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(57)【要約】
リボ核酸とインターフェロン結合タンパク質の共送達の
ための組成物および方法を開示する。組成物は、ミネラ
ル層、リボ核酸およびインターフェロン結合タンパク質
を有する、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を
含む。リボ核酸およびインターフェロン結合タンパク質
は、ミネラル層に吸着されていてもよく、ミネラル層中
へ組み込まれていてもよく、およびそれらの組合せであ
ってもよい。リボ核酸とインターフェロン結合タンパク
質の共送達を提供する、ミネラル層を有するミネラルコ
ーティングされたマイクロ粒子を用いた、リボ核酸とイ
ンターフェロン結合タンパク質の共送達法および炎症性
疾患の処置方法もまた開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1つのミネラル層；ならびに
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれら
の組合せの少なくとも1つ
を含む、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子
を含む、組成物。
【請求項２】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれら
の組合せの少なくとも1つが、ミネラル層に吸着されている、請求項1に記載の組成物。
【請求項３】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれら
の組合せの少なくとも1つが、ミネラル層内に組み込まれている、請求項1に記載の組成物
。
【請求項４】
　リボ核酸が、メッセンジャーリボ核酸（mRNA）である、請求項1に記載の組成物。
【請求項５】
　リボ核酸が、約1,000ヌクレオチド～約10,000ヌクレオチドの範囲である、請求項1に記
載の組成物。
【請求項６】
　インターフェロン結合タンパク質が、B18R、E3Lインターフェロン耐性タンパク質、K3L
、非構造タンパク質1、新世界アレナウイルスZタンパク質、Vタンパク質、3C、リーダー
プロテアーゼ、E6、Npro、NS5Aおよびそれらの組合せより選択される、請求項1に記載の
組成物。
【請求項７】
　少なくとも1つのミネラル層が、カルシウム、リン酸、炭酸、およびそれらの組合せを
含む、請求項1に記載の組成物。
【請求項８】
　少なくとも1つのミネラル層が、ハロゲンをさらに含む、請求項1に記載の組成物。
【請求項９】
　ハロゲンが、フッ素、塩素、臭素、ヨウ素、アスタチンおよびそれらの組合せより選択
される、請求項8に記載の組成物。
【請求項１０】
　ポリマー、セラミック、金属、ガラスおよびそれらの組合せより選択されるコアをさら
に含む、請求項1に記載の組成物。
【請求項１１】
　少なくとも1つのミネラル層が、複数のミネラル層を含み、複数のミネラル層が、同一
のミネラル組成物を含む、請求項1に記載の組成物。
【請求項１２】
　少なくとも1つのミネラル層が、複数のミネラル層を含み、複数のミネラル層が、別個
のミネラル組成物を含む、請求項1に記載の組成物。
【請求項１３】
　インターフェロン阻害剤が、小分子インターフェロン阻害剤である、請求項1に記載の
組成物。
【請求項１４】
　小分子インターフェロン阻害剤が、BX795、MRT68844、MRT67307、TPCA-1、Cyt387、AZD
1480、ルキソリチニブ、トファシチニブおよびそれらの組合せより選択される、請求項13
に記載の組成物。
【請求項１５】
　少なくとも1つのミネラル層が、球晶様、板状、網状、針状およびそれらの組合せより
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選択される形態を含む、請求項1に記載の組成物。
【請求項１６】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれら
の組合せの少なくとも1つの送達方法であって、該方法が、少なくとも1つのミネラル層；
ならびにリボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；および
それらの組合せの少なくとも1つを含む、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を含
む組成物を投与することを含む、方法。
【請求項１７】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれら
の組合せの少なくとも1つが、ミネラル層に吸着されている、請求項16に記載の方法。
【請求項１８】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれら
の組合せの少なくとも1つが、ミネラル層中へ組み込まれている、請求項16に記載の方法
。
【請求項１９】
　リボ核酸が、メッセンジャーリボ核酸（mRNA）である、請求項16に記載の方法。
【請求項２０】
　インターフェロン結合タンパク質が、B18R、E3Lインターフェロン耐性タンパク質、K3L
、非構造タンパク質1、新世界アレナウイルスZタンパク質、Vタンパク質、3C、リーダー
プロテアーゼ、E6、Npro、NS5Aおよびそれらの組合せより選択される、請求項16に記載の
方法。
【請求項２１】
　少なくとも1つのミネラル層が、カルシウム、リン酸、炭酸、およびそれらの組合せを
含む、請求項16に記載の方法。
【請求項２２】
　少なくとも1つのミネラル層が、ハロゲンをさらに含む、請求項16に記載の方法。
【請求項２３】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子が、ポリマー、セラミック、金属、ガラスお
よびそれらの組合せより選択されるコアを含む、請求項16に記載の方法。
【請求項２４】
　少なくとも1つのミネラル層が、複数のミネラル層を含み、複数のミネラル層が、同一
のミネラル組成物を含む、請求項16に記載の方法。
【請求項２５】
　少なくとも1つのミネラル層が、複数のミネラル層を含み、複数のミネラル層が、別個
のミネラル組成物を含む、請求項16に記載の方法。
【請求項２６】
　インターフェロン阻害剤が、小分子インターフェロン阻害剤である、請求項16に記載の
方法。
【請求項２７】
　小分子インターフェロン阻害剤が、BX795、MRT68844、MRT67307、TPCA-1、Cyt387、AZD
1480、ルキソリチニブ、トファシチニブおよびそれらの組合せより選択される、請求項26
に記載の方法。
【請求項２８】
　少なくとも1つのミネラル層が、球晶様、板状、網状、針状およびそれらの組合せより
選択される形態を含む、請求項16に記載の方法。
【請求項２９】
　処置を必要とする対象体における炎症性疾患の処置方法であって、該方法が、ミネラル
コーティングされたマイクロ粒子を含む組成物を対象体に投与することを含み、該ミネラ
ルコーティングされたマイクロ粒子が、少なくとも1つのミネラル層；ならびにリボ核酸
；インターフェロン結合タンパク質；インターフェロン阻害剤；およびそれらの組合せの
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少なくとも1つを含む、方法。
【請求項３０】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；およびインターフェロン阻害剤の少なく
とも1つが、ミネラル層に吸着されている、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；およびインターフェロン阻害剤の少なく
とも1つが、ミネラル層中へ組み込まれている、請求項29に記載の方法。
【請求項３２】
　リボ核酸が、メッセンジャーリボ核酸（mRNA）である、請求項29に記載の方法。
【請求項３３】
　インターフェロン結合タンパク質が、B18R、E3Lインターフェロン耐性タンパク質、K3L
、非構造タンパク質1、新世界アレナウイルスZタンパク質、Vタンパク質、3C、リーダー
プロテアーゼ、E6、Npro、NS5Aおよびそれらの組合せより選択される、請求項32に記載の
方法。
【請求項３４】
　少なくとも1つのミネラル層が、カルシウム、リン酸、炭酸、およびそれらの組合せを
含む、請求項29に記載の方法。
【請求項３５】
　少なくとも1つのミネラル層が、ハロゲンをさらに含む、請求項29に記載の方法。
【請求項３６】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子が、ポリマー、セラミック、金属、ガラスお
よびそれらの組合せより選択されるコアを含む、請求項29に記載の方法。
【請求項３７】
　少なくとも1つのミネラル層が、複数のミネラル層を含み、複数のミネラル層が、別個
のミネラル組成物を含む、請求項29に記載の方法。
【請求項３８】
　少なくとも1つのミネラル層が、複数のミネラル層を含み、複数のミネラル層が、同一
のミネラル組成物を含む、請求項29に記載の方法。
【請求項３９】
　インターフェロン阻害剤が、小分子インターフェロン阻害剤である、請求項29に記載の
方法。
【請求項４０】
　小分子インターフェロン阻害剤が、BX795、MRT68844、MRT67307、TPCA-1、Cyt387、AZD
1480、ルキソリチニブ、トファシチニブおよびそれらの組合せより選択される、請求項39
に記載の方法。
【請求項４１】
　少なくとも1つのミネラル層が、球晶様、板状、網状、針状およびそれらの組合せより
選択される形態を含む、請求項29に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（連邦政府資金による研究開発の記載）
　本発明は、米国環境保護庁による助成83573701および米国国立科学財団による助成DGE1
256259の下米国政府支援でなされた。米国政府は、本発明における一定の権利を有する。
【０００２】
（関連出願の相互参照）
　本願は、2017年7月5日出願の米国仮出願第62/528,566号に基づく優先権を主張し、該出
願は、出典明示によりその全体として本明細書の一部とする。
【背景技術】
【０００３】
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　本開示は、メッセンジャーリボ核酸（mRNA）の送達を提供するための組成物および方法
に関する。組成物は、ミネラルコーティングに吸着されているmRNAおよびミネラルコーテ
ィングに吸着されているインターフェロン結合タンパク質を含む、ミネラルコーティング
されたマイクロ粒子を含む。ミネラルコーティングに吸着されているmRNAおよびミネラル
コーティングに吸着されているインターフェロン結合タンパク質を含む、ミネラルコーテ
ィングされたマイクロ粒子を用いた、mRNAの送達方法およびインターフェロン結合タンパ
ク質の持続送達および炎症性疾患の処置方法もまた開示する。
【０００４】
　活性剤の送達戦略には、局所送達戦略および持続送達戦略が含まれる。局所送達におい
て、活性剤は、対象とする部位でのみ活性であり、対象とする部位以外の領域に影響を及
ぼさない。例えば、担体システム（ゲル、スカフォールド、マイクロ粒子）への封入は、
薬剤が局所的に作用するが、循環に入らない局所送達のために利用される。持続送達シス
テムは、様々なプラットフォームを利用して、長時間かけて薬剤を制御放出することによ
り、全身的または局所的に治療濃度範囲を維持する。これらの戦略よって、活性剤がより
低活性となり得て、これは、治療効果を提供するためにより高用量を必要とする。
【０００５】
　トランスフェクションは、核酸を細胞に導入するプロセスである。一般的に細胞膜に一
時的な孔を開け、細胞による物質の取り込みを可能にすることを含む、様々なトランスフ
ェクション戦略が利用可能である。トランスフェクションは、リン酸カルシウム（すなわ
ち、化学物質ベース）を用いて、電気穿孔、セルスクイージングまたはリポソーム形成に
より実施され得る。
【０００６】
　これらの方法は、他の非ウイルスの方法と比較してトランスフェクションの増加を示す
が、メッセンジャーリボ核酸（mRNA）のインビボ送達は、mRNAの速やかな細胞質除去およ
び炎症を引き起こす強力な自然免疫応答により制限される。これらの問題を軽減する一般
的戦略としては、化学修飾リボ核酸塩基のmRNAへの組み込み、または体内の自然免疫応答
による認識および分解を防ぐB18Rタンパク質（ウイルス、組換え）の送達が挙げられる。
ワクシニアウイルスのウェスタンリザーブ（WR）株においてB18Rオープンリーディングフ
レームによってコードされる、B18Rタンパク質は、I型インターフェロン（IFN）結合タン
パク質である。RNA介在性遺伝子送達を用いた細胞内再プログラミングを支援することに
加えて、B18Rタンパク質は、IFNファミリーメンバーの中和活性を示し、インターフェロ
ンの抗ウイルス作用から細胞を保護することが示されている。しかしながら、両戦略は、
有用性は限られている（前者は、制限的な知的財産権のため、後者は、短時間の活性のた
め）。
【０００７】
　したがって、治療用遺伝子送達についてのこれらの問題に対処する新しい改善された戦
略が必要とされている。
【発明の概要】
【０００８】
　一態様において、本開示は、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を含む組成物で
あって、該ミネラルコーティングされたマイクロ粒子が、少なくとも1つのミネラル層；
ならびにリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそ
れらの組合せの少なくとも1つを含む、組成物に関する。
【０００９】
　一態様において、本開示は、リボ核酸；インターフェロン結合タンパク質；インターフ
ェロン阻害剤の少なくとも1つの送達方法であって、該方法が、ミネラルコーティングさ
れたマイクロ粒子を含む組成物を投与することを含み、該ミネラルコーティングされたマ
イクロ粒子が、少なくとも1つのミネラル層；ならびにリボ核酸、インターフェロン結合
タンパク質およびインターフェロン阻害剤の少なくとも1つを含む、方法に関する。
【００１０】
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　一態様において、本開示は、処置を必要とする対象体における炎症性疾患の処置方法で
あって、該方法が、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を含む組成物を対象体に投
与することを含む、方法に関する。ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、少なく
とも1つのミネラル層；ならびにリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質、インター
フェロン阻害剤およびそれらの組合せの少なくとも1つを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図1は、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子からBR18Rと共送達されたmRNA
の導入遺伝子を示すグラフである。*p値≦0.05。
【００１２】
【図２】図2は、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を用いてまたは用いずに、B18
RとのmRNAの共送達による導入遺伝子発現を示すグラフである。*一元配置分散分析p値≦0
.05。
【００１３】
【図３】図3は、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子からBR18Rと共送達された化学
修飾mRNA（MOD-mbFGF）、およびミネラルコーティングされたマイクロ粒子からBR18Rと共
送達された野生型mRNA（WT-mbFGF＋B18R）の導入遺伝子発現を示すグラフである。
【００１４】
【図４】図4A、図4B、図4Cおよび図4Dは、B18Rタンパク質無しでミネラルコーティングさ
れたマイクロ粒子から送達されたか（図4Aおよび図4B）、またはミネラルコーティングさ
れたマイクロ粒子からB18Rと共送達された（図4Cおよび図4D）増強緑色蛍光をコードする
mRNAでトランスフェクトされた星状細胞の落射蛍光顕微鏡分析を示す画像である。図4Aお
よび図4Cは、細胞密度を示し、図4Bおよび図4Dは、緑色落射蛍光のグレースケール画像で
ある。
【００１５】
【図５】図5Aおよび図5Bは、野生型mRNAのB18RとのMCM介在性送達が最終創傷回復を改善
することを示す。図5Aは、処置19日後の各処置群についての平均創傷組織学的スコアを示
す。図5Bは、未処置コントロールと比較したDunnetの事後分析による一元配置分散分析を
示す。*p値＜0.05、***p値＜0.001。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本開示は、リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およ
びそれらの組合せの共送達のためのミネラルコーティングされたマイクロ粒子に関する。
いくつかの実施態様において、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、少なくとも
1つのミネラル層、ならびに該ミネラル層に吸着されているリボ核酸およびインターフェ
ロン結合タンパク質を含む。いくつかの実施態様において、ミネラルコーティングされた
マイクロ粒子は、少なくとも1つのミネラル層、ならびに該ミネラル層内に組み込まれて
いるリボ核酸およびインターフェロン結合タンパク質を含む。いくつかの実施態様におい
て、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、少なくとも1つのミネラル層、ならび
に該ミネラル層に吸着されているリボ核酸およびインターフェロン結合タンパク質の少な
くとも1つ、ならびに該ミネラル層内に組み込まれているリボ核酸およびインターフェロ
ン結合タンパク質の少なくとも1つを含む。また、リボ核酸とインターフェロン結合タン
パク質の共送達を提供する、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を用いた、リボ核
酸とインターフェロン結合タンパク質の共送達法および炎症性疾患の処置方法を開示する
。
【００１７】
　一態様において、本開示は、少なくとも1つのミネラル層；ならびにリボ核酸、インタ
ーフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそれらの組合せの少なくとも
1つを含む、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子に関する。一実施態様において、
リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤の少なくとも
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1つは、ミネラル層に吸着されている。一実施態様において、リボ核酸、インターフェロ
ン結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤の少なくとも1つは、ミネラル層中へ組
み込まれている。一実施態様において、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、リ
ボ核酸（ミネラル層内、ミネラル層に吸着されている、およびそれらの組合せ）を含み、
および別のミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、インターフェロン結合タンパク
質（ミネラル層内、ミネラル層に吸着されている、およびそれらの組合せ）を含み、およ
び／または別のミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、インターフェロン阻害剤（
ミネラル層内、ミネラル層に吸着されている、およびそれらの組合せ）を含み、およびリ
ボ核酸を含むミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、インターフェロン結合タンパ
ク質を含むミネラルコーティングされたマイクロ粒子および／またはインターフェロン阻
害剤を含むミネラルコーティングされたマイクロ粒子と混合され、リボ核酸、インターフ
ェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤を送達する。
【００１８】
　一実施態様において、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、コアを含む。
【００１９】
　一実施態様において、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、複数のミネラル層
を含む。少なくとも1つのミネラル層は、本明細書に記載のように同一ミネラル製剤であ
り得る。少なくとも1つのミネラル層はまた、本明細書に記載のように別個のミネラル製
剤であり得る。
【００２０】
　複数のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻
害剤は、各ミネラル層が本明細書に記載のように製造された後、該ミネラル層上に吸着さ
れ得る。複数のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェ
ロン阻害剤は、本明細書に記載のようにミネラル層形成中に、該ミネラル層内に組み込ま
れ得る。複数のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェ
ロン阻害剤は、本明細書に記載のように同一のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク
質および／またはインターフェロン阻害剤であり得る。複数のリボ核酸、インターフェロ
ン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤は、本明細書に記載のように別
個のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤
であり得る。
【００２１】
　本開示のミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、インビボ送達のための製剤に含
まれ得る。本明細書で用いられる用語「製剤」（「組成物」と相互交換可能に用いられる
）は、有益な剤およびミネラルコーティングされたマイクロ粒子が、非経腸投与に許容さ
れる物理化学的形態の液体中でまたはそれにより製剤化、混合、添加、溶解、分散、可溶
化、溶液への製剤化、運搬などされることを総称的に示す。
【００２２】
　適切なリボ核酸としては、例えば、メッセンジャーRNA（mRNA）、オリゴヌクレオチド
、低分子干渉RNA（siRNA）、短ヘアピンRNA（shRNA）、マイクロRNAおよびRNAアプタマー
が挙げられる。特に適切なリボ核酸としては、メッセンジャーRNA（mRNA）が挙げられる
。適切なRNAはまた、5-メチルシチジン、シュードウリジン（Ψ）、2-チオウリジン、N1-
メチル-シュードウリジン、5-メチルシチジンとN1-メチル-シュードウリジンとの組合せ
、mRNAを含む5-メチルシチジンとシュードウリジン（Ψ）との組合せの組込みなどの化学
修飾塩基を有するRNAを含む。一実施態様において、RNAは、約1,000塩基対～約10,000塩
基対を含む。別の一実施態様において、RNAは、約1,000ヌクレオチド～約10,000ヌクレオ
チドを含む。
【００２３】
　RNAは、対象とする任意のタンパク質をコードし得る。例えば、RNAは、増殖因子および
レポーターを含むタンパク質をコードし得る。適切なレポーターは、例えば緑色蛍光タン
パク質、クロラムフェニコールアセチル-トランスフェラーゼ、β-ガラクトシダーゼ、β
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-グルクロニダーゼおよびルシフェラーゼであり得る。
【００２４】
　適切なインターフェロン結合タンパク質としては、1型インターフェロン結合タンパク
質が挙げられる。特に適切なインターフェロン結合タンパク質は、B18Rタンパク質である
。B18Rタンパク質は、野生型ワクシニアウイルスにおいてB18Rオープンリーディングフレ
ームによってコードされるI型インターフェロン結合タンパク質である。証拠は、トラン
スフェクションのためおよびIPS再プログラミングにおける使用のための免疫抑制剤とし
てのB18Rを示唆している。本開示のミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、予想外
にも抗炎症性B18Rタンパク質活性を延長する。他の適切なインターフェロン結合タンパク
質としては、ワクシニアウイルスE3Lインターフェロン耐性タンパク質、ワクシニアウイ
ルス（VV）K3L、非構造タンパク質1（NS1）、新世界アレナウイルスZタンパク質、Vタン
パク質（SV5構造タンパク質V）、3C、リーダープロテアーゼ（Lpro）、E6、Npro（豚熱ウ
イルスNpro）、およびNS5A（非構造タンパク質5A）が挙げられる。
【００２５】
　適切なインターフェロン阻害剤としては、小分子インターフェロン阻害剤が挙げられる
。当業者に公知のとおり、「小分子」は、低分子量（900ダルトン未満）の有機化合物を
指す。典型的に、小分子化合物は、1 nmほどのサイズを有する。適切な小分子インターフ
ェロン阻害剤は、BX795、MRT68844、MRT67307、TPCA-1、Cyt387、AZD1480、ルキソリチニ
ブおよびトファシチニブであり得る。小分子インターフェロン阻害剤は、RNAおよびイン
ターフェロン結合タンパク質について記載したように、1つ以上のミネラル層内に含まれ
ていてもよく、1つ以上のミネラル層に吸着されていてもよく、それらの組合せであって
もよい。
【００２６】
　本明細書で用いられる、有効量、治療的有効量、予防的有効量および診断的有効量は、
投与後の所望の生物学的反応を誘発するのに必要とされるミネラルコーティングされたマ
イクロ粒子のミネラル層に吸着されているかまたはその層内に組み込まれているRNA、イ
ンターフェロン結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤の量を指す。
【００２７】
　適切な担体としては、水、生理食塩水、等張生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、乳酸
リンゲル液などが挙げられる。
【００２８】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を含む製剤はまた、界面活性剤、防腐剤およ
び添加剤などの他の成分を含み得る。界面活性剤は、活性剤およびミネラルコーティング
されたマイクロ粒子の表面誘発凝集を減少または防止し得る。ポリオキシエチレン脂肪酸
エステルおよびアルコール、およびポリオキシエチレンソルビトール脂肪酸エステルなど
の様々な従来の界面活性剤が用いられ得る。量は、一般的に、製剤の約0.001～4重量％の
範囲である。医薬的に許容される防腐剤としては、例えばフェノール、o-クレゾール、m-
クレゾール、p-クレゾール、p-ヒドロキシ安息香酸メチル、p-ヒドロキシ安息香酸プロピ
ル、2-フェノキシエタノール、p-ヒドロキシ安息香酸ブチル、2-フェニルエタノール、ベ
ンジルアルコール、クロロブタノール、およびチメロサール、ブロノポール、安息香酸、
イミド尿素、クロロヘキシジン、デヒドロ酢酸ナトリウム、クロロクレゾール、p-ヒドロ
キシ安息香酸エチル、塩化ベンゼトニウム、クロルフェネシン（3p-クロルフェノキシプ
ロパン-1,2-ジオール）およびそれらの混合物が挙げられる。防腐剤は、約0.1 mg/ml～約
20 mg/ml、例えば約0.1 mg/ml～約10 mg/mlの範囲の濃度で存在し得る。医薬組成物にお
ける防腐剤の使用は、当業者に周知である。便宜のため、The Science and Practice of 
Pharmacy, 19th edition, 1995を参照されたい。製剤は、酢酸ナトリウム、グリシルグリ
シン、HEPES（4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジンエタンスルホン酸）およびリン酸ナ
トリウムなどの適切な緩衝剤を含み得る。添加剤は、医薬製剤の製造で一般的に用いられ
る等張化剤、抗酸化剤および安定化剤のための成分を含む。他の不活性成分としては、例
えばL-ヒスチジン、L-ヒスチジン一塩化塩一水和物、ソルビトール、ポリソルベート80、
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クエン酸ナトリウム、塩化ナトリウム、およびEDTA二ナトリウムが挙げられる。
【００２９】
　任意の適切な材料を、ミネラル層が形成されるコアとして用い得る。特に適切なコア材
料は、ヒトおよび動物に無毒性であることが知られている材料である。特に適切なコア材
料としてはまた、ヒトおよび動物で分解および／または溶解することが知られている材料
が挙げられる。適切なコア材料としては、β型リン酸三カルシウム、ヒドロキシアパタイ
ト、PLGA、およびそれらの組合せが挙げられる。β型リン酸三カルシウムは分解するため
、β型リン酸三カルシウムコアは特に適切である。他の実施態様において、コア材料は、
ミネラル層形成後に溶解し得る。他の実施態様において、コア材料は、非分解性である。
ミネラル層が形成される他の適切なコア材料としては、粒子形態のポリマー、セラミック
、金属、ガラスおよびそれらの組合せが挙げられる。適切な粒子は、例えばアガロースビ
ーズ、ラテックスビーズ、磁性ビーズ、ポリマービーズ、セラミックビーズ、金属ビーズ
（磁性金属ビーズを含む）、ガラスビーズおよびそれらの組合せであり得る。
【００３０】
　ミネラル層は、カルシウム、リン酸、炭酸、およびそれらの組合せを含む。ミネラルコ
ーティングされたマイクロ粒子を製造するために、コア材料は、改変模擬体液中でインキ
ュベートされる。改変模擬体液は、カルシウムおよびリン酸を含み、コア表面にミネラル
層を形成し、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を生じる。異なるミネラル層形態
は、カルシウム、リン酸および炭酸の量および比率を変更することにより達成され得る。
異なるミネラル層形態は、例えば板状構造、球晶様構造、網状構造、針状構造、およびそ
れらの組合せを含む。高炭酸濃度は、板状構造を有するミネラル層を生じる。低炭酸濃度
は、球晶様構造を有するミネラル層を生じる。ミネラル層形態はまた、活性剤の吸着に影
響を及ぼす。
【００３１】
　適切なミネラルコーティングされたマイクロ粒子サイズは、直径約1μm～約100μmの範
囲であり得る。マイクロ粒子の直径は、顕微鏡画像から得られる測定（光学および電子顕
微鏡画像を含む）、サイズ選択基材によるろ過などの当業者に公知な方法により測定され
得る。
【００３２】
　コア基材は、最初に例えばポリ(α-ヒドロキシエステル)フィルムでコーティングされ
得る。特に適切なポリ(α-ヒドロキシエステル)は、例えばポリ(L-ラクチド)、ポリ(ラク
チド-コ-グリコリド)、ポリ(ε-カプロラクトン)、およびそれらの組合せであり得る。上
記フィルムの任意の組合せを作るときに、フィルムは、典型的には、当該技術分野で知ら
れる適切な有機溶媒中で混合されることを理解されたい。また、当分野で理解されるとお
り、分子量、結晶化速度、ガラス転移温度、粘度などの違いが、最終基材での相分離およ
び均質性欠如を防止するために、同様に考慮されるべきである。相分離および均質性欠如
はまた、基材中で用いられるフィルムの混合比を変更することにより回避し得る。
【００３３】
　基材においてポリ(α-ヒドロキシエステル)フィルムを製造した後、フィルムコーティ
ングの表面を、アルカリ性条件下で加水分解して、COOHおよびOH基を有する表面を作製す
る。表面の加水分解後、基材を、適切なミネラル形成材料を含有する模擬体液中でインキ
ュベートして、ミネラル層を形成する。適切なミネラル形成材料は、例えばカルシウム、
リン酸、炭酸、およびそれらの組合せであり得る。
【００３４】
　本開示の方法における使用のための模擬体液（SBF）は、典型的には、約5 mM～約12.5 
mMのカルシウムイオン、例えば約7 mM～約10 mMのカルシウムイオン、例えば約8.75 mMの
カルシウムイオン；約2 mM～約12.5 mMのリン酸イオン、例えば約2.5 mM～約7 mMのリン
酸イオン、例えば約3.5 mM～約5 mMのリン酸イオン；および約4 mM～約100 mMの炭酸イオ
ンを含む。
【００３５】
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　いくつかの実施態様において、SBFは、約145 mMのナトリウムイオン；約6 mM～約9 mM
のカリウムイオン；約1.5 mMのマグネシウムイオン；約150 mM～約175 mMの塩化物イオン
；約4 mMのHCO3

-；および約0.5 mMのSO4
2-イオンの1つ以上をさらに含み得る。

【００３６】
　SBFのpHは、典型的には、約4～約7.5、例えば約5.3～約6.8、例えば約5.7～約6.2、例
えば約5.8～約6.1の範囲であり得る。
【００３７】
　適切なSBFは、例えば約145 mMのナトリウムイオン；約6 mM～約9 mMのカリウムイオン
；約5 mM～約12.5 mMのカルシウムイオン；約1.5 mMのマグネシウムイオン；約150 mM～
約175 mMの塩化物イオン；約4.2 mMのHCO3

-、約2 mM～約5 mMのHPO4
2-イオン；および約0

.5 mMのSO4
2-イオンを含み得る。模擬体液のpHは、約5.3～約7.5、例えば約6～約6.8であ

り得る。
【００３８】
　一実施態様において、SBFは、例えば約145 mMのナトリウムイオン；約6 mM～約17 mMの
カリウムイオン；約5 mM～約12.5 mMのカルシウムイオン；約1.5 mMのマグネシウムイオ
ン；約150 mM～約175 mMの塩化物イオン；約4.2 mM～約100 mMのHCO3

-；約2 mM～約12.5 
mMのリン酸イオン；および約0.5 mMのSO4

2-イオンを含み得る。模擬体液のpHは約5.3～約
7.5、例えば約5.3～約6.8であり得る。
【００３９】
　別の一実施態様において、SBFは、約145 mMのナトリウムイオン；約6 mM～約9 mMのカ
リウムイオン；約5 mM～約12.5 mMのカルシウムイオン；約1.5 mMのマグネシウムイオン
；約60 mM～約175 mMの塩化物イオン；約4.2 mM～約100 mMのHCO3

-；約2 mM～約5 mMリン
酸イオン；約0.5 mMのSO4

2-イオンを含み；pHは約5.8～約6.8、例えば約6.2～約6.8であ
る。
【００４０】
　さらに別の一実施態様において、SBFは、約145 mMのナトリウムイオン；約9 mMのカリ
ウムイオン；約12.5 mMのカルシウムイオン；約1.5 mMのマグネシウムイオン；約172 mM
の塩化物イオン；約4.2 mMのHCO3

-；約5 mM～約12.5 mMのリン酸イオン；約0.5 mMのSO4
2

-イオン；約4 mM～約100 mMのCO3
2-を含み；pHは約5.3～約6.0である。

【００４１】
　複数のミネラル層を含む実施態様において、コアを改変模擬体液の製剤中でインキュベ
ートする。ミネラル層は、数分から数日のインキュベート中にコア上に形成される。最初
のミネラル層がコア上に形成された後、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を、改
変模擬体液から除去し、洗浄し得る。複数のミネラル層を形成するために、ミネラルコー
ティングされたマイクロ粒子は、所望の数のミネラル層が達成されるまで、第2、第3、第
4などの改変模擬体液中でインキュベートされる。各インキュベート期間中に、新しいミ
ネラル層が、前の層上に形成される。これらの工程は、所望の数のミネラル層が達成され
るまで、繰り返される。
【００４２】
　ミネラル層形成中に、活性剤（例えば、RNA、インターフェロン結合タンパク質および
インターフェロン阻害剤）を改変模擬体液中に含ませて、ミネラル形成中にミネラル層内
に活性剤を組み込ませ得る。ミネラルの各層の形成後、ミネラルコーティングされたマイ
クロ粒子を、少なくとも1つの活性剤を含む担体中でインキュベートして、ミネラル層に
活性剤を吸着させる。ミネラル層内に活性剤を組み込むおよび／またはミネラル層に活性
剤を吸着させた後、別のミネラル層が、改変模擬体液の別の製剤中でマイクロ粒子をイン
キュベートすることにより形成し得る。必要に応じて、ミネラル層はミネラルに活性剤を
組み込み得て（層は、ミネラル層に吸着されている活性剤を有し得る）、ミネラル層は、
活性剤を組み込むことなく、または活性剤を吸着することなく形成でき、かつそれらの組
合せである。異なるミネラル層を有するミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、改
変模擬体液の1つの製剤を用いてミネラル層を形成し、その後改変模擬体液の異なる製剤
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中でミネラルコーティングされたマイクロ粒子をインキュベートすることにより調製され
得る。したがって、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、各層が異なる複数のミ
ネラル層を有するように調製され得る。異なる1つ以上のミネラル層と組み合わせた、同
一の2つ以上のミネラル層を含む実施態様もまた企図される。
【００４３】
　異なるミネラル層の組成を調整することにより、有利には、各ミネラル層からの活性剤
の放出動態を調整できる。
【００４４】
　ミネラル層内にRNA、インターフェロン結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤
の少なくとも1つを組み込むことが所望される実施態様において、RNA、インターフェロン
結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤は、SBF中に含まれる。ミネラル層形成が
生じると、RNA、インターフェロン結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤は、ミ
ネラル層中へ組み込まれる。
【００４５】
　他の実施態様において、磁性物質は、ミネラル層に組み込まれ得る。例えば、ウシ血清
アルブミンに結合した超磁性酸化鉄は、ミネラル層に組み込まれ得る。結合タンパク質（
例えば、ウシ血清アルブミン）は、ミネラル層上に吸着して、ミネラル層内に磁性物質を
組み込み得る。
【００４６】
　いくつかの実施態様において、ミネラル層は、ドーパントをさらに含む。適切なドーパ
ントとしては、ハロゲン化物イオン、例えばフッ化物イオン、塩化物イオン、臭化物イオ
ンおよびヨウ化物イオンが挙げられる。SBF中で基材をインキュベートして、ミネラル層
を形成する前に、ドーパントは、SBFの他の成分と共に加えられ得る。
【００４７】
　一実施態様において、ハロゲン化物イオンは、フッ化物イオンを含む。適切なフッ化物
イオンは、フッ化物イオン含有物、例えば水溶性フッ化物塩、例えばフッ化アルカリ塩お
よびフッ化アンモニウム塩により提供され得る。
【００４８】
　フッ化物イオン含有物は、一般的に、100 mMまでのフッ化物イオン、例えば約0.001 mM
～約100 mM、例えば約0.01 mM～約50 mM、例えば約0.1 mM～約15 mM、例えば約1 mMのフ
ッ化物イオンの量を提供するようにSBF中に含まれる。
【００４９】
　SBF中に1つ以上のドーパントを含むことは、細胞への生体分子送達の効率を著しく向上
させるハロゲンドープミネラル層の形成をもたらすことが分かった。
【００５０】
　さらに別の実施態様において、磁鉄鉱、磁鉄鉱ドーププラスチックおよびネオジムを含
む磁性物質は、マイクロ粒子コア材料に用いられる。磁性物質を含むことで、磁力の適用
によるMCMの位置および／または移動／位置決めを可能にするMCMが形成される。磁性マイ
クロ粒子コア材料を別に使用することで、例えば細胞に対する生体分子の影響を分析しな
がら、どこに生体分子送達が培養系で生じるかを空間的に制御できる。
【００５１】
　ミネラル層は、約3日～約10日の期間約37℃の温度にてSBFと基材をインキュベートする
ことにより形成され得る。
【００５２】
　ミネラルコーティング製造が完了した後、ミネラル層を分析して、ミネラルコーティン
グの形態および組成を決定し得る。ミネラル層の組成は、エネルギー分散型X線分光法、
フーリエ変換赤外分光法、X線回折法、およびそれらの組合せにより分析され得る。適切
なX線回折ピークは、例えば26°および31°におけるものであり得て、これは、ヒドロキ
シアパタイト鉱物相についての（0 0 2）面、（2 1 1）面、（1 1 2）面および（2 0 2）
面に対応する。特に適切なX線回折ピークは、例えば26°および31°におけるものであり
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得て、これは、炭酸置換ヒドロキシアパタイトについての（0 0 2）面、（1 1 2）面およ
び（3 0 0）面に対応する。他の適切なX線回折ピークは、例えば16°、24°および33°に
おけるものであり得て、これは、リン酸八カルシウム鉱物相に対応する。フーリエ変換赤
外分光法分析により得られる適切なスペクトルは、例えば、O-P-O結合に対応する450～60
0 cm-1におけるピーク、およびヒドロキシアパタイトのPO4

3-基の非対称P-O伸縮に対応す
る900～1200 cm-1におけるピークであり得る。フーリエ変換赤外分光法分析により得られ
る特に適切なスペクトルピークは、例えば炭酸（CO3

2-）基に対応する876 cm-1、1427 cm
-1および1483 cm-1におけるピークであり得る。HPO4

2-のピークは、ミネラル層を調製す
るのに用いられるSBFのカルシウムおよびリン酸イオン濃度を調節することにより影響を
受け得る。例えば、HPO4

2-ピークは、SBFのカルシウムおよびリン酸濃度の増加により増
加し得る。あるいは、HPO4

2-ピークは、SBFのカルシウムおよびリン酸濃度の減少により
減少し得る。フーリエ変換赤外分光法分析により得られる別の適切なピークは、例えば10
75 cm-1におけるリン酸八カルシウム鉱物相についてのピークであり得て、これは、ミネ
ラルコーティングを調製するのに用いられる模擬体液中でのカルシウムおよびリン酸イオ
ン濃度を調節することにより影響を受け得る。例えば、1075 cm-1ピークは、ミネラル層
を調製するのに用いられる模擬体液中でのカルシウムおよびリン酸イオン濃度を増加させ
ることにより明瞭にさせ得る。あるいは、1075 cm-1ピークは、ミネラル層を調製するの
に用いられる模擬体液中でのカルシウムおよびリン酸イオン濃度を減少させることにより
明瞭でなくさせ得る。
【００５３】
　エネルギー分散型X線分光法分析はまた、ミネラル層のカルシウム/リン酸比を決定する
ために用いられ得る。例えば、カルシウム/リン酸比は、SBF中でのカルシウムおよびリン
酸イオン濃度を減少させることにより増加し得る。あるいは、カルシウム/リン酸比は、S
BF中でのカルシウムおよびリン酸イオン濃度を増加させることにより減少し得る。エネル
ギー分散型X線分光法によるミネラルコーティングの分析により、PO4

3-の炭酸（CO3
2-）

置換レベルおよびミネラル層へのHPO4
2-の組込みを決定できる。典型的には、SBFは、約1

0：1～約0.2：1、例えば約2.5：1～約1：1の範囲の比でカルシウムおよびリン酸イオンを
含む。
【００５４】
　また、ミネラル層のマイクロ構造形態は、例えば走査型電子顕微鏡法により分析され得
る。走査型電子顕微鏡法は、得られたミネラル層のマイクロ構造形態を視覚化するために
用いられ得る。得られたミネラル層のマイクロ構造形態は、例えば球晶マイクロ構造、板
状マイクロ構造、網状マイクロ構造、針状マイクロ構造、およびそれらの組合せであり得
る。球晶マイクロ構造の球晶の適切な平均直径は、例えば約2μm～約42μmの範囲であり
得る。球晶マイクロ構造の球晶の特に適切な平均直径は、例えば約2μm～約4μmの範囲で
あり得る。別の一実施態様において、球晶マイクロ構造の球晶の特に適切な平均直径は、
例えば約2.5μm～約4.5μmの範囲であり得る。別の一実施態様において、球晶マイクロ構
造の球晶の特に適切な平均直径は、例えば約16μm～約42μmの範囲であり得る。
【００５５】
　また、ミネラル層のナノ構造形態は、例えば走査型電子顕微鏡法により分析され得る。
走査型電子顕微鏡法は、得られたミネラル層のナノ構造形態を視覚化するために用いられ
得る。得られたミネラル層の形態は、例えば板状ナノ構造、針状ナノ構造および球晶様ナ
ノ構造であり得る。板状ナノ構造サイズは、約100 nm～約1500 nmの平板の範囲であり得
る。板状ナノ構造細孔サイズは、約200 nm～約750 nmの平板の範囲であり得る。一の特に
適切な実施態様において、板状ナノ構造で用いられる場合、ミネラル層は、カルシウム、
リン酸、水酸化物および重炭酸を含む。針状ナノ構造のサイズは、約10 nm～約750 nmの
針の範囲であり得る。一の特に適切な実施態様において、針状ナノ構造で用いられる場合
、ミネラル層は、カルシウム、リン酸、水酸化物、重炭酸およびフッ化物を含む。
【００５６】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、後で使用するために保存されてもよく、
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後で使用するために洗浄および保存されてもよく、吸着工程のために洗浄されすぐに使用
されてもよく、または洗浄することなく吸着工程のためにすぐに使用されてもよい。
【００５７】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子に活性剤（例えば、RNA、インターフェロン
結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤）を吸着させるために、ミネラル
コーティングされたマイクロ粒子を活性剤含有溶液に接触させる。本明細書で用いられる
「活性剤」は、生物学的に活性な物質（例えば、RNAおよびインターフェロン結合タンパ
ク質）を指す。活性剤を、当該技術分野で公知の任意の方法を用いてミネラルコーティン
グされたマイクロ粒子と接触させ得る。例えば、活性剤の溶液を、ミネラルコーティング
されたマイクロ粒子上にピペットで移してもよく、注いでもよく、またはスプレーしても
よい。あるいは、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を、活性剤含有溶液中に浸し
てもよい。活性剤は、活性剤とミネラルコーティングされたマイクロ粒子のミネラル層間
の静電相互作用によりミネラル層に吸着する。適切な活性剤としては、本明細書に記載の
RNAおよびインターフェロン結合タンパク質が挙げられる。
【００５８】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子への活性剤（例えば、リボ核酸、インターフ
ェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤）の吸着は、ミネラル成分
（例えば、高炭酸および低炭酸マイクロスクフェア）を変えること、活性剤とインキュベ
ートするミネラルコーティングされたマイクロ粒子の量を変えること、インキュベート溶
液中の活性剤の濃度を変えること、およびそれらの組合せにより調整し得る。
【００５９】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子のミネラル層に吸着されている活性剤は、ミ
ネラル層が分解するにつれて放出される。ミネラル分解は、ミネラル層が急速にまたはゆ
っくりと分解できるように制御され得る。ミネラル層溶解速度は、ミネラルコーティング
組成を変えることにより制御され得る。例えば、炭酸置換がより多いミネラル層ほど、よ
り急速に分解する。炭酸置換がより少ないミネラル層ほど、よりゆっくりと分解する。ド
ーパント、例えばフッ化物イオンの組込みはまた、溶解動態を変え得る。ミネラル層組成
の変更は、ミネラル層形成中に改変模擬体液におけるイオン濃度を変えることにより達成
し得る。より高濃度の炭酸、例えば100 mMの炭酸を有する改変模擬体液は、生理学的炭酸
濃度（4.2 mMの炭酸）を有する改変模擬体液において形成された層より急速に分解する層
をもたらす。
【００６０】
　本開示の製剤は、ミネラル層に吸着されているおよび／またはその中に組み込まれてい
る活性剤を有するミネラルコーティングされたマイクロ粒子に、担体を加えることにより
製造され得る。一実施態様において、活性剤を含む担体を、ミネラル層に吸着されている
および／またはその中に組み込まれている活性剤を有するミネラルコーティングされたマ
イクロ粒子に加えて、結合活性剤（ミネラルコーティングされたマイクロ粒子に吸着され
ている活性剤）および未結合活性剤を含む製剤を製造し得る。別の一実施態様において、
活性剤を含まない担体を、ミネラルに吸着されているおよび／またはその中に組み込まれ
ている活性剤を有するミネラルコーティングされたマイクロ粒子に加えて、結合活性剤を
含む製剤を製造し得る。
【００６１】
　特に適切な製剤の実施態様において、製剤は、結合および未結合活性剤の両方を含む。
理論に拘束されるものではないが、結合活性剤および未結合活性剤を有するミネラルコー
ティングされたマイクロ粒子を含む製剤を注射することで、未結合活性剤が即時効果を提
供でき、一方、結合活性剤が、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子への吸着により
隔離され、ミネラル層が分解し、リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／ま
たはインターフェロン阻害剤を放出するにつれて、持続効果を提供すると考えられる。
【００６２】
　一実施態様において、担体は、医薬的に許容される担体である。当業者に理解されてい
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るとおり、医薬的に許容される担体、場合により他の治療的および／または予防的成分は
、製剤の他の成分と適合し、その受給者に有害でないという意味で「許容され」なければ
ならない。適切な医薬的に許容される担体溶液としては、水、生理食塩水、等張生理食塩
水、リン酸緩衝生理食塩水、乳酸リンゲル液などが挙げられる。本開示の組成物は、動物
に、好ましくは哺乳類に、特にヒトに、治療薬自体として、互いの混合物として、または
通常の医薬的に無害な添加剤および添加物に加えて活性成分として有効量の活性剤を含有
する医薬製剤の形態で投与され得る。
【００６３】
　非経腸投与（例えば注射、例えばボーラス注射または持続点滴による）のための製剤は
、アンプル、プレフィルドシリンジ、少量点滴の単位投与形態で、または防腐剤が添加さ
れた、および添加されていない多回投与容器で提供され得る。製剤は、懸濁剤、液剤、ま
たは油性もしくは水性ビヒクル中のエマルションなどの形態であり得て、製剤化物質、例
えば懸濁化、安定化および／または分散化物質を含有し得る。あるいは、活性剤を有する
ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、使用前に適切なビヒクル、例えば滅菌済み
の発熱物質を含まない水で構成するための、例えば溶液からの凍結乾燥により得られる粉
末形態であり得る。
【００６４】
　一態様において、本開示は、ミネラル層内に組み込まれているミネラル層ならびにリボ
核酸、インターフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそれらの組合せ
の少なくとも1つ、ならびにミネラル層に吸着されているリボ核酸、インターフェロン結
合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそれらの組合せの少なくとも1つを含む、
ミネラルコーティングされたマイクロ粒子に関する。
【００６５】
　本明細書に開示されるように、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子内にリボ核酸
、インターフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそれらの組合せの少
なくとも1つを組み込むために、リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／ま
たはインターフェロン阻害剤の少なくとも1つは、ミネラル層形成工程中に模擬体液に含
まれる。特に適切なリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質およびインターフェロン
阻害剤としては、本明細書に記載のものが挙げられる。
【００６６】
　別の一態様において、本開示は、リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質、インタ
ーフェロン阻害剤およびそれらの組合せの少なくとも1つの即時および持続共送達方法に
関する。方法は、それを必要とする個体に製剤を提供することを含み、ここで、製剤は、
担体を含み、担体は、リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻
害剤およびそれらの組合せの少なくとも1つ；ならびにミネラル層およびリボ核酸、イン
ターフェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそれらの組合せの少なくと
も1つを含むミネラルコーティングされたマイクロ粒子を含む。
【００６７】
　一実施態様において、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子のリボ核酸、インター
フェロン結合タンパク質、インターフェロン阻害剤およびそれらの組合せの少なくとも1
つは、担体中のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェ
ロン阻害剤と同一である。別の一実施態様において、ミネラルコーティングされたマイク
ロ粒子のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻
害剤の少なくとも1つは、担体中のミネラルコーティングされたマイクロ粒子のリボ核酸
、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤と異なる。
【００６８】
　本開示の製剤の投与に適する方法は、非経腸経路（例えば、IV、IM、SCまたはIP）によ
るものであり、通常投与される製剤は、許容される希釈剤、担体および／またはアジュバ
ントと組み合わせて有効量の生成物を含む。ヒト血清アルブミンなどの標準的な希釈剤は
、生理食塩水などの標準的な担体と同様に、本開示の医薬組成物に企図される。
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【００６９】
　リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤の
送達は、確立された治療レベルの活性剤を模倣する放出値を得るために決定され得る。一
定期間にわたって所望の濃度のリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／また
はインターフェロン阻害剤を送達するのに必要とされるミネラルコーティングされたマイ
クロ粒子（リボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン
阻害剤と共に）の量は、予め計算され得る。例えば、所望の治療効果を提供するリボ核酸
、インターフェロン結合タンパク質および／またはインターフェロン阻害剤の単回ボーラ
ス注射は、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子からの活性剤放出値を得ることによ
り所望の期間にわたって送達され得る。その後、所望の期間治療効果を提供するために活
性剤を送達するのに必要とされるミネラルコーティングされたマイクロ粒子の量は、計算
され得る。局所的かつ持続的送達プラットフォームは、多回注射を必要とせずに、損傷部
位における連続的治療レベルの活性剤の利益を提供する。
【００７０】
　有効用量は、用いられるリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質および／またはイ
ンターフェロン阻害剤および処置される具体的な疾患、障害または状態に応じて実質的に
変化すると予想される。本開示の製剤に含まれる活性剤の急速および持続送達のため、適
切な用量は、ボーラス注射により送達される活性剤の有効用量より低いと予想される。本
明細書に記載されるように、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、数日間にわた
って有効量の活性剤を送達するために製造され得る。したがって、本開示の製剤の投与は
、活性剤の急速な効果を有する未結合活性剤のボーラス投与および望みどおり数時間から
数日間にわたって効果を維持するために活性剤の持続放出を有するミネラルコーティング
されたマイクロ粒子のミネラル層の分解中の活性剤の持続放出を提供する。
【００７１】
　本開示の製剤は、それを必要とする対象体に投与され得る。本明細書で用いられる「対
象体」（「個体」および「患者」とも相互交換可能に称される）は、ヒトおよび非ヒト動
物を含む動物を指す。したがって、本明細書に記載の組成物、デバイスおよび方法は、ヒ
トおよび獣医用途、特にヒトおよび獣医医療用途に用いられ得る。適切な対象体としては
、温血哺乳類宿主、例えばヒト、コンパニオン動物（例えば、イヌ、ネコ）、ウシ、ウマ
、マウス、ラット、ウサギ、霊長類およびブタ、好ましくはヒト患者が挙げられる。
【００７２】
　本明細書で用いられる「それを必要とする対象体」（「それを必要とする患者」とも相
互交換可能に称される）は、特定の疾患、障害または状態に感受性であるか、またはリス
クがある対象体を指す。本明細書に記載の方法は、炎症性疾患および障害に感受性である
か、またはリスクが高い対象体のサブセットで用いられ得る。本開示の方法の実施態様の
いくつかは、特定の対象体の特定のサブセットまたはサブクラス（すなわち、本明細書で
言及される1つ以上の特定の状態に対処する際に助けを「必要とする」対象体のサブセッ
トまたはサブクラス）に関するため、すべてではない対象体が、本明細書に記載される特
定の疾患、障害または状態についてのサブセットまたはサブクラスに含まれる。
【００７３】
　別の一態様において、本開示は、処置を必要とする対象体において炎症性疾患を処置す
るための方法に関する。当該方法は、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子を含む組
成物を対象体に投与することを含み、ここでミネラルコーティングされたマイクロ粒子は
、ミネラル層；ならびにリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質、インターフェロン
阻害剤およびそれらの組合せの少なくとも1つを含む。
【００７４】
　炎症性疾患としては、関節炎、特に、リウマチ性関節炎および骨関節症が挙げられる。
他の適切な炎症性疾患としては、インターロイキン-1関連疾患、例えば2型糖尿病、自己
免疫疾患、新生児期発症多臓器系炎症性疾患、および神経障害性疾患（例えばアルツハイ
マー病）ならびに局所および急性炎症状態（例えば皮膚および靭帯創傷治癒）が挙げられ
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る。
【００７５】
　ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、注射により投与され得る。骨関節症につ
いては、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子は、滑膜注射であり得る。
【００７６】
　適切なリボ核酸、インターフェロン結合タンパク質およびインターフェロン阻害剤は、
本願明細書に記載されている。特に適切なRNAとしては、mRNAが挙げられる。特に適切な
インターフェロン結合タンパク質としては、B18Rタンパク質が挙げられる。特に適切なイ
ンターフェロン阻害剤としては、小分子インターフェロン阻害剤が挙げられる。
【００７７】
　本開示のミネラルコーティングされたマイクロ粒子の投与に適する方法は、本明細書に
記載されるように非経腸（例えば、IV、IM、SCまたはIP）経路によるものである。
【実施例】
【００７８】
実施例1
　この実施例において、ミネラルコーティングされたマイクロ粒子（MCM）からB18Rと共
送達された野生型（WT）mRNAの導入遺伝子発現を分析した。
【００７９】
　Lipofectamine Messenger MAXを用いて、ガウシアルシフェラーゼをコードする100ngの
WT-mRNAをヒト皮膚線維芽細胞（hDF）にトランスフェクトした。WT-mRNAリポプレックス
（30 ng/mL）を、MCM上にB18R（200 ng/mL）と共吸着させたか、またはMCMもしくはB18R
無しで送達した。ガウシアルシフェラーゼ導入遺伝子発現を、トランスフェクションの12
時間後に生物発光により測定した。
【００８０】
　図1に示すように、MCMからB18Rと共送達された野生型mRNA（MCM+/B18R+）は、MCMまた
はB18R無しで送達されたWT-mRNA（MCM-/B18R-）より大きな導入遺伝子発現をもたらした
。
【００８１】
実施例2
　この実施例において、B18R有りおよび無しでミネラルコーティングされたマイクロ粒子
（MCM）から送達された野生型（WT）mRNAの導入遺伝子発現を分析した。
【００８２】
　Lipofectamine Messenger MAXを用いて、ガウシアルシフェラーゼをコードする100 ng
のWT-mRNAをhDFにトランスフェクトした。MCMを伴うおよび伴わないB18R（200 ng/mL）を
加えて、トランスフェクションの2時間前に培養した。WT-mRNAリポプレックス（30 ng/mL
）をMCM上にB18R（200 ng/mL）と共吸着させたか、またはMCM無しでB18Rと共に送達した
。培地をトランスフェクション前に交換しなかった（両条件での合計B18R送達は同じと予
想される）。ガウシアルシフェラーゼ導入遺伝子発現を、トランスフェクションの12時間
後に生物発光により測定した。
【００８３】
　図2に示すように、MCMからB18Rと共送達された野生型（WT）mRNA（MCM+）は、B18Rと共
にであるがMCM無しで送達されたWT-mRNA（MCM-）より大きな導入遺伝子発現をもたらした
。
【００８４】
実施例3
　この実施例において、MCMからB18Rと共送達された野生型（WT）mRNAおよび化学修飾（M
OD）RNAの導入遺伝子発現を分析した。
【００８５】
　Lipofectamine Messenger MAXおよびMCMを用いて、bFGFをコードする100ngのMOD-また
はWT-mRNAをhDFにトランスフェクトした。MOD-mRNAリポプレックス（30 ng/mL）をMCM上
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着させた。bFGFを、トランスフェクション後12時間にてELISAにより測定した。
【００８６】
　図3に示すように、化学修飾（MOD）およびMCMからB18Rと共送達された野生型（WT）mRN
Aのトランスフェクションの結果として、hDFは同等量のbFGFタンパク質を産生した。
【００８７】
実施例4
　この実施例において、B18R有りおよび無しでミネラルコーティングされたマイクロ粒子
（MCM）から送達された野生型（WT）mRNAの導入遺伝子発現を分析した。
【００８８】
　Lipofectamine Messenger MAXを用いて、増強緑色蛍光タンパク質（EGFP）をコードす
る100ngのWT-mRNAをラット星状細胞にトランスフェクトした。B18R（200 ng/mL）をMCMと
共に加えて、トランスフェクションの2時間前に培養した。WT-mRNAリポプレックス（30 n
g/μL）をMCM上にB18R（200 ng/mL）と共吸着させたか、またはB18R無しでMCMと共に送達
した。EGFP導入遺伝子発現を、トランスフェクションの12時間後に落射蛍光顕微鏡により
測定した。
【００８９】
　図4A、図4B、図4Cおよび図4Dに示すように、MCMからB18Rと共送達された野生型（WT）m
RNAは、MCMと共にであるがB18R無しで送達されたWT-mRNAより大きなトランスフェクショ
ンをもたらした。
【００９０】
実施例5
　この実施例において、インビボ遺伝子送達に対するMCMおよびmRNA化学修飾の影響を決
定した。
【００９１】
　db+/db+変異体マウス（Jackson Labs）に2つの皮膚創傷を与え、処置を図5Aに、コント
ロールを図5Bに記載する。創傷を19日間治癒させ、その時点で動物を屠殺し、組織を組織
学的検査のために採取した。切除した創傷部を横方向に切断し、H&Eで染色した。染色し
た組織は、創傷回復の質について、処置群について伏せられた2人によって採点された。
結果を図5Aおよび図5Bに示す。
【００９２】
　上記を考慮して、本開示のいくつかの利点が達成され、他の有利な結果が得られること
が分かるだろう。本開示の範囲から逸脱することなく上記方法において様々な変更がなさ
れ得るため、上記説明に含まれ、添付の図面に示されるすべての事項は、限定的な意味で
はなく、例示として解釈されるべきであることを意図する。
【００９３】
　本開示の要素またはその様々な変形物、実施態様または態様を導入するとき、冠詞「a
」、「an」、「the」および「said」は、1つ以上の要素があることを意味することが意図
される。用語「含む（comprising）」、「含む（including）」および「有する（having
）」は、包括的であり、リストされる要素以外の更なる要素があり得ることを意味するこ
とが意図される。
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