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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リポソームが内層及び外層を有し、該リポソームは、
　　核酸、
　　スペルミン、スペルミジン、及びプトレシンよりなる群から選ばれるポリアミン、及
び
　　脂質成分を含み、
　該脂質成分が、１種又はそれ以上の中性脂質を含み、及びカチオン性脂質を含まないか
又は脂質成分の０．５％未満の１種又はそれ以上のカチオン性脂質を含み、
　該核酸と該脂質成分が、核酸１マイクログラム当り５～１００ナノモルの脂質の比率で
存在し、及び
　該リポソームが直径３０～５００ナノメートルである、
水性媒体中にリポソームを含んでなる組成物。
【請求項２】
　ポリアミンがスペルミンである、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　核酸がＤＮＡである、請求項１又は２に記載の組成物。
【請求項４】
　核酸がＲＮＡである、請求項１又は２に記載の組成物。
【請求項５】
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　ＲＮＡがｓｉＲＮＡである、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　ＲＮＡがｓｈＲＮＡである、請求項４に記載の組成物。
【請求項７】
　中性脂質が、ＤＯＰＣ、ＤＯＰＥ、コレステロール、又はＰＥＧ－ＤＳＧを含んでいる
、請求項１～６の何れか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　カチオン性脂質が、ＤＯＴＡＰ又はＤＯＳＰＡを含んでいる、請求項１～７の何れか一
項に記載の組成物。
【請求項９】
　脂質成分が、カチオン性脂質及び中性脂質を含んでいる、請求項１～８の何れか一項に
記載の組成物。
【請求項１０】
　脂質成分が、０．１％未満のカチオン性脂質を含んでいる、請求項１～９の何れか一項
に記載の組成物。
【請求項１１】
　脂質成分が、カチオン性脂質を含んでいない、請求項１～７の何れか一項に記載の組成
物。
【請求項１２】
　組成物が、５モル％を超えるＤＯＰＥを含んでいない、請求項１～１１の何れか一項に
記載の組成物。
【請求項１３】
　組成物が、ＤＯＰＥを含んでいない、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
　リポソームが、直径７０～３００ナノメートルである、請求項１～１３の何れか一項に
記載の組成物。
【請求項１５】
　リポソームが、リポソームに取り込まれてその外層に付着した抗体又はその断片をさら
に含み、該抗体又はその断片が特異的な細胞表面抗原と結合する、請求項１～１４の何れ
か一項に記載の組成物。
【請求項１６】
　抗体又はその断片が、抗体－脂質結合物としてリポソームの外層に付着し、該抗体－脂
質結合物が抗Ｈｅｒ２－脂質結合物である、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　抗Ｈｅｒ２－脂質結合物がＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥである、請求項１６に記載の組成物
。
【請求項１８】
　細胞を請求項１５～１７の何れか一項に記載の組成物と接触させること、
を含んでなり、
　前記リポソームが、それが細胞に取り込まれる条件下で細胞と接触させて培養すると、
少なくとも１００，０００分子の抗原を発現している細胞によって取り込まれる、
核酸を細胞へ送達する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　本出願は、２０１１年２月１５日出願の米国仮特許出願第６１／４４３，２４６号の利
益及び優先権を主張し、この内容の全ては参照により本明細書に取り込まれている。
【背景技術】
【０００２】
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　核酸を生体細胞へ取り込むことは最新の生物学的研究、産業、及び医学において重要な
プロセスである。機能的な核酸の生体細胞への効率的な送達は、遺伝子工学、組み換えタ
ンパク質の生産、及び遺伝子治療として知られている医療技術の不可欠な要素である。
【０００３】
　例えば、遺伝子治療は、正常で、機能的な遺伝子物質を特定の細胞へ導入して不足又は
欠陥がある遺伝子産物に起因する異常を正すことに関与している。インビボ、インビトロ
の両方、又はエクスビボにおいて遺伝子導入を促進するための様々な方法が開発されてい
る。
【０００４】
　核酸治療は、病的細胞を修正又は取り除く目的で、正常及び／又は病的細胞へ天然又は
合成のオリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチドの導入を含んでいる。例えば、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチド並びにｓｉＲＮＡ及びｓｈＲＮＡのような干渉ＲＮＡが細胞にお
けるタンパク質発現の望ましくない経路を妨害するために用いられる。プラスミド、例え
ば、１つ又はそれ以上のタンパク質をコードする配列を含有しているプラスミドを、遺伝
子又は遺伝子産物の欠陥又は不在に関連している細胞欠陥を修正するために、又は腫瘍細
胞死を誘発するために、細胞へ取り込むことができる。ポリ（Ｉ、Ｃ）又はメチル化ＧＣ
対を有しているオリゴ－及びポリヌクレオチドのような、ポリヌクレオチドの免疫誘発剤
がウィルス又は癌細胞のような病原体に対する患者の防御を増大させるために用いられる
。リボザイムは、病的細胞、例えば、癌細胞又はウィルス感染細胞において他のポリヌク
レオチドの選択的分解を触媒するリボ核酸である。オリゴ－及びポリヌクレオチドは一般
に細胞膜を通り抜ける透過性が低く、そして身体から急速に取り除かれるので、細胞内送
達の増強、及び分解及び／又は身体からの除去の保護を可能にするオリゴ／ポリヌクレオ
チド送達手段が必要とされている。
【０００５】
　核酸治療をもたらす１つの有用な方法は、治療用核酸を患者に投与するのに適している
リポソーム内に封入することである。リポソーム技術は開発されていて、従来の医薬品の
送達のために商品化されているが、今日まで治療用核酸を含有しているリポソームは商品
化されていない。今日まで多くの公表文献が、リポソーム－プラスミドＤＮＡ複合体は培
養細胞中で効率的な遺伝子の一時的発現を仲介できるが、インビボのトランスフェクショ
ン効率は乏しいことを明らかにしている。ウィルスベクター製剤とは異なって、リポソー
ム－核酸複合体は安定性が不十分であるので、全身投与には適していない。
【０００６】
　核酸を細胞へ送達するリポソームの能力は、適切なレベルのカチオン性脂質をリポソー
ムの脂質二重層に添加することによって増強できるが、カチオン性脂質は細胞特異的では
ない。癌のような、多くの疾患は特定の臓器、組織又は細胞型に限局されるので、臓器、
組織又は細胞に選択的な手法で核酸を導入することが望ましい。免疫リポソームすなわち
外部抗体機能性を含んでいるリポソームは、核酸の細胞へのこのような細胞選択的導入を
達成することを可能にする。リポソームにおける大量のカチオン性脂質の存在はリポソー
ム内にある治療実体の細胞への取り込みを達成するために有用である。しかしながら、免
疫リポソームでは、このような効果を達成するために有効であるカチオン性脂質の量は、
望ましくない細胞への非特異的結合をもたらす可能性があり、これはリポソーム－核酸複
合体を標的細胞又は細胞型へ特異的に誘導する能力を減少させる。
【０００７】
　特定の細胞型を選択的に標的とする免疫リポソームとして製造できる、又はこれに転換
できる、小さく、活性で、及び生体適合性である改善されたリポソーム－核酸複合体及び
そのような複合体を製造する方法を有することが望ましい。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明はリポソーム－核酸複合体並びにそのような複合体を製造及び使用する方法に関
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する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　一態様では、核酸及び脂質成分を含んでいるリポソームを製造する方法であって、方法
が、核酸及び脂質成分を含有するリポソームを形成するような条件下で、水、水混和性有
機溶媒及びポリアミンを含んでいる混合物中で、脂質成分と核酸成分を混合することを含
んでいる。
【００１０】
　ある特定の実施態様では、ポリアミンは、オリゴエチレンイミン、ポリエチレンイミン
、又はポリアミノＣ２～Ｃ１０アルカンである。ある特定の実施態様では、ポリアミンは
、スペルミン、スペルミジン、及びプトレシンからなる群から選ばれる。ある特定の実施
態様では、ポリアミンはスペルミンである。
【００１１】
　ある特定の実施態様では、核酸はＤＮＡである。別の実施態様では、核酸はＲＮＡであ
る。ある特定の実施態様では、ＲＮＡはｓｉＲＮＡである。ある特定の実施態様では、Ｒ
ＮＡはｓｈＲＮＡである。別の実施態様では、ＲＮＡは二本鎖ダイサー基質ＲＮＡである
。
【００１２】
　ある特定の実施態様では、脂質成分は、非カチオン性脂質を含む。ある特定の実施態様
では、非陽イオン性脂質は中性脂質である。ある特定の実施態様では、中性脂質は、ＤＯ
ＰＣ、ＤＯＰＥ、コレステロール、又はＰＥＧ－ＤＳＧを含む。
【００１３】
　ある特定の実施態様では、リポソームはさらに、カチオン性脂質を含む。ある特定の実
施態様では、カチオン性脂質は、ＤＯＴＡＰ又はＤＯＳＰＡを含む。ある特定の実施態様
では、脂質成分は、カチオン性脂質を含有しない。
【００１４】
　ある特定の実施態様では、水混和性有機溶媒は、メタノール、エタノール、１－プロパ
ノール、又は２－プロパノールを含む。ある特定の実施態様では、水混和性有機溶媒はエ
タノールを含む。ある特定の実施態様では、水と水混和性有機溶の比率は約２：１～１：
２である。ある特定の実施態様では、水と水混和性有機溶媒の比率は約１：１である。
【００１５】
　ある特定の実施態様では、ポリアミン窒素の核酸リン酸基に対する比率（Ｎ／Ｐ）は少
なくとも約０．５である。ある特定の実施態様では、Ｎ／Ｐは約０．８～約１．５である
。
【００１６】
　ある特定の実施態様では、混合する工程は約６０℃以下の温度で実施する。ある特定の
実施態様では、混合する工程は約４０℃～約５０℃の温度で実施する。
【００１７】
　ある特定の実施態様では、脂質成分はカチオン性脂質を含み、そしてカチオン性脂質窒
素の核酸リン酸基に対する比率（Ｎ／Ｐ）は約０．５又はそれ以下である。
【００１８】
　ある特定の実施態様では、脂質成分は中性リン脂質を含み且つカチオン性脂質を含まず
、そしてここで、核酸及び脂質成分は、核酸のマイクログラム当り５ナノモルの脂質から
核酸のマイクログラム当り２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、又は１０
０（任意に５～２０又は３０、好ましくは１０）ナノモルの脂質の比率で存在し、そして
リポソームは直径が３０～５００ナノメートルである。
【００１９】
　ある特定の実施態様では、混合する工程は約６．５以上のｐＨで実施する。ある特定の
実施態様では、混合する工程はｐＨ約７．０～約８．０で実施する。リポソームがＲＮＡ
を含む特定の実施態様では、混合する工程はｐＨ約５．５～約６．５で実施する。
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【００２０】
　別の態様では、本発明は、水性媒体中にリポソーム含んでいる組成物を提供し、リポソ
ームは内層及び外層を有し、ここでリポソームは、核酸、ポリアミン及び脂質成分を含ん
でいて、
　ここで脂質成分は、中性リン脂質を含み且つ本質的にカチオン性脂質を含まず、そして
核酸及び脂質成分は、核酸のマイクログラム当り５ナノモルの脂質から核酸のマイクログ
ラム当り２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、又は１００（任意に５～２
０又は３０、好ましくは１０）ナノモルの脂質の比率で存在し、そしてリポソームは直径
が３０～５００ナノメートルである。
【００２１】
　ある特定の実施態様では、ポリアミンは、オリゴエチレンイミン、ポリエチレンイミン
又はポリアミノＣ２～Ｃ１０アルカンである。ある特定の実施態様では、ポリアミンは、
スペルミン、スペルミジン及びプトレシンからなる群から選ばれる。ある特定の実施態様
では、ポリアミンはスペルミンである。
【００２２】
　ある特定の実施態様では、核酸はＤＮＡである。別の実施態様では、核酸はＲＮＡであ
る。ある特定の実施態様では、ＲＮＡはｓｉＲＮＡである。ある特定の実施態様では、Ｒ
ＮＡはｓｈＲＮＡである。
【００２３】
　ある特定の実施態様では、非カチオン性脂質は、ＤＯＰＣ、ＤＯＰＥ、コレステロール
、ＰＥＧ－ＤＳＧを含む。ある特定の実施態様では、脂質成分は本質的にカチオン性脂質
を含まない（例えば、０．１重量％未満のカチオン性脂質を有する）。
【００２４】
　他の実施態様では、脂質成分はカチオン性脂質及び非カチオン性脂質を含む。ある特定
の実施態様では、カチオン性脂質はＤＯＴＡＰ又はＤＯＳＰＡを含む。
【００２５】
　ある特定の実施態様では、リポソームは直径が７０～３００ナノメートルである。
【００２６】
　別の態様では、本明細書に提供されるリポソームの使用方法が提供される。方法は、取
り込まれる抗体又はその断片（この抗体又はその断片は、特定の細胞表面抗原に結合する
）をリポソームの外層に付着することを含み、ここで抗体を付着した状態のリポソームは
、それが取り込まれる条件下で細胞と接触及び培養すると、少なくとも１００，０００又
は少なくとも１，０００，０００分子の抗原を発現している細胞によって取り込まれる。
【００２７】
　ある特定の実施態様では、リポソームの細胞への取り込みは細胞の特性の変化をもたら
す。
【００２８】
　本発明の組成物のある特定の実施態様では、リポソームは、リポソームの外層に付着し
た、取り込まれている抗体又はその断片をさらに含んでいて、ここで抗体又は断片は特定
の細胞表面抗原と結合する。
【００２９】
　別の態様では、核酸を細胞へ送達する方法が提供され、この方法は、細胞を、リポソー
ムの外層に付着した、取り込まれている抗体又はその断片を含んでいるリポソームを含有
する組成物と接触させることを含んでいて、ここで抗体又は断片は特定の細胞表面抗原と
結合し、そして取り込まれている抗体又はその断片を付着した状態のリポソームは、それ
が取り込まれる条件下で細胞と接触及び培養すると、少なくとも１００，０００又は少な
くとも１，０００，０００分子の抗原を発現している細胞によって取り込まれる。
【００３０】
　さらに別の態様では、治療を必要としている患者を、核酸を用いて治療する方法が提供
され、この方法は、リポソームの外層に付着した、取り込まれている抗体又はその断片を
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含んでいるリポソームを含有する組成物の有効量を患者に投与することを含んでいて、こ
こで抗体又は断片は、核酸治療に応答する疾患について患者が治療されるような条件下で
、特定の細胞表面抗原と結合する。
【００３１】
　さらに別の態様では、本明細書に記載されている何れかの方法で製造される組成物が提
供され、この組成物は、水性媒体中のリポソームを含んでいて、ここでリポソームは、核
酸、ポリアミン及び脂質成分を含む。ある特定の実施態様では、脂質成分は中性リン脂質
を含み且つカチオン性脂質を含まず、そして核酸及び脂質成分は、核酸のマイクログラム
当たり５ナノモルの脂質から核酸のマイクログラム当り２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０、又は１００（任意に５～２０又は３０、好ましくは１０）ナノモルの
脂質の比率で存在し、そしてリポソームは直径が３０～５００ナノメートルである。
【００３２】
　本明細書に記載されている組成物のある特定の実施態様では、組成物は僅か約５モル％
又は１モル％のＤＯＰＥを含んでいる。ある特定の実施態様では、組成物は実質的にＤＯ
ＰＥを含んでいない（例えば、０．１重量％未満のＤＯＰＥを有している）。ある特定の
実施態様では、核酸の細胞へのトランスフェクションは、ＤＯＰＥが存在しないか又は、
存在しても、総脂質の僅か５モル％の濃度で存在する場合は、総脂質の５モル％以上の濃
度でカチオン性脂質が存在すること以外は同一の組成物を用いた核酸の細胞へのトランス
フェクションと比較して、少なくとも約１０％さらに効率的（又は少なくとも約２０％、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、又は１００％さらに効率的
）であり、ある特定の実施態様では、トランスフェクション効率は、総脂質の１０モル％
の濃度でＤＯＰＥが存在すること以外は同一の組成物のトランスフェクション効率である
。ある特定の実施態様では、組成物の色素到達性(dye accessibility)％は、ＤＯＰＥが
存在しないか又は、存在しても、総脂質の僅か５モル％の濃度で存在する場合は、総脂質
の５モル％以上の濃度でカチオン性脂質が存在すること以外は同一の組成物を用いた核酸
の細胞へのトランスフェクションと比較して、少なくとも約１０％大きく（又は少なくと
も約２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、又は１００％
大きい）、ある特定の実施態様では、色素到達性％は総脂質の１０モル％の濃度でＤＯＰ
Ｅが存在すること以外は同一の組成物の色素到達性％である。
【００３３】
　ある特定の実施態様では、リポソームはさらに、リポソームの外層に付着した、取り込
まれている抗体又はその断片を含んでいて、ここで、その抗体又は断片は特定の細胞表面
抗原と結合する。
　すなわち、本発明は、以下の（１）から（５１）に関する。
（１）核酸及び脂質成分を含むリポソームが形成される条件下で、水、水混和性有機溶媒
、及びポリアミンを含む混合物中で脂質成分及び核酸成分を混合することを含んでなる、
核酸及び脂質成分を含んでいるリポソームを製造する方法。
（２）ポリアミンが、オリゴエチレンイミン、ポリエチレンイミン、又はポリアミノＣ２

～Ｃ１０アルカンである、前記（１）に記載の方法。
（３）ポリアミンが、スペルミン、スペルミジン、及びプトレシンよりなる群から選ばれ
る、前記（２）に記載の方法。
（４）ポリアミンがスペルミンである、前記（３）に記載の方法。
（５）核酸がＤＮＡである、前記（１）～（４）の何れかに記載の方法。
（６）核酸がＲＮＡである、前記（１）～（４）の何れかに記載の方法。
（７）ＲＮＡがｓｉＲＮＡである、前記（６）に記載の方法。
（８）ＲＮＡがｓｈＲＮＡである、前記（６）に記載の方法。
（９）脂質成分が非カチオン性脂質を含んでいる、前記（１）～（８）の何れかに記載の
方法。
（１０）非カチオン性脂質が中性脂質である、前記（１）～（９）の何れかに記載の方法
。
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（１１）中性脂質が、ＤＯＰＣ、ＤＯＰＥ、コレステロール、又はＰＥＧ－ＤＳＧを含ん
でいる、前記（１０）に記載の方法。
（１２）リポソームが更に、カチオン性脂質を含んでいる、前記（９）に記載の方法。
（１３）カチオン性脂質が、ＤＯＴＡＰ又はＤＯＳＰＡを含んでいる、前記（１２）に記
載の方法。
（１４）水混和性有機溶媒が、メタノール、エタノール、１－プロパノール、又は２－プ
ロパノールを含んでいる、前記（１）～（１３）の何れかに記載の方法。
（１５）脂質成分がカチオン性脂質を含有していない、前記（１）～（１１）及び（１４
）の何れかに記載の方法。
（１６）水と水混和性有機溶媒との比率が約２：１～１：２である、前記（１）～（１５
）の何れかに記載の方法。
（１７）水と水可溶性有機溶媒との比率が約１：１である、前記（１）～（１６）の何れ
かに記載の方法。
（１８）核酸のリン酸基に対するポリアミン窒素の比率（Ｎ／Ｐ）が、少なくとも約０．
５である、前記（１７）に記載の方法。
（１９）核酸のリン酸基に対するポリアミン窒素の比率（Ｎ／Ｐ）が、約０．８～約１．
５である、前記（１８）に記載の方法。
（２０）混合する工程が約６０℃を超えない温度で実施される、前記（１）～（１９）の
何れかに記載の方法。
（２１）混合する工程が約４０℃～約５０℃の温度で実施される、前記（２０）に記載の
方法。
（２２）混合する工程が約６．５以上のｐＨで実施される、前記（１）～（２１）の何れ
かに記載の方法。
（２３）混合する工程が約７．０～約８．０のｐＨで実施される、前記（２１）に記載の
方法。
（２４）脂質成分がカチオン性脂質を含み、及び核酸のリン酸基に対する脂質の窒素の比
率（Ｎ／Ｐ）が約０．５又はそれ以下である、前記（１）～（１１）及び（１４）の何れ
かに記載の方法。
（２５）脂質成分が中性リン脂質を含んでいてカチオン性脂質を含んでおらず、並びにこ
こで核酸と脂質成分が、核酸１マイクログラム当り５ナノモルの脂質～核酸１マイクログ
ラム当り２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、又は１００（任意に５～２
０、又は３０、好ましくは１０）ナノモルの脂質の比率で存在し、並びにここでリポソー
ムが直径３０～５００ナノメートルである、前記（１）～（１１）及び（１４）の何れか
に記載の方法。
（２６）核酸がＲＮＡである、前記（２２）に記載の方法。
（２７）リポソームが内層及び外層を有していて、ここでリポソームは、核酸、ポリアミ
ン、及び脂質成分を含んでいて、ここで、脂質成分が中性リン脂質を含んでいて、及び実
質的にカチオン性脂質を含んでおらず、ここで、核酸と脂質成分が、核酸１マイクログラ
ム当り５ナノモルの脂質～核酸１マイクログラム当り２０、３０、４０、５０、６０、７
０、８０、９０、又は１００（任意に５～２０、又は３０，好ましくは１０）ナノモルの
脂質の比率で存在し、及びここで、リポソームが直径３０～５００ナノメートルである、
水性媒体中にリポソームを含んでなる組成物。
（２８）ポリアミンが、オリゴエチレンイミン、ポリエチレンイミン、又はポリアミノＣ

２～Ｃ１０アルカンである、前記（２７）に記載の組成物。
（２９）ポリアミンが、スペルミン、スペルミジン、及びプトレシンよりなる群から選ば
れる、前記（２７）に記載の組成物。
（３０）ポリアミンがスペルミンである、前記（２９）に記載の組成物。
（３１）核酸がＤＮＡである、前記（２７）～（３０）の何れかに記載の組成物。
（３２）核酸がＲＮＡである、前記（２７）～（３０）の何れかに記載の組成物。
（３３）ＲＮＡがｓｉＲＮＡである、前記（３２）に記載の組成物。
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（３４）ＲＮＡがｓｈＲＮＡである、前記（３２）に記載の組成物。
（３５）非カチオン性脂質が、ＤＯＰＣ、ＤＯＰＥ、コレステロール、又はＰＥＧ－ＤＳ
Ｇを含んでいる、前記（２７）～（３４）の何れかに記載の組成物。
（３６）脂質成分が実質的にカチオン性脂質を含んでいない、前記（２７）～（３４）の
何れかに記載の組成物。
（３７）脂質成分がカチオン性脂質及び非カチオン性脂質を含んでいる、前記（２７）～
（３５）の何れかに記載の組成物。
（３８）カチオン性脂質がＤＯＴＡＰ又はＤＯＳＰＡを含んでいる、前記（３７）に記載
の組成物。
（３９）リポソームが直径７０～３００ナノメートルである、前記（２７）～（３８）の
何れかに記載の組成物。
（４０）取り込まれている抗体及びその断片をリポソームの外層に付着させること、ここ
で、抗体又はその断片は特定の細胞表面抗原と結合する、を含んでなり、ここで、リポソ
ームが取り込まれる条件下で細胞と接触させて培養すると、少なくとも１００，０００又
は少なくとも１，０００，０００分子の抗原を発現している細胞によって、抗体を付着し
た状態のリポソームが取り込まれる、前記（２７）～（３９）の何れかに記載のリポソー
ムを使用する方法。
（４１）リポソームの細胞への取り込みが細胞の特性の変化をもたらす、前記（４０）に
記載の方法。
（４２）リポソームが、リポソームの外層に付着した、取り込まれている抗体又はその断
片をさらに含み、ここで抗体又は断片が特異的な細胞表面抗原と結合する、前記（２７）
～（３９）の何れかに記載の組成物。
（４３）細胞を前記（４２）に記載の組成物と接触させること、を含んでなり、ここで、
取り込まれている抗体又はその断片を付着した状態のリポソームが、それが取り込まれる
条件下で細胞と接触させて培養すると、少なくとも１００，０００又は少なくとも１，０
００，０００の分子の抗原を発現している細胞によって取り込まれる、核酸を細胞へ送達
する方法。
（４４）患者が核酸治療に応答する疾患を治療される条件下で、前記（４２）に記載の組
成物の治療有効量を患者に投与すること、を含んでなる、核酸を用いて治療を必要として
いる患者を治療する方法。
（４５）組成物が、水性媒体中にリポソームを含んでなり、ここで、リポソームは、核酸
、ポリアミン、及び脂質成分を含んでいる、前記（１）～（２６）の何れかに記載の方法
で製造される組成物。
（４６）組成物が、わずか５モル％又は１モル％のＤＯＰＥを含んでいる、前記（２７）
又は（４５）に記載の組成物。
（４７）組成物が実質的にＤＯＰＥを含んでいない、前記（４６）に記載の組成物。
（４８）核酸の細胞内へのトランスフェクションが、ＤＯＰＥが存在していないか、又は
存在していても、総脂質の５モル％を超えない濃度で存在しているときに、総脂質の５モ
ル％を超える濃度でカチオン性脂質が存在していることを除いて同一である組成物を用い
る細胞内への核酸のトランスフェクションと比べて、少なくとも約１０％より効率的であ
る、前記（４６）又は（４７）に記載の組成物。
（４９）組成物の色素到達性％が、ＤＯＰＥが存在していないか、又は存在していても、
総脂質の５モル％を超えない濃度で存在しているときに、総脂質の５モル％を超える濃度
でカチオン性脂質が存在していることを除いて同一である組成物の色素到達性％と比べて
、少なくとも約１０％高い、前記（４６）又は（４７）に記載の組成物。
（５０）トランスフェクション効率が、総脂質の１０モル％の濃度でＤＯＰＥが存在して
いることを除いて同一である組成物のトランスフェクション効率である、前記（４８）に
記載の組成物。
（５１）色素到達性％が、総脂質の１０モル％の濃度でＤＯＰＥが存在していることを除
いて同一である組成物の色素到達性％である、前記（４９）に記載の組成物。
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【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】図１Ａ及び１Ｂは、それぞれＧＦＰ発現及びルシフェラーゼ発現に対するｐＨの
効果を示すグラフである。
【図２】図２は、６０℃の油浴に浸漬した後の、５０体積％のエタノール溶液の温度平衡
の時間経過を示すグラフである。
【図３】図３は、リポソーム（Ｈｅｒ２標的化及び単純な非標的化）で２４時間処置した
細胞の蛍光顕微鏡検査の結果を示す。（Ｒｈフィルターセットを用いて１秒暴露）。右側
の値は、ＤＮＡに対するカチオン性脂質の比率を用いて測定した理論上の電荷、及びリポ
ソーム内に封入されたＤＮＡ％を意味する色素到達性％を示す。
【図４】図４は、他の成分を一定に維持して、カチオン性脂質成分の量を変化させて製造
したリポソームの色素到達性％を示すグラフである。製剤はＤＯＳＰＡ／ＤＯＰＣ／Ｃｈ
ｏｌ／ＤＯＰＥ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／Ｄｉｌ（３）－ＤＳで、組成はＸ／１５／１０／４／
０．３／０．０３ナノモル／μｇＤＮＡであった。
【図５】図５は、スペルミン、典型的なリン脂質であるジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－
フォスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）の化学構造及びスペルミンのＤＮＡの二重螺旋との
相互作用の３Ｄ描写を示す。
【図６】図６Ａは、利用可能なアニオン性リン酸塩の１０％電荷と結合させるために製剤
中に一定の量のカチオン性脂質を含有しているリポソームについて、スペルミンの量を変
化させて添加したときの封入分析を示す図であり、そして図６Ｂは、０．２μｍのＰＥＳ
フィルターで無菌濾過する前と後のリポソームのサイズ及び濾過効率を示す表である。
【図７】図７Ａは、利用可能なアニオン性リン酸塩の２５％電荷と結合させるために製剤
中に一定の量のカチオン性脂質を含有しているリポソームについて、スペルミンの量を変
化させて添加したときの封入分析を示す図であり、そして図７Ｂは、０．２μｍのＰＥＳ
フィルターで無菌濾過する前と後のリポソームのサイズ及び濾過効率を示す表である。
【図８】図８Ａは、利用可能なアニオン性リン酸塩の５０％電荷と結合させるために製剤
中に一定の量のカチオン性脂質を含有しているリポソームについて、スペルミンの量を変
化させて添加したときの封入分析を示す図であり、そして図８Ｂは、０．２μｍのＰＥＳ
フィルターで無菌濾過する前と後のリポソームのサイズ及び濾過効率を示す表である。
【図９】図９は、Ｄｉｌ（３）－ＤＳ標識リポソーム－ＤＯＳＰＡ（０．１）製剤に２４
時間暴露した後のＭＣＦ７／クローン１８細胞の顕微鏡検査を示す（１／４秒、蛍光発光
；８秒、位相差）。ＮＴは単純な「非標的化」製剤を、Ｔは「標的化」抗Ｈｅｒ２受容体
製剤を示す。Ｎ／ＰはそれぞれＤＯＳＰＡ／ＤＮＡの窒素／リン酸の比を示す。
【図１０】図１０は、Ｄｉｌ（３）－ＤＳ標識リポソーム－ＤＯＳＰＡ（０．２５）製剤
に２４時間暴露した後のＭＣＦ７／クローン１８細胞の顕微鏡検査を示す（１／４秒、蛍
光発光；８秒、位相差）。ＮＴは単純な「非標的化」製剤を、Ｔは「標的化」抗Ｈｅｒ２
受容体製剤を示す。Ｎ／ＰはそれぞれＤＯＳＰＡ／ＤＮＡの窒素／リン酸の比を示す。
【図１１】図１１は、Ｄｉｌ（３）－ＤＳ標識リポソーム－ＤＯＳＰＡ（０．２５）製剤
に２４時間暴露した後のＭＣＦ７／クローン１８細胞の顕微鏡検査を示す（１／４秒、蛍
光発光；８秒、位相差）。ＮＴは単純な「非標的化」製剤を、Ｔは「標的化」抗Ｈｅｒ２
受容体製剤を示す。Ｎ／ＰはそれぞれＤＯＳＰＡ／ＤＮＡの窒素／リン酸の比を示す。
【図１２】図１２は、精製したリポソーム試料及び各種量のＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥを含
んでいる標準品を示しているＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを示す。ゲルバンドの密度はＩｍａｇ
ｅJソフトウェアを用いて測定した。標準曲線への外挿から、脂質のマイクロモル当りに
取り込まれたタンパク質の量は、Ｎ／Ｐ＝１．５及びＮ／Ｐ＝３．０についてそれぞれ、
１３．６４±０．６４及び１０．５９±０．３９であった（２通り）。
【図１３】図１３は、温度における各種ｓｉＲＮＡ溶液の２６０ｎｍでの吸光度を示す。
【図１４】図１４は、標的化結合物の挿入効率を試験するために各種温度に加熱した精製
リポソームのＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥ含量を示しているＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを示す。
【発明を実施するための形態】
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【００３５】
　核酸、特にＤＮＡ又はＲＮＡを送達するための改善されたリポソーム組成物が、有機－
水性単相構築方法を用いて、及び/又はポリアミン又は高分子アミン添加剤を取り込んで
製造できることを見出した。ある特定の実施態様では、リポソーム組成物中で用いられる
カチオン性脂質の量は（従来のカチオン性リポソームと比べて）減少又は除去された。
【００３６】
　ある特定の実施態様では、核酸を、中性又はより高いｐＨで、及び比較的低い緩衝能力
を有している有機－水性単相に予め溶解し、そして脂質及び／又はその他のリポソーム形
成成分を中性より低いｐＨで、及び比較的高い緩衝能力を有している有機－水性単相に溶
解し、そして外気温より高い温度で２つの溶液を混合し、外気温又はそれ以下まで急速に
冷やして核酸の不活性化を防ぐ。水性－有機単相、例えば５０体積％エタノールにおける
、ＤＮＡ核酸の中性より低いｐＨ（例えば、ｐＨ６．５未満）への暴露がトランスフェク
ション活性の損失を導くことを意外にも見出した。しかしながら、より短い暴露時間（１
～２分）及び／又は溶液のより高いｐＨ（ｐＨ６．５又はそれより高い）での保持が、Ｄ
ＮＡのトランスフェクション能力を維持する。いくつかのＲＮＡに関しては、より低いｐ
Ｈが好ましいことがある。
【００３７】
　本発明は核酸を細胞へ取り込むための組成物を提供し、その組成物はポリアミン又は高
分子アミンとの複合体中の核酸を含んでおり、リポソーム中に脂質も含んでいて、ここで
脂質は比較的少量のカチオン性脂質を含んでいるか、又はカチオン性脂質を全く含んでお
らず、そしてリポソームに封入されている核酸の量は多い、例えば、核酸の１マイクログ
ラム当たり５～３０ナノモルの脂質である。一般に、例えば、リガンドが細胞によって取
り込まれている場合、リガンドに向けられた細胞の標的化の無い場合には、組成物はトラ
ンスフェクション活性を有さないか又は殆ど有さないが、リポソーム表面に付加した細胞
標的化リガンドが存在すると驚くほどに高いトランスフェクション活性を有し、トランス
フェクション活性は高レベル（例えば、総脂質の２５％より高い）カチオン性脂質を含ん
でいる同様なリポソームのそれさえ上回る。ＰＥＧ－ホスファチジルエタノールアミン（
ＰＥＧ－ＰＥ）、ＰＥＧ－ジステアロイルグリセロール（ＰＥＧ－ＤＳＧ）、又はＰＥＧ
－ジ（Ｃ１２～Ｃ１８）アルキルアミン（ここで、ＰＥＧは非脂質誘導体化末端が任意に
メチル化されている）のような、親水性重合体－改変脂質の有無に関わらず、ホスファチ
ジルコリン（ＰＣ）及びコレステロールのような、非カチオン性脂質を含有している核酸
運搬リポソームを産生するための、先に公表されている方法は、低い封入効率に終わって
いる。
【００３８】
　本発明者らは、ジオレオイル－ＰＣ（ＤＯＰＣ）及びコレステロールのような、非カチ
オン性脂質と核酸とを、任意にＰＥＧ－ＤＳＧ（ＰＥＧの分子量、２，０００）を用いて
、例えば、５０体積％の水性エタノールのような、有機－水性単相中で、好ましくは外気
温以上の温度、例えば、５０～６０℃で混合すること、それに続き外気温まで冷却して、
及び透析によってエタノールを除去すると、核酸の核酸結合親水性色素への到達性の減少
（２０～３０％到達性、すなわち少なくとも７０～８０％のＤＮＡが取り込まれ色素から
保護される）から明らかなように、小さいリポソーム粒子（サイズ＜３００ｎｍ）への核
酸の非常に効率的な封入がもたらされることを意外にも見出した。これらのリポソームは
核酸を細胞へトランスフェクトしなかったが、取り込み可能な細胞特異的リガンド（例え
ば、ｓｃＦｖ抗体）がリポソームに付加している場合は、ＧＦＰ導入遺伝子の発現から明
らかなように、これらは核酸を非常に効率的にトランスフェクトした（以下の実施例１～
９を参照されたい）。
【００３９】
　カチオン性脂質がない場合のより高い封入効率は、当該技術分野の従来の教示に反する
ものであり、その教示には、核酸分子に疎水性脂質相に対する親和性をもたらして、有機
溶媒の存在下での核酸の溶解性を保証するための（ここで、有機溶媒は核酸とリポソーム
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の脂質成分を混合するために用いられる）、カチオン性脂質の必要性が述べられている。
リポソームにおける親水性ポリマー－結合脂質（例えば、ＰＥＧ－ＤＳＰＥ）の増大は、
従来の考え方に反して、リガンドで標的化されたリポソームのトランスフェクション効率
を減少させず、むしろそれを増大させた。同様に、従来の考え方に反して、二重層を形成
しない、いわゆる「ヘルパー」脂質、例えばＤＯＰＥのリポソームの脂質成分への追加は
、トランスフェクションの有効性を増大しなかった。スペルミン、スペルミジン、短鎖（
ｎ＝４～５）オリゴマーエチレンイミン、及び直鎖及び分岐鎖両方のポリエチレンイミン
（分子量：４００～１８００）を試験して、本発明のリポソームを製造するために適して
いることが分かった。有機－水性単相におけるポリアミン又は高分子アミンの核酸に対す
る非沈降比率の範囲は濁度滴定で測定できる。
【００４０】
　ある特定の実施態様では、正電荷（ポリアミン又は高分子アミン）と負電荷（核酸のリ
ン酸基）の適切な比率は約０．９：１又は約１：１である。ポリアミン又は高分子アミン
がない場合は、有機－水性単相中で混合して有機溶媒を除去した後に核酸はリポソームへ
ほとんど封入されなかった（色素到達率：約８０～９０％）。上で示したように、ＤＮＡ
を高分子アミン又はポリアミンと混合した場合、及びカチオン性脂質の量を減少させた場
合、又はカチオン性脂質が単一の炭化水素鎖脂質であった場合、又はカチオン性脂質を組
成物から完全に除去した場合は、ＤＮＡはＤＯＰＣ及びコレステロールのリポソームに非
常に効率的に取り込まれた（以下の実施例１～９を参照されたい）。粒子は体積－重量平
均２００ｎｍに近い小さいサイズを有していて、付加された細胞に取り込まれたリガンド
を介してインビトロで癌細胞へ送達された場合、蛍光顕微鏡データによると、リポソーム
物質の分布は、点状であり個別の細胞内コンパートメントに集中しているように見えるカ
チオン性脂質を含んでいる同様に製造したリポソームの分布と比較して、より拡散して均
一であった。
【００４１】
　この観察は、通常の量（すなわち、約０．５～２．０の正対負（ＤＮＡ）電荷比）のカ
チオン性脂質を含んでいるリポソームと比べた、本発明のリポソームによるこれらの細胞
中の送達されたプラスミドＤＮＡのより効果的なトランス遺伝子（ＧＦＰ）発現と一致し
ていた。例えば、脂質成分とＤＮＡ－ポリアミン／高分子アミン成分の溶液を混合して、
５０体積％のエタノール－ｐＨ７．０～７．５の低イオン緩衝液中、５０～６０℃で混合
し、続いて冷却、そして例えば塩化ナトリウムの生理濃度の中性水性緩衝液に対して透析
して、エタノールを除去すると、非カチオン性脂質及びポリアミン／高分子アミン－核酸
のリポソームが効率的に形成された。このプロセスは、「高い転移温度」の脂質成分を含
んでいないにも関わらず、成分を外気温ではなく、上昇させた（５０～６０℃）温度で混
合するとより良い結果をもたらすということが、意外にも分かった。さらに本発明者らは
、ステロール（コレステロール）の存在が５０体積％のエタノール－有機相へのＤＯＰＣ
の効果的な溶解を得るために有用であったことを見いだした。このことは、コレステロー
ル自体がこの種の水性－有機単相に余り溶解しないという事実を越えて意外なことである
。
【００４２】
（定義）
　本明細書で用いられる用語「カチオン性脂質」は、当該技術分野で認識されていて、正
味の正電荷を有している脂質部分を示す。カチオン性脂質の例には、ジオレイル－Ｎ，Ｎ
－ジメチルアンモニウムクロライド（「ＤＯＤＡＣ」）；Ｎ－（２，３－ジオレイルオキ
シ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロライド（「ＤＯＴＭＡ」）；
Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムブロミド（「ＤＤＡＢ」）；Ｎ－
（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロラ
イド（「ＤＯＴＡＰ」）；３β－（Ｎ－（Ｎ'，Ｎ’－ジメチルアミノエタン）－カルバ
モイル）コレステロール（「ＤＣ－Ｃｈｏｌ」）；Ｎ－（１，２－ジミリスチル－３－プ
ロピル）－Ｎ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－ヒドロキシルエチルアンモニウムブロミド（「ＤＭＲ
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ＩＥ」）；Ｎ－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ－（２－（スペルミ
ンカルボキシアミド）エチル）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムトリフルオロ酢酸（「Ｄ
ＯＳＰＡ」）；ジオクタデシルアミドグリシル カルボキシスペルミン（「ＤＯＧＳ」）
；Ｎ－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムクロラ
イド（「ＤＯＤＭＡ」）；１，２－ジオレオイル－ｓｎ－３－グリセロ（エチルホスフォ
リル）－コリン（「ＤＯＥＰＣ」）；１，２－ジミリストイル－ｓｎ－３－グリセロ（エ
チルホスフォリル）－コリン（「ＤＭＥＰＣ」）；１－パルミトイル－２－オレオイル－
３－グリセロ（エチルホスフォリル）－コリン（「ＰＯＥＰＣ」）；１，２－ジステアロ
イル－３－グリセロ（エチルホスフォリル）－コリン（「ＤＳＥＰＣ」）；Ｎ－アグリニ
ル－１，２－ジオレオイルホスファチジルエタノールアモン（「Ａｒｇ－ＤＯＰＥ」）；
及び１，２－ジオレオイル－３－ジメチルアンモニウム－プロパン（「ＤＯＤＡＰ」）が
包含される。
【００４３】
　本明細書で用いられる用語「中性脂質」は、当該技術分野で認識されていて正味の電荷
を有していない脂質部分を示す。中性脂質は電荷を持たないか、又は両性イオン性であっ
てもよい。中性脂質の例には、１，２－ジオレオイル－ｓｎ－３－ホスフォエタノールア
ミン（「ＤＯＰＥ」）；１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフォコリン（
「ＤＯＰＣ」）；ポリエチレングリコール－ジステアロイルグリセロール（「ＰＥＧ－Ｄ
ＳＧ」）；１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－エチルホスフォコリン（「ＥＰ
Ｃ」）；１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフォコリン（「
ＰＯＰＣ」）；及びコレステロールのようなステロール類が包含される。
【００４４】
　本明細書で用いられる用語「リポソーム」は、従来のリポソーム（内部に水相を有して
いる）、並びに内部の水含量が低いナノ粒子を意味する。
【００４５】
　本発明の実施態様で有用な核酸は、例えば、その生体細胞への送達によって、産生され
るべき所望の生物学的又は生理学的効果に従って選ばれる。このような選択は分子生物学
及び医学の分野の当業者にとって周知である。核酸は、核酸であるか、又はそれが共有結
合した繰り返し分子単位（モノマーとも呼ばれる）の主鎖を示し及び生物学的又は生理学
的効果を有するという点でその構造及び機能が核酸に似ている高分子物質である。核酸は
天然の、改変した又は合成した塩基及び主鎖成分を包含できる。核酸は天然又は合成起源
のものであってよく、核酸（すなわち、共有結合した繰り返し分子単位の主鎖に結合して
いる複数の核酸塩基を含んでいる高分子）、ＤＮＡ、ＲＮＡ、天然及び合成オリゴヌクレ
オチド（アンチセンスオリゴヌクレオチド、干渉ＲＮＡ、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ
）、低分子ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、長さが約３０塩基対でダイサー酵素基質とし
て作用できる二本鎖ＲＮＡ、核タンパク質、ペプチド、核酸、リボザイム、ＤＮＡ含有核
タンパク質（例えば、無傷又は部分的に脱タンパク質化されたウィルス粒子（ビリオン）
のようなもの）、ＤＮＡ以外のオリゴマー及びポリマー陰イオン性化合物（例えば、酸性
多糖類及び糖タンパク質）等を包含できる。ＤＮＡ又はＲＮＡが好ましく、そして発現可
能な遺伝子の配列を担持しているＤＮＡ又はｓｉＲＮＡがより好ましい。アンチセンスオ
リゴヌクレオチドはもう一つの好ましいタイプの核酸である。生細胞へ外因性の核酸を導
入するプロセスを表わすために、特定種の核酸に、又はそのように導入される核酸によっ
て細胞内で行われる特定の機能に限定されることなく、本発明者らは用語「トランスフェ
クション（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）」を用いる。トランスフェクションは治療される
対象の体内の細胞上（インビボ）又は対象の外部に保持されている細胞上（インビトロ又
はエクスビボ）で実施できる。用語「トランスフェクション」と「送達（ｄｅｌｉｖｅｒ
ｙ）」は本明細書では同様に用いられる。特定の適用に対して有利な場合は、リポソーム
は構造、機能、又はヌクレオチド配列に関して一種以上の核酸を含むことができる。
【００４６】
　本明細書で用いられる「ポリアミン」又は「高分子アミン」は、正電荷を有することが
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可能な複数の（少なくとも２つの）塩基性窒素部分を有している非脂質化合物である。ポ
リアミンは、２～２０のアミノ基を有している直鎖、分岐鎖又は環状化合物を包含する。
ある特定の実施態様では、ポリアミンは約２０００ダルトンを越えない、又は約１８００
ダルトンを越えない、又は約６００ダルトンを越えない、又は約４００、３００若しくは
２５０ダルトンを越えない分子量を有している。ある特定の実施態様では、ポリアミンは
合計２０を越えない炭素原子を有している。ポリアミンの例には、スペルミン、スペルミ
ジン、プトレシン、及びポリアミノＣ２～Ｃ１０アルカン（例えば、α，ω－アミノＣ２

～Ｃ１０アルカン）が包含され、ここで、脂肪族鎖は１個又は２個の窒素原子によって中
断されていてもよい。ある特定の実施態様では、ポリアミンはスペルミンである。高分子
アミンはオリゴエチレンイミン、ポリエチレンイミン等のような化合物を包含する。
【００４７】
（組成物及び組成物を作成する方法）
　一般に、本明細書に提供される組成物は、核酸を含んでいる第１溶液及び脂質成分を含
んでいる第２溶液を提供すること、リポソームを製造するのに適切な条件下でこの二つの
溶液を一緒に混合することによって製造される。
【００４８】
　ある特定の実施態様では、第１及び第２溶液の一方又は両方は水混和性の有機溶媒を含
んでいる。水混和性有機溶媒は一般に、脂質成分－核酸混合のために選択される条件下、
及び下記の有機溶媒減量工程条件下で、すなわち、約０．０１体積％～約６０体積％の全
範囲に渡って、水（単一液相又は単相）との完全な混和性を保持する。
【００４９】
　この工程の水混和性有機溶媒はアルコール、又は非プロトン性溶媒が好ましく、生物製
剤で用いるのに適しているものが好ましい。アルコール溶媒の例には、メタノール、エタ
ノール、１－プロパノール、２－プロパノール、２－ブタノール、ｔｅｒｔ－ブタノール
、エチレングリコール、ジエチレングリコール、プロピレングリコール、グリセロール、
メチルセロソルブ（エチレングリコールモノメチルエーテル）、メチルカルビトール（ジ
エチレングリコールモノメチルエーテル）等が包含される。メタノール、エタノール又は
ｔｅｒｔ－ブタノールが、特にエタノールが好ましい。非プロトン性溶媒には、エーテル
、エステル、ケトン、ニトリル、アミド、又はスルホキシドが包含される。非プロトン性
溶媒はエチレングリコールジメチルエーテル、エチレングリコールジエチルエーテル、ジ
エチレングリコールジメチルエーテル、ジオキサン、テトラヒドロフラン、アセトン、メ
チルエチルケトン、アセトニトリル、ジメチルホルムアミド、又はジメチルスルホキシド
が好ましい。
【００５０】
　脂質成分溶液を核酸溶液と、所望の微粒子複合体を形成するために十分な条件下で、混
合することができる。水と上記のようにして選択された水混和性有機溶媒を含む単一液相
（すなわち、単相を）を有する溶液中で選択された核酸を脂質成分と混合する。単相組成
物は、以下で検討する光学的透明度に関わらず、液－液界面が存在しないことを特徴とす
る混合物である。脂質成分及び核酸を、当該技術分野で公知の何れかの方法を用いて混合
することができる。水性／有機溶媒混合物中の体積パーセントによる有機溶媒の割合は、
プロセスで用いられる核酸及び脂質成分のタイプによって変化するだろう。この割合は約
１０体積％～約６０体積％の範囲でよく、一般に約５５体積％以下である。このプロセス
を実施する温度範囲は水性／有機溶媒混合物の凝固点以上であるが、有機溶媒の沸点以下
であり；典型的には環境気圧下で約０℃～約１００℃に変化するだろう。３０℃～７０℃
、特に約４０℃～約６５℃のような外気温以上の温度が好ましい。一般に、より長く、よ
り安定な核酸のためには温度をより高くしてもよく；ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡのような
、より短く、より不安定なオリゴヌクレオチドのためには、オリゴヌクレオチド二本鎖の
変性を減らすために温度をより低くしてもよい。
【００５１】
　一つの好ましい方法は、本質的に水性媒体中に核酸の溶液を調製すること、有機溶媒中
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の溶液として脂質成分を調製すること、及び、例えば機械的混合によって、有機溶媒の必
要含量を混合物中にもたらす体積比で、二つの溶液を混合することである。得られる混合
物中の有機溶媒の含量は、核酸の部分的脱水及び／又は濃縮をもたらす一方、核酸を溶解
状態に維持することが好ましく、そして同時に、有機含量は脂質成分を非小胞性形態、例
えばミセル形態に可溶化する。
【００５２】
　別の好ましい方法は、水と第１体積％の水混和性有機溶媒を含んでいる単一流体相中に
核酸の溶液を調製すること、水と第２体積％の水混和性有機溶媒を含んでいる単一流体相
中に脂質成分の溶液を調製すること、及び、例えば機械的混合によって、以下で特定する
ような有機溶媒の必要含量を混合物中にもたらす体積比で、これらの二つの溶液を混合す
ることである。これらの二つの溶液中の有機溶媒の第１及び第２体積パーセントは同じで
あることが好ましい。第１（核酸）溶液中の有機溶媒の体積％は、移行、例えば、核酸分
子を濃縮した状態及び／又は水和化が少ない形態に移行すること、を促進するように選ば
れることが好ましく、それに対して、第２（脂質成分）溶液中の有機溶媒の体積％は、例
えば、脂質をミセルのような小胞を形成しない形態に可溶化する。従って当業者は、核酸
及び脂質溶液中の、並びに得られた混合物中の有機溶媒の含量を、核酸の脱水及び／又は
濃縮を促進するための必要、及び脂質の可溶化のための必要の両方を満足するように選択
するだろう。
【００５３】
　三番目に好ましい方法によると、脂質成分は整った形態（neat form）で、好ましくは
、不溶性基質に被着したフィルムのように、広い表面積を有する形態で提供され、次いで
、核酸の脱水／濃縮及び／又は脂質成分の可溶化の必要を満足する体積パーセント（この
パーセントはより具体的に以下に定義される）で水混和性有機溶媒及び水を含んでいる単
一流体相中で核酸溶液と接触させる。整えられた(neat)脂質成分の核酸溶液との接触は、
接触を実施する容器の低速回転又は往復運動のような、機械的撹拌を伴うことが好ましく
、それによって脂質成分が可溶化して核酸と好ましくは濃縮状態で接触して、微小粒子複
合体の形成を確実にする。撹拌は通常整えられた脂質成分の全てが溶解するまで続ける。
【００５４】
　得られる核酸／脂質成分溶液中の有機溶媒は、核酸などの核酸と脂質成分の両方を独立
して分子状又はミセル状に溶解できる体積濃度で存在させることが好ましい。すなわち、
核酸を脂質成分と混合した後に生成される有機－水性単相は、溶解の間に核酸及び脂質成
分の両者を存在させる必要なしで、核酸又は脂質成分の何れかを分子的又はミセル的溶液
の形態に溶解できるだろう。好ましくは、核酸と脂質成分を混合する場合の有機溶媒の含
量、及び／又は温度が低下すると、脂質成分は、自己集合、非ミセル、凝縮相、例えば二
重層、逆ヘキサゴナル、キュービック、液晶、又は非結晶相など、を形成する。水性環境
において、二重層、キュービック、又はリオトロピック液晶として知られている、逆ヘキ
サゴナル相のような、秩序凝縮相を形成する脂質成分が特に好ましい。このような脂質成
分は当該技術分野において公知である。二重層形成脂質成分は水性環境で一般に、小胞の
ような、密閉構造を形成する。優先的に、単層において有機溶媒濃度の低下によって脂質
成分が自己集合凝縮相を形成する能力は核酸が存在しているか否かとは無関係である。水
性環境で自己集合、非ミセル、凝縮相を形成する脂質成分の典型的なタイプは、当該技術
分野で公知であって、通常の実験のみを用いて当業者が選択できる。このような典型的な
脂質成分は、クラスＩ－不溶性、非膨張性両親媒性物質（界面に広がって安定な単相を形
成する：水に不溶であるか又は非常に低い溶解度を有している）及びクラスＩＩ－不溶性
、膨張性両親媒性物質（広がって界面に安定な単相を形成し、不溶性であるが水中で膨張
してリオトロピック液晶を形成する）と呼ばれる。脂質成分の特定の例は本明細書に開示
されている。
【００５５】
　何れか所定の混合物について選択された有機溶媒の特定の濃度は、有機溶媒、脂質成分
及び核酸の特性；成分を混合するときの温度；水性成分のイオン強度；及び混合物中の脂
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質成分及び／又は核酸の濃度よって決まるだろう。特定の適用の必要に従って有機溶媒、
核酸、水性成分、及び脂質成分が選択されると、本明細書に導かれる当業者は、当該技術
分野で公知の単純な溶解性試験を実施することにより有機溶媒の必要濃度を容易に確立で
きるだろう。例えば、溶解した核酸及び／又は脂質の分子又はミセル特性は動的光散乱に
よって確認できる。ミセル又は特に分子の（真の）溶液は、粒子、小胞、フィラメント、
又は凝集した核酸又は脂質成分相を含むその他の成分を含んでいるものより実質的に低い
光散乱を有しているので、光散乱強度を好都合に使用できる。ＮＭＲ、ＥＳＲプローブ、
及び蛍光プローブ法のような、当該技術分野で公知のその他の方法を、ミセル又は分子溶
液以外の状態における核酸又は脂質成分の存在を検出するために用いることができる。
【００５６】
　混合物中の有機溶媒の量は、核酸及び脂質成分が得られる水性－有機溶媒単相中に独立
してミセル状に又は分子状に溶解できるように選択される。具体的にこの量は約１０体積
％～約６０体積％、好ましくは約３０体積％～約５５体積％、そして最も好ましくは約４
５体積％～約５５体積％である。
【００５７】
　脂質成分は中性又はカチオン性脂質を含むことができる。好ましい実施態様では、カチ
オン性脂質の量は、総脂質の僅か５モル％（任意に、総脂質の僅か４モル％、３モル％、
２モル％、１モル％、若しくは０．５モル％、又は実質的にカチオン性脂質を含まない）
の濃度で存在する。非カチオン性脂質の特定な量の何れも、この脂質、選ばれたカチオン
性脂質、核酸、及び有機溶媒の特性によって決まる。ステロールは非カチオン性脂質の最
大１００％までの量で存在させることができる。例えば、ホスファチジルコリンのような
、リン脂質が存在する場合は、例えば、コレステロールのような、ステロール類は非カチ
オン性脂質の最大５０％を構成してもよい。核酸溶液及び脂質（溶液であるか整った形態
であるかを問わず）は、外気温以上且つ溶液に存在している脂質の最高相転移温度以上で
あるが、有機溶媒の沸点以下で、より好ましくは約３０℃～約８０℃、さらにより好まし
くは約４０℃～約７０℃、そして最適には約５０℃～約６５℃で混合することが好ましい
。核酸と脂質成分を混合する際の正確な温度は、選択された単相における両方の成分の分
子状又はミセル状の溶解ももたらす。この温度は、例えば、上記の溶解性試験によって確
定できる。
【００５８】
　流体相の水性成分は低いイオン強度であることが、すなわち生理的な値（すなわち、１
４４ｍＭのＮａＣｌ）かそれ以下が好ましく、５０ｍＭのＮａＣｌより低いことがより好
ましく、そして１０ｍＭのＮａＣｌ未満が最も好ましい。イオン強度は、それらのイオン
電荷の２乗を乗じた溶液中の全イオン濃度の和の２分の１と定義されている。特定の理論
によって制限されることなく、脂質成分／核酸混合工程における低いイオン強度が、リポ
ソームの凝集及び沈殿のリスクを減少させて、この工程の間、立体的に安定化している脂
質成分が存在することの必要性を取り除くと考えられる。水性成分は、所望のｐＨ、典型
的には約３．０～約１０．０の範囲、より好ましくは約４．０～約９．０の生理的ｐＨ範
囲、を保持するために緩衝物質を含んでいてもよい。ある特定の実施態様では、ｐＨは約
５．５～約６．５である。緩衝物質の量は、イオン強度を上記のイオン強度範囲内に、低
く保持するように選択される。
【００５９】
　好ましい実施態様では、ポリアミン又は高分子アミンは、核酸溶液を脂質成分溶液と混
合する前に、核酸の溶液に加えられる。
【００６０】
　核酸と脂質成分を混合した後、混合物中の有機溶媒の量は、リポソームの形成を達成す
るために減らされる。有機溶媒含量の減少が濃縮した核酸／脂質コアの周囲の脂質二重層
の形成を促進し、これがリポソームの形成及び安定化をもたらすと考えられている。従っ
て、有機溶媒の量は、核酸／脂質成分が粒子内へ自己集合する程度まで優先的に減らされ
る。例えば、粒子サイズの測定から分かるように、単相工程で核酸／脂質粒子の形成が生
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じた場合、有機溶媒の除去は選択的であって、例えば、トランスフェクトする製剤の生体
適合性を改善する目的に役立つだろう。有機溶媒の量を、二重層形成が達成される程度ま
で、又はそれ以下まで減らすことが好ましい。一般に、この量は約２０体積％未満である
。最も好ましくは、実質的に全ての有機溶媒を、例えば０．０１体積％以下まで除去する
ことである：しかし、皮膚細胞への核酸送達のような、幾つかの局所的適用においては、
それは薬学的に許容される有機溶媒には有利であって、組成物中にある割合の溶媒（例え
ば、エタノール）を保持するのが好都合である。有機溶媒の削減は、例えば、透析、ゲル
クロマトグラフィー、吸収、減圧下の蒸発、限外濾過、サイズ排除クロマトグラフィー、
凍結乾燥、又はこれらの組み合わせによるなどの、当該技術分野で入手可能な何れかの手
段で達成される。貯蔵又は最終使用のためにリポソームを適切な媒体中に導入することも
可能である。混合物中の有機溶媒を削減する前、又はその過程中に、例えば、高濃度の塩
溶液を添加し、続いて混合することにより、媒体のイオン強度を生理的な値（１４４ｍＭ
のＮａＣｌ）まで上げることができる。リポソームが、凝集阻止ポリマー－脂質複合体の
非存在下であっても、生理食塩水中で凝集に対して安定なままであることが意外にも見出
された。
【００６１】
　有機溶媒を除去する際の温度は、核酸を脂質成分と混合する際のものであることが好ま
しい。しかしながら、温度を最初に外気温又は最高で４～８℃の凍結温度まで下げること
ができる。不飽和脂肪酸鎖を含有しているもの（相転移温度＜４℃）のような、相移動温
度が低い脂質を用いる場合は後者がより好ましい。
【００６２】
　ある特定の実施態様では、本明細書で提供されるリポソームは従来のリポソームと比べ
て減少した水含量を有している。減少した水含量を有しているある特定の組成物及びその
ような組成物を製造する方法を検討するために、例えば、その内容が参照により本明細書
に取り込まれている、米国特許出願公開第２００７／０１７１０７７号を参照されたい。
脂質殻が核酸含有コアを密接に取り囲んでいるのでコアと殻の間に外来小分子（溶質）を
保持する空間が殆ど無い。具体的には、この殻で囲まれている内部空間の水性含量は粒子
サイズから算出したものの５０％未満、そしてより好ましくは２０％又はそれ以下である
。後者の値は粒子内に含まれている核酸の水和相に固定化されていると予期される水の量
に対応している。従って、水性媒体中のこれらの実施態様のリポソームは、封入された核
酸で固定化された水和水に近似した量の封入された水を含有している可能性がある。ある
特定の実施態様では、リポソームは濃縮状態の核酸を含有している閉鎖内部容積を有して
いる内室を有し、閉鎖内室はリポソーム粒子サイズから算出した容積の約５０％未満の水
性含量を有しているか、又は水性含量が容積の２０％又はそれ以下である。
【００６３】
　本明細書で提供されるリポソームは任意に、リポソームの細胞への侵入を促進するリガ
ンド、すなわち、細胞特異的リガンドをリポソームに結合させて含んでもいる。リガンド
は、分子、官能基、又はそれらの断片のような、化学部分であって、これは最適な細胞と
特異的に反応する一方、他の細胞と余り反応しないので、リポソームに核酸を、選択的に
最適な細胞内へ、導入することの利点をもたらす。「反応」するとは、細胞又は組織に対
して結合親和性を有していること、又は細胞に取り込めることを意味し、ここで結合親和
性は、当該技術分野で公知の何れかの方法で、例えば、ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリ
ー、免疫細胞化学、表面プラズモン共鳴、等のような、何れかの標準的インビトロアッセ
イによって、検出可能できる。通常リガンドは特定の分子部分－分子、官能基、又は細胞
又は組織と結合している分子複合体のような、エピトープと結合して２つのメンバーの結
合対を形成する。結合対では、何れかのメンバーがリガンドであってよいのに対して、他
方はエピトープであると認識されている。このような結合対は当該技術分野において公知
である。例示的な結合対は、抗体－抗原、ホルモン－受容体、酵素－基質、栄養素（例え
ば、ビタミン）－輸送タンパク質、成長因子－成長因子受容体、炭水化物－レクチン、及
び相補配列を有している２つのポリヌクレオチドである。リガンドの断片は、断片が適切
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な細胞表面エピトープと結合する能力を保持している限り、リガンドと考えられて用いる
ことができる。リガンドが免疫グロブリンの抗原結合配列を含んでいるタンパク質及びペ
プチドであることが好ましい。さらに好ましくは、リガンドはＦｃ配列を欠如している抗
原－結合抗体である。このような好ましいリガンドは免疫グロブリンのＦａｂ断片、免疫
グロブリンのＦ（ａｂ）２断片、Ｆｖ抗体断片、又は一本鎖Ｆｖ抗体断片である。これら
の断片は酵素的に誘導できるか又は遺伝子組み換えで産生できる。これらの機能面では、
リガンドは取込み可能なリガンド、すなわち、例えば、エンドサイト－シスのプロセスに
より、最適な細胞によって取込まれているリガンドが好ましい。同様に、置換又はその他
の改変を有しているが、エピトープ結合能力を保持しているリガンドを用いることができ
る。リガンドは、病的細胞、例えば、悪性細胞又は感染体を認識するために好都合に選択
される。細胞表面エピトープに結合するリガンドが好ましい。リガンドの特に好ましい１
つの群は、多くの腫瘍の細胞表面に過剰発現されるチロシンキナーゼ成長因子受容体と結
合対を形成するものである。例示的なチロシンキナーゼ成長因子は、ＶＥＧＦ受容体、Ｆ
ＧＦ受容体、ＰＤＧＦ受容体、ＩＧＦ受容体、ＥＧＦ受容体、ＴＧＦ－α受容体、ＴＧＦ
－β受容体、ＨＢ－ＥＧＦ受容体、ＥｒｂＢ２受容体、ＥｒｂＢ３受容体、及びＥｒｂＢ
４受容体である。ＥＧＦ受容体ｖＩＩＩ及びＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）受容体は、これらの
受容体が悪性細胞に対してより特異的である一方、正常細胞には希であるので、リポソー
ムを用いる癌治療という状況で特に好ましい。或いは、リガンドは、有益な遺伝子を取込
むことにより遺伝子修正、又は遺伝子改変を必要としている、肝細胞、上皮細胞、遺伝的
欠陥臓器の内分泌細胞、インビトロ胎芽細胞、胚細胞、幹細胞、生殖細胞、ハイブリッド
細胞、植物細胞、又は産業プロセスで用いられる細胞のような、細胞を認識するように選
択される。
【００６４】
　リガンドは、当該技術分野で入手可能な何れかの適切な方法によって、リポソームに付
着できる。付着は共有結合又は、吸着又は複合体形成によるような、非共有結合であって
よい。付着は、共有結合又は非共有結合を形成してリガンドと結合できて、「アンカー」
と呼ばれる、親油性分子部分を含んでいることが好ましい。アンカーは、脂質ミセル、二
重層、及びその他の凝集相のような親油性環境に対して親和性を有しているので、リガン
ドを脂質－核酸微粒子に付着する。親油性アンカーを介するリガンド付着の方法は当該技
術分野で公知である。典型的には、リガンド結合をもたらすのに有効な量の脂溶性アンカ
ーをリポソーム形成の前、又はその間に、脂質成分、例えば、脂質に含ませておく。ある
いは、アンカーとリガンドの結合を最初に形成して、次いでそれらの形成前に脂質に加え
ることによって、又は水性懸濁液の形成後に結合物を水性懸濁液に加えることによって、
リポソーム内に取り込ませる。リポソームへリガンドを結合するのに特に適している方法
は、媒介親水性ポリマーリンカーを介して親油性アンカーと結合しているリガンドを使用
することによるものである。従って、リガンドは微粒子の表面上を自由に移動して細胞表
面の到達しにくいエピトープとでさえも反応できる。親水性ポリマー媒介リンカーを介し
て親油性アンカーと結合しているリガンドは好都合に、水性媒体中の結合リガンドとリポ
ソームの共培養中に、機能している核酸－脂質リポソームと安定に結合するようになる。
（米国特許第６，２１０，７０７号、この内容は参照により本明細書に取り込まれている
）。標的部分及びそれらのリポソームへの取り込みのさらなる検討については、例えば、
米国特許第７，２４４，８２６号；米国特許第７，５０７，４０７号；及び米国特許第６
，７９４，１２８号を参照されたい；これらの特許のそれぞれの内容は参照により本明細
書に取り込まれている。
【００６５】
　リポソームはさらに、細胞をトランスフェクトするその機能のために有益なその他の成
分を含んでいる。これらはトランスフェクション増強成分、すなわち、外因性核酸の生細
胞への送達を改善するリポソームと結合した実体と見なされる。これらの有益な、トラン
スフェクション増強成分は、これに限定されないが、エンドソーム回避剤、核局在化因子
、サイトゾルへの強化された導入を誘発可能な手段、ｐＨ感受性化合物、熱及び放射線誘
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発可能放出、及び膜融合増強又は膜融合誘発化合物のような膜融合促進剤、細胞間核酸放
出増強又は誘発成分、転写因子、及び促進剤－調節化合物を包含する。
【００６６】
　ある特定の好ましい実施態様では、本明細書に提供されるリポソームは核酸溶液中の核
酸を高い割合で封入することができる。例えば、好ましい実施態様では、核酸溶液に（脂
質成分溶液と混合する前に）存在している核酸の少なくとも５％、１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％又は９０％がリポソーム
内に封入される。核酸の封入の程度は本明細書の実施例に記載されているアッセイのよう
なアッセイを用いて測定できる。
【００６７】
　ある特定の好ましい実施態様では、脂質の核酸に対する比率は、核酸１マイクログラム
当り１ナノモル（ｎｍｏｌ）の脂質から核酸１マイクログラム当り２０、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、９０、又は１００（任意に、２．５～２０又は３０、好ましくは
、１０、又は５～２０、又は５～１０）ナノモルの脂質である。脂質の核酸に対する比率
が核酸の１マイクログラムあたり少なくとも２．５ナノモルのときに核酸の封入がより効
果的であることが現在分かっている。
【００６８】
　ある特定の実施態様では、リポソームは直径が３０～５００ナノメートル（ｎｍ）であ
る。別の実施態様では、リポソームは直径が約４０～約２５０ｎｍであるか、又は約４０
～約２００ｎｍである。
【００６９】
（医薬組成物）
　本明細書に提供されるリポソームを含んでいる医薬組成物は標準的な技術を用いて製造
され、そして薬学的に許容される担体をさらに含んでいる。一般に、生理食塩水が薬学的
に許容される担体として用いられる。その他の適切な担体は、例えば、水、緩衝水、０．
４％の食塩水、０．３％のグリシン、及びアルブミン、リポタンパク質、グロブリン等の
増強した安定性のための糖たんぱく質を含むその他のものを包含する。これらの組成物は
、従来の、周知滅菌技術で滅菌できる。得られた水性溶液を使用のために包装でき、又は
無菌条件下で濾過して凍結乾燥でき、凍結乾燥した製剤は投与する前に無菌水性溶液と混
合する。組成物は、ｐＨ調節剤及び緩衝剤、張度調節剤等のような生理条件に近づけるの
に必要な薬学的に許容される補助剤、例えば、酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナ
トリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム等を含有できる。さらに、リポソーム懸濁液は
、貯蔵によるフリーラジカル及び脂質過酸化損傷に対して脂質を保護する脂質保護材を包
含できる。アルファ・トコフェロールのような親油性フリーラジカル抑制剤、及びフェリ
オキサミンのような水溶性鉄特異的キレート剤が適している。
【００７０】
　医薬組成物中のリポソームの濃度は広範囲に、すなわち、約０．０５重量％未満、通常
は約２～５重量％又はすくなくともそれから、１０～３０重量％程度までにわたって変化
して、主に選択された特定の投与方法に従って、流体量、粘度等により選択される。例え
ば、濃度は治療に関連する流体負荷が低下するまで増大できる。これは、アテローム性動
脈硬化に関連している鬱血性心不全又は重度の高血圧を有している患者に特に望ましい。
投与されるリポソームの量は用いられる特定の脂質及び標的リガンド、治療する病気の状
態、送達される治療薬、及び医師の判断によって決まる。一般に、投与されるリポソーム
の量は特定の核酸の治療有効用量を送達するのに十分のものであろう。治療有効用量を送
達するのに必要なリポソームの量は、治療する疾患の考察と共に上記の取り込みアッセイ
によって確認できる。例えば、免疫リポソームの用量は体重１ｋｇ当り約０．０１～約５
０ｍｇ、又は約０．１～約１０ｍｇ／体重ｋｇでよい。
【００７１】
　好ましくは、医薬組成物は非経口で、すなわち、関節内、静脈内、腹腔内、皮下、直接
脳内注射によって（髄腔内又は流動増強送達を介して）又は筋肉内に投与される。ある特
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用途に適している特定の製剤は当該技術分野において周知である。一般的に、製剤は許容
可能な担体、好ましくは水性担体中に懸濁したリポソームの溶液を含んでいる。多種の水
性担体、例えば、水、緩衝水、０．９％等張食塩水、等を用いることができる。これらの
組成物は、例えば濾過によって、滅菌できる。得られる水溶液はそのまま使用できるよう
に包装できる。ある特定の例では、溶液を凍結できる。組成物は、ｐＨ調節及び緩衝剤、
張度調節剤、湿潤剤等、例えば、酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩
化カリウム、塩化カルシウム、ソルビタンラウリン酸モノエステル、オレイン酸トリエタ
ノールアミン等のような、生理的な状態に近づけるのに必要な薬学的に許容される補助物
質を含むことができる。
【００７２】
　ある特定の実施態様では、本明細書で提供されるナノ粒子（リポソーム）は、その内容
が参照により本明細書に取り込まれている、米国特許第７，８４６，４４０号に開示され
ている何れかの癌を治療するために用いることができる。さらに、ナノ粒子（リポソーム
）は米国特許第７，８４６，４４０号に開示されている１つ又はそれ以上の抗癌剤（例え
ば、米国特許第７，８４６，４４０号の第１９欄～第２４欄にわたる抗癌剤の表に開示さ
れているような）と併用して癌治療に用いることができる。
　以下の実施例は説明のために提供されていて、限定するものではない。
【実施例】
【００７３】
実施例１：ポリアミンを加えた脂質製剤
（略語）：
　ＧＦＰ：緑色蛍光タンパク質
　ＭＥＳ：２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸
　ＴＥ緩衝液：Ｔｒｉｓ／ＥＤＴＡ緩衝液
　ＨＢＳ：ＨＥＰＥＳ緩衝液
　ＰＥＩ：ポリエチレンイミン
　ハンクスＢＳＳ：ハンクス平衡塩類溶液
ＤＯＴＡＰ：ジオレオイル トリメチルアンモニウムプロパン
ＤＯＰＣ：１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフォコリン
Ｃｈｏｌ：コレステロール
ＤＯＰＥ：１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフォエタノールアミン
ＣＨＥＭＳ：コレステリル ヘミコハク酸
ＰＥＧ：ポリエチレングリコール
ＰＥＧ－ＤＳＧ：ＰＥＧ－ジステアロイルグリセロール
ＤＯＳＰＡ：Ｎ－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ－（２－（スペル
ミンカルボキサミド）エチル）－Ｎ，Ｎ－ジメチル－アンモニウム トリフルオロ酢酸
ＣＨＩＭ：コレステロール イミダゾール誘導体
ＤｉＩ（３）－ＤＳ：カチオン性脂質染料：
【００７４】
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【化１】

【００７５】
（リポソームの調製）
　５０％エタノール／５０％の２０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ５．１）中で、ポリアミンをＧＦ
ＰプラスミドＤＮＡと混合した。脂質混合物を５０％エタノール／５０％２ｍＭのＴＥ緩
衝液（ｐＨ８．０）に溶解した。ポリアミン混合物と脂質混合物を６０℃で２分間加熱し
、混合して、撹拌しながら室温まで冷却した。混合物を透析カセット（ＭＷＣＯ １０，
０００）に移して、生理食塩水（２回）及び次いでＨＢＳ（ｐＨ７．２５）に対して透析
した。４時間の総透析時間後に、試料を取り出して、ＤＮＡ濃度、色素到達性及びサイズ
について試験した。Ｐｉｃｏｇｒｅｅｎ（登録商標）色素到達性アッセイは、実施例１２
に下記するように実施された。
【００７６】
　ＰＥＩ（分子量６００）、ＰＥＩ（分子量１８００）及びスペルミンをポリアミン分子
として用いた。ＰＥＩ（窒素）のＤＮＡ（リン）に対する２つの比、Ｎ／Ｐ＝１．３３及
び０．６７を用いた。濁りの出現を観察すると、Ｎ／Ｐ＝１．３３でＤＮＡは５０％エタ
ノール混合物中で凝集する。
【００７７】
　抗Ｈｅｒ２－脂質結合物を添加して試料を免疫標的化し、ＧＦＰトランスフェクション
を測定した。上記のようにして試料を調製して、例えば、米国特許第６，２１０，７０７
号に記載されている挿入方法によって、Ｆ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥである抗体－脂質結合物
の１５μｇ／μｍｏｌＰＣを加えて標的化（Ｔ）した。非標的化（ＮＴ）粒子は、抗体結
合物を添加していない粒子である。
【００７８】
　ＳＫＢＲ３細胞（１０％のＦＢＳを有するＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培地中で生育した、ＡＴ
ＣＣ（登録商標）＃ＨＴＢ－３０（登録商標））を前日に１００，０００細胞／ウェルの
密度で２４ウェルプレートに固定した。製造会社の説明書に記載のようにしてＤＮＡをリ
ポフェクタミン（登録商標）と混合して、ウェル当り１μｇのＤＮＡを細胞に添加した。
１μｇの封入したＤＮＡ及び遊離のＤＮＡも各ウェルに添加した（２通り）。２４時間後
に、細胞を洗浄して、１ｍＬの培地を加えた。さらに２４時間後、細胞を緑色蛍光タンパ
ク質（ＧＦＰ）についてアッセイした。これにはハンクスＢＳＳ溶液で２回洗浄し、ＧＦ
Ｐ陽性細胞を蛍光顕微鏡で観察することを伴った。ＧＦＰ発現は、多数の視野に渡る（ｎ
＞３）蛍光細胞数／総細胞数×１００として計算する。
【００７９】
（脂質製剤）
　脂質の量は、ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＤＯＰＥ／ＣＨＥＭＳ／ＣＨＩＭ／Ｄ
ｉｌ（３）－ＤＳとして示す。
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　製剤１：１μｇのＤＮＡ当り６／２０／７／５／６／３．６７／０．４７／０．０５の
比で上記のような脂質を含む。
　製剤２：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝１．３３で加えたＰＥＩ６００とともに、１μｇのＤＮＡ当
り３／１６／４／１５／５／０．２２５／０．０４５ナノモルの比で上記のような脂質を
含む。
　製剤３：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝１．３３で加えたＰＥＩ１８００とともに、１μｇのＤＮＡ
当り３／１６／４／１５／５／０．２２５／０．０４５ナノモルの比で上記のような脂質
を含む。
　製剤４：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝１．３３で加えたスペルミンとともに、１μｇのＤＮＡ当り
３／１６／４／１５／５／０．２２５／０．０４５ナノモルの比で上記のような脂質を含
む。
　製剤５：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝０・６７で加えたＰＥＩ６００とともに、１μｇのＤＮＡ当
り３／１６／４／１５／５／０．２２５／０．０４５ナノモルの比で上記のような脂質を
含む。
　製剤６：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝０・６７で加えたＰＥＩ１８００とともに、１μｇのＤＮＡ
当り３／１６／４／１５／５／０．２２５／０．０４５ナノモルの比で上記のような脂質
を含む。
　製剤７：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝０．６７で加えたスペルミンとともに、１μｇのＤＮＡ当り
３／１６／４／１５／５／０．２２５／０．０４５ナノモルの比で上記のような脂質を含
む。
　製剤８：ＤＮＡにＮ／Ｐ＝０．９で加えたスペルミンとともに、１μｇのＤＮＡ当りＤ
ＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ（０．３／１５／
１０／０．３／０．０３）ｎｍｏｌの脂質製剤。
【００８０】
（結果）
製剤番号　　　　サイズｎｍ±ｎｍ　　　　　色素到達性％　　
　　　　　　　　
　１　　　　　　１１４.７±５０.４　　　　２１.４±１.２
　２　　　　　　１４９.３±４６.２　　　　３５.０±１.０
　３　　　　　　１４７.８±４９.１　　　　２６.５±０.８
　４　　　　　　１５５.６±３１.８　　　　４５.１±１.９
　５　　　　　　１２６.３±５４.０　　　　２４.４±１.１
　６　　　　　　１１５.４±５１.２　　　　２３.３±１.１
　７　　　　　　１２６.１±４５.３　　　　３５.８±１.９
　８　　　　　　１６６.１±７２.８　　　　３５.９±３.８
【００８１】
（観察された遺伝子発現結果）
　２４時間後に、標的化されたリポソームの大部分が取込まれたのに対して、非標的化リ
ポソームは取り込まれなかったことが明らかになった。これは脂質マーカーとして用いた
、ＤｉＩ（３）－ＤＳ蛍光発光によって判定された。しかしながら、リポフェクタミン（
登録商標）２０００試料のみが何れかのＧＦＰシグナルを示す。４８時間時点で、番号３
，５及び６の標的化バージョンが番号１、２、４又は７の標的化バージョンより高いＧＦ
Ｐシグナルを発した。しかし、標的化試料８は他の何れのリポソームよりほぼ２倍高いレ
ベルのＧＦＰを発した。全ての場合において、非標的化試料はＧＦＰシグナルを有してい
なかった。リポフェクタミン（登録商標）２０００は４８時間時点で最も高いＧＦＰシグ
ナルを発した。
【００８２】
（結論）
　ポリアミンは、粒子の広範な凝集を引き起こさずに、リポソーム内に首尾良く取り込む
ことができる。しかしながら、このリポソームは色素到達性により感受性が高く、そして
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リポソームが僅かに大きいということは注目に値する。色素到達性の増大が不完全なＤＮ
Ａ封入に起因するのか否か、又はリポソームが封入されたＤＮＡの保護を減少させるのか
否かは、この時点では分かっていない。
【００８３】
　製剤８がＤＮＡの保護をもたらすことは全く意外なことであった。この製剤はトランス
フェクションアッセイにおいてどの試料のそれより最も高いＧＦＰシグナルを発した。こ
の製剤に存在するカチオン性脂質の量（＋／－＝０．１）は、このような方法でカチオン
性リポソームを形成するためにＤＮＡに結合する期待される量（先行技術に基づく）をは
るかに下回っている。製剤ＤＯＴＡＰ／ＰＯＰＣ／Ｃｈｏｌを用いるカチオン性リポソー
ムは＋／－＜１．６７では適切に形成されない（これは透析の間に凝集する）。
【００８４】
実施例２
（方法）
　上記のようにして５０％エタノール溶液中でＤＮＡ（１００μｇ）を調製した。ＰＥＩ
６００の原液から、Ｎ／Ｐが０．０６７、１．３３及び４になるような体積で一定量を加
えた。別に、２ｍＭのＴＥ緩衝液（ｐＨ８．０）及びエタノール（５０ｖ／ｖ％）を調製
した。溶液を６０℃に２分間加熱して混合した。試料を上記のように冷却して透析した。
ＤＮＡ濃度及び色素到達性を上記のように測定した。
【００８５】
（結果）
　　　　　　　　プレート１　　　　プレート２　　　色素到達性
　　試料　  [dna]ng/ml stdev　　[dna]ng/ml stdev  %   stdev  [DNA] ug/ml stdev
　　空
　DNA　　　　 729.11　6.8　  　779.12　 17.8　 　93.6　2.31　  23.37　   0.53
　N/P 0.67　  695.12  1.76   　771.96   17.95  　90.0  2.11    23.16     0.54
  N/P 1.33    505.75  3.72   　527.79   19.23  　95.8  3.56    15.83     0.58
  N/P 4.0     467.52  2.63   　506.85   17.8　 　92.2  3.28    15.21     0.53
【００８６】
（結論）
　ＰＥＩのＤＮＡへの添加はＰｉｃｏｇｒｅｅｎ（登録商標）の結合を阻害しなかった。
従って、リポソーム封入方法の間にＤＮＡに提供される何れの保護も、たとえ製剤中にＰ
ＥＩが含まれていても、脂質の封入によりもたらされたはずである。
【００８７】
実施例３
　以下の実施例は、リポソーム組成物からカチオン性脂質を除去できるか否かを検討する
ために行った。
【００８８】
（方法）
　脂質製剤＝ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　　ＤＮＡ１μｇ当り３０／１５００／１０００／３０／３ｎｍｏｌ
　製剤１：ＤＮＡ（プラスＰＥＩ Ｎ／Ｐ＝０．９）と混合した上記の脂質
　製剤２：ＤＮＡ＋ＰＥＩ Ｎ／Ｐ＝０．９
　製剤３：ＤＮＡと混合した上記の脂質
　製剤４：ＤＮＡ（＋ＰＥＩ Ｎ／Ｐ＝０．９）と混合した上記の脂質（ただし、ＤＯＴ
ＡＰ無し）
【００８９】
（結果）
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　　　　　製剤　　　　　　色素到達性
　　　　　　　　　　　％　　　　　ｓｔｄｅｖ　　サイズ（ｎｍ）　　　　
　　　　　１　　　　　２１．５　　０．９　　　　１８３．５±６０
　　　　　２　　　　　９３．２　　２．４　　　　　　Ｎ．Ｄ．
　　　　　３　　　　　３１．２　　１　　　　　　２４８．８±６７．２
　　　　　４　　　　　２４．０　　０．７　　　　２８９．６±１１２．５
【００９０】
（結論）
　ポリアミン又は高分子アミンと前もって接触させたＤＮＡを用いると、カチオン性脂質
を用いずに、＞７５％のＤＮＡを封入しているリポソーム粒子を製造できる。
【００９１】
実施例４
　一本鎖陽イオン性界面活性剤の効果を検討するために追加試験を行った。
【００９２】
（方法）
　ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド（ＨＴＡＢ）及びテトラデシルトリメチ
ルアンモニウムブロミド（ＴＴＡＢ）をＤＯＴＡＰの代わりに用いる以外は、実施例３、
製剤１と同様にリポソームを調製した。
【００９３】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　製剤　　　　　色素到達性　　　　　サイズ（ｎｍ）
　　　　　　　　　　　　　　　　　％　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　
　　　　　　　ＨＴＡＢ　　　３１．６±０．６　　２０２．８±４８．３
　　　　　　　ＴＴＡＢ　　　２７．６±０．８　　１９３．４±６９．０
【００９４】
（結論）
　一本鎖陽イオン性両親媒性物質は、ポリアミン／高分子アミンと予め濃縮されたＤＮＡ
を有する低－カチオン性－脂質リポソームを作成するために用いることができる
【００９５】
実施例５
　ＤＮＡのポリアミン又は高分子アミンとの事前接触が、カチオン性脂質を何ら含んでい
ない中性脂質リポソーム内にＤＮＡを効果的に封入できるかを試験する。ＤｉＩ（３）－
ＤＳは実験を助ける目的で包含させたが、治療目的のリポソームには通常包含させない。
【００９６】
（方法）
　製剤１：ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳをＤ
ＮＡ１μｇ当り０／１５００／１０００／３０／３ｎｍｏｌ
　製剤２；ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳをＤ
ＮＡ１μｇ当り０／１５００／１０００／３０／３ｎｍｏｌ（＋スペルミン、Ｎ／Ｐ＝１
）
　製剤３：ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳをＤ
ＮＡ１μｇ当り３０／１５００／１０００／３０／３ｎｍｏｌ（＋スペルミン、Ｎ／Ｐ＝
０．９）
【００９７】
（結果）
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　　　　　　　製剤　　　　　　色素到達性　　　　　　サイズ（ｎｍ）
　　　　　　　　　　　　　　　　　％　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　１　　　　８０．３±４．３　　２６０．７±７０．９
　　　　　　　２　　　　２６．２±０．９　　１９３．４±６９．０
　　　　　　　３　　　　３２．２±１．１　　１９４．３±４７．３
【００９８】
（結論）
　カチオン性脂質の非存在下で、核酸濃縮剤として作用するもの、例えば、スペルミンの
ような、ポリアミン又は高分子アミンの核酸溶液への添加は、有機－水性単相法を用いる
中性脂質リポソーム内へのＤＮＡの効果的な封入をもたらす。ポリアミン又は高分子アミ
ンがないと、ＤＮＡは効果的に封入されない。
【００９９】
実施例６
　スペルミンで事前濃縮したＤＮＡ（Ｎ／Ｐ＝１）を有するＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ（３：２
）及び１％ＰＥＧ－ＤＳＧの製剤を用いて、ＤＮＡ封入及び粒子サイズの総脂質量に対す
る依存度を試験する。
【０１００】
（方法）
　実施例１のように粒子を作成した。
　脂質製剤：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ
　　製剤Ａ：ＤＮＡ１μｇ当りの脂質比率１２００／８００／２０
　　製剤Ｂ：ＤＮＡ１μｇ当りの脂質比率１０００／６６７／１７．５
　　製剤Ｃ：ＤＮＡ１μｇ当りの脂質比率７５０／５００／１２．５
　　製剤Ｄ：ＤＮＡ１μｇ当りの脂質比率５００／３３３／８．３
　　製剤Ｄ：ＤＮＡ１μｇ当りの脂質比率１５００／１０００／２５
【０１０１】
（結果）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　　　　　製剤　　　　色素到達性　　　　　サ　イ　ズ
　　　　　　　　　　　　　　％　　　　　　　　　ｎｍ　　　　 　　
　　　　　  Ａ　　　　１９．９±０．７　　１８２．６±５２．８
　　　　　　Ｂ　　　　２２．２±０．８　　２０１．２±８２．２
　　　　　　Ｃ　　　　２５．２±０．９　　１９３．４±８６．２
　　　　　　Ｄ　　　　３４．４±１．２　　２２２．４±９７．０
　　　　　　Ｅ　　　　２１．８±０．７　　２１３．２±８５．０
【０１０２】
（結論）
　製剤Ａ、Ｂ、及びＥは約２０％の色素到達性を有していた。試料Ｃは多少高い色素到達
性を有していた。最も高い色素到達性及び最も大きいサイズの粒子は試料Ｄであった。従
って、ＤＮＡｍｇ当り５００／３３３／８．３ミリモルの成分の脂質量は低すぎるかもし
れず、これより大きい比率で用いることが好ましい。高すぎる比率はＤＮＡを何ら含んで
いないリポソームを誘導する可能性もあるので、ＤＮＡを安定に封入する脂質の最小量が
好ましいだろう。従って、試料Ｂ又はＣが最適である。
【０１０３】
実施例７
　以前のリポソームは、ｐＨ滴定可能な脂質／カチオン性及び中性脂質を混合しており、
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ＤＮＡとの静電相互作用を最大にするためには、混合時に溶液のｐＨを５．５未満にする
方法で作成された。その後、低いｐＨは、ルシフェラーゼ及びＧＦＰの両方をコードする
プラスミド活性の活性に有害作用を有していることが分かった。
【０１０４】
　この検討は、中性脂質及びＤＮＡのポリアミン又は高分子アミンとの事前混合を用いて
作成するリポソームが低いｐＨでなければならないかを、及び室温で混合することでそれ
らを作成できるかどうかも確かめるためであった。また、不飽和脂質ＨＳＰＣ（水素化大
豆ホスファチジルコリン）をＤＯＰＣの代わりに用いて、その効果を測定した。
【０１０５】
（方法）
製剤１：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ：ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝１）
　　　　ＤＮＡ１μｇ当り（７５０／５００／１２．５）
　溶液のｐＨが５．５である方法で混合。６０℃で２分間加熱。実施例１に詳細に記載。
製剤２：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ：ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝１）
　　　　ＤＮＡ１μｇ当り（７５０／５００／１２．５）
　５ｍＭのＨｅｐｅｓ中、ｐＨ７．４、６０℃で２分間混合。
製剤３：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ：ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝１）
　　　　ＤＮＡ１μｇ当り（７５０／５００／１２．５）
　５ｍＭのＨｅｐｅｓ中、ｐＨ７．４、２３℃で２分間混合。
製剤４：ＨＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ：ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝１）
　　　　ＤＮＡ１μｇ当り（７５０／５００／１２．５）
　５ｍＭのＨｅｐｅｓ中、ｐＨ７．４、２３℃で２分間混合。
【０１０６】
（結果）
　　　　　  　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　　　　　　製剤　　　色素到達性　　　　　サ　イ　ズ
　　　　　　　　　　　　　　％　　　　　　　　ｎｍ　  　　　　　　　
　　　　　　　１　　　 ２１．３±０．９　　２３７．６±１０５．４
　　　　　　　２　　　 １８．１±０．８　　２３３．５±１００．５
　　　　　　　３　　　 ２０．０±０．７　　４６３．７±２２３．３
　　　　　　　４　　　 ９６．９±３．２　　２５０．８±１１３．４
【０１０７】
（結論）
　高いＤＮＡ保護及び小サイズを兼ね備えたリポソームを作成するためには６０℃で混合
することが必要であると思われる。室温での混合は凝集を引き起こした。一方をｐＨ５．
５で混合（＃１）して、他方をｐＨ７．４で混合（＃２）した以外は同様に調製したリポ
ソームは色素到達性及びサイズの両方で非常に似ているとみられる。従って、ポリアミン
又は高分子ポリアミンと事前混合した（このケースではスペルミンと事前混合した）ＤＮ
Ａを含有している中性リポソームを調製するために低いｐＨは必要ではないだろう。
【０１０８】
　本検討におけるＨＳＰＣの使用はＤＮＡの封入をもたらさなかった。しかし、脂質又は
ＰＣ／Ｃｈｏｌ比に対するＤＮＡの比率を、ＤＮＡ封入を増大させるために最適化できる
。
【０１０９】
実施例８
　製剤においてＰＥＧ－ＤＳＧの量を増大することの効果を次の実験で検討した。
【０１１０】
（方法）
　脂質及びＤＮＡを５０％エタノール／５０％５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ（ｐＨ７．４）に別々
に溶解して、混合する前に２分間加熱した。ＤＮＡはスペルミンと前もって濃縮した（Ｎ
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／Ｐ＝０．９）。上記のようにして透析を行った。
【０１１１】
　製剤５：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　１０００／６６７／０／１．６７　　　　　　　　　 ０％ＰＥＧ－ＤＳＧ
　製剤６：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　１０００／６６７／８．３３／１．６７　　　　　０．５％ＰＥＧ－ＤＳＧ
　製剤７：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　１０００／６６７／１６．７／１．６７　　　　　１．０％ＰＥＧ－ＤＳＧ
　製剤８：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　１０００／６６７／３３．３／１．６７　　　　　２．０％ＰＥＧ－ＤＳＧ
　製剤９：ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　１０００／６６７／８３．３／１．６７　　　　　５．０％ＰＥＧ－ＤＳＧ
【０１１２】
　上記のようにして試料を調製して、例えば、米国特許第６，２１０，７０７号に記載さ
れている挿入手法によって、１５μｇ／ｕｍｏｌＰＣのＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥである抗
体－脂質結合物を加えて標的化（Ｔ）した。非標的化（ＮＴ）リポソームは抗体結合物を
加えていない粒子である。
【０１１３】
（結果）　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　
　　　　　　製剤　　　　　　色素到達性　　　　　　　　サ イ ズ
　　　　　　　　　　　　　　　 ％　　　　　　　　   　　ｎｍ    　　　
　　　　　　　５　　　　３７．０±１．２　　４０５．５±２０９．２
　　　　　　　６　　　　４２．０±１．４　　２８９．２±１２４．５
　　　　　　　７　　　　２５．５±０．８　　２１６．４±８５．４
　　　　　　　８　　　　２９．３±０．７　　２０３．６±８９．９
　　　　　　　９　　　　２３．６±０．８　　２０１．６±８４．１
【０１１４】
　ＳＫＢＲ３細胞（１０％ＦＢＳを有するＭｃＣｏｙ’５Ａ培地で生育）を１００，００
０細胞／ウェルの密度で前日に２４ウェルのプレートに蒔いた。ＤＮＡをリポフェクタミ
ン（登録商標）２０００と製造会社の説明書に記載されているようにして混合して、ウェ
ル当り１μｇのＤＮＡを細胞に添加した。１μｇのＤＮＡを封入したリポソーム、及び遊
離ＤＮＡのリポソームもそれぞれのウェルに添加した（２通りに）。２４時間後に、細胞
を洗浄して１ｍＬの培地を加えた。更に２４時間後、細胞を緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ
）についてアッセイした。これは、ハンクスのＢＳＳ溶液で２回洗浄すること、及びＧＦ
Ｐ陽性細胞を蛍光顕微鏡下で観察することを伴っていた。ＧＦＰ発現は、多数の視野（ｎ
＞３）に渡って、（蛍光発光細胞数／総細胞数）×１００として計算する。
【０１１５】
ＧＦＰ発現についてのＰＥＧ－ＤＳＧ含量の依存

ウェル当り１００，０００細胞を蒔種－４８時間時点
試料番号　　PFG-DSG％　細胞数　ＧＦＰ数　ＧＦＰ％　　ａｖｅ　ｓｔｄｅｖ
６ＮＴ　　　　０．５　　６７　　０　　　　０　　　　　０　　　　０
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６Ｔ　　　　　　　　　　８１　　２　　　　２．５　　　２．５　　０
７ＮＴ　　　　１　　　　５７　　０　　　　０．０　　　０　　　　０
７Ｔ　　　　　　　　　　５７　　７　　　　１２．３　　９．８　　３．２
　　　　　　　　　　　　４６　　５　　　　１０．９
　　　　　　　　　　　　６４　　４　　　　６．３
８ＮＴ　　　　２　　　　７１　　０　　　　０．０　　　０．０　　０．０
８Ｔ　　　　　　　　　　８１　　４　　　　４．９　　　９．３　　６．２
　　　　　　　　　　　　７６　　５　　　　６．６
　　　　　　　　　　　　５５　　９　　　　１６．４
９ＮＴ　　　　５　　　　４１　　０　　　　０．０　　　０　　　　０
９Ｔ　　　　　　　　　　５３　　９　　　　１７．０　　１５．１　６．１
　　　　　　　　　　　　７３　　６　　　　８．２
　　　　　　　　　　　　４５　　９　　　　２０．０
ＬＩＰ2000　　　　　　　５３　　１３　　　２４．５　　３３．２　９．４
　　　　　　　　　　　　６９　　２２　　　３１．９
　　　　　　　　　　　　４４　　１９　　　４３．２
ＤＮＡ　　　　　　　　　５２　　０　　　　０．０　　　０　　　　０
細胞　　　　　　　　　　７３　　０　　　　０　　　　　０　　　　０
ウェル当り３０，０００細胞を蒔種－４８時間時点
７ＮＴ　　　　１　　　　３４　　０　　　　０　　　　　０　　　　０
７Ｔ　　　　　　　　　　４０　　３　　　　７．５　　　１１．５　６．０
　　　　　　　　　　　　３８　　７　　　　１８．４
　　　　　　　　　　　　２３　　２　　　　８．７
８ＮＴ　　　　２　　　　１７　　０　　　　０　　　　　０　　　　０
８Ｔ　　　　　　　　　　２６　　５　　　　１９．２　　１６．１　９．７
　　　　　　　　　　　　３９　　２　　　　５．１
　　　　　　　　　　　　２１　　５　　　　２３．８　　
９ＮＴ　　　　　５　　　４３　　０　　　　０．０　　　０　　　　０
９Ｔ　　　　　　　　　　２２　　５　　　　２２．７　　１４．１　８．４
　　　　　　　　　　　　４４　　６　　　　１３．６
　　　　　　　　　　　　５０　　３　　　　６．０
【０１１６】
（結論）
　特定量のＰＥＧ－ＤＳＧは最適なリポソーム形成に有益である。０．５モル％を越える
と合理的に効率的なＤＮＡ封入を可能にして小さい粒子を生じさせる。０．５モル％未満
では、より大きい粒子の形成を招く。増大したポリエチレングリコール化はＧＦＰ発現を
阻害しない。
【０１１７】
実施例９
　実施例８の製剤を用いて、ＤＯＰＥの包含を検討した。
【０１１８】
（方法）
　製剤９：上記のとおり（実施例８を参照）
　製剤１１：ＤＯＰＣ／ＤＯＰＥ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　　ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝０．９）１μｇ当り（９００／１００／６６
７／８３．３／１．６７）　　　　１０モル％ＤＯＰＥ
　製剤１２：ＤＯＰＣ／ＤＯＰＥ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
　　　　　　ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝０．９）１μｇ当り（８００／２００／６６
７／８３．３／１．６７）　　　　２０モル％ＤＯＰＥ
　製剤１３：ＤＯＰＣ／ＤＯＰＥ／Ｃｈｏｌ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳ
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　　　　　　ＤＮＡ（＋スペルミンＮ／Ｐ＝０．９）１μｇ当り（６００／４００／６６
７／８３．３／１．６７）　　　　４０モル％ＤＯＰＥ
【０１１９】
　上記のように試料を調製して、１５ｍｇ／ミリモルＰＣのＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥであ
る抗体－脂質結合物を加えて標的化した。３０分間６０℃で加熱して挿入手法を開始した
。得られた溶液を氷水中で急冷し、０．４５μｍのＰＥＳフィルターを通して試料を滅菌
した。試料をＳＫＢＲ３細胞に添加して遺伝子発現も試験して、４８時間後にＧＦＰ陽性
細胞をカウントした。
【０１２０】
（結果）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
試料　　　　ＤＯＰＥ　　　色素到達性　　　　　サイズ　　　　Ｓｔｄｅｖ
　　　　　　　モル％　　　　　　％　　　　　　ｎｍ（平均）　 （ガウス分布）
　９ＮＴ　　　　０　　　２３．６±０．７　　　２０１．６　　　　８４．１
　９Ｔ　　　　　０　　　２５．６±０．９　　
　１１ＮＴ　　１０　　　２６±０．８　　　　　２０６．２　　　　７２．９
　１１Ｔ　　　１０　　　３４．１±１．３
　１２ＮＴ　　２０　　　２６．９±１．１　　　２２３．１　　　１０１．３
　１２Ｔ　　　２０　　　３８±０．６
　１３ＮＴ　　４０　　　３３．７±１．４　　　２１３．１　　　　９２．７
　１３Ｔ　　　４０　　　３９±０．７７
【０１２１】
トランスフェクション効果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　ＤＯＰＥ　　細胞　　ＧＦＰ＋　ＧＦＰ　　 ａｖｅ　  ｓｔｄｅｖ
番号　　　 モル％　　　数　　　数　　　　 ％　　　　　　　　　　　　　　
９ＮＴ　　　　０　　　４４　　　０　　　　０　　　　　０　　　　０
９Ｔ　　　　　０　　　３８　　　７　　　１８．４　　２３．１　　６．３
　　　　　　　　　　　３４　　　７　　　２０．６
　　　　　　　　　　　３３　　１０　　　３０．３　　　　　　　　　　　　　
１１ＮＴ　　１０　　　３６　　　０　　　　　　　　　　０　　　　０
１１Ｔ　　　１０　　　４９　　　８　　　１６．３　　１６．７　　３．６
　　　　　　　　　　　３９　　　８　　　２０．５
　　　　　　　　　　　３０　　　４　　　１３．３　　　　　　　　　　　　　
１２ＮＴ　　２０　　　４０　　　０　　　　　　　　　　０　　　　０
１２Ｔ　　　２０　　　３２　　　９　　　２８．１　　２３．４　　６．６
　　　　　　　　　　　３２　　　６　　　１８．８　　　　　　　　　　　　　
１３ＮＴ　　４０　　　４７　　　０　　　　　　　　　　０　　　　０
１３Ｔ　　　４０　　　４０　　　２　　　　５．０　　１０．５　　６．９
　　　　　　　　　　　３６　　　３　　　　８．３
　　　　　　　　　　　３３　　　６　　　１８．２　　　　　　　　　　　　　
Ｌｉｐｏ2000　　　　　２６　　１３　　　５０．０　　６０．０　１４．１
　　　　　　　　　　　１０　　　７　　　７０．０　　　　　　　　　　　　　
ＤＮＡ＋スペルミン　　３５　　　０　　　　０．０　　　０．０　　０．０
１：０．９　　　　　　４６　　　０　　　　０．０　　　　　　　　　　　　　
ＤＮＡ　　　　　　　　４９　　　０　　　　０　　　　　０．０　　０．０　
細胞　　　　　　　　　４２　　　０　　　　０　　　　　０　　　　０　　　
【０１２２】
（結論）
　脂質に基づく担体によるトランスフェクションに対する「ヘルパー」脂質としてのＤＯ
ＰＥの役割について従来の見解に反して、ＤＯＰＥの包含はこれらのリポソームのトラン
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スフェクション効率を増大しなかった。逆に、ＤＯＰＥを含有している標的化試料は１０
％未満のＤＯＰＥを有している対応する試料より実質的に高い色素到達性を有している事
は注目に値する。更に、スペルミンはそのままでは細胞内にＤＮＡを発現させることはで
きず、ＤＮＡの発現は遺伝子発現を引き起こす事前濃縮ＤＮＡを封入している標的化－リ
ポソームの組み合わせであることを示唆している。
【０１２３】
実施例１０
　５０％エタノール水性溶液中、６０℃で培養した後のレポータープラスミドの活性に対
するｐＨの効果を評価するために、以下の実験を行った。
【０１２４】
（方法）
　ＴＥ緩衝液（ｐＨ８．０）中の保存ＤＮＡ溶液由来の５０μｇ／ｍｌのＤＮＡ濃度でｐ
Ｈ範囲が約４～７．２の緩衝溶液中で、ＧＦＰ及びルシフェラーゼレポータープラスミド
を調製した。適切なｐＨ範囲に広がるように、選ばれた２つの緩衝液は、共に５ｍＭ濃度
の、ＨｅｐｅｓとＭＥＳであった。上記溶液の１ｍＬアリコートに、同体積のエタノール
を加え、混合して、得られた溶液を６０℃で１０分間培養した。冷却後、試料をＨｅｐｅ
ｓ緩衝食塩水（ＨＢＳ、ｐＨ７．２５）に対して１晩透析した。試料を無菌条件下で滅菌
濾過して、ＤＮＡ濃度を２６０ｎｍにおけるＵＶ吸収によって測定した。
【０１２５】
　ＳＫＢＲ３細胞（１０％ＦＢＳを有するＭｃＣｏｙ’５Ａ培地中で生育）を２４ウェル
のプレートに前日、１００，０００細胞／ウェルの密度で蒔いた。ＤＮＡをリポフェクタ
ミン（登録商標）２０００と製造会社の説明書に記載のように混合して、ウェル当り１μ
ｇのＤＮＡを細胞に添加した。６時間後、細胞を洗浄して１ｍＬの培地を添加した。更に
１８時間後に、それぞれのレポーター遺伝子についてアッセイした。ＧＦＰプラスミドに
ついては、ハンクスのＢＳＳ溶液で２回の洗浄、及びＧＦＰ陽性細胞について蛍光顕微鏡
下での観察、又はルシフェラーゼ発現については、０．１Ｍリン酸ナトリウム溶液に溶解
すること、及びルシフェリン投与後に照度計を用いるルシフェラーゼ読み出しを伴ってい
た。精製したルシフェラーゼを用いて標準曲線を作成して、ＭｉｃｒｏＢＣＡ（登録商標
）アッセイ（Pierce）を用いてタンパク質を測定した。ＧＦＰ発現は多数の視野に渡って
（ｎ＞３）、蛍光細胞の数／細胞の総数×１００として計算した。ルシフェラーゼ量を総
タンパク質１μｇ当りのルシフェラーゼｎｇとして表わした。結果を以下に示す。両方の
グラフは、それぞれの保存溶液からのＤＮＡ（すなわち、ＤＮＡはエタノール添加及び加
熱処理されていない）とリポフェクタミン（登録商標）２０００との複合体から得られた
発現に正規化した。「ＧＦＰ発現細胞に対するｐＨの効果」は、各種ｐＨにて５０％エタ
ノール中で事前培養したＧＦＰをコードするプラスミドＤＮＡのＤＮＡ細胞－トランスフ
ェクション活性に対する効果を意味する。
【０１２６】
（結論）
　プラスミドＤＮＡをｐＨ７以下の水性エタノール溶液中で６０℃に１０分間加熱するこ
とはプラスミドを様々な程度に不活性化する（図１）。このプロセスは、ルシフェラーゼ
レポーター遺伝子でも観察されるので、ＧＦＰ遺伝子の配列に特異的ではない。
【０１２７】
実施例１１
　低いｐＨの５０％エタノール中への最小ＤＮＡ暴露時間におけるＤＮＡトランスフェク
ション活性に対する効果を試験するために、以下の実験を行った。
【０１２８】
（方法）
　ＤＮＡの低ｐＨ環境への暴露を最小限にするために、ＤＮＡをより高いｐＨの緩衝液中
で加熱して、脂質含有エタノール溶液と混合するときだけｐＨ滴定可能な脂質と相互作用
するのに適しているレベル（ｐＨ５．５）にｐＨを下げるように、５０％エタノール中の
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混合条件を最適化することにした。
【０１２９】
　第１に、溶液を５５～６０℃にするのに必要な時間を確認した。結果を図２に示す。溶
液を所望温度にするのに約２分で十分であることが分かった。
【０１３０】
　第２に、低ｐＨ条件へのＤＮＡの暴露を最小限にするために、７．０を越えるｐＨで比
較的低い緩衝液（例えば、ＴＥ、５ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、－２ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ
８．０）でＤＮＡ溶液を調製して事前加熱し、次いで、より低いｐＨ及び／又はより強力
な緩衝液の事前加熱した脂質溶液と混合して、そして次いで素早く冷却することが推奨さ
れた。２ｍＭのＴＥ緩衝液（２ｍＭのＴｒｉｓ、０．４ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）の
溶液を等体積の２０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ５．１）と混合するとｐＨ５．５の溶液を生じる
ことが分かった。
【０１３１】
　２ｍＭ ＴＥ緩衝液のエタノール溶液（５０ｖ／ｖ％）中のＤＮＡ（５０μｇ）を等体
積の２０ｍＭ ＭＥＳ（ｐＨ５．１）のエタノール溶液（５０ｖ／ｖ％）と混合して６０
℃で２分間培養した後、得られた溶液を透析し、精密濾過で滅菌して、上記のようにリポ
フェクタミン（登録商標）２０００を用いてそのトランスフェクション活性を検討した。
結果は次の通りである：非処置ＤＮＡ（陽性コントロール）、１００±１．４％；処置Ｄ
ＮＡ，７２．７±９．７％。
【０１３２】
（結論）
　上記の方法でＤＮＡを処置するとプラスミドが受ける損傷を最小化して、７０％を超え
るレポーター遺伝子の活性を保持する。
【０１３３】
実施例１２　
製剤中のＤＮＡに対するカチオン性脂質の比率を変えることにより、リポソーム上の正味
電荷を負から正まで変えるように一連のリポソームを作成した。カチオン性脂質、中性双
性リン脂質ＤＯＰＣ及びＤＯＰＥ、コレステロール、ＰＥＧ化脂質、並びに蛍光脂質（粒
子の可視化を補助するため）をカチオン性脂質の量だけを変えるような方法を用いて、組
成がＸ／１５／１０／４／０．３／０．０３ｎｍｏｌ／μｇＤＮＡである、製剤ＤＯＳＰ
Ａ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＤＯＰＥ／ＰＥＧ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳを用いて、リ
ポソームを調製した。各試料の一部を、先に記載されているように（M.E. Hayes et al.,
 Genospheres: self-assembling nucleic acid-lipid nanoparticles suitable for targ
eted gene delivery, Gene Ther. 13(2006) 646-651）、１５μｇ／ｕｍｏｌリン脂質の
比でＦ５－ＰＥＧ（２０００）－ＤＳＰＥ結合物を挿入してＨＥＲ２に標的化した。
【０１３４】
　リポソームを作成した後、これらを蛍光顕微鏡によって、ＤＮＡ封入及びＨＥＲ２受容
体を過剰発現する培養ヒト癌細胞（ＳＫＢＲ３）と相互作用する能力について試験した（
図３）。
【０１３５】
（ＤＮＡ封入効率の測定）
　一般に、ＤＮＡ（又はｓｉＲＮＡ／オリゴヌクレオチド）封入は、Picogreen（登録商
標）色素到達性アッセイと呼ばれる、簡単で、速い蛍光によるアッセイで測定される。こ
れは、Picogreen（登録商標、Invitorgen）のような分子はＤＮＡと結合すると強い蛍光
を発するという見解に基づいている。その非結合状況においては、それは弱い蛍光を発す
る。Picogreen（登録商標）をリポソームの溶液に添加すると、それは「アクセス可能な
」ＤＮＡの何れかと結合することによって、蛍光性を示す。アクセス可能な色素は全く封
入されていないＤＮＡ（遊離ＤＮＡ）又は部分的に若しくは不完全に封入されているＤＮ
Ａと結合できる。色素は脂質二重層を横切らない。従って、適切に封入されているＤＮＡ
は何れも色素から保護される。（界面活性剤溶液を添加する方法で）リポソームが崩壊し
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てＤＮＡが放出されると、Picogreen（登録商標）は存在するＤＮＡの総量と結合する能
力を有する。標準曲線に外挿することによって、アクセス可能な全てのＤＮＡの濃度を測
定できる。それぞれの比率は「色素到達性％」をもたらして、以下のように計算される：
色素到達性％＝［ＤＮＡ］界面活性剤が非存在／［ＤＮＡ］界面活性剤が存在×１００
【０１３６】
　標的化核酸リポソームを送達することには、高い陽イオン電荷を有さずに、リポソーム
内へＤＮＡを効率的に封入する必要性を含む、多くの主要な難関が存在し、実際に、この
ような１／１未満の総電荷を有していることは非特異的細胞相互作用を阻止するために好
ましい。しかしながら、＋／－＜１未満の陽イオン比では、ＤＮＡ封入の効率は劇的に減
少する（図４）。スペルミンのようなポリアミンは静電相互作用を介してＤＮＡと結合で
きることが知られていて（例えば、図５を参照されたい）、これはＤＮＡ構造において構
造変化を誘発できることが示唆されている（Furerstein BG et al., Spermine-DNA inter
actions: A theoretical study, Proc. Nat. Acad. Sci. USA August 1986, vol. 83, pp
5948-5952）。核酸へのスペルミンの添加が何れのカチオン性脂質を使用せずにリポソー
ム内への封入をもたらせることが観察されている。１８－ｍｅｒオリゴヌクレオチド及び
ｓｉＲＮＡのような、低分子量の核酸も何れのカチオン性脂質を用いずに効果的に封入で
きることも見出されている。
【０１３７】
（検討の説明）
　リポソームの小さいサイズ（＜２００ｎｍ）を保持しながら、最適なオリゴ封入をもた
らすためにスペルミンと組み合わせて使用できるカチオン性脂質（この場合はＤＯＳＰＡ
）の最小量を見つけるために以下の実験を行った。ＤＯＳＰＡとスペルミンの量を変えて
、その他の全ての脂質を一定に保持しながら、製剤ＤＯＳＰＡ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｄ
ＯＰＥ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳによるリポソームを調製した。封入効率、
サイズ、濾過性（滅菌０．２μｍフィルターを通過する効率）及びリポソームの細胞取り
込みを測定した。
【０１３８】
（カチオン性脂質／ＤＮＡリン酸比の算出）
　　ＤＮＡ塩基対分子量＝３３０ｇ／ｍｏｌ、
　＝＞１ｇ／３３０ｇｍｏｌ－１＝ＤＮＡ（又はＲＮＡ）１ｇ当り０．００３０３ｍｏｌ
　すなわち、３．０３ｎｍｏｌリン酸（又はホスホロチオエート）＝１μｇＤＮＡ（又は
（ＲＮＡ）
【０１３９】
　０．０７５ｎｍｏｌＤＯＳＰＡ×４（頭部基）ＤＯＳＰＡ当りの正電荷＝０．３ｎｍｏ
ｌ「正」電荷。従って、０．０７５ｎｍｏｌＤＯＳＰＡは１μｇのオリゴの総リン酸電荷
の１０％で中和される（又は、結合する）はずである。従って、モル比がオリゴ１μｇ当
り０．０７５／３０／２０／８／１．７４／０．０５８ｎｍｏｌ脂質のＤＯＳＰＡ／ＤＯ
ＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＤＯＰＥ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳに対応する製剤は、オ
リゴから発生する総陰イオン電荷の１０％が錯体化されていることを意味している。この
試料をＤＯＳＰＡ０．１と称する。従って、２５％の電荷と結合するのに十分なＤＯＳＰ
Ａを有している製剤、すなわち、オリゴ１μｇ当り０．１８７５／３０／２０／８／１．
７４／０．０５８ｎｍｏｌのモル脂質比を有するＤＯＳＰＡ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＤＯ
ＰＥ／Ｐｅｇ－ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳをＤＯＳＰＡ０．２５と称する。この少量の
カチオン性脂質は、オリゴの封入を補助するためにスペルミンが補完され、そして以下に
Ｎ／Ｐと示される（ＤＮＡリン酸に対するスペルミン由来の総Ｎを示す）。
【０１４０】
　次いで、これらの製剤を先に記載されているように標的化して（例えば、G.Thurston e
t al., Cationic liposomes target angiogenic endothelial cells in tumors and chro
nic inflammation in mice, J. Clin. Invest. 101 (1998) 1401-1413 を参照されたい）
、Ｈｅｒ２過剰発現細胞（ＭＣＦ７（ＡＴＣＣ（登録商標）＃ＨＴＢ－２２（登録商標）
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【０１４１】
（結果）
　製剤中に存在するカチオン性脂質の量（陽イオン／陰イオン電荷の準モル比で）に関わ
らず、Ｎ／Ｐ＝約０．９（Ｎ／Ｐは添加したスペルミン／オリゴリン酸比である）を越え
る比のスペルミンがオリゴに高い効率で封入をもたらすことが見出された（図６～８）。
「ＤＯＳＰＡ０．１」と称する製剤の場合は、０．９のＮ／Ｐ比で約１０％のオリゴが遊
離で保持された。「ＤＯＳＰＡ０．２５」と称される製剤については、０．８のＮ／Ｐで
遊離オリゴの量は約５％であり、そして「ＤＯＳＰＡ０．５」製剤では、Ｎ／Ｐ＝１の最
も低い測定値で遊離オリゴは約５％であった。粒子サイズは一連の検討全てについておよ
そ同一であって、濾過性は全ての場合で７９％を越えて、「０．１」及び「０．５」製剤
で最も高かった。図９～１１は、スペルミンを補完した、低量のカチオン性脂質で調製し
たリポソームが、観察可能な非特異的細胞相互作用なしで、特異性の高い標的化取り込み
を提示することを示す。
【０１４２】
実施例１３
（検討の説明）
　ＳＳＢハウスキーピング遺伝子に対する２１－２３ｎｔ ｓｉＲＮＡを低いカチオン性
脂質含量のリポソーム内への封入について試験した。先のオリゴヌクレオチドを用いる製
剤検討から、ＤＮＡ（又はＲＮＡ）由来の陰イオン電荷の１０％に結合するのに十分なＤ
ＯＳＰＡを有している製剤を続く検討に用いるべきであると確定した。封入効率及びサイ
ズの観点からより高いレベルのＤＯＳＰＡを含有しているものと同様の結果をもたらすと
いう理由で、最も低い含量を有する製剤を選択したが、最小の陽イオンレベルは血流及び
内皮の成分との非特異的相互作用がより少ないので、インビボにおける標的化に対する選
択性の増強をもたらし得る。図６～８から、過剰なスペルミン、すなわち、良好な封入の
ための最小量より高い比率を有することは、サイズ、封入効率又は標的特異的細胞相互作
用に関して悪影響を何ももたらさないと思われる。従って、リポソーム封入及び保管中の
安定性を試験するためにＮ／Ｐ＝１．５及び３．０のスペルミンの比率を用いる、１つの
独特な脂質製剤を選ぶことを選択した。
（脂質製剤）
【０１４３】
【表１】

【０１４４】
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【０１４５】
　これらの試料は、次いで、先に記載したようにＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥの添加により抗
Ｈｅｒ２受容体特異的にして、水にセファロース（登録商標）４Ｂ－Ｃｌカラム上で精製
して、その後濃縮溶液から、５ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、１４４ｍＭＮａＣｌ、ｐＨ７．２５（
ＨＢＳ）、又は５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．２５、１０％スクロース（ｗ／ｗ）の最終
保管緩衝液を作成した。
【０１４６】
　試料を上記のように溶液中４℃で又は凍結して－８０℃での何れかで１晩保管した。（
注記；セファロース（登録商標）４Ｂ－Ｃｌカラム上で精製した後、遊離物（封入されな
いｓｉＲＮＡ）が分離されるので、精製した試料で色素到達性が低いというのが正常であ
る）。精製後に、上記の試料は、（Ｎ／Ｐ＝１．５、ＮＴ、Ｆ５）及び（Ｎ／Ｐ＝３．０
、ＮＴ、Ｆ５）の色素到達性がそれぞれ１５．４１±０．６１、１８．８５±０．３２、
１４．６７±０．５８及び１９．３７±０．５５であった。
【０１４７】
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【表３】

【０１４８】
（結果）
　リポソームはＦ５－ＰＥＧ－ＤＳＰＥと共培養して３７℃で１晩加熱すると標的化でき
る。添加されたタンパク質結合物の初期量は１５μｇ／ｕｍｏｌＰＬであった。取り込ま
れなかった結合物からリポソームを精製すると、リポソームに結合した結合物の量は、試
験した２つの製剤で１３．６４±０．６４及び１０．５９±０．３９であった。これは７
０％を越える取り込み効率を示す。このことは、ｓｉＲＮＡと低量のカチオン性脂質を含
有しているリポソームがこの方法で容易に標的化できることを示している。
【０１４９】
　一般に核酸は、しかしより具体的にはｓｉＲＮＡ／ｓｈＲＮＡは、保管中に非常に分解
されやすく、凍結保管がベストである。ｓｉＲＮＡ／ｓｈＲＮＡを扱う作業には特別な取
扱い予防措置が推奨される。リボヌクレアーゼはヒトに接触する表面の殆どに豊富に存在
しているので、特別なリボヌクレアーゼ除去溶液で完全に除去すべきである。要するに、
最も注意深い取扱い手段によってもｓｉＲＮＡ／ｓｈＲＮＡ分解を引き起こすことは非常
に簡単である。ＲＮＡｉのノックダウン効果が配列特異的であるように、部分分解はしば
しば所定のｓｉＲＮＡ／ｓｈＲＮＡが所望のノックダウン効果を有する能力に逆の影響を
与える。従って、ヌクレアーゼ由来の化学的分解及び／又は生物学的分解を阻止する媒体
中でリポソームを貯蔵することが大いに有益である。
【０１５０】
　リポソームは凍結前に１０％スクロースの抗凍結剤溶液と混合して凍結保管できるとい
う仮説を検証した。スクロースは、リン脂質頭部基の水和を保持し、そして脂質の再整列
及び二重層変形を阻害することによってリポソームの凍結を助けることが知られている。
【０１５１】
　上の結果から、スクロースの存在下でリポソームを凍結することは、緩衝食塩水中に冷
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凍保存された試料と比べてサイズ又はｓｉＲＮＡ封入効率に悪影響を及ぼさないことが観
察された。２４時間が凍結状態におけるより長い時間を表わすと仮定すると、これはリポ
ソームにより長い保管寿命をもたらして、これらを脂質又は核酸分解から保護できる。
【０１５２】
（ｓｉＲＮＡ／ｓｈＲＮＡを有するリポソームの製造における特別な予防措置）
　本発明の方法は、粒子形成脂質がミセルを超えて凝集相を形成せず、そしてＤＮＡ自体
が混合前に未だ可溶性である環境において、ＤＮＡ－脂質リポソームの組み立てを可能に
する。このような条件は５０％（ｖ／ｖ）エタノールを含有している多数の異なった有機
溶媒／水混合物中で満たされることを見出した。しかしながら、これは通常脂質及びＤＮ
Ａ溶液を混合前に加熱することによって達成される。閉鎖環状プラスミドＤＮＡの封入の
ための、最適な温度は６０℃であることを見出した。しかしながら、ＤＮＡ（又はＲＮＡ
）の短い断片はより低い温度で「溶解」又は変性することは周知である。ＤＮＡの溶解は
二本鎖（デオキシ）リボ核酸が、塩基間の水素結合の切断を介して巻き戻されて一本鎖に
分かれるプロセスである。
【０１５３】
　ＲＮＡｉは、ＲＮＡ－誘発サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）によって制御されて、細
胞の細胞質内の短い一本鎖ＲＮＡ分子によって開始されるＲＮＡ依存性遺伝子サイレンシ
ングプロセスである。従って、二本鎖ｓｉＲＮＡの送達は非常に重要である。封入前のｓ
ｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡの変性は非活性粒子を生じさせると思われるので、ｓｉＲＮＡ又
はｓｈＲＮＡ配列それぞれの溶解温度を封入前に測定することが賢明である。
【０１５４】
　溶解温度（Ｔｍ）（すなわち、ｓｉＲＮＡのうちの５０％が一本鎖形態で、５０％が二
本鎖形態であるときの温度として定義される、ｓｉＲＮＡ溶解転移温度）を測定するため
に、ｓｉＲＮＡを最適な緩衝液（表４を参照されたい）に希釈して、各種温度における２
６０ｎｍの吸光度を測定した。２６０ｎｍにおける吸光度の増大はｓｉＲＮＡ鎖巻き戻し
を示す（図１３を参照されたい）。
【０１５５】
【表４】

【０１５６】
　ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡの配列における比較的小さな変化は二本鎖の熱安定性に著し
く影響を及ぼし得る。特に、末端におけるＡ－Ｕを多く含む塩基対合は二本鎖を末端で不
安定にして巻き戻しを誘導する。微粒子／リポソーム製剤で一般的に用いられる溶液中で
ＳＳＢ及びコントロールのｓｉＲＮＡを試験した。エタノールとの５０／５０混合物中の
５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ（ｐＨ７．２５）のようなイオン強度が低い緩衝液が好ましい緩衝液
である。二本鎖形態を保持するために、ＳＳＢ ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡを用いるリポ
ソームの調製は５３℃より低い温度で行わなければならない。４０℃及び４５℃でＳＳＢ
 ｓｉＲＮＡを含有しているリポソームの封入効率及びサイズを測定した。
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【０１５７】
【表５】

【０１５８】
　図１３は、コントロールのｓｉＲＮＡが４５℃で巻き戻しに対して安定であることを示
す。従って、この温度を安定温度として用いて、４５℃及びより低い温度、４０℃で、よ
り不安定なＳＳＢ ｓｉＲＮＡを含有しているリポソームと比較した。微粒子／リポソー
ム製剤は、Ｎ／Ｐ＝１．５の比率でスペルミンを有するｓｉＲＮＡ１００μｇ当り７．５
／１０００／６６７／５０／５ｎｍｏｌ比のＤＯＳＰＡ／ＤＯＰＣ／Ｃｈｏｌ／Ｐｅｇ－
ＤＳＧ／ＤｉＩ（３）－ＤＳであった。
【０１５９】
　この低量のカチオン性脂質を含有している製剤を用いる、より低い温度でのＳＳＢリポ
ソームの調製は、封入効率及びサイズに対して悪影響を及ぼさなかった。従って、溶解を
最小にして良好な封入を保持するために比較的低い温度でリポソームを調製することが可
能である。
【０１６０】
　更に、プラスミドリポソームに対する標的化リガンドの挿入は通常６０℃で行われる。
温度を上昇させずにこの方法でリポソームを標的化できるか否かを評価するために、ＳＳ
Ｂ ｓｉＲＮＡを含有している同一のリポソームの低い温度での挿入効率を試験した（図
１４を参照されたい）。
【０１６１】

【表６】

【０１６２】
（結果）
　ｓｉＲＮＡ（又はｓｈＲＮＡ）の分解を起こしにくくして、標的化リガンド（Ｆ５－Ｐ
ＥＧ－ＤＳＰＥ）の取り込みを低温で効率的に実施できることが見出された。リポソーム
製剤は大部分はＤＯＰＣ及びコレステロールからなり、そして低い脂質転移温度は恐らく
ｓｃＦＶ－脂質結合物の二重層への取り込みを補助する。
【０１６３】
（結論）
　ＲＮＡの短い配列及び短いオリゴヌクレオチドは、カチオン性脂質を含んでいないか、
又は非常に少量のカチオン性脂質を含んでいるリポソームに封入することができ、そして
リポソーム形成プロセスを補助してより再現可能な製剤を提供するだろう。製剤中のカチ
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オン性脂質の量は典型的に総脂質の０．５％未満であって、これは多くの代替製剤、例え
ば、３０％のカチオン性脂質を含む典型的な非標的化ＳＮＡＬＰ製剤で用いられるより極
めて少なく、それらを肝臓のような臓器を標的にするために有用にするが、標的化送達の
ための遠位の腫瘍部位への到達には適していない（Morrissey DV et al., Potent and pe
rsistent in vivo anti-HBV activity of chemically modified siRNA, Nature Biotechn
ology (2005) Aug: 23(8):1002-7）。
【０１６４】
その他の実施態様
　上述の説明より、本明細書に記載されている本発明はそれを多種の用途及び条件に適用
させるために変更及び修正できることは明らかである。このような実施態様も以下の特許
請求の範囲の範囲内である。
【０１６５】
　本明細書の変数についての何れかの定義における要素の列挙の記述は、当該変数が、列
挙されている要素のうちの何れか単一の要素又はそれらの組合せ（又はサブ組合せ）とし
て定義されることを包含している。本明細書の実施態様の列挙は、何れかの単一の実施態
様又はその他の何れかの実施態様若しくはその一部との組合せとしての実施態様を包含し
ている。
【０１６６】
　この明細書に述べられている全ての特許及び刊行物は、それぞれの独立した特許及び刊
行物が参照により取り込まれていることを具体的に及び個々に示しているのと同じ程度に
、参照により本明細書に取り込まれている。

【図１】 【図２】
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