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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　電圧発生装置と；
　前記電圧発生装置と電気的に連通した複数の電極を有するアレイと、
を備える電気穿孔装置であって、
　前記電気穿孔装置は、対象に角質層と基底層との間の表皮組織層への電位を送達し、角
質層と基底層との間の表皮組織層の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能であることを特
徴とし、
　ここで前記複数の電極のそれぞれは、各隣接する電極から０．５ｍｍ～２．５ｍｍの距
離で離れており；そして
　前記電圧発生装置は、電極を介して、０．１～５０ボルトの電位を角質層と基底層との
間の表皮組織層へ送達し；
　前記電極は、前記角質層と基底層との間の表皮組織層に貫入することを可能とする尖端
のある鈍角である遠端部の先端を有し、そして前記電圧発生装置から前記角質層と基底層
との間の表皮組織層へ電位を送達し、
　前記電極は、０．１ｍｍ以下の深さで、前記角質層と基底層との間の表皮組織層に貫入
するように適合されており、
　前記電極は、ビジュアルアナログスケールにより測定されるとほぼ無痛となる耐容性電
位を表皮組織の細胞へ送達し、そして
　前記電極は、組織の組織学的分析により可視的組織障害をもたらさない耐容性電位を表
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皮組織の細胞へ送達する
電気穿孔装置。
【請求項２】
　前記電極が、０．０１ｍｍ～０．０４ｍｍの深さで表皮組織へ貫入するように適合され
ている、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記電極が、１．５ｍｍの距離で各隣接する電極から離れている、請求項１又は２に記
載の装置。
【請求項４】
　前記電圧発生装置が、１ボルト～１５ボルトの電位を表皮組織へ送達する、請求項１～
３のいずれか１項に記載の装置。
【請求項５】
　前記電圧発生装置が、１ｍＡ～５０ｍＡの範囲内の電流で、電位を表皮組織へ送達する
、請求項１～４のいずれか１項に記載の装置。
【請求項６】
　前記電圧発生装置が、５ｍ秒～２５０ｍ秒の範囲内の持続期間で、電位を表皮組織へ送
達する、請求項１～５のいずれか１項に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この事業は、一部、ＵＳ　Ａｒｍｙ　Ｇｒａｎｔ　Ｗ２３ＲＹＸ－８１４１－Ｎ６０４
：＃０８０２３００３により支援された。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、数ある中で、ホ乳類の皮膚組織の細胞への生体分子導入を促進するための電
気穿孔装置、およびその使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　ＤＮＡワクチンに対する免疫応答の規模は、多くの場合、３つの主要基準、つまり最適
化されたベクター設計、適切なアジュバントの使用、ならびに標的組織におけるプラスミ
ドの有効な送達および続いての発現、に依存する可能性がある。インビボでの電気穿孔は
、ＤＮＡ免疫原を筋肉および皮膚へ効率的に送達するのに特に効果的であることが立証さ
れており、実際に複数の装置がヒトの臨床試験へと進められている。
【０００４】
　真皮組織への薬物送達（皮内、ＩＤ）は、複数の理由から、院内医療では魅力的な方法
である。皮膚は、ヒトの体の最大器官であり、最も接近し易く、モニタリングが最も容易
であるうえ、免疫応答性が高い。しかし、皮膚の不浸透性のバリア機能は、効率的な経皮
薬物送達にとって大きな障壁であった。
【０００５】
　ヒトの皮膚は、面積がおよそ２ｍ2に及び、平均でほぼ２．５ｍｍ厚であるため、ヒト
の体の最大器官となる。従来、皮膚は、２種の大まかな組織タイプ、つまり表皮および真
皮を有する。表皮は、連続して角質化する層状の上皮である。皮膚の最外層は、角質層（
ＳＣ）であり、皮膚の一次的バリア機能として働く。ＳＣは、生育不能であるが生化学的
に活性の角質細胞からなる１５～３０細胞厚の層である。他の３種の表皮層（顆粒層、有
棘層、基底層）は全て、分化の異なる段階にある角質細胞に加え、免疫性ランゲルハンス
細胞および真皮樹状細胞を含む。
【０００６】
　経皮薬物送達および遺伝子送達のための物理的方法および化学的方法の両方が、世界中
の集団によって詳述されてきた。イオン泳動、脂質送達および遺伝子銃が、そのような例
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である。皮膚の浸透性を一時的に上昇させる他の物理的な方法の１つが、電気穿孔である
。電気穿孔は、短い電気パルスを適用してホ乳類細胞の脂質二重層の膜内に水の通路を生
成することを含む。これにより、他の方法では浸透性が低くなる細胞膜を、ＤＮＡをはじ
めとする大型分子が通過できるようになる。そのため電気穿孔は、取り込み量に加え、薬
物およびＤＮＡを標的組織へ送達する度合いを増加させる。電気穿孔が細孔の形成を誘発
するには、閾値エネルギーに到達する必要があり、電気泳動効果により生じる移動は、電
界およびパルス長の両方に依存する。
【０００７】
　ＤＮＡワクチンの場合、電気穿孔が、免疫応答を量的に高め、その免疫応答の幅を増加
させ、投与の効率を改善することが示されている。皮膚送達の多くの利点、最も顕著には
様々な免疫関連細胞が存在すること、免疫化標的器官としての臨床接近が容易であること
、および送達の深さが最小限であること（最小侵襲性）、は魅力的であるが、高いトラン
スフェクション速度および続くロバストな免疫応答を実現する能力に関しては、依然とし
て問題がある。
【０００８】
　標準的な筋肉内（ＩＭ）注射によるネイキッドＤＮＡの送達は、げっ歯類モデル以外で
は甚だしく非効率的である。このことにより、大型ホ乳類およびヒトにおけるロバストな
免疫応答を実現することができなかった。ＤＮＡに基づくワクチンの発現を高めるために
、複数の方策、例えばコドン最適化、ＲＮＡ最適化、リーダー配列付加および最適化され
たコンセンサス配列の作製などが開発された。
【０００９】
　ベクター設計が改善され、分子アジュバントが使用されてもなお、所望の組織、最も一
般的には筋肉、腫瘍または皮膚の所望の細胞型において高レベルのプラスミド発現をもた
らすＤＮＡワクチンを投与する効率的な方法が、依然として求められている。更に、防御
的免疫応答を生成するのに効果的であり、かつ耐容性もある（またはほぼ無痛である）電
気穿孔装置およびワクチン送達方法が、求められている。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の電極
を有するアレイと、を含み、対象に角質層と基底層との間の表皮組織層への耐容性電位を
送達して、前記組織内の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する
。複数の電極のそれぞれは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離
れており；電圧発生装置は、電極を介して表皮組織へ約０．１ボルト～約５０ボルトの電
位を送達し；かつ電極は、鈍角であるが尖端のある遠端部の先端を有することで、角質層
と基底層との間の表皮組織層に貫入することができ、電圧発生装置から表皮組織へ電位を
送達する。
【００１１】
　本発明の別の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の
電極を有するアレイと、を含み、対象に表皮組織への耐容性電位を送達して、前記表皮組
織内の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する。複数の電極のそ
れぞれは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離れており；電圧発
生装置は、電極を介して表皮組織へ約０．１ボルト～約５０ボルトの電位を送達し；かつ
電極は、０．１ｍｍ以下の深さで表皮組織に貫入するように構成されている。
【００１２】
　本発明の別の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の
電極を有するアレイと、を含み、対象に表皮組織への耐容性電位を送達して、前記組織内
の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する。複数の電極のそれぞ
れは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離れており；電圧発生装
置は、約０．１～約５０ボルトの電界をアレイへ送達し；かつ電極は、ビジュアルアナロ
グスケールにより測定されるとほぼ無痛となる耐容性電位を表皮組織の細胞へ送達する。
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【００１３】
　本発明の別の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の
電極を有するアレイと、を含み、対象に表皮組織への耐容性電位を送達して、前記組織内
の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する。複数の電極のそれぞ
れは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離れており；電圧発生装
置は、約０．１～約５０ボルトの電界をアレイへ送達し；かつ電極は、表皮組織の細胞に
おける最小限の組織障害により示される耐容性電位を、前記細胞へ送達する。
【００１４】
　本発明の別の態様において、生体分子を対象の表皮組織の細胞へ投与すること；電極を
表皮組織へ接触させ、電極が角質層を貫通して基底層の上の層に存在するようにすること
；および電極を介して耐容性電位を電圧発生装置から表皮層の細胞へ送達すること、を含
み、本明細書に記載の電気穿孔装置を用いた電気穿孔支援送達により、生体分子を対象の
表皮組織の細胞へ送達する耐容性のある方法が存在する。
【００１５】
　本発明の数多くの目的および利益は、添付の図を参照することにより、当業者に一層良
好に理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】最小侵襲性ＥＰ装置（ＭＩＥＤ）のアセンブリの一実施形態の設計図面を示す。
【図２】ＭＩＥＤの一実施形態のコンポーネントの三次元図面を示す。「ａ」は、ディス
ポーザブル滅菌アレイハウジングを示し、「ｂ」は、耐久性ハウジングを示し、「ｃ」は
、ディスポーザブルアレイ（２ａ）内の電極ハウジングを示す。
【図３】バッテリー駆動のハンドヘルドであり、着脱可能なアレイ（滅菌のため）を有す
るＭＩＥＤの一実施形態の三次元図面を示し、「ａ」は、外観図を示す。「ｂ」は、内面
図を示す（バッテリーを含む）。
【図４】ＭＩＥＤの実施形態の写真を示す。
【図５】ＭＩＥＤを用いた電気穿孔により促進されたＧＦＰ発現構築物の送達の実施後に
ＧＦＰ発現を検出するための、モルモットの皮膚から得た組織の蛍光画像を示す。
【図６】ＭＩＥＤを用いた電気穿孔により促進されたＧＦＰ発現構築物の送達の実施後に
ＧＦＰ発現を検出するための、様々な動物の皮膚から得た組織の蛍光画像を示す。
【図７Ａ】免疫原性がマウスに対しインフルエンザ攻撃からの防御をもたらすことを示す
グラフを示す。
【図７Ｂ】免疫原性がマウスに対しインフルエンザ攻撃からの防御をもたらすことを示す
グラフを示す。
【図８】免疫原性がモルモットに対しインフルエンザ攻撃からの防御をもたらすことを示
すグラフを示す。
【図９】免疫原性がヒト以外の霊長類にインフルエンザ攻撃からの防御をもたらすことを
示すグラフを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　発明の詳細な説明
　以下の簡略化または短縮された定義は、本発明の好ましい実施形態の理解を助けるため
に示されている。本明細書に示された簡略化された定義は、決して包括的なものでもなく
、また当該分野で理解される定義または辞書の意味と矛盾するものでもない。簡略化され
た定義は、当該技術分野で公知の定義を補足するため、またはより明白に定義するために
本明細書で示されている。
【００１８】
　用語「定電流」は、組織、または前記組織を画定する細胞が、同組織へ送達される電気
パルスの持続期間に受容または体験する電流を定義するために本明細書で用いられる。電
気パルスは、本明細書に記載された電気穿孔装置から送達される。本明細書で提供された
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電気穿孔装置は、フィードバック要素を有し、好ましくは瞬時フィードバックを有するた
め、この電流は、電気パルスの寿命の間は前記組織内で一定アンペアのままである。フィ
ードバック要素は、パルスの持続期間全体にわたって組織（または細胞）の抵抗を測定す
ることができ、電気穿孔装置に電気エネルギー出力を変えさせる（例えば、電圧を増加さ
せる）ことができるため、同一組織内の電流は、電気パルス全体にわたって（μ秒の単位
で）、そしてパルス間で、一定のままである。幾つかの実施形態において、フィードバッ
ク要素は制御装置を含む。本明細書の装置により送達されるように記載された電流アンペ
ア値は、好ましくは一定の電流アンペア値である。
【００１９】
　用語「定電圧」は、組織、または前記組織を画定する細胞が、同組織へ送達される電気
パルスの持続期間に受容または体験する電圧または電位を定義するために本明細書で用い
られる。電気パルスは、本明細書に記載された電気穿孔装置から送達される。本明細書に
提供された電気穿孔装置は、フィードバック要素を有し、好ましくは瞬時フィードバック
を有するため、この電圧は、電気パルスの寿命の間、前記組織内で定電圧のままである。
フィードバック要素は、パルスの持続期間全体にわたって組織（または細胞）の抵抗を測
定することができ、電気穿孔装置に電気エネルギー出力を変えさせることができるため、
同一組織内の電圧は、電気パルス全体にわたって（μ秒の単位で）、そしてパルス間で、
一定のままである。幾つかの実施形態において、フィードバック要素は制御装置を含む。
本明細書の装置により送達されるように記載された電圧値は、好ましくは定電圧値である
。
【００２０】
　用語「フィードバック」または「電流フィードバック」は、互換的に用いられており、
提供された皮膚ＥＰ装置の能動的応答を意味し、電流を一定レベルに保持するために、電
極間の組織内電流を測定すること、およびそれに従ってＥＰ装置により送達されるエネル
ギー出力を変化させること、を含む。この一定レベルは、パルス配列の開始または電気的
処置の前にユーザによりプリセットされる。内部の電気回路は、電極間の組織内電流を連
続してモニタリングすることができ、モニタリングされた電流（または組織内電流）をプ
リセット電流と比較してエネルギー出力調整を連続して行い、モニタリングされた電流を
プリセットレベルに保持することができるため、好ましくはフィードバックは、皮膚ＥＰ
装置の電気穿孔コンポーネント、例えば制御装置により遂行される。幾つかの実施形態に
おいて、フィードバックループは、アナログ閉回路フィードバックであるため、瞬時であ
る。
【００２１】
　本明細書で用いられる用語「生体分子」は、核酸配列、タンパク質、脂質、マイクロバ
ブル（例えば、薬物負荷された小胞）、および製薬を指す。好ましくは生体分子は、ワク
チンであり、より好ましくは生体分子は、ＤＮＡワクチンであり、更により好ましくはＤ
ＮＡプラスミドワクチンである。
【００２２】
　本明細書において互換的に用いられる用語「電気穿孔」、「電気可透過化」または「界
面動電的促進（ｅｌｅｃｔｒｏ－ｋｉｎｅｔｉｃ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ）」（ＥＰ）
は、生体膜内の微視的経路（細孔）を誘導するための膜貫通電界パルスの使用を指し、こ
の微視的経路の存在により、プラスミド、オリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、薬物、イオ
ン、および水などの生体分子を、細胞膜の一方の側から他方の側へ通過させることが可能
になる。
【００２３】
　用語「分散電流」は、本明細書に記載された電気穿孔装置の様々な針電極アレイから送
達される電流のパターンを定義するために本明細書で用いられており、そのパターンは、
電気穿孔される組織の任意の領域における電気穿孔関連の熱ストレスの発生を最小限にす
る、または好ましくは排除する。
【００２４】
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　本明細書で用いられる用語「フィードバック機構」は、ソフトウエアまたはハードウエ
ア（またはファームウエア）のいずれかによって実行されるプロセスを指し、そのプロセ
スは、所望の組織（エネルギーパルスの送達前、送達時、および／または送達後）のイン
ピーダンスを受容し、既存の値、好ましくは電流と比較して、プリセット値を実現するた
めに送達されたエネルギーパルスを調整する。用語「インピーダンス」は、フィードバッ
ク機構を考察する際に本明細書で用いられ、オームの法則に従い電流値に変換することが
でき、これによりプリセット電流との比較が可能になる。好ましい実施形態において、「
フィードバック機構」は、アナログ閉回路により実施される。
【００２５】
　本明細書で用いられる用語「最小侵襲性」は、提供された電気穿孔装置の針電極による
貫入がわずかであることを指し、非侵襲性電極（または非貫入針）を含むことができる。
好ましくは貫入は、角質層を貫通する度合いであり、好ましくは最外側の生存する組織層
、つまり顆粒層へ進入するが基底層には貫入しない度合いである。貫入の深さは、０．１
ｍｍを超えず、好ましくは、角質を突破する約０．０１０ｍｍ～約０．０４０ｍｍの範囲
内の深さである。これは好ましくは、角質層を貫通させることが可能な尖端を提供するが
深い貫入が回避されるように研磨されたトロカール端部を有する電極を用いて遂行される
。
【００２６】
　用語「耐容性」または「ほぼ無痛」は、本明細書では互換的に用いられており、電気穿
孔に言及する場合には、電気穿孔に伴う疼痛のレベルが、入手可能な電気穿孔装置での典
型よりも実質的に低いことを意味する。より具体的には、耐容性（またはほぼ無痛）の電
気穿孔は、本明細書に記載されたＭＩＥＤの使用を組み合わせた結果であり、低電界を角
質層と基底層との間の表皮層へ送達しながら、筋肉の電気穿孔を回避する。好ましくは電
界は、低レベルの電圧、即ち、例えば０．０１Ｖ～７０Ｖ、好ましくは１Ｖ～１５Ｖで構
成されるであろう。ＶＡＳを用いて測定された場合、本明細書に提供された方法に従って
ＭＩＥＤ電気穿孔を体験した対象は、無痛またはペインフリースコアから（フルスケール
の）２０％以内、例えば０～１０のフルスケールで２ポイント以内、好ましくは無痛スコ
アの１０％以内である疼痛レベルを体験する。
【００２７】
　本発明の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の電極
を有するアレイと、を含み、角質層と基底層との間の表皮組織層への耐容性電位を対象へ
送達して、前記組織内の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する
。複数の電極のそれぞれは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離
れており；電圧発生装置は、電極を介して表皮組織へ約０．１ボルト～約５０ボルトの電
位を送達し；かつ電極は、鈍角であるが尖端のある遠端部の先端を有することで、角質層
と基底層との間の表皮組織層に貫入することができ、電圧発生装置から表皮組織へと電位
を送達する。幾つかの例において、電極は、概ね鈍角であるが尖端を有する、言い換えれ
ば浅い角度または鈍角の尖端を有する遠端部の先端を有する。例えば電極は、針の軸のほ
ぼ垂直から１０°軸外に研磨されたトロカール先端である遠端部を有することができる。
【００２８】
　本発明の別の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の
電極を有するアレイと、を含み、表皮組織への耐容性電位を対象へ送達して、前記表皮組
織内の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する。複数の電極のそ
れぞれは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離れており；電圧発
生装置は、電極を介して表皮組織へ約０．１ボルト～約５０ボルトの電位を送達し；かつ
電極は、０．１ｍｍ以下の深さで表皮組織に貫入するように適合されている。
【００２９】
　本発明の別の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の
電極を有するアレイと、を含み、表皮組織への耐容性電位を対象へ送達して、前記組織内
の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する。複数の電極のそれぞ
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れは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離れており；電圧発生装
置は、約０．１～約５０ボルトの電界をアレイへ送達し；かつ電極は、ビジュアルアナロ
グスケールにより測定されるとほぼ無痛となる耐容性電位を表皮組織の細胞へ送達する。
【００３０】
　本発明の別の態様において、電圧発生装置と；電圧発生装置と電気的に連通した複数の
電極を有するアレイと、を含み、表皮組織への耐容性電位を対象へ送達して、前記組織内
の細胞の電気穿孔をもたらすことが可能な電気穿孔装置が存在する。複数の電極のそれぞ
れは、各隣接する電極から約０．５ｍｍ～約２．５ｍｍの距離で離れており；電圧発生装
置は、約０．１～約５０ボルトの電界をアレイへ送達し；かつ電極は、表皮組織の細胞に
おける最小限の組織障害により示される耐容性電位を、前記細胞へ送達する。
【００３１】
　幾つかの態様において、装置は、表皮組織を０．１ｍｍ以下の深さ、好ましくは約０．
０１ｍｍ～約０．０４ｍｍの深さで貫入するように適合された電極を有する。好ましくは
電極は、各隣接する電極から約１．５ｍｍの距離で離れている。同じく、好ましくは電圧
発生装置は、約１ボルト～約１５ボルト、より好ましくは約１５ボルトの電位を表皮組織
へ送達する。
【００３２】
　幾つかの実施形態において、装置は、耐容性電位、つまり約５ｍ秒～約２５０ｍ秒の範
囲内の持続期間、持続範囲および回数で送達する。幾つかの実施形態において、装置は、
ビジュアルアナログスケールにより測定されると前記対象によりほぼ無痛との疼痛評価を
生じる耐容性電位を送達する。ＶＡＳは、０ｍｍが無痛を示し１００ｍｍが最大の疼痛を
示す、１００ｍｍ長の横線である。ほぼ無痛は、約２０ｍｍ未満（９５％信頼間隔内）、
好ましくは１０ｍｍ未満（９５％信頼間隔内）の平均スコアを生じるＶＡＳ方法論を用い
たスコアである。
【００３３】
　幾つかの実施形態において、装置は、対象の前記細胞において最小限の組織障害をもた
らす電位、好ましくは組織の組織学的分析により可視的組織障害がない電位である耐容性
電位を送達する。組織学的分析は、視覚的障害を評価するために用いることができる。
【００３４】
　組織学的分析は表皮の上層におけるトランスフェクションを実証する
　組織病理学的分析を、モルモットの皮膚組織で実施した。各パネルは、ＭＩＤにより電
気穿孔された組織を示した。スライドは全て、ヘマトキシリンおよびエオジンで染色し、
蛍光顕微鏡（２０倍対物レンズ）で観察して、ＧＦＰ陽性を視覚化した。動物を処置後３
日目に殺処分した後の皮膚組織の組織病理学が示され：分析により最小侵襲性装置での電
気穿孔後に関連の組織障害が認められなかった。言い換えると、電気穿孔による組織の組
織病理学分析が、電気穿孔を行わなかった組織と同様であることを示した。
【００３５】
　本発明の別の態様において、生体分子を対象の表皮組織の細胞へ投与すること；電極を
表皮組織へ接触させることで電極が角質層を貫通して基底層の上の層に存在すること；お
よび電極を介して耐容性電位を電圧発生装置から表皮層の細胞へ送達すること、を含む、
本明細書に記載された電気穿孔装置を用いた、電気穿孔で支援した送達により、生体分子
を対象の表皮組織の細胞へ送達する耐容性のある方法が存在する。
【００３６】
　幾つかの実施形態において、方法は、電極を操作して表皮組織に０．１ｍｍ以下の深さ
、好ましくは約０．０１ｍｍ～約０．０４ｍｍの深さで貫入させることを含む。アレイは
、注射部位で用手的に前後に調整して（または小刻みに動かして）、良好な接触を確保し
、電極の先端に角質層を突破させることができる。好ましくは送達ステップは、ビジュア
ルアナログスケールにより測定されると、前記対象によりほぼ無痛との疼痛評価を生じる
耐容性電位を送達することを含む。同じく好ましくは、送達ステップは、対象の前記細胞
において最小限の組織障害をもたらす耐容性電位を送達することを含む。送達ステップは
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、好ましくは約０．１ボルト～約１５ボルトの電位を細胞へ送達する。
【００３７】
　幾つかの実施形態において、方法は、約５ｍ秒～約２５０ｍ秒の持続期間、ならびにそ
の間の持続期間範囲および数、好ましくは１００ｍ秒間、電位を送達することを含む送達
ステップを包含する。
【００３８】
　一般的電気穿孔装置
　電気エネルギーのパルスを低電界で角質層と基底層との間の表皮組織へ送達して、耐容
性電気穿孔を誘発することができる電気穿孔発生装置または制御装置が提供される。好ま
しくは電気穿孔は、主として、または専ら顆粒層で起こる。装置は、角質層を貫通するこ
とが可能な針電極を介し、提供されるＭＩＥＤによりエネルギーパルスを送達する。
【００３９】
　幾つかの実施形態において、好ましくは処置された組織において定電流を保持する本発
明のＭＩＥＤの応答性は、皮膚ＥＰ装置内でのフィードバック機構を通して遂行され、組
織の加熱を予防し、組織障害、疼痛を低減して、提供された皮膚電気穿孔技術の全体的成
功に寄与する。幾つかの実施形態において、ＭＩＥＤは、制御装置と；制御装置と電子的
に連通した波形発生装置と；制御装置と電子的に連通した波形ロガーと；波形発生装置に
電気的に接続されたバッテリーと、で更に構成させることができる。制御装置は、ユーザ
から入力データを受取り、波形発生装置を指図してエネルギーパルスを入力データに従い
所望の組織へ送達し、送達されたエネルギーパルスに従いデータを波形ロガーへ通信する
ことができ、ここでバッテリーは、電荷を波形発生装置へ送り、バッテリーはリチウムイ
オン、ニッケル金属水素化物、鉛酸、またはニッケルカドミウムバッテリーである。好ま
しくはＭＩＥＤ（図３）は、携帯可能である。携帯可能な装置は、バッテリーパックを介
して操作することができ、治療またはワクチン接種を目的とする集団ワクチン接種に適切
となることができる。
【００４０】
　ＭＩＥＤは、様々な電界発生（または電気パルス発生）コンポーネント、または発生装
置を伴う、提供された電極アレイとアプリケータとの組み合わせであってもよい。幾つか
の例において、発生装置は、中でも非限定的に以下のものをはじめとする、公知の電気穿
孔装置の１つから選択することができる：表題「Ｃｏｎｓｔａｎｔ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅ
ｌｅｃｔｒｏｄｅ　Ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｆｏｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ」の米
国特許第７，２４５，９６３号、ならびに米国特許第５，２７３，５２５号、同第６，１
１０，１６１号、同第６，２６１，２８１号、同第６，９５８，０６０号、および同第６
，９３９，８６２号。より好ましい例において、発生装置は、ＣＥＬＬＥＣＴＲＡ（登録
商標）ＥＰ装置およびＥｌｇｅｎ　ＥＰ装置（両者ともペンシルバニア州ブルーベルのＩ
ｎｏｖｉｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，　Ｉｎｃ）と共に用いられるものである
。前述の特許参考資料は、全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００４１】
　電気穿孔針
　電荷を送達することが可能である様々な公知の電気穿孔針を、ＭＩＥＤに組み込むこと
ができる。電気穿孔針は、最小侵襲性であり、非侵襲性針を含む。好ましくは針は、鋭利
であり、例えば幾つかの例はトロカール研磨を利用しているため、角質層を貫通して顆粒
層に到達することができる。トロカール端部を研磨して、角質層を貫通するが深い貫入を
回避することが可能な尖端の状態にすることができる。幾つかの例において、電極は、概
ね鈍角であるが尖端を有する、言い換えれば浅い角度または鈍角の尖端を有する遠端部の
先端を有し、例えば電極は、針の軸のほぼ垂直から１０°軸外に研磨されたトロカール先
端の遠端部を有することができる。
【００４２】
　アレイ
　公知である複数の針アレイ形態を、現行のＭＩＥＤと共に用いることができる。企図さ



(9) JP 5706451 B2 2015.4.22

10

20

30

40

50

れるこれらの針アレイ形態は、任意の数の電極、任意の幾何学的パターンの電極を一般的
な平面配列で含む。好ましくは電極は、電極アレイ全体に（または電極が取り付けられて
いる土台もしくは基板全体に）均一に分布された配列である。より好ましくは針電極は、
各隣接する針電極がほぼ同じ距離で離れている正方形状の配列で配列されている（正方形
の縁部にある電極以外）。
【００４３】
　幾つかの実施形態において、アレイは、三角形パターンで均等に離れた少なくとも３つ
の針、円形パターンで均等に離れた少なくとも４つの針、または２×２、３×３、４×４
、５×５、もしくはそれを超える正方形パターンで配列された針で構成されている。ある
いはパターンは、長方形または菱形であってもよい。好ましくは針電極は、４×４の針ア
レイ配列で配列されている。４×４針アレイの例を、図１に示している。図２は、ＭＩＥ
Ｄハウジング、アレイハウジングおよび電極ハウジングの例を示している。各針電極は、
各隣接する針電極から１５０ｍｍ以下、１００ｍｍ～１ｍｍ、５０ｍｍ～１ｍｍ、４０ｍ
ｍ～１ｍｍ、３０ｍｍ～１ｍｍ、２０ｍｍ～１ｍｍ、１０ｍｍ～１ｍｍ、５ｍｍ～１ｍｍ
、５ｍｍ～２ｍｍ、好ましくは２ｍｍ、より好ましくは１．５ｍｍの距離で離れていても
よい。
【００４４】
　電気パルス（送達された電位）
　提供された装置は、生体分子の有効なトランスフェクションを保持しながら、典型的な
ＥＰ法よりも低い電圧および電流で動作して、耐容性を高める（発現と、続く免疫応答で
示された通り）。装置は、典型的には一定の電圧、電流または所望ならそれらの両方の組
合せを送達するように設計されたパルス発生装置と共に使用される。皮膚組織中の細胞の
トランスフェクションを実行するためにＭＩＥＤにより用いられる電気パルスは、耐容性
電気穿孔を得るのに必要な低い電気エネルギーを提供する任意の公知パルスパターンであ
る。幾つかの実施形態において、ＭＩＥＤは、電気パルスを０．０１Ｖ～７０Ｖ、０．０
１Ｖ～５０Ｖ、０．０１Ｖ～４０Ｖ、０．０１Ｖ～３０Ｖ、０．０１Ｖ～２０Ｖ、０．０
１Ｖ～１５Ｖ、０．１Ｖ～７０Ｖ、０．１Ｖ～５０Ｖ、０．１Ｖ～４０Ｖ、０．１Ｖ～３
０Ｖ、０．１Ｖ～２０Ｖ、０．１Ｖ～１５Ｖ、好ましくは１Ｖ～１５Ｖの電圧レベルで所
望の組織へ送達する。より好ましくは、ＭＩＥＤの隣接する電極がおよそ２ｍｍ、好まし
くは１．５ｍｍ離れている場合に、電圧レベルは、１５Ｖである。
【００４５】
　幾つかの実施形態において、ＭＩＥＤは、以下の電流を所望の組織へ送達する電気パル
スを特徴とする耐容性電気エネルギーを送達する：０．２ｍＡ～１００ｍＡ、０．１ｍＡ
～１００ｍＡ、０．５ｍＡ～１００ｍＡ、１ｍＡ～１００ｍＡ、１ｍＡ～８０ｍＡ、１ｍ
Ａ～６０ｍＡ、１ｍＡ～５０ｍＡ、１ｍＡ～４０ｍＡ、１ｍＡ～３０ｍＡ、しかし好まし
くは１ｍＡ～１００ｍＡ、より好ましくは１ｍＡ～３０ｍＡ、より好ましくは１０ｍＡ。
【００４６】
　ＭＩＥＤに関連する耐容性電気パルスは全て、５ｍ秒～２５０ｍ秒、１０ｍ秒～２５０
ｍ秒、２０ｍ秒～２５０ｍ秒、４０ｍ秒～２５０ｍ秒、６０ｍ秒～２５０ｍ秒、８０ｍ秒
～２５０ｍ秒、１００ｍ秒～２５０ｍ秒、２０ｍ秒～２００ｍ秒、４０ｍ秒～２００ｍ秒
、６０ｍ秒～２００ｍ秒、８０ｍ秒～２００ｍ秒、１００ｍ秒～２００ｍ秒、２０ｍ秒～
１５０ｍ秒、４０ｍ秒～１５０ｍ秒、６０ｍ秒～１５０ｍ秒、８０ｍ秒～１５０ｍ秒、１
００ｍ秒～１５０ｍ秒、１００ｍ秒～１４０ｍ秒、１００ｍ秒～１３０ｍ秒、１００ｍ秒
～１２０ｍ秒、１００ｍ秒～１１０ｍ秒、より好ましくは１００ｍ秒のパルス長をはじめ
とする各パルスの短い持続期間を特徴とする。
【００４７】
　ＭＩＥＤに関連する耐容性電気パルスは、低い繰返しパルスも特徴とする。ＭＩＥＤに
より送達されるパルスは、各ワクチン接種のために以下の回数のパルスを送達するように
繰り返される：１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０回、好ましくは１～６
回、より好ましくは２回。
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【００４８】
　ワクチン＋ＥＰの投与のための組織
　ＭＩＥＤは、電気穿孔が可能な電気エネルギーを皮膚組織の細胞へ送達して、内部の細
胞への生体分子送達、好ましくはＤＮＡワクチンの接種を補助するためのものである。好
ましくは電極は、角質層の真下で基底層の上にある、好ましくは顆粒層の内部のみにある
生存する組織層である皮膚組織のみに貫入する。生体分子は、典型的にはＭａｎｔｏｕｘ
技術を用いて標的組織へ送達される。
【００４９】
　ハンドル内にエレクトロニクスを含むバッテリー駆動式バージョン（図３参照）
　ＭＩＥＤは、携帯可能なＥＰ装置であってもよい。ハンドヘルドであり、電気パルスの
電気エネルギー供給源が１．５Ｖ～１２Ｖの電位を有する少なくとも１つのバッテリーで
ある、携帯可能な自己内蔵型ＭＩＥＤ装置が提供される。
【００５０】
　携帯可能なＭＩＥＤは、前記バッテリーを収容するハウジングと、前記バッテリーと電
気的に連通し、それにより駆動される電気回路を含む回路基板と、１０００～１００００
０ｕＦ（マイクロファラッド）の静電容量を保持することが可能な少なくとも１つのコン
デンサとを含むことができる。関連の実施形態において、コンポーネント（即ち、バッテ
リー、回路、およびコンデンサ）は一般に、前記ハウジング内で直列または並列に空間配
置されているため、装置を操作する人の手に保持することが可能なほぼ長方形または円筒
形を有することができる。例えばハウジングは、近端部および遠端部を有するため、円筒
または前記長方形の長い部分は、内部に収容され、前記バッテリーは、前記ハウジングの
前記近端部内に位置し、取り外し可能なカバーを介してそのような端部から接近すること
ができる。前記ハウジングの遠端部には、電線管が位置することができ、それは前記回路
と電気的に連通していて、少なくとも１つの陰極および少なくとも１つの陽極に接続する
ためのコネクタとして働き、前記コンデンサおよび回路を介して前記バッテリーにより駆
動される電気穿孔パルスを含む回路を完成させるのに用いられる。前記ハウジングの遠端
部は、前記ハウジングと関連して、またはその一部として、半永久または永久に取り付け
、そして／またはそれを取り外すための機構と、液体治療薬を含むリザーバのいずれかを
含むヘッドアセンブリと、前記液体を身体組織へ方向づけることができる前記リザーバと
流体連通するオリフィスと、前記オリフィスを通して前記液体を前記リザーバから移動さ
せるエネルギー源と、少なくとも１つの陽極および１つの陰極を含む少なくとも１つの電
極と、を含むこともできる。
【００５１】
　幾つかの実施形態において、携帯可能なＭＩＥＤは、前記組織内の細胞を電気穿孔する
ことが可能で、一般には０．１Ｖ～７０Ｖ、好ましくは０．１Ｖ～５０Ｖ、より好ましく
は１Ｖ～１５Ｖの電圧を有する電気パルスを、ホ乳類の皮膚組織へ送達することができる
。更に装置は、前記電界強度の電気穿孔パルスを５ｍ秒～２５０ｍ秒、より典型的には１
０ｍ秒～１００ｍ秒、より一般的には３０ｍ秒～７０ｍ秒、より好ましくは５０ｍ秒の期
間、送達することができる。更に装置は、マイクロプロセッサを介して、電気穿孔性電気
エネルギーのバイポラーパルスまたはモノポラーパルスのいずれかを送達することができ
、バイポラーまたはモノポラーパルスは、所定の列の多重パルスおよび／もしくは電圧成
形パルス、または更に指数関数的に放電するパルスを含むことができる。そのような可変
性のパルス発生能力（ｐｕｌｓｉｎｇ　ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ）により、電圧、パルス形
状、持続期間、および電気穿孔パルスの極性の最適化をはじめとする電気穿孔プロセスの
潜在的最適化が提供される。
【実施例】
【００５２】
　本発明を、以下の実施例において更に例示する。これらの実施例が、本発明の好ましい
実施例を示しており、例示に過ぎないことを理解しなければならない。上記の考察および
これらの実施例から、当業者は、本発明の本質的な特徴を確認することができ、本発明の
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主旨および範囲を逸脱せずに、本発明の様々な変更および修正を様々な使用および条件に
適合させることができる。つまり本発明の様々な修正は、本明細書に図示され、記載され
たものに加えて、前述の記載から当業者に明白となろう。そのような修正は、添付の特許
請求の範囲にも含まれるものとする。
【００５３】
　本明細書に記載された電気穿孔装置により生じた耐容性または疼痛低下を評価するため
に、トライアルを実施することができる。試験従事者は、各患者ごとに、電気穿孔の実施
時にストップウォッチを開始させることができる。各患者は、訓練された試験従事者の監
督の下で、標準の疼痛評価を実施し、試験従事者は、電気穿孔の５、１０、１５、２０、
３０、および４５分後、１時間後、１．５時間後、その後、電気穿孔の１２時間後まで１
時間ごとに、そして電気穿孔の１６時間後および２４時間後に、これらの評価を日誌に記
録する。患者は、分類スケールおよびＶＡＳの両方を用いて疼痛強度を測定した。これま
で言及された通り、分類スケールには、４種の分類が含まれた：
　　０＝なし、１＝軽度、２＝中等度、３＝重度。
　ＶＡＳは、０ｍｍが無痛を示し１００が最大の疼痛を示す、１００ｍｍ長の横線である
。この１００ｍｍスケールを用いれば、ほぼ無痛のスコアは、ペインフリー（疼痛を感じ
ないこと）を示すスコアから２０ｍｍ以内のスコアとなろう。幾つかの例において、ほぼ
無痛は、ペインフリーのスコアから１０ｍｍのスコアである。
【００５４】
　方法
　以下の方法は、考察により適切となるならば、以下の実施例のそれぞれで用いられる。
　最小侵襲性装置の設計－０．０１７５インチ（約０．４４４５ｍｍ）径で１．５ｍｍ間
隔に置かれた４×４の金メッキトロカール針からなる電極アレイを構築して、Ｅｌｇｅｎ
　１０００（ペンシルバニア州ブルーベルのＩｎｏｖｉｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌｓ，　Ｉｎｃ）パルス発生装置またはバッテリー駆動の低電圧回路のいずれかと連結さ
せて使用した。
【００５５】
　プラスミドの調製－ｇＷｉｚ　ＧＦＰプラスミドを、Ａｌｄｅｖｒｏｎ（Ｆａｒｇｏ　
ＮＤ）から購入した。ＮＰプラスミドは、インフルエンザのプエルトリコ８（Ｈ１Ｎ１）
株由来の完全長ＮＰをコードしている。Ｍ２プラスミドは、インフルエンザのニューカレ
ドニア／９９（Ｈ１Ｎ１）株由来の完全長Ｍ２をコードしている。この構築物は、突然変
異した核ターゲティングシグナルを有し、ＧｅｎｅＡｒｔ（ドイツ）により最適化および
合成された。全てのプラスミドを、注射前に１×ＰＢＳで希釈した。ｐＧＸ２００５（Ｈ
１ＨＡのコンセンサス配列をコードするＳＹＮＣＯＮ（商標）（合成ＤＮＡ構築物）のワ
クチン構築物）およびｐＧＸ２００９（ブタＨ１ＨＡのコンセンサス配列をコードするＳ
ＹＮＣＯＮ（商標）のワクチン構築物）を含むＳＹＮＣＯＮ（商標）インフルエンザワク
チンプラスミドカクテル（１００μｇ／プラスミド）を、注射前に１×ＰＢＳで希釈した
。
【００５６】
　動物－雌ハートレーモルモット（系統コード０５１）、雌ニュージーランドウサギおよ
び雌Ｂａｌｂ　Ｃマウスを、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓか
ら購入した。雌ウィスターラットを、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓから購入した。雌ヨークシャーブタを、Ｓ＆Ｓ　Ｆａｒｍ’ｓ（カリフォルニア州
ラモナ）から購入した。モルモット、ラット、ウサギおよびマウスを、ＢｉｏＱｕａｎｔ
（カリフォルニア州サンディエゴ）で飼育した。雄（４匹）および雌（４匹）マカク（ア
カゲザル）を、ＢＩＯＱＵＡＬ　Ｉｎｃ．（メリーランド州ロックビル）で、試料および
水を自由に摂取させながら個別に飼育した。マカクは、実験前の検疫において少なくとも
３０日間順化させた。動物は全て、施設内動物管理使用委員会（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
ａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）（ＩＡＣＵＣ）
の規準に従い飼育し、取り扱った。
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【００５７】
　動物の準備－除毛後のハートレーモルモットで観察されたＧＦＰレポーターの結果は、
過去の実験におけるＩＡＦ無毛モルモットで観察された結果と同様であった。除毛は得ら
れたトランスフェクションに影響を有さないと思われ、そして経費を考慮して、ハートレ
ー動物を対象に試験の残りを実施することを選択した。ハートレーモルモットを剃毛して
、処置の２４時間前に剃り残しを除毛クリーム（Ｖｅｅｔ）により除去した。マウス、ラ
ット、ウサギ、ブタおよびマカクを、処置前に剃毛した。
【００５８】
　ＤＮＡ注射－マカクをケタミン注射で鎮静させた。他の動物は全て、吸入イソフルラン
で鎮静させた。動物全てに、所望の用量のプラスミドを含む１×ＰＢＳ　５０μｌを皮内
注射した（Ｍａｎｔｏｕｘ法－２９ゲージのインスリン針）。マウスの四頭筋へ、所望の
用量のプラスミドを含む１×ＰＢＳ　５０μｌを筋肉注射した。マカクの四頭筋へ、所望
の用量のプラスミドを含む１×ＰＢＳ　４００μｌを筋肉注射した。空ベクターを添加し
て、各群で等しいＤＮＡ量を保持した。
【００５９】
　真皮装置による電気穿孔－ＤＮＡ注射の直後に、真皮装置を真皮注射の部位へ適用した
。アレイを注射部位で「小刻みに動かして」、良好な接触を確保し、Ｅｌｇｅｎ　１００
０または低電圧のバッテリー回路のいずれかによるパルス発生により、エレクトロトラン
スファを実現した。用いられたパラメータは、１００ｍ秒の持続期間で３回の１５ボルト
パルスであった。
【００６０】
　筋肉の電気穿孔－ＩＭ注射の直後に、電極間隔４ｍｍの２７Ｇの２本針アレイを筋肉注
射の部位に挿入することにより、電気穿孔を実施した。Ｅｌｇｅｎ　１０００を用いて、
それぞれ６０ｍ秒持続させた１２５Ｖ／ｃｍパルスを２回送達した。
【００６１】
　皮膚の結像-皮膚試料または生検を、終了後の動物から検死後に取り出し、ＯＶ１００
結像型顕微鏡（カリフォルニア州サンディエゴのＡｎｔｉ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｃ．，）
で４８０ｎｍで結像するまで氷上に貯蔵した。
【００６２】
　組織病理学－皮膚試料または生検を、終了後の動物から検死後に取り出し、直ちに１０
％中性緩衝ホルマリン中に保存して、処理および組織病理学的分析のためにカリフォルニ
ア州サンディエゴのＰａｃｉｆｉｃ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙに送付した。適切な組織を切り
取り、処理してパラフィンに包埋し、およそ５μｍに切り出して、ヘマトキシリンおよび
エオジンで染色した。得られたスライドを、認定病理専門医が検査した。切片は、カリフ
ォルニア州サンディエゴのＢｕｒｎｈａｍ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅで、１０倍対物レンズを
有するＺｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｐｌａｎ顕微鏡を用いて視覚化した。
【００６３】
　免疫化マウス血清中のＮＰ抗体の検出－ＮＰに対する抗体の応答を、免疫化マウスから
得た血清を用いて、ＥＬＩＳＡにより評価した。マウスを、最後の免疫化の２週間後に、
後眼窩採血した。Ｎｕｎｃ　Ｍａｘｉ－Ｓｏｒｐ　Ｉｍｍｕｎｏ　ＰｌａｔｅにＮＰ（５
μｇ／ｍＬ、Ｉｍｇｅｎｅｘ　ＩＭＲ－２７４）を、４℃で一晩コーティングした。０．
０５％Ｔｗｅｅｎ－２０を含むＰＢＳを用いた自動プレート洗浄により、未結合の抗原を
プレートから洗い流した。０．５％ＢＳＡを含むＰＢＳ　２００μＬを３７℃で１時間添
加することにより、プレートを非特異的結合に関して遮断した。先の通り洗浄した後、０
．２％ＢＳＡおよび０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０を含むＰＢＳで、血清を１：５０に希釈
し、最初のウェルに添加した。各ウェルで１：３～１：５に希釈することにより、系列希
釈を実施した。血清を３７℃で２時間インキュベートした後、洗浄した。抗マウスＩｇＧ
ビオチン（Ｂ９９０４－５ｍｌ；米国ミズーリ州セントルイスのＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ）を１：１００００に希釈し、５０μＬを各ウェルに添加して、３７℃で１時間イン
キュベートした後、洗浄した。この後、１：１０００に希釈したストレプトアビジン－Ｈ
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ＲＰ（米国アラバマ州バーミンガムのＳｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）５０μＬを各
ウェルに添加して、３７℃で１時間インキュベートした後、洗浄した。最終ステップは、
ＨＲＰ基質（Ｐ－９１８７、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）５０μＬを添加し、暗室中、
室温で１０分間インキュベートした後、４５０ｎｍで光学密度（ＯＤ）を読み取ることに
より、実施した。ＯＤが未処置マウス血清のＯＤの３倍高ければ、読み取りを陽性と判断
した。結果は、終点力価として、即ち、ＯＤが未処置血清の３倍以上高くなった場合の最
終希釈率として、表した。
【００６４】
　ＥＬＩＳｐｏｔアッセイ－免疫化の２週間後に、各群のマウスから得た脾臓細胞を単離
した。ＲＢＣ溶解緩衝液（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて、単一細胞懸濁液の赤血球
細胞を透明化させた。ＥＬＩＳＰＯＴアッセイキットを、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓから購
入した。９６ウェルＥＬＩＳＰＯＴプレート（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を、抗マウスインタ
ーフェロン（ＩＦＮ）－γモノクローナル抗体でコーティングした。４℃で一晩インキュ
ベートした後、ウェルを洗浄して、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓのプロトコルに従って遮断緩
衝液で遮断した。各群のプールした脾臓細胞をウェルに添加して、１μｇ／ｍＬ　ＮＰ１
４７（ＴＹＱＲＴＲＡＬＶ　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｉｎｃ．）と共に４８時間イン
キュベートした。その後、プレートを洗浄し、製造業者により記載されたプロトコルに従
って発色させた。スポットは、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｌｔｄにより
数えられ、分析された。
【００６５】
　鼻内インフルエンザ攻撃－１０匹からなる複数の群のＢａｌｂ／ｃマウスを、０、３お
よび６週目に免疫化した。マウスを免疫化した：０週目　予備刺激３０＋３０μｇ、３週
目　増幅３０＋３０μｇ、１０週目　増幅１００＋１００μｇ。１２週目に、インフルエ
ンザ攻撃実験を、カナダ、マニトバ州ウィニペグのカナダ公衆衛生局国立微生物研究所で
、倫理委員会の倫理指針に従い、ＢＳＬ　ＩＶプロトコルを用いて実施した。Ｈ５Ｎ１　
Ａ／ベトナム／１２０３／０４株のＬＤ５０の１００倍用量を、鼻内攻撃に用いた。その
後、攻撃後２１日間連日、マウスを生存および体重についてモニタリングした。
【００６６】
　ＨＡＩアッセイ－動物を採血して、直後に血清試料をドライアイス上に貯蔵した後、プ
ロセシングのためにメリーランド州ロックビルのＢＩＯＱＵＡＬへ輸送した。血清１部を
受容体破壊酵素３部で希釈することにより血清を受容体破壊酵素で処置して、３７℃水浴
で一晩インキュベートした。酵素を５６℃での３０分間のインキュベートにより不活化し
、１／１０の最終希釈のためにリン酸緩衝生理食塩水６部を添加した。４血球凝集単位の
ウイルスおよび先に記載された１％赤血球細胞を用いて、ＨＡＩアッセイをＶ底９６ウェ
ルマイクロプレートで実施した。ＨＡＩアッセイに用いられるウイルスを、ＣＤＣのイン
フルエンザ部門から得た。
【００６７】
実施例１
最小侵襲性装置を用いた電気穿孔はロバストなレポーター遺伝子トランスフェクションを
もたらす
【００６８】
　最小侵襲性電極装置（ＭＩＥＤ）を、ＤＮＡワクチン送達を含む使用に向けて設計した
。この新しいアプリケータは、１．５ｍｍ間隔の４×４アレイパターンで、トロカール研
磨（電極は鈍角であるが尖端のある遠端部の先端を有する）を含む金メッキステンレス鋼
針電極からなる（図４ａおよび４ｃ）。４つの電極からなる交互の列は、逆極性（負より
も正）で放電することができる。電極は、プラスチックハンドル内の電気ソケットに収容
されており、各電極に二者択一の放電パターンで個別に取り組ませることができる。装置
は、皮膚表面と接触するだけであり、組織に直ちに貫入しないように設計されている。適
切に接触させると、電極の鋭利さによって装置のアレイが角質層のバリア層を破壊し、一
定したインピーダンス測定が確実に行われて、反復可能な電気穿孔処置をもたらすことが
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できる。原型の装置を、パルス発生装置への接続用の取り付けコードを用いて組み立てた
（図４ｂ）。
【００６９】
　この新規な、最小侵襲性針電極装置（ＭＩＥＤ）を用いた、有効なトランスフェクショ
ンおよび免疫応答に必要となる電圧パラメータの低限を、試験した。Ｍａｎｔｏｕｘ技術
を用いて、モルモットの横腹の別個の皮膚部位に１ｍｇ／ｍｌ　ＧＦＰプラスミド　５０
μｌを注射して、直ちに１５Ｖの低電圧に設定されたＭＩＥＤを用いてパルスを送った（
図５ａ）。ロバストで再現性のあるＧＦＰトランスフェクションは、処置の８時間後に可
視となり、３日目にピークとなった。ＧＦＰプラスミド注射のみの後で、最小のＧＦＰト
ランスフェクションが検出された、またはＧＦＰトランスフェクションが検出されなかっ
た（データは示さず）。一定範囲の電気的パラメータおよび電圧が、ＧＦＰトランスフェ
クションをもたらしたが、１５ボルトでのパルスは、より再現性があった（データは示さ
ず）。再現性を、標準条件での蛍光顕微鏡測定の後の陽性画素カウント（ｐｏｓｉｔｉｖ
ｅ　ｐｉｘｅｌ　ｃｏｕｎｔ）により定量および評価した。画定された領域内の最も一定
した画素カウント数を、１０～１５ボルトパラメータで得た。実際のＧＦＰトランスフェ
クションパターンは、各電極との接触点の周りで明確な「島」に見えた（図５ｂ）。効果
的なＥＰは浅く、低電圧で電極先端の周りに高度に局在化しており、このため表皮の基底
層の下では有意義なトランスフェクションは得られない。
【００７０】
　ロバストなトランスフェクションが、モルモットに特異的な現象でないことを確証する
ために、ＧＦＰ局在化を一連の種で実施した。マウス、ウサギ、ラットおよびブタの皮膚
部位に、１ｍｇ／ｍｌ　ＧＦＰプラスミド　５０μｌ（マウスには３０μｌ）を注射して
、直ちにＭＩＥＤを用いてパルスを送った。全ての種で、電気穿孔後にロバストな真皮Ｇ
ＦＰトランスフェクションが実証され、ＧＦＰプラスミド注射のみの後に、最小のトラン
スフェクションが検出されるか、またはトランスフェクションが検出されなかった（図６
）。全ての種において、強いＧＦＰ陽性が、全ての電気穿孔された皮膚試料において検出
された。しかし、ウサギの試料のみで、モルモット試料で観察された明確な「島」パター
ンが実証された（図５）。ラット、マウスおよびブタの皮膚上のＧＦＰ局在化は、より広
汎性であると思われた。実際のトランスフェクトされた領域は、注射腫れのサイズの関数
であったため、ラット、ウサギおよびブタの間で類似していた（約４ｍｍ2）。マウスの
皮膚のトランスフェクトされた領域は、注射容量がより小さいため、わずかに小さかった
。マウスのパネルでは、マウスの皮膚全体を、相対的サイズが理解できるように示してい
る。ＧＦＰ陽性細胞は、ラット、ウサギおよびブタ試料の皮膚表面のみで検出された。Ｇ
ＦＰシグナルは、これらの試料の裏側では観察されなかった。マウスの皮膚の裏側は、陽
性ＧＦＰシグナルを有するように見えた。しかしこれは、皮膚試料の薄さに関連すると思
われる。
【００７１】
　このデータから、ＭＩＥＤが小動物モデルおよび大動物モデルの両方で、プラスミドを
皮膚へ効率的に移行しうることが示唆される。
【００７２】
実施例２
最小侵襲性装置を用いた電気穿孔－組織学的分析により表皮の上層におけるトランスフェ
クションを実証する
【００７３】
　細胞レベルに対する、ＭＩＥＤによる電気穿孔の影響に取り組むために、組織学的分析
を実施した。モルモットの部位に、１ｍｇ／ｍｌ　ＧＦＰプラスミド　５０μｌを注射し
て、直ちにＭＩＥＤを用いてパルスを送った。処置の３日後に生検試料を取り出して固定
し、パラフィン試料を切り出して、Ｈ＆Ｅで染色した（スライドは示さず）。病理学的分
析から、最小侵襲性装置での電気穿孔の後に、関連する組織障害がないことが明らかとな
った。高倍率の顕微鏡測定により、ＧＦＰトランスフェクションの大部分が表皮の顆粒細
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胞層に生じることが明らかとなった（スライドは示さず）。ＧＦＰ陽性細胞は、基底層で
も検出された。これに対して、ＧＦＰプラスミド注射のみを受けた生検では、少数のみの
ＧＦＰ陽性細胞が検出された。これは、電気穿孔を受けた組織の生検試料で観察されたロ
バストなシグナルと正反対であった。発現増強を視覚的に推定すると、ＤＮＡのみと比べ
て、ＧＦＰ陽性細胞の数に基づくと１００～１０００倍を超えているであろう。
【００７４】
実施例３
最小侵襲性装置を用いた電気穿孔－ロバストな細胞応答をもたらし、マウスにおける致死
的攻撃の１００％防御を提供する
【００７５】
　マウスを、ＮＰおよびＭ２インフルエンザ抗原をコードするＤＮＡで免疫化した：０週
目　予備刺激３０＋３０μｇ、３週目　増幅３０＋３０μｇ、１０週目　増幅１００＋１
００μｇ。プエルトリコ／３９株の適合したＮＰ抗原およびニューカレドニア／９９株の
適合したＭ２抗原を最適化および合成し、その後、臨床的に認可されたホ乳類発現ベクタ
ーｐＭＢ７６．５のバックボーンへクローニングした。ＮＰおよびＭ２ｅ抗原を、主とし
て細胞免疫性が評価されるように選択した。これらのタンパク質は、中和抗体反応を誘導
することはできない。
【００７６】
　マウスの群へ、最小侵襲性真皮装置またはＥｌｇｅｎ　１０００筋肉内装置（ペンシル
バニア州ブルーベルのＩｎｏｖｉｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，　Ｉｎｃ）のい
ずれかを用いて電気穿孔した。抗原特異性Ｔ細胞ＥＬＩＳＰｏｔアッセイおよび抗体力価
により測定されると、マウスモデルにおける強力な細胞および体液応答の誘導が、全ての
マウスで観察された。抗原特異性ＣＴＬ応答は、ＭＩＥＤではＮＰに対して２００＋／－
５７．９ＳＦＵ／１０6脾臓細胞であり、ＩＭではＮＰに対して８５＋／－３６．３ＳＦ
Ｕ／１０6脾臓細胞であった（図７Ａ）。皮内に電気穿孔された動物の方が、統計学的に
有意ではないが高い力価および細胞応答を示した。
【００７７】
　誘導された免疫応答が、感染に影響を及ぼすことが可能であるかを決定する試みにおい
て、鼻内（ｉ．ｎ．）接種により、致死量のインフルエンザＡ／Ｈ５Ｎ１／ベトナム／１
２０３／０４でマウスを攻撃した（図７Ｂ）。インフルエンザのＶＮ／１２０３／０４（
Ｈ５Ｎ１）株は、急速な罹患および死亡を誘発することが公知である。未処置マウスの１
００％が、１１日目までに感染により死亡したが、ＭＩＥＤで免疫化されたマウスの１０
０％が、１５日目（実験の終了時）まで罹患および死亡の両方から防御された。同様に１
５日目に、ＩＭで免疫化された陽性対照動物の９０％が、生存した。
【００７８】
実施例４
最小侵襲性装置を用いた電気穿孔は体液免疫原性および防御的ＨＩ力価をもたらす
【００７９】
モルモット
　極めて薄い皮膚構造であり、下部にある筋肉に接近しているため、マウスの真皮を標的
とすることは困難である。この理由から、マウスにおいて誘導される免疫応答は、多くの
場合、皮膚と筋肉の組み合わせである。それゆえ、より良好に画定された皮膚構造を有す
る大動物モデルのモルモットで、ＭＩＥＤを試験した。
【００８０】
　ＭＩＥＤを介した皮内電気穿孔により、先に記載されたコンセンサスＳＹＮＣＯＮ（商
標）インフルエンザワクチンで、モルモットを免疫化した。ｐＧＸ２００５（Ｈ１ＨＡの
コンセンサス配列をコードするＳＹＮＣＯＮ（商標）のワクチン構築物）およびｐＧＸ２
００９（ブタＨ１ＨＡのコンセンサス配列をコードするＳＹＮＣＯＮ（商標）のワクチン
構築物）を含むワクチンプラスミドカクテル（１００μｇ／プラスミド）を１×ＰＢＳで
希釈された５０μｌ容量で、動物へワクチン接種した。２回の免疫化の２週間後に、各動



(16) JP 5706451 B2 2015.4.22

10

20

30

物は、Ｈ１Ｎ１パンデミックメキシコ／２００９株に対して１：４０を超えて、そしてＡ
／Ｈ３Ｎ２ブリスベン株およびある程度まではＡ／Ｈ５Ｎ１ベトナム／２００５株に対し
て、ロバストなＨＡＩ力価を発現した（図８）。
【００８１】
マカク
　皮内（ＭＩＥＤ）または筋肉内の電気穿孔（Ｅｌｇｅｎ　１０００）のいずれかにより
、ｐＧＸ２００５（Ｈ１ＨＡのコンセンサス配列をコードするＳＹＮＣＯＮ（商標）のワ
クチン構築物）およびｐＧＸ２００９（ブタＨ１ＨＡのコンセンサス配列をコードするＳ
ＹＮＣＯＮ（商標）のワクチン構築物）を含む先に記載されたコンセンサスインフルエン
ザワクチンプラスミドカクテル（１００μｇ／プラスミド）を５０μｌ容量で、マカクへ
ワクチン接種した。ＭＩＥＤで皮内に免疫化すると、２回の免疫化の後に動物４匹中４匹
が、Ｈ１Ｎ１／メキシコ／２００９株に対して１：４０を超えて、そしてＡ／Ｈ１Ｎ１／
ニューカレドニア株に対して、ＨＡＩ力価を発現した（図９）。
【００８２】
実施例５
最小侵襲性装置を用いた耐容性試験
【００８３】
　最小侵襲性ＥＰ装置でのＥＰの疼痛レベルを評価するために、角質層と基底層の間の表
皮層に適用する。麻酔をかけた動物での検査の視覚的応答では、より高出力のパルスまた
は侵襲性電極アレイで認められた筋肉れん縮を生じず、レポーター遺伝子での効果的トラ
ンスフェクションおよび抗原プラスミドでの免疫応答が実証される。１５Ｖまでのパルス
電圧およびおよそ３０ｍＡまでの電流は、軽微な感覚しか生じず、モルモットおよびアカ
ゲザルにおいてインフルエンザへの防御的免疫応答を誘導する。
【００８４】
　侵襲性真皮装置を用いて適用されたインビボでのＥＰは、筋肉内装置の侵襲性アレイに
比較して、疼痛の顕著な低下を示した。ＭＩＥＤは、疼痛をより大きく低下させると予測
される。
【００８５】
　顆粒層への０．９％生理食塩水のＩＤ注射の後に、ＭＩＥＤアレイを用いてインビボＥ
Ｐを適用する。患者の顆粒層へ０．１５ｍＬ生理食塩水を注入し、その後、ＣＥＬＬＥＣ
ＴＲＡ（登録商標）２０００（適応性のある定電流装置、または代わりにペンシルバニア
州ブルーベルのＩｎｏｖｉｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，　ＩｎｃのＥｌｇｅｎ
　１０００装置）を用いて、ＥＰを実施した。ＥＰパラメータは、１５Ｖ、１００ｍ秒パ
ルス、および合計３パルスである。
【００８６】
　各対象ごとに、ＥＰの直後に測定されるビジュアルアナログスコア（ＶＡＳ）を用いる
ことにより、注射部位の疼痛が評価される。
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【図３】 【図４】
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