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【手続補正書】
【提出日】平成24年11月7日(2012.11.7)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　エンドサイトーシス促進表面を有する安定なペルフルオロカーボンナノエマルションで
あって、
　（ｉ）少なくとも１つのペルフルオロカーボン化合物を含むペルフルオロカーボン成分
；
　（ｉｉ）乳化成分；及び
　（ｉｉｉ）エンドサイトーシスを介したナノエマルションの細胞取り込みを誘導するエ
ンドサイトーシス促進成分としてのトランスフェリン又はそのフラグメント若しくは誘導
体
を含有し、且つ
　以下の工程：
　（ａ）乳化成分を含む緩衝水溶液を調製すること、
　（ｂ）ペルフルオロカーボン成分を添加すること、
　（ｃ）その後、工程（ｂ）の反応生成物を混合し、高圧均質化すること、及び
　（ｄ）工程（ｃ）の反応生成物にエンドサイトーシス促進成分を添加し、生じた混合物
を均質化すること
を含む方法によって得られる、安定なペルフルオロカーボンナノエマルション。
【請求項２】
　１００ｎｍ未満の粒径を有し、好ましくは約５０ｎｍの平均粒径を有する粒子からなる
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、請求項１に記載のナノエマルション。
【請求項３】
　前記緩衝水相がナノエマルションの２５～６０重量％を占める、請求項１又は２に記載
のナノエマルション。
【請求項４】
　前記エンドサイトーシス促進成分が、トランスフェリンである、請求項１から３のいず
れか一項に記載のナノエマルション。
【請求項５】
　前記少なくとも１つのペルフルオロカーボン化合物が、ＣｍＦ２ｍ＋１Ｘ、ＸＣｍＦ２

ｍＸ、ＸＣｎＦ２ｎＯＣｏＦ２ｏＸ、Ｎ（ＣｏＦ２ｏＸ）３及びＮ（ＣｏＦ２ｏ＋１Ｘ）

３（式中、ｍは３～１０の整数であり、ｎ及びｏは１～５の整数であり、Ｘは、存在する
各々の場合に独立してＣｌ、Ｂｒ及びＩから選択される）から選択され、好ましくはペル
フルオロカーボンがペルフルオロオクチルブロマイド及びペルフルオロトリブチルアミン
及びそれらの混合物から選択される、請求項１から４のいずれか一項に記載のナノエマル
ション。
【請求項６】
　前記乳化成分が、必須乳化成分としての少なくとも１つのリン脂質及び１又はそれ以上
のヘルパー脂質を含む、請求項１から５のいずれか一項に記載のナノエマルション。
【請求項７】
　前記少なくとも１つのリン脂質が、式Ｉ：
【化１】

（式中、Ｒ１及びＲ２は、独立してＨ及びＣ１６～２４アシル残基（前記アシル残基は飽
和であってもよく又は不飽和であってもよく、１～３個の残基Ｒ３を担持してもよく、Ｃ
原子の１又はそれ以上は、Ｏ又はＮＲ４によって置換されてもよい）から選択され、Ｘは
、Ｈ、－（ＣＨ２）ｐ－Ｎ（Ｒ４）３

＋、－（ＣＨ２）ｐ－ＣＨ（Ｎ（Ｒ４）３
＋）－Ｃ

ＯＯ－、－（ＣＨ２）ｐ－ＣＨ（ＯＨ）－ＣＨ２ＯＨ及び－ＣＨ２（ＣＨＯＨ）ｐ－ＣＨ

２ＯＨ（式中、ｐは１～５の整数であり；Ｒ３は、独立してＨ、低級アルキル、Ｆ、Ｃｌ
、ＣＮ及びＯＨから選択され；Ｒ４は、独立してＨ、ＣＨ３及びＣＨ２ＣＨ３から選択さ
れる）から選択される）
によって表される化合物又は薬理学的に許容されるその塩から選択され、好ましくは、Ｒ
１及びＲ２が、独立してＨ及び非置換Ｃ１６～２４アシル残基（前記アシル残基は飽和で
あってもよく又は不飽和であってもよい）から選択され、Ｘが、コリン、セリン、エタノ
ールアミン及びイノシトール残基から選択される、請求項６に記載のナノエマルション。
【請求項８】
　前記リン脂質成分が、ホスファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、ホスファチ
ジルエタノールアミン及びそれらの混合物から選択される、請求項７に記載のナノエマル
ジョン。
【請求項９】
　前記ヘルパー脂質が、脂肪酸、ステロイド類、ビタミン類及びそれらの混合物から選択
される、請求項６から８のいずれか一項に記載のナノエマルション。
【請求項１０】
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　ペルフルオロカーボン成分（ａ）としてペルフルオロオクチルブロマイド、リン脂質と
してホスファチジルコリン、スフィンゴミエリン、コレステロール及びリゾホスファチジ
ルコリンを含む乳化成分（ｂ）、並びにエンドサイトーシス促進成分（ｃ）としてトラン
スフェリンを含有する、請求項１から９のいずれか一項に記載のナノエマルション。
【請求項１１】
　医薬品及び遺伝物質を含む、親水性化合物をインビボ及びインビトロで細胞に導入する
のに適する、好ましくはＲＮＡ及びＤＮＡ配列並びにそれらの組合せ及び誘導体から選択
される遺伝物質の導入に適する、最も好ましくはｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ又はｄｓＲＮＡ
の導入に適する、請求項１から１０のいずれか一項に記載のナノエマルション。
【請求項１２】
　請求項１から１１のいずれか一項に記載のナノエマルションを含有する遺伝子導入剤又
は医薬組成物。
【請求項１３】
　インビボ及びインビトロで細胞に導入される医薬品及び遺伝物質をさらに含有する、好
ましくはＲＮＡ及びＤＮＡ配列並びにそれらの組合せ及び誘導体から選択される遺伝物質
を含有する、最も好ましくはｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ又はｄｓＲＮＡを含有する、請求項
１２に記載の遺伝子導入剤又は医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項１から１１のいずれか一項に記載のナノエマルション、及び請求項１２又は１３
に記載の遺伝子導入剤又は医薬組成物を調製するための方法であって、以下の工程：
　（ａ）乳化成分を含む緩衝水溶液を調製すること、
　（ｂ）ペルフルオロカーボン成分を添加すること、及び
　（ｃ）その後、工程（ｂ）の反応生成物を混合し、高圧均質化すること
を含む方法。
【請求項１５】
　（ｄ）工程（ｃ）の反応生成物にエンドサイトーシス促進成分及び／又は導入のための
親水性化合物を添加し、生じた混合物を均質化すること
をさらに含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　親水性化合物をインビトロで細胞に導入するための方法であって、細胞を請求項１から
１１のいずれか一項に記載のナノエマルション又は請求項１２若しくは１３に記載の遺伝
子導入剤と接触させることを含む方法。
【請求項１７】
　医薬品及び遺伝物質を患者に導入するための薬剤を調製するための、請求項１から１１
のいずれか一項に記載のナノエマルションの使用。
【請求項１８】
　医薬品及び遺伝物質を患者に導入するための方法であって、請求項１から１１のいずれ
か一項に記載のナノエマルション又は請求項１２若しくは１３に記載の遺伝子導入剤若し
くは医薬組成物を患者に投与することを含む方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
　エンドサイトーシス促進表面を提供する分子をナノエマルションに添加することは、細
胞内へのペルフルオロカーボンナノエマルションの取り込みを有意に上昇させる。本発明
は、従って、
　（１）エンドサイトーシス促進表面を有する安定なペルフルオロカーボンナノエマルシ
ョン；
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　（２）前記ナノエマルションが、連続ペルフルオロカーボン相と緩衝不連続水相を有し
、且つ
　　（ａ）少なくとも１つのペルフルオロカーボン化合物を含むペルフルオロカーボン成
分；
　　（ｂ）乳化成分；及び
　　（ｃ）エンドサイトーシスを介したナノエマルションの細胞取り込みを誘導する少な
くとも１つの化合物を含むエンドサイトーシス促進成分
を含有する、上記（１）の好ましい実施形態；
　（３）上記（１）又は（２）で定義されたナノエマルションを含有する遺伝子導入剤又
は医薬組成物；
　（４）以下の工程：
　　（ａ）乳化成分を含む緩衝水溶液を調製すること、
　　（ｂ）ペルフルオロカーボン成分を添加すること、及び
　　（ｃ）工程（ｂ）の反応生成物を混合し、高圧ホモジナイザーによって均質化するこ
と
を含む、上記（１）若しくは（２）のナノエマルション又は上記（３）の遺伝子導入剤若
しくは医薬組成物を調製するための方法；
　（５）遺伝物質を患者に導入するための薬剤を調製するための、上記（１）又は（２）
で定義されたナノエマルションの使用；
　（６）上記（１）若しくは（２）で定義されたナノエマルション又は上記（３）で定義
された遺伝子導入剤若しくは医薬組成物を患者に投与することを含む、遺伝物質を患者に
導入するための方法；並びに
　（７）細胞を上記（１）若しくは（２）で定義されたナノエマルション又は上記（３）
で定義された遺伝子導入剤と接触させることを含む、親水性化合物をインビトロで細胞に
導入するための方法
を提供する。
　また、本発明によって、以下が提供される。
［１］
　エンドサイトーシス促進表面を有する安定なペルフルオロカーボンナノエマルションで
あって、連続ペルフルオロカーボン相と緩衝不連続水相を有し、且つ
　（ａ）少なくとも１つのペルフルオロカーボン化合物を含むペルフルオロカーボン成分
；
　（ｂ）乳化成分；及び
　（ｃ）エンドサイトーシスを介したナノエマルションの細胞取り込みを誘導する少なく
とも１つの化合物を含むエンドサイトーシス促進成分
を含有するナノエマルション。
［２］
　１００ｎｍ未満の粒径を有し、好ましくは約５０ｎｍの平均粒径を有する粒子からなる
、［１］に記載のナノエマルション。
［３］
　前記緩衝水相がナノエマルションの２５～６０重量％を占める、［１］又は［２］に記
載のナノエマルション。
［４］
　エンドサイトーシスを介した細胞取り込みを誘導する前記少なくとも１つの化合物が、
トランスフェリン、アポリポタンパク質Ａ１、グリコシルホスファチジルイノシトール（
ＧＩＰ）アンカー型タンパク質、メガリン結合タンパク質、アンテナペディアタンパク質
、前記化合物のフラグメント及び誘導体並びに類似作用を有する化合物から選択され、最
も好ましくは前記化合物がトランスフェリン又はそのフラグメント若しくは誘導体である
、［１］から［３］のいずれか一項に記載のナノエマルション。
［５］
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　前記少なくとも１つのペルフルオロカーボン化合物が、ＣｍＦ２ｍ＋１Ｘ、ＸＣｍＦ２

ｍＸ、ＸＣｎＦ２ｎＯＣｏＦ２ｏＸ、Ｎ（ＣｏＦ２ｏＸ）３及びＮ（ＣｏＦ２ｏ＋１Ｘ）

３（式中、ｍは３～１０の整数であり、ｎ及びｏは１～５の整数であり、Ｘは、存在する
各々の場合に独立してＣｌ、Ｂｒ及びＩから選択される）から選択され、好ましくはペル
フルオロカーボンがペルフルオロオクチルブロマイド及びペルフルオロトリブチルアミン
及びそれらの混合物から選択される、［１］から［４］のいずれか一項に記載のナノエマ
ルション。
［６］
　前記乳化成分が、必須乳化成分としての少なくとも１つのリン脂質及び１又はそれ以上
のヘルパー脂質を含む、［１］から［５］のいずれか一項に記載のナノエマルション。
［７］
　前記少なくとも１つのリン脂質が、式Ｉ：
【化０】

（式中、Ｒ１及びＲ２は、独立してＨ及びＣ１６～２４アシル残基（前記アシル残基は飽
和であってもよく又は不飽和であってもよく、１～３個の残基Ｒ３を担持してもよく、Ｃ
原子の１又はそれ以上は、Ｏ又はＮＲ４によって置換されてもよい）から選択され、Ｘは
、Ｈ、－（ＣＨ２）ｐ－Ｎ（Ｒ４）３

＋、－（ＣＨ２）ｐ－ＣＨ（Ｎ（Ｒ４）３
＋）－Ｃ

ＯＯ－、－（ＣＨ２）ｐ－ＣＨ（ＯＨ）－ＣＨ２ＯＨ及び－ＣＨ２（ＣＨＯＨ）ｐ－ＣＨ

２ＯＨ（式中、ｐは１～５の整数であり；Ｒ３は、独立してＨ、低級アルキル、Ｆ、Ｃｌ
、ＣＮ及びＯＨから選択され；Ｒ４は、独立してＨ、ＣＨ３及びＣＨ２ＣＨ３から選択さ
れる）から選択される）
によって表される化合物又は薬理学的に許容されるその塩から選択され、好ましくは、Ｒ
１及びＲ２が、独立してＨ及び非置換Ｃ１６～２４アシル残基（前記アシル残基は飽和で
あってもよく又は不飽和であってもよい）から選択され、Ｘが、コリン、セリン、エタノ
ールアミン及びイノシトール残基から選択され、最も好ましくは、リン脂質成分が、ホス
ファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン及びそ
れらの混合物から選択される、［６］に記載のナノエマルション。
［８］
　前記ヘルパー脂質が、脂肪酸、ステロイド類、ビタミン類及びそれらの混合物から選択
される、［６］又は［７］に記載のナノエマルション。
［９］
　ペルフルオロカーボン成分（ａ）としてペルフルオロオクチルブロマイド、リン脂質と
してホスファチジルコリン、スフィンゴミエリン、コレステロール及びリゾホスファチジ
ルコリンを含む乳化成分（ｂ）、並びにエンドサイトーシス促進成分（ｃ）としてトラン
スフェリンを含有する、［１］から［８］のいずれか一項に記載のナノエマルション。
［１０］
　医薬品及び遺伝物質を含む、親水性化合物をインビボ及びインビトロで細胞に導入する
のに適する、好ましくはＲＮＡ及びＤＮＡ配列並びにそれらの組合せ及び誘導体から選択
される遺伝物質の導入に適する、最も好ましくはｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ又はｄｓＲＮＡ
の導入に適する、［１］から［９］のいずれか一項に記載のナノエマルション。
［１１］
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　［１］から［１０］のいずれか一項に記載のナノエマルションを含有する遺伝子導入剤
又は医薬組成物。
［１２］
　インビボ及びインビトロで細胞に導入される医薬品及び遺伝物質をさらに含有する、好
ましくはＲＮＡ及びＤＮＡ配列並びにそれらの組合せ及び誘導体から選択される遺伝物質
を含有する、最も好ましくはｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ又はｄｓＲＮＡを含有する、［１１
］に記載の遺伝子導入剤又は医薬組成物。
［１３］
　［１］から［１０］に記載のナノエマルション、及び［１１］又は［１２］に記載の遺
伝子導入剤又は医薬組成物を調製するための方法であって、以下の工程：
　（ａ）乳化成分を含む緩衝水溶液を調製すること、
　（ｂ）ペルフルオロカーボン成分を添加すること、及び
　（ｃ）その後、工程（ｂ）の反応生成物を混合し、高圧均質化すること
を含む方法。
［１４］
　（ｄ）工程（ｃ）の反応生成物にエンドサイトーシス促進成分及び／又は導入のための
親水性化合物を添加し、生じた混合物を均質化すること
をさらに含む、［１３］に記載の方法。
［１５］
　親水性化合物をインビトロで細胞に導入するための方法であって、細胞を［１］から［
１０］に記載のナノエマルション又は［１１］若しくは［１２］に記載の遺伝子導入剤と
接触させることを含む方法。
［１６］
　医薬品及び遺伝物質を患者に導入するための薬剤を調製するための、［１］から［１０
］のいずれか一項に記載のナノエマルションの使用。
［１７］
　医薬品及び遺伝物質を患者に導入するための方法であって、［１］から［１０］のいず
れか一項に記載のナノエマルション又は［１１］若しくは［１２］に記載の遺伝子導入剤
若しくは医薬組成物を患者に投与することを含む方法。
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