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(57)【要約】
　本発明は、生体内での治療用組成物と試験管内での研
究調査の両方に利用される酸化セリウムナノ粒子を提供
するものである。この酸化セリウムナノ粒子は、再現可
能で有益な生物学的特性を有する周知のサイズ範囲内の
ものである。処置方法と同様に製剤組成物および他の組
成物も提供される。
【選択図】図７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞の寿命を延長させる方法であって、
　細胞の寿命を延長させるのに十分な量で、１１ｎｍから約５００ｎｍのサイズの酸化セ
リウムナノ粒子に細胞を接触させること、
を含む方法。
【請求項２】
　前記方法が、前記細胞内でのフリーラジカル損傷を低減する方法である、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記酸化セリウムナノ粒子が、ゾル－ゲル法以外の工程で生成されるものである、請求
項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記方法が、フリーラジカル損傷に関連した疾患、機能障害または機能不全に羅患して
いる被検体を処置する方法であるか、被検体がフリーラジカル損傷に関連した疾患、機能
障害または機能不全になるのを防止または遅らせるための方法である、請求項１に記載の
方法。
【請求項５】
　接触させることが、疾患または機能障害を処置するのに十分な量の前記酸化セリウムナ
ノ粒子を前記被検体に投与することを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記酸化セリウムナノ粒子がリポソームによって送達される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記酸化セリウムナノ粒子がアルブミンと一緒に投与される、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記方法が、被検体の細胞の老化を防止する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記方法が、化粧品用または老化防止用クリームの形で局所投与を利用するものである
、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記酸化セリウムナノ粒子の前記サイズが１１ｎｍから約５０ｎｍである、請求項１に
記載の方法。
【請求項１１】
　前記酸化セリウムナノ粒子の前記サイズが４０ｎｍから約５００ｎｍである、請求項１
に記載の方法。
【請求項１２】
　前記酸化セリウム粒子が約２０ｎｍのサイズである、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記酸化セリウム粒子の９５％以上が約１５ｎｍから約２５ｎｍのサイズである、請求
項１に記載の方法。
【請求項１４】
　約０．０１ｎｇから約１ｇの前記酸化セリウムナノ粒子を含む最低１回用量で、前記酸
化セリウムナノ粒子を被検体に投与する、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記最低１回用量が、被検体の体重１ｋｇあたり１ｎｇから１００ｍｇである、請求項
１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記最低１回用量が、血液または細胞内液の酸化セリウムナノ粒子の濃度が１０ｎＭか
ら１μＭである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】



(3) JP 2008-546842 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

　複数回用量を投与し、各用量を数ヶ月間または数年間の間隔をあけて投与する、請求項
１４に記載の方法。
【請求項１８】
　前記方法がヒトを処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記方法が非ヒト動物を処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　接触させることが投与を含み、前記投与が、経口摂取、注射、注入、局所投与、吸入、
舌下吸収、直腸または膣送達による投与またはこれらの任意の組み合わせである、請求項
１に記載の方法。
【請求項２１】
　脳疾患、脊髄疾患または他の神経外傷を予防または処置する方法である、請求項１に記
載の方法。
【請求項２２】
　神経変性障害を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
、多発性硬化症、毒素による損傷または発作を予防または処置する方法である、請求項１
に記載の方法。
【請求項２４】
　関節炎または関節疾患を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　アテローム性動脈硬化症を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　循環器疾患を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　糖尿病を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　網膜の疾患を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　アレルギー性疾患または自己免疫疾患を予防または処置する方法である、請求項１に記
載の方法。
【請求項３０】
　前記疾患が、アレルギー、喘息、慢性閉塞性肺疾患、呼吸器の機能不全または自己免疫
疾患である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　炎症を予防または処置する方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　前記炎症が創傷部位におけるものである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　試験管内での方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項３４】
　少なくとも１個の細胞を多細胞生物体から除去し、前記酸化セリウムナノ粒子で処理し
た後、前記生物体に戻す生体外での方法である、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
　生物体からの前記血液を前記酸化セリウムナノ粒子に曝露した後、前記生物体に戻す、
請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　癌の治療計画の際に放射線に曝露される細胞の放射線防護方法である、請求項１に記載
の方法。
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【請求項３７】
　少なくとも１個の細胞を酸化セリウムナノ粒子で処理する生体内の方法であって、
　前記細胞内でのフリーラジカル損傷を低減できるだけの十分な量で、約１ｎｍ未満から
約５００ｎｍのサイズの酸化セリウムナノ粒子に前記細胞を接触させること、
を含む方法。
【請求項３８】
　接触させることが、最小１回用量の前記酸化セリウムナノ粒子を被検体に投与すること
を含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記酸化セリウムナノ粒子の前記サイズが１１ｎｍから約５０ｎｍである、請求項３７
に記載の方法。
【請求項４０】
　前記酸化セリウムナノ粒子の前記サイズが４０ｎｍから約５００ｎｍであり、前記ナノ
粒子の大多数が、前記細胞に拡散可能なフリーラジカルの濃度を低減させることで前記細
胞の外からその影響をおよぼすものである、請求項３７に記載の方法。
【請求項４１】
　前記酸化セリウム粒子が約２０ｎｍのサイズである、請求項３７に記載の方法。
【請求項４２】
　前記酸化セリウム粒子の９５％以上が約１５ｎｍから約２５ｎｍのサイズである、請求
項３７に記載の方法。
【請求項４３】
　約０．０１ｎｇから約１ｇの前記酸化セリウムナノ粒子を含む最小１回用量で、前記酸
化セリウムナノ粒子を被検体に投与する、請求項３７に記載の方法。
【請求項４４】
　前記最小１回用量が被検体の体重１ｋｇあたり１ｎｇから１００ｍｇである、請求項４
３に記載のナノ粒子。
【請求項４５】
　前記最小１回用量が、血液または細胞内液の酸化セリウムナノ粒子の濃度が１０ｎＭか
ら１μＭである、請求項４３に記載のナノ粒子。
【請求項４６】
　複数回用量の投与し、各用量を数ヶ月間または数年間の間隔をあけて投与する、請求項
４３に記載の方法。
【請求項４７】
　前記方法がヒトを処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４８】
　前記方法が非ヒト動物を処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４９】
　接触させることが投与を含み、前記投与が、経口摂取、皮下注射、注射、注入、局所投
与、吸入、舌下吸収、直腸または膣送達による投与またはこれらの任意の組み合わせであ
る、請求項３７に記載の方法。
【請求項５０】
　脳疾患、脊髄疾患または他の神経外傷を予防または処置する方法である、請求項３７に
記載の方法。
【請求項５１】
　神経変性障害を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項５２】
　アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
、多発性硬化症、毒素による損傷または発作を予防または処置する方法である、請求項３
７に記載の方法。
【請求項５３】



(5) JP 2008-546842 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

　関節炎または関節疾患を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項５４】
　アテローム性動脈硬化症を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項５５】
　循環器疾患を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項５６】
　糖尿病を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項５７】
　網膜の疾患を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項５８】
　アレルギー性疾患または自己免疫疾患を予防または処置する方法である、請求項３７に
記載の方法。
【請求項５９】
　前記機能障害が、アレルギー、喘息、慢性閉塞性肺疾患、呼吸器の機能不全または自己
免疫疾患である、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　炎症を予防または処置する方法である、請求項３７に記載の方法。
【請求項６１】
　前記炎症が創傷部位におけるものである、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　癌の治療計画の際に放射線に曝露される細胞の放射線防護方法である、請求項３７に記
載の方法。
【請求項６３】
　大規模細胞培養物で増殖される細胞の寿命を延長させる方法である、請求項１に記載の
方法。
【請求項６４】
　前記細胞培養物が酵母培養物である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記細胞培養物が消費財を生成するものである、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
　前記細胞培養物が哺乳動物培養物である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６７】
　前記細胞培養物が植物培養物である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６８】
　細胞内におけるフリーラジカル生成に対する１以上の環境刺激の影響を判断する方法で
あって、
　少なくとも１１ｎｍのサイズの酸化セリウムナノ粒子に少なくとも１個の細胞を接触さ
せ、処理済みの細胞を提供すること、
　任意に、同一の細胞であるが、酸化セリウムナノ粒子には接触されていない細胞を対照
細胞として提供すること、
　前記処理済みの細胞と、場合により提供された対照細胞とについて、フリーラジカルレ
ベルの検出可能な変化を観察すること、
　任意に、前記フリーラジカルレベルを前記処理済みの細胞と対照細胞とで比較すること
、
を含む方法。
【請求項６９】
　前記環境刺激が１以上の化学物質である、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　サイズ範囲が１１ｎｍから５００ｎｍの酸化セリウムナノ粒子。
【請求項７１】
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　前記ナノ粒子が凝集を避けるために超音波処理されたものである、請求項７０に記載の
ナノ粒子。
【請求項７２】
　１以上の生物学的に許容される物質をさらに含む、請求項７０に記載のナノ粒子を含む
組成物。
【請求項７３】
　前記生物学的に許容される物質が、水、塩、リン酸緩衝生理食塩水、脂質またはこれら
の任意の組み合わせである、請求項７２に記載の組成物。
【請求項７４】
　動物細胞内でのフリーラジカルによる損傷が原因の病態の低減もしくは解消のために、
またはこのような病態を防止するために、動物に対し粒子の単回投与量を提供するのに十
分な量である、サイズ範囲が１ｎｍ未満から約５００ｎｍの酸化セリウムナノ粒子。
【請求項７５】
　前記単回投与量が、被検体の体重１ｋｇあたり１ｎｇから１００ｍｇである、請求項７
４に記載のナノ粒子。
【請求項７６】
　前記単回投与量が、血液または細胞内液の酸化セリウムナノ粒子の濃度が１０ｎＭから
１μＭである、請求項７４に記載のナノ粒子。
【請求項７７】
　薬学的に好適な物質と請求項７４に記載の酸化セリウムナノ粒子とを含む、組成物。
【請求項７８】
　前記動物の治療用の製剤組成物である、請求項７７に記載の組成物。
【請求項７９】
　前記動物がヒトである、請求項７４に記載のナノ粒子。
【請求項８０】
　請求項７４に記載の酸化セリウムナノ粒子を含み、動物の食餌または栄養に有益な影響
を与える１以上の物質をさらに含む、組成物。
【請求項８１】
　前記動物用の栄養補給剤である、請求項８０に記載の組成物。
【請求項８２】
　前記動物用の栄養補助食品である、請求項８０に記載の組成物。
【請求項８３】
　前記動物がヒトである、請求項８０に記載の組成物。
【請求項８４】
　サイズ範囲が１１ｎｍ以上５００ｎｍ以下の酸化セリウムナノ粒子を含む容器。
【請求項８５】
　請求項８４に記載の容器を含むキット。
【請求項８６】
　２以上の容器を含む、請求項８５に記載のキット。
【請求項８７】
　前記ナノ粒子用に１以上の溶媒または担体をさらに含む、請求項８５に記載のキット。
【請求項８８】
　動物細胞内でのフリーラジカルによる損傷が原因の病態の低減もしくは解消のために、
あるいはこのような病態を防止するために、動物の治療用の１回用量を提供するのに十分
な量である、サイズ範囲が約１ｎｍ未満から約５００ｎｍ以下の酸化セリウムナノ粒子を
含む容器。
【請求項８９】
　請求項８８に記載の容器を含むキット。
【請求項９０】
　前記キットが２以上の容器を含む、請求項８９に記載のキット。
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【請求項９１】
　各容器が独立して、一定量のナノ粒子を含み、これが１以上の他の容器と同じであって
も異なっていてもよい、請求項９０に記載のキット。
【請求項９２】
　前記ナノ粒子用の１以上の溶媒または担体をさらに含む、請求項９０に記載のキット。
【請求項９３】
　被検体の炎症を低減できるだけの十分な量での、少なくとも約１ｎｍから５００ｎｍの
サイズの酸化セリウムナノ粒子を被覆または含有する関節置換物または関節付加材から作
製される医療用人工器官。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　特許に係る政府の権利
　本発明は、契約書番号ＮＳ４０４９０（国立神経疾患・脳卒中研究所）およびＡＧ０２
２６１７（国立老化研究所）に基づき、一部が米国国立衛生研究所から米国政府の助成を
受けてなされたものである。米国政府は、本発明において一定の権利を保有する。
【０００２】
　本発明は、医薬品ならびに、医学関連の疾患、機能障害、さらには負傷や炎症、老化に
伴う合併症の処置の分野に関する。特に本発明は、ナノ粒子を利用して、さまざまな疾患
、機能障害、さらには負傷や炎症、放射線曝露、老化が原因の合併症を患っている被検体
を処置することに関する。
【背景技術】
【０００３】
　酸素ラジカルなどのフリーラジカルが原因の細胞の損傷または細胞死が主な要素である
疾患、機能障害および医学的に重要な他の症状を、治療的または予防的に処置する目的で
、多くの手法が取られている。こうした手法の中には、数例をあげると、ビタミンＥなら
びにその関連化合物、ビタミンＣならびにその関連化合物、メラトニンなどのフリーラジ
カルスカベンジャーを使用することがあった。これらの化合物のおよぼす有益な作用が指
摘されてはいるが、研究者らや臨床医らは、さらに活性が高く半減期の長い化合物を探し
続けている。
【０００４】
　本願発明者らと同僚らが行った初期の実験では、ゾル－ゲル法で調製した酸化セリウム
ナノ粒子を細胞の寿命亢進に利用していた。酸化セリウムナノ粒子は、観察された結果か
らフリーラジカルスカベンジャーとして作用するとされていた。しかしながら、ゾル－ゲ
ル法には、いくつか難点があった。たとえば、報告されている２～１０ｎｍの範囲内に粒
度がうまく制御されず、バッチ間のばらつきが大きくなった。すなわち、この方法は、フ
リーラジカル消去活性のあるナノ粒子を生成する場合には十分であるが、特定サイズ範囲
の粒子が再現可能な形で得られるものではなかった。このため、粒子のバッチを各々試験
して、サイズ範囲とバッチが使用するのに適したものであるかどうかとを確認する必要が
あった。さらに、この方法では、使用する界面活性剤が最終製品に混入するテーリング（
ｔａｉｌｉｎｇ）が発生した。このような界面活性剤が存在すると、主に生成物中の界面
活性剤の毒性が原因で、使用時に生物学的な問題点が生じた。また、界面活性剤のテーリ
ング量を制御できないがゆえに、ナノ粒子を生体培地中に置いたときに凝集の問題が起こ
った。これらの問題点が原因で、粒子の有効性と生物学的な送達性が低下した。ゾル－ゲ
ル合成後に界面活性剤を除去すると、生体培地中で凝集する傾向が見られ、なおかつ生物
学的効果に欠ける粒子が得られた。さらに、これらの粒子に関連したセリウムの原子価状
態が変化し、特に粒子を生体培地中に置いた時に、セリウムの原子価状態の比（＋３／＋
４）が時間とともに変動するという問題点に直面した。ナノ粒子における原子価状態の＋
３／＋４比次第で、フリーラジカルの除去および細胞送達（生体内での送達を含む）が変
化する可能性もある。
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【０００５】
　このように、ナノ粒子をフリーラジカルスカベンジャーとして用いるという従来の対応
策は効果的ではあったが、バッチごとに極めて変化が大きかった。したがって、改良され
たナノ粒子ならびに、これらの粒子を使用して、酸素ラジカルや他のラジカルの生成を伴
うさまざまな疾患および機能障害を処置する方法に対して、当該技術分野における需要が
依然として存在する。
【発明の開示】
【０００６】
　本発明は、酸化セリウムナノ粒子を保健衛生に用いる方法を提供することで、当該技術
分野におけるこうした需要に応えるものである。一般論として、本方法では、細胞を酸化
セリウムナノ粒子に曝露することで生細胞の寿命を延ばす。この曝露によって、内在性お
よび外来性のフリーラジカルによって生じる細胞の損傷は減少するか、あるいは全くなく
なる。酸化セリウムナノ粒子については、フリーラジカルの損傷前、損傷時、あるいは損
傷後に細胞に曝露させることが可能である。
【０００７】
　概して、本発明は、少なくとも１個の細胞を酸化セリウム粒子で処置する方法を提供す
るものである。本方法は主に、少なくとも１個の細胞を、フリーラジカルによって生じる
損傷を低減またはなくす量の酸化セリウムナノ粒子と接触させることを含む。本方法は、
フリーラジカルが関与する疾患または機能障害を処置する治療法として、あるいはフリー
ラジカル損傷を防止する予防的な方法として、生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）で実施可能なも
のである。同様に、本方法は、フリーラジカルが細胞にどのように影響するのか、あるい
はナノ粒子と薬剤との併用が細胞にどのように影響するのかを研究するための研究道具と
して、試験管内（インビトロ；ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で実施可能なものである。好ましい実
施形態では、ゾル－ゲル法以外の方法で作製したサイズ限定の酸化セリウムナノ粒子を用
いて、上記の方法を実施する。また、この方法を、治療目的または研究調査目的で、生体
外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）または試験管内で実施することも可能である。
【０００８】
　本発明は、酸素ラジカルなどのフリーラジカルが関与する疾病または機能障害に羅患し
ているか、羅患している疑いのある個体を処置する方法を提供するものである。同様に、
本発明は、酸素ラジカルなどのフリーラジカルに起因するか、酸素ラジカルなどのフリー
ラジカルの発生につながる負傷に伴う合併症に羅患しているか、羅患している疑いのある
個体を処置する方法を提供するものである。概して、本発明の方法は、フリーラジカルに
よって個体に生じる、細胞、組織または臓器の損傷を低減するか、これをなくすのに十分
な量の酸化セリウムナノ粒子を、個体（本願明細書では「被検体」および「患者」と同義
に用いる）に投与することを含む。よって、本発明は、細胞および生物体の寿命を促進し
、炎症および炎症性機能障害を低減し、炎症性機能障害による組織の損傷を低減し、放射
線傷害を低減するのに、酸化セリウムナノ粒子を使用することを包含する。
【０００９】
　さらに別の態様では、酸化セリウムナノ粒子と、酸化セリウムナノ粒子を含む組成物と
が得られる。酸化セリウムナノ粒子は、サイズが限定されており、フリーラジカルが関与
する疾病または機能障害の処置が必要であるか、必要になる疑いのある被検体に、単回投
与または複数回投与できるだけの十分な量で提供される。組成物には、本発明の酸化セリ
ウム粒子を、一般に細胞を殺すことなく生細胞に曝露できるという点で生物学的に許容さ
れる物質である、１種または複数種の他の物質と一緒に含んでもよい。実施形態では、こ
の他の物質は薬学的に許容される物質である。
【００１０】
　本発明の特定の態様は、酸素フリーラジカルなどのフリーラジカルに関連のある疾患お
よび機能障害の処置に、酸化セリウムナノ粒子を使用しようとするものである。使用は、
特に、細胞をフリーラジカル損傷から保護する生体内での治療法または予防的な方法に向
けられている。本発明の他の特定の態様は、製薬または治療用組成物などの医療用途向け



(9) JP 2008-546842 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

の組成物の調製に、酸化セリウムナノ粒子を使用しようとするものである。
【００１１】
　本発明の他の態様は、酸化セリウムナノ粒子を含む容器を提供するものである。概して
、本発明による容器には、ゾル－ゲル法以外の方法で作製されたサイズ限定の酸化セリウ
ムナノ粒子が、酸素ラジカルなどのフリーラジカルが関与する疾患または機能障害に羅患
している、あるいは羅患する危険性のある被検体に、酸化セリウムを少なくとも単回投与
できるだけの十分な量で入っている。特定の実施形態では、この容器は、物質を被検体に
送達する際に用いられる１個以上の他の容器および／または１個以上の製品または装置（
注射器、注射針、消毒綿球など）と一緒にパッケージで提供される。いくつかの実施形態
では、１個以上の容器を含むキットが得られる。キットによっては、単回投与の量の酸化
セリウム粒子が得られる。いくつかの実施形態では、１回量が被検体の体重１ｋｇあたり
１ｎｇから１００ｍｇである。
【００１２】
　添付図面は、本願明細書に組み込まれて本願明細書の一部をなすものであり、本発明の
いくつかの実施形態を示すとともに、ここに記載の説明と相まって本発明の原理を説明す
る役目を果たすものである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　以下、本発明のさまざまな例示的実施形態（その数例を添付の図面に示してある）を詳
細に参照する。以下の詳細な説明は、本発明の特定の実施形態についての詳細な内容を示
すためのものであり、本発明の包括的範囲を限定するものと理解されるべきではない。
【００１４】
　本願発明者ならびに同僚らは、さまざまな疾患および機能障害を処置するための酸化セ
リウムナノ粒子をすでに開発しており、その内容が米国仮特許出願第６０／４０８，２７
５号明細書および２００３年９月４日に代理人整理番号ＵＣＦ－３７５で出願された米国
通常出願（両方の開示内容全体を本願明細書に援用する）に開示されている。フリーラジ
カルによって生じる損傷を処置するのに用いる酸化セリウムナノ粒子の開発における従来
の試行の欠点に対処するために、別のナノ粒子合成方法と、これに伴い別のナノ粒子とに
ついて調査研究を行った。既存の製造工程で作製される市販の酸化セリウムナノ粒子の生
物学的有効性を検討することに尽力がなされた。こうした粒子には、ナノフェーズ・テク
ノロジーズ・コーポレーション（Ｎａｎｏｐｈａｓｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ）（イリノイ州ロメオビル）、アドバンスト・パウダー・テクノロジ
ー・ピーティワイ・リミテッド（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｏｗｄｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　Ｐｔｙ　Ｌｔｄ．）（西オーストラリア、ウェルシュプール）、ナノスケール・マテ
リアルズ・インコーポレイテッド（ＮａｎｏＳｃａｌｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｉｎｃ．
）（カンザス州マンハッタン）から入手可能な酸化セリウムナノ粒子などがあった。要約
すれば、一連の実験では、特許化された特定の合成機構を用いた、ナノフェーズ・テクノ
ロジー・コーポレーション製の酸化セリウムナノ粒子であれば、一貫して高いレベルの生
物活性を呈する、再現可能にサイズ調整されたナノ粒子が得られるということが明らかに
なった。２０ｎｍ以下のサイズでは、粒子は容易に細胞内に侵入し、フリー－ラジカルに
よる損傷を低減した。これらの粒子の合成については、以下の特許に記載されており、そ
のすべての開示内容全体を本願明細書に援用する：米国特許第６，６６９，８２３号明細
書、米国特許第５，４６０，７０１号明細書、米国特許第５，５１４，３４９号明細書、
米国特許第５，８７４，６８４号明細書、日本国特許第２９８０９８７号明細書および同
第３３８３６０８号明細書、欧州特許第０７１１２１７Ｂ１号明細書、独国特許第６９４
２６８８６号明細書、仏国特許第９４９２２７５７号明細書、英国特許第９４９２２７５
７号明細書、オーストラリア国特許第０６８５８２８８２号明細書。
【００１５】
　驚くべきことに、発明者の過去の発明での原料と比較した場合に、新たな酸化セリウム
ナノ粒子の原料を用いたほうがバッチごとの活性の再現性が優れており、哺乳動物細胞に
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対する毒性が低いことが見いだされた。本発明で用いる酸化セリウムナノ粒子は、本発明
の方法で被検体を処置する際の特徴の改善に大幅に寄与した要因である、品質およびサイ
ズ分布の点で、従来のナノ粒子とは異なると判断された。本発明を開発するにあたり、原
料とは無関係に、サイズが小さく、サイズ分布が狭く、凝集率の低い酸化セリウム粒子が
最も好都合であると判断された。また、送達のためには、ナノ粒子は非凝集形態であると
都合がよい。これを実現するために、超高純度水（１６メガオーム）または超高純度水を
用いて調製した生理食塩水中で、約１０重量％のストック溶液を超音波処理した。これら
のナノ粒子は、フリーラジカルによって生じる損傷の処置ならびに、こうした損傷からの
保護用に過去に開発された酸化セリウムナノ粒子よりも優れている。このような新しく有
用な改良によって、生体内ならびに試験管内で細胞の寿命を延ばすのに酸化セリウムナノ
粒子を利用できるようになる。特に、本願明細書では、サイズの範囲と分布が規定され、
ゾル－ゲル合成以外の方法で作製される酸化セリウムナノ粒子を用いると、生物体の細胞
などの細胞の寿命が長くなるという新規な所見が示されている。また、酸化セリウムナノ
粒子が、培養物中および生体内で哺乳動物細胞の寿命を促進し、強力なフリーラジカルス
カベンジャーとして機能し、生体内で顕著な抗炎症性および放射線防護特性を有すること
も示されている。
【００１６】
　ひとつの作用の形だけに限るつもりはないが、酸化セリウムナノ粒子には特有の酸化物
格子および原子価構造があり、それゆえに細胞内フリーラジカルを除去（解毒）する機能
が発揮され、よってその抗炎症性、放射線防護性、寿命促進特性がもたらされるのではな
いかと考えられる。さらに、本願発明者らが入手して本願明細書に示すデータから、その
原子価および酸素格子構造がゆえに、酸化セリウムナノ粒子には、フリーラジカル除去イ
ベント後に活性マトリックスを生物学的に再生する機能がもたらされるのではないかと思
われる。このため、修復性の生物学的効果を生みつつ、少ない単回投与量のナノ粒子が細
胞内で長期間にわたって活性状態に維持される。対照的に、ビタミンＥ、ニトロソーネ（
ｎｉｔｒｏｓｏｎｅ）化合物、ビタミンＣなどの最も一般的に入手可能なフリーラジカル
スカベンジャーは、１つのフリーラジカルを除去した後に化学構造が変動して不活性化さ
れてしまう。このように構造が失われるため、その薬理学的な有効性には限りがあり、高
度な投与計画が必要になる。
【００１７】
　酸化セリウムナノ粒子の再生活性は、酸化セリウムが１つの化合物から他の化合物への
電子（またはフリーラジカル）の振動を容易にするよう機能する、ベローソフ・ジャボチ
ンスキー（Ｂ－Ｚ）反応として知られる周知の振動化学現象に左右される場合があるよう
に見える。ナノ粒子中のセリウムは、＋３と＋４の二通りの原子価状態で存在する。Ｂ－
Ｚが適切に伝搬するに、ナノ粒子中のＣｅ＋３と＋４とが特定の比になる必要がある。組
成物が変化して＋３セリウムが増えすぎると、この反応は伝搬しない。研究調査の結果、
酸化セリウムナノ粒子のサイズが３０ｎｍから３ｎｍまで小さくなり、ナノ粒子の格子ひ
ずみが原因でさらに多くのセリウムが＋３状態になることが分かっている。現時点では、
この機序については、試験管内での研究しかなされていないが、この作用機序が生体内に
も当てはまる可能性があり、もっと大きなサイズの酸化セリウムナノ粒子を使うことに大
きな利点が得られるであろう。
【００１８】
　概して、本発明は、少なくとも１個の細胞を酸化セリウム粒子で処置する方法を提供す
るものである。この方法は主に、少なくとも１個の細胞を、一酸化窒素、超酸化物、ヒド
ロキシルラジカル、ペルオキシニトリルなどの不安定で反応性の高い分子や、上記から形
成される他の不安定で反応性の化合物である、フリーラジカルによって生じる損傷を低減
またはなくす量の酸化セリウムナノ粒子と接触させることを含む。。これらの物質は、体
内の他の分子から電子を抜き取ること、すなわち細胞または酸化的損傷を生じる工程によ
って、老化やさまざまな疾患を引き起こす。本願明細書において使用する場合、細胞また
は酸化的損傷は、酸化的ストレスと同じ意味である。
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【００１９】
　「接触させる」とは、少なくとも１個の酸化セリウムナノ粒子を少なくとも１個の細胞
と物理的に接触させることにつながる行動を意味する。よって、これには、少なくとも１
個の酸化セリウムナノ粒子を少なくとも１個の細胞と接触させることができるだけの十分
な量の酸化セリウムナノ粒子に、細胞を曝露することを含む場合がある。本方法は、生体
内で実施することが可能なものであり、その場合は「接触させる」とは被検体の少なくと
も１個の細胞を少なくとも１個の酸化セリウムナノ粒子に曝露することを意味する。した
がって、本発明によれば、「接触させる」とは、たとえば任意の好適な経路で酸化セリウ
ム粒子を被検体に投与することで、少なくとも１個の細胞を少なくとも１個の酸化セリウ
ム粒子に曝露することを含む場合もある。また、培養皿または試験管などの制御された環
境に、酸化セリウム粒子と細胞を導入、好ましくはそこで混合することによって、細胞を
試験管内または生体外にて曝露することを含む場合もある。任意に、試験管内または生体
外にて実施する場合、たとえば好適な媒質、緩衝液、水などの中で細胞を洗浄することで
、細胞に取り込まれなかったり吸着しなかったりした酸化セリウム粒子の一部または全部
を除去する。本発明の「接触させる」ことには、接触対象となる細胞から離れた部位で酸
化セリウム粒子を導入、曝露して、被検体の身体機能または流体の自然な（拡散など）ま
たはヒトが誘発した（渦流など）動きによってナノ粒子（と細胞とを接触させることなど
を含む場合がある。生体外にて実施する場合、細胞を被検体（好ましくは、もともとその
細胞を得た被検体）に再導入してもよい。一実施形態では、このことには、拡散を制限す
るゲルまたは他のパケットに粒子を入れた後、それを膝関節などの身体部分に移植するこ
とが含まれる。
【００２０】
　本発明の方法によれば、被検体、個体または患者は、酸化セリウムナノ粒子が投与され
るどのような生物体であってもよい。よって、被検体は、ヒトまたは齧歯類（マウス、ラ
ット、ウサギなど）、イヌ科の動物（イヌなど）、ネコ科の動物（ネコなど）、ウマ科の
動物（ウマなど）、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ）（ヒツジなど）、ブタ（ｏｒｃｉｎｅ）（ブタ
など）、あるいはウシ亜科の動物（雌ウシまたは去勢ウシなど）を含む、他の哺乳動物な
どの非ヒト動物であってもよいが、これに限定されるものではない。被検体は、鳥、爬虫
類、両棲類などの他のどのような動物であってもよく、ペットや農業用動物などであって
もよい。
【００２１】
　上述の方法は、フリーラジカルが関与する疾患または機能障害を処置する治療法として
、あるいはフリーラジカル損傷を防止する予防的な方法として、生体内にて実施可能なも
のである。この方法が処置する方法（すなわち治療法）の実施形態では、量は、被検体に
おいて生成されているか、過去に生成されたフリーラジカルによる細胞死または機能不全
または組織や臓器の損傷を低減するか、これをなくすのに効果的な量である。被検体、個
体または患者は、フリーラジカルに関連した疾患または機能障害に対する処置をすぐに必
要としている、あるいは明らかに必要としているか、必要としている疑いがある人の場合
もあれば、フリーラジカルの発生に起因するか、その発生につながることが知られている
負傷または他の外傷に対する処置をすぐに必要としている、あるいは明らかに必要として
いるか、必要としている疑いがある人の場合もある。フリーラジカルによる細胞、組織ま
たは臓器の損傷に関わりのある既存の症状が明らかであるか、疑われるような状況では、
本方法は治療法である。たとえば、被検体が発作を患っているのであれば、酸化セリウム
ナノ粒子で被検体を処置して発作の影響を低減すると有益な場合がある。
【００２２】
　さらに、本発明の方法によれば、被検体、個体または患者が、既存の疾患、機能障害ま
たは負傷または外傷の処置を必要としないか、必要としている疑いのない人の場合もある
。このような状況では、本方法は予防的な方法である。予防的な方法は、被検体が現在、
負傷または外傷につながりかねない１以上の活動に従事しているか、間もなく従事するこ
とになるような状況で有用である。また、これらは、フリーラジカルによる細胞、組織ま
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たは臓器の損傷に関連した疾患または機能障害が発症する見込みがあるような状況でも有
用である。よって、本方法は、疾患または機能障害のある患者の処置に有用であるだけで
なく、疾患または機能障害の素因があると疑われる患者の処置にも有用である。たとえば
、被検体の家族に特定の神経変性疾患の傾向があることが明らかになった場合、被検体に
酸化セリウムナノ粒子を与えてその疾患による影響を回避または低減することができる。
同様に、核エネルギー産業または武器産業での労働者など、あるいは高レベルの太陽光と
そのＵＶ成分を浴びることになる休暇に行こうとしている人など、被検体が高レベルの放
射線を浴びる疑いがある場合には、本発明の酸化セリウムナノ粒子で処置できる。もうひ
とつの例では、衣服やヘルメットをはじめとする軍服を、酸化セリウムナノ粒子を含有さ
せて製造し、放射線を浴びる可能性のある部隊用に遊離電子とガンマ線照射を除去するこ
とが可能である。
【００２３】
　予防的な方法および治療法に匹敵するもうひとつの例として、上記の方法が予防的な方
法の実施形態では、量は、将来的に被検体で生成されるかもしれないフリーラジカルによ
る細胞死または機能不全または組織や臓器の損傷を低減するか、これを遮断するのに効果
的な量である。たとえば治療法では、頭部への負傷後に、患者に酸化セリウムナノ粒子を
投与して負傷に伴う脳の損傷を低減すればよい。これに対し、予防的な方法では、自動車
レースまたは他の高速で行われる活動など、頭部への負傷の見込みがある活動に従事する
前に被検体に酸化セリウムナノ粒子を投与すればよい。
【００２４】
　酸化セリウムナノ粒子を投与する行為には、粒子が意図した目的で機能できるように酸
化セリウムナノ粒子を被検体に与える、どのような行為も可能である。たとえば、注射ま
たは注入によって投与することが可能である。よって、筋肉内注射、腹腔内（ｉｎｔｒａ
ｐａｒａｔｏｎｅａｌ）注射、皮下注射またはくも膜下腔内注射、あるいは低速点滴また
はボーラス注入が可能である。投与方法の他の非限定的な例として、多くの場合は無傷の
皮膚に対してであるが、開放創、病変または患部の上でもよく、ローション、軟膏または
包帯などによる局所投与があげられる。さらに他の非限定的な例として、乾燥粒子または
粒子を含む噴霧の吸入による鼻腔内投与などによる粘膜経由での投与、経口摂取、舌下吸
収、皮下的な手段によるもの、直腸送達または膣送達があげられる。送達の賦形剤は、好
適な形態であればどのような形態であってもよく、たとえば、経口液剤、ゲル、錠剤、カ
プセル、粉末、坐薬、不溶解性のもの（ｉｎｆｕｓｉｂｌｅ）、薬用ドロップ（ｌｏｓｅ
ｎｇｅ）、クリーム、ローション、軟膏、吸入抗原または注射の形態などである。
【００２５】
　この方法の実施形態によれば、この方法は、酸化セリウムナノ粒子を接触させる行為（
投与など）を繰り返すことを含み得る。被検体への酸化セリウムの投与に関する実施形態
では、投与を繰り返すことには、最初の投与に加えてさらに１回以上投与することを含み
得る。各被検体に投与される量は、患者の体重、全体的な健康、代謝活性などの製薬の用
量に関して考慮される通常の要因によって異なる。同様に、投与されるナノ粒子の用量あ
たりの適量を判断する上で、投与モード（注射、経口投与など）も考慮されることになる
。
【００２６】
　一般に、所望の治療効果または予防効果を得る上で、投与１回あたりあるいは投与１回
あたりの体重１ｋｇあたり約０．０５ｎｇ、０．１ｎｇ、０．５ｎｇ、１ｎｇ、１０ｎｇ
、５０ｎｇ、１００ｎｇ、５００ｎｇ、１μｇ、５μｇ、１０μｇ、５０μｇ、１００μ
ｇ、５００μｇまたは１ｇなど、約０．０１ｎｇから約１ｇの投薬量が有効であろう。も
ちろん、注射量または注入量であれば上記の範囲の下限になることが多く、経口投与の量
は上限になることが多い。現段階での結果から判断すると、２０ｎｍの酸化セリウムナノ
粒子での最適な用量は、血中濃度および細胞内液濃度で１０ｎＭから１μＭである。しか
しながら、粒子の作用は他の可変要因に対する依存性が極めて高いため、これらの量は、
表面積、被検体の種、投与理由などによって変わってくるであろう。上記の方法を試験管
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内または生体外にて実施するのであれば、洗浄などによって余分な粒子をいつでも簡単に
取り除くことができるため、より多い量にしてもよい。
【００２７】
　この方法は、哺乳動物細胞、ショウジョウバエ、マウスにおいて低い毒性を示している
ため、他の動物細胞でも低い毒性を示すと思われる点に注意されたい。こうして新しく有
用な改良がなされたことで、以前の発明よりも低い毒性で本発明の方法を被検体に用いる
ことができる。この本発明の重要な特徴は、広範囲にわたる用途に酸化セリウムナノ粒子
を利用可能なことを意味する。好ましい実施形態では、酸化セリウムナノ粒子は、組織培
養物で毒性を生じることが明らかになっているドクサートナトリウム（ｄｏｃｕｓａｔｅ
　ｓｏｄｉｕｍ）を含有しない。また、好ましい実施形態では、細胞に対して毒性となる
他の汚染イオン、金属または他の物質も１％（ｗ／ｗまたはｗ／ｖ）未満である。
【００２８】
　酸化セリウムナノ粒子は極めて低い毒性を示しているが、場合によっては、少用量の粒
子を複数回個体に与えるのが望ましいこともある。このような事例では、上記の方法で、
最終的に投与される量が有効量であるような、全有効量未満を２回以上投与するようにし
てもよい。同様に、２回目またはそれ以降の投与を最初の投与から十分に間隔をおいて行
う有効用量の複数回投与が望ましいこともある。すなわち、酸化セリウムナノ粒子は極め
て安定しているため、投与後であっても、数ヶ月間または数年間後などかなり期間をあけ
ても有効用量の繰り返し投与がなされると想定される。
【００２９】
　さらに、複数回投与を行う場合、異なる投与方法を利用してもよい。たとえば、２回用
量を投与するのであれば、一方を注射で、他方を経口とすることが可能である。さらに、
３回用量以上を投与するのであれば、２以上を同じモードで行い、残りを１以上の異なる
方法にして、それをどのような数と順序で組み合わせてもよい。もちろん、複数回投与を
用いる場合、投与ごとに異なるモードで行ってもよい。投与方法、その繰り返し回数、投
与方法の順番については、さまざまな条件を考慮して当業者が選択すればよく、このよう
な選択は十分に当業者の能力の範囲内である。
【００３０】
　また、上記の方法は、試験管内でも実施可能なものである。これは、少なくとも１個の
細胞と少なくとも１個の酸化セリウムナノ粒子との接触を、ペトリ皿、試験管、ＩＶ管（
ＩＶ　ｔｕｂｅ）または接触に適用可能な他の任意の容器で行い得ることを意味する。試
験管内にて実施する場合、これは、生体内での治療計画に有用なパラメータを特定する方
法であってもよい。この方法を実施して、ナノ粒子と薬剤との併用が細胞に対しておよぼ
す影響について研究することができる。たとえば、酸化セリウムナノ粒子を、ビタミンＥ
（ＶｉｔＥ）、ｎ－アセチルシステイン（ＡＣ）またはメラトニン（Ｍｅｌ）などの他の
周知の酸化防止剤と併用することが可能である。また、酸化セリウムナノ粒子を特定疾患
用の薬剤と併用してもよい。さらに、試験管内での方法には、フリーラジカルが細胞にお
よぼす影響を観察したり、細胞のタンパク質発現、細胞形態学または関心のある他の任意
の特徴の変化を観察したりするための研究道具として、酸化セリウムナノ粒子を用いるこ
とを含めることができる。
【００３１】
　好ましい実施形態では、ゾル－ゲル法以外の方法で作製したサイズ限定の酸化セリウム
ナノ粒子を用いて上記の方法を実施する。本発明において有用なナノ粒子は、一定範囲内
にしっかりと集まった、あらかじめ規定されたサイズのものである。概して、粒子のサイ
ズは約１ｎｍ以下から約５００ｎｍである。実施形態では、粒子は１１ｎｍ以上である。
粒子を細胞内部に取り込む実施形態では、細胞に取り込まれる粒子の好ましい範囲は、約
２０ｎｍなど約１１ｎｍから約５０ｎｍである。細胞の外から粒子がその影響を細胞にお
よぼす実施形態では、細胞外の粒子の好ましい範囲は約１１ｎｍから約５００ｎｍである
。実施形態では、粒子は約４０ｎｍから約５００ｎｍである。他の実施形態では、粒子は
、約１１ｎｍから約２０ｎｍ、約１５ｎｍから約２０ｎｍ、約１１ｎｍから約１５ｎｍま
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たは約３０ｎｍから４０ｎｍなど、約１１ｎｍから約４０ｎｍである。もちろん、これら
の大まかなサイズ内であれば、どのような特定のサイズ範囲でも可能であり、サイズにつ
いては任意の数のパラメータに基づいて施術者が選択する。本発明の、「約」という用語
は、粒子の統計的に有意な部分に対する１０％の誤差を示すのに用いられる。このため、
サイズ２０ｎｍの粒子とは、粒子の大部分が１８ｎｍから２２ｎｍの範囲におさまる粒子
のことである。実施形態では、酸化セリウムナノ粒子の９５％が約１５ｎｍから約２５ｎ
ｍの間のサイズである。実施形態では、酸化セリウムナノ粒子の９５％が２０ｎｍの５％
以内である。他の実施形態では、酸化セリウムナノ粒子の９０％が約１８ｎｍから約２２
ｎｍの間のサイズである。
【００３２】
　本発明は、酸素ラジカルなどのフリーラジカルが関与する疾患または機能障害に羅患し
ているか、羅患している疑いのある個体を処置する方法を提供するものである。同様に、
本発明は、酸素ラジカルなどのフリーラジカルに起因するか、酸素ラジカルなどのフリー
ラジカルの発生につながる負傷に伴う合併症に羅患しているか、羅患している疑いのある
個体を処置する方法を提供するものである。概して、本発明の方法は、フリーラジカルに
よって個体に生じる、細胞、組織または臓器の損傷を低減するか、これをなくすのに十分
な量の酸化セリウムナノ粒子を、個体（本願明細書では「被検体」および「患者」と同義
に用いる）に投与することを含む。よって、本発明は、細胞および生物体の寿命を促進し
、炎症および炎症性機能障害を低減し、炎症性機能障害による組織の損傷を低減し、放射
線障害を低減するのに、酸化セリウムナノ粒子を使用することを包含する。
【００３３】
　上記の開示では試験管内での投与について論じているが、本発明には生体外での投与も
包含する旨を認識することが重要である。このため、本発明による方法は、少なくとも１
個の細胞を生物体から除去し、その細胞に酸化セリウムナノ粒子を投与した後、細胞を元
の環境（患者の体内など）に戻すことを含み得る。このような状況では、投与する行為が
、たとえば培養皿または管の中でナノ粒子を細胞に曝露させるだけであってもよい。特定
の一実施形態では、生体外での投与方法は、患者から血液を採取し、この血液を酸化セリ
ウムナノ粒子に曝露し、処理済みの血液を患者に戻すことを含む。この方法には、血液を
患者に戻す前にその血液から酸化セリウムナノ粒子を分離することを含むことが可能であ
る。
【００３４】
　本発明の方法の一実施形態では、酸化セリウムナノ粒子を用いて原核生物細胞の寿命を
延ばすことができる。たとえば、過発現タンパク質を長時間にわたって生成できるよう大
規模な大腸菌細胞培養物に酸化セリウムナノ粒子を加えると、それまでよりも効率的かつ
コスト効率のよい生成が可能になる場合がある。過発現されることがある関連のヒトタン
パク質には、抗体フラグメント、シングルドメイン抗体、さらには現段階で製薬業界にお
いて「生物学的」であるとされているタンパク質をはじめとするヒトの健康にとって重要
な他の任意のタンパク質があげられる。
【００３５】
　もうひとつの実施形態では、酸化セリウムナノ粒子を用いて真核細胞の寿命を延ばすこ
とができる。一例では、ナノ粒子を利用して、ヒトタンパク質を生成する酵母細胞培養物
の寿命を延長させることができる。具体的には、炭疽菌保護抗原、肝炎ワクチン、マラリ
ア抗原などのヒトの健康にとって重要なヒトタンパク質を生成する酵母培養物を、それま
でよりも長期間にわたって増殖させることができる。ビールなどの消費財や他の製品の製
造に固定化酵母細胞バイオリアクター系を用いる連続発酵でも、酸化セリウムナノ粒子を
加えた後に酵母細胞の寿命を延長させると利益が得られる場合がある。これと同じ酸化セ
リウムナノ粒子の効果を、ヒトワクチン抗原または他のヒトタンパク質を生成する培養物
などの植物細胞培養物に利用できる。さらに、組換えヒト抗体およびヒトの健康にとって
重要な他のタンパク質を生成する哺乳動物の細胞培養物でも、酸化セリウムナノ粒子の添
加による寿命の延長から利益を享受できる。
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【００３６】
　もうひとつの実施形態では、本発明を利用して、予防的または治療的に、生物体におけ
る細胞の寿命に影響を与える。これらの方法では、予防的または治療的に、フリーラジカ
ルに関連する疾患または機能障害、あるいはフリーラジカルによる細胞死または組織や臓
器の損傷を処置またはこれに影響を与える。概して、この方法は、被検体においてフリー
ラジカルによって引き起こされる細胞、組織または臓器の損傷を低減するか、これをなく
すか、あるいは遮断できるだけの十分な量の酸化セリウムナノ粒子を被検体に投与するこ
とを含む。
【００３７】
　一実施形態では、酸化セリウムナノ粒子を細胞に取り込むことが可能である。この場合
、粒子は細胞内のフリーラジカルを低減するか、これをなくすよう作用することができる
。この方法を、脳疾患、脊髄疾患または他の神経外傷の予防または処置の目的で用いるこ
とが可能である。また、この方法を、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン
病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、多発性硬化症、毒素による損傷または発作などの神
経変性障害の処置または予防に用いることも可能である。この方法を、循環器疾患、糖尿
病、網膜の疾患、喘息、呼吸器の機能不全、さらには慢性閉塞性肺疾患および狼瘡などの
自己免疫疾患またはアレルギー疾患の処置または予防に用いてもよい。上述した疾患は一
例にすぎず、いずれにしろ本発明を限定するものではないことは理解できよう。
【００３８】
　もうひとつの実施形態では、酸化セリウムナノ粒子は細胞に有意な量で取り込まれるこ
とはないが、血管内または間質腔に送られる。この実施形態では、ナノ粒子が、細胞の外
でフリーラジカルを低減するか、これをなくすよう作用できる。これによって、炎症およ
び炎症性機能障害を低減することが可能である。酸化セリウムナノ粒子は、炎症を全身的
に（被検体の体全体で）または局所的に（炎症細胞の部位で）低減できる。ナノ粒子は、
子癇前症につながる炎症または創傷によって生じる炎症を低減するか、これをなくすこと
ができる。また、被検体への医療用人工器官挿入による炎症を低減するか、これをなくす
こともできる。溶解性または多孔性マトリックスなどの組成物にナノ粒子を含有させるこ
とで、特定の部位にナノ粒子を保持すなわち、少なくとも一定の期間実質的に保持しても
よい。
【００３９】
　さらに、酸化セリウムナノ粒子を被検体の皮膚表面に接触させ、その皮膚表面で細胞お
よび生物体の寿命を延長させることも可能である。皮膚の老化と皮膚の炎症は密接に関連
している。炎症では、細胞の酸化状態の変化に関与する好中球の活性が増す。炎症の化学
的メディエータを付活するフリーラジカルが生成される。皮膚の老化では、正常な代謝、
ＵＶ照射、他の環境要因によってフリーラジカルが形成される。皮膚表面で酸化セリウム
ナノ粒子を用いると、皮膚の老化を防止し、すでに皮膚に負った損傷を低減することがで
きる。この実施形態を化粧用または老化防止用のローションに利用してもよい。これは、
クリーム、ローション、ゲル、固形スティック、粉末または当該技術分野において周知の
許容可能な他の任意の組成物の形態などであればよい。
【００４０】
　さらに、酸化セリウムナノ粒子を、ＵＶ照射などのタイプの放射線に対する保護に用い
ることも可能である。大きな酸化セリウム分子ならびに、酸化亜鉛などの他の酸化物分子
には、太陽光線によって生じるＵＶ照射から被検体の皮膚を保護する作用があることが当
該技術分野において周知である。しかしながら、細胞に入り込む酸化セリウムナノ粒子に
細胞内で放射線に対する保護性があることは、現在まで明らかにされていない。本願明細
書に示すデータから、酸化セリウムナノ粒子がＵＶ線やガンマ線などのタイプの放射線に
対する保護性を発揮できるということが明らかである。本発明は、ベータ線やＸ線放射な
どの他のタイプの放射線からも保護するための方法を提供するものである。本発明のセリ
ウム粒子の作用機序は、これよりも大きな当該技術分野において周知の粒子がＵＶ光を細
胞に入らないように遮断、反射するなど作用するのに対し、本発明のナノ粒子は生化学的
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レベルで細胞内でのＵＶ光の影響を弱めるよう作用するという点で、大きな粒子の作用機
序とは異なる点に注意されたい。
【００４１】
　本発明のもうひとつの実施形態は、被検体の予防的放射線防護である。たとえば、被検
体が癌のために放射線治療を必要とする場合、癌性細胞周囲の正常かつ健康な細胞もいく
つか放射線に曝露されることになる。本発明は、放射線治療の前に酸化セリウムナノ粒子
に曝露させることで、正常かつ健康な細胞を保護するための方法を提供することによって
、この問題に対処するものである。他の例では、放射線曝露率が高い作業環境または軍や
バイオテロリズムの用途などでの放射線防護目的で被検体を酸化セリウムナノ粒子に曝露
することが可能である。
【００４２】
　さらに別の態様では、酸化セリウムナノ粒子と、酸化セリウムナノ粒子を含む組成物と
が得られる。酸化セリウムナノ粒子は、サイズが限定されており、フリーラジカルが関与
する疾患または機能障害の処置が必要であるか、必要になる疑いのある被検体に、単回投
与または複数回投与できるだけの十分な量で提供される。組成物には、本発明の酸化セリ
ウム粒子を、一般に細胞を殺すことなく生細胞に曝露できるという点で生物学的に許容さ
れる物質である、一種または複数種の他の物質と一緒に含んでもよい。実施形態では、こ
の他の物質は薬学的に許容される物質である。本願明細書において使用する場合、「薬学
的に許容される物質」とは、溶媒、コーティング、抗菌薬および抗真菌薬、さらには生物
学的に許容される他の任意の成分を含むことを意図している。このような担体の例として
、水、生理食塩水、デキストロース溶液、ヒト血清アルブミン、リポソーム、ヒドロゲル
（ｈｙｄｒｏｇｅｌ）があげられるが、これに限定されるものではない。このような媒質
および薬剤を薬学的に活性な物質に用いることは当該技術分野において周知であるため、
各々を有効濃度で組成物に取り入れる実例と方法について、本願明細書でさらに論じるこ
とはしない。
【００４３】
　本発明の特定の態様は、酸素フリーラジカルなどのフリーラジカルに関連のある疾患お
よび機能障害の処置に、酸化セリウムナノ粒子を使用しようとするものである。この使い
方は、特に、細胞をフリーラジカル損傷から保護する生体内での治療法または予防的な方
法に向けられている。本発明の他の特定の態様は、製薬または治療用組成物などの医療用
途向けの組成物の調製に、酸化セリウムナノ粒子を使用しようとするものである。概して
、粒子の使用は、これを他の物質と併用して医療用組成物を製造することである。
【００４４】
　本発明の他の態様は、酸化セリウムナノ粒子を含む容器を提供するものである。概して
、本発明による容器には、ゾル－ゲル法以外の方法で作製されたサイズ限定の酸化セリウ
ムナノ粒子が、酸素ラジカルなどのフリーラジカルが関与する疾患または機能障害に羅患
している、あるいは羅患する危険性のある被検体に、酸化セリウムを少なくとも単回投与
できるだけの十分な量で入っている。たとえば、この容器には、ヒトまたは非ヒト動物被
検体への１回投与に十分な酸化セリウムナノ粒子と、任意に、１種以上の他の生物学的に
許容される物質とを入れることができる。特定の実施形態では、この容器は、物質を被検
体に送達する際に用いられる１個以上の他の容器および／または１個以上の製品または装
置（注射器、注射針、消毒綿球、滅菌生理食塩水溶液など）と一緒にパッケージで提供さ
れる。いくつかの実施形態では、１個以上の容器を含むキットが得られる。
【００４５】
　単独で提供するか、組成物の一部またはキットの一部として提供するかとは関係なく、
酸化セリウムナノ粒子は、どのような好適な物理形態で提供されるものであってもよい。
したがって、乾燥粒子として、あるいは液体組成物の一部として提供してもよい。液体組
成物の一部である場合は、この組成物は一般に、水またはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ
）または他の塩緩衝液などの水性緩衝液を含む。一般に、細胞毒性などの悪影響を伴うこ
となく生体への導入または生細胞との接触を行うには液体組成物が好適であるのが好まし
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い。これは一般論として好ましいということであるため、細胞への曝露時に生細胞に曝露
される際、成分が非毒性の形態または非中毒濃度で存在するのであれば、液体組成物に有
毒成分を含有させられることは理解できよう。乾燥ナノ粒子を投与する実施形態では、こ
のナノ粒子は精製状態であってもよく、１種以上の他の成分を含む組成物中に含まれてい
てもよい。他の成分は非毒性であるか、有毒な場合も、投与されると全体としては細胞ま
たは被検体にとって有害ではない量で存在するのが好ましい。非有毒成分の例としては、
塩（リン酸ナトリウムまたは塩化ナトリウムなどのナトリウム塩など）、糖（ブドウ糖、
スクロースなど）、保存剤ならびに、抗生物質、抗炎症剤、アルブミン、脂質または他の
薬剤があげられるが、これに限定されるものではない。送達の賦形剤は、経口液剤、ゲル
、錠剤、カプセル、粉末、坐薬、不溶解性のもの、薬用ドロップ、クリーム、軟膏、吸入
または注射の形態とすることができる。
【００４６】
　一般に、この粒子またはこの粒子を含む組成物は無菌になるか、被検体への投与または
他の使用の前に滅菌されている。粒子の滅菌については、加熱滅菌、濾過、光線照射を含
むがこれに限定されるものではない、当該技術分野において周知の好適な任意の手法で行
えばよい。このため、実施形態では、本発明の方法は、無菌または滅菌された酸化セリウ
ムナノ粒子を提供することをさらに含むか、あるいは、被検体への投与前にナノ粒子を滅
菌することをさらに含む。
【００４７】
　本発明は、酸化セリウムナノ粒子を含む組成物を提供するものである。この組成物は、
薬学的に好適なキャリア、栄養補給剤または栄養補助食品を含み得る。そのように限定さ
れるわけではないが、一般に、この組成物はナノ粒子以外の１種または複数種の他の物質
を含み、この他の物質は生物学的に許容される（すなわち、非毒性であるか、非毒性の量
で存在する）。このような物質の例は当業者間で周知であり、糖、塩、脂質、薬剤、賦形
剤（ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ）、担体、香味剤（ｆｌａｖｏｒａｎｔ）、注入剤（ｆｉｌｌ
ｅｒ）、バインダー、ガム、着色剤、水、緩衝液、洗浄剤、生物学的に活性な化合物など
を含むがこれに限定されるものではない。
【００４８】
　また、本発明はキットも提供するものである。概して、このキットは、少なくとも１名
の患者を少なくとも１回処置して、細胞、組織または臓器の損傷を引き起こし得るフリー
ラジカルを低減するか、これをなくすことができるだけの十分な量で酸化セリウムナノ粒
子を含む。一般に、このキットのナノ粒子は、１個以上の容器に入れて提供され、少なく
とも患者の１回の投薬に十分な量のナノ粒子が各容器に入っている。キットには、本発明
の方法を実施するのに必要ないくつかの成分または全成分など、他の成分を含めることも
可能である。たとえば、キットの実施形態では、別成分またはナノ粒子を含む組成物の一
部として、アルブミンが含まれる。アルブミンは、たとえば５～２０Ｈｚで２分間の超音
波処理によるナノ粒子の破壊（これは、送達用の特定の配合を得るのに必要になる場合が
ある）の使用や量を減らすためのものである。キットには、一定用量のナノ粒子を投与す
るための注射器を入れてもよい。また、このキットには、送達前に粒子を滅菌するための
フィルタを入れてもよい。しかしながら、キットに入れる前に粒子を滅菌するか、あるい
は、全成分を入れた後にキット全体を滅菌するのが好ましい。同様に、患者への粒子の投
与前に乾燥ナノ粒子を再水和または再構築するための滅菌水または緩衝液を含めてもよい
。実施形態では、全部を１つの容器（バイアルなど）に入れるか、あるいは２個以上の容
器に分けて、複数回投与量のナノ粒子をキットに含めておく。本発明はリポソーム中のナ
ノ粒子を投与または送達する（本願明細書では同義語として用いる）ことを企図している
ため、本発明によるキットには、リポソーム、特にナノ粒子を持たせたリポソームを含め
てもよい。
【実施例】
【００４９】
　以下の実施例を参照して本発明についてさらに説明するが、これらの実施例は単に本発
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明を例示することを意図したものであり、決して本発明を限定するものとみなされるべき
ものではない。
【００５０】
実施例１：細胞および生物体の寿命の延長
　１０ｎＭの単回投与量の酸化セリウムナノ粒子を用いることで、培養したラット脳細胞
（ニューロン、星状膠細胞、ミクログリア）の寿命が２８日から１８２日（６ヶ月間）ま
で延長された。送達のために、ナノ粒子を非凝集形態としておいた。これを実現するため
に、超高純度水（１６メガオーム）または超高純度水を用いて調製した生理食塩水中で、
約１０重量％のストック溶液を超音波処理した。ストック溶液の超音波処理は、プローブ
ソニケータを用いて３分間行った。１０ｍＭから開始して、１００ｎＭ以下まで落として
希釈物を生成した。リン酸緩衝液や他のイオン性緩衝液は、凝集性を高めることが分かっ
ているため使用しなかった。使用前またはさらに希釈する前に、連続希釈物をすべて３分
間超音波処理した。重要なことに、老化したニューロンおよび星状膠細胞は、若くて（ｙ
ｏｕｎｇｅｒ）未処理のものと機能的に同等であった。酸化セリウムナノ粒子処理後の老
化培養物中でのグルタミン酸塩、ＧＡＢＡ、アセチルコリンに応答した神経伝達も、若い
培養対照の場合と同様であった。さらに、同様の用量の酸化セリウムナノ粒子を経口的に
（餌に入れて）投与したところ、ショウジョウバエであるキイロショウジョウバエ（Ｄｒ
ｏｓｏｐｈｉａ　ｍｅｌａｎｎｏｇａｓｔｅｒ）の寿命が延長された。
【００５１】
　図１は、ナノ粒子が培養物中の器官型脳細胞の最大寿命にどのように影響するのかを判
断するための実験結果を示す。ラットの大脳皮質から得た混合脳細胞培養物を試験管内に
て１０日目に１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子で処理した。対照には賦形剤単独（生理食
塩水）を与えた。この図から、ナノ粒子が細胞の寿命に劇的な影響をおよぼすことが分か
る。ＤＩＶ＝試験管内での日数
【００５２】
　図２は、ナノ粒子がキイロショウジョウバエの寿命にどのように影響するのかを判断す
るための実験結果を示す。これらの結果から、ハエの寿命が有意に増したことが分かる。
酸化セリウムナノ粒子を使用する場合と使用しない場合とで、キイロショウジョウバエ（
Ｏｒｅｇｏｎ　Ｒ菌株）に指示濃度で標準的なハエ用の混合餌を筐体から与えた。ここで
、最大寿命が長くなるだけでなく、ナノ粒子処理対対照（点線）では５０％の個体群が死
ぬまでの時間も長くなることに注意されたい。ハエには、生存期間のあいだを通して、指
示濃度の酸化セリウムナノ粒子を含有する餌を筐体から与えた。酸化セリウムナノ粒子の
ストック溶液濃縮物を上述したようにして（超音波処理法）調製し、調製時（すなわちハ
エの餌が液体状のままのうち）にハエの餌（ジャズミックス）に加えた。粒子を加えた後
５分間餌を超音波処理し、餌の媒質中にナノ粒子が凝集せずに確実に懸濁するようにした
。バイアル１つあたりハエ２０匹と餌媒質５ｍｌの入ったバイアルで、標準的な条件下で
ハエを成長させた。死んだハエの数を１～２日ごとに数えた。
【００５３】
実施例２：酸化セリウムナノ粒子のフリーラジカル除去能
　酸化セリウムナノ粒子の構造を考慮して、本願発明者らは、酸化セリウムナノ粒子がフ
リーラジカルスカベンジャーとして作用することで細胞の寿命を促すのではないかと仮定
した。この仮説を検証するために、本願発明者らは、致死量および致死未満量のフリーラ
ジカル生成剤、過酸化水素、ＵＶ光に、培養した脳細胞を曝露した。酸化セリウムナノ粒
子に曝露することで、これら両方のフリーラジカル生成剤に対する有意な保護が得られ、
細胞死が６０％を超えて減少した。ＵＶおよび過酸化水素による損傷に対する保護は、培
養物中にて１０日目に酸化セリウムナノ粒子で処理した３ヶ月経過培養物でも保たれた。
このように、酸化セリウムナノ粒子による作用は、単回投与後でも長期間継続する。
【００５４】
　従来のフリーラジカルスカベンジャーであるビタミンＥ、メラトニン、Ｎ－アセチル－
システインとの間で酸化セリウムナノ粒子の影響を比較する研究によって、酸化セリウム
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ナノ粒子だけが寿命を促進できることが示された。さらに、従来のフリーラジカルスカベ
ンジャーの単回投与および複数回投与の場合よりも、酸化セリウムナノ粒子はフリーラジ
カルによる損傷に対する保護性が優れていた。
【００５５】
　酸化セリウムナノ粒子がフリーラジカル消去機序で作用するという本願発明者らの仮説
をさらに裏付けるために、本願発明者らは、フリーラジカルでの負荷試験時に、酸化セリ
ウムナノ粒子を与えた細胞ならびに酸化セリウムナノ粒子溶液の励起スペクトルに新たな
シフトを検出した。細胞および酸化セリウムナノ粒子溶液では、励起スキャンによって、
還元（ｒｅｄｕｃｅｄ）（＋４）原子価状態での酸化セリウムナノ粒子のピーク励起４５
１が明らかになる。フリーラジカルでの負荷試験時、励起極大が３５６ｎｍにシフトする
ことから、セリウムが＋３原子価状態に変化したのではないかと思われる。５～２０分後
、励起スペクトルがピーク極大４５１で励起する通常の休眠状態に戻ることから、元の酸
化セリウム格子構造が再生したのではないかと思われる。
【００５６】
　図３は、細胞内酸化セリウムナノ粒子の励起スペクトルを示し、フリーラジカル消去イ
ベントの際にスペクトルが変化することを示している。図で示す実験では、試験管内にて
１０日目に１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子で星状膠細胞を処理し、１８日目に蛍光分析
的に調べた。細胞培養物を洗浄し、リン酸緩衝生理食塩水中に入れ、図示のように励起ス
ペクトルスキャンをほどこした。５１０ｎｍより上で放出が測定された。１００μＭのＨ

２Ｏ２をフリーラジカル生成剤として加えている間、高速デルタラム（ＤｅｌｔａＲａｍ
）スキャナを用いて励起スキャンを０．０１ｍｓｅｃごとに集めた。対照（未処理）細胞
では図示の範囲と大きさでは蛍光放出は認められなかった。図３に示すように、セリウム
の励起スペクトルのシフトから、酸化物格子またはセリウム原子で電子の入れ換えイベン
トが明らかになる。これらの結果から、酸化セリウムナノ粒子を含む細胞で同様の励起ス
ペクトルシフトが起こるが、これはＨ２Ｏ２によって生成されるものなどのフリーラジカ
ルとの反応時に発生することを示している。重要なことに、４５６ｎｍの励起極大に戻る
ことから、酸化セリウムナノ粒子が細胞中で自らのフリーラジカル消去能を再生可能なの
ではないかと思われる。
【００５７】
実施例３：毒性および生体内分布
　電子顕微鏡検査、顕微分光測光法および誘導結合プラズマ質量分析を利用して、本願発
明者らは、２０ｎｍ未満のサイズの酸化セリウムナノ粒子が培養細胞ならびに生きた生物
体の細胞に容易に入り込むことを見いだした。さらに、細胞培養物の寿命を延長させる用
量の１００倍と多い用量で、ショウジョウバエでの明白な毒性は認められなかった。０．
３～３ｍＭをマウスに１回尾静脈注射した場合も、臓器または挙動の明白な異常は発生し
なかった。酸化セリウムナノ粒子は、６ヶ月の期間にわたってほとんど排出されず、脳、
心臓、肺に優先的に蓄積することが明らかになった。０．３ｍＭの用量で、組織セリウム
濃度がほぼ倍になった（バックグラウンドとの比較）が、ｐｐｂの範囲にとどまっていた
。
【００５８】
　図４は、ナノ粒子で処理したマウスの組織セリウム測定結果を示す。具体的には、各々
に３００ナノモルの酸化セリウムナノ粒子を含有させて５～１０μｌをＢａｌｂ／ｃマウ
スに尾静脈注射で投与した。３ヶ月後、マウスを安楽死させ、臓器を回収した。誘導結合
プラズマ質量分析で組織セリウムを測定した。組織セリウム濃度が最も上昇したのは、体
内で最も酸化的な臓器である脳、心臓、肺であった点が興味深い。
【００５９】
実施例４：外傷からの保護
　広く公開されているヒトの頭部の負傷を表現した試験管内モデルを利用して、本願発明
者らは、外傷に応答した脳細胞の損傷と、損傷によって誘発されるフリーラジカルの生成
とがある程度は関連しているかもしれないことを示した。１０日目に試験管内にて酸化セ
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リウムナノ粒子で処理した脳細胞培養物では、１５～１８目に試験管内にて外傷に投与す
ると細胞の損傷が６０～７０％減少した。さらに、損傷後３時間までの間に酸化セリウム
ナノ粒子を送達すると、損傷の度合いに応じて神経細胞死が４０～５０％減少した。この
ように、酸化セリウムナノ粒子は、外傷およびフリーラジカル損傷に関連する他の形態の
神経変性の処置をなすものである。
【００６０】
　脳の外傷では、持続性の神経脱落を引き起こす神経機能障害が頻繁に認められる。ここ
で、本願発明者らは、こうしたヒトの頭部の負傷と試験管内モデルとの関連性を示す。本
願発明者らは、損傷前または損傷後にナノ粒子を送達させることで、星状膠細胞とニュー
ロンの両方で神経伝達物質刺激カルシウムシグナリングによって測定した場合の神経機能
障害が有意に低減されることを見いだした。
【００６１】
　図５は、外傷を受けた脳細胞にナノ粒子がどのように影響するのかを示している。混合
器官型脳細胞培養物に、すでに説明がなされている（Ｚｈａｎｇ、Ｒｚｉｇａｌｉｎｓｋ
ｉら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：１９２１～１９２３、１９９７）ようにして試験管内に
て外傷を与えた。１０日目に試験管内にて、あるいは損傷の３時間後に培養物に酸化セリ
ウムナノ粒子（１０ｎＭ）を送達させ、損傷後２４時間の時点でヨウ化プロピジウム染色
によって神経細胞死を評価した。細胞に対する好影響が明白である。
【００６２】
　図６は、外傷を受けた脳細胞にナノ粒子がどのように影響するのかをさらに示している
。上述したようにして、混合器官型脳細胞に試験管内にて外傷を与えた。酸化セリウム（
１０ｎＭ）ナノ粒子を損傷の３時間後に送達させ、損傷後２４時間の時点でＦｕｒａ－２
顕微分光測光法を用いてニューロン細胞内の遊離カルシウム（［Ｃａ２＋］ｉ）シグナリ
ングを判定した。損傷のないニューロン（黒い実線）は、しっかりとしたニューロン間シ
グナリングを表す規則的な細胞内遊離カルシウムの振動を示した。グルタミン酸塩は、［
Ｃａ２＋］ｉを２６２ｎＭまで上昇させた後、基底に戻した。損傷した未処理の培養物（
鎖線）［Ｃａ２＋］ｉではシグナリングが乱れている。ニューロンは、グルタミン酸塩に
対する応答なしで基底［Ｃａ２＋］ｉの劇的な上昇を誘発したか、興奮毒性を示唆させる
グルタミン酸塩に対する応答を劇的に強めた。酸化セリウムナノ粒子で処理済みの損傷し
た培養物では、正常な基底［Ｃａ２＋］ｉ、振動およびグルタミン酸塩シグナリングが保
たれた（淡灰色の線）。図示の結果は、９０を超えるニューロンを含む１２回の異なる実
験を代表するものである。
【００６３】
実施例５：ナノ粒子の抗炎症特性
　フリーラジカル生成およびこれに関連する細胞損傷は、関節炎、アルツハイマー病、多
発性硬化症、アテローム性動脈硬化症、ＡＬＳ、パーキンソン病、自己免疫疾患、アレル
ギー性機能障害をはじめとする多くの炎症性機能障害の要素である。本願発明者らは、酸
化セリウムナノ粒子が、炎症および炎症性の細胞損傷に対する強力な阻害剤であることを
見いだした。本願発明者らの研究から、酸化セリウムナノ粒子を用いることで、脳ミクロ
グリア（ＭＧ）での炎症反応が低減され、活性化された炎症性の脳ＭＧによって誘発され
る神経細胞死が減少し、さらには脳ＭＧでのインターロイキン１－βならびにアラキドン
酸カスケードの炎症性メディエータの放出量が減ることが分かる。また、本願発明者らは
、酸化セリウムナノ粒子が、ヒト好中球およびマクロファージ様細胞系ＨＬ－６０および
Ｕ９３７の炎症性の活性状態を低減し、ヒト好中球およびマクロファージ様細胞系（ＨＬ
－６０＆Ｕ９３７）でヒスタミン、細菌リポ多糖（ＬＰＳ）およびｆＭＬＰ（ｆ－ｍｅｔ
－ｌｅｕ－ｐｈｅ、遊走ペプチド）によって開始される炎症反応を減らすことも見いだし
た。したがって、酸化セリウムナノ粒子は、炎症性機能障害ならびに免疫機能障害に対す
る新規な処置となる。
【００６４】
　図７は、酸化セリウムナノ粒子が、リポ多糖（ＬＰＳ）によって開始される炎症反応を
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低減することを示している。実験から、炎症性細胞としてのミクログリア（ＭＧ）は、「
活性化」として知られる炎症性の機能を上方制御することで、外傷性の脳負傷に応答する
ことが明らかになっている。「活性化される」と、ＭＧは損傷したニューロンまたは異常
機能しているニューロンを取り除くのに不可欠になる。ＭＧは、フリーラジカルの大量放
出によって健康なバイスタンダー（ｂｙｓｔａｎｄｅｒ）ニューロンに破壊的な力を与え
、これが周囲のニューロンを損傷すると仮定する。本願発明者らの過去の研究では、強力
なフリー－ラジカルスカベンジャーである酸化セリウムナノ粒子で処理すると、外傷的に
損傷した器官型脳細胞培養物で神経細胞死が減ることが明らかになっている。損傷したと
きにＭＧによって放出されるフリー－ラジカルのうちのひとつに一酸化窒素（ＮＯ）があ
る。ＭＧを１０ｎＭのＣｅＯ２－ＮＰで２４時間かけて１回処理し、ナノ粒子を取り込め
るようにした。洗浄および培地の交換後、ＭＧを１００ｎｇ／ｍｌのＬＰＳで処理して炎
症反応を誘発した。形態とＮＯ放出を調べた。１００ｎｇ／ｍｌのＬＰＳに２４時間曝露
したＭＧでは、１６．１ｍＭのＮＯが放出された。曝露前に１０ｎＭのＣｅＯ２－ＮＰで
２４時間処理すると、ＮＯ放出量が６２．０％減少したことから、ＣｅＯ２－ＮＰが神経
細胞死を亢進しかねない炎症性メディエータの放出量を減らすことが示された。
【００６５】
　図８Ａに示すように、休眠状態のＭＧは、長い突起のあるコンパクトな細胞体を有する
。図８Ｂでは、ＭＧをＬＰＳで刺激した。休眠状態（８Ａ）に比して劇的な形態変化があ
ることに注意されたい。ＬＰＳに誘発される形態変化は、８Ｃに示すようにＣｅＯ２－Ｎ
Ｐによってブロックされた。
【００６６】
実施例６：ナノ粒子の放射線防護作用
　放射線傷害は、細胞性ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質のフリーラジカルによる損傷によっ
て細胞死を誘発する。酸化セリウムナノ粒子を用いると、１、３、５グレイに関連する脳
細胞死が、それぞれ７８、６２、４８％低減された。これらの実験では、試験管内にて１
０日目に１０ｎＭの単回投与量のナノ粒子を投与し、１２～１５日目に培養物に照射した
。さらに、照射後３時間まで粒子を投与した場合ですら、損傷の低減が観察された。これ
らの結果から、酸化セリウムナノ粒子には有意な放射線防護特性があり、軍や抗バイオテ
ロリズムの用途での放射線保護に利用できるのではないかと考えられる。さらに、ナノ粒
子には、非癌性「バイスタンダー」細胞を放射線傷害から保護することで、癌治療に用い
られる可能性もある。
【００６７】
　図９および図１０は、酸化セリウムナノ粒子での前処理が放射線への曝露にどのように
影響するのかを示している。すでに説明がなされている（Ｚｈａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ
、２７４、１９２１～１９２３、１９９６）ようにして、ラットの新生仔および培養物か
ら混合器官型ラット脳細胞を得た。１０日目に試験管内にて、損傷後２４時間に組織培養
液を送達させた後、規則的な培地交換を行って、培養物を＋１０ｎＭのＣｅＯ２－ＮＰで
処理した。ＤＩＶ１４～１６日後、５分ごとまたは１５分ごとに紫外線に曝露してフリー
ラジカル損傷を評価した後、ヨウ化プロピジウム（ＰｒＩ）で細胞死を測定した。ガンマ
線照射研究のために、細胞を１．５または５グレイの放射線に１分間曝露した。さらに、
ＣｅＯ２－ＮＰを用いて処理した老化培養物（６８ＤＩＶ）にも、ＵＶおよびガンマ照射
を行って、ＣｅＯ２－ＮＰの保護作用が老化した培養物中でも維持されるかを判定した。
【００６８】
　図９の実験では、１０ＤＩＶに混合脳細胞培養物をＣｅＯ２－ＮＰで処理し、１６また
は６８ＤＩＶにＵＶ光に曝露した。６８ＤＩＶの未処理対照がない点に注意されたい。こ
れは、未処理の混合脳細胞培養物はそこまで長く生存しないためである。ＣｅＯ２－ＮＰ
処理によって、フリーラジカル生成による細胞死を誘発することが知られているＵＶ曝露
５分後と１５分後の生存率が劇的に高まった。さらに、これらの細胞の延長された寿命の
間、１０ｎＭの単回投与量のＣｅＯ２－ＮＰの保護作用が維持された。
【００６９】
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　図１０の実験では、混合脳細胞培養物を第２のフリーラジカル生成源であるガンマ線照
射に曝露した。培養物をＣｅＯ２－ＮＰで処理し、上述したようにして照射に曝露した。
１０ｎＭの単回投与量のＣｅＯ２－ＮＰを１０ＤＩＶに送達させたところ、ガンマ照射に
対して有意な保護が得られ、これも培養物の延長された寿命の間維持された。
【００７０】
　図１１および図１２は、ビタミンＥ、ｎ－アセチルシステインまたはメラトニンを単回
投与量または複数回投与量で用いた場合に比して、酸化セリウムナノ粒子のほうがフリー
ラジカルによる損傷に対する保護性が高いことを示している。これらの実験では、６ウェ
ルのプレートで細胞を培養した。３つのウェルを対照として用い、他の３つを１０ＤＩＶ
に以下の薬剤のうちの１つで処理した：１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子、１００ｍＭの
ビタミンＥ、１ｍＭのｎ－アセチルシステインまたは１ｍＭのメラトニン。薬剤を組織培
地に直接送達させ、培地中に２４時間放置した後、培地を交換した。ナノ粒子については
、１０ＤＩＶに１回送達しただけであった。他の薬剤は、表記のように単回投与量または
複数回投与量で送達させた。１４～１６ＤＩＶ後、５分ごとまたは１５分ごとに紫外線に
曝露してフリーラジカル損傷を評価した後、ヨウ化プロピジウム（ＰｒＩ）で細胞死を測
定した。
【００７１】
　図１１の実験では、酸化セリウムナノ粒子または他のフリーラジカルスカベンジャーを
ＤＩＶ１０に組織培養液に送達させた。４８時間後に培地を交換した後、２～３日ごとに
規則的な培地交換を行った。ＤＩＶ１４にＵＶ曝露を実施した。酸化セリウムナノ粒子を
用いることで、５分または１５分の曝露２４時間後にＵＶ光により誘発される細胞死が５
８％減少した。ＭＥＬでも短時間（５分）のＵＶ曝露に関連する細胞死が同程度に低減さ
れたが、長時間（１５分）の曝露後にはそれほど効果的ではなかった。ビタミンＥを用い
ると適度の保護程度となった。
【００７２】
　図１２の実験では、ＤＩＶ１０に酸化セリウムナノ粒子を１０ｎＭの単回投与量で送達
したものを他の酸化防止剤の複数回投与量の場合と比較した。ビタミンＥ、ｎ－アセチル
システインおよびメラトニンをＤＩＶ１０に投与し、ＤＩＶ１２に再度投与した。ＵＶに
よる細胞損傷を減らすと、ビタミンＥ、ｎ－アセチルシステインまたはメラトニンの複数
回投与量の場合よりも酸化セリウムナノ粒子のほうが効率的であった。
【００７３】
実施例７：細胞および生物体の寿命の延長に対するさらなる実験
　図１３および図１４は、酸化セリウムナノ粒子をハエに与えると、雄雌どちらのショウ
ジョウバエのライフスパンも長くなることを示している。これらの寿命研究については、
１０ｎＭのＣｅＯ２－ＮＰを直接ハエの餌に加えて実施した。フリーラジカルでの負荷試
験後にＣｅＯ２－ＮＰが生存にどのように影響するかを判断するために、１０ｎＭのＣｅ
Ｏ２－ＮＰを含有するハエの餌の上に封入した日から、雄雌のハエを連続的に培養した。
３５日目、５％スクロース溶液中２０ｍＭのパラコートで２４時間飽和させた濾紙にハエ
を曝露した。パラコートは、フリーラジカル生成によってハエの死を誘発することが知ら
れているレドックスサイクリング殺虫剤である。死んだハエの数を一定間隔で数えた。２
４時間を超えて生存しているハエを、対照の餌または適切なＣｅＯ２－ＮＰ濃度で処理し
た餌の入ったバイアルに戻した。生存しているハエを毎日モニターし続けた。細胞培養物
を用いた場合に試験管内で同様の結果が得られ、１ｎＭ、１０ｎＭおよび１μＭの酸化セ
リウムナノ粒子で、０．１ｍＭ、０．５ｍＭおよび１ｍＭのパラコートの存在下で細胞が
死から保護された（データ図示せず）。
【００７４】
　図１５は、組織培養物中の神経特異エノラーゼ（ＮＳＥ）の量を示している。培養物中
でニューロンが死に絶えていく際、ニューロンは特徴的な酵素であるＮＳＥを放出する。
この実験は、組織培養液中のＮＳＥ量を、培養物中に残った全量に対する百分率で示して
いる。２０～２６日目に、ニューロンが死んで溶解される際に培地でＮＳＥ放出が劇的に
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増加する。３０日目では、すべてのニューロンが死んでしまう。酸化セリウム処理群（三
角形）では、培地中のＮＳＥは上昇せず、基底レベルのままであることから、すべてのニ
ューロンが依然として生きていることが分かる。
【００７５】
　図１６は、丈夫なニューロンおよび星状膠細胞を持って生存している組織培養物の百分
率を示している。この実験は、７５の対照と酸化セリウム処理培養物でのデータをまとめ
たものである。各培養物を１０日目に試験管内にて単回投与量の１０ｎＭの酸化セリウム
ナノ粒子で処理した。この実験は、酸化セリウムナノ粒子が培養物の寿命を延長させるこ
とを表している。
【００７６】
　図１７～２０は、ショウジョウバエを酸化的ストレス誘発物質であるパラコートに導入
したときに、１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子が、雄雌のショウジョウバエの平均寿命と
最大寿命を有意に延長させることを示している。この実験では、本願発明者らは、キイロ
ショウジョウバエで酸化セリウムナノ粒子がフリーラジカルスカベンジャーとして作用す
るという仮説を検証した。酸化的ストレスを誘発するために、本願発明者らはパラコート
（メチルビオロゲン）を利用した。文献には、パラコートが、１０ｍＭのＬＤ５０で超酸
化物イオンの生成によってショウジョウバエに重篤な酸化的ストレスを誘発する旨が報告
されている。このため、パラコートを日常的に使用し、パラコート負荷試験後の生存を調
べることで、酸化的ストレスの減少に対するさまざまな生化学的薬剤の影響を試験する。
この研究では、１０ｎＭおよび１μＭの酸化セリウムを含有するハエの餌の上に封入した
日から、雄雌のハエ１００匹を連続して培養した。３５日目で、ハエに３時間餌を与えず
においた後、５％スクロース溶液中２０ｍＭのパラコートで２４時間飽和させた濾紙に曝
露した。死んだハエの数を一定間隔で数えた。２４時間を超えて生存しているハエを、対
照の餌または適切なナノ粒子濃度で処理した餌の入ったバイアルに戻した。生存している
ハエを毎日モニターし続けた。
【００７７】
実施例８：外傷からの保護を示しているさらなる実験
　図２１および図２２は、酸化セリウムナノ粒子を用いると、単回投与量の他の酸化防止
剤に比して、外傷前（図２１）または外傷後（図２２）に与えた場合に外傷性傷害に対す
る保護性が高まることを示している。外傷性の脳の負傷についての試験管内モデル（Ｅｌ
ｌｉｓら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ、１２、３２５～３３９、１９９５）を利用して
、本願発明者らは、混合脳細胞培養物の外傷性傷害が、ある程度はフリーラジカルの生成
によって細胞死を引き起こす（Ｈｏｆｆｍａｎら、Ｌａｍｂら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ
；６８、１９０４～１９１０、１９９７）ことを過去に示している。混合脳細胞培養物を
、軽度（５．５ｍｍ）、中度（６．５ｍｍ）、重度（７．５ｍｍ）レベルで損傷させ、Ｐ
ｒＩを用いて損傷の２４時間後に細胞死を評価した。
【００７８】
　図２３から図２６は、酸化セリウムナノ粒子が脳ミクログリアからのＮＯ放出量を減ら
すことを示している。試験管内での外傷についての十分に特徴づけられたモデルを用いて
星状膠細胞の純粋な培養物を損傷させた。本願発明者らは、外傷的に損傷した星状膠細胞
によって調整した培地への曝露によって、ミクログリアの活性化が誘発されることを過去
に示している。このように活性化されたＭＧは神経細胞死を誘発する。これらの実験では
、軽度、中度または重度に損傷した星状膠細胞で調整した培地への２４時間の曝露によっ
てミクログリアを活性化させた。また、損傷のない星状膠細胞で調整した培地に曝露した
ミクログリアを対照とした。これらの実験では、正の対照としてＬＰＳを利用した。内毒
素として作用しているＬＰＳは、ミクログリア上のレセプターと結合し、炎症性サイトカ
インの分泌を引き起こし、ＮＯの放出を促進する。対照のミクログリアまたはナノ処理し
たミクログリアを１００ｎｇ／ｍｌのＬＰＳに２４時間曝露した後、図５に示すように培
地に放出されたＮＯを測定した。オキシスインターナショナル（Ｏｘｉｓ　Ｉｎｔｅｒｎ
ａｔｉｏｎａｌ）およびカルバイオケム（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）から提供されているキ
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ットを用いて、グリース反応によってＮＯを測定した。ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ８００自動
プレートリーダーで５４０ｎｍでの吸光度を読み取った。
【００７９】
　損傷した星状膠細胞で調整した培地への曝露によってＭＧが活性化されるため、本願発
明者らはまず、図２３に示すように損傷期間後１時間および３時間の星状膠細胞からのＮ
Ｏ放出量を判定した。中度と重度に損傷した星状膠細胞から損傷の１時間後に有意なＮＯ
放出があることから、星状膠細胞が脳での酸化的ストレスに重要な役割を果たしていると
思われる。
【００８０】
　図２４および図２５では、星状膠細胞で調整した培地にＭＧを１時間または３時間曝露
すると、損傷とは関係なく、ＮＯ放出量が増えたことから、星状膠細胞が脳ＭＧの炎症ポ
テンシャルを調節すると思われる。ＭＧを１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子で処理すると
、いずれの場合もＮＯ放出量が減少した。軽度、中度および重度に損傷した星状膠細胞で
調整した培地への１時間の曝露で活性化されたＭＧでは、酸化セリウムナノ粒子によって
ＮＯ放出量がそれぞれ２９、４４、７０％減少した。軽度、中度および重度に損傷した星
状膠細胞で調整した培地への３時間の曝露で活性化されたＭＧでは、酸化セリウムナノ粒
子によるＮＯ放出量の減少が一層控えめであった。
【００８１】
　図２６では、１００ｎｇ／ｍｌのＬＰＳに２４時間曝露したＭＧでは、１６．１ｍＭの
ＮＯが放出された。曝露前に１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子で２４時間処理すると、Ｎ
Ｏ放出量が６２．０％減少したことから、酸化セリウムナノ粒子が神経細胞死を亢進しか
ねない炎症性メディエータの放出量を減らすことが示された。
【００８２】
　図２７に示すように、休眠状態のＭＧは長い突起のあるコンパクトな細胞体を有する。
重度に損傷した星状膠細胞で調整した培地への曝露によって活性化されたＭＧは、縮んで
短い突起と高度に粒状化かつ空胞化した細胞質のある、なお一層アメーバー状の形になる
。酸化セリウムナノ粒子での前処置が、ＭＧ活性化の際に観察される形態変化をいくつか
防止する。また、ＭＧはＬＰＳでも刺激された。休眠状態に比して劇的な形態変化に注意
されたい。ＬＰＳで誘発される形態変化は酸化セリウムナノ粒子によってブロックされる
。
【００８３】
　本発明を実施するにあたって、本発明の範囲または趣旨から逸脱することなくさまざま
な改変および変更をほどこし得ることは、当業者であれば明らかであろう。本発明の明細
書および実施を考慮すれば、本発明の他の実施形態も当業者であれば明らかであろう。明
細書ならびに実施例は単に例示的なものとみなされることを意図しており、本発明の真の
範囲および趣旨は以下の特許請求の範囲によって示される。
【図面の簡単な説明】
【００８４】
【図１】酸化セリウムナノ粒子が培養物中の混合ニューロン細胞の最大寿命にどのように
影響するのかを示す。
【図２】酸化セリウムナノ粒子がキイロショウジョウバエ（Ｄ．ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅ
ｒ）の寿命にどのように影響するのかを示す。
【図３】フリーラジカル消去時の細胞内酸化セリウムナノ粒子の励起スペクトルを示す。
【図４】誘導結合プラズマ質量分析で分析して得られた、ナノ粒子注入後のＢＡＬＢ／ｃ
マウスでの組織セリウム含有量の薬剤分布グラフを示す。
【図５】ヨウ化プロピジウム染色によって評価した、ナノ粒子で処理した脳細胞培養物（
神経細胞死）の応答を示している。
【図６】ナノ粒子で処理した脳細胞培養物（神経細胞死）の応答を示している。
【図７】ナノ粒子で処理した脳細胞培養物の応答を、一酸化窒素放出量の関数として表す
。
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【図８】酸化セリウムナノ粒子が脳ミクログリアにおよぼす形態的な影響を示している。
【図９】酸化セリウムナノ粒子での前処理がＵＶ光線への曝露にどのように影響するのか
を示している。
【図１０】酸化セリウムナノ粒子での前処理がガンマ線照射への曝露にどのように影響す
るのかを表す。
【図１１】フリーラジカルによる損傷に対して単回投与量の酸化セリウムナノ粒子で前処
理した場合の影響を、単回投与量のビタミンＥ、ｎ－アセチルシステインまたはメラトニ
ンの場合との比較で示している。
【図１２】フリーラジカルによる損傷に対して単回投与量の酸化セリウムナノ粒子で前処
理した場合の影響を、複数回投与量のビタミンＥ、ｎ－アセチルシステインまたはメラト
ニンの場合との比較で示している。
【図１３】酸化セリウムナノ粒子を雌のショウジョウバエに与えたときに、ハエの寿命が
どのように変化するのかを示している。
【図１４】酸化セリウムナノ粒子を雄のショウジョウバエに与えたときに、ハエの寿命が
どのように変化するのかを表す。
【図１５】組織培養液中の神経特異エノラーゼ（ＮＳＥ）の量を示している。
【図１６】酸化セリウムナノ粒子が組織培養物の寿命にどのように影響するのかを示して
いる。
【図１７】パラコートが１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子を与えた雌のショウジョウバエ
にどのように影響するのかを表す。
【図１８】パラコートが１μＭの酸化セリウムナノ粒子を与えた雌のショウジョウバエに
どのように影響するのかを表す。
【図１９】パラコートが１０ｎＭの酸化セリウムナノ粒子を与えた雄のショウジョウバエ
にどのように影響するのかを表す。
【図２０】パラコートが１μＭの酸化セリウムナノ粒子を与えた雄のショウジョウバエに
どのように影響するのかを表す。
【図２１】外傷性傷害に対する酸化セリウムナノ粒子の影響を、損傷前に与えた単回投与
量の他の酸化防止剤との比較で示している。
【図２２】外傷性傷害に対する酸化セリウムナノ粒子の影響を、損傷後に与えた単回投与
量の他の酸化防止剤との比較で示している。
【図２３】休眠状態と損傷した状態の両方での星状膠細胞によるＮＯ放出量を表す。
【図２４】酸化セリウムナノ粒子が、損傷した星状膠細胞で１時間調整した培地を用いて
刺激したミクログリアからのＮＯの放出量にどのように影響するのかを示している。
【図２５】酸化セリウムナノ粒子が、損傷した星状膠細胞で３時間調整した培地を用いて
刺激したミクログリアからのＮＯの放出量にどのように影響するのかを示している。
【図２６】酸化セリウムナノ粒子が、ＬＰＳ刺激ミクログリアからのＮＯの放出量にどの
ように影響するのかを示している。
【図２７】酸化セリウムナノ粒子を用いた場合と用いない場合とについて、損傷またはＬ
ＰＳへの曝露後のミクログリアの形態を表す。
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