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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　媒体およびカプセル化された浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー二
重エマルジョンポリマー合成ナノ担体
を含む剤形であって、
　ここで、ナノ担体相の重量オスモル濃度－懸濁媒質を含む系平均重量オスモル濃度とし
て計算される浸透圧勾配が、１４０ｍＯｓｍ／ｋｇ以下である、前記剤形。
【請求項２】
　前記媒体が、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、請求項１に
記載の剤形。
【請求項３】
　２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で、浸透圧活
性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を
形成する工程と、
　前記形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を
、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中に維持する工
程とを含み、
　ここで、ナノ担体相の重量オスモル濃度－懸濁媒質を含む系平均重量オスモル濃度とし
て計算される浸透圧勾配が、前記形成工程および前記維持工程の間じゅうずっと、１４０
ｍＯｓｍ／ｋｇ以下であり、
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　任意にここで、前記浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ
担体が形成される前記環境と、前記浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリ
マー合成ナノ担体が維持される前記環境とが同じである、方法。
【請求項４】
　２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で、前記形成
した浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を処理する工
程、任意にここで、
（ａ）　前記処理する工程が、前記合成ナノ担体を洗浄すること、前記合成ナノ担体を遠
心すること、前記合成ナノ担体を濾過すること、前記合成ナノ担体を濃縮または希釈する
こと、前記合成ナノ担体を凍結すること、前記合成ナノ担体を乾燥させること、前記合成
ナノ担体を他の合成ナノ担体または添加剤もしくは賦形剤と組み合わせること、前記合成
ナノ担体のｐＨまたは緩衝液環境を調整すること、ゲルまたは高粘度媒質中に前記合成ナ
ノ担体を封入すること、前記合成ナノ担体を再懸濁すること、前記合成ナノ担体を共有結
合的にまたはコーティングもしくはアニーリングなどの物理学的プロセスにより表面修飾
すること、前記合成ナノ担体に活性作用剤または賦形剤を含浸させるまたはドープするこ
と、前記合成ナノ担体を滅菌すること、前記合成ナノ担体を投与のために再構成すること
、または上記のいずれかの組み合わせを含み；および／または
（ｂ）　２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で、前
記形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を保存
する工程；および／または
（ｃ）　前記形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ
担体を、前記形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ
担体が２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中に維持さ
れる剤形に調合する工程
をさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　浸透圧活性作用剤が、合成ナノ担体中に、合成ナノ担体の理論総重量を基準として約２
、約３、約４、約５、約６、約７または約８重量パーセントの量で存在する、請求項３ま
たは４に記載の方法。
【請求項６】
　浸透圧活性作用剤が、
例えば、免疫刺激性核酸、免疫刺激性オリゴヌクレオチド、低分子干渉ＲＮＡ、ＲＮＡ干
渉オリゴヌクレオチド、ＲＮＡ活性化オリゴヌクレオチド、マイクロＲＮＡオリゴヌクレ
オチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、アプタマー、遺伝子治療用オリゴヌクレオチ
ド、天然型プラスミド、非天然プラスミド、化学修飾されたプラスミド、オリゴヌクレオ
チドベースの配列を含むキメラ、および上記のいずれかの組み合わせを含む、単離核酸；
例えば、浸透圧活性の：デンドリマー、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ乳酸－コ－グ
リコール酸、ポリカプロラクタム、ポリエチレングリコール、ポリアクリル酸塩、ポリメ
タクリル酸塩、および上記のいずれかの共重合体および／または組み合わせを含む、ポリ
マー；
例えば、浸透圧活性の：免疫調節ペプチド、ＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩ結合
ペプチド、抗原ペプチド、ホルモンおよびホルモン模倣物、リガンド、抗細菌性および抗
微生物性ペプチド、抗凝固ペプチド、および酵素阻害薬を含む、単離ペプチド；
例えば浸透圧活性の：抗原性糖類、リポ多糖類、タンパク質またはペプチド模倣糖類、細
胞表面標的化糖類、抗凝固薬、抗炎症性糖類、抗増殖性糖類を、これらの天然型および修
飾型、単糖類、二糖類、三糖類、オリゴ糖類、または多糖類を含めて、含む、単離糖；
大員環；または
イオン、補因子、補酵素、リガンド、疎水的に対をなす作用剤、または上記のいずれかの
水素結合供与体もしくは受容体
を含む、請求項３～５のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項７】
　カプセル化された浸透圧活性作用剤を含む凍結乾燥浸透圧媒介性放出バリアフリー二重
エマルジョンポリマー合成ナノ担体；および
　凍結乾燥剤形の再構成時に２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する
媒体を提供する凍結乾燥剤
を含み、
　ここで、ナノ担体相の重量オスモル濃度－懸濁媒質を含む系平均重量オスモル濃度とし
て計算される、再構成時の浸透圧勾配が、１４０ｍＯｓｍ／ｋｇ以下である、凍結乾燥剤
形。
【請求項８】
　前記凍結乾燥剤が、塩および緩衝剤、単純または複合糖質、ポリオール、ｐＨ調整剤、
キレート剤および抗酸化剤、安定剤および防腐剤、または界面活性剤を含み、任意にここ
で、前記塩および緩衝剤が、ＮａＣｌ、ＮａＰＯ４、またはＴｒｉｓを含み、単純または
複合糖質が、スクロース、デキストロース、デキストラン、またはカルボキシメチルセル
ロースを含み、ポリオールが、マンニトール、ソルビトール、グリセロール、またはポリ
ビニルアルコールを含み、ｐＨ調整剤が、ＨＣｌ、ＮａＯＨ、またはクエン酸ナトリウム
を含み、キレート剤および抗酸化剤が、ＥＤＴＡ、アスコルビン酸、またはα－トコフェ
ロールを含み、安定剤および防腐剤が、ゼラチン、グリシン、ヒスチジン、またはベンジ
ルアルコールを含み、および／または界面活性剤が、ポリソルベート８０、デオキシコー
ル酸ナトリウム、またはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む、請求項７に記載の凍結乾燥剤
形。
【請求項９】
　前記浸透圧活性作用剤が、前記合成ナノ担体中に、前記合成ナノ担体の理論総重量を基
準として約２、約３、約４、約５、約６、約７または約８重量パーセントの量で存在する
、請求項１、２、７および８のいずれか一項に記載の剤形。
【請求項１０】
　前記浸透圧活性作用剤が、
例えば、免疫刺激性核酸、免疫刺激性オリゴヌクレオチド、低分子干渉ＲＮＡ、ＲＮＡ干
渉オリゴヌクレオチド、ＲＮＡ活性化オリゴヌクレオチド、マイクロＲＮＡオリゴヌクレ
オチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、アプタマー、遺伝子治療用オリゴヌクレオチ
ド、天然型プラスミド、非天然プラスミド、化学修飾されたプラスミド、オリゴヌクレオ
チドベースの配列を含むキメラ、および上記のいずれかの組み合わせを含む、単離核酸；
例えば、浸透圧活性の：デンドリマー、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ乳酸－コ－グ
リコール酸、ポリカプロラクタム、ポリエチレングリコール、ポリアクリル酸塩、ポリメ
タクリル酸塩、および上記のいずれかの共重合体および／または組み合わせを含む、ポリ
マー；
例えば、浸透圧活性の：免疫調節ペプチド、ＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩ結合
ペプチド、抗原ペプチド、ホルモンおよびホルモン模倣物、リガンド、抗細菌性および抗
微生物性ペプチド、抗凝固ペプチド、および酵素阻害薬を含む、単離ペプチド；
例えば浸透圧活性の：抗原性糖類、リポ多糖類、タンパク質またはペプチド模倣糖類、細
胞表面標的化糖類、抗凝固薬、抗炎症性糖類、抗増殖性糖類を、これらの天然型および修
飾型、単糖類、二糖類、三糖類、オリゴ糖類、または多糖類を含めて、含む、単離糖；
大員環；または
イオン、補因子、補酵素、リガンド、疎水的に対をなす作用剤、または上記のいずれかの
水素結合供与体もしくは受容体
を含む、請求項１、２および７～９のいずれか一項に記載の剤形。
【請求項１１】
　前記浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体が、ｐＨ作
動型浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を含む、請求
項１、２および７～１０のいずれか一項に記載の剤形。
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【請求項１２】
　請求項３～６のいずれか一項において定義された方法ステップを含む、浸透圧媒介性放
出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を含む剤形を製造する方法。
【請求項１３】
　請求項１、２および７～１１のいずれか一項に記載の剤形を含み、任意に：（ａ）使用
および／または混合に関する説明書；および／または（ｂ）再構成用の作用剤または薬学
的に許容できる担体をさらに含む、キット。
【請求項１４】
　浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体を対象に投与す
ることを含む方法のための、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を
有する環境中に、浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョ
ンポリマー合成ナノ担体であって、
　ここで、ナノ担体相の重量オスモル濃度－懸濁媒質を含む系平均重量オスモル濃度とし
て計算される浸透圧勾配が、１４０ｍＯｓｍ／ｋｇ以下であり、
　任意にここで：
前記浸透圧活性作用剤が、前記合成ナノ担体中に、請求項９に記載の重量パーセントの１
から選択される量で存在する；および／または
前記浸透圧活性作用剤が、請求項１０に記載の単離核酸、ポリマー、単離ペプチド、単離
糖、大員環、またはイオン、補因子、補酵素、リガンド、疎水的に対をなす作用剤、また
は上記のいずれかの水素結合供与体もしくは受容体から選択される、
前記浸透圧媒介性放出バリアフリー二重エマルジョンポリマー合成ナノ担体。
【請求項１５】
　（ａ）治療または予防；または
（ｂ）それを必要としている対象に投与する方法；または
（ｃ）癌、感染性疾患、代謝疾患、変性疾患、自己免疫疾患、炎症性疾患、免疫学的疾患
、依存、または毒素、毒性媒介物、環境毒素、もしくは他の有害な作用剤への暴露に起因
する状態を有する対象の処置；または
（ｄ）免疫応答を調節する、例えば、誘発、促進、抑制、誘導、または再誘導する方法；
または
（ｅ）癌、感染性疾患、代謝疾患、変性疾患、自己免疫疾患、炎症性疾患、免疫学的疾患
、依存、または毒素、毒性媒介物、環境毒素、もしくは他の有害な作用剤への暴露に起因
する状態を処置する方法；または
（ｆ）皮下、筋肉内、皮内、経口、鼻腔内、経粘膜、舌下、直腸、眼、経皮的、経皮経路
、またはこれらの経路の組み合わせによる投与を含む治療または予防
に使用される、請求項１、２および７～１１のいずれか一項に記載の剤形。
【請求項１６】
　合成ナノ担体または剤形が、免疫応答を調節する、例えば、誘発、促進、抑制、誘導、
または再誘導するための有効量で存在する、請求項１５に記載の剤形。
【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、米国特許法第１１９条に基づき、その内容全体が参照により本明細書中に援
用されている２０１１年３月２５日出願の米国仮特許出願第６１／４６７，５９５号明細
書の利益を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、少なくとも一部において、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体なら
びに生成および使用方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
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　患者に対する単離核酸または単離ペプチドなどの浸透圧活性作用剤の安全かつ効果的な
送達は、現在の治療上の制約である。浸透圧活性作用剤の送達を提供するために、リポソ
ーム、微粒子、ナノ粒子、ポリマーソーム、固体脂質粒子などが利用されている。これら
のシステムの多くは、従来、正電荷の界面活性剤またはポリマーおよび／または耐久性の
ある拡散不透過性バリアを使用して、浸透圧活性作用剤を担体に対して／担体の中に固定
する。これらのシステムは、カチオン性要素の潜在的な毒性のため、および／またはシス
テムからの浸透圧活性作用剤の低い放出速度により、その有用性が制限される傾向にある
。低い放出速度は、カチオン性薬剤、システムの比較的低い％ｗ／ｗ負荷、または拡散性
バリアの性質に起因し得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　従って、必要とされているのは、上述のとおりの当該技術分野における問題に対処する
組成物および方法である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　一態様では、カプセル化された浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー
合成ナノ担体を含む剤形が提供される。一実施形態において、剤形は、２００～５００ｍ
Ｏｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する媒体をさらに含む。一実施形態において、浸透
圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体は、ｐＨ作動型浸透圧媒介性放出バリアフリー合
成ナノ担体を含む。
【０００６】
　別の態様では、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境
中で、浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を形成する工
程；および形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を、２００～５００ｍＯ
ｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中に維持する工程を含む方法が提供さ
れる。一実施形態において、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体が形成される環
境と、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体が維持される環境とは、同じである。
一実施形態において、この方法は、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル
濃度を有する環境中で、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を処理する
工程をさらに含む。一実施形態において、この処理する工程は、合成ナノ担体を洗浄する
こと、合成ナノ担体を遠心すること、合成ナノ担体を濾過すること、合成ナノ担体を濃縮
または希釈すること、合成ナノ担体を凍結すること、合成ナノ担体を乾燥させること、合
成ナノ担体を他の合成ナノ担体または添加剤もしくは賦形剤と組み合わせること、合成ナ
ノ担体のｐＨまたは緩衝液環境を調整すること、ゲルまたは高粘度媒質中に合成ナノ担体
を封入すること、合成ナノ担体を再懸濁すること、合成ナノ担体を共有結合的にまたはコ
ーティングもしくはアニーリングなどの物理学的プロセスにより表面修飾すること、合成
ナノ担体に活性作用剤または賦形剤を含浸させるまたはドープすること、合成ナノ担体を
滅菌すること、合成ナノ担体を投与のために再構成すること、または上記のいずれかの組
み合わせを含む。一実施形態において、この方法は、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範
囲の重量オスモル濃度を有する環境中で、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナ
ノ担体を保存する工程をさらに含む。一実施形態において、この方法は、形成した浸透圧
媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナ
ノ担体が２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中に維持
される剤形に調合する工程をさらに含む。
【０００７】
　別の態様では、提供されている方法のいずれかに定義されるとおりの方法工程を含む浸
透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を含む剤形の生成プロセスが提供される。
【０００８】
　別の態様では、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体のいずれかを含む剤形が提
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供される。かかる合成ナノ担体は、提供されている方法またはプロセスのいずれかに従い
作製されてもよい。かかる合成ナノ担体は、提供されている方法またはプロセスのいずれ
かによって生成され、または得ることができてもよい。
【０００９】
　別の態様では、カプセル化された浸透圧活性作用剤を含む凍結乾燥浸透圧媒介性放出バ
リアフリー合成ナノ担体と；凍結乾燥剤形の再構成時に２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの
重量オスモル濃度を有する媒体を提供する凍結乾燥剤とを含む凍結乾燥剤形が提供される
。一実施形態において、凍結乾燥剤は、塩および緩衝剤、単純または複合糖質、ポリオー
ル、ｐＨ調整剤、キレート剤および抗酸化剤、安定剤および防腐剤、または界面活性剤を
含む。一実施形態において、塩および緩衝剤は、ＮａＣｌ、ＮａＰＯ４、またはＴｒｉｓ
を含み、単純または複合糖質は、スクロース、デキストロース、デキストラン、またはカ
ルボキシメチルセルロースを含み、ポリオールは、マンニトール、ソルビトール、グリセ
ロール、またはポリビニルアルコールを含み、ｐＨ調整剤は、ＨＣｌ、ＮａＯＨ、または
クエン酸ナトリウムを含み、キレート剤および抗酸化剤は、ＥＤＴＡ、アスコルビン酸、
またはα－トコフェロールを含み、安定剤および防腐剤は、ゼラチン、グリシン、ヒスチ
ジン、またはベンジルアルコールを含み、および／または界面活性剤は、ポリソルベート
８０、デオキシコール酸ナトリウム、またはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む。一実施形
態において、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体は、ｐＨ作動型浸透圧媒介性放
出バリアフリー合成ナノ担体を含む。
【００１０】
　別の態様では、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境
中に、浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を提供する工
程；および浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を対象に投与する工程を含む方法
が提供される。一実施形態において、この方法は、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲
の重量オスモル濃度を有する環境中においてのみ、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリ
ー合成ナノ担体を処理する工程をさらに含む。一実施形態において、この処理する工程は
、合成ナノ担体を洗浄すること、合成ナノ担体を遠心すること、合成ナノ担体を濾過する
こと、合成ナノ担体を濃縮または希釈すること、合成ナノ担体を凍結すること、合成ナノ
担体を乾燥させること、合成ナノ担体を他の合成ナノ担体または添加剤もしくは賦形剤と
組み合わせること、合成ナノ担体のｐＨまたは緩衝液環境を調整すること、ゲルまたは高
粘度媒質中に合成ナノ担体を封入すること、合成ナノ担体を再懸濁すること、合成ナノ担
体を共有結合的にまたはコーティングもしくはアニーリングなどの物理学的プロセスによ
り表面修飾すること、合成ナノ担体に活性作用剤または賦形剤を含浸させるまたはドープ
すること、合成ナノ担体を滅菌すること、合成ナノ担体を投与のために再構成すること、
または上記のいずれかの組み合わせを含む。別の実施形態において、この方法は、２００
～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で、形成した浸透圧媒
介性放出バリアフリー合成ナノ担体を保存する工程をさらに含む。別の実施形態において
、この方法は、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を、形成した浸透圧
媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体が２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オス
モル濃度を有する環境中に維持される剤形に調合する工程をさらに含む。
【００１１】
　別の態様では、提供されている組成物または剤形のいずれかを対象に投与する方法が提
供される。一実施形態において、対象は、それを必要としている。一実施形態において、
対象は、癌、感染性疾患、代謝疾患、変性疾患、自己免疫疾患、または炎症性疾患を有す
る。一実施形態において、対象は依存を有する。一実施形態において、対象は、毒素に暴
露されたことがある。一実施形態において、組成物または剤形は、対象を処置するのに有
効な量である。
【００１２】
　別の態様では、提供されている組成物または剤形のいずれかを含むキットが提供される
。一実施形態において、剤形は凍結乾燥剤形である。一実施形態において、このキットは
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、使用および／または混合に関する説明書をさらに含む。一実施形態において、このキッ
トは、再構成用の作用剤または薬学的に許容できる担体をさらに含む。
【００１３】
　別の態様では、提供されている組成物または剤形のいずれかは、治療または予防に使用
し得る。別の態様では、提供されている組成物または剤形のいずれかは、提供されている
方法のいずれかに使用し得る。別の態様では、提供されている組成物または剤形のいずれ
かは、免疫応答を調節する、例えば、誘発、促進、抑制、誘導、または再誘導する方法に
使用し得る。別の態様では、提供されている組成物または剤形のいずれかは、癌、感染性
疾患、代謝疾患、変性疾患、自己免疫疾患、炎症性疾患、免疫学的疾患、依存、または毒
素、毒性媒介物、環境毒素、もしくは他の有害な作用剤への暴露に起因する状態を処置ま
たは予防する方法に使用し得る。別の態様では、提供されている組成物または剤形のいず
れかは、皮下、筋肉内、皮内、経口、鼻腔内、経粘膜、舌下、直腸、眼、経皮的（ｔｒａ
ｎｓｄｅｒｍａｌ）、経皮（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）経路、またはこれらの経路
の組み合わせによる投与を含む治療または予防の方法に使用し得る。別の態様では、提供
されている任意の方法に用いる薬剤を製造するための、提供されている組成物または剤形
のいずれかの使用が提供される。
【００１４】
　一実施形態において、浸透圧活性作用剤は、合成ナノ担体中に、合成ナノ担体の理論総
重量を基準として約２重量パーセントの量で存在する。別の実施形態において、浸透圧活
性作用剤は、合成ナノ担体中に、合成ナノ担体の理論総重量を基準として約３重量パーセ
ントの量で存在する。別の実施形態において、浸透圧活性作用剤は、合成ナノ担体中に、
合成ナノ担体の理論総重量を基準として約４重量パーセントの量で存在する。別の実施形
態において、浸透圧活性作用剤は、合成ナノ担体中に、合成ナノ担体の理論総重量を基準
として約５重量パーセントの量で存在する。別の実施形態において、浸透圧活性作用剤は
、合成ナノ担体中に、合成ナノ担体の理論総重量を基準として約６重量パーセントの量で
存在する。別の実施形態において、浸透圧活性作用剤は、合成ナノ担体中に、合成ナノ担
体の理論総重量を基準として約７重量パーセントの量で存在する。別の実施形態において
、浸透圧活性作用剤は、合成ナノ担体中に、合成ナノ担体の理論総重量を基準として約８
重量パーセントの量で存在する。
【００１５】
　一実施形態において、浸透圧活性作用剤は、単離核酸、ポリマー、単離ペプチド、単離
糖、大員環、またはイオン、補因子、補酵素、リガンド、疎水的に対をなす作用剤、また
は上記のいずれかの水素結合供与体もしくは受容体を含む。一実施形態において、単離核
酸には、免疫刺激性核酸、免疫刺激性オリゴヌクレオチド、低分子干渉ＲＮＡ、ＲＮＡ干
渉オリゴヌクレオチド、ＲＮＡ活性化オリゴヌクレオチド、マイクロＲＮＡオリゴヌクレ
オチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、アプタマー、遺伝子治療用オリゴヌクレオチ
ド、天然型プラスミド、非天然プラスミド、化学修飾されたプラスミド、オリゴヌクレオ
チドベースの配列を含むキメラ、および上記のいずれかの組み合わせが含まれる。別の実
施形態において、ポリマーには、浸透圧活性デンドリマー、ポリ乳酸、ポリグリコール酸
、ポリ乳酸－コ－グリコール酸、ポリカプロラクタム、ポリエチレングリコール、ポリア
クリル酸塩、ポリメタクリル酸塩、および上記のいずれかの共重合体および／または組み
合わせが含まれる。別の実施形態において、単離ペプチドには、浸透圧活性免疫調節ペプ
チド、ＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩ結合ペプチド、抗原ペプチド、ホルモンお
よびホルモン模倣物、リガンド、抗細菌性および抗微生物性ペプチド、抗凝固ペプチド、
および酵素阻害薬が含まれる。別の実施形態において、単離糖には、浸透圧活性抗原性糖
類、リポ多糖類、タンパク質またはペプチド模倣糖類、細胞表面標的化糖類、抗凝固薬、
抗炎症性糖類、抗増殖性糖類が、これらの天然型および修飾型、単糖類、二糖類、三糖類
、オリゴ糖類、または多糖類を含め、含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
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【図１】オリゴヌクレオチドの損失が、既に形成され、かつ負荷されたナノ担体の媒質重
量オスモル濃度によって左右されることを実証する。
【図２】重量オスモル濃度に対する放出率を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明について詳述する前に、本発明が、当然変化し得るものとして、特別に例示され
る材料またはプロセスパラメータに限定されないことは理解されるべきである。また、本
明細書で使用される用語が、あくまで本発明の特定の実施形態を記述することを目的とし
、本発明を説明するための代替用語の使用の限定が意図されていないことは理解されるべ
きである。
【００１８】
　本明細書中で引用されるすべての発行物、特許および特許出願は、上記または下記のい
ずれかであっても、あらゆる目的においてそれら全体が参照により本明細書中に援用され
る。
【００１９】
　本明細書および添付の特許請求の範囲でいう単数形「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ
」は、その内容が明示されていない限り、複数形の指示物を包含する。例えば、「ポリマ
ー」は２つ以上のこの種の分子の混合物または異なる分子重量の単一ポリマー種の混合物
を包含し、「合成ナノ担体」は２つ以上のこの種の合成ナノ担体または複数のこの種の合
成ナノ担体の混合物を包含し、「ＤＮＡ分子」は２つ以上のこの種のＤＮＡ分子または複
数のこの種のＤＮＡ分子の混合物を包含し、「アジュバント」は２つ以上のこの種の材料
または複数のアジュバント分子の混合物、およびこれらに類するものを包含する。
【００２０】
　本明細書において「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」という用語、またはそのバリエーショ
ン（「備える（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」もしくは「包含する（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」
など）は、列挙されている任意の完全体（例えばフィーチャ、要素、特徴、特性、方法／
プロセスステップもしくは制限）、または完全体の群（例えばフィーチャ、要素、特徴、
特性、方法／プロセスステップもしくは制限）を包含することを指すが、他の任意の完全
体または完全体の群を排除するものではないと読むべきである。したがって、本明細書に
おいて「包含する（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語は包括的であり、列挙されてい
ない付加的な完全体または方法／プロセスステップを除外するものではない。
【００２１】
　本明細書に記載のいかなる組成物および方法の実施形態においても、「包含する（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は「から本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａ
ｌｌｙ　ｏｆ）」または「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」と置き換えること
ができる。「から本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ
）」という語句は、指定された完全体またはステップだけでなく、請求された発明の特徴
もしくは機能に実質的な影響を及ぼさない完全体またはステップも必要とする。本明細書
において「で構成される（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ）」という用語は、列挙されている完全
体（例えばフィーチャ、要素、特徴、特性、方法／プロセスステップもしくは制限）、ま
たは完全体の群（例えばフィーチャ、要素、特徴、特性、方法／プロセスステップもしく
は制限）が単独で存在することを示すために使用されている。
【００２２】
Ａ．はじめに
　発明者らは、予想外にまた驚くべきことに、上記の課題および制限が、本明細書で開示
される本発明を実施することによって克服できることを発見した。特に、発明者らは、予
想外に、カプセル化された浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナ
ノ担体を含む剤形を含む組成物、および関連する方法を提供することが可能であることを
発見した。本発明はまた、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有
する環境中で、浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を形
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成する工程と；形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を、２００～５００
ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中に維持する工程とを含む方法に
も関する。本発明はさらに、カプセル化された浸透圧活性作用剤を含む凍結乾燥浸透圧媒
介性放出バリアフリー合成ナノ担体と；凍結乾燥剤形の再構成時に２００～５００ｍＯｓ
ｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する媒体を提供する凍結乾燥剤とを含む凍結乾燥剤形に
関する。本発明はさらに、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有
する環境中に、浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を提
供する工程と；浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を対象に投与する工程とを含
む方法に関する。
【００２３】
　本明細書に記載される発明は、浸透圧活性作用剤を保持するのに正電荷に頼らない合成
ナノ担体を提供する。かかる合成ナノ担体は、比較的高い重量パーセント負荷のナノ担体
からの浸透圧活性作用剤の急速放出をさらに提供する。哺乳類、および多くの他の公知の
生物は、生理学的重量オスモル濃度を約２７５～３００ｍＯｓｍ／ｋｇに維持している。
適切な容積のやや低張の媒質および高張の媒質および懸濁液を、多くの経路によって投与
することができるが、重量オスモル濃度によって促進される副作用（例えば、痛み、溶血
）を回避するには、約２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲が本発明の一環として好まし
い。このため、好ましい実施形態では、準生理学的重量オスモル濃度の合成ナノ担体懸濁
液を含む本発明の剤形が、提供される。投与されると（注射、吸入、局所適用、経口、ま
たは他の経路により）、合成ナノ担体は、好ましくは生理学的に正常な重量オスモル濃度
を有する環境中に展開する。
【００２４】
　他の態様のなかでも特に、意外にも発見されたことは、浸透圧活性作用剤を含む本発明
の合成ナノ担体の生成および持続において浸透圧の力の平衡が果たす決定的役割であった
。実施形態では、製剤を調製する間、および体への暴露期間の少なくとも一部にわたり、
合成ナノ担体は定常状態または準定常状態の条件にあることが好ましい。従って、合成ナ
ノ担体は、必須の属性（例えば、完全性または浸透圧活性作用剤の負荷）の損失なしに、
合成ナノ担体にわたって得られる浸透圧勾配の平衡を十分に保つことができなければなら
ない。非平衡浸透圧の存在下では、合成ナノ担体がその非平衡状態を持続できず、カプセ
ル化された浸透圧活性作用剤が周囲媒質より高い重量オスモル濃度である場合、浸透圧活
性作用剤の制御されない流出またはナノ担体の構造的完全性の喪失が生じ得る。このよう
なことが生じると、低い性能の合成ナノ担体となる。
【００２５】
　例えば、微小担体またはナノ担体形態での核酸の封入、カプセル化、および吸着に関し
て一連の文献がある。核酸の明らかなサイズ、水溶性、および正味負電荷を所与とすれば
、文献の大部分がオリゴヌクレオチドを担体と共に保持するために電荷の引力（例えば、
カチオン性キトサン、ポリリジン、またはカチオン性脂質）および拡散性バリア（例えば
、インタクトなポリマーまたは脂質壁）の使用を取り上げていることは、意外ではない。
公表されている典型的なデータは、０．１～１．０％ｗ／ｗのオリゴヌクレオチド負荷を
有するナノ粒子、初期負荷の１０～８０％の範囲のバースト放出、次に残りの封入された
オリゴヌクレオチドの１０～５０％の５日間～６週間にわたる漸次的放出により特徴付け
られる（Ｍａｌｙａｌａ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｒｏｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００
８；Ｄｉｗａｎ　ｅｔ．ａｌ　２００２；Ｇｖｉｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。これ
らの結果は、約０．００２～１ｕｇ－ＯＮ／ｍｇ－ＮＣ／１日の定常放出速度に置き換え
られる。
【００２６】
　対照的に、合成ナノ担体にカチオン性成分またはバリア構造成分がない場合の核酸また
は他の浸透圧活性作用剤の保持および送達において浸透圧勾配の平衡が果たし得る重要な
役割については、文献にいかなる考察もないように見られる。本発明の剤形の利点は、記
載される合成ナノ担体において浸透圧活性作用剤の比較的高い負荷を達成することが可能
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であり、従って合成ナノ担体からの浸透圧活性作用剤の比較的高い放出速度が可能となる
点である。合成ナノ担体からの浸透圧活性作用剤の比較的高い放出速度を提供する能力は
、機能するうえで重要であり得る。例えば、モデルシステムを用いた免疫化研究により、
インビトロ試験において、ＣｐＧナノ担体製剤により達成される抗体価と当該のナノ担体
からのＣｐＧ放出速度との間の相関が実証された。＞１０μｇ－ＣｐＧ／ｍｇ－ナノ担体
－２４時間のバースト後放出により特徴付けられる合成ナノ担体が、これらの研究で高力
価を支持する効力を実証した。また、少なくとも３０μｇ－ＣｐＧ／ｍｇ－ナノ担体－２
４時間に至るまでの、比放出速度の増加が、抗体価の上昇をもたらしたことも観察される
。
【００２７】
　ここで、本発明についてさらに詳細に記述する。
【００２８】
Ｂ．定義
　「アジュバント」は、特異的抗原を構成しないが、同時投与される抗原に対する免疫応
答の強さおよび寿命を増強する作用剤を意味する。実施形態では、アジュバントはまた浸
透圧活性作用剤であってもよい。アジュバントは、限定はされないが、パターン認識受容
体、例えばＴｏｌｌ様受容体、ＲＩＧ－１およびＮＯＤ様受容体（ＮＬＲ）の刺激剤、無
機塩類、例えばカリ明礬、腸内細菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａ）、例えば大腸菌（
Ｅｓｃｈｅｒｉｈｉａ　ｃｏｌｉ）、サルモネラ・ミネソタ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｍ
ｉｎｎｅｓｏｔａ）、ネズミチフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ
）、もしくはフレクスナー赤痢菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ）のモノホスホ
リル脂質（ＭＰＬ）Ａ、または具体的にはＭＰＬ（登録商標）（ＡＳ０４）（別々に上記
細菌のＭＰＬ　Ａ）と結合されたカリ明礬、サポニン、例えばＱＳ－２１、Ｑｕｉｌ－Ａ
、ＩＳＣＯＭ、ＩＳＣＯＭＡＴＲＩＸ（商標）、エマルジョン、例えばＭＦ５９（商標）
、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ（登録商標）ＩＳＡ５１およびＩＳＡ７２０、ＡＳ０２（ＱＳ２１
＋スクアレン＋ＭＰＬ（登録商標））、リポソームおよびリポソーム製剤、例えばＡＳ０
１、合成のもしくは特異的に調製された微粒子および微小担体、例えば淋菌（Ｎ．ｇｏｎ
ｏｒｒｈｅａｅ）、クラミジア・トラコマチス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａ
ｔｉｓ）およびその他の細菌由来の外膜小胞（ＯＭＶ）、またはキトサン粒子、デポー形
成剤（ｄｅｐｏｔ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）、例えばＰｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標
）ブロック共重合体、特異的に修飾または調製されたペプチド、例えばムラミールジペプ
チド、アミノアルキルグルコサミニド４－ホスフェート（ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄｅ　
４－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）、例えばＲＣ５２９、またはタンパク質、例えば細菌トキソイ
ドもしくは毒素断片を含み得る。
【００２９】
　実施形態では、アジュバントは、限定はされないが、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）、具
体的には、ＴＬＲ２、３、４、５、７、８、９および／またはその組み合わせを含む、パ
ターン認識受容体（ＰＲＲ）に対するアゴニストを含む。他の実施形態において、アジュ
バントはＴｏｌｌ様受容体３に対するアゴニスト、Ｔｏｌｌ様受容体７および８に対する
アゴニスト、またはＴｏｌｌ様受容体９に対するアゴニストを含み、好ましくは、列挙さ
れているアジュバントは、イミダゾキノリン；Ｒ８４８など；アデニン誘導体、例えば米
国特許出願公開第６，３２９，３８１号明細書（Ｓｕｍｉｔｏｍｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ）、米国特許出願公開第２０１０／００７５９９５明細書（
Ｂｉｇｇａｄｉｋｅらに付与）、国際公開第２０１０／０１８１３４号パンフレット、国
際公開第２０１０／０１８１３３号パンフレット、国際公開第２０１０／０１８１３２号
パンフレット、国際公開第２０１０／０１８１３１号パンフレット、国際公開第２０１０
／０１８１３０号パンフレットおよび国際公開第２００８／１０１８６７号パンフレット
（Ｃａｍｐｏｓらに付与）に開示されたもの；免疫刺激性ＤＮＡ；または免疫刺激性ＲＮ
Ａを含む。特定の実施形態において、合成ナノ担体は、ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）７お
よび８に対するアゴニスト（「ＴＬＲ７／８アゴニスト」）である化合物をアジュバント
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として組み込む。限定はされないが、イミダゾキノリンアミン、イミダゾピリジンアミン
、６，７－融合シクロアルキルイミダゾピリジンアミン、および１，２－架橋イミダゾキ
ノリンアミンを含む、米国特許第６，６９６，０７６号明細書（Ｔｏｍａｉらに付与）に
開示されたＴＬＲ７／８アゴニスト化合物が有用である。好ましいアジュバントはイミキ
モドおよびレシキモド（別称：Ｒ８４８）を含む。特定の実施形態において、アジュバン
トはＤＣ表面分子ＣＤ４０に対するアゴニストであってもよい。特定の実施形態において
、合成ナノ担体は耐性でなく寧ろ免疫を刺激するために、（ナイーブＴ細胞のプライミン
グにとって必要とされる）ＤＣ成熟と、抗体免疫応答を促進するサイトカイン（例えばＩ
型インターフェロン）の産生とを促進するアジュバントを取り込む。実施形態において、
アジュバントはまた、免疫刺激性ＲＮＡ分子、例えば限定はされないが、ｄｓＲＮＡ、ポ
リＩ：Ｃ、またはポリＩ：ポリＣ１２Ｕ（ポリＩ：ＣとポリＩ：ポリＣ１２Ｕの両方はＴ
ＬＲ３刺激剤として知られ、Ａｍｐｌｉｇｅｎ（登録商標）として提供されている）、お
よび／またはＦ．Ｈｅｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｐｅｃｉｅｓ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｒｅ
ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｉｎｇｌｅ－Ｓｔｒａｎｄｅｄ　ＲＮＡ　ｖｉａ　Ｔｏｌ
ｌ－ｌｉｋｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　７　ａｎｄ　８”　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０３（５６６
３），１５２６－１５２９（２００４）；Ｊ．Ｖｏｌｌｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｍｍ
ｕｎｅ　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｒｉ
ｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　ａｎｄ　ｏｌｉｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ”；
国際公開第２００８０３３４３２Ａ２号パンフレット；Ａ．Ｆｏｒｓｂａｃｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，“Ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ　ｏｌｉｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄ
ｅｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｍｏｔｉｆ（ｓ）
ａｎｄ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　８　ｐ
ａｔｈｗａｙ”；国際公開第２００７０６２１０７Ａ２号パンフレット；Ｅ．Ｕｈｌｍａ
ｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｏｌｉｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　
ａｎａｌｏｇｓ　ｗｉｔｈ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ　
ａｃｔｉｖｉｔｙ”；米国特許出願公開第２００６２４１０７６号明細書；Ｇ．Ｌｉｐｆ
ｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ　ｖｉｒａｌ　ＲＮＡ　
ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　ｕｓｅ　ｆｏｒ　ｔｒｅａｔｉｎｇ　ｃａ
ｎｃｅｒ　ａｎｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ”；国際公開第２００５０９７９９３Ａ２号パ
ンフレット；Ｇ．Ｌｉｐｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ
ｙ　Ｇ，Ｕ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｏｌｉｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ｃｏ
ｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ，ａｎｄ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄｓ”；国際公開第２
００３０８６２８０Ａ２号パンフレットに開示されているものを含み得る。一部の実施形
態において、アジュバントはＴＬＲ－４アゴニスト、例えば細菌リポ多糖（ＬＰＳ）、Ｖ
ＳＶ－Ｇ、および／またはＨＭＧＢ－１であってもよい。一部の実施形態において、アジ
ュバントはＴＬＲ－５アゴニスト、例えば、フラジェリン、またはその一部または誘導体
、例えば限定はされないが、米国特許第６，１３０，０８２号明細書、米国特許第６，５
８５，９８０号明細書、および米国特許第７，１９２，７２５号明細書に開示されたもの
を包含し得る。特定の実施形態において、合成ナノ担体はＩ型インターフェロン分泌を誘
発し、かつ、ＴおよびＢ細胞活性化を刺激し、抗体産生および細胞毒性Ｔ細胞応答の増大
をもたらす、ＣｐＧを含む免疫刺激性ＤＮＡ分子などのＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）－９
に対するリガンドを組み込む（Ｋｒｉｅｇ　ｅｔ　ａｌ．，ＣｐＧ　ｍｏｔｉｆｓ　ｉｎ
　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ＤＮＡ　ｔｒｉｇｇｅｒ　ｄｉｒｅｃｔ　Ｂ　ｃｅｌｌ　ａｃｔ
ｉｖａｔｉｏｎ．Ｎａｔｕｒｅ．１９９５．３７４：５４６－５４９；Ｃｈｕ　ｅｔ　ａ
ｌ．ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｃｔ　ａｓ　ａｄｊｕｖ
ａｎｔｓ　ｔｈａｔ　ｓｗｉｔｃｈ　ｏｎ　Ｔ　ｈｅｌｐｅｒ　１（Ｔｈ１）ｉｍｍｕｎ
ｉｔｙ．Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９９７．１８６：１６２３－１６３１；Ｌｉｐｆｏｒｄ
　ｅｔ　ａｌ．ＣｐＧ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｏｌｉｇｏｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｐｒｏｍｏｔｅ　Ｂ　ａｎｄ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｔ　ｃｅｌｌ　
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｔｉｇｅｎ：ａ　ｎｅｗ　ｃｌａｓｓ
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　ｏｆ　ｖａｃｃｉｎｅ　ａｄｊｕｖａｎｔｓ．Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９７
．２７：２３４０－２３４４；Ｒｏｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔ
ｏｒｙ　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｓ　Ｔ　ｈｅｌｐｅｒ－１
－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ａｄｊｕｖａｎｔｓ．．Ｎａｔ．Ｍｅｄ．１９９７．３：８４９
－８５４；Ｄａｖｉｓ　ｅｔ　ａｌ．ＣｐＧ　ＤＮＡ　ｉｓ　ａ　ｐｏｔｅｎｔ　ｅｎｈ
ａｎｃｅｒ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｉｎ　ｍｉｃｅ　ｉｍｍｕｎ
ｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ　ｓｕｒｆａｃ
ｅ　ａｎｔｉｇｅｎ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９８．１６０：８７０－８７６；Ｌｉｐ
ｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ＤＮＡ　ａｓ　ｉｍｍｕｎｅ　ｃｅｌｌ
　ａｃｔｉｖａｔｏｒ．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．１９９８．６：４９６－５
００；米国特許第６，２０７，６４６号明細書（Ｋｒｉｅｇらに付与）；米国特許第７，
２２３，３９８号明細書（Ｔｕｃｋらに付与）；米国特許第７，２５０，４０３号明細書
（Ｖａｎ　Ｎｅｓｔらに付与）；または米国特許第７，５６６，７０３号明細書（Ｋｒｉ
ｅｇらに付与））。
【００３０】
　一部の実施形態では、アジュバントは、壊死細胞（例えば尿酸結晶）から放たれる炎症
誘発性刺激であってもよい。一部の実施形態では、アジュバントは、補体カスケードの活
性化成分であってもよい（例えばＣＤ２１、ＣＤ３５など）。一部の実施形態では、アジ
ュバントは、免疫複合体の活性化成分であってもよい。アジュバントはまた、補体受容体
アゴニスト、例えばＣＤ２１またはＣＤ３５に結合する分子を含む。一部の実施形態では
、補体受容体アゴニストは、合成ナノ担体の内因性補体オプソニン化を誘導する。一部の
実施形態では、アジュバントは、サイトカインであり、細胞によって放出される小タンパ
ク質または生物学的因子（５ｋＤ～２０ｋＤの範囲内）であり、細胞－細胞相互作用、コ
ミュニケーションおよび他の細胞の挙動に対して特異的効果を有する。一部の実施形態で
は、サイトカイン受容体アゴニストは、小分子、抗体、融合タンパク質、またはアプタマ
ーである。
【００３１】
　「投与する」または「投与」は、物質を薬理学的に有用な方法で対象に提供することを
意味する。
【００３２】
　「有効な量」は、１つ以上の所望の免疫応答を生じさせる組成物の任意の量である。こ
の量は、インビトロ目的であっても、またはインビボ目的であってもよい。インビボ目的
では、この量は、それを必要としている対象にとって臨床的有益性があり得ると医療従事
者が考えるであろう量であり得る。従って実施形態において、有効な量とは、本明細書に
提供される本発明の組成物の任意の抗原に対する抗体反応が発生し得ると医療従事者が考
えるであろう量である。有効量はルーチンの方法によってモニタされ得る。１つ以上の所
望の免疫応答を生じるのに有効な量はまた、本明細書に提供される組成物が所望の治療エ
ンドポイントまたは所望の治療結果を生じる量でもあり得る。従って、他の実施形態にお
いて、臨床医が考えるものとしての有効な量は、本明細書に提供される対象に治療上の利
点（予防的利益を含む）を提供し得る。かかる対象には、癌、感染症または感染性疾患を
有するか、またはそれを有するリスクがある対象が含まれる。かかる対象には、本明細書
に提供される疾患、状態および／または障害のいずれかを有するか、またはそれを有する
リスクがある任意の対象が含まれる。
【００３３】
　有効な量は、当然ながら、処置される特定の対象；状態、疾患または障害の重症度；年
齢、健康状態、サイズおよび体重を含む個々の患者のパラメータ；処置の継続期間；併用
療法（ある場合）の性質；具体的な投与経路ならびに医療従事者の知識および専門的意見
の範囲内での同様の因子に依存し得る。これらの因子は当業者に周知され、ルーチン程度
の実験で対処することができる。概して、「最大用量」、すなわち健全な医学的判断によ
る最も高い安全用量を使用することが好ましい。しかしながら当業者は、医学的理由、心
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理学的理由から、または事実上他のいかなる理由からも、患者がより低い用量または忍容
できる用量を要求し得ることを理解するであろう。本明細書に提供される本発明の組成物
のいずれにおける抗原も、実施形態では、有効な量であり得る。
【００３４】
　「抗原」は、Ｂ細胞抗原またはＴ細胞抗原を意味する。実施形態では、抗原は合成ナノ
担体にカップリングされている。他の実施形態において、抗原は合成ナノ担体にカップリ
ングされていない。実施形態において抗原は、合成ナノ担体と同時に投与される。他の実
施形態において抗原は、合成ナノ担体と同時に投与されない。「抗原の型」は、同じ、ま
たは実質的に同じ抗原特性を共有する分子を意味する。
【００３５】
　「Ｂ細胞抗原」は、Ｂ細胞によって認識され、かつＢ細胞において免疫応答を引き起こ
す任意の抗原（例えば、Ｂ細胞上のＢ細胞受容体によって特異的に認識される抗原）を意
味する。一部の実施形態では、Ｔ細胞抗原である抗原がまた、Ｂ細胞抗原である。他の実
施形態では、Ｔ細胞抗原がさらにＢ細胞抗原であることはない。Ｂ細胞抗原は、限定はさ
れないが、タンパク質、ペプチド、小分子、および炭水化物を含む。一部の実施形態では
、Ｂ細胞抗原は、非タンパク質抗原を含む（すなわち、タンパク質またはペプチド抗原で
はない）。一部の実施形態では、Ｂ細胞抗原は、感染性媒介物に関連した炭水化物を含む
。一部の実施形態では、Ｂ細胞抗原は、感染性媒介物に関連した糖タンパク質または糖ペ
プチドを含む。感染性媒介物は、細菌、ウイルス、真菌、原生動物、または寄生虫であっ
てもよい。一部の実施形態では、Ｂ細胞抗原は、免疫原性が乏しい抗原を含む。一部の実
施形態では、Ｂ細胞抗原は、乱用物質またはその一部を含む。一部の実施形態では、Ｂ細
胞抗原は、中毒性のある物質（ａｄｄｉｃｔｉｖｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）またはその一
部を含む。中毒性のある物質は、限定はされないが、ニコチン、麻酔剤、鎮咳剤、精神安
定剤、および鎮静剤を含む。一部の実施形態では、Ｂ細胞抗原は、毒素、例えば化学兵器
または天然源から誘導される毒素を含む。Ｂ細胞抗原はまた、有害な環境作用物質（ｈａ
ｚａｒｄｏｕｓ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　ａｇｅｎｔ）を含んでもよい。一部の実
施形態では、Ｂ細胞抗原は、自己抗原を含む。他の実施形態では、Ｂ細胞抗原は、アロ抗
原、アレルゲン、接触感作物質、変性疾患抗原、ハプテン、感染性疾患抗原、癌抗原、ア
トピー性疾患抗原、自己免疫疾患抗原、中毒性のある物質、異種抗原、または代謝性疾患
酵素もしくはその酵素生成物を含む。
【００３６】
　「バリアフリー」は、合成ナノ担体の表面上または表面内に位置する放出速度制御バリ
アであって、カプセル化された浸透圧活性作用剤が合成ナノ担体からナノ担体周囲の環境
中へと放出される速度を制御するバリアを欠いている合成ナノ担体を意味する。一実施形
態では、バリアフリー合成ナノ担体は、合成ナノ担体の内部と合成ナノ担体の外部環境と
の間に浸透圧差、例えば合成ナノ担体の構造的破壊をもたらし得る浸透圧差を生じさせる
ことのように、存在したならば浸透圧活性作用剤の拡散を抑制したであろう構造要素を欠
いている。
【００３７】
　「カップリング」または「カップリングされた」または「カップリングする」（および
これらに類するもの）は、あるエンティティ（例えば、残基）を別のエンティティに化学
的に結合することを意味する。一部の実施形態において、カップリングは共有結合であり
、２つのエンティティ間に共有結合が存在するというコンテキスト内でカップリングが発
生することを意味する。非共有結合の実施形態において、非共有カップリングは、限定は
されないが、電荷相互作用、親和性相互作用、金属配位、物理吸着、宿主－ゲスト相互作
用、疎水性相互作用、ＴＴスタッキング相互作用、水素結合相互作用、ファンデルワール
ス相互作用、磁気相互作用、静電相互作用、双極子－双極子相互作用、および／またはそ
れらの組み合わせを含む非共有的相互作用によって媒介される。実施形態において、カプ
セル化はカップリングの一形態である。
【００３８】
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　「剤形」とは、対象への投与に好適な培質、媒体、担体またはデバイス中の薬理学的に
および／または免疫学的に活性な材料を意味する。
【００３９】
　「カプセル化」または「カプセル化された」（など）は、１つまたは複数の第１の実体
の一部または全てを１つまたは複数の第２の実体が完全にまたは部分的に取り囲むことに
よって、１つまたは複数の第１の実体が１つまたは複数の第２の実体と結合していること
を意味する。実施形態では、カプセル化することとは、合成ナノ担体内に封入する、好ま
しくは合成ナノ担体内に完全に封入することを意味する。カプセル化される物質の大部分
または全てが、合成ナノ担体の外部にある局所環境に露出していない。他の実施形態では
、局所環境に露出しているのは、５０％、４０％、３０％、２０％、１０％または５％（
重量／重量）以下である。カプセル化は吸収とは異なり、吸収では、物質の大部分または
全てが合成ナノ担体の表面上に置かれ、物質は合成ナノ担体の外部にある局所環境に露出
したままである。
【００４０】
　「単離核酸」は、その天然環境から単離されている、かつその同定または使用を可能に
するのに十分な量で存在する、様々な分子量であってよい核酸（オリゴヌクレオチド、お
よびポリ核酸を含む）を意味する。単離核酸は、（ｉ）例えばポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ
ＣＲ）によってインビトロで増幅されるか；（ｉｉ）クローニングによって組換え的に生
成されるか；（ｉｉｉ）切断およびゲル分離に従って精製されるか；あるいは（ｉｖ）例
えば化学合成によって合成されるものであってもよい。単離核酸は、当該技術分野で周知
の組換えＤＮＡ技術によって容易に操作可能なものである。したがって、５'および３'制
限部位が既知であるかまたはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のプライマー配列が開示さ
れている、ベクター内に含まれるヌクレオチド配列は、単離されていると考えられるが、
その天然宿主内にその天然状態で存在する核酸配列はそうではない。単離核酸は、実質的
に精製されてもよいが、そうである必要はない。例えば、クローニングまたは発現ベクタ
ー内部の単離された核酸は、それが属する細胞内にほんのわずかな割合の材料を含み得る
点で、純粋ではない。しかし、かかる核酸は、同用語が、それが当業者に既知の標準的技
術によって容易に操作可能である理由で本明細書中で使用される場合、単離される。本明
細書中に提供される核酸のいずれもが、単離されていてもよい。
【００４１】
　実施形態では、単離核酸には、免疫刺激性核酸、例えば免疫刺激性オリゴヌクレオチド
（限定はされないが、ＤＮＡおよびＲＮＡの双方を含む）、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮ
Ａ）、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）オリゴヌクレオチド、ＲＮＡ活性化（ＲＮＡａ）オリゴヌ
クレオチド、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）オリゴヌクレオチド、アンチセンスオリゴヌ
クレオチド、アプタマー、遺伝子治療用オリゴヌクレオチド、プラスミド（その天然型お
よび非天然型または修飾された化学的形態を含む）ならびにオリゴヌクレオチドベースの
配列が含まれる。　
【００４２】
　オリゴヌクレオチド（ｏｌｉｇｏｎｕｃｅｌｏｔｉｄｅ）は巨大分子であるが、その重
量オスモル濃度を導入する潜在的能力は大きい。オリゴヌクレオチドの一本鎖は、高い水
溶性（典型的には約３０％ｗ／ｖ）を有する比較的高分子量の実体である（典型的には約
３００Ｄ／ヌクレオチドで≧２．４ｋＤ）。溶液に対するオリゴヌクレオチドの浸透圧寄
与は、主として対イオンに起因する。天然の核酸、および大部分の非天然類似体の主鎖は
、塩基残基間の１つの結合につき１個の負電荷に寄与し、従って「ｎ」個のモノマー単位
のヌクレオチドは、（ｎ－１）個の会合した一価の対イオンを有することになる。例えば
、ナトリウム対イオンを有する２０塩基のオリゴヌクレオチドの１５ｍＭ溶液は、約３０
０ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度計算値を有する。水中におけるその限界溶解度に近
いオリゴヌクレオチドのナトリウム塩は、約１０００ｍＯｓｍ／ｋｇを提供し得る。
【００４３】
　好ましい実施形態において、単離核酸は、５’－ＣＧ－３”モチーフを含む免疫刺激性
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ＤＮＡオリゴヌクレオチドまたは免疫刺激性ＲＮＡオリゴヌクレオチドなどの免疫刺激性
オリゴヌクレオチドを含み得る。一実施形態では、免疫刺激性オリゴヌクレオチドの５’
－ＣＧ－３”モチーフに存在する任意のシトシンヌクレオチド（「Ｃ」）は、メチル化さ
れていない。免疫刺激性オリゴヌクレオチドのうち５’－ＣＧ－３”モチーフ以外の部分
に存在するＣはメチル化されていても、またはメチル化されていなくてもよい。実施形態
において、記載される免疫刺激性オリゴヌクレオチドは、ホスホロチオエート結合を組み
込むようには修飾されていないリン酸ジエステル骨格を有し、好ましくはリン酸ジエステ
ル骨格はホスホロチオエート結合を含まない。他の実施形態において、免疫刺激性オリゴ
ヌクレオチドのリン酸ジエステル骨格は、生理学的条件下でリン酸ジエステル骨格を安定
化させるように機能する安定化化学修飾を含まない。
【００４４】
　「単離ペプチド」は、その天然環境から単離されている、かつその同定または使用を可
能にするのに十分な量で存在する、様々な分子量であってよいペプチド（ペプチド、オリ
ゴペプチド、ポリペプチド、およびタンパク質を含む）を意味する。これは、例えば、ペ
プチドが（ｉ）発現クローニングによって選択的に生成されてもよく、あるいは（ｉｉ）
クロマトグラフィーまたは電気泳動に従って精製されてもよいことを意味する。単離ペプ
チドは実質的に純粋であってよく、しかしそうである必要はない。単離ペプチドは医薬製
剤中で薬学的に許容できる担体と混合され得るため、ペプチドは製剤の低い重量百分率の
みを構成し得る。ペプチドはそれでもなお、生物系ではそれが連係していてもよい物質か
ら分離されている点で単離されており、すなわち他のペプチドから単離されている。本明
細書に提供される任意のペプチドが、単離されていてもよい。実施形態では、単離ペプチ
ドには、浸透圧活性の：免疫調節ペプチド、例えばＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩ
Ｉ結合ペプチド、抗原ペプチド、ホルモンおよびホルモン模倣物、リガンド、抗細菌性お
よび抗微生物性ペプチド、抗凝固ペプチド、および酵素阻害薬が含まれる。　
【００４５】
　「単離糖」は、その天然環境から単離されている、かつその同定または使用を可能にす
るのに十分な量で存在する、様々な分子量であってよい糖（単糖類、二糖類、三糖類、オ
リゴ糖類、多糖類などを含む）を意味する。これは、例えば、糖が（ｉ）合成方法によっ
て選択的に生成されてもよく、あるいは（ｉｉ）クロマトグラフィーまたは電気泳動に従
って精製されてもよいことを意味する。単離糖類は実質的に純粋であってよく、しかしそ
うである必要はない。単離糖は医薬製剤中で薬学的に許容できる担体と混合され得るため
、糖は製剤の低い重量百分率のみを構成し得る。糖はそれでもなお、生物系ではそれが連
係していてもよい物質から分離されている点で単離されており、すなわち他の糖類または
ペプチドから単離されている。本明細書に提供される任意の糖類が、単離されていてもよ
い。実施形態では、単離糖類には、浸透圧活性の：抗原性糖類（例えば、病原性生物また
は生体異物生物に特有の糖類）、リポ多糖類、タンパク質またはペプチド模倣糖類、細胞
表面標的化糖類、抗凝固薬、抗炎症性糖類、抗増殖性糖類が、これらの天然型および修飾
型を含め、含まれる。
【００４６】
　「凍結乾燥剤形」は、凍結乾燥が行われた剤形を意味する。　
【００４７】
　「凍結乾燥浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体」は、凍結乾燥が行われた浸透
圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を意味する。
【００４８】
　「凍結乾燥剤」は、剤形の凍結乾燥、または凍結乾燥した後の剤形の再構成を促進する
ために剤形に加えられる物質を意味する。実施形態では、凍結乾燥剤はまた浸透圧活性作
用剤であってもよく、凍結乾燥剤形の再構成時に２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オ
スモル濃度を有する媒体を提供するように選択されてもよい。実施形態では、凍結乾燥剤
には、塩および緩衝剤（ＮａＣｌ、ＮａＰＯ４、またはＴｒｉｓなど）、単純または複合
糖質（スクロース、デキストロース、デキストラン、またはカルボキシメチルセルロース
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など）、ポリオール（マンニトール、ソルビトール、グリセロール、ポリビニルアルコー
ルなど）、ｐＨ調整剤（ＨＣｌ、ＮａＯＨ、またはクエン酸ナトリウムなど）、キレート
剤および抗酸化剤（ＥＤＴＡ、アスコルビン酸、α－トコフェロールなど）、安定剤およ
び防腐剤（ゼラチン、グリシン、ヒスチジン、またはベンジルアルコールなど）、界面活
性剤（ポリソルベート８０、デオキシコール酸ナトリウム、またはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１
００などが含まれる。
【００４９】
　「合成ナノ担体の最大寸法」は、合成ナノ担体の任意の軸に沿って測定されるナノ担体
の最大寸法を意味する。「合成ナノ担体の最小寸法」は、合成ナノ担体の任意の軸に沿っ
て測定される合成ナノ担体の最小寸法を意味する。例えば、回転楕円体の合成ナノ担体の
場合、合成ナノ担体の最大および最小寸法は、実質的に同一となり、かつその直径のサイ
ズとなる。同様に、立方形の合成ナノ担体の場合、合成ナノ担体の最小寸法は、その高さ
、幅または長さの最小となる一方、合成ナノ担体の最大寸法は、その高さ、幅または長さ
の最大となる。一実施形態では、試料中の合成ナノ担体の総数に基づく、試料中の合成ナ
ノ担体の少なくとも７５％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９
０％の最小寸法は、１００ｎｍより大きい。一実施形態では、試料中の合成ナノ担体の総
数に基づく、試料中の合成ナノ担体の少なくとも７５％、好ましくは少なくとも８０％、
より好ましくは少なくとも９０％の最大寸法は、５μｍ以下である。好ましくは、試料中
の合成ナノ担体の総数に基づく、試料中の合成ナノ担体の少なくとも７５％、好ましくは
少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％の最小寸法は、１１０ｎｍ超、より
好ましくは１２０ｎｍ超、より好ましくは１３０ｎｍ超、またより好ましくはさらに１５
０ｎｍ以上。本発明の合成ナノ担体の最大および最小寸法のアスペクト比は、実施形態に
応じて変化し得る。例えば、合成ナノ担体の最大および最小寸法のアスペクト比は１：１
から１，０００，０００：１まで、好ましくは１：１から１００，０００：１まで、より
好ましくは１：１から１０００：１まで、さらに好ましくは１：１から１００：１まで、
さらにより好ましくは１：１から１０：１まで変化し得る。好ましくは、試料中の合成ナ
ノ担体の総数に基づく、試料中の合成ナノ担体の少なくとも７５％、好ましくは少なくと
も８０％、より好ましくは少なくとも９０％の最大寸法は、３μｍ以下、より好ましくは
２μｍ以下、より好ましくは１μｍ以下、より好ましくは８００ｎｍ以下、より好ましく
は６００ｎｍ以下、またより好ましくはさらに５００ｎｍ以下である。好ましい実施形態
では、試料中の合成ナノ担体の総数に基づく、試料中の合成ナノ担体の少なくとも７５％
、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％の最小寸法は、１００
ｎｍ以上、より好ましくは１２０ｎｍ以上、より好ましくは１３０ｎｍ以上、より好まし
くは１４０ｎｍ以上、またより好ましくはさらに１５０ｎｍ以上である。合成ナノ担体サ
イズの測定値は、合成ナノ担体を液体（通常は水性）培質中に懸濁し、動的光散乱（ＤＬ
Ｓ）（例えばＢｒｏｏｋｈａｖｅｎ　ＺｅｔａＰＡＬＳ機器を使用）を使用することによ
って得られる。例えば、合成ナノ担体の懸濁液を水性緩衝液から精製水中に希釈すること
によって、最終的な合成ナノ担体懸濁液濃度約０．０１～０．１ｍｇ／ｍＬを得ることが
可能である。希釈された懸濁液は、内側で直接に調製してもよいし、またはＤＬＳ分析用
の好適なキュベットに移してもよい。次いで、キュベットをＤＬＳ内に配置し、調整され
た温度に平衡させてから、十分な時間スキャンして、培質の粘性および試料の屈折率に関
する適切な入力に基づき、安定かつ再生可能な分布を得る。分布の有効径または平均をレ
ポートする。
【００５０】
　「浸透圧媒介性放出」は、以下のインビトロ試験を満たす形での合成ナノ担体からの浸
透圧活性作用剤の放出を意味する：
　試験する剤形を、２５℃で準中性ｐＨの水性媒質（例えばｐＨ７．４）中に再構成また
は希釈し、準生理学的重量オスモル濃度媒質と称される２７０～３３０ｍＯｓｍ／ｋｇの
重量オスモル濃度の組成物を得る。次に、準生理学的重量オスモル濃度媒質の試料を、精
製水またはリン酸塩緩衝生理食塩水媒質のいずれかで（例えば、約２５～３５ｍＯｓｍ／
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ｋｇの最終重量オスモル濃度となるように）９倍希釈することにより、低重量オスモル濃
度媒質を得る。次に、準生理学的重量オスモル濃度媒質中の浸透圧活性作用剤の濃度を（
例えば核酸のＯＤ２６０により）計測し、次に低重量オスモル濃度媒質中２５℃で２時間
穏やかに撹拌した後計測する。準生理学的重量オスモル濃度媒質中と比べて低重量オスモ
ル濃度媒質中で放出（例えば、２時間で溶液中に放出された総浸透圧活性作用剤）が有意
に多い場合（好ましくは、放出低重量オスモル濃度媒質＞１．５×放出準生理学的重量オ

スモル濃度媒質、より好ましくは、放出低重量オスモル濃度媒質＞５×放出準生理学的重

量オスモル濃度媒質）、さらにより好ましくは、放出低重量オスモル濃度媒質＞１０×放
出準生理学的重量オスモル濃度媒質）、この試験は浸透圧媒介性放出が正である。
【００５１】
　「浸透圧活性作用剤」は、水性溶媒に対して溶解性を有する物質を意味する。浸透圧活
性作用剤は、合成ナノ担体中に様々な量で存在し得る。実施形態では、浸透圧活性作用剤
は、合成ナノ担体の理論総重量を基準として、合成ナノ担体中に約２、または３、または
４、または５、または６、または７、または８重量パーセントの量で存在する。浸透圧活
性作用剤は、対イオンなどの特異的に会合した可溶性材料を含め、２つ以上の分子実体を
含んでもよい。実施形態では、浸透圧活性作用剤は、単離核酸、ポリマー、単離ペプチド
、単離糖、大員環、またはイオン、補因子、補酵素、リガンド、疎水的に対をなす作用剤
、または前述のいずれかと特異的に、しかし非共有結合的に会合する上記のいずれかの水
素結合供与体もしくは受容体を含む。浸透圧活性作用剤は本発明の合成ナノ担体において
様々な機能を有し得る。従って浸透圧活性作用剤は、抗原、アジュバント、または他の免
疫刺激機能もしくは免疫調節機能を有する物質を含み得る。水溶液に対する浸透圧活性作
用剤の浸透圧寄与は、限定はされないが、蒸気圧降下、凝固点降下、または膜浸透圧計を
含むいくつかの一般に認められた技術のいずれかによって計測することができる。従来利
用可能な特定の種類の浸透圧計には、Ｗｅｓｃｏｒ　Ｖａｐｒｏ　ＩＩ蒸気圧浸透圧計モ
デルシリーズ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　３２５０凝固点浸透圧計モ
デルシリーズ、およびＵＩＣモデル２３１膜浸透圧計が含まれる。
【００５２】
　「ｐＨ作動型浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体」は、ｐＨ７．４の等張媒質
中に放出されるより有意に多い量の浸透圧活性作用剤を、ｐＨ４．５、またはｐＨ１０．
５の等張媒質中に導入して１時間以内に放出する浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ
担体を意味する。この放出は、それが以下のインビトロ試験を満たす場合、ｐＨ作動型と
言われる：
　試験する剤形を、２５℃で準中性ｐＨの水性媒質（例えばｐＨ７．４）中に再構成また
は希釈し、準生理学的重量オスモル濃度および準中性ｐＨ媒質と称される２７０～３３０
ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度の組成物を得て、希釈時、および３７℃で２時間穏や
かに撹拌した後の浸透圧活性作用剤の濃度を計測する。２時間で放出された浸透圧活性作
用剤の総量を計算し、２時間あたりの正味放出量を準生理学的重量オスモル濃度および準
中性ｐＨ放出速度として定義する。次に同じプロセスを、酸性（または塩基性）準生理学
的重量オスモル濃度媒質と称される２７０～３３０ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度の
ｐＨ４．５（またはｐＨ１０．５）の水性媒質で繰り返す。２時間で放出された浸透圧活
性作用剤の総量を計算し、２時間あたりの正味放出量を酸性（または塩基性）準生理学的
重量オスモル濃度放出速度として定義する。準生理学的重量オスモル濃度および準中性ｐ
Ｈ媒質中と比べて酸性（または塩基性）準生理学的重量オスモル濃度媒質中での放出速度
（例えば、２時間で溶液中に放出された総浸透圧活性作用剤）が有意に高い場合（好まし
くは、放出酸性（または塩基性）媒質＞１．２×放出準中性媒質、より好ましくは、放出

酸性（または塩基性）媒質＞１．５×放出準中性媒質、さらにより好ましくは、放出酸性

（または塩基性）媒質＞３×放出準中性媒質）、この試験はｐＨ作動型浸透圧媒介性放出
が正である。
【００５３】
　「薬学的に許容できる賦形剤」は、本発明の組成物を調合するために、記載される合成
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ナノ担体と併用される薬理学的に不活性な材料を意味する。薬学的に許容できる賦形剤に
は、限定はされないが、糖類（グルコース、ラクトースなど）、抗菌剤などの防腐剤、再
構成助剤、着色剤、生理食塩水（リン酸塩緩衝生理食塩水など）、および緩衝剤を含む、
当該技術分野で周知されている種々の材料が含まれる。
【００５４】
　「ポリマー」は、共有結合的に連結された一連の繰り返される単純（コ）モノマーから
構成される巨大分子を含む合成化合物を意味する。実施形態では、ポリマーには、浸透圧
活性の：デンドリマー、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ乳酸－コ－グリコール酸、ポ
リカプロラクタム、ポリエチレングリコール、ポリアクリル酸塩、ポリメタクリル酸塩、
および上記のいずれかの共重合体および／または組み合わせが含まれる。
【００５５】
　「放出」または「放出速度」は、封入された物質が合成ナノ担体から周囲の放出媒質な
どの局所環境中に移行する速度を意味する。初めに合成ナノ担体が、適切な放出媒質中に
置かれることによって放出試験用に調製される。これは概して、遠心により合成ナノ担体
をペレット化した後に緩衝液を交換し、穏和な条件下に合成ナノ担体を再構成することに
より行われる。試料を適切な温度制御装置に３７℃で置くことにより、アッセイを開始す
る。様々な時点で試料を取り出す。
【００５６】
　合成ナノ担体は、遠心により合成ナノ担体をペレット化することによって放出媒質から
分離する。合成ナノ担体から放出された物質について放出媒質をアッセイする。ＨＰＬＣ
を用いて物質を計測し、物質の含有量および品質を決定する。残りの封入物質を含むペレ
ットを溶媒中に溶解するか、または塩基により加水分解することにより、合成ナノ担体か
ら封入物質を遊離させる。次にペレットに含まれる物質もまた、ペレットを溶解または破
壊した後にＨＰＬＣにより計測して、所与の時点で放出された物質の含有量および品質を
決定することができる。
【００５７】
　放出媒質中に放出された物質と合成ナノ担体中に残っているものとの間の物質収支をま
とめる。データは、時間に対する放出された割合として、または放出されたマイクログラ
ム数として提供される正味の放出として提供される。
【００５８】
　「対象」は、ヒトおよび霊長類などの温血の哺乳類；鳥類；ネコ、イヌ、ヒツジ、ヤギ
、ウシ、ウマおよびブタなどの家庭内または家畜動物；マウス、ラットおよびモルモット
などの実験動物；魚類、爬虫類、および野生動物などを含む動物を意味する。
【００５９】
　「合成ナノ担体」は、天然に見出されない、サイズが５μｍ以下の少なくとも一次元を
占める離散物体を意味する。アルブミンナノ粒子は、一般に合成ナノ担体中に含められる
が、特定の実施形態では、合成ナノ担体は、アルブミンナノ粒子を含まない。実施形態で
は、発明の合成ナノ担体は、キトサンを含まない。
【００６０】
　合成ナノ担体は、限定はされないが、１つまたは複数の脂質に基づくナノ粒子、ポリマ
ーナノ粒子、デンドリマー、ウイルス様粒子、ペプチドもしくはタンパク質に基づく粒子
（アルブミンナノ粒子など）、セラミックに基づく粒子（例えば、半多孔質シリコンナノ
粒子）、ヒドロゲルナノ粒子、多糖に基づくナノ粒子、および／または脂質－ポリマーナ
ノ粒子などの、ナノ材料の組み合わせを用いて開発されるナノ粒子であってもよい。合成
ナノ担体は、限定はされないが、回転楕円体、立方形、角錐形（ｐｙｒａｍｉｄ）、長方
形、円筒形、ドーナツ形などを含む種々の異なる形状であってもよい。本発明による合成
ナノ担体は、１つ以上の表面を含む。本発明の実施に使用に適し得る典型的な合成ナノ担
体は、（１）米国特許第５，５４３，１５８号明細書（Ｇｒｅｆらに付与）に開示された
生分解性ナノ粒子、（２）公開された米国特許出願公開第２００６０００２８５２号明細
書（Ｓａｌｔｚｍａｎらに付与）の高分子ナノ粒子、（３）公開された米国特許出願公開
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第２００９００２８９１０号明細書（ＤｅＳｉｍｏｎｅらに付与）のリソグラフィで作製
されたナノ粒子、（４）国際公開第２００９／０５１８３７号パンフレット（ｖｏｎ　Ａ
ｎｄｒｉａｎらに付与）の開示物、（５）公開された米国特許出願公開第２００９０２２
６５２５号明細書（ｌｏｓ　Ｒｉｏｓらに付与）に開示されたタンパク質ナノ粒子、（６
）公開された米国特許出願公開第２００６０２２２６５２号明細書（Ｓｅｂｂｅｌらに付
与）に開示されたウイルス様粒子（７）公開された米国特許出願公開第２００６０２５１
６７７号明細書（Ｂａｃｈｍａｎｎらに付与）に開示された、核酸にカップリングされた
ウイルス様粒子、（８）国際公開第２０１００４７８３９Ａ１号パンフレットもしくは国
際公開第２００９１０６９９９Ａ２号パンフレットに開示されたウイルス様粒子、または
（９）Ｐ．Ｐａｏｌｉｃｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｕｒｆａｃｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ
　ＰＬＧＡ－ｂａｓｅｄ　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｔｈａｔ　ｃａｎ　Ｅｆｆｉｃ
ｉｅｎｔｌｙ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅ　ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒ　Ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　
Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ”　Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，５（６）：８４３－８５３（２０１
０）に開示されたナノ沈殿したナノ粒子を含む。実施形態において、合成ナノ担体は１：
１、１：１．２、１：１．５、１：２、１：３、１：５、１：７を超える、または１：１
０を超えるアスペクト比を有し得る。
【００６１】
　約１００ｎｍ以下、好ましくは１００ｎｍ以下の最小寸法を有する本発明による合成ナ
ノ担体は、補体を活性化する水酸基を有する表面を含まないか、あるいは補体を活性化す
る水酸基でない部分から本質的になる表面を含む。好ましい実施形態では、約１００ｎｍ
以下、好ましくは１００ｎｍ以下の最小寸法を有する本発明による合成ナノ担体は、補体
を実質的に活性化する表面を含まないか、あるいは補体を実質的に活性化しない部分から
本質的になる表面を含む。より好ましい実施形態では、約１００ｎｍ以下、好ましくは１
００ｎｍ以下の最小寸法を有する本発明による合成ナノ担体は、補体を活性化する表面を
含まないか、あるいは補体を活性化しない部分から本質的になる表面を含む。実施形態で
は、合成ナノ担体はウイルス様粒子を包含しない。実施形態では、合成ナノ担体がウイル
ス様粒子を含む場合、そのウイルス様粒子は非天然のアジュバントを含む（すなわち、Ｖ
ＬＰが、ＶＬＰの産生中に生じる天然に存在するＲＮＡ以外のアジュバントを含むことを
意味する）。
【００６２】
　「Ｔ細胞抗原」は、Ｔ細胞によって認識され、かつそれにおいて免疫応答を引き起こす
任意の抗原（例えば、Ｔ細胞またはＮＫＴ細胞上のＴ細胞受容体により、クラスＩまたは
クラスＩＩ主要組織適合複合体（ｍａｊｏｒ　ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔａｂｉｌｉｔｙ　
ｃｏｍｐｌｅｘ）分子（ＭＨＣ）に結合した、またはＣＤ１複合体に結合した抗原または
その一部分の提示を介して特異的に認識される抗原）を意味する。一部の実施形態では、
Ｔ細胞抗原である抗原がＢ細胞抗原でもある。他の実施形態では、Ｔ細胞抗原がＢ細胞抗
原でもあることはない。Ｔ細胞抗原は、概してタンパク質またはペプチドである。Ｔ細胞
抗原は、ＣＤ８＋Ｔ細胞応答、ＣＤ４＋Ｔ細胞応答、または両方を刺激する抗原であって
もよい。従ってナノ担体は、一部の実施形態では、両方の種類の応答を効果的に刺激する
ことができる。
【００６３】
　一部の実施形態では、Ｔ細胞抗原は、Ｔヘルパー細胞抗原（すなわち、Ｔ細胞ヘルプの
刺激によって、Ｂ細胞抗原、好ましくは無関係なＢ細胞抗原に対して増強した応答を生じ
ることのできるもの）である。実施形態では、Ｔヘルパー細胞抗原は、破傷風トキソイド
、エプスタイン・バーウイルス、インフルエンザウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、麻疹
ウイルス、ムンプスウイルス、風疹ウイルス、サイトメガロウイルス、アデノウイルス、
ジフテリアトキソイド、またはＰＡＤＲＥペプチド（Ｓｅｔｔｅ　ｅｔ　ａｌ．米国特許
第７，２０２，３５１号明細書の研究によって公知）から得られるまたはそれに由来する
１つ以上のペプチドを含み得る。他の実施形態において、Ｔヘルパー細胞抗原は、１つ以
上の脂質、または糖脂質、例えば、限定はされないが：α－ガラクトシルセラミド（α－
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ＧａｌＣｅｒ）、α結合スフィンゴ糖脂質（スフィンゴモナス・エスピーピー（Ｓｐｈｉ
ｎｇｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．）由来）、ガラクトシルジアシルグリセロール（ボレリア・
ブルグドルフェリ（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）由来）、リポホスホグ
リカン（ドノバンリーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ　ｄｏｎｏｖａｎｉ）由来）、
およびホスファチジルイノシトールテトラマンノシド（ＰＩＭ４）（マイコバクテリウム
・レプレ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ）由来）を含み得る。Ｔヘルパー
細胞抗原として有用なさらなる脂質および／または糖脂質については、Ｖ．Ｃｅｒｕｎｄ
ｏｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｈａｒｎｅｓｓｉｎｇ　ｉｎｖａｒｉａｎｔ　ＮＫＴ　ｃｅｌ
ｌｓ　ｉｎ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ”　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ
　Ｉｍｍｕｎ，９：２８－３８（２００９）を参照のこと。実施形態では、ＣＤ４＋Ｔ細
胞抗原は、天然の供給源などの供給源から得られるＣＤ４＋Ｔ細胞抗原の誘導体であって
もよい。かかる実施形態において、ＭＨＣ　ＩＩに結合するペプチドなどのＣＤ４＋Ｔ細
胞抗原配列は、供給源から得られる抗原と少なくとも７０％、８０％、９０％、または９
５％の同一性を有し得る。実施形態では、Ｔ細胞抗原、好ましくはＴヘルパー細胞抗原は
、合成ナノ担体にカップリングされても、またはそれから脱カップリングされてもよい。
【００６４】
　「ワクチン」は、特定の病原体または疾患に対する免疫応答を改善する物質の組成物を
意味する。ワクチンは、典型的には、特異的抗原を外来物として認識し、それを対象の身
体から除去するための、対象の免疫系を刺激する因子（抗原、アジュバントなど）を含む
。また、ワクチンは免疫学的「記憶」を確立するため、個人が再免疫される場合に抗原は
速やかに認識され、応答を受けることになる。ワクチンは、予防的であっても（例えば任
意の病原体による将来の感染を予防する）、または治療的であってもよい（例えば癌の処
置用の腫瘍特異的抗原に対するワクチン）。実施形態では、ワクチンは、本発明に従う剤
形を含み得る。
【００６５】
　「媒体」は、投与のため合成ナノ担体を運ぶために用いられる、治療的価値がほとんど
または全くない材料を意味する。好ましい実施形態において、本発明に従う媒体は、２０
０～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する媒体を含む。
【００６６】
Ｃ．本発明の組成物
　本発明に従って使用できる合成ナノ担体には様々なものがある。一部の実施形態におい
て、合成ナノ担体は球体または回転楕円体である。一部の実施形態において、合成ナノ担
体は平面または円盤状である。一部の実施形態において、合成ナノ担体は、立方体または
立体である。一部の実施形態において、合成ナノ担体は長円または楕円である。一部の実
施形態において、合成ナノ担体は円筒形、円錐形、または角錐形である。
【００６７】
　一部の実施形態において、各合成ナノ担体が類似の特性を有するように、サイズ、形状
、および／または組成が比較的均一な合成ナノ担体の集団を使用することが望ましい。例
えば、合成ナノ担体の総数に基づいて、合成ナノ担体の少なくとも８０％、少なくとも９
０％、または少なくとも９５％は、合成ナノ担体の平均直径または平均寸法の５％、１０
％、もしくは２０％の範囲内に収まる最小寸法または最大寸法を有し得る。一部の実施形
態において、合成ナノ担体の集団は、サイズ、形状、および／または組成が異なってもよ
い。
【００６８】
　合成ナノ担体は固体または空洞であってもよく、また１つ以上の層を含んでもよいが、
ただしそれらの層が、合成ナノ担体の表面上または表面内に位置する、合成ナノ担体から
ナノ担体周囲の環境中へのカプセル化された浸透圧活性作用剤の放出速度を制御する放出
速度制御バリアとして作用しない限りとする。一部の実施形態では、各層は、それ以外の
層に対して固有の組成および固有の特性を有する。一例だけ示すと、合成ナノ担体は、コ
ア／シェル構造を有してもよく、ここでコアは第１層（例えばポリマーコア）であり、ま
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たシェルは第２層（例えば脂質二重層または単層）である。合成ナノ担体は、複数の異な
る層を含んでもよい。
【００６９】
　一部の実施形態では、場合により合成ナノ担体は１つ以上の脂質を含んでもよいが、た
だしそれらの脂質が、合成ナノ担体の表面上または表面内に位置する、合成ナノ担体から
ナノ担体周囲の環境中へのカプセル化された浸透圧活性作用剤の放出速度を制御する放出
速度制御バリアとして機能しない限りとする。一部の実施形態では、合成ナノ担体は、リ
ポソームを含んでもよい。一部の実施形態では、合成ナノ担体は、脂質二重層を含んでも
よい。一部の実施形態では、合成ナノ担体は、脂質単層を含んでもよい。一部の実施形態
では、合成ナノ担体は、ミセルを含んでもよい。一部の実施形態では、合成ナノ担体は、
脂質層（例えば、脂質二重層、脂質単層など）によって囲まれたポリマーマトリックスを
含むコアを含んでもよい。一部の実施形態では、合成ナノ担体は、脂質層（例えば、脂質
二重層、脂質単層など）によって囲まれた非ポリマーコア（例えば、ウイルス粒子、タン
パク質、核酸、炭水化物など）を含んでもよい。
【００７０】
　一部の実施形態では、合成ナノ担体は１つ以上のポリマーを含んでもよい。一部の実施
形態では、かかるポリマーはコーティング層（例えば、リポソーム、脂質単層、ミセルな
ど）によって囲まれてもよいが、ただしそのコーティング層が、合成ナノ担体の表面上ま
たは表面内に位置する、合成ナノ担体からナノ担体周囲の環境中へのカプセル化された浸
透圧活性作用剤の放出速度を制御する放出速度制御バリアとして機能しない限りとする。
一部の実施形態では、合成ナノ担体の様々な要素はポリマーとカップリングされ得る。
【００７１】
　一部の実施形態では、免疫特徴表面、標的化部分、および／またはオリゴヌクレオチド
などの要素が、ポリマーマトリックスと共有結合的に会合し得る。一部の実施形態では、
共有結合性の会合はリンカーによって媒介される。一部の実施形態では、免疫特徴表面、
標的化部分、および／またはオリゴヌクレオチドなどの要素は、ポリマーマトリックスと
非共有結合的に会合し得る。例えば、一部の実施形態では、免疫特徴表面、標的化部分、
および／またはオリゴヌクレオチドなどの要素は、ポリマーマトリックスの内部にカプセ
ル化され、それによって囲まれ、および／またはその全体にわたって分散し得る。その他
または追加として、免疫特徴表面、標的化部分、および／またはヌクレオチドなどの要素
は、疎水性相互作用、電荷相互作用、ファンデルワールス力などにより、ポリマーマトリ
ックスと会合し得る。
【００７２】
　多種多様なポリマーおよびそれからポリマーマトリックスを形成するための方法は、既
知である。一般に、ポリマーマトリックスは、１つ以上のポリマーを含む。ポリマーは、
天然または非天然（合成）ポリマーであってもよい。ポリマーは、２つ以上のモノマーを
含むホモポリマーまたは共重合体であってもよい。配列の観点では、共重合体は、ランダ
ム、ブロックであってもよく、またはランダムおよびブロック配列の組み合わせを含んで
もよい。典型的には、本発明によるポリマーは、有機ポリマーである。
【００７３】
　本発明における使用に適したポリマーの例は、限定はされないが、ポリエチレン、ポリ
カーボネート（例えば、ポリ（１，３－ジオキサン－２－オン））、ポリ無水物（例えば
、ポリ（セバシン酸無水物））、ポリプロピルフメレート（ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｆｕｍ
ｅｒａｔｅ）、ポリアミド（例えばポリカプロラクタム）、ポリアセタール、ポリエーテ
ル、ポリエステル（例えば、ポリラクチド、ポリグリコリド）、ポリラクチド－コ－グリ
コリド、ポリカプロラクトン、ポリヒドロキシ酸（例えばポリ（β－ヒドロキシアルカノ
エート））、ポリ（オルソエステル）、ポリシアノアクリレート、ポリビニルアルコール
、ポリウレタン、ポリホスファゼン、ポリアクリル酸塩、ポリメタクリル酸塩、ポリ尿素
、ポリスチレン、およびポリアミンを含む。
【００７４】
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　一部の実施形態では、本発明によるポリマーは、米国食品医薬品局（Ｕ．Ｓ．Ｆｏｏｄ
　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）（ＦＤＡ）によって、２１Ｃ．Ｆ
．Ｒ．１７７．２６００下でヒト使用が認可されているポリマー、例えば限定はされない
が、ポリエステル（例えば、ポリ乳酸、ポリ（乳酸－コ－グリコール酸）、ポリカプロラ
クトン、ポリバレロラクトン、ポリ（１，３－ジオキサン－２－オン））；ポリ無水物（
例えば、ポリ（セバシン酸無水物））；ポリエーテル（例えばポリエチレングリコール）
；ポリウレタン；ポリメタクリル酸塩；ポリアクリル酸塩；およびポリシアノアクリレー
トを含む。
【００７５】
　一部の実施形態では、ポリマーは親水性であってもよい。例えば、ポリマーは、アニオ
ン基（例えば、リン酸基、硫酸基、カルボン酸基）；カチオン基（例えば、第四級アミン
基）；または極性基（例えば、水酸基、チオール基、アミン基）であってもよい。一部の
実施形態では、親水性ポリマーマトリックスを含む合成ナノ担体は、合成ナノ担体中に親
水性環境をもたらす。一部の実施形態では、ポリマーは、疎水性であってもよい。一部の
実施形態では、疎水性ポリマーマトリックスを含む合成ナノ担体は、合成ナノ担体中に疎
水性環境をもたらす。ポリマーの親水性または疎水性の選択は、合成ナノ担体内部に組み
込まれる（例えばカップリングされる）材料の性質に対して影響を有し得る。
【００７６】
　一部の実施形態では、ポリマーは、１つ以上の部分および／または官能基で修飾しても
よい。種々の部分または官能基は、本発明に従って使用してもよい。一部の実施形態では
、ポリマーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、炭水化物、および／または多糖類由
来の非環状ポリアセタールで修飾してもよい（Ｐａｐｉｓｏｖ、２００１年、ＡＣＳ　Ｓ
ｙｍｐｏｓｉｕｍ　Ｓｅｒｉｅｓ、７８６：３０１頁）。特定の実施形態は、米国特許第
５５４３１５８号明細書（Ｇｒｅｆらに付与）または国際公開第２００９／０５１８３７
号パンフレット（Ｖｏｎ　Ａｎｄｒｉａｎらによる）の一般的な教示を用いて行ってもよ
い。
【００７７】
　一部の実施形態では、ポリマーは、脂質または脂肪酸基で修飾してもよい。一部の実施
形態では、脂肪酸基は、酪酸、カプロン酸、カプリル酸、カプリン酸、ラウリン酸、ミリ
スチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、アラキジン酸、ベヘン酸、またはリグノセリン
酸のうちの１つ以上であってもよい。一部の実施形態では、脂肪酸基は、パルミトレイン
酸、オレイン酸、バクセン酸、リノール酸、α－リノール酸、γ－リノール酸、アラキド
ン酸、ガドレイン酸、アラキドン酸、エイコサペンタエン酸、ドコサヘキサエン酸、また
はエルカ酸のうちの１つ以上であってもよい。
【００７８】
　一部の実施形態では、ポリマーは、乳酸およびグリコール酸単位、例えばポリ（乳酸－
コ－グリコール酸）およびポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（集合的に本明細書中で「
ＰＬＧＡ」と称される）を含む共重合体；ならびにグリコール酸単位（本明細書中で「Ｐ
ＧＡ」と称される）および乳酸単位、例えばポリ－Ｌ－乳酸、ポリ－Ｄ－乳酸、ポリ－Ｄ
，Ｌ－乳酸、ポリ－Ｌ－ラクチド、ポリ－Ｄ－ラクチド、およびポリ－Ｄ，Ｌ－ラクチド
（集合的に本明細書中で「ＰＬＡ」と称される）を含むホモポリマー、を含むポリエステ
ルであってもよい。一部の実施形態では、典型的なポリエステルは、例えば、ポリヒドロ
キシ酸；ＰＥＧ共重合体ならびにラクチドおよびグリコリドの共重合体（例えば、ＰＬＡ
－ＰＥＧ共重合体、ＰＧＡ－ＰＥＧ共重合体、ＰＬＧＡ－ＰＥＧ共重合体、およびそれら
の誘導体）を含む。一部の実施形態では、ポリエステルは、例えば、ポリ（カプロラクト
ン）、ポリ（カプロラクトン）－ＰＥＧ共重合体、ポリ（Ｌ－ラクチド－コ－Ｌ－リジン
）、ポリ（セリンエステル）、ポリ（４－ヒドロキシ－Ｌ－プロリンエステル）、ポリ［
α－（４－アミノブチル）－Ｌ－グリコール酸］、およびそれらの誘導体を含む。
【００７９】
　一部の実施形態では、ポリマーは、ＰＬＧＡであってもよい。ＰＬＧＡは、乳酸および
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グリコール酸の生体適合性および生分解性共重合体であり、かつ様々な形態のＰＬＧＡは
、乳酸：グリコール酸の比によって特徴づけられる。乳酸は、Ｌ－乳酸、Ｄ－乳酸、また
はＤ，Ｌ－乳酸であってもよい。ＰＬＧＡの分解速度は、乳酸：グリコール酸比を変更す
ることによって調節してもよい。一部の実施形態では、本発明に従って使用されるべきＰ
ＬＧＡは、約８５：１５、約７５：２５、約６０：４０、約５０：５０、約４０：６０、
約２５：７５、または約１５：８５の乳酸：グリコール酸比によって特徴づけられる。
【００８０】
　一部の実施形態では、ポリマーは、１つ以上のアクリルポリマーであってもよい。特定
の実施形態では、アクリルポリマーは、例えば、アクリル酸およびメタクリル酸共重合体
、メチルメタクリレート共重合体、エトキシエチルメタクリレート、シアノエチルメタク
リレート、アミノアルキルメタクリレート共重合体、ポリ（アクリル酸）、ポリ（メタク
リル酸）、メタクリル酸アルキルアミド共重合体、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ
（メタクリル酸無水物）、メチルメタクリレート、ポリメタクリル酸塩、ポリ（メチルメ
タクリレート）共重合体、ポリアクリルアミド、アミノアルキルメタクリレート共重合体
、グリシジルメタクリレート共重合体、ポリシアノアクリレート、および上記ポリマーの
うちの１つ以上を含む組み合わせを含む。アクリルポリマーは、第四級アンモニウム基の
含量が少ない、アクリル酸およびメタクリル酸エステルの完全に重合された共重合体を含
んでもよい。
【００８１】
　これらや他のポリマーの特性およびそれらを調製するための方法は、当該技術分野で周
知である（例えば、米国特許第６，１２３，７２７号明細書；米国特許第５，８０４，１
７８号明細書；米国特許第５，７７０，４１７号明細書；米国特許第５，７３６，３７２
号明細書；米国特許第５，７１６，４０４号明細書；米国特許第６，０９５，１４８号明
細書；米国特許第５，８３７，７５２号明細書；米国特許第５，９０２，５９９号明細書
；米国特許第５，６９６，１７５号明細書；米国特許第５，５１４，３７８号明細書；米
国特許第５，５１２，６００号明細書；米国特許第５，３９９，６６５号明細書；米国特
許第５，０１９，３７９号明細書；米国特許第５，０１０，１６７号明細書；米国特許第
４，８０６，６２１号明細書；米国特許第４，６３８，０４５号明細書；および米国特許
第４，９４６，９２９号明細書；Ｗａｎｇら、２００１年、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ
．、１２３：９４８０頁；Ｌｉｍら、２００１年、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１２
３：２４６０頁；Ｌａｎｇｅｒ、２０００年、Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．、３３：９４
頁；Ｌａｎｇｅｒ、１９９９年、Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌｅａｓｅ、６２：７頁；お
よびＵｈｒｉｃｈら、１９９９年、Ｃｈｅｍ．Ｒｅｖ．、９９：３１８１頁を参照）。よ
り一般的には、特定の好適なポリマーを合成するための種々の方法は、Ｃｏｎｃｉｓｅ　
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｏｌｙ
ｍｅｒｉｃ　Ａｍｉｎｅｓ　ａｎｄ　Ａｍｍｏｎｉｕｍ　Ｓａｌｔｓ、Ｇｏｅｔｈａｌｓ
編、Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ、１９８０年；Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｏｌ
ｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ、Ｏｄｉａｎ編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、第４版
、２００４年；Ｃｏｎｔｅｍｐｏｒａｒｙ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ａｌ
ｌｃｏｃｋら編、Ｐｒｅｎｔｉｃｅ－Ｈａｌｌ、１９８１年；Ｄｅｍｉｎｇら、１９９７
年、Ｎａｔｕｒｅ、３９０：３８６頁；および米国特許第６，５０６，５７７号明細書、
米国特許第６，６３２，９２２号明細書、米国特許第６，６８６，４４６号明細書、およ
び米国特許第６，８１８，７３２号明細書において記載がなされている。
【００８２】
　一部の実施形態では、ポリマーは、直鎖状または分枝状ポリマーであってもよい。一部
の実施形態では、ポリマーは、デンドリマーであってもよい。一部の実施形態では、ポリ
マーは、実質的に互いに架橋されていてもよい。一部の実施形態では、ポリマーは、実質
的に架橋を含まなくてもよい。一部の実施形態では、ポリマーは、架橋ステップを受ける
ことなく、本発明に従って使用してもよい。さらに、本合成ナノ担体が、上記および他の
ポリマーのいずれかの、ブロック共重合体、グラフト共重合体、混和物、混合物、および
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／または付加物を含んでもよいことは理解されるべきである。当業者は、本明細書中に列
挙されるポリマーが、例示的な、包括的でない、本発明に従って使用可能なポリマーのリ
ストを示すことを理解するであろう。
【００８３】
　一部の実施形態では、合成ナノ担体は、場合により、１つ以上の両親媒性実体を含んで
もよい。一部の実施形態では、両親媒性実体は、安定性が高まり、均一性が改善され、ま
たは粘度が高まった合成ナノ担体の生成を促進し得る。当該技術分野で既知の多数の両親
媒性実体は、本発明による合成ナノ担体の作製における使用に適する。かかる両親媒性実
体は、限定はされないが、ホスホグリセリド；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（ＤＰＰＣ）；ジオレイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰ
Ｅ）；ジオレイルオキシプロピルトリエチルアンモニウム（ＤＯＴＭＡ）；ジオレイルホ
スファチジルコリン；コレステロール；コレステロールエステル；ジアシルグリセロール
；ジアシルグリセロールスクシネート；ジホスファチジルグリセロール（ＤＰＰＧ）；ヘ
キサデカノール；ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの脂肪アルコール；ポリオキシ
エチレン－９－ラウリルエーテル；表面活性脂肪酸、例えばパルミチン酸またはオレイン
酸；脂肪酸；脂肪酸モノグリセリド；脂肪酸ジグリセリド；脂肪酸アミド；ソルビタント
リオレアート（Ｓｐａｎ（登録商標）８５）グリココレート；ソルビタンモノラウレート
（Ｓｐａｎ（登録商標）２０）；ポリソルベート２０（Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０）；
ポリソルベート６０（Ｔｗｅｅｎ（登録商標）６０）；ポリソルベート６５（Ｔｗｅｅｎ
（登録商標）６５）；ポリソルベート８０（Ｔｗｅｅｎ（登録商標）８０）；ポリソルベ
ート８５（Ｔｗｅｅｎ（登録商標）８５）；ポリオキシエチレンモノステアレート；サー
ファクチン；ポロキサマー；ソルビタントリオレアートなどのソルビタン脂肪酸エステル
；レシチン；リゾレシチン；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；ホスファチジルエタノールアミン（セファリン）；カルジオリピン；ホ
スファチジン酸；セレブロシド；リン酸ジセチル；ジパルミトイルホスファチジルグリセ
ロール；ステアリルアミン；ドデシルアミン；ヘキサデシル－アミン；アセチルパルミテ
ート（ａｃｅｔｙｌ　ｐａｌｍｉｔａｔｅ）；グリセロールリシノレエート；ヘキサデシ
ルステレート；イソプロピルミリステート；チロキサポール；ポリ（エチレングリコール
）５０００－ホスファチジルエタノールアミン；ポリ（エチレングリコール）４００－モ
ノステアレート；リン脂質；高い界面活性剤特性を有する合成および／または天然洗剤；
デオキシコール酸塩；シクロデキストリン；カオトロピック塩；イオン対試薬；ならびに
それらの組み合わせを含む。両親媒性実体成分は、異なる両親媒性実体の混合物であって
もよい。当業者は、これが、典型的であり、包括的でない、界面活性剤活性を有する物質
のリストを示すことを理解するであろう。任意の両親媒性実体は、本発明に従って使用さ
れるべき合成ナノ担体の生成において使用してもよい。
【００８４】
　一部の実施形態では、合成ナノ担体は、場合により、１つ以上の炭水化物を含んでもよ
い。炭水化物は、天然または合成であってもよい。炭水化物は、誘導体化された天然炭水
化物であってもよい。特定の実施形態では、炭水化物は、限定はされないが、グルコース
、フルクトース、ガラクトース、リボース、ラクトース、スクロース、マルトース、トレ
ハロース、セロビオース、マンノース、キシロース、アラビノース、グルクロン酸、ガラ
クトロン酸、マンヌロン酸、グルコサミン、ガラクトサミン、およびノイラミン酸を含む
、単糖類または二糖類を含む。特定の実施形態では、炭水化物は、限定はされないが、ブ
ルラン、セルロース、微晶質セルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース（ＨＰＭ
Ｃ）、ヒドロキシセルロース（ＨＣ）、メチルセルロース（ＭＣ）、デキストラン、シク
ロデキストラン（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒａｎ）、グリコーゲン、ヒドロキシエチルスター
チ、カラギーナン、グリコン、アミロース、キトサン、Ｎ，Ｏ－カルボキシメチルキトサ
ン、アルギンおよびアルギン酸、デンプン、キチン、イヌリン、コンニャク、グルコマン
ナン、プスチュラン（ｐｕｓｔｕｌａｎ）、ヘパリン、ヒアルロン酸、カードラン、およ
びキサンタンを含む多糖類である。実施形態では、本発明の合成ナノ担体は、炭水化物、
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例えば多糖類を含まない（または詳細には除外する）。特定の実施形態では、炭水化物は
、限定はされないが、マンニトール、ソルビトール、キシリトール、エリスリトール、マ
ルチトール、およびラクチトールを含む、糖アルコールなどの炭水化物誘導体を含んでも
よい。
【００８５】
　本発明による組成物は、薬学的に許容できる賦形剤（例えば、防腐剤、緩衝液、生理食
塩水、またはリン酸塩緩衝生理食塩水）と組み合わされた本合成ナノ担体を含む。組成物
は、有用な剤形に到達するため、従来の医薬品製造および配合技術を用いて作製してもよ
い。一実施形態では、本合成ナノ担体は、防腐剤とともに注入するため、無菌生理食塩溶
液中に懸濁される。
【００８６】
　実施形態では、合成ナノ担体を、ワクチンに使用される抗原および／またはアジュバン
ト用の担体として調製するとき、抗原および／またはアジュバントを合成ナノ担体とカッ
プリングする方法が有用であり得る。アジュバントが小分子である場合、合成ナノ担体の
構築前に抗原および／またはアジュバントをポリマーと結合させることが有利であり得る
。実施形態ではまた、抗原および／またはアジュバントをポリマーと結合させて、次に合
成ナノ担体の作製においてそのポリマー複合体を使用するのではなく、抗原および／また
はアジュバントを表面基を使用して合成ナノ担体とカップリングするために用いられる表
面基を有する合成ナノ担体を調製することも有利であり得る。
【００８７】
　特定の実施形態において、カップリングは共有結合リンカーであってよい。実施形態で
は、抗原および／またはアジュバントは、ナノ担体の表面上のアジド基とアルキン基を含
む抗原および／またはアジュバントとの１，３－双極性環化付加反応によるか、またはナ
ノ担体の表面上のアルキンとアジド基を含む抗原またはアジュバントとの１，３－双極性
環化付加反応により形成される１，２，３－トリアゾールリンカーを介して、合成ナノ担
体外表面に共有結合的にカップリングし得る。かかる環化付加反応は、好ましくは、好適
なＣｕ（Ｉ）リガンドおよびＣｕ（ＩＩ）化合物を触媒活性Ｃｕ（Ｉ）化合物に還元する
還元剤と共にＣｕ（Ｉ）触媒の存在下で実施される。このＣｕ（Ｉ）触媒アジド－アルキ
ン環化付加（ＣｕＡＡＣ）はまた、クリック反応とも称され得る。加えて、共有結合性の
カップリングは、アミドリンカー、ジスルフィドリンカー、チオエーテルリンカー、ヒド
ラゾンリンカー、ヒドラジドリンカー、イミンまたはオキシムリンカー、尿素またはチオ
尿素リンカー、アミジンリンカー、アミンリンカー、およびスルホンアミドリンカーを含
む共有結合リンカーを含み得る。
【００８８】
　本発明の合成ナノ担体の要素（免疫特徴表面を含む部分、標的化部分、ポリマーマトリ
ックス、抗原など）は、合成ナノ担体全体と、例えば１つ以上の共有結合によりカップリ
ングされてもよく、または１つ以上のリンカーを用いてカップリングされてもよい。合成
ナノ担体を機能化するさらなる方法は、Ｓａｌｔｚｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．に対する米国特
許出願公開第２００６／０００２８５２号明細書、ＤｅＳｉｍｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．に対
する米国特許出願公開第２００９／００２８９１０号明細書、またはＭｕｒｔｈｙ　ｅｔ
　ａｌ．に対する国際公開第２００８／１２７５３２　Ａ１号パンフレットから応用する
ことができる。
【００８９】
　その他または追加として、合成ナノ担体は、免疫特徴表面、標的化部分、アジュバント
、様々な抗原、および／または他の要素と、非共有結合性の相互作用によって直接的また
は間接的にカップリングされてもよい。非共有結合の実施形態では、非共有結合性カップ
リングは、限定はされないが、電荷相互作用、親和性相互作用、金属配位、物理吸着、ホ
スト－ゲスト相互作用、疎水性相互作用、ＴＴスタッキング相互作用、水素結合相互作用
、ファンデルワールス相互作用、磁気相互作用、静電相互作用、双極子－双極子相互作用
、および／またはそれらの組み合わせを含む非共有結合性の相互作用によって媒介される
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。かかるカップリングは、本発明の合成ナノ担体の外表面上または内表面上にあるように
配置され得る。実施形態では、カプセル化および／または吸収は、カップリングの一形態
である。
【００９０】
　追加的な利用可能な複合方法に関する詳細な説明については、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ　Ｇ
　Ｔ　“Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ”，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｂｙ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，２００８を参
照のこと。
【００９１】
Ｄ．本発明の組成物の作製および使用方法ならびに関連する方法
　一実施形態では、本発明の合成ナノ担体の作成および維持における新規要素は、処理お
よび保存の間に準生理学的重量オスモル濃度での浸透圧の平衡を使用することである。一
実施形態では、浸透圧活性作用剤を含む本発明の合成ナノ担体を構築および製剤調製する
間、重量オスモル濃度が重要な役割を果たす。
【００９２】
　重量オスモル濃度の平衡（例えば、内側水相と外側水相との間の）は、本発明の合成ナ
ノ担体製剤を調製する間の効率的な負荷にとって重要であり得る。発明者らは、浸透圧活
性作用剤を生体系に投与する手段としての本発明のナノ担体製剤の最適な効力が、生理学
的標的の重量オスモル濃度にほぼ一致する最適調製重量オスモル濃度を含意することを認
識している。一実施形態では、処理および調合の間中、浸透圧平衡を準生理学的レベルに
維持すると、カプセル化効率、保存および投薬中の負荷安定性、ならびに効果的な送達に
関して最適化された本発明の合成ナノ担体が提供される。
【００９３】
　本発明に従う実施形態において、浸透圧媒介性放出バリアフリーナノ担体は、２００～
５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で形成される。この範囲
の重量オスモル濃度を有する環境は、本発明の剤形が投与され得る対象に見られる局所的
な浸透圧環境を模倣する。
【００９４】
　本発明に従う環境は、様々な技術を用いて特定の重量オスモル濃度で調製されてもよい
。例えば、浸透圧活性を有するイオンの濃度を、所望の重量オスモル濃度に達するまで漸
増または漸減してもよい。環境重量オスモル濃度を増加または減少させるために用いるこ
とのできる材料には、塩および緩衝剤（ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、またはＮａＰＯ４など）
、単純または複合糖質（スクロース、デキストロース、デキストラン、またはナトリウム
カルボキシメチルセルロースなど）、ポリオール（ソルビトール、グリセロール、または
ポリビニルアルコールなど）、ｐＨ調整剤（ＨＣｌ、ＮａＯＨ、または酢酸など）、アミ
ノ酸およびペプチド（グリシン、ヒスチジン、およびなど）、キレート剤または抗酸化剤
（ＥＤＴＡ、アスコルビン酸など）、ビタミン、溶解ガス、水溶性ポリマー（例えば、ポ
リビニルピロリドン、ポロキサマー、またはポリエチレングリコール）、ならびに防腐剤
および抗菌薬（安息香酸など）が含まれる。処理用媒質または環境の重量オスモル濃度に
寄与する作用剤は、重量オスモル濃度の調整に加え、さらなる機能的役割を有し得る。重
量オスモル濃度を低下させるには、希釈が従来の方法であり、例えば環境を水で、または
より低い重量オスモル濃度の別の水性媒質で希釈する。さらに、ナノ担体媒質から浸透圧
性作用剤を、例えば沈殿または液液抽出によって除去して、ナノ担体の環境（またはその
処理中の形態）により低い重量オスモル濃度を生じさせてもよい。例えば、一実施形態で
は、水性媒質に、可溶性イオンの沈殿を生じさせ得るキトサンなどの縮合剤を添加するこ
とができる。キレート剤および樹脂もまた、正味の溶質濃度を低下させるために環境中に
導入することができる。液液抽出の例には、水溶性の作用剤が少なくとも一部でジクロロ
メタン相（例えば安息香酸）に分離するように、有機相（ジクロロメタンなど）を水性環
境と接触させることが含まれ得る。水溶液の重量オスモル濃度は、限定はされないが、蒸
気圧降下、凝固点降下、または膜浸透圧計を含むいくつかの一般に認められた技術のいず
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れかによって計測することができる。本明細書中の他の個所に記載されているように、有
用な種類の浸透圧計には、Ｗｅｓｃｏｒ　Ｖａｐｒｏ　ＩＩ蒸気圧浸透圧計モデルシリー
ズ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　３２５０凝固点浸透圧計モデルシリー
ズ、およびＵＩＣモデル２３１膜浸透圧計が含まれる。
【００９５】
　実施形態では、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体の形成後、それを２００～
５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中に維持してもよい。これ
は合成ナノ担体の完全性を保つのに役立ち、また浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ
担体の製造中における浸透圧活性作用剤の望ましくないまたは早まった放出を低減または
防止するのにも役立ち得る。実施形態では、透析または遠心と、続く再懸濁などの方法を
用いて、特定の環境を変化させてもよい。他の実施形態では、浸透圧媒介性放出バリアフ
リー合成ナノ担体が形成される環境と、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体が維
持される環境とは、同じである。環境を変化させるか、または同じに保つ状況は、他の要
因のなかでも特に、関わる製造プロセスの性質、製造される合成ナノ担体のタイプ、およ
び浸透圧活性作用剤の性質によって左右され得る。環境の重量オスモル濃度は、本明細書
中の別の個所に記載される様々な計測技術を用いてモニタすることができ、かつ重量オス
モル濃度は、同様に本明細書中の別の個所に記載される様々な試薬の滴定を用いて維持す
ることができる。
【００９６】
　実施形態では、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体は、２００～５０
０ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で処理され得る。実施形態で
は、この処理には、合成ナノ担体を洗浄すること、合成ナノ担体を遠心すること、合成ナ
ノ担体を濾過すること、合成ナノ担体を濃縮または希釈すること、合成ナノ担体を凍結す
ること、合成ナノ担体を乾燥させること、合成ナノ担体を他の合成ナノ担体または添加剤
もしくは賦形剤と組み合わせること、合成ナノ担体のｐＨまたは緩衝液環境を調整するこ
と、ゲルまたは高粘度媒質中に合成ナノ担体を封入すること、合成ナノ担体を再懸濁する
こと、合成ナノ担体を共有結合的にまたはコーティングもしくはアニーリングなどの物理
学的プロセスにより表面修飾すること、合成ナノ担体に活性作用剤または賦形剤を含浸さ
せるまたはドープすること、合成ナノ担体を滅菌すること、合成ナノ担体を投与のために
再構成すること、または上記のいずれかの組み合わせを含み得る数多くの異なる単位操作
が含まれ得る。加えて、実施形態では、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ
担体は、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有する環境中で保存
され得る。ここでも、かかる環境中での処理は、合成ナノ担体の完全性を保つのに役立ち
、また、浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体の製造中における浸透圧活性作用剤
の望ましくないまたは早まった放出を低減または防止するのにも役立ち得る。処理または
保存環境を構成する特定の材料は、その環境が２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重
量オスモル濃度に維持される限り、変化させても、または同じに保ってもよい。
【００９７】
　実施形態では、形成した浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体は、形成した浸透
圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体が２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オ
スモル濃度を有する環境中に維持される剤形に調合されてもよい。実施形態では、環境は
、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量オスモル濃度を有するように調合される媒
体を含み得る。媒体の重量モル濃度は、環境重量オスモル濃度を作り出し、および／また
は維持するための本明細書中の別の個所に開示される技術および材料を用いて確立するこ
とができ、ただし選択される材料および技術は、当該の剤形のタイプに適したものでなけ
ればならない。例えば、注射用剤形における媒体の重量オスモル濃度を増加させるために
使用される材料は、非経口剤形での使用に適したものでなければならない。懸濁液、ゲル
、または凍結懸濁液剤形は、重量オスモル濃度調整剤の組み込みによって適切な重量オス
モル濃度に調製され得る。これらの例としては、限定はされないが、剤形の浸透圧に寄与
する水溶性緩衝液、塩、炭水化物、ポリオール、アミノ酸、イオン、および共溶媒が、本
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明細書中の別の個所に記載される他のかかる作用剤と共に挙げられる。剤形が凍結乾燥さ
れるべき場合、本発明の実施においては、従来の設定で実行される従来の凍結乾燥機器を
使用することができる。
【００９８】
　実施形態では、対象に投与される剤形は、２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲の重量
オスモル濃度を有する環境中、従って浸透圧活性作用剤の望ましくない放出（例えば早ま
った放出、または不適切な環境での放出）が防止される環境中においてのみ処理される浸
透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を含む。かかる処理は、合成ナノ担体を洗浄す
ること、合成ナノ担体を遠心すること、合成ナノ担体を濾過すること、合成ナノ担体を濃
縮または希釈すること、合成ナノ担体を凍結すること、合成ナノ担体を乾燥させること、
合成ナノ担体を他の合成ナノ担体または添加剤もしくは賦形剤と組み合わせること、合成
ナノ担体のｐＨまたは緩衝液環境を調整すること、ゲルまたは高粘度媒質中に合成ナノ担
体を封入すること、合成ナノ担体を再懸濁すること、合成ナノ担体を共有結合的にまたは
コーティングもしくはアニーリングなどの物理学的プロセスにより表面修飾すること、合
成ナノ担体に活性作用剤または賦形剤を含浸させるまたはドープすること、合成ナノ担体
を滅菌すること、合成ナノ担体を投与のために再構成すること、または上記のいずれかの
組み合わせを含む。
【００９９】
　合成ナノ担体は、当該技術分野で公知の様々な方法で調製できる。例えば、合成ナノ担
体は、ナノ沈殿、流体チャネルを用いるフローフォーカシング、スプレー乾燥、単一およ
び二重エマルジョン溶媒蒸発、溶媒抽出、相分離、ミリング、マイクロエマルジョン法、
マイクロ加工、ナノ加工、犠牲層、単純および複合コアセルベーション、および当業者に
周知の他の方法によって形成し得る。代替または追加として、単分散半導体、導電性、磁
性、有機、および他のナノ材料のための水性および有機溶媒合成については、記載がなさ
れている（Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｓｍａｌｌ，１：４８；Ｍ
ｕｒｒａｙ　ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｍａｔ．Ｓｃｉ．，３０：５４
５；および　Ｔｒｉｎｄａｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ｃｈｅｍ．Ｍａｔ．，１３：
３８４３）。付加的な方法は、文献に記載がなされている（例えば、Ｄｏｕｂｒｏｗ，Ｅ
ｄ．，“Ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ　ａｎｄ　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｉｎ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，”　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａ
ｔｏｎ，１９９２；Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏ
ｌ．Ｒｅｌｅａｓｅ，５：１３；Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｒｅ
ａｃｔｉｖｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，６：２７５；および　Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ｅｔ　
ａｌ．，１９８８，Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉ．，３５：７５５、米国特許
第５５７８３２５号明細書および米国特許第６００７８４５号明細書；Ｐ．Ｐａｏｌｉｃ
ｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．“Ｓｕｒｆａｃｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＰＬＧＡ－ｂａｓｅｄ　
Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｔｈａｔ　ｃａｎ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ　Ａｓｓｏｃ
ｉａｔｅ　ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒ　Ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ”．Ｎ
ａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ．５（６）：８４３－８５３（２０１０）を参照）。
【０１００】
　様々な材料が、限定はされないが、Ｃ．Ａｓｔｅｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＬＧＡ　ｎａｎｏｐａｒ
ｔｉｃｌｅｓ”　Ｊ．Ｂｉｏｍａｔｅｒ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｅｄｎ，Ｖｏｌ．１
７，Ｎｏ．３，ｐｐ．２４７－２８９（２００６）；Ｋ．Ａｖｇｏｕｓｔａｋｉｓ　“Ｐ
ｅｇｙｌａｔｅｄ　Ｐｏｌｙ（Ｌａｃｔｉｄｅ）ａｎｄ　Ｐｏｌｙ（Ｌａｃｔｉｄｅ－Ｃ
ｏ－Ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ：Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，Ｐｒ
ｏｐｅｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ｐｏｓｓｉｂｌｅ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｄｒ
ｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ”　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　１：３２１
－３３３（２００４）；Ｃ．Ｒｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｎａｎｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔ
ｉｏｎ　Ｉ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｒｕｇ－ｌｏ
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ａｄｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ”　Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ　２：８－２１（２００６）；Ｐ．Ｐａｏｌｉｃｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．“Ｓｕｒｆ
ａｃｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＰＬＧＡ－ｂａｓｅｄ　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｔｈ
ａｔ　ｃａｎ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅ　ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒ
　Ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ”．Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ．５（６）
：８４３－８５３（２０１０）を含む種々の方法を用い、望ましくは合成ナノ担体へのカ
プセル化を通じてカップリングし得る。材料、例えばヌクレオチド酸を合成ナノ担体にカ
プセル化するのに適した他の方法、例えば限定はされないが、米国特許第６，６３２，６
７１号明細書（Ｕｎｇｅｒに付与）（２００３年１０月１４日）中に開示される方法を用
いてもよい。
【０１０１】
　特定の実施形態では、合成ナノ担体は、ナノ沈殿プロセスまたはスプレー乾燥によって
調製される。合成ナノ担体の調製に使用される条件を変更することにより、所望されるサ
イズまたは特性（例えば、疎水性、親水性、外的形態、「粘性」、形状など）の粒子が生
成され得る。合成ナノ担体を調製する方法および使用される条件（例えば、溶媒、温度、
濃度、気流速度など）は、合成ナノ担体にカップリングされるべき材料および／またはポ
リマーマトリックスの組成物に依存する場合がある。
【０１０２】
　上記の方法のいずれかによって調製される粒子が所望される範囲外のサイズ範囲を有す
る場合、粒子を、例えばふるいを使用してサイジングしてもよい。
【０１０３】
実施形態では、本発明の合成ナノ担体は、同じ媒体または送達系中に混合することによっ
て他のアジュバントと組み合わせることができる。かかるアジュバントには、限定はされ
ないが、無機塩類、例えば明礬、腸内細菌、例えば大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｈｉａ　ｃｏ
ｌｉ）、サルモネラ・ミネソタ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｍｉｎｎｅｓｏｔａ）、ネズミ
チフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、またはフレクスナー赤痢
菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ）のモノホスホリル（ｍｏｎｐｈｏｓｐｈｏｒ
ｙｌ）脂質（ＭＰＬ）Ａと組み合わされた、または具体的にはＭＰＬ（登録商標）（ＡＳ
０４）と組み合わされた明礬、別個に上述の細菌のＭＰＬ　Ａ、サポニン、例えばＱＳ－
２１、Ｑｕｉｌ－Ａ、ＩＳＣＯＭ、ＩＳＣＯＭＡＴＲＩＸ（商標）、エマルジョン、例え
ばＭＦ５９（商標）、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ（登録商標）ＩＳＡ　５１およびＩＳＡ　７２
０、ＡＳ０２（ＱＳ２１＋スクアレン＋ＭＰＬ（登録商標））、リポソームおよびリポソ
ーム製剤、例えばＡＳ０１、合成のまたは特別に調製された微粒子および微小担体、例え
ば淋菌（Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ）、クラミジア・トラコマチス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ
　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）およびその他の細菌由来の外膜小胞（ＯＭＶ）、またはキト
サン粒子、デポー形成剤、例えばＰｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）ブロック共重合体、特別
に修飾または調製されたペプチド、例えばムラミルジペプチド、アミノアルキルグルコサ
ミニド４－ホスフェート、例えばＲＣ５２９、またはタンパク質、例えば細菌トキソイド
または毒素断片が含まれ得る。かかる他のアジュバントの用量は、従来の用量範囲探索試
験を用いて決定することができる。
【０１０４】
　実施形態では、本発明の合成ナノ担体は、異なる時点でおよび／または異なる身体部位
におよび／または異なる免疫化経路により別個に投与されるナノ担体（アジュバントを伴
うまたは伴わない、別の送達媒体を利用するまたは利用しない）とカップリングされる抗
原と異なるか、同様であるか、または同一である抗原と共に、または異なる時点でおよび
／または異なる身体部位におよび／または異なる免疫化経路により別個に投与される別の
抗原および／またはアジュバント担持合成ナノ担体と共に組み合わせることができる。
【０１０５】
　従来の薬剤混合法を用いて様々な合成ナノ担体を組み合わせることにより、本発明に従
う本発明の剤形を形成することができる。それらには液体－液体混合が含まれ、ここでは
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、ナノ担体の１つ以上のサブセットを各々含む２種以上の懸濁液が直接組み合わされるか
、または希釈剤が入った１つ以上の容器を用いて一つにされる。合成ナノ担体はまた、粉
末形態でも生成または保存され得るため、２種以上の粉末を共通の媒質に再懸濁できるよ
うに乾燥粉末－粉末混合を実施することも可能である。ナノ担体の特性およびその相互作
用ポテンシャルに応じて、何らかの混合経路に利点が付与され得る。　
【０１０６】
　実施形態では、本発明に従う剤形は、本発明の合成ナノ担体を薬学的に許容できる賦形
剤との組み合わせで含む。この組成物は、有用な剤形をもたらす従来の製剤加工および配
合技術を用いて作製することができる。本発明の実施での使用に適した技術は、Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｍｉｘｉｎｇ：Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒ
ａｃｔｉｃｅ，Ｅｄｗａｒｄ　Ｌ．Ｐａｕｌ，Ｖｉｃｔｏｒ　Ａ．Ａｔｉｅｍｏ－Ｏｂｅ
ｎｇ，およびＳｕｚａｎｎｅ　Ｍ．Ｋｒｅｓｔａ編，２００４年　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．；およびＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　ｏｆ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍ　Ｄｅｓｉｇｎ，第２版．Ｍ．Ｅ．Ａｕｔｅｎ編，２
００１年，Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎｅにおいて見出され得る。一実施
形態では、本発明の合成ナノ担体は、防腐剤と共に注射用の無菌生理食塩溶液中に懸濁さ
れる。実施形態では、本発明の剤形は、賦形剤、例えば限定はされないが、無機または有
機緩衝液（例えば、リン酸、炭酸、酢酸、またはクエン酸のナトリウム塩またはカリウム
塩）およびｐＨ調整剤（例えば、塩酸、水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウム、クエン
酸塩または酢酸塩、アミノ酸およびその塩）、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸、α－
トコフェロール）、界面活性剤（例えば、ポリソルベート２０、ポリソルベート８０、ポ
リオキシエチレン９－１０ノニルフェノール、デソキシコール酸ナトリウム）、溶液およ
び／または冷凍／溶解安定剤（例えば、スクロース、ラクトース、マンニトール、トレハ
ロース）、抗細菌剤（例えば、安息香酸、フェノール、ゲンタマイシン）、消泡剤（例え
ば、ポリジメチルシロゾン）、防腐剤（例えば、チメロサール、２－フェノキシエタノー
ル、ＥＤＴＡ）、高分子安定化剤および粘度調整剤（例えば、ポリビニルピロリドン、ポ
ロキサマー４８８、カルボキシメチルセルロース）および共溶媒（例えば、グリセロール
、ポリエチレングリコール、エタノール）を含み得る。詳細な実施形態において、剤形は
また、剤形の重量オスモル濃度を所望の範囲（例えば２００～５００ｍＯｓｍ／ｋｇ）以
内となるよう改変するために用いられる浸透圧調整剤（例えば、塩類または糖類）も含み
得る。
【０１０７】
　本発明の合成ナノ担体、およびかかる合成ナノ担体を含む本発明の剤形は、対象におけ
る所望の区画に浸透圧活性作用剤を送達することを含め、多種多様な用途に用いることが
できる。特定の実施形態において、本発明の合成ナノ担体は、従来達成可能な負荷と比べ
て大幅に高い負荷で単離核酸などの浸透圧活性作用剤を送達するのに用いることができる
。この特性は、例えば、浸透圧活性作用剤がアジュバントを含む実施形態で合成ナノ担体
のアジュバント負荷を増加させる際に、価値があり得る。本発明の合成ナノ担体の使用は
、浸透圧活性作用剤をナノ粒子、リポソームなどに負荷する従来技術（拡散性バリア、縮
合剤など）と比較したとき、浸透圧活性作用剤の放出速度に対してより高い制御を提供す
る点でさらなる利益を提供する。
【０１０８】
　本発明の組成物は任意の好適な方法で作製し得ること、および本発明が本明細書に記載
される方法を用いて生成され得る組成物に何ら限定されないことが理解されるべきである
。適切な方法の選択は、本発明の剤形の浸透圧活性作用剤、合成ナノ担体、および他の要
素の特性に配慮しなければならない場合がある。
【０１０９】
　一部の実施形態では、本発明の合成ナノ担体は無菌条件下で作製されるか、または最終
滅菌されている。これにより、結果として得られる組成物が無菌性および非感染性になり
、従って非滅菌組成物と比べて安全性が高まることを保証し得る。これは、特に、合成ナ
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ノ担体を受ける対象が免疫不全を有し、感染症を患い、および／または感染症にかかりや
すい場合に、有効な安全対策となる。一部の実施形態では、本発明の合成ナノ担体を凍結
乾燥させ、活性を低下させることなく長期間にわたり、調合方法に応じて懸濁液中に保存
するか、または凍結乾燥粉末として保存し得る。
【０１１０】
　本発明の組成物は、限定はされないが、皮下、筋肉内、皮内、経口、鼻腔内、経粘膜、
舌下、直腸、眼、経皮的（ｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌ）、経皮（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏ
ｕｓ）を含む様々な投与経路により、またはこれらの経路の組み合わせにより投与し得る
。
【０１１１】
　剤形の用量は、本発明に従い、合成ナノ担体の様々な量を包含する。本発明の剤形に存
在する合成ナノ担体の量は、達成しようとする治療上の利点、および他のかかるパラメー
タに従って変化し得る。実施形態では、用量範囲探索試験を実施することで、剤形に存在
するべき合成ナノ担体の最適な治療量を確定し得る。本発明の剤形は、様々な頻度で投与
し得る。好ましい実施形態では、剤形を少なくとも１回投与すれば、薬理学的に適切な反
応を発生させるのに十分である。より好ましい実施形態では、薬理学的に適切な反応を確
実にするため、剤形の少なくとも２回の投与、少なくとも３回の投与、または少なくとも
４回の投与が利用される。
【０１１２】
　本明細書に記載される組成物および方法は、免疫応答を誘発、促進、抑制、調節、誘導
、または再誘導するために使用することができる。本明細書に記載される組成物および方
法は、癌、感染性疾患、代謝疾患、変性疾患、自己免疫疾患、炎症性疾患、免疫学的疾患
などの状態、または他の障害および／または状態の診断、予防および／または処置におい
て使用することができる。本明細書に記載される組成物および方法はまた、依存、例えば
ニコチンまたは麻酔剤への依存の予防または処置のために使用することができる。本明細
書に記載される組成物および方法はまた、毒素、毒性媒介物、環境毒素、または他の有害
な作用剤への暴露に起因する状態の予防および／または処置のために使用することができ
る。
【０１１３】
　また、使用および／または混合に関する説明書付きのまたはそれ無しの、本発明の組成
物または剤形を含むキットも本発明の範囲内にある。キットは、少なくとも１つの追加的
な試薬、例えば再構成剤または薬学的に許容できる担体、または１つ以上の追加的な本発
明の組成物または剤形をさらに含むことができる。本発明の組成物または剤形を含むキッ
トは、上記に記載される治療適用向けに調製することができる。キットの構成要素は、水
性媒質中に、または凍結乾燥形態で包装され得る。キットは、その中に密封する形で、試
験管、バイアル、フラスコ、ボトル、シリンジなどの１つ以上の収容手段または一連の収
容手段を受け入れるための区画化された運搬体を含み得る。前記収容手段または一連の収
容手段の第１のものが、本発明の１つ以上の組成物または剤形を収容し得る。第２の収容
手段または一連の収容手段が、再構成剤または薬学的に許容できる担体などの追加的な試
薬を収容し得る。
【実施例】
【０１１４】
Ｅ．実施例
　本発明は、本発明の特定の態様および実施形態の、限定としてではなくあくまで例示目
的で、含められる以下の実施例を参照することにより、より容易に理解されるであろう。
【０１１５】
　当業者は、直前に記載の実施形態の様々な適応および修飾が、本発明の範囲および精神
から逸脱することなく設けられ得ることを理解するであろう。当該技術分野で既知の他の
好適な技術および方法は、本明細書中に記載の本発明の説明を踏まえた、当業者による極
めて多数の特定のモダリティにおいて適用することができる。
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【０１１６】
　したがって、本発明が、本明細書中に詳述される場合と異なるように実施することがで
きることが理解されるべきである。上記は、例示的であっても、限定的でないことが意図
されている。多数の他の実施形態が、当業者にとっては、上記をレビューする際に理解さ
れるであろう。したがって、本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲を踏まえ、またかか
る特許請求の範囲において権利を与えられた相当物の全範囲と併せて、判断される必要が
ある。
【０１１７】
実施例１：免疫刺激性オリゴヌクレオチドが負荷された合成ナノ担体を生成するために使
用されるＷ１／Ｏ／Ｗ２エマルジョン中の外側水相の重量オスモル濃度効果。　カプセル
化された浸透圧活性作用剤を含む浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を含む剤形
を調製した。この例では、合成ナノ担体は、ＰＬＧＡ、ＰＬＡ－ＰＥＧ－Ｎｉｃ、および
ＰＳ－１８２６　ＣｐＧを含んだ。合成ナノ担体は二重エマルジョン方法によって調製し
、ここではナノ担体にＰＳ－１８２６オリゴヌクレオチド（浸透圧活性作用剤）をカプセ
ル化した。
【０１１８】
調合要素：
　Ｗ１＝水中１００ｍｇ／ｍＬのＰＯ－１８２６オリゴヌクレオチド、重量オスモル濃度
計算値＝３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ
　Ｗ２＝ａ．１００ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８中５％ＰＶＡ、重量オスモル濃度計算値＝
２９６ｍＯｓｍ／ｋｇまたは
　ｂ．エンドトキシンフリーＲＯ水中５％ＰＶＡ、重量オスモル濃度計算値＝３ｍＯｓｍ
／ｋｇまたは
　ｃ．０．５Ｍ　ＮａＣｌ含有１００ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８中５％ＰＶＡ、重量オス
モル濃度計算値＝１３００ｍＯｓｍ／ｋｇ
【０１１９】
　ポリビニルアルコール（Ｍｗ＝１１ＫＤ～３１ＫＤ、８７～８９％部分的に加水分解）
は、ＪＴ　Ｂａｋｅｒから購入した。ＰＳ－１８２６　ＣｐＧは、Ｏｌｉｇｏｓ　Ｅｔｃ
．９７７５　ＳＷ　Ｃｏｍｍｅｒｃｅ　Ｃｉｒｃｌｅ　Ｃ－６，Ｗｉｌｓｏｎｖｉｌｌｅ
，ＯＲ　９７０７０）から入手した。ＰＬＧＡ　７５２５　ＤＬＧ　７Ａは、ＳｕｒＭｏ
ｄｉｃｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ（７５６　Ｔｏｍ　Ｍａｒｔｉｎ　Ｄｒｉｖ
ｅ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ　３５２１１）から購入した。近似分子量２２ｋＤのＰ
ＬＡ－ＰＥＧ－Ｎｉｃは、合成して精製した。
【０１２０】
　上記の材料を使用し、以下の溶液を調製した：
　１．水中ＰＳ－１８２６　ＣｐＧ（１００ｍｇ／ｍＬ）
　２．ジクロロメタン中ＰＬＧＡ　７５２５　ＤＬＧ　７Ａ（１００ｍｇ／ｍＬ）
　３．ジクロロメタン中ＰＬＡ－ＰＥＧ－Ｎｉｃ（１００ｍｇ／ｍＬ）
　４．水性媒質中ポリビニルアルコール（５０ｍｇ／ｍＬ）
　溶液１：初めにＰＳ－１８２６を、無菌の脱イオン化されたＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅフ
リー水中に終濃度１００ｍｇ／ｍＬとなるように溶解することにより、水溶液中ＰＳ－１
８２６　ＣｐＧを調製した。
　溶液２：ジクロロメタン中ＰＬＧＡ　７５２５　ＤＬＧ　７Ａ（１００ｍｇ／ｍＬ）を
室温で調製し、０．２ミクロンＰＴＦＥシリンジフィルタで濾過した。
　溶液３：ジクロロメタン中ＰＬＡ－ＰＥＧ－Ｎｉｃ（１００ｍｇ／ｍＬ）を室温で調製
し、０．２ミクロンＰＴＦＥシリンジフィルタで濾過した。
　溶液４：ポリビニルアルコール（５０ｍｇ／ｍＬ）を様々な水性媒質中に調製した。具
体的なナノ担体に応じて、水性媒質は、（ａ）１００ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８、（ｂ）
精製水、または（ｃ）０．５Ｍ　ＮａＣｌ含有１００ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８のいずれ
かであった。　
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【０１２１】
　溶液１、２、および３を使用して一次（Ｗ１／Ｏ）エマルジョンを作成した。溶液１（
０．１ｍＬ）を、小型ガラス製プレッシャーチューブ内の３：１ｖ：ｖ比の溶液２（０．
７５ｍＬ）および溶液３（０．２５ｍＬ）を含む溶液１ｍＬに添加した。Ｂｒａｎｓｏｎ
　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して５０％の振幅で４０秒間超音波
処理することにより、一次エマルジョンを形成した。
【０１２２】
　次に、溶液４（３．０ｍＬ）を一次エマルジョンに添加し、かつＢｒａｎｓｏｎ　Ｄｉ
ｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して３０％の振幅で６０秒間超音波処理す
ることにより、二次（Ｗ１／Ｏ／Ｗ２）エマルジョンを形成した。
【０１２３】
　二次エマルジョンを、３０ｍＬの水性溶媒蒸発（Ｓｏｌｖｅｎｔ　Ｅｖａｐｏｒｔｉｏ
ｎ）（ＳＥ）用媒質が入った撹拌ビーカーに添加した。具体的なナノ担体に応じて、この
媒質は、（ａおよびｂ）７０ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８または（ｃ）０．５Ｍ　ＮａＣｌ
含有７０ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８のいずれかであった。懸濁液を室温で２時間撹拌して
ジクロロメタンを蒸発させ、ナノ担体を形成させた。ナノ担体懸濁液を遠心管に移して１
８，０００ｒｃｆで６０分間回転し、上清を除去し、ペレットをリン酸塩緩衝生理食塩水
に再懸濁することにより、ナノ担体の一部を洗浄した。この洗浄手順を繰り返した後、最
後に、ポリマーを基準として１０ｍｇ／ｍＬの設定濃度の最終ナノ担体分散体とするため
、ペレットをリン酸塩緩衝生理食塩水に分散させ、再懸濁した。
【０１２４】
　懸濁液１ｍＬあたりの乾燥ナノ担体総質量を重量測定法により決定した。ナノ担体に封
入されたＰＳ－１８２６　ＣｐＧ負荷（％ｗ／ｗ）および遊離ＰＳ－１８２６含量を、洗
浄前、および処理の完了後に再び、ＨＰＬＣによって決定した。平均有効粒度をＤＬＳに
より決定した。
【０１２５】
　ナノ担体は、同様の収率（９１～９８％）および同様の平均有効直径サイズ（２３０～
２６０ｎｍ）で生成された。
【０１２６】
【表１】

【０１２７】
　ナノ担体ロットＸおよびＺは、最終剤形まで、平衡した準生理学的重量オスモル濃度（
ロットＸ）または一時的に上昇する外相重量オスモル濃度（ロットＺ）を維持するプロセ
スによって形成した。これらのナノ担体は、低い重量オスモル濃度Ｗ２相で形成した第３
のナノ担体ロット（ロットＹ）と比べて、浸透圧性作用剤ＰＳ－１８２６の中間および最
終負荷がより高かった。ナノ担体ロットＺはさらに、最終剤形中において、顕著な遊離浸
透圧活性作用剤ＰＳ－１８２６の存在により特徴付けられる。低張の外側媒質中でエマル
ジョンを形成すると、カプセル化は低下した。処理中に高張の外部媒質を一時的に作り出
すと、粒子において一時的に高い負荷が生じた。しかしながら、高張媒質が等張媒質に置
き換わると、浸透圧勾配を有効に持続できなくなったため、高張性の見かけの利点が消失
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した。
【０１２８】
実施例２：バースト試験
　実施例１のナノ担体を、凍結融解サイクルにおける封入されたＰＳ－１８２６　ＣｐＧ
のバースト損失についてさらに評価した。
【０１２９】
凍結融解サイクル方法：
　実施例１からの約７ｍｇナノ担体／ｍＬのナノ担体懸濁液の０．５ｍＬアリコートを、
１．７ｍＬポリプロピレン遠心管において－２０℃で棚凍結した。－２０℃で一晩貯蔵し
た後、アリコートを再循環式の室温の水浴中に速やかに移した。密閉した管を、管の凍結
した部分が完全に水面より下になるようにして、部分的に撹拌水浴中に浸した。試料は全
て数分以内に融解したが、アリコートは浴中に２０分間保持してから取り出し、粒子の即
時分析および上清分析にかけた。実施例１にあるとおり、ＨＰＬＣベースの含量アッセイ
を実施し、ナノ担体に負荷された、および遊離しているＰＳ－１８２６含量を決定した。
　
【０１３０】
【表２】

【０１３１】
　ナノ担体を等張系で処理および仕上げすると、封入レベルが高くなり、かつ凍結および
融解時の含量損失が低下した。一部のナノ担体は、媒質に対して封入ＰＳ－１８２６の２
３％の損失を実証したが、他のナノ担体は０％の損失を示した。しかしながら、後者のナ
ノ担体を続いてペレット化して新鮮なＰＢＳ緩衝液に移すと、オリゴヌクレオチドの２５
％バースト損失が観察された。これらのデータは、外相における高張媒質の効果が一時的
な利益に過ぎず、かつ高張性の剤形の投与は潜在的に副作用を伴うため、本発明の実施に
は有用でないことを示している。
【０１３２】
実施例３：低重量オスモル濃度懸濁媒質は、合成ナノ担体からの免疫刺激性オリゴヌクレ
オチドの損失を駆動し得る
　本発明の浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体調製物を様々な媒質に移し替え（
ペレット化し、再懸濁し）、凍結融解イベントを通じた負荷安定性を調べた。
【０１３３】
　ＰＳ－１８２６　ＣｐＧ含有ナノ担体の凍結／融解安定性に対する様々なイオン媒質の
影響を調査するため、以下の試験を実施した。
【０１３４】
　本発明のナノ担体を実施例１の方法に従い作製し、ただし溶液２および３は、ジクロロ
メタン中１００ｍｇ／ｍＬのＰＬＧＡ－ＰＥＧ－ニコチンを含む単一の溶液に置き換えた
。ＰＬＧＡ－ＰＥＧ－ニコチンは合成して精製し、その近似分子量は８０ｋＤであった。
【０１３５】
　ナノ担体を新鮮な媒質に移し替えるため、ナノ担体のアリコートを遠心（１４，０００
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ｒｃｆ、４℃）によりペレット化し、上清（ｓｕｐｅｒｎａｎｔ）を抜き出し、等量の新
鮮な媒質と交換してナノ担体を再懸濁した。このプロセスを各アリコートに対して２回行
った。
【０１３６】
　アリコートをポリプロピレン遠心管において－２０℃で棚凍結し、次に撹拌室温水浴中
に部分的に浸して融解することにより、凍結融解サイクル中のＰＳ－１８２６　ＣｐＧの
残留を試験した。融解した材料を、次にＨＰＬＣにより、遊離しているおよびペレットに
負荷されたＰＳ－１８２６含量について分析した。遊離ＰＳ－１８２６は、封入された浸
透圧活性作用剤のナノ担体からの損失を表す。緩衝液、重量オスモル濃度計算値、および
ＰＳ－１８２６含量および損失を、以下の表にまとめる。
【０１３７】
【表３】

【０１３８】
　この結果にイオン種による傾向はなかったが、損失は重量オスモル濃度が低い媒質ほど
大きかった。
【０１３９】
実施例４：免疫刺激性オリゴヌクレオチドの放出速度は、懸濁媒質の重量オスモル濃度に
よって調節することができる。　本発明の浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ナノ担体を
準生理学的重量オスモル濃度で作製し、準中性ｐＨの様々な媒質中に移し替えた。得られ
た放出特性は媒質の重量オスモル濃度により制御された。等張条件の媒質は放出をもたら
さなかった。
【０１４０】
材料
　ナトリウム対イオンを伴うヌクレオチド配列５’－ＴＣＣ　ＡＴＧ　ＡＣＧ　ＴＴＣ　
ＣＴＧ　ＡＣＧ　ＴＴ－３’（配列番号１）を有するリン酸ジエステル骨格を含むＰＯ－
１８２６　ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、Ｏｌｉｇｏ　Ｆａｃｔｏｒｙ（１２０　Ｊｅｆ
ｆｒｅｙ　Ａｖｅ．，Ｈｏｌｌｉｓｔｏｎ，ＭＡ　０１７４６）から購入した。
【０１４１】
　固有粘度が０．２１ｄＬ／ｇのＰＬＡは、ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌｓ（７５６　Ｔｏｍ　Ｍａｒｔｉｎ　Ｄｒｉｖｅ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ
　３５２１１．製品コード１００　ＤＬ　２Ａ）から購入した。
【０１４２】
　分子量約２２，０００ＤａのＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチンは従来の方法によって合成した
。　
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　ポリビニルアルコール（Ｍｗ＝１１，０００～３１，０００、８７～８９％加水分解）
は、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ（部品番号Ｕ２３２－０８）から購入した。　
【０１４４】
溶液１：初めにＰＯ－１８２６を、無菌の脱イオン化されたＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅフリ
ー水中に４０ｍｇ／ｍＬの濃度となるように溶解することにより、水溶液中のＰＯ－１８
２６　ＣｐＧを調製した。
【０１４５】
　溶液２：ジクロロメタン中ＰＬＡ（７５ｍｇ／ｍＬ）およびＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチン
（２５ｍｇ／ｍｌ）。この溶液は、室温で２つの別個の溶液：ジクロロメタン中ＰＬＡお
よびジクロロメタン中ＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチン（各々、０．２ミクロンＰＴＦＥシリン
ジフィルタで濾過した）を合わせることにより調製した。ＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチン溶液
１部につき３部のＰＬＡ溶液を添加することにより、最終溶液を調製した。
【０１４６】
　溶液３：１００ｍＭのｐＨ８リン酸塩緩衝液中ポリビニルアルコール（５０ｍｇ／ｍＬ
）。
【０１４７】
　溶液４：７０ｍＭのリン酸塩緩衝液ｐＨ８
【０１４８】
　溶液１および溶液２を使用して一次（Ｗ１／Ｏ）エマルジョンを作成した。溶液１（０
．２５ｍＬ）および溶液２（１．０ｍＬ）を小型ガラス製プレッシャーチューブに加え合
わせ、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して５０％の
振幅で４０秒間超音波処理した。
【０１４９】
　次に、一次エマルジョンに溶液３（３．０ｍＬ）を添加し、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉ
ｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して３０％の振幅で６０秒間超音波処理するこ
とにより、二次（Ｗ１／Ｏ／Ｗ２）エマルジョンを形成した。
【０１５０】
　第２のエマルジョンを、溶液４（３０ｍＬ）が入ったビーカーに添加し、室温で２時間
撹拌することにより、ジクロロメタンを蒸発させ、ナノ担体を形成させた。ナノ担体懸濁
液を遠心管に移し、２１，０００ｒｃｆで４５分間回転し、上清を除去し、ペレットをリ
ン酸塩緩衝生理食塩水に再懸濁することにより、ナノ担体の一部を洗浄した。この洗浄手
順を繰り返した後、ポリマーを基準として１０ｍｇ／ｍＬの設定濃度の最終ナノ担体分散
体とするため、ペレットをリン酸塩緩衝生理食塩水に再懸濁した。
【０１５１】
　懸濁液１ｍＬあたりの乾燥ナノ担体総質量を重量測定法により決定した。ナノ担体中の
ＰＯ－１８２６　ＣｐＧ含量をＨＰＬＣにより決定した。
【０１５２】
　ナノ担体のアリコートを遠心でペレット化し、上清を抜き取り、ナノ担体を新しい媒質
中に再懸濁し、撹拌しながら３７℃で２４時間インキュベートすることにより、様々な媒
質中でのインビトロ放出（ＩＶＲ）速度を決定した。再懸濁時（ｔ＝０時間）、２時間、
６時間、および２４時間の時点で、放出媒質においてＰＯ－１８２６　ＣｐＧ放出をＨＰ
ＬＣにより決定した。放出は割合として計算した。放出媒質、時間０におけるバースト放
出、および２４時間にわたる放出を、以下の表およびグラフにまとめる。
【０１５３】
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【表４】

【０１５４】
　生理学的ｐＨ（ｐＨ７～８）で放出の浸透圧調節が観察される。上記の図および表に示
されるとおり、低重量オスモル濃度媒質（例えば、２８ｍＯｓｍ／ｋｇ）に懸濁された粒
子は、多量の封入活性浸透圧性作用剤を急速に放出する。漸進的により高い重量オスモル
濃度の媒質を使用するに従い（ＮａＣｌ、リン酸ナトリウム、および／またはＥＤＴＡの
いずれかを使用して重量オスモル濃度を確立する）、Ｔ＝０時間および２４時間の放出率
は対応して低下する。生理学的重量オスモル濃度および生理学的ｐＨの媒質中への浸透圧
性作用剤の放出がほぼゼロに近いことは、投与に好適な製剤におけるナノ担体の安定性を
示している。
【０１５５】
実施例５：ニコチンワクチン接種実験
　準生理学的重量オスモル濃度でｐＨ感受性を有する浸透圧媒介性放出合成ナノ担体を調
合し得る。ｐＨの関数としての活性浸透圧性作用剤の放出速度は、薬理的効果の効力に関
係し得る。以下に詳述する２つの実験の目的は、二つあった：（１）ナノ担体が約１４０
ｍＯｓｍ／ｋｇより高い持続的な浸透圧勾配（ナノ担体相の重量オスモル濃度－懸濁媒質
を含む系平均重量オスモル濃度として計算される）に暴露されないように媒質の選択を設
計したとき、同じナノ担体材料および形成方法でより強力なナノ担体が実現されたことを
確認すること、および（２）酸性媒質中でのＣｐＧアジュバントのナノ担体からのインビ
トロ放出速度とその効力との関係を評価すること。効力は、いずれの場合にも、アジュバ
ントが負荷された抗原提示ナノ担体によって誘導される抗体レベルの観点で計測される。
【０１５６】
ナノ粒子の調合およびＩＶＲ測定
材料
　ナトリウム対イオンを伴うヌクレオチド配列５’－ＴＣＣ　ＡＴＧ　ＡＣＧ　ＴＴＣ　
ＣＴＧ　ＡＣＧ　ＴＴ－３’（配列番号１）を有するリン酸ジエステル骨格を含むＰＯ－
１８２６　ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、Ｏｌｉｇｏ　Ｆａｃｔｏｒｙ（１２０　Ｊｅｆ
ｆｒｅｙ　Ａｖｅ．，Ｈｏｌｌｉｓｔｏｎ，ＭＡ　０１７４６）から購入した。オボアル
ブミンタンパク質のＴ細胞およびＢ細胞エピトープであることが公知の１７アミノ酸のペ
プチド、オボアルブミンペプチド３２３－３３９は、Ｂａｃｈｅｍ　Ａｍｅｒｉｃａｓ　
Ｉｎｃ．（３１３２　Ｋａｓｈｉｗａ　Ｓｔｒｅｅｔ，Ｔｏｒｒａｎｃｅ　ＣＡ　９０５
０５．部品番号４０６５６０９）から購入した。固有粘度が０．２１ｄＬ／ｇのＰＬＡは
、ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ（７５６　Ｔｏｍ　Ｍａｒｔｉ
ｎ　Ｄｒｉｖｅ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ　３５２１１、製品コード１００　ＤＬ　
２Ａ）から購入した。
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【０１５７】
　様々な固有粘度（ＩＶ）およびラクチド：グリコリド（Ｌ：Ｇ）比のＰＬＧＡは、Ｓｕ
ｒＭｏｄｉｃｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ（７５６　Ｔｏｍ　Ｍａｒｔｉｎ　Ｄ
ｒｉｖｅ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ　３５２１１）またはＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉ
ｎｇｅｌｈｅｉｍ（５５２１６　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ　ａｍ　Ｒｈｅｉｎ，独国）から購
入した。製品コード、製造業者、ＩＶ、およびＬ：Ｇ比は、以下の表にまとめるとおりで
あった。
【０１５８】
【表５】

【０１５９】
　分子量約２２，０００ＤａのＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチンは、従来の方法を用いて合成し
た。ポリビニルアルコール（Ｍｗ＝１１，０００～３１，０００、８７～８９％加水分解
）は、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ（部品番号Ｕ２３２－０８）から購入した。
【０１６０】
合成ナノ担体ロットＡ（ＭＨＣ　ＩＩペプチドナノ担体）に対する方法
　溶液１：０．１３Ｎ塩酸（ＨＣｌ）中オボアルブミンペプチド３２３－３３９（４０ｍ
ｇ／ｍＬ）。この溶液は、オボアルブミンペプチドを室温で０．１３ＮのＨＣｌ溶液に直
接溶解し、次に０．２ミクロンＰＥＳシリンジフィルタで濾過することにより調製した。
　
【０１６１】
　溶液２：ジクロロメタン中０．２１－ＩＶ　ＰＬＡ（７５ｍｇ／ｍＬ）およびＰＬＡ－
ＰＥＧ－ニコチン（２５ｍｇ／ｍｌ）。この溶液は、初めに室温で２つの別個の溶液：純
粋ジクロロメタン中０．２１－ＩＶ　ＰＬＡ（１００ｍｇ／ｍＬ）および純粋ジクロロメ
タン中ＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチン（１００ｍｇ／ｍＬ）（各々、０．２ミクロンＰＴＦＥ
シリンジフィルタで濾過した）を作製することにより調製した。ＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチ
ン溶液１部につき３部のＰＬＡ溶液を添加することにより、最終溶液を調製した。
【０１６２】
　溶液３：１００ｍＭのｐＨ８リン酸塩緩衝液中ポリビニルアルコール（５０ｍｇ／ｍＬ
）。
【０１６３】
　溶液４：７０ｍＭのリン酸塩緩衝液ｐＨ８
【０１６４】
　溶液１および溶液２を使用して一次（Ｗ１／Ｏ）エマルジョンを生成した。溶液１（０
．２ｍＬ）および溶液２（１．０ｍＬ）を小型ガラス製プレッシャーチューブに合わせて
、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して５０％の振幅
で４０秒間超音波処理した。
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【０１６５】
　次に、一次エマルジョンに溶液３（３．０ｍＬ）を添加し、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉ
ｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して３０％の振幅で６０秒間超音波処理するこ
とにより、二次（Ｗ１／Ｏ／Ｗ２）エマルジョンを形成した。
【０１６６】
　７０ｍＭリン酸塩緩衝溶液（３０ｍＬ）が入ったビーカーに第２のエマルジョンを添加
し、室温で２時間撹拌してジクロロメタンを蒸発させ、ナノ担体を形成させた。ナノ担体
懸濁液を遠心管に移し、２１，０００ｒｃｆで４５分間回転し、上清を除去し、ペレット
をリン酸塩緩衝生理食塩水に再懸濁することにより、ナノ担体の一部を洗浄した。この洗
浄手順を繰り返した後、ポリマーを基準として１０ｍｇ／ｍＬの設定濃度の最終ナノ担体
分散体とするため、ペレットをリン酸塩緩衝生理食塩水に再懸濁した。　
【０１６７】
　懸濁液１ｍＬあたりの乾燥ナノ担体総質量を重量測定法により決定した。ナノ担体のペ
プチド含量は、ＨＰＬＣにより４．１％ｗ／ｗであると決定された。使用前に、リン酸塩
緩衝生理食塩水を添加してナノ担体濃度を５ｍｇ／ｍＬに希釈した。
【０１６８】
　ナノ担体ロットＢ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、およびＧ（ＣｐＧ含有ナノ担体）に対する方法
　溶液１：初めにＰＯ－１８２６を、無菌の脱イオン化されたＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅフ
リー水中に溶解して濃縮ストック溶液（例えば２００ｍｇ／ｍＬ）を作製することにより
、水溶液中ＰＯ－１８２６　ＣｐＧを調製した。この溶液をさらなる水で、またはＫＣｌ
水溶液で、４０ｍｇ／ｍＬに希釈した。各合成ナノ担体ロットの作製に用いた最終的な溶
液１の媒質を、以下の表にまとめる。
【０１６９】
【表６】

【０１７０】
　溶液２：ジクロロメタン中ＰＬＧＡ（７５ｍｇ／ｍＬ）およびＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチ
ン（２５ｍｇ／ｍｌ）。この溶液は、室温で２つの別個の溶液：ジクロロメタン中ＰＬＧ
Ａおよびジクロロメタン中ＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチン（各々、０．２ミクロンＰＴＦＥシ
リンジフィルタで濾過した）を合わせることにより調製した。ＰＬＡ－ＰＥＧ－ニコチン
溶液１部につき３部のＰＬＡ溶液を添加することにより、最終溶液を調製した。各ナノ担
体の調製に用いたＰＬＧＡ組成を、以下の表にまとめる。ロットＥの場合、ジクロロメタ
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ンは５％ｖ／ｖベンジルアルコールをさらに含み、これはＰＯ－１８２６封入効率を低下
させるが、中間ＰＯ－１８２６放出速度はなお維持されることが分かった。　
【０１７１】
【表７】

【０１７２】
　溶液３：１００ｍＭのｐＨ８リン酸塩緩衝液中ポリビニルアルコール（５０ｍｇ／ｍＬ
）（溶液重量オスモル濃度計算値２９８ｍＯｓｍ／ｋｇ）。ロットＤの場合、リン酸塩緩
衝液は１５０ｍＭのＫＣｌ（溶液重量オスモル濃度計算値３０４ｍＯｓｍ／ｋｇ）に置き
換えた。
【０１７３】
　溶液４：７０ｍＭのリン酸塩緩衝液ｐＨ８（溶液重量オスモル濃度計算値２０６ｍＯｓ
ｍ／ｋｇ）。Ｓ０８９０－０９－７の場合、溶液４は精製水であった（事実上ゼロ重量オ
スモル濃度）。
【０１７４】
　溶液１および溶液２を使用して一次（Ｗ１／Ｏ）エマルジョンを作成した。溶液１（０
．２５ｍＬ）および溶液２（１．０ｍＬ）を小型ガラス製プレッシャーチューブに合わせ
、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して５０％の振幅
で４０秒間超音波処理した。
【０１７５】
　次に、一次エマルジョンに溶液３（３．０ｍＬ）を添加し、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉ
ｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　２５０を使用して３０％の振幅で６０秒間超音波処理するこ
とにより、二次（Ｗ１／Ｏ／Ｗ２）エマルジョンを形成した。
【０１７６】
　第２のエマルジョンを溶液４（３０ｍＬ）が入ったビーカーに添加し、室温で２時間撹
拌してジクロロメタンを蒸発させ、合成ナノ担体を形成させた。合成ナノ担体懸濁液を遠
心管に移し、２１，０００ｒｃｆで４５分間回転し、上清を除去し、ペレットを新鮮な溶
液４に再懸濁することにより、合成ナノ担体の一部を洗浄した。この洗浄手順を繰り返し
た後、ポリマーを基準として１０ｍｇ／ｍＬの設定濃度の最終合成ナノ担体分散体とする
ため、ペレットをリン酸塩緩衝生理食塩水に再懸濁した。
【０１７７】
　懸濁液１ｍＬあたりの乾燥合成ナノ担体総質量を重力測定法により決定した。合成ナノ
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担体のＰＯ－１８２６　ＣｐＧ含量をＨＰＬＣにより決定した。使用前に、リン酸塩緩衝
生理食塩水を添加して合成ナノ担体濃度を５ｍｇ／ｍＬに希釈した。
【０１７８】
　合成ナノ担体のアリコートを遠心でペレット化し、合成ナノ担体を１００ｍＭのｐＨ４
．５クエン酸塩緩衝液に再懸濁し、撹拌しながら３７℃で２４時間インキュベートするこ
とにより、インビトロ放出（ＩＶＲ）速度を決定した。再懸濁時（ｔ＝０時間）、６時間
、および２４時間の時点で、放出媒質においてＰＯ－１８２６　ＣｐＧ放出をＨＰＬＣに
より決定した。２４時間の放出からｔ０の放出を減じ、かつ合成ナノ担体質量によって正
規化することにより、ＩＶＲを計算した。合成ナノ担体のＰＯ－１８２６　ＣｐＧ負荷お
よびＩＶＲ（２４時間－０時間）を、以下の表にまとめる。
【０１７９】
【表８】

【０１８０】
　ナノ担体Ｄは、重量オスモル濃度が２００ｍＯｓｍ／ｋｇより大幅に低い溶媒蒸発媒質
として精製水を使用することによって生じる高い外向き浸透圧勾配での処理に、負荷を低
下させる影響があることを実証している。ナノ担体Ｄにおける４．６％のＣｐＧ負荷は、
特に同じポリマー組成を有するナノ担体ＢおよびＧと比較して低下している。ナノ担体Ｄ
の負荷の低下はまた、酸性媒質中で計測したときのＩＶＲの低下とも関連付けられる。
【０１８１】
ワクチン接種
　ナノ粒子群あたり５匹の動物、ナイーブＣ５７ＢＬ／６雌マウスに、ニコチンワクチン
ナノ粒子を接種した。接種は、０日目のプライミングに続き、１４日目および２８日目の
追加免疫といったスケジュールに従い、ナイーブＣ５７ＢＬ／６雌（５動物／群）の後足
蹠皮下に行った。各接種においては、全部で１００μｇのナノ担体（ＮＣ）を、後肢間で
等分して注射した。２６日目および４０日目に、計画された血清採取および抗ニコチン抗
体価の分析を実施した。抗ニコチンＩｇＧ抗体価をＥＬＩＳＡにより計測した。これをＥ
Ｃ５０値として報告する。
【０１８２】
　各動物は、２つの異なるナノ担体（１つはＭＨＣ　ＩＩペプチドを提供し（ロットＡ）
、２つ目はＣｐＧアジュバントを提供する（ロットＢ～Ｇ））の１：１混合物を含む接種
を受けた。双方の粒子ともニコチンを提示した。全ての群において、ＭＨＣ　ＩＩペプチ
ド含有ナノ担体であるロットＡの同じロットを使用した。ＣｐＧ含有ナノ担体は群毎に異
なった（すなわち、異なるロットを使用した）。ＣｐＧ含有ナノ担体は、そのＰＬＧＡ組
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（ＩＶＲ）速度をもたらした。ナノ担体Ｅの場合、放出速度はまた、ナノ担体調合プロセ
スにおけるベンジルアルコールの使用によっても影響を受けた。
【０１８３】
　各群のＣｐＧナノ担体およびＩＶＲを、４０日目に得られた抗ニコチン抗体価（平均Ｅ
Ｃ５０および標準偏差）と共に提供する（表９および２群＝表１０）。　
【０１８４】
　試験１は、ＣｐＧ含有ナノ担体ロットＢ、Ｃ、Ｄ、およびＥの効力を直接比較した。以
下の表にまとめるとおり、酸性媒質中での放出速度と得られたピーク（４０日目）力価と
の間には、直接的な関係があった。
【０１８５】
【表９】

【０１８６】
　上記例の４つのナノ担体のうち３つは、処理および保存中のＣｐＧ損失を抑制するため
浸透圧勾配を制御して調製した。ナノ担体群Ｄの負荷およびＩＶＲは、処理工程で大きい
勾配を導入したことに起因して低下し、抗ニコチン抗体産生の効力に影響を認めることが
できる。群Ｂおよび群Ｄのナノ担体は同じ材料で作製したが、群Ｄのナノ担体のワクチン
接種で生じた力価は約３分の１となった。
【０１８７】
　この試験でさらに明らかなことは、放出に対するｐＨの影響が調整されるように浸透圧
バリアフリー合成ナノ担体の組成を調節することによって生じ得る価値である。酸感受性
がより高い（ＣｐＧアジュバントの酸性ＩＶＲがより高い）ｐＨ作動型浸透圧媒介性放出
バリアフリー合成ナノ担体は、標的抗原に対してより高い抗体価を生じた。
【０１８８】
　酸性媒質ＩＶＲの増加に伴い力価が増加する関係（上記のＩＶＲプロトコルによる）は
、フォローアップ研究で再現された（試験２）。直接比較の抗ニコチンワクチン接種試験
において、ｐＨ作動型浸透圧媒介性放出バリアフリー合成ＣｐＧ含有ナノ担体のロットＦ
、Ｈ、Ｃ、およびＧを評価した。試験１と同様に、以下の表にまとめる結果は、酸性媒質
中におけるＩＶＲの増加に伴うインビボ効力の増加を実証している。
【０１８９】
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【表１０】

【０１９０】
　いずれの例においても、浸透圧バリアフリーナノ担体は、封入された浸透圧活性作用剤
ＣｐＧの負荷を著しく低下させ得る外向き勾配を回避するように処理し、取り扱った。こ
のプロセスおよび調合手法は、ここでもまた、ポリマー組成による酸性ＩＶＲ速度の調節
を可能にした。前の例と同様に、評価したＩＶＲの範囲内では、抗原特異抗体価によって
明らかなとおり、ＣｐＧ放出速度が高いほど効力は高くなった。

【図１】 【図２】
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