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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コロイド状金属プラットホームに結合した少なくとも１つのエフェクター分子または少
なくとも１つの細胞特異的に標的化する分子を含む、標的化送達組成物であって、ここで
；
　該エフェクター分子と該細胞特異的に標的化する分子とが、該プラットホームに結合さ
れた組み込みをする分子を介して該プラットホームに結合しており；
　該エフェクター分子が治療剤および生物学的に活性な因子からなる群より選択され；
　該細胞特異的に標的化する分子が、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インター
ロイキン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイ
キン－４（「ＩＬ－４」）、インターロイキン－５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン
－６（「ＩＬ－６」）、インターロイキン－７（「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８
（「ＩＬ－８」）、インターロイキン－１０（「ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１
１（「ＩＬ－１１」）、インターロイキン－１２（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン
－１３（「ＩＬ－１３」）、インターロイキン－１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイ
キン－１６（「ＩＬ－１６」）、インターロイキン－１７（「ＩＬ－１７」）、インター
ロイキン－１８（「ＩＬ－１８」）、リピドＡ、ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ブドウ球
菌腸毒素Ｂ、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型インターフェロン、腫瘍壊死因子（「ＴＮＦ
α」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）、リンホトキシン、遊走
阻害因子、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（「ＣＳＦ」）、単球－マクロファ
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ージＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「ＶＥＧＦ」）、アンギオゲニン、トラ
ンスフォーミング増殖因子（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の炭水化
物部分、Ｒｈ因子、線維芽細胞増殖因子、ホルモン、細胞表面レセプター、抗体、核酸、
ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、センス核酸、アンチセンス核酸、ガン細胞特異的抗原；
変異ｐ５３；チロシナーゼ；自己免疫抗原；レセプタータンパク質、グルコース、グリコ
ーゲン、リン脂質、ならびにモノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体、な
らびに塩基性線維芽細胞増殖因子からなる群より選択され；
　該組み込みをする分子が、以下：
　　ａ）ポリリジン、硫酸プロタミン、ヒストンおよびアシアロ糖タンパク質からなる群
より選択されるポリカチオン性エレメント；または
　　ｂ）抗体－抗原対、酵素－基質対、レセプターリガンド対、およびストレプトアビジ
ン－ビオチンからなる群より選択される結合対
であり、ここで、該結合対の一方は、該エフェクター分子および／または該細胞特異的に
標的化する分子に結合しており、そして該結合対の他方は該プラットホームに結合してい
る、
組成物。
【請求項２】
　請求項１に記載の標的化送達組成物であって、ここで前記エフェクター分子は、前記プ
ラットホームに、ａ）該プラットホームに結合された前記組み込みをする分子への特異的
結合；ｂ）該プラットホームに結合された該組み込みをする分子へのより特異的ではない
結合；およびｃ）結合対の結合、を含む様式で結合されている、組成物。
【請求項３】
　請求項１に記載の標的化送達組成物であって、プラットホームに、ａ）該プラットホー
ムに結合された前記組み込みをする分子への特異的結合；ｂ）該プラットホームに結合さ
れた該組み込みをする分子へのより特異的ではない結合；およびｃ）結合対の結合、を含
む様式で結合された細胞特異的に標的化する分子を含む、組成物。
【請求項４】
　請求項１に記載の標的化送達組成物であって、ここで前記ホルモンが、成長ホルモン、
インスリン、グルカゴン、副甲状腺ホルモン、黄体形成ホルモン、卵胞刺激ホルモン、お
よび黄体形成ホルモン放出ホルモンからなる群より選択される、組成物。
【請求項５】
　請求項１に記載の標的化送達組成物であって、ここで前記ガン細胞特異的抗原が、ＭＡ
ＲＴ、ＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ、および熱ショックタンパク質からなる群より選択される、組
成物。
【請求項６】
　請求項１に記載の標的化送達組成物であって、ここで該組成物が、少なくとも１つのエ
フェクター分子および少なくとも１つの細胞特異的に標的化する分子を含む、組成物。
【請求項７】
　請求項６に記載の標的化送達組成物であって、ここで前記エフェクター分子または前記
細胞特異的に標的化する分子のうちの少なくとも１つが、前記プラットホームに、ａ）該
プラットホームに結合された前記組み込みをする分子への特異的結合；ｂ）該プラットホ
ームに結合された該組み込みをする分子へのより特異的ではない結合；およびｃ）結合対
の結合、を含む様式で結合されている、組成物。
【請求項８】
　非ヒト動物細胞へのエフェクター分子の標的化された送達のための方法であって、コロ
イド状金属プラットホームに結合した少なくとも１つのエフェクター分子および少なくと
も１つの細胞特異的に標的化する分子を含む組成物を投与する工程を包含し、ここで；
　該エフェクター分子と該細胞特異的に標的化する分子とが、該プラットホームに結合さ
れた組み込みをする分子を介して該プラットホームに結合しており；
　該エフェクター分子が治療剤および生物学的に活性な因子からなる群より選択され；
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　該細胞特異的に標的化する分子が、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インター
ロイキン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイ
キン－４（「ＩＬ－４」）、インターロイキン－５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン
－６（「ＩＬ－６」）、インターロイキン－７（「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８
（「ＩＬ－８」）、インターロイキン－１０（「ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１
１（「ＩＬ－１１」）、インターロイキン－１２（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン
－１３（「ＩＬ－１３」）、インターロイキン－１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイ
キン－１６（「ＩＬ－１６」）、インターロイキン－１７（「ＩＬ－１７」）、インター
ロイキン－１８（「ＩＬ－１８」）、リピドＡ、ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ブドウ球
菌腸毒素Ｂ、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型インターフェロン、腫瘍壊死因子（「ＴＮＦ
α」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）、リンホトキシン、遊走
阻害因子、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（「ＣＳＦ」）、単球－マクロファ
ージＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「ＶＥＧＦ」）、アンギオゲニン、トラ
ンスフォーミング増殖因子（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の炭水化
物部分、Ｒｈ因子、線維芽細胞増殖因子、ホルモン、細胞表面レセプター、抗体、核酸、
ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、センス核酸、アンチセンス核酸、ガン細胞特異的抗原；
変異ｐ５３；チロシナーゼ；自己免疫抗原；レセプタータンパク質、グルコース、グリコ
ーゲン、リン脂質、ならびにモノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体、な
らびに塩基性線維芽細胞増殖因子からなる群より選択され；
　該組み込みをする分子が、以下：
　　ａ）ポリリジン、硫酸プロタミン、ヒストンおよびアシアロ糖タンパク質からなる群
より選択されるポリカチオン性エレメント；または
　　ｂ）抗体－抗原対、酵素－基質対、レセプターリガンド対、およびストレプトアビジ
ン－ビオチンからなる群より選択される結合対
であり、ここで、該結合対の一方は、該エフェクター分子および／または該細胞特異的に
標的化する分子に結合しており、そして該結合対の他方は該プラットホームに結合してい
る、
方法。
【請求項９】
　前記組成物がさらに組み込みをする分子を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記分子がインビボで投与される、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記分子がインビトロで投与される、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　細胞へのエフェクター分子の標的化された送達のための組成物であって、コロイド状金
属プラットホームに結合した少なくとも１つのエフェクター分子および少なくとも１つの
細胞特異的に標的化する分子を含み、ここで；
　該エフェクター分子と該細胞特異的に標的化する分子とが、該プラットホームに結合さ
れた組み込みをする分子を介して該プラットホームに結合しており；
　該エフェクター分子が治療剤および生物学的に活性な因子からなる群より選択され；
　該細胞特異的に標的化する分子が、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インター
ロイキン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイ
キン－４（「ＩＬ－４」）、インターロイキン－５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン
－６（「ＩＬ－６」）、インターロイキン－７（「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８
（「ＩＬ－８」）、インターロイキン－１０（「ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１
１（「ＩＬ－１１」）、インターロイキン－１２（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン
－１３（「ＩＬ－１３」）、インターロイキン－１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイ
キン－１６（「ＩＬ－１６」）、インターロイキン－１７（「ＩＬ－１７」）、インター
ロイキン－１８（「ＩＬ－１８」）、リピドＡ、ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ブドウ球
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菌腸毒素Ｂ、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型インターフェロン、腫瘍壊死因子（「ＴＮＦ
α」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）、リンホトキシン、遊走
阻害因子、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（「ＣＳＦ」）、単球－マクロファ
ージＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「ＶＥＧＦ」）、アンギオゲニン、トラ
ンスフォーミング増殖因子（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の炭水化
物部分、Ｒｈ因子、線維芽細胞増殖因子、ホルモン、細胞表面レセプター、抗体、核酸、
ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、センス核酸、アンチセンス核酸、ガン細胞特異的抗原；
変異ｐ５３；チロシナーゼ；自己免疫抗原；レセプタータンパク質、グルコース、グリコ
ーゲン、リン脂質、ならびにモノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体、な
らびに塩基性線維芽細胞増殖因子からなる群より選択され；
　該組み込みをする分子が、以下：
　　ａ）ポリリジン、硫酸プロタミン、ヒストンおよびアシアロ糖タンパク質からなる群
より選択されるポリカチオン性エレメント；または
　　ｂ）抗体－抗原対、酵素－基質対、レセプターリガンド対、およびストレプトアビジ
ン－ビオチンからなる群より選択される結合対
であり、ここで、該結合対の一方は、該エフェクター分子および／または該細胞特異的に
標的化する分子に結合しており、そして該結合対の他方は該プラットホームに結合してい
る、
組成物。
【請求項１３】
　さらに組み込みをする分子を含む、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記分子がインビボで投与されるために処方される、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記分子がインビトロで投与されるために処方される、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１６】
　細胞へのエフェクター分子の標的化された送達のためのインビトロ方法であって、コロ
イド状金属プラットホームに結合した少なくとも１つのエフェクター分子および少なくと
も１つの細胞特異的に標的化する分子を含む組成物を投与する工程を包含し、ここで；
　該エフェクター分子と該細胞特異的に標的化する分子とが、該プラットホームに結合さ
れた組み込みをする分子を介して該プラットホームに結合しており；
　該エフェクター分子が治療剤および生物学的に活性な因子からなる群より選択され；
　該細胞特異的に標的化する分子が、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インター
ロイキン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイ
キン－４（「ＩＬ－４」）、インターロイキン－５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン
－６（「ＩＬ－６」）、インターロイキン－７（「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８
（「ＩＬ－８」）、インターロイキン－１０（「ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１
１（「ＩＬ－１１」）、インターロイキン－１２（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン
－１３（「ＩＬ－１３」）、インターロイキン－１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイ
キン－１６（「ＩＬ－１６」）、インターロイキン－１７（「ＩＬ－１７」）、インター
ロイキン－１８（「ＩＬ－１８」）、リピドＡ、ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ブドウ球
菌腸毒素Ｂ、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型インターフェロン、腫瘍壊死因子（「ＴＮＦ
α」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）、リンホトキシン、遊走
阻害因子、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（「ＣＳＦ」）、単球－マクロファ
ージＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「ＶＥＧＦ」）、アンギオゲニン、トラ
ンスフォーミング増殖因子（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の炭水化
物部分、Ｒｈ因子、線維芽細胞増殖因子、ホルモン、細胞表面レセプター、抗体、核酸、
ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、センス核酸、アンチセンス核酸、ガン細胞特異的抗原；
変異ｐ５３；チロシナーゼ；自己免疫抗原；レセプタータンパク質、グルコース、グリコ
ーゲン、リン脂質、ならびにモノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体、な
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らびに塩基性線維芽細胞増殖因子からなる群より選択され；
　該組み込みをする分子が、以下：
　　ａ）ポリリジン、硫酸プロタミン、ヒストンおよびアシアロ糖タンパク質からなる群
より選択されるポリカチオン性エレメント；または
　　ｂ）抗体－抗原対、酵素－基質対、レセプターリガンド対、およびストレプトアビジ
ン－ビオチンからなる群より選択される結合対
であり、ここで、該結合対の一方は、該エフェクター分子および／または該細胞特異的に
標的化する分子に結合しており、そして該結合対の他方は該プラットホームに結合してい
る、
方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（関連出願）
本出願は、米国特許出願番号０８／９６６，９４０（１９９７年１１月１１日出願）の一
部継続出願であり、そして「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏ
ｒ　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ」と題された米国仮
出願番号６０／０７５，８１１（１９９８年２月２４日出願）；米国仮出願番号６０／０
８６，６９６（１９９８年５月２６日出願）；および米国仮出願（番号は、いまだ付与れ
ていない、１９９８年１１月６日出願）の優先権を主張する。
【０００２】
（技術分野）
本発明は、生物学的に活性な因子（例えば、サイトカイン、増殖因子、化学療法剤、核酸
、および治療剤）の標的化された送達のための組成物および方法に関する。さらに、本発
明は、ヒトまたは動物における免疫応答の増強のための方法および組成物に関する。その
ような増強は、免疫応答の刺激または抑制を生じ得る。本発明の他の組成物および方法は
、ワクチンおよび薬剤の毒性の減少のために使用される組成物および方法を含む。
【０００３】
（発明の背景）
特定の標的細胞への治療剤の導入は、長い間、科学者にとっての挑戦であってきた。治療
剤の特異的標的化の挑戦は、長い間、生物の処置の問題であってきた。その挑戦は、治療
剤に対する生物の残りの部分の多すぎる曝露を提供することなく、生物の標的細胞に十分
な量の治療剤を与えることである。そのような挑戦は、薬物送達において見られる。治療
剤の処方物は、活性剤を粗野に標的化する疎水性または親水性のような活性剤における化
学的差異を利用している。さらに、血液脳関門を横切る能力のようなサイズの考慮は、治
療剤の標的化を限定している。
【０００４】
成功が限定されて使用されている１つの方法は、特異的レセプターを保有する細胞の標的
化、および治療剤のキャリアとして作用するそのレセプターに対する抗体を提供すること
である。その治療剤は、細胞傷害性である薬剤であり得るか、またはその治療剤は、細胞
死を引き起こす放射活性部分であり得る。この技術に固有の問題は、特定のレセプターの
単離、そのレセプターに対する選択的活性を有し、そして他の類似のエピトープとの交叉
反応性を有さない抗体の産生、および抗体に対する治療剤の放射性標識または付着である
。そのような限定された治療用送達に付随する問題は、その治療剤が、標的化された細胞
中の内部に決して放出され得ないこと、その治療剤は、その抗体に遊離可能に結合されず
、従って一旦その治療剤が部位に送達されても、十分に活性でないか、任意の活性を有し
得ないことである。
【０００５】
成功が限定されている標的送達の別の例は、細胞への選択された遺伝子配列の特異的標的
化にある。遺伝子を細胞に挿入するための多くの技術が、試みられている。そのような技
術は、沈降技術、ウイルス技術、マイクロピペットおよび遺伝子「銃」を使用する直接的



(6) JP 4620243 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

挿入、および最も粗野には細胞への核酸の曝露を含む。広く使用される沈降技術は、リン
酸カルシウムを含み、そして不溶性粒子を形成するためにＤＮＡとの同時沈降物として使
用される。この目的は、これらの粒子のうちの少なくともいくつかが、一般化された細胞
のエンドサイトーシスによって宿主細胞内に内部移行されるようになることである。この
ことは、新しい遺伝子または外因性遺伝子の発現を生じる。この技術は、遺伝子の翻訳が
得られる、細胞に外因性遺伝子を入れることについて低い効率性を有する。遺伝子の内部
移行は、どの細胞がトランスフェクトされるかに関して非特異的である。なぜなら、すべ
ての曝露された細胞は外因性遺伝子を内部移行し得、エンドサイトーシスについての任意
の特定の認識部位に対する依存性が存在しないからである。この技術は、インビトロで広
く使用されるが、標的細胞選択の特異性の欠如、および高度に分化された細胞による取り
込みが少ないため、インビボでのこの技術の使用は、企図されない。さらに、インビボで
のこの技術の使用は、沈降された核酸の不溶性の性質によって限定される。
【０００６】
別の類似の技術は、インビトロで細胞をトランスフェクトするためのＤＥＡＥ－Ｄｅｘｔ
ｒａｎの使用を含む。ＤＥＡＥ－Ｄｅｘｔｒａｎは、細胞に対して有害であり、そして核
酸の細胞への非特異的挿入を生じる。この方法は、インビボでは賢明ではない。
【０００７】
細胞をトランスフェクトするため、または細胞への外因性遺伝子の侵入を提供するための
他の技術もまた限定される。ベクターとしてのウイルスの使用は、細胞への外因性遺伝子
のインビトロおよびインビボ導入についていくつかの適用可能性を有する。ウイルス性タ
ンパク質の存在が、インビボでの使用において望ましくない効果を生じるという危険が常
に存在する。さらに、ウイルスベクターは、細胞に渡され得る外因性遺伝物質のサイズに
関して限定され得る。
【０００８】
外因性遺伝子送達はまた、核酸を捕捉したリポソームとともに使用されている。リポソー
ムは、種々の物質（核酸を含む）で充填され得る、膜で囲まれた嚢である。リポソーム送
達は、リポソームの不規則な充填のために、細胞への一定の送達を提供しない。さらに、
リポソームは、特異的細胞型に対して標的化され得ない。リポソームは、破壊の問題、従
ってインビボまたはインビトロ系を通じて望ましくない部位での核酸の漏出に苦しむ。
【０００９】
外因性核酸を挿入するための強力技術は、マイクロピペットまたは遺伝子銃で細胞膜を穴
を開け、外因性ＤＮＡを細胞に挿入することを含む。これらの技術は、いくつかの手順の
ために良好に作用するが、広く適用可能ではない。これらは、高度に労力を必要とし、そ
して非常に熟練したレシピエント細胞の操作を必要とする。これらは、インビボで良好に
作用する単一の手順である技術ではない。特定の細胞が細胞の選択または標的ゾーン中の
細胞をこえて核酸を受ける特異性が存在しない。細胞膜を変化させる電気的方法を使用す
るエレクトロポレーションは、細胞への遺伝子の挿入をインビトロで成功している。この
場合もやはり、この技術は、インビボ適用のために使用され得ない。
【００１０】
糖タンパク質についてのレセプターの存在に依存する特定の細胞についてのＤＮＡの標的
送達のいくつかの試みが存在した。この送達系は、ＤＮＡに非共有結合され、そしてまた
リガンドに共有結合されたポリカチオン（例えば、ポリリジン）を使用した。リガンドへ
のポリカチオンの共有結合のそのような使用は、細胞内部移行機構が一旦開始すると、送
達系の分解を可能にしない。この大きな複合体化された送達系は、ともに共有結合されて
おり、核酸が天然において細胞において見出される方法とは非常に異なる。
【００１１】
特定の細胞への特定の因子の標的化された送達は、免疫系の選択的活性化または制御にお
いて重要である。現在のところ、免疫抑制または活性化のための粗野な技術のみが存在す
る。免疫系は、細胞、身体内および身体外の両方からの刺激と相互作用する細胞性因子を
含む広範な種々の成分を含む、身体の複雑な相互作用系である。その直接的な作用に加え
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て、免疫系の応答もまた、神経系、呼吸系、循環器系、および消化系を含む身体の他の系
によって影響される。
【００１２】
免疫系のより良好であることが知られた局面の１つは、生物への侵入、身体内での細胞変
化によって提示されるか、またはワクチン接種由来の外来抗原に対して応答する能力であ
る。免疫系のそのような活性化に応答する細胞の第１種のうちのいくつかは、食細胞およ
びナチュラルキラー細胞である。食細胞には、細胞の中でもとりわけ、単球、マクロファ
ージ、および多形核好中球が挙げられる。これらの細胞は、一般に外来抗原に結合し、そ
れを内部移行し、そしてそれを破壊し得る。それらはまた、炎症性応答のような他の免疫
応答を媒介する可溶性分子を生成する。ナチュラルキラー細胞は、特定のウイルス感染し
た胎児性細胞および腫瘍細胞を認識および破壊し得る。免疫応答の他の因子は、外来抗原
に独立して応答し得るか、または細胞もしくは抗体と協同で作用し得る両方の補体経路を
含む。
【００１３】
ワクチン接種に重要である免疫系の局面のうちの１つは、特定の病原または外来抗原に対
する免疫系の特定の応答である。応答の一部は、その外来抗原についての「記憶」の確立
を含む。第２の曝露に際して、記憶機能は、外来抗原に対するより迅速で、一般により大
きな応答を可能にする。リンパ球は、他の細胞および因子と共同して、記憶機能および応
答の両方における主要な役割を果たす。
【００１４】
ワクチンは、長い間、生物を防御する免疫応答を刺激するために使用されてきた。アルミ
ニウム化合物は、ワクチン接種目的のために、水に不溶性の抗原性物質を形成するために
使用されてきた。金属もまた、カプセル状ポリサッカライド金属錯体ワクチンにおいて使
用されている。そのような使用は、細菌性疾患の予防および処置のための複合体の使用に
限定されている。選択された金属はまた、安定なアジュバントエマルジョン組成物の成分
として使用されている。モノステアリン酸塩として、または脂肪酸の水酸化物塩の形態の
アルミニウムが、エマルジョン化剤、またはワクチン組成物中のエマルジョンの安定剤で
あることが、当該分野において公知である。
【００１５】
疾患または病理学の処置のための特定の治療剤または生物学的に活性な因子の標的化され
た送達は、現在のところ利用可能ではない。以下のような遺伝的疾患、先天的疾患、およ
び後天性疾患を含むがそれらに限定されない疾患および病理学的状態の処置のための既存
の治療は、身体中の広範な効果を有する生物学的に活性な因子の用量の投与を必要とする
：細菌性疾患、ウイルス性疾患、ガン、免疫不全疾患、自己免疫疾患、精神医学的疾患、
心臓血管系疾患、生殖機能不全、体細胞増殖機能不全、ストレス関連疾患、筋ジストロフ
ィー、骨粗しょう症、眼科疾患、アレルギー、および移植拒絶。これらの治療剤は、生物
学的に活性な薬剤の直接的送達のために、罹患した器官に特に標的化されない。
【００１６】
例えば、ガンのための現在の処置は、化学療法剤、ならびにサイトカインおよび免疫因子
のような他の生物学的に活性な因子の投与を含む。化学療法剤の全身への投与は、器官損
傷、味覚および知覚のような感覚の損失、ならびに毛髪の損失のような毒性および有害な
副作用を生じる。多くの化学療法剤は、造血系および胃腸系に無差別に影響し、血液およ
び免疫細胞における変化、嘔吐、胃窮迫、および体重の減少を引き起こす迅速に分裂する
細胞を殺傷するように設計される。免疫因子（例えば、サイトカイン）の全身系への投与
は、望まれない免疫応答の活性化、および他の免疫機能の阻害を引き起こす。そのような
治療剤は、状態のための処置を提供するが、次いで処置されなくてはならない副作用の広
いアレイとともに生じる。さらに、薬物のボーラス投与は、迅速なクリアランスのために
、最適でなくてもよい。
【００１７】
疾患を含む生物学的状態の他の型の処置は、核酸を使用し得る。そのような治療的処置の
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例は、遺伝子置換、アンチセンス遺伝子治療、三重鎖遺伝子治療、およびリボザイムに基
づく治療を含む。しかし、成功させるために、特定の細胞型および位置へ、ならびに細胞
膜、核膜、および他の膜を横切っての、治療剤の送達のための有効な手段が必要とされる
。
【００１８】
遺伝子活性の変更は、多くの方法で達成され得る。例えば、特定の遺伝子メッセージまた
はウイルス配列に相補的であるオリゴヌクレオチド（例えば、アンチセンス化合物）は、
例えばウイルスに対する阻害性効果を有することが示されている。細胞またはウイルスの
標的化されたＲＮＡメッセージとハイブリダイズするアンチセンス核酸組成物を作製する
ことによって、メッセージのタンパク質への翻訳は、中断または妨害され得る。この様式
で、遺伝子活性は調整され得る。
【００１９】
特定の遺伝子を不活化する能力は、大きな治療的利益を提供する。組織培養において、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドは、ヘルペスウイルス、インフルエンザウイルス、および
ＡＩＤＳを引き起こすヒト免疫不全ウイルスによる感染を阻害した。変異型オンコジーン
に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドを標的化することもまた、可能であり得る。ア
ンチセンス技術はまた、増殖および発生を調節する能力を保持する。しかし、遺伝子治療
が作用するためには、アンチセンス治療用化合物が、標的にされた部位に送達されなけれ
ばならない。
【００２０】
別の型の遺伝子治療は、センス核酸を使用して遺伝子活性を改変した。欠損遺伝子は、そ
の欠損をうけにくい核酸の投与によって置換または補充される。例えば、投与された正常
な核酸は、染色体に挿入されるＤＮＡ分子であり得るか、または細胞外ＤＮＡ中に存在し
てい得、そして機能的ＲＮＡを生成し、これは順に所望の遺伝子産物を生じる。この様式
において、遺伝子欠損および遺伝子産物の産生における欠損は、修正され得る。
【００２１】
なおさらなる遺伝子治療は、細胞の正常な遺伝子相補体を増加する能力を有する。例えば
、細胞内免疫として公知の遺伝子治療技術は、所望の遺伝子産物の細胞内の存在を可能に
する。次いで、所望の遺伝子産物は、細胞の表面上で発現され、外来物として身体によっ
て認識され、そして遺伝子産物を発現する細胞は、身体自体の免疫系によって排除される
。しかし、このアプローチは、現在のところ、そのような治療剤の特定の部位への標的化
された送達を促進する有効な遺伝子送達系の欠如に起因して、適切ではない。
【００２２】
遺伝子治療はまた、インビボでの薬物送達の方法として使用され得る。例えば、治療用化
合物をコードする遺伝子が内皮細胞に送達され得る場合、遺伝子産物は、血流への接近を
促進した。現在のところ、細胞への遺伝子送達のための１つの方法は、身体から細胞を取
り出し、細胞を核酸にエクスビボで曝露し、次いで細胞を身体内に再導入することである
。あるいは、遺伝子治療は、ネイキッドＤＮＡ、ＤＮＡ含有リポソームの注射、およびウ
イルス性または細菌性ＤＮＡ含有ベクターの注射によって、インビボで達成されている。
レトロウイルスベクターは、単離された細胞にエクスビボで遺伝子を送達するために使用
され得、次いでこの細胞は、患者に注入によって戻される。しかし、レトロウイルスベク
ターは、以下のようないくつかの不利な点を有する：分裂している細胞にのみ遺伝子を送
達し得ること、送達されるべき遺伝子のランダムな組込み、望まれない遺伝子改変を潜在
的に引き起こすこと、および感染性野性型レトロウイルス形態に戻る可能性のあること。
【００２３】
三重鎖ＤＮＡ技術は、二重鎖ＤＮＡの特定の領域に特異的に結合し、それによって標的化
された遺伝子を不活化するオリゴヌクレオチドおよび化合物を利用する遺伝子治療の別の
形態である。三重鎖ＤＮＡ技術の利点は、結合がｍＲＮＡレベルではなくＤＮＡレベルで
あるために、オリゴヌクレオチドまたは化合物の単一のコピーのみが、遺伝子発現を改変
するのに必要とされることである。しかし、三重鎖ＤＮＡ技術の不利な点は、オリゴヌク
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レオチドまたは化合物が、細胞膜だけではなく、微生物膜（微生物感染を処置する場合）
または核膜（染色体ＤＮＡに組み込まれた外来ＤＮＡの真核生物遺伝子機能または発現を
改変する場合）を通過しなければならないことである。
【００２４】
別の遺伝子治療技術は、遺伝的障害の処置のためのリボザイムの治療的使用に関する。リ
ボザイムは、ハイブリダイズする領域および酵素学的領域からなる触媒性ＲＮＡ分子であ
る。リボザイムは、将来、核酸配列の標的化された領域に特異的に結合し、そして切断す
るために操作され得るか、またはその発現もしくは遺伝子産物への翻訳を改変するために
配列を他の様式で酵素学的に改変され得る。
【００２５】
種々の生物学的に活性な因子が、治療的効力を有することが報告されているヒトまたは動
物から単離されている。これらの化合物は、サイトカインおよび増殖因子のような強力な
生物学的に活性な分子を含むがこれらに限定されない。しかし、これらの種々の因子が天
然の供給源または遺伝的に操作された物質から単離および精製され、次いでヒトまたは動
物に注射される場合、それらは頻繁に重篤な副作用を引き起こし、そして望まれない毒性
を示すことが見出されている。この毒性のために、化合物を治療的に使用することが困難
であった。さらに、活性な化合物を抗原として使用し、分子に対する抗体を生成すること
は困難であってきた。さらに、そのような分子の毒性は、疾患の処置において使用される
場合、因子が一般に見出されない部位におけるより高い濃度または存在に関連する。その
ような強力な因子が、副作用を生じる他の部位への曝露なしに、その因子が必要とされる
部位に特異的に標的化され得る場合、その全身投与に関連する問題は克服され得る。
【００２６】
標的化された送達系のための組成物および方法の非常に高い必要性がある。これらの送達
系は、特定の細胞、または遺伝子治療において使用され得る遺伝子、ポリヌクレオチド、
およびアンチセンスオリゴヌクレオチドのような遺伝物質の器官への標的化された送達の
ために使用され得る。より詳細には、遺伝的化合物および他の薬物および治療用化合物の
細胞膜を横切る輸送を促進し得る組成物の必要性が存在する。また必要とされるものは、
細胞または周囲の環境に影響を及ぼす治療剤および生物学的因子の、特定の細胞型および
器官への送達のための送達系である。
【００２７】
弱毒化ワクチンの使用および不活化ワクチンの低い効力と関連する安全性の問題のために
、ワクチン接種の新規な方法（例えば、免疫細胞成分の選択的活性化、およびワクチン効
力を増強する方法）を提供する組成物および方法についての当該分野における必要性が存
在する。体液性応答および細胞媒介応答の両方を刺激する免疫系を増強する組成物および
方法についての当該分野における必要性もまた存在する。免疫応答の選択性調整、および
所望の応答を生じるための免疫系の種々の成分を操作することの当該分野におけるさらな
る必要性が存在する。さらに、活性化におけるより迅速な応答のための免疫応答を加速お
よび展開し得る方法および組成物の必要性が存在する。ヒトおよび動物の両方の集団を、
１用量のみでの防御を提供するワクチンでワクチン接種する能力の必要性が増加している
。
【００２８】
必要とされるのは、標的細胞のみへの治療剤の標的特異的送達のための組成物および方法
である。それは、治療剤が標的にされた細胞によって内部移行を受ける場合、いくつかの
投与および処置に好ましい。一旦細胞の中に入ると、治療剤は、治療剤が活性であるよう
に輸送系から十分に放出されるべきである。例えば、治療剤が遺伝子を含む外因性核酸で
ある場合、それは、転写されるべきであり、必要ならば翻訳および発現されるべきである
。そのような組成物および方法は、治療剤を標的細胞に効率的に送達し得るべきである。
また必要とされるものは、インビトロおよびインビボ系の両方で使用され得る組成物およ
び方法である。
【００２９】
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低減した毒性を有し、そして広範な免疫疾患、ガン、ウイルス性疾患、および細菌性疾患
のための治療において使用され得る治療的に有効な組成物の必要性もまた存在する。さら
に、非常に高い濃度または間違った位置で見出される場合に毒性である生物学的に活性な
組成物の毒性を低減し得る組成物の必要性がある。
【００３０】
（発明の要旨）
本発明は、特定の細胞への治療剤の標的化された送達のための方法および組成物を含む。
治療剤は、細胞上の特定のレセプターのために特定の細胞によって取り込まれ、そして好
ましくはレセプター媒介エンドサイトーシスによって細胞内に内部移行される。従って、
異なる細胞型の混合物において、治療剤は、選択されたレセプターを有する細胞によって
のみ内部移行を受け、そしてそのレセプターを欠く細胞は、影響されない。
【００３１】
本発明の方法および組成物は、標的化された細胞送達系への新規かつ多目的なアプローチ
を提供する。本発明の好ましい実施態様は、送達構造またはプラットホームを含み、送達
されるべき組成物または細胞特異的に標的化する分子はその送達構造またはプラットホー
ムに付着される。例えば、１つの実施態様において、結合基のうちの１つのメンバーは、
その送達プラットホームに結合され、そしてその結合基の相補的なメンバーは、治療剤も
しくはエフェクター分子に結合されるか、または選択された細胞特異的リガンドもしくは
標的化分子に結合される。より好ましい実施態様において、その結合基の相補的なメンバ
ーのうちの１つは、細胞特異的リガンド、標的化する分子に結合し、そしてその結合基の
相補的なメンバーのうちの別のものは、治療剤またはエフェクター分子に結合される。
【００３２】
本発明の送達系は、標的化されたコンビナトリアル治療剤を含む新規な処置を提供する。
本発明は、インビトロまたはインビボでの特定の細胞への標的化された薬物送達のための
組成物および方法を含む。送達構造またはプラットホームは、好ましくは可逆的な結合の
ための表面を提供するが、本出願は、生物または細胞に投与されるべきエレメントの不可
逆的結合を含み得る。１つの好ましい実施態様において、結合されるエレメントは、結合
基のメンバーである。結合基メンバーは、抗体／抗原；酵素／基質；およびストレプトア
ビジン／ビオチンを含むがこれらに限定されないすべてのそのような公知のペアの結合基
から選択され得る。次いで、結合基のメンバーは、細胞特異的リガンドまたは治療剤に結
合され得る。その細胞特異的リガンドまたは標的化する分子は、任意の細胞特異的マーカ
ーを含み、これは、１つもしくは少数の細胞型に特異的なマーカー、または細胞型、器官
、もしくは系中で広範囲に発現されるマーカーを含む。治療剤には、生物学的に活性な薬
剤、製剤、放射活性剤、もしくは細胞に有害な薬剤、核酸、または細胞活性に影響を及ぼ
し得る他の化合物のような薬剤を含むが、これらに限定されない。
【００３３】
そのような組成物の他の実施態様は、結合基のメンバーが可逆的に結合した送達構造また
はプラットホームを含む。本発明の好ましい実施態様は、結合基のメンバーに結合し得る
プラットホームのようなコロイド状金を含み、標的化する分子およびエフェクター分子は
、この結合基のメンバーに結合し、好ましくは細胞のレセプター媒介エンドサイトーシス
を使用して治療剤の内部送達を提供する標的化された遺伝子送達系を作製する。より好ま
しい実施態様において、その結合基は、ストレプトアビジン／ビオチンであり、そしてそ
の標的化する分子はサイトカインであり、そしてそのエフェクター分子は治療剤である。
本発明の実施態様はまた、ポリカチオンを使用することによるような、より特異的でない
方法で、エフェクター分子または標的化する分子を結合させる工程を包含し得る。
【００３４】
本発明において、本方法は、標的化された送達系の調製、および投与、ならびに選択され
た細胞へのその標的化された送達系の送達を含む。本発明において、組成物の治療剤は、
細胞部位で活性であるか、または有効であることが意図される。そのような活性は、当業
者に公知の任意の形態であり得、そして細胞死、機能性タンパク質の産生、細胞性産物の
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産生、酵素活性、細胞性産物の輸送、細胞膜成分または核成分の産生を含むがこれらに限
定されない。標的化された細胞への送達の方法は、細胞培養物もしくは培地への添加のよ
うなインビトロ技術のために使用される方法、またはインビボ投与のために使用される方
法のような方法であり得る。インビボ投与は、細胞への直接的な適用、またはヒト、動物
、もしくは他の生物への治療剤の送達のために使用されるような投与経路を含み得る。
【００３５】
本発明の別の好ましい実施態様は、生物学的に活性な因子または治療剤が、送達プラット
ホームと直接的に結合している（例えば、サイトカイン組成物のコロイド状金への結合）
方法および組成物を含む。そのような組成物は、治療剤の投与と関連する毒性を低減する
ために使用され得るか、またはワクチン処方物中で使用され得る。本発明の組成物は、コ
ロイド状金属の混合物（例えばヒトもしくは動物に対して通常には毒性である物質、また
は免疫応答を生じ得る物質と組み合わせられた金コロイド（ＨＡｕＣｌ4））を含み、こ
こでこの組成物は、ヒトまたは動物に投与される場合、より毒性ではないか、またはまっ
たく毒性ではない。このような方法および組成物は、慢性関節リウマチのような自己免疫
疾患および後天性免疫不全を含むがこれに限定されない、細菌感染、ウイルス感染、ガン
、および免疫疾患治療の処置において使用され得る。本発明の１つの利点は、以前に公知
の方法においてよりも少量の生物学的に活性な因子が投与され得る（この因子が部位に直
接的に標的化されるか、またはこの因子が送達プラットホームとの結合のために一般的な
投与についてより毒性が低いため）ことである。プラットホームに結合した生物学的に活
性な因子もまた、遊離可能な生物学的に活性な因子の固定された供給源、一定放出貯蔵（
ｃｏｎｓｔａｎｔ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｄｅｐｏｔ）として作用し得る。
【００３６】
本発明の標的化された送達は、組成物に対する免疫応答を増強または改変する本発明の組
成物による、免疫系の特定の成分の同時および／または連続的に標的化された刺激のため
の方法および組成物を含む。免疫系の成分には、Ｂ細胞、Ｔ細胞、抗原提示細胞、食細胞
、マクロファージ、および他の免疫細胞のような細胞が挙げられるがこれらに限定されな
い。免疫系のいくつかの細胞型はすべて同じ細胞マーカーを有し得るので、「成分特異的
に標的化する分子」は、いくつかの細胞型または組織型を標的にし得る。
【００３７】
本発明の別の局面は、抗原およびワクチンが免疫応答を誘導する効力を増大させることを
提供する。本発明は、免疫成分特異的に標的化する分子との抗原の同時提示による、組成
物での免疫系の特定の個々の成分の刺激のための組成物および方法を含む。免疫成分の標
的化された活性化は、インビボまたはインビトロで生じ得る。
【００３８】
本発明は、特異的成分刺激組成物の提示を介する、多くの異なる個々の免疫成分の同時刺
激のための組成物および方法を含む。このような組成物の１つの実施態様は、成分特異的
免疫刺激剤と組み合わせた抗原とともに送達プラットホームを含む。本発明はまた、相互
作用性因子および細胞の免疫応答カスケードにおける１つ以上の工程にて成分刺激組成物
を提供することによる、免疫系の連続的刺激のための組成物および方法を含む。
【００３９】
好ましい実施態様において、本方法は、成分刺激組成物の連続的投与を含む。この組成物
は、異なる時点または異なる投与方法で（例えば、１度目には経口的、そして２度目には
注射によって）与えられる同じ成分特異的免疫刺激剤を含み得る。別の好ましい実施態様
において、本方法は、異なる成分特異的免疫刺激剤の連続的投与を含む。例えば、第１の
成分特異的免疫刺激剤は、免疫応答の開始工程を刺激し、続いてその後に第２の成分特異
的免疫刺激剤を投与し、免疫応答のその後の工程を刺激する。本発明は、免疫系のいくつ
かの経路を開始させる複数の成分特異的免疫刺激剤を投与し、続いてその後に免疫応答を
持続および増強するための同じまたは他の成分特異的免疫刺激剤を投与することを意図す
る。
【００４０】
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さらに、本発明において、本明細書中に記載される組成物および方法は、免疫応答の刺激
、または免疫応答の抑制のために使用され得ることが意図される。免疫応答の抑制のため
の成分特異的免疫刺激剤の投与は、自己免疫疾患または器官拒絶を制御するために使用さ
れ得る。
【００４１】
従って、本発明の目的は、治療剤で細胞に影響を及ぼすための多目的の方法および組成物
を提供することである。
【００４２】
本発明の別の目的は、インビトロおよびインビボでの治療剤の標的化された送達のために
方法および組成物を提供することである。
【００４３】
本発明のなお別の目的は、特定のレセプターを有する細胞への治療剤の標的化された送達
のための方法および組成物である。
【００４４】
本発明のさらなる目的は、レセプター媒介エンドサイトーシスによる、細胞への治療剤の
送達のための方法および組成物を提供することである。
【００４５】
本発明のなお別の目的は、特定の標的化する分子を使用して、選択された治療剤を結合お
よび送達し得る標的化された送達系を含む方法および組成物を提供することである。
【００４６】
本発明の目的は、生物学的に活性な因子の毒性効果を低減させ得る組成物および方法を提
供することである。
【００４７】
本発明のなお別の目的は、通常には毒性の生物学的に活性な因子を使用して、ヒトまたは
動物にワクチン接種するための方法および組成物を提供することである。
【００４８】
本発明のさらなる目的は、生物学的に活性な因子の徐放のための方法および組成物を提供
することである。
【００４９】
本発明のなおさらなる目的は、免疫応答を増強するための確実かつ容易な方法および組成
物を提供することである。
【００５０】
本発明の別の目的は、ワクチン効力を改善するための方法および組成物を提供することで
ある。
【００５１】
本発明の別の目的は、１用量のみの投与で有効な防御を与えるワクチンおよびワクチン接
種を提供することである。
【００５２】
本発明のなお別の目的は、特定の様式での個々の免疫成分の標的化された刺激ための組成
物および方法を提供することである。
【００５３】
本発明の別の目的は、免疫系の特定の成分に影響を及ぼし得る成分特異的免疫刺激剤を含
む方法および組成物を提供することである。
【００５４】
本発明のなお別の目的は、免疫応答を抑制するための方法および組成物を提供することで
ある。
【００５５】
本発明のこれらの目的および他の目的、特徴、ならびに利点は、以下の好ましい実施態様
の詳細な説明の総説後に明らかになる。
【００５６】
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（詳細な説明）
本発明は、細胞への治療剤の標的化された送達のための組成物および方法に関する。より
詳細には、本発明は、別のエレメントが結合した送達構造体またはプラットフォームの組
成物を含む。本発明の好ましい実施態様は、プラットフォームとしてのコロイド状金属を
含む。このプラットフォームは、標的化する分子およびエフェクター分子が結合して標的
化された遺伝子送達系を作製する結合基のメンバーを結合し得る。このような系は、好ま
しくは、細胞のレセプター媒介エンドサイトーシスを使用して、治療剤の内部送達を達成
する。最も好ましい実施態様では、結合基は、ストレプトアビジン／ビオチンであり、そ
して標的化する分子は、サイトカインであり、そしてエフェクター分子は治療剤である。
本発明の実施態様はまた、より特異性の低い方法においてエフェクター分子または標的化
する分子を、結合パートナーを使用することなく、例えば、ポリカチオンまたはタンパク
質を使用することにより、結合する工程を含み得る。本発明の他の実施態様は、送達構造
体またはプラットフォームへのエフェクター分子または標的化する分子の直接的な結合ま
たは会合を含む。
【００５７】
本発明は、プラットフォームとしてコロイド状金属を使用する、治療剤の標的化された送
達のための方法および組成物を含む。このようなコロイド状金属は、可逆的または非可逆
的に、治療剤または標的化する分子のいずれかと相互作用する分子を結合し得る。組み込
みをする分子（ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）は、特異的結合分子（例え
ば、結合対のメンバー）であり得るか、または、より低い特異性で結合する、非特異的な
組み込みをする分子であり得るかのいずれかである。このような、より特異性の低い結合
の例は、ポリカチオン性分子（例えば、ポリリジンまたはヒストン）による核酸の結合で
ある。本発明は、ポリリジン、硫酸プロタミン、ヒストン、またはアシアロ糖タンパク質
を含むがこれらに限定されない、当業者に公知の組み込みをする分子（例えば、ポリカチ
オン性エレメント）の使用を意図する。
【００５８】
結合対のメンバーは、抗体－抗原対、酵素－基質対；レセプターリガンド対；およびスト
レプトアビジン－ビオチンを含むがこれらに限定されない、当業者に公知のこのような任
意の結合対を含む。新規な結合パートナーは、特異的に設計され得る。結合パートナーの
必須の特徴は、結合パートナーが特異的に連結され得るような、結合対のうちの一方と、
結合対のうちの他方のメンバーとの間の特異的結合である。結合メンバーの別の所望の特
徴は、対の一方のメンバーが、エフェクター分子または標的化する分子のいずれかにまた
結合し得るかまたは結合しており、そして他方のメンバーが、送達プラットフォームに結
合していることである。
【００５９】
任意の特定の理論に束縛されることは望まないが、レセプター媒介エンドサイトーシスに
おけるエンドソーム形成に生じるｐＨの変化が治療剤の内部細胞送達のために利用され得
ると理論付けられる。コロイド状金属組成物が中性ｐＨにある場合、この組成物はゾルで
ある。ｐＨが低下する場合、コロイド状金属組成物は沈澱および凝集する。低下したｐＨ
は、約７未満から約２のｐＨ値の範囲を含む。好ましい低下したｐＨは、エンドソームに
おいて見出されるｐＨであり、これは約ｐＨ４～約ｐＨ６、最も好ましくはｐＨ５．６で
ある。エンドソームにおける金属粒子の凝集は、結合のための金属粒子の表面積を効果的
に減少させ、これは、金属キャリアからの結合物質の放出をもたらす。
【００６０】
送達プラットフォームは、好ましくは、コロイド状金属組成物である。例えば、好ましい
実施態様では、送達プラットフォームは、ほぼ中性のｐＨで負電荷を有する、コロイド状
金粒子である。この負電荷は、他の負に荷電した分子の誘引および結合を防止する。対照
的に、正荷電分子は、コロイド状金粒子に誘引され、そして結合する。このような正荷電
分子は、ポリリジン、ヒストン、硫酸プロタミン、およびアシアロ糖タンパク質を含むが
これらに限定されない、ポリカチオンを含む。本発明において意図するヒストンは、異な
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るヒストンの混合物、１つの特定の型のヒストン、または特定のヒストンの組合せであり
得る。正荷電分子はまた、結合対（例えば、抗体－抗原またはストレプトアビジン／ビオ
チン）のメンバーを含み得る。送達プラットフォームへの正荷電分子の結合の後、相補的
な結合メンバーまたはエフェクター分子が結合し得る。
【００６１】
エフェクター分子は、本明細書中で標的化する分子として公知の、細胞または標的選択の
ための分子、および標的、治療剤、または生物学的に活性な因子に一旦送達されたら効果
を提供する分子の両方を含む。エフェクター分子と金属性プラットフォームとの会合は、
結合対のメンバーおよびそれらの特異的結合を使用する特異的手段を通して、またはより
特異性の低い手段を通してのいずれかであり得る。例えば、より特異性の低い手段は、イ
オン性相互作用を含むがこれらに限定されない。
【００６２】
結合メンバーの特異的結合特性の使用は、治療剤に対する結合対のメンバー、および金属
性プラットフォームに対する相補的結合メンバーの一方の結合を含む。一方の結合メンバ
ーの治療剤に対する結合は、当該分野で周知である手段を通して達成され、そしてビオチ
ン化治療剤の結合において例示される。このビオチンは、タンパク質結合のような方法を
通して結合され得るか、またはビオチン化ヌクレオシドを用いる合成を通して核酸にとり
込まれ得る。ビオチンの治療剤に対する結合は、化学的結合（例えば、特異的リンカーの
提供または活性な基の治療剤または標的化する分子への付加）を用いて達成され得る。
【００６３】
本発明の柔軟性の一局面を提供するのは、このような結合メンバーの使用である。任意の
所望の治療剤は、結合対のメンバーの一方に結合し得る。次いで、相補的結合メンバーは
、金属性プラットフォームと会合する。従って、任意の治療剤は、本発明の金属性プラッ
トフォームを用いて送達され得る。さらに、任意の標的化する分子は、結合基のメンバー
の１つに結合し得る。
【００６４】
治療剤の送達のための細胞または標的の選択に特異性を提供するために、細胞特異的に標
的化する分子はまた、金属性プラットフォームに結合され得る。このような細胞特異的に
標的化する分子は、細胞膜において見出されるレセプターを含むがこれらに限定されない
、細胞上の構造体に結合する任意の分子を含む。このような細胞特異的に標的化する分子
はまた、細胞膜に見出されるかまたは細胞膜に含まれない分子に結合し得る、レセプター
またはレセプターの一部を含む。このような細胞特異的に標的化する分子の例は、以下を
含むがこれらに限定されない：インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキ
ン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイキン－
４（「ＩＬ－４」）、インターロイキン－５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン－６（
「ＩＬ－６」）、インターロイキン－７（「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８（「Ｉ
Ｌ－８」）、インターロイキン－１０（「ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１１（「
ＩＬ－１１」）、インターロイキン－１２（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン－１３
（「ＩＬ－１３」）、インターロイキン－１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイキン－
１６（「ＩＬ－１６」）、インターロイキン－１７（「ＩＬ－１７」）、インターロイキ
ン－１８（「ＩＬ－１８」）、リピドＡ、ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓエンテロトキシンＢおよび他の毒素、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型イン
ターフェロン、腫瘍壊死因子（「ＴＮＦα」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「
ＴＧＦ－β」）、リンホトキシン、遊走阻止因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因
子（「ＣＳＦ」）、単球マクロファージＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「Ｖ
ＥＧＦ」）、アンギオゲニン（Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ）、トランスフォーミング増殖因子
（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の炭水化物部分、Ｒｈ因子、線維芽
細胞増殖因子ならびに他の炎症および免疫調節タンパク質、ホルモン（例えば、成長ホル
モン、インスリン、グルカゴン、副甲状腺ホルモン、黄体形成ホルモン、卵胞刺激ホルモ
ン、および黄体形成ホルモン放出ホルモン）、細胞表面レセプター、抗体、核酸、ヌクレ
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オチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、センス核酸、アンチセンス核酸、ガン細胞特異的抗原；例えば
、ＭＡＲＴ、ＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ、およびＨＳＰ；変異体ｐ５３；チロシナーゼ；自己免
疫抗原；レセプタータンパク質、グルコース、グリコーゲン、リン脂質、ならびにモノク
ローナル抗体および／またはポリクローナル抗体、ならびに塩基性線維芽細胞増殖因子。
【００６５】
送達デバイスまたはプラットフォームに結合するエレメントは、任意の方法により結合さ
れ得る。このようなエレメントは、組み込みをする分子、特異的に標的化する分子、治療
剤、または生物学的に活性な因子を含むがこれらに限定されない。以下の例は、組み込み
をする分子についての結合方法を例示するが、本方法は、このエレメントのみに限定され
ず、そして本発明で意図される任意のエレメントは、この方法において結合され得る。組
み込みをする分子（より特異性が低い結合分子、例えば、ポリカチオン性成分または結合
対のメンバーである特異的結合分子のいずれか）は、任意の方法によりコロイド状金属に
結合され得る。１つの好ましい方法は、組み込みをする分子を、その組み込みをする分子
の等電点ｐＩより約１～３ｐＨ単位高いｐＨの水中において再構成することである。次い
で、約１００～１，０００μｇ、好ましくは１５０～８００μｇ、最も好ましくは２００
～５００μｇの組み込みをする分子がコロイド状金属とともにインキュベートされる。イ
ンキュベーションの継続時間は重要ではないが、好ましくは約２～４８時間、より好まし
くは１８～３６時間である。
【００６６】
インキュベーション後、組み込みをする分子に結合したコロイド状金属プラットフォーム
は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）の１容量％の１～１００％溶液とともに一晩イン
キュベートすることにより、必要に応じて安定化される。あるいは、システイン、リン脂
質、Ｂｒｉｊ５８、またはスルフヒドリル含有化合物を用いて、コロイド状金属プラット
フォームを安定化し得る。次いで、この溶液は遠心分離され、続いて得られたペレットが
必要に応じて、システイン、リン脂質、スルフヒドリル含有化合物との、またはタンパク
質再構成緩衝液中の１％ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）溶液中でのインキュベーションに
より安定化される。代表的には、上清における結合していない生物学的に活性な因子の免
疫アッセイ測定により決定した場合、９０％と９５％との間の成分がこの方法により結合
される。
【００６７】
この様式におけるエレメントの結合は、コロイド状金属の物理的特性を変化させる。結合
の前には、コロイド状金属は、０．２２ミクロンフィルターを通して濾過され得ない。結
合後は、コロイド状複合体は容易に濾過される。この相違は、金属がもはやコロイドとし
ては存在せず、イオン溶液として存在することを示唆する。
【００６８】
本発明において使用されるコロイド状金属の量は、約０．００１ｍｇ／ｍｌと１．０ｍｇ
／ｍｌとの間であり、コロイド状金属のより好ましい量は約０．０１ｍｇ／ｍｌと０．１
ｍｇ／ｍｌとの間である。インビボまたはインビトロで投与されるべき、本発明による組
成物の量は、所望の適用、送達すべき分子、送達について標的化される細胞、および投与
態様に従って変化する。
【００６９】
コロイド状組成物の調製の他の方法および使用は、関連特許出願に見出される。これらの
特許出願（Ｕ．Ｓ．Ｓ．Ｎ．０８／９６６，９４０および６０／０７５，８１１、６０／
０８６，６９６）は、それらの全体が本明細書中で参考として援用される。
【００７０】
次いで、エフェクター分子は、組み込みをする分子を介して金属性プラットフォームに結
合される。エフェクター分子は、細胞特異的に標的化する分子または治療剤のいずれかで
あり得る。このエフェクター分子は、組み込みをする分子（例えば、ヒストン）に直接結
合され得るか、または結合メンバーの特異的相互作用を介して結合され得る。この方法が
結合メンバーを用いる特異的相互作用を含む場合、結合メンバーの一方は、プラットフォ
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ームに結合した組み込みをする分子として機能し、そして相補的結合メンバーはエフェク
ター分子に結合する。例えば、本発明の１つの実施態様は、ストレプトアビジンおよびビ
オチンの結合メンバーを含み、そしてこのストレプトアビジンは、組み込みをする分子と
して機能し、かつコロイド状金属プラットフォームと会合する。このビオチンは、エフェ
クター分子に結合される。さらに好ましい実施態様では、このビオチンは、細胞特異的に
標的化する分子（例えば、ＴＮＦ－α）に結合される。このビオチンはまた、治療剤（例
えば、細胞外結合ドメインを含まない短縮形態の毒素）に結合される。
【００７１】
本発明の１つの実施態様は、標的化された組合せ治療を開発および特注するためのプラッ
トフォームとしての、コロイド状金に結合したストレプトアビジンの使用を含む。本発明
は、リガンド／レセプター結合を用いる治療剤の標的化およびレセプター媒介エンドサイ
トーシス（ＲＭＥ）のプロセスを含む。この実施態様は、コロイド状金に結合したストレ
プトアビジンを使用して、ビオチン化リガンドおよび治療剤を共存させる。本質的に、コ
ロイド状金に結合したストレプトアビジンを用いることにより、単一のコロイド状金粒子
上への２つの化学的に別個の部分への結合の問題は排除される。むしろ、標的および治療
の化学は、ここで、ビオチンのストレプトアビジンに対する充分に特徴付けられた結合に
基づく。この実施態様の代表的な図を、図１に示す。
【００７２】
（本発明のいくつかの実施態様）
本発明の組成物および方法は、本明細書中に開示されたエレメントの混合物の改変物およ
び組合せ、ならびにそれらの結合能力および活性の方法を含む。例えば、本発明の１つの
実施態様は、金属性プラットフォームに直接結合した細胞特異的に標的化する分子、およ
び金属性プラットフォームに特異的結合または組み込みをする分子によるより特異性の低
い結合のいずれかを介して結合した治療剤を含む。本発明の１つの実施態様は、コロイド
状金属プラットフォームに直接結合した治療剤、および特異的結合または組み込みをする
分子によるより特異性の低い結合のいずれかを介して結合した細胞特異的に標的化する分
子を含む。本発明の別の実施態様は、細胞特異的に標的化する分子および治療剤の両方の
、金属性プラットフォームに対する特異的結合もしくは組み込みをする分子によるより特
異性の低い結合を介した結合、または細胞特異的に標的化する分子および金属性プラット
フォームに対する治療剤の直接結合を含む。本発明のなおさらなる実施態様は、結合メン
バーによる結合を介して金属性プラットフォームに結合した細胞特異的に標的化する分子
、およびより特異性の低い結合手段を介して金属性プラットフォームに結合した治療剤を
含む。本発明の対照的な実施態様は、より特異性の低い組み込みをする分子結合による結
合を介した金属性プラットフォームに結合した細胞特異的に標的化する分子、および相補
的結合メンバー結合による金属性プラットフォームへの治療剤を含む。このような実施態
様の他の組合せおよび改変は、本発明の一部として意図される。
【００７３】
送達プラットフォームに結合されるエレメント（標的化する分子、組み込みをする分子、
およびエフェクター分子（例えば、治療剤および生物学的に活性な因子）を含むがこれら
に限定されない）は、任意の組合せでプラットフォームに結合され得る。例えば、２つの
エフェクター分子は、標的およびエフェクター複合体がサイトカインおよびサイトカイン
レセプターのコロイド状金属粒子に対する結合により生成され得るように、プラットフォ
ームに結合され得る。あるいは、遺伝子送達系は、核酸成分およびサイトカインレセプタ
ーをコロイド状金属粒子に結合することにより生成され得る。治療系は、化学治療剤およ
びサイトカインレセプターをコロイド状金属粒子に結合することにより生成され得る。さ
らに、ガン抗原に対する抗体は、標的化する分子であり得、そして化学治療剤とともにコ
ロイド状金属に結合され得る。化学治療剤を標的細胞（例えば、ガン細胞）に送達する際
に、低濃度の化学治療剤が使用され、それにより化学治療剤の全身毒性を減少させ得る。
【００７４】
本発明の別の実施態様は、１つの分子を細胞表面レセプターに結合し、一方、第２の分子
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を標的細胞に近位な細胞外表面に放出させるための方法として、２以上の生物学的に活性
な因子の同じコロイド状金属粒子に対する結合を使用することである。このような遅速放
出貯蔵物は、生物学的に活性な分子をそれらの特異的作用部位に送達するために役立つ。
【００７５】
本発明のなお別の実施態様は、生物学的バリアを横切り、次いで、第２の成分または群を
第１の成分と共に運ぶ、これらの成分のうちの一方についての特異的分子輸送機構を用い
る方法として２以上のエレメントの同じ送達プラットフォーム（例えば、コロイド状金属
粒子）への結合を使用することである。例えば、送達プラットフォームに結合した成分の
うちの１つは、グルコースであり得る。グルコースは、特異的血液脳輸送系を有し、エフ
ェクター分子（例えば、生物学的に活性な分子）とともにコロイド状金属に結合される。
血液脳関門を横切るグルコース能動輸送は、それ自体はおよび自発的には、この生物学的
バリアを横切ることができない、任意の関連する生物学的に活性な因子についての導管と
して役立つ。次いで、これらの組成物は、送達された因子に対して通常は利用可能でない
領域（例えば、脳）への治療分子の送達のためのビヒクルとして役立つ。
【００７６】
（好ましい送達プラットフォーム）
コロイド状金属は、好ましい送達プラットフォームであるが、類似の様式で機能する他の
物質は、本発明に含まれることが意図される。特定の理論に束縛されることを望まないが
、本発明におけるコロイド状金属、より好ましくはコロイド状金の役割は、関連するエレ
メントについてのドッキング部位として作用するのみではない。それとは反対に、その役
割は、結合エレメントの役割と同様に重要であり得る。例えば、ある薬物は、細胞によっ
て内部移行された後でのみ活性になる。ＲＭＥを内部移行の方法として用いる薬物は、し
ばしば、膜小器官に捕捉されたままであり、そして最終的には膜小器官であるエンドソー
ムにおいて破壊される。薬物の不活化は、しばしば、エンドソームのｐＨの減少の結果で
ある。コロイド状金の価値が認識されるのは、エンドソームのｐＨにおけるこの生理学的
変化である。本発明者らは、酸性、すなわち、エンドソーム様の環境に曝された場合に、
タンパク質結合コロイド状金が物理的変化を受けることを観察した。非常に単純な実験で
は、飽和濃度のＢＳＡと結合したコロイド状金を、２つの異なるｐＨ（７．４および５．
６）でＭＥＳ緩衝液に対して透析した。この実験の結果は、生理学的（すなわち、７．４
）ｐＨに対して透析したコロイド状金が、そのコロイド状状態のままであることを示した
。しかし、酸性ｐＨに対して透析した同じ調製物は、非常に大きな凝集物を形成した。こ
のような凝集物を形成することにより、コロイド状金は、エンドソームを溶解することに
より、推定薬物の細胞内放出を容易にする。
【００７７】
（投与のための方法および組成物）
本発明の組成物は、インビトロまたはインビボの系に投与され得る。インビボでの投与は
、標的細胞への直接適用または以下を含むがこれらに限定されない医薬品により使用され
るような投与経路を含み得る：処方物は、経口、直腸、経皮、眼（硝子体内または房内（
ｉｎｔｒａｃａｍｅｒａｌ）を含む）、鼻、局所（頬内および舌下を含む）、膣または非
経口（皮下、筋肉内、静脈内、皮内、気管内、および硬膜外を含む）投与に適切な処方物
を含む。処方物は、好都合な単位投薬形態で存在し得、そして従来の薬学的技術によって
調製され得る。このような技術は、活性成分および薬学的キャリアまたは賦形剤を合わせ
る工程を含む。一般に、処方物は、組成物を液体キャリアもしくは微細に分割した固体キ
ャリアまたはその両方と均質かつ緊密に合わせ、次いで必要に応じて製品を成形すること
により調製される。
【００７８】
（定義）
本明細書中で使用される用語「毒性反応」および「毒性」は、動物またはヒトの以下の反
応を含むがこれらに限定されない：発熱；水腫（脳水腫を含む）；精神病；自己免疫疾患
；出血；ショック（出血性ショック）；敗血症；悪液質；または死。
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用語「生物学的に活性な因子」および「治療剤」は、以下を含むがこれらに限定されない
：インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－２（「ＩＬ－２」）、イ
ンターロイキン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイキン－４（「ＩＬ－４」）、インタ
ーロイキン－５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、インターロ
イキン－７（「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８（「ＩＬ－８」）、インターロイキ
ン－１０（「ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１１（「ＩＬ－１１」）、インターロ
イキン－１２（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン－１３（「ＩＬ－１３」）、インタ
ーロイキン－１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイキン－１６（「ＩＬ－１６」）、イ
ンターロイキン－１７（「ＩＬ－１７」）、インターロイキン－１８（「ＩＬ－１８」）
、リピドＡ、ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓエンテロトキ
シンＢおよび他の毒素、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型インターフェロン、腫瘍壊死因子
（「ＴＮＦα」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）、リンホトキ
シン、遊走阻止因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（「ＣＳＦ」）、単球マク
ロファージＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「ＶＥＧＦ」）、アンギオゲニン
、トランスフォーミング増殖因子（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の
炭水化物部分、Ｒｈ因子、線維芽細胞増殖因子、ホルモン、例えば、成長ホルモン、イン
スリン、グルカゴン（ｇｌｕｃｏｇｅｎ）、副甲状腺ホルモン、黄体形成ホルモン、卵胞
刺激ホルモン、および黄体形成ホルモン放出ホルモン、細胞表面レセプター、抗体、化学
治療剤、ならびに他の炎症および免疫調節タンパク質、核酸、ヌクレオチド、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、センス核酸、アンチセンス核酸、ガン細胞特異的抗原；例えば、ＭＡＲＴ、ＭＡＧ
Ｅ、ＢＡＧＥ、およびＨＳＰ；ならびに免疫治療薬物、例えば、ＡＺＴ、医薬品および他
の治療薬物。
【００８０】
治療剤および処置されるべき生物の例は、以下の表に見出される。この表は、他の治療剤
が本発明により意図されるという点で、制限をしない。
【００８１】
【表１】
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用語「細胞特異的に標的化する分子」は、以下を含むがこれらに限定されない：インター
ロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイ
キン－３（「ＩＬ－３」）、インターロイキン４（「ＩＬ－４」）、インターロイキン－
５（「ＩＬ－５」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、インターロイキン－７（
「ＩＬ－７」）、インターロイキン－８（「ＩＬ－８」）、インターロイキン－１０（「
ＩＬ－１０」）、インターロイキン－１１（「ＩＬ－１１」）、インターロイキン－１２
（「ＩＬ－１２」）、インターロイキン－１３（「ＩＬ－１３」）、インターロイキン－
１５（「ＩＬ－１５」）、インターロイキン－１６（「ＩＬ－１６」）、インターロイキ
ン－１７（「ＩＬ－１７」）、インターロイキン－１８（「ＩＬ－１８」）、リピドＡ、
ホスホリパーゼＡ２、内毒素、ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓエンテロトキシンＢおよび
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他の毒素、Ｉ型インターフェロン、ＩＩ型インターフェロン、腫瘍壊死因子（「ＴＮＦα
」）、トランスフォーミング増殖因子－β（「ＴＧＦ－β」）、リンホトキシン、遊走阻
止因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（「ＣＳＦ」）、単球マクロファージ、
ＣＳＦ、顆粒球ＣＳＦ、血管上皮増殖因子（「ＶＥＧＦ」）、アンギオゲニン、トランス
フォーミング増殖因子（「ＴＧＦα」）、熱ショックタンパク質、血液型群の炭水化物部
分。Ｒｈ因子、線維芽細胞増殖因子ならびに他の炎症および免疫調節タンパク質、ホルモ
ン、例えば、成長ホルモン、インスリン、グルカゴン（ｇｌｕｃｏｇｏｎ）、副甲状腺ホ
ルモン、黄体形成ホルモン、卵胞刺激ホルモン、および黄体形成ホルモン放出ホルモン、
細胞表面レセプター、抗体、核酸、ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、センス核酸、アンチ
センス核酸、ガン細胞特異的抗原；例えば、ＭＡＲＴ、ＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ、およびＨＳ
Ｐ；変異体ｐ５３；チロシナーゼ；自己免疫抗原；レセプタータンパク質、グルコース、
グリコーゲン、リン脂質、ならびにモノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗
体、ならびに塩基性線維芽細胞増殖因子。
【００８２】
本明細書中で用いられる用語「コロイド状金属」は、液体水中に分散した任意の水不溶性
金属粒子または金属性化合物（ヒドロゾル）を含む。コロイド状金属は、周期表のＩＡ族
、ＩＢ族、ＩＩＢ族およびＩＩＩＢ族の金属、ならびに遷移金属、特にＶＩＩＩ族の遷移
金属から選択され得る。好ましい金属は、金、銀、アルミニウム、ルテニウム、亜鉛、鉄
、ニッケルおよびカルシウムである。他の適切な金属はまた、種々の酸化状態における以
下を含み得る：リチウム、ナトリウム、マグネシウム、カリウム、スカンジウム、チタン
、バナジウム、クロム、マンガン、コバルト、銅、ガリウム、ストロンチウム、ニオブ、
モリブデン、パラジウム、インジウム、スズ、タングステン、レニウム、白金およびガド
リニウム。金属は、好ましくは、適切な金属化合物に由来する、好ましくはイオン状態（
例えばＡ１3+、Ｒｕ3+、Ｚｎ2+、Ｆｅ3+、Ｎｉ2+およびＣａ2+イオン）で提供される。好
ましい金属は金、特にＡｕ3+の形態である。特に好ましい形態のコロイド状金は、ＨＡｕ
Ｃ１4（Ｅ－Ｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｍａｔｅｏ、Ｃａｌｉ
ｆｏｒｎｉａ）である。別の好ましい金属は、銀であり、特に約０．１％と０．００１％
との間の濃度を有するホウ酸ナトリウム緩衝液中の、最も好ましくは、約０．０１％溶液
中のものである。好ましくは、このようなコロイド状銀溶液の色は黄色であり、そしてコ
ロイド状粒子は、１～４０ナノメートルの範囲である。このような金属イオンは、単独で
錯体中に、または他の無機イオンとともに錯体中に存在し得る。
【００８３】
（本発明のいくつかの実施態様）
（遺伝子治療のための方法および組成物）
本発明は、特定の細胞への外来性核酸または遺伝情報の標的化される送達についての方法
および組成物を含む。外来の遺伝情報は、細胞上の特定のレセプターによって特定の細胞
により取り上げられ、そして好ましくは、レセプター媒介性エンドサイトーシスにより細
胞内に内部移行される。従って、異なる細胞型の混合物においては、外来性核酸は、選択
されたレセプターを有する細胞によってのみ内部移行され、そしてレセプターを欠失する
細胞には影響がない。
【００８４】
本発明は、特定細胞のインビトロまたはインビボのトランスフェクションについての組成
物および方法を含む。このような組成物の１つの実施態様は、コロイド状金属に対して結
合されるポリカチオンに対して結合された核酸を含む。本発明の好ましい実施態様は、プ
ラットホームとしてのコロイド状金を含み、このコロイド状金は、標的化する分子および
エフェクター分子に結合して、細胞のレセプター媒介性エンドサイトーシスを使用する標
的化された遺伝子送達系を生じ、トランスフェクションを達成し得る。より好ましい実施
態様では、標的化する分子はサイトカインであり、そしてエフェクター分子はＤＮＡまた
はＲＮＡのような外来性遺伝物質である。この実施態様はまた、ポリカチオンのような組
み込みをする分子を含む。
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【００８５】
本発明において、この方法は標的化される遺伝子送達系の調製およびトランスフェクショ
ンのための細胞への標的化される遺伝子送達系の送達を含む。組成物の核酸は細胞により
最終的には翻訳され、そして発現されることが本発明において意図される。このような発
現は、当業者に公知の任意の形態においてであり得、そして機能するタンパク質、細胞産
物の産生、酵素活性、細胞産物の輸送、細胞膜成分の産生または核成分を含むがこれらに
限定されない。標的化される細胞への送達の方法は、細胞培養物への添加のようなインビ
トロ技術について使用される方法またはインビボ投与について使用される方法のような方
法であり得る。インビボ投与は、細胞への直接投与、またはヒト、動物もしくは他の生物
について使用されるような投与経路を含み得る。
【００８６】
図１６および図１７は、本発明の実施態様を使用する実験を示す。図１６は、ヒト乳癌細
胞であるＭＣＦ－７における、レセプターによって標的化される首尾良い遺伝子送達を実
証する。ＥＧＦ／ヒストンキメラは、４０ｎｍのコロイド状金上で構築された。沈殿およ
び再懸濁の際に、ｐＳＶβ－ガラクトシダーゼ遺伝子をコードするプラスミドＤＮＡは、
上記のようにインキュベートおよび再遠心分離された。酵素（β－ガラクトシダーゼ）の
存在は、細胞を基質であるＸ－ｇａｌとインキュベートすることにより検出された。青緑
色染色は、遺伝子産物が存在する細胞を示すが、ピンク色の染色は、ＥＧＦ／ヒストン／
ＤＮＡ／コロイド状金のキメラの存在を示す。
【００８７】
図１７は、ＥＧＦ／ヒストン／ＤＮＡ／コロイド状金のキメラを使用するコントロールの
トランスフェクションを示す。ヒト乳癌細胞であるＨＳ－５７８－Ｔは、図１６に記載し
たのと同一のキメラでＭＣＦ－７細胞と同時に処理された。次いで、この細胞はＸ－ｇａ
ｌで処理されてトランスフェクト遺伝子の存在が検出された。図１７は、黒色染色により
見出されるように、ＨＳ－５７８－Ｔ細胞はキメラと結合し得るが内部移行され得なかっ
たことを明らかに示す。従って、青緑発色が見出されないのはトランスフェクションがな
いことを示す。
【００８８】
（免疫刺激）
本発明は、特定の免疫成分の同時または連続的な標的化を通じての免疫応答の増強および
ワクチンの効力増加のための組成物および方法に関する。より詳細には、抗原提示細胞（
ＡＰＣ）（例えば、マクロファージおよび樹状細胞）ならびにリンパ球（例えば、Ｂ細胞
およびＴ細胞）を含むがこれらに限定されない特定の免疫成分は、1つ以上の成分特異的
免疫刺激剤により個別にもたらされる。とりわけ好ましい実施態様は、成分特異的免疫刺
激剤と組み合わせた特定の抗原を使用する免疫応答の活性化を提供する。本明細書で使用
されるように、成分特異的免疫刺激剤は、免疫系の成分に特異的であり、そしてその成分
をもたらし得る薬剤を意味し、その結果この成分は免疫応答における活性を有する。この
薬剤は、免疫系の幾つかの異なる成分をもたらし得、そしてこの能力は本発明の方法およ
び組成物において使用され得る。この薬剤は天然に存在し得るかまたは分子生物学の技術
またはタンパク質レセプター操作を通じて生成および操作され得る。
【００８９】
免疫応答におけるこの成分の活性化は、免疫応答の他の成分の刺激または抑制を生じ得、
免疫応答の全体的な刺激または抑制を導く。発現の容易さのために、免疫成分の刺激が本
明細書に記載されるが、免疫成分の全ての応答が、用語刺激（刺激、抑制、拒絶およびフ
ィードバック活性を含むがこれらに限定されない）により意図されるがことが理解される
。
【００９０】
もたらされる免疫成分は複数の活性を有し得、フィードバック機構の抑制と刺激の両方ま
たは開始もしくは抑制を導く。本発明は、本明細書で詳述される免疫学的応答の例により
限定されないが、免疫系の全ての局面における成分特異的効果を意図する。
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【００９１】
免疫系の個々の成分の活性化は、同時、連続または任意のそれらの組み合わせであり得る
。本発明の方法の１つの実施態様においては、多成分特異的免疫刺激剤が同時に投与され
る。この方法において、免疫系は４つの別々の調製物で同時に刺激され、これら各々は成
分特異的免疫刺激剤を含む組成物を含む。好ましくは、この組成物はコロイド状金属と会
合した成分特異的免疫刺激剤を含む。より好ましくは、この組成物は、あるサイズの粒子
または異なるサイズの粒子のコロイド状金属および抗原と会合した成分特異的免疫刺激剤
を含む。最も好ましくは、この組成物は、あるサイズの粒子のコロイド状金属および抗原
、または異なるサイズの粒子のコロイド状金属および抗原と会合した成分特異的免疫刺激
剤を含む。
【００９２】
本発明者らは、個々の免疫成分に特異的な刺激、アップレギュレーション、影響を提供す
るために特定の成分特異的免疫刺激剤を使用し得ることを見出した。例えば、インターロ
イキン－１β（ＩＬ－１β）はマクロファージを特異的に刺激し、一方、ＴＮＦ－α（腫
瘍壊死因子α）およびＦｌｔ－３リガンドは樹状細胞を特異的に刺激する。熱殺傷Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｕｔｙｒｉｃｕｍおよびインターロイキン－６（ＩＬ－６）は
Ｂ細胞の特異的な刺激因子であり、そしてインターロイキン－２（ＩＬ－２）はＴ細胞の
特異的な刺激因子である。このような成分特異的免疫刺激剤を含む組成物は、マクロファ
ージ、樹状細胞、Ｂ細胞およびＴ細胞の特異的活性化をそれぞれ提供する。例えば、マク
ロファージは、成分特異的免疫刺激剤であるＩＬ－１βを含む組成物が投与される時に活
性化される。好ましい組成物はコロイド状金属と会合したＩＬ－１βであり、そして最も
好ましい組成物は、コロイド状金属および抗原（その抗原に対して特異的なマクロファー
ジ応答を提供するための抗原）と会合したＩＬ－１βである。
【００９３】
免疫応答の多くのエレメントが、効果的なワクチン接種に必要とされる。同時刺激方法の
実施態様は、１）マクロファージについてのＩＬ－１β、２）樹状細胞についてのＴＮＦ
－αおよびＦｌｔ－３リガンド、３）Ｂ細胞についてのＩＬ－６、および４）Ｔ細胞につ
いてのＩＬ－２、を含む成分特異的免疫刺激剤の組成物の、４つの別々の調製物を投与す
ることである。成分特異的免疫刺激剤の組成物は、当業者に公知の任意の経路により投与
され得、そして所望される免疫応答に依存して同じ経路または異なる経路を使用し得る。
【００９４】
本発明の方法および組成物の別の実施態様において、個々の免疫成分が同時に活性化され
る。例えば、この連続的な活性化は、２つの段階、誘導段階（ｐｒｉｍｅｒ　ｐｈａｓｅ
）および免疫段階に分けられ得る。誘導段階はＡＰＣ（好ましくはマクロファージおよび
樹状細胞）の刺激を含み、一方、免疫段階はリンパ球（好ましくはＢ細胞およびＴ細胞）
の刺激を含む。２つの段階のそれぞれにおいて、個々の免疫成分の活性化は、同時または
連続的であり得る。連続的な活性化については、活性化の好ましい方法はマクロファージ
、次いで樹状細胞、次いでＢ細胞、次いでＴ細胞の活性化である。最も好ましい方法は、
組み合わされた連続的活性化であり、ここで、マクロファージおよび樹状細胞の同時活性
化、次いでＢ細胞およびＴ細胞の同時活性化が存在する。これは、免疫系の幾つかの経路
を開始させるための多成分特異的免疫刺激剤の方法および組成物の例である。
【００９５】
本発明の方法および組成物は、任意の型のワクチンの有効性を増強するために使用され得
る。本方法は、活性化のために特異的免疫成分を標的化することによりワクチンの有効性
を増強させる。コロイド状金属および抗原と会合した成分特異的免疫刺激剤を含む組成物
は、抗原と特異的免疫成分との間の接触を増加させるために使用される。ワクチンが現在
使用可能である疾患の例としては、コレラ、ジフテリア、ヘモフィルス、Ａ型肝炎、Ｂ型
肝炎、インフルエンザ、麻疹、髄膜炎、おたふく風邪、百日咳、痘瘡、肺炎球菌性肺炎、
ポリオ、狂犬病、風疹、破傷風、結核、腸チフス、水痘帯状疱疹、百日咳、および黄熱病
が挙げられるがこれらに限定されない。
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【００９６】
免疫系に対して抗原を送達するために使用される投与経路およびパッケージングの組み合
わせは、所望される免疫応答の設計における強力なツールである。本発明は、免疫刺激組
成物の長期間放出を提供し得る様々なパッケージング方法（例えば、リポソーム、マイク
ロカプセルまたはミクロスフェアを含む）を含む方法および組成物を含む。これらのパッ
ケージング系は、抗原を保持するための内部貯蔵物として作用し、そして免疫系の活性化
のために抗原を徐々に放出する。例えば、リポソームは、抗原、およびコロイド状金属と
会合した成分特異的免疫刺激剤を含む組成物で充填され得る。さらなる組み合わせは、活
性ワクチンの候補物であるか、または推定上のワクチンについてのＤＮＡを含むようにパ
ッケージングされるウイルス粒子が点在するコロイド状金粒子である。次いで、この金粒
子はまた、ウイルスを特定の免疫細胞に対して標的化するために使用され得るサイトカイ
ンを含む。さらに、２つ以上の潜在的なワクチン候補物を標的化する融合タンパク質ワク
チンを作製し得、そして２つ以上の適用のためのワクチンを生成し得る。この粒子はまた
、物質を徐々に放出し得るポリエチレングリコールの添加により化学的に改変されてきた
免疫原を含み得る。
【００９７】
抗原／成分に特異的な免疫刺激剤／金属複合体はリポソームから徐々に放出され、免疫系
により外来物として認識され、そして成分特異的免疫刺激剤が指向される特異的成分によ
って免疫系を活性化させる。免疫応答のカスケードは、成分特異的免疫刺激剤の存在によ
ってより迅速に活性化され、そして免疫応答がより迅速かつより特異的に生じる。
【００９８】
本発明において意図される他の方法および組成物は、コロイド状金属粒子が異なるサイズ
を有する、抗原／成分に特異的な免疫刺激剤／コロイド状金属複合体の使用を含む。成分
特異的免疫刺激剤の連続投与は、これらの異なるサイズのコロイド状金属粒子の使用によ
る１用量投与において達成され得る。１用量は、抗原および各々を、異なったサイズのコ
ロイド状金属粒子と複合体化した、４つの独立した成分特異的免疫刺激剤を含む。従って
、同時投与は、この集団に対するより効果的なワクチンおよびさらなる保護を得るための
免疫成分の連続的な活性化を提供する。連続活性化を伴うこのような単用量投与の他の型
は、異なるサイズのコロイド状粒子およびリポソーム、または異なるサイズのコロイド状
金属粒子が充填されるリポソームの組み合わせにより提供され得る。
【００９９】
上記のこのようなワクチン接種系の使用は、１用量で投与され得るワクチンの提供におい
て非常に重要である。１用量投与は、家畜のような動物集団または動物の野生集団の処置
において重要である。１用量投与は、貧困者、ホームレス、地方在住者または不適切な健
康管理を有する発展途上国における人々のような健康管理に抵抗する集団の処置において
重要である。全ての国における多くの人々は、ワクチン接種のような予防的なタイプの健
康管理への利用できない。結核のような感染性疾患の再出現は、一回与えて、長期にわた
って持続的に効果的な防御をなお提供し得るワクチンについての需要を増加させた。本発
明の組成物および方法は、このような効果的な防御を提供する。
【０１００】
本発明の方法および組成物はまた、免疫応答の一部である成分を刺激または抑制すること
により、免疫応答が生じる疾患を処置するために使用され得る。このような疾患の例とし
ては、アジソン病、アレルギー、アナフィラキシー、ブルトン症候群、癌（固形腫瘍、お
よび血保有（ｂｌｏｏｄ　ｂｏｒｎｅ）腫瘍を含む）、湿疹、橋本甲状腺炎、多発性筋炎
、皮膚筋炎、１型糖尿病、後天性免疫不全症候群、移植拒絶（例えば、腎臓、心臓、膵臓
、肺、骨および肝臓移植）、グレーヴズ病、多発性内分泌腺自己免疫疾患、肝炎、顕微鏡
的多発性動脈炎、結節性多発性動脈炎、天疱瘡、原発性胆汁性肝硬変、悪性貧血、腹腔炎
（ｃｏｅｌｉａｃ　ｄｉｓｅａｓｅ）、抗体媒介性腎炎、糸球体腎炎、リウマチ疾患、全
身性エリトマトーデス、慢性関節リウマチ、セロネガティブ脊椎炎、鼻炎、シェーグレン
症候群、全身性硬化症、硬化性胆管炎、ヴェーゲナー肉芽腫症、疱疹状皮膚炎、乾癬、白
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斑、多発性硬化症、脳脊髄炎、ギヤン－バレー症候群、重症筋無力症、ランバート－イー
トン症候群、強膜、上強膜、ブドウ膜炎、慢性粘膜皮膚カンジダ症、じんま疹、一過性乳
児低ガンマグロブリン血症、骨髄腫、Ｘ連鎖ＩｇＭ過剰症候群、ヴィスコット－オールド
リッチ症候群、毛細血管拡張性運動失調、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少
症、自己免疫性好中球減少症、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、アミロイド
ーシス、慢性リンパ性白血病および非ホジキンリンパ腫が挙げられるがこれらに限定され
ない。
【０１０１】
本発明の組成物は、成分特異的免疫刺激剤を含む。組成物は、１つの成分特異的免疫刺激
剤または多成分特異的免疫刺激剤を含み得る。この組成物の好ましい実施態様は、コロイ
ド状金属と会合した成分特異的免疫刺激剤を含む。より好ましい実施態様は、コロイド状
金属と会合した成分特異的免疫刺激剤、および成分特異的免疫刺激剤の効果を特異的に標
的化するための他のエレメント（抗原、レセプター分子、核酸、医薬品、化学療法剤およ
びキャリアを含むがこれらに限定されない）を含有する組成物を含む。本発明の組成物は
、免疫成分に対して任意の様式で送達され得る。１つの実施態様において、抗原および成
分特異的免疫刺激剤は、単一のコロイド状金属粒子が抗原および免疫刺激剤の両方に結合
されるような様式でコロイド状金属に対して結合される。
【０１０２】
（要旨）
本発明の１つの開示される実施態様において、刺激される特異的免疫成分は、マクロファ
ージ、樹状細胞、Ｂ細胞およびＴ細胞である。好ましい実施態様において、組成物は成分
特異的免疫刺激剤を含有する。より好ましい実施態様において、組成物は、コロイド状金
属と会合した成分特異的免疫刺激剤を含む。別の開示される実施態様において、抗原およ
び成分特異的免疫刺激剤は、コロイド状金属（例えば、コロイド状金）に対して結合され
、そして得られたキメラ分子は免疫成分に提示される。
【０１０３】
本発明は、様々な異なる送達プラットホームまたはキャリアの組み合わせにおける抗原お
よび成分特異的免疫刺激剤の提示を含む。例えば、好ましい実施態様は、リポソームキャ
リア中の成分特異的免疫刺激剤およびコロイド状金と会合した抗原の投与を含む。さらな
る組み合わせは、活性ワクチン候補物であるか、または推定ワクチンについてのＤＮＡを
含むようにパッケージングされたウイルス粒子が点在するコロイド状金粒子である。次い
で、金粒子はまた、ウイルスを特定の免疫細胞に対して標的化するために使用され得るサ
イトカインを含む。このような実施態様は、長期応答のために抗原を免疫系に対して徐々
に放出する内部ワクチン調製物を提供する。この型のワクチンは、ワクチンの１回投与の
ために特に有益である。全ての型のキャリア（リポソームおよびマイクロカプセルを含む
がこれらに限定されない）は、本発明において意図される。
【０１０４】
（毒性の減少およびワクチン投与）
本発明は、通常の毒性生物活性因子のヒトまたは動物に対する投与のための組成物および
方法を含む。一般には、本発明に関する組成物は、免疫応答を生成し得るヒトまたは動物
に対して通常は毒性である物質と組み合わされたコロイド状金属の混合物を含み、ここで
この組成物は、ヒトまたは動物に投与される場合、ヒトまたは動物に対して毒性が弱いか
または非毒性である。この組成物は、必要に応じて、水溶液のような薬学的に受容可能な
キャリア、または賦形剤、緩衝剤、抗原安定化剤または殺菌キャリアを含む。パラフィン
オイルのようなオイルもまた、必要に応じてこの組成物中に含まれ得る。
【０１０５】
本発明の組成物は、接種したときに通常は毒性である生物学的に活性な因子に対して、ヒ
トまたは動物をワクチン接種するために使用され得る。さらに、本発明は、特定の疾患を
サイトカインまたは増殖因子で処置するために使用され得る。ヒトまたは動物に投与する
前に、生物学的に活性な因子をコロイド状金属と混合することにより、生物学的に活性な
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因子の毒性は低減または除去され、それにより、その因子がその治療効果を発揮すること
を可能にする。コロイド状金属とこのような生物学的に活性な因子との組み合わせは毒性
を低減させながら、治療結果を維持または増加させ、それにより、効力を改善する。なぜ
なら、より高濃度の生物学的に活性な因子が投与され得るか、または生物学的に活性な複
数の因子の組み合わせの使用を可能にするからである。それゆえ、生物学的に活性な因子
との組み合わせたコロイド状金属の使用は、より高濃度の生物学的に活性な因子、または
以前は使用できなかった毒性物質がヒトまたは動物に対して投与するために使用されるこ
とを可能にする。
【０１０６】
本発明の１つの実施態様は、コロイド状金属と会合した生物学的に活性な因子をワクチン
調製物として使用することである。このようなワクチンの多くの利点の中でもとりわけ、
通常は毒性の因子の毒性の低減である。生物学的に活性な因子に対するワクチンは、任意
の方法により調製され得る。生物学的に活性な因子に対するワクチンを調製するための１
つの好ましい方法は、塩を含まない媒体、好ましくは滅菌水中で、選択された生物学的に
活性な因子とコロイド状金属とを混合することである。塩を含まない媒体は、例えば、Ｔ
ｒｉｓ緩衝剤で必要に応じて緩衝化され得る。本発明の１つの実施態様において、コロイ
ド状金属溶液は、生物学的に活性な因子の溶液で１：１に希釈される。
【０１０７】
この媒体は、好ましくはナトリウム塩を含むべきではない。コロイド状金溶液は明るいピ
ンク色を呈し、この色は生物学的に活性な因子の溶液を添加した場合に変化しないべきで
ある。コロイド状金溶液がピンク色から紫色に変化する場合、これは、金が沈殿し、そし
て効果的な免疫のために再構成され得ないことを示す。このコロイド状金および生物学に
活性な因子の混合物の貯蔵寿命は約２４時間である。
【０１０８】
次いで、生物学的に活性な因子およびコロイド状金属の混合物は、適切な動物に対して注
入される。例えば、約２～５ｋｇの間の体重のウサギは、コロイド状金および１ｍｇのＩ
Ｌ－１またはＩＬ－２のいずれかのサイトカインを含む組成物の２週間ごとの投与後に顕
著な副作用を受けなかった。生物学的に活性な因子が本発明に従って投与された場合に非
毒性であることから、抗原の最適な量が動物に対して投与され得る。本発明による組成物
は、単回用量で投与され得るか、または二次免疫応答を充分に利用するために適切な時間
スケールにわたって間隔が開けられてそれらは多回用量で投与され得る。例えば、抗体力
価は１ヶ月に一度追加抗原を投与することにより維持されている。
【０１０９】
ワクチンは、薬学的に受容可能なアジュバントをさらに含み得、アジュバントとしては、
フロイント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバント、リポ多糖、モノホスホリ
ルリピドＡ、ムラミルジペプチド、リピドＡを含有するリポソーム、ミョウバン、ムラミ
ルトリペプチドホスファチジルエタノールアミン、およびキーホールリンペッドヘモシア
ニンが挙げられるがこれらに限定されない。好ましいアジュバントは、フロイント不完全
アジュバントであり、これは、好ましくはコロイド状金属および生物学的に活性な因子の
混合物で１：１に希釈される。
【０１１０】
本発明で使用される生物学的に活性な因子の量は、２５ｍｌの金において結合したタンパ
ク質の約２００μｇと５００μｇとの間であり、これは、次いで、２００μｌまで連続的
に濃縮される。インビボで投与される理想的な濃度は、約６．５ｍｇのタンパク質／ｋｇ
体重である。実際の量は、処置される特定の患者および状態に依存して変化する。体内に
おいて放出される結合した生物学的に活性な因子の量は、コロイド状金属に最初に結合し
たタンパク質の量、および患者に対して投与されたタンパク質の総濃度に依存する。
【０１１１】
この組成物の使用の方法は、生物学的に活性な因子と混合されたコロイド状金属を含む有
効量の組成物をヒトまたは動物に対して投与する工程を含み、ここで、この化合物は、ヒ
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トまたは動物に対して投与される場合は毒性が少ないかまたは非毒性である。本発明によ
る組成物は、通常は毒性である物質に対するワクチンとして投与され得るかまたは治療薬
であり得るが、ここで、通常は毒性の薬剤の毒性は低減され、それにより、より長い期間
にわたる、より多量の薬剤の投与を可能にする。
【０１１２】
本発明の実施において、組成物を投与するプロセスは、重要であるとは考えられない。本
発明に従って組成物が投与され得る経路は、皮下、筋肉内、腹腔内、経口および静脈内経
路を含むがこれらに限定されない。好ましい投与経路は、静脈内経路である。別の好まし
い投与経路は筋肉内である。
【０１１３】
インターロイキン－２（ＩＬ－２）は、腎臓癌の処置において有意な治療結果を示すこと
が公知である。しかし、その毒性の副作用は、顕著な数の患者の死をもたらす。対照的に
、ＩＬ－２がコロイド状金と混合される場合、毒性がほとんど観察されないかまたは観察
されず、そして強力な免疫応答が生じる。ＩＬ－２治療に以前に使用された用量は、1日
あたり体重７０ｋｇの人間あたり２１×１０6単位の桁のＩＬ－２である（７０ｋｇの人
間あたり７×１０6単位のＩＬ－２のＴＩＤ）。１単位は約５０ピコグラムに等しく、２
単位は約０．１ナノグラムに等しく、よって２０×１０6単位は１ミリグラムに等しい。
本発明の１つの実施態様において、ウサギに与えられたＩＬ－２の量は、３ｋｇのウサギ
あたり約１ｍｇである。事実上、本明細書において記載される生物学的に活性な因子の投
与の効果の研究は、以前にヒトに与えられた量よりも２０倍よりも多い用量を含んだ。
【０１１４】
別の実施態様では、ＩＬ－２（３ｋｇの動物あたり１ｍｇ）が、２週間の期間にわたって
３日毎に３羽のウサギに投与される場合、全ての動物が臨床的に病気のようであり、そし
てそのうちの２羽の動物がＩＬ－２の明らかな毒性効果により死亡した。同じ用量のＩＬ
－２をコロイド状金と組み合わせ、次いで同じ２週間の期間にわたって３羽のウサギに投
与する場合、毒性は観察されず、そして顕著な抗体応答が３羽全ての動物に生じた。本明
細書において使用される「ポジティブな抗体応答」は、免疫後の血液を免疫前の血液と比
較する、直接ＥＬＩＳＡにより決定される場合、特異的抗体応答性における３～４倍の増
加として定義される。直接ＥＬＩＳＡはＩＬ－２をマイクロタイタープレート上へ結合す
る工程、およびアルカリホスファターゼと結合体化したヤギ抗ウサギＩｇＧにより、プレ
ート上のＩＬ－２に対して結合したＩｇＧの量を決定する工程により実施される。従って
、ＩＬ－２の生物学的な効果が残ることが考えられる。毒性効果が最小化されたので、よ
り高く、より効果的な免疫応答が必要とされる場合、必要ならば、より高濃度のＩＬ－２
が投与され得る。
【０１１５】
別の実施態様において、本発明はコロイド状金属に結合された１以上の生物学的に活性な
因子を含む組成物の投与により疾患を処置するための方法を包含する。投与後、生物学的
に活性な因子はコロイド状金属から放出される。何らかの理論に束縛されることは望まな
いが、放出が単に循環時間の関数ではなく、平衡定数により制御されることが考えられる
。
【０１１６】
コロイド状金属：生物学的に活性な因子の複合体（「複合体」）が細胞と２５日間インキ
ュベートされる場合、生物学的に活性な因子のうちの５％のみがコロイド状金属から放出
されたことが見出された。従って、循環時間のみでは生物学的に活性な因子がインビボで
複合体から放出される機構を説明しない。しかし、放出される生物学的に活性な量は、部
分的に、体内の複合体の濃度に依存することが見出されている。複合体の様々な希釈物を
分析した場合（ＣｙｔＥＬＩＺＡ　ａｓｓａｙ　ｓｙｓｔｅｍ　ＣｙｔＩｍｍｕｎｅ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ，　Ｉｎｃ．，Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｐａｒｋ，ＭＤ）、複合体のより希薄な
溶液が、有意に多量の生物学的に活性な因子を放出したことが見出された。例えば、複合
体の１：１００希釈物において生物学的に活性な因子の放出は本質的に見出されなかった
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が、３５，０００ｐｇを超える生物学的に活性な因子が、同じ試料の複合体の１：１００
，０００希釈物中に放出された。
【０１１７】
従って、複合体の濃度が低くなるほど、生物学的に活性な因子の放出される量が多くなる
。複合体の濃度が高くなるほど、生物学的に活性な因子の放出される量が少なくなる。従
って、血液および細胞外液による複合体のインビボ連続希釈に起因して、以前に公知の方
法により投与され得るよりも低用量の生物学的に活性な因子の患者に対する投与によって
同じ治療効果を達成する可能性がある。
【０１１８】
コロイド状金属：生物学的に活性な因子の複合体から放出される生物学的に活性な因子の
量は、コロイド状金属に最初に結合される生物学的に活性な因子の量に依存することもま
た見出されている。より多くの生物学的に活性な因子が、より多量の最初に結合された生
物学的に活性な因子を有する複合体からインビボで放出される。従って、当業者はコロイ
ド状金属に最初に結合される生物学的に活性な因子の量を変化させることにより送達され
る生物学的に活性な因子の量を制御し得る。
【０１１９】
これらの組み合わされた特徴は、多量の生物学的に活性な因子がコロイド状金属に結合さ
れ得、それにより、生物学的に活性な因子の毒性を、単独で投与された場合よりも毒性を
低くさせる方法を提供する。次いで、少量のコロイド状金属：生物学的に活性な複合体が
患者に対して投与され得、複合体から生物学的に活性な因子の緩徐な放出を生じる。この
方法は、癌および免疫疾患のような疾患の処置のための、延長された低用量の生物学的に
活性な／治療用因子を提供する。
【０１２０】
本発明の組成物は、多数の疾患の処置に有用であり、これらの疾患としては、白血病のよ
うな癌（固形腫瘍および血保有腫瘍を含む）；慢性関節リウマチのような自己免疫疾患；
骨粗鬆症のようなホルモン欠損疾患；末端肥大症のような分泌過多に起因するホルモン異
常；敗血症性ショックのような感染性疾患；酵素欠損疾患（例えば、フェニルケトン尿症
を生じる、フェニルアラニンを代謝できないこと）のような遺伝病；およびＡＩＤＳのよ
うな自己免疫疾患が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１２１】
本発明は以下の実施例によりさらに例示されるが、これらの実施例は本発明の範囲に制限
を課すとは、如何なる方法によっても解釈されない。これに対して、様々な他の実施態様
、改変物およびそれらの等価物に対して手段が有され得、これは、本明細書の説明を読ん
だ後には、本発明の精神および／または添付の特許請求の範囲の範囲を逸脱することなく
それら自体を当業者に示唆し得ることが、明らかに理解される。
【０１２２】
（実施例Ｉ）
本実施例は、コロイド状金が、中和されなければ毒性の物質を中和し、そして抗体応答を
可能にさせることを実証する。ＩＬ－２（３ｋｇの動物あたり１ｍｇ）を２週間の期間に
わたって３日毎に３羽のウサギに投与した場合、全ての動物が臨床的に病気に見え、そし
て２羽の動物がＩＬ－２の明らかな毒性効果により死亡した。同用量のＩＬ－２をコロイ
ド状金と組み合わせ、次いで３羽のウサギに同じ２週間の期間で投与する場合には毒性は
観察されず、そして有意な抗体応答が３羽全ての動物に生じる。ポジティブな抗体応答は
、免疫後の血液を免疫前の血液と比較する、直接ＥＬＩＳＡにより決定した場合、特定の
抗体反応性における３～４倍の増加として定義される。直接ＥＬＩＳＡは、ＩＬ－２をマ
イクロタイタープレートに結合し、そしてアルカリホスファターゼに結合体化したヤギ抗
ウサギＩｇＧにより、そのプレート上のＩＬ－２に結合したＩｇＧの量を決定することに
より行われる。
【０１２３】
（実施例ＩＩ）
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本実施例は、コロイド状金が、そうでなければ毒性の物質を中和し、そして抗体応答を可
能にすることをさらに実証する。内毒素またはリピドＡ（３５ｍｇのマウスあたり、２５
、５０、および１００μｇ）を２週間の期間にわたって４日毎に皮下注射により投与する
。１０匹のマウスについて、内毒素を「純粋な状態（ｎｅａｔ）」で与え、そして残りの
１０匹には内毒素をコロイド状金と１：１に混合する。注射容量を、炭酸カリウム／クエ
ン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．５、１：１で希釈）の添加により調製する。同じプロト
コルをまた、リピドＡが試験薬物である場合に用いる。
【０１２４】
動物を、それぞれの注射の１５分、３０分および６０分後にチェックし、次いで毎時およ
び毎日に確認する。生存する動物を、内毒素またはリピドＡのいずれかのと同時に注射し
た毒性物質に対する特異的な抗体応答について試験する。コロイド状金と組み合わせたエ
ンドトシシンまたはリピドＡのいずれかを注射したほとんどの動物が生存したが、一方で
純粋な内毒素またはリピドＡを注射した動物は２週間の試験期間の間に死亡した。さらに
、生存した動物は、直接ＥＬＩＳＡにより決定した場合、特定の毒物に対する抗体応答を
有した。
【０１２５】
（実施例ＩＩＩ）
本実施例は、インビボにおけるサイトカイン活性に対するコロイド状金の効果を例示する
。マウスの群に、免疫療法を受けている癌患者に対して与えられるＩＬ－２の用量に近似
する用量のＩＬ－２を与える。以前の実験では、ヌードマウスに与えた１８μｇのＩＬ－
２錠剤は移植片腫瘍のサイズを減少させたが、動物を２週間以内に殺した。Ｐａｃｉｏｔ
ｔｉ，Ｇ．Ｆ．，およびＴａｍａｒｋｉｎ，Ｌ．，Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２　Ｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｔｈｅ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ａ　Ｈｏｒｍｏｎｅ－Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ａｎｄ　ａ　Ｈｏｒｍｏｎｅ－Ｉｎｄｅｐ
ｅｎｄｅｎｔ　Ｈｕｍａｎ　Ｂｒｅａｓｔ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅ　Ｉｎ　
Ｖｉｔｒｏ　ａｎｄ　Ｉｎ　Ｖｉｖｏ，Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，８
：１２３３－１２４０　（１９８８）を参照のこと。これは本明細書において参考として
援用される。
【０１２６】
マウスモデル系における金の効果を以下の手順で試験する：マウスの群をＩＬ－２単独、
コロイド状金と混合したＩＬ－２、コロイド状金単独、または生理食塩水溶液を浸透圧性
小型ポンプを通じて処置する。マウスを７日間にわたって処置し、処置後、それらを屠殺
してそれらのリンパ球を採取する。この細胞を、フローサイトメトリー分析のために、特
異的マウスモノクローナル抗体を使用してＴ細胞マーカーまたはＢ細胞マーカーについて
染色する。活性化したＴ細胞およびＢ細胞を、Ｔ細胞の数、サプレッサーＴ細胞に対する
ヘルパーＴ細胞の比、活性化された細胞性ＩＬ－２レセプター、Ｂ細胞数、およびナチュ
ラルキラー細胞（「ＮＫ」）数を評価することにより決定する。
【０１２７】
ＩＬ－２単独で処置した生存した僅かな動物は、Ｔ細胞の数および活性（ＩＬ－２レセプ
ターにより決定した場合）における増加を示した。実質的に全ての動物がコロイド状金と
組み合わせたＩＬ－２処置において生存し、そしてこれらの動物は、（直接ＥＬＩＳＡに
より測定される、活性化Ｂ細胞および全ＩｇＧにより決定した場合）両方のＢ細胞機能の
増加、（活性の指標としてのＩＬ－２レセプター数を使用してＴ細胞数および活性により
決定した場合）Ｔ細胞機能の増加、およびＮＫ活性における増加を示した。
【０１２８】
（実施例ＩＶ）
以下の生物学的実験は、コロイド状金が、リポ多糖（ＬＰＳ）の毒性を軽減することを示
す。ＬＰＳは、細菌の細胞壁の脂質／糖部分である。動物に注射した場合、この分子は、
敗血症性ショックの臨床反応の多くを模倣する。従って、マウスにコロイド状金の存在下
または非存在下で種々の量のＬＰＳを注射した。詳細には、Ｂａｌｂｉｃマウスに、コロ
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イド状金の存在下または非存在下でＬＰＳを１００μｇまたは４００μｇのどちらかを投
与した（Ｗ．Ｅ．ｃｏｌｉ　０５５：Ｂ５株；１０ｍｇ／ｍｌ（水）；Ｄｉｆｃｏ　Ｌａ
ｂｓ）。１５ｎｍコロイド状金混合物（Ｅ．Ｙ．Ｌａｂｓ）のｐＨを、約１０に調節し、
一方、ＬＰＳのｐＨを０．１ＮのＮａＯＨで８に調節した。引き続き、適切な量（すなわ
ち、１００μｇの用量には１０μｌを、４００μｇの用量には４０μｌ）を、５００μｌ
のコロイド状金に添加した。この混合物を３０分間静置し、引き続きマウスに注射（腹腔
内）した。
【０１２９】
注射の１２時間後内に、すべてのマウスが抑制および活動消失の臨床兆候を示した。注射
の２４時間後内に、４００μｇの用量のコントロールのマウスが致死し始めた。７２時間
後までに、４００μｇの用量の全てのコントロールのマウスが致死し、一方、金で処置し
たマウスの７５％が生存し、臨床改善の兆候（すなわち、運動）を示し始めた。さらに金
で処置された１００μｇ用量におけるマウスは、観察の３６時間を通してより活発であっ
た。
【０１３０】
（実施例Ｖ）
以下の実験は、マウスＩＬ－６に対するマウスの抗体産生のための推定アジュバントとし
てのコロイド状金の使用を記載する。この実験は２つの目標のために実行した：第１は、
コロイド状金が「自己抗原」への免疫応答を生じる（すなわち、マウスモデルを使用する
マウスタンパク質に対する免疫応答を生じる）アジュバントとして用いられ得るか否かを
決定するため；第２は、ＩＬ－６が癌悪液質、転移、および敗血症に関与すると考えられ
るサイトカインの１つであるため、自己の系における抗体の産生能力が、ＩＬ－６および
同様の内因性化合物に対するワクチン産生における利点を証明し得る。
【０１３１】
簡略に記述すれば、実験は以下の通りである。数匹のマウスにコロイド状金／マウスＩＬ
－６混合物を、上記のように免疫した。約３週間後、上記のように、マウスを屠殺して、
そして幹の血液（ｔｒｕｎｋ　ｂｌｏｏｄ）を収集し、そして直接ＥＬＩＳＡによりマウ
スＩＬ－６に対する抗体の存在について分析した。直接ＥＬＩＳＡからの結果、コロイド
状金と組み合わせたマウスＩＬ－６で免疫したマウスにおける血清の抗体力価の決定を図
３に示す。図３は、マウスがマウスＩＬ－６に対する抗体応答を生じたことを実証する。
従って、これは、金が、敗血症、癌悪液質および転移に関与すると考えられる内因性（す
なわちそれ自体の）の毒素およびサイトカインに対して抗体を産生する際に有用であるこ
とを示す。
【０１３２】
これらの結果に基づいて、コロイド状金はまた、「自己抗原」に対する免疫応答を通じて
、トランスジェニックマウスにおいてモノクローナル抗体を産生するために有用であり得
る。任意のコロイド状金結合抗原は、トランスジェニックマウス免疫のために用いられ得
、これはインビボでのモノクローナル抗体の産生を生じる。
【０１３３】
（実施例ＶＩ）
以下の実験は、コロイド状金と混合されたサイトカインがその生物学的活性を保持するこ
とを示す。これらの実験のために用いられたモデルは、当該分野で周知のモデルの１つで
ある。Ｐａｃｉｏｔｔｉ，Ｇ．Ｆ．およびＬ．Ｔａｍａｒｋｉｎ，Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉ
ｎ　１　ｄｉｒｅｃｔｌｙ　ｒｅｇｕｌａｔｅｓ　ｈｏｒｍｏｎｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
　ｈｕｍａｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ，Ｍｏｌ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，２：４５９－４６４，１９８８；
ならびにＰａｃｉｏｔｔｉ，Ｇ．Ｆ．，およびＬ．Ｔａｍａｒｋｉｎ，Ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ－１　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｓ　ｅｓｔｒｏｇ
ｅｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ａｎｄ　ｅｓｔｒｏｇｅｎ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｈｕ
ｍａｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＧｏＩＧ　Ｉ－ｐｈ
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ａｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ，Ａｎｔｉ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ，１１：２５－３２，１９９１を参照のこと。このモデルは、エストロゲン応答性ヒ
ト乳癌細胞、ＭＣＦ－７の増殖を直接阻害するサイトカイン、ＩＬ－１の能力に基づいて
いる。簡略に言えば、ＩＬ－１単独で、これらの乳癌細胞の表面上の十分に特徴付けられ
たＩＬ－１レセプターを通じてこれらの細胞の増殖を阻害する。
【０１３４】
以下の実験は、ＩＬ－１がこれらの細胞の増殖を阻害する能力を決定することにより、Ｉ
Ｌ－１がコロイド状金と混合された場合、その生物学的活性を保持する能力を示す。約８
，０００のＭＣＦ－７細胞を２４ウェル組織培養プレートにプレートした。翌日、１５ｎ
ｍの金粒子を１４，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離し、滅菌水に再懸濁した。ヒトＩＬ
－１αを、水中で再構成し、水中で５×１０-5Ｍの初期ストックとした。金およびＩＬ－
１のｐＨを、０．１Ｍ　ＮａＯＨを用いて約８．０に調整した。混合前に、ＩＬ－１を希
釈し、２５０μｌの金を含む、２×１０-6Ｍ、２×１０-8Ｍ、および２×１０-10Ｍの作
用ストックとした（最終容量＝０．５ｍｌ）。金のコントロールは、２５０μｌの金およ
び２５０μｌの滅菌水からなった。次いで、それぞれの作用ストックを、さらに組織培地
で１／２０に希釈し、１０-7Ｍ、１０-9Ｍおよび１０-11Ｍの最終濃度とした。次いで、
適切なコントロールと一緒にこれらの溶液をＭＣＦ－７細胞に直接添加した。図６に示し
たこれらのデータは、金を含む場合、または含まない場合のＩＬ－１の添加後の種々の日
数での細胞数である。
【０１３５】
（実施例ＶＩＩ）
以下の実験は、金がサイトカインに結合する効率を示す。この実験は、タンパク質を金と
組み合わせ、次いで遠心分離する場合、タンパク質が溶液から除去されることを実証する
。この実験では、ＡＲＩ’ｓ　Ｃｙｔｏｋｉｔ－６からのＩＬ－６標準物質を用いた。混
合前に、金およびサイトカイン液のｐＨを０．１Ｎ　ＮａＯＨを用いてｐＨ９に調整した
。このタンパク質を、ＩＬ－６についてのＡＲＩの診断キットにおいて用いる前に、金か
水のどちらかを用いてプレインキュベートした。このインキュベーションの後に、コロイ
ド状金ＩＬ－６混合物を遠心分離し、上清を用いて、標準曲線を作成した。図３に見られ
得るように、金は、アッセイの用量範囲内において、実質的に全てのＩＬ－６との結合で
非常に有効であった。この結合はＩＬ－６を上清から除去する。ＩＬ－６の最も高い最終
濃度（１０００ｎｇ／ｍｌ）でさえ、金は、溶液から約９０％のＩＬ－６を除去した。こ
の量は、ＩＬ－６／金上清の１０００ｎｇ／ｍｌのＯＤに基づき、これは、ＩＬ－６標準
物質１００ｎｇ／ｍｌ単独と類似している。
【０１３６】
（実施例ＶＩＩＩ）
以下の実施例は、金のコロイド状液をＩＬ－６と混合した際における物理的な変化、ワク
チンのための潜在的な抗原を示す。金の粒子は約１５ｎｍのサイズであるが、それらは、
０．２２μｍのシリンジフィルターを通して濾過され得ない。本発明者らは、これをこの
コロイド状混合物中の金粒子の性質に起因すると考える。コロイド状混合形態としての金
が、個々のスフェアーより大きく凝集するということが理論化される。個々の粒子はフィ
ルターの孔径よりも小さいが、この凝集体は、より大きく、従って濾過不能である。しか
し、一旦、コロイド状金をタンパク質とインキュベートすれば、これは０．２２μｍのフ
ィルターを通して容易に濾過するということを本発明者らは観察した。従って、サイトカ
インの結合は、金粒子同士の物理的相互作用を変化させるようであり、これは金粒子を各
々、１５ｎｍの粒子として作用させ、粒子を容易に濾過させることを可能にする。この実
験は、コロイド状金属に対する抗原の結合の特徴を規定する。
【０１３７】
（実施例ＩＸ）
ヒトＩＬ－２を、ｐＨ１１で、水中で再構成した。ＩＬ－２の２００μｇを２５ｍｌのコ
ロイド状金と２４時間インキュベートした。次いで、コロイド状金結合ＩＬ－２溶液を室
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温で、微量遠心分離で、１４，０００ｒｐｍ、２０分間遠心分離した。次いで、上清をペ
レットから取り出した。次いで、ＩＬ－２複合体を２４ウェルプレートのそれぞれのウェ
ルに入れ、３７℃で２５日間インキュベートした。サンプルを、４、５、７、８、９、１
１、１３、１７、２１、２３、および２５日にウェルから取り出した。このサンプルを遠
心分離し、コロイド状金：ＩＬ－２複合体を取り出した。この上清を凍結した。最後のサ
ンプルを採取し、凍結させた後、すべてのサンプルをＩＬ－２についてＣｙｔＩｍｍｕｎ
ｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．の　ＣｙｔＥＬＩＳＡ－２サンドイッチＥＩＡでバッチ分
析した。このアッセイの結果は図７である。
【０１３８】
（実施例Ｘ）
ヒトＴＮＦαを、ｐＨ１１で、水中で再構成した。ＴＮＦαの２００μｇをコロイド状金
と２４時間インキュベートした。次いで、ＴＮＦα：コロイド状金溶液を室温で、微量遠
心分離で、１４，０００ｒｐｍ、２０分間遠心分離した。次いで、上清をペレットから取
り出した。次いで、このペレットを１ｍｌの水に再構成し、そして、ミルク緩衝液で希釈
し、最終濃度１：１００、１：１，０００、１：１０，０００および１：１００，０００
とし、そして、室温で２４時間インキュベートした。次いで、サンプルを、ＣｙｔＩｍｍ
ｕｎｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．の　ＣｙｔＥＬＩＳＡ　ＴＮＦαアッセイを用いて分
析に供した。このアッセイの結果は図８である。
【０１３９】
この実験は、この希釈の結果として、コロイドが、それに結合したサイトカインをより多
く放出するということを示す。従って、コロイド状金によるサイトカインの結合および放
出は、血液および細胞外液によるコロイド状金の階段希釈を含むインビボ状態に適用可能
な平衡状態の動態を示す。
【０１４０】
（実施例ＸＩ）
５００μｇの組換えＩＬ－２を０．５ｍｌのｐＨ＝１１の水に溶解した。次いで、この溶
液に、実施例９に記載の方法によりコロイド状金の２５ｍｌを添加した。Ｂａｌｂ／Ｃマ
ウスにコロイド状金結合ＩＬ－２の０．１ｍｌまたはそのままのＩＬ－２の１００μｇの
どちらかを注射（腹腔内）した。このマウス（マウス４匹／群／時点）を、注射後に種々
の時点（０、０．５、１．０、１．５、２．０、３．０および２４時間）で屠殺し、幹の
血液を採取した。得られた血清をＩＬ－２について、ＣｙｔＩｍｍｕｎｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，Ｉｎｃ．の競合ＥＩＡで分析した。試験した時点をとおして、コロイド状金からのＩ
Ｌ－２の放出は、二峰性のパターンを有するようであった（図７）。これについての１つ
の説明は、コロイド状金から腹部（ａｂｄｏｍｅｎ　ｃｈｉｃｈ）へ放出されたＩＬ－２
の（引き続いて血液プールと平衡した）平衡状態であり得る。
【０１４１】
（実施例ＸＩＩ）
５０，０００のＭＣＦ－７細胞を、６ウェルプレートのそれぞれのウェルへ、１０％ＣＳ
Ｓを含有するフェノールレッドを含まないＩＭＥＭ　２ｍｌ中にプレートした。この細胞
を７０～８０％コンフルエントになるまで増殖させた。２００μｇのＩＬ－１βを、実施
例９に記載の方法を用いて、コロイド状金に結合させた。結合後に、複合体化物質を遠心
分離し、１％ＨＳＡ溶液を用いてブロックした。１００μｌのコロイド状金結合ＩＬ－１
β複合体を、それぞれのウェルに添加し、１～５日間インキュベートした。次いで、この
細胞を１０％チャコール剥離ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）含有のフェノールレッドを含まない
ＩＭＥＭを用いて洗浄した。コロイド状金：ＩＬ－１β複合体のＭＣＦ－７細胞への結合
を、明視野および相対比顕微鏡（ｂｒｉｇｈｔ　ｆｉｅｌｄ　ａｎｄ　ｐｈａｓｅ　ｃｏ
ｎｔｒａｓｔ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）を用いて細胞表面のコロイド状金の可視化により
検出した。細胞表面に残存しているコロイド状金／ＩＬ－１βを、蛍光と明視野画像との
間の陰性シグナルとして決定される細胞へ内部移行したウサギ抗ヒトＩＬ－１βを用いた
、蛍光顕微鏡により可視化した。このアッセイの結果を図１０に図示する。
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【０１４２】
図１０ａは、未処理ＭＣＦ－７細胞（コントロール）の明視野表示であり、図１０ｂは、
ＦＩＴＣが結合した抗体の非特異的結合由来のバックグラウンド蛍光を示す。図１０ｂは
、コロイド状金結合ＩＬ－１βを用いて処理したＭＣＦ－７細胞についての明視野表示を
図示し、図１０ｄは、コロイド状金結合ＩＬ－１β複合体を用いて処理したＭＣＦ－７細
胞についてのＦＩＴＣ蛍光および複合体の内部移行を図示する。これらの図中のコロイド
状金：ＩＬ－１ｂ複合体のいくつかは、明るいスポットによって示されるように、細胞膜
に結合し、いくつかは、暗いスポットによって示されるように、細胞内へ内部移行される
。
【０１４３】
この実施例は、コロイド状金属：生物学的活性因子複合体が細胞表面のレセプターに結合
し得ること、および、続いて、この複合体が細胞内に内部移行することを示す。
【０１４４】
（実施例ＸＩＩＩ）
５０，０００のＭＣＦ－７細胞を、６ウェルプレートのそれぞれのウェルの、１０％ＣＳ
Ｓを含有するフェノールレッドを含まないＩＭＥＭ　２ｍｌ中にプレートした。この細胞
を７０～８０％コンフルエントになるまで増殖させた。次いで、この細胞を、０．５μｇ
／ｍｌのＴＮＦα、５．０μｇ／ｍｌのＴＮＦα、または５０μｇ／ｍｌのＴＮＦα、０
．５μｇ／ｍｌのＩＬ－１β、５．０μｇ／ｍｌのＩＬ－１β、５０μｇ／ｍｌのＩＬ－
１βのいずれかの培地で処理した。
【０１４５】
１００μｇのＩＬ－１βを、実施例９に記載の方法を用いて、コロイド状金に結合させた
。結合後に、複合化物質を遠心分離し、１％ＨＳＡ溶液を用いてブロックした。１００μ
ｌのコロイド状金結合ＩＬ－１β複合体を、それぞれのウェルに添加し、２４～４８時間
インキュベートした。次いで、この細胞を１０％ＣＳＳ含有のフェノールレッドを含まな
いＩＭＥＭを用いて洗浄した。ＩＬ－１β：コロイド状金：ＴＮＦα　ジ－サイトカイン
のＭＣＦ－７細胞への結合を、明視野または相対比顕微鏡（ｂｒｉｇｈｔ　ｆｉｅｌｄ　
ｏｒ　ｐｈａｓｅ　ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）を用いて細胞表面のコロ
イド状金の可視化により検出した。
【０１４６】
これらのデータは、コロイド状金が、２つ以上の生物学的に活性な因子を同時に結合し得
ることを示し、これは、細胞膜に結合し得、そして標的化薬物送達システムを提供し得る
、目的の複合体の生成を可能にする。
【０１４７】
（実施例ＸＩＶ）
それぞれ１００μｇのＩＬ－６、ＩＬ－１βおよびＴＮＦαを、実施例９に記載の方法を
用いて、同じコロイド状金溶液に同時に結合した。遠心分離およびＨＳＡ溶液を用いたブ
ロッキングの後、このサンプルを、ＴＮＦ－αについてのＣｙｔＩｍｍｕｎｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，Ｉｎｃ．のサンドイッチアッセイにおける未知物として用いた。このアッセイに
おいて、モノクローナル抗体を用いて、サンプル中のＴＮＦ－αを捕獲した。次いで、Ｔ
ＮＦ－αに結合したこのモノクローナル抗体を、ウサギ抗ヒトＴＮＦ－α抗体、次いで酵
素標識化ヤギ抗ウサギ抗体を用いて検出した。
【０１４８】
同じコロイド状金粒子がＩＬ－６、ＩＬ－１βおよびＴＮＦαに結合したことを実証する
ために、ＴＮＦ－αに対するモノクローナル抗体を用い、ＴＮＦα、ＩＬ－６およびＩＬ
－１βで同時にコートされたコロイド状金粒子を含む四連サンプルの３セットを捕獲した
。トリ－サイトカイン粒子を実証するために、サンプルの１つのセットはＴＮＦ－αポリ
クローナル抗体を用いて、別のセットは、ＩＬ－６ポリクローナル抗体で、そしてその他
のセットは、ＩＬ－１βポリクローナル抗体を用いて検出した。すべてのサンプルをヤギ
抗ウサギ抗体を用いて同時に検出した。予想通り、コロイド状金結合ＴＮＦ－αを、ＴＮ
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Ｆ－αモノクローナル／ポリクローナル抗体結合ペアを用いて容易に捕獲および検出した
。さらに、同じサンプルは、ＩＬ－６およびＩＬ－１βについて有意な量の免疫反応を示
したが、これは３つのサイトカインが同じ粒子に結合した場合のみ可能なことであった。
このアッセイの結果を図１１に図示する。
【０１４９】
これらのデータは、コロイド状金が、２つ以上の生物学的に活性な因子を同時に結合し得
ることを示し、これは、細胞膜に結合し得、そして標的化された薬物送達システムを提供
し得る、目的の複合体の生成を可能にする。これらの目的の複合体はまた、トランスジェ
ニックマウスの免疫化のために、「自己抗原」に対する免疫応答の産生、および複数のモ
ノクローナル抗体の産生にも用いられ得る。例えば、この実験由来の目的の複合体は、Ｔ
ＮＦα、ＩＬ－６およびＩＬ－１βモノクローナル抗体の同時の産生を誘発するために用
いられ得る。
【０１５０】
（実施例ＸＶ）
以下は、コロイド状金への分子結合後の一般的な実験プロトコールである。この分子を水
中で再構成した。２００μｇの分子を２５ｍＬのコロイド状金と２４時間インキュベート
した。次いで、分子：コロイド状金複合体溶液を室温で、微量遠心分離で、１４，０００
ｒｐｍ、２０分間遠心分離した。次いで、上清をペレットから取り出した。
【０１５１】
（実施例ＸＶＩ）
５０μｇの上皮増殖因子（ＥＧＦ）をｐＨ＝１１．０で、２５ｍｌの４０ｎｍコロイド状
金粒子に結合させた。この溶液をロッキングプラットフォーム上で２４時間、振とうした
。５０μｇ（５０μｌとして添加した）の標的化するサイトカイン（すなわち、標的マク
ロファージに対するＩＬ－１β、標的Ｔ細胞に対するＩＬ－２、標的Ｂ細胞に対するＩＬ
－６、ならびに標的樹状細胞に対するＴＮＦαまたはＦｌｔ－３リガンドのいずれか）を
、ＥＧＦ／Ａｕ溶液に添加して、そしてさらに２４時間、振とうした。コロイド状金結合
物質およびコロイド状金非結合物質を分離するために、次いで、溶液を１４，０００ｒｐ
ｍで遠心分離した。この上清を取り出し、そしてペレットを１％ヒト血清アルブミン含有
の１ｍｌ水中に再構成した。
【０１５２】
（実施例ＸＶＩＩ）
ＥＧＦを、実施例２の手順を用いてコロイド状金（ＣＧ）に結合した。次いで、腫瘍壊死
因子－α（ＴＮＦ－α）を、実施例１の手順を用いてＥＧＦ／ＣＧ複合体に結合し、ＥＧ
Ｆ／ＣＧ／ＴＮＦ－αキメラを生成した。
【０１５３】
（実施例ＸＶＩＩＩ）
ＥＧＦを、実施例２の手順を用いてコロイド状金（ＣＧ）に結合した。次いで、インター
ロイキン－６（ＩＬ－６）を、実施例１の手順を用いてＥＧＦ／ＣＧ複合体に結合し、Ｅ
ＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－６キメラを生成した。
【０１５４】
（実施例ＸＩＸ）
ＥＧＦを、実施例２の手順を用いてコロイド状金（ＣＧ）に結合した。次いで、インター
ロイキン－２（ＩＬ－２）を、実施例１の手順を用いてＥＧＦ／ＣＧ複合体に結合し、Ｅ
ＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－２キメラを生成した。
【０１５５】
（実施例ＸＸ）
当該分野で周知のように、全血サンプルから軟膜を分離した。１００～５００ｍＬの全血
をヘパリンへ採取した。この血液を、５０％（ｖ／ｖ）のフィコール－ハイパーク溶液上
へ注意深く上層し、そして２７００ｒｐｍで７分間、遠心分離した。この軟膜つまり、血
清／フィコール境界での白血球の収集を、パスツールピペットを用いて採取し、そして０
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．５ｍｇ／ｍＬヘパリン含有の１０ｍＬ　ＰＢＳ中に入れた。これを１５００ｒｐｍで遠
心分離し、そしてペレットを洗浄し、そして再遠心した。この細胞を、ＰＢＳ溶液中で２
回洗浄し、そしてもう一度遠心分離した。
【０１５６】
この細胞を、１０％ウシ胎仔血清または正常ヒト血清のいずれかを含有するＲＰＭＩに再
懸濁し、そして１０6細胞／ウェルの細胞密度で、６ウェルプレート内で培養した。次い
で、この細胞を５０～１００μＬの１つまたは全ての抗原／サイトカイン混合物を用いて
刺激した。
【０１５７】
図１２に示すように、マクロファージのみがＥＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－１βキメラを内部移行
し、一方、樹状細胞のみがＥＧＦ／ＣＧ／ＴＮＦ－αキメラを内部移行した（図１３）。
同様に、Ｂ細胞のみがＥＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－６キメラを内部移行し（図１４）、そして、
Ｔ細胞のみがＥＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－２キメラを内部移行した（図１５）。
【０１５８】
この実験により示されるように、特定の成分特異的免疫刺激因子が、個々の免疫成分に特
異的である。従って、成分特異的免疫刺激因子を用いて特異的免疫成分を標的化すること
が可能である。それによって、この標的化は、それらの免疫応答を増強し、免疫応答全般
における活性上昇を生じる。
【０１５９】
（実施例ＸＸＩ）
この実験のために、ブドウ球菌内毒素Ｂを推定の抗原／ワクチン分子として用いた。なぜ
なら、コロイド状金への毒素の結合がその毒性を軽減するという証拠があるからである。
５００μｇの毒素を２５０ｍｌの４０ｎｍコロイド状金粒子に最初に結合した。次いで、
このコロイド状液をアリコートにした。５０μｇの標的化するサイトカイン（ＩＬ－１β
、ＩＬ－２、ＩＬ－６およびＴＮＦα）をアリコートの１つに添加し、そして２４時間、
再インキュベートした。この毒素－ＡＵ－サイトカインコロイドを１４，０００ｒｐｍで
遠心分離し、そして上清を取り出した。このペレットを１ｍｌの水中に再構成した。この
ペレットをサンドイッチまたは競合ＥＬＩＳＡのいずれかによりサイトカイン濃度につい
てアッセイした。これを行い、生理食塩水または毒素単独を受けるコントロール動物に注
射された純粋な（非結合の）サイトカインの量を決定した。
【０１６０】
この免疫計画は、純粋な毒素／サイトカイン混合物（組成物コントロールとして）または
毒素－Ａｕ－サイトカインキメラの、同時または連続する投与を含んだ。マウス５匹／群
に、２．５μｇの純粋な毒素か、またはコロイド状金を結合した同用量の毒素／サイトカ
イン混合物を、１、５、および９日目に注射した。１４日間の免疫期間の間に、さらに２
つの群のマウスは、表１で提供されるスケジュールに従って、純粋な毒素／サイトカイン
または毒素－Ａｕ－サイトカインを受けた。
【０１６１】
【表２】
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すべての群を、１μｇの純粋な毒素単独で３０日目に再接種した。防御免疫を、純粋な毒
素の能力の軽減または欠如により実証し、罹患率を誘導した。コロイド状金に結合した毒
素が毒素の毒性を非常に軽減したということが重要な観察である。第二に、毒素への血清
抗体の力価は、純粋な処置のみを受けた力価より１０倍高かった。しかし、続く処置を受
ける動物の血清抗体は、純粋な処置を受ける動物より１００倍大きかった。最後に、純粋
な毒素の再接種の際、毒素で処置された動物の１００％が致死したが、同時の群では、わ
ずか２０％の致死率を観察した。
【０１６２】
従って、本発明の組成物および方法は、ワクチンの有効性を増加するために用いられ得る
。
【０１６３】
（実施例ＸＸＩＩ）
この実験は、ＥＧＦと結合したコロイド状金を用いた、ヒト乳癌細胞ＭＣＦ－７への細菌
遺伝子、βガラクトシダーゼ（ｂ－ｇａｌ）の送達を示す。この実験のために、β－ｇａ
ｌプラスミドＤＮＡを、コロイド状金粒子と対になった４０ｎｍ－ＥＧＦに直接結合させ
た。関連の特許出願に開示された方法により２５μ。一旦、遊離のＥＧＦを結合画分から
分離すれば、５μｇのｐＳＶ　βガラクトシダーゼプラスミドを、ロッキングプラットホ
ーム上で、ＥＧＦ／Ａｕとともに一晩インキュベートした。この物質を遠心分離し、ペレ
ットをｐＨ＝１１で水を用いて１ｍｌに再構成した。１００μｌを、６ウェル培養プレー
ト中で増殖しているＭＣＦ－７細胞に添加した。
【０１６４】
ＥＧＦ／ＤＮＡ　Ａｕを細胞とともに４８時間インキュベートし、分子キメラのレセプタ
ー媒介エンドサイトーシスを可能にした。続いて、この細胞を、無血清培地で２回、ＰＢ
Ｓで２回、洗浄し、そして次いで、０．２５％のグルタルアルデヒド溶液（ＰＢＳ中）を
用いて、１５分間固定した。この固定した細胞をＰＢＳを用いて４回洗浄した。βガラク
トシダーゼ基質（Ｘ－ｇａｌ）を、２ｍＭ　ＭｇＣｌ2、５ｍＭ　Ｋ4Ｆｅ（ＣＮ）6・３
Ｈ2Ｏおよび５ｍＭ　Ｋ3Ｆｅ（ＣＮ）6を含有する緩衝液中の０．２％溶液として、細胞
に添加した。この細胞および基質液を一晩インキュベートした。
【０１６５】
首尾よい細胞遺伝子トランスフェクションおよび発現は、Ｘ－ｇａｌ基質の緑色産物への
転換により示される。トランスフェクションは、細胞上の緑色染色の存在により確認され
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る。実際には、染色の存在は、遺伝子が送達され、転写されたこと、そして生物学的に活
性な酵素が翻訳されたことを示す。
【０１６６】
β－ｇａｌ酵素活性について陽性に染色されたごくわずかな細胞が観察された。これは、
ＤＮＡとコロイド状金との間の結合効率の乏しさ、リソソームの捕獲および／または転写
の効率の乏しさを含むいくつかの因子に起因し得た。
【０１６７】
（実施例ＸＸＩＩＩ）
この実験は、実施例２のトランスフェクションの欠乏が、プラスミドＤＮＡの金への結合
の乏しさに起因していたかどうかを調査するために設計された。これを試験するために、
金キメラを、ヒストン（すべてのアイソタイプの異種混合物または個々のアイソタイプの
いずれかとして添加した）、ポリリジンまたは硫酸プロタミンのような標的化するタンパ
ク質およびＤＮＡ結合タンパク質として、ＥＧＦを用いて生成し、ＤＮＡに吸着させた。
２５μｇのＥＧＦを、上記のように、４０ｎｍのコロイド状金粒子に結合させた。続いて
、ヒストン、ポリリジンまたは硫酸プロタミンを、０．１～１００μｇ／ｍｌの範囲の種
々の濃度でＥＧＦ　Ａｕ溶液に添加した。
【０１６８】
ＤＮＡ結合部分の添加の際に、本発明者らは、コロイド状金ＥＧＦ溶液が綿状になりそし
て引き続き沈殿したことを観察した。この沈殿物を超音波処理および遠心分離し、そして
再懸濁し、最終容量を水中で１ｍｌとした。１５μｇのｐＳＶ　βガラクトシダーゼプラ
スミドをロッキングプラットホーム上で一晩インキュベートした。この物質を再度、遠心
分離し、上清を取り除き、そして０．５ｍｌの水をペレットに添加した。このペレットを
再度、超音波処理し、そして０．１ｍｌの溶液を、１０％チャコール剥離化ウシ胎仔血清
を補充されたフェノールレッドを含まないＩＭＥＭを用いて２４ウェルプレートで増殖し
たＭＣＦ－７またはＨＳ－５７８－Ｔヒト乳癌細胞のいずれかに添加した。この細胞およ
び金／タンパク質／ＤＮＡキメラを、それが細胞に取り込まれる間、４８時間、互いとイ
ンキュベートした。
【０１６９】
図１６に見られ得るように、βガラクトシダーゼ遺伝子をＭＣＦ－７細胞に有効にトラン
スフェクトした。なぜなら、緑の株がほとんどすべての細胞において見られるためである
。より興味深いことには、ＥＧＦレセプターを有することが公知であるＨＳ５７８－Ｔ細
胞は、キメラの細胞外結合を示したのみである（図１７参照）。これは、この細胞株にお
いてＥＧＦレセプター系が内部移行を受けないことを示唆する。
【０１７０】
（実施例ＸＸＩＶ）
透析カセットを用い、コロイド状金粒子に対するｐＨ変化の効果を示した。透析カセット
（Ｐｉｅｒｃｅ；Ｓｌｉｄｅ－Ａ－ＬｙｚｅｒTM；カットオフ分子量２０００）を、本発
明で記載されたコロイド状金粒子を用いてロードした。次いで、このカセットを２つのＭ
ＥＳ緩衝化溶液の１つに入れた。ＭＥＳは、２－［Ｎ－モルホリノ］エタンスルホン酸で
ある。一次溶液のｐＨは７．４であり、二次溶液のｐＨは５．６であった。このカセット
を２４時間、透析した。続いて、カセット中のコロイド状金溶液を収集し、６ウェルの培
養プレートに入れ、そして写真撮影した。ｐＨ７．４で２４時間後、コロイド状金粒子は
変化なく、ＭＥＳ緩衝液の中で懸濁したままである。ＭＥＳ緩衝液のｐＨを５．６に変化
させたカセットで、２４時間後、カセットに黒い沈殿が存在し、これはコロイド状金粒子
の沈殿を示している。この実施例は、周囲の環境のｐＨが酸性化した場合のコロイド状金
の状態における潜在的な変化を記載した。これは、内部移行後のエンドソームの酸性化と
類似している。
【０１７１】
（実施例ＸＸＶ）
コロイド状金に結合したストレプトアビジンは、飽和可能な結合動態を示した。この実験
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のために、５００μｇのストレプトアビジンを、５０ｍｌの３２ｎｍコロイド状金に１時
間結合させた。引き続き、５ｍｌの安定化溶液（５％ＰＥＧ１４５０、０．１％ＢＳＡ）
をチューブに添加し、そしてさらに３０分間、混合させた。この溶液を遠心分離して、非
結合のストレプトアビジンを除去し、そして５ｍｌの安定化溶液で２回洗浄した。最終ス
ピンの後、このペレットを、安定化溶液を用いて５ｍｌの容量に再構成した。１ｍｌのア
リコートを、微量遠心チューブに分配した。これらのチューブに、ビオチン化ヒトＴＮＦ
αの漸増量を添加した。ビオチン化サイトカインを、ストレプトアビジン金と１時間イン
キュベートした。この物質を１０，０００ｒｐｍで１０分間、遠心分離した。得られた上
清を採集し、そしてＴＮＦ決定のために保存した。それぞれのチューブ由来のペレットを
安定化溶液で１回洗浄し、そして再遠心分離した。このスピン由来の上清を廃棄した。ペ
レットを安定化溶液を用いて１ｍｌに再構成した。そして、ペレットと最初の上清の両方
を、本発明者らのＣＹＴＥＬＩＳＡTMＴＮＦキットを用いて、ＴＮＦ濃度についてアッセ
イした。ビオチン化ＴＮＦ免疫反応性の９０％より大きいものがペレットに見出され得（
図２）、これはビオチン化ＴＮＦが金に結合したストレプトアビジンによって捕獲された
ことを示す。
【０１７２】
（実施例ＸＸＶＩ）
この実験は、標的化された薬物送達システムとして、ストレプトアビジン金複合体の実施
可能性を評価することであった。このことが起こるために、ストレプトアビジン結合体化
コロイド状金は、ビオチン化された標的化するリガンドおよびビオチン化治療剤の両方に
結合しなければならない。これを検討するために、本発明者らは、以下の実験を実行した
。
【０１７３】
１００ｍｌの３２ｎｍコロイド状金溶液を、飽和濃度のストレプトアビジンを用いて結合
した。１時間後、溶液を遠心分離し、そして上記のように洗浄した。次いで、ストレプト
アビジンに結合したコロイド状金を飽和下濃度のビオチン化サイトカインを用いて結合し
た。この物質をボルテックスし、そして室温で１時間インキュベートした。その後、溶液
を遠心分離し、そしてペレットをビオチン化ポリリジンの溶液とともにインキュベートし
た。１時間のインキュベーションの後、この溶液を再遠心分離し、そして洗浄した。最終
スピンおよび再懸濁（溶液の最終容量は約１ｍｌであった）の後、５０μｇのβガラクト
シダーゼレポーター遺伝子を、濃縮したストレプトアビジン／ビオチン化サイトカイン／
ポリリジン　キメラとともに１時間インキュベートした。この物質を遠心分離し、非結合
のプラスミドＤＮＡを除去した。最終構成物（ビオチン　ＥＧＦ－ＳＡＰ－Ａｕ－ビオチ
ン　ポリリジン－ＤＮＡ）を１４，０００ｒｐｍで遠心分離した。この上清を、２６０ｎ
ｍでのそのＯＤを決定することによりＤＮＡの存在についてアッセイした。本発明者らは
、ビオチン　ＥＧＦ－ＳＡＰ－Ａｕ－ビオチン　ポリリジン構築物とともにプラスミドＤ
ＮＡをインキュベーションした後に、上清の２６０ｎｍでのＯＤにおける０．９５から０
．２５への低下を観察した。このＤＮＡは、ビオチン　ＥＧＦ－ＳＡＰ－Ａｕ－ビオチン
　ポリリジン－ＤＮＡにより結合され、そして、溶液からペレット中へ遠心分離された。
これらのデータは、新しい薬物送達システムが、コロイド状金へのアビジン結合を用いて
開発されたことを示す。次いで、標的化および送達ペイロードのビオチン化を、これらの
分子を、薬物／遺伝子送達システムに基づいた、コロイド状金に結合するための方法とし
て用いた。
【０１７４】
当然のことながら、前述は本発明の特定の実施例のみに関しており、そして、多くの改変
または変更が、本明細書において、添付の請求項に示されるような本発明の精神および範
囲から逸脱することなく、なされ得るということが理解されるべきである。
【０１７５】
本特許は、少なくとも１つのカラー写真を含む。カラー写真を含むこの特許のコピーは、
請求および必要な費用の支払いによって、米国特許庁によって提供される。
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【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、本発明の好ましい実施態様の概略図である。
【図２】　図２は、ＴＮＦ－αでの送達プラットホームの飽和可能な結合速度論を示すグ
ラフである。
【図３】　図３は、マウス抗マウスＩＬ－６抗体応答の生成に対するコロイド状金の効果
を図示する。
【図４】　図４は、免疫反応性における、コロイド状金に結合したＩＬ－６で活性化され
た細胞におけるマウス抗マウスＩＬ－６抗体応答の、ＩＬ－６またはコロイド状金単独で
活性化された応答に対する増加を図示する。
【図５】　図５は、金がＩＬ－６に結合する効率性を図示する。
【図６】　図６は、金での処理後のＩＬ－１の生物学的活性の保持を図示する。
【図７】　図７は、コロイド状金からのＩＬ－２の遊離に対する時間の効果を図示する。
【図８】　図８は、コロイド状金からのＴＮＦαの遊離に対する希釈の効果を図示する。
【図９】　図９は、コロイド状金に結合したＩＬ－２のインビボ遊離を図示する。
【図１０】　図１０ａ～ｄは、ＭＣＦ－７細胞による、コロイド状金の結合したＩＬ－１
βの内部移行を図示する。
【図１１】　図１１は、ＴＮＦα、ＩＬ－６、およびＩＬ－１βと結合したコロイド状金
の免疫反応性に対する効果を図示する。
【図１２】　図１２は、マクロファージによるＥＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－１β複合体のインビ
トロ内部移行を図示する。
【図１３】　図１３は、樹状細胞によるＥＧＦ／ＣＧ／ＴＮＦ－α複合体のインビトロ内
部移行を図示する。
【図１４】　図１４は、Ｂ細胞によるＥＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－６複合体のインビトロ内部移
行を図示する。
【図１５】　図１５は、Ｔ細胞によるＥＧＦ／ＣＧ／ＩＬ－２複合体のインビトロ内部移
行を図示する。
【図１６】　図１６は、ヒト乳ガン細胞ＭＣＦ－７によるＥＧＧ／Ｈｉｓｔｏｎｅ／ＤＮ
Ａ／Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｇｏｌｄキメラのインビトロ内部移行を図示する。
【図１７】　図１７は、ＥＧＦ／Ｈｉｓｔｏｎｅ／ＤＮＡ／Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｇｏｌ
ｄキメラおよびヒト乳ガン細胞ＨＳ－５７８－Ｔを使用するコントロールトランスフェク
ションを図示する。
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】 【図１０Ｃ】



(42) JP 4620243 B2 2011.1.26

【図１０Ｄ】 【図１１】

【図１２】 【図１３】
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【図１４】 【図１５】

【図１６】 【図１７】
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