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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）少なくとも２つの別個の生体適合性脂質系及び／又はポリマー系ナノ粒子と（ii
）少なくとも１つの医薬化合物との組み合わせに特徴付けられる治療的又は予防的方法用
の医薬であって、該少なくとも２つの生体適合性ナノ粒子各々の最長の寸法が４nmと５０
０nmとの間であり、第１の生体適合性ナノ粒子の表面電荷が負でありかつ－１０mV未満で
あり、そして、第２の生体適合性ナノ粒子又は任意の更なる生体適合性ナノ粒子の表面電
荷が負でありかつ該第１の生体適合性ナノ粒子の負の表面電荷に対して少なくとも１０mV
の差を有し、該方法が、該少なくとも１つの医薬化合物を被験体に投与する工程と、該少
なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子を投与する別個の工程とを含み、該少なくとも
２つの別個の生体適合性ナノ粒子が、該少なくとも１つの医薬化合物とは別々に、該少な
くとも１つの医薬化合物の前の５分超～２４時間との間で該被験体に投与され、そして、
該生体適合性ナノ粒子が医薬化合物としては用いられない、医薬。
【請求項２】
　前記少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子が、前記医薬化合物を必要としている
前記被験体に、更なる別個の工程で別々に、又は同時に投与されるべきものである、請求
項１記載の医薬。
【請求項３】
　前記少なくとも２つの生体適合性ナノ粒子が、前記少なくとも１つの医薬化合物を必要
としている被験体に別々に又は同時に、及び該医薬化合物の前の５分超～２４時間との間
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で、投与される、請求項１又は２記載の医薬。
【請求項４】
　前記少なくとも２つのナノ粒子各々が、更に、生体適合性コーティングで覆われている
、請求項１～３のいずれか一項記載の医薬。
【請求項５】
　前記少なくとも１つの医薬化合物の標準的な治療用量によってもたらされる治療上の有
益性及び毒性と比較した場合、前記少なくとも２つの生体適合性ナノ粒子と該少なくとも
１つの医薬化合物との併用投与が、前記被験体に対して、低減される毒性について該少な
くとも１つの医薬化合物の治療上の有益性を維持するか、或いは同等の又は低減される毒
性について該少なくとも１つの医薬化合物の治療上の有益性を増大する、請求項１～４の
いずれか一項記載の医薬。
【請求項６】
　前記少なくとも１つの医薬化合物の標準的な治療用量と比較した場合、前記少なくとも
２つの生体適合性ナノ粒子と該少なくとも１つの医薬化合物との併用投与が、該投与され
る少なくとも１つの医薬化合物の治療用量を少なくとも１０％低減することを可能しつつ
も、前記被験体に対して、同等の毒性又は低減される毒性について同じ治療上の有益性を
維持するか、或いは、該被験体に対して、同等の又は低減される毒性について治療上の有
益性を増大する、請求項１～４のいずれか一項記載の医薬。
【請求項７】
　前記少なくとも２つのナノ粒子が、前記少なくとも１つの医薬化合物を必要としている
被験体にそれらを投与した後、１時間～６週間以内に、それが投与された該被験体から消
失する、請求項１～６のいずれか一項記載の医薬。
【請求項８】
　前記少なくとも１つの医薬化合物が、生物学的な化合物、低分子の標的化した治療薬、
腫瘍溶解性ウイルス及び細胞傷害性化合物から選択される有機化合物である、請求項１～
７のいずれか一項記載の医薬。
【請求項９】
　前記少なくとも１つの医薬化合物が、抗体、オリゴヌクレオチド及び合成ペプチドから
選択される、請求項１～７のいずれか一項記載の医薬。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つの医薬化合物が、金属のナノ粒子、金属酸化物のナノ粒子、金属硫
化物のナノ粒子及びこれらの任意の混合物から選択される無機化合物である、請求項１～
７のいずれか一項記載の医薬。
【請求項１１】
　前記少なくとも１つの医薬化合物が、担体に封入されているか又は担体に結合されてい
る、請求項１～１０のいずれか一項記載の医薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、（ｉ）少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子と（ii）少なくとも１つ
の目的の化合物（典型的には、少なくとも１つの医薬化合物）との組み合わせを含む、そ
のような少なくとも１つの目的の化合物を必要としている被験体に投与されるための医薬
組成物であって、当該少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子が、当該目的の化合物
の効率を高める、医薬組成物に関する。
【０００２】
　少なくとも２つの生体適合性ナノ粒子は、被験体に逐次的に又は同時に投与され得るが
、少なくとも１つの目的の化合物とは別々に、典型的には、約５分超と約７２時間との間
の間隔で、好ましくは当該少なくとも１つの目的の化合物を当該被験体に投与する前に、
投与される。
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【０００３】
　少なくとも２つの生体適合性ナノ粒子の最長の寸法は、典型的には、約４nmと約５００
nmとの間である。第１の生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値は、少なくとも１０mV（
｜１０mV｜）であり、そして、第２の生体適合性ナノ粒子又は任意の更なる生体適合性ナ
ノ粒子の表面電荷の絶対値は、当該第１の生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値と少な
くとも１０mVの差を有する。
【０００４】
　少なくとも１つの目的の化合物と一緒に少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子を
被験体に併用（典型的には、逐次的に）投与は、標準的な医薬用量で投与した際に当該少
なくとも１つの化合物によってもたらされる医薬上の有益性及び毒性と比較した場合、当
該被験体においてその低減される毒性について当該少なくとも１つの目的の化合物の医薬
上の（即ち、治療上の、予防上の又は診断上の）有益性を維持するか、或いは同等の又は
低減される毒性についてその医薬上の有益性を増大する。
【０００５】
　本発明の医薬組成物は、典型的には、少なくとも１つの目的の化合物における標準的な
医薬用量と比較した場合、投与される当該化合物の医薬用量を少なくとも１０％低減する
ことを可能にしつつも、被験体に対して、同等の毒性（好ましくは低減される毒性）につ
いて同じ医薬上の有益性を維持するか、或いは、被験体に対して、同等の又は低減される
毒性について医薬上の有益性を増大する。
【背景技術】
【０００６】
背景
　安全性及び有効性を確保するために、治療上の化合物は、それを必要としている被験体
において、最適な速度でその標的部位に選択的に送達されることが要求される。
【０００７】
　薬物動態（pK）は、生物に対して外部から投与される物質の成り行きの決定を扱う薬理
学の一分野である。この決定は、十分に長い時間にわたって、好ましくは化合物が排出さ
れるまで、全ての主要な組織における化合物の濃度を測定する工程を含む。薬物動態は、
生物内におけるその吸収及び分布の機構、並びにその化学的変化を含む、インビボにおけ
る化合物の挙動を合理的に説明することが必要とされる。生体が化合物をどのように処理
するかを定量的に説明するキーとなるpKパラメータを得るために、血液中のpKプロファイ
ルを様々なプログラムを用いてフィッティングできる。重要なパラメータは、最高濃度（
Cmax）、半減期（t1/2）、クリアランス、曲線下面積（AUC）及び平均滞留時間（MRT）（
即ち、化合物が生物内に留まる平均時間）を含む。化合物製剤の血液循環の延長が観察さ
れた場合、それは、通常、t1/2の増加、クリアランスの減少、AUCの増加及びMRTの増加に
関連している。pKデータは、多くの場合、最小限の副作用で治療の効率を向上させるため
に、望ましい血中濃度を維持するための最適な用量及び投与計画の決定において用いられ
る。更に、当業者に周知であるとおり、化合物の血中濃度は、ほとんどの場合（典型的に
は、遊離型薬物について）、その有効性及び毒性の両方と相関している。
【０００８】
　治療上の及び予防上の化合物の物理化学的特性は、体内におけるその薬物動態的な及び
代謝的な末路に対して重要な影響を有する。したがって、適切な物理化学的特性を選択す
ることは、このような化合物を設計する場合にキーとなる。しかし、当該化合物は、常に
生物自体によって内因的に提供される訳ではなく、通常、外部から投与されるため、その
所望の薬理学的作用に適合（好ましくは最適化）させるため、その体内分布プロファイル
を最適化しなければならない。
【０００９】
　その標的部位への化合物の送達を最適化するために幾つかのアプローチが研究されてい
る。ストラテジーは、その血中半減期を延長し、その結果、標的部位へのその蓄積を増強
するためのステルス特性を有する治療上の化合物を設計するものである。１つの好都合な
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アプローチは、治療上の化合物にポリエチレングリコール（PEG）を共有結合させること
であり、これは、循環している化合物のインビボにおける半減期（t1/2）を増加させるこ
とが証明されており、インビボにおける半減期の増加レベルは、化合物の性質及びコーテ
ィングの性質に部分的に依存して変動する。また、被験体の体内におけるその体内分布プ
ロファイルを改変することによって薬物の治療上の有効性を増強するために、リポソーム
、エマルジョン又はミセル等の薬物担体が開発されている。
【００１０】
　しかし、治療上の化合物の体内分布における選択性の欠如は、依然として懸念事項であ
る。現在のところ、不良な薬物動態及び高い毒性が、治療上の化合物の開発における失敗
の大きな原因である。
【００１１】
　例として、ガンの処置の状況においては、ガン細胞を死滅させるために生体の必須機能
を意図的に阻害することによって、正常細胞において毒性が生じ、そして、臨床医は、可
能な処置域を見出すために、用量反応、及び腫瘍と正常組織との間の治療上の化合物の分
布の差を当てにしなければならない。注目すべきことに、肝毒性は、依然として、肝臓に
おける薬物誘発性の細胞傷害の直接的及び間接的機構に起因して、医薬の開発及び臨床使
用から薬物を撤退させる主な理由となっている。
【００１２】
　薬物担体等のナノ粒子状の化合物について提案されたアプローチ（非特許文献１）は、
デコイの担体を予め注入して細網内皮系（RES）の貪食能を低減させ、飽和させ又は不活
にさえすることである。また、障害又は遮断は、オプソニン分子の血漿レベルの減少に関
連し得る。試験粒子を投与する前に、特定の剤、例えば、脂肪酸のアルキルエステル、硫
酸デキストラン、希土類元素の塩（例えば、GdCl3）、薬物担体（空であるか又はクロド
ロン酸が封入されているかのいずれか）を静脈内投与すると、クッパー細胞の取り込みに
おいて中程度～劇的な低減をもたらすことが示されている。
【００１３】
　例えば、非特許文献２の著者らは、彼らのナノ粒子「CREKA-SPIO」のクリアランスにお
けるRESの役割を報告した。最初の実験では、静脈内（IV）注射された「CREKA-SPIO」ナ
ノ粒子が、MDA-MB-435乳ガン異種移植片において有効に蓄積されないことを示した。対照
的に、RES組織において高濃度の粒子がみられた。リポソーム性のクロドロン酸により肝
臓内のRESマクロファージを枯渇させることによって、それらの粒子の半減期が５倍延長
されることを、彼らは見出した。しかし、クロドロン酸の剤は、肝臓由来の及び脾臓由来
のマクロファージのアポトーシスを誘導し、そして、これは、マクロファージの枯渇が免
疫抑制及び感染に関連するリスクを増大させるので、全体的に有害であると考えられる。
第２の実験では、著者らは、酸化鉄及びNi（II）が類似の血漿オプソニンを誘引し、した
がって、Ni－リポソームが全身循環においてそれらを枯渇させ得ると仮定して、有望なデ
コイ粒子としてキレート化したNi（II）でコーティングされたリポソームについて試験し
た。実際、静脈内（IV）注射されたNi－リポソームは、CREKA-SPIOナノ粒子を注射する５
分前又は４８時間前に投与しようと、ナノ粒子の血中半減期を５倍増加させることを可能
にする。しかし、腫瘍マウスにおいて死亡を引き起こす高い毒性が観察された。Ni－リポ
ソームの代わりにプレーンリポソームについても試験した。しかし、Ni－リポソームと比
較した場合、毒性は低減するが、プレーンリポソームは、それらよりもはるかに効果が低
かった。実際、血中半減期は、約２倍しか増加しなかった。
【００１４】
　特許文献１は、典型的には、超音波に又はＸ線に曝露する状況、或いは磁気共鳴画像法
（MRI）の状況、並びに治療の状況において、被験体における標的部位に所望の剤を選択
的に投与する方法に関する。記載された当該方法の目的は、デコイ不活性担体の同時投与
により具体的に投与される剤の総用量を低減しながら、目的の剤の効率を改善し又は維持
することである。
【００１５】
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　記載された当該発明は、確率ベース（probability-based）のアプローチを使用する。
標的化した目的の剤によってRES系の回避を促し、それによって所望の部位における目的
の剤の取り込みを改善することを可能とするために、類似の物理的特徴を示す標的化した
目的の剤（「活性組成物」中に存在）と共に標的化していない不活性な剤（「不活性担体
」）を共投与（co-administrated）（即ち、「実質的に同時に」）する。このアプローチ
によって、目的の剤への患者の曝露が少なくなり、そして、結果として、目的の剤の投与
量当たりのコストが低くなる。活性組成物及びデコイ不活性担体は、互いから５分以内に
（好ましくは互いから２分以内に）又はそれよりも短くでさえ投与される。このアプロー
チは、所望の場所を標的とするビヒクルの存在下で供給された場合、大過剰の非標的化「
担体」又は「デコイ」ビヒクルの存在と、過剰のこのデコイ担体と標的化された目的の剤
とが細網内皮系による取り込みについて競合する確率と、に依拠している。RESによって
捕捉される粒子の半減期は、用量依存性である（即ち、粒子の循環半減期は、投与量が増
加するにつれて増加する）。高い投与量に関連するクリアランスの遅さは、投与される目
的の剤の用量を減少させることを可能とする、剤全体の高濃度での維持に好都合であると
考えられる。言い換えれば、その全体的な高い投与量に起因する剤全体の半減期の増加は
、特許文献１の著者らによれば、標的化した剤にとって有益であるはずである。このアプ
ローチが必要とする要件は、それぞれの組成がどのようなものあろうと、RESにおけるそ
のクリアランス特性に関して、活性剤及び不活性剤が似たように挙動することである。
【００１６】
　このアプローチでは、血中に存在する剤の全体量を増加させ、そして、その結果として
、血中半減期を延長させるために、不活性剤及び活性剤の準同時（quasi-concomitant）
注射が要求される。確率ベースのアプローチに明確に依拠するこのようなストラテジーは
、不活性剤に勝る利点を活性剤に付与することによって標的部位におけるその良好な蓄積
を達成させるために、活性剤と標的化した剤との会合が必ず要求される。更に、準同時注
射に起因して、活性組成物の目的の用途に応じた不活性担体の具体的な設計が要求され得
る。
【００１７】
　特許文献２は、気体が充填されたマイクロビシクル（典型的には、少なくとも０．５μ
mのサイズを有する）とマイクロビシクルに会合する成分（約１００nm未満のサイズを有
する）とを含む集合体に関する。得られた集合体は、診断的に及び／又は治療的に活性な
製剤において医薬の活性成分として使用される。２つの成分（即ち、気体が充填されたマ
イクロビシクルとマイクロビシクルに会合する成分）は、典型的には、標的化した超音波
イメージングを含む超音波造影イメージング、超音波によって媒介される（ultrasound-m
ediated）薬物送達及び他のイメージング技術の分野において、イメージングを増強する
ために、同時に投与される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１８】
【特許文献１】国際公開第２００５／０８６６３９号
【特許文献２】国際公開第２００５／０６３３０５号
【非特許文献】
【００１９】
【非特許文献１】Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems. 1994, 11(1
):31-59
【非特許文献２】Biomimetic amplification of nanoparticle homing to tumors, PNAS 
2007
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　先行技術から明らかなとおり、そして、長期の医療上の必要性にもかかわらず、その許
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容できない毒性に又はその不都合な薬物動態パラメータに起因して患者において効果的に
使用することができていない化合物（治療上の、予防上の及び診断上の化合物を含む）の
改良は、依然として懸念事項である。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
詳細な説明
　本発明は、治療の、予防の又は診断の状況におけるその（それらの）意図された用途が
何であれ、目的の化合物（本明細書中では単に「化合物」とも特定される）又は目的の化
合物の組み合わせの効率を最適化することを、ここに可能とする。（ｉ）少なくとも２つ
の別個の生体適合性ナノ粒子と（ii）少なくとも１つの目的の化合物（典型的には、少な
くとも１つの医薬化合物（即ち、治療上の、予防上の又は診断上の化合物））との組み合
わせである本明細書中に記載の組成物は、当該少なくとも１つの目的の化合物の薬物動態
パラメータを最適化し、そして、その結果として、例えばその許容できない毒性が原因で
他の方法では開発することができなかったであろう治療上の化合物の開発を、ここに可能
にする。典型的には、当該生体適合性ナノ粒子は、例えば、医薬化合物等として（即ち、
治療上の、予防上の又は診断上の化合物として）は用いられない。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】化合物のサイズ（最長の寸法）に応じた、血液循環から治療上の化合物を除去す
るために可能となる経路の概略的な図。
【図２】MDA-MB-231-lucD3H2LN異種移植片における（ｉ）実施例２の少なくとも２つの生
体適合性ナノ粒子と（ii）Dox-NP（登録商標）とを含む医薬組成物の処置スケジュールの
略図。
【図３】Ｌ－グルタミン酸Ｎ－（３－カルボキシ－１－オキソプロピル）－１，５－ジヘ
キサデシルエステル（ＳＡ－脂質）の化学式。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本発明の典型的な組成物（本明細書中では、一般的に「医薬組成物」と特定される）は
、（ｉ）少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子と（ii）少なくとも１つの化合物（
「目的の化合物」）との組み合わせを含む組成物であって、当該少なくとも２つの生体適
合性ナノ粒子各々の最長の又は最大の寸法が、典型的には、約４nmと約５００nmとの間で
あり、第１の生体適合性ナノ粒子（本明細書中では「第１の」生体適合性ナノ粒子とも特
定される）の表面電荷の絶対値が、少なくとも１０mV（｜１０mV｜）であり、そして、第
２の生体適合性ナノ粒子（本明細書中では「第２の」生体適合性ナノ粒子とも特定される
）又は任意の更なる生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値が、当該第１の生体適合性ナ
ノ粒子の表面電荷の絶対値と少なくとも１０mVの差を有する、組成物である。
【００２４】
　典型的には、（少なくとも２つの異なる）生体適合性ナノ粒子と目的の化合物との比は
、０．１／１と１０００／１との間又は０．５／１と１０００／１との間、好ましくは０
．５／１と５００／１との間、更により好ましくは０．５／１と３００／１との間である
。
【００２５】
　用語「約」及び「およそ」とは、値（例えば、ナノ粒子のサイズ又は時間の間隔等）に
関連する場合、示された値との差異（それは、当業者に小さな差異であると理解されるで
あろう）が、それが関連する対象事項（subject-matter）の特性に実質的に影響を与えず
、そして、対象事項が、依然として請求項に係る発明の精神内にあることを示す。
【００２６】
　本発明の好ましい目的は、（ｉ）少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子の及び（
ii）少なくとも１つの医薬化合物の組み合わせを含む医薬組成物であって、当該少なくと
も２つの生体適合性ナノ粒子各々の最長の又は最大の寸法が約４nmと約５００nmとの間で
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あり、第１の生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値が少なくとも１０mV（｜１０mV｜）
であり、そして、第２の生体適合性ナノ粒子又は任意の更なる生体適合性ナノ粒子の表面
電荷の絶対値が、当該第１の生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値と少なくとも１０mV
の差を有し、当該組成物が、当該少なくとも１つの医薬化合物を必要としている被験体へ
の当該少なくとも１つの医薬化合物の投与とは別々に（典型的には、５分超と約７２時間
と間の間隔で）、当該被験体に当該少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子を投与す
るために使用されるものであり、そして、当該生体適合性ナノ粒子が医薬化合物等として
は用いられない、医薬組成物である。
【００２７】
　少なくとも１つの化合物の標準的な医薬用量によってもたらされる医薬上の有益性及び
毒性と比較した場合、本発明の組成物を通じた、少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ
粒子の及び当該少なくとも１つの目的の化合物の被験体への併用投与は、典型的には、当
該被験体に対して、その低減される毒性について当該少なくとも１つの化合物の同じ医薬
上の（即ち、治療上の、予防上の又は診断上の）有益性を可能にする（維持する）か、或
いは、当該被験体に対して、その同等の又は低減される毒性（好ましくは低減される毒性
）について当該少なくとも１つの化合物の医薬上の有益性を増大する。
【００２８】
　本発明の医薬組成物は、典型的には、化合物の標準的な医薬用量と比較した場合、当該
投与される少なくとも１つの医薬（即ち、治療上の、予防上の又は診断上の）化合物の用
量を少なくとも１０％、好ましくは少なくとも１５％低減することを可能にしつつも、（
ｉ）被験体に対して、同等の毒性（好ましくは低減される毒性）について同じ医薬上の有
益性を維持するか、或いは、（ii）当該被験体に対して、同等の毒性又は低減される毒性
について医薬上の有益性を増大する。
【００２９】
　粒子の形状は、その「生体適合性」に影響を及ぼし得るため、かなり均質な形状を有す
る粒子が本明細書中では好ましい。したがって、薬物動態的な理由から、本質的に球形の
／円形の又は卵形の形状であるナノ粒子が好ましい。また、このような形状は、ナノ粒子
が細胞と相互作用したり、又は細胞に取り込まれたりするのに好都合である。球形の／円
形の形状が特に好ましい。
【００３０】
　本発明の要旨において、用語「ナノ粒子」とは、ナノメートル範囲のサイズ、典型的に
は、約１nmと約５００nmとの間、好ましくは約４nmと約５００nmとの間、約４と約４００
nmとの間、約３０nmと約３００nmとの間、約２０nmと約３００nmとの間、約１０nmと約３
００nmとの間、例えば、約４nmと約１００nmとの間、例えば、約１０nmと、１５nmと又は
２０nmと約１００nmとの間、或いは約１００nmと約５００nmとの間、典型的には、約１０
０nmと約３００nmとの間を有する生成物、特に、合成生成物を指す。
【００３１】
　用語「ナノ粒子のサイズ」、「ナノ粒子の最大サイズ」及び「ナノ粒子の最長サイズ」
とは、本明細書中では、典型的には球形の／円形の又は卵形の形状である場合、「ナノ粒
子の最長の又は最大の寸法」又は「ナノ粒子の直径」を指す。透過型電子顕微鏡（TEM）
又はCryo-TEMは、ナノ粒子のサイズを測定するために使用され得る。同様に、動的光散乱
法（DLS）は、溶液中のナノ粒子の流体力学的直径（hydrodynamic diameter）を測定する
ために使用され得る。これら２つの方法は、更に、サイズを確認するために、DLSによっ
て測定されたナノ粒子の流体力学的直径と、TEM又はCryo-TEMによって測定されたナノ粒
子のサイズとを比較するように交互に使用され得る。好ましい方法は、DLS（Internation
al Standard ISO22412 Particle Size Analysis - Dynamic Light Scattering, Internat
ional Organisation for Standardisation (ISO) 2008を参照）である。
【００３２】
　本発明の状況において使用可能とするために、「第１の」生体適合性ナノ粒子における
絶対的な静電気の表面電荷（electrostatic surface charge）（本明細書中では「電荷」
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又は「表面電荷」とも特定される）は少なくとも｜１０mV｜（絶対値）（好ましくはこれ
よりも高く）であり、そして、「第２の」生体適合性ナノ粒子又は任意の更なる生体適合
性ナノ粒子の表面電荷の値は、当該「第１の」生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値と
少なくとも１０mVの差を有していなければならない。ナノ粒子の表面電荷は、典型的には
、ナノ粒子濃度０．２と１０g/Lとの間で、pH６と８との間で、そして、典型的には水性
媒体中の電解質濃度０．００１と０．２Mとの間（例えば、０．０１M又は０．１５M）で
、水性媒体中におけるゼータ電位測定によって決定される。
【００３３】
　典型的には、本発明の「第１の」生体適合性ナノ粒子は、少なくとも｜１０mV｜（即ち
、－１０mV未満又は＋１０mVを超える）、例えば、－１２mVと又は－１５mVと－２０mVと
の間未満の、或いは＋１２mVと又は＋１５mVと＋２０mVとの間を超える（典型的には、－
１５mV未満又は＋１５mVを超える）静電気の表面電荷を有する。「第２の」生体適合性ナ
ノ粒子又は任意の更なる生体適合性ナノ粒子は、当該第１の生体適合性ナノ粒子の表面電
荷の絶対値と少なくとも１０mVの（正の又は負の）差を有する。好ましくは、本発明の「
第１の」生体適合性ナノ粒子は、１０mVを超える電子の表面電荷の絶対値（「表面電荷の
絶対値」）を有し、当該電荷は、更により好ましくは、負電荷である。
【００３４】
　少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子における複合特性、サイズ及び表面電荷に
よって、当該少なくとも２つの異なるナノ粒子の血液循環を短縮することを可能にする。
したがって、本発明の少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子及び目的の化合物を逐
次的に投与することによって、当該少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子と当該目
的の化合物との共循環（co-circulation）が無くなること又は限定的な共循環が達成され
る。したがって、当該少なくとも１つの化合物の標準的な医薬用量によってもたらされる
医薬上の有益性及び毒性と比較した場合、当該少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒
子における複合特性、サイズ及び表面電荷は、当該目的の化合物を安全に使用することを
可能にしつつも、被験体に対して、その低減される毒性について当該少なくとも１つの化
合物の同じ医薬上の（即ち、治療上の、予防上の又は診断上の）有益性を可能する（維持
する）か、或いは、言い換えれば、当該被験体に対して、その同等の又は低減される毒性
（好ましくは低減される毒性）について当該少なくとも１つの化合物の医薬上の有益性を
増大する。
【００３５】
　本発明の状況において使用可能な少なくとも２つの生体適合性ナノ粒子は全て、有機物
又は無機物のいずれかであり得る。更に、有機ナノ粒子と無機ナノ粒子との混合物を、少
なくとも２つの生体適合性粒子として使用し得る。
【００３６】
　有機物の場合、本発明の医薬組成物中に存在するナノ粒子は、固体－脂質（solid-lipi
d）ナノ粒子等の脂質系ナノ粒子（グリセロ脂質、リン脂質、ステロール脂質等）、タン
パク質系ナノ粒子（本明細書中では「タンパク質－ナノ粒子」とも特定される）（例えば
、アルブミン）、ポリマー系ナノ粒子（「ポリマー性ナノ粒子」）、コポリマー系ナノ粒
子（「コポリマー性ナノ粒子」）、炭素系ナノ粒子、ウイルス様ナノ粒子（例えば、ウイ
ルスベクター）又はこれらの混合物であり得る。
【００３７】
　有機ナノ粒子は、更に、ナノスフィア（プレーンナノ粒子）又はナノカプセル（中空（
hollow）ナノ粒子）（例えば、リポソーム、ゲル、ヒドロゲル、ミセル、デンドリマー等
）であり得る。本明細書中に記載の有機ナノ粒子の混合物も用いられ得る。
【００３８】
　ポリマー又はコポリマーは、天然の又は合成の由来であり得る。
【００３９】
　有機ナノ粒子を調製するために本発明の状況において使用可能な合成の（人工の）及び
天然のポリマー又はコポリマーの例は、ポリ乳酸（PLA）、ポリ（ラクチド－コ－グリコ
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ール）酸（PLGA）、ポリエチレングリコール（PEG）、ポリグラクチン、ポリラクチド、
ポリオキシエチレン脂肪酸エステル、ポリプロピレングリコール、ポリソルベート、ポリ
ビニルアルコール、ポリアクリルアミド、ポリメタクリル酸メチル、ポリシアノアクリル
酸アルキル、ポリ乳酸－コ－グリコール酸、ポリ（アミドアミン）、ポリ（エチレンイミ
ン）、アルギン酸塩、セルロース及びセルロース誘導体のポリマー、コラーゲン、ヒアル
ロン酸、ポリグルタミン酸（PGA）、アクチン、多糖並びにゼラチンから選択され得る。
【００４０】
　無機物の場合、そして、その最長の寸法が、典型的には、約１０nm未満、例えば、約８
nm未満、約７nm未満（典型的には、約７nmと約４nmとの間（例えば、約６nm未満、約５nm
未満又は約４nm未満）を含む）である場合、ナノ粒子は、任意の無機材料からできていて
よい。無機材料は、例えば、ランタニドを含む、メンデレーエフの周期律表の３、４、５
、６族に由来する金属元素を含み得る。ナノ粒子の最長の寸法が、典型的には、約１０nm
未満である場合、ナノ粒子は、集合してより大きな構造になり得る。より大きな構造にな
るナノ粒子の集合は、典型的には、ナノ粒子と生体適合性ポリマー、タンパク質等との間
の相互作用によって誘発され得る。また、より大きな構造は、担体中（典型的には、ゼラ
チン構造（本明細書中では「ゼラチンナノ粒子」とも特定される）等のプレーン担体又は
リポソーム等の中空担体）にナノ粒子を捕捉することによって得られ得る。インビボにお
ける投与後、これらのより大きな構造は、更に、ナノ粒子を放出し得る。
【００４１】
　無機物である場合、及びナノ粒子の最長の寸法が、典型的には少なくとも１０nm（典型
的には、１０と５００nmとの間）である場合、ナノ粒子は、（ｉ）例えば、Mg、Ca、Ba及
びSrから選択される１つ以上の二価の金属元素、（ii）例えば、Fe及びAlから選択される
１つ以上の三価の金属元素、並びに（iii）Siを含む１つ以上の四価の金属元素、のうち
の少なくとも１つを含み得るか、又は、これらであり得る。
【００４２】
　特定の実施態様において、ナノ粒子の無機材料は、（ｉ）例えば、Mg、Ca、Ba及びSrか
ら選択される１つ以上の二価の金属元素、（ii）例えば、Fe及びAlから選択される１つ以
上の三価の金属元素、並びに（iii）Siを含む１つ以上の四価の金属元素から選択される
。
【００４３】
　更なる特定の実施態様において、ナノ粒子の無機材料は、炭酸カルシウム（CaCO3）、
炭酸マグネシウム（MgCO3）、水酸化マグネシウム（Mg(OH)2）、水酸化鉄（Fe(OH)2）、
オキシ水酸化鉄（FeOOH）、酸化鉄（Fe3O4又はFe2O3）、酸化アルミニウム（Al3O4）、水
酸化アルミニウム（Al(OH)3）、オキシ水酸化アルミニウム（AlOOH）及び酸化ケイ素（Si
O2）から選択される。
【００４４】
　本明細書中に記載の組成物において用いられるナノ粒子は、生体適合性である（即ち、
生体組織と適合する）べきである。したがって、それらの組成物によって要求される場合
、ナノ粒子は、使用可能とするために、生体適合性材料でコーティングされる。したがっ
て、本発明の特定の実施態様において、本明細書中で言及されるナノ粒子は生体適合性コ
ーティングで覆われる。
【００４５】
　生体適合性材料は、生物学的な標的と相互作用が可能な剤であり得る。
【００４６】
　ナノ粒子の表面上に正電荷を形成する剤は、例えば、アミノプロピルトリエトキシシラ
ン（aminopropyltriethoxisilane）又はポリリジンから選択され得る。ナノ粒子の表面上
に負電荷を形成する剤は、例えば、リン酸塩（例えば、ポリリン酸塩、メタリン酸塩、ピ
ロリン酸塩等）、カルボン酸塩（例えば、クエン酸塩又はジカルボン酸、特にコハク酸）
又は硫酸塩から選択され得る。
【００４７】
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　特定の実施態様において、「第１の」ナノ粒子の絶対的な電荷が少なくとも１０mV（｜
１０mV｜）であり、そして、第２の生体適合性ナノ粒子又は任意の更なる生体適合性ナノ
粒子の表面電荷の絶対値が、当該第１の生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値と少なく
とも１０mVの差を有する限り、少なくとも２つの異なるナノ粒子は、立体基（steric gro
up）を提示する剤から選択される生体適合性材料でコーティングされ得る。このような基
は、例えば、ポリエチレングリコール（PEG）；ポリエチレンオキシド；ポリビニルアル
コール；ポリアクリラート；ポリアクリルアミド（ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミ
ド））；ポリカルバミド；バイオポリマー；多糖（例えば、デキストラン、キシラン及び
セルロース）；コラーゲン；双性イオン性（switterionic）化合物（例えば、ポリスルホ
ベタイン）；等から選択され得る。
【００４８】
　生体適合性コーティングは、更に、標識剤、典型的には、標準的なイメージング装置を
用いて色の可視化を可能にする剤を含み得る。
【００４９】
　いかなる粒子も存在しないで少なくとも１つの目的の化合物の標準的な医薬（典型的に
は、治療）用量によってもたらされる医薬上の有益性及び毒性と比較した場合、少なくと
も２つの別個の生体適合性ナノ粒子と当該少なくとも１つの目的の化合物とを合わせた併
用投与は、典型的には、当該少なくとも１つの目的の化合物とは別々に（好ましくは、５
分超と約７２時間と間の間隔で）、当該少なくとも１つの目的の化合物を必要としている
被験体に当該少なくとも２つのナノ粒子を（同時に又は別々に）投与した際に、当該被験
体に対して、低減される毒性について当該目的の化合物の医薬上の有益性（即ち、治療上
の、予防上の又は診断上の有益性）、典型的には、治療上の有益性を維持するか、或いは
同等の又は低減される毒性について当該化合物の医薬上の有益性を増大する。
【００５０】
　特定の実施態様において、化合物の標準的な治療用量と比較した場合、少なくとも２つ
の別個の生体適合性ナノ粒子と当該少なくとも１つの目的の化合物との併用投与は、典型
的には、当該少なくとも１つの目的の化合物とは別々に（典型的には、目的の化合物の前
に又は後に（好ましくは前に）、５分超と約７２時間との間の間隔で）、当該少なくとも
１つの目的の化合物を必要としている被験体に投与した際に、当該投与される化合物の治
療用量を少なくとも１０％、好ましくは少なくとも１５％低減することを可能にしつつも
、当該被験体に対して、同等の毒性又は低減される毒性（好ましくは低減される毒性）に
ついて同じ治療上の有益性を維持するか、或いは、当該被験体に対して、当該化合物の同
等の又は低減される毒性について治療上の有益性を増大する。
【００５１】
　特定の実施態様において、ナノ粒子は、幾つかの目的の化合物、典型的には、２つの目
的の化合物と共に投与される。
【００５２】
　ナノ粒子は、目的の化合物を必要としている被験体にそれらを投与した後、典型的には
、１時間～６週間以内（例えば、４週間）、１時間～１ヶ月間以内に（例えば、１時間と
３週間との間、又は１時間と２週間との間、或いは１時間と１週間との間）、これが投与
された被験体から好ましくは消失する。
【００５３】
　ナノ粒子（存在する場合、その生体適合性コーティングを含む）を構成する材料は、当
該ナノ粒子の生体内持続性（biopersistence）の決定において重要である。ナノ粒子は、
生分解性（例えば、PLGA又はPLA等の生分解性ポリマーによって構成される場合）、溶解
性（例えば、酸化鉄）又は、非生分解性及び非溶解性であると考慮され得る。生分解性の
及び溶解性のナノ粒子は、被験体からの迅速なナノ粒子のクリアランスを促進する。
【００５４】
　本明細書中に上述のとおり、少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子と組み合わせ
て投与される、少なくとも１つの目的の化合物としては（典型的には、少なくとも１つの
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目的の医薬化合物として）、異なる分子又は剤が本教示により使用され得る。この化合物
は、既に説明したとおり、治療上の、予防上の又は診断上の化合物であり得る。それは、
有機化合物又は無機化合物であり得る。
【００５５】
　目的の化合物として使用可能な有機化合物の例は、生物学的な化合物、抗体、オリゴヌ
クレオチド、合成ペプチド、低分子の標的化した治療薬、腫瘍溶解性ウイルス、細胞傷害
性化合物、及びこれらの任意の対応するプロドラッグ又は誘導体等から選択され得る。
【００５６】
　特定の実施態様において、本発明の状況において用いられる目的の化合物は、生物学的
な化合物、低分子の標的化した治療薬、腫瘍溶解性ウイルス及び細胞傷害性化合物から好
ましくは選択される有機化合物である。別の特定の実施態様において、当該目的の化合物
は、抗体、オリゴヌクレオチド及び合成ペプチドから選択される。
【００５７】
　生物学的な化合物は、例えば、抗体、抗体－薬物複合体、好ましくは、モノクローナル
抗体（「mAb」）（例えば、インフリキシマブ、アダリムマブ、ベバシズマブ、リツキシ
マブ、トラスツズマブ、ラニビズマブ、セツキシマブ、パナチムマブ（panatimumab））
；タンパク質又は組み換えタンパク質（例えば、エンブレル（エタネルセプト）又はイン
ターフェロンベータ１ａ）；ペプチド又は組み換えペプチド（例えば、インスリングラル
ギン又はベータセロン）；ワクチン（例えば、プレブナー１３又はガーダシル）；バイオ
シミラー（例えば、エポジン）；酵素又は組み換え酵素（例えば、リプレガル又はクレオ
ン）；等である。
【００５８】
　オリゴヌクレオチドは、例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド、アプタマー（例え
ば、ミポメルセンナトリウム）又はプルゼニド等である。
【００５９】
　合成の又は人工のペプチドは、例えば、酢酸グラチラマー又は酢酸ロイプロリドである
。
【００６０】
　腫瘍溶解性ウイルスは、正常組織に対して害を引き起こすことなく、ガン組織に選択的
に感染し、損傷を与える治療的に有用なウイルスである。腫瘍溶解性ウイルスは、例えば
、Onyx-015等のアデノウイルス、Catavak等のコクサッキーウイルス、タリモジーン・ラ
ハーパレプベック（talimogene laherparepvec）等の単純ヘルペスウイルス、MV-CEA等の
麻疹（maesla）ウイルス、ニューカッスル病ウイルス、パルボウイルス、ポリオウイルス
、レオウイルス、セネカバレーウイルス、レトロウイルス、ワクチニア、水疱性口内炎ウ
イルスから選択される。
【００６１】
　低分子の標的化した治療薬は、一般的に、悪性細胞内で変異しているか、過剰発現して
いるか、又は他の点で重要なタンパク質における酵素ドメイン（ガン処置の状況における
有望な標的）を阻害する。幾つかの治療剤は、細胞分裂（例えば、オーロラキナーゼ阻害
剤又はサイクリン依存性キナーゼ阻害剤）、並びに他の生物学的機構（例えば、タンパク
質の代謝回転及びクロマチン修飾（例えば、ヒストンデアセチラーゼ阻害剤））を標的と
するものを含む。低分子の標的化した治療薬は、例えば、イマチニブ、ラパマイシン、ゲ
フィチニブ、エルロチニブ、ソラフェニブ、スニチニブ、ニロチニブ、ダサチニブ、ラパ
チニブ、ボルテゾミブ、アトルバスタチン等である。
【００６２】
　細胞傷害性化合物は、例えば、ＤＮＡ修飾剤（例えば、アントラサイクリン（例えば、
ドキソルビシン、ダウノルビシン等））、アルキル化剤（例えば、メルファラン又はテモ
ゾロミド）、並びに明確化された生理学的機構（例えば、微小管の重合（例えば、タキソ
ール）又は代謝物の合成（例えば、メトトレキサート））を非常に正確に妨害する薬物で
ある。活性化可能な細胞傷害性化合物は、典型的には、光線力学的療法（例えば、フォト
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フリン）の状況において用いられ、そして、その治療効果を生じさせるためにレーザー光
源等の外部源によって活性化される。他の典型的な細胞傷害性化合物は、典型的には、本
明細書中に記載されている、又は熟練のガン専門医によって知られている化学療法剤から
選択される。
【００６３】
　プロドラッグ（例えば、カペシタビン又はイリノテカン）は、インビボでその活性型に
代謝されて、その期待される治療効果を生じる。
【００６４】
　少なくとも１つの目的の化合物として使用可能な無機化合物の例は、遷移金属の配位錯
体、放射性医薬化合物、ナノ粒子等から選択され得る。
【００６５】
　遷移金属の配位錯体は、幅広い配位数及び配位構造、到達可能な酸化還元状態、配位子
置換の熱力学的な及び反応速度論的な「調整能（tune-ability）」、並びに広範な構造多
様性を含む、より一般的な有機系薬物に勝る有望な利点を提供する。金属系物質は、細胞
の標的分子と相互作用して、生化学的機能に影響を与え、その結果、悪性細胞が破壊され
る。遷移金属の配位錯体は、典型的には、ＤＮＡ構造に作用する細胞傷害性剤（例えば、
白金の配位錯体；シスプラチン、カルボプラチン、オキサリプラチン（oxaloplatin）又
はルテニウム、或いは金の配位錯体）である。
【００６６】
　放射性医薬化合物は、診断目的のために又は悪性細胞を選択的に破壊するために、放射
線を放射する。典型的な放射性医薬品は、例えば、ストロンチウム－８９、タリウム－２
０１、テクネチウム（techtenium）－９９、サマリウム－８３等を含み得る。
【００６７】
　ナノ粒子は、典型的には、金属酸化物のナノ粒子（例えば、国際公開第２００９／１４
７２１４号及び同第２００７／１１８８８４号を参照）、金属のナノ粒子（例えば、金の
、白金の又は銀のナノ粒子）、金属硫化物のナノ粒子（例えば、Ｂｉ２Ｓ３）及びこれら
の任意の混合物（例えば、酸化ハフニウム材料で覆われた金のナノ粒子）から選択され得
る。ナノ粒子は、例えば、電磁放射線源、超音波源又は磁気源等の外部源を介して活性化
され得るナノ粒子である。
【００６８】
　本明細書中で上述される生体適合性ナノ粒子と組み合わせて投与される（典型的には、
本明細書中に記載のように逐次的に投与される）少なくとも１つの目的の化合物は、当業
者には既知の手段により、担体に封入され又はこのような担体に接合（即ち結合）され得
る。典型的な担体は、例えば、リポソーム（例えば、熱感受性の脂質を使用するDOXIL又
はThermoDox）、ミセル、ポリマー性（即ち「ポリマー」）担体、ヒドロゲル、ゲル、コ
ポリマー性担体、タンパク質担体、無機担体である。
【００６９】
　本発明の医薬組成物（目的の化合物と少なくとも２つの異なるナノ粒子との組み合わせ
によって定義される）は、多くの分野、特に、ヒトの医療又は獣医学において用いられ得
る。この組成物は、典型的には、その年齢又は性別がどうであれ、動物において、好まし
くは哺乳類において（例えば、獣医学の状況において）、更により好ましくはヒトにおい
て使用するためのものである。
【００７０】
　本発明の医薬組成物は、心血管疾患、中枢神経系（CNS）疾患、消化管疾患、遺伝性障
害、血液障害、ホルモン障害、免疫、感染性疾患、代謝性疾患、筋骨格障害、オンコロジ
ー、呼吸器疾患、トキシコロジー等において用いられ得る。好ましい実施態様において、
医薬組成物は、心血管疾患、CNS疾患、オンコロジー、感染性疾患及び代謝性疾患におい
て用いられる。
【００７１】
　本発明の状況においては、一方の少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子と他方の
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化合物（「目的の化合物」）とは、当該化合物の医薬上の有効性を最適化するために、有
利には、当該化合物を必要としている被験体に別々に（典型的には、５分超と約７２時間
との間（典型的には、５分超と約２４時間との間、好ましくは５分超と又は３０分超と約
１２時間との間）の間隔で）投与される。
【００７２】
　本発明では、少なくとも２つの異なるナノ粒子と化合物（「目的の化合物」）とが、有
利には、既に説明したとおりの当該化合物を必要としている被験体に別々に（典型的には
、５分超と約７２時間との間の間隔で）投与される場合、「第１の」生体適合性ナノ粒子
の表面電荷の絶対値は、有利には、少なくとも１０mV（｜１０mV｜）であり、そして、「
第２の」生体適合性ナノ粒子又は任意の更なる生体適合性ナノ粒子は、当該「第１の」生
体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値と少なくとも１０mVの差を有する。
【００７３】
　本発明の特定の実施態様において、少なくとも２つの異なるナノ粒子及び化合物（「目
的の化合物」）が、５分超と約２４時間との間の間隔で、当該化合物を必要としている被
験体に別々に投与される場合、当該ナノ粒子は、好ましくは、当該化合物の前に投与され
、「第１」の生体適合性ナノ粒子の表面電荷の絶対値は、有利には、少なくとも１５mV（
｜１５mV｜）である。
【００７４】
　また、例えば本明細書中で言及する疾患に罹患している被験体を処置する方法であって
、本発明の医薬組成物を被験体に投与すること、典型的には、本明細書中に記載するとお
りの少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子と少なくとも１つの目的の化合物とを投
与することを含む、方法も本明細書中に記載される。一方の当該少なくとも２つの生体適
合性ナノ粒子と他方の当該少なくとも１つの化合物とが、互いから５分超と約７２時間と
の間で投与される限り、当該少なくとも２つのナノ粒子又は少なくとも１つの目的の化合
物のいずれかを最初に当該被験体に投与し得る。当該少なくとも２つのナノ粒子又は少な
くとも１つの目的の化合物のいずれかの投与は、それぞれの単回投与であっても、それぞ
れの反復投与（例えば、それぞれの数回の逐次的投与）であってもよい。少なくとも２つ
の別個の生体適合性ナノ粒子を１回投与し、少なくとも１つの目的の化合物を１回を超え
て投与してもよく、そして、逆もまた同様である。
【００７５】
　特定の実施態様において、少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子は、少なくとも
１つの目的の化合物を数回投与することを含むプロトコルの開始時に少なくとも投与され
る（即ち、当該少なくとも１つの目的の化合物の１回目の投与時に少なくとも、そして、
その投与の前に又は後に）。
【００７６】
　別の特定の実施態様において、少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子は、少なく
とも１つの目的の化合物を数回投与することを含むプロトコルの開始時には投与されず、
そして、当該少なくとも１つの目的の化合物の２回目又は３回目の投与前に、及びその投
与の前に又は後には、投与されない。
【００７７】
　また、これら最後の２つの実施態様の状況においては、少なくとも２つの別個の生体適
合性ナノ粒子は、その後に続く少なくとも１つの目的の化合物の投与の一部又は全ての期
間中に、当該少なくとも１つの目的の化合物と一緒に（既に説明したとおり前に又は後に
）投与され得る。
【００７８】
　特定の実施態様において、本発明の少なくとも２つの異なるナノ粒子は、少なくとも１
つの目的の化合物を被験体に投与する前に（典型的には、少なくとも１つの目的の化合物
を投与する前の５分超と約７２時間との間）被験体に投与される。
【００７９】
　本発明の医薬組成物の少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子は、皮下、皮内、経
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口経路、経鼻経路（吸入）、静脈内（IV）、動脈内及び／又は腹腔内等の任意の経路によ
って投与され得る。好ましい投与経路は、静脈内経路である。本発明の医薬組成物の当該
少なくとも２つの別個の生体適合性ナノ粒子は、異なる経路によって同時に又は別々に投
与され得る。
【００８０】
　本発明の医薬組成物の目的の化合物は、皮下、静脈内（IV）、皮内、動脈内、気道（吸
入）、腹腔内、筋肉内及び／又は経口経路（per os）等の様々な経路によって投与され得
る。
【００８１】
　以下の実施例は、その範囲を限定することなく本発明を説明する。
【実施例】
【００８２】
実施例１：「第１の」及び／又は「第２の」生体適合性ナノ粒子としてのリポソームの合
成。
　脂質膜再水和法（re-hydration method）を用いてリポソームを調製する。
【００８３】
　少なくとも１０mV（｜１０mV｜）の表面電荷の絶対値を有する「第１の」及び／又は「
第２の」生体適合性ナノ粒子の合成：
【００８４】
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化した。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートした。２０mM HEPES及び１４０mM NaCl（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０
℃で実施し、その結果、脂質濃度は２５mMになった。
【００８５】
　以下の脂質組成物を用いて、荷電リポソームを調製した。６２%mol DPPC（ジパルミト
イルホスファチジルコリン）；２０%mol HSPC（水素添加ダイズホスファチジルコリン）
；１６%mol CHOL（コレステロール）；１%mol POPS（１－パルミトイル－２－オレオイル
ホスファチジルセリン）；１%mol DSPE-PEG（ジステアリルホスファチジルエタノールア
ミン－［メトキシ（ポリエチレングリコール（PolyElthyleneGlycol））－２０００］）
。
【００８６】
　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施した。
【００８７】
　ｃ）サーモバレル押出機（thermobarrel extruder）（LIPEX Extruder, Northern Lipi
ds）を用いて、温度及び圧力の制御下でリポソームのサイズを較正した。全ての場合にお
いて、押出加工（extrusion）は６０℃で実施した。最初に、５barの圧力において孔径０
．４５μmのポリエーテルスルホン（PES）膜に５回通し、次いで、１０barにおいて孔径
０．２２μmのPES膜に１２回通し、そして、最後に、１５barにおいて０．１μmのポリフ
ッ化ビニリデン（PVDF）膜に１２回通すことを実施した。
【００８８】
　６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いた動
的光散乱法（DLS）（９０℃の角度で）によって、このようにして調製したリポソームの
サイズ分布を決定した。リポソーム懸濁液を２０mM HEPES及び１４０mM NaCl（pH７．４
）で１００倍希釈した。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約１４５nm（
強度による分布）に等しく、多分散指数（PDI）は約０．１に等しかった。
【００８９】
　当業者によって理解されるとおり、選択された脂質組成物により所望の表面電荷が得ら
れ、そして、その値は、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電位測
定によって確認された。
【００９０】
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　リポソームを１mM 塩化ナトリウム溶液で１００倍希釈し、そして、得られた懸濁液のp
HをpH７．４に調整した。リポソームの表面電荷は、pH７．４、１mM NaClで約－２５mVに
等しかった。
【００９１】
「第２の」及び／又は「第１の」生体適合性ナノ粒子の合成：
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化した。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートして、Pyrexチューブの壁上に脂質膜を形成した。２５mM HEPES及び１５０mM NaCl
（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０℃で実施し、その結果、脂質濃度は５０mMにな
った。
【００９２】
　以下の脂質組成物を用いた。５７%mol DPPC（ジパルミトイルホスファチジルコリン）
；２１%mol HSPC（水素添加ダイズホスファチジルコリン）；１６%mol CHOL（コレステロ
ール）；５%mol POPS（１－パルミトイル－２－オレオイルホスファチジルセリン）；１%
mol DSPE-PEG（ジステアリルホスファチジルエタノールアミン－［メトキシ（ポリエチレ
ングリコール）－２０００］）。
【００９３】
　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施した。
【００９４】
　ｃ）次いで、リポソーム溶液を２３０Ｗの出力のプローブを用いて３０秒間超音波処理
した。
【００９５】
　ｄ）サーモバレル押出機（LIPEX Extruder, Northern Lipids）を用いて、温度及び圧
力の制御下でリポソームのサイズを較正した。押出加工は６０℃で実施した。最初に、１
０barの圧力下で孔径０．１μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に１０回通し、次いで
、１５barの圧力下で孔径０．０８μmのポリカーボネート（PC）膜に１０回通し、そして
、最後に、２０barの圧力下で孔径０．０５μmのPC膜に１０回通すことを行った。
【００９６】
　ｅ）次いで、カットオフ３００KDaのポリエチレンスルホン（PES）膜を用いて、Vivasp
in濃縮機において膜限外濾過することによってリポソーム溶液を２回濃縮した。
【００９７】
　６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いた動
的光散乱法（DLS）（１７３℃の角度で）によって、このようにして調製したリポソーム
のサイズ分布を決定した。リポソーム溶液を２５mM HEPES及び１５０mM NaCl（pH７．４
）で２００倍希釈した。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約７０nm（強
度による分布）に等しく、多分散指数（PdI）は約０．１に等しかった。
【００９８】
　リポソームの表面電荷を、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電
位測定によって決定した。リポソーム溶液を１mM 塩化ナトリウム溶液で２００倍希釈し
、そして、溶液のpHをpH７に調整した。リポソームの表面電荷は、pH７、１mM NaClで約
－４０mVに等しかった。
【００９９】
実施例２：「第１の」及び／又は「第２の」生体適合性ナノ粒子としてのリポソームの合
成。
　脂質膜再水和法を用いてリポソームを調製する。
【０１００】
－少なくとも１０mV（｜１０mV｜）の表面電荷の絶対値を有する「第１の」及び／又は「
第２の」生体適合性ナノ粒子の合成：
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化した。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートして、Pyrexチューブの壁上に脂質膜を形成する。２５mM HEPES及び１５０mM NaCl
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（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０℃で実施し、その結果、脂質濃度は５０mMにな
る。
【０１０１】
　以下の脂質組成物を用いる。５９%mol HSPC（水素添加ダイズホスファチジルコリン）
；３８%mol CHOL（コレステロール）；３%mol DSPE-PEG（ジステアリルホスファチジルエ
タノールアミン－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－２０００］）。
【０１０２】
　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施した。
【０１０３】
　ｃ）次いで、リポソーム溶液を２３０Ｗの出力のプローブを用いて３０秒間超音波処理
した。
【０１０４】
　ｄ）サーモバレル押出機（LIPEX（商標）Extruder, Northern Lipids）を用いて、温度
及び圧力の制御下でリポソームのサイズを較正した。押出加工は６０℃で実施した。最初
に、１５barの圧力下で孔径０．１μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に１０回通し、
次いで、２０barの圧力下で孔径０．０８μmのポリカーボネート（PC）膜に１８回通すこ
とを行った。
【０１０５】
　ｅ）次いで、カットオフ３００KDaのポリエチレンスルホン（PES）膜を用いて、Vivasp
in濃縮機において膜限外濾過することによってリポソーム溶液を２回濃縮した。
【０１０６】
　６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたDLS
（１７３℃の角度で）によって、このようにして調製したリポソームのサイズ分布を決定
した。リポソーム溶液を２５mM HEPES及び１５０mM NaCl（pH７．４）で２００倍希釈し
た。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約９０nm（強度による分布）に等
しく、多分散指数（PdI）は約０．１に等しかった。
【０１０７】
　リポソームの表面電荷を、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電
位測定によって決定した。リポソーム溶液を１mM 塩化ナトリウム溶液で２００倍希釈し
、そして、溶液のpHをpH７に調整した。リポソームの表面電荷は、pH７、１mM NaClで約
－２５mVに等しかった。
【０１０８】
　リポソーム溶液の最終脂質濃度を比色アッセイによって測定した：ホスホリパーゼＤが
ホスファチジルコリン（phosphaticylcholine）分子を切断し、それによって、発色基質
と反応することにより青色色素を形成するコリン基が遊離する。脂質濃度は、１００mMで
あると見出された。
【０１０９】
－「第２の」及び／又は「第１の」生体適合性ナノ粒子の合成：
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化した。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートして、Pyrexチューブの壁上に脂質膜を形成した。２５mM HEPES及び１５０mM NaCl
（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０℃で実施し、その結果、脂質濃度は５０mMにな
った。
【０１１０】
　以下の脂質組成物を用いた。５７%mol DPPC（ジパルミトイルホスファチジルコリン）
；２１%mol HSPC（水素添加ダイズホスファチジルコリン）；１６%mol CHOL（コレステロ
ール）；５%mol POPS（１－パルミトイル－２－オレオイルホスファチジルセリン）；１%
mol DSPE-PEG（ジステアリルホスファチジルエタノールアミン－［メトキシ（ポリエチレ
ングリコール）－２０００］）。
【０１１１】
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　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施した。
【０１１２】
　ｃ）サーモバレル押出機（LIPEX Extruder, Northern Lipids）を用いて、温度及び圧
力の制御下でリポソームのサイズを較正した。押出加工は６０℃で実施した。最初に、５
barの圧力において孔径０．４５μmのポリエーテルスルホン（PES）膜に５回通し、次い
で、１０barにおいて孔径０．２２μmのPES膜に１２回通し、そして、最後に、１５barに
おいて０．１μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に１２回通すことを実施した。
【０１１３】
　ｄ）次いで、カットオフ３００KDaのポリエチレンスルホン（PES）膜を用いて、Vivasp
in濃縮機において膜限外濾過することよってリポソーム溶液を２回濃縮した。
【０１１４】
　６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いた動
的光散乱法（DLS）（１７３℃の角度で）によって、このようにして調製したリポソーム
のサイズ分布を決定した。リポソーム溶液を２５mM HEPES及び１５０mM NaCl（pH７．４
）で２００倍希釈した。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約１４５nm（
強度による分布）に等しく、多分散指数（PdI）は約０．１に等しかった。
【０１１５】
　リポソームの表面電荷を、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電
位測定によって決定した。リポソーム溶液を１mM 塩化ナトリウム溶液で２００倍希釈し
、そして、溶液のpHをpH７に調整した。リポソームの表面電荷は、pH７、１mM NaClで約
－４０mVに等しかった。
【０１１６】
　リポソーム溶液の最終脂質濃度を比色アッセイによって測定した：ホスホリパーゼＤが
ホスファチジルコリン分子を切断し、それによって、発色基質と反応することにより青色
色素を形成するコリン基が遊離する。脂質濃度は、１００mMであると見出された。
【０１１７】
実施例３：MDA-MB-231-lucD3H2LN異種移植片における実施例２の少なくとも２つの生体適
合性ナノ粒子の懸濁液とDox-NP（登録商標）とを含む医薬組成物の有効性及び毒性を評価
する方法（図２を参照）。
　（ｉ）実施例２による少なくとも２つの異なる「第１の」及び「第２の」生体適合性ナ
ノ粒子と（ii）目的の治療上の化合物としてのDox-NP（登録商標）（リポソーム封入ドキ
ソルビシン）とを含む医薬組成物を、以下の方法でMDA-MB-231-lucD3H2LN異種移植腫瘍を
有するヌードマウスに投与する。
【０１１８】
　ａ）Dox-NP（登録商標）と実施例２による生体適合性ナノ粒子とを、外側尾静脈を介し
て静脈内注射（IV）によって投与する。
　Dox-NP（登録商標）（Avanti Polar lipids－１０％w/v スクロースを含む、１０mM ヒ
スチジン緩衝液中の２mg/mL ドキソルビシンHCl（pH６．５～６．８）のリポソーム製剤
）を、注射されるドキソルビシンが３mg/kgとなるために必要な体積で、更に希釈するこ
となく注射する。
【０１１９】
　実施例２による生体適合性ナノ粒子懸濁液を、更に希釈することなく用いる。
【０１２０】
　ｂ）４グループのマウスを図２に示すとおり処置する：
－グループ１：５％無菌グルコース（対照（ビヒクル）群）。
　１日目、７日目及び１４日目に、５％無菌グルコース溶液をマウスに静脈内（IV）注射
する。
－グループ２：実施例２による「第１の」及び「第２の」生体適合性ナノ粒子（対照群）
。
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　１日目、７日目及び１４日目に、実施例２による「第１の」及び「第２の」生体適合性
ナノ粒子（１０mL/kg）をマウスに静脈内（IV）注射する。各時点（日）で、第２の生体
適合性ナノ粒子を注射する４時間前に第１の生体適合性ナノ粒子の注射を実施する。
－グループ３：Dox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）（処置群）。
　１日目、７日目及び１４日目に、Dox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）をマ
ウスに静脈内（IV）注射する。
－グループ４：医薬組成物（即ち、（ｉ）実施例２による少なくとも２つの異なる（「第
１の」及び「第２の」）生体適合性ナノ粒子と（ii）Dox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキ
ソルビシン）との組み合わせ）（処置群）。
　１日目、７日目及び１４日目に、実施例２による生体適合性ナノ粒子（１０mL/kg）とD
ox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）とをマウスに静脈内（IV）注射する。各
時点（日）で、Dox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）を注射する４時間前に実
施例２による「第１の」及び「第２の」生体適合性ナノ粒子の同時注射を実施する。
－グループ５：医薬組成物（即ち、（ｉ）実施例２による少なくとも２つの別個の生体適
合性ナノ粒子と（ii）Dox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）との組み合わせ）
（処置群）。
　１日目、７日目及び１４日目に、実施例２による生体適合性ナノ粒子（１０mL/kg）とD
ox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）とをマウスに静脈内（IV）注射する。各
時点（日）で、Dox-NP（登録商標）（３mg/kg ドキソルビシン）を注射するそれぞれ４時
間前及び１時間前に実施例２による「第１の」及び「第２の」生体適合性ナノ粒子の注射
を実施する。
【０１２１】
　ｃ）医薬組成物の投与後に、任意の毒性の臨床徴候を評価する；そして
【０１２２】
　ｄ）以下の式を用いてデジタルキャリパによる二次元の腫瘍体積測定から腫瘍体積を測
定する：
【数１】

【０１２３】
実施例４：「第１の」又は「第２の」生体適合性ナノ粒子としてのリポソームの合成。
　脂質膜再水和法を用いてリポソームを調製する。
【０１２４】
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化する。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートして、Pyrexチューブの壁上に脂質膜を形成する。２５mM HEPES及び１５０mM NaCl
（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０℃で実施し、その結果、脂質濃度は５０mMにな
る。
【０１２５】
　以下の脂質組成物を用いて、荷電リポソームを調製した。５８%mol DPPC（ジパルミト
イルホスファチジルコリン）；２１%mol HSPC（水素添加ダイズホスファチジルコリン）
；１６%mol CHOL（コレステロール）；５%mol POPS（１－パルミトイル－２－オレオイル
ホスファチジルセリン）。
【０１２６】
　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施する。凍結・融解の３サイクル毎に及び
押出加工直前に、リポソーム溶液の超音波処理を３０秒間実施する。
【０１２７】
　ｃ）サーモバレル押出機（LIPEX（商標）Extruder, Northern Lipids）を用いて、温度
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及び圧力の制御下でリポソームのサイズを較正する。押出加工は６０℃で実施する。１０
barの圧力下で孔径０．１μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に１０回通すことを行っ
た。
【０１２８】
　６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いた動
的光散乱法（DLS）（１７３℃の角度で）によって、このようにして調製したリポソーム
のサイズ分布を決定する。リポソーム溶液を２５mM HEPES及び１５０mM NaCl（pH７．４
）で２００倍希釈する。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約１７０nm（
強度による分布）に等しく、多分散指数（PdI）は約０．２に等しい。
【０１２９】
　当業者によって理解されるとおり、選択された脂質組成物により所望の表面電荷が得ら
れ、そして、その値は、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電位測
定によって確認される。リポソームを１mM 塩化ナトリウム溶液で２００倍希釈し、そし
て、溶液のpHをpH７に調整する。リポソームの表面電荷は、pH７、１mM NaClで約－４０m
Vに等しい。
【０１３０】
　リポソーム溶液の最終脂質濃度を比色アッセイ（Bartlett法）によって測定する。この
方法は、リン脂質の酸分解を通じた総リンの決定に基づいている。放出された無機リン酸
塩は、モリブデン酸アンモニウムと反応し、錯体は、強い青色を呈する。脂質濃度は、約
５０mMに等しい。
【０１３１】
実施例５：「第１の」又は「第２の」生体適合性ナノ粒子としてのリポソームの合成。
　脂質膜再水和法を用いてリポソームを調製する。
【０１３２】
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化する。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートして、Pyrexチューブの壁上に脂質膜を形成する。２５mM HEPES及び１５０mM NaCl
（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０℃で実施し、その結果、脂質濃度は５０mMにな
る。
【０１３３】
　以下の脂質組成物を用いて、荷電リポソームを調製した。４５．１５%mol DPPC（ジパ
ルミトイルホスファチジルコリン）；４５．１５%mol CHOL（コレステロール）；０．６
０%mol DSPE-PEG（ジステアリルホスファチジルエタノールアミン－［メトキシ（ポリエ
チレングリコール）－２０００］）；９．１０%mol Ｌ－グルタミン酸Ｎ－（３－カルボ
キシ－１－オキソプロピル）－１，５－ジヘキサデシルエステル（ＳＡ－脂質）。ＳＡ－
脂質は、リポソーム表面上にＣＯＯＨ基をもたらす。
【０１３４】
　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施する。
【０１３５】
　ｃ）サーモバレル押出機（LIPEX（商標）Extruder, Northern Lipids）を用いて、温度
及び圧力の制御下でリポソームのサイズを較正する。押出加工は６０℃で実施する。３ba
rの圧力下で孔径０．４５μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に７回通し、そして、１
０barの圧力下で孔径０．２２μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に１０回通すことを
行った。６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用
いた動的光散乱法（DLS）（１７３℃の角度で）によって、このようにして調製したリポ
ソームのサイズ分布を決定する。リポソーム溶液を２５mM HEPES及び１５０mM NaCl（pH
７．４）で２００倍希釈する。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約２３
０nm（強度による分布）に等しく、多分散指数（PdI）は約０．２に等しい。
【０１３６】
　当業者によって理解されるとおり、選択された脂質組成物により所望の表面電荷が得ら
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れ、そして、その値は、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電位測
定によって確認される。リポソーム溶液を１mM 塩化ナトリウム溶液で２００倍希釈し、
そして、溶液のpHをpH７に調整する。リポソームの表面電荷は、pH７、１mM NaClで約－
６０mVに等しい。
【０１３７】
　リポソーム溶液の最終脂質濃度を比色アッセイ（Bartlett法）によって測定する。この
方法は、リン脂質の酸分解を通じた総リンの決定に基づいている。放出された無機リン酸
塩は、モリブデン酸アンモニウムと反応し、そして、錯体は、強い青色を呈する。脂質濃
度は、約５０mMに等しい。
【０１３８】
実施例６：「第１の」又は「第２の」生体適合性ナノ粒子としてのリポソームの合成。
　脂質膜再水和法を用いてリポソームを調製する。
【０１３９】
　ａ）脂質をクロロホルム中に可溶化する。最終的に、クロロホルムを窒素流下でエバポ
レートして、Pyrexチューブの壁上に脂質膜を形成する。２５mM HEPES及び１５０mM NaCl
（pH７．４）による脂質膜の再水和を６０℃で実施し、脂質濃度は５０mMである。以下の
脂質組成物を用いて、荷電リポソームを調製した。６０%mol DSPC（１，２－ジステアロ
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン）、３５%mol CHOL（コレステロール）；及び
５%mol スクシニルＰＥ（１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノー
ルアミン－Ｎ－スクシニル）。
【０１４０】
　ｂ）次いで、サンプルを液体窒素中に、そして６０℃で制御された水浴中に続けて漬け
ることによって、凍結・融解サイクルを６回実施する。凍結・融解の３サイクル毎に及び
押出加工直前に、リポソーム溶液の超音波処理を３０秒間実施する。
【０１４１】
　ｃ）サーモバレル押出機（LIPEX（商標）Extruder, Northern Lipids）を用いて、温度
及び圧力の制御下でリポソームのサイズを較正する。押出加工は６０℃で実施する。１２
barの圧力下で孔径０．２２μmのポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に１２回通すことを行
った。
【０１４２】
　ｄ）ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－マンノピラノシド（MAN）とスクシニルＰＥリポソ
ームとの複合化：カルボジイミドカップリングを用いて、スクシニルＰＥリポソーム表面
をマンノース由来のリガンドであるｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－マンノピラノシド（MA
N）で修飾し、マンノース複合リポソームに発展させる。MANは、そのアミノ基によって、
予め形成されたスクシニルＰＥリポソームの表面上に存在するスクシニルＰＥのカルボン
酸基に共有結合する。簡潔に述べると、予め形成されたスクシニルＰＥリポソーム溶液に
、EDC（１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩）（ス
クシニルＰＥ／EDCのモル比 １：１０）及びＮ－ヒドロキシスクシンイミド（NHS）（NHS
／EDC モル比 １：２．５）を添加する。次いで、懸濁液のpHを１M NaOHで６に調整し、
そして、得られた懸濁液を室温で１５分間撹拌する。続いて、溶液のpHを１M NaOHで７に
調整し、そして、MAN水溶液を当該溶液に添加する（スクシニルＰＥ／MANのモル比 １：
２）。１M NaOHを用いてpHを７に再調整し、そして、懸濁液を室温で更に２時間撹拌する
。５０KDaセルロース膜を用いて（×５００；×５００；×５００）の希釈率で３工程の
透析を行うことによって、過剰の未結合のMAN、EDC及びNHSの分子を除去する。
【０１４３】
　注目すべきことに、透析により希釈が可能であるため、リポソーム溶液は、Vivaspin濃
縮機での膜限外濾過（カットオフ３００KDaのポリエチレンスルホン（PES）膜を用いる）
を用いて遠心分離（典型的には、Sigma 3-15K遠心分離機（５℃；１，２００rpm））によ
って濃縮され得る。
【０１４４】
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　６３３nm HeNeレーザーを備えるZetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いた動
的光散乱法（DLS）（１７３℃の角度で）によって、このようにして調製したリポソーム
のサイズ分布を決定する。リポソーム溶液を２５mM HEPES及び１５０mM NaCl（pH７．４
）で２００倍希釈する。リポソームのサイズ（即ち、流体力学的直径）は、約２３０nm（
強度による分布）であり、多分散指数（PDI）はおよそ０．２である。
【０１４５】
　当業者によって理解されるとおり、選択された脂質組成物により所望の表面電荷が得ら
れ、そして、その値は、Zetasizer NanoZS（Malvern instrument）を用いたゼータ電位測
定によって確認される。リポソーム溶液をpH７の１mM 塩化ナトリウム溶液で２００倍希
釈する。リポソームの表面電荷は、１mM NaCl、pH７でおよそ－７０mVである。
【０１４６】
　リポソーム溶液の最終脂質濃度を比色アッセイ（Bartlett法）によって測定する。この
方法は、リン脂質の酸分解を通じた総リンの決定に基づいている。放出された無機リン酸
塩は、モリブデン酸アンモニウムと反応し、そして、錯体は、強い青色を呈する。脂質濃
度は、約５０mMに等しい。

【図１】

【図２】

【図３】
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