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(57)【要約】
　本発明は、高濃縮キトサン－核酸ポリプレックス組成
物及び分散系を提供し、そして当該組成物及び分散系を
製造するための方法を提供する。キトサン－核酸ポリプ
レックスを混合する方法は、キトサン溶液及び核酸溶液
のインライン混合すること、並びに場合により凝集阻害
剤と共に、前記キトサン－核酸ポリプレックスの分散系
をさらに濃縮することを含む。キトサン－核酸ポリプレ
ックスの直径を変えるための方法をさらに提供する。



(2) JP 2010-540468 A 2010.12.24

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水和したキトサン－核酸ポリプレックスを含む組成物であって、０．５ｍｇ／ｍｌ以上
の核酸濃度を有する、前記組成物。
【請求項２】
　ポリプレックス沈澱を実質的に含まない、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　０．７５ｍｇ／ｍｌ超の核酸濃度を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　１ｍｇ／ｍｌ超の核酸濃度を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　１．２ｍｇ／ｍｌ超の核酸濃度を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　１．５ｍｇ／ｍｌ超の核酸濃度を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　凝集阻害剤を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　約８０ｍＭ未満の対アニオン濃度を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記ポリプレックスが７５０ｎｍ未満の平均直径を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記ポリプレックスが２：１以上のＮ：Ｐ比を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記ポリプレックスが、５００ｋＤａ未満の平均分子量を有するキトサン分子を含む、
請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記ポリプレックスが、３０００個未満のグルコサミンモノマー単位を有するキトサン
分子を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１３】
　本質的に前記水和したキトサン－核酸ポリプレックス及び凝集阻害剤からなる、請求項
１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記キトサン－核酸ポリプレックスが、０．５未満の平均多分散度を有する、請求項１
に記載の組成物。
【請求項１５】
　等張的である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１６】
　キトサン－核酸ポリプレックスを濃縮する方法であって、キトサン－核酸ポリプレック
スの非濃縮分散系を提供し、そしてキトサン－核酸ポリプレックスの濃縮分散系を形成す
るための濃縮手段を使用して、前記キトサン－核酸ポリプレックスの非濃縮分散系を濃縮
することを含み、ここで前記組成物が０．５ｍｇ／ｍｌ以上の核酸濃度を有し、そして前
記組成物が実質的にポリプレックス沈澱を含まない、前記方法。
【請求項１７】
　前記非濃縮分散系が、最初の濃度で凝集阻害剤を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記濃縮ステップが、前記濃縮分散系中における前記凝集阻害剤の前記最初の濃度を実
質的に維持する、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記濃縮手段が、タンジェンシャルフロー濾過である、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
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　インライン混合が、前記キトサン－核酸ポリプレックスの非濃縮分散系を調製するため
に使用される、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
　請求項１６に記載の方法によって製造される、キトサン－核酸ポリプレックスの濃縮分
散系。
【請求項２２】
　水和したキトサン－核酸ポリプレックスを含む医薬組成物であって、０．５ｍｇ／ｍｌ
以上の核酸濃度を有し、そして前記キトサン－核酸ポリプレックスが治療用核酸コンスト
ラクトを含む、前記組成物。
【請求項２３】
　等張的である、請求項２２に記載の医薬組成物。
【請求項２４】
　キトサン溶液及び核酸溶液を混合することによって製造される混合分散系中において形
成される、キトサン－核酸ポリプレックスの直径を変化させるための方法であって、前記
混合分散系中におけるキトサンと核酸との混合比を実質的に変化させることなく、かつキ
トサン又は核酸のいずれか一方の濃度を実質的に変化させることなく、キトサン又は核酸
分散系の体積を変化させることを含む、前記方法。
【請求項２５】
　前記混合溶液が、前記キトサン溶液及び前記核酸溶液のインライン混合により製造され
、ここで前記キトサン溶液及び前記核酸溶液の流速が、混合流速を維持するように、並び
にキトサン及び核酸の混合濃度を維持するように調節される、請求項２４に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２００７年９月２８日に出願された米国特許出願第６０／９７６，３７６号
の利益を請求し、そして本明細書に参照により完全に組み込まれる。
【０００２】
　技術分野
　本発明は、均質なキトサン－核酸ポリプレックスに関する。本発明は、溶液中において
キトサン－核酸ポリプレックスを濃縮するための方法、及び均質なキトサン－核酸ポリプ
レックスの高濃縮調製物にさらに関する。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　キトサンは、無毒性である、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミンとＤ－グルコサミンとの
陽イオン性共重合体である。キトサンは、核酸と複合体を形成し得、そして細胞をトラン
スフェクトするためのＤＮＡ送達ビヒクルとして使用されている。
【０００４】
　キトサン－核酸複合体の濃縮溶液の製造において困難がある。混合溶液中におけるキト
サン及び核酸の濃度の増加は、沈澱、及び製造されるキトサン－核酸複合体サイズの所望
ではない変動をもたらす。さらに、調製された溶液中におけるキトサン－核酸複合体の濃
度の増加は、複合体の凝集、及び溶液からの沈澱をもたらす。
【０００５】
　ＤＮＡ及び縮合剤（例えば、ポリカチオン性炭水化物）を含む均質な粒子を製造するた
めの、同時フロー混合（ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ　ｆｌｏｗ　ｍｉｘｉｎｇ）の使用は、米
国特許第６，５３７，８１３号明細書に記載されている。かかる粒子を製造するために、
ＤＮＡ溶液及び縮合剤溶液は、混合及び粒子の形成を提供する、スタティック（ｓｔａｔ
ｉｃ）又はダイナミック（ｄｙｎａｍｉｃ）ミキサーを含むミキサーを通じて液流内へと
、同時に及び別々に導入され得る。ＤＮＡ及び縮合剤の適切な比率を、導入工程及び混合
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工程を通じて維持することが重要であると報告されており、そして電荷の中性からの著し
い逸脱が、当該工程中における不完全な縮合又は粒子凝集のいずれかをもたらし得る。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　発明の概要
　本発明者は、研究及び医薬の分野において多くの適用が見出されている、高濃縮キトサ
ン－核酸ポリプレックス組成物を製造する分野における障害を克服した。好ましい実施形
態において、当該組成物は、高濃度にもかかわらず凝集又は沈澱しない一定サイズのポリ
プレックスを含み、そして種々の条件下における安定性を示す。さらに、本発明の好まし
い組成物はまた、形成されると等張的（ｉｓｏｔｏｎｉｃ）である。ポリプレックスの安
定性を維持する一方で等張性を達することは、医薬における及び治療における適用のため
に非常に所望である。さらに、本発明者は、スタティック又はダイナミックミキサーを必
要せず、そして当該ミキサーを含まないことによって改善されるインライン混合工程によ
って、キトサン－核酸ポリプレックスを製造する方法を発見した。さらにこれらの方法は
、中性から著しく外れている電荷（すなわち、ゼータ電位）を有する安定なポリプレック
スを製造するために使用され得る。驚くべきことに、本発明者はまた、混合溶液中におけ
るＤＮＡとキトサンとの混合比を変えることなく、又はＤＮＡとキトサンの濃度を実質的
に変化させることなく、粒子のサイズ及び均質性が、インライン混合用の供給原料の体積
を変化させることによって調節され得ることを見出した。
【０００７】
　したがって一つの態様において、本発明は、水和したキトサン－核酸ポリプレックスを
含む組成物を提供する。当該組成物は、キトサン－核酸ポリプレックスが高濃縮されてお
り、そしてそれは約０．５ｍｇ／ｍｌ超の核酸濃度を有し、ここで当該組成物は、ポリプ
レックス沈澱を実質的に含まない。
【０００８】
　好ましい実施形態において、当該組成物は、キトサン－核酸ポリプレックス粒子を含む
分散系である。
【０００９】
　好ましい実施形態において、当該組成物は等張的である。他の実施形態において、当該
組成物は高張的又は低張的である。
【００１０】
　好ましい実施形態において、当該組成物は、少なくとも約０．６ｍｇ／ｍｌの、より好
ましくは少なくとも約０．７５ｍｇ／ｍｌの、より好ましくは少なくとも約１．０ｍｇ／
ｍｌの、より好ましくは少なくとも約１．２ｍｇ／ｍｌの、そして最も好ましくは少なく
とも約１．５ｍｇ／ｍｌの核酸濃度を有する。
【００１１】
　好ましい実施形態において、当該組成物は凝集阻害剤をさらに含む。好ましい実施形態
において、当該凝集阻害剤は、糖、好ましくはショ糖である。
【００１２】
　好ましい実施形態において、当該組成物は、約８０ｍＭ未満の、より好ましくは約６０
ｍＭ未満の、より好ましくは約４０ｍＭ未満の、より好ましくは約２０ｍＭ未満の対アニ
オン濃度を含む。好ましくは、対アニオンは酢酸イオンである。
【００１３】
　好ましい実施形態において、当該組成物のキトサン－核酸ポリプレックスは、約０．５
未満の、より好ましくは約０．４未満の、より好ましくは約０．３未満の、より好ましく
は約０．２未満の平均の多分散度（ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ　ｉｎｄｅｘ）（「Ｐ
ＤＩ」）を有する。
【００１４】
　好ましい実施形態において、ポリプレックスは、少なくとも約２：１の、より好ましく
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は少なくとも約５：１の、より好ましくは少なくとも約１０：１の、より好ましくは少な
くとも約１５：１の、より好ましくは少なくとも約２０：１のＮ：Ｐ比を有する。
【００１５】
　好ましい実施形態において、ポリプレックスは、平均で、約３０００個未満の、より好
ましくは約２０００個未満の、より好ましくは約１５００個未満の、より好ましくは約１
０００個未満の、より好ましくは約５００個未満の、より好ましくは約１００個未満の、
より好ましくは約５０個未満の、グルコサミンのモノマー単位を有するキトサン分子を含
む。
【００１６】
　好ましい実施形態において、ポリプレックスは、約５００ｋＤａ未満の、より好ましく
は約２５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約１５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約１０
０ｋＤａ未満の、より好ましくは約５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約２５ｋＤａ未満
の平均分子量を有するキトサンを含む。
【００１７】
　好ましい実施形態において、当該組成物のポリプレックスは、約７５０ｎｍ未満の、よ
り好ましくは約５００ｎｍ未満の、より好ましくは約２５０ｎｍ未満の、より好ましくは
約２００ｎｍ未満の、そして最も好ましくは約１５０ｎｍ未満の平均直径を有する。
【００１８】
　好ましい実施形態において、当該組成物は、本質的にキトサン－核酸ポリプレックス及
び凝集阻害剤からなる。
【００１９】
　別の実施形態において、当該組成物は、本質的にキトサン－核酸ポリプレックスからな
る。
【００２０】
　一つの態様において、本発明は、キトサン－核酸ポリプレックスの分散系を濃縮するた
めの方法を提供する。本方法は、キトサン－核酸ポリプレックスの非濃縮分散系を提供し
、そして濃縮手段、好ましくはタンジェンシャルフロー濾過を使用して、当該キトサン－
核酸ポリプレックスの非濃縮分散系を濃縮し、その結果キトサン－核酸ポリプレックスの
濃縮分散系を製造することを含む。好ましくは、当該非濃縮分散系は凝集阻害剤を含む。
この濃縮工程は、小分子（例えば、凝集阻害剤）の濃度を実質的に維持しつつ、実質的に
キトサン－核酸複合体の濃度を増大させ、その結果キトサン－核酸複合体に濃縮される組
成物をもたらす。
【００２１】
　好ましい実施形態において、当該濃縮手段は、少なくとも２倍、より好ましくは少なく
とも５倍、より好ましくは少なくとも６倍、より好ましくは少なくとも７倍、より好まし
くは少なくとも８倍、より好ましくは少なくとも９倍、そして最も好ましくは少なくとも
１０倍、当該分散系を濃縮する。
【００２２】
　好ましい実施形態において、当該凝集阻害剤は、糖類、好ましくはショ糖である。
【００２３】
　好ましい実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスの非濃縮分散系は、対
アニオン、好ましくは酢酸イオンを含み、そして当該濃縮手段は、当該対アニオンを選択
的に濃縮しない。当該対アニオンの濃縮は、当該濃縮分散系中において、核酸の濃縮ほど
大きくはない。好ましくは、当該濃縮分散系は、当該非濃縮分散系の濃度よりも実質的に
高くはない対アニオン濃度を有する。
【００２４】
　好ましい実施形態において、当該濃縮分散系中における核酸濃度は、少なくとも約０．
５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくとも約０．６ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくと
も約０．７５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくとも約１．０ｍｇ／ｍｌ、より好ましく
は少なくとも約１．２ｍｇ／ｍｌ、そして最も好ましくは少なくとも約１．５ｍｇ／ｍｌ
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である。
【００２５】
　好ましい実施形態において、インライン混合が、キトサン－核酸ポリプレックスの非濃
縮分散系を調製するために使用される。
【００２６】
　好ましい実施形態において、当該非濃縮分散系は、少なくとも１０ｍＬ、より好ましく
は少なくとも約５０ｍＬ、より好ましくは少なくとも約５００ｍＬ、より好ましくは少な
くとも約１Ｌ、より好ましくは少なくとも約２Ｌ、より好ましくは少なくとも約３Ｌ、よ
り好ましくは少なくとも約４Ｌ、より好ましくは少なくとも約５Ｌ、より好ましくは少な
くとも約１０Ｌの体積を有する。
【００２７】
　好ましい実施形態において、当該非濃縮分散系のキトサン－核酸ポリプレックスは、約
０．５未満の、より好ましくは約０．４未満の、より好ましくは約０．３未満の、より好
ましくは約０．２未満の平均ＰＤＩを有する。
【００２８】
　より好ましい実施形態において、当該濃縮分散系のキトサン－核酸ポリプレックスは、
約０．５未満の、より好ましくは約０．４未満の、より好ましくは約０．３未満の、より
好ましくは約０．２未満の平均ＰＤＩを有する。
【００２９】
　好ましい実施形態において、当該ポリプレックスは、少なくとも約２：１の、より好ま
しくは少なくとも約５：１の、より好ましくは少なくとも約１０：１の、より好ましくは
少なくとも約１５：１の、より好ましくは少なくとも約２０：１のＮ：Ｐ比を有する。
【００３０】
　好ましい実施形態において、当該ポリプレックスは、平均で約３０００個未満の、より
好ましくは約２０００個未満の、より好ましくは約１５００個未満の、より好ましくは約
１０００個未満の、より好ましくは約５００個未満の、より好ましくは約１００個未満の
、より好ましくは約５０個未満の、グルコサミンのモノマー単位を含む。
【００３１】
　好ましい実施形態において、当該ポリプレックスは、約５００ｋＤａ未満の、より好ま
しくは約２５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約１５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約
１００ｋＤａ未満の、より好ましくは約５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約２５ｋＤａ
未満の平均分子量を有する。
【００３２】
　好ましい実施形態において、当該組成物のポリプレックスは、約７５０ｎｍ未満の、よ
り好ましくは約５００ｎｍ未満の、より好ましくは約２５０ｎｍ未満の、より好ましくは
約２００ｎｍ未満の、そして最も好ましくは約１５０ｎｍ未満の平均直径を有する。
【００３３】
　一つの態様において、本発明は、本明細書において開示された方法によって製造される
キトサン－核酸ポリプレックスの濃縮分散系を提供する。
【００３４】
　一つの態様において、本発明は、キトサン溶液と核酸溶液とを混合することによって形
成される、キトサン－核酸ポリプレックスの特性を調節するための方法を提供する。一つ
の実施形態において、本発明は、キトサン－核酸ポリプレックスの直径を調節するための
方法を提供する。別の実施形態において、本発明は、キトサン－核酸ポリプレックスのゼ
ータ電位を調節するための方法を提供する。本方法は、混合溶液中における核酸とキトサ
ンとの比率、又は核酸及びキトサンの濃度を変えることなく、当該ポリプレックスを製造
するために使用されるキトサン又は核酸溶液の体積を変えることに関する。好ましい実施
形態において、本発明は、キトサン及び核酸の供給原料溶液のインライン混合に関する。
【００３５】
　一つの態様において、本発明は、水和したキトサン－核酸ポリプレックスを含み、そし
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て約０．５ｍｇ／ｍｌ超の核酸濃度を有する医薬組成物を提供し、ここで当該キトサン－
核酸ポリプレックスは治療用核酸コンストラクトを含む。
【００３６】
　好ましい実施形態において、医薬組成物は、少なくとも約０．６ｍｇ／ｍｌの、より好
ましくは少なくとも約０．７５ｍｇ／ｍｌの、より好ましくは少なくとも約１．０ｍｇ／
ｍｌの、より好ましくは少なくとも約１．２ｍｇ／ｍｌの、そして最も好ましくは少なく
とも約１．５ｍｇ／ｍｌの核酸濃度を有する。
【００３７】
　好ましい実施形態において、医薬組成物は凝集阻害剤を含む。好ましい実施形態におい
て、当該凝集阻害剤は、糖類、好ましくはショ糖である。
【００３８】
　好ましい実施形態において、当該医薬組成物は、約８０ｍＭ未満の、より好ましくは約
６０ｍＭ未満の、より好ましくは約４０ｍＭ未満の、より好ましくは約２０ｍＭ未満の対
アニオン濃度を有する。好ましくは、当該対アニオンは酢酸イオンである。
【００３９】
　好ましい実施形態において、当該医薬組成物は等張的である。他の実施形態において、
当該医薬組成物は、高張的又は低張的である。
【００４０】
　一つの態様において、本発明は、濃縮キトサン－核酸ポリプレックス分散系を調製する
ための方法であって、キトサン溶液と核酸溶液とをインライン混合し、非濃縮キトサン－
核酸分散系を形成し、その後当該非濃縮キトサン－核酸分散系をＴＦＦを使用して濃縮し
、その結果濃縮キトサン－核酸ポリプレックス分散系を製造することを含む、前記方法を
提供する。
【００４１】
　好ましい実施形態において、ＴＦＦは、当該分散系を少なくとも２倍、より好ましくは
少なくとも５倍、より好ましくは少なくとも６倍、より好ましくは少なくとも７倍、より
好ましくは少なくとも８倍、より好ましくは少なくとも９倍、そして最も好ましくは少な
くとも１０倍濃縮する。
【００４２】
　好ましい実施形態において、当該濃縮分散系中における核酸の濃度は、少なくとも約０
．５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくとも約０．６ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは少なく
とも約０．７５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくとも約１．０ｍｇ／ｍｌ、より好まし
くは少なくとも約１．２ｍｇ／ｍｌ、そして最も好ましくは少なくとも約１．５ｍｇ／ｍ
ｌである。
【００４３】
　好ましい実施形態において、当該濃縮分散系は、約８０ｍＭ未満の、より好ましくは約
６０ｍＭ未満の、より好ましくは約４０ｍＭ未満の、より好ましくは約２０ｍＭ未満の対
アニオン濃度を有する。好ましくは、当該対アニオンは酢酸イオンである。
【００４４】
　好ましくは、当該濃縮分散系は凝集阻害剤を含む。好ましくは、当該凝集阻害剤は糖類
、好ましくはショ糖である。
【００４５】
　好ましくは、当該濃縮分散系は等張的である。他の実施形態において、当該濃縮分散系
は高張的又は低張的であり得る。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１は、１Ｌバッチのキトサン－核酸ポリプレックス分散系を製造し、その後Ｔ
ＦＦ濃縮を行うための、具体的な工程ブロックの計画図を示す。
【図２】図２は、小スケールでのインライン混合工程の計画図を示す。シリンジはポリプ
ロピレンラテックス・フリーであり、そして各々６０ｍＬまでスケールアップされ得る。



(8) JP 2010-540468 A 2010.12.24

10

20

30

40

50

２つの精密シリンジポンプが、当該シリンジを駆動する。チューブは、各々１／１６イン
チＩＤの白金硬化性シリコーン（ｐｌａｔｉｎｕｍ－ｃｕｒｅｄ　ｓｉｌｉｃｏｎｅ）で
ある。示される混合ジャンクションはＹ字のみならず、Ｔ字でもあり得る。構造物の混合
ジャンクション材料はポリプロピレンである。
【図３】図３は、１０Ｌの、キトサン－核酸ポリプレックス分散系の調製のための、中等
度スケールにおけるインライン混合工程の計画図を示す。全ての容器は、より小さなバッ
チサイズに従って拡大された。チューブの直径は、０．４８ｃｍ（３／１６インチ）であ
る。ポンプの流速は、ＤＮＡ：キトサンの混合体積比が２：１となるように適応される。
【図４】図４は、ＴＦＦ濃縮工程の計画図を示す。
【図５】図５は、中等度スケールの工程で製造され、そして異なる比率で混合されたポリ
プレックスに関するインビトロでのトランスフェクションの結果のグラフを示す。
【図６】図６は、１０％ショ糖を用いた小スケールでの混合、及び高速のＴＦＦによって
調製されるポリプレックスに関する、室温における安定性のグラフを示す。
【図７】図７は、ポリプレックスの直径及びＰＤＩに対する、ＤＮＡ及びキトサン供給原
料の体積変更の効果を示すグラフを示す。体積比の調節は、粒子サイズを調節する。組成
物は、表１０に記載されている。全ての最終製造物はＮ４０－ｃ７５であった。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
　詳細な説明
　「キトサン－核酸ポリプレックス」、「キトサン－核酸ポリプレックス粒子」、又は「
ポリプレックス」は、複数のキトサン分子（各々、グルコサミンモノマーのポリマー）、
及び複数の核酸分子を含む複合体を意味する。キトサンモノマーは、リガンドと結合した
キトサンを含む誘導体を含む。「誘導体」は、高範囲のカテゴリーの、共有結合性修飾さ
れたＮ－アセチル－Ｄ－グルコサミン、及び／又はＤ－グルコサミンユニットを含むキト
サン系（ｃｈｉｔｏｓａｎ－ｂａｓｅｄ）ポリマー、及び他のユニットと結合した、又は
他の部位と結合したキトサン型ポリマーを含むものとして理解されるだろう。誘導体は、
グルコサミンのヒドロキシル基又はアミノ基の修飾に基づくものが多い。キトサン誘導体
の例は、限定されないが、トリメチル化キトサン、ＰＥＧ化されたキトサン、チオール化
されたキトサン、ガラクトシル化されたキトサン、アルキル化されたキトサン、ＰＥＩの
結合したキトサン、アルギニン修飾されたキトサン、ウロン酸修飾されたキトサンなどを
含む。キトサン誘導体に関するさらなる教示は、例えば「Ｎｏｎ－ｖｉｒａｌ　Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒａｐｙ」，Ｋ．Ｔａｉｒａ，Ｋ．Ｋａｔａｏｋａ，Ｔ．Ｎｉｉｄｏｍｅ（ｅｄ
ｉｔｏｒｓ），Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ　Ｔｏｋｙｏ，２００５，ＩＳＢＮ４－
４３１－２５１２２－７；Ｚｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｂ
ｕｌｌｅｔｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ　２００７，ｖｏｌ．５２（２３），ｐｐ．３２０７
－３２１５；及びＶａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｐｏｌｙｍｅ
ｒｓ　５５（２００４）７７－９３を参照。
【００４８】
　本明細書において使用される、キトサンポリマーの「平均重量」は、平均分子量の重量
のことである。
【００４９】
　「対アニオン」は、荷電したキトサンアミンと静電相互作用を行うことができる陰イオ
ンのことを意味する。好ましい対アニオンは、酢酸イオン及び塩化物イオンを含む。
【００５０】
　キトサンは、参照によりその全体において本明細書中に明確に援用される、２００７年
３月３０日に出願された、米国特許出願番号第１１／６９４，８５２号に開示されたとお
りに調製され得る。リガンド部位を含むキトサン誘導体を含む、キトサン誘導体が同様に
使用され得る。
【００５１】
　キトサン－核酸ポリプレックス組成物
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【００５２】
　一つの態様において、本発明は、水和したキトサン－核酸ポリプレックスを含む、キト
サン－核酸ポリプレックス組成物を提供する。当該組成物は、約０．５ｍｇ／ｍｌ超の核
酸濃度を有する、キトサン－核酸ポリプレックスに高濃縮される。当該組成物は、ポリプ
レックスの沈澱を実質的に含まない。本明細書において使用される、ポリプレックスの沈
澱を「実質的に含まない」とは、当該組成物において、外観検査において観測され得る粒
子が実質的に存在しないことを意味する。
【００５３】
　好ましい実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックス組成物は、少なくとも
約０．６ｍｇ／ｍｌの、より好ましくは少なくとも約０．７５ｍｇ／ｍｌの、より好まし
くは少なくとも約１ｍｇ／ｍｌの、より好ましくは少なくとも約１．２ｍｇ／ｍｌの、そ
して最も好ましくは少なくとも約１．５ｍｇ／ｍｌの核酸濃度を有する。好ましい実施形
態において、当該組成物は、複合化されていない核酸を実質的に含まない。
【００５４】
　好ましい実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックス組成物は分散系である
。好ましい実施形態において、当該分散系は等張的である。ポリプレックスの安定性を維
持しつつ、等張性を達成することは、医薬組成物の製剤化において非常に好ましく、そし
てこれらの好ましい組成物は、医薬製剤及び治療適用に対して非常に好適である。
【００５５】
　他の実施形態において、当該組成物は、高張的又は低張的であり得る。
【００５６】
　好ましい実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックス組成物は、凝集阻害剤
をさらに含む。当該凝集阻害剤は、ポリプレックスの凝集及び／若しくは沈澱を、部分的
に又は完全に減少させ、そして濃縮手段による、好ましくはタンジェンシャルフロー濾過
（「ＴＴＦ」）を通じた、キトサン－核酸ポリプレックスの濃縮を提供する。ショ糖以外
の凝集阻害剤、例えばポリプレックス沈澱を減少させることができ、そして濃縮キトサン
－核酸ポリプレックスを提供する他の糖類が使用され得るが、非常に好ましい凝集阻害剤
はショ糖である。他の凝集阻害剤の例は、限定されないが、トレハロース、グリセロール
、フルクトース、グルコース、及び他の還元糖及び非還元糖を含む。
【００５７】
　好ましい実施形態において、使用される凝集阻害剤はショ糖である。キトサン－核酸ポ
リプレックス分散系中におけるショ糖の濃度は、好ましくは約３重量％～２０重量％であ
る。最も好ましくは、ショ糖濃度は、等張性組成物を提供する。
【００５８】
　キトサン－核酸ポリプレックス組成物は、好ましくはポリプレックス・サイズの観点に
おいて均質である。したがって、好ましい実施形態において、当該組成物のキトサン－核
酸ポリプレックスは、低い平均の多分散度（「ＰＤＩ」）を有する。特に好ましい実施形
態において、キトサン－核酸ポリプレックス分散系は、約０．５未満の、より好ましくは
約０．４未満の、より好ましくは約０．３未満の、より好ましくは約０．２未満のＰＤＩ
を有する。
【００５９】
　キトサン－核酸ポリプレックスは、好ましくは組成物中において実質的に安定なサイズ
である。好ましい実施形態において、本発明の組成物は、室温にて６時間、より好ましく
は１２時間、より好ましくは２４時間、より好ましくは４８時間で、平均直径が１００％
未満、より好ましくは５０％未満、より好ましくは２５％未満増加するポリプレックスを
含む。
【００６０】
　当該キトサン－核酸ポリプレックスは、好ましくは冷却条件下において実質的に安定な
サイズである。好ましい実施形態において、本発明の組成物は、摂氏２～８℃にて６時間
、より好ましくは１２時間、より好ましくは２４時間、より好ましくは４８時間で、平均
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直径が１００％未満、より好ましくは５０％未満、より好ましくは２５％未満増加するポ
リプレックスを含む。
【００６１】
　組成物のキトサン－核酸ポリプレックスは、好ましくは凍結融解条件下において実質的
に安定なサイズである。好ましい実施形態において、本発明の組成物は、摂氏－２０℃～
－８０℃での凍結から融解された後、室温にて６時間、より好ましくは１２時間、より好
ましくは２４時間、より好ましくは４８時間で、平均直径が１００％未満、より好ましく
は５０％未満、より好ましくは２５％未満増加するポリプレックスを含む。
【００６２】
　当該キトサン－核酸ポリプレックスは、核酸成分及びキトサン成分を含む。幾つかの場
合において、代替骨格又は任意の種々の目的のために、例えば安定性及び保護の目的のた
めに結合された他の修飾若しくは部位を有し得る核酸類縁体が含まれ得るが、本発明の核
酸は、一般的にホスホジエステル結合を含むだろう。他の考えられる核酸類縁体は、非リ
ボース骨格を有するものを含む。さらに、天然に存在する核酸、類縁体及びその両方の混
合物が製造され得る。核酸は、一本鎖若しくは二本鎖であり得、又は二重鎖配列若しくは
一本鎖配列の両方の部分を含む。核酸は、限定されないが、ＤＮＡ、ＲＮＡ、並びに、核
酸がデオキシリボヌクレオチド及びリボヌクレオチドの任意の組み合わせを含有し、及び
ウラシル、アデニン、チミン、シトシン、グアニン、イノシン、キサンチン（ｘａｔｈａ
ｎｉｎｅ）、ヒポキサンチン（ｈｙｐｏｘａｔｈａｎｉｎｅ）、イソシトシン、イソグア
ニンなどを含む、塩基の任意の組み合わせを含むハイブリッドを含む。核酸は、三重鎖、
二重鎖、又は一本鎖、アンチセンス、ｓｉＲＮＡ、リボザイム、デオキシリボザイム、ポ
リヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、キメラ、及びそれらの誘導体を含む、任意の形態
のＤＮＡ及び任意の形態のＲＮＡを含む。
【００６３】
　一つの実施形態において、核酸成分は、治療用核酸（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）を含む。治療用核酸は、哺乳動物細胞において治療効果を及ぼすこ
とが可能であるＲＮＡ分子である、治療用ＲＮＡを含む。治療用ＲＮＡは、アンチセンス
ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ショートヘアピンＲＮＡ、及び酵素性ＲＮＡを含む。治療用核酸は
、三重鎖分子、タンパク質結合性核酸、リボザイム、デオキシリボザイム、及び小核酸分
子を形成することが意図された核酸を含む。
【００６４】
　治療法核酸はまた、細胞障害性タンパク質及びプロドラッグ；リボザイム；アンチセン
ス若しくはその補完物；又は他のかかる分子を含む、治療用タンパク質をコードする核酸
を含む。
【００６５】
　好ましい実施形態において、核酸成分は、治療用核酸コンストラクトを含む。当該治療
用核酸コンストラクトは、治療効果を及ぼすことが可能である核酸コンストラクトである
。治療用核酸コンストラクトは、治療用タンパク質をコードする核酸、及び治療用ＲＮＡ
である転写産物を製造する核酸を含み得る。治療用ＲＮＡは、哺乳動物細胞中において治
療効果を及ぼすことが可能であるＲＮＡ分子である。治療用ＲＮＡは、アンチセンスＲＮ
Ａ、ｓｉＲＮＡｓ、ショートヘアピンＲＮＡ、及び酵素性ＲＮＡを含む。治療用核酸は、
三重鎖分子、タンパク質結合性核酸、リボザイム、デオキシリボザイム、及び小核酸分子
を形成することを意図された核酸を含む。治療用核酸は、欠陥遺伝子の置き換え又は増強
に役立つことによって、遺伝子治療に影響を及ぼすために、或いは治療用製造物をコード
することによって、特定の遺伝子産物の欠如を補てんするために使用され得る。治療用核
酸はまた、内因性遺伝子の発現を阻害し得る。治療用核酸は、翻訳産物の全部又は一部を
コードし得、そして細胞中に既に存在するＤＮＡと組み換えられ、それにより遺伝子の欠
陥部分と置き換わることによって機能し得る。それはまた、タンパク質の一部分をコード
し得、そして遺伝子産物のコサプレッション（ｃｏ－ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ）によって
その効果を及ぼし得る。好ましい実施形態において、当該治療用核酸は、米国特許出願番
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号第１１／６９４，８５２号に開示されたものから選択される。
【００６６】
　好ましい実施形態において、ポリプレックスは、平均で約３０００個未満の、より好ま
しくは約２０００個未満の、より好ましくは約１５００個未満の、より好ましくは約１０
００個未満の、より好ましくは約５００個未満の、より好ましくは約１００個未満の、よ
り好ましくは約５０個未満のグルコサミンモノマー単位を有するキトサン分子を含む。
【００６７】
　好ましい実施形態において、ポリプレックスは、約５００ｋＤａ未満の、より好ましく
は約２５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約２５０ｋＤａ未満の、より好ましくは約１５
０ｋＤａ未満の、より好ましくは約１００ｋＤａ未満の、より好ましくは約５０ｋＤａ未
満の、より好ましくは約２５ｋＤａ未満の平均重量を有するキトサンを含む。
【００６８】
　好ましい実施形態において、当該組成物のポリプレックスは、７５０ｎｍ未満の、より
好ましくは５００ｎｍ未満の、より好ましくは約２５０ｎｍ未満の、より好ましくは約２
００ｎｍ未満の、そして最も好ましくは約１５０ｎｍ未満の平均直径を有する。
【００６９】
　一つの実施形態において、キトサン成分は、３ｋＤａ～２５０ｋＤａの平均分子量を有
する。
【００７０】
　一つの実施形態において、キトサン成分は、２５０ｋＤａ以上の平均分子量を有する。
【００７１】
　一つの実施形態において、キトサン成分は、３ｋＤａ以下の平均分子量を有する。
【００７２】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、約２：１～約１００
：１の、より好ましくは約５：１～約９０：１の、より好ましくは約１０：１～約９０：
１のＮ：Ｐ比を有する。
【００７３】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、９０：１以上のＮ：
Ｐ比を有する。
【００７４】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、１０：１以下のＮ：
Ｐ比を有する。
【００７５】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、ｐＨ５において、＋
３０ｍＶ～＋５０ｍＶの平均ゼータ電位を有する。
【００７６】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、ｐＨ５において、＋
３０ｍＶ以下の平均ゼータ電位を有する。
【００７７】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、ｐＨ５において、＋
５０ｍＶ以上の平均ゼータ電位を有する。
【００７８】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、２２５ｎｍ未満の平
均直径を有する。
【００７９】
　一つの実施形態において、当該キトサン－核酸ポリプレックスは、２２５ｎｍ以上の平
均直径を有する。
【００８０】
　一つの実施形態において、当該組成物は、６．５未満の、より好ましくは６．０未満の
、そして最も好ましくは４．５～５．５のｐＨを有する。
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【００８１】
　一つの実施形態において、当該組成物は、６．５以上のｐＨを有する。
【００８２】
　一つの実施形態において、当該組成物は、４．５以下のｐＨを有する。
【００８３】
　一つの実施形態において、ポリプレックスのキトサン分子は、約７０％超の、より好ま
しくは約７５％超の、より好ましくは約８０％超の、より好ましくは約８５％超の、より
好ましくは約９０％超の、より好ましくは約９５％超の、そして最も好ましくは少なくと
も９８％の脱アセチル化度を有する。
【００８４】
　一つの実施形態において、ポリプレックスのキトサン分子は、７０％以下の脱アセチル
化度を有する。
【００８５】
　一つの実施形態において、当該組成物は、本質的にキトサン－核酸ポリプレックス及び
凝集阻害剤からなる。かかる組成物は、対アニオン及び他の賦形剤、例えばパラベンを含
み得る。
【００８６】
　別の実施形態において、当該組成物は、本質的にキトサン－核酸ポリプレックスからな
る。かかる組成物は、対アニオン及び他の賦形剤、例えばパラベンを含み得る。
【００８７】
　特に好ましい実施形態において、キトサン－核酸ポリプレックスは、米国特許出願番号
第１１／６９４，８５２号において開示されたものから選択される。
【００８８】
　製造方法
【００８９】
　好ましい実施形態において、本発明の高濃度キトサン－核酸ポリプレックス複合体は、
キトサン－核酸ポリプレックスの非濃縮分散系を濃縮することによって製造される。
【００９０】
　非濃縮キトサン－核酸ポリプレックス組成物は、好ましくは、０．５ｍｇ／ｍｌ未満の
核酸濃度を有する。
【００９１】
　キトサン－核酸ポリプレックスの非濃縮分散系は、他の方法、例えば核酸又はキトサン
溶液を他方へと滴下することによって混合溶液を形成する方法が使用され得るが、好まし
くはインライン混合によって調製される。しかし、インライン混合は、好ましくは０．５
未満の、より好ましくは約０．４未満の、より好ましくは約０．３未満の、より好ましく
は約０．２未満の平均ＰＤＩを有する、大容量の均質なキトサン－核酸ポリプレックスの
製造を提供する。
【００９２】
　インライン混合は、２つの（またはそれ以上の）流体の流れが一つの流れへと統合され
る周知の工程である。インライン混合は以下に例示される。インライン混合に関する更な
る開示は、例えば、米国特許第６，２５１，５９９号明細書及び第６，５３７，８１３号
明細書を参照（それらの各々は、参照によりそれ全体において本明細書に完全に援用され
る）。
【００９３】
　ミキサー、例えばスタティックミキサー及びダイナミックミキサーが使用され得るが、
かかる装置は本発明の方法により形成される複合体のＰＤＩの増大をもたらす。したがっ
て、本発明の好ましい実施形態において、インライン混合はかかるミキサーの使用をせず
になされる。
【００９４】
　本発明において、タンジェンシャルフロー濾過（「ＴＦＦ」）は、キトサン－核酸ポリ
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プレックスの非濃縮分散系を濃縮するための好ましい手段である。ＴＦＦの操作において
、液体の一部を、膜へと強制的に押し込むために圧力が膜へと適用されるが、キトサン－
核酸ポリプレックス分散系が、半透膜の表面を横切ってポンプを使用して押し込まれる。
膜孔よりも小さい分子が、膜孔を通じて輸送され、そして浸透液（ｐｅｒｍｅａｔｅ）と
して回収される。浸透溶液は、限定されないが、塩、イオン、糖類及び微生物保存剤を含
む。キトサン－核酸ポリプレックスを含む、大きすぎて膜孔を通過できない分子体は、液
流中に保持され、そして、保持液（ｒｅｔｅｎｔａｔｅ）として再循環される。ＴＦＦを
使用して、ポリプレックス濃度は、何倍にも増大され得、その結果が高濃縮ポリプレック
ス分散系である。好ましい実施形態において、高濃縮ポリプレックス分散系は等張性であ
る。
【００９５】
　好ましい実施形態において、非濃縮キトサン－核酸ポリプレックス分散系は、糖類、好
ましくはショ糖を含む。下記の通り、ショ糖は、濃縮工程の間、粒子の凝集を防止する、
凝集阻害剤であることが見出された。さらに、ショ糖は、効果的な抗凍結剤であり、そし
て約１ｍｇ／ｍＬのＤＮＡ濃度であって、かつ１５％までショ糖を含有する例示的な凍結
ポリプレックス分散系は、少なくとも一か月まで安定である。
【００９６】
　非濃縮キトサン－核酸ポリプレックスを濃縮するためのＴＦＦの使用は、以下に例示さ
れている。
【００９７】
　供給原料の体積を操作することによる、キトサン－核酸ポリプレックスの特性の変更
【００９８】
　実質的に一定のキトサン：核酸比率を維持しつつ、及び実質的にキトサンと核酸との一
定の混合濃度を維持しつつ、核酸とキトサンとの混合によって形成されるキトサン－核酸
ポリプレックスの特性を調節し得ることが、驚くべきことに見出された。特に、キトサン
と核酸の供給原料溶液の体積比率を変更することによって、当該２つの溶液を混合するこ
とによって形成される、結果物たるポリプレックスの特性を変更し得ることが見出された
。
【００９９】
　したがって一つの態様において、本発明は、キトサン及び核酸溶液を混合することによ
って形成されるキトサン－核酸ポリプレックスの特性を調節するための方法を提供する。
一つの実施形態において、本発明は、キトサン－核酸ポリプレックスの直径を調節するた
めの方法を提供する。別の実施形態において、本発明は、キトサン－核酸ポリプレックス
のゼータ電位を調節するための方法を提供する。当該方法は、混合溶液中における核酸と
キトサンの比率、又は核酸とキトサンの濃度を実質的に変更することなく、当該ポリプレ
ックスを製造するために使用される、キトサン又は核酸の溶液の体積を変更することに関
する。好ましい実施形態において、本方法は、キトサン及び核酸供給原料溶液のインライ
ン混合に関する。
【０１００】
　粉末製剤
【０１０１】
　本発明のキトサン－核酸ポリプレックス組成物は、粉末を含む。好ましい実施形態にお
いて、本発明は、乾燥粉末キトサン－核酸ポリプレックス組成物を提供する。好ましい実
施形態において、当該乾燥粉末キトサン－核酸ポリプレックス組成物は、本発明のキトサ
ン－核酸ポリプレックス分散系の脱水を通じて製造される。
【０１０２】
　使用方法
【０１０３】
　治療的適用に加えて、本発明は、（例えば、トランスフェクション効率の増大のために
）核酸の安定化が所望であり、かつ核酸濃度の増大が所望である場合はいつでも、一般的
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に有用である。実験室の設定において、核酸の構造的統合性と機能性とを妥協して解決す
る手順が行われる場合はいつでも、核酸の安定性が重要である。
【０１０４】
　医薬製剤
【０１０５】
　本発明はまた、本発明のキトサン－核酸ポリプレックス組成物を含む、「医薬として許
容される」製剤又は「生理学的に許容される」製剤を提供する。かかる製剤は、処置方法
を実行するために、インビボで対象へ投与され得る。
【０１０６】
　本明細書において使用される用語「医薬として許容される」及び「生理学的に許容され
る」とは、好ましくは過度の副作用（例えば、悪心、腹痛、頭痛など）を生じることのな
い、対象へ投与され得る、担体、希釈剤、賦形剤などのことである。かかる投与用調製物
は、滅菌した、水性又は非水性の溶液、懸濁液、及びエマルションを含む。
【０１０７】
　医薬組成物は、対象への投与に適合可能である、担体、希釈剤、賦形剤、溶媒、分散媒
、コーティング剤、抗菌剤及び抗真菌剤、等張剤及び吸収遅延剤などから製造され得る。
かかる製剤は、（被覆された又は被覆されていない）錠剤、（硬又は軟）カプセル、マイ
クロビーズ、エマルション、粉末、顆粒、結晶、懸濁液、シロップ、又はエリキシル中に
含まれ得る。他の添加剤のなかで、補助的な活性化合物及び保存剤はまた、例えば、抗菌
剤、抗酸化剤、キレート剤、及び不活性ガスなどに存在し得る。
【０１０８】
　医薬組成物は、その意図された投与経路に適合されるように製剤化され得る。例えば経
口投与のために、組成物は賦形剤と組み合わされ得、そして錠剤、トローチ、カプセル、
例えばゲラチンカプセルの形態で使用され得る。薬学的に適合可能な結合剤、及び／又は
助剤材料は、経口用製剤中に含まれ得る。錠剤、ピル、カプセル、トローチなどは、以下
の成分又は同様の性質の化合物のいずれかを含み得る：結合剤、例えば微結晶セルロース
、トラガカントゴム、若しくはゼラチン；賦形剤、例えばデンプン若しくはラクトース；
崩壊剤、例えばアルギン酸、プリモゲル（Ｐｒｉｍｏｇｅｌ）、若しくはコーンスターチ
；滑剤、例えばステアリン酸マグネシウム若しくはステロート（Ｓｔｅｒｏｔｅ）；流動
促進剤、例えばコロイド状二酸化ケイ素；甘味剤、例えばショ糖若しくはサッカリン；又
は香味剤、例えばペパーミント、サリチル酸メチル、若しくは香料。
【０１０９】
　製剤はまた、速やかな分解又は身体からの除去から、当該組成物を保護するための担体
を含み得、例えば、インプラント及びマイクロカプセル化送達系を含む放出制御製剤であ
り得る。例えば、時間遅延性材料、例えばモノステアリン酸グリセリン若しくはステアリ
ン酸グリセリル単体が、又はワックスとの併用で使用され得る。
【０１１０】
　坐剤及び他の直腸内投与可能な製剤（例えば、浣腸により投与可能なもの）がまた、検
討される。さらなる直腸内送達に関しては、例えば、Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｕｃｏ
ｓａｌ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ：　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ，ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉ
ｅｓ，ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒ．Ｄｒｕｇ．Ｃ
ａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ．，２１：１９５－２５６，２００４；Ｗｅａｒｌｅｙ，Ｒｅｃ
ｅｎｔ　ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ　ｂｙ　ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ　ｒｏｕｔｅｓ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒ
．Ｄｒｕｇ．Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔ．，８：３３１－３９４，１９９１を参照。
【０１１１】
　投与に好適であるさらなる医薬組成物は、当技術分野において既知であり、そして本発
明の方法及び組成物に適用可能である（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（１９９０）１８ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．；Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｉｎｄｅｘ（１
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９９６）１２ｔｈ　ｅｄ．，Ｍｅｒｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ，Ｗｈｉｔ
ｅｈｏｕｓｅ，Ｎ．Ｊ．；及びＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　
ｏｆ　Ｓｏｌｉｄ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，Ｔｅｃｈｎｏｎｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉ
ｎｇ　Ｃｏ．，Ｉｎｃ．，Ｌａｎｃａｓｔｅｒ，Ｐａ．，（１９９３）を参照）。
【０１１２】
　投与
【０１１３】
　任意の数の投与経路が可能であり、そして特定の経路の選択は、部分的に標的組織に依
存するだろう。シリンジ、内視鏡、カニューレ、挿管チューブ、カテーテル、及び他の品
目は、投与のために使用され得る。
【０１１４】
　満足のいく結果は、疾患若しくは症状の進行又は増悪を防止又は阻害することであるが
、対象を処置するための用量又は「有効量」は、好ましくは、一つの、幾つかの又は全て
の症状を測定可能又は検出可能な程度に寛解させるために十分である。したがって、治療
用核酸を標的組織中において発現させることによって治療され得る症状又は疾患の場合、
本発明の方法によって処置され得る症状を寛解させるために製造される治療用ＲＮＡ又は
治療用タンパク質の量は、症状及び所望の結果に依存し、そして当業者によって容易に確
認され得る。好適量は、治療されるべき症状、所望の治療効果、及び個体対象（たとえば
、対象におけるバイオアベイラビリティ、性別、年齢など）に依存するだろう。有効量は
、関連する生理学的効果を測定することによって確認され得る。
【０１１５】
　獣医学的適用はまた、本発明において意図される。したがって、一つの実施形態におい
て、本発明は、処置を必要とする非ヒト哺乳動物へ、本発明のキトサン系ナノ粒子を投与
することに関する、非ヒト哺乳動物を処置するための方法を提供する。
【０１１６】
　経口投与
【０１１７】
　本発明の化合物は、経口投与され得る。経口投与は、飲み込み、その結果化合物が消化
管に入ることに関与し得る。本発明の組成物はまた、消化管へと直接的に投与され得る。
【０１１８】
　経口投与に好適な製剤は、固体製剤、例えば錠剤、微粒子を含有するカプセル、液体、
又は粉体、（液体入りを含む）ロゼンジ、チュー（ｃｈｅｗ）、多粒子及びナノ粒子、ゲ
ル、フィルム、オブール（ｏｖｕｌｅ）、及びスプレーを含む。
【０１１９】
　液体製剤は、懸濁液、溶液、シロップ、及びエリキシルを含む。液体製剤は、固体の再
構成によって調製され得る。
【０１２０】
　錠剤剤形は、一般的に崩壊剤を含む。崩壊剤の例は、デンプングリコール酸ナトリウム
、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボキシメチルセルロースカルシウム、ク
ロスカルメロースナトリウム、クロスポビドン、ポリビニルピロリジン、メチルセルロー
ス、微結晶セルロース、低級アルキル置換ヒドロキシプロピルセルロース、デンプン、ア
ルファ化デンプン及びアルギン酸ナトリウムを含む。一般的に、崩壊剤は、剤形中、１重
量％～２５重量％、好ましくは５重量％～２０重量％を含むだろう。
【０１２１】
　結合剤は、一般的に、錠剤製剤へ凝集性を付与するために使用される。好適な結合剤は
、微結晶セルロース、ゼラチン、糖類、ポリエチレングリコール、天然及び合成ゴム、ポ
リビニルピロリドン、アルファ化デンプン、ヒドロキシプロピルセルロース、及びヒドロ
キシプロピルメチルセルロースを含む。錠剤はまた、希釈剤、例えばラクトース（一水和
物、スプレードライ一水和物、無水物など）、マンニトール、キシリトール、デキストロ
ース、ショ糖、ソルビトール、微結晶セルロース、デンプン及びリン酸水素カルシウム二
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水和物を含み得る。
【０１２２】
　錠剤はまた、界面活性剤、例えばラウリル硫酸ナトリウム及びポリソルベート８０を、
並びに流動促進剤、例えば二酸化ケイ素及びタルクを、場合により含む。存在する場合に
おいて、界面活性剤は、錠剤の０．２重量％～５重量％を含み得、そして流動促進剤は、
錠剤の０．２重量％～１重量％を含み得る。
【０１２３】
　錠剤はまた、一般的に、滑剤、例えばステアリンマグネシウム、ステアリン酸カルシウ
ム、ステアリン酸亜鉛、フマル酸ステアリルナトリウム、及びステアリン酸マグネシウム
とラウリル硫酸ナトリウムとの混合物を含む。滑剤は一般的に、錠剤の０．２５重量％～
１０重量％、好ましくは０．５重量％～３重量％を含む。
【０１２４】
　他の可能な成分は、抗酸化剤、着色剤、香味剤、保存剤、及び矯味剤を含む。
【０１２５】
　錠剤混合物は、直接的に、又はローラーによって圧縮されて錠剤を形成し得る。錠剤混
合物又は混合物の一部は、代わりに湿式、乾式、若しくは溶融造粒、溶融凝結、又は押出
成形され得る。最終製剤は一つ以上の層を含み得、そして被覆され得るか又は被覆されな
い；それはカプセル封入され得る。
【０１２６】
　錠剤の製剤は、Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ：Ｔａｂｌ
ｅｔｓ，Ｖｏｌ．１，ｂｙ　Ｈ．Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ　ａｎｄ　Ｌ．Ｌａｃｈｍａｎ（Ｍ
ａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８０）において議論されている。
【０１２７】
　ヒトへの使用又は獣医学的使用のための消耗経口用フィルムは、典型的には柔軟な水溶
性又は水膨潤性薄膜剤形である。速やかに溶解し得るか、又は粘膜付着性であり得、そし
て典型的には膜形成ポリマー、結合剤、溶媒、保湿剤、可塑剤、安定化剤又は乳化剤、粘
度調整剤及び溶媒を含み得る。製剤の幾つかの化合物は、一つ以上の機能を果たし得る。
【０１２８】
　本発明において、本発明の組成物を含む多粒子（ｍｕｌｔｉｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ）
ビーズが、同様に含まれる。
【０１２９】
　他の可能な成分は、抗酸化剤、着色剤、香味剤、及び香味増強剤、保存剤、唾液分泌促
進剤、冷却剤、（油を含む）共溶媒、緩和剤、充填剤、消泡剤、界面活性剤、及び矯味剤
を含む。
【０１３０】
　本発明のフィルムは、典型的には剥離可能な補助支持体（ｐｅｅｌａｂｌｅ　ｂａｃｋ
ｉｎｇ　ｓｕｐｐｏｒｔ）または紙上に被覆された水性薄膜の蒸発乾燥によって調製され
る。これは、乾燥オーブン若しくはトンネル、典型的には組み合わせたコーティングドラ
イヤー、又は凍結乾燥若しくは真空化によりなされ得る。
【０１３１】
　経口投与用固体製剤は、即時放出及び／又調節放出を行うように製剤化され得る。調節
放出製剤は、遅延放出（ｄｅｌａｙｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ）、維持放出（ｓｕｓｔａｉｎ
ｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ）、パルス放出（ｐｕｌｓｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ）、制御放出（ｃ
ｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ）、標的化放出（ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｒｅｌｅａｓ
ｅ）、及び計画的放出（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ）を含む。
【０１３２】
　他の好適な放出技術、例えば高エネルギー分散、並びに浸透性及び被覆粒子が知られて
いる。
【０１３３】
　非経口投与
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【０１３４】
　本発明の化合物はまた、血流中へ、筋内へ、又は内部器官へと直接的に投与され得る。
非経口投与のために好適な手段は、静脈内投与、動脈内投与、腹腔内投与、くも膜下腔投
与、脳室内投与、尿道内投与、胸骨内投与、頭蓋内投与、筋内投与、及び皮下投与を含む
。非経口投与のために好適な装置は、針（極微針を含む）挿入装置、ニードル・フリー挿
入装置、及び点滴技術を含む。
【０１３５】
　非経口用製剤は、通常、賦形剤、例えば塩、炭水化物、及び緩衝剤を含み得る水溶液で
あるが、幾つかの適用において、それらは無菌性非水溶液として、又は好適なビヒクル、
例えば無菌性ピロゲンフリー水と併用して使用される乾燥形態として好適に製剤化され得
る。
【０１３６】
　例えば凍結乾燥による、無菌条件下における非経口製剤の製造は、当業者に周知である
標準的な薬学的技術を使用することで容易に達成され得る。
【０１３７】
　非経口用溶液の製造において使用される化合物の溶解性は、好適な製剤化技術、例えば
溶解性増強剤との組み合わせを使用することによって増大され得る。
【０１３８】
　非経口投与用製剤は、即時性放出、及び／又は調節放出を行うように製剤化され得る。
調節放出製剤は、遅延放出、維持放出、パルス放出、制御放出、標的化放出、及び計画的
放出を含む。したがって、本発明の化合物は、活性化合物の調節放出を提供する埋込みデ
ポー（ｄｅｐｏｔ）として、投与のための固体、半固体、又はチキソトロピック液体とし
て製剤化され得る。
【０１３９】
　局所投与
【０１４０】
　本発明の化合物はまた、皮膚又は粘膜へ、すなわち皮膚に又は経皮的に、局所的に投与
され得る。この目的のための局所用製剤は、ゲル、ヒドロゲル、ローション、溶液、クリ
ーム、軟膏、散布剤（ｄｕｓｔｉｎｇ　ｐｏｗｄｅｒ）、包帯剤、フォーム、フィルム、
皮膚パッチ、ウエハー、インプラント、スポンジ、繊維、包帯、及びマイクロエマルショ
ンを含む。
【０１４１】
　局所投与の他の手段は、エレクトロポレーション、イオン泳動、フォノフォレシス、ソ
ノフォレシス（ｓｏｎｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）及び極微針又はニードル・フリー（例えばＰ
ｏｗｄｅｒｊｅｃｔ（商標）、Ｂｉｏｊｅｃｔ（商標）など）注射を含む。
【０１４２】
　局所投与用製剤は、即時性放出、及び／又は調節放出を行うように製剤化され得る。調
節放出製剤は、遅延放出、維持放出、パルス放出、制御放出、標的化放出、及び計画的放
出を含む。
【０１４３】
　吸入投与／鼻腔内投与
【０１４４】
　本発明の化合物はまた、典型的には乾燥粉末（例えばラクトースと混合した乾燥混合物
のような混合物としてか、又は混合成分粒子としてのいずれか）の形態で、好適な高圧ガ
スの使用をして又はせずに、乾燥粉末吸入器から、又は加圧容器、ポンプ、スプレー、噴
霧機又はネブライザーからのエアロゾルスプレーとして、鼻腔内へ又は吸入で投与され得
る。
【０１４５】
　インヘラー（ｉｎｈａｌｅｒ）又はインサフレーター（ｉｎｓｕｆｆｌａｔｏｒ）の使
用のための、カプセル、ブリスター（ｂｌｉｓｔｅｒ）及びカートリッジは、本発明の化
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合物、好適な粉末基剤、例えばラクトース又はデンプン、及び性能改質剤、例えばＬ－ロ
イシン、マンニトール、又はステアリン酸マグネシウムの粉末混合物を含有するように製
剤化され得る。
【０１４６】
　吸入投与／鼻腔内投与用製剤は、即時性放出、及び／又は調節放出を行うように製剤化
され得る。調節放出製剤は、遅延放出、維持放出、パルス放出、制御放出、標的化放出、
及び計画的放出を含む。
【０１４７】
　直腸投与／膣内投与
【０１４８】
　本発明の化合物は、直腸へ、又は膣内へ投与され得る。坐剤、ペッサリー、又は浣腸の
形態で投与され得る。ココアバターが、従来の座薬基剤であるが、種々の代替物が好適な
ものとして使用され得る。
【０１４９】
　直腸投与／膣内投与用の製剤は、即時性放出、及び／又は調節放出を行うように製剤化
され得る。調節放出製剤は、遅延放出、維持放出、パルス放出、制御放出、標的化放出、
及び計画的放出を含む。
【０１５０】
　眼球投与／耳内（ａｕｒａｌ）投与
【０１５１】
　本発明の化合物はまた、眼又は耳へ、典型的には点滴薬の形態で直接投与される。眼球
投与及び耳内投与のために好適である他の製剤は、軟膏、生分解性剤（例えば吸収性ゲル
スポンジ、コラーゲン）及び非生分解性剤（例えばシリコーン）、インプラント、ウエハ
ー、レンズ及び粒子システム（ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ　ｓｙｓｔｅｍ）を含む。製剤は
また、イオン泳動により送達され得る。
【０１５２】
　眼球投与／耳内投与用製剤は、即時性放出、及び／又は調節放出を行うように製剤化さ
れ得る。調節放出製剤は、遅延放出、維持放出、パルス放出、制御放出、標的化放出、及
び計画的放出を含む。
【実施例】
【０１５３】
　実施例１：２５０μｇ／ｍＬ以下のポリプレックスの製造後、１ｍｇ／ｍＬ超への濃縮
【０１５４】
　試薬、濃度、及び比率の例示的記載に関しては、図１及び以下の記載を参照。
【０１５５】
　単純小スケールインライン混合装置を、シリンジポンプ及び高速度ペリスタルティック
ポンプ（ｐｅｒｉｓｔａｌｔｉｃ　ｐｕｍｐ）、シリコーンチューブ並びにポリプロピレ
ンＴジャンクションを使用して試験した。この工程を、２３量体／９８％ＤＤＡキトサン
（すなわち、平均２３個の単量体（グルコサミン）を有し、かつ９８％が脱アセチル化さ
れているキトサンポリマー）を使用して、Ｎ／Ｐ比２０である、最終ＤＮＡ濃度２５０μ
ｇ／ｍＬ以下のポリプレックスを製造するために使用した。当該結果は、ＤＮＡ及びキト
サン溶液の供給原料濃度、体積、混合比率、並びに流速を調節することによって、ポリプ
レックスの粒子サイズ及びＰＤＩが厳密に調節され得ることを示した。さらに、ＤＮＡ及
びキトサン供給原料中にショ糖を組み込むことは、粒子サイズ及びＰＤＩを減少させるこ
とによって、製造工程を支援することが見出された。ショ糖の含有はまた、濃縮工程中に
おける粒子の凝集を防止した。約１ｍｇ／ｍＬのＤＮＡ濃度であって、１５％以下のショ
糖を含有する凍結されたポリプレックスは、少なくとも１か月以内は安定であった。さら
に、インライン混合工程は、低い相対標準偏差（ＲＳＤ）値：粒子サイズ＝±９％、ＰＤ
Ｉ＝±６％で、５０ｍＬから２Ｌまで容易にスケールアップされた。
【０１５６】
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【表１】

【０１５７】
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【表２】

【０１５８】
　ポリプレックスの命名規則
【０１５９】
　当該用語は、キトサンの種類、Ｎ／Ｐ比、酢酸含量、ｐＨ、及びＤＮＡ濃度に関する。
詳細な説明を行った例を表１に示す。
【０１６０】
【表３】

【０１６１】
　インライン混合工程フロー
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【０１６２】
　１Ｌバッチで製造し、その後ＴＦＦ濃縮を行うための典型的な工程ブロックを図１に示
す。
【０１６３】
　小スケールインライン混合
【０１６４】
　単純小スケールインライン混合装置を、シリンジポンプ、１／１６インチＩＤシリコー
ンチューブ；及びＴ型の３／３２－インチＩＤポリプロピレンジャンクションを使用して
試験した。３ｍＬ容量シリンジを用いた設定のスキームを図２に示す。本設定におけるシ
リンジの最大容量は６０ｍＬであることに留意すること。本工程を、２４量体／９８％Ｄ
ＤＡキトサンを使用して、Ｎ／Ｐ比２０である、最終ＤＮＡ濃度１５０μｇ／ｍＬのポリ
プレックスを製造するために使用した。
【０１６５】
　中等度スケールインライン混合
【０１６６】
　単純な中等度スケールインライン混合装置を、ペリスタルティックポンプ、３／１６イ
ンチＩＤシリコーンチューブ；及び３／１６－インチＩＤポリプロピレンジャンクション
を使用して試験した。Ｙジャンクションを用いた設定のスキームを図３に示す。本設定に
おける最大出力体積は、供給原料容器の体積によってのみ制限されることに留意すること
。本工程を、２４量体／９８％ＤＤＡキトサンを使用して、Ｎ／Ｐ比２０である、最終Ｄ
ＮＡ濃度１５０μｇ／ｍＬのポリプレックスを製造するために使用した。ＤＮＡ及びキト
サン供給原料を、２：１の体積比で混合して、均質なポリプレックス製剤を製造した。
【０１６７】
　ＴＦＦ工程
【０１６８】
　製造業者の操作指示書に従って、ＴＦＦ試験を実行するに先立ち、ホローファイバーフ
ィルターをゆすぎ、そして洗浄した。濃縮を実行するため、ＴＴＦ系を概略図（図４）に
示す通りに設定し、そして残留水を除去した。浸透液バルブを閉め、そして背圧バルブを
完全に開けた後、ＤＮＡ－キトサンポリプレックスを製造物リザーバへ加えた。ポンプの
電源をオンにして濃縮を開始し、完全に浸透液バルブを開け、その後、目標のフィルター
入口側圧力へと背圧バルブを調節した。濃縮工程中、回収された浸透液の質量を秤で測定
し、そして目標ＤＮＡ濃度が達成された時点を決定するために使用した。以下の等式を参
照：
【０１６９】
【数１】

【０１７０】
　目標体積減少が達成された後、浸透液バルブを閉め、そして背圧バルブを完全に開ける
ことによって、当該濃縮工程を止めた。保持液ラインを除去し、そして最終製造物を回収
した後、このＴＦＦ後製造物を分析試験のために、及びｐｉｃｏｇｒｅｅｎアッセイによ
るＤＮＡ濃度決定のために提出した。残余物を分析試験が完了するまで４℃で貯蔵し、そ
の後速やかに使用したか、又は貯蔵のために凍結した。
【０１７１】
　分析試験
【０１７２】
　粒子サイズ
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【０１７３】
　粒子サイズ測定を、Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ光散乱装置を使用して行った。一般
的に、試料を希釈せずに、又は１０ｍＭ ＮａＣｌ（最少０．４ｍＬ）で２０倍に希釈し
、そして使い捨てキュベット中へロードした。Ｚｅｔａｓｉｚｅｒは、試料を２５℃で３
分間インキュベートし、その後３分間の測定を３回行うようにプログラムされた。Ｚ－平
均直径（Ｚ－ａｖｅｒａｇｅ　ｄｉａｍｅｔｅｒ）及び多分散性（ＰＤＩ）は、標準偏差
（ｎ＝３）を用いて報告された。Ｚｅｔａｓｉｚｅｒはまた、粘度及び屈折率に関して当
該試料の組成物を説明するためにプログラムされた。
【０１７４】
　ゼータ電位
【０１７５】
　ゼータ電位測定を、Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ光散乱装置を使用して行った。一般
的に、未希釈試料をＺｅｔａｓｉｚｅｒの折り返しキャピラリーセル中へロードした（最
少値０．８ｍＬ）。Ｚｅｔａｓｉｚｅｒは、２５℃にて３分間、試料をインキュベートし
た後、測定を反復するようにプログラムされた（反復回数は、Ｚｅｔａｓｉｚｅｒソフト
ウェアによって自動的に決定された）。ゼータ電位値は、標準偏差（ｎ＝３）を用いて報
告された。Ｚｅｔａｓｉｚｅｒはまた、粘度及び誘電率に関して当該試料の最終組成物を
説明するためにプログラムされた。
【０１７６】
　凍結による短期間安定性
【０１７７】
　短期間安定性試験のために、最終ポリプレックス産物を凍結し、そして好適な温度（－
２０℃、－３０℃、又は－８０℃）で貯蔵した。幾つかの場合において、試料をドライア
イス／エタノール浴中で速やかに凍結し、その後に好適な温度で貯蔵した。好適な時期に
試料を室温へと解凍し、そして記載された通りに分析した。
【０１７８】
　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎを用いたＤＮＡの定量化
【０１７９】
　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎアッセイを使用するＤＮＡ測定に先立ち、全ＤＮＡは、キトサナー
ゼによってポリプレックスから放出されなければならない。放出の後、ＤＮＡを好適な制
限酵素を用いてＤＮＡ分解に供し、超らせんＤＮＡプラスミドを線状にした。
【０１８０】
　キトサナーゼによる分解
【０１８１】
　ＤＮＡの完全な放出を保証するため、０．９０９～１．８１８ｍＭのキトサンの濃度を
得るために、ｐＨ５．５、３７℃にて、ポリプレックスを１５０ｍＭのＮａＯＡｃ中、５
０μｌへと最初に希釈した（Ｃ（２４，９８）－Ｎ２０－ｃ１０００粒子に関しては、当
該試料を通常、１／７０及び１／３５に希釈し、目標キトサン濃度を達成する）。５０μ
ｌの希釈ポリプレックスを、５０μｌの４．４４Ｕ／ｍＬキトサナーゼで、３７℃にて２
時間かけて分解した（ストックのキトサナーゼ濃度は６２Ｕ／ｍＬであり、そして冷却し
た５０ｍＭ ＮａＯＡｃで、ｐＨ５．５、３７℃にて希釈された）。
【０１８２】
　ＥｃｏＲ１による分解
【０１８３】
　インキュベーションの後、*ＸμＬのキトサナーゼ分解された試料を、５μＬのＥｃｏ
Ｒ１バッファーに添加し、そしてミリＱ水を用いて５０μＬの最終体積とした（試料体積
ＸμＬは、最終ＤＮＡ濃度が４ｎｇ／μＬとなるように調節された。通常、Ｃ（２４，９
８）－Ｎ２０－ｃ１０００粒子試料に関して、試料体積Ｘは２５μＬである）。ＥｃｏＲ
１試料をその後、３０分間、３７℃でインキュベートした。
【０１８４】
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　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎアッセイ
【０１８５】
　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ　Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　ｄｓ　ＤＮＡ　ＨＳアッセイキットを、２つ
のバッファー（Ａ及びＢ）並びに２つのスタンダード（１及び２）を用いて供給した。バ
ッファーＡをバッファーＢで１：２０に希釈し、溶液「Ａ／Ｂ」を調製した。スタンダー
ド１及び２を、溶液Ａ／Ｂを用いて２０倍に（１０μＬを２００μＬへと）希釈した。ス
タンダード１及び２のための最終濃度は、それぞれ０及び１０ｎｇ／μＬであった。
【０１８６】
　１０～２０μＬのＥｃｏＲ１で消化された試料を、溶液Ａ／Ｂを用いて２００μＬの最
終体積とし、速やかにボルテックスし、室温で２分間インキュベートし、その後、製造業
者の操作指示書に従って、Ｑｕｂｉｔ　Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒで蛍光を測定した。
【０１８７】
　ゲル電気泳動
【０１８８】
　ポリプレックス中へのＤＮＡ捕獲の検証のために、試料をゲル電気泳動に供した。１～
５μＬの試料アリコート（目標量８００ｎｇのＤＮＡ）を２μＬのＴｒａｃｋｌｔローデ
ィングバッファーと混合し、そして水を用いて最終的に１０μＬの体積とした。スタンダ
ードレーンを、超らせんＤＮＡラダーでロードした。当該試料を、臭化エチジウム（５０
μｇ／ｍＬ）を含有する０．８％アガロースゲル上で、１２０Ｖで４５分間解析した。Ｆ
ｌｕｏｒＣｈｅｍ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍを用いて、ゲルを画像化した。
【０１８９】
　インビトロ・トランスフェクション
【０１９０】
　一般的に、ポリプレックス製剤を用いた２９３Ｔ－Ｋ細胞のインビトロ・トランスフェ
クションは、２ステップ：細胞を調製し、その後のトランスフェクションすること、によ
って行われた。
【０１９１】
　２９３Ｔ－Ｋ細胞の維持
【０１９２】
　２９３Ｔ－Ｋ細胞株は、ＵＢＣの、Ｄｒ．Ｋｉｅｆｆｅｒの研究室の厚意で得られ、そ
して以下の通り調製された。ヒト腎細胞を、ＳＶ４０ Ｔ抗原を用いて形質転換し；１０
％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）及びペニシリン／ストレプトマイシンを含有する、高グルコー
スの、ダルベッコの修正イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で増殖させ；そして８０％未満の培
養密度で維持した。
【０１９３】
　トランスフェクションのための細胞の調製
【０１９４】
　トランスフェクションのために、以下のように細胞を調製した。トランスフェクション
前の日において、６ウェルの組織培養プレート（３×１０5細胞／ウェル）の、３ｍＬの
完全培地（高グルコースＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ）中へ、２９３Ｔ
－Ｋ細胞を添加した。トランスフェクションの日において、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢ
Ｓ）を用いて、細胞１Ｘを洗浄し、１ｍｌの０．０５％ トリプシンを用いて細胞をトリ
プシン処理し、１ｍｌの完全培地を添加し、そして血球計数器を使用して１０μＬをカウ
ントすることによって、細胞数を決定した。細胞が約５０％の高密度（ｃｏｎｆｌｕｅｎ
ｔ）（約７×１０5細胞／ウェル）であった場合、トランスフェクションは進行した（細
胞が低密度過ぎた場合、又は高密度過ぎた場合、トランスフェクションは進行しなかった
）。
【０１９５】
　細胞のトランスフェクション
【０１９６】
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　トランスフェクションを以下の通りに行った。第一に、培地を各々のウェルから除去し
、（ＨＣｌでｐＨ５．０に調節し、そして０．２μｍフィルターで濾過した）１ｍＬのＯ
ｐｔｉ－ｍｅｍを各々のウェルへその後添加し、緩やかに攪拌し、その後除去した（細胞
を傷つける（ｄｉｓｌｏｄｇｉｎｇ）ことを防止するために、６つのウェルを一度に洗浄
した）。その後、さらに１ｍＬのＯｐｔｉ－ｍｅｍ（ｐＨ５．０）を、細胞を傷つけるこ
とのないように、各々のウェルへ注意深く添加した。次に、ポリプレックス試料を各々の
ウェルへ添加し（目標量２μｇＤＮＡ）、攪拌し、そして３７℃で２時間インキュベート
した。インキュベーションの後、培地を除去し、そして２ｍＬの完全培地と交換し、そし
て３７℃で再度インキュベーションした。必要とされた時点において、上清を除去し、そ
してその後のＳＥＡＰアッセイのために－２０℃で貯蔵した。
【０１９７】
　ＳＥＡＰアッセイ
【０１９８】
　ＳＥＡＰアッセイを、ＳＥＡＰ化学発光アッセイキットを使用して行った。当該アッセ
イのための全ての試薬を、使用前に２５℃で３０分間平衡化した。当該アッセイ用のスタ
ンダードを、胎盤性アルカリホスファターゼを、０．１％ウシ血清アルブミン及び５０％
グリセロールを添加したキットからの１Ｘ希釈バッファー中に溶解し、１ｍｇ／ｍＬとし
、その後ＤＭＥＭを用いて１０倍段階希釈で希釈して０．０１ｐｇ／μＬとした。スタン
ダード及び解凍された試料をその後、希釈バッファーを用いて４分の１に希釈し、６５℃
で３０分間かけて加熱により不活性化し、氷上で２分間インキュベートし、遠心分離（１
６１００ｘ　ｒｃｆ、２分間、室温）し、そして上清を新しいチューブへと移した。２５
℃で５分間平衡化した後、５０μＬの試料及びスタンダードをＭｉｃｒｏｌｉｔｅ－１プ
レートの各々のウェルに２つ組で添加した。不活性化バッファー（５０μＬ）をその後各
々のウェルへ添加し、緩やかに気泡を作ることなくピペッティング（ｐｉｐｅｔｔｅｄ　
ｕｐ　ａｎｄ　ｄｏｗｎ）して混合し、そして５分間インキュベートした。５分間のイン
キュベーション中に、基質と増強剤を１：１９の比で、基質／増強剤試薬を調製した。基
質／増強剤をその後各々のウェルへ添加し、２０分間インキュベートし、そして当該プレ
ートを、ルミノメーターを用いて１秒間の積分時間で測定した。
【０１９９】
　結果
【０２００】
　Ｃ（２３，９８）－Ｎ４０－ｃ７５＋ＴＦＦの高速度インライン混合
【０２０１】
　中等度スケールのインライン混合システムを使用して、９０、２１０、２７０、及び４
２０ｍＬ／分と、流速を変化させてポリプレックスを調製した。本混合システムはまた、
当該装置の有用性を評価するために、インライン静止型混合器（ｓｔａｔｉｃ　ｍｉｘｉ
ｎｇ　ｄｅｖｉｃｅ）を使用した。本システムはまた、賦形剤を全く含まなかった。本試
験において、ポリプレックスの開始ＤＮＡ濃度は、０．０７５ｍｇ／ｍＬであり、その後
ＴＦＦによって０．２５ｍｇ／ｍＬへと濃縮された。
【０２０２】
　インライン静止型混合器に関して、所定の流速における溶液の最適混合を達成するため
に必要とされる最小数の要素を決定する、計算されたレイノルズ（Ｒｅｙｎｏｌｄｓ）数
に基づき、流速を選択した（表２）。以下の等式は、製造業者の操作指示書に基づく。
【０２０３】
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【数２】

【０２０４】
　表２：インライン静止型混合器に関する、計算されたレイノルズ数
【０２０５】
【表４】

【０２０６】
　表３は、最終的な混合流速の増加が、Ｚ－平均粒子サイズ及びＰＤＩにおける増加をも
たらすことを示す。ＴＦＦによる濃縮は、粒子サイズ、ＰＤＩ、ゼータ電位、粘度（表３
）又はインビトロ・トランスフェクション（図５）において、著しい影響を示さなかった
。
【０２０７】
　表３：中等度スケールにおける、異なる比率で混合されたポリプレックスのサイズ、Ｐ
ＤＩ、及びゼータ電位
【０２０８】
【表５】

【０２０９】
　インライン混合及びＴＦＦ沈澱
【０２１０】
　少なくとも１ｍｇ／ｍＬのＤＮＡ濃度を達成するために、我々は０．１５ｍｇ／ｍＬの
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かし、本試験中において、著しい沈澱が当該濃縮ステップ後に観察された（データ未載）
。これは、小スケール混合工程（３ｍＬ／分、及び２３ｍＬ／分）において、及び中等度
スケール混合工程（２１０ｍＬ／分、及び４２０ｍＬ／分）において生じた。
【０２１１】
　沈澱を防ぐための、ポリプレックス形成中におけるショ糖の含有
【０２１２】
　ＴＦＦ中における沈澱の問題を改善するために、我々は、混合してポリプレックスを形
成する前に、全ての賦形剤（約１０ｗｔ％ショ糖、０．０９ｗｔ％メチルパラベン、０．
０１ｗｔ％プロピルパラベン）を、キトサン及びＤＮＡ供給原料の両方へ含有させた。静
止型混合器を使用しなかった。賦形剤の含有は、ＴＦＦ濃縮工程中において、粒子凝集及
び沈澱を防止した。さらに、静止型混合器を含めない場合において、ＰＤＩ及び粒子の安
定性が改善されることを見出した。
【０２１３】
　更新された工程を用いた小スケールバッチ
【０２１４】
　混合、及び９０ｍＬ／分の再循環速度（ずり速度７２００ｓ-1）を使用したＴＦＦ濃縮
に先立ち、ＤＮＡ及びキトサン供給原料の１０％ショ糖を使用して、小スケールバッチを
製造した。ＴＦＦの後、粒子サイズは２００ｎｍ未満であり、沈澱は生じなかった。粒子
サイズを表４に要約する。
【０２１５】
　表４
【０２１６】
【表６】

【０２１７】
　室温にて１８時間後、サイズは約１４０ｎｍで横ばいとなり、そして室温で３日後にお
いて沈澱は観測されなかった（図６）。さらに、ＴＦＦ後の試料は、－２０℃又は－８０
℃のいずれかにおける凍結／解凍後において、沈澱を生じなかった。室温にて２４時間後
、解凍された粒子は、－２０℃及び－８０℃において、それぞれ約１６０及び１５０ｎｍ
で横ばいとなった（表５）。さらに、インビトロ・トランスフェクションアッセイは、当
該バッチが生物学的有効性を有することを示した（データ未載）。
【０２１８】
　表５：１０％ショ糖との小スケール混合及び高速ＴＦＦ：凍結－解凍
【０２１９】
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【表７】

【０２２０】
　更新された工程での中等度スケールバッチ
【０２２１】
　確認用中等度スケールバッチを、上記の工程変更の全てを使用して製造した：ショ糖溶
液との混合に先立ち、ＤＮＡストックの濾過；混合前におけるＤＮＡ及びキトサン供給原
料中への１０％ショ糖の含有、そして再循環速度９０ｍＬ／分（ずり速度７２００ｓ-1）
を使用したＴＦＦ濃縮。さらに、ショ糖及びパラベン賦形剤を除いた対照バッチを製造し
た。
【０２２２】
　ＴＦＦ中及びＴＦＦ後に、非賦形剤（対照）バッチにおいて、沈澱が速やかに観測され
た（データ未載）。しかし、賦形剤バッチ（表６）において、ＤＮＡ濃度が約１．５ｍｇ
／ｍＬを超えるまで沈澱は観察されなかった。
【０２２３】
　表６：賦形剤を含むポリプレックスバッチのパラメータ
【０２２４】
【表８】

【０２２５】
　中等度スケールである０．８Ｌデモンストレーション・バッチ
【０２２６】
　我々は、インライン混合工程及びＴＦＦの、０．８Ｌのバッチサイズへの拡張可能性を
試験した。ポリプレックスを、０．８Ｌの体積へと混合し、その後ＴＦＦにより１．１ｍ
ｇ／ｍＬへと濃縮した。本試験は、混合工程の初期、中期、及び終期における、混合ポリ
プレックスの複数の５ｍＬアリコートを採取することによって、混合工程の均質性を試験
することを含んだ。ＴＦＦ工程は、８５０ｃｍ2カートリッジを使用し、（一方で先の小
スケールＴＦＦ試験は７３ｃｍ2カートリッジを使用し、）そして、バイアルに移して－
３０℃で凍結する前に、４℃で濃縮された製造物の保持時間（ｈｏｌｄ　ｔｉｍｅ）の試
験を含んだ。
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【０２２７】
　インライン混合工程の均質性の試験
【０２２８】
　混合工程の初期、中期及び終期における２５ｍＬから、複数の０．５ｍＬ試料を回収し
、そして混合工程中における均質性を決定した。当該結果は、初期混合試料は約１２０ｎ
ｍで開始し、１５ｍｌの混合後、８０ｎｍで安定化することを示した。
【０２２９】
　表７　中等度スケールにおけるインライン混合の均質性
【０２３０】
【表９】

【０２３１】
　全試料を、先立って－３０℃で凍結し、解凍し、その後分析した。「Ｂ」は、１～５の
順番で、混合工程の初期からの５ｍＬ試料を示す（最初は２５ｍｌ）。「Ｍ」は、１～５
の順番で、（約４００ｍｌで開始する）混合工程の中期からの５ｍＬ試料を示す。「Ｅ」
は、１～５の順番で、（約７５０ｍｌで開始する）混合工程終期からの５ｍＬ試料を示す
。
【０２３２】
　最終ＴＦＦ産物に関する保持時間の試験
【０２３３】
　ＴＦＦ工程が完了した後、最終ＴＦＦ産物を９×１０ｍＬのアリコートへと（２０ｍｌ
のアンバー・グラスバイアル中に）分注し、そして密封した。当該バイアルをその後、種
々の保持時間に供し、典型的な製造時における保持条件を模倣した。
【０２３４】

【表１０】

【０２３５】
　４℃、２４時間の保持時間において、解凍産物の結果は、当該産物の良好な安定性を示
した（表８）。「４時間、３℃、その後－３０℃」の試料に関する、解凍後７時間の安定
性はまた、出発材料と比較して１０％未満の増大を伴う粒子安定性を示した。
【０２３６】
　表８
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【０２３７】
【表１１】

【０２３８】
　全試料をあらかじめ－３０℃で凍結し、解凍し、その後分析した。
【０２３９】
　中等度スケールにおける２Ｌのエンジニアリング・ラン
【０２４０】
　我々は、インライン混合工程及びＴＦＦの、２Ｌのバッチサイズへの拡張可能性を試験
した。ポリプレックスを２Ｌの体積へと混合し、その後ＴＦＦにより１．１ｍｇ／ｍＬへ
と濃縮した。本試験は、混合工程の均質性の反復試験を含んだ。本試験は、混合工程の初
期（２５ｍＬの廃棄物）、中期、及び終期における、混合ポリプレックスの複数の５ｍＬ
アリコートを採取することによって、混合工程の均質性を反復して試験することを含んだ
。ＴＦＦ工程は、８５０ｃｍ2カートリッジを使用し、そして、バイアルに移して－３０
℃で凍結する前に、４℃で最終的に濃縮された産物の一晩保持を含んだ。
【０２４１】
　一般的に、ポリプレックスの物理学的特性は、十分に期待された範囲内及び制限内であ
った（表９）。
【０２４２】
　表９
【０２４３】

【表１２】

【０２４４】
　全ての試料は新鮮であるか、又はあらかじめ（指示通り）－３０℃で凍結され、解凍さ
れ、その後分析された。
【０２４５】
　賦形剤とのインライン混合の拡張可能性
【０２４６】
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　以下は、２つの異なるスケール及び４つのバッチ体積でのインライン混合によって製造
される、ポリプレックスバッチの物理学的特性の概要である（表１０）。全てのバッチは
、Ｃ（２４，９８）－Ｎ２０－ｃ１５０－ｐＨ４．８－Ｓｕｃ１５％－Ｐｂｎ０．１％で
あった。混合比は２：１であった。小スケール及び中等度スケール混合における全体の流
速は、各々２３．３ｍｌ／分及び２１０ｍＬ／分であった（これらの速度で、２つの混合
スケールにおける、チューブを通る線流速は等しかった）。
【０２４７】
　表１０　スケール拡張された混合バッチの物理学的特性
【０２４８】
【表１３】

【０２４９】
　ゲル電気泳動によるＤＮＡ捕獲の試験
【０２５０】
　全てのＤＮＡがキトサンによって捕獲されるか否かを決定するために、幾つかのポリプ
レックス製剤が、遊離ＤＮＡの存在に関して試験された。全体的に、遊離のＤＮＡは試験
された製剤中においては観察されなかった（未載）。
【０２５１】
　ポリプレックスのインビトロ・トランスフェクション
【０２５２】
　インビトロ・トランスフェクションを、２つの製剤において行い、点滴法（例えば、米
国特許出願番号１１／６９４，８５２）で製造されたポリプレックスとインライン混合と
を比較した。インライン混合法の平均トランスフェクション効率は、点滴法よりも約１１
％高かった。
【０２５３】
【表１４】

【０２５４】
　最終的なポリプレックス製剤は、Ｃ（２３，９８）－Ｎ４０－Ａｃ１０．５－ｐＨ４．
８－ｃ７５であった。インライン混合バッチに関して、ＤＮＡ：キトサンの体積混合比は
２：１であり、そして出力の流速は３ｍＬ／分であった。
【０２５５】
　供給原料体積比の変更は、ポリプレックス・サイズ及びＰＤＩを変える。
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　組成物を、本明細書において記載された方法を使用して、表１１に従って調製した。
【０２５７】
　表１１
【０２５８】
【表１５】

【０２５９】
　当該調製物の粒子サイズ及びＰＤＩを、本明細書に記載された通りに分析した。結果を
図７に示し、そして当該結果は、キトサンとＤＮＡとの混合比を実質的に維持しつつ、及
びキトサンとＤＮＡとの混合濃度を維持しつつ、粒子サイズが供給原料体積を変えること
によって調節され得ることを証明する。
【０２６０】
　全ての引用は、参照によりそれら全体について本明細書に完全に援用される。
【図１】 【図２】
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【図５】

【図６】 【図７】
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【国際調査報告】
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