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(57)【要約】
【課題】本発明は、ポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ
（PARP）酵素の阻害剤の医薬製剤を提供する。
【解決手段】本発明に係る前記医薬製剤は、癌の治療お
よび予防、ならびに神経外傷および神経変性疾患の治療
に用いることができる。 PARP阻害剤は、癌細胞または
他の細胞および細胞内の阻害剤の放出へ阻害剤を効率的
にデリバリし、それはナノ粒子の形体で実行される。癌
の治療においては、腫瘍細胞の殺傷をもたらすのに対し
、神経外傷および神経変性疾患の治療においては、細胞
機能を保存する。
【選択図】図１Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）酵素の阻害剤のナノ粒子製剤であ
って、前記製剤は、水性媒体中の脂質ベシクルの懸濁物からなり、脂質ベシクルは、正の
表面電荷を有し、平均粒径が５０ｎｍ～２００ｎｍであり、ＰＡＲＰ阻害剤を含有し、Ｐ
ＥＧを結合させた脂質モイエティからなる。
【請求項２】
　前記脂質ベシクルが、約８０ｎｍ～１２０ｎｍの直径を有する請求項１のナノ粒子製剤
。
【請求項３】
　前記脂質ベシクルが、約１００ｎｍの直径を有する請求項２のナノ粒子製剤。
【請求項４】
　ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブ、ヴェリパリブ、ルカパリブ、イニパリブ、ＢＭＮ－６
７３、３－アミノベンズアミド、ＭＥ０３２８、ＰＪ３４ ＨＣｌ、 ＡＧ－１４３６１、
 ＩＮＯ－１００１、 ＵＰＦ―１０６９、 ＡＺＤ－２４６１および Ａ－９６６４９２か
らなる群から選ばれる、請求項１のナノ粒子製剤。
【請求項５】
　ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブである、請求項４のナノ粒子製剤。
【請求項６】
　前記脂質ベシクル内のオラパリブの効果的濃度が約４００μＭ（ミクロモーラー）～約
２０ｍＭ（ミリモーラー）の範囲にある、請求項５のナノ粒子製剤。
【請求項７】
　ＰＡＲＰ阻害剤がＢＮＭ－６７３である、請求項４のナノ粒子製剤。
【請求項８】
　前記脂質ベシクル内のＢＮＭ－６７３の効果的濃度が約５０ｎＭ（ナノモーラー）～約
１μＭ（ミクロモーラー）の範囲にある、請求項７のナノ粒子製剤。
【請求項９】
　前記脂質ベシクル内に追加の医薬品を含む、請求項１のナノ粒子製剤。
【請求項１０】
　前記追加の医薬品が、シスプラチン、テモゾロミド、ゲムシタビン、ドキソルビシン、
ＰＩ３Ｋ阻害剤、ＭＥＫ阻害剤、ＡＴＭ阻害剤、またはその他の抗癌剤である、請求項９
のナノ粒子製剤。
【請求項１１】
　前記脂質ベシクルが、ｐＨ７．４において正荷電する脂質からなる、請求項１のナノ粒
子製剤。
【請求項１２】
　前記正荷電脂質が、N-[1-(2,3-ジオレオイロキシ)プロピル] -N,N,N-トリメチルアンモ
ニウムメチル硫酸塩（ＤＯＴＡＰ）である、請求項１１のナノ粒子製剤。
【請求項１３】
　前記脂質ベシクルの表面電位が、ｐＨ７．４において約＋１５ｍＶ～＋４０ｍＶである
、請求項１のナノ粒子製剤。
【請求項１４】
　ＰＥＧ化した脂質が１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ―３－ホスホエタノール
アミン－Ｎ－［アミノ（ポリエチレングリコール）］（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ）である、請求
項１のナノ粒子製剤。
【請求項１５】
　ＰＥＧ化した脂質が、ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００である、請求項１４のナノ粒子製剤。
【請求項１６】
　前記脂質ベシクルが、ジパルミトイルホスファチジルクロリン（ＤＰＰＣ）およびコレ
ステロールからなる、請求項１のナノ粒子製剤。
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【請求項１７】
　ＤＰＰＣ：コレステロールのモル比が約１：７～１：４である、請求項１６のナノ粒子
製剤。
【請求項１８】
　前記脂質ベシクルが、ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥ
Ｇ２０００を含む、請求項１のナノ粒子製剤。
【請求項１９】
　前記脂質ベシクル二層膜が本質的にＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤ
ＳＰＥ－ＰＥＧ２０００を含む、請求項１８のナノ粒子製剤。
【請求項２０】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約１～８モルのＤＰＰＣ：０．０５～１モルのＤＯＴＡＰ：約０．５～２モルのコレス
テロール：０．１～５モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００である、請求項１８のナノ粒子製
剤。
【請求項２１】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約５．４モルのＤＰＰＣ：０．２５モルのＤＯＴＡＰ：約０．７８モルのコレステロー
ル：０．１４モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００であり、ＰＡＲＰ阻害剤がオラパリブであ
る、請求項２０のナノ粒子製剤。
【請求項２２】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約１．４モルのＤＰＰＣ：０．０９モルのＤＯＴＡＰ：約０．７８モルのコレステロー
ル：０．１１モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００であり、ＰＡＲＰ阻害剤がＢＭＮ－６７３
である、請求項２０のナノ粒子製剤。
【請求項２３】
　前記リポソ－ムが、ｐＨ７未満でＰＡＲＰ阻害剤を放出する、請求項１のナノ粒子製剤
。
【請求項２４】
　腫瘍を有する被験体への製剤の静脈内注射後の腫瘍細胞へのＰＡＲＰ阻害剤の選択的送
達が可能である、請求項１に記載のナノ粒子製剤。
【請求項２５】
　腫瘍を有する対象に投与した場合、腫瘍塊を減少させる、および/または腫瘍細胞を死
滅させることが可能である、請求項２４に記載のナノ粒子製剤。
【請求項２６】
　静脈注射に適する、請求項１のナノ粒子製剤。
【請求項２７】
　前記脂質ベシクルがさらに腫瘍細胞に結合する標的モイエティを含む、請求項１のナノ
粒子製剤。
【請求項２８】
　標的部分が、タンパク質および抗体からなる群から選ばれる、請求項２７のナノ粒子製
剤。
【請求項２９】
　ＰＡＲＰ阻害剤の徐放性製剤で、当該製剤は生体分解性のポリマーからなるマトリック
スに埋め込まれたＰＡＲＰ阻害剤を含む。
【請求項３０】
　請求項２９に記載の徐放性製剤であって、さらに当該製剤は、正の表面電荷を有する前
記マトリックス中に埋め込まれた複数の脂質ベシクルを含み、前記脂質ベシクルは約５０
ｎｍ～約２００ｎｍの範囲の平均粒径を有し、前記ＰＡＲＰ阻害剤を含み、およびＰＥＧ
化した脂質部分を含む。
【請求項３１】
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　前記脂質ベシクルが、約８０ｎｍ～約１２０ｎｍの範囲の直径を有する、請求項３０の
徐放性製剤。
【請求項３２】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブ、ヴェリパリブ、ルカパリブ、イニパリブ、ＢＭＮ
－６７３、３－アモニベンズアミド、ＭＥ０３２８、 ＰＪ３４ ＨＣｌ、 ＡＧ-１４３６
１、 ＩＮＯ-１００１、 ＵＰＦ-１０６９、 ＡＺＤ-２４６１、およびＡ-９６６４９２
からなる群から選ばれる、請求項２９の徐放性製剤。
【請求項３３】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤がオラパリブであり、脂質ベシクル中のオラパリブの効果的濃度が
、約４００μＭ（ミクロモーラー）～約２０ｍＭ（ミリモーラー）である、請求項３２の
徐放性製剤。
【請求項３４】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤がＢＭＮ－６７３であり、脂質ベシクル中のＢＭＮ－６７３の効果
的濃度が、約５０ｎＭ（ナノモーラー）～約１μＭ（ミクロモーラー）である、請求項３
２の徐放性製剤。
【請求項３５】
　さらに追加の医薬品を含む、請求項２９の徐放性製剤。
【請求項３６】
　前記追加の医薬品が、シスプラチン、テモゾロミド、ゲムシタビン、ドキソルビシン、
ＰＩ３Ｋ阻害剤、ＭＥＫ阻害剤、ＡＴＭ阻害剤、またはその他の抗癌剤である、請求項３
５の徐放性製剤。
【請求項３７】
　前記脂質ベシクルがｐＨ７．４において正荷電する脂質からなる、請求項３０の徐放性
製剤。
【請求項３８】
　前記正荷電した脂質が、ＤＯＴＡＰである、請求項３７の徐放性製剤。
【請求項３９】
　前記脂質ベシクルの表面電位が、ｐＨ７．４において約＋１５ｍＶ～＋４０ｍＶである
、請求項３０の徐放性製剤。
【請求項４０】
　ＰＥＧ化した脂質が、ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００である、請求項３０の徐放性製剤。
【請求項４１】
　前記脂質ベシクルが、ＤＰＰＣおよびコレステロールからなり、ＤＰＰＣ：コレステロ
ールのモル比が約１：７～１：４である、請求項２９の徐放性製剤。
【請求項４２】
　前記脂質がＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００
からなり、ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００の
モル比が、約１～８モルのＤＰＰＣ：０．０５～１モルのＤＯＴＡＰ：約０．５～２モル
のコレステロール：０．１～５モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００である、請求項３０の徐
放性製剤。
【請求項４３】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約５．４モルのＤＰＰＣ：０．２５モルのＤＯＴＡＰ：約０．７８モルのコレステロー
ル：０．１４モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００であり、ＰＡＲＰ阻害剤がオラパリブであ
る、請求項４２の徐放性製剤。
【請求項４４】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約１．４モルのＤＰＰＣ：０．０９モルのＤＯＴＡＰ：約０．７８モルのコレステロー
ル：０．１１モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００であり、ＰＡＲＰ阻害剤がＢＭＮ－６７３
である、請求項４２の徐放性製剤。
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【請求項４５】
　脂質ベシクルが生体分解性のポリマーからなるマトリックスの分解の際に、マトリクス
から徐々に放出され、放出された脂質ベシクルはｐＨ７未満においてＰＡＲＰ阻害剤を放
出する、請求項３０の徐放性製剤。
【請求項４６】
　腫瘍細胞を有する被験体のインプラントに続いて、ＰＡＲＰ阻害剤の腫瘍細胞への選択
的デリバリが数週間から数ヶ月の期間に渡って行われる能がある、請求項２９の徐放性製
剤。
【請求項４７】
　前記生体分解性ポリマーが、ポリ－Ｌ－乳酸（ＰＬＬＡ）、ポリ（乳酸－コ－グリコー
ル酸）（ＰＬＧＡ）、キトサン、およびポリカプロラクタム（ＰＣＬ）からなる群から選
ばれる、請求項２９の徐放性製剤。
【請求項４８】
　癌の治療法であって、当該方法は、必要な被験者に請求項１～４７の何れかのＰＡＲＰ
阻害剤製剤を投与することからなる。
【請求項４９】
　請求項１～２６の何れかの製剤を静脈注射によって投与する、請求項４８の方法。
【請求項５０】
　請求項２７または２８の製剤が、筋肉内、皮下、または頭蓋内注射によって投与され、
ＰＡＲＰ阻害剤の放出を行う、請求項４８の方法。
【請求項５１】
　被験者が、前立腺癌、乳癌、肺癌、ユーイング肉腫、膵臓癌、頸部癌、子宮頚癌、また
は卵巣癌に罹患している、請求項４８の方法。
【請求項５２】
　被験者が、ＢＲＣＡ-１、 ＢＲＣＡ-２、 ＰＴＥＮ、またはＴＰ５３における変異原性
と関連する、またはＴＭＰＲＳＳ２：ＥＲＧ遺伝子融合またはＥＷＳ：ＦＬＩ遺伝子融合
に関連する癌を罹患している、請求項４８の方法。
【請求項５３】
　去勢抵抗性前立腺癌；ＢＲＣＡ-１またはＢＲＣＡ-２と関連するＥＲＧ遺伝子融合、乳
癌または卵巣癌；ＰＴＥＮ突然変異またはＴＭＰＲＳＳ２に関連する前立腺癌、およびＥ
ＷＳに関連するユーイング肉腫；ＦＬＩ遺伝子融合からなる群から選択される、請求項５
２の方法。
【請求項５４】
　被験者へ１またはそれ以上の放射線治療のラウンドを投与することからなる、請求項４
８の方法。
【請求項５５】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤製剤が、放射線治療と合わせて投与される、請求項５４の方法。
【請求項５６】
　非ＰＡＲＰ阻害剤化学療法剤を被験者へ投与することからなる、請求項４８の方法。
【請求項５７】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤が、非ＰＡＲＰ阻害剤化学療法剤と合わせて投与される、請求項５
６の方法。
【請求項５８】
　１またはそれ以上の腫瘍またはその部分を除去するための外科治療に続いて、前記ＰＡ
ＲＰ阻害剤が投与される、請求項４８の方法。
【請求項５９】
　請求項２７～４５の何れかのＰＡＲＰ阻害剤製剤が、腫瘍の再発防止の援助のためにな
るように投与される、請求項４８の方法。
【請求項６０】
　請求項１～２６の何れかのＰＡＲＰ阻害剤製剤が、被験者へ１回以上投与される、請求
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項４８の方法。
【請求項６１】
　神経外傷または神経変性疾患もしくは状態を治療する方法であって、前記方法は、それ
を必要とする被験者へＰＡＲＰ阻害剤を投与することを含む方法。
【請求項６２】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブ、ヴェリパリブ、ルカパリブ、イニパリブ、ＢＭＮ
－６７３、３－アモニベンズアミド、ＭＥ０３２８、 ＰＪ３４ ＨＣｌ、 ＡＧ-１４３６
１、 ＩＮＯ-１００１、 ＵＰＦ-１０６９、 ＡＺＤ-２４６１、およびＡ-９６６４９２
からなる群から選ばれる、請求項６１の方法。
【請求項６３】
　ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブ、またはＢＭＮ－６７３である、請求項６２の方法。
【請求項６４】
　請求項１～４８の何れかである前記ＰＡＲＰ阻害剤製剤が投与される、請求項６１の方
法。
【請求項６５】
　請求項１～２８の何れかの製剤を静脈注射によって投与される、請求項６４の方法。
【請求項６６】
　請求項２９～４７の何れかの製剤が、筋肉内、皮下、または頭蓋内注射によって投与さ
れ、ＰＡＲＰ阻害剤の放出を行う、請求項６４の方法。
【請求項６７】
　被験体が、外傷性脳損傷、外傷性神経損傷、術後神経損傷、脊髄損傷、脳卒中、脳虚血
からなる群から選択される神経外傷に関連する状態を有する、請求項６１の方法。
【請求項６８】
　被験体が、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
、てんかん、統合失調症、認知症は、脳硬化症、障害髄鞘形成、糖尿病と関連する神経変
性、脳の老人性変性からなる群から選択される神経変性疾患または症状を有する、請求項
６１の方法。
【請求項６９】
　ＰＡＲＰ阻害剤が、被験者への神経外科治療を行なう前または後に投与される、請求項
６１の方法。
【請求項７０】
　追加の医薬品が被験者に投与される請求項６１の方法。
【請求項７１】
　ナノ粒子ＰＡＲＰ阻害剤製剤を調製する方法であって、以下の工程を含む：
　（ａ）両性イオン性リン脂質、カチオン性脂質、コレステロール、ＰＥＧ化した脂質、
及び有機溶媒に溶解したＰＡＲＰ阻害剤を含有する混合物を提供する工程；
　（ｂ）前記混合物から溶媒を除去することによって、乾燥脂質フィルムを調製する工程
；
　（ｃ）ＰＡＲＰ阻害剤を含有する水和した脂質構造物の懸濁液を形成する水溶液で脂質
膜を水和する工程；
　（ｄ）前記サスペンションを超音波処理する工程； および
　（ｅ）ナノ粒子PARP阻害剤製剤を得るために、ナノ多孔質膜に、超音波処理した懸濁液
を通す工程。
【請求項７２】
　前記（ｅ）工程において調製されたナノ粒子製剤が、ＰＡＲＰ阻害剤を含む脂質ベシク
ルの形体である、請求項７１の方法。
【請求項７３】
　前記脂質ベシクルが正の表面荷電を有し、約５０ｎｍ～約２００ｎｍの平均直径を有す
る、請求項７１の方法。
【請求項７４】
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　前記ナノ多孔性膜が約２００ｎｍの直径の孔を含む、請求項７１の方法。
【請求項７５】
　前記サスペンジョンが前記（ｅ）工程の膜を約１０回通過させる、請求項７１の方法。
【請求項７６】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤は、オラパリブ、ヴェリパリブ、ルカパリブ、イニパリブ、ＢＭＮ
－６７３、３－アモニベンズアミド、ＭＥ０３２８、 ＰＪ３４ ＨＣｌ、 ＡＧ-１４３６
１、 ＩＮＯ-１００１、 ＵＰＦ-１０６９、 ＡＺＤ-２４６１、およびＡ-９６６４９２
からなる群から選ばれる、請求項７１の方法。
【請求項７７】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブまたはＢＭＮ－６７３である、請求項７６の方法。
【請求項７８】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤が、オラパリブであって、脂質ベシクル中のオラパリブ濃度が約４
００μＭ～約２０ｍＭである、請求項７７の方法。
【請求項７９】
　前記ＰＡＲＰ阻害剤が、ＢＭＮ－６７３であって、脂質ベシクル中のＢＭＮ－６７３濃
度が約５０ｎＭ～約１μＭである、請求項７７の方法。
【請求項８０】
　対イオンリン脂質がホスファチジルクロリンである、請求項７１の方法。
【請求項８１】
　陽イオン性脂質がＤＯＴＡＰである、請求項７１の方法。
【請求項８２】
　ＰＥＧ化した脂質がＤＳＰＥ-ＰＥＧ２０００である、請求項７１の方法。
【請求項８３】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約１～８モルのＤＰＰＣ：０．０５～１モルのＤＯＴＡＰ：約０．５～２モルのコレス
テロール：０．１～５モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００である、請求項７１の方法。
【請求項８４】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約５．４モルのＤＰＰＣ：０．２５モルのＤＯＴＡＰ：約０．７８モルのコレステロー
ル：０．１４モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００であり、ＰＡＲＰ阻害剤がオラパリブであ
る、請求項７１の方法。
【請求項８５】
　ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ、コレステロール、およびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００のモル比が
、約１．４モルのＤＰＰＣ：０．０９モルのＤＯＴＡＰ：約０．７８モルのコレステロー
ル：０．１１モルのＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００であり、ＰＡＲＰ阻害剤がＢＭＮ－６７３
である、請求項７１の方法。
【請求項８６】
　（ｅ）工程で用いられる水溶液が、追加の医薬品を含む、請求項７１の方法。
【請求項８７】
　前記追加の医薬品が、シスプラチン、テモゾロミド、ゲムシタビン、ドキソルビシン、
またはその他の抗癌剤である、請求項７１の方法。
【請求項８８】
　（ａ）～）ｅ）工程が無菌状態で行われる、請求項７１の方法。
【請求項８９】
　（ｃ）工程が、４５～５０℃で、連続混合下で行われる、請求項７１の方法。
【請求項９０】
　（ｄ）工程が、３７℃以下で行われる、請求項７１の方法。
【請求項９１】
　（ｄ）工程が粒子サイズの断続的な決定で行なわれ、超音波処理が平均粒径が約１００
～２００ｎｍになるまで継続される、請求項７１の方法。
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【請求項９２】
　最終粒径が約８０～１００ｎｍである、請求項７１の方法。
【請求項９３】
　（ｃ）工程の水和用に用いられる水溶液が、リン酸塩緩衝生理食塩水を用いる、請求項
７１の方法。
【請求項９４】
　請求項１～４７の何れかのＰＡＲＰ阻害剤、包装材、および請求項４８～７０の何れか
の方法を実施するための指示書を備えるキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願への相互参照］
　本出願は、２０１３年８月２７日出願の米国仮出願番号61/870,258、名称：阻害剤およ
び生物製剤デリバリ用のナノプラットホーム、に係る優先権を主張し、当該出願の全内容
をここに参照によって組み入れる。
【背景技術】
【０００２】
　転写経路における欠陥のＤＮＡ損傷修復経路および遺伝子変異は、癌の広いスペクトル
中のポリ（ＡＤＰ-リボース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）阻害治療のための主要な標的と
して確立されて来た（１－４）。 ＰＡＲＰ-１、核酵素は、その癌治療における‘アキレ
ス腱’となる、細胞内のＤＮＡ修復経路において重要な役割を果たしている。 ＰＡＲＰ
阻害剤療法は特に有効で、前立腺がん、乳がんのためＢＲＣＡおよび卵巣癌のためのＰＴ
ＥＮなどの遺伝的変異は、ＤＮＡ修復経路の欠陥につながる、腫瘍における合成致死機構
を介して起こる（4,15）。 オラパリブ（Olaparib）は、このようにＰＡＲＰにより介入
される、単一鎖ＤＮＡを修復するメカニズムを減衰させる、競争的にＰＡＲＰのＮＡＤ 
＋結合部位に結合する経口活性ＰＡＲＰ阻害剤である（５－７）。それらは効果的に、い
くつかの癌（８,９）、特に前立腺癌（１０-１３）における腫瘍破壊を増強するＤＮＡ損
傷に起因して、ＰＡＲＰ活性を阻害することにより放射線治療に対して様々な癌を増感す
るので、オラパリブおよびその他のＰＡＲＰ阻害剤は、十分に確立された放射線増感剤で
ある。
【０００３】
　去勢抵抗性前立腺癌（CRPC）の症状は、局所的または転移癌（ｍＣＲＰＣ）のいずれか
のように、前立腺癌患者群における死亡者の主要な原因である（20-22）。いくつかの研
究は、乳癌および卵巣癌におけるＢＲＣＡ突然変異に似ている前立腺癌におけるＰＡＲＰ
－１阻害とＰＴＥＮ欠損症（23）に関連する合成致死性を仮定とし、および由来とした（
7,24）。 ＰＡＲＰ－１阻害はまた、特に前立腺癌のＣＲＰＣモデルにおいて治療的意味
を有し、それは、アンドロゲン枯渇療法（25）に対して非感受性の癌をもたらす、リガン
ド独立性の異常なアンドロゲン受容体（ＡＲ）活性と食い違うように見える。さらに、Ｐ
ＡＲＰ－１はまた、それが酵素的にＡＲ活性および癌の進行に連結されている、ＡＲ感受
性癌に関与している（25）。特定の遺伝子融合（ＴＭＰＲＳＳ２:ＥＲＧ融合）（26）、
ＰＴＥＮおよびＴＰ５３変異を含む染色体再配列は、頻繁に耐性去勢になりがちな前立腺
癌でしばしば検出される（27-29）。
【０００４】
　オラパリブは現在、前立腺癌、膵臓癌（14）、乳がん（4,15）および卵巣癌（4）を含
む種々の癌のためのいくつかの臨床試験では、経口投与を介してテストされている。 オ
ラパリブでの臨床試験において続く、現在の治療計画は、１日２回の400mgの経口投与を
含む（3,4）。 有望ではあるが、いくつかの臨床試験に由来する薬物動態プロファイルは
、以下の制限に直面していることを示唆している：1）患者は毎日16カプセルを飲み込む
面倒なルーチンに従うことが必要である。2）腫瘍部位で、無用量依存的蓄積は観察され
ていなかった（15）。 3）オラパリブは約6～7時間の循環から急速に脱離され、非治療の
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代謝産物への第1の通過代謝のために、生物学的利用性が乏しい。これらの制限は、オラ
パリブおよびその他のPARP阻害剤のための代替のデリバリ方法に対する強制的なニーズが
あることを示している。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、がんの治療と予防並びに神経外傷の治療、および神経変性疾患に使用するた
めのPARP阻害剤の様々な製剤を提供する。製剤の多くは、癌細胞または他の細胞および細
胞内の阻害剤の放出の阻害剤の効率的なデリバリを提供する、ナノ粒子へのPARP阻害剤の
パッケージを利用する。本発明のPARP阻害剤の製剤は、効果的に腫瘍細胞を死滅させ、腫
瘍を縮小することができる。驚くべきことに、当該製剤はまた、治療および神経外傷およ
び神経変性疾患からの回復を促進するのに有効である。
【０００６】
　本発明の一態様は、ポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ（PARP）酵素の阻害剤のナノ粒
子製剤である。処方物は、水性媒体中で脂質小胞（lipid　vesicles）（liposomes、リポ
ソーム）の懸濁液を含む。脂質小胞は、正に荷電した脂質を含む結果として、正の表面電
荷を有する。脂質小胞は、約50ｎｍ～約200nmの平均直径を有し、好ましくは約80ｎｍ～
約120ｎｍ、または約80ｎｍ～約100nm、または約100nmである。脂質小胞は、PARP阻害剤
を含み、また、PEG化脂質部分を含む。
【０００７】
　本発明の別の態様は、PARP阻害剤の徐放性製剤である。製剤は、マトリックス中に埋め
込まれたPARP阻害剤を含み、マトリックスは、生分解性ポリマーを含むか、または生分解
性ポリマーにより形成されている。いくつかの実施形態において、徐放性製剤は、マトリ
ックス中に埋め込まれた脂質小胞を複数含む。脂質小胞は、正の表面電荷を有する約50nm
～約200nmの範囲の平均直径を有する、PARP阻害剤を含み、PEG化脂質部分を含む。
【０００８】
　本発明のさらに別の態様は、癌を治療する方法である。この方法は、それを必要とする
被験体に上述したようなPARP阻害剤製剤を投与するステップを含む。　本発明のさらに別
の態様は、神経外傷または神経変性疾患または状態を治療する方法である。この方法は、
それを必要とする被験体にPARP阻害剤を投与する工程を含む。当該方法のいくつかの実施
態様において、上述のように、PARP阻害剤は、製剤として投与される。
【０００９】
　本発明の別の態様は、ナノ粒子のPARP阻害剤製剤を調製する方法である。当該方法は、
（a）両性イオン性リン脂質、カチオン性脂質、コレステロール、PEG化脂質、及び有機溶
媒に溶解したPARP阻害剤を含有する混合物を提供し； （b）前記混合物から溶媒を除去す
ることによって、乾燥脂質フィルムを調製する工程；（c）PARP阻害剤を含有する水和し
た脂質構造物の懸濁液を形成する水溶液で脂質膜を水和する工程；および（d）超音波処
理懸濁し；（e）当該懸濁液を超音波処理したナノ多孔質膜に通して、ナノ粒子のPARP阻
害剤製剤を得る。
【００１０】
　本発明はさらに、上記のようなPARP阻害剤製剤、包装材料、および上記の治療の方法の
いずれかを実行するため指示書を含むキットを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
　図1A-1Cは、本発明のPARP阻害剤のナノ粒子製剤のナノ粒子の3つの異なる実施態様の概
略図である。
【図１Ａ】図1Aの実施態様は、標的化部分を欠くように描かれ、ナノ粒子の脂質二重相中
にPARP阻害剤が含まれている。
【図１Ｂ】図1Bの実施態様では、脂質二重層の相における標的化部分とPARP阻害剤を含む
ことが示されている。
【図１Ｃ】図1Cの実施態様では、標的化部分、脂質二重層の相におけるPARP阻害剤、およ
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びナノ粒子のルーメン（内腔）における水相中のまた別の医薬品を有することが示されて
いる。
【図２Ａ】図2Aは、単一の解放機構を有する移植可能なPARP阻害剤送達（デリバリ）装置
の概略図である。当該デバイスは、生分解性マトリックス中に埋め込まれたPARP阻害剤が
含まれている。
【図２Ｂ】図2Bは、二重のリリース機構を備えた移植可能なPARP阻害剤送達装置の概略図
である。デバイスは、生分解性のマトリックスに埋め込まれた、図1A～1Cのいずれかに示
すような、ナノ粒子が含まれている。
【図３Ａ】図3Aは、本発明のナノ粒子処方物の非経口投与対経口投与による腫瘍のPARP阻
害剤の送達の概略図である。
【図３Ｂ】図3Ｂは、ナノ粒子のPARP阻害剤対遊離PARP阻害剤の細胞取り込みを比較した
概略図である。
【図４Ａ】図4Aは、4℃において、24時間、5ヶ月および7ヶ月貯蔵の後オラパリブのナノ
粒子製剤の強度指向サイズ分布を示すグラフである。
【図４Ｂ】図4Bは、1％酢酸ウラニルで染色した、オラパリブを含有するナノ粒子の透過
型電子顕微鏡写真である。スケールバーは、500nmを表す。
【図４Ｃ】図4Cは、異なるpHを有する溶媒でオラパリブを含有するナノ粒子のインキュベ
ーション後の粒度分布の変化を示すグラフである。
【図４Ｄ】図4Dは、pH 7.4および37℃における血清中オラパリブに関してオラパリブを含
む血清に関連するナノ粒子の放出プロファイルを示すグラフである。示した値は、指定さ
れた時点で収集放出緩衝液の曲線下の累積面積（AUC）である。
【図４Ｅ】図4Eは、pH 6及びpH7.4における血清中オラパリブを参照しながら、37℃にお
けるオラパリブを含む血清に関連するナノ粒子の放出プロファイルを示すグラフである。
示した値は、指定された時点で収集放出緩衝液の曲線下の累積面積である。
【図５Ａ】図5Aは、PC3細胞の抽出物中のPARP-1、PAR、およびアクチンのウェスタンブロ
ットを示す。細胞は、イオン化X線を0,2、または4Gy（グレイ）の強度で照射し、空のナ
ノ粒子、オラパリブ（2個の試料）、またはナノ＊オラパリブ（オラパリブを含むナノ粒
子、2個の試料）を4時間インキュベートし、そして抽出液を調製する前に1時間インキュ
ベートした。
【図５Ｂ】図5Bは、正規化標準としてPARP-1の信号を用いて、図5Aのウェスタンブロット
から定量化した、PAR信号のグラフである。アスタリスク（*）は、不対2テールを用いて
導出されたp<0.05を示す。
【図５Ｃ】図5Cは、ウエスタンブロットyH2AX及びPC3細胞の抽出物中のアクチン正規化標
準としてアクチンを用いて定量化yH2AX信号のグラフを示す。細胞を図5A中の非照射試料
と同様に処理した。アスタリスク（*）は、不対の2テールｔ－テストを用いて導出された
、p <0.05を示す。
【図６Ａ】図6Aは、DAPI及び開裂PARPに対する抗体で共染色したLNCaP細胞の蛍光顕微鏡
写真を示す。 DNAのDAPI染色は核を識別するために使用される。細胞は、イオン化X線の2
 Gyを4時間照射し、オラパリブまたはナノ・オラパリブと共にインキュベートし、顕微鏡
検査のために処理される前に1時間インキュベートした。バーは20μmを表す。
【図６Ｂ】図6Bは、細胞核当たりの開裂されたPARPの定量化を示すグラフである。別個の
対照試料が照射されなかったことを除いて図6Aに記載したように、LNCaP細胞を処理した
。記号**は、p <0.01で、ナノ・オラパリブ 2 Gyの試料からの信号とオラパリブ 2Gy試料
から信号の間の統計的に有意な差を示している。統計的に有意な差は**として表される。
【図６Ｃ】図6Cは、DAPI及びPARPの開裂に対する抗体で共染色したPC3細胞の蛍光顕微鏡
写真を示す。図 6Aに記載のように細胞を調製した。バーは20μmを表す。
【図６Ｄ】図6Dは、細胞核あたりの開裂されたPARPの定量化を示すグラフである。別個の
対照試料が照射されなかったことを除いて図6Cに記載したように、PC3細胞を処理した。
シンボル***はP <0.001で、オラパリブ 2Gyの試料とNanoOlaparib 2Gyの試料の両方から
の信号、およびコントロール2Gy試料からの信号間の統計的に有意な差を示している。記
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号**はナノ・オラパリブ 0 Gyの試料からの信号と対照0 Gyの試料からの信号の間に統計
的に有意な差を示す。シンボル＃はナノ・オラパリブ 0 Gyの試料からの信号とナノ・オ
ラパリブ 2Gyの試料からの信号間の統計的な有意な差を示す。
【図６Ｅ】図6Eは、FKO1細胞をDAPIで共染色し、開裂されたPARPに対する抗体の蛍光顕微
鏡写真を示す。細胞は、図 6Aに記載したように調製した。バーは20μmを表す。
【図６Ｆ】図6Fは、核あたり開裂されたPARPの定量化を示すグラフである。別個の対照試
料が照射されなかったことを除いて図6Eに記載したよう、FKO1細胞を処理した。シンボル
***は、p <0.001で、ナノ・オラパリブ 2 Gyの試料からの信号と対照2 Gyの試料からの信
号の間の統計的な有意差を示す。
【図７Ａ】図7Aは、照射前のオラパリブとナノ・オラパリブで処理した細胞の培養皿の写
真を示す。 9個の倍増サイクルで培養したLNCaP（左パネル）、PC3（中央パネル）、およ
びFKO1（右パネル）細胞がイオン化X線を0,2または4 Gyで4時間照射され、オラパリブま
たはナノ・オラパリブと共にインキュベートし、クリスタルバイオレット色素で染色した
。
【図７Ｂ】図7Bは、図7Aの実験から、細胞生存率のグラフを示す。クリスタルバイオレッ
ト色素が試料から抽出され、590nmで分光測定により定量化した。
【図７Ｃ】図7Cは、LNCaP細胞、PC3、およびFKO1細胞に薬物、照射治療の組み合わせの効
果を示す棒グラフである。組合せ指数はChou-Talalayのアイソボログラムの式に基づいて
、2.0版のCalcuSynを用いて測定された。グラフの上部にあるラベルは、薬物および照射
治療の相乗効果のレベルを示す。
【図７Ｄ】図7Dは、生体外での前立腺癌モデルにおけるPARPの役割を示す概略図である。
 p53およびPTEN遺伝子型およびLNCaP、PC3およびFKO1細胞の相対的な放射抵抗が示されて
いる。
【図８Ａ】図8Aは、Ptenpc/- -  Trp53pc- /- マウスにおける前立腺腫瘍（矢印）を示し
ている。
【図８Ｂ】図8Bは、ナノ・オラパリブ（Nano）若しくはオラパリブ（Std）で処理したマ
ウスからの前立腺腫瘍のローブにおけるオラパリブ代謝を示すグラフである。前側、腹側
、背側ローブのメタボローム（代謝）解析は、それぞれ、黒、ダークグレー、およびライ
トグレーで表示さている。カウントは、腫瘍重量に対して正規化された。
【図８Ｃ】図8Cは、図8Bにおいて分析された腫瘍の三つのローブのうち、オラパリブ蓄積
の増加を示すグラフである。
【図８Ｄ】図 8Dは、オラパリブまたはナノ・オラパリブのいずれかで2週間処理したマウ
スからの脾臓、肝臓、および腎臓組織の病理組織学的画像を示す。図8Eはオラパリブまた
はナノ・オラパリブで処理したマウスにおける腫瘍のローブの体積の変化を示すグラフで
ある。腹側と背側ローブの容量はそれぞれ黒と灰色で示されている。体積変化は、体積変
化のLog2の単位で示されている。
【図８Ｅ】図8Eはオラパリブまたはナノ・オラパリブで処理したマウスにおける腫瘍のロ
ーブの体積の変化を示すグラフである。腹側と背側ローブの容量はそれぞれ黒と灰色で示
されている。体積変化は、体積変化のLog2の単位で示されている。
【図９Ａ】図9Aは、図6Aに記載された実験からオラパリブまたはナノ・オラパリブで処理
したLNCaP細胞における核の大きさを示すグラフである。 個々の細胞のDAPI染色からの信
号が定量された。
【図９Ｂ】図9Bは、図6Cに記載された実験から、オラパリブまたはナノ・オラパリブで処
理されたPC3細胞における核の大きさを示すグラフである。 個々の細胞のDAPI染色からの
信号を定量した。
【図９Ｃ】図 9Cは、図6Eに記載の実験から、オラパリブまたはナノ・オラパリブで処理
されたFKO1細胞中の核の大きさを示すグラフである。個々の細胞のDAPI染色からの信号が
定量化された。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
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　本発明者らは、予想外に、ヒトまたは動物の体内で彼らのターゲットに阻害剤および他
の物質の非常に有効な治療濃度のデリバリを促進するPARP阻害剤および他の薬物または生
物製剤の新規製剤の様々な製剤の開発を行った。これらの製剤は、癌、ならびに神経外傷
の治療、および神経変性疾患の治療および予防に使用することができる。 PARP阻害剤は
、それらの強い疎水性を制御し、デリバリすることが特に困難である。このようなPARPな
どの細胞内標的への効率的なデリバリを提供する脂質含有ナノ粒子中への本発明のパッケ
ージのPARP阻害剤および他の化合物の製剤である。ナノ粒子は、血液脳関門を通過する能
力を有し、したがって、脳に影響する神経疾患及び症状の治療のために使用することがで
きる。細胞に取り込まれた後、ナノ粒子は、細胞内の阻害剤または他の物質を放出する。
本発明のPARP阻害剤の製剤は、効果的に腫瘍細胞を死滅させ、腫瘍を縮小化することがで
きる。本発明のPARP阻害剤の製剤はまた、神経外傷および神経変性疾患の治療および回復
を促進するのに非常に有効である。
【００１３】
　本発明のナノ粒子製剤は、PARP阻害剤又は他の阻害剤又は生物学的薬剤を含む脂質ベー
スのナノ粒子の水性懸濁液である。 PARP阻害剤、および高度に疎水性である他の薬剤の
場合には、阻害剤は、完全に統合されるか、少なくとも部分的にナノ粒子の脂質部分であ
る。任意の特定の構成に本発明を限定するものではないが、脂質は、リポソームまたは脂
質小胞のような球状構造を形成する二分子膜の形体であると考えられる。本発明の重要な
特徴は、有意な治療効果が送達時に達成されるように、PARP阻害剤又は他の薬剤の十分に
大量のパッケージングである。脂質小胞は、好ましくは小さく、単層で、約50nm～200nm
の平均サイズ（直径）、好ましくは80nm～120nm、80nm～100nm、または約100nmを有する
。血流中の生存を促進するように、脂質小胞は、それらの外表面に露出したポリエチレン
グリコール（PEG）基を有する。脂質小胞はまた、積極的に血液または細胞外培地の生理
的pH（例えば、pH 7.4）で荷電している脂質の1種類以上を含めることによって、好まし
くは+15 mV～+40 mVの範囲内で、正味の正の表面電荷を担い、N- [1-（2,3-ジオレオイル
オキシ）プロピル] -N、N、N-トリメチルアンモニウムメチル（DOTAP）が例示される。 
カチオン性脂質のその他の例として、国際公開公報WO2009129387、同WO9405624、および
米国特許US6056938を参照されたい。正の表面電荷は、細胞内への小胞の取り込みを促進
する。一般的に、適切な脂質小胞は、一つ以上の両性イオン性リン脂質（例えば、ホスフ
ァチジルコリン（PC）および/またはホスファチジルエタノールアミン（PE））、一つ以
上の正に荷電した脂質およびコレステロールから形成することができる。 PEG基は、リン
脂質の1種類以上の極性頭部基に共有結合によって導入することができる（例えば、PEG化
PE）。適切なPEG化リン脂質の例は、１,２-ジステアロイル-ｓｎ-グリセロ-３-ホスホエ
タノールアミン-Ｎ-［アミノ（ポリエチレングリコール）］（DSPE-PEG）である。異なる
分子量を有するPEG部分は、例えばPEG2000を使用することができる。
【００１４】
　様々な異なる脂質組成物は、ナノ粒子製剤に適した脂質小胞を作製するために使用する
ことができる。小胞は、ジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）およびコレステロ
ールを、DPPCおよびコレステロールのモル比でそれぞれ約1～7モルのDPPC、および約1～4
モルのコレステローを含むことができる。小胞は、また、DPPC、DOTAP、コレステロール
、及びDSPE-PEG2000を含むか、それらから本質的になる。DPPC、DOTAP、コレステロール
およびDSPE-PEG2000のモル比は、例えば、約1~8モルのDPPC、対約0.05～1モルのDOTAP 、
対約0.5～2モルのコレステロール、対約0.1～5モルのDSPE-PEG2000である。小胞はオラパ
リブでロードされるときに、適切な小胞は、DPPC、DOTAP、コレステロールおよびDSPE-PE
G2000のモル比を、例えば、約5.4モルDPPC、対約0.25モルのDOTAP、対約0.78モルのコレ
ステロール、約0.14モルのDSPE-PEG2000で含むことができる。阻害剤が、BMN-673の場合
、DPPC、DOTAP、コレステロール、およびDSPE-PEG2000のモル比は、例えば、約1.4モルの
DPPC、対約0.09モルのDOTAP、対約0.78モルのコレステロール、対約0.11モルのDSPE-PEG2
000とすることができる。
【００１５】
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　ナノ粒子は、当技術分野で公知の様々な方法のいずれかによって製造することができる
（用語「ナノ粒子」、「リポソーム」、および「脂質小胞」は、本明細書において互換的
に使用され得る）。好ましい方法は、先ず、所望の脂質を組み合わせることによって、乾
燥脂質フィルムを形成し、溶媒溶液中のPARP阻害剤又は他の疎水性薬剤の有機溶媒（例え
ば、クロロホルムまたはクロロホルム/メタノール混合物）中に添加し、溶媒を蒸発器に
よって組み合わされた脂質および阻害剤混合物を徹底的に乾燥する。乾燥した脂質・阻害
剤フィルムは、次いで適切な水性媒体、好ましくは小胞（例えば、リン酸緩衝生理食塩水
）の内部の水性媒体として選択された、好ましい1つ水性媒体の存在下で水和される。水
性媒体は、1つ以上の追加の水溶性の薬理学的または生物学的薬剤を含むことができまる
。水和脂質阻害剤材料は、超音波処理により、粗小胞に形成され、粗小胞は、その後、ナ
ノ多孔質膜を繰り返し通して均質化し、小粒子化される。そのような膜は、多種多様な物
質が商業的に入手可能で種々の材料（例えば、アルミナ又はシリカなどの無機材料、およ
びポリカーボネートなどの有機材料）、孔径（100nmが好ましい）を有する。小胞の形成
及び分粒した後、それらのサイズおよび組成は、光散乱法または電子顕微鏡法により測定
することができ、必要に応じて外部溶液は、サイズ排除クロマトグラフィーなどの従来の
方法により交換することができる。
【００１６】
　本発明のナノ粒子は、PARP阻害剤又は他の薬剤の十分に大量のパッケージングを可能に
し、その結果、顕著な治療効果がデリバリ時に達成される。これは、PARP阻害剤又は他の
疎水性の活性剤を有するナノ粒子の脂質相を負荷させることによって、少なくとも部分的
に達成される。当該製剤は溶液中に完全に遊離して存在しないが、完全にまたは少なくと
も部分的に脂質中に結合されるので、ナノ粒子中の薬剤の有効濃度を決定するのに有用で
あり得る。有効濃度は、薬剤の全量が遊離していれば、ナノ粒子の既知の体積で割ったナ
ノ粒子当たり製剤の既知量に基づいて、得られる濃度である。有効濃度は、ナノ粒子を用
いた薬剤の送達および治療効果を最適化するために使用することができる。例えば、本発
明者らは、オラパリブは、約400μM　～約20mMの範囲の有効濃度で治療上活性であること
を決定したが、それに対してBMN-673は、約50 nM～約1μMの有効濃度で活性である。
【００１７】
　特定の実施態様において、ナノ粒子は標的部分を含み、それは、腫瘍細胞または中枢神
経系の細胞の如き選択された標的細胞に結合したナノ粒子の外表面に露出した分子である
。標的化部分は、既知の細胞表面タンパク質を標的とする、抗体、抗体断片、オリゴヌク
レオチド、ペプチド、ホルモン、リガンド、サイトカイン、ペプチド模倣薬、タンパク質
、炭水化物、化学的に修飾されたタンパク質、化学的に修飾された核酸、又は化学的に修
飾された炭水化物であり得る（例えば、US2011 / 0123451参照）。標的化部分は、細胞表
面受容体に結合することが知られている分子に由来してもよい。例えば、標的化部分は低
密度リポタンパク質、トランスフェリン、EGF、インスリン、PDGF、線維素溶解酵素、抗H
ER2、アネキシン、インターロイキン、インターフェロン、エリスロポエチン、またはコ
ロニー刺激因子から誘導することができる。標的化部分は、例えばトランスフェリン受容
体、インスリン受容体、IGF-IまたはIGF-2受容体の如き血液脳関門に対するリポソームを
標的とする抗体または抗体フラグメントあってもよい（例えば、米国公開特許US2002/002
5313参照）。
【００１８】
　標的化部分は、リンカーによって、ナノ粒子中のリン脂質またはPEG部分に取り付ける
ことができる。リポソーム中のリン脂質に結合するペプチド、タンパク質、および他の分
子のためのリンカーが当該技術分野において既知である（例えば、国際公開公報WO199100
0289、US20090220587、および国際公開公報WO2008095004参照）。リンカーは、例えば、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（SPDP）、N-スクシンイミジ
ル4-（p-マレイミドフェニル）ブチレート（SMPB）、N-スクシンイミジル-3-マレイミド
ベンゾエートSMB）、N-スクシンイミジル-3- マレイミジブチレート（GMBS）、N-スクシ
ンイミジル6-マレイミドカプロエート（EMCS）、N-スクシンイミジル-3-マレイミドプロ
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カルボキシレート（SMCC）またはN-スクシンイミジルマレイミジルアセテート（AMAS）等
のマレイミド含有化合物であり得る。
【００１９】
　本発明のナノ粒子のいくつかの代表的な実施態様が図1A-1Cに示されている。図1Aは、
ナノ粒子の脂質二重層の相120内の、PARP阻害剤の如き活性剤110を含む、ナノ粒子100を
示している。 PEG部分130は、二層膜の外表面に取り付けられている。ナノ粒子のコア（
脂質小胞の内腔）は、緩衝溶液140である。この実施態は、標的部分を欠いている。図1B
において、ある実施態様は、図1Aの実施態様と同様であることが示されているが、ターゲ
ット部分150を含む。図1Cの実施態様に示すように、付加的な、水溶性の活性剤160は、内
腔における水相に添加される。
【００２０】
　本発明の処方物は、単一成分の放出機構または二成分の放出機構のいずれかを利用する
ことができる。 図2Aは、単一の放出機構を有する移植可能なデリバリデバイスを示す。
移植片200は、移植後に離れてインプラントから拡散する薬物210の活性形体で被覆されて
いる。あるいは、薬物210は、それが分解し、薬物を放出する生分解性マトリックス中に
埋め込むことができる。 図2Bは、二重の放出機構を備えた移植可能なデリバリデバイス
を示す。薬剤220は、ナノ粒子230に包装されており、順番に、インプラント240の本体を
構成する生体適合性マトリックス中に埋め込まれている。マトリックスは、例えば、PLGA
、キトサン、または他の生分解性ポリマーから作られているか、またはそれらを含むこと
ができる。最初の放出工程では、マトリックスはゆっくりと劣化され、ナノ粒子が放散す
る。第二の放出工程では、ナノ粒子は分解され（例えば、細胞取り込み後に）、薬物の活
性形体が放出される。
【００２１】
　本発明のナノ粒子状担体は、腫瘍に対するオラパリブの如きPARP阻害剤の送達の障壁を
克服するか、然もなくは体内で遭遇することが可能である。可能なメカニズムは、図3Bに
示されている。カプセル形態で経口送達されたオラパリブの結末は左側に示されている。
遊離のオラパリブは、非特異的血管壁を横切り、初回通過代謝後に低い生物学的利用能を
もたらす。ナノ粒子製剤（ナノ・オラパリブ）のような非経口注射でデリバリされたオラ
パリブの結末は、右側に示されている。ナノ・オラパリブの粒子は、漏れやすい腫瘍血管
系と粒子の大きさ、および約100％の生物学的利用能が得られた粒子からの腫瘍放出のな
いオラパリブの酸性微小環境によって生じるEPR効果の故に腫瘍に蓄積する。図3Bは、追
加された全体の薬物が細胞内への取り込みのために利用可能である生体内設定での細胞に
よって遊離したオラパリブとナノ・オラパリブの細胞取り込みを比較した概略図である。
 ナノ・オラパリブの正味の細胞内濃度は、より高い取り込みおよびPGP媒介薬剤排出の回
避の故に、オラパリブの細胞内濃度よりも高くなると考えられている。
【００２２】
　本発明のナノ粒子製剤は、表1のPARP阻害剤化合物を含む、任意の疎水性活性剤を詰め
込むことができる。
【００２３】
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【表１】

【００２４】
　ナノ粒子製剤処方は、さらにシスプラチン、テモゾロミド、ゲムシタビン、ドキソルビ
シンの如き抗がん剤、PI3K阻害剤、MEK阻害剤、ATM阻害剤、またはその他の抗がん剤等の
第２活性剤を含み得る。第２活性剤は、脂質二層相または粒子の内腔内の水性区画へ入れ
込まれ得る。
【００２５】
　一般的に知られているように、製剤は、静脈内投与を含む非経口投与のいずれかのタイ
プ用に調製することができる。これらはまた、鼻腔内投与用の適切な方法で調製すること
ができる。リポソーム粒子の鼻腔内送達のために調製する製剤の方法は、当該分野で公知
である（例えば、欧州特許EP0440289参照）。製剤は公知の方法（例えば、米国特許US860
9088参照）に従って、中枢神経系への鼻腔内送達に適した方法で製造することができる。
徐放製剤は、好ましくは頭蓋内、筋肉内、または腫瘍内へ注射される。
【００２６】
　本発明は、ナノ粒子のPARP阻害剤製剤を調製する方法を含む。この方法は、両性イオン
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性リン脂質、カチオン性脂質、コレステロール、PEG化脂質、及び有機溶媒に溶解したPAR
P阻害剤を含有する混合物を提供することを含む。溶媒は、クロロホルム、メタノール、
ヘキサン、または他の有機溶媒、またはそれらの混合物を含んでいてもよい。カチオン性
脂質の例については、WO2009129387、WO9405624、米国特許US6056938を参照されたい。乾
燥脂質フィルムが混合物から有機溶媒を除去することにより調製される。当該方法の一実
施態様では、有機溶媒を蒸発により除去する。
【００２７】
　PARP阻害剤を含有する水和した脂質構造物の懸濁液が水溶液で脂質膜を水和することに
より形成される。一実施態様では、水溶液は、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）である。一
実施態様では、水和した脂質構造は、連続的に、懸濁液を混合することにより形成される
。一実施態様では、水和工程は、45～50℃で行われる。一実施態様では、水和工程は、室
温で行われる。
【００２８】
　水和脂質構造は、所望の大きさの小さい均質なナノ粒子の集団を得るために再構成され
る。一実施態様において、ナノ粒子は、超音波処理によって処理される。超音波処理は、
好ましくは0～25℃、または0-37℃の温度で行われる。一実施態様において、ナノ粒子は
、再構成されており、ナノ多孔質膜を通して繰り返し押し出しによってサイズが選択され
る。いくつかの実施態様では、押出は0～25℃、または0-37°C、または約37℃の温度で行
われる。いくつかの実施態様では、押出は、約10回ナノ粒子懸濁液を多孔質膜を通過させ
ることを含む。一実施態様では、膜の孔径は200nmである。一実施態様において、ナノ粒
子は、超音波処理に続いて押し出しよってサイズ選択される。いくつかの実施態様では、
ナノ粒子の所望の大きさは80～100nm、80～120nm、または100～120 nmである。
【００２９】
　本発明はまた、本明細書に記載のPARP阻害剤製剤を投与することによって、被験体にお
ける癌を治療する方法を含む。癌は、例えば、前立腺癌、乳癌、肺癌、ユーイング肉腫、
膵臓癌、頭頸部癌、子宮頸癌、卵巣癌、結腸直腸癌、骨肉腫、脳腫瘍、肝臓癌、リンパ腫
、黒色腫、白血病、神経芽細胞腫、上咽頭癌、肛門癌、虫垂癌、癌腫、肉腫、皮膚癌、胆
管癌、膀胱癌、骨癌、脳幹神経膠腫、脳腫瘍、子宮癌、膣癌、陰茎癌、子宮体癌、眼癌、
口腔癌、胆嚢癌、胃癌、精巣癌、腎臓癌、腸の癌、咽頭癌、または甲状腺癌であり得る。
【００３０】
　癌は遺伝的変異に関連付けられている場合がある。例えば、癌は、BRCA1、BRCA2、ATM
、NBS、MRE11、BLM、WRN、RECQ4（RECQL4）、FANCA、FANCB、FANCDI、FANCD2、FANCE、FA
NCF、FANCG、FANCI、FANCJ、FANCL、FANCM、FANCN、XPC、XPE（DDB2）、XPA、XPB、XPD、
XPF、XPG、XPV（POLH）、hMSH2、hMSH6、hMLH1、hPMS2またはMUTYHのようなDNA修復に含
まれる、遺伝子の変異に関連付けされ得る。癌は、PTEN、TP53、TMPRSS2、ERG、EWS、ま
たはFLIにおける変異に関連付けされ得る。癌は、遺伝子融合に関連し、例えば、TMPRSS2
：ERGまたはEWS：FLIに関連付けされ得る。
【００３１】
　本発明はさらに、本明細書中に記載のPARP阻害剤製剤を投与することによって、神経外
傷、または神経変性疾患を治療する方法を含む。例えば、神経変性疾患は、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）、運動ニューロン
疾患、毛細血管拡張性運動失調症、常染色体優性小脳性運動失調、バッテン病、大脳皮質
基底核変性症、クロイツフェルト・ヤコブ病、致死性家族性不眠症、遺伝性運動および近
位優位と感覚神経障害、歩行運動失調、ライム病、マシャド・ジョセフ病、精神遅滞、多
系統萎縮症、神経有棘赤血球症、ニーマン・ピック病、橋小脳低形成、タンパク質凝集、
ピルビン酸脱水素酵素欠損症、レフサム病、サンドホフ病、シャイ・ドレーガー症候群、
脊髄小脳変性症、脊髄の亜急性連合変性症、亜急性硬化性全脳炎、脊髄癆の背側、テイ・
サックス病、中毒性脳症、毒性白質脳症、グラグラハリネズミ症候群、てんかん、統合失
調症、認知症、脳の硬化症、障害性神経繊維、糖尿病、または脳の老人性変性に関連する
神経変性の髄鞘形成であり得る。神経外傷は、外傷性脳損傷、外傷性神経損傷、術後神経
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損傷、脊髄損傷、脳卒中または脳虚血であり得る。
【００３２】
　PARP阻害剤製剤は、静脈内、筋肉内、皮下、または頭蓋内注射によって投与することが
できる。本発明のナノ粒子のPARP阻害剤の製剤は、pH6.8、6.7、6.6、6.5、6.4、6.3、6.
2、6.1、または6.0の如きpH7未満において、PARP阻害剤を放出する。製剤は、腫瘍を有す
る被験者に製剤の、例えば静脈内注射によるが如き、投与に続く、腫瘍細胞へのPARP阻害
剤の選択的デリバリが可能である。ナノ粒子PARP阻害剤製剤は、腫瘍塊を減少させ、およ
び／または腫瘍を有する被験体に投与した場合、腫瘍細胞を死滅させることができる。被
験体は、患者のようなヒト、または動物の被験体とすることができる。
【００３３】
　癌、神経外傷、または神経変性疾患を治療する方法はまた、治療の他の態様を含むこと
ができる。例えば、本方法は、放射線療法、非PARP阻害化学療法、または手術に関連して
本明細書に記載されるPARP阻害剤の製剤を投与することを含み得る。この方法は、放射線
療法および／または非PARP阻害剤療法の１回以上を含むことができる。本明細書に記載の
PARP阻害剤製剤は、または治療の他の態様の前、後または同時に投与することができる。
【００３４】
　当該治療方法は、ここに記載されたPARP阻害剤製剤を、1回または2回以上投与すること
を含み得る。
【００３５】
　本発明のナノ粒子状のPARP阻害剤の製剤は、オラパリブのような遊離のPARP阻害剤の投
与と比較して、以下の利点を提供する：1）高い生体適合性および生物学的利用能の増加
、2）血漿中の滞留時間を延長、3）強化された浸透性および保持（EPR）に起因する、受
動的な腫瘍への標的設定（ターゲッティング）、4）腫瘍微小環境におけるpH応答性の放
出プロファイル; および5）PARP阻害剤の大きく、速い核局在化。これらの利点は、効果
的に腫瘍を破壊するために薬物の非常に高い臨床的に関連する用量を送達する必要性の観
点から特に重要である。
【００３６】
　本発明は、また、包装材料と、本明細書に記載される治療方法のいずれかを実行するた
めの説明書と共に、本明細書に記載のPARP阻害剤の製剤のいずれかを含むキットを含む。
【実施例】
【００３７】
実施例１：材料及び方法
ナノ・オラパリブの合成：
1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン（DPPC）、コレステロール、1,2-ジス
テアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N- ［メトキシ（ポリエチレングリ
コール）-2000］（DSPE-mPEG-2000）、1,2-ジオレオイル-3-トリメチルアンモニウム- プ
ロパン（塩化物塩）（DOTAP）はアバンティ・ポーラー・リピッド（アラバスター、アラ
バマ州）から購入した。簡単に言えば、すべての脂質およびポリマー（アバンティ・ポー
ラー・リピッド）は、オラパリブとは、クロロホルムに溶解し、溶媒を脂質 - ポリマー 
- オラパリブ溶融物を形成するために蒸発させた。フィルムは、一晩真空下で乾燥させ、
プレ油中水エマルション化のために50℃で水性溶媒で水和した。プレエマルジョンは10分
間室温で超音波処理し、オラパリブの高度に凝縮した脂質ナノ粒子を産出した。
【００３８】
　HPLC分析：カプセル化されたオラパリブの濃度はHPLCを用いて測定した。移動相はメタ
ノールで最適化された：水（64:36）を逆相C18カラム（SUPELCOTM）上で実行し、オラパ
リブは207 nmで検出された。以下の検討に使用される全ての用量は、上記のように移動相
に連続的に希釈したオラパリブ溶液の作業範囲を用いて得られた標準曲線から導かれた。
バッチ全体の積載効率は約80～90パーセントであった。
【００３９】
　ナノ・オラパリブの物理化学的特性：粒子サイズがゼータプラス粒子サイジングソフト
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ウェアバージョン5.23（ブルックヘイブン・インスツルメンツ・コープ社）を用いて測定
した。粒子サイズに関する安定性が、4℃で24時間、5ヶ月および7ヶ月の保存の後で、測
定された。粒径のpH依存性の変化は、0分および10分、各バッファにナノ・オラパリブを
インキュベートしたのちに、pH7.4およびpH6で測定した。
【００４０】
　透過型電子顕微鏡：我々は、次に透過型電子顕微鏡（TEM）JEOLモデルJEM-1000顕微鏡
を用いてナノオラパリブを調べた。ナノオラパリブを配合し、サンプルをPBSで50倍に希
釈した。一酸化ケイ素のホルムバールコーティングされた200メッシュグリッドは、撮像
のために使用された。簡単に説明すると、グリッドは1分間、濾過水の滴で洗浄し、ろ紙
で乾燥ブロットした。試料の10μL等分量を、1分間、グリッド上にピペットで滴下し、1
％酢酸ウラニル染色に続いてブロット乾燥し、グリッドを室温で乾燥させた。濾過された
水の滴が、再度ピペト計量し、室温で乾燥させた。 TEM顕微鏡写真は、80kVの加速電圧で
AMTカメラシステムを用いて捕捉した。顕微鏡の倍率バーは500nmである。
【００４１】
　放出試験は：放出試験はナノ・オラパリブのために修正された、透析に基づいて行われ
た。簡単に言うと、PBSまたはFBSのいずれかを55％に希釈した0.4 mLのナノ・オラパリブ
の量は、セルロースエステル膜とフロート-A-ライザー（R)G2（スペクトラム(R)ラボラト
リーズ，インク、カタログ番号G235025）に装填した。透析バッグは、CaおよびMgを含ま
ないPBSの80mlに懸濁し、37±0.5℃に維持し、絶えずビーカー内の適切なサイズのテフロ
ン（登録商標）被覆磁気攪拌棒を使用して、200 r.p.mで回転させた。 7日間に渡って所
定の時間間隔で、リリースメディア（ビーカー内）からの1mLの等分量をサンプリングし
、新鮮なPBSを1mL、37℃に保って置換した。 1mLの等分量のオラパリブ濃度は、HPLCを用
いて定量され、そして全ての実験は二度行った。
【００４２】
　ナノ・オラパリブの体外の特徴付け：体外での研究のために、発明者らはPTEN欠損ヒト
前立腺癌細胞株PC3（ATCC）、LNCaP細胞（ATCC）およびマウス細胞株FKO1を使用した。す
べての細胞株はATCCによって示唆された適切な培地中に維持された。簡単に言えば、完全
な培地は、ハイクローン（FBS）からF12-K（PC3）、RPMI（LNCaP細胞）およびDMEMへ10％
ウシ胎児血清を添加することにより製剤され、それらは、ウシ下垂体抽出物、（Life Tec
hnologies社：カタログ番号13028014 ）などの成長因子で補充され、最終濃度 25μg/ml
、インスリン、（シグマアルドリッチ　カタログ番号：I6634-50mg)最終濃度5μg/ml、EG
F（ライフテクノロジー社カタログ番号：PHG0311）、最終濃度6ng/ ml（FKO1で補充され
た。FKO1細胞は、コラーゲンコートプレート（VWRカタログ＃：47743-656 ）上で増殖さ
せた。 CellTiter-Glo（登録商標）発光細胞生存試薬は、Promega、CAカタログ番号G7570
）からオーダーされた。 クローン原性アッセイキットは、カタログ番号CODE：CA-001、B
ioPioneer、CAから購入された。
【００４３】
　体外試験のための照射：放射線は小動物放射線研究プラットフォーム（SARRP）DFCI、
固定されたフィールド照射が可能のX線管とフラットパネル撮像器を搭載した構台、回転
療法とコーンビームCT（CBCT）撮像を使用してデリバリされた。SARRPは、220 keVのX線
の複数の円弧状小フィールド照射を送達することが可能であり、より均一な線量プロファ
イルを有する、近接照射療法源によって生成される線量分布のサイズに匹敵する放射分布
を形成することができる。ここで、放射線量は、24時間オラパリブ／ナノ・オラパリブで
前処理した細胞に照射する2 Gy（5.6Gy/分、22秒間）と4 Gy（5.5Gy/分、44秒間）に最適
化された。
【００４４】
　核局在化および初期DNA損傷決定：様々な処理条件の細胞株におけるPARP、PARylation
、PARP開裂およびγH2AXを含む初期のDNA損傷及びPARP阻害経路の損傷を評価するために
は、免疫蛍光法（共焦点）およびウェスタンブロッティングアッセイの両方のための放射
線のあり、なしで、前立腺癌細胞株を20μMのオラパリブ ／ナノオラパリブに露出し、10
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0,000細胞で播種した。PARP-1はDNA鎖開裂によって強力に活性化される116 kDaの核タン
パク質である。アポトーシスの間、例えば、カスパーゼ-3及び-7のようなタンパク質は、
85キロダルトン及び25 kDaのフラグメントを生成するために、PARPを開裂する。アポトー
シスの核局在および程度は、核PARP開裂アッセイおよびウェスタンブロットを用いて測定
したすべての細胞株の様々な治療のためにPARP、PAR、およびγH2AXの相対的な細胞濃度
を決定するために使用された。簡単に述べると、薬剤を添加する前に、24時間、105細胞
／ウェル（井戸）の滅菌カバースリップ上の6ウェルプレートに播種した。細胞は、それ
らが照射した後、または4時間のいずれかのため、薬物とともにインキュベートされた。
このように処理された細胞は、さらなる分析のためにそれらを固定する前に、37℃で1時
間インキュベートされた。
【００４５】
　全細胞溶解物についてのウェスタンブロット：ウェスタンブロッティングのために、細
胞溶解物を、プロテアーゼ（Roche社）を補充したNP40バッファ（ボストンバイオプロダ
クツ社）とHALTホスファターゼ阻害剤カクテル（サーモサイエンティフィック社）を用い
て調製し、続いてSDS-ゲル分離（インヴィトロゲン社）およびウェスタンブロッティング
に付される。以下の抗体をウェスタンブロッティングに使用した：抗γH2AX（＃9718、セ
ルシグナリング社）、抗PAR（トレヴィゲン社）、抗PARP（9542;セルシグナリング社）、
および抗βアクチン（AC-74、シグマ社）。得られたウェスタンブロットをイメージJソフ
トウェアを用いて定量した。イメージJ分析のために、PAR濃度は、最初のローディングア
クチンコントロールに対して正規化し、その後処置群で利用可能のPARP-1に対して正規化
された。
【００４６】
　共焦点顕微鏡を使用する核PARP開裂解析：細胞を1％ホルマリンで固定し、37℃で15分
間保持した。細胞の定着剤がなくなるまでカバースリップは、3回PBS洗浄（各3分）され
た。細胞は、30分間、0.5％トゥイーン80を含むPBSを用いて再水和し、緩衝剤で洗浄し、
抗PARP開裂部位（214/215）の特定の抗体、FITCコンジュゲート（ライフテクノロジー社
、NY、カタログ番号44-699）で1時間インキュベートした。この抗体は、開裂されたPARP
の85kDaの断片を特異的に認識し、アポトーシス細胞を検出するためのマーカーとして使
用することができる。カバーガラスを2回洗浄し、使用するスライドガラス上にマウント
し、エッジはマニキュア液を用いて封止した。画像はオリンパスFV1000、多光子共焦点顕
微鏡（オリンパス・アメリカ社、セントラルバレー、カリフォルニア州）を用いて撮影し
た。開裂PARP（FITC）およびDAPIの撮像用に用いられた励起フィルタは、それぞれEx-488
、405であった。発光フィルターは、FITCおよびDAPIに対してそれぞれ530、458 nmに設定
した。すべての画像は60倍の対物レンズで撮影した。さらなる分析は、画像Ｊで行われた
。擬似カラーがRGB形式の画像に割り当てられ、そこにおいては、DAPI（緑）、開裂され
たPARP（赤）とマージされた画像は、次のセクションで報告された。統計的有意性は、双
方向ANOVAおよびグラフパッドプリズムにおけるダンネットの多重比較検定を用いて分析
された。
【００４７】
　放射線増感した後の遅延生存率分析：いくつかの研究に基づいて、発明者らはオラパリ
ブとナノ・オラパリブとの無線-増感の長期的な効果を決定するために、一般的なクロー
ン原性分析プロトコルを変更した（42、43）。パーセント細胞生存率は、2 Gyおよび4 Gy
の線量で修飾クローン原性分析を用いて測定された。照射は、前立腺癌細胞株、LNCaP　P
C3及びFKO1において、上記のようにして行なわれた。簡単に説明すると、細胞は、105細
胞／ウェル（井戸）で、一晩インキュベートし、関連するすべてのコントロールを含む20
μMのオラパリブ相当のオラパリブ ／ナノ・オラパリブで処理し、4時間後に照射し、1時
間インキュベーターでそれらを放置した。次いで、細胞をトリプシン処理し、複製におけ
る様々な処理の細胞懸濁液を回収した。自動細胞計数器及び各処置群から10,000～20,000
細胞を用いて決定した細胞密度を計算し、新たな6ウェルプレートに播種した。細胞は、
各細胞株について約9倍加サイクル（特殊）の間インキュベートされ、コロニーを固定し
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、クリスタルバイオレット染色を用いて染色した。過剰な染色は、脱イオン水を用いて洗
浄除去し、画像はデジタルカメラを用いて撮影した。染色は、すべての細胞株についてオ
ラパリブとナノ・オラパリブ処理の効果を定量化するために、酢酸に溶解した。
【００４８】
　CalcuSynを使用する相乗効果の決定：上記・オラパリブ処理に応答して影響をされた細
胞の割合（Fa）が決定された。単独で照射との併用療法によって影響を受けた細胞のフラ
クションを遅延細胞生存率分析によって決定し、これらの値は、相乗効果の分析を実行す
るために利用された。Chou-Talalay（チョウ－タラレイ）のアイソボログラム式に基づい
て、CalcuSyn（バイオソフト）によって配合された、非一定の比率の組み合わせの設計は
、組み合わせ指数を計算するために使用された（44）。全ての細胞は照射の用量の増加に
伴って20μMのオラパリブまたはナノオラパリブに曝露された。 CI値は、アイソボログラ
ムから生成された。全てのアッセイは二連で行った。バーは、照射との組み合わせでのLN
CaP、PC3およびFKO1上のオラパリブとナノ・オラパリブのコンビネーションインデックス
（CI）を表す。全ての処置群に対して生成されたCI値は、重複した実験に由来する棒グラ
フで報告されている。Chou-Talalayの方法によって示されるように、相乗効果の程度が想
定される。コンビネーションインデックス> 1の場合は、増加する相加を表し、CI値<1の
場合は、増加する相乗効果を表し、0.1～0.3または0.3～0.7の間のCI値は、明らかな相乗
効果を表し、0.85から1.10の範囲の値は、わずかな相乗作用または相加効果を示す。
【００４９】
　ナノオラパリブの体内特徴付けのためPtenpc - / - ; Trp53pc - / - GEMM前立腺癌：
すべての動物は、実験動物のケアのための制度規則および倫理ガイドラインに従って、BI
DMC /ハーバード大学医学部の動物施設で飼われた。全ての動物実験は、BIDMC IACUCプロ
トコル066-2011によって承認された。 Ptenpc - / - ; Trp53pc- / - GEMMsは 前述のよ
うにが開発された（19、45）。簡単に言えば、雌のPtenのloxP / loxP；Trp53のloxP / l
oxP配列は、PtenおよびTrp53の前立腺特異的欠失のための雄のPB-Cre4トランスジェニッ
クマウスと交配した。Pb-Cre4の存在下、PtenおよびTrp53の再結合が3個の前立腺ローブ
、すなわち前部前立腺、腹側前立腺および前立腺背側に限定され、マイナーな組換えが精
嚢に発生した。それはPtenおよびTrp53の不活化の組み合わせに、HG-PINは100％のマウス
から、3つのローブで発見したこと、およびPtenpc- / - ; Trp53pc - / - の年齢10週ま
でのマウス（ N = 12）の50％に、浸潤性前立腺癌が観察された 。 11週までに、侵襲性
の腺癌はPtenpc - / - ; Trp53pc - / - 突然変異体に限定されていた（19）。ナノ・オ
ラパリブ に対するオラパリブの前臨床評価のために、 Ptenpc；Trp53pc - / -マウスは
、前立腺腫瘍の存在下、生後4ヶ月でMRIによって評価され、続いて登録された。体内での
治療研究のために、DMSO（50 mg / ml）でオラパリブ（LC Laboratories社）をベヒクル
溶液（10％2-ヒドロキシプロピル - βシグマデキストリン（シグマ社）/ PBS）で希釈し
、10μL/ g体重の最終注射量にした。 オラパリブは、腹腔内注射により毎日50mg / kgの
用量で注射投与した。 ナノ・オラパリブは、50mg / kg /投与を達成するために、ストッ
ク（200c.c）から直接腹腔内注射した。
【００５０】
　メタボロミックな分析：以前に記載のようにオラパリブのLCMS/ MSについて、薬物動態
学代謝物質は、マウス腫瘍サンプルから抽出し、分析した（2、46）。サンプルはオラパ
リブのための435.2/281.3のQ1 / Q3遷移を用いて測定された。標準曲線のために、オラパ
リブが40％メタノール中1mMから1nMの10-1希釈で調製された。 オラパリブの濃度は、腫
瘍の重量に対して正規化された。
【００５１】
　MRI画像形成および分析：腫瘍の増殖および治療効果をモニターリングするために、以
前記載されているように（18）、マウスの前立腺画像はMRIスキャナ（モデルM2の1T ASPE
CTマグネットテクノロジーズ社、ネタニア、イスラエル）に取り込まれ、画像化された。
以前記載のように（47）、腫瘍体積の定量化を行った。
【００５２】
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　組織病理学：マウスはその後、2週間の治療後に屠殺され、そしてオラパリブとナノ・
オラパリブグループについての腫瘍、脾臓、肝臓と腎臓を回収した。組織を4％パラホル
ムアルデヒド中で固定し、標準的な手順に従って、パラフィンに包埋した。 5μmの厚さ
の腫瘍組織切片は、マイクロームHM550クライオスタットを使用して（サーモサイエンテ
ィフィック、ピッツバーグ、PA）、清浄なスライド上に載せられ、H＆E染色が行われ、切
片の埋め込みおよびH＆E染色がBIDMCにおける組織学コアによって行われた。
【００５３】
実施例２：高濃縮腫瘍ｐＨ応答性ナノ・オラパリブの製剤
　すべての最適化ステップは、臨床的に関連する濃度において、体外または体内試験で調
整され、すぐに使用する注射製剤を得るために、オラパリブ送達のための非常に凝縮され
たpH応答性ナノ製剤を処方することに対して目標にされた。
　ナノ粒子の粒径分布は、以下のようにいくつかのバッチに渡って見られるように100～1
20ナノメートルであり、透過型電子顕微鏡（TEM）（図4B）で分析したが、動的光散乱（D
LS）測定（図4A）と協調している。具体的に漏れやすい腫瘍血管系（31,32）によって、
このサイズ範囲の周辺のナノ粒子は、ナノ・オラパリブの受動的取り込みのために最も適
していることはよく知られている。 DLS測定によって確認されたように、ナノ粒子製剤は
、少なくとも5ヶ月間安定であるが、4℃で、7ヶ月貯蔵後の粒子サイズの顕著な増加があ
った（図4A）。
【００５４】
　実施例３：ナノ・オラパリブはｐＨ７．４におけるに比して、腫瘍ｐＨにおいて大きな
薬剤解放を示す。
　ナノ粒子の成分はナノ・オラパリブが、高血清培地（血中濃度をシミュレートした）の
存在下で、pH7.4の（血液）で無傷のままであるが、酸性pH 6に応答してバースト放出を
示すように、最適化された。それは、腫瘍微小環境とエンドソーム小器官で流行している
。実際、ナノ・オラパリブは、pH 7.4およびpH 6において（図4E）、血清中のオラパリブ
およびナノ・オラパリブの体外放出試験に見られるように、pHが放出動態学を引き起こす
ことを実証した。オラパリブの血液ｐＨにおける放出と比較して、血清の存在下、腫瘍の
pHにおいてはオラパリブの放出は7.5倍高い。オラパリブのなしの場合に比べて、ナノ・
オラパリブの放出プロファイルは、ナノ・オラパリブのために、血液中のより長い滞留時
間を意味する（図4D）。消失速度の動力学は、これらの体外研究において考慮されていな
い。 pH6において、ナノ・オラパリブの大きさの急激な増加は、脂質ナノ粒子の外側の層
の膨潤を可能にし、酸性pHトリガでの爆発的放出を可能にすると考えられている（図4C）
。
【００５５】
実施例４：ナノ・オラパリブの体外特性のための前立腺癌細胞株
　ナノ・オラパリブとオラパリブの有効性は、LNCaP細胞、PC3とFK01で分析され、同時に
PARおよびγH2AXのようにPARP応答のバイオマーカーの差動レベルが決定された。  結果
は、実施例5，6で説明されている。
【００５６】
実施例５：ナノ・オラパリブはPAR化を阻害する。
　PARP-1の細胞機能を酵素的に負に荷電したポリマーによって媒介され、ポリADPリボシ
ル（PAR）とは、PARP阻害の有効性を評価するためのバイオマーカーとして使用すること
ができる。付随照射有りまたは無しでナノ・オラパリブの機能性を確立するために、全細
胞溶解物をウェスタンブロット分析を使用して、PC3のPARレベル（PAR化）を決定するた
めに分析した。 PC3（図5A）のPAR化ブロットは、細胞の照射後に１時間で、ナノ・オラ
パリブで前処理された、潜在的により高い細胞への取込みは、オラパリブ処理した細胞と
比較して、PAR化の大きな抑制があったことを示している。予想されたように、0 Gyから4
 Gyの放射線量の増加は、PAR化を増加したが、核内のPAR化阻害のために利用可能なナノ
・オラパリブの濃度は、PC3でのオラパリブがない場合（図5B）のそれよりも大きかった
。
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【００５７】
実施例６：ナノ・オラパリブはYH2Axの発現を増加する。
　広範な細胞性DNA修復機構は、PARを含む多くのサイトゾルタンパク質、および、ヒスト
ン／ヒストンバリアント（γH2AX）の動員によって調節されている（33）。ここでは、γ
H2AXの初期発現はLNCaPs（図5C）で研究された。 ナノ・オラパリブが修復プロセス（図3
B）を抑止するようにオラパリブに比べてより有利な時空間的利用可能性を持っている、
という仮説を強化し、LNCaPsが体外で、ナノ・オラパリブで処理された場合、γH2AX発現
が最も高かった。
【００５８】
実施例７：核開裂PARP分析はナノ・オラパリブの早急かつ大きな核局在化を実証する。
　PARP開裂は、アポトーシスの古典的な特徴の一つであると考えられている。開裂された
PARPのような照射後のアポトーシスのバイオマーカーは、PARP-1が、核（5）におけるク
ロマチンの再編成の際に主要な役割を果たしている、抑止DNA損傷応答の如き、基本的な
事象に頻繁に依存している。したがって、次のステップは、ナノ・オラパリブは、特に核
に薬物を送達し、DNA損傷修復経路及び／又はアポトーシス活性に対する阻害作用を引き
起こすかどうかを決定することであった。開裂されたPARPの程度は、共焦点分析を使用し
て、1時間の放射線後照射を決定し、核の面積と放射線照射有り無しでのオラパリブとナ
ノ・オラパリブ処理した細胞中の開裂されたPARPの発現を検討した。最大PARP開裂は、ナ
ノ・オラパリブで処理した細胞内、2 Gyので照射で観察された。一般に、PARP開裂の程度
は、照射細胞＜オラパリブ処理細胞 + 2 Gyの≦ナノ・オラパリブで処理した細胞+ 2 Gy
で試験したすべての細胞株における明確な傾向に従う。
【００５９】
　まず、3倍の増加がオラパリブ ／ナノ・オラパリブ処理後のLNCaP（緑）の核の領域で
観察された（図9）。 LNCaP細胞において、開裂PARP（赤）は、両方の薬剤で単剤療法の
際に20倍に増加したが、照射された試料に、ナノ・オラパリブ処理した細胞でさらに3倍
の増加が見られた（図6B）。またオラパリブ処理したLNCaPsにおいて、開裂されたPARPは
、主に核周辺領域で発見されたことが観察されたが、同じ時間枠で、ナノ・オラパリブ処
理した細胞は、放射線増感剤として使用した場合、核の内部で開裂されたPARPの活性を示
し、オラパリブの空間 - 時間送達の重要性を強調した。 PC3細胞では、オラパリブ処理
対照に比べて、2 Gyのでナノ・オラパリブ処理した細胞中の核の開裂されたPARPで約10倍
の増加と、4Gyにおいて約6倍の増加があった（図6C、6D）。 ナノ・オラパリブで前処理
した照射FKO1核はまた、それぞれのオラパリブ処理対照に比べて2 Gyで、核開裂されたPA
RPレベルの～8倍の増加を示しました、4Gyで20倍の増加を示した（図6E、6F）。核の大き
さに顕著な変化は、PC3とFKO1で見られなかった（図9）。空のナノ粒子コントロールは、
試験した細胞株では、極最小限の開裂されたPARPを誘導した（図示せず）。
【００６０】
　照射により誘導される細胞死経路におけるナノ・オラパリブの早期介入は、上記の分析
から非常に明白で、すべての細胞株において、ナノ・オラパリブが有意に良好な放射線増
感剤であることを示唆し、それは、オラパリブなしの場合に比べて、ナノ粒子を介して送
達した場合、オラパリブのより大きな、より高速の核局在化に起因する（図3B）。
【００６１】
実施例８：ナノ・オラパリブはオラパリブよりも良い放射線増感剤である。
　オラパリブとナノ・オラパリブの長期／遅延放射線増感効果を研究するために、従来の
クローン原性アッセイは、LNCaP、PC3及びFKO1の長期パーセント細胞生存率（図7A）を測
定するように変更された。一般に、放射線感受性が、LNCaPs（単独で、2 Gyの照射に起因
して80％の細胞死）に対して、続いてPC3（2 Gyで30％の細胞死）、FKO1s（2 Gyで17％の
細胞死）までと最も高いことが観察され、FKO1が全ての細胞株の中で最も放射線抵抗性で
あることにされた。 2Gyにおけるパーセント細胞生存率は、ナノ・オラパリブとインキュ
ベートした細胞は、同じ用量でオラパリブの放射線増感を比較したら、大きい細胞死（PC
3s 90％とFKO1s、76％）を示したことを示す（PC3s 80％、FKO1-68％） 。同様に、4 Gy
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の放射線と組み合わせナノ・オラパリブ治療とパーセント細胞生存率曲線は、同じ用量（
LNCaPs-95％、PC3s-89％、FKO1-82％）でオラパリブとの放射線増感に比べて大きい細胞
死滅（LNCaPs-97％、PC3s-93％とFKO1s-83％）を示した 。ナノ・オラパリブの単独療法
は、また、オラパリブ単独（LNCaP-46％、PC3-78％、FKO1-53％）を用いた治療と比較し
て、有意に高い細胞死（LNCaP-60％、PC3-91％、FKO1-64％）を誘発した（図7B）。キー
の遺伝形質および特性は、前立腺癌細胞株、LNCAP、PC3とFK01の我々の選択のための理論
的根拠、および本研究における観測の要約を概説した（図7D）。
【００６２】
実施例９：ナノ・オラパリブは放射線で相乗的活動を示した。
　CalcuSynソフトウェアを用いて計算された組合せインデックス（図7C）は、全ての細胞
株および治療において、ナノ・オラパリブは、オラパリブのない場合に比べ（ますます相
乗的な）低いCI値を有することが判明した。併用療法は、オラパリブで処理した場合、添
加剤の効果がPC3の中で見ている間に、LNCaPsにおいて、続いてFKO1において、高度に相
乗的であるように思われる。 FKO1は、その放射線抵抗性の性質と放射線感受性との相乗
効果を考慮し、ナノ・オラパリブ処理の最大の利点がある。全ての細胞株において、2 Gy
の場合と比較してより4Gyの場合に高い照射線用量において、より大きな相乗作用が観察
され、それは、PC3細胞において相乗効果を向上させる余地があることを示している。
【００６３】
　実施例１０：ナノオラパリブ（腹腔内）は、前立腺癌のPtenpc-/-;Trp53pc-/- GEMMsに
おけるオラパリブの場合に比べて２０倍高い累積を示す（背の前立腺癌葉）。
　本発明者らは、そのPtenpc- /- ; Trp53pc- /- とGEMMマウスが、FKO1細胞株が、それ
に由来し、ナノオラパリブの腫瘍蓄積および治療効果を調査するためにCRPCの適切なモデ
ルとして役立つと推論した（図8A）。方法の項で述べたように、オラパリブとナノ・オラ
パリブの前立腺腫瘍の蓄積、およびそれに続く2週間の治療レジメン（摂生）を測定した
。正規化されたオラパリブ数は、すべての前立腺葉中の遊離薬剤投与（図8Ｂ）と比較し
て、ナノ送達を介して、より大きなオラパリブの蓄積を示す。ナノ・オラパリブの蓄積の
増加倍率は、背側前立腺葉の20倍と測定され、腹腔内に投与したとき、すべての葉の平均
蓄積は、オラパリブのない場合に比べて、約10倍高い（図8C）。
【００６４】
実施例１１：ナノ・オラパリブは前立腺癌のPtenpc-/-;Trp53pc-/- GEMMsにおいて腫瘍容
積を減少させる。
　前のセクションで説明したように、両方の腫瘍サプレッサー、PTENおよびp53の遺伝子
切除は、去勢抵抗性前立腺癌（CRPC）に進行する癌と相関している（27-29）。 オラパリ
ブとナノ・オラパリブの治療の治療的応答は、上記のセクションで述べたように、MRI分
析を用いて、体内のGEMMsで、背外側および腹側前立腺ローブの容積の変化倍率の点でこ
こに報告されている（図8D）。一般的には、固形腫瘍は、腫瘍の最も積極的な亜集団であ
り、こうして固形腫瘍体積の変化倍率がここに報告されている。腹側と背側の前立腺葉の
量の倍数変化は、日日1の未処理腫瘍と比較して、14日間の治療後に分析された。遊離の
オラパリブは、腫瘍を保有するローブにおいて、1.5～2.5倍の増加を示しているが、ナノ
・オラパリブは、腫瘍を安定化するだけでなく、ナノ・オラパリブの最高蓄積（オラパリ
ブのない場合より約20倍高い）があった背外側ローブ中で、約1.5倍の腫瘍体積を減少さ
せた（図8B）。
【００６５】
実施例１２：ナノオラパリブは１次RES器官において最小の毒性を示す。
　RES器官におけるナノ・オラパリブの毒性プロファイルを調べた（図8C）。肝臓、腎臓
および脾臓のH＆E染色は、ナノ・オラパリブに腹腔内用の安全なベヒクルを提供する、オ
ラパリブ処理マウス（マウスID206）およびナノ・オラパリブ処理マウス（マウスのID207
）との間の顕著な差を示していない。空のナノ粒子（ベヒクル）の毒性を調べる予備的研
究は、3匹のマウスで行った。これらの研究においては、全くの体重減少または形態学的
変化も、見られなかった（データは報告されていない）。
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【００６６】
　「から本質的になる」は、本明細書で使用されるように、実質クレームの基本的及び新
規な特徴に影響を及ぼさない、材料又はステップを排除するものではない。本明細書にお
いて、特に組成物またはデバイスの要素の説明における構成要素の説明において、用語「
含む（comprising）」の任意の列挙は、「本質的になる」または「からなる」と置き換え
ることができる。
【００６７】
　本発明は特定の好ましい実施形態に関連して説明をして来たが、当業者は、前述の明細
書を読んだ後、本明細書に記載の組成物および方法に種々の変更、均等物の置換、および
その他の変更を行うことができるようになる。
【００６８】
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