、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない原核細胞に
おけるタンパク質の活性と比較して、約５％増加している。様々な態様において、原核生
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物タンパク質の発現は、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子と接触されない原核細胞におけ
るタンパク質の活性と比較して、約１０％、約１５％、約２０％、約２５％、約３０％、
約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、
約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍
、約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約２０倍、約５０倍、またはそれ以上増
加している。
【００３９】
　原核細胞におけるタンパク質の活性は、いくつかのパラメーターの関数として増加また
は減少し、そのパラメーターには、ナノ粒子に付着したオリゴヌクレオチドの配列、標的
にされる原核生物遺伝子（したがって、および遺伝子によってコードされるタンパク質）
、およびナノ粒子のサイズが挙げられるが、それらの限定されない。
【００４０】
　様々な実施形態において、本開示の抗生組成物は、原核生物遺伝子の転写を阻害する。
いくつかの実施形態において、本開示の抗生組成物は原核生物遺伝子の翻訳を阻害するこ
とが意図される。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、抗生組成物は、抗生物質抵抗性を与える原核生物遺伝子
の標的非コード配列にハイブリダイズする。これらの遺伝子は当業者に公知であり、例え
ば、Ｌｉｕら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３７：Ｄ４４３－Ｄ４
４７、２００９（その全体が参照により本明細書に組み入れられている）に論じられてい
る。いくつかの態様において、抗生物質抵抗性を与える原核生物遺伝子の標的非コード配
列への抗生組成物のハイブリダイゼーションは、結果として、原核生物の抗生物質に対す
る感受性の増加をもたらす。一態様において、原核生物の抗生物質に対する感受性は、抗
生組成物と接触しなかった原核生物の感受性と比較して、約５％増加している。様々な態
様において、原核生物の抗生物質に対する感受性は、抗生組成物と接触しなかった原核生
物の感受性と比較して、約１０％、約１５％、約２０％、約２５％、約３０％、約３５％
、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、約７５％
、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、約６倍
、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約２０倍、約５０倍、またはそれ以上増加してい
る。抗生物質に対する相対的感受性は、本明細書に記載されているような日常的技術を用
いて当業者によって決定することができる。
【００４２】
　抗生物質との併用治療
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートを含む
抗生組成物は、抗生物質剤と併用しての投与のために製剤化され、それぞれが治療的有効
量である。
【００４３】
　本明細書に用いられる場合、用語「抗生物質剤」は、細菌および他の微生物体の増殖を
阻害するか、またはそれらを殺す能力を有し、主に感染性疾患の処置に用いられる、化学
物質群のいずれかを意味する。例えば、米国特許第７，６３８，５５７号（その全体が参
照により本明細書に組み入れられている）を参照されたい。抗生物質剤の例として、ペニ
シリンＧ、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン、クロキサシリン、ジクロキサシリン
、アンピシリン、アモキシシリン、チカルシリン、カルベニシリン、メズロシリン、アズ
ロシリン、ピペラシリン、イミペネム、アズトレオナム、セファロチン、セファクロール
、セフォキシチン、セフロキシム、セフォニシド、セフメタゾール、セフォテタン、セフ
プロジル、ロラカルベフ、セフェタメット、セフォペラゾン、セフォタキシム、セフチゾ
キシム、セフトリアキソン、セフタジジム、セフェピム、セフィキシム、セフポドキシム
、セフスロジン、フレロキサシン、ナリジキシン酸、ノルフロキサシン、シプロフロキサ
シン、オフロキサシン、エノキサシン、ロメフロキサシン、シノキサシン、ドキシサイク
リン、ミノサイクリン、テトラサイクリン、アミカシン、ゲンタマイシン、カナマイシン
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、ネチルマイシン、トブラマイシン、ストレプトマイシン、アジスロマイシン、クラリス
ロマイシン、エリスロマイシン、エリスロマイシンエストレート、エチルコハク酸エリス
ロマイシン、グルコヘプトン酸エリスロマイシン、ラクトビオン酸エリスロマイシン、ス
テアリン酸エリスロマイシン、バンコマイシン、テイコプラニン、クロラムフェニコール
、クリンダマイシン、トリメトプリム、スルファメトキサゾール、ニトロフラントイン、
リファンピン、ムピロシン、メトロニダゾール、セファレキシン、ロキシスロマイシン、
コ－アモキシクラブラン酸、ピペラシリンとタゾバクタムとの組合せ、ならびにそれらの
様々な塩、酸、塩基、および他の誘導体が挙げられるが、それらに限定されない。抗細菌
性抗生物質剤には、ペニシリン、セファロスポリン、カルバセフェム、セファマイシン、
カルバペネム、モノバクタム、アミノグリコシド、グリコペプチド、キノロン、テトラサ
イクリン、マクロライド、およびフルオロキノロンが挙げられるが、それらに限定されな
い。
【００４４】
　投薬および薬学的組成物
　本明細書に用いられる場合、用語「治療的有効量」は、同定された疾患もしくは症状を
処置するか、寛解させるか、もしくは予防するのに十分な、または検出可能な治療的、予
防的、もしくは阻害的効果を示すのに十分な組成物の量を指す。効果は、例えば、臨床症
状の改善、徴候の低下により、または本明細書に記載されたアッセイにより検出すること
ができる。対象についての正確な有効量は、対象の体重、サイズ、および健康状態；症状
の性質および程度；ならびに投与のために選択された抗生組成物または組成物の組合せに
依存する。所定の状況についての治療的有効量は、臨床医の技能および判断の範囲内にあ
る日常的実験によって決定することができる。
【００４５】
　本明細書に記載された抗生組成物は、薬学的に許容され得る賦形剤、キャリアー、また
は希釈剤を含む薬学的組成物中に製剤化してもよい。抗生組成物を含む化合物または組成
物は、原核生物感染症または症状の処置を可能にする任意の経路によって投与することが
できる。好ましい投与経路は、経口投与である。さらに、抗生組成物を含む化合物または
組成物は、静脈内に、腹腔内に、肺内に、皮下にまたは筋肉内に、くも膜下腔内に、経皮
的に、直腸に、経口的に、経鼻的に、または吸入によるなど、非経口的を含む、任意の標
準投与経路を用いて患者に送達してもよい。胃腸管内で体液と接触して活性物質の放出制
御を達成するために、および血漿における活性物質の実質的な一定かつ有効なレベルを提
供するために、徐放性製剤もまた本明細書に記載された作用物質から調製してもよい。結
晶形を、この目的のために、生分解性ポリマー、水溶性ポリマー、または両方の混合物の
ポリマーマトリックス、および任意で適切な界面活性剤の中に包埋してもよい。包埋は、
この文脈において、ポリマーのマトリックス内のマイクロ粒子の取り込みを意味し得る。
放出制御製剤はまた、公知の分散液または乳濁液コーティングテクノロジーによる分散化
マイクロ粒子または乳化マイクロ液滴の封入を通しても得られる。
【００４６】
　投与は、単一用量投与の形をとってもよいし、実施形態の化合物を、ある期間にわたっ
て、分割量でか、または持続放出性製剤もしくは投与方法（例えば、ポンプ）でのいずれ
かで投与することができる。しかしながら、実施形態の化合物が対象に投与され、投与さ
れる化合物の量および選ばれる投与経路は、疾患症状の効果的な処置を可能にするように
選択されるべきである。
【００４７】
　実施形態において、薬学的組成物は、特定の投与様式および剤形に依存して、キャリア
ー、溶媒、安定剤、補助剤、希釈剤などの薬学的に許容し得る賦形剤と共に製剤化しても
よい。薬学的組成物は、一般的に、生理学的に適合し得るｐＨに達するように製剤化され
るべきであり、処方および投与経路に依存して、約３のｐＨ～約１１のｐＨ、好ましくは
約ｐＨ３～約ｐＨ７の範囲であり得る。代替の実施形態において、ｐＨが約ｐＨ５．０～
約ｐＨ８の範囲に調整されることが好ましい場合がある。より具体的には、薬学的組成物
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は、様々な態様において、本明細書に記載されているような治療的または予防的有効量の
少なくとも１つの組成物を１つ以上の薬学的に許容し得る賦形剤と共に含む。本明細書に
記載されているように、薬学的組成物は、任意で、本明細書に記載された化合物の組合せ
を含んでもよい。
【００４８】
　用語「薬学的に許容し得る賦形剤」は、本明細書に記載された化合物などの薬学的作用
物質の投与のための賦形剤を指す。その用語は、過度の毒性なしに投与することができる
任意の薬学的賦形剤を指す。
【００４９】
　薬学的に許容し得る賦形剤は、一つには、投与されることになっている特定の組成物に
よって、およびその組成物を投与するのに用いられる特定の方法によって、決定される。
したがって、薬学的組成物の幅広い種類の適切な製剤が存在する（例えば、Ｒｅｍｉｎｇ
ｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ参照）。
【００５０】
　適切な賦形剤は、タンパク質、多糖類、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、高分子アミノ酸
、アミノ酸コポリマー、および不活性ウイルス粒子などの大きく、ゆっくり代謝される巨
大分子を含むキャリアー分子であり得る。他の例示的賦形剤には、抗酸化剤（例えば、ア
スコルビン酸）、キレート化剤（例えば、ＥＤＴＡ）、糖質（例えば、デキストリン、ヒ
ドロキシアルキルセルロース、および／またはヒドロキシアルキルメチルセルロース）、
ステアリン酸、液体（例えば、油、水、食塩水、グリセロール、および／またはエタノー
ル）、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝物質などが挙げられる。リポソームもまた、薬学的
に許容し得る賦形剤の定義内に含まれる。
【００５１】
　加えて、薬学的組成物は、滅菌注射用水性乳濁液または油性懸濁液などの滅菌注射用調
製物の形をとってもよい。この乳濁液または懸濁液は、適切な分散剤または湿潤剤、およ
び懸濁化剤を用いて当業者によって製剤化することができる。滅菌注射用調製物もまた、
１，２－プロパン－ジオール中の溶液などの無毒性の非経口的に許容し得る希釈剤または
溶媒中の滅菌注射用溶液または懸濁液であり得る。
【００５２】
　滅菌注射用調製物はまた、凍結乾燥された粉末として調製されてもよい。許容し得る媒
体および溶媒の中で用いることができるのは、水、リンゲル液、および等張食塩水である
。加えて、滅菌固定油を溶媒または懸濁媒として用いてもよい。この目的のために、合成
モノグリセリドまたはジグリセリドを含む任意の無菌性固定油を用いてもよい。加えて、
脂肪酸（例えば、オレイン酸）を同様に、注射剤の調製に用いてもよい。
【００５３】
　オリゴヌクレオチド配列および原核生物タンパク質の阻害
　いくつかの態様において、本開示は、特定の核酸を標的にする方法を提供する。任意の
型の原核生物核酸を標的にすることができ、その方法は、例えば、機能性原核生物遺伝子
産物の産生の阻害のために用いることができる。本発明の方法によって標的にすることが
できる核酸の例には、遺伝子、および原核生物のＲＮＡまたはＤＮＡが挙げられるが、そ
れらに限定されない。
【００５４】
　原核生物標的核酸について、様々な態様において、核酸はゲノムＤＮＡから転写された
ＲＮＡである。
【００５５】
　提供される、細胞において標的原核生物タンパク質の産生を阻害するための方法には、
標的遺伝子産物の発現が、オリゴヌクレオチド官能基化ナノ粒子の非存在下での遺伝子産
物発現と比較して、少なくとも約１％、少なくとも約５％、少なくとも約１０％、少なく
とも約１５％、少なくとも約２０％、少なくとも約２５％、少なくとも約３０％、少なく
とも約３５％、少なくとも約４０％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なく
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とも約５５％、少なくとも約６０％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なく
とも約７５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なく
とも約９５％、少なくとも約９６％、少なくとも約９７％、少なくとも約９８％、少なく
とも約９９％、または少なくとも約１００％阻害されるものが挙げられる。換言すれば、
提供される方法は、標的遺伝子産物の発現の任意の阻害の程度を結果として生じるものを
包含する。
【００５６】
　阻害の程度は、インビボで、例えば、標的原核生物が見出され、かつ原核生物タンパク
質の阻害が望ましい個体の体液試料からか、または標的原核生物が見出され、かつ原核生
物タンパク質の阻害が望ましい個体における、当技術分野において周知のイメージング技
術によって、決定することができる。あるいは、阻害の程度は、インビボで、より早い時
点での細胞培養物または生物体中にあった原核生物の量と比較して、細胞培養物または生
物体中に残存する原核生物の量を定量化することによって決定される。
【００５７】
　三重鎖複合体が形成される実施形態において、突然変異が原核生物ゲノムに導入される
ことが意図される。これらの実施形態において、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジ
ュゲートは、突然変異を含み、三重鎖複合体の形成が、ナノ粒子に付着したオリゴヌクレ
オチドと原核生物ゲノムの鎖との間の組換え事象を惹起する。
【００５８】
　抗原核生物性オリゴヌクレオチド
　本開示のオリゴヌクレオチドは、標的ポリヌクレオチド配列とハイブリダイズしたとき
、少なくとも約４５℃、典型的には、約５０℃から６０℃の間のＴｍを有するが、Ｔｍは
より高く、例えば、６５℃であってもよい。原核生物標的ポリヌクレオチド配列および原
核生物ｍＲＮＡ標的ポリヌクレオチド配列の選択を、本明細書の下記で考察する。
【００５９】
　一実施形態において、本発明のオリゴヌクレオチドは、３７℃よりかなり高いＴｍ、例
えば、少なくとも４５℃、好ましくは６０℃～８０℃を有し、生理学的条件下で標的原核
生物配列にハイブリダイズするように設計される。オリゴヌクレオチドは、核酸に対する
高い結合親和性を有するように設計され、一態様において、標的原核生物配列に１００％
相補性であり、またはミスマッチを含んでもよい。オリゴヌクレオチドが、標的原核生物
配列に対して９５％より高い相補性、標的原核生物配列に対して９５％より高い相補性、
標的原核生物配列に対して９０％より高い相補性、標的原核生物配列に対して８０％より
高い相補性、標的原核生物配列に対して７５％より高い相補性、標的原核生物配列に対し
て７０％より高い相補性、標的原核生物配列に対して６５％より高い相補性、標的原核生
物配列に対して６０％より高い相補性、標的原核生物配列に対して５５％より高い相補性
、標的原核生物配列に対して５０％より高い相補性である、方法が提供される。
【００６０】
　当業者が容易に、オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートについての適切な標
的を決定し、かつ当技術分野において公知の技術を用いてオリゴヌクレオチドを設計およ
び合成し得ることは理解されているであろう。標的は、例えば、関心対象となる標的核酸
の配列を（例えば、ＧｅｎＢａｎｋから）得て、例えば、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ　６．０プ
ログラム、ＣｌｕｓｔａｌＷアルゴリズム、ＢＬＯＳＵＭ　３０マトリックス、ならびに
核酸アラインメントについて１０のオープンギャップペナルティおよび５．０の延長ギャ
ップペナルティを含むデフォルトパラメーターを用いて、それを他の核酸配列とアライン
メントすることによって同定することができる。
【００６１】
　任意の必須原核生物遺伝子は、本開示の方法を用いて標的遺伝子として意図される。上
記のように、任意の原核生物種についての必須原核生物遺伝子は、大腸菌についてのＧｅ
ｒｄｅｓ［Ｇｅｒｄｅｓら、Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８５（１９）：５６７３－８４
、２００３］によって記載されたものを含む様々な方法を用いて決定することができる。
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多くの必須遺伝子は、細菌界にわたって保存されており、それによって標的選択において
追加のガイダンスを提供する。標的遺伝子配列は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆ
ｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）によって維持
されているものなどの容易に利用可能なバイオインフォマティクス供給源を用いて同定す
ることができる。多数の微生物種についての完全参照ゲノム配列を入手することができ、
必須細菌遺伝子についての配列が同定されている。細菌株はまた、一態様において、Ａｍ
ｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から入手
される。オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートの抗細菌活性を決定するために
、任意の所定の種についての適切な培地および条件を用いる単純な細胞培養方法を確立す
ることができる。
【００６２】
　その後、最適の活性を示すオリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートは、ヒト感
染の処置に用いる前に、動物モデル、または獣医学的動物において試験される。
【００６３】
　細胞分裂標的タンパク質および細胞周期標的タンパク質についての標的配列
　本開示のオリゴヌクレオチドは、必須原核生物遺伝子をコードする原核生物核酸の配列
にハイブリダイズするように設計される。例示的な遺伝子として、細胞分裂タンパク質、
細胞周期タンパク質に必要とされるもの、または脂質生合成もしくは核酸複製に必要とさ
れる遺伝子が挙げられるが、それらに限定されない。いったん遺伝子の必須性が決定され
たならば、いかなる必須細菌遺伝子も標的である。生物体におけるどの遺伝子が必須であ
るかを決定するための一つのアプローチは、記載されているように［Ｇｅｒｄｅｓら、Ｊ
　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８５（１９）：５６７３－８４、２００３（その全体が参照に
より本明細書に組み入れられている）］、遺伝子フットプリンティング技術を用いること
である。この報告において、健全な好気性増殖のための培養条件下での増殖にとって、６
２０個の大腸菌遺伝子が必須として、３，１２６個の遺伝子が不要として、同定された。
進化関連分析により、かなりの数の必須大腸菌遺伝子、特に、ＤＮＡ複製、細胞分裂、お
よびタンパク質合成などの重要な細胞過程についての遺伝子のサブセットが細菌界を通じ
て保存されていることが示された。
【００６４】
　様々な態様において、本開示は、以下を含む必須細菌タンパク質をコードする標的配列
に安定かつ特異的に結合するのに効果的な核酸配列であるオリゴヌクレオチドを提供する
：（１）食中毒に関連した大腸菌の株、例えば、Ｏ１５７：Ｈ７などの所定の細菌種の特
定の株に特異的な配列（米国特許出願第２００８０１９４４６３号（その全体が参照によ
り本明細書に組み入れられている）の表１を参照）；（２）２つ以上の細菌種に共通の配
列；（３）２つの関連した細菌属（すなわち、類似した系統学的起源の細菌属）に共通の
配列；（４）グラム陰性細菌の間でおおむね保存された配列；（５）グラム陽性細菌の間
でおおむね保存された配列；または（６）一般的には、必須細菌タンパク質コード化核酸
配列のコンセンサス配列。
【００６５】
　一般的に、本開示の方法を用いる遺伝子発現の調節のための標的は、細胞分裂および細
胞壁合成（分裂細胞壁またはｄｃｗ）遺伝子クラスターの遺伝子から転写されるｍＲＮＡ
配列などの活動的な原核生物増殖または複製中に発現する原核生物核酸を含み、それには
、ｚｉｐＡ、ｓｕｌＡ、ｓｅｃＡ、ｄｉｃＡ、ｄｉｃＢ、ｄｉｃＣ、ｄｉｃＦ、ｆｔｓＡ
、ｆｔｓＩ、ｆｔｓＮ、ｆｔｓＫ、ｆｔｓＬ、ｆｔｓＱ、ｆｔｓＷ、ｆｔｓＺ、ｍｕｒＣ
、ｍｕｒＤ、ｍｕｒＥ、ｍｕｒＦ、ｍｕｒｇ、ｍｉｎＣ、ｍｉｎＤ、ｍｉｎＥ、ｍｒａＹ
、ｍｒａＷ、ｍｒａＺ、ｓｅｑＡ、およびｄｄｌＢが挙げられるが、それらに限定されな
い。細菌の細胞分裂および大腸菌の細胞周期の一般的な概説について、それぞれ、［Ｂｒ
ａｍｈｉｌｌ、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ．１３：３９５－４２４
、１９９７］および［Ｄｏｎａｃｈｉｅ、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４７
：１９９－２３０、１９９３］を参照されたい（どちらも参照により本明細書に明確に組
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み入れられている）。追加の標的として、脂質生合成（例えば、ａｃｐＰ）および複製（
例えば、ｇｙｒＡ）に関与する遺伝子が挙げられる。
【００６６】
　大腸菌における細胞分裂は、細胞エンベロープの全ての３層（原形質膜、強固なペプチ
ドグリカン層、および外膜）の協調陥入を含む。中隔の収縮は、細胞を２つのコンパート
メントへ分け、複製されたＤＮＡを分離する。以下の少なくとも９つの必須遺伝子産物が
この過程に関与している：ｆｔｓＺ、ｆｔｓＡ、ｆｔｓＱ、ｆｔｓＬ、ｆｔｓＩ、ｆｔｓ
Ｎ、ｆｔｓＫ、ｆｔｓＷ、およびｚｉｐＡ［Ｈａｌｅら、Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８
１（１）：１６７－７６、１９９９］。意図されるタンパク質標的は、下記で論じられた
３つ、特に、下記のＧｙｒＡおよびＡｃｐＰ標的である。
【００６７】
　大腸菌における最も早期の必須細胞分裂遺伝子の１つである、ＦｔｓＺは、細菌細胞の
分裂部位において膜結合リングを形成する可溶性チューブリン様ＧＴＰアーゼである。リ
ングは、細胞収縮を駆動させると考えられており、細胞壁陥入に影響を与えるように思わ
れる。ＦｔｓＺは、大腸菌において細胞分裂を媒介する中隔リング構造の必須成分である
、ｚｉｐＡと呼ばれる大腸菌における新規の内在性膜タンパク質に直接、結合する［Ｌｕ
ｔｋｅｎｈａｕｓら、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．６６：９３－１１６、１９９
７］。
【００６８】
　ＧｙｒＡは、細菌ジャイレース酵素のサブユニットＡ、およびそれについての遺伝子を
指す。細菌ジャイレースは、細胞においてＤＮＡの超らせんのレベルを調節する細菌ＤＮ
Ａトポイソメラーゼの１つであり、ＤＮＡ複製に必要とされる。
【００６９】
　ＡｃｐＰは、脂質生合成における必須補助因子である、アシルキャリアータンパク質を
コードする。脂肪酸生合成経路は、熱安定性補助因子アシルキャリアータンパク質がその
経路における中間体を結合することを必要とする。
【００７０】
　これらの３つのタンパク質のそれぞれについて、米国特許出願第２００８０１９４４６
３号の表１は、いくつかの重要な病原性細菌のそれぞれについての標的配列を含む例示的
な細菌配列を提供している。遺伝子配列は、各細菌株についてのＧｅｎＢａｎｋ　Ｒｅｆ
ｅｒｅｎｃｅ完全ゲノム配列に由来する。
【００７１】
　原核生物１６ＳリボソームＲＮＡについての標的配列
　一実施形態において、本発明のオリゴヌクレオチドは、３７℃よりかなり高い、例えば
、少なくとも４５℃、好ましくは６０℃～８０℃のＴｍを有し、生理学的条件下で細菌１
６Ｓ　ｒＲＮＡ核酸配列をコードする配列にハイブリダイズするように設計される。
【００７２】
　より具体的には、オリゴヌクレオチドは、以下の特徴の１つ以上を有する標的１６Ｓ　
ｒＲＮＡ遺伝子（ｅｇｎｅ）配列に安定的かつ特異的に結合するのに効果的である配列を
有する：（１）１６ｓ　ｒＲＮＡの二本鎖配列に見出される配列、例えば、１６Ｓ　ｒＲ
ＮＡ配列のペプチジルトランスフェラーゼ中心、α－サルシンループ、およびｍＲＮＡ結
合配列；（２）細菌１６ｓ　ｒＲＮＡの一本鎖配列に見出される配列；（３）食中毒に関
連した、所定の細菌種の特定の株、すなわち、大腸菌の株に特異的な配列；（４）特定の
細菌種に特異的な配列；（５）２つ以上の細菌種に共通の配列；（６）２つの関連した細
菌属（すなわち、類似した系統学的起源の細菌属）に共通の配列；（７）グラム陰性細菌
１６Ｓ　ｒＲＮＡ配列の間でおおむね保存された配列；（６）グラム陽性細菌１６Ｓ　ｒ
ＲＮＡ配列の間でおおむね保存された配列；または（７）一般的には、細菌１６Ｓ　ｒＲ
ＮＡ配列についてのコンセンサス配列。
【００７３】
　１６Ｓ　ｒＲＮＡ配列についての例示的な細菌および関連したＧｅｎＢａｎｋアクセッ
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ション番号は、その全体が参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第６，６
７７，１５３号の表１に提供されている。
【００７４】
　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（大腸菌）は、胃腸管の正常な菌叢の一部であるグ
ラム陰性細菌である。数百個の大腸菌株があり、そのうちの大部分は、無害であり、健康
なヒトおよび動物の胃腸管に生存している。現在、ヒトにおいて胃腸炎を引き起こす腸管
毒性大腸菌の４つの認められたクラス（「ＥＥＣ群」）がある。これらの中には、腸管病
原性（ＥＰＥＣ）株、および毒性機構が典型的な大腸菌エンテロトキシンの排出に関連し
ているものがある。そのような大腸菌株は、胃腸管および尿路の感染に関連したもの、敗
血症、肺炎、ならびに髄膜炎を含む様々な疾患を引き起こし得る。抗生物質は、いくつか
の株に対して効果がなく、必ずしも感染の再発を防ぐわけではない。
【００７５】
　例えば、大腸菌株Ｏ１５７：Ｈ７は、毎年、米国において１０，０００～２０，０００
症例の感染を引き起こすと見積もられる（連邦疾病管理予防センター）。出血性大腸炎は
、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって引き起こされる急性疾患の名前である。未就学児および
高齢者は、重篤な合併症のリスクが最も高い。大腸菌株Ｏ１５７：Ｈ７は、最近、太平洋
岸北西部においてファーストフードレストランからの加熱が不十分なハンバーガーを食べ
た４人の子どもの死因として報告された。［例えば、Ｊａｃｋｓｏｎら、Ｅｐｉｄｅｍｉ
ｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．１２０（１）：１７－２０、１９９８参照］。
【００７６】
　腸管毒性大腸菌株についての例示的な配列として、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号
Ｘ９７５４２、ＡＦ０７４６１３、Ｙ１１２７５、およびＡＪ００７７１６が挙げられる
。
【００７７】
　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍは、臨床的に、限局性胃腸管感染症、
胃腸炎（下痢、腹部のけいれん、および発熱）から重篤な全身病である腸炎熱（腸チフス
を含む）までおよぶ様々な症状を引き起こすグラム陰性細菌である。Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ感染症はまた、家畜のかなりの損失をもたらす。
【００７８】
　グラム陰性細菌特有の、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｓｐｐ．の細胞壁は、細胞の溶解の際
に遊離される複雑なリポ多糖（ＬＰＳ）構造を含み、生物体の毒性に寄与するエンドトキ
シンとして機能し得る。
【００７９】
　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａが十分には加熱されていない肉および動物性食品に生存するとい
う事実により、汚染された食品は、非チフス性サルモネラ感染症についての主要な伝染様
式である。最も一般的な動物源は、ニワトリ、七面鳥、ブタ、およびウシ、加えて、多数
の他の家畜および野生動物である。Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｓｐｐ．によって引き起こさ
れる腸チフスおよび他の腸炎熱の疫学は、ヒト糞便で汚染された水と関連している。
【００８０】
　ワクチンが腸チフスに利用でき、部分的には効果がある；しかしながら、非チフス性Ｓ
ａｌｍｏｎｅｌｌａ感染症に利用できるワクチンはない。非チフス性サルモネラ中毒は、
衛生的食肉処理の実施により、ならびに食品の徹底的な加熱および冷凍により制御される
。抗生物質は全身性疾患に適応しており、アンピシリンは、いくらか成功して用いられて
いる。しかしながら、胃の手術後の、過剰量の抗生物質での処置中の患者、免疫抑制薬で
の処置中の患者において、および溶血性貧血、白血病、リンパ腫、またはＡＩＤＳを有す
る患者において、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ感染症は医学的問題のままである。
【００８１】
　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．は、それらがたいていの抗生物質に対して抵抗性で
あり、病院で罹る（院内）感染の主要な原因であるため、臨床的に重要である、運動性グ
ラム陰性桿菌である。免疫不全個体、火傷被害者、人工呼吸器を用いている個体、留置カ
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テーテルを有する個体、静脈内麻薬ユーザー、および慢性肺疾患（例えば、嚢胞性線維症
）を有する個体において感染が最もよく見られる。感染は健康な個体においてはまれであ
るが、多くの部位で起こり得、尿路感染症、敗血症、肺炎、咽頭炎、および多数の他の問
題を引き起こし、処置が効かないことが多く、より著しく高い死亡率を生じている。
【００８２】
　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａは、単極運動性を有するグラム陰性、
好気性、桿状細菌である。日和見性ヒト病原菌のＰ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａはまた、植物
の日和見性病原菌でもある。他のＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｄのように、Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎ
ｏｓａは、様々な色素を分泌する。Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの決定的な臨床同定は、ピ
オシアニンおよびフルオレセインの両方の産生、加えて、４２℃で増殖する生物体の能力
を同定することを含み得る。Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａはまた、ディーゼル燃料およびジ
ェット燃料中で増殖する能力があり、それについて、炭化水素利用微生物体（または「Ｈ
ＵＭバグ」）として知られており、微生物腐食の原因となっている。
【００８３】
　Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａは、ヒトに感染するグラム陰性桿菌であり、汚染水の供
給をもたらす結果となる粗末な下水設備によって広がる疾患である、コレラを引き起こす
。Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａは、ヒト小腸にコロニー形成し、そこで、それは、粘膜
を横断してのイオン輸送を乱す毒素を産生し、下痢および水分損失を引き起こす。Ｖｉｂ
ｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａに感染した個体は、電解質を含む溶液での静脈内かまたは経口の
いずれかによる再水和を必要とする。その病気は一般的に自己限定性である；しかしなが
ら、脱水および必須電解質の損失から死に至り得る。テトラサイクリンなどの抗生物質は
、その病気の経過を短縮することが実証されており、経口ワクチンが現在、開発中である
。
【００８４】
　Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａは、一般的な性行為感染症である淋病の原
因物質である、グラム陰性球菌である。Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａは、
その表面抗原を変化させることができ、再感染に対する免疫の発生を妨げている。ほぼ７
５０，０００症例の淋病が毎年、米国において報告されており、ほとんど十代の若者およ
び若年成人の間である、毎年、追加の報告されていない、推定７５０，０００症例がある
。アンピシリン、アモキシシリン、またはいくつかの型のペニシリンが以前は、淋病の処
置に推奨されていた。しかしながら、ペニシリン抵抗性淋病の発生率が増加しつつあり、
注射によって与えられる新しい抗生物質、例えば、セフトリアキソンまたはスペクチノマ
イシンが今、ほとんどの淋菌による感染を処置するのに用いられている。
【００８５】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓは、通常、ヒト鼻にコロニー形成するグ
ラム陽性球菌であり、皮膚に見出されることもある。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、
血流感染、肺炎、および院内感染を引き起こし得る。Ｓｔａｐｈ．ａｕｒｅｕｓは、重篤
な食中毒を引き起こし得、多くの株が食物中で成長し、エクソトキシンを産生する。一般
的な抗生物質、例えば、バンコマイシンに対するＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの抵抗性
が、米国および海外で、地域社会環境および病院環境の両方における公衆衛生上の大きな
難問として持ち上がっている。最近、バンコマイシン抵抗性Ｓｔａｐｈ．ａｕｒｅｕｓ単
離物がまた日本でも同定されている。
【００８６】
　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓは、時には大打撃で致命的な
疾患である、結核の原因物質であるグラム陽性細菌である。結核は、増加傾向にあり、か
つ全世界的であり、単独感染性疾患からの死因の第１位である（１年あたり３百万人の現
在の死亡率）。それは、脳、腎臓、および骨を含むヒト身体のいくつかの器官を侵し得る
が、結核は、最も一般的には肺を侵す。
【００８７】
　米国において、陽性皮膚試験によって示される場合、約１千万人の個体が、Ｍｙｃｏｂ
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ａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓに感染しており、毎年、活動性疾患の約２
６，０００の新しい症例がある。結核（ＴＢ）症例の増加は、ＨＩＶ／ＡＩＤＳ、ホーム
レス、薬物乱用、および活動性感染症を有する人の入国に関連している。薬物感受性ＴＢ
についての現在の処置プログラムは、６ヶ月～９ヶ月の期間、２つまたは４つの薬物（例
えば、イソニアジド、リファンピン、ピラジナミド、エタンブトール、またはストレプト
マイシン）を服用することを含み、これは、ＴＢ病原菌の全部が、単一の薬物によって破
壊することができないためである。加えて、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃ
ｕｌｏｓｉｓの薬剤抵抗性株および多剤抵抗性株が観察されることが増えつつある。
【００８８】
　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）は、胃の内膜に感染す
る、らせん状またはＳ形の形態をもつ、微好気性、グラム陰性、成長の遅い、有鞭毛生物
体である。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉは、慢性表在性胃炎、消化性潰瘍疾患、および胃腺癌に至る
慢性萎縮性胃炎と関連したヒト胃病原菌である。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉは、ヒトにおいて最も
一般的な慢性細菌感染の１つであり、活動性胃炎を有する患者の９０％より多くに見出さ
れる。現在の処置は、ビスマス、メトロニダゾール、およびたいていの症例においてＨ．
ｐｙｌｏｒｉを撲滅するテトラサイクリンかまたはアモキシシリンのいずれかでの３薬物
治療を含む。３薬物治療に関する問題には、患者コンプライアンス、副作用、およびメト
ロニダゾール抵抗性が挙げられる。有望である２薬物治療の代替療法は、アモキシシリン
＋メトロニダゾール、またはオメプラゾール＋アモキシシリンである。
【００８９】
　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅは、グラム陽性球菌であり、細菌
性肺炎、加えて中耳感染症（中耳炎）および髄膜炎の最も一般的な原因の１つである。毎
年、米国において、肺炎球菌性疾患は、菌血症の約５０，０００症例、髄膜炎の約３，０
００症例、約１００，０００～１３５，０００件の入院、および中耳炎の７百万症例を占
める。肺炎球菌感染は、毎年、米国において、推定４０，０００人の死亡を引き起こして
いる。２歳未満の子ども、６５歳より上の成人、および、例えば、うっ血性心疾患、糖尿
病、肺気腫、肝疾患、鎌状細胞、ＨＩＶを含む基礎疾患を有する任意の年齢の人々、なら
びに、特殊な環境、例えば、老人ホームおよび長期ケア施設に住む人々は、感染のリスク
が最も高い。
【００９０】
　薬物抵抗性Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ株は、米国においてよく見られるようになってき
ており、多くのペニシリン抵抗性肺炎球菌もまた、エリスロマイシンまたはトリメトプリ
ム－スルファメトキサゾールなどの他の抗菌薬に対して抵抗性である。
【００９１】
　Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍは、梅毒を引き起こすスピロヘータである。Ｔ
．ｐａｌｌｉｄｕｍは、単独に、梅毒、いちご腫、および非性病性地方病性梅毒またはピ
ンタを引き起こす病原菌である。Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍは、インビトロ
で成長することができず、哺乳類細胞の非存在下で複製しない。初感染は、感染部位に潰
瘍を引き起こす；しかしながら、その細菌は、身体中を動き、長い期間をかけて多くの器
官を損傷する。その後期において、未処置の梅毒は、伝染性ではないが、重篤な心臓異常
、精神障害、失明、他の神経学的問題、および死を引き起こし得る。
【００９２】
　梅毒は、通常、注射によって投与される、ペニシリンで処置される。他の抗生物質は、
ペニシリンに対してアレルギー性の患者、または常用量のペニシリンに応答しない患者に
利用可能である。梅毒の全ての段階において、適切な処置がその疾患を治癒させるだろう
が、後期梅毒において、身体器官にすでにもたらされた損傷は、元に戻すことはできない
。
【００９３】
　Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓは、米国において、最も一般的な細菌性
性行為感染症であり、毎年、４百万の新しい症例が生じていると推定される。最も高い感
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染率は、１５～１９歳においてである。クラミジアは、非淋菌性尿道炎（ＮＧＵ）、子宮
頚管炎、細菌性腟炎、および骨盤内炎症性疾患（ＰＩＤ）の主要な原因である。クラミジ
ア感染症は、非常に軽度の徴候を示す場合があり、または全く徴候を示さない場合もある
；しかしながら、処置しないでおくと、クラミジア感染症は、生殖器に、特に女性におい
て、重篤な損傷をもたらし得る。典型的には、アジスロマイシン、エリスロマイシン、オ
フロキサシン、アモキシシリン、またはドキシサイクリンなどの抗生物質が、クラミジア
感染症を処置するために処方される。
【００９４】
　Ｂａｒｔｏｎｅｌｌａ　ｈｅｎｓｅｌａｅネコ引っかき熱（ＣＳＦ）またはネコ引っか
き病（ＣＳＤ）は、Ｒｏｃｈａｌｉｍａｅａ　ｈｅｎｓｅｌａｅと最初名づけられ、現在
、Ｂａｒｔｏｎｅｌｌａ　ｈｅｎｓｅｌａｅとして公知のグラム陰性桿菌によって引き起
こされる、ネコへの曝露を通して獲得されるヒトの疾患である。徴候として、発熱および
リンパ節の腫大が挙げられ、ＣＳＦは、一般的に、比較的良性で、人々の中では自己限定
性疾患であるが、Ｂａｒｔｏｎｅｌｌａ　ｈｅｎｓｅｌａｅの感染は、免疫不全者におい
て独特な臨床徴候を生じ得、それらには、菌血症を伴う急性熱病、細菌性血管腫症、肝臓
性紫斑病、桿菌性脾炎、およびＡＩＤＳ脳症などの他の慢性疾患顕在化が挙げられる。そ
の疾患は、ドキシサイクリン、エリスロマイシン、リファンピン、ペニシリン、ゲンタマ
イシン、セフトリアキソン、シプロフロキサシン、およびアジスロマイシンなどの抗生物
質で処置される。
【００９５】
　Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａ）は、グラ
ム陰性細菌のファミリーである；そのうちの６つの型が公知であり、たいていのＨ．ｉｎ
ｆｌｕｅｎｚａ関連疾患はＢ型、または「ＨＩＢ」によって引き起こされる。ＨＩＢにつ
いてのワクチンが開発されるまで、ＨＩＢは、中耳炎、副鼻腔感染症、気管支炎の一般的
原因であり、髄膜炎の最も一般的な原因であり、肺炎、敗血症性関節炎（関節感染症）、
蜂巣炎（軟部組織の感染症）、および心膜炎（心臓を取り囲む膜の感染症）の症例におけ
るよくある原因であった。Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｂ型細菌は、ヒトに蔓延しており、
通常、病気を引き起こすことなしに喉および鼻に生存する。５歳未満のワクチン接種をし
ていない子どもがＨＩＢ疾患のリスクがある。Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａ感染によって引き
起こされる髄膜炎および他の重篤な感染症は、脳損傷または死をもたらし得る。
【００９６】
　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｄｙｓ．）は、赤痢
（ｄｙｓｅｎｔａｒｙ）を引き起こすグラム陰性桿菌である。結腸において、その細菌は
、粘膜細胞に侵入し、粘膜細胞内で分裂し、結果として広範な炎症応答を生じる。シゲラ
感染症は、脱水につながる可能性がある重篤な下痢を引き起こし得、非常に若い者、非常
に高齢の者、または慢性的に病気の者にとって危険であり得る。Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｄｙ
ｓ．は、強力な毒素（志賀毒素）を形成し、それは、細胞毒性、腸管毒素性、神経毒性で
あり、タンパク質合成のインヒビターとして働く。アンピシリンおよびＴＭＰ－ＳＭＸな
どの抗生物質に対する抵抗性が発生しているが、シプロフロキサシン、ノルフロキサシン
、およびエノキサシンなどのより新しく、より高価な抗生物質が依然として有効である。
【００９７】
　Ｌｉｓｔｅｒｉａは、ヒトおよび動物の糞便に見出されるグラム陽性の運動性細菌の属
である。Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓは、リステリア症、髄膜脳炎、
および髄膜炎などの疾患を引き起こす。この生物体は、特に、妊婦、新生児、高齢者、お
よび免疫不全の個体における、食品媒介病原体からの死亡の主な原因の１つである。それ
は、腐敗性植物質、下水、水、および土壌などの環境に見出され、極度の温度および極度
の塩濃度の両方の中を生き延びることができ、それにより、特に再加熱されていない食品
における、極めて危険な食品媒介病原菌となっている。その細菌は、腸における感染部位
から中枢神経系および胎児胎盤系まで広がり得る。髄膜炎、胃腸炎、および敗血症は、感
染に起因し得る。ウシおよびヒツジにおいて、リステリア感染症は、脳炎および自然流産
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を引き起こす。
【００９８】
　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓは、大腸菌と遠縁の腸内グラム陰性共生生物体で
ある。それは通常、ヒト尿道にコロニー形成するが、カテーテルを挿入している個体にお
ける尿路感染症の主な原因である日和見病原菌である。Ｐ．ｍｉｒａｂｉｌｉｓは、以下
の２つの例外的特徴を有する：１）それは、培養プレート上のスウォーミング現象として
現れる、非常に迅速な運動性を有する；および２）それはウレアーゼを産生し、そのこと
が、尿素を分解して、泌尿生殖器内で生存する能力を与えている。
【００９９】
　Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓは、世界中で何百万人も殺した壊滅的疾患である、ペ
スト（腺および肺）の原因物質である。この生物体は、ラットからヒトへ、感染したノミ
の咬み傷を通して伝染することができ、または感染の広がっている間、空気を通してヒト
からヒトへ伝染することができる。Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓは、疾患を引き起こ
すためにほんの少数だけを必要とする極めて病原性の高い生物体であり、処置しないでお
くと死を招くことが多い。この生物体は、腸管侵入性であり、宿主中全身に広がる前にマ
クロファージ内で生存し、増殖することができる。
【０１００】
　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓはまた炭疽菌として公知である。ヒトは、汚染
された動物と接触したとき、感染する。炭疽菌は人対人の接触によっては伝染しない。疾
患の３つの型は、皮膚性（皮膚）、肺性（肺）、および腸性を含む感染の部位を反映する
。肺感染症および腸感染症は、処置しないでおくと、致命的になることが多い。胞子がマ
クロファージによって取り込まれ、ファゴリソソーム（膜性コンパートメント）へ内部移
行し、そこで発芽を開始する。感染したマクロファージがいったん溶解すると、細菌は血
流へ放出され、そこでそれらは急速に繁殖し、循環系およびリンパ系中を広がる。これは
、結果として、敗血症性ショック、呼吸促迫、および臓器不全を生じる過程である。この
病原菌の胞子は、テロの兵器として用いられている。
【０１０１】
　Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｍａｌｌｅｉは、主にウマ、ラバ、およびロバにおいて起
こる感染性疾患である鼻疽を引き起こす、グラム陰性好気性細菌である。それはヒト感染
にはめったに関連しておらず、より一般的には、家畜に見られる。この生物体は、Ｂ．ｐ
ｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉに類似しており、非運動性であることによって区別される。その
病原菌は、宿主適応しており、その宿主の外側の環境においては見出されない。鼻疽は、
抗生物質で処置しないでおくと、致命的になることが多く、伝染は、空気を通して、また
はより一般的には、感染した動物と接触したときに起こり得る。急激に発症する肺炎、菌
血症（血液を通してのその生物体の伝播）、膿疱、および死は、感染中のよくある結果で
ある。毒性機構はよくわかっていないが、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕ
ｍ由来のものと類似したＩＩＩ型分泌系が必要である。生物兵器テロ物質として可能性を
有すると考えられるこの潜在的に危険な生物体についてのワクチンは存在していない。こ
の生物体のゲノムは、関連したＢｕｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ（下
記）と比較して、多数の挿入配列を有し、細胞表面タンパク質の抗原変異において機能し
得る多数の単純配列反復を有する。
【０１０２】
　Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉは、ヒトおよび動物において類
鼻疽を引き起こすグラム陰性細菌である。類鼻疽は、アジアのある特定の地域、タイ、お
よびオーストラリアで見出される疾患である。Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉは、典型的
には、土壌生物体であり、水田および湿性熱帯土壌から回収されているが、日和見病原菌
として、糖尿病を患っている者など感染しやすい個体において疾患を引き起こし得る。生
物体は、細胞内に存在し得、肺炎および菌血症（血流を通しての細菌の伝播）を引き起こ
す。潜伏期は極めて長く、感染は疾患を数十年先行しており、処置では抗生物質の使用が
何ヶ月もかかり得、よく見られる現象を再発する。細胞間伝播は、細胞の１極でのアクチ
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ン重合の誘導を介して起こり得、細胞質を通っての細胞から細胞への移動を可能にする。
この生物体は、Ｂ．　ｍａｌｌｅｉゲノムに関して見出されたものと類似した、抗原変異
を促進し得る、いくつかの小さな配列反復を有する。
【０１０３】
　Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｐａｃｉａは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｍｕｌｔ
ｉｖｏｒａｎｓ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ、Ｂｕｒｋｈ
ｏｌｄｅｒｉａ　ｓｔａｂｉｌｉｓ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉ
ａ、およびＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ａｍｂｉｆａｒｉａを含む少なくとも７つの異な
る亜種で構成されるグラム陰性細菌である。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａは、基礎肺疾患（嚢胞性
線維症または免疫問題（慢性肉芽腫症など）など）を有する人々において肺炎を引き起こ
すことが多い重要なヒト病原菌である。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａは、典型的には、水および土
壌に見出され、湿潤環境において長期間、生存することができる。人から人への伝播は、
立証されている；結果として、多数の病院、診療所、および嚢胞性線維症を有する患者の
ための施設は、Ｂ．ｃｅｐａｃｉａの厳格な隔離予防措置を制定している。細菌を有する
個体は、伝播を制限するためにそれを有しない者から分離された領域で処置されることが
多い。これは、Ｂ．ｃｅｐａｃｉａの感染が、肺機能の急速な低下を引き起こして、死を
もたらし得るためである。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａの診断は、喀痰培養からの細菌の単離を含
む。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａは、アミノグリコシド（トブラマイシンなど）およびポリミキシ
ンＢを含む多くの一般的な抗生物質に対して生来、抵抗性であるため、処置は困難である
。処置としては、典型的には、複数の抗生物質が挙げられ、それには、セフタジジム、ド
キシサイクリン、ピペラシリン、クロラムフェニコール、およびコトリモキサゾールを挙
げることができる。
【０１０４】
　Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓは、Ｅｄｗａｒｄ　Ｆｒａｎｃｉｓに
よって２０世紀初期、カリフォルニア州のトゥーレア郡でリスを侵したペスト様病気の原
因物質として最初に認められた。その生物体は、今、彼の名前をもらっている。その疾患
は、ツラレミアと呼ばれ、有史時代を通して注目されている。その生物体は、感染したダ
ニまたはメクラアブからヒトへ、感染した肉を通して、またはエアロゾルを介して、伝染
することができ、したがって、潜在的バイオテロリズム物質である。それは、水生生物体
であり、レジオネラに関して観察されることに類似して、原生動物の内部で生きているこ
とを見出すことができる。それは、高い感染率を有し、食細胞および非食細胞に侵入し、
急速に繁殖することができる。ひとたびマクロファージ内に侵入したならば、その生物体
はファゴソームを回避して、サイトゾルで生きることができる。
【０１０５】
　獣医学的適用
　家畜の胃腸管における健康な細菌叢は、健康、および対応する関連食品の生産にとって
極めて重要である。ヒトと同様に、健康な動物の胃腸管は、多数の型の細菌（すなわち、
大腸菌、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、およびＳａｌｍｏｎｅｌｌａ
　ｓｐｐ．）を含み、それらの細菌は、お互いに生態学的バランスの中で生きている。こ
のバランスは、食事、ストレスの変化によって、または抗生物質もしくは他の治療的処置
に応答して、乱される場合があり、その結果として、一般的にＳａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｃ
ａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉ、Ｔｕｌａｒｅｍｉａ、および大腸
菌などの細菌によって引き起こされる、動物における細菌性疾患を生じ得る。これらの動
物における細菌感染は、治療的介入を必要とすることが多く、それは処置費用がかかり、
加えて、生産性の減少を伴うことが多い。
【０１０６】
　結果として、家畜は、胃腸管における菌叢のバランスを維持するために日常的に抗生物
質で処置される。このアプローチの不都合な点は、抗生物質抵抗性細菌の発生、およびそ
のような抗生物質および抵抗性細菌の、ヒト消費のための生じた食品への持ち越し汚染で
ある。
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【０１０７】
　ナノ粒子
　ポリヌクレオチドが付着しているように官能基化されているナノ粒子が提供される。ナ
ノ粒子のサイズ、形、および化学組成は、結果として生じるポリヌクレオチド官能基化ナ
ノ粒子の性質に寄与する。これらの性質には、例えば、光学的性質、光電子工学的性質、
電気化学的性質、電子工学的性質、様々な溶液における安定性、磁気的性質、ならびにポ
アおよびチャネルのサイズ変化が挙げられる。均一なサイズ、形、および／または化学組
成を有するナノ粒子の使用に加えて、異なるサイズ、形、および／または化学組成を有す
るナノ粒子の混合物、ならびに、それにしたがって、性質の混合物が意図される。適切な
粒子の例として、非限定的に、米国特許第７，２３８，４７２号および国際公開第２００
３／０８５３９号（それらの特許の開示は、その全体が参照により組み入れられている）
に記載されたものなどの、凝集粒子、等方性粒子（球状粒子など）、異方性粒子（非球状
円柱、４面体、および／または角柱など）、およびコアシェル粒子が挙げられる。
【０１０８】
　一実施形態において、ナノ粒子は金属性であり、様々な態様において、ナノ粒子はコロ
イド金属である。したがって、様々な実施形態において、本発明のナノ粒子は、金属（例
えば、非限定的に、銀、金、白金、アルミニウム、パラジウム、銅、コバルト、インジウ
ム、ニッケル、またはナノ粒子形成が可能な任意の他の金属が挙げられる）、半導体（例
えば、非限定的に、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、およびＺｎＳでコーティングされたＣｄＳまたは
ＣｄＳｅが挙げられる）、および磁性（例えば、フェロマグネタイト（ｆｅｒｒｏｍａｇ
ｎｅｔｉｔｅ））コロイド物質が挙げられる。
【０１０９】
　また、米国特許公開第２００３／０１４７９６６号に記載されているように、本発明の
ナノ粒子には、市販されているもの、および合成されたもの、例えば、溶液中の累進的核
形成（例えば、コロイド反応による）から、またはスパッタ堆積などの様々な物理化学的
蒸着プロセスによって生じたものが挙げられる。例えば、ＨａＶａｓｈｉ、Ｖａｃ．Ｓｃ
ｉ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．Ａ５（４）：１３７５－８４（１９８７）；Ｈａｙａｓｈｉ、Ｐｈ
ｙｓｉｃｓ　Ｔｏｄａｙ、４４－６０（１９８７）；ＭＲＳ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ、１９９
０年１月、１６－４７を参照されたい。米国特許公開第２００３／０１４７９６６号にさ
らに記載されているように、意図されるナノ粒子は、代替として、ＨＡｕＣｌ４およびク
エン酸塩還元剤を用いて、当技術分野で公知の方法を使って、作製される。例えば、Ｍａ
ｒｉｎａｋｏｓら、Ａｄｖ．Ｍａｔｅｒ．１１：３４－３７（１９９９）；Ｍａｒｉｎａ
ｋｏｓら、Ｃｈｅｍ．Ｍａｔｅｒ．１０：１２１４－１９（１９９８）；Ｅｎｕｓｔｕｎ
およびＴｕｒｋｅｖｉｃｈ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：３３１７（１９６３）
を参照されたい。
【０１１０】
　ナノ粒子は、平均直径が約１ｎｍ～約２５０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約２４０ｎｍ
、平均直径が約１ｎｍ～約２３０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約２２０ｎｍ、平均直径が
約１ｎｍ～約２１０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約２００ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約
１９０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１８０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１７０ｎｍ、
平均直径が約１ｎｍ～約１６０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１５０ｎｍ、平均直径が約
１ｎｍ～約１４０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１３０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１
２０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１１０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１００ｎｍ、平
均直径が約１ｎｍ～約９０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約８０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ
～約７０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約６０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約５０ｎｍ、平
均直径が約１ｎｍ～約４０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約３０ｎｍ、または平均直径が約
１ｎｍ～約２０ｎｍ、平均直径が約１ｎｍ～約１０ｎｍのサイズの範囲であり得る。他の
態様において、ナノ粒子のサイズは、約５ｎｍ～約１５０ｎｍ（平均直径）、約５ｎｍ～
約５０ｎｍ、約１０ｎｍ～約３０ｎｍ、約１０ｎｍ～約１５０ｎｍ、約１０ｎｍ～約１０
０ｎｍ、または約１０ｎｍ～約５０ｎｍである。ナノ粒子のサイズは、約５ｎｍ～約１５
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０ｎｍ（平均直径）、約３０ｎｍ～約１００ｎｍ、約４０ｎｍ～約８０ｎｍである。一方
法に用いられるナノ粒子のサイズは、それらの特定の使用または適用によって必要とされ
るように変化する。サイズの変化は、有利には、ナノ粒子のある特定の物理的特徴、例え
ば、光学的性質、または本明細書に記載されているように官能基化され得る表面積の量を
最適化するために用いられる。
【０１１１】
　オリゴヌクレオチド
　本明細書に用いられる場合、用語「ヌクレオチド」またはその複数形は、本明細書に論
じられているような、および当技術分野において他の形で公知のような修飾型と交換可能
である。ある特定の場合、当技術分野は、天然のヌクレオチド、および修飾ヌクレオチド
を含む非天然のヌクレオチドを包含する用語「核酸塩基」を用いる。したがって、ヌクレ
オチドまたは核酸塩基は、天然の核酸塩基のアデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、シトシン
（Ｃ）、チミン（Ｔ）、およびウラシル（Ｕ）を意味する。非天然の核酸塩基には、例え
ば、非限定的に、キサンチン、ジアミノプリン、８－オキソ－Ｎ６－メチルアデニン、７
－デアザキサンチン、７－デアザグアニン、Ｎ４，Ｎ４－エタノシトシン、Ｎ’，Ｎ’－
エタノ－２，６－ジアミノプリン、５－メチルシトシン（ｍＣ）、５－（Ｃ３－Ｃ６）－
アルキニル－シトシン、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、プソイドイソシト
シン、２－ヒドロキシ－５－メチル－４－トリアゾロピリジン、イソシトシン、イソグア
ニン、イノシン、ならびにＢｅｎｎｅｒら、米国特許第５，４３２，２７２号、Ｓｕｓａ
ｎ　Ｍ．ＦｒｅｉｅｒおよびＫａｒｌ－Ｈｅｉｎｚ　Ａｌｔｍａｎｎ、１９９７、Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２５巻：４４２９－４４４３ページに記載さ
れた「非天然の」核酸塩基が挙げられる。用語「核酸塩基」はまた、公知のプリンおよび
ピリミジン複素環だけでなく、複素環類似体およびその互変異性体も含む。さらに天然お
よび非天然の核酸塩基として、米国特許第３，６８７，８０８号（Ｍｅｒｉｇａｎら）、
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ、Ｓ．Ｔ．Ｃ
ｒｏｏｋｅおよびＢ．Ｌｅｂｌｅｕ編、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、１９９３のＳａｎｇｈｖｉ
による１５章、Ｅｎｇｌｉｓｃｈら、１９９１、Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ、
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ、３０：６１３－７２２（特に６２２ペー
ジおよび６２３ページ参照）、ならびにＣｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏ
ｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、Ｊ．Ｉ．Ｋｒ
ｏｓｃｈｗｉｔｚ編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、１９９０、８５８－８５９
ページ、Ｃｏｏｋ、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　１９９１、６、
５８５－６０７（それぞれは、その全体が参照により本明細書に組み入れられている）に
開示されたものが挙げられる。様々な態様において、ポリヌクレオチドはまた、核酸塩基
のように働くことができる複素環化合物などの化合物を含む非天然のヌクレオチドのカテ
ゴリーである、１つ以上の「ヌクレオシド塩基」または「塩基単位」を含み、それらには
、最も古典的な意味においてはヌクレオシド塩基ではないが、ヌクレオシド塩基として働
く特定の「ユニバーサル塩基」が挙げられる。ユニバーサル塩基には、３－ニトロピロー
ル、任意に置換されたインドール（例えば、５－ニトロインドール）、および任意に置換
されたヒポキサンチンが挙げられる。他の望ましいユニバーサル塩基として、当技術分野
において公知のユニバーサル塩基を含む、ピロール、ジアゾールまたはトリアゾール誘導
体が挙げられる。
【０１１２】
　修飾ヌクレオチドは、欧州特許第１０７２６７９号および国際特許公開第９７／１２８
９６号に記載されており、その特許の開示は参照により本明細書に組み入れられている。
修飾核酸塩基には、非限定的に、５－メチルシトシン（５－ｍｅ－Ｃ）、５－ヒドロキシ
メチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、２－アミノアデニン、アデニンおよびグ
アニンの６－メチルおよび他のアルキル誘導体、アデニンおよびグアニンの２－プロピル
および他のアルキル誘導体、２－チオウラシル、２－チオチミンおよび２－チオシトシン
、５－ハロウラシルおよび５－ハロシトシン、５－プロピニルウラシルおよび５－プロピ
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ニルシトシンならびにピリミジン塩基の他のアルキニル誘導体、６－アゾウラシル、６－
アゾシトシン、および６－アゾチミン、５－ウラシル（プソイドウラシル）、４－チオウ
ラシル、８－ハロ、８－アミノ、８－チオール、８－チオアルキル、８－ヒドロキシル、
および他の８－置換型のアデニンおよびグアニン、５－ハロ、特に、５－ブロモ、５－ト
リフルオロメチル、および他の５－置換型のウラシルおよびシトシン、７－メチルグアニ
ンおよび７－メチルアデニン、２－Ｆ－アデニン、２－アミノ－アデニン、８－アザグア
ニンおよび８－アザアデニン、７－デアザグアニンおよび７－デアザアデニン、ならびに
３－デアザグアニンおよび３－デアザアデニンが挙げられる。さらなる修飾塩基として、
フェノキサジンシチジン（１Ｈ－ピリミド［５，４－ｂ］［１，４］ベンゾキサジン－２
（３Ｈ）－オン）、フェノチアジンシチジン（１Ｈ－ピリミド［５，４－ｂ］［１，４］
ベンゾチアジン－２（３Ｈ）－オン）などの三環系ピリミジン、置換型フェノキサジンシ
チジン（例えば、９－（２－アミノエトキシ）－Ｈ－ピリミド［５，４－ｂ］［１，４］
ベンゾックス－アジン－２（３Ｈ）－オン）、カルバゾールシチジン（２Ｈ－ピリミド［
４，５－ｂ］インドール－２－オン）、ピリドインドールシチジン（Ｈ－ピリド［３’，
２’：４，５］ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－オン）などのＧ－クランプが挙げ
られる。修飾塩基にはまた、プリン塩基またはピリミジン塩基が他の複素環で置き換えら
れているもの、例えば、７－デアザ－アデニン、７－デアザグアノシン、２－アミノピリ
ジン、および２－ピリドンを挙げることができる。追加の核酸塩基として、米国特許第３
，６８７，８０８号に開示されたもの、Ｔｈｅ　Ｃｏｎｃｉｓｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄ
ｉａ　Ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、８５
８－８５９ページ、Ｋｒｏｓｃｈｗｉｔｚ，Ｊ．Ｉ．編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ、１９９０に開示されたもの、Ｅｎｇｌｉｓｃｈら、１９９１、Ａｎｇｅｗａｎｄ
ｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ、３０：６１３によ
り開示されたもの、およびＳａｎｇｈｖｉ，Ｙ．Ｓ．、１５章、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、２８９－３０２ページ、Ｃｒｏｏ
ｋｅ，Ｓ．Ｔ．およびＬｅｂｌｅｕ，Ｂ．編、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、１９９３によって開
示されたものが挙げられる。ある特定のこれらの塩基は、結合親和性を増加させるのに有
用であり、それらには、５－置換型ピリミジン、６－アザピリミジン、ならびに２－アミ
ノプロピルアデニン、５－プロピニルウラシル、および５－プロピニルシトシンを含むＮ
－２、Ｎ－６、およびＯ－６置換型プリンが挙げられる。５－メチルシトシン置換型は、
核酸二重鎖安定性を０．６～１．２℃、増加させることが示されており、ある特定の態様
において、２’－Ｏ－メトキシエチル糖修飾型と組み合わされる。米国特許第３，６８７
，８０８号、米国特許第４，８４５，２０５号、第５，１３０，３０２号、第５，１３４
，０６６号、第５，１７５，２７３号、第５，３６７，０６６号、第５，４３２，２７２
号、第５，４５７，１８７号、第５，４５９，２５５号、第５，４８４，９０８号、第５
，５０２，１７７号、第５，５２５，７１１号、第５，５５２，５４０号、第５，５８７
，４６９号、第５，５９４，１２１号、第５，５９６，０９１号、第５，６１４，６１７
号、第５，６４５，９８５号、第５，８３０，６５３号、第５，７６３，５８８号、第６
，００５，０９６号、第５，７５０，６９２号、および第５，６８１，９４１号（それら
の開示は、参照により本明細書に組み入れられている）を参照されたい。
【０１１３】
　あらかじめ決められた配列のポリヌクレオチドを作製する方法は周知である。例えば、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ（第２版、１９８９）、およびＦ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ（編）、Ｏｌｉｇｏ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ、第１版（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９１）を参照。固相合成方法は、
ポリリボヌクレオチドおよびポリデオキシリボヌクレオチドの両方について好ましい（Ｄ
ＮＡを合成する周知の方法はまた、ＲＮＡを合成するのにも有用である）。ポリリボヌク
レオチドはまた、酵素的に調製することもできる。非天然の核酸塩基は、同様に、ポリヌ
クレオチドに組み入れることができる。例えば、米国特許第７，２２３，８３３号、Ｋａ
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ｔｚ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、７４：２２３８（１９５１）、Ｙａｍａｎｅら、
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、８３：２５９９（１９６１）、Ｋｏｓｔｕｒｋｏら、Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１３：３９４９（１９７４）、Ｔｈｏｍａｓ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｓｏｃ．、７６：６０３２（１９５４）、Ｚｈａｎｇら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓ
ｏｃ．、１２７：７４－７５（２００５）、およびＺｉｍｍｅｒｍａｎｎら、Ｊ．Ａｍ．
Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１２４：１３６８４－１３６８５（２００２）を参照されたい。
【０１１４】
　ポリヌクレオチドまたはその修飾型、および本明細書で定義されているようなドメイン
で官能基化されている、提供されるナノ粒子は、一般的に、約５ヌクレオチド長～約１０
０ヌクレオチド長のポリヌクレオチドを含む。より具体的には、ナノ粒子は、約５～約９
０ヌクレオチド長、約５～約８０ヌクレオチド長、約５～約７０ヌクレオチド長、約５～
約６０ヌクレオチド長、約５～約５０ヌクレオチド長、約５～約４５ヌクレオチド長、約
５～約４０ヌクレオチド長、約５～約３５ヌクレオチド長、約５～約３０ヌクレオチド長
、約５～約２５ヌクレオチド長、約５～約２０ヌクレオチド長、約５～約１５ヌクレオチ
ド長、約５～約１０ヌクレオチド長であるポリヌクレオチド、およびポリヌクレオチドが
所望の結果を達成することができる程度までの具体的に開示されたサイズの中間の長さの
全てのポリヌクレオチドで官能基化されている。したがって、５ヌクレオチド長、６ヌク
レオチド長、７ヌクレオチド長、８ヌクレオチド長、９ヌクレオチド長、１０ヌクレオチ
ド長、１１ヌクレオチド長、１２ヌクレオチド長、１３ヌクレオチド長、１４ヌクレオチ
ド長、１５ヌクレオチド長、１６ヌクレオチド長、１７ヌクレオチド長、１８ヌクレオチ
ド長、１９ヌクレオチド長、２０ヌクレオチド長、２１ヌクレオチド長、２２ヌクレオチ
ド長、２３ヌクレオチド長、２４ヌクレオチド長、２５ヌクレオチド長、２６ヌクレオチ
ド長、２７ヌクレオチド長、２８ヌクレオチド長、２９ヌクレオチド長、３０ヌクレオチ
ド長、３１ヌクレオチド長、３２ヌクレオチド長、３３ヌクレオチド長、３４ヌクレオチ
ド長、３５ヌクレオチド長、３６ヌクレオチド長、３７ヌクレオチド長、３８ヌクレオチ
ド長、３９ヌクレオチド長、４０ヌクレオチド長、４１ヌクレオチド長、４２ヌクレオチ
ド長、４３ヌクレオチド長、４４ヌクレオチド長、４５ヌクレオチド長、４６ヌクレオチ
ド長、４７ヌクレオチド長、４８ヌクレオチド長、４９ヌクレオチド長、５０ヌクレオチ
ド長、５１ヌクレオチド長、５２ヌクレオチド長、５３ヌクレオチド長、５４ヌクレオチ
ド長、５５ヌクレオチド長、５６ヌクレオチド長、５７ヌクレオチド長、５８ヌクレオチ
ド長、５９ヌクレオチド長、６０ヌクレオチド長、６１ヌクレオチド長、６２ヌクレオチ
ド長、６３ヌクレオチド長、６４ヌクレオチド長、６５ヌクレオチド長、６６ヌクレオチ
ド長、６７ヌクレオチド長、６８ヌクレオチド長、６９ヌクレオチド長、７０ヌクレオチ
ド長、７１ヌクレオチド長、７２ヌクレオチド長、７３ヌクレオチド長、７４ヌクレオチ
ド長、７５ヌクレオチド長、７６ヌクレオチド長、７７ヌクレオチド長、７８ヌクレオチ
ド長、７９ヌクレオチド長、８０ヌクレオチド長、８１ヌクレオチド長、８２ヌクレオチ
ド長、８３ヌクレオチド長、８４ヌクレオチド長、８５ヌクレオチド長、８６ヌクレオチ
ド長、８７ヌクレオチド長、８８ヌクレオチド長、８９ヌクレオチド長、９０ヌクレオチ
ド長、９１ヌクレオチド長、９２ヌクレオチド長、９３ヌクレオチド長、９４ヌクレオチ
ド長、９５ヌクレオチド長、９６ヌクレオチド長、９７ヌクレオチド長、９８ヌクレオチ
ド長、９９ヌクレオチド長、１００ヌクレオチド長、またはそれ以上のポリヌクレオチド
が意図される。
【０１１５】
　ナノ粒子への付着のために意図されるポリヌクレオチドには、標的ポリヌクレオチドか
ら発現した遺伝子産物の発現を調節するものが挙げられる。本開示によって意図されるポ
リヌクレオチドには、ＤＮＡ、ＲＮＡ、および本明細書の下記で定義されているようなそ
の修飾型が挙げられる。したがって、様々な態様において、非限定的に、標的ポリヌクレ
オチドにハイブリダイズして、標的ポリヌクレオチドの転写または翻訳の減少を惹起する
ポリヌクレオチド、二本鎖ポリヌクレオチドにハイブリダイズして、転写を阻害する三重
らせん形成性ポリヌクレオチド、および標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズして、翻
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訳を阻害するリボザイムが意図される。
【０１１６】
　様々な態様において、特定のポリヌクレオチドが標的にされる場合には、単一の官能基
化オリゴヌクレオチド－ナノ粒子組成物が、その転写産物の複数コピーに結合する能力を
有する。一態様において、同一のポリヌクレオチド、すなわち、各ポリヌクレオチドが同
じ長さおよび同じ配列を有する、ポリヌクレオチドで官能基化されているナノ粒子が提供
される。他の態様において、同一ではない２つ以上のポリヌクレオチド、すなわち、付着
したポリヌクレオチドの少なくとも１つが、異なる長さおよび／または異なる配列を有す
る点で、少なくとも１つの他の付着したポリヌクレオチドと異なる、２つ以上のポリヌク
レオチドでナノ粒子が官能基化されている。異なるポリヌクレオチドがナノ粒子に付着し
ている態様において、これらの異なるポリヌクレオチドは、同じ単一の標的ポリヌクレオ
チドに結合するが、異なる位置で結合し、または異なる遺伝子産物をコードする異なる標
的ポリヌクレオチドに結合する。
【０１１７】
　修飾オリゴヌクレオチド
　上記で論じられているように、ナノ粒子を官能基化するための修飾オリゴヌクレオチド
が意図される。様々な態様において、ナノ粒子上に官能性付与するオリゴヌクレオチドは
、完全に修飾されるか、または部分的に修飾されている。したがって、様々な態様におい
て、ポリヌクレオチドにおけるヌクレオチド単位の１つもしくは複数、もしくは全部の糖
、および／または１つもしくは複数もしくは全部のヌクレオチド間連結が、「非天然の」
群で置き換えられている。
【０１１８】
　一態様において、この実施形態は、ペプチド核酸（ＰＮＡ）を意図する。ＰＮＡ化合物
において、ポリヌクレオチドの糖バックボーンは、アミド含有バックボーンで置き換えら
れている。例えば、米国特許第５，５３９，０８２号、第５，７１４，３３１号、および
第５，７１９，２６２号、ならびにＮｉｅｌｓｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９１、２５
４、１４９７－１５００（それらの開示は参照により本明細書に組み入れられている）を
参照されたい。
【０１１９】
　開示されたポリヌクレオチドについて意図されるヌクレオチドと非天然ヌクレオチドと
の間の他の連結には、米国特許第４，９８１，９５７号、第５，１１８，８００号、第５
，３１９，０８０号、第５，３５９，０４４号、第５，３９３，８７８号、第５，４４６
，１３７号、第５，４６６，７８６号、第５，５１４，７８５号、第５，５１９，１３４
号、第５，５６７，８１１号、第５，５７６，４２７号、第５，５９１，７２２号、第５
，５９７，９０９号、第５，６１０，３００号、第５，６２７，０５３号、第５，６３９
，８７３号、第５，６４６，２６５号、第５，６５８，８７３号、第５，６７０，６３３
号、第５，７９２，７４７号、および第５，７００，９２０号、米国特許公開第２００４
０２１９５６５号、国際特許公開第９８／３９３５２号および国際特許公開第９９／１４
２２６号、Ｍｅｓｍａｅｋｅｒら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　５：３４３－３５５（１９９５）、ならびにＳｕｓａｎ　
Ｍ．ＦｒｅｉｅｒおよびＫａｒｌ－Ｈｅｉｎｚ　Ａｌｔｍａｎｎ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２５：４４２９－４４４３（１９９７）（それらの開示は参
照により本明細書に組み入れられている）に記載されたものが挙げられる。
【０１２０】
　オリゴヌクレオチドの具体的な例には、修飾バックボーンまたは非天然ヌクレオシド間
連結を含むものが挙げられる。修飾バックボーンを有するオリゴヌクレオチドには、バッ
クボーンにリン原子を保持するもの、およびバックボーンにリン原子を有しないものが挙
げられる。ヌクレオシド間バックボーンにリン原子を有しない修飾オリゴヌクレオチドは
、「オリゴヌクレオチド」の意味の範囲内であるとみなされる。
【０１２１】
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　リン原子を含む修飾オリゴヌクレオチドバックボーンには、例えば、ホスホロチオエー
ト、キラルホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホトリエステル、アミノア
ルキルホスホトリエステル、３’－アルキレンホスホネート、５’－アルキレンホスホネ
ート、およびキラルホスホネートを含むメチルおよび他のアルキルホスホネート、ホスフ
ィネート、３’－アミノホスホラミデートおよびアミノアルキルホスホラミデートを含む
ホスホラミデート、チオノホスホラミデート、チオノアルキルホスホネート、チオノアル
キルホスホトリエステル、通常の３’－５’連結を有するセレノホスフェートおよびボラ
ノホスフェート、これらの２’－５’連結型類似体、ならび１つ以上のヌクレオチド間連
結が３’から３’へ、５’から５’へ、または２’から２’への連結である逆極性を有す
るものが挙げられる。最も３’側のヌクレオチド間連結に単一の３’から３’への連結を
含む、すなわち、塩基脱落している場合がある（ヌクレオチドが、その所定の位置にヒド
ロキシル基を欠いているか、または有する）単一の逆ヌクレオシド残基を含む、逆極性を
有するポリヌクレオチドも意図される。塩、混合塩、および遊離酸型もまた意図される。
【０１２２】
　上記のリン含有連結の調製を教示する代表的な米国特許には、米国特許第３，６８７，
８０８号、第４，４６９，８６３号、第４，４７６，３０１号、第５，０２３，２４３号
、第５，１７７，１９６号、第５，１８８，８９７号、第５，２６４，４２３号、第５，
２７６，０１９号、第５，２７８，３０２号、第５，２８６，７１７号、第５，３２１，
１３１号、第５，３９９，６７６号、第５，４０５，９３９号、第５，４５３，４９６号
、第５，４５５，２３３号、第５，４６６，６７７号、第５，４７６，９２５号、第５，
５１９，１２６号、第５，５３６，８２１号、第５，５４１，３０６号、第５，５５０，
１１１号、第５，５６３，２５３号、第５，５７１，７９９号、第５，５８７，３６１号
、第５，１９４，５９９号、第５，５６５，５５５号、第５，５２７，８９９号、第５，
７２１，２１８号、第５，６７２，６９７号、および第５，６２５，０５０号が挙げられ
、それらの開示は参照により本明細書に組み入れられている。
【０１２３】
　リン原子を含まない修飾ポリヌクレオチドバックボーンは、短鎖アルキルもしくはシク
ロアルキルのヌクレオシド間連結、ヘテロ原子とアルキルもしくはシクロアルキルの混合
型ヌクレオシド間連結、または１つ以上の短鎖ヘテロ原子もしくは複素環のヌクレオシド
連結によって形成されるバックボーンを有する。これらには、モルホリノ連結；シロキサ
ンバックボーン；スルフィドバックボーン、スルホキシドバックボーン、およびスルホン
バックボーン；ホルムアセチルバックボーンおよびチオホルムアセチルバックボーン；メ
チレンホルムアセチルバックボーンおよびチオホルムアセチルバックボーン；リボアセチ
ルバックボーン；アルケン含有バックボーン；スルファメートバックボーン；メチレンイ
ミノバックボーンおよびメチレンヒドラジノバックボーン；スルホネートバックボーンお
よびスルホンアミドバックボーン；アミドバックボーンを有するもの、ならびにＮ、Ｏ、
Ｓ、およびＣＨ２成分の混合を有する他のものが挙げられる。さらに他の実施形態におい
て、ホスホロチオエートバックボーン、およびヘテロ原子バックボーンを有するオリゴヌ
クレオシドを含む、ポリヌクレオチドが提供され、それらには、米国特許第５，４８９，
６７７号および第５，６０２，２４０号に記載された、-ＣＨ２-ＮＨ-Ｏ-ＣＨ２-、-ＣＨ

２-Ｎ（ＣＨ３）-Ｏ-ＣＨ２-、-ＣＨ２-Ｏ-Ｎ（ＣＨ３）-ＣＨ２-、-ＣＨ２-Ｎ（ＣＨ３

）-Ｎ（ＣＨ３）-ＣＨ２-、および-Ｏ-Ｎ（ＣＨ３）-ＣＨ２-ＣＨ２-が挙げられる。例え
ば、米国特許第５，０３４，５０６号、第５，１６６，３１５号、第５，１８５，４４４
号、第５，２１４，１３４号、第５，２１６，１４１号、第５，２３５，０３３号、第５
，２６４，５６２号、第５，２６４，５６４号、第５，４０５，９３８号、第５，４３４
，２５７号、第５，４６６，６７７号、第５，４７０，９６７号、第５，４８９，６７７
号、第５，５４１，３０７号、第５，５６１，２２５号、第５，５９６，０８６号、第５
，６０２，２４０号、第５，６１０，２８９号、第５，６０２，２４０号、第５，６０８
，０４６号、第５，６１０，２８９号、第５，６１８，７０４号、第５，６２３，０７０
号、第５，６６３，３１２号、第５，６３３，３６０号、第５，６７７，４３７号、第５
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，７９２，６０８号、第５，６４６，２６９号、および第５，６７７，４３９号（それら
の開示は、その全体が参照により本明細書に組み入れられている）を参照されたい。
【０１２４】
　様々な型において、オリゴにおける２つの連続するモノマーの間の連結は、-ＣＨ２-、
-Ｏ-、-Ｓ-、-ＮＲＨ-、＞Ｃ＝Ｏ、＞Ｃ＝ＮＲＨ、＞Ｃ＝Ｓ、-Ｓｉ（Ｒ’’）２-、-Ｓ
Ｏ-、-Ｓ（Ｏ）２-、-Ｐ（Ｏ）２-、-ＰＯ（ＢＨ３）-、-Ｐ（Ｏ，Ｓ）-、-Ｐ（Ｓ）２-
、-ＰＯ（Ｒ’’）-、-ＰＯ（ＯＣＨ３）-、および-ＰＯ（ＮＨＲＨ）-（式中、ＲＨが水
素およびＣ１～４アルキルから選択され、Ｒ’’がＣ１～６アルキルおよびフェニルから
選択される）から選択される２～４個、望ましくは３個の基／原子からなる。そのような
連結の実例的例は、-ＣＨ２-ＣＨ２-ＣＨ２-、-ＣＨ２-ＣＯ-ＣＨ２-、-ＣＨ２-ＣＨＯＨ
-ＣＨ２-、-Ｏ-ＣＨ２-Ｏ-、-Ｏ-ＣＨ２-ＣＨ２-、-Ｏ-ＣＨ２-ＣＨ＝（次のモノマーへ
の連結として用いられる場合、Ｒ５を含む）、-ＣＨ２-ＣＨ２-Ｏ-、-ＮＲＨ-ＣＨ２-Ｃ
Ｈ２-、-ＣＨ２-ＣＨ２-ＮＲＨ-、-ＣＨ２-ＮＲＨ-ＣＨ２-、-Ｏ-ＣＨ２-ＣＨ２-ＮＲＨ-
、-ＮＲＨ-ＣＯ-Ｏ-、-ＮＲＨ-ＣＯ-ＮＲＨ-、-ＮＲＨ-ＣＳ-ＮＲＨ-、-ＮＲＨ-Ｃ（＝Ｎ
ＲＨ）-ＮＲＨ-、-ＮＲＨ-ＣＯ-ＣＨ２-ＮＲＨ-Ｏ-ＣＯ-Ｏ-、-Ｏ-ＣＯ-ＣＨ２-Ｏ-、-Ｏ
-ＣＨ２-ＣＯ-Ｏ-、-ＣＨ２-ＣＯ-ＮＲＨ-、-Ｏ-ＣＯ-ＮＲＨ-、-ＮＲＨ-ＣＯ-ＣＨ２-、
-Ｏ-ＣＨ２-ＣＯ-ＮＲＨ-、-Ｏ-ＣＨ２-ＣＨ２-ＮＲＨ-、-ＣＨ＝Ｎ-Ｏ-、-ＣＨ２-ＮＲ
Ｈ-Ｏ-、-ＣＨ２-Ｏ-Ｎ＝（次のモノマーへの連結として用いられる場合、Ｒ５を含む）
、-ＣＨ２-Ｏ-ＮＲＨ-、-ＣＯ-ＮＲＨ-ＣＨ２-、-ＣＨ２-ＮＲＨ-Ｏ-、-ＣＨ２-ＮＲＨ-
ＣＯ-、-Ｏ-ＮＲＨ-ＣＨ２-、-Ｏ-ＮＲＨ、-Ｏ-ＣＨ２-Ｓ-、-Ｓ-ＣＨ２-Ｏ-、-ＣＨ２-
ＣＨ２-Ｓ-、-Ｏ-ＣＨ２-ＣＨ２-Ｓ-、-Ｓ-ＣＨ２-ＣＨ＝（次のモノマーへの連結として
用いられる場合、Ｒ５を含む）、-Ｓ-ＣＨ２-ＣＨ２-、-Ｓ-ＣＨ２-ＣＨ２-Ｏ-、-Ｓ-Ｃ
Ｈ２-ＣＨ２-Ｓ-、-ＣＨ２-Ｓ-ＣＨ２-、-ＣＨ２-ＳＯ-ＣＨ２-、-ＣＨ２-ＳＯ２-ＣＨ２

-、-Ｏ-ＳＯ-Ｏ-、-Ｏ-Ｓ（Ｏ）２-Ｏ-、-Ｏ-Ｓ（Ｏ）２-ＣＨ２-、-Ｏ-Ｓ（Ｏ）２-ＮＲ
Ｈ-、-ＮＲＨ-Ｓ（Ｏ）２-ＣＨ２-、-Ｏ-Ｓ（Ｏ）２-ＣＨ２-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ）２-Ｏ-、-Ｏ
-Ｐ（Ｏ，Ｓ）-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｓ）２-Ｏ-、-Ｓ-Ｐ（Ｏ）２-Ｏ-、-Ｓ-Ｐ（Ｏ，Ｓ）-Ｏ-
、-Ｓ-Ｐ（Ｓ）２-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ）２-Ｓ-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ，Ｓ）-Ｓ-、-Ｏ-Ｐ（Ｓ）２-
Ｓ-、-Ｓ-Ｐ（Ｏ）２-Ｓ-、-Ｓ-Ｐ（Ｏ，Ｓ）-Ｓ-、-Ｓ-Ｐ（Ｓ）２-Ｓ-、-Ｏ-ＰＯ（Ｒ
’’）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（ＯＣＨ３）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（ＯＣＨ２ＣＨ３）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（
ＯＣＨ２ＣＨ２Ｓ-Ｒ）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（ＢＨ３）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（ＮＨＲＮ）-Ｏ-、-Ｏ
-Ｐ（Ｏ）２-ＮＲＨＨ-、-ＮＲＨ-Ｐ（Ｏ）２-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ，ＮＲＨ）-Ｏ-、-ＣＨ２

-Ｐ（Ｏ）２-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ）２-ＣＨ２-、および-Ｏ-Ｓｉ（Ｒ’’）２-Ｏ-；とりわ
け、-ＣＨ２-ＣＯ-ＮＲＨ-、-ＣＨ２-ＮＲＨ-Ｏ-、-Ｓ-ＣＨ２-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ）２-Ｏ-
Ｏ-Ｐ（－Ｏ，Ｓ）-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｓ）２-Ｏ-、-ＮＲＨＰ（Ｏ）２-Ｏ-、-Ｏ-Ｐ（Ｏ，Ｎ
ＲＨ）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（Ｒ’’）-Ｏ-、-Ｏ-ＰＯ（ＣＨ３）-Ｏ-、および-Ｏ-ＰＯ（ＮＨ
ＲＮ）-Ｏ-（式中、ＲＨが水素およびＣ１～４アルキルから選択され、Ｒ’’がＣ１～６
アルキルおよびフェニルから選択される）が意図される。さらなる実例的例は、Ｍｅｓｍ
ａｅｋｅｒら、１９９５、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａ
ｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、５：３４３－３５５、ならびにＳｕｓａｎ　Ｍ．Ｆｒｅｉｅｒおよ
びＫａｒｌ－Ｈｅｉｎｚ　Ａｌｔｍａｎｎ、１９９７、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ、２５巻：４４２９－４４４３ページに示されている。
【０１２５】
　さらに他の修飾型のポリヌクレオチドは、米国特許出願第２００４０２１９５６５号に
詳細に記載されており、その特許出願の開示は、その全体が参照により本明細書に組み入
れられている。
【０１２６】
　修飾ポリヌクレオチドはまた、１つ以上の置換型糖部分を含んでもよい。ある特定の態
様において、ポリヌクレオチドは、２’位に以下のうちの１つを含む：ＯＨ；Ｆ；Ｏ－、
Ｓ－、もしくはＮ－アルキル；Ｏ－、Ｓ－、もしくはＮ－アルケニル；Ｏ－、Ｓ－、もし
くはＮ－アルキニル；またはＯ－アルキル－Ｏ－アルキル（式中、アルキル、アルケニル
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、およびアルキニルは、置換型または非置換型のＣ１～Ｃ１０アルキル、またはＣ２～Ｃ

１０アルケニルおよびアルキニルであってもよい）。他の実施形態として、Ｏ［（ＣＨ２

）ｎＯ］ｍＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＯＣＨ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＮＨ２、Ｏ（ＣＨ２）ｎＣ
Ｈ３、Ｏ（ＣＨ２）ｎＯＮＨ２、およびＯ（ＣＨ２）ｎＯＮ［（ＣＨ２）ｎＣＨ３］２（
式中、ｎおよびｍは１～約１０である）が挙げられる。他のポリヌクレオチドは、２’位
に以下のうちの１つを含む：Ｃ１～Ｃ１０低級アルキル、置換型低級アルキル、アルケニ
ル、アルキニル、アルカリル、アラルキル、Ｏ－アルカリルまたはＯ－アラルキル、ＳＨ
、ＳＣＨ３、ＯＣＮ、Ｃｌ、Ｂｒ、ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３

、ＯＮＯ２、ＮＯ２、Ｎ３、ＮＨ２、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカリル、
アミノアルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換型シリル、ＲＮＡ切断基、レポーター
基、インターカレーター、ポリヌクレオチドの薬物動態学的性質を向上させるための基ま
たはポリヌクレオチドの薬力学的性質を向上させるための基、および類似した性質を有す
る他の置換基。一態様において、修飾には、２’－メトキシエトキシ（２’－Ｏ－（２－
メトキシエチル）または２’－ＭＯＥとしても公知の、２’－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３

）（Ｍａｒｔｉｎら、１９９５、Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ、７８：４８６－５０４
）、すなわち、アルコキシアルコキシ基が挙げられる。他の修飾として、２’－ジメチル
アミノオキシエトキシ、すなわち、２’－ＤＭＡＯＥとしても公知のＯ（ＣＨ２）２ＯＮ
（ＣＨ３）２、および２’－ジメチルアミノエトキシエトキシ（２’－Ｏ－ジメチル－ア
ミノ－エトキシ－エチルまたは２’ＤＭＡＥＯＥとしても当技術分野において公知）、す
なわち、２’－Ｏ-ＣＨ２-Ｏ-ＣＨ２-Ｎ（ＣＨ３）２が挙げられる。
【０１２７】
　さらに他の修飾には、２’－メトキシ（２’－Ｏ－ＣＨ３）、２’－アミノプロポキシ
（２’－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２）、２’－アリル（２’－ＣＨ２-ＣＨ＝ＣＨ２）
、２’－Ｏ－アリル（２’－Ｏ－ＣＨ２-ＣＨ＝ＣＨ２）、および２’－フルオロ（２’
－Ｆ）が挙げられる。２’－修飾は、アラビノ（上）位置またはリボ（下）位置であり得
る。一態様において、２’－アラビノ修飾は２’－Ｆである。類似した修飾はまた、ポリ
ヌクレオチド上の他の位置、例えば、３’末端ヌクレオチド上または２’－５’連結ポリ
ヌクレオチド内の糖の３’位、および５’末端ヌクレオチドの５’位になされてもよい。
ポリヌクレオチドはまた、ペントフラノシル糖の代わりにシクロブチル部分などの糖模倣
体を有してもよい。例えば、米国特許第４，９８１，９５７号、第５，１１８，８００号
、第５，３１９，０８０号、第５，３５９，０４４号、第５，３９３，８７８号、第５，
４４６，１３７号、第５，４６６，７８６号、第５，５１４，７８５号、第５，５１９，
１３４号、第５，５６７，８１１号、第５，５７６，４２７号、第５，５９１，７２２号
、第５，５９７，９０９号、第５，６１０，３００号、第５，６２７，０５３号、第５，
６３９，８７３号、第５，６４６，２６５号、第５，６５８，８７３号、第５，６７０，
６３３号、第５，７９２，７４７号、および第５，７００，９２０号（それらの開示は、
その全体が参照により本明細書に組み入れられている）を参照されたい。
【０１２８】
　一態様において、糖の修飾には、２’－ヒドロキシル基が糖環の３’または４’炭素原
子に連結して、それにより二環式糖部分を形成している、ロックド核酸（ＬＮＡ）が挙げ
られる。連結は、ある特定の態様において、２’酸素原子と４’炭素原子を架橋するメチ
レン（－ＣＨ２－）ｎ基（式中、ｎは１または２である）である。ＬＮＡおよびその調製
は、国際公開第９８／３９３５２号および国際公開第９９／１４２２６号（それらの開示
は参照により本明細書に組み入れられている）に記載されている。
【０１２９】
　ナノ粒子へのオリゴヌクレオチドの付着
　本方法に用いるために意図されるオリゴヌクレオチドには、任意の手段を通してナノ粒
子に結合したものが挙げられる。どんな手段によってオリゴヌクレオチドがナノ粒子に付
着していようと、様々な態様における付着は、５’連結、３’連結、いくつかの型の内部
連結、またはこれらの付着の任意の組合せを通してもたらされる。
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【０１３０】
　付着の方法は、当業者に公知であり、全体が参照により本明細書に組み入れられている
、米国特許公開第２００９／０２０９６２９号に記載されている。ＲＮＡをナノ粒子に付
着させる方法は、一般的に、全体が参照により本明細書に組み入れられているＰＣＴ／Ｕ
Ｓ２００９／６５８２２に記載されている。したがって、いくつかの実施形態において、
本開示は、ナノ粒子に付着したポリヌクレオチドがＲＮＡであることを意図する。
【０１３１】
　いくつかの態様において、ドメインをさらに含むオリゴヌクレオチドがナノ粒子に会合
している、オリゴヌクレオチドが付着したナノ粒子が提供される。いくつかの態様におい
て、ドメインはポリチミジン配列である。他の態様において、ドメインは、リン酸ポリマ
ー（Ｃ３残基）である。
【０１３２】
　いくつかの実施形態において、ナノ粒子に付着したオリゴヌクレオチドはＤＮＡである
。ＤＮＡがナノ粒子に付着している場合、ＤＮＡは、ナノ粒子に付着したＤＮＡオリゴヌ
クレオチドと標的ポリヌクレオチドとのハイブリダイゼーションが起こり、それにより標
的ポリヌクレオチドがナノ粒子に会合するように、ポリヌクレオチドの標的配列に十分相
補的である配列で構成される。様々な態様におけるＤＮＡは、一本鎖または二本鎖であり
、ただし、二本鎖分子もまた、標的ポリヌクレオチドの一本鎖配列にハイブリダイズする
一本鎖配列を含む場合に限る。いくつかの態様において、ナノ粒子上に官能性付与するオ
リゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションは、二本鎖標的ポリヌクレオチドを含む三重
鎖構造を形成することができる。別の態様において、三重鎖構造は、ナノ粒子上に官能性
付与する二本鎖オリゴヌクレオチドの一本鎖標的ポリヌクレオチドへのハイブリダイゼー
ションによって形成することができる。
【０１３３】
　スペーサー
　ある特定の態様において、オリゴヌクレオチドおよびドメインがスペーサーを通してナ
ノ粒子に付着しているものを含む官能基化ナノ粒子が意図される。本明細書に用いられる
場合、「スペーサー」は、それ自体、遺伝子発現を調節するのに関与しないが、ナノ粒子
と官能基オリゴヌクレオチドとの間の距離を増加させるか、または複数コピーでナノ粒子
に付着している場合、個々のオリゴヌクレオチド間の距離を増加させる働きをする部分を
意味する。したがって、オリゴヌクレオチドが同じ配列を有しようと異なる配列を有しよ
うと、スペーサーは、直列型での個々のオリゴヌクレオチドの間に位置することが意図さ
れる。ドメインがナノ粒子に直接付着している本発明の態様において、ドメインは、任意
で、スペーサーを通してナノ粒子に官能性付与してもよい。直列型でのドメインがナノ粒
子に官能性付与している態様において、スペーサーは、任意で、直列型構造におけるドメ
イン単位の一部または全部の間にあってもよい。一態様において、スペーサーは、存在す
る場合、有機質部分である。別の態様において、スペーサーはポリマーであり、それには
、水溶性ポリマー、核酸、ポリペプチド、オリゴ糖、糖質、脂質、エチルグリコール、ま
たはそれらの組合せが挙げられるが、それらに限定されない。
【０１３４】
　ある特定の態様において、ポリヌクレオチドは、スペーサーを有し、それを通して、ナ
ノ粒子に共有結合している。これらのポリヌクレオチドは、上記と同じポリヌクレオチド
である。スペーサーのナノ粒子への結合の結果として、ポリヌクレオチドは、ナノ粒子の
表面から離れるように間隔がとられ、その標的とのハイブリダイゼーションについてより
近づきやすい。スペーサーがポリヌクレオチドである場合、様々な実施形態におけるスペ
ーサーの長さは、少なくとも約１０ヌクレオチド、１０～３０ヌクレオチド、またはさら
に３０ヌクレオチドより長い。スペーサーは、ポリヌクレオチドがナノ粒子に、または標
的ポリヌクレオチドに結合するようになる能力に干渉しない任意の配列を有し得る。スペ
ーサーは、お互いに相補的な配列、またはオリゴヌクレオチドの配列に相補的な配列を有
するべきではないが、標的ポリヌクレオチドに全部または一部、相補的であってもよい。
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ある特定の態様において、ポリヌクレオチドスペーサーの塩基は、全てアデニン、全てチ
ミン、全てシチジン、全てグアニン、全てウラシル、または全ていくつかの他の修飾塩基
である。
【０１３５】
　表面密度
　本明細書に提供されるナノ粒子は、様々な態様において、ナノ粒子間および単一のナノ
粒子上のポリヌクレオチド鎖間で結果的に協調行動を生じるのに十分であるナノ粒子の表
面上でのポリヌクレオチドのパッキング密度を有する。別の態様において、ナノ粒子間の
協調行動は、ポリヌクレオチドのヌクレアーゼ分解に対する抵抗性を増加させる。さらに
別の態様において、ナノ粒子の細胞による取り込みは、ナノ粒子に会合したポリヌクレオ
チドの密度によって影響される。全体が参照により本明細書に組み入れられているＰＣＴ
／ＵＳ２００８／６５３６６に記載されているように、ナノ粒子表面上のポリヌクレオチ
ドのより高い密度は、ナノ粒子の細胞による取り込みの増加と関連している。
【０１３６】
　ナノ粒子を安定させるのに十分な表面密度、およびそれを得るために必要な、ナノ粒子
とポリヌクレオチドとの望ましい組合せについての条件は、実験的に決定することができ
る。一般的に、少なくとも２ピコモル／ｃｍ２の表面密度が、安定なナノ粒子－オリゴヌ
クレオチド組成物を提供するのに十分である。いくつかの態様において、表面密度は、少
なくとも１５ピコモル／ｃｍ２である。ポリヌクレオチドが、少なくとも２ピコモル／ｃ
ｍ２、少なくとも３ピコモル／ｃｍ２、少なくとも４ピコモル／ｃｍ２、少なくとも５ピ
コモル／ｃｍ２、少なくとも６ピコモル／ｃｍ２、少なくとも７ピコモル／ｃｍ２、少な
くとも８ピコモル／ｃｍ２、少なくとも９ピコモル／ｃｍ２、少なくとも１０ピコモル／
ｃｍ２、少なくとも約１５ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約２０ピコモル／ｃｍ２、少な
くとも約２５ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約３０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約３５
ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約４０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約４５ピコモル／ｃ
ｍ２、少なくとも約５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約５５ピコモル／ｃｍ２、少なく
とも約６０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約６５ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約７０ピ
コモル／ｃｍ２、少なくとも約７５ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約８０ピコモル／ｃｍ
２、少なくとも約８５ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約９０ピコモル／ｃｍ２、少なくと
も約９５ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約１００ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約１２５
ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約１５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約１７５ピコモル
／ｃｍ２、少なくとも約２００ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約２５０ピコモル／ｃｍ２

、少なくとも約３００ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約３５０ピコモル／ｃｍ２、少なく
とも約４００ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約４５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約５
００ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約５５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約６００ピコ
モル／ｃｍ２、少なくとも約６５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約７００ピコモル／ｃ
ｍ２、少なくとも約７５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約８００ピコモル／ｃｍ２、少
なくとも約８５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約９００ピコモル／ｃｍ２、少なくとも
約９５０ピコモル／ｃｍ２、少なくとも約１０００ピコモル／ｃｍ２、またはそれ以上の
表面密度でナノ粒子に結合している方法もまた提供される。
【実施例】
【０１３７】
　実施例１
　ナノ粒子の調製
　クエン酸塩安定化金ナノ粒子（１～２５０ｎｍ）を、公開された手順を用いて調製する
［Ｇ．Ｆｒｅｎｓ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９７３、２４
１、２０］。この実施例において１３ｎｍおよび５ｎｍのサイズを用いるが、他の実施例
は、１ｎｍ～５００ｎｍのサイズのナノ粒子を含む。簡単に述べると、テトラクロロ金酸
を還流水中のクエン酸塩での処理によって還元する。粒子サイズおよび分散度は、透過型
電子顕微鏡およびｕｖ／ｖｉｓ分光光度法を用いて確認することができる。チオール化オ
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リゴヌクレオチドを、標準固相ホスホラミダイト方法を用いて合成する［Ｐｏｎ，Ｒ．Ｔ
．、Ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ　ｓｕｐｐｏｒｔｓ　ｆｏｒ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉ
ｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ（Ｔｏｔｏｗａ、ＮＪ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ）（１９９３）、２０（Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｓ）
、４６５－４９６］。チオール修飾オリゴヌクレオチドを次に、１０ｎＭコロイドの１ｍ
Ｌあたり３ｎｍｏｌのオリゴヌクレオチドの濃度で１３±１ｎｍおよび５ｎｍの金コロイ
ドに加え、一晩、振盪する。１２時間後、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）溶液（１０
％）をその混合物に、０．１％ＳＤＳ濃度に達するように加え、リン酸緩衝液（０．１Ｍ
；ｐＨ＝７．４）をその混合物に、０．０１リン酸濃度に達するように加え、塩化ナトリ
ウム溶液（２．０Ｍ）をその混合物に、０．１Ｍ塩化ナトリウム濃度に達するように加え
る。その後、６つの塩化ナトリウム溶液（２．０Ｍ）のアリコートをその混合物に、０．
３Ｍの最終塩化ナトリウム濃度に達するように８時間かけて加え、一晩、振盪して、官能
基化過程を完了する。その溶液を遠心分離し（１３，０００ｒｐｍ、２０分）、滅菌リン
酸緩衝食塩水中に３回、再懸濁して、精製されたコンジュゲートを作製する。
【０１３８】
　実施例２
　オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲート方法
　この実施例におけるオリゴヌクレオチド設計は、２つの可能な作用機構を含む。第１に
、アンピシリン抵抗性（ＡｍｐＲ）遺伝子β－ラクタマーゼについてのプロモーター部位
のセンス鎖に優先的にハイブリダイズする公開されたプラスミド配列を用いて、配列を設
計した。これは、細菌ゲノムにおけるＡｍｐＲのプロモーター配列への（粒子のより好ま
しい結合定数および／または細胞内濃度を与えられた）コンジュゲートの優先的ハイブリ
ダイゼーションを利用することによって、細菌のアンピシリンに対する感受性を増加させ
るであろう。これは、プロモーター複合体がその標的部位に結合するのを阻止して、ｍＲ
ＮＡ転写産物（Ａｍｐ抵抗性遺伝子）の転写を阻止し、それにしたがって、細菌のアンピ
シリンに対する感受性を増加させるであろう。用いられる配列は、５’－ＡＴ　ＴＧＴ　
ＣＴＣ　ＡＴＧ　ＡＧＣ　ＧＧＡ　ＴＡＣ　ＡＴＡ　ＴＴＴ　ＧＡＡ　ＡＡＡ　ＡＡＡ　
ＡＡＡ　Ａ－ＳＨ－３’（配列番号１）および５’－ＡＴ　ＴＧＴ　ＣＴＣ　ＡＴＧ　Ａ
ＧＣ　ＧＧＡ　ＴＡＣ　ＡＡＡ　ＡＡＡ　ＡＡＡ　Ａ－ＳＨ－３’（配列番号２）であっ
た。
【０１３９】
　第２のストラテジーは、ＡｍｐＲ遺伝子の内部領域にハイブリダイズするように設計さ
れた配列を利用する。そのように行うことで、これは、完全ｍＲＮＡ転写産物の完成を阻
止するであろう。これの下流効果は、機能性ｍＲＮＡ転写産物（Ａｍｐ抵抗性遺伝子）の
完全転写を阻止し、したがって、細菌のアンピシリンに対する感受性を増加させることで
ある。このストラテジーについて、標的二重鎖ＤＮＡにハイブリダイズするようにセンス
鎖を選んだ。これについての配列は、５’－ＡＣＴ　ＴＴＴ　ＡＡＡ　ＧＴＴ　ＣＴＧ　
ＣＴＡ　ＴＡＡ　ＡＡＡ　ＡＡＡ　ＡＡ－ＳＨ－３’（配列番号３）であった。両方のス
トラテジーについてのスキームは、図１に示されている。あるいは、ｍＲＮＡを結合して
、タンパク質産生を阻止し、したがって、細菌の抗生物質に対する感受性を増加させる伝
統的なアンチセンスストラテジーを用いることができた。
【０１４０】
　ＪＭ１０９大腸菌コンピテント細胞を、公開された手順（ＰｒｏｍｅｇａおよびＩｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）にしたがってアンピシリン含有プラスミド（ｐｓｉＣＨＥＣＫ　２、Ｐ
ｒｏｍｅｇａか、またはｐＳｃｒｅｅｎ－ｉＴ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎかのいずれか）を
用いて形質転換し、抗生物質含有（Ａｍｐ）プレート上で増殖させた。単一のコロニーを
選択し、アンピシリンを含む液体培養中で１２時間、増殖させた。この培養物を用いて、
後の実験に用いるために凍結（１０％グリセロール）ストックを形成した。
【０１４１】
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　大腸菌のストックの解凍後、下記に詳述されているように、少容量をアンピシリンを含
むかまたは含まないかのいずれかの液体ブロス中で増殖させ、対応するＬＢプレート上に
プレーティングした。一例において、５μＬの凍結細菌ブロスを、３０ｎＭ粒子を含む１
ｍＬのＬＢブロス中で５．５時間、増殖させた。この１ｍＬから、１００μＬをプレーテ
ィングし、一晩増殖させた。細菌移入を、透過型電子顕微鏡を用いて確認した（図２）。
【０１４２】
　ナノ粒子での数時間の処理後、少容量の細菌を、アンピシリン陽性プレートかまたはア
ンピシリン陰性プレートかのいずれかにプレーティングする。細菌をこれらのプレート上
でさらに１２時間増殖させ、各条件下で増殖したコロニーの数を評価する。結果を下記の
表１にまとめる。細菌増殖の６６％阻害がこのストラテジーを用いて得られた。条件の日
常的最適化によって、１００％成功の細菌の感受性増加をもたらすことが予想される。
【０１４３】
【表１－１】

プロトコール：３０ｎＭ粒子を含む１ｍＬのブロス中で５μＬの細菌ブロスを３．５時間
、増殖させる。１００μＬをプレーティングし、一晩、増殖させる。
【０１４４】
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【表１－２】

プロトコール：３０ｎＭ粒子を含む１ｍＬのブロス中で５μＬの細菌ブロスを５．５時間
、増殖させる。１００μＬをプレーティングし、一晩、増殖させる。
【０１４５】
　実施例３
　オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートは転写ノックダウンを達成する
　追加のストラテジーを用いて、プラスミド由来ルシフェラーゼ遺伝子における転写ノッ
クダウンを調べた。このモデルを用いて、ルシフェラーゼノックダウンを、ウミシイタケ
（Ｒｅｎｉｌｌａ）発現をコードするプラスミド上の別途の領域と区別することによって
部位選択的遺伝子ノックダウンを実証した。この効果をアッセイするために、二重ルシフ
ェラーゼレポーターアッセイ系（Ｄｕａｌ－Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　
Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ）（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いた。このモデルについて用いられ
るストラテジーは、ルシフェラーゼ遺伝子の完全ｍＲＮＡ転写産物の形成をブロックする
ことであった。これは、結果としてウミシイタケに関連したルシフェラーゼシグナルの減
少を生じる。これに用いられる配列は、５’－ＣＣＣ　ＧＡＧ　ＣＡＡ　ＣＧＣ　ＡＡＡ
　ＣＧＣ　ＡＡＡ　ＡＡＡ　ＡＡＡ　ＡＡ－ＳＨ－３’（配列番号４）であった。あるい
は、プロモーター複合体がその標的部位に結合するのをブロックするために、上記で用い
られたものと類似したストラテジーを用いることができた。この実施例において、５ｎｍ
粒子を用いた。１２時間後の生じたノックダウンは、３００ｎＭ濃度の粒子を用いて、５
９％であった（ｐ値＝０．０００４）。これらの結果は、転写レベルで遺伝子制御を達成
する別の方法を実証している。データの要約は図３に示されている。
【０１４６】
　実施例４
　オリゴヌクレオチド修飾ナノ粒子コンジュゲートの転写のブロック
　二本鎖ゲノムＤＮＡとハイブリダイズすることによって転写およびその後のタンパク質
産生をブロックするこれらのコンジュゲートの能力の実証として、インビトロ転写アッセ
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ロ転写反応（Ｐｒｏｍｅｇａ）にオリゴヌクレオチド官能基化金ナノ粒子を加えた。オリ
ゴヌクレオチド配列は、ルシフェラーゼ遺伝子のセンス鎖を標的にし、それにしたがって
、転写だけでなく、翻訳もブロックすることができた。対照として、非相補的配列で官能
基化されたナノ粒子コンジュゲートもまた、同一の様式で用いた。転写反応を進行させ、
ルシフェラーゼ活性を市販のキット（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて測定した。ルシフェラー
ゼ遺伝子を標的にするナノ粒子コンジュゲートを含む試料において、非相補的配列でのナ
ノ粒子コンジュゲートを含む対照反応物と比較して、ルシフェラーゼ活性の有意な低下（
＞７５％）が観察された。
【０１４７】
　さらに、ノックダウンの根底にある原理を解明するために、あらかじめ形成された二重
鎖のオリゴヌクレオチド金ナノ粒子コンジュゲート侵入を調べる実験を緩衝液中で行った
。概略図および生じたデータを図４（ＡおよびＢ）に示す。粒子は、あらかじめ形成され
た二重鎖を結合する可能性がある（三重鎖形成）。あるいは、粒子は、標的配列について
のより高い結合定数によりあらかじめ形成された二重鎖を置き換える可能性がある。その
後、粒子を１３，０００ＲＰＭで遠心分離し、ＰＢＳ中で３回洗浄し、ＫＣＮで酸化する
。結合した鎖の蛍光を測定する。理論に縛られるわけではないが、これは、結果としてフ
ルオレセインキャッピング化オリゴヌクレオチド（アンチセンス鎖）の放出、および蛍光
シグナルの増加を生じると仮説を立てられる。ナノ粒子添加前に、クエンチャー（ダブシ
ル、センス鎖）およびフルオロフォア（フルオロセイン、アンチセンス鎖）を有する二重
鎖が形成されている。一連の濃度にわたって、このストラテジーについての配列特異性を
見ることができる。
【０１４８】
　本発明は、様々な実施形態および実施例によって記載されているが、バリエーションお
よび改良が当業者に思い浮かぶであろうことは理解される。したがって、特許請求の範囲
に見られるような限定のみが本発明にかけられるべきである。
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