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(57)【要約】
本出願は、リポソームの膜透過性上昇および興味対象化合物の付帯的な放出をモニターす
る方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リポソームであって、ｐＨ　６及び８の間の水性媒体中で測定されたときに、その静電
気表面電荷は－２０ｍＶ未満又は＋２０ｍＶ以上であり、超常磁性のナノ粒子をカプセル
化する熱感受性の脂質膜を含んでなり、リポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の
付帯的な放出をモニターする方法で使用するためのリポソームであり、該方法は、次の工
程：
ａ）　Ｔ２＊を測定する工程、
ｂ）　Ｔｍで又はＴｍ以上でリポソームを加熱する工程、
ｃ）　工程ｂ）の後にＴ２＊を測定する工程、
ｄ）　工程ａ）および工程ｃ）から得られたＴ２＊値からｒ２＊値を得る工程、
ｅ）　Ｔｍで又はＴｍ以上での加熱工程の後に、Ｔｍで又はＴｍ／ｒ2*以上での加熱工程
の前に、ｒ2*の比率を決定する工程、ここで１．５以上の比率はリポソーム膜透過性上昇
および興味対象生成物の付帯的な放出を示唆し、その結果、リポソーム膜透過性上昇をモ
ニターする工程、を含んでなる、リポソーム。
【請求項２】
　リポソームであって、ｐＨ　６及び８の間の水性媒体中で測定されたときに、その静電
気表面電荷は－２０ｍＶ未満又は＋２０ｍＶ以上であり、超常磁性のナノ粒子をカプセル
化する熱感受性の脂質膜を含んでなり、リポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の
付帯的な放出をモニターする方法で使用するためのリポソームであり、該方法は、次の工
程：
ａ）　Ｔ２＊およびＴ１を測定する工程、
ｂ）　Ｔｍで又はＴｍ以上でリポソームを加熱する工程、
ｃ）　工程ｂ）の後にＴ２＊およびＴ１を測定する工程、
ｄ）工程ａ）および工程ｃ）から得られたＴ２＊およびＴ１値からｒ２＊およびｒ１値を
得る工程、
ｅ）　Ｔｍで又はＴｍ以上での加熱工程の前および後に、ｒ２＊／ｒ１の比率を決定する
工程、ここで２以上の加熱工程ｂ）の前のｒ２＊／ｒ１の比率及び加熱工程ｂ）の後のｒ
２＊／ｒ１の比率はリポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の付帯的な放出を示唆
し、その結果、リポソーム膜透過性上昇をモニターする工程、を含んでなるリポソーム。
【請求項３】
　リポソームが、加熱工程ｂ）の間に、Ｔ２＊、又はＴ２およびＴ２＊を測定する少なく
とも１つの工程をさらに含んでなる請求項１で規定される方法で使用するためである、請
求項１に記載のリポソーム。
【請求項４】
　リポソームが、加熱工程ｂ）の間に、Ｔ２＊およびＴ１、および随意にＴ２を測定する
少なくとも１つの工程をさらに含んでなる請求項２で規定される方法で使用するためであ
る、請求項２に記載のリポソーム。
【請求項５】
　Ｔｍが３９℃及び４５℃の間にある、前の請求項のいずれか１つに記載のリポソーム。
【請求項６】
　熱感受性の脂質膜が、少なくともホスファチジルコリンを含んでなる、前の請求項のい
ずれか１つに記載のリポソーム。
【請求項７】
　熱感受性の脂質膜が、さらにコレステロールを含んでなる、請求項５に記載のリポソー
ム。
【請求項８】
　熱感受性の脂質膜が、さらにジステアリルホスファチジルエタノールアミン－メトキシ
ポリエチレングリコールを含んでなる、請求項６または７に記載のリポソーム。
【請求項９】
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　リポソームの最大の寸法が５０～５００ｎｍの間、好ましくは５０～２５０ｎｍの間で
ある、前の請求項のいずれか１つに記載のリポソーム。
【請求項１０】
　ナノ粒子が、カルボン酸、ホスフェートおよびアミン剤から選択された剤で静電気的に
又は共有結合で完全にコーティングされている、前の請求項のいずれか１つに記載のリポ
ソーム。
【請求項１１】
　ナノ粒子が磁鉄鉱および（または）磁赤鉄鉱の様な酸化鉄から調製されている、前の請
求項のいずれか１つに記載のリポソーム。
【請求項１２】
　ナノ粒子の最大の寸法が２～３０ｎｍの間、好ましくは２～２０ｎｍの間である、前の
請求項のいずれか１つに記載のリポソーム。
【請求項１３】
　興味対象生成物が、治療上の核酸、細胞増殖抑制化合物および細胞毒性化合物から選択
される、前の請求項のいずれか１つに記載のリポソーム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は健康部門で、特にヒト健康において、用いられるものである。ここに開示した
方法および組成物は、総じて、興味対象化合物のインビボ送達をモニターするために磁気
共鳴技術を採用することに関する。より詳しくは、開示は、熱感受性のリポソームの膜透
過性上昇および興味対象化合物の所望される生体内サイトへの付帯的な放出をモニターす
るために、生理学的pHで水性の媒体中で測定されたときにその静電気表面電荷が-20 mV未
満、又は+20mV以上である超常磁性のナノ粒子を使用することに関する。
【背景技術】
【０００２】
　医学の画像診断は、病理学的及び生理的なプロセスの評価のための重要な非侵襲性のツ
ールとして発展した。現在、NMR画像法(MRI)は、コンピューター断層撮影の様な他の技術
に対する多くの利点を実証する最も広く用いられている画像診断療法のうちの1つである
。臨床検査に典型的に用いられた適用磁界の無害性は、その安全な使用に帰着する。プロ
トンMRIは、静磁界に付託されたときに、組織及び器官におけるプロトンの濃度及び緩和
の特性が、磁気共鳴画像の強度に影響を及ぼす場合があるという原理に基づく。その結果
、この技術は高コントラスト解像度をもたらす、それは、コントラスト組織識別のおかげ
で、異なる組織のプロトン密度の差により(脂肪または水分に依存して)形態学的画像化を
可能にする。ある器官の機能的な画像化も行なうことができる、すなわち血液酸素化、ま
たは感覚刺激下の大脳エリア活性化である。細胞の画像化が強力磁界で目論まれるので、
MRIは高い空間分解能も実証し、および深さ制限はない。造影剤の投与なしでMRIを行なう
ことができるが、多くのコントラスト増強剤が内部組織および器官の視覚化を強める能力
が、その広範囲の使用に帰着した。プロトンMRIに有用なコントラスト増強剤はプロトン
の緩和特性の変化の原因である。それは画像強調および改善された軟部組織差別化に帰着
する場合がある。
【０００３】
　与えられた温度領域内でそれらの構造的完全性を失う熱感受性リポソームのドラッグデ
リバリービヒクルとしての使用は、腫瘍又は他の組織をターゲットとする有望なアプロー
チである。しかし今まで、効率的なリポソームMRI造影剤は提案されていない。
【０００４】
　US2004/0101969は、造影剤として、分子化合物(MnSO4)を用いて、環境感受性のリポソ
ームから放出された興味対象化合物の局在化および分布をモニターする方法について記述
する。
【０００５】
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　WO 2008/035985は、マトリックスまたは膜の材料、薬物、内部T1磁気共鳴金属キレート
造影剤および外部T1磁気共鳴金属キレート造影剤を含んでなるドラッグデリバリーのため
の追跡可能な分散粒子について記述しており、ここで、内部T1剤は自由水から遮蔽され、
そして、外部T1剤は自由水に暴露される。
【０００６】
　EP 2067485は、常磁性の金属化合物を含んでなるドラッグデリバリーのための熱感受性
リポソームについて記述する。常磁性の金属化合物は金属のナノ粒子であってよい。好ま
しくは、常磁性の金属化合物は、化学交換依存性の飽和移動(CEST)造影剤として、金属が
水又はプロトンの別の適切な源と相互作用することを可能にする、キレート化構造を含ん
でなる。
【０００７】
　これらの文献はすべて、T1磁気共鳴性の常磁性分子化合物であり及び生体内で測定され
たときに制限のある感受性だけを提供する造影剤に言及する。その結果、そのような造影
剤の比較的多く、恐らく有害な服用量が、所与の被検者に投与されることになる。これや
他の問題は本明細書に開示した組成物及び方法によって追求されている。
【０００８】
　WO2008/033031は、2つの別個の化学的な造影剤、薬物放出をモニターするために用いら
れるT1シグナルを現すそれらの一つ(T1剤)、およびT2*シグナルを発現する別の一つ(T2*
剤)、を含んでなる追跡可能なMRIドラッグデリバリー粒子について記述する。この文献は
、薬物放出をモニターするためにT2*剤を用いることを示唆していない。
【０００９】
　US2009/004258は熱感受性のリポソームカプセル封入酸化鉄ナノ粒子、およびカルボフ
ルオロセン(CF)(薬物モデルとして用いられているCF)について記述する。代替磁界によっ
て活性化されたときに、ナノ粒子は熱を発することができ、それによって、CFに向かった
膜の透過性上昇を可能にする。US2009/004258では、CF放出のモニタリングは蛍光検出に
よって実施される。
【発明の概要】
【００１０】
　発明者は、今や現在利用可能な方法に比べて優れた感受性を供する有利な方法をここに
提供する。この方法は、特に、帯電した無毒性の超常磁性ナノ粒子の低い投薬量を用いて
、標的部位上のリポソーム送達のモニタリング、及びさらに驚くには、興味対象生成物の
前記リポソームからの放出の効率的なモニタリングを可能にする。
【００１１】
　本発明者は、リポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の付帯的な放出をモニター
する方法を提供する。該リポソームは、超常磁性のナノ粒子（生理学的水素指数で水性媒
体中で測定されたときに、その静電気表面電荷は+20mV未満または -20mV以上である）を
カプセル化する熱感受性脂質膜を含んでなり、該方法は、第1の実施形態中で、次の下記
工程を含んでなる：
a) T2*を測定する工程、
b) Tmで又はTm以上でリポソームを加熱する工程、  
c) 工程b)の後にT2*を測定する工程、
d) 工程a)および工程c)から得られたT2*値からr2*値を得る工程、
e) Tmで又はTm以上での加熱工程の後に、Tmで又はTm/r2*以上での加熱工程の前に、r2*の
比率を決定する工程、ここで1.5以上の比率はリポソーム膜透過性上昇、および興味対象
生成物の付帯的な放出を示唆し、その結果、リポソーム膜透過性上昇をモニターする工程
。
【００１２】
　特別の実施形態では、方法は加熱工程b)の間の、T2*、又はT2およびT2*を測定する工程
をさらに含有する。
【００１３】
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　第2の実施形態では、方法は、下記工程を含んでなる：
a) T2*およびT1を測定する工程、
b) Tmで又はTm以上でリポソームを加熱する工程、
c) 工程b)の後にT2*およびT1を測定する工程、
d) 工程a)および工程c)から得られたT2*およびT1値からr2*およびr1値を得る工程、
e) Tmで又はTm以上での加熱工程の前および後に、r2*/r1の比率を決定する工程、ここで2
以上の加熱工程b)の前のr2*/r1の比率及び加熱工程b)の後のr2*/r1の比率はリポソーム膜
透過性上昇、および興味対象生成物の付帯的な放出を示唆し、その結果、リポソーム膜透
過性上昇をモニターする工程。
【００１４】
　特別の実施形態では、方法は加熱工程b)の間の、T2*およびT1、および随意にT2を測定
する工程をさらに含有する。
【００１５】
　本明細書で発明者は驚くべきことには、次のことを実証する。即ち、熱感受性のリポソ
ーム膜透過性上昇は、加熱でおよび興味対象生成物の付帯的な放出で、リポソーム中に閉
じ込められた超常磁性のナノ粒子によって可能にされて、核磁気共鳴映像法（MRI）シグ
ナルの変形に帰着する。それは高い値で、容易に測定可能である。
【００１６】
　本明細書で発明者は、超常磁性のナノ粒子をカプセル化する熱感受性の脂質膜を含んで
なる熱感受性のリポソームを提供し、ナノ粒子の静電気表面電荷は、生理学的pHで水性の
媒体中で測定されたときに、-20mV未満又は+20mV以上であり、及びナノ粒子は診断かモニ
タリング剤として使用可能である。典型的に、そのようなリポソームは、本発明による及
びここに記述されたリポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の付帯的な放出をモニ
ターする方法で使用するためである。
【００１７】
　特別の実施形態では、熱感受性のリポソームはナノ粒子をカプセル化する熱感受性の脂
質膜を含んでなるリポソームであり、ナノ粒子は、治療用又は診断用薬として使用可能で
あり、各ナノ粒子は、i) 無機コアを含んでなり、その最大の寸法は約100nm未満であり、
及び、ii) ナノ粒子の表面で静電荷-20mV未満又は+20mV以上の存在に責任を負う剤で完全
にコーティングされており、静電荷は、0.2～8g/lの間で可変な懸濁液でのナノ粒子の濃
度に対して、pH 6及び8の間の水性媒体におけるゼータ電位測定によって決定される。
【００１８】
　別の側面では、本開示は、ここに記述された生成物のいずれか一以上を含んでなるキッ
ト、すなわち熱感受性のリポソームおよび組成物を、ここに記述された方法の文脈中で生
成物を用いるための指示を提供する注意書きと共に提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図1：5nmサイズの酸化鉄ナノ粒子のTEM観察 (目盛バー= 200nm)。
【図２】図2：酸化鉄含有リポソームに対して得られた典型的な溶出プロフィル：図2は、
鉄イオン及びフェナントロリンの間の比色定量の反応を介してUV可視分光法（Cary 100 V
arian分光計）によって磁気的なナノ粒子の定量化によって決定された酸化鉄含有リポソ
ームに対する溶出プロフィルを示す。リポソームにおける酸化鉄の濃度は1から2.5g/lま
でわたる。
【図３】図3:ドキソルビシンの放出プロファイル：図3は、蛍光測定によって決定された
ドキソルビシン(DOX)-担持酸化鉄含有熱感受性リポソーム(TSL)の動的放出プロファイル
を示す。サンプルは、37℃、41℃、43℃および45℃で、リン酸緩衝液の塩性1X(PBS 1X)お
よびウシ胎仔血清(FBS)（体積比率1:1）を含んでなる媒体中で熟成された。加熱は水浴を
介して行われる。
【図４】図4：熱感受性(TSL)及び非熱感受性のリポソーム(NTSL)中で閉じ込められた、1.
5テスラの酸化鉄ナノ粒子及び遊離した（又は、自由な）ナノ粒子(遊離NP（又は、自由NP
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）)での、加熱に際しての磁気共鳴(MR)緩和能の発生：図4Aは、45℃で加熱の前に（黒色
）、およびその加熱の後に（灰色）、1.5テスラで熱感受性リポソーム(TSL)、非熱感受性
リポソーム(NTSL)（両方とも5nm-サイズの酸化鉄ナノ粒子が担持された）および遊離した
ナノ粒子（遊離したNP）の縦方向の(r1)緩和能を示す。加熱は水浴を介して行われる。図
4Bは、45℃で加熱の前に（黒色）、およびその加熱の後に（灰色）、1.5テスラで熱感受
性のリポソーム(TSL)、非熱感受性のリポソーム(NTSL)（両方とも5nm-サイズの酸化鉄ナ
ノ粒子が担持された）および遊離したナノ粒子（遊離したNP）の横方向の(r2*)緩和能を
示す。加熱は水浴を介して行われる。
【図５】図5：熱感受性(TSL)及び非熱感受性のリポソーム(NTSL)中で閉じ込められた、1.
5テスラの酸化鉄ナノ粒子及び遊離したナノ粒子（遊離したNP）での、加熱に際しての磁
気共鳴(MR)シグナルの発生：図5は、以下の希釈（酸化鉄における40、20、10および5μg/
mL）のための37℃および45℃において、熱感受性(TSL)及び非熱感受性リポソーム(NTSL)
内に閉じ込められた酸化鉄ナノ粒子および遊離したナノ粒子（遊離したNP）の溶液の、1.
5テスラでのMR画像を示す。ガドリニウムベースのキレートガドテル酸(Dotarem) 0.5mMを
コントロール(対照)として用いた。
【図６】図6：高強度焦点超音波(HIFU)-誘発加熱の前後における、熱感受性リポソーム(T
SL)中でカプセル化された酸化鉄ナノ粒子のMR信号およびT2*写像：図6は、HIFUデバイス
での加熱前後に、熱感受性のリポソーム(TSL)中でカプセル化された酸化鉄ナノ粒子のMR
画像およびT2*写像を示す。赤い矢印は、Tmで又はTm以上での加熱に際しての熱感受性リ
ポソームの透過性上昇に対応する、HIFU焦点でのT2*の変化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　サンプルの磁気モーメントの正確な歳差(Larmor)周波数で高周波エネルギーのパルスを
適用することによって、より低いエネルギー状態における歳差運動をする核は共鳴を達成
して、その結果として、より高いエネルギー状態における歳差運動をする核に変換される
。ラジオ波パルスが切られるとき、励起された核は最初の平衡状態を達成するために緩和
する。この緩和は2つの方法で達成することができる。スピン格子緩和（さらに縦方向の
又はT1緩和）と名付けられた第1プロセスでは、励起された核は、時定数T1によって特徴
付けられた特別の速度で周辺環境（格子）にそのエネルギーを発散する。また、スピン-
スピン緩和（さらに横方向の又はT2緩和）と名付けられた第2のプロセスでは、高エネル
ギー状態の核は時定数T2によって特徴付けられた特別の速度で低いエネルギー状態にある
核でエネルギーを交換する。T1及びT2に対する値は、特別の核が位置している化学的及び
磁気的な環境に依存し、そして、身体内の異なる構造および組織には異なるT1およびT2値
が存在する(Tilcockら、Adv Drug Delivery Reviews、(1999年);37:33-51)。
　MR画像中の異なる組織のコントラストを発生するのは主にこれらの2つの緩和過程の相
対的な大きさである。及び用いられるパルスシーケンスの詳細に依存して、(即ち、エコ
ー時間TE(それはパルス及びエコーの頂点間の時間、繰り返し時間TR(それはパルス間の時
間である))重みは主としてT1またはT2の差を示すために画像に加えることができる。
【００２１】
　水プロトン緩和過程は磁気共鳴(MR)造影剤の使用によって「触媒され」、その結果、縦
方向の緩和時間(T1)および横方向の緩和時間(T2)を短くし、したがって、それらが分配さ
れる部位におけるMR信号の強度を増加する (S. Aime, et al., Biopolymers 2002; 66:41
9-428)。MR造影剤の効果は、プロトン緩和速度（すなわち緩和能）、r1およびr2へのその
衝撃の点において一般に評価される。それらは線形関係：
1/Ti,平均 = 1/Ti,中間 + ri x [CA] (i=1または i=2)、から決定され、ここで、Ti,平均

は測定された緩和時間であり、Ti,中間は、造影剤を持たない関心領域の緩和時間である
。そして、[CA]は造影剤濃度を指す(Martina et al., J. Am. Chem. Soc. 2005; 127:106
76-10685)。次に、緩和能は造影剤濃度当たりs-1で表現される。造影剤は縦方向及び横方
向の緩和能を増加する（「T1に比重を置いた（T1-weighted）」画像又は「T2に比重を置
いた（T2-weighted）」画像）。しかしそれらの性質、適用された磁界および用いられる
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パルスシーケンスに依存する可変な程度である。
【００２２】
　MRIのための2つのメインクラスの造影剤がある：常磁性の錯体および超常磁性酸化鉄ナ
ノ粒子である。第1のクラスは、主として多くの不対スピンを呈するイオン、即ち、Mn(II
)、Mn(III)およびGd(III)イオンのキレートを含み、それらに常磁性の挙動を付与する。
ガドリニウムに基づいた剤は最も一般に用いられるものである。常磁性の剤は、同様の量
だけ、r1およびr2を増加するが、組織におけるr1中の変化率がr2中のそれよりはるかに大
きいのでT1強調像を用いて、最もよく視覚化される(Koslowska et al., Adv. Drug Deliv
. Rev. 2009;61:1402-1411)。
【００２３】
　対比剤の第2のクラスは超常磁性酸化鉄ナノ粒子から構成され、酸化鉄は、マグヘマイ
ト(γ- Fe2O3)又は磁鉄鉱(Fe3O4)結晶構造である(De Cuyper et al. Methods in Enzymol
ogy, 2003;373:175-198)。超常磁性は、結晶の寸法が強磁性分域（およそ30nm）より小さ
い場合に生じる。従って、それらは強磁性体と異なり、磁気的な残留磁気を示さない（即
ち、外部磁界の除去の上で、0まで誘発磁化が回復する）。次に、結晶はそれぞれ完全に
磁化された単一の磁気的な単一ドメインであると考えられ、各々の磁気的なスピンの強い
磁気的カップリングおよび(従って)完全な整列を可能にし、結晶のスピネル型構造の直接
の結果である単磁石であると考えることができる(Corot et al. Adv. Drug Deliv. Rev. 
2006;58:1471-1504)。
【００２４】
　超常磁性体造影剤は、一般にr1でよりもr2でのはるかに多い増加に導き、T2に比重を置
いた走査で最もよく見られる(Koslowska et al. Adv. Drug Deliv. Rev. 2009;61:1402-1
411)。適切な画像化シーケンスが選択される場合、T2緩和時間に対するこの優勢な効果は
、T1緩和時間のこれらの剤の特性の使用を妨げない(C. Chambon, et al., Magn. Reson. 
Imaging 1993;11:509?519; E. Canet, et al., Magn. Reson. Imaging 1993;11:1139-114
5)。
それらの高い磁化率により、超常磁性のナノ粒子はさらに局所的磁界不均質を発生し、か
くして、角度で静磁界に適応したスピン中の位相のコヒーレンスの損失に導く。この現象
は、横方向磁化の迅速な損害の結果と共に別の型の緩和時間(T2*)（それは一般に磁界不
均質およびスピンスピン横方向緩和の組み合わせによる）に帰着する。T2*は次のように
定義される：1/T2*= 1/T2 + 1/T不均一性 = 1/T2 + γΔB0、ここで、γは磁気回転比を
表し、及びΔB0はローカルに可変なフィールドの強さの差を表わす。超常磁性体造影剤は
、次に、T2*に比重を置いた走査に高度に敏感である。
【００２５】
　常磁性の剤は、直接近い近傍の水プロトンに影響し、局所的な水分流動に大きく依存す
る。従って、これらの剤の影響は非常に局所的である。そして、それらは、理想的には適
切な交換速度の水に接しているべきである。対照的に、超常磁性の剤は、環境と無関係の
磁界に影響する。したがって、コントラストの点において影響は、すぐまわりの環境を越
えてよく広がる(G.M. Lanza, et al., J. Nucl. Cardiol. 2004;11:733-743)。従来型ス
ピンエコーMR画像においては、T2（超常磁性）剤の存在が組織の暗い（強度低下）外観に
導く。しかし、T1剤は反対（過強度）を引き起こす。
【００２６】
　本発明の文脈中で用いられる熱感受性リポソームは、局所的（例えば腫瘍内(IT)）、皮
下、静脈内(IV)、皮膚内、動脈内、気道（吸入）、腹膜内、筋肉内および経口経路（経口
的に）の様な異なるルートによって被検者に投与することができる。
【００２７】
　本明細書で使用されるように、用語「被検者」はいかなる生物体をも意味する。用語は
もっぱら人間を指す必要はないが（それは被検者の1つの例である）、さらに動物、特に
温血の脊椎動物、典型的に哺乳動物および組織培養などを指すこともできる。
【００２８】
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　本発明者は、リポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の付帯的な放出を、特に生
体内でモニターする方法を提供する。リポソームは、超常磁性のナノ粒子（その静電気表
面電荷（ここでは、電荷、または、表面電荷とも称される）は、生理学的pHで（典型的に
はpH6～pH8の間で）水性媒体中で測定されたときに、-20mV未満または+20mV以上である）
をカプセル化する熱感受性脂質膜を含んでなる。
【００２９】
　本発明の第2の実施形態では、方法は、下記工程を含んでなる：
a) T2*を測定する工程、
b) Tmで又はTm以上でリポソームを加熱する工程、  
c) 工程b)の後にT2*を測定する工程、
d) 工程a)および工程c)から得られたT2*値からr2*値を得る工程、
e) Tmで又はTm以上での加熱工程の後に、Tmで又はTm/r2*以上での加熱工程の前に、r2*の
比率を決定する工程、ここで1.5以上の比率はリポソーム膜透過性上昇、および興味対象
生成物の付帯的な放出を示唆し、その結果、リポソーム膜透過性上昇をモニターする工程
。
【００３０】
　上記の様に、r2*比率は、リポソーム膜透過性上昇に応じて（すなわちリポソームから
の興味対象生成物放出に応じて）一様でない。より具体的には、r2*比率は、1.2～10まで
一様でない、好ましくは、r2*比率は1.5以上である。
【００３１】
　特別の実施形態では、方法は加熱工程b)の間の、T2*、又はT2およびT2*を測定する工程
をさらに含有する。
【００３２】
　第2の実施形態では、方法は、下記工程を含んでなる:
a) T2*およびT1を測定する工程、
b) Tmで又はTm以上でリポソームを加熱する工程、
c) 工程b)の後にT2*およびT1を測定する工程、
d) 工程a)および工程c)から得られたT2*およびT1値からr2*およびr1値を得る工程、
e)T mで又はTm以上での加熱工程の前および後に、r2*/r1の比率を決定する工程、ここで2
以上の加熱工程b)の前のr2*/r1の比率及び加熱工程b)の後のr2*/r1の比率はリポソーム膜
透過性上昇、および興味対象生成物の付帯的な放出を示唆し、その結果、リポソーム膜透
過性上昇をモニターする工程。
【００３３】
　上記の様に、r2*/r1比率は、リポソーム膜透過性上昇に応じて（すなわちリポソームか
らの興味対象生成物放出に応じて）一様ではない。
　より具体的には、r2*/r1比率は、1.2～20まで一様でない、好ましくは、r2*/r1比率は2
以上、より好ましくは、5以上である。
【００３４】
　特別の実施形態では、方法は加熱工程b)の間の、T2*およびT1、および随意にT2を測定
する工程をさらに含有する。
【００３５】
　用語「測定」は完全な獲得、又はリアルタイム映像技術の文脈におけるT2、T2*又はT1
のリアルタイム獲得を指す。
【００３６】
　典型的には、生体内で実行されたときに、ここに記載された方法のTm又はTm以上での加
熱工程b)は、被検者の特定領域（熱処理されたエリアに対応する）のリポソーム膜透過性
上昇および興味対象生成物の付帯的な放出をモニターするためにローカルに実行される。
そのようなローカルに実行された方法は、放出された生成物の空間的分布の評価を可能に
する。
【００３７】
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　発明者はここに、Tm（ゲルから液体への結晶の相転移温度）を伴った熱感受性リポソー
ムを提供する。このリポソームは、超常磁性のナノ粒子（その静電気表面電荷は、生理学
的pHで（典型的にはpH6～pH8の間で）水性媒体中で測定されたときに、-20mV未満または+
20mV以上である）をカプセル化する熱感受性脂質膜を含んでなる。前記リポソームが熱に
よって活性化される場合、標的部位上の熱感受性リポソームの送達をモニターする診断用
薬として、および興味対象生成物の前記熱感受性リポソームからの放出の効率的なモニタ
リングに、これらのナノ粒子は使用可能である。好ましくは、このように、本発明者は、
リポソームであって、pH 6及び8の間の水性媒体中で測定されたときに、その静電気表面
電荷は-20mV未満又は+20mV以上であり、超常磁性のナノ粒子をカプセル化する熱感受性の
脂質膜を含んでなり、リポソーム膜透過性上昇および興味対象生成物の付帯的な放出をモ
ニターする方法で使用するためのリポソームを提供する（興味対象生成物は元々該リポソ
ーム中にナノ粒子に加えて存在している）。以下で更に説明するように、静電荷は、0.2
～8g/lの間で可変な懸濁液でのナノ粒子の濃度に対して、pH 6及び8の間の水性媒体にお
けるゼータ電位測定によって典型的に決定される。
【００３８】
　用語「リポソーム」は、外部媒体から小胞内の媒体を分離する膜を形成する、両親媒性
分子の少なくとも1つの二重層からなる球状の小胞を指す。小胞内の媒体は、リポソーム
の内部水性コアを構成する。親水性分子又は成分は、当業者によって知られ、さらにここ
に以下記述されるカプセル化の活性方法経由で、リポソームの内部水性コアの内部でカプ
セル化することができる。疎水性分子又は成分は膜の内部で捕捉することができる。
　二重層を構成する両親媒性分子は脂質（特に、リン脂質）である。リン脂質分子の両親
媒性の特性は、リン酸基およびグリセロールグループから構成された親水性ヘッド、およ
び1つ又は2つの脂肪酸から構成された疎水性テールの存在にある。
【００３９】
　水性の媒体では、リン脂質は、水と脂肪のアシル鎖の接触を最小限にするために自己集
合する傾向がある。そして、それらは、それらの化学構造によって異なる型の集合体（ミ
セル、層状の相など）を採用する傾向がある。より詳しくは、ホスファチジルコリンは「
自発的な」わん曲および最終的に生ずる小胞を経験する、積み重ねられた二重層にある層
状の相を形成することが知られている(Lasic et al. Adv. Colloid. Interf. Sci. 2001;
89-90:337-349)。リン脂質的な層状の相はサーモトロピック液晶を構成する。これは、両
親媒性分子の配列する度合いが温度に依存することを意味する。確かに、リン脂質的な二
重層は、「ゲル様の」層状相Lβから「流体様の」層状相Lαへの間の推移に対応する主要
な相転移温度Tm（「融解」の温度に対して）を実証する。「ゲル」相では、脂肪酸のカー
ボネート化された鎖の間の強い疎水的相互作用が、リン脂質分子の結晶の秩序化を刺激す
る：二重層は小イオンに対して単に浸透性がある。「流体」相では、疎水性のテールは熱
運動により動いており、それはリン脂質分子の配列のロスを引き起こし、「液晶」相へ導
く：二重層は分子（例えば、薬物）に対して浸透性があるようになる。
【００４０】
　「ゲルから液晶」への相転移温度Tmは、リン脂質分子の化学構造：脂肪酸の炭化水素鎖
長、不飽和度、不斉および分岐は、鎖グリセロール連結の型（エステル、エーテル、アミ
ド）、グリセロール骨格への鎖結合の位置（1、2-対1、3-）およびヘッドグループ修飾、
に依存する。
ホスファチジルコリンの場合には、脂肪アシル鎖の構造および構成が特別の関連性がある
(Koynova et al., Biochim. Biophys. Acta 1998;1376:91-145)。
脂肪酸の鎖長の増加は主要な相転移温度を増加する。例えば、9から24炭素原子までわた
る鎖長を持った飽和したジアシルホスファチジルコリンについては、Tmが1/n（nは脂肪の
アシル鎖中の炭素原子の数である）に線形従属することが示された。即ち、Tmが、n=16に
対する41℃からn=24に対する80℃まで増加する。
【００４１】
　主要なゲル-液晶の相転移温度に対する不飽和度の効果は、構成（シス又はトランス型
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）、脂肪アシル鎖中の位置および二重結合の数に依存する。例えば、18-炭素を含んでな
るホスファチジルコリンのsn-2鎖のみに、および両方の鎖に、シス型の不飽和度の単一サ
イトを導入することは、鎖融解遷移温度をそれぞれ50℃（54.5℃から3.8℃まで）および7
5℃（54.5℃から-21℃まで）低下させる効果があり得る。対照的に、二重結合がトランス
型である場合、効果は相当に減少する。さらに、Tmは、シス形二重結合の位置に決定的に
依存する。具体的には、二重結合が炭化水素鎖の幾何学的な中心の近くにある場合、Tmは
極小化され、及び、二重結合が鎖のいずれかの端へ移動すると共に、次第に増加する。二
重結合がホスファチジルコリンのsn-2鎖にのみ、又は両方の鎖中にある場合、これらの依
存性が当てはまる。二重結合の数の影響に関して、シス形不飽和度の数の増加によって、
Tmが減少することが示された。例えば、シス形不飽和度の2つ又は3つのサイトが18-炭素
を含んでなるホスファチジルコリンの両方のアシル鎖へ導入される場合、鎖融解遷移温度
は、印象的な109℃（54.5℃から-55.1℃まで）および116℃（54.5℃から-61.5℃まで）そ
れぞれに低下する(Koynova et al., Biochim. Biophys. Acta 1998;1376:91-145)。
【００４２】
　混成鎖のホスファチジルコリンは、sn-1およびsn-2位置で異なる炭化水素鎖長を示す。
規定された構造の関連するホスファチジルコリンの遷移温度の正確な予測を可能にする経
験式が導き出された。標準化された鎖長非等価パラメーター(ΔC/CL)が記述され、ここで
、ΔC (=|n1-n2+1.5|)が有効な鎖長差で、n1およびn2が、それぞれグリセロールバックボ
ーンのsn-1およびsn-2位置での鎖における炭素の数である。CLは2つの鎖のより長いもの
の有効長である。2つの鎖（n1+n2=定数）を構成する同数の全炭素原子を実証するホスフ
ァチジルコリンについては、鎖長非等価パラメーターΔC/CLが約0.4に増加するとき、鎖
融解温度は単調に減少する。ΔC/CLが約0.4以上になる場合、アシル鎖のメチル末端によ
って引き起こされた充填摂動は、非常に優勢になるので、非対称のホスファチジルコリン
分子は、混合交互嵌合と呼ばれる新しい充填配置を採用する。この転位に際して、Tmは鎖
長不斉につれて増加する。
【００４３】
　ドラッグデリバリー目的に対して、ステロール成分は、リポソームにふさわしい物理化
学的および生物学的な挙動を付与するために含まれてよい。そのようなステロール成分は
コレステロール又はその誘導体（例えばエルゴステロール、コレステロールヘミサクシネ
ート）から選択されてもよい。しかし、それにはコレステロールが好適である。
　コレステロールの存在がリポソームの浸透性を減少させて、血漿または血清蛋白質の攪
乱効果からリポソームを保護することが一般に認識されるので、コレステロールはリポソ
ームの脂質の配合物中でしばしば用いられる。
　コレステロール分子は3つの良く識別された部位を含んでいる：小さな極性水酸基、剛
性プレート様のステロイド環およびアルキル鎖テールである。コレステロールが膜へイン
ターカレートする場合、その極性水酸基はホスファチジルコリン分子のグリセロール骨格
部位の中間近くに位置した(Kepczynski M. et al., Chemistry and Physics of Lipids, 
2008;155:7-15)。脂質二重層中へのコレステロールの様な改質剤の取り込みは、リポソー
ム膜の構造的又は物理的性質（その構成、自由容積、厚さ、流動性（粘度）および極性（
疎水性）等）を大幅に変える。
【００４４】
　二重層の粘度は、膜の自由容積に影響を及ぼす二重層内でのコレステロールの位置およ
び温度に依存する。二重層のミクロ粘度に対するコレステロールの効果はやや複雑である
。コレステロールが、液相状態にある膜の明白なミクロ粘度を増加する（流動性を減じる
）ことは周知である(Cournia et al. J.Phys.Chem.B, 2007;111:1786-1801)。
　Papahadjopoulosらは、血清または血漿に接している場合、リポソームとしてのコレス
テロールの保護効果が脂質膜の物理的状態、即ち「ゲル」又は「流体」に依存することを
示した。ゲル状態では、コレステロールの存在は、二重層内でリン脂質アシル鎖の配列す
るパラメーターに影響し、捕捉された分子の放出を増強する。流体状態では、コレステロ
ールはリポソームを安定させて、カプセル化された物質の漏出を予防する(Papahadjopoul
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os et al. Pharm. Research, 1995;12(10):1407-1416)。
【００４５】
　25モルパーセント(mol %)以上の濃度でのコレステロールの添加に際して、ゲルから液
晶への脂質相転移上に劇的な影響がある。攪乱した液体（流体）および秩序有る固体（ゲ
ル）相間の共存の新しい熱力学的に安定した部位が記述されている：秩序有る液体相であ
る(Cournia et al. J. Phys. Chem. B, 2007;111:1786-1801; Polozov et al., Biophysi
cal Journal, 2006;90:2051-2061)。この新しい相は、ゲル相の流動性、及び純粋な脂質
によって形成された流体相の流動性の間の中間にある流動性によって特徴付けられる。最
近、コレステロールがモデル膜、所謂「脂質いかだ」中で動的な錯体を生み出すために、
飽和している脂質（高融点の脂質）（ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)および
スフィンゴミエリン）と連携する場合、秩序ある液体相が形成されることが提案された。
コレステロールは、コレステロールに富んだ、及び、コレステロールに乏しいミクロドメ
インが形成されるモデル膜中の相分離を促進する(Radhakrishnan et al. Proc. Natl. Ac
ad. Sci., 2000;97:12422-12427; Mc Connell et al. Biochim. Biophys. Acta, 2003;16
10:159-173)。確かに、Gaber et al. (Pharm. Research, 1995;12(10):1407-1416)は、コ
レステロールジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)、水素化大豆ホスファチジルコ
リン(HSPC)およびコレステロールの33mol%を、それぞれ100:50:75及び50:50:50のモル比
に含んでいる2つの脂質の調製物は、示差走査熱量法測定によって実証されるように、30
℃及び65℃の間の相転移温度を示さないことを示した。そのような配合物を持ったリポソ
ームは≪非熱感受性の≫リポソームと呼ばれる。
【００４６】
　本発明の文脈における使用可能な典型的な「熱感受性の」リポソーム（典型的には、39
℃及び55℃の間の、好ましくは39℃及び50℃の間の、より好ましくは39℃及び45℃の間の
相転移温度Tmを持ったリポソーム）は、少なくともホスファチジルコリンを含有する。
　ホスファチジルコリンは、ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)、ジステアリル
ホスファチジルコリン(DSPC)、水素化大豆ホスファチジルコリン(HSPC)、モノパルミトイ
ルホスファチジルコリン(MPPC)、モノシテアリルホスファチジルコリン(MSPC)およびその
いかなる混合物から選択されてもよい。
【００４７】
　好ましい実施態様において、熱感受性のリポソームはさらにジステアリル-ホスファチ
ジルエタノールアミン(DSPE)、(ジステアリルホスファチジルエタノールアミン(DSPE)-メ
トキシポリエチレングリコール(PEG))(DSPE-PEG)を含有する。
【００４８】
　好適な実施形態では、コレステロールは25mol %より少ないモル比で添加される。
【００４９】
　好ましい熱感受性の脂質膜は、ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)、水素化大
豆ホスファチジルコリン(HSPC)、コレステロールおよびジステアリルホスファチジルエタ
ノールアミン(DSPE)-メトキシポリエチレングリコール(例えばPEG2000)(DSPE-PEG2000)(P
EG)を含んでなる。
　特別の実施形態では、先に特定された化合物のモル比には100:50:30:6または100:33:27
:7が好適である。
【００５０】
　別の好ましい熱感受性の脂質膜は、ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)、モノ
パルミトイルホスファチジルコリン(MPPC)およびジステアリルホスファチジルエタノール
アミン(DSPE)-メトキシポリエチレングリコール(例えばメトキシポリエチレングリコール
-2000)(DSPE-PEG2000)(PEG)を含んでなる。
　特別の実施形態では、先に特定された化合物のモル比には100:12:5が好適である。
【００５１】
　別の好ましい熱感受性の脂質膜は、ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)、モノ
シテアリルホスファチジルコリン(MSPC)およびジステアリルホスファチジルエタノールア
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ミン(DSPE)-メトキシポリエチレングリコール(例えばメトキシポリエチレングリコール-2
000)(DSPE-PEG2000)(PEG)を含んでなる。
　特別の実施形態では、先に特定された化合物のモル比には100:12:5が好適である。
【００５２】
　調製の様式に依存して、小胞の層状態の寸法及び度合いは調整することができる。単層
脂質の小胞を調製するいくつかの方法は、文献に記載されている：逆相蒸発(Szoka et al
., PNAS, 1978; 75(9):4191-4198)、エタノール注入(Pons et al. International Journa
l of Pharmaceutics, 1993;95(1-3):51-56)、加熱法(Mozafari et al., Journal of Biot
echnology, 2007;129:604-613)。しかし最も単純なのは脂質フィルム水和法(Bangham et 
al., J. Mol. Bio., 1965;13:238-252)である。
　簡単に云えば、脂質フィルム水和法では、脂質は有機溶媒（クロロホルム等）中で可溶
化する。溶液の均質化の後、有機溶媒は窒素気流下で蒸発する。次に、かくして得られた
乾燥した脂質フィルムは、100から800nmにわたる寸法を持った多層ベシクルの生成に導く
主要な相転移温度Tm以上の温度で水性媒体によって水和される(Mills J.K. et al. Metho
ds in Enzymology 2004;387:82-113)。脱水及び再水和のサイクルは、それぞれに凍結し
（液体窒素中で）および溶液を解凍する（Tm以上で温度で）ことによって、単層の小胞の
形成により水性の内部体積を増加することを可能にする。次に、小胞に寸法較正を可能に
するプロセスが、均質の粒度分布を得るために適用される。音波処理は20から50nmにわた
る寸法で小さな単層のベシクル(Small Unilamellar Vesicles)(SUV)を製造する。しかし
、フィルター膜による押し出し法は、フィルター気孔の寸法に依存して、50から500nmに
わたる寸法で大きな単層のベシクル(Large Unilamellar Vesicles)(LUV)を製造する。Tm
以上の温度で両方のプロセス（音波処理及び押出）を実行しなければならない。
【００５３】
　本発明による熱感受性のリポソームの中で最大の寸法は、典型的には、50～500nmの間
で、好ましくは50～250nmの間で、例えば、約50nm及び約150nmの間で、含有される。
【００５４】
　本発明中で好ましくは用いられる熱感受性リポソームは、それらの生物学的適合性およ
び特別の体内分布を保証するか改善するために、生体適合性のコーティングを含んでなる
。
　生物学的適合のコーティングは、生物学的適合の懸濁液（生理液（血液、血漿、血清、
など）、いかなる等張媒体又は生理的媒体（例えばグルコース(5%)および(または)NaCl(0
.9%)を含んでなる媒体））でのリポソーム安定性を許容するか容易にする。それは医薬投
与に必要である。
　そのような生物学的適合のコーティングは表面処理剤でリポソームを処理することによ
り得られる。
　安定性は生体適合性の懸濁液でリポソームの動的光散乱によって確認されてもよい。
　前記コーティングは、有利にはリポソームの完全性を生体内で保存し、その生物学的適
合性を保証するか、改善し、及び、その随意の機能化（例えばスペーサー分子、生体適合
性のポリマー、標的化剤、タンパク質、などで）を促進する。
【００５５】
　コーティングは非生物分解性かもしれないし又は生物分解性かもしれない。両方のオプ
ションが、本発明の文脈中で用いることができる。
　非生物分解性のコーティングの例は、糖（アガロース等）、飽和炭素ポリマー（ポリエ
チレンオキサイド等）、架橋された又はされない、変性された又はされない（ポリメタク
リレート又はポリスチレン等）、同様にそれらの組み合わせ、から成るグループ中で選択
された一以上の材料又は表面処理剤である。
【００５６】
　生物分解性のコーティングの例は、例えば、変性された又はされない、天然の又はそう
でない生体分子及び生物学的なポリマー；変性された又はされない、天然の形の又はそう
でない、から成るグループから選択された一以上の材料又は表面処理剤である。生物学的
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なポリマーは、糖類、オリゴ糖又は多糖類、ポリスルホン化された又はされない、例えば
デキストランである。
【００５７】
　前述の材料、化合物又は表面処理剤は、単独で又は組み合わせで、混合物又は集合体で
、複合材料又はそうでなく、共有結合又はそうでなく、随意に他の化合物と結合して、用
いることができる。
【００５８】
　本発明による熱感受性のリポソームは、生物学的組織又は細胞の特別のターゲッティン
グを可能にする表面成分をさらに含有することができる。そのような表面の成分には、標
的生物学的構造上で存在する認識要素とのリポソーム相互作用を許容する標的化剤が好適
である。
【００５９】
　一旦リポソームが腫瘍に蓄積さえすれば、そのような標的化剤は作用することができる
。
　標的化剤の構成が標的との相互作用に責任があるように、前記標的化剤の密度は当業者
によって知られた方法によって注意深くコントロールされることになっている。その高密
度は確かに標的化剤構成を混乱させ、及び、その結果として標的細胞によるその認識を混
乱させる可能性がある。（例えば、J. A. Reddy et al. Gene therapy 2002;9:1542; Ket
an B. Ghaghada et al. Journal of Controlled Release 2005;104:113を参照）。更に、
高い標的剤密度は、脈管構造における循環中に細網内皮系(RES)によるリポソームクリア
ランスを容易にし得る。
【００６０】
　標的化剤は抗原、スペーサー分子、生物学的適合性ポリマーから選択されてもよい。標
的化剤は、ヒト又は動物体中にある分子への親和性を顕示するいかなる生物学的又は化学
構造になり得る。例えば、それは、ペプチド、オリゴペプチド又は、ポリペプチド、タン
パク質、核酸、ホルモン、ビタミン、酵素など、及び一般に分子（例えば受容体、マーカ
ー、抗原、など）のいかなる配位子でもあり得る。病理学的な細胞によって発現された分
子の配位子および特に腫瘍抗原、ホルモン受容体、サイトカインレセプター又は成長因子
レセプターの配位子である。前記標的とされた剤は、例えば、LHRH、EGF、葉酸、抗-B-FN
抗体、e-セレクチン/P-セレクチン、抗-IL-2R抗体、GHRH、などのグループ中で選択する
ことができる。
【００６１】
　コーティングはさらに異なる官能基（又はリンカーセグメント）を含むことができて、
その官能基はいかなる興味対象分子もリポソームの表面に結合することを可能にし、例え
ば、生物学的組織又は細胞の特別の標的化を可能にする表面の成分などである。
【００６２】
　用語「ナノ粒子」は、粒子または粒子の集合体を指し、前記ナノ粒子は、コア（又は中
心核）およびコーティングを含んでなり、コアの最大の寸法は、約100nm未満である。典
型的には、ナノ粒子のコアの最大の寸法は、円形か球形のナノ粒子の直径、又は卵形か卵
形の形のナノ粒子の最長の長さである。
　「ナノ粒子の寸法」、「ナノ粒子の最大の寸法」という用語は、ここでは、「ナノ粒子
のコアの最大の寸法」を指す。
　「コア」は単一粒子（結晶または結晶子）又は粒子（結晶または晶子の集合体）の集合
体を指すことができる。
　透過型電子顕微鏡(TEM)又は低温TEMはコアが単一粒子にある場合に、ナノ粒子、とりわ
けコアの寸法を測定するために有利に用いることができる（図2を参照）。同様に、動的
光散乱(DLS)は前記コアが粒子、又は粒子の集合にある場合に、溶液でのナノ粒子のコア
の流体力学的径を測定するために用いることができる。寸法尺度を比較し、かつ前記寸法
を確認するために、これらの2つの方法は、互いの後にさらに用いられてもよい。
　物質は無機質原料である。
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【００６３】
　ここに使用されたナノ粒子の電子的な表面電荷は、ゼータポテンシャル測定によって決
定されたときに、-15mV未満又は+15mV以上、例えば、-15mV及び-20mVの間、又は+15mV及
び+20mVの間で、典型的には、-20mV未満又は+20mV以上であり、測定は0.2～8g/lの間で可
変な濃度を持ったナノ粒子懸濁液上で実行され、ナノ粒子は、6及び8の間に含まれるpHで
水性媒体中に懸濁されている。
【００６４】
　ナノ粒子の形は例えば、丸、平ら、引き延ばされた形、球状、卵形または楕円形などで
あり得る。形は生産様式によって決定するかコントロールし、所望される応用に従って、
当業者によって適用することができる。
　ターゲットとされたサイト上で一度送達されると、粒子の形がそれらの「生体適合性」
に影響を及ぼす場合があるので、全く均質な形を有する粒子が好ましい。したがって、薬
物動態学的理由で、形として本質的に球状、円形、卵形であるナノ粒子が好ましい。球状
か円形の形が特に好ましい。
【００６５】
　ナノ粒子の中で最大の寸法、i.e.ナノ粒子のコアの最大の寸法は、本発明の文脈におい
て、典型的には1～50nmの間で包含される。
　それは、有利には、約2nm及び約50nmの間で、例えば約2nm及び30nmの間で又は約2nm及
び約20nmの間で、好ましくは約2nm及び約10nmの間で、典型的には、約5nm及び約10nmの間
で、約4nm及び約8nmの間で又は約30nm及び50nmの間で包含される。
【００６６】
　本発明の文脈中で用いられるナノ粒子は、コア及びコーティングを包含し、前記コーテ
ィングは、生理学的pHで水性の媒体中で測定されたときに、静電気表面電荷-20mV未満の
又は+20mV以上の存在の責任がある。
　静電コーティングは有利には、「十分なコーティング」（完全な単層）である。これは
、ナノ粒子のすべての表面上で適切で均質の電荷を生み出す分子のまさに高密度の存在を
意味する。
　コーティングは無機又は有機表面被覆になりえる。
　無機の場合、コーティングは、オキシド、水酸化物およびオキシヒドロキシドから成る
グループから選択されてもよい。無機物被覆は例えば、ケイ素、アルミニウム、カルシウ
ムおよび(または)マグネシウムを包含してもよい。
例えばマグネシウム、カルシウムからなるグループから選択された無機の剤は、pH 7でプ
ラス荷電(+20mV以上)をナノ粒子の表面へもたらすであろう。
　別の実施態様において、ケイ素グループはpH 7で負電荷(-20mV未満の )をナノ粒子の表
面へもたらすために用いられてもよい。
【００６７】
　有機である場合、コーティングは、互いに影響し合うことができる分子であって、共有
結合又は静電気結合を通してナノ粒子表面で結合している、および前記ナノ粒子に表面性
質を与えている、分子で調製される。
　表面被覆有機分子には2つのグループ、RおよびXがある。Xの機能はナノ粒子表面と相互
作用することである。そして、Rの機能はナノ粒子の表面にその特有性を与えることであ
る。
Xは、例えばカルボキシラート(R-COO -)、シラン(R-Si(OR)3)、ホスホン(R-PO(OH)2)、リ
ン酸(R-O-PO(OH)2)、ホスフェート(R-PO43 -)およびチオール(R-SH)グループから選択さ
れてよい。
Rは生理的なpHで水性懸濁液におけるナノ粒子に少なくともに電子的な表面電荷をもたら
す。
Rがプラス荷電をナノ粒子の表面へもたらす場合、Rはアミン(NH2-X)であってよい。
Rが負電荷をナノ粒子の表面へもたらす場合、Rはホスフェート(PO43(X)又はカルボキシラ
ート(COO)X)であってよい。
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【００６８】
　ナノ粒子にプラス荷電(+20mV以上)を付与する表面の有機物被覆は、例えば、アミノプ
ロピルトリエトキシシラン、ポリリシン又は2-アミノエタンチオールから選択されてもよ
い。
　ナノ粒子表面へ負電荷(-20mV未満)を付与する有機物被覆は、例えばポリリン酸塩、メ
タ燐酸塩、ピロ燐酸塩、など、又は例えばクエン酸塩又はジカルボン酸(特にコハク酸)か
ら選択されてもよい。
　再び、静電コーティングは有利には「十分なコーティング」である。
【００６９】
　この静電コーティングおよびとりわけアミノ又は、カルボン酸部分はナノ粒子の表面上
のいかなるグループ又は剤も連結するためにさらに用いることができる。
【００７０】
　随意に、ナノ粒子表面は立体的なグループを用いて機能化することができる。そのよう
なグループは、ポリエチレングリコール(PEG)、ポリエチレンオキシド、ポリビニルアル
コール、ポリアクリレート、ポリアクリルアミド（ポリ(N-イソプロピルアクリルアミド
）、ポリカルバミド、生体高分子又は、多糖類（デキストラン）、キシラン、セルロース
、コラーゲンおよび両性イオンの化合物（ポリスルホベタイン等）から選択されてもよい
。
　この立体的なグループは、生物学的適合の懸濁液（生理液(血液、血漿、血清、など）
、いかなる等張の媒体又は生理学的媒体（例えばグルコース(5%)および(または)NaCl(0.9
%)を含んでなる媒体）でのナノ粒子安定性を増加する。
【００７１】
　コアを構成する無機質原料は超常磁性の材料である。
　超常磁性の材料は、例えば、鉄、ニッケル、コバルト、ガドリニウム、サマリウム、ネ
オジムを、好ましくはオキシド、水酸化物又は金属の形で、及びそのいかなる混合物をも
含む。
　特別の例において、コアを形成する物質は、酸化第一鉄及び酸化第二鉄から成るグルー
プから選択される。本発明の好ましい実施態様において、オキシドナノ粒子は磁鉄鉱また
はマグヘマイトからなる。
混合原料も磁界及びナノ粒子の間の相互作用を最適化するために用いることができる。固
溶体形態(いくつかの材料の任意の混合物としての当業者によって周知)(CoFe2O4)は、例
えば混合材料として用いることができる。混合解除された相中の固溶体形態(例えば、Fe2
O3/Co)は、さらに用いることができる。
【００７２】
　本発明の文脈において、興味対象生成物は、治療上の効果又は予防的な効果を持ったい
かなる化合物(例えば薬物)も含む。それは、組織生長、細胞増殖、細胞分化中で影響する
か関与する化合物、生物作用(免疫反応等)を起動することができる化合物、又は一以上の
生物過程において他の役割も果たすことができる化合物でありえる。
　非限定的な例のリストは、抗微生物薬（抗菌剤、特に抗生物質、抗ウイルス物質および
抗真菌剤を含む）；抗腫瘍剤、特に抗癌性化学療法剤（細胞増殖抑制等）、細胞毒性剤、
及び癌を治療するように意図された他の生物学的又は無機的生成物（治療上の核酸等）、
特にミクロのRNA(miRNA)、短鎖ヘアピンRNA(shRNA)および/または小型干渉RNA(siRNA)を
含む。
　本発明における薬物はさらにプロドラッグであってもよい。
　そのような興味対象生成物のいかなる組み合わせもさらに用いられてもよい。
【００７３】
　興味のある化合物は、担体のコンパートメントの内部、外部、または両方に、例えば、
リポソームの空洞、および(または)シェル中に存在してよい。
【００７４】
　本開示はさらにキットを提供し、該キットはここに記述された熱感受性のリポソームの
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いかなる一以上も含んでなり、該リポソームは超常磁性のナノ粒子および標的部位に送達
され放出される興味対象化合物を含んでなる、又は、そのようなリポソームを含んでなる
組成物を提供する。例えば、キットは少なくとも1つのここに記述されるような熱感受性
のリポソーム又は熱感受性のリポソームの集団を含んでなり、及びさらに、ここに記述さ
れた診断上の組成物の成分の一以上で満たされた一以上の容器を含んで成る。
　熱感受性リポソーム、熱感受性リポソームの集団又は発明の本方法によって組成物を用
いることに対して、生成物を用いるための指示を提供するラベリングノーティス(labelli
ng notice)をさらに提供することができる。
【００７５】
　他の側面および発明の利点は以下の実施例において明白になるであろう。それは制限と
してではなく例示の目的のために与えられる。
【００７６】
　実験の部
【００７７】
　実施例１：5nmサイズのナノ粒子の調製
　5nmに集中した粒度分布を持った酸化鉄ナノ粒子は、(US4329241; Bacri et al., J. Ma
gn. Magn. Mat., 1986; 62:36-46)から適用された、鉄および鉄イオンの共沈によって合
成される。
簡単には、反応させる媒体は、制御されたイオン強度を持った、pH 12で維持された硝酸
ナトリウム3Mの溶液に存する。モル比Fe(III)/Fe(II)が2と等しい第一鉄及び第二鉄イオ
ンの3M硝酸ナトリウム溶液を調製し、混合下に反応させる媒体に徐々に添加する。それは
急速に黒くなる。次に、全体の溶液は混合下に周囲温度で一晩熟成する。
次に、フェライトナノ粒子は磁石上で沈殿する。そして、上澄液は反応媒体を除くために
除去する。次に、ナノ粒子表面のペプチゼーション（酸性化）および酸化は、激しい混合
の下、室温で硝酸HNO3 2Mの溶液で顆粒剤を希釈することにより実行する。
ナノ粒子コアの酸化は、激しい混合下に高温（＞90℃）で硝酸鉄(III)溶液中での顆粒剤
の培養によって実行する。
次に、ナノ粒子は遠心分離によって洗浄する。
顆粒剤は、酸化鉄中で150g/lの濃度に達する様に、酸性の水中で最終的に希釈する。その
溶液は超音波処理によって均質化する。そして次に、pHはpH 2に調節する。
ナノ粒子のモルフォロジー（寸法及び形）は透過型電子顕微鏡によって観察した(図1)。
酸化鉄ナノ粒子の結晶構造はX線回折分析によって確認した。
【００７８】
　実施例２：ナノ粒子の表面処理 - ヘキサメタリン酸ソーダ(HMP)でのナノ粒子の機能化
　ヘキサメタリン酸ソーダの懸濁液を、実施例１（添加されたヘキサメタリン酸ソーダの
量はLD50/5未満）からの酸化鉄ナノ粒子の懸濁液に添加する。そして、懸濁液のpHは6及
び8の間に含まれるpHに調節する。
電子的な表面電荷（＜-20mV）はZetasizer NanoZS(Malvern Instruments)上でゼータ電位
測定によって決定される。該測定は、633nmのHeNeレーザーを用いて、0.2～2g/lの間で可
変な濃度のナノ粒子懸濁液上で実行し、ナノ粒子は、6及び8の間に含まれるpHで水性媒体
中に懸濁する。
【００７９】
　実施例３：リポソームの内部の酸化鉄ナノ粒子およびドキソルビシンの共同カプセル化
　3.1. 酸化鉄ナノ粒子をカプセル化する熱感受性リポソーム(TLS)の調製：
　酸化鉄ナノ粒子をカプセル化する熱感受性のリポソームは、脂質のフィルム再水和方法
を用いて調製される(Bangham et al., J. Mol. Bio., 1965;13:238-252; Martina et al.
, J. Am. Chem. Soc., 2005;127:10676-10685)：
　a) 脂質はクロロホルム中で可溶化する。クロロホルムは、最終的に窒素フローの下で
蒸発する。脂質のフィルムの再水和は、実施例２において記載されている酸化鉄溶液の2m
Lで55℃で実施する。その結果、脂質の濃度は50mMである。
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　以下の脂質の組成物を用いた：ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)、水素化大
豆ホスファチジルコリン(HSPC)、コレステロール(Chol)およびPEG化ジステアリルホスフ
ァチジルエタノールアミン(DSPE-PEG2000)をモル比100:33:27:7(DPPC:HSPC:Chol: DSPE-P
EG2000)。
　b) 次に、凍結融解サイクルは、液体窒素および55℃で調整された水浴へ連続的にサン
プルを注入することにより、20回実行する。
　c) Thermobarrel押出機(LIPEXTM Extruder, Northern Lipids)は制御された温度および
圧力の下で、ナノ粒子含んでいるリポソームの寸法を検定するために用いた。いかなる場
合でも、押出は2から20バールにわたる圧力の下で55℃で実行した。
　d) 非カプセル化粒子の分離はセファクリルS1000濾過ゲル上でサイズ排除クロマトグラ
フィーによって実行する。
　e) 溶出プロフィルは、Che et al., Journal of Chromatography B, 1995;669:45-51, 
and Nigo et al., Talanta, 1981;28:669-674から適用された第一鉄イオン/フェナントロ
リンの比色定量反応を介して(図２)、UV可視分光法(Cary 100 Varian spectrometer)によ
る磁気的なナノ粒子の定量化によって決定する。リポソーム含有画分を収集する（図2、
第1のピーク）。リポソームにおける酸化鉄の濃度は1から2.5g/lまでわたる。組成物のTm
は43℃である。
【００８０】
　3.2. 酸化鉄ナノ粒子をカプセル化する熱感受性リポソーム(TLS)のドキソルビシンによ
る装填
　酸化鉄含有リポソーム内部でのドキソルビシン(DOX)の活性な装填を、pH勾配を介して
用いた。一旦リポソームの内部水性コア中に閉じ込められたならば、ドキソルビシン漏出
はアンモニウム塩でのアントラサイクリン分子の錯化によって防がれる：
　a) 酸化鉄含有リポソーム（実施例3.1において説明した様に調製した）は、1時間、お
よそpH5で、アンモニウム水素ホスフェート(NH4)2HPO4の120mM溶液中で培養する。
　b) 透析工程は、外側の(NH4)2HPO4を除くために、HEPES緩衝液食塩水（HEPES 20mM、Na
Cl 140mM、pH 7.4）中で実施する：4℃で一晩、1回、次に周囲温度で3時間、2回（250*25
0*250の最終希釈比）。
　c) 1.55mg/mLのドキソルビシン濃度を得るために、NaCl 140mM中7mg/mLのドキソルビシ
ン原液 284μLを、酸化鉄含有リポソーム溶液の1mLに添加する。組成物は一晩の間、37℃
で培養する。
　d) 次に、カプセル化されていないドキソルビシンを、セファデックスG50濾過ゲル（カ
ラム高さ: 5cm; 溶離剤: HEPES緩衝液食塩水）上のサイズ排除（size-exclusion）クロマ
トグラフィーによって除く。ゲル上に析出した、ドキソルビシンが担持されたリポソーム
の体積は700μLである。500μLの画分を収集する。
　e) 溶出プロフィルは、各画分中のドキソルビシン濃度の定量により実施する（480nmで
の吸光度測定による）。リポソーム/ドキソルビシン含有画分を収集する。
　f) 最終のリポソームドキソルビシン濃度は、UV可視分光法によって480nmでのドキソル
ビシンの吸光度を測定することにより決定する。
【００８１】
　3.3. 酸化鉄ナノ粒子をカプセル化する「非熱感受性のリポソーム」(NTSL)の調製
　工程a)で以下の脂質の組成物を用いた以外は、前述の操作（実施例3.1を参照）を続け
た：水素化大豆ホスファチジルコリン(HSPC)、コレステロール(Chol)およびPEG化ジステ
アリルホスファチジルエタノールアミン(DSPE-PEG2000)が、モル比100:65:7(HSPC:Chol:D
SPE-PEG2000)で。
　工程a)、b)およびc)において、脂質フィルムの再水和、解凍サイクルおよび押出し法は
、62℃で実施する。
【００８２】
　実施例４：ドキソルビシンおよび酸化鉄ナノ粒子の両方をカプセル化する熱感受性リポ
ソームからの薬物放出の動力学
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　図3は、実施例3.2において調製されるようなドキソルビシン(DOX)担持酸化鉄を含んで
いる熱感受性リポソーム(TSL)の放出動力学プロファイルを示す。ドキソルビシン放出は
、温度及び時間の関数として、蛍光測定によって決定する。
　ドキソルビシン放出プロファイルは、ドキソルビシンの自動消光特性を用いて特徴付け
られる(Jeffrey K. Mills et al. Biochimica et Biophysica Acta 2005; 1716:77-96)。
簡単には、DOXがリポソームの内部で高度に濃縮される場合、蛍光強度はクエンチされる
が、DOXが外部媒体中で放出され、次に、希釈される場合は、蛍光強度は増加する。
　蛍光測定は、λ励起 = 480nmおよびλ発光 =590nmで、Cary Eclipse (Varian)分光光度
計で実施する。リポソームは、50%体積のウシ胎仔血清(FBS)で補足された、リン酸緩衝液
食塩水(PBS)中で200倍希釈する。最初の蛍光強度I0は、時間t=0、およびT0=25℃で測定し
た。温度T（37℃、41℃、43℃、45℃）に達する様に、薄められたサンプルを水浴中に注
入する。異なるタイムポイントにおいては、サンプルが最初の温度(T0)に達する様に氷浴
中に収集し注入する。次に、蛍光強度I放出光を測定する。次に、トリトンTX100（蒸留水
中の10%体積）の0.1%体積を、ドキソルビシンの総量に対応するI全量を得るために、脂質
膜をばらばらに壊すために添加する。t=0およびT0=25℃で存在するDOXの外側の%は、I0/I

全量として計算される。そして、DOXの放出された%（温度の関数）は、I放出光/I全量と
して計算される。
【００８３】
　図３に示されるように、熱感受性のリポソーム溶液が43℃（これは、このリポソーム組
成物の主要なゲル-液晶相転移温度であるTmに相当する）以上に加熱されるとき、アドリ
アマイシンの放出は最大である。この温度で、脂質のメンブレンは流体状態にある。また
、その透過性上昇は、リポソームからの薬の放出を可能にする。
【００８４】
　実施例５：Tmで、またはTm以上での加熱によって、酸化鉄ナノ粒子をカプセル化する熱
感受性リポソームの膜透過性上昇（および続いて起こる薬物放出）のMRIモニタリング。
　r1およびr2*の緩和能の決定は、緩和時間T1およびT2*の測定によって行った。その測定
は、1.5テスラの臨床用MRI Philips Achievaを用い、ヘッドSENSEコイルを使用し、熱感
受性のリポソーム(TSL)（実施例3.1）および非熱感受性のリポソーム(NTSL)（実施例3.3
）（両方とも5nmサイズの酸化鉄ナノ粒子を装填したもの）について行ない、およびカプ
セル化されていない酸化鉄ナノ粒子(遊離NP（又は、遊離NP）)（実施例１）についても行
なった。各サンプルの一連の稀釈は、酸化鉄における40、20、10および5μg/mLにそれぞ
れ対応して行なった。稀釈はアガロースゲル(4%)中で行った。サンプルは、最初に37℃、
その後45℃で、水浴を使用して加熱した。また、各稀釈の緩和時間T1およびT2*は37℃、
および45℃で測定した。
　T1測定については、反転回復法シーケンスを使用した(TR/TI最初/ΔTI = 2000/50/ 100
ミリセカンド、TE = 10ミリセカンド、NEX = 2、FOV =(1×1×3 mm)3、マトリックス= 12
8×168、ここで、TR =繰り返し時間、IT = 反転時間、TE =エコー時間、NEX =励起回数、
FOV =vueのフィールド)。
　速い勾配エコーシーケンスを、フリップ角= 40、10エコー、TR/TE最初/ΔTE = 300/10 
/ 10ミリセカンド、NEX = 4で、T2*測定に使用した。
　図4は、主要なゲル-液晶相転移温度Tm（この温度で、脂質膜はその後流体状態にある）
以上の温度に対応する45℃で加熱することによる緩和能値r1(図4A)およびr2*(図4B)の修
正（modification）を示す。
【００８５】
　カプセル化されていない酸化鉄ナノ粒子（遊離NP（又は、自由NP））および酸化鉄を装
填したNTSLは、37℃および45℃でそれぞれ加熱する前後の縦方向の緩和能r1の重要な進展
（evolution）を実証しなかった。対照的に、酸化鉄を装填したTSLの縦方向の緩和能r1が
、加熱によって37℃でのr1 = 0.1 mM

-1. s-1から45℃でのr1 = 1.68 mM
-1. s-1まで、10

倍の増加を示す。
【００８６】
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　カプセル化されていない酸化鉄ナノ粒子(遊離NP)および酸化鉄を装填したNTSLは、37℃
および45℃でそれぞれ加熱する前後の横方向の緩和能r2*の重要な進展を実証しなかった
。対照的に、酸化鉄を装填したTSLの横方向の緩和能r2* が、加熱によって、37℃でのr2*
 = 208.7 ± 23.4 mM-1. s-1から45℃でのr2* = 109.4 ± 0.2 mM-1. s-1まで、約2倍減
少する。
【００８７】
　この実施例は、ナノ粒子の環境におけるプロトンの縦方向および横方向の緩和時間に対
するTSLの脂質膜の透過性上昇の影響を実証する。この現象は、熱感受性のリポソーム溶
液のTm以上の加熱前後での比率r2*/r1の進展として結果を提示することにより（表1を参
照）、よく強調される。  
【００８８】
　表１：TSL、NTSLおよび遊離NP（又は、自由なNP）についての加熱による比率r2*/r1の
進展（evolution）
【表１】

(*) kは、それぞれ、37℃および45℃でのr2*/r1値の間の比率を表わす。
　加熱により、r2*/r1値の驚くほど著しい減少が、TSLについて実証される。しかし、NTS
Lおよび遊離NPとしての重要な進展は観察されない（k値を参照）。
【００８９】
　図5は、異なる希釈因子（酸化鉄中の40、20、10および5μg/mL）について酸化鉄含有サ
ンプル（TSL、NTSLおよび遊離したナノ粒子）のMR画像を示す。実験は、速い勾配エコー
シーケンス（TR/TE = 300/10ミリセカンド、NEX = 4、FOV =(1×1×3 mm)3、マトリック
ス= 128×168、フリップ角= 40）を使用して、Philips Achievaにより1.5テスラで行なっ
た。40μg/mLの酸化鉄中の濃度については、熱感受性リポソーム(TSL)としてのMRIコント
ラストの変形が、加熱ではっきり目に見える：「亜信号（hyposignal）」は37℃で観察さ
れる。しかし、「超信号（hypersignal）」は45℃で得られる。重要な信号の変化は、非
熱感受性のリポソーム(NTSL)および酸化鉄ナノ粒子(遊離NP)の両方について観察されなか
った。
【００９０】
　Tm以上の温度での加熱による比率r2*/r1のこの主な変形は、リポソーム脂質膜の透過性
上昇の非常に感受性な「プローブ」を構成する。薬がリポソームの内部の酸化鉄ナノ粒子
と共に共カプセル化されるとき、続いて起こる薬物放出は（実施例4.1を参照）、この著
しいMRI信号伝達変形の検知によってモニターすることができる。
【００９１】
　更に、熱感受性リポソームの脂質膜透過性上昇のモニタリングは、先のT2*写像によっ
て、および熱感受性のリポソーム溶液をTmで又はTm以上を加熱した後に観察され得る。
　図6において、超音波実験は、1.5TのMRIシステムのベッドに組み込まれた、手作りのモ
ノラル焦点超音波振動子(Imasonic SA)で行なった。変換器は、1.5MHzのシヌソイド（sin
usoidal）のシグナルと共に、80mmの焦点距離を有している。加温は60秒の間に20Wの音響
出力で行なった。
アガロースゲル(4% - 2%シリカ)に含まれた酸化鉄ナノ粒子(20μg/ml)を含んでいるTSLを
使用した。
加熱により、熱感受性リポソームは、HIFU焦点(赤い矢印)ではっきり目に見える変化と共
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に、正確なMR信号およびT2*緩和時間増強を示した。平均では、ポジティブな増強は約51%
であった。加温の前にT2*は4.9±0.4ミリセカンドで、HIFU加熱の後に54±31.4ミリセカ
ンドまで増加した(赤い矢印)。
【００９２】
　結果は、薬物放出のリアルタイム画像化が今や可能であることを実証している。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】
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