
JP 2011-529912 A 2011.12.15

(57)【要約】
　本発明は、オリゴヌクレオチド送達用のナノ粒子組成物、および前記ナノ粒子組成物を
使用して標的遺伝子の発現をモジュレートする方法に関する。特に、本発明は、カチオン
性脂質、融合性脂質およびPEG脂質の混合物中に封入されているオリゴヌクレオチドに関
する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(i) 式(I)：
【化１】

(式中、
　R1はコレステロールまたはその類似体であり；
　Y1およびY3は、独立して、O、SまたはNR7であり；
　Y2は、O、SまたはNR7であり；
　(a)は、0または1であり；
　R2およびR3は、独立して、水素または低級アルキルであり；
　(b)は、約2～約10の正の整数であり；
　R4は、水素、低級アルキル、または
【化２】

であり；
　R5は、

【化３】

であり；
　R’5は、NH2、
【化４】

であり；
　R6、R’6およびR7は、独立して、水素または低級アルキルである)
で表されるカチオン性脂質と；
(ii) 融合性脂質と；
(iii) PEG脂質
とを含む、ナノ粒子組成物。
【請求項２】
　R4が
【化５】

であり、
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　R5が
【化６】

である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項３】
　R6およびR’6が水素である、請求項2に記載のナノ粒子組成物。
【請求項４】
　Y1、Y2およびY3がすべて酸素である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項５】
　(a)が1であり、(b)が2である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項６】
　R2およびR3が両方とも水素である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項７】
　カチオン性脂質が

【化７】

である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項８】
　融合性脂質がDOPE、DOGP、POPC、DSPC、EPCおよびそれらの組み合わせからなる群から
選択される、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項９】
　PEG脂質がPEG-DSPE、PEG-ジパルミトイルグリカミド、C16mPEG-セラミドおよびそれら
の組み合わせからなる群から選択される、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項１０】
　さらにコレステロールを含む、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項１１】
　カチオン性脂質がナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約10％～約99.9％の範囲のモル
比を有する、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項１２】
　カチオン性脂質がナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約15％～約25％の範囲のモル比
を有する、請求項11に記載のナノ粒子組成物。
【請求項１３】
　カチオン性脂質、非コレステロール系融合性脂質、PEG脂質およびコレステロールのモ
ル比がナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約15～25％：20～78％：0～50％：2～10％で
ある、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項１４】
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルエタノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)、およびコレステロ
ール；
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルコリン、ホスファチジルエ
タノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)、およびコレステロール；
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　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、ジアシ
ル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にコンジュゲートされている
PEG(PEG-PE)、およびコレステロール；
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、セラミ
ドにコンジュゲートされているPEG(PEG-Cer)、およびコレステロール；ならびに、
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルエタノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)、セラミドにコンジ
ュゲートされているPEG(PEG-Cer)、およびコレステロール
の混合物の群から選択される、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項１５】
　請求項1に記載のナノ粒子組成物で封入されている核酸を含むナノ粒子。
【請求項１６】
　核酸が一本鎖または二本鎖のオリゴヌクレオチドである、請求項15に記載のナノ粒子。
【請求項１７】
　核酸がデオキシヌクレオチド、リボヌクレオチド、ロック核酸(LNA)、短鎖干渉RNA(siR
NA)、マイクロRNA(miRNA)、アプタマー、ペプチド核酸(PNA)、ホスホロジアミデートモル
ホリノオリゴヌクレオチド(PMO)、トリシクロ－DNA、２本鎖オリゴヌクレオチド(デコイO
DN）、触媒RNA(RNAi)、アプタマー、シュピーゲルマー(spiegelmer)、CpGオリゴマーおよ
びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項15に記載のナノ粒子。
【請求項１８】
　オリゴヌクレオチドがアンチセンスオリゴヌクレオチドである、請求項16に記載のナノ
粒子。
【請求項１９】
　オリゴヌクレオチドがホスホロチオエート結合を有する、請求項16に記載のナノ粒子。
【請求項２０】
　オリゴヌクレオチドがLNAを含む、請求項16に記載のナノ粒子。
【請求項２１】
　オリゴヌクレオチドが約8～50のヌクレオチドを有する、請求項16に記載のナノ粒子。
【請求項２２】
　オリゴヌクレオチドが発癌遺伝子、プロ血管形成経路遺伝子、プロ細胞増殖経路遺伝子
、ウイルス性伝染因子遺伝子およびプロ炎症性経路遺伝子の発現を阻害する、請求項16に
記載のナノ粒子。
【請求項２３】
　オリゴヌクレオチドがアンチセンスHIF-1aオリゴヌクレオチド、アンチセンスサバイビ
ンオリゴヌクレオチド、アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチド、β-カテニンオリゴヌク
レオチドおよびアンチセンスBcl-2オリゴヌクレオチドからなる群から選択される、請求
項16に記載のナノ粒子。
【請求項２４】
　カチオン性脂質と核酸の電荷比が約1：1～約20：1の範囲である、請求項15に記載のナ
ノ粒子。
【請求項２５】
　ナノ粒子が約50nm～約150nmの範囲のサイズを有する、請求項15に記載のナノ粒子。
【請求項２６】
　カチオン性脂質、DOPE、コレステロールおよびC16mPEGセラミドがナノ粒子組成物中に
存在する全脂質の約17％：60％：20％：3％のモル比で含まれ、この場合、カチオン性脂
質が
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【化８】

である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項２７】
　ナノ粒子がカチオン性脂質、DOPE、コレステロール、PEG-DSPEおよびC16mPEGセラミド
をナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約18％：60％：20％：1％：1％のモル比で含み、
この場合、カチオン性脂質が
【化９】

である、請求項1に記載のナノ粒子組成物。
【請求項２８】
　細胞を請求項15に記載のナノ粒子と接触させることを含む、オリゴヌクレオチドを細胞
に導入する方法。
【請求項２９】
　ヒト細胞または組織を請求項15に記載のナノ粒子と接触させることを含む、ヒト細胞ま
たは組織における遺伝子発現を阻害する方法。
【請求項３０】
　細胞または組織が癌細胞または組織である、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　有効量の請求項15に記載のナノ粒子を必要性のある哺乳動物へ投与することを含む、哺
乳動物における遺伝子発現をダウンレギュレートする方法。
【請求項３２】
　癌細胞を請求項15に記載のナノ粒子と接触させることを含む、癌細胞の成長または増殖
を阻害する方法。
【請求項３３】
　化学療法剤を投与することをさらに含む、請求項32に記載の方法。
【請求項３４】
　有効量の請求項15に記載のナノ粒子を必要性のある哺乳動物へ投与することを含む、哺
乳動物における癌の治療方法。
【請求項３５】
　癌が肝臓への転移性である、請求項34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、2008年7月31日に出願された米国特許仮出願第61/085,289号(参照によりその
内容を本明細書に組み入れる)に基づく優先権を主張する。
【０００２】
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　発明の分野
　本発明は、オリゴヌクレオチド送達用のナノ粒子組成物、およびナノ粒子組成物を使用
して遺伝子発現をモジュレートする方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　各種疾患を治療する取り組みとして、過去数年にわたり、核酸を使用する治療法が提案
されている。アンチセンス療法などの治療法は、疾患の治療における有効な手段である。
というのは、治療用遺伝子が疾患関連の遺伝子発現を選択的にモジュレートし、また、別
の治療的アプローチが行われる場合に、生じる副作用を最小限にすることができるからで
ある。
【０００４】
　しかし、核酸を使用する治療法は、遺伝子の安定性が悪く、送達が効果的でないために
制限されている。それらの問題を解消し、in vitroおよびin vivoにおいて標的領域(例え
ば、癌細胞または癌組織)に治療用遺伝子を効果的に導入することを目的として、いくつ
かの遺伝子送達システムが提案されてきた。送達を改善し、治療用遺伝子の細胞内取り込
みを高めるこうした試みは、リポソームの利用が対象である。
【０００５】
　現在利用可能であるリポソームではプラスミド送達において若干の進歩が見受けられた
が、体内へオリゴヌクレオチドを効果的に送達することはない。オリゴヌクレオチドの送
達において、望ましい送達システムは、オリゴヌクレオチドの負電荷を中和するのに十分
な正電荷を含んでいなければならない。最近、Stuart, D.D.ら,　Biochim. Biophys. Act
a, 2000, 1463：219-229、およびSemple, S.C.ら, Biochim. Biophys. Acta, 2001, 1510
：152-166によりそれぞれ記載のある、コーティングを施したカチオン性リポソーム(CCL)
および安定核酸・脂質粒子(SNALP)の製剤が小型サイズで、核酸封入率が高く、血清安定
性が良好で、かつ循環時間が長いナノ粒子を提供することが報告されている。しかし、こ
れらは、ネイキッドオリゴヌクレオチドを使用した場合と比べると、特に肝臓以外の器官
では、in vivo活性に有意な改善は見られなかった。このため、細胞(例えば癌細胞)での
オリゴヌクレオチドの細胞内取り込みが強化され、バイオアベイラビリティを高めること
ができる核酸送達システムの提供が望まれている。また、核酸送達システムが保存時に安
定していて、臨床での使用の際に安全であることも望まれている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Biochim. Biophys. Acta, 2000, 1463：219-229
【非特許文献２】Biochim. Biophys. Acta, 2001, 1510：152-166
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上記の試みや進歩があるにしても、引き続き、核酸送達システムの改善の提供が必要と
されている。本発明はこの必要性に対処するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　発明の概要
　本発明は、核酸送達用のナノ粒子組成物を提供する。核酸(例えばオリゴヌクレオチド)
は、カチオン性脂質、融合性脂質およびPEG脂質の混合物を含有するナノ粒子錯体内に封
入される。
【０００９】
　本発明のこの態様によれば、核酸(すなわちオリゴヌクレオチド)送達用のナノ粒子組成
物は、
(i) 式(I)：
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【化１】

【００１０】
(式中、
　R1はコレステロールまたはその類似体であり；
　Y1およびY3は、独立して、O、SまたはNR7、好ましくはOまたはS、さらに好ましくはOで
あり；
　Y2は、O、SまたはNR7、好ましくはOまたはS、さらに好ましくはOであり；
　(a)は、0または1であり；
　R2およびR3は、独立して、水素または低級アルキルであり；
　(b)は、約2～約10の正の整数(すなわち、2、3、4、5、6、7、8、9および10、好ましく
は2)であり；
　R4は、水素、低級アルキル、または

【化２】

【００１１】
であり；
　R5は、

【化３】

【００１２】
であり；
　R’5は、NH2、
【化４】

【００１３】
であり；
　R6、R’6およびR7は、独立して、水素または低級アルキルである)
で表されるカチオン性脂質と；
(ii) 融合性脂質と；
(iii) PEG脂質
とを含む。
【００１４】
　また本発明は、in vivoおよびin vitroにおいて細胞または組織に核酸(好ましくはオリ
ゴヌクレオチド)を送達するための方法を提供する。本明細書に記載の方法により導入さ
れるオリゴヌクレオチドは、標的遺伝子の発現をモジュレートすることができる。
【００１５】
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　本発明の好ましい一態様は、標的遺伝子(すなわち、哺乳動物(好ましくはヒト)の発癌
遺伝子および炎症に関係する遺伝子)の発現を阻害する方法を提供する。本方法は、癌細
胞などの細胞または組織を、本明細書に記載のナノ粒子組成物から調製したナノ粒子と接
触させることを含む。ナノ粒子内に封入されたオリゴヌクレオチドは治療されている細胞
または組織内で放出され、mRNAまたはタンパク質のダウンレギュレーションをもたらす。
このナノ粒子を使用する治療では標的遺伝子発現のモジュレーションが可能であり、例え
ば、癌細胞増殖の阻害といった、悪性疾患の治療でそれに伴う効果が得られる。こうした
治療は単独治療として実施することもできるし、1種または複数の有用かつ／または承認
されている治療との併用療法の一部として行うこともできる。
【００１６】
　さらなる態様は、式(I)で表されるカチオン性脂質を製造する方法、ならびにそれを含
有するナノ粒子を含む。
【００１７】
　本発明の有利な点の1つは、本明細書に記載のカチオン性脂質を含有するナノ粒子組成
物がin vivoならびにin vitroにおける核酸の投与手段を提供するということである。こ
の送達技術によって、体内における治療用オリゴヌクレオチドの安定性、トランスフェク
ション効果およびバイオアベイラビリティが高められ、結果として、当業者は所望するオ
リゴヌクレオチドの治療効力を得ることができる。
【００１８】
　本明細書に記載のナノ粒子は、ヒト癌細胞内でのLNA含有オリゴヌクレオチドのin vitr
oにおける細胞内取り込みを改善し、哺乳動物の腫瘍へのLNA-ON類の送達を向上させた。
【００１９】
　本明細書に記載のカチオン性脂質は、核酸の負電荷を中和し、細胞での核酸含有ナノ粒
子の細胞内取り込みを促進する。本明細書に記載のカチオン性脂質は、さらに、コレステ
ロール部分毎に複数のユニットからなるカチオン性部分を供給し、(i)核酸の負電荷の中
和、(ii)核酸とのより結合性の高いイオン錯体の形成において高い効果を発揮する。この
技術は、LNAを含む治療用オリゴヌクレオチド、ならびにsiRNA、microRNAおよびMOEアン
チセンスをベースとするものを使用する、治療用オリゴヌクレオチドの送達および哺乳動
物(すなわちヒト)の治療に有利である。
【００２０】
　本明細書に記載のカチオン性脂質の他の利点は、核酸と多重イオン錯体を形成すること
により、ナノ粒子のサイズを調節する手段を提供するということである。
【００２１】
　本明細書に記載のカチオン性脂質は、体液中でナノ粒子錯体とその中の核酸を安定させ
る。いかなる理論にも拘束されるものではないが、ナノ粒子錯体は、分子をヌクレアーゼ
から保護することにより封入された核酸の安定性を少なくともある程度高め、その結果、
分解から保護されると考えられる。本明細書に記載の式(I)で表されるカチオン性脂質を
ベースとしたナノ粒子は、封入された核酸を安定させる。
【００２２】
　本明細書に記載のカチオン性脂質は、典型的には充填が約10％またはそれ未満の当該分
野で公知の中性または負荷電ナノ粒子に比べ、高い効率(例えば70％超、好ましくは80％
超)で核酸(オリゴヌクレオチド)を充填することができる。いかなる理論にも拘束される
ものではないが、この高充填は、一つには、本明細書に記載の式(I)で表されるカチオン
性脂質の高pKa(13～14)グアニジニウム基が核酸のリン酸基と実質的にコンパクトな双性
イオン水素結合を形成することで、より多くの核酸がナノ粒子の内部分画に効果的にパッ
ケージ化されるという事実により達成される。
【００２３】
　本明細書に記載のナノ粒子は、ナノ粒子の凝集または析出が生じにくいという点で、中
性または負荷電ナノ粒子よりも優れた、さらなる利点を有する。いかなる理論にも拘束さ
れるものではないが、この望ましい特性は、一つには、核酸と水素結合または静電的相互
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作用を形成するカチオン性脂質がナノ粒子内に封入されており、しかも、非カチオン性／
融合性脂質およびPEG脂質がそのカチオン性脂質および核酸を囲んでいるという事実に起
因する。
【００２４】
　本明細書に記載のナノ粒子は、トランスフェクション効率が高いという別の利点を提供
する。本明細書に記載のナノ粒子は、トランスフェクト剤を利用しなくても、in vitroお
よびin vivoにおいて細胞のトランスフェクションが可能となる。本ナノ粒子は、トラン
スフェクト剤が必要な当該分野で公知のナノ粒子と同様な毒性は持たないので安全である
。また、本ナノ粒子の高トランスフェクション効率は、治療用核酸の核への送達手段も提
供する。
【００２５】
　本明細書に記載のナノ粒子は、さらに、ナノ粒子の調製において、優れた安定性および
適応性を提供する。本ナノ粒子は、2～12といった広範囲のpH領域で調製することができ
る。また、本明細書に記載のナノ粒子は、望ましい生理学的pH(例えば、7.2～7.6)で臨床
的に使用することができる。
【００２６】
　また、本明細書に記載のナノ粒子送達システムでは、十分な量の治療用オリゴヌクレオ
チドがEPR効果によって癌細胞などの目的とする標的領域で選択的に利用することができ
る。したがって、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、癌細胞または組織における特定の
mRNAダウンレギュレーションを改善する。
【００２７】
　別の利点は、本明細書に記載のカチオン性脂質は、均一なサイズのナノ粒子の調製と、
保存中のナノ粒子の安定性を可能にするということである。本明細書に記載のカチオン性
脂質を含有するナノ粒子錯体は、バッファー条件下で安定している。この特徴は、信頼性
があり融通のきく投薬計画を臨床医に提供するので、先行技術に勝る重要な利点である。
安定性のある本ナノ粒子は、LNA-ONの全身性送達に好適である。
【００２８】
　別の利点は、本明細書に記載のナノ粒子が1種または複数の異なる標的オリゴヌクレオ
チドを送達することが可能で、それにより、疾患の治療で相乗効果が得られるということ
である。
【００２９】
　遺伝子レベルでのヒト疾患の治療はますます注目されてきている。ロック核酸およびsi
RNAをはじめとするオリゴヌクレオチド類は、望ましくない遺伝子発現を阻害する可能性
を有する。本発明は、標的領域、細胞または組織での核酸(例えばLNA-ON)の細胞内取り込
みおよび蓄積を高めることができる。その上、本明細書に記載のカチオン性脂質をベース
としたナノ粒子は、ウイルスによる送達システムと比べると、in vivoでのオリゴヌクレ
オチドの送達が安全であり、それらの薬物動態学的プロファイル、細胞透過および特異的
腫瘍標的が改善される。
【００３０】
　本発明の別の利点は、本明細書に記載のナノ粒子によって、トランスフェクション剤を
用いることなく、複数のヒト腫瘍細胞での標的mRNAの有効なダウンモジュレーションが可
能となり、また、癌に罹患している哺乳動物における核酸の細胞送達を改善することがで
きるということである。静脈内投与の場合、肝臓および腫瘍でのサイレンシングmRNAのネ
イキッドオリゴヌクレオチドよりも、ナノ粒子中に封入されているオリゴヌクレオチドは
、それぞれ、30倍以上および3倍以上の効果がある。
【００３１】
　他の利点およびさらなる利点は、下記の記載から明白であろう。
【００３２】
　本発明の目的において、「残基」という用語は、別の化合物との置換反応に供された後
に残存する、ある化合物、例えばコレステロールなどの部分を意味するものと理解された
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い。
【００３３】
　本発明の目的において、「アルキル」という用語は、直鎖、分岐鎖および環状のアルキ
ル基を含む、飽和脂肪族炭化水素を意味する。また「アルキル」という用語は、アルキル
-チオ-アルキル、アルコキシアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル
およびC1-6アルキルカルボニルアルキル基を含む。好ましくは、アルキル基は1～12個の
炭素を有する。より好ましくは約1～7個の炭素、さらにより好ましくは約1～4個の炭素の
低級アルキルである。アルキル基は、置換されていてもよいし、非置換であってもよい。
置換される場合、置換基(類)としては、好ましくは、ハロ、オキシ、アジド、ニトロ、シ
アノ、アルキル、アルコキシ、アルキル-チオ、アルキル-チオ-アルキル、アルコキシア
ルキル、アルキルアミノ、トリハロメチル、ヒドロキシル、メルカプト、ヒドロキシ、シ
アノ、アルキルシリル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキ
ル、ヘテロアリール、アルケニル、アルキニル、C1-6ヒドロカルボニル、アリール、およ
びアミノ基が挙げられる。
【００３４】
　本発明の目的において、「置換(されている)」という用語は、官能基または化合物に含
まれる1個または複数の原子に、ハロ、オキシ、アジド、ニトロ、シアノ、アルキル、ア
ルコキシ、アルキル-チオ、アルキル-チオ-アルキル、アルコキシアルキル、アルキルア
ミノ、トリハロメチル、ヒドロキシル、メルカプト、ヒドロキシ、シアノ、アルキルシリ
ル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、ヘテロアリール
、アルケニル、アルキニル、C1-6アルキルカルボニルアルキル、アリール、およびアミノ
基よりなる群から選択される部分の一つを付加するか、またはこれと置き換えることを意
味する。
【００３５】
　本発明の目的において、「アルケニル」という用語は、直鎖、分岐鎖および環状の基を
含む、少なくとも1個の炭素-炭素二重結合を含有する基を意味する。好ましくは、アルケ
ニル基は約2～12個の炭素を有する。より好ましくは約2～7個の炭素、さらにより好まし
くは約2～4個の炭素の低級アルケニルである。アルケニル基は、置換されていてもよいし
、非置換であってもよい。置換される場合、置換基(類)としては、好ましくは、ハロ、オ
キシ、アジド、ニトロ、シアノ、アルキル、アルコキシ、アルキル-チオ、アルキル-チオ
-アルキル、アルコキシアルキル、アルキルアミノ、トリハロメチル、ヒドロキシル、メ
ルカプト、ヒドロキシ、シアノ、アルキルシリル、シクロアルキル、シクロアルキルアル
キル、ヘテロシクロアルキル、ヘテロアリール、アルケニル、アルキニル、C1-6ヒドロカ
ルボニル、アリール、およびアミノ基が挙げられる。
【００３６】
　本発明の目的において、「アルキニル」という用語は、直鎖、分岐鎖および環状の基を
含む、少なくとも1個の炭素-炭素三重結合を有する基を意味する。好ましくは、アルキニ
ル基は約2～12個の炭素を有する。より好ましくは約2～7個の炭素、さらにより好ましく
は約2～4個の炭素の低級アルキニルである。アルキニル基は、置換されていてもよいし、
非置換であってもよい。置換される場合、置換基(類)としては、好ましくは、ハロ、オキ
シ、アジド、ニトロ、シアノ、アルキル、アルコキシ、アルキル-チオ、アルキル-チオ-
アルキル、アルコキシアルキル、アルキルアミノ、トリハロメチル、ヒドロキシル、メル
カプト、ヒドロキシ、シアノ、アルキルシリル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキ
ル、ヘテロシクロアルキル、ヘテロアリール、アルケニル、アルキニル、C1-6ヒドロカル
ボニル、アリール、およびアミノ基が挙げられる。「アルキニル」の例として、プロパル
ギル、プロピン、および3-ヘキシンが挙げられる。
【００３７】
　本発明の目的において、「アリール」という用語は、少なくとも1個の芳香環を含有す
る芳香族炭化水素の環系を意味する。芳香環は、場合により、他の芳香族炭化水素環また
は非芳香族炭化水素環に縮合するか、結合することができる。アリール基の例としては、
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例えば、フェニル、ナフチル、1,2,3,4-テトラヒドロナフタレンおよびビフェニルが挙げ
られる。アリール基の好ましい例としては、フェニルおよびナフチルが挙げられる。
【００３８】
　本発明の目的において、「シクロアルキル」という用語は、C3-8の環状炭化水素を意味
する。シクロアルキルの例としては、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、
シクロヘキシル、シクロヘプチルおよびシクロオクチルが挙げられる。
【００３９】
　本発明の目的において、「シクロアルケニル」という用語は、少なくとも1個の炭素-炭
素二重結合を含有するC3-8の環状炭化水素を意味する。シクロアルケニルの例としては、
シクロペンテニル、シクロペンタジエニル、シクロヘキセニル、1,3-シクロヘキサジエニ
ル、シクロヘプテニル、シクロヘプタトリエニル、およびシクロオクテニルが挙げられる
。
【００４０】
　本発明の目的において、「シクロアルキルアルキル」という用語は、C3-8シクロアルキ
ル基で置換されているアルキル基を意味する。シクロアルキルアルキル基の例としては、
シクロプロピルメチルおよびシクロペンチルエチルが挙げられる。
【００４１】
　本発明の目的において、「アルコキシ」という用語は、酸素架橋を通して親分子の部分
に結合されている、指示した数の炭素原子のアルキル基を意味する。アルコキシ基の例と
しては、例えば、メトキシ、エトキシ、プロポキシおよびイソプロポキシが挙げられる。
【００４２】
　本発明の目的において、「アルキルアリール」基は、アルキル基で置換されているアリ
ール基を意味する。
【００４３】
　本発明の目的において、「アラルキル(aralkyl)」基は、アリール基で置換されている
アルキル基を意味する。
【００４４】
　本発明の目的において、「アルコキシアルキル」基という用語は、アルコキシ基で置換
されているアルキル基を意味する。
【００４５】
　本発明の目的において、「アルキル-チオ-アルキル」という用語は、アルキル-S-アル
キルチオエーテル、例えば、メチルチオメチルまたはメチルチオエチルを意味する。
【００４６】
　本発明の目的において、「アミノ」という用語は、1個または複数の水素基を有機基で
置き換えることによってアンモニアから由来する、当該分野で公知の窒素含有基を意味す
る。例えば、「アシルアミノ」および「アルキルアミノ」という用語は、それぞれ、アシ
ルおよびアルキル置換基を有する特定のN-置換有機基を意味する。
【００４７】
　本発明の目的において、「アルキルカルボニル」という用語は、アルキル基で置換され
ているカルボニル基を意味する。
【００４８】
　本発明の目的において、「ハロゲン」または「ハロ」という用語は、フッ素、塩素、臭
素、およびヨウ素を意味する。
【００４９】
　本発明の目的において、「ヘテロシクロアルキル」という用語は、窒素、酸素および硫
黄から選択される少なくとも1個のヘテロ原子を含有する非芳香族環系を意味する。ヘテ
ロシクロアルキル環は、場合によっては、他のヘテロシクロアルキル環および／または非
芳香族の炭化水素環と縮合するか、あるいは結合することができる。好ましいヘテロシク
ロアルキル基は3～7員を有する。ヘテロシクロアルキル基の例としては、例えば、ピペラ
ジン、モルホリン、ピペリジン、テトラヒドロフラン、ピロリジンおよびピラゾールが挙
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げられる。好ましいヘテロシクロアルキル基としては、ピペリジニル、ピペラジニル、モ
ルホリニルおよびピロリジニルが挙げられる。
【００５０】
　本発明の目的において、「ヘテロアリール」という用語は、窒素、酸素および硫黄から
選択される少なくとも1個のヘテロ原子を含む芳香族環系を意味する。ヘテロアリール環
は、1個もしくは複数のヘテロアリール環、芳香族もしくは非芳香族炭化水素環またはヘ
テロシクロアルキル環と縮合するか、あるいは結合することができる。ヘテロアリール基
の例としては、例えば、ピリジン、フラン、チオフェン、5,6,7,8-テトラヒドロイソキノ
リンおよびピリミジンが挙げられる。ヘテロアリール基の好ましい例としては、チエニル
、ベンゾチエニル、ピリジル、キノリル、ピラジニル、ピリミジル、イミダゾリル、ベン
ゾイミダゾリル、フラニル、ベンゾフラニル、チアゾリル、ベンゾチアゾリル、イソキサ
ゾリル、オキサジアゾリル、イソチアゾリル、ベンゾイソチアゾリル、トリアゾリル、テ
トラゾリル、ピロリル、インドリル、ピラゾリル、およびベンゾピラゾリルが挙げられる
。
【００５１】
　本発明の目的において、「ヘテロ原子」という用語は、窒素、酸素および硫黄を意味す
る。
【００５２】
　いくつかの実施形態において、置換アルキルとしては、カルボキシアルキル、アミノア
ルキル、ジアルキルアミノ、ヒドロキシアルキルおよびメルカプトアルキルが挙げられ；
置換アルケニルとしては、カルボキシアルケニル、アミノアルケニル、ジアルケニルアミ
ノ、ヒドロキシアルケニルおよびメルカプトアルケニルが挙げられ；置換アルキニルとし
ては、カルボキシアルキニル、アミノアルキニル、ジアルキニルアミノ、ヒドロキシアル
キニルおよびメルカプトアルキニルが挙げられ；置換シクロアルキルとしては4-クロロシ
クロヘキシル等の部分が挙げられ；アリールとしてはナフチル等の部分が挙げられ；置換
アリールとしては3-ブロモフェニル等の部分が挙げられ；アラルキルとしてはトリル等の
部分が挙げられ；ヘテロアルキルとしてはエチルチオフェン等の部分が挙げられ；置換ヘ
テロアルキルとしては3-メトキシ-チオフェン等の部分が挙げられ；アルコキシとしては
メトキシ等の部分が挙げられ；フェノキシとしては3-ニトロフェノキシ等の部分が挙げら
れる。ハロは、フルオロ、クロロ、ヨードおよびブロモを含むものと理解されたい。
【００５３】
　本発明の目的において、「正の整数」は、1と等しいか、またはそれより大きい整数を
含み、当業者に理解されるように、当業者による適性の範囲内であると理解されたい。
【００５４】
　本発明の目的において、「連結した(linked)」という用語は、化学反応の結果としての
、1個の基の別の基への共有（好ましくは）または非共有結合を含むものと理解されたい
。
【００５５】
　本発明の目的において、「有効な量」および「十分な量」という用語は、当業者に理解
されるような所望の効果または治療効果を達成する量を意味する。
【００５６】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物を用いて形成される「ナノ粒子」および／または「ナ
ノ粒子錯体」という用語は、脂質ベースのナノ錯体を意味する。ナノ粒子は、カチオン性
脂質、融合性脂質およびPEG脂質の混合物中に封入されている核酸(例えばオリゴヌクレオ
チド)を含有する。あるいは、ナノ粒子は核酸を含まないで形成させることができる。
【００５７】
　本発明の目的において、「治療用オリゴヌクレオチド」という用語は、医薬用または診
断用の薬剤として使用されるオリゴヌクレオチドを意味する。
【００５８】
　本発明の目的において、「遺伝子発現のモジュレーション」は、投与経路にかかわらず
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、本明細書に記載のナノ粒子を用いた治療を行わない時に認められる遺伝子発現と比較し
た場合の、好ましくは癌および炎症に関連した、あらゆるタイプの遺伝子のダウンレギュ
レーションまたはアップレギュレーションを広く含んでいるものと理解されたい。
【００５９】
　本発明の目的において、「標的遺伝子の発現抑制」とは、本明細書に記載のナノ粒子を
用いた治療を行わない時に認められるものと比較した場合に、mRNA発現または翻訳された
タンパク質の量が低減または軽減されることを意味するものと理解されたい。こうした阻
害の適切なアッセイは、例えば、当業者に公知の技術を使用するタンパク質またはmRNAレ
ベルの試験が挙げられ、例としては、ドットブロット、ノーザンブロット、in situハイ
ブリダイゼイション、ELISA、免疫沈降、酵素機能、ならびに当業者に公知の表現型アッ
セイである。治療状況は、例えば、細胞、好ましくは癌細胞または組織中のmRNAレベルの
減少によって確認することができる。
【００６０】
　大まかに言えば、成功的阻害または治療は、所望の応答が得られた場合に生じていると
判断されるべきである。例えば、成功的阻害または治療は、癌増殖阻害と関連する遺伝子
の10％以上（すなわち20％、30％、40％）のダウンレギュレーションが得られるというこ
とにより定義することができる。あるいは、成功的治療は、本明細書に記載のナノ粒子を
用いた治療を行わない時に認められるものと比較した場合に、癌細胞または組織中の発癌
遺伝子mRNAレベルまたはコード化されたタンパク質レベル(当該分野の当業者によって考
えられる別の臨床マーカーを含む)の少なくとも20％、好ましくは30％、さらに好ましく
は40％以上(すなわち、50％または80％)の減少が得られるということにより定義すること
ができる。
【００６１】
　さらに、説明の便宜上での単数形の用語の使用は、決して、そのように限定することを
意図するものではない。したがって、例えば、オリゴヌクレオチド、コレステロール類似
体、融合性脂質、PEG脂質などを含む組成物に関する記述は、1種または複数のそのオリゴ
ヌクレオチド、コレステロール類似体、融合性脂質、PEG脂質などの分子を意味する。ま
た、オリゴヌクレオチドは同一か異なる種類の遺伝子であってもよいと考えられる。また
、本発明は、本明細書に開示している特定の組成、プロセス段階、および物質に限定され
るものではなく、そのような組成、プロセス段階、および物質がある程度変動し得ること
も理解されたい。
【００６２】
　本発明の範囲は請求の範囲およびそれに相当する内容によって限定されるものであるか
ら、本明細書で使用している用語は特定の実施形態を記載するためにのみ使用するもので
あり、限定することを意図するものではないことも理解されたい。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１】実施例1～5に記載する、2-[ビス(3-グアニジニウム-プロピル)]アミノエチルコ
レステリルカーボネート(化合物5)を調製する反応スキームを示す。
【図２】実施例7に記載する、ナノ粒子の安定性を示す。
【図３】実施例8に記載する、核酸を封入しているナノ粒子の細胞内取り込みと細胞内分
布を示す。
【図４】実施例9に記載する、ヒト表皮癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子のin v
itro効果を示す。
【図５】実施例10に記載する、ヒト胃癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子のin vi
tro効果を示す。
【図６】実施例11に記載する、ヒト肺癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子のin vi
tro効果を示す。
【図７】実施例12に記載する、ヒト前立腺癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子のi
n vitro効果を示す。
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【図８】実施例13に記載する、ヒト乳癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子のin vi
tro効果を示す。
【図９】実施例14に記載する、ヒトKB癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子のin vi
tro効果を示す。
【図１０】実施例15に記載する、ヒト前立腺癌細胞におけるErbB3発現に対するナノ粒子
のin vitro効果を示す。
【図１１】実施例16に記載する、ヒト前立腺癌異種移植マウスの腫瘍におけるErbB3発現
に対するナノ粒子のin vivo効果を示す。
【図１２】実施例16に記載する、ヒト前立腺癌異種移植マウスの肝臓におけるErbB3発現
に対するナノ粒子のin vivo効果を示す。
【図１３】実施例17に記載する、ヒト結腸癌異種移植マウスの腫瘍におけるErbB3発現に
対するナノ粒子のin vivo 効果を示す。
【図１４】実施例18に記載する、肝臓に転移のあるヒト癌異種移植マウスにおけるErbB3
発現に対するナノ粒子のin vivo効果を示す。
【図１５】肝転移のある代表的な動物の画像を示す。
【発明を実施するための形態】
【００６４】
　A.　概要
　本発明の一態様において、核酸送達用のナノ粒子組成物を提供する。ナノ粒子組成物は
、(i) カチオン性脂質；(ii) 融合性脂質；および(iii) PEG脂質を含有する。考えられる
核酸としては、オリゴヌクレオチドまたはプラスミドが挙げられるが、好ましくはオリゴ
ヌクレオチドである。本明細書に記載のナノ粒子組成物を使用することにより調製される
ナノ粒子は、脂質担体中に封入されている核酸を含む。
【００６５】
　B. カチオン性脂質
　本明細書に記載のナノ粒子組成物は、式(I)：
【化５】

【００６６】
(式中、
　R1は、コレステロールまたはその類似体であり；
　Y1およびY3は、独立して、O、SまたはNR7、好ましくはOまたはS、さらに好ましくはOで
あり；
　Y2は、O、SまたはNR7、好ましくはOまたはS、さらに好ましくはOであり；
　(a)は、0または1であり；
　R2およびR3は、独立して、水素またはC1-7アルキルなどの低級アルキル、好ましくは水
素またはC1-4アルキルであり；
　(b)は、約2～約10の正の整数(すなわち、2、3、4、5、6、7、8、9、10であり、一部の
実施形態では、好ましくは、2、3、4、さらに好ましくは2である)であり；
　R4は、水素、C1-7アルキルなどの低級アルキル(すなわちC1-4アルキル)、または、

【化６】

【００６７】
であり；
　R5は、
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【００６８】
であり；
　R’5は、NH2、
【化８】

【００６９】
であり；
　R6、R’6およびR7は、独立して、水素またはC1-7アルキルなどの低級アルキル、好まし
くは水素またはC1-4アルキルである)
で表されるカチオン性脂質を含有する。
【００７０】
　本発明の目的において、C(R2)(R3)は、(b)が2以上である場合、同一であるか異なる。
【００７１】
　本発明の好ましい一態様においては、本明細書に記載のカチオン性脂質は、正荷電基を
含有する1つより多い(すなわち2つの)部分を含む。
【００７２】
　別の好ましい態様においては、カチオン性脂質は、以下の構造：
【化９】

【００７３】
(式中、R6およびR’6は両方とも好ましくは水素である)
を含有する各R5およびR’5を含む。カチオン性脂質は、好ましくは、次式：
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【００７４】
のような2つのユニットのグアニジニルプロピル基を有する。
【００７５】
　さらに別の好ましい態様においては、式(I)のY1、Y2およびY3は、すべて酸素である。
【００７６】
　カチオン性脂質のさらなる別の好ましい態様では、(a)は1であり、(b)は2である。
【００７７】
　カチオン性脂質のさらなる別の好ましい態様では、R2およびR3は両方とも水素である。
【００７８】
　本明細書に記載の式(I)で表されるカチオン性脂質は、選択したpH、例えばpH＜13(例え
ば、pH 6～12、pH 6～8)で正味の正電荷を有する。
【００７９】
　特定の一実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、次の構造：



(17) JP 2011-529912 A 2011.12.15

10

20

30

40

50

【化１１】

【００８０】
(式中、R1はコレステロールまたはその類似体である)
を有するカチオン性脂質を含む。
【００８１】
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　好ましくは、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、次の構造：
【化１２】
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【００８２】
を有するカチオン性脂質を含む。
【００８３】
　さらに好ましくは、ナノ粒子組成物は、次の構造：
【化１３】

【００８４】
を有するカチオン性脂質を含む。
【００８５】
　本発明のさらなる態様においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、追加のカチオ
ン性脂質を含んでいてもよい。考えられる追加の適切な脂質としては、例えば：
　N-(1-(2,3-ジオレオイルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモニウムクロリド(DO
TMA)；
　1,2-ジオレオイルオキシ-3-(トリメチルアンモニウム)プロパンまたはN-(2,3-ジオレオ
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リド(DOTAP)；
　1,2-ジミルストイルオキシ-3-(トリメチルアンモニア)プロパン(DMTAP)；
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　1,2-ジミリスチルオキシプロピル-3-ジメチルヒドロキシエチルアンモニウムブロミド
またはN-(1,2-ジミリスチルオキシプロパ-3-イル)-N,N-ジメチル-N-ヒドロキシエチルア
ンモニウムブロミド(DMRIE)；
　ジメチルジドデシルアンモニウムブロミド(DDAB)；
　3-(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-コレステロール
)；
　3β-((N',N'-ジグアニジノエチル-アミノエタン)カルバモイル)コレステロール(BGTC)
；
　2-(2-(3-(ビス(3-アミノプロピル)アミノ)プロピルアミノ)アセトアミド)-N,N-ジテト
ラデシルアセトアミド(RPR209120)；
　1,2-ジアルケノイル-sn-グリセロ-3-エチルホスホコリン(すなわち、1,2-ジオレオイル
-sn-グリセロ-3-エチルホスホコリン、1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-エチルホスホ
コリンおよび1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-エチルホスホコリン)；
　テトラメチルテトラパルミトイルスペルミン(TMTPS)；
　テトラメチルテトラオレイルスペルミン(TMTOS)；
　テトラメチルテトララウリルスペルミン(TMTLS)；
　テトラメチルテトラミリスチルスペルミン(TMTMS)；
　テトラメチルジオレイルスペルミン(TMDOS)；
　2,5-ビス(3-アミノプロピルアミノ)-N-(2-(ジオクタデシルアミノ)-2-オキソエチル)ペ
ンタンアミド(DOGS)；
　2,5-ビス(3-アミノプロピルアミノ)-N-(2-(ジ(Z)-オクタデカ-9-ジエニルアミノ)-2-オ
キソエチル)ペンタンアミド(DOGS-9-en)；
　2,5-ビス(3-アミノプロピルアミノ)-N-(2-(ジ(9Z,12Z)-オクタデカ-9,12-ジエニルアミ
ノ)-2-オキソエチル)ペンタンアミド(DLinGS)；
　N4-スペルミンコレステリルカーバメート(GL-67)；
　(9Z,9'Z)-2-(2,5-ビス(3-アミノプロピルアミノ)ペンタンアミド)プロパン-1,3-ジイル
-ジオクタデカ-9-エノエート(DOSPER)；
　2,3-ジオレイルオキシ-N-[2(スペルミンカルボキサミド)エチル]-N,N-ジメチル-1-プロ
パンアミニウムトリフルオロアセテート(DOSPA)；
　1,2-ジミリストイル-3-トリメチルアンモニウム-プロパン；1,2-ジステアロイル-3-ト
リメチルアンモニウム-プロパン；
　ジオクタデシルジメチルアンモニウム(DODMA)；
　ジメチルジオクタデシルアンモニウム(DODAB)；
　ジステアリルジメチルアンモニウム(DSDMA)；
　N,N-ジオレイル-N,N-ジメチルアンモニウムクロリド(DODAC)；
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物が挙げられる。
【００８６】
　また、カチオン性脂質の詳細は、US2007/0293449、ならびに米国特許第4,897,355号；5
,279,833号；6,733,777号；6,376,248号；5,736,392号；5,686,958号；5,334,761号；5,4
59,127号；2005/0064595号；5,208,036号；5,264,618号；5,279,833号；5,283,185号；5,
753,613号；および5,785,992号に記載されている。
【００８７】
　さらに、カチオン性脂質を含む市販の調製品は、次のものを使用することができる：例
えば、LIPOFECTIN(登録商標)(DOTMAおよびDOPEを含有するカチオン性リポソーム、GIBCO/
BRL (Grand Island, New York, USA)製)；LIPOFECTAMINE(登録商標)(DOSPAおよびDOPEを
含有するカチオン性リポソーム、GIBCO/BRL (Grand Island, New York, USA)製；およびT
RANSFECTAM(登録商標)(DOGSを含有するカチオン性リポソーム、Promega Corp. (Madison,
 Wisconsin, USA)製)。
【００８８】
　C. 融合性／非カチオン性脂質
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　本発明の別の態様においては、ナノ粒子組成物は融合性脂質を含有する。融合性脂質と
しては、非カチオン性脂質(例えば、中性で非荷電の双性イオンおよびアニオン性脂質)が
挙げられる。本発明の目的においては、「融合性脂質」と「非カチオン性脂質」という用
語は言い換えられる。
【００８９】
　中性脂質は、選択されたpH(好ましくは生理学的pH)で非荷電または中性の双性イオン形
態で存在する脂質を含む。こうした脂質の例としては、ジアシルホスファチジルコリン、
ジアシルホスファチジルエタノールアミン、セラミド、スフィンゴミエリン、ケファリン
、コレステロール、セレブロシドおよびジアシルグリセロールが挙げられる。
【００９０】
　アニオン性脂質は、生理学的pHで負の電荷を持った脂質を含む。このような脂質として
は、これらに限定されるものではないが、ホスファチジルグリセロール、カルディオリピ
ン、ジアシルホスファチジルセリン、ジアシルホスファチジン酸、N-ドデカノイルホスフ
ァチジルエタノールアミン、N-スクシニルホスファチジルエタノールアミン、N-グルタリ
ルフホスファチジルエタノールアミン、リシルホスファチジルグリセロール、パルミトイ
ルオレイルホスファチジルグリセロール(POPG)、および他のアニオン性修飾基で修飾され
ている中性脂質が挙げられる。
【００９１】
　多くの融合性脂質は、一般に、疎水性部分と極性頭部基を有する両親媒性脂質を含み、
かつ水溶液中で小胞を形成することができる。
【００９２】
　考えられる融合性脂質としては、天然型および合成型リン脂質、ならびに関連脂質が挙
げられる。
【００９３】
　非カチオン性脂質のリスト(限定されるものではない)は、以下のリン脂質および非リン
脂質ベースの物質から選択される：例えば、レシチン；リゾレシチン；ジアシルホスファ
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；リゾホス
ファチジルエタノールアミン；ホスファチジルセリン；ホスファチジルイノシトール；ス
フィンゴミエリン；ケファリン；セラミド；カルディオリピン；ホスファチジン酸；ホス
ファチジルグリセロール；セレブロシド；ジセチルホスフェート；
　1,2-ジラウロイル-sn-グリセロール (DLG)；
　1,2-ジミリストイル-sn-グリセロール (DMG)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロール (DPG)；
　1,2-ジステアロイル-sn-グリセロール (DSG)；
　1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸 (DLPA)；
　1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸 (DMPA)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸 (DPPA)；
　1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸 (DSPA)；
　1,2-ジアラキドイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン (DAPC)；
　1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン (DLPC)；
　1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン (DMPC)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-エチルホスホコリン (DPePC)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリンまたはジパルミトイルホスファチジ
ルコリン (DPPC)；
　1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリンまたはジステアロイルホスファチジ
ルコリン (DSPC)；
　1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン (DLPE)；
　1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミンまたはジミリストイルホ
スホエタノールアミン (DMPE)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミンまたはジパルミトイルホ
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スファチジルエタノールアミン (DPPE)；
　1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミンまたはジステアロイルホ
スファチジルエタノールアミン (DSPE)；
　1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミンまたはジオレオイルホスフ
ァチジルエタノールアミン (DOPE)；
　1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール (DLPG)；
　1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DMPG)または1,2-ジミリスト
イル-sn-グリセロ-3-ホスホ-sn-1-グリセロール(DMP-sn-1-G)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロールまたはジパルミトイルホスフ
ァチジルグリセロール (DPPG)；
　1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DSPG)または1,2-ジステアロ
イル-sn-グリセロ-3-ホスホ-sn-1-グリセロール(DSP-sn-1-G)；
　1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-L-セリン(DPPS)；
　1-パルミトイル-2-リノレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(PLinoPC)；
　1-パルミトイル-2-オレオイル-グリセロ-3-ホスホコリンまたはパルミトイルオレオイ
ルホスファチジルコリン(POPC)；
　1-パルミトイル-2-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(POPG)；
　1-パルミトイル-2-リソ-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(P-lyso-PC)；
　1-ステアロイル-2-リソ-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(S-lyso-PC)；
　ジフィタノイルホスファチジルエタノールアミン(DPhPE)；
　1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリンまたはジオレオイルホスファチジルコ
リン(DOPC)；
　1,2-ジフィタノイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DPhPC)、
　ジオレオイルホスファチジルグリセロール(DOPG)；
　パルミトイルオレオイルホスファチジルエタノールアミン(POPE)；
　ジオレオイル-ホスファチジルエタノールアミン 4-(N-マレイミドメチル)-シクロヘキ
サン-1-カルボキシレート(DOPE-mal)；
　16-O-モノメチル PE；
　16-O-ジメチル PE；
　18-1-トランス PE；1-ステアロイル-2-オレオイル-ホスファチジルエタノールアミン(S
OPE)；
　1,2-ジエライドイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(transDOPE)；
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。融合性脂質の詳細は、米
国特許出願公開第2007/0293449号および2006/0051405号に記載されている。
【００９４】
　非カチオン性脂質は、ステロールまたはステロイドアルコール、例えばコレステロール
を含む。
【００９５】
　さらなる非カチオン性脂質は、例えば、ステアリルアミン、ドデシルアミン、ヘキサデ
シルアミン、パルミチン酸アセチル、リシノール酸グリセロール、ステアリン酸ヘキサデ
シル、ミリスチン酸イソプロピル、両性アクリルポリマー、硫酸トリエタノールアミンラ
ウリル、アルキルアリール硫酸ポリエチルオキシレート化脂肪酸アミド、およびジオクタ
デシルジメチル臭化アンモニウムである。
【００９６】
　考えられるアニオン性脂質としては、ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸、ホス
ファチジルコリン、血小板活性化因子(PAF)、ホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジル-DL-グリセロール、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルイノシトール
、カルディオリピン、リゾホスファチド、水素化リン脂質、スフィンゴ脂質(sphingoplip
ids)、ガングリオシド、フィトスフィンゴシン、スフィンガニン、それらの製薬上許容可
能な塩および混合物が挙げられる。
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【００９７】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物の調製に有用な適切な非カチオン性脂質としては、ジ
アシルホスファチジルコリン(例えば、ジステアロイルホスファチジルコリン、ジオレオ
イルホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチジルコリンおよびジリノレオイル
ホスファチジルコリン)、ジアシルホスファチジルエタノールアミン(例えば、ジオレオイ
ルホスファチジルエタノールアミンおよびパルミトイルオレオイルホスファチジルエタノ
ールアミン)、セラミドまたはスフィンゴミエリンが挙げられる。これらの脂質中のアシ
ル基は、好ましくは、飽和および不飽和の炭素鎖を有する脂肪酸であり、例えば、リノイ
ル、イソステアリル、オレイル、エライジル、ペトロセリニル、リノレニル、エラエオス
テアリル、アラキジル、ミリストイル、パルミトイルおよびラウロイルである。さらに好
ましくは、アシル基はラウロイル、ミリストイル、パルミトイル、ステアロイルまたはオ
レオイルである。あるいはおよび好ましくは、脂肪酸は飽和および不飽和のC8-C30(好ま
しくはC10-C24)炭素鎖を有する。
【００９８】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物に有用な様々なホスファチジルコリンとしては、次の
ものが挙げられる：
1,2-ジデカノイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DDPC, C10：0, C10：0)；
1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DLPC, C12：0, C12：0)；
1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DMPC, C14：0, C14：0)；
1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DPPC, C16：0, C16：0)；
1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DSPC, C18：0, C18：0)；
1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DOPC, C18：1, C18：1)；
1,2-ジエルコイル(dierucoyl)-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DEPC, C22：1, C22：1)；
1,2-ジエイコサペンタエノイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(EPA-PC, C20：5, C20：5)
；
1,2-ジドコサヘキサエノイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DHA-PC, C22：6, C22：6)；
1-ミリストイル-2-パルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(MPPC, C14：0, C16：0)；
1-ミリストイル-2-ステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(MSPC, C14：0, C18：0)；
1-パルミトイル-2-ステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(PMPC, C16：0, C14：0)；
1-パルミトイル-2-ステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(PSPC, C16：0, C18：0)；
1-ステアロイル-2-ミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(SMPC, C18：0, C14：0)；
1-ステアロイル-2-パルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(SPPC, C18：0, C16：0)；
1,2-ミリストイル-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(MOPC, C14：0, C
18：0)；
1,2-パルミトイル-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(POPC, C16：0, C
18：1)；
1,2-ステアロイル-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(POPC, C18：0, C
18：1)、およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【００９９】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物に有用な様々なリゾホスファチジルコリンとしては、
次のものが挙げられる：
1-ミリストイル-2-リゾ-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(M-LysoPC, C14：0)；
1-マルミトイル-2-リゾ-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(P-LysoPC, C16：0)；
1-ステアロイル-2-リゾ-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(S-LysoPC, C18：0)、
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【０１００】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物に有用な様々なホスファチジルグリセロールは、次の
ものの中から選択される：
水素化ダイズホスファチジルグリセロール(HSPG)；
非水素化卵ホスファチジルグリセロール(EPG)；
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1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DMPG, C14：0, C14：0)；
1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DPPG, C16：0, C16：0)；
1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DSPG, C18：0, C18：0)；
1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DOPG, C18：1, C18：1)；
1,2-ジエルコイル(dierucoyl)-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(DEPG, C22：1, C22：
1)；
1-パルミトイル-2-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホグリセロール(POPG, C16：0, C18：
1)、
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【０１０１】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物に有用な様々なホスファチジン酸は、次のものが挙げ
られる：
1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸(DMPA, C14：0, C14：0)；
1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸(DPPA, C16：0, C16：0)；
1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジン酸(DSPA, C18：0, C18：0)、
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【０１０２】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物に有用な様々なホスファチジルエタノールアミンとし
ては、次のものが挙げられる：
水素化ダイズホスファチジルエタノールアミン(HSPE)；
非水素化卵ホスファチジルエタノールアミン(EPE)；
1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DMPE, C14：0, C14：0)；
1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DPPE, C16：0, C16：0)；
1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DSPE, C18：0, C18：0)；
1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DOPE, C18：1, C18：1)；
1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DEPE, C22：1, C22：1)；
1,2-ジエルコイル(dierucoyl)-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(POPE, C16：0, C
18：1)、
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【０１０３】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物に有用な様々なホスファチジルセリンとしては、次の
ものが挙げられる：
1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-L-セリン(DMPS, C14：0, C14：0)；
1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-L-セリン(DPPS, C16：0, C16：0)；
1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-L-セリン(DSPS, C18：0, C18：0)；
1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-L-セリン(DOPS, C18：1, C18：1)；
1-パルミトイル-2-オレオイル-sn-3-ホスホ-L-セリン(POPS, C16：0, C18：1)、
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【０１０４】
　好ましい一実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物の調製に有用な適切
な中性脂質としては、例えば、
ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン(DOPE)、
ジステアロイルホスファチジルエタノールアミン(DSPE)、
パルミトイルオレオイルホスファチジルエタノールアミン(POPE)、
卵ホスファチジルコリン(EPC)、
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)、
ジオレオイルホスファチジルコリン(DOPC)、
パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン(POPC)、
ジパルミトイルホスファチジルグリセロール(DPPG)、
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ジオレオイルホスファチジルグリセロール(DOPG)、
ジオレオイル-ホスファチジルエタノールアミン 4-(N-マレイミドメチル)-シクロヘキサ
ン-1-カルボキシレート(DOPE-mal)、
コレステロール、
およびそれらの製薬上許容可能な塩、ならびにそれらの混合物。
【０１０５】
　特定の好ましい実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物としては、DSPC
、EPC、DOPE等、およびそれらの混合物が挙げられる。
【０１０６】
　本発明のさらなる態様においては、ナノ粒子組成物は、ステロールなどの非カチオン性
脂質を含有する。ナノ粒子組成物は、好ましくは、コレステロールまたはその類似体、さ
らに好ましくはコレステロールを含有する。
【０１０７】
　D. PEG脂質
　本発明の別の態様においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物はPEG脂質を含有する
。PEG脂質は、本明細書に記載のナノ粒子の循環を延長し、また身体からナノ粒子が早期
に排出されるのを防ぐ。PEG脂質は、体内の免疫反応を低減することができる。またPEG脂
質は、ナノ粒子の安定性を高める。
【０１０８】
　ナノ粒子組成物に有用なPEG脂質は、融合性／非カチオン性脂質のPEG化形態を含む。PE
G脂質としては、例えば、ジアシルグリセロールにコンジュゲートしたPEG(PEG-DAG)、ジ
アシルグリカミドにコンジュゲートしたPEG、ジアルキルオキシプロピルにコンジュゲー
トしたPEG(PEG-DAA)、リン脂質にコンジュゲートしたPEG、例えば、ホスファチジルエタ
ノールアミンに結合したPEG(PEG-PE)、セラミドにコンジュゲートしたPEG(PEG-Cer)、コ
レステロール誘導体にコンジュゲートしたPEG(PEG-Chol)、またはそれらの混合物が挙げ
られる。米国特許第5,885,613号および第5,820,873号、ならびに米国特許出願公開第2006
/051405号を参照されたい(これらの各内容は、参照により本明細書に組み入れるものとす
る)。
【０１０９】
　PEGは、一般に、次の構造：
-O-(CH2CH2O)n-
によって表され、この場合、(n)は約5～約2300、好ましくは約5～約460の正の整数であり
、その結果、PEG脂質のポリマー部分の数平均分子量は約200～約100,000ダルトン、好ま
しくは約200～約20,000ダルトンとなる。
【０１１０】
　あるいは、ポリエチレングリコール(PEG)残基部分は、次の構造：
-Y71-(CH2CH2O)n-CH2CH2Y71-、
-Y71-(CH2CH2O)n-CH2C(=Y72)-Y71-、
-Y71-C(=Y72)-(CH2)a2-Y73-(CH2CH2O)n-CH2CH2-Y73-(CH2)a2-C(=Y72)-Y71-、および、
-Y71-(CR71R72)a2-Y73-(CH2)b2-O-(CH2CH2O)n-(CH2)b2-Y73-(CR71R72)a2-Y71-によって表
すことができ、
この場合、
Y71およびY73は、独立して、O、S、SO、SO2、NR73または結合であり；
Y72は、O、SまたはNR74であり；
R71-74は、独立して、水素、C1-6アルキル、C2-6アルケニル、C2-6アルキニル、C3-19分
岐アルキル、C3-8シクロアルキル、C1-6置換アルキル、C2-6置換アルケニル、C2-6置換ア
ルキニル、C3-8置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、ヘテロアリール、置換ヘ
テロアリール、C1-6ヘテロアルキル、置換C1-6ヘテロアルキル、C1-6アルコキシ、アリー
ルオキシ、C1-6ヘテロアルコキシ、ヘテロアリールオキシ、C2-6アルカノイル、アリール
カルボニル、C2-6アルコキシカルボニル、アリールオキシカルボニル、C2-6アルカノイル
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オキシ、アリールカルボニルオキシ、C2-6置換アルカノイル、置換アリールカルボニル、
C2-6置換アルカノイルオキシ、置換アリールオキシカルボニル、C2-6置換アルカノイルオ
キシ、および置換アリールカルボニルオキシ、好ましくは水素、メチル、エチルまたはプ
ロピルの中から選択され；
(a2)および(b2)は、独立して、0または正の整数であり、好ましくは0または約1～約6の整
数(すなわち1、2、3、4、5、6)、さらに好ましくは、1または2であり；
(n)は、約5～約2300、好ましくは約5～約460の整数である。
【０１１１】
　PEGの末端側終端は、H、NH2、OH、CO2H、C1-6アルキル(例えば、メチル、エチル、プロ
ピル)、C1-6アルコキシ、アシルまたはアリールで終えることができる。好ましい実施形
態においては、PEGの末端ヒドロキシル基は、メトキシまたはメチル基で置換される。好
ましい一実施形態では、PEG脂質中で用いられるPEGはメトキシPEGである。
【０１１２】
　PEGは、脂質に直接コンジュゲートされていてもよいし、リンカー部分を介してコンジ
ュゲートされていてもよい。脂質構造へコンジュゲートするためのポリマーは、必要以上
の実験を行うことなく、米国特許第5,122,614号および第5,808,096号に記載の活性化技術
および当該技術分野で公知の他の技術を用いて、適切に活性化されたポリマーに変換され
る。
【０１１３】
　PEG脂質の調製に有用な活性化PEGの例としては、例えば、メトキシポリエチレングリコ
ール-コハク酸、mPEG-NHS、メトキシポリエチレングリコール-スクシンイミジルコハク酸
、メトキシポリエチレングリコール-酢酸(mPEG-CH2COOH)、メトキシポリエチレングリコ
ールアミン(mPEG-NH2)、およびメトキシポリエチレングリコール-トレシレート(mPEG-TRE
S)が挙げられる。
【０１１４】
　特定の態様においては、末端カルボン酸基を有するポリマーは、本明細書に記載のPEG
脂質で用いることができる。高純度で末端カルボン酸を有するポリマーの調製方法は、米
国特許出願公開第11/328,662号(この内容は、参照により本明細書に組み入れるものとす
る)に記載されている。
【０１１５】
　代替の態様においては、末端アミン基を有するポリマーは、本明細書に記載のPEG脂質
の製造に用いることができる。高純度で末端アミンを含有するポリマーの調製方法は、米
国特許出願公開第11/508,507号および第11/537,172号(このそれぞれの内容は、参照によ
り本明細書に組み入れるものとする)に記載されている。
【０１１６】
　PEGおよび脂質は、連結(すなわち、非エステル含有リンカー部分またはエステル含有リ
ンカー部分)を介して結合することができる。適切な非エステル含有リンカー部分として
は、これらに限定されるものではないが、アミドリンカー部分、アミノリンカー部分、カ
ルボニルリンカー部分、カーバメートリンカー部分、カーボネート(OC(=O)O)リンカー部
分、尿素リンカー部分、エーテルリンカー部分、スクシニルリンカー部分、およびそれら
の組み合わせが挙げられる。適切なエステルリンカー部分としては、例えば、スクシノイ
ル、リン酸エステル(-O-P(=O)(OH)-O-)、スルホネートエステル、およびそれらの組み合
わせが挙げられる。
【０１１７】
　一実施形態では、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、ポリエチレングリコール-ジア
シルグリセロール(PEG-DAG)またはポリエチレン-ジアシルグリカミドを含む。適切なポリ
エチレングリコール-ジアシルグリセロールまたはポリエチレン-ジアシルグリカミドコン
ジュゲートとしては、独立して、約C4～約C30(好ましくは、約C8～約C24)の飽和または不
飽和炭素原子を含有するアルキル鎖長を有するジアルキルグリセロールまたはジアルキル
グリカミド基が挙げられる。ジアルキルグリセロールまたはジアルキルグリカミドは、さ
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らに1個または複数の置換アルキル基を含んでいてもよい。
【０１１８】
　本明細書で使用されている「ジアシルグリセロール」(DAG)という用語は、2つの脂肪ア
シル鎖、R11およびR12を有する化合物を意味する。DAGは、一般式：
【化１４】

【０１１９】
を有する。
【０１２０】
　R11およびR12は、同一であるか、異なる約4～約30(好ましくは約8～約24)の炭素を有し
ており、かつ、エステル結合によりグリセロールに結合されている。アシル基は飽和であ
ってもよいし、様々な不飽和度の不飽和であってもよい。
【０１２１】
　好ましい実施形態においては、PEG-ジアシルグリセロールコンジュゲートは、PEG-ジラ
ウリルグリセロール(C12)、PEG-ジミリスチルグリセロール(C14、DMG)、PEG-ジパルミト
イルグリセロール(C16、DPG)またはPEG-ジステアリルグリセロール(C18、DSG)である。他
のジアシルグリセロールもまたPEG-ジアシルグリコールコンジュゲートと考えられること
は、当業者には容易に十分に理解されよう。本発明での使用に好適なPEG-ジアシルグリセ
ロールコンジュゲート、ならびにそれらの製造方法および使用方法は、米国特許出願公開
第2003/0077829号およびPCT特許公開公報第CA02/00669号に記載されている(これらのそれ
ぞれの内容は、参照により本明細書に組み入れるものとする)。
【０１２２】
　PEG-ジアシルグリセロールコンジュゲートの例としては、PEG-ジラウリルグリセロール
(C12)、PEG-ジミリスチルグリセロール(C14)、PEG-ジパルミトイルグリセロール(C16)、P
EG-ジステリルグリセロール(C18)の中から選択することができる。PEG-ジアシルグリカミ
ドコンジュゲートの例としては、PEG-ジラウリルグリカミド(C12)、PEG-ジミリスチルグ
リカミド(C14)、PEG-ジパルミトイル-グリカミド(C16)、およびPEG-ジステリルグリカミ
ド(C18)が挙げられる。
【０１２３】
　別の実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、ポリエチレングリコー
ル-ジアルキルオキシプロピルコンジュゲート (PEG-DAA)を含む。
【０１２４】
　「ジアルキルオキシプロピル」という用語は、2つのアルキル鎖、R11およびR12を有す
る化合物を意味する。R11およびR12アルキル基は、同一または異なる約4～約30(好ましく
は約8～約24)個の炭素を含む。アルキル基は飽和であってもよいし、様々な不飽和度を有
していてもよい。ジアルキルオキシプロピルは、一般式：
【化１５】

【０１２５】
(式中、R11およびR12アルキル基は、約4～約30(好ましくは約8～約24)の炭素を有する、
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同一または異なるアルキル基である。アルキル基は飽和であってもよいし、不飽和であっ
てもよい。好適なアルキル基としては、これらに限定されるものではないが、ラウリル(C
12)、ミリスチル(C14)、パルミチル(C16)、ステアリル(C18)、オレオイル(C18)およびイ
コシル(C20)が挙げられる。
【０１２６】
　一実施形態においては、R11およびR12は両方とも同一である。すなわち、R11およびR12
は両方ともミリスチル(C14)であるか、両方ともステアリル(C18)であるか、両方ともオレ
オイル(C18)などである。別の実施形態においては、R11およびR12は異なっている。すな
わち、R11がミリスチル(C14)であり、R12がステアリル(C18)である。好ましい実施形態に
おいては、PEG-ジアルキルプロピルコンジュゲートは、同一のR11およびR12を含む。
【０１２７】
　さらに別の実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、ホスファチジル
エタノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)を含む。PEG脂質コンジュゲー
トに有用なホスファチジルエタノールアミンは、約4～約30(好ましくは約8～約24)個の炭
素の範囲の炭素鎖長を有する飽和または不飽和脂肪酸を含有し得る。好適なホスファチジ
ルエタノールアミンとしては、これらに限定されるものではないが、ジミリストイルホス
ファチジルエタノールアミン(DMPE)、ジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン(D
PPE)、ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン(DOPE)およびジステアロイルホスフ
ァチジルエタノールアミン(DSPE)が挙げられる。
【０１２８】
　さらに別の実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、セラミドにコン
ジュゲートされているPEG(PEG-Cer)を含む。セラミドはアシル基を1個だけ有する。セラ
ミドは、炭素約4～約30個(好ましくは約8～約24個)の範囲の炭素鎖長を持つ飽和または不
飽和脂肪酸を有し得る。
【０１２９】
　代替の実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、コレステロール誘導
体にコンジュゲートされているPEGを含む。「コレステロール誘導体」という用語は、修
飾されている(すなわち、それらの置換および／または欠失)コレステロール構造を含有す
る、あらゆるコレステロール類似体を意味する。本明細書のコレステロール誘導体という
用語は、ステロイドホルモンおよび胆汁酸も含んでいる。
【０１３０】
　好ましい一態様においては、PEGは、数平均分子量が約200～約20,000ダルトン、さらに
好ましくは約500～約10,000ダルトン、よりさらに好ましくは約1,000～約5,000ダルトン(
すなわち、約1,500～約3,000ダルトン)の範囲のポリエチレングリコールである。特定の
一実施形態においては、PEGは、約2,000ダルトンの数平均分子量を有する。別の特定の実
施形態においては、PEGは、約750ダルトンの数平均分子量を有する。
【０１３１】
　PEG脂質の具体例としては、N-(カルボニル-メトキシポリエチレングリコール)-1,2-ジ
ミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(2kDa mPEG-DMPEまたは5kDa mPEG-
DMPE)；N-(カルボニル-メトキシポリエチレングリコール)-1,2-ジパルミトイル-sn-グリ
セロ-3-ホスホエタノールアミン(2kDa mPEG-DPPEまたは5kDa mPEG-DPPE)；N-(カルボニル
-メトキシポリエチレングリコール)-1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノー
ルアミン(750Da mPEG-DSPE、2kDa mPEG-DSPE、5kDa mPEG-DSPE)；およびそれらの製薬上
許容可能な塩(すなわちナトリウム塩)、ならびにそれらの混合物が挙げられる。
【０１３２】
　特定の好ましい実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、PEG-DAGま
たはPEGセラミドを有するPEG脂質を含んでいるが、この場合、PEGは約200～約20,000、好
ましくは約500～約10,000、さらに好ましくは約1,000～約5,000の分子量を有する。
【０１３３】
　PEG-DAGおよびPEGセラミドのいくつかの具体的実施形態を表1に示す。
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【表１】

【０１３４】
　好ましくは、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、PEG-DSPE、PEG-ジパルミトイルグリ
カミド(C16)、PEG-セラミド(C16)等、およびそれらの混合物から選択されるPEG脂質を含
む。mPEG-DSPE、mPEG-ジパルミトイルグリカミド(C16)、およびmPEG-セラミド(C16)の構
造は、次式：

【化１６】

【０１３５】
(式中、(n)は、約5～約2300、好ましくは約5～約460の整数である)
の通りである。
【０１３６】
　特定の一実施形態においては、(n)は約45である。
【０１３７】
　さらなる実施形態において、またPEGなどのPAO系ポリマーの代わりとして、1種または
複数の有効な非抗原性物質、例えば、デキストラン、ポリビニルアルコール、炭水化物系
ポリマー、ヒドロキシプロピルメタクリルアミド(HPMA)、ポリアルキレンオキシド、およ
び／またはそれらのコポリマーを使用することができる。PEGの代わりに使用することが
可能な好適なポリマーの例としては、これらに限定されるものではないが、ポリビニルピ
ロリドン、ポリメチルオキサゾリン、ポリエチルオキサゾリン、ポリヒドロキシプロピル
メタクリルアミド、ポリメタクリルアミドおよびポリジメチルアクリルアミド、ポリ乳酸
、ポリグリコール酸、および誘導体化セルロース、例えば、ヒドロキシメチルセルロース
またはヒドロキシエチルセルロースなどが挙げられる。同一出願人による米国特許第6,15
3,655号(その内容は、参照により本明細書に組み入れるものとする)も参照されたい。PAO
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類(例えばPEG)に関しては、本明細書に記載したような活性化の同様のタイプを用いるこ
とができることは当業者には理解されよう。さらに、先に掲げたリストは単なる例示であ
り、しかも、本明細書に記載の特性を有する高分子材料の全てが候補と考えられることも
当業者は理解するであろう。本発明の目的において、「実質的に、または効果的に非抗原
性」とは、非毒性であって、哺乳動物で感知され得る免疫原性反応を誘発しないことが当
該技術分野で理解される全ての物質を意味する。
【０１３８】
　E. 核酸／オリゴヌクレオチド
　本明細書に記載のナノ粒子組成物は、細胞または組織に各種核酸を送達する目的で使用
することができる。核酸はプラスミドおよびオリゴヌクレオチドを包含する。好ましくは
、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、オリゴヌクレオチドの送達に用いられる。
【０１３９】
　本発明をより十分に理解することを目的として、以下の用語を定義する。当業者であれ
ば、「核酸」または「ヌクレオチド」という用語は、特に指定がない限りは、1本鎖また
は2本鎖のデオキシリボ核酸（「DNA」）、リボ核酸（「RNA」）、ならびに、それらの化
学修飾体に対して用いられることは周知である。一般的に、「オリゴヌクレオチド」とは
、比較的短いポリヌクレオチドであり、例えば、ヌクレオチド数が約2～約200、好ましく
は約8～約50、さらに好ましくは約8～約30、よりさらに好ましくは約8～約20、あるいは
約15～約28の範囲の長さのものをいう。一般的に、本発明によるオリゴヌクレオチドは、
特に指定していない限りは、合成核酸であり、かつ、一本鎖である。本明細書では、「ポ
リヌクレオチド」および「ポリ核酸」という用語もまた同様に用いる。
【０１４０】
　オリゴヌクレオチド（類似体）は1種類のオリゴヌクレオチドに限定されるのでなく、
様々なそのような部分と一緒に機能するように設計されるものであり、リンカーは1種ま
たは複数の3'-または5'-末端、通常は、ヌクレオチドのPO4またはSO4基と結合できるもの
と理解されたい。考えられる核酸分子としては、ホスホロチオエートヌクレオチド間結合
修飾体、糖修飾体、核酸塩基修飾および／またはリン酸骨格修飾体が挙げられる。オリゴ
ヌクレオチドは、天然に存在するホスホロジエステル骨格もしくはホスホロチオエート骨
格、または他の全ての修飾骨格類似体群で、例えば、LNA(ロック核酸)、PNA(ペプチド骨
格を有する核酸)、CpGオリゴマーなど、例えば、Tides 2002, Oligonucleotide and Pept
ide Technology Conferences, May 6-8, 2002, Las Vegas, NV and Oligonucleotide & P
eptide Technologies, 18th & 19th November 2003, Hamburg, Germany(この内容は、参
照により本明細書に組み入れるものとする)に開示されているものを含み得る。
【０１４１】
　本発明として考えられるオリゴヌクレオチドの修飾としては、例えば、オリゴヌクレオ
チドにさらなる電荷、極性、水素結合、静電相互作用および機能性を持たせるような官能
基部分の付加または置換などが挙げられる。かかる修飾としては、2'-位の糖修飾、5-位
のピリミジン修飾、8-位のプリン修飾、環外アミンの修飾、4-チオウリジンの置換、5-ブ
ロモもしくは5-ヨードウラシルの置換、骨格修飾、メチル化、塩基対結合（例えば、イソ
シチジンおよびイソグアニジンなどのイソ塩基類、および同様の組合せなど）が挙げられ
るが、これらに限定されるものではない。本発明の範囲内と考えられるオリゴヌクレオチ
ドとしては、3'および／または5'キャップ構造も含まれる。
【０１４２】
　本発明の目的においては、「キャップ構造」とは、オリゴヌクレオチドのいずれかの末
端に組み込まれている化学修飾を意味するものと理解されたい。キャップは5'末端（5'-
キャップ）または3'末端（3'-キャップ）に存在し得るか、両末端に存在可能である。5'-
キャップの例(これらに限定されるものではない)としては、逆方向塩基脱落残基（部分）
、4',5'-メチレンヌクレオチド；1-(β-D-エリスロフラノシル)ヌクレオチド、4'-チオヌ
クレオチド、炭素環ヌクレオチド；1,5-アンヒドロへキシトールヌクレオチド；Ｌ－ヌク
レオチド；α－ヌクレオチド；修飾塩基ヌクレオチド；ホスホロジチオエート結合；トレ
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オ－ペントフラノシルヌクレオチド；非環式3',4'-セコ(seco)ヌクレオチド；非環式3,4-
ジヒドロキシブチルヌクレオチド；非環式3,5-ジヒドロキシペンチルヌクレオチド、3'-3
'-逆方向ヌクレオチド部分；3'-3'-逆方向塩基脱落部分；3'-2'-逆方向ヌクレオチド部分
；3'-2'-逆方向塩基脱落部分；1,4-ブタンジオールリン酸；3'-ホスホルアミデート；リ
ン酸ヘキシル；リン酸アミノヘキシル；3'-リン酸；3'-ホスホロチオエート；ホスホロジ
チオエート；または架橋または非架橋リン酸メチル部分が挙げられる。詳細はWO 97/2627
0(参照により本明細書に組み入れる)に記載されている。3'-キャップとしては、例えば、
4',5'-メチレンヌクレオチド；1-(β-D-エリスロフラノシル)ヌクレオチド；4'-チオヌク
レオチド、炭素環式ヌクレオチド；5'-アミノアルキルホスフェート；1,3-ジアミノ-2-プ
ロピルホスフェート；3-アミノプロピルホスフェート；6-アミノヘキシルホスフェート；
1,2-アミノドデシルホスフェート；ヒドロキシプロピルホスフェート；1,5-アンヒドロヘ
キシトールヌクレオチド；L-ヌクレオチド；α-ヌクレオチド；修飾塩基ヌクレオチド；
ホスホロジチオエート；トレオペントフラノシルヌクレオチド；非環状3',4'-セコ(seco)
ヌクレオチド；3,4-ジヒドロキシブチルヌクレオチド；3,5-ジヒドロキシペンチルヌクレ
オチド、5'-5'-逆方向ヌクレオチド部分；5'-5'-逆方向塩基脱落部分；5'-ホスホロアミ
デート；5'-ホスホロチオエート；1,4-ブタンジオールホス
フェート；5'-アミノ；架橋および／または非架橋5'-ホスホロアミデート、ホスホロチオ
エートおよび／またはホスホロジチオエート、架橋または非架橋メチルホスホネート、お
よび5'-メルカプト部分を挙げることができる。また、Beaucage and Iyer, 1993, Tetrah
edron 49, 1925(この内容は、参照により本明細書に組み入れるものとする)も参照された
い。
【０１４３】
　ヌクレオシド類似体のリスト(これらに限定されるものではない)は、以下の構造：
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【化１７】

【０１４４】
を有する。ヌクレオチド類似体のさらなる例については、Freier & Altmann； Nucl. Aci
d Res., 1997, 25, 4429-4443およびUhlmann； Curr. Opinion in Drug Development, 20
00, 3(2), 293-213(これらの内容は、参照により本明細書に組み入れるものとする)を参
照されたい。
【０１４５】
　本明細書で用いている「アンチセンス」という用語は、遺伝子産物または制御配列をコ
ードしている特定のDNAまたはRNA配列に対して相補的なヌクレオチド配列を意味する。「
アンチセンス鎖」という用語は、「センス」鎖に相補的である核酸鎖に関して使用する。
細胞代謝の正常な作用において、DNA分子のセンス鎖は、ポリペプチドおよび／または他
の遺伝子産物をコードしている鎖である。センス鎖は、メッセンジャーRAN（「mRNA」）
転写体（アンチセンス鎖）の合成用鋳型であり、続いて、コードされている任意の遺伝子
産物の合成を指図する。アンチセンス核酸分子は、当該分野で公知の任意の方法によって
、例えば、相補鎖の合成を行わせるウイルスプロモーターに対して目的の遺伝子を逆方向
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と、この転写鎖は、細胞によって産生された天然の配列と組み合わさり、二本鎖を形成す
る。次いで、これらの二本鎖はmRANのさらなる転写または翻訳を阻止する。「負」または
（－）という記号がアンチセンス鎖を意味することは当該分野においては公知であり、ま
た、「正」または（＋）という記号がセンス鎖を意味することも当該分野において公知で
ある。
【０１４６】
　本発明の目的においては、「相補的」とは、核酸配列が別の核酸配列と水素結合を形成
することを意味すると理解されたい。相補性パーセントとは、水素結合、すなわち、ワト
ソン－クリック塩基対を別の核酸配列と形成することができる、核酸分子中の連続残基の
割合を示し、すなわち、10個中5、6、7、8、9、10個は50％、60％、70％、80％、90％、
および100％相補である。「完全に相補的な」とは、核酸配列の連続する全ての残基が、
別の核酸配列の同数の連続する残基と水素結合を形成することを意味する。
【０１４７】
　本明細書に記載のナノ粒子に有用な核酸(例えば、1種または複数の同一のまたは異なる
オリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチド誘導体)としては、約5～約1000の核酸、好
ましくは相対的に短いポリヌクレオチド、例えば、好ましくは約8～約50のヌクレオチド
長のサイズ範囲のもの(例えば、約8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20
、21、22、23、24、25、26、27、28、29または30)を挙げることができる。
【０１４８】
　本明細書に記載のナノ粒子内に封入されている有用な核酸の一態様では、天然のホスホ
ロジエステル骨格もしくはホスホロチオエート骨格または別の修飾骨格類似体を含むオリ
ゴヌクレオチドおよびオリゴデオキシヌクレオチドとして、次のものが挙げられる：
LNA（ロック核酸）；
PNA（ペプチド骨格を有する核酸）；
短鎖干渉RNA(siRNA)；
マイクロRNA(miRNA)；
ペプチド骨格を有する核酸(PNA)；
ホスホロジアミデートモルホリノオリゴヌクレオチド(PMO)；
トリシクロ－DNA；
デコイODN（２本鎖オリゴヌクレオチド）；
触媒ＲＮＡ配列(RNAi)；
リボザイム；
アプタマー；
シュピーゲルマー(spiegelmer)（L-配座オリゴヌクレオチド）；
CpGオリゴマーなど、例えば、下記で開示されているもの：
Tides 2002, Oligonucleotide and Peptide Technology Conferences, May 6-8, 2002, L
as Vegas, NV and Oligonucleotide & Peptide Technologies, 18th & 19th November 20
03, Hamburg, Germany (その内容は、参照により本明細書に組み入れられるものとする)
。
【０１４９】
　ナノ粒子内に封入されている核酸の別の態様においては、オリゴヌクレオチドは、場合
により、下記の表2に列記されているものをはじめとする、公知の任意の好適なヌクレオ
チド類似体および誘導体を含むことができる。
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【表２】

【０１５０】
　好ましい一態様においては、ナノ粒子中に封入されている標的オリゴヌクレオチドとし
ては、発癌遺伝子、プロ血管形成経路遺伝子、プロ細胞増殖経路遺伝子、ウイルス性伝染
因子遺伝子およびプロ炎症性経路遺伝子が挙げられるが、これらに限定されるものではな
い。
【０１５１】
　好ましい一実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子内に封入されているオリゴ
ヌクレオチドは、腫瘍細胞の標的化に、あるいは、腫瘍細胞に関連する遺伝子またはタン
パク質および／または抗がん剤に対する腫瘍細胞の耐性のダウンレギュレーションに関与
する。例えば、本発明には、癌に関連する当該分野で公知の任意の細胞性タンパク質(例
えばBCL-2)をダウンレギュレートするためのアンチセンスオリゴヌクレオチドを使用する
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ことができる。2004年4月9日出願の米国特許出願第10/822,205号(その内容は参照により
本明細書に組み入れられるものとする)を参照されたい。好ましい治療用オリゴヌクレオ
チドのリスト(これらに限定されるものではない)としては、アンチセンスHIF1-αオリゴ
ヌクレオチド、アンチセンスサバイビンオリゴヌクレオチド、アンチセンスErbB3オリゴ
ヌクレオチド、アンチセンスβ-カテニンオリゴヌクレオチドおよびアンチセンスBcl-2オ
リゴヌクレオチドが挙げられる。
【０１５２】
　さらに好ましくは、本明細書に記載の本発明によるオリゴヌクレオチドは、ホスホロチ
オエート骨格およびLNAを含む。
【０１５３】
　好ましい一実施形態においては、オリゴヌクレオチドは、例えば、アンチセンスサバイ
ビンLNA、アンチセンスErbB3 LNA、またはアンチセンスHIF1-α LNAであってもよい。
【０１５４】
　別の好ましい実施形態においては、オリゴヌクレオチドは、例えば、ジェナセンス(別
名オブリメルセンナトリウム、Genta Inc.製(Berkeley Heights, NJ))と同一または実質
的に同様のヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドであってもよい。ジェナセンス
は18量体のホスホロチオエートアンチセンスオリゴヌクレオチド、TCTCCCAGCGTGCGCCAT(
配列番号4)であり、ヒトbcl-2 mRNAの開始配列の最初の6個のコドンと相補的である(ヒト
bcl-2 mRNAは当該分野で公知であり、例えば、米国特許第6,414,134号(これは参照により
本明細書に組み入れるものとする)の配列番号19として記載されている)。米国食品医薬品
局(FDA)は2000年8月にジェナセンスをオーファンドラッグに指定している。
【０１５５】
　考えられる好ましい実施形態としては、次のものが挙げられる：
(i)アンチセンスサバイビンLNA、Oligo-1(配列番号1)
5'-mCTmCAatccatggmCAGc-3'
ここで、大文字はLNAを表し、mCはメチル化シトシンを表し、ヌクレオシド間結合はホス
ホロチオエートである；
(ii)アンチセンスErbB3 LNA、Oligo-2(配列番号2)
5'-TAGcctgtcacttmCTmC-3'
ここで、大文字はLNAを表し、mCはメチル化シトシンを表し、ヌクレオシド間結合はホス
ホロチオエートである；
(iii)ジェナセンス、Oligo-4(配列番号4)
5'-tctcccagcgtgcgcccat-3'
ここで、小文字はDNAを表し、ヌクレオシド間結合はホスホロチオエートである；
(v)アンチセンスHIF-1α LNA、Oligo-5(配列番号5)
5'-TGGcaagcatccTGTa-3'
ここで、大文字はLNAを表し、ヌクレオシド間結合はホスホロチオエートである；および
、
(vi)アンチセンスBcl2 siRNA：
センス　5'-gcaugcggccucuguuugadTdT-3' (配列番号6)
アンチセンス　3'-dTdTcguacgccggagacaaacu-5' (配列番号7)
ここで、dTはDNAを表す。
【０１５６】
　LNAは、下に示すような2'-O、4'-C メチレンビシクロヌクレオチド：
【化１８】



(37) JP 2011-529912 A 2011.12.15

10

20

30

40

50

【０１５７】
を含む。
【０１５８】
　スクランブルアンチセンスErbB3 LNA、Oligo-3(配列番号3)は、次の配列を有する：
5'-TAGcttgtcccattmCTmC-3'
ここで、大文字はLNAを表し、mCはメチル化シトシンを表し、ヌクレオシド間結合はホス
ホロチオエートである。
【０１５９】
　サバイビンLNAに関する詳細な記述は、名称が「LNA Oligonucleotides and the Treatm
ent of Cancer」の米国特許出願公開第2006/0154888号、および名称が「Oligomeric Comp
ounds for the Modulation Survivin Expression」の米国特許出願公開第2005/0014712号
に開示されている(これらのそれぞれの内容は、参照により本明細書に組み入れるものと
する)ので参照されたい。さらに、名称が「Oligomeric Compounds for the Modulation H
IF-1 Alpha Expression」の米国特許出願公開第2004/0096848号、名称が「Potent LNA Ol
igonucleotides for Inhibition of HIF-1A Expression」の同2006/0252721号(これらの
それぞれの内容は、参照により本明細書に組み入れるものとする)も参照されたい。また
、それらの内容はその全体を参照により本明細書に組み入れるものとする。
【０１６０】
　好適な標的遺伝子の例は、PCT公開公報第WO 03/74654号、PCT/US03/05028、および米国
特許出願第2007/0042983号(それらの内容は参照により本明細書に組み入れるものとする)
に記載されている。
【０１６１】
　F. 標的基
　場合により／好ましくは、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、さらに、特定細胞また
は組織タイプに対する標的リガンドを含む。標的基は、リンカー分子、例えば、アミド、
アミド、カルボニル、エステル、ペプチド、ジスルフィド、シラン、ヌクレオシド、脱塩
基ヌクレオシド、ポリエーテル、ポリアミン、ポリアミド、ペプチド、炭水化物、脂質、
ポリ炭化水素、リン酸エステル、ホスホロアミデート、チオホスフェート、リン酸アルキ
ル、マレイミジルリンカーまたは感光性リンカーを用いて、ナノ粒子組成物の任意の成分
(好ましくは、融合性脂質およびPEG脂質)に結合することができる。不必要な実験を実施
することなく、ナノ粒子組成物の任意の成分へ標的基をコンジュゲートさせるためには、
当該技術分野で公知の任意の技術を使用することができる。
【０１６２】
　例えば、標的剤をPEG脂質のポリマー部分に結合させ、in vivoで標的領域へナノ粒子を
導くことができる。本明細書に記載のナノ粒子の標的送達は、治療用核酸を封入している
ナノ粒子の細胞内取り込みを促進し、治療効果をより良好なものにする。特定の態様では
、一部の細胞透過ペプチドは、腫瘍部位への標的化送達のために、様々な標的ペプチドと
置換することができる。
【０１６３】
　本発明の好ましい一態様においては、標的部分、例えば、１本鎖抗体(SCA)または１本
鎖抗原結合抗体、モノクローナル抗体、RGDペプチドおよびセレクチンなどの細胞接着ペ
プチド、TAT、ペネトラチンおよび(Arg)9などの細胞透過ペプチド(CPP類)、受容体リガン
ド、標的炭水化物分子またはレクチンなどは、ナノ粒子を標的化領域へ特異的に方向付け
することができる。J Pharm Sci. 2006 Sep； 95(9)：1856-72 Cell adhesion molecules
 for targeted drug delivery (その内容は、参照により本明細書に組み入れるものとす
る)を参照されたい。
【０１６４】
　好ましい標的部分は、１本鎖抗体(SCA)または抗体の１本鎖可変断片(sFv)である。SCA
は、標的腫瘍細胞の特異的分子に結合またはそれを認識できる抗体のドメインを含有する
。抗原結合部位を維持すること以外に、PEG-脂質にコンジュゲートされているSCAは抗原
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性を低下させ、血流中のSCAの半減期を長くすることができる。
【０１６５】
　「１本鎖抗体」(SCA)、「１本鎖抗原結合分子または抗体」または「１本鎖Fv」(sFv)と
いう用語は、同じ意味で用いられる。１本鎖抗体は抗原に対する結合親和性を有する。１
本鎖抗体(SCA)または１本鎖Fvsは、幾通りかの方法で構築可能であり、これまで構築され
てきている。１本鎖抗原結合タンパク質に関する理論および産生の説明は、同一出願人に
よる米国特許出願第10/915,069号および米国特許第6,824,782号(これらのそれぞれの内容
は、参照により本明細書に組み入れるものとする)で確認される。
【０１６６】
　一般的に、SCAまたはFvドメインは、文献で26-10、MOPC 315、741F8、520C9、McPC 603
、D1.3、マウスphOx、ヒトphOx、RFL3.8 sTCR、1A6、Se155-4、18-2-3、4-4-20、7A4-1、
B6.2、CC49、3C2、2c、MA-15C5/K12GO、Oxなどのような略語により知られているモノクロ
ーナル抗体の中から選択することができる (Huston, J. S.ら, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 85：5879-5883 (1988)； Huston, J. S. ら, SIM News 38(4) (Supp)：11 (1988)； 
McCartney, J.ら, ICSU Short Reports 10：114 (1990)； McCartney, J. E.ら, unpubli
shed results (1990)； Nedelman, M. A. ら, J. Nuclear Med. 32 (Supp. )：1005 (199
1)； Huston, J. S.ら, In： Molecular Design and Modeling： Concepts and Applicat
ions, Part B, J. J. Langone編, Methods in Enzymology 203：46-88 (1991)； Huston,
 J. S.ら, In： Advances in the Applications of Monoclonal Antibodies in Clinical
 Oncology, Epenetos, A. A. (編), London, Chapman & Hall (1993)； Bird, R. E.ら, 
Science 242：423-426 (1988)；Bedzyk, W. D.ら, J. Biol. Chem. 265：18615-18620 (1
990)； Colcher, D.ら, J. Nat. Cancer Inst. 82：1191-1197 (1990)； Gibbs, R. A.ら
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88：4001-4004 (1991)； Milenic, D. E.ら, Cancer Res
earch 51：6363-6371 (1991)； Pantoliano, M. W.ら, Biochemistry 30：10117-10125 (
1991)； Chaudhary, V. K.ら, Nature 339：394-397 (1989)；Chaudhary, V. K.ら, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 87：1066-1070 (1990)； Batra, J. K.ら, Biochem. Biophys. 
Res. Comm. 171：1-6 (1990)； Batra, J. K.ら, J. Biol. Chem. 265：15198-15202 (19
90)； Chaudhary, V. K.ら, Proc. Natl. Acad Sci. USA 87：9491-9494 (1990)； Batra
, J. K.ら, Mol. Cell. Biol. 11：2200-2205 (1991)；Brinkmann, U.ら, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 88：8616-8620 (1991)； Seetharam, S. ら, J. Biol. Chem. 266：17376
-17381 (1991)； Brinkmann, U.ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：3075-3079 (1992)
； Glockshuber, R.ら, Biochemistry 29：1362-1367 (1990)； Skerra, A.ら, Bio/Tech
nol. 9：273-278 (1991)； Pack, P.ら, Biochemistry 31：1579-1534 (1992)； Clackso
n, T.ら, Nature 352：624-628 (1991)；Marks, J. D.ら, J. Mol. Biol. 222：581-597 
(1991)； Iverson, B. L.ら, Science 249：659-662 (1990)； Roberts, V. A.ら, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 87：6654-6658 (1990)； Condra, J. H.ら, J. Biol. Chem. 265
：2292-2295 (1990)； Laroche, Y.ら, J. Biol. Chem. 266：16343-16349 (1991)； Hol
voet, P.ら, J. Biol. Chem. 266：19717-19724 (1991)； Anand, N. N.ら, J. Biol. Ch
em. 266：21874-21879 (1991)； Fuchs, P.ら, Biol Technol. 9：1369-1372 (1991)； B
reitling, F.ら, Gene 104：104-153 (1991)； Seehaus, T.ら, Gene 114：235-237 (199
2)；Takkinen, K.ら, Protein Engng. 4：837-841 (1991)； Dreher, M. L.ら, J. Immun
ol. Methods 139：197-205 (1991)； Mottez, E.ら, Eur. J. Immunol. 21：467-471 (19
91)； Traunecker, A.ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88：8646-8650 (1991)； Traune
cker, A.ら, EMBO J. 10：3655-3659 (1991)； Hoo, W. F. S.ら, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 89：4759-4763 (1993)を参照されたい)。前述の各刊行物は、参照により本明細書
に組み入れるものとする。
【０１６７】
　標的基の例(これらに限定されるものではない)としては、血管内皮細胞増殖因子、FGF2
、ソマトスタチンおよびソマトスタチン類似体、トランスフェリン、メラノトロピン、Ap
oEおよびApoEペプチド、フォン・ヴィルブランド因子（von Willebrand's Factor）およ
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びフォン・ヴィルブランド因子ペプチド、アデノウイルス線維タンパク質およびアデノウ
イルス線維タンパク質ペプチド、PD1およびPD1ペプチド、EGFおよびEGFペプチド、RGDペ
プチド、葉酸塩などが挙げられる。当業者により認められている他の任意の標的剤も、本
明細書に記載のナノ粒子に用いることができる。
【０１６８】
　好ましい一実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子に有用である標的剤として
は、１本鎖抗体(SCA)、RGDペプチド、セレクチン、TAT、ペネトラチン、(Arg)9、葉酸な
どが挙げられ、これらの薬剤の好ましい構造物の一部は次のとおりである：
　C-TAT：(配列番号8)　CYGRKKRRQRRR；
　C-(Arg)9：(配列番号9)　CRRRRRRRRR；
　RGDは、直鎖状または環状の：
【化１９】

【０１６９】
であり；
　葉酸は、
【化２０】

【０１７０】
の残基であり；
　Arg9は、CRRRRRRRRRなどのコンジューゲートのためのシステインを含み、TATは、CYGRK
KRRQRRRC(配列番号10)などのペプチド末端に追加システインを加えることができる。
【０１７１】
　本発明の目的においては、明細書および図面中で使用している略語は以下の構造を表す
：
　(i) C-diTAT (配列番号11) = CYGRKKRRQRRRYGRKKRRQRRR-NH2；
　(ii) Linear RGD (配列番号12) = RGDC；
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　(iii) Cyclic RGD (配列番号13) = c-RGDFC；
　(iv) RGD-TAT (配列番号14) = CYGRKKRRQRRRGGGRGDS-NH2 ；および、
　(v) Arg9 (配列番号15)。
【０１７２】
　あるいは、標的基は、糖類および炭水化物群、例えば、ガラクトース、ガラクトサミン
およびN‐アセチルガラクトサミン；ホルモン群、例えば、エストロゲン、テストステロ
ン、プロゲステロン、グルココルチゾン、アドレナリン、インシュリン、グルカゴン、コ
ルチゾール、ビタミンD、甲状腺ホルモン、レチノイン酸および成長ホルモン；増殖因子
、例えば、VEGF、EGF、NGFおよびPDGF；神経伝達物質、例えば、GABA、グルタメート、ア
セチルコリン；NOGO；イノスチトールトリホスフェート；エピネフリン；ノルエピネフリ
ン；一酸化窒素、ペプチド、ビタミン群、例えば、葉酸およびピリドキシン、in vivoま
たはin vitroでの受容体と相互作用することができる薬剤、抗体および他の分子が挙げら
れる。
【０１７３】
　G. 式(I)で表されるカチオン性脂質の調製
　一般に、本明細書に記載の式(I)で表されるカチオン性脂質の調製方法は、アミン含有
コレステロール(官能化コレステロール)を1H-ピラゾール-1-カルボキサミジンと反応させ
、グアニジニウム部分を得ることを含む。コレステロールに結合されているアミンは第一
級および／または第二級アミンであってもよく、1H-ピラゾール-1-カルボキサミジン中の
アミンは、非置換であっても置換されていてもよい。
【０１７４】
　本明細書に記載のコレステリルカチオン性脂質の調製の一例を図1に示す。N-(3-アミノ
プロピル)-1,3-プロパンジアミンの末端第一級アミンはBoc基で選択的に保護し、その後
、ビス-N-Boc-(3-アミノプロピル)-1,3-プロパンジアミン(化合物2)の第二級アミンをエ
ポキシドと反応させて、求核剤、OHを含有する化合物2を調製した。活性化コレステロー
ルカーボネート(例えば、コレステリルクロロホルメート、コレステリルNHSカーボネート
、またはコレステリルPNPカーボネート)は、求核性OHと反応させ、化合物3を得ることが
できる。酸性条件でBoc部分を脱保護することにより、アミン含有コレステロール(化合物
4)を調製した。化合物4のアミンを1H-ピラゾール-1-カルボキサミジンと反応させ、グア
ニジニウム部分を含有するコレステリルカチオン性脂質(化合物5)を得た。
【０１７５】
　別の実施形態においては、アミン含有化合物のコレステロールへの結合は、塩基の存在
下で、標準の有機合成技術を用いて、当業者に公知のカップリング剤、例えば、1,3-ジイ
ソプロピルカルボジイミド(DIPC)、ジアルキルカルボジイミド、2-ハロ-1-アルキル-ピリ
ジニウムハライド、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド（EDC）、プ
ロパンホスホン酸環状無水物（PPACA）およびフェニルジクロロホスフェートを使用して
行なうことができる。
【０１７６】
　あるいは、コレステロールまたはアミン含有化合物が脱離基(例えば、NHS、PNPまたは
クロロホルメート)で活性化される場合、その反応はカップリング剤を用いずに塩基条件
下で行なうことができる。
【０１７７】
　一般に、本明細書に記載の式(I)で表されるカチオン性脂質は、好ましくは、DMAPまた
はDIEAなどの塩基の存在下で、活性化コレステロールをアミン含有求核試薬(例えば、化
合物2)と反応させることにより調製される。好ましくは、この反応は不活性溶媒、例えば
、塩化メチレン、クロロホルム、トルエン、DMFまたはそれらの混合物中で実施する。ま
たこの反応は、約-4℃～約70℃(例えば、-4℃～約50℃)の温度で、DMAP、DIEA、ピリジン
、トリエチルアミンなどの塩基の存在下で行うのが好ましい。好ましい一実施形態におい
ては、この反応は、約0℃～約25℃の温度、または0℃～室温の温度で行う。
【０１７８】
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　アミン含有化合物(例えば化合物3)からの保護基の除去は、強酸(例えば、トリフルオロ
酢酸(TFA)、HCl、硫酸など)を用いて行なうことができるか、あるいは触媒水素化、ラジ
カル反応などにより行うことができる。一実施形態においては、Boc基の脱保護は、ジオ
キサン中のHCl溶液を用いて行う。この脱保護反応は、約-4℃～約50℃の温度で行なうこ
とができる。好ましくは、この反応は、約0℃～約25℃または室温の温度で行なわれる。
別の実施形態においては、Boc基の脱保護は室温で行う。
【０１７９】
　アミンのグアニジン基への変換は、不活性溶媒、例えば、塩化メチレン、クロロホルム
、DMFまたはそれらの混合物中で、コレステロールに結合されているアミン(例えば、化合
物4のアミン)を1H-ピラゾール-1-カルボキサミジンと反応させることにより行う。他の試
薬、例えば、N-BOC-1H-ピラゾール-1-カルボキサミジンまたはN,N'-ジ-(tert-ブトキシカ
ルボニル)チオ尿素およびカップリング剤も、アミンのグアニジン部分への変換に使用す
ることができる。この反応では、当業者に公知のカップリング剤、例えば、1,3-ジイソプ
ロピルカルボジイミド(DIPC)、ジアルキルカルボジイミド、2-ハロ-1-アルキル-ピリジニ
ウムハライド、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド（EDC）、プロパ
ンホスフィン酸環状無水物（PPACA）およびフェニルジクロロホスフェートを使用するこ
とができる。この反応は、約-4℃～約50℃の温度で、DMAP、DIEA、ピリジン、トリエチル
アミンなどの塩基の存在下で行なうのが好ましい。好ましい一実施形態においては、この
反応は、約0℃～約25℃または室温の温度で行なう。
【０１８０】
　H. ナノ粒子組成物／製剤
　本明細書に記載のナノ粒子組成物は、式(I)で表されるカチオン性脂質、融合性脂質お
よびPEG脂質を含有する。
【０１８１】
　好ましい一態様においては、ナノ粒子組成物はコレステロールを含む。
【０１８２】
　本発明のさらなる態様においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、さらなる公知
のカチオン性脂質を含有していてもよい。また、異なる融合性脂質(非カチオン性脂質)の
混合物および／または異なるPEG脂質の混合物を含有するナノ粒子組成物も考えられる。
【０１８３】
　別の態様においては、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、ナノ粒子組成物中に存在す
る全脂質(医薬担体)の約10％～約99.9％の範囲のモル比で、本明細書に記載の式(I)で表
されるカチオン性脂質を含有する。
【０１８４】
　カチオン性脂質成分は、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約2％～約60％、約5％～
約50％、約10％～約45％、約15％～約25％、または約30％～約40％の範囲であってもよい
。
【０１８５】
　特定の一実施形態においては、カチオン性脂質は、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質
の約15～約25％(すなわち15、16、17、18、19、20、21、22、23,24または25％)の量で存
在する。
【０１８６】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物の別の態様においては、本組成物は、ナノ粒子組成物
中に存在する全脂質の約20％～約85％、約25％～約85％、約60％～約80％(例えば65、75
、78または80％)のモル比で、融合性／非カチオン性脂質(コレステロールおよび／または
非コレステロール系の融合性脂質を含む)を含有する。特定の一実施形態においては、全
融合性／非カチオン性脂質は、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約80％である。
【０１８７】
　また別の態様においては、非コレステロール系融合性／非カチオン性脂質は、ナノ粒子
組成物中に存在する全脂質の約25～約78％(25、35、47、60または78％)、あるいは約60～
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約78％のモル比で存在する。特定の一実施形態においては、非コレステロール系融合性／
非カチオン性脂質は、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約60％である。
【０１８８】
　また別の態様においては、ナノ粒子組成物は、非コレステロールの融合性脂質に加えて
、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約0％～約60％、約10％～約60％、または約20％
～約50％(例えば、20、30、40または50％)のモル比で、コレステロールを含む。特定の一
実施形態においては、コレステロールは、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約20％で
ある。
【０１８９】
　さらに本発明の別の態様においては、ナノ粒子組成物中に含有されているPEG脂質は、
ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約0.5％～約20％、約1.5％～約18％のモル比の範囲
である。ナノ粒子組成物の一実施形態においては、PEG脂質は、全脂質の約2％～約10％(
例えば、2、3、4、5、6、7、8、9または10％)のモル比で含まれる。例えば、全PEG脂質は
、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質の約2％である。
【０１９０】
　I. ナノ粒子の調製
　本明細書に記載のナノ粒子は、不要な実験を行うことなく、任意の公知の方法により調
製することができる。例えば、ナノ粒子は、第1の容器に水溶液中の核酸(例えばオリゴヌ
クレオチド)(または比較研究に関しては核酸を含まない水溶液)を供給し、第2の容器に本
明細書に記載のナノ粒子組成物を含有する有機脂質溶液を供給し、前記有機脂質溶液が前
記水溶液と混ざるように水溶液を有機脂質溶液と混合し、核酸が封入されているナノ粒子
を得ることにより調製することができる。この方法の詳細は、米国特許出願公開第2004/0
142025号(その内容は、参照により本明細書に組み入れるものとする)に記載されている。
【０１９１】
　あるいは、本明細書に記載のナノ粒子は、例えば、界面活性剤透析法(detergent dialy
sis method)または改良逆相法(modified reverse-phase method)(これは有機溶媒を利用
し、成分を混合する間に単一相を得るもの)をはじめとする、当技術分野で公知の方法を
用いることにより調製することができる。界面活性剤透析法においては、核酸(すなわち
、LNA、siRNAなど)をカチオン性脂質の界面活性剤溶液と接触させ、コーティングを施し
た核酸錯体を形成させる。
【０１９２】
　本発明の一実施形態においては、カチオン性脂質および核酸(例えばオリゴヌクレオチ
ド)を、約1：1～約20：1、約1：1～約12：1の電荷比、さらに好ましくは約2：1～約6：1
の比を得るように組み合わせる。あるいは、ナノ粒子組成物の窒素とリン酸塩の比(N/P)
は、約2：1～約5：1(すなわち、2.5：1)の範囲である。
【０１９３】
　別の実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子は、複式ポンプシステムを使用す
ることにより調製することができる。一般に、この方法は、第1の容器に核酸を含有する
水溶液を、また、第2の容器にナノ粒子組成物を含有する脂質溶液を供給することを含む
。これらの2種類の溶液は複式ポンプシステムを使用して混合し、ナノ粒子を得る。次に
、得られた混合溶液を水性バッファーで希釈し、形成されたナノ粒子を透析により精製お
よび／または単離することができる。ナノ粒子は、さらに、0.22μmのフィルターによる
濾過で殺菌処理することができる。
【０１９４】
　核酸を含有するナノ粒子は、直径が約5～約300nmの範囲である。好ましくは、ナノ粒子
は、動的光散乱技術(DLS)を用いて測定した場合に、約150nm未満の平均直径(例えば、約5
0～150nm)、さらに好ましくは約100nm未満の直径を有する。大部分のナノ粒子は、約30～
100nm(例えば、59.5、66、68、76、80、93、96nm)、好ましくは約60～約95nmの平均直径
を有する。TEMなどの当該分野で公知の他の技術を使用する測定では、DLS技術と比較した
場合、半分まで減少した平均直径値が得られることがあることは、当業者には十分に理解
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に均一である。
【０１９５】
　場合により、ナノ粒子は当技術分野で公知の任意の方法により大きさを合わせることが
できる。サイズは、当業者が所望する通りに調節することができる。サイズ決定は、ナノ
粒子サイズの所望のサイズ範囲と比較的狭い分布が得られるように行なうことができる。
ナノ粒子を所望の大きさにサイズ決定するには、幾通りかの技術を利用することが可能で
ある。例えば、米国特許第4,737,323号(これらの内容は参照により本明細書に組み入れる
ものとする)を参照されたい。
【０１９６】
　本発明は、核酸(例えば、LNAまたはsiRNA)が脂質多重ラメラ構造(すなわち脂質二分子
膜)で封入されており、分解から保護されるような、血清安定性のあるナノ粒子の調製方
法を提供する。本明細書に記載のナノ粒子は、水溶液中で安定している。ナノ粒子に含ま
れている核酸は、体液中に存在するヌクレアーゼから保護される。
【０１９７】
　さらに、本発明により調製されるナノ粒子は、好ましくは、生理学的pHで中性または正
に帯電している。
【０１９８】
　本明細書に記載のナノ粒子組成物を使用して調製されるナノ粒子またはナノ粒子錯体は
、次のものを含む：(i)式(I)で表されるカチオン性脂質；(ii)中性脂質／融合性脂質；(i
ii)PEG脂質、および、(iv)オリゴヌクレオチドなどの核酸。
【０１９９】
　一実施形態においては、本ナノ粒子組成物は、
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルエタノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)、およびコレステロ
ール；
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルコリン、ホスファチジルエ
タノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)、およびコレステロール；
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、ジアシ
ル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にコンジュゲートされている
PEG(PEG-PE)、およびコレステロール；
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、セラミ
ドにコンジュゲートされているPEG(PEG-Cer)、およびコレステロール；または、
　式(I)で表されるカチオン性脂質、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルエタノールアミンにコンジュゲートされているPEG(PEG-PE)、セラミドにコンジ
ュゲートされているPEG(PEG-Cer)、およびコレステロール
の混合物を含む。
【０２００】
　さらなるナノ粒子組成物は、当該分野で公知のカチオン性脂質を含有する組成物を変化
させることにより調製することができる。当該分野で公知のカチオン性脂質を含有するナ
ノ粒子組成物は、当該分野で公知のカチオン性脂質を式(I)で表されるカチオン性脂質と
置き換え、かつ／または式(I)で表されるカチオン性脂質を加えることにより変化させる
ことができる。米国特許出願公開第2008/0020058号(それらの内容は参照により本明細書
に組み入れるものとする)の表IVに記載されている当該分野で公知の組成物を参照された
い。
【０２０１】
　ナノ粒子を調製するためのナノ粒子組成物のリスト(これらに限定されるものではない)
を表3に示す。
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【表３】

【０２０２】
　一実施形態においては、ナノ粒子中のカチオン性脂質(化合物5)：DOPE：コレステロー
ル：PEG-DSPE：C16mPEG-セラミドのモル比は、それぞれ、ナノ粒子組成物(試料番号8)中
に存在する全脂質に対して、約18％：60％：20％：1％：1％のモル比である。
【０２０３】
　別の実施形態においては、ナノ粒子は、カチオン性脂質(化合物5)、DOPE、コレステロ
ールおよびC16mPEG-セラミドを、それぞれ、ナノ粒子組成物(試料番号7)中に存在する全
脂質に対して、約17％：60％：20％：3％のモル比で含有する。
【０２０４】
　これらのナノ粒子組成物は、好ましくは、次の構造：

【化２１】

【０２０５】
を有するカチオン性脂質を含有する。
【０２０６】
　本明細書に使用しているモル比は、ナノ粒子組成物中に存在する全脂質に対する量を意
味する。
【０２０７】
　J. 治療方法
　本明細書に記載のナノ粒子は、細胞または組織における標的遺伝子発現のレベルに関与
または応答する、あらゆる特徴、疾患または症状を単独か、他の治療と組み合わせて、予
防、抑制、低減または治療するための治療で用いることができる。本方法は、その必要の
ある哺乳動物に本明細書に記載のナノ粒子を投与することを含む。
【０２０８】
　本発明の一態様は、in vivoおよび／またはin vitroで哺乳動物細胞にオリゴヌクレオ
チドなどの治療用核酸を導入または送達する方法を提供する。本発明による方法は、細胞
を本明細書に記載のナノ粒子と接触させることを含む。本送達は、in vivoで適切な医薬
組成物の一部として、あるいは直接的に細胞へex vivo環境で行うことができる。
【０２０９】
　別の態様においては、本発明は哺乳動物にオリゴヌクレオチドを導入するのに有用であ
る。本明細書に記載のナノ粒子は、哺乳動物(好ましくはヒト)に投与することができる。
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【０２１０】
　さらに別の態様では、本発明は、好ましくは、哺乳動物の細胞または組織における遺伝
子発現を阻害またはダウンレギュレート(またはモジュレート)する方法を提供する。遺伝
子発現のダウンレギュレーションまたは阻害は、in vivo、ex vivoおよび／またはin vit
roで達成することができる。本方法は、ヒトの細胞または組織を本明細書に記載の核酸を
封入しているナノ粒子と接触させること、またはその必要性のある哺乳動物にナノ粒子を
投与することを含む。接触が生じる際、mRNAまたはタンパク質レベルでの遺伝子発現の阻
害またはダウンレギュレーションの成功は、in vivo、ex vivoまたはin vitroにおいて、
本明細書に記載のナノ粒子が存在しない条件で認められるものと比較して、少なくとも約
10％、好ましくは少なくとも約20％以上(例えば、少なくとも約25％、30％、40％、50％
、60％)実現される場合に起こるとみなされる。
【０２１１】
　本発明の目的においては、「阻害」または「ダウンレギュレート」は、1種または複数
のタンパク質サブユニットをコードしている標的遺伝子の発現、すなわちRNAもしくは等
価RNAのレベル、またはErbB3、HIF-1a、サバイビンおよびBCL2などの1種または複数のタ
ンパク質サブユニットの活性が、本明細書に記載のナノ粒子の非存在下で観察される場合
よりも低減されることを意味すると理解されたい。
【０２１２】
　好ましい一実施形態においては、標的遺伝子は、例えば、発癌遺伝子、プロ血管形成経
路遺伝子、プロ細胞増殖経路遺伝子、ウイルス性伝染因子遺伝子およびプロ炎症性経路遺
伝子が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０２１３】
　好ましくは、標的遺伝子の遺伝子発現は、癌細胞または組織、例えば、脳腫瘍、乳癌、
結腸直腸癌、胃癌、肺癌、口腔癌、膵癌、前立腺癌、皮膚癌または子宮頚癌の細胞で阻害
される。癌細胞または組織は、下記の1種または複数であり得る：固形腫瘍、リンパ腫、
肺小細胞癌、急性リンパ性白血病(ALL)、膵癌、膠芽腫、卵巣癌、胃癌、乳癌、結腸直腸
癌、前立腺癌、子宮頚癌、卵巣癌、脳腫瘍、KB癌、肺癌、結腸癌、表皮癌など。
【０２１４】
　特定の一実施形態においては、本明細書に記載の方法によるナノ粒子は、例えば、アン
チセンスbcl-2オリゴヌクレオチド、アンチセンスHIF-1αオリゴヌクレオチド、アンチセ
ンスサバイビンオリゴヌクレオチドおよびアンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを含む
。
【０２１５】
　本発明で考えられる治療法は、前述のナノ粒子中に封入された核酸を使用する。一実施
形態では、8つ以上の連続するアンチセンスヌクレオチドを含有する治療用ヌクレオチド
を治療で用いることができる。
【０２１６】
　特定の一治療法においては、オリゴヌクレオチド(配列番号1、配列番号2、配列番号4お
よび配列番号5)を含むナノ粒子を使用することができる。
【０２１７】
　あるいは、哺乳動物を治療する方法も提供する。本方法は、それが必要な患者に、本明
細書に記載のナノ粒子を含有する医薬組成物の有効量を投与することを含む。本方法の効
果は、治療する症状に対する核酸の効果によって決まる。本発明は、哺乳動物の各種の病
状の治療方法を提供する。本方法は、こうした治療が必要な哺乳動物に、封入された治療
用核酸を含有するナノ粒子の有効量を投与することを含む。本明細書に記載のナノ粒子は
、とりわけ、例えば、癌、炎症性疾患および自己免疫疾患など(ただし、これらに限定さ
れるものではない)の疾患の治療に有用である。
【０２１８】
　一実施形態においては、さらに、悪性腫瘍または癌に罹患している患者の治療方法であ
って、その必要性のある患者に本明細書に記載のナノ粒子を含有する医薬組成物の有効量
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を投与することを含む、前記方法も提供する。治療する癌は、下記の1種または複数であ
り得る：固形腫瘍、リンパ腫、肺小細胞癌、急性リンパ性白血病(ALL)、膵癌、膠芽腫、
卵巣癌、胃癌、結腸直腸癌、前立腺癌、子宮頚癌、脳腫瘍、KB癌、肺癌、結腸癌、表皮癌
など。
【０２１９】
　ナノ粒子は、標的遺伝子の遺伝子発現をダウンレギュレートすることにより、哺乳動物
における腫瘍疾患の治療、全身腫瘍組織量の低減、新生物転移の防止、および腫瘍再発／
新生物増殖の防止に有用である。例えば、ナノ粒子は転移性疾患(すなわち、肝臓への転
移を伴う癌)の治療に有用である。
【０２２０】
　さらに別の態様では、本発明は、in vivoまたはin vitroにおける癌細胞の成長または
増殖を阻害する方法を提供する。本方法は、本明細書に記載のナノ粒子と癌細胞とを接触
させることを含む。一実施形態においては、本発明は、細胞がErbB3遺伝子を発現する、i
n vivoまたはin vitroにおける癌の成長を阻害する方法を提供する。癌細胞は、本明細書
に記載のなナノ粒子から放出されるアンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドと接触する。
ヒトErbB3遺伝子から発現されるmRNAに相補的なアンチセンス鎖は癌細胞の増殖を阻害し
、リンパ腫細胞または白血病細胞などの癌細胞におけるErbB3遺伝子の発現を低減する。
あるいは、本発明は、癌細胞のアポトーシスをモジュレートする方法を提供する。本方法
は、細胞を本明細書に記載のナノ粒子と接触させることを含む。
【０２２１】
　さらに別の態様においては、本方法は、in vivoまたはin vitroにおいて、化学療法剤
に対する癌細胞または組織の感受性を増強する方法も提供する。特定の一態様においては
、本方法は、本明細書に記載のナノ粒子中に封入されているオリゴヌクレオチド(例えば
、LNAを含むアンチセンスオリゴヌクレオチド)を癌細胞に導入し、癌細胞または組織中の
遺伝子(例えば、サバイビン、HIF-1またはErbB3)の発現の低減することを含み、この場合
、アンチセンスオリゴヌクレオチドはmRNAと結合し、遺伝子発現を低減する。
【０２２２】
　さらに別の態様においてはは、in vivoまたはin vitroにおける腫瘍細胞の死滅方法を
提供する。本方法は、腫瘍細胞へ本明細書に記載のナノ粒子を導入し、ErbB3遺伝子など
の遺伝子発現を低減させることと、腫瘍細胞の一部を死滅させるのに十分な量の少なくと
も１種の化学療法剤を腫瘍細胞と接触させることを含む。したがって、この死滅される腫
瘍細胞の部分は、本明細書に記載のナノ粒子の非存在下で同量の化学療法剤により死滅さ
れる部分と比べて大きくなり得る。
【０２２３】
　本発明のさらなる態様においては、化学療法剤は、本明細書に記載のナノ粒子を用いる
方法で、併用して、同時にまたは連続して使用することができる。本明細書に記載のナノ
粒子は、化学療法剤よりも前に、または化学療法剤と同時に、または化学療法剤の投与後
に投与することができる。
【０２２４】
　あるいは、本明細書に記載のナノ粒子組成物は、哺乳動物に、好ましくは負電荷または
中性電荷を有する製薬上活性のある化合物を送達するために使用することができる。製薬
上活性化合物を封入されたナノ粒子は、それの必要のある哺乳動物に投与することができ
る。製薬上活性のある化合物は、分子量の小さい分子を含む。一般的に、製薬上活性のあ
る化合物は、約1,500ダルトン未満(すなわち1,000ダルトン未満)の分子量を有する。
【０２２５】
　さらなる実施形態においては、本明細書に記載の化合物は、核酸、製薬上活性のある薬
剤、またはそれらの組み合わせを送達するために使用することができる。
【０２２６】
　またさらなる実施形態においては、治療に関係するナノ粒子は、1種または複数の治療
用核酸(同一のまたは異なるもの、例えば、LNAを含有する同一のまたは異なるオリゴヌク
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レオチド)と製薬上活性のある活性剤との混合物を相乗効果のある施用を目的として含有
していてもよい。
【０２２７】
　K. ナノ粒子の医薬組成物／製剤
　本明細書に記載のナノ粒子を含む医薬組成物／製剤は、活性化合物を製薬上使用可能な
製剤にすることを容易にする添加剤および補助剤を含む1種または複数の生理学上許容可
能な担体と共に製剤化することができる。適切な製剤は、選択される投与経路により、す
なわち、局所療法または全身療法が治療されるかどうかにより決定される。
【０２２８】
　好適な剤形は、一つには、使用または投与経路、例えば経口経路、経皮経路または注射
経路により決まる。適切な製剤の調製において当技術分野で公知の検討要因としては、毒
性、および本組成物または製剤がその効果を及ぼすのを妨げると思われるあらゆる障害が
挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０２２９】
　本明細書に記載のナノ粒子の医薬組成物の投与は、経口投与、経肺投与、局所投与(例
えば、表皮投与、経皮投与、眼内投与、ならびに膣内投与および直腸内投与を含む粘膜投
与)、または非経口投与、例えば、静脈内投与、動脈内投与、皮下投与、腹腔内投与また
は筋肉注射または静注であってもよい。
【０２３０】
　好ましい一実施形態においては、治療用オリゴヌクレオチドを含有するナノ粒子は、静
脈内投与(i.v.)または腹腔内投与(i.p.)投与されるか、ボーラス注入される。本発明の多
くの態様においては、非経口経路が好ましい。
【０２３１】
　例えば、静脈内注射、筋肉内注射および皮下注射など(これらに限定されるものではな
い)の注射に関しては、本発明のナノ粒子は、水溶液中で、好ましくは生理食塩水緩衝液
などの生理学上適合するバッファー中で、あるいは極性溶媒、例えばピロリドンまたはジ
メチルスルホキシド(これらに限定されるものではない)中で製剤化することができる。
【０２３２】
　また、ナノ粒子はボーラス注入または持続注入用に製剤化することもできる。注射用の
製剤は、単位剤形中で(例えば、アンプルまたは多回投与容器中で)提供することができる
。有用な組成物は、これらに限定ものではないが、懸濁液、溶液または油性もしくは水性
ビヒクル中のエマルションが挙げられ、また、懸濁化剤、安定化剤および／または分散剤
などの添加物を含有していてもよい。非経口投与用医薬組成物は、水溶性形態の水溶液を
含む。水性注射用懸濁液は、懸濁液の粘性を調節する物質、例えば、カルボキシメチルセ
ルロースナトリウム、ソルビトールまたはデキストランを含有していてもよい。場合によ
っては、懸濁液は、好適な安定剤および／または溶液中のナノ粒子の濃度を高める薬剤を
含有していてもよい。あるいは、ナノ粒子は、好適なビヒクル(例えば、発熱性物質を含
まない滅菌済みの水)との使用前の構成を目的とした粉末形態であってもよい。
【０２３３】
　経口投与に関しては、本明細書に記載のナノ粒子は、当技術分野で公知の製薬上許容可
能な担体とナノ粒子を組み合わせることにより製剤化することができる。かかる担体は、
本発明のナノ粒子を、錠剤、丸剤、トローチ剤、糖衣剤、カプセル剤、液剤、ジェル、シ
ロップ、ペースト、スラリー、溶液、懸濁液、濃縮溶液、および患者の飲料水で希釈する
ための懸濁液、患者の食事での希釈するためのプレミックスなどとして、患者による経口
摂取用に製剤することができるものである。経口用の医薬品は、固体添加物を用いて、得
られた混合物を随意的に粉砕し、他の適切な助剤を必要に応じて加えた後、顆粒の混合物
を加工して、錠剤または糖衣剤の核を得ることにより調製することができる。有用な添加
物は、特に、増量剤、例えば乳糖、ショ糖、マンニトール、またはソルビトールをはじめ
とする糖類、セルロース調製物、例えばトウモロコシデンプン、コムギデンプン、コメデ
ンプンおよびジャガイモデンプン、および他の材料、例えばゼラチン、トラガントガム、
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メチルセルロース、ヒドロキシプロピル－メチルセルロース、カルボキシ－メチルセルロ
ースナトリウム、および／またはポリビニルピロリドン（PVP）である。必要に応じて、
架橋ポリビニルピロリドン、寒天、またはアルギン酸などの崩壊剤を添加することができ
る。また、アルギン酸ナトリウムなどの塩も使用することができる。
【０２３４】
　吸入による投与に関しては、本発明のナノ粒子は、加圧容器またはネブライザーおよび
適切な噴射剤を用いてエアロゾルスプレーの形態で送達するのが便利である。
【０２３５】
　またナノ粒子は、例えば、ココアバターまたは他のグリセリドなどの慣用の坐剤基剤を
用いて、坐剤または停留浣腸剤などの直腸用組成物として製剤化することもできる。
【０２３６】
　これまでに記載した製剤の他に、ナノ粒子はデポ製剤としても製剤化してもよい。かか
る長期作用型製剤は、埋め込みによって（例えば、皮下埋め込みまたは筋肉内埋め込み）
または筋肉内注射によって投与することができる。本発明のナノ粒子は、この投与経路に
関して、適切なポリマーまたは疎水性材料を用いて（例えば、医薬品として許容可能な油
との乳液で）、イオン交換樹脂を用いて、または、難溶性誘導体(例えば難溶性塩など、
ただし、これに限定されるものではない)として製剤化することができる。
【０２３７】
　さらに、ナノ粒子は徐放系、例えば、ナノ粒子を含有する固体疎水性ポリマーの半浸透
性マトリックスなどを用いて送達することができる。様々な徐放系材料が承認されており
、当業者には公知である。
【０２３８】
　加えて、酸化防止剤および懸濁化剤も本明細書に記載のナノ粒子の医薬組成物中で使用
することができる。
【０２３９】
　L. 投与量
　治療上有効な量の決定は、特に本明細書の開示に照らせば、十分に当業者の能力の範囲
内である。
【０２４０】
　本発明の方法に用いられる任意の治療用核酸に関しては、その治療上有効な量は、まず
in vitroアッセイから推定することができる。次いで、有効用量を含む循環濃度範囲が得
られるように、用量を動物モデルに使用するために製剤化することができる。次に、かか
る情報を利用して、患者に有用な用量をより正確に決定することができる。
【０２４１】
　投与される医薬組成物の量は、その中に含まれる核酸の有効性により決まる。一般に、
治療で用いられる核酸含有ナノ粒子の量は、哺乳動物で所望の治療結果を有効に得られる
量である。もちろん、各種ナノ粒子の用量は、その中に封入されている核酸(または製薬
上活性のある製剤)(アンチセンスLNA分子などのオリゴヌクレオチド)に応じて多少変化す
る。さらに、言うまでもなく、用量は剤形および投与経路に応じて変わる場合がある。し
かし一般的には、本明細書に記載のナノ粒子中に封入されている核酸は、約0.1mg/kg/投
与～約1g/kg/投与、好ましくは約1～約500mg/kg/投与、さらに好ましくは1～約100mg/kg/
投与(すなわち、約2～約60mg/kg/投与)の範囲の量で投与することができる。治療で投与
されるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、約4～約25mg/kg/投与の量で変動し得る。例
えば、治療プロトコルは、約0.1mg/kg/週～約1g/kg/週、好ましくは約1～約500mg/kg/週
、さらに好ましくは1～約100mg/kg/週(すなわち、約2～約60mg/kg/週)の範囲のアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドを投与することを含む。
【０２４２】
　一実施形態においては、プロトコルは、毎週約4～約18mg/kg/投与、または毎週約4～約
9.5mg/kg/投与の量でアンチセンスオリゴヌクレオチドを投与することを含む。
【０２４３】
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　特定の一実施形態においては、治療プロトコルは、6週サイクルで3週間、毎週約4～約1
8mg/kg/投与の量のアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む(すなわち、約8mg/kg/投与)。
別の特定の実施形態は、毎週約4～約9.5mg/kg/投与を含む(すなわち、約8または4.1mg/kg
/投与)。
【０２４４】
　上述の範囲は例示であり、当業者は、臨床経験に基づいた最適な投薬と治療指示を決定
するであろう。さらに、それぞれの医師は正確な製剤、投与経路および量を患者の症状を
考慮して選択することができる。その上、本明細書に記載の化合物の毒性および治療効力
は、当技術分野で公知の方法を使用し、細胞培養または実験動物において標準の医薬品上
の手法によって測定することができる。
【０２４５】
　あるいは、核酸の有効性による治療では、約0.1mg～約140mg/kg/日(0.1～100mg/kg/日)
の量で使用することができる。投与単位剤形は、一般に、約1mg～約500mgの範囲の活性剤
オリゴヌクレオチドである。
【０２４６】
　一実施形態においては、本発明の治療は、本明細書に記載のナノ粒子内に封入されてい
るオリゴヌクレオチドを、約0.1～約50mg/kg/投与、例えば、約0.5～約45mg/kg/投与の量
で(例えば、単回投与または複数回投与の用法のいずれかで)哺乳動物に投与することを含
む。
【０２４７】
　あるいは、本明細書に記載のナノ粒子内に封入されているオリゴヌクレオチドの送達は
、約0.1～約1000nM、好ましくは約10～約1500nM(すなわち、約30～約1000nM)の濃度のオ
リゴヌクレオチドを腫瘍細胞または組織とin vivo、ex vivoまたはin vitroで接触させる
ことを含む。
【０２４８】
　本組成物は、毎日1回投与することもできるし、複数週治療プロトコルの一部として与
えることが可能な複数回用量に分割してもよい。正確な用量は、当業者には明らかなよう
に、症状のステージおよび重症度、腫瘍などの疾患の核酸に対する感受性、および治療対
象の患者の個別の特徴によって決まる。
【０２４９】
　ナノ粒子が投与される本発明の全ての態様においては、記載した投与量は、投与される
ナノ粒子の量ではなく、オリゴヌクレオチド分子の量に基づく。
【０２５０】
　治療は、目的の臨床結果が得られるまで、1日または複数の日数にわたって行われる与
えられるものと考える。治療用核酸(または製薬上活性のある薬剤)を封入しているナノ粒
子の正確な量、頻度および投与期間は、当然、患者の性別、年齢および医学的症状、並び
に主治医によって判定される疾患の重症度に応じて変わる。
【０２５１】
　さらなる態様は、相乗効果または相加効果のために、本明細書に記載の本発明のナノ粒
子を他の抗癌療法と組み合わせることを含む。
【実施例】
【０２５２】
　下記の実施例は、本発明のさらなる理解を提供する役割を果たすが、決して本発明の有
効な範囲を限定しないものとする。
【０２５３】
　実施例において、合成反応はすべて乾燥窒素またはアルゴンの雰囲気下で実施する。N-
(3-アミノプロピル)-1,3-プロパンジアミン、BOC-ON、エチレンオキシド、LiOCl4、コレ
ステロールおよび1H-ピラゾール-1-カルボキサミジン・HClはAldrichから購入した。他の
全ての試薬および溶媒は、それ以上精製を行うことなく使用した。LNA含有オリゴヌクレ
オチド、例えば、Oligo-1標的サバイビン遺伝子、Oligo-2標的ErbB3遺伝子およびOligo-3
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(スクランブルOligo-2)は社内で調製したが、それらの配列は表4に示す。オリゴヌクレオ
チド内のヌクレオシド間の結合はホスホロチオエートを含んでおり、mCはメチル化シトシ
ンを表し、大文字はLNAを示す。
【表４】

【０２５４】
　実施例の全体にわたり、以下の略語を使用する：例えば、LNA(ロック核酸オリゴヌクレ
オチド)、BACC(2-[N,N'-ジ(2-グアニジニウムプロピル)]アミノエチルコレステリル-カー
ボネート)、2-(Boc-オキシイミノ)-2-フェニルアセテートニトリル(BOC-ON)、Chol(コレ
ステロール)、DIEA(ジイソプロピルエチルアミン)、DMAP(4-N,N-ジメチルアミノ-ピリジ
ン)、DOPE(L-a-ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン、Avanti Polar Lipids, U
SAまたはNOF, Japan)、DLS(動的光散乱)、DSPC(1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホス
ホコリン)(NOF, Japan)、DSPE-PEG(1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノー
ルアミン-N-(ポリエチレングリコール)2000アンモニウム塩またはナトリウム塩、Avanti 
Polar Lipids, USAおよびNOF, Japan)、KD(knowndown)、EPC(卵ホスファチジルコリン、A
vanti Polar Lipids, USA)およびC16mPEG-セラミド(N-パルミトイル-スフィンゴシン-1-[
スクシニル(メトキシポリエチレングリコール)2000、Avanti Polar Lipids, USA)。また
、FAM(6-カルボキシフルオレセイン)、FBS(ウシ胎児血清)、GAPDH(グリセルアルデヒド-3
-リン酸脱水素酵素)、DMEM(ダルベッコ変性イーグル培地)、MEM(変性イーグル培地)、TEA
A(テトラエチルアンモニウムアセテート)、TFA(トリフルオロ酢酸)、RT-qPCR(逆転写定量
ポリメラーゼ連鎖反応)などの他の略語も使用した。
【０２５５】
　特に別記しない限り、1H NMRスペクトルは300 MHzにて、また13C NMRスペクトルは75.4
6 MHzにて、Varian Mercury 300 NMR分光計および重水素化クロロホルムを溶媒として用
いて得た。化学シフト（δ）はテトラメチルシラン（TMS）から下方領域のppmで記録する
。
【０２５６】
　実施例1. ビス[3-(Bocアミノ)プロピル]アミン(化合物1)の調製
　N-(3-アミノプロピル)-1,3-プロパンジアミン(1.45g、11.05mmol)を無水THF 50mLに含
む溶液を20分間氷浴中で激しく撹拌した。BOC-ON(5.998g、24.36mmol)を溶解した無水THF
 20mLを2時間かけてその溶液にゆっくりと加えた。添加の終了後、氷浴を取り除き、反応
混合物をさらに45分間室温で撹拌した。次いで、反応混合物を減圧下で濃縮した。カラム
クロマトグラフイー(酢酸エチル/メタノール= 4：1～3：2, v/v)により化合物1を得た：
収率57％：1H NMR 5.18, 3.23-3.17, 2.67-2.63, 1.68-1.60, 1.44；13C NMR 155.9, 78.
99, 47.51, 39.04, 29.87, 28.51。
【０２５７】
　実施例2. 2-[ビス(3-N-Boc-アミノプロピル)]アミノアルコール(化合物2)の調製
　100mLの丸底フラスコに、ビス[3-(Boc-アミノ)プロピル]アミン(化合物1、2g、6mmol)
、LiClO4(0.64g、6mmol)およびCH3CN(24mL)を加えた。溶解終了後、フラスコを氷浴に移
し、エチレンオキシド2mLを加えた。次いで、フラスコを密閉し、反応混合物を24時間室
温で撹拌した。LiClO4を濾過した後、反応混合物を減圧下で濃縮し、水100mLで希釈した
。エチルエーテル(30mL×3)を用いる抽出により粗生成物を得た。合わせた有機層をブラ
インで洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた。化合物2を真空で濃縮した後、カラム
クロマトグラフイー(酢酸エチル/メタノール=4/1、v/v)により精製した：収率72％：1H N
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MR 5.05, 3.60-3.56, 3.20-2.14, 2.56-2.46, 1.68-1.60, 1.44；13C NMR 155.99, 79.13
, 58.98, 56.00, 51.63, 38.93, 28.48, 27.38。
【０２５８】
　実施例3. 2-[ビス(3-N-Boc-アミノプロピル)]アミノエチルコレステリルカーボネート(
化合物3)の調製
　250mLの丸底フラスコに、2-[ビス(3-N-Boc-アミノプロピル)]アミノアルコール(化合物
2、3.2g、8.5mmol)、DMAP(3.13g、25.6mmol)および無水塩化メチレン100mLを加えた。溶
解終了後、反応混合物を氷浴で0℃まで冷却した。コレステリルクロロホルメート(11.48g
、25.6mmol)を加え、反応混合物を氷浴で4時間撹拌し、次いで室温で約20時間撹拌した。
その後、溶媒を真空で除去した。残渣を無水エーテル100mL中に溶解させ、濾過した。濾
液を真空濃縮し、化合物3をカラムクロマトグラフイー(酢酸エチル)による精製後に、収
率72％の白色固体として回収した。
【０２５９】
　実施例4. 2-[ビス(3-アミノプロピル)]アミノエチルコレステリルカーボネート・2HCl(
化合物4)の調製
　2-[ビス(3-N-Boc-アミノプロピル)]アミノエチルコレステリルカーボネート(化合物3、
5.0g、6.34mmol)を、100mL丸底フラスコに入れた無水ジオキサン30mL中に溶解させた。そ
の溶液に、ジオキサン中の2M HCl溶液30mLを加え、反応混合物を約1時間室温で撹拌した
。反応終了後、反応混合物を真空濃縮し、帯黄色の粉末残渣を得た。残渣をエーテルで3
回洗浄し、真空下で乾燥させ、化合物4を収率98％で得た。
【０２６０】
　実施例5. 2-[ビス(3-グアニジニウムプロピル)]アミノエチルコレステリルカーボネー
ト(化合物5)の調製
　2-[ビス(3-アミノプロピル)]アミノエチルコレステリルカーボネート・2HCl(化合物4、
1.0g、1.43mmol)、1H-ピラゾール-1-カルボキサミジン(HCl)(0.446g、3.04mmol)およびDI
EA(1.00g、7.7mmol)を、250mL丸底フラスコに入れ、無水塩化メチレン100mLをその混合物
に加えた。反応混合物を24時間室温で撹拌した。反応終了後、無水エーテル300mLを加え
、溶液からの白色固体を沈殿させた。エーテルおよびヘキサンで固体を交互に3回洗浄す
ることにより、化合物5を白色固体として得た。その収率は68％であった。
【０２６１】
　実施例6. ナノ粒子の調製
　本実施例では、各種核酸(例えば、LNA含有オリゴヌクレオチド)を封入しているナノ粒
子組成物を調製した。例えば、化合物5、DOPE、Chol、DSPE-PEGおよびC16mPEG-セラミド
は、90％エタノール10mL中、18：60：20：1：1のモル比で混合した(全脂質30μモル)。LN
Aオリゴヌクレオチド(0.4μモル)は、20mMのトリス緩衝液(pH 7.4～7.6)10mL中に溶解さ
せた。37℃まで加熱した後、2種の溶液を二重シリンジポンプを通して一緒に混合し、次
に、混合溶液を20mMトリス緩衝液20 mL(300mM NaCl、pH 7.4～7.6)で希釈した。混合物を
30分間37℃でインキュベートし、10mMのPBSバッファー(138mM NaCl、2.7mM KCl、pH 7.4)
中で透析した。透析により混合物からエタノールを除去した後、安定した粒子が得られた
。ナノ粒子溶液を遠心分離により濃縮した。ナノ粒子溶液を15mL遠心分離濾過機((Amicon
 Ultra-15, Millipore, USA))へ移した。遠心分離機の速度は3,000 rpmで、温度は遠心分
離中4℃であった。濃縮懸濁液を所定時間後に回収し、0.22μmのシリンジフィルター(Mil
lex-GV, Millipore, USA)により濾過を行い殺菌した。均質な懸濁液が得られた。
【０２６２】
　ナノ粒子の直径および多分散性は、Plus 90 Particle Size Analyzer Dynamic Light S
cattering Instrument (Brookhaven, New York)を用い、媒体としての水(Sigma)中25℃で
測定した。
【０２６３】
　LNAオリゴヌクレオチドの封入効果は、UV-VIS (Agilent 8453)により測定した。バック
グラウンドUV-visスペクトルは、PBSバッファー生理食塩水(250μL)、メタノール(625μL
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封入核酸濃度を測定するため、メタノール(625μL)およびクロロホルム(250μL)をPBSバ
ッファー生理食塩水ナノ粒子懸濁液(250μL)に加えた。混合後、透明な溶液が得られ、こ
の溶液を260nmで吸光度を測定する前に2分間超音波処理した。封入核酸濃度および充填効
率は、方程式(1)および(2)により計算した：
　Cen (μg / ml) = A260 × OD260 unit (μg / mL) × 希釈係数(μL/μL)----------(
1)
ここで、希釈係数は、サンプルストック容量(μL)で割ったアッセイ容量(μL)から得られ
る。
【０２６４】
　封入効率(％) = [Cen / Cinitial]×100 ------------------------------(2)
ここで、Cenは、精製後にナノ粒子懸濁液に封入された核酸(すなわちLNAオリゴヌクレオ
チド)濃度であり、Cinitialは、ナノ粒子懸濁液形成前の最初の核酸(LNAオリゴヌクレオ
チド)濃度である。
【０２６５】
　各種ナノ粒子組成物の粒径、多分散性および核酸(LNAオリゴヌクレオチド)充填効率を
表5および6にまとめる。これらのナノ粒子組成物は、100nm未満のナノ粒子サイズで、低
多分散性であり、高い核酸充填効率(79～87％)を達成したことが示されている。
【表５】
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【表６】

【０２６６】
　実施例7. ナノ粒子安定性
　ナノ粒子安定性は、4℃、PBSバッファー中で経時的に、構造の完全な状態を保持するそ
れらの能力として定義した。ナノ粒子のコロイド安定性は、平均径の変化を経時的にモニ
タリングすることによって評価した。表6の試料番号NP1により調製したナノ粒子は、10mM
 PBSバッファー(138mM NaCl、2.7mM KCl、pH 7.4)中に分散させ、4℃で保管した。所定の
時点で、ナノ粒子懸濁液約20～50μLを取り出し、2mLまで純水で希釈した。ナノ粒子のサ
イズは、25℃で動的光散乱技術(DLS)を使用することにより測定した。結果からは、120日
間にわたり観察した場合、試料番号8のナノ粒子の粒径にほとんど変化はみられなかった
ことがわかった。結果を図2に示す。脂質担体の成分としての本明細書に記載のカチオン
性脂質を含有するナノ粒子(化合物5)は、実質的に長期間の間、4℃で非常に安定していた
ことが明らかであった。図2に示したように、試料番号NP101、NP102、NP103およびNP104
のナノ粒子(表7)もまた同様の安定性を示した。

【表７】

【０２６７】
　実施例8. in vitroにおけるナノ粒子の細胞内取り込み
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　本明細書に記載のナノ粒子中に封入されている核酸(LNAオリゴヌクレオチドOilgo-2)の
細胞内取り込みの効果をヒト前立腺癌細胞(15PC3細胞系)で評価した。試料番号NP3のナノ
粒子は、実施例6に記載の方法を用いて調製した。LNAオリゴヌクレオチド(Oligo-2)は、
蛍光顕微鏡試験のためにFAMで標識した。
【０２６８】
　ナノ粒子は15PC3細胞系で評価した。細胞は完全培地(10％FBSを補充したDMEM)中で維持
した。各ウェルに2.5×105細胞を含有する12ウェルプレートを37℃で一晩インキュベート
した。細胞を一度Opti-MEMで洗浄し、Opti-MEM 400mLを各ウェルに加えた。次いで、細胞
を、核酸を封入している試料番号NP3(200nM)のナノ粒子溶液(FAM-修飾Oligo 2)、または
、対照としてナノ粒子無しの遊離核酸の溶液(ネイキッドFAM-修飾Oligo 2)で処理した。
細胞を37℃で24時間インキュベートした。細胞をPBSで5回洗浄し、次いで、30分間1ウェ
ル当たりHoechst溶液(2mg/mL)300mLで染色し、その後PBSで5回洗浄した。-20℃で20分間
予備冷却した(-20℃)70％ EtOHで細胞を固定した。細胞を螢光顕微鏡下に検査した。その
画像を図3に示す。
【０２６９】
　同一条件下の遊離核酸で処理した細胞は、図3Aに示すように核酸の細胞内取り込みは示
さなかった。ナノ粒子とインキュベートした細胞では、核酸の有意な核内蓄積があった(
図3B)。さらに、ナノ粒子で処理した細胞は、核酸の大きく広がった細胞質内局在化を示
した。いくつかのさらなる核酸の細胞質断続蓄積(cytoplasmic punctuate accumulation)
パターンもまた認められたが、これは図3Bに示すようにエンドサイトーシス小胞で典型的
であった。図3に示すように、試料番号NP105のナノ粒子で処理した細胞(表8)も同様に核
酸の細胞内取り込みを示した。
【表８】

【０２７０】
　これらの結果は、核酸が封入されているナノ粒子が、トランスフェクション剤を使用し
なくとも細胞膜を透過し、核および細胞質に蓄積したことを示した。本明細書に記載のナ
ノ粒子は、細胞、好ましくは腫瘍細胞の内部に核酸を送達する手段を提供する。
【０２７１】
　実施例9. ヒト表皮癌細胞中のmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子のin vitr
o効果
　試料番号NP5の効果をヒト表皮癌細胞(A431細胞系)で評価した。A431細胞は上皮増殖因
子受容体(EGFR)を過剰発現する。アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入している
ナノ粒子(試料NP5)で細胞を処理した。また細胞は、対照として、スクランブル配列を有
するオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試料番号NP6)で処理するか、空のプラ
セボナノ粒子(試料番号NP7)で処理した。ナノ粒子は、実施例6に記載の方法を使用して調
製した(表9)。
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【表９】

【０２７２】
　細胞は完全培地中で維持した(10％FBSを補充したF-12KまたはDMEM)。各ウェルに2.5×1
05細胞を含有する12ウェルプレートを37℃で一晩インキュベートした。細胞を一度Opti-M
EM(登録商標)で洗浄し、Opti-MEM(登録商標) 400mLを各ウェルに加えた。次いで、細胞を
試料番号NP5、NP6またはNP7のナノ粒子で処理した。細胞を4時間インキュベートした後、
1ウェル当たり600μLの培地を添加し、24時間インキュベーションした。処理の24時間後
に、標的遺伝子(例えばヒトErbB3)及びハウスキーピング遺伝子(例えばGAPDH)の細胞内mR
NAレベルをRT-qPCRにより測定した。ErbB3 mRNA遺伝子の発現レベルは、GAPDHのレベルに
標準化した。
【０２７３】
　mRNAダウンレギュレーション試験に関しては、全RNAは、RNAqueousキット(登録商標)(A
mbion)を使用し製造者の説明書に従って調製した。RNA濃度は、Nanodropを使用し、OD260
nmにより測定した。試薬は全てApplied Biosystemsから購入した：高容量相補的DNA逆転
写キット(登録商標)(Cat. No. 4368813)、20×PCRマスターミックス(Cat. No. 4304437)
、およびヒトGAPDH用のTaqMan(登録商標)遺伝子発現アッセイキット(Cat. No. 0612177)
。
【０２７４】
　アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試料番号NP5)は、ヒト
表皮癌細胞において100nMもの低いIC50で用量依存性mRNAノックダウンを示した(図4A)。
このmRNAノックダウンはErbB3タンパク質レベルと相関していた(図4B)。ErbB3発現のダウ
ンレギュレーションは、ウエスタンブロット法により、細胞からErbB3タンパク質レベル
を測定することによって確認した。抗ErbB3抗体はSanta Cruz (SC285)から購入し使用し
た。スクランブルオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試料番号NP6)は、ErbB3発
現を阻害しなかった。
【０２７５】
　結果は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、標的遺伝子発現
を選択的及び用量依存的に阻害することを示した。本明細書に記載のナノ粒子は、トラン
スフェクション剤の不在下で標的遺伝子発現を阻害するための手段を提供する。
【０２７６】
　実施例10. ヒト胃癌細胞のmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子のin vitro効
果
　本明細書に記載のナノ粒子の効果をヒト胃癌細胞(N87細胞系)で評価した。細胞は、下
記の1種で処理した：アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試
料NP5)、スクランブル配列を有するオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試料番
号NP6)、または空のプラセボナノ粒子(試料番号NP7)。ErbB3発現のダウンレギュレーショ
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ンに対する各ナノ粒子のin vitroでの効果は、実施例9に記載の方法により測定した。
【０２７７】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、ヒト胃癌細胞で標的遺伝
子またはタンパク質発現を用量依存的に阻害した。その阻害は配列特異的であった。スク
ランブルオリゴヌクレオチドは、標的ErbB3遺伝子またはタンパク質発現を阻害しなかっ
た。結果を図5に示す。
【０２７８】
　実施例11. ヒト肺癌細胞におけるmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子のin v
itro効果
　本明細書に記載のナノ粒子の効果をヒト肺癌細胞(A549細胞系)においても評価した。細
胞は、下記の1種で処理した：アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ
粒子(試料NP5)、スクランブル配列を有するオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(
試料番号NP6)または空のプラセボナノ粒子(試料番号NP7)。ErbB3発現のダウンレギュレー
ションに対するナノ粒子のそれぞれのin vitro効果は、実施例9に記載した方法により測
定した。
【０２７９】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、ヒト肺癌細胞において標
的遺伝子またはタンパク質発現を用量依存的に阻害した。結果は、それらの癌細胞におい
て約200nMのIC50を示した。阻害は、配列特異的であった。スクランブルオリゴヌクレオ
チドは、標的ErbB3遺伝子またはタンパク質発現を阻害しなかった。結果を図6に示す。
【０２８０】
　実施例12. ヒト前立腺癌細胞におけるmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子の
in vitro効果
　本明細書に記載のナノ粒子の効果をヒト前立腺癌細胞(15PC3細胞系)においても評価し
た。細胞は、下記の1種で処理した：アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入してい
るナノ粒子(試料NP5)、スクランブル配列を有するオリゴヌクレオチドを封入しているナ
ノ粒子(試料番号NP6)または空のプラセボナノ粒子(試料番号NP7)。ErbB3発現のダウンレ
ギュレーションに対するナノ粒子のそれぞれのin vitro効果は、実施例9に記載した方法
により測定した。
【０２８１】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、ヒト前立腺癌細胞におい
て、約100nMのIC50で標的遺伝子またはタンパク質発現を用量依存的に阻害した。阻害は
、配列特異的であった。スクランブルオリゴヌクレオチドは、標的ErbB3遺伝子またはタ
ンパク質発現を阻害しなかった。結果を図7に示す。
【０２８２】
　実施例13. ヒト乳癌細胞におけるmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子のin v
itro効果
　本明細書に記載のナノ粒子の効果をヒト乳癌細胞(MCF7細胞系)においても評価した。細
胞は、下記の1種で処理した：アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ
粒子(試料NP5)、スクランブル配列を有するオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(
試料番号NP6)または空のプラセボナノ粒子(試料番号NP7)。ErbB3発現のダウンレギュレー
ションに対するナノ粒子のそれぞれのin vitro効果は、実施例9に記載した方法により測
定した。
【０２８３】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、ヒト乳癌細胞において、
標的遺伝子またはタンパク質発現を用量依存的に阻害した。結果は、癌細胞においておよ
そ150nMのIC50を示した。阻害は、配列特異的であった。スクランブルオリゴヌクレオチ
ドは、標的ErbB3遺伝子またはタンパク質発現を阻害しなかった。結果を図8に示す。
【０２８４】
　実施例14. ヒトKB癌細胞におけるmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子のin v
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itro効果
　本明細書に記載のナノ粒子の効果をヒトKB癌細胞(KB細胞系)においても評価した。細胞
は、下記の1種で処理した：アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒
子(試料NP5)、スクランブル配列を有するオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試
料番号NP6)または空のプラセボナノ粒子(試料番号NP7)。ErbB3発現のダウンレギュレーシ
ョンに対するナノ粒子のそれぞれのin vitro効果は、実施例9に記載した方法により測定
した。
【０２８５】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、ヒトKB癌細胞において、
標的遺伝子またはタンパク質発現を用量依存的に阻害した。阻害は、配列特異的であった
。スクランブルオリゴヌクレオチドは、標的ErbB3遺伝子またはタンパク質発現を阻害し
なかった。結果を図9に示す。
【０２８６】
　実施例15.　ヒト前立腺癌細胞におけるmRNAダウンレギュレーションに対するナノ粒子
のin vitro効果
　本明細書に記載のナノ粒子の効果を別のタイプのヒト前立腺癌細胞(DU145細胞系)にお
いても評価した。細胞は、アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒
子(試料NP5)、スクランブル配列を有するオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試
料番号NP6)または空のプラセボナノ粒子(試料番号NP7)でそれぞれ処理した。ErbB3発現の
ダウンレギュレーションに対するナノ粒子のそれぞれのin vitro効果は、実施例9に記載
した方法により測定した。
【０２８７】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子は、ヒト前立腺癌細胞におい
て、標的遺伝子またはタンパク質発現を用量依存的に阻害した。阻害は、配列特異的であ
った。スクランブルオリゴヌクレオチドは、標的ErbB3遺伝子またはタンパク質発現を阻
害しなかった。結果を図10に示す。
【０２８８】
　本明細書に記載のナノ粒子は、様々な癌細胞(例えばヒト肺、前立腺、胸およびKB癌細
胞)へ核酸を送達した。図6～10に示したように、癌細胞系におけるmRNA KD効果は、15PC3
＞MCF7～＞A431～＞N87～＞A549＞DU145～KBの順で、ナノ粒子中に封入されているアンチ
センスオリゴヌクレオチドの約50～約400nMの範囲である。mRNA KDは、試験するそれぞれ
の癌細胞において、タンパク質KDと相関していた。
【０２８９】
　実施例16. ヒト前立腺癌異種移植マウスモデルの腫瘍および肝臓におけるmRNAダウンレ
ギュレーションに対するナノ粒子のin vivo効果
　本明細書に記載のナノ粒子のin vivo効果をヒト前立腺癌異種移植マウスで評価した。1
5PC3ヒト前立腺腫瘍は、ヌードマウスで右腋側腹部に5×106細胞／マウスを皮下注射する
ことにより確立した。腫瘍が100mm3の平均体積に達した時、マウスをランダムに1群当た
り5匹に分けした。各群のマウスに、アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチド(試料NP5)ま
たは対応するネイキッドオリゴヌクレオチド(Oligo 2)を封入されているナノ粒子で処理
した。ナノ粒子は、12日間、q3d×4で、15mg/kg/投与、5mg/kg/投与、1mg/kg/投与または
0.5mg/kg/投与で静脈内投与(i.v.)した。投与量は、ナノ粒子中のオリゴヌクレオチド量
に基づく。ネイキッドオリゴヌクレオチドは、12日間、q3d×4で、30mg/kg/投与の腹腔内
投与(i.p.)か、25mg/kg/投与または45mg/kg/投与で静脈内投与した。マウスは最終投与の
24時間後に殺処理した。血漿試料をマウスから回収し、-20℃で保管した。腫瘍試料およ
び肝臓試料もマウスから回収した。試料はmRNA KDについて分析した。
【０２９０】
　ナノ粒子で処理したマウスの腫瘍試料では、その処理はErbB3 mRNA発現を用量依存的に
阻害した。ErbB3発現は15mg/kgの投与で約51％以上阻害された(G2)。ネイキッドオリゴヌ
クレオチドで処理された動物の腫瘍試料では、45mg/kgのoligo-2の投与で、ErbB3 mRNA発
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【０２９１】
　肝臓試料においては、ナノ粒子は、ネイキッドオリゴヌクレオチドと比較した場合、低
用量で標的遺伝子発現のダウンレギュレーションに非常に効果があった。ナノ粒子は、15
mg/kg/投与で約93％のKD活性を示した(G2)。またナノ粒子は、1mg/kg/投与で約87％のKD
活性を示した(G4)が、これは25mg/kg/投与のOligo-2と同程度に有効であった(G7)。結果
を図12に示す。
【０２９２】
　結果は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子が、ネイキッドLNA
オリゴヌクレオチドと比較した場合、腫瘍および肝臓の両方で標的遺伝子の発現を有意に
且つ有効的に阻害したことを示した。
【０２９３】
　実施例17. ヒト結腸癌異種移植マウスモデルにおけるmRNAダウンレギュレーションに対
するナノ粒子のin vivo効果
　本明細書に記載のナノ粒子のin vivo効果をヒト結腸癌異種移植マウスでも評価した。
本明細書に記載のナノ粒子(試料NP5)を、12日間、q3dx4で、ヒトDLD-1腫瘍を移植したマ
ウスに腫瘍内注射を行い投与した。ネイキッドオリゴヌクレオチド(Oligo 2)、スクラン
ブルオリゴヌクレオチド(Oligo 3)、スクランブルオリゴヌクレオチドを含有するナノ粒
子(試料NP6)もマウスに投与した。各試験群のマウスからの腫瘍試料を回収し、mRNAダウ
ンレギュレーションについてqRT-PCRを使用して分析した。
【０２９４】
　アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを含有するナノ粒子で処理したマウスにおいて
は、その処置は、ネイキッドアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはスクランブルオリゴ
ヌクレオチドを含有するナノ粒子と比較した場合、ErbB3 mRNA発現を有意に阻害した。結
果を図13に示す。結果は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子が、
ネイキッドLNAオリゴヌクレオチドと比較した場合、腫瘍での標的遺伝子の発現を有意に
且つ効果的に阻害したことを示した。
【０２９５】
　実施例18. 肝臓に転移のあるヒト癌異種移植マウスモデルにおけるmRNAダウンレギュレ
ーションに対するナノ粒子のin vivo効果
　本明細書に記載のナノ粒子のin vivo効果を肝臓に転移のあるヒト癌異種移植マウスに
おいて評価した。A549癌細胞を脾臓内に注射し、その後、転移性肝疾患を確立するため脾
臓摘出を行った。脾臓摘出の2日後、0.5mg/kg/投与、q3d×10で、各群のマウスに、アン
チセンスErbB3オリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試料NP5)、またはスクランブ
ルオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子(試料NP6)を静脈内投与した。ネイキッド
アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチド(Oligo 2)は、35mg/kg/投与、q3d×4で静脈内投与
した。動物の生存を確認した。
【０２９６】
　アンチセンスErbB3オリゴヌクレオチドを含有するナノ粒子による処置は、約73日間の
対照動物と比較して、生存が伸びた(約85日)。結果を図14に示す。総括的観察では、動物
の死亡が肝転移によることを示した。肝転移のある代表的な動物の画像を図15に示す。
【０２９７】
　結果は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを封入しているナノ粒子が、ネイキッドLNA
オリゴヌクレオチドと比べると、転移癌(すなわち肝臓の転移癌)を改善したことを示した
。
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