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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　レチノイドを、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として含む、レ
チノイドを標的化剤として用いて送達物を腸管における細胞外マトリックス産生細胞へ送
達するための担体組成物。
【請求項２】
　レチノイドがレチノールを含む、請求項１に記載の担体組成物。
【請求項３】
　レチノイドと、レチノイド以外の担体組成物構成要素とを含み、レチノイドと、レチノ
イド以外の担体組成物構成要素とのモル比が８：１～１：４である、請求項１または２に
記載の担体組成物。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の担体組成物と、腸管における細胞外マトリックス
産生細胞の活性または増殖を制御する薬物とを含む、腸管線維症処置用医薬組成物。
【請求項５】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の担体組成物と、腸管における細胞外マトリックス
産生細胞の活性または増殖を制御する薬物とを含む、線維化腸管組織から正常腸管組織を
再生するための医薬組成物。
【請求項６】
　腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物が、細胞外
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マトリックス成分の産生・分泌を阻害する物質、細胞増殖抑制物質、アポトーシス誘導物
質、ＴＩＭＰ阻害物質およびα１アンチトリプシン阻害物質からなる群から選択される、
請求項４または５に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　細胞外マトリックス成分の産生・分泌を阻害する物質が、ＨＳＰ４７の阻害剤である、
請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　用時調製形態である、請求項４～７のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物、レチノイ
ド、ならびに、必要に応じてレチノイド以外の担体組成物構成物質を、単独でまたは組み
合わせて含む１つまたはそれ以上の容器を含む、請求項４～８のいずれか一項に記載の医
薬組成物の調製キット。
【請求項１０】
　レチノイドを腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として配合する工
程を含む、請求項１に記載の担体組成物の製造方法。
【請求項１１】
　レチノイドを腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として、腸管にお
ける細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物を有効成分としてそれ
ぞれ配合する工程を含む、請求項４または５に記載の医薬組成物の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞を標的とする物質送達用担体、な
らびに該担体を利用した腸管線維症処置用組成物および腸管線維症の処置方法に関する。
また、本発明は、線維化腸管由来の細胞外マトリックス産生細胞株、その作製方法、前記
細胞株を用いた腸管線維症処置薬のスクリーニング方法、前記細胞株を含む腸管線維症処
置薬のスクリーニングキットにも関する。
【背景技術】
【０００２】
　腸管線維症（intestinal fibrosis）は、腸壁における瘢痕組織の過剰な蓄積を特徴と
する病態であり、慢性的な腸管の炎症、例えば、慢性化した炎症性腸疾患（ＩＢＤ）や、
放射線照射による組織損傷などに続発する（非特許文献１）。炎症性腸疾患には、クロー
ン病および潰瘍性大腸炎が含まれるが、例えばクローン病では約２５～３０％の患者で腸
管線維症が生じる。腸管線維症は、進行すると腸管の狭窄（stricture）を形成し、食物
の通過を困難にし、罹患対象のＱＯＬを損なう大きな原因となる。しかしながら、腸管線
維症の機構は未だ解明されておらず、そのため、根本的治療法が確立されていないのが現
状である。
【０００３】
　従来の腸管線維症の治療は、原因となる炎症の治療に重点が置かれ、種々の抗炎症薬、
例えば、スルファサラジン、メサラミン、アルサラジン、バルサラジドなどのアミノサリ
チル酸系薬剤、プレドニゾロン、ブデソニドなどのコルチコステロイド薬、アザチオプリ
ン、メルカプトプリン、シクロスポリン、メトトレキサートなどの免疫抑制剤、インフリ
キシマブなどのＴＮＦα阻害剤、さらには、メトロニダゾール、シプロキサンなどの抗生
剤が使用されている。しかしながら、これらの抗炎症薬は線維症を直接治療するものでは
なく、重篤な腸管線維症においては、線維化した組織を外科的に除去することが必要とな
るが、これは患者に多大な負担を強いるものである。
【０００４】
　こうした状況を受けて、近年腸管線維症を直接治療する試みがいくつかなされている。
その結果、例えば、ＴＧＦβ１ワクチン（非特許文献２）、ペントキシフィリンおよびそ
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の代謝物（非特許文献３）、ホスホジエステラーゼ４阻害剤（非特許文献４）、ＨＭＧ－
ＣｏＡ還元酵素阻害剤（非特許文献５）、大建中湯（非特許文献６）、プラバスタチン（
非特許文献７）、リポキシンＡ４類似体（特許文献１）、硫酸基転移酵素阻害剤（特許文
献２）などの薬剤が腸管線維症モデル動物等においてある程度の成果を収めたことが報告
されている。しかしながら、いずれの薬剤も未だ満足できるものではなく、さらなる腸管
線維症治療剤の開発が求められていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】WO 2008/022807
【特許文献２】WO 2009/084232
【特許文献３】WO 2006/068232
【特許文献４】WO 2009/036368
【特許文献５】WO 2010/014117
【特許文献６】WO 2009/116257
【特許文献７】WO 2010/026766
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Rieder and Fiocchi, Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2009 Apr;6(4)
:228-35
【非特許文献２】Ma et al., Inflamm Bowel Dis. 2010 Jun;16(6):1040-50
【非特許文献３】Peterson et al., Eur J Pharmacol. 2011 Jul 15;662(1-3):47-54
【非特許文献４】Videla et al., J Pharmacol Exp Ther. 2006 Feb;316(2):940-5
【非特許文献５】http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21909991
【非特許文献６】Inoue et al., Biol Pharm Bull. 2011;34(11):1659-65
【非特許文献７】Haydont et al., Clin Cancer Res. 2007 Sep 15;13(18 Pt 1):5331-40
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞に特異的に薬物等の物質を送達で
きる担体、これを利用した腸管線維症処置剤および腸管線維症の処置方法を提供すること
を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、新たな腸管線維症治療剤を探求する中で、線維化した腸管組織から細胞
外マトリックス産生細胞の単離に成功し、さらに、レチノイドを標的化剤として含む担体
が、当該細胞に細胞外マトリックス産生阻害剤を高い効率で送達し、細胞外マトリックス
産生に関与する分子の発現を顕著に抑制することを見出し、本発明を完成させた。
　ビタミンＡを含む担体が、肝星細胞（特許文献３、特許文献４）や肝星細胞株（特許文
献３、特許文献５）、肺（特許文献６）および骨髄（特許文献７）における細胞外マトリ
ックス産生細胞に薬物を送達することや、同担体にＨＳＰ４７に対するｓｉＲＮＡを担持
させた組成物が肝線維症（特許文献３）、肺線維症（特許文献６）および骨髄線維症（特
許文献７）を改善させることは知られていたが、腸管における細胞外マトリックス産生細
胞や、腸管線維症との関係についてはこれまで全く知られていなかった。
【０００９】
　すなわち、本発明は、以下に関する。
（１）レチノイドを、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として含む
、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への物質送達用担体。
（２）レチノイドがレチノールを含む、上記（１）に記載の担体。
（３）レチノイドと、レチノイド以外の担体構成要素とを含み、レチノイドと、レチノイ
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ド以外の担体構成要素とのモル比が８：１～１：４である、上記（１）または（２）に記
載の担体。
（４）上記（１）～（３）のいずれか１つに記載の担体と、腸管における細胞外マトリッ
クス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物とを含む、腸管線維症処置用医薬組成物。
（５）上記（１）～（３）のいずれか１つに記載の担体と、腸管における細胞外マトリッ
クス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物とを含む、線維化腸管組織から正常腸管組
織を再生するための医薬組成物。
（６）腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物が、細
胞外マトリックス成分の産生・分泌を阻害する物質、細胞増殖抑制物質、アポトーシス誘
導物質、ＴＩＭＰ阻害物質およびα１アンチトリプシン阻害物質からなる群から選択され
る、上記（４）または（５）に記載の医薬組成物。
（７）細胞外マトリックス成分の産生・分泌を阻害する物質が、ＨＳＰ４７の阻害剤であ
る、上記（６）に記載の医薬組成物。
（８）用時調製形態である、上記（４）～（７）のいずれか１つに記載の医薬組成物。
【００１０】
（９）腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物、レチ
ノイド、ならびに、必要に応じてレチノイド以外の担体構成物質を、単独でまたは組み合
わせて含む１つまたはそれ以上の容器を含む、上記（４）～（８）のいずれか１つに記載
の医薬組成物の調製キット。
（１０）レチノイドを腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として配合
する工程を含む、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への物質送達用担体の製造方
法。
（１１）レチノイドを腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として、腸
管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物を有効成分とし
てそれぞれ配合する工程を含む、腸管線維症処置用医薬組成物または線維化腸管組織から
正常腸管組織を再生するための医薬組成物の製造方法。
（１２）腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織に由来する、ビメンチン陽性、α
ＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現型を有する、腸管における細胞外マトリックス産生細
胞株。
【００１１】
（１３）腸管における細胞外マトリックス産生細胞を単離する方法であって、
（ｉ）腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織から細胞を得る工程、および
（ｉｉ）（ｉ）で得た細胞から、ビメンチン陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現
型を有する細胞を選択する工程、
を含む、前記方法。
（１４）腸管における細胞外マトリックス産生細胞株を作製する方法であって、
（ｉ）腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織から細胞を得る工程、および
（ｉｉ）（ｉ）で得た細胞から、ビメンチン陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現
型を有する細胞を選択する工程、
を含み、かつ、工程（ｉ）または（ｉｉ）の後に、細胞を不死化する工程を含む、前記方
法。
（１５）腸管線維症処置因子をスクリーニングする方法であって、
（ｉ）上記（１２）に記載の細胞株と、被験因子とを共存させる工程、および
（ｉｉ）被験因子との共存による細胞株の変化を検出する工程
を含む、前記方法。
（１６）上記（１２）に記載の細胞株を含む、腸管線維症処置因子をスクリーニングする
ためのキット。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の腸管線維症処置用組成物の正確な作用機序は未だ完全には解明されていないが
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、レチノイドが、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として機能し、
有効成分、例えば腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する
薬物等を同細胞に送達することにより、抗腸管線維症効果を奏するものと考えられる。
　したがって、レチノイドを標的化剤として含む本発明の担体により、有効成分を作用部
位、さらには標的細胞に効率的に送達できるため、これまで根本的な治療方法がなかった
腸管線維症の治癒、進行の抑制または発症の予防が可能となり、ヒト医療および獣医療へ
の貢献は極めて大きい。
　また、本発明の担体は、任意の薬剤（例えば、既存の腸管線維症治療薬）と組み合わせ
てその作用効率を高めることができるため、製剤的な応用範囲が広く、効果的な処置剤の
製造を簡便に行うことができるという利点もある。
　さらに、本発明の細胞株は、腸管線維症治療薬のスクリーニングや、腸管線維症のメカ
ニズムの解明などに利用することができるため、腸管線維症の新たな処置剤や処置方法の
開発に資するものである。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、SAMP1/Yitマウスの腸管線維化部位における星細胞様間葉系細胞の局在
を示した写真図である。（ａ）はアザン染色像、（ｂ）は抗ビメンチン抗体、（ｃ）は抗
αＳＭＡ抗体、（ｄ）は抗ＧＦＡＰ抗体による蛍光免疫染色像を示す。矢印は、星細胞様
間葉系細胞の位置を示す。また、スケールバーは（ａ）では１００μｍ、（ｂ）～（ｄ）
では５０μｍを示す。
【図２】図２は、SAMP1/Yitマウスの腸管線維化部位から単離した間葉系細胞系IC10_F2（
上段）およびこれに由来するビメンチン陽性、αＳＭＡ陰性、ＧＦＡＰ陰性細胞株IC10_F
2_E9（下段）における、ビメンチンおよびαＳＭＡの発現を示した写真図である。スケー
ルバーは５０μｍを示す。
【図３】図３は、IC10_F2細胞およびIC10_F2_E9細胞におけるビメンチン、αＳＭＡ、Ａ
ＤＲＰ、ＬＲＡＴおよびＬＸＲβの相対的発現を示したグラフである。
【図４】図４は、IC10_F2_E9細胞に、ＨＳＰ４７に対するｓｉＲＮＡをＶＡ結合リポソー
ムに担持させて導入した場合のＨＳＰ４７の相対的発現を示したグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の１つの側面は、レチノイドを、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への
標的化剤として含む、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への物質送達用担体に関
する。本発明の担体の一態様は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞に対する標的
化のための有効量のレチノイドを含む。また、本発明の担体の一態様は、レチノイドによ
って腸管における細胞外マトリックス産生細胞に標的化された担体に関する。
【００１５】
　本発明において、腸管における細胞外マトリックス産生細胞は、腸管に存在する細胞外
マトリックス産生能を有する細胞であれば特に限定されずに、例えば、腸管に存在する星
細胞様細胞、線維芽細胞、周皮細胞、フィブロサイトおよび筋線維芽細胞を含む。腸管に
存在するマトリックス産生細胞は、腸管に存在する細胞に由来するものばかりでなく、循
環血液中のフィブロサイトに由来するものや、内皮間葉分化転換により上皮細胞や内皮細
胞から転換されたものをも含み得る（非特許文献１）。
【００１６】
　星細胞様細胞としては、例えば、下記実施例で同定した、ビメンチン陽性、αＳＭＡ（
α平滑筋アクチン）陰性かつＧＦＡＰ（グリア線維性酸性タンパク質）陰性の表現型を有
する細胞が挙げられる。かかる細胞は、検出可能に標識された抗ビメンチン抗体、抗αＳ
ＭＡ抗体および抗ＧＦＡＰ抗体を用いた免疫染色などによって同定されるものである。同
細胞は、ＶＡ（ビタミンＡ）貯蔵関連遺伝子、例えば、ＡＤＲＰ（脂肪分化関連タンパク
質）、ＬＲＡＴ（レシチンレチノールアシルトランスフェラーゼ）および／またはＬＸＲ
β（肝Ｘ受容体β）等を発現していてもよい。肝星細胞は、in vitroで培養すると活性化
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し、αＳＭＡ陽性かつＧＦＡＰ陽性となるが、上記星細胞様細胞は、in vitroで培養して
もαＳＭＡおよびＧＦＡＰは陽性とならない。筋線維芽細胞はビメンチンおよびαＳＭＡ
の発現を特徴としており、線維芽細胞は間葉系細胞に特徴的なビメンチンを発現するが、
αＳＭＡを発現していないため、ビメンチンとαＳＭＡとの二重染色などにより同定する
ことができる。腸管における細胞外マトリックス産生細胞はまた、腸管組織から得た細胞
の中から、ビメンチン陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現型を有するものを選択
することにより得ることができる。
【００１７】
　本発明におけるレチノイドは、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤
（ターゲティング剤）として機能し、かかる細胞への特異的な物質送達を促進するもので
ある。レチノイドによる物質送達促進の機構は未だ完全には解明されていないが、例えば
、ＲＢＰ（retinol binding protein）と特異的に結合したレチノイドが、腸管における
細胞外マトリックス産生細胞の細胞表面上に位置するある種のレセプターを介して同細胞
に取り込まれることが考えられる。
【００１８】
　レチノイドは、４個のイソプレノイド単位がヘッド－トゥー－テイル式に連結した骨格
を持つ化合物の群の１員であり（G. P. Moss, “Biochemical Nomenclature and Related
 Documents,” 2nd Ed. Portland Press, pp. 247-251 (1992)を参照）、ビタミンＡは、
レチノールの生物学的活性を定性的に示すレチノイドの一般的な記述子である。本発明に
おいて用いることができるレチノイドとしては、特に限定されず、例えばレチノール（オ
ールトランスレチノールを含む）、レチナール、レチノイン酸（トレチノインを含む）、
レチノールと脂肪酸とのエステル、脂肪族アルコールとレチノイン酸とのエステル、エト
レチナート、イソトレチノイン、アダパレン、アシトレチン、タザロテン、パルミチン酸
レチノールなどのレチノイド誘導体、およびフェンレチニド（４－ＨＰＲ）、ベキサロテ
ンなどのビタミンＡアナログを挙げることができる。
【００１９】
　これらのうち、レチノール、レチナール、レチノイン酸、レチノールと脂肪酸とのエス
テル（例えばレチニルアセテート、レチニルパルミテート、レチニルステアレート、およ
びレチニルラウレートなど）および脂肪族アルコールとレチノイン酸とのエステル（例え
ばエチルレチノエートなど）は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への特異的な
物質の送達の効率の点で好ましい。
　レチノイドのシス－トランスを含む異性体全ては、本発明の範囲内に入る。レチノイド
はまた、１または２以上の置換基で置換されることもある。本発明におけるレチノイドは
、単離された状態のものはもちろんのこと、これを溶解または保持することができる媒体
に溶解または混合した状態のレチノイドをも含む。
【００２０】
　本発明におけるレチノイドはさらに、レチノイドをその一部として含む化合物（レチノ
イド部分含有化合物）をも含む。かかる化合物は、レチノイド部分を１個または２個以上
、例えば、１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、または１
０個より多く含んでいてもよい。かかる化合物において、レチノイドは、ＲＢＰ結合部位
（例えば、レチノールの場合はシクロヘキセン環部分）がＲＢＰに結合できる状態で存在
していてもよい。かかる化合物としては、限定されずに、１個または２個以上レチノイド
と、ＰＥＧもしくはその誘導体とが結合したものなどが挙げられる。かかるレチノイド－
ＰＥＧ結合体において、レチノイドのＲＢＰ非結合部位（例えば、レチノールの場合はシ
クロヘキセン環部分以外の部分、例えば、ＯＨ基など）がＰＥＧまたはその誘導体に共有
結合していてもよい。ＰＥＧもしくはその誘導体は、１～５０個の繰返し単位（ＣＨ２Ｃ
Ｈ２Ｏ）を有していてもよい。ＰＥＧもしくはその誘導体の分子量は、２００～４０００
ｇ／ｍｏｌであってもよい。ＰＥＧもしくはその誘導体は、線状または分枝状であっても
よい。ＰＥＧ誘導体は、その末端に、レチノイドとの結合に好適な基、例えば、アミノ基
などを有していてもよい。ＰＥＧ誘導体は、鎖中にアミド基を１個または２個以上、例え
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ば、１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、または１０個よ
り多く有していてもよい。
【００２１】
　本発明の担体は、これらのレチノイド自体で構成してもよいし、レチノイドを、これと
は別の担体構成成分に結合または包含させることにより構成してもよい。したがって、本
発明の担体は、レチノイド以外の担体構成成分を含んでいてもよい。かかる成分としては
、特に限定されずに、医薬および薬学の分野で知られる任意のものを用いることができる
が、レチノイドを包含し得るか、または、これと結合し得るものが好ましい。
　このような成分としては、脂質、例えば、グリセロリン脂質などのリン脂質、スフィン
ゴミエリンなどのスフィンゴ脂質、コレステロールなどのステロール、大豆油、ケシ油な
どの植物油、鉱油、卵黄レシチンなどのレシチン類、ポリマー等が挙げられるが、これら
に限定されない。このうち、リポソームを構成し得るもの、例えば、レシチンなどの天然
リン脂質、ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）、ジパルミトイルホスファ
チジルコリン（ＤＰＰＣ）、ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）などの半
合成リン脂質、ジオレイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）、ジラウロイル
ホスファチジルコリン（ＤＬＰＣ）、コレステロールなどが好ましい。
【００２２】
　特に好ましい成分としては、細網内皮系による捕捉を回避し得る成分、例えば、Ｎ－（
α－トリメチルアンモニオアセチル）－ジドデシル－Ｄ－グルタメートクロリド（ＴＭＡ
Ｇ）、Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’，Ｎ’’’－テトラメチル－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’，Ｎ’’’－テト
ラパルミチルスペルミン（ＴＭＴＰＳ）、２，３－ジオレイルオキシ－Ｎ－［２（スペル
ミンカルボキサミド）エチル］－Ｎ，Ｎ－ジメチル－１－プロパンアミニウムトリフルオ
ロアセテート（ＤＯＳＰＡ）、Ｎ－［１－（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（ＤＯＴＭＡ）、ジオクタデシルジメチルア
ンモニウムクロリド（ＤＯＤＡＣ）、ジドデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）、１
，２－ジオレイルオキシ－３－トリメチルアンモニオプロパン（ＤＯＴＡＰ）、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－Ｃｈ
ｏｌ）、１，２－ジミリストイルオキシプロピル－３－ジメチルヒドロキシエチルアンモ
ニウムブロミド（ＤＭＲＩＥ）、Ｏ，Ｏ’－ジテトラデカノイル－Ｎ－（α－トリメチル
アンモニオアセチル）ジエタノールアミンクロリド（ＤＣ－６－１４）などのカチオン性
脂質が挙げられる。
　本発明における担体は、特定の３次元構造を有してもよい。かかる構造としては、限定
されずに、直鎖状または分枝状の線状構造、フィルム状構造、球状構造などが挙げられる
。したがって、担体は、限定されずに、デンドリマー、デンドロン、ミセル、リポソーム
、エマルジョン、微小球、ナノ小球などの任意の３次元形態を有してもよい。また、本発
明における担体の一態様は、標的化剤（標的化分子、標的化部分などを包含する）による
アクティブターゲティングが可能な担体である。３次元形態を有する担体やアクティブタ
ーゲティングが可能な担体は当該技術分野においてよく知られている（例えば、Marcucci
 and Lefoulon, Drug Discov Today. 2004 Mar 1;9(5):219-28、Torchilin, Eur J Pharm
 Sci. 2000 Oct;11 Suppl 2:S81-91など参照）。
【００２３】
　本発明の担体へのレチノイドの結合または包含は、化学的および／または物理的な方法
によってレチノイドを担体の他の構成成分に結合させるかまたは包含させることによって
も可能となる。または、本発明の担体へのレチノイドの結合または包含は、該担体の作製
時に、レチノイドと、それ以外の担体構成成分とを混合することによっても可能となる。
本発明の担体におけるレチノイドの量は、例えば、０．０１～１０００ｎｍｏｌ／μｌ、
好ましくは０．１～１００ｎｍｏｌ／μｌとすることが可能である。また、レチノイドと
レチノイド以外の担体構成成分とを含む本発明の担体において、レチノイドとレチノイド
以外の担体構成成分とのモル比は、限定されずに、例えば、８：１～１：４、または４：
１～１：２であってもよい。担体へのレチノイドの結合または包含は、該担体に送達物を
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担持させる前に行ってもよいし、担体、レチノイドおよび送達物を同時に混合することな
どによって行ってもよいし、または、送達物を既に担持した状態の担体と、レチノイドと
を混合することなどによって行ってもよい。したがって、本発明はまた、既存の任意の薬
物結合担体や薬物封入担体、例えば、DaunoXome(R)、Doxil、Caelyx(R)、Myocet(R)など
のリポソーム製剤にレチノイドを結合させる工程を含む、腸管における細胞外マトリック
ス産生細胞に特異的な製剤の製造方法にも関する。
【００２４】
　本発明の担体の形態は、所望の物質や物体を、標的とする腸管における細胞外マトリッ
クス産生細胞に運搬できればいずれの形態でもよく、例えば、限定するものではないが、
ポリマー、デンドリマー、デンドロン、高分子ミセル、リポソーム、エマルジョン、微小
球、ナノ小球などのうちいずれの形態をとることもできる。本発明においては、送達効率
の高さ、送達できる物質の選択肢の広さや製剤の容易性等の観点から、これらのうちリポ
ソームの形態が好ましく、中でもカチオン性脂質を含むカチオン性リポソームが特に好ま
しい。担体がリポソームの形態である場合、レチノイドと、これ以外のリポソーム構成脂
質とのモル比は、レチノイドの担体への結合または包含の効率性を考慮すると、好ましく
は８：１～１：４、より好ましくは４：１～１：２である。
【００２５】
　本発明の担体は、これに含まれるレチノイドが、標的化剤として機能する態様で存在し
ていれば、運搬物を内部に含んでも、運搬物の外部に付着して存在しても、また、運搬物
と混合されていてもよい。ここで、標的化剤として機能するとは、レチノイドを含む担体
が、これを含まない担体よりも迅速かつ／または大量に、標的細胞である腸管における細
胞外マトリックス産生細胞に到達し、かつ／または取り込まれることを意味し、これは、
例えば、標識を付した、または標識を含む担体を標的細胞の培養物に添加し、所定時間後
に標識の存在部位を分析することにより容易に確認することができる。構造的には、例え
ば、レチノイドが、遅くとも標的細胞に到達するまでに、担体（例えば、担体が３次元構
造を有する場合など）または担体を含む製剤の外部に少なくとも部分的に露出していれば
、上記要件を充足し得る。ここで、「製剤」とは、後述の本発明の組成物を含み、さらに
形態をも有する概念である。レチノイドが、製剤の外部に露出しているか否かは、製剤を
レチノイドと特異的に結合する物質、例えば、レチノール結合タンパク質（ＲＢＰ）など
と接触させ、製剤への結合を調査することにより評価することができる。
【００２６】
　レチノイドを、遅くとも標的細胞に到達するまでに、担体または製剤の外部に少なくと
も部分的に露出させることは、例えば、レチノイドと、レチノイド以外の担体構成成分と
の配合比率を調節することなどにより達成することができる。また、担体がリポソームな
どの脂質構造体の形態を有する場合には、例えば、レチノイド以外の担体構成成分とレチ
ノイドとを複合体化する際に、最初にレチノイド以外の担体構成成分からなる脂質構造体
を水性溶液中に希釈し、次いでこれを、レチノイドと接触、混合するなどの手法を用いる
ことができる。この場合、レチノイドは、溶剤、例えば、ＤＭＳＯなどの有機溶剤に溶解
した状態であってもよい。ここで、脂質構造体とは、任意の３次元構造、例えば、線状、
フィルム状、球状などの形状を有する、脂質を構成成分として含む構造体を意味し、限定
されずに、リポソーム、ミセル、脂質微小球、脂質ナノ小球、脂質エマルジョンなどを包
含する。リポソームを標的化したのと同じ標的化剤を他の薬物担体にも適用できることは
、例えばZhao and Lee, Adv Drug Deliv Rev. 2004;56(8):1193-204、Temming et al., D
rug Resist Updat. 2005;8(6):381-402などに記載されている。
【００２７】
　脂質構造体は、例えば、塩や、ショ糖、ブドウ糖、マルトース等の糖類、グリセリン、
プロピレングリコールなどの多価アルコールなど、好ましくはショ糖やブドウ糖などの浸
透圧調整剤を用いて浸透圧を調整することで、安定化させることができる。また、適度の
塩や緩衝液などのｐＨ調整剤を加える事によりｐＨを調整してもよい。したがって、脂質
構造体の製造、保存などを、これらの物質を含む媒体中で行うことができる。この場合、
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浸透圧調整剤の濃度は、血液と等張になるように調整することが好ましい。例えば、ショ
糖の場合、媒体中の濃度は、限定されずに、３～１５重量％、好ましくは５～１２重量％
、より好ましくは８～１０重量％、特に９重量％であってもよく、ブドウ糖の場合は、媒
体中の濃度は、限定されずに、１～１０重量％、好ましくは３～８重量％、より好ましく
は４～６重量％、特に５重量％であってもよい。
【００２８】
　本発明はまた、レチノイドを腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤と
して配合する工程を含む、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への物質送達用担体
の製造方法に関する。レチノイドの配合手法は、レチノイドが、配合された担体において
腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤として機能できれば特に限定され
ないが、例えば、本明細書に記載の種々の手法を用いることができる。したがって、レチ
ノイドの配合は、化学的および／または物理的な方法によってレチノイドを担体の他の構
成成分に結合させるかまたは包含させることや、担体の作製時に、レチノイドとそれ以外
の担体構成成分とを混合することなどによって行うことができる。レチノイドの配合量等
は、本発明の担体について既に述べたとおりである。
【００２９】
　本担体の送達物は特に制限されないが、投与部位から標的細胞が存在する病変部位へ、
生物の体内を物理的に移動できるような大きさであることが好ましい。したがって、本発
明の担体は、原子、分子、化合物、タンパク質、核酸等の物質はもとより、ベクター、ウ
イルス粒子、細胞、１以上の要素で構成された薬物放出システム、マイクロマシン等の物
体をも運搬することができる。前記送達物は、好ましくは標的細胞に何らかの影響を与え
る性質を有し、例えば、標的細胞を標識するものや、標的細胞の活性または増殖を制御す
る（例えば、これを増強または抑制する）ものを含む。
【００３０】
　したがって、本発明の一態様において、担体の送達物は「腸管における細胞外マトリッ
クス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物」を含む。ここで、腸管における細胞外マ
トリックス産生細胞の活性とは、腸管における細胞外マトリックス産生細胞が示す分泌、
取り込み、遊走等の種々の活性を指すが、本発明においては、典型的に、これらのうち特
に腸管線維症の発症、進行および／または再発などに関与する活性を意味する。かかる活
性としては、例えば、限定することなく、コラーゲン、プロテオグリカン、テネイシン、
フィブロネクチン、トロンボスポンジン、オステオポンチン、オステオネクチン、エラス
チン等の細胞外マトリックス成分などの産生・分泌、および、これらの細胞外マトリック
ス成分の分解活性の抑制などが挙げられる。
【００３１】
　したがって、本明細書において、腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性また
は増殖を制御する薬物とは、腸管線維症の発症、進行および／または再発に関係する同細
胞の物理的、化学的および／または生理的な作用等を直接または間接に抑制する何れの薬
物であってもよく、限定されずに、上記細胞外マトリックス成分などの産生・分泌を阻害
する物質、細胞増殖抑制物質、アポトーシス誘導物質、ＴＩＭＰ（Tissue inhibitor of 
metalloproteinase）阻害物質、α１アンチトリプシン阻害物質等を包含する。
【００３２】
　細胞外マトリックス成分などの産生・分泌を阻害する物質としては、限定されずに、例
えば、コラーゲン、プロテオグリカン、テネイシン、フィブロネクチン、トロンボスポン
ジン、オステオポンチン、オステオネクチン、エラスチン等の細胞外マトリックス成分の
発現を抑制する、ＲＮＡｉ分子、リボザイム、アンチセンス核酸などの物質、もしくはド
ミナントネガティブ変異体等のドミナントネガティブ効果を有する物質、これらを発現す
るベクター、およびこれらで形質転換された細胞等が挙げられる。上記細胞外マトリック
ス成分のうち、コラーゲンの産生・分泌を阻害する薬物としてはさらに、限定することな
く、例えば、様々なタイプのコラーゲンの合成過程で共通する細胞内輸送および分子成熟
化に必須のコラーゲン特異的分子シャペロンであるＨＳＰ（Heat shock protein）４７の
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阻害物質、例えば、ＨＳＰ４７に対するＲＮＡｉ分子、リボザイム、アンチセンス核酸な
どのＨＳＰ４７発現阻害物質、もしくはＨＳＰ４７のドミナントネガティブ変異体等のド
ミナントネガティブ効果を有する物質、これらを発現するベクター、およびこれらで形質
転換された細胞等などが挙げられる。
【００３３】
　細胞増殖抑制物質としては、限定されずに、例えば、イホスファミド、ニムスチン（例
えば、塩酸ニムスチン）、シクロホスファミド、ダカルバジン、メルファラン、ラニムス
チン等のアルキル化剤、ゲムシタビン（例えば、塩酸ゲムシタビン）、エノシタビン、シ
タラビン・オクホスファート、シタラビン製剤、テガフール・ウラシル、テガフール・ギ
メラシル・オテラシルカリウム配合剤（例えば、ＴＳ－１）、ドキシフルリジン、ヒドロ
キシカルバミド、フルオロウラシル、メトトレキサート、メルカプトプリン等の代謝拮抗
剤、イダルビシン（例えば、塩酸イダルビシン）、エピルビシン（例えば、塩酸エピルビ
シン）、ダウノルビシン（例えば、塩酸ダウノルビシン、クエン酸ダウノルビシン）、ド
キソルビシン（例えば、塩酸ドキソルビシン）、ピラルビシン（例えば、塩酸ピラルビシ
ン）、ブレオマイシン（例えば、塩酸ブレオマイシン）、ペプロマイシン（例えば、硫酸
ペプロマイシン）、ミトキサントロン（例えば、塩酸ミトキサントロン）、マイトマイシ
ンＣ等の抗腫瘍性抗生物質、エトポシド、イリノテカン（例えば、塩酸イリノテカン）、
ビノレルビン（例えば、酒石酸ビノレルビン）、ドセタキセル（例えば、ドセタキセル水
和物）、パクリタキセル、ビンクリスチン（例えば、硫酸ビンクリスチン）、ビンデシン
（例えば、硫酸ビンデシン）、ビンブラスチン（例えば、硫酸ビンブラスチン）等のアル
カロイド、アナストロゾール、タモキシフェン（例えば、クエン酸タモキシフェン）、ト
レミフェン（例えば、クエン酸トレミフェン）、ビカルタミド、フルタミド、エストラム
スチン（例えば、リン酸エストラムスチン）等のホルモン療法剤、カルボプラチン、シス
プラチン（ＣＤＤＰ）、ネダプラチン等の白金錯体、サリドマイド、ネオバスタット、ベ
バシズマブ等の血管新生阻害剤、Ｌ－アスパラギナーゼなどが挙げられる。
【００３４】
　アポトーシス誘導物質としては、限定することなく、例えば、compound 861、グリオト
キシン、アトルバスタチンなどが挙げられる。
　ＴＩＭＰ（例えば、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ３など）の阻害物質としては、
限定することなく、例えば、ＴＩＭＰに対する抗体などのＴＩＭＰ活性阻害物質、ＴＩＭ
Ｐに対するＲＮＡｉ分子、リボザイム、アンチセンス核酸などのＴＩＭＰ産生阻害物質、
これらを発現するベクター、およびこれらで形質転換された細胞等が挙げられる。
　α１アンチトリプシン阻害物質としては、限定することなく、例えば、α１アンチトリ
プシンに対する抗体などのα１アンチトリプシン活性阻害物質、α１アンチトリプシンに
対するＲＮＡｉ分子、リボザイム、アンチセンス核酸などのα１アンチトリプシン産生阻
害物質、これらを発現するベクター、およびこれらで形質転換された細胞等が挙げられる
。
【００３５】
　また、本発明における「腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を
制御する薬物」は、腸管線維症の発症、進行および／または再発の抑制に直接または間接
に関係する腸管における細胞外マトリックス産生細胞の物理的、化学的および／または生
理的な作用等を直接または間接に促進する何れの薬物であってもよい。
　本発明の担体は、上記薬物の１種または２種以上を送達することができる。
【００３６】
　本発明におけるＲＮＡｉ分子は、ｓｉＲＮＡ（small interfering RNA）、ｍｉＲＮＡ
（micro RNA)、ｓｈＲＮＡ（short hairpin RNA）、ｐｉＲＮＡ（Piwi-interacting RNA
）、ｒａｓｉＲＮＡ（repeat associated siRNA）などの二重鎖ＲＮＡおよびこれらの改
変体を含む。ＲＮＡｉ分子およびＲＮＡｉ分子を発現するベクターは、例えば一般的なテ
キスト（例えば、実験医学別冊　改訂ＲＮＡｉ実験プロトコール　２００４年　羊土社、
ＲＮＡｉ実験なるほどＱ＆Ａ　２００６年　羊土社など）の教示に従って使用することが
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できる。
　ＲＮＡｉ分子の設計は、当業者であれば、標的とする遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ配
列および既知のＲＮＡｉ分子の配列を参照することにより、一般的なテキスト（実験医学
別冊　改訂ＲＮＡｉ実験プロトコール　２００４年　羊土社、ＲＮＡｉ実験なるほどＱ＆
Ａ　２００６年　羊土社）の教示に従って適宜行なうことができる。
　また、本発明における核酸は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、またはこれらの複合物を含む
。
【００３７】
　本発明の担体の送達物としてはまた、限定されずに、腸管線維症の発症、進行および／
または再発を抑制する上記以外の薬物、例えば、限定することなく、ＴＧＦβ１阻害剤（
ＴＧＦβ１ワクチンを包含する）、ペントキシフィリンおよびその代謝物、ホスホジエス
テラーゼ４阻害剤、ＨＭＧ－ＣｏＡ還元酵素阻害剤、大建中湯、プラバスタチン、リポキ
シンＡ４類似体、硫酸基転移酵素阻害剤、線維化促進因子（例えば、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、
ＦＧＦ２、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、ＣＴＧＦ、ＩＬ－１β、ＩＬ－４、Ｉ
Ｌ－１３、ＭＣＰ－１、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β、ＭＩＰ－３α、ＮＯＤ１リガンド
、ＴＬＲ２、４および５のリガンド、ガレクチン３、ヒアルロナン、ラミニン、コラーゲ
ンなど）の阻害剤や、腸管線維症発症の原因となる炎症を抑制する薬物、例えば、スルフ
ァサラジン、メサラミン、アルサラジン、バルサラジドなどのアミノサリチル酸系薬剤、
プレドニゾロン、ブデソニドなどのコルチコステロイド薬、アザチオプリン、メルカプト
プリン、シクロスポリン、メトトレキサートなどの免疫抑制剤、インフリキシマブなどの
ＴＮＦα阻害剤、さらには、メトロニダゾール、シプロキサンなどの抗生剤などを挙げる
ことができる。これらの薬物はまた、後述の本発明の組成物と併用することもできる。こ
こで、「併用」とは、本発明の組成物と、上記薬物とを実質的に同時に投与すること、お
よび、同じ処置期間内で時間的に間隔を空けて投与することを含む。前者の場合、本発明
の組成物は上記薬物と混合して投与しても、混合せずに連続的に投与してもよい。後者の
場合、本発明の組成物は上記薬物の前に投与しても後に投与してもよい。
　本発明の一態様において、腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖
を制御する薬物としては、ＨＳＰ４７の阻害剤、例えば、ＨＳＰ４７に対するｓｉＲＮＡ
などが挙げられる。
【００３８】
　本発明の担体が送達する物質や物体は、標識されていてもいなくてもよい。標識化によ
り、標的細胞への送達の成否や、標的細胞の増減などをモニタリングすることが可能とな
り、特に試験・研究レベルのみならず、臨床レベルにおいても有用である。標識は、当業
者に公知な任意のもの、例えば、任意の放射性同位体、磁性体、気体もしくは生理条件下
で気体を発生する物質、核磁気共鳴する元素（例えば、水素、リン、ナトリウム、フッ素
等）、核磁気共鳴する元素の緩和時間に影響を与える物質（例えば、金属原子もしくはこ
れを含む化合物）、標識化物質に結合する物質（例えば抗体など）、蛍光物質、フルオロ
フォア、化学発光物質、ビオチンもしくはその誘導体、アビジンもしくはその誘導体、酵
素などから選択することができる。標識はまた、担体構成成分に付してもよいし、独立し
た送達物として担体に担持させてもよい。
【００３９】
　本発明において「腸管における細胞外マトリックス産生細胞用」または「腸管における
細胞外マトリックス産生細胞送達用」とは、腸管における細胞外マトリックス産生細胞を
標的細胞として使用するのに適することを意味し、これは例えば、同細胞に、他の細胞、
例えば正常細胞よりも迅速、高効率かつ／または大量に物質を送達できることを含む。例
えば、本発明の担体は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞に、他の細胞に比べ、
１．１倍以上、１．２倍以上、１．３倍以上、１．５倍以上、２倍以上、さらには３倍以
上の速度および／または効率で物質を送達することができる。
【００４０】
　本発明はまた、前記担体と、前記腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性また
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は増殖を制御する薬物とを含む、腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または
増殖を制御するための、腸管線維症を処置するための、または線維化腸管組織から正常腸
管組織を再生するための組成物、ならびに、前記担体の、これらの組成物の製造への使用
に関する。本発明の組成物の一態様は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞に対す
る標的化のための有効量のレチノイドを含む。また、本発明の組成物の一態様は、レチノ
イドによって腸管における細胞外マトリックス産生細胞に標的化されている。
　本発明における腸管線維症は、腸壁における瘢痕組織の過剰な蓄積を特徴とする病態を
指し、慢性的な腸管の炎症、例えば、慢性化した炎症性腸疾患（薬剤性腸炎、感染性腸炎
などの原因が特定される特異性炎症性腸疾患、および、クローン病、潰瘍性大腸炎などの
原因不明の非特異性炎症性腸疾患を含む）や、放射線照射による組織損傷、手術や外傷に
伴う腸管癒着などに続発するものを含む。
【００４１】
　本発明において、「線維化腸管組織から正常腸管組織を再生する」とは、線維化によっ
て変質した腸管組織を、少なくとも線維化がより軽度であった状態に回復させることを意
味する。すなわち、腸管線維化が進むにつれ、腸管組織は細胞外マトリックスを中心とし
た線維組織に置換されていくが、この流れを逆転させ、増生した線維組織を本来の正常組
織に置換していくことが、本発明における線維化腸管組織からの正常腸管組織の再生であ
る。したがって、本発明における線維化腸管組織からの正常腸管組織の再生は、線維化腸
管組織を完全に元の状態に回復させることばかりでなく、線維化腸管組織を部分的に元の
状態に回復させることも含む。正常腸管組織の再生の程度は、生検試料などの組織学的検
査により、組織構造の正常化、線維組織が占める領域の縮小、正常組織が占める領域の拡
大などに基づいて評価してもよいし、本組成物による処置の前に線維化に起因する生化学
的指標等の異常が認められている場合には、当該指標等の改善などによって評価してもよ
い。
【００４２】
　本発明の組成物においては、担体に含まれるレチノイドが標的化剤として機能する態様
で存在する限り、担体は、送達物をその内部に含んでも、送達物の外部に付着して存在し
ても、また、送達物と混合されていてもよい。したがって、投与経路や薬物放出様式など
に応じて、上記組成物を、適切な材料、例えば、腸溶性のコーティングや、時限崩壊性の
材料で被覆してもよく、また、適切な薬物放出システムに組み込んでもよい。さらに、本
発明の組成物は、レチノイドが結合したリポソームと送達物との複合体、すなわちリポプ
レックスの形態をとってもよい。また、担体がレチノイドのみで構成される場合には、本
発明の組成物は、腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する
薬物とレチノイドとの複合体の形態をとってもよい。
【００４３】
　本発明の組成物は医薬として使用することができ（すなわち医薬組成物）、経口および
非経口の両方を包含する種々の経路、例えば、限定することなく、経口、静脈内、筋肉内
、皮下、局所、肺内、気道内、気管内、気管支内、経鼻、経胃、経腸、直腸内、動脈内、
門脈内、心室内、骨髄内、リンパ節内、リンパ管内、脳内、髄液腔内、脳室内、経粘膜、
経皮、鼻内、腹腔内および子宮内等の経路で投与してもよく、各投与経路に適した剤形に
製剤してもよい。かかる剤形および製剤方法は任意の公知のものを適宜採用することがで
きる（例えば、標準薬剤学、渡辺喜照ら編、南江堂、２００３年などを参照）。
　例えば、経口投与に適した剤形としては、限定することなく、散剤、顆粒剤、錠剤、カ
プセル剤、液剤、懸濁剤、乳剤、ゲル剤、シロップ剤などが挙げられ、また非経口投与に
適した剤形としては、溶液性注射剤、懸濁性注射剤、乳濁性注射剤、用時調製型注射剤な
どの注射剤が挙げられる。非経口投与用製剤は、水性または非水性の等張性無菌溶液また
は懸濁液の形態であることができる。
【００４４】
　本発明はまた、レチノイドを腸管における細胞外マトリックス産生細胞への標的化剤と
して、腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御する薬物を有効



(13) JP 5873419 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

成分としてそれぞれ配合する工程を含む、腸管線維症処置用医薬組成物または線維化腸管
組織から正常腸管組織を再生するための組成物の製造方法に関する。レチノイドの配合手
法は、配合された組成物においてレチノイドが腸管における細胞外マトリックス産生細胞
への標的化剤として機能できれば特に限定されないが、例えば、本明細書に記載の種々の
手法を用いることができる。また、有効成分の配合手法も、有効成分が所定の効果を奏す
ることができれば特に限定されず、任意の公知の手法を用いることができる。有効成分の
配合は、レチノイドと同時に行ってもよいし、レチノイドを配合する前、または配合した
後に行ってもよい。例えば、組成物がレチノイド以外の担体構成成分を含む場合、有効成
分の配合は、レチノイドが標的化剤として既に配合された担体と有効成分とを混合するこ
となどによって行ってもよいし、レチノイド、レチノイド以外の担体構成成分および有効
成分を同時に混合することなどによって行ってもよいし、または、有効成分をレチノイド
以外の担体構成成分に配合した後に、これとレチノイドとを混合することなどによって行
ってもよい。
【００４５】
　レチノイドの配合量等は、本発明の担体について既に述べたとおりである。また、有効
成分の配合量は、組成物として投与された場合に、腸管線維症の発症や再発を抑制し、病
態を改善し、症状を軽減し、または進行を遅延もしくは停止し得る量、好ましくは、腸管
線維症の発症および再発を予防し、またはこれを治癒し得る量、あるいは、線維化腸管組
織から正常腸管組織を再生し得る量であってもよい。また、投与による利益を超える悪影
響が生じない量が好ましい。かかる量は公知であるか、培養細胞などを用いたin vitro試
験や、マウス、ラット、イヌまたはブタなどのモデル動物における試験により適宜決定す
ることができ、このような試験法は当業者によく知られている。腸管線維症のモデル動物
としては、例えば、Pizarro et al., Trends Mol Med. 2003 May;9(5):218-22に記載のも
の（例えば、ＴＮＢＳ誘発モデル、ＤＳＳ誘発モデル、オキサゾロン誘発モデル、CD4+CD
45RBhigh SCID transferモデル、ｔｇε２６骨髄キメラマウス、IL-10 KOマウス、ＴＮＦ
ΔＡＲＥモデル、C3H-HeJBirマウス、SAMP1/Yitマウス、SAMP1/YitFcマウスなど）が挙げ
られる。中でもSAMP1/Yitマウスは、ヒトのクローン病における腸管線維症のモデル動物
として有用である。有効成分の配合量は、組成物の投薬態様によって変化し得る。例えば
、１回の投与に複数の単位の組成物を用いる場合、組成物１単位に配合する有効成分の量
は、１回の投与に必要な有効成分の量の複数分の１とすることができる。かかる配合量の
調整は当業者が適宜行うことができる。
【００４６】
　本発明の担体または組成物は、いずれの形態で供給されてもよいが、保存安定性の観点
から、好ましくは用時調製可能な形態、例えば、医療の現場あるいはその近傍において、
医師および／または薬剤師、看護士、もしくはその他のパラメディカルなどによって調製
され得る形態で提供することができる。この場合、本発明の担体または組成物は、これら
に必須の構成要素の少なくとも１つを含む１個または２個以上の容器として提供され、使
用の前、例えば、２４時間前以内、好ましくは３時間前以内、そしてより好ましくは使用
の直前に調製される。調製に際しては、調製する場所において通常入手可能な試薬、溶媒
、調剤器具などを適宜使用することができる。
【００４７】
　したがって、本発明はまた、レチノイド、および／または送達物、および／またはレチ
ノイド以外の担体構成物質を、単独でもしくは組み合わせて含む１個または２個以上の容
器を含む前記担体もしくは前記組成物の調製キット、ならびに、そのようなキットの形で
提供される前記担体または前記組成物の必要構成要素にも関する。本発明のキットは、上
記のほか、本発明の担体および組成物の調製方法や投与方法などに関する指示、例えば説
明書や、ＣＤ、ＤＶＤ等の電子記録媒体などを含んでいてもよい。また、本発明のキット
は、本発明の担体または組成物を完成するための構成要素の全てを含んでいてもよいが、
必ずしも全ての構成要素を含んでいなくてもよい。したがって、本発明のキットは、医療
現場や、実験施設などで通常入手可能な試薬や溶媒、例えば、無菌水や、生理食塩水、ブ



(14) JP 5873419 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

ドウ糖溶液などを含んでいなくてもよい。
【００４８】
　本発明はさらに、前記組成物の有効量を、それを必要とする対象に投与することを含む
、腸管における細胞外マトリックス産生細胞の活性または増殖を制御するための、腸管線
維症を処置するための、または線維化腸管組織から正常腸管組織を再生するための方法に
関する。ここで、有効量とは、例えば、後者については、腸管線維症の発症や再発を抑制
し、病態を改善し、症状を軽減し、または進行を遅延もしくは停止する量であり、好まし
くは、腸管線維症の発症および再発を予防し、またはこれを治癒する量、あるいは、線維
化腸管組織から正常腸管組織を再生し得る量であってもよい。また、投与による利益を超
える悪影響が生じない量が好ましい。かかる量は、培養細胞などを用いたin vitro試験や
、マウス、ラット、イヌまたはブタなどのモデル動物における試験により適宜決定するこ
とができ、このような試験法は当業者によく知られている。また、担体に含まれるレチノ
イド、および本発明の方法に用いる薬物の用量は当業者に公知であるか、または、上記の
試験等により適宜決定することができる。腸管線維症のモデル動物については、上述のと
おりである。
【００４９】
　本発明の方法において投与する組成物の具体的な用量は、処置を要する対象に関する種
々の条件、例えば、症状の重篤度、対象の一般健康状態、年齢、体重、対象の性別、食事
、投与経路、投与の時期および頻度、併用している医薬、治療への反応性、および治療に
対するコンプライアンスなどを考慮して決定され得る。
　投与経路としては、経口および非経口の両方を包含する種々の経路、例えば、経口、静
脈内、筋肉内、皮下、局所、肺内、気道内、気管内、気管支内、経鼻、経胃、経腸、直腸
内、動脈内、門脈内、心室内、骨髄内、リンパ節内、リンパ管内、脳内、髄液腔内、脳室
内、経粘膜、経皮、鼻内、腹腔内および子宮内等の経路が含まれる。
　投与頻度は、用いる組成物の性状や、上記のような対象の条件によって異なるが、例え
ば、１日多数回（すなわち１日２、３、４回または５回以上）、１日１回、数日毎（すな
わち２、３、４、５、６、７日毎など）、１週間に数回（例えば、１週間に２、３、４回
など）、１週間毎、数週間毎（すなわち２、３、４週間毎など）であってもよい。
【００５０】
　本発明の方法において、用語「対象」は、任意の生物個体を意味し、好ましくは動物、
さらに好ましくは哺乳動物、さらに好ましくはヒトの個体である。本発明において、対象
は健常であっても、何らかの疾患に罹患していてもよいものとするが、腸管線維症の処置
が企図される場合には、典型的には腸管線維症に罹患しているか、罹患するリスクを有す
る対象を意味する。例えば、腸管線維症の予防が意図される場合は、限定することなく、
炎症性腸疾患、手術や外傷などに伴う腸管癒着などの腸管線維症の原因となる疾患に罹患
した対象が典型例となる。
　また、用語「処置」は、疾患の治癒、一時的寛解または予防などを目的とする医学的に
許容される全ての種類の予防的および／または治療的介入を包含するものとする。例えば
、「処置」の用語は、腸管線維症の進行の遅延または停止、病変の退縮または消失、腸管
線維症発症の予防または再発の防止などを含む、種々の目的の医学的に許容される介入を
包含する。
【００５１】
　本発明はまた、上記担体を利用した、腸管における細胞外マトリックス産生細胞への物
質送達方法に関する。この方法は、限定されずに、例えば、上記担体に送達物を担持させ
る工程と、送達物を担持した担体を腸管における細胞外マトリックス産生細胞を含む生物
や媒体、例えば培養培地などに投与または添加する工程とを含む。これらの工程は、公知
の任意の方法や、本明細書中に記載された方法などに従って適宜達成することができる。
上記送達方法はまた、別の送達方法、例えば、腸管を標的とする他の送達方法などと組み
合わせることもできる。また、上記方法は、in vitroでなされる態様も、体内の腸管にお
ける細胞外マトリックス産生細胞を標的とする態様も含む。本発明の担体によって輸送し



(15) JP 5873419 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

得る物質については、上述のとおりである。
【００５２】
　本発明はまた、腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織に由来する、ビメンチン
陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現型を有する、腸管における細胞外マトリック
ス産生細胞株に関する。
　腸管線維症罹患対象としては、限定されず、例えば、腸管線維症と診断された対象や、
腸管線維症のモデル動物が挙げられる。腸管線維症の診断は、病歴、バリウム造影などに
よる腸管狭窄の確認、生検試料の病理組織検査などにより行われる。線維化腸組織の採取
は、外科手術や、内視鏡などを用いた生検などの任意の可能な手法によって行うことがで
きる。表現型は、限定されずに、例えば、抗ビメンチン抗体、抗αＳＭＡ抗体および抗Ｇ
ＦＡＰ抗体による免疫染色や、ビメンチン、αＳＭＡおよびＧＦＡＰ遺伝子の発現分析な
どにより確認することができる。上記各抗体は市販のものを使用してもよいし、動物を各
タンパク質で免疫化するなどの既知の手法で新たに作製してもよい。上記細胞株は、ＨＳ
Ｐ４７またはそのホモログ（例えばｇｐ４６）、コラーゲン、ＶＡ貯蔵関連遺伝子、例え
ば、ＡＤＲＰ、ＬＲＡＴおよび／またはＬＸＲβ等を発現していてもよい。また、上記細
胞株は、in vitroで培養してもαＳＭＡおよびＧＦＡＰは陽性とならない。上記細胞株は
また、不死化遺伝子（例えば、SV40T、テロメラーゼ遺伝子等）の導入などにより不死化
されていてもよい。
　上記細胞株は、間葉系細胞のための通常の培養条件で培養することができる。かかる条
件としては、限定されず、例えば、１０％ＦＢＳ含有ＤＭＥＭでの、５％ＣＯ２、３７℃
における培養が挙げられる。
【００５３】
　本発明はまた、
（ｉ）腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織から細胞を得る工程、および
（ｉｉ）（ｉ）で得た細胞から、ビメンチン陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現
型を有する細胞を選択する工程、
を含む、腸管における細胞外マトリックス産生細胞を単離する方法に関する。
　線維化腸組織からの細胞の取得は、限定されずに、例えば、任意に細切した組織を培養
し、そこから遊走する細胞を取得してもよいし、組織をタンパク質分解酵素（例えば、コ
ラゲナーゼ、プロテアーゼなど）で処理し、そこから解離した細胞を取得してもよい。
　細胞の選択は、限定されずに、例えば、細胞を限界希釈法などで単細胞に分離し、各ク
ローンの表現型を免疫染色や遺伝子発現解析などで確認することにより行ってもよいし、
抗ビメンチン抗体、抗αＳＭＡ抗体および/または抗ＧＦＡＰ抗体で標識した単細胞懸濁
液を、セルソーターなどで処理することにより行ってもよい。
【００５４】
　本発明はまた、腸管における細胞外マトリックス産生細胞株を作製する方法であって、
（ｉ）腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織から細胞を得る工程、および
（ｉｉ）（ｉ）で得た細胞から、ビメンチン陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現
型を有する細胞を選択する工程、
を含み、かつ、工程（ｉ）または（ｉｉ）の後に、細胞を不死化する工程を含む方法に関
する。
　細胞の不死化は、不死化遺伝子（例えば、SV40T、テロメラーゼ遺伝子等）の導入など
により行うことができる。不死化は、所望の表現型の細胞を選択する前に行っても、選択
した後に行ってもよい。細胞を不死化する工程以外の構成については、腸管における細胞
外マトリックス産生細胞を単離する方法について上記したとおりである。
【００５５】
　本発明はまた、
（ｉ）上記の腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織に由来する、ビメンチン陽性
、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現型を有する、腸管における細胞外マトリックス産
生細胞株と、被験因子とを共存させる工程、および



(16) JP 5873419 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

（ｉｉ）被験因子との共存による細胞株の変化を検出する工程
を含む、腸管線維症処置因子をスクリーニングする方法に関する。
　本発明において、被験因子は、化合物などの物質のほか、熱、電磁波（例えば、電波、
光線、Ｘ線、ガンマ線など）、圧力、ｐＨなどの種々の因子を含む。細胞株と被験因子と
を「共存させる」とは、細胞株と被験因子とを同一の媒体中に置くことを意味し、両者が
互いに接触することを必ずしも要しない。細胞株と被験因子との共存は、例えば、限定さ
れずに、細胞株と被験因子とを同一の容器に入れることなどを含む。細胞株と被験因子と
の共存はin vivoで行っても、in vitroで行ってもよい。
　被験因子との共存による細胞株の変化としては、限定されずに、例えば、細胞株の活性
の抑制または亢進（例えば、遺伝子発現や物質産生の抑制または亢進）、細胞株の増殖の
抑制または増強などが挙げられる。したがって、例えば、被験因子との共存により細胞株
の増殖が抑制されることや、細胞株の活性が抑制されることは、当該被験因子が腸管線維
症処置因子であることを示す。
【００５６】
　本発明はまた、上記の腸管線維症罹患対象から採取した線維化腸組織に由来する、ビメ
ンチン陽性、αＳＭＡ陰性かつＧＦＡＰ陰性の表現型を有する、腸管における細胞外マト
リックス産生細胞株を含む、腸管線維症処置因子をスクリーニングするためのキットに関
する。本キットには、前記細胞株のほか、細胞株の変化を検出する試薬、本キットを用い
て腸管線維症処置因子をスクリーニングする方法に関する指示、例えば説明書や、ＣＤ、
ＤＶＤ等の電子記録媒体などをさらに含んでもよい。
【実施例】
【００５７】
　本発明を以下の例でさらに詳細に説明するが、これらは例示に過ぎず、本発明を決して
限定するものではない。
例１　クローン病モデルマウスSAMP1/Yitの腸管における星細胞様細胞の同定
　クローン病の線維化に肝星細胞に相当する細胞が関与するのかを検討するために、クロ
ーン病モデルマウスであるSAMP1/Yitを使用した。SAMP1/YitマウスはAKR/Jマウスの同腹
仔を２４代交配して作出されたSAMP1マウスのうち、皮膚に潰瘍を持つマウスをさらに近
親間で２０代以上交配して得られた自然発症モデルマウスで、２０週齢までに自発的に回
腸炎を引き起こし（Matsumoto et. al., Gut. 1998 Jul;43(1):71-8）、病理組織的に、
（ｉ）クローン病と類似した炎症が回腸終末に好発する、（ｉｉ）病変が非連続かつ全層
性にわたる、（ｉｉｉ）筋層の肥厚、陰窩の過形成、絨毛の萎縮、粘膜固有層および粘膜
下層への炎症細胞浸潤、パネート細胞および杯細胞の過形成、肉芽腫、陰窩膿瘍が観察さ
れる、等の特徴を有する（Kosiewicz et al., J Clin Invest. 2001 Mar;107(6):695-702
）。ＩＢＤモデルマウスのほとんどが大腸炎を生じるモデルであるところ、上記特徴を有
するSAMP1/Yitマウスは、既存の疾患モデル動物の中で最もクローン病の病態に近いモデ
ルマウスと考えられている（Pizarro et al., Trends Mol Med. 2003 May;9(5):218-22）
。
【００５８】
　SAMP1/Yitマウスの腸管組織において星細胞様細胞の同定を行うために、回腸線維化部
位を組織免疫染色法にて検討した。まず、SAMP1/Yitマウス（２９週齢、ヤクルト中央研
究所より供与）の回腸組織を採取した。組織を３０％中性ホルマリンにて２４時間固定後
、パラフィン包埋し、薄切切片を作製し、サンプル切片とした。サンプル切片をアザン染
色し線維化の状態を観察したところ、肥厚した筋層の細胞間にコラーゲン線維の蓄積が認
められた（図１（ａ））。さらに、連続切片に対し、肝星細胞マーカーに対する抗体を用
いた免疫組織化学的解析を行った。抗体としては、抗ビメンチン抗体（Anti-Vimentin, A
bcam, clone RV202, cat. No. ab8978、標識：Alexa Fluor 488）、抗αＳＭＡ抗体（Ant
i-α-Smooth Muscle Actin, SIGMA, clone 1A4, cat. No. A2547、標識：Cy3）および抗
ＧＦＡＰ抗体（Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein, Dako, Polyclonal Rabbit, Cod
e No. Z0334、標識：DyLight 633）を使用した。定法どおり蛍光免疫染色を行った後、共
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焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、回腸筋層の線維化病変部位において、蓄積したコ
ラーゲン線維に沿って、ビメンチン（＋）／αＳＭＡ（－）／ＧＦＡＰ（－）の表現型を
有する細胞の局在が多く認められた（図１（ｂ）～（ｄ）、矢印参照）。一方、バックグ
ラウンドマウスであるAKR/Jマウスの回腸筋層部位では、かかる細胞の存在は認められな
かった。この結果は、静止型肝星細胞様のビメンチン（＋）／αＳＭＡ（－）／ＧＦＡＰ
（－）の表現型を有する細胞が線維化に関与していることを示唆するものである。
【００５９】
例２　SAMP1/Yitマウスの線維化小腸組織からの星細胞様細胞株の樹立
　例１で観察された細胞をin vitroで機能解析し、さらにはそれを利用して腸管線維症治
療法などの検討を行うために、SAMP1/Yitマウスの線維化小腸組織からビメンチン（＋）
／αＳＭＡ（－）／ＧＦＡＰ（－）の表現型を有する星細胞様細胞を分離・培養し、星細
胞様細胞株を樹立した。
　まず、SAMP1/Yitマウス（２１週齢）の回腸組織を採取し、ハサミで１ｍｍ長程度に細
断した後、ＥＤＴＡ溶液（ＨＢＳＳ（ｐＨ７．５）中の４．５ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液、以下
同じ）２０ｍＬに浸し、軽く震盪した。４℃で１５分間静置後、上清を除去し、新鮮なＥ
ＤＴＡ溶液に再懸濁した。ＥＤＴＡ溶液を５回交換した後、回腸組織片を１０％ＦＢＳ含
有ＤＭＥＭに懸濁し、６ウェルカルチャーディッシュに播種し、５％ＣＯ２中３７℃で培
養した。培養開始から５日目には間葉系細胞様形態をした細胞群がディッシュに付着し増
殖を開始し始めた。この時に、レトロウィルスベクターpMFG-tsT-IRES-neo（Kawano et a
l., Blood. 2003 Jan 15;101(2):532-40）により不死化遺伝子SV40Tの導入を行い、IC10_
F2細胞系を得た（図２上段）。その後、IC10_F2細胞系を限界希釈法と、上記抗αＳＭＡ
抗体、抗ＧＦＡＰ抗体および抗ビメンチン抗体による免疫染色法で、ビメンチン（＋）／
αＳＭＡ（－）／ＧＦＡＰ（－）の表現型を有する細胞のクローニングを試みた結果、か
かる表現型を有する腸管由来星細胞様細胞株IC10_F2_E9を樹立することができた（図２下
段）。
【００６０】
　樹立したIC10_F2_E9が、星細胞の特徴であるＶＡ貯蔵関連遺伝子群を発現しているのか
を、リアルタイムＰＣＲにて検討した。まず、RNeasy Mini Kit（QIAGEN, 74104）を用い
てIC10_F2細胞およびIC10_F2_E9細胞からそれぞれ全ＲＮＡを調製し、逆転写酵素（High 
Capacity RNA-to-cDNA Master Mix, Applied Biosystems, 4390713）を反応させｃＤＮＡ
を作製した。得られたｃＤＮＡを使用して、LightCycler(R) 480システム（Roche Applie
d Science）でのリアルタイムＰＣＲにてビタミンＡ貯蔵関連遺伝子群（ＡＤＲＰ、ＬＲ
ＡＴおよびＬＸＲβ）の発現量を測定した。ＰＣＲ試薬は、LightCycler(R) 480 Probes 
Master（Roche Applied Science, 4707494）を使用した。プローブは、Universal ProbeL
ibrary Probes（Roche Applied Science）に含まれるものを使用した（ビメンチン：Prob
e #79, 4689020、αＳＭＡ：Probe #11, 4685105、ＡＤＲＰ：Probe #79, 4689020、ＬＲ
ＡＴ：Probe #79, 4689020、ＬＸＲβ：Probe #106, 4692250）。
【００６１】
　また、用いたプライマーは以下のとおりである（以下、「Ｆ」はフォワードプライマー
、「Ｒ」はリバースプライマーをそれぞれ意味する）。
ビメンチン：
Ｆ　５’ＴＧＣＧＣＣＡＧＣＡＧＴＡＴＧＡＡＡ　３’（配列番号１）
Ｒ　５’ＧＣＣＴＣＡＧＡＧＡＧＧＴＣＡＧＣＡＡＡ　３’（配列番号２）
αＳＭＡ：
Ｆ　５’ＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＡＡＡＣＧＡＡＣＧ　３’（配列番号３）
Ｒ　５’ＡＴＡＧＧＴＧＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡＴＧＣ　３’（配列番号４）
ＡＤＲＰ：
Ｆ　５’ＣＣＴＣＡＧＣＴＣＴＣＣＴＧＴＴＡＧＧＣ　３’（配列番号５）
Ｒ　５’ＣＡＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴＴＴ　３’（配列番号６）
ＬＲＡＴ：
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Ｆ　５’ＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＡＡＣＡＡＧＣ　３’（配列番号７）
Ｒ　５’ＴＡＣＴＧＴＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＴＧＣ　３’（配列番号８）
ＬＸＲβ：
Ｆ　５’ＧＣＴＣＴＧＣＣＴＡＣＡＴＣＧＴＧＧＴＣ　３’（配列番号９）
Ｒ　５’ＣＴＣＡＴＧＧＣＣＣＡＧＣＡＴＣＴＴ　３’（配列番号１０）
【００６２】
　なお、ＡＤＲＰは、脂肪滴膜上に局在し、脂肪滴の生合成や代謝に関わるＰＡＴ（ペリ
リピン・アディポフィリン・ＴＩＰ４７）タンパク質の一種であり(Lee et al., J Cell 
Physiol. 2010 Jun;223(3):648-57)、ＬＲＡＴはレチノールエステル化酵素で、肝星細胞
では小胞体膜上に局在し、ＶＡの貯蔵に関与していると考えられており（Nagatsuma et a
l., Liver Int. 2009 Jan;29(1):47-54)、ＬＸＲβは、脂質代謝や抗炎症に関わる核内受
容体で、肝星細胞においてはｍＲＮＡレベルでの発現が認められている（Beaven SW. et 
al., Gastroenterology. 2011 Mar;140(3):1052-62）。その結果、親株であるIC10_F2と
比較して、IC10_F2_E9は、ＡＤＲＰについては２．４倍、ＬＲＡＴについては２７倍、Ｌ
ＸＲβについては２．４倍の遺伝子発現を示した（図３）。この結果は、IC10_F2_E9が星
細胞の特徴を有することを示すものである。
【００６３】
例３　ｓｉＲＮＡ含有ＶＡ結合リポソームの調製
（１）ｓｉＲＮＡ
　コラーゲン（Ｉ～ＩＶ型）の共通分子シャペロンであるＨＳＰ４７（マウス、GenBank 
Accession No. X60676）の塩基配列を標的とするｓｉＲＮＡは、以下のものを用いた。
Ａ：ＧＧＡＣＡＧＧＣＣＵＧＵＡＣＡＡＣＵＡ（マウスＨＳＰ４７の塩基配列上の第９６
９塩基から始まるセンス鎖ｓｉＲＮＡ配列、配列番号１１）
Ｂ：ＵＡＧＵＵＧＵＡＣＡＧＧＣＣＵＧＵＣＣ（アンチセンス鎖ｓｉＲＮＡ配列、配列番
号１２）
【００６４】
　対照としてのｓｉＲＮＡｒａｎｄｏｍ（ｓｉＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅと称することもあ
る（略号：ｓｃｒ））は、以下のものを用いた。
Ｃ：ＣＣＵＣＣＡＡＡＣＣＡＡＵＵＧＧＡＧＧ（センス鎖ｓｉＲＮＡ、配列番号１３）
Ｄ：ＣＣＵＣＣＡＡＵＵＧＧＵＵＵＧＧＡＧＧ（アンチセンス鎖ｓｉＲＮＡ、配列番号１
４）
【００６５】
（２）ＶＡ－ｌｉｐ－ｓｉＲＮＡの調製
　カチオン性脂質として、Ｏ，Ｏ’－ジテトラデカノイル－Ｎ－（α－トリメチルアンモ
ニオアセチル）ジエタノールアミンクロライド（ＤＣ－６－１４）、コレステロールおよ
びジオレイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）を４：３：３のモル比で含む
カチオン性リポソーム（LipoTrust）を北海道システム・サイエンス（Sapporo, Japan）
から購入した。リポソームは、使用前に、凍結乾燥した脂質混合物に攪拌条件下で再蒸留
水（ＤＤＷ）を添加することによって、１ｍＭ（ＤＣ－６－１４）の濃度で調製した。Ｖ
Ａ結合リポソームを調製するため、ＤＭＳＯに溶解した２０ｎｍｏｌのビタミンＡ（レチ
ノール、Sigma, USA）をリポソーム懸濁液（ＤＣ－６－１４として２０ｎｍｏｌ）と、１
．５ｍｌチューブ中で攪拌しながら２５℃で混合した。ｓｉＲＮＡ　ＨＳＰ４７を担持す
るＶＡ結合リポソーム（ＶＡ－ｌｉｐ－ｓｉＲＮＡ　ＨＳＰ４７）を調製するため、ｓｉ
ＲＮＡ　ＨＳＰ４７溶液（ＤＤＷ中に３ｎｍｏｌ／ｍｌ）を、レチノール結合リポソーム
溶液に攪拌しながら室温下で添加した。ｓｉＲＮＡとＤＣ－６－１４とのモル比は１：４
００であった。in vitroでの使用に望ましい用量を得るため、ＶＡ－ｌｉｐ－ｓｉＲＮＡ
をリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で再構成した。
【００６６】
例４　IC_F2_E9細胞へのｓｉＲＮＡの導入とＨＳＰ４７発現の抑制
　１０％ＦＢＳ含有ＤＭＥＭ中にIC_F2_E9細胞を１×１０４個／ウェルで含む６ウェルマ
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ルチディッシュ（N140675, NuncTM）に例３で得たｓｉＲＮＡ含有ＶＡ結合リポソームを
１００μｌ添加し、３７℃、ＣＯ２５％で１時間インキュベートした後、培地を交換し、
３７℃、ＣＯ２５％でさらに４８時間インキュベートした。その後、細胞を回収し、例２
と同様の手法で全ＲＮＡを調製した。得られた全ＲＮＡに逆転写酵素を反応させてｃＤＮ
Ａを作製した後、リアルタイムＰＣＲにて、ＨＳＰ４７の発現抑制を評価した。用いたプ
ライマーは以下のとおりである。
Ｆ：５’ＧＡＡＧＧＣＴＧＴＣＧＣＣＡＴＣＴＣ　３’（配列番号１５）
Ｒ：５’ＣＣＣＡＧＴＣＣＴＧＣＣＡＧＡＴＧＴ　３’（配列番号１６）
【００６７】
　図４に示す結果から、IC10_F2_E9細胞においてＨＳＰ４７遺伝子が発現していること、
および、同遺伝子の発現がｓｉＲＮＡ含有ＶＡ結合リポソームのみによって抑制されたこ
とが分かる。ｓｉＲＮＡが細胞内で作用することに鑑みれば、この結果は、IC10_F2_E9細
胞がコラーゲン産生能を有すること、そして、レチノイドが、腸管における細胞外マトリ
ックス産生細胞としてのIC10_F2_E9細胞への物質の取込みを劇的に促進する標的化剤とし
て作用することを示すものである。
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