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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）少なくとも１つの長鎖リン脂質；
　ｂ）少なくとも１つの短鎖リン脂質；および
　ｃ）プロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチド
を含有している、ナノ小胞を形成する組成物であって、
　ナノ小胞が水性溶液の添加によって自発的に形成される、組成物。
【請求項２】
　少なくとも１つの上記長鎖リン脂質は、ジオレオイルホスファチジルセリン（ＤＯＰＳ
）、ジオレオイルホスファチジルグリセロール（ＤＯＰＧ）、ジオレオイルホスファチジ
ルイノシトール（ＤＯＰＩ）、ジオレオイルホスファチジン酸（ＤＯＰＡ）およびこれら
の混合物からなる群から選択される、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　少なくとも１つの上記短鎖リン脂質は、ホスファチジルセリン、ホスファチジルコリン
、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸、ホス
ファチジルエタノールアミンおよびこれらの混合物からなる群から選択される、請求項１
または２に記載の組成物。
【請求項４】
　上記プロサポシン誘導体化タンパク質は、サポシン　Ｃ、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ
５またはこれらの混合物からなる群から選択される１つ以上である、請求項１～３のいず
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れか１項に記載の組成物。
【請求項５】
　上記ナノ小胞は、１モード、２モードもしくは３モードの単層小胞、またはこれらの混
合物のサイズ分布を有する、請求項１～４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項６】
　上記ナノ小胞が、扁平楕円体の単層小胞および３軸楕円体の単層小胞から構成されてい
る、請求項１～４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項７】
　上記長鎖リン脂質が、陰イオン性の長鎖リン脂質および無電荷の長鎖リン脂質からなる
群から選択されており、
　ここで、陰イオン性の長鎖リン脂質、無電荷の長鎖リン脂質および短鎖リン脂質の量は
、
式：［無電荷の長鎖リン脂質］＋［陰イオン性または無電荷の長鎖リン脂質］／（短鎖リ
ン脂質）＝２～１０
によって規定される、請求項１～６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項８】
　薬学的に活性な因子をさらに含有している、請求項１～７のいずれか１項に記載の組成
物。
【請求項９】
ａ）ＤＯＰＳおよびＤＰＰＣである長鎖リン脂質；
ｂ）ＤＨＰＣである短鎖リン脂質；ならびに
ｃ）サポシン　Ｃ、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５およびこれらの混合物から選択される
タンパク質またはポリペプチドであるプロサポシン誘導体化タンパク質またはプロサポシ
ン誘導体化ポリペプチドを含有している、ナノ小胞を形成する組成物。
【請求項１０】
　ＤＰＰＣに対するＤＯＰＳの割合は２～２０の範囲内である、請求項９に記載の組成物
。
【請求項１１】
　ａ．少なくとも１つの長鎖リン脂質、少なくとも１つの短鎖リン脂質、および少なくと
も１つのプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドを
含有している組成物を準備する工程
　ｂ．水性溶液を準備する工程、ならびに
　ｃ．上記組成物を上記水性溶液と混合して、１モード、２モードもしくは３モードの単
層小胞、またはこれらの混合物のサイズ分布を有するナノ小胞の集団を自発的に形成させ
る工程
を包含する、ナノ小胞の集団の製造方法。
【請求項１２】
　少なくとも１つの上記長鎖リン脂質は、ジオレオイルホスファチジルセリン（ＤＯＰＳ
）、ジオレオイルホスファチジルグリセロール（ＤＯＰＧ）、ジオレオイルホスファチジ
ルイノシトール（ＤＯＰＩ）、ジオレオイルホスファチジン酸（ＤＯＰＡ）およびこれら
の混合物からなる群から選択される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　少なくとも１つの上記短鎖リン脂質は、ホスファチジルセリンまたはホスファチジルコ
リンである、請求項１１または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　少なくとも１つの上記短鎖リン脂質は、ＤＨＰＣ、ＤＨＰＳ、またはこれらの混合物か
らなる群から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　上記ナノ小胞の集団は、扁平楕円体の単層小胞および３軸楕円体の単層小胞から構成さ
れている、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項１６】
　上記プロサポシン誘導体化タンパク質またはプロサポシン誘導体化ポリペプチドは、サ
ポシン　Ｃ、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５またはこれらの混合物からなる群から選択さ
れる１つ以上である、請求項１１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　短鎖リン脂質に対する長鎖リン脂質の割合は２から２０である、請求項１１～１６のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　上記長鎖リン脂質が、陰イオン性の長鎖リン脂質および無電荷の長鎖リン脂質からなる
群から選択されており、
　ここで、陰イオン性の長鎖リン脂質、無電荷の長鎖リン脂質および短鎖リン脂質の量は
、
式：［無電荷の長鎖リン脂質］＋［陰イオン性の長鎖リン脂質］／［短鎖リン脂質］＝２
～１０
によって規定される、請求項１１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　上記短鎖リン脂質は陰イオン性または無電荷である、請求項１１～１８のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項２０】
　上記ナノ小胞は薬学的に活性な因子をさらに含有している、請求項１１～１９のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２１】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＣおよびサポシン　Ｃを含有している、請
求項１１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＣおよびＨ１を含有している、請求項１１
および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＣおよびＨ２を含有している、請求項１１
および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＣおよびＨ５を含有している、請求項１１
および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＣ、サポシン　Ｃ、Ｈ１およびＨ２を含有
している、請求項１１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＳ、およびサポシン　Ｃを含有している、
請求項１１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＳ、およびＨ１を含有している、請求項１
１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＳ、およびＨ２を含有している、請求項１
１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＳ、およびＨ５を含有している、請求項１
１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＳ、サポシン　Ｃ、Ｈ１およびＨ２を含有
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している、請求項１１および１５～２０のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔優先権〕
　本願は、２００６年１０月２０日出願の米国仮出願第６０／８６２，３２１号（発明の
名称“Spontaneously Forming Ellipsoidal Phospholipid UnilamellarVesicles”）およ
び２００７年４月２７日出願の米国出願第１１／７４１，３２３号に対する優先権を主張
する。
【０００２】
　〔関連出願〕
　本願は、２００５年３月２９日発行の米国特許第６，８７２，４０６号（発明の名称“
Fusogenic Properties of Saposin C and Related Proteins and Peptides for Applicat
ion to Transmembrane Drug Delivery Systems”）；および米国特許出願公開第１０／８
０１，５１７号、米国特許出願公開第２００４／０２２７９９号（発明の名称“Saposin 
C-DOPS: A Novel Anti-Tumor Agent”）に関連する。すべての文献は、参照によって本明
細書に組み込まれる。
【０００３】
　〔発明の分野〕
　本発明は、標的化薬物送達および改善された治療学に使用されるリン脂質組成物に関す
る。薬学的因子がリン脂質膜内に収納され、かつ膜融合タンパク質によって送達が促進さ
れる。より詳細には、薬学的因子がリポソーム内に収納され、かつサポシン　Ｃを用いて
送達が促進される。当該サポシン　Ｃは、上記リポソームと会合している。
【０００４】
　〔背景〕
　リポソームは、同心の２重膜によって形成される脂質膜によって取り囲まれた水性の空
洞を中央に有する、微細な小胞である。リポソームは、単層（１つの脂質２重膜のみを有
する）、オリゴラメラー（ｏｌｉｇｏｌａｍｅｌｌａｒ）または多層（複数の２重膜を有
する）であり得る。それらの構造によって、リポソームは、水性の内部に親水性の物質、
または脂質膜に疎水性の物質のいずれかを組み込むことができる。
【０００５】
　薬物送達用の小胞として、リポソームは原理上、多くの利点を有している。無毒の構成
要素からなり、一般的に非免疫原性であり、非刺激性であり、かつ生分解性であるだけで
なく、リポソームは、非常に多種類の治療薬を封入し、保持し、輸送し、かつ放出できる
ので、これによって有害な副作用を低減できる。リポソームは、薬物の徐放にとっての支
持体を形成すること、および特定の細胞種もしくは身体の一部に送達することができる。
また、リポソームの治療的利用は、遊離した形態において毒性のある薬物の送達を包含す
る。
【０００６】
　リポソームは、リン脂質の混合物に機械的な力を加えることによって、一般的に形成さ
れる。例えば、多種多様な方法が、リポソーム組成物の調製に現在使用されている。当該
方法としては、溶媒透析、フレンチプレス（Ｆｒｅｎｃｈ　ｐｒｅｓｓ）、押出（凍結融
解を伴うかまたは伴わない）、逆相蒸発、単純な凍結融解、超音波処理、キレート透析、
ホモジナイゼーション、溶媒浸出、微小乳化、自発的な形成、溶媒蒸発、フレンチプレス
細胞技術、および制御下における界面活性剤透析などが挙げられる。例えば、Madden et 
al., Chemistry and Physics of Lipids, 1990を参照すればよい。また、リポソームは、
振とうおよびボルテックスを要する種々の処理によって形成され得る。
【０００７】
　リポソームに関する問題点としては、コロイドの不安定性、量産化における滅菌の困難
さ、および製造における単回処理ごとの変動性が挙げられる。リポソームの調製および製
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造は、浸出またはホモジナイゼーションの後に、有機溶媒の除去を典型的に含む。これら
の処理は、リポソームの構成要素を極端な条件にさらし得る。当該極端な条件とは、例え
ば、脂質およびリポソームに取り込まれている他の分子を分解し得る、上昇した圧力、上
昇した温度および高いせん断条件である。
【０００８】
　リポソームの調製は、２重膜のサイズおよび数の非常に不均一な分布をしばしば特徴と
する。小規模において最適化された条件は、通常、うまく大規模化できず、かつ大規模な
単回処理の調整は、取り扱いにくく非常な労力を要する。
【０００９】
　リポソーム応用に関する他の問題点は、コロイドの不安定性である。懸濁物におけるリ
ポソームは、貯蔵、過熱および種々の添加物の添加によって凝集し得、かつ融合し得る。
これらの安定性の問題のために、リポソームはしばしば凍結乾燥される。凍結乾燥は費用
および時間がかかる。再構成によってサイズ分布がしばしば拡大し、かつ封入された物質
がリポソームから漏出し得る。
【００１０】
　すべてではないがほとんどの公知のリポソーム懸濁物は、熱理学的に安定ではない。公
知の懸濁物におけるリポソームは、そのリポソームの形成に用いられたエネルギーによっ
て、より高いエネルギー状態に動力学的に捕捉される。エネルギーは、熱、超音波、押出
、またはホモジナイゼーションとして供給され得る。あらゆる高エネルギー状態はより低
い遊離エネルギーになろうとするので、公知のリポソーム調合物は、凝集、融合、沈降お
よびリポソーム結合物質の漏出を伴う問題に直面する。このため、これらの問題のいくつ
かを回避し得る熱力学的に安定なリポソーム調合物が求められている。
【００１１】
　このため、現在のリポソーム調合物に伴うこれらの問題に対処する新たな方法および材
料を開発することが求められている。
【００１２】
　〔発明の要約〕
　本発明は、一般的に、疾患の治療または個体に対する活性な因子の送達に有用なリポソ
ームの集団を形成する組成物に関する。当該組成物は、ａ）少なくとも１つの陰イオン性
の長鎖リン脂質；ｂ）少なくとも１つの短鎖リン脂質；およびｃ）プロサポシン誘導体化
タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドを備えている。ここで、上記リポ
ソームは、水性溶液の添加によって自発的に形成される。
【００１３】
　１つの実施形態において、上記陰イオン性のリン脂質は、ジオレオイルホスファチジル
セリン（ＤＯＰＳ）、ジオレオイルホスファチジルグリセロール（ＤＯＰＧ）、ジオレオ
イルホスファチジルイノシトール（ＤＯＰＩ）およびジオレオイルホスファチジン酸（Ｄ
ＯＰＡ）からなる群から選択され得る。
【００１４】
　さらなる実施形態において、上記短鎖リン脂質は、ホスファチジルセリン、ホスファチ
ジルコリン、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジ
ン酸、およびホスファチジルエタノールアミンからなる群から選択され得る。
【００１５】
　上記組成物は、１モード（ｍｏｎｏｍｏｄａｌ）、２モード（ｂｉｍｏｄａｌ）、もし
くは３モード（ｔｒｉｍｏｄａｌ）の単層小胞のサイズ分布を有するリポソームの上記集
団、または扁平楕円体の単層小胞と３軸楕円の単層小胞とよって構成されるリポソームの
上記集団をさらに備え得る。
【００１６】
　さらなる実施形態において、上記組成物において上記プロサポシン誘導体化タンパク質
は、サポシン　Ｃ、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５またはこれらの混合物からなる群から
選択される１つ以上である。
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【００１７】
　さらに他の実施形態において、リポソームを形成する上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＰＰ
Ｃ、ＤＨＰＣ、およびプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポ
リペプチドを包含し、当該プロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体
化ポリペプチドが、サポシン　Ｃ、Ｈ１　ペプチド、Ｈ２　ペプチド、Ｈ３　ペプチド、
Ｈ４　ペプチド、Ｈ５　ペプチドもしくはこれらの混合物からなる群から選択される。
【００１８】
　さらに他の実施形態において、リポソームを形成する上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＨＰ
Ｃ、およびプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチド
を包含し、当該プロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプ
チドが、サポシン　Ｃ、Ｈ１　ペプチド、Ｈ２　ペプチド、Ｈ３　ペプチド、Ｈ４　ペプ
チド、Ｈ５　ペプチドもしくはこれらの混合物からなる群から選択される。
【００１９】
　さらに他の実施形態において、リポソームを形成する上記組成物は、ＤＯＰＳ、ＤＨＰ
Ｓ、ＤＰＰＣ、ＤＨＰＣ、およびプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン
誘導体化ポリペプチドを包含し、当該プロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポ
シン誘導体化ポリペプチドが、サポシン　Ｃ、Ｈ１　ペプチド、Ｈ２　ペプチド、Ｈ３　
ペプチド、Ｈ４　ペプチド、Ｈ５　ペプチドもしくはこれらの混合物からなる群から選択
される。
【００２０】
　さらに他の実施形態において、上記組成物は、薬学的に活性な因子をさらに包含する。
【００２１】
　〔図面の簡単な説明〕
　本明細書に組み込まれかつ本明細書の一部を構成する添付の図面は、本発明の１つ以上
の実施形態を例証し、かつ詳細な説明と共に本発明の原理および実施を説明する役割を果
たす．
　図１：ヒトサポシン　Ｃおよびその機能ドメインのアミノ酸配列．
　図２：０．１％のＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣのＳＡＮＳデータ．
　図３：０．１重量％のＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣに関する改変したギニエプロット
（Ｇｕｉｎｉｅｒ　ｐｌｏｔ）．
　図４：ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ混合物（ＡおよびＢ）、およびＨ１ドープした混
合物（ＣおよびＤ）、およびＨ２ドープした混合物の代表的なＴＥＭ画像．
　図５：単層の２重膜を有する３軸楕円小胞の提唱モデル。
【００２２】
　〔発明の詳細な説明〕
　（略語）
　Ｓａｐ　Ｃ、サポシン　Ｃ；ＤＯＰＧ、ジオレオイルホスファチジルグリセロール；Ｄ
ＯＰＳ、ジオレオイルホスファチジルセリン；ＰＣ、ホスファチジルコリン；ＰＧ、ホス
ファチジルグリセロール；ＰＳ、ホスファチジルセリン；ＤＭＰＣ、ジミリスチルホスフ
ァチジルコリン。
【００２３】
　（定義）
　本発明の組成物および方法について記載する前に、もちろん変更し得るものとしての特
定の方法論、手段および調合物に本発明が限定されてないことについて、理解されるべき
である。また、本明細書において用いられる専門用語が、特定の実施形態を説明するため
のものであることについて、理解されるべきである。そして当該専門用語が、添付の特許
請求の範囲およびそれらの等価物によってのみ限定される本発明の範囲を制限することを
意図しないことについて、理解されるべきである。
【００２４】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用されるとき、単数形“ａ”、“ａｎ
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ｄ”および“ｔｈｅ”は、明確に断りがない限り、複数の対象を含む。特に定義しない限
り、本明細書において使用される技術用語および科学用語のすべては、本発明が属する技
術における当業者に通常に理解される意味と同じ意味を有する。本明細書に記載されてい
る類似または等価のあらゆる方法、手段および材料が、発明の実施または試験に使用され
得るが、ここでは例示的な方法、手段および材料が説明されている。
【００２５】
　用語“投与された”および“投与”は、患者に対する生体適合性物質の投与を一般的に
指す。生体適合性物質としては、例えば、脂質組成物および／または小胞組成物およびフ
ラッシュ因子（ｆｌｕｓｈ　ａｇｅｎｔｓ）が挙げられる。したがって、“投与された”
および“投与”は、例えば、脂質組成物および／または小胞組成物および／またはフラッ
シュ因子の血管への注入を指す。また、用語“投与された”および“投与”は、所望の領
域に対する脂質組成物および／または小胞組成物および／またはフラッシュ因子の送達を
指し得る。
【００２６】
　本明細書において使用されるとき、用語“アミノ酸”または“アミノ酸配列”は、オリ
ゴペプチド配列、ペプチド配列、ポリペプチド配列、もしくはタンパク質配列、またはこ
れらのあらゆる断片、ならびに天然に生じる分子または合成分子を指す。ここで、“アミ
ノ酸配列”は、天然に生じるタンパク質分子を指すために本明細書において挙げられ、“
アミノ酸配列”および同様の用語は、列挙されたタンパク質分子と関連する完全に未処置
のアミノ酸配列にアミノ酸配列を限定することを意図していない。
【００２７】
　用語“両親媒性脂質”は、親水性の“頭部”基および疎水性の“尾部”基を有し、かつ
膜形成能を有する分子を意味する。
【００２８】
　“類似物”によって、本発明のペプチドのアミノ酸配列における、ペプチドの融合誘導
特性に悪影響を与えない置換または変更を意図される。したがって、類似物は、本明細書
に与えられているペプチドと実質的に同一のアミノ酸配列を有し、かつ１つ以上のアミノ
酸残基が化学的に類似のアミノ酸と保存的に置換された、ペプチドを包含し得る。保存的
な置換の例としては、非極性（疎水性）残基の他の非極性残基との置換が挙げられる。非
極性残基は、例えば、イソロイシン、バリン、ロイシンまたはメチオニンである。同様に
本発明は、１つの極性（親水性）残基の（例えば、アルギニンとリジンとの間、グルタミ
ンとアスパラギンとの間およびグリシンとセリンとの間）の置換が挙げられる。さらに、
塩基性残基（例えば、リジン、アルギニン、アスパラギン酸またはグルタミン酸）の他の
塩基性残基との置換、または１つの酸性残基（例えば、アスパラギン酸またはグルタミン
酸）の他の酸性残基との置換が包含される。
【００２９】
　本明細書において使用されるときに、用語“陰イオン性のリン脂質膜”および“陰イオ
ン性のリポソーム”は、脂質の構成要素を含有し、かつ生理学的ｐＨにおいて全体的に負
の電荷を有する、リン脂質膜またはリン脂質リポソームを指す。
【００３０】
　“陰イオン性のリン脂質”は、負の電荷を有するリン脂質（リン酸塩、硫酸塩およびグ
リセロールに基づく脂質が挙げられる）を意味する。
【００３１】
　“生物活性因子”は、本質的に治療的または診断的な用途と関連して使用される物質を
指す。当該物質は、例えば、患者における疾患の有無を診断する方法、および／または患
者における疾患を処置する方法において使用される。また、本明細書において使用される
ときに、“生物活性因子”は、インビトロおよび／またはインビボにおいて生物学的作用
を発揮できる物質を指す。生物活性因子は、無電荷であり得るか、または正または負に帯
電し得る。好適な生物活性因子の例としては、診断薬、薬学的因子、薬物、合成有機分子
、タンパク質、ペプチド、ビタミン、ステロイドおよび遺伝学的材料（ヌクレオシド、ヌ
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クレオチドおよびポリヌクレオチドが挙げられる）が挙げられる。
【００３２】
　用語“～（内）に含まれる”は、薬剤が外部環境から保護されるように、リン脂質膜に
包まれている薬剤を指す。この用語は、“封入される”と交換可能に使用され得る。
【００３３】
　本明細書において使用されるとき、用語“欠失”は、１つ以上のアミノ酸またはヌクレ
オチドの非存在を生じるアミノ酸配列またはヌクレオチド配列における変更を指す。
【００３４】
　本明細書において使用されるとき、用語“誘導”は、ポリペプチド配列またはポリヌク
レオチド配列の化学修飾を指す。ポリヌクレオチドの化学修飾の例としては、アルキル、
アシル、またはアミノ基による水素の置換が挙げられる。誘導ポリヌクレオチドは、天然
分子の少なくとも１つの生物学的機能を保持するポリペプチドをコードする。誘導ポリペ
プチドは、例えば、糖鎖付加、または誘導されたポリペプチドの少なくとも１つの生物学
的機能を保持するあらゆる過程によって、修飾されたポリペプチドである。
【００３５】
　本明細書において使用されるとき、用語“融合誘導タンパク質または融合誘導ポリペプ
チド”は、２つの別個の２重膜に加えられた場合に、それらを単一の膜へと融合させるこ
とができるタンパク質またはポリペプチドを指す。融合誘導タンパク質は、細胞またはモ
デル膜を密接な接触状態にさせ、かつそれらを融合させる。
【００３６】
　本明細書において使用されるとき、単語“挿入”または“付加”は、天然に生じる分子
に見られる配列に対して、１つ以上のアミノ酸残基またはヌクレオチドの付加をそれぞれ
生じるアミノ酸配列またはヌクレオチド配列の変化を指す。
【００３７】
　用語“脂質”および“リン脂質”は、交換可能に使用され、かつ脂質が水性懸濁物にお
いて示すことが知られている種々の異なる構造配列を備える脂質、リン脂質またはこれら
の誘導体を含む構造を指すために使用される。これらの構造としては、これらに限定され
ないが、脂質２重膜小胞、ミセル、リポソーム、乳濁質、小胞、脂質リボンまたは脂質シ
ートが挙げられる。脂質は、単独に使用され得るか、または当業者が特定の用途に所望さ
れる特性を与えること理解するあらゆる組み合わせにおいて使用され得る。さらに、脂質
構造物およびリポソーム形成の技術的局面は、当業者に公知であり、かつ当該分野におい
て通常に実施される方法のあらゆるものが、本発明にとって使用され得る。
【００３８】
　“脂質組成物”は、典型的に水性媒体における、脂質化合物を備える組成物を指す。例
示的な脂質組成物としては、懸濁物、乳濁物および小胞化合物が挙げられる。“脂質調合
物”は、生物活性因子をも備える脂質組成物を指す。
【００３９】
　“リポソーム”は、一般的に球状を有する、両親媒性化合物の集団または凝集体（典型
的に１つ以上の同心の層（例えば、２重膜）の形態である脂質化合物が挙げられる）を指
す。また、それらは本明細書において脂質小胞とも呼ばれ得る。
【００４０】
　用語“長鎖脂質”は、約１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２
２、２３または２４の炭素鎖長を有する脂質を指す。１つの実施形態において、鎖長は、
１８、１９または２０の鎖長から選択される。本発明と共に使用され得る脂質の例は、ウ
ェブサイトwww.avantilipids.comにおいて入手可能である。本発明と共に使用され得る長
鎖脂質の代表的な例としては、これらに限定されないが、以下の脂質：１４：０　ＰＳ　
１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩
）（ＤＭＰＳ）；１６：０　ＰＳ　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホ
スホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）（ＤＰＰＳ）；１７：０　ＰＳ　１，２－ジヘプタ
デカノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１８：０
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　ＰＳ　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナト
リウム塩）（ＤＳＰＳ）；１８：１　ＰＳ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３
－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）（ＤＯＰＳ）；１８：２　ＰＳ　１，２－ジ
イリノレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；２０
：４　ＰＳ　１，２－ジアラキドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］
（ナトリウム塩）；２２：６　ＰＳ　１，２－ジドコサヘキサエノイル－ｓｎ－グリセロ
－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１６：０－１８：　１　ＰＳ　１－パ
ルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウ
ム塩）（ＰＯＰＳ）；１６：０－１８：２　ＰＳ　１－パルミトイル－２－リノレオイル
－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１６：０－２２：６
　ＰＳ　１－パルミトイル－２－ドコサヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－
Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１８：０－１８：１　ＰＳ　ｌ－ステアロイル－２－オ
レオイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１８：０－
１８：２　ＰＳ　１－ステアロイル－２－リノレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ
－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１８：０－２０：４　ＰＳ　１－ステアロイル－２－
アラキドノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１８
：０－２２：６　ＰＳ　１－ステアロイル－２－ドコサヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－
３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）；１６：０　ＰＣ　１，２－ジパルミトイ
ル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン［ＤＰＰＣ］；１７：０　ＰＣ　１，２－ジヘプ
タデカノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１８：０　ＰＣ　１，２－ジステア
ロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＳＰＣ）；１６：１　ＰＣ　（Ｃｉｓ）
　１　，２－ジパルミトレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１６：１　Ｔｒ
ａｎｓ　ＰＣ　１，２－ジパルミテライドイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１
８：１　ＰＣ　Ｄｅｌｔａ６　（ｃｉｓ）１，２－ジペトロセリノイル－ｓｎ－グリセロ
－３－ホスホコリン；１８：２　ＰＣ　（ｃｉｓ）１，２－ジイリノレオイル－ｓｎ－グ
リセロ－３－ホスホコリン；１８：３　ＰＣ　（ｃｉｓ）１，２－ジイリノレノイル－ｓ
ｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；２０：１　ＰＣ　（ｃｉｓ）１，２－ジエイコセノイ
ル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；２２：１　ＰＣ　（ｃｉｓ）　１，２－ジエウ
ロコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；２２：０　ＰＣ　１，２－ジベヘノイル
－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；２４：１　ＰＣ　（ｃｉｓ）１，２－ジネルボノ
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１６：０－１８：０　ＰＣ　ｌ－パルミトイ
ル－２－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１６：０－１８：　１　Ｐ
Ｃ　１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１６：０
－１８：２　ＰＣ　１－パルミトイル－２－リノレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
コリン；１８：０－１８：１　ＰＣ　１－ステアロイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセ
ロ－３－ホスホコリン；１８：０－１８：２　ＰＣ　１－ステアロイル－２－リノレオイ
ル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１８：１－１８：０　ＰＣ　１－オレオイル－
２－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１８：１－１６：０　ＰＣ　１
－オレオイル－２－パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；１８：０－２０
：４　ＰＣ　１－ステアロイル－２－アラキドニル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン
；１６：０－１８：１　ＰＧ　１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３
－［ホスホ－ｒａｃ－（１－グリセロール）］（ナトリウム塩）（ＰＯＰＧ）；１８：１
　ＰＧ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－ｒａｃ－（１－グリセ
ロール）］（ナトリウム塩）（ＤＯＰＧ）；１８：１　ＰＡ　１，２－ジオレオイル－ｓ
ｎ－グリセロ－３－ホスフェート（１ナトリウム塩）（ＤＯＰＡ）；１８：１　ＰＩ　１
，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホイノシトール（アンモニウム塩）；１
６：０’（Ｄ３１）－１８：１　ＰＩ　１－パルミトイル（Ｄ３１）－２－オレオイル－
ｓｎ－グリセロ－３－ホスホイノシトール（アンモニウム塩）；１８：１　ＰＥ　１，２
－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン（ＤＯＰＥ）；１８：２
　ＰＥ　１，２－ジイリノレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミンが挙
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げられる。
【００４１】
　本明細書において使用されるとき、用語“核酸”または“核酸配列”は、ヌクレオチド
、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、またはこれらの断片を指す。“核酸”は、少
なくとも２つの塩基－糖－リン酸塩の組み合わせからなる糸状のものを指す（ポリヌクレ
オチドは、１２０単量体単位を超えて含有することによって、オリゴヌクレオチドと区別
される）。ヌクレオチドは、核酸重合体の単量体単位である。この用語は、デオキシリボ
核酸（ＤＮＡ）およびオリゴヌクレオチドメッセンジャーＲＮＡの形態であるリボ核酸（
ＲＮＡ）、アンチセンス、プラスミドＤＮＡ、プラスミドＤＮＡの一部またはウイルスに
由来する遺伝学的材料を包含する。アンチセンスは、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡの機能
を干渉するポリヌクレオチドである。核酸という用語は、少なくとも２つの塩基－糖－リ
ン酸塩の組み合わせからなる糸状のものを指す。天然の核酸は、リン酸塩骨格を有し、人
工核酸は、同じ塩基を含有するが、他の種類の骨格を含み得る。ヌクレオチドは、核酸重
合体の単量体単位である。この用語は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）およびリボ核酸（Ｒ
ＮＡ）を包含する。ＲＮＡは、ｔＲＮＡ（転移ＲＮＡ）、ｓｉＲＮＡ（短鎖干渉ＲＮＡ）
、ｓｎＲＮＡ（核内小分子ＲＮＡ）、ｒＲＮＡ（リボソームＲＮＡ）、ｍＲＮＡ（メッセ
ンジャーＲＮＡ）、アンチセンスＲＮＡ、およびリボザイムの形態であり得る。ＤＮＡは
、プラスミドＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ、直鎖ＤＮＡ、もしくは染色体ＤＮＡまたはこれら
の群の誘導体の形態であり得る。さらに、ＤＮＡおよびＲＮＡのこれらの形態は、１本鎖
、２本鎖、３本鎖または４本鎖であり得る。また、この用語は、ＰＮＡ（ペプチド核酸）
、ｓｉＮＡ（短鎖干渉核酸）、ホスホロチオネート、および未処理の核酸のリン酸塩骨格
の他の変異体を包含する。
【００４２】
　本明細書において使用されるとき、用語“ヌクレオチドから作られる薬学的因子”また
は“ヌクレオチドから作られる医薬品”は、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチドまたは核
酸を包含する薬学的因子または医薬品を指す。
【００４３】
　“患者”または“対象”または“個体”は、動物（哺乳類、好ましくはヒトが挙げられ
る）を指す。
【００４４】
　本明細書において使用されるとき、“薬学的因子”または“活性因子”または“薬物”
は、患者に対して好適に投与された場合に所望の治療効果を誘導可能な、あらゆる化学的
もしくは生物学的な物質、化合物または組成物を指す。いくつかの薬物は、インビボにお
いて薬学的活性を有する代謝物に転換される、不活性な形態の固体である。本発明の目的
から、用語“薬学的因子”、“活性因子”および“薬物”は、不活性な薬物および活性な
代謝物を包含する。
【００４５】
　用語“薬学的有効投与量、薬学的有効量、治療有効投与量または治療有効量”は、所望
の生物学的結果を誘導するために十分な投与量のレベルを指す。その結果は、薬学的因子
の送達、疾患もしくは生体系のあらゆる他の所望の変質の徴候、症状または原因の緩和で
あり得、かつ活性物の実際の量は、患者の身体的状態、処置される病気の進行などに依存
する。
【００４６】
　本明細書において使用されるとき、用語“ペプチド類似物”は、保存的アミノ酸置換に
よってか、またはペプチドの生物学的活性を破壊しない位置にある１つ以上非保存的なア
ミノ酸置換、アミノ酸欠失、もしくはアミノ酸挿入によってのみ未処置のペプチドとアミ
ノ酸配列が異なるペプチドを指す。上記保存的アミノ酸置換は、例えば、ＬｅｕのＶａｌ
への置換、またはＡｒｇのＬｙｓへの置換などである。上記生物学的活性は、この場合、
ペプチドの融合誘導特性である。また、本明細書において使用されるとき。ペプチド類似
物は、その配列の一部またはすべてとして、１つ以上のアミノ酸類似物、アミノ酸の構造
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を模倣する構造、および／またはペプチドもしくは他のペプチド類似物以外の分子に見ら
れる天然のアミノ酸を包含し得る。
【００４７】
　本明細書において使用されるとき、用語“プロサポシン誘導体化タンパク質およびプロ
サポシン誘導体化ポリペプチド”は、これらに限定されないが、天然に生じるサポシン　
Ａ、Ｂ、ＣおよびＤを包含する。この用語は、類似もしくは実質的に類似の生物学的活性
を有する、合成サポシン誘導体化タンパク質および合成サポシン誘導体化ペプチドおよび
ペプチド類似物をさらに包含する。当該生物学的活性は、例えば、膜構造を組織化する膜
相互作用、脂質と結合する膜相互作用および転写機能、脂質提示、膜再構成、膜固着など
である。サポシン　Ｃおよびそれらから誘導体されたポリペプチドは、本発明の１つの実
施形態において使用され得る。この用語は、本明細書に記載されているか、および／また
は当該技術において公知であるＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４またはＨ５断片、ならびに生物学
的に活性なこれらに対する等価物といった断片をさらに包含し得る。
【００４８】
　用語“短鎖脂質”は、４、５、６、７、８、９、１０、１１または１２の炭素鎖長を有
する脂質を指す。１つの実施形態において、炭素鎖長は６、７、８、９または１０である
。１つの実施形態において、炭素鎖長は６、７または８である。負に帯電した短鎖脂質の
例は、ウェブサイトwww.avantilipids.comにおいて入手可能である。本発明と共に使用さ
れ得る短鎖脂質の例としては、これらに限定されないが、０６：０　ＰＳ（ＤＨＰＳ）１
，２－ジヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリン］（ナトリウム塩）
；０８：０　ＰＳ　１，２－ジオクタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－Ｌ－セリ
ン］（ナトリウム塩）；０３：０　ＰＣ　１，２－ジプロピオニル－ｓｎ－グリセロ－３
－ホスホコリン；０４：０　ＰＣ　１，２－ジブチロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
コリン；０５：０　ＰＣ　１，２－ジバレロイル－ｓｎ－グリセロ－　３－ホスホコリン
；０６：０　ＰＣ（ＤＨＰＣ）１，２－ジヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコ
リン；０７：０　ＰＣ　１，２－ジヘプタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；
０８：０　ＰＣ　１，２－ジオクタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；０９：
０　ＰＣ　１，２－ジノナノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；０６：０　ＰＧ
　１，２－ジヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－３－［ホスホ－ｒａｃ－（１－グリセロー
ル）］（ナトリウム塩）；０８：０　ＰＧ　１，２－ジオクタノイル－ｓｎ－グリセロ－
３－［ホスホ－ｒａｃ－（１－グリセロール）］（ナトリウム塩）；０６：０　ＰＡ　１
，２－ジヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－３　－ホスフェート（１ナトリウム塩）；０８
：０　ＰＡ　１，２－ジオクタノイル－ｓｎ－グリセロ－　３－ホスフェート（１ナトリ
ウム塩）；０６：０　ＰＥ　１，２－ジヘキサノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタ
ノールアミン；０８：０　ＰＥ　１，２－ジオクタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
エタノールアミンが挙げられる。
【００４９】
　本明細書において使用されるとき、用語“短鎖干渉核酸”、“ｓｉＮＡ”、“短鎖干渉
ＲＮＡ”、“ｓｉＲＮＡ”、“短鎖干渉核酸分子”、“短鎖干渉オリゴヌクレオチド分子
”、または“化学修飾短鎖干渉核酸分子”は、例えば配列特異的な様式においてＲＮＡ干
渉“ＲＮＡｉ”または遺伝子抑制を媒介することによって、遺伝子発現またはウイルス複
製を阻害できるか、または下方制御できる、あらゆる核酸分子を指す。例示的な実施形態
の範囲において、ｓｉＮＡは、自己相補的なセンス領域およびアンチセンス領域を備える
２本鎖ポリヌクレオチド分子である。ここで、アンチセンス領域は、発現の下方制御の対
象である標的核酸分子におけるヌクレオチド配列、またはそれらの一部に対して相補的で
ある分子配列を備える。そして、センス領域は、上記標的核酸配列またはそれらの一部と
一致する（すなわち、実質的に同じ配列である）ヌクレオチド配列を備える。“ｓｉＮＡ
”は、例えば、短い２本鎖の核酸（または任意により長いこれら前駆体）であり、かつ標
的細胞において受容できないほどに毒性である、小分子干渉核酸を意味する。本発明に範
囲において有用なｓｉＮＡの長さは、ある実施形態において約２１～２３ｂｐの長さに最
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適化される。しかし、有用なｓｉＮＡ（ｓｉＲＮＡが挙げられる）の長さを特に限定する
ものではない。例えば、ｓｉＮＡは、前駆体の形態において、細胞に対して最初に提示さ
れ得る。上記前駆体は、ｓｉＮＡの最終的な形態または処理を受けた形態と実質的に異な
る。ｓｉＮＡの最終的な形態または処理を受けた形態は、細胞に存在して、かつ標的細胞
に対する送達によってか、または送達の後に遺伝子抑制活性を発揮する。ｓｉＮＡの前駆
形態の例としては、前駆配列エレメントが挙げられる。当該前駆配列エレメントは、遺伝
子抑制の媒介のために細胞内において活性なｓｉＮＡをもたらすための送達時または送達
の後に、処理されるか、分解されるか、改変されるか、または切断される。このようにし
て、ある実施形態において、本発明の範囲内にある有用なｓｉＮＡは、前駆型の長さ（例
えば、標的細胞内において活性な処理されたｓｉＮＡを生じる約１００～２０塩基対、５
０～１００塩基対、または５０塩基対未満）を有する。他の実施形態において、有用なｓ
ｉＮＡまたはｓｉＮＡの前駆体は、約１０～４９ｂｐ、１５～３５ｂｐ、または約２１～
３０ｂｐの長さである。
【００５０】
　本明細書において使用されるとき、用語“自発的に形成される”は、当該技術において
公知の意味を包含することを意図される。ここで、リポソームの形成は、リン脂質の混合
物に対して最小に機械的な力を加えること必要とするか、または機械的な力を加えること
を必要としない。しかし、機械的な力（例えば、ボルテックスまたは混合を介して）がリ
ポソーム組成物の形成を容易にするために適用され得ることについて理解されるべきであ
る。
【００５１】
　本明細書において使用されるとき、用語“安定な”または“安定化された”は、小胞が
分解（例えば、小胞構造または封入された気体または気体の前駆体の損失が挙げられる）
に対して、有益な期間にわたって実質的に耐性であることを意味する。典型的に、本発明
に採用される小胞は、好ましい有効期間を有しており、通常の環境条件において少なくと
も２～３週間にわたって元の構成物のうち少なくとも約９０％の体積がしばしば残存する
。好ましい形態において、小胞は、少なくとも約１ヶ月、好ましくは少なくとも約２ヶ月
、より好ましくは少なくとも約６ヶ月、より一層好ましくは少なくとも約１８ヶ月、その
上さらに好ましくは約３年以下にわたって好ましく安定である。また、本明細書に記載の
小胞（気体および気体の前駆体が充填された小胞）は、悪条件（例えば、通常の環境条件
において受ける温度および圧力より高いか、または低い温度および圧力）においてさえ安
定である。
【００５２】
　“小胞”は、１つ以上の内部空間を形成する１つ以上の壁または膜の存在を特徴とする
球状の物体である。小胞は、例えば脂質（本明細書に記載の種々の脂質が挙げられる）、
タンパク質性材料、重合体材料（天然重合体、合成重合体および半合成重合体が挙げられ
る）、または界面活性剤から調製され得る。好ましい小胞は、脂質から形成される壁また
は膜を備える小胞である。これらの好ましい小胞において、脂質は、単分子膜または２重
膜の形態であり得る。そして、単分子膜または２重膜の脂質は、１つ以上の単分子膜また
は２重層の形成に使用され得る。２つ以上の単分子膜または２重膜の場合、単分子膜また
は２重膜は同心であり得る。脂質は、単層小胞（１つの単分子膜または２重膜を備える）
、オリゴラメラー小胞（約２または約３つの単分子膜または２重膜を備える）または多層
小胞（約３つ以上の単分子膜または２重膜を備える）の形成に使用され得る。同様に、タ
ンパク質または重合体から調製された小胞は、１つ以上の同心の壁または膜を備え得る。
タンパク質または重合体から調製された小胞の壁または膜は、実質的に安定（均一）であ
り得るか、またはそれらは多孔性または半孔性であり得る。本明細書に記載の小胞として
は、リポソーム、ミセル、気泡、超微粒気泡、微粒子、脂質－、重合体－、タンパク質－
および／または界面活性剤－被覆気泡、超微粒気泡および／または微粒子、マイクロバル
ーン、エーロゲル、ならびに包接体結合小胞などと通常に呼ばれる物質が挙げられる。小
胞の内部空間は、液体（例えば、水性溶液が挙げられる）気体、気体の前駆体、および／
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または固体材料もしくは溶液材料（例えば、所望の標的リガンドおよび／または生物活性
因子が挙げられる）を用いて充填され得る。
【００５３】
　（詳細）
　本開示の対象は、単層のリン脂質小胞に一般的に関する。当該単層のリン脂質小胞は、
例えば、選択されたリン脂質と水性溶液の組み合わせによって自発的に形成され得るリポ
ソームである。小胞は、容易に形成され、安定であり、漏出がなく（すなわち、それらの
内容物を放出しない）、かつ広範な大きさに及ぶ。プロサポシン誘導体化タンパク質（例
えば、プロサポシン　Ｃ、および／またはＳａｐ　ＣのＨ１領域およびＨ２領域）は、リ
ン脂質小胞に組み込まれ得る。本明細書に記載のリン脂質小胞、またはリポソームは、疾
患の処置に有用である。脂質およびプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシ
ン誘導体化ペプチドを含有するリポソームは、例えば疾患状態（例えば、がん）の処置に
おいて、付加的な薬学的因子の非存在下において治療薬として使用され得る。また、当該
リポソームは、特に生物学的膜を通過する送達が有効な場合に、薬学的に活性な因子の送
達および投与にさらに使用され得る。
【００５４】
　簡単に述べると、本発明のリポソームは、１つ以上の陰イオン性の長鎖脂質および１つ
以上のプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドを、
通常に包含する。ここで、脂質の特定の組み合わせはリポソームの自発的な形成を可能に
する。
【００５５】
　１つの実施形態において、リポソームは、１つ以上の陰イオン性の長鎖脂質、１つ以上
の短鎖リン脂質、および１つ以上のプロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシ
ン誘導体化ポリペプチドもしくはこれらの類似物もしくはこれらの誘導体から構成される
。
【００５６】
　さらなる実施形態において、本発明のリポソームは、そのような処置を必要とする個体
に対する１つ以上の薬学的因子の送達のために、１つ以上の薬学的因子をさらに備え得る
。
【００５７】
　本明細書に記載のリポソームの製造方法は、１つ以上の乾燥リン脂質およびプロサポシ
ン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドもしくはこれらの類似
物もしくはこれらの誘導体を準備する工程；混合物を形成するための水性溶液を加える工
程；混合物にリポソームを形成させる工程を包含する。
【００５８】
　代替可能な実施形態において、上記方法は、１つ以上の乾燥リン脂質およびプロサポシ
ン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドもしくはこれらの類似
物もしくはこれらの誘導体を準備する工程；第１の混合物を形成するために有機溶媒を加
える工程；第１の混合物を凍結乾燥する工程；第２の混合物を形成するために第１の混合
物に水性溶液を加える工程；第２の混合物にリポソームを形成させる工程を包含し得る。
１つ以上の乾燥リン脂質は、少なくとも１つの陰イオン性の長鎖リン脂質および／または
少なくとも１つの短鎖リン脂質を備え得る。プロサポシン誘導体化タンパク質またはプロ
サポシン誘導体化ポリペプチドは、サポシン　ＣまたはＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４もしくは
Ｈ５といった断片であり得る。
【００５９】
　本発明の他の実施形態において、タンパク質－脂質組成物のｐＨは、酸性である。本発
明の他の実施形態において、上記組成物のｐＨは約６．８～２の間である。本発明の他の
実施形態において、上記組成物のｐＨは約５．５～２の間である。本発明の他の実施形態
において、上記組成物のｐＨは約５．５～３．５の間である。
【００６０】
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　他の実施形態において、乾燥形態のタンパク質および脂質の組成物は酸を用いて処理さ
れる。１つの実施形態において、上記酸は酸性緩衝液または有機酸である。他の実施形態
において、上記酸は、タンパク質の少なくとも一部をプロトン化するに十分な程度に加え
られる。ここで、上記組成物は約５．５～約２のｐＨを有する。他の実施形態において、
上記酸は、タンパク質を実質的にプロトン化するに十分な程度に加えられる。ここで、上
記組成物は約５．５～約２のｐＨを有する。
【００６１】
　さらなる実施形態において、タンパク質の少なくとも一部をプロトン化するに十分な程
度の酸を用いて処理されている、タンパク質および脂質の乾燥粉末組成物は、それから実
質的に中和される。１つの実施形態において、ｐＨは中性のｐＨ緩衝液を用いて中和され
る。１つの実施形態において、生じるリポソームの大きさを十分に制御する中性のｐＨ緩
衝液を用いて中和される。他の実施形態において、ｐＨは、生じるリポソームの大きさを
十分に制御して約２００ｎｍの平均直径を有するリポソームを提供する、中性のｐＨ緩衝
液を用いて中和される。他の実施形態において、リポソームは５０～３５０ｎｍの間の平
均直径を有する。他の実施形態において、リポソームは１５０～２５０ｎｍの間の平均直
径を有する。他の実施形態において、緩衝液が上記組成物に加えられて、約５～約１４、
好ましくは約７～約１４、より好ましくは約７～約１２、より一層好ましくは約７～約１
０、その上さらに好ましくは約８～約１０の、最終の組成物のｐＨを提供する。
【００６２】
　本発明のリポソームおよび関連する方法は、当該リポソームが機械的な力の使用を必要
としないような、水性溶液の添加によって自発的に形成され得ることを特徴とする。さら
に、生じるリポソームの集団は、１年以上の程度の延長された有効期間を有する。したが
って本発明のいくつかの実施形態において、当業者は、試薬および装置における低い資産
投資を伴う、リポソームに基づく送達系および処理を容易に提供し得、かつ毒性試薬に対
するばくろおよび当該試薬の処理に関わる費用を低減する。
【００６３】
　（融合誘導タンパク質または融合誘導ポリペプチド）
　小さな（～８０アミノ酸の）熱安定性の糖タンパク質のファミリーであるサポシンは、
スフィンゴ糖脂質の分解経路における種々のリソソーム酵素のインビボ加水分解活性にと
って必須である。Grabowski, G.A., Gatt, S., and Horowitz, M. (1990) Crit. Rev. Bi
ochem. MoI. Biol. 25, 385-414; Furst, W., and Sandhoff, K., (1992) Biochim. Biop
hys. Acta 1126, 1-16; Kishimoto, Y., Kiraiwa, M., and O'Brien, J.S. (1992) J. Li
pid. Res. 33, 1255-1267を参照すればよい。サポシンファミリーの４つの構成要素であ
るＡ、Ｂ、ＣおよびＤは、単一の前駆体タンパク質であるプロサポシンから、タンパク質
分解的に加水分解される。Fujibayashi, S., Kao, F.T., Hones, C, Morse, H., Law, M.
, and Wenger, D. A. (1985) AmJ. Hum. Genet. 37, 741-748；O'Brien, J.S., Kretz, K
.A., Dewji, N., Wenger, D.A., Esch, F., and Fluharty, A.L. (1988) Science 241, 1
098-1101；Rorman, E.G., and Grabowski, G.A. (1989) Genomics 5, 486-492；Nakano, 
T., Sandhoff, K., Stumper, J., Christomanou, H., and Suzuki, K. (1989) J. Bioche
m. (Tokyo) 105, 152-154；Reiner, O., Dagan, O., and Horowitz, M. (1989) J.Mol.Ne
urosci. 1, 225-233を参照すればよい。サポシンＡ、Ｂ、ＣおよびＤに関する完全なアミ
ノ酸配列は、遺伝的機構およびプロサポシンのｃＤＮＡ配列と同様に報告されている。Fu
jibayashi, S., Kao, F. T., Jones, C, Morse, H., Law, M., and Wenger, D. A. (1985
) Am. J. Hum. Genet. 37, 741- 748；O'Brien, J. S., Kretz, K. A., Dewji, N., Weng
er, D. A., Esch, E, and Fluharty, A. L. (1988) Science 241, 1098-1101；Rorman, E
. G., and Grabowski, G. A. (1989) Genomics5, 486-492を参照すればよい。開始コドン
に変異を有するプロサポシンの完全な欠損は、関連するリソソーム加水分解酵素の欠損と
共通する、複数のスフィンゴ糖脂質の基質の蓄積を引き起こす。Schnabel, D., Schroder
, M., Furst, W., Klien, A., Hurwitz, R., Zenk, T., Weber, J., Harzer, K., Paton,
 B.C., Poulos, A., Suzuki, K., and Sandhoff, K. (1992) J. Biol. Chem. 267, 3312-
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3315を参照すればよい。
【００６４】
　サポシンは、スフィンゴ脂質活性化タンパク質または補酵素と定義されている。サポシ
ンＡ、Ｂ、ＣおよびＤは、完全に保存された６つのシステイン残基を含めて、構造的に約
５０～６０％の類似性を有する（Furst, W., and Sandhoff, K., (1992) Biochim. Bioph
ys. Acta 1126, 1-16を参照すればよい）。完全に保存された６つのシステイン残基は、
配列が同定されている３つの内部ドメインジスルフィド架橋を形成する（Vaccaro, A.M.,
 Salvioli, R., Barca, A., Tatti, M., Ciaffoni, F., Maras, B., Siciliano, R., Zap
pacosta, F., Amoresano, A., and Pucci, P. (1995) J. Biol. Chem. 270, 9953-9960参
照すればよい）。サポシンのすべては、Ｎ末端側の半分にある保存された配列と共に１つ
の糖鎖付加部位を含んでいる。しかし、糖鎖付加は、これらの活性に必須ではない。Qi. 
X., and Grabowski, G.A. (1998) Biochemistry 37, 11544-11554；Vaccaro, A.M., Ciaf
foni, F., Tatti, M., Salvioli, R., Barca, A., Tognozzi, D., and Scerch, C. (1995
) J. Biol. Chem. 270, 30576-30580を参照すればよい。さらに、サポシン　ＡはＣ末端
側の半分に第２の糖鎖付加部位を有する。
【００６５】
　サポシンならびにサポシン様タンパク質およびサポシン様ドメインのすべては、溶液に
おいて“サポシンフォールド（ｓａｐｏｓｉｎ　ｆｏｌｄ）”を含む。このフォールドは
、３つの保存されたジスルフィド構造および種々の両親媒性ペプチドを特徴とする、複数
のαらせんバンドルモチーフである。溶液におけるこの共通するサポシンフォールド構造
にもかかわらず、サポシンおよびサポシン様タンパク質は、特定の加水分解酵素によるリ
ソソームのスフィンゴ脂質（ＳＬ）およびスフィンゴ糖脂質（ＧＳＬ）の分解の亢進にお
いて、種々のインビボにおける生物学的機能を有する。これらの役割のために、サポシン
は、リソソームのスフィンゴ脂質およびスフィンゴ糖脂質の代謝の制御において中心的な
位置を占めている。
【００６６】
　この機能の非存在下において、スフィンゴ糖脂質は脳に蓄積して、ゴーシェ病を引き起
こす。Pampols, T.; Pineda, M.; Giros, M. L.; Ferrer, I.; Cusi, V.; Chabas, A.; S
ammarti, F. X.; Vanier, M. T.; Christomanou, H. Acta Neuropatol. 1999, 97, 91-97
を参照すればよい。スフィンゴ糖脂質（ＧＳＬ）の蓄積から生じる他の疾患は、リソソー
ムの酵素およびサポシン活性化因子の欠損によっても引き起こされる、異染性白質萎縮症
である（Zhang, X. L.; Rafi, M. A.; DeGaIa, G.; Wenger, D. A. Proc NatlAcad Sci U
SA 1990, 87, 1426-1430; Schnabel, D.; Schroder, M.; Sandhoff, K. FEBS Lett1991, 
284, 57-59を参照すればよい）。また、酵素活性における特定の役割だけでなく、Ｓａｐ
　Ｃは、神経突起生成の活性化、ガングリオシドおよびＧＳＬの膜間輸送、脂質抗原提示
ならびに膜融合誘導の活性化を行う能力を有する。ＰＳ　ＵＬＶと結合したＳａｐ　Ｃの
静脈内投与が、蛍光標識リン脂質の中枢神経系への輸送能の証明に使用されていることも
注目すべきである。したがって、組み合わせたＳａｐ　Ｃ－ＰＳ複合体は、神経疾患およ
び脳疾患の処置に特異的な薬物および遺伝子の新たな送達系に自身を適合させ得る。
【００６７】
　本発明における使用に好適な融合誘導タンパク質および融合誘導ポリペプチドとしては
、これらに限定されないが、サポシンファミリーのタンパク質（例えば、サポシン　Ｃ）
が挙げられる。また、サポシン　Ｃの相同物が含まれる。ここで、当該相同物は、断片が
類似または実質的に類似の生物学的活性を有するように、少なくとも８０％の配列相同性
、または少なくとも９０％の配列相同性を有している。サポシン　Ｃをコードする遺伝コ
ードの変質に起因して、１００％の配列相同性が本発明の実施にとって必須ではないこと
は、当業者によって容易に理解される。
【００６８】
　ペプチドまたはペプチド類似物の例としては、Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｖａｌ－Ｔｙｒ－Ｃｙ
ｓ－Ｇｌｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｌｙｓ－Ｇｌｕ－Ｖａ
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ｌ－Ｔｈｒ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ａｓｎ－Ａｓｎ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌ
ｕ－Ｌｙｓ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｐｈｅ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｍｅ
ｔ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｐｒｏ（配列番号１）;
Ｖａｌ－Ｔｙｒ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－
Ｌｙｓ－Ｇｌｕ－Ｖａｌ－Ｔｈｒ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ａｓｎ－Ａｓｎ－
Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｐｈｅ－
Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｍｅｔ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｐｒｏ（配列番号２）、
ならびにこれらの誘導体、類似物、相同物、断片および混合物が挙げられる。
【００６９】
　また、以下の式：ｈ－ｕ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－ｈ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－ｈ－ｈ－ｈ－Ｌｙｓ
－Ｇｌｕ－ｈ－ｕ－Ｌｙｓ－ｈ－ｈ－Ａｓｐ－Ａｓｎ－Ａｓｎ－Ｌｙｓ－ｕ－Ｇｌｕ－Ｌ
ｙｓ－Ｇｌｕ－ｈ－ｈ－Ａｓｐ－ｈ－ｈ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－ｈ－Ｃｙｓ－ｕ－Ｌｙｓ－ｈ
－ｈ
（ここで、ｈは疎水性アミノ酸（ＶａＩ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｍｅｔ、Ｐｒｏ、Ｐｈｅ、お
よびＡｌａが挙げられる）であり；かつｕは無電荷の極性アミノ酸（Ｔｈｒ、Ｓｅｒ、Ｔ
ｙｒ、Ｇｌｙ、Ｇｌｎ、およびＡｓｎが挙げられる）である）のポリペプチドが含まれる
。
【００７０】
　ヒトＳａｐ　Ｃの機能的ドメインは、図１に示されている。６つのシステイン（太字）
およびＮ－糖鎖付加コンセンサス配列（＊）が、表されている。２つのらせん状ドメイン
、Ｈ１（ＹＣＥＶＣＥＦＬＶＫＥＶＴＫＬＩＤ）およびＨ２（ＥＫＥＩＬＤＡＦＤＫＭＣ
ＳＫＬＰＫ）は、それに応じて表示されている。略語ＭＢＤおよびＦＤは、それぞれ膜結
合ドメインおよび融合誘導ドメインを意味する。融合誘導ドメインは、Ｈ１ペプチドおよ
びＨ２ペプチドを含むＳａｐ　Ｃ分子のアミノ末端側の半分に位置する。Ｓａｐ　Ｃおよ
びその２つのらせん状ドメインペプチド（Ｈ１およびＨ２）の、脂質膜の不安定化および
再構成に対する影響は、原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）を用いて試験されている。Ｓａｐ　Ｃ
が酸性膜を不安定化および再構成して、膜の表面により厚い“パッチ”を形成でき、最終
的に２重膜の分解を導くことについて、ＡＦＭによって示されている。また、Ｓａｐ　Ｃ
によって生じる膜の不安定化は、曲率の高度な異常が膜の不安定化を促進することを示唆
する、異常から始まる。その一方、Ｈ１またはＨ２のいずれも、単独では膜構造に対する
有意な影響を有していない。Ｈ２は、膜の異常が存在し、かつそれから棒状構造に凝集す
る場合に、脂質と相互作用する傾向にある。ＡＦＭの結果は、Ｓａｐ　ＣならびにそのＨ
１断片およびＨ２断片の、支持される膜に対する影響を示す。しかし、小胞の安定性およ
び形態に対するこれらのタンパク質の潜在的な影響は分かっていない。ここで、ＳＡＮＳ
は、Ｓａｐ　Ｃ、Ｈ１およびＨ２の存在および非存在における小胞を性質決定するために
使用される。この技術は、小胞の大きさ、形状および多分散性に関する中構造の情報、な
らびに膜の厚さに関する微小構造の情報の両方を明らかにする。
【００７１】
　（リン脂質膜およびリポソームの形成）
　リポソームは、同心の脂質２重膜からなる微小小胞であり、かつ本明細書において使用
されるとき、球状の２重膜として配列された両親媒性脂質から構成される小さな小胞を指
す。リポソームは、構造的に、数百オングストロームから数ミリメートルの大きさを有し
て、長い管から球状の大きさおよび形状に変動する。全体の形状に関係なく、２重膜は、
薄層のそれぞれを隣り合う薄層から分ける水性層を有する密接した同心の薄層として、一
般的に組織化されている。小胞の大きさは、直径が約２０～３００００ｎｍの範囲内であ
る。標的組織に対するリポソームの特異的な送達は、上記標的組織への治療薬の送達に適
したリポソームの大きさを選択することによって達成される。上記標的組織は、例えば、
増殖細胞集団、新生組織、炎症性組織、および感染組織である。例えば、１８０ｎｍの平
均直径を有するリポソームは、固形腫瘍に集積せず、１４０ｎｍの平均直径を有するリポ
ソームは、同じ固形腫瘍の周辺部に集積し、かつ１１０ｎｍの平均直径を有するリポソー
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ムは、固形腫瘍の周辺部および中心部に集積する。
【００７２】
　通常、リポソームは、脂質の混合物に対して機械的な力を加えることによって形成され
る。例えば、種々の方法がリポソーム組成物の調製に現在使用されている。当該種々の方
法は、例えば、溶媒透析、フレンチプレス、押出（凍結融解を伴うかまたは伴わない）、
逆相蒸発、単純な凍結融解、超音波処理、キレート透析、ホモジナイゼーション、溶媒浸
出、微小乳化、自発的な形成、溶媒蒸発、溶媒透析、フレンチプレス細胞技術、および制
御下における界面活性剤透析などが挙げられる。例えば、Madden et al., Chemistry and
 Physics of Lipids, 1990を参照すればよい。また、リポソームは、振とうまたはボルテ
ックスを含む種々の処理によって形成され得る。しかし、リポソームが機械的な力の適用
を必要とせずに自発的に形成される方法および組成物を提供できることは、付加的な設備
および工程が不要であり、これによってこれらの調製に関する時間および費用を低減させ
るという点において有益である。本発明はこの要求に対処する。
【００７３】
　低い多分散性を有する単層小胞（ＵＬＶ）の自発的な形成は、長鎖および短いアシル鎖
を含有する３元リン脂質の状態図に見られ得る。例えば、Nieh, M-P.; Harroun, T. A.; 
Raghunathan; V. A., Glinka; C. J.; J. KatsarasBiophys. J. 2004, 86, 2615-2629; E
gelhaaf, S. U.; Schurtenberger, P. Phys. Rev. Lett. 1999, 82, 2804-2807; Nieh, M
.-P.; Raghunathan, V. A.; Kline, S. R.; Harroun, T. A.; Huang, C-Y.; Pencer, J.;
 Katsaras, J. Langmuir2005, 21, 6656-6661を参照すればよい。ＵＶＬは、温度を上昇
させること（Lesieur, P.; Kiselev, M. A.; Barsukov, L. L; Lombardo, D. J. Appl. C
ryst. 2000, 33, 623-627; Nieh, M.-P.; Harroun, T. A.; Raghunathan, V. A.; Glinka
, C. J.; Katsaras, J. Phys. Rev. Lett. 2003, 91, 158105を参照すればよい）、また
は２重膜の円盤状のミセルを希釈すること（V. A., Glinka; C. J.; J. Katsaras Biophy
s. J. 2004, 86, 2615-2629を参照すればよい）のいずれかによって形成される。ここで
、短鎖脂質は、２重膜の円盤の高い曲率の周縁に集まって、その端部のエネルギーを最小
にする。円盤状の２重膜のミセルからＵＬＶへの転移は、長鎖脂質のゲル－液状結晶に対
応する温度（主転移温度）において生じる。当該転移は、長鎖脂質と短鎖脂質との間の上
昇した混和性レベルが円盤状の端部から短鎖脂質を分散させることを意味する。円盤状の
端部からの短鎖脂質の分散が、線張力を増加させ、かつ剛性の係数を減少させる。この一
連の現象は、単分散したＵＬＶの形成を生じる。Fromherz, P. Chem. Phys. Lett. 1983,
 94, 259-266を参照すればよい。これらのＵＬＶは、延長された期間（すなわち、数週間
）にわたって安定である（Nieh, M.-P.; Harroun, T. A.; Raghunathan, V. A.; Glinka,
 C. J.; Katsaras, J. Phys. Rev. Lett. 2003, 91, 158105を参照すればよい）。よって
、これらのＵＬＶは、このため薬物担体として良好な候補物と考えられる。
【００７４】
　（リポソームを自発的に形成する組成物および方法）
　リポソーム形成の１つの方法は、長鎖脂質および短鎖脂質の使用に関する。ここで、両
方の脂質の種は、少量の酸性の長鎖脂質（例えば、ジミリストイルホスファチジルグリセ
ロール（ＤＭＰＧ））を用いてドープされた２飽和の両性イオンリン脂質である。本開示
において、リポソームの自発的な形成の１つの実施形態に係る形態が記載されている。こ
の実施形態において、リポソームの自発的な形成に使用される脂質の混合物は、ジパルミ
トイルホスファチジルコリンおよびジヘキサノイルホスファチジルコリン（それぞれＤＰ
ＰＣおよびＤＨＰＣ）、ならびに酸性の長鎖脂質であるジオレオイルホスファチジルセリ
ン（ＤＯＰＳ）を包含する。しかし、本発明の範囲内における好適な他の実施形態に到達
するために、種々の変更および置換がこの組み合わせに対してなされ得ることは、当業者
にとって容易に理解される。この混合物は、少なくとも１つのプロサポシン誘導体化タン
パク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドまたはこれらの変異体もしくは類似物
をさらに含む。
【００７５】
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　自発的に形成されるリポソームは、以下の工程：１）乾燥脂質および少なくとも１つの
プロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドの混合物を
準備する工程；２）上記混合物に水性溶液を加える工程；３）上記混合物にリポソームを
形成させる工程の実施によってなされ得る。ここで、上記リポソームは、安定であり、か
つ当該リポソームの形成のために機械的な力を加える必要がない。１つの実施形態におい
て、上記脂質は、少なくとも１つの陰イオン性の長鎖リン脂質を包含する。１つの実施形
態において、上記脂質は、少なくとも１つの陰イオン性の長鎖脂質および少なくとも１つ
の短鎖リン脂質を包含する。プロサポシン誘導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導
体化ポリペプチドは、サポシン　Ｃ（配列番号２）、Ｈ１（配列番号３）、Ｈ２（配列番
号４）、Ｈ３（配列番号５）、Ｈ４（配列番号６）、Ｈ５（配列番号７）およびこれらの
混合物からなる群から選択され得る。プロサポシンは配列番号１に表されている。プロサ
ポシン誘導体化タンパク質は、サポシン　Ｃ、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５およびこれ
らの混合物の、類似物または誘導体をさらに包含する。
【００７６】
　水性溶液は、生理学的に適合可能なあらゆる溶液であり得る。さらに、当該溶液は、リ
ポソームが自発的に形成するように、脂質およびプロサポシン誘導体化タンパク質もしく
はプロサポシン誘導体化ポリペプチドの可溶化能を有する。水性溶液の非限定的な例とし
ては、例えば、水、脱イオン水、生理食塩水、およびリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）
が挙げられる。水性溶液を加えた状態におけるタンパク質および脂質の総モル濃度は、約
３００μＭまたは約４００μＭまたは約５００μＭまたは約１０００μＭ以下である。水
性溶液のｐＨは、約７．４または約７．０～７．６、または約６．８～７．８である。
【００７７】
　水性溶液の添加後に、脂質およびタンパク質の混合物は、自発的にリポソームを形成す
る。しかし、リポソームの形成を早めるかまたはそうでなければ容易にするために、上記
混合物がボルテックスされ得るか、または混合され得ることについて、当業者は容易に理
解する。
【００７８】
　代替可能な実施形態において、上記方法は、１つ以上の乾燥脂質およびプロサポシン誘
導体化タンパク質もしくはプロサポシン誘導体化ポリペプチドを準備する工程；第１の混
合物の形成のために有機溶媒を加える工程；第１の混合物を凍結乾燥する工程；第２の混
合物を形成するために第１の混合物に水性溶液を加える工程；第２の混合物にリポソーム
を形成させる工程を包含し得る。１つ以上の上記乾燥脂質は、少なくとも１つの陰イオン
性の長鎖リン脂質および／または少なくとも１つの短鎖リン脂質を包含し得る。プロサポ
シン誘導体化タンパク質またはプロサポシン誘導体化ポリペプチドは、サポシン　Ｃまた
はＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４もしくはＨ５といった断片であり得る。この実施形態において
、有機溶媒は、あらゆる好適な有機溶媒（例えば、ｔ－ブタノール（好ましくは）、イソ
プロパノール、１－プロパノールエタノール、エチルエーテル、メタノール、またはＤＭ
ＳＯ）であり得る。有機溶媒は、凍結乾燥の前における最終的な第１の混合物の約８０～
９０％または約７０～９５％または約５０～９５％を構成する。第１の混合物は、リポソ
ームを形成するために使用される水性溶液の添加までに、数ヶ月または数年にわたって保
存され得る。
【００７９】
　双性イオン脂質のみではなくて、ＤＯＰＳといった負に帯電した長鎖脂質の使用は、サ
ポシン　Ｃもしくはその断片（例えば、Ｈ１ペプチドおよびＨ２ペプチド）と酸性脂質の
凝集体との間の相互作用を最適化すると考えられる。そして、負に帯電した長鎖脂質の使
用は、リポソームの自発的な形成にとって特異に適合され、疾患の処置用のリポソームを
形成する新規かつ有用な方法を提供する。代替可能な実施形態において、負に帯電した長
鎖脂質は、ジオレオイルホスファチジルセリン（ＤＯＰＳ）、ジオレオイルホスファチジ
ル－グリセロール（ＤＯＰＧ）、１，２－ジオレオイル－ホスファチジルイノシトール（
ＤＯＰＩ）および１，２－ジオレオイル－ホスファチジン酸（ＤＯＰＡ）、またはこれら
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素、または約１８～約２０の炭素の長さの炭素鎖を有する、あらゆる長鎖リン脂質であり
得る。脂質の網羅的なリストは、www.avantilipids.comにおいて入手可能である。当業者
は、これらの脂質が本発明において使用され得ることを十分に理解する。長鎖脂質および
短鎖脂質のあらゆる組み合わせが使用され得ると同時に、いくつかの組み合わせはより安
定なリポソームを生じる。例えば、本発明を限定することを意図しないが、以下のものは
、リポソームが形成される組成物の選択肢の指針となり得る。約２０～約２４の炭素の長
さの長鎖が使用される場合に、約６～約８の長さを有する短鎖脂質は、リポソームの安定
性を向上させるために使用され得る。約１４～約１８の長さの長鎖が使用される場合に、
約６～約７の長さを有する短鎖脂質は、リポソームの安定性を向上させるために使用され
得る。脂質のこれらの組み合わせがより安定なリポソームを生じるが、他の組み合わせは
、首尾よく使用され得、かつ否定されることを意図されない。
【００８０】
　安定なＵＬＶ形成にとっての可能性は、本発明に記載のような短鎖脂質および長鎖脂質
の添加を介してさらに最大化される。短鎖脂質は、当業者によって理解されるようなあら
ゆる好適な短鎖脂質であり得る。１つの実施形態において、例えば、短鎖脂質は、ジパル
ミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）といった無電荷の短鎖ホスファチジルコリン
脂質である。また、短鎖脂質は、ＤＨＰＳといった短鎖ホスファチジルセリン脂質であり
得る。本明細書に記載のような短鎖脂質の添加に伴って、形成されるリポソームの集団は
、一般的に単分散している。短鎖脂質なしでは、上記集団は、多分散しており、生じるリ
ポソームの大きさおよび形状に変動を有する。短鎖リン脂質の添加の結果として、単分散
した集団を得ることが可能であり、生じる調製物の薬物動態および生体利用効率の制御能
を向上させる。
【００８１】
　１つの特定の実施形態において、サポシン－Ｃリポソームを合成するために使用される
脂質混合物は、負に帯電した脂質ジオレオイルホスファチジル－セリン（ＤＯＰＳ）を包
含する。ここで、無電荷の長鎖脂質ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）お
よび無電荷の短鎖脂質ジヘキサノイルホスファチジルコリン（ＤＨＰＣ）の少量が加えら
れる。この特定の実施形態において、［ＤＯＰＳ］：［ＤＰＰＣ］のモル比は、（［ＤＰ
ＰＣ］＋［ＤＯＰＳ］）／［ＤＨＰＣ］＝約４という条件において、１：１～１０：１の
範囲内である。代替可能な実施形態において、ＤＨＰＣはＤＨＰＳに置き換えられるか、
ＤＨＰＳと組み合わせられる。
【００８２】
　電荷および長さが一致する当該技術において公知のあらゆる脂質が、使用され得る。サ
ポシン　Ｃの少量を用いてドープされた脂質のこの組成物を含有するサンプルは、不安定
化しない。しかし、高濃度のサポシン　Ｃを伴うと、大きな凝集体がこの系に使用する溶
液から沈殿し得る。これは膜の不安定化を意味する。ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣサン
プルは２４ヶ月にわたって安定である。つまり、無電荷の長鎖脂質および短鎖脂質の添加
が、凝集体の安定性を増強することを示している。しかし、長鎖脂質および短鎖脂質のあ
らゆる組み合わせが、本明細書に記載のような発明にしたがって使用され得る。表１は、
本発明の方法の実施に使用され得る長鎖脂質および短鎖脂質の非限定的な例を示す。
【００８３】
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【表１】

【００８４】
　さらに、脂質鎖における飽和炭化水素の存在または非存在は、リポソームの安定性に影
響を与える。例えば、約１８以上の鎖長を有する脂質が使用され、リン脂質は飽和化また
は不飽和化、好ましくは不飽和化され得る。約１４～約１６の炭素を有する脂質といった
より短い長鎖脂質に関して、脂質は不飽和化され得るが、飽和脂質の利用によって本発明
の性能が向上される。
【００８５】
　脂質の比率の非限定的な例は以下の通りである。組成物における選択された負のリン脂
質に対する選択された無電荷のリン脂質のモル比は、約１対１０（約１０％の無電荷のリ
ン脂質）、または約１対５（約２０％の無電荷のリン脂質）、または約１対１（約５０％
の無電荷のリン脂質）である。組成物における選択された短鎖脂質に対する選択された長
鎖脂質のモル比は、約４対１（約２０％の短鎖）であり得、かつ約１０対１（１０％の短
鎖）～約３対１（約３３％の短鎖）であり得る。
【００８６】
　１つの実施形態における長鎖対短鎖の比率の一例は、［無電荷の長鎖脂質］＋［酸性の
長鎖脂質］／［無電荷の短鎖脂質］または［陰イオン性の短鎖脂質］＝約４である。他の
例としての１つの実施形態において、混合物におけるＤＯＰＳ対ＤＰＰＣのモル比は、（
［ＤＰＰＣ］＋［ＤＯＰＳ］）／ＤＨＰＣ＝約４という条件において、約１０～８対１、
または約７～６対１、または約５～３対１または約１～２対１である。他の実施形態にお
いて、［無電荷の長鎖脂質］＋［酸性の長鎖脂質］／［無電荷の短鎖脂質または陰イオン
性の短鎖脂質］は、約２～約１０または約３～約８または約４～約７であり得る。本発明
における使用に適した脂質は、当該技術に公知のあらゆる脂質、またはwww.avantilipids
.comにおいて提供されるようなあらゆる脂質から選択され得る。
【００８７】
　本発明のリポソームは、１つ以上の薬学的因子および／または造影剤をさらに備え得る
。１つ以上の薬学的因子および／または造影剤は、水性の内部もしくは２重膜の間に捕捉
されているか、または２重膜内にある疎水性分子を捕捉することによって捕捉されている
。種々の技術が、選択された宿主組織に対して封入された薬物を標的化し、かつ感受性組
織から離すためのリポソームを使用することに採用され得る。これらの技術としては、リ
ポソームの大きさ、それらの正味の表面電荷、およびそれらの投与経路を操作することが
挙げられる。
【００８８】
　また、本発明のリポソームは、受動輸送経路によって送達され得る。リポソームの受動
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輸送は、種々の投与経路（例えば、静脈内、皮下、筋肉内および局所）の利用に関する。
いずれの経路もリポソームの局在に差異を生じる。
【００８９】
　また、本発明のリポソームは、血液脳関門を越える治療薬または造影剤の送達に理想的
である。本発明は、治療薬を含有するリポソームがＣＮＳにこれらの薬剤を送達するため
に使用され得る方法に関する。ここで、薬剤は、上述の脂質およびサポシン　Ｃ、プロサ
ポシンもしくはサポシンの変異体を包含するリポソーム内に含まれている。治療薬を含有
するリポソームは、当該技術において一般的に容認される方法を用いて、ＩＶ注入、ＩＭ
注入、経鼻送達、またはあらゆる他の経血管薬物送達法を介して投与され得る。
【００９０】
　理論によって限定されることを意図せずに、サポシン媒介膜融合がどのように生じるか
についての１つの考え得る機序は、タンパク質構造変化を介するものである。プロサポシ
ン誘導体化タンパク質に属するサポシン　Ａおよびサポシン　Ｃは、高度なアミノ酸同一
性／類似性を示す。両方のタンパク質は、両親媒性のらせん状バンドルモチーフに折りた
たまれることが計算的に予測されている。サポシンフォールドは、一般的に、５つの両親
媒性αらせんを有する通常の超２次構造である。５つの両親媒性αらせんは、単一の球状
ドメインに折りたたまれ、かつ両方のタンパク質に共通している。１つの実施形態におい
て、折りたたみは、アミノ末端における中心に位置するらせんに沿っている。らせん２お
よび３は一方の側からくるまれ、かつらせん４および５は他方の側からくるまれている。
このフォールドが、膜相互作用にとっての接合点を提供し得る。
【００９１】
　サポシン媒介の陰イオン性のリン脂質膜との膜融合に関する機序は、２段階からなる過
程であると考えられる。第１の段階において、正に帯電したアミノ酸（塩基の形態）であ
るサポシンのリジン（Ｌｙｓ）およびアルギニン（Ａｒｇ）と、負に帯電したリン脂質膜
との間の静電相互作用が、これらの２つの種の間に結合を生じる（図１を参照すればよい
）。第２の段階において、２つの隣接するサポシンタンパク質のらせんの間における分子
内疎水性相互作用が、２つの膜を、膜の融合を生じさせるために十分密接に近接した状態
にする（図２を参照すればよい）。
【００９２】
　このため、本発明によれば、サポシン、特にサポシン　Ｃの脂質との結合は、約５．５
以下のｐＨ範囲を一般的に必要とする。これは、膜とサポシン　Ｃの最初の結合が、サポ
シン　Ｃの正に帯電した塩基性アミノ酸残基の陰イオン性膜との静電相互作用を介して生
じるからである。このため、静電相互作用を多くもたらすために、それらのプロトン化形
態にある塩基性アミノ酸を有することが非常に好ましい。これは、脂質混合物とプロサポ
シン誘導体化タンパク質またはプロサポシン誘導体化ポリペプチドを混合する前に、プロ
サポシン誘導体化タンパク質またはプロサポシン誘導体化ポリペプチドに対する酸性溶液
の添加によって達成され得る。
【００９３】
　代替可能に、サポシンファミリーのタンパク質から誘導される、関連融合タンパク質お
よび関連融合ペプチドは、この低ｐＨ範囲の制限を有しないものがあり得る。このため、
他の膜融合タンパク質および膜融合ペプチドのｐＨ範囲は、生理学的ｐＨ（約７のｐＨ）
～より低いｐＨの範囲にあり得る。
【００９４】
　（ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣリポソームの構造解析）
　粉末の形態のＤＯＰＳ（負に帯電した長鎖脂質）、ＤＰＰＣ（無電荷の長鎖脂質）およ
びＤＨＰＣ（無電荷の短鎖脂質）（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ、アラバス
ター、ＡＬから入手可能である）は、さらに精製することなく使用される。ＤＬＳ測定に
関して、［ＤＯＰＳ］：［ＤＰＰＣ］のモル比は、すべてのサンプルに関して（［ＤＰＰ
Ｃ］＋［ＤＯＰＳ］）／［ＤＨＰＣ］＝４の条件において、１：１～１０：１の範囲内で
ある。乾燥脂質混合物は、ろ過した超純水（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　ＥＡＳＹｐｕｒｅ　Ｕ
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Ｖ）に、１０質量％の総脂質濃度において溶解され、かつボルテックスおよび４～５０℃
の温度循環によって混合される。
【００９５】
　タンパク質を含有するリポソームの調製に関して、Ｓａｐ　Ｃは、ＩＰＴＧ誘導化ｐＥ
Ｔ系を用いたＥ．　ｃｏｉｌにおいて過剰発現され、かつＨｉｓタグタンパク質は、ニッ
ケルカラムから溶出された。透析の後に、ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって以下のよ
うにさらに精製された。Ｃ４逆相カラムが１０分間に渡って０．１％のトリフルオロ酢酸
（ＴＦＡ）を用いて平衡化された。それから、タンパク質は、０．１％ＴＦＡのアセトニ
トリル溶液の直線勾配（０～１００％）において６０分に渡って以上溶出された。タンパ
ク質の主要なピークが回収され、かつ凍結乾燥された。同時にタンパク質濃度が上述のよ
うに測定された。Ｈ１ペプチド（ＹＣＥＶＣＥＦＬＶＫＥＶＴＫＬＩＤ）およびＨ２ペプ
チド（ＥＫＥＩＬＤＡＦＤＫＭＣＳＫＬＰＫ）は、ＳｙｎＰｅｐ株式会社（カリフォルニ
ア、ＵＳＡ）によって合成され、かつ１．５ｍｇ／ｍＬの濃度においてＤ２Ｏに溶解され
た。［ＤＯＰＳ］／［ＤＰＰＣ］＝１０および（［ＤＰＰＣ］＋［ＤＯＰＳ］）／ＤＨＰ
Ｃ＝４の条件を有する０．１質量％の脂質溶液は、それから体積比１２：１の２つのペプ
チド溶液（１．５ｍｇ／ｍＬ）、および１：１の体積比を有するＳａｐ　Ｃ溶液に加えら
れた。これによって、膜の不安定化を誘導するために必要とされるＳａｐ　Ｃの濃度より
も高い、６２．５μＭの最終ペプチド（またはＳａｐ　Ｃ）濃度になった（［脂質］／［
ペプチド］のモル比＝２２／１）。また、６．２５μＭのＳａｐ　Ｃ（［脂質］／［Ｓａ
ｐ　Ｃ］＝２２０／１）のみを含有するサンプルが、比較のために調製された。
【００９６】
　Ｓａｐ　Ｃ－ＵＬＶ複合体の構築において、ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ　ＵＬＶ系
に対する組成物の影響は、Ｓａｐ　Ｃ－膜相互作用の研究に好適な系として特徴づけされ
た。特に、この脂質混合物の凝集体の形態は、動的光散乱（ＤＬＳ）、透過型電子顕微鏡
（ＴＥＭ）およびＳＡＮＳ測定を介して、決定された。それから、ＳＡＮＳは、これらの
ＵＬＶに対するＨ１、Ｈ２およびＳａｐ　Ｃの影響を特徴付けるために使用された。
【００９７】
　ペプチドの非存在下における凝集体に関して、ＤＬＳおよびＴＥＭの結果によって、２
００ｎｍ以下および５００ｎｍ未満のオーダーの直径を有するＵＬＶの２モードの集合が
存在することが確かめられる。これは、扁平な小胞および３軸楕円の殻に関する、形態要
素の組み合わせを用いたＳＡＮＳデータによく一致する。ＳＡＮＳデータは、Ｓａｐ　Ｃ
が高濃度（６２．５μＭ）においてＵＬＶの凝集を促進する一方において、低濃度（６．
２５μＭ）においてＵＬＶ構造が乱されないことを明らかにする。Ｈ１およびＨ２の両方
は膜厚のわずかな減少を誘導する。Ｈ１ペプチドは、ＵＬＶの大きさまたはそれらのサイ
ズ分布の変動を示さない。その一方で、Ｈ２ペプチドは、存在する２つのＵＬＶ凝集体の
間における平衡状態を変動させる。定性的に、これらの結果は以前のＡＦＭの発見と一致
する。
【００９８】
　生じるリポソームの構造および安定性を決定するために、はじめにホモジナイズした１
０質量％の溶液が５、２、１、０．５、０．１質量％のサンプルに、漸次的に希釈される
。ＤＬＳ測定の前に、０．１質量％のストック脂質サンプルが、５、５０および２００倍
に希釈され、かつＮ４＋粒子測定器（Ｃｏｕｌｔｅｒ、Ｍｉａｍｉ、ＦＬ）を用いて分析
される。この方法を用いて、系の希釈が粒子のサイズに影響しないことが確認された。Ｓ
ＡＮＳ実験に関して、同じサンプル調製手順が［ＤＯＰＳ］／［ＤＰＰＣ］＝１０のサン
プルに適用された。サンプル調製手順は、０．５質量％の総脂質濃度を有するサンプルを
得るために、Ｈ２Ｏの代わりにＤ２Ｏ（９９．９９％、Ｃｈａｌｋ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ、Ｓｈａｌｋ　Ｒｉｖｅｒ、ＯＮ）が使用された点を除いて同じである。
それから、０．５質量％のサンプルは、酸性緩衝液を用いて、０．１および０．０５質量
％の混合物にさらに希釈された。上記酸性緩衝液は、同じ体積の０．１Ｎの酢酸ナトリウ
ム（ＮａＡｃ）および０．１Ｎの酢酸（ＨＡｃ）から構成される。生じた溶液は、Ｄ２Ｏ
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において４．７８±０．０２のｐＨを有し、かつＤ２Ｏを用いた１２倍希釈の間、安定で
あった。
【００９９】
　ＳＡＮＳ実験は、米国標準技術局（ＮＩＳＴ）中性子研究センター（ＮＣＮＲ、Ｇａｉ
ｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、ＵＳＡ）に設置されている３０ｍ　ＮＧ７　Ｓ
ＡＮＳ機器において実施された。８．０９オングストロームの波長（λ）の中性子、中性
子屈折光学および長いサンプル－検出器間の距離（ＳＤＤ＝１５．３ｍ）を用いることに
よって、最も低い散乱ベクトル［ｑ＝４π／λ・ｓｉｎ（θ／２）、ここでθは散乱角で
ある］に達した。また、２つの他のＳＤＤ（５ｍおよび１ｍ）が使用された。他の２つの
ＳＤＤを使用することによって、３つのすべてのＳＤＤに関して、０．００２～０．３５
オングストロームの範囲内の組み合わせたｑを包含する。未加工の２次元データ検出器の
バックグラウンド、細胞なしの散乱およびサンプル透過について補正された。それから、
補正されデータは、光線の中心について環状に平均化されて、通常の１次元データを生じ
た。それから、これらのデータは、公知の入射光線放射束を用いて、絶対強度スケール（
ａｂｓｏｌｕｔｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｓｃａｌｅ）に関して見積もられた。非干渉性
のプラトーが、１０～２０高いｑのデータ点の強度を平均化すること、および低減したデ
ータを引くことによって決定された。
【０１００】
　ＵＬＶの大きさは、Ｎ４＋サブミクロン粒子粒径分析器（Ｃｏｕｌｔｅｒ、Ｍｉａｍｉ
、ＦＬ）を用いた、陽子相関分光分析２３、２４によって決定された。大きな粒子が、２
０～８００ｎｍの間の粒径を有して多分散した状態において見られた。ＡＮＯＶＡ分析は
、統計学的有意性および標準偏差を表すエラーバーを決定するために使用された。
【０１０１】
　ＴＥＭ画像は、８０ｋＶの加速電圧において運転させたヒタチＴＥＭ（Ｈ－７６００、
日立、日本）を用いて撮影された。各サンプルの液滴は、支持フォルムバール膜（ｓｕｐ
ｐｏｒｔ　ｆｏｒｍｖａｒ　ｆｉｌｍ）に覆われたニッケル網（２００目、３０～７５ｎ
ｍの範囲の厚さ、Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、ＰＡ）上
に載せられた。網は、ＴＥＭ分析の前に２時間室温において、ろ紙上に置かれた。バック
グラウンドが高倍率において最適化されると同時に、所望の領域が低倍率（５０～１００
０倍）に設定された。単一の小胞は、最大５００００万倍において観察され得た。ＴＥＭ
顕微鏡写真は、適切な画像収集ソフトウェアを有する、デュアルＡＭＴ　ＣＣＤカメラ（
２ｋ×２ｋ、１６ビット）を用いて撮影された。
【０１０２】
　Ｓａｐ　Ｃが、酸性条件下の負に帯電した不飽和脂質（すなわち、ＤＯＰＳ）の存在下
においてのみ機能するので２３、この系は、主にＤＯＰＳならびに少量のＤＰＰＣおよび
ＤＨＰＣから構成される。種々の［ＤＯＰＳ］／［ＤＰＰＣ］モル比のサンプル（表１）
のＤＬＳの結果は、［ＤＯＰＳ］／［ＤＰＰＣ］＝１０のサンプルのみが２モードのサイ
ズ分布を示す一方において、残りのサンプルが少なくとも３つの集団を含有することを示
している。この理由から、［ＤＯＰＳ］／［ＤＰＰＣ］＝１０のサンプルのみが、これら
のＵＬＶの構造に対するＳａｐ　Ｃ、Ｈ１およびＨ２の影響をさらに調べるために使用さ
れた。また、ＤＬＳのデータは、ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣサンプルの構造が１２ヶ
月に渡って安定であることを示している（表２）。これは、ＤＰＰＣおよびＤＨＰＣの添
加が、ＤＯＰＳを超音波処理することと比べて、これらの凝集体の安定性を劇的に増強す
るという証拠であり、かつこれらが実用され得る可能性を提供する。
【０１０３】
　ＤＬＳの結果から予測されるようなＵＬＶの見かけの大きさ、または流体力学的半径は
、ＵＬＶが球状であるという仮定に基づいていることを留意すべきである。長球の小胞ま
たは扁平な小胞に関する文献２９に詳細が論じられているように、小胞の軸率の正確な決
定には、ＤＬＳおよび静的光散乱（ＳＬＳ）のそれぞれによる、小胞の流体力学的半径お
よび回転の半径の測定が必要である。楕円小胞に関して、見かけの流体力学的半径は、扁
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平な小胞または長球の小胞のそれぞれについてのＵＬＶの大きさまたは表面積を、多少（
＜１０％）の過小評価または過大評価される。
【０１０４】
【表２】

【０１０５】
　図２は、０．１質量％の脂質混合物（［ＤＯＰＳ］／［ＤＰＰＣ］＝１０）、ならびに
酢酸Ｄ２Ｏ緩衝液における、Ｈ１およびＨ２をドープした脂質混合物のＳＡＮＳデータを
示している。低濃度（６．２５μＭ）のＳａｐ　Ｃは、ＵＬＶの大きさまたはそれらの膜
構造の乱れを示さない（非ドープの混合物と同様である）。高濃度（６２．５μＭ）のＳ
ａｐ　Ｃの場合には、Ｓａｐ　Ｃ添加の脂質系は、溶液から沈殿する（ＳＡＮＳに受け容
れられない）大きな凝集体を形成する。この観察はＳａｐ　Ｃが膜を不安定化する２３と
いうこれまでの研究と一致する。このため、われわれは、小胞の構造に対するＨ１および
Ｈ２の影響にのみ焦点を絞っている。０．１％のＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ（△）、
Ｈ１をドープした混合物（□）、およびＨ２をドープした混合物（○）のＳＡＮＳデータ
が、図２に示されている。実線はデータに対する最良適合を表している。矢印によって指
し示されている２つの広いピークは、系にある相関長の結果である。点線および長点の線
のそれぞれは、０．１％の非ドープ系を適合させるために使用された、３軸楕円殻モデル
および扁平殻モデルの結果である。図２に示されているＳａｐ　Ｃ非ドープのサンプルの
散乱曲線は、それらが２つの広いピークを含むという通常の特徴を共有している。０．０
１オングストローム－１未満のｑおよび０．０３オングストローム－１未満のｑの間に中
心を有する２つの広いピークは、系に２つの相関長が存在することを示している。また、
これらのピークの由来をより理解するために、０．０５質量％の単一の脂質混合物が試験
された。０．０５質量％のサンプルのＳＡＮＳデータは、０．１質量％のサンプルデータ
と重ねるために縮小され得る。これによって、２つの広いピークが凝集体の形態に固有の
ものであり、かつ粒子間の相互作用の結果ではないことを示している。
【０１０６】
　ｑ＞０．０６オングストローム－１について、３つ１組のデータの間において強度の違
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ても知られる）は、３つのサンプルのすべてに適用された。ここで、ｌｎ（Ｉ・ｑ２）は
、５×１０－３～２．５×１０－２オングストローム－２の範囲にあるｑ２の条件におけ
る直線関係を有する。これは層状構造の存在を示している。図３は、０．１質量％のＤＯ
ＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ混合物（○）、Ｈ１をドープした系（△）、およびＨ２をドー
プした系（□）に関する改変したギニエプロットを示している。線はデータの最良適合を
表している。それから、２重膜の厚さは、ルート１２を掛けた傾斜の平方根から得られる
。最良適合の結果は、非ドープの混合物が最も厚い（３７．７±０．７オングストローム
）２重膜を形成する一方において、Ｈ１をドープした２重膜およびＨ２をドープした２重
膜がわずかに薄い（それぞれ３５．８±０．８、３６．２±０．６オングストローム）こ
とを示している。
【０１０７】
　ｑ≦０．０６オングストローム－１について、Ｈ１をドープした系の散乱曲線は、Ｈ２
をドープした散乱曲線と比べて、非ドープの脂質混合物の散乱曲線と類似している。つま
り、これは、Ｈ１ペプチドを用いた膜のドープによって凝集体の形態に有意な変化が起こ
らないことを示している。また、この観察は以前のＡＦＭの報告と一致している。当該報
告において、Ｈ１は、１－パルミトイル－２－オレオイルホスファチジルセリン（ＰＯＰ
Ｓ）に対して影響しないことが見出された。Ｈ２をドープしたサンプルのＳＡＮＳデータ
の場合には、単一の脂質混合物のＳＡＮＳデータとの定性的な差が、ｑの低い領域（ｑ＜
０．００３オングストローム－１）の傾斜、ならびに２つのピークの幅および強度に観察
された。
【０１０８】
　３つのサンプルのすべてのＴＥＭ画像が得られ、かつ形態の２つの集団を有する粒子が
観察された。図４は、ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ混合物（ＡおよびＢ）、およびＨ１
をドープした混合物（ＣおよびＤ）、およびＨ２をドープした混合物の代表的なＴＥＭ画
像を示している。３軸楕円の小胞（すなわち、Ａ、ＣおよびＥ）は、すべてが同様の大き
さ（１５０～２００ｎｍ×６００～８００ｎｍの投影断面積）である。このとき、３軸楕
円の小胞は、約１０～１５０ｎｍの投影半径を有する扁平小胞である。これらの容積は、
層状３軸楕円小胞に関する以下の数学モデルに従って、ＳＡＮＳデータの最良適合の結果
と一致する。
【０１０９】
　３軸楕円の単層小胞に関するモデルは、３つの主軸、ａｃｏｒｅ、ｂｃｏｒｅおよびｃ

ｃｏｒｅ（ａｃｏｒｅ≦ｂｃｏｒｅ≦ｃｃｏｒｅ）に沿った異なる中心長を有する楕円殻
として表される。軸、ａｓｈｅｌｌ、ｂｓｈｅｌｌおよびｃｓｈｅｌｌに沿った殻の長さ
は、それぞれ（ａｃｏｒｅ＋ｌ）、（ｂｃｏｒｅ＋ｌ）および（ｃｃｏｒｅ＋ｌ）と定義
される（ここでｌは２重膜の厚さである）。この近似は、２重膜の通常の傾向に従って、
ＵＬＶ全体に渡って一定の２重膜の厚さを仮定していないことに留意すべきである。した
がって、考えられるすべての方向に渡って平均化された３軸楕円殻に関する形成因子Ｐｔ

ｒｉａｘ（ｑ）は、
【０１１０】
【数１】

【０１１１】
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【数２】

として表され得る。ここで、ｊ１は、１次楕円ベッセル関数であり、
【０１１２】

【数３】

であり、ｕｉは、
【０１１３】
【数４】

と定義され（ｉはｓｈｅｌｌまたはｃｏｒｅを表す）、かつＶｔｏｔａｌおよびＶｃｏｒ

ｅのそれぞれは、楕円体の全容積および中心部の容積である。ρＤ２Ｏおよびρｌｉｐｉ

ｄは、Ｄ２Ｏおよび脂質の散乱長密度を意味する。
【０１１４】
　扁平な楕円体小胞に関して、形成因子Ｐｏｂｌａｔｅ（ｑ）は、ｃｃｏｒｅ＝ｂｃｏｒ

ｅにすることによって得ることができる。したがって、ｕｉは、
【０１１５】
【数５】

になる。さらに、シュルツ関数ｆ（ａ）は、以下の式
【０１１６】
【数６】

（ここで、＜ａ＞はａの平均である）に示されるような短軸（すなわち、ａｃｏｒｅ）の
分布を説明するために使用される。ｐは、ρ／＜ａ＞と定義される多分散度である。ここ
で、ρはａの標準偏差である。ｐとして適当な値は、０～１の範囲内である４５。ガンマ
関数Γ（１／ｐ２）は、シュルツ関数の積分を標準化するために使用される。等式Ａ－３
は、
【０１１７】

【数７】



(27) JP 5253402 B2 2013.7.31

10

20

30

40

50

となって等式Ａ－１内に入れられる。
【０１１８】
　次に、相互作用しない小胞（扁平な楕円体および３軸楕円体）にとっての総散乱強度は
、
【０１１９】
【数８】

と記載され得る。ここで、ΦｌｉｐおよびΦｏｂｌａｔｅのそれぞれは、溶液における脂
質および扁平殻の総量の体積分率である。適合手法は、ＩＧＯＲプログラミングコードに
記載されている。ＩＧＯＲプログラミングコードは、ＮＩＳＴ　ＳＡＮＳグループによっ
て開発されたデータ分析パッケージから修正されている。
【０１２０】
　３軸楕円体の単層２重膜小胞にとっての提唱モデルが図５に示されている。親水性領域
（頭部基）および疎水性領域（炭化水素尾部）が示されている。扁平小胞の場合には、ｂ
はｃと等しい。
【０１２１】
　１つの形態は、１５０～２００ｎｍ以下の半径を有する、環状の２次元投影を有する。
一方において、他の形態は、それぞれ６００～８００ｎｍの長さの長軸および１００～２
００ｎｍの長さの短軸を有する、引き伸ばされた楕円投影を有する。この結果はＤＬＳデ
ータと一致する。しかし、２モード分布は、投影に対して直交する軸に沿った粒子の厚さ
に依存して、球状の楕円体小胞の混合物、または扁平な３軸楕円体小胞の混合物のいずれ
かであり得る。前者（球状の楕円体小胞の混合物）は、われわれのＳＡＮＳデータと適合
しない。われわれは、ＳＡＮＳの結果と適合する扁平な３軸楕円体小胞殻を包含するモデ
ルを作り出している（上述した３軸の２重膜単層小胞に関する数学モデルを参照すればよ
い）。扁平な形態は、２つの等しい主軸および１つの多分散の副軸を有する（図４のＢ、
Ｄ、Ｆ）。一方において、３軸楕円体の形態は、長さが異なる３つの軸を有する（図４の
Ａ、Ｃ、Ｅ）。このモデルは、８つの適合要素を必要とする。８つの要素とは、すなわち
、３軸楕円体の小胞に関する３つの軸、扁平な殻に関する２つの軸、扁平な形態に関する
短軸の多分散性、２重膜の厚さおよび３軸対扁平の集団の比率である。しかし、ＴＥＭお
よびＤＬＳ測定、ならびにクラツキ－ポロッド分析からの結果は、２重膜の厚さ、ならび
に扁平な殻の場合の２つの主軸の長さおよび３軸楕円の殻にとっての２つの長軸の長さが
、われわれにとって制限される。これによって、短軸の長さ、扁平殻の短軸の多分散性、
および３軸対辺鄙の集団比率を、自由な要素として残せる。最良適合の結果は、扁平楕円
体および３軸楕円体が４０±５オングストロームの厚さを有することを示している。これ
は、改変したギニエプロットから得られた結果よりもわずかに大きい。３軸楕円体の最も
短い軸および扁平な形態の副軸のそれぞれは、２５０±２０オングストロームおよび１０
０±１０オングストロームである。これらの特性は、ＳＡＮＳデータにおける広い（０．
０１オングストローム以下および０．０３オングストローム以下）ピークを生じる。さら
に、扁平な形態の主軸の長さ（１５０ｎｍ以下）および楕円体の形態の２つの長軸の長さ
（２００ｎｍ以下および５００ｎｍ以下）に関する最良適合は、図４に示されるＴＥＭの
結果と一致する。扁平楕円体の集団の割合は、Ｈ２をドープした混合物の場合に４０±１
０％以下であり、一方、非添加またはＨ１をドープした混合物に関して６０±１０％以下
であることが分かった。３軸楕円体小胞の集団が大きいことを示す第１のピークのより高
い強度がＨ２をドープした系に見られることは、最良適合の結果と一致する。このため、
Ｈ２ペプチドが３軸楕円体の小胞の形成に好ましいと考えられる。要約すると、３つの手
法のすべては、２つの形態（すなわち、３軸楕円体および扁平楕円体）の存在を指し示し
ている。
【０１２２】
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　Ｓａｐ　ＣおよびＳａｐ　Ｃ断片（Ｈ１およびＨ２）を用いたＵＬＶ系の形成に使用さ
れるＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ／ＤＯＰＳ混合物は、意外なことに予測しなかった脂質混合物の
挙動を示した。われわれの当初の予測は、われわれの以前の実験結果３に基づいて、単分
散した球状のＵＬＶの形成にとって好適な条件を見つけることであった。しかし、上述し
たように、われわれは、ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ／ＤＯＰＳがＵＬＶを形成すると同時に、Ｄ
ＬＳによって調べられた混合物のサイズ分布が多モードであることを見出している。２モ
ードに分散したＵＬＶの場合に、われわれは、各集団が非球状の形態および狭いサイズ分
布を有することを見出している。この観察は、われわれにこのＵＬＶ形成に関する機序が
ＤＭＰＣ／ＤＨＰＣ／ＤＭＰＧ混合物に生じる機序とは異なるという推測を導く。
【０１２３】
　以前の研究において、われわれは、低い多分散性のＵＬＶの形成が、ミセル（２胞性）
の形態を２重膜にした低い温度からこの系を加熱することが必要なことを見出した。ＵＬ
Ｖの大きさは、２つの胞の大きさに依存することが見出された。さらに、ＵＬＶの大きさ
は、周辺の線張力、２重膜の曲げ剛性および２つの胞の融合の割合といった因子によって
おそらく改変された。さらに、ＤＭＰＣ／ＤＨＰＣ／ＤＭＰＧの２つの胞→ＵＬＶの転移
は、２３℃以下において生じる、ＤＭＰＣのゲル→液晶の転移と密接な関連していた。Ｄ
ＰＰＣ／ＤＨＰＣ／ＤＯＰＳが類似の挙動を示した場合には、２胞性の形態が－１１℃付
近またはそれ以下において見られるだろう。－１１℃はＤＯＰＳの脂肪酸鎖が融解転移を
受ける温度である。高温においてＤＭＰＣ／ＤＨＰＣ／ＤＭＰＧ混合物が広いサイズ分布
を有するＵＬＶの形成を生じるので３、われわれは、ここでのＵＬＶの形成機序が以前に
調べられた機序とは異なると推論する。
【０１２４】
　これまでの技術は、希釈によって、かつ集団的な膜の変動の結果として、単一のＤＯＰ
Ｓの層状の重なりが、多分散したＵＬＶの形成を完全に許容することを示唆している。こ
れは、２モードの集団のリポソームを形成するための利用とは関係なく示唆されている。
したがって、単一のＤＯＰＳの懸濁によってＵＬＶも形成できるが、われわれは、ここで
生じる形成の機序としてはこれを捨てることができる。われわれは、観察された非球状の
ＵＬＶが、ＵＬＶの高い曲率の領域を占めている無電荷の短鎖ＤＨＰＣを有することによ
って、安定化されていると同時に、長鎖ＤＰＰＣが安定な２重膜に必要とされる剛性を提
供することを推測している。
【０１２５】
　本開示は、２モードのＵＬＶサイズ分布が観察されるが、個々の集団の多分散性がかな
り小さいという、上述の予期されなかった発見を示している。当該発見は、これらの２つ
の集団が、材料を自由に変更し得る平衡状態、最小のエネルギー状態を示すことであり得
るか、または個々のＵＬＶがこれらの２つの形態の間において転換可能な流体力学的構造
であることであり得る。形態が自由に転移するという考えは、これまでに論理的に予測さ
れており、かつこれまでの実験的観察と類似でもあり得る。ここで、遊離した長球の小胞
は扁平な小胞に、そして逆に場合も同じく転移する２９、３５、３６。
【０１２６】
　また、楕円体のＵＬＶの形態は、予想外であるが、膜の側方における異質性の結果であ
り得る。飽和および不飽和の脂質を含有する３成分の混合物が側方に偏りを示し得ること
は、最近ＳＡＮＳによって示されている３７。さらに、ゲル→液晶の転移を経て上昇する
温度に応じて、巨大なＵＬＶにおける複合化された球状－多角形－楕円体の転移が見出さ
れている３８。外見上、多角形の形状（図４のＢ）は、おそらく２つの相の間における側
方の相の分離から生じた。ここで、ＤＯＰＳおよびＤＨＰＣ脂質はＬα相であると同時に
、ＤＰＰＣはゲル相である。さらに、異なる炭化水素鎖の長さを有する脂質の異なる種に
起因して、各ドメインは、楕円の軸のそれぞれの長さを決めることに寄与し得る。われわ
れが知る限り、単一のリン脂質の系または単一の脂質の混合物に由来する多分散した３軸
楕円体の小胞は、これまで報告されていないが、アクチンの重合体化によって誘導される
扁平な形状または不規則な形状をした小胞に転移する球状の小胞の例がある。われわれは
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、その結果が膜内における側方への分離に起因すると推測する。
【０１２７】
　高いｑのデータに対する最良適合は、２重膜の厚さが３８～４０オングストロームの間
にあるという結果を生じる。楕円殻モデルが、主軸に沿った一定の２重膜の厚さ、および
２重膜の全体に渡って均一な散乱長密度を仮定しているので、２重膜の厚さに関する値は
、より詳細なモデルから得られる値よりもわずかに大きいと予想され得る。改変したギニ
エプロットは、Ｈ１をドープしたＵＬＶおよびＨ２をドープしたＵＬＶと比較して、非ド
ープのＵＬＶがより厚い２重膜を有することを示している。これは、Ｈ１およびＨ２が２
重膜に対する薄膜化の影響を有するが、それらが２重膜を不安定化することを証明する。
ＷａｎｇらはＨ１およびＨ２がＳａｐ　Ｃ誘導膜融合を阻害できることを報告している。
これは、それらがＳａｐ　Ｃと同じようにＤＯＰＳ部位におそらく結合し、このようにし
てＳａｐ　Ｃの膜との相互作用を弱める。また、これらの結果は、Ｈ１が膜融合の阻害に
おいてＨ２よりも有効であることを示した。これは、Ｈ１が２重膜の薄膜化に対するより
大きな影響を有することと一致している。
【０１２８】
　以前のＡＦＭの研究は、Ｈ２が膜に対してパッチを形成したことを示している。これは
、２重膜欠損の領域を構成する棒状構造であると推測された。ＳＡＮＳデータは、非ドー
プのＵＬＶおよびＨ１をドープしたＵＬＶと比べて、集団が、Ｈ２の添加によって扁平な
ＵＬＶから３軸のＵＬＶへと粒子形態を変化させることを示している。短鎖ＤＨＰＣは膜
に欠陥を作り出すことが知られているので、脂質混合物は、３軸楕円体ＵＬＶの好ましい
形成を導く、Ｈ２の会合にとって好適な環境を提供し得る。
【０１２９】
　ＳＡＮＳ、ＴＥＭおよびＤＬＳの利用を介して、ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣの混合
物によって仮定される種々の形態が特徴付けられた。２つの低い多分散性の形態、すなわ
ち扁平なＵＬＶおよび３軸楕円体のＵＬＶが観察される。ここで、ＵＬＶ形成の機序は、
これまでに報告されている機序とは異なると考えられる。また、当該機序は、低い多分散
性のＵＬＶが、ゲル→液晶の転移を受ける長鎖脂質の非存在下においてさえ形成され得る
ことを証明している。ＳＡＮＳの結果は、以前のＡＦＭデータと一致して、Ｈ１およびＨ
２が２重膜の形態を不安定化しないことを示している。しかし、Ｈ１は２重膜の薄膜化に
より大きな影響を有することを示している。さらに、Ｈ２ペプチドの添加は、扁平楕円体
の小胞に対する３軸楕円体の小胞の比率を増加させる。これは、おそらく、種々の脂質構
成要素の混和性の変化に起因する。一方、Ｓａｐ　Ｃの添加は、膜を不安定化し、かつ大
きな凝集体の溶液からの沈殿を生じる。
【０１３０】
　リポソーム小胞が種々の治療学にとって有効な担体であることが、さらなる証拠によっ
て示唆される。しかし、疾患の処置および商業的な実現性における特定の系の有効性が、
第１に重要である。本開示において、ホスファチジルセリン含有ＵＬＶが自発的に形成す
ることを示し、高い安定性を有し、かつ低い多分散性を有することが証明される。記載さ
れている手順は、Ｓａｐ　Ｃ結合ＵＬＶの大規模化した産業的製造に好適であり、Ｓａｐ
　Ｃ－ＰＳ　ＵＬＶの開発に有用である。Ｓａｐ　Ｃ－ＰＳ　ＵＬＶは、それから治療薬
のインビボ輸送に関して試験され得る。
【０１３１】
　本発明の長鎖脂質は、約１４～約２４の炭素を有する長さの炭素鎖、または約１８～約
２０の炭素を有する長さの炭素鎖を有する、あらゆる長鎖脂質であり得る。脂質の網羅的
なリストは、www.avantilipids.comにおいてにおいて入手可能である。当業者は、これら
の脂質が本発明に使用され得ることを十分に理解する。長鎖脂質および短鎖脂質のあらゆ
る組み合わせが使用され得ると同時に、いくつかの組み合わせがより安定なリポソームを
生じる。例えば、本発明を限定することを意図しないが、以下のものが、リポソームが形
成される組成物の選択肢を導き得る。リポソームの安定性を向上させるために、約２０～
約２４の炭素の長さを有する長鎖脂質が使用され、約６～約８の長さを有する短鎖脂質が
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使用される。リポソームの安定性を向上させるために、約１４～約１８の長さを有する長
鎖が使用され、約６～約７の長さを有する短鎖脂質が使用される。脂質のこれらの組み合
わせがより安定なリポソームを生じる。一方において、他の組み合わせが首尾よく使用さ
れ得、かつこれらが否定されることを意図しない。表２は、より安定なリポソームを生成
するために使用され得るリン脂質の組み合わせの例を説明する。しかし、これらの例は、
リン脂質の他の組み合わせが本発明と共に使用され得ないことを意味しない。
【０１３２】
【表３】

【０１３３】
　さらに、リポソームの安定性は、脂質鎖における飽和炭化水素の存在または非存在に影
響を受ける。例えば、約１８以上の鎖長を有する脂質が使用され、リン脂質は、飽和また
は不飽和、好ましくは不飽和であり得る。約１４～約１６の炭素を有する長鎖脂質といっ
たより短い長鎖脂質に関して、脂質は不飽和であり得るが、飽和脂質の使用によって、本
発明の向上した性質が生じる。
【０１３４】
　（付加的な試薬）
　また、上述の生物適合性の脂質および重合体に加えて、ある物質の組成物を用いた微粒
子の調製が本発明の一部であると意図される。当該物質は、安定性および上述の基準に適
合するように微粒子が調整されるように供給される。
【０１３５】
　プロピレングリコールは、脂質粒子の分散または溶解を容易にすることによって、濁り
を除去するために加えられ得る。また、ポリプロピレングリコールは、増粘剤として機能
し得る。増粘剤としてのポリプロピレングリコールは、微粒子の膜または表面の表面張力
を上昇させることによって微粒子の形成および安定性を向上させる。ポリプロピレンは、
付加的な層としてさらに機能することが考えられる。当該層は、微粒子の膜または表面を
被い、このようにしてさらなる安定性を提供する。このような基本的または補助的なさら
なる安定化化合物の例として、使用可能な従来の界面活性剤（例えば、米国特許第４，６
８４，４７９号明細書および米国特許第５，２１５，６８０号明細書）がある。
【０１３６】
　補助的および基本的なさらなる安定化化合物としては、ピーナッツ油、キャノーラ油、
オリーブ油、ベニバナ油、トウモロコシ油、またはあらゆる他の油といった物質が挙げら
れる。当該あらゆる他の油は、本明細書において上述した要件および指示に合致して安定
化剤としての使用に好適であり、摂取可能であることが通常に知られているものである。
【０１３７】
　さらに、混合したミセルの系の製造に使用される化合物は、基本的または補助的な安定
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化化合物としての使用に好適であり得る。これらの化合物としては、これらに限定されな
いが、ラウリルトリメチルアンモニウム　ブロマイド（ドデシル－）、セチルトリメチル
アンモニウム　ブロマイド（ヘキサデシル－）、アルキルジメチルベンジルアンモニウム
　クロライド（アルキル＝Ｃ１２、Ｃ１４、Ｃ１６）、ベンジルジメチルドデシルアンモ
ニウム　ブロマイド／クロライド、ベンジルジメチル　ヘキサデシルアンモニウム　ブロ
マイド／クロライド、ベンジルジメチル　テトラデシルアンモニウム　ブロマイド／クロ
ライド、セチル－ジメチルエチルアンモニウム　ブロマイド／クロライド、またはセチル
ピリジニウム　ブロマイド／クロライドが挙げられる。
【０１３８】
　本発明に使用されるリポソームは、本明細書に記載の種々の付加的または補助的な安定
化剤のなかから選択することによって、大きさ、溶解性および熱安定性に基づいて制御さ
れ得ることが見出されている。これらの薬剤は、脂質の被膜とのこれらの物理的な相互作
用によってだけではなく、リポソームの表面の粘性および表面張力を改変するそれらの能
力によってもまた、微粒子のこれらの要素に影響を与えることができる。したがって、本
発明に使用されるリポソームは、例えば１つ以上の多種多様な（ａ）粘性改変剤；（ｂ）
乳化剤および／または可溶化剤；（ｃ）懸濁化剤および／または増粘剤；（ｄ）合成懸濁
化剤；ならびに（ｅ）浸透圧向上剤（ｔｏｎｉｃｉｔｙ　ｒｉｓｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）の
添加によって、好ましく改変され得、さらに安定化され得る。（ａ）粘性改変剤としては
、これらに限定されないが、炭水化物ならびにそれらのリン酸化誘導体およびスルホン酸
化誘導体；ならびにポリエーテル（好ましくは４００～１０００００の範囲内の分子量を
有する）；ジヒドロキシアルカンおよびトリヒドロキシアルカンならびにこれらの重合体
（好ましくは２００～５０００の範囲内の分子量を有する）が挙げられる。（ｂ）乳化剤
および／または可溶化剤は、また所望の改変およびさらなる安定化を達成するために、脂
質と共に使用され得る。（ｂ）乳化剤および／または可溶化剤としては、例えばこれらに
限定されないが、アラビアゴム、コレステロール、ジエタノールアミン、グリセロールモ
ノステアレート、ラノリンアルコール、レチシン、モノグリセリドおよびジグリセリド、
モノエタノールアミン、オレイン酸、オレイルアルコール、ポロキサマー（例えば、ポロ
キサマー　１８８、ポロキサマー　１８４、およびポロキサマー　１８１）、ポリオキシ
エチレン　５０　ステアレート、ポリオキシ　３５　キャスターオイル、ポリオキシ　１
０　オレイルエーテル、ポリオキシ　２０　セトステアリルエーテル、ポリオキシ　４０
　ステアレート、ポリソルベート　２０、ポリソルベート　４０、ポリソルベート　６０
、ポリソルベート　８０、プロピレングリコール　ジアセテート、ポリプロピレン　モノ
ステアレート、ラウリル硫酸ナトリウム、ステアリン酸ナトリウム、モノラウリル酸ソル
ビタン、モノオレイン酸ソルビタン、モノパルミチン酸ソルビタン、モノステアリン酸ソ
ルビタン、ステアリン酸、トロラミンならびに乳化蝋が挙げられる。（ｃ）懸濁化剤およ
び／または増粘剤は、脂質と共に使用され得る。（ｃ）懸濁化剤および／または増粘剤と
しては、これらに限定されないが、アラビアゴム、寒天、アルギン酸、モノステアリン酸
アルミニウム、ベントナイト、泥膏、カルボマー　９３４Ｐ、カルボキシメチルセルロー
ス、カルシウムおよびナトリウムおよびナトリウム１２、カラゲナン、セルロース、デキ
ストラン、ゼラチン、グアールガム、イナゴマメガム、ビーガム（ｖｅｅｇｕｍ）、ヒド
ロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピル　メチルセルロース、マグネシウム－アル
ミニウム－ケイ酸塩、メチルセルロース、ペクチン、ポリエチレンオキシド、ポビドン、
アルギン酸プロピレングリコール、酸化ケイ素、アルギン酸ナトリウム、トラガカントゴ
ム、キサンタムガム、アルファ－ｄ－グルコノラクトン、グリセロールならびにマンニト
ールが挙げられる。（ｄ）合成懸濁化剤としては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、
ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリプロピレング
リコール、およびポリソルベートといったものが使用され得る。（ｅ）浸透圧向上剤とし
ては、これらに限定されないが、ソルビトール、プロピレングリコールおよびグリセロー
ルといった薬剤が挙げられ得る。
【０１３９】
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　水性環境を作り出すために採用され得る希釈剤としては、これらに限定されないが、安
定化した微粒子の製造および維持、またはＭＲＩの造影剤としてのそれらの利用に干渉し
ない、脱イオン化水またはあらゆる数の溶解した塩を含有する水など；ならびに通常の食
塩水および生理食塩水が挙げられる。
【０１４０】
　気体および気体の前駆物質が充填された小胞を調製する安定化物質として有用な生物適
合性の重合体は、無電荷の半合成（改変した天然）起源のもの、または合成起源のもので
あり得る。本明細書において使用されるとき、重合体という用語は、２つ以上の繰り返し
単量体単位、好ましくは１０以上の繰り返し単量体単位から構成される化合物を意味する
。本明細書において使用されるときに、半合成の重合体（または改変した天然の重合体）
という表現は、ある様式において化学的に合成されている天然の重合体を意味する。本発
明における使用に好適な例示的な天然の重合体としては、天然に生じるポリサッカライド
が挙げられる。当該ポリサッカライドとしては、例えば、アラビナン、フルクタン、フカ
ン（ｆｕｃａｎｓ）、ガラクタン、ガラクツロナン、グルカン、マンナン、（例えば、イ
ヌリンといった）キシラン、レバン（ｌｅｖａｎ）、フコイダン、カラギナン、ガラクト
カロロース、ペクチン酸、ペクチン（アミロース、プルラン、グリコーゲン、アミロペク
チン、セルロース、デキストラン、デキストリン、ポリデキストロース、プスツラン（ｐ
ｕｓｔｕｌａｎ）、キチン、アガロース、ケラチン、コンドロイチン、デルマタン、ヒア
ルロン酸、アルギン酸、キサンタンガム、スターチおよび種々の他の天然ホモポリマーも
しくはヘテロポリマーが挙げられる）が挙げられる。種々の他の天然ホモポリマーもしく
はヘテロポリマーは、例えば、１つ以上のアルドース、ケトース、酸またはアミンを含有
する重合体である。アルドース、ケトース、酸またはアミンは、アルドース、ケトース、
酸またはアミンは、エリスロース、トレオース、リボース、アラビノース、キシロース、
アロース、アルトロース、ルコース、マンノース、グロース、イドース、ガラクトース、
タロース、エリチルトース（ｅｒｙｔｉｒｕｌｏｓｅ）、リブロース、キシルロース、プ
シコース、フルクトース、ソルボース、タガトース、マンニトール、ソルビトール、ラク
トース、スクロース、トレハロース、マルトース、セロビオース、グリシン、セリン、ス
レオニン、システイン、チロシン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタ
ミン酸、リジン、アルギニン、ヒスチジン、グルクロン酸、グルコン酸、グルカル酸、ガ
ラクツロン酸、およびノイラミニン酸、ならびにこれらの天然に生じる誘導体である。し
たがって、好適な重合体としては、例えば、アルブミンといったタンパク質が挙げられる
。例示的な半合成の重合体としては、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシメチルセ
ルロース、ヒドロキシプロピルセルメチルロース、メチルセルロース、メチルセルロース
、およびメトキシセルロースが挙げられる。本発明における使用に好適な、例示的な合成
重合体としては、（例えば、ポリエチレングリコール、ポリオキシエチレンおよびポリエ
チレンテレフタレートといった）ポリエチレン、（例えば、ポリプロピレングリコールと
いった）ポリプロピレン、（例えば、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリビニルクロ
ライドおよびポリビニルピロリドンといった）ポリウレタン、ポリアミド（ナイロン、ポ
リスチレンが挙げられる）、ポリ酪酸、フッ化炭化水素、（例えば、ポリテトラフルオロ
エチレンといった）フッ化炭素、およびポリメチルメタクリレート、ならびにこれらの誘
導体が挙げられる。安定化化合物として重合体を採用する小胞の調製方法は、本開示事項
が当該技術に公知の情報と組み合わせられる場合に、本開示に接した当業者に容易に理解
される。当該技術に公知の情報は、例えば、米国特許第５，２０５，２９０号明細書に記
載および言及の情報である。米国特許第５，２０５，２９０号明細書は、言及によってそ
の全体が本明細書に組み込まれる。
【０１４１】
　代替可能に、１つ以上の抗菌剤および／または保存剤が、上記組成物の調合物に包含さ
れ得る。抗菌剤および保存剤は、例えば、安息香酸ナトリウム、４級アンモニウム塩、ア
ジ化ナトリウム、メチルパラベン、プロピルパラベン、ソルビン酸、アスコルビン酸パル
ミテート、ブチル化ヒドロキシアニソール、ブチル化ヒドロキシトルエン、クロロブタノ
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タ重亜硫酸カリウム、ソルビン酸カリウム、重亜硫酸カリウム、２酸化硫黄、および有機
水銀塩である。他の従来の方法（例えば、放射線照射）によっても達成され得るそのよう
な滅菌は、安定化された小胞が侵入性の環境下において（例えば、血管内的または腹腔内
的に）画像化するために使用される場合に、必要である。滅菌に適した方法は、本開示を
元にして当業者に理解される。
【０１４２】
　（ジサッカライド）
　上述の付加的な成分に加えて、ジサッカライドが、リポソームの安定性を向上させるた
めに加えられ得る水性溶液の添加の前にか、または当該水溶液の添加と共に乾燥脂質に加
えられ得る。好適なジサッカライドの非限定的な例としては、これらに限定されないが、
トレハロース、スクロース、マルトース、ラクトース、メリビオース、ガラクトース、グ
ルコース、フルクトース、またはラクトースが挙げられる。一般的に、ジサッカライドは
、１０ｍｇの総タンパク質につき約５０～約１００ｍｇ（すなわち、約１：１０のタンパ
ク質対ジサッカライドの比率）含まれる。
【０１４３】
　（抗膜試薬）
　さらに、抗がん（または“抗膜”）剤として知られる他の脂質が、本明細書に記載の組
成物および方法と共に使用され得る。本明細書に記載の組成物に加えられ得るのは、例え
ば、エデルフォシン（Ｅｄｅｌｆｏｓｉｎｅ）（ｓｎ－ＥＴ－１８－ＯＣＨ３または１－
Ｏ－オクタデシル－２－Ｏ－メチル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホリルコリン）、または
他のリン脂質（例えば、リゾホスファチド、カルディオリピン、セラミド、スフィンゴミ
エリン、スフィンゴシン、セレブロシド、コレステロール、これらの脂質の改変形態、お
よび上述の脂質のあらゆる組み合わせ）である。例示的な組成物は、Ｓａｐ　Ｃ（１００
μＭ）＋ＤＯＰＳ（２８０μＭ）＋エデルフォシン（２０μＭ）；またはＳａｐ　Ｃ（１
００μＭ）＋ＤＯＰＳ（２９０μＭ）＋エデルフォシン（１０μＭ）を包含し得る。エデ
ルフォシンの量は、約２～５０μＭの範囲内であり得；ＤＯＰＳの量は、約２５０～２９
８μＭの範囲内であり得、ここでＳａｐ　Ｃは約１００μＭである。他の例示的な範囲は
、１：３：０．２～１：１０：０．７のＳａｐ　Ｃ：ＤＯＰＳ：エデルフォシンのモル比
を含み得る。Ｓａｐ　Ｃが説明されている場合に、本明細書に記載の他のプロサポシン誘
導体化タンパク質またはポリペプチドが置き換えられ得るか、または組み合わせて使用さ
れ得ることを理解されるべきである。
【０１４４】
　本発明は、最も好ましい実施形態に関して説明されているが、付加的な実施形態は、特
許請求の範囲の発明の範囲および精神の範囲内である。本発明の好ましい手段は、本発明
を説明することを目的としているに過ぎず、以下の特許請求の範囲に規定されるような本
発明の範囲を限定しない。
【図面の簡単な説明】
【０１４５】
【図１】ヒトサポシン　Ｃおよびその機能ドメインのアミノ酸配列を示す図である。
【図２】０．１％のＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣのＳＡＮＳデータを示す図である。
【図３】０．１重量％のＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣに関する改変したギニエプロット
の結果を示す図である。
【図４】ＤＯＰＳ／ＤＰＰＣ／ＤＨＰＣ混合物（ＡおよびＢ）、およびＨ１ドープした混
合物（ＣおよびＤ）、およびＨ２ドープした混合物の代表的なＴＥＭ画像を示す図である
。
【図５】単層の２重膜を有する３軸楕円小胞の提唱モデルを示す図である。
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