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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象に投与することによって前記対象において抗原特異的寛容を誘導する方法に使用さ
れるための組成物であって、
　負のゼータ電位を有するカルボン酸で表面官能化されたポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール
酸）担体粒子を含む組成物であり、
　前記担体粒子がそのコア内に抗原を封入し、
　前記粒子の前記ゼータ電位が、－７５ｍＶ～－４０ｍＶ、又は－５０ｍＶ～－４０ｍＶ
である、
　組成物。
【請求項２】
　前記粒子が、約８０：２０～約１００：０のモル比を有するコポリマーである、請求項
１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記粒子が、約０．１μｍ～約１０μｍ、約０．３μｍ～約５μｍ、約０．５μｍ～約
３μｍ、約０．５μｍ～約１μｍ、又は約０．５μｍの直径を有する、請求項１に記載の
組成物。
【請求項４】
　前記抗原が、自己免疫抗原、対象に移植される組織上に発現される抗原、またはアレル
ゲンを含む、請求項１に記載の組成物。
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【請求項５】
　前記抗原が、ミエリン塩基性タンパク質、アセチルコリン受容体、内在性抗原、ミエリ
ンオリゴデンドロサイト糖タンパク質、膵β細胞抗原、インスリン、グルタミン酸デカル
ボキシラーゼ（ＧＡＤ）、１１型コラーゲン、ヒト軟骨ｇｐ３９、ｆｐ１３０－ＲＡＰＳ
、プロテオリピドタンパク質、フィブリラリン、低分子核小体タンパク質、甲状腺刺激因
子受容体、ヒストン、糖タンパク質ｇｐ７０、ピルビン酸脱水素酵素ジヒドロリポアミド
アセチルトランスフェラーゼ（ＰＣＤ－Ｅ２）、毛包抗原、Ａ－グリアジン、ヒトトロポ
ミオシンアイソフォーム５、バヒアグラス花粉（ＢａＧＰ）、モモアレルゲンＰｒｕ　ｐ
　３、αｓ－１カゼイン牛乳アレルゲン、Ａｐｉｇ１セロリアレルゲン、Ｂｅｒｅ１ブラ
ジルナッツアレルゲン、Ｂ－ラクトグロブリン牛乳アレルゲン、ウシ血清アルブミン、Ｃ
ｏｒ ａ １．０４ヘーゼルナッツアレルゲン、および卵白アルブミン卵アレルゲンからな
る群から選択されるタンパク質を含むか、前記タンパク質の少なくとも一部を含む、請求
項４に記載の組成物。
【請求項６】
　前記粒子が、生分解性である、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　前記粒子が、表面官能化される、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　薬学的に許容される担体をさらに含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記投与が、疾患または状態を治療または予防するために行われる、請求項１に記載の
組成物。
【請求項１０】
　前記疾患または状態が、自己免疫疾患、炎症性疾患、アレルギー、移植拒絶反応、また
は過免疫応答である、請求項９に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の記載
　本出願は、２０１２年６月２１日出願の米国仮特許出願第６１／６６２，６８７号の利
益を主張するものであり、参照により、その全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
政府の支援
　本発明は、米国国立衛生研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈ
ｅａｌｔｈ）から授与されたＲ０１　ＥＢ０１３１９８の下、政府の支援を受けてなされ
たものである。米国政府は、本発明において一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　炎症性疾患および障害は、異常なまたはさもなければ無秩序な炎症性応答が疾患の病因
または重症度の原因となる状態である。例として、１型糖尿病およびセリアック病等の自
己免疫疾患が挙げられる。
【０００４】
　これらの疾患の多くは、組織損傷または他の傷害の部位における単核細胞の浸潤によっ
て特徴づけられる。これらの浸潤において観察されている単核細胞の例として、リンパ球
、特にＴリンパ球、ならびに単球、マクロファージ、樹状細胞、ミクログリア細胞、およ
び他の細胞等の単核食細胞系の細胞（ＭＰＳ細胞）が挙げられる。
【０００５】
　単核細胞浸潤物に観察される細胞の多くは、これらの異常な炎症性応答において役割を
有することが疑われる。例えば、多発性硬化症等の疾患において、ＣＤ４＋　Ｔ細胞が、
病理学的自己免疫応答における中心的役割を果たすことが分かっている。Ｔ細胞活性化の
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より早い時点では、樹状細胞および他のＭＰＳ細胞が、ＣＤ４＋　Ｔ細胞の活性化に寄与
し得る。ＭＰＳ細胞はまた、食作用を通して炎症の原因となり得るが、少なくともいくつ
かの炎症性疾患では、ＣＤ４＋　Ｔ細胞の非存在下で、そのような細胞にそれが可能かど
うかは明確ではない。
【０００６】
　末梢血液単球は、特定の細胞表面分子の発現の有無によって２つの群のうちの１つに分
類され得る。具体的には、ヒト「常在単球」または「成熟単球」は、ＣＤ１４ｌｏＣＤ１
６＋表現型を有すると考えられている（マウスの対照物は、ＣＸ３ＣＲ１ｈｉＣＣＲ２－
Ｇｒ１－）。別の細胞の群である「炎症性単球」または「未成熟単球」は、ＣＤ１４＋Ｃ
Ｄ１６－表現型を有すると考えられている（マウス対照物は、ＣＸ３ＣＲ１ｌｏＣＣＲ２
＋Ｇｒ１＋）。（Ｇｅｉｓｓｍａｎｎ　Ｆ．ｅｔ　ａｌ．２００３　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　
１９：７１－８２）
【０００７】
　重要なのは、それらが骨髄由来の末梢血液細胞から炎症組織内に遊走することが観察さ
れるという意味では、後者は「炎症性」であると理解されるが、これらの細胞は、直接的
にまたは他の細胞の作用を通してのいずれかで炎症を引き起こすことが示されていないと
いうことである。さらに、これらの細胞が分化するときに形成され得る種々のＭＰＳ細胞
も、炎症を引き起こすことは示されていない。
【０００８】
　望ましくない免疫応答に関連する障害における一般的な長期免疫抑制のための従来の臨
床的戦略は、広く作用する免疫抑制薬、例えば、シクロスポリンＡ（ＣｓＡ）、ＦＫ５０
６（タクロリムス）、およびコルチコステロイド等のシグナル１阻害薬の長期投与に基づ
いている。これらの薬物を高用量で長期間使用すると、毒性の副作用を有する可能性があ
る。さらに、これらの薬物に耐容性を示し得る患者であっても、生涯にわたって免疫抑制
薬療法が必要になると、腫瘍、重度の感染、腎毒性、および代謝障害を含む重篤な副作用
の重大なリスクを伴う。
【０００９】
　抗原またはペプチドの細胞結合を含む、抗原特異的寛容を誘導する方法が開発されてき
た。例えば、ある方法において、ペプチドによって誘導される細胞結合による寛容は、末
梢血液細胞の収集、分離、ならびに無菌条件下での疾患特異的自己抗原およびエチレンカ
ルボジイミド（ＥＣＤＩ）結合試薬を用いた処理、そして、その後のドナー／患者への再
注入を伴うものであった。このプロセスは、費用が高く、当業者によって厳密に監視され
た条件下で行われなければならず、この手技を行うことができる施設の数が限られている
。ドナー細胞型として赤血球を使用すると、同種異系ドナーを含むように潜在的な供給源
が拡大され、源となる細胞の供給が劇的に増加し、輸血が認められている任意の環境への
この治療薬の送達が潜在的に拡大される。これらの手法は、源となる細胞の供給、および
ドナー細胞に対する免疫応答を最小限に抑えるための組織型一致の必要性といった点にお
いて著しい限界がある。また、ＥＤＣＩを介して自己抗原を結合する細胞の局所的処理は
、重大な品質管理上の問題を提示する。さらに、これらの手法は、免疫寛容が求められる
病理学的抗原の少なくともある程度の知識を必要とする。
【００１０】
　最近、源となる細胞の供給に関する要件を排除し、従来手法の組織型要件を回避する、
ペプチドを結合させた粒子が記載された。参照により、その全体が本明細書に組み込まれ
る国際公開第ＷＯ　２０１０／０８５５０９号を参照のこと。しかしながら、これらの手
法は、依然として抗原特異的免疫寛容に依存している。
【００１１】
　特異的抗原／エピトープは、ヒト疾患において一般的に知られていないため、抗原特異
的寛容は、一般的には理想的ではない。さらに、抗原特異的手法を有効にするために、対
象ごとに抗原が異なる可能性があるため、各個々の患者がどの抗原を認識するかを判定す
る必要性があるか、または投与前に、可能性のあるペプチドライブラリを粒子に結合させ
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る必要がある。これらのペプチドの合成および個々の結合は、どちらも時間がかかり、か
つ高価である。したがって、これらの問題を両方とも解決し、それによって、組織が一致
する細胞の源の必要性を排除し、それと同時に、大きなペプチドパネルを合成および結合
させる必要性を排除する治療薬の必要性が存在する。
【発明の概要】
【００１２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、抗原ペプチドに付着した担体粒子（例えば、
ＰＬＧ粒子）を含む（例えば、抗原特異的寛容を誘導するための）組成物を提供する。特
定の実施形態において、担体粒子は、ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）（ＰＬＧ）粒
子である。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、本発明は、負のゼータ電位を有する担体粒子に結合した
抗原を含む組成物を提供する。いくつかの実施形態において、粒子のゼータ電位は、約－
１００ｍＶ～約０ｍＶである。いくつかの実施形態において、粒子のゼータ電位は、約－
５０ｍＶ～約－４０ｍＶである。いくつかの実施形態において、粒子は、約８０：２０～
約１００：０のモル比を有するコポリマーである。いくつかの実施形態において、コポリ
マーの比率は、限定されないが、ポリスチレン：ポリ（カルボン酸ビニル）／８０：２０
、ポリスチレン：ポリ（カルボン酸ビニル）／９０：１０、ポリ（カルボン酸ビニル）：
ポリスチレン／８０：２０、ポリ（カルボン酸ビニル）：ポリスチレン／９０：１０、ポ
リ乳酸：ポリグリコール酸／８０：２０、またはポリ乳酸：ポリグリコール酸／９０：１
０であってもよい。さらに他の実施形態において、粒子は、ポリスチレン粒子、カルボキ
シル化ポリスチレン粒子、またはポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）粒子である。いくつ
かの実施形態において、粒子は、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）粒子である。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、粒子は、約０．１μｍ～約１０μｍの直径を有する。い
くつかの実施形態において、粒子は、約０．３μｍ～約５μｍの直径を有する。いくつか
の実施形態において、粒子は、約０．５μｍ～約３μｍの直径を有する。いくつかの実施
形態において、粒子は、約０．５μｍ～約１μｍの直径を有する。いくつかの実施形態に
おいて、粒子は、約０．５μｍの直径を有する。
【００１５】
　さらなる実施形態において、抗原は、自己免疫抗原、対象に移植される組織上に発現さ
れる抗原、またはアレルゲンの少なくとも一部を含む。いくつかの実施形態において、抗
原は、ミエリン塩基性タンパク質、アセチルコリン受容体、内在性抗原、ミエリンオリゴ
デンドロサイト糖タンパク質、膵β細胞抗原、インスリン、グルタミン酸デカルボキシラ
ーゼ（ＧＡＤ）、１１型コラーゲン、ヒト軟骨ｇｐ３９、ｆｐ１３０－ＲＡＰＳ、プロテ
オリピドタンパク質、フィブリラリン、低分子核小体タンパク質、甲状腺刺激因子受容体
、ヒストン、糖タンパク質ｇｐ７０、ピルビン酸脱水素酵素ジヒドロリポアミドアセチル
トランスフェラーゼ（ＰＣＤ－Ｅ２）、毛包抗原、Ａ－グリアジン、およびヒトトロポミ
オシンアイソフォーム５、バヒアグラス花粉（ＢａＧＰ）、モモアレルゲンＰｒｕ　ｐ　
３、αｓ－１カゼイン牛乳アレルゲン、Ａｐｉｇ１セロリアレルゲン、Ｂｅｒｅ１ブラジ
ルナッツアレルゲン、Ｂ－ラクトグロブリン牛乳アレルゲン、ウシ血清アルブミン、Ｃｏ
ｒ　ａ　１．０４ヘーゼルナッツアレルゲン、または卵白アルブミン卵アレルゲンの少な
くとも一部を含む。
【００１６】
　さらなる実施形態において、抗原は、自己免疫抗原、対象に移植される組織上に発現さ
れる抗原、またはアレルゲンを含む。非限定的な実施形態において、抗原は、例えば、ミ
エリン塩基性タンパク質、アセチルコリン受容体、内在性抗原、ミエリンオリゴデンドロ
サイト糖タンパク質、膵β細胞抗原、インスリン、グルタミン酸デカルボキシラーゼ（Ｇ
ＡＤ）、１１型コラーゲン、ヒト軟骨ｇｐ３９、ｆｐ１３０－ＲＡＰＳ、プロテオリピド
タンパク質、フィブリラリン、低分子核小体タンパク質、甲状腺刺激因子受容体、ヒスト
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ン、糖タンパク質ｇｐ７０、ピルビン酸脱水素酵素ジヒドロリポアミドアセチルトランス
フェラーゼ（ＰＣＤ－Ｅ２）、毛包抗原、Ａ－グリアジン、またはヒトトロポミオシンア
イソフォーム５、バヒアグラス花粉（ＢａＧＰ）、モモアレルゲンＰｒｕ　ｐ　３、αｓ
－１カゼイン牛乳アレルゲン、Ａｐｉｇ１セロリアレルゲン、Ｂｅｒｅ１ブラジルナッツ
アレルゲン、Ｂ－ラクトグロブリン牛乳アレルゲン、ウシ血清アルブミン、Ｃｏｒ　ａ　
１．０４ヘーゼルナッツアレルゲン、または卵白アルブミン卵アレルゲンを含む。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、抗原は、コンジュゲート分子によって前記粒子に結合さ
れる。いくつかの実施形態において、抗原は、リンカーによって前記粒子に結合される。
いくつかの実施形態において、コンジュゲート分子は、エチレンカルボジイミド（ＥＣＤ
Ｉ）である。いくつかの実施形態において、抗原は、負のゼータ電位を有する粒子の外側
に結合する。いくつかの実施形態において、抗原は、負の表面ゼータ電位を有する粒子内
に封入される。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、粒子は、生分解性である。いくつかの実施形態において
、粒子は、表面官能化される。いくつかの実施形態において、粒子は、カルボン酸で表面
官能化される。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、本発明は、対象において抗原特異的寛容を誘導する方法
を提供し、該方法は、前記対象に抗原結合粒子を含む有効量の組成物を前記対象に投与す
ることを含み、前記粒子は、負のゼータ電位を有し、前記粒子および抗原は、前記対象に
おいて前記抗原の寛容を誘導する。いくつかの実施形態において、投与は、疾患または状
態を治療または予防するために行われる。いくつかの実施形態において、投与は、前記抗
原によって引き起こされる疾患または状態の発症の前または後に行われる。いくつかの実
施形態において、疾患または状態は、自己免疫疾患、炎症性疾患、アレルギー、移植拒絶
反応、および過免疫応答からなる群から選択される。いくつかの実施形態において、疾患
または状態は、多発性硬化症、１型糖尿病、喘息、食物アレルギー、環境アレルギー、セ
リアック病、および前記抗原に対する過剰反応を低減するために前記対象において前記抗
原によって引き起こされる状態からなる群から選択される。いくつかの実施形態において
、方法は、前記対象への前記組成物の前記投与を繰り返すことをさらに含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、組成物は、静脈内投与される。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、本発明は、負のゼータ電位を有する免疫修飾粒子を調製
するためのプロセスをさらに提供し、前記プロセスは、負のゼータ電位を有する免疫修飾
粒子を形成するのに有効な条件下で免疫修飾粒子前駆体と緩衝液とを接触させることを含
む。いくつかの実施形態において、免疫修飾粒子前駆体は、共重合によって形成される。
いくつかの実施形態において、緩衝液は、塩基性ｐＨを有する。いくつかの実施形態にお
いて、緩衝液は、炭酸水素ナトリウム、炭酸水素カリウム、炭酸水素リチウム、リン酸二
水素カリウム、リン酸二水素ナトリウム、またはリン酸二水素リチウムである。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、表面官能化リポソームのコア内に封入された
抗原を含む組成物を提供する。さらなる実施形態において、リポソームは、３０：３０：
４０の比率のホスファチジルコリン：ホスファチジルグリセロール：コレステロールから
なる。さらなる実施形態において、前記抗原は、自己免疫抗原、対象に移植される組織上
に発現される抗原、またはアレルゲンを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】（Ａ）ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）（ＰＬＧ）粒子の顕微鏡写真を示す
。ＢおよびＣは、表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の動的光散乱分析
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による特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅ
ｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの
水中、１秒当たり２．５×１０５カウントの計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－
グリコリド）粒子を分析した。表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集
団は、バッチ当たり５～１５％の変動が見られたものの、概して、Ｚ－平均粒径５６７ｎ
ｍ、ピーク直径６７０ｎｍ、および多分散指数０．２０９を有していた。
【図２】ＰＬＧナノ粒子が抗原特異的寛容を誘導することを示す。免疫優性プロテオリピ
ドタンパク質ＰＬＰ１３９～１５１エピトープ（ＰＬＧ－ＰＬＰ１３９～１５１）を用い
て、再発性実験的自己免疫性脳炎（Ｒ－ＥＡＥ）の予防のために寛容を誘導した。免疫時
（０日目）に対して－７日目に、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧＡ（Ｎ＝５）、ＯＶＡ３
２３～３３９－ＰＬＧＡ（Ｎ＝５）、または非コンジュゲートＰＬＧＡ（Ｎ＝５）のいず
れかでマウスを処理した。ピーク疾患は、典型的には１２～１４日目辺りに観察され、マ
ウスの臨床疾患をスコア化した。ペプチドを含まない粒子、または対照ペプチドＯＶＡ３
２３～３３９で修飾した粒子は、疾患の誘導を防止しなかった。しかしながら、ＰＬＰ１
３９～１５１で修飾したＰＬＧＡ粒子は、２０～３０日目に１未満の低い臨床スコアを呈
した以外は、全て臨床スコア０（疾患が認められない）を示した。
【図３Ａ】投与された粒子の種類が、マウスモデルにおけるＥＡＥの発症に影響を及ぼす
ことを示す。Ａ）は、ＥＡＥ動物の平均臨床スコアを示し、Ｂ）は、平均累積スコアを示
す。免疫時（０日目）に対して－７日目に、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＳ（Ｎ＝５）、
ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧＡＰＨＯＳＰＯＲＥＸ（Ｎ＝５）、ＯＶＡ３２３～３３９
－ＰＬＧＡＰＥＭＡ（Ｎ＝５）、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＡ（Ｎ＝５）、ＰＬＰ１３
９～１５１－ＰＬＧＡＰＨＯＳＰＯＲＥＸ（Ｎ＝５）、またはＰＬＰ１３９～１５１－Ｐ
ＬＧＰＥＭＡ（Ｎ＝５）のいずれかでマウスを処理した。ピーク疾患は、典型的には１２
～１４日目辺りに観察され、マウスの臨床疾患をスコア化した。対照ペプチドＯＶＡ３２
３～３３９で修飾したいずれの組成物の粒子も、疾患の誘導を防止しなかった。しかしな
がら、ＰＬＰ１３９～１５１を結合させたＰＬＧビーズは、ＰＬＰ１３９～１５１を結合
させた市販の（Ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｘ）ＰＬＧまたはポリスチレンよりも、Ｒ－ＥＡＥの
誘導を下方制御する上でより効果的であった。
【図３Ｂ】同上。
【図４】２８日目に可溶性ＯＶＡで処理したマウスは、ＯＶＡ－ＰＬＧ粒子で処理した動
物と比較して体温の低下を呈したことを示す。粒子送達の１時間以内には体温低下は観察
されなかった。
【図５】寛解中のＰＬＰ－ＰＬＧの投与は、いずれのアナフィラキシー関連死も引き起こ
さないことを示す。ＣＦＡ中のＰＬＰ１３９～１５１の皮下注射により６～８週齢のメス
ＳＪＬ／ＪマウスにＥＡＥを誘導し、臨床疾患の発症を監視および記録した（Ｂ）。疾患
誘導から２１日目に、可溶性ＰＬＰ１３９～１５１（白抜き四角）、可溶性ＯＶＡ３２３
～３３９（白抜き丸）、またはＰＬＧナノ粒子に結合した同じペプチド（塗りつぶし）を
マウスに静脈内注射した。注射後１時間、１０分ごとに動物の体温を監視および記録した
（Ａ）。
【図６】疾患誘導の７日前に静脈内投与されたＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧの最適用量
を示す。臨床疾患の発症をＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理したＳＪＬ／Ｊマウスと
比較して測定した（Ａ）。６～８週齢のメスＳＪＬ／Ｊマウスに、ＰＬＰ１３９～１５１
（四角）またはＯＶＡ３２３～３３９（丸）のいずれかを結合させたＰＬＧナノ粒子を静
脈内注射した。７日後（Ｂ）、２５日後（Ｃ）、または５０日後（Ｄ）に、ＣＦＡ中のＰ
ＬＰ１３９～１５１の皮下注射によりＥＡＥを誘導した。パネルＢの動物を臨床疾患につ
いて１００日間追跡した。疾患誘導から８日目に、パネルＢに示すマウスのサブセットに
おいて遅延型過敏反応（ＤＴＨ）を行った（Ｅ）。パネルＢのＰＬＰ１３９～１５１／Ｃ
ＦＡ予備刺激群から選択された代表の動物（ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧおよびＰＬＰ
１３９～１５１－ＰＬＧ）の耳を、予備刺激用のＰＬＰ１３９～１５１エピトープおよび
ＯＶＡ３２３～３３９対照ペプチドに曝露した。２４時間後にＤＴＨの尺度として耳の腫
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脹を判定し、曝露前の応答を差し引いた。６～８週齢のメスＳＪＬ／Ｊマウスに、ＰＬＰ
１７８～１９１（三角）、ＯＶＡ３２３～３３９（丸）、もしくはＰＬＰ１３９～１５１
（四角）を結合させたＰＬＧナノ粒子、または未結合粒子のみ（縁取りのある丸）を静脈
内注射した（Ｆ）。７日後、ＣＦＡ中のＰＬＰ１７８～１９１の皮下注射によりＥＡＥを
誘導し、示される時点で疾患を監視した。
【図７】Ａ～Ｄは、ＰＬＧ－ＰＬＰ１３９～１５１粒子が静脈内または腹腔内のいずれか
で投与された場合に、予防的寛容が最も効率的であることを示す。静脈内投与したＰＬＰ
１３９～１５１－ＰＬＧで処理した動物は、疾患を発症せず、ほとんどの時点で平均臨床
スコア０を有していた。
【図８】Ａ～Ｆは、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧ粒子の投与が、処理した動物において
Ｔｈ１およびＴｈ１７応答を阻害したことを示す。
【図９】Ａ～Ｃは、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理した動物の組織よりも天然組織
に類似するＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧで処理した動物の脊髄内の免疫細胞浸潤の低下
を示す。ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理した動物は、ＣＤ４５、ＣＤ４、およびＣ
Ｄ１１ｂに陽性染色を示したのに対し、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧで処理した動物は
、これらの因子に最小限の染色を示した。
【図１０】Ａ～Ｃは、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子の投与が、処理マウスの血液脳
関門（ＢＢＢ）の破壊および脊髄中のマクロファージ活性化を阻害することを示す。フロ
イント完全アジュバント（ＣＦＡ）、ＯＶＡ３２３～３３９ＰＬＧ粒子、またはＰＬＰ１
３９～１５１－ＰＬＧ粒子のいずれかで動物を処理した。臨床スコアおよびＥＡＥの発生
率を決定し（Ｂ）、生体内撮像により脊髄を観察した（ＡおよびＣ）。
【図１１Ａ】生体内撮像による処理マウスの脊髄を示す。
【図１１Ｂ】生体内撮像による処理マウスの脊髄を示す。
【図１１Ｃ】画像データの定量化を示すグラフである。
【図１１Ｄ】画像データの定量化を示すグラフである。
【図１１Ｅ】画像データの定量化を示すグラフである。
【図１１Ｆ】画像データの定量化を示すグラフである。
【図１２】ＰＬＰ１３９～１５１が封入されたＰＬＧ粒子の投与が、マウスにおけるＲ－
ＥＡＥの誘導を阻害することを示す。自己抗原を封入する能力は、表面結合では不可能な
タンパク質またはさらには臓器ホモジネートの複合混合物の使用を可能にするため、より
多くの抗原被覆を可能にし、したがって、より効果的にエピトープスプレディングに対応
することができる。
【図１３】ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子および抗ＣＤ２５抗体で処理した動物が、
時折、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子および対照ＩｇＧ抗体で処理した動物よりも高
い平均臨床スコアを示したことを示す。
【図１４】活性および養子性ＥＡＥにおいてＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子によって
誘導された治療的寛容を示す。２．５×１０６　ＰＬＰ１３９～１５１で活性化した芽球
の養子移入により、６～８週齢のメスＳＪＬ／Ｊマウスに養子性ＥＡＥを誘導した。疾患
誘導から２日後（Ａ）および１４日後（Ｃ）に、５００ｎｍのＰＬＧナノ粒子に結合した
ＰＬＰ１３９～１５１（四角）またはＯＶＡ３２３～３３９（丸）ペプチドをマウスに腹
腔内注射した。臨床疾患スコアを、抗原を結合させた脾細胞による処理後のスコアと比較
した（Ａ）。４２日目に、ＰＬＰ１３９～１５１またはＯＶＡ３２３～３３９寛容化マウ
スから、組織学的分析のために能および脊髄を採取した。パネルＡのマウスの切片を、Ｐ
ＬＰタンパク質およびＣＤ４５について染色した（Ｂ）。パネル（Ｃ）のマウスの脊髄切
片をＬｕｘｏｌ　Ｆａｓｔ　Ｂｌｕｅで染色した（Ｄ）。脱髄および細胞浸潤の領域を矢
印で示す。
【図１５】ＯＶＡ３２３～３３９またはＰＬＰ１３９～１５１にコンジュゲートしたＳＰ
またはＰＬＧ粒子のいずれかを用いた処理後の、活性ＥＡＥおよび養子性ＥＡＥを有する
マウスの　平均臨床スコアを表すグラフを示す。疾患誘導から１０日後（Ａ）および２日
後（Ｂ）に、５００ｎｍナノ粒子に結合したＰＬＰ１３９～１５１－ＳＰ、ＰＬＰ１３９



(8) JP 6557140 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

～１５１－ＰＬＧ、またはＯＶＡ３２３～３３９－ＳＰ、またはＯＶＡ３２３～３３９－
ＰＬＧペプチドをマウスに腹腔内注射し、平均臨床スコアを決定した。どちらの場合もＰ
ＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子の投与がマウスにおいて寛容を誘導する。
【図１６】ＰＬＰ－ＰＬＧ寛容マウスにおいて、中枢神経系免疫細胞の浸潤も劇的に低下
したことを示す。養子移入によるＥＡＥ誘導の２日後、ＰＬＰ１３９～１５１（四角）ま
たはＯＶＡ３２３～３３９（円形）と結合した５００ｎｍ　ＰＬＧナノ粒子をＳＪＬ／Ｊ
マウスに腹腔内注射した。疾患のピーク（１４日目）に、脳および脊髄を除去し、フロー
サイトメトリーにより、リンパ球（Ｂ）、ＡＰＣ（Ｃ）、ミクログリア（Ｄ）、末梢樹状
細胞（Ｅ）、骨髄樹状細胞（Ｆ）、およびマクロファージ（Ｇ）の数を数えた。これらの
集団のためのゲーティング戦略を（Ａ）に示す。ＩＬ－１７ＡおよびＩＦＮ－γの細胞内
染色の前に、ＰＭＡおよびイオノマイシンでＣＮＳ細胞調製物を５時間刺激した（Ｈ）。
【図１７】ＰＬＧ粒子内に封入されたＰＬＰ１３９～１５１ペプチドの投与は、ＰＢＳと
ともに粒子が投与された場合に寛容を誘導することを示す。しかしながら、抗ＰＤ－１抗
体の投与は、この寛容を低下させる。
【図１８】ＰＬＧ粒子内に封入されたＰＬＰ１３９～１５１ペプチドの投与は、ＰＢＳと
ともに粒子が投与された場合に寛容を誘導することを示す。抗ＣＤ４０抗体の投与は、こ
の寛容を低下させるが、この寛容の低下は、抗ＩＬ－１２抗体の添加により逆転される。
【図１９】Ａ～Ｇは、ＯＶＡ－ＰＬＧの予防的投与は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１３
、およびＩＬ－１０の分泌を減少させ、血清ＯＶＡ　ＩｇＥおよび肺内好酸球のレベルを
減少させたことを示す。
【図２０】ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡが、縦隔リンパ節からのＯＶＡ特異的な生体
外リコール応答を予防的に阻害することを示す。ＯＶＡ－ＰＬＧで処理した動物において
、２５μｇのＯＶＡを用いた再刺激後に観察されたリンパ節増殖が減少した（Ａ）。さら
に、ＯＶＡ－ＰＬＧを用いた処理は、ＯＶＡを用いた再刺激後のサイトカインの放出を減
少させる。ＯＶＡ－ＰＬＧで処理したマウスにおいて、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１３
、およびＩＬ－１０のレベルが減少した（Ｂ）。
【図２１】ＯＶＡ－ＰＬＧの治療的投与は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、およびＩ
Ｌ－１０の分泌を減少させ、血清ＯＶＡ　ＩｇＥおよび肺内好酸球のレベルを減少させた
ことを示す。
【図２２】ＰＬＧ粒子に封入されたＯＶＡが、気管支肺胞洗浄液中のＯＶＡ特異的Ｔｈ２
　サイトカインを、ＯＶＡを結合させたＰＬＧ粒子よりも良好に治療的に下方制御するこ
とを示す。０日目および１４日目に、１０μｇ／マウスの用量のＯＶＡ／ミョウバンでマ
ウスを腹腔内処理した。２８日目および４２日目に、ＰＬＧ粒子に結合したＯＶＡまたは
ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡのいずれかをマウスに静脈内投与した。５６日目～５８
日目に、エアロゾル化したＯＶＡでマウスを３回処理した。グラフは、ＰＬＧ粒子に結合
したＯＶＡ（Ａ）またはＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡ（Ｂ）のいずれかで動物を処理
した場合のサイトカイン分泌を示す。
【図２３】ｐ３１－ＰＬＧ粒子による処理後の１型糖尿病動物の血糖レベルを示す。ｐ３
１ペプチドを結合させたＰＬＧの投与は、ＭＯＧ３５～５５ペプチドを結合させた粒子を
用いた投与後に見られたものと比較してより低い血糖レベルをもたらした（ＡおよびＢ）
。動物において観察されたＩＦＮγ分泌細胞の割合も、ＭＯＧ３５～５５ペプチド－ＰＬ
Ｇで処理したマウスと比較して、ｐ３１－ＰＬＧで処理したマウスにおいて減少した（Ｃ
）。
【図２４】Ａ～Ｂは、ｐ３１－ＰＬＧによって誘導される寛容がＴｒｅｇを必要とするこ
とを示す。養子移入によりマウスに１型糖尿病を誘導した。活性化細胞をＮＯＤ　ＳＣＩ
Ｄマウスに移入してから２時間後、ｐ３１－ＰＬＧまたはＭＯＧ３５～５５ＰＬＧ粒子の
いずれかでマウスを寛容化した。Ｔｒｅｇの枯渇は、ｐ３１－ＰＬＧ粒子の投与によって
誘導される寛容を抑制する。
【図２５】インスリンを結合させたＰＬＧ粒子の投与が、３００日にわたって糖尿病を発
症しなかったマウスの割合を有意に増加させたことを示す（２２．７％と比較して６９．
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６％；ｐ＝０．００２７）。ＮＯＤマウスを、６、８、および１０週齢で、静脈内投与に
よりＢＳＡ（Ｎ＝２２）またはインスリン（Ｎ＝２３）を結合させたＰＬＧ粒子のいずれ
かで処理した。次いで、糖尿病の発症についてマウスをアッセイした。
【図２６】レシピエントマウスに観察されたＣＤ４５．１ドナー細胞の割合を示す。－７
日目に、ＯＶＡ－ＰＬＧまたはＤｂｙ－ＰＬＧのいずれかでメスＣＤ４５．２マウスを寛
容化した。－１日目に、マウスを２００ラドで照射し、次いで、０日目に、オスＣＤ４５
．１マウスの１×１０６、５×１０６、または１×１０７骨髄細胞を移植した。次いで、
１日目に、ＯＶＡ－ＰＬＧ、Ｄｂｙ－ＳＰ、またはＤｂｙ－ＰＬＧのいずれかでレシピエ
ントマウスを寛容化し、キメラ化のＦＡＣＳ分析のために血液を採取した。
【図２７】１日目にＯＶＡ－ＰＬＧ、Ｄｂｙ－ＳＰ、またはＤｂｙ－ＰＬＧのいずれかを
用いて寛容化した後の、レシピエントマウスにおけるドナーＣＤ４５．１細胞の割合を示
す。１匹の陽性対照マウスが、有意な生着を示さなかった（約１０％）。全ての陰性対照
マウスは、ドナー細胞を生着しなかった。１匹のＤｂｙ－ＳＰマウスが、有意な生着を示
さなかった（約１０％）。２匹のＯＶＡ－ＰＬＧマウスがドナー細胞を生着し（約１０％
）、１匹は、１６週目までには完全に拒絶反応を示した。１匹のＤｂｙ－ＰＬＧマウスは
、１２週目に拒絶反応を示し始め、１６週目までには１０％となった。Ｄｂｙ－ＰＬＧ群
は、１６週目までに１０％～５６％の生着の範囲であった。ＯＶＡ－ＰＬＧマウスは、１
）自然の生着、２）ＯＶＡ３２３とＤｂｙの間の配列相同性、または３）粒子の免疫原性
特性を示した。Ｄｂｙ－ＰＬＧは、Ｄｂｙ－ＳＰおよびＯＶＡ－ＰＬＧよりも多くの生着
が可能である。
【図２８】寛容が、レシピエントマウスのＣＤ４５．１細胞の割合に影響を及ぼすタイミ
ングを示す。陽性対照は、予想された（約１０％）よりも少ない生着（約４％）を示す。
１匹の陰性対照マウスが、３つ全てのＯＶＡ－ＰＬＧ群で５％の生着を有し、－７日目、
＋１日目群の１匹のマウスが生着を示した（１２％）。１日目の寛容は、－７日目の寛容
よりも臨床的に意義がある。
【図２９】抗原に結合しているかまたは抗原を含まないかのいずれかであるクマリン－６
　ＰＬＧＡ粒子が、投与後３時間には検出可能であったが、投与後２４時間には検出不可
能で合ったことを示す。粒子は、投与後３時間には検出可能であったが、投与後２４時間
には検出不可能であった。ＤＡＰＩで対比染色した、注射後３時間（中央の行）および注
射後２４時間（下の行）の、腹腔内蛍光ＰＬＧＡ／ＰＥＭＡ微粒子を注射したマウス脾臓
（左の列）、肝臓（中央の列）、および肺（左の列）切片と比較した非注射ナイーブマウ
ス（上の行）。
【図３０】ＰＬＧＡ粒子が、投与後６時間および１５時間に肝臓内でＦ４／８０＋細胞と
共局在化していたことを示す。
【図３１】静脈内注入の２４時間後、辺縁帯マクロファージが、ＴＡＭＲＡ標識ＰＬＰ１
３９～１５１を結合させた粒子を優先的に取り込むことを示す。ＰＬＰ１３９～１５１＋
細胞の割合が最も高いのは辺縁帯マクロファージである。
【図３２】ＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡによる予備刺激の日数に対する１日平均臨床ス
コアを示す。コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官能化ポリ（ラクチド
－ｃｏ－グリコリド）粒子を使用した免疫学的寛容の誘導により、ＳＪＬ／Ｊマウスにお
いて　ＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡで誘導したＲ－ＥＡＥが阻害された。
【図３３】封入ＯＶＡ－ＰＬＧで処理したマウスが、好酸球の蓄積における大幅な減少を
示したことを示す。
【図３４】封入ＯＶＡ－ＰＬＧで処理したマウスが、未処理動物または対照で処理した動
物と比較して、血清ＩｇＥレベルにおける大幅な減少を示したことを示す。
【図３５】コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官能化ポリ（ラクチド－
ｃｏ－グリコリド）粒子の動的光散乱分析による特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａ
ｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏ
ｒｏｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり１．７９２×１０５カウント
の計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化
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ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、Ｚ－平均粒径５８４ｎｍ、ピーク直
径６７９ｎｍ、および多分散指数０．１６２を有していた。これらの結果は、上述のプロ
トコルに従って合成した６つのバッチの代表値である。
【図３６】ζ電位の測定により、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官
能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａ
ｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏ
ｒｏｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり６．６７×１０４カウントの
計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化ポ
リ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、－４８．９ｍＶのピークζ電位および
５．１４ｍＶのζ偏差を有していた。これらの結果は、上述のプロトコルに従って合成し
た６つのバッチの代表値である。
【図３７】コア内に可溶性卵白アルブミンを含有する表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－
グリコリド）粒子の動的光散乱分析による特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚ
ｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏｒｏｕ
ｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり１．８２２×１０５カウントの計数
率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化ポリ（
ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、Ｚ－平均粒径５６９．７ｎｍ、ピーク直径
７００．３ｎｍ、および多分散指数０．２３０を有していた。これらの結果は、上述のプ
ロトコルに従って合成した３つのバッチの代表値である。
【図３８】ζ電位の測定により、コア内に可溶性卵白アルブミンを含有する表面官能化ポ
リ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚ
ｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏｒｏｕ
ｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり２．６７×１０４カウントの計数率
で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化ポリ（ラ
クチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、－５２．２ｍＶのピークζ電位および５．３
８ｍＶのζ偏差を有していた。これらの結果は、上述のプロトコルに従って合成した３つ
のバッチの代表値である。
【図３９】コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１ペプチドを含有する表面官能化リポソー
ムが、多発性硬化症のマウスモデルにおいて免疫学的寛容を誘導することを実証するグラ
フを示す。コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１ペプチドを含有する表面官能化リポソー
ム（丸）または可溶性ＯＶＡ３２３～３３９ペプチドを含有する表面官能化リポソーム（
四角）のいずれかで動物を処理した。ＰＬＰ１３９～１５１ペプチドリポソームを投与さ
れたこれらの動物の平均臨床スコアは、ＯＶＡ３２３～３３９ペプチドリポソームを投与
された動物のスコアよりも低かった。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明者は、抗原に結合したナノ粒子が、自己免疫疾患に対する寛容を誘導し、免疫応
答を低下させることが可能であることを発見した。これらの粒子は、それらが粒子の表面
に結合しているか、またはその中に封入されているかにかかわらず、寛容を誘導すること
ができる。したがって、これらの粒子は、自己免疫疾患等の過剰な炎症性免疫応答によっ
て特徴づけられる任意の疾患または状態の治療に有用であり得る。
【００２５】
　本明細書において使用される「粒子」は、組織以外に由来する任意の組成物を指し、そ
れは、球体もしくは球状の実体、ビーズ、またはリポソームであり得る。「粒子」という
用語、「免疫修飾性粒子」という用語、「担体粒子」という用語、および「ビーズ」とい
う用語は、文脈に応じて同義に使用されてもよい。さらに、「粒子」という用語は、ビー
ズおよび球体を包含するために使用されてもよい。
【００２６】
　本明細書において使用される「負電荷を帯びた粒子」は、ゼロ未満の正味表面電荷を有
するように修飾された粒子を指す。
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【００２７】
　「カルボキシル化粒子」または「カルボキシル化ビーズ」または「カルボキシル化球体
」は、その表面上にカルボキシル基を含有するように修飾された任意の粒子を含む。いく
つかの実施形態において、カルボキシル基の付加は、例えば、ＭＡＲＣＯ等のスカベンジ
ャー受容体との相互作用を通して、循環からの粒子の食細胞／単球による取り込みを増強
する。粒子のカルボキシル化は、限定されないが、ポリ（エチレン－無水マレイン酸）（
ＰＥＭＡ）を含む、カルボキシル基を付加する任意の化合物を用いて達成することができ
る。
【００２８】
　本明細書において使用される「抗原部分」は、任意の部分を指し、例えば、宿主の免疫
系によって認識されるペプチドを指す。抗原部分の例として、限定されないが、自己抗原
および／または細菌性もしくはウイルス性のタンパク質、ペプチド、または成分が挙げら
れる。理論に束縛されるものではないが、カルボキシル化ビーズ自体は、免疫系によって
認識され得るが、そこに何も付着していないカルボキシル化ビーズは、本発明の目的のた
めに、「抗原部分」とは見なされない。
【００２９】
　本明細書において使用される「裸ビーズ」または「裸粒子」または「裸球体」は、カル
ボキシル化されていないビーズ、粒子、または球体を指す。
【００３０】
　本明細書において使用される「炎症促進性メディエーター」または「炎症促進性ポリペ
プチド」は、対象における炎症を含むか、維持するか、または長引かせるポリペプチドま
たはその断片を指す。炎症促進性メディエーターの例として、限定されないが、サイトカ
インおよびケモカインが挙げられる。
【００３１】
　粒子は、任意の粒子形状または立体構造を有し得る。しかしながら、いくつかの実施形
態において、生体内で凝集する可能性がより低い粒子を使用することが好ましい。これら
の実施形態内の粒子の例は、球体形状を有するものである。
【００３２】
　本発明の別の態様は、負のゼータ電位を有し、抗原部分を含まない免疫修飾粒子を含む
組成物に関する。さらなる実施形態において、本発明は、抗原に結合した負のゼータ電位
を有する免疫修飾粒子を含む組成物を提供する。さらなる実施形態において、抗原は、粒
子の外側に結合する。さらなる実施形態において、抗原は、粒子内に封入される。
【００３３】
　本発明の別の態様は、負のゼータ電位を有し、抗原部分を含まない免疫修飾粒子を調製
するためのプロセスに関する。プロセスは、負のゼータ電位を有する免疫修飾粒子を形成
するのに有効な条件下で免疫修飾粒子前駆体と緩衝液とを接触させることを含む。本発明
のいくつかの実施形態において、免疫修飾粒子前駆体は、共重合を介して形成される。粒
子の微細構造は、共重合の方法に依存し得る。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、抗原ペプチド分子は、コンジュゲート分子および／また
はリンカー基によって担体粒子（例えば、免疫修飾粒子）に結合される。いくつかの実施
形態において、抗原ペプチドおよび／またはアポトーシスシグナル伝達分子を担体（例え
ば、ＰＬＧ粒子）に結合することは、１つ以上の共有結合的および／または非共有結合的
な相互作用を含む。いくつかの実施形態において、抗原ペプチドは、負のゼータ電位を有
する担体粒子の表面に付着する。いくつかの実施形態において、抗原ペプチドは、負のゼ
ータ電位を有する担体粒子内に封入される。
【００３５】
　一実施形態において、免疫修飾粒子と接触する緩衝液は、塩基性ｐＨを有し得る。塩基
性溶液に好適な塩基性ｐＨは、７．１、７．５、８．０、８．５、９．５、１０．０　１
０．５、１１．０、１１．５、１２．０、１２．５、１３．０、および１３．５を含む。
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緩衝液はまた、任意の好適な塩基およびそのコンジュゲートで作製されてもよい。本発明
のいくつかの実施形態において、緩衝液は、限定されないが、炭酸水素ナトリウム、炭酸
水素カリウム、炭酸水素リチウム、リン酸二水素カリウム、リン酸二水素ナトリウム、ま
たはリン酸二水素リチウム、およびそのコンジュゲートを含んでもよい。
【００３６】
　本発明の一実施形態において、免疫修飾粒子は、コポリマーを含有する。これらのコポ
リマーは、様々なモル比を有し得る。本発明の免疫修飾粒子の好適なコポリマーの比率は
、８０：２０、８１：１９、８２：１８、８３：１７、８４：１６、８５：１５、８６：
１４、８７：１３、８８：１２、８９：１１、９０：１０、９１；：９、９２：８、９３
：７、９４：６、９５：５、９６：４、９７：３、９８：２、９９：１、または１００：
０であり得る。別の実施形態において、コポリマーは、周期的、統計的、直線状、分岐状
（星形、ブラシ型、または櫛形コポリマーを含む）コポリマーであってもよい。いくつか
の実施形態において、コポリマーの比率は、限定されないが、ポリスチレン：ポリ（カル
ボン酸ビニル）／８０：２０、ポリスチレン：ポリ（カルボン酸ビニル）／９０：１０、
ポリ（カルボン酸ビニル）：ポリスチレン／８０：２０、ポリ（カルボン酸ビニル）：ポ
リスチレン／９０：１０、ポリ乳酸：ポリグリコール酸／８０：２０、またはポリ乳酸：
ポリグリコール酸／９０：１０であってもよい。
【００３７】
　一実施形態において、粒子は、リポソームである。さらなる実施形態において、粒子は
、以下のモル比で以下の脂質からなるリポソームである－３０：３０：４０　ホスファチ
ジルコリン：ホスファチジルグリセロール：コレステロール。さらなる実施形態において
、粒子は、リポソーム内に封入される。
【００３８】
　各粒子は、均一なサイズである必要はないが、粒子は、一般的に、抗原提示細胞または
他のＭＰＳ細胞において食作用を引き起こすのに十分なサイズでなければならない。好ま
しくは、粒子は、溶解性を高め、生体内での凝集によって引き起こされる可能性のある合
併症を回避し、飲作用を促進するために、顕微鏡レベルまたはナノスケールのサイズであ
る。粒径は、間質腔からリンパ球成熟の領域への取り込みの要因であり得る。約０．１μ
ｍ～約１０μｍの直径を有する粒子は、食作用を引き起こすことができる。したがって、
一実施形態において、粒子は、これらの限度内の直径を有する。別の実施形態において、
粒子は、約０．３μｍ～約５μｍの直径を有する。さらに別の実施形態において、粒子は
、約０．５μｍ～約３μｍの直径を有する。さらなる実施形態において、粒子は、約０．
１μｍ、または約０．２μｍ、または約０．３μｍ、または約０．４μｍ、または約０．
５μｍ、または約１．０μｍ、または約１．５μｍ、または約２．０μｍ、または約２．
５μｍ、または約３．０μｍ、または約３．５μｍ、または約４．０μｍ、または約４．
５μｍ、または約５．０μｍのサイズを有する。特定の実施形態において、粒子は、約０
．５μｍのサイズを有する。いくつかの実施形態において、粒子の全重量は、約１０，０
００ｋＤａ未満、約５，０００ｋＤａ未満、または約１，０００ｋＤａ未満、５００ｋＤ
ａ、４００ｋＤａ、３００ｋＤａ、２００ｋＤａ、１００ｋＤａ、５０ｋＤａ、２０ｋＤ
ａ、１０ｋＤａである。組成物中の粒子は、均一な直径である必要はない。例として、薬
学的製剤は、複数の粒子を含有してもよく、それらのうちのあるものは約０．５μｍであ
り、あるものは約１．０μｍである。これらの所与の範囲内の粒径のいずれの混合物も有
用であろう。
【００３９】
　本発明の粒子は、特定のゼータ電位を有することができる。特定の実施形態において、
ゼータ電位は負である。一実施形態において、ゼータ電位は、約－１００ｍＶ未満である
。一実施形態において、ゼータ電位は、約－５０ｍＶ未満である。特定の実施形態におい
て、粒子は、－１００ｍＶ～０ｍＶのゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、
粒子は、－７５ｍＶ～０ｍＶのゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、粒子は
、－６０ｍＶ～０ｍＶのゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、粒子は、－５
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０ｍＶ～０ｍＶのゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、粒子は、－４０ｍＶ
～０ｍＶのゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、粒子は、－３０ｍＶ～０ｍ
Ｖのゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、粒子は、－２０ｍＶ～＋０ｍＶの
ゼータ電位を有する。さらなる実施形態において、粒子は、－１０ｍＶ～－０ｍＶのゼー
タ電位を有する。特定の実施形態において、粒子は、－５０ｍＶ～－４０ｍＶのゼータ電
位を有する。
 
【００４０】
　いくつかの実施形態において、担体の電荷（例えば、正、負、中性）は、用途に固有の
利益（例えば、生理的適合性、有益な表面－ペプチドの相互作用等）を付与するように選
択される。いくつかの実施形態において、担体は、正味の中性電荷または負電荷を有する
（例えば、概して正味の負電荷を帯びた細胞表面への非特異的結合を低減するため）。特
定の実施形態において、担体は、寛容が所望される抗原（本明細書において、抗原特異的
ペプチド、抗原ペプチド、自己抗原、誘導性抗原、または寛容化抗原とも称される）に、
直接的または間接的のいずれかでコンジュゲートすることができる。いくつかの場合、担
体は、抗原特異的ペプチドの複数コピーまたは複数の異なるペプチドを表面上で曝露させ
るために、複数の結合部位（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０…２０…５
０…１００、またはそれ以上）を有する（例えば、寛容応答の可能性を増加させるため）
。いくつかの実施形態において、担体は、一種類の抗原ペプチドを提示する。いくつかの
実施形態において、担体は、表面上に複数の異なる抗原ペプチドを提示する。いくつかの
実施形態において、担体表面は、選択された部分（例えば、抗原ペプチド）の共有結合的
付着のために官能基を提示する。いくつかの実施形態において、担体表面の官能基は、選
択された部分（例えば、抗原ペプチド）との非共有結合的相互作用のための部位を提供す
る。いくつかの実施形態において、担体は、コンジュゲートする部分が化学結合を形成せ
ずに吸着され得る表面を有する。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、粒子は、非金属性である。これらの実施形態において、
粒子は、ポリマーから形成されてもよい。好ましい実施形態において、粒子は、個体内で
生分解性である。この実施形態では、個体内で粒子が蓄積することなく、複数回投与にわ
たって粒子を個体に提供することができる。好適な粒子の例として、ポリスチレン粒子、
ＰＬＧＡ粒子、およびダイヤモンド粒子が挙げられる。
【００４２】
　好ましくは、粒子表面は、非特異的なまたは望ましくない生物学的相互作用を最小限に
抑える材料からなる。粒子表面と間質との間の相互作用は、リンパの取り込みにおいて役
割を果たす要因であり得る。粒子表面は、非特異的相互作用を防止するかまたは減少させ
るための材料でコーティングされてもよい。皮下注射後の改善されたリンパの取り込みに
よって証明されるように、ポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）およびそのコポリマー
、例えば、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（ポリ（エチレングリコール）－ｂｌ－ポリ（プロピレン
グリコール）－ｂｌ－ポリ（エチレングリコール）のコポリマーを含む）等の親水性層を
用いて粒子をコーティングすることによる立体安定化は、間質のタンパク質との非特異的
相互作用を低減し得る。これらの事実の全てが、リンパの取り込みに関して、粒子の物理
的特性の有意性を示している。生分解性ポリマーは、ポリマーおよび／または粒子および
／または層の全てまたは一部を作製するために使用されてもよい。生分解性ポリマーは、
例えば、溶液中で官能基が水と反応する結果として、分解を受け得る。本明細書において
使用される「分解」という用語は、分子量の減少、または疎水性基の親水性基への変換の
いずれかによって、可溶性になることを指す。エステル基を有するポリマー、例えば、ポ
リラクチドおよびポリグリコリドは、概して自発的加水分解に供される。
【００４３】
　本発明の粒子は、追加の成分を含有してもよい。例えば、担体は、担体に組み込まれた
またはコンジュゲートされた造影剤を有してもよい。現在市販されている造影剤を有する
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担体ナノ球体の例は、Ｋｏｄａｋ　Ｘ－ｓｉｇｈｔナノ球体である。量子ドット（ＱＤ）
として知られる無機量子を閉じ込めた発光ナノ結晶が、ＦＲＥＴの適用における理想的な
ドナーとして浮上してきた：それらの高い量子収量および調整可能なサイズ依存性のスト
ークスシフトにより、単一の紫外線波長で励起されたときに、青色から赤外領域まで異な
るサイズが放出することが可能となる。（Ｂｒｕｃｈｅｚ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，１９９８，２８１，２０１３；Ｎｉｅｍｅｙｅｒ，Ｃ．Ｍ　Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．
Ｉｎｔ．Ｅｄ．２００３，４２，５７９６；Ｗａｇｇｏｎｅｒ，Ａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．１９９５，２４６，３６２；Ｂｒｕｓ，Ｌ．Ｅ．Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ
．１９９３，７９，５５６６）。デンドリマーとして知られるポリマーのクラスに基づく
、ハイブリッド有機／無機量子ドット等の量子ドットは、生物学的標識、撮像、および光
学的バイオセンシング系において使用することができる。（Ｌｅｍｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．２０００，１２２，１２８８６）。従来の無機量子ドット
の合成とは異なり、これらのハイブリッド量子ドットナノ粒子の合成は、高温、または高
度に毒性である不安定な試薬を必要としない。（Ｅｔｉｅｎｎｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐ
ｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．８７，１８１９１３，２００５）。
【００４４】
　粒子は、広範囲の材料から形成することができる。粒子は、好ましくは、生物学的使用
に好適な材料からなる。例えば、粒子は、ガラス、シリカ、ヒドロキシカルボン酸のポリ
エステル、ジカルボン酸のポリ無水物、またはヒドロキシカルボン酸およびジカルボン酸
のコポリマーからなってもよい。より一般的には、担体粒子は、直鎖もしくは分岐鎖、置
換もしくは非置換、飽和もしくは不飽和、直線状もしくは架橋された、アルカニル、ハロ
アルキル、チオアルキル、アミノアルキル、アリール、アラルキル、アルケニル、アラル
ケニル、ヘテロアリール、またはアルコキシヒドロキシ酸のポリエステル、あるいは直鎖
もしくは分岐、置換もしくは非置換、飽和もしくは不飽和、線状もしくは架橋された、ア
ルカニル、ハロアルキル、チオアルキル、アミノアルキル、アリール、アラルキル、アル
ケニル、アラルケニル、ヘテロアリール、またはアルコキシジカルボン酸のポリ無水物か
らなってもよい。さらに、担体粒子は、量子ドットであってもよいか、または量子ドット
ポリスチレン粒子等の量子ドットからなってもよい（Ｊｏｕｍａａ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０６）Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２２：１８１０－６）。エステルおよび無水物結合の混合物を
含む担体粒子（例えば、グリコール酸およびセバシン酸のコポリマー）もまた用いられ得
る。例えば、担体粒子は、ポリグリコール酸ポリマー（ＰＧＡ）、ポリ乳酸ポリマー（Ｐ
ＬＡ）、ポリセバシン酸ポリマー（ＰＳＡ）、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール）酸コポリ
マー（ＰＬＧＡまたはＰＬＧ：これらの用語は同義である）、［ｒｈｏ］ｏｌｙ（乳酸－
ｃｏ－セバシン）酸コポリマー（ＰＬＳＡ）、ポリ（グリコール－ｃｏ－セバシン）酸コ
ポリマー（ＰＧＳＡ）等を含む材料を含んでもよい。本発明において有用な他の生体適合
性、生分解性ポリマーは、カプロラクトン、カーボネート、アミド、アミノ酸、オルトエ
ステル、アセタール、シアノアクリレート、および分解性ウレタンのポリマーまたはコポ
リマー、ならびに直鎖または分岐、置換または非置換の、アルカニル、ハロアルキル、チ
オアルキル、アミノアルキル、アルケニル、または芳香族ヒドロキシ－もしくはジ－カル
ボン酸とのこれらのコポリマーを含む。さらに、リジン、アルギニン、アスパラギン酸、
グルタミン酸、セリン、トレオニン、チロシン、およびシステイン、またはそれらのエナ
ンチオマー等の反応側鎖基を有する生物学的に重要なアミノ酸が、抗原ペプチドおよびタ
ンパク質またはコンジュゲート部分にコンジュゲートするための反応基を提供するように
、上記材料のうちのいずれかとのコポリマーに含まれてもよい。本発明に好適な生分解性
材料は、ダイヤモンド、ＰＬＡ、ＰＧＡ、およびＰＬＧＡポリマーを含む。生体適合性で
あるが非生分解性である材料も、本発明の担体粒子において使用することができる。例え
ば、アクリレート、エチレン－酢酸ビニル、アシル置換酢酸セルロース、非分解性ウレタ
ン、スチレン、塩化ビニル、フッ化ビニル、ビニルイミダゾール、クロロスルホン化オレ
フィン、酸化エチレン、ビニルアルコール、ＴＥＦＬＯＮ（登録商標）（ＤｕＰｏｎｔ，
Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，Ｄｅｌ．）、およびナイロンの非生分解性ポリマーが用いられて
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もよい。
【００４５】
　現在市販されている好適なビーズは、ＦｌｕｏＳｐｈｅｒｅｓ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．）等のポリスチレンビーズを含む。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、本発明は、（ａ）対象への化学薬剤および／または生物
学的薬剤の送達のために構成される送達用の足場と、（ｂ）抗原特異的寛容を誘導するた
めに抗原を結合させたポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子とを含むシステムを提供
する。いくつかの実施形態において、前記送達用の足場の少なくとも一部は微孔性である
。いくつかの実施形態において、抗原を結合させたポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）
粒子は、前記足場内に封入される。いくつかの実施形態において、化学薬剤および／また
は生物学的薬剤は、タンパク質、ペプチド、小分子、核酸、細胞、および粒子からなる群
から選択される。いくつかの実施形態において、化学薬剤および／または生物学的薬剤は
細胞を含み、前記細胞は膵島細胞を含む。
【００４７】
　物理的特性は、未成熟なリンパ球を有する領域における取り込みおよび滞留後のナノ粒
子の有用性にも関連する。これらは、剛性またはゴム性等の機械的特性を含む。いくつか
の実施形態は、最近、（標的または免疫ではないが）全身送達のために開発され、特徴づ
けされたＰＰＳ－ＰＥＧ系におけるように、上層、例えば、ＰＥＧにおけるような親水性
上層を有するゴム状コア、例えば、ポリ（プロピレンスルフィド）（ＰＰＳ）コアに基づ
いている。ゴム状コアは、ポリスチレンまたは金属ナノ粒子系におけるような実質的に剛
性のコアとは対照的である。ゴム状という用語は、天然または合成のゴム以外の特定の弾
力性のある材料を指し、ゴム状は、ポリマー技術分野の当業者には馴染みのある用語であ
る。例えば、架橋されたＰＰＳは、疎水性ゴム状コアを形成するために使用することがで
きる。ＰＰＳは、酸化条件下で分解して、ポリスルホキシド、そして最終的にはポリスル
ホンになり、疎水性ゴムから親水性、水溶性ポリマーへと転移するポリマーである。他の
硫化物ポリマーを使用のために適合させてもよく、硫化物ポリマーという用語は、ポリマ
ーの骨格に硫黄を含むポリマーを指す。使用され得る他のゴム状ポリマーは、約３７℃未
満の水和条件下のガラス転移温度を有するポリエステルである。コアおよび上層は、混合
する傾向がなく、上層がコアから離れて立体的に拡大する傾向があるため、疎水性コアは
、親水性上層とともに有利に使用することができる。コアは、その上に層を有する粒子を
指す。層は、コアの少なくとも一部分を覆う材料を指す。層は、吸着されてもよいか、ま
たは共有結合されてもよい。粒子またはコアは、中実または中空であってもよい。ゴム状
疎水性コアは、ゴム状疎水性コアを有する粒子によってより多くの疎水性薬物の充填を行
うことができるという点において、結晶性またはガラス状（ポリスチレンの場合のように
）コア等の剛性疎水性コアよりも有利である。
【００４８】
　別の物理的特性は、表面の親水性である。親水性材料は、架橋されていないとき、１リ
ットル当たり少なくとも１グラムの水溶性を有し得る。親水性ポリマーによる粒子の立体
安定化は、非特異的相互作用を低減することによって間質からの取り込みを改善すること
ができる：しかしながら、粒子のステルス性の増大が、未成熟なリンパ球を有する領域に
おける食細胞による内部移行を減少させる可能性もある。これらの競合する特性のバラン
スを保つという課題は対応されてきているが、本出願は、リンパ節におけるＤＣおよび他
のＡＰＣへの効果的なリンパ送達のためのナノ粒子の作製を実証する。いくつかの実施形
態は、親水性成分、例えば、親水性材料の層を含む。好適な親水性材料の例は、ポリアル
キレンオキシド、ポリエチレンオキシド、ポリサッカリド、ポリアクリル酸、およびポリ
エーテルのうちの１つ以上である。層中のポリマーの分子量は、生体内で有用な程度の立
体障害を提供するように、例えば、約１，０００から約１００，０００またはさらにそれ
以上に調節することができる：当業者は、明示的に記載される範囲内の全ての範囲および
値、例えば、１０，０００～５０，０００が企図されることを直ちに理解するであろう。
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【００４９】
　ナノ粒子には、さらなる反応のために官能基を組み込んでもよい。さらなる反応のため
の官能基は、求電子剤または求核剤を含む：これらは、他の分子との反応に好都合である
。求核剤の例は、第１級アミン、チオール、およびヒドロキシルである。求電子剤の例は
、スクシンイミジルエステル、アルデヒド、イソシアネート、およびマレイミドである。
【００５０】
　当該技術分野で周知の多様な手段が、抗原ペプチドおよびタンパク質を担体にコンジュ
ゲートさせるために用いられ得る。これらの方法は、抗原ペプチドおよびタンパク質の生
物学的活性を破壊しないかもしくは大幅に限定せず、かつ、抗原ペプチドまたはタンパク
質と同族のＴ細胞受容体との相互作用を可能にする配向で十分な数の抗原ペプチドおよび
タンパク質を担体とコンジュゲートさせることができる、任意の標準的な化学を含む。一
般的に、抗原ペプチドもしくはタンパク質のＣ末端領域、または抗原ペプチドもしくはタ
ンパク質融合タンパク質のＣ末端領域を、担体とコンジュゲートさせる方法が好ましい。
正確な化学は、当然のことながら、担体材料の性質、抗原ペプチドもしくはタンパク質へ
のＣ末端融合の有無、および／またはコンジュゲート部分の有無に依存する。
【００５１】
　利用可能性のために、必要に応じて、官能基が粒子上に位置してもよい。１つの位置は
、コアポリマー、またはコア上の層であるポリマー、または別様に粒子に繋ぎ止められた
ポリマー上の、側基または終端であってもよい。例えば、特定の細胞標的化、またはタン
パク質およびペプチド薬物送達のために容易に官能化することができるナノ粒子のＰＥＧ
安定化について記載する例が、本明細書に含まれる。
【００５２】
　エチレンカルボジイミド（ＥＣＤＩ）、ヘキサメチレンジイソシアネート、２つのエポ
キシ残基を含有するプロピレングリコールジ－グリシジルエーテル、およびエピクロルヒ
ドリン等のコンジュゲートが、ペプチドまたはタンパク質を担体表面に固定するために用
いられ得る。理論に束縛されるものではないが、ＥＣＤＩは、寛容を誘導するための２つ
の主要な機能を果たすと考えられる：（ａ）それらは、遊離アミノ基と遊離カルボキシル
基との間のペプチド結合形成の触媒作用を介してタンパク質／ペプチドを細胞表面に化学
的に結合させる、また（ｂ）それらは、アポトーシス細胞死を模倣するように担体を誘導
し、そのため、脾臓内の宿主抗原提示細胞によって選択され、寛容を誘導する。自己反応
性細胞におけるアネルギーの直接的な誘導をもたらすのは、この非免疫原性的な様式にお
ける宿主Ｔ細胞への提示である。また、ＥＣＤＩは、特異的制御性Ｔ細胞を誘導するため
の強力な刺激としての役割を果たす。
【００５３】
　一連の実施形態において、抗原ペプチドおよびタンパク質は、共有化学結合を介して担
体に結合する。例えば、抗原のＣ末端近くの反応基または部分（例えば、Ｃ末端カルボキ
シル基、またはアミノ酸側鎖のヒドロキシル基、チオール基、もしくはアミン基）を、直
接的な化学反応によって担体の表面上の反応基または部分（例えば、ＰＬＡもしくはＰＧ
Ａのヒドロキシルもしくはカルボキシル基、デンドリマーの末端アミンもしくはカルボキ
シル基、またはリン脂質のヒドロキシル基、カルボキシル基、もしくはリン酸基）に直接
コンジュゲートさせてもよい。代替として、抗原ペプチドおよびタンパク質の両方を担体
と共有結合的にコンジュゲートし、それによってそれらを一緒に結合するコンジュゲート
部分が存在してもよい。
【００５４】
　担体の表面上の反応性カルボキシル基は、例えば、１－エチル－３－［３，９－ジメチ
ルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）またはヒドロキシスクシンイミドエ
ステル（ＮＨＳ）と反応させることによって、抗原ペプチドまたはタンパク質上の（例え
ば、Ｌｙｓ残基からの）遊離アミンに結合させてもよい。同様に、同じ化学を用いて、担
体の表面上の遊離アミンを抗原ペプチドまたはタンパク質上の（例えば、Ｃ末端、または
ＡｓｐもしくはＧＩｕ残基からの）遊離カルボキシルとコンジュゲートさせてもよい。代
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替として、Ａｒａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｃｈｅｍ．２：７１－６に本質的に記
載されるようなＳｕｌｆｏ－ＳＩＡＢ化学を用いて、担体の表面上の遊離アミンを、抗原
ペプチドおよびタンパク質、または抗原ペプチドもしくはタンパク質融合タンパク質と共
有結合させてもよい。
【００５５】
　別の実施形態において、抗原ペプチドまたはタンパク質に結合したリガンドと、担体に
付着した抗リガンドとの間の非共有結合によって抗原を担体にコンジュゲートさせてもよ
い。例えば、ビオチンリガーゼ認識配列タグが、抗原ペプチドまたはタンパク質のＣ末端
に結合されてもよく、このタグは、ビオチンリガーゼによってビオチン化されてもよい。
ビオチンは、その後、抗原ペプチドまたはタンパク質を、抗リガンドとして担体の表面に
吸着しているかまたは別様に結合しているアビジンまたはストレプトアビジンと非共有結
合的にコンジュゲートさせるリガンドとして機能し得る。代替として、抗原ペプチドおよ
びタンパク質が、Ｆｃ領域を有する免疫グロブリンドメインと融合している場合、上述の
ように、Ｆｃドメインはリガンドとして作用することができ、担体の表面に共有結合また
は非共有結合したプロテインＡは、抗原ペプチドまたはタンパク質を担体に非共有結合的
にコンジュゲートさせる抗リガンドとして機能し得る。金属イオンキレート化技術（例え
ば、抗原ペプチドもしくはタンパク質または抗原ペプチドもしくはタンパク質融合タンパ
ク質のＣ末端のポリ－Ｈｉｓタグ、およびＮｉ＋でコーティングした担体を使用する）を
含む、抗原ペプチドおよびタンパク質を担体に非共有結合的にコンジュゲートさせるため
に用いられ得る他の手段は、当該技術分野で周知であり、これらの方法は、本明細書に記
載の方法と置き換えられてもよい。
【００５６】
　核酸部分のプラットホーム分子へのコンジュゲーションは、任意の数の方法で達成する
ことができるが、典型的には、１つ以上の架橋剤ならびに核酸部分およびプラットホーム
分子上の官能基を必要とする。結合基は、標準的な合成化学技術を用いてプラットホーム
に付加される。結合基は、標準的な合成技術を用いて核酸部分に付加することができる。
実施者は、本発明の組み合わせに使用される抗原について多くの選択肢を有する。該組み
合せに存在する誘導性抗原は、誘導される寛容原性応答の特異性に寄与する。それは、望
ましくない免疫学的応答の標的であり、かつ寛容が所望される、治療を受ける対象に存在
するかまたは与えられる抗原である、標的抗原と同じであってもまたは同じでなくでもよ
い。
【００５７】
　本発明の誘導性抗原は、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、炭水化物、糖脂質、もしく
は生物学的源から単離された他の分子であってもよいか、または化学合成された小分子、
ポリマー、もしくは生物学的物質の誘導体であってもよいが、但し、粘膜結合性成分と組
み合わせたときに、本明細書に従って寛容を誘導する能力を有するものとする。
【００５８】
　いくつかの実施形態において、本発明は、１つ以上のペプチド、ポリペプチド、および
／またはタンパク質に結合した担体（例えば、免疫修飾性粒子）を提供する。いくつかの
実施形態において、本明細書に記載されるもの等の担体（例えば、ＰＬＧ担体）は、抗原
特異的寛容を誘導し、かつ／または免疫関連疾患（マウスモデルにおけるＥＡＥ等）の発
症を予防し、かつ／または既存の免疫関連疾患の重症度を低減するのに有効である。いく
つかの実施形態において、本発明の組成物および方法は、Ｔ細胞にＴ細胞活性化に関連す
る初期事象を開始させることができるが、Ｔ細胞にエフェクター機能を獲得させることは
できない。例えば、本発明の組成物の投与は、ＣＤ６９および／またはＣＤ４４の上方制
御等の準活性化（ｑｕａｓｉ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ）表現型を有するＴ細胞を生じ得るが
、ＩＦＮ－γまたはＩＬ－１７の合成の欠如によって示されるように、エフェクター機能
を示さない。いくつかの実施形態において、本発明の組成物の投与は、ナイーブな抗原特
異的Ｔ細胞からＣＤ２５＋／Ｆｏｘｐ３＋表現型を有するもの等の制御性表現型への転換
を有しない、準活性化表現型を有するＴ細胞を生じる。
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【００５９】
　いくつかの実施形態において、担体（例えば、粒子）の表面は、抗原ペプチドおよび／
または他の機能的要素の担体への付着（例えば、共有結合的、非共有結合的）を可能にす
る化学部分および／または官能基を含む。いくつかの実施形態において、担体（例えば、
粒子）上の化学部分および／または官能基の数、配向、間隔等は、担体の化学、所望の用
途等に応じて異なる。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、担体は、担体に接着された、吸着された、封入された、
かつ／またはその全体に含有された、１つ以上の生物学的薬剤または化学薬剤を含む。い
くつかの実施形態において、化学薬剤または生物学的薬剤は、粒子内に封入され、かつ／
またはその全体に含有される。本発明は、化学薬剤または生物学的薬剤の性質によって制
限されない。そのような薬剤は、限定されないが、タンパク質、核酸分子、低分子薬、脂
質、炭水化物、細胞、細胞成分等を含む。いくつかの実施形態において、２つ以上（例え
ば、３つ、４つ、５つ等）の異なる化学薬剤または生物学的薬剤が、担体の上または中に
含まれる。いくつかの実施形態において、薬剤は、特定の放出速度のために構成される。
いくつかの実施形態において、複数の異なる薬剤が、異なる放出速度のために構成される
。例えば、第１の薬剤は、数時間の期間にわたって放出し、第２の薬剤は、より長い期間
（例えば、数日、数週間、数カ月等）にわたって放出してもよい。いくつかの実施形態に
おいて、担体またはその一部は、生物学的薬剤または化学薬剤の持続放出のために構成さ
れる。いくつかの実施形態において、持続放出は、少なくとも３０日（例えば、４０日、
５０日、６０日、７０日、８０日、９０日、１００日、１８０日等）の期間にわたって生
物学的に活性な量の薬剤の放出を提供する。いくつかの実施形態において、担体またはそ
の一部は、細孔内への細胞の内部成長を許容するのに十分多孔性であるように構成される
。細孔のサイズは、対象とする特定の細胞型および／または所望の内部成長の量のために
選択されてもよい。
【００６１】
　本発明の粒子への抗原、生物学的薬剤、および／または化学薬剤の封入は、驚くべきこ
とに免疫寛容を誘導することが分かっており、いくつかの利点を有する。第１に、封入さ
れた粒子は、より緩徐なサイトカイン応答を有する。第２に、複数の抗原、生物学的薬剤
、および／または化学薬剤を使用する場合、封入により、薬剤を粒子の表面に付着させた
場合に起こり得るこれらの種々の分子間の競合が排除される。第３に、封入により、より
多くの抗原、生物学的薬剤、および／または化学薬剤を粒子に組み込むことができる。第
４に、封入は、複合タンパク質抗原または臓器ホモジネート（例えば、１型糖尿病の場合
の膵臓ホモジネートまたはピーナッツアレルギーにおけるピーナッツ抽出物）のより容易
な使用を可能にする。最後に、粒子の表面へのコンジュゲーションに代わる抗原、生物学
的薬剤、および／または化学薬剤の粒子内への封入は、粒子の表面上の正味の負電荷を維
持する。
【００６２】
　特定の実施形態において、本発明は、その上に（またはその中に）細胞または他の生物
学的薬剤もしくは化学薬剤を有する担体を提供する。細胞が用いられる場合、担体は、特
定の種類の細胞に限定されない。いくつかの実施形態において、担体は、その上に膵島細
胞を有する。いくつかの実施形態において、微孔性担体は、その上にＥＣＭタンパク質お
よび／またはエキセンディン－４をさらに有する。担体は、特定の種類に限定されない。
いくつかの実施形態において、担体は、多孔度（例えば、細孔サイズ、細孔深さ、および
／または細孔密度）の異なる領域を有する。いくつかの実施形態において、担体は、その
上に（またはその中に）薬学的製剤、ＤＮＡ、ＲＮＡ、細胞外マトリックスタンパク質、
エキセンディン－４等を有する。特定の実施形態において、本発明は、そのような担体を
用いて膵島細胞を移植するための方法を提供する。本発明の特定の実施形態において、誘
導性抗原は、単一の単離された分子または組み換えによって生成された分子である。標的
抗原が宿主内の種々の場所に散在する状態を治療するためには、一般的に、誘導性抗原が
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標的抗原と同一であるか、または免疫学的に関連していることが必要である。そのような
抗原の例は、ほとんどのポリヌクレオチド抗原と、特定の炭水化物抗原（血液型抗原等）
である。
【００６３】
　いずれの好適な抗原も、本発明の範囲内で用途を見出し得る。いくつかの実施形態にお
いて、誘導性抗原は、誘導される寛容原性応答の特異性に寄与する。誘導性抗原は、望ま
しくない免疫学的応答の標的であり、かつ寛容が所望される、治療を受ける対象に存在す
るかまたは与えられる抗原である、標的抗原と同じであってもまたは同じでなくでもよい
。
【００６４】
　標的抗原が特定の臓器、細胞、または組織型で選択的に発現される場合、この場合も同
様に、実施者は、標的抗原と同一であるか、または免疫学的に関連している誘導性抗原を
使用するという選択肢を有する。しかしながら、標的のバイスタンダーである抗原を使用
するというさらなる選択肢もある。これは、標的抗原と免疫学的に関連していない可能性
があるが、標的抗原が発現される組織に選択的に発現される抗原である。バイスタンダー
抑制の有効性に関する作業理論は、抑制が、標的細胞における免疫応答のエフェクターア
ームを下方制御する、活性な細胞媒介性のプロセスであるということである。サプレッサ
ー細胞は、粘膜表面でインデューサー抗原によって特異的に刺激され、バイスタンダー抗
原が選択的に発現される組織部位を目指して進む。次いで、相互作用機構またはサイトカ
イン媒介性機構を介して、局在するサプレッサー細胞が、それらが何に対して反応するか
に関係なく、近隣のエフェクター細胞（またはエフェクター細胞のインデューサー）を下
方制御する。エフェクター細胞が誘導性抗原とは異なる標的に特異的である場合、その結
果はバイスタンダー効果である。バイスタンダー反応のさらなる詳細、およびこの効果を
有する寛容原性ペプチドの一覧については、読者は国際特許公開ＷＯ　９３／１６７２４
号を参照されたい。バイスタンダー理論が意味するところは、当業者が、本発明を実施す
るために寛容が所望される特定の標的抗原を同定または単離する必要がないということで
ある。実施者は、誘導性抗原として使用される標的部位で選択的に発現される少なくとも
１つの分子を得ることができることを必要とするのみである。
【００６５】
　本発明の特定の実施形態において、誘導性抗原は、治療を受ける個体に発現されるもの
と同じ形態ではないが、その断片または誘導体である。本発明の誘導性抗原は、適切な特
異性の分子に基づいているが、断片化、残基置換、標識、コンジュゲーション、および／
または他の機能特性を有するペプチドとの融合によって適合されるペプチドを含む。適合
化は、限定されないが、毒性もしくは免疫原性等の任意の望ましくない特性の排除、また
は粘膜結合、粘膜浸透、もしくは、免疫応答の寛容原性アームの刺激等の任意の望ましい
特性を増強することを含む、任意の望ましい目的のために行われてもよい。インスリンペ
プチド、コラーゲンペプチド、およびミエリン塩基性タンパク質ペプチド等の用語は、本
明細書において使用される場合、完全なサブユニットを指すだけではなく、アロタイプお
よび合成変異体、断片、融合ペプチド、コンジュゲート、ならびに類似体であるそれぞれ
の分子の少なくとも１０個、好ましくは２０個の連続したアミノ酸と相同な領域（アミノ
酸レベルでは、好ましくは７０％同一、より好ましくは８０％同一、さらにより好ましく
は９０％同一である）を含有する他の誘導体も指し、誘導体の相同性領域は、標的抗原に
対する寛容を誘導する能力をそれぞれの親分子と共有する。
【００６６】
　誘導性抗原の寛容原性領域は、抗体応答を刺激する免疫優勢エピトープとは異なること
が多いことを認識されたい。寛容原性領域は、一般的に、Ｔ細胞に関与する特定の細胞相
互作用において提示され得る領域である。寛容原性領域が存在してもよく、完全な抗原が
提示されると、寛容を誘導することができる。天然抗原のプロセシングおよび提示は、通
常、寛容を誘発しないという点において、特定の抗原は、潜伏性の寛容原性領域を含有す
る。潜伏性抗原の詳細およびそれらの同定については、国際特許公開ＷＯ　９４／２７６
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３４号に見出される。
【００６７】
　本発明の特定の実施形態において、２つ、３つ、またはそれより多くの複数の誘導性抗
原が用いられる。複数の標的抗原が存在する場合にこれらの実施形態を実行すること、ま
たは標的の複数のバイスタンダーを提供することが、望ましいかもしれない。例えば、イ
ンスリンおよびグルカゴンのどちらも、糖尿病の治療において粘膜結合性成分と混合する
ことができる。いくつかの考えられる代替の標的を網羅する抗原のカクテルを提供するこ
とも望ましい場合がある。例えば、組織適合抗原断片のカクテルを用いて、未知の表現型
の同種移植片を用いた将来的な移植が見込まれる対象を寛容化することができる。ヒト白
血球抗原の同種変異体（ａｌｌｏｖａｒｉａｎｔ）領域は、当技術分野で周知である（例
えば、Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　２９：２３１，１９８９）。別の例において、ア
レルゲンの混合物が、アトピーの治療のための誘導性抗原として機能し得る。
【００６８】
　分子の性質に応じて、当該技術分野で既知の多くの技術によって誘導性抗原を調製する
ことができる。治療を受ける種の細胞から、濃縮されたポリヌクレオチド、ポリペプチド
、および炭水化物抗原を単離することができる。短いペプチドは、アミノ酸合成によって
都合よく調製される。既知の配列のより長いタンパク質は、コード配列を合成するか、ま
たは天然の源もしくはベクターからコード配列をＰＣＲ増幅し、次いで、好適な細菌また
は真核生物宿主細胞中でコード配列を発現させることによって調製することができる。
【００６９】
　本発明の特定の実施形態において、組み合せは、細胞または組織から得られた抗原の複
合混合物を含み、そのうちの１つ以上が誘導性抗原の役割を果たす。抗原は、完全である
か、またはホルムアルデヒド、グルタルアルデヒド、もしくはアルコール等の固定液で処
理されているかのいずれかである、全細胞の形態であってもよい。抗原は、細胞または組
織を界面活性剤で可溶化するか、または機械的に破裂した後に清澄化することによって作
製される、細胞可溶化物の形態であってもよい。抗原はまた、細胞成分分画、特に分画遠
心法等の技術によって形質膜を濃縮した後、任意選択的に界面活性剤で可溶化し、透析す
ることによって得ることもできる。可溶化した膜タンパク質のアフィニティークロマトグ
ラフィーまたはイオン交換クロマトグラフィー等の他の分離技術も好適である。
【００７０】
　一実施形態において、抗原ペプチドまたはタンパク質は、自己抗原、同種抗原、または
移植抗原である。さらに別の特定の実施形態において、自己抗原は、ミエリン塩基性タン
パク質、コラーゲンまたはその断片、ＤＮＡ、核および核小体タンパク質、ミトコンドリ
アタンパク質、ならびに膵β細胞タンパク質からなる群から選択される。
【００７１】
　本発明は、寛容が所望される抗原を投与することにより、自己免疫疾患の治療のための
自己抗原に対する寛容の誘導を提供する。例えば、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）
に対する自己抗体は、多発性硬化症に罹患する患者に観察される：したがって、ＭＢＰ抗
原ペプチドまたはタンパク質を本発明の組成物を用いて送達されるように本発明において
使用して、多発性硬化症を治療および予防することができる。
【００７２】
　別の非限定的な例として、二卵性双生児からの移植の候補である個体は、移植される抗
原がレシピエントにとって外来性であるため、移植された細胞、組織または臓器の拒絶反
応に苦しむ可能性がある。意図される移植片に対するレシピエント個体の事前の寛容が、
後の拒絶反応を抑制または低減する。本発明の実施によって、長期にわたる抗拒絶反応療
法の低減または排除が達成され得る。別の例において、多くの自己免疫疾患が、内因性抗
原または自己抗原に対する細胞の免疫応答によって特徴づけられる。内因性抗原に対する
免疫系の寛容は、疾患の制御に望ましい。
【００７３】
　さらなる例において、職場で遭遇し得るような産業汚染物質または化学物質に対する個
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体の感作が、免疫応答の危険性を示す。特に、個体の内因性タンパク質と反応する化学物
質の形態である化学物質に対する個体の免疫系の事前の寛容は、後の免疫応答の職業的な
発症を予防するのに望ましい場合がある。
【００７４】
　アレルゲンとは、それに対する免疫応答の寛容が同様に望ましい他の抗原である。一実
施形態において、抗原は、グリアジンである。さらなる実施形態において、抗原は、Ａ－
グリアジンである。
【００７５】
　特に、病原性自己抗原が不明である疾患であっても、解剖学的に近接して存在する抗原
を用いてバイスタンダー抑制を誘導することができる。例えば、関節リウマチにおいてコ
ラーゲンに対する自己抗体が観察されており、したがって、関節リウマチを治療するため
に、コラーゲンをコードする遺伝子が、抗原を発現する遺伝子モジュールとして用いられ
てもよい（例えば、Ｃｈｏｙ（２０００）Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇ　Ｄｒ
ｕｇｓ　１：５８－６２を参照のこと）。さらに、β細胞自己抗原に対する寛容を用いて
、１型糖尿病の発症を予防することができる（例えば、Ｂａｃｈ　ａｎｄ　Ｃｈａｔｅｎ
ｏｕｄ（２００１）Ａｎｎ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１９：１３１－１６１を参照のこ
と）。
【００７６】
　別の例として、自己免疫性脳脊髄炎において、また多くの他のＣＮＳ疾患、さらには多
発性硬化症において、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）に対する自
己抗体が観察されている（例えば、Ｉｇｌｅｓｉａｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｇｌｉ
ａ　３６：２２－３４を参照のこと）。したがって、本発明においてＭＯＧ抗原を発現す
る構築物を使用することにより、多発性硬化症、さらには関連する中枢神経系の自己免疫
障害の治療が可能となる。
【００７７】
　自己免疫疾患を治療する際に使用される候補自己抗原のさらに他の例として、インスリ
ン依存性糖尿病を治療するための膵β細胞抗原、インスリン、およびＧＡＤ；関節リウマ
チを治療する際に使用される１１型コラーゲン、ヒト軟骨ｇｐ　３９（ＨＣｇｐ３９）お
よびｇｐｌ３０－ＲＡＰＳ；多発性硬化症を治療するためのミエリン塩基性タンパク質（
ＭＢＰ）、プロテオリピドタンパク質（ＰＬＰ）、およびミエリンオリゴデンドロサイト
糖タンパク質（ＭＯＧ、上記参照）；強皮症を治療するためのフィブリラリン、および低
分子核小体タンパク質（ｓｎｏＲＮＰ）；グレーブス病を治療するさいに使用される甲状
腺刺激因子受容体（ＴＳＨ－Ｒ）；全身性エリテマトーデスを治療する際に使用される核
抗原、ヒストン、糖タンパク質ｇｐ７０、およびリボソームタンパク質；原発性胆汁性肝
硬変を治療する際に使用されるピルビン酸脱水素酵素ジヒドロリポアミドアセチルトラン
スフェラーゼ（ＰＣＤ－Ｅ２）；円形脱毛症を治療するために使用される毛包抗原；なら
びに潰瘍性大腸炎を治療する際に使用されるヒトトロポミオシンアイソフォーム５（ｈＴ
Ｍ５）が挙げられる。
【００７８】
　単離細胞を用いた実験または動物モデルにおける実験を行うことにより、それらの寛容
を促進する能力について組み合せを試験することができる。
【００７９】
　いくつかの実施形態において、本発明の寛容誘導性組成物は、（例えば、抗原ペプチド
または他の抗原分子に加えて）アポトーシスシグナル伝達分子を含有する。いくつかの実
施形態において、アポトーシスシグナル伝達分子は、担体の表面と結合および／または会
合する。いくつかの実施形態において、アポトーシスシグナル伝達分子は、担体が、宿主
の抗原提示細胞（宿主の細網内皮系の細胞等）によってアポトーシス小体として認識され
るようにする：これは、会合したペプチドエピトープの寛容を誘導する様式での提示を可
能にする。理論に束縛されるものではないが、これは、ＭＨＣクラスＩ／ＩＩ、および共
刺激分子等の免疫細胞刺激に関与する分子の上方制御を防止すると推定される。これらの
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アポトーシスシグナル伝達分子は、食作用マーカーとしても機能し得る。例えば、本発明
に好適なアポトーシスシグナル伝達分子は、米国特許出願第２００５０１１３２９７号に
記載されており、参照により、その全体が本明細書に組み込まれる。本発明に好適な分子
は、食細胞を標的とする分子を含み、それらは、マクロファージ、樹状細胞、単球、およ
び好中球を含む。
【００８０】
　いくつかの実施形態において、アポトーシスシグナル伝達分子として好適な分子は、会
合したペプチドの寛容を増強するように作用する。さらに、アポトーシスシグナル伝達分
子に結合した担体は、アポトーシス細胞の認識においてＣｌｑによって結合されてもよい
（Ｐａｉｄａｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，（２００８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１８０：２３２
９－２３３８；参照により、その全体が本明細書に組み込まれる）。例えば、アポトーシ
スシグナル伝達分子として有用であり得る分子は、ホスファチジルセリン、アネキシン－
１、アネキシン－５、乳脂肪球－ＥＧＦ－因子８（ＭＦＧ－Ｅ８）、またはトロンボスポ
ンジンのファミリー（例えば、トロンボスポンジン－１（ＴＳＰ－１））を含む。本発明
とともにアポトーシスシグナル伝達分子として使用するのに好適な種々の分子は、例えば
、米国特許出願第２０１２／００７６８３１号に論じられており、参照により、その全体
が本明細書に組み込まれる）。
【００８１】
　いくつかの実施形態において、アポトーシスシグナル伝達分子を、抗原特異的ペプチド
とコンジュゲートしてもよい。いくつかの場合、アポトーシスシグナル伝達分子と抗原特
異的ペプチドは、融合タンパク質の作製によってコンジュゲートされる。例えば、融合タ
ンパク質は、アポトーシスシグナル伝達分子の少なくとも１つの分子（またはその断片も
しくは変異体）に結合した少なくとも１つの抗原特異的ペプチド（またはその断片もしく
変異体）を含んでもよい。融合タンパク質の作製に関して、「融合タンパク質」、「融合
ペプチド」、「融合ポリペプチド」、および「キメラペプチド」という用語は、同義で使
用される。抗原特異的ペプチドの好適な断片は、本発明の所望の抗原特異的寛容機能を生
じさせる機能を保持する完全長ペプチドの任意の断片を含む。融合タンパク質は、当該技
術分野で理解されている種々の手段（例えば、遺伝子融合、化学的なコンジュゲーション
等）によって作製されてもよい。２つのタンパク質は、直接的に、またはアミノ酸リンカ
ーを介してのいずれかで融合させてもよい。融合タンパク質を形成するポリペプチドは、
典型的にはＣ末端とＮ末端の結合であるが、それらは、Ｃ末端とＣ末端、Ｎ末端とＮ末端
、またはＮ末端とＣ末端で結合することもできる。融合タンパク質のポリペプチドは、い
ずれの順序であってもよい。ペプチドリンカー配列を用いて、各ポリペプチドが確実に二
次および三次構造に折り畳まれるようにするのに十分な距離で第１のポリペプチド成分と
第２のポリペプチド成分とを分離することができる。リンカーとして有用に利用され得る
アミノ酸配列は、Ｍａｒａｔｅａ　ｅｔ．ａｌ．，Ｇｅｎｅ　４０：３９－４６（１９８
５）；Ｍｕｒｐｈｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８３：８２５８－８２６２（１９８６）；米国特許第４，９３５，２３３号および第４，
７５１，１８０号に開示されるものを含み、参照により、それらの全体が本明細書に組み
込まれる。リンカー配列は、一般的に、１～約５０アミノ酸長であり得る。いくつかの実
施形態において、例えば、第１および第２のポリペプチドが、機能的ドメインを分離して
立体障害を防止するために使用され得る非必須Ｎ末端アミノ酸領域を有する場合、リンカ
ー配列は必要ではなく、かつ／または用いられない。
【００８２】
　寛容原性活性の代理となるものは、完全な抗原または断片が、標的部位における適切な
サイトカインの産生を刺激する能力である。標的部位でＴサプレッサー細胞によって放出
される免疫制御性サイトカインは、ＴＧＦ－βであると考えられる（Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：４２１，１９９２）
。寛容の間に産生され得る他の因子は、サイトカインＩＬ４およびＩＬ－１０、ならびに
メディエーターＰＧＥである。対照的に、活発な免疫破壊を受けている組織中のリンパ球
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は、ＩＬ－Ｉ、ＩＬ－２、ＩＬ－６、およびγ－ＩＦＮ等のサイトカインを分泌する。し
たがって、候補誘導性抗原の有効性は、適切な種類のサイトカインを刺激する能力を測定
することによって評価することができる。
【００８３】
　これを考慮に入れて、生体外細胞アッセイのドナーとして同系動物を使用して、誘導性
抗原の寛容原性エピトープ、有効な粘膜結合成分、有効な組み合せ、または粘膜投与の有
効な様式およびスケジュールについて迅速なスクリーニング試験を行うことができる。動
物は、試験組成物で粘膜表面を処理し、ある時点でフロイント完全アジュバント中の標的
抗原の非経口投与により曝露する。脾細胞を単離し、約５０μｇ／ｍＬの濃度で、標的抗
原の存在下において生体外で培養する。寛容原性エピトープの位置をマッピングするため
に、標的抗原を候補タンパク質または細断片に置き換えてもよい。培地中へのサイトカイ
ンの分泌は、標準的なイムノアッセイによって定量化することができる。
【００８４】
　細胞が他の細胞の活性を抑制する能力は、標的抗原で免疫した動物から単離した細胞を
用いて、または標的抗原に反応性の細胞系統を作製することによって、決定することがで
きる（Ｂｅｎ－Ｎｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１：１９５，１
９８１；参照により、その全体が本明細書に組み込まれる）。この実験の１つの変形例に
おいて、サプレッサー細胞集団を穏やかに照射して（約１０００～１２５０ラド）増殖を
防止し、該サプレッサーをレスポンダー細胞と共培養し、次いで、トリチウム化チミジン
取込み（またはＭＴＴ）を用いてレスポンダーの増殖活性を定量化する。別の変形例にお
いて、サプレッサー細胞集団およびレスポンダー細胞集団をデュアルチャンバー式トラン
スウェル培養系（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｓｓ．）の上段および下段で
培養する：これにより、集団を互いの１ｍｍ以内で共インキュベートし、ポリカーボネー
ト膜で分離することが可能となる（ＷＯ　９３／１６７２４）。この手法では、レスポン
ダーの増殖活性を別個に測定できるため、サプレッサー細胞集団の照射は必要ではない。
【００８５】
　本発明の実施形態において、標的抗原がすでに個体に存在する場合、抗原を単離する必
要性、またはそれを粘膜結合成分と予め組み合わせる必要性がない。例えば、抗原は、病
態（炎症性腸疾患もしくはセリアック病等）の結果として、または食物アレルゲンの消化
によって、特定の様式で個体において発現され得る。１つ以上の用量または製剤で粘膜結
合成分を投与し、それがインサイツで抗原に対する寛容化を促進する能力を判定すること
により、試験を行う。
【００８６】
　特定の疾患の治療のための組成物および投与様式の有効性は、対応する動物疾患モデル
において詳細に説明することもできる。用いられるモデルに応じて、疾患の循環する生化
学的および顕著な免疫学的特徴、罹患組織の免疫組織学、ならびに肉眼的な臨床特性とい
ったレベルで、疾患の症状を軽減または遅延する治療能力を監視する。試験に使用するこ
とができる動物モデルの非限定的な例は、以下の項に含まれる。
【００８７】
　本発明は、ＴＨｌ応答、ＴＨ２応答、ＴＨ１７応答、またはこれらの応答の組み合わせ
を調節することによる寛容の調節を企図する。ＴＨｌ応答を調節することは、例えば、イ
ンターフェロン－ガンマの発現を変化させることを包含する。ＴＨ２応答を調節すること
は、例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０、およびＩＬ－１３の任意の組み合わせの
発現を変化させることを包含する。典型的には、ＴＨ２応答の増加（減少）は、ＩＬ－４
、ＩＬ－５、ＩＬ－１０、またはＩＬ－１３のうちの少なくとも１つの発現の増加（減少
）を含む：より典型的には、ＴＨ２応答の増加（減少）は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－
１０、またはＥＬ－１３のうちの少なくとも２つの発現の増加を含み、最も典型的には、
ＴＨ２応答の増加（減少）は、ＤＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０、またはＩＬ－１３のう
ちの少なくとも３つの増加を含むが、理想的には、ＴＨ２応答の増加（減少）は、ＩＬ－
４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０、およびＩＬ－１３の全ての発現の増加（減少）を含む。ＴＨ
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１７を調節することは、例えば、ＴＧＦ－β、ＩＬ－６、ＩＬ－２１、およびＩＬ２３の
発現を変化させることを包含し、ＩＬ－１７、ＩＬ－２１、およびＩＬ－２２のレベルに
影響を及ぼす。
【００８８】
　例えば、米国特許出願第２０１２／００７６８３１号（参照により、その全体が本明細
書に組み込まれる）に記載されるように、本発明の組成物および方法の有効性を評価する
ための他の好適な方法が、当該技術分野で理解されている。
【００８９】
　本発明の特定の実施形態は、治療的介入によって以前に寛容化されていない個体におけ
る免疫寛容を予備刺激することに関する。これらの実施形態は、一般的に、抗原と粘膜結
合成分の組み合せの複数回の投与を含む。長期持続する結果を達成するために、予備刺激
中、典型的には少なくとも３回の投与、高い頻度で少なくとも４回の投与、そして時折少
なくとも６回の投与が行われるが、対象は、治療過程の早い段階で寛容の徴候を示す場合
がある。ほとんどの場合、各用量がボーラス投与として投与されるが、粘膜放出が可能な
持続性製剤も好適である。複数回の投与が行われる場合、投与の間隔は、一般的には１日
～３週間、典型的には約３日～２週間である。一般的に、同じ抗原および粘膜結合成分は
、同じ濃度で存在し、投与は同じ粘膜表面に行われるが、治療過程の間には、これらの変
数のいずれかの変動に対応することができる。
【００９０】
　本発明の他の実施形態は、追加免疫、または以前に確立された免疫寛容の持続性の延長
に関する。これらの実施形態は、一般的に、確立された寛容が低下するか、また低下する
リスクがある時点で、１回の投与または短期間の治療を必要とする。追加免疫は、一般的
には、予備刺激または以前の追加免疫の１ヶ月～１年後、典型的には、２～６ヶ月後に行
われる。本発明はまた、週２回、毎週、隔週、または任意の他の規則的なスケジュールで
行われる投与スケジュールで、寛容を規則的に維持することを含む実施形態も含む。
【００９１】
　本発明の粒子は、それを必要とする対象において炎症性免疫応答を低下させるのに、ま
たはそれを必要とする対象において細菌もしくはウイルス感染を治療するのに有効ないず
れの用量で投与されてもよい。特定の実施形態において、約１０２～約１０２０個の粒子
が個体に提供される。さらなる実施形態において、約１０３～約１０１５個の粒子が提供
される。さらなる実施形態において、約１０６～約１０１２個の粒子が提供される。さら
なる実施形態において、約１０８～約１０１０個の粒子が提供される。好ましい実施形態
において、好ましい用量は、０．１％固体／ｍｌである。したがって、０．５μｍのビー
ズでは、好ましい用量は約４×１０９個のビーズであり、０．０５μｍのビーズでは、好
ましい用量は約４×１０１２個のビーズであり、３μｍのビーズでは、好ましい用量は、
２×１０７個のビーズである。しかしながら、治療されるべき特定の状態を治療する上で
有効ないかなる用量も、本発明に包含される。
【００９２】
　本発明は、自己免疫疾患、移植拒絶反応、およびアレルギー反応等の免疫関連障害の治
療に有用である。免疫寛容を誘導するための合成の生体適合性粒子系の置換は、製造の容
易性、治療剤の幅広い利用可能性をもたらし、試料間の均一性を増加させ、潜在的な治療
部位の数を増加させ、担体細胞へのアレルギー性応答に対する潜在性を劇的に低減するこ
とができる。
【００９３】
　本明細書において使用される場合、「免疫応答」という用語は、Ｔ細胞媒介性および／
またはＢ細胞媒介性の免疫応答を含む。例示的な免疫応答として、Ｔ細胞応答、例えば、
サイトカイン産生および細胞毒性が挙げられる。さらに、免疫応答という用語は、Ｔ細胞
活性化、例えば、抗体産生（体液性応答）、およびサイトカイン応答性細胞、例えば、マ
クロファージの活性化によって、間接的に影響を受ける免疫応答を含む。免疫応答に関与
する免疫細胞は、Ｂ細胞ならびにＴ細胞（ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、Ｔｈ１およびＴｈ２細胞
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）等のリンパ球；抗原提示細胞（例えば、樹状細胞、マクロファージ、Ｂリンパ球、ラン
ゲルハンス細胞等のプロフェッショナル抗原提示細胞、およびケラチノサイト、内皮細胞
、星状膠細胞、線維芽細胞、乏突起膠細胞等の非プロフェッショナル抗原提示細胞）；ナ
チュラルキラー細胞；マクロファージ、好酸球、マスト細胞、好塩基球、および顆粒球等
の骨髄性細胞を含む。いくつかの実施形態において、本発明の修飾粒子は、炎症性細胞の
炎症部位への輸送を減少させるのに効果的である。
【００９４】
　本明細書において使用される場合、「アネルギー」、「寛容」、または「抗原特異的寛
容」という用語は、Ｔ細胞受容体媒介性の刺激に対するＴ細胞の非感受性を指す。そのよ
うな非感受性は、一般的に、抗原特異的であり、抗原ペプチドへの曝露が終了した後も存
続する。例えば、Ｔ細胞におけるアネルギーは、サイトカイン、例えば、ＩＬ－２の産生
の欠如によって特徴づけられる。Ｔ細胞が、抗原に曝露され、第２のシグナル（共刺激シ
グナル）の非存在下で第１のシグナル（Ｔ細胞受容体またはＣＤ－３媒介性シグナル）を
受信するときに、Ｔ細胞アネルギーが生じる。これらの条件下では、同じ抗原に細胞を再
曝露すると（たとえ、共刺激分子の存在下で再曝露が起こる場合であっても）、サイトカ
インを産生することができず、その後、増殖することができない。したがって、サイトカ
インを産生できないことにより、増殖が阻止される。しかしながら、アネルギーＴ細胞は
、サイトカイン（例えば、ＩＬ－２）とともに培養されると、増殖することができる。例
えば、Ｔ細胞アネルギーは、ＥＬＩＳＡによって、または指標細胞株を用いた増殖アッセ
イによって測定されるように、Ｔリンパ球によるＩＬ－２産生の欠如によっても観察され
得る。代替として、レポーター遺伝子構築物が用いられてもよい。例えば、アネルギーＴ
細胞は、５’ＩＬ－２遺伝子エンハンサーの制御下で異種プロモータによって、またはエ
ンハンサー内に見出すことができるＡＰＩ配列のマルチマーによって誘導される、ＤＬ－
２遺伝子の転写を開始することができない（Ｋａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．１９９２　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ．２５７：１１３４）。
【００９５】
　本明細書において使用される場合、「免疫学的寛容」という用語は、未処理の対象と比
較して、ある割合の治療済みの対象に対して行われる方法を指す：ａ）特異的な免疫学的
応答（少なくとも一部、抗原特異的エフェクターＴリンパ球、Ｂリンパ球、抗体、もしく
はそれらの均等物によって媒介されると考えられる）のレベルの減少；ｂ）特異的な免疫
学的応答の開始もしくは進行の遅延；またはｃ）特異的な免疫学的応答の開始もしくは進
行のリスクの低減。「特異的な」免疫学的寛容は、他と比較して特定の抗原に対して免疫
学的寛容が選択的に引き起こされる場合に生じる。「非特異的な」免疫学的寛容は、炎症
性免疫応答を引き起こす抗原に対して無差別に免疫学的寛容が引き起こされる場合に生じ
る。「準特異的な」免疫学的寛容は、免疫学的寛容が、保護免疫応答を引き起こす他の抗
原ではなく、病原性免疫応答を引き起こす抗原に対して半差別的（ｓｅｍｉ－ｄｉｓｃｒ
ｉｍｉｎａｔｅｌｙ）に引き起こされる場合に生じる。
【００９６】
　自己抗原および自己免疫疾患に対する寛容は、胸腺における自己反応性Ｔ細胞の陰性選
択、および胸腺欠失を免れ、末梢に認められる自己反応性Ｔ細胞の末梢寛容の機構を含む
、様々な機構によって達成される。末梢Ｔ細胞寛容を提供する機構の例として、自己の抗
原の「無視」、自己抗原に対するアネルギーまたは不応答性、サイトカインの免疫偏向、
および自己反応性Ｔ細胞の活性誘導細胞死が挙げられる。さらに、制御性Ｔ細胞は、末梢
寛容の媒介に関与することが示されている。例えば、Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０２）Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：１１－１９；Ｓｈｅｖａｃｈ　ｅｔ　ａｌ
．（２００１）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．１８２：５８－６７を参照のこと。ある状況に
おいて、自己抗原に対する末梢寛容が消失し（または破壊され）、結果として自己免疫応
答が生じる。例えば、ＥＡＥの動物モデルにおいて、ＴＬＲ自然免疫受容体による抗原提
示細胞（ＡＰＣ）の活性化が、自己寛容を破壊し、結果的にＥＡＥを誘導することが示さ
れている（Ｗａｌｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１
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１３：９９０－９９７）。
【００９７】
　したがって、いくつかの実施形態において、本発明は、ＴＬＲ７／８、ＴＬＲ９、およ
び／またはＴＬＲ７／８／９依存性細胞刺激を抑制または低減する一方で、抗原提示を増
加させる方法を提供する。本明細書に記載されるように、特定の修飾粒子の投与により、
免疫刺激性ポリヌクレオチドと関連するＴＬＲ７／８、ＴＬＲ９、および／またはＴＬＲ
７／８／９依存性細胞応答を抑制する一方で、ＤＣまたはＡＰＣによる抗原提示をもたら
す。そのような抑制は、１つ以上のＴＬＲ関連サイトカインのレベルの低下を含み得る。
【００９８】
　上述のように、本発明は、Ｍａｃ－１およびＬＦＡ－１によって媒介される障害の治療
に有用な生物学的特性を有する新規化合物を提供する。
【００９９】
　したがって、本発明の別の態様において、免疫修飾性粒子を含み、任意選択的に薬学的
に許容される担体を含む、薬学的組成物が提供される。特定の実施形態において、これら
の組成物は、任意選択的に１つ以上の追加の治療剤をさらに含む。代替として、本発明の
修飾粒子は、１つ以上の他の治療剤の投与と併用して、それを必要とする患者に投与され
てもよい。例えば、本発明の化合物との共同投与のため、または本発明の化合物を含む薬
学的組成物に包含するための追加の治療剤は、承認された抗炎症剤であってもよいか、あ
るいは無制御な炎症性免疫応答、または細菌もしくはウイルス感染によって特徴づけられ
る任意の障害の治療のために最終的に承認を得る、米国食品医薬品局で承認段階にある多
くの薬剤のうちのいずれか１つであってもよい。また、本発明の修飾粒子のうちのあるも
のは、治療のために遊離形態で、または必要に応じて、その薬学的に許容される誘導体と
して、存在し得ることも理解されたい。
【０１００】
　本発明の薬学的組成物は、本明細書において使用される場合、所望される特定の用量形
態に好適な、あらゆる溶媒、希釈剤、または他の液体ビヒクル、分散液もしくは懸濁助剤
、表面活性剤、等張剤、増粘剤もしくは乳化剤、防腐剤、固体結合剤、潤滑剤等を含む、
薬学的に許容される担体をさらに含む。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｓｉｘｔｅｅｎｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔ
ｉｎ（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．，１９８０）は
、薬学的組成物を製剤化する際に用いられる種々の担体、およびその調製のための既知の
技術を開示している。任意の従来の担体媒体が、例えば、任意の望ましくない生物学的効
果をもたらすことによって、または別様に薬学的組成物の任意の他の成分（複数可）と有
害に相互作用すること等によって、本発明の化合物と適合しない場合を除いて、その使用
は、本発明の範囲内であることが企図される。薬学的に許容される担体として機能するこ
とができる材料のいくつかの例として、限定されないが、ラクトース、グルコース、およ
びスクロース等の糖類；トウモロコシデンプンおよびジャガイモデンプン等のデンプン；
カルボキシメチルセルロースナトリウム、エチルセルロース、およびセルロースアセテー
ト等のセルロースおよびその誘導体；粉末トラガカント；モルト；ゼラチン；タルク；コ
コアバターおよび坐剤ワックス等の賦形剤；ピーナッツ油、綿実油；ベニバナ油、ゴマ油
；オリーブ油；トウモロコシ油および大豆油等の油；プロピレングリコール等のグリコー
ル；オレイン酸エチルおよびラウリン酸エチル等のエステル；寒天；水酸化マグネシウム
および水酸化アルミニウム等の緩衝剤；アルギン酸；パイロジェンフリー水；等張生理食
塩水；リンガー溶液；エチルアルコール、およびリン酸緩衝剤溶液、ならびにラウリル硫
酸ナトリウムおよびステアリン酸マグネシウム等の他の非毒性、適合性潤滑剤が挙げられ
、それだけではなく、着色剤、放出剤、コーティング剤、甘味剤、香味剤および芳香剤、
防腐剤および抗酸化剤もまた、処方者の判断に従って、組成物中に存在することができる
。
【０１０１】
　経口投与用の液体剤形は、限定されないが、薬学的に許容される乳剤、マイクロエマル
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ション、溶剤、懸濁剤、シロップ剤、およびエリキシル剤を含む。活性化合物に加えて、
液体剤形は、例えば、水または他の溶媒、可溶化剤および乳化剤、例えば、エチルアルコ
ール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香
酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチレングリコール、ジメチルホルムアミ
ド、油（特に、綿実油、ラッカセイ油、トウモロコシ油、胚芽油、オリーブ油、ヒマシ油
、およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒドロフルフリルアルコール、ポリエチレング
リコール、およびソルビタンの脂肪酸エステル、ならびにこれらの混合物等の、当該技術
分野において一般的に使用される不活性の希釈剤を含有してもよい。不活性希釈剤の他に
、経口組成物は、湿潤剤、乳化剤および懸濁化剤、甘味剤、香味剤、ならびに芳香剤等の
アジュバントも含むことができる。
【０１０２】
　本発明の粒子は、経口的に、経鼻的に、静脈内に、筋肉内に、経眼的に、経皮的に、ま
たは皮下に投与されてもよい。一実施形態において、本発明の粒子は、静脈内投与される
。
【０１０３】
　免疫応答を調節するための本発明の有効量および投与方法は、個体、どんな状態が治療
されるのか、および当業者には明らかな他の要因に基づいて異なり得る。考慮されるべき
要因は、投与経路および実施される投与回数を含む。そのような因子は、当該技術分野で
既知であり、過度の実験を行わずにそのような決定を行うことは、十分に当業者の技術の
範囲内である。好適な投与量範囲は、免疫の所望の調整を提供する範囲である。送達され
る担体の量で示される担体の有用な投与量範囲は、例えば、およそ、０．５～１０ｍｇ／
ｋｇ、１～９ｍｇ／ｋｇ、２～８ｍｇ／ｋｇ、３～７ｍｇ／ｋｇ、４～６ｍｇ／ｋｇ、５
ｍｇ／ｋｇ、１～１０ｍｇ／ｋｇ、５～１０ｍｇ／ｋｇのうちのいずれであってもよい。
代替として、投与量は、粒子の数に基づいて投与されてもよい。例えば、送達される担体
の量で示される担体の有用な投与量は、例えば、１回用量当たり、約１０６個、１０７個
、１０８個、１０９個、１０１０個、またはそれよりも大きな数の粒子であってもよい。
各患者に投与される絶対量は、バイオアベイラビリティー、クリアランス速度および投与
経路等の薬理学的特性に依存する。薬学的に許容される担体、希釈液および賦形剤、なら
びに薬学的組成物および製剤を調製する方法の詳細は、Ｒｅｍｍｉｎｇｔｏｎｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　１８ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９９０，Ｍ
ａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．，ＵＳＡ．（参照により
、その全体が本明細書に組み込まれる）に提供される。
【０１０４】
　特定の担体製剤の有効量および投与方法は、個々の患者、所望される結果および／また
は障害の種類、疾患の段階、ならびに当業者には明らかな他の要因に基づいて異なり得る
。特定の用途において有用な投与経路（複数可）は、当業者には明らかである。投与経路
は、限定されないが、局所、皮膚、経皮、経粘膜、表皮、非経口、消化管、ならびに鼻咽
頭および肺（経気管支および経肺胞を含む）を含む。好適な投与量範囲は、血液レベルで
測定される約１～５０μＭの組織濃度に達するのに十分なＩＲＰ含有組成物を提供する範
囲である。各患者に投与される絶対量は、バイオアベイラビリティー、クリアランス速度
および投与経路等の薬理学的特性に依存する。
【０１０５】
　本発明は、限定されないが、生理的に許容されるインプラント、軟膏、クリーム、リン
ス、およびゲルを含む、局所用途に好適な担体製剤を提供する。皮膚投与の例示的な経路
は、経皮透過、表皮投与、および皮下注射等の、最も侵襲性の低い経路である。
【０１０６】
　経皮投与は、担体を皮膚に浸透させ、血流に進入させることができるクリーム、リンス
、ゲル等の塗布によって達成される。経皮投与に好適な組成物は、限定されないが、皮膚
に直接塗布されるか、または経皮デバイス（いわゆる「パッチ」）等の保護的担体に組み
込まれる、薬学的に許容される懸濁液、油、クリームおよび軟膏を含む。好適なクリーム
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、軟膏等の例は、例えば、Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ’ｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅに見
出すことができる。経皮透過は、例えば、数日以上の期間、無傷の皮膚を通して連続的に
生成物を送達する市販のパッチを使用して、イオン導入によって達成されてもよい。この
方法の使用は、比較的高い濃度での薬学的組成物の制御された透過を可能にし、併用薬の
注入を許容し、吸収促進剤の同時使用を可能にする。
【０１０７】
　非経口投与経路は、限定されないが、電気的（イオン導入）または直接注射、例えば中
心静脈ラインへの直接注射、静脈内、筋肉内、腹腔内、皮内、または皮下注射を含む。非
経口投与に好適な担体製剤は、一般的に、ＵＳＰ水または注射用水中で製剤化され、ｐＨ
緩衝液、塩増量剤、保存剤、および他の薬学的に許容される賦形剤をさらに含んでもよい
。非経口注射用の免疫制御性ポリヌクレオチドは、注射用の生理食塩水およびリン酸緩衝
生理食塩水等の薬学的に許容される無菌等張溶液中で製剤化されてもよい。
【０１０８】
　消化管投与経路は、限定されないが、摂取および直腸経路を含み、例えば、薬学的に許
容される摂取用の散剤、丸剤、または液剤、および直腸投与用の坐剤の使用を含むことが
できる。
【０１０９】
　鼻咽頭および肺投与は、吸入によって達成され、鼻内、経気管支、および経肺胞経路等
の送達経路を含む。本発明は、限定されないが、エアロゾルを形成するための液体懸濁液
、ならびに乾燥粉末吸入送達系のための粉末形態を含む、吸入による投与に好適な担体の
製剤を含む。担体製剤の吸入による投与に好適なデバイスは、限定されないが、噴霧器、
気化器、ネブライザー、および乾燥粉末吸入送達デバイスを含む。
【０１１０】
　注射用調製物、例えば、無菌の注射用水性または油性懸濁液は、好適な分散剤または湿
潤剤および懸濁化剤を使用して、既知の技術に従って製剤化されてもよい。無菌の注射用
調製物はまた、例えば、１，３－ブタンジオール中の溶液として、非毒性の非経口的に許
容される希釈剤または溶媒中の無菌の注射用溶液、懸濁液、またはエマルションであって
もよい。用いられ得る許容されるビヒクルおよび溶媒の中には、水、リンガー溶液、Ｕ．
Ｓ．Ｐ．および等張塩化ナトリウム溶液がある。さらに、無菌の不揮発性油が、溶媒また
は懸濁媒体として慣例的に用いられる。この目的のために、合成モノまたはジグリセリド
を含む、任意の無刺激性の不揮発性油を用いることができる。また、オレイン酸等の脂肪
酸も、注射液の調製に使用される。
【０１１１】
　注射用製剤は、例えば、細菌保持フィルタを通した濾過によって、または使用前に、滅
菌水もしくは他の滅菌注射媒体に溶解もしくは分散させることができる滅菌固体組成物の
形態に滅菌剤を組み込むことによって、滅菌することができる。
【０１１２】
　薬物の効果を長引かせるために、しばしば、皮下注射または筋肉内注射からの薬物の吸
収を緩徐にすることが望ましい。これは、液体懸濁液、または難水溶性の結晶性材料もし
くは非晶質材料の使用によって達成され得る。その結果、薬物の吸収速度は、その溶解速
度に依存し、同様に、結晶サイズおよび結晶形態に依存し得る。代替として、非経口投与
される薬物形態の遅延吸収は、油性ビヒクルに薬物を溶解または懸濁することによって達
成される。注射用デポー形態は、ポリラクチド－ポリグリコライド等の生分解性ポリマー
中に、薬物のマイクロカプセル化マトリックスを形成することによって作製される。ポリ
マーに対する薬物の比率、および用いられる特定のポリマーの性質に応じて、薬物放出の
速度を制御することができる。他の生分解性ポリマーの例として、（ポリ（オルソエステ
ル）およびポリ（無水物）が挙げられる。デポーの注射用製剤は、身体組織と適合性のあ
るリポソームまたはマイクロエマルションに薬物を封入することによっても調製すること
ができる。
【０１１３】
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　いくつかの実施形態において、本発明の合成生分解性粒子は、製造の容易性、治療剤の
幅広い利用可能性、および治療部位の増加を提供する。特定の実施形態において、界面活
性剤ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）を用いて合成した高密度の表面カルボキ
シレート基を有する表面官能化生分解性　ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子は、
他の担体粒子および／または表面に勝る数多くの利点をもたらす担体を提供する。本発明
の実施形態の開発中に実施された実験により、これらの粒子へのペプチド（例えば、ＰＬ
Ｐ１３９～１５１ペプチド）のコンジュゲーションを実証した。そのようなペプチドを結
合させた粒子は、それらが疾患発症の防止および免疫学的寛容の誘導に効果的であること
を示した（例えば、多発性硬化症のＳＪＬ／Ｊ　ＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡで誘導し
たＲ－ＥＡＥマウスモデルにおいて）。本発明のペプチド結合担体は、他の寛容誘導構造
に勝る数多くの利点を提供する。いくつかの実施形態において、粒子は生分解性であり、
従って、体内で長期間存続しない。完全分解の時間は制御することができる。いくつかの
実施形態において、粒子は、細胞を活性化することなく内部移行を促進するように官能化
される（例えば、ＰＬＧミクロスフェアに充填したホスファチジルセリン）。いくつかの
実施形態において、粒子には、特定の細胞集団に対する標的リガンドを組み込まれる。い
くつかの実施形態において、粒子を内部移行させる細胞型の活性化を制限するために、か
つ、エネルギーならびに／または制御性Ｔ細胞の欠失および活性化を介して寛容の誘導を
促進するために、ＩＬ－１０およびＴＧＦ－β等の抗炎症性サイトカインが粒子の上また
は中に含まれる。
【０１１４】
　経口投与のための固体剤形は、カプセル剤、錠剤、丸剤、散剤、および顆粒剤を含む。
そのような固体剤形において、修飾粒子は、少なくとも１つの不活性の、薬学的に許容さ
れる、クエン酸ナトリウムもしくは第二リン酸カルシウム等の賦形剤または担体、ならび
に／またはａ）デンプン、ラクトース、スクロース、グルコース、マンニトール、および
ケイ酸等の充填剤もしくは増量剤、ｂ）例えば、カルボキシメチルセルロース、アルギン
酸塩、ゼラチン、ポリビニルピロリジノン、スクロース、およびアカシア等の結合剤、ｃ
）グリセロール等の保湿剤、ｄ）寒天、炭酸カルシウム、ジャガイモもしくはタピオカデ
ンプン、アルギン酸、特定のケイ酸塩シリカ、および炭酸ナトリウム等の崩壊剤、ｅ）パ
ラフィン等の溶液遅延剤、ｆ）第４級アンモニウム化合物等の吸収促進剤、ｇ）例えば、
セチルアルコール、およびモノステアリン酸グリセロール等の湿潤剤、ｈ）カオリンおよ
びベントナイト粘土等の吸収剤、ならびにｉ）タルク、ステアリン酸カルシウム、ステア
リン酸マグネシウム、固体ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、およびこ
れらの混合物等の潤滑剤と混合される。カプセル剤、錠剤、および丸剤の場合、剤形は、
緩衝剤も含むことができる。
【０１１５】
　また、同様の種類の固体組成物は、ラクトースまたは乳糖ならびに高分子量ポリエチレ
ングリコール等のそのような賦形剤を使用して、軟質および硬質充填ゼラチンカプセル中
に充填剤としても用いられ得る。錠剤、糖衣錠、カプセル剤、丸剤、および顆粒剤の固体
剤形は、製剤処方の技術分野において周知の腸溶性コーティングおよび他のコーティング
等のコーティングおよびシェルを用いて調製することができる。それらは、任意選択的に
乳白剤を含有してもよく、また、それらが、任意選択的に遅延様式で、活性成分（複数可
）のみを放出するか、または選択的に消化管の特定の部分において放出する組成物であっ
てもよい。使用することができる包埋組成物の例として、ポリマー物質およびワックスが
挙げられる。また、同様の種類の固体組成物は、ラクトースまたは乳糖ならびに高分子量
ポリエチレングリコール等のそのような賦形剤を使用して、軟質および硬質充填ゼラチン
カプセル中に充填剤としても用いられ得る。
【０１１６】
　修飾粒子はまた、上記のような１つ以上の賦形剤とともにマイクロカプセル化された形
態であってもよい。錠剤、糖衣錠、カプセル剤、丸剤、および顆粒剤の固体剤形は、製剤
処方の技術分野において周知の腸溶性コーティング、放出制御コーティング、および他の
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コーティング等のコーティングおよびシェルを用いて調製することができる。そのような
固体剤形において、活性化合物は、スクロース、ラクトース、およびデンプン等の少なく
とも１つの不活性希釈剤と混合されてもよい。また、そのような剤形は、通常の実践にお
けるように、不活性希釈剤以外の追加の物質、例えば、ステアリン酸マグネシウムおよび
微結晶性セルロース等の錠剤化潤滑剤および他の錠剤化助剤も含むことができる。カプセ
ル剤、錠剤、および丸剤の場合、剤形は、緩衝剤も含むことができる。それらは、任意選
択的に乳白剤を含有してもよく、また、それらが、任意選択的に遅延様式で、修飾粒子の
みを放出するか、または選択的に消化管の特定の部分において放出する組成物であっても
よい。使用することができる包埋組成物の例として、ポリマー物質およびワックスが挙げ
られる。
【０１１７】
　本発明は、本発明の修飾粒子の薬学的に許容される局所製剤を包含する。「薬学的に許
容される局所製剤」という用語は、本明細書において使用される場合、表皮への製剤の塗
布による本発明の修飾された微粒子の皮内投与のために薬学的に許容される任意の製剤を
意味する。本発明の特定の実施形態において、局所製剤は担体系を含む。薬学的に有効な
担体は、限定されないが、局所投与用医薬品のための当該技術分野で既知の溶媒（例えば
、アルコール、ポリアルコール、水）、クリーム、ローション、軟膏、油、硬膏、リポソ
ーム、粉末、エマルション、マイクロエマルション、および緩衝溶液（例えば、低張もし
くは緩衝生理食塩水）、または任意の他の担体を含む。当該技術分野において既知の担体
に関するより完全なリストは、当該技術分野における標準である参考テキスト、例えば、
いずれもＭａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．によ
って出版されたＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ，１６ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８０および１７ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８５
によって提供され、その開示は、参照により全体が本明細書に組み込まれる。特定の他の
実施形態において、本発明の局所製剤は、賦形剤を含んでもよい。当該技術分野で既知の
いずれの薬学的に許容される賦形剤が、本発明の薬学的に許容される局所製剤を調製する
ために使用されてもよい。本発明の局所製剤に含めることができる賦形剤の例として、限
定されないが、防腐剤、抗酸化剤、保湿剤、皮膚軟化剤、緩衝剤、可溶化剤、他の浸透剤
、皮膚保護剤、界面活性剤、および推進剤、ならびに／または修飾粒子と組み合わせて使
用される追加の治療剤が挙げられる。好適な防腐剤は、限定されないが、アルコール、第
４級アミン、有機酸、パラベン、およびフェノールを含む。好適な抗酸化剤は、限定され
ないが、アスコルビン酸およびそのエステル、重亜硫酸ナトリウム、ブチル化ヒドロキシ
トルエン、ブチル化ヒドロキシアニソール、トコフェロール、ならびにＥＤＴＡおよびク
エン酸等のキレート剤を含む。好適な保湿剤は、限定されないが、グリセリン、ソルビト
ール、ポリエチレングリコール、尿素、およびプロピレングリコールを含む。本発明とと
もに使用するのに好適な緩衝剤は、限定されないが、クエン酸、塩酸、および乳酸緩衝剤
を含む。好適な可溶化剤は、限定されないが、第４級塩化アンモニウム、シクロデキスト
リン、安息香酸ベンジル、レシチン、およびポリソルベートを含む。本発明の局所製剤に
使用することができる好適な皮膚保護剤は、限定されないが、ビタミンＥ油、アラントイ
ン、ジメチコン、グリセリン、ワセリン、および酸化亜鉛を含む。
【０１１８】
　特定の実施形態において、本発明の薬学的に許容される局所製剤は、少なくとも、本発
明の修飾粒子および浸透促進剤を含む。局所製剤の選択は、治療される状態、本発明の化
合物および存在する他の賦形剤の物理化学的特徴、それらの製剤中での安定性、利用可能
な製造機器、ならびに費用上の制約を含む、いくつかの要因に依存する。本明細書におい
て使用される場合、「浸透促進剤」という用語は、好ましくは、全身吸収をほとんどまた
は全く伴わずに、角質層を通して表皮または真皮内に薬理学的に活性な化合物を輸送する
ことができる薬剤を意味する。多様な化合物が、皮膚を通る薬物の浸透速度を促進する際
のそれらの有効性について評価されている。例えば、種々の皮膚浸透促進剤の使用および
試験について調査したＰｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ　Ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ　Ｅｎｈａｎ



(31) JP 6557140 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

ｃｅｒｓ，Ｍａｉｂａｃｈ　Ｈ．Ｉ．ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ　Ｈ．Ｅ．（ｅｄｓ．），ＣＲ
Ｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．（１９９５）、およびＢｕ
ｙｕｋｔｉｍｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅａｎｓ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓ
ｄｅｒｍａｌ　Ｄｒｕｇ　Ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ　Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｉｎ　Ｔｒ
ａｎｓｄｅｒｍａｌ　ａｎｄ　Ｔｏｐｉｃａｌ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｇｏｓｈ　Ｔ．Ｋ．，Ｐｆｉｓｔｅｒ　Ｗ．Ｒ．，Ｙｕｍ　Ｓ．Ｉ．（Ｅｄｓ．
），Ｉｎｔｅｒｐｈａｒｍ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｂｕｆｆａｌｏ　Ｇｒｏｖｅ，Ｉｌ
ｌ．（１９９７）を参照のこと。特定の例示的な実施形態において、本発明とともに使用
される浸透剤は、限定されないが、トリグリセリド（例えば、大豆油）、アロエ組成物（
例えば、アロエベラゲル）、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、オクチルフェ
ニルポリエチレングリコール、オレイン酸、ポリエチレングリコール４００、プロピレン
グリコール、Ｎ－デシルメチルスルホキシド、脂肪酸エステル（例えば、ミリスチン酸イ
ソプロピル、ラウリン酸メチル、モノオレイン酸グリセロール、およびプロピレングリコ
ールモノオレエート）、ならびにＮ－メチルピロリドンを含む。
【０１１９】
　特定の実施形態において、組成物は、軟膏、ペースト、クリーム、ローション、ゲル、
粉末、溶液、スプレー、吸入剤、またはパッチの形態であってもよい。特定の例示的な実
施形態において、本発明による組成物の製剤は、クリームであり、ステアリン酸、パルミ
チン酸、オレイン酸、パルミート－オレイン酸、セチルアルコールまたはオレイルアルコ
ール等の飽和または不飽和脂肪酸をさらに含有してもよいが、ステアリン酸が特に好まし
い。本発明のクリームは、非イオン性界面活性剤、例えば、ポリオキシ－４０－ステアラ
ートも含有し得る。特定の実施形態において、活性成分は、必要であり得る場合、無菌状
態下で、薬学的に許容される担体および任意の必要な防腐剤または緩衝剤と混合される。
眼科製剤、点耳剤、および点眼剤もまた、本発明の範囲内であることが企図される。さら
に、本発明は、身体への化合物の制御送達を提供するという付加的利点を有する経皮パッ
チの使用を企図する。そのような剤形は、適切な媒体に化合物を溶解または分散すること
によって作製される。上述のように、皮膚全体にわたる化合物の流動を増加させるために
も、浸透促進剤を使用することができる。速度は、速度制御膜を提供すること、またはポ
リマーマトリックスもしくはゲルに化合物を分散することのいずれかによって、制御する
ことができる。
【０１２０】
　修飾粒子は、エアロゾルによって投与することができる。これは、修飾粒子を含有する
水性エアロゾル、リポソーム調製物、または固体粒子を調製することによって達成される
。非水性（例えば、フッ化炭素推進剤）懸濁液が使用されてもよい。
【０１２１】
　通常、水性エアロゾルは、薬剤の水溶液または懸濁液を、従来の薬学的に許容される担
体および安定剤と一緒に製剤化することによって作製される。担体および安定剤は、特定
の化合物の要件によって異なるが、典型的には、非イオン性界面活性剤（Ｔｗｅｅｎ、Ｐ
ｌｕｒｏｎｉｃ、もしくはポリエチレングリコール）、血清アルブミンのような無害タン
パク質、ソルビタンエステル、オレイン酸、レシチン、グリシン等のアミノ酸、緩衝剤、
塩、糖、または糖アルコールを含む。エアロゾルは、一般的に、等張溶液から調製される
。
【０１２２】
　本発明の修飾粒子および薬学的組成物は、併用療法において製剤化されて用いられ得る
こと、すなわち、化合物および薬学的組成物は、１つ以上の他の所望の治療薬または医学
的手技を用いて製剤化され得るか、またはそれと同時に、その前に、もしくはその後に投
与され得ることも理解されたい。併用投与計画に用いるための治療法（治療薬または手技
）の特定の組み合わせは、所望の治療薬および／または手技、ならびに達成されるべき所
望の治療効果の適合性を考慮する。また、用いられる治療法は、同じ障害に対して所望の
効果を達成する場合がある（例えば、本発明の化合物は、別の抗炎症剤と同時に投与され
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てもよい）か、または異なる効果を達成する場合がある（例えば、任意の有害作用の制御
）ことも理解されたい。
【０１２３】
　特定の実施形態において、本発明の修飾粒子を含有する薬学的組成物は、１つ以上の追
加の治療上活性な成分（例えば、抗炎症性および／または緩和性）をさらに含む。本発明
の目的のために、「緩和」という用語は、疾患の症状および／または治療計画の副作用の
軽減に焦点を当てた治療を指すが、それは治癒的ではない。例えば、緩和治療は、鎮痛剤
、嘔吐抑制薬、および制吐薬を包含する。
【０１２４】
　本発明は、個体、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトにおいて、免疫応答を調整
する方法を提供し、本明細書に記載される修飾粒子を個体に投与することを含む。本発明
によって提供される免疫調整の方法は、限定されないが、免疫刺激性ポリペプチドまたは
ウイルスもしくは細菌成分によって刺激される免疫応答を含む自然免疫応答または獲得免
疫応答を抑制および／または阻害するものを含む。
【０１２５】
　修飾粒子は、免疫応答を調整するのに十分な量で投与される。本明細書に記載されるよ
うに、免疫応答の調整は、体液性および／または細胞性であり得、当該技術分野における
、および本明細書に記載される、標準的技術を使用して測定される。
【０１２６】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載の組成物は、それらと関連する免疫応答
を媒介する、無効にする、調製する、かつ／または軽減するために、インプラント（例え
ば、デバイス）および／または移植片（例えば、組織、細胞、臓器）と一緒（例えば、そ
れと同時に、その前に、もしくはその後に）に投与される。
【０１２７】
　特定の実施形態において、個体は、アレルギー性疾患または状態、アレルギーおよび喘
息等の望ましくない免疫活性化に関連する障害に罹患する。アレルギー性疾患または喘息
を有する個体は、既存のアレルギー性疾患または喘息の認識可能な症状を有する個体であ
る。例えば、アレルギー反応を誘発する特定の食物（例えば、ピーナッツタンパク質等）
、注入される物質（例えば、ハチ毒タンパク質等）、または吸入される物質（例えば、ブ
タクサ花粉タンパク質、ペットのフケタンパク質等）と複合化させた粒子によって、その
ような個体において寛容を誘導することができる。
【０１２８】
　特定の実施形態において、個体は、自己免疫疾患および炎症性疾患等の望ましくない免
疫活性化に関連する障害に罹患する。自己免疫疾患または炎症性疾患を有する個体は、既
存の自己免疫疾患または炎症性疾患の認識可能な症状を有する個体である。例えば、特定
の自己免疫疾患を駆動する関連自己抗原と複合化させた粒子によって、そのような個体に
おいて寛容を誘導することができる。
【０１２９】
　特定の実施形態において、個体は、酵素補充療法に関連する疾患に罹患する。例えば、
患者が、特定の欠陥を治療するために投与される組み換え的に生成された酵素に対する中
和抗体応答を形成するのを防止するために、遺伝的欠陥を有する患者が産生することがで
きない酵素と複合化させた粒子によって、そのような個体において寛容を誘導することが
できる（例えば、第ＶＩＩＩ因子を作製する能力における遺伝的欠陥に起因する血友病に
罹患する患者におけるヒト第ＶＩＩＩ因子に対する寛容）。
【０１３０】
　特定の実施形態において、個体は、疾患の治療に関連する障害に罹患する。組換え抗体
の場合、例えば、患者が抗体治療薬に対する中和抗体を形成するのを防止するために治療
状況において用いられるヒト化抗体に対する寛容が誘導される（自己免疫疾患の治療薬と
して用いられるヒト化免疫サブセット枯渇抗体または抗サイトカイン抗体に対する寛容）
。
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【０１３１】
　自己免疫疾患は、臓器特異的および全身性の２つの広義のカテゴリーに分類することが
できる。自己免疫疾患は、限定されないが、関節リウマチ（ＲＡ）、全身性エリテマトー
デス（ＳＬＥ）、Ｉ型糖尿病、ＩＩ型糖尿病、多発性硬化症（ＭＳ）、早発閉経等の免疫
媒介不妊症、強皮症、シェーグレン病、白斑、脱毛症（禿頭症）、多腺性不全、グレーブ
ス病、甲状腺機能低下症、多発性筋炎、尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、クローン病および
潰瘍性大腸炎を含む炎症性腸疾患、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）およびＣ型肝炎ウイルス
（ＨＣＶ）に関連するものを含む自己免疫肝炎、下垂体機能低下症、移植片対宿主疾患（
ＧｖＨＤ）、心筋炎、アジソン病、自己免疫皮膚疾患、ブドウ膜炎、悪性貧血、セリアッ
ク病、ならびに副甲状腺機能低下症を含む。
【０１３２】
　また、自己免疫疾患は、限定されないが、橋本甲状腺炎、Ｉ型およびＩＩ型自己免疫多
腺性症候群、腫瘍随伴性天疱瘡、水疱性類天疱瘡、疱疹状皮膚炎、線状ＩｇＡ病、後天性
表皮水疱症、結節性紅斑、妊娠性類天疱瘡、瘢痕性類天疱瘡、本態性混合型クリオグロブ
リン血症、小児慢性水疱性疾患、溶血性貧血、血小板減少性紫斑病、グッドパスチャー症
候群、自己免疫好中球減少症、重症筋無力症、イートン・ランバート筋無力症症候群、全
身硬直症候群、急性播種性脳脊髄炎、ギラン・バレー症候群、慢性炎症性脱髄性多発ニュ
ーロパチー、伝導ブロックを伴う多巣性運動ニューロパチー、単クローングロブリン血症
を伴う慢性ニューロパチー、オプソクローヌス・ミオクローヌス症候群、小脳変性症、脳
脊髄炎、網膜症、原発性胆管硬化症、硬化性胆管炎、グルテン過敏性腸疾患、強直性脊椎
炎、反応性関節炎、多発性筋炎／皮膚筋炎、混合性結合組織疾患、ベチェット症候群、乾
癬、結節性多発動脈炎、アレルギー性脈管炎および肉芽腫症（チャーグ・ストラウス病）
、多発性血管炎重複症候群、過敏性血管炎、ウェーゲナー肉芽腫症、側頭動脈炎、高安動
脈炎、川崎病、中枢神経系統孤立性血管炎、閉塞性血栓血管炎、サルコイドーシス、糸球
体腎炎、ならびに寒冷症も含む。これらの状態は、医学の技術分野において周知であり、
例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅ
ｄｉｃｉｎｅ，１４ｔｈ　ｅｄ．，Ｆａｕｃｉ　Ａ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ：ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，１９９８に記載されている。
【０１３３】
　自己免疫疾患の研究のための動物モデルは、当該技術分野において既知である。例えば
、ヒト自己免疫疾患に最も類似すると考えられる動物モデルは、高発生率の特定の疾患を
自然に発症する動物株を含む。そのようなモデルの例として、限定されないが、１型糖尿
病に類似する疾患を発症する非肥満糖尿病（ＮＯＤ）マウス、ならびにニュージーランド
ハイブリッド、ＭＲＬ－ＦａｓｌｐｒおよびＢＸＳＢマウス等の狼瘡様疾患になりやすい
動物が挙げられる。自己免疫疾患が誘導されている動物モデルは、限定されないが、多発
性硬化症のモデルである実験的自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）、関節リウマチのモデルであ
るコラーゲン誘導性関節炎（ＣＩＡ）、およびブドウ膜炎のモデルである実験的自己免疫
ブドウ膜炎（ＥＡＵ）を含む。自己免疫疾患の動物モデルは、遺伝子操作によっても作製
されており、例えば、炎症性腸疾患のＩＬ－２／ＩＬ－１０ノックアウトマウス、ＳＬＥ
のＦａｓまたはＦａｓリガンドノックアウト、および関節リウマチのＩＬ－Ｉ受容体拮抗
薬ノックアウトを含む。
【０１３４】
　特定の実施形態において、個体は、細菌またはウイルス感染に罹患する。細菌またはウ
イルス感染を有する個体は、既存の細菌またはウイルス感染の認識可能な症状を有する個
体である。
【０１３５】
　本発明の修飾粒子を用いて治療可能なウイルス感染の非限定的なリストは、ヘルペスウ
イルス感染、肝炎ウイルス感染、西ナイルウイルス感染、フラビウイルス感染、インフル
エンザウイルス感染、ライノウイルス感染、パピローマウイルス感染、パラミクソウイル
ス感染、パラインフルエンザウイルス感染、およびレトロウイルス感染を含む。好ましい
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ウイルスは、対象の中枢神経系に感染するウイルスである。最も好ましいウイルスは、脳
炎または髄膜炎を引き起こすウイルスである。
【０１３６】
　本発明の修飾粒子を用いて治療可能な細菌感染の非限定的なリストは、ブドウ球菌感染
、連鎖球菌感染、マイコバクテリア感染、バチルス感染、サルモネラ感染、ビブリオ感染
、スピロヘータ感染、およびナイセリア感染を含む。好ましいのは、対象の中枢神経系に
感染する細菌である。最も好ましいのは、脳炎または髄膜炎を引き起こす細菌である。
【０１３７】
　いくつかの実施形態において、本発明は、疾患が発症する前の本発明の組成物の使用に
関する。他の実施形態において、本発明は、進行する疾患を阻害するための本発明の組成
物の使用に関する。いくつかの実施形態において、本発明は、対象における疾患の改善に
関する。対象において疾患を改善するとは、対象における疾患の治療、予防、または抑制
を意味する。
【０１３８】
　いくつかの実施形態において、本発明は、疾患の再発を予防することに関する。例えば
、望ましくない免疫応答は、ペプチドの１つの領域（抗原決定基等）で生じ得る。望まし
くない免疫応答と関連する疾患の再発は、ペプチドの異なる領域において免疫応答攻撃を
受けることによって生じる可能性がある。本発明の免疫修飾性粒子は、付着するペプチド
または抗原部分を含まないため、粒子は、複数のエピトープに対して有効である。ＭＳお
よび他のＴｈＩ／１７媒介性自己免疫疾患を含むいくつかの免疫応答障害におけるＴ細胞
応答は、動的であり得、再発寛解型疾患および／または慢性進行性疾患の経過中に進展す
る。疾患が進行するにつれて標的が変化し得るため、Ｔ細胞レパートリーの動的性質は、
特定の疾患の治療に影響を与える。以前は、疾患の進行を予測するために、応答のパター
ンについての既存の知識が必要であった。本発明は、動的に変化する疾患の影響である「
エピトープスプレディング」の機能を妨げることができる組成物を提供する。再発の既知
のモデルは、多発性硬化症（ＭＳ）のモデルとしての、プロテオリピドタンパク質（ＰＬ
Ｐ）に対する免疫反応である。初期免疫応答は、ＰＬＰ１３９－１５への応答によって生
じ得る。その後の疾患の発症は、ＰＬＰ［ｐｉ］ｓ－ｉβｉへの再発免疫応答によって生
じ得る。
【０１３９】
　本発明の他の実施形態は、移植に関する。これは、ドナー個体からレシピエント個体へ
の組織試料または移植片の移動を指し、組織によって提供される生理学的機能を回復する
ために組織を必要とするヒトレシピエントに対して頻繁に実施される。移植される組織は
、（限定されないが）腎臓、肝臓、心臓、肺等の全臓器；植皮および目の角膜等の臓器の
構成要素；ならびに骨髄細胞および骨髄または循環血液から選択および展開される細胞の
培養物等の細胞懸濁液、そして全血輸血を含む。
【０１４０】
　任意の移植の重篤な潜在的合併症は、宿主レシピエントと移植された組織との間の抗原
性の相違から生じる。相違の性質および程度に応じて、宿主による移植片の、または移植
片による宿主の、または両方の、免疫学的攻撃のリスクが存在する場合がある。リスクの
程度は、同様の表現型を有する、同様の治療を受けた対象の集団における応答パターンを
追跡し、十分に許容された臨床手技に従って種々の考えられる寄与因子を相関させること
によって決定される。免疫学的攻撃は、既存の免疫学的応答（事前に形成された抗体等）
、またはおよその移植時期に開始されるもの（ＴＨ細胞の産生等）の結果であり得る。抗
体、ＴＨ細胞、またはＴｃ細胞は、互いとの、ならびに種々のエフェクター分子およびエ
フェクター細胞との任意の組み合わせにおいて関与し得る。しかしながら、免疫応答に関
与する抗原は、概して未知であり、したがって、抗原特異的療法を設計する上で、または
抗原特異的寛容を誘導する上で困難を提示する。
【０１４１】
　本発明の特定の実施形態は、レシピエントによる組織移植片の拒絶反応を引き起こす宿
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主対移植片疾患のリスクを低減することに関する。超急性、急性、または慢性の拒絶応答
の影響を予防または低減するために処理が行われ得る。処理は、移植片が設置されるとき
に寛容が導入されているように、移植の十分前に優先的に開始されるが、これが可能では
ない場合、処理は、移植と同時にまたは移植後に開始されてもよい。開始の時間にかかわ
らず、処理は、一般的に、少なくとも移植後の最初の１ヶ月間は一定の間隔で継続する。
移植片の十分な適応化が起こる場合、追跡投与は必要ないかもしれないが、移植片の拒絶
反応または炎症のいずれかの証拠が存在する場合、再開することができる。当然のことな
がら、さらにより低いレベルのリスクを達成するために、本発明の寛容化手技を他の形態
の免疫抑制と組み合わせてもよい。
【０１４２】
　いくつかの実施形態において、本発明の組成物（例えば、抗原分子に結合したＰＬＧ担
体）は、１つ以上の足場、マトリックス、および／または送達系とともに使用される（例
えば、米国特許出願第２００９／０２３８８７９号；米国特許第７，８４６，４６６号；
米国特許第Ｎｏ．７，４２７，６０２号；米国特許第７，０２９，６９７号；米国特許第
６，８９０，５５６号；米国特許第６，７９７，７３８号；米国特許第６，２８１，２５
６号（参照により、それらの全体が本明細書に組み込まれる）を参照されたい）。いくつ
かの実施形態において、粒子（例えば、抗原を結合させたＰＬＧ粒子）は、足場、マトリ
ックス、および／または送達系（例えば、対象への化学／生物学的材料、細胞、組織、お
よび／または臓器の送達のための）に関連するか、吸着されるか、包埋されるか、コンジ
ュゲートされる等である。いくつかの実施形態において、足場、マトリックス、および／
または送達系（例えば、対象への化学／生物学的材料、細胞、組織、および／または臓器
の送達のため）は、本明細書に記載の材料（例えば、１つ以上の抗原ペプチドにコンジュ
ゲートされたＰＬＧ）を含み、かつ／またはそれからなる。
【０１４３】
　いくつかの実施形態において、微孔性足場（例えば、生物学的材料（例えば、細胞、組
織等）を対象に移植するため）が提供される。いくつかの実施形態において、その上に薬
剤を有する微孔性足場（例えば、細胞外マトリックスタンパク質、エキセンディン－４）
および生物学的材料を有する微孔性足場（例えば、膵島細胞）が提供される。いくつかの
実施形態において、足場は、疾患（例えば、１型糖尿病）の治療、または関連する方法（
例えば、診断方法、研究方法、薬物スクリーニング）において使用される。いくつかの実
施形態において、足場は、足場の上および／または中にある本明細書に記載の抗原とコン
ジュゲートした担体とともに提供される。いくつかの実施形態において、足場は、抗原と
コンジュゲートした材料（例えば、抗原とコンジュゲートしたＰＬＧ）から生成される。
【０１４４】
　いくつかの実施形態において、足場および／または送達系は、１つ以上の層を含み、か
つ／または１つ以上の化学的および／もしくは生物学的な実体／薬剤（例えば、タンパク
質、ペプチドとコンジュゲートした粒子、小分子、細胞、組織等）を有する（例えば、参
照により、その全体が本明細書に組み込まれる米国特許出願第２００９／０２３８８７９
号を参照のこと）。いくつかの実施形態において、足場および関連材料に対する免疫学的
寛容の誘導を誘発するために、抗原結合粒子は、足場送達系とともに共投与される。いく
つかの実施形態において、微孔性足場は、足場の上または中にある本明細書に記載の粒子
とともに対象に投与される。いくつかの実施形態において、抗原結合粒子は、足場送達系
と結合している。いくつかの実施形態において、足場送達系は、抗原結合粒子を含む。
【０１４５】
　当業者には、本発明の範囲および種子から逸脱することなく、記載される特徴および実
施形態の種々の修正、組み換え、および変更が明白であろう。特定の実施形態について記
載してきたが、請求される本発明は、そのような特定の実施形態に過度に限定されるもの
ではないことを理解されたい。実際に、関連分野の技術者に明らかである記載される様式
および実施形態の種々の修正は、以下の特許請求の範囲の範囲内であることが意図される
。例えば、米国特許出願第２０１２／００７６８３１号、同第２００２／００４５６７２
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号、同第２００５／００９０００８号、同第２００６／０００２９７８号、および同第２
００９／０２３８８７９号（これらの各々は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み
込まれる）、ならびに米国特許第７，８４６，４６６号；同第７，４２７，６０２号；同
第７，０２９，６９７号；同第６，８９０，５５６号；同第６，７９７，７３８号；およ
び同第６，２８１，２５６号（これらの各々は、参照によりそれらの全体が本明細書に組
み込まれる）は、本明細書に記載の種々の実施形態に使用される詳細、修正、および変更
を提供する。
【０１４６】
　本出願に記載される、および／または以下に列挙される全ての刊行物および特許は、参
照により、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【実施例】
【０１４７】
　以下の実施例は、本発明の利点および特徴をさらに例示するために提供されるが、本開
示の範囲を限定することは意図しない。 
【０１４８】
材料および方法
キメラマウスの生成
　６～８週齢のＢ６．ＳＪＬ－ＰｔｐｒｃａＰｅｐ３ｂ／ＢｏｙＪ（ＣＤ４５．１）マウ
スを９５０ラドの１回線量で照射した。１２時間後、Ｃ５７ＢＬ／６－７．２ｆｍｓ－Ｅ
ＧＦＰドナーからの１０７骨髄細胞でマウスを再構成した。照射後１０日間は、飲料水中
のスルファメトキサゾール（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）およびトリメトプリム（Ｓｉ
ｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）をマウスに与えた。上述のように、照射の６週間後にマウスを
ＷＮＶに感染させた。フローサイトメトリーを使用してキメラ化を確認したところ、以前
に実証されたように、常にドナー起源の９６～９９％であることが分かった。（Ｇｅｔｔ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．１０３：１０１９，２００７）。
【０１４９】
免疫組織学
　マウスを麻酔し、５０ｍＬの滅菌ＰＢＳで灌流した。パラフィンブロックに処理した心
臓を除いて（Ｇｅｔｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ　１０３：１０９１９
－１０３０，２００７）、全ての臓器を単離し、Ｏｐｔｉｍｕｍ　Ｃｕｔｔｉｎｇ　Ｔｅ
ｍｐｅｒａｔｕｒｅコンパウンド（ＯＣＴ；Ｔｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ、日本、東京都）中で
瞬間凍結させた。８ミクロンの組織切片を、クリオスタットミクロトーム上で切断し、一
晩空気乾燥させた後、必要になるまで－８０℃で保存した。凍結切片を解凍し、組織学的
検査（標準的なヘマトキシリン　およびエオシン染色）または免疫組織化学的検査を行っ
た（Ｇｅｔｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　２０５：２３１９－２３３７，２
００８）。ＭＡＲＣＯ、ＳＩＧＮ－Ｒ１およびＳＩＧＬＥＣ－１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ，ＭＮ，ＵＳＡ）、ＣＤ６８（Ａｂｃａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）、ならびにＫｉ６７（Ａｂ
ｃａｍ）に対する抗体を示される通りに使用した。ＤＰ－７０カメラおよびＤＰマネージ
ャー２．２．１ソフトウェア（Ｏｌｙｍｐｕｓ、日本、東京）を使用して、Ｏｌｙｍｐｕ
ｓ　ＢＸ－５１顕微鏡上で画像を取得した。
【０１５０】
顕微鏡および画像取得
　ＤＰ－７０カメラおよびＤＰマネージャー２．２．１ソフトウェア（Ｏｌｙｍｐｕｓ）
を使用して、Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＢＸ－５１顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ、日本）上で画像を取
得した。
【０１５１】
脳および肝臓からの白血球の単離
　以前に記載されているように（Ｇｅｔｔｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．２９：
２３１９，２００７）、デオキシ－リボヌクレアーゼ（０．００５　ｇ／ｍｌ；Ｓｉｇｍ
ａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）およびコラゲナーゼ　ＩＶ（０．０５　ｇ／ｍｌ；Ｓｉｇｍａ　Ａ
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ｌｄｒｉｃｈ）を含むＰＢＳ中、３７℃で６０分間脳を消化することにより、ＰＢＳで灌
流したマウスの脳から白血球を得た。１０％ＦＣＳで消化を停止し、７０μｍナイロン製
細胞濾過器にホモジネートを通過させた（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、ＮＪ，Ｕ
ＳＡ）。３４０ｘｇで１０分間遠心分離した後に得られたペレットを、３０％　Ｐｅｒｃ
ｏｌｌ（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｎｏｒｗａｙ）中に再懸濁し、８０％　Ｐｅｒｃｏｌｌに重
層した。１１４０ｘｇで２５分間室温で遠心分離した後、３０％／８０％　界面から白血
球を回収した。同じプロトコルは、肝臓から白血球を得るためにも用いられ、処理前に組
織の重量が計測される。
【０１５２】
脾臓、血液、および骨髄からの白血球の単離
　フローサイトメトリー分析のために、右大腿を切除し、ＰＢＳを充填した注射器を使用
して骨髄細胞を洗い流した。骨髄前駆体の単離のために、少なくとも４匹のマウスからの
大腿および脛骨を用いた。洗い流した後に得られた細胞懸濁液を、７０μｍの細胞濾過器
を通して濾過し、３４０ｇで５分間遠心分離した。得られたペレット中の赤血球を、ＮＨ
４Ｃｌベースの赤血球溶解緩衝剤（ＢＤ　Ｐｈａｒｍ　Ｌｙｓｅ（商標）；ＢＤ　Ｐｈａ
ｒｍｉｎｇｅｎ）中に溶解した後、３４０ｘｇで５分間遠心分離した。末梢血の場合、心
穿刺により血液を採取し、直ちにクエン酸緩衝液（ｍＭｏｌ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｒｉｃｈ
）中に移した。得られた懸濁液を７０％　Ｐｅｒｃｏｌｌ　に重層し、ブレーキをオフに
して、室温で２０分間１１４０ｘｇで遠心分離した。界面を回収し、ＰＢＳ中で細胞を１
回洗浄し、３４０ｘｇで遠心分離した。脾臓の白血球を単離するために、７０７０μｍ細
胞濾過機に脾臓を通過させ、３４０ｇで５分間遠心分離した。得られたペレット中の赤血
球を、ＮＨ４Ｃｌベースの赤血球溶解緩衝剤（ＢＤ　Ｐｈａｒｍ　Ｌｙｓｅ（商標）；Ｂ
Ｄ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）中に溶解した後、３４０ｘｇで５分間遠心分離した。
【０１５３】
フローサイトメトリー
　脳、肝臓、血液、および骨髄から（上述のように）採取した細胞を、ＰＢＳで洗浄し、
抗ＣＤ１６／ＣＤ３２　抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）でブロックした。トリパンブルー排
除法を用いて生存細胞を計数したところ、常に＞９５％の細胞生存率を示していた。
【０１５４】
　細胞表面分子の発現を測定し、アルゴンイオンおよびＨｅＮｅレーザを装備したＦＡＣ
Ｓ　ＡＲＩＡ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）上で細胞分別を行った。前方および
側方散乱によって生存集団にゲートをかけ、その後、前方ゲートにより決定された蛍光集
団を同定した。対象となる集団を同定する特定の蛍光および散乱パラメータを用いて分別
を行った。分別の厳密性は、骨髄集団で＞９８％の純度を達成するための純度に設定した
。
【０１５５】
　フローサイトメトリープログラムＦｌｏｗ　Ｊｏ（ＦｌｏｗＪｏ、Ａｓｈｌａｎｄ，Ｏ
Ｒ，ＵＳＡ）を使用して、取得したＦＡＣＳデータファイルを分析した。対象となる細胞
集団の定量化は、分析時のフローサイトメトリーの割合、および各臓器からの絶対細胞数
に基づいて計算した。
【０１５６】
養子移入
　養子移入と称される活性疾患の第２のモデルを調査するために、本発明の実施形態の開
発中に実験を行った。動物をペプチドで免疫する代わりに、活性疾患を有するマウスの脾
臓からのリンパ球をレシピエントに移植し、その後疾患を発症させた。ＰＬＧナノ粒子が
、養子性に移植した活性化エフェクター細胞を不活性化する能力を特徴づけるために、本
発明の実施形態の開発中に実験を行った。対照ペプチドと結合した粒子または脾細胞で処
理したマウスには、４日目に始まって臨床スコアの増加が見られた。ＰＬＧ－ＰＬＰ１３
９～１５１粒子で処理したマウスは、２日目に、２つの時点を除く全ての時点で４０日目
までずっと平均臨床スコア０を有し、それらの他の時点での平均臨床スコアは０．２５で
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あった。
【０１５７】
多重ＥＬＩＳＡ
　製造者の指示（Ｑｕａｎｓｙｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｌｏｇａｎ，Ｕｔａｈ，Ｕ
ＳＡ）に従って多重化プレートＥＬＩＳＡを行った。端的に述べると、脳、脾臓、および
肝臓組織をＰＢＳ中でホモジナイズし、１０００ｘｇで回転させて清澄させ、アッセイを
行うまで－２０℃で保存した。血清試料も使用した。提供された緩衝液中で解凍した試料
および標準物質を希釈し、各々３０μｌを、それぞれが特定の可溶性タンパク質に対する
捕捉抗体を含有する１６個のスポットを含む各ウェルに播種した。次いで、軌道振盪器上
で、プレートを１２０ｒｐｍで１時間インキュベートした。プレートを３回洗浄し、３０
μｌの検出抗体を各ウェルに加え、さらに１時間インキュベートした。３回洗浄した後、
ストレプアビジン－ＨＲＰを加え、さらに１５分間インキュベートした。次いで、プレー
トを６回洗浄し、基質混合物を加えた。ＣＣＤイメージャ（Ｋｏｄａｋ、Ｒｏｃｈｅｓｔ
ｅｒ　ＮＹ，ＵＳＡ）上でプレートを直ちに読み取った。Ｑｕａｎｓｙｓ　Ｑ－ｖｉｅｗ
ソフトウェア（Ｑｕａｎｓｙｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用してプレートの画像を
分析した。
【０１５８】
実験的自己免疫脳炎（ＥＡＥ）の誘導および評価
　０．１ｍｇのＭＯＧペプチド（ＭＥＶＧＷＹＲＳＰＦＳＲＶＶＨＬＹＲＮＧＫ（配列番
号１）；Ａｕｓｐｅｐ、Ｐａｒｋｖｉｌｌｅ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ；
＞９５％ＨＰＬＣ精製）を含有するエマルション、および２ｍｇ／ｍＬの結核菌（Ｓｉｇ
ｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）を含有するフロイント完全アジュバントをマウスに皮下注射した
。２日後、マウスに、５００μｌの百日咳毒素（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）を腹腔内
投与した。マウスを疾患進行について監視し、以下のスケールで等級分けした：１、尾の
弛緩および／または片後肢の脱力；２、複数肢の脱力、歩行障害；３、単一肢の麻痺；４
、複数肢の麻痺、失禁；５、瀕死。
【０１５９】
統計
　グラフを作成し、ＧｒａｐｈＰａｄ　ＰｒｉｓｍおよびＩｎＳｔａｔにおいてそれぞれ
コンピュータ統計的分析を行った（どちらのプログラムもＧｒａｐｈＰａｄ　ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡから）。データに応じて、対応のない両側ス
チューデントｔ検定、またはＴｕｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒの事後検定を用いた一元配置ＡＮ
ＯＶＡ　ＡＮＯＶＡを行い、Ｐ＜０．０５を有意と見なした。
【０１６０】
　体重減少、浸潤、およびウイルス力価等のパラメータ間の相関分析には、二次多項式（
Ｙ＝Ａ＋Ｂ＊Ｘ＋Ｃ＊Ｘ＾２）を用いた非線形回帰（曲線適合）を使用した。
【０１６１】
実施例１
負電荷を帯びた免疫修飾性粒子（ＩＭＰ）の調製
　Ｄ２Ｏ中のポリ（エチレン－無水マレイン酸）（ＰＥＭＡ）の溶液（４ｍＬ、１％　ｗ
／ｖ）に、ジクロロメタン（ＤＣＭ）中のポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコール酸）（ＰＬ
Ｇ）の溶液（２ｍＬ、２０％　ｗ／ｖ）を滴下で加えた。ＶＣ　３０　Ｕｌｔｒａｓｏｎ
ｉｃ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒを使用して、氷上で３０秒間１６ワットで混合物を超音波処理
した。得られたホモジナイズされた粗生成物を、次いで、Ｄ２Ｏの溶液（０．５％　ｗ／
ｖのＰＥＭＡを含有する２００ｍＬ）に注ぎ入れた。Ｂｅｌｌｃｏ　Ｇｌａｓｓ，Ｉｎｃ
．のＢｅｌｌｓｔｉｒ　Ｍｕｌｔｉ－ｓｔｉｒ　９　磁気攪拌機を使用して、３．５の速
度設定で、ホモジナイズされたスラリを一晩撹拌させた（１０Ｗで１０秒間、１６Ｗで１
０秒間、１６Ｗで３０秒間）。
【０１６２】
結果
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　３時間の撹拌後、使い捨てポリスチレン製キュベット中で動的光散乱法を用いて粒径分
析を行った。
　　　ａ．１０Ｗ、１０秒－Ｚ－平均＝４９９．９ｎｍ－ＰｄＩ＝０．２３、ピーク＝６
３４．５ｎｍ
　　　ｂ．１６Ｗ、１０秒－Ｚ－平均＝５２８．９ｎｍ－ＰｄＩ＝０．２２７、ピーク＝
６５７．５ｎｍ
　　　ｃ．１６Ｗ、３０秒－Ｚ－平均＝４７１．６ｎｍ－ＰｄＩ＝０．２２８、ピーク＝
５８０．５ｎｍ
　　　ｄ．１６Ｗ、６０秒－Ｚ－平均＝４９１．１ｎｍ－ＰｄＩ＝０．２７５、ピーク＝
６００．８ｎｍ
【０１６３】
　反応が終了してから、得られた粗懸濁液を精製した。
【０１６４】
精製
　新しいＤ２Ｏおよび１０ｘ炭酸水素ナトリウム緩衝液を一晩４℃で冷却した。４０μｍ
細胞濾過器を使用して、各バッチから３６ｍＬの粒子懸濁液を濾過し、冷１０ｘ炭酸水素
ナトリウム緩衝液４ｍＬを含む適切に標示した５０ｍＬ遠心管内に入れた。各ビーカーか
ら、そのような管を約６本作り出した。全ての管を４℃で１５分間７０００ｇで遠心分離
し、上清を吸引した。上記手順を用いて懸濁液の調製を繰り返し、できる限り多くの粒子
ペレットを１ｍＬの冷Ｄ２Ｏに懸濁した。
【０１６５】
　再懸濁した粒子を、４ｍＬの冷１０ｘ炭酸水素ナトリウム緩衝液を含む新しい管に移し
た。（ステップ１）
【０１６６】
　全ての粒子ペレットが成功裡に再懸濁されるまで粒子の再懸濁を繰り返した。（ステッ
プ２）
【０１６７】
　次いで、６本の遠心管を合わせて１本の遠心管（５０ｍＬ管）に入れ、冷Ｄ２Ｏの残り
の量で４０ｍＬまで管を充填した（洗浄１）。
【０１６８】
　管を４℃で２０分間７０００ｇで遠心分離し、上清を吸引した。
【０１６９】
　毎回、少なくともさらに２回、得られた粒子のステップ１および２ならびに洗浄１を繰
り返した。最後に、得られた粒子ペレットを液体窒素中で瞬間凍結に供し、マニホールド
内で凍結乾燥させて負電荷を帯びたＩＭＰを得た。
【０１７０】
　図１は、表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の動的光散乱分析による
特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、
１秒当たり２．５×１０５カウントの計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコ
リド）粒子を分析した。表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、
Ｚ－平均粒径５６７ｎｍ、ピーク直径６７０ｎｍ、および多分散指数０．２０９を有して
いた。
【０１７１】
　表１は、表面官能化ＰＬＧ－ＰＥＭＡ粒子の測定値を示す。各バッチは若干異なるため
、表中のデータは代表値である。しかしながら、表中の数値は、いくつかの粒子のバッチ
を合わせたものに基づいている。二重エマルション粒子の測定値は、表１の測定値に類似
する。
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【表１】

【０１７２】
実施例２
抗原を結合させたＰＬＧＡビーズの投与は、再発性実験的自己免疫性脳炎を予防する
　再発性実験的自己免疫性脳炎（Ｒ－ＥＡＥ）の予防のための寛容を誘導するために、免
疫優性プロテオリピドタンパク質ＰＬＰ１３９～１５１エピトープ（ＰＬＧ－ＰＬＰ１３
９～１５１）を用いてＰＬＧナノ粒子を調べた。上述のようにＲ－ＥＡＥマウスを作製し
た。
【０１７３】
　動物に投与されたペプチドは、平均直径５００ｎｍの粒子に結合した。免疫時（０日目
）に対して－７日目に、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧＡ（Ｎ＝５）、ＯＶＡ３２３～３
３９－ＰＬＧＡ（Ｎ＝５）、または非コンジュゲートＰＬＧＡ（Ｎ＝５）のいずれかでマ
ウスを処理した。ピーク疾患は、典型的には１２～１４日目辺りに観察され、マウスの臨
床疾患をスコア化した。ペプチドを含まない粒子、または対照ペプチドＯＶＡ３２３～３
３９で修飾した粒子は、疾患の誘導を防止しなかった。しかしながら、ＰＬＰ１３９～１
５１で修飾したＰＬＧＡ粒子は、２０～３０日目に１未満の低い臨床スコアを呈した以外
は、全て臨床スコア０（疾患が認められない）を示した（図２）。非修飾ＰＬＧを用いた
、またはポリスチレン粒子を使用した以前の研究では、この効果的な疾患の低減は示され
ず、ポリスチレンが結合した粒子がアナフィラキシーを引き起こすことが多かった。
【０１７４】
　さらに、両方の免疫化ＰＬＰ１３９～１５１エピトープに対する遅延型過敏反応（ＤＴ
Ｈ）の欠如によって、ミエリン特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞の特異的不活性化が証明された。総
合すると、７日目のＰＬＧ－ＰＬＰ１３９～１５１を用いた予防的投与は、ＥＡＥの発症
を特異的に予防したことから、疾患を予防する粒子の能力の改善を意味している。粒子で
得られたスコアは、抗原を結合させた脾細胞で得られるスコアと同じくらい良好であり、
おそらくはそれよりも良好である。
【０１７５】
　投与される粒子の種類も、マウスモデルにおけるＥＡＥの発症に影響を及ぼす。免疫時
（０日目）に対して－７日目に、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＳ（Ｎ＝５）、ＯＶＡ３２
３～３３９－ＰＬＧＡＰＨＯＳＰＯＲＥＸ（Ｎ＝５）、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧＡ
ＰＥＭＡ（Ｎ＝５）、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＡ（Ｎ＝５）、ＰＬＰ１３９～１５１
－ＰＬＧＡＰＨＯＳＰＯＲＥＸ（Ｎ＝５）、またはＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧＰＥＭ
Ａ（Ｎ＝５）のいずれかでマウスを処理した。ピーク疾患は、典型的には１２～１４日目
辺りに観察され、マウスの臨床疾患をスコア化した。対照ペプチドＯＶＡ３２３～３３９
で修飾したいずれの組成物の粒子も、疾患の誘導を防止しなかった。しかしながら、ＰＬ
Ｐ１３９～１５１を結合させたＰＬＧビーズは、ＰＬＰ１３９～１５１を結合させた市販
の（Ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｘ）ＰＬＧまたはポリスチレンよりも、Ｒ－ＥＡＥの誘導を下方
制御する上でより効果的であった（図３Ａおよび３Ｂ）。
【０１７６】
実施例３
抗原を結合させたＰＬＧ粒子の静脈内注入は、ＯＶＡ／ミョウバンで事前に感作させた動
物においてアナフィラキシー誘導性の体温低下を誘発しない
　活性疾患の存在のために、抗原に対するアナフィラキシーが懸念される：これは、即死
を引き起こす可能性があり、ポリスチレン結合粒子とともに記載されている。アナフィラ
キシーは、体温の著しい低下と関連している。ＯＶＡ－ＰＬＧの静脈内投与が、事前に感
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作させた動物においてアナフィラキシー誘導性の体温低下を誘導するかどうかを調べるた
めに、０日目に、腹腔内注射により１０μｇのＯＶＡ／ミョウバンでマウスを免疫した。
１４日目に、腹腔内注射により１０μｇのＯＶＡ／ミョウバンでマウスを再び免疫し、次
いで、２１日目に静脈内投与したＯＶＡ－ＰＬＧで寛容化した。次いで、２８日目に、静
脈内投与によりＯＶＡ－ＰＬＧ粒子またはＯＶＡのいずれかでマウスを寛容化した。
【０１７７】
　図４に示すように、２８日目に可溶性ＯＶＡで処理したマウスは、ＯＶＡ－ＰＬＧ粒子
で処理した動物と比較して体温の低下を呈した。粒子送達の１時間以内には体温低下は観
察されなかった。
【０１７８】
　図５は、寛解中のＰＬＰ－ＰＬＧの投与は、いずれのアナフィラキシー関連死も引き起
こさないことを示す。ＣＦＡ中のＰＬＰ１３９～１５１の皮下注射により６～８週齢のメ
スＳＪＬ／ＪマウスにＥＡＥを誘導し、臨床疾患の発症を監視および記録した（図５Ｂ）
。疾患誘導から２１日目に、可溶性ＰＬＰ１３９～１５１（白抜き四角）、可溶性ＯＶＡ
３２３～３３９（白抜き丸）、またはＰＬＧナノ粒子に結合した同じペプチド（塗りつぶ
し）をマウスに静脈内注射した。注射後１時間、１０分ごとに動物の体温を監視および記
録した（図５Ａ）。
【０１７９】
実施例４
ＰＬＰ－ＰＬＧ粒子による予防的投与は、長期の抗原特異的寛容を誘導する
　疾患誘発の７日前に、濃度を上昇させたＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧの静脈内投与に
よって最適用量を決定し、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理したＳＪＬ／Ｊマウスと
比較して臨床疾患の発症について監視した（図６Ａ）。６～８週齢のメスＳＪＬ／Ｊマウ
スに、ＰＬＰ１３９～１５１（四角）またはＯＶＡ３２３～３３９（丸）のいずれかを結
合させたＰＬＧナノ粒子を静脈内注射した。７日後（図６Ｂ）、２５日後（図６Ｃ）、ま
たは５０日後（図６Ｄ）に、ＣＦＡ中のＰＬＰ１３９～１５１の皮下注射によりＥＡＥを
誘導した。パネルＢの動物を臨床疾患について１００日間追跡した。図６Ｅは、疾患誘導
から８日目に、パネルＢに示すマウスのサブセットにおいて遅延型過敏反応（ＤＴＨ）を
行ったことを示す。パネルＢのＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡ予備刺激群から選択された
代表の動物（ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧおよびＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ）の耳
を、予備刺激用のＰＬＰ１３９～１５１エピトープおよびＯＶＡ３２３～３３９対照ペプ
チドに曝露した。２４時間後にＤＴＨの尺度として耳の腫脹を判定し、曝露前の応答を差
し引いた。図６Ｆは、６～８週齢のメスＳＪＬ／Ｊマウスに、ＰＬＰ１７８～１９１（三
角）、ＯＶＡ３２３～３３９（丸）、もしくはＰＬＰ１３９～１５１（四角）を結合させ
たＰＬＧナノ粒子、または未結合粒子のみ（縁取りのある丸）を静脈内注射したことを示
す。７日後、ＣＦＡ中のＰＬＰ１７８～１９１の皮下注射によりＥＡＥを誘導し、示され
る時点で疾患を監視した。
【０１８０】
実施例５
抗原結合粒子を用いた再発性実験的自己免疫性脳炎の治療
　ＰＬＧ－ＰＬＰ１３９～１５１粒子が、疾患を予防するのではなく、むしろ疾患を治療
する能力を調査するために、かつ、投与経路が疾患の発症に影響を及ぼしたかどうかを判
定するために、本発明の実施形態の開発中に実験を行った。０日目に、ＰＬＰ１３９～１
５１およびアジュバントでマウスを免疫した。マウスは、通常、１２～１４日目に最大臨
床スコアを有する。このモデルでは、１０日目に、静脈内（ｉｖ）投与、腹腔内（ｉｐ）
投与、皮下（ｓｃ）投与、または経口的のいずれかにより、ＰＬＧ－ＰＬＰ１３９～１５
１粒子または対照ＰＬＧ－ＯＶＡ３２３～３３９粒子のいずれかでマウスを処理した。図
７に示すように、予防的寛容は、ＰＬＧ－ＰＬＰ１３９～１５１粒子が静脈内または腹腔
内のいずれかで投与された場合に最も効率的である。静脈内投与したＰＬＰ１３９～１５
１－ＰＬＧで処理した動物は、疾患を発症せず、ほとんどの時点で平均臨床スコア０を有
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していた。これは、７０％を超える動物がアナフィラキシーによって死亡したことが観察
された、ＰＬＰ１３９～１５１ポリスチレン粒子を用いて処理した動物とは対称的である
。
【０１８１】
実施例６
抗原結合粒子の寛容は、活性な再発性実験的自己免疫性脳炎における抗原特異的Ｔｈ１お
よびＴｈ１７応答の誘導を阻害する
　抗原結合粒子の投与がＴヘルパー細胞の誘導を阻害するかどうかを判定するために、－
７日目に、ＭＯＧ３５～５５－ＰＬＧまたはＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧ粒子のいずれ
かをＢＡＬＢ／ｃマウスに静脈内投与した。０日目に、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧ粒
子およびフロイント完全アジュバント（ＣＦＡ）をマウスに皮下投与した。１０日目に、
ＭＯＧ３５～５５－ＰＬＧまたはＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧ粒子のいずれかで動物を
再刺激し、流入領域リンパ節細胞を単離した。１０日目に、ＣＰＭ、ならびにＩＬ－１７
、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０、およびＩＬ－４のレベルを測定した。図８に
示すように、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧ粒子の投与は、処理した動物においてＴｈ１
およびＴｈ１７応答を阻害した。
【０１８２】
実施例７
ＰＬＰ－１３９～１５１を結合させたＰＬＧＡ粒子により寛容を誘導した。
　ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧまたはＯＶＡ３２３～３３９ＰＬＧをマウスに送達する
ことにより、さらなる治療的寛容戦略を行った。組織学的分析は、ＰＬＰ１３９～１５１
－ＰＬＧ粒子の投与が頸髄の炎症および脱髄を阻害することを示した。マウスをＰＬＰ－
ＰＬＧまたはＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理し、４０日目に組織を回収した。頸髄
を単離し、切片化して、Ｒ－ＥＡＥおよび多発性硬化症の病態の根底にあるＣＮＳにおけ
る免疫応答を調査した。図９は、ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理した動物の組織よ
りも天然組織に類似するＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧで処理した動物の脊髄内の免疫細
胞浸潤の低下を示す。ＯＶＡ３２３～３３９－ＰＬＧで処理した動物は、ＣＤ４５、ＣＤ
４、およびＣＤ１１ｂに陽性染色を示したのに対し、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧで処
理した動物は、これらの因子に最小限の染色を示した。
【０１８３】
　ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子の投与も、処理マウスの血液脳関門（ＢＢＢ）の破
壊および脊髄中のマクロファージ活性化を阻害する。フロイント完全アジュバント（ＣＦ
Ａ）、ＯＶＡ３２３～３３９ＰＬＧ粒子、またはＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子のい
ずれかで動物を処理した。臨床スコアおよびＥＡＥの発生率を決定し（図１０Ｂ）、生体
内撮像により脊髄を観察した（図１０Ａおよび１１）。ＡｎｇｉｏＳｅｎｓｅは、ＣＮＳ
内の血液漏出を測定し、ＰｒｏＳｅｎｓｅは、活性化されたマクロファージを報告する（
カテプシンの活性化は、蛍光シグナルを明らかにするレポーターを切断する）。棒グラフ
は、脳内およびＳＣスキャンで示されるシグナル強度に対する数値を示す。
【０１８４】
　抗原が封入された粒子によっても寛容を誘導することができる。図１２は、ＰＬＰ１３
９～１５１が封入されたＰＬＧ粒子の投与が、マウスにおけるＲ－ＥＡＥの誘導を阻害す
ることを示す。自己抗原を封入する能力は、より大きな抗原適用範囲を達成し、ひいては
エピトープスプレディングにより効果的に対応するように、タンパク質またはさらには臓
器ホモジネートの複合混合物の使用を可能にする。
【０１８５】
実施例８
ＰＬＰ－１３９～１５１を結合させたＰＬＧＡ粒子によって誘導される寛容は、制御性Ｔ
細胞の増加／活性化に一部依存する。
　－９日目に、制御性Ｔ細胞の一般的なマーカーである抗ＣＤ２５抗体（Ｔｒｅｇｓ）で
ＳＪＬ／Ｊマウスを処理し、次いで、－７日目に、ＯＶＡ３２３～３３９ＰＬＧ粒子およ
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び抗ＣＤ２５抗体、ＯＶＡ３２３～３３９ＰＬＧ粒子および対照ＩｇＧ抗体、ＰＬＰ１３
９～１５１－ＰＬＧ粒子および抗ＣＤ２５抗体、またはＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒
子および対照ＩｇＧ抗体のいずれかで処理した。図１３に示すように、ＰＬＰ１３９～１
５１－ＰＬＧ粒子および抗ＣＤ２５抗体で処理した動物は、時折、ＰＬＰ１３９～１５１
－ＰＬＧ粒子および対照ＩｇＧ抗体で処理した動物よりも高い平均臨床スコアを示した。
これは、Ｔｒｅｇ、または少なくともＣＤ２５を発現するＴ細胞が、寛容の誘導において
役割を果たすことを裏付けるものである。
【０１８６】
実施例９
活性および養子性ＥＡＥにおいて、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子によって治療的寛
容を誘導した。
　ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子によって誘導された治療的寛容を、活性および養子
性ＥＡＥにおいて比較した。２．５×１０６　ＰＬＰ１３９～１５１で活性化した芽球の
養子移入により、６～８週齢のメスＳＪＬ／Ｊマウスに養子性ＥＡＥを誘導した。疾患誘
導から２日後（図１４Ａ）および１４日後（図１４Ｃ）に、５００ｎｍのＰＬＧナノ粒子
に結合したＰＬＰ１３９～１５１（四角）またはＯＶＡ３２３～３３９（丸）ペプチドを
マウスに腹腔内注射した。臨床疾患スコアを、抗原を結合させた脾細胞による処理後のス
コアと比較した（図１４Ａ）。４２日目に、ＰＬＰ１３９～１５１またはＯＶＡ３２３～
３３９寛容化マウスから、組織学的分析のために脳および脊髄を採取した。パネルＡのマ
ウスの切片を、ＰＬＰタンパク質およびＣＤ４５について染色した（図１４Ｂ）。パネル
（Ｃ）のマウスの脊髄切片をＬｕｘｏｌ　Ｆａｓｔ　Ｂｌｕｅで染色した（図１４Ｄ）。
脱髄および細胞浸潤の領域を矢印で示す。結果は、養子性ＥＡＥを有するマウスにおいて
、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子によって寛容が誘導されることを示す。
【０１８７】
　図１５は、ＯＶＡ３２３～３３９またはＰＬＰ１３９～１５１にコンジュゲートしたＳ
ＰまたはＰＬＧ粒子のいずれかを用いた処理後の、活性ＥＡＥおよび養子性ＥＡＥを有す
るマウスの平均臨床スコアを表すグラフを示す。疾患誘導から１０日後（図１５Ａ）およ
び２日後（図１５Ｂ）に、５００ｎｍナノ粒子に結合したＰＬＰ１３９～１５１－ＳＰ、
ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ、またはＯＶＡ３２３～３３９－ＳＰ、またはＯＶＡ３２
３～３３９－ＰＬＧペプチドをマウスに腹腔内注射し、平均臨床スコアを決定した。どち
らの場合も、ＰＬＰ１３９～１５１－ＰＬＧ粒子の投与が疾患を軽減したことから、寛容
の誘導が示唆される。
【０１８８】
　ＰＬＰ－ＰＬＧ寛容マウスにおいて、中枢神経系免疫細胞の浸潤も劇的に低下した。養
子移入によるＥＡＥ誘導の２日後、ＰＬＰ１３９～１５１（四角）またはＯＶＡ３２３～
３３９（円形）と結合した５００ｎｍ　ＰＬＧナノ粒子をＳＪＬ／Ｊマウスに腹腔内注射
した。疾患のピーク（１４日目）に、脳および脊髄を除去し、フローサイトメトリーによ
り、リンパ球（図１６Ｂ）、ＡＰＣ（図１６Ｃ）、ミクログリア（図１６Ｄ）、末梢樹状
細胞（図１６Ｅ）、骨髄樹状細胞（図１６Ｆ）、およびマクロファージ（図１６Ｇ）の数
を数えた。これらの集団のためのゲーティング戦略を（図１６Ａ）に示す。ＩＬ－１７Ａ
およびＩＦＮ－γの細胞内染色の前に、ＰＭＡおよびイオノマイシンでＣＮＳ細胞調製物
を５時間刺激した（図１６Ｈ）。
【０１８９】
実施例１０
養子移入ＥＡＥにおいて、抗ＰＤ－１モノクローナル抗体を用いた処理は、ＰＬＰ１３９

～１５１を封入したＰＬＧナノ粒子による寛容誘導を抑制する
　養子性ＥＡＥを有するマウスにおいて、抗ＰＤ－１抗体を用いた処理がＰＬＰ１３９～
１５１が誘導した寛容に及ぼす影響を調べるために、０日目に、３×１０６　ＰＬＰ１３
９～１５１で活性化したＴ細胞芽球を静脈内投与によりマウスに投与した。２日目に、Ｐ
ＬＧ粒子中に封入されたＰＬＰ１３９～１５１またはＯＶＡ３２３～３３９を、ＰＢＳま



(44) JP 6557140 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

たは抗ＰＤ－１抗体のいずれかとともに静脈内投与により投与した。４日目、６日目、８
日目、１０日目、および１２日目に、全ての動物に２５０μｇの抗ＰＤ－１抗体またはＰ
ＢＳを投与した。
【０１９０】
　図１７に示すように、ＰＬＧ粒子内に封入されたＰＬＰ１３９～１５１ペプチドの投与
は、ＰＢＳとともに粒子が投与された場合に寛容を誘導する。しかしながら、抗ＰＤ－１
抗体の投与は、この寛容を低下させる。
【０１９１】
実施例１１
養子移入ＥＡＥにおいて、作動性抗ＣＤ４０モノクローナル抗体を用いた処理は、ＰＬＰ
１３９～１５１が封入されたＰＬＧナノ粒子による寛容誘導をＩＬ－１２依存性様式で抑
制する
　養子性ＥＡＥを有するマウスにおいて、作動性抗ＣＤ４０抗体がＰＬＰ１３９～１５１
が誘導した寛容に及ぼす影響を調べるために、０日目に、３×１０６　ＰＬＰ１３９～１
５１で活性化したＴ細胞芽球を静脈内投与によりマウスに投与した。２日目に、ＰＬＧ粒
子内に封入されたＰＬＰ１３９～１５１またはＯＶＡ３２３～３３９を静脈内投与により
マウスに投与した。３日目に、対照ＩｇＧ２ａ抗体、抗ＣＤ４０抗体、または抗ＣＤ４０
抗体のいずれか、および抗Ｉｌ－１２抗体を動物に投与した。
【０１９２】
　図１８に示すように、ＰＬＧ粒子内に封入されたＰＬＰ１３９～１５１ペプチドの投与
は、ＰＢＳとともに粒子が投与された場合に寛容を誘導する。作動性抗ＣＤ４０抗体の投
与は、この寛容を低下させるが、この寛容の低下は、抗ＩＬ－１２抗体の添加により逆転
される。
【０１９３】
実施例１２
ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡは、アレルギー性気道炎症および生体内ＯＶＡ特異的Ｔ
ｈ２応答を予防的に阻害する。
　ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡが気道炎症に及ぼす予防効果を調べるために、－７日
目に、マウスをＯＶＡ－ＰＬＧで静脈内処理した。０日目に、１０μｇ／マウスの用量の
ＯＶＡ／ミョウバンをマウスに腹腔内注射した。７日目に、マウスを再びＯＶＡ－ＰＬＧ
で静脈内処理し、１４日目に、さらに１０μｇ／マウスのＯＶＡ／ミョウバンを腹腔内注
射した。２８日目～３０日目に、エアロゾル化したＯＶＡでマウスを３回処理した。
【０１９４】
　図１９に示すように、ＯＶＡ－ＰＬＧの予防的投与は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１
３、およびＩＬ－１０の分泌を減少させ、血清ＯＶＡ　ＩｇＥおよび肺内好酸球のレベル
を減少させた。
【０１９５】
　ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡは、縦隔リンパ節からのＯＶＡ特異的な生体外リコー
ル応答を予防的に阻害する。図２０Ａに示すように、ＯＶＡ－ＰＬＧで処理した動物にお
いて、２５μｇのＯＶＡを用いた再刺激後に観察されたリンパ節増殖が減少した。さらに
、ＯＶＡ－ＰＬＧを用いた処理は、ＯＶＡを用いた再刺激後のサイトカインの放出を減少
させる。図２０Ｂは、ＯＶＡ－ＰＬＧで処理したマウスにおいて、ＩＬ－４、ＩＬ－５、
ＩＬ－１３、およびＩＬ－１０のレベルが減少したことを示す。
【０１９６】
実施例１３
ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡは、アレルギー性気道炎症および生体内ＯＶＡ特異的Ｔ
ｈ２応答を治療的に阻害する
　ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡが気道炎症に及ぼす治療効果を調べるために、０日目
および１４日目に、１０μｇ／マウスの用量のＯＶＡ／ミョウバンでマウスを腹腔内処理
した。２８日目および４２日目に、ＯＶＡ－ＰＬＧをマウスに静脈内投与した。５６日目
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～５８日目に、エアロゾル化したＯＶＡでマウスを３回処理した。
【０１９７】
　図２１に示すように、ＯＶＡ－ＰＬＧの治療的投与は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１
３、およびＩＬ－１０の分泌を減少させ、血清ＯＶＡ　ＩｇＥおよび肺内好酸球のレベル
を減少させた。
【０１９８】
　図２２は、ＰＬＧ粒子に封入されたＯＶＡが、気管支肺胞洗浄液中のＯＶＡ特異的Ｔｈ
２サイトカインを、ＯＶＡを結合させたＰＬＧ粒子よりも良好に治療的に下方制御するこ
とを示す。２８日目および４２日目に、ＰＬＧ粒子内に封入されたＯＶＡまたはＰＬＧ粒
子に結合したＯＶＡのいずれかでマウスを処理したことを除いて、上述のように動物を処
理した。驚くべきことに、封入されたＯＶＡは、Ｔｈ２サイトカインの分泌を、ＰＬＧ粒
子の表面に結合したＯＶＡペプチドよりも多く阻害した。
【０１９９】
実施例１４
クロモグラニンＡ　ｐ３１ペプチド－ＰＬＧ粒子によって誘導される寛容は、１型糖尿病
を阻害する
　３週齢マウスから脾臓、腋窩、上腕、鼠径部、および膵臓のリンパ節細胞を単離するこ
とにより、ＢＤＣ２．５マウスにおいて１型糖尿病を誘導した。単離細胞を培養し、２×
１０６細胞／ｍＬを０．５μＭのｐ３１ペプチドとともに９６時間インキュベートするこ
とにより生体外で活性化した。０時に、静脈内投与により、５×１０６細胞をＮＯＤ．Ｓ
ＣＩＤマウス（６～８週）に移入した。３日後、ＳＰまたはＰＬＧ２に結合したｐ３１ま
たはＭＯＧ３５～５５ペプチドの静脈内投与によりマウスを寛容化した。
【０２００】
　図２３Ａおよび２３Ｂは、処理後の動物の血糖レベルを示す。ｐ３１ペプチドを結合さ
せたＰＬＧの投与は、ＭＯＧ３５～５５ペプチドを結合させた粒子による投与後に見られ
たものと比較して、より低い血糖レベルをもたらした。図２３Ｃは、動物において観察さ
れたＩＦＮγ分泌細胞の割合も、ＭＯＧ３５～５５ペプチド－ＰＬＧで処理したマウスと
比較して、ｐ３１－ＰＬＧで処理したマウスにおいて減少したことを示す。
【０２０１】
　ｐ３１－ＰＬＧによって誘導される寛容は、Ｔｒｅｇを必要とする。上述のようにマウ
スにおいて１型糖尿病を誘導し、活性化細胞をＮＯＤ　ＳＣＩＤマウスに移入してから２
時間後、ｐ３１－ＰＬＧまたはＭＯＧ３５～５５ＰＬＧ粒子のいずれかでマウスを寛容化
した。図２４に示すように、Ｔｒｅｇの枯渇は、ｐ３１－ＰＬＧ粒子の投与によって誘発
された寛容を抑制する。
【０２０２】
実施例１５
インスリンを結合させたＰＬＧ粒子によって誘導される寛容は、ＮＯＤマウスにおける自
然発症性１型糖尿病の発症を阻害する
　ＮＯＤマウスを、６、８、および１０週齢で、静脈内投与によりＢＳＡ（Ｎ＝２２）ま
たはインスリン（Ｎ＝２３）を結合させたＰＬＧ粒子のいずれかで処理した。次いで、＞
２５０ｍｇ／ｄＬの血糖として定義される糖尿病の発症についてマウスをアッセイした。
図２５に示すように、インスリンを結合させたＰＬＧ粒子の投与は、３００日にわたって
糖尿病を発症しなかったマウスの割合を有意に増加させた（２２．７％と比較して６９．
６％；ｐ＝０．００２７）。
【０２０３】
実施例１６
生着動態
　－７日目に、ＯＶＡ－ＰＬＧまたは対照ペプチドＤｂｙ－ＰＬＧ（オスＣ５７ＢＬ／６
マウスによって発現される主要なＨ－Ｙ抗原）のいずれかでメスＣＤ４５．２マウスを寛
容化した。－１日目に、マウスを２００ラドで照射し、次いで、０日目に、オスＣＤ４５
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．１マウスの１×１０６、５×１０６、または１×１０７骨髄細胞を移植した。次いで、
１日目に、ＯＶＡ－ＰＬＧ、Ｄｂｙ－ＳＰ、またはＤｂｙ－ＰＬＧのいずれかでレシピエ
ントマウスを寛容化し、キメラ化のＦＡＣＳ分析のために血液を採取した。図２６は、レ
シピエントマウスに観察されたＣＤ４５．１ドナー細胞の割合を示す。
【０２０４】
　図２７は、１日目にＯＶＡ－ＰＬＧ、Ｄｂｙ－ＳＰ、またはＤｂｙ－ＰＬＧのいずれか
を用いて寛容化した後の、レシピエントマウスにおけるドナーＣＤ４５．１細胞の割合を
示す。１匹の陽性対照マウスが、有意な生着を示さなかった（約１０％）。全ての陰性対
照マウスは、ドナー細胞を生着しなかった。１匹のＤｂｙ－ＳＰマウスが、有意な生着を
示さなかった（約１０％）。２匹のＯＶＡ－ＰＬＧマウスがドナー細胞を生着し（約１０
％）、１匹は、１６週目までには完全に拒絶反応を示した。１匹のＤｂｙ－ＰＬＧマウス
は、１２週目に拒絶反応を示し始め、１６週目までには１０％となった。Ｄｂｙ－ＰＬＧ
群は、１６週目までに１０％～５６％の生着の範囲であった。ＯＶＡ－ＰＬＧマウスは、
１）自然の生着、２）ＯＶＡ３２３とＤｂｙの間の配列相同性、または３）粒子の免疫原
性特性を示した。Ｄｂｙ－ＰＬＧは、Ｄｂｙ－ＳＰおよびＯＶＡ－ＰＬＧよりも多くの生
着が可能である。
【０２０５】
　図２８は、寛容が、レシピエントマウスのＣＤ４５．１細胞の割合に影響を及ぼすタイ
ミングを示す。陽性対照は、予想された（約１０％）よりも少ない生着（約４％）を示す
。１匹の陰性対照マウスが、３つ全てのＯＶＡ－ＰＬＧ群で５％の生着を有し、－７日目
、＋１日目群の１匹のマウスが生着を示した（１２％）。１日目の寛容は、－７日目の寛
容よりも臨床的に意義がある。
【０２０６】
実施例１７
クマリン－６　ＰＬＧＡ粒子は、投与の２４時間後には検出不可能である。
　抗原に結合しているかまたは抗原を含まないかのいずれかであるクマリン－６　ＰＬＧ
Ａ粒子でマウスを処理した。図２９に示すように、粒子は、投与後３時間には検出可能で
あったが、投与後２４時間には検出不可能であった。ＤＡＰＩで対比染色した、注射後３
時間（中央の行）および注射後２４時間（下の行）の、腹腔内蛍光ＰＬＧＡ／ＰＥＭＡ微
粒子を注射したマウス脾臓（左の列）、肝臓（中央の列）、および肺（左の列）切片と比
較した非注射ナイーブマウス（上の行）。
【０２０７】
実施例１８
ナノ粒子は生体内でマクロファージと会合する
　投与後６時間および１５時間の肝臓の分析は、ＰＬＧＡ粒子が肝臓内でＦ４／８０＋細
胞と共局在化していたことを示す（図３０）。
【０２０８】
　静脈内注入の２４時間後、辺縁帯マクロファージは、ＴＡＭＲＡ標識ＰＬＰ１３９～１
５１を結合させた粒子を優先的に取り込む。図３１に示すように、ＰＬＰ１３９～１５１
＋細胞の割合が最も高いのは辺縁帯マクロファージである。
【０２０９】
実施例１９
コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリ
コリド）粒子を使用したＳＪＬ／ＪマウスにおけるＲ－ＥＡＥの阻害
　０日目のＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡによる予備刺激前の－７日目および－１日目に
、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１ペプチドを含む２．５ｍｇの５００ｎｍ～７００
ｎｍ表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子をＳＪＬ／Ｊマウスの群に腹腔
内注射した。０日目に対照マウスを予備刺激したが、－７日目または－１日目には粒子処
理を行わなかった。さらに２０日間、Ｒ－ＥＡＥの臨床徴候についてマウスを観察した。
【０２１０】
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　図３２に示す結果は、ＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡによる予備刺激の日数に対する１
日の平均臨床スコアを示す。コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官能化
ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を使用した免疫学的寛容の誘導により、ＳＪＬ
／ＪマウスにおいてＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡで誘導したＲ－ＥＡＥが阻害された。
【０２１１】
実施例２０
可溶性卵白アルブミンを含有する表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子に
よるアレルギー性気道炎症の阻害
　マウスにアレルギー性気道炎症（ＡＩＡ）を誘導した。０日目および＋１４日目の卵白
アルブミン／ミョウバンによる予備刺激前の－７日目および＋７日目に、コア内に可溶性
卵白アルブミンまたは可溶性ウシ血清アルブミン（対照）を含む２．５ｍｇの５００ｎｍ
～７００ｎｍ表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子をＢａｌｂ／ｃマウス
の群に静脈内注射した。＋２８－３０日目に、エアロゾル化した卵白アルブミンにマウス
を曝露した。次いで、マウスを屠殺し、気管支肺胞洗浄液を得た。卵白アルブミン特異的
ＩｇＥの血清レベルも測定した。
【０２１２】
　気管支肺胞洗浄液中の好酸球数は、アレルギー性気道炎症（ＡＡＩ）の重症度を示す：
数が多いほど、疾患の悪化を示していた。ＩｇＥの血清レベルは、ＡＡＩの重症度を示す
：レベルが高いほど、疾患の悪化を示していた。
【０２１３】
　図３３は、封入ＯＶＡ－ＰＬＧで処理したマウスが、好酸球の蓄積における大幅な減少
を示したことを示す。図３４は、封入ＯＶＡ－ＰＬＧで処理したマウスが、未処理動物ま
たは対照で処理した動物と比較して、血清ＩｇＥレベルにおける大幅な減少を示したこと
を示す。
【０２１４】
　コア内に可溶性卵白アルブミンを含有する表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリ
ド）粒子を使用した免疫学的寛容の誘導により、Ｂａｌｂ／ｃマウスにおいて卵白アルブ
ミン／ミョウバンで誘導したアレルギー性気道炎症が阻害された。
【０２１５】
実施例２１
抗原が封入された表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の合成
　本実施例は、自己免疫疾患における免疫誘導およびアレルギーの治療のための、ポリ（
ラクチド－ｃｏ－グリコリド）のシェルに取り囲まれた、高密度のカルボキシレート基で
表面官能化され、コア内に可溶性抗原を含有する生分解性ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコ
リド）粒子の製剤化および部分的特徴について詳述する。
【０２１６】
　乳化プロセスのための界面活性剤として、その骨格内にカルボキシレート基を組み込ん
だポリマーであるポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸（ＰＥＭＡ））の使用により
高密度のカルボキシレート基を実現した。
【０２１７】
　上述のように、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有し、高密度のカルボキシレ
ート基で表面官能化された生分解性ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子は、ＳＪＬ
／Ｊ　ＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡで誘導した多発性硬化症のＲ－ＥＡＥマウスモデル
における免疫学的寛容の誘導に効果的である。さらに、コア内に可溶性卵白アルブミンを
含有し、高密度のカルボキシレート基で表面官能化された生分解性ポリ（ラクチド－ｃｏ
－グリコリド）粒子は、卵白アルブミン／ミョウバンで誘導したアレルギー性喘息のＡＡ
Ｉマウスモデルにおける免疫学的寛容の誘導に効果的である。
【０２１８】
　以下のように二重エマルション－溶媒蒸発法を用いて、コア内に可溶性卵白アルブミン
またはウシ血清アルブミンを含有し、高密度のカルボキシレート基で表面官能化されたポ
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リ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を合成した：
　　　１．エンドトキシン不含水中の１５０μＬの２００ｍｇ／ｍＬ卵白アルブミンまた
はウシ血清アルブミンを、２０ｍＬシンチレーションバイアル中のジクロロメタン中の２
ｍＬの２０％　ｗ／ｖポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）に滴下で加えた。
　　　２．得られた混合物を氷上に置き、プローブ超音波処理器を使用して１０ワットで
３０秒間超音波処理した。
　　　３．１０ｍＬの水中１％　ｗ／ｖ　ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）を
加えた。
　　　４．得られた混合物を氷上に置き、プローブ超音波処理器を使用して１６ワットで
３０秒間超音波処理した。
　　　５．得られた混合物を６００ｍＬビーカー中の２００ｍＬの０．５％　ｗ／ｖ　ポ
リ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸に注ぎ入れ、一晩撹拌して粒子を硬化させた。
　　　６．次いで、硬化した粒子を遠心分離して精製し、炭酸水素緩衝液ｐＨ９．６で３
回洗浄した。
　　　７．精製した粒子を、水中４％　ｗ／ｖスクロースおよび３％　ｗ／ｖ　Ｄ－マン
ニトールに再懸濁し、液体窒素中で瞬間凍結し、凍結乾燥させた。
【０２１９】
　図３５は、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官能化ポリ（ラクチド
－ｃｏ－グリコリド）粒子の動的光散乱分析による特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔ
ａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂ
ｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり１．７９２×１０５カウン
トの計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能
化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、Ｚ－平均粒径５８４ｎｍ、ピーク
直径６７９ｎｍ、および多分散指数０．１６２を有していた。これらの結果は、上述のプ
ロトコルに従って合成した６つのバッチの代表値である。
【０２２０】
　図３６は、ζ電位の測定により、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面
官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔ
ａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂ
ｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり６．６７×１０４カウント
の計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化
ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、－４８．９ｍＶのピークζ電位およ
び５．１４ｍＶのζ偏差を有していた。これらの結果は、上述のプロトコルに従って合成
した６つのバッチの代表値である。
【０２２１】
　図３７は、コア内に可溶性卵白アルブミンを含有する表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ
－グリコリド）粒子の動的光散乱分析による特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉ
ｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏｒｏ
ｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり１．８２２×１０５　カウントの
計数率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化ポ
リ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、Ｚ－平均粒径５６９．７ｎｍ、ピーク
直径７００．３ｎｍ、および多分散指数０．２３０を有していた。これらの結果は、上述
のプロトコルに従って合成した３つのバッチの代表値である。
【０２２２】
　図３８は、ζ電位の測定により、コア内に可溶性卵白アルブミンを含有する表面官能化
ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の特徴を示す。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉ
ｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｗｅｓｔｂｏｒｏ
ｕｇｈ，ＭＡ）上で、１８．２ＭΩの水中、１秒当たり２．６７×１０４カウントの計数
率で表面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子を分析した。表面官能化ポリ（
ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子の集団は、－５２．２ｍＶのピークζ電位および５．
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３８ｍＶのζ偏差を有していた。これらの結果は、上述のプロトコルに従って合成した３
つのバッチの代表値である。
【０２２３】
実施例２２
コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有する表面官能化リポソームは、多発性硬化症
のマウスＲ－ＥＡＥモデルにおいて免疫学的寛容を誘導する
　本発明はまた、高密度の負電荷を帯びた基で表面官能化され、コア内に可溶性抗原を含
有する生分解性リポソーム送達ビヒクルが、多発性硬化症のＲ－ＥＡＥマウスモデルにお
いて免疫学的寛容を誘導することも発見した。
【０２２４】
　本試験に使用されたリポソームは、以下のモル比で以下の脂質からなっていた：３０：
３０：４０　ホスファチジルコリン：ホスファチジルグリセロール：コレステロール。０
日目のＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡによる予備刺激に対して－７日目に、コア内に可溶
性ＰＬＰ１３９～１５１ペプチドを含む２００ｎｍ　ｎｍ表面官能化リポソーム（マウス
１匹当たり１０μｍｏｌの総脂質）をＳＪＬ／Ｊマウスの群に腹腔内注射した。０日目に
対照マウスを予備刺激し、－７日目に、コア内に可溶性ＯＶＡ３２３～３３９ペプチドを
含む５００ｎｍ～７００ｎｍ表面官能化リポソーム（マウス１匹当たり１０μｍｏｌの総
脂質）を投与した。さらに１７日間、Ｒ－ＥＡＥの臨床徴候についてマウスを観察した。
【０２２５】
　結果は、ＰＬＰ１３９～１５１／ＣＦＡによる予備刺激の日数に対する１日の平均臨床
スコアを示す。図３９に示すように、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１ペプチドを含
む表面官能化リポソームで処理した動物は、可溶性ＯＶＡ３２３～３３９ペプチドを含有
する表面官能化リポソームで処理した動物よりも低い臨床スコアを有していた。
【０２２６】
　本試験の結果は、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有し、高密度の負電荷を帯
びた基で表面官能化された生分解性リポソームが、ＳＪＬ／Ｊ　ＰＬＰ１３９～１５１／
ＣＦＡで誘導した多発性硬化症のＲ－ＥＡＥマウスモデルにおける免疫学的寛容の誘導に
効果的であることを実証している。
【０２２７】
　抗原を結合させた粒子または抗原が封入された粒子によって誘導される寛容は、抗原特
異的、用量依存性、および持続性（＞１５０日）である。寛容は、直径５００ｎｍ～１μ
ｍ、ゼータ電位≦－５－ｍＶの結合粒子の静脈内投与によって最も良好に誘導される。寛
容の誘導は、ポリアニオン表面を有するＭＡＲＣＯスカベンジャー受容体による粒子の取
り込みに依存する（例えば、カルボキシル化ＰＳ／ＰＬＧ粒子）。寛容を誘導し、アネル
ギー（抗ＰＤ－１および作動性抗ＣＤ４０抗体によって部分的に逆転）およびｉＴｒｅｇ
（抗ＣＤ２５抗体によって部分的に逆転）の組み合わせによって維持する。本発明の粒子
は、主として肝臓および脾臓の辺縁帯マクロファージに蓄積する（ＣＤ１１ｂｈｉ　ＣＤ
１１ｃｌｏ　ＭＡＲＣＯ＋　Ｓｉｇｎ－Ｒ１＋　Ｓｉｇｌｅｃ－１－）。
【０２２８】
　抗原刺激性もしくは抗原指向性の未成熟な免疫原性樹状細胞、または遺伝子操作した抗
原特異的Ｔｒｅｇの使用と比較して、自己免疫疾患の治療のために抗原結合粒子を使用す
ることには数多くの利点がある。ＧＭＰに従って製造可能であり、容易に入手可能な汎用
免疫原性担体を使用した寛容原の調製および誘導の迅速性および単純性；未成熟な樹状細
胞またはＴｒｅｇを生体外で単離および増殖する必要性がない；未成熟な樹状細胞が生体
外操作時に活性化され、免疫原性ではなくむしろ刺激性になる、またはＴｒｅｇが移入後
にＴｈ１／１７に変換することを心配する必要がない；これらの未成熟な宿主細胞の辺縁
帯ＡＰＣは、免疫原性的な様式で抗原を処理して提示するため、宿主ＡＰＣは、完全な自
己抗原または組織抽出物を封入するＰＬＧ粒子から関連する免疫優性自己エピトープを選
択することができる（例えば、ＯＶＡが封入されたＰＬＧ粒子は、ＯＶＡ／ミョウバンに
よって誘導されるＡＡＤを防止する）；そして、プロトコルは、バイスタンダー抑制を用
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いず抗原特異的であり、安全であり、非常に効率的であり、エピトープスプレディングに
関与するエフェクターＴ細胞（Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、およびＣＤ８）ならびにナイ
ーブＴ細胞の両方に無応答性を誘導することができる。
【０２２９】
　合成の生分解性粒子およびリポソームは、製造の容易性、治療剤の幅広い利用可能性、
および潜在的な治療部位の増加をもたらし得る。この目的を達成するために、我々は、界
面活性剤ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）を使用して、高密度の表面カルボキ
シレート基を有する表面官能化生分解性ポリ（ラクチドｃｏ－グリコリド）粒子を特別に
設計した。
【０２３０】
　また、我々は、３０：３０：４０の比率のホスファチジルコリン：ホスファチジルグリ
セロール：コレステロールを使用して、表面官能化リポソームも開発した。
【０２３１】
　我々は、化学的汚染およびペプチドまたはタンパク質の表面コンジュゲーションを取り
巻く純度の課題を回避するために、これらの粒子がコア内に可溶性卵白アルブミンを含有
するようにさらに遺伝子操作した。コア内に可溶性卵白アルブミンを含有するこれらの表
面官能化ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子は、疾患発症の予防に効果的であり、
したがって、Ｂａｌｂ／ｃ卵白アルブミン／ミョウバンで誘導したアレルギー性喘息のＡ
ＡＩマウスモデルにおける免疫学的寛容の誘導に効果的である。ＥＤＣを用いてカルボン
酸塩で官能化したポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子にコンジュゲートしたペプチ
ドまたはタンパク質は、無差別な様式で付着しており、その結果、特徴づけることおよび
均質な集団精製することが困難である抗原凝集および粒子－抗原－粒子凝集をもたらす。
【０２３２】
　我々は、抗原の表面コンジュゲーションを必要としない、コア内に可溶性卵白アルブミ
ンを含有する表面官能化ポリ（ラクチドｃｏ－グリコリド）粒子の均質な集団を精製した
。
【０２３３】
　我々はさらに、コア内に可溶性ＰＬＰ１３９～１５１を含有し、高密度の負電荷を帯び
た基で表面官能化された生分解性リポソームが、ＳＪＬ／Ｊ　ＰＬＰ１３９～１５１／Ｃ
ＦＡで誘導した多発性硬化症のＲ－ＥＡＥマウスモデルにおける免疫学的寛容の誘導に効
果的であることを実証した。
【０２３４】
　本発明のリポソームおよびポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）粒子は、数多くの利点
を提供する。利点には以下が含まれる：
　　　１）生分解性粒子は、体内に長時間残留せず、完全分解の時間を制御することがで
きる。
　　　２）粒子およびリポソームは、細胞を活性化せずに内部移行を促進するように官能
化することができる。この目的のために、我々は、ＰＬＧミクロスフェアにホスファチジ
ルセリンを充填した。
　　　３）粒子およびリポソームは、特定の細胞集団のための標的リガンドを組み込むよ
うに設計することもできる。
　　　４）粒子内に内部移行する細胞型の活性化を制限し、アネルギーならびに／または
制御性Ｔ細胞の欠失および活性化を介して寛容の誘発を促進するように、ＩＬ－１０およ
びＴＧＦ－β等の抗炎症性サイトカインも誘導することができる。
【０２３５】
　この粒子またはリポソームの組み合わせ機能は、複数の観点から寛容誘導を標的とする
ことができるため、デザイナー粒子は、ポリスチレン粒子に対する大幅な進歩である。こ
の寛容誘導技術の潜在的な臨床用途は以下を含む：
　　（１）Ｔ細胞および抗体媒介性の自己免疫疾患（多発性硬化症、１型糖尿病、関節リ
ウマチ、全身性エリテマトーデス等）－寛容は、特定の自己免疫疾患を駆動する関連自己
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抗原と複合化させた粒子を用いて誘導される。
　　（２）食物および肺アレルギー、皮膚アレルギー、ならびに喘息－寛容は、アレルギ
ー反応を誘発する特定の食物（例えば、ピーナツタンパク質等）、注入される物質（ハチ
毒タンパク質等）、または吸入される物質（例えば、ブタクサ花粉タンパク質、ペットの
フケタンパク質等）と複合化させた粒子を用いて誘導される。
　　（３）移植拒絶反応－寛容は、レシピエントによる拒絶反応を予防するために、臓器
移植の前にドナー臓器またはドナー細胞上の移植抗原に対して誘導される。
　　（４）酵素補充療法－患者が、特定の欠陥を治療するために投与される組み換え的に
生成された酵素に対する中和抗体応答を形成するのを防止するために、遺伝的欠陥を有す
る患者が産生することができない酵素に対して寛容が誘導される。
【０２３６】
　本発明の特定の実施形態について説明および例示してきたが、そのような実施形態は、
本発明の例示に過ぎないと見なされるべきであり、添付の特許請求の範囲に従って解釈さ
れる本発明を限定すると見なされるべきではない。
【０２３７】
　本明細書に引用される全ての特許、出願、および他の参考文は、参照により、それらの
全体が本明細書に組み込まれる。
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