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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　星細胞特異的に物質を送達する標的化剤としてのレチノイド誘導体および／またはビタ
ミンＡアナログと、これ以外の薬物担体構成成分とを含む、星細胞特異的に物質を送達す
るための薬物担体。
【請求項２】
　レチノイド誘導体がビタミンＡを含むことを特徴とする請求項１に記載の薬物担体。
【請求項３】
　０．２～２０重量％のレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログを含むこと
を特徴とする請求項１または２に記載の薬物担体。
【請求項４】
　高分子ミセル、リポソーム、エマルジョン、微小球、ナノ小球のうちのいずれかの形態
である請求項１～３のいずれかに記載の薬物担体。
【請求項５】
　物質が、星細胞の活性または増殖を制御する薬物である、請求項１～４のいずれかに記
載の薬物担体。
【請求項６】
　星細胞の活性または増殖を制御する薬物が、ＴＧＦβ活性阻害剤、ＨＧＦ活性製剤、Ｍ
ＭＰ産生促進剤、ＴＩＭＰ産生阻害剤、ＰＰＡＲγリガンド、アンジオテンシン活性阻害
剤、ＰＤＧＦ活性阻害剤、ナトリウムチャンネル阻害剤、アポトーシス誘導剤、ならびに
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、星細胞によって産生される細胞外マトリクス構成分子を標的とする、または該細胞外マ
トリクス構成分子の産生もしくは分泌に機能する分子のうちの１つまたはそれ以上を標的
とするｓｉＲＮＡ、リボザイム、アンチセンス核酸、ＤＮＡ／ＲＮＡキメラポリヌクレオ
チドおよびこれらを発現するベクターからなる群から選択される、請求項５に記載の薬物
担体。
【請求項７】
　細胞外マトリクス構成分子の産生もしくは分泌に機能する分子がＨＳＰ４７である、請
求項６に記載の薬物担体。
【請求項８】
　肝炎、肝線維症、肝硬変、肝癌、膵炎、膵線維症、膵癌、声帯瘢痕形成、声帯粘膜線維
症および喉頭の線維化からなる群から選択される星細胞に関連する疾患を処置する医薬の
製造のための、請求項１～７のいずれかに記載の薬物担体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、星細胞へのドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）に用いる薬物担体、これ
を含む医薬および当該医薬の調製キット、特に、有効成分が星細胞の活性または増殖を制
御する薬物、とりわけ星細胞によって分泌される細胞外マトリクス構成分子を標的とする
、または細胞外マトリクス構成分子の産生もしくは分泌に機能する分子のうち１つまたは
それ以上を標的とする薬物である、医薬およびその調製キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　肝臓の線維化は、限定するものではないが、たとえばＢ型もしくはＣ型肝炎ウイルス等
に原因するウイルス性肝疾患、非アルコール性脂肪性肝炎、栄養障害糖尿病、寄生虫、結
核もしくは梅毒などの感染症、心臓病などによる肝臓内のうっ血、または胆汁の通過障害
などに伴う肝臓内の組織傷害などに対する創傷治癒機転の結果、肝星細胞（ＨＳＣ）が活
性化され、過剰に産生・分泌された複数種のコラーゲン分子およびファイブロネクチンな
どの細胞外マトリクス（ＥＣＭ）が間質に沈着することによりもたらされる。肝線維化の
終末像は肝硬変であり、肝不全や肝細胞癌などを生じることから、これらを未然に防ぐた
め、および／またはこれらの進行を抑制するため、少なくとも肝線維化を抑制する薬物担
体および薬物担体キットの開発が望まれる。
【０００３】
　また、膵臓においても肝線維化と同様な機序による膵線維化によって慢性膵炎が発症す
る（Madro Aら、Med Sci Monit. 2004 Jul;10(7):RA166-70.;Jaster R, Mol Cancer. 200
4 Oct 06;3(1):26.）。しかしながら、膵線維化または慢性膵炎などの進行を抑制する有
効な手段についても、未だ見出されていない。
【０００４】
　肝臓または膵臓の線維化を抑制する有効な手段として、星細胞が重要な標的候補の１つ
となる可能性がある（Fallowfield JA, Iredale JP、Expert Opin Ther Targets. 2004 O
ct;8(5):423-35;Pinzani M, Rombouts K. Dig Liver Dis. 2004 Apr;36(4):231-42.）。
線維化過程において、星細胞はクッパー細胞や浸潤細胞からのサイトカインにより活性化
され活性化細胞へと形質転換し細胞外マトリクス（ＥＣＭ）を著明に産生する。星細胞は
、ビタミンＡの貯蔵細胞として知られており、筋線維芽細胞ファミリーに属する。一方、
星細胞は、マトリックス分解酵素（ＭＭＰ）、その抑制因子（ＴＩＭＰ）、ＴＧＦ－β、
ＰＤＧＦなどのサイトカイン、およびＨＧＦなどの増殖因子を産生し、肝線維化における
中心的な役割を果す。活性化された星細胞は、収縮能が亢進して血流の調節に関与する他
、各種サイトカイン受容体の発現をも増加し、サイトカインに対して高感受性になる。
【０００５】
　線維化に対する治療方法として、現在までのところ試みられている方法としては、コラ
ーゲン代謝の制御、コラーゲン分解系の促進、または星細胞の活性化の抑制などが挙げら
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れる。これらには、truncated TGFβ type II receptor（Qi Zら, Proc Natl Acad Sci U
 S A. 1999 Mar 2;96(5):2345-9.）もしくは、soluble TGFβ type II receptor（George
 Jら、Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Oct 26;96(22):12719-24.）、またはＨＧＦ（特
表平5-503076号公報；Ueki Kら、Nat Med. 1999 Feb;5(2):226-30.）などを用いた（星細
胞を活性化し細胞外マトリクス（ＥＣＭ）産生を促進する因子として知られる）ＴＧＦβ
の抑制、ＨＧＦもしくはＭＭＰ遺伝子含有ベクターによるマトリックス分解酵素（ＭＭＰ
）の産生促進（Iimuro Yら、Gastroenterology 2003; 124:445-458.）、ＭＭＰ阻害因子
であるＴＩＭＰのアンチセンスＲＮＡなどによる抑制（Liu WBら、World J Gastroentero
l. 2003 Feb;9(2):316-9）、ＰＰＡＲγリガンド（Marra Fら、Gastroenterology. 2000 
Aug;119(2):466-78）もしくはangiotensin-II type I receptor antagonist（Yoshiji H
ら、Hepatology. 2001 Oct;34(4 Pt 1):745-50.）による星細胞活性化の制御、ＰＤＧＦ
チロシンキナーゼ阻害剤などによるＰＤＧＦ作用の抑制（Liu XJら、World J Gastroente
rol. 2002 Aug;8(4):739-45.）およびアミロライドによるナトリウムチャンネル阻害（Be
nedetti Aら、Gastroenterology. 2001 Feb;120(2):545-56）などを介した星細胞の増殖
抑制、compound 861（Wang L,ら、World J Gastroenterol 2004 October　1;10(19):2831
-2835）、gliotoxin（Orr JGら、Hepatology. 2004 Jul;40(1):232-42.）などによる星細
胞のアポトーシス誘導などが含まれる。しかしながら、いずれの場合も作用特異性および
／または臓器特異性が低いため、効果および副作用の点に問題がある。
【０００６】
　コラーゲンのタンパク質合成については、代謝経路が不明な点が多く、これを抑制する
薬剤による治療方法については、副作用の点などから効率的かつ生体に安全な治療方法と
しては確立されていない。すなわちコラーゲン産生に関わる分子を標的にする方法におい
ては、それらの分子が有する多様な機能のために標的の特異性を高めることができず、副
作用を生ずる可能性が高い。最終産物であるコラーゲンを直接抑制することができれば、
線維化過程に対する共通の治療方法として理にかなうことになるが、そのためには、タイ
プI～IVに代表される様々なタイプのコラーゲンを一網打尽に制御することが必要である
。
【０００７】
　コラーゲンに対する特異性を失わずに、多種類存在するコラーゲン分子の合成を同時に
抑制する有効な手段のひとつとして、ＨＳＰ４７の機能を制御する方法が考えられる。Ｈ
ＳＰ４７は、様々なタイプのコラーゲンの合成過程で共通する細胞内輸送および分子成熟
化に必須であるコラーゲン特異的分子シャペロンである。したがって、星細胞においてＨ
ＳＰ４７の機能を特異的に制御することができれば、肝線維化の抑制の可能性が考えられ
るが、そうした治療方法の試みについては、いまだ報告はない。
【０００８】
　発明者らは、細胞の系において、ＨＳＰ４７の機能を特異的に制御するリボザイムを作
製し、これによってコラーゲン産生分泌を一度に抑制できることを示した（Sasaki H, et
 al. Journal of Immunology, 2002, 168: 5178-83;　Hagiwara S, et al. J Gene Med. 
2003,5:784-94）。ＨＳＰ４７の合成を特異的に抑制するためには、リボザイムより最適
化の容易なｓｉＲＮＡが適用され得る。本明細書において用いられるｓｉＲＮＡ（small 
interfering RNAs）とは、ＲＮＡｉ（RNA interference）で用いる二本鎖ＲＮＡの総称で
ある。ＲＮＡｉとは、ある遺伝子と相同な、センスＲＮＡおよびアンチセンスＲＮＡから
なる二本鎖ＲＮＡ（double-strand RNA;dsRNA）が、その遺伝子の転写産物（ｍＲＮＡ）
の相同部分を破壊する現象で、当初線虫を用いた実験に示されたが（Fire A,et al: Natu
re (1998)391:806-811）、哺乳動物細胞にも同様な誘導機構が存在することが明らかにさ
れている（Ui-Tei K,et al:FEBS Lett(2000) 479:79-82）。また、Elbashirらによって、
長さとして２１～２３ｂｐ程度の短いｄｓＲＮＡが、哺乳動物細胞系でも細胞毒性を示さ
ずにＲＮＡｉを誘導できることが示されている（Elbashir SM,et al:Nature(2001)411:49
4-498）。しかしながら、これらの分子の効果を有効に発揮させるためには、標的臓器に
特異的な方法が必要である。
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【非特許文献２０】Elbashir SMら:Nature(2001)411:494-498
【非特許文献２１】田端泰彦、ドラッグデリバリーシステムＤＤＳ技術の新たな展開とそ
の活用法－生物医学研究・先進医療のための最先端テクノロジーメディカルドゥ社、ISBN
:4944157932、2003
【非特許文献２２】橋田充、ドラッグデリバリーシステム－創薬と治療への新たなる挑戦
、新バイオサイエンスシリーズ、化学同人、ISBN:4759803858、1995
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　組織および／または臓器を標的とするために、ドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）
の応用が有効な手段のひとつである（田端泰彦、ドラッグデリバリーシステムＤＤＳ技術
の新たな展開とその活用法－生物医学研究・先進医療のための最先端テクノロジーメディ
カルドゥ社、ISBN: 4944157932、2003；橋田充、ドラッグデリバリーシステム－創薬と治
療への新たなる挑戦、新バイオサイエンスシリーズ、化学同人、ＩＳＢＮ：4759803858、
1995）。ドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）に用いる薬物担体には、高分子ミセル、
リポソーム、マイクロエマルジョンなどを応用したものなどが存在する。これらの担体の
標的臓器に対する特異性を高めるために、臓器および／または組織特異的な抗原またはリ
セプターに対する抗体および／またはリガンドなどを該担体に混入または結合させる技術
、および担体の物理化学的性質を利用する技術などが知られているが、特に星細胞を標的
とする技術については、いまだ知られていない。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、診断および／または治療用薬物を星細胞へ特異的に運搬することを可能とす
る薬物担体および薬物担体キットに関する。本発明における薬物担体は、高分子ミセル、
リポソーム、エマルジョン、微小球、ナノ小球のうちのいずれの形態でもよく、これらに
ビタミンＡ（ＶＡ）もしくはレチノイド誘導体、たとえばトレチノイン、アダパレン、パ
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ルミチン酸レチノールなど、またはビタミンＡアナログ、たとえばFenretinide（４－Ｈ
ＰＲ）などを結合させるかまたは包含させることにより、治療用薬物を肝星細胞特異的に
運搬することを可能にする。さらに、該薬物担体にtruncated TGFβ type II receptor、
およびsoluble TGFβ type II receptorなどのＴＧＦβ活性阻害剤、ＨＧＦなどの成長因
子製剤、ＭＭＰ遺伝子含有アデノウイルスベクターなどのＭＭＰ産生促進剤、ＰＰＡＲγ
－ligand、angiotensin-II type I receptor antagonist、ＰＤＧＦチロシンキナーゼ阻
害剤、およびアミロライドなどのナトリウムチャンネル阻害剤を含む細胞活性化抑制剤お
よび／または増殖抑制剤、ならびに、compound 861、およびgliotoxinなどのアポトーシ
ス誘導剤のうちから選択される１つまたは複数の分子を包含するものを作製し、線維化の
リスクにあるかもしくは線維化の症状を有する患者、または線維化にともなう各種疾患、
たとえば肝硬変、肝不全、肝臓癌、もしくは慢性膵炎を有する患者に経口投与または非経
口投与、たとえば静脈もしくは腹腔内投与することによって、星細胞の活性化を抑え、線
維化および／または線維化にともなう該各疾患状態を予防、抑制または改善することがで
きる。あるいは、またはこれに加えて、コラーゲン特異的分子シャペロンであるＨＳＰ４
７もしくはＭＭＰ阻害因子であるＴＩＭＰを特異的に抑制するリボザイム、アンチセンス
ＲＮＡ、またはｓｉＲＮＡを該薬物担体に封入して用いることにより、それぞれＩ型～IV
型コラーゲンの分泌を同時に抑制し、その結果線維形成を効果的に抑制することができる
。
【００１２】
　したがって、本発明は、レチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログを構成成
分とする、星細胞特異的薬物担体に関する。
　本発明はまた、レチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログの少なくとも一部
が、遅くとも星細胞に到達するまでに製剤の外部に露出する、上記薬物担体に関する。
　本発明はさらに、レチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログを含むことによ
り、星細胞への特異的な運搬が可能となっている、上記薬物担体に関する。
　本発明はまた、レチノイド誘導体がビタミンＡを含むことを特徴とする上記薬物担体に
関する。
　本発明はさらに、０．２～２０重量％のレチノイド誘導体および／またはビタミンＡア
ナログを含むことを特徴とする上記薬物担体に関する。
　本発明はさらにまた、高分子ミセル、リポソーム、エマルジョン、微小球、ナノ小球の
うちのいずれかの形態である上記薬物担体に関する。
　本発明はさらに、上記薬物担体を含む星細胞特異的製剤に関する。
　また、本発明は、上記の薬物担体と、星細胞の活性または増殖を制御する薬物とを含む
、星細胞に関連する疾患を処置するための医薬に関する。
　さらに、本発明は、疾患が肝炎、肝線維症、肝硬変、肝癌、膵炎、膵線維症、膵癌、声
帯瘢痕形成、声帯粘膜線維症および喉頭の線維化からなる群から選択される、上記医薬に
関する。
　さらにまた、本発明は、星細胞の活性または増殖を制御する薬物が、ＴＧＦβ活性阻害
剤、ＨＧＦ活性製剤、ＭＭＰ産生促進剤、ＴＩＭＰ産生阻害剤、ＰＰＡＲγリガンド、ア
ンジオテンシン活性阻害剤、ＰＤＧＦ活性阻害剤、ナトリウムチャンネル阻害剤、アポト
ーシス誘導剤、ならびに、星細胞によって産生される細胞外マトリクス構成分子を標的と
する、または該細胞外マトリクス構成分子の産生もしくは分泌に機能する分子のうちの１
つまたはそれ以上を標的とするｓｉＲＮＡ、リボザイム、アンチセンス核酸、ＤＮＡ／Ｒ
ＮＡキメラポリヌクレオチドおよびこれらを発現するベクターからなる群から選択される
、上記医薬に関する。
　本発明はまた、細胞外マトリクス構成分子の産生もしくは分泌に機能する分子がＨＳＰ
４７である上記医薬に関する。
　本発明はさらに、薬物と、薬物担体とを、医療の現場またはその近傍で混合してなる、
上記医薬に関する。
【００１３】
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　本発明はさらにまた、星細胞の活性または増殖を制御する薬物、薬物担体構成物質、な
らびにレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログのうちの１つまたはそれ以上
を含む１つまたはそれ以上の容器を含む、上記医薬の調製キットに関する。
　また、本発明は、上記の医薬の有効量を、それを必要とする対象に投与することを含む
、星細胞に関連する疾患を処置するための方法に関する。
　さらに、本発明は、疾患が肝炎、肝線維症、肝硬変、肝癌、膵炎、膵線維症、膵癌、声
帯瘢痕形成、声帯粘膜線維症および喉頭の線維化からなる群から選択される、上記方法に
関する。
　さらにまた、本発明は、医薬が非経口投与される、上記方法に関する。
　本発明はまた、上記薬物担体の、星細胞に関連する疾患を処置するための医薬の製造へ
の使用に関する。
　また、本発明は、上記薬物担体を利用した、星細胞への薬物送達方法に関する。
【００１４】
　本発明は、さらに、レチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログを構成成分と
する、星細胞の活性または増殖を制御する薬物を星細胞に特異的に運搬する線維化抑制の
ための薬物担体、レチノイド誘導体がビタミンＡを含むことを特徴とする前記線維化抑制
のための薬物担体、０．２％～２０％のレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナ
ログを含むことを特徴とする前記線維化抑制のための薬物担体、高分子ミセル、リポソー
ム、エマルジョン、微小球、ナノ小球のうちのいずれかの形態である前記線維化抑制のた
めの薬物担体、星細胞の活性または増殖を制御する薬物が、ＴＧＦβ活性阻害剤、ＨＧＦ
活性製剤、ＭＭＰ産生促進剤、ＴＩＭＰ産生阻害剤、ＰＰＡＲγリガンド、アンジオテン
シン活性阻害剤、ＰＤＧＦ活性阻害剤、ナトリウムチャンネル阻害剤、およびアポトーシ
ス誘導剤のうちから選択される１つまたはそれ以上の薬物を含むことを特徴とする前記線
維化抑制のための薬物担体、星細胞の活性または増殖を制御する薬物が、星細胞によって
産生される細胞外マトリクス構成分子を標的とする、または該細胞外マトリクス構成分子
の産生もしくは分泌に機能する分子のうちの１つまたはそれ以上を標的とするｓｉＲＮＡ
、リボザイム、またはアンチセンスＲＮＡもしくはこれらを発現するベクターを含むこと
を特徴とする前記線維化抑制のための薬物担体、そして、細胞外マトリクス構成分子の産
生もしくは分泌に機能する分子がＨＳＰ４７である前記線維化抑制のための薬物担体にも
関する。
【００１５】
　本発明は、さらにまた、星細胞の活性または増殖を制御する薬物、薬物担体構成物質、
ならびにレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログのうちの１つまたはそれ以
上を含む１つまたはそれ以上の容器からなる線維化抑制のための薬物担体キット、レチノ
イド誘導体がビタミンＡを含むことを特徴とする前記線維化抑制のための薬物担体キット
、０．２％～２０％のレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログを含むことを
特徴とする前記線維化抑制のための薬物担体キット、高分子ミセル、リポソーム、エマル
ジョン、微小球、ナノ小球のうちのいずれかの形態である前記線維化抑制のための薬物担
体キット、星細胞の活性または増殖を制御する薬物が、ＴＧＦβ活性阻害剤、ＨＧＦ活性
製剤、ＭＭＰ産生促進剤、ＴＩＭＰ産生阻害剤、ＰＰＡＲγリガンド、アンジオテンシン
活性阻害剤、ＰＤＧＦ活性阻害剤、ナトリウムチャンネル阻害剤、およびアポトーシス誘
導剤のうちから選択される１つまたはそれ以上の薬物を含むことを特徴とする前記線維化
抑制のための薬物担体キット、星細胞の活性または増殖を制御する薬物が、星細胞によっ
て分泌される細胞外マトリクス構成分子を標的とする、または細胞外マトリクス構成分子
の産生もしくは分泌に機能する分子のうち１つまたはそれ以上を標的とするｓｉＲＮＡ、
リボザイム、もしくはアンチセンスＲＮＡまたはこれらを発現するベクターを含むことを
特徴とする前記線維化抑制のための薬物担体キット、そして、細胞外マトリクス構成分子
の産生もしくは分泌に機能する分子がＨＳＰ４７である線維化抑制のための薬物担体キッ
トにも関する。
【発明の効果】



(7) JP 4533420 B2 2010.9.1

10

20

30

40

50

【００１６】
　線維化および／またはそれに伴う各種疾患を予防、抑制または改善する有効な手段とし
て、診断および／または治療用薬物を星細胞へ特異的に運搬することを可能とする本発明
の薬物担体および薬物担体キットを用いることによって、実施例に見るような画期的な治
療効果を提供することができる。すなわち、本発明による薬物担体および薬物担体キット
は、星細胞を特異的な標的とするため、星細胞が中心となって発現する病態、たとえば線
維化などを効率的かつ効果的に、さらには最小限の副作用で抑制することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　本発明におけるレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログは、ビタミンＡを
含むとともに、これを溶解または保持することができる媒体に溶解させるか混入させた状
態におけるレチノイド誘導体またはビタミンＡアナログをも含む。
　本発明におけるレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログは、星細胞によっ
て積極的に蓄積されるものであれば何れのものでもよく、たとえばレチノイド誘導体とし
ては、限定するものではないが、トレチノイン、アダパレン、パルミチン酸レチノール、
または特にビタミンＡ（レチノール酸）などを用いることができ、またビタミンＡアナロ
グとしては、限定するものではないが、たとえばFenretinide（４－ＨＰＲ）などを用い
ることができる。本発明は、星細胞がレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナロ
グを積極的に取り込む性質を利用するものであり、これらのレチノイド誘導体および／ま
たはビタミンＡアナログを薬物担体として用いるか、またはこれ以外の薬物担体構成成分
に結合させるかまたは包含させることによって、所望の物質や物体を星細胞に特異的に運
搬させ得るようにしたものである。
【００１８】
　したがって、本発明の薬物担体は、レチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナロ
グ以外の薬物担体構成成分を含んでいてもよい。かかる成分は特に限定されずに、医薬お
よび薬学の分野で知られる任意のものを用いることができるが、レチノイド誘導体および
／またはビタミンＡアナログを包含し得るか、または、これと結合し得るものが好ましい
。このような成分としては、脂質、たとえば、グリセロリン脂質などのリン脂質、スフィ
ンゴミエリンなどのスフィンゴ脂質、コレステロールなどのステロール、大豆油、ケシ油
などの植物油、鉱油、卵黄レシチンなどのレシチン類等が挙げられるが、これらに限定さ
れない。このうち、リポソームを構成し得るもの、たとえば、レシチンなどの天然リン脂
質、ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）、ジパルミトイルホスファチジル
コリン（ＤＰＰＣ）、ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）などの半合成リ
ン脂質、コレステロールなどが好ましい。
　また、本発明の薬物担体は、星細胞への取り込みを改善させる物質、たとえば、レチノ
ール結合タンパク質（ＲＢＰ）などを含んでいてもよい。
【００１９】
　本発明の薬物担体へのレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログの結合また
は包含は、化学的および／または物理的な方法によってレチノイド誘導体および／または
ビタミンＡアナログを薬物担体の他の構成成分に結合させるかまたは包含させることによ
っても可能となる。または、本発明の薬物担体へのレチノイド誘導体および／またはビタ
ミンＡアナログの結合または包含は、該薬物担体の作製時に、基本的な薬物担体構成成分
とともに形成親和性のあるレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログを薬物担
体の構成成分中に混入させることによっても可能となる。本発明の薬物担体に結合させる
かまたは包含させるレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログの量は、薬物担
体構成成分中の重量比で０．０１％～１００％、好ましくは０．２％～２０％、さらに好
ましくは１～５％とすることが可能である。
【００２０】
　本発明の薬物担体の形態は、所望の物質や物体を、標的とする星細胞に運搬できればい
ずれの形態でもよく、たとえば、限定するものではないが、高分子ミセル、リポソーム、
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エマルジョン、微小球、ナノ小球などのうちいずれの形態をとることもできる。また、本
発明の薬物担体は、これに含まれるレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログ
が、遅くとも星細胞に到達するまでに、製剤の外部に少なくとも部分的に露出していれば
、運搬物を内部に含んでも、運搬物の外部に付着して存在しても、また、運搬物と混合さ
れていてもよい。
【００２１】
　本発明の薬物担体は、星細胞を特異的な標的とするものであり、所望の物質や物体、た
とえば星細胞の活性または増殖を制御する薬物等を星細胞に効率的に運搬することによっ
て、最大の効果および最小の副作用において、所望の効果、たとえば線維化の抑制または
予防を可能にする。本薬物担体が送達する物質や物体は特に制限されないが、投与部位か
ら星細胞が存在する肝臓や膵臓などへ、生物の体内を物理的に移動できるような大きさで
あることが好ましい。したがって、本発明の薬物担体は、原子、分子、化合物、タンパク
質、核酸等の物質はもとより、ベクター、ウイルス粒子、細胞、１以上の要素で構成され
た薬物放出システム、マイクロマシン等の物体をも運搬することができる。前記物質また
は物体は、好ましくは星細胞に何らかの影響を与える性質を有し、たとえば、星細胞を標
識するものや、星細胞の活性または増殖を制御するものを含む。
【００２２】
　したがって、本発明の一態様においては、薬物担体が送達するものは「星細胞の活性ま
たは増殖を制御する薬物」であり、これは、線維化促進に関係する星細胞の物理化学的な
作用を直接または間接に抑制する何れの薬物であってもよく、限定するものではないが、
たとえばtruncated TGFβ type II receptor、およびsoluble TGFβ type II receptorな
どのＴＧＦβ活性阻害剤、ＨＧＦなどの増殖因子製剤およびそれらの発現ベクター、ＭＭ
Ｐ遺伝子含有アデノウイルスベクターなどのＭＭＰ産生促進剤、アンチセンスＴＩＭＰ核
酸などのＴＩＭＰ産生阻害剤、ＰＰＡＲγリガンド、アンジオテンシン活性阻害剤、ＰＤ
ＧＦ活性阻害剤、ナトリウムチャンネル阻害剤を含む細胞活性化抑制剤および／または細
胞増殖抑制剤、ならびにcompound 861、gliotoxinなどのアポトーシス誘導剤、アディポ
ネクチン（特開2002-363094号公報参照）、（＋）－トランス－４－（１－アミノエチル
）－１－（４－ピリジルカルバモイル）シクロヘキサンなどのＲｈｏキナーゼ阻害活性を
有する化合物（国際公開WO 00/64478号パンフレット参照）を包含する。また、本発明に
おける「星細胞の活性または増殖を制御する薬物」は、線維化抑制に直接または間接に関
係する星細胞の物理化学的な作用を直接または間接に促進する何れの薬物であってもよく
、限定するものではないが、たとえばコラーゲン分解系を促進する薬物、たとえばＭＭＰ
発現ベクターなどのＭＭＰ産生促進剤、およびＨＧＦ、ＨＧＦアナログ、またはこれらの
発現ベクターなどのＨＧＦ様の活性を有する薬物を包含する。
【００２３】
　本発明における「星細胞の活性または増殖を制御する薬物」の別の例としては、細胞外
マトリクス、たとえばコラーゲンの代謝を制御する薬物、たとえば星細胞によって産生さ
れる細胞外マトリクス構成分子を標的とする、または該細胞外マトリクス構成分子の産生
もしくは分泌に機能する分子のうちの１つまたはそれ以上を標的とする、ｓｉＲＮＡ、リ
ボザイム、アンチセンス核酸（ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、またはこれらの複合物を含む）
などの標的分子の発現を抑制する効果を有する物質、もしくはドミナントネガティブ効果
を有する物質、またはこれらを発現するベクターなどが挙げられる。
　ｓｉＲＮＡは、ｍＲＮＡなどの標的分子に特異的な配列を有する２本鎖ＲＮＡであり、
標的分子の分解を促進することにより、それによって形成される物質、たとえばタンパク
質の発現を抑制する（ＲＮＡ干渉）。Fireらによってその原理が発表されて以来（Nature
, 391:806-811,1998）、ｓｉＲＮＡの最適化に関してはすでに広範な研究がなされており
、当業者はかかる技術に精通している。また、ｓｉＲＮＡ以外の、ＲＮＡ干渉またはその
他の遺伝子発現阻害反応をもたらす物質についても精力的な研究がなされており、現在で
はこのような物質も数多く誕生している。
【００２４】



(9) JP 4533420 B2 2010.9.1

10

20

30

40

50

　たとえば、特開2003-219893号公報には、標的遺伝子の発現を阻害するＤＮＡとＲＮＡ
とからなる２本鎖ポリヌクレオチドが記載されている。このポリヌクレオチドは、２本鎖
の一方がＤＮＡで、他方がＲＮＡであるＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドであっても、同じ鎖
の一部がＤＮＡで、他の部分がＲＮＡであるＤＮＡ／ＲＮＡキメラであってもよい。かか
るポリヌクレオチドは、好ましくは１９～２５、より好ましくは１９～２３、さらに好ま
しくは１９～２１ヌクレオチドからなり、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドの場合は、センス
鎖がＤＮＡであり、アンチセンス鎖がＲＮＡであるものが好ましく、また、ＤＮＡ／ＲＮ
Ａキメラの場合は、２本鎖ポリヌクレオチドの上流側の一部がＲＮＡであるものるものが
好ましい。かかるポリヌクレオチドは、自体公知の化学合成法により定法に従って、任意
の配列を有するものを作製することが可能である。
【００２５】
　前記標的分子としては、たとえば細胞外マトリクス構成分子の分泌を一網打尽に抑制で
きるような分子が好ましく、そのような分子の例として、限定するものではないが、ＨＳ
Ｐ４７が含まれる。ＨＳＰ４７またはそのホモログの遺伝子配列は、たとえば、GenBank 
accession No. AB010273（ヒト）、X60676（マウス）、M69246（ラット、ｇｐ４６）とし
て開示されている。
　従って、本発明の薬物担体が運搬する好ましい物質としては、たとえば、ＨＳＰ４７を
標的とするｓｉＲＮＡや、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドもしくはキメラポリヌクレオチド
、アンチセンス核酸などが挙げられる。
　本発明の薬物担体の送達物としてはまた、線維化を抑制する薬剤、たとえば、Ｇ－ＣＳ
Ｆ（WO 2005/082402参照）、トロンボモジュリン様タンパク質（特開2002-371006号参照
）、ケラタン硫酸オリゴ糖（特開平11-269076号参照）などを挙げることができる。
【００２６】
　本発明の薬物担体が送達する物質や物体は、標識されていてもいなくてもよい。標識化
により、運搬の成否や、星細胞の増減などをモニタリングすることが可能となり、特に試
験・研究レベルでは有用である。標識は、当業者に公知な任意のもの、たとえば、任意の
放射性同位体、標識化物質に結合する物質（たとえば抗体）、蛍光物質、フルオロフォア
、化学発光物質、および酵素などから選択することができる。
【００２７】
　本発明はまた、前記薬物担体と、前記星細胞の活性または増殖を制御する薬物とを含む
、星細胞に関連する疾患を処置するための医薬、ならびに、前記薬物担体の、星細胞に関
連する疾患を処置するための医薬の製造への使用に関する。ここで、星細胞に関連する疾
患とは、星細胞が、疾患の過程、すなわち疾患の発症、増悪、改善、寛解、治癒などに直
接的または間接的に関与している疾患を指し、たとえば、肝炎、特に慢性肝炎、肝線維症
、肝硬変および肝癌等の肝疾患、膵炎、特に慢性膵炎、膵線維症および膵癌等の膵疾患が
含まれる。また、最近の報告によると声帯にも星細胞が存在するため（たとえば、Fuja T
J ら、Cell Tissue Res. 2005;322(3):417-24参照）、上記疾患には声帯瘢痕形成、声帯
粘膜線維症、喉頭の線維化などの声帯・喉頭の疾患も含まれる。
【００２８】
　本発明の医薬においては、薬物担体に含まれるレチノイド誘導体および／またはビタミ
ンＡアナログの少なくとも一部が、遅くとも星細胞に到達するまでに製剤の外部に露出し
ていれば、薬物担体が薬物を内部に含んでも、薬物含有体の外部に付着して存在しても、
また、薬物と混合されていてもよい。したがって、投与経路や薬物放出様式などに応じて
、上記医薬を、適切な材料、たとえば、腸溶性のコーティングや、時限崩壊性の材料で被
覆してもよく、また、適切な薬物放出システムに組み込んでもよい。
　本発明の医薬は、経口および非経口の両方を包含する種々の経路、たとえば、限定する
ことなく、経口、静脈内、筋肉内、皮下、局所、直腸、動脈内、門脈内、心室内、経粘膜
、経皮、鼻内、腹腔内、肺内および子宮内等の経路で投与してもよく、各投与経路に適し
た剤形に製剤してもよい。かかる剤形および製剤方法は任意の公知のものを適宜採用する
ことができる（たとえば、標準薬剤学、渡辺喜照ら編、南江堂、２００３年などを参照）
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。
　たとえば、経口投与に適した剤形としては、限定することなく、散剤、顆粒剤、錠剤、
カプセル剤、液剤、懸濁剤、乳剤、ゲル剤、シロップ剤などが挙げられ、また非経口投与
に適した剤形としては、溶液性注射剤、懸濁性注射剤、乳濁性注射剤、用時調製型注射剤
などの注射剤が挙げられる。非経口投与用製剤は、水性または非水性の等張性無菌溶液ま
たは懸濁液の形態であることができる。
【００２９】
　本発明の薬物担体または医薬は、いずれの形態で供給されてもよいが、保存安定性の観
点から、好ましくは用時調製可能な形態、たとえば、医療の現場あるいはその近傍におい
て、医師および／または薬剤師、看護士、もしくはその他のパラメディカルなどによって
調製され得る形態で提供される。この場合、本発明の薬物担体または医薬は、これらに必
須の構成要素の少なくとも１つを含む１個または２個以上の容器として提供され、使用の
前、たとえば、２４時間前以内、好ましくは３時間前以内、そしてより好ましくは使用の
直前に調製される。調製に際しては、調製する場所において通常入手可能な試薬、溶媒、
調剤器具などを適宜使用することができる。
　したがって、本発明はまた、薬物担体構成物質、およびレチノイド誘導体および／もし
くはビタミンＡアナログ、および／または薬物のうちの１つまたはそれ以上を含む１つま
たはそれ以上の容器を含む薬物担体または医薬の調製キットを含み、そのようなキットの
形で提供される薬物担体または医薬の必要構成要素をも含む。本発明のキットは、上記の
ほか、本発明の薬物担体および医薬の調製方法や投与方法などが記載された説明書等を含
んでいてもよい。また、本発明のキットは、本発明の薬物担体または医薬を完成するため
の構成要素の全てを含んでいてもよいが、必ずしも全ての構成要素を含んでいなくてもよ
い。したがって、本発明のキットは、医療現場や、実験施設などで通常入手可能な試薬や
溶媒、たとえば、無菌水や、生理食塩水、ブドウ糖溶液などを含んでいなくてもよい。
【００３０】
　本発明はさらに、前記医薬の有効量を、それを必要とする対象に投与することを含む、
星細胞に関連する疾患を処置するための方法に関する。ここで、有効量とは、対象疾患の
発症を低減し、症状を軽減し、または進行を防止する量であり、好ましくは、対象疾患の
発症を予防し、または対象疾患を治癒する量である。また、投与による利益を超える悪影
響が生じない量が好ましい。かかる量は、培養細胞などを用いたin vitro試験や、マウス
、ラット、イヌまたはブタなどのモデル動物における試験により適宜決定することができ
、このような試験法は当業者によく知られている。
　本発明の方法において投与する医薬の用量は、使用する薬物や、レチノイド誘導体およ
び／またはビタミンＡアナログの種類によって異なるが、たとえば、薬物としてＨＳＰ４
７に対するｓｉＲＮＡを用いる場合においては、薬物の重量として、たとえば０．０１～
４５ｍｇ／ｋｇ／日、好ましくは０．１～３０ｍｇ／ｋｇ／日、より好ましくは１～２０
ｍｇ／ｋｇ／日、最も好ましくは４～６ｍｇ／ｋｇ／日である。また、レチノイド誘導体
および／またはビタミンＡアナログとしてビタミンＡを用いる場合においては、ビタミン
Ａが、典型的には、１０～２０ｍｇ／ｋｇ／日の用量で投与されるようにする。薬物担体
に含まれるレチノイド誘導体および／またはビタミンＡアナログ、および本発明の方法に
用いる薬物の用量は当業者に公知であるか、または、上記の試験等により適宜決定するこ
とができる。
【００３１】
　本発明の方法において投与する医薬の具体的な用量は、処置を要する対象に関する種々
の条件、たとえば、症状の重篤度、対象の一般健康状態、年齢、体重、対象の性別、食事
、投与の時期および頻度、併用している医薬、治療への反応性、および治療に対するコン
プライアンスなどを考慮して決定され得るため、上記の典型的用量と異なることもあるが
、かかる場合であっても、これらの方法はなお本発明の範囲に含まれる。
　投与経路としては、経口および非経口の両方を包含する種々の経路、たとえば、経口、
静脈内、筋肉内、皮下、局所、直腸、動脈内、門脈内、心室内、経粘膜、経皮、鼻内、腹
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腔内、肺内および子宮内等の経路が含まれる。
　投与頻度は、用いる医薬の性状や、上記のような対象の条件によって異なるが、たとえ
ば、１日多数回（すなわち１日２、３、４回または５回以上）、１日１回、数日毎（すな
わち２、３、４、５、６、７日毎など）、１週間毎、数週間毎（すなわち２、３、４週間
毎など）であってもよい。
【００３２】
　本発明の方法において、用語「対象」は、任意の生物個体を意味し、好ましくは動物、
さらに好ましくは哺乳動物、さらに好ましくはヒトの個体である。本発明において、対象
は健常であっても、何らかの疾患に罹患していてもよいものとするが、疾患の処置が企図
される場合には、典型的には同疾患に罹患しているか、罹患するリスクを有する対象を意
味する。
　また、用語「処置」は、疾患の治癒、一時的寛解または予防などを目的とする医学的に
許容される全てのタイプの予防的および／または治療的介入を包含するものとする。たと
えば、疾患が肝線維症の場合、「処置」の用語は、線維化の進行の遅延または停止、病変
の退縮または消失、線維症発症の予防または再発の防止などを含む、種々の目的の医学的
に許容される介入を包含する。
【００３３】
　本発明はまた、上記薬物担体を利用した、星細胞への薬物送達方法に関する。この方法
は、限定されずに、たとえば、上記薬物担体に送達物を担持させる工程と、送達物を担持
した薬物担体を星細胞を含む生物や媒体、たとえば培養培地などに投与または添加する工
程とを含む。これらの工程は、公知の任意の方法や、本明細書中に記載された方法などに
したがって適宜達成することができる。上記送達方法はまた、別の送達方法、たとえば、
星細胞が存在する臓器を標的とする他の送達方法などと組み合わせることもできる。
［実施例］
【００３４】
　以下の実施例は、本発明を説明することのみを目的とするものであり、本発明が視野と
する範囲は実施例に示された具体的数値および手順に限定されるものではない。
【００３５】
　実施例１　ｇｐ４６に対するｓｉＲＮＡの作製
　collagen（Ｉ～ＩＶ型）の共通分子シャペロンであるＨＳＰ４７の塩基配列を標的とす
るｓｉＲＮＡ認識至適配列のうち、配列ＡおよびＢは、株式会社iGENEのｓｉＲＮＡオリ
ゴ用プログラムデザインに従い作成した。また配列Ｃは、インターネット上でAmbion社製
のsiRNA Target Finder（http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html）を
用いて、ｒａｔ　ｇｐ４６（ヒトＨＳＰ４７ホモログ、GenBank Accession No. M69246）
に対するtargetとなる１９塩基配列を選び検索し作成した。設計においては、１）開始コ
ドンから７５～１００塩基下流から開始すること、２）最初のＡＡダイマーを位置付ける
こと、および３）ＧＣ含有率が３０％～７０％であること、に留意した。本実施例におい
ては、以下の配列を有するｓｉＲＮＡを作製した。
Ａ：ＧＵＵＣＣＡＣＣＡＵＡＡＧＡＵＧＧＵＡＧＡＣＡＡＣ（配列上の７５７番目から始
まる２５塩基の正方向鎖ｓｉＲＮＡ、配列番号１）
Ｂ：ＣＣＡＣＡＡＧＵＵＵＵＡＵＡＵＣＣＡＡＵＣＵＡＧＣ（配列上の１６２６番目から
始まる２５塩基の正方向鎖ｓｉＲＮＡ、配列番号２）
Ｃ：ＧＡＡＡＣＣＵＧＵＡＧＡＧＧＣＣＧＣＡ（配列上の６４番目から始まる１９塩基の
正方向鎖ｓｉＲＮＡ、配列番号３）
【００３６】
　実施例２　作製したｓｉＲＮＡ　によるｇｐ４６発現の抑制
　ratのｇｐ４６を持っており、なおかつcollagenを産生する線維芽細胞であるNormal ra
t kidney細胞（ＮＲＫ細胞）に、０．１ｎＭ～５０ｎＭの各ｓｉＲＮＡをそれぞれtransf
ectionし、１２～４８時間培養した（図１）。ｇｐ４６の発現量は、Western blot法で確
認した（図２～４、上のバンドがｇｐ４６、下がコントロールのａｃｔｉｎ）。いずれの
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ｓｉＲＮＡも、vehicleに比べて顕著にｇｐ４６タンパク質の発現を抑制した（図２）。
以下の実験では、このうち最も効果が強かった配列Ａを有するｓｉＲＮＡを用いた。ｓｉ
ＲＮＡによる抑制は濃度依存的であり（図３）、ｇｐ４６の蛋白発現は５０ｎＭのｓｉＲ
ＮＡにて４８時間後には約９０％抑制された（図４）。
【００３７】
　実施例３　作製したｓｉＲＮＡ　によるcollagen合成の抑制
　前述のとおりの条件（ｓｉＲＮＡの濃度は５０ｎＭ、時間は４８時間で処理）で、コラ
ーゲンの合成量を検討するためラット線維芽細胞（ＮＲＫ細胞）の培養上清に3H-proline
を加え、transfection後の分泌蛋白中の３Ｈ量を検討した（図５）。コラーゲン合成量は
、Peterkofskyらの報告（Peterkofskyら、Biochemistry. 1971 Mar 16;10(6):988-94）を
元に、ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ導入線維芽細胞を3H-proline存在下に培養し、上清中に分泌さ
れた蛋白量とcollagenaseで分解された蛋白量の比から算定した。
【数１】

　ラット線維芽細胞におけるコラーゲン合成率はcontrol群と比較して約４０％低下した
（図６）。
【００３８】
　実施例４　核酸の肝星細胞（ＨＳＣ）特異的な導入
　１０％ＶＡとリポソームを混合しＶＡを被包化したリポソームとＧＦＰ発現plasmidと
を混合したエマルジョン（ＶＡ－Ｌｉｐ－ＧＦＰ）を作製し、ラット門脈内へ投与後、肝
組織を回収固定した。エマルジョンは、２００ｇのラットの血漿量を約１０ｍｌと想定し
、門脈血中のＶＡおよびＧＦＰ濃度が１０μＭとなるように作製した。具体的には、まず
all-trans-retinol（ＶＡ）２５ｍｇをＤＭＳＯ８７μｌで溶解し、１００ｍＭのstock s
olutionを作製した。このＶＡ stock solution １μｌにlipofectamine１０μｌ、ＰＢＳ
１７９μｌを加えて、さらにＧＦＰ発現plasmid１０μｇを添加しtotalで２００μｌとし
、３分間vortexしＶＡ－Ｌｉｐ－ＧＦＰとした。ＳＤラットを開腹し、ＶＡ－Ｌｉｐ－Ｇ
ＦＰを末梢門脈内にゆっくり注入した。注入の４８時間後に肝組織を採取した。中間径フ
ィラメントのデスミンは、他の肝細胞と比較して肝星細胞（ＨＳＣ）に特異的に発現して
いるので、固定肝組織をAlexa Fluor568標識抗デスミン抗体で染色し、ＧＦＰとの蛍光二
重像を観察したところ、肝星細胞（ＨＳＣ）内でＧＦＰが発現していることが確認された
（図７）。無処置対照やＧＦＰ発現plasmid vector単独投与群ではラット肝星細胞での発
現は認めなかったが、ＶＡ－Ｌｉｐ－ＧＦＰを投与した群では、星細胞特異的にＧＦＰの
発現を認めた。
【００３９】
　実施例５　核酸導入率の定量
　ＧＦＰ発現plasmidの代わりにＦＩＴＣ標識ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを用いた以外は、実施
例４と同様にして、ＶＡを被包化したリポソームとＦＩＴＣ標識ｇｐ４６ｓｉＲＮＡとを
含むエマルジョン（ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ（ＦＩＴＣ））を作製し、ＳＤラ
ットに門脈内投与した（ｓｉＲＮＡの量として１０μｇ／２００μｌ）。投与の４８時間
後に肝組織を採取し、他の肝細胞と比較してＨＳＣに特異的に発現しているαＳＭＡ（平
滑筋アクチン）をAlexa Fluor568標識抗αＳＭＡ抗体で、細胞核をＤＡＰＩでそれぞれ染
色し、共焦点レーザー走査顕微鏡（ＬＳＭ）で蛍光象を観察した。図８左側に示すとおり
、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ（ＦＩＴＣ）投与群では、ＦＩＴＣによる緑色蛍光
とAlexa Fluor568による赤色蛍光の両方を発する細胞が多く見られ、ＮＩＨ　ｉｍａｇｅ
によって定量したところ（x1000の蛍光顕微鏡写真を任意の１０視野選び上記細胞数を検
定した）、導入効率は７７．６％（１０視野平均）であった。これに対して、ＶＡを含ま
ないＬｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ（ＦＩＴＣ）投与群においては、導入効率は１４．０％
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と低く、しかも、星細胞以外の細胞への導入が３．０％見られた（図８右側参照）。以上
の結果から、ＶＡを包含させることにより、星細胞への導入効率が劇的に高まることが分
かる。
【００４０】
　実施例６　ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡによるｇｐ４６の発現抑制
　実施例５で採取した組織の別の切片において、ｇｐ４６をAlexa Fluor568標識抗ＨＳＰ
４７抗体で、細胞核をＤＡＰＩでそれぞれ染色し、共焦点レーザー走査顕微鏡で蛍光象を
観察した。図９に示すとおり、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与群において、赤色
蛍光として認められるｇｐ４６の発現（同図右側）が、ｇｐ４６に特異的でないｒａｎｄ
ｏｍ　ｓｉＲＮＡを含むＶＡ－Ｌｉｐ－ｒａｎｄｏｍ　ｓｉＲＮＡを投与した対照群（同
図左側）に比べて顕著に低減していることが認められた。対照群の６視野平均に対する発
現抑制率は、実施例７と同様にＮＩＨ　ｉｍａｇｅによりx1000の蛍光顕微鏡写真を任意
の１０視野選びｇｐ４６陰性細胞数を検定したところ、７５％と極めて高いものであった
。
【００４１】
　実施例７　ＬＣ　ｒａｔの治療（門脈内投与１）
　Jezequelら（Jezequel AMら、J Hepatol. 1987 Oct;5(2):174-81）の報告に従い、Dime
thylnitrosamine（ＤＭＮ）を使用して、LC model ratを作製した（図１０）。具体的に
は、５週齢のSD rat（male）に１％Dimethylnitrosamine（ＤＭＮ）を１ｍｌ／ｋｇ（腹
腔内投与）の分量において週３回連日投与した。既報の如く２週目より線維の増加を認め
４週目には著明な線維化、肝小葉構築の破壊、再生結節形成を伴う所見を認めた（図１１
）。そこで、実施例４と同様な方法によってｇｐ４６ｓｉＲＮＡをリポソーム化し、これ
に１０％ＶＡを混合したエマルジョン（ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ）を投与した
。十分に線維化の認められる３週目よりＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡの投与を開始
し、４週目と５週目で評価を行った。実施例２によりインビトロにて４８時間まで効果が
認められることを確認しているので、投与は週に２回とした（図１１）。投与量はｓｉＲ
ＮＡをdirect injectionした既報（McCafferyら、Nature. 2002 Jul 4;418(6893):38-9）
に基づきｓｉＲＮＡを総量で４０μｇとした。ｓｉＲＮＡ投与後の肝臓のａｚａｎ染色で
は、４週目では生食投与群、ｓｉＲＮＡ（ｒａｎｄｏｍ）投与群、およびｓｉＲＮＡ（ｇ
ｐ４６）投与群の間で明らかな差を認めなかったが、５週目ではｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与
群にて線維量の低下が見られた（図１２）。線維の量を定量化するためにＮＩＨ　ｉｍａ
ｇｅを使用して被染色部分を抽出し、その面積を計測した（図１３）ところ、ｇｐ４６ｓ
ｉＲＮＡ投与群において有意にcollagen面積の低下が認められた（図１４）。また、別の
尺度で線維化の程度を評価するために、線維化の指標となるヒドロキシプロリンの定量を
定法により行った。具体的には、凍結乾燥した肝組織２０ｍｇをＨＣｌで２４時間加水分
解した後、反応液を遠心分離し、上清をEhrlich’s solution等の試薬にて処理し、遠心
分離した。上清を回収し、560 nmにおける吸光度を測定することで、肝組織中のヒドロキ
シプロリン量を測定した（Hepatology 1998 Nov; vol.28:1247-1252）。図１５に示すと
おり、ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与群では、ヒドロキシプロリンの量が極めて少なくなってい
た。
【００４２】
　実施例８　ＬＣ　ｒａｔの治療（門脈内投与２）
　さらに、本発明の医薬の投与による生存率の変化を検討するため、Qi Zらの方法（Proc
 Natl Acad Sci U S A. 1999 Mar 2;96(5):2345-9.）に基づき、通常より２０％増量した
Dimethylnitrosamine（ＤＭＮ）を使用して、LC model ratを作製した。本モデルでは、
１週目と２週目に計４回の門脈内投与を行った。投与内容は、ＰＢＳ、Ｌｉｐ－ｇｐ４６
ｓｉＲＮＡ、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｒａｎｄｏｍ　ｓｉＲＮＡおよびＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓ
ｉＲＮＡとした（各群ともｎ＝７）。３週後では、control（ＰＢＳ投与群、ＶＡ－Ｌｉ
ｐ－ｒａｎｄｏｍ　ｓｉＲＮＡ投与群およびＬｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与群）が全例
死亡したのに対し、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与群では７匹中６匹が生存して
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いた（図１６）。また、２１日目の肝臓のａｚａｎ染色では、ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与群
にて線維量の明らかな低下が見られた（図１７）。
【００４３】
　実施例９　ＬＣ　ｒａｔの治療（門脈内投与３）
　別な実験では、前記Qi Zらの方法およびUeki Tらの方法（Nat Med. 1999 Feb;5(2):226
-30）に基づいて作製したLC model rat（１％ＤＭＮ１ｍｇ／ｋｇを週３回腹腔内投与）
に、３週目から下表に示す内容の門脈内投与を行った（各群ともｎ＝６）。なお、各投与
物にはＰＢＳを加えて総体積が２００μｌとなるようにして投与し、投与回数は週１回と
した。
【表１】

　この結果、本発明の医薬を投与された群（処置群９－４）以外は、ＤＭＮの投与開始か
ら４５日後までに６匹すべてが死亡したが、本発明の医薬を投与された群は、３６日目に
死亡した１例を除き、全個体がＤＭＮの投与開始から７０日を超えて生存を続けた（図１
８）。なお、死亡個体について肝の線維量を実施例７と同様にCollagen面積に基づいて定
量したところ、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡの投与により肝線維量の増加が顕著に
抑制されていた（図１９）。
【００４４】
　実施例１０　ＬＣ　ｒａｔの治療（静脈内投与）
　実施例９と同様に作製したLC model rat（１％ＤＭＮ１μｇ／ＢＷ（ｇ）を週３回腹腔
内投与）に、３週目から下表に示す内容の静脈内投与を行った（各群ともｎ＝６）。なお
、各投与物にはＰＢＳを加えて総体積が２００μｌとなるようにして投与した。また、投
与期間は、１０－４群は７週目まで、１０－１０群は６週目までそれぞれ投与した以外は
、死亡するまで投与した。

【表２】

　この結果、本発明の医薬を投与された群（処置群１０－４および１０－１０）以外は、
ＤＭＮの投与開始から４５日後までに６匹すべてが死亡したが、本発明の医薬を投与され
た群は、処置群１０－４において４５日目に２匹が死亡したのを除き、全個体がＤＭＮの
投与開始から７０日を超えて生存を続けた（図２０および２１）。なお、死亡個体につい
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て肝の線維量を実施例７と同様に定量したところ、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡの
投与により肝線維量の増加が顕著に抑制されていた（図２２）。
　以上の結果は、本発明の医薬が星細胞が関与する線維化の予防および治療に極めて有効
であることを示すものである。
【００４５】
　実施例１１　ＲＢＰ（レチノール結合タンパク質）による効果の改善
　ヒト肝星細胞由来の細胞系であるＬＩ９０を用いて、ＲＢＰがＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６
ｓｉＲＮＡ導入効率にもたらす影響について検討した。まず、実施例５で作製したＶＡ－
Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ（ＦＩＴＣ）１００ｎＭを、種々の濃度（すなわち、０、０
．１、０．５、１、２、４または１０％）のＦＢＳ（ウシ胎仔血清）と共に、培養中のＬ
Ｉ９０に加え、４８時間インキュベートした後、蛍光像をＬＳＭで観察し、個々の細胞に
取り込まれたｓｉＲＮＡの量をＦＡＣＳにて定量した。なお、ＦＢＳには、ＲＢＰが約０
．７ｍｇ／ｄｌ含まれている。図２３に示すとおり、ＦＢＳ（ＲＢＰ）は濃度依存的にｓ
ｉＲＮＡの導入量を増加させた。次に、１００ｎＭのＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ
（ＦＩＴＣ）と、４％のＦＢＳと共に、１０μｇ（21.476 nmol）の抗ＲＢＰ抗体を、培
養中のＬＩ９０に加え、同様にｓｉＲＮＡの導入効率を評価した。図２４に示すとおり、
ＲＢＰにより増大した導入量が、抗ＲＢＰ抗体の添加により顕著に減少していることが分
かる。以上の結果は、ＲＢＰが本発明の医薬の導入をさらに向上させるのに有効であるこ
とを示すものである。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】ＮＲＫ細胞を用いた、ｇｐ４６－ｓｉＲＮＡのin vitroでの効果判定、および至
適配列、時期、濃度の決定に関するプロトコールを示した図である。
【図２】ｇｐ４６およびＡｃｔｉｎのウエスタンブロットの結果を示した写真図である（
２４時間培養、至適配列の検討）。
【図３】ｇｐ４６およびＡｃｔｉｎのウエスタンブロットの結果を示した写真図である（
２４時間培養、至適濃度の検討）。
【図４】ｇｐ４６およびＡｃｔｉｎのウエスタンブロットの結果を示した写真図である（
濃度５０ｎＭ、至適培養時間の検討）。
【図５】ＮＲＫ細胞においてｇｐ４６－ｓｉＲＮＡによるcollagenの発現の抑制を評価す
るためのプロトコールを示した図である。
【図６】ｓｉＲＮＡによるcollagen合成の抑制を示したグラフである。
【図７】ＨＳＣ特異的なｓｉＲＮＡの導入を示した写真図である。
【図８】ＨＳＣ特異的なｓｉＲＮＡの導入率を評価した写真図である。
【図９】ｓｉＲＮＡによるｇｐ４６の発現抑制を評価した写真図である。
【００４７】
【図１０】ＤＭＮ投与ラット肝のＡｚａｎ染色を示した写真図である。
【図１１】ＬＣ　ｒａｔの処置プロトコールを示した図である。
【図１２】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ投与ＬＣラット肝のＡｚａｎ染色を示した
写真図である。
【図１３】ＮＩＨ　ｉｍａｇｅによる被染色部分の抽出方法を示した図である。Ａｚａｎ
染色像からランダムに６ヶ所撮影を行なった。
【図１４】肝組織像における線維化部分の占める面積比（Collagen面積比、％）を示した
グラフである。
【図１５】肝組織中のヒドロキシプロリンの量を示したグラフである。
【図１６】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを門脈内投与した肝硬変ラットの生存曲線
を示したグラフである。
【図１７】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを門脈内投与した肝硬変ラットの肝組織の
Ａｚａｎ染色を示した写真図である。
【図１８】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを門脈内投与した肝硬変ラットの生存曲線
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を示したグラフである。
【図１９】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを門脈内投与した肝硬変ラットの肝組織の
Ａｚａｎ染色を示した写真図である。
【００４８】
【図２０】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを静脈内投与した肝硬変ラットの生存曲線
を示したグラフである。
【図２１】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを静脈内投与した肝硬変ラットの生存曲線
を示したグラフである。
【図２２】ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡを静脈内投与した肝硬変ラットの肝組織の
Ａｚａｎ染色を示した写真図である。
【図２３】ＲＢＰによる、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡの導入効率の改善を示した
図である。
【図２４】抗ＲＢＰ抗体による、ＶＡ－Ｌｉｐ－ｇｐ４６ｓｉＲＮＡ導入の抑制を示した
図である。

【図１】 【図２】
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