
(57)【要約】
　（ a）水不溶性ポリマーまたはコポリマーを含有するコア、および（ｂ）親水性ポリマ
ーまたはコポリマーを含有するシェル；を含有してなるコアシェルナノ粒子であって、前
記ナノ粒子が、水溶液中で少なくとも１つの水不溶性スチレン、アクリルまたはメタクリ
ルモノマーおよび特異的親水性モノマーまたはコポリマーを含有する混合物の乳化重合に
よって得ることが出来る、コアシェルナノ粒子。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー を 含 む コ ア 、 お よ び
　 （ ｂ ） 親 水 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー を 含 む シ ェ ル ；
を 含 む コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 で あ っ て 、 該 ナ ノ 粒 子 が 、 水 溶 液 中 に 少 な く と も １ つ の 水 不 溶
性 ス チ レ ン 、 ア ク リ ル ま た は メ タ ク リ ル モ ノ マ ー お よ び ：
　 （ i） 式 （ I） の モ ノ マ ー で あ っ て 、 ：
　
　
　
　

式 中 、
R 1 は 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 2 は -COOAOH、 -COO-A-NR 9 R 1 0 ま た は -COO-A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X - を 表 し 、 こ こ で Aは C 1 - 2 0 ア ル キ
レ ン 、 R 9 、 R 1 0 お よ び R 1 1 は そ れ ぞ れ 別 々 に 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル を 表 し 、 Xは ハ ロ ゲ ン
、 硫 酸 、 ス ル ホ ン 酸 ま た は 過 塩 素 酸 を 表 す 、 モ ノ マ ー 、 な ら び に
式 （ II） の 水 不 溶 性 ポ リ マ ー で あ っ て 、
　
　
　
　
　

式 中 、
R 3 は 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 4 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル 基 を 表 し 、
nは 式 （ I） の ポ リ マ ー が 少 な く と も 1000の 数 平 均 分 子 量 を 有 す る よ う な 整 数 で あ る 、 ポ リ
マ ー ； ま た は
　 （ ii） 式 （ III） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー で あ っ て 、 ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　

式 中 、
R 5 お よ び R 7 は そ れ ぞ れ 別 々 に 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 6 は 水 素 、 -A-NR 9 R 1 0 ま た は -A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X - を 表 し 、 こ こ で Aは C 1 - 2 0 ア ル キ レ ン 、 R 9 、 R 1
0 お よ び R 1 1 は そ れ ぞ れ 別 々 に 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル を 表 し 、 Xは ハ ロ ゲ ン 、 硫 酸 、 ス ル
ホ ン 酸 ま た は 過 塩 素 酸 を 表 し 、
R 8 は C 1 - 1 0 ア ル キ ル を 表 す 、 コ ポ リ マ ー
を 含 有 す る 混 合 物 の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 コ ア が ポ リ （ C 1 - 1 0 ア ル キ ル （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ま た は ア ク リ ル
、 メ タ ク リ ル ま た は ス チ レ ン モ ノ マ ー で あ る モ ノ マ ー か ら 形 成 さ れ る コ ポ リ マ ー を 含 む 、
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請 求 項 １ 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 コ ア が ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） メ チ ル エ ー テ ル メ タ ク リ レ ー ト お よ び 2-（ ジ メ チ ル オ ク チ
ル ） ア ン モ ニ ウ ム エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ブ ロ ミ ン を 含 有 す る 水 溶 液 中 の メ チ ル メ タ ク リ レ
ー ト の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 メ タ ク リ ル 酸 お よ び エ チ ル ア ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液 中 の メ チ ル メ タ
ク リ レ ー ト の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子
。
【 請 求 項 ６ 】
　 2-（ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト お よ び C 1 - 6 ア ル キ ル メ タ ク リ レ ー ト の コ ポ
リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液 中 の メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る
、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 50～ 1000 nmの 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 検 査 に よ っ て 測 定 さ れ る 数 平 均 粒 子 径 を 有 す る 、 前 の
請 求 項 の い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 蛍 光 発 色 団 を さ ら に 含 む 、 前 の 請 求 項 の い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 の 請 求 項 の い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 を 調 整 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、
　 （ i） 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II） の ポ リ マ ー 、 ま た は
　 （ ii） 式 （ III） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー
を 含 む 水 溶 液 中 の 水 不 溶 性 モ ノ マ ー の 乳 化 重 合 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 吸 着 し た 少 な く と も １ つ の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 １ ～ ８ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 が 疾 患 関 連 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 原 が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 、 リ ボ 核 酸 、 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 原 が 微 生 物 抗 原 ま た は 癌 関 連 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 原 が ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス -1（ HIV-1） 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ １ ～ １ ３ い ず れ か 記 載
の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 原 が HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の ナ ノ 粒
子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ０ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 を 調 整 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 請 求
項 １ ～ ８ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 を 吸 着 さ せ る こ と を
含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ０ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を 含 む 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 被 験 体 に お い て 状 態 を 診 断 、 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 有 効 量 の
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、 請 求 項 １ ０ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 ま た は 請 求 項 １ ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 か か
る 処 置 の 必 要 な 被 験 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 請 求 項 １ １ ～ １ ５ い
ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 を 治 療 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 HIV感 染 ま た は AIDSを 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 請 求 項 １ １ ～ １
５ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 を 治 療 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 に 施 さ れ る 治 療 ま た は 診 断 方 法 に よ る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 の 治 療 の
方 法 に お け る 使 用 の た め の 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 ま た は 請 求 項 １ ７
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 被 験 体 に お け る 状 態 を 診 断 、 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 １
０ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 HIV感 染 ま た は AIDSの 予 防 ま た は 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ５
い ず れ か 記 載 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 、 そ れ ら を 調 製 す る 方 法 、 な ら び に 薬 理 学 的 に 活 性 の あ
る 物 質 、 特 に 、 天 然 お よ び 修 飾 （ デ オ キ シ ） リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA、 RNA） 、 オ リ ゴ （ デ
オ キ シ ） ヌ ク レ オ チ ド （ ODN） を 含 む 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 に 可 逆 的 に 結 合 し て 細 胞 内 に
送 達 す る こ と が で き る 担 体 と し て の そ れ ら の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 DNAワ ク チ ン は 、 感 染 症 の 多 く の 動 物 モ デ ル に お い て 免 疫 応 答 お よ び 防 御 免 疫 を 誘 導 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。 ヒ ト の 臨 床 試 験 に お い て 、 あ る DNAワ ク チ ン は 、 免 疫 応 答 を 誘 導
す る こ と が 示 さ れ て い る が 、 高 用 量 の DNAの 多 重 免 疫 化 （ multiple immunization） を 必 要
と し た 。 し た が っ て 、 ヒ ト に お い て 防 御 有 効 性 を 提 供 す る た め に 、 DNAワ ク チ ン の 有 効 性
が 増 大 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の 十 年 の 間 に 、 （ 遺 伝 子 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 三 重 ら せ ん 形 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 の ） 遺 伝 物 質 を イ ン タ ク ト な 細 胞 に 導 入 す る 新 し い 治 療 的 ア プ ロ ー チ
は 、 遺 伝 子 治 療 に お い て 基 礎 的 お よ び 臨 床 的 に と も に 急 速 な 進 歩 を 示 し て い る 。 リ ポ ソ ー
ム 、 ポ リ マ ー お よ び ポ リ マ ー 粒 子 を 含 む 多 く の 型 の 合 成 担 体 が 、 細 胞 特 異 的 ま た は 非 特 異
的 に 外 因 性 遺 伝 物 質 を 細 胞 内 に 送 達 す る こ と が 研 究 さ れ て い る 。 最 近 、 生 分 解 性 ま た は 生
物 適 合 性 ポ リ マ ー ナ ノ 微 粒 子 が 、 遺 伝 物 質 の 潜 在 的 な 担 体 と し て 研 究 さ れ て い る 。 遺 伝 子
送 達 担 体 と し て の 生 物 適 合 性 ポ リ マ ー 粒 子 の 利 点 と し て は 、 １ ） 比 較 的 不 活 性 で 生 物 適 合
性 で あ る こ と ； ２ ） 大 き さ お よ び 表 面 特 性 を 制 御 す る こ と に よ っ て 生 物 学 的 性 質 を 調 節 し
得 る こ と ； な ら び に ３ ） 調 製 、 保 存 お よ び 操 作 が 比 較 的 容 易 で あ る こ と 、 が 挙 げ ら れ る 。
得 ら れ る 製 剤 の 大 き さ お よ び 形 状 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム ま た は ポ リ カ チ オ ン に 基 づ い た 製 剤
と 比 較 し て 均 一 お よ び 一 様 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 物 適 合 性 ポ リ マ ー か ら な る 制 御 さ れ た 送 達 系 は 、 DNAま た は タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ら が
予 め 決 め ら れ た 速 度 お よ び 持 続 時 間 で 所 望 の 位 置 へ 放 出 お よ び 送 達 さ れ て 最 適 な 免 疫 応 答
を 生 じ る ま で 、 分 解 か ら 潜 在 的 に 保 護 す る 。 緩 効 性 お よ び 蓄 積 効 果 の 組 み 合 わ せ に よ っ て
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、 ワ ク チ ン 中 で 用 い ら れ る 抗 原 の 量 が 減 少 し 得 、 多 く の ワ ク チ ン 接 種 の 成 功 に 必 要 な ブ ー
ス タ ー 投 与 が 排 除 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 制 御 さ れ た 送 達 系 は 、 抗 原 を 効 率 的 に 抗 原 提 示 細 胞
（ APC） に 指 向 さ せ て 細 胞 性 お よ び 体 液 性 応 答 の 両 方 を 生 じ さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Bertlingら （ Biotechnol. Appl. Biochem. (1991) 13, 390-405） は 、 DEAEデ キ ス ト ラ
ン 存 在 下 で ポ リ シ ア ノ ア ク リ レ ー ト か ら ナ ノ 粒 子 を 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAの 生 物 学 的
活 性 は 、 お そ ら く 粒 子 へ の DNAの 強 い 結 合 の た め に 観 察 さ れ な か っ た が 、 こ れ ら の ナ ノ 粒
子 は 、 強 い DNA結 合 能 力 お よ び DNア ー ゼ I分 解 に 対 す る 耐 性 を 示 し た 。 ポ リ （ ア ル キ ル シ ア
ノ ア ク リ レ ー ト ） ナ ノ 粒 子 は ま た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 担 体 と し て も 評 価 さ れ 、 そ の 物 理
的 安 定 性 お よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 学 的 有 効 性 が 、 こ の 製 剤 に お い て
大 い に 増 強 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ Cortesiら 、 Int. J. Pharm. (1994), 105, 181-186
； Chavanyら 、 Pharm. Res. (1994), 11, 1370-1378） 。 ポ リ （ イ ソ ヘ キ シ ル シ ア ノ ア ク リ
レ ー ト ） ナ ノ 粒 子 は 、 配 列 特 異 的 ア ン チ セ ン ス 効 果 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ナ ノ 粒 子 と
関 連 し た と き に の み 観 察 さ れ る 場 合 に 、 疎 水 性 相 互 作 用 を 介 し て 表 面 で コ レ ス テ ロ ー ル －
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ 吸 着 さ せ る の に 、 最 近 用 い ら れ た （ Godardら 、 Eur.
 J. Biochem. (1995), 232, 404-410） 。 上 述 の 研 究 に お い て 、 粒 子 の 表 面 の 大 部 分 は 、
お そ ら く ポ リ （ オ リ ゴ ） ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 占 め ら れ て お り 、 粒 子 表 面 を リ ガ ン ド 部 分
等 の 機 能 的 分 子 で 修 飾 し て 体 内 分 布 を 調 節 す る こ と は 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ポ リ （ ラ ク タ イ ド － コ － グ リ コ ラ イ ド ） （ PLG） 微 粒 子 は 、 該 ポ リ マ ー が 生 分 解 性 お よ
び 生 物 適 合 性 で あ っ て 、 い く つ か の 薬 物 送 達 系 の 開 発 に 用 い ら れ て き た の で 、 ワ ク チ ン 送
達 に つ い て 広 範 に 研 究 さ れ て い る 。 ま た 、 PLG微 粒 子 は ま た 、 何 年 も の 間 、 封 入 （ entrapp
ed） ワ ク チ ン 抗 原 の た め の 送 達 系 と し て 用 い ら れ て き た 。 よ り 最 近 で は 、 PLG微 粒 子 は 、
封 入 DNAワ ク チ ン の た め の 送 達 系 と し て 記 載 さ れ て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 最 近 の 観
察 に よ っ て 、 DNAが マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 の 間 に 損 傷 を 受 け 、 ス ー パ ー コ イ ル DNAの 有 意 な 減
少 を も た ら す こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 カ プ セ ル 化 効 率 は し ば し ば 低 い 。 O'Haganら （ Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (2000), 97(2), 811-816； Journal of Virology (2001), 7
5, 9037-9043） は 、 DNAを PLG微 粒 子 の 表 面 に 吸 着 さ せ て 、 DNAの マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 に 関
連 す る 問 題 を 避 け る 新 規 の ア プ ロ ー チ を 最 初 に 開 発 し た 。 ポ リ マ ー の 脂 肪 親 和 性 の 性 質 の
た め に 、 微 粒 子 表 面 へ の DNAの 結 合 を 可 能 に す る に は 懸 濁 液 へ の 疎 水 性 陽 イ オ ン の 添 加 が
必 要 で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 モ ル モ ッ ト お よ び ア カ ゲ ザ ル 等 の い く つ か の 動 物 種 に お
い て DNAワ ク チ ン の 潜 在 能 力 を 増 大 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 疎 水 性 陽 イ オ
ン は 微 粒 子 表 面 に 共 有 結 合 し な い 。 さ ら に 、 必 要 な 高 濃 度 で 細 胞 培 養 物 に 毒 性 を 示 す 。 タ
ン パ ク 質 を 表 面 に 直 接 吸 着 さ せ る こ と の で き る 帯 電 ポ リ マ ー 微 粒 子 を 生 成 す る 方 法 も ま た
、 O'Haganら に よ っ て 開 発 さ れ た （ J. Control. Release (2000), 67, 347-356） 。 彼 ら は
、 微 粒 子 調 製 方 法 に お い て 、 陽 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ detergent） で あ る ド デ シ ル 硫 酸 ナ
ト リ ウ ム （ SDS） を 封 入 す る こ と に よ っ て 、 陰 イ オ ン 性 微 粒 子 を 調 製 し た 。 陰 イ オ ン 性 微
粒 子 は 、 HIV由 来 の 組 換 え p-55ギ ャ ッ プ タ ン パ ク 質 を 吸 着 す る こ と が で き た 。 再 び 述 べ る
が 、 陰 イ オ ン 性 物 質 は 、 微 粒 子 の 表 面 に 共 有 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Duracherら , Langmuir (2000) 16, 9002-9008は 、 修 飾 HIV-1カ プ シ ド p24タ ン パ ク 質 の
熱 安 定 性 お よ び 陽 イ オ ン 性 コ ア シ ェ ル ポ リ （ ス チ レ ン ） － ポ リ （ N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル
ア ミ ド ） 粒 子 へ の 吸 着 を 記 載 し て い る 。 二 段 階 の 手 順 を 用 い て 粒 子 が 製 造 さ れ た ； 第 一 の
工 程 に お い て 、 ス チ レ ン と N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ NIPAM） と の バ ッ チ 重 合 を 行
い 、 第 二 の 工 程 は 、 NIPAM、 塩 酸 ア ミ ノ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 お よ び 架 橋 剤 と し て の メ
チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド の 添 加 か ら な る 、 乳 化 剤 不 含 エ マ ル ジ ョ ン お よ び 沈 殿 重 合 を 組
み 合 わ せ た 。 シ ェ ル は 架 橋 さ れ 、 ヒ ド ロ ゲ ル の 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
　 本 発 明 の １ つ の 狙 い は 、 核 酸 等 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 物 質 に 可 逆 的 に 結 合 し て イ ン タ
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ク ト な 細 胞 に 送 達 す る こ と の で き る 生 物 適 合 性 の ポ リ マ ー 担 体 を 開 発 す る こ と で あ る 。 本
発 明 の 別 の 狙 い は 、 食 作 用 細 胞 に よ る 認 識 を 避 け て 、 血 流 中 に よ り 長 く 持 続 す る こ と の で
き る ス テ ル ス 担 体 を 開 発 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー を 含 む コ ア 、 な ら び に
（ ｂ ） 親 水 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー を 含 む シ ェ ル
を 含 む コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 を 提 供 し 、 上 述 の ナ ノ 粒 子 は 、 水 溶 液 中 に 少 な く と も 1つ の 水
不 溶 性 モ ノ マ ー お よ び
（ i） 式 （ I） の モ ノ マ ー で あ っ て 、 ：
　
　
　
　
　

式 中 、
R 1 は 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 2 は -COOAOH、 -COO-A-NR 9 R 1 0 ま た は -COO-A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X - を 表 し 、 こ こ で Aは C 1 - 2 0 ア ル キ
レ ン 、 R 9 、 R 1 0 お よ び R 1 1 は そ れ ぞ れ 別 々 に 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル を 表 し 、 Xは ハ ロ ゲ ン
、 硫 酸 、 ス ル ホ ン 酸 ま た は 過 塩 素 酸 を 表 す モ ノ マ ー 、 な ら び に
式 （ II） の 水 溶 性 ポ リ マ ー で あ っ て 、 ：
　
　
　
　
　
式 中 、
R 3 は 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 4 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル を 表 し 、
nは 、 式 （ I） の ポ リ マ ー が 少 な く と も 1000の 数 平 均 分 子 量 を 有 す る よ う な 整 数 で あ る 、 ポ
リ マ ー ； ま た は
（ ii） 式 （ III） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー で あ っ て 、 ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　

式 中 、
R 5 お よ び R 7 は そ れ ぞ れ 別 々 に 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 6 は 水 素 、 -A-NR 9 R 1 0 ま た は -A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X - を 表 し 、 こ こ で Aは C 1 - 2 0 ア ル キ レ ン を 表 し 、
R 9 、 R 1 0 お よ び R 1 1 は そ れ ぞ れ 別 々 に 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル を 表 し 、 Xは ハ ロ ゲ ン 、 硫 酸
、 ス ル ホ ン 酸 ま た は 過 塩 素 酸 を 表 し 、
R 8 は C 1 - 1 0 ア ル キ ル を 表 す 、 コ ポ リ マ ー
の 混 合 物 の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、
－ 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 を 調 製 す る 方 法 ；
－ ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 吸 着 し た 、 治 療 ま た は 診 断 の た め に 医 薬 等 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬
剤 を さ ら に 含 む 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 （ 以 後 「 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 」 と 記 載 す る ）
。 好 ま し く は 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 抗 原 、 よ り 好 ま し く は 疾 患 関 連 抗 原 で あ る 。
か か る ナ ノ 粒 子 は 、 以 後 「 抗 原 含 有 ナ ノ 粒 子 」 と 記 載 す る ；
－ 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 、 特 に 本 発 明 の 抗 原 含 有 ナ ノ 粒 子 を 調 製 す る 方 法 ；
－ 本 発 明 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 を 含 む 医 薬 組 成 物 ；
－ 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ る 方 法 で あ っ て 、 上 記 の 方 法 が 本 発 明 の 抗 原 含 有 ナ ノ 粒 子
を 治 療 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 ；
－ HIV感 染 ま た は AIDSを 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 の 方 法 が 薬 理 学 的 に 活 性
の あ る ナ ノ 粒 子 、 特 に 本 発 明 の 抗 原 含 有 ナ ノ 粒 子 を 治 療 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 方
法 ；
－ ヒ ト ま た は 動 物 の 体 に 実 施 す る 治 療 ま た は 診 断 方 法 に よ っ て ヒ ト ま た は 動 物 の 体 を 治 療
す る 方 法 に お け る 使 用 の た め の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 、 特 に 本 発 明 の 抗 原 含 有 ナ
ノ 粒 子 ；
－ 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ る た め の 医 薬 を 製 造 す る た め の 、 本 発 明 の 抗 原 含 有 ナ ノ 粒
子 の 使 用 ； な ら び に
－ HIV感 染 ま た は AIDSを 予 防 ま た は 治 療 す る 医 薬 の 製 造 の た め の 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る
ナ ノ 粒 子 、 特 に 本 発 明 の 抗 原 含 有 ナ ノ 粒 子 の 使 用
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ 配 列 表 の 簡 単 な 説 明 ）
　 配 列 番 号 ： １ は 、 HTLV-III、 BH10 CLONE、 CLADE B由 来 の 全 長 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ は 、 102ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 HILV、 BH10 CLONE CLADE B由 来 の 全 長 HIV-1 Tat
タ ン パ ク 質 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ３ ～ ３ ２ は 、 HTLV-III、 BH10 CLONE、 CLADE Bか ら 単 離 さ れ た 全 長 HIV-1 Tat
タ ン パ ク 質 の バ リ ア ン ト の 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 Tatの 長 さ お よ び 配 列 は
、 ウ イ ル ス の 分 離 株 に よ っ て 異 な る 。
　 配 列 番 号 ： ３ は 、 短 い 方 （ the shorter version） の HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 （ BH10） を コ
ー ド す る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ４ は 、 86ア ミ ノ 酸 の 、 短 い 方 の HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 （ BH10） を 示 す 。 こ の
配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ の 1～ 86残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ５ は 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の シ ス テ イ ン 22変 異 体 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を
示 す 。
　 配 列 番 号 ： ６ は 、 86ア ミ ノ 酸 の 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の シ ス テ イ ン 22変 異 体 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ７ は 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の リ シ ン 41変 異 体 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 示 す
。
　 配 列 番 号 ： ８ は 、 86ア ミ ノ 酸 の 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の リ シ ン 41変 異 体 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ９ は 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の RGDΔ 変 異 体 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ０ は 、 83ア ミ ノ 酸 の 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の RGDΔ 変 異 体 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ １ は 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の リ シ ン 41RGDΔ 変 異 体 を コ ー ド す る 塩 基 配
列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ２ は 、 83ア ミ ノ 酸 の 、 BH10（ 配 列 番 号 ： ４ ） の リ シ ン 41RGDΔ 変 異 体 を 示
す 。
　 配 列 番 号 ： １ ３ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _A-A1-A2バ リ ア ン ト を コ ー ド
す る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ４ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _A-A1-A2バ リ
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ア ン ト を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ５ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Bバ リ ア ン ト を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ６ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Bバ リ ア ン ト
を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ７ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Cバ リ ア ン ト を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ８ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Cバ リ ア ン ト
を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： １ ９ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Dバ リ ア ン ト Dを コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ０ は 、 86ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Dバ リ ア ン ト
を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ １ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _F1-F2バ リ ア ン ト を コ ー ド す
る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ２ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _F1-F2バ リ ア
ン ト を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ３ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Gバ リ ア ン ト を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ４ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Gバ リ ア ン ト
を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ５ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Hバ リ ア ン ト を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ６ は 、 86ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Hバ リ ア ン ト
を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ７ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _CRF01バ リ ア ン ト を コ ー ド す
る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ８ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _CRF01バ リ ア
ン ト を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ２ ９ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _CRF02バ リ ア ン ト を コ ー ド す
る 塩 基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ３ ０ は 、 101ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _CRF02を 示 す
。
　 配 列 番 号 ： ３ １ は 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Oバ リ ア ン ト を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ３ ２ は 、 115ア ミ ノ 酸 の 、 HIV-1 Tatタ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス _Oバ リ ア ン ト
を 示 す 。
　 配 列 番 号 ： ３ ３ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 1～ 20残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ３ ４ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 21～ 40残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ３ ５ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 36～ 50残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ３ ６ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 46～ 60残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ３ ７ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 56～ 70残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ３ ８ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 52～ 72残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ３ ９ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
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示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 65～ 80残 基 に 相 当 す る 。
　 配 列 番 号 ： ４ ０ は 、 抗 Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ る 合 成 ペ プ チ ド の 1つ を
示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び ４ の 73～ 86残 基 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 は 特 定 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 ま た は 抗 原 に 限 定 さ れ な い こ と が 理 解 さ れ よ
う 。 ま た 、 開 示 さ れ る 方 法 の 異 な る 適 用 が 当 該 分 野 の 特 定 の 必 要 性 の た め に 調 整 さ れ 得 る
こ と も 理 解 さ れ よ う 。 ま た 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 用 語 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 の み を
説 明 す る 目 的 で あ り 、 限 定 を 意 図 し な い こ と も 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ る 場 合 、 単 数 形 「 a」 、 「 an」
お よ び 「 the」 は 、 内 容 に よ っ て 明 ら か に 指 示 さ れ な い 限 り は 、 複 数 の 指 示 物 を 含 む 。 そ
の た め 、 例 え ば 、 「 １ つ の 抗 原 （ an antigen） 」 へ の 言 及 は 、 ２ つ 以 上 の か か る 抗 原 の 混
合 物 を 含 み 、 「 １ つ の ナ ノ 粒 子 （ a nanoparticle） 」 へ の 言 及 は 、 ２ つ 以 上 の ナ ノ 粒 子 の
混 合 物 へ の 言 及 を 含 み 、 そ の 逆 も ま た 同 じ で あ っ て 、 「 １ つ の 標 的 細 胞 （ a target cell
） 」 へ の 言 及 は 、 ２ つ 以 上 の か か る 細 胞 の 混 合 物 等 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 上 記 の も の で あ れ 下 記
の も の で あ れ 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 標 的 細 胞 へ の 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 、 特 に 抗 原 の 送 達 に 用 い ら れ 得 る
ナ ノ 粒 子 を 提 供 す る 。 ナ ノ 粒 子 は 、 そ の 外 表 面 に 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 を 吸 着 ま た は
固 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 内 部 の コ ア が 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー を 含 み 、 外 側 の
シ ェ ル が 親 水 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー を 含 む 、 コ ア シ ェ ル 構 造 を 有 す る 。 シ ェ ル は 、
帯 電 し た 、 ま た は イ オ ン の 、 も し く は イ オ ン 性 の 官 能 基 を 含 む 。 好 ま し く は 、 そ れ ら は 生
理 学 的 pH、 例 え ば 7.2～ 7.6の 範 囲 、 好 ま し く は 約 7.4の pHで イ オ ン ま た は イ オ ン 性 で あ る
。 ナ ノ 粒 子 は 、 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II） の ポ リ マ ー を 含 有 す る 、 ま た は 式 （ III
） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液 中 の 水 不 溶 性 モ ノ マ
ー の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 水 不 溶 性 モ ノ マ ー は 、 重 合 さ れ て コ ア を 形 成 す
る 。 シ ェ ル は 、 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II） の ポ リ マ ー に よ っ て 、 ま た は 式 （ III）
お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー に よ っ て 形 成 さ れ る 。 外 側 の ナ ノ 粒 子 表
面 は 、 典 型 的 に は 、 イ オ ン の 、 ま た は イ オ ン 性 の 化 学 基 を 含 む 親 水 性 の シ ェ ル で あ る 。 ナ
ノ 粒 子 表 面 は 、 全 体 と し て 正 ま た は 負 の 電 荷 を 有 し 得 る 。 ナ ノ 粒 子 は 好 ま し く は そ の 外 表
面 全 体 に わ た っ て 、 正 味 の 正 ま た は 負 の 電 荷 を 有 す る 。 表 面 電 荷 密 度 は 、 典 型 的 に は 、 ナ
ノ 粒 子 の 表 面 を 挟 ん で 異 な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ナ ノ 粒 子 の シ ェ ル お よ び コ ア は 、 生 物 適 合 性 お よ び 生 分 解 性 の ポ リ マ ー 物 質 で 構 成 さ れ
る 。 用 語 「 生 物 適 合 性 ポ リ マ ー 物 質 」 は 、 動 物 に と っ て 毒 性 が な く 、 発 癌 性 で な い ポ リ マ
ー 物 質 と し て 定 義 さ れ る 。 該 物 質 は 、 好 ま し く は 、 イ ン ビ ボ で 体 の 過 程 に よ っ て 、 体 に よ
っ て 容 易 に 排 出 可 能 な 産 物 に 分 解 さ れ て 体 内 に 蓄 積 し な い は ず で あ る と い う 意 味 で 、 生 分
解 性 で あ る 。 一 方 、 ナ ノ 粒 子 が 、 天 然 に 生 物 に よ っ て 捨 て ら れ る （ shed） 組 織 （ 例 え ば 、
皮 膚 の 脱 落 ） に 挿 入 さ れ る 場 合 、 該 物 質 は 生 分 解 性 で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 の コ ア で 用 い ら れ る 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー は 、 少 な く と
も １ つ の 水 不 溶 性 ス チ レ ン 、 ア ク リ ル ま た は メ タ ク リ ル モ ノ マ ー の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る
こ と が で き る 任 意 の 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー で あ り 得 る 。 適 切 な 物 質 と し て は
、 ポ リ ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト お よ び ポ リ ス チ レ ン な ら び に ア ク リ ル ま た は メ
タ ク リ ル ま た は ス チ レ ン コ ポ リ マ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 コ ア が 水 不
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溶 性 コ ポ リ マ ー を 含 む 場 合 、 乳 化 重 合 過 程 は 、 １ つ よ り 多 い コ モ ノ マ ー を 用 い 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 コ ア 中 の 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も
１ つ の 、 式 Vの モ ノ マ ー で あ っ て 、 ：
　
　
　
　

式 中 、 R 1 2 は 水 素 ま た は メ チ ル を 表 し 、
R 1 3 は フ ェ ニ ル 、 -COOR 1 4 、 -COCNま た は CNを 表 し 、
こ こ で R 1 4 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル で あ る 、 モ ノ マ ー
の 重 合 か ら 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 用 語 「 ポ リ （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト 」 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 ポ リ ア ク リ レ ー
ト お よ び ポ リ メ タ ク リ レ ー ト の 両 方 を 包 含 す る 。 同 様 に 、 用 語 「 （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト 」
は 、 ア ク リ レ ー ト お よ び メ タ ク リ レ ー ト の 両 方 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 コ ア 物 質 と し て 用 い ら れ 得 る 好 ま し い ポ リ （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト と し て は 、 ポ リ （ ア ル
キ ル （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト ） 、 特 に ポ リ （ C 1 - 1 0 ア ル キ ル （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト ） 、 な ら
び に 好 ま し く は 、 ポ リ （ メ チ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （
エ チ ル ア ク リ レ ー ト ） お よ び ポ リ （ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 等 の ポ リ （ C 1 - 6 ア ル キ ル （ メ
ト ） ア ク リ レ ー ト ） が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） （ PMMA） が 、 コ ア 物 質
と し て 特 に 好 ま し い 。 PMMAは 、 50年 よ り 長 い 間 外 科 手 術 に 用 い ら れ て お り 、 ナ ノ 粒 子 の 形
態 で ゆ っ く り と 生 分 解 さ れ 得 る （ 一 年 あ た り 約 30％ ～ 40％ の ポ リ マ ー ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II
） の ポ リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液 中 の 少 な く と も １ つ の 水 不 溶 性 モ ノ マ ー の 乳 化 重 合 に よ っ
て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の ナ ノ 粒 子 の 構 造 を 、 添 付 の 図 面 の 図 １ に 模 式 的 に 示 す 。 シ
ェ ル は 、 コ ア の 周 り に コ ロ ナ （ corona） を 形 成 す る 。 コ ロ ナ 構 造 は 、 DNA等 の 大 き い 分 子
を 吸 着 す る 場 合 に 拡 張 す る こ と が で き る 。 式 （ I） の モ ノ マ ー を 組 み 込 む こ と に よ っ て 、
核 酸 を ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 上 の 陽 イ オ ン 性 基 の 存
在 が も た ら さ れ る 。 式 （ II） の ポ リ マ ー を 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 高 度 に 親 水 性 の 外 側 の
シ ェ ル を 生 じ る 、 ナ ノ 粒 子 中 の ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） （ PEG） 鎖 の 存 在 が も た ら さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー に お け る R 1 は 、 水 素 ま た は メ チ ル で あ り 、 好 ま し く は メ チ ル で あ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー に お け る R 2 は 、 -COOAOH、 -COO-A-NR 9 10 1 0 ま た は -COO-A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X
- で あ り 得 、 好 ま し く は -COO-A-NR 9 R 1 0 ま た は -COO-A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X - で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー に お け る Aは C 1 - 2 0 ア ル キ レ ン で あ り 、 好 ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ レ ン 基
、 よ り 好 ま し く は C 1 - 6 ア ル キ レ ン 基 、 例 え ば メ チ レ ン 、 エ チ レ ン 、 プ ロ ピ レ ン 、 ブ チ レ ン
、 ペ ン チ レ ン ま た は ヘ キ シ レ ン 基 ま た は そ れ ら の 異 性 体 で あ る 。 エ チ レ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー に お け る R 9 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル で あ り 、 好 ま し く は C 1 - 2 0 ア
ル キ ル 基 、 よ り 好 ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ ル 基 、 さ ら に よ り 好 ま し く は C 1 - 6 ア ル キ ル 基 、 例
え ば メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 i-プ ロ ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル も し く は tert-ブ チ
ル 基 、 ま た は ペ ン チ ル も し く は ヘ キ シ ル 基 、 ま た は そ れ ら の 異 性 体 で あ る 。 メ チ ル お よ び
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エ チ ル が 好 ま し く 、 特 に メ チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー に お け る R 1 0 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル で あ り 、 好 ま し く は C 1 - 2 0 ア
ル キ ル 基 、 よ り 好 ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ ル 基 、 さ ら に よ り 好 ま し く は C 1 - 6 ア ル キ ル 基 、 例
え ば メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 i-プ ロ ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル も し く は tert-ブ チ
ル 基 、 ま た は ペ ン チ ル も し く は ヘ キ シ ル 基 、 ま た は そ れ ら の 異 性 体 で あ る 。 メ チ ル お よ び
エ チ ル が 好 ま し く 、 特 に メ チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー に お け る R 1 1 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル で あ り 、 好 ま し く は C 1 - 2 0 ア
ル キ ル 基 、 よ り 好 ま し く は C 4 -C 1 6 ア ル キ ル 基 、 さ ら に よ り 好 ま し く は C 6 - 1 0 ア ル キ ル 基 、
例 え ば ヘ キ シ ル 、 ヘ プ チ ル 、 オ ク チ ル 、 ノ ニ ル も し く は デ シ ル 基 ま た は そ れ ら の 異 性 体 で
あ る 。 n-オ ク チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ 得 る 式 （ I） の モ ノ マ ー の 例 は 、 下 記 の 式 （ 1） を 有 す る 2-（ ジ メ チ ル
オ ク チ ル ） ア ン モ ニ ウ ム エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ブ ロ ミ ン ：
　
　
　
　
　

で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
式 （ II） の ポ リ マ ー に お け る R 3 は 水 素 ま た は メ チ ル で あ り 、 好 ま し く は メ チ ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 式 （ II） の ポ リ マ ー に お け る R 4 は 水 素 ま た は C 1 - 2 0 ア ル キ ル で あ り 、 好 ま し く は C 1 - 2 0 ア
ル キ ル 基 、 よ り 好 ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ ル 基 、 さ ら に よ り 好 ま し く は C 1 - 6 ア ル キ ル 基 、 例
え ば メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 i-プ ロ ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル も し く は tert-ブ チ
ル 基 、 ま た は ペ ン チ ル も し く は ヘ キ シ ル 基 、 ま た は そ れ ら の 異 性 体 で あ る 。 メ チ ル お よ び
エ チ ル が 好 ま し く 、 特 に メ チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 nは 、 式 （ II） の ポ リ マ ー が 少 な く と も 1000の 数 平 均 分 子 量 を 有 す る よ う な 整 数 で あ る
。 式 （ II） の ポ リ マ ー の 数 平 均 分 子 量 が 少 な く と も 1000で あ る 場 合 、 ナ ノ 粒 子 は 核 酸 に 可
逆 的 に 結 合 で き る こ と が わ か る 。 数 平 均 分 子 量 が 1000未 満 で あ る 場 合 、 ナ ノ 粒 子 は 、 例 え
ば プ ラ ス ミ ド DNAに 結 合 す る 能 力 が 減 少 す る 。 DNA結 合 能 に 関 し て 、 式 （ II） の ポ リ マ ー の
数 平 均 分 子 量 は 、 好 ま し く は 1000～ 6000、 よ り 好 ま し く は 1500～ 3000、 最 も 好 ま し く は 19
00～ 2100で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ 得 る 式 （ II） の ポ リ マ ー の 例 は 、 お よ そ 2000の 数 平 均 分 子 量 を 有 す る
ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） メ チ ル エ ー テ ル メ タ ク リ レ ー ト で あ る 。 適 切 な ポ リ マ ー は 、
Aldrichか ら 市 販 さ れ て お り 、 下 記 の 式 （ 2） を 有 す る ：
本 発 明 の 第 二 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は
　
　
　
　

式 （ III） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む 親 水 性 ポ リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液 中 の 水 不 溶 性
モ ノ マ ー の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 式 （ III） の 反 復 単 位 に お け る R 5 は 水 素 ま た は メ チ ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 式 （ II） の モ ノ マ ー に お け る R 6 は 水 素 ま た は -A-NR 9 R 1 0 を 表 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 式 （ III） の 反 復 単 位 に お け る A、 R 9 、 R 1 0 お よ び R 1 1 の 好 ま し い 値 は 、 式 （ I） に つ い て
前 述 し た も の と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 式 （ IV） の 反 復 単 位 に お け る R 7 は 水 素 ま た は メ チ ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 式 （ IV） の 反 復 単 位 に お け る R 8 は C 1 - 1 0 ア ル キ ル で あ り 、 好 ま し く は C 1 - 6 ア ル キ ル 基 、
例 え ば メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 i-プ ロ ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル も し く は tert-ブ
チ ル 基 、 ま た は ペ ン チ ル も し く は ヘ キ シ ル 基 、 ま た は そ れ ら の 異 性 体 で あ る 。 メ チ ル 、 エ
チ ル お よ び ブ チ ル が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 式 （ I） の モ ノ マ ー ま た は 式 （ III） の 反 復 単 位 に お け る Xは 、 ハ ロ ゲ ン 、 硫 酸 、 ス ル ホ
ン 酸 ま た は 過 塩 素 酸 で あ り 得 る 。 ハ ロ ゲ ン は 、 フ ッ 素 、 塩 素 、 臭 素 ま た は ヨ ウ 素 、 好 ま し
く は 臭 素 ま た は ヨ ウ 素 、 最 も 好 ま し く は 臭 素 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ 得 る 式 （ III） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む コ ポ リ マ ー の 例 は 、 メ
タ ク リ ル お よ び エ チ ル ア ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 の エ ス テ
ル 基 に 対 す る 比 が お よ そ １ ： １ で あ る 統 計 学 的 コ ポ リ マ ー で あ る 。 適 切 な コ ポ リ マ ー は 、
Rohm Pharmaか ら 、 Eudragit（ 登 録 商 標 ） L 100-55と い う 商 品 名 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ 得 る 式 （ III） お よ び （ IV） の 反 復 単 位 を 含 む コ ポ リ マ ー の さ ら な る
例 は 、 2-（ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト お よ び C 1 - 6 ア ル キ ル メ タ ク リ レ ー ト の
コ ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 2-（ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 メ チ ル メ タ ク リ レ ー
ト お よ び ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー で あ る 。 適 切 な コ ポ リ マ ー は 、 Rohm Pharma
か ら 、 Eudragit（ 登 録 商 標 ） E 100と い う 商 品 名 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 は 、 コ ア シ ェ ル 構 造 お よ び 調 整 さ れ た 表 面 を 有 す る ポ リ マ ー ナ ノ 粒 子 に 基 づ く 、 核
酸 等 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 物 質 の た め の 、 新 し い 重 合 体 の 送 達 系 を 提 供 す る 。 内 部 の コ
ア は 、 主 に 、 ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 等 の 、 水 不 溶 性 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ ー か
ら 構 成 さ れ 、 親 水 性 の 外 側 の シ ェ ル は イ オ ン の 、 ま た は イ オ ン 性 の 官 能 基 を 有 す る 加 水 分
解 可 能 な コ ポ リ マ ー に よ っ て 構 成 さ れ る 。 例 え ば 、 陽 イ オ ン 性 ポ リ マ ー は 、 ODNお よ び DNA
に 可 逆 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 陰 イ オ ン 性 ポ リ マ ー は 、 Tat等 の 塩 基 性 タ ン パ ク 質 に
可 逆 的 に 結 合 し 、 保 護 お よ び 送 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ナ ノ 粒 子 は 、 生 物 適 合 性 を
高 め る PEG鎖 ブ ラ シ （ PEG chain brushes） を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 第 一 の 態 様 の ナ ノ 粒 子 は
、 比 較 的 多 量 の プ ラ ス ミ ド PCV 0 -tat DNA（ 5～ 6％  w/w） に 結 合 し て 別 の 速 度 論 的 経 路 で そ
れ ら を 放 出 す る こ と が で き る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 態 様 の ナ ノ 粒 子 に お け る PEGベ ー ス の シ ェ ル は 、 細 網 内 皮 系 （ RES） の 食
細 胞 に よ る 体 か ら の ナ ノ 粒 子 の ク リ ア ラ ン ス を 防 ぐ か 、 少 な く と も 減 少 さ せ る 。 実 際 、 外
来 ナ ノ 粒 子 の 捕 捉 は 、 最 初 に 血 漿 タ ン パ ク 質 （ オ プ ソ ニ ン ） の 吸 着 に よ っ て 媒 介 さ れ 、 食
細 胞 に よ る 認 識 を も た ら す と 考 え ら れ て い る 。 ナ ノ 粒 子 表 面 に 位 置 す る PEG鎖 の 親 水 性 は
、 粒 子 表 面 の 立 体 的 安 定 性 お よ び オ プ ソ ニ ン 異 常 の 効 果 （ dysopsonic effect） の 誘 導 の
両 方 に 関 与 し 、 担 体 の 存 在 を 、 RESの 認 識 か ら 隠 す 。 オ プ ソ ニ ン 化 を 避 け る こ と に よ っ て
、 ポ リ マ ー ナ ノ 粒 子 は 、 単 核 食 細 胞 系 に よ る 排 除 を 克 服 し 得 、 そ の た め 、 延 長 さ れ た 時 間
の 間 、 循 環 に お け る 薬 物 の 遅 く 一 定 し た 放 出 を 有 す る 目 的 、 お よ び 薬 物 の 薬 物 動 態 学 的 性
能 を 向 上 さ せ る 目 的 を 達 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 物 質 、 特 に DNA、 ODNな ど の 核 酸 お よ び タ ン
パ ク 質 を 可 逆 的 に 結 合 し 、 細 胞 内 に 送 達 し 得 る 。 外 側 の シ ェ ル に お け る 結 合 が 、 イ ン ビ ト
ロ お よ び イ ン ビ ボ の 双 方 で 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 物 質 の 分 解 を 防 ぎ 、 生 物 学 的 活 性 の あ
る 形 態 で 、 そ の 放 出 を 可 能 に す る た め 、 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の か か る ナ ノ 粒 子 は 、 エ マ ル シ ョ ン 安 定 剤 と し て 官 能 化 コ モ ノ マ ー を 用 い て 、 乳
化 重 合 に よ り 合 成 さ れ る 。 通 常 の 乳 化 剤 な し の 乳 化 重 合 系 は 周 知 で あ り (Gilbertら , Emul
sion Polymerization, A Mechanistic Approach, Academic Press: London, 1995; Wuら ,
 Macromolecules (1997), 30, 2187; Liuら , Langmuir (1997), 13, 4988; Schoonbrood
ら , Macromolecules (1997), 30, 6024; Cochinら , Macromolecules (1997), 30, 2287-2
287; Xuら , Langmuir (2001), 17, 6077-6085; Delairら , Colloid Polym. Sci. (1994),
 272, 962)、 本 質 的 に は エ マ ル シ ョ ン 配 合 を 安 定 化 す る 作 用 を す る あ る 反 応 性 成 分 、 す な
わ ち 「 サ ー フ マ ー (surfmer)」 ま た は 「 重 合 可 能 な 界 面 活 性 剤 」 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
水 溶 性 コ モ ノ マ ー を 含 む 多 数 の 乳 化 重 合 系 に 関 し て 報 告 さ れ た よ う に （ Gilbertら , Emuls
ion Polymerization, A Mechanistic Approach, Academic Press: London, 1995; Delair
ら , Colloid Polym. Sci. (1994), 272,962） 、 複 合 粒 子 形 成 機 構 は 、 均 質 な 核 形 成 を 必
要 と す る 。 反 応 は 、 水 溶 性 オ リ ゴ ラ ジ カ ル の 形 成 を も た ら し 水 溶 性 コ モ ノ マ ー に 富 む 水 相
で 、 そ れ ら が 溶 解 度 の 限 界 に 到 達 し 、 沈 殿 し て モ ノ マ ー お よ び コ モ ノ マ ー の 取 り 込 み に よ
り 成 長 し 得 る 一 次 粒 子 を 形 成 す る ま で 、 起 こ る 。 水 溶 性 単 位 は 選 択 的 に ナ ノ 粒 子 表 面 に 位
置 し 、 ラ テ ッ ク ス 安 定 化 に 盛 ん に 関 与 す る 。 か か る 方 法 で ナ ノ 粒 子 は 、 使 用 し た コ モ ノ マ
ー の 化 学 構 造 に よ っ て 決 定 さ れ る 、 適 し た 表 面 を 有 し て 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の ナ ノ 粒 子 を 調 製 す る 乳 化 重 合 プ ロ セ ス に お い て 、 モ ノ マ ー お よ び 存 在 す る 場 合 、
ポ リ マ ー は 、 好 ま し く は 乳 化 重 合 が 起 こ る 前 に 混 合 さ れ る 。 こ れ は 、 図 1に 示 さ れ る よ う
に コ ア の 周 り に コ ロ ナ を 形 成 す る シ ェ ル を 有 す る ナ ノ 粒 子 の コ ア シ ェ ル 構 造 の 生 成 を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、
（ i） 　 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II） の ポ リ マ ー 、 ま た は
（ ii)　 式 （ III） お よ び （ IV） の 繰 り 返 し 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー
を 含 有 す る 水 溶 液 内 の 水 不 溶 性 モ ノ マ ー の 乳 化 重 合 に よ っ て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 重 合 反 応 は 、 典 型 的 に は 、 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II） の ポ リ マ ー を 含 有 す る 、
ま た は 式 （ III） お よ び （ IV） の 繰 り 返 し 単 位 を 含 む 親 水 性 コ ポ リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液
中 に 水 不 溶 性 モ ノ マ ー を 、 好 ま し く は 滴 下 し て 、 導 入 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 反 応 は 好
ま し く は 、 窒 素 な ど の 不 活 性 雰 囲 気 の 下 で 、 好 ま し く は 継 続 的 に 攪 拌 し て 行 わ れ る 。 水 溶
液 は ア セ ト ン な ど の さ ら な る 溶 媒 を 含 有 し 得 る 。 例 え ば 、 90/10 容 量 %の 水 ／ ア セ ト ン 混
合 物 が 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 水 不 溶 性 モ ノ マ ー の 添 加 の 後 、 系 は 好 ま し く は 、 遊 離 基 開 始 剤 の 添 加 の 前 に 、 し ば ら く
の 間 、 例 え ば 10～ 60分 間 、 好 ま し く は 15～ 40分 間 放 置 さ れ 、 安 定 化 す る 。 適 当 な 遊 離 基 開
始 剤 の 例 と し て は 、 過 硫 酸 カ リ ウ ム （ KPS） 、 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 陰 イ オ ン お よ び 2,2’
-ア ゾ ビ ス （ 2-メ チ ル プ ロ ピ オ ン ア ミ ジ ン ） 二 塩 酸 塩 （ AIBA） の 陽 イ オ ン が 挙 げ ら れ る 。
遊 離 基 開 始 剤 は 典 型 的 に は 水 溶 液 の 形 態 で 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 重 合 は 典 型 的 に は 50～ 100℃ 、 好 ま し く は 65～ 85℃ の 温 度 で 、 少 な く と も 90分 間 行 わ れ
る 。 反 応 は 20時 間 以 上 要 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 反 応 終 了 時 に 、 生 成 物 は 公 知 の 方 法 に よ り 精 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 生 成 物 は 濾 過 さ れ 、

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-509902 A 2007.4.19



透 析 を 繰 り 返 す こ と （ 例 え ば セ チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ ミ ド の 水 溶 液 に 対 し て 10
回 以 上 、 お よ び そ の 後 水 に 対 し て 10回 以 上 ） に よ り 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 エ マ ル シ ョ ン か ら ナ ノ 粒 子 を 単 離 し た 後 、 ナ ノ 粒 子 は 、 空 気 に さ ら す こ と に よ り 、 ま た
は 凍 結 乾 燥 、 真 空 乾 燥 、 乾 燥 剤 上 で の 乾 燥 な ど の 他 の 通 常 の 乾 燥 法 に よ り 乾 燥 さ れ 得 る 。
薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 を 吸 着 さ せ る 前 に 、 ナ ノ 粒 子 は 適 当 な 液 体 に 再 分 散 さ れ 、 一 時
的 に 保 存 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 が ど の よ う な 条 件 下 で 保 存 さ れ 得 る か を
理 解 す る 。 典 型 的 に は 、 ナ ノ 粒 子 は 低 温 、 例 え ば 約 4 Cで 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 不 ぞ ろ い な 形 状 の ナ ノ 粒 子 も 存 在 し 得 る が 、 ナ ノ 粒 子 は 通 常 は 球 形 状 を 有 す る 。 し た が
っ て 顕 微 鏡 で 見 た 場 合 、 ナ ノ 粒 子 は 典 型 的 に は 回 転 楕 円 体 状 で あ る が 、 楕 円 形 、 形 が 不 ぞ
ろ い で あ る か 、 ま た は 環 状 体 で あ り 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ナ ノ 粒 子 は 、 図 2に 示 さ れ
る よ う な ラ ズ ベ リ ー 様 の 形 態 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 式 （ I） 、 （ II） 、 （ III） お よ び （ IV） の 出 発 物 質 は 市 販 さ れ て い る か 、 ま た は 公 知 の
方 法 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば R 2 が -A-N + R 9 R 1 0 R 1 1 X - を 表 す 式 （ I） の モ ノ マ ー は 、 式 （
VI） ：
H 2 C=C(-R

1 )-COO-A-NR 9 R 1 0          （ VI）
の 化 合 物 を 式 R 1 1 Xの 化 合 物 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 一 般 に 、 1100 nm未 満 、 好 ま し く は 50～ 1000nm、 よ り 好 ま し く は 5
0～ 500 nm、 例 え ば 50～ 300 nmの 、 走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ り 測 定 さ れ る 数 平 均 粒 子 径 を 有 す
る 。 粒 子 径 は 、 ナ ノ 粒 子 の 合 成 の 間 に 用 い ら れ る 遊 離 基 開 始 剤 に よ る こ と が 見 出 さ れ る 。
例 え ば 、 遊 離 基 開 始 剤 と し て AIBAを 用 い て 得 ら れ る 試 料 は 、 一 般 に 、 KPSを 用 い て 得 ら れ
る 試 料 よ り 低 い 数 平 均 粒 子 径 を 有 す る 。 サ イ ズ が 縮 小 す る こ と は 、 よ り 大 き な 表 面 積 が 薬
理 学 的 に 活 性 の あ る 物 質 の 吸 着 に 利 用 し 得 、 し た が っ て 投 与 す る た め に 要 す る ポ リ マ ー の
量 を 減 少 さ せ る こ と を 意 味 す る た め 、 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 粒 径 は 顕 微 鏡 技 術 （ こ こ で 粒 子 は 統 計 的 に 集 団 と す る の で は な く 、 直 接 か つ 個 別 に 分 級
さ れ る ） 、 ガ ス 吸 収 、 ま た は 透 過 法 な ど の 通 常 の 技 術 を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 。 希 望 に よ り
、 平 均 粒 径 を 確 認 す る た め に 、 自 動 粒 径 計 測 器 が 用 い ら れ 得 る （ 例 え ば Coulter Counter
、 HIAC Counter、 ま た は Gelman Automatic Particle Counter） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 実 際 の ナ ノ 粒 子 の 密 度 は 、 ヘ リ ウ ム ピ ク ノ メ ト リ ー な ど の 公 知 の 定 量 技 術 を 用 い て 容 易
に 確 認 し 得 る 。 あ る い は 、 粒 子 組 成 物 の 密 度 を 評 価 す る た め に エ ン ベ ロ ー プ （ 「 タ ッ プ 」
） 密 度 測 定 が 用 い ら れ 得 る 。 エ ン ベ ロ ー プ 密 度 の 情 報 は 不 ぞ ろ い の サ イ ズ お よ び 形 状 の 目
的 物 の 密 度 を 特 徴 づ け る の に 特 に 有 用 で あ る 。 エ ン ベ ロ ー プ 密 度 、 す な わ ち 「 嵩 密 度 」 は
、 目 的 物 の 、 そ の 容 積 で 除 し た 質 量 で あ り 、 こ こ で 容 積 は そ の 細 孔 お よ び 小 空 洞 の 容 積 を
含 む 。 個 々 の 粒 子 の 密 度 と 相 関 す る 他 の 間 接 的 な 方 法 が 利 用 で き る 。 エ ン ベ ロ ー プ 密 度 を
測 定 す る い く つ か の 方 法 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 ワ ッ ク ス 浸 漬 、 水 銀 置 換 、 水 吸 収 、
お よ び 見 か け 比 重 法 を 含 む 。 エ ン ベ ロ ー プ 密 度 を 測 定 す る た め に 、 い く つ か の 適 当 な 装 置
、 例 え ば Micromeritics Instrument Corp.か ら 入 手 し 得 る GeoPyc T M  Model 1360も ま た 利
用 で き る 。 試 料 の 医 薬 組 成 物 の 絶 対 密 度 と エ ン ベ ロ ー プ 密 度 と の 差 は 、 試 料 の 全 孔 隙 率 お
よ び 比 細 孔 容 積 に つ い て の 情 報 を 与 え る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ナ ノ 粒 子 の 形 態 、 特 に 粒 子 の 形 状 は 、 標 準 的 な 光 学 ま た は 電 子 顕 微 鏡 法 を 用 い て 容 易 に
評 価 さ れ 得 る 。 粒 子 は 球 状 の 、 ま た は 少 な く と も 実 質 的 に 球 の 形 状 を 有 す る こ と が 好 ま し
い 。 粒 子 は 2以 下 す な わ ち 2:1か ら 1:1の 軸 比 を 有 し 、 棒 ま た は 針 形 状 の 粒 子 が 存 在 し な い
よ う に す る こ と が ま た 好 ま し い 。 か か る 同 様 の 顕 微 鏡 技 術 は ま た 、 粒 子 表 面 の 特 性 、 例 え
ば 表 面 空 隙 の 量 お よ び 程 度 ま た は 多 孔 度 を 評 価 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は ま た 、 蛍 光 発 色 団 を 含 有 し 得 る 。 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子 の 合 成 の 間 に 、
フ ル オ レ セ イ ン を ベ ー ス と す る ア リ ル モ ノ マ ー （ 3） ：  
　
　
　
　
　

を 重 合 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ り 黄 緑 色 の 蛍 光 ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ 得 る 。 蛍 光 モ ノ マ
ー （ 3） は 、 用 い た 反 応 条 件 下 で 重 合 し 、 蛍 光 ナ ノ 粒 子 を 生 じ 得 る 。 か か る ナ ノ 粒 子 の 調
製 手 順 は 、 高 度 に 蛍 光 性 で あ る 疎 水 性 発 色 団 が ナ ノ 粒 子 の コ ア に 取 り 込 ま れ る こ と を 可 能
に す る 。 色 素 分 子 が 共 有 結 合 す る こ と に よ り 、 高 い 蛍 光 強 度 、 極 小 の 消 光 、 お よ び 良 好 な
光 安 定 性 を 有 す る ナ ノ 粒 子 が 生 じ 、 そ の た め 光 へ の 曝 露 が そ の 光 電 子 放 出 を 減 少 さ せ な い
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 蛍 光 発 色 団 を 含 有 す る ナ ノ 粒 子 は 、 細 胞 系 お よ び イ ン ビ ボ に お け る コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子
の 取 り 込 み に 関 す る 情 報 を 得 る た め に プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 そ の 表 面 に 吸 着 さ れ た 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 を 有 し 得 る 。 用
語 「 吸 着 」 ま た は 「 固 定 」 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 が ナ ノ 粒 子 の シ ェ ル の 外 表 面 に
付 着 す る こ と を 意 味 す る 。 吸 着 ま た は 固 定 は 、 好 ま し く は 静 電 気 引 力 に よ り 起 こ る 。 静 電
気 引 力 は 、 2つ 以 上 の 逆 帯 電 し た 、 ま た は イ オ ン の 化 学 基 の 間 に 生 じ る 引 力 ま た は 結 合 で
あ る 。 吸 着 ま た は 固 定 は 典 型 的 に は 可 逆 的 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 、 好 ま し く は ナ ノ 粒 子 の イ オ ン の 、 ま た は イ オ ン 性 の 親 水
性 シ ェ ル に そ れ を 引 き つ け る 正 味 電 荷 を 有 す る 。 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 、 典 型 的 に
は 1つ 以 上 の 帯 電 し た 化 学 ま た は イ オ ン 基 を 有 す る 。 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 が ペ プ チ
ド で あ る 場 合 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 典 型 的 に は 1つ 以 上 の 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 残 基
を 有 す る 。 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 典 型 的 に は 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 す る 。 薬 理
学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 好 ま し く は ナ ノ 粒 子 の 親 水 性 シ ェ ル の 電 荷 と 反 対 の 正 味 電 荷 を 有
す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 の 溶 液 を ナ ノ 粒 子 の 液 体 懸 濁
液 と 混 合 す る こ と に よ り 、 ナ ノ 粒 子 に 吸 着 さ れ 得 る 。 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 お よ び ナ
ノ 粒 子 は 、 典 型 的 に は 適 当 な 液 体 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） な ど の 生 理 的 緩
衝 液 の 中 で 混 合 さ れ る 。 混 合 物 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 の 保 存 、 お よ び 薬 理 学 的 に
活 性 の あ る 薬 剤 と ナ ノ 粒 子 と の 間 の 結 合 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 し ば ら く の 間 放 置 さ れ
得 る 。 か か る 条 件 は 当 業 者 に 理 解 さ れ る 。 吸 着 は 通 常 は 0℃ ～ 37℃ 、 好 ま し く は 4℃ ～ 25℃
の 温 度 で 行 わ れ る 。 吸 着 は 暗 所 で 起 こ り 得 る 。 吸 着 は 典 型 的 に は 30分 間 か ら 、 お よ び 180
分 間 行 わ れ る 。 吸 着 の 後 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 、 例 え ば 遠 心 分 離
に よ り 吸 着 液 体 か ら 分 離 さ れ 得 る 。 ナ ノ 粒 子 は 、 次 に 個 体 へ の 投 与 に 適 し た 液 体 中 に 再 懸
濁 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 に お い て 有 用 な 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤
　 「 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 」 は 、 生 体 （ ヒ ト ま た は 動 物 被 験 体 ） に 投 与 さ れ た と き に
、 局 所 お よ び ／ ま た は 全 身 作 用 に よ る 所 望 の 薬 理 学 的 お よ び ／ ま た は 生 理 学 的 効 果 を 誘 導
す る 物 質 の 任 意 の 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 含 む 。 そ の た め 該 用 語 は 、 伝 統 的 に 薬 物 、 生 物 医
薬 品 （ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 な ど の 分 子 を 含 む ） 、 ワ ク チ ン 、 お よ び 遺 伝 子 治 療 （
例 え ば 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト ） と み な さ れ る 化 合 物 ま た は 化 学 薬 品 を 包 含 す る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 と し て は 、 シ ナ プ ス お よ び 神 経 効 果 器
接 合 部 で 作 用 す る 薬 物 （ コ リ ン 作 動 薬 、 抗 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 剤 、 ア ト ロ ピ ン 、 ス コ ポ ラ
ミ ン 、 お よ び 関 連 す る 抗 ム ス カ リ ン 性 薬 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン お よ び 交 感 神 経 様 作 用 薬 、 な
ら び に ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト ） ； 中 枢 神 経 系 に 作 用 す る 薬 物 ； オ ー タ コ イ ド
（ 炎 症 の 薬 物 治 療 ） ； 腎 臓 機 能 お よ び 電 解 質 代 謝 に 影 響 を 及 ぼ す 薬 物 ； 心 臓 血 管 薬 ； 胃 腸
機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 薬 物 ； 腫 瘍 性 疾 患 の 化 学 療 法 ； 血 液 お よ び 造 血 器 官 に 作 用 す る 薬 物 ；
な ら び に ホ ル モ ン お よ び ホ ル モ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に お
い て 有 用 な 薬 剤 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 抗 生 物 質 お よ び 抗 ウ イ ル ス 剤 な ど の 抗 感 染 薬
； 鎮 痛 薬 お よ び 鎮 痛 剤 の 組 み 合 わ せ ； 局 所 お よ び 全 身 麻 酔 薬 ； 食 欲 抑 制 薬 ； 抗 関 節 炎 薬 ；
抗 喘 息 剤 ； 抗 痙 攣 薬 ； 抗 鬱 薬 ； 抗 ヒ ス タ ミ ン 薬 ； 抗 炎 症 剤 ； 制 吐 薬 ； 抗 片 頭 痛 剤 ； 抗 腫 瘍
薬 ； 止 痒 薬 ； 抗 精 神 病 薬 ； 解 熱 薬 ； 鎮 痙 薬 ； 心 臓 血 管 用 薬 （ カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬 、
ベ ー タ 遮 断 薬 、 ベ ー タ 作 動 薬 お よ び 抗 不 整 脈 薬 （ antiarrythmics） を 含 む ） ； 抗 高 血 圧 薬
； 利 尿 薬 ； 血 管 拡 張 薬 ； 中 枢 神 経 系 刺 激 薬 ； 感 冒 薬 ； 鬱 血 除 去 薬 ； 診 断 薬 ； ホ ル モ ン ； 骨
成 長 刺 激 薬 お よ び 骨 吸 収 抑 制 薬 ； 免 疫 抑 制 薬 ； 筋 弛 緩 薬 ； 精 神 興 奮 薬 ； 鎮 静 薬 ； 精 神 安 定
薬 ； タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド お よ び そ の 断 片 （ 天 然 に 存 在 す る も の 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た も
の 、 ま た は 組 換 え に よ り 産 生 さ れ た も の か は 問 わ ず ） ； な ら び に 核 酸 分 子 （ 2つ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド の 重 合 形 態 で あ っ て 、 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 分 子 、 な ら び に ス ー パ ー コ イ ル ま た
は 縮 合 分 子 、 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト 、 発 現 ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 な ど
を 含 む 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ RNA） ま た は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA） の い ず れ か が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 薬 物 の 特 別 な 例 と し て は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 （ ACE） 阻
害 薬 、 β -ラ ク タ ム 抗 生 物 質 、 お よ び γ -ア ミ ノ 酪 酸 （ GABA） 様 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 代 表
的 な ACE阻 害 薬 は Goodmanお よ び Gilman, 第 8版  757～ 762ペ ー ジ に 論 じ ら れ て お り 、 こ れ は
本 明 細 書 中 に 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ て い る 。 こ れ ら と し て は 、 キ ナ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、
カ プ ト プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ ル （ benzepril） 、 ホ シ ノ プ リ ル 、 リ シ ノ プ リ ル 、 エ ナ ラ プ リ
ル な ど 、 お よ び そ の そ れ ぞ れ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 塩 が 挙 げ ら れ る 。 β -ラ ク タ ム 抗 生
物 質 は 、 一 般 に 抗 生 物 質 の 構 造 中 の β -ラ ク タ ム 環 の 存 在 を 特 徴 と す る も の で 、 Goodmanお
よ び Gilman, 第 8版  1065～ 1097ペ ー ジ に 論 じ ら れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ っ
て 援 用 さ れ て い る 。 こ れ ら と し て は ペ ニ シ リ ン 、 な ら び に ア モ キ シ シ リ ン お よ び セ フ ァ ロ
ス ポ リ ン な ど の そ の 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 GABA様 化 合 物 は ま た 、 Goodmanお よ び Gilmanに
お い て 見 出 さ れ 得 る 。 他 の 化 合 物 と し て は 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬 （ 例 え ば ベ ラ パ ミ
ル 、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ニ カ ル ジ ピ ン 、 ニ モ ジ ピ ン お よ び ジ ル チ ア ゼ ム ） ； テ オ フ ィ リ ン な ど
の 気 管 支 拡 張 薬 ； フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー ル ア ミ ン 塩 酸 塩 な ど の 食 欲 抑 制 薬 ； デ キ ス ト ロ メ ト
ル フ ァ ン お よ び そ の 臭 化 水 素 塩 、 ノ ス カ ピ ン 、 カ ル ベ タ ペ ン タ ン シ ト ラ ー ト 、 な ら び に 塩
酸 ク ロ フ ェ ダ ノ ー ル な ど の 鎮 咳 薬 ； テ ル フ ェ ナ ジ ン 、 酒 石 酸 フ ェ ニ ン ダ ミ ン （ phenidamin
e tartrate） 、 ピ リ ラ ミ ン マ レ イ ン 酸 塩 、 ド キ シ ラ ミ ン ス ク シ ナ ー ト 、 お よ び ク エ ン 酸 フ
ェ ニ ル ト ロ キ サ ミ ン な ど の 抗 ヒ ス タ ミ ン 薬 ； フ ェ ニ レ フ リ ン 塩 酸 塩 、 フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー
ル ア ミ ン 塩 酸 塩 、 プ ソ イ ド エ フ ェ ド リ ン 塩 酸 塩 、 ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミ ン 塩 酸 塩 、 プ ソ イ ド エ
フ ェ ド リ ン 塩 酸 塩 、 ク ロ ロ フ ェ ニ ラ ミ ン マ レ ア ー ト 、 エ フ ェ ド リ ン 、 フ ェ ニ レ フ リ ン 、 ク
ロ ル フ ェ ニ ラ ミ ン 、 ピ リ ラ ミ ン 、 フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー ル ア ミ ン 、 デ ク ス ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミ
ン 、 フ ェ ニ ル ト キ サ ミ ン （ phenyltoxamine） 、 フ ェ ニ ン ダ ミ ン 、 オ キ シ メ タ ゾ リ ン 、 メ ト
ス コ ポ ラ ミ ン （ methscopalamine） 、 プ ソ イ ド エ フ ェ ド リ ン 、 ブ ロ ム フ ェ ニ ラ ミ ン 、 カ ル
ビ ノ キ サ ミ ン 、 な ら び に 塩 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 タ ン ニ ン 酸 塩 な ど の こ れ ら の 薬 学 的 に 許
容 さ れ 得 る 塩 、 （ プ ロ パ ノ ロ ー ル 、 ナ ダ ロ ー ル 、 チ モ ロ ー ル 、 ピ ン ド ロ ー ル 、 ラ ベ タ ロ ー
ル 、 メ ト プ ロ ロ ー ル 、 ア テ ノ ロ ー ル 、 エ ス ニ オ ロ ー ル （ esniolol） 、 お よ び ア セ ブ ト ロ ー
ル な ど の ） β ア ド レ ナ リ ン 作 用 性 レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト な ど の 鬱 血 除 去 薬 ； モ ル ヒ ネ
な ど の 麻 薬 性 鎮 痛 薬 ； メ チ ル フ ェ ニ ダ ー ト 塩 酸 塩 な ど の 中 枢 神 経 系 （ CNS） 刺 激 薬 ； フ ェ
ノ チ ア ジ ン 、 三 環 系 （ trycyclic） 抗 う つ 薬 お よ び MAO阻 害 薬 な ど の 抗 精 神 病 薬 ま た は 向 精
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神 薬 ; ア ル プ ロ ゾ ラ ム 、 ジ ア ゼ パ ム な ど の ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン （ benzadiazepines） ； な ど
； な ら び に 、 サ リ チ ル 酸 、 ア ス ピ リ ン 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 ジ フ ル ニ サ ー ル 、 サ ル サ ラ ー
ト 、 フ ェ ニ ル ブ タ ゾ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 オ キ シ フ ェ ン ブ タ ゾ ン 、 ア パ ゾ ン 、 メ フ ェ ナ ム
酸 、 メ ク ロ フ ェ ナ ム 酸 ナ ト リ ウ ム （ meclofenamate sodium） 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ナ プ ロ キ
セ ン 、 ナ プ ロ キ セ ン ナ ト リ ウ ム 、 フ ェ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ケ ト プ ロ フ ェ ン 、 フ ル ル ビ プ ロ フ ェ
ン 、 ピ ロ キ シ カ ム 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 エ ト ド ラ ッ ク 、 ケ ト ロ ラ ク 、 ア セ ク ロ フ ェ ナ ク 、 ナ
ブ メ ト ン な ど の あ る 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ NSAID） 、 （ 例 え ば サ リ チ ラ ー ト 、 ピ ラ ゾ
ロ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ス リ ン ダ ク 、 フ ェ ナ マ ー ト 、 ト ル メ チ ン 、 プ ロ ピ オ ン 酸 誘 導 体 ）
; プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 、 特 に サ キ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 ア ン プ レ ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、
ロ ピ ナ ビ ル お よ び ネ ル フ ィ ナ ビ ル な ど の HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 別 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 抗 原 、 す な わ ち 宿 主 の 免 疫 系 を
刺 激 し て 、 細 胞 性 抗 原 特 異 性 免 疫 応 答 ま た は 体 液 性 抗 体 応 答 を 生 じ さ せ る 一 つ 以 上 の エ ピ
ト ー プ を 含 有 す る 分 子 で あ る 。 し た が っ て 抗 原 と し て は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗
原 性 タ ン パ ク 質 断 片 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 な ど が 挙 げ ら れ る 。 抗 原 は 、 任 意 の 公 知 の ウ イ ル ス
、 細 菌 、 寄 生 生 物 、 植 物 、 原 生 動 物 、 ま た は 真 菌 に 由 来 し 得 、 生 物 体 の 全 体 ま た は そ の 免
疫 原 性 部 分 、 例 え ば 細 胞 壁 成 分 で あ り 得 る 。 抗 原 は ま た 、 腫 瘍 に 由 来 し 得 る 。 DNA免 疫 化
の 応 用 に お け る よ う な 抗 原 を 発 現 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た
、 抗 原 の 定 義 に 含 ま れ る 。 合 成 抗 原 、 例 え ば 、 ハ プ テ ン 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 、 フ ラ ン キ ン グ
エ ピ ト ー プ 、 お よ び 他 の 組 換 え 体 も し く は 組 換 え 体 、 ま た は 合 成 由 来 の 抗 原 も ま た 、 抗 原
の 定 義 に 含 ま れ る (Bergmannら  (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777-2781; Bergmannら  (19
96) J. Immunol. 157:3242-3249; Suhrbier, A. (1997) Immunol. And Cell Biol. 75:40
2-408; Gardnerら  (1998) 第 12回 世 界 AIDS会 議 , Geneva, Switzerland (1998年 6月 28日 ～
7月 3日 )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 原 は 好 ま し く は 疾 患 関 連 抗 原 で あ る 。 し た が っ て 、 疾 患 関 連 抗 原 は 、 宿 主 の 免 疫 系 を
刺 激 し 、 疾 患 に 対 す る 細 胞 性 抗 原 特 異 性 免 疫 応 答 お よ び ／ ま た は 体 液 性 抗 体 応 答 を 生 じ さ
せ る エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 分 子 で あ る 。 そ の た め 疾 患 関 連 抗 原 は 、 予 防 ま た は 治 療 の 目 的
で 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い る 抗 原 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 数 あ る 中 で ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科
（ 例 え ば ポ リ オ ウ イ ル ス な ど ） ； カ リ シ ウ イ ル ス 科 ； ト ガ ウ イ ル ス 科 （ 例 え ば 風 疹 ウ イ ル
ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス な ど ） ； フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ； コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 ； レ オ ウ イ ル ス 科 ；
ビ ル ナ ウ イ ル ス 科 ； ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 （ 例 え ば 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 呼 吸 合 胞
体 ウ イ ル ス な ど ） ； オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 （ 例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A、 Bお よ び
C型 な ど ） ； ブ ン ヤ ウ イ ル ス 科 ； ア レ ナ ウ イ ル ス 科 ； レ ト ロ ウ イ ル ス 科 （ Retroviradae）
（ 例 え ば HTLV-I; HTLV-II; HIV-1; お よ び HIV-2） ； サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ SIV） の 科 を
構 成 す る も の を 含 む 、 ま た は そ れ に 由 来 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 ウ イ ル ス 性 抗 原
は 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ 例 え ば HPV） ； ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 す な わ ち 単 純 ヘ ル ペ ス 1型 お よ び
2型 ； 肝 炎 ウ イ ル ス 、 例 え ば A型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HAV） 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HBV） 、 C型 肝 炎
ウ イ ル ス （ HCV） 、 デ ル タ （ D） 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HDV） 、 E型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HEV） お よ び G
型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HGV） 、 な ら び に ダ ニ 媒 介 脳 炎 ウ イ ル ス ； 天 然 痘 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス 、 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ cytomeglavirus） 、 エ プ ス タ
イ ン ‐ バ ー 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 ポ リ オ
ウ イ ル ス 、 ム ン プ ス 、 風 疹 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 ウ マ 脳 脊 髄 炎 、 日 本 脳 炎 、 黄 熱 、 リ
フ ト バ レ ー 熱 、 リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 な ど に 由 来 し 得 る 。 こ れ ら お よ び 他 の ウ イ ル ス の 記
載 に つ い て は 、 例 え ば Virology, 第 3版 (W.K. Joklik編  1988); Fundamental Virology, 
第 2版 (B.N. Fieldsお よ び D.M. Knipe, 編  1991)参 照 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 細 菌 性 抗 原 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 ジ フ テ リ ア 、 コ レ ラ 、 結 核 、 破 傷 風 、 百 日 咳 、
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髄 膜 炎 、 な ら び に 髄 膜 炎 菌 A、 B、 お よ び C、 ヘ モ フ ィ ル ス イ ン フ ル エ ン ザ （ Hemophilus in
fluenza） 菌 B型 （ HIB） 、 お よ び ヘ リ コ バ ク タ ー ピ ロ リ （ Helicobacter pylori） 、 肺 炎 連
鎖 球 菌 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 化 膿 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus pyrogenes） 、 ジ フ テ リ ア 菌 、
リ ス テ リ ア 菌 、 炭 疽 菌 、 破 傷 風 菌 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 、 髄 膜 炎 菌 、 淋 菌 、 ミ ュ
ー タ ン ス 菌 、 緑 膿 菌 、 チ フ ス 菌 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 百 日 咳 菌 、 野 兎 病 菌 、 ペ ス ト 菌
、 コ レ ラ 菌 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ （ Legionella pneumophila） 菌 、 ヒ ト 型 結 核 菌
、 ら い 菌 、 梅 毒 ト レ ポ ネ ー マ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン テ ロ ガ ン ス （ Leptspirosis interroga
ns） 、 ラ イ ム 病 菌 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ジ ェ ジ ュ ニ （ Campylobacter jejuni） な ど を 含 む 他
の 病 態 を 引 き 起 こ す 生 物 を 含 む 、 ま た は そ れ に 由 来 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 寄 生 虫 性 抗 原 の 例 と し て は 、 マ ラ リ ア お よ び ラ イ ム 病 を 引 き 起 こ す 生 物 に 由 来 す る も
の が 挙 げ ら れ る 。 ク リ プ ト コ ッ ク ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、
ヒ ス ト プ ラ ス マ ・ カ プ ス ラ ー ツ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス （
Candida albicans） 、 カ ン ジ ダ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 ノ カ ル ジ ア ・ ア ス
テ ロ イ デ ス （ Nocardia asteroides） 、 リ ケ ッ チ ア ・ リ ケ ッ チ （ Rickettsia ricketsii）
、 発 疹 熱 リ ケ ッ チ ア （ Rickettsia typhi） 、 肺 炎 マ イ コ プ ラ ス マ （ Mycoplasma pneumonia
e） 、 オ ウ ム 病 ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydial psittaci） 、 ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydial
 trachomatis） 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ Plasmodium falciparum） 、 ブ ル ー ス ト リ パ ノ ソ
ー マ （ Trypanosoma brucei） 、 赤 痢 ア メ ー バ （ Entamoeba histolytica） 、 ト キ ソ プ ラ ズ
マ 原 虫 （ Toxoplasma gondii） 、 膣 ト リ コ モ ナ ス （ Trichomonas vaginalis） 、 マ ン ソ ン 住
血 吸 虫 （ Schistosoma mansoni） な ど の 、 か か る 真 菌 、 原 生 動 物 、 お よ び 寄 生 生 物 体 の 抗
原 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 ナ ノ 粒 子 に 吸 着 さ れ た 抗 原 は 、 全 長 の HIV Tatタ ン パ ク 質 も し
く は そ の 免 疫 原 性 断 片 、 tat DNAも し く は 他 の DNA、 ま た は HIV抗 原 で あ る タ ン パ ク 質 で あ
る 。 適 切 な 配 列 の 例 を 配 列 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 疾 患 関 連 抗 原 は 、 癌 に 関 連 す る も の で あ り 得 る 。 癌 関 連 抗 原 は 、 宿 主 の 免 疫 系 を 刺 激 し
、 癌 に 対 す る 細 胞 性 抗 原 特 異 性 免 疫 応 答 お よ び ／ ま た は 体 液 性 抗 体 応 答 を 生 じ さ せ る エ ピ
ト ー プ を 含 有 す る 分 子 で あ る 。 癌 関 連 抗 原 は 、 典 型 的 に は 個 体 が 癌 を 有 す る 場 合 に 、 個 体
の 体 内 に 見 出 さ れ る 。 癌 関 連 抗 原 は 、 好 ま し く は 腫 瘍 に 由 来 す る 。 癌 関 連 抗 原 と し て は 、
限 定 さ れ な い が 、 癌 関 連 抗 原 （ CAA） 、 例 え ば 乳 CAA、 卵 巣 CAAお よ び 膵 臓 CAA； メ ラ ノ サ イ
ト 分 化 抗 原 、 例 え ば Melan A/MART-1、 チ ロ シ ナ ー ゼ お よ び gp100； 癌 生 殖 細 胞 （ CG） 抗 原
、 例 え ば MAGEお よ び NY-ESO-1； 変 異 抗 原 、 例 え ば MUM-1、 p53お よ び CDK-4； 過 剰 発 現 自 己
抗 原 、 例 え ば p53お よ び HER2/NEU、 お よ び 非 一 次 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム mRNA配 列
に 由 来 す る 腫 瘍 タ ン パ ク 質 、 例 え ば LAGE1が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 言 及 さ れ る 抗 原 ま た は 抗 原 の 免 疫 原 性 断 片 は 、 典 型 的 に は 一 つ 以 上 の T細
胞 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 。 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 は 、 一 般 に T細 胞 応 答 を 誘 導 し 得 る ペ プ チ
ド 構 造 を 特 徴 と す る も の で あ る 。 こ の 点 に つ い て は 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ が MHC分 子 の ペ プ チ
ド 結 合 間 隙 内 で 拡 張 立 体 配 座 を と る 線 状 ペ プ チ ド 決 定 基 を 含 有 す る こ と が 当 該 分 野 に お い
て 認 め ら れ て い る (Unanueら  (1987) Science 236: 551-557)。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場
合 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 一 般 に 約 8～ 15、 好 ま し く は 5～ 10以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ
プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 「 ワ ク チ ン 組 成 物 」 と み な さ れ 得 、 し た が っ て 、 抗 原 を 含 有 し 、
被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 を 予 防 ま た は 治 療 す る た め に 用 い ら れ 得 る 任 意 の 医 薬 組 成
物 を 含 む 。 該 用 語 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン 、 す な わ ち 抗 原 が 性 質 に お い て 係 わ っ て い る
生 体 全 体 か ら 分 離 し た 別 々 の 抗 原 を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 、 な ら び に 完 全 に 死 な せ た 、
弱 毒 化 し た 、 ま た は 不 活 性 化 し た 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 寄 生 体 ま た は 他 の 微 生 物 を 含 む 組 成 物
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の 双 方 を 包 含 す る 。 ワ ク チ ン は ま た 、 ワ ク チ ン の 効 果 を さ ら に 向 上 さ せ 得 る サ イ ト カ イ ン
を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 任 意 の 治 療 学 的 に 関 連 の あ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 欠 損 の あ る 、 も し く は 標 的 細 胞 ゲ ノ ム か ら
欠 失 し た 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 1つ 以 上 の 遺 伝 子 、 あ る い は 所 望 の 生 物 学 的 も し く は
治 療 学 的 効 果 （ 例 え ば 抗 ウ イ ル ス 機 能 ） を 有 す る 非 天 然 タ ン パ ク 質 、 ま た は ア ン チ セ ン ス
も し く は リ ボ ザ イ ム 機 能 を 有 す る 分 子 に 相 当 す る 配 列 を コ ー ド す る 1つ 以 上 の 遺 伝 子 を 送
達 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 本 発 明 は ま た 、 免 疫 性 を 提 供 し 得 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 例 え
ば 被 験 体 に お い て 体 液 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 性 応 答 を 誘 発 す る は た ら き を す る 免 疫 原 性 配
列 を 送 達 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 送 達 さ れ 得 る 適 切 な 遺 伝 子 と し て は 、 AIDS、 癌 、 神 経 系 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 患 、 高 コ レ ス
テ ロ ー ル 血 症 （ hypercholestemia） な ど の 疾 患 を 含 む 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性
疾 患 お よ び 感 染 症 ； 種 々 の 貧 血 症 、 サ ラ セ ミ ア お よ び 血 友 病 を 含 む 、 種 々 の 血 液 疾 患 ； 嚢
胞 性 線 維 症 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ (ADA)欠 損 症 、 気 腫 な ど の 遺 伝 性 欠 陥
の 治 療 に 用 い ら れ る も の が 挙 げ ら れ る 。 癌 に 対 す る 、 お よ び ウ イ ル ス 性 疾 患 に 対 す る ア ン
チ セ ン ス 療 法 に お い て 有 用 な 、 い く つ か の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば mRNA
の 翻 訳 開 始 部 位 （ AUGコ ド ン ） の 辺 り の 配 列 に 相 補 的 な 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 当
該 分 野 で 記 載 さ れ て き た 。 例 え ば 、 Hanら  1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4313;
 Uhlmannら  (1990) Chem. Rev. 90: 543; Heleneら  (1990) Biochim. Biophys. Acta. 10
49: 99 ; Agarwalら  (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7079; お よ び Heikkilaら  
(1987) Nature 328:445参 照 。 本 明 細 書 中 の 使 用 に 適 切 な い く つ か の リ ボ ザ イ ム も ま た 、
記 載 さ れ て き た 。 例 え ば 、 Checら  (1992) J. Biol. Chem. 267: 17479 お よ び Goldbergら
の 米 国 特 許 第 5,225,347号 参 照 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 例 え ば 固 形 腫 瘍 の 治 療 の た め の 方 法 に お い て 、 毒 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ す な
わ ち リ シ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 お よ び コ ブ ラ 毒 因 子 な ど の 化 学 療 法 剤 ） 、 p53な ど の 癌 抑
制 遺 伝 子 、 腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)お よ び 他 の サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 形 質 転 換 癌 遺 伝 子 の ト ラ
ン ス ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 体 （ transdominant negative mutants） な ど の 形 質 転
換 癌 遺 伝 子 、 抗 腫 瘍 性 ペ プ チ ド に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る mRNA配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子
は 、 腫 瘍 部 位 で の 、 ま た は そ の 付 近 で の 発 現 の た め に 送 達 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 同 様 に 、 抗 ウ イ ル ス お よ び ／ ま た は 抗 菌 活 性 を 示 す か 、 ま た は 宿 主 の 免 疫 系 を 刺 激 す る
こ と が 公 知 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 も ま た 、 投 与 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 お よ び コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 な ど の 多 数 の 種 々 の サ イ ト カ イ ン
（ ま た は そ の 機 能 的 断 片 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 本 発 明 で の 用 途 が 見 出 さ れ る で あ ろ う
。 か か る 物 質 の い く つ か の 遺 伝 子 配 列 は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 遺 伝 的 障 害 の 治 療 の た め に 、 特 定 の 障 害 に お い て 欠 損 し て い る こ と が 公 知 の 遺 伝 子 に 相
当 す る 機 能 的 遺 伝 子 は 、 被 験 体 に 投 与 さ れ 得 る 。 本 発 明 は ま た 、 ア ン チ セ ン ス 療 法 に お け
る 、 例 え ば 特 異 的 な 相 補 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ り か か る 配 列 の 転 写 お よ び ／
ま た は 翻 訳 を 阻 害 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 送 達 の た め の 用 途 が 、 見 出 さ れ る で あ ろ う
。 し た が っ て 、 特 定 の 疾 患 の 進 行 に 要 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAま た は RNAが 標 的 化
さ れ 、 そ れ に よ り 疾 患 の 進 行 を 中 断 さ せ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 療 法 、 お よ び 病 原 遺 伝 子 の 発
現 を 阻 害 ま た は 調 節 す る た め に あ る 核 酸 標 的 配 列 に 特 異 的 に お よ び 予 測 通 り に 結 合 し 得 る
多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 容 易 に 利 用 さ れ 得 る 。 Uhlmannら (19
90) Chem Rev. 90:543, Neckersら (1992) Crit. Rev. Oncogenesis 3:175; Simonsら (199
2) Nature 359:67; Bayeverら (1992) Antisense Res. Dev. 2:109; Whitesellら (1991) A
ntisense Res. Dev. 1: 343; Cookら  (1991) Anti-cancer Drug Design 6:585; Eguchiら
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 (1991) Annu. Rev. Biochem. 60:631。 し た が っ て 、 宿 主 細 胞 の 標 的 配 列 に 選 択 的 に 結 合
し 得 る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ン チ セ ン ス 療 法 に お け る 使 用 の た め に 本 明
細 書 中 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 約 0.01～ 約 99重 量 %、 例 え ば 約 0.01～ 10重 量 %、 典 型 的 に は 2～ 8重
量 %、 例 え ば 5～ 6重 量 %の 抗 原 か ら 構 成 さ れ 得 る 。 実 際 の 量 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤
の 性 質 、 所 望 の 用 量 、 お よ び 当 業 者 に 容 易 に 理 解 さ れ る 他 の 変 数 を 含 む い く つ か の 要 因 に
よ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 が 抗 原 で あ る 場 合 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 の 投 与 は 、 個 体 に お い
て 免 疫 応 答 を 生 じ る 。 ナ ノ 粒 子 の 外 表 面 へ の 抗 原 の 吸 着 は 、 抗 原 の 生 物 学 的 活 性 を 維 持 す
る ； 抗 原 の ナ ノ 粒 子 へ の 吸 着 は 、 抗 原 の 免 疫 原 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 。 ナ ノ 粒 子 へ の 抗 原
の 吸 着 は 、 免 疫 応 答 を 生 じ る の に 要 す る 抗 原 の 量 を 減 少 さ せ 、 必 要 と さ れ る 追 加 抗 原 注 射
の 数 を な く す か 、 ま た は 減 少 さ せ 、 抗 原 の 取 り 扱 い ま た は 貯 蔵 期 間 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 が 薬 物 、 生 物 医 薬 品 、 ま た は 遺 伝 子 治 療 で あ る 場 合 、 本 発 明
の ナ ノ 粒 子 の 投 与 は 、 治 療 さ れ る ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 を 防 ぐ か 、 も し
く は 改 善 し 、 ま た は か か る 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 に お い て 補 助 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 を 利 用 し た 予 防 ま た は 治 療 の 方 法 に 関 す
る 。 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 が 抗 原 で あ る 場 合 、 か か る 予 防 ま た は 治 療 の 方 法 は 、 本 発
明 の ナ ノ 粒 子 を 用 い て 、 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 本
発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 個 体 に 投 与 さ れ て 、 そ の 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ 得 る 。 あ る い は
、 ナ ノ 粒 子 は 、 個 体 に お け る 状 態 を 診 断 、 治 療 、 ま た は 予 防 す る た め の 、 特 に 個 体 に お い
て 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る た め の 医 薬 の 製 造 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 用 語 「 投 与 す る 」 ま た は 「 送 達 す る 」 は 、 ナ ノ 粒 子 と 標 的 細 胞 ま た は 組 織 と を 接 触 さ せ
る 任 意 の 送 達 方 法 を い う も の と す る 。 用 語 「 組 織 」 は 、 本 明 細 書 中 に 定 義 さ れ る よ う な 動
物 、 患 者 、 被 験 体 な ど の 柔 組 織 の こ と を い い 、 こ の 用 語 は 、 限 定 さ れ な い が 、 皮 膚 、 粘 膜
組 織 （ 例 え ば 口 腔 の 、 結 膜 の 、 歯 肉 ） 、 膣 の も の な ど を 含 む 。 し か し 、 骨 、 例 え ば 骨 折 も
本 発 明 の 粒 子 に よ っ て 処 置 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 投 与 が 処 置 の た め で あ る 場 合 、 投 与 は 予 防 ま た は 治 療 の い ず れ か の た め で あ り 得 る 。 予
防 的 に 提 供 さ れ る 場 合 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 任 意 の 症 状 に 先 立 っ て 提 供 さ れ る 。
薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 の 予 防 的 投 与 は 、 任 意 の 後 に 起 こ る 症 状 を 防 ぐ か ま た は 弱 め る
の に 役 立 つ 。 治 療 的 に 提 供 さ れ る 場 合 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 は 症 状 の 開 始 時 に （ ま
た は す ぐ 後 に ） 提 供 さ れ る 。 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 剤 の 治 療 の た め の 投 与 は 任 意 の 実 際
の 症 状 を 弱 め る の に 役 立 つ 。 投 与 、 お よ び し た が っ て 本 発 明 の 方 法 は イ ン ビ ボ ま た は イ ン
ビ ト ロ で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 用 語 「 動 物 」 、 「 個 体 」 、 「 患 者 」 、 お よ び 「 被 験 体 」 は 、 限 定 さ れ な い が 、
チ ン パ ン ジ ー な ら び に 他 の 類 人 猿 お よ び サ ル の 種 な ど の 非 ヒ ト 霊 長 類 動 物 を 含 む ヒ ト お よ
び 他 の 霊 長 類 の 動 物 ； ウ シ 科 の 動 物 、 例 え ば ウ シ な ど の 家 畜 ； ヒ ツ ジ 科 の 動 物 、 例 え ば ヒ
ツ ジ ； ブ タ 科 の 、 例 え ば ブ タ ； ウ サ ギ 、 ヤ ギ お よ び ウ マ ； イ ヌ お よ び ネ コ な ど の 飼 い な ら
さ れ た 哺 乳 動 物 ； 野 生 動 物 ； マ ウ ス 、 ラ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト な ど の 齧 歯 動 物 を 含 む 実 験
動 物 ； ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ お よ び 他 の キ ジ 類 の 鳥 、 ア ヒ ル 、 ガ チ ョ ウ な ど の 飼 い 慣
ら さ れ た 鳥 、 野 生 の 鳥 、 お よ び 猟 鳥 を 含 む 鳥 な ど を 含 む 、 脊 索 動 物 （ cordata） 亜 門 を 構
成 す る 任 意 の も の を 含 む 生 物 体 の サ ブ セ ッ ト を い う の に 、 本 明 細 書 中 で 同 義 に 用 い ら れ る
。 該 用 語 は 、 特 定 の 年 齢 を 示 さ な い 。 し た が っ て 成 体 お よ び 新 生 の 個 体 の 双 方 を 包 含 す る
も の と す る 。 一 つ の 態 様 で は 、 個 体 は 典 型 的 に は HIVに 感 染 し て い る こ と が あ り 得 る 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ナ ノ 粒 子 を 、 か か る 処 置 が 必 要 な 被 験 体 に 投 与 す る
こ と に よ り 、 被 験 体 に お け る 状 態 を 診 断 、 治 療 、 ま た は 予 防 す る 方 法 を 含 む 。 本 明 細 書 中
に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 処 置 」 ま た は 「 処 置 す る こ と 」 は 、 次 の 任 意 の も の ： 感 染 ま た
は 再 感 染 の 予 防 ； 症 状 を 軽 減 す る こ と ま た は な く す こ と ； お よ び 病 原 体 を 減 少 さ せ る こ と
ま た は 完 全 に 除 去 す る こ と を 含 む 。 処 置 は 、 予 防 的 に （ 感 染 の 前 に ） 、 ま た は 治 療 的 に （
感 染 の 後 に ） も た ら さ れ 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 ナ ノ 粒 子 の 投 与 に よ り 、 生 体 に お い
て 変 化 を も た ら す こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 原 に 関 連 す る 疾 患 の リ ス ク の あ る 個 体 に お い て 行 わ れ 得 る 。 典 型 的
に は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 微 生 物 感 染 、 ま た は 抗 原 と 関 連 す る 、 も し く は 抗 原 に 引 き 起 こ さ
れ た 癌 の リ ス ク の あ る 個 体 に お い て 行 わ れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 HIV
の 感 染 ま た は AIDSの 発 症 の リ ス ク の あ る 個 体 に お い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 疾 患 に よ っ て 生 じ た 、 ま た は 悪 化 し た 、 疾 患 お よ び ／
ま た は 任 意 の 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発
す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 微 生 物 感 染 ま た は 癌 に よ り 生 じ た 、
ま た は 悪 化 し た 、 微 生 物 感 染 も し く は 癌 お よ び ／ ま た は 任 意 の 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は
予 防 の た め の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に 記
載 さ れ る 方 法 は 、 AIDSな ど の HIV感 染 に よ り 生 じ た 、 ま た は 悪 化 し た 、 HIV感 染 お よ び ／ ま
た は 任 意 の 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す
る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 適 切 な 免 疫 応 答 を 促 す た め に 行 わ れ 得 る 。 適 切 な 免 疫 応 答 に よ っ て 、
該 方 法 が 、 増 大 し た 抗 体 の 産 生 お よ び ／ ま た は 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な Bお よ び ／ ま た は Tリ
ン パ 球 の 産 生 を 特 徴 と す る 免 疫 応 答 を 免 疫 し た 被 験 体 に も た ら し 得 る こ と が 意 味 さ れ 、 こ
こ で 免 疫 応 答 は 被 験 体 を 後 に 起 こ る 感 染 か ら 保 護 し 得 る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 該 方 法 は 増
大 し た 抗 体 の 産 生 お よ び ／ ま た は HIV-1 Tatに 対 し て 特 異 的 な Bお よ び ／ ま た は Tリ ン パ 球
の 産 生 を 特 徴 と す る 免 疫 応 答 を 免 疫 し た 被 験 体 に も た ら し 得 、 こ こ で 免 疫 応 答 は 被 験 体 を
続 い て 起 こ る HIVの 同 種 ま た は 異 種 の 株 の 感 染 か ら 保 護 し 、 ウ イ ル ス 負 荷 を 減 少 さ せ 、 非
免 疫 被 験 体 に 比 し て よ り 短 い 時 間 で 感 染 の 消 散 を も た ら す か 、 AIDSの 症 状 な ど の 病 徴 の 臨
床 的 発 現 を 妨 げ る か 、 ま た は 減 少 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 目 的 は 、 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と で あ る 。 好 ま し く
は 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 個 体 に お い て 産 生 さ れ る 。 好 ま し く は 、 抗 原 に 対 す る IgG、 IgAま
た は IgM抗 体 が 産 生 さ れ る 。 抗 体 応 答 は ， ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISAな ど の 当 該 分 野 で
周 知 の 標 準 的 な ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 、 細 胞 性 免 疫 が 生 じ 、 特 に CD8 T細 胞 応 答 が 生 じ る 。 こ の 場 合 、 ナ ノ 粒 子 の
投 与 は 、 例 え ば 抗 原 経 験 CD8 T細 胞 の レ ベ ル を 増 大 さ せ 得 る 。 CD8 T細 胞 の 応 答 は 、 ELISPO
Tア ッ セ イ 、 好 ま し く は IFN-γ  ELISPOTア ッ セ イ 、 CTLア ッ セ イ 、 ま た は ペ プ チ ド 増 殖 ア ッ
セ イ な ど の 任 意 の 適 切 な ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 さ れ 得 る （ そ の た め か か る ア ッ セ イ に お い
て 検 出 さ れ 得 る ） 。 好 ま し く は 、 CD4 Th1の 応 答 な ど の CD4 T細 胞 の 応 答 も ま た 生 じ る 。 し
た が っ て 抗 原 経 験 CD4 T細 胞 の レ ベ ル も ま た 増 大 し 得 る 。 か か る 増 大 し た CD4 T細 胞 の レ ベ
ル は 増 殖 分 析 な ど の 適 切 な ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を ま た 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に お け る 本 発
明 の 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 を 提 供 す る 。 か か る 「 賦 形 剤 」 は 一 般 に 、 非 毒 性 で あ
り 、 組 成 物 の 他 の 成 分 と 有 害 に 相 互 作 用 し な い 、 実 質 的 に 不 活 性 な 物 質 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 か か る 賦 形 剤 、 ビ ヒ ク ル お よ び 補 助 物 質 は 、 一 般 に 組 成 物 を 受 け る 個 体 に お い て 、 そ れ
自 体 は 免 疫 応 答 を 誘 導 せ ず 、 か つ 過 度 な 毒 性 な し で 投 与 さ れ 得 る 製 薬 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 グ リ セ ロ ー ル お よ び エ タ ノ ー ル な ど の 液 体 が 挙 げ ら れ る 。
こ こ に 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 塩 と し て は 、 例 え ば 、 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 硫
酸 塩 な ど の 無 機 酸 塩 ； お よ び 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 な ど の 有
機 酸 の 塩 が 挙 げ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 必 要 と は し な い が 、 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 は 、 特 に ペ プ
チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 な ど に 対 し て 安 定 剤 と し て は た ら く 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 を
含 む こ と が ま た 好 ま し い 。 ペ プ チ ド に 対 し て 安 定 剤 と し て も ま た 作 用 す る 適 切 な 担 体 の 例
と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 医 薬 品 グ レ ー ド の デ キ ス ト ロ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス
、 ト レ ハ ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル 、 デ キ ス ト ラ ン な ど が 挙 げ
ら れ る 。 他 の 適 切 な 担 体 と し て は 、 ま た 限 定 さ れ な い が 、 デ ン プ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 リ ン 酸
ナ ト リ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 、 酒 石 酸 、 グ リ シ ン 、 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル （ PEG） 、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 帯 電 し た 脂 質 お よ び ／ ま た は デ タ
ー ジ ェ ン ト を 用 い る こ と も ま た 有 用 で あ り 得 る 。 適 切 な 帯 電 し た 脂 質 と し て は 、 限 定 さ れ
な い が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ レ シ チ ン ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 デ タ ー ジ ェ ン ト は 、 典 型
的 に は 非 イ オ ン 性 、 陰 イ オ ン 、 陽 イ オ ン 、 ま た は 両 性 の 界 面 活 性 剤 で あ る 。 適 切 な 界 面 活
性 剤 の 例 と し て は 、 例 え ば Tergitol（ 登 録 商 標 ） お よ び Triton（ 登 録 商 標 ） 界 面 活 性 剤 (U
nion Carbide Chemicals and Plastics, Danbury, CT)、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン
、 例 え ば TWEEN（ 登 録 商 標 ） 界 面 活 性 剤 (Atlas Chemical Industries, Wilmington, DE)、
ポ リ オ キ シ エ チ レ ン エ ー テ ル 、 例 え ば Brij、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 例 え
ば ラ ウ リ ル 硫 酸 お よ び そ の 塩 （ SDS)、 な ら び に 類 似 の 物 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 、 担 体 、 安 定 剤 、 お よ び 他 の 補 助 物 質 の 詳 細 な 論 述 は 、 本
明 細 書 中 に 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る REMINGTONS PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co
., N. J. 1991)に お い て 入 手 で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 被 験 体 に お け る 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る た め に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 組 成 物 お よ び 方
法 は 、 さ ら に 薬 理 学 的 薬 剤 、 サ イ ト カ イ ン な ど の 補 助 的 物 質 /ア ジ ュ バ ン ト を 含 み 得 る 。
適 切 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 に 付 着 し た 抗 原 に 対 す る 被 験 体 の 免 疫 応 答 を 高
め る 任 意 の 物 質 を 含 む 。 こ れ ら は 任 意 の 数 の 経 路 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り 、 例 え ば 抗 原
/MHC複 合 体 を 安 定 さ せ る こ と に よ り 、 よ り 多 く の 抗 原 /MHC複 合 体 を 細 胞 表 面 に 存 在 さ せ る
こ と に よ り 、 APCの 成 熟 を 高 め る こ と に よ り 、 ま た は APCの 寿 命 を 長 期 化 さ せ る こ と （ 例 え
ば ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る こ と ） に よ り 、 免 疫 応 答 を 高 め 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 典 型 的 に は ア ジ ュ バ ン ト は ワ ク チ ン ま た は ナ ノ 粒 子 と 同 時 投 与 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 用
い ら れ る 場 合 、 用 語 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 抗 原 の 作 用 な ど を 高 め る 任 意 の 物 質 の こ と を い
う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 し た が っ て 、 ア ジ ュ バ ン ト の 一 例 は 「 サ イ ト カ イ ン 」 で あ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る
場 合 、 用 語 「 サ イ ト カ イ ン 」 は 、 例 え ば 成 長 、 増 殖 、 ま た は 成 熟 を 含 む 、 細 胞 に 種 々 の 効
果 を 及 ぼ す 多 数 の 要 因 の い ず れ か を い う 。 あ る サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば TRANCE、 flt-3L、 お
よ び CD40Lは 、 APCの 免 疫 促 進 能 を 高 め る 。 単 独 で 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ 得 る サ イ
ト カ イ ン の 制 限 の な い 例 と し て は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2 (IL-2)、 幹 細 胞 因 子 (SCF)、 イ ン
タ ー ロ イ キ ン 3 (IL-3)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (IL-6)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 12 (IL-12)、 G-CS
F、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1α  (IL-1a)、
イ ン タ ー ロ イ キ ン -11 (IL-11)、 MIP-la、 白 血 病 抑 制 因 子 (LIF)、 c-kitリ ガ ン ド 、 ト ロ ン
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ボ ポ エ チ ン (TPO)、 CD40リ ガ ン ド (CD40L)、 腫 瘍 壊 死 因 子 関 連 活 性 化 誘 導 性 サ イ ト カ イ ン (T
RANCE)、 お よ び flt3リ ガ ン ド (flt-3L)が 挙 げ ら れ る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 例 え ば Genzyme (F
ramingham, MA), Genentech (South San Francisco, CA), Amgen (Thousand Oaks, CA), 
R & D Systems and Immunex (Seattle, WA)な ど の い く つ か の 業 者 か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 多 数 の か か る 分 子 の 配 列 は ま た 、 例 え ば GenBankデ ー タ ベ ー ス か ら 入 手 す る こ と が で き
る 。 必 ず し も 明 白 に は 述 べ な い が 、 野 生 型 ま た は 精 製 さ れ た サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 組 換 え
に よ り 産 生 さ れ た 、 ま た は そ の 変 異 体 の ） の よ う な 類 似 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 分 子 お よ
び か か る 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 内 で 用 い ら れ る も の と す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 お よ び ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 組 成 物 、 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と 同 時 投
与 さ れ る 本 発 明 の ワ ク チ ン も し く は ナ ノ 粒 子 は 、 そ れ が 、 ア ジ ュ バ ン ト な し で 投 与 さ れ る
同 等 の 量 の ワ ク チ ン に よ り 誘 発 さ れ る 免 疫 応 答 よ り も 、 よ り 高 い 免 疫 応 答 の 誘 発 能 を 有 す
る 場 合 、 「 増 大 し た 免 疫 原 性 」 を 示 す 。 か か る 増 大 し た 免 疫 原 性 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物
お よ び ナ ノ 粒 子 の 対 照 を 動 物 に 投 与 し 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA、 CTLア ッ セ イ な ど
の 当 該 分 野 で 周 知 の 標 準 的 ア ッ セ イ を 用 い て 、 該 二 つ の 抗 体 価 お よ び ／ ま た は 細 胞 媒 介 免
疫 性 を 比 較 す る こ と に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 機 能 し 得 る 。 例 え ば 、 そ れ ら は
抗 原 と と も に 投 与 さ れ る 場 合 、 抗 原 の 単 独 で の 投 与 に 比 し て 、 免 疫 応 答 を 増 大 し 得 る 。 し
た が っ て 、 か か る 態 様 の ナ ノ 粒 子 は 抗 原 と は 、 別 個 に 、 同 時 に 、 ま た は 連 続 し て 投 与 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 典 型 的 に は 液 体 形 態 で 送 達 さ れ る か 、 ま た
は 粉 末 化 形 態 で 送 達 さ れ る 。 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 を 含 有 す る 液 体 は 典 型 的 に は 懸 濁 液 で あ る
。 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 、 個 体 へ 送 達 す る た め に 許 容 し 得 る 液 体 で 投 与 し 得 る 。 典 型 的 に は
液 体 は 滅 菌 緩 衝 液 、 例 え ば 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 液 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 は 典 型 的 に は 、 非 経 口 に よ っ て 送 達 さ れ 、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 胸
骨 内 ま た は 注 入 技 術 の い ず れ か に よ っ て 送 達 さ れ る 。 医 師 は 各 々 の 特 定 の 患 者 に 対 し て 、
必 要 と さ れ る 投 与 の 経 路 を 決 定 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ワ ク チ ン ま た は ナ ノ 粒 子 は 、 典 型 的 に は 経 皮 的 に 送 達 さ れ る 。 用 語 「 経 皮 的 な 」 送 達 と
は 、 皮 内 （ 例 え ば 、 真 皮 中 に ま た は 表 皮 中 に ） 、 経 皮 的 （ 例 え ば 「 経 皮 の 」 ） お よ び 経 粘
膜 投 与 、 例 え ば 皮 膚 も し く は 粘 膜 （ 例 え ば 口 腔 、 結 膜 ま た は 歯 肉 ） 組 織 の 中 へ ま た は そ れ
ら を 通 し て 薬 剤 が 通 過 す る こ と に よ る 送 達 を 意 図 す る 。 例 え ば 、 Transdermal Drug Deliv
ery: Developmental Issues and Research Initiatives, Hadgraftお よ び Guy(編 ), Marce
l Dekker, Inc., (1989); Controlled Drug Delivery: Fundamentals and Applications,
 Robinsonお よ び Lee(編 ), Marcel Dekker Inc., (1987);な ら び に Transdermal Delivery 
of Drugs, Vols. 1-3, Kydonieusお よ び Berner(編 ), CRC Press, (1987)参 照 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 送 達 は 、 ナ ノ 粒 子 微 粒 子 を 含 有 す る 液 状 懸 濁 液 に 対 し 、 従 来 の 注 射 針 お よ び 注 射 器 を 介
す る も の で あ り 得 る 。 さ ら に 、 種 々 の 液 体 噴 射 式 注 射 器 が 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、
ナ ノ 粒 子 を 投 与 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 投 与 の 最 も 効 果 的 な 手 段 お よ び 投 薬 量 を 決 定 す
る 方 法 は 当 業 者 に と っ て 周 知 で あ り 、 送 達 ビ ヒ ク ル 、 治 療 の 構 成 内 容 、 標 的 細 胞 お よ び 処
置 を 受 け る 被 験 体 に よ っ て 変 わ る 。 単 回 お よ び 複 数 回 投 与 は 、 担 当 医 師 に よ っ て 選 択 さ れ
る 用 量 レ ベ ル お よ び パ タ ー ン に よ り 実 行 さ れ 得 る 。 液 体 組 成 物 は 、 投 薬 製 剤 と 適 合 性 が あ
る 手 法 で 、 お よ び 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 学 的 に 効 果 の あ る 量 で 、 処 置 を 受 け る 被 験 体 に
投 与 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
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　 微 粒 子 組 成 物 （ 例 え ば 粉 末 ） に お け る ナ ノ 粒 子 自 体 は ま た 、 適 当 な 経 皮 粒 子 送 達 技 術 を
使 用 し て 、 経 皮 的 に 脊 椎 動 物 組 織 へ 送 達 さ れ 得 る 。 目 的 の 物 質 の 投 与 に 適 し た 種 々 の 粒 子
送 達 装 置 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 実 行 に お け る 使 用 法 を 見 出 す 。 経 皮 的 粒 子 送
達 系 は 、 典 型 的 に は 針 の 無 い 注 射 器 を 使 用 し 、 制 御 さ れ た 用 量 に お け る 固 体 粒 子 を 無 傷 な
皮 膚 お よ び 組 織 の 中 へ な ら び に そ れ ら を 通 し て 送 達 （ fire） す る 。 粒 子 を 媒 介 す る 送 達 技
術 に 適 し た 種 々 の 粒 子 送 達 装 置 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 実 行 に お け る 使 用 に す
べ て 適 し て い る 。 現 在 の 装 置 設 計 は 爆 発 性 、 電 気 性 ま た は ガ ス 状 の 放 出 物 を 使 用 し 、 コ ー
テ ィ ン グ さ れ た コ ア 担 体 粒 子 を 標 的 細 胞 に 向 か っ て 推 進 さ せ る 。 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 は 、 そ
れ 自 体 が 放 出 さ れ る よ う に 可 動 担 体 シ ー ト と 結 合 し 得 る か 、 ま た は 取 り 外 し 可 能 な よ う に
、 ガ ス の 流 れ が 沿 っ て 通 過 す る 表 面 と 結 合 し 得 、 粒 子 を 表 面 か ら 持 ち 上 げ て そ れ ら を 標 的
に 向 か っ て 加 速 さ せ る 。 例 え ば 、 針 の 無 い 注 射 器 に つ い て 記 載 さ れ る 米 国 特 許 第 5,630,79
6号 を 参 照 。 他 の 針 の 無 い 注 射 器 の 構 造 は 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 か か る 粒 子 送 達 装 置 か ら の 粒 子 の 送 達 は 、 一 般 的 に 0.05～ 250μ mの 範 囲 の お お よ そ の サ
イ ズ を 有 す る 粒 子 に よ っ て 実 行 さ れ る 。 送 達 さ れ る 粒 子 が 標 的 表 面 を 貫 通 す る 実 際 の 距 離
は 、 粒 子 の 大 き さ （ 例 え ば 、 お お よ そ 球 状 な 粒 子 の ジ オ メ ト リ ー を 取 る 名 目 上 の 粒 子 の 直
径 ） 、 粒 子 の 密 度 、 粒 子 が 表 面 に 衝 突 す る 初 速 度 、 な ら び に 標 的 化 皮 膚 組 織 の 密 度 お よ び
運 動 粘 性 率 に 依 存 す る 。 こ の 点 に お い て 、 針 の 無 い 注 射 に 使 用 さ れ る 最 適 な 粒 子 の 密 度 は
、 一 般 的 に 約 0.1～ 25g/cm 3 の 間 、 好 ま し く は 約 0.9～ 1.5g/cm 3 の 間 の 範 囲 で あ り 、 注 入 速
度 は 一 般 的 に 約 100～ 3,000m/secの 間 か そ れ よ り 大 き い 範 囲 で あ る 。 適 切 な ガ ス 圧 力 に よ
っ て 、 粒 子 は 推 進 さ せ る (driving)ガ ス の 流 れ の 超 音 波 の ス ピ ー ド に 近 づ く 速 度 で ノ ズ ル
を 通 し て 加 速 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 粉 末 化 組 成 物 は 、 投 薬 製 剤 と 適 合 性 が あ る 手 法 で 、 お よ び 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 学 的
に 効 果 の あ る 量 で 、 処 置 を 受 け る 被 験 体 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る ナ ノ 粒 子 は 、 上 記 の 粒 子 送 達 装 置 を 介 し
て 、 治 療 有 効 量 で 任 意 の 適 当 な 標 的 組 織 に 送 達 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 組 成 物 は 筋 肉 、 皮 膚 、
脳 、 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 骨 髄 、 胸 腺 、 心 臓 、 リ ン パ 、 血 液 、 骨 軟 骨 (bone cartilage)、 膵 臓
、 腎 臓 、 胆 嚢 、 胃 、 腸 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 直 腸 、 神 経 系 、 目 、 腺 お よ び 結 合 組 織 に 送 達
さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 「 治 療 有 効 量 」 は 、 所 望 の 生 物 学 的 ま た は 薬 理 学 的 効 果 を 与 え る の に 必 要 と さ れ る 量 と
し て 非 常 に 広 く 規 定 さ れ る 。 こ の 量 は 、 送 達 さ れ る 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 の 相 対 活 性 に よ
り 変 化 し 、 送 達 さ れ る 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 の 公 知 の 活 性 に 基 づ い た 臨 床 検 定 を 通 し て 容
易 に 決 定 さ れ 得 る 。 “ Physicians Desk Reference”  お よ び “ Goodman and Gilman’ s Th
e Pharmacological Basis of Therapeutics”  は 、 公 知 の 医 薬 剤 の 場 合 に お い て 必 要 と さ
れ る 量 を 決 定 す る 目 的 の た め に 有 用 で あ る 。 投 与 さ れ る ナ ノ 粒 子 の 量 は 、 生 物 体 （ 例 え ば
動 物 種 ） 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 、 投 与 経 路 、 処 置 時 間 の 長 さ 、 な ら び に 動 物 の 場 合 、 動
物 の 体 重 、 年 齢 お よ び 健 康 に 依 存 す る 。 当 業 者 は 、 特 定 の 動 物 を 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 で
処 置 す る た め に 必 要 と さ れ る 投 薬 量 に つ い て 十 分 承 知 し て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 一 般 に ナ ノ 粒 子 は ミ リ グ ラ ム 量 、 例 え ば 1μ g～ 5mg、 よ り 典 型 的 に は 1～ 50μ gの 薬 理 学
的 に 活 性 な 薬 剤 で 投 与 さ れ る 。 適 切 な 有 効 量 は 、 本 明 細 書 を 読 む 際 当 業 者 に よ っ て 容 易 に
決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 異 な る 型 の ナ ノ 粒 子 の 混 合 集 団 は 、 単 一 投 薬 形 態 に 組 み 合 わ さ れ 得 、 か つ 同 時 投 与 さ れ
得 る 。 例 え ば ナ ノ 粒 子 は 、 そ れ ら に 吸 着 さ れ る 異 な る 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 を 有 し 得 る 。
同 一 の 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 は 、 最 終 製 剤 に 併 用 さ れ る 異 な る ナ ノ 粒 子 の 型 に 組 み 込 ま れ
得 る か 、 ま た は 同 時 投 与 さ れ 得 る 。 か く し て 、 同 一 の 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 の 多 面 的 送 達
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が 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 を 実 行 す る た め の 特 定 の 態 様 の 実 施 例 で あ る 。 実 施 例 は 実 例 目 的 の た め
の み に 提 供 さ れ 、 い か な る 手 段 に お い て 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る 意 図 は 無 い 。
【 ０ １ １ ８ 】
（ 実 施 例 ）
　 実 施 例 に お い て 、 2-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (DMAEMA)、 1-ブ ロ モ オ ク タ
ン 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )メ チ ル エ ー テ ル メ タ ク リ レ ー ト (M n =2080)(2)、 2,2’ -ア ゾ
ビ ス (2-メ チ ル プ ロ ピ オ ン ア ミ ジ ン )ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド (AIBA)、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び 塩
化 ア リ ル を Aldrichか ら 購 入 し た 。 過 硫 酸 カ リ ウ ム (KPS)を Carlo Erbaか ら 購 入 し た 。 2500
00の 数 平 均 分 子 量 M n に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 、 エ チ ル ア ク リ レ ー ト ）
1： 1統 計 コ ポ リ マ ー （ 商 品 名 Eudragit(登 録 商 標 )L 100-55） 、 お よ び 150,000の 数 平 均 分
子 量 M n に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た ポ リ （ ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 2-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ ル メ
タ ク リ レ ー ト 、 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 1： 2： 1統 計 コ ポ リ マ ー （ 商 品 名 Eudragit E100）
は 、 Roehm Pharmaの 好 意 に よ り 供 給 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 全 て の こ れ ら の 製 品 は さ ら な る 精 製 な し で 使 用 さ れ た 。 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (MMA)を A
ldrichか ら 購 入 し 、 使 用 す る 直 前 に 真 空 下 で 蒸 留 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 電 位 差 滴 定 を 、 ATCプ ロ ー ブ お よ び Ingold Ag 4805-S7/120連 結 銀 電 極 を 装 備 し た 卓 上 pH
メ ー タ ー CyberScan pH 1000に よ っ て 行 っ た 。 ナ ノ 粒 子 の グ ラ ム あ た り の 第 四 ア ン モ ニ ウ
ム 基 量 を 、 完 全 な イ オ ン 交 換 の 後 に 得 ら れ る 臭 化 物 イ オ ン の 電 位 差 滴 定 に よ り 決 定 し た 。
イ オ ン 交 換 は 、 室 温 で 48時 間 、 ビ ー カ ー 中 0.5gの ナ ノ 粒 子 試 料 を 25mlの 1M KNO 3 に 分 散 さ
せ る こ と で 達 成 さ れ た 。 こ れ ら の 条 件 に お い て 、 定 量 的 イ オ ン 交 換 が 達 せ ら れ た 。 次 い で
、 混 合 物 を 希 H 2 SO 4 で pH=2に 調 整 し 、 溶 液 中 の 臭 化 物 イ オ ン を 0.01Mの AgNO 3 溶 液 で 滴 定 し
た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ナ ノ 粒 子 の 大 き さ を 、 10-30kVの 加 速 電 圧 で JEOL JSM-35CF走 査 型 電 子 顕 微 鏡 (SEM)に よ
り 測 定 し た 。 試 料 は 、 薄 い 層 (10-30Å )の 金 に よ り 真 空 下 で ス パ ッ タ ー コ ー テ ィ ン グ し た
。 倍 率 は 、 各 々 の 顕 微 鏡 写 真 の ス ケ ー ル で 示 さ れ る 。 SEM写 真 を Kodakフ ォ ト CDシ ス テ ム を
使 用 し て デ ジ タ ル 化 し 、 NIHイ メ ー ジ （ バ ー ジ ョ ン 1.55、 パ ブ リ ッ ク ド メ イ ン ） イ メ ー ジ
プ ロ セ シ ン グ プ ロ グ ラ ム に よ り 精 巧 に 作 成 し た 。 150～ 200の そ れ ぞ れ の ナ ノ 粒 子 の 直 径 を
各 々 の 光 学 顕 微 鏡 写 真 に 対 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Z-平 均 粒 子 の 大 き さ お よ び 多 分 散 系 指 数 (PI)を 、 25℃ に て 、 10mV He－ Neレ ー ザ ー お よ
び ウ ィ ン ド ウ ズ 用 PCSソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.34、 Malvern, U.K.） を 使 用 し た Zetasi
zer 3000 HS (Malvern,U.K.)シ ス テ ム に よ る 動 的 光 散 乱 測 定 装 置 (DLS)に よ っ て 決 定 し た
。 デ ー タ 分 析 に 対 し 、 25℃ で の 純 水 の 粘 度 お よ び 屈 折 率 を 使 用 し た 。 器 具 を 直 径 が 200nm
の 標 準 的 な ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス で チ ェ ッ ク し た 。 ‾ζ ポ テ ン シ ャ ル を 25℃ の 温 度 に て
、 Zetasizer 3000 HS (Malvern,U.K.)お よ び ウ ィ ン ド ウ ズ 用 PCSソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ
ン 1.34、 Malvern,U.K.） に よ り 測 定 し た 。 器 具 を 公 知 の ‾ζ ポ テ ン シ ャ ル に よ る ラ テ ッ ク
ス を 使 用 し て チ ェ ッ ク し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 式 （ Ｉ ） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ Ｉ Ｉ ） の ポ リ マ ー を 含 む 水 溶 液 中 に お い て 、 水 不 溶 性 モ
ノ マ ー の 乳 化 重 合 に よ り 入 手 し 得 る コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 構 造 の 概 略 図 の 描 写 は 、 図 １ で 示
さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
参 考 例 １
イ オ ン モ ノ マ ー （ １ ） の 合 成
　 イ オ ン モ ノ マ ー 2-(ジ メ チ ル オ ク チ ル )ア ン モ ニ ウ ム エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ブ ロ ミ ン （ １
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） は 、 DMAEMAと 1-ブ ロ モ オ ク タ ン と の 直 接 反 応 に よ り 得 ら れ た 。 DMAEMA(0.166mol)を 、 任
意 の さ ら な る 溶 媒 無 し で 1-ブ ロ モ オ ク タ ン (0.083mol)と 混 合 し た 。 最 後 の ラ ジ カ ル 重 合 反
応 を 阻 害 す る た め に 少 量 の ヒ ド ロ キ ノ ン を 添 加 し た 後 、 混 合 物 を 50℃ で 24時 間 攪 拌 し た 。
そ の よ う に し て 得 ら れ た 固 体 生 成 物 を 過 剰 な DMAEMAの 除 去 の た め に 乾 燥 ジ エ チ ル エ ー テ ル
で 洗 浄 し た 。 最 終 的 に 室 温 に て 真 空 下 で 乾 燥 さ せ た 。 生 成 物 の 純 度 を 1 HNMRス ペ ク ト ル で
検 定 し た 。 反 応 収 率 は 55～ 65%の 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
参 考 例 ２
蛍 光 性 モ ノ マ ー （ ３ ） の 合 成
　 2.0gの フ ル オ レ セ イ ン (6.0mmol)、 2.0gの 炭 酸 カ ル シ ウ ム お よ び ヒ ド ロ キ ノ ン （ 微 量 ）
を 100mlの DMFに 溶 解 さ せ 、 溶 液 を 60℃ で 温 め た 。 塩 化 ア リ ル を ゆ っ く り と 滴 下 し 、 反 応 を
暗 所 で 30時 間 進 行 さ せ た 。 溶 媒 の 真 空 蒸 発 の 後 、 生 成 物 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー （ シ リ カ ゲ ル ； 溶 離 液 と し て ジ エ チ ル エ ー テ ル － エ チ ル ア セ テ ー ト 80:20） に よ り
精 製 し た 。 収 率 53%、 (m.p.=123-125℃ ); MS, m/z(%): 412(M+, 100), 371(10), 287(20),
 259(15), 202(7); 1 H-NMR(CD 3 OD): d4.44(dd, J=5.9お よ び 1Hz, 2H, O-CH 2 -CH=), 4.75(
dd, J=5.9お よ び 1Hz, 2H, O-CH 2 -CH=), 5.08(m, 2H, CH2 =CH), 5.40(m, 2H, CH2 =CH), 5.
58(m, 1H, CH 2 =CH), 6.10(m, 1H, CH2 =CH), 6.60(m, 2H, Ar), 6.98(m, 3H, Ar), 7.25(d
, J=1 Hz, 1H, Ar), 7.45(dd, J=7.5お よ び 1Hz, 1H, Ar), 7.85(m, 2H, Ar), 8.30(dd, J
=7.5お よ び 1Hz, 1H, Ar)。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ２ ６ 】
ナ ノ 粒 子 調 製
　 典 型 的 な 乳 化 重 合 反 応 に お い て 、 6.0ml(56.2mmol)の メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト を 120mlの 参
考 例 １ で 得 ら れ た イ オ ン モ ノ マ ー （ １ ） お よ び 非 イ オ ン ポ リ マ ー （ ２ ） の 水 溶 液 を 含 有 す
る フ ラ ス コ 中 に 導 入 し た 。 フ ラ ス コ に 30分 間 継 続 的 攪 拌 の 下 で 窒 素 を 流 し （ flux） 、 次 い
で 水 に 溶 解 し た 陰 イ オ ン KPSま た は 陽 イ オ ン AIBAを 添 加 し た 。 種 々 の 試 料 に お け る 開 始 剤
お よ び コ モ ノ マ ー の 最 終 量 を 表 １ に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 継 続 的 攪 拌 の 下 80± 1.0℃ に て 2～ 4時 間 行 っ た 重 合 中 に 、 フ ラ ス コ に 窒 素 を 流 し た 。 反
応 の 終 わ り に お い て 、 生 成 物 を 濾 過 し 、 臭 化 セ チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム の 含 水 溶 液 に
対 し て 残 留 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト を 除 去 す る た め に 少 な く と も 10回 、 次 い で 水 に 対 し て 残
留 コ モ ノ マ ー を 除 去 す る た め に 少 な く と も 10回 、 繰 り 返 し 透 析 を 行 っ て 精 製 し た 。 メ チ ル
メ タ ク リ レ ー ト お よ び 水 溶 性 コ モ ノ マ ー の 総 量 に 関 し て 、 ナ ノ 粒 子 収 率 は 50お よ び 60%の
間 に 含 ま れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 特 異 的 に 設 計 さ れ た 反 応 性 表 面 活 性 剤 お よ び コ モ ノ マ ー の 存 在 下 に お け る メ チ ル メ タ ク
リ レ ー ト の 乳 化 重 合 反 応 は 、 コ ア シ ェ ル 構 造 お よ び 適 し た 表 面 を も つ 単 分 散 ナ ノ 粒 子 を 導
く こ と が 見 出 さ れ た 。 内 側 の コ ア は 主 と し て ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） か ら 構 成 さ れ
て い る 。 反 応 の 終 わ り に お い て 、 水 溶 性 単 位 は ナ ノ 粒 子 表 面 に て 共 有 結 合 し 、 盛 ん に ラ テ
ッ ク ス の 安 定 化 に 関 与 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 ナ ノ 粒 子 は 使 用 さ れ た コ モ ノ マ ー の 化 学
的 構 造 に よ っ て 規 定 さ れ る 適 し た 表 面 で 得 ら れ う る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ れ ら の ナ ノ 粒 子 を 、 モ ノ マ ー と し て の メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 な ら び に ２ つ の 水 溶 性
コ モ ノ マ ー （ プ ラ ス に 帯 電 し た ア ン モ ニ ウ ム 基 を も つ イ オ ン モ ノ マ ー (1)お よ び 数 平 均 分
子 量 M n =2080の PEG鎖 を も つ 非 イ オ ン ポ リ マ ー (2)） を 使 用 し た 乳 化 重 合 に よ っ て 調 製 し た
。 表 １ は 重 合 反 応 混 合 物 の 組 成 を 報 告 し 、 一 方 表 ２ は 得 ら れ た 試 料 の 物 理 的 特 徴 を 報 告 す
る 。 意 外 に も 図 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の 試 料 は ラ ズ ベ リ ー 様 形 態 を 表 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 遊 離 基 開 始 剤 が 、 ナ ノ 粒 子 の 特 徴 、 特 に 大 き さ に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か に す る た め に 、 ２
つ の 異 な る 開 始 剤 を 使 用 し た 。 す な わ ち 陰 イ オ ン KPSお よ び 陽 イ オ ン AIBAで あ る 。 遊 離 基

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-509902 A 2007.4.19



供 給 源 と し て の AIBAに よ り 得 ら れ た 試 料 は 、 KPSに よ っ て 得 ら れ た 試 料 に 対 し て 、 明 ら か
に 低 い 平 均 直 径 を 示 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ３ ３ 】
ナ ノ 粒 子 調 製
　 表 ３ は 重 合 反 応 混 合 物 の 組 成 を 報 告 す る 。 表 ４ は 得 ら れ た 試 料 の 物 理 的 特 徴 を 報 告 す る
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。
【 ０ １ ３ ４ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
　 表 ４ は 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 の い く つ か の 物 理 化 学 的 特 徴 を 報 告 す る 。 典 型 的 な 例 と し て 、
図 3は 試 料 ZP2の SEMイ メ ー ジ を 例 証 し 、 一 方 図 4は 非 イ オ ン ポ リ マ ー ２ 濃 度 の 関 数 と し て の
PCSに よ っ て 評 価 さ れ た 直 径 の 傾 向 を 例 証 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ナ ノ 粒 子 試 料 は 連 続 す る 220～ 260nmの 範 囲 の 平 均 直 径 を 示 す 。 す べ て の 場 合 に お い て 非
常 に 狭 い 大 き さ の 分 布 が 得 ら れ 、 非 イ オ ン ポ リ マ ー ２ 濃 度 が 増 加 す る の に 伴 い ナ ノ 粒 子 の
大 き さ は 規 則 的 に 減 少 す る (図 4)。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ナ ノ 粒 子 の グ ラ ム あ た り の イ オ ン コ モ ノ マ ー 単 位 量 を 、 滴 定 デ ー タ か ら 評 価 し た 。 図 5
は 、 非 イ オ ン コ モ ノ マ ー ２ 濃 度 の 関 数 と し て の 試 料 系 列 に お け る 、 グ ラ ム あ た り の 第 四 ア
ン モ ニ ウ ム 基 量 の 傾 向 を 例 証 す る 。 各 々 の 系 列 を 通 じ て 、 ナ ノ 粒 子 の グ ラ ム あ た り の 第 四
ア ン モ ニ ウ ム 基 量 は 、 増 加 す る コ モ ノ マ ー ２ 濃 度 に 対 し て 直 線 的 に 減 少 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ３ ９ 】
ナ ノ 粒 子 調 製
　 典 型 的 な 乳 化 重 合 反 応 に お い て 、 適 切 な 量 の Eudragit（ 登 録 商 標 ） L100-55を 200mlの 水
ま た は NaOHで pH8.0に 調 整 し た 水 ／ ア セ ト ン 90/10 vol%(表 ５ 参 照 )の 混 合 物 を 含 有 す る フ
ラ ス コ 中 に 導 入 し た 。 フ ラ ス コ に 継 続 的 の 攪 拌 下 で 窒 素 を 流 し 、 次 い で 25.0ml(234mmol)
の MMAを 滴 下 し て 加 え た 。 系 を 20分 間 安 定 に さ せ 、 次 い で 2mlの 水 に 溶 解 し た 21.0mg(77.7
μ mol)の KPSを 添 加 し た 。 重 合 を 70± 1.0℃ で 17時 間 行 っ た 。 反 応 の 終 わ り に お い て 、 生 成
物 を 濾 過 し 、 水 に 対 し て の 繰 り 返 し 透 析 に よ っ て 精 製 し た 。 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト に 関 し
て 、 ナ ノ 粒 子 収 率 は 75お よ び 90%の 間 に 含 ま れ た 。 蛍 光 性 ナ ノ 粒 子 の 試 料 を 大 き い ス ケ ー
ル の 合 成 で 調 製 し た ： 7.5gの Eudragit（ 登 録 商 標 ） L100-55を NaOHで pH8.0に 調 整 し た 500m
lの 水 (表 ５ 参 照 )を 含 有 す る 1Lの ５ つ 口 の 反 応 器 (five-neck reactor)に 導 入 し た 。 反 応 器
に 継 続 的 攪 拌 下 で 窒 素 を 流 し 、 次 い で 参 考 例 ２ で 得 ら れ 62.0ml(580mmol)の MMAに 溶 解 し た
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39mgの 蛍 光 性 モ ノ マ ー (3)を 滴 下 し て 加 え た 。 系 を 20分 間 安 定 化 さ せ 、 次 い で 3mlの 水 に 溶
解 し た 52.5mg(194μ mol)の KPSを 添 加 し た 。 重 合 を 70± 1.0℃ で 17時 間 行 っ た 。 反 応 の 終 わ
り に お い て 、 生 成 物 を 上 記 し た よ う に 精 製 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 典 型 的 な 例 と し て 、 試 料 M1の SEM顕 微 鏡 写 真 は 図 6で 報 告 さ れ 、 一 方 表 5は SEMお よ び PCS
で 計 算 さ れ た 数 平 均 直 径 を 含 む 試 料 の 、 い く つ か の 物 理 化 学 的 特 徴 を ま と め る 。 さ ら に ζ
ζ ポ テ ン シ ャ ル 値 が 報 告 さ れ て い る 。 ナ ノ 粒 子 の 大 き さ は 小 さ く 120～ 140nmの 範 囲 で あ る
。 SEMお よ び PCSに よ る 直 径 の 比 較 か ら 観 察 さ れ 得 る よ う に 、 コ ア シ ェ ル 性 質 に 従 う 表 面 に
お け る Eudragit（ 登 録 商 標 ） L100－ 55の 存 在 の た め 、 ナ ノ 粒 子 の 大 き さ は 水 中 で 増 大 す る
。 こ の 結 果 は ま た 、 安 定 剤 の マ イ ナ ス に 帯 電 し た カ ル ボ キ シ ル 基 の 存 在 の た め に 、 負 の ζ
ζ ポ テ ン シ ャ ル 値 に よ っ て 支 持 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 か く し て 、 ナ ノ メ ー ト ル の ス ケ ー ル の 範 囲 に お け る ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト コ ア シ ェ
ル 粒 子 は 、 乳 化 重 合 に よ っ て 調 製 さ れ 得 る 。 外 層 の 性 質 は 安 定 剤 Eudragit（ 登 録 商 標 ） L1
00－ 55に よ り 規 定 さ れ 、 そ れ は ：
１ ） 立 体 構 造 の 安 定 を ラ テ ッ ク ス に 提 供 す る ；
２ ） RESに よ る 粒 子 捕 捉 を 減 少 さ せ 、 粒 子 の 生 体 内 分 布 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 親 水 性 外 層 を
得 る こ と を 提 供 す る ； お よ び
３ ） 特 異 的 ま た は 非 特 異 的 相 互 作 用 を 介 し て Tatと 相 互 に 作 用 し 得 る カ ル ボ キ シ ル 基 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ４ ３ 】
　 典 型 的 な 乳 化 重 合 反 応 に お い て 、 2.0gの Eudragit E 100を HClで pH3.0に 調 整 し た 500ml
の 水 を 含 有 す る 1Lの ５ つ 口 の 反 応 器 に 導 入 し た 。 反 応 器 に 継 続 的 攪 拌 下 で 窒 素 を 流 し 、 次
い で 75.0ml(702mmol)の MMAを 滴 下 し て 加 え た 。 系 を 20分 間 安 定 化 さ せ 、 次 い で 3mlの 水 に
溶 解 し た 62.0mg(229μ mol)の KPSを 添 加 し た 。 重 合 を 70± 1.0℃ で 17時 間 行 っ た 。 反 応 の 終
わ り に お い て 、 生 成 物 を 実 施 例 ３ で 記 載 し た よ う に 精 製 し た 。 試 料 MC3を 直 径 67nmで 得 た
。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ４ ４ 】
ナ ノ 粒 子 調 製
　 典 型 的 な 乳 化 重 合 反 応 に お い て 、 2.0gの Eudragit L100-55ま た は Eudragit E 100を 500m
lの 水 （ 表 ６ 参 照 ） を 含 有 す る フ ラ ス コ 中 に 導 入 し た 。
Eudragit L100-55の 場 合 は NaOHで pH8.0に 調 整 し 、 ま た は Eudragit E 100の 場 合 は 塩 酸 で p
H2に 調 整 し た 。 フ ラ ス コ に 継 続 的 攪 拌 下 で 窒 素 を 流 し 、 次 い で 適 切 な 量 の MMA（ 表 ６ 参 照
） を 滴 下 し て 加 え た 。 系 を 20分 間 安 定 化 さ せ 、 次 い で 2mlの 水 に 溶 解 し た 62.0mgの KPSを 添
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加 し た 。 重 合 を 80± 1.0℃ で 4時 間 行 っ た 。 反 応 の 終 わ り に お い て 、 生 成 物 を 濾 過 し 、 水 に
対 し て 少 な く と も 10回 、 繰 り 返 し 透 析 に よ っ て 精 製 し た 。 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト に 関 し て
、 ナ ノ 粒 子 収 率 は 75お よ び 90%の 間 に 含 ま れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
　 表 ６ は 、 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 の い く つ か の 物 理 化 学 的 特 徴 を 報 告 す る 。 典 型 的 な 例 と し て
、 図 ７ は 試 料 MA7の SEMイ メ ー ジ を 例 証 す る 。 図 ８ Aお よ び 8Bは 、 MMA濃 度 の 関 数 と し て 両 試
料 系 列 の PCSに よ っ て 評 価 さ れ た 直 径 の 傾 向 を 例 証 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ナ ノ 粒 子 試 料 は 、 MAn系 列 で 84～ 289nmの 範 囲 の 平 均 直 径 お よ び MCn系 列 で 26～ 98nmの 範
囲 の 平 均 直 径 を 有 す る 。 す べ て の 場 合 に お い て 非 常 に 狭 い 大 き さ の 分 布 が 得 ら れ 、 両 系 列
に 対 し て 、 MMA濃 度 が 増 加 す る の に 伴 い ナ ノ 粒 子 の 大 き さ は 規 則 的 に 増 大 す る （ 図 8A） 。
さ ら に 対 数 ス ケ ー ル を 使 用 し て 、 フ ィ ッ ト 直 線 が 互 い に ほ ぼ 平 行 線 と な る 、 直 線 状 の 大 き
さ 対 MMA濃 度 の 関 係 が 得 ら れ た 。 こ れ は ナ ノ 粒 子 の 大 き さ が 、 MCn系 列 で 0.360お よ び MAn系
列 で 0.355と い う 結 果 を 生 じ る 非 常 に 類 似 し た 動 力 降 下 (power low)係 数 に よ る 動 力 降 下 に
よ っ て MMA濃 度 と 関 係 が あ る こ と を 意 味 す る 。 こ れ に よ り 、 初 め の MMA濃 度 に よ っ て ナ ノ 粒
子 の 大 き さ を あ ら か じ め 決 定 で き る 。 TAT送 達 系 と し て の ナ ノ 粒 子 MAnに 対 す る 特 別 な 関 心
の 観 点 に お い て 、 さ ら な る 特 徴 が こ の 試 料 系 列 に 対 し て 調 査 さ れ た 。 MAn系 列 に 属 す る い
く つ か の 試 料 に 対 し 、 ナ ノ 粒 子 の 大 き さ の 関 数 と し て 図 ９ で 例 証 さ れ る よ う に 、 カ ル ボ キ
シ ル 基 量 は ま た 、 逆 滴 定 お よ び そ の 傾 向 に よ り 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ナ ノ 粒 子 上 の カ ル ボ キ シ ル 基 量 は 、 ナ ノ 粒 子 の 直 径 が 増 加 す る の に 伴 い 規 則 的 に 減 少 し
、 か く し て 種 々 の 試 料 に お け る 一 定 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 表 面 密 度 を 示 唆 す る 。 ナ ノ 粒 子 試
料 の 表 面 特 徴 に 関 す る 情 報 を 得 る た め に 、 試 料 MA7の Ｚ ポ テ ン シ ャ ル が 異 な る pH値 で 決 定
さ れ た 。 カ ル ボ キ シ ル 基 の 完 全 な る 電 離 に 一 致 し て 、 ζ ポ テ ン シ ャ ル は 最 初 急 激 に 減 少 し
、 次 い で 6よ り 大 き い pHに お い て 45mVの 制 限 値 に 達 す る ま で pHが 増 加 す る の に 伴 い 、 よ り
緩 や か に 減 少 す る 。 こ れ は 生 理 的 pHに お け る ナ ノ 粒 子 表 面 が 、 正 に 帯 電 し た タ ン パ ク 質 お
よ び 特 に TATタ ン パ ク 質 と の 静 電 的 相 互 作 用 に よ っ て 相 互 に 作 用 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 ６ ～ ８
　 こ れ ら の 実 施 例 に お い て 、 細 胞 遊 離 系 で の 結 合 － 放 出 実 験 が 上 記 に 記 載 さ れ た よ う に 調
製 さ れ た 以 下 の ナ ノ 粒 子 を 使 用 し て 実 行 さ れ た ：
【 ０ １ ５ ０ 】

10

20

30

40

(30) JP 2007-509902 A 2007.4.19



【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ５ １ 】
ペ グ 化 ナ ノ 粒 子 上 で の ODN/DNA吸 着 実 験
　 ODN吸 着 実 験 と し て 、 5.0mgの 凍 結 乾 燥 し た ナ ノ 粒 子 を 0.5mlの 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩
衝 液 (pH7.4)に 懸 濁 さ せ 、 15分 間 超 音 波 処 理 し た 。 次 い で 、 適 切 な 量 の 濃 縮 ODN水 溶 液 を 最
終 濃 度 (10-200μ M)に 達 す る よ う に 添 加 し た 。 い く つ か の オ リ ゴ マ ー (18の オ リ ゴ マ ー ～ 22
の オ リ ゴ マ ー )を 検 定 し 、 ナ ノ 粒 子 と の 相 互 作 用 は 配 列 特 異 性 で な い こ と が 見 出 さ れ た 。
実 験 は 三 部 構 成 で 行 わ れ た (SD≦ 10%)。 懸 濁 液 を 25℃ で 2時 間 連 続 し て 攪 拌 し た 。 約 9000rp
mで 5分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 ODN－ ナ ノ 粒 子 複 合 体 の 定 量 的 沈 殿 が 得 ら れ 、 上 澄 み 液 部 分 (10
-50μ m)を 取 り 、 Millex GV 4 フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト で 濾 過 し 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 で 希
釈 し た 。 最 終 的 に λ ＝ 260nmに お け る UV吸 光 度 を 測 定 し た 。 吸 着 効 率 (%)を 100x(投 与 さ れ
た ODN)－ (非 結 合 ODN)/(投 与 さ れ た ODN)で 計 算 し た 。 モ デ ル オ リ ゴ (デ オ キ シ )ヌ ク レ オ チ
ド (ODN)の 存 在 下 で の 吸 着 実 験 は 、 PEG1、 PEG2、 PEG3、 お よ び PEG4に 対 し て 同 様 の 反 応 を
示 し た (図 10)。 ZP3お よ び PEG32試 料 上 で の ODN吸 着 を 図 11で 示 す 。 同 様 に DNA吸 着 実 験 を 、
適 切 な 量 の 濃 縮 DNA水 溶 液 を 最 終 濃 度 (10-250μ g/ml)に 達 す る よ う 添 加 す る こ と に よ っ て
行 っ た 。 再 度 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 吸 着 が 配 列 特 異 性 で な い こ と が 見 出 さ れ た 。 図 12に 示 さ
れ る よ う に 、 100μ g/mlま で の 濃 度 で 与 え ら れ る 場 合 、 pCV0プ ラ ス ミ ド DNAは ペ グ 化 粒 子 表
面 上 で 定 量 的 に 吸 着 さ れ 得 る 。 PEG32お よ び ZP3ナ ノ 粒 子 は 、 比 較 的 大 き い 量 の プ ラ ス ミ ド
pCV-tat DNAと 結 合 し 得 る 。 DNA/PEG32複 合 体 は 生 理 的 緩 衝 液 中 で 安 定 で あ る (図 13)。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ５ ２ 】
ペ グ 化 ナ ノ 粒 子 上 で の ODN/DNA放 出 実 験
　 ナ ノ 粒 子 試 料 (5.0mg/0.5ml)を 適 当 な 量 の ODNお よ び DNAで 負 荷 し た 。 攪 拌 お よ び 遠 心 分
離 の 下 、 室 温 で 2時 間 後 、 ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 で 2回 洗 浄 し た 。 放 出 さ れ た DNA吸 光 度 (λ ＝ 26
0nm)の 直 接 測 定 に よ っ て 、 種 々 の NaCl濃 度 リ ン 酸 緩 衝 液 (20mM、 pH7.4)の 存 在 下 、 室 温 で 2
時 間 後 、 放 出 を モ ニ タ ー し た 。 実 験 は 三 部 構 成 で 行 わ れ た (SD≦ 10%)。 ODNの PEG32表 面 と
の 相 互 作 用 は 可 逆 的 で あ る ： 1M NaClリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.4)中 室 温 で 2時 間 後 、 PEG32ナ ノ 粒
子 か ら 放 出 さ れ る ODNは 多 量 な も の (87%)で あ る が 、 一 方 同 じ 実 験 条 件 の 下 、 お よ そ 50%ま
で の 結 合 DNAが 即 座 に 放 出 さ れ る 。 図 14は 、 高 塩 分 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.4)の 存 在 下 、 経 時 的
に PEG32ナ ノ 粒 子 か ら の DNA放 出 を 示 す 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ５ ３ 】
ナ ノ 粒 子 上 で の タ ン パ ク 質 吸 着 ／ 放 出
　 タ ン パ ク 質 の 増 加 量 を 、 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 液 (pH7.4)中 、 室 温 に て ナ ノ 粒 子 懸 濁 液 (5mg/
ml)に 添 加 し た 。 試 料 を 連 続 攪 拌 の 下 、 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 14000rpmで 10分
間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 澄 み 液 を 濾 過 (0.2μ m)し 、 280nmで の UV吸 光 度 検 出 の 前 ま た は 比 色
検 定 (Bradford)に よ り リ ン 酸 緩 衝 液 で 希 釈 し た 。 実 験 は 三 部 構 成 で 行 わ れ た (SD≦ 10%)。
図 15に 示 さ れ る よ う に 、 広 範 囲 に 及 ぶ ト リ プ シ ン 吸 着 が 高 い 効 率 で 生 じ る 。
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【 ０ １ ５ ４ 】
　 水 中 に お け る MA7酸 性 ナ ノ 粒 子 表 面 上 で の モ デ ル 塩 基 タ ン パ ク 質 (す な わ ち ト リ プ シ ン )
吸 着 の 効 果 を 、 動 的 光 散 乱 技 術 に よ っ て 調 査 し た 。 少 量 の タ ン パ ク 質 の 結 合 は 粒 子 の 流 体
力 学 的 直 径 の 大 き さ に 影 響 を 与 え な い が 、 一 方 そ れ は タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 際 に 、 表 面 カ
ル ボ キ シ ル 基 の 部 分 中 和 化 に よ っ て 期 待 さ れ た ζ ポ テ ン シ ャ ル 値 に お け る 有 意 な 減 少 を 促
進 さ せ る 。 図 16は 、 MA7ナ ノ 粒 子 上 で の ト リ プ シ ン (TRY)の 結 合 に よ っ て 、 ど の よ う に PCS
お よ び ゼ ー タ ポ テ ン シ ャ ル が 変 化 す る か を 示 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 ９ ～ １ ３ お よ び 参 考 例 ３
　 PEG3お よ び PEG32
　 こ れ ら の 実 施 例 に お い て 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 実 験 を 以 下 の ナ ノ 粒 子 (そ の 調 製
法 は 前 に 記 載 さ れ た )に よ り 実 行 し 、 DNAワ ク チ ン 接 種 に 対 す る 送 達 系 と し て の 機 能 を 果 た
す 能 力 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】
プ ラ ス ミ ド
　 ア デ ノ ウ イ ル ス の 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び 空 の プ ラ ス ミ ド pCV-0の 転 写 制 御 下 、 HIV
-1 tat cDNA(HLTV-III、 BH10ク ロ ー ン )を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド pCV-tatは 、 Arya S.K.ら , S
cience 229:69-73, 1985に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 転 写 制 御
下 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 cDNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド pGL2-CMV-Luc-basicを Promega(Mila
n, Italy)よ り 購 入 し た 。 標 準 的 な 手 続 に し た が い 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 2つ の CsCl勾 配 に よ
っ て 精 製 し 、 滅 菌 さ れ た リ ン 酸 緩 衝 液 化 食 塩 水 (PBS)に お い て カ ル シ ウ ム お よ び マ グ ネ シ
ウ ム な し で 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
細 胞 培 養
　 HeLaお よ び HL3T1細 胞 の 単 層 培 養 物 （ 後 者 は プ ラ ス ミ ド HIV-1-LTR-CATの 組 み 込 ま れ た 複
製 を 含 有 し 、 こ こ で HIV-1 LTRプ ロ モ ー タ ー に よ っ て ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル 基 転
移 酵 素 (CAT)リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 推 進 さ れ る ） が 、 American Type Cell culture co
llection(ATCC)に よ り 得 ら れ 、 10%FBS(Hyclone, Logan, UT)を 含 有 す る DMEM(Gibco, Gran
d Island, NY)中 で 生 育 さ れ た (Wright CM,ら , Science 234:988-92, 1986)。 プ ラ ス ミ ド p
RP-neo-cま た は pRP-neo-Tatそ れ ぞ れ に よ っ て 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た BALB/c 3T3
お よ び BALB/c 3T3-Tatマ ウ ス 線 維 芽 細 胞 (aplotype H 2 k d )は 、 Caputoら , J. Acquir, Immu
ne Defic. Syndr. 3:372-379, 1990に よ っ て 記 載 さ れ 、 10%FBSが 補 給 さ れ た DMEM中 で 生 育
さ れ た 。 マ ウ ス 肥 満 細 胞 腫 (mastocytome)由 来 の P815細 胞 (aplotype H 2 k d )が ATCCに よ っ て
得 ら れ 、 10%FBSを 含 有 す る RPMI1640(Gibco)中 で 生 育 さ れ た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ５ ９ 】
無 細 胞 吸 着 /放 出 実 験
　 粒 子 表 面 上 へ の DNA吸 着 を 評 価 す る た め に 、 冷 凍 乾 燥 ナ ノ 粒 子 を 、 ５ ０ ０ μ ｌ の 容 量 の 2
0mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ (pH7.4)中 で 懸 濁 し (10mg/ml)、 ５ 分 間 攪 拌 し た 。 次 い で 、
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増 加 す る 量 の pCV-0 プ ラ ス ミ ド  DNA(10～ 250μ g/ml)を 加 え た 。 懸 濁 液 を 室 温 で 、 ２ 時 間
連 続 的 に 攪 拌 し た 。 １ ５ 分 間 9000rpmで の 遠 心 分 離 の 後 、 上 澄 み 液 を 収 集 し 、 Filtek RC4 
フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト (0.2μ m, Chemtek, Germany)を 通 し て 濾 過 し 、 UV吸 光 度 を 260nmで 測
定 し 、 非 結 合 DNAの 量 を 決 定 し た 。 吸 着 効 率 （ ％ ） を 、 100ｘ [（ 投 与 さ れ た DNA） -（ 非 結
合 DNA） /（ 投 与 さ れ た DNA） ]と し て 計 算 し た 。 該 実 験 を 、 ３ 回 行 っ た （ SD≦ 10％ ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 DNA放 出 実 験 に 対 し て 、 DNA/PEG3ナ ノ 粒 子 複 合 体 を 、 20mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ （
ｐ H7.4） の 25μ gの DNA/mgの PEG3 ナ ノ 粒 子 /mlの 比 を 使 用 し て 調 製 し た 。 DNA/PEG32ナ ノ 粒
子 複 合 体 を 、 20mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ （ pH7.4） の 10お よ び 100μ gの pCV-0 プ ラ ス
ミ ド  DNA/10 mgの PEG32/mlを 使 用 し て 調 製 し た 。 室 温 で の ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
後 、 PEG3/ お よ び  PEG32/DNA複 合 体 を 、 遠 心 分 離 で 収 集 し 、 複 合 体 ア セ ン ブ リ (assembly)
に 対 し て 使 用 さ れ る 、 同 様 の 容 量 の 1M NaCl/20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ （ ｐ H7.4）
で 再 懸 濁 し 、 連 続 的 な 攪 拌 下 で 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 異 な る 時 間 間 隔 で 、 試 料 を
15分 間 9000rpmで 回 転 さ せ 、 上 澄 み 液 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 析 し 、 複 合 体 か ら
放 出 さ れ た DNAの 量 を 決 定 し た 。 DNA定 量 化 を 、 そ れ ぞ れ の ゲ ル 中 で 移 動 し た プ ラ ス ミ ド DN
Aの 公 知 の 量 と 比 較 し て 、 密 度 計 ゲ ル 分 析 器 （ Quantity-One, BioRad Laboratories, Mila
n, Italy） を 使 用 し て 行 っ た 。 複 合 体 か ら 放 出 さ れ た DNAの 割 合 を 、 100ｘ （ 放 出 さ れ た DN
A/結 合 さ れ た DNA） と し て 決 定 し た 。 該 実 験 を 、 ３ 回 行 っ た (SD≦ 10％ )。
【 ０ １ ６ １ 】
　 吸 着 傾 向 を 、 図 17A中 （ 吸 着 効 率 ） お よ び 図 17B(DNA充 填 )中 で 示 す 。 試 料 PEG3は 、 少 な
く と も 10-250μ g/mlの 範 囲 の 濃 度 に お い て 、 最 も 高 い 吸 着 効 率 と 共 に 、 最 も 高 い DNA結 合
能 力 （ 25μ g/mgま で ） を 示 し た 。 逆 に 言 え ば 、 試 料  PEG 32に 対 し て 、 表 面 飽 和 が 、 よ り
低 い DNA濃 度 （ 100μ g/ml） で 起 こ り 、 よ り 低 い 負 荷 値 （ ≡ 8μ g/mg） へ と 導 い た 。 PEG 3お
よ び PEG 32の 間 の 異 な る 吸 着 反 応 は 、 表 面 電 荷 密 度 中 の 差 異 と 関 連 が あ り 、 吸 着 が 主 に DN
A分 子 の 陰 性 電 荷 お よ び コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 表 面 の 陽 性 電 荷 の 間 の 静 電 気 相 互 作 用 に よ り
ド ラ イ ブ さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ナ ノ 粒 子 表 面 上 へ 吸 着 さ れ た DNAが 、 次 い で 放 出 さ れ る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 PEG
3/お よ び PEG32/DNA複 合 体 を 、 １ M NaCl/20 mMリ ン 酸 バ ッ フ ァ （ pH 7.4） の 存 在 下 で 、 異
な る 時 間 間 隔 で 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 複 合 体 を 遠 心 分
離 し 、 DNA（ そ れ ぞ れ の 上 澄 み 液 中 で 放 出 さ れ た ） を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分
析 し た 。 図 17C(PEG3 複 合 体 )お よ び 図 17E(PEG 32複 合 体 )中 で 示 さ れ る よ う に 、 高 い 塩 濃
度 の 存 在 下 で 、 DNAは 、 PEG3お よ び PEG32か ら 時 間 依 存 様 式 で 放 出 さ れ る 。 こ の 結 果 は 、 静
電 気 相 互 作 用 が 、 こ れ ら の コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 上 /か ら の DNA吸 着 お よ び 放 出 に 対 す る 主 要
な 駆 動 力 を 表 わ す こ と を 確 認 す る 。 し か し な が ら 、 DNA放 出 の 動 態 は 、 PEG3お よ び PEG32の
間 の 差 異 を 明 ら か に す る 。 特 に 、 PEG32ナ ノ 粒 子 か ら の DNA放 出 の 効 率 は 、 １ お よ び 10μ g
の 両 方 の 用 量 に て 時 間 に よ っ て 増 加 し 、 結 合 DNAの 量 に 関 連 す る よ う に 考 え ら れ 、 10μ gで
充 填 さ れ た 試 料 か ら よ り も 大 き い 。 最 終 的 に 、 こ れ ら の 実 験 の 結 果 は 、 PEG3(図 17D)お よ
び PEG32(図 17F)ナ ノ 粒 子 の 両 方 か ら 放 出 さ れ た DNAが 、 そ の 構 造 上 の 完 全 性 を 保 持 し た こ
と を 示 し た 。 実 際 に 、 ス ー パ ー コ イ ル 化 お よ び コ イ ル 化 プ ラ ス ミ ド DNA立 体 配 座 の 比 は 、
対 照 プ ラ ス ミ ド DNAと 比 較 し て 、 変 化 し な い ま ま で あ っ た 。 結 論 と し て 、 こ れ ら の 結 果 は
、 DNAが 粒 子 表 面 上 /か ら 効 率 的 に 吸 着 さ れ 、 お よ び 放 出 さ れ る こ と 、 な ら び に 吸 着 お よ び
放 出 過 程 の 間 に 分 解 さ れ 損 害 を 与 え ら れ な か っ た こ と を 明 ら か に す る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ６ ３ 】
イ ン ビ ト ロ 細 胞 毒 性 の 分 析
　 HL3T1細 胞 （ 1× 10 4 /100μ l） を 、 96-ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 接 種 し 、 37℃ で ２ ４ 時 間 培 養
し た 。 次 い で 、 培 地 を 、 増 加 す る 濃 度 の PEG3(20～ 400μ g/ml)お よ び PEG32(50～ 500μ g/ml
)ナ ノ 粒 子 を 含 む 100μ lの 培 地 で 交 換 し た 。 そ れ ぞ れ の 試 料 を 、 ６ 倍 に し た ウ ェ ル 中 で 分
析 し た 。 細 胞 を 37℃ で 96時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 増 殖 を 、 比 色 定 量 の 細 胞 増 殖 キ ッ ト
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I（ MTTベ ー ス の ） (Roche, Milan, Italy)を 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 18中 に 示 さ れ る よ う に 、 未 処 置 の 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 生 存 力 の 著 し い 減 少 （ ｐ >0.0
5） は 、 PEG3お よ び PEG32の 両 方 で 処 置 さ れ た 試 料 中 で 、 96時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後
観 察 さ れ な か っ た 。 同 様 な 結 果 が 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 で 得 ら れ た （ デ ー タ は 示 さ れ な い
） 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ６ ５ 】
細 胞 の 取 り 込 み
　 細 胞 か ら の pCV-0 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 の 内 在 化 を 、 PEG3-フ ッ 化 ナ ノ 粒 子 を 使 用 し て 評
価 し た 。 HL3T1細 胞 （ 5× 10 4 /ウ ェ ル ） を 、 12-mm カ バ ー ガ ラ ス を 含 む 24-ウ ェ ル プ レ ー ト
中 で 接 種 し 、 37℃ で 培 養 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 pCV-0/PEG3-フ ッ 化 複 合 体 （ 実 施 例 ９ で 記 載
の よ う に 、 25μ g/mg/mlの 比 で 調 製 し 、 10％  FBSを 含 む 200μ lの DMEM中 で 再 懸 濁 し た ） を
、 細 胞 に 加 え た 。 対 照 物 を 、 未 処 置 の 細 胞 お よ び PEG3-フ ッ 化 非 充 填 ナ ノ 粒 子 で イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ た 細 胞 で 表 わ し た 。 異 な る 時 間 間 隔 で 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 4％ 冷 却 パ ラ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 型 顕 微 鏡  LSM410(Zeiss, Oberkochen, Germa
ny)で 観 察 し た 。 イ メ ー ジ の 捕 捉 、 記 録 、 お よ び フ ィ ル タ リ ン グ (filtering)を 、 例 え ば  B
etti ら , Vaccine 19:3408-3419,2001に 記 載 の よ う に 、 Indy 4400 グ ラ フ ィ ッ ク ワ ー ク ス
テ ー シ ョ ン (Silicon Graphics, Mountain View, CA)を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ７ 週 齢 の メ ス の BDFマ ウ ス （ ｎ ＝ ３ ） に 、 左 側 後 ろ 足 の 大 腿 四 頭 筋 に て 、 100μ ｌ の PBS
中 で 再 懸 濁 さ れ た 1mgの PEG-フ ッ 化 ナ ノ 粒 子 を 注 射 し た 。 対 照 と し て 、 マ ウ ス に 、 右 側 後
ろ 足 の 大 腿 四 頭 筋 に て 、 100μ lの PBS単 独 を 注 射 し た 。 注 射 の １ ５ 分 お よ び ３ ０ 分 後 、 マ
ウ ス に 、 1mgの Inoketan(Virbac, Milan, Italy)、 お よ び 200μ gの Rompun(Bayer, Milan, 
Italy)を 含 む 100μ lの 等 張 液 に よ っ て 、 腹 膜 内 で 麻 酔 を か け 、 犠 牲 に し た 。 注 射 の 部 位 の
筋 肉 試 料 を 取 り 除 き 、 す ぐ に １ 分 間 液 体 窒 素 中 に 浸 漬 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。 ５ μ mの 凍 結
切 片 を 調 製 し 、 室 温 で １ ０ 分 間 、 新 鮮 な ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 PBSで 洗 浄
し 、 １ ０ 分 間 DAPI（ 0.5μ g/ml;Sigma） に よ っ て 染 色 し た （ こ れ は 核 を 染 色 す る ） 。 PBSに
よ る １ 回 の 洗 浄 の 後 、 該 切 片 を エ タ ノ ー ル で 乾 燥 さ せ 、 退 色 を 遅 ら せ る た め に 1,4-ジ ア ザ
ビ シ ク ロ [2.2.2]オ ク タ ン を 含 む グ リ セ ロ ー ル /PBSで 標 本 を 作 製 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 (Axiophot
 100, Zeiss)で 観 察 し た 。 緑 色 蛍 光 （ ミ ク ロ ス フ ェ ア ） を 、 450～ 490λ 、 フ ロ ー ス ル ー 51
0λ 、 お よ び ロ ン グ パ ス 520λ フ ィ ル タ ー で 観 察 し 、 青 色 蛍 光 （ DAPI） を 、 バ ン ド パ ス 365
λ 、 フ ロ ー ス ル ー 395λ お よ び ロ ン グ パ ス 397λ フ ィ ル タ ー で 観 察 し た 。 同 様 の 顕 微 鏡 の フ
ィ ー ル ド に 対 し て 、 緑 色 お よ び 青 色 の イ メ ー ジ を 、 Cool-Snap CCD カ メ ラ (DAPI)で 撮 影 し
、 バ ン ド パ ス 365λ 、 フ ロ ー ス ル ー 395λ お よ び ロ ン グ パ ス 397λ フ ィ ル タ ー で 観 察 し た 。
同 様 の 顕 微 鏡 の フ ィ ー ル ド に 対 し て 、 緑 色 お よ び 青 色 の イ メ ー ジ を 、 Cool-Snapp CCD カ
メ ラ (RS-Photometrics, Fairfax, VA)で 撮 影 し た 。 次 い で 、 該 イ メ ー ジ を 、 Adobe Photos
hop5.5プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て オ ー バ ー ラ ッ プ し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 か く し て 、 細 胞 に よ り 吸 収 さ れ る ナ ノ 粒 子 の 能 力 を 評 価 す る た め に 、 蛍 光 コ ア シ ェ ル ナ
ノ 粒 子 試 料 （ す な わ ち PEG-フ ッ 化 物 ） を 調 製 し た 。 単 純 な 色 素 吸 着 に よ り 得 ら れ る 蛍 光 粒
子 は 、 そ れ ら の 表 面 で 、 色 素 の 脱 着 お よ び 蛍 光 放 出 の 損 失 を 起 こ し 得 る の で 、 続 く 光 へ の
曝 露 お よ び イ ン ビ ト ロ 実 験 の 間 、 該 試 料 を 、 反 応 性 蛍 光 誘 導 体 （ モ ノ マ ー ３ ） を 使 用 し て
調 製 し た 。 ア リ ル モ ノ マ ー は 、 ラ ジ カ ル 重 合 を 経 な い が 、 そ れ ら は コ ポ リ マ ー し 得 る か ま
た は 少 な く と も 末 端 基 と し て ポ リ マ ー 鎖 中 に 含 ま れ 得 る 。 従 っ て 、 ナ ノ 粒 子 試 料 PEG3-フ
ッ 化 物 を 、 少 量 の 蛍 光 モ ノ マ ー ３ の 添 加 に よ る 、 PEG3試 料 と 同 様 の 実 験 条 件 に お い て 、 乳
化 重 合 反 応 を 行 う こ と に よ っ て 調 製 し た 。 SEM顕 微 鏡 検 査 に よ り 決 定 さ れ た 、 627± 38nmの
平 均 直 径 お よ び 10.9μ molm - 2 の 表 面 電 荷 密 度 を 有 す る ナ ノ 粒 子 得 た （ 表 ２ ） 。 こ の 試 料 は
、 535nm(λ e x c =488nm)の 最 大 放 出 お よ び 良 好 な 光 -安 定 性 を 提 供 す る 。 従 来 の 精 製 手 順 の
後 に 、 少 量 の PEG-フ ッ 化 物 を ク ロ ロ ホ ル ム 中 に 溶 解 さ せ 、 メ タ ノ ー ル 中 で 沈 殿 さ せ た 。 重
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合 材 料 は 蛍 光 を 発 生 し 、 一 方 沈 殿 培 地 中 で は 蛍 光 の 痕 跡 が 全 く 観 察 さ れ ず 、 か く し て 蛍 光
ユ ニ ッ ト は モ ノ マ ー ３ に 由 来 し 、 ナ ノ 粒 子 の 内 部 コ ア を 構 成 す る PMMAに 共 有 結 合 す る こ と
が 実 証 さ れ た 。 更 に 、 ３ ０ 日 間 光 に 曝 露 さ れ た ナ ノ 粒 子 の 蛍 光 強 度 は 、 不 変 の ま ま で あ っ
た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 細 胞 に よ り 内 在 化 さ れ る こ れ ら の ナ ノ 粒 子 の 能 力 を PEG-フ ッ 化 物 試 料 を 使 用 し て 評 価 し
た 。 HL3Tl細 胞 を 、 PEG-フ ッ 化 物 単 独 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ま た は pCV-0プ ラ ス ミ ド DNAに
よ り 合 成 し 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ っ て 固 定 し 、 ２ お よ び ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 後 に 分 析 し た 。 共 焦 点 顕 微 鏡 分 析 は 、 ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 非 常 に 少
な い 量 の ナ ノ 粒 子 単 独 （ 図 １ ９ A） お よ び DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 （ 図 １ ９ C） の 両 方 が 、 細 胞
中 で 検 出 さ れ た こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 ２ ４ 時 間 後 、 ナ ノ 粒 子 （ 図 １ ９ B） お よ び D
NA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 （ 図 １ ９ D） を 、 類 似 す る ト ラ ン フ ェ ク シ ョ ン (tranfection)効 率 で 、
細 胞 に よ っ て 完 全 に 内 在 化 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 最 終 的 に 、 ナ ノ 粒 子 が イ ン ビ ボ で 、 細 胞 に よ っ て 吸 収 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め に
、 マ ウ ス へ PEG3-フ ッ 化 試 料 を 筋 肉 内 注 射 し 、 こ れ ら の ナ ノ 粒 子 が 、 DNAワ ク チ ン 適 用 に 対
す る 有 用 な 送 達 系 を 表 わ し 得 る と い う こ と を 示 唆 す る 部 位 で 、 筋 肉 の 蛍 光 顕 微 鏡 に よ る 分
析 の た め に 、 注 射 の 後 １ ５ 分 ま た は ３ ０ 分 後 、 犠 牲 に し た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ ７ ０ 】
イ ン ビ ト ロ の 遺 伝 子 発 現 の 評 価
　 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 か ら の プ ラ ス ミ ド pGL2-CMV-Luc-塩 基 性 の 取 り 込 み 、 放 出 、 お よ び
発 現 を 、 HeLa 細 胞 中 で 評 価 し た 。 細 胞 （ ５ × １ ０ ５ ） を 、 60mmペ ト リ 皿 中 で 接 種 し 、 37
℃ で 培 養 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 実 施 例 ９ に
記 載 の よ う に 調 製 し 、 10％ FBSを 含 む 100μ lの DMEM中 で 再 懸 濁 し た 。 対 照 物 を 、 裸 の DNAで
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 、 ま た は カ ル シ ウ ム リ ン 酸 共 沈 技 術 を 使 用 し た １ μ gの DNAに よ
り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 、 お よ び 未 処 置 の 細 胞 に よ っ て 表 わ し た 。 １ μ gの DNAで ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 、 前 記 の よ う に （ Betti M,
ら ,前 出 ） 、 全 タ ン パ ク 質 内 容 物 に 標 準 化 さ れ た 細 胞 抽 出 物 の 量 で 測 定 し た 。 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ の 発 現 を 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 Luciferase Assay Systems,(E1500,Promega)を
使 用 し て 評 価 し 、 TD-20/20 Luminometer(TurnerDesigns, Sunnyvale, CA)で 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 DNA/ナ ノ 粒 子 製 剤 の 安 定 性 を 評 価 す る た め に 、 い く つ か の 実 験 に お い て 、 実 施 例 ９ に 記
載 の よ う に 、 pGL2-CMV-１ uc-塩 基 性 /PEG32複 合 体 を 調 製 し 、 凍 結 乾 燥 し 、 １ 時 間 室 温 （ ２
５ ～ ３ ０ ℃ ） に て 粉 末 形 態 で 保 存 し 、 適 切 な 容 量 の 20mMナ ト リ ウ ム リ ン 酸 バ ッ フ ァ 中 で 再
懸 濁 し た 。 １ 時 間 の 攪 拌 の 後 、 複 合 体 を 細 胞 に 加 え 、 上 記 の よ う に 遺 伝 子 発 現 を 評 価 し た
。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 DNAを 放 出 す る 、 お よ び 細 胞 内 で 発 現 さ せ る DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 の 能 力 を 、 PEG3（ 25μ g
/mg/mlの 比 ） ま た は PEG32(10ま た は 100μ g/10mg/mlの 比 )ナ ノ 粒 子 に 対 し て 裸 で あ る ま た
は 付 随 す る pGL2-CMV-Luc プ ラ ス ミ ド  DNA(１ ま た は 10μ g)で 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た HeLa 細 胞 中 で 評 価 し た 。 図 ２ １ A中 に 示 さ れ る よ う に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 は 、
裸 の DNAに よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 と 比 較 し て 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 に よ っ て イ
ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 中 で 、 よ り 高 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 複 合 体 が 細 胞 に よ っ て 吸
収 さ れ 、 機 能 的 な DNAを 放 出 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 最 終 的 に 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 が 、 室 温 で の 貯 蔵 の 後 、 安 定 で あ る か ど う か を 決 定 す る
た め に 、 pGL2-CMV-Lucプ ラ ス ミ ド  DNA/PEG32 ナ ノ 粒 子 製 剤 （ 100μ g/10mg/mlの 比 ） を 冷
凍 乾 燥 し 、 １ ヶ 月 間 室 温 で 保 存 し 、 20 mMリ ン 酸 バ ッ フ ァ 中 で 再 懸 濁 し 、 細 胞 発 現 に 対 し
て テ ス ト し た 。 対 照 物 を 、 新 鮮 に 調 製 さ れ た 同 様 の 製 剤 に よ っ て 処 置 さ れ た 細 胞 に よ っ て
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表 わ し た 。 結 果 （ 図 ２ １ B中 で 示 さ れ る ） は 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ を 示 し 、 細 胞 発 現 に 対 し て
テ ス ト し た 。 対 象 物 を 、 新 鮮 に 調 製 さ れ た 同 様 の 製 剤 に よ っ て 処 置 さ れ た 細 胞 に よ っ て 表
わ し た 。 該 結 果 （ 図 ２ １ B中 で 示 さ れ る ） は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が 、 凍 結 乾 燥
さ れ 、 室 温 で １ ヶ 月 間 保 存 さ れ た 同 様 の 製 剤 で 処 置 さ れ た 細 胞 と 比 較 し て 、 新 鮮 に 調 製 さ
れ 、 該 細 胞 に す ぐ に 加 え ら れ た 製 剤 に よ り 処 置 さ れ た 細 胞 中 で 類 似 し て い る こ と を 示 し た
。 こ れ ら の 結 果 は 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 が 、 室 温 に て 粉 末 形 態 で 安 定 で あ る こ と を 実 証 す
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
参 考 例 ３
Tatタ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド
　 86-aa長 Tatタ ン パ ク 質 （ HTLVIIIB, BH-10 ク ロ ー ン ） を 、 大 腸 菌 (Escherichia coli)中
で 発 現 さ せ 、 高 圧 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 連 続 す る 一
巡 で 単 離 し た （ Chang H.C.ら ,AIDS 11:1421-1431, 1997;Chang HC ら , J.Biom.Sci 2:189
-202, 1995; Ensoli B.ら , Nature 345:84-86, 1990; Ensoli B.ら , J. Virol. 67:277-8
7, 1993; Fanales-Belasio E. ら , J. Immunol. 168: 197-206, 202 参 照 ） 。 精 製 さ れ た
Tat タ ン パ ク 質 は 、 SDS-PAGEお よ び HPLC分 析 に よ っ て テ ス ト さ れ る 場 合 、 ＞ 95％ 純 粋 で あ
る 。 Tatが ７ つ の シ ス テ イ ン を 含 む た め に 容 易 に 起 こ る 酸 化 を 防 止 す る た め に 、 Tatタ ン パ
ク 質 を 、 -80℃ で 凍 結 乾 燥 し て 保 存 し 、 使 用 前 に す ぐ に 、 脱 気 減 菌  PBS(2mg/ml)中 で 再 懸
濁 し た 。 更 に 、 Tatに は 感 光 性 お よ び 感 熱 性 で あ る の で 、 Tatの 取 り 扱 い は 、 常 に 暗 闇 お よ
び 氷 上 で 行 わ れ た 。 ペ プ チ ド を 、 UFPeptides s.r.l(Ferrara, Italy)に よ っ て 合 成 し た 。
ペ プ チ ド ス ト ッ ク を 、 10 - 2  M濃 度 に お い て DMSO中 で 調 製 し 、 -80℃ に 保 ち 、 使 用 前 に す ぐ
に PBSで 希 釈 し た 。 Tat予 測 CTLエ ピ ト ー プ を 、 ペ プ チ ド 結 合 予 測 プ ロ グ ラ ム （ http://bima
s.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind） を 使 用 し て 選 択 し た 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ７ ５ 】
マ ウ ス 免 疫 化 お よ び 免 疫 応 答 の 分 析
　 動 物 使 用 は 、 国 内 の ガ イ ド ラ イ ン お よ び 規 定 の 政 策 に 従 っ た 。 ７ 週 齢 の メ ス BALB/c(H 2 k
b )マ ウ ス (Harlan, Udine, Italy)を 、 100μ lの プ ラ ス ミ ド ｐ CV－ tat(1μ g)（ 単 独 ま た は P
EG32ナ ノ 粒 子 （ 1mg） で 合 成 さ れ た ） に よ っ て 免 疫 化 し た 。 免 疫 原 は 、 後 足 の 大 腿 四 頭 筋
中 に て 両 側 の 筋 肉 内 （ i.m） 注 射 （ 50μ l/足 ） に よ っ て 与 え ら れ た 。 対 照 動 物 は 、 単 独 ま
た は ナ ノ 粒 子 に 付 随 す る プ ラ ス ミ ド pCV-0(1μ g)を 注 射 さ れ た マ ウ ス を 含 ん だ 。 動 物 を DNA
/ナ ノ 粒 子 複 合 体 ま た は DNA単 独 で 、 ０ お よ び ４ 週 目 に て 免 疫 化 し 、 第 １ の 免 疫 化 の 後 、 ８
お よ び １ ６ 週 目 に て 、 Alum中 で Tatタ ン パ ク 質 （ １ μ g） に よ っ て ブ ー ス ト し た 。 マ ウ ス を
、 最 終 ブ ー ス ト の １ ０ 日 後 、 犠 牲 に し 、 体 液 性 お よ び 細 胞 性 応 答 の 分 析 の た め の 、 な ら び
に 組 織 学 的 、 組 織 化 学 的 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 (immunoistochemical)調 査 の た め の 血 液
お よ び 器 官 を 採 集 し た 。 実 験 の 進 行 の 間 、 動 物 を 、 １ 週 間 に ２ 回 、 注 射 の 部 位 で 、 お よ び
そ の 一 般 的 な 状 態 （ 元 気 さ 、 食 物 摂 取 、 活 力 、 体 重 、 運 動 性 、 毛 の 光 沢 ） に 対 し て 制 御 し
た 。 局 所 ま た は 全 身 性 の 有 害 反 応 の 徴 候 は 、 裸 の DNAに よ っ て ワ ク チ ン 化 さ れ た マ ウ ス ま
た は 未 処 置 マ ウ ス と 比 較 し て 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 を 受 け 入 れ る マ ウ ス 中 で は 観 察 さ れ な
か っ た 。 実 験 を 、 ２ 回 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Tatに 対 す る 血 清 学 上 の 応 答 を 、 ４ ℃ で １ ６ 時 間 、 100μ l/ウ ェ ル の Tatタ ン パ ク 質 （ 0.0
5M炭 酸 バ ッ フ ァ pH9.6～ 9.8中 1μ g/ml） に よ り 被 膜 さ れ た 96-ウ ェ ル 免 疫 プ レ ー ト （ Nunc-i
mmunoplate F96 PolySorb, Nalge Nunc International, Hereford, UK） を 使 用 す る 酵 素
結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (ELISA)に よ っ て 測 定 し た （ 参 考 例 ３ 参 照 ） 。 ウ ェ ル を 、 自 動 洗 浄 機 (
Immunowash 1575, BioRad Laboratories)で 、 PBS中 0.05％  Tween 20(PBS-Tween) に よ っ
て 洗 浄 し 、 37℃ で 90分 間 、 ３ ％  BSA(Sigma, St.Louise, MI)を 含 む PBSで ブ ロ ッ ク し た 。
血 清 を 、 3％  BSAを 含 む PBS中 で 希 釈 し た 。 最 も 低 い 血 清 希 釈 液 は 、 1:100で あ っ た （ ２ 倍
の ウ ェ ル ） 。 徹 底 的 な 洗 浄 の 後 、 100μ lア リ コ ー ト を 各 々 の ウ ェ ル へ ２ 倍 で 添 加 し 、 37℃
に て 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 100μ l/ウ ェ ル の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ
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ュ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ -接 合 ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス  IgG(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Sweden)(1％  BSAを 含 む PBS-Tween中 で 、 1:1000に 希 釈 さ れ る )を 、 加 え た 。 室 温 で の 90分
間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 室 温 で ４ ０ 分 間 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基
質 （ ABTS） （ Roche） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は 、 0.1M ク エ ン 酸 で ブ ロ ッ ク さ れ 、 吸
光 度 を 、 自 動 プ レ ー ト 読 み 読 み 取 り 機 （ ELX-800, Bio-Tek Instruments, Winooski, UT）
に よ り 、 405nmで 測 定 し た 。 カ ッ ト オ フ は 、 対 照 マ ウ ス （ ３ つ の 独 立 し た ア ッ セ イ 中 で テ
ス ト さ れ た ） の 血 清 の 平 均 OD 4 0 5 (+3SD)に 一 致 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 抗 -Tat IgG ア イ ソ タ イ ピ ン グ に 対 し て 、 プ レ ー ト を 、 Tatプ ロ テ イ ン で 被 膜 し 、 上 記 の
よ う に 、 1:100お よ び 1:200で 希 釈 し た マ ウ ス 血 清 に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 の 後
、 100μ lの ヤ ギ  抗 -マ ウ ス  IgG1ま た は IgG2a(Sigma)(１ ％  BSAを 含 む PBS-Tween中 で 1:100
に て 希 釈 さ れ た )を 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え た 。 免 疫 複 合 体 を 、 上 記 の よ う に 、 1％  BSA
を 含 む PBS-Tween中 で 1:7500に て 希 釈 さ れ た ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -標 識 -
ウ サ ギ  抗 -ヤ ギ  IgG(Sigma)に よ っ て 検 出 し た 。 そ れ ぞ れ の IgG亜 綱 に 対 す る カ ッ ト オ フ は
、 PBSに よ っ て 注 射 さ れ た 対 照 マ ウ ス （ ３ つ の 独 立 し た ア ッ セ イ 中 で テ ス ト さ れ た ） の 血
清 の 平 均 OD 4 0 5 (+3SD)に 一 致 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 抗 -Tat IgGエ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 対 し て 、 Tat（ HTLVIII-BH10） の 異 な る 部 位 を 表 わ
す ８ つ の 合 成 ペ プ チ ド (aa 1-20、 21-40、 36-50、 46-60、 56-70、 52-72、 65-80、 73-86)を
10μ g/mlで 0.1M炭 酸 バ ッ フ ァ （ pH9.6） に お い て 希 釈 し 、 96-ウ ェ ル 免 疫 プ レ ー ト を 、 100
μ l/ウ ェ ル で 被 膜 し た 。 ア ッ セ イ を 、 上 記 の よ う に し て 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド に 対
す る カ ッ ト オ フ は 、 PBSを 注 射 さ れ た 対 照 マ ウ ス （ ３ つ の 独 立 し た ア ッ セ イ 中 で テ ス ト さ
れ た ） の 血 清 の 平 均 OD 4 0 5 (+3SD)に 一 致 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 抗 -Tat特 異 的 抗 体 の 存 在 を 、 ELISA ア ッ セ イ に よ り 評 価 し た 。 抗 -Tat IgGを 、 pCV-tat 
DNA/PEG32複 合 体 (平 均 力 価 2738± 2591)に よ る 免 疫 化 の 後 に 検 出 し た 。 同 様 の プ ラ イ ム /ブ
ー ス ト 養 生 法 (regimen)に よ っ て 、 し か し 裸 の DNA(平 均 力 価 4686± 5261)に よ っ て 免 疫 化 さ
れ た の と 類 似 し た 様 式 で あ っ た (p＜ 0.05)(表 ９ )。
【 ０ １ ８ ０ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 ａ マ ウ ス を 、 pCV-tat DNA/PEG32複 合 体 ま た は pCV-tat DNA単 独 で 、 ０ お よ び ４ 週 目 に て
筋 肉 内 （ i.m） で 、 免 疫 化 し 、 8お よ び 16週 目 に て Alum中 の Tatタ ン パ ク 質 (1μ ｇ )で ブ ー ス
ト し た 。 抗 -Tat IgG 力 価 を 、 単 体 マ ウ ス 血 清 上 の 第 １ （ III○ 免 疫 化 ） お よ び 第 ２ タ ン パ
ク 質 ブ ー ス ト （ IV○ 免 疫 化 ） の 後 に テ ス ト し た 。 結 果 は 、 実 験 群 あ た り の マ ウ ス 血 清 の 平
均 力 価 （ ± SD） に 一 致 す る 。 Iｇ Gア イ ソ タ イ プ の 分 析 を 、 第 二 タ ン パ ク 質 ブ ー ス ト （ IV○

免 疫 化 ） の 後 に 行 っ た 。 結 果 は 、 実 験 群 あ た り の マ ウ ス IgG1/IgG2の 平 均 OD 4 0 5 n m 値 の 間 の
比 を 表 わ す 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 IgGア イ ソ タ イ プ 分 析 は 、 同 様 の  IgG1/IgG2a比 、 お よ び 裸 の DNAま た は DNA/ナ ノ 粒 子 複
合 体 に よ っ て 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス の 両 方 の 群 中 の わ ず か に よ り 高 い IgG1の 有 病 率 に よ っ て
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、 IgG1お よ び IgG2aサ ブ ク ラ ス の 両 方 の 存 在 を 示 し た （ 表 ９ ） 。 抗 体 の エ ピ ト ー プ 反 応 性
は 、 主 と し て Tatの ア ミ ノ -末 端 （ aa 1～ 20） お よ び カ ル ボ キ シ -末 端 （ aa65～ 80） 部 位 に
対 し て 、 向 け ら れ た （ 表 10） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　

　
　
　
　

　 ａ マ ウ ス を 、 pCV-tat DNA/PEG32複 合 体 ま た は pCV-tat DNA単 独 で 、 ０ お よ び ４ 週 間 目 に
て 筋 肉 内 （ i.m） で 、 免 疫 化 し 、 ８ お よ び １ ６ 週 目 に て 、 Alum中 の Tatタ ン パ ク 質 (1μ g)に
よ っ て ブ ー ス ト し た 。 IgGエ ピ ト ー プ 反 応 性 の 分 析 を 、 第 ２ タ ン パ ク 質 ブ ー ス ト （ IV○ 免
疫 化 ） の 後 に 行 っ た 。 結 果 は 、 実 験 群 あ た り の マ ウ ス 血 清 の 平 均 OD 4 0 5 n m 値 （ ± SD） に 一
致 す る 。 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド に 対 す る カ ッ ト オ フ 値 は 、 ≦ 0.02で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
Tat-特 異 的  T 細 胞 増 殖
　 脾 細 胞 を 、 フ ィ ル タ ー （ Cell Strainer, 70 μ m, Nylon, Becton Dickinson） 上 で 圧 搾
さ れ た 脾 臓 か ら 精 製 し た 。 室 温 に て ４ 分 間 、 154mM NH 4 Cl、 10mM KHCO 3 お よ び 0.1 mM EDTA
(5ml/脾 臓 )に よ る 赤 血 球 溶 解 に 続 い て 、 細 胞 を 、 3％  FBS(Hyclone)を 含 む RPMI 1640に よ
っ て 希 釈 し 、 1200rpmで 10分 間 回 転 さ せ 、 10％  FBSを 含 む RPMI 1640中 で 再 懸 濁 し 、 抗 原 -
特 異 的 細 胞 免 疫 応 答 の 分 析 に 対 し て 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ の 実 験 群 あ た り の 貯 留 の 脾 臓 を 使
用 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 脾 細 胞 （ 2.5× 10 5 /100μ l） を 、 ３ ７ ℃ で ４ 日 間 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー -精 製  Tat タ ン パ ク
質 （ 0.1、 1、 ま た は 5μ g/ml） ま た は コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ 2μ g/ml、 Sigma） の 存 在 下 で 、
９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト で 培 養 し た 。 [メ チ ル -３ Ｈ ]-チ ミ ジ ン （ 2.0 Ci/mmol, NEN-DuPont, 
Boston, MA） を 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル （ 0.5μ Ci） に 加 え 、 細 胞 を ３ ７ ℃ で １ ６ 時 間 、 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 [３ H]-チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 、 β -カ ウ ン タ ー （        Top count, Packa
rd） で 測 定 し た 。 ６ つ の ウ ェ ル の 抗 原 -刺 激 細 胞 の 平 均 カ ウ ン ト /分 を 、 抗 原 の 不 在 下 に お
け る 同 様 の 細 胞 成 長 の 平 均 カ ウ ン ト /分 で 割 る こ と に よ っ て 、 刺 激 指 数 （ SI） を 計 算 し た
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Tatに 応 答 す る CD４ + T-細 胞 増 殖 を 、 マ ウ ス 脾 細 胞 を 使 用 す る こ と に よ っ て 評 価 し 、 0.1
、 １ お よ び ５ μ g/mlの Tatタ ン パ ク 質 の 存 在 下 で ５ 日 間 培 養 し た 。 抗 原 -刺 激 T-細 胞 増 殖 （
[３ H]チ ミ ジ ン 取 り 込 み に よ っ て 決 定 さ れ る ） を 、 pCV-tat/PEG32お よ び pCV-tat単 独 で 免
疫 化 さ れ た マ ウ ス の 両 方 の 群 で 、 同 様 に 検 出 し た （ 表 １ １ ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ７ 】
CTLア ッ セ イ
　 CTLア ッ セ イ を 、 B-除 去 脾 細 胞 上 で 行 っ た 。 Bリ ン パ 球 の 除 去 を 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ
て 、 抗 -CD19磁 性 ビ ー ズ （ Becton Dickison, Milan,Italy） を 使 用 し て 行 っ た 。 蛍 光 -活 性
化 細 胞 ソ ー タ ー （ FACS） 分 析 を 、 １ ％  BSA(洗 浄 バ ッ フ ァ )を 含 む PBS（ カ ル シ ウ ム お よ び
マ グ ネ シ ウ ム な し で ） に よ っ て 洗 浄 し た 細 胞 （ 1× 10６ ） 上 で 行 っ た 。 細 胞 の ペ レ ッ ト を
４ ℃ で ２ 分 間 、 10μ lの マ ウ ス 免 疫 前 血 清 で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 特 異 的 結 合 を 飽 和
し 、 次 い で 、 ４ ℃ で ４ ５ 分 間 、 １ μ gの ラ ッ ト  抗 -マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ α -CD19、
α -CD3、 α -CD4、 α -CD8） (Becton Dickinson)に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 徹 底 的 な 洗
浄 の 後 、 細 胞 を ３ ０ 分 間 、 1μ gの ヤ ギ -抗 ラ ッ ト FITC-接 合 抗 体 （ Becton Dickinson） に よ
っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て 400μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ 中 で 再 懸 濁 し た 。 い く つ か の 実 験
に お い て 、 細 胞 を 、 蛍 光 色 素 （ fluorocrome） -接 合 一 次 抗 体 （ α -CD19-PE、 α -CD3-FITC
、 α -CD8-PE、 Becton Dickinson） に よ っ て 染 色 し た 。 蛍 光 試 料 を 、 Becton Dickinsonか
ら の FACSCaliburを 使 用 し て 測 定 し た 。 脾 細 胞 を 、 Balb/c 3T3 Tat 細 胞 (５ ： １ の 比 )に よ
っ て 共 培 養 し 、 30 Gy( 1 3 7 Cs)で あ ら か じ め 照 射 し た 。 ３ 日 後 、 rIL-2(10U/ml)(Roche)を 加
え 、 細 胞 を ３ ７ ℃ で 更 に ３ 日 間 、 共 培 養 し た 。 次 い で 、 死 ん だ 細 胞 を 、 Ficol 勾 配 (Histo
paque, Sigma)に よ っ て 取 り 除 い た 。 CTL活 性 を 、 様 々 な エ フ ェ ク タ ー /標 的 比 で 、 あ ら か
じ め ３ ７ ℃ で ９ ０ 分 間 5 1 Cr(25μ Ci/3× 10 6 細 胞 ； NEN-DuPont)に よ っ て 標 識 化 さ れ 、 ３ ７
℃ で １ 時 間 、 Tatコ ン ピ ュ ー タ 予 測 CTLエ ピ ト ー プ を 含 む Tatペ プ チ ド （ 1× 10 - 5 M） に よ っ
て 適 用 さ れ た 、 同 系 の P815標 的 細 胞 を 使 用 す る 、 標 準 ５ １ Cr放 出 ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 し
た 。 ３ ７ ℃ で の ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ５ １ Cr放 出 の 割 合 を 、 培 地 中 で 決 定 し
た 。 特 異 的 溶 解 の 割 合 （ ％ ） を 、 100× （ cpm試 料 － cpm培 地 ） /(cpm Triton-X100－ cpm培
地 )と し て 計 算 し た 。 自 発 的 放 出 は 、 １ ０ ％ 以 下 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 図 ２ ２ 中 に 示 さ れ る よ う に 、 特 異 的  抗 -Tat CTL 活 性 （ コ ン ピ ュ ー タ 予 測 CTLエ ピ ト ー
プ を 含 む Tatペ プ チ ド を 適 用 し た P815標 的 細 胞 に 対 し て 向 け ら れ る ） を 、 tat/PEG32お よ び
tat DNA単 独 で 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス の 両 方 の 群 で 検 出 し た 。 し か し な が ら 、 CTL応 答 は 、 裸
の DNAに よ っ て ワ ク チ ン 化 さ れ た マ ウ ス と 比 較 し て 、 tat/PEG32複 合 体 で ワ ク チ ン 化 さ れ た
マ ウ ス に お い て 、 一 般 的 に よ り 高 く （ 特 異 的 溶 解 の 割 合 に よ る ） よ り 広 か っ た （ 標 的 エ ピ
ト ー プ に よ る ） 。
【 ０ １ ８ ９ 】
組 織 学 的 、 組 織 化 学 的 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 手 順
　 犠 牲 に す る 動 物 を 、 検 死 に 供 し た 。 １ ２ ～ ２ ４ 時 間 の １ ０ ％ ホ ル マ リ ン 中 で の 固 定 、 お
よ び パ ラ フ ィ ン で の 包 埋 の 後 、 注 射 の 位 置 に お け る 皮 膚 、 皮 下 組 織 お よ び 骨 格 筋 の 試 料 な
ら び に 他 の 器 官 （ 肺 、 心 臓 、 腸 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 肝 臓 ） の 試 料 を 採 取 し 、 組 織 学 的 、 組
織 化 学 的 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 検 査 の た め に 処 理 し た 。 ３ つ の 5μ mパ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を
、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン に よ っ て 染 色 し 、 ジ ア ス タ ー ゼ (Sigma)処 置 に よ っ て ま
た は 無 し で 、 過 ヨ ウ 素 酸 -Shiff（ PAS） 反 応 、 お よ び フ ェ リ ッ ク 鉄 (ferric iron)に 対 す る
パ ー ル の 反 応 に 供 し た 。 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン -ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 技 術 を 、 パ ラ フ ィ ン
切 片 上 で 行 わ れ る 免 疫 組 織 化 学 的 調 査 の た め に 使 用 し た 。 抗 体 の パ ネ ル は 、 S-100(DAKO, 
Glostrup, Denmark)、 α -ア ク チ ン の 検 出 の た め の HH-F 35(DAKO)、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 検 出
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の た め の CD68お よ び Mac387(DAKO)を 含 ん だ 。 簡 潔 に 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 お よ び 再 水 化 後 、 内
因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 、 メ タ ノ ー ル 中 0.3％  H 2 O 2 に よ っ て ブ ロ ッ ク し た ； 次 い で 、 試 料
を ４ ℃ で 10～ 12時 間 、 一 次 抗 体 に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ン 化 （ Biotinilated
） -抗 -マ ウ ス お よ び 抗 -ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Sigma)を 第 二 の 抗 体 と し て 活 用 し た 。 特 異
的 反 応 を 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 接 合 化 お よ び ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Si
gma） の 発 達 に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 検 出 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ れ ら の 新 規 の コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 の 安 全 性 を 評 価 す る た め に 、 マ ウ ス を 注 射 の 部 位 で
、 お よ び そ れ ら の 一 般 的 な 健 康 状 態 に 対 し て 、 １ 週 間 に つ き ２ 回 の 免 疫 化 の 後 、 制 御 し た
。 局 所 の ま た は 全 身 性 の 有 害 反 応 の 徴 候 は 、 裸 DNAを 注 射 さ れ た 対 照 マ ウ ス ま た は 未 処 置
マ ウ ス と 比 較 し て 、 tat/PEG32複 合 体 を 受 け 入 れ る マ ウ ス 中 は 観 察 さ れ な か っ た 。 注 射 の
部 位 で の 炎 症 性 の 反 応 （ 主 に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 浸 潤 に よ り 特 徴 付 け ら れ る ） は 、 pCV-tat/
PEG32お よ び pCV-0/PEG32複 合 体 に よ っ て 処 置 さ れ た マ ウ ス の 、 そ れ ぞ れ 87.5％ お よ び 85.7
％ で 観 察 さ れ 、 裸 の pCV-tatお よ び pCV-0 DNAに よ っ て 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス の 、 そ れ ぞ れ 75
％ お よ び 80％ で 観 察 さ れ 、 裸 の DNAを 接 種 さ れ た 動 物 と 比 較 し て 、 複 合 体 を 注 射 さ れ た マ
ウ ス に お い て 、 炎 症 性 反 応 （ 筋 肉 内 レ ベ ル に お い て ） の 頻 度 の 差 異 は 存 在 し な い こ と が 示
さ れ た 。 図 ２ ３ 中 で 示 さ れ る よ う に 、 変 化 す る 強 度 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 浸 潤 は 、 注 射 の
部 位 に お け る 筋 肉 線 維 の 周 り の 線 維 脂 肪 組 織 の 組 織 中 お よ び 筋 肉 繊 維 の 間 で 観 察 さ れ た （
図 ２ ３ A） 。 筋 肉 炎 症 性 湿 潤 は 時 折 明 る く 、 筋 肉 炎 症 性 湿 潤 は 時 折 明 る く 、 筋 肉 線 維 の 退
行 性 の 変 質 な し で あ っ た （ 図 23B） 。 時 折 そ れ は 、 退 行 性 の 変 化 に 付 随 し た （ 図 ２ ３ C） 。
時 折 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 注 射 部 位 を 取 り 囲 む 脂 肪 組 織 の 組 織 中 で 観 察 さ れ た （ 図 ２ ３ D）
。 最 終 的 に 、 裸 の DNAを 注 射 さ れ た マ ウ ス と 比 較 し て 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 の 注 射 と 関 連
し 得 る 特 異 的 変 質 は 、 他 の 検 査 さ れ た 器 官 中 で 報 告 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 該 結 果 の 統 計 的 な 分 析 に お い て 、 ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 を 、 生 物 学 的 調 査 で の 統 計 の 原
理 お よ び 実 行 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 者 は 、 DNAの 送 達 の た め の 、 実 施 例 ９ ～ １ ３ 中 に 記 載 の も の な ど を 、 新 規 の ア ニ
オ ン の コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 の 乳 化 重 合 に よ っ て 設 計 し 、 合 成 し た 。 こ れ ら の ナ ノ 粒 子 は 、
ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） な ら び に 陽 性 電 荷 官 能 基 を 生 じ る 水 溶 性 コ ポ リ マ ー （ 可 逆
的 に DNAを 結 合 す る こ と が 出 来 る ） 、 お よ び ポ リ エ チ ル グ リ コ ー ル 鎖 ブ ラ シ （ そ れ ら の 生
物 適 合 性 を 増 大 す る こ と が 出 来 る ） に よ っ て 構 成 さ れ る 、 高 度 に 親 水 性 の 外 殻 に よ り 構 成
さ れ る 、 内 部 ハ ー ド コ ア を 有 す る 。 重 合 機 構 の 結 果 と し て 、 本 調 査 中 に 記 載 さ れ る コ ア シ
ェ ル ナ ノ 粒 子 に お い て 、 帯 電 し た 高 分 子 は 、 単 純 に 吸 着 さ れ な く 、 粒 子 表 面 に 共 有 結 合 し
、 か く し て 遊 離 表 面 活 性 剤 お よ び /ま た は 界 面 活 性 剤 を 含 む ワ ク チ ン 製 剤 と 関 連 す る 物 理
的 脱 着 お よ び /ま た は 不 安 定 性 /毒 性 欠 点 を 回 避 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 実 施 例 ９ ～ １ ３ の 結 果 は 、 DNAが 高 効 率 (ナ ノ 粒 子 に よ っ て 初 期 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た
80％ ～ 100％ の DNA)で ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 吸 着 さ れ た こ と を 示 す 。 イ ン ビ ト ロ で の DNA放 出 は
、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 の 複 合 体 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に す で に 起 こ り 、 そ れ は 時 間 依 存 的
で あ り 、 長 期 に 渡 る 。 最 終 的 に 、 DNAは 、 そ の 構 造 上 の 完 全 性 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 組 織 培 養 系 に お け る 調 査 は 、 そ れ ら が 細 胞 に よ っ て 吸 収 さ れ 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 の 細
胞 内 在 化 が 、 ナ ノ 粒 子 単 独 の も の と 類 似 す る こ と を 示 し 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 へ の DNAの 存 在
は 、 細 胞 内 在 化 に よ っ て 干 渉 し な い こ と を 示 し た 。 更 に 、 細 胞 培 養 中 の 調 査 は 、 こ れ ら の
ナ ノ 粒 子 /DNA複 合 体 が 機 能 的 な DNAを 放 出 す る こ と を 実 証 し た 。 最 終 的 に 、 DNA/ナ ノ 粒 子
製 剤 が 少 な く と も １ ヶ 月 間 室 温 で 、 粉 末 形 態 で 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 実 際 に 、 生 理
学 的 バ ッ フ ァ で の 粉 末 の 懸 濁 の 後 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 は 、 新 鮮 に 調 製 さ れ た DNA-ナ ノ 粒
子 製 剤 に 類 似 す る 様 式 で 、 細 胞 に よ り 吸 収 さ れ 、 機 能 的 DNAを 放 出 す る 、 と い う 能 力 を 保
持 し た 。 安 全 性 の 調 査 は 、 そ れ ら が 、 高 用 量 (1mg)の 複 数 の 投 与 の 後 で さ え 、 イ ン ビ ト ロ
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ま た は マ ウ ス 中 で 無 毒 性 で あ る こ と を 示 し た 。 最 終 的 に 、 免 疫 原 性 の 調 査 は 、 低 用 量 (1μ
g)の プ ラ ス ミ ド DNAお よ び プ ラ イ ム -ブ ー ス ト 養 生 法 に よ る ワ ク チ ン 化 が 、 Th1お よ び Th2型
の 両 方 の 抗 原 に 対 し て 、 広 い 体 液 性 お よ び 細 胞 性 の 応 答 を 顕 在 化 さ せ る こ と を 示 し た 。 注
と し て 、 DNA/ナ ノ 粒 子 複 合 体 に よ る 免 疫 化 は 、 エ ピ ト ー プ 反 応 性 の 特 異 的 溶 解 の 割 合 に 関
す る 、 よ り 広 い CTL応 答 を 顕 在 化 さ せ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 結 論 と し て 、 結 果 は 、 こ れ ら の 革 新 的 な ナ ノ 粒 子 が 、 低 コ ス ト 、 増 大 す る 貯 蔵 寿 命 、 安
全 性 、 ス ケ ー ル ア ッ プ お よ び GMP産 生 に 対 す る 適 合 性 、 投 与 の 安 易 さ お よ び 発 展 途 上 国 へ
の 技 術 移 転 の た め の 実 行 可 能 性 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 新 規 お よ び 安 定 な DNAワ ク チ ン
の 発 達 の た め の 有 望 な ツ ー ル を 表 わ す こ と を 示 す 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ZP3ナ ノ 粒 子
イ ン ビ ト ロ で の 細 胞 毒 性 の 分 析
　 HL3T1細 胞 の 単 層 培 養 物 を 、 American Type Cell culture collection(ATCC)を 通 じ て 得
、 10％ FBS(Hyclone, Logan, UT)を 含 む DMEM(Gibco, Grant Island, NY)中 で 成 長 さ せ た [W
right C M Science 234:988-92, 1986]。 細 胞 （ 1× 10４ /100μ l） を 、 96-ウ ェ ル プ レ ー ト
中 で 接 種 し 、 ２ ４ 時 間 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 次 い で 、 培 地 を 、 増 加 す る 濃 度 の ZP3 ナ ノ 粒
子 （ 500～ 10,000μ g/ml） の 含 む 100μ lの 培 地 で 交 換 し た 。 そ れ ぞ れ の 試 料 を 、 ６ 倍 の ウ
ェ ル 中 で 評 価 し た 。 細 胞 を ３ ７ ℃ で ９ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 増 殖 を 、 製 造 業 者 の
指 示 に 従 っ て 、 未 処 置 の 細 胞 の も の と 比 較 し て 、 比 色 定 量 細 胞 増 殖 キ ッ ト I（ MTTベ ー ス の
） （ Roche, Milan, Italy） を 使 用 し て 測 定 し た [Mossman T.ら , 前 出 ]。 統 計 上 の 分 析 （ t
-ス チ ュ ー デ ン ト ） を 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 ２ ４ 中 に 示 さ れ る よ う に 、 細 胞 の 生 存 能 力 の 著 し い 減 少 (p＞ 0.05)は 、 未 処 置 細 胞 と
比 較 し て 、 ZP3で 両 方 処 置 さ れ た 試 料 中 で 、 ９ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 、 2500μ g/ml
ま で 観 察 さ れ な か っ た 。 細 胞 の 生 存 能 力 の ２ ５ ％ お よ び ７ ６ ％ の 減 少 が 、 ZP3の そ れ ぞ れ
５ mg/mlお よ び １ ０ mg/mlの 存 在 下 で 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ZP3ナ ノ 粒 子 が 、 非 常
に 高 い 用 量 （ ミ リ グ ラ ム 範 囲 で ） で さ え 、 細 胞 に 対 し て 有 毒 で な い こ と を 示 す 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ １ ９ ８ 】
　 MA7ナ ノ 粒 子
イ ン ビ ト ロ で の 細 胞 毒 性 の 分 析
　 HL3T1細 胞 の 単 層 培 養 （ プ ラ ス ミ ド HIV-1-LTR-CATの 完 全 な コ ピ ー を 含 み 、 こ こ で ク ロ ラ
ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 、 HIV-1 L
TR プ ロ モ ー タ ー に よ っ て ド ラ イ ブ さ れ る ） は 、 American Type Cell culture collection
（ ATCC） を 通 じ て 得 ら れ 、 10％  FBS(Hyclone, Logan, UT)を 含 む DMEM(Gibco, Grand Isla
nd, NY)中 で 成 長 し た 。 細 胞 （ ４ × １ ０ ３ /100μ l） を 、 ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 接 種 し
、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 ナ ノ 粒 子 単 独 （ 10～ 500μ g/ml） ま た は Tat（ １ μ g/ml） に
結 合 し た ナ ノ 粒 子 を 含 む 100μ lの 培 地 を 、 ６ 倍 の ウ ェ ル 中 の 細 胞 に 加 え た 。 未 処 置 細 胞 お
よ び Tat単 独 で 成 長 さ せ た 細 胞 を 、 対 照 と し て 使 用 し た 。 ３ ７ ℃ に ９ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 の 生 存 能 力 を 、 Roche（ Milan, Italy） に よ り 提 供 さ れ る 比 色 定 量 細
胞 増 殖 キ ッ ト I（ MTTベ ー ス の ） を 使 用 し て 測 定 し た 。 吸 光 度 を 、 630nm(OD 570/630)の 参
照 波 長 に よ っ て 、 570nmで プ レ ー ト を 読 み 取 る こ と に よ っ て 、 測 定 し た 。 t-ス チ ュ ー デ ン
ト 検 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 か く し て 、 未 処 置 細 胞 と 比 較 し て 、 増 加 す る 量 の ナ ノ 粒 子 （ 10～ 500μ g/ml） で の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 MA7の 細 胞 毒 性 を 、 HL3T1細 胞 中 で 分 析 し た 。 図 ２ ５ 中 で 示 さ れ
る よ う に 、 未 処 置 の 細 胞 と 比 較 し て 、 MA7で 処 置 さ れ た 試 料 中 で の ９ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 に 、 細 胞 生 存 能 力 の 著 し い 減 少 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 MA7
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ナ ノ 粒 子 が 細 胞 に 対 し て 無 毒 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
ナ ノ 粒 子 /Tatタ ン パ ク 質 複 合 体 製 剤 お よ び Tatタ ン パ ク 質 活 性 の 評 価
　 86-aa長 Tatタ ン パ ク 質 （ HTLVIIIB, BH-10 ク ロ ー ン ） を 、 参 考 例 ３ に 記 載 の よ う に 、 大
腸 菌 中 で 発 現 さ せ 、 高 圧 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び イ オ ン -交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 連
続 す る 一 巡 で 単 離 し た 。 精 製 さ れ た Tat タ ン パ ク 質 は 、 SDS-PAGEお よ び HPLC分 析 に よ っ て
テ ス ト さ れ る 場 合 、 ＞ 95％ 純 粋 で あ る 。 Tatが ７ つ の シ ス テ イ ン を 含 む た め に 容 易 に 起 こ
る 酸 化 を 防 止 す る た め に 、 Tatタ ン パ ク 質 を 、 -80℃ で 凍 結 乾 燥 し て 保 存 し 、 使 用 前 に す ぐ
に 、 脱 気 減 菌  PBS(2mg/ml)中 で 再 懸 濁 し た 。 更 に 、 Tatに は 感 光 性 お よ び 感 熱 性 で あ る の
で 、 Tatの 取 り 扱 い は 、 常 に 暗 闇 お よ び 氷 上 で 行 わ れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ナ ノ 粒 子 （ 凍 結 乾 燥 さ れ た 粉 末 ） を 、 使 用 前 に 少 な く と も ２ ４ 時 間 、 ２ mg/mlの 減 菌 し
た PBS中 で 再 懸 濁 し た 。 Tatお よ び ナ ノ 粒 子 の 適 切 な 容 量 を 、 混 合 し 、 ６ ０ 分 間 、 暗 闇 お よ
び 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 試 料 を １ ０ 分 間 、 15,500rpmで
回 転 さ せ た 。 ペ レ ッ ト （ Tat-ナ ノ 粒 子 複 合 体 ） を 、 適 切 な 容 量 の 脱 気 減 菌 PBSで 再 懸 濁 し
、 す ぐ に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 HL3T1細 胞 （ 5× 10 5 ） を 、 ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 接 種 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を 、 １ ml
の 新 鮮 な 培 地 と 交 換 し 、 Tat単 独 （ 0.125, 0.5 お よ び 1μ g/ml） ま た は 100μ Mの ク ロ ロ キ
ン （ Sigma, St. Louise, MI） の 存 在 下 に お い て ナ ノ 粒 子 と 結 合 す る Tat（ 30μ g/ml） に よ
っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CAT活 性 を 、 前 記 の よ う に 、 全 タ ン パ ク 質 内 容 物 へ の 標 準 化 の
後 、 細 胞 抽 出 物 中 で ４ ８ 時 間 後 に 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ワ ク チ ン 発 達 に お け る 送 達 系 と し て の こ れ ら の 適 用 の た め に 、 重 合 体 の ミ ク ロ ス フ ェ ア
は 、 そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 立 体 配 座 に お い て 、 タ ン パ ク 質 を 結 合 し お よ び 放 出 す る べ き で
あ る 。 こ れ は 、 天 然 タ ン パ ク 質 が 、 ワ ク チ ン 効 能 の た め に 必 要 と さ れ て い る の で 、 Tatに
と っ て 特 に 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 立 体 配 座 に お い て 、 HIV-1 Tatタ
ン パ ク 質 を 結 合 し お よ び 放 出 す る ナ ノ 粒 子 の 能 力 は 、 HL3T1細 胞 中 で 決 定 さ れ 、 HL3T1細 胞
は 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド  HIV-1 LTR-CATの 完 全 な コ ピ ー を 含 ん で い る 。 こ れ ら の 細 胞 に
お い て 、 CAT遺 伝 子 の 発 現 は 、 生 物 活 性 Tatの 存 在 下 の み で 起 こ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 HL
3T1細 胞 を 、 Tat増 加 す る 量 の Tat単 独 ま た は MA7上 で 吸 着 さ れ た の に よ っ て イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 結 果 を 、 図 ２ ６ 中 に 描 写 す る 。 CATの 発 現 は 、 MA7/Tatお よ び Tat単 独 で イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ た 試 料 の 間 で 高 く お よ び 類 似 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ナ ノ 粒 子 が 生 物 学 的 に
活 性 な Tatタ ン パ ク 質 を 吸 着 お よ び 放 出 し 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア に 結 合 す る Tatが そ の 本 来 の 立
体 配 座 お よ び 生 物 学 的 活 性 を 維 持 す る こ と を 実 証 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 式 （ I） の モ ノ マ ー お よ び 式 （ II） の ポ リ マ ー を 含 有 す る 水 溶 液 中 の 水
不 溶 性 モ ノ マ ー の 乳 化 重 合 に よ っ て 得 る こ と の で き る コ ア シ ェ ル ナ ノ 粒 子 の 構 造 の 略 図 で
あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 試 料 PEG32の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 で あ る
。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 実 施 例 ２ で 得 ら れ た 試 料 ZP2の SEM顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ナ ノ 粒 子 の 大 き さ を 、 実 施 例 ２ の 非 イ オ ン 性 ポ リ マ ー ２ の 濃 度 の 関 数 と
し て 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 実 施 例 ２ の 連 続 し た 試 料 中 の ナ ノ 粒 子 1 gあ た り の 第 四 ア ン モ ニ ウ ム 基
の 量 を 、 非 イ オ ン 性 コ モ ノ マ ー の 濃 度 の 関 数 と し て 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 試 料 M1の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 試 料 MA7の SEM顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ Ａ お よ び ８ Ｂ は 、 実 施 例 ５ の ナ ノ 粒 子 に 対 す る MMA濃 度 の 関 数 と し て の ナ ノ
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粒 子 の 大 き さ の 線 形 （ 図 ８ Ａ ） お よ び 対 数 プ ロ ッ ト （ 図 ８ Ｂ ） で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 実 施 例 ５ の 連 続 し た ナ ノ 粒 子 試 料 MA n 上 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 量 を 、 ナ ノ
粒 子 の 直 径 の 関 数 と し て 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 実 施 例 ６ で 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 の ODNの 吸 着 を 、 ODN濃 度 の 関 数 と し て
図 解 す る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 PEG化 ナ ノ 粒 子 ZP3お よ び PEG32上 の ODNの 吸 着 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 PEG 32お よ び ZP3上 の DNAの 吸 着 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 PBSバ ッ フ ァ ー 中 の DNA/PEG32複 合 体 の 安 定 性 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 1M NaClリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4） 存 在 下 で の PEG 32ナ ノ 粒 子 か
ら の DNAの 経 時 的 放 出 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 MA7ナ ノ 粒 子 上 で ト リ プ シ ン の 吸 着 が ど の よ う に 変 動 す る か を 示 す
。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 PCSお よ び ζ ポ テ ン シ ャ ル が 、 モ デ ル タ ン パ ク 質 （ ト リ プ シ ン ） の M
A7酸 性 ナ ノ 粒 子 へ の 結 合 に 伴 っ て ど の よ う に 変 動 す る か を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 DNA／ ナ ノ 粒 子 吸 着 お よ び 放 出 速 度 論 を 示 す 。 吸 着 速 度 論 の た め に
、 ナ ノ 粒 子 PEG3お よ び PEG32を 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4） 中 10 mg/ml
で 再 懸 濁 し 、 量 の 増 大 す る pCV-0プ ラ ス ミ ド DNA（ 10～ 250μ g/ml） と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 室 温 で 2時 間 攪 拌 し 、 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 回 収 し 、 濾 過 し て 、 260 nmで UV吸 光 度
を 測 定 し て 、 結 合 し て い な い DNAの 量 を 決 定 し た 。 結 果 を 、 （ Ａ ） 100 x [（ 投 与 さ れ た DN
A)－ （ 結 合 し て い な い DNA） ／ （ 投 与 さ れ た DNA） ]と し て 計 算 し た 吸 着 効 率 （ ％ ） 、 お よ
び （ Ｂ ） ナ ノ 粒 子 1 mgあ た り に 負 荷 し た DNA（ μ g） と し て 表 す 。 放 出 速 度 論 の た め に 、 20
 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4） 中 、 25μ gの DNA/mgの ナ ノ 粒 子 /ml（ DNA/PEG3
） の 比 率 で 、 10お よ び 100μ gの DNA/10 mgの ナ ノ 粒 子 /ml（ DNA/PEG32） を 用 い て 、 DNA／ ナ
ノ 粒 子 複 合 体 を 調 製 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 遠 心 分 離 に よ っ て 複 合 体 を 回 収 し 、 1 
M NaCl/20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 種 々 の
時 間 間 隔 で 、 試 料 を 遠 心 分 離 し て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 上 清 を 分 析 し て PEG3
（ Ｃ 、 Ｄ ） お よ び PEG32（ Ｅ 、 Ｆ ） 複 合 体 か ら 放 出 さ れ た DNAの 量 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 10
0 x （ 放 出 さ れ た DNA／ 結 合 し た DNA） と し て 決 定 し た 、 複 合 体 か ら 放 出 さ れ た DNAの 割 合
（ ％ ） を 表 す （ Ｃ 、 Ｅ ） 。 1μ gの DNAを 用 い て 調 製 さ れ た 、 各 DNA／ ナ ノ 粒 子 複 合 体 か ら 放
出 さ れ た DNAの 1つ の 代 表 的 な ゲ ル を 示 す （ Ｄ 、 Ｆ ） 。 プ ラ ス ミ ド pCV-0（ 0.1お よ び 0.5μ g
） を 対 照 と し て 各 ゲ ル に 流 し た 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 PEG3お よ び PEG32ナ ノ 粒 子 存 在 下 で の 細 胞 増 殖 の 評 価 を 示 す 。 HL3T1
細 胞 を 96時 間 、 量 の 増 大 す る PEG3（ 20～ 400μ g/ml） お よ び PEG32（ 50～ 500μ g/ml） と と
も に 培 養 し 、 比 色 定 量 MTTベ ー ス の ア ッ セ イ を 用 い て 細 胞 増 殖 を 測 定 し た 。 対 照 は 、 未 処
理 細 胞 に よ っ て 表 し た （ な し ） 。 結 果 を 、 ６ 倍 の も の の 平 均 （ ± 標 準 偏 差 ） と し て 表 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 細 胞 取 り 込 み の 解 析 を 示 す 。 HL3T1細 胞 を 、 PEG3-fluoナ ノ 粒 子 （ 40
μ g） の み （ Ａ お よ び Ｂ ） の 存 在 下 で 、 ま た は 1μ gの pCV-tatDNA（ Ｃ お よ び Ｄ ） と と も に
培 養 し た 。 2（ Ａ お よ び Ｃ ） お よ び 24（ Ｂ お よ び Ｄ ） 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い て 細 胞 を 固 定 し 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 型 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 接 種 後 15（ パ ネ ル Ａ ） お よ び 30（ パ ネ ル Ｂ ） 分 の PEG3-fluoナ ノ 粒
子 の 細 胞 取 り 込 み の 、 注 入 部 位 で の 解 析 を 示 す 。 同 じ 顕 微 鏡 視 野 に 関 し て 、 緑 色 （ ナ ノ 粒
子 ） お よ び 青 色 （ 核 ） 像 を 撮 影 し 、 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 さ れ る よ う に 重 複 さ せ た 。 倍 率
100X。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 ポ リ マ ー ナ ノ 粒 子 が 機 能 的 DNAを 細 胞 内 で 送 達 お よ び 放 出 す る こ と
を 示 す 。 （ Ａ ） HeLa細 胞 を 、 1ま た は 10μ gの pGL2-CMV-Luc基 礎 DNAの み と と も に イ ン キ ュ
ベ ー ト す る か 、 ま た は PEG3（ 25μ g/mg/mlの 比 率 ） お よ び PEG32（ 10ま た は 100μ g/10 mg/m
lの 比 率 ） ナ ノ 粒 子 に 吸 着 さ せ た 。 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に 複 合 体 を 調 製 し 、 直
ち に 細 胞 に 加 え た 。 （ Ｂ ） 細 胞 を 、 10μ gの pGL2-CMV-Luc基 礎 DNAの み と と も に イ ン キ ュ ベ
ー ト す る か 、 ま た は 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に 調 製 し た PEG32（ 100μ g/10 mg/mlの
比 率 ） ナ ノ 粒 子 に 吸 着 さ せ 、 直 ち に 細 胞 に 加 え る か （ 新 鮮 な DNA/PEG32） 、 ま た は 凍 結 乾
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燥 し 、 室 温 で 1ヶ 月 保 存 し 、 室 温 で 1時 間 再 懸 濁 し て 細 胞 に 加 え た （ 凍 結 乾 燥 し た DNA/PEG3
2） 。 Ａ お よ び Ｂ に お い て 、 48時 間 後 に 、 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に 、 総 タ ン パ ク
質 含 量 に 対 し て 正 規 化 さ れ た 細 胞 抽 出 物 に 関 し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 を 測 定 し た
。 結 果 は 、 2つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 で あ り 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 光 単 位 と し て 表 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 Tatに 対 す る CTL応 答 の 解 析 を 示 す 。 B欠 乏 性 脾 臓 細 胞 を 、 Balb/c 3T
3-Tat発 現 細 胞 と と も に 5日 間 共 培 養 し 、 コ ン ピ ュ ー タ で 予 測 し た CTLエ ピ ト ー プ を 含 む Tat
ペ プ チ ド を 適 用 し た P815標 的 細 胞 に 対 す る 細 胞 溶 解 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 特 異 的 溶 解 の
割 合 （ ％ ） を 報 告 す る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 筋 肉 内 経 路 に よ る DNA/PEG32複 合 体 の 注 射 後 の 組 織 学 的 知 見 を 示 す
。 筋 内 膜 （ endomysial） 結 合 組 織 に お い て 、 変 動 す る 強 度 で 炎 症 反 応 が 観 察 さ れ （ パ ネ ル
Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ） 、 筋 肉 線 維 の 変 性 変 化 を 伴 わ な い 軽 度 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 の 浸 潤 が 見 ら れ
る か （ パ ネ ル Ｂ ） 、 ま た は 、 退 行 性 変 化 を 引 き 起 こ す 、 よ り 強 度 の 高 い 単 核 細 胞 浸 潤 が 見
ら れ る こ と も あ っ た （ パ ネ ル Ｃ ） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は ま た 、 注 射 部 位 の 周 囲 の 脂 肪 組 織 に
見 ら れ る こ と も あ っ た （ パ ネ ル Ｄ ） 。 ヘ マ ト キ シ リ ン － エ オ シ ン 染 色 。 倍 率 ： 5X（ パ ネ ル
Ａ ） ； 20X（ パ ネ ル Ｂ お よ び Ｃ ） ； 10X（ パ ネ ル Ｄ ） 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 ZP3ナ ノ 粒 子 存 在 下 で の 細 胞 増 殖 の 評 価 を 示 す 。 HL3T1細 胞 を 、 量 が
増 大 す る ZP3（ 500～ 10.000μ g/ml） と と も に 96時 間 培 養 し 、 比 色 定 量 MTTベ ー ス の ア ッ セ
イ を 用 い て 細 胞 増 殖 を 測 定 し た 。 対 照 を 、 未 処 理 細 胞 に よ っ て 表 す （ な し ） 。 結 果 を 、 平
均 （ ± 標 準 偏 差 ） と し て 表 す 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 MA7ナ ノ 粒 子 の イ ン ビ ト ロ 細 胞 毒 性 の 解 析 を 表 す 。 HL3T1細 胞 を 、 量
の 増 大 す る MA7の み （ 10～ 500μ g/ml） の 存 在 下 で （ 左 側 の パ ネ ル ） 、 ま た は Tatタ ン パ ク
質 （ 1μ g/ml） に 結 合 し た 同 じ 用 量 の MA7と と も に （ 右 側 の パ ネ ル ） 、 96時 間 培 養 し た 。 対
照 を 、 未 処 理 細 胞 （ な し ） 、 ま た は Tatの み （ 1μ g/ml） と と も に 培 養 し た 細 胞 （ Tat） に
よ っ て 表 す 。 結 果 は 、 ６ 倍 の ウ ェ ル の 平 均 （ ± 標 準 偏 差 ） で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 MA7ナ ノ 粒 子 と 複 合 体 化 し た Tatの 生 物 学 的 活 性 の 解 析 を 示 す 。 HL3T
1細 胞 は プ ラ ス ミ ド HIV-1-LTR-CATの 、 組 み 込 ま れ た コ ピ ー を 含 み 、 こ こ で ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が HIV-1 LTRプ ロ モ ー
タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ 、 生 物 学 的 に 活 性 の あ る Tatタ ン パ ク 質 の 存 在 下 で の み 起 こ る が 、
こ の HL3T1細 胞 を 、 MA7ナ ノ 粒 子 （ 30μ g/ml） に 結 合 し た 、 量 の 増 大 す る Tat（ 0.125、 0.5
お よ び 1μ g/ml） と と も に （ 上 の パ ネ ル ） 、 ま た は 同 じ 用 量 の Tatの み と と も に （ 下 の パ ネ
ル ） 、 100μ Mク ロ ロ キ ン 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 を 、 未 処 理 細 胞 （ な し ） に よ
っ て 表 す 。 48時 間 後 、 同 じ タ ン パ ク 質 含 量 に 対 し て 正 規 化 さ れ た 細 胞 抽 出 物 に 関 し て 、 CA
T活 性 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 3つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 （ ± 標 準 偏 差 ） で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】
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【 図 １ ７ Ｃ 】

【 図 １ ７ Ｄ 】

【 図 １ ７ Ｅ 】

【 図 １ ７ Ｆ 】

【 図 １ ８ Ａ 】

【 図 １ ８ Ｂ 】

【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】
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