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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
脂質結合ポリペプチド、脂質２層、および疎水性領域少なくとも１つを含む生物活性剤を
含む生物活性剤送達粒子であって、該生物活性剤は、非ポリペプチドであり、該送達粒子
は親水性コアを含まず、該脂質２層の内部が疎水性領域を含み、該生物活性剤が該脂質２
層の疎水性領域と会合しており、該脂質結合ポリペプチドがクラスＡの両親媒性のα－ヘ
リックス構造モチーフおよび／またはβ－シートモチーフを含み、そして、該粒子が、該
脂質結合ポリペプチドの該α－ヘリックスおよび／またはβ－シートによって包囲された
平円形の脂質２層を有するディスク型であり、該脂質結合ポリペプチドは、該粒子の周界
で該脂質２層の疎水性表面と会合している、生物活性剤送達粒子。
【請求項２】
前記ディスク型粒子が７～２９ｎｍの直径を有する、請求項１に記載の生物活性剤送達粒
子。
【請求項３】
前記生物活性剤が前記脂質２層の前記疎水性領域に組み込まれる、請求項１～２の何れか
に記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項４】
前記生物活性剤がアンホテリシンＢである、請求項１～３の何れかに記載の生物活性剤送
達粒子。
【請求項５】
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前記生物活性剤がカンプトテシンである、請求項１～３の何れかに記載の生物活性剤送達
粒子。
【請求項６】
前記生物活性剤が、抗微生物剤、神経伝達物質、放射標識、蛍光化合物、抗代謝剤、麻酔
薬、抗癌剤、抗炎症剤、農薬、殺虫剤、除草剤、全トランスレチノイン酸、リポ多糖類、
ビタミンＥおよび光力学的治療に用いられる光増感剤から選択される、請求項１～３の何
れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項７】
前記生物活性剤が抗微生物剤、農薬または除草剤である、請求項６に記載の生物活性剤送
達粒子。
【請求項８】
前記抗微生物剤が抗真菌剤である、請求項６に記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項９】
前記生物活性剤が殺虫剤である、請求項６に記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項１０】
前記生物活性剤がニスタチンである、請求項１～３の何れかに記載の生物活性剤送達粒子
。
【請求項１１】
前記生物活性剤が抗癌剤である、請求項１～３の何れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項１２】
前記生物活性剤が全トランスレチノイン酸またはα－トコフェロールである、請求項１～
３の何れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項１３】
前記脂質結合ポリペプチドがアポリポタンパク質である、請求項１～１２の何れかに記載
の生物活性剤送達粒子。
【請求項１４】
前記アポリポタンパク質が交換可能なアポリポタンパク質である、請求項１３に記載の生
物活性剤送達粒子。
【請求項１５】
前記アポリポタンパク質が、アポリポタンパク質Ｅ、アポリポタンパク質ＥのＮ末端ドメ
イン、またはヒトアポリポタンパク質Ａ－Ｉである、請求項１４に記載の生物活性剤送達
粒子。
【請求項１６】
前記アポリポタンパク質が、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡｐｏＡ－Ｉ）、アポリポタン
パク質Ｅ（ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｅ３（ＡｐｏＥ３）、アポリポホリンＩＩＩ
（ＡｐｏＩＩＩ）、アポリポタンパク質Ａ－ＩＶ（ＡｐｏＡ－ＩＶ）、アポリポタンパク
質Ａ－Ｖ（ＡｐｏＡ－Ｖ）、アポリポタンパク質Ｃ－Ｉ（ＡｐｏＣ－Ｉ）、アポリポタン
パク質Ｃ－ＩＩ（ＡｐｏＣ－ＩＩ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ－ＩＩＩ
）、アポリポタンパク質Ｄ（ＡｐｏＤ）、アポリポタンパク質Ａ－ＩＩ（ＡｐｏＡ－ＩＩ
）、アポリポタンパク質Ｂ－１００（ＡｐｏＢ－１００）、アポリポタンパク質Ｊ（Ａｐ
ｏＪ）、アポリポタンパク質Ｈ（ＡｐｏＨ）、およびそのキメラ型からなる群より選択さ
れ、ここで、該キメラ型は、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　α－交配因子ペプチド、葉酸、
トランスフェリン、ラクトフェリン、ヒスタチン－５、マガイニンペプチド、メリチン、
デフェンシン、コリシン、Ｎ末端ラクトフェリンペプチド、エキノカンジン、ヘプチジン
、バクテニシンおよびシクロスポリンからなる群より選択される部分を含む、請求項１～
１２の何れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項１７】
前記アポリポタンパク質がアポリポタンパク質Ｅ３のＣ末端もしくはＮ末端のドメインま
たはそのアイソフォームである、請求項１～１２の何れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項１８】
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前記脂質結合ポリペプチドが機能性部分を含むキメラアポリポタンパク質である、請求項
１～３の何れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項１９】
前記機能性部分がターゲティング部分であるか、または、生物学的活性を有する、請求項
１８に記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項２０】
前記アポリポタンパク質が前記生物活性剤送達粒子の安定性を増大させるように修飾され
ており、該修飾が、分子間または分子内のジスルフィド結合を形成するためのアポリポタ
ンパク質分子へのシステイン残基の導入；およびアポリポタンパク質分子間に分子間連結
を形成するための化学的交差結合剤の使用からなる群より選択される、請求項１３に記載
の生物活性剤送達粒子。
【請求項２１】
前記修飾が分子間または分子内のジスルフィド結合を形成するためのシステイン残基の導
入を含む、請求項２０に記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項２２】
前記脂質結合ポリペプチドがペプチドである、請求項１～２１の何れか１項に記載の生物
活性剤送達粒子。
【請求項２３】
前記脂質結合ポリペプチドが血管作用性腸ペプチドを含む、請求項１～２１の何れかに記
載の生物活性剤送達粒子。
【請求項２４】
前記脂質結合ポリペプチドが両親媒性ペプチドである、請求項１～２１の何れかに記載の
生物活性剤送達粒子。
【請求項２５】
前記脂質結合ポリペプチドが合成ペプチドである、請求項１～２１の何れかに記載の生物
活性剤送達粒子。
【請求項２６】
前記脂質２層がリン脂質を含む、請求項１～２１の何れかに記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項２７】
前記リン脂質がジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）およびジミリストイル
ホスファチジルグリセロール（ＤＭＰＧ）を含む、請求項２６に記載の生物活性剤送達粒
子。
【請求項２８】
前記リン脂質がジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）または卵ホスファチジ
ルコリンを含む、請求項２６に記載の生物活性剤送達粒子。
【請求項２９】
請求項１～２８の何れかに記載の生物活性剤送達粒子および薬学的に受容可能なキャリア
を含む、個体への生物活性剤の投与のための薬学的組成物。
【請求項３０】
前記組成物が制御放出のために処方される、請求項２９に記載の薬学的組成物。
【請求項３１】
前記組成物が、非経口投与のために処方されるか、エアロゾルとして処方されるか、また
は、局所投与のために処方される、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３２】
前記非経口投与が静脈内、筋肉内、経皮、経粘膜および脊髄内から選択される、請求項３
１に記載の組成物。
【請求項３３】
請求項１～２８の何れか１項に記載の生物活性剤送達粒子を処方するための方法であって
、該方法が、２層形成脂質ベシクルの水性分散液を生物活性剤に接触させて２層形成脂質
ベシクルおよび生物活性剤を含有する水性混合物を形成する工程、ならびに、該水性混合
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物を脂質結合ポリペプチドに接触させる工程を包含し、ここで、該脂質結合ポリペプチド
に接触させる工程が、該脂質ベシクル中に存在する該２層形成脂質のゲルから液晶相への
遷移温度において該水性混合物を脂質結合ポリペプチドと共にインキュベートすることを
含む、方法。
【請求項３４】
請求項１～２８の何れか１項に記載の生物活性剤送達粒子を処方するための方法であって
、該方法が以下：
（ａ）脂質ベシクルの水性分散液を形成する工程であって、ただしここで該脂質ベシクル
は２層形成脂質を含む工程；
（ｂ）生物活性剤を該脂質ベシクル分散液に添加して、２層形成脂質ベシクルおよび生物
活性剤を含有する混合物を形成する工程；
（ｃ）脂質結合ポリペプチドを（ｂ）の該混合物に添加して脂質－生物活性剤－脂質結合
ポリペプチド混合物を形成する工程；および
（ｄ）工程（ｃ）で形成された混合物をインキュベートする工程
を包含し、ここで、該インキュベートする工程が、該脂質ベシクル中に存在する該２層形
成脂質のゲルから液晶相への遷移温度において行われる、方法。
【請求項３５】
前記方法が更に、工程（ｄ）の混合物を超音波処理する工程を包含する、請求項３４に記
載の方法。
【請求項３６】
前記生物活性剤がジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中に可溶化された後に、２層形成脂
質ベシクルと接触される、請求項３３に記載の方法。
【請求項３７】
前記生物活性剤がＤＭＳＯ中に可溶化された後に、脂質ベシクル分散液に添加される、請
求項３３または３４に記載の方法。
【請求項３８】
前記生物活性剤がアンホテリシンＢである、請求項３３～３７の何れかに記載の方法。
【請求項３９】
前記生物活性剤がカンプトテシンである、請求項３３～３７の何れかに記載の方法。
【請求項４０】
前記生物活性剤が、抗微生物剤、神経伝達物質、放射標識、蛍光化合物、抗代謝剤、麻酔
薬、抗癌剤、抗炎症剤、農薬、殺虫剤、除草剤、全トランスレチノイン酸、リポ多糖類、
ビタミンＥおよび光力学的治療に用いられる光増感剤から選択される、請求項３３～３９
の何れかに記載の方法。
【請求項４１】
請求項３３～４０の何れかの方法により調製された、生物活性剤送達粒子。
【請求項４２】
請求項４１に記載の通り調製された生物活性剤送達粒子および薬学的に受容可能なキャリ
アを含む、薬学的組成物。
【請求項４３】
請求項２９～３２の何れかに記載の薬学的組成物および個体に生物活性剤を投与するため
の方法における使用に関する指示書を含む、キット。
【請求項４４】
請求項１～２または１６～２８に記載の生物活性剤送達粒子とキャリアとを含む、個体に
生物活性剤を投与するための組成物。
【請求項４５】
前記個体が植物または昆虫である、請求項４４に記載の組成物。
【請求項４６】
前記生物活性剤が抗微生物剤、農薬または除草剤である、請求項４４または４５に記載の
組成物。



(5) JP 4777873 B2 2011.9.21

10

20

30

40

50

【請求項４７】
前記生物活性剤が抗真菌剤である、請求項４４または４５に記載の組成物。
【請求項４８】
前記組成物が局所投与のために処方される、請求項４４～４７の何れかに記載の組成物。
【請求項４９】
前記組成物がエアロゾルとして処方される、請求項４４～４７の何れかに記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（技術分野）
　本出願は生物活性剤の送達のための組成物および方法に関する。特に本出願は脂質結合
ポリペプチド、脂質２層および生物活性剤を含む生物活性剤送達粒子に関する。
【０００２】
　（関連出願）
　本出願は２００３年２月１４日に出願された米国出願６０／４４７，５０８および２０
０３年１０月１日出願の６０／５０８，０３５の利益を請求し、これら両者は参照により
その全体が本明細書に組み込まれる。
【０００３】
　（連邦資金提供の研究開発に関する陳述）
　本発明は米国国立衛生研究所の認定番号ＨＬ６５１５９により資金提供された研究の間
に部分的には作成されている。政府は本発明における特定の権利を有する。
【背景技術】
【０００４】
　（背景技術）
　生物活性物質、例えば治療薬、ワクチン免疫原および栄養物質は純粋な形態で投与でき
ない場合が多いが、生物活性物質の溶解度を増強し、望ましくない副作用を最低限にしな
がら最適な利益的作用を達成するために適当な形態にそれをパッケージする生体適合性の
処方に配合されなければならない。生物活性剤の効率的な送達は身体内における薬剤の短
いクリアランス時間、作用部位へのターゲティングが不十分であること、または、生物活
性剤そのものの性質、例えば水性媒体中の低い溶解度または疎水性により、遮蔽されてし
まう場合が多い。即ち、多くの処方手法、例えば、制御放出処方、乳液およびリポソーム
処方が、送達を改善するために開発されている。
【０００５】
　リポソームの医薬品送達システムが報告されている。リポソームは捕獲された水性の内
容物を含有する完全に閉鎖された球状の脂質２層膜である。脂質２層は疎水性のテール領
域および親水性のヘッド領域を有する脂質よりなる２つの脂質単層を含む。膜２層の構造
は、共にリポソームの外部および内部において、脂質分子の疎水性で非極性のテールが２
層の中心部に配向し、一方、親水性のヘッドが水相に配向しているものである。リポソー
ムの水性の親水性コア領域は溶解した生物活性物質を含有して良い。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　薬学的に有用な疎水性物質の送達はそれらが水性環境において不溶性であるか貧溶性で
あるために特に問題となる場合が多い。医薬品として使用される疎水性化合物に関しては
、直接の注射が不可能であるか、大きい問題を生じる場合があり、溶血、静脈炎、過敏症
、臓器不全および／または死亡のような危険な状態をもたらす。水性環境において安定性
を促進し、所望の作用部位へ疎水性生物活性物質の効率的な送達を可能にするこのような
物質のための進歩した処方が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
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　（発明の開示）
　本発明は個体への生物活性剤の送達のための組成物および方法を提供する。
【０００８】
　１つの特徴において本発明は脂質結合ポリペプチド、疎水性領域を含む内層を有する脂
質２層、および、脂質２層の疎水性領域に会合した生物活性剤を含む生物活性剤送達粒子
を提供する。生物活性剤送達粒子は一般的には親水性または水性のコアを含まない。
【０００９】
　生物活性剤送達粒子は、疎水性領域少なくとも１つを含み脂質２層の疎水性内部に取り
込まれるかこれと会合している生物活性剤１つ以上を含む。生物活性剤の疎水性領域は一
般的に、例えば脂肪アシル鎖のような、脂質２層の内部の疎水性の表面に会合している。
１つの実施形態においては、生物活性剤はアンホテリシンＢ（ＡｍＢ）である。別の実施
形態においては生物活性剤はカンプトテシンである。
【００１０】
　粒子は典型的にはディスク型であり、直径は約７～約２９ｍｍである。
【００１１】
　生物活性剤送達粒子は２層形成脂質、例えばリン脂質を含む。一部の実施形態において
、生物活性剤送達粒子は２層形成および非２層形成の脂質を含む。一部の実施形態におい
ては、生物活性剤送達粒子の脂質２層はリン脂質を含む。１つの実施形態においては、送
達粒子に取り込まれたリン脂質はジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）およ
びジミリストイルホスファチジルグリセロール（ＤＭＰＧ）を包含する。１つの実施形態
においては、脂質２層はＤＭＰＣおよびＤＭＰＧを７：３のモル比で含有する。
【００１２】
　好ましい実施形態においては、脂質結合ポリペプチドはアポリポタンパク質である。脂
質結合ポリペプチド、例えばアポリポタンパク質分子と脂質２層との間の主な相互作用は
一般的には両親媒性構造、例えば脂質結合ポリペプチドのα－へリックスの疎水性の面の
上の残基と粒子の周界における外部表面上の脂質の脂肪アシル鎖との間の疎水性相互作用
である。本発明の粒子は交換可能および／または非交換可能なアポリポタンパク質を包含
する。１つの実施形態においては、脂質結合ポリペプチドはアポリポタンパク質Ａ－Ｉ（
ＡｐｏＡ－Ｉ）である。
【００１３】
　一部の実施形態においては、粒子の安定性を向上させるように修飾された脂質結合ポリ
ペプチド分子、例えばアポリポタンパク質を含有する粒子が提供される。１つの実施形態
においては、修飾は分子内および／または分子間のジスルフィド結合を形成するためのシ
ステイン残基の導入を包含する。
【００１４】
　別の実施形態においては、結合した官能性部分１つ以上、例えばターゲティング部分１
つ以上および／または送達粒子に取り込まれる生物活性剤の活性を増強するかそれと相乗
的に作用し得る、所望の生物学的活性、例えば抗微生物活性を有する分子１つ以上を有す
るキメラ脂質結合ポリペプチド分子、例えばキメラアポリポタンパク質分子を含む粒子が
提供される。
【００１５】
　別の実施形態においては、生物活性剤送達粒子を薬学的に受容可能なキャリア中に含む
薬学的組成物が提供される。個体に生物活性剤を投与するための方法も提供され、それは
個体に対し、薬学的に受容可能なキャリア中に生物活性剤送達粒子を含有する薬学的組成
物を投与する工程を包含する。一部の実施形態においては、生物活性剤の治療有効量を薬
学的に受容可能なキャリア中で投与する。一部の実施形態においては、投与は非経口、例
えば静脈内、筋肉内、経粘膜または脊髄内である。別の実施形態においては、粒子はエア
ロゾルとして投与する。一部の実施形態においては、生物活性剤は制御放出のために処方
される。１つの実施形態において、個体における真菌感染症を治療するための方法が提供
され、これは、多くの場合は、薬学的に受容可能なキャリア中、治療有効量で、本発明の
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生物活性剤送達粒子中に取り込まれた抗真菌剤、例えばＡｍＢを投与する工程を包含する
。別の実施形態においては、個体における腫瘍を治療するための方法が提供され、これは
、多くの場合は、薬学的に受容可能なキャリア中、治療有効量で、本発明の生物活性剤送
達粒子中に取り込まれた抗腫瘍剤、例えばカンプトテシンを投与する工程を包含する。１
つの実施形態において、生物活性剤送達粒子は結合した血管作用性腸ペプチドターゲティ
ング部分を有する脂質結合ポリペプチドを含み、そして腫瘍は乳房腫瘍である。
【００１６】
　さらに別の実施形態においては、前述した生物活性剤送達粒子を処方するための方法が
提供される。１つの実施形態においては、処方の方法は２層形成脂質および生物活性剤を
含む混合物を接触させて脂質ベシクル生物活性剤混合物を形成する工程、および、脂質ベ
シクル生物活性剤混合物を脂質結合ポリペプチドに接触させる工程を包含する。別の実施
形態においては、処方の方法は適切な溶媒中に溶解した生物活性剤を添加するあらかじめ
形成された２層含有脂質ベシクルの分散液の形成を包含する。この操作法のための生物活
性剤を可溶化するための適切な溶媒は、極性または親水性を有し、生物活性剤を可溶化し
て本発明の送達粒子に取り込ませることができる溶媒を包含する。適当な溶媒の例は、ジ
メチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）およびジメチルホルムアミドであるが、これらに限定さ
れない。ベシクル／生物活性剤混合物には脂質結合ポリペプチドを添加し、その後、イン
キュベーション、超音波処理またはその両方を行う。１つの実施形態においては、上記し
た方法の何れかにより送達粒子内に取り込まれる生物活性剤はアンホテリシンＢである。
１つの実施形態においては、アンホテリシンＢは、ＤＭＳＯ中に可溶化される。別の実施
形態においては、生物活性剤はカンプトテシンである。１つの実施形態においては、カン
プトテシンをＤＭＳＯに溶解する。
【００１７】
　本発明は上記した方法の何れかに従って調製された生物活性剤送達粒子、および、上記
方法の何れかに従って調製された粒子および薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組
成物を包含する。
【００１８】
　別の特徴において、本発明は上記の生物活性剤送達粒子または薬学的組成物の何れか、
または、上記方法の何れかにより調製された送達粒子、および／または、粒子を処方する
ための試薬、および／または個体に生物活性剤を投与するための方法における使用に関す
る説明書を含むキットを提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は個体に生物活性剤を送達するための組成物および方法を提供する。脂質結合ポ
リペプチドおよび脂質２層を含む粒子内に取り込まれた生物活性剤の形態の送達ビヒクル
が提供される。粒子の内部は脂質分子の疎水性部分、例えば脂質の脂肪アシル鎖を含む脂
質２層の疎水性領域を含んでおり、これは２層の脂質親水性表面により包囲された完全に
封入された水性の内部を含むリポソームとは対照的である。本発明の粒子の内部の疎水性
の性質は例えば２層の脂質分子の間の挿入、または、２層のリーフレット間の疎水性領域
内部への封鎖により、疎水性分子の取り込みを可能にする。疎水性領域少なくとも１つを
含む生物活性剤は粒子の疎水性の内部に取り込んでよい。本明細書においては、脂質２層
の疎水性領域内部への生物活性剤の「取り込み」とは、２層の脂質分子の疎水性領域また
は疎水性部分、例えば２層を形成する脂質の脂肪アシル鎖の中への可溶化、または、それ
との会合、または、脂肪アシル鎖への挿入を指す。
【００２０】
　粒子は一般的にはディスク型であり、例えばＢｌａｎｃｈｅら（１９８１）Ｂｉｏｃｈ
ｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．６６５（３）：４０８－１９に記載の知られたストー
クスの直径の標準と比較して、ネイティブの細孔制限勾配ゲル電気泳動により測定した場
合には約７～２９ｎｍの範囲の直径を有する。一部の実施形態においては、粒子は溶液中
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で安定であり、そして長期の保存のために凍結乾燥した後に水溶液中に希釈再調製してよ
い。脂質結合ポリペプチド成分はディスク様の２層の境界を明確化し、粒子に構造性と安
定性を与える。
【００２１】
　キメラ脂質結合ポリペプチド分子（例えばアポリポタンパク質分子）もまた提供され、
本発明の送達粒子内に種々の機能的特性を取り込むために使用してよい。
【００２２】
　粒子は個体への生物活性剤の送達のために個体に投与してよい。
【００２３】
　（生物活性剤送達粒子）
　本発明は脂質結合ポリペプチド１つ以上、２層形成脂質の１つ以上の種類を含む脂質２
層、および、生物活性剤１つ以上を含む「粒子」（本明細書においては「送達粒子」また
は「生物活性剤送達粒子」とも称する）を提供する。一部の実施形態においては、送達粒
子は非２層形成脂質の１つ以上の種類も含む。粒子を含む組成物もまた提供される。１つ
の実施形態においては、送達粒子および薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組成物
が提供される。
【００２４】
　粒子の内部は疎水性領域（例えば脂質脂肪アシル鎖よりなる）を含む。本発明の粒子は
典型的には親水性または水性のコアを含まない。粒子は一般的にはディスクの周界を包囲
する２層の疎水性表面に会合した、脂質結合ポリペプチドの両親媒性のα－へリックスお
よび／またはβ－シートにより限局された平板のディスク様の概ね円形の脂質２層を有す
るディスク型である。本発明のディスク型生物活性剤送達粒子の代表例を図６に模式的に
示す。
【００２５】
　典型的には、ディスク型の送達粒子の直径は約７～約２９ｎｍ、しばしば約１０～約２
５ｎｍ、しばしば約１５～約２０ｎｍである。「直径」とはディスクの概ね円形の面の１
つの直径を指す。
【００２６】
　脂質結合ポリペプチド
　本明細書においては、「脂質結合ポリペプチド」とは、脂質表面との安定な相互作用を
もたらし、そして、本発明の粒子の脂質２層を安定化させるために機能することができる
、何れかの合成または天然に存在するペプチドまたはタンパク質を指す。粒子は脂質結合
ポリペプチドの１つ以上の種類を含んでよく、即ち、単一の粒子内の脂質結合ポリペプチ
ドは同一であってよいか、または、２種以上の異なるポリペプチド配列よりなるものであ
ってよい。脂質結合ポリペプチドは粒子の周界を限局する。
【００２７】
　一部の実施形態においては、本発明の送達粒子を製造するために有用な脂質結合ポリペ
プチドは、天然に存在するタンパク質のアミノ酸配列を有するタンパク質、またはそのフ
ラグメント、天然の変異体、アイソフォーム、類縁体またはキメラ型、天然に存在しない
配列を有するタンパク質、または、既知のアポリポタンパク質に合致した脂質結合特性を
有する何れかの長さのタンパク質またはペプチドを包含し、そして天然原料から精製する
か、組み換え生産するか、または合成により製造してよい。天然に存在するタンパク質の
類縁体を使用してよい。脂質結合ポリペプチドは非天然のアミノ酸（例えばＤ－アミノ酸
）１つ以上、アミノ酸類縁体、または、ペプチド結合が代謝分解に対してより耐性の構造
により置き換えられている、または、個々のアミノ酸が類似の構造により置き換えられて
いるペプチドミメテック構造を包含してよい。
【００２８】
　好ましい実施形態においては、脂質結合ポリペプチドはアポリポタンパク質である。脂
質２層と会合してディスク型粒子を形成できる何れかのアポリポタンパク質またはそのフ
ラグメントまたは類縁体を使用してよい。粒子は交換可能、非交換可能であるか、または
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交換可能および非交換可能なアポリポタンパク質分子の混合物であってよい。
【００２９】
　アポリポタンパク質は一般的にはクラスＡの両親媒性のα－ヘリックス構造モチーフ（
Ｓｅｇｒｅｓｔら（１９９４）Ａｄｖ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ．４５：３０３－３６
９）および／またはβ－シートモチーフを有する。アポリポタンパク質は一般的にはα－
ヘリックスの二次構造の高含量を有し、疎水性表面に結合する能力を有する。これらのタ
ンパク質の特徴は特定の脂質２層ベシクルと相互作用し、そして、それらをディスク型複
合体に変換するというそれらの能力である（例えばＮａｒａｙａｎａｓｗａｍｉ　ａｎｄ
　Ｒｙａｎ（２０００）Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ
　１４８３：１５－３６参照）。脂質と接触することにより、タンパク質はコンホーメー
ションの変化を起こし、その構造を脂質との相互作用に適合させる。
【００３０】
　一般的に粒子中のアポリポタンパク質と脂質２層の間の主な相互作用はアポリポタンパ
ク質分子の両親媒性αヘリックスの疎水性表面上の残基と生物活性剤送達粒子の周囲にお
ける２層の端部の例えばリン脂質脂肪アシル鎖のような脂質の疎水性表面との間の疎水性
相互作用を介したものである。アポリポタンパク質分子の両親媒性αヘリックスは、粒子
の周囲の脂質２層の疎水性表面と接触した疎水性表面、および、粒子の外部に面し、粒子
が水性媒体中に懸濁した場合には水性の環境と接触する親水性の表面の両方を包含する。
一部の実施形態においては、アポリポタンパク質はβ－シートの疎水性残基がディスクの
周囲における脂質疎水性表面と相互作用する両親媒性のβ－シート構造を含んでよい。
【００３１】
　生物活性剤送達粒子は粒子あたりアポリポタンパク質の１つ以上の種類を約１～約１０
分子含む場合が多い。粒子内でアポリポタンパク質により寄与される両親媒性α－ヘリッ
クスの量は一般的にはディスク型脂質２層の端部（即ち粒子の周囲）に位置する脂質分子
のその他の態様で露出した疎水性の表面を被覆するのに十分な量である。アポリポタンパ
ク質がヒトアポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡｐｏＡ－Ｉ）であり脂質２層はパルミトイルオ
レオイルホスファチジルコリンを含む１つの実施形態においては、粒子はリン脂質約８０
分子対ＡｐｏＡ－Ｉ約１分子の比率で２ＡｐｏＡ－Ｉ分子を含む。
【００３２】
　本発明の送達粒子を形成するために使用してよいアポリポタンパク質の例は、ＡｐｏＡ
－Ｉ、アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）およびアポリポホリンＩＩＩ（ＡｐｏＩＩＩ）
，アポリポタンパク質Ａ－ＩＶ（ＡｐｏＡ－ＩＶ）、アポリポタンパク質Ａ－Ｖ（Ａｐｏ
Ａ－Ｖ）、アポリポタンパク質Ｃ－Ｉ（ＡｐｏＣ－Ｉ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩ（
ＡｐｏＣ－ＩＩ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ－ＩＩＩ）、アポリポタン
パク質Ｄ（ＡｐｏＤ）、アポリポタンパク質Ａ－ＩＩ（ＡｐｏＡ－ＩＩ）、アポリポタン
パク質Ｂ－１００（ＡｐｏＢ－１００），アポリポタンパク質Ｊ（ＡｐｏＪ）、アポリポ
タンパク質Ｈ（ＡｐｏＨ）またはそのフラグメント、天然の変異体、アイソフォーム、類
縁体またはキメラ型を包含するが、これらに限定されない。一部の実施形態においては、
アポリポタンパク質はヒトＡｐｏＡ－Ｉである。別の実施形態においては、アポリポタン
パク質はアポリポタンパク質Ｅ３のＣ末端またはＮ末端のドメインまたはそのアイソフォ
ームである。一部の実施形態においては、アポリポタンパク質はターゲティング部分また
はアポリポタンパク質に内因性ではない生物学的活性を有する部分のような合成または組
み換えにより結合されている機能的部分を含む（図７参照）。
【００３３】
　一部の実施形態においては、交換可能なアポリポタンパク質を使用する。「交換可能な
アポリポタンパク質」とは、粒子の一体性を破壊することなく、脂質結合親和性を有する
別のタンパク質またはペプチドにより、本発明の予備形成されたディスク様の粒子から排
除されたものであってよい。交換可能なアポリポタンパク質は脂質と安定な結合相互作用
をもたらすことができる合成または天然のペプチドまたはタンパク質を包含する。１０種
を超える交換可能なアポリポタンパク質が脊椎動物および無脊椎動物において発見されて
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いる（例えばＮａｒａｙａｎａｓｗａｍｉ　ａｎｄ　Ｒｙａｎ、上出、参照）。
【００３４】
　一部の実施形態においては、非交換可能なアポリポタンパク質を使用する。本明細書に
おいては、「非交換可能なアポリポタンパク質」とは脂質表面と安定な相互作用をもたら
し、そして本発明の粒子のリン脂質２層を安定化する機能を有し得るが、粒子の内因性の
構造を破壊することなく粒子の表面から除去することができないタンパク質またはペプチ
ドを指す。
【００３５】
　生物活性剤
　送達粒子は生物活性剤１つ以上を含む。本明細書においては、「生物活性剤」とは治療
または診断を含む生物学的な活性を有する何れかの化合物または組成物を指す。生物活性
剤は医療上の治療、診断または予防において有用である医薬品、薬剤、化合物または組成
物であってよい。
【００３６】
　本明細書に記載した送達粒子に取り込まれる生物活性剤は一般的には脂質２層の疎水性
部分と会合するか、これに組み込むことができる少なくとも１つの疎水性（例えば親油性
）の領域を含む。一部の実施形態においては、生物活性剤の少なくとも一部は送達粒子の
内部の脂質分子の間に挿入されている。本発明の送達粒子内に取り込んでよい生物活性剤
の例は、抗生物質または抗微生物剤（例えば抗細菌剤、抗真菌剤および抗ウィルス剤）、
抗代謝剤、抗新生物剤、ステロイド、ペプチド、タンパク質、例えば細胞受容体タンパク
質、酵素、ホルモン、および、神経伝達物質、放射標識、例えば放射性同位体および放射
性同位体標識化合物、蛍光化合物、麻酔薬、生物活性脂質、抗癌剤、抗炎症剤、栄養物質
、抗原、農薬、殺虫剤、除草剤または光力学的治療に用いられる光増感剤を包含するが、
これらに限定されない。１つの実施形態においては、生物活性剤は抗真菌剤ＡｍＢである
。別の実施形態においては、生物活性剤はカンプトテシン、全トランスレチン酸、アンナ
マイシン、ニスタチン、パクリタキセル、ドセタキセルパまたはエチオプルプリンである
。少なくとも１つの疎水性領域を含む生物活性剤は当該分野で知られており、例えばイブ
プロフェン、ジアゼパム、グリセオフルビン、シクロスポリン、コルチゾン、プロロイキ
ン、エトポシド、タキサン、α－トコフェロール、ビタミンＥ、ビタミンＡおよびリポ多
糖類を包含するが、これらに限定されない。例えばＫａｇｋａｄｉｓら（１９９６）ＰＤ
Ａ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　Ｔｅｃｈ　５０（５）：３１７－３２３；Ｄａｒｄｅｌ（
１９７６）Ａｎａｅｓｔｈ　Ｓｃａｎｄ　２０：２２１－２４；Ｓｗｅｅｔａｎａ　ａｎ
ｄ　Ａｋｅｒｓ（１９９６）ＰＤＡ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　Ｔｅｃｈ　５０（５）：
３３０－３４２；米国特許６，４５８，３７３を参照できる。
【００３７】
　一部の実施形態においては、本発明の送達粒子に取り込まれる生物活性剤は非ポリペプ
チドである。一部の実施形態においては、個体への投与のためには、生物活性剤および生
物活性剤を含む送達粒子は個体へ投与された場合に実質的に非免疫原性である。
【００３８】
　脂質２層
　本発明の粒子は粒子の内部から遠ざかる方向に面した極性のヘッド基を含むディスクの
全般的に環状の面、および、２層形成脂質および存在する場合他の脂質成分の疎水性部分
を含有する脂質２層の疎水性領域を含む粒子の内部（即ち環状の面の間の空間）を有する
脂質２層を包含する。２層の端部の脂質分子の疎水性表面は（生物活性剤送達粒子の周囲
の表面）は上記した通り粒子の脂質結合ポリペプチドに接している。粒子は１つ以上の種
類の２層形成脂質、または、１つ以上の種類の２層形成脂質および１つ以上の種類の非２
層形成脂質の混合物を含んでよい。本明細書において「脂質」とは、有機溶媒に可溶また
は部分的に可溶であるか、または、水相中に存在する場合に疎水性の環境内に分配できる
生物学的または合成起源の物質を指す。
【００３９】
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　脂質結合ポリペプチドと会合してディスク型の構造を形成することができる何れかの２
層形成脂質を本発明において使用してよい。本明細書においては、「２層形成脂質」とは
疎水性の内部および親水性の外部を有する脂質２層を形成することができる脂質を指す。
２層形成脂質は例えばリン脂質、スフィンゴリピド、糖脂質、アルキルホスホリピド、エ
ーテル脂質およびプラズマロゲンを包含するが、これらに限定されない。２層形成脂質の
１つの種類を使用するか、または２つ以上の種類の混合物を使用してよい。一部の実施形
態においては、脂質２層はリン脂質を包含する。適当なリン脂質は、例えば、ＤＭＰＣ、
ＤＭＰＧ、ＰＯＰＣ、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ジパルミトイ
ルホスファチジルセリン（ＤＰＰＳ）、カルジオリピン、ジパルミトイルホスファチジル
グリセロール（ＤＰＰＧ）、ジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳＰＧ）、
卵黄ホスファチジルコリン（卵ＰＣ）、大豆ホスファチジルコリン、ホスファチジルイノ
シトール、ホスファチジン酸、スフィンゴミエリンおよびカチオン性リン脂質を包含する
が、これらに限定されない。他の適当な２層形成脂質の例はカチオン性脂質および糖脂質
を包含する。１つの実施形態において、粒子は多くの場合、約７：３のモル比でＤＭＰＣ
およびＤＭＰＧのリン脂質２層を含む。別の実施形態において、粒子はＰＯＰＣのリン脂
質２層を含む。一部の実施形態においては、２層形成脂質の混合物を少なくとも約１：１
００、１：５０、１：２０、１：１０、１．５、３：７、１：２または１：１の何れかの
モル比で使用してよい。
【００４０】
　粒子はまた２層形成脂質ではない脂質中に含有させてもよい。このような脂質は、例え
ばコレステロール、カルジオリピン、ホスファチジルエタノールアミン（この脂質は特定
の状況下に２層を形成し得る）、オキシステロール、植物ステロール、エルゴステロール
、シトステロール、カチオン系脂質、セレブロシド、スフィンゴシン、セラミド、ジアシ
ルグリセロール、モノアシルグリセロール、トリアシルグリセロール、ガングリオシド、
エーテル脂質、アルキルリン脂質、プラズマロゲン、プロスタグランジンおよびリソリン
脂質を包含するが、これらに限定されない。一部の実施形態においては、送達粒子を調製
するために使用する脂質は１つ以上の結合した官能性部分、例えばターゲティング部分、
生物活性剤または精製または検出のためのタグを含んでよい。
【００４１】
　（キメラ脂質結合ポリペプチド）
　本発明は上記した送達粒子を調製するために使用してよいキメラ脂質結合ポリペプチド
を提供する。キメラ脂質結合ポリペプチドは１つ以上の結合した「官能性部分」、例えば
１つ以上ターゲティング部分、所望の生物学的活性を有する部分、精製のためのアフィニ
ティータグ、および／または、特性化または位置決めの試験のためのレポーター分子を含
んでよい。生物学的活性を有する結合した部分は送達粒子に取り込まれた生物活性剤の生
物学的活性の増強および／または相乗作用が可能な活性を有してよい。例えば生物学的活
性を有する部分は抗微生物（例えば抗真菌、抗細菌、抗原虫、細菌殺傷、真菌殺傷、また
は抗ウィルス）活性を有してよい。１つの実施形態においては、キメラ脂質結合ポリペプ
チドの結合した官能性部分は、脂質結合ポリペプチドが生物活性剤送達粒子内に取り込ま
れているときには脂質２層の疎水性表面と接触していない。別の実施形態においては、結
合した官能性部分は、脂質結合ポリペプチドが生物活性剤送達粒子内に取り込まれている
ときには脂質２層の疎水性表面と接触している。一部の実施形態においては、キメラ脂質
結合ポリペプチドの官能性部分は天然のタンパク質に内因性のものであってよい。一部の
実施形態においては、キメラ脂質結合ポリペプチドは細胞表面の受容体または他の細胞表
面部分により認識されるか、または、これと相互作用ができるリガンドまたは配列を含む
。
【００４２】
　一部の実施形態においては、キメラ脂質結合ポリペプチドはキメラアポリポタンパク質
である。１つの実施形態において、キメラアポリポタンパク質はネイティブのアポリポタ
ンパク質に内因性ではないターゲティング部分、例えばＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのα－
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交配因子ペプチド、葉酸、トランスフェリンまたはラクトフェリンを含む。別の実施形態
においては、キメラアポリポタンパク質は送達粒子に取り込まれた生物活性剤の活性の増
強および／または相乗作用をもたらす所望の生物学的活性を有する部分、例えばヒスタチ
ン－５、マガイニンペプチド、メリチン、デフェンシン、コリシン、Ｎ－末端ラクトフェ
リンペプチド、エキノカンジン、ヘプチジン、バクテニシンまたはシクロスポリンを含む
。１つの実施形態においてキメラ脂質結合ポリペプチドはアポリポタンパク質に内因性の
官能性部分を含んでよい。アポリポタンパク質内因性官能性部分の一例は、ヒトＡｐｏＥ
のアミノ酸１３０～１５０により概ね形成された内因性のターゲティング部分であり、こ
れは低密度リポタンパク質受容体ファミリーのメンバーにより認識される受容体結合領域
を含む。アポリポタンパク質内因性官能性部分の別の例は低密度リポタンパク質受容体と
相互作用するＡｐｏＢ－１００の領域およびスカベンジャー受容体Ｂ１型と相互作用する
ＡｐｏＡ－Ｉの領域を包含する。別の実施形態においては、官能性部分を合成により、ま
たは、組み換えにより付加してキメラ脂質結合ポリペプチドを製造してよい。
【００４３】
　本明細書においては、「キメラ」とは個別に存在することが可能であり、そして相互に
接合されてその構成成分分子の全ての所望の機能を有する単一の分子を形成する２個以上
の分子を指す。キメラ分子の構成成分分子は化学的コンジュゲート形成により合成により
接合するか、または、構成成分分子が全てポリペプチドまたはその類縁体である場合は、
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、単一の連続したポリペプチドが発現され
るように組み換えにより相互に融合させてよい。このようなキメラ分子は融合タンパク質
と称する。「融合タンパク質」とは構成成分分子が全てポリペプチドであり、そしてキメ
ラ分子が連続した単一の鎖を形成するように相互に接合（融合）しているキメラ分子であ
る。種々の構成分子を直接相互に結合することができ、または、１つ以上のリンカーを介
してカップリングすることもできる。
【００４４】
　本明細書においては、キメラ分子に関して「リンカー」または「スペーサー」とは、キ
メラ分子の構成成分分子に連結または接合する何れかの分子を指す。多くのリンカー分子
が例えばＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ　Ｉｌｌ
ｉｎｏｉｓ等から市販されている。適当なリンカーは当業者の知る通りであり、例えば直
鎖または分枝鎖の炭素リンカー、複素環炭素リンカーまたはペプチドリンカーが包含され
るが、これらに限定されない。キメラ分子が融合タンパク質である場合は、リンカーは融
合タンパク質を含むタンパク質に接合するペプチドであってよい。スペーサーは一般的に
はタンパク質に接合するか、またはある程度の最小距離または他の空間的関連性をそれら
の間に温存する以外の生物学的活性は特に有さないが、ペプチドスペーサーの構成成分で
あるアミノ酸は分子の何らかの性質、例えば折りたたみ構造、実質電荷または疎水性に影
響するように選択してよい。
【００４５】
　一部の実施形態においては、キメラ脂質結合ポリペプチド、例えばキメラアポリポタン
パク質は脂質結合ポリペプチド分子と、結合すべき官能性部分とを化学的にコンジュゲー
トすることにより調製する。分子を化学的にコンジュゲートする手段は当該分野でよく知
られている。このような手段は結合すべき部分の構造に従って変化するが、当業者が容易
に確認できるものである。
【００４６】
　ポリペプチドは典型的には種々の官能性の基、例えばカルボン酸（－ＣＯＯＨ）、遊離
アミノ（－ＮＨ２）、またはスルヒドリル（－ＳＨ）基を含み、これらは官能性の部分上
またはその部分を結合するためのリンカー上の適当な官能基との反応に使用できる。官能
性部分はアポリポタンパク質分子のＮ末端、Ｃ末端または内部の残基（例えばＮおよびＣ
末端の間の中間的な位置における残基）上の官能性の基において結合してよい。あるいは
、アポリポタンパク質および／またはタグ付けすべき部分を別の反応性官能基の曝露また
は結合が起こるように誘導することができる。
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【００４７】
　一部の実施形態においては、ポリペプチド官能性部分を含む脂質結合ポリペプチド融合
タンパク質は組み換え発現系を用いて合成する。典型的には、これには脂質結合ポリペプ
チドおよび官能性部分をコードする核酸（例えばＤＮＡ）配列を、２つのポリペプチドが
発現されればインフレームとなるように作成すること、プロモーターの制御下にＤＮＡを
おくこと、宿主細胞内でタンパク質を発現すること、および、発現されたタンパク質を単
離することが包含される。
【００４８】
　本明細書に記載する脂質結合ポリペプチド配列および官能性部分をコードする配列をク
ローニングするか、または、インビトロの方法、例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写系増幅系（ＴＡＳ）または自己持続性配列複製系（
ＳＳＲ）により増幅してよい。広範な種類のクローニングおよびインビトロの増幅方法が
当該分野で知られている。インビトロの増幅法を介して当業者に指示できる手法の例は、
例えば、Ｍｕｌｌｉｓら（１９８７）の米国特許４，６８３，２０２；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ（Ｉｎｎｉｓら編）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃ
Ａ（１９９０）（Ｉｎｎｉｓ）；Ａｒｎｈｅｉｍ＆Ｌｅｖｉｎｓｏｎ（Ｏｃｔｏｂｅｒ　
１，１９９０）Ｃ＆ＥＮ　３６－４７；Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　ＮＩＨ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ（１９９１）３：８１－９４；（Ｋｗｏｈら（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８６：１１７３；Ｇｕａｔｅｌｌｉら（１９９０）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７，１８７４；Ｌｏｍｅｌｌら（１９８９）
Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，３５：１８２６；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎら（１９８８）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２４１：１０７７－１０８０；Ｖａｎ　Ｂｒｕｎｔ（１９９０）Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ，８：２９１－２９４；Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ，（１９８９）Ｇ
ｅｎｅ，４：５６０；およびＢａｒｒｉｎｇｅｒら（１９９０）Ｇｅｎｅ，８９：１１７
に記載されている。
【００４９】
　さらに、所望の融合タンパク質配列をコードするＤＮＡは当該分野でよく知られた方法
、例えばＮａｒａｎｇら（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０－９９のホ
スホトリエステル法、Ｂｒｏｗｎら（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：１０
９－１５１のホスホジエステル法、Ｂｅａｕｃａｇｅら）（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅ
ｔｔ．，２２：１８５９－１８６２のジエチルホスホアミダイト法、または、米国特許４
，４５８，０６６の固体支持体法を用いて合成的に調製してよい。
【００５０】
　キメラ脂質結合ポリペプチド融合ポリペプチドをコードする核酸は宿主細胞内における
発現に適する形態の組み換え発現ベクター内に取り込むことができる。本明細書において
は、「発現ベクター」とは適切な宿主細胞に導入されれば転写され翻訳されてポリペプチ
ドとなり得る核酸である。ベクターはまたプロモーター、エンハンサーまたは他の発現制
御エレメント（例えばポリアデニル化シグナル）のような調節配列を含んでよい。このよ
うな調節配列は当該分野でよく知られている（例えばＧｏｅｄｄｅｌ（１９９０）Ｇｅｎ
ｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１８５
，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ；Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　
Ｋｉｍｍｅｌ，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１５２　Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ；Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版
）Ｖｏｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ，ｅｔｃ．参照）。
【００５１】
　一部の実施形態においては、キメラ脂質結合ポリペプチドの製造のための組み換え発現
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ベクターはプラスミドまたはコスミドである。他の実施形態において、発現ベクターはウ
ィルス核酸内に導入された核酸によりコードされるタンパク質の発現を可能とするウィル
スまたはその部分である。例えば複製欠損レトロウィルス、アデノウィルスおよびアデノ
関連ウィルスを使用できる。発現ベクターは全てのＤＮＡおよびＲＮＡファージ（例えば
コスミド）を含むバクテリオファージから誘導してよく、あるいは、ウィルスベクターは
全ての真核生物のウィルス、例えばバキュロウィルスおよびレトロウィルス、アデノウィ
ルスおよびアデノ関連ウィルス、ヘルペスウィルス、ワクシニアウィルスおよび全ての１
本鎖、２本鎖および部分２本鎖のＤＮＡウィルス、全ての正鎖および負鎖のＲＮＡウィル
ス、および複製欠損レトロウィルスから誘導する。発現ベクターの別の例は酵母人工染色
体（ＹＡＣ）であり、これは動原体と２つのテロメアの両方を含んでおり、小型線状染色
体としてＹＡＣが複製できるようになっている。別の例は細菌人工染色体（ＢＡＣ）であ
る。
【００５２】
　本発明のキメラ脂質結合ポリペプチド融合タンパク質は宿主細胞内で発現できる。本明
細書においては、「宿主細胞」という用語は上記したキメラアポリポタンパク質融合タン
パク質の製造のための組み換え発現ベクターを発現のためにトランスフェクトしてよい何
れかの細胞または細胞系統を指す。宿主細胞は単一の宿主細胞の子孫を包含し、そして子
孫は天然、偶発的または意図的な突然変異により必ずしも元の親の細胞と完全に同一（形
態学的または全ゲノムＤＮＡ相補性において）である必要はない。宿主細胞は上記した発
現ベクターでインビボでトランスフェクトまたは形質転換された細胞を包含する。適当な
宿主細胞は、例えば、細菌細胞（例えばＥ．ｃｏｌｉ）、真菌細胞（例えばＳ．ｃｅｒｅ
ｖｉｓｉａｅ）、無脊椎動物細胞（例えばＳＦ９細胞のような昆虫細胞）、および哺乳類
細胞を含む脊椎動物細胞を包含するが、これらに限定されない。
【００５３】
　キメラ脂質結合ポリペプチド融合タンパク質をコードする発現ベクターは標準的な手法
で宿主細胞にトランスフェクトすることができる。「トランスフェクション」または「形
質転換」とは、宿主細胞への外因性ポリヌクレオチドの挿入を指す。外因性ポリヌクレオ
チドは非組み込みベクター、例えばプラスミドとして維持されるか、または、宿主細胞ゲ
ノム内に組み込んでよい。トランスフェクション方法の例は、リン酸カルシウム共沈降法
、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、エレクトロポレ
ーションおよびマイクロインジェクションを包含するが、これらに限定されない。宿主細
胞をトランスフェクトするための適当な方法はＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第２版，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｐｒｅｓｓおよび他の実験
テキストに記載されている。核酸もまたインビボの細胞への核酸の導入に適する送達機序
を介して、例えばレトロウィルスベクター（例えばＦｅｒｒｙら（１９９１）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８８：８３７７－８３８１；およびＫａｙら（
１９９２）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：６４１－６４７参照）、アデノ
ウィルスベクター（例えばＲｏｓｅｎｆｅｌｄ（１９９２）Ｃｅｌｌ　６８：１４３－１
５５；およびＨｅｒｚ　ａｎｄ　Ｇｅｒａｒｄ（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，９０：２８１２－２８１６参照）、受容体媒介ＤＮＡ取り込み（
例えばＷｕ　ａｎｄ　Ｗｕ（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：１４６２１；
Ｗｉｌｓｏｎら（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７：９６３－９６７；および
米国特許５，１６６，３２０参照）、ＤＮＡの直接注入（例えばＡｃｓａｄｉら（１９９
１）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：８１５－８１８；およびＷｏｌｆｆら（１９９０）Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２４７：１４６５－１４６８）または粒子衝突（バイオリスティックス）（例え
ばＣｈｅｎｇら（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，９０：
４４５５－４４５９；およびＺｅｌｅｎｉｎら（１９９３）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｓ．３１
５：２９－３２参照）を介して細胞に転移できる。
【００５４】
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　発現された後、キメラ脂質２層ポリペプチドは当該分野で標準的な操作法、例えばアフ
ィニティー精製、硫酸アンモニウム沈殿、イオン交換クロマトグラフィーまたはゲル電気
泳動により精製してよい。
【００５５】
　一部の実施形態においては、キメラ脂質結合ポリペプチドは無細胞発現系を用いて、ま
たは、固相ペプチド合成により製造してよい。
【００５６】
　（修飾脂質結合ポリペプチド）
　一部の実施形態においては、脂質結合ポリペプチドが上記した生物活性剤送達粒子に取
り込まれた場合に修飾により粒子の安定性が増大するかターゲティング能力が付与される
ように修飾されたポリペプチドが提供される。一部の実施形態においては、修飾は粒子の
脂質結合ポリペプチドが粒子のディスク型構造またはコンホーメーションを安定化できる
ようにする。１つの実施形態においては、修飾は例えば部位指向的突然変異誘発による分
子内または分子間のジスルフィド結合の形成を可能にするアポリポタンパク質分子へのシ
ステイン残基の導入を包含する。別の実施形態においては、化学的交差結合剤を用いてア
ポリポタンパク質分子の間に分子間連結を形成することにより粒子の安定性を増大させる
。分子間の交差結合は粒子からのアポリポタンパク質分子の解離を防止または低減、およ
び／または粒子を投与する個体内におけるアポリポタンパク質分子による置換を防止する
。
【００５７】
　別の実施形態において、脂質結合ポリペプチドはアミノ酸残基１つ以上の化学誘導によ
るか、または、部位指向的突然変異誘発により、細胞表面受容体に対するターゲティング
能力またはそれによる認識がもたらされるように修飾される。
【００５８】
　（個体への生物活性剤の送達のための送達系）
　本発明は上記した生物活性剤送達粒子およびキャリア、場合により薬学的に受容可能な
キャリアを含む個体への生物活性剤の送達のための送達系を提供する。一部の実施形態に
おいては、送達系は生物活性剤有効量を含む。
【００５９】
　本明細書においては、「個体」とは生物活性剤を送達することが望まれる何れかの原核
生物または真核生物を指す。一部の実施形態においては、個体は細菌のような原核生物で
ある。別の実施形態においては、個体は真核生物、例えば真菌、植物、無脊椎動物、例え
ば昆虫、または脊椎動物である。一部の実施形態においては、個体は脊椎動物、例えばヒ
ト、非ヒト霊長類、実験動物、例えばマウスまたはラット、愛玩動物、例えばネコまたは
イヌ、または農業用動物、例えばウマ、ヒツジ、ウシまたはブタ、トリ（即ち鳥類の個体
）または爬虫類（即ち爬虫類の個体）である。
【００６０】
　一部の実施形態においては、送達粒子は個体への投与に適するキャリア中に処方される
。本明細書においては、「キャリア」とは生物活性剤の投与を容易にする比較的不活性で
ある物質を指す。例えばキャリアは組成物に形状またはコンシステンシーを付与し得るか
、または、希釈剤として作用し得る。「薬学的に受容可能なキャリア」とは生体適合性を
有し（即ち宿主に対して毒性でない）、そして薬理学的に有効な物質の投与の特定の経路
に適しているキャリアを指す。適当な薬学的に受容可能なキャリアは、例えば安定化剤、
水和および乳化剤、浸透圧調節用の塩、カプセル化剤、緩衝液および皮膚浸透増強剤を包
含するが、これらに限定されない。薬学的に受容可能なキャリアの例はＲｅｍｉｎｇｔｏ
ｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ａｌｆｏｎｓｏ　Ｒ．Ｇｅ
ｎｎａｒｏ編，第１８版，１９９０）に記載されている。
【００６１】
　本明細書においては、「有効量」とは所望の結果を得るために十分な生物活性剤の量を
指す。「治療有効量」または「治療用量」とは、有益な臨床結果、例えば疾患の症状の低
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減または緩解、真菌または細菌の感染の低減または緩解等を得るために十分な生物活性剤
の量を指す。
【００６２】
　一部の実施形態においては、送達系は生物活性剤送達粒子および薬学的に受容可能なキ
ャリアを含む薬学的組成物である。一部の実施形態においては、薬学的組成物は非ポリペ
プチド生物活性剤を含有する生物活性剤送達粒子および薬学的に受容可能なキャリアを含
む。一部の実施形態においては、生物活性剤送達粒子および生物活性剤は個体に投与され
た場合に非免疫原性である。免疫原性は当該分野で知られた方法により測定してよい。例
えば、免疫原性はＥＬＩＳＡ法により、例えば免疫吸着プレートに結合した等価な生物活
性剤送達粒子に結合した抗体について、生物活性剤送達粒子を投与してある個体から得た
血清をプローブすることにより試験してよい。
【００６３】
　（使用方法）
　本発明は個体に生物活性剤を投与するための方法を提供する。本発明の方法は脂質結合
ポリペプチド、脂質２層および生物活性剤を含有する上記した送達粒子を投与することを
包含し、ここで粒子の内部は脂質２層の疎水性表面を含む。場合により、薬学的に受容可
能なキャリア中において粒子の治療有効量を投与する。一般的には、粒子はネイティブの
細孔制限勾配ゲル電気泳動により測定した場合には約７～２９ｎｍの範囲の直径を有する
ディスク形状である。典型的には、生物活性剤は少なくとも１つの疎水性領域を含み、こ
れは脂質２層の疎水性領域内に組み込まれていてよい。
【００６４】
　投与経路は投与すべき生物活性剤の性質、個体または治療すべき状態により変動し得る
。個体が哺乳類である場合は、一般的には投与は非経口である。投与経路は例えば静脈内
、筋肉内、皮下、経粘膜、経鼻、脊髄内、局所および経皮を包含するが、これらに限定さ
れない。１つの実施形態においては、粒子はエアロゾルとして投与する。送達粒子は場合
により薬学的に受容可能なキャリアまたは賦形剤中の、個体への投与のために薬学的に許
容される形態において処方してよい。本発明は非経口投与のための溶液中の送達粒子の形
態の薬学的組成物を提供する。このような組成物の調製のためには、当該分野でよく知ら
れた方法を使用してよく、そして、薬学的に受容可能なキャリア、希釈剤、賦形剤または
当該分野で通常使用されるその他の添加物を使用してよい。
【００６５】
　本発明の送達粒子は適切な医薬品用のキャリアまたは希釈剤と組み合わせることにより
薬学的組成物に調製できる。例えば送達粒子を注射用溶液の製造に通常用いられている溶
媒、例えば生理食塩水、水、または水性デキストロースに溶解し得る。他の適当な薬学的
キャリアおよびその処方は上記したＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓに記載されている。このような処方は乾燥粉末または凍結乾燥粉
末の形態における送達粒子および場合により賦形剤を含有する滅菌バイアル中に製造され
得る。使用前に、生理学的に許容される希釈剤を添加し、そして溶液をシリンジで採取し
て個体への投与に付す。
【００６６】
　送達粒子は制御放出のために処方できる。本明細書においては、「制御放出」とは個体
内の生物活性剤の血中濃度が数時間、数日、数週間またはそれ以上の期間に渡る長期間、
治療範囲内に維持されるような速度における処方からの生物活性剤の放出を指す。送達粒
子は生態分解性または非生態分解性の制御マトリックス中に処方してよく、それらの多く
は当該分野で知られている。制御放出マトリックスは例えばヒドロゲルの形態の合成重合
体または共重合体を包含し得る。このような重合体の例はポリエステル、ポリオルトエス
テル、ポリ無水物、多糖類、ポリ（ホスホエステル）、ポリアミド、ポリウレタン、ポリ
（イミドカーボネート）およびポリ（ホスファゼン）およびポリラクチドコグリコリド（
ＰＬＧＡ）、即ちポリ（乳酸）とポリ（グリコール酸）の共重合体を包含する。コラーゲ
ン、アルブミンおよびフィブリノーゲン含有物質も使用してよい。
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【００６７】
　送達粒子は多くの状態、例えば細菌感染症、真菌感染症、疾患状態、代謝障害を治療す
るため、または、例えば細菌または真菌の感染（例えば術前または術後）を防止するため
の予防的投与として、本明細書に記載の方法に従って投与してよい。送達粒子は例えば腫
瘍に抗腫瘍剤（例えば化学療法剤、放射性核種）を送達するために使用してよい。１つの
実施形態において、脂質結合ポリペプチドは特定の腫瘍に対して粒子をターゲティングす
る部分を含む。送達粒子はまた栄養保健物質、即ち健康上の利益をもたらす食品または食
餌補給物の投与のために使用してよい。一部の実施形態においては、送達粒子は他の従来
の治療薬と共に、例えば複数の薬剤「カクテル」の部分として、または、例えば真菌感染
の治療のための経口投与薬剤１つ以上と組み合わせて、同時投与される。送達粒子はまた
殺虫剤または除草剤として投与してよい。
【００６８】
　１つの特徴において、本発明は個体における真菌感染症を治療するための方法を提供す
る。方法は個体に薬学的に受容可能なキャリア中の抗真菌剤の治療有効量を投与すること
を包含し、ここで抗真菌剤は脂質結合ポリペプチドおよび脂質２層を含む粒子内に取り込
まれており、ここで脂質２層の内部は疎水性である。１つの実施形態において、抗真菌剤
は脂質２層の疎水性の内部に取り込まれているＡｍＢである。一部の実施形態においては
、脂質結合ポリペプチドはターゲティング部分および／または生物活性剤を有する部分を
含むキメラタンパク質である。１つの実施形態においては、脂質結合ポリペプチドはター
ゲティング部分の酵母α－交配因子ペプチドを包含する。別の実施形態において、脂質結
合ポリペプチドは抗微生物ペプチドヒスタチン５を包含する。
【００６９】
　別の特徴において、本発明は個体における腫瘍を治療するための方法を提供する。方法
は薬学的に受容可能なキャリア中の上記した生物活性剤送達粒子中の化学療法剤の治療有
効量を投与することを包含する。１つの実施形態においては、化学療法剤はカンプトテシ
ンである。送達粒子の脂質結合ポリペプチド成分は腫瘍細胞に粒子をターゲティングする
ためのターゲティング部分を含んでよい。１つの実施形態においては、血管作用性腸ペプ
チド（ＶＩＰ）を脂質結合ポリペプチドに結合させる。乳癌細胞はＶＩＰ受容体を過剰発
現する場合が多いため、１つの実施形態においては、カンプトテシンおよび脂質結合ポリ
ペプチド－ＶＩＰキメラを含む生物活性剤送達粒子は乳癌の治療の方法において使用され
る。
【００７０】
　（ターゲティング）
　本発明の送達粒子は例えば特定の細胞または組織の型に対して、または、それ自体感染
物質に対して、粒子をターゲティングするためのターゲティング機能を有し得る。一部の
実施形態においては、粒子は脂質結合ポリペプチドまたは脂質成分に結合したターゲティ
ング部分を含む。一部の実施形態においては、粒子に取り込まれる生物活性剤はターゲテ
ィング能力を有する。
【００７１】
　一部の実施形態においては、受容体認識特性を脂質結合ポリペプチド、例えばアポリポ
タンパク質分子に組み込むことにより、粒子を特定の細胞表面受容体にターゲティングす
ることができる。例えば、生物活性剤送達粒子は、例えば粒子の脂質結合ポリペプチド成
分を修飾してこれがターゲティングされるべき細胞型の表面上の受容体と相互作用できる
ようにすることにより、感染性物質の特定の型を保有することがわかっている特定の細胞
型にターゲティングさせてよい。
【００７２】
　１つの特徴において、受容体媒介ターゲティング手法を用いて、リーシュマニア属由来
の原虫寄生虫に関する感染の原発部位であるマクロファージに抗リーシュマニア剤を送達
してよい。このような種の例は、熱帯リーシュマニア、ドノバンリーシュマニアおよびブ
ラジルリーシュマニアを包含する。抗リーシュマニア剤を含有する生物活性剤送達粒子は
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粒子の脂質結合ポリペプチド成分を改変してマクロファージ細胞内クラスＡスカベンジャ
ー受容体（ＳＲ－Ａ）による認識をもたらすことにより、マクロファージにターゲティン
グしてよい。例えばＳＲ－Ａと相互作用するように化学的または遺伝子的に修飾されてい
るアポリポタンパク質を、リーシュマニア種に対して有効な生物活性剤１つ以上、例えば
ＡｍＢ、５価アンチモニーおよび／またはヘキサデシルホスホコリンを含有する送達粒子
内に取り込んでよい。マクロファージに特異的に抗リーシュマニア剤を含有する送達粒子
をターゲティングすることは、リーシュマニア種の生育および増殖を抑制する手段として
使用してよい。
【００７３】
　１つの実施形態において、ＡｍＢを含有するＳＲ－Ａターゲティングされた生物活性剤
送達粒子をリーシュマニア感染の治療の必要な個体に投与する。別の実施形態においては
、別の抗リーシュマニア剤、例えばヘキサデシルホスホコリンをＡｍＢ含有粒子の投与の
前、同時または後に投与する。
【００７４】
　一部の実施形態においては、ターゲティングは脂質結合ポリペプチド、例えばアポリポ
タンパク質を生物活性剤送達粒子に取り込まれるように修飾し、これにより粒子にＳＲ－
Ａ結合能力を付与することにより達成する。一部の実施形態においては、例えばアルカリ
ｐＨにおいてマロンジアルデヒド、無水マレイン酸または無水酢酸を用いてリジン残基１
つ以上を化学修飾することにより脂質結合ポリペプチドの電荷密度を改変することにより
ターゲティングを達成する（例えばＧｏｌｄｓｔｅｉｎら（１９７９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９８：２４１－２６０）。１つの実施形態においてＡｐｏＢ－１
００またはそのトランケーションされた形態、例えばＡｐｏＢ－１００のＮ末端１７％（
ａｐｏＢ－１７の残基１～７８２）をマロンジアルデヒドとの反応により修飾する。１つ
の実施形態においては、アポリポタンパク質分子、例えば本明細書に記載したアポリポタ
ンパク質の何れかはまた、例えばアセチル化またはマレイル化により化学修飾して、抗リ
ーシュマニア剤を含有する生物活性剤送達粒子に取り込んでもよい。
【００７５】
　１つの実施形態においては、中性または負荷電のアミノ酸で正荷電アミノ酸１つ以上を
置き換えるための部位指向性突然変異誘発により脂質結合ポリペプチドを修飾することに
より送達粒子にＳＲ－Ａ結合能力を与える。
【００７６】
　別の実施形態においては、ＳＲ－Ａにより認識されるリガンドを有するＮまたはＣ末端
または負電荷の残基の高濃度を有するアミノ酸配列を含むキメラ脂質結合ポリペプチドを
調製することによりＳＲ－Ａ認識を付与する。負荷電ポリペプチドの伸長部は生物活性剤
送達粒子の脂質表面には結合させず、これにより、受容体のリガンド結合部位により接近
しやすくする。
【００７７】
　（生物活性剤送達粒子の調製方法）
　本発明は生物活性剤送達粒子を処方するための方法を提供する。１つの実施形態におい
ては、２層形成脂質および生物活性剤分子を含む混合物に脂質結合ポリペプチド分子を添
加することを包含する方法が提供される。
【００７８】
　一部の実施形態においては、脂質－生物活性剤混合物はまた、洗剤、例えばコール酸ナ
トリウム、コール酸またはオクチルグリコシドを含有し、そして方法はさらに脂質結合ポ
リペプチドを添加した後に洗剤を除去することを包含する。典型的には、洗剤は透析また
はゲル濾過により除去する。１つの実施形態においては、方法は、２層形成脂質および生
物活性剤分子を溶媒中で組み合わせて生物活性剤混合物を形成すること、混合物を乾燥し
て溶媒を除去すること（例えばＮ２気流下および／または凍結乾燥による）、乾燥した混
合物を洗剤を含有する溶液と接触させて脂質生物活性剤洗剤混合物を形成すること、この
混合物に脂質結合ポリペプチド分子を添加すること、および、次いで洗剤を除去する工程
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を包含する。
【００７９】
　一部の実施形態においては、粒子はミクロ流動化プロセッサーを用いて調製する。この
操作法は高圧を使用し、成分をともに反応チャンバーに強制投入する。
【００８０】
　一部の実施形態においては、粒子はアポリポタンパク質のような脂質結合ポリペプチド
の存在下に生物活性剤を含有する脂質ベシクルの懸濁液をインキュベートすることにより
調製する。１つの実施形態において懸濁液を超音波処理する。
【００８１】
　別の実施形態においては、送達粒子は予備形成されたベシクル分散液から調製する。脂
質、例えばリン脂質を緩衝液とともに水和し、撹拌または超音波処理により分散させる。
脂質２層ベシクルの分散液に、可溶化された生物活性剤を適当な溶媒中で添加することに
より脂質生物活性剤複合体を形成する。一部の実施形態においては、溶媒は脂質２層ベシ
クル分散液への生物活性剤の添加の後に除去が容易となるように、揮発性または透析可能
なものとする。さらに攪拌した後に、脂質結合ポリペプチドを添加し、試料をインキュベ
ートし、撹拌により混合および／または超音波処理する。典型的には、ベシクルおよびア
ポリポタンパク質を使用する特定の２層形成脂質または２層形成脂質の混合物のゲルから
液晶相への遷移温度において、またはその近傍でインキュベートする。相遷移温度は熱量
測定により求めてよい。
【００８２】
　好ましくは、例えば水性媒体中に分散されると脂質ベシクルが生物活性剤の沈殿や相分
離を伴うことなくキャリア溶媒から水性の環境への生物活性剤の遷移に適する環境を与え
るような適当な２層形成脂質組成物を使用する。予備形成された脂質２層ベシクルはまた
好ましくは、脂質結合ポリペプチド誘導の転換を起こして本発明の送達粒子を形成するこ
とが可能なものである。さらにまた、脂質生物活性剤複合体は好ましくは、適切な条件下
で脂質結合ポリペプチドとともにインキュベートすることにより生物活性剤送達粒子内へ
の変換を可能にする脂質ベシクルの特性を温存している。脂質基質生物活性剤複合体の組
織化および脂質結合ポリペプチドの特性の独特の組み合わせによりある系が創生され、こ
れにより、ｐＨ、イオン強度、温度および脂質生物活性剤脂質結合ポリペプチド濃度の適
切な条件下で、安定な脂質結合ポリペプチド限局脂質２層が２層の脂質環境内へ取り込ま
れた生物活性剤とともに創生されるようなこれらの物質の三次構造の再組織化が起こる。
ディスク型の粒子への種々のリン脂質ベシクルの変換を誘導する脂質結合ポリペプチドの
能力に対するｐＨ、イオン強度および脂質結合ポリペプチド濃度の影響に関する説明は例
えば、Ｗｅｅｒｓら（２００１）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２６８：３７２８－３５
を参照できる。
【００８３】
　上記した方法の何れかにより調製された粒子はさらに例えば透析、密度勾配遠心分離お
よび／またはゲル透過クロマトグラフィーにより精製してよい。
【００８４】
　生物活性剤送達粒子の形成のための製造方法において、操作法において使用される生物
活性剤の好ましくは少なくとも約７０、より好ましくは少なくとも約８０、更に好ましく
は少なくとも約９０、更により好ましくは少なくとも約９５パーセントが粒子内に取り込
まれる。
【００８５】
　本発明は上記した何れかの方法により製造された生物活性剤送達粒子を提供する。１つ
の実施形態においては、本発明は上記した方法の何れかにより調製された送達粒子および
薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組成物を提供する。
【００８６】
　（保存および安定性）
　本発明の粒子は種々の条件下において長期間安定である（例えば図５参照）。本発明の
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粒子または粒子を含む組成物は室温、冷蔵（例えば約４℃）または凍結（例えば約－２０
℃～約－８０℃）で保存してよい。それらは溶液中または乾燥（例えば凍結乾燥）して保
存してよい。生物活性剤送達粒子は不活性雰囲気下凍結乾燥状態で、凍結して、または溶
液において４℃で保存してよい。粒子は、個体への生物活性剤の投与の方法において使用
するために、液体媒体、例えば緩衝液（例えばリン酸塩または他の適当な緩衝液）中で、
または、キャリア、例えば薬学的に受容可能なキャリア中で保存してよい。あるいは、粒
子は乾燥、凍結乾燥形態で保存し、その後、使用前に液体媒体中に希釈再調製してよい。
【００８７】
　（キット）
　本明細書に記載した試薬および粒子はキット形態中にパッケージできる。１つの実施形
態においては、本発明は適当なパッケージ中に送達粒子および／または送達粒子を調製す
るために有用である試薬を含むキットを提供する。本発明のキットは以下の要素、即ち：
脂質結合ポリペプチド（例えばアポリポタンパク質）、リン脂質、生物活性剤、ベクター
、試薬、酵素、宿主細胞および／または組み換え脂質２層ポリペプチド（例えば組み換え
アポリポタンパク質）および／または脂質結合ポリペプチドキメラ（例えばアポリポタン
パク質キメラ）のクローニングおよび／または発現のための生育培地、および、個体に投
与するための送達粒子を処方するための試薬および／または薬学的に受容可能なキャリア
を個別または組み合わせて包含する。
【００８８】
　各試薬または処方は固体形態、液体緩衝液、または、保管に適する、または場合により
交換、または、反応、培養または注射用の媒体への添加に適する薬学的に受容可能なキャ
リア中に提供される。適当なパッケージが提供される。本明細書においては、「パッケー
ジ」とは系において慣用的に使用され、そして生物活性剤の送達のための方法において使
用するための試薬または成分（例えば送達粒子）１つ以上、または、送達粒子の調製また
は処方のための試薬１つ以上（例えばアポリポタンパク質分子、リン脂質、生物活性剤）
を固定された限界内において保持することができる固体マトリックスまたは物質を指す。
このような物質は例えば、ガラスおよびプラスチック（例えばポリエチレン、ポリプロピ
レンおよびポリカーボネート）のボトル、バイアル、紙、プラスチックおよびプラスチッ
クホイルラミネートの封筒等を包含するが、これらに限定されない。
【００８９】
　キットは場合により本発明の方法および処方操作法において有用な別の成分、例えば緩
衝液、反応表面または送達粒子を精製する手段を提供してよい。
【００９０】
　更に、キットは場合により、例えば送達粒子の製造、処方および／または使用に関する
、本発明の方法の実施に関する指示（すなわち、プロトコル）を示したラベルおよび／ま
たは取扱説明書または解説資料を含む。指示の資料は典型的には形式を特に限定しないが
書面による、または印刷された資料を包含する。このような取扱説明書を保存し、それを
エンドユーザーまで連絡することができる何れかの媒体が本発明に包含される。そのよう
な媒体は、例えば、電子的保存媒体（例えば磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チッ
プ）、光学的媒体（例えばＣＤＲＯＭ）等を包含するが、これらに限定されない。このよ
うな媒体はそのような取り扱い説明の資料を与えるインターネットサイトアドレスを含ん
でよい。
【００９１】
　以下の実施例は本発明を説明するものであり、限定する意図はない。
【実施例】
【００９２】
　実施例１　ＡｐｏＡ－Ｉ－リン脂質－アンホテリシンＢ粒子の調製および特性化
　（組み換えＡｐｏＡ－Ｉの調製）
　組み換えＡｐｏ－Ａ－ＩはＲｙａｎら（２００３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉ
ｏｎ　ａｎｄ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　２７：９８－１０３記載の通り調製し、そし
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て、以下に記載する通りＡｐｏ－Ａ－Ｉ－リン脂質ＡｍＢ粒子を調製するために使用した
。
【００９３】
　（ＡｐｏＡ－Ｉ－リン脂質－ＡｍＢ粒子の調製）
　ＡｐｏＡ－Ｉ－リン脂質－ＡｍＢ粒子は以下の通り調製した。
【００９４】
　ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）およびジミリストイルホスファチジ
ルグリセロール（ＤＭＰＧ）の７：３モル比をクロロホルム：メタノール（３：１、ｖ／
ｖ）に溶解した。ＤＭＰＣ／ＤＭＰＧ混合物１０ｍｇに、ＡｍＢ（２ｍｇ／ｍｌ；酸性化
クロロホルム：メタノール（３：１、ｖ／ｖ）中に溶解）０．２５ｍｌを添加した。混合
物をＮ２ガス気流下に乾燥し、容器の壁面上に薄膜を形成した。次に乾燥した試料を１６
時間凍結乾燥に付し、痕跡量の溶媒を除去した。
【００９５】
　乾燥した脂質混合物を０．５ｍｌのＴｒｉｓ－食塩水緩衝液（１０ｍＭＴｒｉｓ塩基１
５０ｍＭＮａＣｌ、ｐＨ８）に再懸濁し、混合物を３０秒間撹拌混合した。
【００９６】
　再懸濁した脂質混合物に、２２ｍＭコール酸ナトリウム０．５ｍｌを添加し、３分間撹
拌混合した。この混合物を１．２５時間、または混合物が透明となるまで、１０分おきに
撹拌混合しながら３７℃でインキュベートした。透明な溶液に、実施例１の通り調製した
２ｍｌの単離組み換えＡｐｏＡ－Ｉを１．５ｍｇ／ｍｌの濃度で添加し、混合物を更に１
時間３７℃でインキュベートした。コール酸ナトリウムを除去するために、２４時間おき
に透析緩衝液を交換しながらＴｒｉｓ－食塩水４リットルで４℃で７２時間試料を透析し
た。
【００９７】
　試料を密度勾配超遠心分離により更に精製した。１．５ｍｌ中固体ＫＢｒの添加により
１．３０ｇ／ｍｌの密度にまで溶液を調節した。試料を３ｍｌ遠沈管に写し、食塩水で覆
い、ＢｅｃｋｍａｎＬ７－５５遠心分離機中３時間２７５，０００×ｇで遠心分離した。
【００９８】
　（粒子の安定性）
　本操作法に従って調製した粒子は凍結乾燥形態において３ヶ月より長く安定であった。
【００９９】
　（粒子の特性化）
　ＵＶ／可視光線走査をＡｍＢを加えない以外は上記した通り調製したＡｐｏＡ－Ｉ－リ
ン脂質粒子に対して実施し、ＡｍＢ含有粒子について走査した場合と比較した。図１はＡ
ｍＢを含有しない粒子の走査結果を示す。観察された唯一のピークは２８０ｎｍ周囲のタ
ンパク質ピークであった。図２は上記した通り調製したＡｍＢ含有粒子の走査結果を示す
。２８０ｎｍ周囲のピークのほかに、スペクトルの３００～４００ｎｍの範囲に多くの別
のピークが観察され、ＡｍＢの存在が確認された。遊離のＡｍＢは水性媒体中不溶性であ
り、図２に観察されるものとは異なるスペクトル特性を有する。Ｍａｄｄｅｎら（１９９
０）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ　ｏｆ　Ｌｉｐｉｄｓ，５２：１８９
－９８。
【０１００】
　特性化試験によればＡｐｏＡ－Ｉ、リン脂質およびＡｍＢは、密度勾配超遠心分離に付
した際には個別の粒子集団として移行したことがわかった（図３）。複合体は粒子中のタ
ンパク質／脂質の比に依存する勾配の特徴的な密度で浮遊する。
【０１０１】
　更にまた、非変性条件下における勾配ゲル電気泳動によれば、生成した主な複合体は均
一な粒径を有し、ストークス直径は８．５ｎｍであった（図４）。単離された粒子の分析
によればＡｍＢ、リン脂質およびアポリポタンパク質の元のモル比からの大きな変動はな
かった。
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【０１０２】
　実施例２　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅに対する生物活性剤送
達粒子を含有するＡｍＢの抗真菌活性
　ＡｐｏＡ－Ｉ－ＤＭＰＣ／ＤＭＰＧ－ＡｍＢ粒子は実施例１に記載の通り調製し、複合
体の抗真菌活性を調べるために使用した。種々の量のＡｐｏＡ－Ｉ－ＤＭＰＣ／ＤＭＰＧ
－ＡｍＢ粒子（０～２５μｇＡｍＢ／ｍｌ）の存在下、ＹＰＤ培地中にＳ．ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅの培養物を成育させた。培養物を３０℃で１６時間生育させ、そして培養物の生
育の程度を分光光度計によりモニタリングした。図８に示す通り、ＡｍＢ含有粒子は用量
依存的な態様における真菌生育の抑制において極めて有効であった。
【０１０３】
　実施例３　生物活性剤送達粒子の長期安定性
　組み換えＡｐｏＥ３ＮＴ末端ドメイン（ＡｐｏＥ３ＮＴ）をＦｉｓｈｅｒら（１９９７
）Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　７５：４５－５３に記載の通り調製した。Ａｐ
ｏＲ３ＮＴ－ＡｍＢ含有粒子は実施例１に記載の通りコレート透析法により調製し、長期
安定性の評価に用いた。
【０１０４】
　図５は４℃のリン酸塩緩衝液中に保存（レーン１）、－２０℃のリン酸塩緩衝液中に保
存（レーン２）、または－８０℃のリン酸塩緩衝液中に凍結、凍結乾燥し、水に再溶解し
た後に分析した粒子のネイティブのＰＡＧＥ４～２０％勾配スラブゲルを示す。ＡｍＢ含
有粒子の粒径および移動性は凍結と解凍により、または凍結乾燥および再溶解により影響
を受けず、これらの条件下で粒子がその一体性を保持していたことを示している。これら
はＡｍＢ送達粒子のスケールアップおよび長期保存に関して重要なパラメーターである。
【０１０５】
　実施例４　ＰＯＰＣを用いたＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の調製
　ＡｐｏＡ－Ｉ－ＰＯＰＣ粒子を実施例１に記載したコレート透析法により調製した。Ａ
ｐｏＡ－Ｉ－ＰＯＰＣ粒子のネイティブのＰＡＧＥ勾配ゲル分析を図４に示す。ＡｍＢを
有さない粒子はレーン１に示し、ＡｍＢを有する粒子はレーン２に示す。ゲルは粒子への
ＡｍＢの取り込みがその粒径を改変しなかったことを示している。しかしながらゲルはＰ
ＯＰＣ含有粒子がレーン３に示すＤＭＰＣ／ＤＭＰＧ粒子とは異なる粒径であることを示
している。
【０１０６】
　実施例５　ミクロ流動化プロセッサーを用いたＡｍＢ含有粒子の調製
　ＡｐｏＡ－Ｉ、ＡｍＢ、卵ＰＣ、ＤＰＰＧおよびコレステロールをミクロ流動化試料ホ
ルダー内であわせ、ミクロ流動化プロセッサーの反応チャンバーに１８０００ｐｓｉで通
した。得られた溶液を収集し、粒子の形成、疎水性物質の取り込み、粒径および安定性に
ついて特性化した。直径約１６ｎｍのＡｍＢ含有粒子が得られ、これは凍結乾燥および水
溶液希釈再調製に対して安定であった。
【０１０７】
　実施例６　リン脂質ベシクルからのＡｍＢ含有粒子の調製
　２．５ｍｇのＡｍＢに相当するＤＭＳＯ中のＡｍＢの２０～４０ｍｇ／ｍｌ溶液の一部
を７：３のモル比でＤＭＰＣ：ＤＭＰＧを含有する予備形成されたリン脂質水性分散液に
添加することによりＡｍＢ含有リン脂質ベシクルの懸濁液を調製した。ベシクルはリン脂
質のゲルから液相への遷移温度（約２４℃）でインキュベートした。４ｍｇのアポリポタ
ンパク質を添加することにより試料の濁度は時間依存的に低下し、ＡｍＢ含有生物活性剤
送達粒子の形成と合致していた。完全な試料の透明性は１～２０分間２１～２５℃で穏や
かなバス内超音波処理を行うか、超音波処理しない場合は２４℃で４～１６時間以内に達
成された。得られた粒子は＞９０％のＡｍＢ取り込み効率、即ち、送達粒子内に回収され
たＡｍＢ原料の比率を示し、濾過、遠心分離または透析による原料の損失はなかった。そ
の他の試験によれば、５ｍｇ／１０ｍｇリン脂質の高濃度に調節したＡｍＢ濃度の場合に
同じ結果が得られることがわかる。この操作法は試験した５種のアポリポタンパク質（Ａ
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ｐｏＡ－Ｉ、ＡｐｏＥ３ＮＴ、Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ　ＡｐｏＩＩＩおよび抗真菌ペプ
チド、ヒスタミン５を含むＣ末端伸長部を含むヒトＡｐｏＡ－Ｉの変異体型、および、Ｓ
．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅα－交配因子ペプチドを含むＣ末端伸長部を含むヒトＡｐｏＡ－
Ｉの変異体型）のいずれを用いた場合も等しく良好に機能した。
【０１０８】
　ＡｐｏＡ－ＩまたはＡｐｏＥ３ＮＴ含有粒子の密度勾配超遠心分離によれば、１．１２
ｇ／ｍｌの範囲の特徴的な密度まで浮遊した粒子の単一の集団が明らかになり、脂質タン
パク質複合体の形成と合致した。密度勾配超遠心分離の後に得られた画分の特性化によれ
ば、リン脂質、ＡｍＢおよびアポリポタンパク質は勾配の同じ位置まで移行し、ＡｍＢ含
有粒子の形成と合致していた。
【０１０９】
　ＡｐｏＡ－Ｉ－ＡｍＢ含有粒子の相対的移行を既知標準物質とネイティブＰＡＧＥ上で
比較したところ、９０％を超える粒子が約８．５ｎｍのストークス直径を有していた。こ
の値は、ＡｍＢの非存在下に生成した粒子と同様であり、この生物活性剤の添加により粒
子の粒径分布を大きく改変しなかったことを示している。
【０１１０】
　ＡｐｏＡ－Ｉ－ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の全体的な安定性の尺度として、粒子を
－２０℃に凍結するか、凍結乾燥した。凍結／解凍により粒子の粒径分布に影響はなかっ
た。同様に粒子を凍結乾燥および水中の再溶解にふした場合でも粒径分布および試料の外
観に影響しなかった。
【０１１１】
　これらのデータはＡｍＢ、リン脂質およびアポリポタンパク質が組み合わさってＡｍＢ
が粒子の２層部分内に完全に組み込まれた生物活性剤送達粒子の均質な集団が形成された
ことを強力に示唆している。ＡｍＢ含有粒子の分光光度計分析によれば生物活性剤送達粒
子内のＡｍＢ可溶化に合致して可視光範囲におけるピークの特徴的なセットが明らかにな
った。
【０１１２】
　実施例７　別の操作法により調製した粒子との実施例６の通り調製されたＡｍＢ含有粒
子の比較
　実施例６に記載した方法を用いた生物活性剤送達粒子内への生物活性剤の取り込みを以
下の通りＳｈｏｕｔｅｎら（１９９３）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
　４４：４８６－４９２に従って調製した「ネオＨＤＬ」粒子内への取り込みと比較した
。即ち、クロロホルムに溶解した卵黄ホスファチジルコリン３ｍｇ、コレステロール０．
９ｍｇおよびＡｍＢ１．５ｍｇを２０ｍｌガラスバイアル中で混合し、溶媒を窒素気流下
に蒸発させた。脱気し、窒素飽和させた超音波処理緩衝液１０ｍｌ（１０ｍＭＴｒｉｓＨ
Ｃｌ、ｐＨ８．０、１００ｍＭＫＣｌ、１ｍＭＥＤＴＡおよび０．０２５％ＮａＮ３）を
添加し、バイアルの内容物を窒素気流下Ｍａｃｒｏｔｉｐ（１４μｍ平均出力）で超音波
処理した。温度を４１℃より高温、５０℃より低温に維持した。超音波処理は６０分後に
停止し、温度を４２℃にあわせた。超音波処理を継続し、４Ｍ尿素２ｍｌに溶解したＡｐ
ｏＡ－Ｉ２０ｍｇを１０分間かけて１０等分に分けて添加した。１０等分全てを添加した
後、超音波処理を４２℃で３０分間継続した。
【０１１３】
　次に超音波処理混合物を３分間遠心分離して大型の粒子および不溶性物質を除去し、上
澄みをＵＶ／可視光分光光度計で分析することにより生成粒子中に溶解したアンホテリシ
ンＢの量を調べた。溶液はわずかに白濁していることがわかった。試料を２５０ｎｍから
５００ｎｍまで走査した。比較のために実施例６に記載の操作法により調製したＡｍＢ含
有粒子を調べた。結果は図１２に示す通りである。ＡｍＢから生じるスペクトルの領域（
３００～５００ｎｍ）は２試料の間で極めて異なっている。実施例６に記載のプロトコル
を用いて生成させたＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子は粒子へのＡｍＢの溶解および取り込
みを示す強い特徴的な吸収最大を示していた（Ｍａｄｄｅｎら，上出）（図１２Ｂ）のに
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対し、Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等に従って調製した試料はこのような特徴的な最大スペクトルを
示さなかった（図１２Ａ）。実際、得られたスペクトルは脂質の非存在下におけるＡｍＢ
の水性分散液について上出のＭａｄｄｅｎ等により報告されたものと極めて似ている。即
ち、ＡｍＢは本操作法を用いては脂質粒子に取り込まれなかったが、実施例６に記載した
操作法は顕著なＡｍＢの取り込みをもたらした。
【０１１４】
　実施例８　リポソームＡｍＢ処方とのＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の抗真菌活性の比
較
　実施例６に記載の通り調製したＡｐｏＡ－Ｉ－ＡｍＢ粒子の抗真菌活性および市販のＡ
ｍＢリポソーム処方であるＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）を酵母Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅの生育を抑制するその能力に関して比較した。図１０のデータはＡｐｏＡ－Ｉ－ＡｍＢ
生物活性剤送達粒子はＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）として処方されたＡｍＢの同じ量よ
りも効果的にＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅの生育を抑制した。ＡｐｏＡ－Ｉ－ＡｍＢ生物活
性剤送達粒子は１μｇ／ｍｌで９０％の生育抑制を達成したのに対し、この抑制の水準に
は２５μｇ／ｍｌのＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）を必要とした。
【０１１５】
　ＡｐｏＡ－Ｉ－ＡｍＢ粒子およびＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）の抗真菌活性は、更に
、２種の病原性真菌、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）およ
びＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｔｕｓ（Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）に対して、
マイクロタイターブロス全細胞試験において比較した。対照として、ＡｍＢを有さない粒
子も試験した。結果を表１に示す。
【０１１６】
【表１】

　得られた結果はＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子がＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）より低
濃度で両方の病原性真菌種に対して有効であったことを示している。ＡｍＢを含まない対
照粒子は有効ではなかった。ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子は０．１μｇ／ｍｌの濃度で
Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓに対してＥＤ９０（９０％生育抑制が観察される濃度）を示したの
に対し、同じ水準の生育抑制を達成するには０．８μｇ／ｍｌのＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録
商標）が必要であった。Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓに対してはＡｍＢ含有生物活性剤送達粒
子は０．２μｇ／ｍｌの濃度で真菌生育の９０％を抑制したのに対し、同じ作用を達成す
るのに１．６μｇ／ｍｌのＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）が必要であった。
【０１１７】
　別の実験において、脂質結合ポリペプチドとしてアポリポタンパク質ＩＩＩを含有する
ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子とＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）を、病原性真菌の３種、
即ちＣ．ａｌｂｉｃａｎｓ、Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓおよびＣｒｙｐｔｃｏｃｃｕｓ　ｎ
ｅｏｆｏｒｍａｎｓ（Ｃ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）の生育を抑制するそれらの能力につい
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て比較した。データを表２に示す。
【０１１８】
【表２】

　ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子は０．０３μｇ／ｍｌの濃度でＣ．ａｌｂｉｃａｎｓの
生育の９０％を抑制した。ＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）では０．４μｇ／ｍｌの相当す
るＥＤ９０が得られた。Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓの場合は、ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒
子は０．１μｇ／ｍｌの濃度で真菌の生育の９０％を抑制したのに対し、同じ作用を達成
するのに２．５μｇ／ｍｌのＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）が必要であった。同様の態様
において、ＡｍＢ含有粒子はＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）より５倍低値のＡｍＢ濃度で
Ｃ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓの生育抑制において有効であった。
【０１１９】
　試験した全試料は実験に使用したＲＰＭＩ培地に可溶であり、そして真菌種のいずれに
対しても試験した試料のいずれにおいても沈殿や妨害は観察されなかった。これらのデー
タは本発明の生物活性剤送達粒子内のＡｍＢの処方がリポソーム処方よりも強力な抗真菌
活性を有することを示唆している。
【０１２０】
　実施例９　生物活性剤送達粒子内へのカンプトテシンの取り込み
　カンプトテシン含有生物活性剤送達粒子は以下の通り調製した。即ち、７：３モル比の
ＤＭＰＣ：ＤＭＰＧ（総量５ｍｇ）を１分間撹拌混合することにより緩衝液（２０ｍＭリ
ン酸ナトリウム、ｐＨ７．０）に分散することによりリン脂質２層ベシクルの分散液を形
成した。ＤＭＳＯ中のカンプトテシンの１０ｍｇ／ｍｌ溶液１０マイクロリットルをリン
脂質２層分散液に添加した。次に、組み換えヒトアポリポタンパク質Ａ－Ｉ（２０ｍＭリ
ン酸ナトリウムｐＨ７．０中４ｍｇ／ｍｌ溶液０．５ｍｌ）２ｍｇを添加し、次に試料を
超音波処理に付した。次に透明化した試料を３分間１３，０００×ｇで遠心分離し、上澄
みを回収し、４℃で保存した。
【０１２１】
　カンプトテシン含有粒子の蛍光スペクトルをドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）可溶化
カンプトテシンと比較しながら図１１に示す。蛍光測定値は３６０ｎｍの励起波長におい
てＰｅｒｋｉｎ　ＥｌｍｅｒＬＳ５０Ｂルミネセンス分光計上で、発光を４００～６００
ｎｍでモニタリングしながら測定した。ＳＤＳミセル中のカンプトテシンにより誘起され
た蛍光発光最大の青色シフト（図１１Ａ）を生物活性剤送達粒子に取り込まれたカンプト
テシン（図１１Ｂ）と比較したところ、送達粒子に対してミセルではより大きい疎水性環
境に薬剤が局在化していることが示唆される。
【０１２２】
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　実施例１０　ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の凍結割断電子顕微鏡観察
　凍結割断電子顕微鏡観察のためのＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の調製物を以下の通り
作成した。即ち、実施例６の通り調製したＤＭＰＣ：ＤＭＰＧ（７：３モル比）ＡｍＢ生
物活性剤送達粒子（３ｍｇ／ｍｌタンパク質）の試料をサンドイッチ法および液体窒素冷
却プロパンによりクエンチングした。低温固定試料を２時間未満液体窒素中に保存した後
、処理を行った。割断法はＪＯＥＬ　ＪＥＤ－９００凍結エッチング装置を用いて実施し
、そして曝露された割断面をＰｔで３０秒間２５～３５℃の角度で、そして炭素で３５秒
間（２ｋＶ／６０－８０ｍＡ、１×１０－５Ｔｏｒｒ）陰影化した。この方法で作成され
たレプリカを濃発煙ＨＮＯ３で２４時間洗浄した後、新しいクロロホルム／メタノール（
１：１容量）と共に少なくとも５回反復して攪拌した。この方法で洗浄されたレプリカを
ＪＯＥＬ　１００ＣＸまたはＰｈｉｌｉｐｓ　ＣＭ１０電子顕微鏡で検査した。
【０１２３】
　ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の凍結割断より得た電子顕微鏡写真を図９に示す。数種
の凍結割断調製物より得た電子顕微鏡写真は、高濃度の小型のタンパク質脂質複合体の存
在を示している。見かけの直径は、約２０～６０ｎｍの範囲であり、約４０ｎｍが高頻度
であった。凍結割断電子顕微鏡観察により得られた粒子の見かけの直径はネイティブの細
孔制限勾配ゲル電気泳動により測定した数値より大きい。この相違は電子顕微鏡観察によ
り粒子を可視化するために使用した試料の取り扱いまたは染色方法の影響と考えられる。
【０１２４】
　実質的に球状の複合体はリポソームにおいて特徴的な通り、凹面または凸面の割断面（
陰影がそれぞれ構造体の前側および後側）を示さない。更にまた、ミセル構造の証拠は観
察されなかった。
【０１２５】
　実施例１１　免疫コンピテントマウスにおけるＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の抗真菌
活性のインビボの評価
　ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子のインビボでの抗真菌活性を以下の通り評価した。
【０１２６】
　（動物）
　６～８週齢の雌性ＢＡＬＢ／ｃマウス（２０～２５ｇ）を標準的な実験室条件下に飼育
管理した。
【０１２７】
　（毒性試験）
　３匹のマウスの群に、各々、ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子中の用量（例えば１、２、
５、１０または１５ｍｇ／ｋｇＡｍＢ）またはＡｍＢを含有しない対照粒子を、１０ｍＭ
リン酸ナトリウムでｐＨ７．４に緩衝された食塩水中で投与した。単回用量は０．１ｍｌ
容量を腹腔内に投与した。予備試験によれば生物活性剤送達粒子はこれらの条件下で十分
可溶性であった。
【０１２８】
　注射の後、マウスは何らかの全身反応、例えば異常な運動または姿勢、呼吸困難、粗放
な体毛、または、摂餌や水摂取の困難について観察した。異常や死亡の観察は投与後即座
に開始し、そして７日間にわたり１日２回継続した。体重は同じ期間、毎日記録した。
【０１２９】
　血液は安楽死前に動物から採取した。肝酵素、例えばラクテートデヒドロゲナーゼに関
する血液の試験を行うことにより肝特異的損傷の程度を評価した。
【０１３０】
　（全身クリプトコッカス症の治療におけるＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の薬効）
　ＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の治療範囲を測定し、ＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）と
以下の通り比較した。
【０１３１】
　ＡｍＢに感受性のＣ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓの臨床単離株を培養し、２×１０６分生子
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／ｍｌの濃度で感染できるような接種物に調製した。各マウスには全身麻酔下に頭蓋内に
規定食塩水０．０５ｍｌ中１×１０５分生子の接種物を与えた。
【０１３２】
　感染後２時間から、抗真菌剤を５日間毎日０．１ｍｌの容量中腹腔内に投与した。使用
したＡｍＢの用量は上記した毒性試験に基づいて測定した。マウスの１つの投与群にはＡ
ｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）を投与し、１つの投与群にはＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子
を投与し、そして対照群には薬剤投与を行わなかった。
【０１３３】
　感染したマウスを１日２回モニタリングし、疾患や死亡の兆候があればそれを２８日ま
で記録した。体重は同じ期間毎日記録した。自然に動くことができないか、飼料や水の摂
取ができない瀕死の動物は安楽死させた。これらの試験の結果に基づいて、所見を確認し
、再現性を見るために、第２のセットの試験を実施した。使用したＡｍＢ用量ならびに対
照群および投与群のマウスの数は前の実験で得られた知見が反映されるように調節し得る
。
【０１３４】
　（組織真菌負荷の測定）
　マウスを投与最終日の翌日に屠殺した。腎臓および脳を無菌的に摘出し、計量した。組
織をホモゲナイズし、規定食塩水で連続希釈した。ホモジネートをＰＤＡ（ポテトデキス
トロース寒天）プレート上で４８時間培養し、コロニー形成単位（ＣＦＵ）を求めた。Ｃ
ＦＵ／グラム組織の真菌負荷を求めた。
【０１３５】
　（統計学的分析）
　生存率および腎臓または脳における平均ＣＦＵの差を適切な統計学的試験を用いて比較
した。
【０１３６】
　（薬物動態試験）
　０．８および２．０ｍｇ／ｋｇの用量でＡｍＢ生物活性剤送達粒子またはＡｍＢｉｓｏ
ｍｅ（登録商標）の静脈内注射後、１０分、２、８および２４時間の時点で血液、肝、腎
、肺および脳脊髄液の試料を感染マウスから採取した。マウスは全身麻酔状態とし、全血
液を腋窩血管より採取した。開胸し、組織試料を規定食塩水で灌流し、次に外科的に摘出
した。組織を１－アミノ－４－ニトロナフタレンを含有するメタノールでホモゲナイズし
た。血清および組織ホモジネートの上澄みは分析まで保存した。各試料中のＡｍＢの濃度
はＧｒａｎｉｃｈら（１９８６）Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈ
ｅｒ．２９：５８４－８８に記載の通り高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）により
測定した。慨すれば、血清試料（０．１ｍｌ）をミリリットル当たり内標準である１－ア
ミノ－４－ニトロナフタレン１．０ｍｇを含有するメタノール１．０ｍｌと合わせ、回転
混合した。遠心分離の後、上澄みを減圧下に乾燥し、その後ＨＰＬＣカラム（Ｃ１８逆相
）上の注入用に、メタノール０．２ｍｌ中に再溶解した。計量した湿潤組織試料は、ガラ
スホモゲナイザーを用いてミリリットル当たり内標準５．０ｍｇを含有するメタノール１
０容量中でホモゲナイズし、遠心分離した。移動層はアセトニトリルおよび１０ｍＭ酢酸
ナトリウム緩衝液（ｐＨ４．０；１１：１７（ｖ／ｖ））の混合物とし、流量は１．０ｍ
ｌ／分とした。ＡｍＢの濃度は内標準に対するＡｍＢのピーク高さの比により求めた。
【０１３７】
　実施例１２　腫瘍細胞に対するカンプトテシン含有生物活性剤送達粒子のターゲティン
グ
　脂質結合ポリペプチド成分に結合したＶＩＰターゲティング部分を有する生物活性剤送
達粒子を調製した。
【０１３８】
　カンプトテシン含有粒子の脂質結合ポリペプチド成分は脂質結合ポリペプチドのコーデ
ィング配列を保有するプラスミドベクターで形質転換されているＥｓｃｈｅｌｉｃｈｉａ
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　ｃｏｌｉ（Ｅ．ｃｏｌｉ）において組み換え形態として作成してよい。例えば、組み換
えヒトＡｐｏＡ－Ｉを使用してもよい。ＡｐｏＡ－Ｉ発現プラスミドを保有するＥ．ｃｏ
ｌｉ細胞は３７℃の培地中で培養した。６００ｎｍにおける培養物の光学密度が０．６に
達した時点でイソプロピルチオガラクトシド（０．５ｍＭ終濃度）の添加によりＡｐｏＡ
－Ｉの合成を誘導した。更に３時間培養した後、細菌を遠心分離により沈殿させ、超音波
処理により粉砕した。細胞溶解物を４℃で３０分間２０，０００×ｇで遠心分離し、Ａｐ
ｏＡ－Ｉを上澄み画分から単離した。
【０１３９】
　組み換え脂質結合ポリペプチドキメラは２８アミノ酸ニューロペプチドである血管作用
性の腸ペプチド（ＶＩＰ）に相当するＮ末端および／またはＣ末端ペプチド伸長部をＡｐ
ｏＡ－Ｉが含むように操作することにより作成した。ＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラを用い
てリン脂質、カンプトテシンおよびＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラよりなる生物活性剤送達
粒子を作成してよい。
【０１４０】
　例えばＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラは、末端ＨｉｎｄＩＩＩおよびＸｂａＩ部位を有す
るＶＩＰ配列のコーディング配列に相当する相補オリゴヌクレオチドプライマーを合成す
ることにより構築してよい。オリゴヌクレオチド（～１００塩基対）をアニーリングして
所望の「付着末端」を有する２本鎖ＤＮＡを作成し、そして、適切に位置づけられたＨｉ
ｎｄＩＩＩおよびＸｂａＩ制限酵素部位を有するＡｐｏＡ－Ｉコーディング配列含有プラ
スミドベクター内にサブクローニングした。ライゲーション、形質転換および陽性キメラ
構築物のスクリーニングの後、プラスミドＤＮＡを単離し、自動ジデオキシ鎖終止配列分
析に付した。配列が所望のキメラについて予測されたものに相当することが確認された後
、組み換えＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラの作成を野生型ＡｐｏＡ－Ｉに関して前記した通
り、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて実施した。次に精製された組み換えキメラを、ゲル電気泳動、
質量スペクトル分析により、そして、実施例８に記載した野生型ＡｐｏＡ－Ｉと同様の態
様で本発明の生物活性剤送達粒子を作成する能力があるかどうかについて、評価した。
【０１４１】
　ＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラ－カンプトテシン含有生物活性剤送達粒子を乳癌細胞生育
抑制試験において使用することにより、脂質粒子ターゲティングの程度を測定し得る。例
えば、ヒト乳癌細胞系統ＭＣＦ－７をＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃ
ｏｌｌｅｃｔｉｏｎから入手し、１０％ウシ胎児血清および抗生物質ペニシリンおよびス
トレプトマイシンを添加した変性Ｅａｇｌｅ培地中単層培養物として湿潤５％ＣＯ２イン
キュベーター中３７℃で維持した。単離した野生型のＡｐｏＡ－ＩまたはＡｐｏＡ－Ｉ－
ＶＩＰキメラを放射性ヨウ素化し、本発明のカンプトテシン含有生物活性剤送達粒子に取
り込み、細胞と共にインキュベートした。４℃で培養ＭＣＦ－７細胞と共に標識カンプト
テシン含有生物活性剤送達粒子をインキュベートした後、細胞に会合した放射能を測定し
た。ＭＣＦ細胞へのＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラまたは生物活性剤送達粒子会合ＡｐｏＡ
－Ｉ－ＶＩＰキメラの結合と競合するＶＩＰの能力を競合的結合試験において測定した。
細胞結合データはＳｃａｔｃｈａｒｄ分析により評価した。ＡｐｏＡ－Ｉ－ＶＩＰキメラ
生物活性剤送達粒子のＭＣＦ－７細胞内在化の程度は、３７℃において放射標識ＡｐｏＡ
－Ｉ－ＶＩＰキメラ含有生物活性剤送達粒子と共にインキュベートしながら測定した。イ
ンキュベーションおよび洗浄の後、トリクロロ酢酸可溶性放射能を測定し、脂質結合ポリ
ペプチド分解の尺度とした。
【０１４２】
　種々の生物活性剤送達粒子を用いた生育抑制および細胞毒性試験を試験管内腫瘍細胞感
受性試験において評価した。指数生育期の細胞を培地に再懸濁し、細胞数を電子カウンタ
ーで計数した。あるいは、ＭＣＦ－７クローン生育のカンプトテシン－ＡｐｏＡ－Ｉ－Ｖ
ＩＰキメラ生物活性剤送達粒子の抑制を低下した３５Ｓ－メチオニン取り込みに基づいて
評価し得る。細胞の一部を三連で培養皿に接種した。インキュベーションの後、特定の脂
質粒子を保存溶液から採って皿に添加し、カンプトテシンの終濃度を０、０．１、１、５
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、１０、５０、１００および２５０ｎＭとした。０～７２時間の特定の時間間隔の後、培
地を吸引除去し、新しい培地を添加した。種々の曝露時間による各薬剤濃度における生存
率をトリパンブルー排除細胞の数の比から求め、カンプトテシンを含まない対照粒子で得
られた結果と比較した。
【０１４３】
　上記した本発明は明確な理解を目的にして説明および例示のためにある程度詳細に説明
したが、本発明の精神および範囲から外れることなく特定の変化および変更を実施できる
ことは等業者の知る通りである。従って、説明は、添付の請求項により定義される本発明
の範囲を限定するものではない。
【０１４４】
　本明細書において引用した全ての出版物、特許および特許出願は、全ての目的のため、
そして、個々の出版物、特許および特許出願が参照により組み込まれるように特定、個別
に指示されるような程度にまで、その全体が本明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１４５】
【図１】図１は実施例１に記載の通り調製した生物活性剤を含まないＡｐｏＡ－Ｉ－リン
脂質粒子の２５０～４５０ｍｍのＵＶ／可視光の吸収スペクトルを示す。
【図２】図２は実施例１に記載の通り調製したＡｐｏＡ－Ｉ－リン脂質－ＡｍＢ粒子の２
５０～４５０ｍｍのＵＶ／可視光の吸収スペクトルを示す。
【図３】図３は密度勾配超遠心分離の後のＡｐｏＡ－Ｉ－リン脂質－ＡｍＢ粒子の画分番
号ｖｓタンパク質濃度のプロットを示す。粒子は実施例２に記載の通り調製し、そしてＫ
Ｂｒを添加することにより１．３ｇ／ｍｌの密度に調節した。溶液を１０℃２７５，００
０ｇで５時間にわたり断続的な勾配で遠心分離した。遠心分離の後、試験管の内容物を上
部から分画し、各画分のタンパク質濃度を測定した。
【図４】図４は４～２０％アクリルアミド勾配スラブゲル上のＡｐｏＡ－Ｉ－リン脂質粒
子のネイティブのポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）分析を示す。粒子をＡｐ
ｏＡ－Ｉおよび２種の脂質調製物、ＤＭＰＣ／ＤＭＰＧまたはパルミトイルオレイルホス
ファチジルコリン（ＰＯＰＣ）を用いて調製した。ゲルはクーマシーブルーで染色した。
レーン１：ＡｐｏＡ－ＩＰＯＰＣ粒子；レーン２：ＡｐｏＡ－Ｉ－ＰＯＰＣ－ＡｍＢ粒子
；レーン３：ＡｐｏＡ－Ｉ－ＤＭＰＣ／ＤＭＰＧ－ＡｍＢ粒子。粒径標準物の相対的移行
を左側に示す。
【図５】図５はアポリポタンパク質ＥのＮ末端ドメイン（ＡｐｏＥ３ＮＴ）－ＤＭＰＣ／
ＤＭＰＧ－ＡｍＢ粒子の安定性の粒径と構造の一貫性に対する種々の保存条件の作用を比
較したものである。粒子は密度超遠心分離により単離し、ネイティブのＰＡＧＥ４～２０
％勾配スラブゲル上の電気泳動に付した。ゲルはアミドブラックで染色した。レーン１：
２４時間４℃でリン酸塩緩衝液中に保存した粒子；レーン２：２４時間－２０℃でリン酸
塩緩衝液中に保存した粒子；レーン３：凍結乾燥し、２４時間－８０℃で凍結保存し、そ
の後水中で再希釈した粒子。粒径標準物の相対的移行を左側に示す。
【図６】図６は生物活性剤送達粒子の形状および分子の組織を模式的に説明するものであ
る。
【図７】図７はキメラ脂質結合ポリペプチドおよび生物活性剤送達粒子へのその取り込み
を模式的に示すものである。キメラタンパク質はターゲティング部分（図７Ａ）または所
望の生物活性を有する部分（図７Ｂ）を含み得る。図７Ｃは生物活性剤送達粒子内への図
７Ａおよび７Ｂに示すキメラポリペプチドの取り込みを模式的に示すものである。
【図８】図８は実施例２に記載した培養物中のＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖ
ｉｓｉａｅ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）に対するＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子の抗真
菌活性をグラフにより示したものである。
【図９】図９は実施例１０に記載の通り調製したＡｍＢ含有生物活性剤送達粒子のフリー
ズフラクチャー電子顕微鏡写真である。
【図１０】図１０は実施例８に記載したＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅの生育を抑制するＡｐ
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ｏＡ－Ｉ－ＤＭＰＣ／ＤＭＰＧ－ＡｍＢ粒子およびＡｍＢｉｓｏｍｅ（登録商標）の能力
を比較したものである。
【図１１】図１１は実施例９に記載したＳＤＳ中に可溶化されたカンプトテシン（図１１
Ａ）とカンプトテシン含有生物活性剤送達粒子（図１１Ｂ）の蛍光スペクトルを比較した
ものである。
【図１２】図１２は実施例７に記載した通り調製した脂質粒子（図１２Ａ）および実施例
６に記載した通り調製した生物活性剤送達粒子（図１２Ｂ）へのＡｍＢ取り込みのＵＶ／
可視光スペクトルの比較を示す。
【図１３】図１３は生物活性剤送達粒子の調製の操作法の実施形態を説明している。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１３】
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