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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　形質転換された細菌由来マイクロベシクルを含む、癌治療用又は癌診断用薬学的組成物
であって、前記の形質転換された細菌は、脂質多糖類の毒性が弱化されたグラム陰性菌ま
たはリポタイコ酸の毒性が弱化されたグラム陽性菌である、組成物。
【請求項２】
　前記細菌は癌治療用又は癌診断用物質を発現したりまたは、前記物質を発現するように
形質転換された細菌である、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記組成物は前記マイクロベシクルによる毒性を抑制させる薬物をさらに含む、請求項
１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記薬物がポリミキシンＢまたはアスピリンである、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　前記組成物は抗癌効能を増加させる薬物をさらに含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　前記薬物がアスピリン、Ｔｈ１７（Ｔヘルパー１７細胞）免疫反応を抑制する薬物、イ
ンターロイキン－６の生成或いは活性を抑制する薬物、血管の生成を抑制する薬物、血管
内皮細胞成長因子の生成或いは活性を抑制する薬物、血管内皮細胞成長因子受容体による
シグナル伝達を抑制する薬物、ＳＴＡＴ３(Signal transducer and activator of transc
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ription)シグナル伝達を抑制する薬物、抗癌剤からなる群から選ばれるいずれかの一つで
ある、請求項５に記載の組成物。
【請求項７】
　癌治療用又は癌診断用マイクロベシクルを製造する方法であって、下記の段階を含む方
法：
（ａ）形質転換された細菌を含む懸濁液に薬物を添加し、前記形質転換された細菌と前記
薬物を含む混合懸濁液を収得する段階であって、前記の形質転換された細菌は、脂質多糖
類の毒性が弱化されたグラム陰性細菌またはリポタイコ酸の毒性が弱化されたグラム陽性
菌である、段階及び
（ｂ）前記混合懸濁液から分泌される前記薬物が負荷されたシェディング(shedding)マイ
クロベシクルを分離する段階。
【請求項８】
　癌治療用又は癌診断用細菌由来マイクロベシクルを製造する方法であって、下記の段階
を含む方法：
（ａ）形質転換された細菌の培養液から分泌されるシェディングマイクロベシクルを分離
する段階であって、前記の形質転換された細菌は、脂質多糖類の毒性が弱化されたグラム
陰性細菌またはリポタイコ酸の毒性が弱化されたグラム陽性菌である、段階、及び
（ｂ）前記分離されたマイクロベシクルを含む懸濁液に薬物を添加して培養する段階。
【請求項９】
　前記マイクロベシクル又はシェディングマイクロベシクルが含まれた懸濁液から、前記
薬物が負荷されたマイクロベシクル又はシェディングマイクロベシクルを分離する段階を
さらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記分離段階は密度構造、超遠心分離、濾過、透析及び自由流動電気泳動法よりなる群
から選ばれた方法を用いて行われる、請求項７または８に記載の方法。
【請求項１１】
　癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるように形質転換された細菌に由来し、癌治
療用又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベシクルを含む、癌治療用又は癌診断用薬学
的組成物であって、前記の形質転換された細菌は、脂質多糖類の毒性が弱化されたグラム
陰性細菌またはリポタイコ酸の毒性が弱化されたグラム陽性菌である、組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細菌由来マイクロベシクルを用いて癌を治療及び／又は診断する方法、細菌
由来マイクロベシクルの構成成分を用いて癌を治療する方法などに関する。
【背景技術】
【０００２】
　１８１３年、Ｖａｕｔｉｅｒは、自分の癌患者のうちガス壊疽(gas gangrene)に罹患し
ている患者の癌が治る現象を最初報告した。以後、ガス壊疽がウェルシュ菌(Clostridium
 perfringenes)という嫌気性(anaerobic)細菌により発生するという事実が明らかになっ
た。細菌で癌を治すことができるという概念に基づいて、ウェルシュ菌以外に、サルモネ
ラ菌(Salmonella typhimurium)を含む多様な種の細菌を対象として研究が盛んに行われて
きた。癌が成長して一定のサイズ（約１ｍｍ３）以上になると、周辺血管からの酸素供給
が円滑に行われないことにより、癌組織の内部は低酸素症(Hypoxia)状態に落ちる。この
ような低酸素症状態の癌組織は、容易に嫌気性(anaerobic)細菌が生きて増殖することが
可能な環境を提供し、細菌が持っている多様な毒素及び知られていない様々なメカニズム
を介して周辺の癌細胞を攻撃して癌を壊死させる。細菌の抗癌効果を増進させるために、
細菌で抗癌タンパク質を発現するように形質転換させる試み、或いは細菌を用いて、抗癌
タンパク質遺伝子を持っているプラスミドを癌組織に伝達する試みが行われた。また、細
菌の増殖及び細菌の毒素により生ずる副作用を緩和させるために、栄養要求性変異株(aux
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otrophic mutant)、胞子(spore)、及び弱毒化(attenuated)細菌を用いて癌の治療に適用
しようとする試みも行われた。ところが、このような努力にも拘らず、細菌を用いて抗癌
治療を行おうとした試みは、癌組織だけでなく周辺及び重要正常臓器で細菌が増殖する問
題点などがあった。
【０００３】
　細菌は、通称「バクテリア」を意味し、グラム陰性菌とグラム陽性菌を含む。今まで大
腸菌(Escherichia coli)、髄膜炎菌(Neisseria meningitides)、緑膿菌(Pseudomonas aer
uginosa)、及び赤痢菌(Shigella Flexneri)などのグラム陰性菌の細胞外膜からシェディ
ング(shedding)マイクロベシクル(microvesicle)が自然に分泌されるものと知られている
。前記グラム陰性菌から分泌されるシェディングマイクロベシクルは、外膜小胞(outer m
embrane vesicle)として知られており、球状を有し、リン脂質二重層からなっており、２
０～２００ｎｍのサイズを有し、リポ多糖類(lipopolysaccharide、ＬＰＳ)だけでなく宿
主の炎症反応を調節することが可能な外膜タンパク質(outer membrane protein)、脂質(l
ipids)、及び遺伝物質（ＤＮＡ、ＲＮＡ）などの多様な生物学的活性を有する物質を持っ
ている。前記細菌由来シェディングマイクロベシクルは、同種間のタンパク質或いは遺伝
物質の伝達、細胞シグナル伝達などの情報伝達体としての機能と競争的生物体の除去或い
は細菌の生存増進に寄与し、それだけでなく宿主に毒素などを伝達することにより、細菌
性疾病の病因現象を調節すると知られている。特に、重症敗血症で死亡した患者の血液か
らシェディングマイクロベシクルが発見されたという報告は、全身性炎症反応を特徴とす
る敗血症の病因において炎症の発生にシェディングマイクロベシクルが重要な役割を果た
すことができることを示唆する。細菌由来シェディングマイクロベシクルが宿主細胞を刺
激して炎症性サイトカイン(inflammatory cytokine)及び凝固誘導物質(coagulant)の分泌
を誘導するという研究結果は、これを裏付ける。
【０００４】
　枯草菌(Bacillus subtilis)及び黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)を含むグラム
陽性菌もシェディングマイクロベシクルを分泌するという事実を本発明者が初めて解明し
たが、グラム陽性菌由来シェディングマイクロベシクルの構成成分や機能などに関する研
究は初歩的な水準に止まっている。
【０００５】
　現在まで多様な種類の細菌から自然に分泌されるシェディングマイクロベシクルが観察
、分離された。一般に、シェディングマイクロベシクルは、細菌培養液から濾過(filtrat
ion)と超遠心分離(ultracentrifugation)の方法によって分離されている。また、細菌に
ゲンタマイシン(gentamicin)などの抗生剤を処理してシェディングマイクロベシクルの生
成を調節しうることが知られている。特に洗剤(detergent)を処理して作ったシェディン
グマイクロベシクルは、細菌性感染疾患中の一つである髄膜炎菌(N.meningitidis)の感染
に対してワクチンとしての応用可能性が提起されている。しかし、上述の方法で製造する
ことが可能な量には限界がある。
【０００６】
　癌と細菌との関連性があるにも拘らず、未だ癌の発生及び進行における細菌由来シェデ
ィングマイクロベシクルの役割に対する報告は全くない状態であり、特に細菌由来シェデ
ィングマイクロベシクルを癌の治療及び／又は診断に適用した事例は今まで報告されたこ
とがない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明者は、上述した従来の問題点を解決するために研究した結果、細菌又は形質転換
された細菌に由来するマイクロベシクルが含まれた組成物を投与して癌の成長を効果的に
抑制することができることを見出し、本発明を完成した。
【０００８】
　そこで、本発明は、細菌由来マイクロベシクルを用いて癌を治療及び／又は診断する方
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法、前記マイクロベシクルを用いて癌を治療するにあたってその副作用を減少させ且つ抗
癌治療効能を増加させる方法、及び前記マイクロベシクルに疾病治療用又は診断用薬物を
負荷(loading)して疾病を治療し或いは特異細胞又は組織に薬物を効率よく伝達する方法
などを提供しようとする。
【０００９】
　ところが、本発明が解決しようとする技術的課題は上述した課題に制限されず、上述し
ていない別の課題は以降の記載から当業者に明確に理解できるであろう。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の一側面によれば、細菌由来マイクロベシクルを含む癌治療及び／又は癌診断用
薬学的組成物を提供する。本発明に使用される細菌は、自然に存在する細菌及び遺伝的に
形質転換された細菌を含み、また、グラム陰性菌及びグラム陽性菌を含む。前記組成物は
、前記マイクロベシクルの毒性を抑制する薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷
したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などをさらに含むことができる。
【００１１】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposeme)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【００１２】
　本発明の他の側面は、前記細菌由来マイクロベシクルを個体に投与する段階を含む、癌
治療及び／又は癌診断方法を提供する。前記マイクロベシクルは、その副作用を減少させ
る薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤な
どと併用／順次投与することができる。
【００１３】
　本発明の別の側面は、癌治療及び／又は癌診断用細菌由来マイクロベシクルを製造する
方法を提供する。前記細菌由来マイクロベシクルの製造方法は、細菌から自然に分泌され
るシェディングマイクロベシクル及び人工(artificial)マイクロベシクルを製造する方法
を含む。
【００１４】
　前記癌治療用又は癌診断用シェディングマイクロベシクルの製造方法の一具現例として
、下記の段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌を含む懸濁液に薬物を
添加し、前記細菌又は形質転換された細菌と前記薬物を含む混合懸濁液を収得する段階、
及び前記混合懸濁液から分泌される前記薬物が負荷されたシェディングマイクロベシクル
を分離する段階。
【００１５】
　前記癌治療用又は癌診断用シェディングマイクロベシクルの製造方法の別の具現例とし
て、下記の段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌の培養液から分泌さ
れるシェディングマイクロベシクルを分離する段階、及び前記分離されたマイクロベシク
ルを含む懸濁液に薬物を添加して培養する段階。前記シェディングマイクロベシクルが含
まれた懸濁液から、前記癌治療用又は癌診断用物質が負荷されたシェディングマイクロベ
シクルを分離する段階をさらに含むこともできる。
【００１６】
　前記癌治療用又は癌診断用人工マイクロベシクルの製造方法の一具現例として、下記の
段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌を含む懸濁液に薬物を添加し、
前記細菌又は形質転換された細菌と前記薬物を含む混合懸濁液を収得する段階、前記混合
懸濁液を押出、超音波分解、細胞溶解、均質化、冷凍－解凍、電気穿孔、機械的分解、及
び化学物質処理よりなる群から選ばれた方法を用いて人工マイクロベシクルを製造する段
階、及び前記人工マイクロベシクルを分離する段階。
【００１７】
　前記癌治療用又は癌診断用人工マイクロベシクルの製造方法の別の具現例として、下記



(5) JP 5635690 B2 2014.12.3

10

20

30

40

50

の段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌を含む懸濁液を押出、超音波
分解、細胞溶解、均質化、冷凍－解凍、電気穿孔、機械的分解、及び化学物質処理よりな
る群から選ばれた方法を用いて人工マイクロベシクルを製造する段階、前記人工マイクロ
ベシクルを分離する段階、及び前記分離された人工マイクロベシクルを含む懸濁液に薬物
を添加して培養する段階。前記人工マイクロベシクルが含まれた懸濁液から、前記癌治療
用又は癌診断用物質が負荷された人工マイクロベシクルを分離する段階をさらに含むこと
もできる。
【００１８】
　前記方法で製造された癌治療用又は癌診断用シェディングマイクロベシクル又は人工マ
イクロベシクルは、抗生剤処理、紫外線曝露、ガンマ線曝露、及びフィルタリングよりな
る群から選ばれた方法を用いてマイクロベシクルを殺菌する段階を含むこともできる。
【００１９】
　本発明の別の側面は、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロ
ベシクルを含む薬学的組成物を提供する。
【００２０】
　本発明の別の側面は、癌細胞又は癌組織へターゲッティング(targeting)されるように
形質転換された細菌に由来し、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベ
シクルを含む、癌治療用又は癌診断用薬学的組成物を提供する。
【００２１】
　本発明の別の側面は、癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるように形質転換され
た細菌に由来し、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベシクルを使用
することを含む、癌治療及び／又は癌診断用薬物を癌細胞又は癌組織に伝達する方法を提
供する。
【００２２】
　本発明の別の側面は、癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるように形質転換され
た細菌に由来し、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベシクルを使用
することを含む、癌治療及び／又は癌診断方法を提供する。
【００２３】
　本発明の別の側面は、疾病治療用及び／又は診断用物質が負荷された細菌由来マイクロ
ベシクルを含む、疾病治療用及び／又は診断用物質伝達用組成物を提供する。
【００２４】
　本発明の別の側面は、疾病治療用及び／又は診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロ
ベシクルを使用することを特徴とする、疾病治療用及び／又は診断用薬物を伝達する方法
を提供する。
【００２５】
　本発明の別の側面は、特定の細胞又は特定の組織へターゲッティングされるように形質
転換された細菌に由来し、疾病治療用及び／又は疾病診断用薬物が負荷されたマイクロベ
シクルを使用することを特徴とする、疾病治療用及び／又は疾病診断用物質を特定の細胞
又は特定の組織に伝達する方法を提供する。
【００２６】
　本発明の別の側面は、疾病治療用又は診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロベシク
ルを標的細胞又は組織に伝達する段階を含む、疾病治療及び／又は診断方法を提供する。
【００２７】
　本発明の別の側面は、疾病治療用又は診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロベシク
ルを用いた疾病診断用及び／又は治療用薬物伝達システムを提供する。
【００２８】
　本発明の別の側面は、疾病診断用物質が負荷された細菌由来マイクロベシクルを含む疾
病診断用キットを提供する。
【００２９】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうちタンパク質を含む癌
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治療用方法を提供する。本発明に使用されるタンパク質は、グラム陰性菌及びグラム陽性
菌に由来するタンパク質などを含む。前記方法は、前記マイクロベシクル由来構成成分の
副作用を減少させる薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤及
び細胞治療剤などをさらに含むことができる。
【００３０】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち核酸を含む癌治療用
方法を提供する。本発明に使用される核酸は、グラム陰性菌及びグラム陽性菌に由来する
核酸などを含む。前記方法は、前記マイクロベシクル由来核酸の副作用を減少させる薬物
、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などをさ
らに含むことができる。
【００３１】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち脂質を含む癌治療用
方法を提供する。本発明に使用される脂質は、グラム陰性菌及びグラム陽性菌に由来する
脂質などを含む。前記方法は、前記マイクロベシクル由来脂質の副作用を減少させる薬物
、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などをさ
らに含むことができる。
【００３２】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち２種以上を含む癌治
療用方法を提供する。前記方法は、前記マイクロベシクル由来構成成分の毒性を抑制する
薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤など
をさらに含むことができる。
【００３３】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうちタンパク質を再構成
(reconstitution)したナノ粒子治療剤を製造して抗癌治療に使用する方法を提供する。
【００３４】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち核酸をナノ粒子治療
剤に挿入して抗癌治療に使用する方法を提供する。
【００３５】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち脂質を再構成(recon
stitution)したナノ粒子治療剤を製造して抗癌治療に使用する方法を提供する。
【００３６】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち２種以上の構成成分
を挿入又は再構成(reconstitution)したナノ粒子治療剤を製造して抗癌治療に使用する方
法を提供する。
【００３７】
　本発明の別の側面は、前記細菌由来マイクロベシクルの構成成分を個体に投与する段階
を含む、癌治療方法を提供する。前記マイクロベシクルの構成成分は、その副作用を減少
させる薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療
剤などと併用／順次投与することができる。
【００３８】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposome)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【００３９】
　前記タンパク質は、細菌由来マイクロベシクルを構成する一つの要素であって、水溶性
タンパク質、脂溶性タンパク質、又は膜タンパク質などを含むことができるが、これに限
定されない。
【００４０】
　前記核酸は、細菌由来マイクロベシクルを構成する一つの要素であって、ＤＮＡ又はＲ
ＮＡなどを含むことができるが、これに限定されない。
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【発明の効果】
【００４１】
　本発明に係る前記細菌由来マイクロベシクルを使用することにより、既存の抗癌剤の副
作用を減らして疾病治療過程における患者の苦痛及び不便を減らすことができる。
【００４２】
　既存の抗癌剤は、増殖する細胞に非特異的(non-specific)に作用して細胞毒性をもたら
すことにより、深刻な毒性が問題となっており、既存の抗癌剤投与方法では癌細胞又は癌
組織に特異的に薬物を伝達することができないため、癌が発生した臓器以外にも薬物が伝
達されて深刻な副作用が問題となっている。最近、人口の高齢化に伴い、高齢者における
癌の発生が大きな問題となっている。ところが、癌の成長をまともに制御しない免疫機能
異常が癌の発生及び進行の重要な原因であるが、未だ癌の成長を効率よく抑制する防御メ
カニズムを向上させて癌を治療しようとする事例が希な実情である。
【００４３】
　本発明に係る細菌由来マイクロベシクルを用いて癌の成長を効率よく抑制することがで
きる。癌血管、癌細胞又は癌組織へ誘導されるように標的誘導物質(targeting molecule)
が負荷された細菌由来マイクロベシクル或いは形質転換された細菌に由来するマイクロベ
シクルを用いて、標的癌細胞又は癌組織にのみマイクロベシクルを特異的に伝達させるこ
とにより、マイクロベシクルによる副作用を最小化することができ、マイクロベシクルに
抗癌剤や抗炎症剤などの薬物を含んで投与することにより、効能を極大化させるとともに
副作用を最小化することができる。これに加えて、本発明は、細菌を遺伝的、化学的又は
機械的方法などで処理してマイクロベシクルの毒性を減少させると共に、治療効能が増加
したマイクロベシクルを製造することができる。
【００４４】
　また、本発明の細菌由来マイクロベシクルは、癌を治療すると同時に癌を診断すること
ができるという利点がある。特に、標的の癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるよ
うに形質転換された細菌由来マイクロベシクルを使用し、或いは癌細胞及び癌組織へター
ゲッティングされる物質を細菌由来マイクロベシクルに露出(display)させ、又は外部か
ら感知することが可能な物質、例えば蛍光物質などを含むマイクロベシクルを使用すると
、細菌由来マイクロベシクルが有する抗癌治療効果を得ることができるうえ、癌を同時に
診断することができるという利点がある。
【００４５】
　また、本発明の細菌由来マイクロベシクルは、癌以外の疾病に対してもその治療用又は
診断用物質を目的の細胞又は組織に特異的に伝達して疾病治療の効率を高め且つ診断を容
易にすることに利用できる。
【００４６】
　また、本発明の細菌由来マイクロベシクルは、量産(mass production)が可能で、広い
範疇の個体に適用することができる。
【００４７】
　また、細菌が発現する標的誘導物質、治療用物質、又は診断用物質は単一物質の精製過
程なしで細菌由来マイクロベシクルの表面及び／又は内部に負荷することができ、負荷さ
れた物質は本来の機能を効果的に行うことができる。
【００４８】
　また、疾病治療用及び／又は診断用物質が負荷された本発明の細菌由来マイクロベシク
ル及びその製造方法は、ｉｎ ｖｉｔｒｏ及び／又はｉｎ ｖｉｖｏで治療及び／又は診断
用、又は実験用として使用できる。
【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】グラム陰性菌の大腸菌から押出法によって人工マイクロベシクルを製造して透過
電子顕微鏡で観察したイメージである。
【図２】大腸癌動物モデルにおけるグラム陰性菌の大腸菌由来シェディングマイクロベシ
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クル(E. coli MV)による抗癌治療効果(tumor volume)を示すものである。
【図３】大腸癌動物モデルにおけるグラム陰性菌の緑膿菌由来シェディングマイクロベシ
クル(P. aeruginosa MV)による抗癌治療効果(tumor volume)を示すものである。
【図４】大腸癌動物モデルにおけるグラム陰性菌のサルモネラ菌由来シェディングマイク
ロベシクル(S. enteritidis MV)による抗癌治療効果(tumor volume)を示すものである。
【図５】大腸癌動物モデルにおけるグラム陽性菌のブドウ球菌由来シェディングマイクロ
ベシクル(S. aureus MV)による抗癌治療効果(tumor volume)を示すものである。
【図６】大腸癌動物モデルにおけるグラム陽性菌のラクトバチルス菌由来シェディングマ
イクロベシクル(L. acidophilus MV)による抗癌治療効果(tumor volume)を示すものであ
る。
【図７】野生型大腸菌(wild type)とリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された
大腸菌(mutant)由来シェディングマイクロベシクル(E. coli MV)の抗癌治療効果(tumor v
olume)を大腸癌動物モデルで比較したものである。
【図８】野生型ブドウ球菌(wild type)とリポタイコ酸の毒性が弱化するように形質転換
されたブドウ球菌(mutant)由来シェディングマイクロベシクル(S. aureus MV)の抗癌治療
効果(tumor volume)を大腸癌動物モデルで比較したものである。
【図９】黒色腫転移癌動物モデルにおける、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換
された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル(mutant E. coli MV)による抗癌治療効
果（コロニーの数）を示すものである。
【図１０】大腸癌動物モデルにおける、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換され
た大腸菌由来シェディングマイクロベシクル（ＭＶ）による抗癌治療効果に対するアスピ
リン（ＡＳＡ）併用投与の効能を評価したものである。
【図１１】緑色蛍光（ＤｉＯ）で標識されたリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換
された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル(mutant E. coli MV)にドキソルビシン
を負荷した結果を示すものである。
【図１２】ドキソルビシン（Ｄｏｘｏ）を負荷したリポ多糖類の毒性が弱化するように形
質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル（ＭＶ＋Ｄｏｘｏ）のマウス大腸
癌２６細胞株に対する抗癌効能を評価したものである。
【図１３】大腸菌由来シェディングマイクロベシクル(E. coliMV)による副作用（全身性
炎症反応による死亡）の発生に対するポリミキシンＢ（ＰＭＢ）効果を示すものである。
【図１４】野生型大腸菌由来シェディングマイクロベシクル(wild type MV)とリポ多糖類
の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル(mutan
t MV)による副作用（全身性炎症反応による死亡）発生の差異を比較したものである。
【図１５】リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマ
イクロベシクル(mutant E. coli MV)を静脈注射したときの血小板(platelet)数の変化を
測定したものである。
【図１６】リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマ
イクロベシクル(mutant E. coli MV)を静脈注射したときのＤ－ダイマー(D-dimer)生成量
を測定したものである。
【図１７】リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマ
イクロベシクル(mutant MV)を血液培地に分注して生育したときの赤血球の溶解現象を観
察したものである。
【図１８】野生型ブドウ球菌(wild type)由来シェディングマイクロベシクルとリポタイ
コ酸の毒性が弱化するように形質転換されたブドウ球菌(mutant)由来シェディングマイク
ロベシクル(S. aureus MV)による副作用（炎症細胞からＩＬ－６分泌）発生の差異を比較
したものである。
【図１９】大腸癌動物モデルにおける、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換され
た大腸菌由来シェディングマイクロベシクル（ＭＶ）による副作用（全身性炎症反応の指
標である抹消血液中の白血球の数(WBC count)）の発生に対するアスピリン（ＡＳＡ）併
用投与の効果を示すものである。
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【図２０】大腸癌動物モデルにおける、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換され
た大腸菌由来シェディングマイクロベシクル(mutant E. coli MV)を用いて１００ｎｍサ
イズの蛍光ビーズを癌組織へ伝達する効果を示すものである。
【図２１】大腸癌動物モデルにおける、細菌由来シェディングマイクロベシクルの主要外
膜タンパク質であるＯｍｐＡタンパク質（ＯｍｐＡ）による抗癌効果(tumor volume)を示
すものである。
【図２２】大腸癌動物モデルにおける、細菌由来シェディングマイクロベシクルの別の主
要外膜タンパク質であるＯｍｐＦ（ＯｍｐＦ－／－）が欠如している形質転換大腸菌由来
シェディングマイクロベシクル(E. coli MV)による抗癌効果(tumor volume)を野生型大腸
菌由来シェディングマイクロベシクル（ＷＴ）の抗癌効果と比較して示すものである。
【図２３】細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうちＯｍｐＡタンパク質をナノ粒子伝
達体としてのリポソーム(liposome)に再構成(reconstitution)した後、リポソームにおけ
るＯｍｐＡを確認した図である。
【発明を実施するための形態】
【００５０】
　本発明は、細菌由来マイクロベシクルを含む、癌治療及び／又は診断用薬学的組成物を
提供する。
【００５１】
　本発明に使用される細菌は、グラム陰性菌及びグラム陽性菌を含む。前記グラム陰性菌
は大腸菌、緑膿菌及びサルモネラ菌などを含み、グラム陽性菌はブドウ球菌及びラクトバ
チルス菌などを含むが、これに限定されない。
【００５２】
　本発明における「細菌」は、自然に存在する細菌又は形質転換された細菌を含む。具体
的に、前記形質転換された細菌は、前記マイクロベシクルの毒性が弱化するように形質転
換された細菌を含み、その例として内毒素(endotoxin)生成遺伝子変形細菌を挙げること
ができる。また、特異細胞又は組織へターゲッティングされるように形質転換された細菌
を含み、その例として癌血管、癌組織又は癌細胞へターゲッティングされるように形質転
換された細菌を挙げることができる。これに加えて、本発明で使用される細菌は、標的細
胞の細胞膜と融合(fusion)するように形質転換された細菌、疾病治療用及び／又は診断用
物質が発現するように形質転換された細菌、及び前記特定物質の抑制と特定物質の発現が
同時に起こるように形質転換された細菌などを含む。ところが、本発明の細菌由来マイク
ロベシクルを製造する細菌はこれに限定されない。
【００５３】
　前記細菌は、物質処理又は遺伝子導入によって形質転換されたものであってもよく、２
回以上形質転換されたものであってもよい。
【００５４】
　前記本発明の一具現例において、前記細菌は、一つ以上の特定タンパク質の発現を抑制
するように形質転換されたものであってもよい。
【００５５】
　前記本発明の一具現例において、前記細菌は、細胞接着分子(cell adhesion molecule)
、抗体、標的誘導(targeting)タンパク質、細胞膜融合(fusion)タンパク質、又はこれら
の融合タンパク質よりなる群から選ばれる一つ以上を発現するように形質転換されたもの
でありうるが、これに限定されない。
【００５６】
　本発明の「細菌由来マイクロベシクル」は、細菌から自然に分泌される「シェディング
マイクロベシクル」、及び細菌から遺伝的、化学的又は機械的方法などを用いて人為的に
製造された「人工マイクロベシクル」を含む。
【００５７】
　本発明の「細菌由来マイクロベシクル」は、由来する細菌の細胞膜成分からなる脂質二
重膜によって内部と外部が区分され、細菌の細胞膜脂質(plasma membrane lipid)、細胞
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膜タンパク質(plasma membrane protein)、核酸(nucleic acid)及び細菌成分などを持っ
ており、元来細菌より大きさが小さいものを意味するが、これに限定されない。
【００５８】
　本発明のシェディングマイクロベシクルは、多様な方法によって得ることができ、その
例を紹介すると、下記のとおりであるが、これに限定されない。
【００５９】
　（１）細菌又は形質転換された細菌を培養し、その培養液を濾過及び超遠心分離してシ
ェディングマイクロベシクルを得ることができる。
【００６０】
　（２）細菌又は形質転換された細菌に洗剤を処理し、その培養液を濾過及び超遠心分離
してシェディングマイクロベシクルを得ることができる。前記洗剤には制限がない。
【００６１】
　（３）細菌又は形質転換された細菌に抗生剤を処理し、その培養液を濾過及び超遠心分
離してシェディングマイクロベシクルを得ることができる。前記抗生剤は、制限がなく、
ゲンタマイシン、アンピシリン(ampicillin)、カナマイシン(kanamycin)などを含む。
【００６２】
　本発明の人工マイクロベシクルは、細菌を含む懸濁液を押出、超音波分解、細胞溶解、
均質化、冷凍－解凍、電気穿孔、機械的分解、及び化学物質処理よりなる群から選ばれた
方法を用いて製造することができるが、これに限定されない。
【００６３】
　本発明の一具現例において、前記細菌由来マイクロベシクルの膜が前記細菌の細胞膜以
外の成分をさらに含むことができる。
【００６４】
　前記細胞膜以外の成分として、標的誘導物質、細胞膜融合物質(fusogen)、シクロデキ
ストリン(cyclodextrin)、ポリエチレングリコール(polyethyleneglycol)などを含むこと
ができる。また、前記細胞膜以外の成分は、多様な方法によって追加でき、細胞膜の化学
的変形などを含む。
【００６５】
　例えば、前記細菌由来マイクロベシクルの膜成分がチオール基（－ＳＨ）又はアミン基
（－ＮＨ２）を用いた化学的方法で変形されたもの、或いは細菌由来マイクロベシクルに
ポリエチレングリコールを化学的に結合させることにより前記細菌由来マイクロベシクル
の膜成分が化学的に変形されたものでありうる。
【００６６】
　本発明の細菌由来マイクロベシクルの製造の際に、前記細菌由来マイクロベシクルの膜
成分を化学的に変形させる段階をさらに含むことができる。
【００６７】
　本発明の一具現例として、前記薬学的組成物は、前記マイクロベシクルによる毒性を抑
制させる薬物をさらに含むことができる。また、前記薬物をマイクロベシクルに負荷する
こともできる。前記薬物は内毒素による毒性を抑制する薬物を含み、その例としてポリミ
キシン(polymyxin)Ｂを挙げることができる。
【００６８】
　本発明の別の具現例として、前記薬学的組成物は、抗癌効能を増加させる薬物をさらに
含むことができる、また、前記薬物をマイクロベシクルに負荷することもできる。前記薬
物は、Ｔｈ１７（Ｔヘルパー１７細胞）免疫反応を抑制する薬物、インターロイキン（in
terleukin、ＩＬ）－６の生成或いは活性を抑制する薬物、血管内皮細胞成長因子（vascu
lar endothelial growth factor、ＶＥＧＦ）の生成或いは活性を抑制する薬物、ＳＴＡ
Ｔ３(signal transducer and activator of transcription 3)シグナル伝達を抑制する薬
物、抗癌剤、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、癌治療のための細胞治療剤などを含む。Ｔ
ｈ１７免疫反応を抑制する薬物の例としてはアスピリン(aspirin)を挙げることができ、
ＶＥＧＦの生成或いは活性を抑制する薬物の例としてはＶＥＧＦ受容体によるシグナル伝
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達を抑制する薬物を挙げることができる。抗癌剤を負荷したリポソームの例としてはＤＯ
ＸＩＬを挙げることができる。
【００６９】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposome)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【００７０】
　本発明における前記薬学的組成物は、有効成分以外に、薬学的に許容される担体をさら
に含むことができる。すなわち、食塩水、滅菌水、リンガー液、緩衝食塩水、シクロデキ
ストリン、デキストロース(dextrose)溶液、マルトデキストリン(maltodextrin)溶液、グ
リセロール(glycerol)、エタノール(ethanol)、リポソーム(liposome)及びこれらの成分
のうち少なくとも１種を混合して使用することができ、必要に応じて他の通常の添加剤、
例えば抗酸化剤、緩衝液などをさらに含むことができる。また、希釈剤、分散剤、界面活
性剤、結合剤及び／又は潤滑剤をさらに添加して水溶液、懸濁液、乳濁液などの注射用剤
形、丸薬、カプセル、顆粒又は錠剤に製剤化することができる。ひいては、当該技術分野
の適正方法で、或いはレミントンの文献(Remington’s Pharmaceutical Science, Mack P
ublishing Company, Easton PA)に開示されている方法を用いて各成分に応じて好ましく
製剤化することができる。本発明の薬学組成物は、剤形に特別な制限はないが、注射剤又
は吸入剤に製剤化することが好ましい。
【００７１】
　本発明の薬学的組成物の投与方法は、特に限定されるものではないが、目的する方法に
応じて静脈内、皮下、腹腔内、吸入又は局所適用のように非経口投与又は経口投与するこ
とができる。投与量は患者の体重、年齢、性別、健康状態、食事、投与時間、投与方法、
排泄率、及び疾患の重症度などによってその範囲が異なる。１日投与量は、治療を必要と
する個体に投与されることにより軽減した疾病状態に対する治療に十分な本発明の治療用
物質の量を意味する。治療用物質の効果的な量は、特定の化合物、疾病状態及びその深刻
度、治療を必要とする個体によって異なる。これは当業者によって通常決定できる。非制
限的例として、本発明に係る組成物の人体に対する投与量は、患者の年齢、体重、性別、
投与形態、健康状態、及び疾患程度によって異なる。体重７０ｋｇの成人患者を基準とす
るとき、一般には０．１～１０００ｍｇ／日、好ましくは１～５００ｍｇ／日であり、一
定の時間間隔で１日１回ないし数回に分けて投与することもできる。
【００７２】
　本発明の別の側面は、前記細菌由来マイクロベシクルを個体に投与する段階を含む、癌
治療及び／又は癌診断方法を提供する。
【００７３】
　本発明において、「個体」とは、特定の疾患（例えば、癌、血管疾患、又は炎症性疾患
など）の治療を必要とする対象を意味し、より具体的にはヒト又は非ヒトの霊長類、マウ
ス、ラット、犬、猫、馬及び牛などの哺乳類を意味する。
【００７４】
　本発明における「癌」とは、正常な細胞死滅のバランスが崩れる場合、細胞が過剰増殖
し且つ周辺組織に浸潤することができる特徴を持つ疾病群をいう。肺癌、喉頭癌、胃癌、
大腸／直腸癌、肝癌、胆嚢癌、膵臓癌、乳癌、子宮頚癌、前立腺癌、腎臓癌、皮膚癌など
の上皮細胞などに由来する癌腫(carcinoma)、骨肉腫、筋肉腫、脂肪肉腫、線維細胞肉腫
などの結合組織細胞に由来する肉腫(sarcoma)、白血病、リンパ腫、多発性骨髄腫などの
造血細胞に由来する血液癌、及び神経組織に発生する腫瘍などよりなる群から、本発明が
治療しようとする標的が選択できるが、これに限定されない。
【００７５】
　本発明における「血管疾患」は、血管内或いは血管壁に代謝性、感染性、毒性又は免疫
性原因によって血管内或いは血管壁に障害が発生する疾患群である。動脈硬化症（或いは
粥状硬化症）、挟心症、急性心筋梗塞、脳卒中、血管性痴呆、その他の虚血性血管疾患な
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どの代謝性血管疾患、敗血症、播種性血管内凝固(disseminated intravascular coagulat
ion)、血栓／塞栓症、血管炎、糸球体腎炎、急性呼吸不全症候群、肺気腫などの感染性、
毒性、又は免疫性血管疾患などよりなる群から、本発明が治療しようとする標的が選択で
きるが、これに限定されない。
【００７６】
　本発明における「炎症」は、体液が組織細胞の間に増加して現れる浮腫、血管拡張によ
る充血、発熱物質と血管拡張による発熱、アラキドン酸(arachidonic acid)の代謝産物に
よる疼痛現象などの症状又は症候として現われ、時間によって急性炎症、亜急性炎症、慢
性炎症に分類することができ、病態生理によって感染性炎症、アレルギー性炎症、自己免
疫性炎症、毒性炎症、代謝性炎症、外傷性炎症疾患に分類することができる。鼻炎、副鼻
腔炎、中耳炎、鼻咽喉炎、喉頭炎、気管支炎、喘息、慢性閉鎖性肺疾患、気管支拡張症、
細気管支炎、肺炎、肺線維化などの呼吸器系炎症疾患、口腔炎、食道炎、胃炎、消化性潰
瘍、過敏成長症候群、炎症性腸疾患、胆嚢炎、胆道炎、膵臓炎、肝炎などの消化器系炎症
疾患、アトピー皮膚炎、乾癬などの皮膚炎症疾患、心内膜炎、心筋炎、心嚢炎、血管炎、
動脈硬化症、敗血症などの心血管系炎症疾患、甲状腺炎、副甲状腺炎、糖尿病などの内分
泌系炎症疾患、糸球体腎炎、腎症、間質性腎炎、睾丸炎、卵巣炎、子宮内膜炎、膣炎など
の泌尿生殖系炎症疾患、リウマチ性関節炎、脊椎関節病症、骨関節炎、痛風、全身性紅斑
性狼瘡、全身性硬化症、筋病症、シェーグレン症候群、ベーチェット病、抗リン脂質症候
群などの筋骨格系炎症疾患、血管性痴呆、アルツハイマー病、退行性脳疾患、うつ病、精
神分裂症などの脳精神系炎症疾患などよりなる群から、本発明が治療しようとする標的が
選択できるが、これに限定されない。
【００７７】
　前記本発明の方法で使用される細菌及び細菌由来マイクロベシクルは、前述したとおり
である。
【００７８】
　本発明の一具現例として、前記方法は、前記マイクロベシクルの副作用を減少させるた
めに、薬物が負荷された細菌由来マイクロベシクルを使用することができる。
【００７９】
　前記細菌由来マイクロベシクルの副作用を減少させるためには、下記の多様な方法が使
用できる。
【００８０】
　（１）細菌の毒性が弱化するように遺伝的に形質転換された細菌を用いてマイクロベシ
クルを製造することができる。例えば、宿主の炎症反応を媒介するリポ多糖類の毒性が弱
化するように形質転換された細菌(msbB mutant)、又はリポタイコ酸（lipoteichoic acid
、ＬＴＡ）の毒性が弱化するように形質転換された細菌(LTA mutant)を用いてマイクロベ
シクルを製造することができる。
【００８１】
　（２）内毒素の活性を抑制させる薬物を用いて細菌の毒性を減少させることができる。
前記薬物の一例としてポリミキシンＢを挙げることができる。前記薬物は細菌由来マイク
ロベシクルと併用投与してもよく、培養の際に薬物を処理した細菌からマイクロベシクル
を製造することもできる。
【００８２】
　（３）抗炎症及び／又は抗凝固作用をする薬物を用いて副作用を減少させることができ
る。前記薬物はアスピリンを含む。細菌由来マイクロベシクルとアスピリンを併用投与す
ると、細菌由来マイクロベシクルによる炎症反応、血液凝固反応などの副作用を防止する
ことができる。また、培養の際に前記薬物を処理した細菌からマイクロベシクルを製造す
ることもできる。
【００８３】
　（４）前記マイクロベシクルの膜成分に化学的方法で変形を加えて使用することができ
る。例えば、前記マイクロベシクルの膜成分をチオール基又はアミン基を用いた化学的方
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法で変形させて使用し、或いは前記マイクロベシクルにポリエチレングリコールを化学的
方法で結合させることにより前記マイクロベシクルの膜成分を化学的に変形させて使用す
ることができる。
【００８４】
　（５）殺菌されたマイクロベシクルを使用することにより、生きている細菌の感染を防
ぐことができる。例えば、紫外線及びガンマ線を用いた殺菌及びフィルタリングを用いた
細菌の除去などを介して、殺菌されたマイクロベシクルを得ることができる。
【００８５】
　本発明の殺菌由来マイクロベシクルの副作用を減少させる方法は、前記例に限定されず
、前記方法それぞれを単独で或いは組み合わせて使用することができる。
【００８６】
　本発明の別の具現例として、抗癌効能を増加させる薬物を負荷したマイクロベシクルを
使用することができる。抗癌効能を増加させる薬物は前述したとおりである。
【００８７】
　また、前記方法の一具現例として、前記マイクロベシクルを個体に投与するとき、前記
マイクロベシクルの副作用を減少させる薬物及び／又は抗癌効能を増加させる薬物、薬物
を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などを併用投与することができる。
【００８８】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposome)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【００８９】
　本発明において、「負荷(loading)」は、必要な物質を細菌由来マイクロベシクルの表
面に露出させるか或いは内部に内包(encapsulation)させることを意味するが、これに限
定されない。
【００９０】
　本発明の別の側面は、癌治療及び／又は癌診断用細菌由来マイクロベシクルを製造する
方法を提供する。前記細菌由来マイクロベシクルの製造方法は、細菌から自然に分泌され
るシェディングマイクロベシクル、及び人工(artificial)マイクロベシクルを製造する方
法を含む。
【００９１】
　前記癌治療用又は癌診断用シェディングマイクロベシクルの製造方法の一具現例として
、下記の段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌を含む懸濁液に薬物を
添加し、前記細菌又は形質転換された細菌と前記薬物を含む混合懸濁液を収得する段階、
及び前記混合懸濁液から分泌される前記薬物が負荷されたシェディングマイクロベシクル
を分離する段階。
【００９２】
　前記癌治療用又は癌診断用シェディングマイクロベシクルの製造方法の別の具現例とし
て、下記の段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌の培養液から分泌さ
れるシェディングマイクロベシクルを分離する段階；及び前記分離されたマイクロベシク
ルを含む懸濁液に薬物を添加して培養する段階。前記シェディングマイクロベシクルが含
まれた懸濁液から、前記癌治療用又は癌診断用物質が負荷されたシェディングマイクロベ
シクルを分離する段階をさらに含むこともできる。
【００９３】
　前記癌治療用又は癌診断用人工マイクロベシクルの製造方法の一具現例として、下記の
段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌を含む懸濁液に薬物を添加し、
前記細菌又は形質転換された細菌と前記薬物を含む混合懸濁液を収得する段階；前記混合
懸濁液を押出、超音波分解、細胞溶解、均質化、冷凍－解凍、電気穿孔、機械的分解、及
び化学物質処理よりなる群から選ばれた方法を用いて人工マイクロベシクルを製造する段
階；及び前記人工マイクロベシクルを分離する段階。
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【００９４】
　前記癌治療用又は癌診断用人工マイクロベシクルの製造方法の別の具現例として、下記
の段階を含む方法を提供する：細菌又は形質転換された細菌を含む懸濁液を押出、超音波
分解、細胞溶解、均質化、冷凍－解凍、電気穿孔、機械的分解、及び化学物質処理よりな
る群から選ばれた方法を用いて人工マイクロベシクルを製造する段階；前記人工マイクロ
ベシクルを分離する段階；及び前記分離された人工マイクロベシクルを含む懸濁液に薬物
を添加して培養する段階。前記人工マイクロベシクルが含まれた懸濁液から、前記癌治療
用又は癌診断用物質が負荷された人工マイクロベシクルを分離する段階をさらに含むこと
もできる。
【００９５】
　前記方法で製造された癌治療用又は癌診断用シェディングマイクロベシクル又は人工マ
イクロベシクルは、抗生剤処理、紫外線曝露、ガンマ線曝露、及びフィルタリングよりな
る群から選ばれた方法を用いてマイクロベシクルを殺菌する段階を含むこともできる。
【００９６】
　前記製造方法は、前記細菌より大きさが小さく、前記薬物が負荷されたマイクロベシク
ルを分離する段階をさらに含むことができる。
【００９７】
　前記分離段階は、密度勾配(density gradient)、超遠心分離(ultracentrifugation)、
濾過(filtration)、透析(dialysis)、及び自由流動電気泳動法(free-flow electrophores
is)よりなる群から選ばれた方法を用いて行われ得る。
【００９８】
　また、前記本発明の製造方法は、前記細菌の細胞膜と比較してトポロジー(topology)が
変形された膜を有するマイクロベシクルを除去する段階をさらに含むことができる。すな
わち、マイクロベシクルを製造した後、目的に応じて元来細胞の細胞膜とトポロジーが同
一のマイクロベシクルのみを選択して使用することができる。細胞膜タンパク質のうち細
胞質ドメインを認知する抗体などの物質を用いて、この細胞質ドメインが外部に露出した
マイクロベシクルを除去することができる。このようにすると、細胞膜の内外が入れ替わ
ったマイクロベシクルは除去され、残ったマイクロベシクルの外部には元来細胞の細胞膜
の外部に露出した細胞膜タンパク質のみが存在する。
【００９９】
　本発明の別の側面は、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロ
ベシクルを含む薬学的組成物を提供する。
【０１００】
　本発明の別の側面は、癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるように形質転換され
た細菌に由来し、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベシクルを含む
、癌治療用又は癌診断用薬学的組成物を提供する。
【０１０１】
　本発明の別の側面は、癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるように形質転換され
た細菌に由来し、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベシクルを使用
することを含む、癌治療用及び／又は癌診断用薬物を癌細胞又は癌組織に伝達する方法を
提供する。
【０１０２】
　本発明の別の側面は、癌細胞又は癌組織へターゲッティングされるように形質転換され
た細菌に由来し、癌治療用及び／又は癌診断用薬物が負荷されたマイクロベシクルを使用
することを含む、癌治療及び／又は癌診断方法を提供する。
【０１０３】
　本発明の別の側面は、疾病治療用及び／又は診断用物質が負荷された細菌由来マイクロ
ベシクルを含む、疾病治療用及び／又は診断用物質伝達用組成物を提供する。
【０１０４】
　本発明の細菌由来マイクロベシクルに負荷される物質は、特に限定されず、例えば、治
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療用及び／又は診断用物質であってもよく、前記細菌又は形質転換された細菌が発現して
いる物質が負荷されてもよく、必要に応じて、前記細菌に由来せず且つ細菌の外部から準
備された物質を負荷することもできるが、これに限定されない。すなわち、前記治療用及
び／又は診断用物質は、前記細菌に由来するもの、及び細菌の外部から注入されたものな
どを含む。また、負荷される物質は１つであってもよく、２つ以上であってもよい。また
、前記物質は、細菌由来マイクロベシクルの表面に物理、化学、及び／又は生物学的方法
で負荷することができるが、これに限定されない。
【０１０５】
　前記治療及び／又は診断のための多様な物質を本発明の細菌由来マイクロベシクルに負
荷する方法は、下記を含む。
【０１０６】
　第一、治療及び／又は診断のための多様な物質を既に負荷した細菌からマイクロベシク
ルを製造する。例えば、治療及び／又は診断のための多様な物質を培養液に含ませて細菌
を培養すると、前記物質が負荷された細菌を収得することができ、或いは電気穿孔法で細
菌に物質を負荷することもできる。
【０１０７】
　また、このような細菌から自然に分泌されるシェディングマイクロベシクル、又は超音
波分解、押出、機械的分解などの方法で製造した人工マイクロベシクルには、前記物質が
負荷されている。
【０１０８】
　第二、細菌由来マイクロベシクルの製造過程において前記物質を細菌由来マイクロベシ
クルに負荷する。例えば、細菌が含まれた溶液に前記物質を添加した後、細菌よりサイズ
が小さいフィルターを通過させる押出法でマイクロベシクルを製造すると、マイクロベシ
クルに前記物質が負荷される。
【０１０９】
　第三、シェディングマイクロベシクル又は人工マイクロベシクルを製造した後、前記物
質を負荷することができる。例えば、電気穿孔方法で既に製造したシェディングマイクロ
ベシクル又は人工マイクロベシクルに物質を負荷することができる。
【０１１０】
　ところが、本発明で使用できる物質をマイクロベシクルに負荷する方法は、上述の例に
限定されない。
【０１１１】
　本発明に使用される治療用及び／又は診断用物質は、抗癌剤、抗炎症剤、血管新生阻害
剤(angiogenesis inhibitor)、ペプチド(peptide)、タンパク質(protein)、毒素(doxin)
、核酸、ビーズ(bead)、マイクロ粒子(microparticle)及びナノ粒子(nanoparticle)より
なる群から選ばれる一つ以上でありうるが、これに限定されない。
【０１１２】
　前記核酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、アプタマー(aptamer)、ＬＮＡ(locked nucleic acid)、
ＰＮＡ(peptide nucleic acid)、及びモルポリノ(morpholino)よりなる群から選ばれたも
のでありうるが、これに限定されない。
【０１１３】
　前記ナノ粒子は、酸化鉄、金、炭素ナノチューブ(carbon nanotube)又は磁気ビーズを
含むナノ粒子でありうるが、これに限定されない。
【０１１４】
　本発明の一具現例において、前記治療用及び／又は診断用物質が蛍光を放出する物質で
ありうるが、これに限定されない。例えば、前記蛍光を放出する物質が蛍光タンパク質又
は量子ドット（quantum dot、Ｑｄｏｔ）であってもよい。
【０１１５】
　前記本発明の別の具現例において、前記治療用及び／又は診断用物質が一つ以上の抗癌
剤であってもよい。
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【０１１６】
　本発明のマイクロベシクルは、特定の細胞又は組織などへのターゲッティングが可能な
マイクロベシクルを含む。前記特定の組織は血管、癌又は炎症組織でありうるが、これに
限定されない。
【０１１７】
　本発明の別の側面は、疾病治療用及び／又は診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロ
ベシクルを使用することを特徴とする、疾病治療用及び／又は診断用薬物、薬物を負荷し
たナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などを伝達する方法を提供する。
【０１１８】
　本発明の別の側面は、特定の細胞又は特定の組織へターゲッティングされるように形質
転換された細菌に由来し、疾病治療用及び／又は疾病診断用薬物が負荷されたマイクロベ
シクルを使用することを特徴とする、疾病治療用及び／又は疾病診断用物質、疾病治療用
及び／又は疾病診断用物質を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などを特定の細胞
又は特定の組織に伝達する方法を提供する。
【０１１９】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposome)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【０１２０】
　本発明のマイクロベシクルを用いて疾病治療用又は診断用物質、疾病治療用及び／又は
疾病診断用物質を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤などを標的細胞又は組織に伝
達することが可能である。
【０１２１】
　前記本発明の一具現例において、２種以上の前記治療用又は診断用物質を特異細胞又は
組織に伝達することができる。
【０１２２】
　例えば、前記マイクロベシクルに２種以上の前記治療用又は診断用物質が共に負荷され
ているものを用いて、２種以上の前記治療用又は診断用物質を伝達することができる。
【０１２３】
　前記本発明の別の具現例において、１種の前記治療用又は診断用物質が負荷されたマイ
クロベシクル、２種以上の前記治療用又は診断用物質が負荷されたマイクロベシクル、及
びこれらの組み合わせよりなる群から選ばれた２つ以上のマイクロベシクルを用いて前記
治療用又は診断用物質を伝達することができる。例えば、前記２つ以上のマイクロベシク
ルを同時に投与することができる。
【０１２４】
　前記本発明の別の具現例において、１種の前記治療用又は診断用物質が負荷されたマイ
クロベシクル、２種以上の前記治療用又は診断用物質が負荷されたマイクロベシクル、及
びこれらの組み合わせよりなる群から選ばれた２つ以上のマイクロベシクルを順次投与し
て前記治療用又は診断用物質を伝達することができる。
【０１２５】
　前記本発明の別の具現例において、１種以上の前記治療用又は診断用物質が負荷された
マイクロベシクルと１種以上の疾病治療用及び／又は疾病診断用物質を負荷したナノ粒子
治療剤、又は疾病治療用細胞治療剤を組み合わせて順次投与することができる。
【０１２６】
　本発明の別の側面は、疾病治療用又は診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロベシク
ルを標的細胞又は組織に伝達する段階を含む、疾病治療及び／又は診断方法を提供する。
【０１２７】
　本発明の別の側面は、疾病治療用又は診断用薬物が負荷された細菌由来マイクロベシク
ルを用いた、疾病診断用及び／又は治療用薬物伝達システムを提供する。
【０１２８】
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　本発明の別の側面は、疾病診断用物質が負荷された細菌由来マイクロベシクルを含む、
疾病診断用キット(kit)を提供する。前記疾病診断用物質は、診断に必要なプライマー(pr
imer)、プローブ(probe)、アンチセンス(anti-sense)核酸及び抗体よりなる群から選択で
きる。
【０１２９】
　［細菌由来マイクロベシクルを用いた物質伝達］
　本発明では、特定の組織に誘導される細菌由来マイクロベシクルを使用し、或いは標的
タンパク質を発現した形質転換細菌由来マイクロベシクルを使用することができる。これ
に加えて、前記細菌と形質転換細菌に標的細胞との細胞膜融合に必要な物質が発現するよ
うに形質転換された細菌由来マイクロベシクルを使用することができる。
【０１３０】
　血液内に存在する単核球、リンパ球、好中球、好酸球、好塩球、血小板及び骨髄に由来
する抑制細胞(myeloid derived suppressor cell)や、骨髄、血液及び脂肪組織に存在す
る幹細胞などは、癌及び炎症組織に誘導されるということが知られている。したがって、
前記の免疫及び／炎症細胞と幹細胞などの細胞膜からなるマイクロベシクルは、癌及び炎
症組織に誘導される。特定の細胞又は組織に特異的に発現した基質に選択的に結合するタ
ンパク質を発現するように形質転換させた細菌由来マイクロベシクルは、特定の細胞又は
組織に誘導される。このため、本発明では、このような細菌からマイクロベシクルを製造
し、マイクロベシクルに治療及び／又は診断のための物質を負荷してこの物質を標的の細
胞、組織又は血液に伝達する。
【０１３１】
　血液内免疫／炎症細胞と幹細胞などが特定の組織へターゲッティングされるとき、細胞
膜に存在する多様な細胞膜タンパク質(plasma membrane protein)が関与する。例えば、
単核球細胞の表面には、ＬＦＡ－１(leukocyte function-associated antigen-1)、Ｍａ
ｃ－１(mecrophage-1 antigen)などのインテグリン(integrin)を含む多様な細胞接着分子
が存在する。これらの細胞接着分子は、血管細胞の表面に存在するＩＣＡＭ－１(interce
llular adhesion molecule-1)、ＶＣＡＭ－１(vascular cell adhesion molecule-1)など
の細胞接着分子と結合することができる。単核球は、ＬＦＡ－１などの細胞接着分子を用
いて、血管細胞の表面に発現したＩＣＡＭ－１などの細胞膜タンパク質と相互作用し、血
管内皮細胞を通過して炎症組織及び癌組織に誘導される。
【０１３２】
　細菌を形質転換して癌又は組織特異的細胞膜タンパク質を細菌由来マイクロベシクルの
表面に発現させ、癌組織と炎症組織を含む多様な組織に誘導することができる。例えば、
乳癌組織の細胞表面にはＥＲＢＢ２細胞膜タンパク質が過剰発現する。細菌の細胞膜を貫
通して発現しているタンパク質と、ＥＲＢＢ２細胞膜タンパク質を認知することが可能な
抗体とを融合させた融合タンパク質(fusion protein)を発現させるように形質転換した細
菌由来マイクロベシクルは、乳癌組織に誘導される。また、大腸癌、膵臓癌、肺癌などで
過剰発現する癌胎児性抗原（carcinoembryonic antigen、ＣＥＡ）を認知する抗体と、細
菌の細胞膜を貫通して発現しているタンパク質とを融合させた融合タンパク質が発現する
ように形質転換した細菌由来マイクロベシクルは、大腸癌、膵臓癌、肺癌組織に誘導され
る。
【０１３３】
　細菌由来マイクロベシクルは、細胞膜タンパク質を始めとした細胞膜成分が元来細菌と
類似し或いは事実上同一であるため、元来細菌が標的する同一の特定組織又は細胞に誘導
される。必要な場合、マイクロベシクルを製造する過程で核酸分解酵素などを添加し、治
療用又は診断用物質の伝達に必要がない核酸などをマイクロベシクルの内部から除去する
ことができる。
【０１３４】
　［細菌由来マイクロベシクル及びその製造］
　細菌由来マイクロベシクルは、伝達しようとする多様な治療用又は診断用物質を容易に
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負荷させることができて１種又は多種の物質を伝達することができるので、単独治療、併
合治療、診断だけでなく、診断と治療の２つの目的で使用する診断－治療(theragnosis, 
pharmacodiagnosis)に利用することができる。この際、伝達しようとする多様な物質は、
マイクロベシクルに内包されてマイクロベシクルの二重膜の内側に存在してもよく、細胞
膜タンパク質のように前記物質の全部又は一部がマイクロベシクルの二重膜に埋め込まれ
ているか組み込まれていてもよく、マイクロベシクルの表面に結合していてもよい。
【０１３５】
　細菌由来人工マイクロベシクルは、既存のリポソームのように多様なサイズに容易に作
ることができる。癌血管を介して癌組織にいずれの物質が伝達されるとき、一般に、１０
０ｎｍ以上の物質はＥＰＲ(enhanced permeability and retention)効果によって癌組織
に長らく止まることができる。よって、１００ｎｍより大きいマイクロベシクルに負荷さ
れた薬物は、癌組織に止まることが可能な時間が長くて薬物の効果を極大化することがで
きるため、診断及び治療に有用である。また、肺組織は、その構造上、サイズ１μｍ以下
の粒子のみが吸入を介して肺胞まで伝達できるので、サイズ１μｍ以下のマイクロベシク
ルに喘息などの治療のための炎症抑制剤などの物質を負荷して肺組織に効果的に薬物を伝
達することができる。このように、マイクロベシクルは診断用又は治療用物質が必要な組
織に応じて多様なサイズに製造できる。好ましくは、本発明のマイクロベシクルのサイズ
は１０ｎｍ以上１０μｍ以下である。
【０１３６】
　本発明のマイクロベシクルに治療用及び／又は診断用物質を負荷して「個体」に投与す
るために、免疫抑制剤と共に使用することもできる。
【０１３７】
　本発明において、全ての細菌からマイクロベシクルを製造することができ、例えば、特
定の細胞又は組織などの標的へターゲッティングされるように形質転換された細菌から製
造できる。特定の組織に物質を伝達するために、特定の組織へターゲッティングされる細
菌又は形質転換された細菌由来マイクロベシクルを使用することができる。特定の組織に
誘導されるタンパク質を過剰発現させた、又は非特異的ターゲッティングに関与するタン
パク質の発現を減少させた、又はこれらを組み合わせた形質転換細菌由来マイクロベシク
ルは、血管、癌組織又は炎症組織へ効果的にターゲッティングされる。
【０１３８】
　細菌の形質転換は、細菌に刺激を与えてタンパク質などの物質の発現を増加又は変化さ
せる方法と、遺伝子導入によるタンパク質の発現増加又は発現抑制させる方法として、当
業界における通常の方法を使用することができる。細菌に特定の刺激を与えてタンパク質
発現の変化を誘導することができる。遺伝子導入による細菌の形質転換によって特定のタ
ンパク質を発現又は抑制させることができる。特定のタンパク質の発現を増加させる方法
は、プラスミドＤＮＡ、ＲＮＡ又はファージ(phage)を用いることができ、電気穿孔、微
量注射法(microinjection)、超音波誘導(ultrasound mediated)などの方法だけでなく、
一般に知られている全ての方法を使用することができる。
【０１３９】
　癌細胞、癌血管を含む癌組織又は炎症組織などに特異的に結合することが可能なタンパ
ク質又は抗体を、細菌の表面に直接発現させるか或いは融合タンパク質として発現させ、
該細菌からマイクロベシクルを製造することができる。また、治療用及び／又は診断用物
質を発現する細菌又は発現するように形質転換された細菌からマイクロベシクルを製造す
ることができる。また、前記組み合わせ物質を発現する或いは発現するように形質転換さ
れた細菌からもマイクロベシクルを製造することができる。特定タンパク質の発現を抑制
させるために、アンチセンスＲＮＡ、ＬＮＡ、ＰＮＡなどを用いることができる。ある細
菌に由来するマイクロベシクルが２つの標的に誘導される場合、その細菌において１種又
は多種の特定タンパク質の発現を抑制させて１種の標的への誘導を減少させて物質伝達の
特異性を高めることができる。又は、２回以上形質転換した細菌を使用することもできる
。例えば、１次形質転換した細菌を２次形質転換して使用することができる。しかし、本
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発明の製造方法はこれらに限定されない。
【０１４０】
　本発明に係る前記人工マイクロベシクルは、多様な機械的、電気的、化学的方法でも製
造できる。浸透圧を用いた細胞溶解、電気穿孔、超音波分解、均質化、洗剤処理、冷凍－
解凍、押出、機械的分解、化学物質処理などの方法を使用することができるが、本発明の
製造方法はこれらに限定されない。例えば、細菌の入っている溶液に金属、セラミック、
又は十分に硬いプラスチック球を入れて揺らし、細菌を機械的な方法で分解することもで
きる。押し出してマイクロベシクルを製造する場合には、孔径の大きいフィルターから孔
径の小さいフィルターに細菌含有溶液を順次通して細菌が適正のサイズに砕かれるように
することができる。例えば、孔径が１０μｍ→５μｍ→１μｍの順に小さくなるフィルタ
ー３つを順次用いてマイクロベシクルを製造することができる。
【０１４１】
　［治療用又は診断用物質］
　本発明では、細菌又は形質転換された細菌が発現している物質を使用し、或いは必要に
応じて、前記細菌に由来せずかつ細菌の外部から準備された物質を使用することができる
が、これに限定されない。
【０１４２】
　本発明において、治療用又は診断用物質は、マイクロベシクルに負荷して使用し、或い
は必要及び目的に応じてマイクロベシクルと併用して投与することができるが、これに限
定されない。
【０１４３】
　本発明において、治療用又は診断用物質は、単独で、或いはナノ粒子治療剤及び細胞治
療剤に負荷されてマイクロベシクルと併用して投与することができるが、これに限定され
ない。
【０１４４】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム、デンドリマー、ポリマー、マイクロベシクルなどを含むことができるが、これに限定
されない。
【０１４５】
　本発明において、マイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に負荷すること
が可能な細菌由来前記治療用又は診断用物質としては、当業界で通常使用されるタンパク
質又はペプチド、核酸、脂質及び細菌代謝産物(metabolite)など、多様な種類の物質が制
限なく使用できる。
【０１４６】
　前記タンパク質又はペプチドは、ＶＥＧＦ、ＥＧＦ(epidermal growth factor)などの
成長因子、ＩＬ－１、ＩＦＮ－γ(interferon-gamma)、ＩＬ－１０などのサイトカイン(c
ytokine)類、各種抗体治療剤、受容体、蛍光タンパク質、及び多様なペプチド又はタンパ
ク質を制限なく使用することができる。前記タンパク質又はペプチドは、細菌内に発現し
てもよく、細胞膜に露出してもよく、全体又は活性を示す部位が単独又は融合タンパク質
の形で発現してもよい。特に、マイクロベシクルの表面に負荷されたタンパク質又はペプ
チドは、局所濃度(local concentration)が高いため、単独で存在する場合より活性が高
いことがよく知られている。このようなタンパク質又はペプチドは、リガンド(ligand)と
して作用して細胞にシグナル伝達を行うことができ或いは多様なリガンドの機能の阻害に
用いることができるが、これらの例に限定されない。
【０１４７】
　本発明に係る前記マイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に負荷すること
が可能な核酸として、ＤＮＡ、ｍｉＲＮＡ(micro RNA)、ｓｉＲＮＡ(small interfering 
RNA)、アンチセンスＲＮＡ、センス(sense)ＲＮＡを使用することができるが、これに限
定されない。このような核酸はセンス効果、アンチセンス効果、ＲＮＡ干渉及びタンパク
質の機能阻害などの目的で利用できる。
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【０１４８】
　本発明において、前記細菌に由来せず且つマイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細
胞治療剤に含ませることが可能な治療用又は診断用物質としては、当業界で通常使用され
る抗癌剤、抗炎症剤、血管新生阻害剤、ペプチド、タンパク質、毒素、核酸、ビーズ、マ
イクロ粒子及びナノ粒子など多様な種類の物質が制限なく使用できる。
【０１４９】
　前記抗癌剤は、癌の成長及び転移を抑制させるために使用される全ての薬剤を総称する
。大部分の抗癌剤は、癌細胞のＤＮＡの複製、転写、翻訳過程を遮断する。本発明の治療
用物質として使用できる抗癌剤の種類は特に限定されない。抗癌剤は、癌細胞の種類、抗
癌剤の吸収速度（治療期間と抗癌剤の投与経路）、腫瘍の位置、腫瘍のサイズなど、抗癌
剤選択の際に考慮する一般な原則の下に選択できる。前記本発明で使用できる抗癌剤は、
ＤＮＡアルキル化剤(DNA alkylating agent)としてのメクロレタミン(mechlorethamine)
、クロラムブシル(chlorambucil)、フェニルアラニン(phenylalanine)、マスタード(must
ard)、シクロホスファミド(cyclophosphamide)、イホスファミド(ifosfamide)、カルムス
チン(carmustine：ＢＣＮＵ)、ロムスチン(lomustine：ＣＣＮＵ)、ストレプトゾトシン(
streptozotocin)、ブスルファン(busulfan)、チオテパ(thiotepa)、シスプラチン(cispla
tin)、及びカルボプラチン(carboplatin)などが使用でき、抗癌抗生剤(anti-cancer anti
biotics)としてのダクチノマイシン（dactinomycin：アクチノマイシンＤ(actinomycin D
)）、ドキソルビシン(doxorubicin：アドリアマイシン(adriamycin))、エピルビシン(epi
rubicin)、イダルビシン(idarubicin)、ミトキサントロン(mitoxantrone)、プリカマイシ
ン(plicamycin)、マイトマイシン(mitomycin)、及びＣブレオマイシン(C bleomycin)など
が使用でき、植物アルカロイドとしてのビンクリスチン(vincristine)、ビンブラスチン(
vinblastine)、パクリタキセル(paclitaxel)、ドセタキセル(docetaxel)、ダウノルビシ
ン(daunorubicin)、タクソール(taxol)、オンコビン(oncovin)、プレドニゾン(prednison
e)、シスプラチン(cisplatin)、ハーセプチン(herceptin)、リツキシマブ(rituximab)、
エトポシド(etoposide)、テニポシド(teniposide)、トポテカン(topotecan)、及びイリド
テカン(iridotecan)などよりなる群から選択できる。また、当業界で通常使用される放射
性物質を用いることもできる。ところが、本発明で使用できる抗癌剤はこれらの例に限定
されない。
【０１５０】
　また、本発明のマイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に含まれ得る抗炎
症剤は、デキサメタゾン(dexamethasone)、インドメタシン(indomethacin)、イブプロフ
ェン(ibuprofen)、プロピオン酸クロベタゾール(clobetasol propionate)、酢酸ジフロラ
ゾン(diflorasone diacetate)、プロピオン酸ハロベタゾール(halobetasol propionate)
、アムシノニド(amcinonide)、フルオシノニド(fluocinonide)、フランカルボン酸モメタ
ゾン(mometasone furoate)、デゾキシメタゾン(desoximetasone)、ジクロフェナク(diclo
fenac)、及びピロキシカム(piroxicam)などよりなる群から選択できるが、本発明で使用
できる抗炎症剤はこれらの例に限定されない。
【０１５１】
　前記血管新生阻害剤は、既存の血管から新しい血管が作られる過程を抑制するために使
用される全ての薬剤を総称する。大部分の血管新生阻害剤は、癌の成長及び転移を抑制し
、炎症反応を抑制することができる。本発明の治療用物質として使用できる血管新生阻害
剤の種類は特に限定されない。
【０１５２】
　本発明に係る前記マイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に治療用又は診
断用物質としてタンパク質又はペプチドを含ませることができる。例えば、ＲＮａｓｅ 
Ａだけでなく、ＶＥＧＦ、ＥＧＦなどの成長因子、ＩＬ－１、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０な
どのサイトカイン類、各種抗体治療剤、多様なペプチド又はタンパク質、ＤＮａｓｅ以外
に、癌の成長及び転移を抑制し且つ炎症反応を抑制することができる多様なタンパク質及
びペプチドを制限なく使用することができる。
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【０１５３】
　本発明に係る前記マイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に治療用又は診
断用物質として毒素を含ませることができる。毒素は、多様な生物体に由来するもので、
体内に吸収されたときに毒性を示しうるものを総称し、毒素を介して細胞死滅を誘導する
ことができる。本発明の治療用物質として使用できる毒素の種類は特に限定されない。
【０１５４】
　本発明に係る前記マイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に負荷すること
が可能な核酸としてＤＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ、センスＲＮ
Ａ、アプタマーを使用することができ、核酸類似体としてＬＮＡ、ＰＮＡ、モルホリノな
どを使用することができるが、これらに限定されない。このような核酸はセンス効果、ア
ンチセンス効果、ＲＮＡ干渉、及びタンパク質の機能阻害などの目的で利用できる。
【０１５５】
　本発明において、蛍光タンパク質を暗号化(encode)する核酸又は多様な蛍光物質を負荷
したマイクロベシクルを診断に利用することができる。特定の細胞又は組織を標的とする
マイクロベシクルに、蛍光タンパク質を暗号化しているプラスミドＤＮＡを負荷し、それ
を生体に注入すると、その標的細胞又は組織の存在を、蛍光タンパク質から放出される蛍
光シグナルから分かることができる。また、特定の細胞又は組織を標的とするマイクロベ
シクルに、蛍光放出量子ドットを含む多様な蛍光物質を含ませ、それを生体に注入すると
、その標的細胞又は組織の存在を蛍光シグナルから分かることができる。特定の標的細胞
又は組織から発生する蛍光を診断に利用することができる。細胞死滅を誘導する蛍光放出
量子ドットは治療目的でも利用することができる。
【０１５６】
　マイクロベシクル又はナノ粒子治療剤及び細胞治療剤に負荷することが可能な他の治療
用又は診断用物質の例として、蛍光物質以外に、他のマイクロ粒子又はナノ粒子を使用す
ることができる。酸化鉄、金、炭素ナノチューブなどのマイクロ粒子又はナノ粒子を使用
することができるが、これに限定されない。磁気ビーズなどのビーズをマイクロベシクル
に負荷して使用することもできる。酸化鉄などの磁性粒子は磁気共鳴映像（magnetic res
onance imaging：ＭＲＩ）を得る造影剤として利用できる。ナノ粒子に結合した核酸や、
ナノ粒子に結合したタンパク質なども使用することができ、診断に有用な放射性物質も使
用することができる。
【０１５７】
　本発明に係る前記マイクロベシクルを用いて２種以上の物質を伝達することができる。
例えば、２種以上の物質を同時に負荷したマイクロベシクルを用いて２種以上の物質を伝
達することができる。或いは、１種又は２種以上の物質が負荷されたマイクロベシクルを
複数使用して２種以上の物質を伝達することができる。例えば、３種の物質を伝達する場
合、各物質を含む第１、第２、第３マイクロベシクルを製造して使用することができる。
第１、第２物質を含む第４マイクロベシクルと、第３物質を含む第５マイクロベシクルを
準備し、第４、第５マイクロベシクルを用いて３種の物質を伝達することができる。第１
、第２、第３マイクロベシクルを同時に投与してもよく、順次投与してもよい。第４、第
５マイクロベシクルを同時に投与してもよく、順次投与してもよい。
【０１５８】
　マイクロベシクルを他の分子又は他の細胞構成成分から分離するために、密度勾配、超
遠心分離、濾過、透析、及び自由流動電気泳動法などの方法を使用することができるが、
本発明の前記選別方法はこれらに限定されない。
【０１５９】
　密度勾配は、密度の異なる物質を区分するときに最も多く使用される方法である。本発
明のマイクロベシクルは、自由分子(free molecule)などと密度が区分されるため、密度
勾配を介して分離することができる。この方法の具体的な例としてはフィコール(ficoll)
、グリセロール、スクロース(sucrose)、オプティプレップ(OptiPrepTM)などの密度勾配
を使用することができるが、本発明の密度選別方法はこれらに限定されない。治療及び診
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断のための分子が負荷されたマイクロベシクルと、 治療及び診断のための分子が負荷さ
れていないマイクロベシクルとの密度が互いに異なる性質を用いて、２種のマイクロベシ
クルを分離することができる。密度勾配は、遠心分離又は電気泳動(electrophoresis)な
どと共に使用することができる。マイクロベシクルを選別するために、ゲル濾過(gel fil
tration)又は限外濾過(ultrafiltration)を使用することもできる。サイズの小さい分子
を除去するために、濾過の代わりに透析を使用することができる。この他にも、自由流動
電気泳動法を使用することもできる。
【０１６０】
　目的に応じて、サイズが一定な範囲にあるマイクロベシクルを選別して使用することが
できる。マイクロベシクルのサイズを選別する段階は、治療用又は診断用物質をマイクロ
ベシクルに負荷する段階より先に行ってもよく、同時に行ってもよく、後で行ってもよい
。
【０１６１】
　本発明において、細胞膜の構成成分の一部が改質(modification)されたマイクロベシク
ルを製造して使用することもできる。例えば、別途準備した融合タンパク質と細菌との混
合液からマイクロベシクルを製造し、融合タンパク質が表面に露出したマイクロベシクル
を準備することができる。マイクロベシクルの表面にポリエチレングリコールを結合させ
てステルス－マイクロベシクル(stealth-microvesicle)の製造が可能である。また、マイ
クロベシクルにシクロデキストリンを添加する場合、非特異的ターゲッティングを減少さ
せることができる。シクロデキストリンは、水溶性と脂溶性を同時に持っている物質であ
って、マイクロベシクルの表面に付いて脂質間の非特異的結合を阻害することができる。
化学的にマイクロベシクルを改質して使用することもできる。例えば、細胞膜の表面にシ
ステイン(cysteine)を含むタンパク質の部分が露出した細菌からマイクロベシクルを製造
した後、システインのチオール基に化学的な方法で様々な分子を結合させてマイクロベシ
クルを改質することができる。また、細胞膜タンパク質に存在するアミン基に化学的な方
法で様々な分子を結合させて改質することもできる。
【０１６２】
　本発明は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分を個体に投与する段階を含む、癌治療
方法を提供する。
【０１６３】
　本発明に使用される細菌は、グラム陰性菌及びグラム陽性菌を含む。前記グラム陰性菌
は大腸菌、緑膿菌及びサルモネラ菌を含み、グラム陽性菌はブドウ球菌及びラクトバチル
ス菌などを含むが、これに限定されない。
【０１６４】
　本発明において、前記マイクロベシクルの構成成分がタンパク質、核酸及び脂質を含ん
でいるが、これに限定されない。
【０１６５】
　前記本発明の一具現例において、タンパク質は、細菌由来マイクロベシクルを構成する
一つの要素であって、水溶性タンパク質、脂溶性タンパク質、又は膜タンパク質などを含
むことができるが、これに限定されない。
【０１６６】
　前記本発明の一具現例において、膜タンパク質は、ＯｍｐＡ、ＯｍｐＦ、ＯｍｐＣ、Ｆ
ｌａｇｅｌｌｉｎなどを含むことができるが、これに限定されない。
【０１６７】
　前記本発明の一具現例において、核酸は、ＤＮＡ又はＲＮＡなどを含むことができるが
、これに限定されない。
【０１６８】
　前記本発明の一具現例において、前記タンパク質は、細胞接着分子(cell adhesion mol
ecule)、抗体(antibody)、標的誘導(targeting)タンパク質、細胞膜融合(fusion)タンパ
ク質、又はこれらの融合タンパク質よりなる群から選ばれる一つ以上と結合したものであ
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りうるが、これに限定されない。
【０１６９】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうちタンパク質を再構成
(reconstitution)したナノ粒子治療剤を製造して抗癌治療に使用する方法を提供する。
【０１７０】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち核酸をナノ粒子治療
剤に挿入して抗癌治療に使用する方法を提供する。
【０１７１】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち脂質を再構成したナ
ノ粒子治療剤を製造して抗癌治療に使用する方法を提供する。
【０１７２】
　本発明の別の側面は、細菌由来マイクロベシクルの構成成分のうち２種以上の構成成分
を挿入又は再構成(reconstitution)したナノ粒子治療剤を製造し、抗癌治療に使用する方
法を提供する。
【０１７３】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposome)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【０１７４】
　本発明の一具現例において、前記細菌由来マイクロベシクルの構成成分は新しい成分を
さらに含むことができる。
【０１７５】
　前記成分として、シクロデキストリン(cyclodextrin)、ポリエチレングリコール(polye
thyleneglycol)などを含むことができる。また、前記成分は多様な方法によって追加でき
、化学的変形などを含む。
【０１７６】
　本発明の別の具現例として、前記方法は、副作用を減少させる薬物又は抗癌効能を増加
させる薬物をさらに含むことができる。前記副作用を減少させる薬物はアスピリンであっ
てもよい。また、抗癌効能を増加させる薬物は、Ｔｈ１７（Ｔヘルパー１７細胞）免疫反
応を抑制する薬物、インターロイキン（interleukin、ＩＬ）－６の生成或いは活性を抑
制する薬物、血管内細胞成長因子（vascular endothelial growth factor、ＶＥＧＦ）の
生成或いは活性を抑制する薬物、ＳＴＡＴ３(signal transducer and activator of tran
scription 3)シグナル伝達を抑制する薬物、抗癌剤を含む。Ｔｈ１７免疫反応を抑制する
薬物の例としては、アスピリン(aspirin)を挙げることができる。ＶＥＧＦの生成或いは
活性を抑制する薬物の例としてはＶＥＧＦ受容体によるシグナル伝達を抑制する薬物を挙
げることができる。
【０１７７】
　本発明の具現例として、前記マイクロベシクルの構成成分と共に、その副作用を減少さ
せる薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷したナノ粒子治療剤、及び細胞治療剤
などを併用／順次投与することができる。
【０１７８】
　前記ナノ粒子治療剤は、１０ｎｍ～１０μｍのサイズを有する粒子であって、リポソー
ム(liposome)、デンドリマー(dendrimer)、ポリマー(polymer)、マイクロベシクル(micro
vesicle)などを含むことができるが、これに限定されない。
【０１７９】
　前記本発明の別の具現例において、１種の前記マイクロベシクル由来構成成分、２種以
上の前記マイクロベシクル由来構成成分、及びこれらの組み合わせよりなる群から選ばれ
た２つ以上の構成成分を同時に投与することができる。
【０１８０】
　前記本発明の別の具現例において、１種の前記マイクロベシクル由来構成成分、２種以
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上の前記マイクロベシクル由来構成成分、及びこれらの組み合わせよりなる群から選ばれ
た２つ以上の構成成分を順次投与することができる。
【０１８１】
　前記本発明の別の具現例において、１種のマイクロベシクル由来構成成分、２種以上の
前記マイクロベシクル由来構成成分、及びこれらの組み合わせよりなる群から選ばれた２
つ以上の構成成分を、副作用を減少させる薬物、抗癌効能を増加させる薬物、薬物を負荷
したナノ粒子治療剤、又は疾病治療用細胞治療剤と組み合わせて順次投与することができ
る。
【０１８２】
　以下、本発明の理解を助けるために好適な実施例を提示する。ところが、下記の実施例
は、本発明をより容易に理解させるために提供されるものに過ぎず、本発明の内容を限定
するものではない。
【実施例】
【０１８３】
　実施例１：押出法によるグラム陰性菌由来人工マイクロベシクルの製造及び特性分析
　押出法を用いて人工的に細菌由来マイクロベシクルを製造した。
【０１８４】
　本実験ではグラム陰性菌の大腸菌を使用した。具体的に、５０ｍＬのＬＢ培地に吸光度
（６００ｎｍ）値が１．０となるまで培養した。培養された細菌を３，５００×ｇで１０
分間遠心分離して培養液から細菌を分離した。分離された細菌はさらに生理食塩水（phos
phate buffered saline、ＰＢＳ）で懸濁した。
【０１８５】
　前記懸濁溶液を、孔径１０μｍのメンブランフィルター(membrane filter)に３回通し
、さらに孔径５μｍのメンブランフィルターに３回通した後、孔径１μｍのメンブランフ
ィルターに３回通した。容量５ｍＬの超遠心分離チューブにそれぞれ５０％オプティプレ
ップ１ｍＬ、５％オプティプレップ１ｍＬ、及びメンブランフィルターを通過した細菌懸
濁液３ｍＬを順次仕込んだ。その後、１５０，０００×ｇで３時間超遠心分離した。５０
％オプティプレップと５％オプティプレップとの間の層からマイクロベシクルを得た。
【０１８６】
　上述の方法によって人工的に製造したグラム陰性菌由来人工マイクロベシクルの特性を
分析した。具体的に、前記グラム陰性菌由来人工マイクロベシクルをグロー放電炭素コー
ト銅グリッド(glow-discharged carbon-coated copper grid)で３分間吸着させた。前記
グリッドを蒸留水で洗浄した後、２％酢酸ウラニル(uranylacetate)で１分間染色(staini
ng))し、しかる後に、ＪＥＭ１０１（Ｊｅｏｌ、日本）電子顕微鏡で観察し、その結果を
図１に示した。図１の透過電子顕微鏡（transmission electron microscope、ＴＥＭ）写
真から分かるように、押出法を用いて人工的に製造した細菌由来マイクロベシクルは、脂
質二重層からなっており、１０～１００ｎｍのサイズを有し、球状を示すものと確認され
た。
【０１８７】
　実施例２：グラム陰性菌由来シェディングマイクロベシクルを用いたｉｎ ｖｉｖｏ抗
癌効能
　本実験では、グラム陰性菌に自然に分泌されるシェディングマイクロベシクルを分離し
て使用した。グラム陰性菌としては大腸菌、緑膿菌、サルモネラ菌を使用した。具体的に
、細菌を、１００ｍＬのＬＢ培地が入っている三角フラスコに接種し、３７℃で６時間培
養した後、その中の８ｍＬを６００ｍＬのＬＢ培地が入っている２Ｌの三角フラスコに移
し、３７℃で５時間培養して吸光度（６００ｎｍ）値が１．５となるようにした。培養液
を容量５００ｍＬの高速遠心分離チューブ(high speed centrifuge tube)に入れた後、４
℃で１０，０００×ｇで２０分間遠心分離した。細菌を除去した上澄み液を孔径０．４５
μｍのメンブランフィルターに１回通した後、分子量１００ｋＤａ以下のタンパク質を除
去することが可能なメンブランを装着したＱｕｉｘｓｔａｎｄシステムを用いて２５倍濃
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縮した。濃縮液を孔径０．２２μｍのメンブランフィルターに通した後、容量７０ｍＬの
超遠心分離チューブ(ultracentrifuge tube)に入れて４℃で１５０，０００×ｇで３時間
超遠心分離した。沈殿物をＰＢＳで懸濁した後、細菌由来シェディングマイクロベシクル
を得た。
【０１８８】
　上述の方法によって大腸菌、緑膿菌及びサルモネラ菌由来のシェディングマイクロベシ
クルを収得した後、これを用いて本実験を行った。具体的に、マウス大腸癌２６細胞株(m
ouse colon 26 cell line)１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ、前記細菌由来シェディングマイクロベシクル１μｇ又は５μｇを含むＰＢＳ溶
液１００μＬを各実験群別に３匹のマウスに週２回ずつ尾静脈に注射し、大腸癌細胞投与
２３日後、大腸癌組織のサイズを測定した。大腸癌組織の体積（Ｖ）は最も長い長さ（ｌ
）とこれに垂直な長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ２／２の公式で計算した。
【０１８９】
　前記大腸癌細胞を皮下接種した後、大腸癌組織のサイズを測定した結果を図２～図４に
示す。ＰＢＳを投与した対照群に比べて、大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを投
与した場合は用量依存的に大腸癌組織のサイズが減少し（図２参照）、緑膿菌由来シェデ
ィングマイクロベシクルを投与した場合も大腸癌組織のサイズが顕著に減少した（図３参
照）。また、サルモネラ菌由来シェディングマイクロベシクルを投与した場合も大腸癌組
織のサイズが減少した（図４参照）。
【０１９０】
　実施例３：グラム陽性菌由来シェディングマイクロベシクルを用いたｉｎ ｖｉｖｏ抗
癌効能
　本実験では、グラム陽性菌から自然に分泌されるシェディングマイクロベシクルを分離
して使用した。グラム陽性菌としてはブドウ球菌と乳酸菌のラクトバチルス菌を使用した
。具体的に、細菌を１００ｍＬの栄養培地(nutrient broth)が入っている三角フラスコに
接種し、３７℃で６時間培養した後、その中の８ｍＬを６００ｍＬの栄養培地が入ってい
る２Ｌの三角フラスコに移し、３７℃で５時間培養して吸光度（６００ｎｍ）値が１．５
となるようにした。培養液を容量５００ｍＬの高速遠心分離チューブに入れた後、４℃で
１０，０００×ｇで２０分間遠心分離した。細菌を除去した上澄み液を孔径０．４５μｍ
のメンブランフィルターに１回通した後、分子量１００ｋＤａ以下のタンパク質を除去す
ることが可能なメンブランを装着したＱｕｉｘｓｔａｎｄシステムを用いて２５倍濃縮し
た。濃縮液を孔径０．２２μｍのメンブランフィルターに通した後、容量７０ｍＬの超遠
心分離チューブに入れて４℃で１５０，０００×ｇで３時間超遠心分離した。沈殿物をＰ
ＢＳで懸濁した後、細菌由来シェディングマイクロベシクルを得た。
【０１９１】
　上述の方法によって得たブドウ球菌とラクトバチルス菌由来のシェディングマイクロベ
シクルを用いて下記実験を行った。具体的に、マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞を
マウスの皮膚下に注射して生育した。１週後、ＰＢＳ、前記細菌由来シェディングマイク
ロベシクル各１０μｇを含むＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別に３匹のマウスに週２回
ずつ尾静脈に注射し、大腸癌細胞投与２３日後、大腸癌組織のサイズを測定した。大腸癌
組織の体積（Ｖ）は最も長い長さ（ｌ）とこれに垂直な長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ
２／２の公式で計算した。
【０１９２】
　前記大腸癌細胞を皮下接種した後、大腸癌組織のサイズを測定した結果を図５及び図６
に示す。図示の如く、対照群としてのＰＢＳ投与群に比べてブドウ球菌由来シェディング
マイクロベシクル投与群で大腸癌組織のサイズが顕著に減少し（図５参照）、ラクトバチ
ルス菌由来シェディングマイクロベシクル投与群でもＰＢＳ投与群に比べて大腸癌組織の
サイズが顕著に減少した（図６参照）。
【０１９３】
　実施例４：形質転換グラム陰性菌由来シェディングマイクロベシクルを用いたｉｎ ｖ
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ｉｖｏ抗癌効能
　リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された(msbB mutant)大腸菌を用いて実施
例２の方法によってシェディングマイクロベシクルを得た後、これを用いて下記実験を行
った。
【０１９４】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ、野生型(wild type)大腸菌由来シェディングマイクロベシクル又はリポ多糖類
の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル１ｍｇ
を含むＰＢＳ溶液１００ｍＬを各実験群別に３匹のマウスに週２回ずつ尾静脈に注射し、
大腸癌細胞投与２３日後、大腸癌組織のサイズを測定した。大腸癌組織の体積（Ｖ）は最
も長い長さ（ｌ）とこれに垂直な長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ２／２の公式で計算し
た。
【０１９５】
　前記大腸癌細胞を皮下接種した後、大腸癌組織のサイズを測定した結果を図７に示した
。図７に示すように、対照群としてのＰＢＳ投与群に比べてリポ多糖類の毒性が弱化する
ように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを投与する場合、対照群
としてのＰＢＳ投与群だけでなく、野生型大腸菌由来シェディングマイクロベシクル投与
群と比較しても大腸癌組織のサイズが顕著に減少した。
【０１９６】
　実施例５：形質転換グラム陽性菌由来シェディングマイクロベシクルを用いたｉｎ ｖ
ｉｖｏ抗癌効能
　リポタイコ酸の毒性が弱化するように形質転換された(LTA mutant)ブドウ球菌を用いて
実施例３の方法によってシェディングマイクロベシクルを得た後、これを用いて下記実験
を行った。
【０１９７】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ、野生型ブドウ球菌由来シェディングマイクロベシクル又はリポタイコ酸の毒性
が弱化するように形質転換されたブドウ球菌由来シェディングマイクロベシクル１０μｇ
を含むＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別に３匹のマウスに週２回ずつ尾静脈に注射し、
大腸癌細胞投与２３日後、大腸癌組織のサイズを測定した。大腸癌組織の体積（Ｖ）は最
も長い長さ（ｌ）とこれに垂直な長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ２／２の公式で計算し
た。
【０１９８】
　前記大腸癌細胞を皮下接種した後、大腸癌組織のサイズを測定した結果を図８に示した
。図８に示すように、対照群としてのＰＢＳ投与群に比べてリポタイコ酸の毒性が弱化す
るように形質転換されたブドウ球菌由来シェディングマイクロベシクルを投与する場合、
対照群としてのＰＢＳ投与群だけでなく、野生型ブドウ球菌由来シェディングマイクロベ
シクル投与群と比較しても大腸癌組織のサイズが顕著に減少した。
【０１９９】
　実施例６：形質転換グラム陰性菌由来シェディングマイクロベシクルを用いた転移癌に
対するｉｎ ｖｉｖｏ治療効果
　リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌を用いて実施例２の方法によ
ってシェディングマイクロベシクルを得た後、これを用いて下記実験を行った。
【０２００】
　マウス黒色腫(melanoma)細胞株としてのＢ１６ＢＬ６細胞１×１０５細胞をマウスの尾
静脈に注射した。３日後、ＰＢＳ、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大
腸菌由来シェディングマイクロベシクル１μｇを含むＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別
に３匹のマウスに１０日間毎日尾静脈に注射した。黒色腫癌細胞投与１４日後、マウスか
ら肺を摘出し、肺に転移された黒色腫コロニー(colony)の数を測定した。
【０２０１】
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　図９は各条件当たり３匹のマウスにおいて肺に転移された黒色腫コロニーの数を測定し
て示すグラフである。図９に示すように、対照群としてのＰＢＳ投与群に比べてリポ多糖
類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを投
与する場合、肺組織に転移された黒色腫コロニーの数が効果的に減少することが分かる。
【０２０２】
　実施例７：薬物併用投与による細菌由来シェディングマイクロベシクルによる抗癌効能
　癌の発生における炎症の重要性が数世紀前から提起されてきた。最近、ＶＥＧＦ／ＩＬ
－６、ＳＴＡＴ３(signal transducer and activator of transcription 3)シグナル伝達
、Ｔｈ１７免疫反応などから生ずる炎症反応が癌の発生及び進行に重要であるという研究
結果が注目を浴びている。アスピリン投与によって大腸癌の発生が減少するという報告が
あった。最近、本発明者は、アスピリンがＴｈ１７免疫反応による炎症反応を抑制すると
いう事実を解明した。本実験では、細菌由来マイクロベシクルによる抗癌効能にＴｈ１７
免疫反応を抑制する薬物を併用投与したときに抗癌効能が増加するかを評価した。本実験
には、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌から実施例２の方法によ
ってシェディングマイクロベシクルを得た後、これを使用した。Ｔｈ１７免疫反応を抑制
する薬物としてアスピリンを併用投与した。
【０２０３】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ、１８ｍｇ／ｋｇのアスピリンを含むＰＢＳ溶液、０．１μｇの前記細菌由来マ
イクロベシクルを含むＰＢＳ溶液、０．１μｇの前記細菌由来マイクロベシクルと１８ｍ
ｇ／ｋｇのアスピリンを含むＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別に４匹のマウスに週２回
ずつ尾静脈に注射し、大腸癌細胞投与２３日後、大腸癌組織のサイズを測定した。大腸癌
組織の体積（Ｖ）は最も長い長さ（ｌ）とこれに垂直な長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ
２／２の公式で計算した。
【０２０４】
　前記大腸癌細胞を皮下接種した後、大腸癌組織のサイズを測定した結果を図１０に示し
た。図１０に示すように、アスピリン単独投与群は、ＰＢＳ投与群に比べて大腸癌組織の
サイズに差異がなかった。すなわち、アスピリンによる抗癌効能を観察することができな
かった。ところが、リポ多糖類の毒性が弱化するように系質転換された大腸菌由来シェデ
ィングマイクロベシクルとアスピリンを同時に投与した場合、リポ多糖類の毒性が弱化す
るように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル単独投与群に比べて大
腸癌組織のサイズが顕著に減少した。
【０２０５】
　上記結果より、アスピリンなどのＴｈ１７免疫反応を抑制する薬物と併用投与する場合
に本発明の細菌由来シェディングマイクロベシクルによる抗癌効能を増進させることがで
きることが明白である。
【０２０６】
　実施例８：グラム陰性菌由来シェディングマイクロベシクルへの抗癌剤薬物の負荷
　リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌を用いて実施例２の方法によ
ってシェディングマイクロベシクルを得た後、これを用いて下記実験を行った。
【０２０７】
　実施例２の方法によって得たシェディングマイクロベシクルに０．４ｍｇ／ｍＬ濃度の
ドキソルビシンを１：１の比率で混ぜて４℃で１２時間培養した。培養された溶液を４℃
で１５０，０００×ｇで３時間超高速遠心分離を行い、ドキソルビシンを負荷したシェデ
ィングマイクロベシクルと溶液内のシェディングマイクロベシクルに入っていないドキソ
ルビシンを分離した。ドキソルビシンを負荷したシェディングマイクロベシクルに、緑色
蛍光を帯び且つ脂質二重膜に挿入されて標識することが可能なＤｉＯ溶液を入れ、シェデ
ィングマイクロベシクルを緑色蛍光で標識した後、カバーガラスに付け、共焦点顕微鏡(c
onfocal microscope)でドキソルビシンがシェディングマイクロベシクルに負荷されるか
を確認した。その結果を図11に示した。
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【０２０８】
　図１１に示すように、赤色蛍光のドキソルビシンがいずれも緑色蛍光のシェディングマ
イクロベシクルに負荷されていることを確認した。上記結果より、細菌由来マイクロベシ
クルに疾病治療用又は診断用薬物を効果的に負荷することができることが分かる。
【０２０９】
　実施例９：抗癌薬物が負荷された細菌由来マイクロベシクルのｉｎ ｖｉｔｒｏ抗癌効
能
　抗癌薬物を負荷した細菌由来マイクロベシクルが癌細胞へ抗癌薬物を伝達して細菌由来
マイクロベシクルによる抗癌効能の増大に影響を与えるかを評価した。本実験では、抗癌
薬物の一例としてドキソルビシンを使用した。
【０２１０】
　実施例８の方法によってドキソルビシンが負荷されたリポ多糖類の毒性が弱化するよう
に形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを製造し、下記実験に使用し
た。
【０２１１】
　マウス大腸癌２６細胞株５×１０４細胞を２４ウェルプレートで一晩培養した。ＰＢＳ
、ドキソルビシンを負荷していない前記細菌由来マイクロベシクルを含むＰＢＳ溶液、及
びドキソルビシンを負荷した前記細菌由来マイクロベシクルを含むＰＢＳ溶液１ｍＬをそ
れぞれマウス大腸癌２６細胞株に６時間処理した後、１８時間追加培養した。生きている
マウス大腸癌２６細胞株の数を顕微鏡で計数し、その結果を図１２に示した。
【０２１２】
　図１２から分かるように、ドキソルビシンを負荷した前記細菌由来マイクロベシクルは
、ドキソルビシンを負荷しない前記細菌由来マイクロベシクルに比べて癌細胞の死滅効果
が大きく現れることが分かる。
【０２１３】
　上記結果より、抗癌薬物を負荷した前記細菌由来マイクロベシクルを処理したとき、細
菌由来マイクロベシクルによる抗癌効果だけでなく、負荷された抗癌薬物による抗癌効果
がさらに加わってさらに大きい抗癌効果を示すことができることが分かる。
【０２１４】
　実施例１０：細菌由来マイクロベシクルの副作用に対するリポ多糖類活性抑制剤の効果
　細菌由来マイクロベシクルの副作用に関連して、マイクロベシクルの構成成分であるリ
ポ多糖類が敗血症の発生に重要な役割を果たすものと知られている。よって、本発明者は
、前記マイクロベシクルが含有しているリポ多糖類の活性を抑制させる薬物を処理してリ
ポ多糖類による副作用に及ぼす影響を評価した。本実験では、リポ多糖類の活性を抑制す
る薬物の一例としてポリミキシン(polymyxin)Ｂを使用した。
【０２１５】
　実施例２の方法によって大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを製造した。マウス
の腹腔にＰＢＳ、２５μｇの大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを含有しているＰ
ＢＳ溶液、２５μｇの大腸菌由来シェディングマイクロベシクルと２５０μｇのポリミキ
シンＢを含有しているＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別に注射した後、１２時間間隔で
１２０時間までマウスの生存率を観察した。その結果を図１３に示した。
【０２１６】
　図１３から分かるように、２５μｇの大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを含む
ＰＢＳ溶液に投与した場合、投与後１２０時間が経過した時点におけるマウスの生存率は
１０％であったが、２５μｇの大腸菌由来シェディングマイクロベシクルと２５０μｇの
ポリミキシンＢを含有しているＰＢＳ溶液を投与した場合、同一時点におけるマウスの生
存率は５５％であった。
【０２１７】
　上記結果より、大腸菌由来マイクロベシクルによる副作用の発生だけでなく、前記マイ
クロベシクルに含有されたリポ多糖類の活性を抑制させる薬物を処理したとき、細菌由来
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マイクロベシクルに含有されたリポ多糖類による副作用の発生が効果的に抑制できること
が分かる。
【０２１８】
　実施例１１：野生型及び形質転換グラム陰性菌由来マイクロベシクルによる副作用の差
異
　細菌由来マイクロベシクルの副作用と関連して、マイクロベシクルの構成成分であるリ
ポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌に由来するマイクロベシクルを用
いてリポ多糖類による副作用の発生に及ぼす影響を評価した。本実験では、リポ多糖類の
毒性が弱化するように形質転換された大腸菌の一例としてｍｓｂＢ ｍｕｔａｎｔを使用
した。
【０２１９】
　リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌から、実施例２の方法によっ
てシェディングマイクロベシクルを分離して使用した。マウスの腹腔にＰＢＳ、２５μｇ
の野生型大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを含有しているＰＢＳ溶液、２５μｇ
のリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベ
シクルを含有しているＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別に注射した後、１２時間間隔で
１２０時間までマウスの生存率を観察した。その結果を図１４に示した。
【０２２０】
　図１４から分かるように、２５μｇの野生型大腸菌由来シェディングマイクロベシクル
投与群の場合、投与後１２０時間が経過した時点におけるマウスの生存率は４５％であっ
たが、２５μｇのリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディ
ングマイクロベシクル投与群は同一時点で６５％の生存率を示した。
【０２２１】
　上記結果より、マイクロベシクルによる副作用を起こす物質中の一つであるリポ多糖類
の生成に関連した遺伝子を変形させてリポ多糖類の活性を除去させた形質転換細菌由来マ
イクロベシクルを使用する場合、野生型細菌由来マイクロベシクルを使用することに比べ
てマイクロベシクルによる副作用を効果的に減少させることができることが分かる。
【０２２２】
　実施例１２：形質転換グラム陰性菌由来マイクロベシクルによる副作用の緩和
　細菌由来マイクロベシクルを静脈注射する場合に発生する副作用に対する評価のために
、本実験ではリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディング
マイクロベシクルを使用した。また、静脈注射する場合に発生しうる副作用に対する一例
として、血小板数の変化、血液凝固、及び溶血反応に対して評価した。
【０２２３】
　リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌から、実施例２の方法によっ
てシェディングマイクロベシクルを分離して使用した。
【０２２４】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ又はリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディング
マイクロベシクル５μｇを含むＰＢＳ溶液１００μＬを各実験群別に２匹のマウスの尾静
脈に１回注射し、３時間又は６時間後にマウスの血液を採取した。
【０２２５】
　血小板は、血液凝固に重要な役割を果たす固形成分の一つである。細菌由来マイクロベ
シクルを静脈注射する場合、血小板の数が変化するかを調べるために、下記の実験を行っ
た。前記実験から得た血液を血小板希釈液（Ｒｅｅｓ－Ｅｃｋｅｒ液）に１００倍希釈し
た後、血球計算器(hemocytometer)に入れて１０分間常温で培養して光学顕微鏡で血小板
の数を測定した。その結果を図１５に示した。
【０２２６】
　図１５に示すように、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シ
ェディングマイクロベシクルは、静脈注射の際に、血液凝固に重要な役割を果たす血小板
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に影響を与えないことが分かる。
【０２２７】
　繊維素溶解メカニズムを代表しかつ凝固メカニズムの活性化を反映する産物であるＤ－
ダイマー(D-dimer)は、血管内凝固症を診断する重要な検査法の一つである。リポ多糖類
の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクルによる
血管内凝固現象を判別するために、下記の実験を行った。前記実験で採取した血液を１，
３００×ｇで１０分間遠心分離して血漿を得た。Ｄ－ダイマーを認知する捕獲抗体がコー
トされた９６ウェルプレートに、得た血漿を３倍希釈して入れた後、過酸化酵素が接合さ
れており且つＤ－ダイマーを認知する検出抗体を入れた。その後、ＢＭ－ＰＯＤ基質を入
れて発色を誘導し、その結果を図１６に示した。
【０２２８】
　図１６に示すように、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シ
ェディングマイクロベシクルは、静脈注射の際に、凝固メカニズムを活性化させないこと
が分かる。
【０２２９】
　リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディングマイクロベ
シクルによる赤血球の破壊現象を確認するために、下記の実験を行った。ＰＢＳ、実施例
２の方法で分離したリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェデ
ィングマイクロベシクル１μｇ／ｍＬ又は２μｇ／ｍＬを含むＰＢＳ溶液１０μＬを血液
培地に点滴した後、１２時間３７℃で培養した。培養後の血液培地を図１７に示した。
【０２３０】
　図１７に示すように、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シ
ェディングマイクロベシクルは、赤血球を破壊しないことが分かる。
【０２３１】
　図１５～図１７に示すように、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸
菌由来シェディングマイクロベシクルを静脈注射によって投与する場合、血小板数の減少
、血液凝固、及び溶血反応が血液内で発生しないことが分かる。よって、リポ多糖類の毒
性が弱化するように形質転換された細菌由来マイクロベシクルを使用する場合、細菌由来
マイクロベシクルによる副作用を効果的に減少させることができることが分かる。
【０２３２】
　実施例１３：野生型及び形質転換グラム陽性菌由来マイクロベシクルによる副作用の差
異
　細菌由来マイクロベシクルの副作用に関連して、グラム陽性菌由来マイクロベシクルの
構成成分であるリポタイコ酸が免疫反応を介して炎症反応を誘導する重要な物質として知
られている。よって、リポタイコン酸の合成関連遺伝子を除去した形質転換細菌由来マイ
クロベシクルを用いて、グラム陽性菌由来マイクロベシクルによる副作用の発生における
リポタイコ酸の役割を評価した。本実験では、前記リポタイコ酸の毒性が弱化するように
形質転換されたブドウ球菌の一例として、細胞壁からリポタイコ酸成分を無くしたＬＴＡ
 ｍｕｔａｎｔブドウ球菌を使用した。
【０２３３】
　実施例３の方法によって、リポタイコ酸の毒性が弱化するように形質転換されたブドウ
球菌からシェディングマイクロベシクルを製造した。マウスの腹腔から分離したマクロフ
ァージ（２．５×１０５ｃｅｌｌｓ）にＰＢＳ、０．１μｇ／ｍＬの野生型ブドウ球菌由
来シェディングマイクロベシクルを含有しているＰＢＳ溶液、０．１μｇ／ｍＬのリポタ
イコ酸の毒性が弱化するように形質転換されたブドウ球菌由来シェディングマイクロベシ
クルを含有しているＰＢＳ溶液をそれぞれ０．５ｍＬずつ処理し、１２時間後に細胞の条
件培地を収得した後、５００×ｇで５分間遠心分離した。
【０２３４】
　ＩＬ－６捕獲抗体(capture antibody)がコートされた９６ウェルプレートを準備し、ウ
ェルプレートに１％ＢＳＡ(bovine serum albumin)を１００μＬ仕込んで１時間固定(blo
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cking)した。得た条件培地を１／２希釈して仕込み、室温で２時間培養した後、ビオチン
(biotin)が付いているＩＬ－６に対する検出抗体(detection antibody)で２時間培養した
。１％ＢＳＡで洗浄した後、ストレプトアビジン－ＰＯＤ(streptavidin-POD)で３０分間
培養し、ＢＭ－ＰＯＤ基質を入れて発色を誘導し、その結果を図１８に示した。
【０２３５】
　図１８から分かるように、野生型ブドウ球菌由来シェディングマイクロベシクル投与群
の場合に比べてリポタイコン酸の毒性が弱化するように形質転換されたブドウ球菌由来シ
ェディングマイクロベシクルを投与した場合、ＩＬ－６の分泌量が減少した。
【０２３６】
　上記結果より、マイクロベシクルによる副作用を起こす物質中の一つであるリポタイコ
酸の遺伝子を変形させてリポタイコ酸の毒性が弱化するように形質転換された細菌由来マ
イクロベシクルを使用する場合、野生型細菌由来マイクロベシクルを使用することに比べ
てマイクロベシクルの副作用を効果的に減少させることができることが分かる。
【０２３７】
　実施例１４：抗炎及び／又は抗凝固作用をする薬物併用投与が細菌由来マイクロベシク
ルによる副作用に及ぼす効果
　細菌由来マイクロベシクルを使用する場合に副作用の発生メカニズムに重要なことは、
マイクロベシクルによる免疫反応で炎症性媒介体が分泌されて局所又は全身性炎症反応が
発生し、これと同時にマイクロベシクルによる凝固(coagulation)作用により血管に血栓
／塞栓(thromboembolism)又は播種性血管内凝固(disseminated intravascular coagulati
on)が発生することである。本実験では、細菌由来マイクロベシクルによる副作用を減少
させる目的で抗炎及び抗凝固作用をする薬物の一例としてアスピリンを用いて細菌由来マ
イクロベシクルによる副作用を評価した。
【０２３８】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。リポ多
糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌から、実施例２の方法によってシェデ
ィングマイクロベシクルを分離した。１週後、ＰＢＳ、１８ｍｇ／ｋｇのアスピリンを含
むＰＢＳ溶液、０．１μｇの前記細菌由来マイクロベシクルを含むＰＢＳ溶液、０．１μ
ｇの前記細菌由来マイクロベシクルと１８ｍｇ／ｋｇのアスピリンを含むＰＢＳ溶液１０
０μＬを各実験群別に４匹のマウスの尾静脈に週２回ずつ注射し、５回目の静脈注射を行
ってから６時間後に各実験群のマウスの目中の出血から血液０．２ｍＬを採取して５０ｍ
Ｍ ＥＤＴＡ(ethylenediaminetetraacetic acid)入りの凝固防止用チューブに入れた。こ
の中の血液１０μＬと１％塩酸９０μＬを混ぜ、常温で７分間保管した後、血球計算器に
１０μＬを入れ、全身性炎症反応の指標中の一つである白血球の数を測定し、図１９に示
した。
【０２３９】
　図１９に示すように、アスピリン単独投与群の場合、ＰＢＳ投与群に比べて白血球の数
値には影響がなかったが、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来
マイクロベシクルを投与した場合、ＰＢＳ投与群に比べて白血球が減少した。ところが、
前記リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来マイクロベシクル及び
アスピリンを併用投与した場合、マイクロベシクルによって減少した白血球の数が元の状
態に復帰すうことを観察することができる。
【０２４０】
　上記結果より、抗炎及び／又は抗凝固作用を有する薬物の併用投与で細菌由来マイクロ
ベシクルによる副作用（白血球の減少）を効果的に減らすことができることが分かる。
【０２４１】
　実施例１５：細菌由来マイクロベシクルを用いた癌組織への薬物伝達
　本実験では、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シェディン
グマイクロベシクルを用いて、抗癌薬物だけでなく、多様なサイズの薬物伝達体及び細胞
を癌組織に伝達することが可能な効率を増加させることができるかを評価した。
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【０２４２】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射し、１週間生育した後
、ＰＢＳ又は実施例２の方法によって分離したリポ多糖類の毒性が弱化するように形質転
換された大腸菌由来シェディングマイクロベシクル５μｇを含むＰＢＳ溶液１００μＬを
静脈注射で注入した。６時間後、サイズ１００ｎｍの緑色蛍光のビーズをさらに静脈注射
した後、５分間ビーズが十分に血液を介して個体に均一に分布するようにした。その後、
マウスの血液をいずれもＰＢＳ溶液で置換し、血管内に存在する蛍光ビーズを除去した。
大腸癌組織を採取して凍らした後、２０μｍの厚さに癌組織を凍結切削し、細胞の核を１
０μｇ／ｍＬ濃度のヘキスト溶液で染色した。共焦点顕微鏡で、癌組織内に存在する蛍光
ビーズを観察し、その結果を図２０に示した。
【０２４３】
　図２０に示すように、リポ多糖類の毒性が弱化するように形質転換された大腸菌由来シ
ェディングマイクロベシクルを処理したとき、サイズ１００ｎｍの蛍光ビーズが癌組織内
に存在することを確認することができ、対照群としてＰＢＳ溶液を処理した場合、蛍光ビ
ーズが癌組織内に存在しないことが分った。
【０２４４】
　上記結果より、細菌由来マイクロベシクルを先に注入した後、抗癌薬物又は抗癌薬物が
負荷された数十～数百ナノメートルサイズの薬物伝達体を注入すると、単独で抗癌薬物又
は薬物伝達体を注入した場合よりさらに効率よく癌組織へ伝達することができることを類
推することができる。
【０２４５】
　実施例１６：細菌由来マイクロベシクルの主要構成成分中のＯｍｐＡの抗癌効果
　グラム陰性菌の細胞外膜に最も多く存在する外膜タンパク質の一つであるＯｍｐＡは、
シェディングマイクロベシクルにも最も多く存在していることを、本研究陣のタンパク質
体の分析結果に基づいて確認することができた。よって、細菌由来マイクロベシクルの抗
癌活性を媒介する因子として、シェディングマイクロベシクル外膜タンパク質の主要構成
成分の一つであるＯｍｐＡに対して抗癌活性を評価した。
【０２４６】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ又は１ｍｇの組み換えＯｍｐＡタンパク質を含むＰＢＳ溶液１００μＬを各実験
群別に４匹ずつマウスの尾静脈に週２回ずつ注射し、大腸癌細胞投与２１日後、大腸癌組
織のサイズを測定した。大腸癌組織の体積（Ｖ）は、最も長い長さ（ｌ）とこれに垂直な
長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ２／２の公式で計算した。大腸癌組織のサイズを測定し
た結果を図２１に示した。
【０２４７】
　図２１に示すように、対照群と比較して組み換えＯｍｐＡタンパク質を投与した実験群
において大腸癌組織のサイズが顕著に減少していることを確認することができる。前記結
果より、細菌由来シェディングマイクロベシクルの外膜に存在するＯｍｐＡタンパク質は
、細菌由来シェディングマイクロベシクルの抗癌活性を媒介する主要構成成分であること
が分かる。
【０２４８】
　実施例１７：ＯｍｐＦ外膜タンパク質が欠乏している形質転換細菌由来シェディングマ
イクロベシクルの抗癌活性
　本研究陣で行った細菌由来シェディングマイクロベシクルのタンパク質体分析結果に基
づいて、ＯｍｐＡだけでなく、ＯｍｐＦ外膜タンパク質もグラム陰性群由来シェディング
マイクロベシクルの主要構成成分であることを確認した。これにより、ＯｍｐＦ外膜タン
パク質による細菌由来シェディングマイクロベシクルの抗癌活性を評価した。
【０２４９】
　本実施例では、ＯｍｐＦが欠如している形質転換大腸菌から実施例２の方法で分離され
たシェディングマイクロベシクルを使用した。
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【０２５０】
　マウス大腸癌２６細胞株１×１０６細胞をマウスの皮膚下に注射して生育した。１週後
、ＰＢＳ、又は１μｇの野生型大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを含むＰＢＳ溶
液、及び１μｇのＯｍｐＦが欠如している形質転換大腸菌由来シェディングマイクロベシ
クルを含むＰＢＳ溶液１００μＬをマウスの尾静脈に週２回ずつ注射し、大腸癌細胞投与
２１日後、大腸癌組織のサイズを測定した。大腸癌組織の体積（Ｖ）は、最も長い長さ（
ｌ）とこれに垂直な長さ（ｓ）を測定してＶ＝１×ｓ２／２の公式で計算した。大腸癌組
織のサイズを測定した結果を図２２に示した。
【０２５１】
　図２２に示すように、ＯｍｐＦが欠如している形質転換大腸菌由来シェディングマイク
ロベシクルの場合は、野生型大腸菌由来シェディングマイクロベシクルを投与した場合と
は異なり、細菌由来シェディングマイクロベシクルの抗癌活性が阻害された。
【０２５２】
　上記結果より、細菌由来シェディングマイクロベシクルの外膜に存在するＯｍｐＦ外膜
タンパク質が、実施例１にから確認されたＯｍｐＡと共に細菌由来シェディングマイクロ
ベシクルの抗癌活性に必要な主要構成成分であることが分かる。
【０２５３】
　実施例１８：リポソームにＯｍｐＡ外膜タンパク質を再構成
　リポソームを作るために、ＭＰＥＧ－ＤＳＰＥ(N-(carbonyl-methoxypolyethylene gly
col 2000)-1,2-distearoyl-sn-glycero-3 phosphoethanolamine sodium salt)、ＨＳＰＣ
(fully hydrogenated soy phosphatidylcholine)、及びコレステロール(cholesterol)を
それぞれ３．１９ｍｇ／ｍＬ、９．５８ｍｇ／ｍＬ、３．１９ｍｇ／ｍＬの濃度でクロロ
ホルム(chloroform)に溶かした後、３つの脂質を１：１：１の比率で混合した。その後、
窒素ガスを用いてクロロホルムを除去し、薄いフィルム(thin film)を生成した。生成さ
れたフィルムに尿素バッファ(urea buffer)（３４４ｍＭ 尿素、１０ｍＭ ＫＣｌ、１０
ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．０、３ｍＭ ＮａＮ３））を仕込み、水浴超音波発生器(water
 bath sonicator)を用いて５６℃で１時間超音波分解を行った。前記溶液を孔径１μｍの
メンブランフィルターに５回通した後、孔径４００ｎｍのメンブランフィルターに５回通
し、しかる後に、孔径１００ｎｍのメンブランフィルターに５回通してリポソームを生成
した。
【０２５４】
　先立って生成されたリポソーム０．３ｍＬに２８０μｇのＯｍｐＡタンパク質を含んで
いる尿素バッファ０．７ｍＬを追加し、オクチル－β－Ｄ－グルコピラノシドが１．１％
となるように入れた。３７℃で２時間培養した後、尿素バッファを１５ｍＬ追加した。前
記溶液を１００，０００×ｇで１時間超遠心分離した。生成されたペレットを尿素バッフ
ァ０．２ｍＬで懸濁した後、５０％オプティプレップ溶液を入れて最終３０％となるよう
にした。容量５ｍＬの超遠心分離チューブ(ultracentrifuge tube)にそれぞれ３０％リポ
ソーム懸濁液２ｍＬ、２０％オプティプレップ１ｍＬ、５％オプティプレップ１ｍＬを順
次入れた。その後、１００，０００×ｇで２時間超遠心分離した。２０％オプティプレッ
プと５％オプティプレップとの間の層から、ＯｍｐＡが負荷されたリポソームを得た。
【０２５５】
　ＯｍｐＡタンパク質２００ｎｇとＯｍｐＡを負荷したリポソーム５μｇを準備した後、
５×負荷染色剤を最終的に１×となるように仕込み、１００℃で５分間処理した。１２％
ポリアクリルアミドゲルを準備し、サンプルを負荷した。８０Ｖで２時間電気泳動した後
、４００ｍＡで２時間タンパク質をＰＶＤＦメンブランにトランスファーした。スキムミ
ルク(skim milk)をＰＢＳに３％となるように溶かした後、メンブランを該溶液で常温で
２時間ブロッキングした。ＯｍｐＡ抗体を４℃で１２時間処理した。ＰＢＳで２回洗浄し
た後、ペロキシダーゼが付いている二次抗体を室温で１時間処理した。ＰＢＳで３０分洗
浄した後、ＥＣＬ基質で確認して図２３に示した。
【０２５６】



(34) JP 5635690 B2 2014.12.3

10

20

　図２３に示すように、リポソームにＯｍｐＡが負荷されたことを確認した。ＯｍｐＡタ
ンパク質は、洗剤(detergent)と共に存在するため、変性(denaturation)された形で存在
するが、リポソームに再構成される場合、フォールディング(folding)と変性(denaturati
on)された形で存在することを確認することができる。上記結果より、ＯｍｐＡはリポソ
ームに再構成できることを確認した。
【０２５７】
　前述した本発明の説明は例示のためのものであり、本発明の属する技術分野における通
常の知識を有する者は本発明の技術的思想又は必須的な特徴を変更することなく様々な具
体的形態に容易に変形可能であることを理解することができるであろう。よって、上述し
た実施例は全ての面で例示的なものに過ぎず、限定的なものではないと理解すべきである
。
【産業上の利用可能性】
【０２５８】
　本発明の細菌由来マイクロベシクルは、癌を含む多様な疾病に対してその治療用又は診
断用物質を目標の細胞又は組織に特異的に伝達して疾病治療の効率を高め且つ診断を容易
にすることに利用できる。
【０２５９】
　また、疾病治療用及び／又は診断用物質が負荷された本発明の細菌由来マイクロベシク
ル及びその製造方法は、ｉｎ ｖｉｔｒｏ及び／又はｉｎ ｖｉｖｏで治療及び／又は診断
用、又は実験用として使用できる。
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