
(57)【要約】
ATPおよび安定な小胞形成物質であるリン脂質を含む小胞が提供される。前記小胞は少な
くとも 20小胞融合 /秒の融合速度を有する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ATPお よ び 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 を 含 む 小 胞 で あ っ て 、 前 記 小 胞 が 少 な く
と も 20小 胞 融 合 /秒 の 融 合 速 度 を 有 す る 前 記 小 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
　 別 の 極 性 脂 質 を さ ら に 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
　 PEG、 ラ フ ト 形 成 物 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の
メ ン バ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 1に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 ま た は 別 の 極 性 脂 質 が X－ L－ Z 2 （ 式 （ I） ） の 構 造 を 有 し 、
　 式 中 、 Xは 水 素 で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ II） の 構 造 を 有 し 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 Bは 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Aは 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Lは さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 各 々 の Zは そ れ ぞ れ 別 個 に H、 Eま た は 下 記 式 （ XI） の 構 造 で あ り 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　 式 中 、 Eは ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に 一 方 の Zが Hで あ る と き 他 方 の Zは H
で は な い 請 求 項 ２ に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 融 合 速 度 が 少 な く と も 10 3 小 胞 融 合 /秒 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Aが Hで あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ III） 、 （ IV） 、 （ V） 、 （ VI） お よ び （ VII） か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Lが 下 記 式 （ VIII） 、 （ IX） ま た は （ X） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 さ ら に Eが （ XII） 、 （ XIII） 、 （ XIV） 、 （ XV） ま た は （ XVI） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 構 造 を 有 す る 請 求 項 4に 記 載 の 小 胞 ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 が 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ド
コ サ ヘ キ サ エ ノ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン ま た は そ の 混 合 物 で あ る 請 求 項 6に 記 載
の 小 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
　 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 並 び に 別 の 極 性 脂 質 、 PEG、 ラ フ ト 形 成 物 質 お よ
び 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の メ ン バ ー を 含 む 小 胞 で あ っ
て 、 前 記 小 胞 が 少 な く と も 20小 胞 融 合 /秒 の 融 合 速 度 を 有 す る 前 記 小 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の メ ン バ ー が 別 の 極 性 脂 質 で あ り 、 さ ら に 前 記 小 胞 が PEG、 ラ フ ト
形 成 物 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の メ ン バ ー を さ
ら に 含 む 請 求 項 8に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 ま た は 別 の 極 性 脂 質 が X－ L－ Z 2 （ 式 （ I） ） の 構 造 を 有 し 、
　 式 中 、 Xは 水 素 で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ II） の 構 造 を 有 し 、
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 Bは 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Aは 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Lは さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 各 々 の Zは そ れ ぞ れ 別 個 に H、 Eま た は 下 記 式 （ XI） の 構 造 で あ り 、
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　 式 中 、 Eは ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に 一 方 の Zが Hで あ る と き 他 方 の Zは H
で は な い 請 求 項 8に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 融 合 速 度 が 少 な く と も 10 3 小 胞 融 合 /秒 で あ る 請 求 項 8に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Aが Hで あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ III） 、 （ IV） 、 （ V） 、 （ VI） お よ び （ VII） か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Lが 下 記 式 （ VIII） 、 （ IX） ま た は （ X） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 さ ら に Eが 下 記 式 （ XII） 、 （ XIII） 、 （ XIV） 、 （ XV） ま た は （ XVI） か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 構 造 を 有 す る 請 求 項 10に 記 載 の 小 胞 ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 が 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ド
コ サ ヘ キ サ エ ノ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン ま た は そ の 混 合 物 で あ る 請 求 項 12に 記
載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ATPお よ び 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 を 含 む 小 胞 で あ っ て 、

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-525424 A 2005.8.25



　 前 記 リ ン 脂 質 が X'－ L'－ Z' 2 （ 式 （ I'） ） の 構 造 を 有 し 、
　 式 中 、 X'は 下 記 式 （ II'） の 構 造 を 有 し 、
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 B'は 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 A'は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 L'は さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 一 方 の Z'は E” で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ XI” ） の 構 造 で あ り 、
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　 式 中 、 E” は ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に
　 他 方 の Zは E'で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ XI'） の 構 造 で あ り 、
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　 式 中 E'は ア ル ケ ニ ル で あ る 前 記 小 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 さ ら に 別 の 極 性 脂 質 を 含 む 請 求 項 14に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 PEG、 ラ フ ト 形 成 物 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の
メ ン バ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 14に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 別 の リ ン 脂 質 が X－ L－ Z 2 （ 式 （ I） ） の 構 造 を 有 し 、
　 式 中 、 Xは 水 素 で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ II） の 構 造 を 有 し 、
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 Bは 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Aは 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Lは さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 各 々 の Zは そ れ ぞ れ 別 個 に H、 Eま た は 下 記 式 （ XI） の 構 造 で あ り 、
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【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　 式 中 、 Eは ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に 一 方 の Zが Hで あ る と き 他 方 の Zは H
で は な い 請 求 項 15に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Aが Hで あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ III） 、 （ IV） 、 （ V） 、 （ VI） お よ び （ VII） か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Lが 下 記 式 （ VIII） 、 （ IX） ま た は （ X） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 さ ら に Eが 下 記 式 （ XII） 、 （ XIII） 、 （ XIV） 、 （ XV） ま た は （ XVI） か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 構 造 を 有 す る 請 求 項 17に 記 載 の 小 胞 ：
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【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 が 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ド
コ サ ヘ キ サ エ ノ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン ま た は そ の 混 合 物 で あ る 請 求 項 18に 記
載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 並 び に 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で は な い 極 性 脂 質 お よ
び PEGか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の メ ン バ ー を 含 む 小 胞 で あ っ て 、 安 定 な
小 胞 形 成 物 質 で あ る 前 記 リ ン 脂 質 が X－ L－ Z 2 （ 式 （ I） ） の 構 造 を 有 し 、
　 式 中 、 Xは 水 素 で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ II） の 構 造 を 有 し 、
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 Bは 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Aは 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Lは さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 各 々 の Zは そ れ ぞ れ 別 個 に H、 Eま た は 下 記 式 （ XI） の 構 造 で あ り 、
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【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　 式 中 、 Eは ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に 一 方 の Zが Hで あ る と き 他 方 の Zは H
で は な い 前 記 小 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Aが Hで あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ III） 、 （ IV） 、 （ V） 、 （ VI） お よ び （ VII） か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Lが 下 記 式 （ VIII） 、 （ IX） ま た は （ X） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 し 、
【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 さ ら に Eが 下 記 式 （ XII） 、 （ XIII） 、 （ XIV） 、 （ XV） ま た は （ XVI） か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 構 造 を 有 す る 請 求 項 20に 記 載 の 小 胞 ：
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【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 が 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ド
コ サ ヘ キ サ エ ノ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン ま た は そ の 混 合 物 で あ る 請 求 項 20に 記
載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ラ フ ト 形 成 物 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の メ ン
バ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 20に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 小 胞 が 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で は な い 極 性 脂 質 を 含 み 、 さ ら に 前 記 安 定 な 小 胞 形 成
物 質 で は な い 極 性 脂 質 が 下 記 式 （ XVII） 、 （ XVIII） 、 （ XIX） 、 （ XX） 、 （ XXI） 、 （ XXI
I） 、 （ XXIII） 、 （ XXV） お よ び （ XXVI） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 す る 請 求 項 1
9に 記 載 の 小 胞 ：
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【 化 ２ ４ 】
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【 化 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 細 胞 を 請 求 項 1の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 細 胞 を 請 求 項 8の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 細 胞 を 請 求 項 14の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 を 請 求 項 20の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 組 織 を 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 組 織 を 保 存 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 小 胞 が 安 定 な 小
胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 お よ び ATPを 含 む 前 記 組 織 の 保 全 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 小 胞 が 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で は な い 極 性 脂 質 お よ び PEGか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 少 な く と も １ つ の メ ン バ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 リ ン 脂 質 が 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ド
コ サ ヘ キ サ エ ノ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン ま た は そ の 混 合 物 で あ る 請 求 項 29に 記
載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ラ フ ト 形 成 物 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の メ ン
バ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 29に 記 載 の 小 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 小 胞 が 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で は な い 極 性 脂 質 を 含 み 、 さ ら に 前 記 安 定 な 小 胞 形 成
物 質 で は な い 極 性 脂 質 が 下 記 式 （ XVII） 、 （ XVIII） 、 （ XIX） 、 （ XX） 、 （ XXI） 、 （ XXI
I） 、 （ XXIII） 、 （ XXV） お よ び （ XXVI） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 造 を 有 す る 請 求 項 3
0に 記 載 の 小 胞 ：
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【 化 ２ ６ 】
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【 化 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 細 胞 を 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 小 胞
が 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 お よ び ATPを 含 み 、 前 記 細 胞 に デ リ バ ー さ れ る 前 記 A
TPの 量 が 前 記 細 胞 の 代 謝 要 求 を 満 足 さ せ る た め に 十 分 で あ る 前 記 ATPを デ リ バ ー す る 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 細 胞 を 請 求 項 1の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 細 胞 を 請 求 項 8の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 細 胞 を 請 求 項 14の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 細 胞 を 請 求 項 20の 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む ATPを 細 胞 に デ リ バ ー す る 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ９ 】
　 創 傷 を 小 胞 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 創 傷 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 小
胞 が 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 お よ び ATPを 含 む 前 記 創 傷 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 創 傷 を 請 求 項 1の 小 胞 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 創 傷 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 創 傷 を 請 求 項 8の 小 胞 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 創 傷 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 創 傷 を 請 求 項 14の 小 胞 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 創 傷 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 創 傷 を 請 求 項 20の 小 胞 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 創 傷 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 組 成 物 が さ ら に ベ カ プ レ ル ミ ン を 含 む 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 小 胞 お よ び ベ カ プ レ ル ミ ン を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 小 胞 が 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で
あ る リ ン 脂 質 お よ び ATPを 含 む 前 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 細 胞 と 小 胞 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 有 す る バ イ オ リ ア ク タ ー
の 生 産 性 を 向 上 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 小 胞 が 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 お
よ び ATPを 含 む 前 記 バ イ オ リ ア ク タ ー の 生 産 性 を 向 上 さ せ る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 出 願 は 米 国 仮 特 許 出 願 60/380,762（ Fusogenic Lipid Vesicles; William D. Ehringe
r & Sufan Chien） （ 2002年 5月 14日 出 願 ； 前 記 は 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 含 ま れ
る ） に 対 し て 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 ATPは 全 て の 細 胞 （ 動 物 、 植 物 、 細 菌 、 真 菌 な ど ） に 動 力 を 供 給 す る 燃 料 で あ る 。 例 え
ば ガ ソ リ ン の な い 車 の よ う に 、 ATP“ タ ン ク ” が 空 の ヒ ト お よ び 他 の 生 物 は 作 動 し な い 。
実 際 そ の よ う な 生 物 は 死 亡 す る 。 栄 養 物 の 分 解 に 由 来 す る エ ネ ル ギ ー は 最 終 的 に は ATPの
高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 結 合 に 保 存 さ れ る 。 前 記 の 結 合 が 破 壊 さ れ る と き 、 そ れ ら 結 合 は 、 細
胞 、 組 織 、 器 官 お よ び 器 官 系 に ア ク セ ス 可 能 な エ ネ ル ギ ー を 提 供 す る 。 細 胞 は 定 常 的 に AT
Pを 合 成 し こ れ を 代 謝 す る 。 ATPは 、 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ り 好 気 的 に 産 生 さ れ る か （ こ の 場
合 酸 素 が 最 終 的 電 子 受 容 体 と し て 用 い ら れ 、 二 酸 化 炭 素 （ CO 2 ） お よ び 水 が 副 産 物 と し て
生 じ る ） 、 ま た は 解 糖 作 用 中 に 嫌 気 的 に 産 生 さ れ る 。 解 糖 作 用 は 細 胞 に エ ネ ル ギ ー を 提 供
す る こ と が で き る が 、 前 記 の 供 給 は 、 細 胞 環 境 が 酸 性 に な り 、 細 胞 を 傷 害 し ATPの 産 生 を
抑 制 す る た め に 制 限 を 受 け る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 管 循 環 系 は 、 酸 素 お よ び 栄 養 物 に 由 来 す る エ ネ ル ギ ー の 持 続 的 供 給 を 提 供 す る 。 脈 管
構 造 で は 、 内 皮 細 胞 バ リ ヤ ー が 栄 養 を 供 給 さ れ て い る 細 胞 と 血 管 腔 と を 分 離 さ せ て い る 。
個 々 の 細 胞 に 到 達 す る た め に 、 酸 素 お よ び 栄 養 物 は 内 皮 基 底 層 を 通 過 し て 介 在 空 間 に 入 り
、 酸 素 お よ び 栄 養 物 を デ リ バ ー す る 必 要 が あ る 。 前 記 酸 素 供 給 は 疾 患 お よ び 外 傷 の 結 果 と
し て 停 止 ま た は 低 下 す る 。 例 え ば 心 筋 梗 塞 （ 心 臓 発 作 ） 、 卒 中 、 低 血 圧 お よ び 重 篤 な 外 傷
（ 例 え ば 自 動 車 事 故 に お け る 頚 動 脈 の 損 傷 ） は 酸 素 の 損 失 を も た ら し 、 ホ メ オ ス タ シ ス の
低 下 お よ び お そ ら く は 死 を 招 く で あ ろ う 。
　 虚 血 的 事 象 （ 組 織 へ の 酸 素 お よ び 栄 養 物 の 減 少 を 生 じ る 事 象 ） の 後 で 血 液 供 給 が 再 び 確
立 さ れ る と き 、 虚 血 -再 灌 流 障 害 が 発 生 す る で あ ろ う 。 再 酸 素 供 給 の 後 、 細 胞 は ATPを 合 成
し よ う と す る の で 、 毒 性 代 謝 物 （ 例 え ば 遊 離 ラ ジ カ ル ） が 、 細 胞 が ATPを 再 合 成 し よ う と
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す る と き に 生 成 さ れ る 。 虚 血 は 損 傷 関 連 ま た は 疾 患 関 連 事 象 で あ る だ け で な く 、 外 科 手 術
、 例 え ば 大 動 脈 バ イ パ ス 手 術 、 心 臓 切 開 手 術 、 腫 瘍 組 織 の 再 構 築 、 腫 瘍 摘 出 、 腸 切 除 お よ
び 器 官 移 植 の 副 作 用 と し て 誘 発 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 虚 血 は 組 織 お よ び 器 官 移 植 の 成 功 の た め の 極 め て 重 要 な 取 り 組 み 目 標 で あ る 。 米 国 で は
毎 年 約 14,000の 腎 臓 お よ び 2500の 心 臓 が 移 植 さ れ る 。 摘 出 後 、 器 官 は 栄 養 物 お よ び 酸 素 欠
乏 下 で 限 ら れ た 寿 命 を も つ 。 心 臓 は 採 取 後 4か ら 6時 間 以 内 に 移 植 す る 必 要 が あ り 、 一 方 腎
臓 は 72時 間 以 内 に 移 植 さ れ ね ば な ら な い 。 レ シ ピ エ ン ト は し ば し ば ド ナ ー か ら 遠 く 離 れ て
い る の で 、 前 記 の 短 い 生 存 時 間 は 移 植 の 障 害 で あ る 。 血 液 は 4℃ で 約 45日 し か 保 存 で き ず
、 そ の 後 は 廃 棄 さ れ ね ば な ら な い 。 手 術 を 見 越 し て 自 家 性 血 液 を 入 手 す る こ と は さ ら に 困
難 で あ る 。 患 者 は 通 常 は 45日 で 2ユ ニ ッ ト の 血 液 し か 提 供 で き な い 。 多 く の 手 術 方 法 で は 3
ユ ニ ッ ト 、 4ユ ニ ッ ト ま た は そ れ を 超 え る 血 液 を 使 用 す る の で 前 記 の 量 は 十 分 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 低 い 酸 素 供 給 の 有 害 な 作 用 を 克 服 ま た は 減 少 さ せ る た め に い く つ か の 試 み が 為 さ れ た 。
前 記 の ア プ ロ ー チ に は 以 下 が 含 ま れ る ： （ 1） 嫌 気 的 ATP産 生 を 増 加 さ せ る た め に 解 糖 中 間
物 質 を 提 供 す る ； （ 2） 代 謝 要 求 を 低 下 さ せ る 、 例 え ば 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 を 4℃ で 保 存
す る ； お よ び （ 3） ATPを 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 に 直 接 加 え る 。 細 胞 へ の エ ネ ル ギ ー の 供 給
は 好 ま し く は ATPの 直 接 投 与 に よ っ て 達 成 さ れ る で あ ろ う が 、 細 胞 は ATPレ セ プ タ ー ま た は
チ ャ ネ ル を 欠 く た め に 外 因 性 ATPを ほ と ん ど 取 り 込 ま な い 。 さ ら に ま た 、 ATPは 親 水 性 で あ
る が 、 細 胞 の 形 質 膜 は 疎 水 性 で ATPの 通 過 を 妨 げ る 。 ATPの 血 流 へ の 導 入 は 、 ATPが 内 皮 バ
リ ヤ ー を 通 過 す る こ と が で き ず 、 さ ら に 加 水 分 解 さ れ や す い た め に 有 効 で は な い 。 ATPの
デ リ バ リ ー に リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る 試 み は ほ と ん ど 成 功 せ ず 有 効 で は な か っ た （ Arakawa 
et al. 1998, Puisieux et al. 1994） 。 例 え ば 、 Puisiuexら は 、 ATPを 被 包 化 し た ホ ス フ
ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 脂 質 小 胞 を 構 築 し 、 続 い て
前 記 小 胞 を 精 子 細 胞 、 肝 臓 お よ び 脳 組 織 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 何 ら か の 取 り 込 み は 観 察
さ れ た が 、 ATP代 謝 要 求 に 見 合 う 制 御 さ れ た デ リ バ リ ー は 達 成 さ れ な か っ た 。 血 流 中 に 投
与 さ れ た と き 、 通 常 リ ポ ソ ー ム は 、 そ の 積 荷 ATPを 細 胞 に デ リ バ リ ー す る た め に 小 胞 に と
っ て 必 要 な 事 象 で あ る 細 胞 膜 と の 高 い 融 合 速 度 を も た な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 動 物 細 胞 の 形 質 膜 は 、 総 脂 質 の 半 分 以 上 を 占 め る 以 下 の 4つ の 主 要 な リ ン 脂 質 を 含 む ：
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン お よ び
ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン お よ び ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン は ほ と ん ど 外 側 リ
ー フ レ ッ ト で 見 出 さ れ 、 一 方 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ
ン は 主 と し て 内 側 リ ー フ レ ッ ト で 見 出 さ れ る 。 陰 性 に 荷 電 し て い る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
お よ び フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル が 外 側 リ ー フ レ ッ ト で 優 勢 で あ る こ と に よ っ て 、 細
胞 表 面 で は 正 味 の 陰 性 電 荷 が も た ら さ れ る 。 形 質 膜 は 細 胞 の 完 全 状 態 の 維 持 を 促 進 し 、 選
択 的 透 過 性 を 有 す る 。 い く つ か の 分 子 は 膜 全 体 を 拡 散 す る こ と が で き る が 、 大 半 （ ATPを
含 む ） は 進 入 の た め に 他 の 手 段 （ 例 え ば 輸 送 タ ン パ ク 質 ま た は チ ャ ネ ル ） を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　
　 第 一 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は ATP、 お よ び 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 を 含 む 小 胞
で あ る 。 前 記 小 胞 は 少 な く と も 20小 胞 融 合 /秒 の 融 合 速 度 を 有 す る 。
　 第 二 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 お よ び 別 の 極 性 脂 質
お よ び ／ ま た は PEGを 含 む 小 胞 で あ る 。 前 記 小 胞 は 少 な く と も 20小 胞 融 合 /秒 の 融 合 速 度 を
有 す る 。
　 第 三 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は ATP、 お よ び 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 を 含 む 小 胞
で あ る 。 前 記 リ ン 脂 質 は X'－ L'－ Z' 2 （ 式 （ I'） ） の 構 造 を 有 し ：
　 式 中 、 X'は 下 記 式 （ II'） の 構 造 を 有 し 、
【 ０ ０ ０ ８ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 B'は 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 A'は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 L'は さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 一 方 の Z'は E” で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ XI” ） の 構 造 で あ り 、
【 ０ ０ １ ０ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
　 式 中 、 E” は ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に
　 他 方 の Zは E'で あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ XI'） の 構 造 で あ り 、
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
　 式 中 E'は ア ル ケ ニ ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 四 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 お よ び 安 定 で は な い
小 胞 形 成 物 質 で あ る 極 性 脂 質 お よ び ／ ま た は PEGを 含 む 小 胞 で あ る 。 前 記 安 定 な 小 胞 形 成
物 質 で あ る リ ン 脂 質 は X－ L－ Z 2 （ 式 （ I） ） の 構 造 を 有 し ：
　 式 中 、 Xは Hで あ る か 、 ま た は 下 記 式 （ II） の 構 造 を 有 し 、
【 ０ ０ １ ５ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Bは 陽 イ オ ン ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Aは 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 Lは さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た ア ル キ ル で あ り 、 さ ら に
　 各 々 の Zは そ れ ぞ れ 別 個 に H、 Eま た は 下 記 式 （ XI） の 構 造 で あ り 、
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【 ０ ０ １ ７ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
　 式 中 、 Eは ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 さ ら に 一 方 の Zが Hで あ る と き 他 方 の Zは H
で は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 第 五 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 細 胞 に ATPを デ リ バ ー す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 は 前 記 細
胞 を 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 前 記 小 胞 は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 お
よ び ATPを 含 む 。 前 記 細 胞 に デ リ バ ー さ れ る ATPの 量 は 前 記 細 胞 の 代 謝 要 求 を 満 た す た め に
十 分 で あ る 。
　 第 六 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 創 傷 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 は 前 記 創 傷 を 小 胞 を
含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 前 記 小 胞 は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、
お よ び ATPを 含 む 。
　 第 七 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 小 胞 お よ び ベ カ プ レ ル ミ ン を 含 む 組 成 物 で あ る 。 前 記 小 胞 は
、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 お よ び ATPを 含 む 。
　 第 八 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 有 す る バ イ オ リ ア ク タ ー の 生 産 性
を 向 上 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 は 前 記 細 胞 を 小 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 前 記 小
胞 は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 、 お よ び ATPを 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
　 “ ア ル キ ル ” （ alkyl-ま た は alk-） は 、 置 換 も し く は 非 置 換 、 直 鎖 、 分 枝 ま た は 環 式 炭
化 水 素 鎖 を 指 し 、 好 ま し く は １ か ら 20個 の 炭 素 原 子 を 含 む 。 非 置 換 ア ル キ ル 基 の 適 切 な 例
に は メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 、 ブ チ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、
tert-ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル 、 シ ク ロ ブ チ ル 、 ペ ン チ ル 、 シ ク ロ ペ ン チ ル な ど が 含 ま れ る 。
“ ア ル キ ル ア リ ー ル ” お よ び “ ア ル キ ル 複 素 環 式 ” 基 は 、 そ れ ぞ れ ア リ ー ル ま た は 複 素 環
式 基 と 共 融 結 合 し た ア ル キ ル 基 で あ る 。
　 “ ア ル ケ ニ ル ” は 置 換 も し く は 非 置 換 、 直 鎖 、 分 枝 ま た は 環 式 の 不 飽 和 炭 化 水 素 鎖 で あ
っ て 、 少 な く と も 1つ の 二 重 結 合 お よ び 好 ま し く は 2か ら 20個 の 炭 素 原 子 を 含 む も の を 指 す
。 典 型 的 な 非 置 換 ア ル ケ ニ ル 基 に は エ テ ニ ル （ ま た は ビ ニ ル ） 、 1-プ ロ ペ ニ ル 、 2-プ ロ ペ
ニ ル （ ま た は ア リ ル ） 、 1,3-ブ タ ジ エ ニ ル 、 ヘ キ セ ニ ル 、 ペ ン テ ニ ル 、 1,3,5-ヘ キ サ ト リ
エ ニ ル な ど が 含 ま れ る 。 好 ま し い シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 基 は 5か ら 8個 の 炭 素 原 子 お よ び 少 な く
と も 1つ の 二 重 結 合 を 含 む 。 シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 基 の 例 に は シ ク ロ ヘ キ サ ジ エ ニ ル 、 シ ク ロ
ヘ キ セ ニ ル 、 シ ク ロ ペ ン テ ニ ル 、 シ ク ロ ヘ プ テ ニ ル 、 シ ク ロ オ ク テ ニ ル 、 シ ク ロ ヘ キ サ ジ
エ ニ ル 、 シ ク ロ ヘ プ タ ジ エ ニ ル 、 シ ク ロ オ ク タ ト リ エ ニ ル な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 “ ア ル コ キ シ ” は 置 換 ま た は 非 置 換 -O-ア ル キ ル 基 を 指 す 。 典 型 的 な ア ル コ キ シ 基 に は
メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 、 n-プ ロ ポ キ シ 、 イ ソ プ ロ ポ キ シ 、 n-ブ ト キ シ 、 t-ブ ト キ シ な ど が 含
ま れ る 。
　 “ ア リ ー ル ” は 、 任 意 の 一 価 の 芳 香 族 炭 素 環 式 基 ま た は 複 素 芳 香 環 基 で 、 好 ま し く は 3
か ら 10個 の 炭 素 原 子 を 有 す る も の を 指 す 。 ア リ ー ル 基 は 二 環 式 （ す な わ ち フ ェ ニ ル （ ま た
は Ph） ） で も 、 ま た は 多 環 式 （ す な わ ち ナ フ チ ル ） で も よ く 、 置 換 さ れ て な く て も 置 換 さ
れ て あ っ て も よ い 。 好 ま し い ア リ ー ル 基 に は フ ェ ニ ル 、 ナ フ チ ル 、 フ リ ル 、 チ エ ニ ル 、 ピ
リ ジ ル 、 イ ン ド リ ル 、 キ ノ リ ニ ル ま た は イ ソ キ ノ リ ニ ル が 含 ま れ る 。
　 “ ア ミ ノ ” は 非 置 換 ま た は 置 換 -NRR'基 を 指 す 。 ア ミ ン は 、 置 換 基 （ Rま た は R'） の 数 に
応 じ て 一 級 （ -NH 2 ） で も 、 二 級 （ -NHR） で も 、 ま た は 三 級 （ -NRR'） で も よ い 。 置 換 ア ミ
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ノ 基 の 例 に は メ チ ル ア ミ ノ 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ 、 エ チ ル ア ミ ノ 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ 、 2-プ ロ ピ
ル ア ミ ノ 、 1-プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 ジ （ n-プ ロ ピ ル ） ア ミ ノ 、 ジ （ イ ソ プ ロ ピ ル ） ア ミ ノ 、 メ
チ ル -n-プ ロ ピ ル ア ミ ノ 、 t-ブ チ ル ア ミ ノ 、 ア ニ リ ノ な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 “ 複 素 環 式 ラ ジ カ ル ” は 、 安 定 な 飽 和 、 部 分 的 不 飽 和 ま た は 芳 香 環 （ 好 ま し く は 5か ら 1
0、 よ り 好 ま し く は 5ま た は 6個 の 原 子 を 含 む ） を 指 す 。 前 記 環 は 1回 ま た は 2回 以 上 （ 好 ま
し く は 1、 2、 3、 4ま た は 5回 ） 置 換 基 で 置 換 さ れ る で あ ろ う 。 前 記 環 は 単 環 式 、 二 環 式 ま
た は 多 環 式 で あ ろ う 。 前 記 複 素 環 基 は 炭 素 原 子 お よ び 1か ら 3個 の ヘ テ ロ 原 子 か ら 成 り 、 前
記 ヘ テ ロ 原 子 は そ れ ぞ れ 別 個 に 窒 素 、 酸 素 お よ び 硫 黄 か ら 選 択 さ れ る 。 前 記 へ テ ロ 原 子 は
保 護 さ れ て い て も 保 護 さ れ て な く て も よ い 。 有 用 な 複 素 環 基 の 例 に は 、 置 換 も し く は 非 置
換 、 保 護 も し く は 非 保 護 ア ク リ ジ ン 、 ベ ン ザ チ ア ゾ リ ン 、 ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ フ
ラ ン 、 ベ ン ゾ チ オ フ ェ ン 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ チ オ フ ェ ニ ル 、 カ ル バ ゾ ー ル 、 シ ノ
リ ン 、 フ ラ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 1H-イ ン ダ ゾ ー ル 、 イ ン ド ー ル 、 イ ソ イ ン ド ー ル 、 イ ソ キ
ノ リ ン 、 イ ソ チ ア ゾ ー ル 、 モ ル フ ォ リ ン 、 オ キ サ ゾ ー ル （ す な わ ち 1,2,3-オ キ サ ジ ア ゾ ー
ル ） 、 フ ェ ナ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン 、 フ ェ ノ キ サ ジ ン 、 フ タ ラ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 プ テ リ
ジ ン 、 プ リ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 ピ ラ ゾ ー ル 、 ピ リ ダ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 ピ ロ ー ル 、 キ ナ ゾ リ ン
、 キ ノ リ ン 、 キ ノ キ サ リ ン 、 チ ア ゾ ー ル 、 1,3,4-チ ア ジ ア ゾ ー ル 、 チ オ フ ェ ン 、 1,3,5-ト
リ ア ジ ン 、 ト リ ア ゾ ー ル （ す な わ ち 1,2,3-ト リ ア ゾ ー ル ） な ど が 含 ま れ る 。
　 “ 置 換 さ れ て い る ” と は 、 当 該 成 分 が 少 な く と も 1つ 、 好 ま し く は 1か ら 3個 の 置 換 基 を
含 む こ と を 意 味 す る 。 適 切 な 置 換 基 に は 水 素 （ H） お よ び ヒ ド ロ キ シ ル （ -OH） 、 ア ミ ノ （
-NH 2 ） 、 オ キ シ （ -O-） 、 チ オ ー ル 、 ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 ア ル コ キ シ 、
ハ ロ 、 ニ ト リ ル 、 ニ ト ロ 、 ア リ ー ル お よ び 複 素 環 基 が 含 ま れ る 。 前 記 置 換 基 は 場 合 に よ っ
て さ ら に 1か ら 3個 の 置 換 基 で 置 換 さ れ て も よ い 。 置 換 さ れ た 置 換 基 の 例 に は カ ル ボ キ シ ア
ミ ド 、 ア ル キ ル メ ル カ プ ト 、 ア ル キ ル ス ル ホ ニ ル 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、
カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア ル キ ル ア リ ー ル 、 ア ル キ ル 複 素 環 基 な ど が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　
　 本 発 明 は 、 細 胞 の 脂 質 二 重 膜 と の 融 合 性 （ fusogenic） を も つ 小 さ な 脂 質 小 胞 は ATPを 被
包 化 し さ ら に 前 記 ATPを デ リ バ ー す る こ と が で き る と い う 発 見 を 利 用 す る 。 ATPデ リ バ リ ー
速 度 は 、 他 の 手 段 同 様 、 脂 質 小 胞 の 組 成 を 変 化 さ せ て 異 な る 融 合 速 度 を 得 る こ と に よ っ て
容 易 に 制 御 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 種 々 の 態 様 の 投 与 に 適 合 す る よ う に 前 記 小 胞 の 組 成 を 調
節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 小 さ な 脂 質 小 胞 が 循 環 系 に 注 射 さ れ た と き 、 前 記 小 胞 が 内
皮 細 胞 と 融 合 し 、 そ れ ら が 前 記 標 的 細 胞 と 効 率 的 に 融 合 し て ギ ャ ッ プ を 開 放 す る こ と が で
き る よ う に 、 前 記 小 胞 を 作 製 す る こ と が で き る 。 融 合 を 促 進 す る た め 、 ま た は 融 合 を 目 的
と し て 、 他 の 成 分 （ 例 え ば あ る 種 の ポ リ ペ プ チ ド ） を 小 胞 に 添 加 す る こ と が で き る 。 脂 質
小 胞 に 添 加 さ れ る こ と に よ っ て ATPは 加 水 分 解 に 対 し て 安 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 効 率 的 な ATPの 細 胞 へ の デ リ バ リ ー の た め の 要 件 を 満 た す
。 以 下 の 4つ の 要 件 が 効 率 的 に ATPを デ リ バ ー す る た め に 必 要 で あ る 。 第 一 に 、 ATPは 細 胞
膜 を 通 過 し な け れ ば な ら な い 。 第 二 に 一 定 の ATP量 が 基 礎 代 謝 要 求 に 見 合 う 速 度 で デ リ バ
ー さ れ な け れ ば な ら な い 。 第 三 に 、 ATP含 有 組 成 物 は 投 与 ル ー ト に 適 合 し な け れ ば な ら な
い 。 最 後 に 、 有 効 で あ る た め に は ATPは 加 水 分 解 さ れ る 前 に 細 胞 内 に 入 ら な け れ ば な ら な
い 。
　 脂 質 小 胞 膜 は 形 質 細 胞 膜 に 類 似 し 、 そ の 上 前 記 は 製 造 が 簡 単 で あ る 。 脂 質 小 胞 膜 は 水 性
部 分 を 有 す る の で 、 種 々 の 溶 液 （ ATPを 含 有 す る 溶 液 を 含 む ） を 被 包 化 す る こ と が で き る
。 脂 質 小 胞 は 細 胞 膜 と 融 合 し て 脂 質 小 胞 の 内 容 物 を デ リ バ ー す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 以 下 の 治 療 を 含 む 多 数 の 用 途 を 有 す る ： 出 血 性 シ ョ ッ ク 、
心 臓 発 作 、 心 冠 状 動 脈 疾 患 、 卒 中 、 低 血 圧 、 重 篤 な 外 傷 、 創 傷 治 癒 、 組 織 お よ び 器 官 の 保
存 、 心 肺 蘇 生 術 お よ び 移 植 。 重 篤 な 外 傷 の 場 合 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 野 外 で 投 与 さ れ 、
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医 療 支 援 が 得 ら れ る ま で の 損 傷 を 最 小 限 に す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物
は ま た 血 液 お よ び 血 小 板 の 保 存 の 延 長 に 用 い る こ と が で き る 。
　 以 下 は 医 師 の 参 考 の た め に 提 示 さ れ 、 本 発 明 を 限 定 し よ う と す る も の で は な い 。 た だ し
他 の 方 法 、 技 術 、 細 胞 、 試 薬 お よ び ア プ ロ ー チ も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　
　 脂 質 小 胞 は 形 質 膜 に 類 似 し 、 前 記 は 細 胞 膜 と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 以 前 の リ ポ ソ ー
ム 実 験 で は 、 リ ポ ソ ー ム と 細 胞 膜 と の 間 で 以 下 の 4つ の 主 要 な タ イ プ の 相 互 作 用 が 観 察 さ
れ る こ と が 示 さ れ た ： 細 胞 表 面 へ の 吸 着 ； エ ン ド サ イ ト ー シ ス （ 食 細 胞 に よ る リ ポ ソ ー ム
の 活 発 な 取 り 込 み ） ； 脂 質 交 換 （ リ ポ ソ ー ム と 形 質 膜 間 に お け る 個 々 の 脂 質 分 子 の 移 動 を
含 む ） ； お よ び 融 合 （ こ の 場 合 リ ポ ソ ー ム 膜 は 細 胞 質 膜 と 一 体 化 す る ） 。 脂 質 小 胞 と 細 胞
膜 と の 間 の 相 互 作 用 は お そ ら く リ ポ ソ ー ム と 細 胞 膜 と の 間 の 相 互 作 用 と 類 似 す る 。 融 合 は
、 そ れ に よ っ て 小 胞 の 内 容 物 を 細 胞 内 に 直 接 導 入 で き る の で も っ と も 有 意 義 な メ カ ニ ズ ム
を 提 供 す る 。 吸 着 ま た は 脂 質 の 交 換 は 小 胞 が 高 い 融 合 性 を も た ず 、 さ ら に 小 胞 の 水 性 含 有
成 分 の デ リ バ リ ー を 許 容 し な い と き に 発 生 す る こ と が で き る 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス は あ る
種 の 細 胞 タ イ プ （ 例 え ば 白 血 球 ） で の み 発 生 す る こ と が で き る 。
　 し か し な が ら 、 大 半 の リ ポ ソ ー ム お よ び 多 重 層 小 胞 は 、 主 に 、 湾 曲 を も つ 小 胞 ラ ジ ウ ス
の 保 存 エ ネ ル ギ ー は 極 め て 小 さ い と い う 理 由 か ら 容 易 に は 融 合 し な い 。 し か し 本 発 明 の 小
さ な 単 層 小 胞 （ 前 記 は 湾 曲 が 描 く ラ ジ ウ ス は 非 常 に 密 で あ る ） は 非 常 に 融 合 し や す い 。 小
さ な 単 層 小 胞 （ small unilamellar vesicle; SUV） の 平 均 半 径 は 5nmか ら 500nm、 好 ま し く
は 10nmか ら 100nm、 よ り 好 ま し く は 20nmか ら 60nm（ 40nmを 含 む ） で あ る 。 前 記 サ イ ズ は 小
胞 が 内 皮 細 胞 間 の ギ ャ ッ プ を 通 過 す る こ と を 可 能 に す る 。 有 用 な 小 胞 の サ イ ズ は 大 き く 変
動 し 、 個 々 の 適 用 に 応 じ て 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 小 胞 を 形 成 す る 組 成 物 は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 を 、 好 ま し く は
別 の 極 性 脂 質 と と も に 、 さ ら に 場 合 に よ っ て １ つ ま た は 2つ 以 上 の さ ら に 別 の 極 性 脂 質 お
よ び ／ ま た は ラ フ ト 形 成 物 質 と と も に 含 有 す る 。
　 極 性 脂 質 は 、 疎 水 性 末 端 お よ び 親 水 性 末 端 を 有 す る 有 機 分 子 で 、 少 な く と も 6個 の 炭 素
原 子 を 含 む 。 前 記 は 式 （ I） の 構 造 を 有 し 、 式 中 Xは 主 部 基 で Lは 骨 格 基 で 各 Zは 脂 肪 基 で あ
る 。 2つ の Z基 は 同 じ で も 異 な っ て い て も よ い 。 リ ン 脂 質 は 式 （ II） の 主 部 基 を も つ 極 性 脂
質 で あ り 、 式 中 Aお よ び Bは 前 記 主 部 基 の 置 換 基 で あ る 。
　 前 記 主 部 基 Xは 任 意 の 極 性 脂 質 、 好 ま し く は 陽 イ オ ン 性 、 陰 イ オ ン 性 も し く は 双 性 イ オ
ン 性 の 基 ま た は Hで あ る 。 よ り 好 ま し く は Xは 式 （ II） の 基 で あ る 。 好 ま し く は Bは 陽 イ オ
ン 、 例 え ば Na + 、 K + も し く は テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン で あ る か 、 ま た は ア ル キ ル
基 で あ る 。 好 ま し く は Aは Hま た は ア ル キ ル 基 で あ る 。 よ り 好 ま し く は Aは ア ミ ン で 置 換 さ
れ た ア ル キ ル 基 で あ る 。 も っ と も 好 ま し く は Aは 式 （ III） 、 （ IV） 、 （ V） 、 （ VI） ま た
は （ VII） の 基 で あ る 。 本 明 細 書 を 通 し て 式 は プ ロ ト ン 付 加 形 で の 構 造 を 示 し て い る が 、
そ れ ら に は 非 プ ロ ト ン 性 形 態 も 含 ま れ る こ と は 留 意 さ れ る べ き で あ る （ 逆 も ま た 同 様 で あ
る ） 。 任 意 の 組 成 物 に お い て い ず れ の 形 態 が 存 在 す る か は 組 成 物 の 正 確 な pH、 お よ び 水 お
よ び ／ ま た は 適 切 な 対 イ オ ン の 存 在 に よ っ て 左 右 さ れ る 。
　 前 記 骨 格 基 Lは さ ら に 2つ の 水 素 原 子 を 失 っ た （ 合 計 3つ の 開 放 結 合 点 を 提 供 す る ） ア ル
キ ル 、 好 ま し く は ア ル コ キ シ 、 ま た は ア ミ ノ 置 換 ア ル キ ル で あ る 。 も っ と も 好 ま し く は 、
Lは 式 （ VIII） 、 （ IX） ま た は （ X） の 基 で あ る 。
　 前 記 脂 肪 基 Zは 同 じ で も 異 な っ て い て も よ く 、 H、 E基 ま た は 式 （ XI） で あ る （ 式 中 Eは ア
ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ る 。 好 ま し く は 、 Eは 非 置 換 直 鎖 ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル
で 6か ら 26個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 Eは 式 （ XII） 、 （ XIII） 、 （ XIV） 、
（ XV） ま た は （ XVI） の 基 で あ る 。 前 記 脂 肪 基 の 1つ が Hで あ る 場 合 、 他 方 は 異 な っ て い な
け れ ば な ら な い 。 二 重 結 合 が 存 在 す る 場 合 は シ ス 構 造 が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 （ ま た は 極 性 脂 質 ） は 小 胞 を 形 成 す る リ ン 脂 質 （ ま
た は 極 性 脂 質 ） で あ っ て 、 少 な く と も そ の 50％ が 以 下 の よ う に 調 製 し た と き 少 な く と も １
時 間 存 続 す る ： 前 記 リ ン 脂 質 を ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し 、 ガ ラ ス の 試 験 管 に 入 れ る 。 窒 素 の
定 常 流 下 で 蒸 発 に よ っ て 溶 媒 を 除 去 し 、 続 い て サ ン プ ル を 真 空 に 12時 間 置 い て 空 気 を 除 去
し た 。 前 記 乾 燥 脂 質 材 料 を 続 い て 前 記 脂 質 の 相 転 移 温 度 よ り 高 い 温 度 で 60分 、 10mMの Na 2 H
PO 4 中 で 再 度 水 和 さ せ る 。 所 望 の 最 終 濃 度 は 25mg/mLで あ る 。 さ ら に 前 記 脂 質 混 合 物 を 40％
の 機 関 効 率 サ イ ク ル で 用 い ら れ る 450ワ ッ ト マ イ ク ロ チ ッ プ 超 音 波 発 生 装 置 に よ り 超 音 波
処 理 し て 攪 拌 す る 。
　 好 ま し く は 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 の 他 に 、 少 な く と も １ つ の 他 の 極 性 脂 質
が 含 ま れ 、 よ り 好 ま し く は 安 定 で な い 小 胞 形 成 物 質 で あ る 1つ ま た は 2つ 以 上 の 極 性 脂 質 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ラ フ ト 形 成 物 質 は 、 小 胞 が 水 溶 液 中 に あ る と き 小 胞 の 脂 質 層 内 に 存 在 し 、 小 胞 壁 内 に 別
個 の 領 域 を 形 成 す る か ま た は 形 成 さ せ る 化 合 物 （ ま た ラ フ ト と し て も 知 ら れ る ） で あ る 。
前 記 の 別 個 の 領 域 は 小 胞 を 不 安 定 化 さ せ る 傾 向 が あ り 、 そ の 融 合 性 を 高 め る 。 ラ フ ト 形 成
物 質 の 例 は コ レ ス テ ロ ー ル （ 式 XXIV） 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 並 び に 膜 に 結 合 す る こ と が 知
ら れ て い る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 融 合 性 は ま た 極 性 脂 質 選 択 す る こ と に
よ っ て 強 化 す る こ と が で き る 。 極 性 脂 質 は 小 胞 上 に 表 面 電 荷 を も た ら し 、 前 記 は 標 的 細 胞
の グ ー イ =チ ャ ッ プ マ ン （ Gouey-Chapman） 層 の 電 荷 と 反 対 で あ る （ 典 型 的 に は グ ー イ =チ
ャ ッ プ マ ン 層 は 陽 性 に 荷 電 さ れ て い る ） 。
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　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 極 性 脂 質 の 例 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ
-3-ホ ス ホ コ リ ン （ DOPC） （ 式 XVII； 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 ） 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-オ レ オ イ
ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス フ ェ ー ト （ POPA） （ 式 XVIIIの 一 ナ ト リ ウ ム 塩 と し て 示 さ れ る ） 、
1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-エ チ ル ホ ス ホ コ リ ン （ DOPC-e） （ 式 XIXの 塩 化 物 と し て
示 さ れ る ） 、 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ DOPE） （ 式 XX
） 、 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-［ ホ ス ホ -1-セ リ ン ］ （ DOPS） （ 式 XXIの ナ ト リ ウ
ム 塩 と し て 示 さ れ る ） 、 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ド コ サ ヘ キ サ エ ノ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ
コ リ ン （ 式 XXII； 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 ） 、 典 型 的 な ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン （ 式 XXIII； コ レ
ス テ ロ ー ル は 、 こ の ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン と DOPCの 混 合 物 か ら 形 成 さ れ た 小 胞 に 添 加 さ れ る
と き ラ フ ト を 形 成 す る で あ ろ う ） 、 1,2-ジ ミ リ ス ト イ ル -sn-グ リ セ ロ ー ル （ 式 XXV） お よ
び 1-パ ル ミ ト イ ル -2-ヒ ド ロ キ シ -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン （ XXVI） 。 本 発 明 の 実 施 に
有 用 な 他 の 極 性 脂 質 に は ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル （ PG
） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 混 合 鎖 （ MPC） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル （ PE） お よ び デ コ サ
ヘ キ サ エ ン 酸 （ decosahexaenoic acid） 含 有 リ ン 脂 質 が 含 ま れ る 。 cit-DOPCお よ び cit-DO
PC-eは 特 に 有 用 で あ る 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ sn-1お よ び sn-2位 に ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸
を 有 す る も の （ DHPC） を 含 む ） を 用 い て も よ い 。 他 の 二 不 飽 和 脂 質 、 例 え ば ジ ア ラ キ ド ニ
ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ 例 え ば 20:4DOPC:DArPC） 、 ジ リ ノ レ ノ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ
ン （ 例 え ば 18:3DOPC:DLnPC） も ま た 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 DOPCは 、 SUVを 調 製 す る と き に D
LPC、 DArPCお よ び DHPCの 量 を 増 し な が ら 混 合 す る こ と が で き る 。 有 用 な 割 合 （ DOPC:DLnPC
、 DArPCま た は DHPC） に は 1か ら 1000:1、 例 え ば 25か ら 500:1（ 1:1、 25:1、 50:1、 100:1、 5
00:1お よ び 1000:1を 含 む ） の 範 囲 が 含 ま れ る 。 大 き な 平 均 分 子 面 積 を 有 す る リ ン 脂 質 の 組
合 せ も ま た 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば DOPC:DLnPC:DHPC） 。 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ 非
ラ メ ラ 相 脂 質 ） も ま た DOPCと 混 合 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 20リ ピ ー ト か ら 4000リ
ピ ー ト ま で の 重 量 を 有 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 ま し く は 、 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で あ る リ ン 脂 質 と 安 定 な 小 胞 形 成 物 質 で は な い 極 性 脂
質 の 割 合 は 1:1か ら 500:1、 よ り 好 ま し く は 10:1か ら 100:1（ 例 え ば 50:1） で あ る 。 そ の 例
に は DOPC/DOPC-e（ 1:1） ； DOPC/POPA（ 50:1） お よ び DOPC/POPA（ 1:1） が 含 ま れ る 。
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【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 脂 質 小 胞 を 構 築 す る た め に 、 脂 質 を ク ロ ロ ホ ル ム ま た は 他 の 適 切 な 有 機 溶 媒 に 溶 解 し て
容 器 （ 例 え ば ガ ラ ス の 試 験 管 ） に 入 れ る 。 溶 媒 を 窒 素 ま た は 他 の 中 性 気 体 の 定 常 流 下 で 蒸
発 さ せ る こ と に よ っ て 除 去 し 、 続 い て 、 例 え ば サ ン プ ル を 0.1か ら 48時 間 （ 例 え ば 1、 2、 3
、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 15、 20、 24、 25、 30、 36、 40、 42ま た は 48時 間 ） 真 空
に し て 空 気 を 除 去 す る 。 通 常 は 12時 間 で 十 分 で あ る 。 続 い て 、 前 記 乾 燥 脂 質 材 料 を 適 切 な
緩 衝 液 （ 例 え ば ハ ン ク ス 塩 類 バ ラ ン ス 溶 液 （ HBSS） ま た は 10mMの Na 2 HPO

4 ） に 30か ら 60分 、 前 記 脂 質 の 相 転 移 温 度 よ り 高 い 温 度 で 再 度 水 和 さ せ る 。 望 ま し い 最 終
濃 度 は 通 常 は 約 1か ら 30mg/mL、 典 型 的 に は 約 25mg/mLで あ る 。 続 い て 前 記 脂 質 混 合 物 を 激
し く 攪 拌 す る 。 例 え ば 超 音 波 処 理 を 用 い る こ と が で き る ： 例 え ば 40％ の 機 関 効 率 サ イ ク ル
で 使 用 さ れ る マ イ ク ロ チ ッ プ 450ワ ッ ト 超 音 波 発 生 装 置 で SUVを 作 製 す る 。 超 音 波 処 理 時 間
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は 脂 質 材 料 の 量 に 左 右 さ れ 、 い ず れ の 場 合 に も 超 音 波 処 理 は パ ー セ ン ト ト ラ ン ス ミ ッ シ ョ
ン に 更 な る 減 少 が 認 め ら れ な い と き 、 ま た は 正 確 な 小 胞 サ イ ズ が 粒 子 サ イ ズ 分 析 装 置 を 用
い た 分 析 に よ り 達 成 さ れ た と き に 停 止 さ れ る 。 所 望 の 場 合 は 、 脂 質 を UV分 光 光 度 計 お よ び
薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ TLC） に よ っ て 分 析 し て 酸 化 の 程 度 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 溶 液 も 前 記 乾 燥 脂 質 の 再 水 和 時 に 用 い る こ と が で き る 。 前 記 溶 液 に は 、 N,N-ビ ス (2
-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ BES） 、 ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ア ミ
ノ -ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ タ ン （ BIS-ト リ ス ） 、 N-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ピ ペ ラ ジ
ン -N'3-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ EPPSま た は HEPPS） 、 グ リ ク ル ク リ シ ン （ glyclclycine） 、
N-2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン -N'-2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ HEPES） 、 3-(N-モ ル フ ォ リ ノ
)プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ MOPS） 、 ピ ペ ラ ジ ン -N,N'-ビ ス (2-エ タ ン -ス ル ホ ン 酸 )（ PIPES）
、 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 3-(N-ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )-メ チ ル -ア ミ ノ )-2-ヒ ド ロ キ シ -プ
ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 ） （ TAPSO） 、 （ N-ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル -2-ア ミ ノ エ タ ン ス
ル ホ ン 酸 （ TES） 、 N-ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル -グ リ シ ン （ ト リ シ ン ） 、 お よ び ト
リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )-ア ミ ノ メ タ ン （ ト リ ス ） で 緩 衝 さ れ た 溶 液 が 含 ま れ る 。 他 の 適
切 な 溶 液 例 に は 以 下 の 塩 類 溶 液 が 含 ま れ る ： ア ル ス バ ー 溶 液 、 ダ ル ベ ッ コ ー の リ ン 酸 緩 衝
食 塩 水 （ DPBS） 、 ア ー ル の 塩 類 バ ラ ン ス 溶 液 、 ゲ イ 塩 類 バ ラ ン ス 溶 液 （ GBSS） 、 パ ッ ク 食
塩 水 液 A、 タ イ ロ ー ド 塩 溶 液 、 セ ン ト ト ー マ ス 溶 液 お よ び ウ ィ ス コ ン シ ン 大 溶 液 （ Univers
ity of Wisconsin Solution） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 他 の 成 分 も SUVに 取 り 込 ま せ て 前 記 SUVの 融 合 速 度 を 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 膜
融 合 に 中 心 的 に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば フ ェ リ チ ン 、 可 溶 性 N-エ チ ル ア ミ ン 感 受 性
因 子 結 合 タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー （ SNARE） 、 SM(sec1/munc18)ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば Vps33p
、 Sly1pお よ び Vps45pの 哺 乳 類 ア イ ソ フ ォ ー ム （ Jahn & Sudhof, 1999） )お よ び ウ イ ル ス
エ ン ベ ロ ー プ 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 由 来 の も の （ HIV； 例 え ば gp4
1） 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス お よ び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の も の ） で あ る 。 哺 乳 類
の SNAREフ ァ ミ リ ー に は シ ン タ キ シ ン （ 1A、 1B、 1C； 2（ お よ び ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 ） ； 3
、 3A、 3B、 3C、 3D； 4； 5、 5A、 5B、 6、 7、 8、 10、 11、 12、 13（ お そ ら く 12と 同 一 ） ； 16
（ A、 B、 C） ； お よ び 17） 、 Hsyn16、 rbet1、 GS15、 GOS32、 GOS28、 メ ン ブ リ ン 、 SNAP（ 25
、 25a、 25b； 23、 23A、 23B； 29） 、 vti1b、 シ ナ プ ト ブ レ ヴ ィ ン （ 1お よ び ス プ ラ イ シ ン グ
変 種 ； 2） 、 セ ル ブ レ ヴ ィ ン 、 VAMP4、 VAMP5/6、 Ti-VAMP、 エ ン ド ブ レ ヴ ィ ン 、 ト モ シ ン お
よ び msec22b（ Jahn & Sudhof, 1999） が 含 ま れ る 。 膜 を 脱 安 定 化 さ せ る 他 の 両 親 媒 性 ペ プ
チ ド も ま た （ た と え そ れ ら の 主 要 機 能 が 膜 融 合 を 仲 介 す る た め で は な く て も ） 融 合 促 進 に
用 い る こ と が で き る （ 例 え ば ア ネ キ シ ン （ Jahn & Sudhof, 1999） ） 。
　 特 定 の 細 胞 に 標 的 と し て 誘 導 す る た め に 、 前 記 標 的 細 胞 に 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド と 相 互
作 用 す る （ 例 え ば リ ガ ン ド -レ セ プ タ ー 相 互 作 用 ） （ 少 な く と も SUVが 投 与 さ れ る 領 域 で ）
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 細 胞 特 異 的 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を SUVに 取 り 込 ま せ て も よ い 。 他 の
標 的 誘 導 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 細 胞 膜 間 の 輸 送 時 に 用 い ら れ る も の お よ び RabGTPア ー ゼ タ ン
パ ク 質 が 含 ま れ る 。 ウ イ ル ス 融 合 タ ン パ ク 質 も ま た 標 的 誘 導 分 子 と し て 利 用 す る こ と が で
き る 。 膜 結 合 物 質 、 例 え ば ビ オ チ ン 化 （ biotinylted） 脂 質 お よ び 炭 水 化 物 も ま た 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　 典 型 的 に は 、 ATPの マ グ ネ シ ウ ム 塩 が 脂 質 の 再 水 和 時 に 添 加 さ れ る 。 ATPの 濃 度 は 変 動 さ
せ る こ と が で き 、 前 記 は 用 途 に 依 存 す る で あ ろ う 。 好 ま し く 用 い ら れ る ATP濃 度 に は 、 0.0
1mMか ら 200mM、 好 ま し く は 0.1mM、 1mM、 2.5mM、 5mM、 7.5mM、 10mM、 25mMお よ び 50mM、 よ
り 好 ま し く は 0.1mM、 1mM、 10mMが 含 ま れ る 。 ATPを 含 有 す る 緩 衝 液 で は 、 脂 質 材 料 の 非 特
異 的 吸 収 の 機 会 を 減 ら す た め に タ ン パ ク 質 含 有 量 は 低 く な け れ ば な ら な い 。 ATPを 含 有 す
る SUVは 便 利 な よ う に ATP-SUVと 称 す る 。
　 SUVに よ る ATPの 被 包 化 は 容 易 に 判 定 で き る 。 例 え ば 、 標 識 ATP分 子 （ 前 記 標 識 が 小 胞 形
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成 に 干 渉 し な い よ う な も の ） 、 例 え ば 放 射 能 標 識 ATP(好 ま し く は ト リ チ ウ ム 付 加 ATPを 用
い る こ と が で き る 。 放 射 能 標 識 に は 3 2 Pお よ び 3 Hが 含 ま れ 、 前 記 は 乾 燥 後 に 脂 質 を 再 水 和
す る と き に 攪 拌 の 前 に 添 加 さ れ る 。 前 記 溶 液 を セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム （ ま た は 他 の 適
切 な マ ト リ ッ ク ス ） に 適 用 し 、 未 被 包 化 ATPを 除 去 す る 。 前 記 カ ラ ム の 流 出 液 を 採 集 し 、
小 胞 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 SUVは 通 常 も っ と も 初 期 の 分 画 に 溶 出 す る 。 パ ー セ ン
ト 被 包 化 は 、 小 胞 お よ び 上 清 分 画 の 放 射 能 を 定 量 し 、 被 包 化 ATPの 割 合 を 決 定 し 100を 乗 じ
る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 好 ま し い 被 包 化 百 分 率 は 約 1％ か ら 10％ の 範 囲 で あ る 。
　 ATP以 外 の 分 子 、 例 え ば 有 機 お よ び 無 機 分 子 も SUVを 用 い て 細 胞 に デ リ バ ー す る こ と が で
き る 。 前 記 分 子 に は 医 薬 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 お よ び 細 胞 内 抗 原 と 相 互 作 用 す る 抗 体 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 融 合 速 度 は 、 ウ ェ ル 中 の HUVEC細 胞 （ 約 10 6 細 胞 ） と 1秒 当 た り 融 合 す る 脂 質 小 胞 数 の 測
定 値 で あ る 。 前 記 ア ッ セ イ は 以 下 の 工 程 を 有 す る ：
　 （ １ ） HUVEC細 胞 （ ア メ リ カ 菌 培 養 集 積 所 （ ATCC） 、 Manassus, VAま た は BioWhittaker;
 MD） を 培 養 し ；
　 （ ２ ） SUVを 調 製 し 、 蛍 光 プ ロ ー ブ （ 例 え ば カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ） を ロ ー ド し ；
　 （ ３ ） 前 記 SUVを 細 胞 と 接 触 さ せ て 融 合 さ せ ；
　 （ ４ ） 選 択 し た 時 間 に 残 留 SUVの 全 て を 除 去 し ； さ ら に
　 （ ５ ） 蛍 光 を 測 定 す る 。
　 SUV除 去 後 の 蛍 光 の 存 在 お よ び 強 さ は 、 細 胞 膜 と 融 合 し 、 内 容 物 を デ リ バ ー す る SUVの 能
力 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC） は 例 と し て 提 供 さ れ る 。 細 胞 を 標 準 的 な 12ウ ェ ル の 培
養 皿 （ 例 え ば COSAR、 細 胞 の 数 は 約 10 6 ） で 内 皮 細 胞 増 殖 培 養 液 （ EGM） で コ ン フ ル エ ン ス
に 増 殖 さ せ る 。 続 い て HUVECを 緩 衝 液 （ 例 え ば HBSS） で 3回 洗 浄 す る 。 調 製 し た 脂 質 小 胞 （
例 え ば DOPC/DOPC-e（ 1:1） ； DOPC/POPA（ 50:1） ； DOPC/POPA（ 1:1） ； PS、 PG、 MPC、 PE、
cit-DOPCお よ び cit-DOPCe） に 1mMの カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン を ロ ー ド す る 。 前 記 小 胞 を
前 記 細 胞 と 120分 、 95％ 空 気 ／ 5％ CO 2 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 5分 経 過 毎 に 蛍 光 を ア ッ
セ イ す る （ 前 記 時 間 後 に 残 留 す る 小 胞 を 緩 衝 液 で 細 胞 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 す る ）
。 陰 性 荷 電 脂 質 小 胞 を 用 い る 場 合 は 、 カ ル シ ウ ム （ 最 終 濃 度 0.1か ら 10mM） を 融 合 工 程 で
添 加 す る 。
　 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 培 養 皿 か ら 除 去 す る 。 ル ミ ネ セ ン ス 分 光 光 度 計 ま た は 他
の 適 切 な 装 置 を 用 い て 蛍 光 を 測 定 す る （ 495nmで 励 起 お よ び 520nmで 放 射 ） 。
　 ATP-SUV組 成 物 の 融 合 速 度 は 約 20小 胞 融 合 /秒 か ら 8.0x10 1 1 小 胞 融 合 /秒 で 、 500か ら 1x10
8 小 胞 融 合 /秒 ； 750,000か ら 50x10 7 小 胞 融 合 /秒 ； 5x10 6 か ら 1x10 7 小 胞 融 合 /秒 を 含 み 、 1x1
0 6 か ら 8x10 8 小 胞 融 合 /秒 ； 1x10 7 か ら 5x10 8 小 胞 融 合 /秒 を 含 む 。 融 合 速 度 の 例 は 、 少 な く
と も 100、 1000、 10 4 、 10 5 、 10 6 、 10 7 、 10 8 、 10 9 、 10 1 0 お よ び 10 1 1 小 胞 融 合 /秒 で あ る 。 前
記 の 値 の い く つ か は 、 DOPCお よ び DOPC/DOPC-eお よ び DOPC/POPAの 混 合 物 （ カ ル シ ウ ム を 含
む か ま た は 含 ま な い ） お よ び ヒ ト 内 皮 細 胞 を 用 い て 37℃ で 実 験 的 に 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 形 質 膜 の 脂 質 組 成 は 細 胞 タ イ プ に よ っ て 変 動 す る の で 、 ア ッ セ イ で 使 用 す る 細 胞 の 選 択
は 注 意 深 く 考 慮 し て 、 標 的 細 胞 と 最 良 の 状 態 で 適 合 す る 必 要 が あ る 。 例 え ば 肝 細 胞 の 形 質
膜 は 約 7％ の ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン か ら 成 る が 、 赤 血 球 の 形 質 膜 は 18％ の ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 含 む （ Alberts et al. 2002） 。 初 代 培 養 細 胞 ［ 細 胞 株 （
ア メ リ カ 菌 培 養 集 積 所 （ ATCC） 、 Manassus, VAか ら 入 手 で き る ） も 同 様 ］ が 有 用 で あ る が
、 形 質 転 換 細 胞 で は 形 質 膜 の 脂 質 組 成 が 変 化 す る 可 能 性 が あ る の で 初 代 培 養 が 好 ま し い 。
細 胞 タ イ プ に は 膵 臓 、 腸 、 免 疫 系 、 神 経 系 （ 脳 、 眼 、 鼻 お よ び 耳 の 神 経 系 を 含 む ） 、 肺 臓
、 心 臓 、 血 液 、 循 環 系 （ リ ン パ 節 お よ び 血 液 ） 、 骨 、 軟 骨 、 生 殖 系 、 腺 、 象 牙 質 、 脂 肪 組
織 、 皮 膚 お よ び 肝 臓 細 胞 が 含 ま れ る 。 細 胞 株 に は 前 記 組 織 に 由 来 す る も の 、 例 え ば メ ー デ
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ィ ン =ダ ー バ イ （ Madin-Darby） イ ヌ 腎 臓 （ MDCK） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO）
、 HeLaな ど が 含 ま れ る 。 細 胞 は 他 の 生 物 （ 例 え ば 植 物 、 真 菌 （ 酵 母 を 含 む ） お よ び 細 菌 ）
に 由 来 す る も の で も よ い 。 こ れ ら 他 の 細 胞 タ イ プ と の 融 合 速 度 の 例 に は 少 な く と も 100、 1
000、 10 4 、 10 5 、 10 6 、 10 7 、 10 8 、 10 9 、 10 1 0 お よ び 10 1 1 小 胞 融 合 /秒 が 含 ま れ る 。 別 に 特 定
さ れ な け れ ば 、 融 合 速 度 は 上 記 の 固 有 条 件 下 で の HUVECに 関 す る も の で あ る 。 他 の 細 胞 タ
イ プ に 関 す る 融 合 速 度 は 、 例 え ば HBSSの よ う な 緩 衝 液 で 約 10 6 細 胞 に つ い て で あ り 、 小 胞
は 、 37℃ で 120分 、 95％ 空 気 /5％ CO 2 で 細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ の 後 残 留 小 胞
は 緩 衝 液 で 細 胞 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　
　 具 体 的 な 小 胞 組 成 物 と 個 々 の 細 胞 タ イ プ と の 融 合 速 度 を 最 適 化 さ せ る と き に 、 融 合 速 度
ア ッ セ イ を さ ら に 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 脂 質 小 胞 は 、 小 胞 の 二 重 膜 の 部 分 で あ
る 蛍 光 ま た は 放 射 能 ト レ ー サ ー を 含 む こ と が で き る 。
　 他 の 蛍 光 プ ロ ー ブ も ま た 用 い る こ と が で き る 。 前 記 に は 以 下 が 含 ま れ る ： フ ル オ レ セ イ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ； フ ル オ レ セ イ ン ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン お よ び フ ル オ レ セ イ ン の フ ッ
化 ア ナ ロ ー グ ； ナ フ ト フ ル イ レ セ イ ン カ ル ボ ン 酸 お よ び そ の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ；
カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 6G； ピ リ ジ ル オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 ； Cy2、 3お よ び 5； フ ィ コ エ リ ト
リ ン ； ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル 、 カ ル ボ ン 酸 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ス ル ホ ニ ル ク ロ リ
ド お よ び ダ ン シ ル ク ロ リ ド の 蛍 光 種 （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ニ ミ ジ ル エ ス テ ル お よ び ペ ン タ
ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル を 含 む ） ； ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド -Xス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル
； テ キ サ ス レ ッ ド ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド ； テ キ サ ス レ ッ ド -Xス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ； テ
キ サ ス レ ッ ド -Xナ ト リ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ フ ェ ノ ー ル エ ス テ ル ； レ ッ ド -X； テ キ サ ス レ ッ
ド 染 料 ； テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ； リ サ ミ ン ロ ー ダ ミ ン B； テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ； テ
ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ； ナ フ ト フ ル オ レ セ イ ン ； ク マ リ ン 誘 導 体 ； ピ
レ ン ； ピ リ ジ ル オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 ； ダ ポ キ シ ル 染 料 ； カ ス ケ ー ド ブ ル ー お よ び イ ェ ロ ー
染 料 ； ベ ン ゾ フ ラ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ； ナ ト リ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ フ ェ ノ ー ル ； お よ び
4,4-ジ フ ル オ ロ -4-ジ フ ル オ ロ -4-ボ ラ -3a,4a-ジ ア ザ -s-イ ン ダ セ ン 。 励 起 波 長 は 前 記 化 合
物 に 応 じ て 変 動 す る で あ ろ う 。 脂 質 小 胞 は 、 例 え ば 1:800脂 質 /プ ロ ー ブ の 比 率 に あ る ト レ
ー サ ー の 存 在 下 で 作 製 さ れ る 。 他 の 有 用 な 比 率 に は 1:200か ら 1:10,000（ 1:400、 1:500、 1
:600、 1:700、 1:800、 1:900お よ び 1:1000を 含 む ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 い ず れ の 脂 質 小 胞 の 融 合 速 度 も 、 多 様 な 因 子 （ 例 え ば 温 度 、 イ オ ン 、 脂 質 濃 度 、 脂 質 小
胞 の 組 成 、 流 速 、 脂 質 小 胞 サ イ ズ な ど ） を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 変 更 す る こ と が で き る
。 SUVの リ ン 脂 質 組 成 式 の 変 更 に よ っ て 、 毒 性 を 最 少 に す る だ け で な く 融 合 速 度 を 最 大 に
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 移 植 の た め の 器 官 の 保 存 ま た は 懸 濁 細 胞 （ 例 え ば 血 液 ） の 保
存 の た め に 、 融 合 速 度 が 遅 い SUVが 所 望 さ れ る 。 前 記 の よ う な 速 度 は DOPCの み か ら 成 る 小
胞 に よ り 得 る こ と が で き る 。 他 方 、 迅 速 な 細 胞 内 ATPの 上 昇 が 必 須 で あ る 場 合 （ 例 え ば 卒
中 、 心 臓 発 作 ま た は 外 傷 者 の 場 合 ） 、 非 常 に 高 速 の デ リ バ リ ー 速 度 を も つ SUVが 所 望 さ れ
る 。 例 え ば 、 DOPC/POPA組 成 物 は 十 分 な ATPを 5分 未 満 で デ リ バ ー す る （ 実 施 例 参 照 ） 。
　 4つ の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ を 用 い 脂 質 組 成 を 操 作 す る こ と に よ っ て 融 合 速 度 を 変 更 す る
こ と が で き る ：
　 （ １ ） 静 電 気 的 相 互 作 用 の 強 化 ；
　 （ ２ ） 二 重 膜 の 脱 安 定 化 ；
　 （ ３ ） 非 二 重 膜 相 の 増 加 ； お よ び
　 （ ４ ） 非 類 似 脂 質 相 の 生 成 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ： 静 電 気 的 相 互 作 用 を 利 用 し て 融 合 速 度 を 高 め る こ と が で き る
。 リ ン 脂 質 は そ れ ら の 電 荷 に し た が っ て 分 類 さ れ る （ 陽 イ オ ン 性 、 陰 イ オ ン 性 お よ び 双 性
イ オ ン ） 。 陽 イ オ ン 性 リ ン 脂 質 （ 例 え ば PE） お よ び 陰 イ オ ン 性 リ ン 脂 質 （ 例 え ば ホ ス フ ァ
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チ ジ ン 酸 、 POPA） の 多 く は 生 理 的 pHで 閉 鎖 小 胞 を 形 成 し な い 。 し か し な が ら 、 双 性 イ オ ン
性 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン と 混 合 さ れ た 陰 イ オ ン 性 お よ び 陽 イ オ ン 性 脂 質 は 生 理 的 pHで 閉 鎖
小 胞 を 形 成 す る こ と が で き る 。
　 ほ と ん ど の 細 胞 の 形 質 膜 は 正 味 の 陰 性 荷 電 を 有 す る 。 こ の 陰 性 荷 電 の た め に 、 均 衡 す る
イ オ ン （ 典 型 的 に は カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム お よ び カ リ ウ ム ） の 層 が 存 在
し 、 前 記 は 正 味 の 陽 性 荷 電 を 提 供 す る 。 リ ポ ソ ー ム と 形 質 膜 と の 間 の 前 記 静 電 気 的 相 互 反
応 を 利 用 し な が ら 、 SUVは 正 味 の 陰 性 荷 電 を も つ よ う に 、 し た が っ て 細 胞 -脂 質 小 胞 融 合 を
最 大 に す る よ う に 作 製 さ れ る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 形 質 膜 は よ り 多 く の 陽 イ オ ン 性
脂 質 を 含 有 し 、 前 記 は 陰 イ オ ン 性 イ オ ン 層 と 均 衡 す る 。 前 記 の よ う な 状 況 下 で は 、 SUVは
正 味 の 陽 性 荷 電 を も ち 、 細 胞 -脂 質 小 胞 融 合 を 最 大 に す る よ う に 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ： 形 質 膜 は 、 特 定 の 脂 質 種 に 富 む 脂 質 ド メ イ ン ま た は ラ フ ト を 含 有
す る 。 そ の よ う な 膜 ラ フ ト の 境 界 に は 非 類 似 脂 質 種 領 域 が 存 在 す る 。 前 記 の 領 域 は 潜 在 的
不 安 定 性 を 有 し 、 前 記 膜 と 他 の 膜 と の 相 互 反 応 の 態 様 を 決 定 す る 。 い く つ か の リ ン 脂 質 は
脂 質 ラ フ ト の 形 成 を 高 め る こ と が 知 ら れ て い る 。 前 記 に は ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ス フ ィ
ン ゴ ミ エ リ ン お よ び コ レ ス テ ロ ー ル の 混 合 物 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 DOPC、 18:0ス フ ィ ン ゴ
ミ エ リ ン お よ び コ レ ス テ ロ ー ル は 、 SUV調 製 時 に 1:1:1の 割 合 で 混 合 さ れ る 。 コ レ ス テ ロ ー
ル は 優 先 的 に ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 相 に 分 配 さ れ 、 DOPCが 豊 富 で コ レ ス テ ロ ー ル が 乏 し い 領
域 、 お よ び ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン が 豊 富 で コ レ ス テ ロ ー ル が 豊 富 な 領 域 を 生 じ る 。
　 融 合 の 物 理 的 パ ラ メ ー タ ー 、 温 度 、 濃 度 、 イ オ ン 強 度 お よ び 融 合 時 間 を 変 化 さ せ る こ と
に よ っ て 融 合 速 度 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 。 温 度 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 系 の 自
由 エ ネ ル ギ ー （ G） が 変 化 し 、 種 々 の 融 合 速 度 が も た ら さ れ る 。 脂 質 小 胞 濃 度 も ま た （ 特
に 非 常 に 高 い 濃 度 で ） 膜 の 融 合 速 度 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る 。 融 合 時 間 （ 融 合 の 長 さ
） お よ び 融 合 の 回 数 も ま た SUVの 被 包 化 内 容 物 の デ リ バ リ ー 速 度 に 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ： ATP-SUVを 組 織 と と も に 前 記 組 織 が 保 存 さ れ る 温 度 で 5、 10、 15、 30、 60ま た は 12
0分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ 4℃ ： 低 温 、 22℃ ： 室 温 、 37℃ ： 通 常 温 度 ） 。 小 胞 溶 液 の 温 度 上
昇 は 小 胞 の 動 力 学 的 エ ネ ル ギ ー の 増 加 を も た ら し 、 し た が っ て 融 合 能 力 の 増 加 を も た ら す
。 温 度 は ま た 小 胞 の 自 由 な 拡 散 に 影 響 を 与 え る 。
　 ： 濃 度 上 昇 は SUV内 容 物 の デ リ バ リ ー の 強 化 を も た ら す と い う こ
と は 直 観 的 に 認 識 さ れ る が 、 膜 融 合 は 直 線 的 で は な い 。 い っ た ん SUV脂 質 が 形 質 膜 の 利 用
可 能 な 表 面 を 占 有 し た ら 、 更 な る 融 合 は 制 限 さ れ る 。 形 質 膜 と の 融 合 の 程 度 は 膜 の 容 積 お
よ び 特 性 (例 え ば イ オ ン の 透 過 性 お よ び 脂 質 の 編 成 )に 影 響 を 与 え る 。 し た が っ て 、 SUVを
投 与 す る と き 、 SUVの 濃 度 は 標 的 細 胞 が 効 果 的 に 治 療 さ れ る よ う に 制 御 す る 必 要 が あ る 。
　 ： 融 合 が 生 じ る 時 間 の 長 さ は 、 被 包 化 物 質 が デ リ バ ー さ れ る 程 度 の 制 御 に 役 立
つ 。 好 ま し い 融 合 時 間 は 1か ら 180分 、 例 え ば 1、 5、 10、 30、 60、 120お よ び 180分 で あ る 。
融 合 を 中 止 さ せ る た め に 、 小 胞 を 除 去 す る か （ 例 え ば 緩 衝 液 に よ る 洗 浄 に よ っ て ） 、 ま た
は 投 与 さ れ る 小 胞 の 濃 度 は 所 望 の 時 間 の 終 了 時 に は 前 記 小 胞 が 枯 渇 す る よ う な 時 間 で あ る
。 融 合 は ま た 、 小 胞 の 全 て の デ リ バ リ ー が 1回 の 投 与 を ま た は 複 数 回 の 投 与 の 全 体 を 通 し
て 制 御 さ れ る よ う に 最 適 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 の 融 合 時 間 が 120分 で あ る 場
合 、 60分 2回 を 用 い て も よ く 、 ま た は 30分 を 4回 、 10分 を 12回 、 も し く は 5分 の 融 合 時 間 を 2
4回 用 い て も よ い 。 適 切 な 装 置 が 利 用 可 能 で あ る こ と を 条 件 と し て 、 1分 ま た は そ れ よ り も
短 い 融 合 時 間 も ま た 実 施 で き る 。 た だ し こ の よ う な 時 間 は し ば し ば 不 便 で あ り 、 技 術 が 要
求 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　 ATP投 与 の 最 適 速 度 は 、 細 胞 の ATPに 対 す る 基 礎 代 謝 要 求 に 近 似 す る も の で あ り 、 前 記 は
当 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 決 定 で き る 。 酸 素 消 費 速 度 、 ピ ル ベ ー ト 、 グ ル コ ー ス
、 ラ ク テ ー ト お よ び プ ロ ト ン リ ー ク を 計 算 し 、 前 記 の デ ー タ か ら 組 織 の ATP消 費 を ATP消 費
/分 と し て 決 定 で き る 。
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融 合 時 間

標 的 細 胞 お よ び 組 織 の ATP要 求 の 測 定



　 ： 組 織 サ ン プ ル を 予 め -20℃ に 冷 却 し た ガ ラ ス の ホ モ ジ ナ イ ザ ー に 入 れ
る 。 氷 冷 の 単 離 緩 衝 液 （ 例 え ば 200mMの シ ュ ク ロ ー ス 、 70mMの KCl、 5mMの マ レ エ ー ト お よ
び 40mMの ト リ ス （ pH7.3） ） を 添 加 し 、 組 織 を 穏 や か に 均 質 化 す る 。 前 記 ホ モ ジ ネ ー ト を
簡 単 に 遠 心 し て 未 均 質 化 物 質 を 除 去 す る 。 続 い て 5mLの 酸 素 付 加 緩 衝 液 を 酸 素 計 に 入 れ 、 3
7℃ に 平 衡 化 さ せ る 。 前 記 細 胞 を YSI酸 素 浴 ス タ ー ラ ー （ Yellow Springs, OH） に 最 終 タ ン
パ ク 質 濃 度 2か ら 3mg/mLで 入 れ る 。 前 記 溶 液 に 酸 素 プ ロ ー ブ を 入 れ 、 YSI酸 素 計 を 用 い て 前
記 溶 液 中 の 酸 素 ％ を 測 定 す る 。 続 い て 前 記 酸 素 浴 に ADPを 添 加 し 第 二 段 階 の 呼 吸 速 度 を 実
施 し 、 続 い て グ ル タ メ ー ト を 添 加 し 、 第 三 段 階 の 呼 吸 速 度 を 実 施 す る 。 い っ た ん 前 記 組 織
が グ ル タ メ ー ト を 消 費 し た ら 、 最 終 段 階 の 呼 吸 状 態 、 第 四 段 階 を 実 施 す る 。 前 記 ホ モ ジ ネ
ー ト に 添 加 し た ADP量 に 対 す る 第 三 段 階 の 呼 吸 速 度 を グ ラ フ に 表 す こ と に よ っ て 、 リ ン /酸
素 （ P/O） 比 を 算 出 で き る 。 こ の 値 は 、 組 織 が ADP/分 か ら 生 成 す る こ と が で き る ATP量 を 決
定 す る 。 前 記 は 組 織 が 1分 間 に 消 費 す る ATP量 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ： 組 織 サ ン プ ル を 単 離 し 、 膜 電 位 蛍 光 プ ロ ー ブ MC540（ Sig
ma; St. Louis, MO） と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 以 前 に 報 告 さ れ た よ う に （ Brand, 1995） 、
種 々 の 量 の カ リ ウ ム を 添 加 し た と き の MC540の 蛍 光 に お け る 変 化 を 膜 電 位 お よ び プ ロ ト ン
リ ー ク の 指 標 と し て 測 定 す る 。
　 ： こ れ ら の 代 謝 中 間 物 質 は 標 準 的 な 方
法 ま た は 市 販 の 分 析 キ ッ ト （ 例 え ば Sigmaか ら 入 手 で き る よ う な も の ） を 用 い て 測 定 さ れ
る 。 前 記 の 中 間 物 質 の レ ベ ル を タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 対 し て 調 整 し 、 120分 に わ た っ て 測 定
す る 。
　 ： ラ ク テ ー ト 、 ピ ル ベ ー ト お よ び グ ル コ ー ス 蓄 積 速 度 、 酸 素 消 費 並 び に
プ ロ ト ン リ ー ク か ら 、 文 献 の 記 載 に し た が っ て （ Ainscow & Brand, 1999） 化 学 量 論 的 反
応 を 用 い る こ と に よ っ て 、 前 記 系 を 通 過 す る 全 て の 流 量 を 算 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 ： 多 く の 事 例 で 、 ATP-SUVは 、 前 記 ATP-SUVお よ び 前 記 の 製 造 に 用 い た 緩 衝 液
を 含 む 簡 単 な 組 成 物 と し て デ リ バ ー す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 所 望 の 場 合 に は 他
の 生 成 物 （ 例 え ば 医 薬 組 成 物 の 担 体 と し て 慣 例 的 に 用 い ら れ る も の ） も 添 加 す る こ と が で
き る 。
　 “ 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 ” に は 、 医 薬 と し て の 投 与 に 適 合 す る 任 意 の お よ び 全 て の 溶
媒 、 分 散 媒 体 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 お よ び 抗 カ ビ 剤 、 等 張 性 お よ び 吸 収 抑 制 剤 な ど が 含 ま
れ る （ Remington, 2000） 。 前 記 の 担 体 ま た は 希 釈 剤 の 好 ま し い 例 に は 、 水 、 食 塩 水 、 リ
ン ゲ ル 溶 液 お よ び デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 が 含 ま れ る 。 補 充 的 活 性 化 合 物 も ま た 前 記 組 成 物 に
取 り 入 れ る こ と が で き る 。
　 ： 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 そ の 意 図 し た 投 与 経 路 （ 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 経
口 、 吸 入 、 経 皮 、 経 粘 膜 お よ び 直 腸 投 与 を 含 む ） に 適 合 す る よ う に 製 剤 化 す る こ と が で き
る 。 非 経 口 、 皮 内 ま た は 皮 下 適 用 の た め に 用 い ら れ る 溶 液 お よ び 分 散 液 は 以 下 を 含 む ： 無
菌 的 希 釈 剤 （ 例 え ば 注 射 用 水 、 食 塩 水 溶 液 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ
ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は 他 の 合 成 溶 媒 ） ； 抗 菌 剤 （ 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ
ル パ ラ ベ ン ） ； 抗 酸 化 剤 （ 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； 緩 衝 剤 （
例 え ば 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 塩 ） ； お よ び 浸 透 圧 調 節 剤 （ 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ
ム お よ び デ キ ス ト ロ ー ス ） 。 pHは 酸 ま た は 塩 基 （ 例 え ば 塩 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム ） で
調 節 す る こ と が で き る 。 非 経 口 用 調 製 物 は 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 製 ア ン プ ル 、 使 い
捨 て 注 射 筒 ま た は マ ル チ ド ー ス バ イ ア ル に 封 入 す る こ と が で き る 。
　 ATP-SUVで 陰 性 荷 電 脂 質 小 胞 を 用 い る 場 合 は 、 カ ル シ ウ ム が 融 合 部 位 で の 最 終 濃 度 が 好
ま し く は 0.1mMか ら 10mM（ 0.1、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9ま た は 10mMを 含 む ） と な る よ
う に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ATP-SUV中 の ATPは 通 常 は ATP-SUVを 取 囲 む 一 切 の 溶 液 中 の ATPと 平 衡 状 態 に あ る 。 典 型 的
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に は 総 ATPの わ ず か に 1か ら 10％ が ATP-SUV内 に 存 在 す る 。 残 り の ATPは レ セ プ タ ー （ 例 え ば
プ リ ノ レ セ プ タ ー P2y） と 結 合 し て 、 イ オ ン を 細 胞 か ら 流 出 さ せ 、 イ オ ン バ ラ ン ス お よ び
ホ メ オ ス タ シ ス に 干 渉 す る こ と が で き る 。 通 常 は 、 細 胞 は イ オ ン バ ラ ン ス お よ び ホ メ オ ス
タ シ ス を 再 度 確 立 さ せ る こ と が で き る が 、 そ の た め に さ ら に 新 た な ATPを 消 費 す る 。 し た
が っ て 、 特 に 迅 速 な 機 能 回 復 が 要 求 さ れ る 組 織 に つ い て は （ 例 え ば 器 官 移 植 ま た は 四 肢 の
再 結 合 時 ） 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の プ リ ノ レ セ プ タ ー P2yア ン タ ゴ ニ ス ト を 前 記 組 成 物 に 含
む こ と は 有 利 で あ る 。 プ リ ノ レ セ プ タ ー P2yア ン タ ゴ ニ ス ト は 好 ま し く は 小 胞 形 成 後 、 ま
た は 投 与 の 直 前 に 前 記 組 成 物 に 添 加 さ れ る 。 な ぜ な ら ば 、 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト は SUV内 に
存 在 す る 必 要 が な い か ら で あ る 。 プ リ ノ レ セ プ タ ー P2yの ア ン タ ゴ ニ ス ト の 例 に は 以 下 が
含 ま れ る ： ピ リ ド キ サ ー ル 5-ホ ス フ ェ ー ト 、 ビ タ ミ ン B6（ ピ リ ド キ サ ー ル -5-リ ン 酸 ） お
よ び 反 応 性 ブ ル ー 2（ 1-ア ミ ノ -4-[[4-[[4-ク ロ ロ -6-[[3(ま た は 4)-ス ル ホ フ ェ ニ ル ]ア ミ
ノ ]-1,3,5-ト リ ア ジ ン -2-イ ル ]ア ミ ノ ]-3-ス ル ホ フ ェ ニ ル ]ア ミ ノ -9,10-ジ ヒ ド ロ -9,10-
ジ オ キ ソ -2-ア ン ト ラ セ ン ス ル ホ ン 酸 ]並 び に そ の 組 合 せ 。 前 記 プ リ ノ レ セ プ タ ー P2yア ン
タ ゴ ニ ス ト は 、 好 ま し く は 0.1か ら 250μ モ ル /L、 よ り 好 ま し く は 1か ら 100μ モ ル /Lの 濃 度
で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ： 注 射 に 適 し た 医 薬 組 成 物 は 、 無 菌 注 射 溶 液 も し く は 分 散 液 の 即 席 調 製 物 の
た め の 無 菌 的 水 溶 液 ま た は 分 散 液 を 含 む 。 静 脈 内 投 与 の 場 合 、 適 切 な 担 体 に は 生 理 学 的 食
塩 水 、 制 菌 水 、 CREMOPHOR EL（ 登 録 商 標 ） （ BASF, Parsippany, N.J.） ま た は リ ン 酸 緩 衝
食 塩 水 （ PBS） が 含 ま れ る 。 全 て の 事 例 で 、 前 記 組 成 物 は 無 菌 的 で あ り 、 注 射 筒 を 用 い て
投 与 で き る よ う に 液 体 で な け れ ば な ら な い 。 そ の よ う な 組 成 物 は 製 造 お よ び 保 存 中 に 安 定
で 、 微 生 物 （ 例 え ば 細 菌 お よ び カ ビ ） の 夾 雑 に 対 し て 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。 前 記 担
体 は 、 例 え ば 水 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 液 状 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） お よ び 他 の 適 合 性 を 有 し 適 切 な 混 合 物 を 含 む 分 散 媒 体 で あ ろ う 。
種 々 の 抗 菌 お よ び 抗 カ ビ 剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル
ビ ン 酸 お よ び チ メ ロ サ ー ル を 微 生 物 の 夾 雑 防 止 に 含 む こ と が で き る 。 等 張 剤 、 例 え ば 砂 糖
、 ポ リ ペ プ チ ド ア ル コ ー ル 、 例 え ば マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム を
前 記 組 成 物 に 含 む こ と が で き る 。 吸 収 を 遅 ら せ る こ と が で き る 組 成 物 は 、 モ ノ ス テ ア リ ン
酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン を 含 む こ と が で き る 。
　 無 菌 的 注 射 溶 液 は 、 必 要 な 量 の ATP-SUVを 必 要 と さ れ る 成 分 の 1つ ま た は 組 合 せ と と も に
適 切 な 溶 媒 に 取 り 込 ま せ 、 続 い て 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 無 菌 的 注 射 溶 液 調 製
の た め の 無 菌 的 固 形 物 を 製 造 す る 方 法 は 、 ATP-SUV脂 質 お よ び 所 望 さ れ る 任 意 の 成 分 （ 例
え ば ATP） を 含 有 す る 固 形 物 を 得 る た め に 無 菌 的 溶 液 を 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ： 一 般 的 に は 経 口 用 組 成 物 は 不 活 性 な 希 釈 剤 ま た は 食 用 担 体 を 含 む 。 前 記
は ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 封 入 す る か 、 ま た は 圧 縮 し て 錠 剤 に す る こ と が で き る 。 治 療 的 経 口
投 与 の た め に は 、 活 性 化 合 物 は 賦 形 剤 と と も に 取 り 入 れ ら れ 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ ま た は カ プ
セ ル の 形 態 で 用 い る こ と が で き る 。 経 口 用 組 成 物 は ま た 、 口 内 洗 浄 液 と し て 使 用 す る た め
に 液 状 担 体 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 前 記 液 状 担 体 中 の 化 合 物 が 経 口 的
に 用 い ら れ る 。 医 薬 的 に 適 合 で き る 結 合 剤 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト 物 質 を 含 む こ と が
で き る 。 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ な ど は 以 下 の 成 分 の い ず れ か ま た は 類 似 の 性 質
を も つ 化 合 物 を 含 む こ と が で き る ： 結 合 剤 、 例 え ば 微 晶 質 セ ル ロ ー ス 、 ア ラ ビ ア ゴ ム ま た
は ゼ ラ チ ン ； 賦 形 剤 、 例 え ば 澱 粉 ま た は ラ ク ト ー ス ； 崩 壊 剤 、 例 え ば ア ル ギ ン 酸 、 PRIMOG
ELま た は ト ウ モ ロ コ シ 澱 粉 ； 滑 沢 剤 、 例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は STEROTES；
潤 滑 剤 、 例 え ば コ ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 ； 甘 味 剤 、 例 え ば シ ュ ク ロ ー ス ま た は サ ッ カ リ ン
； 香 料 、 例 え ば ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル ま た は オ レ ン ジ 香 料 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ： 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 前 記 化 合 物 は 、 エ ー ロ ゾ ル ス プ レ ー と し て ネ ブ
ラ イ ザ ー ま た は 加 圧 容 器 （ 適 切 な 発 射 薬 （ 例 え ば 二 酸 化 炭 素 の よ う な 気 体 ） を 含 む ） か ら
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デ リ バ ー さ れ る 。
　 ： 投 与 は 経 粘 膜 ま た は 経 皮 で も よ い 。 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 の 場
合 、 標 的 バ リ ア ー を 浸 透 す る こ と が で き る 浸 透 剤 が 選 択 さ れ る 。 経 粘 膜 浸 透 剤 に は 、 洗 剤
、 胆 汁 塩 お よ び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 鼻 腔 ス プ レ ー ま た は 座 薬 は 経 粘 膜 投 与 に 用
い る こ と が で き る 。 経 皮 投 与 の 場 合 、 活 性 化 合 物 は 軟 膏 、 膏 薬 、 ゲ ル ま た は ク リ ー ム と し
て 製 剤 化 さ れ る 。 座 薬 （ 例 え ば コ コ ア バ タ ー お よ び 他 の グ リ セ リ ド の よ う な 基 剤 を 含 む ）
ま た は 直 腸 デ リ バ リ ー 用 停 留 浣 腸 も ま た 調 製 で き る 。
　 ： あ る 実 施 態 様 で は 、 活 性 化 合 物 は 、 身 体 か ら 迅 速 に 排 除 さ れ な い よ う に 前 記 化 合
物 を 保 護 す る 担 体 と と も に 調 製 さ れ る 。 前 記 は 例 え ば 徐 放 性 製 剤 で あ り 、 イ ン プ ラ ン ト お
よ び 被 包 化 ミ ク ロ デ リ バ リ ー 系 が 含 ま れ る 。 生 体 内 崩 壊 性 ま た は 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー 、 例
え ば 酢 酸 エ チ レ ン ビ ニ ル 、 ポ リ 酸 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ
ス テ ル お よ び ポ リ 酪 酸 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 物 質 は 以 下 か ら 購 入 す る か （ AL
ZA Corporation (Mountain View, CA)； NOVA Pharmaceuticals, Inc.(Lake Elsinore, CA
)） 、 ま た は 当 業 者 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ： 投 与 量 は 、 種 々 の SUV脂 質 組 成 が 変 動 す る ATP-SUVの 固 有 の 特 性 、 個 々 の 所 望 さ
れ る 治 療 効 果 お よ び 投 与 経 路 に よ っ て 決 定 さ れ 、 前 記 に 直 接 的 に 左 右 さ れ る 。 個 々 の い ず
れ の 患 者 ま た は 適 用 に 対 し て も 固 有 の 用 量 レ ベ ル お よ び 頻 度 は 変 動 す る で あ ろ う 。 考 慮 し
な け れ ば な ら な い 要 件 に は 以 下 が 含 ま れ る ： （ １ ） 投 与 が 実 施 さ れ 融 合 が 許 容 さ れ る 温 度
； （ ２ ） 投 与 部 位 の イ オ ン 環 境 お よ び ATP-SUV組 成 物 の イ オ ン 強 度 ； お よ び （ ３ ） 融 合 が
許 容 さ れ る 時 間 。 前 記 の 要 件 を 管 理 し て 被 包 化 物 質 （ ATPを 含 む ） が デ リ バ ー さ れ る 程 度
を 制 御 す る こ と が で き る 。
　 SUVを 投 与 す る と き 、 SUV濃 度 を 制 御 し て 標 的 細 胞 を 効 率 的 に 治 療 し つ つ 、 一 方 で SUV脂
質 に よ り 形 質 膜 を 飽 和 さ せ る こ と に よ っ て 標 的 細 胞 の 機 能 を 阻 害 し な い よ う に す る 。 好 ま
し い SUV濃 度 は 、 脂 質 組 成 、 標 的 細 胞 の 分 散 お よ び 投 与 さ れ る べ き 容 積 に 左 右 さ れ る が 、 0
.5mg/mLか ら 100mg/mL、 例 え ば 0.5mg/mL、 1mg／ mL、 5mg/mL、 10mg/mL、 20mg/mL、 30mg/mL
、 40mg/mL、 50mg/mL、 60mg/mL、 70mg/mL、 80mg/mL、 90mg/mLお よ び 100mg/mLで あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 静 電 気 的 相 互 作 用 に よ り 生 じ る 小 胞 融 合 は 、 カ ル シ ウ ム お よ び ／ ま た は マ グ ネ シ ウ ム 濃
度 の 変 化 に よ っ て 大 き く 影 響 を 受 け 、 さ ら に 前 記 よ り 程 度 は 低 い が ナ ト リ ウ ム お よ び ／ ま
た は カ リ ウ ム 濃 度 に よ っ て 影 響 を 受 け る 。 前 記 の イ オ ン 濃 度 を ATP-SUV投 与 に 用 い る 組 成
物 に お い て 、 ま た は ATP-SUV投 与 の 前 後 に 標 的 部 位 に 投 与 す る 組 成 物 に お い て 調 節 す る こ
と は 、 投 与 量 を 考 え る 上 で 影 響 を 与 え る 。 好 ま し く は 、 0.01nMか ら 1mMの イ オ ン 濃 度 （ 0.1
nM、 1nM、 10nM、 100nM、 1000nM、 10μ モ ル /Lお よ び 100μ モ ル /Lを 含 む ） が 用 い ら れ る 。
前 記 の イ オ ン お よ び 他 の イ オ ン の 組 合 せ も ま た 用 い る こ と が で き る 。
　 長 期 間 の 投 与 計 画 ま た は 単 回 投 与 を 用 い て も よ く 、 治 療 の タ イ プ 、 投 与 経 路 、 小 胞 そ れ
自 体 に 応 じ て 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 融 合 時 間 に は 1か ら 180分 、 例 え ば 1、 5、 10、 30、 60、
120お よ び 180分 が 含 ま れ る 。 融 合 を 停 止 さ せ る た め に は 、 前 記 ATP-SUVを 除 去 す る か （ 例
え ば 緩 衝 液 で 洗 浄 す る こ と に よ っ て ） 、 ま た は 前 記 小 胞 濃 度 は 、 所 望 の 時 間 の 終 了 時 点 で
前 記 小 胞 が 消 費 し 尽 く さ れ る よ う な 濃 度 で あ る 。 融 合 は ま た 、 小 胞 の 総 デ リ バ リ ー が １ 回
投 与 ま た は マ ル チ 投 与 の 全 体 を 通 し て 制 御 さ れ る よ う に 最 適 化 さ れ る 。 例 え ば 、 融 合 時 間
が 120分 の 場 合 、 60分 間 2回 を 用 い て も よ く 、 ま た は 30分 4回 、 10分 12回 、 5分 24回 を 用 い て
も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　
　 ATPに 対 し 細 胞 が 普 遍 的 に ATPを 要 求 す る の で 、 ATP-SUVお よ び 他 の SUV/ATP組 成 物 は 、 生
物 界 全 体 に 及 ぶ 広 い 用 途 を 有 す る 。
　 ： 血 液 は 、 赤 血 球 が 生 命 活 性 を 失 う ま で 約 45日 間 冷 蔵 下 で 保 存 す る こ と が で き る 。
赤 血 球 は 典 型 的 に は 循 環 系 で 約 120日 間 生 存 し 、 そ の 後 脾 臓 お よ び 肝 臓 が そ れ ら を 除 去 お
よ び 破 壊 す る 。 し た が っ て 、 生 命 活 性 を も た な い 細 胞 を 輸 血 し た 場 合 、 そ れ ら は 同 様 に 循
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環 系 か ら 直 ち に 除 去 さ れ る 。
　 採 集 し た 血 液 に ATP-SUVま た は 他 の SUV被 包 化 ATP組 成 物 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 赤 血
球 は よ り 長 期 間 維 持 さ れ 、 生 命 活 性 の 保 存 時 間 を 延 長 し 、 循 環 系 で 前 記 細 胞 は 存 続 し 破 壊
さ れ な い 公 算 が 高 く な る 。
　 脂 質 組 成 を 変 更 し て ATPデ リ バ リ ー を 最 適 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血 液 は 4℃ で
保 存 さ れ る の で 、 ATPの 代 謝 要 求 は 低 い で あ ろ う 。 た と え SUVの 融 合 速 度 も ま た 前 記 温 度 で
低 下 す る と し て も 、 前 記 速 度 は 生 命 活 性 の 保 存 に は 高 す ぎ 、 SUV脂 質 組 成 は 前 記 血 液 細 胞
の 代 謝 要 求 に よ り 良 好 に 適 合 す る よ う に 誘 導 さ れ る 。
　 採 集 血 液 全 体 が 本 発 明 の 組 成 物 と 接 触 状 態 で 保 存 さ れ る と き に は 、 白 血 球 お よ び 血 小 板
も ま た 利 益 を 受 け よ り 長 期 に わ た っ て 生 命 活 性 を 維 持 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ： 身 体 部 分 の 切 断 （ 通 常 は 不 注 意 ） 後 に 、 再 移 植 が
成 功 す る か 否 か は 、 そ の 本 体 か ら 分 離 し て 生 存 す る 前 記 付 属 物 の 能 力 に 大 き く 左 右 さ れ る
。 虚 血 時 間 が 長 け れ ば 長 い ほ ど 、 再 移 植 が 機 能 的 な 付 属 物 を も た ら す 可 能 性 ま た は い ず れ
の 成 功 を も た ら す 可 能 性 も 減 少 す る 。
　 あ る 実 施 例 で は 、 再 生 さ せ る 受 傷 四 肢 の 主 要 な 栄 養 供 給 動 脈 に 還 流 の た め に 挿 管 さ れ る
。 前 記 四 肢 に ATP-SUVを 4時 間 毎 に 、 ま た は 組 織 ATPレ ベ ル の 変 化 か ら 必 要 で あ る と 決 定 さ
れ た と き に 還 流 を 実 施 す る 。 前 記 四 肢 の 動 脈 圧 を 還 流 中 に モ ニ タ ー し 流 れ に よ り 誘 発 さ れ
る 損 傷 （ flow-induced injury） の 機 会 を 減 ら し 、 さ ら に 前 記 受 傷 四 肢 の 全 体 的 な 保 存 状
態 を モ ニ タ ー す る （ よ り 高 い 還 流 圧 は 四 肢 の 病 的 状 態 の 指 標 と な る で あ ろ う ） 。 前 記 保 存
時 間 の 後 、 四 肢 を リ ン ゲ ル 液 ま た は 他 の 適 切 な 溶 液 で フ ラ ッ シ ュ し て ATP-SUVの 痕 跡 を 除
去 す る 。 続 い て 前 記 四 肢 を 周 知 の 方 法 を 用 い て 外 科 的 に 再 結 合 さ せ る 。 吻 合 後 の 四 肢 機 能
の 外 的 指 標 （ 色 、 微 小 血 栓 の 証 拠 、 温 度 、 拍 動 、 酸 素 飽 和 、 ド ッ プ ラ ー フ ロ ー 値 ） を 査 定
し て 成 功 を モ ニ タ ー す る 。 再 移 植 の 前 後 に ヘ パ リ ン を 適 用 し 、 抗 生 物 質 治 療 を 開 始 し て 感
染 の 可 能 性 を 抑 え る 。
　 ： 低 酸 素 症 状 後 直 ち に 、 ま た は 可 能 な 限 り 速 や か に ATP-SUVを 静 脈 内 注 射 ま た は
心 臓 内 注 射 に よ っ て 心 臓 に 注 入 す る 。 SUV脂 質 組 成 物 は ATPデ リ バ リ ー が 心 臓 組 織 の 代 謝 要
求 に 綿 密 に 適 合 し 、 心 機 能 を 最 大 限 に で き る よ う に 操 作 さ れ る 。 ATP-SUVは 、 虚 血 の 危 険
が 過 ぎ 去 る ま で 定 常 的 に 生 理 的 状 態 で 心 臓 に 還 流 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ： 器 官 （ 例 え ば 心 臓 、 肝 臓 、 肺 臓 、 腎 臓 ま た は 膵 臓
） を ド ナ ー か ら 取 り 出 し 、 前 記 器 官 の 主 要 な 栄 養 供 給 動 脈 に 挿 管 す る 。 前 記 器 官 の 血 液 を
食 塩 水 、 リ ン ゲ ル 溶 液 ま た は 他 の 適 切 な 溶 液 を 用 い て 前 記 器 官 か ら 洗 い 流 す 。 ATP-SUVを
通 常 の 保 存 溶 液 ま た は 緩 衝 液 に 添 加 し 、 前 記 器 官 に 穏 や か に 還 流 さ せ る （ ≧ 80mmHg） 。 そ
の 頻 度 は 器 官 に よ っ て 変 動 す る 。 同 じ ATP-SUVを 動 物 実 験 室 の 設 定 で 用 い る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ラ ー ゲ ン ド ル フ （ Lagendorff） 心 臓 （ ま た は 他 の 器 官 ） 還 流 装 置 が 用 い ら れ る
。 大 動 脈 に 挿 管 し 、 心 臓 を 還 流 チ ャ ン バ ー に 置 く 。 前 記 心 臓 に ATP-SUVを 加 え た 酸 素 付 加
還 流 液 を 還 流 さ せ る 。 高 濃 度 の カ リ ウ ム 溶 液 を 注 射 し て 心 停 止 を 発 生 さ せ る こ と が で き る
。 ATP-SUVに よ る 心 停 止 法 を 前 記 保 存 期 間 中 に 採 用 す る こ と が で き る 。 機 能 実 験 の た め に
前 記 心 臓 を 再 還 流 し て も よ い し 、 ま た 虚 血 保 存 後 に 移 植 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ： ATP-SUVを 種 々 の 理 由 の た め に 生 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ATP-SUVを 用 い て 身 体 に エ ネ ル ギ ー を 補 充 す る こ と が で き る （ 好 ま し い 投 与 経 路
は 経 口 的 、 局 所 的 お よ び 吸 入 で あ る ） 。 ま た ATP-SUVを 用 い て 全 身 の 酸 素 依 存 度 を 低 下 さ
せ る こ と が で き る （ こ の 場 合 の 好 ま し い 投 与 経 路 は 静 脈 内 で あ ろ う ） 。 ATP-SUVを 頚 動 脈
か ら 動 物 に 持 続 輸 液 に よ っ て 投 与 す る と き 、 心 拍 お よ び 血 圧 は 減 少 し 、 呼 吸 が 停 止 す る 。
低 酸 素 症 の 9分 後 で さ え 動 物 を 蘇 生 さ せ る こ と が で き る （ 実 施 例 参 照 ） 。
　 ： 創 傷 へ の 血 流 が 減 少 す る た め に 、 創 傷 周 辺 の 細 胞 が 利 用 で き る
酸 素 は 減 少 す る 。 酸 素 供 給 の 低 下 は ATP産 生 の 低 下 を も た ら し 、 前 記 は 、 創 傷 治 癒 に 必 要
な 多 く の 細 胞 事 象 （ タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 の 合 成 、 イ オ ン チ ャ ネ ル 機 能 、 シ グ ナ ル ト ラ ン
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ス ダ ク シ ョ ン お よ び 運 動 機 能 を 含 む ） を 遅 ら せ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ATP-SUVは 創 傷 の 治 癒 の 度 合 い ま た は ATP消 費 の 度 合 い に よ っ て 必 要 に 応 じ て 前 記 創 傷 に
適 用 さ れ る 。 例 え ば 、 創 傷 の 境 界 部 の 細 胞 に 十 分 な ATPを 提 供 し て 創 傷 の 閉 鎖 を 加 速 す る
た め に 、 ATP-SUVは 好 ま し く は 1日 に １ 回 か ら 12回 、 例 え ば 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 1
0、 11ま た は 12回 /日 適 用 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ATP-SUVは 創 傷 上 に 特 別 に デ ザ イ ン さ れ た
ア プ リ ケ ー タ ー 中 に 直 接 配 置 さ れ る 。 前 記 ア プ リ ケ ー タ ー は 、 創 傷 境 界 部 の 細 胞 と 直 接 接
触 さ せ る 状 態 で 水 を 基 剤 と し た 前 記 ATP-SUVを 保 持 す る 。 ま た 別 に は 、 ATP-SUVは ク リ ー ム
ま た は 他 の 局 所 用 医 薬 組 成 物 と し て 局 所 的 に 適 用 す る こ と が で き る 。
　 ATP-SUVは ま た 、 既 に 利 用 可 能 な 治 癒 組 成 物 と 一 緒 に し て さ ら に 治 癒 を 強 化 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 ATP-SUVは 、 レ グ ラ ネ ッ ク ス （ Regranex（ 登 録 商 標 ） ） で 見 出 さ れ る よ
う に ベ カ プ レ ル ミ ン と 一 緒 に す る こ と が で き る 。 ベ カ プ レ ル ミ ン 以 外 の 他 の 創 傷 治 療 成 分
に は 防 腐 薬 、 抗 生 物 質 お よ び 麻 酔 薬 が 含 ま れ る 。 “ 創 傷 治 療 成 分 ” と い う 用 語 は SUVを 含
ま な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ： 出 血 性 シ ョ ッ ク は 、 内 部 損 傷 ま た は 外 傷 に よ っ て 生
じ る 出 血 ま た は 大 量 の 血 液 を 失 う こ と に 起 因 す る 。 血 液 供 給 が 不 十 分 で あ る た め に 、 対 象
者 は し ば し ば 低 血 圧 を 発 症 し 、 器 官 不 全 お よ び 急 死 を ひ き 起 こ す 。
　 出 血 性 シ ョ ッ ク の 発 症 に 対 抗 す る た め に 、 輸 液 の 補 充 と し て ATP-SUVを 静 脈 内 に 輸 液 す
る 。 続 い て 全 身 の 酸 素 付 加 が 改 善 さ れ る に つ れ て 、 ATP-SUVを 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
　 ： 血 小 板 は 約 5日 の 保 存 期 間 を 有 す る 。 そ の 後 、 血 小 板 は 廃
棄 さ れ ね ば な ら な い 。 血 小 板 機 能 の 低 下 は 部 分 的 に は ATPの 低 下 に 起 因 す る 。
　 単 離 血 小 板 に 細 胞 内 ATPレ ベ ル の 維 持 に 必 要 と さ れ る と き に ATP-SUVを 添 加 す る 。 血 小 板
の 保 存 期 間 が そ れ に よ っ て 延 長 さ れ る 。 ATP-SUVを 血 小 板 保 存 用 の 適 切 な 溶 液 、 例 え ば 食
塩 水 に 分 散 さ せ る 。 SUV脂 質 組 成 物 は ATP投 与 を 最 適 化 さ せ る た め に 変 更 す る こ と が で き る
。 例 え ば 血 小 板 は 室 温 （ 22か ら 24℃ ） で 保 存 さ れ る の で 、 ATPの 代 謝 要 求 は 生 理 学 的 温 度
（ 37℃ ） よ り も 低 い で あ ろ う 。 前 記 温 度 で は SUVの 融 合 速 度 も ま た 低 下 す る と し て も 、 そ
の 速 度 は 生 命 活 性 を 保 持 す る 保 存 に は 高 す ぎ 、 SUV脂 質 組 成 は 血 小 板 の 代 謝 要 求 に よ り 良
好 に 適 合 す る よ う に 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ： 組 織 は 今 で は 極 め て 効 率 的 に in 
vitroで 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な 組 織 は 血 液 供 給 と 連 結 さ れ
る べ き 血 管 構 造 を 欠 く 。 ATP-SUVは こ の 欠 陥 の 克 服 に 役 立 つ 。
　 ATP-SUVを 用 い て 単 離 組 織 （ 例 え ば 骨 格 筋 ） に 由 来 す る 血 管 ネ ッ ト ワ ー ク を 選 択 的 に 保
存 す る こ と が で き る 。 ATP-SUVの 脂 質 組 成 を 前 記 ATP-SUVが 血 管 か ら 容 易 に 脱 出 で き な い よ
う に 作 製 す る 。 ATP-SUVの 投 与 は 血 管 構 造 を 維 持 す る が 、 実 質 は 維 持 さ れ な い （ 前 記 は 壊
死 す る ） 。 続 い て 無 傷 の 血 管 構 造 を 播 種 し 、 固 有 の 組 織 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 幹 細 胞 と
と も に 適 切 な 条 件 下 で 培 養 す る 。 前 記 の よ う な 態 様 で 血 管 構 造 を 生 じ る こ と が で き る in v
itro生 成 組 織 に は 肝 臓 、 膵 臓 、 心 臓 、 肺 臓 お よ び 脾 臓 が 含 ま れ る 。
　 ま た 別 に は 、 前 記 同 じ ア プ ロ ー チ を 用 い て in vitroで の 構 築 が 既 に 進 行 し て い る 器 官 を
部 分 的 に 血 管 形 成 さ せ る こ と が で き る が 、 た だ し 前 記 血 管 構 造 物 は 前 記 器 官 細 胞 が 増 殖 を
開 始 し た 後 で 採 集 さ れ 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ： 大 手 術 の 過 程 で は 血 流 お よ び 酸 素 の 減 少 を 受 け る 。 ATP-SUVを 全
身 ま た は 外 科 手 術 を 受 け て い る 領 域 に 投 与 し て 、 虚 血 ま た は 低 酸 素 症 に 由 来 す る 一 切 の 損
傷 を 最 小 限 に す る こ と が で き る 。 ATP-SUVが 有 用 な 外 科 手 術 の 例 に は 、 冠 状 動 脈 バ イ パ ス
手 術 、 心 臓 切 開 手 術 、 遊 離 皮 弁 移 動 手 術 お よ び い く つ か の 形 成 外 科 手 術 が 含 ま れ る 。
　 あ る 手 術 で は 、 術 時 に 脊 髄 が 十 分 な 酸 素 を 受 け 取 ら な い た め に 時 に 麻 痺 が 残 る 。 前 記 は
主 と し て 大 動 脈 瘤 切 除 で 発 生 す る 。 患 部 領 域 へ の ま た は 静 脈 投 与 ATP-SUVの 適 用 に よ っ て
外 科 医 は よ り 長 時 間 手 術 を 実 施 す る こ と が で き 、 酸 素 低 下 を 誘 発 す る 損 傷 の 可 能 性 が 減 少
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出 血 性 シ ョ ッ ク の た め の ATP-SUV

血 小 板 保 存 の た め の ATP-SUV

器 官 お よ び 組 織 の エ ン ジ ニ ア リ ン グ の た め の ATP-SUV

外 科 手 術 時 の ATP-SUV



し 、 合 併 症 が 減 少 す る 。
　 ： 従 来 は 、 脳 へ の 血 流 減 少 の 影 響 を 少 な く す る た め に 卒 中 発 作 後
た だ ち に 高 グ ル コ ー ス 溶 液 投 与 が 実 施 さ れ る 。 グ ル コ ー ス は 、 神 経 細 胞 の ATPレ ベ ル を 上
昇 さ せ 、 神 経 細 胞 死 を 減 少 さ せ る と 期 待 さ れ る 。 し か し な が ら 、 前 記 の 目 標 は 酸 素 供 給 が
限 定 さ れ て い る と き は 達 成 が 困 難 で あ る 。 ATP-SUVは 神 経 組 織 に ATPを よ り 効 率 的 に 提 供 す
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ： 多 く の 呼 吸 器 系 ア リ メ ン ト は 生 活 の 質 を 低 下 さ せ 、 し ば
し ば 死 を も た ら す 。 こ れ ら の 事 例 で は 、 主 要 な 死 因 は 血 中 酸 素 の 欠 乏 で あ り 、 組 織 お よ び
器 官 の 死 を も た ら す 。 対 象 者 に ATP-SUVを 輸 液 し て 血 中 酸 素 レ ベ ル の 低 下 の 影 響 を 少 な く
す る 。
　 ： 末 期 癌 患 者 は 合 併 症 に よ り 死 亡 す る 。 癌 ま た は 治 療 に よ っ て
前 記 患 者 は 衰 弱 し て い る の で 、 彼 ら は し ば し ば 肺 炎 で 死 亡 す る 。 前 記 衰 弱 は 、 重 要 な 代 謝
資 源 を 癌 細 胞 が 強 奪 し 、 し た が っ て 健 常 な 細 胞 を 衰 え さ せ る た め 、 ま た は 非 癌 性 健 常 細 胞
が 治 療 中 に 破 壊 さ れ る た め 、 ま た は そ の 両 方 に よ り 生 じ る 。 癌 患 者 に 毎 日 ATP-SUVを 投 与
し て 全 身 の ATPレ ベ ル を 補 充 し 、 し た が っ て 癌 細 胞 が 代 謝 資 源 を 使 用 す る こ と に よ る 影 響
を 少 な く す る 。 ATP-SUVを 投 与 す る こ と に よ っ て 、 癌 の 余 病 を 少 な く し 、 余 命 を 延 長 す る
。
　 ： ミ ト コ ン ド リ ア の ATP産 生 を 阻 害 す る か 、 ま た 別 に は 細
胞 の ATP産 生 を 低 下 さ せ る シ ア ン 化 物 お よ び 他 の 化 学 物 質 は 、 ATP-SUVを 用 い る こ と に よ っ
て そ の 作 用 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 ATP-SUVは シ ア ン 化 物 に 侵 さ れ た 細 胞 お よ び 組 織 の
生 存 活 性 を 維 持 す る 。 す な わ ち 、 ATP-SUVは ミ ト コ ン ド リ ア の ATP産 生 の 非 存 在 下 で 細 胞 質
ATPを 増 加 さ せ る 。 ATP-SUVは 、 シ ア ン 化 物 お よ び シ ア ン 化 物 と 類 似 の 態 様 で 作 用 す る 他 の
毒 物 に 対 す る 解 毒 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ATP-SUVは ま た 一 酸 化 炭 素 中 毒 の 影 響 を
少 な く す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　

： ATP-SUVを 含 む 高 度 に 融 合 性 の 脂 質 小 胞 を 水 溶 性 で 膜 結 合 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 炭
水 化 物 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 他 の 薬 剤 の 存 在 下 で 作 製 し 、 そ の 結 果 サ イ ト ゾ ル ま
た は 細 胞 膜 へ の 上 述 の 物 質 の 効 率 的 な デ リ バ リ ー を 達 成 す る こ と が で き る 。 前 記 の ド ラ ッ
グ デ リ バ リ ー 方 法 に よ っ て 多 く の 慣 例 的 な 問 題 が 回 避 さ れ 、 さ ら に （ １ ） 膜 を 透 過 す る こ
と が で き な い 医 薬 の 導 入 が 可 能 に な り 、 し た が っ て 膜 透 過 率 の 低 い 医 薬 の 有 効 性 を 高 め る
と と も に 使 用 可 能 な 医 薬 範 囲 が 大 き く 拡 大 さ れ 、 さ ら に （ ２ ） ポ リ ペ プ チ ド お よ び 炭 水 化
物 を 直 接 細 胞 膜 に 取 り 込 む こ と が 可 能 に な る 。 こ の 最 後 の 利 点 は 、 例 え ば 不 確 か な 遺 伝 子
治 療 を 回 避 す る 代 替 療 法 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 対 象 者 が 細 胞 上 の レ セ プ タ ー を 欠 く 場 合
は 、 前 記 レ セ プ タ ー を ATP-SUVに 取 り 込 ま せ 、 そ れ ら を 適 切 に 投 与 す る こ と が で き る 。
　 前 記 の 方 法 は 、 ATPを 細 胞 に 導 入 す る 方 法 に 類 似 す る が 、 た だ し SUVは 小 胞 内 物 質 お よ び
／ ま た は 膜 包 含 分 子 を 搭 載 さ れ て い る 。
　 ： 水 中 ダ イ ビ ン グ 、 宇 宙 旅 行 、 高 高 度 お よ び 他 の 酸 素
が 希 薄 な 状 況 は 身 体 へ の 酸 素 デ リ バ リ ー の 低 下 を も た ら す 。 酸 素 欠 乏 を 代 償 す る た め に 、
ATP-SUVを 静 脈 内 に 、 経 口 的 に 、 ま た は 吸 入 に よ り 投 与 す る 。
　 ： 組 織 お よ び 器 官 の 保 存 並 び に 動 物 お よ び 患 者 で 使 用 さ れ る
他 に 、 ATP-SUVは 酸 素 の 非 存 在 下 で 肉 の 中 の 細 胞 を 生 き た 状 態 で 維 持 す る こ と が で き る 。
屠 殺 後 、 動 物 は 放 血 さ れ 残 留 血 液 は 屠 殺 体 か ら 洗 い 流 さ れ る 。 ATP-SUVを 前 記 動 物 に 頚 動
脈 ま た は 他 の 太 い 動 脈 か ら 輸 液 し 、 血 管 系 を ATP-SUVで 満 た す 。 続 い て ATP-SUVを 前 記 の 場
所 に 含 む 前 記 動 物 を 輸 送 し 、 前 記 動 物 の 細 胞 を 生 き た 状 態 で 維 持 し 、 し た が っ て ATP-SUV
が 血 液 の 保 存 期 間 を 延 長 す る の と 同 じ 程 度 に 肉 の 保 存 期 間 が 延 長 さ れ る 。 ATP-SUVは 内 在
性 成 分 を 利 用 す る の で 、 肉 の 味 お よ び 触 感 に は 影 響 は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ： 植 物 は 生 命 お よ び 生 長 の 維 持 に 光 合 成 を 利 用 す る 。 光 合 成 は 2つ
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卒 中 に 対 す る ATP-SUV

呼 吸 器 障 害 に 対 す る ATP-SUV

癌 患 者 に 対 す る ATP-SUV

有 毒 化 学 物 質 に 対 す る ATP-SUV

タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 他 の 薬 剤 の デ リ バ リ ー の た め の ATP-
SUV

他 の 低 酸 素 状 態 に 対 す る ATP-SUV

肉 の 保 存 の た め の ATP-SUV

植 物 の た め の ATP-SUV



の 反 応 に 分 け る こ と が で き る 。 す な わ ち 光 反 応 （ 前 記 は 日 光 か ら エ ネ ル ギ ー を 採 集 し 、 前
記 を 化 学 エ ネ ル ギ ー 、 ATPお よ び ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド ホ ス フ ェ ー ト の
還 元 形 （ NADPH） に 変 換 す る ） お よ び 暗 反 応 （ 前 記 は ATPお よ び NADPHを 用 い て CO 2 を 固 定 す
る ） で あ る 。
　 植 物 に は ATP-SUVは 根 系 を 介 し て 提 供 さ れ る か 、 ま た は 葉 、 茎 、 花 、 分 裂 組 織 も し く は
他 の 植 物 部 分 に 直 接 適 用 さ れ る 。 ATP-SUVは 、 暗 反 応 に 必 要 な ATPを 植 物 細 胞 に デ リ バ ー す
る 。 ATP-SUVに よ る ATPの デ リ バ リ ー は 日 光 の 必 要 性 を 減 少 ま た は 回 避 し 、 暗 所 ま た は 光 の
少 な い 条 件 下 で の 生 長 を 可 能 に す る 。 さ ら に ま た 、 ATP-SUVは 植 物 の 生 長 を 高 め 、 植 物 の
生 命 を 維 持 す る 。 前 記 は 市 場 の 野 菜 の 鮮 度 、 切 花 産 業 お よ び 水 耕 栽 培 に と っ て 重 要 な 特 徴
で あ る 。
　 ： バ イ オ リ ア ク タ ー の 生 産 性 に 対 す る 主 要 な 制 限 因
子 は 、 細 菌 お よ び 酵 母 （ こ れ ら の 物 質 の 一 次 生 産 者 ） は ATPの 産 生 に 十 分 な 基 質 を 持 た ね
ば な ら な い と い う こ と で あ る 。 し た が っ て 、 細 菌 ま た は 酵 母 の 数 は い ず れ の 培 養 に お い て
も 限 定 さ れ る 。 ATP-SUVを バ イ オ リ ア ク タ ー に 注 入 し 、 微 生 物 数 を 増 し 、 バ イ オ リ ア ク タ
ー の 生 産 量 を 増 加 さ せ る 。 前 記 適 用 は 細 菌 お よ び カ ビ に 限 定 さ れ な い 。 な ぜ な ら ば 培 養 さ
れ る 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び 他 の 真 核 細 胞 は ATP産 生 の た め に 同 じ 要 件 を 有
す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 例 示 の た め に 提 供 さ れ る 。 当 業 者 は 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法
で 本 質 的 で は な い 変 更 を 容 易 に 実 施 す る こ と が で き よ う 。 本 実 施 例 は 本 発 明 を い ず れ の 態
様 に お い て も 制 限 し よ う と す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　
　 小 胞 は 、 脂 質 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン （ DOPC） ； 1,2-ジ オ レ オ
イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-エ チ ル ホ ス ホ コ リ ン （ DOPC-e） お よ び 1-パ ル ミ ト イ ル -2-オ レ オ イ ル
-sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス フ ェ ー ト （ POPA） か ら 構 築 し た （ 全 て 以 下 か ら 入 手 ： Avanti Polar 
Lipids; Alabaster, AL） 。 前 記 脂 質 は さ ら に 精 製 す る こ と な く 用 い た 。 脂 質 を ク ロ ロ ホ
ル ム に 溶 解 し 、 ガ ラ ス の 試 験 管 に 入 れ た 後 、 前 記 ク ロ ロ ホ ル ム を 窒 素 ガ ス の 定 常 流 の 下 で
蒸 発 に よ っ て 除 去 し 、 一 晩 ポ ン プ で 真 空 に し た 。 前 記 乾 燥 さ せ た 脂 質 材 料 を そ の 相 転 移 温
度 （ 25℃ ） よ り も 高 い 温 度 で HBSS実 験 緩 衝 液 （ Sigma; St. Louis, MO） で 30分 再 水 和 さ せ
た 。 2つ の ガ ラ ス ビ ー ズ を 前 記 緩 衝 液 /脂 質 混 合 物 に 添 加 し 、 前 記 懸 濁 液 を ヴ ォ ル テ ッ ク ス
ミ キ サ ー で 5分 攪 拌 し て 多 重 層 小 胞 を 形 成 し た 。 続 い て 、 前 記 ミ ル ク 状 溶 液 を マ イ ク ロ チ
ッ プ ブ ラ ン ソ ン 超 音 波 処 理 装 置 450を 用 い 、 前 記 マ イ ク ロ チ ッ プ 試 験 管 に 入 れ て 超 音 波 処
理 し た 。 さ ら に 前 記 小 胞 を 40％ の 機 関 効 率 サ イ ク ル を 用 い レ ベ ル 5で 5分 間 超 音 波 処 理 し て
小 さ な 単 層 小 胞 （ SUV） を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　
　 実 施 例 １ の 小 胞 へ の ATPの 取 り 込 み を 示 す た め に 、 多 重 層 小 胞 を 作 製 す る 前 に 、 30μ Ci
の 3 H-ATP（ Amersham; Arlington Heights, IL） を 実 験 緩 衝 液 に 添 加 し た 。 前 記 懸 濁 液 を
セ フ ァ デ ッ ク ス G-25（ Sigma） カ ラ ム （ 1cmX40cm） に 通 し て 被 包 化 さ れ な か っ た ATPを 除 去
し た 。 前 記 小 胞 を 最 初 の 50mLの 流 出 液 を 採 集 し た 。 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ り 小 胞
内 お よ び 上 清 中 に 含 ま れ る 放 射 能 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て パ ー セ ン ト 被 包 化 を 求 め た
。 DOPC、 DOPC:DOPC-e（ 1:1） 、 DOPC:POPA（ 50:1） お よ び DOPC:POPA（ 1:1） を 含 む 小 胞 は
全 て 、 最 初 の 溶 液 中 の ATP量 の １ か ら 25％ の 範 囲 で ほ ぼ 同 じ ATPパ ー セ ン ト 被 包 化 を 示 し た
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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実 施 例 １
脂 質 小 胞 の 構 築

実 施 例 ２
ATPの 被 包 化

実 施 例 ３



　
　 SUVの 融 合 速 度 を 明 ら か に す る た め に 、 SUVに 蛍 光 プ ロ ー ブ を ロ ー ド し 、 細 胞 に in vitro
で 提 供 し 、 さ ら に 洗 浄 し 、 続 い て 細 胞 の 蛍 光 を 分 析 し た 。
　 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC） は １ 回 継 代 で 購 入 し （ BioWhitaker; Walkersville, MD
） 、 8回 継 代 ま で 培 養 し 、 そ の 後 は 、 そ れ ら 細 胞 は も は や 用 い ら れ な か っ た 。 HUVECは 内 皮
細 胞 増 殖 培 養 液 （ EGM; BioWhitaker） で コ ン フ ル エ ン ス に 達 す る ま で 12ウ ェ ル の 培 養 皿 で
増 殖 さ せ た 。 続 い て 前 記 HUVECを HBSSで 3回 洗 浄 し た 。 脂 質 小 胞 は 実 施 例 １ の よ う に 作 製 し
た が 、 た だ し 1mMの カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン を 小 胞 に ロ ー ド し た 。 続 い て 前 記 小 胞 を 細
胞 と と も に 37℃ で 5、 10、 30、 45、 60、 90、 120ま た は 240分 、 湿 潤 な CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 で 前 記 小 胞 を 細 胞 か ら 洗 い 流 し 、 細 胞 を ト リ プ シ ン で 穏 や か
に 処 理 し て 培 養 皿 か ら 取 り 外 し た 。 前 記 HUNVEC中 の カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン の 蛍 光 を 、
パ ー キ ン エ ル マ ー （ Perkin-Elmer） LS50Bル ミ ネ ッ セ ン ス 分 光 光 度 計 （ Wellesly, MA） を
用 い 495nmの 励 起 お よ び 520nmの 放 射 で 測 定 し た 。 い く つ か の 実 験 で は 、 融 合 事 象 の 均 質 性
を 示 す た め に 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 せ ず に 前 記 細 胞 の 光 学 顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し た 。 こ の
実 験 の 蛍 光 ユ ニ ッ ト の 範 囲 は 0か ら 450ユ ニ ッ ト で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 融 合 速 度 は SUVの 脂 質 組 成 に 高 度 に 依 存 す る 。 DOPCは 最 初 の 30分 間 に ほ と ん ど ま た は 全
く 融 合 を 示 さ ず 、 そ の 後 融 合 速 度 は 対 数 的 に 増 加 し 約 350FUに 達 し た 。 対 照 的 に 、 DOPC:DO
PC-e（ 1:1） は 、 は る か に 速 い 初 期 融 合 速 度 お よ び よ り 遅 い 最 終 融 合 速 度 を 示 し た （ 5分 で
約 35FU； 120分 で 約 100FU） 。 も っ と も 速 い 融 合 速 度 は DOPC:POPA（ 1:1） を 用 い て 見 出 さ れ
、 前 記 は 5分 以 内 に ATPの 顕 著 な デ リ バ リ ー を 示 し た 。 デ ザ イ ン に し た が っ て 前 記 3種 の 小
胞 の 融 合 速 度 は 高 速 、 中 速 お よ び 低 速 と 特 徴 づ け る こ と が で き る 。
　 解 決 さ れ た 1つ の 問 題 は 、 小 胞 は 実 際 に 細 胞 と 融 合 し た の か 、 ま た は 単 に 細 胞 表 面 で 凝
集 し た の か と い う こ と で あ っ た 。 前 記 の 問 題 を 調 べ る た め に 、 脂 質 小 胞 に 暴 露 し 、 培 養 ウ
ェ ル か ら 取 り 外 さ な か っ た HUVECを 蛍 光 顕 微 鏡 で 蛍 光 の 分 布 に つ い て 調 べ た 。 3種 の 組 成 物
の い ず れ に 暴 露 し た 細 胞 も 5分 後 に 小 さ な 斑 点 と い う よ り は む し ろ 細 胞 全 体 に 分 散 し た 蛍
光 を 示 し 、 前 記 は 、 リ ソ ゾ ー ム が 前 記 小 胞 を 隔 離 し そ れ に よ っ て 細 胞 が カ ル ボ キ シ フ ル オ
レ セ イ ン に ア ク セ ス す る の を 防 い で い る こ と を 示 唆 し て い る の で あ ろ う 。 ま た 別 に は 、 前
記 小 胞 は 細 胞 表 面 で 凝 集 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 脂 質 小 胞 は 細 胞 表 面 で 凝 集 す る の で
は な く 、 ま た は リ ソ ゾ ー ム に よ っ て 隔 離 さ れ る の で は な く む し ろ 細 胞 と 融 合 し て 被 包 化 さ
れ た 内 容 物 を 細 胞 質 内 に 放 出 す る こ と 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン と 同 様 に ATPも ま た 細 胞 内 に 導 入 さ れ る の か 否 か を 決 定 す る
た め に 、 小 胞 融 合 お よ び ATPの HUVECへ の 放 出 を 実 施 例 2の 3 H-ATP含 有 小 胞 を 用 い て 追 跡 し
た 。 小 胞 を HUVECと と も に 5、 10、 15、 30、 45、 60、 90、 120ま た は 240分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 図 1に 示 し た 結 果 は 1時 間 後 の ATPの 細 胞 内 分 配 係 数 で あ る 。 DOPC/POPAは 、 こ の 時 間
範 囲 で 最 大 の パ ー セ ン ト 取 り 込 み を 示 し 、 DOPC/DOPC-eが こ れ に 続 き 、 さ ら に 小 胞 を も た
な い 3 H-ATPの み が 続 い た 。 細 胞 を 繰 返 し 洗 浄 し た と き 、 細 胞 の 放 射 能 活 性 に 顕 著 な 変 化 が
あ っ た 。 DOPCは わ ず か で あ る が 意 義 の あ る 放 射 能 活 性 の 低 下 を 示 し 、 DOPC/DOPC-eは 反 復
洗 浄 後 に 放 射 能 活 性 の 低 下 を 示 さ な か っ た が 、 一 方 、 遊 離 3 H-ATPは 放 射 能 活 性 の 完 全 な 消
失 を 示 し 、 遊 離 ATPは 細 胞 膜 に 侵 入 す る こ と が で き な い こ と が 確 認 さ れ た 。 前 記 の デ ー タ
は 、 融 合 デ ー タ と 併 せ て 、 DOPC小 胞 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 DOPC:DOP
C-e小 胞 は 融 合 し 、 さ ら に 遊 離 ATPは 細 胞 に 入 ら な い こ と が 示 唆 し て い る 。 DOPC:POPA小 胞
も ま た 洗 い 流 す こ と が で き ず 、 そ れ ら も ま た 細 胞 と 融 合 し 、 被 包 化 内 容 物 を 細 胞 質 内 に デ
リ バ ー す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　
　 細 胞 に 分 子 を 直 接 デ リ バ ー す る の と は 対 照 的 に 、 循 環 系 を 通 じ て in vivoで 被 包 化 分 子
を デ リ バ ー す る 本 発 明 の 小 胞 の い ず れ の 使 用 に お い て も 、 小 胞 お よ び ／ ま た は 分 子 は 血 管
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巨 大 分 子 の 内 皮 透 過 性



内 皮 を 通 過 す る こ と が 要 求 さ れ る 。 血 管 内 皮 は バ リ ヤ ー を 構 成 す る が 、 細 胞 間 バ リ ヤ ー は
、 例 え ば 白 血 球 が 循 環 系 を 出 て 間 質 の 間 隙 に 入 る と き の よ う に 橋 を か け て 越 え る こ と が で
き る 。 こ の 問 題 を 調 べ る た め に 、 本 発 明 の 脂 質 小 胞 の 内 皮 透 過 性 に 対 す る 影 響 を 測 定 し た
。
　 微 小 孔 を も つ フ ィ ル タ ー （ 0.8μ m） 上 で HUVECを コ ン フ ル エ ン ス に 達 す る ま で EGMで 増 殖
さ せ た 。 単 層 内 皮 を 通 過 す る タ ン パ ク 質 流 量 を 測 定 で き る 特 殊 な チ ャ ン バ ー に 前 記 細 胞 を
置 い た 。 脂 質 小 胞 の 内 皮 透 過 性 に 対 す る 影 響 を 調 べ る た め に 用 い た ト レ ー サ ー は FITC-ア
ル ブ ミ ン （ 1mg/mL） で あ っ た 。 前 記 FITC-ア ル ブ ミ ン お よ び 脂 質 小 胞 を 0時 点 で 内 皮 細 胞 に
添 加 し た 。 5分 毎 に 500μ Lの 上 清 サ ン プ ル を 採 集 し 、 続 い て パ ー キ ン エ ル マ ー LS50Bル ミ ネ
ッ セ ン ス 分 光 光 度 計 を 用 い 蛍 光 を 分 析 し た 。 DOPC小 胞 は 透 過 性 に 対 し 影 響 を 全 く も た ず 、
一 方 、 HUVECの 透 過 性 は DOPC/DOPC-eの 存 在 下 で 増 加 し 、 こ れ ら の 小 胞 は 隣 接 す る 内 皮 細 胞
間 に 小 さ な ギ ャ ッ プ を 生 じ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　
　 必 要 な 最 適 速 度 の 決 定 例 と し て 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 の ATPに 対 す る 代 謝 要 求 を 決 定 し た 。 完
全 な ラ ッ ト 肝 臓 を 単 離 し 、 単 離 緩 衝 液 （ 0.25Mシ ュ ク ロ ー ス 、 0.04Mト リ ス （ pH7.2） ） に
入 れ 、 滅 菌 し た 鋏 で 細 切 し 結 合 組 織 片 を 注 意 深 く 取 除 い た 。 続 い て 前 記 肝 臓 を #60の ス テ
ン レ ス ス チ ー ル の ワ イ ヤ ー メ ッ シ ュ 篩 に 通 し 、 細 胞 を 含 む 溶 出 液 を 氷 上 で 採 集 し た 。 前 記
分 散 液 を 4℃ で 5分 間 遠 心 し て 細 胞 を 沈 澱 さ せ た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 細 胞 を 酸 素 付 加 緩 衝 液 （
200mMシ ュ ク ロ ー ス 、 70mMの KCl、 5mMの マ レ エ ー ト お よ び 40mMト リ ス （ pH7.3） ） に 再 分 散
さ せ た 。 5mLの 酸 素 付 加 緩 衝 液 を 酸 素 計 （ Yellow Springs Instruments Oxygen Meter, Ye
llow Springs, OH） に 入 れ 、 37℃ で 平 衡 さ せ た 。 50μ Lの 細 胞 抽 出 物 を チ ャ ン バ ー に 入 れ
、 2か ら 3mg/mLの 最 終 タ ン パ ク 質 濃 度 に し た 。 続 い て 基 礎 酸 素 消 費 を 1分 間 モ ニ タ ー し 、 そ
の 後 100mMの ADPを 前 記 細 胞 に 添 加 し 、 第 二 段 階 呼 吸 を 測 定 し た 。 次 に 5mMの グ ル タ メ ー ト
を 添 加 し 第 三 段 階 呼 吸 を 測 定 し た 。 添 加 ADP量 対 消 費 酸 素 量 を 測 定 し て ADP/O 2 比 を 決 定 し
た 。 し た が っ て 、 第 三 段 階 呼 吸 は 組 織 1mgに つ き 1分 間 に 細 胞 に よ っ て 消 費 さ れ た ATP量 の
測 定 値 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　
　 ヌ ー ド マ ウ ス の 頭 上 部 領 域 の 皮 膚 （ ほ ぼ 80mm 2 の 円 形 ） に 表 層 損 傷 を 加 え た 。 続 い て ATP
-SUVを 前 記 創 傷 に １ 日 2回 適 用 し 、 境 界 細 胞 に ATPを 提 供 し た 。 ATP-SUVは 、 特 別 に デ ザ イ
ン し た ア プ リ ケ ー タ ー の 中 で 創 傷 上 に 直 接 置 い た 。 前 記 ア プ リ ケ ー タ ー は 水 を 基 剤 と す る
ATP-SUVを 創 傷 と 直 接 接 触 す る 状 態 で 保 持 す る 。
　 図 2に 示 し た よ う に 、 ATP-SUVで 処 理 さ れ た 創 傷 は 、 コ ン ト ロ ー ル 物 質 で 処 理 さ れ た 創 傷
と 比 較 し て よ り 迅 速 に 治 癒 し た 。 ATP-SUV処 理 創 傷 に 対 す る 曲 線 （ 治 癒 時 間 に 対 す る 創 傷
面 積 が プ ロ ッ ト さ れ て い る ） は 対 数 的 曲 線 を 示 す が 、 コ ン ト ロ ー ル で は 治 癒 速 度 は よ り 直
線 的 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 4日 目 で は 、 ATP-SUV処 理 （ 約 30mm 2 ； 最 初 の 創 傷 面 積 の 半 分
未 満 ） と コ ン ト ロ ー ル 処 理 （ 約 60mm 2 ） と の 間 で ほ ぼ 30mm 2 の 相 違 が 認 め ら れ 、 一 方 、 10日
目 で は ATP-SUV処 理 創 傷 で 創 傷 は 実 質 的 に 消 失 す る が 、 コ ン ト ロ ー ル 処 理 創 傷 （ 約 25mm 2 ）
で は 消 失 し な か っ た 。 定 性 的 に は 、 4日 目 の ヴ ァ イ タ ル ゾ ル （ VitalSol） 処 理 創 傷 と コ ン
ト ロ ー ル の 10日 目 の 創 傷 と が 類 似 し 、 一 方 、 10日 目 が 17日 目 の コ ン ト ロ ー ル と 類 似 す る 。
ATP-SUVで 処 理 さ れ た 創 傷 で は 創 傷 は 17日 目 ま で に 治 癒 し た が 、 こ の 日 に は コ ン ト ロ ー ル
は ま だ 完 全 に は 治 癒 し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　
　 ラ ッ ト の 後 肢 を 切 断 し 、 ATP-SUV輸 液 の た め に 受 傷 肢 の 主 要 な 栄 養 供 給 動 脈 に 挿 管 し 、 1
mMの ATP溶 液 を ロ ー ド し た 。 前 記 後 肢 に ATP-SUVま た は コ ン ト ロ ー ル 溶 液 （ 表 1参 照 ） を 3時
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実 施 例 ６
ATP-SUVは 創 傷 治 癒 を 加 速 さ せ る

実 施 例 ７
四 肢 の 再 結 合



間 毎 ま た は 組 織 ATPレ ベ ル の 変 化 に よ り 必 要 と 思 わ れ た と き に 還 流 を 実 施 し た 。 前 記 後 肢
の 動 脈 圧 を 輸 液 中 に モ ニ タ ー し 、 流 れ に よ っ て 誘 発 さ れ る 損 傷 の 機 会 を 減 ら し 、 さ ら に 受
傷 肢 の 全 体 的 な 保 全 を モ ニ タ ー し た （ よ り 高 い 還 流 圧 は 四 肢 の 病 的 状 態 の 指 標 と な る で あ
ろ う ） 。 前 記 保 存 期 間 の 後 、 前 記 後 肢 を リ ン ゲ ル で フ ラ ッ シ ュ し て ATP-SUVの 痕 跡 を 除 去
す る 。 続 い て 前 記 後 肢 を 外 科 的 に 再 結 合 さ せ 、 吻 合 後 の 後 肢 機 能 の 外 的 指 標 （ 肢 の 色 、 微
小 血 栓 、 血 液 凝 固 の 証 拠 、 肢 の 温 度 ） を 査 定 し た 。 再 移 植 の 前 後 に 前 記 動 物 に ヘ パ リ ン を
投 与 し 血 流 遮 断 を 予 防 し た 。 さ ら に ま た 、 前 記 動 物 に 抗 生 物 質 治 療 を 施 し て 感 染 を 抑 え た
。 コ ン ト ロ ー ル 肢 に は 担 体 の み 、 担 体 お よ び ATPの み 、 ま た は 担 体 お よ び SUVの み を 還 流 さ
せ た 。
　 最 移 植 後 21時 間 で 、 ATP-SUV処 理 肢 は 健 常 な 桃 色 を 示 し 、 生 理 学 的 温 度 を 再 び 獲 得 し た
。 150日 以 降 に ATP-SUV処 理 肢 を 結 合 さ せ た 動 物 は 、 あ た か も 前 記 肢 が 切 断 さ れ た こ と が な
か っ た か の よ う に こ れ ら の 四 肢 を 使 っ た 。 単 な る 定 性 的 な 副 作 用 は つ ま 先 の 湾 曲 で あ り 、
前 記 は お そ ら く 理 学 療 法 の 欠 如 の た め で 、 理 学 療 法 に よ っ て 前 記 の 小 さ な 血 管 は 修 正 さ れ
た で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 コ ン ト ロ ー ル で は 前 記 肢 は 黒 く 着 色 し 触 る と 冷 た く 壊 死 の 徴
候 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 の 要 旨 は 表 １ に 示 さ れ て い る 。 定 性 的 な 結 果 は 図 3に 示 さ れ て
い る 。
　 　 　 表 １ ： 四 肢 移 植 実 験 の 要 旨
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】

　
　 ラ ッ ト か ら 取 り 出 し た 心 臓 を ラ ー ゲ ン ド ル フ 心 還 流 装 置 を 用 い て モ ニ タ ー し た 。 心 臓 に
挿 管 し 、 心 臓 に 還 流 さ せ る 特 別 に デ ザ イ ン し た チ ャ ン バ ー に 置 き 、 ATP-SUVの 注 入 を 可 能
に し た 。 心 臓 に 還 流 さ せ て い た 酸 素 付 加 還 流 液 を 停 止 し 、 ATP-SUVを 心 臓 に 注 入 し た 。 続
い て 高 カ リ ウ ム 溶 液 の 注 射 に よ っ て 前 記 心 臓 を 心 停 止 さ せ た 。 流 動 の な い 状 態 で 前 記 ATP-
SUVを 37℃ で 120分 心 臓 で 保 持 し た 。 続 い て 前 記 心 臓 を 酸 素 付 加 還 流 溶 液 で フ ラ ッ シ ュ し 、
心 機 能 を モ ニ タ ー し た 。 ATP-SUV処 理 心 臓 は コ ン ト ロ ー ル 心 臓 と 比 較 し て 心 機 能 を 再 獲 得
し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　
　 ATP含 有 小 胞 が 血 液 を 保 存 す る か 否 か 、 お よ び 糖 分 解 性 中 間 物 質 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ベ
ー ト （ PEP） お よ び フ ラ ク ト ー ス -1,6-ジ ホ ス フ ェ ー ト （ FDP） の 添 加 が さ ら に 生 命 活 性 を
改 善 す る か 否 か を 確 認 す る た め に 、 以 下 の 実 験 を 実 施 す る 。 小 胞 を DOPCの み を 用 い て 実 施
例 2の 方 法 に し た が っ て 構 築 す る 。 標 準 的 な 方 法 に し た が っ て 血 液 を 標 準 的 な デ キ ス ト ロ
ー ス -ク エ ン 酸 -ア デ ニ ン -ホ ス フ ェ ー ト 混 合 物 を 含 む バ ッ グ （ Baxter; Deerfield, IL） に
採 集 す る 。 各 実 験 セ ッ ト に つ い て 、 1ユ ニ ッ ト の 血 液 を 等 分 量 の ア リ コ ッ ト に 分 け 、 さ ら
に 新 た な 添 加 物 を 含 ま な い ポ リ エ チ レ ン バ ッ グ に 無 菌 的 に 移 す （ コ ン ト ロ ー ル ） 。 テ ス ト
物 質 を 別 の ア リ コ ッ ト に 以 下 の よ う に 添 加 す る ：
　 　 － コ ン ト ロ ー ル 、 添 加 物 な し
　 　 － コ ン ト ロ ー ル 、 PEP、 FDPお よ び リ ボ ー ス を 含 む 小 胞 、
　 　 － ATP-SUV
　 30、 45、 60お よ び 90日 で ア リ コ ッ ト を 取 り 、 赤 血 球 の 状 態 を 以 下 の パ ラ メ ー タ ー に し た
が っ て 査 定 す る ： ATP含 有 量 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト 、 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び 血 球 の 生 存 度 （ ト リ
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パ ン ブ ル ー （ Sigma） 排 除 ま た は LIVE/DEADキ ッ ト （ Molecular Products:Eugene, OR） を
用 い る ） 。 予 想 結 果 ： ATP含 有 小 胞 の 存 在 下 で 保 存 さ れ た 細 胞 は コ ン ト ロ ー ル よ り も 良 好
な 状 態 で あ ろ う 。 す な わ ち 、 ATP含 有 量 は 高 く 、 pHの 低 下 は よ り 少 な く （ 糖 分 解 が よ り 少
な い こ と を 示 す ） 、 赤 血 球 は 機 能 的 な 赤 血 球 に 典 型 的 な 両 面 が く ぼ ん だ 形 状 を 保 持 す る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 図 １ 】 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC） 内 の １ 時 間 後 の ATPの 分 配 係 数 を 示 す 。
【 図 ２ 】 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 本 発 明 の 組 成 物 の 創 傷 治 癒 に 対 す る 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ラ ッ ト に お け る 切 断 四 肢 の 再 移 植 の 成 功 を 示 す 。 前 記 四 肢 は 再 接 着 後 に 完 全 に 機
能 を 有 す る 。
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【 図 ３ 】

(44) JP 2005-525424 A 2005.8.25



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(45) JP 2005-525424 A 2005.8.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(46) JP 2005-525424 A 2005.8.25



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  47/42                         Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02                         Ａ６１Ｐ  43/00    １２１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00                         Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｅ          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/06                         Ａ６１Ｋ  37/24    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,M
W,MX,MZ,NO,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100093300
            弁理士　浅井　賢治
(74)代理人  100114007
            弁理士　平山　孝二
(72)発明者  イーリンガー　ウィリアム　ディー
            アメリカ合衆国　インディアナ州　４７１１１　チャールスタウン　リッジフィールド　ドライヴ
            　６０１９
(72)発明者  チェン　スーファン
            アメリカ合衆国　インディアナ州　４７１１９　フロイズ　ノブズ　スティラー　ロード　５６３
            ９
Ｆターム(参考) 4B065 AA90X AC20  BA30  BB11  BB12  BB15  BB19  CA44 
　　　　 　　  4C076 AA19  AA95  CC14  CC19  DD63H EE23  EE41Q
　　　　 　　  4C084 AA02  AA03  BA44  CA53  DB55  MA02  MA05  MA24  MA66  NA13 
　　　　 　　        ZA892 ZC752
　　　　 　　  4C086 AA01  EA18  MA01  MA02  MA05  MA24  NA13  ZA89  ZC75 

(47) JP 2005-525424 A 2005.8.25


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

