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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脂質－薬物ナノ粒子を無菌的に調製するためのシステムであって、 
　水混和性の有機溶媒中の脂質を含む有機脂質溶液を保持するための、第１保持ユニット
； 
　薬物を含む水性溶液を保持するための、第２保持ユニット； 
　前記第１保持ユニットから移送された有機脂質溶液と前記第２保持ユニットから移送さ
れた水性薬物溶液とを混合して脂質－薬物混合物を生成するための、混合ユニット； 
　前記第１保持ユニットからの有機脂質溶液を前記混合ユニットに含有される水性薬物溶
液に、前記混合ユニット内の溶液の有機溶媒濃度がその注入初期値から注入終期値への勾
配を形成するように添加するための、注入手段； 
　水性緩衝液を保持するための、第３保持ユニット； 
　前記混合ユニットから移送された脂質－薬物混合物を、前記第３保持ユニットから移送
された水性緩衝液で希釈してリポソーム懸濁液を生成するための、希釈ユニット；
　前記リポソーム懸濁液を濃縮し、前記有機溶媒を除去するためのトランスフローフィル
ターを含む、濃縮ユニット；および 
　前記の有機溶媒除去後の濃縮リポソーム懸濁液を回収するための、単回使用ベッド
を含む；
　ここで、前記システムが、単回のバッチ使用に適合されるように、滅菌された使い捨て
の構成要素を含む、前記システム。 
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【請求項２】
　第１保持ユニットに接続された、有機脂質溶液を調製するためのユニットをさらに含む
、請求項１に記載のシステム。 
【請求項３】
　有機脂質溶液が第１保持ユニットに移送される間に該溶液を殺菌するためのフィルター
をさらに含む、請求項１または２に記載のシステム。 
【請求項４】
　脂質溶液、薬物溶液、脂質－薬物混合物および懸濁液が、無菌である、請求項１～３の
いずれか一項に記載のシステム。 
【請求項５】
　濃縮ユニットが、単回使用ポンプ室付きのダイヤフラム定量ポンプを含む、請求項１～
４のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項６】
　脂質が、カチオン性脂質、ヘルパー脂質、ステロール、およびポリエチレングリコール
（ＰＥＧ）－脂質結合体を含む、請求項１～５のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項７】
　脂質が、標的脂質をさらに含む、請求項１～６のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項８】
　薬物が、ｄｓＲＮＡ分子である、請求項１～７のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項９】
　水混和性の有機溶媒が、エタノールである、請求項１～８のいずれか一項に記載のシス
テム。 
【請求項１０】
　第１および第２の溶液が、３５～４０℃の温度で混合される、請求項１～９のいずれか
一項に記載のシステム。 
【請求項１１】
　第２保持ユニットが、薬物を水性緩衝液中にｐＨ３．５～ｐＨ４．５で含有する、請求
項１～１０のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項１２】
　第３保持ユニットが、水性緩衝液を中性ｐＨで含む、請求項１～１１のいずれか一項に
記載のシステム。 
【請求項１３】
　薬物を封入したリポソームの平均粒子径が、５０ｎｍ～１５０ｎｍである、請求項１～
１２のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項１４】
　注入手段が、混合ユニット内の水性溶液の空気と水との界面に有機溶液を送達する注入
ポートを含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項１５】
　注入手段が、混合ユニット内の水性溶液中に浸漬されており、そこに有機溶液を送達す
る注入ポートを含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項１６】
　凍結乾燥手段をさらに含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載のシステム。 
【請求項１７】
　凍結乾燥手段が、凍結手段および乾燥手段を含む、請求項１６に記載のシステム。 
【請求項１８】
　水性緩衝液が、スクロースまたはトレハロースを含む、請求項１６または１７に記載の
システム。 
【請求項１９】
　凍結手段が、脂質－薬物混合物を１℃／分で２０℃から－４０℃まで冷却する、請求項
１７または１８に記載のシステム。 
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【請求項２０】
　乾燥手段が、脂質－薬物混合物を約－１５～約－３５℃にて乾燥する手段を含む、請求
項１７～１９のいずれか一項に記載のシステム。
【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、２０１１年１１月４日に出願された米国仮出願第61/556,124号の利益を主張
し、これはその全体が参照によって本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本明細書は、脂質－核酸ナノ粒子を、簡単にかつ再現性よく無菌条件下で形成する方法
のための、単回使用構成要素を含むシステムに向けられている。
【背景技術】
【０００３】
　脂質は、治療用分子の送達、特に核酸の送達のための担体として潜在的に有用である。
脂質はリポソームを形成し、これは核酸分子を封入、複合化、または取り込むことができ
、それにより、このクラスの治療用分子の標的細胞への送達を、例えば静脈内から循環へ
等の投与によって増強する。医薬組成物におけるそれらの有用性は、脂質－核酸ナノ粒子
を再現性よく生成するために利用可能な方法によって制限される。様々な方法が、かかる
ナノ粒子を生成するために考案されている。
　脂質（小胞）のみからなるナノ粒子を、簡単にかつ再現性よく、超音波処理することな
く生成する一つの方法は、Batzri et al., 1973, Biophys Biochem Acta 298:1015-19お
よびKremer et al., 1977, Biochemistry 16:3932-35に記載されたエタノール注入を利用
し、ここでは、エタノール中に溶解された脂質を水性溶液中に注入して、リポソームを自
発的に形成させる。
【０００４】
　Van Buitenen et al. US 7468151には、リポソームなどの微粒子を殺菌するための閉回
路システムが記載されている。回路システムは、トランスフロー（transflow）濾過（Ｔ
ＦＦ）ユニットに接続された混合室を含む。ＴＦＦユニットは、微粒子の分散液を無菌条
件下で精製する。液体は、ＴＦＦを介して混合室から無菌的にポンプで送りこまれる。Ｔ
ＦＦに保持された物質（保持液）は、精製される前に、混合室とＴＦＦユニットを介して
再利用される。精製プロセスは、ＴＦＦ保持液中の微粒子を除去することなく、一つの装
置で無菌的に行われる。
【０００５】
　他では、核酸－リポソーム粒子を、脂質と核酸を結合する特定の方法を用いて生成する
方法が記載されている。Hirota et al., 1999, BioTechniques 27:286-89には、核酸分子
でコーティングされたリポソームが、エタノール中のカチオン性脂質が核酸の水性溶液中
に注入された場合に、自発的に形成されることを教示している。Maurer et al., 2001, B
iophysical J, 80:2310-26およびMaurer et al. US 7094423には、リポソーム中に核酸分
子を封入する方法を教示している。この方法は、カチオン性脂質を含む予備成形リポソー
ムの使用を含む。リポソームは、エタノールを水性溶液に添加することによって不安定化
される。核酸分子は、不安定な脂質に添加される。エタノールを除去すると、リポソーム
は、再形成しつつ核酸を封入する。核酸をリポソームに封入する別の方法は、Semple et 
al., 2001, Biophys Biochem Acta 1510:152-66およびSemple et al. US 6858225に教示
されている。この方法は、リポソームを形成するためにイオン化可能なカチオン性脂質を
用いて、封入効率を高める。脂質のエタノール溶液を、低ｐＨで緩衝された水性溶液中の
核酸と混ぜ合わせる。次にエタノールを、ｐＨを中性の値に上昇させつつ、除去する。再
構成中の凝集がサイズに大きなばらつきをもたらすため、どちらの方法も、得られたリポ
ソームの更なる処理を必要とする。
【０００６】
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　MacLachlan et al. US 7901708には、核酸を封入した均一サイズのリポソームを生成す
るための、方法および装置が記載されている。水性緩衝液におけるＲＮＡの流れは、エタ
ノール中のカチオン性脂質の流れと、Ｔコネクタにおいてほぼ等しい流量で混合され、こ
こで脂質小胞は、高エタノール濃度（４５％）で瞬時に形成される。溶媒および溶質濃度
は、混合プロセス全体を通して一定に保たれる。リポソームが希釈される静的ミキサーは
関与しない。安定した核酸リポソームは、プロセスの終了時において、滅菌充填ステップ
の直前に滅菌される。
　上記の方法は、リポソームの生成プロセス中に細菌汚染を最小限にするための多大な労
力を必要とし、これには、オートクレーブ処理、洗浄、規制的負荷を満たすこと含む。予
備形成されたリポソームを調製するための大規模な機械的処理ステップを必要とせず、脂
質－核酸粒子を単分散集団に減少させる処理ステップも必要とすることなく核酸を封入す
るための製造方法に対する、未だに満たされていない必要性が存在する。
【発明の概要】
【０００７】
　本説明の一側面は、脂質－核酸ナノ粒子を無菌的に調製するためのシステムであって、
　水混和性の有機溶媒中の脂質を含む有機脂質溶液用の、第１保持ユニット；
　治療薬を含む水性溶液用の、第２保持ユニット；
　静的ミキサー付き混合ユニット、
　有機脂質溶液を混合室に添加する、注入手段；
　水性緩衝液用の、第３保持ユニット；
　希釈ユニット；
　リポソーム懸濁液を濃縮し、有機溶媒を除去するためのトランスフローフィルターを含
む、濃縮ユニット；および
　有機溶媒を除去した後の濃縮リポソーム懸濁液を回収するための、単回使用ベッド
を含む；ここで、混合ユニットは水性薬物溶液を含有し、脂質溶液は、混合ユニットの薬
物溶液に少なくとも５分間定常的に添加されて、最大で１２：１の脂質：ＲＮＡ比を有す
る脂質－薬物混合物を生成し、
　ここで、脂質－薬物混合物は希釈ユニットに移送され、水性緩衝液の添加により希釈さ
れ；および
　ここで、前記システムは滅菌された使い捨ての構成要素から構成されて、単回のバッチ
使用に適合するようになっている、前記システムである。
【０００８】
　システムはさらに、第１保持ユニットに接続された、有機脂質溶液を調製するためのユ
ニットを含んでよい。システムはさらに、有機脂質溶液を、これが第１保持ユニットに移
送される間に殺菌するためのフィルターを含んでよい。システムはさらに、無菌の、脂質
溶液、薬物溶液、脂質－薬物混合物および懸濁液を含んでよい。濃縮ユニットは、単回使
用ポンプ室付きのダイヤフラム定量ポンプを含んでよい。脂質は、カチオン性脂質、ヘル
パー脂質、ステロール、およびポリエチレングリコール（ＰＥＧ）－脂質結合体を含むこ
とができ、さらに標的脂質を含んでよい。治療薬はｄｓＲＮＡ分子である。混合物中の脂
質とｄｓＲＮＡの濃度は、２．５：１の脂質：ＲＮＡ電荷比からなる。水混和性の有機溶
媒は、エタノールであってよい。第１および第２の溶液は、３５～４０℃の温度で混合さ
れてよい。第２保持ユニットは、治療薬を水性緩衝液中にｐＨ３．５～ｐＨ４．５で含有
してよい。第３保持ユニットは、水性緩衝液を中性ｐＨで含むことができる。治療薬を封
入したリポソームの平均粒子径は、８０ｎｍ～１５０ｎｍであってよい。注入手段は、混
合ユニット内の水性溶液の空気と水との界面に有機溶液を送達する注入ポートを含むか、
または、混合ユニット内の水性溶液中に浸漬されておりそこに有機溶液を送達する注入ポ
ートを含む。システムはさらに、凍結乾燥ステップを含んでよい。凍結乾燥ステップは、
凍結ステップおよび乾燥ステップを含んでよい。水性緩衝液は、スクロースまたはトレハ
ロースを含んでよい。凍結ステップは、脂質－薬物混合物を１℃／分で２０℃から－４０
℃まで冷却することができる。乾燥ステップは、脂質－薬物混合物を約－１５～約－３５
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℃にて乾燥するステップを含む。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、本説明の単回使用システムを示す図である。
【００１０】
例示の態様の詳細な説明
　本明細書に提供される説明は、例えば核酸、タンパク質、およびペプチド等の負に荷電
した治療用ポリマーなどの、脂質に封入された治療用分子を作製するための方法に関する
。本明細書に提供される説明は、脂質に封入された核酸分子を作製するための方法を含む
。この方法は、リポソームに封入された治療用分子からなる粒子の大規模製造に特に適し
ている。この方法は、生成された粒子が、単分散性（すなわち、本明細書で規定されるよ
うに、０．２未満の多分散性指数（ＰＤＩ））で、５０～１５０ｎｍの間の狭くかつ均一
なサイズ分布であるという、予想外で驚くべき結果を提供する。この方法は、エタノール
などの水混和性の有機溶媒に溶解した脂質を水性溶液中に溶解した負に荷電した治療用ポ
リマーと混合して、有機溶媒を除去することにより、封入するという手段を提供する。脂
質および負に荷電した治療用ポリマーの絶対的および相対的な濃度は、小さな粒子を生成
するのに十分である。記載の方法により生成された粒子は、単分散の集団を得るために、
例えば押出しなどの機械的処理を必要としない。
【００１１】
　説明の方法は従来方法に比べて、大容量にスケールアップ可能な容易さ、ならびに温度
、溶質、ｐＨ、および処理時間の広い範囲にわたって堅固であることにより、利点を有す
る。
　説明の方法は従来方法に比べて、均一な粒子の集団を、予備形成された小胞を生成する
ために必要な追加のステップなしで再現性よく生成できることにより、利点を有する。
【００１２】
　説明の方法は従来方法に比べて、均一なナノ粒子の集団を、脂質と負に荷電した治療用
ポリマーの混合により生成される粒子を機械的に処理するために必要な追加のステップな
しで、再現性よく生成できることにより、利点を有する。これらの追加のステップには、
例えば、それらのサイズを減少させ、治療上許容される範囲の均一性を達成するための、
超音波処理、均質化、または押出しが挙げられる。
　説明の方法は、ナノ粒子を生成するための追加の処理ステップなしに、従来の方法と同
等かまたはより優れた核酸封入効率を達成するという利点を有する。
　説明の方法の他の利点は、脂質成分および条件に関する明細書の説明においてさらなる
詳細が提供されているため、明らかになるであろう。
【００１３】
　以下の略語を、本説明で使用する。
ＶＦ：ベントフィルター
ＴＧ：温度計
ＳＵＢ：単回使用ベッド
ＴＦＦ：トランスフローフィルター
ＰＰ：蠕動ポンプ
ＰＧ：圧力計
スケール：重量を測定する手段
【００１４】
　図１は、以下の要素を含む単回使用システムを示す。
　脂質ストック：この容器は、選択した脂質を水混和性の有機溶媒中に含む。好ましい溶
媒として、エタノールが示されている。脂質の濃度は、スループットが増加するように調
整することができる。容器は、ＴＧ付きの使い捨てバッグと混合手段で構成される。バッ
グは、９６～１００％エタノールに脂質を添加するための開口部、ＶＦ、およびバルブに
よって制御される出口管を有する。バッグは、加熱可能かつ再利用可能で電気的に接地さ
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れた容器内に収納されている。バッグは、脂質溶液を動作濃度に希釈するための、追加の
エタノールを添加する手段を有する。
【００１５】
　ＰＰ１：蠕動ポンプ１。これは、脂質ストックを、脂質ストック容器から０．４５／０
．２２μｍフィルターを通して、濾過脂質ストック容器にポンプで送り込む。
　濾過脂質ストック：この容器は、動作濃度の脂質を含む。容器は、混合手段とＴＧ付き
の使い捨てバッグである。これは、脂質ストックを入れるための開口部、ＶＦ、およびバ
ルブ制御の出口管を有する。バッグは、加熱可能かつ再利用可能で電気的に接地された、
スケール付き容器内に収納されている。
【００１６】
　ｓｉＲＮＡストック：この容器は、水性緩衝液中に選択された薬物を含む。好ましい薬
物はｓｉＲＮＡであり、好ましい緩衝液はクエン酸緩衝液である。濃度は、スループット
が増加するように調整することができる。容器は、混合手段を有する使い捨てバッグであ
る。バッグは、溶質と溶媒を添加するための開口部と、バルブ制御の出口管を有する。バ
ッグは、ＲＮＡ溶液を動作濃度に希釈するための、追加の緩衝液を添加する手段を有する
。
　ＰＰ２：蠕動ポンプ２。これは、ｓｉＲＮＡストックを、ｓｉＲＮＡストック容器から
０．４５／０．２２μｍフィルターを通して、濾過ｓｉＲＮＡストック容器にポンプで送
り込む。
【００１７】
　濾過ｓｉＲＮＡストック：この容器は、ｓｉＲＮＡを動作濃度で含む。この要素はスケ
ールを含む。容器は、再利用可能な容器に収納された使い捨てのバッグである。これは、
ｓｉＲＮＡストック用の１または２以上の開口部および、バルブ制御の出口管を有する。
バッグは、スケール付き再使用可能容器に収納されている。
【００１８】
　ＰＰ３：濾過脂質ストックを［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］とラベル
した容器に移送するための、蠕動ポンプ３。これはＰＧ（ＰＧ１）を装備。
　ＰＰ４：濾過ｓｉＲＮＡストックを［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］容
器に移送するための、蠕動ポンプ４。これもＰＧ（ＰＧ２）を装備。
【００１９】
　［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］：この容器は、３５％エタノールでリ
ポソームと薬物の混合物を含む。この要素は、ＶＦおよびＴＧを含む。濾過脂質およびｓ
ｉＲＮＡストック用の開口部は、バルブ制御の出口管から分離されている。好ましいユニ
ットは、再利用可能な容器に収納された使い捨てバッグである。
　リン酸緩衝液：この容器は、緩衝液（好ましくはリン酸緩衝液）、混合手段、およびス
ケールを含む。これは、開口用蓋およびバルブ付き出口管を有する大型の容器である。
【００２０】
　濾過リン酸緩衝液：この容器は、リン酸緩衝液容器に、チューブ、０．４５／０．２２
μｍフィルター、および蠕動ポンプによって接続されている。これは、混合手段およびバ
ルブ付き出口管を有し、該出口管は、ＰＰ５を介して［１０％エタノール中のリポソーム
ｓｉＲＮＡ］容器およびＴＦＦＳＵＢ容器に至るチューブにつながっている。容器は、使
い捨てライナーで裏打ちされた、再利用可能な容器である。
　ＰＰ５：これは、濾過リン酸緩衝液を、濾過リン酸緩衝液容器から［１０％エタノール
中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器へ、およびＴＦＦＳＵＢ容器へと、ポンプで送り込む。
ＰＰ５は、ＰＧ（ＰＧ４）に接続されている。
【００２１】
　［１０％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］：この容器は、３５％エタノール中の
リポソームと薬物を濾過リン酸緩衝液容器内で希釈した後に、リポソームと薬物の混合物
を１０％エタノール中に含む。この容器は、使い捨てライナーで裏打ちされた再利用可能
な容器であり、リポソームｓｉＲＮＡ溶液用の入口、ＶＦ、スケール、およびＴＦＦＳＵ
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Ｂ容器へ導くバルブ付き出口管を有する。
　ＰＰ６：これは、１０％エタノール中のリポソームおよび薬物を、［１０％エタノール
中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器から、０．４５／０．２２μｍフィルターを通して、Ｔ
ＦＦＳＵＢ容器へと、ポンプで送り込む。
【００２２】
　ＴＦＦＳＵＢ：この容器は、流入ポートであって、［１０％エタノール中のリポソーム
ｓｉＲＮＡ］容器からの１０％エタノール中のリポソームと薬物用の；濾過リン酸緩衝液
容器からの緩衝液用の；およびＴＦＦユニットからの保持液用の、全てバルブ付きの前記
流入ポートを含む。これはまた、ＶＦおよびバルブ付き出口管も含む。
　使い捨てポンプヘッド付き計量ポンプ：この高圧ポンプは、２つのＰＧ（ＰＧ３および
ＰＧ４）に接続されている。これは、リポソームおよび薬物を、ＴＦＦＳＵＢからＴＦＦ
ユニットに移送する。
【００２３】
　ＴＦＦ：このユニットは、１本の対角線が描かれた長方形の対として識別される。動作
中に、エタノール溶液中のリポソーム／薬物はＴＦＦユニットを通過して、エタノールが
除去される。ＴＦＦユニットにより除去されたエタノールは、システムから出る。２つ以
上のＴＦＦを、バルブで接続して並列に動作させることができる。保持される溶液（保持
液）はＴＦＦから出てＴＦＦＳＵＢに再循環され、必要に応じてＴＦＦユニットを介して
リサイクルされて全てのエタノールを除去する。圧力計（ＰＧ４）は、保持液の圧力を監
視する。タンクＮ２に保存された窒素ガスを用いて計量ポンプを強化し、必要に応じて背
圧を生成して、ＴＦＦ保持液の第１の１０ＬのＳＵＢ容器への移送を最終的に促進する。
【００２４】
　１０ＬのＳＵＢ：これはスケールを装備した単回使用容器である。任意に、ＳＵＳは、
３つの１０ＬのＳＵＢ容器のシリーズを含む。ＴＦＦ保持液を０．４５／０．２２μｍフ
ィルターを通してポンプで送り、バイオバーデン（汚染微生物数）を減少させ、処理スト
リームに侵入し得た微生物汚染に起因する微生物汚染から、生成物が完全に自由であるこ
とを確実にする。全プロセス装置が真に無菌であれば、後者の濾過ステップを省略するこ
とも可能となり得る。得られたＴＦＦ保持液を、無菌充填時に包装する。
【００２５】
　無菌充填：このステップは、異なる装置を使用して別のプロセスとして実行される凍結
乾燥に先行する。凍結乾燥前の無菌充填ステップは、担体材料の添加、例えばマンノース
、グルコース、またはバルクを提供するためもしくは凍結乾燥ステップ中にＲＮＡを安定
化させるための他の材料の添加を含むことができる。
　システムは、各ステップを通る物質の移動を、手動で制御するように構成されている。
脂質、薬物、溶媒、および緩衝液と接触する全ての要素は単回使用であり、使い捨てであ
る。このシステムは１０Ｌのバッチについて示されており、１０００Ｌ以上にまで拡張可
能である。要素は、リポソーム／薬物のバッチ毎に１度使用するように設計されている。
【００２６】
　製造プロセスを達成する手段は、フロー図（図１）に示すように、次のような一連のス
テップである。
　脂質と薬物のストック溶液を、脂質ストック容器およびｓｉＲＮＡストック容器に別々
に調製する。ストック溶液は、高濃度で調製することができる。混合は、ストック容器内
で撹拌することによって行う。脂質ストック溶液の温度は、設定温度に調整することがで
きる。脂質ストックを調製するために使用する容器は、純粋な有機溶媒を高温で使用する
場合には、最小限の浸出可能な（leachable）物質を有するように選択する。
【００２７】
　ストック溶液を、０．４５／０．２２μｍフィルターを通して、濾過脂質ストック容器
および濾過ｓｉＲＮＡストック容器に別々にポンプで送り込む。ストック溶液は、濾過ス
トック容器への移送の前または間に、ストック溶液を希釈するためのさらなる溶媒と混合
することができる。
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　同様に、水性緩衝液をリン酸緩衝液容器中に調製し、濾過リン酸緩衝液容器にポンプで
送ることにより、滅菌濾過する。
　濾過ｓｉＲＮＡ溶液を、［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器にポンプ
で送る。
【００２８】
　有機溶媒中の脂質を、［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器内の水性ｓ
ｉＲＮＡ溶液中に、水性溶液を混合しつつ、制御された設定温度下で、３５％エタノール
の最終濃度で脂質－薬物粒子を形成するのに有効な速度で、ポンプで送る。
【００２９】
　脂質の添加は、針または針のセットを介し、単一のポートまたは複数のポートを通して
行うことができる。これは、水性溶液の表面に上方から行うか、表面下より水性溶液に注
入してもよい。添加および混合により、［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］
容器内の溶液のエタノール濃度は、３０％～４０％へ、好ましくは３５％へ増加される。
増加は緩やかであり、初期値（好ましくは０％）から最終値（好ましくは３５％）への勾
配を形成する。この勾配は、１分～６０分またはそれ以上に延長してよい。
【００３０】
　［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器内の溶液が最終エタノール濃度（
好ましくは３５％）に達すると、溶液は［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］
容器からポンプで排出され、濾過リン酸緩衝液容器から別々にポンプ排出された緩衝液と
混合され、混合物が水混和性のアルコールで、好ましくは１０％～２０％のエタノールで
、最も好ましくは１０％エタノールで希釈されて、［１０％エタノール中のリポソームｓ
ｉＲＮＡ］容器に移送される。
【００３１】
　１０％エタノール溶液は、水性緩衝液に対してダイアフィルトレーションして、エタノ
ールを除去する。
　ＴＦＦ保持液（０％エタノール、１００％水性緩衝液）は、第１の１０Ｌ　ＳＵＢに保
存される。
　ＴＦＦ保持液は、任意に濾過されて、無菌充填のためにバイオバーデンを減少させるこ
ともできる。
【００３２】
　無菌充填は、凍結乾燥ステップを含む。凍結乾燥ステップは、ステップ１０における滅
菌ＴＦＦ保持液を生成するプロセスとは連続していない。すなわち、このステップは、Ｔ
ＦＦ保持液を提供するＳＵＳユニットとは異なる場所で実行されるのが好ましい。例えば
スクロースまたはグルコースなどの炭水化物を凍結乾燥の前に加えることができ、これに
よりナノ粒子を安定化させ、および／またはバルクを追加する。
【００３３】
　説明の方法で使用される脂質混合物は、少なくとも、負に荷電した治療用ポリマーと複
合化するための正に荷電した脂質（カチオン性脂質）、および凝集を防止するためのポリ
エチレングリコール含有脂質結合体（ＰＥＧ脂質）を含む。カチオン性脂質は、広範囲の
ｐＨ条件下での永久カチオン性電荷であるか、低いｐＨ（ｐＨ６未満）で荷電し中性ｐＨ
（ｐＨ６．５～８）において正味の荷電のないイオン化可能なカチオン性脂質であるか、
または永久カチオン性脂質とイオン化可能カチオン性脂質の組み合わせであることができ
る。脂質混合物はまた、標的脂質、ポリマー、ステロイド、リン脂質、または別の脂質グ
ループのメンバーである、脂肪、ワックス、脂溶性ビタミン、モノグリセリドもしくはジ
グリセリド、脂肪酸アシル、グリセロ脂質、グリセロリン脂質、スフィンゴ脂質、サッカ
ロ脂質およびポリケチドなども、含有することができる。この方法はまた、中性または負
に荷電した成分のみによるリポソームの形成にも、使用することができる。
　好ましくは、脂質混合物の成分は以下の群から選択してもよい。
【００３４】
カチオン性脂質
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　本明細書の範囲内であるのは、式Ｉで表されるカチオン性脂質である：
【化１】

式中、
Ｚ＝アルキルリンカー、Ｃ２～Ｃ４アルキル、
Ｙ＝アルキルリンカー、Ｃ１～Ｃ６アルキル、
Ｒ１およびＲ２は、各々独立して、Ｃ１０～Ｃ３０アルキル、Ｃ１０～Ｃ３０アルケニル
、またはＣ１０～Ｃ３０アルキニル、Ｃ１０～Ｃ３０アルキル、Ｃ１０～Ｃ２０アルキル
、Ｃ１２～Ｃ１８アルキル、Ｃ１３～Ｃ１７アルキル、Ｃ１３アルキル、Ｃ１０～Ｃ３０

アルケニル、Ｃ１０～Ｃ２０アルケニル、Ｃ１２～Ｃ１８アルケニル、Ｃ１３～Ｃ１７ア
ルケニル、Ｃ１７アルケニルであり；Ｒ３およびＲ４は、各々独立して、水素、Ｃ１～Ｃ

６アルキル、または－ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ、Ｃ１～Ｃ６アルキル、Ｃ１～Ｃ３アルキルであ
り；ｎは１～６であり；およびＸは、任意の窒素対イオンなどの対イオンであり、この用
語は、当技術分野において容易に理解される。好ましい窒素対イオンはハロゲンを含み、
塩化物および臭化物が特に好ましい。別の好ましい対イオンは、メシレート（－ＳＯ３Ｃ
Ｈ３）である。
【００３５】
　式Ｉの例示の化合物としては、以下を含む：
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【００３６】
　生理的ｐＨにおける他のカチオン性荷電脂質としては、限定はされないが、Ｎ，Ｎ－ジ
オレイル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムクロリド（「ＤＯＤＡＣ」）；Ｎ－（２，３－
ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド（「ＤＯ
ＴＭＡ」）；Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムブロミド（「ＤＤＡ
Ｂ」）；Ｎ－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモ
ニウムクロリド（「ＤＯＴＡＰ」；Ｎ－（１，２－ジミリストイルオキシプロプ－３－イ
ル）－Ｎ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－ヒドロキシエチルアンモニウムブロミド（「ＤＭＲＩＥ」
）、３β－（Ｎ－（Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノエタン）カルバモイル）コレステロール
（「ＤＣ－Ｃｈｏｌ」）、ジオクタデシルアミドグリシルカルボキシスペルミジン（「Ｄ
ＯＧＳ」）；およびＮ－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ－（２－（
スペルミンカルボキサミド）エチル）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムトリフルオロアセ
テート（「ＤＯＳＰＡ」）が挙げられる。
【００３７】
イオン化可能カチオン性脂質。 
　本明細書の範囲内であるのは、式ＩＩ：
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【化３】

式中、
Ｚ＝アルキルリンカー、Ｃ２～Ｃ４アルキル、－ＣＨ２ＳＣＨ２ＣＨ２－、
Ｙ＝アルキルリンカー、Ｃ１～Ｃ６アルキル、
Ｒ１およびＲ２は、各々独立して、Ｃ１０～Ｃ３０アルキル、Ｃ１０～Ｃ３０アルケニル
、またはＣ１０～Ｃ３０アルキニル、Ｃ１０～Ｃ３０アルキル、Ｃ１０～Ｃ２０アルキル
、Ｃ１２～Ｃ１８アルキル、Ｃ１３～Ｃ１７アルキル、Ｃ１３アルキル、Ｃ１０～Ｃ３０

アルケニル、Ｃ１０～Ｃ２０アルケニル、Ｃ１２～Ｃ１８アルケニル、Ｃ１３～Ｃ１７ア
ルケニル、Ｃ１７アルケニルであり；Ｒ３およびＲ４は、各々独立して、水素、Ｃ１～Ｃ

６アルキル、または－ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ、Ｃ１～Ｃ６アルキル、Ｃ１～Ｃ３アルキルであ
る；
で表されるイオン化可能カチオン性脂質である。
【００３８】
　いくつかの正に荷電した脂質は、生理的ｐＨまたはその付近のｐＫａを有し、穏やかな
酸性条件でカチオン性であり、生理的ｐＨで弱いカチオン性である。かかるイオン化可能
なカチオン性脂質としては、限定はされないが、（（２－（（２－（ジメチルアミノ）エ
チル）チオ）アセチル）アザンジイル）ビス（エタン－２，１－ジイル）ジテトラデカノ
エート（「Ｓ１０４」）、（Ｚ）－（（３－（ジメチルアミノ）プロパノイル）アザンジ
イル）ビス（エタン－２，１－ジイル）ジオレエート（「ｉ－Ｅｔ－ＤＯＤＣ」）、Ｎ－
（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムクロリド（「Ｄ
ＯＤＭＡ」）、および１，２－ジオレオイル－３－ジメチルアンモニウム－プロパン（「
ＤＯＤＡＰ」）が挙げられる。

【化４】

【００３９】
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　以下に示すように、イオン化可能な脂質は、医薬品有効成分（ＡＰＩ）の結合および／
または放出を促進できることが認識されている。
【化５】

【００４０】
中性脂質
　中性脂質の例としては、限定はされないが、リン脂質、アミノ脂質、およびスフィンゴ
脂質が挙げられる。中性脂質は、両親媒性脂質を含む。リン脂質の代表例としては、限定
はされないが以下が挙げられる：ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミ
ン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸、パルミト
イルオレオイルホスファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、リゾホスファチジル
エタノールアミン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジオレオイルホスファチジル
コリン、ジステアロイルホスファチジルコリン、またはジリノレオイルホスファチジルコ
リン。リンを欠いている他の化合物、例えばスフィンゴ脂質、スフィンゴ糖脂質ファミリ
ー、ジアシルグリセロールおよび３－アシルオキシ酸なども、両親媒性脂質として指定さ
れたグループに含まれる。さらに、上記の両親媒性脂質は、トリグリセリドおよびステロ
ールなどの他の脂質と混合することができる。
【００４１】
ＰＥＧ脂質
　二重層安定化成分は、ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）が、ホスファチジルエタ
ノールアミンなどの脂質頭部基に結合したものである。別の二重層安定化成分は、ＰＥＧ
がセラミドに結合したものである。ＰＥＧはホスファチジルエタノールアミンあるいはセ
ラミドに、当業者に知られており使用される標準的なカップリング反応を用いてに結合す
ることができる。さらに、予備形成されたＰＥＧ－ホスファチジルエタノールアミン結合
体（「ＰＥＧ－ＰＥ」）も市販されている。
【００４２】
　様々な分子量のＰＥＧを用いて、本発明の二重層安定化成分を形成することができる。
様々な分子量のＰＥＧは、多くの異なる供給源から市販されているか、あるいは、当業者
によく知られた標準的な重合技術を用いて合成することができる。本発明の好適な態様に
おいて、ポリエチレングリコールは、２００～１００００Ｄａ、好ましくは５００～４０
００Ｄａ、最も好ましくは１０００～２０００Ｄａの範囲の分子量を有する。一般に、Ｐ
ＥＧの分子量が増加すると、安定化を達成するために必要な二重層安定化成分の濃度が低
下することが見出されている。
【００４３】
　様々な鎖長および飽和度の種々のアシル鎖基を有するホスファチジルエタノールアミン
をＰＥＧに結合して、二重層安定化成分を形成することができる。かかるホスファチジル
エタノールアミンは市販されており、または当業者に周知の従来技術を用いて、単離もし
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くは合成することができる。Ｃ２０～Ｃ１０の範囲の炭素鎖長を有する飽和または不飽和
脂肪酸を含有するホスファチジルエタノールアミンが好ましい。モノ－またはジ不飽和脂
肪酸および飽和および不飽和脂肪酸の混合物を有するホスファチジルエタノールアミンを
、使用することもできる。適切なホスファチジルエタノールアミンとしては、限定されな
いが、以下が挙げられる：ジミリストイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＭＰＥ）
、ジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＰＰＥ）、ジオレオイルホスファ
チジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）、およびジステアロイルホスファチジルエタノール
アミン（ＤＳＰＥ）。
【００４４】
　前述の組成物はまた、ＰＥＧ－リン脂質およびＰＥＧ－セラミドなどのそれ自体が当該
分野で知られているＰＥＧ結合脂質を含むことができ、例えば以下から選択される１また
は２以上の分子である：ＰＥＧ２０００－ＤＳＰＥ、ＰＥＧ２０００－ＤＰＰＥ、ＰＥＧ
２０００－ＤＭＰＥ、ＰＥＧ２０００－ＤＯＰＥ、ＰＥＧ１０００－ＤＳＰＥ、ＰＥＧ１
０００－ＤＰＰＥ、ＰＥＧ１０００－ＤＭＰＥ、ＰＥＧ１０００－ＤＯＰＥ、ＰＥＧ５５
０－ＤＳＰＥ、ＰＥＧ５５０－ＤＰＰＥ、ＰＥＧ－５５０ＤＭＰＥ、ＰＥＧ－１０００Ｄ
ＯＰＥ、ＰＥＧ－コレステロール、ＰＥＧ２０００－セラミド、ＰＥＧ１０００－セラミ
ド、ＰＥＧ７５０－セラミド、およびＰＥＧ５５０－セラミド。
【００４５】
　さらに、組成物はまた、一般式がｍｄＰＥＧ－リンカー－脂質である単分散（ｍｄ）Ｐ
ＥＧ脂質も含むことができ、例えば、限定はされないが、例として以下を含むことができ
る：８３－ヒドロキシ－３，６，９，１２，１５，１８，２１，２４，２７，３０，３３
，３６，３９，４２，４５，４８，５１，５４，５７，６０，６３，６６，６９，７２，
７５，７８，８１－ヘプタコサオキサトリオクタコンチル（２，３－ビス（テトラデシル
オキシ）プロピル）カルバメート（「ＨＯ－ＰＥＧ１２５１－ｃＢＴＰ」）および１３４
－ヒドロキシ－３，６，９，１２，１５，１８，２１，２４，２７，３０，３３，３６，
３９，４２，４５，４８，５１，５４，５７，６０，６３，６６，６９，７２，７５，７
８，８１，８４，８７，９０，９３，９６，９９，１０２，１０５，１０８，１１１，１
１４，１１７，１２０，１２３，１２６，１２９，１３２－テトラテトラコンタオキサテ
トラトリアコンタヘクチル（２，３－ビス（テトラデシルオキシ）プロピル）カルバメー
ト（「ＨＯ－ＰＥＧ２０００－ｃＢＴＰ」）。
【化６】

【００４６】
ステロイド
　ステロイドには、コレスタン（例えば、コレステロール）、コランおよび胆汁酸（例え
ば、ケノデオキシコラートおよびコラート）、エルゴステロール、ラノステロール、コル
チコステロイド（例えば、グルココルチコイド）、プレグナン（例えば、プロゲステロン
）、およびフィトステロールが含まれる。これらは、例えばポリエチレングリコールなど
の親水性部分との結合体の形態においても、含めることができる。好適なステロイドは、
コレステロールである。
【００４７】
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標的脂質
　標的脂質の例は、式（Ａ）の化合物である：
　　　Ｌ－Ｘ－Ｒ　　　　　Ａ
式中、
・脂質（Ｌ）は、ＤＳＰＥ、ＤＯＰＥ、およびＤＣからなる群から選択され；
・リンカー（Ｘ）は、不在、ＰＥＧ５５０、ＰＥＧ２０００、ＰＥＧ－グルタミン酸（－
Ｇｌｕ）、Ｇｌｕ、Ｃ６、グリシン、およびＧｌｕＮＨ、Ｎ１，Ｎ１９－ビス（３－（２
－（２－（３－アミノプロポキシ）エトキシ）エトキシ）プロピル）－４，７，１０，１
３，１６－ペンタオキサノナデカン－１，１９－ジアミドからなる群から選択され；およ
び
・レチノイド（Ｒ）は、トレチノイン、アダパレン、レチノール、４－ヒドロキシ（フェ
ニル）レチンアミド（４－ＨＰＲ）、レチノイン酸（ビタミンＡ）、９－（２，６，６－
トリメチルシクロヘキス－１－エン－１－イル）ノナン酸、３，７－ジメチル－９－（２
，６，６－トリメチルシクロヘキス－１－エン－１－イル）ノナン酸、３，７－ジメチル
－９－（２，２，６－トリメチルシクロヘキシル）ノナン酸、および任意の部分的または
完全飽和レチノイドまたはその誘導体からなる群から選択される。
【００４８】
　標的脂質の別の例は、式（Ｂ）の化合物である：
　　　Ｒ－Ｘ－Ｒ　　　　　Ｂ
式中、
・リンカー（Ｘ）は、Ｎ１，Ｎ１９－ビス（３－（２－（２－（３－アミノプロポキシ）
エトキシ）エトキシ）プロピル）－４，７，１０，１３，１６－ペンタオキサノナデカン
－１，１９－ジアミド（「ビスアミド－ＰＥＧ」）またはＮ１，Ｎ１９－ビス（１６，２
０－ジアミノ－１５－オキソ－４，７，１０－トリオキサ－１４－アザイコシル）－４，
７，１０，１３，１６－ペンタオキサノナデカン－１，１９－ジアミド（「ｌｙｓ－ビス
アミド－ＰＥＧ－ｌｙｓ」）であり；および
・レチノイド（Ｒ）は、トレチノイン、アダパレン、レチノール、４－ヒドロキシ（フェ
ニル）レチンアミド（４－ＨＰＲ）、およびレチノイン酸（ビタミンＡ）、９－（２，６
，６－トリメチルシクロヘキス－１－エン－１－イル）ノナン酸、３，７－ジメチル－９
－（２，６，６－トリメチルシクロヘキス－１－エン－１－イル）ノナン酸、３，７－ジ
メチル－９－（２，２，６－トリメチルシクロヘキシル）ノナン酸、および任意の部分的
または完全飽和レチノイドまたはその誘導体からなる群から選択される。
【００４９】
　その他の標的分子も脂質混合物に含めることができ、例えば、葉酸、ビタミンＥ、ペプ
チドリガンドおよび／またはモノクローナル抗体である。
【００５０】
薬物－脂質粒子の組成物および製剤
　本説明は、活性剤を有するか有さない脂質粒子を含有する組成物を含み、ここで活性剤
が存在する場合、これは脂質粒子と関連している。特定の態様において、活性剤は治療剤
である。特定の態様において、活性剤は、脂質粒子の水性内部内に封入されている。他の
態様において、活性剤は、脂質粒子の１または２以上の脂質層内に存在する。他の態様に
おいて、活性剤は、脂質粒子の脂質表面外部または内部に結合している。
【００５１】
　特定の態様において、本発明の脂質粒子は核酸と関連しており、核酸－脂質粒子がもた
らされる。特定の態様において、核酸は完全に脂質粒子に封入されている。本明細書で使
用する用語「核酸」は、任意のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドを含むことを
意味する。５０個までのヌクレオチドを含有する断片は、一般にオリゴヌクレオチドと呼
ばれ、より長い断片はポリヌクレオチドと呼ばれる。特定の態様において、本発明のオリ
ゴヌクレオチドは、１５～５０ヌクレオチドの長さである。
【００５２】
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　用語「ポリヌクレオチド」（ＰＮＡ）および「オリゴヌクレオチド」は本明細書におい
て、天然に存在する塩基、糖および糖間（骨格）結合からなる、ヌクレオチドまたはヌク
レオシドモノマーの、ポリマーまたはオリゴマーを指す。用語「ポリヌクレオチド」およ
び「オリゴヌクレオチド」はまた、天然に存在しないモノマーを含むポリマーもしくはオ
リゴマーまたはその一部であって、同様に機能するものを含む。このように修飾または置
換されたオリゴヌクレオチドは、多くの場合に天然型よりも好ましく、その理由は、ヌク
レアーゼの存在下における細胞取り込みの強化および安定性の増加などの特性による。
【００５３】
　オリゴヌクレオチドは、オリゴデオキシリボヌクレオチドまたはオリゴリボヌクレオチ
ドとしてであってよい。オリゴデオキシリボヌクレオチドは、この糖の５’および３’炭
素においてリン酸に共有結合して非分岐の交互ポリマーを形成する、デオキシリボースか
ら構成される。オリゴリボヌクレオチドは、同様の繰り返し構造であって、各ヌクレオチ
ドがリボース糖基を有するものから構成される。修飾リボース分子が、オリゴリボヌクレ
オチドに含まれてもよい。
【００５４】
　本発明による脂質－核酸粒子に存在する核酸としては、任意の形態の知られている核酸
を含む。本明細書で用いられる核酸は、一本鎖ＤＮＡもしくはＲＮＡ、または二本鎖ＤＮ
ＡもしくはＲＮＡ、またはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドまたはＰＮＡ二本鎖のＲＮＡ－Ｐ
ＮＡおよび／もしくはＤＮＡ－ＰＮＡハイブリッドとすることができる。二本鎖ＤＮＡの
例としては、構造遺伝子、制御および終結領域を含む遺伝子、および、ウイルスまたはプ
ラスミドＤＮＡなどの自己複製系が挙げられる。二本鎖ＲＮＡの例には、ｓｉＲＮＡおよ
び他のＲＮＡ干渉試薬を含む。一本鎖核酸としては、例えば、アンチセンスオリゴヌクレ
オチド、リボザイム、マイクロＲＮＡ、および三重鎖形成オリゴヌクレオチドが挙げられ
る。
【００５５】
　核酸は、一般に核酸の特定の形態に依存して、様々な長さのものであってよい。例えば
、特定の態様において、プラスミドまたは遺伝子は、長さが約１，０００～１００，００
０ヌクレオチド残基であってもよい。特定の態様において、オリゴヌクレオチドは、約１
０～１００ヌクレオチド長の範囲であってよい。種々の関連する態様において、オリゴヌ
クレオチドは、一本鎖、二本鎖、および三本鎖に関わらず、長さ約１５～約５０ヌクレオ
チド、約２１～約５０ヌクレオチド、約１５～約３０ヌクレオチド、約２０～約３０ヌク
レオチドの範囲であってよい。
【００５６】
　特定の態様において、オリゴヌクレオチド（またはその鎖）は、標的ポリヌクレオチド
に特異的にハイブリダイズするか、またはこれに相補的であってよい。「特異的にハイブ
リダイズ可能」および「相補的」とは、ＤＮＡまたはＲＮＡ標的とオリゴヌクレオチドと
の間に安定かつ特異的な結合が生じるような、十分な程度の相補性を示すために使用され
る用語である。オリゴヌクレオチドは、特異的にハイブリダイズ可能であるために、その
標的核酸配列に１００％相補的である必要はないことが理解される。オリゴヌクレオチド
が特異的にハイブリダイズ可能であるのは、以下の場合である：標的に対するオリゴヌク
レオチドの結合が標的分子の正常な機能を妨害して、その有用性または発現の損失を引き
起こし、十分な程度の特定の塩基対形成が存在して、特異的結合が望まれる条件下で、す
なわち、in vivoアッセイまたは治療的処置の場合には生理的条件下において、またはin 
vitroアッセイの場合にはアッセイが実施される条件下において、オリゴヌクレオチドの
非標的配列への非特異的結合を回避する場合。したがって、他の態様において、このオリ
ゴヌクレオチドは、標的化されるかまたはこれが特異的にハイブリダイズする遺伝子また
はｍＲＮＡ配列の領域と比較して、１、２または３つの塩基置換を含む。
【００５７】
　特定の態様において、核酸－脂質粒子は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）分子と結合すること
ができる。ＲＮＡｉ分子を用いたＲＮＡ干渉法を用いて、目的の遺伝子またはポリヌクレ
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オチドの発現を破壊することができる。ｓｉＲＮＡは、通常は１５～３０ヌクレオチドの
長さのＲＮＡ二本鎖であって、ＲＮＡｉ誘導性サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）として
知られている細胞質多タンパク質複合体と結合することができるものである。ｓｉＲＮＡ
を負荷されたＲＩＳＣは、相同なｍＲＮＡ転写物の分解を媒介する；したがってｓｉＲＮ
Ａは、高い特異性でタンパク質発現をノックダウンするように設計可能である。他のアン
チセンス技術とは異なり、天然の機構を介したｓｉＲＮＡの機能は、非コードＲＮＡを介
して遺伝子発現を制御するように進化した。これは一般に、それらの活性が、アンチセン
スオリゴヌクレオチドまたはリボザイムのどちらよりも、in vitroおよびin vivoでより
強力であることの理由であると考えられる。ＲＮＡｉ試薬は、ＤＮＡセンス：ＲＮＡアン
チセンスハイブリッド、ＲＮＡセンス：ＤＮＡアンチセンスハイブリッドを含むことがで
き、およびＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、ＲＮＡｉを媒介することができる。したがっ
て、これらの異なるタイプの二本鎖分子のいずれかを含むＲＮＡｉ分子を、使用すること
ができる。さらに、ＲＮＡｉ分子は様々な形態で使用され、細胞に導入され得ることが理
解される。したがって、本明細書で使用する場合、ＲＮＡｉ分子は、細胞においてＲＮＡ
ｉ応答を誘導することができる任意の全ての分子を包含し、これには、限定はされないが
以下を含む：２つの別個の鎖、すなわちセンス鎖およびアンチセンス鎖を含む、二本鎖ポ
リヌクレオチド、例えば小分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）；二本鎖領域を形成する相補的
配列のヘアピンループを含むポリヌクレオチド、例えばｓｈＲＮＡｉ分子、および二本鎖
ポリヌクレオチドを単独でまたは別のポリヌクレオチドと組み合わせて形成することが可
能な１または２以上のポリヌクレオチドを発現する発現ベクター。
【００５８】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）を用いて、標的ポリヌクレオチドの発現を特異的に阻害するこ
とができる。遺伝子および核酸の発現の二本鎖ＲＮＡ媒介性の抑制は、本発明に従って、
ｄｓＲＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡを細胞または生物に導入することにより、達成
することができる。ｓｉＲＮＡは、二本鎖ＲＮＡ、またはＲＮＡとＤＮＡの両方、例えば
１つのＲＮＡ鎖および１つのＤＮＡ鎖を含むハイブリッド分子、またはｓｉｓｉＲＮＡで
あってもよい。
【００５９】
　特定のポリヌクレオチドを標的とするＲＮＡｉ分子は、当技術分野で周知の手順に従っ
て容易に調製することができる。したがって、当業者は、多種多様の異なるｓｉＲＮＡ分
子を用いて、特定の遺伝子または転写物を標的化できることを理解するであろう。特定の
態様において、本発明のｓｉＲＮＡ分子は、二本鎖で１６～３０または１８～２５（数値
の間の各整数を含む）ヌクレオチドの長さである。
【００６０】
　一般的には、ｓｉＲＮＡ分子は、標的ＤＮＡ分子の１つの鎖に完全に相補的である。他
の態様において、ｓｉＲＮＡは、修飾された組成、例えば、２’－デオキシまたは２’－
Ｏ－メチル修飾を有することができる。しかし好ましい態様において、ｓｉＲＮＡの鎖の
全体は、２’デオキシまたは２’－Ｏ－修飾塩基のいずれかで作られてはいない。
【００６１】
　一定の態様において、本発明は、核酸が脂質層内に封入された、脂質に封入された核酸
粒子を生成するための方法および組成物に関する。ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドを組み
込んだかかる核酸－脂質粒子は、以下を含む、種々の生物物理学的パラメータを用いて特
徴付けられる：（１）核酸対脂質比；（２）封入効率；および（３）粒子サイズ。高い封
入効率、良好なヌクレアーゼ耐性および血清安定性および制御可能な粒子サイズ、一般に
２００ｎｍ未満の直径が望ましい。さらに、核酸ポリマーの性質は重要であるが、その理
由は、ヌクレアーゼ耐性を付与する努力において、核酸の修飾は治療薬のコストを増大さ
せ、一方で多くの場合、限られた耐性のみを提供するからである。特に断らない限り、こ
れらの基準は、本明細書で以下のようにして計算される。
【００６２】
　核酸：脂質比は、規定の製剤体積中の核酸の量を、同じ体積中の脂質の量で除した値で
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ある。これは、モル当たりのモル、または重量当たりの重量、またはモル当たりの重量に
基づいて表される。最終的な投与レディ製剤については、核酸：脂質比は、透析、クロマ
トグラフィーおよび／または酵素（例えば、ヌクレアーゼ）消化を用いて、可能な限りの
外部核酸を除去した後に算出される。
【００６３】
封入
　脂質－核酸粒子中に封入されたｓｉＲＮＡのパーセントで表したｓｉＲＮＡ封入効率（
ＥＥ）を決定するために、RiboGreenアッセイを次のように利用する。この手順を用いて
、溶液中の二本鎖および一本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡの濃度を決定することができる。
【００６４】
　装置は、BioTek Instruments, Inc. FLx800、可変ピペット、およびボルテックスミキ
サーを含む。試薬は、ＲＮａｓｅフリー水（MilliQグレードまたは同等）、２０×ＴＥ緩
衝液「ＲＮａｓｅフリー」（Invitrogen, T11493、または同等）、Quant-iT RiboGreen試
薬（Invitrogen, R11491）、および水中１０％Triton X-100（Thermo Scientific, 28314
、または同等）を含む。
【００６５】
　１×ＴＥ緩衝液の調製は、３８ｍＬのＲＮａｓｅフリー水を、５０ｍＬのメスシリンダ
ーを用いて５０ｍＬの遠心分離管に移送すること；および２ｍＬの２０×ＴＥ緩衝液を遠
心分離管にピペットし、ボルテクサー（vortexer）を使用して混合することを含む。
【００６６】
　２％Triton X-100および１％Triton X-100の、１×ＴＥ緩衝液中での調製は、それぞれ
２ｍＬまたは１ｍＬの１０％Triton X-100をＲＮａｓｅフリーの１５ｍＬ円錐管にピペッ
トし、それぞれ８ｍＬまたは９ｍＬの１×ＴＥ緩衝液を加え、回転させてよく混合するこ
とを含む。
【００６７】
　RiboGreen希釈標準溶液の調製は、RiboGreen試薬の凍結ストックを取り出して室温に温
め、ＴＥ緩衝液で１：２００に希釈することを含む。遠心分離管をアルミホイルで包んで
、任意の余分な光が溶液に到達するのを防止する。
【００６８】
　標準は、ＴＥ緩衝液中にＲＮＡ溶液を調製し、９６ウェルプレートにプレートすること
により調製する。試料は、約８０μｇ／ｍＬのｓｉＲＮＡの最終濃度に希釈し、図１に示
すように、９６ウェルプレートに移送する。RiboGreen希釈標準溶液を添加し、各試料お
よび標準と混合する。試料は、分析の前に１～２分間、暗所でインキュベートする。
【００６９】
　次にＴＥ緩衝液中の１％Triton X-100を加えて試料を複製し、ついでRiboGreen希釈標
準溶液を加える。
【００７０】
　封入効率は、各試料からの蛍光結果の平均を用いた蛍光測定から、外部試料の平均（Ｒ
ＮＡの非存在下でのRiboGreen試薬の蛍光）のベースライン測定について補正し、Triton 
X-100の存在によるシグナル強度の８％低下について補正した後に、決定する。次に封入
効率を、以下の式を用いて算出する。
　　ＥＥ＝（Triton試料－リポソーム試料）／（Triton試料）
【００７１】
　すなわち、封入効率は、総ＲＮＡ値（リポソームを洗剤で溶解した後に測定）と無傷の
リポソーム値との差を、総ＲＮＡ値で除算したものである。無傷のリポソーム試料から得
られた蛍光は、溶液中のフリーのＲＮＡに、リポソームの外表面に吸着したＲＮＡをプラ
スしたものからなる。
【００７２】
サイズ
　サイズは、形成される粒子のサイズ（直径）を示す。サイズ分布は、Malvern Zetasize
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r Nano-ZS動的光散乱（ＤＬＳ）測定器を用いて決定することができる。
【００７３】
　この手順は、処理中のリポソーム試料の体積平均直径、Ｚ平均直径、および多分散性の
測定に適用される。多分散性は、粒子サイズ分布についての数値である。
【００７４】
　測定は室温で行う。試料および試薬は、室温に平衡化する必要がある。体積加重平均粒
子サイズおよび多分散性指数が決定される。
【００７５】
製造方法
リポソームの調製
　脂質混合物は、水混和性の有機溶媒、好ましくは無水エタノール中に溶解することがで
きる。多くの態様において、有機溶媒は、それが市販されている形態で使用される。
【００７６】
　例示的な一態様において、脂質の混合物は、カチオン性アミノ脂質、中性脂質（アミノ
脂質以外）、ステロイド（例えば、コレステロール）、およびＰＥＧ修飾脂質（例えば、
ＰＥＧ－Ｓ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧまたはＰＥＧＤＭＡ）の混合物であり、有機
溶媒中に共溶解されている。好ましい態様において、脂質混合物は、カチオン性アミノ脂
質、中性脂質、コレステロールおよびＰＥＧ修飾脂質から本質的になる。さらに好ましい
態様において、脂質混合物は、種々のモル比での、カチオン性脂質、ＤＯＰＥ（または別
のヘルパー脂質で、イオン化可能または永久的なカチオン性電荷のいずれか）、コレステ
ロールおよびＰＥＧ結合脂質からなる。好ましいモル範囲は、４０～６０モル％のカチオ
ン性脂質、１０～３０％の中性脂質、２０～４０％のコレステロール、および１～１０％
のＰＥＧ修飾脂質である。
【００７７】
　標的脂質は、脂質混合物に添加することができ、例えば、０．１対５（標的脂質：総脂
質）のモル比でのｄｉＶＡ－ＰＥＧ７５０－ｄｉＶＡ（または他のＶＡ結合標的脂質）で
ある。
【００７８】
　脂質の総濃度は２５ｍｇ／ｍｌ未満、好ましく５ｍｇ／ｍｌ未満である。脂質混合物は
、例えば０．４５または０．２μｍフィルターなどの膜を通して濾過される。
【００７９】
　本発明に従って、脂質混合物を緩衝水性溶液と混合する。緩衝水性溶液は、緩衝液が脂
質混合物中のプロトン化脂質のｐＫａ未満のｐＨを有する溶液であってよい。適切な緩衝
液の例としては、クエン酸塩、リン酸塩、および酢酸塩が挙げられる。特に好ましい緩衝
液は、クエン酸緩衝液である。好ましい緩衝液は、封入する核酸の化学的性質に依存して
、アニオンの１～１０００ｍＭの濃度範囲であり、緩衝液濃度の最適化は、高い負荷レベ
ルを達成するために重要となり得る。例えば、粒子を透析してエタノールを除去し、ｐＨ
を上昇させ、または薬学的に許容し得る担体もしくは希釈剤と混合する場合に、粒子膜を
通る浸透ポテンシャルをバランスさせる抗凍結剤および／または非イオン性溶質を添加す
ることが適切な場合もある。緩衝液中の核酸の量は、約０．０８～０．８ｍｇ／ｍＬであ
る。
【００８０】
　エタノールの添加時に、水性溶液の温度は２５～４５℃、好ましくは３０～４０℃であ
る。エタノール溶液の水性溶液への添加は、空気－水界面に狭い流れで噴霧するか、また
は水性溶液中に浸漬された管を通って送達されるエタノールとの間の液－液界面を介して
のいずれかにより、行われる。
【００８１】
　有機溶液の添加は、重力によって、あるいは制御された速度、好適には一定の速度で有
機溶液を水性溶液に送達するポンプによって、行われる。有機溶液の送達は、１分～１０
０分内、好ましくは１～２５分内で完了することができる。有機溶液は、管またはノズル
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を通って、またはマルチノズルシステムを通って、単一のスプレーまたは流れを介して添
加することができる。有機溶液を水性溶液に添加しながら、得られた溶液を、撹拌、振と
う、または再循環することによって混合することができる。添加のステップにより、好ま
しくは２５～４５％エタノール、最も好ましくは３５％のエタノールの最終濃度がもたら
される。
【００８２】
　最終的な溶液は、有機溶媒を除去するために、透析または濾過により、好ましくはダイ
アフィルトレーションにより、処理される。エタノールを除去しつつ、水性溶液は、中性
ｐＨ、ｐＨ６．８～ｐＨ７．５、好ましくはｐＨ７．２での緩衝液に、例えばリン酸塩ま
たはＨＥＰＥＳ緩衝液に変換される。得られた水性溶液は好ましくは、貯蔵または使用の
前に、例えば０．２２μｍのフィルターを通して濾過することにより、滅菌される。
【００８３】
負に荷電した治療用ポリマーを封入したリポソーム
　本明細書に記載の方法は、例えばＲＮＡ分子などの負に荷電した治療用ポリマーを有す
る脂質粒子を調製するのに有用である。本明細書に記載の方法において、脂質の混合物を
、ポリマーの水性溶液と組み合わせる。ポリマーは、得られた脂質粒子に効率的に封入さ
れている。
【００８４】
　ナノ粒子は、ポリアニオン性活性剤または治療剤、例えば、ＲＮＡおよび１、２または
３種の生体適合性ポリマーを含むことができる。例示的な治療剤には、核酸、タキサンな
どの抗腫瘍薬が挙げられる。
【００８５】
　負に荷電したポリマーの全電荷は、添加時の脂質混合物中の正電荷の数より少ないか、
またはこれと同じでなければならず、好ましくは０．０６～０．１６（ｗ：ｗ）である。
例えばＲＮＡが使用される場合、封入された核酸は、０．０６～０．１６のＲＮＡ：脂質
の最終比、電荷：電荷（－／＋）比は好ましくは１：２．５～１：１で存在する。
【００８６】
　脂質の混合物が電荷を有するカチオン性脂質を含む場合、脂質小胞を負に荷電したポリ
マーの存在下で形成してポリマーを封入し取り込んでもよい。得られた粒子は、培地のｐ
Ｈを生理的ｐＨ以上に高めることによって中和することができる。このようにして形成さ
れた小胞は、核酸の含有量の高い、均一な小胞サイズの製剤を提供する。
【００８７】
　いずれの例においても、ポリマーを封入した小胞（ナノ粒子）は、５０～１５０ｎｍの
サイズ範囲を有する。
【００８８】
　本明細書に記載の方法に従って、脂質混合物を、負に帯電したポリマーを含有してもよ
い緩衝水性溶液と混合する。緩衝水性溶液は、緩衝液が脂質混合物中のプロトン化脂質の
ｐＫａ未満のｐＨを有する溶液であってもよい。適切な緩衝液の例には、クエン酸塩、リ
ン酸塩、酢酸塩、およびＭＥＳが挙げられる。特に好ましい緩衝液は、クエン酸緩衝液で
ある。好ましい緩衝液は、封入されるポリマーの化学的性質に依存して、アニオンの１～
１０００ｍＭの濃度範囲であり、緩衝液濃度の最適化は、高い負荷レベルを達成するため
に重要となり得る。
【００８９】
　粒子を透析してエタノールを除去し、ｐＨを上昇させ、または薬学的に許容し得る担体
および／もしくは希釈剤と混合する場合に、粒子膜を通る浸透ポテンシャルをバランスさ
せる抗凍結剤および／または非イオン性溶質を添加することが適切な場合もある。
【００９０】
　ＲＮＡに対して、本明細書に記載の方法の概略図を図１に示す。溶液の調製を、凍結乾
燥材料または固体材料を水中で溶解し、好ましくはｐＨ３．５～４．５で、例えば５０ｍ
Ｍのクエン酸塩で緩衝することにより行う。緩衝液中の核酸の量は、０．０８～０．８ｍ
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ｇ／ｍＬである。エタノールの添加時に、水性溶液の温度は２５～４５℃、好ましくは３
０～４０℃である。一本鎖核酸を使用する場合は、高温で短時間、例えば６５℃で１～２
分間加熱することが有用であり得る。
【００９１】
　エタノール溶液の水性溶液への添加は、空気－水界面に狭い流れで噴霧するか、または
、容器に接続された管を通って送達されるエタノールと水性溶液の間の液－液界面を介し
てのいずれかにより、行われる。
【００９２】
　有機溶液は、制御された速度、好適には一定の速度で有機溶液を水性溶液に送達するこ
とで、添加される。有機溶液の送達は、１分～１００分内、好ましくは１～２５分内で完
了することができる。有機溶液は、管またはノズルを通って、またはマルチノズルシステ
ムを通って、単一のスプレーまたは流れを介して添加することができる。有機溶液を水性
溶液に添加しながら、得られた溶液を、撹拌、振とう、または再循環することによって混
合することができる。添加のステップにより、リポソーム二重層構造を破壊するのに十分
な最終濃度、好ましくは２５～４５％エタノール、最も好ましくは３５％のエタノールの
最終濃度がもたらされる。
【００９３】
　脂質－核酸粒子について、最終的なＲＮＡ濃度は０．００１～１ｍｇ／ｍｌ、好ましく
は０．０１～０．５ｍｇ／ｍｌ、最も好ましくは０．０５～０．５ｍｇ／ｍｌである。最
終的な薬物／脂質比は、０．０６～０．１６ｗ：ｗ（２．５：１～１：１の電荷：電荷比
）である。
【００９４】
　最終的な溶液は、有機溶媒を除去するために、透析または濾過により、好ましくはダイ
アフィルトレーションにより処理される。エタノールを除去しつつ、水性溶液は、中性ｐ
Ｈ、ｐＨ６．８～ｐＨ７．５、好ましくはｐＨ７．２での緩衝液に、例えばリン酸緩衝液
に変換される。得られた水性溶液は好ましくは、貯蔵または使用前に、例えば０．２２μ
ｍのフィルターを通して濾過することにより、滅菌される。
【００９５】
　最終的な封入効率は、８５％より大である。最終的な平均粒子径は、５０～１５０ｎｍ
である。多分散性指数ＰＤＩは、０．２未満、好ましくは０．１未満である。
【００９６】
凍結乾燥
　本開示は部分的に、再構成された場合に最小量の大きな凝集体を有する、凍結乾燥され
た医薬組成物に関する。かかる大きな凝集体は、約０．２μｍを超える、または約０．５
μｍを超える、または約１μｍを超えるサイズを有する可能性があり、再構成された溶液
中に望ましくない場合がある。凝集体サイズは、参照により本明細書に組み入れられる米
国薬局方３２＜７８８＞に示されたものを含む、様々な技術を用いて測定することができ
る。試験は、光遮蔽粒子計数試験、顕微鏡的粒子計数試験、レーザー回折、および単一粒
子光学検知を含むことができる。一態様において、所与の試料中の粒子サイズは、レーザ
ー回折および／または単一粒子光学検知を用いて測定される。動的光散乱（ＤＬＳ）を用
いて粒子サイズを測定してもよいが、この手法はブラウン運動に依存するため、いくつか
の大きな粒子を検出できない可能性がある。レーザー回折は、粒子と懸濁媒体の間の屈折
率の差に依存する。この手法は、サブミクロンからミリメートル範囲の粒子を検出するこ
とができる。大きな粒子の比較的小さい量（例えば、約１～５重量％）は、ナノ粒子懸濁
液中で決定することができる。単一粒子光学センシング（ＳＰＯＳ）は、希薄懸濁液の光
遮蔽を用いて、約０．５ｐｍの個々の粒子をカウントする。測定試料の粒子濃度を知るこ
とにより、凝集体の重量パーセントまたは凝集体濃度（粒子数／ｍＬ）を算出することが
できる。
【００９７】
　凝集体の形成は、例えば粒子表面の脱水のために、凍結乾燥の凍結および／または乾燥
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のステップ中に生じる可能性がある。凍結プロセスは、氷が形成されるにつれて粒子間の
距離が短縮される、濃縮効果を有する（Alison et al., Biochim Biophys Acta. 2000 Se
p 29;1468(1-2):127-38; Armstrong and Anchordoquy, J Pharm Sci. 2004 Nov;93(11):2
698-709）。この脱水は、凍結乾燥前の懸濁液に、多糖類などの溶解保護剤（lyoprotecta
nt）を使用することによって回避することができる。適切な多糖類は、スクロース、ラク
チュロース、ラクトース、マルトース、トレハロース、またはセロビオース、コージビオ
ース、ニゲロース、イソマルトース、トレハロース、ソホロース、ラミナリビオース、ゲ
ンチオビオース、ツラノース、マルツロース、パラチノース、ゲンチビウロース（gentio
biulose）、マンノビアーゼ（mannobiase）、メリビオース、メリビルロース（melibiulo
se）、ルチノース、ルチヌロース（rutinulose）、およびキシロビオースを含む。一態様
において、組成物は、スクロースである多糖類を含む。別の態様において、組成物は、ト
レハロースである多糖類を含む。出願人らによる結果は、出発懸濁液と比較した場合に、
等価のＤＬＳサイズ分布が再構成時に得られることを示している。
【００９８】
　以前には、ガラス質の賦形剤に高分子を固定化するプロセスであるガラス化は、リポソ
ームの凝集防止に寄与する因子ではなく、糖の高張溶液が必要であると考えられていた（
Alison et al.）。本発明者らは、凍結乾燥の凍結および乾燥ステップの結果は、特定の
脂質：多糖類比（ｗ：ｗ）に依存することを見出し、これは、リポソームの凝集、リポソ
ーム拡散障壁の破壊、および封入ＲＮＡが放出されて核酸リポプレックスを形成すること
を防止するための手段を提供する。一態様において、組成物は、１２～１５％のスクロー
スおよび５～２０ｍｇ／ｍｌの脂質、好ましくは１２％のスクロースおよび９ｍｇ／ｍｌ
の脂質を含む。より好ましくは、組成物はさらに、緩衝剤、最も好ましくは中性ｐＨのＨ
ＥＰＥＳを含む。
【００９９】
　凍結乾燥ステップは、好適なガラス容器、好ましくは１０ｍｌの円筒形ガラスバイアル
中で行われる。ガラスバイアルは、－４０℃未満および室温を超える温度の短時間での急
激な変化に耐えなければならず、均一な形状にカットされる。増量剤および核酸を封入し
たリポソームを含む組成物は、好ましくは３ｍｌ容量で、および好ましくは９ｍｌ／ｍｌ
の脂質で、バイアルに加えられる。
【０１００】
　凍結乾燥ステップは、約－４０℃を越えるか、または例えば約－３０℃未満の温度で組
成物を凍結し、凍結組成物を形成すること；および凍結組成物を乾燥させて、凍結乾燥組
成物を形成することを含む。凍結ステップは好ましくは、約６分間にわたって最終温度ま
での直線的な温度低下、好ましくは１℃／分にて２０～－４０℃への低下をもたらす。よ
り好ましくは、１２～１５％のスクロースを使用することができ、乾燥ステップは、約５
０～１５０ｍＴｏｒｒにて、最初は約－１５～－３５℃の低温で、その後、室温から約２
５℃のより高い温度で、３～７日間で完了される。本開示の別の態様において、トレハロ
ースを使用することができ、乾燥ステップは約５０～１００ｍＴｏｒｒにて、最初は約０
～－１５℃の低温で、その後より高い温度で行われる。
【０１０１】
　別の側面において、本発明は、医薬ナノ粒子組成物中の粒子の実質的凝集を防止する方
法であって、凍結乾燥製剤に糖および塩を添加して、凝集およびリポソームの内部からの
核酸の放出を防ぐことを含む、前記方法を提供する。
【０１０２】
医薬組成物
　本明細書に開示された脂質粒子は、特に治療薬と関連付けられている場合には、医薬組
成物として製剤化してもよく、これは例えば、薬学的に許容し得る希釈剤、賦形剤、また
は担体、例えば生理食塩水またはリン酸緩衝液などを、投与経路および標準的な医薬の実
務に従って選択してさらに含む。当業者によって理解されるように、担体は、以下に説明
する投与経路、標的組織の位置、送達される薬物、薬物送達の時間経過などに基づいて選
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択することができる。
【０１０３】
　特定の態様において、本発明の脂質－核酸粒子を含む医薬組成物は標準技法に従って調
製され、薬学的に許容し得る担体をさらに含む。一般に、通常生理食塩水が、薬学的に許
容し得る担体として使用される。他の適切な担体としては、例えば、水、緩衝水、０．９
％生理食塩水、０．３％グリシン、糖または多糖類、例えばスクロース、および／または
トレハロースなどで、安定性を高めるための糖タンパク質を含み、例えばアルブミン、リ
ポタンパク質、グロブリンなどが挙げられる。増量剤、抗凍結剤および／または溶解保護
剤、ならびにＥＤＴＡなどの金属除去剤も、含まれていてもよい。担体を含有する生理食
塩水または他の塩を含む組成物において、担体は、好ましくは脂質粒子形成後に添加され
る。したがって、脂質－核酸組成物が形成された後、組成物は、生理食塩水などの薬学的
に許容し得る担体中に希釈することができる。
【０１０４】
　得られた医薬製剤は、従来の周知の滅菌技術により滅菌することができる。次に水性溶
液を、使用のために包装し、または無菌条件下で濾過して凍結乾燥することができ、凍結
乾燥製剤は投与前に、滅菌水性溶液と合わせられる。組成物は、必要に応じて、生理的条
件に近づけるために薬学的に許容し得る補助物質を含有してもよく、例えばｐＨ調整剤お
よび緩衝剤、等張化剤など、例えば酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、
塩化カリウム、または塩化カルシウム等である。さらに、脂質懸濁液は、貯蔵時にフリー
ラジカルおよび脂質過酸化損傷から脂質を保護する、脂質保護剤を含んでいてもよい。親
油性フリーラジカルクエンチャー、例えばａ－トコフェロールおよびフェリオキサミンな
どの水溶性鉄特異的キレート剤が適している。
【０１０５】
　医薬製剤中の脂質粒子または脂質－核酸粒子の濃度は広範に変化することができ、すな
わち、約０．０１％未満、通常少なくとも約０．０５～５％から、最大で１０～３０重量
％までであり、選択された特定の投与様式に応じて、主として流体容量、粘度などに応じ
て選択される。例えば、濃度は、処置に関連する流体負荷を低下させるために、増加させ
ることができる。これは、アテローム性動脈硬化症関連のうっ血性心不全または重度の高
血圧を有する患者において、特に望ましい場合がある。あるいは、刺激性の脂質からなる
複合体は、投与部位における炎症を軽減するために、低濃度に希釈してもよい。一群の態
様において、核酸は、付着された標識を有し、診断に使用される（相補的な核酸の存在を
示すことによって）。この場合、投与される複合体の量は、使用される特定の標識、診断
される疾患状態、および臨床医の判断に依存するが、一般に、約０．０１～約５０ｍｇ／
体重１ｋｇ、好ましくは約０．００１～約５ｍｇ／体重１ｋｇである。
【０１０６】
使用法
　本明細書に記載の脂質粒子は、核酸を、in vitroまたはin vivoで細胞へ送達するため
に使用することができる。本発明の脂質粒子および関連する医薬組成物を使用する様々な
方法の以下の説明は、核酸－脂質粒子に関連する説明によって例示されるが、これらの方
法および組成物は、かかる処置により利益を受けるであろう任意の疾患または障害の処置
のための、任意の治療剤の送達用に容易に適合され得ることが、理解される。
【０１０７】
　特定の態様において、本発明は、核酸を細胞に導入するための方法を提供する。細胞内
への導入のための好ましい核酸は、ｓｉＲＮＡ、免疫刺激オリゴヌクレオチド、プラスミ
ド、アンチセンスおよびリボザイムである。これらの方法は、本発明の粒子または組成物
を、細胞内送達が生じるのに十分な時間、細胞と接触させることにより実施することがで
きる。
【０１０８】
　本発明の組成物は、ほぼ全ての細胞型に吸着可能である。一度吸着すると、核酸－脂質
粒子は、細胞の一部によりエンドサイトーシスされるか、脂質を細胞膜と交換するか、ま
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たは細胞と融合することができる。複合体の核酸部分の転移または取り込みは、これらの
経路のいずれかを介して生じることができる。本発明の範囲に関して限定を意図するもの
ではないが、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれる粒子の場合、粒子は次に
エンドソーム膜と相互作用し、おそらく非二分子層相の形成によってエンドソーム膜の不
安定化が生じ、封入された核酸の細胞原形質への導入がもたらされると考えられている。
同様に、細胞と細胞原形質膜の直接融合の場合には、融合が生じると、リポソーム膜は細
胞膜に組み込まれ、リポソームの内容物は細胞内液と混合される。in vitroで行われる場
合、細胞と脂質－核酸組成物の間の接触は、生物学的に適合する培地中で起こる。組成物
の濃度は、特定の用途に応じて幅広く変化するが、一般に１μｍｏｌ～１０ｍｍｏｌの間
である。一定の態様において、細胞の脂質－核酸組成物による処理は、一般に、生理的温
度（３７℃）で１～２４時間、好ましくは２～８時間行われる。in vitro用途のために、
核酸は培養中で増殖する任意の細胞に対して送達することができ、植物または動物起源、
脊椎動物または無脊椎動物かどうかに関わらず、任意の組織または型であってよい。好ま
しい態様において、細胞は、動物細胞、より好ましくは哺乳動物細胞、最も好ましくはヒ
ト細胞である。
【０１０９】
　一群の態様において、脂質－核酸粒子懸濁液を、約１０３～約１０５細胞／ｍＬ、より
好ましくは約２×１０４細胞／ｍＬの細胞密度を有する、６０～８０％集密のプレートさ
れた細胞に添加する。細胞に添加した懸濁液の濃度は、好ましくは約０．０１～２０μｇ
／ｍＬ、より好ましくは約１μｇ／ｍＬである。
【０１１０】
　代表的な用途としては、よく知られている手順を使用して、特定の細胞標的をノックダ
ウンまたはサイレンスさせるためのｓｉＲＮＡの細胞内送達を提供することを含む。代替
的に、用途は、治療的に有用なポリペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡ配列の送
達を含む。
【０１１１】
　本発明の方法は、in vitro 、ex vivo、またはin vivoで実施してよい。例えば、本発
明の組成物はまた、当業者に周知の方法を用いて、in vivoの細胞への核酸の送達のため
に使用することができる。
【０１１２】
　in vivo投与のために、医薬組成物は好ましくは非経口的に、すなわち、関節内、静脈
内、腹腔内、皮下、または筋肉内に投与される。特定の態様において、医薬組成物は、ボ
ーラス注入によって静脈内または腹腔内に投与される。
【０１１３】
　他の方法において、医薬製剤は、製剤を組織へ直接適用することにより、標的組織と接
触させることができる。適用は、局所的な「開」または「閉」手順によって行うことがで
きる。「局所的」により、皮膚、中咽頭、外耳道などの環境に曝露された組織への、医薬
製剤の直接適用を意味する。「開」の手順は、患者の皮膚を切開し、医薬製剤を適用する
下部組織を直接可視化することが含まれるような手順である。これは一般に外科的処置に
より、例えば肺にアクセスするための開胸術、腹部内臓にアクセスするための開腹術、ま
たは標的組織に対する他の直接的な外科的アプローチにより、達成される。「閉」の手順
は、内部標的組織は直接には可視化されないが、皮膚の小さな傷を通して挿入した機器を
介してアクセスされる、非侵襲的処置である。例えば、製剤は、ニードル洗浄によって腹
膜に投与してもよい。同様に、医薬製剤は、腰椎穿刺中に注入し、続いて脊椎麻酔または
脊髄のメトリザミドイメージングのために一般に実施されるように患者を適切に位置させ
ることにより、髄膜または脊髄に投与してもよい。あるいは、製剤は、内視鏡装置を介し
て投与することができる。
【０１１４】
　脂質－核酸組成物はまた、エアロゾルで肺に吸入されるか、または疾患部位へ直接注入
することにより、投与することができる。
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【０１１５】
　本発明の方法は、種々の対象または宿主において実施することができる。好ましい対象
または宿主には、哺乳動物種、例えばヒト、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒ
ツジなどが挙げられる。特定の態様において、対象は、疾患もしくは障害の処置または予
防が必要な、例えば疾患または障害があると診断されたか、そのリスクがあると考えられ
る、ヒトなどの哺乳動物である。
【０１１６】
　本発明の脂質－治療剤粒子の投与量は、治療剤と脂質の比率、ならびに患者の年齢、体
重、および状態に基づく、投与する医師の意見に依存する。
【０１１７】
　一態様において、本発明は、標的ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの発現を調節す
る方法を提供する。これらの方法は一般に、細胞を、標的ポリヌクレオチドまたはポリペ
プチドの発現を調節することができる核酸と関連している本発明の脂質粒子と、接触させ
ることを含む。本明細書で使用される「調節」という用語は、標的ポリヌクレオチドまた
はポリペプチドの発現を変化させることを意味する。別の態様において、調節は、増大も
しくは増強を意味することも、または減少もしくは低減を意味することもできる。標的ポ
リヌクレオチドまたはポリペプチドの発現レベルを測定する方法は当分野で知られおり利
用可能であり、例えば、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）および免疫組織化
学技法を用いる方法が挙げられる。特定の態様において、標的ポリヌクレオチドまたはポ
リペプチドの発現のレベルは、適切な対照値と比較して、少なくとも１０％、２０％、３
０％、４０％、５０％、または５０％を超えて、増加または減少される。
【０１１８】
　例えば、ポリペプチドの発現の増加が望まれる場合には、核酸は、所望のポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターであってもよい。逆に、ポリヌクレオ
チドまたはポリペプチドの発現の低下が望まれる場合には、この核酸は、例えばアンチセ
ンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、またはマイクロＲＮＡであって、標的ポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチド配列を
含むものであり、それにより、標的ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの発現が破壊さ
れる。あるいは、核酸は、かかるアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、または
マイクロＲＮＡを発現するプラスミドであってもよい。
【０１１９】
　特定の態様において、核酸活性剤または治療剤は、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、アン
チセンスオリゴヌクレオチド、およびｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、またはアンチセンス
オリゴヌクレオチドを発現することができるプラスミドから選択され、ここで前記のｓｉ
ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、またはアンチセンスＲＮＡは、ポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドに特異的に結合するオリゴヌクレオチド、またはその相補体を、前記ポリペ
プチドの発現が低減されるような様式で含む。
【０１２０】
　別の態様において、核酸は、ポリペプチドまたはその機能的変異体もしくは断片を、前
記ポリペプチドまたはその機能的変異体もしくは断片の発現が増加されるようにコードす
るプラスミドである。
【０１２１】
　関連する態様において、本発明は、対象における、ポリペプチドの過剰発現を特徴とす
る疾患または障害を処置する方法を提供し、ここで該方法は以下を含む：対象に対して本
発明の医薬組成物を提供すること、ここで、治療剤は、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド、およびｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、またはアンチセン
スオリゴヌクレオチドを発現することができるプラスミドから選択され、ここで前記のｓ
ｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、またはアンチセンスＲＮＡは、ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドに特異的に結合するオリゴヌクレオチド、またはその相補体を含む。
【０１２２】
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　別の関連する態様において、本発明は、対象における、ポリペプチドの過少発現を特徴
とする疾患または障害を処置する方法を提供し、ここで該方法は以下を含む：対象に対し
て本発明の医薬組成物を提供すること、ここで、治療剤は、ポリペプチドまたはその機能
的変異体もしくは断片をコードするプラスミドである。
実施例
【０１２３】
例１
　リポソーム／ＲＮＡナノ粒子、および脂質のみのナノ粒子を、図１を参照し、２０Ｌ～
２００Ｌの範囲の様々なスケールで２種の異なるｓｉＲＮＡを用いて調製した。
　ストック脂質溶液を次のように混合した。全ての脂質成分（カチオン性脂質、ＤＯＰＥ
、コレステロール、ＰＥＧ複合脂質、およびｄｉＶＡ－ＰＥＧ７５０－ｄｉＶＡ）を、無
水エタノールに４．５ｍｇ／ｍＬの重量濃度で溶解した。エタノール中の脂質を３５～４
０℃に高め、目視で溶解するまで混合した。
　脂質溶液を、脂質ストック容器から０．４５／０．２２μｍフィルターを通して、濾過
脂質ストック容器にポンプで送った。
【０１２４】
　ｓｉＲＮＡは、ｓｉＲＮＡストック容器内の５０ｍＭのクエン酸緩衝液中に、最終ｓｉ
ＲＮＡ：脂質比に応じて、０．２６ｍｇ／ｍＬまたは０．１６ｍｇ／ｍＬの濃度で溶解し
た。ｓｉＲＮＡ溶液を、ｓｉＲＮＡストック容器から０．４５／０．２２μｍフィルター
を通して、［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器に、ポンプで送った。
　［３５％エタノール中のリポソームｓｉＲＮＡ］容器を、内容物を連続的に攪拌しつつ
３５～４０℃にした。脂質溶液を、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液の表面にノズルを用いて噴霧し
て、ｓｉＲＮＡ負荷リポソームを自然に形成させた。脂質とｓｉＲＮＡを合わせて、総脂
質：ｓｉＲＮＡ比が１４：１または９：１（重量：重量）のいずれか、およびエタノール
濃度が３５％となるようにした。
【０１２５】
　次にリポソーム溶液を、０．２２μｍで濾過したＰＢＳ緩衝液で希釈して、２０リット
ルのFlex Boy単回使用バッグに入れ、約１０％の最終エタノール濃度とした。得られたリ
ポソーム溶液を濃縮した後、１０×容量のＰＢＳに対してダイアフィルトレーションして
エタノールを除去し、緩衝液を交換した。濃縮およびダイアフィルトレーションステップ
はすべて、単回使用のポンプ室を装備したQuattro Flow（ダイヤフラム）ポンプ、単回使
用のフレキシブルチューブ、および単回使用の中空糸膜カートリッジを用いて行った。最
終懸濁液は、バイオバーデン減少のために０．４５／０．２２μｍフィルターを通して濾
過して、最終の単回使用収集ボトルに入れた。結果を表１に示す。
【表１】

【０１２６】
リポソームの調製
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　例示的な一態様において、脂質の混合物は、カチオン性アミノ脂質、中性脂質（アミノ
脂質以外）、ステロイド（例えば、コレステロール）、およびＰＥＧ修飾脂質（例えば、
ＰＥＧ－Ｓ－ＤＭＧ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧまたはＰＥＧＤＭＡ）の混合物であり、有機
溶媒中に共溶解されている。好ましい態様において、脂質混合物は、カチオン性アミノ脂
質、中性脂質、コレステロールおよびＰＥＧ修飾脂質から本質的になる。さらに好ましい
態様において、脂質混合物は、種々のモル比での、カチオン性脂質、ＤＯＰＥ（または別
のヘルパー脂質で、イオン化可能または永久的なカチオン性電荷のいずれか）、コレステ
ロールおよびＰＥＧ結合脂質からなる。好ましいモル範囲は、４０～６０モル％のカチオ
ン性脂質、１０～３０％の中性脂質、２０～４０％のコレステロール、および１～１０％
のＰＥＧ修飾脂質である。標的脂質は、脂質混合物、例えばｄｉＶＡ－ＰＥＧ７５０－ｄ
ｉＶＡ（または他のＶＡ結合標的脂質）に、０．１対５（標的脂質：総脂質）のモル比で
添加することができる。脂質混合物はまた、ポリマーの混合物または天然（例えばキトサ
ン）もしくは合成（例えばＰＥＩ）起源の加工助剤を含んでよい。脂質の総濃度は２５ｍ
ｇ／ｍｌ未満、好ましく５ｍｇ／ｍｌ未満である。脂質混合物は、例えば０．４５または
０．２μｍフィルターなどの膜を通して濾過される。
【０１２７】
　本発明に従って、脂質混合物を緩衝水性溶液と混合する。緩衝水性溶液は、緩衝液が脂
質混合物中のプロトン化可能な脂質のｐＫａ未満のｐＨを有する溶液であってよい。適切
な緩衝液の例としては、クエン酸塩、リン酸塩、酢酸塩、およびＭＥＳが挙げられる。特
に好ましい緩衝液は、クエン酸緩衝液である。好ましい緩衝液は、封入される核酸の化学
的性質に依存して、アニオンの１～１０００ｍＭの濃度範囲であり、緩衝液濃度の最適化
は、高い負荷レベルを達成するために重要となり得る。代替的に、ＨＣｌ、Ｈ２ＳＯ４な
どを用いてｐＨ５～６の酸性にした純水を用いてもよい。代替的に、例えば、粒子を透析
してエタノールを除去し、ｐＨを上昇させ、または通常生理食塩水などの薬学的に許容し
得る担体と混合するなどの場合に、粒子膜を通る浸透ポテンシャルをバランスさせる非イ
オン性溶質を添加することが、適切な場合もある。緩衝液はまた、加工助剤（例えばポロ
キサマー、界面活性剤、洗剤）、増量剤（例えばマンニトール）または抗凍結剤（スクロ
ース、トレハロース、ガラクトース、イヌリン）を含んでもよい。緩衝液中の核酸の量は
、約０．０８～０．８ｍｇ／ｍＬである。
【０１２８】
　エタノールの添加時に、水性溶液およびエタノールの温度は２５～４５℃、好ましくは
３０～４０℃である。エタノール溶液は水性溶液に液－液界面を介して添加され、エタノ
ールは、水性溶液中に浸漬された管またはノズルを通って送達される。
　有機溶液の添加は、制御された速度、好適には一定の速度で有機溶液を水性溶液に送達
するポンプによって行われる。有機溶液の送達は、１分～１００分内、好ましくは２～２
０分内で完了することができる。有機溶液は、単一のオリフィスもしくはノズルを通して
、または複数のオリフィスもしくはノズルシステムを通して、添加してよい。単一（また
はマルチノズルアレイ）のオリフィスの直径は、１０～１０００μｍ、好ましくは３００
～６００μｍであってよい。添加は、０～３０ｐｓｉを有機物の流れに適用して分散を支
援することにより、行ってもよい。有機溶液を水性溶液に添加しつつ、得られた溶液を、
撹拌または再循環することによって混合する。添加のステップにより、好ましくは２５～
４５％エタノール、最も好ましくは３５％エタノールの最終濃度がもたらされる。
【０１２９】
　最終的な溶液は、有機溶媒を除去するために、透析または好ましくはダイアフィルトレ
ーションにより処理される。エタノールを除去しつつ、水性溶液は、中性ｐＨ、ｐＨ６．
８～ｐＨ７．５、好ましくはｐＨ７．２での緩衝液に、例えばリン酸緩衝液に変換される
。緩衝液はまた、加工助剤（例えばポロキサマー、界面活性剤、洗剤）、増量剤（例えば
マンニトール）または抗凍結剤（スクロース、トレハロース、ガラクトース、イヌリン）
をさらに含んでもよい。得られた水性溶液は好ましくは、貯蔵または使用の前に、例えば
０．２２μｍのフィルターを通して濾過することにより、滅菌される。
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【０１３０】
　リポソーム生成のこの方法は、ＳＵＳサブユニットシステムを含むマニホールドＳＵＳ
に関連して使用することができる。このマニホールドシステムは、以下のサブユニットか
ら構成されてもよい：水混和性の有機溶媒中に脂質溶液を調製するための脂質混合バッグ
、脂質保持バッグ、および脂質溶液を脂質ユニットから脂質保持ユニットに移送する手段
からなる、脂質混合ユニット；ＲＮＡ溶液を調製するためのＲＮＡ混合バッグ、ＲＮＡ保
持バッグ、およびＲＮＡ溶液をＲＮＡユニットからＲＮＡ保持ユニットに移送する手段か
らなる、ＲＮＡ混合ユニット；脂質溶液を脂質保持バッグからＲＮＡ溶液に移送する手段
；ならびに、中空糸膜、単回使用ダイヤフラムポンプヘッド、および種々の保持バッグか
らなる、ダイアフィルトレーションシステム。
　ＳＵＳ装置は、予め滅菌し、無菌的な接続／切断を使用して操作することができ、無菌
操作法を用いてリポソームを生成する。無菌処理は、最終的な無菌濾過（０．２２μｍ）
の必要性を取り除く。０．２２μｍフィルターの不在は、より大きな範囲の粒子サイズ（
＞２００ｎｍ）が処理されることを可能にし、全ての可能なフィルター／薬物製品の互換
性の問題を解決する。
【０１３１】
例２：ＲＮＡ－脂質の粒子サイズに対する、濃度の効果
　この例は、ｓｉＲＮＡおよび脂質濃度の、粒子サイズに対する効果を記載する。
　ナノ粒子を、本明細書に記載の方法により調製する。カチオン性脂質、ＤＯＰＥ、コレ
ステロール、ＰＥＧ－ＢＭＬ、およびｄｉＶＡ－ＰＥＧ７５０－ｄｉＶＡを、無水エタノ
ールにそれぞれ５０：１０：３８：２：５のモル比で溶解した。ｓｉＲＮＡを、ｐＨ４．
５の５０ｍＭのクエン酸緩衝液中に溶解した。
【０１３２】
　混合容器内で連続して撹拌しながら、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液を３５～４０℃にした。次
にエタノール／脂質混合物を、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液の表面にマニホールド／ノズルアレ
イを用いて噴霧して、ｓｉＲＮＡ負荷リポソームを自然に形成させた。脂質およびＲＮＡ
濃度を調節して、０．０５～０．５ｍｇ／ｍＬの範囲の最終ｓｉＲＮＡ濃度、０．０８（
重量：重量）の薬物：脂質比、および３５％のエタノール濃度に到達させた。脂質のｓｉ
ＲＮＡに対する比率は、試験した全ての条件について一定に保った。
【０１３３】
　ｓｉＲＮＡ負荷リポソームを～１０％エタノールに希釈して粒子を安定化させ、次に１
０×容積のＰＢＳ（ｐＨ７．２）に対してダイアフィルトレーションしてエタノールを除
去し、緩衝液を交換した。最終生成物を、バイオバーデン（汚染微生物数）の減少のため
に、０．２２μｍの滅菌グレードＰＥＳフィルターで濾過した。体積、平均粒子サイズお
よび多分散性指数（ＰＤＩ）は、動的光散乱（ＤＬＳ）を用いて測定した。結果を表２に
示す。



(28) JP 6149041 B2 2017.6.14

10

20

30

40

50

【表２】

【０１３４】
　結果は、粒子サイズが、ｓｉＲＮＡ濃度（ｍｇ／ｍｌ単位）の増加と共に増加すること
を示す。脂質およびｓｉＲＮＡ濃度を（相対比率を一定に維持しつつ）低下させると粒子
サイズが減少し、一方、濃度を増加させると粒子サイズが増加する。０．０５～０．５ｍ
ｇ／ｍＬの間の最終ｓｉＲＮＡ濃度は、９６．７～１４１．９ｎｍで１５０ｎｍ未満の平
均粒子径と０．２未満の多分散性指数を有するナノ粒子を、全ケースにおいて生成する。
【０１３５】
　１５０ｎｍ未満の粒子サイズで０．２未満のＰＤＩのものは、本明細書に記載の方法に
より、予備形成された空の脂質小胞を調製することなく、および／または機械的な処理な
しで生成される。
【０１３６】
例３：プロセスパラメータのＲＮＡ－脂質粒子形成に対する効果
　この例は、様々なプロセスパラメータの、ＲＮＡ－脂質粒子形成に対する効果について
記載する。いくつかのパラメータをこの実験の間にスクリーニングしたが、それには、温
度、エタノール濃度、緩衝液、脂質：ｓｉＲＮＡ比、および脂質溶液を分散させるために
用いたノズルタイプを含む。
【０１３７】
　ＨＥＤＣ、ＤＯＰＥ、コレステロール、ＰＥＧ－ＢＭＬ、およびｄｉＶＡ－ＰＥＧ７５
０－ｄｉＶＡを、無水エタノールにそれぞれ４０：３０：２５：５：２のモル比で溶解し
た。混合容器内で連続して撹拌しながら、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液を示す温度にした。次に
エタノール／脂質混合物を、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液の表面にノズルを用いて噴霧して、ｓ
ｉＲＮＡ負荷リポソームを自然に形成させた。脂質をｓｉＲＮＡと混合して、０．１ｍｇ
／ｍＬの最終ｓｉＲＮＡ濃度に、指示された薬物：脂質比および指示された最終エタノー
ルパーセントにて、到達させた。
【０１３８】
　ｓｉＲＮＡは、２５～１００ｍＭおよびｐＨ３．５～６．５の強さで変化させたクエン
酸緩衝液中に溶解した。混合物の温度は２５～４５℃で変化させた。最終エタノール濃度
は２５～４５％で変化させた。薬物：脂質比（重量／重量）は、０．０７～０．１１で変
化させた。水和ノズルの内径（ＩＤ）は、０．００５～０．１２５インチで変化させた。
各条件は、それぞれのプロセスパラメータの効果を比較するための測定として実施した。
別の指定がない限り、各条件は、５０ｍＭのクエン酸緩衝液、ｐＨ４．５、３５℃、３５
％の最終エタノール、０．０７の薬物：脂質比、０．００５インチのノズルＩＤで実施し
た。
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【０１３９】
　ｓｉＲＮＡ負荷リポソームを～１０％エタノールに希釈して粒子を安定化させ、次に１
０×容積のＰＢＳ（ｐＨ７．２）に対してダイアフィルトレーションしてエタノールを除
去し、緩衝液を交換した。最終生成物を、バイオバーデン（汚染微生物数）の減少のため
に、０．２２μｍの滅菌グレードＰＥＳフィルターで濾過した。
【０１４０】
　表３は、ｐＨの、脂質－核酸ナノ粒子の平均径およびＰＤＩに対する効果を示す。緩衝
液のｐＨの増加は、平均粒子サイズが１５０ｎｍ未満ではあるが、粒子サイズの増大をも
たらした。
【表３】

【０１４１】
　表４は、緩衝液濃度の、種々のパラメータに対する効果を示す。結果は、緩衝液の濃度
の増加がｓｉＲＮＡ回収率を低下させることを示した。平均粒子サイズおよびＰＤＩは影
響を受けないようであった。最小粒子サイズはｐＨ３．５で観察され、最大のｓｉＲＮＡ
回収率は、２５ｍＭのクエン酸緩衝液で観察された。

【表４】

【０１４２】
　表５は、水和温度の２５から４５℃への上昇が、粒子サイズを１３５．７から１０２．
２ｎｍに減少させ、一方でｉＲＮＡ回収率を８０％から８７％に改善することを示す。最
終エタノールパーセントの上昇は、ｓｉＲＮＡ回収率に影響を与ることなく粒子サイズを
増加させたが、封入効率を８８％に低下させた。



(30) JP 6149041 B2 2017.6.14

10

20

30

40

【表５】

【０１４３】
　表６は、薬物：脂質比が減少すると、ｓｉＲＮＡ回収率が８０％から８７％へ上昇する
ことを示す。最大回収率は、０．０７の薬物：脂質比（ｗ：ｗ）で観察された。その他の
測定された特性全ては、薬物：脂質比によって影響を受けなかった。この結果は、Maurer
らおよびSempleらの開示を考慮すると驚くべき予想外のものであり、何故ならば両者とも
、最適な回収率は、薬物：脂質（ｗ：ｗ）が０．１６以上（薬物：脂質（ｗ：ｗ）が６．
２５以下）の場合であると記載しているからである。本結果は、本明細書に記載の方法を
用いて反対の傾向が得られることを示唆する。

【表６】

【０１４４】
　表７は、ノズルＩＤを２５倍増加しても、粒子サイズ、封入効率またはｓｉＲＮＡ回収
率に影響はなかったことを示す。エタノール／脂質の緩衝液表面への添加に用いられたノ
ズルのオリフィスは、実質的に柔軟である。この柔軟性が、スケールアップの間に主要な
利点を提供した可能性がある。
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【表７】

【０１４５】
例４：記載プロセスの、リポソームのバッチ生産のための参照方法との比較
　これらの結果は、本明細書に記載の脂質／核酸粒子を調製するための方法を、Sempleら
による米国特許第6,858,225号に記載の方法（対照方法または対照方法により用いられる
対照組成物）と比較した。これらは、例３の組成物に従って、または対照方法を用いて調
製した。
【０１４６】
　例３の組成物は、カチオン性脂質、ＤＯＰＥ、コレステロール、ＰＥＧ複合脂質、およ
び標的脂質を、４０：３０：２５：５：２のモル比（上記の例２を参照のこと）で共溶解
したものから構成された。
【０１４７】
　対照組成物は、ＤＯＤＡＰ、ＤＳＰＣ、コレステロール、およびＰＥＧ－ＣＥＲ－１４
を、２５：２０：４５：１０のモル比で共溶解したものから構成された。
【０１４８】
　例３の方法において、脂質は、無水エタノール中４．３２ｍｇ／ｍｌで溶解し、ｓｉＲ
ＮＡは５０ｍＭのクエン酸塩中０．１６３ｍｇ／ｍｌにて、ｐＨ４．５で溶解した。ｓｉ
ＲＮＡ溶液を、混合容器内で連続的に撹拌しつつ３５～４０℃にした。次にエタノール／
脂質混合物を、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液の表面にマニホールド／ノズルアレイを用いて噴霧
した。最終エタノール濃度は３５％であり、最終脂質／ｓｉＲＮＡ比は、１４:１（ｗ：
ｗ）であった。得られた粒子を次に１０％エタノールに希釈し、続いて１０×容積のＰＢ
Ｓ（ｐＨ７．２）に対してダイアフィルトレーションした。
【０１４９】
　対照方法において、脂質は、無水エタノール中２５ｍｇ／ｍｌで溶解し、ｓｉＲＮＡは
３００ｍＭのクエン酸塩中４．１７ｍｇ／ｍｌにて、ｐＨ４．０で溶解した。ｓｉＲＮＡ
含有緩衝液は、混合容器内で連続的に撹拌しつつ室温に維持した。次にエタノール／脂質
混合物を、ｓｉＲＮＡ含有緩衝液の表面に単一のノズルを用いて噴霧し、ｓｉＲＮＡ負荷
リポソームを自然に形成させた。最終エタノール濃度は４０％であり、最終脂質／ｓｉＲ
ＮＡ比は、６:１（重量：重量）であった。混合後、脂質／ｓｉＲＮＡの懸濁液を、２つ
の１００ｎｍのポリカーボネート膜を用いて調製した１０ｍＬの押出機に移送し、６５℃
で予め平衡化した。懸濁液を３００ｐｓｉで１０回の通過により押出した。得られた粒子
を、１０×容積のＰＢＳ（ｐＨ７．２）に対してダイアフィルトレーションした。
【０１５０】
　各方法から得られた粒子を０．２２μｍフィルターに通した。平均粒子サイズ、ＰＤＩ
、およびＥＥを、本明細書に記載のようにして測定した。
【０１５１】
　例３の方法は、押出しステップなしで、対照方法よりも小さい脂質ナノ粒子を生成した
。対照方法により生成された粒子の大きさを、押出し前に測定した。NDT-0009組成物から
対照方法を用いて調製された粒子は、２５０ｎｍ粒子よりも大きい平均粒子サイズを有し
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ていた。押出しおよびダイアフィルトレーション後に、平均粒子サイズは１２８ｎｍまで
減少した。例３の方法は、押出しなしで、１５０ｎｍ未満の平均粒子サイズの粒子を生成
した。同様の傾向は、対照組成物から出発した場合にも観察された。
【０１５２】
　例３の方法は、ｓｉＲＮＡを脂質ナノ粒子に封入するのに、対照方法よりも効率的であ
った。例３の方法により調製された粒子の封入効率（ＥＥ）は、対照方法によって形成さ
れた粒子よりも高い（両方の生成物において、ダイアフィルトレーションの前に測定）。
例３の方法により調製された粒子のＥＥは９５％より高く、対照方法によって形成された
粒子について見られるものよりも高い。対照方法では、遊離ｓｉＲＮＡの多くはダイアフ
ィルトレーション後に除去され、これにより最終生成物のＥＥの改善がもたらされる。
【０１５３】
　例３の方法は、対照方法よりも高い封入効率のナノ粒子を生成する。例３の方法による
ｓｉＲＮＡの最終的な回収率は、両方の生成物においてダイアフィルトレーション後に測
定された場合、対照方法で得られる値の２倍以上である。（７２％対３３％）。これらの
データは、ＥＥの改善並びに例３の方法における押出しステップの欠如を反映している。
例３の方法は、より良いｓｉＲＮＡ回収率を提供し、これは、対照方法の余分な押出しス
テップがリポソームを構造的に改変し、ｓｉＲＮＡを粒子から明らかに解離するためであ
る。これらの結果は、本明細書に記載の方法は、プロセスのステップ数を低減しつつ、一
方で封入効率および平均粒子サイズが１５０ｎｍ未満のナノ粒子の収率を向上させること
により、対照方法に比べていくつかの利点を提供することを示している。
【０１５４】
例５：リポソームのバッチ生産のスケールアップ時の変動性の比較 
　例３に記載したプロセスを、永久荷電（ＨＥＤＣ）カチオン性脂質とイオン化可能（Ｓ
１０４）カチオン性脂質分子の組み合わせを含む、異なる脂質組成を用いて実施した。Ｈ
ＥＤＣ、Ｓ１０４、ＤＯＰＥ、コレステロール、ＰＥＧ－ＢＭＬ、およびｄｉＶＡ－ＰＥ
Ｇ７５０－ｄｉＶＡを、無水エタノールに２０：２０：３０：２５：５：２のモル比で溶
解した。スケールアップの間、異なるｓｉＲＮＡ分子、異なるバッチ容積、および異なる
ｓｉＲＮＡ（薬物）／脂質比を評価した。表８は、条件の範囲から得られたナノ粒子を特
徴づける結果をまとめたものである。
【表８】

【０１５５】
　この結果は、本明細書に記載の方法が非常に堅牢であることを示す。類似する粒子サイ
ズおよびＰＤＩが、５０倍の範囲にわたるスケールアップの間に得られた。粒子サイズは
一定して１０ｎｍ未満であり、＞９０％の生成物収率である。多分散指数の値は非常に低
い範囲にあり、ほぼ単分散の小胞の集団を示す。
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【０１５６】
例６：スクロース含有製剤についてのリポソームバッチ生産のスケールアップ時の変動性
の比較
　例３に記載したプロセスを、ＨＥＤＣ、Ｓ１０４、ＤＯＰＥ、コレステロール、ＰＥＧ
－ＢＭＬ、およびｄｉＶＡ－ＰＥＧ７５０－ｄｉＶＡを無水エタノールに２０：２０：３
０：２５：５：２のモル比で溶解して実施した。スクロースを、本明細書に記載のように
、小胞の調製に含めた。異なるバッチ容積を評価し、凍結解凍に供した。表９は、条件の
範囲から得られたナノ粒子を特徴づける結果をまとめたものである。
【表９】

【０１５７】
　結果は、凍結解凍が脂質ナノ粒子の特性を変化させなかったことを示す。結果はまた、
バッチ間のばらつきが非常に小さく、プロセスが、均一なナノ粒子を再現性よく生成する
ことを示した。
【０１５８】
　凍結乾燥による、薬物：脂質粒子の安定化のための条件が確立されている。例２に従っ
て調製された薬物：脂質粒子は、活性を失うことなく凍結乾燥することができた。薬物：
脂質粒子が形成されたスクロースの最終濃度は、８％（ｗ／ｖ）であった。凍結乾燥製剤
を、蒸留水を加えることにより再構成し、マウスの肺におけるｉ．ｖ．注入後のそのトラ
ンスフェクション活性を測定した。再構成された製剤の凍結および解凍は、活性に影響し
なかった。表１０に示す結果は、本明細書に記載の方法で調製した粒子が、凍結乾燥の間
にその特性を保持し、したがって安定であることを実証する。具体的には、粒子サイズは
安定化され、凍結乾燥の前、間およびその後にも保存される。
【表１０】

【０１５９】
　粒子の安定性は、脂質組成物、脂質：ＲＮＡ（ｗ：ｗ）の値、および製剤に使用される
多糖類の選択の関数である。in vivoで高い生物活性を示す脂質：ＲＮＡ複合体の安定な
製剤の生成のための、本明細書に記載の方法論的アプローチは、薬学的に許容し得る製剤
を確立するための利点を付与し、したがってリポソームベースのＲＮＡの送達を容易にす
る。
【０１６０】
例７：脂質のサブマージ注入
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　例３に記載のプロセスを、サブマージ注入を用いて小胞を調製することにより修正して
実施した。ＨＥＤＣ、Ｓ１０４、ＤＯＰＥ、コレステロール、ＰＥＧ－ＢＭＬ、およびｄ
ｉＶＡ－ＰＥＧ７５０－ｄｉＶＡを、無水エタノールに２０：２０：３０：２５：５：２
のモル比で溶解した。表１１は、表面添加処理と比較して、サブマージ添加プロセスから
得られたナノ粒子を特徴づける結果をまとめたものである。結果は、脂質をサブマージ注
入により水相に添加した場合に、平均粒子サイズが実質的に減少するという、驚くべき予
想外の結果を示す。
【表１１】

【０１６１】
　同様の処理方法を用いて、緩衝液中にスクロースを含有するリポソームを調製した。表
１２は、異なる添加時間から得られたナノ粒子を特徴づける結果をまとめたものであり、
表１３は、サブマージ添加と比べて、表面添加を用いて調製したナノ粒子を特徴づける結
果をまとめたものである。

【表１２】
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【表１３】

【０１６２】
　結果は、脂質をサブマージ注入により２分未満の添加時間で水相に添加した場合に、平
均粒子サイズが実質的に減少するという、驚くべき予想外の結果を示す。結果はまた、脂
質をサブマージ注入により水相に添加した場合に、平均粒子サイズが実質的に減少すると
いう、驚くべき予想外の結果を示す。

【図１】
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