
(57)【要約】
本発明は、哺乳類の皮膚への DNA性薬剤の効果的な投与装置に関する。本発明の特に好ま
しい態様では、哺乳類の皮膚、好ましくはヒトの皮膚への DNAワクチンの投与装置が提供
される。本発明は、その中に固溶体または懸濁液の状態で、 DNA薬剤およびフリーラジカ
ルの分解効果を阻害する安定化剤を含有している、固形の貯蔵媒体で被覆された支持構材
から成る少なくとも１つの皮膚穿通成分を有する極微針の DNA薬剤送達装置を提供する。
好ましくは、このような装置を被覆する固形の薬剤貯蔵媒体はポリオールであり、好まし
くは（ガラスのような）非晶性状態のポリオールである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 DNA薬 剤 と フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 と を 含 有 す る 固 形 の 貯 蔵 媒 体
で 被 覆 さ れ た 支 持 構 材 を 含 む 、 少 な く と も １ つ の 皮 膚 穿 通 極 微 針 を 有 す る DNA薬 剤 送 達 装
置 。
【 請 求 項 ２ 】
　 安 定 化 剤 が 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー の 一 方 ま た は 両
方 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ３ 】
　 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 が 、 イ ノ シ ト ー ル 6リ ン 酸 、 ト リ ポ リ リ ン 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 、 リ ン
ゴ 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） 、 ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン （ TR
IS） 、 デ ス フ ェ ラ ー ル 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ DTPA） お よ び エ チ レ ン ジ ア ミ ン ジ
ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 （ EDDHA） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の DNA薬 剤 送
達 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
　 非 還 元 フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー が 、 エ タ ノ ー ル 、 メ チ オ ニ ン お よ び グ ル タ チ オ ン
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ５ 】
　 フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 が （ a） メ チ オ ニ ン も し く は EDTAと 組 み
合 わ さ れ た リ ン 酸 緩 衝 エ タ ノ ー ル 溶 液 、 ま た は （ b） メ チ オ ニ ン も し く は エ タ ノ ー ル （ ま
た は メ チ オ ニ ン お よ び エ タ ノ ー ル の 併 用 ） と 組 み 合 わ さ れ た Tris緩 衝 EDTAで あ る 、 請 求 項
２ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ６ 】
　 固 形 の 貯 蔵 媒 体 が 非 晶 性 ポ リ オ ー ル で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬
剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ オ ー ル が 安 定 化 ポ リ オ ー ル で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ８ 】
　 固 形 の 生 分 解 性 貯 蔵 媒 体 が 糖 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達
装 置 。
【 請 求 項 ９ 】
　 糖 が 、 ラ ク ト ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス ま た は ト レ ハ ロ ー ス か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 固 形 の 貯 蔵 媒 体 が ガ ラ ス 形 態 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達
装 置 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 固 形 の 貯 蔵 媒 体 が 糖 ガ ラ ス 形 態 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 DNAが ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNAで あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA
薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 37℃ で の ４ 週 間 の 保 存 後 に 50％ 以 上 の プ ラ ス ミ ド DNAが そ の ス ー パ ー コ イ ル 型 の 状 態 で
あ る よ う に 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNAが 安 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の DNA薬
剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 放 出 さ れ る 際 の 単 量 体 ： 二 量 体 ス ー パ ー コ イ ル 型 の 比 率 が 0.8： 1.2の 範 囲 内 で あ る よ う
に 、 DNAが 安 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 固 形 の 生 分 解 性 貯 蔵 媒 体 が 皮 膚 穿 通 極 微 針 の 皮 膚 内 へ の 挿 入 後 24時 間 以 内 に 薬 剤 を 放 出
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す る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 皮 膚 穿 通 構 材 が 薬 剤 を 真 皮 内 に 送 達 し 得 る 大 き さ で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か 1
項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 皮 膚 穿 通 構 材 が 薬 剤 を 表 皮 内 に 送 達 し 得 る 大 き さ で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か 1
項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 支 持 構 材 が 固 形 針 、 マ イ ク ロ カ ニ ュ ー レ ま た は マ イ ク ロ ブ レ ー ド で あ る 、 請 求 項 １ ～ １
７ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 装 置 が エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA
薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 装 置 の 被 覆 さ れ た 支 持 構 材 が エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 の 電 極 で あ る 、 請 求 項 １ ９ 記
載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 薬 剤 が ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 固 形 の 貯 蔵 媒 体 が ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 、 DNA分 解 酵 素
阻 害 剤 ま た は 結 晶 阻 害 剤 を 更 に 含 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ２ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の DNA薬 剤
送 達 装 置 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が CpG、 合 成 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 、 ツ セ ラ ゾ ー ル （ tucerasol） 、 サ イ ト カ イ
ン 、 MPL、 QS21、 QS7お よ び 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ２
記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 DNA薬 剤 、 貯 蔵 媒 体 、 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 か ら な る 溶
液 を 溶 媒 中 で 調 製 す る 工 程 、 続 い て 、 該 溶 液 で 少 な く と も １ つ の 支 持 構 材 を 被 覆 す る 工 程
、 な ら び に 、 溶 媒 を 除 去 し て 薬 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 薬 剤 を 含 有
す る 固 形 の 貯 蔵 媒 体 を 形 成 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 の 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 貯 蔵 媒 体 が 糖 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 支 持 構 材 上 で の 乾 燥 前 の 糖 濃 度 が 20～ 40％ w/vの 範 囲 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の DNA薬 剤
送 達 装 置 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 溶 媒 が 工 程 の 前 に 脱 金 属 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の DNA薬 剤 送 達 装 置 の 調 製 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 の 皮 膚 へ の DNA薬 剤 の 効 果 的 な 投 与 装 置 に 関 す る 。 本 発 明 の 特 に 好 ま
し い 態 様 で は 、 哺 乳 類 の 皮 膚 、 好 ま し く は ヒ ト の 皮 膚 へ の DNAワ ク チ ン の 投 与 装 置 が 提 供
さ れ る 。 本 発 明 は 、 そ の 中 に 固 溶 体 ま た は 懸 濁 液 の 状 態 で 、 DNA薬 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ
ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 を 含 有 し て い る 、 固 形 の 貯 蔵 媒 体 で 被 覆 さ れ た 支 持 構 材
か ら 成 る 少 な く と も １ つ の 皮 膚 穿 通 成 分 を 有 す る 極 微 針 の DNA薬 剤 送 達 装 置 を 提 供 す る 。
好 ま し く は 、 こ の よ う な 装 置 を 被 覆 す る 固 形 の 薬 剤 貯 蔵 媒 体 は ポ リ オ ー ル で あ り 、 好 ま し
く は （ ガ ラ ス の よ う な ） 非 晶 性 状 態 の ポ リ オ ー ル で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 フ リ ー ラ ジ カ
ル 安 定 化 剤 は 好 ま し く は フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー お よ び /ま た は 金 属 イ オ ン キ レ ー
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ト 剤 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の DNAワ ク チ ン 装 置 は 、 支 持 構 材 を 被 覆 す る 、 ガ ラ
ス 形 態 の 糖 質 貯 蔵 媒 体 内 に 固 溶 体 の 状 態 で 、 DNAプ ラ ス ミ ド 、 フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ
ャ ー お よ び 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 を 含 有 す る 。 本 発 明 の DNA装 置 は 貯 蔵 安 定 性 が あ り 、 皮
膚 内 に 皮 膚 穿 通 部 分 が 侵 入 し た 後 に だ け 、 十 分 に DNA薬 剤 を 放 出 す る 。 DNA薬 剤 送 達 装 置 は
、 薬 剤 が 皮 膚 の 特 定 の 層 に 送 達 さ れ る よ う に 調 整 さ れ 、 好 ま し い 送 達 装 置 は 薬 剤 を 上 皮 ま
た は 真 皮 に 送 達 す る 皮 膚 穿 通 部 分 を 含 有 す る 。 好 ま し い 貯 蔵 媒 体 は 、 糖 質 、 特 に 、 ラ ク ト
ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス ま た は ス ク ロ ー ス の よ う な ガ ラ ス 質 (gla
ss)を 形 成 す る 安 定 化 さ せ た 糖 質 か ら 成 る 。 更 に 、 皮 膚 内 に ワ ク チ ン を 投 与 す る た め の ワ
ク チ ン 送 達 装 置 、 そ れ ら の 製 造 方 法 お よ び 医 学 に お い て の そ れ ら の 使 用 方 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 皮 膚 は 外 部 物 質 に 対 す る 有 効 な 防 壁 に 相 当 す る 。 ヒ ト の 皮 膚 の 概 説 は Dorland's Illust
rated Medical Dictionary, 第 28版 で 提 供 さ れ る 。 外 層 か ら 始 ま り 、 内 側 で 機 能 し て い る
皮 膚 は 、 角 質 層 を 含 む 上 皮 、 生 き た 上 皮 か ら 成 り 、 上 皮 の 下 に あ る の が 真 皮 で あ る 。 上 皮
は ５ つ の 層 で 構 成 さ れ る 。 す な わ ち 、 角 質 層 、 透 明 層 、 顆 粒 層 、 有 棘 層 、 基 底 層 で あ る 。
上 皮 （ ５ つ の 層 す べ て を 含 む ） は 、 皮 膚 の 非 血 管 性 の 最 外 層 で あ り 、 厚 さ 0.07～ 0.12 mm
（ 70～ 120μ m） の 間 で 変 化 す る 。 上 皮 は 、 ケ ラ チ ン を 産 生 し 専 門 化 し た 上 皮 細 胞 の 95％ を
構 成 す る 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト で 占 め ら れ て い る 。 他 の 5％ の 細 胞 は メ ラ ノ サ イ ト で あ る
。 基 底 を 成 す 真 皮 は 通 常 、 角 質 層 表 面 の 直 下 に 0.3か ら 約 3 mmの 範 囲 で 見 ら れ 、 汗 腺 、 毛
嚢 、 神 経 終 末 お よ び 血 管 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 角 質 層 は 皮 膚 の 透 過 防 壁 の 中 心 で あ り 、 い く ら か 半 透 明 の 角 化 上 皮 層 か ら 成 る 。 こ の 領
域 の 死 ん だ ま た は 死 に つ つ あ る ケ ラ チ ノ サ イ ト の 間 の 狭 い 隙 間 は 、 結 晶 性 の 脂 質 多 重 膜 で
満 た さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 親 水 性 分 子 の 侵 入 に 対 し て 疎 水 性 防 壁 を 提 供 す る こ と に よ っ
て 、 効 果 的 に 皮 膚 ま た は 体 内 と 外 界 と の 間 隙 を 密 封 す る 。 角 質 層 は 30～ 70μ mの 範 囲 の 厚
さ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 は 、 上 皮 の 基 底 顆 粒 層 （ 有 棘 層 お よ び 顆 粒 層 、 （ Small Animal Der
matology - 第 ３ 版 , Muller - Kirk - Scott,編 : Saunders (1983） ） 中 全 体 に 見 ら れ 、
侵 入 生 物 に 対 す る 免 疫 系 の 初 期 防 御 に 重 要 な 役 割 を 担 う と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 こ の 皮 膚
層 は あ る 種 の ワ ク チ ン に と っ て 適 切 な 標 的 領 域 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 通 常 、 皮 下 注 射 針 お よ び 注 射 器 に よ る 、 皮 膚 内 へ の ま た は 皮 膚 を 越 え て の 従 来 の 薬 剤 の
投 与 方 法 は 、 多 数 の 欠 点 を 伴 う 。 こ の よ う な 欠 点 は 、 痛 み 、 薬 剤 を 投 与 す る た め の 訓 練 を
受 け た 専 門 家 の 必 要 性 、 お よ び ま た 、 付 随 し た 血 液 感 染 性 疾 患 へ の 感 染 の 危 険 性 を 伴 う 投
与 者 の 針 刺 し 傷 害 の 危 険 性 を も 含 む 。 こ の よ う に 、 皮 膚 内 へ の ま た は 皮 膚 を 介 し た あ ら ゆ
る 種 類 の 薬 剤 の 投 与 方 法 を 改 善 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 基 底 層 を 越 え て の 薬 剤 投 与 の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 多 様 な 皮 膚 パ ッ チ の 設 計 を 含 む 、
多 数 の 代 替 的 ア プ ロ ー チ が 記 述 さ れ て い る 。 物 理 的 な 角 質 層 へ の 穿 通 な し に 皮 膚 を 介 し て
薬 剤 を 送 達 す る 皮 膚 パ ッ チ の 例 は 、 WO 98/20734お よ び WO 99/43350に 記 載 さ れ た も の を 含
む 。 皮 膚 を 物 理 的 に 穿 刺 し な い 他 の ア プ ロ ー チ は 、 皮 膚 内 に 電 流 を 適 用 す る こ と に よ っ て
薬 剤 の 通 過 を 向 上 さ せ る 、 電 気 輸 送 （ electrotransport） ま た は イ オ ン 電 気 導 入 （ iontop
horetic） 装 置 を 含 む 。 多 く の そ の よ う な 装 置 が 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ そ れ ら の 例 は 、
米 国 特 許 第 6,083,190号 、 米 国 特 許 第 6,057,374号 、 米 国 特 許 第 5,995,869号 、 米 国 特 許 第 5
,622,530号 、 WO 00/44438を 含 む ） 。 こ れ ら の 種 類 の 非 穿 通 パ ッ チ の 潜 在 的 な 欠 点 は 、 著
し い 感 作 の 誘 導 お よ び 薬 剤 投 与 中 の 不 快 感 、 な ら び に 無 傷 の 角 質 層 を 越 え て の 抗 原 の 吸 収
が 非 常 に 低 い こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 物 理 的 な 皮 膚 の 破 壊 ま た は 穿 通 を 伴 う 他 の パ ッ チ が 記 載 さ れ て い る 。 薬 剤 を 含 む 液 体 ま
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た は 固 体 の 貯 蔵 部 、 お よ び 金 属 マ イ ク ロ ブ レ ー ド パ ッ チ を 含 有 す る 装 置 が 記 載 さ れ て お り
、 そ こ で は 、 薬 剤 が 上 皮 に 入 る こ と が で き る 経 路 を 作 る た め に 、 マ イ ク ロ ブ レ ー ド は 角 質
層 の 中 を 物 理 的 に 切 断 す る 。 こ の よ う な 装 置 は WO 97/48440、 WO 97/48442、 WO 98/28037
、 WO 99/29298、 WO 99/29364、 WO 99/29365、 WO 00/05339、 WO 00/05166お よ び WO 00/168
33に 記 載 さ れ る 。 皮 膚 の 穿 刺 を 伴 う 他 の 装 置 は 米 国 特 許 第 5,279,544号 、 米 国 特 許 第 5,250
,023号 お よ び 米 国 特 許 第 3,964,482号 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 投 薬 形 態 が 粉 末 お よ び 套 管 針 の 形 で あ る 、 薬 剤 お よ び 糖 な ど の 安 定 化 ポ リ オ ー ル を 含 有
し て い る 固 形 の 投 薬 形 態 は WO 96/03978に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 薬 剤 中 の ス ー パ ー コ イ ル DNAは 、 時 間 と と も に 分 解 し 、 ス ー パ ー コ イ ル 構 造 の 喪 失 お よ
び 関 連 し た 開 環 状 ま た は 直 鎖 状 DNA構 造 の 形 成 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る （ Evansら
、 2000, Journal of Pharmaceutical Sciences, 89 (1), 76 - 87; WO 97/40839） 。 こ の
鎖 の 切 断 反 応 が 起 こ る 機 構 の １ つ は 、 DNA溶 液 中 の 溶 存 酸 素 か ら 産 生 さ れ る 遊 離 の ヒ ド ロ
キ シ ル ラ ジ カ ル に よ る DNAの 酸 化 、 金 属 イ オ ン に よ っ て 触 媒 さ れ る 過 程 で あ る 。 フ リ ー ラ
ジ カ ル 形 成 反 応 は い く つ か の 遷 移 金 属 イ オ ン に よ っ て 触 媒 さ れ う る が 、 最 も 一 般 的 な も の
は 鉄 お よ び 銅 イ オ ン で あ る （ Fe + 3 , Fe + 2 , Cu + 2 ま た は Cu + 1 ; Evansら 、 上 述 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 に よ る ス ー パ ー コ イ ル DNAを 含 む 溶 液 か ら の 微 量 金 属 イ オ ン の 除
去 、 お よ び /ま た は 、 非 還 元 フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー に よ る 溶 液 中 の フ リ ー ラ ジ カ
ル の 除 去 は 、 DNAを ス ー パ ー コ イ ル 型 で 安 定 さ せ 、 DNAを 酸 化 か ら 保 護 す る こ と が 示 さ れ て
い る （ WO 97/40839） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 に 免 疫 ま た は 遺 伝 子 治 療 の 目 的 の た め 、 プ ラ ス ミ ド に 基 づ く 遺 伝 子 の 送 達 が 知 ら れ て
い る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 筋 肉 内 へ の 注 射 に よ る む き 出 し の DNAの 投 与 は 、 WO90/11092に 概
説 さ れ る 。 Johnstonら WO 91/07487は 、 関 心 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 被
覆 し た 微 砲 弾 （ microprojectile） の 使 用 に よ っ て 、 脊 椎 動 物 細 胞 に 遺 伝 子 を 移 送 す る 方
法 、 お よ び 、 微 粒 子 が 標 的 細 胞 に 侵 入 で き る よ う に 微 粒 子 を 加 速 す る 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 DNAワ ク チ ン は 通 常 、 そ の 中 に 強 力 な ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 関 心 の 遺 伝 子 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 /転 写 終 止 配 列 が 挿 入 さ れ た 細 菌 の プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー で 構 成 さ れ る 。 関 心 の 遺 伝 子 は 、 病 原 体 、 腫 瘍 も し く は 防 御 さ れ る こ と を 目 的 と
す る 他 の 病 因 に 関 連 す る 、 タ ン パ ク 質 全 体 ま た は 単 に 抗 原 ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し う る 。
プ ラ ス ミ ド は 例 え ば E.coliな ど の 細 菌 内 で 増 や す こ と が で き 、 そ の 後 、 単 離 さ れ 、 宿 主 に
投 与 さ れ る 前 に 、 目 的 の 投 与 経 路 に 応 じ て 適 切 な 媒 体 で 調 製 さ れ る 。 投 与 後 、 プ ラ ス ミ ド
は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ る
。 哺 乳 動 物 宿 主 内 で の プ ラ ス ミ ド の 複 製 お よ び 関 連 し た 動 物 の 染 色 体 DNAへ の 組 込 み を 防
ぐ た め に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 真 核 細 胞 で 機 能 す る 複 製 起 点 を 持 た ず に 作 製 さ れ る こ と
が 望 ま し い 。 DNAワ ク チ ン 接 種 に 関 す る 情 報 は Donnellyら 、 "DNA vaccines" Ann. Rev Imm
unol. 1997 15: 617-648で 提 供 さ れ 、 そ の 開 示 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 完 全 に 組 み 入 れ ら
れ る 。 DNAワ ク チ ン 接 種 は ま た 、 異 種 ワ ク チ ン 抗 原 を コ ー ド し 発 現 す る ウ イ ル ス ま た は 細
菌 ベ ク タ ー の 投 与 な ど の 技 術 を も 網 羅 し う る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 先 行 技 術 の 問 題 を 克 服 し 、 皮 膚 内 に 効 果 的 に DNA薬 剤 を 投 与 、 放 出 で き 、 ま た
そ の 中 で DNAが ス ー パ ー コ イ ル 型 で 放 出 さ れ る よ う に 安 定 化 さ れ た 装 置 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 DNA薬 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 を 含 有 し て い
る 、 固 形 の 貯 蔵 媒 体 で 被 覆 さ れ た 支 持 構 材 を 含 む 少 な く と も １ つ の 皮 膚 穿 通 極 微 針 を 有 す
る 極 微 針 の DNA性 薬 剤 送 達 装 置 を 提 供 す る 。 代 替 と し て 、 皮 膚 穿 通 極 微 針 は 、 支 持 構 材 を
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含 ま な い 固 形 の DNA薬 剤 貯 蔵 媒 体 で 構 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 装 置 の あ る 実 施 例 は ま た 、 室 温 で 保 存 さ れ 、 従 っ て 物 流 コ ス ト を
減 ら し 、 他 の 製 品 の た め に 価 値 あ る 冷 蔵 ス ペ ー ス を 開 放 す る と い う 有 意 な 利 点 を も 有 す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 送 達 さ れ る べ き 薬 剤 を 含 む 固 形 の 貯 蔵 媒 体 で 支 持 構 材 を 被 覆 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ
る 皮 膚 穿 通 極 微 針 は 、 貯 蔵 媒 体 で 支 持 構 材 上 を 被 覆 し た 後 、 皮 膚 の 角 質 層 を 貫 通 す る た め
に 十 分 長 く 、 十 分 に 鋭 い 。 薬 剤 送 達 装 置 が 皮 膚 の 表 面 に 投 与 さ れ 、 被 覆 さ れ た 皮 膚 穿 通 構
材 ま た は 極 微 針 が 角 質 層 を 貫 通 す る と 、 固 形 の 貯 蔵 媒 体 は 生 分 解 し 、 そ こ で 、 角 質 層 の 下
に あ る 皮 膚 内 に 薬 剤 を 放 出 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 DNAワ ク チ ン 送 達 装 置 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 形 成 す る 。 こ の よ う な 用 途 に お い て
、 送 達 さ れ る 薬 剤 は 、 微 生 物 も し く は ウ イ ル ス な ど の 病 原 体 か ら 誘 導 で き る 抗 原 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ま た は 、 癌 ワ ク チ ン も し く は 他 の 自 己 抗 原 の 場 合 は 自 己 抗
原 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 支 持 構 材 は 、 本 発 明 の 装 置 の 皮 膚 穿 通 極 微 針 を 形 成 す る た め に 貯 蔵 媒 体 に よ っ て 被 覆 さ
れ る 時 、 角 質 層 の 穿 通 に 耐 え る 十 分 の 強 度 が あ り 、 目 的 の た め に 安 全 で あ る 、 突 起 を 作 る
た め に 使 用 で き る ほ ぼ す べ て の 物 質 で 作 製 さ れ う る 。 例 え ば 、 突 起 は 、 薬 剤 グ レ ー ド の ス
テ ン レ ス 鋼 、 金 も し く は チ タ ン な ど の 金 属 、 ま た は 、 人 工 器 官 に 使 用 さ れ る 他 の そ の よ う
な 金 属 、 こ れ ら も し く は 他 の 金 属 の 合 金 、 セ ラ ミ ッ ク 、 半 導 体 、 シ リ コ ン 、 ポ リ マ ー 、 プ
ラ ス チ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 ま た は 、 複 合 材 料 で 作 製 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 送 達 装 置 は 、 単 一 針 、 套 管 針 、 ま た は 、 カ ニ ュ ー レ の 形 で も よ く 、 ま た は 、 パ ッ チ 型 の
複 数 の 皮 膚 穿 通 成 分 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の パ ッ チ は 、 通 常 、 極 微 針 も し く は マ イ ク ロ ブ レ ー ド の よ う な 複 数 の 穿 通 突 起 が
依 存 す る 支 持 プ レ ー ト ま た は 支 持 構 造 か ら 成 る 。 穿 通 突 起 は そ れ 自 体 、 多 様 な 形 式 を と る
こ と が で き 、 中 空 で は な い ま た は 中 空 で あ る か も し れ ず 、 そ れ は 固 形 針 ま た は 刃 の 形 で あ
り 得 る （ McAllisterら 、 Annu. Rev. Biomed. Eng., 2000, 2, 289-313; Henryら 、 Journa
l of Pharmaceutical Sciences, 1998, 87, 8, 922-925; Kaushikら 、 Anesth. Analg., 2
001, 92, 502-504; McAllisterら 、 Proceed. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mate
r., 26, (1999), Controlled Release Society, Inc., 192-193; WO 99/64580; WO 97/48
440; WO 97/48442; WO 98/28037; WO 99/29364; WO 99/29365; US 5,879,326に 記 載 さ れ
た マ イ ク ロ ブ レ ー ド の 態 様 お よ び 設 計 な ど 。 こ れ ら す べ て の 文 献 の 記 述 お よ び マ イ ク ロ ブ
レ ー ド ア レ イ の 製 造 方 法 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る ） 。 代 替 と し て 、 穿
通 突 起 は 、 中 空 の 中 心 孔 を 持 つ マ イ ク ロ カ ニ ュ ー レ の 形 で あ っ て も よ い 。 こ の 最 後 の 実 施
形 態 で は 、 中 心 孔 は 、 極 微 針 装 置 （ EP0796128B1） の 両 側 に 連 結 さ れ た （ communicated）
チ ャ ネ ル を 形 成 す る た め に 針 を 通 じ て 拡 張 し う る 。 固 形 針 お よ び マ イ ク ロ ブ レ ー ド が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 皮 膚 へ の DNAの 投 与 の た め の 皮 膚 穿 通 極 微 針 の 長 さ は 、 パ ッ チ が 投 与 さ れ る 解 剖 学 的 位
置 、 お よ び 、 ワ ク チ ン の 種 類 に お い て 薬 剤 の 投 与 が 望 ま れ る 皮 膚 層 に 応 じ て 変 化 し う る 。
一 般 的 に 1μ m～ 3 mmの 間 、 好 ま し く は 1μ m～ 1 mmの 間 、 好 ま し く は 50μ m～ 600μ mの 間 、
よ り 好 ま し く は 100～ 400μ mの 間 で あ る 。 皮 膚 穿 通 極 微 針 の 長 さ は 、 薬 剤 の 標 的 送 達 の た
め に 選 択 さ れ た 部 位 、 す な わ ち 、 好 ま し く は 真 皮 、 最 も 好 ま し く は 上 皮 、 に よ っ て 選 択 さ
れ う る 。 本 発 明 の 装 置 の 支 持 構 材 は 、 米 国 特 許 第 5,879,326号 、 WO 97/48440、 WO 97/4844
2、 WO 98/28037、 WO 99/29298、 WO 99/29364、 WO 99/29365、 WO 99/64580、 WO 00/05339
、 WO 00/05166も し く は WO 00/16833; ま た は McAllisterら 、 Annu. Rev. Biomed. Eng., 2
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000, 2, 289-313; Henryら 、 Journal of Pharmaceutical Sciences, 1998, 87, 8, 922-9
25; Kaushikら 、 Anesth. Analg., 2001, 92, 502-504; McAllisterら 、 Proceed. Int'l. 
Symp. Control. Rel. Bioact. Mater., 26, (1999), Controlled Release Society, Inc.
, 192-193に 記 載 さ れ る 形 式 を と り 、 そ こ に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 装 置 を 形 成 す る た め に 、 薬 剤 貯 蔵 媒 体 で 被 覆 さ れ る 最 も 好 ま し い マ イ ク ロ ブ レ
ー ド 装 置 は 、 WO 99 48440お よ び Henryら 、 Journal of Pharmaceutical Sciences, 1998, 
87, 8, 922-925に 記 載 さ れ 、 両 内 容 は と も に 完 全 に 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 装 置 は 、 好 ま し く は 複 数 の 皮 膚 穿 通 極 微 針 、 好 ま し く は 装 置 あ た り 最 高 1000本
以 下 の 極 微 針 、 よ り 好 ま し く は 装 置 あ た り 最 高 500本 以 下 の 皮 膚 穿 通 極 微 針 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 穿 通 突 起 が 固 体 で あ る 場 合 に は 、 そ れ は 平 面 で あ っ て も よ く 、 ま た は 、 円 形 も し く は 、
多 角 形 の 横 断 面 を 持 つ か も し れ な い 。 突 起 は 、 ま っ す ぐ ま た は 先 細 の 軸 を 持 つ こ と が で き
、 横 断 面 は 平 面 も し く は 円 形 、 ま た は 他 の 多 角 形 で あ り う る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ ブ レ ー ド
は 湾 曲 し た 刃 を 持 つ か も し れ ず 、 ま た は 、 V字 型 断 面 の 溝 に 形 成 さ れ る か も し れ な い 。 代
替 と し て 、 突 起 は 、 付 着 力 お よ び 流 動 性 を 向 上 さ せ る た め に 、 星 形 の よ う な よ り 複 雑 な 形
を 持 ち う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 皮 膚 穿 通 極 微 針 は 、 支 持 プ レ ー ト と 一 体 化 さ れ る 、 ま た は 、 そ こ に 取 り 付 け ら れ る か も
し れ な い 。 突 起 が プ レ ー ト に 取 り 付 け ら れ る 場 合 に は 、 穿 通 突 起 は 貯 蔵 媒 体 の 形 を 取 り う
る 。 こ の よ う な 装 置 は 、 細 か い 点 に 薬 剤 を 含 む 融 解 し た 貯 蔵 媒 体 を 引 き 出 し 、 ま た は 、 押
し 出 す こ と に よ っ て 形 成 さ れ 、 作 製 さ れ う る 。 例 え ば 、 融 解 し た 貯 蔵 媒 体 は 多 孔 頭 部 を 通
し て 直 接 支 持 プ レ ー ト 上 に 成 形 す る こ と が で き 、 そ こ で 、 熱 い 押 出 成 形 物 が 冷 却 さ れ 、 プ
レ ー ト に 固 着 す る 。 押 出 成 形 物 を 引 く 時 に 、 一 連 の 鋭 い 尖 端 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 任 意 の 穿 通 突 起 の 形 状 の 一 般 的 な 特 徴 と し て 、 被 覆 後 の 貯 蔵 部 の 付 着 を 向 上 さ せ る た め
、 そ の 突 起 の 表 面 は 凹 凸 が あ る か も し れ な い 。 例 え ば 、 表 面 は 、 き め が 粗 い 、 波 紋 が あ る
、 ま た は 畝 が あ る か も し れ な い 。 更 に 、 貯 蔵 部 を 刃 の 上 に よ り 厳 重 に 保 持 す る た め 、 貯 蔵
部 が そ こ で 乾 燥 し 貯 蔵 部 の 結 合 物 を 作 る よ う に 、 固 形 の マ イ ク ロ ブ レ ー ド は 更 に 貫 通 孔 を
含 有 す る か も し れ な い 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 非 常 に 溶 け や す く も ろ い 凍 結 乾 燥 剤 を 含 有 す
る た め 、 も ろ い 貯 蔵 部 は 、 皮 膚 の 穿 刺 の 間 こ の よ う な 穴 の 中 に 完 全 に 保 持 さ れ 、 そ れ に よ
っ て 分 解 か ら 保 護 さ れ う る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 代 替 的 な 実 施 例 で は 、 極 微 針 、 支 持 構 材 ま た は 貯 蔵 媒 体 （ も し く は そ の 一 部 ） は 、 DNA
放 出 の 前 に パ ッ チ ま た は 支 持 プ レ ー ト か ら 物 理 的 に 分 離 で き て も よ い 。 例 え ば 、 皮 膚 穿 通
極 微 針 （ ま た は 少 な く と も そ の 先 端 ） が 貯 蔵 部 自 体 か ら 形 成 さ れ て い る 実 施 例 で は 、 皮 膚
の 貫 通 後 、 穿 通 突 起 は 基 部 の 支 持 体 か ら 分 離 し 、 従 っ て 皮 膚 か ら パ ッ チ を 取 り 除 く こ と が
可 能 と な り 、 一 方 貯 蔵 部 は 皮 膚 内 に 留 ま る 。 支 持 プ レ ー ト か ら の 貯 蔵 部 の 分 離 は 、 物 理 的
な 剪 断 に よ っ て 、 ま た は 針 の 支 持 プ レ ー ト に 隣 接 し た 部 分 の 生 分 解 に よ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の あ る 実 施 形 態 は 、 微 小 突 起 の 先 端 を 比 較 的 溶 解 性 の 低 い 二 糖 類 の 貯 蔵 媒 体 か ら 成 形
し （ 送 達 さ れ る 薬 剤 の 散 布 を 含 む ） 、 続 い て 微 小 突 起 の 残 り の 部 分 お よ び 支 持 プ レ ー ト を
比 較 的 溶 解 性 の 高 い 物 質 か ら 成 形 す る こ と も あ り う る 。 皮 膚 内 に 挿 入 さ れ る と 、 比 較 的 溶
解 性 の 高 い 微 小 突 起 の 軸 は 分 解 し 、 そ の 結 果 、 皮 膚 か ら パ ッ チ を 取 り 除 く こ と が 可 能 と な
り 、 一 方 先 端 は 皮 膚 内 に 留 ま る 。 皮 膚 内 に 残 存 す る 先 端 は 、 そ の 後 、 よ り 遅 い 生 分 解 に よ
っ て 徐 々 に 薬 剤 を 放 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 関 連 実 施 形 態 で は 、 装 置 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 で あ り う る 。 例 え
ば 、 米 国 特 許 第 6261281号 は 、 細 胞 内 へ の DNAの 取 り 込 み を 促 進 す る た め に 、 液 体 の 筋 内 DN
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Aワ ク チ ン 接 種 と そ れ に 続 く 筋 肉 細 胞 を 横 切 っ て 電 流 を 流 す た め の 電 極 の 挿 入 を 記 載 す る
。 WO 00/44438は 、 金 属 針 が 電 極 と し て 使 用 さ れ る 、 貯 蔵 媒 体 の 非 存 在 下 で DNAで 被 覆 し た
針 の パ ッ チ を 記 載 す る 。 従 っ て 、 DNA薬 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安
定 化 剤 を 含 有 し て い る 非 晶 性 固 体 の 貯 蔵 媒 体 で 被 覆 さ れ た 支 持 構 材 か ら 成 る 、 複 数 の 皮 膚
穿 通 成 分 を 含 有 す る エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 が 提 供 さ れ る 。 こ の １ つ の 好 ま し い 実 施
形 態 は 、 そ の 針 が DNAワ ク チ ン お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 を 含
有 し て い る 非 晶 性 の 貯 蔵 媒 体 で 被 覆 さ れ た WO 00/44438記 載 の 装 置 で あ る (該 文 献 は 本 明 細
書 に 参 照 と し て 組 込 む )。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ポ リ オ ー ル の 生 分 解 性 薬 剤 貯 蔵 部 は 、 本 発 明 に 必 要 と さ れ る 機 能 を 果 た す 任 意 の 媒 体 か
ら 任 意 に 作 製 さ れ う る 。 貯 蔵 部 は 、 長 期 に 及 ぶ 保 存 の 間 、 貯 蔵 部 が 物 理 的 に 安 定 に 付 着 し
続 け 、 ま た 、 被 覆 さ れ た 極 微 針 が 角 質 層 を 貫 通 し た 際 、 投 与 処 置 の 間 、 実 質 的 に 完 全 に 保
た れ る よ う 十 分 な 程 度 に 、 支 持 構 材 に 付 着 で き な く て は な ら な い 。 貯 蔵 部 は ま た 、 貯 蔵 媒
体 の 生 分 解 の 間 に 皮 膚 内 に 放 出 さ れ る 、 乾 燥 或 い は 部 分 的 に 乾 燥 し た 任 意 の 形 態 で 送 達 さ
れ る 薬 剤 の 懸 濁 液 も し く は 溶 液 を 保 持 ま た は 含 有 で き な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 媒 体 の 生 分 解 と は 、 非 放 出 状 態 か ら 放 出 状 態 に 変 化 し 、 そ れ に よ っ
て 薬 剤 が 皮 膚 内 に 入 る よ う に 、 貯 蔵 媒 体 が 状 態 を 変 化 さ せ る こ と を 意 味 す る 。 活 性 を 持 つ
薬 剤 の 放 出 は 、 水 和 、 拡 散 、 相 転 移 、 結 晶 化 、 溶 解 、 酵 素 反 応 お よ び /ま た は 化 学 反 応 な
ど の 、 １ つ 以 上 の 物 理 的 お よ び /ま た は 化 学 的 過 程 を 含 む か も し れ な い 。 貯 蔵 媒 体 の 選 択
に 応 じ て 、 生 分 解 は 以 下 の １ つ 以 上 に よ っ て 誘 導 で き る ： 水 、 体 液 、 湿 度 、 体 温 、 酵 素 、
触 媒 お よ び /ま た は 反 応 物 質 。 従 っ て 、 貯 蔵 媒 体 の 変 化 は 、 皮 膚 の よ り 高 い 湿 度 お よ び 温
度 に 関 連 し た 、 水 和 お よ び 温 度 上 昇 に よ っ て 誘 導 さ れ う る 。 貯 蔵 媒 体 は そ の 後 、 溶 解 お よ
び /ま た は 膨 潤 お よ び /ま た は 相 変 化 （ 結 晶 性 ま た は 非 晶 性 ） に よ っ て 分 解 さ れ 、 そ の 結 果
、 崩 壊 ま た は 単 に 媒 体 の 浸 透 が 増 加 し う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 媒 体 は 溶 解 し 、 代 謝 ま た は 体 か ら 排 出 さ れ る が 、 あ る い は 、 貯 蔵 部 は 、 装
置 を 取 り 外 し た 時 皮 膚 か ら 除 か れ る 支 持 構 材 に 付 着 し た ま ま で あ り う る 。 貯 蔵 媒 体 の 溶 解
に よ る 薬 剤 の 放 出 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し く は 、 固 形 の 貯 蔵 媒 体 は （ WO96/03978に 記 載 さ れ た も の な ど の ） ポ リ オ ー ル で あ
る 。 適 切 な ポ リ オ ー ル 貯 蔵 媒 体 は （ 糖 質 な ど の ） 炭 水 化 物 、 多 糖 類 、 疎 水 性 に 誘 導 さ れ た
炭 水 化 物 の よ う な 置 換 ポ リ オ ー ル 、 ア ミ ノ 酸 、 生 分 解 性 高 分 子 、 ま た は 、 ポ リ （ ヒ ド ロ キ
シ 酸 ） 、 ポ リ 無 水 物 （ polyahhydride） 、 ポ リ （ オ ル ト ） エ ス テ ル 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ
（ 酪 酸 ） 、 ポ リ （ 吉 草 酸 ） 、 お よ び ラ ク チ ド -カ プ ロ ラ ク ト ン 共 重 合 体 、 も し く は ラ ク チ
ド -グ リ コ リ ド 共 重 合 体 な ど の 共 重 合 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 固 形 の 貯 蔵 部 は 非 晶 性 ま た は 結 晶 状 態 で あ っ て も よ く 、 ま た 部 分 的 に 非 晶 性 状 態 で 部 分
的 に 結 晶 状 態 で あ っ て も よ い 。 し か し 、 貯 蔵 部 の す べ て ま た は ほ ぼ す べ て が 非 晶 性 状 態 で
あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。 更 に 、 非 晶 性 の 貯 蔵 部 は ガ ラ ス 形 態 で あ る こ と が よ り 好 ま し い
（ US 5,098,893） 。 最 も 好 ま し く は 、 貯 蔵 部 は 糖 ガ ラ ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 に 好 ま し い 貯 蔵 媒 体 は 、 貯 蔵 期 間 に 渡 っ て 送 達 さ れ る べ き 薬 剤 を 安 定 さ せ る も の で あ
る 。 例 え ば 、 ポ リ オ ー ル ガ ラ ス に 溶 解 或 い は 分 散 し た 、 も し く は 単 に ポ リ オ ー ル 中 で 乾 燥
さ れ た 抗 原 ま た は 薬 剤 は 、 長 期 間 安 定 に 保 存 さ れ る （ 米 国 特 許 第 5,098,893号 、 米 国 特 許
第 6,071,428号 、 WO 98/16205、 WO 96/05809、 WO 96/03978、 米 国 特 許 第  4,891,319号 、 米
国 特 許 第 5,621,094号 、 WO 96/33744） 。 こ の よ う な ポ リ オ ー ル は 、 好 ま し い 一 連 の 貯 蔵 媒
体 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い ポ リ オ ー ル は 単 糖 、 二 糖 、 三 糖 、 ま た は オ リ ゴ 糖 お よ び そ れ ら に 対 応 す る 糖 ア
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ル コ ー ル を 含 む 糖 質 を 含 有 す る 。 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 切 な 糖 質 は 、 当 技 術 分 野 に お い
て よ く 知 ら れ て お り 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ガ ラ ク ト ー
ス 、 マ ン ノ ー ス 、 マ ル チ ュ ロ ー ス 、 イ ソ マ ル チ ュ ロ ー ス お よ び ラ ク チ ュ ロ ー ス 、 マ ル ト ー
ス 、 ま た は デ キ ス ト ロ ー ス 、 な ら び に 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク チ ト ー ル お よ び マ ル チ ト ー ル
な ど の 前 述 の 糖 ア ル コ ー ル を 含 む 。 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス お よ び ト レ ハ
ロ ー ス が 好 ま れ る 。 最 も 好 ま し い の は グ ル コ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ま た は ス ク ロ ー ス で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し く は DNAお よ び 安 定 化 剤 は 非 晶 性 の 固 溶 体 で あ り 、 ガ ラ ス 形 態 の 貯 蔵 媒 体 で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 貯 蔵 媒 体 は 乾 燥 状 態 で 非 晶 性 ガ ラ ス を 形 成 す る こ と が 好 ま し い 。 ガ ラ ス 貯 蔵 部 は 任 意 の
ガ ラ ス 転 移 温 度 を 持 ち う る が 、 保 存 の 間 は 薬 剤 を 安 定 さ せ 、 ま た 皮 膚 内 へ の 貯 蔵 部 の 挿 入
後 は 薬 剤 の 速 や か な 放 出 を 促 進 す る ガ ラ ス 転 移 温 度 を 持 つ こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 、 ガ ラ
ス 転 移 温 度 は 保 存 室 温 よ り 高 い が 、 体 温 付 近 で あ り う る （ 例 え ば 、 限 定 は さ れ な い が 35～
50℃ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 装 置 の 皮 膚 穿 通 構 材 を 被 覆 す る た め に 用 い ら れ る 好 ま し い 貯 蔵 媒 体 は 、 短 期 間 に 薬 剤 を
放 出 す る も の で あ る 。 好 ま し い 貯 蔵 部 の 製 剤 は 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 内 へ の 挿 入 の 10分 以
内 に 、 よ り 好 ま し く は 5分 以 内 に 、 よ り 好 ま し く は 2分 以 内 に 、 よ り 好 ま し く は 1分 以 内 に
、 最 も 好 ま し く は 30秒 以 内 に 、 ほ ぼ す べ て の 薬 剤 を 放 出 す る 。 剤 が 皮 膚 へ の DNA投 与 に 用
い ら れ る 場 合 、 十 分 な DNAが 24時 間 以 内 に そ の 生 物 学 的 効 果 を も た ら す よ う に 放 出 さ れ る
こ と が 好 ま し く 、 皮 膚 へ の 投 与 の 8時 間 以 内 に 、 最 も 好 ま し く は 1時 間 以 内 に 十 分 な DNAが
放 出 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 速 い 放 出 の 貯 蔵 部 は 、 例 え ば 、 非 晶 性 ガ ラ ス 貯 蔵
部 、 特 に 、 低 い ガ ラ ス 転 移 温 度 を 有 す る 速 く 溶 解 /膨 潤 す る ガ ラ ス 形 態 貯 蔵 部 の 薄 い 被 覆
に よ っ て 実 現 さ れ る 。 低 い ガ ラ ス 転 移 温 度 が 、 適 切 な ガ ラ ス 形 成 糖 の 選 択 、 お よ び /ま た
は 湿 度 の 増 加 、 お よ び /ま た は ガ ラ ス の イ オ ン 強 度 に よ っ て 実 現 さ れ 得 る こ と は 、 当 業 者
に と っ て 明 白 で あ ろ う 。 更 に 、 ガ ラ ス 貯 蔵 部 の 溶 解 速 度 の 増 加 は ま た 、 皮 膚 に 適 用 す る 前
も し く は そ の 間 に 装 置 を 加 温 す る こ と 、 前 も っ て 皮 膚 に 水 分 補 給 す る こ と に よ っ て 、 ま た
は 皮 膚 内 へ の 極 微 針 の 挿 入 と 同 時 に 液 体 を 投 与 す る こ と （ 乾 燥 し た 貯 蔵 部 で 被 覆 し た マ イ
ク ロ カ ニ ュ ー レ の 孔 を 通 し て 液 体 を 投 与 す る な ど ） 、 ま た は 溶 解 時 間 を 減 少 さ せ る た め に
製 剤 に 付 加 的 な 薬 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て も 実 現 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の DNA成 分 は 直 鎖 状 ま た は 開 環 状 ま た は ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNAで あ り う る
が 、 本 発 明 の 関 連 形 態 で 、 DNAは 生 き た 弱 毒 化 細 菌 ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 形 で あ り う
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 DNAは ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド の 形 が 好 ま し い 。 こ れ ら の 製 剤 の 本 発 明 の １ つ の 主 要
な 利 点 は 、 放 出 の 際 、 そ の 多 く が ス ー パ ー コ イ ル 型 、 好 ま し く は 単 量 体 の ス ー パ ー コ イ ル
型 の ま ま で あ る よ う に 、 DNAが 安 定 化 さ れ る と い う 事 実 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド DNAの 安 定 性 は 複 数 の 方 法 で 定 義 で き 、 pH、 湿 度 お よ び 温 度 な ど の 保 存 条 件
に よ っ て 決 定 さ れ る 相 対 的 な 事 象 で あ り 得 る 。 被 覆 さ れ た 貯 蔵 部 の 鉄 イ オ ン の 存 在 下 で の
保 存 に 関 し て 、 4℃ で ３ ヶ 月 間 の 保 存 で は 、 好 ま し く は 50％ 以 上 の プ ラ ス ミ ド が ス ー パ ー
コ イ ル （ ccc, covalently closed circular） の ま ま 維 持 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 記 載
し た 保 存 条 件 下 で 、 60％ 以 上 の プ ラ ス ミ ド が cccの ま ま 維 持 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 、 こ れ
ら の 保 存 条 件 下 で 、 90％ 以 上 の プ ラ ス ミ ド が 4℃ で ３ ヶ 月 間 cccの ま ま 維 持 さ れ る 。 非 金 属
イ オ ン 性 の 針 ま た は 極 微 針 を 被 覆 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 安 定 性 は 、 4℃ で ３ ヶ 月 間
の 保 存 後 、 好 ま し く は 60％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 80％ 、 最 も 好 ま し く は 90％ 以 上 cccで あ
る と よ い 。 よ り 好 ま し く は 、 こ れ ら の 保 存 条 件 下 で 、 90％ 以 上 の プ ラ ス ミ ド が 4℃ で １ 年
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間 cccの ま ま 維 持 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 、 90％ 以 上 の プ ラ ス ミ ド が 4℃ で ２ 年 間 cccの ま ま
維 持 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 こ れ ら の 条 件 下 で 、 上 記 DNAの 安 定 性 は 25℃ で 同 じ 期 間 に
渡 っ て 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 縫 い 針 上 に 被 覆 し た 固 形 の 貯 蔵 媒 体 中 の DNAは 、 促 進 安 定 性 試 験 の 間 、 ス ー パ ー コ イ ル
（ ccc） 型 で 安 定 化 さ れ て い る こ と が 好 ま し く 、 DNAが 単 量 体 ccc型 で 安 定 化 さ れ て い る こ
と が 最 も 好 ま し い 。 促 進 安 定 性 試 験 の 実 施 例 は 、 乾 燥 し た 被 覆 針 を 37℃ で ４ 週 間 維 持 し 、
そ れ に 続 い て 経 時 的 に DNA構 造 の 解 析 を 行 う 場 合 で あ る 。 こ の 種 の 試 験 （ 実 施 例 １ ２ に 記
載 ） で は 、 好 ま し く は 50％ 以 上 の DNAが ccc型 の ま ま 維 持 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 60％ 以 上 が
ccc型 の ま ま 維 持 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 80％ 以 上 が ccc型 の ま ま 維 持 さ れ 、 最 も 好 ま し く は
90％ 以 上 が ccc型 の ま ま 維 持 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 お よ び 好 ま し い cccの 水 準 に お い て は 、
単 量 体 ： 二 量 体 cccDNAの 比 率 は （ 0.8～ 1.2の 範 囲 内 、 も し く は よ り 好 ま し く は 0.9～ 1.1の
範 囲 内 、 最 も 好 ま し く は 0.95～ 1.5の 範 囲 内 の よ う に ） 約 １ ま た は １ 以 上 で あ る こ と も 好
ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド 安 定 性 測 定 の た め の 試 験 は 当 業 者 に と っ て 公 知 で あ り 、 （ Evansら 、 上 述 ； W
O 97/40839） に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 陰 イ オ ン 交 換 HPLC
（ Ferreira, G.ら 、 1999, Pharm. Pharmacol. Commun., 5, pp57-59） ま た は キ ャ ピ ラ リ
ー ゲ ル 電 気 泳 動 （ Schmidtら 、 1999, Anal. Biochem., 274, 235-240） の い ず れ か に よ っ
て 、 ス ー パ ー コ イ ル 、 ccc、 プ ラ ス ミ ド DNAの 割 合 を 測 定 お よ び 定 量 す る 技 術 を 含 む 。 単 量
体 ： 二 量 体 cccの 比 率 は 、 （ い ず れ の イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 も 含 ま な い ） ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電
気 泳 動 お よ び EtBr染 色 後 、 UVP Bioimaging systemで 動 作 す る Labworks 4.0な ど の 市 販 の
ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た 、 画 像 強 度 解 析 に よ っ て 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 貯 蔵 媒 体 は 、 フ リ ー ラ ジ カ ル の 分 解 効 果 を 阻 害 す る 安 定 化 剤 を 含 有 す る 。 好 ま
し い 安 定 化 剤 は 安 定 化 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 を 含 み 、 更 に 、 好 ま し い 金 属 イ オ ン キ レ ー ト
剤 は 、 イ ノ シ ト ー ル 6リ ン 酸 、 ト リ ポ リ リ ン 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ
ン 四 酢 酸 （ EDTA） 、 ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン （ TRIS） 、 デ ス フ ェ ラ ー ル
、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ DTPA） お よ び エ チ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢
酸 （ EDDHA） を 含 有 す る 。 他 の 好 ま し い 安 定 化 剤 は 、 非 還 元 フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー で あ り 、 好 ま し く は 、 こ の よ う な 薬 剤 は エ タ ノ ー ル 、 メ チ オ ニ ン ま た は グ ル タ チ オ ン で
あ る 。 他 の 適 切 な キ レ ー ト 剤 お よ び ス カ ベ ン ジ ャ ー （ な ら び に 適 切 で な い も の ） は 、 （ WO
 97/40839に 記 載 さ れ る よ う な ） 通 常 の 実 験 に よ っ て 当 業 者 に よ り 、 容 易 に 同 定 さ れ う る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 存 在 す る 成 分 量 は 当 業 者 に よ っ て 決 定 さ れ う る が 、 一 般 的 に 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 は 0.
1-10mMの 範 囲 で あ り 、 エ タ ノ ー ル は 約 5％ （ v/v） 以 下 の 量 で 存 在 し 、 メ チ オ ニ ン は 約 0.1
～ 100mMで 存 在 し 、 グ ル タ チ オ ン は 約 0.1～ 10％ （ v/v） で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 安 定 化 剤 の 好 ま し い 組 合 せ は （ a） メ チ オ ニ ン ま た は EDTAと 組 み 合 わ さ れ た リ ン 酸 緩 衝
エ タ ノ ー ル 溶 液 、 （ b） メ チ オ ニ ン ま た は エ タ ノ ー ル （ も し く は メ チ オ ニ ン お よ び エ タ ノ
ー ル の 併 用 ） と 組 み 合 わ さ れ た Tris緩 衝 EDTAで あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 DNAお よ び ポ リ オ ー ル 、 す な わ ち 、 脱 金 属 水 ま た は リ ン 酸 も し く は Trisバ ッ フ ァ ー 中 の
ス ク ロ ー ス ま た は ト レ ハ ロ ー ス と 組 み 合 わ さ れ 、 そ の 後 、 本 発 明 の 装 置 上 で 乾 燥 さ れ う る
、 特 に 好 ま し い 製 剤 は 、
　 　 A. 10mMメ チ オ ニ ン お よ び 2.9%エ タ ノ ー ル
　 　 B. 3.7％ エ タ ノ ー ル お よ び 1mM EDTA
　 　 C. 100mM Tris、 1mM EDTAな ら び に 10mMメ チ オ ニ ン お よ び 2.9%エ タ ノ ー ル
　 　 D. 100mM Tris、 1mM EDTAお よ び 10mMメ チ オ ニ ン
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　 　 E. 100mM Tris、 1mM EDTAお よ び 2.9%エ タ ノ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 装 置 に お け る 好 ま し い 固 形 の 貯 蔵 媒 体 は 、 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 ま た は 非 還 元
フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 装 置 に お け る 好 ま し い
固 形 の 貯 蔵 媒 体 は 、 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 剤 お よ び 非 還 元 フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー の
両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら の 安 定 化 剤 に 加 え て 、 固 形 ワ ク チ ン 中 の DNAの 安 定 性 を 向 上 さ せ る た め に 、 更 な
る 方 法 を 取 り う る 。 例 え ば 、 製 剤 は 使 用 前 に （ 例 え ば Bioradの Chelex 100の よ う な 市 販 の
脱 金 属 樹 脂 を 使 用 す る こ と に よ っ て ） 脱 金 属 さ れ た 溶 液 を 用 い て 調 製 さ れ て も よ く 、 お よ
び /ま た は 、 製 剤 は 最 終 的 に 高 い pH（ 例 え ば pH 8～ 10） に 調 製 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 送 達 さ れ る べ き 薬 剤 お よ び 生 分 解 性 貯 蔵 媒 体 を 含 有 す る 製 剤 は 、 好 ま し く は 水 溶 液 に 混
合 さ れ た 後 、 支 持 構 材 上 で 乾 燥 さ れ る か 、 ま た は 、 製 剤 は 融 解 し た 後 、 支 持 構 材 上 に 塗 布
さ れ る こ と も あ り 得 る 。 好 ま し い 支 持 構 材 の 被 覆 方 法 は 、 ワ ク チ ン 抗 原 お よ び 水 溶 性 ポ リ
オ ー ル （ ト レ ハ ロ ー ス な ど ） の 水 溶 液 の 調 製 、 そ れ に 続 い て 、 １ 回 以 上 溶 液 に 構 材 を 浸 す
こ と に よ る 支 持 構 材 上 へ の 溶 液 の 被 覆 、 そ れ に 続 く 、 多 孔 性 の 塗 膜 を 形 成 す る た め の 室 温
で の 乾 燥 ま た は 凍 結 乾 燥 か ら 成 る 。 こ の 方 法 で は 、 初 期 の 水 溶 性 の ポ リ オ ー ル ま た は 糖 の
溶 液 が 粘 性 を 持 つ こ と が 好 ま し く 、 こ の よ う な 粘 性 は 40％ 糖 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 あ る い は ま た 、 バ ブ ル ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー の 技 術 分 野 で 一 般 的 に 使 用 さ れ る 技 術 に よ っ
て 、 わ ず か ピ コ リ ッ ト ル 量 の 溶 液 ま た は 融 解 し た 製 剤 が 個 々 の 支 持 構 材 上 に 噴 霧 さ れ 、 続
い て 乾 燥 さ れ う る 。 代 替 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 技 術 （ 噴 霧 乾 燥 、 噴 霧 凍 結 乾
燥 、 も し く は 乾 燥 お よ び 粉 砕 な ど ） を 用 い 、 比 較 的 低 い ガ ラ ス 転 移 温 度 （ 例 え ば 30℃ ） を
実 現 す る た め 含 水 量 を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 糖 な ど の ポ リ オ ー ル を 含 む 非 晶 性 製 剤 の 小
球 体 、 微 粒 子 ま た は 粉 末 を 調 製 し 、 続 い て 、 小 球 体 の ガ ラ ス 転 移 温 度 を 越 え る 温 度 （ 例 え
ば 45℃ ） に 加 温 し た 支 持 構 材 に 小 球 体 、 微 粒 子 ま た は 粉 末 を 密 着 さ せ る た め 、 噴 霧 ま た は
浸 漬 す る こ と で あ ろ う 。 被 覆 粒 子 は そ の 後 融 解 し 、 支 持 構 材 に 接 着 し た 後 、 乾 燥 さ せ 、 ま
た は 、 被 覆 さ れ た 支 持 構 材 は 更 に （ 残 存 す る 水 分 を 除 去 す る た め ） 乾 燥 さ れ 、 そ れ に よ っ
て 保 存 に 適 し た 貯 蔵 媒 体 の ガ ラ ス 転 移 温 度 を 増 加 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 あ る い は ま た 、 支 持 構 材 は 凍 結 被 覆 技 術 を 用 い て 被 覆 さ れ う る 。 例 え ば 、 極 微 針 支 持 構
材 の 温 度 を （ 例 え ば 液 体 窒 素 に 浸 す こ と に よ っ て ） 水 の 凝 固 点 以 下 に 低 下 さ せ 、 そ の 後 、
貯 蔵 媒 体 お よ び 薬 剤 の 水 溶 液 を 冷 却 し た 支 持 構 材 に 噴 霧 し て も よ く 、 ま た は 、 支 持 構 材 を
薬 剤 の 溶 液 に 浸 し て も よ い 。 こ の 方 法 で は 、 薬 剤 お よ び 貯 蔵 媒 体 は 速 や か に 極 微 針 支 持 構
材 に 接 着 し 、 そ の 後 、 貯 蔵 部 塗 膜 を 乾 燥 さ せ る た め に 、 凍 結 乾 燥 に よ っ て 昇 華 さ せ て も よ
く 、 ま た は よ り 高 温 で 蒸 着 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 極 微 針 支 持 体 を 被 覆 す る 別 の 方 法 は 、 そ れ ら を （ 優 れ た 接 触 を 確 実 に す る た め に 状 況 に
応 じ て 界 面 活 性 剤 を 含 む ） 水 な ど の 溶 媒 に 浸 し 、 そ の 後 、 溶 媒 に 可 溶 性 の 粉 末 状 の 貯 蔵 媒
体 に 湿 っ た 支 持 構 材 を 浸 し 、 続 い て 溶 媒 を 除 去 す る た め に 乾 燥 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 220 nm孔 隙 膜 を 通 し た 濾 過 滅 菌 を 可 能 と す る 十 分 な 流
動 性 を 持 っ た 貯 蔵 部 形 成 媒 体 の 粘 性 溶 液 に よ る 、 支 持 構 材 の 被 覆 方 法 が 提 供 さ れ る 。 更 に
、 濾 過 可 能 な 粘 性 糖 溶 液 製 剤 中 に 抗 原 を 含 有 す る ワ ク チ ン 製 剤 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な
濾 過 可 能 な 粘 性 糖 溶 液 の 好 ま し い 実 施 例 は 、 （ 乾 燥 前 の 最 終 ワ ク チ ン 製 剤 の 容 積 当 た り の
重 量 で ） 約 20か ら 約 50％ の 間 の 糖 溶 液 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 粘 性 の 濾 過 可 能 な 糖 溶 液
は 約 30か ら 約 45％ の 糖 の 範 囲 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 （ 乾 燥 前 の 最 終 ワ ク チ ン 製 剤 の 容
積 当 た り の 糖 重 量 で ） 約 40％ で あ る 。 こ の 状 況 に お い て 、 最 も 好 ま し い 糖 溶 液 は 、 ス ク ロ
ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス ま た は ラ ク ト ー ス を 含 む 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 高 濃 度 の 糖 溶 液 （ 例 え ば 20～ 40％ ） は 、 単 量 体 ccc型 で DNAの 安 定 性 を 増 加 さ せ る の で 好
ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ れ ら の 技 術 を 用 い て 、 各 々 の 皮 膚 穿 通 極 微 針 に は 比 較 的 多 量 の 薬 剤 を 装 填 し う る 。 各
々 の 穿 通 成 分 は 、 好 ま し く は 最 大 500 ngの DNA薬 剤 を 装 填 し 、 よ り 好 ま し く は 最 大 1μ gの D
NA薬 剤 を 装 填 し 、 よ り 好 ま し く は 最 大 5μ gの DNA薬 剤 を 装 填 し 、 最 も 好 ま し く は 最 大 10μ g
の DNA薬 剤 を 装 填 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 ヒ ト の 病 原 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 で き る 抗
原 ま た は 抗 原 組 成 を コ ー ド す る DNAを 含 み 、 そ の 抗 原 ま た は 抗 原 組 成 は 、 HIV-1、 （ tat, n
ef, gp120も し く は gp160な ど )、 ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 gD或 い は そ の 誘 導 体 な ど も し く
は HSV1或 い は HSV2由 来 の ICP27の よ う な 前 初 期 タ ン パ ク 質 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ （ esp
 Human） （ gBも し く は そ の 誘 導 体 な ど ） 、 ロ タ ウ イ ル ス （ 弱 毒 生 ウ イ ル ス を 含 む ） 、 エ プ
ス タ イ ン -バ ー ル ウ イ ル ス （ gp350も し く は そ の 誘 導 体 な ど ） 、 水 痘 ・ 帯 状 疱 疹 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス （ gpI, IIお よ び IE63な ど ） に 、 ま た は 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ 例 え ば B型 肝 炎 表 面 抗
原 も し く は そ の 誘 導 体 ） 、 A型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 C型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び E型 肝 炎 ウ イ ル ス な
ど の 肝 炎 ウ イ ル ス に 、 ま た は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 す な わ ち 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （
Fお よ び Gタ ン パ ク 質 或 い は そ の 誘 導 体 な ど ） 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル
ス 、 ム ン プ ス ウ イ ル ス 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ 例 え ば HPV6, 11, 16, 18, ..） 、 フ ラ ビ ウ
イ ル ス （ 例 え ば 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 ダ ニ 媒 介 性 脳 炎 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎
ウ イ ル ス ） も し く は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ 生 き た ウ イ ル ス ま た は 不 活 性 化 さ れ た ウ イ
ル ス 全 体 、 卵 或 い は MDCK細 胞 或 い は Vero細 胞 で 培 養 さ れ た 分 割 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、
も し く は （ R. Gluck, Vaccine, 1992, 10, 915-920に よ っ て 記 載 さ れ た ） イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス 粒 子 全 体 、 も し く は そ の 精 製 も し く は 組 換 え タ ン パ ク 質 ） な ど の 他 の ウ イ ル ス 性
病 原 体 に 由 来 し 、 ま た は 、 N. gonorrheaお よ び N. meningitidisを 含 む Neisseria spp（ 例
え ば 莢 膜 多 糖 類 お よ び そ の 共 役 物 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 ラ ク ト フ ェ リ ン 結
合 タ ン パ ク 質 、 PilC、 付 着 因 子 ） ； S. pyogenes（ 例 え ば Mタ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 、
C5Aプ ロ テ ア ー ゼ 、 リ ポ タ イ コ 酸 ） 、 S. agalactiae、 S. mutans； H. ducreyi； Branhamel
la catarrhalisと し て も 知 ら れ る M catarrhalisを 含 む Moraxella spp（ 例 え ば 高 分 子 量 お
よ び 低 分 子 量 付 着 因 子 お よ び invasin） ； B. pertussis（ 例 え ば pertactin、 百 日 咳 毒 素 も
し く は そ の 誘 導 体 、 線 維 状 血 球 凝 集 素 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 、 線 毛 ） 、 B. parapertuss
isお よ び B. bronchisepticaを 含 む Bordetella spp； M. tuberculosis（ 例 え ば ESAT6、 Ant
igen 85A、 -Bも し く は -C） 、 M. bovis、 M. leprae、 M. avium、 M. paratuberculosis、 M.
 smegmatisを 含 む Mycobacterium spp.； L. pneumophilaを 含 む Legionella spp,； 腸 管 毒
性  E. coli（ 例 え ば  定 着 因 子 、 易 熱 性 毒 素 も し く は そ の 誘 導 体 、 耐 熱 性 毒 素 も し く は そ
の 誘 導 体 ） 、 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 、 腸 内 病 原 性 大 腸 菌 （ 例 え ば  志 賀 毒 素 様 毒 素 も し く は そ
の 誘 導 体 ） を 含 む Escherichia spp,； V. cholera（ 例 え ば コ レ ラ 毒 素 も し く は そ の 誘 導 体
） を 含 む Vibrio spp； S. sonnei、 S. dysenteriae、 S. flexneriiを 含 む Shigella spp； Y
. enterocolitica（ 例 え ば Yopタ ン パ ク 質 ） 、 Y. pestis、 Y. pseudotuberculosisを 含 む Y
ersinia spp； spp C. jejuni（ 例 え ば 毒 素 、 付 着 因 子 お よ び invasin） な ら び に C. coliを
含 む Campylobacter； S. typhi、 S. paratyphi、 S. choleraesuis、 S. enteritidisを 含 む
Salmonella spp； L. monocytogenesを 含 む Listeria spp.； H. pylori（ 例 え ば ウ レ ア ー ゼ
、 カ タ ラ ー ゼ 、 空 胞 化 毒 素 ） を 含 む Helicobacter spp； P. aeruginosを 含 む Pseudomonas 
spp； S. aureus、 S. epidermidisを 含 む Staphylococcus spp.； E. faecalis、 E. faecium
を 含 む Enterococcus spp.； C. tetani（ 例 え ば 破 傷 風 毒 素 お よ び そ の 誘 導 体 ） 、 C. botul
inum（ 例 え ば ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 お よ び そ の 誘 導 体 ） 、 C. difficile（ 例 え ば ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 Aも し く は Bお よ び そ の 誘 導 体 ） を 含 む Clostridium spp.； B. anthracis（ 例 え ば ボ
ツ リ ヌ ス 毒 素 お よ び そ の 誘 導 体 ） を 含 む Bacillus spp.； C. diphtheriae（ 例 え ば ジ フ テ
リ ア 毒 素 お よ び そ の 誘 導 体 ） を 含 む Corynebacterium spp.； B. burgdorferi（ 例 え ば OspA
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, OspC, DbpA, DbpB） 、 B. garinii（ 例 え ば OspA, OspC, DbpA, DbpB） 、 B. afzelii（ 例
え ば OspA, OspC, DbpA, DbpB） 、 B. andersonii（ 例 え ば OspA, OspC, DbpA, DbpB） 、 B. 
hermsiiを 含 む Borrelia spp.； E. equiを 含 む Ehrlichia spp.お よ び ヒ ト 顆 粒 球 性 エ ー ル
リ ヒ ア 症 の 薬 剤 ； R. rickettsiiを 含 む Rickettsia spp； C. trachomatis（ 例 え ば MOMP、
ヘ パ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 ） 、 C. pneumoniae（ 例 え ば MOMP、 ヘ パ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 ） 、 C
. psittaciを 含 む Chlamydia spp.； L. interrogansを 含 む Leptospira spp.； T. pallidum
（ 例 え ば 希 少 な 外 膜 タ ン パ ク 質 ） 、 T. denticola、 T. hyodysenteriaeを 含 む Treponema s
pp.な ど の 細 菌 性 病 原 体 に 由 来 し 、 ま た は 、 P. falciparumを 含 む Plasmodium spp.； T. go
ndii（ 例 え ば SAG2, SAG3, Tg34） を 含 む Toxoplasma spp.； E. histolyticaを 含 む Entamoe
ba spp.； B. microtiを 含 む Babesia spp.； T. cruziを 含 む Trypanosoma spp.； G. lambli
aを 含 む Giardia spp.； L. majorを 含 む Leshmania spp.； P. cariniiを 含 む Pneumocystis 
spp.； T. vaginalisを 含 む Trichomonas spp.； S. mansoniを 含 む Schisostoma spp.な ど の
寄 生 生 物 に 由 来 し 、 ま た は 、 C. albicansを 含 む Candida spp.； C. neoformansを 含 む Cryp
tococcus spp.な ど の 酵 母 に 由 来 す る 。 他 の 好 ま し い 細 菌 性 ワ ク チ ン は 、 B型 H. influenza
e（ 例 え ば PRPお よ び そ の 共 役 物 ） 、 亜 型 判 定 不 能 H. influenzae、 例 え ば OMP26、 高 分 子 量
付 着 因 子 、 P5、 P6、 タ ン パ ク 質 Dお よ び リ ポ タ ン パ ク 質 D、 な ら び に フ ィ ン ブ リ ン お よ び フ
ィ ン ブ リ ン 誘 導 ペ プ チ ド （ US 5,843,464） を 含 む Haemophilus spp.に 由 来 す る 抗 原 を 含 有
す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 DNAワ ク チ ン 被 覆 装 置 は 予 防 用 ま た は 治 療 用 ワ ク チ ン 接 種 の た め 、 な ら び に 、 免 疫 応 答
の 刺 激 お よ び /ま た は 増 強 の た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 利 点 の １ つ は 、 DNA薬 剤 を 付 加 的 な 活 性 物 質 と 共 に 処 方 で き る こ と 、 他 の 固 形
の DNA薬 剤 で は 制 限 さ れ 得 る こ と で あ る 。 例 え ば 、 DNAワ ク チ ン は 更 に 、 細 胞 内 へ の DNAの
取 り 込 み を 促 進 す る 薬 剤 、 免 疫 応 答 を 向 上 お よ び /ま た は 誘 導 す る ア ジ ュ バ ン ト ま た は 他
の 免 疫 賦 活 剤 を 含 有 し て も よ く 、 ま た 更 に 薬 学 的 に 容 認 さ れ る 賦 形 剤 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 例 え ば 、 固 形 の 薬 剤 貯 蔵 媒 体 は 、 好 ま し く は DNA凝 縮 剤 、 例 え ば ス ペ ル ミ ジ ン ま た は PEI
（ ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ） を 含 有 し う る 。 製 剤 に 含 有 さ れ う る 他 の 賦 形 剤 は 、 バ ッ フ ァ ー 、
ア ミ ノ 酸 、 加 工 も し く は 保 存 の 間 塗 膜 の 相 変 化 を 防 ぐ た め に 添 加 さ れ う る 相 変 化 阻 害 剤 （
結 晶 阻 害 剤 ） 、 ま た は 、 ア ミ ノ 酸 の よ う な メ ー ラ ー ド 反 応 阻 害 剤 な ど の 、 加 工 も し く は 保
存 の 間 有 害 な 化 学 反 応 を 防 ぐ た め の 阻 害 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 DNAと 共 に 貯 蔵 媒 体 中 に 包 括 さ れ る 好 ま し い 付 加 的 な 薬 剤 は 、 DNA分 解 酵 素 阻 害 剤 で あ る
。 好 ま し い DNA分 解 酵 素 阻 害 剤 の １ つ の 例 は 、 ア ウ リ ン ト リ カ ル ボ ン 酸 （ ATA, Glasspool-
Malone, J.ら 、 (2000), Molecular Therapy 2: 140-146） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 更 に 、 本 発 明 の DNAワ ク チ ン は ま た 、 有 利 に ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 し う る 。 本 発 明 の ワ ク
チ ン に 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 IgEペ プ チ ド 免 疫 原 に 対 す る 抗 体 反 応 を 増 強 で き る ア ジ ュ
バ ン ト を 含 有 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る （ Vaccine Design - T
he Subunit and Adjuvant Approach, 1995, Pharmaceutical Biotechnology, Volume 6, 
Powell, M.F.,お よ び Newman, M.J.編 , Plenum Press, New York and London, ISBN 0-306
-44867-X） 。 本 発 明 の ワ ク チ ン に 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 免 疫 原 に 対 す る 抗 体 反 応 を 増 強
で き る ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 。 適 切 な 免 疫 活 性 化 剤 は 以 下 を 含 有 す る が 、 こ の 羅 列 は 決
し て 完 全 に 網 羅 さ れ た も の で は な く 、 他 の 薬 剤 を 除 外 す る 意 味 で は な い 。 す な わ ち 、 イ ミ
キ モ ド (imiquimod)[S-26308, R-837]、 （ Dockrellお よ び Kinghorn, 2001, Journal of An
timicrobial Chemotherapy, 48, 751-755; Harrisonら 、 Reduction of recurrent HSV di
sease using imiquimod alone or combined with a glycoprotein vaccine', Vaccine 19
: 1820-1826, (2001)） な ら び に レ ジ キ モ ド (resiquimod)[S-28463, R-848] （ Vasilakos
ら 、 'Adjuvant activites of immune response modifier R-848: Comparison with CpG O
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DN', Cellular immunology 204: 64-74 (2000).） の よ う な 合 成 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 、 ツ カ
レ ソ ー ル （ tucaresol） （ Rhodes, J.ら 'Therapeutic potentiation of the immune syste
m by costimulatory Schiff-base-forming drugs', Nature 377: 71-75 (1995)） の よ う
な 抗 原 提 示 細 胞 お よ び T細 胞 表 面 に 常 時 発 現 す る カ ル ボ ニ ル お よ び ア ミ ン の シ ッ フ 塩 基 、 G
M-CSF、 IL-1α 、 IL-1β 、 TGF-α お よ び TGF-β な ど の 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン γ 、 IL-2、 IL-12、 IL-15お よ び IL-18な ど の Th1誘 導 因 子 、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-1
0お よ び IL-13な ど の Th2誘 導 因 子 な ら び に MCP-1、 MIP-1α 、 MIP-1β 、 RANTES、 TCA-3、 CD8
0、 CD86お よ び CD40Lな ど の 他 の ケ モ カ イ ン お よ び 共 刺 激 遺 伝 子 を 含 む で あ ろ う 、 タ ン パ ク
質 ま た は ペ プ チ ド の い ず れ か の サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン お よ び 共 刺 激 分 子 、 CTLA-4お よ
び L-セ レ ク チ ン な ど の 他 の 免 疫 活 性 化 標 的 リ ガ ン ド 、 Fas、 （ 49） な ど の ア ポ ト ー シ ス 促
進 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド 、 バ ク ス フ ェ ク チ ン （ vaxfectin） （ Reyesら 、 'Vaxfectin e
nhances antigen specific antibody titres and maintains Th1 type immune responses
 to plasmid DNA immunization', Vaccine 19: 3778-3786） 、 ス ク ア レ ン 、 α -ト コ フ ェ
ロ ー ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80、 DOPCお よ び コ レ ス テ ロ ー ル な ど の 合 成 脂 質 性 ア ジ ュ バ ン ト 、
内 毒 素 [LPS]、 （ Beutler, B., 'Endotoxin, 'Toll-like receptor 4, and the afferent 
limb of innate immunity', Current Opinion in Microbiology 3: 23-30 (2000)） 、 CpG
オ リ ゴ -お よ び ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Sato, Y.ら 、 'Immunostimulatory DNA sequences necess
ary for effective intradermal gene immunization', Science 273 (5273): 352-354 (1
996). Hemmi, H.ら 、 'A Toll-like receptor recognizes bacterial DNA', Nature 408: 
740-745, (2000)、 な ら び に 、 合 成 マ イ コ バ ク テ リ ア リ ポ タ ン パ ク 質 、 マ イ コ バ ク テ リ ア
タ ン パ ク 質 p19、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 タ イ コ 酸 お よ び リ ピ ド Aな ど の Th1-誘 導 性 サ イ ト カ イ
ン を 産 生 す る た め Toll-like receptorの 引 き 金 と な る 他 の 潜 在 的 リ ガ ン ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Th1型 応 答 を 優 勢 に 誘 導 す る た め の あ る 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は 、 例 え ば 、 モ ノ ホ ス ホ
リ ル リ ピ ド Aま た は 好 ま し く は 3-デ -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aの よ う な リ ピ ド A誘
導 体 を 含 む 。 MPL（ 登 録 商 標 ） ア ジ ュ バ ン ト は Corixa Corporation（ Seattle, WA;例 え ば
、 米 国 特 許 第 4,436,727号 ； 4,877,611号 ； 4,866,034号 お よ び 4,912,094号 参 照 ） か ら 入 手
可 能 で あ る 。 CpGを 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ そ の 中 で CpGジ ヌ ク レ オ チ ド は メ チ ル 化 さ れ
て い な い ） も ま た Th1応 答 を 優 勢 に 誘 導 す る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 既 知 で あ
り 、 例 え ば 、 WO 96/02555、 WO 99/33488な ら び に 米 国 特 許 第 6,008,200号 お よ び 5,856,462
号 に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 活 性 化 DNA配 列 は ま た 、 例 え ば 、 Satoら 、 Science 273:352, 19
96に も 記 載 さ れ て い る 。 別 の 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は 、 Quil Aも し く は QS21お よ び QS7（ A
quila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA） を 含 有 す る そ の 誘 導 体 ； エ ス シ ン (Es
cin)； デ ィ ジ ト ニ ン (Digitonin);ま た は Gypsophilaも し く は Chenopodium quinoaサ ポ ニ ン
な ど の サ ポ ニ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て 、 好 ま し い 免 疫 活 性 化 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト は 、 PCT特 許 出
願 公 開 番 号 WO 94/17043（ そ の 内 容 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 記 載 さ れ
る よ う な 、 イ ミ キ モ ド ま た は 他 の 関 連 分 子 （ レ ジ キ モ ド な ど ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、 例 え ば Ulmerら 、 Science 259:1745-1749, 1993に 記 載 さ れ
、 Cohen, Science 259:1691-1692, 1993に よ っ て 概 説 さ れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
「 む き 出 し の 」 DNAと し て 投 与 /送 達 さ れ る 。 む き 出 し の DNAの 取 り 込 み は 、 細 胞 内 に 効 果
的 に 輸 送 さ れ る 、 金 も し く は 生 分 解 性 の ビ ー ズ な ど の 小 さ い マ イ ク ロ ビ ー ズ 上 に DNAを 被
覆 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム も し く は DEAEデ キ ス ト ラ ン な ど の 他 の 既
知 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 を 使 用 す る こ と に よ っ て 増 加 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 DNAは ま た 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 貯 蔵 媒 体 に 包 括 さ れ る す べ て の よ う な 担 体 と 共
役 し て 投 与 さ れ う る 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な リ ポ ソ ー ム は 、 例 え ば イ ミ ダ ゾ リ ウ ム 誘 導 体
（ WO95/14380） 、 グ ア ニ ジ ン 誘 導 体 （ WO95/14381） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 誘 導 体 （ WO95
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/35301） 、 ピ ペ ラ ジ ン 誘 導 体 （ WO95/14651） お よ び ビ グ ア ニ ド 誘 導 体 の よ う に 陽 イ オ ン 性
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 適 切 な 薬 学 的 に 容 認 さ れ る 賦 形 剤 の 例 は 、 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 等 張 バ ッ フ ァ ー
溶 液 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 薬 剤 ま た は ワ ク チ ン を 皮 膚 内 に 迅 速 且 つ 多 量 に 投 与 す る こ と が 、 本 発 明 の 意 図 で あ る 。
こ れ は 、 貯 蔵 媒 体 と し て 可 溶 性 の 高 い 炭 水 化 物 の 使 用 を 含 む 多 く の 方 法 に よ っ て 、 な ら び
に 、 投 与 の 間 の 極 微 針 構 材 の 振 動 お よ び /ま た は 加 熱 に よ っ て 更 に 促 進 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 各 ワ ク チ ン 用 量 に お い て 発 現 で き る DNA量 は 、 一 般 的 な ワ ク チ ン に お い て 著 し い 不 都 合
な 副 作 用 な し に 免 疫 防 御 反 応 を 誘 導 す る 量 と し て 選 択 さ れ る 。 こ の よ う な 量 は 、 用 い ら れ
る 特 定 の DNA構 築 物 に よ っ て 異 な る で あ ろ う が 、 各 用 量 は 一 般 的 に 1～ 1000μ gの DNA、 好 ま
し く は 1～ 500μ g、 よ り 好 ま し く は 1～ 100μ gを 含 有 し 、 最 も 好 ま し い 範 囲 は 1～ 50μ gで あ
ろ う と 予 想 さ れ る 。 特 定 の ワ ク チ ン に 対 す る 最 適 な 量 は 、 被 験 体 に お け る 適 切 な 免 疫 応 答
の 観 察 を 含 む 標 準 的 な 検 討 に よ っ て 確 定 さ れ 得 る 。 最 初 の ワ ク チ ン 接 種 に 続 い て 、 被 験 体
は 十 分 な 間 隔 を 置 い て １ 回 ま た は 数 回 の 追 加 免 疫 を 受 け て も よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 製 剤 は 予 防 お よ び 治 療 の 両 方 の 過 程 に 使 用 さ れ う る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 感 染
症 或 い は 癌 、 も し く は ア レ ル ギ ー 、 も し く は 自 己 免 疫 疾 患 に 感 受 性 の ま た は 罹 患 し て い る
哺 乳 類 の 治 療 方 法 の た め に 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 更 な る 態 様 で は 、 医 薬 用 に 本 明 細 書 に 記
載 さ れ る よ う な ワ ク チ ン が 提 供 さ れ る 。 ワ ク チ ン の 製 造 は 、 一 般 的 に New Trends and Dev
elopments in Vaccines, Vollerら 編 、 University Park Press, Baltimore, Maryland, U
.S.A. 1978に 記 載 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 例 示 さ れ る が 、 そ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
　

　 こ の 検 討 に 使 用 し た プ ラ ス ミ ド は す べ て 図 １ に 示 さ れ る 。 pEGFP-C1は GFP発 現 ベ ク タ ー
（ Clontech, Palo Alto, California, USA） で あ る 。 pGL3CMVは pGL3 Basicを 基 に し た ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー で あ り （ Promega Corporation., Madison, Wisconsin, USA）
、 そ こ で は CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー が ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 駆 動 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 pVAC1.ovaは 、 pUGOVAか ら PCR増 幅 さ れ た ニ ワ ト リ の オ ボ ア ル ブ ミ ン を コ ー ド す る cDNAを
発 現 ベ ク タ ー pVAC1に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 構 築 さ れ た 、 ニ ワ ト リ の オ ボ ア ル
ブ ミ ン 発 現 プ ラ ス ミ ド で あ る 。 pVAC1は 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー 、 pCI（ Promega） の 改 変 物 で
あ り 、 そ こ で は 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 EcoRIか ら Bst ZIま で が 、 pGL3Basic（ Promega）
か ら 増 幅 さ れ た 、 特 有 の Nhe I、 Rsr IIお よ び Xho Iに よ っ て 5'に 、 特 有 の Pac I、 Asc Iお
よ び Not I制 限 酵 素 部 位 に よ っ て 3'に 隣 接 し た EMCV IRES配 列 で 置 換 さ れ て い る 。 ス ー パ ー
コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNA（ 低 内 毒 素 ） を 、 ア ル カ リ SDS溶 解 法 、 限 外 濾 過 お よ び 陰 イ オ ン 交 換
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 組 合 せ を 用 い て 高 純 度 に 、 大 規 模 に 約 100mgの 収 量 で 精 製 し
た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド を TE（ 10mM TrisHCl, 1mM EDTA） 、 pH 8.0に 1μ g/μ lで 再 懸 濁 し 、 ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 解 析 で 95％ 以 上 を ス ー パ ー コ イ ル と 判 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド を 、 通 常 の 大 規 模 エ タ ノ ー ル 沈 殿 法 に よ っ て 、 針 を 被 覆 す る た め に 様 々 な 溶
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凍 結 乾 燥 プ ラ ス ミ ド DNAに よ る 針 の 被 覆 の 実 証
1.1プ ラ ス ミ ド の 調 製 お よ び 製 剤



液 中 に 製 剤 し た 。 沈 殿 さ せ た DNAを 直 ち に 0.5～ 12μ g/μ lの 濃 度 で 水 性 製 剤 溶 液 に 再 懸 濁
し た （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook, J.ら 、 第 2版 , 1989, CSH l
aboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, USAの １ 章 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 8号 の 縫 い 針 （ A817, Miliners, Milward, Coats Crafts, UK） を John Lewis partnersh
ip, PLC（ London, UK.） か ら 入 手 し た 。 皮 下 注 射 針 、 Microlance 3、 30G、 26G、 25Gお よ
び 21Gは Becton and Dickinson（ New Jersey, USA） か ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 縫 い 針 の 1.0～ 1.5cmを 被 覆 す る よ う に 、 1.5 mlの プ ラ ス ミ ド 剤 に 30～ 60秒 間 １ 回 浸 す こ
と に よ っ て 縫 い 針 を 被 覆 し 、 針 を 2mlの 凍 結 乾 燥 ガ ラ ス バ イ ア ル の ゴ ム 栓 に 釣 り 下 げ た 。 2
mlプ ラ ス チ ッ ク ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ 、 Sarstedt（ Numbrecht, Germany） 中 の 1.5m
lの プ ラ ス ミ ド 剤 に バ ラ ン ス を と る た め に 、 手 動 で 1mlシ リ ン ジ に 取 り 付 け た 皮 下 注 射 針 を
同 様 に 被 覆 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 酸 処 理 す る 針 を 濃 塩 酸 （ HCl） に 5秒 間 浸 し 、 続 い て 蒸 留 水 で 洗 浄 し 、 ペ ー パ ー タ オ ル 上
で 風 乾 し た 。 そ の 後 、 針 は 滅 菌 ガ ラ ス ビ ー カ ー に 保 存 さ れ 、 15 psiで 20分 間 、 １ 回 の 湿 式
オ ー ト ク レ ー ブ サ イ ク ル に 供 さ れ た 。 そ の 後 、 針 を ド ラ フ ト 内 で 乾 燥 さ せ 、 室 温 で 保 存 し
た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 被 覆 し た 針 を 、 Modulyo 4K Freezer Dryer（ Edwards, Crawley, UK） を 用 い て -45℃ 以
下 で 最 低 １ 時 間 、 真 空 下 で 凍 結 乾 燥 し た 。 DNAで 被 覆 し 凍 結 乾 燥 し た 針 は 、 直 ち に 使 用 さ
れ る か ま た は 、 4℃ で 密 封 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 室 温 で 、 2mlプ ラ ス チ ッ ク ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ 、 Sarstedt中 の 0.5mlの 100mM Tr
is /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9% エ タ ノ ー ル 中 で 30分 間 振 と う す る こ
と に よ っ て 、 被 覆 し た 針 か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 溶 出 し た 。 そ の 後 、 標 準 的 な エ タ ノ ー ル 沈
殿 （ Sambrook, Jら 、 上 述 ） に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 回 収 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル へ の 適 用
の た め に 、 20～ 30μ lの 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9% エ タ
ノ ー ル に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 プ ラ ス ミ ド DNAお よ び 被 覆 後 針 か ら 溶 出 さ れ た そ れ を 、 製 品 の 使 用 説 明 書 Invitrogen Co
rporation（ Carlsbad, California, USA） に 従 っ て 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む 0.8％
ま た は 1.2％ ア ガ ロ ー ス E-ゲ ル の い ず れ か で 通 常 通 り に 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 被 覆 し た 針 か ら 直 接 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 内 へ の プ ラ ス ミ ド DNAの 放 出 の 程 度 を 観 察 す る た め
に 、 2.5cm厚 、 1％ ア ガ ロ ー ス （ Ultra Pure, Life Technologies, Paisley, Scotland, UK
） ゲ ル を 流 し 込 ん だ 。 プ ラ ス ミ ド DNAの 針 か ら ア ガ ロ ー ス へ の 放 出 を 可 能 に す る た め に 、
針 を ウ ェ ル の 直 背 部 の ア ガ ロ ー ス に 挿 入 し た 。 そ の 後 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド ま た は 他 の
DNA可 視 化 物 質 の 非 存 在 下 、 100V、 100mAで １ ～ ２ 時 間 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た （ Sambrook
, J.ら 、 上 述 の ６ 章 参 照 ） 。 そ の 後 、 製 品 の 使 用 説 明 書 （ Molecular Probes, Eugene, Or
egon, USA.） に 従 い SYBR Gold染 色 に よ っ て 、 DNAを 可 視 化 し た 。 UVP8000 gel analysis s
ystem（ UVP Life Sciences, Cambridge, UK.） の Visionworks packageを 用 い て 、 ゲ ル 解
析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 溶 液 か ら の プ ラ ス ミ ド DNAに よ る 鋭 い 被 覆 表 面 の 実 現 可 能 性 を 調 べ る た め に 、 酸 処 理 し
た 縫 い 針 で 最 初 の 実 験 を 行 っ た 。 8号 の 縫 い 針 を 、 水 ま た は 0.85％ 生 理 食 塩 水 の い ず れ か
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1.2針 お よ び 被 覆 方 法

1.3プ ラ ス ミ ド DNAの 凍 結 乾 燥 お よ び 溶 出

1.4ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル 「 針 放 出 ア ッ セ イ 」

1.5安 定 化 剤 を 含 む 水 溶 液 中 の 高 濃 度 の DNAに よ る 縫 い 針 の 被 覆



で 調 製 し た 0.5μ g/μ l～ 5μ g/μ lの 範 囲 の プ ラ ス ミ ド DNA溶 液 に ２ ～ ３ 時 間 、 １ 回 浸 し た
。 針 を 慎 重 に 移 動 さ せ 、 凍 結 乾 燥 し 、 そ の 後 、 500μ lの TE中 で 30分 間 激 し く 振 と う す る こ
と に よ っ て DNAを 溶 出 す る 前 に 60時 間 密 封 し て 4℃ で 保 存 し た 。 DNAを エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ
っ て 濃 縮 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 し た 。 部 分 的 に 分 解 さ れ た 100ng以 下 の DNAが 5μ g
/μ l生 理 食 塩 水 の サ ン プ ル か ら 回 収 さ れ た 。 他 の サ ン プ ル は ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 検 出 さ れ る
十 分 な DNAを 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 酸 処 理 は 短 期 間 の プ ラ ス ミ ド DNAの 安 定
性 に 不 利 な 影 響 を 与 え る 第 一 鉄 お よ び 第 二 鉄 金 属 イ オ ン の 組 合 せ を 生 じ る と 考 え ら れ た （
Evansら 、 上 述 ； WO 97/40839） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 針 の 被 覆 方 法 を 改 善 し 、 DNA分 解 を 減 少 さ せ る た め に 、 金 属 イ オ ン の 存 在 下 で プ ラ ス ミ
ド の 安 定 性 の 増 加 を 示 す 多 く の 薬 品 （ 例 え ば キ レ ー ト 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ
ャ ー ） の 存 在 下 で 、 プ ラ ス ミ ド を 水 溶 液 に 製 剤 し た （ Evansら 、 上 述 ； WO 97/40839） 。 金
属 イ オ ン の 形 成 を 減 少 さ せ る た め に 、 縫 い 針 は ま た メ タ ノ ー ル で 洗 浄 さ れ 風 乾 さ れ た 。 プ
ラ ス ミ ド DNA溶 液 は 、 100mM Tris、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ タ ノ ー ル pH 8.0中
で 5μ g/μ lま た は 10μ g/μ lと 非 常 に 高 濃 度 に 調 製 さ れ た （ 製 剤 ２ ） 。 8号 の 縫 い 針 を 4℃
で 一 晩 溶 液 に １ 回 浸 す こ と に よ っ て DNAで 被 覆 し 、 針 を 慎 重 に 移 動 さ せ 、 凍 結 乾 燥 し 、 そ
の 後 、 DNAを 直 ち に 溶 出 し 、 濃 縮 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の よ う な 解 析 の デ ー タ を 図 ２ に 示 し 、 酸 処 理 お よ び メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 針 の 被 覆 を 比
較 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 試 験 群 は 以 下 の レ ー ン で 泳 動 さ れ た 。 す な わ ち 、
1) 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega） 。 2) HCl処 理 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 5μ g/μ lス ト ッ
ク か ら 溶 出 し た pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 。 3) HCl処 理 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 10μ g/μ lス ト ッ
ク か ら 溶 出 し た pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 。 4) メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 5μ g/μ l
ス ト ッ ク か ら 溶 出 し た pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 。 5) メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 10
μ g/μ lス ト ッ ク か ら 溶 出 し た pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 。 6) pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 0.5
μ g。 7) pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 1.0μ g。 8) pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g
。 9) pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 10.0μ g。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 酸 処 理 に よ っ て 生 じ た 過 剰 な 金 属 イ オ ン の 非 存 在 下 で は 、 5μ g/μ lサ ン プ ル か ら 1～ 2μ
gの 非 分 解 DNAが 回 収 さ れ 、 一 方 、 10μ g/μ lサ ン プ ル は 10μ g以 上 の 収 量 を も た ら す 。 こ れ
は 、 DNAが 縫 い 針 の よ う な 鋭 利 な 物 体 を 被 覆 し 凍 結 乾 燥 で き 、 大 部 分 が 完 全 に 溶 出 で き る
原 理 を 確 立 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　 次 に 、 針 の 被 覆 の 再 現 性 お よ び 針 上 で 4℃ で 保 存 し た 凍 結 乾 燥 プ ラ ス ミ ド DNAの 短 期 間 の
安 定 性 を 検 討 し た 。 100mM Tris、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ タ ノ ー ル pH 8.0中 5
μ g/μ lま た は 10μ g/μ lの プ ラ ス ミ ド DNA溶 液 （ 製 剤 ２ ） を 、 8号 の 縫 い 針 上 に 被 覆 、 凍 結
乾 燥 し 、 DNAを 直 ち に 溶 出 、 ま た は 4℃ で 1～ 4日 間 保 存 し た 。 こ の よ う な 解 析 の デ ー タ を 図
３ に 示 し 、 各 時 間 保 存 さ れ た 針 を 二 連 で 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
(A)メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 5μ g/μ lス ト ッ ク か ら 溶 出 し た pEGFP-C1プ ラ ス
ミ ド 。
【 ０ ０ ９ １ 】
(B)メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 10μ g/μ lス ト ッ ク か ら 溶 出 し た pEGFP-C1プ ラ ス
ミ ド 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
各 ゲ ル に お け る レ ー ン を 示 す 。 す な わ ち 、 1) pEGFP-C1プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g (A)、
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針 上 に 被 覆 し た 後 の 高 濃 度 の プ ラ ス ミ ド の 安 定 性



10.0μ g (B)。 2) 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega） 。 3) お よ び 4) 被 覆 直 後 の 溶 出 。 5) 
お よ び 6) 縫 い 針 上 で 4℃ 16時 間 保 存 後 の 溶 出 。 7) お よ び 8) 縫 い 針 上 で 4℃ 40時 間 保 存 後
の 溶 出 。 9) お よ び 10) 縫 い 針 上 で 4℃ 64時 間 保 存 後 の 溶 出 。 11) お よ び 12) 縫 い 針 上 で 4
℃ 88時 間 保 存 後 の 溶 出 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 被 覆 、 凍 結 乾 燥 し た 針 上 で 、 最 大 5μ gの 大 量 の プ ラ ス ミ ド が 、 大 部 分 完 全 に 保 持 で き 、
4℃ 66～ 88時 間 後 に 溶 出 で き る 。 し か し 、 被 覆 、 溶 出 ま た は 保 存 は 若 干 変 化 し や す さ が 見
ら れ 、 10μ g/μ lサ ン プ ル は 最 小 の 変 化 を 示 し た 。 共 有 結 合 閉 環 状 （ ccc） DNA（ 図 ３ 、 下
の プ ラ ス ミ ド バ ン ド ） の 開 環 状 （ oc） （ 図 ３ 、 上 の プ ラ ス ミ ド バ ン ド ） へ の 変 換 は 、 保 存
の 際 に 時 間 と と も に 起 こ る と 思 わ れ る 。 こ れ ら の 問 題 は 更 な る 製 剤 の 改 良 で 対 処 さ れ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　 100mM Tris、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ タ ノ ー ル pH 8.0中 の プ ラ ス ミ ド （ 製 剤
２ ） で あ る が 、 付 加 的 に ト レ ハ ロ ー ス ま た は ス ク ロ ー ス の い ず れ か の 低 濃 度 の 糖 （ 17.5％
） 「 LS」 ま た は 高 濃 度 の 糖 （ 40％ ） 「 HS」 を 含 む 更 な る 製 剤 を 、 針 の 被 覆 お よ び 凍 結 乾 燥
後 の 短 期 間 の 安 定 性 に つ い て 評 価 し た 。 こ の よ う な 解 析 の 溶 出 し た DNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 を 図 4に 示 す 。 針 の 被 覆 、 溶 出 お よ び DNAの 完 全 性 に つ い て 、 17.5％ ス ク ロ ー ス （
LS） も し く は ト レ ハ ロ ー ス （ LT） （ プ ラ ス ミ ド DNAは 5μ g/μ l） 、 ま た は 40％ ス ク ロ ー ス
（ HS、 プ ラ ス ミ ド DNAは 12μ g/μ l） も し く は ト レ ハ ロ ー ス （ HT、 プ ラ ス ミ ド DNAは 5μ g/μ
l） を 含 む 製 剤 が 比 較 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
図 ４ は 、
(A) メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 製 剤 （ HS） ま た は 製 剤 （ HT） か ら 溶 出 し た pGL3
CMVプ ラ ス ミ ド 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
(B) メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 に 被 覆 し た 製 剤 （ LS） ま た は （ LT） か ら 溶 出 し た pGL3CMV
プ ラ ス ミ ド 。 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 図 の レ ー ン は 以 下 を 示 す 。 す な わ ち 、 1) 1μ gの 1kb DNA
ラ ダ ー （ Promega） 。 2) 被 覆 直 後 の 溶 出 、 HS： (A)、 LS： (B)。 3) 縫 い 針 上 で 4℃ 16時 間 保
存 後 の 溶 出 、 HS： (A)、 LS： (B)。 4) 縫 い 針 上 で 4℃ 40時 間 保 存 後 の 溶 出 、 HS： (A)、 LS： (
B)。 5) 縫 い 針 上 で 4℃ 64時 間 保 存 後 の 溶 出 、 HS： (A)、 LS： (B)。 6) 被 覆 直 後 の 溶 出 、 HT
： (A)、 LT： (B)。 7) 縫 い 針 上 で 4℃ 16時 間 保 存 後 の 溶 出 、 HT： (A)、 LT： (B)。 8) 縫 い 針
上 で 4℃ 40時 間 保 存 後 の 溶 出 、 HT： (A)、 LT： (B)。 9) 縫 い 針 上 で 4℃ 64時 間 保 存 後 の 溶 出
、 HT： (A)、 LT： (B)。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 低 濃 度 お よ び 高 濃 度 の 糖 の 存 在 、 特 に 後 者 （ 図 ４ a参 照 ） は 、 針 上 を 被 覆 し た 凍 結 乾 燥 D
NAの 再 現 性 お よ び 安 定 性 を 改 善 し た 。 糖 の 存 在 下 、 4℃ で ３ 日 間 保 存 し た 際 、 開 環 状 プ ラ
ス ミ ド DNAの 比 率 に 明 白 な 増 加 は な く 、 プ ラ ス ミ ド DNAは 大 部 分 ccc型 の ま ま 保 持 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
　
　 再 水 和 に よ る 、 縫 い 針 上 を 被 覆 し た 高 濃 度 の 糖 製 剤 （ HS、 実 施 例 ３ ） か ら の 凍 結 乾 燥 し
た プ ラ ス ミ ド DNAの 放 出 ま た は 「 送 達 」 率 を 観 察 す る た め に 、 実 験 を 行 っ た 。 針 の 被 覆 の
た め に 、 ス ト ッ ク プ ラ ス ミ ド DNAを 12μ g/μ lで 付 加 的 に 40％ ス ク ロ ー ス （ HS） ま た は 5μ g
/μ lで ト レ ハ ロ ー ス を 含 む 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ
タ ノ ー ル （ 製 剤 ２ ） に 再 懸 濁 し た 。 DNA「 放 出 」 は 、 15秒 か ら 15分 ま で 時 間 を 増 加 さ せ 、
電 気 泳 動 を 行 う た め に 、 厚 い 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル の ウ ェ ル の す ぐ 上 に 、 新 た に 凍 結 乾 燥 し
た プ ラ ス ミ ド DNAで 被 覆 し た 針 を 置 く こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。 そ の 後 、 使 用 で き る 最 も
高 感 度 の DNA染 色 液 、 SYBR goldで ゲ ル を 染 色 し た （ 図 ５ A参 照 ） 。 余 分 の プ ラ ス ミ ド を ア
ガ ロ ー ス に 「 刺 し た 」 後 の 針 か ら 溶 出 し 、 沈 殿 さ せ 、 上 述 の よ う に SYBR gold染 色 し た ア
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針 上 に 被 覆 し た 後 の 高 濃 度 の プ ラ ス ミ ド の 短 期 安 定 性 の 改 善

高 濃 度 の プ ラ ス ミ ド の 被 覆 針 か ら ア ガ ロ ー ス ゲ ル へ の 放 出



ガ ロ ー ス ゲ ル で 解 析 し た （ 図 ５ B参 照 ） 。 図 ５ に 示 さ れ た そ の 結 果 は 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 大
部 分 （ 90％ 以 上 ） 約 10μ gが 1～ 2分 で 針 か ら 放 出 さ れ る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
図 ５ は 、
(A) ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 挿 入 直 後 、 時 間 の 増 加 に 際 し て 、 被 覆 し た 縫 い 針 か ら 放 出 さ れ た プ
ラ ス ミ ド 。
【 ０ １ ０ ０ 】
(B) ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 挿 入 直 後 、 時 間 の 増 加 に 際 し て (A)、 被 覆 し た 縫 い 針 に 保 持 さ れ 、
溶 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド で あ り 、 各 レ ー ン は 以 下 を 示 す 。 す な わ ち 、
1) 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega） 。 2) 15秒 間 の ゲ ル 放 出 、 （ HT） 。 3) 60秒 間 の ゲ ル
放 出 、 （ HT） 。 4) 2分 間 の ゲ ル 放 出 、 （ HT） 。 5) 5分 間 の ゲ ル 放 出 、 （ HT） 。 6) 15分 間
の ゲ ル 放 出 、 （ HT） 。 7) 空 き 。 8) 15秒 間 の ゲ ル 放 出 、 （ HS） 。 9) 60秒 間 の ゲ ル 放 出 、
（ HS） 。 10) 2分 間 の ゲ ル 放 出 、 （ HS） 。 11) 5分 間 の ゲ ル 放 出 、 （ HS） 。 12) 15分 間 の ゲ
ル 放 出 、 （ HS） 。 13) 空 き 。 14) pGL3CMVプ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 0.5μ g。 15) pGL3CMVプ ラ
ス ミ ド 標 準 品  - 1.0μ g。 16) pGL3CMVプ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g。 17) pGL3CMVプ ラ ス ミ
ド 標 準 品  - 12.0μ g。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ０ １ 】
　
　 単 一 の 針 上 を 被 覆 し 、 凍 結 乾 燥 さ れ 得 る プ ラ ス ミ ド DNAの 用 量 を 増 加 さ せ る た め に 、 中
空 の 皮 下 注 射 針 は 、 よ り 大 き な 表 面 積 を 持 ち 、 中 空 で な い 縫 い 針 よ り 多 く の DNAを 収 容 す
る で あ ろ う と 仮 定 さ れ た 。 縫 い 針 の た め の 同 一 の 被 覆 処 理 と 並 行 し て 、 30G皮 下 注 射 針 を
同 様 の プ ラ ス ミ ド DNA/針 被 覆 処 理 に よ っ て （ HS製 剤 を 用 い た 、 図 ４ b参 照 ） 被 覆 し 、 溶 出
さ れ る プ ラ ス ミ ド 量 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 し た 。 各 々 の 種 類 で 個 別 の ５
本 の 針 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 レ ー ン は 1) 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega
） 、 2)、 3)、 4)、 5) お よ び 6) 被 覆 し た メ タ ノ ー ル 洗 浄 縫 い 針 か ら 溶 出 し た pGL3CMVプ ラ
ス ミ ド 、 7)、 8)、 9)、 10) お よ び 11) 被 覆 し た 30G皮 下 注 射 針 か ら 溶 出 し た pGL3CMVプ ラ ス
ミ ド 。 12) pGL3CMVプ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 30G皮 下 注 射 針 の 使 用 は 、 縫 い 針 を 被 覆 す る プ ラ ス ミ ド 量 の 少 な く と も ２ 倍 の 増 加 を も
た ら し た 。 こ れ は 、 中 空 で な い 針 と 比 較 し て 、 よ り 多 く の DNAが 中 空 の 針 を 被 覆 で き る こ
と を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ０ ３ 】
　

　 針 を 被 覆 、 凍 結 乾 燥 後 の そ れ ら の DNA放 出 能 力 に つ い て 、 完 全 な HS製 剤 （ 実 施 例 ３ に 記
載 ） の 個 々 の 成 分 の い く つ か が 欠 け て い る 一 連 の 異 な る DNA製 剤 を 、 完 全 な HSお よ び LS製
剤 と 共 に 比 較 し た 。 針 の 種 類 ： 本 解 析 で は 10号 の 縫 い 針 お よ び 21G、 25G、 26G、 30Gま で の
範 囲 の 皮 下 注 射 針 を 比 較 し た 。 DNA放 出 は 「 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 放 出 ア ッ セ イ 」 に よ っ て 実 施
例 ４ 、 図 ５ に 記 載 さ れ た よ う に 検 定 し 、 放 出 時 間 は 約 ２ 分 、 続 い て ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た
。 こ の よ う な デ ー タ を 図 ７ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
レ ー ン に は 、 以 下 の 製 剤 で 被 覆 し た 針 を 穿 刺 し た 。 す な わ ち 、
図 ７ A　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図 ７ B
製 剤 お よ び 針 の 組 合 せ
レ ー ン ： -
1) A1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 F1
2) A2　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 空 き
3) A3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 F2
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単 一 の 縫 い 針 と 比 較 し た 単 一 の 皮 下 注 射 針 上 に 被 覆 し た プ ラ ス ミ ド の 用 量 の 改 善

被 覆 お よ び 凍 結 乾 燥 後 、 縫 い 針 お よ び 皮 下 注 射 針 か ら の プ ラ ス ミ ド DNA放 出 の た め に 最
適 な 製 剤



4) A4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 空 き
5) A5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 F3
6) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 空 き
7) B1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 F4
8) B2　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 空 き
9) B3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 F5
10) B4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
11) B5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  G1
12) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
13) C1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  G2
14) C2　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
15) C3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  G3
16) C4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
17) C5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  G4
18) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
19) D1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  G5
20) D2　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
21) D3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  H1
22) D4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
23) D5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  H2
24) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
25) E1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  H3
26) E2　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
27) E3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  H4
28) E4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
29) E5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  H5
30) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
31) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  I1
32) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
33) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  I2
34) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
35) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  I3
36) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
37) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  I4
38) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
39) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  I5
40 - 45) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 空 き
46) pVac1ova プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 0.5μ g　 　 pVac1ova プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 0.5μ g
47) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
48) pVac1ova プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g　 　 pVac1ova プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g
49) 空 き 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  空 き
50) 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega） 　 　 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega）
製 剤 は 以 下 の 符 号 を 用 い て 記 述 さ れ る 。 す な わ ち 、
A) 40％ ス ク ロ ー ス 、 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ タ ノ
ー ル （ HS）
B) 17.5％ ス ク ロ ー ス 、 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ タ
ノ ー ル （ LS）
C) 40％ ス ク ロ ー ス 、 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 2.9%エ タ ノ ー ル （ HS-メ チ オ ニ
ン ）
D) 40％ ス ク ロ ー ス 、 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン （ HS-エ タ ノ ー
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ル ）
E) 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン 、 2.9%エ タ ノ ー ル （ 製 剤 ２ ）
F) 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 2.9%エ タ ノ ー ル （ 製 剤 ２ -メ チ オ ニ ン ）
G) 100mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン （ 製 剤 ２ -エ タ ノ ー ル ）
H) 40％ ス ク ロ ー ス 水 溶 液
I) 10mM Tris /HCl pH 8.0、 1mM EDTA、
1 - 縫 い 針 、 8号
2 - 30G 皮 下 注 射 針
3 - 26G皮 下 注 射 針
4 - 25G皮 下 注 射 針
5 - 21G皮 下 注 射 針
　 デ ー タ は 、 こ の ア ッ セ イ に お い て 最 適 な DNA放 出 の た め の 好 ま し い 製 剤 は （ 17.5％ も し
く は 40％ の い ず れ か で ） ス ク ロ ー ス を 含 む も の 、 ま た は 、 キ レ ー ト 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ
ル ス カ ベ ン ジ ャ ー の 完 全 な 製 剤 （ 製 剤 ２ ） 、 ま た は よ り 好 ま し く は 両 方 の 組 合 せ で あ る こ
と を 示 唆 す る 。 デ ー タ は ま た 、 検 査 し た 製 剤 の 大 多 数 に 対 し て 、 こ の ア ッ セ イ に お け る DN
A放 出 は 縫 い 針 お よ び 26Gよ り 大 き い 口 径 の 皮 下 注 射 針 （ 26Gが 最 適 ） の 使 用 が 最 良 で あ り
、 30G皮 下 注 射 針 は こ の ア ッ セ イ に お け る DNA放 出 が 最 も 乏 し い こ と を 実 証 す る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 実 施 例 ６ お よ び 図 ７ に 記 載 さ れ た よ う な 、 完 全 な HS製 剤 （ 実 施 例 ３ ） の 個 々 の 成 分 の い
く つ か が 欠 け て い る 一 連 の 異 な る DNA製 剤 を 、 針 を 被 覆 、 凍 結 乾 燥 後 、 短 期 間 の 保 存 の 際
の そ れ ら の ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNAを 安 定 化 さ せ る 能 力 に つ い て 比 較 し た 。 メ タ ノ
ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 を 、 被 覆 、 凍 結 乾 燥 し 、 4℃ で 7日 間 保 存 し た 。 そ の 後 、 プ ラ ス ミ ド DN
Aを 標 準 的 な 方 法 で 溶 出 、 回 収 し 、 イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 非 存 在 下 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳
動 （ 100V、 100mAで ２ 時 間 ） を 行 っ た （ Sambrook, J.ら 、 上 述 ） 。 次 に 、 SYBR goldに よ る
染 色 お よ び UV光 の 下 で 可 視 化 し た 後 、 溶 出 し た プ ラ ス ミ ド DNAの 完 全 性 を 観 察 し た 。 こ の
よ う な デ ー タ は 図 ８ に 示 さ れ 、 こ れ ら は 、 実 施 例 ６ に 記 載 し た よ う な 様 々 な 異 な る 製 剤 、
A - I中 に 製 剤 さ れ た メ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 縫 い 針 か ら 、 保 存 後 、 溶 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド DNA
を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
レ ー ン ： -
1) 1μ gの 1kb DNAラ ダ ー （ Promega）
2) pVac1ova プ ラ ス ミ ド 標 準 品  - 5.0μ g
3) お よ び  (4) 製 剤 A（ サ ン プ ル が 失 わ れ た -レ ー ン 3）
5) お よ び  (6) 製 剤 B
7) お よ び  (8) 製 剤 C
9) お よ び  (10) 製 剤 D
11) お よ び  (12) 製 剤 E
13) お よ び  (14) 製 剤 F
15) お よ び  (16) 製 剤 G
17) お よ び  (18) 製 剤 H
19) お よ び  (20) 製 剤 I
　 デ ー タ は 、 針 か ら 溶 出 す る 際 、 キ レ ー ト 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー と 糖 の
組 合 せ を 含 む 製 剤 が 最 も 大 き く 最 も 再 現 性 の あ る プ ラ ス ミ ド の 収 率 を も た ら す こ と を 確 認
し た 。 そ の デ ー タ は 、 キ レ ー ト 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー と 糖 の 組 合 せ を 含
む 製 剤 で の み 、 プ ラ ス ミ ド DNAが 主 に 単 量 体 ス ー パ ー コ イ ル 型 で の 放 出 の た め に 維 持 さ れ
る こ と を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ０ ７ 】
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針 の 被 覆 、 凍 結 乾 燥 お よ び 保 存 後 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 安 定 化 の た め に 最 適 な 製 剤



　

　 被 覆 し た 針 か ら の プ ラ ス ミ ド DNAの 送 達 は 、 メ ス の Balb/c x C3H F1マ ウ ス の 筋 内 （ IM）
お よ び 皮 内 （ ID） の 両 方 に 行 わ れ た 。 IM送 達 の た め に 、 除 去 す る 前 10～ 20秒 間 、 DNAで 被
覆 し た 30G皮 下 注 射 針 を 前 も っ て 毛 を 剃 っ た 大 腿 筋 に 挿 入 し た 。 ID送 達 の た め に 、 マ ウ ス
を イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 し 、 低 倍 率 顕 微 鏡 下 で 、 被 覆 し た 30G皮 下 注 射 針 を 前 も っ て 毛 を 剃
っ た 腹 部 に ２ 分 間 挿 入 し た 。 陽 性 対 照 と し て 、 生 理 食 塩 水 中 の 10μ gの プ ラ ス ミ ド DNAを 標
準 的 な 手 順 に よ っ て IMお よ び IDの 両 方 に 注 射 し た 。 10匹 の 動 物 群 ま た は 組 織 群 を 6つ の 陽
性 対 照 と 対 比 し て 解 析 し た 。 マ ウ ス を 殺 し て 、 サ ン プ ル を プ ラ ス ミ ド 送 達 48時 間 後 に 取 り
出 し 、 液 体 窒 素 で 素 早 く 凍 結 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 筋 肉 お よ び 皮 膚 サ ン プ ル を 室 温 で 解 凍 し 、 IKA Labortechnic Ultra turrax T8 polytro
nを 用 い て 、 500μ lの passive lysis buffer（ Promega Corporation, Madison, Wisconsin
, USA） で 破 砕 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト （ Promega） を 用 い て 、 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 40μ lの 溶 解 液 を （ 二 連 で ） 黒 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Nunc） で 200
μ lの ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 試 薬 （ Promega） と 共 に 分 析 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ RL
U） は TopCountNXT HTSシ ン チ レ ー シ ョ ン ・ ル ミ ネ ッ セ ン ス カ ウ ン タ ー （ Packard） で １ 秒
当 た り の カ ウ ン ト と し て 測 定 さ れ た 。 総 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル を 用
い て Coomassie Plus protein assay reagent kit（ Pierce） に よ っ て 算 出 さ れ た 。 簡 潔 に
述 べ る と 、 5μ lの 細 胞 溶 解 液 を 145μ lの 水 （ Sigma） お よ び 150μ lの coomasie blue reage
ntと 共 に 96ウ ェ ル 平 底 プ レ ー ト （ Costar） で 分 析 し た 。 Molecular Devices Spectra Max 
340で 595nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 相 対 発 光 量 （ RLU） /mg総 タ ン パ ク
質 と し て 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の よ う な 実 験 の デ ー タ を 図 ９ に 示 し 、 そ こ で 、 被 覆 針 か ら 放 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由
来 す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 、 標 準 的 な IM（ 図 ９ A） お よ び ID（ 図 ９ B） 注 射 に よ っ て 送 達
さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る そ れ と 比 較 す る 。 デ ー タ は 、 被 覆 針 投 与 か ら の ID DNA放 出 後
少 な く と も 1/10の マ ウ ス は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 陽 性 で あ り 、 同 様 の IM処 置 後 少 な く と も
3/10の マ ウ ス は 陽 性 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 こ れ は 、 コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 ま た は 抗 原 の 発
現 を 可 能 と な る た め に 転 写 活 性 型 で 針 を 被 覆 し た 場 合 、 プ ラ ス ミ ド DNAが こ れ ら の 製 剤 か
ら 放 出 さ れ 得 る と い う 原 理 を 実 証 す る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ １ ０ 】
　

　 マ ウ ス の 皮 膚 へ の ID送 達 は 、 実 施 例 ８ に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。 実 施 例 ８ の よ う に 、 特
に 指 定 の な い 限 り in vivoで の 遺 伝 子 送 達 の た め に 使 用 さ れ る す べ て の DNA製 剤 は 、 10mg/m
lの pGL3CMVプ ラ ス ミ ド DNAな ら び に 40％ ス ク ロ ー ス 、 100mM Tris/HCl pH 8.0、 1mM EDTA、
10mMメ チ オ ニ ン お よ び 2.9％ エ タ ノ ー ル を 含 有 し 、 前 述 の よ う に 凍 結 乾 燥 に よ っ て 縫 い 針
上 に 被 覆 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 実 験 か ら の デ ー タ を 図 １ ０ に 示 す が 、 そ こ で は 、 （ 30G皮 下 注 射 針 ま た は 縫 い 針 の い ず
れ か の ） 「 被 覆 針 か ら 放 出 さ れ た 」 プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 、 標 準 的
な ID注 射 に よ っ て 送 達 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る そ れ と 比 較 さ れ た 。 デ ー タ は 、 少 な く
と も 5/9の マ ウ ス は 皮 下 注 射 針 注 入 か ら の ID DNA放 出 後 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 陽 性 で あ り
、 6/9の マ ウ ス は 縫 い 針 注 入 か ら の ID DNA放 出 後 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 陽 性 で あ る こ と を
示 唆 し た 。 個 々 の 動 物 に お け る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 概 し て 、 ID注 射 に よ っ て 10μ gの プ
ラ ス ミ ド DNAが 送 達 さ れ た 動 物 に 匹 敵 す る 、 ま た は そ れ 以 上 で あ る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
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被 覆 、 凍 結 乾 燥 し た 針 か ら の 、 機 能 的 に 活 性 の あ る プ ラ ス ミ ド DNAの in vivo送 達 の 実 証
in vivo送 達 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ

被 覆 、 凍 結 乾 燥 し た 針 か ら の 皮 内 （ ID） へ の プ ラ ス ミ ド DNAの in vivo送 達 が 、 液 体 プ ラ
ス ミ ド DNAの 注 射 と 同 様 の 遺 伝 子 発 現 効 率 を 示 し 得 る こ と の 実 証
in vivo送 達 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ



【 ０ １ １ ２ 】
　

　 IDお よ び IM両 送 達 の た め に 、 DNA放 出 を 可 能 に す る よ う に ２ 本 の 縫 い 針 を 同 時 に 挿 入 し
、 両 方 の 場 合 で 、 針 を ２ 分 間 組 織 内 に 留 め た こ と を 除 き 、 マ ウ ス の 皮 膚 へ の IDお よ び IM送
達 に 関 し て 、 こ れ は 実 施 例 ８ に 記 載 さ れ る よ う に 行 わ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 賦 形 剤 を 加 え た プ ラ ス ミ ド DNA/ス ク ロ ー ス 製 剤 に よ っ て 同 様 に 被 覆 し た 5 mm間 隔 の ２ 本
針 -ア レ イ 電 極 を 用 い 、 BTX 830 square wave electroporation device（ BTX, California
, USA） を 用 い て 、 DNA送 達 の ２ 分 後 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 図 １ １ Aに 示 し た ID送 達 実 験 に つ い て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 条 件 は 、 125マ イ ク ロ 秒
の パ ル ス 間 隔 で 、 875ボ ル ト 、 100マ イ ク ロ 秒 の 3パ ル ス 、 続 い て 極 性 を 逆 に し て 、 100マ イ
ク ロ 秒 の 3パ ル ス （ Glasspool-Malone, J.ら 、 (2000), Molecular Therapy 2: 140-146）
で あ る 。 デ ー タ は 、 ９ 匹 の 動 物 の 、 被 覆 し て い な い 針 の 場 合 は ３ 匹 の 平 均 値 と し て 、 秒 当
た り の カ ウ ン ト （ CPS） / mgタ ン パ ク 質 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 で 表 さ れ る 。 こ の 実 験 に お
い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 被 覆 電 極 か ら 放 出 さ れ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 促 進
さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ９ 匹 の 動 物 す べ て の よ う に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 被 覆 針 か
ら 放 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ９ 匹 の 動 物 は す べ て 遺 伝 子 発 現 が 陽 性 で あ っ た （ デ ー
タ は 示 さ な い ） 。 デ ー タ は 、 こ れ ら の 条 件 下 で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が ID被 覆 針 送 達 か
ら の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 平 均 ２ ～ ３ 倍 増 強 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 １ １ Bに 示 し た IM送 達 実 験 に つ い て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 条 件 は 、 1秒 の パ ル ス 間
隔 で 、 900ボ ル ト 、 100マ イ ク ロ 秒 の 3パ ル ス 、 続 い て 極 性 を 逆 に し て 、 100マ イ ク ロ 秒 の 3
パ ル ス （ Vicat, J.,ら 、 (2000), Human Gene Therapy 11: 909-916） で あ る 。 デ ー タ は 、
９ 匹 の 動 物 の 、 被 覆 し て い な い 針 の 場 合 は ３ 匹 の 平 均 値 と し て 、 相 対 発 光 量 （ RLU） / mg
タ ン パ ク 質 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 で 表 さ れ る 。 こ の 実 験 に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が
被 覆 針 か ら 放 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る 1/9の 動 物 が 遺 伝 子 発 現 に つ い て 陽 性 で あ っ
た が 、 一 方 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 被 覆 電 極 か ら 放 出 さ れ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ
て 促 進 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る 6/9の 動 物 が 遺 伝 子 発 現 に つ い て 陽 性 で あ っ た （ デ ー
タ は 示 さ な い ） 。 デ ー タ は 、 こ れ ら の 条 件 下 で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が IM被 覆 針 送 達 か
ら の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 平 均 約 ５ 倍 増 強 す る こ と を 示 唆 す る 。 そ れ は ま た 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン が 、 被 覆 針 ま た は 電 極 か ら 放 出 さ れ る プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る 遺 伝 子 発 現 に つ い
て 陽 性 で あ る 動 物 数 を 増 加 さ せ 得 る こ と も 示 唆 す る 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ １ ６ 】
　

　 マ ウ ス の 皮 膚 へ の ID送 達 に 関 し て 、 こ れ は 実 施 例 ８ に 記 載 さ れ る よ う に 行 わ れ た が 、 次
の よ う な 改 変 を 伴 う 。 十 字 型 で 中 空 の 、 シ リ コ ン の 基 板 か ら 出 て い る 、 軸 に 開 口 部 を 持 つ
極 微 針 は 深 反 応 性 イ オ ン エ ッ チ ン グ deep reactive ion etching（ DRIE） 法 （ Griss, P.お
よ び Stemme, G., 'Side-Opened Out-of-Plane Microneedles for Microfluidic Transder
mal Liquid Transfer', (2002), In 'Micromachined Interfaces for Medical and Bioch
emical Applications', PHD Thesis, Griss, P., Royal Institute of Technology, Stoc
kholm, Sweden） に よ っ て 製 造 さ れ た 。 極 微 針 の 条 件 は 、 10 x 10で 100本 の 極 微 針 の 等 間
隔 の 配 列 を 持 つ 5mm x 5mm平 方 の シ リ コ ン マ イ ク ロ チ ッ プ で あ っ た 。 個 々 の 極 微 針 の 長 さ
は 240～ 250ミ ク ロ ン で あ っ た 。 5mm x 5mm平 方 の シ リ コ ン マ イ ク ロ チ ッ プ は 、 マ ウ ス の 皮
膚 へ の 使 用 を 可 能 に す る た め に 1cm平 方 の 保 持 板 の 中 心 に 固 定 さ れ た 。 前 述 の よ う に 、 Gil
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被 覆 、 凍 結 乾 燥 し た 針 か ら の 機 能 的 に 活 性 の あ る プ ラ ス ミ ド DNAの in vivo送 達 が エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 促 進 さ れ 得 る こ と の 実 証
in vivo送 達 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ

被 覆 、 凍 結 乾 燥 し た 極 微 針 か ら の 機 能 的 に 活 性 の あ る プ ラ ス ミ ド DNAの in vivo送 達 お よ
び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 実 証
in vivo送 達 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ



sonピ ペ ッ ト を 用 い て 極 微 針 の 表 面 に 10μ lの DNA/糖 /賦 形 剤 製 剤 を 塗 布 し 、 被 覆 し た 極 微
針 を 凍 結 乾 燥 す る こ と に よ っ て 、 シ リ コ ン マ イ ク ロ チ ッ プ を 被 覆 し た 。 前 も っ て 毛 を 剃 っ
た Balb/cマ ウ ス の 尾 の 付 け 根 上 の 下 背 部 の 皮 膚 に 、 こ れ ら を 取 り 付 け た 。 極 微 針 使 用 部 位
に 5μ lの リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 を 塗 布 す る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス の 皮 膚 の こ の 領 域 を 予 め
水 和 さ せ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 マ ウ ス を 酸 素 制 御 イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 マ ス ク を 用 い た 通 常 の 麻 酔 下 で 維 持 し 、 麻 酔 下 で 、
し か し 極 微 針 を 使 用 す る 前 に 、 鎮 痛 剤 と し て 5mg/Kg（ 20μ l/マ ウ ス で 送 達 ） の 皮 下 投 与 で
リ マ ダ イ ル （ カ ル プ ロ フ ェ ン ） を 与 え た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 極 微 針 が 使 用 さ れ た 毛 を 剃 っ た 皮 膚 の 折 り 目 に 、 1mm間 隔 の 1cm平 方 カ リ パ ス 電 極 を 用 い
、 BTX 830 square wave electroporation device（ BTX, California, USA） を 用 い て 、 DN
A送 達 の ２ 分 後 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 条 件 は 100マ イ ク ロ 秒 の パ ル ス 間 隔 で
、 75ボ ル ト 、 20マ イ ク ロ 秒 の 3パ ル ス （ Zhang, Lら 、 (2002), Biochim. Biophysic. Acta 
1572: 1-9） で あ っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 そ こ で の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 増 強 さ れ た 「 被 覆 極 微
針 か ら 放 出 さ れ た 」 プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る （ Micro + elec） 、 実 験 か ら の デ ー タ を 図 １ ２
に 示 す 。 こ の 実 験 に お い て 、 4/7の 動 物 は 遺 伝 子 発 現 が 陽 性 で あ り 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性
は 被 覆 極 微 針 か ら 放 出 さ れ た 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 後 の プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る こ と を
示 し 、 こ れ が 皮 膚 へ の 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム と し て 機 能 で き る こ と を 実 証 し た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ ２ ０ 】
　

　 製 剤 中 で 用 い ら れ る 糖 の 量 ま た は 糖 の 種 類 の い ず れ か を 変 え た 、 一 連 の 異 な る DNA製 剤
の プ ラ ス ミ ド DNAの 安 定 性 を 比 較 す る た め に 、 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た も の と 同 様 の 手 順 を
実 施 し た 。 前 述 の DNA安 定 性 お よ び 放 出 の た め に 最 適 な 他 の す べ て の 賦 形 剤 は す べ て の 製
剤 中 に 存 在 し た （ す な わ ち 、 100mM TrisHCl pH8.0、 1mM EDTA、 10mM メ チ オ ニ ン お よ び 2.
9％ エ タ ノ ー ル ） 。 針 を 被 覆 お よ び 凍 結 乾 燥 後 、 37℃ で １ ヶ 月 ま で 保 存 し 、 そ れ ら の ス ー
パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNAを 安 定 化 さ せ る 能 力 に つ い て 、 製 剤 を 比 較 し た （ 促 進 DNA安 定 性
試 験 ） 。 そ の 後 、 標 準 的 な 手 法 で プ ラ ス ミ ド DNAを 溶 出 、 回 収 し 、 イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 の
非 存 在 下 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 （ 100V、 100mAで ２ 時 間 ） を 行 っ た （ Sambrook, J.ら
、 上 述 ） 。 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド に よ る 染 色 お よ び UV光 の 下 で 可 視 化 し た 後 、 溶 出 し た プ
ラ ス ミ ド DNAの 完 全 性 を 観 察 し た 。 UVP Bioimaging system上 の Labworks 4.0画 像 解 析 ソ フ
ト ウ ェ ア を 用 い た 画 像 強 度 と し て 、 こ れ ら の サ ン プ ル か ら の ス ー パ ー コ イ ル 単 量 体 お よ び
二 量 体 の プ ラ ス ミ ド 型 な ら び に ま た 直 鎖 型 お よ び 開 環 型 の 比 率 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 デ ー タ は 、 縫 い 針 を 被 覆 、 凍 結 乾 燥 し 、 37℃ で 保 存 し た 後 の ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド
（ ％ ccc） 、 単 量 体 （ ％ cccmon） お よ び 二 量 体 （ ％ cccdim） の 両 プ ラ ス ミ ド 型 の 比 率 の グ
ラ フ と し て 、 図 １ ３ に 示 さ れ た 。 使 用 し た プ ラ ス ミ ド 製 剤 は 様 々 な 量 の 糖 を 含 む 。 す な わ
ち 、 図 １ ３ A： 5％ ス ク ロ ー ス 、 図 １ ３ B： 10％ ス ク ロ ー ス 、 図 １ ３ C： 17.5％ ス ク ロ ー ス 、
図 １ ３ D： 40％ ス ク ロ ー ス 、 図 １ ３ E： 40％ ト レ ハ ロ ー ス 、 図 １ ３ F： 40％ グ ル コ ー ス で あ
る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 デ ー タ は 、 糖 を 含 む 製 剤 す べ て が 高 度 の プ ラ ス ミ ド 安 定 性 を 維 持 し 、 37℃ で 最 大 １ ヶ 月
ま で 保 存 し た 後 で も 、 80％ 以 上 、 最 大 98％ の プ ラ ス ミ ド が ス ー パ ー コ イ ル 型 の ま ま で あ る
こ と を 示 し た 。 40％ （ w/v） の 糖 レ ベ ル を 含 有 す る 製 剤 に 関 し て 、 ト レ ハ ロ ー ス か ら ス ク
ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス ま で 変 化 さ せ た 糖 製 剤 で は 好 ま し い 単 量 体 型 が 優 勢 で あ り 、 単 量 体 と
二 量 体 の プ ラ ス ミ ド 型 間 の バ ラ ン ス は 相 対 的 に 一 定 の ま ま で あ る （ 図 １ ３ D、 １ ３ Eお よ び
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針 上 に 被 覆 、 凍 結 乾 燥 お よ び 37℃ で 保 存 後 の 、 異 な る 糖 製 剤 に お け る プ ラ ス ミ ド DNAの
安 定 性



１ ３ F） 。 よ り 低 濃 度 の ス ク ロ ー ス を 含 む 製 剤 に 関 し て 、 特 に 37℃ で の 長 期 の 保 存 で は 、
二 量 体 型 が 単 量 体 を 越 え て 優 位 を 占 め る 傾 向 が あ る （ 図 １ ３ A、 １ ３ Bお よ び １ ３ C） 。 概
し て 、 デ ー タ は 、 製 剤 中 に よ り 高 レ ベ ル の 糖 が 存 在 す る と プ ラ ス ミ ド DNAの よ り 高 い 安 定
性 を も た ら す こ と と 一 致 し て い る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ２ ３ 】
　

　 40％ ス ク ロ ー ス 中 に プ ラ ス ミ ド DNA（ 10mg/ml） を 含 む 凍 結 乾 燥 DNA/ス ク ロ ー ス 製 剤 の サ
ン プ ル を 調 製 し 、 ま た 、 付 加 的 に 100mM TrisHCl pH8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン お よ
び 2.9％ エ タ ノ ー ル を 含 む サ ン プ ル を 調 製 し た 。 サ ン プ ル を 分 割 し 、 1時 間 ま た は 24時 間 の
い ず れ か の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル に 供 し た 。 そ の 後 、 固 体 の 状 態 を 決 定 す る た め に 、 サ ン プ ル
を 示 差 走 査 熱 量 測 定 （ DSC） に よ る 解 析 に 供 し た 。 こ れ は 、 20ml/minの 流 速 で 、 パ ー ジ ガ
ス と し て 窒 素 を 用 い 、 25℃ ～ 300℃ の 温 度 範 囲 に 渡 っ て 、 TA Instruments DSC2920 machin
eで 行 わ れ た 。 サ ン プ ル パ ン の 種 類 は ピ ン ホ ー ル ア ル ミ ニ ウ ム で あ り 、 サ ン プ ル 重 量 は 解
析 の 当 日 に Mettler M3 balanceで 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 デ ー タ を 図 １ ４ に 示 し た 。 す べ て の サ ン プ ル は 40％ ス ク ロ ー ス 中 に プ ラ ス ミ ド DNA（ 10m
g/ml） を 含 む 。 図 １ ４ Aお よ び Bで は 、 製 剤 は ま た 100mM TrisHCl pH8.0、 1mM EDTA、 10mM
メ チ オ ニ ン お よ び 2.9％ エ タ ノ ー ル を 含 み 、 図 １ ４ Aお よ び Cは 24時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル
を 表 し 、 図 １ ４ Bお よ び Dは 1時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 表 す 。 デ ー タ は 、 す べ て の サ ン プ
ル が 、 約 78℃ （ 図 １ ４ A） 、 85℃ （ 図 １ ４ B） 、 74℃ （ 図 １ ４ C） 、 63℃ （ 図 １ ４ D） で 観 測
さ れ る ス ク ロ ー ス ガ ラ ス 転 移 温 度 を 持 つ 非 晶 性 ス ク ロ ー ス を 含 む こ と を 示 唆 し 、 そ れ は 文
献 に 公 表 さ れ て い る 値 と よ く 一 致 す る （ 5） 。 デ ー タ は 、 短 時 間 お よ び 長 時 間 の 凍 結 乾 燥
サ イ ク ル の 両 方 が 非 晶 性 ス ク ロ ー ス ガ ラ ス を 生 成 で き る こ と を 示 唆 す る 。 非 晶 性 ガ ラ ス は
高 濃 度 の プ ラ ス ミ ド DNA存 在 下 お よ び ま た 記 載 し た す べ て の 賦 形 剤 の 存 在 下 で も 形 成 で き
る 。 し か し 、 結 晶 性 物 質 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る か 否 か 、 ま た は DSC解 析 自 体 の 間 に 形 成
さ れ る か 否 か は 不 明 だ っ た の で 、 そ の 後 更 に 、 サ ン プ ル の 非 晶 性 /結 晶 性 質 を 決 定 す る た
め に サ ン プ ル を 偏 光 顕 微 鏡 の 技 術 に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
偏 光 顕 微 鏡 に よ る 凍 結 乾 燥 し た プ ラ ス ミ ド DNA製 剤 の 解 析
　 上 述 の DSC解 析 の た め に 調 製 し た 凍 結 乾 燥 プ ラ ス ミ ド DNA/ス ク ロ ー ス （ ± 賦 形 剤 ） サ ン
プ ル を 、 偏 光 顕 微 鏡 に よ っ て 解 析 し た 。 対 照 サ ン プ ル は 1時 間 お よ び 24時 間 サ イ ク ル で 凍
結 乾 燥 し た 40％ ス ク ロ ー ス の み で 調 製 さ れ 、 ま た 、 ス ク ロ ー ス な ら び に 主 要 な 固 体 賦 形 剤
、 す な わ ち 、 メ チ オ ニ ン 、 Tris HClお よ び EDTAの 結 晶 サ ン プ ル も ま た 解 析 さ れ た 。 こ れ は
、 比 較 の た め 、 お よ び 製 剤 中 に 存 在 す る あ ら ゆ る 結 晶 性 物 質 の 出 現 に 留 意 す る た め で あ っ
た 。 解 析 は 、 液 浸 油 で 標 本 に さ れ 覆 わ れ た サ ン プ ル を 用 い て Zeiss STD16-444111偏 光 顕 微
鏡 で 行 わ れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 デ ー タ は 図 １ ５ に 示 さ れ 、 そ こ で は す べ て の 製 剤 が 40％ ス ク ロ ー ス 中 に プ ラ ス ミ ド DNA
（ 10mg/ml） を 含 む 。 図 １ ５ Aで は 、 製 剤 は ま た 100mM TrisHCl pH8.0、 1mM EDTA、 10mMメ
チ オ ニ ン お よ び 2.9％ エ タ ノ ー ル を 含 み 、 図 １ ５ Cで は 、 40％ ス ク ロ ー ス の み を 含 み 、 図 １
５ Dは 主 要 な 固 体 賦 形 剤 の 結 晶 を 示 す 。 1AM、 2AMお よ び 3AMは 24時 間 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 表
し 、 一 方 、 1ST、 2STお よ び 3STは 1時 間 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 表 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 図 １ ５ Cか ら 、 40％ ス ク ロ ー ス 単 独 で 行 わ れ た 1時 間 お よ び 24時 間 の 両 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル
が 予 想 通 り 非 晶 性 ガ ラ ス だ け を 生 じ る こ と は 明 白 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 １ ５ Bか ら 、 40％ ス ク ロ ー ス 製 剤 へ の プ ラ ス ミ ド DNA（ 10mg/ml） の 添 加 は 、 概 ね 非 晶
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示 差 走 査 熱 量 測 定 （ DSC） に よ る 凍 結 乾 燥 し た プ ラ ス ミ ド DNA製 剤 の 解 析



性 ガ ラ ス の 形 成 を 可 能 に す る が 、 い く ら か の 結 晶 性 ス ク ロ ー ス の 部 分 的 な 形 成 を 可 能 に す
る （ 2AMお よ び 2STサ ン プ ル は 、 ス ク ロ ー ス か も し れ な い 、 い く ら か の 結 晶 粒 子 の 痕 跡 を 含
む 非 晶 性 物 質 で 構 成 さ れ る ） 。 し か し 、 図 １ ５ Aか ら 、 DNA/ス ク ロ ー ス 製 剤 へ の 賦 形 剤 の
添 加 は 、 24時 間 凍 結 乾 燥 し た サ ン プ ル に お い て 結 晶 性 粒 子 形 成 の 量 を 減 少 さ せ （ 1AM、 サ
ン プ ル の 大 部 分 は 非 晶 性 物 質 の 層 で 構 成 さ れ る 。 結 晶 性 粒 子 は ほ と ん ど 存 在 し な い ） 、 1
時 間 の 短 い 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル に 関 し て は 、 結 晶 性 粒 子 の 形 成 の 痕 跡 は な く 、 非 晶 性 ガ ラ ス
の み で あ る 。 こ れ は 、 ス ク ロ ー ス 中 の プ ラ ス ミ ド DNAへ の 記 載 し た 賦 形 剤 の 添 加 が 、 DNA放
出 お よ び 分 解 か ら の 安 定 性 の 改 善 を 助 け る だ け で な く 、 短 い 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル で は 非 晶 性
ガ ラ ス 形 態 態 の 保 護 に も 役 立 つ こ と を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ １ ２ ９ 】
　

　 上 述 の よ う な 賦 形 剤 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNA製 剤 中 に 存 在 す る ポ リ オ ー ル /糖 の 性 質 が 、 凍
結 乾 燥 で 非 晶 性 ガ ラ ス を 生 成 す る た め の こ の よ う な 製 剤 の 能 力 に 影 響 を 与 え る か を 決 定 す
る た め に 、 ポ リ オ ー ル を 変 え た 。 存 在 す る ポ リ オ ー ル の み が 異 な る 多 数 の 同 様 な 製 剤 を 作
成 し 、 凍 結 乾 燥 し 、 偏 光 顕 微 鏡 に よ っ て 解 析 し た 。 こ の 場 合 に は Olympus BX51偏 光 顕 微 鏡
を 使 用 し た こ と 以 外 、 こ れ は 実 施 例 １ ３ に 記 載 さ れ た も の と 同 様 の 方 法 で 行 わ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 デ ー タ は 図 １ ６ に 示 さ れ 、 そ こ で は す べ て の 製 剤 が 、 凍 結 乾 燥 し た プ ラ ス ミ ド DNA（ 10m
g/ml） お よ び 100mM TrisHCl pH8.0、 1mM EDTA、 10mMメ チ オ ニ ン お よ び 2.9％ エ タ ノ ー ル を
含 む 。 図 １ ６ A、 サ ン プ ル １ ： 40％ w/vフ ィ コ ー ル 、 サ ン プ ル ２ ： 20％ w/vデ キ ス ト ラ ン 、
サ ン プ ル ３ ： 40％ w/vス ク ロ ー ス 、 サ ン プ ル ４ ： 20％ w/vマ ル ト ト リ オ ー ス 、 図 １ ６ B、 サ
ン プ ル ５ ： 20％ w/vラ ク ト ー ス 、 サ ン プ ル ６ ： 30％ w/vマ ル ト ー ス 、 サ ン プ ル ７ ： 40％ w/v
グ ル コ ー ス 、 サ ン プ ル ８ ： 40％ w/vト レ ハ ロ ー ス 。 記 載 さ れ た す べ て の サ ン プ ル お よ び 解
析 さ れ た す べ て の 製 剤 が 、 結 晶 性 物 質 の 存 在 の 痕 跡 を ほ と ん ど ま た は 全 く 持 た ず に 非 晶 性
ガ ラ ス を 形 成 し た こ と に 注 目 せ よ 。 20％ w/vデ キ ス ト ラ ン を 含 む サ ン プ ル ２ に 記 載 の 製 剤
は 、 そ の 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 解 析 に よ っ て 、 溶 液 か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 沈 殿 さ せ
る こ と を 示 し （ デ ー タ は 示 さ な い ） 、 従 っ て 好 ま し い 製 剤 で は な い と 思 わ れ る こ と に 注 意
せ よ 。 こ の デ ー タ は 、 凍 結 乾 燥 さ せ た 場 合 、 記 載 さ れ た 賦 形 剤 を 加 え た プ ラ ス ミ ド DNAが
、 文 献 （ Hatley, R.お よ び Blair, J., (1999), Journal of Molecular Catalysis B: Enz
ymatic 7: 11-19.） に 記 載 さ れ た 様 々 な ポ リ オ ー ル /糖 に よ っ て 非 晶 性 ガ ラ ス 形 態 態 で 維
持 さ れ 得 る こ と を 実 証 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ １ 】
【 図 １ Ａ Ｂ 】 図 １ Ａ Ｂ は 本 研 究 で 用 い ら れ る プ ラ ス ミ ド を 示 す 。 　 A. pEGFP-C1、 B. pGL3
CMV
【 図 １ Ｃ 】 図 １ Ｃ は 本 研 究 で 用 い ら れ る プ ラ ス ミ ド を 示 す 。 　 C. pVAC1.ova
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 縫 い 針 上 へ の 被 覆 お よ び 迅 速 な 溶 出 後 の 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DN
A、 pEGFP-C1の 分 析 の た め の 、 E-gelを 用 い た 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 縫 い 針 上 へ の 被 覆 お よ び 溶 出 後 の 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNA、 pEG
FP-C1の 分 析 の た め の 、 E-gelを 用 い た 1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 縫 い 針 上 へ の 被 覆 お よ び 4℃ で 様 々 な 時 間 保 存 さ れ た 縫 い 針 か ら の 溶 出
後 の 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNA、 pGL3CMVの 分 析 の た め の 、 E-gelを 用 い た 1.2%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 縫 い 針 上 へ の 被 覆 後 の 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNA、 pGL3CMVの 分 析
の た め の 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ EtBr） 非 存 在 下 で の 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す
。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 縫 い 針 ま た は 30G皮 下 注 射 針 上 へ の 被 覆 お よ び 迅 速 な 溶 出 後 の 、 ス ー パ
ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNA、 pGL3CMVの 分 析 の た め の 、 E-gelを 用 い た 1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電
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気 泳 動 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 縫 い 針 ま た は 異 な る ゲ ー ジ の 皮 下 注 射 針 上 へ の 被 覆 お よ び ア ガ ロ ー ス へ
の 「 放 出 」 後 の 、 （ 5μ g/μ lで 様 々 な 異 な る 製 剤 に 再 懸 濁 し た ） 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス
ミ ド DNA、 pVac1ovaの 分 析 の た め の 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ EtBr） 非 存 在 下 で の 1%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド DNA、 pVac1ovaの 分 析 の た め の エ チ ジ ウ ム ブ ロ
マ イ ド （ EtBr） 非 存 在 下 で の 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 生 理 食 塩 水 の 標 準 的 な IDお よ び 標 準 的 な IM送 達 の 対 照 と 比 較 し て 、 DNA
で 被 覆 し た 30 G皮 下 注 射 針 か ら マ ウ ス の 皮 内 （ ID、 図 ９ A） ま た は 筋 内 （ IM、 図 ９ B） の い
ず れ か に 送 達 さ れ た 、 プ ラ ス ミ ド pGL3CMVに 由 来 す る （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 の
） 比 較 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 生 理 食 塩 水 の 標 準 的 な ID送 達 の 対 照 と 比 較 し て 、 DNAで 被 覆 し た 30 
G皮 下 注 射 針 お よ び DNAで 被 覆 し た 縫 い 針 か ら マ ウ ス の 皮 内 （ ID） に 送 達 さ れ た 、 プ ラ ス ミ
ド pGL3CMVに 由 来 す る （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 の ） 比 較 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 示
す 。
【 図 １ １ Ａ 】 図 １ １ Ａ は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 加 え た 、 DNAで 被 覆 し た ２ 本 針 ア レ
イ 電 極 と 比 較 し て 、 DNAで 被 覆 し た 一 対 の 縫 い 針 か ら マ ウ ス の 皮 内 （ ID） に 送 達 さ れ た 、
プ ラ ス ミ ド pGL3CMVに 由 来 す る （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 24時 間 の ） 比 較 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
活 性 を 示 す 。
【 図 １ １ Ｂ 】 図 １ １ Ｂ は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 加 え た 、 DNAで 被 覆 し た ２ 本 針 ア レ
イ 電 極 と 比 較 し て 、 DNAで 被 覆 し た 一 対 の 縫 い 針 か ら マ ウ ス の 筋 内 （ IM） に 送 達 さ れ た 、
プ ラ ス ミ ド pGL3CMVに 由 来 す る （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 24時 間 の ） 比 較 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
活 性 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 カ リ パ ス 電 極 に よ る エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 加 え て DNAで 被 覆 し
た 極 微 針 か ら マ ウ ス の 皮 内 （ ID） に 送 達 さ れ た 、 プ ラ ス ミ ド pGL3CMVに 由 来 す る （ ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 後 24時 間 の ） 比 較 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ３ Ａ 】 図 １ ３ は 、 縫 い 針 上 へ の 被 覆 お よ び 凍 結 乾 燥 な ら び に 37℃ で の 保 存 後 の 、 ス
ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド （ %ccc） の 割 合 、 単 量 体 （ %cccmon） お よ び 二 量 体 （ %cccdim） 両
方 の プ ラ ス ミ ド 形 態 の 割 合 の グ ラ フ を 示 す 。 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 剤 は 、 様 々 な 量 の 糖 を
含 有 す る 。 す な わ ち 、 図 １ ３ Ａ は 、 5％ ス ク ロ ー ス を 含 有 す る 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 図 １ ３ Ａ と 同 様 の グ ラ フ を 示 す 。 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 剤 は 、 10％ ス ク ロ ー
ス を 含 有 す る 。
【 図 １ ３ Ｃ 】 図 １ ３ Ａ と 同 様 の グ ラ フ を 示 す 。 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 剤 は 、 様 々 な 量 の 糖
を 含 有 す る 。 す な わ ち 、 図 １ ３ Ｃ は 、 17.5％ ス ク ロ ー ス を 含 有 す る 。
【 図 １ ３ Ｄ 】 図 １ ３ Ａ と 同 様 の グ ラ フ を 示 す 。 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 剤 は 、 様 々 な 量 の 糖
を 含 有 す る 。 す な わ ち 、 図 １ ３ Ｄ は 、 40％ ス ク ロ ー ス を 含 有 す る 。
【 図 １ ３ Ｅ 】 図 １ ３ Ａ と 同 様 の グ ラ フ を 示 す 。 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 剤 は 、 様 々 な 量 の 糖
を 含 有 す る 。 す な わ ち 、 図 １ ３ Ｅ は 、 40％ ト レ ハ ロ ー ス を 含 有 す る 。
【 図 １ ３ Ｆ 】 図 １ ３ Ａ と 同 様 の グ ラ フ を 示 す 。 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 剤 は 、 様 々 な 量 の 糖
を 含 有 す る 。 す な わ ち 、 図 １ ３ Ｆ は 、 40％ グ ル コ ー ス を 含 有 す る 。
【 図 １ ４ Ａ 】 図 １ ４ は 、 40％ ス ク ロ ー ス 中 の プ ラ ス ミ ド DNA剤 （ 10 mg/ml） に 対 す る 示 差
走 査 熱 量 測 定 （ DSC） デ ー タ を 示 す 。 図 １ ４ Ａ の 製 剤 は 100mM TrisHCl pH8.0、 1mM EDTA、
10mM メ チ オ ニ ン お よ び 2.9% エ タ ノ ー ル も 含 有 す る 。 24時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 示 す 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 図 １ ４ Ａ と 同 様 の デ ー タ を 示 す 。 図 １ ４ Ｂ の 製 剤 は 100mM TrisHCl pH8.0、 1
mM EDTA、 10mM メ チ オ ニ ン お よ び 2.9% エ タ ノ ー ル も 含 有 す る 。 1時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル
を 示 す 。
【 図 １ ４ Ｃ 】 図 １ ４ Ａ と 同 様 の デ ー タ を 示 す 。 24時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 示 す 。
【 図 １ ４ Ｄ 】 図 １ ４ Ａ と 同 様 の デ ー タ を 示 す 。 1時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ 】 図 １ ５ は 、 40％ ス ク ロ ー ス 中 の プ ラ ス ミ ド DNA剤 （ 10 mg/ml） に 対 す る 偏 光
顕 微 鏡 デ ー タ を 示 す 。 1AM、 2AMお よ び 3AMは 24時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル に 相 当 し 、 一 方 、 1
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ST、 2STと 3STは 1時 間 の 凍 結 乾 燥 サ イ ク ル を 示 す 。 図 １ ５ Ａ の 製 剤 は 100mM TrisHCl pH8.0
、 1mM EDTA、 10mM メ チ オ ニ ン お よ び 2.9% エ タ ノ ー ル を 含 有 す る 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 図 １ ５ Ａ と 同 様 の デ ー タ を 示 す 。
【 図 １ ５ Ｃ 】 図 １ ５ Ａ と 同 様 の デ ー タ を 示 す 。 図 １ ５ Ｃ の 製 剤 は 40％ ス ク ロ ー ス の み を 含
む 。
【 図 １ ５ Ｄ 】 図 １ ５ Ｄ は 、 図 １ ５ Ａ で 示 さ れ た 剤 に 記 載 さ れ る 賦 形 剤 の 結 晶 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ａ 】 図 １ ６ は 、 糖 お よ び ポ リ オ ー ル 中 の 凍 結 乾 燥 プ ラ ス ミ ド DNA（ 10 mg/ml） 剤
に 対 す る 偏 光 顕 微 鏡 デ ー タ を 示 し 、 該 剤 は 以 下 を 含 有 す る ：  100mM TrisHCl pH8.0、 1mM 
EDTA、 10mM メ チ オ ニ ン お よ び 2.9% エ タ ノ ー ル 。 図 １ ６ Ａ の サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル １ ： 40
%w/vフ ィ コ ー ル 、 サ ン プ ル ２ ： 20%w/vデ キ ス ト ラ ン 、 サ ン プ ル 3： 40%w/vス ク ロ ー ス 、 サ
ン プ ル 4： 20%w/vマ ル ト ト リ オ ー ス で あ る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 図 １ ６ Ａ と 同 様 の デ ー タ を 示 す 。 図 １ ６ Ｂ の サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル 5： 20%w/
vラ ク ト ー ス 、 サ ン プ ル 6： 30%w/vマ ル ト ー ス 、 サ ン プ ル 7： 40%w/vグ ル コ ー ス 、 サ ン プ ル 8
： 40%w/vト レ ハ ロ ー ス で あ る 。
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【 図 １ Ａ Ｂ 】 【 図 １ Ｃ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ｃ 】

【 図 １ ３ Ｄ 】
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【 図 １ ３ Ｅ 】

【 図 １ ３ Ｆ 】

【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】 【 図 １ ４ Ｃ 】

(32) JP 2005-526016 A 2005.9.2



【 図 １ ４ Ｄ 】 【 図 １ ５ Ａ 】

【 図 １ ５ Ｂ 】 【 図 １ ５ Ｃ 】
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【 図 １ ５ Ｄ 】 【 図 １ ６ Ａ 】

【 図 １ ６ Ｂ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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