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(57)【要約】
　ここに記載されるものは、階段状の外形を有するカニ
ューレである。また、ここに記載されるものは、例えば
動物の中枢神経系に一若しくは複数の物質を配送するた
めにカニューレを作製及び使用する方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　外径、遠位端、近位端、及び近位端と遠位端との間に延在する内腔を有する階段状のカ
ニューレであって、
　同軸上に配置された２以上のセグメントを備え、各セグメントは、カニューレの外径を
形成する外径を有し、
　各セグメントの外径は異なる、ことを特徴とする階段状カニューレ。
【請求項２】
　２、３、４、５、又は６つの同軸上に配置されたセグメントを備える、請求項１記載の
階段状カニューレ。
【請求項３】
　セグメントの外径は、カニューレの近位端から遠位端へ減少する、請求項１又は２記載
の階段状カニューレ。
【請求項４】
　カニューレの内径は一定である、請求項１から３のいずれかに記載の階段状カニューレ
。
【請求項５】
　カニューレの内腔を通り延在する一若しくは複数の管状部品をさらに備える、請求項１
から４のいずれかに記載の階段状カニューレ。
【請求項６】
　少なくとも一つの管状部品は、熔融シリカ管を備える、請求項５記載の階段状カニュー
レ。
【請求項７】
　熔融シリカ管の周りに配置されるＦＥＰ管をさらに備えた、請求項６記載の階段状カニ
ューレ。
【請求項８】
　一若しくは複数のセグメントは、ステンレス鋼を備える、請求項１から７のいずれかに
記載の階段状カニューレ。
【請求項９】
　一若しくは複数のステンレス鋼セグメントの内腔は、一若しくは複数のポリマーでコー
ティングされている、請求項８記載の階段状カニューレ。
【請求項１０】
　５つのステンレス鋼セグメントを備える、請求項１から９のいずれかに記載の階段状カ
ニューレ。
【請求項１１】
　請求項１から１０のいずれかに記載のカニューレと、
　上記カニューレを通して配送される一若しくは複数の物質を有し、カニューレの内腔に
接続可能な貯留部と、
を備えたことを特徴とするカニューレアッセンブリー。
【請求項１２】
　上記貯留部は、注射器を備える、請求項１１記載のカニューレアッセンブリー。
【請求項１３】
　上記注射器に連結可能なポンプをさらに備える、請求項１１又は１２記載のカニューレ
アッセンブリー。
【請求項１４】
　上記ポンプは、プログラム可能である、請求項１３記載のカニューレアッセンブリー。
【請求項１５】
　上記貯留部は、カニューレの内腔を通り延在する管に連結可能である、請求項１１から
１４のいずれかに記載のカニューレアッセンブリー。
【請求項１６】
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　対象の目標領域へ一若しくは複数の物質を配送する方法であって、
　請求項１から１０のいずれかに記載のカニューレ、又は請求項１１から１５のいずれか
に記載のカニューレアッセンブリーを、対象の目標領域に位置決めし、
　カニューレを通して目標領域へ一若しくは複数の物質を配送する、
ことを特徴とする配送方法。
【請求項１７】
　上記目標領域は、中枢神経系内である、請求項１６記載の配送方法。
【請求項１８】
　上記目標領域は、脳内である、請求項１７記載の配送方法。
【請求項１９】
　上記物質は、生物学上有効な薬剤、染料、トレーサ、マーカー、造影剤、又はこれらの
組み合わせからなるグループから選ばれる、請求項１６から１８のいずれかに記載の配送
方法。
【請求項２０】
　上記生物学上有効な薬剤は、ＡＡＶベクターである、請求項１９記載の配送方法。
【請求項２１】
　外径、遠位端、近位端、及び近位端と遠位端との間に延在する内腔を有する階段状のカ
ニューレであって、
　同軸上に配置された２以上のセグメントを備え、各セグメントは、カニューレの外径を
形成する外径を有し、ここで各セグメントの外径は異なり、
　カニューレの内腔を通り延在する一若しくは複数の管状部品を備える、
ことを特徴とする階段状カニューレ。
【請求項２２】
　外径、遠位端、近位端、及び近位端と遠位端との間に延在する内腔を有する階段状のカ
ニューレであって、
　同軸上に配置された２以上のセグメントを備え、各セグメントは、カニューレの外径を
形成する外径を有し、ここで各セグメントの外径は異なり、
　カニューレの内腔を通り延在する一若しくは複数の管状部品を備え、ここで、少なくと
も一つの管状部品は熔融シリカを備える、
ことを特徴とする階段状カニューレ。
【請求項２３】
　上記内腔に位置決めされ、上記カニューレを通して目標領域に配送される物質の損失を
低減する手段をさらに備える、請求項１記載の階段状カニューレ。
【請求項２４】
　上記手段は、熔融シリカを備える、請求項２３記載の階段状カニューレ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００４年１０月５日に出願された米国仮出願６０／６１６，２３８、及び
２００５年１月４日に出願された米国仮出願６０／６４１，５５１の利益を主張する。そ
れらの両出願は、それらの全体がここに参照されて組込まれる。
【０００２】
　本発明は、カニューレの分野である。特に、本発明は、例えば生物学上有効な薬剤等の
物質を中枢神経系に配送するカニューレに関し、並びに、それらのカニューレの作製方法
及び使用方法とともにそれらのカニューレを備えたシステムに関する。
【背景技術】
【０００３】
　カニューレは、対象の中枢神経系(ＣＮＳ)へ物質を配送するために使用可能である。し
かしながら、現在のカニューレの設計に伴い、注入路に沿った物質の逆流を防ぐことに注
意しなければならない。
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【非特許文献１】Quereshi等　(2000) Neurosurgery 46(3):　663-69.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　逆流を最小にするため、カニューレをゆっくり除去したり、カニューレを除去するとき
に組織への圧力の印加のような予防措置を採ったときでさえ、逆流は問題として残る。
【０００５】
　配送されている物質の多くの部分は、カニューレ内部の大きな表面領域へ物質が曝され
ることで失われる場合がある。特に、ステンレス鋼への接触は、物質の大幅な損失を引き
起こす場合がある。例えば、様々なグループが、ステンレス鋼表面に接触したアデノウイ
ルス・ベクター薬剤の相当量が失われることを実証している。Naimark等、(2003) Hum.Ge
ne Ther 14:161-6; Tsui等、(2001) Mol. Ther. 3:122-5; Marshall等、(2000) Mol.Ther
.1(5 Pt l):423-9。　非常に少ない量の物質が配送されているとき、量が少ないほど、カ
ニューレ内での表面積と量との比率が大きくなるので、その問題は悪化する。物質が高価
であるか、あるいは入手困難である状況にて、物質の少量の使用が特に望ましいとすれば
、逆流及び物質の損失の両方が最小化される装置及び方法を有することは望ましいであろ
う。
【０００６】
　したがって、針路に沿った物質の逆流がなく、対象の脳へ物質を導入可能なカニューレ
の必要性が存在する。必要性は、また、内部表面への薬剤の損失を減少し、従って、少量
の物質を有効に配送可能なカニューレの設計に関しても存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、配送される物質の逆流、及び／又は損失を、低減又は排除するカニューレの
設計を提供することにより、これら及び他の問題を解決する。
【０００８】
　一つの態様では、本発明は、動物における目標組織へ薬剤を配送するカニューレに関す
る。幾つかの実施形態において、目標組織は、中枢神経系(例えば脳)である。いくつかの
実施形態では、薬剤は、生物学上有効な薬剤である。
【０００９】
　一つの実施形態では、カニューレは、配送される物質と接触するカニューレの直径がカ
ニューレ長に沿う各規定点で階段様式にて減少する外側階段デザインを備える。よって、
一つの態様では、本発明は、外側直径、遠位端、近位端、及び近位端と遠位端との間で延
在する内腔を有する階段状のカニューレを含む。階段状のカニューレは、２又はそれ以上
の同軸に配置されたセグメントを備える。各セグメントは、カニューレの外径を規定する
外径を有し、ここで、各セグメントの外径は異なる。
【００１０】
　ある複数の実施形態では、外径は階段状の輪郭を有し、一方、物質に接する内面は階段
状の輪郭を有しない。
【００１１】
　ここに記載するいずれの実施形態においても、直径は、近位端から遠位端への方向（即
ち、カニューレの近位端での階段は最大直径を有し、遠位端での階段は最小直径を有する
。）にて減少することができる。外径に沿って階段の数は、例えば１、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、又はさらにそれ以上のいかなる数でもあってもよい。
【００１２】
　ここに記載されたいずれの実施形態でも、階段の直径は、階段から階段へ同量にて(つ
まり、隣接した階段間での直径の差は均一である。)増加することができる。あるいは、
ここに記載されたいずれの実施形態においても、階段の直径の差は、カニューレ長に沿っ
て階段から階段へ変化させてもよい。さらに、ここに記載するいずれの実施形態において
も、階段間の距離は、同じであっても、変化させてもよい。一つの実施形態では、カニュ
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ーレは、以下の例１に記載され、図３Ａ及び／又は３Ｂを参照するような、構成及び寸法
を有する。
【００１３】
　ここに記載されるカニューレは、金属、合金、ポリマー、又はそれらの組み合わせを含
むいずれの材料で作製可能である。ある実施形態では、カニューレは、配送される製品と
接触する非ステンレス鋼表面を有する外部ステンレス鋼を備える。例えば、カニューレの
内腔の表面(配送される物質と接触する)は、ステンレス鋼を覆うポリマーのコーティング
で構成されてもよい。あるいは、例えばカニューレは、カニューレの内腔を通り延在する
一若しくは複数の管をさらに備えてもよい。例えば、使用にて製品がステンレス鋼よりも
熔融シリカ管の内面に接触するように、カニューレの外側ステンレス鋼スリーブに覆われ
た熔融シリカ管をさらに備えてもよい。上述で注意したように、配送される物質に接触す
る表面は、階段形状を有していてもよいし、有していなくてもよい。さらに他の実施形態
では、カニューレは、以下に説明する物質から図３Ａ及び図３Ｂに示されるように構成さ
れる。
【００１４】
　ここに記載されるいずれのカニューレでも、カニューレは、２つ若しくはそれ以上の材
料を備えることができる。ある実施形態では、ステンレス鋼カニューレは、配送される物
質が接触する表面が石英である熔融シリカ管を囲む。他の実施形態では、外部ステンレス
鋼は、配送される物質が接触する表面が熔融シリカである熔融シリカ内面を囲む。好まし
い実施形態では、カニューレは、例１に記載され図３Ａ及び図３Ｂに示されるような、構
造、寸法を有し、及び物質で作製される。
【００１５】
　別の態様では、本発明は、個々に記載されたカニューレと、カニューレを通して配送さ
れる一若しくは複数の物質を備えカニューレの内腔に接続可能な貯留部とを備えたカニュ
ーレアッセンブリーを含む。一若しくは複数の物質（例えば潜在的に治療の調合物）は、
また、ここでは「製品」とも呼ばれる。ある実施形態では、貯留部は注射器を備える。さ
らに、ここに記載するいずれのシステム又はアッセンブリーにおいて、カニューレ及び／
又は貯留部は、一若しくは複数のポンプ（例えば注射器ポンプ）に連結することができる
。ある実施形態では、カニューレは、カニューレの内腔を通り延在する管を介してポンプ
に連結可能である。ある実施形態では、ここに記載するシステムは、さらに、定位フレー
ム(例えば図５参照)を備える。
【００１６】
　これらのシステムによって配送される物質は、一若しくは複数の生物学上有効な薬剤（
例えばＡＡＶベクター、タンパク質、薬など）、染料、トレーサー、マーカー、造影剤又
はそれらの組み合わせを備える。更に、システムは、身体のいずれの部分へ、最も好まし
くは動物の脳へ配送するために使用される。一つの実施形態では、本発明は、減少したホ
ールドアップボリュームを有するカニューレを提供する。
【００１７】
　別の態様では、本発明は、対象における目標領域に一若しくは複数の物質を配送する方
法を含む。該方法は、対象の目標領域に、ここに記載するようなカニューレ又はカニュー
レアッセンブリーを位置決めするステップと、カニューレを通して目標領域へ一若しくは
複数の物質を配送するステップとを備える。ある実施形態では、目標領域は、中枢神経系
、例えば脳に存在する。
【００１８】
　本発明のこれらの及び他の実施形態は、ここの開示を考慮して、当業者に容易に発想さ
れるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　本発明は、脳のような動物の目標組織へ物質(例えば潜在的に治療の薬剤を備える調合
物)の配送用の新規のカニューレに関する。ここに記載されたカニューレは、物質の配送



(6) JP 2008-515554 A 2008.5.15

10

20

30

40

中の逆流を大きく減少し又は排除する。そのような物質は、ここでは一般に「製品」と呼
ばれる。より詳細には、本発明は、針の進路に沿って製品の最小逆流にて、最小のホール
ドアップボリュームにて、及びカニューレの内面への製品の最小損失にて、対象の脳内の
十分に規定された位置へ製品の配送を可能にする。
【００２０】
　本発明の一つの実施形態では、カニューレは、その長さに沿って（近位端から遠位端へ
）規定された位置で階段形状にてカニューレの直径が減少する階段デザインを有している
。よって、好ましい実施形態では、最小のカニューレ直径は、カニューレの最遠位部分に
ある。上で注目したように、この階段デザインは、針の進路に沿って製品の逆流を減少す
る。一つの実施形態では、カニューレの外表面は、外径を異ならせ、４つの階段を形成す
る５つのセグメントを備える。また、他の実施形態では、それは以下に説明する構造及び
寸法を有する。カニューレの表面は、図３Ａ及び図３Ｂに示される実施形態におけるよう
に、滑らかであってもよい。
【００２１】
　図１は、外部ステンレス鋼を有する階段状のカニューレ２を備える例示的なシステムの
概観を示す。熔融シリカ管１，３は、カニューレ２の内腔を通して延在し、カニューレ２
を、注射器４のハブ及び／又は尖っていない針６を介して注射器４に連結する。注射器４
は、また、コンピューター化された注射器ポンプ５に取り付けられる。カニューレは、配
送される物質の逆流を低減又は排除する手段、例えば、階段状のカニューレの内腔を通し
て延在し配送される物質に接触する管（例えば、熔融シリカ）を含んでいる。
【００２２】
　図１に図示された例示的な実施形態は、合計４つの「階段」を有するカニューレ２を示
す。カニューレの遠位端に最も近い階段が目標組織に最初に入るものであることは明白だ
ろう。従って、目標組織（例えば脳）に入る階段の数は、対象の動物における目標に達す
るために必要とされる侵入の深さに依存するであろう。脳への配送に関し、オペレーター
は、治療されている動物の大きさ、及び対象とされている脳内の位置の両方を考慮に入れ
て、容易に侵入の適切な深さを決定することができる。
【００２３】
　図１に示すように、カニューレ２の外径は、カニューレの長さに沿って、近位端から遠
位端への方向において、各階段にて減少する。ここで使用されるように、近位端は、製品
が投薬される注射器４に近い点を言い、遠位端は、製品配送の最後の点（例えば目標組織
）に近い点を言う。
【００２４】
　図１では、近位端－最大の階段の境をなす２つの近位端－最大セグメントは、ほぼ同じ
長さを有し、一方、４つの遠位端－最大セグメントは互いに長さを変化しかつ２つの近位
端－最大セグメントから長さを変化させた例示的な実施形態を図示している。よって、階
段間のセグメントの幾つか、あるいは全てが他のセグメントと同じ長さを有することがで
き、又は、階段間のセグメントは他のセグメントと同じ長さを有しなくてもよい、という
ことがわかるであろう。
【００２５】
　カニューレ及び／又はカニューレを備えたシステムの種々の部品に使用される材料の非
限定の例が以下の表に示されている。
【００２６】
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【００２７】
　図２は、図１に示されるものに類似する例示的なシステムの概観を示す。図２に示され
る実施形態は、ステンレス鋼カニューレの内腔を通り延在し、カニューレ１０の遠位端を
越えて延在する熔融シリカ管１２を有する階段状のステンレス鋼カニューレ１０を備える
。また、図２には、Luer(ルアー)コンプレッションフィッティング１４と共に、熔融シリ
カ管１２を覆う管（ＦＥＰ）１３、及び熔融シリカ管１２とＦＥＰ管１３との間の１イン
チのステンレス鋼（２３ga）も示されている。Luerコンプレッションフィッティング１４
は、ポンプ１６に交代に接続される注射器１５に接続される。
【００２８】
　図２に示されるような実施形態を作るのに用いることができる材料の例示及びその製造
元は、以下の表に示されている。
【００２９】

【００３０】
　示されるように、ある実施形態では、管は、カニューレの内腔を通り延在する。また、
配送される製品は、この管を通して配送される。上記管を含む実施形態では、管は、カニ
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ューレの遠位端と同じ高さにあってもよい。あるいは、好ましい実施形態では、管は、カ
ニューレの遠位端から延在する。そのような実施形態では、管の延在量は、応用例により
変化可能である。一般的に、管は、カニューレから約１ｍｍから約１ｃｍまで（又は、そ
の間の任意の長さ）、より好ましくは約１から約５０ｍｍまで（又はその間の任意の長さ
）、及びさらに好ましくは約１ｍｍから約２５ｍｍまで（１ｍｍ、２ｍｍ、３ｍｍ、４ｍ
ｍ、５ｍｍ、６ｍｍ、７ｍｍ、８ｍｍ、９ｍｍ、１０ｍｍ、１１ｍｍ、１２ｍｍ、１３ｍ
ｍ、１４ｍｍ、１５ｍｍ、１６ｍｍ、１７ｍｍ、１８ｍｍ、１９ｍｍ、２０ｍｍ、２１ｍ
ｍ、２２ｍｍ、２３ｍｍ、２４ｍｍ、又は２５ｍｍに限定されることなく、これらを含み
その間に含まれる任意の長さ）延在するであろう。一つの好ましい実施形態では、管は、
その遠位端を約１０ｍｍ超えて延在する。
【００３１】
　各図に示されるように、カニューレを通り延在する管は、例えば配送される製品に接す
る管を保護するために、一若しくは複数の領域においてもう一つのコーティング又は包囲
材を有していてもよい。したがって、ある実施形態では、管（例えばＦＥＰ（テフロン（
登録商標））管）は、ステンレス鋼カニューレの近位端を超えて延在する熔融シリカ管部
分を保護する。熔融シリカ管は、Luerコンプレッションフィッティングを含むがこれに限
定されない任意の適切な手段により注射器に接続可能であり、該注射器は、注射器ポンプ
（手動、電子的な、及び／又はコンピューター化された）により駆動される。注射器の大
きさは、製品の適切な量を配送するためにオペレータにより選択可能であることが明らか
であろう。よって、１ｍＬ、２．５ｍＬ、５ｍＬ、又はさらに大きい注射器が使用可能で
ある。
【００３２】
　ある実施形態では、Luerコンプレッションフィッティングは、熔融シリカ（内側）管と
、ＦＥＰ（外側）管との間に、１インチのステンレス鋼２３Ｇスペーサを備える。任意の
スペーサは、Luerコンプレッションフィッティング部分にて機械的な剛性を提供し、フェ
ルールがLoctite（登録商標）接着剤を使用して適所に接着されるとき、内側、外側管間
の隙間を密閉するのを役立つ。対象へ投薬されているとき、内側、外側管間の隙間に製品
が侵入するのを防止するため、上記隙間は、ふさがれなければならない。好ましくは、ス
ペーサの近位端は、ここに記載されたシステム及びカニューレのただ一つのステンレス鋼
製品接触面を表わす。もし、スペーサのその他の露出端をカバーするためにLoctite（登
録商標）接着剤又は他のコーティングを塗布することにより望まれれば、上記最小のステ
ンレス鋼製品接触面は、ステンレス鋼が完全に製品と接触しないシステムを提供するため
、除去されてもよい。あるいは、スペーサは、異なる材料で構成することができるかもし
れない。
【００３３】
　図３Ａは、ここに記載されるような階段状のカニューレを作ることにおいて選択された
例示的な階段を図示する。例１もまた参照すること。特に、逆流を減少した階段デザイン
カニューレは、矢印（上から下へ）により示された順番、つまり直径を増していく部品（
２０、２２、２４、２６、２８、３０）を加えることにより組み立てることができる。よ
って、例１に記載されるように、様々な長さのセグメントは、階段デザインを形成するた
めにともに連結される。
【００３４】
　カニューレが２つ若しくはそれ以上の部分から作製されるとき、ジョイントは、カニュ
ーレから目標組織へ、又はその逆に(目標組織からカニューレへ)物質が漏れるのを許容す
るべきでない。従って、ジョイントは、好ましくは密閉される。ジョイントは、これらに
限定されず、溶接(例えばレーザー溶接)、接着剤、シーラント、加熱（例えば、熱可塑性
ポリマー用）、及びこれらの組み合わせ、を含む様々な方法で密閉することができる。密
閉の種類は、カニューレを作製するために使用される材料に依存するであろうことは明白
だろう。例えば、溶接はステンレス鋼カニューレ用に使用可能であり、一方、加熱は熱可
塑性ポリマー用に使用可能である。
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【００３５】
　ここに記載されるような階段デザインカニューレも、例えば、ここに記載されるような
階段状のカニューレを射出成形にて形成するように、全体を単一部分にて形成可能である
。
【００３６】
図３Ｂ－１～図３Ｂ－６は、ここに記載されるような例示的な階段状のカニューレの組み
立てを図示する。例１に記述されるように、図３Ａに示される階段状のカニューレ３５は
、針カバー３２を除去し、カニューレの端から延在するまでカニューレ３５を通り内側管
部品４０を挿入することにより調製される（図３Ｂ－１）。熔融シリカ管を含み、これに
限定されずに、内側管部品４０用にいずれの材料も使用可能である。
【００３７】
　他の管に関し、鋼カニューレ３５の内部は、配送される製品に接する一若しくは複数の
材料にて被覆可能であり、それにより、配送中、鋼カニューレへの製品の損失が低減され
ることは明白であろう。ステンレス鋼材料へのコーティングの様々な技術は、知られてお
り、使用可能である。
【００３８】
　任意的に、接着剤は、管が針に固定されるように、管４０に置かれてもよい。例えば、
Loctite（登録商標）接着剤のように、いずれの適切な接着剤も使用可能である。好まし
くは、接着剤の接続強度は、少なくとも約４ポンドであり、より好ましくは少なくとも約
５ポンドである。
【００３９】
　図３Ｂに示される実施形態では、針カバー３２は、交換されてもよいし、カニューレ３
５（図３Ｂ－２）を通り熔融シリカ管４０にわたり延在する、予めカットされた長さの管
３１（例えばＦＥＰ管）であってもよい。外側管３１の長さは、指示によって決定するこ
とができ、１０インチから５ヤードまでの長さ（又は、その間の任意の値）範囲とするこ
とができる。したがって、ある実施形態では、外側管は、内側管の全長を覆い、内側管を
超えて延在する。あるいは、他の実施形態では、外側管３１は、内側管４０の長さにわた
り完全には延在しない（図３Ｂ－２）。アッセンブリーへ、例えば外側管３１の端部にて
外側管３１を固定するために、いかなる適切な接着剤も使用可能である。接着剤の接続強
度は、少なくとも約５ポンドが好適である。
【００４０】
　図３Ｂ－３に示されるように、一つ若しくは複数のスペーサー部品４７は、内側管及び
／又は外側管４０、３１にわたり挿入されてもよい。スペーサ４７は、金属、合金、ポリ
マー、及びそれらの組み合わせを含むいずれの物質で作製可能である。ある実施形態では
、スペーサー４７は、ステンレス鋼を備える。スペーサ４７は、針を超えて延在しないの
が好ましいが、いずれの長さにもなりえる。任意的に、アッセンブリー、例えばＰＶＣ収
縮管４９の長さ、の部品を密閉するのを助けるため、部品が含まれても良い。スペース及
びＰＶＣ管部品の例示的な寸法に関する例１を参照。
【００４１】
　その結果として、アッセンブリーは、製品配送貯留部に便利に連結されることを可能に
する一つ若しくは複数の部品に取り付け可能である。例えば、図３Ｂ－４に示されるよう
に、適切に大きさが合わせられたメス型のLuerコンプレッションフィッティング５０は、
外側管３１の長さにわたり滑動し、フェルール５１は、外側管３１上に配置され、好まし
くは外側管３１の端と同じ高さにあるように配置される。接着剤は、一若しくは複数の部
品（例えば、外側管の端の外側）に、端にフェルールを取り付ける前に、及び／又は、内
側管、スペーサ、外側管、及びフェルール間のジョイントを密閉するために、任意的に塗
布可能である。
【００４２】
　フェルール５１から延在する内側管４０の長さは、例えば管に刻み目を入れ、かつそれ
及びLuerコンプレッションフィッティング５０の内側に嵌合するフェルール５１を折る又
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は切ることにより、除去してもよい（図３Ｂ－５）。収縮管４９は、ジョイントを密閉す
るために加熱されてもよい。最後に、メスのLuerコンプレッションフィッティング５５は
、オスのLuerコンプレッションフィッティング５０及びフェルール５１に嵌め込まれ組み
立てられる。
【００４３】
　上で注目するように、ここに記載する階段状のカニューレは、金属、合金、ポリマー、
有機繊維、無機繊維、及び／又は、それらの組み合わせに限定されないがこれらを含む、
生理学上許容可能な材料の種類の中から作製可能である。好ましい実施形態では、カニュ
ーレは、ステンレス鋼（例えば316SS又は304SS）を備える。
【００４４】
　任意に、製品接触面(例えば管又はコーティング)は、カニューレの内腔を通り延在して
もよい。金属、合金、ポリマー、有機繊維、無機繊維、及び／又は、それの組み合わせに
限定されないがこれらを含む様々な材料も任意の製品接触面に用いられてもよい。好まし
くは、製品接触面は、ステンレス鋼ではない。かかる実施形態では、外側のカニューレは
、目標組織と生理学上互換性をもつ材料でさらに作製されねばならない。しかし、そこで
、製品接触がないので、それは生物学上有効な薬剤又は製品調合物と互換性をもつ必要は
ない。同様に、かかる実施形態では、図に示されるＦＥＰ(テフロン（登録商標）)管は、
管材料が、生物学上有効な薬剤又は製品調合物と互換性を持つかどうかに対する考慮をす
ることなく、他の管材料と取り替えられてもよい。
【００４５】
　したがって、一つの実施形態では、カニューレの製品接触面は、熔融シリカ(例えば石
英ガラス酸及びポリイミド・コーティング)(Polymicro、Phoenix、Arizona)を備える、又
はから成る。製品接触面用の熔融シリカの使用は、製品がステンレス鋼にさらされる従来
のカニューレと比較したとき、製品の損失を大幅に減少する。実際に、５９±１４％のア
デノ系列のウイルスベクターのみが、製品で予めフラッシングされた従来の注入器から除
去されたが、本発明のカニューレを備えた装置では、製品で予めフラッシングすることな
く、１０１±６％が除去される。例２参照。
【００４６】
　熔融シリカ以外の材料が問題の生物学上有効な薬剤の低表面損失に関する特性を有すれ
ば、当業者は、熔融シリカ以外の材料が本発明のカニューレにて用いられてもよいことを
理解するであろう。他の材料で作られた管は、熔融シリカ管の代わりに使用可能であり、
あるいは、カニューレの内腔は、同じ結果を実質的に達成する材料でコーティングされて
もよい。使用される最適の材料は、生物学上有効な薬剤の性質に依存して変化可能であり
、実験によって決定されてもよい。
【００４７】
　１００μｍの内径を有する熔融シリカ管のような、小さな内径（ＩＤ）を有する管の使
用は、増加した表面積と体積の比によって、試料の回収を増加するよりもむしろ減じると
予想されるかもしれない。恐らく驚いたことに、小さなＩＤの熔融シリカ管の使用は、例
えばＡＡＶベクターの、配送される製品の大きな損失をもたらさない。理論にて制限され
ることなく、小さいＩＤの管を使用して所定の配送速度（単位時間当たりに配送される製
品の体積）が一定に維持されるときに起因する、増加した直線的な流量速度により、結果
は、説明可能である。さらに、ＡＡＶは、熔融シリカ管の表面に関する親和力をほとんど
有しないと思われ、そのことが低損失を説明可能である。
【００４８】
　例１にて使用される熔融シリカ管の小さなＩＤは、システムのホールドアップ体積の減
少というさらなる長所を有する。例えば、１００μｍのＩＤを有する熔融シリカ管の４フ
ィート長のセグメントは、１５μｌ未満の内腔体積を有している。かかる低体積は、試料
の消費を減少し、配送システムのホールドアップ体積により試料の無駄を著しく減少する
。製品の無駄が低減されることは、例えば多くの組み換えのタンパク質又は遺伝子治療ベ
クター等、生物学上有効な薬剤が入手困難で、及び／又は高価であるときに、特に価値が
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ある。
【００４９】
　図４は、ここに記載するようなカニューレと組み合わせて用いられてもよい例示的なシ
リンジポンプの概観を図示する。図４に示される物は、注射器サドル６０、注射器クラン
プ６２、注射器クランプ溝（リテーナ）６４、クラッチレバー６６、注射器ドライバー６
８、注射器プランジャーリテーナ７０、液晶ディスプレー７２、及びオン／オフ・スイッ
チ７４である。ここに記載されたカニューレを備えたシステムに有用なシリンジポンプは
、市販され、例えばMedfusion 201Oi(Medex社、Carlsbad, California)である。
【００５０】
　図５は、定位フレーム７２に取り付けられ、ここに記載するようなカニューレ７０を含
むシステムの概観を図示する。カニューレ７０も、例えば管７４を介してシリンジポンプ
に取り付けられてもよい。定位フレームは、市販されており、例えばLexellの定位フレー
ム（Ranfac社、Avon、Mass.）。
【００５１】
　ここに記載されたシステムのいずれも、製品接触部分は、石英ガラス（カニューレにお
ける熔融シリカ管)、USPクラスVIIポリプロピレン(注射器及びLuerハブ)、シアノアクリ
レート(接着剤ジョイント)、及びステンレス鋼(23Gスペーサー)を備えてもよい。
【００５２】
　典型的には、ここに記載されたシステムは、カニューレの一部又は全長に沿って製品が
ステンレス鋼に接触する、以前に記載されたシステムを使用するよりも、ステンレス鋼へ
のはるかに少ない接触にて、脳へ製品を提供することができる。ステンレス鋼へ製品がさ
らされることを減じたことは、本発明の装置及びシステムに提供されたように、損失を減
少する。例えば、図３Ｂ－６に示されるカニューレは、図１に示されたシステムで形成さ
れたように、ほとんどもっぱら熔融シリカ管及びUSPクラスVIIポリプロピレン注射器を備
えた製品接触面を有している。他の唯一の接触面は、熔融シリカ管の近位端と、注射器の
Luerハブとの間の接着ジョイントであり、その場所では、製品は、シアノアクリレート接
着剤、及びステンレス鋼スペーサの近位端の断面に接する。このシステムにおいて、鋼へ
の暴露は、最小である。
【００５３】
　本発明のカニューレは、また、減少された逆流、薬剤の表面に関する減少された損失、
及び減少されたホールドアップ体積を有する改善されたカニューレを提供するために、階
段デザイン及び内側熔融シリカ製品接触面を組み合わせてもよい。
【００５４】
　本発明のカニューレは、例えば標準的なエチレンオキシドによる技術を含む既知の技術
を用いて殺菌されてもよい。殺菌されたカニューレは、任意にTyvek（登録商標）ポーチ
に個々に包まれてもよい。
【００５５】
　本発明のカニューレを用いて配送可能な薬剤は、目標組織にて所望の効果を有すること
ができるあらゆる物質を含む。例えば、治療の薬、タンパク質、プラスミド又は遺伝子治
療ベクターは、対象の脳へ配送可能である。又、染料、トレーサ、撮影用の造影剤、及び
マーカー、診断上又は研究用の目的のように、非治療用の薬剤も加えられてもよい。
【００５６】
　例えば、レトロウイルスの遺伝子治療システムは記載されている。例えば米国特許番号
5,219,740; Miller 及びRosman、BioTechniques (1989) 7:980-990; Miller, A.D.、Huma
n Gene Therapy (1990) 1:5-14; Scarpa等、Virology (1991) 180: 849-852; Burns等、P
roc. Natl. Acad. Sci. アメリカ (1993) 90:8033-8037; 及びBoris-Lawrie 及びTemin、
Cur.Opin. Genet. Develop. (1993) 3: 102-109、参照。多くのアデノウイルスベクター
も記載されている。例えば米国特許番号6,048,551、6,306,652, Parks, R.J., Clin. Gen
et. (2000) 58:1-11; Tsai等、Curr. Opin. Mol. Ther. (2000) 2:515-523　参照。
【００５７】
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　さらに、様々なアデノ系ウイルス(AAV)ベクター・システムは、遺伝子配送のために開
発されている。ＡＡＶベクターは、熟練者によく知られた技術を用いて容易に構成するこ
とができる。例えば米国特許番号5,173,414及び5,139,941; 国際公開番号 WO 92/01070(1
992年1月23日公開)、及びWO 93/03769(1993年3月4日公開); Lebkowski等 Molec, Cell. B
iol. (1988) 8: 3988-3996; Vincent等 Vaccines 90 (1990) (Cold Spring Harbor Labor
atory Press); Carter, B.J. Current Opinion in Biotechnology (1992) 3: 533-539; M
uzyczka, N. Current Topics in Microbiol. and Immunol. (1992) 158:97-129; Kotin、
R.M. Human Gene Thrapy (1994) 5: 793-801; Shelling and Smith, Gene Therapy (1994
) 1: 165-169; 及びZhou等、J. Exp. Med. (1994) 179: 1867-1875　参照。
【００５８】
　本発明のカニューレは、ＣＮＳへの投薬用で伝達増強された配送(CED)システムの一部
として使用可能である。例えば、米国特許番号6,309,634（その開示内容の全体が参考文
献としてここに組み込まれている）は、ＣＥＤによって薬剤が中枢神経系領域に配送され
る遺伝子治療の方法を記載する。ＣＥＤを使用する、組み換えのベクターは、ＣＮＳの大
きな領域にわたる多くの細胞に配送可能である。さらに、配送されたベクターは、効率的
にＣＮＳ細胞(例えば膠細胞)の遺伝子導入を急送する。本発明のカニューレは、組み換え
ベクターの配送用のいずれの伝達増強配送装置とともに使用可能である。一つの実施形態
では、装置は、浸透ポンプ又は注入ポンプである。浸透、注入の両ポンプは、様々なサプ
ライヤーから市販されており、例えばAlzet社（Cupertino, California）、Hamilton社、
又はAlza社(Palo Alto, California)である。
【００５９】
　本発明のカニューレは、ＣＥＤではなく、直接噴射又は注入の他の方法にも使用可能で
ある。
【００６０】
　製品は、０．２、０．５、０．７、１．０、１．５、２．０、３．０、５．０、１０又
は２０μｌ／分に限定されないがこれらを含む様々な流速で目標組織へ配送可能である。
図１Ａ及び図２Ａに示された実施形態を参照して、約１０～２０μｌ／分の流速は、この
ような高流速での過度の背圧のために、１００μｍ　ＩＤを有する４フィートの熔融シリ
カ管を用いて達成するのが難しい。これは、伝達増強配送方法に関し重大な制限を表すも
のではないが、しかし、それは好ましくは比較的低流速で行なわれる。０．２μｌ／分未
満の流速は、ポンプを遅く設定するのができないので、図１Ａ及び図２Ａに示されたシス
テムを使用して達成するのは困難かもしれないが、当業者は、そのような低い配送速度を
達成するために異なるポンプ及び／又は注射器構成を使用可能であろう。
【００６１】
　目標組織へ配送されるように、流量及び製品の圧力は、配送を通して増加、減少、又は
安定を維持することができる。好ましい実施形態では、流速は、安定領域へ「上昇」する
よりも、配送を通して実質的に一定に保持される。
【００６２】
　典型的には、組み換えのベクターは、ＣＥＤ装置を介して以下のように配送される。本
発明の改善されたカニューレは、選択された対象におけるＣＮＳ組織に挿入される。定位
のマップ及び位置決め機構は、例えばASI Instruments, Warren, MIから入手可能である
。また、位置決めも、選択された目標に注入具を案内するのを助けるためＣＴ及び／又は
ＭＲＩ撮影により得られる解剖のマップを使用することにより導かれてもよい。
【００６３】
　例２～例５は、人間、ネズミ、及び非人間霊長類の脳にｈＡＡＤＣを符号化した遺伝子
を配送するために本発明のカニューレの使用を示す。ｈＡＡＤＣ遺伝子の配送は、パーキ
ンソン病(PD)の治療において有用かもしれない。ＰＤは、中脳の黒質におけるドーパミン
作動性ニューロンの進行性の損失、及び被殻におけるドーパミンの重度の減少により主に
特徴付けられる(Hornykiewicz (1975) Nat'l Inst. Drug Abuse Res. Monogr. Ser.(3): 
13-21)。ＡＡＤＣは、エルドーパをドーパミンに変換するドーパミン生合成経路における
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酵素である。ヒトＡＡＤＣを符号化したｃＤＮＡのネズミ又は非人間霊長類の被殻への伝
達がＰＤの動物モデルにおける有効なエルドーパの投与量を減少可能であり、それにより
線条体のドーパミンを正常レベルに戻すということを、従来の研究は示している(Bankiew
icz 等 (2000) Exp. Neurol. 164(1): 2-14; Sanchez-Pernaute 等 (2001) Mol. Ther. 4
(4): 324-30)。ヒトのＰＤ患者において、この治療は、エルドーパ要求を低下させて、薬
の臨床の利益が観察される期間を拡張すると予想されるだろう。
【００６４】
　例２は、関連する表及び図に加えて、本発明のカニューレを用いて、霊長類の脳への遺
伝子の配送に関するプロトコル及び実験結果を提供する(臨床デバイスＢ)。ｈＡＡＤＣ（
AAV-hAACD-2）を符号化したｒＡＡＶビリオンは、４つの正常なアカゲザルの被殻へ注入
され、また、ＡＡＤＣ発現の分配は、免疫組織化学によって決定される。２つの注入プロ
トコルがテストされる:上昇（ramped）手順(０．２μＬ/分から１μＬ/分まで速度をゆっ
くりと段階状に増加)、及び１μＬ/分の一定の速度での非上昇注入である。第一の終了点
は、注入手順の安全評価、及び注入後、５．５週での遺伝子伝達表現の評価である。
【００６５】
　ベクター注入後の臨床観察は、研究期間中に行動の異常性を示さない。上昇注入、又は
非上昇注入のいずれかにより、大きな病理学の差は観察されない。組織病理学は、両方の
グループにおいて比較可能であり、カニューレ配置及びベクター注入に応じて針経路に沿
った単に最小の集中された炎症性の組織反応を示す。さらに、ＡＡＤＣ免疫組織化学は、
いずれかの注入手順による免疫染色量において著しい差異がない状態で、ベクターが被殻
にあまねく分配されることを実証する。ＡＡＶ２ベクターに対する血清抗体レベルは、注
入後、僅かな増加を示した。
【００６６】
　以下の例は、本発明の実施形態を図示するためにのみ提供され、本発明を規定又は限定
するものではない。
【００６７】
　例１
　アッセンブリー及び組み合わせ手順
　Ａ．例示的なカニューレ＃１
　例示的な階段状のカニューレ(図３Ａ及び図３Ｂに示されるような)は、以下のように生
産される。
【００６８】
　ステンレス鋼管セグメントは、ある長さに切られ、Lasag社 Ｎｄ:ＹＡＧ又はNeodinium
 ＹＡＧ（イットリウム・アルミニウム・ガーネット）レーザ、４５４ｎｍ波長領域にお
ける紫外線レーザを使用して溶接される。２３Ｇセグメントと１９Ｇセグメントとの間の
溶接は、漏れが無いことをテストされ、全ての溶接部は１０ポンドの最小引張力に耐える
ことをテストされる。２３Ｇセグメントと１９Ｇセグメントとの間の溶接は、針の外側へ
の逆流の可能性のあるあらゆる製品がカニューレの内腔へ漏れるのを防止し漏れがないよ
うにべきである。同じ理由で、熔融シリカ管の露出した遠位端とカニューレの鋼管部分と
の間の接着ジョイントは、液体が入らないようにすべきである。
【００６９】
　針は、レーザー工程の終了後、不動態化され超音波で洗浄される。熔融シリカ管は、切
断され、シアノアクリレート接着剤によりステンレスカニューレに組み立てられる。パッ
ケージの前に、先端を保護するため、プラスチックの針カバーがカニューレの遠位端を覆
って付けられ、そして、アッセンブリー全体が消毒用の予めラベルが付けられたTyvek（
登録商標）ポーチ内に包装される。
【００７０】
　注入針サブアッセンブリー（ＩＮＳＡ）は、管（長さ９．６７インチ、２３ＲＷ遮断、
０．０２５０／０．０２５５のＯＤ、０．０１２５／０．０１４０のＩＤ、０．００６の
壁厚）の芯セグメント２０上のステンレス鋼管の連続セグメントを滑動させることにより
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組み立てられる。図３Ａ。内径(ＩＤ)、外径(ＯＤ)及び管肉厚(「壁」)に関する寸法は、
すべてインチで提供され、対の値Ｘ／Ｙは、最小及び最大の公差を表わす。
【００７１】
　図３Ａを参照して、セグメント２２（長さ８．２８インチ、１９ＲＷ遮断、０．０４１
５／０．０４２５のＯＤ、０．０２５５／０．０２８５のＩＤ、０．００７５の壁）は、
セグメント２２の遠位端を超えて延在する０．３９０インチ（１０ｍｍ）の芯を残して芯
セグメント２０を覆い配置される。セグメント２４（長さ６．３１インチ、１７ＲＷ遮断
、０．０５７５／０．０５８５のＯＤ、０．０４０５／０．０４３５のＩＤ、０．００８
の壁）は、セグメント２４の遠位端を超えて延在する１．９７０インチのセグメント２２
を残してセグメント２０，２２を覆い配置される。セグメント２６（長さ６．３１インチ
、１５ＲＷ遮断、０．０７１５／０．０７２５のＯＤ、０．０５９５／０．０６１５のＩ
Ｄ、０．００６の壁）は、セグメント２６の遠位端を超えて延在する１．９７０インチの
セグメント２２を残してセグメント２０，２２、２４を覆い配置される。セグメント２８
（長さ６．３１インチ、０．０８６／０．０８７のＯＤ、０．０７３５／０．０７５０の
ＩＤ、０．００６の壁）は、セグメント２８の遠位端を超えて延在する１．９７０インチ
のセグメント２２を残してセグメント２０，２２、２４、２６を覆い配置される。セグメ
ント３０（長さ１．５８インチ、０．１０８／０．１１０のＯＤ、０．０８８０／０．０
８９５のＩＤ、０．０１０の壁）は、セグメント３０の遠位端を超えて延在する７．０９
０インチのセグメント２０を残してセグメント２０，２２、２４、２６、２８を覆い配置
される。
【００７２】
　全ての部品は、適所にレーザ溶接された。セグメント２０とセグメント２２との間の遠
位の溶接継ぎ目は、１００％気密とされ、セグメント１の内部は、閉塞（例えば、０．０
１２インチの直径ワイヤー又はゲージ・ピンを用いて）がないことを保証するようにテス
トされた。全ての溶接ジョイントは、１０ポンドの最小引張力に耐えなければならない。
【００７３】
　いったん組み立てられ、ＩＮＳＡは、以下のように不動態化され超音波で洗浄される：
Oakiteアルミニウム１０分間洗浄され、７分間、脱イオン化された水でスプレーすすぎさ
れ、アルコール中で超音波ですすがれ、及び空気で乾かされた。
【００７４】
　針カバー３２（長さ９．０インチ、０．１５６のＯＤ、０．１０４／０．１０８のＩＤ
、０．０２５の壁）は、組み立てられたセグメントの近位端を超えて延在するセグメント
３０の０．８インチのセグメントを残して組み立てられたセグメント２０，２２，２４，
２６，２８，３０を覆い配置される。
【００７５】
　ＩＮＳＡは、以下のように、酸及び清浄液の跡が無いように検査された：針カバー３２
を外し、アルコール内に浸し、針カバーを交換し、針カバー７の遠位端を通じて空気を吹
き、セグメント２０の近位端で液体流出を検査し、流出のすべてが清潔になるまで繰り返
された。
【００７６】
　ＩＮＳＡの遠位端は、それが直線だったことを保証するために検査された。
【００７７】
　図３Ｂは、ここに記載するような例示的な注入針アッセンブリーの組み立てを示す。
図３Ｂ－１に示すように、針カバー３２は、上述したようにＩＮＳＡ３５から除去され、
熔融シリカ管４０の全長は、ＩＮＳＡ３５の芯２３Ｇ管１５に、近位端にて始まり、ＩＮ
ＳＡ３５の遠位端を超えて約２インチ延在するまで通される。Loctite（登録商標）接着
剤（Loctite（登録商標）　Prism（登録商標）　４０１１接着剤、低粘度）は、露出した
熔融シリカ管４０に塗布された。次に、熔融シリカ管は、接着剤を均一に配置するように
ＩＮＳＡを回しながら、ＩＮＳＡの遠位端を超えて約１インチ残るまで引っ込められた。
接着剤の接合強度は、少なくとも５ポンドである。露出した熔融シリカ管は、ＩＮＳＡの
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遠位端から延在して０．３９０インチ（１０ｍｍ）残るように、仕上げられ、針カバー３
２が交換された。
【００７８】
　４８インチ長のＦＥＰ（テフロン（登録商標））管（１／１６のＯＤ、０．０３０のＩ
Ｄ）が３１として準備され、両端は、Loctite（登録商標）プライマー（Loctite（登録商
標）７７０１プライマー）に漬けられ、空気乾燥される。熔融シリカ管４０の近位端は、
ＦＥＰ管に通される。Loctite（登録商標）接着剤は、ＩＮＳＡの近位端に塗布される。
ＦＥＰ管３１の遠位端は、ＩＮＳＡの針端の上にすぐに押される。接着剤の接着強度は、
少なくとも４ポンドである。
【００７９】
　図３Ｂ－３に示されるように、２３Ｇステンレス鋼スペーサー４７（長さ１インチ、２
３のＲＷ）は、熔融シリカ管４０上に置かれる。Loctite（登録商標）接着剤は、熔融シ
リカ管４０の外側及びスペーサー４７の外側に塗布される。また、スペーサー４７は、Ｆ
ＥＰ管３１の近位端が面一になるまで、ＦＥＰ管３１の近位端に挿入される。０．５イン
チ長のＰＶＣ収縮管４９（０．１２５ＩＤ）のセグメントは、ＦＥＰ管３１の近位端上に
はめられる。
【００８０】
　図３Ｂ－４に示されるように、その後、１／１６のメスのLuerコンプレッションフィッ
ティング５０がＦＥＰ管３１の近位端上にはめられる。また、フェルール５１は、ＦＥＰ
管３１の近位端上におよそ１インチ、置かれる。Loctite（登録商標）接着剤がＦＥＰ管
３１の外側に塗布され、フェルール５１がＦＥＰ管３１の近位端と面一にフェルールの近
位端に位置するように押される。Loctite（登録商標）接着剤が熔融シリカ管４０、スペ
ーサー４７、ＦＥＰ管３１、及びフェルール５１間のジョイントを密閉するために塗布さ
れる。
【００８１】
　フェルール５１を超えて近位へ延在する残りの熔融シリカ管４０は、刻み目を入れられ
、折られる。図３Ｂ－５に示されるように、フェルール５１は、Luerコンプレッションフ
ィッティング５０（３ポンド最小引張力）にぴったりと設置され、ＩＮＳＡ３５の近位端
とＦＥＰ管３１との間のジョイントにわたり、熱収縮管４９が熱収縮される。
【００８２】
　アッセンブリーは、空気漏れがテストされ、オスのLuerキャップ５５がコンプレッショ
ンフィッティング５０に加えられる（図３Ｂ－６）。
【００８３】
　その後、組み立てられたＩＮＡは、ラベル付のTyvek（登録商標）ポーチ（４ｘ２３イ
ンチ）内に包装され密閉される。そして、貯蔵又は出荷用のラベル付の箱内に収納される
。
【００８４】
　管３１は、テフロン（登録商標）ＦＥＰで作製されたが、当業者は、適切な管材料が使
用可能であり、又は管はすべて省略することもできることを認識するであろう。ＦＥＰ管
３１は、熔融シリカ管４０用の保護として含まれており、非常に薄い熔融シリカ管がシス
テムのオペレーターに見えることの確認の助けのために含まれる。これらの機能のどちら
も本質的なものではない。さらに、ＦＥＰ管は製品に接触しないので、他の材料の管が生
物学的適合性に対する考慮なしに使用可能である。
【００８５】
　ここに記述されるように生成され、完成したカニューレは、全長６．３１インチ（例え
ば管エレメント２８を備える長さ）を超え、内径０．０１２５～０．０１４０インチ、及
び外径０．０８６～０．０８７インチである５層のステンレス鋼管を備える。このカニュ
ーレは、このセグメントに沿って実質的な剛性を有し、これは目標組織（例えば脳）に挿
入されるようにカニューレの曲がりを防止する。さらに、鋼管３０の６番目の層が１．５
８インチのセグメント上にカニューレにさらに大きな強さを加え、これは、図５に示され
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るように、使用中に定位フレームに取り付けられるときに、カニューレが潰れたり、変形
するのを防止する。
【００８６】
　Ｂ．例示的なカニューレ＃２
　他のカニューレは、例１Ａに記述されたものに類似して作製される。図６に示されるよ
うに、カニューレ８０は、３０ゲージ管に終わり、階段デザインで、レーザ溶接により互
いに熔融された４層の３０４手術用鋼を備える。鋼カニューレ（針先端を含み端から端ま
で約２４．６ｃｍ）は、鋼を超えて１ｃｍ延在することにより配送装置の先端も形成する
１００μｍの内径の熔融シリカ８２で裏張りされている。テフロン（登録商標）管８４で
覆われていた約１．２ｍ（１２２ｃｍ）のさらなる熔融シリカ８２は、Luerハブ８６に接
続される。熔融シリカ及びテフロン（登録商標）管の間の１インチの３０ゲージ鋼スペー
サー８８は、密閉され、医療級シアノアクリレート接着剤でLuerハブに取り付けられる。
【００８７】
　例２
　ＡＡＤＣを符号化した組み換え型のウイルスベクターの霊長類の脳への配送
　ヒトＡＡＤＣ（AAV-hAADC-2）を符号化した組み換え型ＡＡＶベクターが準備され、以
下のようにアカゲザルの被殻に配送される。
【００８８】
　組み換え型ベクターの製造
　組み換え型ＡＡＶ２は、３倍のトランスフェクション・プロトコル(Matsushita等(1998
)Gene Ther. 5(7): 938-45)によって生成された。簡単に言えば、１０％のウシの胎仔血
清及び２ｍＭのグルタミンを含んでいるＤＭＥＭ中の一連の使い捨て培養品によって細胞
・バンクを動かすＨＥＫ２９３から細胞の拡大後、細胞は、３つのプラスミド(pAAV-hAAD
C-2、pHLP 19、及びpladeno5)で同時形質移入（co-transfected）された。ｒＡＡＶ－ｈ
ＡＡＤＣ－２ベクター・クローンは、上述のもの(Sanftner等 (2004) Mol. Ther. 9(3): 
403-9)と同じである。プラスミドｐＨＬＰ　１９及びpladeno５は、米国特許5,139,941；
5,622,856；6,001,650；及び6,004,797　にてより完全に記載されており、それらの開示
内容は、それらの全体が参考文献として本願に組み込まれている。
【００８９】
　適切なトランスフェクション時間後、トランスフェクション試薬を含む媒質は、無血清
媒質と取り替えられ、細胞はベクター生成を可能にするためにさらに培養される。細胞は
収穫され、遠心分離によって凝縮され、AAV-hAADC-2ベクターを解離するため凍結/解凍方
法によって溶解される。細胞の残骸を除去する遠心分離の後、溶解物は、Benzonase（登
録商標）、塩化カルシウムにより処理され、ポリエチレングリコールで沈殿される。ベク
ターは、セシウム塩化物における等密度の勾配超遠心分離を２回繰り返すことによって浄
化される。
AAV-hAADC-2は、凝縮され、５％のソルビトールを含む無菌のバッファーされた食塩水(PB
S)でダイアフィルタ（diafiltered）される。Poloxamer 188(TM)(0.001%)が加えられ、物
質は、無菌濾過（0.22μｍ）され、－７０℃で冷凍保存される。ベクター清浄は、SDS-PA
GEによって評価される。この研究で用いられる、浄化されたrAAV2ベクターは、SDS-PAGE
ゲルの銀染色法により、VPl、VP2、及びVP3のみを示される。滴定濃度は、ベクター・ゲ
ノムのリアルタイムQ-PCR分析により決定される。
【００９０】
　外科的処置
　定位の座標(被殻の解剖学的構造に基づく)を同定するために、核磁気共鳴映像法(MRI)
が手術に先立って各猿に行なわれた。一つが頭側の被殻に集められた部位で、２つ目が尾
部の被殻内の部位にて、各大脳半球に２つの部位が目標とされた。成体のアカゲザル(n=4
)は、手術のため、ケタミン(Ketaset（登録商標）、10mg/kg、筋肉注射)及びValium（登
録商標）(0.5mg/kg、静脈注射)の混合物で動けなくされ、挿管され準備された。等張性の
液体は、２ｍＬ/ｋｇ/ｈｒで静脈注射にて配送された。麻酔は、５％ｖ／ｖで、全身麻酔
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薬（Aerane（登録商標）、Omeda PPD社、Liberty, New Jersey）にて引き起こされ、手術
の間、ｌ％－３％　ｖ／ｖで維持された。動物の頭は、ＭＲＩ互換の定位フレームに置か
れた。心電図、心拍数、酸素飽和度、及び体温が手続きの間、連続的にモニターされなが
ら、中心温度は循環水ブランケットにて維持された。目標部位の真上の硬膜領域を露出す
るように、歯科用ドリルにて頭蓋骨に穴が形成された。ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２は、ＣＥ
Ｄ(Lieberman等 (1995) J. Neurosurg. 82(6): 1021-9; Bankiewicz等 (2000) Exp. Neur
ol. 164(1): 2-14)によって注入された。それぞれの猿は、４つの部位(一つの半球当たり
２つの部位を有し、部位当たり５０μＬ)にわたり２００μＬで拡がり、計３×１０１１

ｖｇを受け入れた。注入カニューレは、各大脳半球における被殻に手動で案内された。ま
た、動物は、左脳半球用に０．２μＬ／分（１０分）、０．５μＬ／分（１０分）、０．
８μＬ／分（１０分）、及び１μＬ／分（３５分）の注入速度で、右脳半球用に１μＬ／
分（５０分）の一定の注入速度にて、ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２（１．５×１０１２ｖｇ／
ｍＬ）の左右相称の注入（つまり両大脳半球内の頭側及び尾部の部位へ連続して注入）を
受けた。各動物の実際の定位座標は、：ＭＲ１５１０１Ｍ　頭側被殻　ＡＰ：１８、ＭＬ
：±１０．５、ＤＶ：２０、尾部被殻ＡＰ：１５,ＭＬ：±１３,ＤＶ：２０、Ｒ２１１１
０１Ｍ　頭側被殻　ＡＰ：２４、ＭＬ：±１２．５、ＤＶ：２０、尾部被殻　ＡＰ：２１
、ＭＬ：±１３．５、ＤＶ：２０、ＭＲ１５１０９Ｍ　頭側被殻　ＡＰ：１２、ＭＬ：±
１３、ＤＶ：２０、尾部被殻　ＡＰ：１５、ＭＬ：±１２、ＤＶ：２０、Ｒ２３７００Ｍ
　頭側被殻　ＡＰ：２１、ＭＬ：±１３．５、ＤＶ：２１、尾部被殻　ＡＰ：２４、ＭＬ
：±１２．５、ＤＶ：２０である。注入の約１０分後に、カニューレは除去され、巻かれ
た部位は閉じられた。また、猿は麻酔からの回復のためにモニターされ、次に、継続して
観察するためにケージに戻された。
【００９１】
　組織学と免疫組織化学
　組織学の研究のため、動物は、１０％中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）に従い心臓内の塩
水注入を介して潅流する。その後、脳は、除去され、脳型枠にて頭頂ブロック(８～１０
ｍｍ)にスライスされる。収穫された脳ブロックは、１０％ＮＢＦ定着薬への浸漬により
固定される。組織ブロックは、定着後２～３日で、濃度上昇ＰＢＳ／スクロース溶液（１
０，２０，３０％）に３～５日間にわたり移送される。脳は、イソペンタン槽にて冷凍さ
れ、ドライアイス上で冷やされ、低温保持装置で４０μｍ厚の頭頂部分に連続的にカット
される。１０番目の部分毎に、組織病理学の分析のためにヘマトキシロン及びエオシン（
Ｈ＆Ｅ）溶液(Richard Allen、Scientific、Kalamazoo、MI)で着色される。免疫組織化学
は、ＡＡＤＣ(Chemicon、Temecula、CA、1:1,500)特定用の第一の抗体を有する浮かない
部分で実行された。部分は、細胞膜内で成長するペルオキシダーゼを消すために、３０分
間、３％の過酸化水素内で保温された。１０％の正常なヤギ血清で非特定結合のためにブ
ロックした後、部分は、室温で、一級抗体に一晩保温され、その後、ビオチン化された抗
ウサギＩｇＧ抗体(Vector Laboratories、Burlingame、CA、1:300)、スプレプトアビジン
抱合体化されたホースラディシュ・ペルオキシダーゼ(Vector Laboratories、1:300)にて
、室温で、両方１時間、保温された。複合体は、３－３'－ジアミノベンジジン(DAB(Vect
or Laboratories))及び過酸化水素で視覚化された。部分は、Superfrost Plus（登録商標
）スライド（Brain Research Laboratories, Newton, MA)に取り付けられ、乾かされ、上
昇エタノール系内で脱水され、キシレン内で清掃され、Cytoseal－XYL(Richard―Allen、
Scientific、Kalamazoo、MI)でマウントされる。ｈＡＡＤＣ免疫染色の前後分配は、式（
ｎ×１０×４０μｍ）により決定される。ここで、ｎはｈＡＡＤＣ陽性細胞での部分数、
４０μｍは部分の厚さ、１０番目の部分毎に検査された。分配量は、連続の部分（１０番
目毎）にて推定され、ビデオカメラ及びStereoinvestigator(TM)の立体解析学ソフトウェ
ア(Microbrightfield、Williston、VT)を装備したZeiss顕微鏡で６３倍の拡大の下、立体
解析学法に基づき設計されたOptical Fractionator-Optical Dissector でＡＡＤＣに関
して着色された。ＣＥＥは、各グループに関し５％未満である。結果は、平均±標準偏差
として報告される。学生のt - テストは、統計的有意性を測定するために用いられた。
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【００９２】
　リアルタイムの量的ＰＣＲ
　この研究にて用いられるベクターＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２は、ヒトのＡＡＤＣ目標ｃＤ
ＮＡを含んでいる。リアルタイムＱ－ＰＣＲプライマー及びプローブは、ＡＡＤＣ遺伝子
の２，３のエクソンにアニールし、ベクター・シーケンスの中にないイントロンをまたが
る。それにより、ゲノムのＤＮＡの増幅を最小化する。リアルタイムＱ－ＰＣＲは、ベク
ター・インサートを含む線形化されたプラスミドＤＮＡで標準化され、ベクター・ゲノム
は、上述したように(Sommer等 (2003) Mol. Ther. 7(1): 122-8)、量を計られた。
【００９３】
　中和ＡＡＶ抗体滴定濃度
　血清又は血漿の中和抗体(NAb)滴定濃度は、細胞に基づいた分析にて生体外で決定され
た。β－ガラクトシダーゼ・リポーター遺伝子（AAV2-LacZ）を符号化した、規定数のＡ
ＡＶ２ベクター粒子は、９６－ウエルプレートにおける集合の近くのＨＥＫ－２９３細胞
への混合物の追加の前に、３７℃にて１時間、テスト血清で保温された。制御（１００％
）ＡＡＶ２形質導入は、純粋なマウス血清（ＮＭＳ）がある状態でＡＡＶ２－ＬａｃＺに
よる形質導入の後、２４時間の培養にて測定されたβ－ガラクトシダーゼ活性の量として
規定された。ＮＭＳ中のテスト血清のハーフログ（half-log）連続希釈は、β－ガラクト
シダーゼ発現の５０％以上の抑制に帰着するテスト血清の最も高い稀釈を決定するように
なされた。各希釈列は、３つにてテストされた。滴定濃度を中和する十分に定義されたＡ
ＡＶ２を備えた基準血漿は、各分析評価にて使用され、また、負の制御（ＮＭＳだけ）は
、バックグラウンドの分析評価を決定するために用いられた。ＮＡｂの滴定濃度は、５０
％抑制レベル、例えば、１：１００、１：３１６を一まとめにする２つの稀釈液として規
定された。
【００９４】
　ＥＬＩＳＡ架橋
　滴定濃度板（９６ウエル）は、ＡＡＶ２粒子でコーティングされ、次に、試験サンプル
（血清または血漿）とともに保温された。板は、ビオチン化されたＡＡＶ２粒子で保温さ
れ、次に、それらはＨＲＰ結合－スプレプトアビジンにて検出された。ビオチン化された
ＡＡＶ２粒子は、２つのＡＡＶ２粒子間にブリッジを形成する多価抗体によってのみ捕ら
えることができる。この分析評価における非常に低い非特異性のバックグラウンド信号は
、希釈されていない、又は低希釈の試験品の試験を可能にし、また、分析評価は、試験サ
ンプルにおける第一の抗体が酵素を結合した第２の抗体によって検出される古典的ＥＬＩ
ＳＡよりも高い感度を有する。架橋分析評価は、抗体の異なる種とクラスとの間の直接の
滴定濃度比較を可能にする。分析は、ＡＡＶ２(Grimm等、1998)を認識する、浄化された
マウス単クローン抗体「Ａ２０」の既知量で標準化された。この分析の量化限界は、約１
５ｎｇ／ｍＬの反ＡＡＶ２抗体だった。１：１００のＮＡｂ滴定濃度を有するヒトのサン
プルは、Ａ２０と同等な抗体の１～１０μｇ／ｍＬの間に含まれていた。この分析によっ
て反復試験を受けた６５の人間サンプルに関する平均の測定間(inter-assay)の可変性は
、２３％だった。
【００９５】
　実験に基づく設計
　組み換え型ＡＡＶ２ベクターは、頭脳組織を効率的に形質導入するが、しかし、形質導
入レベルは、高い中和抗体(NAb)滴定濃度(>1:1200）(Sanftner等 (2004) Mol. Ther. 9(3
): 403-9) が存在する状態で著しく下がる。したがって、ＮＡｂ滴定濃度≦１：１００を
有する４匹のオスのアカゲザルがＡＡＶ２注入（表１）のために選ばれた。ベクター投与
のための定位座標を決定するために、ＭＲＩ走査がＡＡＶ２配送に先立って行なわれた。
動物に、各大脳半球(３．０×１０１１ｖｇ／脳)に、２つの５０μＬ注入(７．５×１０
１０ｖｇ／部位)にて、１．５×１０１１ｖｇ／脳のＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２がそれぞれ
に注がれた。０．２μＬ／分（１０分）、０．５μＬ／分（１０分）、０．８μＬ／分（
１０分）、及び１μＬ／分（３５分）の上昇の注入速度（増加）が、左大脳半球用に用い
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動物は、５．５週間モニターされた。このモニタ時間は、ｈＡＡＤＣ発現が比較的安定に
なるのに満足な期間である。第一の終了点は、免疫組織化学により決定されるようなＡＡ
ＤＣ発現、並びに臨床観察及び組織病理学によって決定されるような安全評価を含んでい
た。さらに、基線及び研究の終わりにて集められた血清サンプルは、中和すること及びＡ
ＡＶに対する全抗体の両方の存在に関してテストされた。
【００９６】
【表１】

【００９７】
　注入装置改良及びベクター回収
　ヒトの使用（「Clinical Device A」つまりCDA）のための試作型注入装置は、標準のLe
ksell（登録商標）の定位フレームにはまり合うように作製された、２５ｃｍのステンレ
ス鋼カニューレを備えていた。ＣＤＡカニューレは、剛性、及び内部ホールドアップ体積
の最小化を提供するため、医療等級のステンレス鋼管の４つの階段状層を備えていた。鋼
ＣＤＡカニューレは、１．２ｍのテフロン（登録商標）管を介して注射器に接続された。
１μＬ／分までの流速におけるベクター回収研究は、製品調剤にて表面活性剤として０．
０１％のPoloxamer 188が含まれるにもかかわらず、９０％のベクター製品が装置に吸着
していたことを示している（表２）。ベクターで装置を１時間フラッシュすることは、後
の回収を改善するが、しかし、ベクターの損失は、まだおよそ４０％あった。さらに、ベ
クター回収用のテストは、１μＬ／分以下の流速にて製品が異種の管材料に接する階段状
のステンレス鋼カニューレの試験を含んでいた（例１Ａ、１Ｂ）。優れたベクター回収は
、ＡＡＶベクターと接する、熔融シリカTygon（登録商標）及びシリコーン管を備えるカ
ニューレに関して観察された。鋼、テフロン（登録商標）(PTFE及びFEP)、及びポリイミ
ドのような他の物質は、かなりの量のベクターを捕獲する。
【００９８】
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【表２】

【００９９】
　ベクター損失の多くは、低流速にてのみ観察された。例えば、テフロン（登録商標）管
では、ベクター損失は、線形の流速に反比例した。ベクターの９０パーセントは、１μl/
分（１．２ｍの管を４ｍｍ／分）にて失われたが、しかし、許容可能なベクター回収（＞
８０％）は、同じ管で、約１００μＬ／分の流速にて得ることができた。線形の流速を最
大にし、かつテフロン（登録商標）及び鋼の表面でのベクターの接触を全て除去するため
に、臨床装置の全コアは、内径１００μｍの熔融シリカにて裏打ちされた（例１Ｂ、図６
）。この装置（「臨床装置Ｂ」即ちＣＤＢ）では、鋼カニューレは、剛性を提供するため
に熔融シリカを囲み、熔融シリカは、鋼カニューレの先端を超えて１０ｍｍ延在する（図
６）。針の先端近くの２つの外側の階段は、針の経路に沿った潜在的な逆流を最小にする
ために含まれている。さらに１．２メーターの熔融シリカは、LuerハブにＣＤＢカニュー
レを接続し、単に保護を提供するためにテフロン（登録商標）管によってカバーされる。
ＣＤＢは、ｃＧＭＰに従い製造され組み立てられ、終末にエチレン酸化ガスによって殺菌
された。
【０１００】
　ベクターの量的回収は、臨床前及び臨床装置による模擬の注入によって評価された。臨
床前装置に関して、４００μＬのベクター溶液は、２７ゲージ鋼管の４ｃｍ片により囲ま
れた熔融シリカを有する７ｃｍのカニューレに連結されたテフロン（登録商標）管へ遠位
端から出された。１００μＬ／分にてカニューレを満たした後、回収分析用のベクター収
集前に、さらに２０μＬのフラッシュが行われた。プログラム可能な注射器ポンプにて０
．２～１．０μＬ／分（上昇手順）の流速にて、４つの試料が２つの装置から集められた
。
【０１０１】
　表２に示されるように、これらの状態の下で臨床前装置からの平均ベクター回収は、６
３±１６％（±ＳＤ）であった。臨床装置については、ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２ベクター
は、５×１０１１ｖｇ／ｍＬに薄められ、注射器に装填され、装置に取り付けられた。充
填後、臨床装置Ａは、８μＬ／分（６２．５分）で５００μＬのベクター溶液でフラッシ
ュされ、一方、臨床装置Ｂは、４μＬ／分（１２．５分）で５０μＬのベクター溶液でフ
ラッシュされた。５０μＬの２つの連続した部分標本が、０．２～１．０μＬ／分の流速
にて各装置の３セットから集められた。各サンプルにおけるベクター濃度は、リアルタイ
ムの量的ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）によって決定された。
【０１０２】
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　臨床装置Ａに関する回収は、大量の１時間のフラッシュ後、単に６０±１５％であった
。一方、ベクター（１０１±６％）の完全な回収が臨床装置Ｂに関して観察された。臨床
装置Ｂから回収されたベクター・サンプルの性能は、感染性の滴定濃度（Zhen 等 (2004)
 Hum. Gene Ther. 15(7): 709-715)を決定することにより確認された。特定の活性（伝染
性のユニット／ｖｇ）において、顕著な減少は、観察されなかった。
【０１０３】
　免疫組織化学及び生体内でのｈＡＡＤＣ発現の計量
　ｈＡＡＤＣ発現の免疫組織化学分析は、ベクター分配が上昇注入と非上昇注入との後で
異なるのか否かを臨床装置Ｂで決定するため、ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２注入後、５．５週
にて各大脳半球にて実行された。全ての猿は、被殻内でｈＡＡＤＣ発現を示した。連続し
た部分は、ｈＡＡＤＣ－陽性細胞用の明視野顕微鏡にて検査された。分配の体積、及びｈ
ＡＡＤＣ遺伝子組み換えの陽性細胞の前、後（Ａ－Ｐ）拡張が全ての動物に関し決定され
た。
【０１０４】
　図７は、注入部位によるｈＡＡＤＣ遺伝子組み換え用の免疫組織化学染色の断面を示し
ている。画像は、動物ＭＲ１５１０２Ｍ（Ａ）、ＭＲ１５１０９Ｍ（Ｂ）、Ｒ２３７００
Ｍ（Ｃ）、及びＲ２１１１０１Ｍ（Ｄ）からの部分の全マウントである。部分は、画像の
右側で右大脳半球、及び画像の左側で左大脳半球による尾部の図から配向される。すべて
の動物において、遺伝子組み換え発現は、被殻に集中した。ｈＡＡＤＣ発現は、図７Ｂに
示されるような注入路による直接のラインを除き皮質領域で検出されなかった。ＡＡＤＣ
陽性細胞又はｈＡＡＤＣ染色の強度の数の差は、右大脳半球と左大脳半球の比較において
見られなかった。
【０１０５】
　上昇注入（図８Ａ）を受けた左大脳半球、又は非上昇注入（図８Ｂ）を受けた右大脳半
球からの代表的な動物における被殻の注入部位の高拡大画像は、中間のとげ状のニューロ
ンにおけるｈＡＡＤＣ遺伝子組み換え発現を示す。ｈＡＡＤＣ発現に関する免疫組織化学
染色は、注入された大脳半球の全て（８／８）で見られた。ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２投与
は、上昇注入（左大脳半球）又は非上昇注入（右大脳半球）にて、ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－
２の類似の分配により、被殻の良好な発現及び有効範囲の結果となった。
【０１０６】
　反ｈＡＡＤＣ抗体で染色された連続部分におけるｈＡＡＤＣ分配の推定された体積の計
量は、Stereoinvestigator（ＴＭ）立体解析学ソフトウェア（Microbrightfield、Willis
ton、VT）にて行なわれた。分配の前後（Ａ－Ｐ）、頭側から尾部への分配の一次元測定
、及びｈＡＡＤＣ免疫染色の体積は、４つのＡＡＶ処置された非ヒト霊長類の各大脳半球
に関して別個に決定された（表３）。右又は左の大脳半球のいずれかに関する平均Ａ－Ｐ
分配及び平均体積は、それぞれ４つの大脳半球に基づいた。左大脳半球（上昇配送）に関
する平均Ａ―Ｐ分配は、９６００μｍ±２４２２μｍ（ＳＤ）、及び平均体積は２３８ｍ
ｍ３±１２１ｍｍ３であった。右大脳半球（非上昇配送）に関する平均Ａ―Ｐ分配は、９
６０６μｍ±２０３７μｍ、及び平均体積は２８４ｍｍ３±５５ｍｍ３であった。対では
ないStudent'sテスト（ＡＰ分配比較用のＰ＝０．９９７３、及び拡張体積比較用のＰ＝
０．５１８７）による上昇又は非上昇間での平均体積又は平均Ａ－Ｐ分配に、顕著な相違
はなかった。非上昇注入は、カニューレ路に沿ったベクターの逆流、又は遺伝子組み換え
誘導化ｈＡＡＤＣ分配の減少に帰着しなかった。逆流の欠乏は、カニューレの複数の階段
デザインによるものであるかもしれない。
【０１０７】
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【表３】

【０１０８】
　組織病理学
　Ｈ＆Ｅで染色された連続部分の組織病理学的分析は、上昇又は非上昇配送のいずれかに
て、カニューレ配置及びＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２注入の効果を決定するために、全ての動
物にて行われた。図９は、５倍の拡大で、代表的な動物、Ｒ２１１１０ＩＭからの被殻内
のＨ＆Ｅ染色部分を示す。動物Ｒ２１１１０ＩＭは、右大脳半球（パネルＡ）にて非上昇
注入手順により、及び左大脳半球（パネルＢ）にて上昇注入手順により、ＡＡＶ－ｈＡＡ
ＤＣ－２の左右相称のＣＥＤを受け入れた。画像は、中間の尾部の被殻レベルでのカニュ
ーレ路に隣接する領域を示す。全てのＨ＆Ｅ染色スライドは、処理状態を認識していない
、神経病理学者（Pathology Associates 社）によって調査された。いくつかの単核細胞
浸潤は、穏やかな血管周囲性細胞浸潤とともに被殻で見られた。両方の被殻は、少数の浸
透した血管、及び穏やかな実質組織浸潤を含んでいた。右、左大脳半球の組織病理学の様
相は、注入部位での少しの炎症性の組織反応と共に、類似した。
【０１０９】
　中和抗体の成長
　ＡＡＶキャップシッドへの中和抗体（ＮＡｂ）及び合計抗体滴定濃度は、ベクターの注
入に先立って、及び検死のときに集められた血清サンプルに関して決定された。反ＡＡＶ
抗体値のわずかな上昇は、ＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２（表１）の左右相称の注入後に、すべ
ての動物におけるＥＬＩＳＡ架橋により検出された。２つのＮＡｂ分析に関する結果は、
表１に示されている。ＥＬＩＳＡ架橋は、反ＡＡＶ２マウス単クローン抗体で標準化され
る。２つの結果の平均は、後処理サンプルに関し示される。また、単一の結果は、前処理
サンプルに関し示される。処理前の最も高い血清中和抗体滴定濃度（１：１０～１：１０
０）を有する動物（Ｒ２３７００Ｍ）は、Day 42で１：３１～１：３１６に増加した後処
理抗体を有している。他の動物と比較したとき、この動物は、類似のｈＡＡＤＣ遺伝子組
み換え分配を有していた。このように、高滴定濃度に関連してベクター拡張の明らかな抑
制はなかった。
【０１１０】
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　臨床観察
　猿は、臨床的症状、食料消費、及び体重に関して毎日、評価された。手術後の日々の臨
床観察は、動物がＣＥＤ手順に対し耐性があり、行動変化を示さなかったことを示した。
臨床的症状に関するＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２処置又は体重変化はなかった。後処理期間に
なされた観察は、同様の外科的処置を受ける研究所に収容されたアカゲザルに一般に観察
されるものに類似していた。
【０１１１】
　結果
　本発明のカニューレの実施形態は、霊長類の脳へ有効にｒＡＡＶベクターを配送する能
力を評価するためにテストされた。それは、ヒトの被験者のパーキンソン病の治療のため
の治療のｒＡＡＶベクターの配送のためのモデルとして役立つ。ベクター配送をテストす
るために設計された模擬の注入は、テフロン（登録商標）又は鋼の表面にベクターの接触
を好ましくは回避して、ここに記載されるようなカニューレにて、本質的に、意図した服
用量の１００％を配送可能であることを確証した。
【０１１２】
　４匹の非ヒト霊長類の被殻の中へＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ－２の定位投与は、上昇（注入速
度を徐々に増加）と、非上昇（一定速度）の比較によって行なわれた。ｈＡＡＤＣ発現は
、免疫組織化学により検出でき、被殻に広く分配された。遺伝子組み換え誘導化ｈＡＡＤ
Ｃの体積の立体解析学の計量は、一方の注入手順を受け入れる大脳半球における同様の分
配を実証した。更に、一定の流速は、針路に沿った過度のベクターの付着とならなかった
。組織病理学の分析は、安全の問題を提案せずに、カニューレ挿入路の領域に配置された
わずかな組織炎症反応のみを明らかにした。左及び右の被殻（つまり、上昇注入と非上昇
注入）間の細胞浸潤又は炎症の度合いで明白な違いはなかった。異常な臨床観察は、手術
及び内被殻（intraputamenal）注入後、いずれの動物でも見られなかった。
【０１１３】
　装置及び注入パラメーターへの追加において、いずれかの区画への有効なＡＡＶを媒介
とした遺伝子配送に関する他の重要な考慮は、反ＡＡＶ抗体による潜在的な中立化である
。遺伝子治療技術の効能に悪影響を及ぼす可能性を有する人間における広範囲の先在する
ＡＡＶ中和抗体滴定濃度がある（Blacklow等 (1968) J. Natl. Cancer Inst. 40(2): 319
-27）。いかなるＡＡＶを媒介とした遺伝子治療アプローチも、そのようなハードルを予
想しなければならない。
【０１１４】
　例えば、ヒトのＡＡＶ２中和反抗体滴定濃度が様々なレベルにて確立可能なＳＣＩＤマ
ウスを利用するモデル・システムにおいて、１：１０未満の滴定濃度は、静脈内投与後、
ＡＡＶファクタＩＸの肝臓の形質導入に著しく悪影響を与えたことが観察された（Scalla
n等 (2004) American Society of Gene Therapy, Minneapolis, MN, Abstract #753 S286
）。被殻へのＡＡＶ２の配送は、ＣＮＳの免疫特権状態による抗体を循環することによる
中立化にそれほど従わないと仮定された。実際に、ネズミにて行なわれ、ＡＡＶ２にて予
め体系的に免疫にされ、線条体的（intrastriatally）に注入され実行された研究は、Ｎ
ａｂ滴定濃度が１：１２００を超えたときのみ観察される形質導入における減少にて中立
から重大な保護を確認した（Sanftner等 (2004) Mol. Ther. 9(3): 403-9）。
【０１１５】
　ここに記載された実験は、交絡因子のように中和抗体を除外するために、１：１から１
：１００までの範囲の先在するＮＡｂ滴定濃度とともに動物を使用し、それらの滴定濃度
は、被殻におけるｈＡＡＤＣ発現に明白な影響を及ぼさない。さらに、後注入滴定濃度は
、ベクター投与後にわずかだけ上昇し、それによって、現在の装置及び注入状態により、
良好に目標化され、最小の破壊での遺伝子配送を確認した。これらの結果は、また、ＡＡ
Ｖ２の線条体注入の繰り返しが人間の患者において実現可能かもしれないことを示唆する
。
【０１１６】
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　要約では、本発明の注入装置（臨床装置Ｂ）を介して猿の被殻へのＡＡＶ－ｈＡＡＤＣ
－２の非上昇注入は、よく許容された。被殻における、遺伝子組み換え（ｈＡＡＤＣ）発
現及び分配は、より複雑で、より時間を消費する上昇流速条件に匹敵した。神経組織変成
疾患及び他のＣＮＳ障害の遺伝子治療が拡張分野であるとすれば（Tinsley及びEriksson 
(2004) Acta Neurol. Scand. 109(1): 1-8）、現在の結果は、臨床装置Ｂの設計がこの分
野に関する系統的分類法における重要な進歩を表わすことを示唆する。本発明の装置及び
注入パラメーターは、ＰＤ患者へのＡＡＶ２の線条配送に、及び、また、異なる解剖学の
部位をターゲットとし、様々な治療薬又は遺伝子治療薬剤を配送し、ＣＮＳ臨床指示の類
別を治療するために、適用可能となるであろう。
【０１１７】
　例は、本発明を示し、かつ、それらの細部によって、本発明の請求範囲を限定しないよ
うに意図される。本発明の好ましい例示である実施形態が記載されているが、種々の変更
及び修正が本発明から逸脱することなくなされること、及び、添付の請求範囲では、全て
の変更及び修正が本発明の真意及び範囲に属するようにカバーするものであるということ
は、当業者には明らかであろう。
【０１１８】
　全ての刊行物、特許、及び特許出願刊行物、並びに、ここに参照されたものは、その全
体が参考文献としてここに編入される。
【図面の簡単な説明】
【０１１９】
【図１】図１は、ここに記載されるような階段状のカニューレ２を備える例示的なシステ
ムの概観である。また、内側が熔融シリカ管１，３のＦＥＰクラスＶＩ管３を介してカニ
ューレ２に連結される注射器４、及び注射器ポンプ５が示される。注射器ポンプ５は、Lu
reコンプレッションフィッティング６を介して管３に接続される。
【図２】図２は、ここに記載するような例示的な階段状のカニューレ１０を備える他の例
示的なシステムの側面図である。また、注射器ポンプ１６及び注射器１５が示されている
。注射器は、ＦＥＰ（テフロン（登録商標））管１３の内腔及びカニューレ１０を通して
延在する熔融シリカ管１２を介してLureコンプレッションフィッティング１４でカニュー
レ１０に連結される。
【図３Ａ】図３Ａは、ここに記載されるような例示的な注入針サブアッセンブリー（ＩＮ
ＳＡ）のアッセンブリーに含まれる例示的な階段を示す側面図を示す。
【図３Ｂ－１】図３Ｂ－１は、ここに記載されるような例示的な注入針アッセンブリー（
ＩＮＡ）のアッセンブリーに含まれる階段を示す側面図である。
【図３Ｂ－２】図３Ｂ－２は、ここに記載されるような例示的な注入針アッセンブリー（
ＩＮＡ）のアッセンブリーに含まれる階段を示す側面図である。
【図３Ｂ－３】図３Ｂ－３は、ここに記載されるような例示的な注入針アッセンブリー（
ＩＮＡ）のアッセンブリーに含まれる階段を示す側面図である。
【図３Ｂ－４】図３Ｂ－４は、ここに記載されるような例示的な注入針アッセンブリー（
ＩＮＡ）のアッセンブリーに含まれる階段を示す側面図である。
【図３Ｂ－５】図３Ｂ－５は、ここに記載されるような例示的な注入針アッセンブリー（
ＩＮＡ）のアッセンブリーに含まれる階段を示す側面図である。
【図３Ｂ－６】図３Ｂ－６は、ここに記載されるような例示的な注入針アッセンブリー（
ＩＮＡ）のアッセンブリーに含まれる階段を示す側面図である。
【図４】図４は、取り付けられた注射器を有する例示的なMedfusion 201Oi注射器ポンプ
の概観を示す。
【図５】図５は、人間の被験者への製品の投与のための定位フレームに取り付けられた、
ここに記載されるような例示的なカニューレの概観である。
【図６】図６は、ここに記載されるような他の例示的なカニューレの概観である。
【図７】図７は、パネルＡ－Ｄは、例２に記載された実験にて使用された猿からの全装着
脳部分における芳香性Ｌ－アミノ酸デカルボキシラーゼ（ＡＡＤＣ）に関する免疫組織化
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学的染色の結果を図示する。脳は、注入後５．５週での、注入部位を通り頭頂部にて示さ
れている。パネルＡ、Ｂ、Ｃ及びＤは、例２［ＭＲｌ５１０２Ｍ（Ａ）、ＭＲｌ５１０９
Ｍ（Ｂ）、Ｒ２３７００Ｍ（Ｃ）、及びＲ２１１１０ＩＭ（Ｄ）］にて分析された４つの
異なる猿の脳を表わす。全ての左大脳は、上昇注入を受け入れ、全ての右大脳は、非上昇
注入を受け入れた。黒の矢印は、被殻領域を示す。
【図８】図８は、パネルＡ及びＢは、例２に記載された実験にて使用された猿の脳の、注
入後５．５週での被殻内のＡＡＤＣに関する免疫組織化学的染色の高拡大画像を図示する
。上昇注入を受け入れた大脳からの代表的な部分は図８Ａに示され、非上昇注入を受け入
れた大脳からの代表的な部分は図８Ｂに示される。スケールバーは１００μｍを表す。
【図９】図９は、パネルＡ及びＢは、例２、Ｒ２１１１０１Ｍ、５倍拡大、における実験
にて使用される代表的な動物からの被殻内のヘマトキシロン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）の染
色部分を図示する。動物Ｒ２１１１０１Ｍは、右大脳にて非上昇注入手順を使用してＡＡ
Ｖ－ｈＡＡＤＣ－２の左右相称のＣＥＤを受け入れ（図９Ａ）、左大脳にて上昇注入手順
を受け入れた（図９Ｂ）。画像は、カニューレ跡に隣接している領域を示し、中間の尾部
の被殻レベルにて得られた。スケールバーは４００μｍを表わす。

【図１】

【図２】

【図３Ａ】



(26) JP 2008-515554 A 2008.5.15

【図３Ｂ】 【図３Ｂ】

【図４】 【図５】
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【図８】

【図９】



(28) JP 2008-515554 A 2008.5.15

10

20

30

40

【国際調査報告】



(29) JP 2008-515554 A 2008.5.15

10

20

30

40



(30) JP 2008-515554 A 2008.5.15

10

20

30

40



(31) JP 2008-515554 A 2008.5.15

10

20

30

40



(32) JP 2008-515554 A 2008.5.15

10

20

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,
BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,
CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,L
S,LT,LU,LV,LY,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SY,TJ
,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

特許法第６４条第２項第４号の規定により図面の一部または全部を不掲載とする。

(71)出願人  592130699
            ザ・レジェンツ・オブ・ザ・ユニバーシティ・オブ・カリフォルニア
            Ｔｈｅ　Ｒｅｇｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　オークランド　フランクリン　ストリート　１１１１　１２
            ス　フロア　オフィス　オブ　テクノロジー　トランスファー
(74)代理人  100101454
            弁理士　山田　卓二
(74)代理人  100081422
            弁理士　田中　光雄
(74)代理人  100100479
            弁理士　竹内　三喜夫
(72)発明者  クルズィスズトフ・バンキーウィッツ
            アメリカ合衆国９４６１９カリフォルニア州オークランド、バルモーラル・ドライブ５８１５番
(72)発明者  ジャーグ・エム・ソマー
            アメリカ合衆国９４５６３カリフォルニア州オリンダ、ミラ・ロマ・ロード５２番
Ｆターム(参考) 4C066 AA10  BB01  CC01  DD12  EE14  FF05  HH01  HH11  KK04  KK05 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

