
(57)【要約】
本発明は、生理活性物質を細胞内に導入するための組成物および方法を提供する。生理活
性物質を送達媒体と共に提供し、細胞にエレクトロポレーションを行うことで、生理活性
物質が細胞内に導入される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 理 活 性 物 質 を 生 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 で あ っ て 、
　 生 理 活 性 物 質 を 含 む 送 達 媒 体 に 生 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 細 胞 内 へ の 生 理 活 性 物 質 の 取 り 込 み を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 お よ び そ う す る の に 十 分 な
時 間 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 に 電 界 を 印 加 す る 段 階
を 含 み 、 該 送 達 媒 体 は 微 粒 子 ま た は ヒ ド ロ ゲ ル で あ っ て 、 該 微 粒 子 は リ ポ ソ ー ム 内 に 封 入
さ れ て い な い 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 理 活 性 物 質 が 核 酸 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 核 酸 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 が プ ラ ス ミ ド DNAで あ る 、 請 求 項 2記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 細 胞 に よ っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 、 請 求 項 2
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も 4週 間 に わ た っ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 程 度
に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も 12週 間 に わ た っ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 程 度
に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 12週 間 後 に 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 段 階 を
含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 生 理 活 性 物 質 が ペ プ チ ド 核 酸 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 生 理 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 に 対 す る 接 触 段 階 お よ び 印 加 段 階 が イ ン ビ ト ロ で 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 が 生 き た 動 物 内 に 含 ま れ 、 電 極 を 動 物 の 組 織 に 使 用 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 組 織 が 筋 組 織 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 核 酸 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 細 胞 に よ っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 、 請 求 項 12
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 少 な く と も 4週 間 に わ た っ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 程 度
に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も 12週 間 に わ た っ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 程 度
に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も 12週 間 後 に 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 段 階 を
含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 動 物 の 体 内 で ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 が 生 じ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 免 疫 応 答 が 治 療 的 免 疫 応 答 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 免 疫 応 答 が 予 防 的 免 疫 応 答 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 送 達 媒 体 お よ び 生 理 活 性 物 質 を 含 む 水 溶 液 を 動 物 の 組 織 内 に 注 射 す る 段 階 を 含 む 、 請 求
項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 組 織 が 筋 組 織 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 送 達 媒 体 が 微 粒 子 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 微 粒 子 が 合 成 重 合 体 を 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 合 成 重 合 体 が ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 微 粒 子 が 、 乳 酸 、 グ リ コ ー ル 酸 、 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 、 カ プ ロ ン 酸 、 ト リ メ チ レ ン カ ー
ボ ネ ー ト 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 生 分 解 性 結 合 を 有 す る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 微 粒 子 が 直 径 10μ m未 満 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 微 粒 子 が 少 な く と も 直 径 1μ mで あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 微 粒 子 が 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 ま な い 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 送 達 媒 体 が 水 溶 液 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 水 溶 液 が 賦 形 剤 を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 賦 形 剤 が 、 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド 、 重 合 体 、 脂 質 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 生 物 学 的 利 用 能
促 進 剤 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 送 達 媒 体 が ヒ ド ロ ゲ ル で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 一 般 に 、 生 理 活 性 物 質 を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 核 酸 お よ び 他 の 外 来 物 質 を 生 物 の 細 胞 ま た は 組 織 内 に 導 入 す る た め に 、 遺 伝 子 銃 移 入 、
ウ イ ル ス を 介 す る 遺 伝 子 移 入 、 「 裸 の 」 DNAの 注 入 （ 米 国 特 許 第 5,580,859号 ） 、 陽 イ オ ン
性 リ ポ ソ ー ム に よ る 送 達 （ 米 国 特 許 第 5,264,618号 ） 、 お よ び 微 粒 子 に よ る 送 達 （ 米 国 特
許 第 5,783,567号 ） を 含 む 様 々 な 技 法 が 用 い ら れ て い る 。 遺 伝 子 移 入 の さ ら な る 非 ウ イ ル
ス 法 に は 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン /リ ポ ソ ー ム 融 合 法 （ (1993) Proc. Nat'l Acad. Sci. 84:74
13-7417） 、 お よ び 溶 液 中 で 核 酸 と 混 合 さ れ 筋 組 織 に 送 達 さ れ る 重 合 体 の 使 用 （ 米 国 特 許
第 6,040,295号 ） が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 核 酸 等 の 外 来 物 質 を 細 胞 内 に 導 入 す る た め に は 、 細 胞 透 過 処 理 の た め の 電 気 パ ル ス の 使
用 も 用 い ら れ て い る （ Somiariら  (2000) Molecular Therapy 2:178-87； Mathiesen (1999
) Gene Therapy 6:508-514； 米 国 特 許 第 6,261,281号 ） 。 こ の 過 程 は 電 気 的 透 過 処 理 と も
称 さ れ 、 こ れ に よ り 例 え ば 大 き く か つ 高 電 荷 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 細 胞 質 に 効 率 的 に
取 り 込 ま れ 得 る 。 調 節 し た 電 気 パ ル ス を 細 胞 に 印 加 す る こ と に よ り 細 胞 膜 に 「 孔 」 が 開 き
、 関 心 対 照 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 他 の 高 分 子 は そ こ か ら 細 胞 の 内 部 に 向 け て 濃 度 勾 配
を 通 過 す る と 考 え ら れ る 。 最 初 の 透 過 処 理 後 や が て 孔 は 分 子 を 封 入 し た ま ま 再 度 閉 じ 、 次
に こ の 分 子 は 生 物 学 的 効 果 を 発 揮 し 得 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 は 、 送 達 媒 体 中 に 含 ま れ る 生 理 活 性 物 質 が エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 内
に 効 率 的 に 導 入 さ れ 得 る と い う 発 見 に 基 づ く 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 細 胞 内 に 導
入 さ れ た 後 の 生 理 活 性 物 質 の 活 性 が 増 加 お よ び /ま た は 長 期 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 理 活 性 物 質 を 含 む 送 達 媒 体 に 生 細 胞 を 接 触 さ せ る 段
階 ； お よ び 細 胞 内 へ の 生 理 活 性 物 質 の 取 り 込 み を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 お よ び そ う す る の
に 十 分 な 時 間 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 に 電 界 を 印 加 す る 段 階 を 含 み 、 送 達 媒
体 は 微 粒 子 ま た は ヒ ド ロ ゲ ル で あ っ て 、 微 粒 子 は リ ポ ソ ー ム 内 に 封 入 さ れ て い な い 、 生 理
活 性 物 質 を 生 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 を 扱 う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 理 活 性 物 質 を 含 む 送 達 媒 体 に 生 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階
； 細 胞 内 へ の 生 理 活 性 物 質 の 取 り 込 み を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 お よ び そ う す る の に 十 分 な
時 間 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 に 電 界 を 印 加 す る 段 階 を 含 む 、 生 理 活 性 物 質 を
生 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 を 扱 う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 「 生 理 活 性 物 質 」 と は 、 細 胞 に 対 し て 生 物 学 的 効 果 を 有 す る 任 意 の 物 質 で あ る 。 こ の 用
語 に は 、 例 え ば 、 （ 任 意 の 長 さ の ） ポ リ ペ プ チ ド 、 （ 任 意 の 長 さ の ） 核 酸 、 高 分 子 、 小 分
子 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 お よ び 任 意 の 種 類 の 薬 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 「 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 」 と は 、 細 胞 膜 の 透 過 処 理 を も た ら す 、 個 人 に よ る 細 胞 へ の
電 気 パ ル ス の 印 加 を 指 す 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 自 然 現 象 を 含 ま な い 。 「 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 」 お よ び 「 電 気 的 透 過 処 理 」 と い う 用 語 は 、 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 調 節 し た
電 気 パ ル ス を 細 胞 に 印 加 す る こ と に よ り 細 胞 膜 に 「 孔 」 が 開 き 、 そ こ か ら 生 理 活 性 物 質 が
細 胞 の 内 部 に 向 け て 濃 度 勾 配 を 通 過 し 得 る と 考 え ら れ る 。 や が て 孔 は 細 胞 内 に 生 物 活 性 物
質 を 封 入 し た ま ま 再 度 閉 じ 、 次 に こ の 物 質 は 生 物 学 的 効 果 を 発 揮 す る （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,993,434号 お よ び 第 6,096,020号 を 参 照 の こ と ） 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 生 じ
た 孔 は 、 直 径 約 20～ 120 nmの 大 き さ の 範 囲 で あ る と 考 え ら れ る （ Changら  (1990) Biophys
. J. 1990 58:1-12） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 「 送 達 媒 体 」 と は 、 生 理 活 性 物 質 の 細 胞 内 へ の 導 入 を 促 進 す る 組 成 物 を 指 す 。 「 送 達 媒
体 」 は 生 理 活 性 物 質 の 細 胞 内 へ の 導 入 を 促 進 し 、 こ れ に よ り 、 送 達 媒 体 の 非 存 在 下 で 細 胞
を 生 理 活 性 物 質 と 接 触 さ せ た 場 合 の 生 理 活 性 物 質 の 活 性 と 比 較 し て 、 そ の 活 性 が 増 加 お よ
び /ま た は 長 期 化 す る 。 し た が っ て 、 「 送 達 媒 体 」 は 水 ま た は 他 の 生 理 的 緩 衝 液 を 指 さ な
い 。 送 達 媒 体 は 一 般 に 、 生 理 活 性 物 質 を 含 む か （ 例 え ば 、 生 理 活 性 物 質 を 封 入 す る ま た は
埋 め 込 む ） 、 生 理 活 性 物 質 と 物 理 的 に 会 合 す る か （ 例 え ば 、 生 理 活 性 物 質 と 共 に 水 溶 液 中
に 存 在 す る ） 、 ま た は 生 理 活 性 物 質 と 複 合 体 を 形 成 す る （ 例 え ば 、 生 理 活 性 物 質 と 共 有 結
合 ま た は 非 共 有 結 合 的 複 合 体 を 形 成 す る ） 。 送 達 媒 体 の 例 に は 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ ス フ ェ
ア 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 デ ポ ー 剤 、 リ ポ ソ ー ム 、 懸 濁 液 、 コ ロ イ ド 、 乳 濁 液
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、 分 散 系 、 ペ レ ッ ト 、 移 植 片 、 ポ ン プ 、 粒 子 状 物 質 、 重 合 体 ネ ッ ト ワ ー ク 、 免 疫 刺 激 複 合
体 （ ISCOM） 、 な ら び に ウ イ ル ス お よ び 細 菌 等 の 微 生 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 で 使 用 す る 生 理 活 性 物 質 は 、 核 酸 （ 例 え ば 、 DNA分 子 、 ま た は RNA
iも し く は siRNA等 の RNA分 子 ） 、 ウ イ ル ス DNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 も し く は プ ラ ス ミ ド
DNA、 ま た は ペ プ チ ド 核 酸 で あ っ て よ い 。 核 酸 は 状 況 に 応 じ て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得
り 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に よ り 細 胞 に よ っ て そ の ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 生 理 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て は 、 こ の 方 法
に よ り 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18
、 19、 20週 間 、 も し く は そ れ 以 上 の 週 、 ま た は 3、 6、 9、 も し く は 12ヶ 月 間 、 ま た は 1年 間
も し く は そ れ 以 上 の 期 間 に わ た っ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な
程 度 に 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 任 意 の 時 点 で 検 出 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 例 え ば 、
少 な く と も 10 pg、 0.1 ng、 1 ng、 10 ng、 100 ng、 1μ g、 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド
で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 生 理 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は
、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 2
0週 間 、 も し く は そ れ 以 上 の 週 、 ま た は 3、 6、 9、 も し く は 12ヶ 月 間 、 ま た は 1年 間 も し く
は そ れ 以 上 の 期 間 の 後 に 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 段 階 を
含 み 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 実 施 す る こ と に よ り 核 酸 の 発 現 が 予 想 外 に 長 期 化 し 得
る た め 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 核 酸 を 始 め に 投 与 し て か ら 予 想 外 に 長 期 に わ た っ
て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 諸 方 法 で 使 用 す る 生 理 活 性 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 の 接 触 段 階 お よ び 印 加 段 階 は 、 細 胞 も し く は 細 胞 集 団 ま た は 組
織 も し く は 器 官 に 対 し て イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 行 う こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 該
段 階 が 行 わ れ る 態 様 に お い て 、 細 胞 も し く は 細 胞 集 団 ま た は 組 織 も し く は 器 官 は 、 生 理 活
性 物 質 の 導 入 後 に 動 物 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 送 達 の 方 法 に は 治 療 の エ ク ス ビ ボ で の 方
法 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 も し く は 細 胞 集 団 ま た は 組 織 も し く は 器 官 は 生 き た 動 物 、 例
え ば ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 動 物 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ま た は ラ ッ ト 内 に 含 ま れ 、 本 方 法 は 電
極 を 動 物 の 組 織 、 例 え ば 筋 組 織 に 使 用 す る 段 階 を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 生 き
た 植 物 内 に 含 ま れ る 。 生 理 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に
お い て 、 こ の 方 法 に よ り 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14
、 15、 16、 17、 18、 19、 20週 間 、 も し く は そ れ 以 上 の 週 、 ま た は 3、 6、 9、 も し く は 12ヶ
月 間 、 ま た は 1年 間 も し く は そ れ 以 上 の 期 間 に わ た っ て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド が 検 出 可 能 な 程 度 に 発 現 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 動 物 の 血 清 、 体 液 （ 例
え ば 、 唾 液 、 精 液 、 涙 、 汗 、 尿 ） 、 ま た は 固 形 組 織 内 に 検 出 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 血
清 内 に 検 出 さ れ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 検 出 さ れ る レ ベ ル は 、 例 え ば 、 少 な く と も 10 pg
、 0.1 ng、 1 ng、 10 ng、 100 ng、 1μ g、 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 生 理 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は
、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 2
0週 間 、 も し く は そ れ 以 上 の 週 、 ま た は 3、 6、 9、 も し く は 12ヶ 月 間 、 ま た は 1年 間 も し く
は そ れ 以 上 の 期 間 の 後 に 、 動 物 の 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る
段 階 を 含 み 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 実 施 す る こ と に よ り 核 酸 の 発 現 が 予 想 外 に 長 期
化 し 得 る た め 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 核 酸 を 動 物 に 始 め に 投 与 し て か ら 予 想 外 に
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長 期 に わ た っ て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 動 物 内 で ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 が 生 じ 得 る 。 1
つ の 例 に お い て 、 免 疫 応 答 は 治 療 的 免 疫 応 答 で あ る 。 別 の 例 に お い て 、 免 疫 応 答 は 予 防 的
免 疫 応 答 で あ る 。 免 疫 応 答 に は 、 NK細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 B細 胞 、 T細 胞 、 抗 体 産 生 、 な
ら び に イ ン タ ー ロ イ キ ン お よ び /ま た は サ イ ト カ イ ン 産 生 の 活 性 化 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 送 達 媒 体 お よ び 生 理 活 性 物 質 を 含 む 水 溶 液 を 、 動 物 の 腫 瘍 、
例 え ば 筋 組 織 等 の 組 織 、 ま た は 器 官 内 に 注 射 す る 段 階 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 諸 方 法 で 使 用 す る 送 達 媒 体 は 、 微 粒 子 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 送 達 媒 体 が 微 粒 子 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 微 粒 子 は 合 成 重 合 体 か ら 構 成 さ れ 得 る 。
例 え ば 、 合 成 重 合 体 は ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 で あ っ て よ い 。 他 の 例 で は 、 微 粒 子
は 、 乳 酸 、 グ リ コ ー ル 酸 、 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 、 カ プ ロ ン 酸 、 ト リ メ チ レ ン カ ー ボ ネ ー ト
、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 生 分 解 性 結 合 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 送 達 媒 体 が 微 粒 子 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 微 粒 子 は 直 径 10μ m未 満 で あ っ て よ い 。
他 の 態 様 で は 、 微 粒 子 は 少 な く と も 500 nm、 600 nm、 700 nm、 800 nm、 900 nm、 1μ m、 2
μ m、 5μ m、 ま た は そ れ 以 上 の 直 径 で あ る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 細 胞 膜 に 生
じ る と 考 え ら れ る 孔 の 大 き さ の 範 囲 か ら 見 て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 、 例 え ば 1
μ mを 超 え る 直 径 を 有 す る 微 粒 子 内 に 含 ま れ る 生 物 活 性 の 送 達 が 増 加 し お よ び /ま た は 活 性
が 長 期 化 す る こ と は 予 想 外 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 送 達 媒 体 が 微 粒 子 で あ る 場 合 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 微 粒 子 は 陽 性 脂 質 を 含 ま な い
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 諸 方 法 で 使 用 す る 送 達 媒 体 は 、 水 溶 液 中 に 存 在 し 得 る 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 水 溶 液 は 賦 形 剤 を 含 む 。 賦 形 剤 の 例 に は 、 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド 、 重 合 体 、 脂
質 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び 生 物 学 的 利 用 能 促 進 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 諸 方 法 で 使 用 す る 送 達 媒 体 は 、 ヒ ド ロ ゲ ル で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 本
方 法 は 国 際 公 開 公 報 第 02/057424号 に 記 載 さ れ る ヒ ド ロ ゲ ル 組 成 物 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 生 理 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 本 明 細 書 に 記
載 の 諸 方 法 （ 例 え ば 生 理 活 性 物 質 を 対 象 に 送 達 す る 方 法 ） で 使 用 す る 医 薬 用 製 剤 を 調 製 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 状 況 に 応 じ て 、 そ の よ う に 使 用 す る た め に 生 理 活 性 物 質 を 薬 学 的
組 成 物 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 送 達 法 の 利 点 は 、 本 方 法 に よ り 生 理 活 性 物 質 の 活 性 が 予 想 外 に 増 加 し 得 る 点 で
あ る 。 例 え ば 、 生 物 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て
、 本 方 法 に よ り 核 酸 の 発 現 が 増 加 し 、 そ れ に よ り 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 産 生
が 増 加 し 得 る 。 ま た は 、 本 方 法 に よ り 生 理 活 性 物 質 の 取 り 込 み が 増 加 し 、 そ れ に よ り 発 現
レ ベ ル が 増 加 し 得 る 。 ま た は 、 本 方 法 に よ り 生 理 化 性 物 質 の 安 定 性 が 増 し 、 そ れ に よ り 発
現 レ ベ ル が 増 加 し 得 る 。 「 活 性 の 増 加 」 と は 、 送 達 媒 体 （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な し で
） ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ 送 達 媒 体 の 非 存 在 下 に お い て ） の ど ち ら か に よ り 生 理
活 性 物 質 を 細 胞 に 投 与 す る 場 合 に 検 出 さ れ る 生 理 活 性 物 質 の 活 性 レ ベ ル を 上 回 る レ ベ ル を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 送 達 法 の さ ら な る 利 点 は 、 本 方 法 に よ り 生 理 活 性 物 質 の 活 性 が 予 想 外 に 長 期 化
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し 得 る 点 で あ る 。 例 え ば 、 生 理 活 性 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の 態
様 に お い て 、 本 方 法 に よ り 核 酸 の 発 現 が 長 期 化 し 、 そ れ に よ り 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド の 産 生 が 長 期 化 し 得 る 。 「 活 性 の 長 期 化 」 と は 、 例 え ば 送 達 媒 体 （ エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン な し で ） ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ 送 達 媒 体 の 非 存 在 下 に お い て ） の ど ち
ら か に よ り 生 理 活 性 物 質 を 細 胞 に 投 与 す る 場 合 の 規 定 の 閾 値 レ ベ ル で の 活 性 の 持 続 時 間 を
上 回 る 期 間 に わ た る 閾 値 レ ベ ル で の 核 酸 発 現 と い っ た 、 生 理 活 性 物 質 の 活 性 の 持 続 を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 生 理 活 性 物 質 の 活 性 の 増 加 /お よ び 長 期 化 は 状 況 に 応 じ て 、 生 理 活 性 物 質 の 活 性 の 増 加 /
お よ び 長 期 化 の 結 果 で あ る 代 用 指 標 を 測 定 す る こ と に よ り 、 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 生 理 活 性 物 質 に よ り 、 免 疫 応 答 の 活 性 化 、 免 疫 応 答 の 抑 制 、 サ イ ト カ イ ン の
産 生 、 基 質 レ ベ ル の 減 少 （ 例 え ば 、 生 理 活 性 物 質 が 酵 素 ま た は 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 で あ
る 場 合 ） 、 ま た は 酵 素 反 応 産 物 の レ ベ ル の 増 加 等 の 生 物 反 応 が 起 こ り 得 る 。 結 果 と し て 起
こ る そ の よ う な 反 応 を 測 定 し 、 生 理 活 性 物 質 の 活 性 の 増 加 /お よ び 長 期 化 を 検 出 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 生 理 活 性 物 質 の 活 性 の 増 加 /お よ び 長 期 化 は 、 そ れ に よ り 生 理 活 性 物 質 、 例 え ば ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 繰 り 返 し て 投 与 す る 必 要 性 が 低 減 ま た は 削
除 さ れ 得 る 点 で 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 が 比 較 的 大 量 に お よ び /ま た は よ り 長 期 間 に わ
た り 生 理 活 性 物 質 を 利 用 で き る 場 合 、 生 理 活 性 物 質 を よ り 少 な い 投 与 回 数 で 細 胞 に 投 与 し
、 お よ び /ま た は よ り 低 用 量 の 生 理 活 性 物 質 を 細 胞 に 投 与 し 、 所 望 の 生 物 学 的 効 果 を 達 成
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 記 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 専 門 用 語 お よ び 科 学 用 語 は す べ て 、 本 発 明 が 属
す る 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 共 通 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を も つ 。 本 発 明 の 実 施 ま た は
試 験 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る も の と 類 似 し た ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 が 使 用 で
き る が 、 以 下 に 記 載 す る 方 法 お よ び 材 料 が 好 ま し い 。 本 明 細 書 で 言 及 す る す べ て の 文 献 、
特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 照 は 、 完 全 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 抵 触
す る 場 合 に は 、 本 出 願 が 定 義 も 含 め 調 整 す る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 材 料 、 方 法 、 お よ び
実 施 例 は 説 明 す る た め の み の も の で あ り 、 制 限 す る 意 図 は な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か に
な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 は 送 達 媒 体 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ る 生 理 活 性
物 質 を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 に 関 し 、 こ れ に よ り 生 理 活 性 物 質 の 活 性 ま た は 利 用 能 が 増 加
お よ び /ま た は 長 期 化 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 活 性 の 増 加 ま た は 長 期 化 は 、 生 理 活 性 物
質 の 分 解 か ら の 保 護 ま た は 送 達 媒 体 か ら の 徐 放 等 の 多 く の 機 能 に よ り 起 こ り 得 る 。 本 発 明
の 方 法 は 、 細 胞 活 性 化 の 誘 導 、 細 胞 活 性 化 の 阻 害 、 細 胞 分 裂 の 阻 害 も し く は 促 進 、 細 胞 死
の 誘 導 、 免 疫 系 の 活 性 化 も し く は 抑 制 、 遺 伝 子 発 現 の 制 御 、 遺 伝 子 発 現 の 誘 導 、 ま た は タ
ン パ ク 質 の 発 現 も し く は 活 性 の 制 御 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 様 々 な 機 能 に 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 生 理 活 性 物 質 を 送 達 媒 体 と 会 合 さ せ 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン に よ り 細 胞 内 に 効 率 的 に 導 入 す る こ と が で き る 。 生 理 活 性 物 質 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
小 分 子 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 お よ び 核 酸 、 な ら び に 他 の 種 類 の 高 分 子 お よ び 薬 剤 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 生 理 活 性 物 質 の 活 性 の 増 加 ま た は 長 期 化 は 、 送 達 媒 体 と エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 組 み
合 わ せ る こ と に よ り 、 送 達 の 極 大 化 ま た は 生 理 活 性 物 質 の 分 解 か ら の 保 護 を 含 む が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 多 く の 点 で 達 成 さ れ 得 る 。 活 性 の 増 加 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り
送 達 媒 体 か ら の 生 理 活 性 物 質 の 放 出 を 調 節 す る こ と に よ っ て も 起 こ り 得 る 。 本 発 明 の 方 法
を 用 い て 、 核 酸 を 真 核 生 物 系 内 （ 例 え ば 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 、 ま た は 動 物 内 ） に 送 達 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 RNAi、 siRNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 cDNA、 遺 伝 子 、 ま た は 遺 伝
子 断 片 等 の 核 酸 を 微 粒 子 内 に 封 入 し 、 動 物 の 筋 肉 内 に 注 射 す る こ と が で き る 。 次 に 、 注 射
部 位 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る 。 cDNA、 遺 伝 子 、 ま た は 遺 伝 子 断 片 等 の 核 酸 を 送 達 す
る 場 合 、 次 に 送 達 さ れ た 核 酸 の 発 現 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 cDNA、 遺 伝 子 、 お よ び
遺 伝 子 断 片 等 は 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る た め に 用 い る 場 合 が 多 い の に 対 し 、 RNAi、 siRNA、
お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 遺 伝 子 発 現 を 減 少 さ せ る た め に 用 い 得 る 。 遺 伝 子 発 現 は 、 化
学 発 光 法 、 ELISA法 、 ウ ェ ス タ ン 法 、 RT-PCR法 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 法 （ FACS法 ） 、 お よ
び 免 疫 組 織 化 学 法 等 の 機 構 に よ り モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 生 理 活 性 物 質 が 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は RNA、 DNA、 ま た は PNA（ ペ プ チ
ド 核 酸 ） で あ っ て よ い 。 本 発 明 の 方 法 で 用 い 得 る 核 酸 の 例 に は 、 例 え ば 、 cDNA、 ゲ ノ ム DN
A、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 mRNA、 RNAi、 siRNA、 ウ イ ル ス DNA、 細 菌 DNA、 プ ラ ス ミ ド DNA、
凝 縮 DNA、 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 　 核 酸 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を
可 能 に す る ベ ク タ ー 内 で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー 、 す な わ ち コ ー ド 配
列 が 発 現 調 節 配 列 に 機 能 的 に 結 合 さ れ て い る ベ ク タ ー 内 に 、 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。 発 現 調 節 配 列 の 必 要 性 お よ び 独 自 性 は 、 DNAを 発 現 さ せ る 細 胞 の 種 類 に 応 じ て
変 わ る 。 一 般 に 、 発 現 調 節 配 列 に は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 適 切 な リ ボ ソ ー
ム 結 合 部 位 、 翻 訳 開 始 部 位 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 を 含 む 転 写 お よ び 翻 訳 を 終 結 す る 配 列
、 な ら び に お そ ら く は 翻 訳 調 節 配 列 が 含 ま れ る 。 適 切 な 発 現 調 節 配 列 は 、 当 業 者 に よ り 選
択 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
末 端 に お い て メ チ オ ニ ン 残 基 を コ ー ド し 得 る 。 当 業 者 が 標 準 的 な 方 法 を 使 用 す る こ と に よ
り 、 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 Current Protocols in Molecular B
iology, 2001, Wiley Interscience, NYを 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 で 有 用 な ベ ク タ ー に は 、
線 状 核 酸 断 片 ま た は 環 状 DNA、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ス ー パ ー コ イ ル DNA、 ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 、 真 菌 ベ ク タ ー 、 お よ び 細 菌 ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 プ ラ ス ミ ド 」 は 、 自 律 的 な 自 己 複 製 染 色 体 外 環 状 DNAで あ る 。 適 切 な プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー の 例 は 、 PCR産 物 の 直 接 的 で あ り か つ 迅 速 的 な ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る pcDNA哺 乳 動
物 発 現 ベ ク タ ー （ Invitrogen） の フ ァ ミ リ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、
ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 SN40ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 ま た は ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 細 胞 内 に 導 入 す る 核 酸 は 、 核 酸 の 核 へ の 移 動 を 促 進 す る 核 局 在 化 シ
グ ナ ル を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 核 酸 は 転 写 因 子 等 の DNA結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 結 合 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 得 る 。 別 の 例 で は 、 ペ プ チ ド に 基 づ く 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 本 発 明 の
核 酸 と 共 に 提 供 し 、 そ れ に よ り 核 酸 の 核 へ の 移 動 を 促 進 す る こ と が で き る 。 有 用 な シ グ ナ
ル に は 、 hnRNPA配 列 お よ び SV40核 局 在 化 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 核 局 在 化 ペ プ チ ド 配 列 は 、
例 え ば 、 核 酸 と 混 合 す る か 、 核 酸 に 結 合 さ せ る か 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 等 の 送 達 媒 体 内 に 取
り 込 む こ と が で き る 。 制 御 エ レ メ ン ト を 核 酸 内 に 含 め て 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
の 発 現 を 促 進 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の エ レ メ ン ト に は 、 ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 動 物 細 胞
で 発 現 を 増 強 さ せ る 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。
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例 え ば 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 RSVプ ロ モ ー タ ー 、 T7、 SP6、 も し く は T3 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー 、 筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC）
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 等 の 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー が 、 状 況 に
応 じ て コ ー ド 配 列 の 5'末 端 に 存 在 す る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン
プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Testaら  (1994) Cancer Res. 54:4508を 参 照 の こ と ） 、 テ ト ラ サ
イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Giavazziら  (2001) 61:309を 参 照 の こ と ） が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 核 酸 配 列 は ま た 、 例 え ば ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル β -グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 5'お よ
び /ま た は 3'に 由 来 す る RNA安 定 化 配 列 と い っ た RNA安 定 化 配 列 ； イ ン ト ロ ン （ コ ー ド 配 列
内 ま た は こ れ に 隣 接 し た 任 意 の 位 置 に 配 置 す る こ と が で き る ） ； ポ リ (A)付 加 部 位 ； 複 製
開 始 点 ； お よ び 原 核 宿 主 お よ び /ま た は 真 核 宿 主 内 で 構 築 物 が 複 製 し 選 択 さ れ る こ と を 可
能 に す る 、 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 と い っ た 抗 生 物 質 、 栄 養 要 求 性 、 ま た は 他 の 選
択 マ ー カ ー を コ ー ド す る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 核 酸 は ま た 、 Kozak配 列 等 の 他 の 転 写 お よ び 翻 訳 シ グ ナ ル 、 な ら び に 状 況 に 応 じ て コ ー
ド 配 列 の 3'ま た は 5'末 端 に 存 在 す る FLAG、 myc、 HA、 ま た は His等 の タ グ を コ ー ド す る 配 列
を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 核 酸 が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 の 態 様 に お い て 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、
例 え ば 治 療 ポ リ ペ プ チ ド ま た は レ ポ ー タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 「 治 療 ポ リ ペ プ チ
ド 」 は 、 そ れ が 産 生 さ れ る 細 胞 、 器 官 、 も し く は 組 織 、 お よ び /ま た は そ れ が 接 触 す る 別
の 細 胞 、 器 官 、 も し く は 組 織 に 対 し て 有 利 な 生 物 学 的 効 果 を 誘 導 す る （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ
チ ド を 産 生 す る 細 胞 以 外 の 細 胞 を 刺 激 す る 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド ） ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 「 レ
ポ ー タ ー ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 所 与 の 細 胞 に お い て 核 酸 が 発 現 さ れ た こ と の 指 標 と な る 検 出
可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 レ ポ ー タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い て 遺 伝 子 移
入 を 確 認 す る こ と が で き 、 よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て お よ び 陽 性 対 照 と し て
非 常 に 有 用 で あ る 。 有 用 な レ ポ ー タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 例 に は 、 分 泌 型 胚 性 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ （ SEAP； 実 施 例 の 詳 細 な 説 明 を 参 照 の こ と ） 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 、 お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） が 含 ま れ る 。 治 療 ペ プ チ ド の 例 に は 、 （ 次 の
項 で 詳 述 す る よ う な ） 免 疫 応 答 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 、 ケ モ カ イ ン 、 酵 素 （ 例 え ば 、 グ リ
コ セ レ ブ ロ シ ダ ー ゼ ま た は α ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ） 、 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IL-12ま た は I
L-2） 、 増 殖 ・ 分 化 因 子 （ 例 え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン ま た は GM-CSF） 、 ま た は ホ ル モ ン （
例 え ば 、 hGH、 aMSH、 ま た は イ ン ス リ ン ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 用 い る 核 酸 は ま た 、 リ ボ ザ イ ム で あ っ て も ま た は リ ボ ザ イ ム を 含 ん で も
よ い 。 リ ボ ザ イ ム は 、 酵 素 と し て 働 き 多 く の 機 能 を 遂 行 す る RNAの 断 片 で あ る 。 特 定 タ ン
パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ り 、 癌 を 含 む 多 く の 疾 患 が 起 こ り 得 る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 タ ン パ ク 質
が 産 生 さ れ た 後 に こ れ を 攻 撃 す る よ り も む し ろ 、 そ の 原 因 ： mRNAを 攻 撃 す る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 塩 基 対 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 特 異 的 mRNAを 標 的 す る 。 標 的 へ の 結 合 後
、 リ ボ ザ イ ム の 酵 素 活 性 に よ り 標 的 mRNAが 切 断 さ れ 、 そ れ に よ り そ の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳
が 妨 げ ら れ る 。 癌 と 関 連 す る mRNA配 列 を 選 択 す る こ と で 、 例 え ば リ ボ ザ イ ム に よ り 癌 の 進
行 が 阻 害 さ れ 得 る 。 疾 患 過 程 に 関 与 す る 特 定 の mRNAを 同 定 し た 後 、 リ ボ ザ イ ム を 用 い て そ
の mRNAの 量 を 減 じ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 C型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV)は 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝
炎 の 病 原 体 で あ る 。 ウ イ ル ス RNA内 の 配 列 を 標 的 す る こ と に よ り mRNAレ ベ ル の 減 少 を も た
ら し 、 ひ い て は HCVの 減 少 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 現 代 の 分 子 生 物 学 の 技 法 を 用 い て 、
リ ボ ザ イ ム を 設 計 、 合 成 す る こ と 、 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 に 送 達 す る こ と が
で き る 。 化 学 修 飾 す る こ と に よ り 、 リ ボ ザ イ ム が 血 清 内 で 数 日 間 安 定 的 で あ り か つ 活 性 を
有 す る よ う に で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-530695 A 2005.10.13



　 RNA干 渉 の た め に 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 核 酸 (例 え ば 、 RNAiま た は siRNA)を 細 胞 内 に 導 入
す る こ と が で き る 。 RNA緩 衝 は 遺 伝 子 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ し 、 二 本 鎖 RNA（ ds
RNA） を 経 て 機 能 す る 。 線 虫 に ア ン チ セ ン ス mRNAお よ び セ ン ス mRNAを 別 々 に 注 入 す る こ と
で 、 dsRNAが 相 補 的 RNAを 分 解 の 標 的 に す る こ と に よ り 、 配 列 特 異 的 様 式 で 遺 伝 子 発 現 が 阻
害 さ れ る （ Fireら  (1998) Nature 19:806-11） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 最 近 、 21ヌ ク レ オ チ ド 長 の 干 渉 RNA二 本 鎖 が 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と な く 培 養 哺
乳 動 物 細 胞 で 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 媒 介 し 得 る こ と が 見 出 さ れ た （ Elbashirら  (2001) 
Nature 411:494-98） 。 21ヌ ク レ オ チ ド 二 本 鎖 は 遺 伝 子 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ を 開 始 す る
の に は 十 分 長 い も の の 、 非 配 列 特 異 的 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 応 答 を 誘 発 す る に 足 り る ほ ど 長 く
な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の 疾 患 に 関 連 す る も し く は 望 ま し く な い RNAま た は mRNA（ 例 え ば 腫
瘍 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNA） を 標 的 す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 で あ っ て よ い 。 ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 標 的 RNAに 対 し て 相 補 的 で あ り 、 そ れ と 相 互 作 用 す る こ と に
よ り RNA翻 訳 が 妨 げ ら れ る か ま た は RNA分 解 が 促 進 さ れ る こ と に な る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は ま た 、 米 国 特 許 第 6,239,116号 に 記 載 さ れ る よ う な 免 疫 促 進 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 免 疫 応 答 を 調 節 す る （ 例 え ば 、 増 加 ま た は 減 少 さ せ る ） た め に 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て
生 理 活 性 物 質 を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 生 理 活 性 物 質 の 例 に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 呼 吸 器 合 胞 体 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 百 日 咳 菌 、 淋 菌 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 、 炭 疽 菌 、 天 然 痘 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ
イ ル ス 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 C型 肝 炎 ウ
イ ル ス 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 等 の ウ イ ル ス 、 細 菌 、 原 虫 、 ま た は 真 菌 感 染 、 お よ び 病 原 微
生 物 に よ っ て 起 こ る 他 の 感 染 に 対 し て ワ ク チ ン 接 種 す る た め に 用 い る こ と が で き る 抗 原 ま
た は 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 生 理 活 性 物 質 の さ ら な
る 例 に は 、 寄 生 虫 病 原 体 等 の 非 顕 微 的 微 生 物 に よ っ て 起 こ る 疾 患 対 し て ワ ク チ ン 接 種 す る
た め の 抗 原 ま た は 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び ア レ ル ギ ー に 対 し て ワ ク チ ン 接 種 す る た
め の 抗 原 ま た は 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 が 含 ま れ る 。 生 理 活 性 物 質 の さ ら な る 例 に は 、 免 疫
調 節 物 質 （ 例 え ば 免 疫 促 進 剤 ） 、 栄 養 素 、 薬 剤 、 ペ プ チ ド 、 リ ン ホ カ イ ン 、 モ ノ カ イ ン 、
お よ び サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 有 用 な 免 疫 促 進 剤 の 例 に は 、 IL-12、 GM-CSF、 IL-2、 ま た は IFN-γ 等 の サ イ ト カ イ ン ；
リ ポ 多 糖 （ LPS） ； モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A； QS21； 例 え ば 18～ 30ヌ ク レ オ チ ド 長 の CpG1含 有
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び 細 菌 毒 素 等 の 細 菌 の 炭 水 化 物 、 脂 質 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が
含 ま れ る 。 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 米 国 特 許 第 6,239,116号 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 核 酸 は 、 免 疫 促 進 剤 （ 例 え ば 、 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ
る か ま た は 免 疫 促 進 剤 （ 例 え ば サ イ ト カ イ ン ） を コ ー ド し て よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 免
疫 促 進 剤 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 状 況 に 応 じ て 、 例 え ば 2プ ロ モ ー タ ー ベ ク タ ー も し く は IRE
Sベ ク タ ー ま た は 単 一 シ ス ト ロ ン か ら 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 が 可 能 な 任 意 の 他 の ベ ク タ ー （
例 え ば 、 Gakenら  (2000) Gene Therapy 7:1979-1985） と い っ た 単 一 の ベ ク タ ー に 含 ま れ
得 る 。 ま た は 、 核 酸 は 免 疫 促 進 剤 に イ ン フ レ ー ム に 融 合 し て い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の
一 部 を コ ー ド し 得 る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、
例 え ば 国 際 公 開 公 報 第 95/05849号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 核 酸 は 、 細 菌 DNAに 存 在 す る 非 メ チ ル 化 CpG配 列 （ 脊 椎 動 物 DNA
で の 存 在 は 少 な く メ チ ル 化 さ れ て い る ） を 含 み 得 る 。 CpG DNAに 応 答 す る 免 疫 活 性 化 は 、
微 生 物 分 子 に 対 す る 先 天 性 免 疫 防 御 機 構 の 1つ の 成 分 と し て 発 達 し た 可 能 性 が あ る 。 こ れ
ら の 短 い 免 疫 促 進 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 こ れ ら の 配 列 を も た な い ベ ク タ ー よ
り も 迅 速 に 免 疫 応 答 を 修 飾 す る こ と が 示 さ れ た （ Satoら  (1996) Science 273:352-354）
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 CpG配 列 を 含 む 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 免 疫 系 細 胞 に 入 り 、 細 胞 質 内 の タ ン パ
ク 質 と 相 互 作 用 し 、 あ る 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 細 胞 シ グ ナ ル 事 象 の ス イ ッ チ を 入 れ る 可 能 性
が あ る 。 こ の 経 路 を 介 し て あ る CpG分 子 が 体 の 先 天 性 免 疫 に 影 響 を 及 ぼ す 遺 伝 子 を 活 性 化
し 、 こ れ に よ り 造 血 （ 血 液 細 胞 の 産 生 ） が 復 活 し 、 病 原 体 ま た は 癌 細 胞 に 対 す る 広 範 囲 で
非 特 異 的 な 治 療 的 お よ び 予 防 的 応 答 が 活 性 化 す る 。 他 の CpG配 列 は 体 の 獲 得 免 疫 を 活 性 化
し 、 特 異 的 感 染 症 ま た は 癌 抗 原 に 対 す る 標 的 免 疫 応 答 を 促 進 す る 。 最 後 に 、 CpGに 基 づ く
産 物 は ま た 、 過 敏 性 免 疫 応 答 を よ り 正 常 な 免 疫 応 答 に 「 バ ラ ン ス 回 復 す る 」 こ と に よ り ア
レ ル ギ ー ま た は 喘 息 症 状 を 妨 ぐ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と も で き る 。 免 疫
促 進 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 実 験 系 で Th1を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Carsonお よ
び Raz、 J. Exp. Med. (1997) 186:1621-22） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 強 力 な 免 疫 応 答 を 生
じ る こ と が 示 さ れ て い る 。 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に CGモ チ ー フ を 含 む も の は 、
弱 い 抗 原 を 強 力 な 抗 原 に 変 え る こ と が で き る 。 例 え ば 胃 粘 膜 を 介 し て ラ ッ ト に 投 与 し た 破
傷 風 ト キ ソ イ ド は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 で き な い 。 し か し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ジ ュ バ ン ト
と 組 み 合 わ せ た 場 合 に は 、 皮 下 注 射 の 場 合 と 匹 敵 し た （ Eastcottら  (2001) Vaccine 19:1
636-42） 。 さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 抗 腫 瘍 薬 と し て 、 単 独 で ま た は 化
学 療 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 送 達 す る 核 酸 は マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 他 の 種 類 の プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ
ル APCな ら び に 食 細 胞 を 受 動 的 に 標 的 に し 得 る た め 、 免 疫 機 能 を 調 節 す る 手 段 と な る 。 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 、 お よ び 樹 状 細 胞 は プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル APCと し て 働 き 、 MHCク ラ ス I
お よ び ク ラ ス IIの 両 方 を 発 現 す る 。 さ ら に 、 DNAの 分 裂 促 進 効 果 を 用 い て 、 B細 胞 、 T細 胞
、 NK細 胞 、 お よ び 他 の 細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 非 特 異 的 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と も で き る
。 MHCク ラ ス Iま た は ク ラ ス II分 子 に 結 合 す る ペ プ チ ド を 含 む 外 来 抗 原 を コ ー ド す る 発 現 ベ
ク タ ー を 送 達 す る こ と に よ り 、 抗 原 に 対 す る 宿 主 T細 胞 応 答 が 誘 導 さ れ 、 そ れ に よ り 宿 主
に 免 疫 が 付 与 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 生 理 活 性 物 質 が 、 自 己 免 疫 に 関 与 す る MHCク ラ ス IIに 結 合 す る 遮 断 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、
国 際 公 開 公 報 第 94/04171号 を 参 照 の こ と ） ま た は 改 変 ペ プ チ ド リ ガ ン ド を コ ー ド す る 核 酸
で あ る 場 合 の 態 様 に お い て は 、 ク ラ ス II分 子 に よ る 自 己 免 疫 疾 患 関 連 自 己 ペ プ チ ド の 提 示
が 下 方 制 御 さ れ る か ま た は 妨 げ ら れ 、 自 己 免 疫 疾 患 の 症 状 が 緩 和 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 の 例 で は 、 自 己 免 疫 誘 導 ペ プ チ ド と 同 一 ま た は ほ ぼ 同 一 で あ る MHC結 合 ペ プ チ ド は 、 T
細 胞 を 寛 容 誘 導 ま た は ア ネ ル ギ ー 誘 導 す る こ と に よ り T細 胞 機 能 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 ま
た は 、 （ 例 え ば 、 MHC/ペ プ チ ド 複 合 体 の 認 識 後 の ） サ イ ト カ イ ン 分 泌 特 性 を 改 変 す る こ と
に よ っ て 、 T細 胞 機 能 を 調 節 す る よ う に ペ プ チ ド を 設 計 す る こ と も 可 能 で あ る と 考 え ら れ
る 。 T細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る ペ プ チ ド は 、 B細 胞 に 特 定 の ク ラ ス の 抗 体 を 産 生 さ せ 、 炎 症
を 誘 導 さ せ 、 さ ら に 宿 主 T細 胞 応 答 を 促 進 さ せ る サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 誘 導 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 例 え ば ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 応 答 と い っ た 免 疫 応 答 の 誘 導 は 、
い く つ か の 要 因 を 必 要 と し 得 る 。 本 発 明 の 送 達 方 法 を 用 い て 多 く の 面 で 免 疫 関 連 細 胞 を 操
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作 し よ う と す る 試 み の 機 動 力 と な っ た の は 、 こ の 多 要 因 性 で あ る 。 例 え ば 、 各 組 成 物 内 に
DNAお よ び ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 有 す る 組 成 物 を 調 製 し 、 細 胞 内 に 送 達 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） は ク ラ ス Iお よ び II MHC分 子 と 関 連 し て 小 さ な ペ プ チ ド 断 片 で あ る
T細 胞 エ ピ ト ー プ を 未 熟 T細 胞 に 対 し て 提 示 し 、 T細 胞 応 答 、 よ り 具 体 的 に は 細 胞 障 害 性 T細
胞 （ CTL） ま た は ヘ ル パ ー T（ TH） 応 答 を 活 性 化 す る 。 ペ プ チ ド 断 片 は T細 胞 エ ピ ト ー プ と
し て 知 ら れ て い る 。 CTLお よ び THを 完 全 に 活 性 化 す る た め に は 、 抗 原 ペ プ チ ド に 加 え て 因
子 が 有 用 で あ る 。 こ れ ら に は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL-2） 、 IL-12、 IL-4、 お よ び γ -イ
ン タ ー フ ェ ロ ン （ γ -IFN） 等 の あ る 種 の サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ る 。 抗 原 提 示 細 胞 の 遊 走 、
活 性 化 、 も し く は 分 化 を 促 進 す る ま た は T細 胞 応 答 の 発 現 を 増 強 し 得 る 任 意 の 因 子 を 、 核
酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 形 で 、 抗 原 ま た は T細 胞 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 と 共 に 提 供 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 T細 胞 応 答 を 活 性 化 す る の に 有 用 な 核 酸 は 、 そ れ ぞ れ 1つ も し く は 複 数 の T細 胞 エ ピ ト ー
プ を 含 む 完 全 な 抗 原 、 抗 原 断 片 、 ま た は 抗 原 の い く つ か の 領 域 を コ ー ド し 得 る 。 さ ら に 、
個 々 の T細 胞 エ ピ ト ー プ は 縦 列 に 並 ん で コ ー ド さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 状 況 に 応 じ て 、
抗 原 性 領 域 の 重 複 し な い 2つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 性 ペ プ チ ド を 有 す る 。 そ の よ う な 縦 列
に 並 ん だ ペ プ チ ド は 2つ 、 3つ 、 4つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 最 大 で 10ま た
は 20も し く は そ れ 以 上 ） を 含 ん で よ く 、 そ れ ら は 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も よ い 。 そ の よ
う な 縦 列 に 並 ぶ ペ プ チ ド の 間 に は 、 重 複 ペ プ チ ド が 散 在 し 得 る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載
す る 方 法 で 用 い る 核 酸 は 、 国 際 公 開 公 報 第 01/19408号 に 記 載 さ れ る 任 意 の ポ リ エ ピ ト ー プ
ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 HPVポ リ エ ピ ト ー プ ポ リ ペ プ チ ド ） を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 あ る 感 染 物 質 を 宿 主 か ら 排 除 す る に は 、 抗 体 応 答 お よ び T細 胞 応 答 の 両 方 を 必 要 と す る
場 合 が あ る 。 例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 宿 主 に 侵 入 し た 際 に は 、 抗 体 に よ っ て 宿
主 細 胞 を 感 染 か ら 防 止 し 得 る 場 合 が 多 い 。 し か し 、 細 胞 が 感 染 し た 場 合 は 、 感 染 細 胞 を 排
除 し 宿 主 内 で の ウ イ ル ス の 持 続 的 な 産 生 を 防 ぐ た め に 、 T細 胞 応 答 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 多 く の 抗 体 応 答 は 高 次 構 造 的 な 決 定 基 に 対 し て 向 け ら れ る た め 、 そ の よ う な 決 定 基 を 含
む タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 の 存 在 が 必 要 で あ る 。 し か し 、 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投
与 し た 場 合 に は 、 ペ プ チ ド も 抗 体 応 答 を 誘 発 し 得 る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ に 対 し て 、
T細 胞 エ ピ ト ー プ は 通 常 は 典 型 的 に 7～ 25残 基 長 の 線 状 決 定 基 で あ る 。 し た が っ て T細 胞 応
答 お よ び 抗 体 応 答 の 両 方 を 誘 導 す る 必 要 が あ る 場 合 に は 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 抗 原 性 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 ま た は 抗 原 性 タ ン パ ク 質 お よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る D
NAの 両 方 を 送 達 媒 体 に 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 あ る 種 の 免 疫 応 答 は ア レ ル ギ ー お よ び 自 己 免 疫 を 引 き 起 こ す た め 、 宿 主 に と っ て 有 害 と
な り 得 る 。 こ れ ら の 例 で は 、 組 織 を 損 傷 す る 免 疫 細 胞 を 不 活 化 す る 必 要 が あ る 。 免 疫 抑 制
は 、 例 え ば 遮 断 ペ プ チ ド お よ び 寛 容 誘 導 ペ プ チ ド 、 改 変 ペ プ チ ド リ ガ ン ド と い っ た 、 ヘ ル
パ ー T（ TH） 細 胞 ま た は 細 胞 障 害 性 T細 胞 （ CTL） を 下 方 制 御 す る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る D
NAを 有 す る 微 粒 子 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 あ る 種 の サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ
カ イ ン 、 ま た は 他 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 TGF-β 、 α MSH、 ま た は α MSH様 活 性 を 有 す る
ペ プ チ ド ） を コ ー ド す る DNAを 有 す る 微 粒 子 を 用 い て も 、 免 疫 抑 制 を 達 成 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 微 粒 子 に お い て 、 免 疫 抑 制 性 DNAの 効 果 は 、 DNAを 含 む 担 体 微 粒 子 中 に あ る 種
の タ ン パ ク 質 を 含 め る こ と に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な タ ン
パ ク 質 の リ ス ト に は 、 抗 体 、 受 容 体 、 転 写 因 子 、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 え ば 、 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン ま た は イ ン テ グ リ ン も し く は 細 胞 間 接 着 分 子 (ICAM)等 の ホ
ー ミ ン グ タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 免 疫 抑 制 性 DNAエ ピ ト ー プ の 有 効 性 を 高 め 得 る 。 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 が す で に 活 性 化 さ れ た T細 胞 の 応 答 を 抑 制 す る 役 割 を 果 た す と 同 時 に 、 D
NAは 新 生 T細 胞 の 活 性 化 を さ ら に 妨 げ る 。 T細 胞 制 御 応 答 の 誘 導 は 、 T細 胞 受 容 体 （ TCR） が
関 与 す る 際 に 存 在 す る サ イ ト カ イ ン 環 境 に よ っ て 影 響 を 受 け 得 る 。 IL-4、 IL-10お よ び IL-
6等 の サ イ ト カ イ ン は 、 DNAに コ ー ド さ れ る エ ピ ト ー プ に 応 答 し た TH2分 化 を 促 進 す る 。 TH2
反 応 は 、 TH1細 胞 の 活 性 、 お よ び こ れ に 対 応 す る 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 お よ び 若
年 性 糖 尿 病 の 病 態 を 引 き 起 こ す 有 害 応 答 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 可 溶 型 の 共 刺 激 分 子 (例 え ば 、 CD-40、 gp-39、 B7-1、 お よ び B7-2)ま た は ア ポ ト ー シ ス に
関 与 す る 分 子 (例 え ば 、 Fas、 FasL、 Bc12、 カ ス パ ー ゼ 、 bax、 TNFα 、 ま た は TNFα 受 容 体 )
を 含 む タ ン パ ク 質 を 含 め る こ と は 、 特 定 の T細 胞 お よ び /ま た は B細 胞 応 答 の 活 性 化 を 阻 害
す る た め の も う 1つ の 方 法 で あ る 。 例 え ば 、 B7-1は TH1細 胞 の 活 性 化 に 関 与 し 、 B7-2は TH2
細 胞 を 活 性 化 す る 。 必 要 と さ れ る 反 応 に 応 じ て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 一 方 も し く は 他 方
を DNAと 共 に 微 粒 子 に 含 め る か 、 ま た は 別 の 微 粒 子 中 で DNA含 有 微 粒 子 と 混 合 し て 供 給 す る
こ と が 可 能 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し 、 例 え ば 喘 息 を 治 療 す る こ と が 可 能 で あ る
。 CGヌ ク レ オ チ ド を 中 心 と す る 非 メ チ ル 化 モ チ ー フ を 含 む オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （
ODN） は 、 強 力 に Th1サ イ ト カ イ ン を 誘 導 し か つ Th2サ イ ト カ イ ン を 抑 制 し 、 動 物 モ デ ル に
お い て 喘 息 の 徴 候 を 防 ぐ こ と が で き る 。 こ れ ら の 物 質 は ア レ ル ゲ ン に 対 す る Th2型 応 答 を
逆 戻 り さ せ 、 そ れ に よ り 免 疫 系 の バ ラ ン ス を 回 復 す る 可 能 性 を 有 す る （ Hussianお よ び Kli
n (2001) Curr Opin Investig Drugs 2:914-18） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 炎 症 性 疾 患 、 ま た は 特 定 の
規 定 さ れ た 生 理 活 性 物 質 で 治 療 可 能 な 任 意 の 他 の 病 態 を 治 療 す る た め の 医 薬 用 製 剤 を 送 達
す る こ と が で き る 。 有 用 な 医 薬 用 製 剤 の 例 に は 、 米 国 特 許 第 6,013,258号 、 米 国 特 許 第 6,1
83,746号 、 国 際 公 開 公 報 第 01/19408号 、 国 際 公 開 公 報 第 02/006316号 、 お よ び 国 際 公 開 公
報 第 02/42325号 （ α MSH含 有 組 成 物 、 な ら び に ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 お よ び C
YP1B1タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る の に 有 用 で あ る 組 成 物 に つ い て 記 載 し て い る
） に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 生 理 活 性 物 質 を 送 達 媒 体 と 会 合 さ せ 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 内 に 導 入 す る
こ と が で き る 。 送 達 媒 体 の 例 に は 、 微 粒 子 、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 デ ポ ー 剤 、 リ ポ ソ ー ム 、 懸 濁 液
、 コ ロ イ ド 、 分 散 系 、 ペ レ ッ ト 、 移 植 片 、 ポ ン プ 、 粒 子 状 物 質 、 重 合 体 、 洗 浄 剤 、 プ ル ロ
ニ ッ ク 、 重 合 体 ネ ッ ト ワ ー ク 、 免 疫 刺 激 複 合 体 （ ISCOM） 、 な ら び に ウ イ ル ス お よ び 細 菌
等 の 微 生 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 米 国 特 許 第 5,783,567号 、 国 際 公 開 公 報 第 00/53161号 、 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 01/93835
号 に 記 載 さ れ る も の を 含 む 微 粒 子 を 、 DNA、 RNA、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 等 の 生 理 活 性 物 質 を
細 胞 内 に 送 達 す る た め の 媒 体 と し て 用 い る こ と が で き る 「 微 粒 子 」 に は 、 例 え ば 中 空 球 体
と い っ た マ イ ク ロ ス フ ェ ア お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 な ら び に ナ ノ ス フ ェ ア お よ び ナ ノ 粒
子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 微 粒 子 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 生 理 活 性 物 質 を 状 況 に 応 じ て 免 疫 促 進 剤 と
共 に 、 細 胞 、 例 え ば 個 人 の 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。 微 粒 子 は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス
に 埋 め 込 ま れ た ま た は 重 合 体 の 殻 に 封 入 さ れ た 高 分 子 を 含 む 。 微 粒 子 は 、 例 え ば 封 入 さ れ
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た 核 酸 を 非 分 解 状 態 で 維 持 す る こ と に よ り 、 高 分 子 の 完 全 性 を 維 持 し 得 る 。 微 粒 子 は 、 高
分 子 （ 例 え ば 、 核 酸 、 DNA、 RNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 ） の
パ ル ス 送 達 、 お よ び 特 異 的 部 位 （ 例 え ば 、 筋 肉 等 の 組 織 ま た は 器 官 ） で の 、 ま た は 食 細 胞
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 、 も し く は 樹 状 細 胞 等 の 特 定 の 細 胞 、 も し く は 標 的 細 胞 集 団 へ の
送 達 に 用 い る こ と も で き る 。 微 粒 子 製 剤 を 用 い て 、 好 中 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 、 ま た
は 樹 状 細 胞 等 の 関 連 性 の あ る 細 胞 集 団 を 活 性 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 、 デ ン プ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は キ
チ ン 等 の 生 分 解 性 共 重 合 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 微 粒 子 は ま た 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る Mathiowitzら （ 国 際 公 開 公 報 第 95
/24929号 ） な ら び に 米 国 特 許 第 5,817,343号 、 第 5,922,253号 、 お よ び 第 6,475,779号 に 記
載 さ れ る よ う に 製 剤 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 重 合 体 材 料 は 販 売 元 か ら 入 手 す る か 、 ま た は 既 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 乳 酸 お よ び グ リ コ ー ル 酸 の 重 合 体 は 、 米 国 特 許 第 4,293,539号 に 記 載 さ れ る よ う
に 作 製 す る か 、 ま た は Aldrichか ら 購 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 代 替 的 に ま た は さ ら に 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 ポ リ ラ ク チ ド 、 ポ リ グ リ コ リ ド 、 ラ ク
チ ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 ポ リ カ プ ロ ラ ク ト ン 、 ポ
リ ホ ス フ ァ ゼ ン 、 タ ン パ ク 質 性 重 合 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ま た は ア ル ギ ン 酸
、 キ ト サ ン 、 お よ び ゼ ラ チ ン 等 の 天 然 重 合 体 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 有 用 な 好 ま し い 徐 放 性 物 質 に は 、 ポ リ 無 水 物 、 乳 酸 と グ リ コ ー ル 酸 の 重
量 比 が 4:1を 超 え な い 乳 酸 と グ リ コ ー ル 酸 の 共 重 合 体 、 お よ び 例 え ば 1%無 水 マ レ イ ン 酸 と
い っ た 無 水 物 等 の 分 解 促 進 性 触 媒 を 含 む ポ リ オ ル ト エ ス テ ル が 含 ま れ る 。 ポ リ 乳 酸 が イ ン
ビ ボ で 分 解 す る の に 少 な く と も 1年 を 要 し 得 る た め 、 こ の 重 合 体 は 長 期 に わ た る 分 解 が 所
望 さ れ る 場 合 に の み 単 独 で 利 用 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 核 酸 を 含 む 重 合 体 粒 子 は 、 二 重 エ マ ル ジ ョ ン 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 ま ず 、
重 合 体 を 有 機 溶 媒 中 に 溶 解 す る 。 好 ま し い 重 合 体 は 、 乳 酸 /グ リ コ ー ル 酸 の 重 量 比 が 65:35
、 50:50、 ま た は 75:25で あ る 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 （ PLGA） で あ る 。 次 に 、 水 溶 液
中 に 懸 濁 し た 核 酸 試 料 を 重 合 体 溶 液 に 添 加 し 、 2つ の 溶 液 を 混 合 し て 第 1の 乳 濁 液 を 形 成 さ
せ る 。 溶 液 は 、 ボ ル テ ッ ク ス 、 マ イ ク ロ 流 動 化 、 振 盪 、 超 音 波 処 理 、 ま た は ホ モ ジ ナ イ ズ
す る こ と に よ っ て 混 合 す る こ と が で き る 。 最 も 好 ま し い の は 、 核 酸 が ニ ッ ク 形 成 、 剪 断 、
ま た は 分 解 の 形 態 で 被 る 損 傷 の 量 が で き る だ け 少 な く 、 同 時 に や は り 適 切 な 乳 濁 液 が 形 成
で き る 任 意 の 方 法 で あ る 。 例 え ば 、 Vibra-cellモ デ ル VC-250超 音 波 処 理 器 に 1/8イ ン チ の
マ イ ク ロ チ ッ プ プ ロ ー ブ を 装 着 し #3に 設 定 し た 場 合 、 ま た は マ イ ク ロ 流 動 化 装 置 内 で 圧 力
を 調 節 す る こ と に よ り 、 ま た は SL2T Silversonホ モ ジ ナ イ ザ ー に 5/8イ ン チ の チ ッ プ を 装
着 し て 10Kで 用 い る こ と に よ り 、 許 容 さ れ る 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 工 程 の 間 に 、 水 滴 (核 酸 を 含 む )が 有 機 溶 媒 中 に 形 成 さ れ る 。 必 要 で あ れ ば 、 例 え ば
ゲ ル 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 、 HPLCに よ り 完 全 性 を 評 価 す る た め に 、 こ の 時
点 で 少 量 の 核 酸 を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 水 溶 液 中 に 懸 濁 す る 前 に 核 酸 の ア ル コ ー ル 沈 殿 を 行 う こ と ま た は さ ら に 精 製 を 行 う こ と
に よ り 、 封 入 効 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 取 り 込 ま れ る DNAは
最 大 147％ 増 加 し 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 取 り 込 み は 最 大 170％ 増 加 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 水 溶 液 の 性 質 は 、 ス ー パ ー コ イ ル DNAの 収 量 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 例 え ば 、 DNA試 料 の 調
製 お よ び 精 製 中 に 内 毒 素 を 除 去 す る た め に 用 い ら れ る こ と が 多 い ポ リ ミ キ シ ン B等 の 洗 浄
剤 が 存 在 す る と 、 DNA封 入 効 率 が 低 下 す る お そ れ が あ る 。 特 に 洗 浄 剤 、 界 面 活 性 剤 、 お よ
び /ま た は 安 定 剤 を 封 入 時 に 用 い る 場 合 に は 、 封 入 効 率 に 対 す る マ イ ナ ス の 影 響 と ス ー パ
ー コ イ ル に 対 す る プ ラ ス の 効 果 と の バ ラ ン ス を と る こ と が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら
に 、 ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン (TRIS)、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)、 ま
た は TRISと EDTAと の 組 み 合 わ せ (TE)の い ず れ か を 含 む 緩 衝 液 の 添 加 に よ り 、 ゲ ル 電 気 泳 動
に よ る 分 析 で 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNAの 安 定 化 が 得 ら れ た 。 pHの 影 響 も 認 め ら れ
る 。 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 CTAB、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、
お よ び シ ョ 糖 等 の 他 の 安 定 化 化 合 物 も 、 単 独 ま た は TE緩 衝 液 と の 組 み 合 わ せ で 、 DNAの ス
ー パ ー コ イ ル の 安 定 性 お よ び 程 度 を 高 め る こ と が 認 め ら れ た 。 安 定 剤 の 組 み 合 わ せ を 用 い
て 、 ス ー パ ー コ イ ル DNAの 量 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 荷 電 脂 質 (例 え ば CTAB)、 陽 イ オ
ン 性 ペ プ チ ド 、 ま た は デ ン ド リ マ ー (J. Controlled Release (1996) 39： 357)等 の 安 定 剤
を 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の 内 の い く つ か は 、 DNAを 凝 縮 ま た は 沈 殿 さ せ る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 安 定 剤 は 、 封 入 手 順 の 際 に 形 成 さ れ た 粒 子 の 物 理 的 性 質 に 対 し て も 影 響 を
及 ぼ し 得 る 。 例 え ば 、 封 入 手 順 の 際 に 糖 ま た は 界 面 活 性 剤 が 存 在 す る と 、 多 孔 性 の 内 部 構
造 ま た は 外 部 構 造 を 有 す る 多 孔 性 粒 子 が 生 じ 、 こ れ に よ っ て 粒 子 か ら の よ り 迅 速 な 薬 剤 排
出 が 可 能 と な る 。 安 定 剤 は 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア の 調 製 の 任 意 の 時 点 ： 例 え ば 、 乳 化 、 封 入
、 も し く は 凍 結 乾 燥 の 際 、 ま た は そ の 両 方 に お い て 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 続 い て 、 第 1の 乳 濁 液 を 有 機 溶 媒 に 添 加 し 、 微 粒 子 を 形 成 さ せ る 。 溶 液 は 、 例 え ば 、 塩
化 メ チ レ ン 、 酢 酸 エ チ ル 、 ア セ ト ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP） で 構 成 さ れ 得 り 、 好
ま し く は ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル （ PVA） を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 溶 液 に お け る PVAの 重 量
と 溶 液 量 と の 比 は 1:100～ 1:800で あ る 。 一 般 に ホ モ ジ ナ イ ザ ー （ 例 え ば 、 Silversonモ デ
ル L4RTホ モ ジ ナ イ ザ ー （ 5/8イ ン チ プ ロ ー ブ ） を 7000 RPMに 設 定 し て 約 12秒 間 ） ま た は マ
イ ク ロ 流 動 化 装 置 に て 撹 拌 し な が ら 、 第 1の 乳 濁 液 を 有 機 溶 液 に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 工 程 に よ っ て 第 2の 乳 濁 液 が 形 成 さ れ 、 続 い て こ れ を 別 の 有 機 溶 液 に 攪 拌 し な が ら
添 加 す る こ と が で き る (例 え ば 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 、 マ イ ク ロ 流 動 化 装 置 、 ま た は 攪 拌 プ レ
ー ト に て )。 そ の 後 の 攪 拌 に よ り 第 1の 有 機 溶 媒 (例 え ば ジ ク ロ ロ メ タ ン )が 放 出 さ れ 、 微 粒
子 が 硬 化 す る 。 溶 媒 の 蒸 発 を 促 進 す る た め に 、 加 熱 、 真 空 、 ま た は 希 釈 を さ ら に 用 い る こ
と も で き る 。 有 機 溶 媒 の 緩 徐 放 出 (例 え ば 室 温 で )に よ っ て 「 海 綿 状 」 粒 子 が 生 じ 、 急 速 放
出 (例 え ば 高 温 で )に よ っ て 中 空 微 粒 子 が 生 じ る 。 後 者 の 溶 液 は 、 例 え ば 0.05％  w/v PVAで
あ っ て よ い 。 糖 ま た は 他 の 化 合 物 を DNAに 添 加 す る 場 合 に は 、 容 量 オ ス モ ル 濃 度 を 等 し く
す る た め に 第 3ま た は 第 4の 溶 液 に 等 濃 度 の 化 合 物 を 添 加 す る こ と に よ り 、 硬 化 工 程 に お け
る マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の 核 酸 の 損 失 を 効 果 的 に 減 じ る こ と が で き る 。 こ の 結 果 得 ら れ た
微 粒 子 を 、 有 機 化 合 物 を 除 去 す る た め に 水 で 数 回 洗 浄 す る 。 粒 子 を 分 粒 選 別 に か け 、  所
望 の 大 き さ よ り も 大 き い も の を 選 択 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。 微 粒 子 の 大 き さ が 特 に 重
要 で な い 場 合 に は 、 分 粒 段 階 を 省 く こ と が で き る 。 粒 子 は 洗 浄 後 に 直 ち に 用 い る こ と も で
き 、 後 に 用 い る た め に 凍 結 す る こ と も 、 ま た は 保 存 用 に 凍 結 乾 燥 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ っ て 調 製 し た 微 粒 子 の 粒 度 分 布 は 、 COULTER（ 商 標 ） カ ウ
ン タ ー ま た は 粒 径 分 析 装 置 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 装 置 に よ り 、 粒 子 の
粒 度 分 布 特 性 お よ び 統 計 分 析 が 得 ら れ る 。 ま た は 、 サ イ ズ 測 定 用 の ス ラ イ ド ガ ラ ス ま た は
接 眼 レ ン ズ を 装 着 し た 顕 微 鏡 下 で 肉 眼 的 に 粒 子 の 平 均 サ イ ズ を 求 め る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 以 下 の 手 順 に よ る 分 析 の た め に 、 微 粒 子 か ら 核 酸 を 抽 出 す る こ と が で き
る 。 微 粒 子 を 、 水 溶 液 の 存 在 下 で ク ロ ロ ホ ル ム ま た は 塩 化 メ チ レ ン 等 の 有 機 溶 媒 中 に 溶 解
す る 。 重 合 体 は 有 機 相 に 残 る が 、 核 酸 は 水 相 に 移 行 す る 。 こ れ ら の 相 の 界 面 は 、 遠 心 分 離
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に よ っ て よ り 明 確 に す る こ と が で き る 。 水 相 を 単 離 す る こ と に よ り 、 核 酸 を 収 集 す る こ と
が で き る 。 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 塩 お よ び エ タ ノ ー ル を 用 い て 沈 殿 さ せ る こ と に よ り 水 相
か ら 核 酸 を 回 収 し 、 ま た は 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 上 清 を 濃 縮 す る こ と も で き る 。 濃 度 を 試
験 す る た め に は 、 抽 出 し た 核 酸 を UV分 光 測 定 、 HPLC、 ま た は キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 に
よ り 分 析 す る こ と が で き る 。 分 解 に 関 し て 試 験 す る た め に は 、 抽 出 し た 核 酸 を HPLC、 キ ャ
ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 、 ま た は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に に よ り 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る 微 粒 子 に は 、 1つ ま た は 複 数 の 種 類 の 脂 質 を 含 め る こ と も で き る 。
微 粒 子 中 に 脂 質 を 含 め る と 、 例 え ば 閉 環 二 本 鎖 DNA分 子 が ス ー パ ー コ イ ル 状 態 に 維 持 さ れ
る こ と に よ り 、 微 粒 子 中 の 核 酸 の 安 定 性 が 高 ま る 。 さ ら に 、 粒 子 中 に 脂 質 を 存 在 さ せ る こ
と に よ り 、 薬 剤 ま た は 核 酸 が 微 粒 子 か ら 放 出 さ れ る 速 度 を 調 節 す る こ と 、 す な わ ち 増 減 さ
せ る こ と が で き る 。 電 荷 の 存 在 に よ り 電 界 で の 粒 子 の 移 動 が 促 進 さ れ 得 る た め 、 荷 電 脂 質
を 含 め る こ と に よ り エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 効 率 を 高 め る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 あ る 場 合 に お い て は 、 脂 質 を 微 粒 子 に 添 加 す る こ と に よ り 、 核 酸 の 封 入 効 率 を 高 め る 、
ま た は 微 粒 子 内 へ の 核 酸 の 充 填 量 を 増 や す こ と が で き る 。 例 え ば 、 封 入 効 率 は 、 脂 質 の 存
在 に よ っ て 内 部 の 水 相 と 有 機 相 と の 間 の 表 面 張 力 が 低 下 す る た め に 向 上 す る 可 能 性 が あ る
。 表 面 張 力 が 低 下 す る と 核 酸 に と っ て よ り 好 ま し い 環 境 が 生 じ 、 そ の た め マ イ ク ロ ス フ ェ
ア 内 で の 保 持 力 が 高 ま る と 考 え ら れ る 。 表 面 張 力 が 低 下 す る と 一 次 乳 濁 液 を よ り 少 な い 操
作 で 形 成 さ せ る こ と も で き 、 こ れ に よ っ て 核 酸 の 剪 断 が 最 小 限 に 抑 え ら れ 、 封 入 効 率 も 高
ま る 。 ま た 、 微 粒 子 中 に 脂 質 が 存 在 す る と 微 粒 子 /核 酸 製 剤 の 安 定 性 が 増 し 、 微 粒 子 の 疎
水 性 が 増 し 、 そ れ に よ っ て 食 細 胞 に よ る 取 り 込 み が 増 え る こ と も 考 え ら れ る 。 脂 質 は 陽 イ
オ ン 性 、 陰 イ オ ン 性 、 ま た は 両 性 イ オ ン 性 の い ず れ で も よ く 、 非 極 性 グ リ セ リ ド の よ う に
荷 電 基 を も た な く て も よ い 。 脂 質 は 、 微 粒 子 を 封 入 す る (す な わ ち 取 り 囲 む )リ ポ ソ ー ム と
し て 存 在 し な い こ と が 好 ま し い 。 状 況 に 応 じ て 、 脂 質 が ミ セ ル を 形 成 し て も よ い 。 微 粒 子
に 使 用 で き る 脂 質 の 例 に は 、 以 下 の 基 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む 酸 （ カ ル ボ ン 酸 等 ） 、 塩 基
（ ア ミ ン 等 ） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ホ ス フ
ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン
酸 が 含 ま れ る ： プ ロ パ ノ イ ル 基 （ ト リ ア ノ イ ッ ク ） 、 ブ チ ロ イ ル 基 （ テ ト ラ ノ イ ッ ク ） 、
バ レ ロ イ ル 基 （ ペ ン タ ノ イ ッ ク ） 、 カ プ ロ イ ル 基 （ ヘ キ サ ノ イ ッ ク ） 、 ヘ プ タ ノ イ ル 基 （
ヘ プ タ ノ イ ッ ク ） 、 カ プ ロ イ ル 基 （ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ウ ン デ カ ノ イ ル 基 （ ウ ン デ カ ノ イ ッ
ク ） 、 ラ ウ ロ イ ル 基 （ ド デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ト リ デ カ ノ イ ル 基 （ ト リ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ミ リ
ス ト イ ル 基 （ テ ト ラ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ペ ン タ デ カ ノ イ ル 基 （ ペ ン タ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 パ ル
ミ ト イ ル 基 （ ヘ キ サ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 フ ィ タ ノ イ ル 基 （ 3,7,11,15-テ ト ラ メ チ ル ヘ キ サ デ
カ ノ イ ッ ク ） 、 ヘ プ タ デ カ ノ イ ル 基 （ ヘ プ タ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ス テ ア ロ イ ル 基 （ オ ク タ デ
カ ノ イ ッ ク ） 、 ブ ロ モ ス テ ア ロ イ ル 基 （ ジ ブ ロ モ ス テ ア ロ イ ッ ク ） 、 ノ ナ デ カ ノ イ ル 基 （
ノ ナ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ア ラ キ ド イ ル 基 （ エ イ コ サ ノ イ ッ ク ） 、 ヘ ン エ イ コ サ ノ イ ル 基 （ ヘ
ン エ イ コ サ ノ イ ッ ク ） 、 ベ ヘ ノ イ ル 基 （ ド コ サ ノ イ ッ ク ） 、 ト リ コ サ ノ イ ル 基 （ ト リ コ サ
ノ イ ッ ク ） 、 リ グ ノ セ ロ イ ル 基 （ テ ト ラ コ サ ノ イ ッ ク ） 、 ミ リ ス ト レ オ イ ル 基 （ 9-シ ス -
テ ト ラ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 ミ リ ス テ ラ イ ド イ ル 基 （ 9-ト ラ ン ス -テ ト ラ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 パ
ル ミ ト レ オ イ ル 基 （ 9-シ ス -ヘ キ サ デ カ ノ イ ッ ク ） 、 パ ル ミ テ ラ イ ド イ ル 基 （ 9-ト ラ ン ス -
ヘ キ サ デ セ ノ イ ッ ク ） 、 ペ ト ロ セ リ ノ イ ル 基 （ 6-シ ス -オ ク タ デ セ ノ イ ッ ク ） 、 オ レ オ イ
ル 基 （ 9-シ ス -オ ク タ デ セ ノ イ ッ ク ） 、 エ ラ イ ド イ ル 基 （ 9-ト ラ ン ス -オ ク タ デ セ ノ イ ッ ク
） 、 リ ノ レ オ イ ル 基 （ 9-シ ス -12-シ ス -オ ク タ デ カ ジ エ ノ イ ッ ク ） 、 リ ノ レ ノ イ ル 基 （ 9-
シ ス -12-シ ス -15-シ ス オ ク タ デ カ ノ エ ノ イ ッ ク ） 、 エ イ コ セ ノ イ ル 基 （ 11-シ ス -エ イ コ セ
ノ イ ッ ク ） 、 ア ラ キ ド ノ イ ル 基 （ 5,8,11,14(オ ー ル シ ス )エ イ コ サ テ ト ラ エ ノ イ ッ ク ） 、
エ ル コ イ ル 基 （ 13-シ ス -ド ク セ ノ イ ッ ク ） 、 お よ び ネ ル ボ ノ イ ル 基 （ 15-シ ス -テ ト ラ オ セ
ノ イ ッ ク ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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脂 質 含 有 微 粒 子



　 他 の 適 し た 脂 質 に は 、 臭 化 セ チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ 「 CTAB」 ） と し て 入 手 可 能
な セ チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 複 数 の 脂 質 を 用 い て 、 脂 質 含 有 微 粒 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 適 し た 市 販 の 脂 質 調 製
物 に は 、 レ シ チ ン 、 OVOTHIN 16O（ 商 標 ） 、 お よ び EPIKURON 135F（ 商 標 ） 脂 質 懸 濁 液 が 含
ま れ 、 こ れ ら は す べ て Lucas Meyer, Inc.、 イ リ ノ イ 州 、 ジ ケ ー タ ー か ら 入 手 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 脂 質 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 等 の 生 物 か ら 単 離 し て も よ い 。 脂 質 は 、 Pamer, Trend Mic
robiol. 7:13, 1999；  Braud, Curr Opin. Immunol. 11:100, 1999； Jackman, Crit. Rev
. Immunol. 19:49, 1999； お よ び Prigozy, Trends Microbiol. 6;454, 1998に 記 載 さ れ て
い る 脂 質 等 の CD1拘 束 性 脂 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 微 粒 子 内 に 取 り 込 む 脂 質 に 加 え て 、 送 達 を 改 善 す る た め お よ び 送 達 後 の 分 散 を 改 善 す る
た め に 、 微 粒 子 を 脂 質 (ま た は 脂 質 懸 濁 液 )中 に 懸 濁 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 観 察 さ れ る 放 出 量 の 相 対 的 な 増 減 は 、 一 部 に は 微 粒 子 に 用 い る 1つ ま た は 複 数 の 脂 質 の
種 類 に 依 存 す る こ と に な る 。 微 粒 子 か ら の 核 酸 の 放 出 を 増 加 さ せ る 脂 質 の 例 に は 、 CTABお
よ び レ シ チ ン お よ び OVOTHIN（ 商 標 ） 脂 質 調 製 物 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 00/
53161号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 脂 質 の 化 学 的 性 質 は 、 粒 子 内 で の そ れ と 核 酸 と の 空 間 的 関 係 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 脂 質
が 陽 イ オ ン 性 で あ れ ば 、 核 酸 と 直 接 相 互 作 用 す る 可 能 性 が あ る 。 脂 質 が 荷 電 し て い な い 場
合 に は 、 微 粒 子 内 で 散 在 す る 可 能 性 が あ る 。 脂 質 は ま た 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル の 中 空 部 ま た
は ミ ク ロ ス フ ェ ア の 空 胞 内 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 脂 質 含 有 微 粒 子 は ま た 、 上 記 の 安 定 剤 を 含 ん で も よ い 。 脂 質 を シ ョ 糖 等 の 安 定 剤 と と も
に 微 粒 子 中 に 含 め る こ と に よ り 、 微 粒 子 内 の 核 酸 の 放 出 が 相 乗 的 に 増 加 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 脂 質 含 有 微 粒 子 は 、 上 記 の よ う に 、 重 合 体 を 含 む 有 機 溶 媒 、 DNA溶 液 を 含 む 水 溶 液 、 ま
た は 第 2の 乳 濁 液 を 作 製 す る た め に 用 い る 第 3の 溶 液 の い ず れ か に 脂 質 を 添 加 す る こ と に よ
っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 有 機 溶 媒 ま た は 水 性 溶 媒 中 の 特 定 の 脂 質 の 溶 解 特 性 に よ り 、
ど の 溶 媒 を 用 い る か が 決 ま る こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 脂 質 ま た は 脂 質 懸 濁 液 の 中 に は 、 有 機 溶 媒 ま た は 水 溶 液 に 添 加 し 得 る も の も あ る 。 し か
し 、 そ の 結 果 得 ら れ た 微 粒 子 の 放 出 特 性 は 異 な る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 レ シ チ ン 脂 質 懸
濁 液 を 核 酸 を 含 む 水 溶 液 に 添 加 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 微 粒 子 は 、 脂 質 を 添 加 せ ず に 調
製 し た 微 粒 子 に よ る 放 出 量 と 同 等 か ま た は そ れ に 満 た な い 量 を 放 出 す る 。 こ れ に 対 し て 、
レ シ チ ン 脂 質 懸 濁 液 を 有 機 溶 媒 に 添 加 す る と 、 よ り 多 く の 核 酸 を 放 出 す る 微 粒 子 が 生 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 微 粒 子 の 再 懸 濁 お よ び 分 散 を 促 進 す る た め に 、 微 粒 子 を さ ら に 脂 質 含 有 溶 液 中 に 再 懸 濁
し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 脂 質 含 有 微 粒 子 に 加 え て 、 キ チ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 も し く は ア ル ギ ン 酸
塩 等 の 他 の 高 分 子 、 ま た は こ れ ら 高 分 子 と 脂 質 の 様 々 な 組 み 合 わ せ を 用 い て 、 微 粒 子 を 作
製 し て も よ い 。 他 の 高 分 子 を 用 い て 作 製 し た こ れ ら の 微 粒 子 に 、 上 記 の 安 定 剤 を さ ら に 含
め て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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重 合 体 中 で の 微 粒 子 の 復 元



　 脂 質 を 含 む ま た は 含 ま な い 微 粒 子 は 、 生 理 食 塩 水 中 で 送 達 し て も よ い し 、 ま た は 他 の 重
合 体 中 に 組 み 入 れ て も よ い 。 例 え ば ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 等 の 微 粒 子 は 、 ポ リ (エ
チ レ ン オ キ シ ド )（ PEO） （ BSF Inc.） 、 ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )-コ -(プ ロ ピ レ ン オ キ シ
ド )-ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )（ PEO-PPO-PEO） （ BSF Inc.） 、 ポ リ (プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド )-
コ -ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )-コ -ポ リ (プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド )（ PRO-PEO-PPO） （ BSF Inc.）
、 酢 酸 セ ル ロ ー ス （ Sigma） 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス （ CMC、 Sigma, Inc.） 、 ポ リ (
ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 お よ び ポ リ (ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ノ ン )等 の 非 イ オ ン 性 重 合 体 の 水 溶 液 中
に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 別 の 例 で は 、 ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 等 の 微 粒 子 は 、 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )（ ポ リ (リ ジ
ン )、 ポ リ (ア ル ギ ニ ン )等 ） 、 ポ リ (ア ミ ド ア ミ ン )（ PAMAM） （ Dendritech, Inc.） 、 ポ リ
(エ チ レ ン イ ミ ン )（ PEI） （ Sigma, Inc.） 、 ポ リ (ア ス パ ラ ギ ン 酸 ) （ Sigma, Inc.） 、 キ
ト サ ン （ Pronova, Inc.） 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 （ Genzyme） 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 、 ヘ パ リ ン 、
ヘ パ ラ ン 硫 酸 （ Sigma） 等 の 荷 電 重 合 体 の 水 溶 液 中 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 微 粒 子 は 、 プ ル ロ ニ ッ ク （ 登 録 商 標 ） （ BASF） 、 ポ リ (ビ ニ ル カ プ ロ ラ
ク タ ム )（ Sigma） 、 ポ リ (n-プ ロ ピ ル イ ソ ア ク リ ル ア ミ ド )等 の 温 度 感 受 性 重 合 体 ま た は 増
粘 重 合 体 、 お よ び プ ル ロ ニ ッ ク （ 登 録 商 標 ） 乳 酸 /グ リ コ ー ル 酸 /カ プ ロ ン 酸 /ト リ メ チ レ
ン カ ー ボ ネ ー ト 等 の 誘 導 体 化 PEO-PPO-PEO重 合 体 中 に 組 み 入 れ る こ と が で き る が 、 こ の 場
合 、 微 粒 子 を 重 合 体 の 冷 溶 液 中 で 復 元 し 、 低 粘 性 製 剤 と し て 注 入 ま た は 塗 布 す る 。 製 剤 は
、 組 織 に 塗 布 し た 後 に 体 温 （ 37℃ ） で 粘 度 を 増 す 。 こ れ に よ り 微 粒 子 製 剤 が 非 化 学 的 に 架
橋 し た ゲ ル を 適 所 で 形 成 す る こ と が 可 能 と な り 、 こ れ は 局 所 的 送 達 用 途 に お い て 有 用 で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 別 の 態 様 で は 、 CTAB（ 臭 化 セ ト リ ア ン モ ニ ウ ム ） （ Sigma, Inc.） 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト
リ ウ ム （ SLS） （ Sigma, Inc.） 、 DOTAP（ ジ オ レ イ ル リ ン 酸 ト リ ア ン モ ニ ウ ム ） （ Sigma, 
Inc.） 等 の 荷 電 分 子 で 被 覆 し た 微 粒 子 を 水 溶 液 中 で 復 元 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る
前 に 注 入 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 別 の 例 で は 、 核 酸 含 有 微 粒 子 は 桂 皮 酸 （ Sigma, Inc.） 、 ア ゾ 桂 皮 酸 等 の 導 電 剤 を 含 む
。 こ れ ら の 種 類 の 微 粒 子 は 、 電 気 パ ル ス に 応 答 し て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 内
に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 別 の 例 で は 、 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 マ ガ イ ニ ン （ Sigma, Inc.） 、 セ ク ロ ピ ン
（ Sigma, Inc.） 、 ス ト レ プ ト リ ジ ン （ Sigma, Inc.） 、 リ ス テ リ オ リ ジ ン （ Sigma, Inc.
） ） 等 の 細 胞 浸 透 促 進 剤 を 核 酸 と 共 に 粒 子 内 に 封 入 す る 。 こ れ ら の 微 粒 子 を 注 入 し た 後 に
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 う 。 細 胞 浸 透 促 進 剤 を 同 時 封 入 す る こ と に よ り 、 細 胞 の 核 酸
取 り 込 み が さ ら に 増 加 す る 可 能 性 が あ る 。 逆 に 、 核 酸 含 有 微 粒 子 を 細 胞 浸 透 促 進 剤 を 含 む
水 溶 液 中 で 復 元 す る こ と も で き る 。 こ れ ら は 、 マ ガ イ ニ ン 、 セ ク ロ ピ ン 等 の ペ プ チ ド 、 ポ
リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )（ BASF） 、 プ ル ロ ニ ッ ク （ 登 録 商 標 ） （ BASF） 、 デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム （ Sigma, Inc.） 等 の 重 合 体 ま た は 小 分 子 界 面 活 性 剤 か ら 構 成 さ れ 得 る 。 別 の 例 で は
、 ビ タ ミ ン E、 ビ タ ミ ン E-TPGS（ peg化 ビ タ ミ ン E） （ Eastman Chemical, Inc.） 等 の 生 物
学 的 利 用 能 促 進 剤 中 で 微 粒 子 を 復 元 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 促 進 剤 を エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と に よ り 、 細 胞 の DNA取 り 込 み を 促 進 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 ISCOMは 、 自 然 に 、 ま た は コ レ ス テ ロ ー ル お よ び Quil A（ サ ポ ニ ン ） と も し く は サ ポ ニ
ン の み と 混 合 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 、 30～ 40 nmの 大 き さ の 負 に 荷 電 し た 鳥 か ご 構 造
を し て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 の い ず れ の 生 理 活 性 物 質 も 、 ISCOMに よ り 細 胞 内 に 導 入 す る
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こ と が で き る 。 抗 原 の 送 達 媒 体 と し て ISCOMを 使 用 し 、 ト キ ソ プ ラ ス マ 症 、 エ プ ス タ イ ン
・ バ ー ウ イ ル ス 誘 導 性 腫 瘍 を 含 む 様 々 な 感 染 実 験 モ デ ル で 防 御 免 疫 が も た ら さ れ た （ Mowa
tら  (1991) Immunology Today 12:383-385） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 生 理 活 性 物 質 が 核 酸 で あ る 場 合 の 態 様 に お い て 、 1回 の 投 与 当 た り 体 重 kg当 た り 投 与 量
約 1～ 200μ gの DNAを 投 与 す る と 予 想 さ れ る 。 患 者 が 成 人 で あ る 場 合 、 ワ ク チ ン 療 法 に は 例
え ば 、 微 粒 子 ま た は 他 の 送 達 媒 体 中 で 3～ 6回 繰 り 返 し て 送 達 す る 際 、 DNA 10～ 10000μ gの
筋 肉 内 、 鼻 腔 内 、 皮 内 、 皮 下 、 器 官 内 （ 例 え ば 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脳 ） 、 ま た は 直 腸 内 投 与 が
含 ま れ 得 る 。 当 然 の こ と な が ら 、 医 学 的 技 術 で は 周 知 の 通 り 、 所 与 の 患 者 へ の 投 与 量 は 、
患 者 の 体 格 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 性 別 、 お よ び 基 本 的 健 康 状 態 ； 投 与 時 間 お よ び 投 与 経 路 ；
投 与 す る 化 合 物 の 詳 細 ； お よ び 同 時 に 投 与 す る 他 の 薬 剤 を 含 む 多 く の 要 因 に 依 存 す る 。 最
適 な 投 与 量 の 決 定 は 、 十 分 に 当 業 の 薬 理 学 者 の 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 送 達 媒 体 中 に 含 め た 生 理 活 性 物 質 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 内 に 導 入 す る
。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 抗 血 栓 薬 お よ び 抗 凝 血 薬 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,944,710
号 を 参 照 の こ と ） 、 薬 理 化 合 物 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,439,440号 を 参 照 の こ と ） 、 化 学
療 法 薬 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,055,453号 を 参 照 の こ と ） 等 の 多 種 多 様 な 治 療 化 合 物 の 送
達 に 用 い ら れ て い る 。 こ の 技 法 は 、 い く つ か の 哺 乳 動 物 種 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 ブ タ 、 チ ン パ
ン ジ ー 、 イ ヌ 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ ッ ト ） に お い て 生 理 活 性 物 質 を 送 達 す る た め に 用 い ら れ
成 功 し て い る （ 例 え ば 、 Tozenら  (2001) Anticancer Res. 4A:2483-88を 参 照 の こ と ） 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い て 外 来 DNAが 真 核 細 胞 内 に 導 入 さ れ て い る （ Somiariら  (20
00) Mol. Ther. 2:178-87； Mathiesen Gene Therapy (1999) 6:508-14） 。 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン で は 電 気 パ ル ス を 調 節 し て 利 用 し 、 生 理 活 性 物 質 を 細 胞 の 細 胞 質 内 に 導 入 す る
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 技 法 は 、 遺 伝 子 治 療 （ Jaroszeskiら  (1999) Adv Drug Deliv Rev 35:131-137） 、
癌 を 治 療 す る た め の 薬 物 送 達 （ Hellerら  (1997) Adv Drug Deliv. Rev. 26:185-97） 、 な
ら び に 細 胞 内 の ウ イ ル ス 、 癌 細 胞 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 遺 伝 学 、 代 謝 、 お よ び 他 の 構 造 お よ び
機 能 を 研 究 す る た め の 抗 体 送 達 （ Boranら  (2000) J. Immunol. Methods 242:115-26） の
分 野 に お い て 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 実 質 的 に 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で い か な る 細 胞 に も 適
用 で き る （ 例 え ば 、 皮 膚 ま た は 筋 細 胞 ） 。 イ ン ビ ト ロ 法 は 、 培 養 物 中 の 細 胞 に 治 療 生 理 活
性 物 質 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る 段 階 、 お よ び そ の 後 生 理 活 性 物 質 を 必 要 と す る 対 象
に そ の 細 胞 を 送 達 す る 段 階 を 含 み 得 る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 装 置 お よ び 細 胞 を エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る 方 法 は 周 知 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,702,359号 お よ び 第 6,014
,584号 に 記 載 さ れ て い る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 適 し た 装 置 お よ び エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン の パ ラ メ ー タ の 選 択 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 技 法 に よ り 当 業 者 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 生 理 活 性 物 質 の 細 胞 内 へ の 導 入 が 可 能 と な る 。 生 理 活 性 物 質 を 細
胞 内 に 導 入 す る 方 法 は 、 以 下 に 詳 述 す る も の を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ ず 生 物 科 学 お よ び
医 学 に お い て 幅 広 い 用 途 を 有 す る 。 特 に よ く 知 ら れ か つ 有 用 な 用 途 は 核 酸 の 細 胞 内 へ の 導
入 で あ り 、 こ れ に よ り 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 。 こ の 技 法 は 、 基 礎
研 究 お よ び 治 療 用 途 の 両 方 に お い て 基 本 的 に 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 細 胞 内 に 導 入 す る 生 理 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 質 、 小 分 子 、 炭 水 化 物 、 ま た は 脂 質 ） は 、 リ ン パ 増 殖 性 疾 患 も し く は 癌 等 の 様 々 な 種 類
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の 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 有 す る こ と が わ か っ て い る 個 人 、 様 々 な 種 類 の 癌 を 有 す る 疑 い の あ る
個 人 、 ま た は 様 々 な 種 類 の 癌 を 起 こ し や す い 個 人 （ 例 え ば 、 BRCA1遺 伝 子 に お け る 変 異 と
い っ た 、 癌 感 受 性 の 遺 伝 的 お よ び /ま た は 遺 伝 性 徴 候 を 有 す る 個 人 ） に お い て 免 疫 原 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 適 し た 個 人 に は 、 癌 に 関 連 し た 病 態 の 症 状 を 示 す 、 ま た は
こ の 病 態 を 発 症 す る 可 能 性 が 高 い 個 人 が 含 ま れ る 。 生 理 活 性 物 質 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に
使 用 し 、 例 え ば 膀 胱 、 乳 房 、 結 腸 、 結 合 組 織 、 肺 、 食 道 、 皮 膚 、 リ ン パ 節 、 脳 、 卵 巣 、 胃
、 子 宮 、 精 巣 、 お よ び 前 立 腺 の 癌 と い っ た 様 々 な 細 胞 増 殖 性 疾 患 ま た は 癌 に 関 連 す る 病 態
を 予 防 ま た は 治 療 す る こ と が で き る 。 1つ の 例 で は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ペ プ チ ド
を ワ ク チ ン と し て 使 用 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 生 理 活 性 物 質 を 単 独 で 、 ま た は 化 学 療 法 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 照 射 、 お よ び 手 術 と い っ た
当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 療 法 と 組 み 合 わ せ て 細 胞 内 に 導 入 し 、 様 々 な 種 類 の 細 胞 増 殖 性 疾
患 も し く は 癌 、 ま た は こ れ ら の 細 胞 増 殖 性 疾 患 も し く は 癌 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 送 達 す る 生 理 活 性 物 質 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ
う に 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト 、 ビ タ ミ ン 、 免 疫 促 進 剤 、 ま た は サ イ ト カ イ ン （ ま た は サ イ ト カ
イ ン を コ ー ド す る 核 酸 ） と 共 に 投 与 す る こ と に よ り 、 免 疫 応 答 を 高 め る よ う に 設 計 さ れ た
他 の 治 療 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 核 酸 お よ び 免 疫 促 進 剤 を 含 む 組 成 物 に つ
い て は 、 本 明 細 書 内 で 説 明 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 細 胞 内 に 導 入 す る 生 理 活 性 物 質 は 、 様 々 な 癌 も し く は こ れ ら の 癌 に
関 連 す る 病 態 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 医 薬 用 製 剤 の 製 造 に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 生 理 活 性 物 質 は 、 エ ク ス ビ ボ 治 療 に も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、
樹 状 細 胞 、 末 梢 血 単 核 細 胞 、 ま た は 骨 髄 細 胞 等 の 細 胞 を 個 人 ま た は 適 切 な ド ナ ー か ら 採 取
し 、 核 酸 組 成 物 を 用 い て エ ク ス ビ ボ で 活 性 化 し 、 そ の 後 個 人 に 戻 す 。 さ ら に 、 核 酸 発 現 ベ
ク タ ー を 筋 芽 細 胞 等 の 細 胞 内 に 導 入 し 、 そ の 後 個 人 に 戻 す こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 生 理 活 性 物 質 を 用 い て 、 免 疫 調 節 が 有 効 で あ る 病 状 を 有 す る 哺 乳 動 物
の 免 疫 応 答 を 調 節 す る こ と も で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 免 疫 応 答 の 調 節 」 は 、 病 状 の 治
療 に 有 益 で あ る と 考 え ら れ る 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 を 変 化 さ せ る 任 意 の 方 法 を 指 す こ と を 意
図 す る 。 免 疫 応 答 の 調 節 の 例 に は 、 単 球 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 の Th1サ イ ト カ イ ン の 産 生 を
誘 導 す る こ と に よ り 、 病 態 の 症 状 を 防 ぐ た め に T細 胞 集 団 の 活 性 を 変 化 さ せ る こ と に よ り
、 B細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） 分 泌 を 誘 導 す る こ と
に よ り 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 を Th2応 答 か ら Th1応 答 へ 方 向 変 換 さ せ る 段 階 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】

　 DNA等 の 生 理 活 性 物 質 を 含 む 微 粒 子 は 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 、 組 織 培 養 液 、
ま た は 他 の 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 懸 濁 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ /エ ク ス ビ ボ
で 用 い る た め に は 、 微 粒 子 の 懸 濁 液 を 培 養 付 着 性 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 細 胞 懸 濁 液 に 添 加 す
る こ と が で き る 。 次 に 、 細 胞 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 供 す 。 1～ 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 後 に 、 取 り 込 ま れ な か っ た 粒 子 を 吸 引 す る か ま た は ウ シ 胎 仔 血 清 に 対 す る 遠 心 処 理
に よ っ て 除 去 す る 。 細 胞 を 直 ち に 分 析 す る こ と も で き る し 、 ま た は そ の 後 の 分 析 の た め に
再 培 養 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 DNA等 の 生 理 活 性 物 質 を 含 む 微 粒 子 の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み は 、 PCRに よ り 、 ま た は 核 酸 の
発 現 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、
逆 転 写 PCR法 、 ま た は RNAマ ッ ピ ン グ 法 に よ り 、 核 酸 の 転 写 を 測 定 で き る と 考 え ら れ る 。 タ
ン パ ク 質 の 発 現 は 、 抗 体 に 基 づ く 適 切 な ア ッ セ イ 法 、 ま た は 微 粒 子 内 に 含 ま れ る も し く は
核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 に 合 わ せ た 機 能 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 測 定 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る 細 胞 は 、 以 下 の よ
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う に ア ッ セ イ す る こ と が で き る ： 適 切 な 緩 衝 液  (例 え ば 、 細 胞 溶 解 培 養 試 薬 、 Promega Co
rp、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ デ ィ ソ ン ) 中 で 溶 解 し た 後 に 、 溶 解 液 を ル シ フ ェ リ ン 含 有 基 質
（ Promega Corp） に 添 加 し 、 光 出 力 を 照 度 計 ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 す
る 。 光 出 力 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 に 正 比 例 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 生 理 活 性 物 質 が ク ラ ス Iま た は ク ラ ス II MHC分 子 と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 に は 、 MHC分 子 /ペ プ チ ド 複 合 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体
を 用 い て 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 装 置 （ FACS） に よ り 細 胞 の 表 面 上 の 複 合 体 を 検 出 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る （ Murphyら 、
Nature, 第 338巻 、 1989、 765-767ペ ー ジ ） 。 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 微 粒 子 と 共
に 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 細 胞 を 組 織 培 養 液 中 で 特 異 的 抗 体 と 共 に 10～ 120分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 培 地 中 で 細 胞 を 洗 浄 し 、 過 剰 な 抗 体 を 除 去 す る 。 一 次 抗 体 に 結 合 す
る 蛍 光 標 識 タ グ 化 二 次 抗 体 を 、 細 胞 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ れ ら の 二 次 抗 体 は 市 販
さ れ て い る 場 合 が 多 い が 、 既 知 の 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と も で き る 。 過 剰 な 二 次 抗 体 は
、 FACS解 析 の 前 に 洗 浄 除 去 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 、 Tエ フ ェ ク タ ー 細 胞 ま た は Bエ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 ア ッ セ イ
す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 T細 胞 増 殖 、 細 胞 傷 害 性 活 性 、 ア ポ ト ー シ ス 、 ま た は サ イ ト
カ イ ン 分 泌 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た は 、 蛍 光 標 識 し た 核 酸 を 用 い て 細 胞 を FACSま た は 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 す る こ と に よ
り 、 粒 子 の 細 胞 内 送 達 を 直 接 示 す こ と も で き る 。 蛍 光 標 識 し た 核 酸 の 内 部 移 行 に よ り 、 細
胞 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 上 回 る 蛍 光 を 発 す る よ う に な る 。 こ れ は 迅 速 か つ 定 量 的 で
あ る た め 、 FACSは 核 酸 の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 送 達 の 条 件 の 最 適 化 に 特 に 有 用 で あ る
。 そ の よ う な 最 適 化 の 後 に 、 蛍 光 標 識 の 使 用 を 中 断 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 核 酸 が そ れ 自 体 で 細 胞 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合 、 例 え ば 、 そ れ が リ ボ ザ イ ム も し く は ア
ン チ セ ン ス 分 子 で あ る 場 合 、 ま た は そ れ ら に 転 写 さ れ る 場 合 に は 、 適 し た 機 能 ア ッ セ イ 法
を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ボ ザ イ ム ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 特 定 の 細 胞 タ ン
パ ク 質 の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う に 設 計 し て あ る 場 合 に は 、 そ の タ ン パ ク 質 の 発 現 を モ ニ タ
ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 核 酸 等 の 生 理 活 性 物 質 を 含 む 微 粒 子 は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 、 筋 肉 内 、 局 所 的 、 皮 内 、
ま た は 皮 下 投 与 で 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 微 粒 子 を 筋 肉 内 注
射 し た 後 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 生 理 活 性 高 分 子 の 効 率 的
な 細 胞 内 移 入 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 別 の 例 で は 、 高 濃 度 の ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )-コ -ポ リ (プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド ) -コ -ポ
リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )（ PEO-PPO-PEO） 等 の ペ ー ス ト 形 成 重 合 体 中 で 微 粒 子 を 復 元 し 、 正
常 ま た は 罹 患 皮 膚 に 局 所 的 に 塗 布 し た 後 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 別 の 例 で は 、 化 学 的 に 架 橋 し 組 織 接 着 （ 皮 膚 ） ヒ ド ロ ゲ ル に 変 化 し 得 る 重 合 体 溶 液 中 で
微 粒 子 を 復 元 し 、 微 粒 子 を 適 所 に 保 持 す る こ と が で き る 。 次 に 塗 布 領 域 を エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン し て 、 生 理 活 性 物 質 、 例 え ば 核 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は RNA干 渉 を 促 進 す る 分 子 等 の 核
酸 の 活 性 は 、 標 的 RNAの 存 在 ま た は 標 的 RNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 も し く
は 活 性 を 解 析 す る こ と に よ り モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 VEGF核 酸 を 標 的 す る ア
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ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 は 、 VEGF RNAの 量 （ 例 え ば タ ッ ク マ ン （ Taqman） RT
-PCR解 析 に よ り ） 、 VEGFタ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ELISAま た は ウ ェ ス タ ン 解 析 に よ り ） 、 ま
た は VEGF活 性 （ 血 管 増 殖 の 測 定 に よ り ） を 解 析 す る こ と に よ り モ ニ タ ー す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 は 、 免 疫 応 答 に 及 ぼ す 所 望 の 効 果 （ 例 え ば 、 腫 瘍 の 退 縮
、 寿 命 の 長 期 化 、 NK細 胞 活 性 、 炎 症 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 、 ま た は 抗 原 に 対 す る T細 胞 も し
く は B細 胞 の 応 答 ） を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 治 療 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り モ ニ
タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 応 答 を 誘 発 す る よ う に 設 計 し た ポ リ IC
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 血 清 レ ベ ル ま た は 組 織 レ ベ ル を 測 定 す
る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 適 切 な 方 法 に よ り 、 核 酸 の 発 現 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ELISA法 、 HPLC
法 、 質 量 分 析 法 、 化 学 発 光 法 、 ウ ェ ス タ ン 法 、 RT-PCR法 、 ま た は 免 疫 組 織 化 学 法 に よ り 、
レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 関 心 対 照 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 抗 体 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 に 対 す る T細
胞 応 答 を 検 出 す る こ と に よ り ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 抗 体 応 答 は 、 ELISAア ッ セ イ 法 で 血 清 を 試 験 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 こ
の ア ッ セ イ 法 で は 、 関 心 対 照 の タ ン パ ク 質 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ し 、 試 験
対 象 由 来 の 血 清 を 段 階 希 釈 し て 各 ウ ェ ル に 分 注 す る 。 次 に 、 抗 ヒ ト 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 結 合 抗 体 等 の 、 酵 素 を 結 合 し た 二 次 抗 体 を ウ ェ ル に 添 加 す る 。 関 心 対 象 の タ ン パ ク
質 に 対 す る 抗 体 が 試 験 対 象 の 血 清 中 に 存 在 す れ ば 、 こ の 抗 体 が プ レ ー ト 上 に 固 定 さ れ た タ
ン パ ク 質 に 結 合 し 、 次 に 二 次 抗 体 が こ れ に 結 合 す る こ と に な る 。 混 合 物 に 酵 素 の 基 質 を 添
加 し 、 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー で 比 色 変 化 を 定 量 す る 。 正 の 血 清 応 答 に よ り 、 微 粒 子 の DNA
に コ ー ド さ れ る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 が 試 験 対 象 内 で 発 現 し 、 抗 体 応 答 を 刺 激 し た こ と が 示
唆 さ れ る 。 ま た は 、 ELISAス ポ ッ ト ア ッ セ イ 法 を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 微 粒 子 を 細 胞 内 に 送 達 し た 後 に タ ン パ ク 質 に 応 答 す
る T細 胞 増 殖 は 、 試 験 動 物 の 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 ま た は 末 梢 血 リ ン パ 球 中 に 存 在 す る T細 胞 を
ア ッ セ イ す る こ と に よ り 測 定 す る 。 そ の よ う な 供 給 源 か ら 得 ら れ た T細 胞 を 、 関 心 対 象 の
タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 存 在 下 で 同 質 遺 伝 子 的 な APCと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 T細
胞 の 増 殖 は 、 標 準 的 な 方 法 に 従 い 3 H-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ り モ ニ タ ー す る 。 細 胞 内 に
取 り 込 ま れ た 放 射 能 量 は 、 微 粒 子 の 送 達 す る 核 酸 の 発 現 に よ り 試 験 対 象 内 で 誘 導 さ れ る 増
殖 応 答 の 強 度 に 直 接 関 連 す る 。 正 の 応 答 に よ り 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る
DNAを 含 む 微 粒 子 が イ ン ビ ボ で APCに よ り 取 り 込 ま れ 提 示 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 産 生 は 、 標 準 的 な 5 1 Cr放 出 ア ッ セ イ 法 で 示 す こ と が で き る 。 そ の よ
う な ア ッ セ イ 法 で は 、 試 験 対 象 か ら 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 ま た は 末 梢 血 リ ン パ 球 を 、 同 質 遺 伝
子 的 な APCお よ び 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 ま た は こ の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ の 存
在 下 で 培 養 す る 。 4～ 6日 後 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 障 害 性 T細 胞 を 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 由
来 の エ ピ ト ー プ を 発 現 す る 5 1 Cr標 識 標 的 細 胞 と 混 合 す る 。 試 験 対 象 が 微 粒 子 内 に 含 ま れ る
核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 対 し て 細 胞 障 害 性 T細 胞 応 答 を 生
じ る な ら ば 、 細 胞 障 害 性 T細 胞 に よ り 標 的 が 溶 解 さ れ る こ と に な る 。 溶 解 さ れ た 標 的 は 、
放 射 性 5 1 Crを 培 地 中 に 放 出 す る こ と に な る 。 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 、 一 定 分 割 量
の 培 地 を 放 射 能 に つ い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
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　 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 産 生 は 、 ELISpotア ッ セ イ 法 を 用 い て も 示 す こ と が で き る 。 市 販 の IF
N-γ ELISpotキ ッ ト （ R&D Systems、 ミ ネ ソ タ 州 、 ミ ネ ア ポ リ ス ） を 、 製 造 業 者 の 示 す 手 順
に 従 っ て 利 用 す る こ と が で き る 。 疎 水 性 フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 樹 脂 （ PVDF） 膜 付 き 96ウ ェ ル プ
レ ー ト に 抗 IFN-γ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 予 め 吸 着 さ せ 、 10% RPMIを 用 い て 20分 間
ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 続 い て 、 約 10 4 ～ 10 5 個 の エ フ ェ ク タ ー と 10 5 個 の 標 的 を 37℃ で 5% CO2
下 で 18～ 20時 間 混 合 す る 。 次 に 、 各 ウ ェ ル を 4回 洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 化 非 競 合 抗 IFN-γ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 ウ ェ ル を 3回 洗 浄 し 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 共 に 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 度 3回 洗 浄
し て か ら BCIP/NBTと 共 に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 発 色 さ せ 、 蒸 留 水 で 十 分 に 洗 浄 す る 。
IFN-γ 分 泌 細 胞 （ ス ポ ッ ト ） は 、 Zellnet Consulting, Inc.（ ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ニ ュ ー ヨ
ー ク ） の KS ELISpotソ フ ト ウ ェ ア 4.2を 用 い て 自 動 化 ELISpotリ ー ダ ー シ ス テ ム （ Carlz Ze
iss Inc.、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ソ ー ン ウ ッ ド ） で 数 え る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ELISAま た は FACS等 の ア ッ セ イ 法 を 用 い て も 、 応 答 T細 胞 の サ イ ト カ イ ン 特 性 を 測 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 用 い れ ば 、 動 物 を 屠 殺 す る こ と な く 血 清 を 採
取 し 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 解 析 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 分 泌 タ ン パ ク 質 の 例 に は 、
分 泌 型 胚 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 、 第 VIII因 子 、 第 IX因 子 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （
EPO） 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 aMSH、 様 々 な サ イ ト カ イ ン 、 イ ン ス リ ン 、 お よ び 骨 形 成 タ ン パ
ク 質 （ BMP） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 1つ の 例 で は 、 全 身 で の 発 現 を モ ニ タ ー す る た め に 、 ヒ ト 分 泌 型 胚 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 遺 伝 子 （ pgWiz（ 商 標 ） SEAP、 以 後 SEAPと 称 す る ） を 用 い る こ と が で き る 。 膜 結 合
型 胎 盤 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 分 泌 型 で あ る SEAPは 、 血 清 中 で 数 分 ～ 2、 3日 間 の 半 減
期 を 有 す る 。 短 い 半 減 期 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 発 現 動 態 を 確 実 に 解 析 す る た め に 特 に 有
用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 マ ウ ス 血 清 中 の SEAP酵 素 活 性 の レ ベ ル は 、 Tropix Phospha-Light照 度 測 定 ア ッ セ イ キ ッ
ト （ Applied Biosystems、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ） を 用 い て 測 定 す る 。 発
光 測 定 は 、 反 応 緩 衝 液 中 で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に Topcountプ レ ー ト リ ー ダ ー （ Pa
ckard Instruments、 イ リ ノ イ 州 ） を 用 い て 行 う 。 各 時 点 で の 血 清 SEAPレ ベ ル は 、 ア ッ セ
イ キ ッ ト に 同 梱 さ れ て い る 陽 性 対 照 （ 精 製 ヒ ト 胎 盤 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） で 作 製 し
た 検 量 線 を 用 い て ナ ノ グ ラ ム /mlで 表 す 。 ト ン プ ソ ン -タ ウ 棄 却 分 析 に よ り デ ー タ を さ ら に
分 析 し （ Wheelerお よ び Ganji、 Introduction to Engineering Experimentation, Prentic
e Hall, 1996, ペ ー ジ ； 142-145） 、 平 均 お よ び 標 準 偏 差 と し て プ ロ ッ ト す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 以 下 は 本 発 明 の 実 施 例 で あ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る と 決 し て 解
釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】

 

　 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ SEAP） を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を Aldevron, LLC（ ノ
ー ス ダ コ タ 州 、 フ ァ ー ゴ ） か ら 入 手 し 、 イ ン ビ ボ で の 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る た め に 利 用 し
た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 （ ラ ン ダ ム  50:50 L:G)（ PLG； Boe
hringer Ingelheim、 ド イ ツ ） を 含 む プ ラ ス ミ ド DNA含 有 微 粒 子 を 、 水 /油 /水 （ w/o/w） 改
変 エ マ ル ジ ョ ン 工 程 に よ り 合 成 し て 特 徴 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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実 施 例
実 施 例 1： プ ラ ス ミ ド DNA含 有 微 粒 子 の イ ン ビ ボ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 達 成 さ れ
る 高 レ ベ ル 遺 伝 子 発 現
微 粒 子 の 合 成



　 1.6 mlの TE pH 8.0（ ト リ ス 10 mM、 EDTA 1 mM） /303 mMシ ョ 糖 緩 衝 液 、 pH8.0中 に 、 10.
6 mgの プ ラ ス ミ ド DNAお よ び 1.5 mgの ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ
ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PEG-DSPE； Genzyme Corp.、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 溶 解 し た 。 内
径 16 mmホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 備 え た Silverson SL2Tミ キ サ ー （ Silverson Mac
hines Inc.； マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 イ ー ス ト ロ ン グ メ ド ウ ） を 用 い て 、 17 ml塩 化 メ チ レ
ン 中 で こ の 溶 液 を PLG 1gと 共 に ホ モ ジ ナ イ ズ す る こ と に よ り 乳 化 し た 。 有 機 PLG層 へ の 水
性 DNA溶 液 の 添 加 は 、 外 界 温 度 に お い て 20秒 間 で 起 こ っ た 。 水 /油 乳 濁 液 を 4分 間 ホ モ ジ ナ
イ ズ し た 後 、 さ ら に 塩 化 メ チ レ ン 18 mlを ホ モ ジ ネ ー ト に 添 加 し た 。 さ ら に 30秒 間 、 乳 濁
液 の ホ モ ジ ナ イ ズ を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 次 に 、 イ ン ラ イ ン ミ キ サ ー を 装 着 し た L4Rホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 1 w/v % PVAお よ び
303 mMシ ョ 糖 を 含 む 水 溶 液 （ ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 分 子 量 23,000 g/モ ル 、 Sigma Inc
、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 1リ ッ ト ル を 連 続 フ ロ ー し て 6000 RPMで 2.5分 間 乳 濁 液 を ホ
モ ジ ナ イ ズ し た 。 w/o/w乳 濁 液 を 37℃ で 2.5時 間 撹 拌 し た 。 こ れ を 、 1500 RPMで 15分 間 遠 心
分 離 し た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を 脱 イ オ ン 水 中 に 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 再 度 1500 RPMで
15分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 廃 棄 し て ペ レ ッ ト を 脱 イ オ ン 水 中 に 再 懸 濁 し た 。 洗 浄 し た 懸 濁
液 を 外 界 温 度 （ 約 19～ 21℃ ） で 12時 間 、 減 圧 下 （ <10 mm Hg） で 凍 結 乾 燥 し 、 白 い フ レ ー
ク 上 の 凝 結 粉 末 を 得 た 。 凍 結 乾 燥 品 を 含 む バ イ ア ル を 窒 素 下 で 密 封 し た 。 -20℃ で こ の 粉
末 を 保 存 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 AMR-1000走 査 型 電 子 顕 微 鏡 を 加 速 電 圧 10 kVで 操 作 し 、 金 ス パ ッ タ 微 粒 子 の 走 査 型 電 子
顕 微 鏡 写 真 （ SEM） を 得 た 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 微 粒 子 2.5 mgを 200μ lの TE緩 衝 液 、 pH 8.0中 で 復 元 し 、 適 切 な 復 元 に つ い て 試 験 し た 。
復 元 し た 微 粒 子 は 、 凝 集 に つ い て 視 覚 的 に 試 験 し た 。 復 元 し た 微 粒 子 の 粒 度 測 定 は 、 Coul
ter Multisizer II（ Beckman Coulter、 フ ロ リ ダ 州 、 ハ イ ア リ ー ア ） で 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 DNA含 有 微 粒 子 約 2.5 mg（ 1.5 mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 検 量 ） に ク ロ ロ ホ ル ム 500μ lを
添 加 し 、 PLG重 合 体 を 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に TE緩 衝 液 200μ lを 添 加 し た 。 二 相 溶 液 を LabQu
akeロ ー テ ー タ （ VWR、 イ リ ノ イ 州 、 シ カ ゴ ） で 室 温 で 90分 間 反 転 回 転 さ せ 、 DNAの 水 層 へ
の 抽 出 を 促 進 し た 。 解 析 の た め 、 水 性 上 清 100μ lを 採 取 し た 。 UV分 光 光 度 法 に よ り 上 清 を
260 nmで 測 定 し た 。 ベ ー ル -ラ ン バ ー ト の 式 に よ り 、 微 粒 子 中 の DNA濃 度 （ μ g/mg） を 算 出
し た 。
【 ０ １ ４ １ 】

　 DNA含 有 水 性 抽 出 物 （ 前 項 に 記 載 ） を 用 い て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 微 粒 子 中
の DNAの ス ー パ ー コ イ ル 形 成 を 判 定 し た 。 先 に 決 定 し た 封 入 値 を 利 用 し 、 DNA 250 ngに 相
当 す る 量 を エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド /ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 泳 動 し た 。 定 性 測 定 を 行 い 、 ス ー パ
ー コ イ ル DNAの 割 合 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 破 裂 し た DNAを 、 室 温 で 復 元 し た 後 に 生 理 食 塩 溶 液 中 に 放 出 さ れ る 表 面 近 傍 の DNAと 定 義
す る 。 微 粒 子 約 2.5 mgを 1.5 mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 秤 量 し 、 0.9%生 理 食 塩 水 を 用 い て 外 界
温 度 で 穏 や か に 復 元 し た 。 5分 後 （ 静 置 ） 、 懸 濁 液 を 3000 rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 上
清 を 採 取 し 、 10,000 RPMで さ ら に 10分 間 、 2度 目 の 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 マ イ ク ロ チ ッ プ を
装 着 し た ピ ペ ッ ト で 上 清 を 採 取 し 、 λ =260 nmで の UV分 光 測 定 に よ り 分 析 し た 。 ベ ー ル -ラ
ン バ ー ト の 式 に よ り 、 放 出 さ れ た DNAの 割 合 を 算 出 し た 。
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超 微 細 構 造 （ 表 面 性 状 、 完 全 性 、 形 状 ）

粒 度 測 定 （ 量 avg、 数 avg）

封 入 （ μ g DNA/mg凍 結 乾 燥 品 ）

DNAス ー パ ー コ イ ル 形 成 （ %）

破 裂 し た DNA（ %）



【 ０ １ ４ ３ 】
　 表 1は PLG微 粒 子 の 物 理 化 学 的 特 性 を 要 約 し て お り 、 こ の 粒 子 は 平 均 DNA封 入 5.6μ g/mgで
あ り 、 量 平 均 （ 量 avg） お よ び 数 平 均 （ 数 avg） 分 布 か ら 10μ m未 満 の 粒 度 分 布 で あ っ た 。
封 入 さ れ た DNAは 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 判 定 さ れ る よ う に 高 率 で （ 約 95%） ス ー パ ー
コ イ ル 形 成 を 有 し た 。 微 粒 子 は 、 生 理 食 塩 水 で の 復 元 で 約 19%破 裂 し た 。 SEMで の 判 定 か ら
、 微 粒 子 は 無 傷 で あ り 、 滑 ら か で あ り 、 球 状 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 （ 表 １ ） 　 微 粒 子 の 物 理 化 学 的 特 性
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】

　 微 粒 子 内 に 封 入 さ れ ヒ ト SEAPを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNA 50μ gを 生 理 食 塩 水 中 で 懸 濁
し 、 マ ウ ス （ C57BL/6、 雌 、 4～ 6週 齡 ； n=10/群 ） の 前 脛 骨 筋 に 注 射 し た 。 生 理 食 塩 水 を 注
射 し た マ ウ ス を 対 照 と し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 供 す る マ ウ ス に は 、 微 粒 子 の 注 射
後 直 ち に 注 射 部 位 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 2-ニ ー ド ル ア レ イ チ ッ プ （ #533、 0.5 
cmギ ャ ッ プ ） を 用 い て 、 ニ ー ド ル の ア レ イ が 注 射 部 位 を 取 り 囲 む よ う に 筋 肉 内 に 挿 入 す る
こ と に よ り 、 以 下 の 条 件 を 用 い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た ： 100 V、 8パ ル ス 、 20
 msパ ル ス 長 、 パ ル ス 間 隔 1秒 、 お よ び 単 極 極 性 （ Genetronicsエ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー 、 ECM
 830、 BTX Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン デ ィ エ ゴ ） 。 注 射 後 直 ち に 、 注 射 部 位 の 両 側 で
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ニ ー ド ル を 筋 肉 内 に 設 置 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 各 時 点 で マ ウ ス の 眼 窩 後 か ら 採 血 し 、 遠 心 分 離 に よ り 血 清 を 分 離 し た 。 Tropix Phospha
-Light照 度 測 定 キ ッ ト を 製 造 業 者 （ Applied Biosystems、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 フ ォ ス タ ー
シ テ ィ ） の 説 明 に 従 っ て 利 用 し 、 所 定 の 時 点 で 血 清 中 の SEAPの レ ベ ル を 測 定 し た 。 デ ー タ
は SEAP（ ng/ml） 対 時 間 （ 日 数 ） で プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 図 1は 、 注 射 部 位 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 供 し た 場 合 に 遺 伝 子 発 現 の 増 加 が 得 ら れ
た こ と を 示 す 。 生 理 食 塩 水 を 注 射 し た マ ウ ス の 血 清 は 、 ど の 時 点 に お い て も 陰 性 で あ っ た
（ <0.3ng/ml； デ ー タ は 示 さ ず ） 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を せ ず に 微 粒 子 を 受 け 取 っ た
マ ウ ス と 比 較 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 微 粒 子 を 受 け 取 っ た マ ウ ス で は 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン か ら 300日 経 過 し た 後 で も 血 清 SEAPレ ベ ル は 維 持 さ れ て い た （ 図 1） 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 存 在 下 で は 、 SEAPを 発 現 す る マ ウ ス の 頻 度 も 増 加 し た （ 表 2）
。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 微 粒 子 を 受 け 取 っ た マ ウ ス は す べ て 、 処 置 し て か ら 最 長
で 300日 間 陽 性 血 清 SEAP産 生 （ 血 清 中 0.3 ng/ml SEAPと 定 義 す る ） を 有 し た 。 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 非 存 在 下 で は 、 血 清 SEAPを 発 現 す る マ ウ ス の 頻 度 は 7日 目 で 60%陽 性 で あ り 、
そ の 後 低 下 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 （ 表 ２ ） 　 0.3 ng/mlよ り 多 量 の SEAPを 発 現 し て い る 動 物 の 割 合
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マ ウ ス へ の 注 射



　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】

　 SEAPプ ラ ス ミ ド （ pSEAP） ま た は β -Galプ ラ ス ミ ド DNA（ pβ -Gal） を 含 む ラ ク チ ド -グ リ
コ リ ド 共 重 合 体 （ PLG、 Boehringer Ingelheim、 ド イ ツ ） 微 粒 子 を 合 成 し 、 上 記 の 過 程 に
よ り 特 徴 解 析 を 行 っ た 。 SEAPプ ラ ス ミ ド 含 有 粒 子 は 6.95μ g DNA/mg凍 結 乾 燥 品 を 有 し 、 β
-Galプ ラ ス ミ ド 含 有 微 粒 子 は 3.94μ g DNA/mg凍 結 乾 燥 品 を 含 ん だ 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 30、 10、 3μ g/マ ウ ス 筋 肉 の DNA用 量 を 送 達 す る よ う に 、 微 粒 子 を 0.9%無 菌 生 理 食 塩 水 中
で 復 元 し た （ pβ -Gal： 7.61 mg凍 結 乾 燥 品 /30μ g DNA/生 理 食 塩 水 50μ L、 2.53 mg凍 結 乾
燥 品 /10μ g DNA/生 理 食 塩 水 50μ l、 0.76 mg凍 結 乾 燥 品 /3μ g DNA/生 理 食 塩 水 50μ l ； pSE
AP： 4.32 mg凍 結 乾 燥 品 /30μ g DNA/生 理 食 塩 水 50μ L、 1.44 mg凍 結 乾 燥 品 /10μ g DNA/生
理 食 塩 水 50μ l、 0.44 mg凍 結 乾 燥 品 /3μ g DNA/生 理 食 塩 水 50μ l） 。 Balb/cマ ウ ス （ 雌 、 4
～ 6週 齡 ） に 各 製 剤 30μ g、 10μ g、 ま た は 3μ gを 注 射 し た 。 各 マ ウ ス の 右 脛 骨 筋 に SEAP製
剤 を 注 射 し 、 各 マ ウ ス の 左 脛 骨 筋 に β -gal製 剤 を 注 射 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 供
す 群 の マ ウ ス に は 、 注 射 後 直 ち に 注 射 部 位 に お い て 各 脛 骨 筋 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し
た 。 2-ニ ー ド ル ア レ イ チ ッ プ （ #533、 0.5 cmギ ャ ッ プ ） を 用 い て 、 ニ ー ド ル の ア レ イ が 注
射 部 位 を 取 り 囲 む よ う に 筋 肉 内 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 以 下 の 条 件 を 用 い て エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン を 行 っ た ： 100 V、 8パ ル ス 、 20 msパ ル ス 長 、 パ ル ス 間 隔 1秒 、 お よ び 単 極 極 性
（ Genetronicsエ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー 、 ECM 830、 BTX Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン デ ィ
エ ゴ ） 。 注 射 後 直 ち に 、 注 射 部 位 の 両 側 で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ニ ー ド ル を 筋 肉 内 に 設
置 し た 。 陰 性 対 照 マ ウ ス に は 、 脛 骨 筋 当 た り 生 理 食 塩 水 50μ Lを 注 射 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 要 約 す る と 、 マ ウ ス 群 を 以 下 の よ う に 処 理 し た ：
　 ・ 生 理 食 塩 水 、 n=9、 （ -エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
　 ・ 試 験 群 、 n=5、 各 封 入 プ ラ ス ミ ド DNA 30μ g/マ ウ ス （ -エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
　 ・ 試 験 群 、 n=5、 各 封 入 プ ラ ス ミ ド DNA 30μ g/マ ウ ス （ +エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
　 ・ 試 験 群 、 n=5、 各 封 入 プ ラ ス ミ ド DNA 10μ g/マ ウ ス （ -エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
　 ・ 試 験 群 、 n=5、 各 封 入 プ ラ ス ミ ド DNA 10μ g/マ ウ ス （ +エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
　 ・ 試 験 群 、 n=5、 各 封 入 プ ラ ス ミ ド DNA 3μ g/マ ウ ス （ -エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
　 ・ 試 験 群 、 n=5、 各 封 入 プ ラ ス ミ ド DNA 3μ g/マ ウ ス （ +エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ）
【 ０ １ ５ ２ 】

　 7、 23、 お よ び 42日 目 に 、 眼 窩 後 か ら 採 血 す る こ と に よ り 各 マ ウ ス か ら 血 液 を 回 収 し た
。 血 液 を 凝 固 さ せ 、 10,000 rpmで 15分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 血 清 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 7日 目 に 、 Tropix Phospha-Light照 度 測 定 ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 、 マ ウ ス 血 清 中 の SEA
P酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 以 下 の 変 更 を 加 え 製 造 業 者 の 説 明 に 従 い 、 ア ッ セ イ を 行 っ た ： 1) 
検 量 線 用 の SEAPタ ン パ ク 質 試 料 は 、 通 常 の マ ウ ス 血 清 を 1:4希 釈 し て 調 製 し た ； 2) 実 験 血
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清 試 料 も す べ て 、 製 造 業 者 の 同 梱 す る 希 釈 緩 衝 液 で 1:4に 希 釈 し た ； お よ び 3) 反 応 緩 衝 液
中 で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 市 販 の 発 光 リ ー ダ ー を 用 い て 発 光 測 定 値 を 分 析 し た 。
各 時 点 で の 血 清 SEAPレ ベ ル は ng/mlで 表 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 免 疫 し て か ら 23日 後 に 、 眼 窩 後 か ら 採 血 す る こ と に よ り マ ウ ス か ら 血 清 を 回 収 し た 。 23
日 目 の β -gal特 異 的 IgGの 力 価 を ELISA法 に よ り 測 定 し た 。 血 清 抗 体 を 解 析 す る た め 、 96ウ
ェ ル プ レ ー ト を PBS中 で 2μ g/mlの β -galタ ン パ ク 質 と 共 に 室 温 で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 プ レ ー ト を PBS中 の 1% BSAで 1.5時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 以 下 の 様 式 で 抗 β -gal IgG E
LISAを 行 っ た ： 固 相 を 通 常 の マ ウ ス 血 清 （ NMS） も し く は 抗 血 清 、 ま た は β -gal特 異 的 モ
ノ ク ロ ー ナ ル Ab（ Calbiochem Novabiochem、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 パ サ デ ィ ナ ） と 共 に 4℃
で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 マ ウ ス IgG（ H+L） に 特 異 的 な 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
（ HRP） 結 合 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 免 疫 複 合 体 を ABTS基 質 （ Zymed、 カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 、 サ ン フ ラ ン シ ス コ ） と 反 応 さ せ た 後 、 抗 体 の 結 合 を 405 nmで の 吸 光 度 と し て 測 定
し た 。 力 価 は 、 同 じ 希 釈 で の 非 免 疫 血 清 の 吸 光 度 （ OD 405） の 2倍 の 吸 光 度 値 を 生 じ る 最
も 高 い 血 清 希 釈 と 定 義 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 免 疫 を し て か ら 42日 後 に 、 濃 縮 カ ラ ム （ R&D systems、 ミ ネ ソ タ 州 、 ミ ネ ア ポ リ ス ） を
用 い て 、 免 疫 し た ま た は 未 処 置 の マ ウ ス の プ ー ル し た 脾 細 胞 か ら T細 胞 を 精 製 し た 。 精 製
し た CD3+ T細 胞 （ 2 x 10 5 個 ） を 、 照 射 し て β -galま た は HBVペ プ チ ド で パ ル ス し た 2 x 10
5 個 の 同 質 遺 伝 子 的 な 脾 臓 細 胞 で 24時 間 刺 激 し た 。 ELISPOT解 析 に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 に
従 っ て （ R&D systems） T細 胞 応 答 を 判 定 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 30μ g用 量 で 注 射 し て か ら 7日 後 、 封 入 SEAP DNAを 注 射 し た マ ウ ス の 4/5（ 80%） が バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド レ ベ ル （ 0.3 ng/ml） を 上 回 る SEAPを 発 現 し た （ 表 3） 。 こ れ に 対 し て 、 エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る と 同 じ 用 量 で 5/5（ 100%） の マ ウ ス で SEAP発 現 が 検 出 さ れ る よ う に
、 応 答 マ ウ ス の 数 が 増 加 し た 。 10μ g用 量 で は 、 SEAP DNA含 有 微 粒 子 を 注 射 し た マ ウ ス の 3
/5（ 60%） が 0.3 ng/mlを 上 回 る SEAPを 発 現 し た 。 10μ g用 量 に お い て も 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン に よ り 正 の 応 答 マ ウ ス 数 は 5/5（ 100%） に 増 加 し た 。 3μ g用 量 で は 、 SEAP DNA含
有 微 粒 子 を 注 射 し た マ ウ ス の 1/5（ 20%） が 0.3 ng/mlを 上 回 る SEAPを 発 現 し た 。 一 方 、 エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 正 の 応 答 マ ウ ス の 数 は 5/5（ 100%） に 増 加 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 （ 表 ３ ） 　 SEAPを 発 現 す る 動 物 の 発 生 率 （ %） は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 増 加 す
る
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】

　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り マ イ ク ロ 封 入 SEAPを 受 け 取 っ た 応 答 Balb/cマ ウ ス の 7日
目 の 血 清 SEAPレ ベ ル は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を し て い な い マ ウ ス よ り も 高 か っ た （ 30
μ g、 3.9対 101 ng SEAP/mL； 10μ g、 0.4対 36.7 ng SEAP/ml； 3μ g、 0.4対 11.42 ng SEAP/
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ml） （ 図 2） 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 免 疫 し て か ら 23日 後 に 、 抗 β -gal抗 体 （ IgG） の 平 均 力 価 を 評 価 し た 。 β -gal DNAの 微
粒 子 を 介 し た 送 達 と 組 み 合 わ せ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い た 場 合 に 、 β -gal抗 体 力
価 の 増 加 が 達 成 さ れ た （ 図 3） 。 平 均 抗 β -gal抗 体 力 価 は 以 下 の と お り で あ る ： 30μ g、 21
7対 5250； 10μ g、 390対 2462。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を し て も し な く て も 、 こ の 時 点 で
は 3μ gβ -gal DNAを 受 け た マ ウ ス 中 に 正 の 応 答 マ ウ ス は 検 出 さ れ な か っ た 。 応 答 す る マ ウ
ス の 発 生 率 は 、 や は り 微 粒 子 製 剤 の 送 達 と 組 み 合 わ せ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い た
場 合 に 増 加 し た 。 封 入 β -gal 30μ gを 受 け 取 っ た マ ウ ス で は 、 応 答 マ ウ ス 数 は 1/5（ エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な し ） お よ び 5/5（ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン あ り ） で あ っ た 。 封 入 β -
gal 10μ gを 受 け 取 っ た マ ウ ス で は 、 応 答 マ ウ ス 数 は 1/5（ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な し ）
お よ び 4/5（ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン あ り ） で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】

　 INF-γ ELISPOTで 測 定 し た す べ て の 用 量 レ ベ ル に お い て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ
り 42日 目 に お け る MHCク ラ ス Iに 拘 束 さ れ る T細 胞 応 答 が 増 加 し た （ 図 4） 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド -テ ト ラ ア ミ ン （ P4-AM； SunBio West、 韓 国 ） 、 ポ リ (エ チ レ ン オ
キ シ ド )-テ ト ラ ス ク シ ニ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト （ P4-SG； SunBio West、 韓 国 ） 、 メ ト キ シ -
ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド 2.5K-ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ mPEG-DSPE
； Genzyme Corporation、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） 、 SEAPプ ラ ス ミ ド DNA（ Zycos Inc.、 マ サ
チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） 、 お よ び Brookfield粘 度 計 （ cp40ス ピ ン ド ル 、 Brookfield, Inc.、 マ サ
チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ミ ド ル ボ ロ ー ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 3% w/v P4-AM/P4-SGを mPEG-DSPE（ 10μ g/100μ l） お よ び SEAP DNA（ 100μ g/100μ l） と
共 に 調 剤 し 、 GT20製 剤 を 作 製 し た 。 GT20は 、 pH 8の 緩 衝 液 で 復 元 し た 後 、 25℃ で の 粘 土 測
定 に よ り ゲ ル 化 時 間 20分 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 イ ソ フ ル ラ ン を 用 い て マ ウ ス を 穏 や か に 麻 酔 し 、 3% w/v P4-AM/P4-SGネ ッ ト ワ ー ク 製 剤
ま た は 未 調 剤 の プ ラ ス ミ ド DNA（ 生 理 食 塩 水 中 ） を 前 脛 骨 筋 肉 の 両 側 に 注 射 し た 。 ど の マ
ウ ス も 、 筋 肉 当 た り 50μ lの 注 射 量 で プ ラ ス ミ ド DNA 50μ gを 注 射 し た 。 製 剤 の 注 射 後 直 ち
に 、 2-ニ ー ド ル ア レ イ チ ッ プ （ #533、 0.5 cmギ ャ ッ プ ） を 用 い て ニ ー ド ル の ア レ イ が 注 射
部 位 を 取 り 囲 む よ う に 筋 肉 内 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 以 下 の 条 件 を 用 い て マ ウ ス 筋 肉 に エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た ： 100 V、 8パ ル ス 、 20 msパ ル ス 長 、 パ ル ス 間 隔 1秒 、 お よ び 単
極 極 性 （ Genetronicsエ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー 、 ECM 830、 BTX Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ
ン デ ィ エ ゴ ） 。 注 射 後 直 ち に 、 注 射 部 位 の 両 側 で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ニ ー ド ル を 筋 肉
内 に 設 置 し た 。 注 射 と エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 所 定 の 時 点 で マ ウ ス の 眼 窩 後
か ら 採 血 し た ； 血 清 を 回 収 し 、 先 に 実 施 例 1で 示 し た よ う に SEAPに つ い て 解 析 し た 。 ネ ッ
ト ワ ー ク 製 剤 中 で の DNA送 達 で は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン と 組 み 合 わ せ た 場 合 に SEAP発
現 の 増 加 が 得 ら れ た （ 図 5） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
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実 施 例 3： エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン と 組 み 合 わ せ て P4-AM/P4-SGネ ッ ト ワ ー ク 中 で 核 酸 を 送
達 す る こ と に よ り 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル が 増 す
材 料

製 剤 化

マ ウ ス へ の 注 射

実 施 例 4： 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 生 物 学 的 利 用 能 促 進 剤 、 脂 質 、 ま た は 界
面 活 性 剤 を 共 に 封 入 し た 微 粒 子 を 介 し て の 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 併 用 し た DNAの 送
達



　 ヒ ト SEAPを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNA（ 先 の 実 施 例 に 記 載 ） を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て
用 い て 、 イ ン ビ ボ で の 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る 。 PLG微 粒 子 内 に プ ラ ス ミ ド DNAと 共 に 賦 形 剤
を 封 入 す る 。 賦 形 剤 は 、 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 メ リ チ ン 、 マ ガ イ ニ ン I、 ス ト レ
プ ト リ ジ ン O； Sigma, Inc.、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 、 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 L62； B
ASF, Inc.、 バ ー ジ ニ ア 州 、 シ ャ ー ロ ッ ト ） 、 ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂
質 A； Sigma, Inc.、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 、 生 物 学 的 利 用 能 促 進 剤 （ 例 え ば 、 ビ タ
ミ ン Eポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ス ク シ ネ ー ト 、 Eastman Chenical, Inc.、 テ ネ シ ー 州 、 キ
ン グ ズ ポ ー ト ） 、 荷 電 重 合 体 （ 例 え ば 、 ポ リ (ア ミ ド ア ミ ン )（ PAMAM） ； Dendritech, Inc
； ミ シ ガ ン 州 、 ミ ッ ド ラ ン ド ） 、 ポ リ (グ ル タ ミ ン 酸 )（ Polysciences, Inc.、 ペ ン シ ル ベ
ニ ア 州 、 ウ ォ リ ン ト ン ） 、 ま た は 荷 電 脂 質 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ま た は 臭
化 セ チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ； Sigma, Inc.、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） の い ず れ
か で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 微 粒 子 を 合 成 し 、 実 施 例 1の よ う に 特 徴 解 析 を 行 っ た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 含 む 水 相 中 に 約
0.1～ 50パ ー セ ン ト の 賦 形 剤 が 溶 解 し た 後 に 、 一 次 乳 濁 液 を 調 剤 す る 。 水 に 溶 解 し な い 賦
形 剤 （ 例 え ば メ リ チ ン ） は 有 機 塩 化 メ チ レ ン 相 中 に 溶 解 す る 。 実 施 例 1に 記 載 し た よ う に
、 選 択 し た 賦 形 剤 を 含 む 微 粒 子 を 物 理 化 学 的 特 性 に つ い て 解 析 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 マ ウ ス （ C57BL/6、 雌 、 4～ 6週 齡 ） の 筋 肉 内 に 、 pDNA 50μ gお よ び 選 択 し た 賦 形 剤 を 含
む 微 粒 子 を 一 度 だ け 注 射 す る （ n=8/群 ） 。 賦 形 剤 な し の DNA含 有 PLG粒 子 お よ び 生 理 食 塩 水
を 注 射 し た マ ウ ス を 適 切 な 対 照 と す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 供 す る 群 に つ い て は 、
微 粒 子 の 注 射 後 直 ち に マ ウ ス 筋 肉 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン は 実 施 例 1に 記 載 す る よ う に 行 う 。 所 定 の 時 点 で マ ウ ス の 眼 窩 後 か ら 採 血 し 、 遠 心 分 離
に よ り 血 清 を 分 離 す る 。 所 定 の 時 間 で 血 清 中 の 生 理 活 性 SEAPレ ベ ル を 測 定 し 、 図 1の よ う
に ナ ノ グ ラ ム SEAP/ml対 日 数 で プ ロ ッ ト す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】

　 実 施 例 1の よ う に 、 ヒ ト SEAPを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAを レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 用 い
て イ ン ビ ボ で の 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る 。 他 の 試 薬 は 実 施 例 1に 記 載 の と お り で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 プ ラ ス ミ ド を 含 む 微 粒 子 を 合 成 し 、 実 施 例 1の よ う に 特 徴 解 析 を 行 っ た 。 本 明 細 書 で 合
成 し た 微 粒 子 を 、 1% w/vの 選 択 し た 賦 形 剤 を 含 む 水 溶 液 中 で 復 元 す る 。 水 溶 液 中 に 溶 解 ま
た は 懸 濁 ま た は 乳 化 し た 賦 形 剤 は 、 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 マ ガ イ ニ ン I、 ス ト レ
プ ト リ ジ ン O； Sigma, Inc.、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 、 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 L62、
分 子 量 2000 Da； BASF, Inc.、 バ ー ジ ニ ア 州 、 シ ャ ー ロ ッ ト ） 、 ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、
モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A； Sigma, Inc.、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 、 生 物 学 的 利 用 能 促 進
剤 （ 例 え ば 、 peg化 ビ タ ミ ン E； Eastman Chenical, Inc.） 、 荷 電 重 合 体 （ 例 え ば 、 ポ リ (
ア ミ ド ア ミ ン )（ PAMAM） ； Dendritech, Inc） 、 ポ リ (グ ル タ ミ ン 酸 )（ Polysciences, Inc
.） 、 荷 電 脂 質 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は CTAB； Sigma, Inc.、 ミ ズ ー リ 州
、 セ ン ト ル イ ス ） 、 ま た は ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )-ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ
ノ ー ル ア ミ ン （ PEG-DSPE； Genzyme Corp.、 ケ ン ブ リ ッ ジ ） の い ず れ か で あ る 。 実 施 例 1に
記 載 し た よ う に 、 微 粒 子 を 物 理 化 学 的 特 性 に つ い て 解 析 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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実 施 例 5： ア ジ ュ バ ン ト 、 細 胞 溶 解 性 ペ プ チ ド 、 荷 電 重 合 体 、 荷 電 脂 質 、 生 物 学 的 利 用 能
促 進 剤 、 ま た は 界 面 活 性 剤 を 含 む 溶 液 中 で 復 元 し た 微 粒 子 を 介 し て の 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
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　 マ ウ ス （ C57BL/6、 雌 、 4～ 6週 齡 ） の 筋 肉 内 に 、 選 択 し た 賦 形 剤 中 の pDNA 50μ g含 む 微
粒 子 を 一 度 だ け 注 射 す る （ n=8/群 ） 。 賦 形 剤 の 非 存 在 下 で 懸 濁 し た DNA含 有 PLG粒 子 お よ び
生 理 食 塩 水 を 注 射 し た マ ウ ス を 適 切 な 対 照 と す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 供 す る 群 に
つ い て は 、 微 粒 子 の 注 射 後 直 ち に マ ウ ス 筋 肉 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る 。 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン は 実 施 例 2に 記 載 す る よ う に 行 う 。 所 定 の 時 点 で マ ウ ス の 眼 窩 後 か ら 採 血 し
、 遠 心 分 離 に よ り 血 清 を 分 離 す る 。 実 施 例 2に 記 載 し た よ う に SEAPア ッ セ イ を 行 う 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ ODN） （ 分 子 量 7500 g/モ ル 、 22-mer ； Oligos, Etc.、 オ
レ ゴ ン 州 、 ウ ィ ル ソ ン ビ ル ） を 微 粒 子 内 に 封 入 し た 。 他 の 材 料 お よ び 装 置 は す べ て 実 施 例
1に 記 載 の と お り で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 10.6 mgを 1.6 mlの TE pH 8.0（ ト リ ス 10 mM、 EDTA、 1 mM） /
303 mMシ ョ 糖 緩 衝 液 、 pH 8.0に 溶 解 し た 。 内 径 16 mmホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 備
え た Silverson SL2Tミ キ サ ー （ Silverson Machines Inc.； マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 イ ー ス
ト ロ ン グ メ ド ウ ） を 用 い て 、 塩 化 メ チ レ ン 17 ml中 で PLG 1gと 共 に ホ モ ジ ナ イ ズ す る こ と
に よ り こ の 溶 液 を 乳 化 し た 。 有 機 PLG層 へ の 水 性 DNA溶 液 の 添 加 は 、 外 界 温 度 に お い て 20秒
間 で 起 こ っ た 。 水 /油 乳 濁 液 を 4分 間 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 さ ら に 塩 化 メ チ レ ン 18 mlを ホ
モ ジ ネ ー ト に 添 加 し た 。 さ ら に 30秒 間 、 乳 濁 液 の ホ モ ジ ナ イ ズ を 行 っ た 。 次 に 、 イ ン ラ イ
ン ミ キ サ ー を 装 着 し た L4Rホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 1 w/v % PVAお よ び 303 mMシ ョ 糖 を 含
む 水 溶 液 （ PVA、 Sigma Inc、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 1リ ッ ト ル を 連 続 フ ロ ー し て 600
0 RPMで 2.5分 間 乳 濁 液 を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 w/o/w乳 濁 液 を 37℃ で 2.5時 間 撹 拌 し た 後 、 遠
心 分 離 に よ り （ 25℃ 、 10分 間 、 2500 RPM） 回 収 し た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を 脱 イ オ ン
（ dI） 水 中 に 再 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 再 度 室 温 で 1500 RPMで 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 廃 棄 し て ペ
レ ッ ト を 脱 イ オ ン 水 中 に 再 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 減 圧 下 （ <10 mm Hg） で 12時 間 凍 結 乾 燥 し
、 白 い 凝 結 粉 末 を 得 た 。 凍 結 乾 燥 品 を 含 む バ イ ア ル を 窒 素 下 で 密 封 し た 。 -20℃ で こ の 粉
末 を 保 存 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 微 粒 子 2.5 mgを 200μ lの TE緩 衝 液 、 pH 8.0中 で 復 元 し 、 凝 集 に つ い て 試 験 し た 。 復 元 し
た 微 粒 子 の 粒 度 測 定 は 、 Coulter Multisizer II（ Beckman Coulter） で 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 ク ロ ロ ホ ル ム 500μ lを 添 加 し 、 重 合 体 微 粒 子 を 溶 解 し た 。 二 相 溶 液 を 室 温 で 90分 間 反 転
回 転 さ せ 、 ODNの 水 層 へ の 抽 出 を 促 進 し た 。 オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト の 濃 度 （ μ g/mg）
は 、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム を 用 い て HPLCに よ り 測 定 し た （ Tosohaas DNA-NPR、 λ =260 nmで
の UV検 出 ） 。 0.7 ml/分 の 移 動 相 Aで 、 外 界 温 度 に て カ ラ ム を 一 晩 平 衡 化 し た 。 こ の 方 法 は
、 25 mM NH4Ac（ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム ） 、 25% ACN（ ア セ ト ニ ト リ ル ） 、 pH 8を 含 有 す る 移 動
相 Aお よ び 25 mM NH4Ac、 25% ACN、 500 mM NaOCl4（ 過 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 pH 8を 含 有 す
る 移 動 相 Bを 含 ん だ 。 分 析 物 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 を 定 量 す る た め 、 以 下 の 勾 配
を 利 用 し た ：
【 ０ １ ７ ４ 】
　 （ 表 ４ ） 　 HPLC勾 配 法
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 0、 5、 10、 25、 50、 お よ び 100μ g/mlの 検 量 線 を 作 製 し 、 線 形 回 帰
か ら %RSDを 算 出 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 の オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 0、 10、 50、 100μ g/mlで 作 製 し た 検 量
線 に 基 づ き 、 破 裂 の 割 合 を 算 出 し た 。 破 裂 し た DNAを 、 室 温 で 復 元 し た 後 に 生 理 食 塩 溶 液
中 に 放 出 さ れ る 表 面 近 傍 の ODNと 定 義 す る 。 微 粒 子 約 2.5 mgを マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 秤 量 し
た （ n=2） 。 生 理 食 塩 水 1 mlを 微 粒 子 に 添 加 し 、 粒 子 を 穏 や か に 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 室 温
で 5分 間 反 転 回 転 さ せ た 後 、 試 料 チ ュ ー ブ を 3000 RPMで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 各 試 料 か ら
上 清 800μ lを 採 取 し た 。 上 清 800μ lを 凍 結 乾 燥 す る こ と に よ り 、 破 裂 試 料 を 濃 縮 し た 。 凍
結 乾 燥 し た 粉 末 を milliQ水 100μ l中 で 復 元 し 、 HPLC解 析 の た め に 調 製 し た 。 先 に 記 載 し た
方 法 に 従 い 、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム を 用 い て 高 速 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り オ リ ゴ ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト 濃 度 （ μ g） を 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 1時 間 目 、 1日 目 、 2日 目 、 3日 目 、 4日 目 、 5日 目 、 6日 目 等 の 時 点 に 対 し て 微 粒 子 2.5 mg
（ n=3） を 2 ml丸 底 遠 心 チ ュ ー ブ に 秤 量 し 、 1 mlの ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） /0
.5 mM EDTA、 pH 7.0を 用 い て 復 元 し た 。 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で チ ュ ー ブ を 反 転 回 転
さ せ た 。 各 時 点 で 上 清 800μ lを 回 収 し 、 新 た な PBS 800μ lで 置 換 し た 。 上 清 800μ lを 凍 結
乾 燥 す る こ と に よ り 、 イ ン ビ ト ロ 放 出 試 料 を 濃 縮 し た 。 凍 結 乾 燥 し た 粉 末 を milliQ水 100
μ l中 で 復 元 し 、 HPLC解 析 の た め に 調 製 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】

　 微 粒 子 か ら ODNを 抽 出 し て （ 封 入 抽 出 法 を 参 照 の こ と ） 抽 出 物 を HPLC解 析 す る こ と に よ
り 、 製 剤 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 適 合 性 を 判 定 し た 。 無 傷 の ODNが 時 間 と 共 に 微 粒 子 か
ら 放 出 さ れ た か 否 か を 判 定 す る た め 、 イ ン ビ ト ロ で 放 出 さ れ た ODNの 滞 留 時 間 を 未 調 製 の O
DNと 長 期 に わ た っ て 比 較 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 AMR-1000走 査 型 電 子 顕 微 鏡 を 加 速 電 圧 10 kVで 操 作 し 、 金 ス パ ッ タ 微 粒 子 （ 賦 形 剤 有 り
お よ び 無 し ） の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 （ SEM） を 得 た 。
【 ０ １ ８ ０ 】

　 微 粒 子 の 外 観 は 滑 ら か で あ り 球 状 で あ っ た （ 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る ） 。 表 5は 、 オ リ
ゴ ホ ス ホ チ オ エ ー ト を 含 む 微 粒 子 3バ ッ チ の 物 理 化 学 的 特 性 を 要 約 し た も の で あ る 。 封 入
は HPLC測 定 に よ り 5～ 8μ g/mg PLGで あ っ た 。 破 壊 は HPLC測 定 に よ り <20%で あ っ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 （ 表 ５ ） 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 微 粒 子 の 特 徴 解 析
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【 ０ １ ８ ２ 】
　 微 粒 子 か ら 抽 出 し た ODNの HPLC解 析 に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 単 一 ピ ー ク が 示 さ れ た
こ と か ら 、 微 粒 子 調 剤 行 程 に よ り 薬 剤 が 損 傷 を 受 け な か っ た こ と が 示 唆 さ れ た （ デ ー タ は
示 さ ず ） 。 さ ら に 、 46日 間 に わ た っ て 放 出 さ れ た ODNの 滞 留 時 間 は 未 調 剤 の ODNと 同 等 で あ
り 、 こ の こ と か ら 無 傷 の ODNが 微 粒 子 か ら 放 出 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ た （ デ ー タ は 示 さ ず
） 。 PLG微 粒 子 か ら の ODNの イ ン ビ ト ロ 放 出 に お い て 、 25日 間 で PLG微 粒 子 か ら 累 積 的 に 35%
放 出 さ れ た こ と が 示 さ れ た （ 図 6A） 。 図 6Bは 、 1日 当 た り に 放 出 さ れ た ODNの 、 24日 間 に わ
た る マ イ ク ロ グ ラ ム で の プ ロ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 封 入 ODN（ 例 え ば 、 CPGオ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ） を 含 む 微 粒 子 （ -エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン ） を B型 肝 炎 表 面 抗 原 を 含 む 生 理 食 塩 水 中 で 懸 濁 し 、 Balb/cマ ウ ス に 100μ g ODN/マ
ウ ス お よ び 1μ g B型 肝 炎 表 面 抗 原 /マ ウ ス の 用 量 で 皮 下 注 射 す る （ n=6/群 ） 。 無 菌 食 塩 水
中 に 懸 濁 し た 封 入 ODNお よ び 肝 炎 表 面 抗 原 を Balb/cマ ウ ス に 皮 下 注 射 し た 後 、 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 実 施 例 1に 示 す よ う に 行 う 。 生 理 食 塩 水 を
注 射 し た マ ウ ス （ -エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） を 対 照 と す る 。 注 射 後 様 々 な 時 点 で マ ウ ス
の 眼 窩 後 か ら 採 血 し 、 B型 肝 炎 表 面 抗 原 IgG、 IgG2aレ ベ ル を ELISA法 に よ り 測 定 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 別 の 実 験 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト を 含 む 微 粒 子 を 生 理 食 塩 水 中 で
懸 濁 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 有 り ま た は 無 し で Balb/cマ ウ ス に 1日 用 量 0.1～ 10μ g/kg
/マ ウ ス で 皮 下 注 射 す る 。 注 射 後 様 々 な 時 点 で マ ウ ス の 眼 窩 後 か ら 採 血 す る 。 ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト が 結 合 す る mRNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 下 方 制 御
に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ り （ 例 え ば 、 ELISA法 に よ る ） 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト の 生 物 活 性 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 核 酸 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNAま た は オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ） を 含 む 微 粒 子 を 作 製
し 、 先 の 実 施 例 （ 実 施 例 1お よ び 2） に 記 載 し た 方 法 に よ り 特 徴 解 析 す る 。 リ ン 酸 緩 衝 食 塩
水 、 pH 7.4中 で 、 プ ル ロ ニ ッ ク F127（ 登 録 商 標 ） （ ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )-コ -ポ リ (プ
ロ ピ レ ン オ キ シ ド )-コ -ポ リ (エ チ レ ン オ キ シ ド )、 分 子 量 12000ダ ル ト ン ；  BASF, Inc.、
バ ー ジ ニ ア 州 、 シ ャ ー ロ ッ ト ） 等 の 温 度 感 受 性 重 合 体 の 30% w/v溶 液 を 調 製 す る 。 溶 液 を 4
℃ で 維 持 す る 。 微 粒 子 （ 例 え ば 約 50 mg） を プ ル ロ ニ ッ ク 溶 液 1 ml中 で 復 元 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 局 所 的 投 与 の 例 で は 、 微 粒 子 を 含 む 溶 液 を 低 温 度 で 皮 膚 に ス プ レ ー す る 。 プ ル ロ ニ ッ ク
含 有 溶 液 は 、 皮 膚 と 接 触 し た 際 に （ 37℃ で ） ゾ ル か ら ゲ ル へ 移 行 す る 。 局 所 的 投 与 に 加 え
、 プ ル ロ ニ ッ ク 含 有 溶 液 を 低 温 度 で 注 射 し 、 微 粒 子 を 含 む ゲ ル デ ポ ー 剤 を 形 成 さ せ る こ と
も で き る 。 投 与 形 態 を 問 わ ず 、 微 粒 子 の 投 与 部 位 を 複 数 回 の パ ル ス に よ り エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 DermPulser（ 登 録 商 標 ） エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ
ー 装 置 （ Genetronics, Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン デ ィ エ ゴ ） 等 の 経 皮 EPT用 に 設 計 さ
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れ た 装 置 を 用 い て 行 う 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 核 酸 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNAま た は オ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ） を 含 む 微 粒 子 を 作 製
し 、 先 の 実 施 例 に 記 載 し た 方 法 に よ り 特 徴 解 析 す る 。 微 粒 子 （ 例 え ば 約 50 mg） を 、 リ ン
酸 緩 衝 液 、 pH 7.0中 の 10% w/v P4-SH（ Sunbio Systems、 韓 国 ） 1 ml中 で 復 元 す る 。 次 に
溶 液 1 mlを 、 1 mlの 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 7.5中 の 10% w/v P4-SG（ Sunbio Systems、 韓
国 ） と 混 合 す る 。 微 粒 子 含 有 溶 液 （ P4-SH+P4-SG） を シ リ ン ジ 中 に 吸 引 し 、 投 与 領 域 （ 例
え ば 、 腫 瘍 切 除 ま た は 腫 瘍 切 除 内 ） に 投 与 す る 。 次 に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 投 与 部
位 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 供 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】

　 本 発 明 を そ の 詳 細 な 説 明 と 共 に 記 載 し た が 、 前 述 の 説 明 は 例 証 を 目 的 と す る も の で あ り
、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い こ と は 理 解 さ れ ね ば な ら な い 。 本
発 明 の 他 の 局 面 、 利 点 、 お よ び 変 更 は 、 本 発 明 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ９ 】
【 図 １ 】 SEAPを コ ー ド す る DNAを 含 む 微 粒 子 を 投 与 し た C57/BL6マ ウ ス に お け る 分 泌 型 胚 性
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ SEAP） 血 清 レ ベ ル に 及 ぼ す エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ EPT） の
効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 EPTの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 マ ウ ス に 製 剤 を 筋 肉 内 注 射 し
た 。 生 理 食 塩 水 を 与 え た 対 照 マ ウ ス は 、 試 験 し た ど の 時 点 に お い て も SEAP発 現 に つ い て 陰
性 で あ っ た （ <0.3ng/ml） 。 7日 目 （ 黒 棒 ） 、 21日 目 （ 白 棒 ） 、 49日 目 （ 薄 い 灰 色 の 棒 ） 、
90日 目 （ 濃 い 灰 色 の 棒 ） 、 200日 目 （ ダ イ ヤ モ ン ド 柄 の 棒 ） 、 お よ び 300日 目 （ 斜 線 棒 ） に
血 清 試 料 を 試 験 し た 。
【 図 ２ 】 SEAPを コ ー ド す る DNAを 含 む 微 粒 子 を x軸 に 示 す よ う に 用 量 30、 10、 お よ び 3μ gで
投 与 し た Balb/cマ ウ ス に お け る 7日 目 の 分 泌 型 SEAP血 清 レ ベ ル に 及 ぼ す EPTの 効 果 を 示 す グ
ラ フ で あ る 。 7日 目 に 血 清 SEAPレ ベ ル を 試 験 し た 。 EPTの 非 存 在 下 で 微 粒 子 を （ 黒 棒 ） 、 EP
Tと 併 用 し て 微 粒 子 を （ 斜 線 棒 ） 、 お よ び 生 理 食 塩 水 を （ 白 棒 ） 注 射 し た マ ウ ス の デ ー タ
を 示 す 。 ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 を 用 い て P値 を 算 出 し た （ * P=0.004、 30μ g； * * P=0.0009
、 10μ g； * * * P=0.0004、 3μ g） 。
【 図 ３ 】 注 射 後 23日 目 に お け る Balb/cマ ウ ス 血 清 中 の β -gal特 異 的 IgG力 価 に 及 ぼ す EPTの
効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 30お よ び 10μ g用 量 で β -galを コ ー ド す る 封 入 DNAを マ ウ ス に 注
射 し た 。 各 群 の 平 均 力 価 を y軸 に 、 製 剤 を x軸 に 示 す 。 デ ー タ は 、 5匹 の マ ウ ス の 平 均 値 ±
標 準 誤 差 （ SE） と し て 表 す 。 EPTの 非 存 在 下 で β -galを コ ー ド す る 封 入 DNAを 受 け 取 っ た 群
（ 黒 棒 ） 、 お よ び EPTと 共 に 封 入 DNAを 受 け 取 っ た 群 （ 白 棒 ） に つ い て の 力 価 を 示 す 。 ス チ
ュ ー デ ン ト の t検 定 を 用 い て P値 を 算 出 し た （ * P=0.006、 30μ g； * * P=0.0009、 10μ g） 。
【 図 ４ 】 β -galを コ ー ド す る DNAを 封 入 し た 微 粒 子 で 免 疫 し て か ら 6週 間 後 の Balb/cマ ウ ス
（ n=群 当 た り 5） の プ ー ル し た 脾 臓 か ら 誘 発 さ れ た IFN-γ ス ポ ッ ト 形 成 細 胞 （ SFC） の 数 に
及 ぼ す EPTの 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 IFN-γ SFCの 数 /10 6 個 の CD3+ T細 胞 を y軸 に 示 す 。
各 群 は 、 EPTの 非 存 在 下 で 封 入 DNAを （ 黒 棒 ） 、 EPTと 共 に 封 入 DNAを （ 斜 線 棒 ） 、 ま た は 生
理 食 塩 水 （ 白 棒 ） を 受 け 取 っ た 。
【 図 ５ 】 GT20 P4-AM/P4-SG重 合 体 ネ ッ ト ワ ー ク 製 剤 を 筋 肉 内 注 射 し た マ ウ ス の 血 清 SEAPレ
ベ ル に 及 ぼ す EPTの 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 各 群 は 、 EPTな し で 製 剤 を （ GT20） 、 EPTあ
り で 製 剤 を （ GT20+EPT） 、 ま た は 生 理 食 塩 水 を 受 け 取 っ た 。 血 清 SEAPレ ベ ル は 投 与 し て か
ら 7日 目 に 測 定 し た 。
【 図 ６ 】 図 6Aお よ び 6Bは PLG微 粒 子 か ら の CPGオ リ ゴ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ ODN） の イ ン ビ
ト ロ 放 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 6Aは 、 PLG微 粒 子 か ら 放 出 さ れ た 累 積 ODNの 割 合 を 時 間 の
関 数 と し て 示 す 。 図 6Bは 、 PLG微 粒 子 か ら 放 出 さ れ た ODNの 量 （ μ g） を 時 間 の 関 数 と し て
示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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