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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的に活性な組成物であって、
　（ａ）以下の生物学的に活性な成分：
　　（ｉ）核酸又はその誘導体、
　　（ｉｉ）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体、
　　（ｉｉｉ）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体、
　　（ｉｖ）リポ多糖又はその誘導体、
　　（ｖ）ペプチドグリカン又はその誘導体、
　　（ｖｉ）炭水化物又はその誘導体、
　　（ｖｉｉ）脂質又はその誘導体、
　　（ｖｉｉｉ）リポペプチド又はその誘導体、
　　（ｉｘ）遊離金属イオン、
　　（ｘ）チオール、
　　（ｘｉ）抗生物質又はその誘導体、
　　（ｘｉｉ）ビタミン又はその誘導体、
　　（ｘｉｉｉ）バイオフラボノイド又はその誘導体、
　　（ｘｉｖ）抗酸化物質又はその誘導体、
　　（ｘｖ）免疫応答修飾因子、
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　　（ｘｖｉ）抗体、
　　（ｘｖｉｉ）セレン、
　　（ｖｘｉｉｉ）ヒスタミン又は抗ヒスタミン剤、及び
　　（ｘｉｘ）キナーゼ阻害剤
　のうち少なくとも１種と
　（ｂ）前記組成物を食細胞に送達し、その結果、生物学的に活性な成分が、食細胞によ
って取り込まれ、その生物活性に影響を及ぼすのに有効な少なくとも１種の生体高分子の
担体と
　を含み、
　前記生体高分子の担体が、微粒子の形態にあり、
　少なくとも１種の生物学的に活性な成分が、ジスルフィド結合、及び固定化金属キレー
トを含む結合からなる群から選択される結合によって前記担体と可逆的に結合し、
　生体高分子微粒子担体が、１～１０μｍの範囲にあるアガロース微粒子である、
　上記組成物。
【請求項２】
　核酸又はその誘導体を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体を含む
、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体を含む、請求項１に
記載の組成物。
【請求項５】
　前記組成物が、下記：
　（ｉ）リポ多糖又はその誘導体、
　（ｉｉ）ペプチドグリカン又はその誘導体、
　（ｉｉｉ）炭水化物又はその誘導体、
　（ｉｖ）脂質又はその誘導体、及び
　（ｖ）リポペプチド又はその誘導体
　からなる群から選択される生物学的に活性な成分を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　金属イオン、チオール、抗生物質又はその誘導体、ビタミン又はその誘導体、バイオフ
ラボノイド又はその誘導体、抗酸化物質又はその誘導体、免疫応答修飾因子、抗体、生物
学的に活性な非金属、ヒスタミン又は抗ヒスタミン剤及び、キナーゼ阻害剤からなる群か
ら選ばれる生物学的に活性な成分を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　２つの生物学的に活性な成分を含む、請求項１に記載の組成物であって、該生物学的に
活性な成分は、
（ａ）（１）核酸又はその誘導体と、
　（２）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体；
（ｂ）（１）炭水化物又はその誘導体と、
　（２）脂質又はその誘導体；
（ｃ）（１）炭水化物又はその誘導体と、
　（２）リポペプチド又はその誘導体；
（ｄ）（１）核酸又はその誘導体と、
　（２）金属イオン；
（ｅ）（１）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体と、
　（２）金属イオン；
（ｆ）（１）核酸又はその誘導体と、
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　（２）チオール；
（ｇ）（１）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体と、
　（２）チオール；
（ｈ）（１）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体と、
　（２）チオール；
（ｉ）（１）核酸又はその誘導体と、
　（２）抗生物質又はその誘導体；
（ｊ）（１）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体と、
　（２）抗生物質又はその誘導体；
（ｋ）（１）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体と、
　（２）抗生物質又はその誘導体；
（ｌ）（１）核酸又はその誘導体と、
　（２）ビタミン又はその誘導体；
（ｍ）（１）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体と、
　（２）ビタミン又はその誘導体；
（ｎ）（１）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体と、
　（２）ビタミン又はその誘導体；
（ｏ）（１）核酸又はその誘導体と、
　（２）バイオフラボノイド又はその誘導体；
（ｐ）（１）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体と、
　（２）バイオフラボノイド又はその誘導体；
（ｑ）（１）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体と、
　（２）バイオフラボノイド又はその誘導体；
（ｒ）（１）核酸又はその誘導体と、
　（２）抗酸化物質又はその誘導体；
（ｓ）（１）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体と、
　（２）抗酸化物質又はその誘導体；及び、
（ｔ）（１）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体と、
　（２）抗酸化物質又はその誘導体
からなる群から選ばれる、上記組成物。
【請求項８】
　前記組成物が、下記：
　（ａ）オフロキサシン、クルクミン、ルチン、Ｇ１／９ペプチド（配列番号１）、Ｇ２
／４ペプチド（配列番号２）及びＢ３ペプチド（配列番号３）、
　（ｂ）レチノイン酸、ルチン、Ｇ１／９ペプチド（配列番号１）、Ｇ２／４ペプチド（
配列番号２）及びＢ３ペプチド（配列番号３）、
　（ｃ）ＬＰＳ（リポ多糖）、ＰＧ（ペプチドグリカン）、ＤＮＡ、イミキモド、Ｇ１／
９ペプチド（配列番号１）、Ｇ２／４ペプチド（配列番号２）、Ｂ３ペプチド（配列番号
３）、ノボビオシン、グルタチオン及びチアムリン、
　（ｄ）ＬＰＳ（リポ多糖）、ＰＧ（ペプチドグリカン）、ＤＮＡ、イミキモド、Ｇ１／
９ペプチド（配列番号１）、Ｇ２／４ペプチド（配列番号２）、Ｂ３ペプチド（配列番号
３）、レチノイン酸及びチアムリン、及び
　（ｅ）ＬＰＳ（リポ多糖）、ＰＧ（ペプチドグリカン）、ＤＮＡ、イミキモド、Ｇ１／
９ペプチド（配列番号１）、Ｇ２／４ペプチド（配列番号２）、Ｂ３ペプチド（配列番号
３）、ラクトフェリシン及びチムリン
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　からなる群から選択される成分の組合せの選択肢を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記生物学的に活性な成分は、免疫活性抗原又は抗原性エピトープを含む、請求項１に
記載の組成物。
【請求項１０】
　前記免疫活性抗原又は抗原性エピトープが、ペプチド、タンパク質、組換えペプチド若
しくはマルチペプチド又は組換えタンパク質である、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
　ｉｎ　ｖｉｖｏで防御免疫応答を誘発する、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　二本鎖ＲＮＡ又はｓｉＲＮＡを含む、請求項２に記載の組成物。
【請求項１３】
　少なくとも１種の生物学的に活性な成分が、固定化金属キレートを含む結合によって前
記担体と可逆的に結合し、前記固定化金属キレートが、亜鉛、銅又は鉄のキレートを含む
、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　微粒子が多孔性である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１５】
　微粒子が非多孔性である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１６】
　微粒子の大部分が、直径約５μｍ未満である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１７】
　微粒子が、病原体と同じサイズ範囲にある、請求項１に記載の組成物。
【請求項１８】
　免疫活性抗原又は抗原性エピトープを含み、該免疫活性抗原又は抗原性エピトープが、
ペプチド、タンパク質、組換えペプチド若しくはマルチペプチド又は組換えタンパク質で
ある、請求項１７に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本ＰＣＴ出願は、その内容がこの参照によりその全文が本明細書に組み込まれる、「生
体分子を細胞へトランスフェクトするための組成物（Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ
　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｉｎｔｏ　Ｃｅｌｌｓ
）」と題され、２００９年４月２０日に出願されたＧｒａｎｄｉｃｓらによる米国仮出願
シリアル番号第６１／１７０，９４５号の優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、生物学的に活性な分子を哺乳動物細胞に導入（トランスフェクト）できる組
成物を提供する。核酸のトランスフェクションは、試薬（例えば、ＤＥＡＥ－デキストラ
ン、リン酸カルシウム、リポフェクチン、ウイルスベクター）、エレクトロポレーション
、遺伝子銃又はマイクロインジェクションのような種々の方法を利用する、分子生物学の
十分に開発された領域である。タンパク質送達法はまた、陽イオン性脂質、リポソーム及
び担体ペプチドを含む。炭水化物のトランスフェクションは、特定の金属の制御された用
量の導入のほかに十分に開発されていない。さらに、樹状細胞、マクロファージ及びＢ細
胞をはじめとする食細胞のような特定の細胞部分集合に、多数の生物学的に活性な成分（
核酸及び誘導体、リポペプチド、リポ多糖、ペプチドグリカン、脂質、タンパク質及びペ
プチド、イオン、チオール化合物、抗生物質、ビタミン、バイオフラボノイド、抗酸化物
質など）の制御された用量の同時送達を可能にするトランスフェクション法を開発するこ
とは重要であろう。これらの分子の大きく異なる物理化学的特徴は、ｉｎ　ｖｉｖｏでさ
まざまな細胞種を非特異的に標的とする現在の送達ビヒクルへの組み込みにおける障害を
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もたらし得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　したがって、食細胞への、恐らくは最大範囲の生体分子の同時トランスフェクションの
ためにｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏの両方で働く新規細胞送達システムが必要で
ある。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明に従って、食細胞への種々の生体分子の同時の、制御された用量送達のための新
規組成物が記載されている。
　したがって、本発明の一態様は、生物学的に活性なであって、
　（１）以下の生物学的に活性な成分：
　　（ａ）核酸又はその誘導体、
　　（ｂ）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導
体、
　　（ｃ）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体、
　　（ｄ）リポ多糖又はその誘導体、
　　（ｅ）ペプチドグリカン又はその誘導体、
　　（ｆ）炭水化物又はその誘導体、
　　（ｇ）脂質又はその誘導体、
　　（ｈ）リポペプチド又はその誘導体、
　　（ｉ）金属イオン、
　　（ｊ）チオール、
　　（ｋ）抗生物質又はその誘導体、
　　（ｌ）ビタミン又はその誘導体、
　　（ｍ）バイオフラボノイド又はその誘導体、
　　（ｎ）抗酸化物質又はその誘導体、
　　（ｏ）免疫応答修飾因子、
　　（ｐ）抗体、
　　（ｑ）生物学的に活性な非金属、
　　（ｒ）ヒスタミン又は抗ヒスタミン剤、及び
　　（ｓ）キナーゼ阻害剤
　のうち少なくとも１種と、
　（２）組成物を食細胞に送達し、その結果、生物学的に活性な成分が、食細胞によって
取り込まれ、その生物活性に影響を及ぼすのに有効な少なくとも１種の担体と
を含む上記組成物である。
【０００５】
　組成物中では、分子は、混合物として存在し得る。或いは、分子は、化学的に一緒に結
合していてもよい。担体は、通常、微粒子である。微粒子は、狭いサイズ分布範囲を有す
ることが好ましい。微粒子は、多孔性であっても、非多孔性であってもよい。一般に、微
粒子は、直径約１０μｍ未満であり、より一般には、微粒子は、直径約５μｍ未満である
。一般に、微粒子は、生体高分子で作られている。一代替法では、成分は、非共有結合に
よって微粒子に結合されている。別の代替法では、成分は、共有結合によって微粒子に結
合されている。
【０００６】
　本発明の別の態様は、細胞培養物若しくは細胞部分集合において、又は植物、動物若し
くはヒト被験体などの多細胞生物において、生物学的応答を誘発する方法であって、微粒
子と会合している選択された生物学的に活性な成分を含む組成物の有効量を投与するステ
ップを含み、微粒子は、病原体より小さい、又は病原体と同じサイズ範囲にある、上記方
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法である。
【０００７】
　本発明によれば、宿主への組成物の投与は、細胞培養物において、又は粘膜経路、非経
口経路又は経皮経路によって実施できる。或いは、他の投与経路を使用してもよい。
【０００８】
　本発明の別の態様は、急性感染症、アレルギー、喘息、自己免疫状態からなる群から選
択される慢性炎症性疾患及び癌又は腫瘍転移の影響を研究する方法であって、
　（１）アレルギー、喘息、自己免疫状態、癌及び腫瘍転移からなる群から選択される状
態に感受性である動物モデルを提供するステップと、
　（２）組成物中で、微粒子が、病原体と同じサイズ範囲にあり、組成物が、免疫活性抗
原又は抗原性エピトープを含み、免疫活性抗原又は抗原性エピトープが、ペプチド、タン
パク質、組換えペプチド若しくはマルチペプチド又は組換えタンパク質である本発明の組
成物を動物モデルに投与して、この組成物の投与に起因する免疫応答によって、動物モデ
ルにおいて感染を治療又は予防するステップと、
　（３）アレルギー、喘息、自己免疫状態、癌及び腫瘍転移からなる群から選択される状
態に対する、ステップ（２）において投与された組成物の効果を調べるステップと
を含む、上記方法である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　本発明には、組成物及び動物モデルにおいてこのような組成物を特定の細胞集団に標的
化し、免疫応答を誘発する方法が記載されている。
【００１０】
　相互排他的な物理化学的特徴を有する複数の生物学的に活性な分子の制御された用量送
達のための薬剤及び送達ビヒクルを製造する必要がある。例えば、核酸又はリポ多糖は、
ポリアミン分子、塩基性ペプチド及び／又は遷移金属（例えば、Ｚｎイオン）の存在下で
析出し、この現象は、たとえ細胞への制御された用量投与が、特定の生理反応（例えば、
防御免疫）を惹起するために必要であっても、他の生物学的に活性な分子との混合投与及
び同時投与を妨げる。陽イオン性脂質／リポソーム送達ビヒクルは、陽イオン性分子の送
達にとって有効ではない。本発明者らは、病原体サイズの微粒子が、リガンドの選択的、
連続的結合が可能であることから、非常に異なる物理化学的特性の生体分子（本明細書に
おいて生物学的に活性な成分としても記載される）の送達のための最適な方法を提供する
と推論した。したがって、本発明によって、多数の食細胞への生物学的に活性な分子の標
的化された投与を実施できるであろう。
【００１１】
　本発明者らは、未変性アガロースなどの多糖を含む担体又は他の生分解性担体による特
定の細胞への生物学的に活性な分子の標的化を研究した。アガロースは、天然多糖、生分
解性であり、哺乳動物細胞と適合すると証明されているＤ－ガラクトースポリマーである
という利点を有する。非経口的投与されたアガロース微粒子は、弱いマクロファージ活性
化能及び水酸化アルミニウムに匹敵するアジュバント特性を示すことがわかっている（Ｇ
ｒｏｎｌｕｎｄ　Ｈ．ら「炭水化物ベースの粒子：アレルゲン特異的免疫療法のための新
規アジュバント（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ｂａｓｅｄ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ：　ａ　
ｎｅｗ　ａｄｊｕｖａｎｔ　ｆｏｒ　ａｌｌｅｒｇｅｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｍｍｕｎ
ｏｔｈｅｒａｐｙ．）」Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、２００２年、１０７、５２３～５２９頁
）。
【００１２】
　エンドユーザー視点からは、組成物が冷蔵保存を必要とせず、それでも長い保存可能期
間を有することは重要である。アガロース粒子は、これらの必要条件を満たす。また、組
成物の投与ができる限り簡単であることが重要である。したがって、経粘膜投与可能な組
成物は、非経口物を上回る利点を有する。しかし、粘膜適用は、消化系の異化効果による
安定性の問題を抱えてきた。
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【００１３】
　本発明者らは、多孔性アガロースマトリックスに結合している生体分子は、Ｇｌ管の内
側の分解から保護されるであろうと推論した。また、アガロース微粒子の大きさ（＜５μ
ｍ）が、それらを粒子がパイエルパッチ（ＰＰ）に通過するのを可能にするのに適したも
のにし得る。
【００１４】
　本発明者らは、動物が、マイコプラズマの攻撃に先立って本発明の組成物を投与された
場合に、マイコプラズマ・ガリセプチカム（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｇａｌｌｉｓｅｐｔ
ｉｃｕｍ）の感染性株に対して相当な程度の免疫保護が達成され得る動物モデル系を確立
した。さらに、予め感染した動物で特徴的な病的症状の回復も観察され、このことは、こ
のような微粒子が罹患動物を治療するのに有効であることを示した。微生物の種々の株の
蔓延した抗生物質耐性のために、これは重大である。さらに、本発明者らは、この方法に
よって防御反応を誘発するためには、抗原を組み込んだ微粒子を使用する文献に記載され
る１００μｇを上回るものとは対照的に、動物１体あたりごく少量の抗原（１～１０μｇ
）しか必要でないことを見い出した（Ｂｒａｙｄｅｎ，Ｄ．２００１年Ｅｕｒｏｐｅａｎ
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　１４：１
８３～１８９頁）。このことは、免疫調節性粒子（単数又は複数）が、動物において腸を
通過する間に分解されないこと及び標的化された粘膜免疫細胞に有効な方法で送達される
ことを示唆する。
【００１５】
　生物活性分子は、微粒子に、非共有結合によって、又は共有結合によって結合され得る
。共有結合法は、当技術分野で既知であり、例えば、Ｐ．Ｔｉｊｓｓｅｎ、「酵素免疫測
定の実施及び理論（Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　Ｔｈｅｏｒｙ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ）」（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，　Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，　１９８５年
、２８３～２８９頁に、Ｓ．Ｓ．Ｗｏｎｇ、「タンパク質コンジュゲーション及び架橋の
化学（Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　
Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ）」（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，　Ｆｌ
ｏｒｉｄａ、１９９３年）に、Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ編「タンパク質機能：実際的
なアプローチ（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐ
ｒｏａｃｈ）」（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ、１９８９年）に、及びＧ．Ｔ．
Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、「バイオコンジュゲート技術（Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｉｑｕｅｓ）」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、１９９６
年）に記載されており、そのすべては、この参照により本明細書に組み込まれる。通常、
微粒子が、アガロースなどの生分解性の天然多糖である場合は、生物活性分子は、生分解
性の天然多糖のポリマー鎖のヒドロキシル基に結合されている。一般に、その後の求核置
換にとって良好な脱離基を含有する中間反応性誘導体を形成する特定の化合物は、多糖の
ヒドロキシル残基を活性化できる。これらの活性化されたヒドロキシルの、アミン（例え
ば、タンパク質又はペプチド中のリシン基）などの求核剤との反応は、生物活性分子を生
分解性の天然多糖のポリマー鎖と架橋する安定な共有結合をもたらす。適した試薬として
、カルボニルジイミダゾール、クロロホルメート誘導体、塩化トレシル、塩化トシル、臭
化シアン、ジビニルスルホン、塩化シアヌル及びビス－エポキシドが挙げられる。或いは
、アガロースなどの炭水化物ポリマーのヒドロキシル基をクロロ酢酸を用いて修飾し、カ
ルボキシレート官能基を作製してもよい。別の代替法として、多糖；炭水化物分子の還元
末端上にアミン官能基を作製してもよく、又は作製されたアルデヒドを、低鎖長（すなわ
ち、通常、鎖中、約６個未満の炭素原子）のジアミン化合物と反応させて短いアルキルア
ミンスペーサーを生じさせてもよく、これをその後のコンジュゲーション反応に使用して
もよい。ビス－ヒドラジド化合物を使用してヒドラジド基を同様に作製してもよい。次い
で、得られた官能基を、種々の反応を使用して生物活性分子とカップリングしてもよい。
例えば、カルボキシル基が生じる場合には、ジシクロヘキシルカルボジイミドを使用する
混合無水法、カルボジイミド法又はＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル法によって、



(8) JP 6101077 B2 2017.3.22

10

20

30

40

50

それをタンパク質又はペプチドとコンジュゲートしてもよい。脂肪族アミンは、カルボジ
イミド、トリレン－２，４－ジイソシアネート又はマレミド（ｍａｌｅｍｉｄｅ）化合物
、特に、マレミド誘導体のＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを含めた種々の方法に
よってタンパク質又はペプチドとコンジュゲートしてもよい。このような化合物の例とし
て、４－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボン酸がある。別の例と
して、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルがある。使用
できるさらに別の試薬として、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロ
ピオネートがある。また、ジメチルピメリミデート、ジメチルアジピミデート又はジメチ
ルスベリミデートなどの二機能エステルを使用して、アミノ基含有部分をタンパク質とカ
ップリングしてもよい。ペプチド、タンパク質及び炭水化物をはじめとする化合物並びに
他の化合物の、固相支持体との共有結合のための他の方法は、当技術分野で既知である。
非共有結合のための方法は、水素結合、疎水結合、金属キレート及び相互作用を安定化し
得る塩結合などの複数の非共有結合性相互作用に依存する。
【００１６】
　通常、送達される生体分子（本明細書において、生物学的に活性な成分としても記載さ
れる）は、以下のうち少なくとも１種である：
　（１）核酸又はその誘導体、
　（２）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体
、
　（３）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体；
　（４）リポ多糖又はその誘導体、
　（５）ペプチドグリカン又はその誘導体、
　（６）炭水化物又はその誘導体、
　（７）脂質又はその誘導体、
　（８）リポペプチド又はその誘導体、
　（９）金属イオン、
　（１０）チオール、
　（１１）抗生物質又はその誘導体、
　（１２）ビタミン又はその誘導体、
　（１３）バイオフラボノイド又はその誘導体、
　（１４）抗酸化物質又はその誘導体、
　（１５）免疫応答修飾因子、
　（１６）抗体、
　（１７）生物学的に活性な非金属、
　（１８）ヒスタミン又は抗ヒスタミン剤、及び
　（１９）キナーゼ阻害剤。
【００１７】
　本明細書において使用される、用語「核酸」とは、一本鎖又は二本鎖の形態及びコーデ
ィング又は非コーディング（例えば、「アンチセンス」）形態を含めたデオキシリボヌク
レオチド又はリボヌクレオチドオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドを指す。この用
語は、天然ヌクレオチドの既知類似体を含有する核酸を包含する。この用語はまた、修飾
又は置換された塩基が、相補ヌクレオチドのワトソン－クリック結合も、亜鉛フィンガー
タンパク質などの特異的に結合するタンパク質によるヌクレオチド配列の結合も干渉しな
い限りは、修飾又は置換された塩基を含む核酸も包含する。この用語はまた、合成骨格を
含む核酸様構造を包含する。本発明によって提供されるＤＮＡ骨格類似体として、ホスホ
ジエステル、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、メチルホスホネート、ホスホ
ルアミデート、アルキルホスホトリエステル、スルファメート、３’－チオアセタール、
メチレン（メチリミノ）、３’－Ｎ－カルバメート、モルホリノカルバメート及びペプチ
ド核酸（ＰＮＡ）が挙げられる；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌ
ｏｇｕｅｓ，　ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ編、
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Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ＰｒｅｓｓのＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９９１年）
；Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第６００巻、Ｂａｓｅｒｇａ　ａ
ｎｄ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ編（ＮＹＡＳ　１９９２年）；Ｍｉｌｌｉｇａｎ（１９９３年）
Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．３６：１９２３～１９３７頁；Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（１９９３年，　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）
を参照のこと。ＰＮＡは、Ｎ－（２－アミノエチル）グリシン単位などの非イオン性骨格
を含有する。
　ホスホロチオエート結合は、例えば、米国特許第６，０３１，０９２号、同６，００１
，９８２号、同５，６８４，１４８号によって記載されており、ＷＯ９７／０３２１１、
ＷＯ９６／３９１５４；Ｍａｔａ（１９９７年）Ｔｏｘｉｃｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌ．１４４：１８９～１９７頁も参照のこと。この用語によって包含される他の合
成骨格として、メチルホスホネート結合又は交互のメチルホスホネート及びホスホジエス
テル結合（例えば、米国特許第５，９６２，６７４号、Ｓｔｒａｕｓｓ－Ｓｏｕｋｕｐ（
１９９７年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ３６：８６９２～８６９８を参照のこと）及びベ
ンジルホスホネート結合（例えば、米国特許第５，５３２，２２６号、Ｓａｍｓｔａｇ（
１９９６年）Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ（Ｄｅｖ　６：
１５３～１５６頁を参照のこと）が挙げられる。
【００１８】
　本明細書において使用される、用語「核酸」はまた、ＤＮＡ及びＲＮＡの両方並びにＤ
ＮＡ及びＲＮＡ両方の，天然に存在する形態及び合成形態の両方並びにＲＮＡ－ＤＮＡハ
イブリッドを含む。ＤＮＡに関しては、用語「核酸」は、一本鎖及び二本鎖ＤＮＡの両方
、並びに、部分二本鎖ＤＮＡを包含し、さらに、直鎖及び環状ＤＮＡの両方並びにメッセ
ンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の逆転写によって調製されるｃＤＮＡを包含する。ＲＮＡに
関しては、用語「核酸」は、リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ（ｔ
ＲＮＡ）及びメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）などのＲＮＡの形態並びにＲＮＡ干渉経
路において活性であり、特定の遺伝子の発現を干渉する、いずれかの末端の２－ヌクレオ
チドの３’オーバーハングを有する、長さが２０～２５ヌクレオチドである短い二本鎖Ｒ
ＮＡ分子である低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）などのＲＮＡ分子並びに低分子ヘアピン
型ＲＮＡを包含する。本発明に組み込むことができる核酸のクラスの別の例として、マイ
クロＲＮＡがある。これらは、遺伝子発現の強力な調節因子であり、種々の組織における
形を作る細胞発達及び分化において中心的な役割を果たす非コーティングオリゴヌクレオ
チドである。調節不全のマイクロＲＮＡレベルは、種々の悪性腫瘍と関連している。本発
明に組み込むことができる別の種類の核酸として、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）３と相互
作用することがわかっている免疫賦活薬であり、Ｂ細胞及び樹状細胞の細胞内コンパート
メントにおいて発現されるポリＩ：Ｃ（例４）がある。ポリＩ：Ｃは、いくつかのウイル
スにおいて存在しており、ＴＬＲ３の「天然」賦活薬である二本鎖ＲＮＡと構造的に類似
している。したがって、ポリＩ：Ｃは、二本鎖ＲＮＡの合成類似体と考えることができる
。Ｔｏｌｌ様受容体７、８及び９はすべて、病原体由来核酸又はオリゴヌクレオチドの感
知に関与している。
【００１９】
　多数のヌクレオチド及びヌクレオシドが、生物学的に活性であることがわかっている。
例として、それだけには限らないが、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）、グアノシン三リン
酸（ＧＴＰ）及び環状ＡＭＰ（ｃＡＭＰ）が挙げられる。ＡＴＰ及びＧＴＰは、エネルギ
ー供給源であるのに対し、ｃＡＭＰは、多数のシグナル伝達系においてシグナル伝達モジ
ュレーター又はセカンドメッセンジャーとして作用する。他の生物学的に活性なヌクレオ
チド及びヌクレオシドが当技術分野で既知である。
【００２０】
　タンパク質は、酵素、膜タンパク質、分泌タンパク質、輸送タンパク質、受容体タンパ
ク質、構造タンパク質、抗体、抗体フラグメント及び他の生物活性タンパク質を含む。本
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明細書において使用される、用語「タンパク質」は、単一ポリペプチド鎖を含むタンパク
質と、タンパク質がサブユニットを含み、サブユニットが共有結合又は非共有結合相互作
用によって一緒にまとめられ得る場合には「サブユニット」と呼ばれることもある、複数
のポリペプチド鎖を含むタンパク質の両方を包含する。本明細書において「タンパク質」
への言及は、マルチサブユニットタンパク質の個々のサブユニットへの言及を含む。ペプ
チドは、約５０未満の長さのアミノ酸のポリ－α－アミノ酸鎖であり、より長い鎖のポリ
－α－アミノ酸は、一般に、タンパク質又はタンパク質のサブユニットとして分類される
。多数のペプチドが、生物学的に活性であり、例として、それだけには限らないが、チム
リン、サブスタンスＰ並びにニューロキニンＡ及びＢなどのタキキニンペプチド、血管作
動性腸管ペプチド、エンケファリンペプチド、抗菌性塩基性ペプチド、アンジオテンシン
、プロリンリッチペプチド、カルシトニン、アミリン、グルカゴン及びセクレチンが挙げ
られる。本発明の組成物に組み込むことができる、生物活性を有する他のペプチドとして
、それだけには限らないが、ポリリシンなどの多塩基性ペプチド及び抗菌性塩基性ペプチ
ド並びにＭＨＣ　Ｉ及びＭＨＣ　ＩＩペプチドエピトープ混合物（Ｇ１／９＋Ｇ２／４）
（例４）又はペプチドＢ３（例８～１０）などのペプチドエピトープ及びペプチドエピト
ープの混合物が挙げられる。多数の他のものが当技術分野で既知である。また、本発明の
組成物に含めることができる生物活性タンパク質又はペプチドの範囲内に、組換えタンパ
ク質、組換えペプチド及びマルチペプチドがある。さらに、本発明の組成物に含めること
ができる生物活性タンパク質の範囲内に、タンパク質キナーゼ阻害剤として作用するモノ
クローナル抗体、例えば、それだけには限らないが、ＶＥＧＦのリン酸化を標的化するベ
バシズマブ、Ｅｒｂ１のリン酸化を標的化するセツキシマブ、Ｅｒｂ２のリン酸化を標的
化するトラスツズマブ、ＶＥＧＦのリン酸化を標的化するラニブズマブ（ｒａｎｉｂｚｕ
ｍａｂ）及びＥＧＦＲのリン酸化を標的化するパニツムマブがある。ｍＴＯＲの阻害剤も
また、細胞増殖、代謝及び血管新生を調節する組成物に含めることができる。タンパク質
ｍＴＯＲ（ラパマイシンの哺乳動物標的）はまた、ＦＫ５０６結合タンパク質１２－ラパ
マイシン関連タンパク質１（ＦＲＡＰ１）としても知られている。細胞成長、細胞増殖、
細胞運動、細胞生存、タンパク質合成及び転写を調節するセリン／トレオニンタンパク質
キナーゼである。ｍＴＯＲの阻害剤として、ラパマイシン、ＦＫ５０６（タクロリムス）
及びその類似体及び誘導体が挙げられる。
【００２１】
　リポグリカンとしても知られるリポ多糖は、共有結合によって結合している脂質及び多
糖からなる大分子である。それらは、グラム陰性菌の外膜中に位置し、エンドトキシンと
して作用し、強い免疫応答を誘発する。リポ多糖は、３種の成分：（１）多糖（Ｏ）側鎖
；（２）コア多糖（いくつかの種ではコアオリゴ糖）及び（３）脂質Ａを含む。リポ多糖
は、特定の構造を示すよう修飾され得る。
【００２２】
　ペプチドグリカンは、細菌の細胞膜の外側に網目様層を形成し、細胞壁を形成する、糖
及びアミノ酸からなるポリマーである。糖成分は、交互のβ－（１，４）結合Ｎ－アセチ
ルグルコサミンの残基及びＮ－アセチルムラミン酸残基からなる。Ｎ－アセチルムラミン
酸に結合されるのが、３～５個のアミノ酸のペプチド鎖である。ペプチド鎖は、別の鎖の
ペプチド鎖に架橋され、３Ｄ網目様層を形成し得る。細菌細胞壁中のペプチドグリカン層
は、２種の交互のアミノ糖、すなわち、Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ又はＮ
ＡＧ）及びＮ－アセチルムラミン酸（ＭｕｒＮＡｃ又はＮＡＭ）の直鎖から形成される結
晶格子構造である。交互の糖は、β－（１，４）－グリコシド結合によって連結されてい
る。各ＭｕｒＮＡｃは、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）（グラム陰性）の
場合には、Ｄ－アラニン、Ｄ－グルタミン酸及びメソ－ジアミノピメリン酸を含有し、又
は黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（グラム陽性菌）の
場合には、Ｌ－アラニン、Ｄ－グルタミン、Ｌ－リシン及びＤ－アラニンを含有する、短
い（４～５残基）アミノ酸鎖に結合されている。Ｌ－アミノ酸を除くこれらのアミノ酸は
、タンパク質中にはなく、ほとんどのペプチダーゼによる攻撃に対する防御に役立つと考
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えられる。トランスペプチダーゼとして知られる酵素による異なる直鎖アミノ糖鎖中のア
ミノ酸間の架橋は、強くて、硬い３－次元構造をもたらす。特定のアミノ酸配列及び分子
構造は、細菌種によって異なる。
【００２３】
　炭水化物は、単糖、オリゴ糖及び多糖を含む。多糖は、ヘテロ多糖及びホモ多糖を含み
得、それらは、分岐及び直鎖ポリマーの両方を含む。多数の炭水化物が、受容体並びに免
疫応答及びシグナル伝達に関与する他の分子の重要な成分である。
【００２４】
　脂質は、脂肪酸、トリアシルグリセロール、ホスファチジン酸、ホスファチジルエタノ
ールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルイノシトー
ル、ホスファチジルグリセロール及びジホスファチジルグリセロールなどのグリセロホス
ホ脂質、セラミド、スフィンゴミエリン及びセレブロシドなどのスフィンゴ脂質並びにコ
レステロールなどのステロールを含む。脂質は、細胞膜の重要な成分であり、細胞膜の構
造の維持及び溶質の透過性の調節において重要な役割を果たす。それらはまた、免疫応答
の誘発及び調節に関与している。
【００２５】
　リポペプチドは、ペプチドと共有結合している脂質からなる分子である。それらは、細
菌によって発現され、ＴＬＲ１及び他のＴｏｌｌ様受容体によって特異的に結合される。
例として、それだけには限らないが、サーファクチン及びダプトマイシンが挙げられる。
リポペプチドは、この参照によりその全文が本明細書に組み込まれるＨｉｌｌらの米国特
許第６，９１１，５２５号に記載されている。
【００２６】
　Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋及びＭｎ２＋などの金属イオンは、補因子と
して酵素反応に頻繁に関与している。さらに、正に帯電している金属イオンは、亜鉛フィ
ンガータンパク質の一部として負に帯電している核酸と結合し得、正に帯電している金属
イオン、特に、Ｆｅ２＋はまた、ミオグロビン及びヘモグロビンなどの酸素輸送タンパク
質の一部である。
【００２７】
　チオールは、生物学的還元剤であり、酸化システイン残基をその還元型へ変換する、タ
ンパク質中のジスルフィド結合の還元など、いくつかの生物学的に重要な酸化還元プロセ
スに関与している。生物学的に活性なチオール分子の例として、グルタチオン及びＮ－ア
セチルシステインがあり、両方とも免疫応答において重要な役割を果たす。
【００２８】
　抗生物質は、一般に、望ましくない微生物を死滅させるか、成長を阻止する、細菌又は
真菌から産生されるか、由来する分子である。多数の抗生物質が、当技術分野で既知であ
り、例えば、抗生物質は、それだけには限らないが、オフロキサシン、チアムリン、テト
ラサイクリン、エリスロマイシン、ペニシリン、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン
、クロキサシリン、ジクロキサシリン、アンピシリン、アモキシシリン、バカンピシリン
、カルベニシリン、チカルシリン、メズロシリン、ピペラシリン、セファロスポリン、ゲ
ンタマイシン、トブラマイシン、アミカシン、ネチルマイシン、カナマイシン、ネオマイ
シン、クラリスロマイシン、アジスロマイシン、クリンダマイシン、スペクチノマイシン
、バンコマイシン及びリファマイシンであり得る。他の抗生物質の使用も可能である。こ
れら及び他の抗生物質の構造及び使用は、この参照により本明細書に組み込まれる、Ｊ．
Ｇ．Ｈａｒｄｍａｎ　＆　Ｌ．Ｇ．Ｌｉｍｂｉｒｄ編、Ｇｏｏｄｍａｎ　＆　Ｇｉｌｍａ
ｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅ
ｕｔｉｃｓ（第９版、ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９９６年）、
１０７３～１１５３頁に開示されている。さらに、特定のタンパク質又はタンパク質の誘
導体は、抗菌活性を有し、本明細書において使用される「抗生物質」の定義に含まれる。
これらとして、ラクトフェリン及びラクトフェリシンが挙げられる。抗生物質はまた、そ
の抗菌作用に加え、自然免疫応答及び適応免疫応答の両方に影響を及ぼす。
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【００２９】
　ビタミンは、一般に、生化学反応において補酵素又は補因子として作用する。ビタミン
として、ビタミンＡ（レチノイド）、ビタミンＢ１（チアミン）、ビタミンＢ２（リボフ
ラビン）、ビタミンＢ３（ナイアシン又はナイアシンアミド）、ビタミンＢ６（リン酸ピ
リドキサール、ピリドキサミン）、ビタミンＢ７（ビオチン）、ビタミンＢ９（葉酸）、
ビタミンＢ１２（シアノコバラミン）、ビタミンＣ（アスコルビン酸）、ビタミンＤ（エ
ルゴカルシフェロール又はコレカルシフェロール）、ビタミンＥ（トコフェロール及びト
コトリエノール）及びビタミンＫ（フィロキノン及びメナキノン）が挙げられる。ビタミ
ンはまた、免疫応答に直接的に影響を及ぼし得る。
【００３０】
　バイオフラボノイドは、生物学的抗酸化物質であり、他の機能の中でも、フリーラジカ
ルによって生物システムにおいて引き起こされる損傷を防ぐ、又は遅延させる。例えば、
バイオフラボノイドは、それだけには限らないが、ケルセチン、ケルシトリン、ケンフェ
ロール、ケンフェロール３－ルチノシド、３’－メトキシケンフェロール３－ルチノシド
、５，８，４’－トリヒドロキシル－６，７－ジメトキシフラボン、カテキン、エピカテ
キン（ｅｐｉｃａｃｈｅｔｉｎ）、没食子酸エピカテキン、没食子酸エピガロカケチン（
ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｃｈｅｔｉｎ　ｇａｌｌａｔｅ）、ヘスペリジン、ナリンジン、ル
チン、ビクセチン（ｖｉｘｅｔｉｎ）、プロアントシアニジン、アピゲニン、ミリセチン
、トリセチン、ケルセチン、ナリンジン、ケンフェロール、ルテオリン、ビフラボニル（
ｂｉｆｌａｖｏｎｙｌ）、シリビン、シリジアニン及びシリクリスチン又はこれらの化合
物の誘導体及びグリコシドであり得る。バイオフラボノイドは、例えば、この参照により
本明細書に組み込まれるＮａｉｒらの米国特許第６，５７６，２７１号に記載されている
。
【００３１】
　生物学的抗酸化物質は、タンパク質、核酸、炭水化物又は脂質を酸化し、従って、細胞
損傷の一因となり得る、生物学的酸化反応を阻害、減速、遅延又は防止する特性を有する
。これらの生物学的抗酸化物質は、通常、例えば、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）、次亜塩素酸
（ＨＯＣｌ）並びにヒドロキシルラジカル（・ＯＨ）及びスーパーオキシドアニオン（Ｏ

２
－）などのフリーラジカルをはじめとする反応性酸素種によって引き起こされる損傷を

防ぐことによって働く。このような生物学的抗酸化物質として、上記の、グルタチオンな
どのチオール、ビタミンＡ、ビタミンＣ及びビタミンＥなどのビタミン並びにクルクミン
、尿酸、リポ酸、カロチン及びユビキノール（補酵素Ｑ）が挙げられる。他のものも当技
術分野で既知である。
【００３２】
　免疫応答修飾因子は、免疫系を活性化する。一例として、イミキモドがある。イミキモ
ドは、一般に細胞表面での病原体認識に関与している、ｔｏｌｌ様受容体７（ＴＬＲ７）
を介して免疫細胞を活性化する。ＴＬＲ－７を介してイミキモドによって活性化された細
胞は、サイトカイン（主に、インターフェロン－α（ＩＦＮ－α）、インターロイキン－
６（ＩＬ－６）及び腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－α））を分泌する。イミキモドは、皮膚
に塗布されると、ランゲルハンス細胞の活性化につながり、その後、局所リンパ節に移動
して、適応免疫系を活性化し得るという証拠がある。イミキモドによって活性化される他
の細胞種として、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ及びＢ－リンパ球が挙げられる
。新規研究によって、イミキモドの抗増殖効果は、オピオイド増殖因子受容体（ＯＧＦｒ
）のレベルを増大することによって発揮されるということが示されている。ｓｉＲＮＡ技
術を用いてＯＧＦｒ機能を阻止することは、イミキモドの任意の抗増殖性効果の喪失をも
たらした。
【００３３】
　抗体の構造及び活性は、当技術分野で周知である。抗体は、相補的非共有結合相互作用
によってその対応する抗原と特異的に結合する。抗体は、免疫系によって外来と認識され
る物質による攻撃に対する免疫応答の一部として、すべての脊椎動物において作製される
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免疫グロブリンと呼ばれる血清糖タンパク質の一般的クラスに属する。天然に存在する抗
体は、ジスルフィド結合によって一緒にまとめられている、各々約５０ｋＤａの分子量を
有する２つの同一の重（Ｈ）鎖と、各々約２５ｋＤａの分子量を有する２つの同一の軽（
Ｌ）鎖で構成されているＹ型タンパク質である。天然に存在する抗体は各々、可変領域、
より詳しくは、可変領域内の超可変領域と表される、重鎖及び軽鎖両方の特定の部分によ
って形成される２つの抗原結合部位を有する。抗体分子との抗原の特異的結合が、可変領
域とは異なる定常領域と表される、重鎖及び軽鎖の部分によるいくつかの生物学的機能を
活性化する。これらの生物学的機能として、補体活性化、病原体のオプソニン化及びいく
つかの細胞種の活性化が挙げられる。
【００３４】
　このような抗体の調製は、当技術分野で周知であり、本明細書においてさらに記載され
る必要はない。一般に、本発明の抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＭ又は
ＩｇＹなど、任意のクラスのものであり得るが、通常、ＩｇＧ抗体が好ましい。抗体は、
ヒト、ネズミ（マウス又はラット）、ロバ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、ラクダ、ウマ又はニ
ワトリをはじめ、任意の哺乳動物又は鳥類起源のものであり得る。いくつかの代替法では
、抗体は、二重特異性であり得る。抗体は、抗体との任意の種類の分子の共有結合によっ
て修飾され得る。例えば、制限するものではないが、抗体誘導体は、例えば、グリコシル
化、アセチル化、ペグ化、リン酸化、アミド化、既知の保護基／ブロッキング基（ｂｌｏ
ｃｋｉｎｇ　ｇｒｏｕｐ）による誘導体化、タンパク質分解切断、細胞リガンド若しくは
他のタンパク質との結合又は当技術分野で既知の他の修飾によって修飾されている抗体を
含む。モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ、組換え体及びファージディスプレイ技術
又はそれらの組合せの使用をはじめとする当技術分野で既知の幅広い技術を使用して調製
できる。例えば、モノクローナル抗体は、当技術分野で既知の、例えば、Ｈａｒｌｏｗら
、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、（Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、第２版、１９８８年
）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉ
ｄｏｍａｓ　５６３～６８１頁（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，　Ｎ．Ｙ．、１９８１年）中、Ｈａ
ｍｍｅｒｌｉｎｇらにおいて教示されるものをはじめとするハイブリドーマ技術又は当技
術分野で既知の他の標準的な方法を使用して製造できる。本明細書において使用される、
用語「モノクローナル抗体」とは、ハイブリドーマ技術によって製造される抗体に限定さ
れない。用語「モノクローナル抗体」とは、それが製造される方法ではなく、任意の真核
生物クローン、原核生物クローン又はファージクローンをはじめとする単一クローンに由
来する抗体を指す。例えば、適した抗体は、ファージディスプレイ又は他の技術によって
製造できる。さらに、制限するものではないが、ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン配列由
来の抗体ライブラリーを使用するファージディスプレイ法をはじめとする種々の技術によ
って、及び機能性内因性免疫グロブリンを発現できないが、ヒト免疫グロブリン遺伝子を
発現できるトランスジェニックマウスの使用によって製造できる。例えば、ヒト重鎖及び
軽鎖免疫グロブリン遺伝子複合体を、無作為に、又は相同組換えによって、マウス胚幹細
胞へ導入できる。抗体はまた、これらの抗体をコードするポリヌクレオチドの発現によっ
て製造できる。さらに、本発明の抗体は、ペプチドタグなどのマーカー配列と融合して、
精製を促進でき、適したタグとして、ヘキサヒスチジンタグがある。抗体はまた、当技術
分野で既知の方法によって診断薬又は治療薬とコンジュゲートしてもよい。このようなコ
ンジュゲートを調製する技術は、当技術分野で周知である。
【００３５】
　これらのモノクローナル抗体、並びに、キメラ抗体、ヒト化抗体及び一本鎖抗体を調製
する他の方法は、当技術分野で既知である。いくつかの場合には、ヒトモノクローナル抗
体は、組成物において使用するのに適しており、ファージディスプレイ技術及びヒト抗体
を産生するよう遺伝子改変されたマウスをはじめとするいくつかの当技術分野で既知の方
法によって調製できる。
【００３６】
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　本明細書において使用される場合、具体的に制限されない限り、用語「抗体」は、それ
だけには限らないが、天然に存在する抗体、モノクローナル抗体、遺伝子改変された抗体
、一本鎖抗体、誘導体化抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体及び他の種類の抗体を
はじめとする本明細書に記載されるすべての種類の抗体を含む。
【００３７】
　生物学的に活性な非金属として、必須微量栄養素であり、異常アミノ酸セレノシステイ
ン及びセレノメチオニンの成分であるセレンが挙げられる。ヒトでは、セレンは、グルタ
チオンペルオキシダーゼなどの抗酸化酵素並びに動物及び一部の植物において見られる特
定の形態のチオレドキシンレダクターゼの還元のための補因子として機能する微量元素栄
養素である。
【００３８】
　ヒスタミンは、ヒスチジンの脱炭酸生成物である。ヒスタミンは、少なくとも４種の別
個の受容体、Ｈ１受容体、Ｈ２受容体、Ｈ３受容体及びＨ４受容体に対して作用する。血
管透過性を増大させ、その効果及び他の効果によって、炎症反応のメディエーターである
。抗ヒスタミン剤は、アレルギーをはじめとする種々の炎症状態を治療するために広く使
用されている。抗ヒスタミン剤として、それだけには限らないが、塩酸ドキセピン、マレ
イン酸カルビノキサミン、フマル酸クレマスチン、塩酸ジフェンヒドラミン、ジメンヒド
リナート、クエン酸ピリラミン、塩酸トリペレナミン、クエン酸トリペレナミン、マレイ
ン酸クロルフェニラミン、マレイン酸ブロムフェニラミン、塩酸ヒドロキシジン、パモ酸
ヒドロキシジン、塩酸シクリジン、乳酸シクリジン、塩酸メクリジン、塩酸プロメタジン
、塩酸シプロヘプタジン、酒石酸フェニンダミン、アクリバスチン、塩酸セチリジン、塩
酸アゼラスチン、塩酸レボカバスチン、ロラチジン（ｌｏｒａｔｉｄｉｎｅ）、デスロラ
チジン（ｄｅｓｌｏｒａｔｉｄｉｎｅ）、エバスチン、ミゾラスチン及びフェキソフェナ
ジン並びにその塩、溶媒和物、類似体、同族体、バイオイソスター、加水分解生成物、代
謝産物、前駆体及びプロドラッグが挙げられる。
【００３９】
　キナーゼ阻害剤は、セリン、チロシン、トレオニンのリン酸化を、場合によっては、タ
ンパク質のヒスチジン残基を阻害する。キナーゼ阻害剤は、小分子キナーゼ阻害剤を含む
。このような小分子キナーゼ阻害剤の例として、それだけには限らないが、ＥＧＦＲ及び
Ｈｅｒ２／ｎｅｕを阻害し、化学構造Ｎ－［４－［（３－クロロ－４－フルオロフェニル
）アミノ］－７－［［（３Ｓ）－テトラヒドロ－３－フラニル］オキシ］－６－キナゾリ
ニル］－４（ジメチルアミノ）－２－ブテンアミドを有するＢＩＢＷ２９９２、チロシン
キナーゼ酵素を阻害し、化学構造４－［（４－メチルピペラジン－１－イル）メチル］－
Ｎ－［４－メチル－３－［（４－ピリジン－３－イルピリミジン－２－イル）アミノ］フ
ェニル］ベンズアミドを有するイマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ）、ＥＧＦＲのチロシンキナ
ーゼドメインを阻害し、化学構造Ｎ－（３－クロロ－４－フルオロ－フェニル）－７－メ
トキシ－６－（３－モルホリン－４－イルプロポキシ）キナゾリン－４－アミンを有する
ゲフィニチブ、ＶＥＧＦを阻害するペガプタニブ、いくつかのタンパク質キナーゼを阻害
し、化学構造４－［４－［［４－クロロ－３－（トリフルオロメチル）フェニル］カルバ
モイルアミノ］フェノキシ］－Ｎ－メチル－ピリジン－２－カルボキサミドを有するソラ
フェニブ、同様に、いくつかのタンパク質キナーゼを阻害し、化学構造Ｎ－（２－クロロ
－６－メチルフェニル）－２－［［６－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジ
ニル］－２－メチル－４－ピリミジニル］アミノ］－５－チアゾールカルボキサミド一水
和物を有するダサチニブ、いくつかの受容体タンパク質キナーゼを阻害し、化学構造Ｎ－
［２－（ジエチルアミノ）エチル］－５－［（Ｚ）－（５－フルオロ－１，２－ジヒドロ
－２－オキソ－３Ｈ－インドール－３－イリジン）メチル］－２，４－ジメチル－１Ｈ－
ピロール－３－カルボキサミドを有するスニチニブ、ＥＧＦＲチロシンキナーゼを阻害し
、化学構造Ｎ－（３－エチニルフェニル）－６，７－ビス（２－メトキシエトキシ）キナ
ゾリン－４－アミンを有するエルロチニブ、チロシンキナーゼ阻害剤であり、化学構造４
－メチル－Ｎ－［３－（４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル）－５－（トリフル
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オロメチル）フェニル］－３－［（４－ピリジン－３－イルピリミジン－２－イル）アミ
ノ］ベンズアミドを有するニロチニブ並びに癌遺伝子ＥＧＦＲ及びＨｅｒ２／ｎｅｕと関
連しているチロシンキナーゼ活性を阻害し、化学構造Ｎ－［３－クロロ－４－［（３－フ
ルオロフェニル）メトキシ］フェニル］－６－［５－［（２－メチルスルホニルエチルア
ミノ）メチル］－２－フリル］キナゾリン－４－アミンを有するラパチニブが挙げられる
。それだけには限らないが、ラパマイシン、ＦＫ５０６（タクロリムス）及びその類似体
及び誘導体を含めたｍＴＯＲ阻害剤などのさらに他の小分子キナーゼ阻害剤が、当技術分
野で既知である。
【００４０】
　したがって、本発明の組成物は、上記の生物学的に活性な成分のうち１種又は複数を任
意の適した組み合わせで含み得る。本発明に従う組成物に組み込むことができる組合せの
例として、それだけには限らないが、（１）核酸又はその誘導体及びペプチド、タンパク
質又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体、（２）ヌクレオシド、ヌクレオチド又はヌ
クレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体及びペプチド、タンパク質又はペプチド若しく
はタンパク質の誘導体、（３）炭水化物又はその誘導体及び脂質又はその誘導体、（４）
炭水化物又はその誘導体及びリポペプチド又はその誘導体、（５）核酸又はその誘導体及
び金属イオン、（６）ヌクレオシド、ヌクレオチド又はヌクレオシド若しくはヌクレオチ
ドの誘導体及び金属イオン、（７）ペプチド、タンパク質又はペプチド若しくはタンパク
質の誘導体及び金属イオン、（８）核酸又はその誘導体及びチオール、（９）ヌクレオシ
ド、ヌクレオチド又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体及びチオール、（１０
）ペプチド、タンパク質又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体及びチオール、（１１
）核酸又はその誘導体及び抗生物質又はその誘導体、（１２）ヌクレオシド、ヌクレオチ
ド又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体及び抗生物質又はその誘導体、（１３
）ペプチド、タンパク質又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体及び抗生物質又はその
誘導体、（１４）核酸又はその誘導体及びビタミン又はその誘導体、（１５）ヌクレオシ
ド、ヌクレオチド又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体及びビタミン又はその
誘導体、（１６）ペプチド、タンパク質又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体及びビ
タミン又はその誘導体、（１７）核酸又はその誘導体及びバイオフラボノイド又はその誘
導体、（１８）ヌクレオシド、ヌクレオチド又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘
導体及びバイオフラボノイド又はその誘導体、（１９）ペプチド、タンパク質又はペプチ
ド若しくはタンパク質の誘導体及びバイオフラボノイド又はその誘導体、（２０）核酸又
はその誘導体及び抗酸化物質又はその誘導体、（２１）ヌクレオシド、ヌクレオチド又は
ヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導体及び抗酸化物質又はその誘導体、又は（２２
）ペプチド、タンパク質又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体及び抗酸化物質又はそ
の誘導体が挙げられる。３、４、５、６又は最大１６種の生物学的に活性な成分を含む組
成物などの他の組合せが可能である。複数の生物学的に活性な成分を含む種々の組合せが
、以下の例６～１０に記載されている。成分の正確な組合せに応じて、単一反応で複数の
成分を担体に加えてもよく、或いは、複数のラウンドの反応を使用し、単一成分又は複数
の成分が各ラウンドの反応で加えられてもよい。複数の成分が単一ラウンドの反応で、又
は複数のラウンドの反応のいずれかで加えられるこれらの組合せの例が、以下の例６～１
０に記載されている。例６では、生物学的に活性な成分は、オフロキサシン、クルクミン
、ルチン、Ｇ１／９ペプチド（ＣＫＲＮＩＦＫＳＹ）（配列番号１）、Ｇ２／４ペプチド
（ＣＱＩＤＫＮＫＰＫＹＹＩＬＤＭＦＰＹＰＳＧ）（配列番号２）及びＢ３ペプチド（Ｃ
ＫＰＫＤＭＶＤＮＹＰＳＴＷＲＥＲＲＲＫＫＲ）（配列番号３）である。最初の３種の成
分（オフロキサシン、クルクミン及びルチン）は、最初のラウンドの反応で加えられる。
最後の３種の成分（Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド及びＢ３ペプチド）は、第２の
ラウンドの反応で加えられる。例７では、生物学的に活性な成分は、レチノイン酸、ルチ
ン、Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド及びＢ３ペプチドである。最初の２種の成分（
レチノイン酸及びルチン）は、最初のラウンドの反応で加えられる。最後の３種の成分（
Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド及びＢ３ペプチド）は、第２のラウンドの反応で加
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えられる。例８では、生物学的に活性な成分は、ＬＰＳ（リポ多糖）、ＰＧ（ペプチドグ
リカン）、ＤＮＡ、イミキモド、Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド、Ｂ３ペプチド、
ノボビオシン、グルタチオン及びチアムリンである。最初の４種の成分（ＬＰＳ、ＰＧ、
ＤＮＡ及びイミキモド）は、最初のラウンドの反応で加えられる。次の３種の成分（Ｇ１
／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド及びＢ３ペプチド）は、第２のラウンドの反応で加えら
れる。最後の３種の成分（ノボビオシン、グルタチオン及びチアムリン）は、第３のラウ
ンドの反応で加えられる。例９では、生物学的に活性な成分は、ＬＰＳ（リポ多糖）、Ｐ
Ｇ（ペプチドグリカン）、ＤＮＡ、イミキモド、Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド、
Ｂ３ペプチド、レチノイン酸及びチアムリンである。最初の４種の成分（ＬＰＳ、ＰＧ、
ＤＮＡ及びイミキモド）は、最初のラウンドの反応で加えられる。次の３種の成分（Ｇ１
／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド及びＢ３ペプチド）は、第２のラウンドの反応で加えら
れる。最後の２種の成分（レチノイン酸及びチアムリン）は、第３のラウンドの反応で加
えられる。例１０では、生物学的に活性な成分は、ＬＰＳ（リポ多糖）、ＰＧ（ペプチド
グリカン）、ＤＮＡ、イミキモド、Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／４ペプチド、Ｂ３ペプチド
、ラクトフェリシン及びチムリンである。最初の４種の成分（ＬＰＳ、ＰＧ、ＤＮＡ及び
イミキモド）は、最初のラウンドの反応で加えられる。次の３種の成分（Ｇ１／９ペプチ
ド、Ｇ２／４ペプチド及びＢ３ペプチド）は、第２のラウンドの反応で加えられる。最後
の２種の成分（ラクトフェリシン及びチムリン）は、第３のラウンドの反応で加えられる
。いくつかの場合には、単一ラウンドの反応で複数の成分が加えられる場合に、規定され
た連続順で成分を加えることが好ましい場合がある。例えば、Ｇ１／９ペプチド、Ｇ２／
４ペプチド及びＢ３ペプチドが単一ラウンドの反応で加えられる場合には、それらをその
順序（最初に、Ｇ１／９ペプチド、次いで、Ｇ２／４ペプチド、最後に、Ｂ３ペプチド）
で加えることが好ましい。
【００４１】
　したがって、概して、本発明の生物学的に活性な組成物は：
（１）以下の生物学的に活性な成分：
　　（ａ）核酸又はその誘導体、
　　（ｂ）ヌクレオシド、ヌクレオチド、又はヌクレオシド若しくはヌクレオチドの誘導
体、
　　（ｃ）ペプチド、タンパク質、又はペプチド若しくはタンパク質の誘導体、
　　（ｄ）リポ多糖又はその誘導体、
　　（ｅ）ペプチドグリカン又はその誘導体、
　　（ｆ）炭水化物又はその誘導体、
　　（ｇ）脂質又はその誘導体、
　　（ｈ）リポペプチド又はその誘導体、
　　（ｉ）金属イオン、
　　（ｊ）チオール、
　　（ｋ）抗生物質又はその誘導体、
　　（ｌ）ビタミン又はその誘導体、
　　（ｍ）バイオフラボノイド又はその誘導体、
　　（ｎ）抗酸化物質又はその誘導体、
　　（ｏ）免疫応答修飾因子、
　　（ｐ）抗体、
　　（ｑ）生物学的に活性な非金属、
　　（ｒ）ヒスタミン又は抗ヒスタミン剤、及び
　　（ｓ）キナーゼ阻害剤
　のうち少なくとも１種と、
　（２）組成物を食細胞に送達し、その結果、生物学的に活性な成分が、食細胞によって
取り込まれ、その生物活性に影響を及ぼすのに有効な少なくとも１種の担体と
を含む。
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【００４２】
　一代替法では、組成物は、免疫活性抗原又は抗原性エピトープを含み得る。免疫活性抗
原又は抗原性エピトープは、それだけには限らないが、ペプチド、タンパク質、組換えペ
プチド又はマルチペプチド又は組換えタンパク質であり得る。組成物が免疫活性抗原性エ
ピトープを含む場合には、組成物は、ｉｎ　ｖｉｖｏで防御免疫応答を誘発し得る。
【００４３】
　別の代替法では、組成物は、二本鎖ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、プレ－ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮ
Ａ、ポリＵ又はＧＵリッチヌクレオチド配列を含み得る。
【００４４】
　組成物中では、分子は、混合物として存在し得る。或いは、分子は、化学的に一緒に結
合していてもよく、この代替法では、少なくとも１種の生物学的に活性な成分が担体と結
合している。担体は、通常、微粒子である。微粒子は、狭いサイズ分布範囲を有すること
が好ましい。微粒子は、多孔性であっても、非多孔性であってもよい。一般に、微粒子は
、直径約１０μｍ未満であり、より一般には、微粒子は、直径約５μｍ未満である。一般
に、微粒子は、生体高分子で作られている。一代替法では、成分は、非共有結合によって
微粒子に結合されている。別の代替法では、成分は、共有結合によって微粒子に結合され
ている。通常、微粒子は、病原体と同じサイズ範囲にある。微粒子が、病原体と同じサイ
ズ範囲にある場合には、組成物は、免疫活性抗原抗原性エピトープ又は免疫モジュレータ
ー（単数又は複数）を含み得、免疫活性抗原又は抗原性エピトープは、ペプチド、タンパ
ク質、組換えペプチド若しくはマルチペプチド、組換えタンパク質、脂質、炭水化物又は
これらの組合せであり得る。組成物は、免疫活性抗原又は抗原性エピトープと免疫モジュ
レーター（単数又は複数）の両方を含み得る。
【００４５】
　一代替法では、少なくとも１種の生物学的に活性な成分が、担体と可逆的に結合されて
いる。少なくとも１種の生物学的に活性な成分は、ジスルフィド結合によって担体と可逆
的に結合され得る。或いは、少なくとも１種の生物学的に活性な成分は、固定化金属キレ
ートを含む結合によって、担体と可逆的に結合され得る。固定化金属キレートは、亜鉛、
銅、鉄又は他の金属のキレートを含み得る。別の代替法では、可逆的結合は、イオン性又
は疎水性結合であり得る。
【００４６】
　本発明の別の態様は、細胞培養物、細胞部分集合又は植物、動物若しくはヒト被験体な
どの多細胞生物において生物学的応答を誘発する方法であって、微粒子と会合している選
択された生物学的に活性な成分を含むある量の組成物を投与するステップを含み、微粒子
が病原体よりも小さいか、同じサイズ範囲にある、上記方法である。投与される量は、細
胞培養物、細胞部分集合又は多細胞生物被験体において免疫応答を誘発するのに十分であ
る。方法が、細胞部分集合において生物学的応答を誘発する方法である場合には、組成物
は、細胞培養物に投与され得る。
【００４７】
　本発明によれば、組成物の投与は、細胞培養物において、又は植物、動物若しくはヒト
などの多細胞宿主へ粘膜経路、非経口経路若しくは経皮経路によって実施してよい。或い
は、他の投与経路を使用してもよい。
【００４８】
　本発明の組成物の毒性及び有効性は、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％に致死的な用量
）及びＥＤ５０（集団の５０％において治療上有効な用量）を決定するための、細胞培養
物又は実験動物において標準的な医薬手順によって決定できる。毒性効果及び治療効果間
の用量比が治療指数であり、比ＬＤ５０／ＥＤ５０として表すことができ、大きな治療指
数を示す組成物が好ましい。これらの細胞培養アッセイ及び動物研究から得られたデータ
を、ヒトにおいて、又は他の動物において使用するための投与量の範囲の策定において使
用できる。このような組成物の投与量は、ＥＤ５０を含み、ほとんど又は全く毒性を有さ
ない循環濃度の範囲内にあることが好ましい。投与量は、使用される投与形及び利用され
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る投与経路に応じてこの範囲内で異なり得る。
【００４９】
　本発明の別の態様は、（ｉ）アレルギー、喘息及び自己免疫状態からなる群から選択さ
れる慢性炎症性疾患及び（ｉｉ）癌及び腫瘍転移からなる群から選択される悪性状態から
なる群から選択される状態の病因に対する急性感染症の影響を研究する方法であって、
　（１）（ｉ）アレルギー、喘息及び自己免疫状態からなる群から選択される慢性炎症性
疾患及び（ｉｉ）癌及び腫瘍転移からなる群から選択される悪性状態からなる群から選択
される状態に対して感受性である動物モデルを提供するステップと、
　（２）組成物中では、微粒子が病原体と同じサイズ範囲にあり、組成物が免疫活性抗原
又は抗原性エピトープを含み、免疫活性抗原又は抗原性エピトープが、ペプチド、タンパ
ク質、組換えペプチド若しくはマルチペプチド又は組換えタンパク質である本発明の組成
物を動物モデルに投与して、組成物の投与に起因する免疫応答によって動物モデルにおい
て感染を治療又は予防するステップと、
　（３）（ｉ）アレルギー、喘息及び自己免疫状態からなる群から選択される慢性炎症性
疾患及び（ｉｉ）癌及び腫瘍転移からなる群から選択される悪性状態からなる群から選択
される状態に対する、ステップ（２）において投与された組成物の効果を調べるステップ
と
を含む、上記方法である。
【００５０】
　本発明は、以下の実施例によって例示される。これらの実施例は、単に例示目的のため
に含まれるのであって、本発明を制限しようとするものではない。
【実施例】
【００５１】
（例１）
微粒子の選択
　１～１０μｍの範囲のアガロース微粒子が、Ｓｔｅｒｏｇｅｎｅ　Ｂｉｏｓｅｐａｒａ
ｔｉｏｎｓ，　Ｉｎｃ．（Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）によって製造されており、Ｓａｔｕ
ｒｎ　ＤｉｇｉＳｉｚｅｒ　５２００（Ｍｉｃｒｏｍｅｒｉｔｉｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎ
ｔ　Ｃｏｒｐ）を使用して調べた。結果は、粒子分布は、７５％が５μｍ未満であり、２
４％が５～１０μｍであり、１％が１０μｍを超えることを示した。
【００５２】
（例２）
活性化されたアガロース微粒子
　粒子は、２種の異なる方法によって活性化した。活性化法は、Ｓｔｅｒｏｇｅｎｅ　Ｂ
ｉｏｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ，　Ｉｎｃ．（Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）によってチオール
－ジスルフィドリガンド交換化学を使用して実施された。リガンドの可逆的共有結合を提
供するこの結合化学では、微粒子を、高密度のチオール基で官能化した。ペプチド及び他
の生体分子は、２－チオピリジル部分又はエポキシド基のいずれかで官能化した。２－チ
オピリジル官能化ペプチドは、細胞内部移行後に、強い細胞内還元環境のために微粒子か
ら放出されるであろう。この化学の別の利点は、高度に有効で、再現性のあるリガンドの
固定化である。
【００５３】
　別の固定化法を、固定化金属キレート化（ＩＭＡＣ）化学を使用して実施した。アガロ
ース微粒子を標準法に従ってＺｎ２＋イオンを用いて官能化した。選択ペプチド並びに他
の生物学的に活性な化合物は、固定化されたＺｎ２＋イオンを容易にキレートできるキレ
ート化部分（例えば、リシン、システイン、トリプトファン、複素環式環構造、アミド結
合、硫黄含有残基など）を含有する。
【００５４】
（例３）
　病原体の抗原性タンパク質の生物情報科学分析はまた、高い抗原性能力のペプチドエピ
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トープの同定につながり得る。このような分析を、Ｍ・ガリセプチカム（Ｍ．ｇａｌｌｉ
ｓｅｐｔｉｃｕｍ）ＭＧＡタンパク質について実施した。抗原性領域を、直鎖抗原性モチ
ーフとの関連でさらに分析した。
【００５５】
（例４）
　チオール官能化微粒子でのＭＧペプチド免疫モジュレーターの調製　免疫調節性組成物
の調製：２．５ｍｌのチオール官能化微粒子（Ｓｔｅｒｏｇｅｎｅ　Ｂｉｏｓｅｐａｒａ
ｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）に、エポキシ化５０μｇ　ＬＰＳ、５
０μｇペプチドグリカン（ＰＧ）及び２５０μｇ大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＮＡの混合物
を加えた。４時間撹拌した後、スラリーを遠心分離し、ＬＡＬ水で１回洗浄した。次いで
、１２５μｇのチオール化ポリ－Ｉ：Ｃを加え、カップリングを４時間継続した。その後
、遠心分離し、ＬＡＬ水で３回洗浄し、０．１２５ｍｇの２－ｃｙｓ－チオピリジルＢ３
ペプチドを加え、カップリングを４時間継続した。次いで、混合物をＬＡＬ水で１回洗浄
し、０．１２５ｍｇの単回の、Ｎ末端２－ｃｙｓ－チオピリジル部分を含有するＭＨＣ　
Ｉ及びＭＨＣ　ＩＩペプチドエピトープ混合物（Ｇ１／９＋Ｇ２／４）を加え、カップリ
ングを４時間継続した。（これらのペプチドは、チオール粒子とのカップリングのための
Ｎ末端２－チオピリジル反応性基を含有する）。上清においてＯＤ３４３によってカップ
リング効率を測定した。ＬＡＬ水で洗浄した後、粒子を等量のＬＡＬ水に再懸濁した。
【００５６】
　別のカップリング反応では、Ｚｎキレート化微粒子を以下のように同一ペプチド及びア
ゴニスト濃度で使用した：２ｍｌのＺｎキレート化微粒子（Ｓｔｅｒｏｇｅｎｅ　Ｂｉｏ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）に、４０μｇ　ＬＰＳ、
４０μｇ　ＰＧ、１００μｇポリ－Ｉ：Ｃ及び２００μｇ　ＤＮＡの混合物を加え、３時
間、穏やかに揺り動かした。混合物を遠心分離し、６ｍｌのＬＡＬ水で２回洗浄した。そ
の後、６０μｇのＧ１／９、６０μｇのＧ２／４及び６０μｇのＢ３ペプチドをこの順序
で、各添加後に穏やかに手作業で混合しながら加えた（２ｍｌ最終容量中）。１２時間穏
やかに揺り動かした後、懸濁液を遠心分離し、６ｍｌのＬＡＬ水で３回洗浄した。粒子を
等量のＬＡＬ水に再懸濁した。
【００５７】
（例５）
他の生物学的に活性な分子の固定化
　本発明者らは、Ｚｎキレート化微粒子に以下のさらなるアゴニストを固定化した：クル
クミン及びルチンのようなキナーゼ阻害剤、ラクトフェリン、ラクトフェリシン、細胞内
酸化還元電位を改善するためのグルタチオン及びＮ－アセチルシステイン、チムリン、抗
生物質（例えば、オフロキサシン及びチアムリン）、セレン、イミキモド、ポリ－リシン
のような多塩基性ペプチド、抗菌性塩基性ペプチド、プロリンリッチペプチド、抗酸化物
質及びビタミン。
【００５８】
（例６）
　２ｍｌのＺｎキレート化微粒子に、最初に０．５ｍｇのオフロキサシン、０．５ｍｇの
クルクミン及び０．５ｍｇのルチンを加え、１時間穏やかに揺り動かす。遠心分離し、上
清を残し、６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し、プールする。さらに１回洗浄し、洗浄液を廃
棄する。その後、２０μｇのＧ１／９、２０μｇのＧ２／４及び２０μｇのＢ３ペプチド
をこの順序で、各添加後に穏やかに手作業で混合しながら加える（２ｍｌ量）。１時間穏
やかに揺り動かした後、遠心分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し
、上清とともにプールする。さらに各２回洗浄を反復する。等量のＬＡＬ水に再懸濁し、
次いで、等量の２つのバイアルに分ける。上清及び最初の洗浄混合物からカップリング効
率を求めた。
【００５９】
（例７）
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　２ｍｌのＺｎキレート化微粒子に、最初に０．５ｍｇのレチノイン酸及び０．５ｍｇの
ルチンを加え、１時間穏やかに揺り動かす。遠心分離し、上清を残し、６ｍｌのＬＡＬ水
で１回洗浄し、プールする。さらに１回洗浄し、洗浄液を廃棄する。その後、２０μｇの
Ｇ１／９、２０μｇのＧ２／４及び２０μｇのＢ３ペプチドをこの順序で、各添加後に穏
やかに手作業で混合しながら加える（２ｍｌ量）。１時間穏やかに揺り動かした後、遠心
分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し、上清とともにプールする。
さらに各２回洗浄を反復する。等量のＬＡＬ水に再懸濁し、次いで、等量の２つのバイア
ルに分ける。上清及び最初の洗浄混合物からカップリング効率を求めた。
【００６０】
（例８）
　２ｍｌのＺｎキレート化微粒子に、４０μｇのＬＰＳ、４０μｇのＰＧ、２００μｇの
ＤＮＡ及び１０μｇのイミキモドの混合物を加え、１時間穏やかに揺り動す。その後、２
０μｇのＧ１／９、２０μｇのＧ２／４及び２０μｇのＢ３ペプチドをこの順序で、各添
加後に穏やかに手作業で混合しながら加える（２ｍｌ量）。１時間穏やかに揺り動かした
後、遠心分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し、上清とともにプー
ルする。次いで、０．５ｍｇのノボビオシン、０．５ｍｇのグルタチオン及び０．５ｍｇ
のチアムリンを加える。３時間穏やかに揺り動かした後、遠心分離し、上清を残しておく
。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し、上清とともにプールする。さらに各２回洗浄を反復す
る。等量のＬＡＬ水に再懸濁し、次いで、等量の２つのバイアルに分ける。上清及び最初
の洗浄混合物からカップリング効率を求めた。
【００６１】
（例９）
　２ｍｌのＺｎキレート化微粒子に、４０μｇのＬＰＳ、４０μｇのＰＧ、２００μｇの
ＤＮＡ及び１０μｇのイミキモドの混合物を加え、１時間穏やかに揺り動す。その後、２
０μｇのＧ１／９、２０μｇのＧ２／４及び２０μｇのＢ３ペプチドをこの順序で、各添
加後に穏やかに手作業で混合しながら加える（２ｍｌ量）。１時間穏やかに揺り動かした
後、遠心分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し、上清とともにプー
ルする。次いで、０．５ｍｇのレチノイン酸及び０．５ｍｇのチアムリンを加える。３時
間穏やかに揺り動かした後、遠心分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水でさらに
１回洗浄し、上清とともにプールする。さらに各２回洗浄を反復する。等量のＬＡＬ水に
再懸濁し、次いで、等量の２つのバイアルに分ける。上清及び最初の洗浄混合物からカッ
プリング効率を求めた。
【００６２】
（例１０）
　２ｍｌのＺｎキレート化微粒子に、４０μｇのＬＰＳ、４０μｇのＰＧ、２００μｇの
ＤＮＡ及び１０μｇのイミキモドの混合物を加え、１時間穏やかに揺り動す。その後、２
０μｇのＧ１／９、２０μｇのＧ２／４及び２０μｇのＢ３ペプチドをこの順序で、各添
加後に穏やかに手作業で混合しながら加える（２ｍｌ量）。１時間穏やかに揺り動かした
後、遠心分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄し、上清とともにプー
ルする。次いで、５０μｇのラクトフェリシン及び５０μｇのチムリンを加える。３時間
穏やかに揺り動かした後、遠心分離し、上清を残しておく。６ｍｌのＬＡＬ水で１回洗浄
し、上清とともにプールする。さらに各２回洗浄を反復する。等量のＬＡＬ水に再懸濁し
、次いで、等量の２つのバイアルに分ける。上清及び最初の洗浄混合物からカップリング
効率を求めた。
【００６３】
（例１１）
動物研究
　免疫調節性組成物を、３日齢のニワトリ（Ｍ．ガリセプチカム（ＭＧ）及びＭ．シノビ
エ（Ｍ．ｓｙｎｏｖｉａｅ）（ＭＳ）を含まず、ＥＬＩＳＡによって検出されるＭＧ及び
ＭＳ移行抗体を有さない）に経口投与した。各群に、１０羽のニワトリがあった。ニワト
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リの個々の体重を記録した。ニワトリを、各群の平均体重が統計的な差がないよう割り当
てた。各トリは、適当な形態で記録された処理及び体重に従って、有色の、番号付けされ
たウィングタグによって識別された。実験の１４日目に、ニワトリにＭ．ガリセプチカム
Ｒｌｏｗ株を用いて抗原投与した。研究は２８日で終結させた。
【００６４】
　群は以下のように設定した：Ｇ１及びＧ２は負及び正の対照とした。Ｇ１抗原投与して
いない及び未処理Ｇ２＝抗原投与され、未処理。Ｇ３＝チオールベースの官能化微粒子（
０．２ｍｌ／ニワトリ）で経口処理され、抗原投与された。Ｇ４＝Ｚｎキレートベースの
官能化微粒子（０．２ｍｌ／ニワトリ）で経口処理され、抗原投与された。
【００６５】
スケジュール
　－１日目：群Ｇ１～Ｇ４の設定。ＥＬＩＳＡアッセイ、ＰＣＲ並びにＭ．ガリセプチカ
ム及びＭ．シノビエの培養のために１０羽のニワトリを屠殺し、実験ニワトリが、移行抗
体並びにＭ．ガリセプチカム及びＭ．シノビエの存在について陰性であることを確認した
。
【００６６】
　０日目：０．２ｍｌの微粒子組成物を使用することによる、抗原投与の前のＧ３～Ｇ４
の経口ワクチン投与。
【００６７】
　１４日目：群Ｇ２～Ｇ４の抗原投与。動物に、約８．０ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍｌの力価
のＭ．ガリセプチカムの病原性Ｒ株の新鮮なブロス培養物を使用して抗原投与した。この
新鮮なブロス培養物１０ｍｌを、噴霧技術を使用してこれらの群の各々に投与した。手短
には、トリを単離ユニットに入れた。次いで、新鮮なＭ．ガリセプチカムＲ株培養物（１
０７粒子／ｍｌ）を単離ユニット中に噴霧し、ニワトリを２０分間曝露させた。
【００６８】
　１４及び２８日目：ニワトリを出血させ、血清プレート凝集（ＳＰＡ）試験及びブロッ
キングＥＬＩＳＡを使用してＭＧ特異的抗体について試験される血清を得た。
【００６９】
　２８日目：Ｇ１～Ｇ４。安楽死、剖検及び特定の臓器、気管、気嚢及び肺からのＭ．ガ
リセプチカム（ＭＧ）の単離のためのプレーティング。気管及び肺の組織学的検査を実施
した。
【００７０】
安楽死及び病理学
　実験研究の最後の２８日目に、すべての群を安楽死させた。各トリを剖検し、ＭＧと関
連している肉眼的病変についてスコア化した。気管、左及び右胸部気嚢並びに腹膜中の浸
出液の存在を記録した。病変を、以下のシステムに従ってスコア化した：気管中：０＝浸
出液なし、１＝わずかに発赤及び少量の浸出液、２＝粘膜の発赤、浸出液。左及び右気嚢
：０＝病変なし、１＝漿液性浸出液、２＝小片のフィブリンを含む漿液性浸出液、３＝漿
液性、フィブリン性浸出液、わずかに肥厚した気嚢壁、４＝多量のフィブリン性浸出液、
極めて肥厚した気嚢壁。腹膜：０＝浸出液なし、１＝漿液性浸出液、２＝小片のフィブリ
ンを含む漿液性浸出液、３＝漿液性フィブリン性浸出液。
【００７１】
ＭＧ再単離
　剖検検査の際に、気管、胸部気嚢、肝臓、肺、脾臓、腎臓及び心臓を、スワブを使用し
て無菌的に試料採取した。次いで、スワブから得た材料を、マイコプラズマ寒天（ＭＡ）
上にプレーティングし、５％　ＣＯ２インキュベーター中、３７℃でインキュベートした
。２、４及び７日目に、次いで、週間隔で最大３週間、プレートをマイコプラズマについ
て観察した。陽性コロニーを、ＰＣＲによって試験し、Ｍ．ガリセプチカム及びＭ．シノ
ビエを同定した。
【００７２】
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剖検
　ＭＧ抗原投与に続いて、気嚢及び腹膜において、顕著な病理学的病変が認識された。し
かし、免疫活性ペプチド及びアゴニストを含有する粒子で処理された群（Ｇ３、Ｇ４　ｐ
＜０．００１）では、対照（Ｇ２）の未処理、抗原投与群と比較して、病変スコアの顕著
な低減が記録された。
【００７３】
マイコプラズマの再単離
　マイコプラズマは、未処理の、感染対照ニワトリの内部臓器から再単離できることが多
い。マイコプラズマの完全な排出（呼吸器＋内部臓器からの）は、未処理の、対照（Ｇ２
）群と比較して、官能化微粒子で処理された群（Ｇ３、Ｇ４）において見られた。同様の
結果が、実験群の気道（気管、肺、気嚢）からの、又は他の内部臓器（肝臓、脾臓、腎臓
及び心臓）からのマイコプラズマの再単離率を比較した場合に得られた。
【００７４】
　表１に結果が示されている。

【表１】

【００７５】
血清学的結果
　群の血清反応は、実験の最後で異なっていた。未処理の、抗原投与群（Ｇ２）の反応は
低かった。同時に、粒子及びペプチドエピトープ及びアゴニストを用いて処理された群（
Ｇ３、４）において有意に強い反応が見られた（ｐ＜０．０５）。
【００７６】
考察
　Ｍ．ガリセプチカムは、気管、気嚢及び肺への定着を伴う、気嚢及び腹膜における顕著
な炎症を引き起こし得る。マイコプラズマはまた、内部臓器から検出され得ることが多い
。本発明者らは、微生物のサイズ範囲にあり（＜５μｍ）、種々のアゴニスト免疫調節性
分子とともに固定化された、抗原性エピトープペプチド又は他の抗原を有する微粒子から
なる、新規種類の「病原体を摸倣する」免疫学的に活性な組成物を開発した。
【００７７】
　本発明者らの結果は、抗原性分子が、選択された免疫調節性化合物で被覆された粒子に
加えられると、マイコプラズマ特異的血清反応が増強されることを示した。臓器への定着
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は、わずかなレベルに低減し、病理学的病変のスコアは低かった。この効果は、微粒子が
、抗原投与の前に粘膜によって導入された場合には、より多く観察された。
【００７８】
　組成物の投与後、抗原投与に先立って、処理されたニワトリを毎日調べ、組成物の安全
性を評価した。ニワトリは臨床的に健常であると見られ、副作用は示さなかった。研究の
過程で剖検された動物は、炎症の徴候又は臓器の大きさ／重量の変化を示さなかった。組
成物は、安全であると思われる。これらの組成物は、予防に加え、臨床的に確立された感
染を治療するために使用できる。これは、感染症、アレルギー、自己免疫及び癌などの慢
性炎症状態の間に存在する関連のために重要である。
【００７９】
本発明の利点
　本発明は、食細胞への、複数の生物学的に活性な分子の制御された投与量導入のための
改善された組成物及び方法を提供する。これらの組成物は、安定であり、所望の生物学的
効果を引き起こすためにさまざまな濃度で調製できる。このような効果の一例として、免
疫応答がある。それらは、種々の経路によるｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏ投与の
両方に適している。それらの構造は、ｉｎ　ｖｉｖｏで、エフェクター分子の早過ぎる分
解又は放出を防ぐ。粒子は、粘膜とのその相互作用を改善し、取り込みを促進し得る、固
有の粘液接着性を有する。
【００８０】
　本発明の組成物は、細胞に、特に、食細胞に、生物学的に活性な成分を送達し、食細胞
とのその相互作用を介して他の細胞種の機能に影響を及ぼすための産業上の利用可能性を
有する。
【００８１】
　本明細書に例示的に記載される本発明は、本明細書に具体的に開示されていない、任意
の要素（単数又は複数）、制限（単数又は複数）の不在下で適宜実施してよい。したがっ
て、例えば、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」
、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」などは、拡張的に読み取られ、制限されないも
のとする。さらに、本明細書において使用される用語及び表現は、説明の用語として使用
されており、制限ではなく、このような用語及び表現の使用において、今後示され、記載
される任意の等価物又は任意のその一部を排除する意図はなく、特許請求される本発明の
範囲内で種々の改変が可能であることが認識される。したがって、本発明は、好ましい実
施形態及び任意選択の特徴によって具体的に開示されてきたが、本明細書に開示される発
明の改変及び変法が、当業者によって用いられ得ること、及びこのような改変及び変法は
、本明細書に開示される発明の範囲内にあると考えられることは理解されるべきである。
本発明は、本明細書において、広く、一般的に記載されている。属の開示内容の範囲内に
入る、より狭い種及び亜属の分類の各々もまた、これらの発明の一部を形成する。これは
、削除される材料が明確にそれに属するかどうかにかかわらず、その属の任意の対象を除
外する条件又は負の制限つきで、各発明の属の説明を含む。
【００８２】
　さらに、本発明の特徴又は態様が、マーカッシュ群の観点で記載される場合には、当業
者ならば、本発明はまた、それによって、マーカッシュ群の任意の個々のメンバー又はメ
ンバーのサブグループの観点でも記載されることを認識するであろう。上記の記載は例示
的なものであって、制限的なものではないと意図されることも理解されるべきである。上
記の記載を再考察すると、当業者には多数の実施形態が明らかとなろう。したがって、本
発明の範囲は、上記の記載を参照して決定されるべきではなく、添付の特許請求の範囲を
、このような特許請求の範囲が権利を与えられる等価物の全範囲とともに、参照して決定
されるべきである。特許公報を含むすべての論文及び参考文献の開示内容は、参照により
本明細書に組み込まれる。
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