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(57)【要約】
癌および他の状態を処置するためのナノ構造体、組成物
、および方法を提供する。いくつかの場合には、ナノ構
造体および／または組成物は、細胞中のコレステロール
代謝を制御することにより、少なくとも一部、癌または
他の疾患もしくは状態を処置するために使用され得る。
ナノ構造体および組成物は、例えば、細胞におけるコレ
ステロール流入および／または流出を制御するために使
用され得る。いくつかの場合には、ナノ構造体または組
成物は細胞を死滅させるために使用され得る。本明細書
中に記載されるナノ構造体および組成物により影響を受
け得る癌細胞の例として、スカベンジャー受容体タイプ
Ｂ－Ｉ（ＳＲ－Ｂ１）を有している癌細胞、Ｂ細胞リン
パ腫細胞、非ホジキンリンパ腫細胞、黒色腫細胞などが
挙げられる。いくつかの実施形態においては、ナノ構造
体は天然の高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）の模倣物で
あり得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　スカベンジャー受容体タイプＢ－Ｉ（ＳＲ－Ｂ１）を有している癌細胞を死滅させるた
めの方法であって、前記方法は：
　ＳＲ－Ｂ１を有している前記癌細胞を、前記癌細胞を死滅させるのに有効な量の合成ナ
ノ構造体と接触させる工程
を含む、方法。
【請求項２】
　Ｂ細胞リンパ腫細胞を死滅させるための方法であって、前記方法は：
　前記Ｂ細胞リンパ腫細胞を、前記Ｂ細胞リンパ腫細胞を死滅させるのに有効な量の合成
ナノ構造体と接触させる工程
を含む、方法。
【請求項３】
　被験体の非ホジキンリンパ腫を処置するための方法であって、前記方法は：
　前記非ホジキンリンパ腫を処置するのに有効な量の合成ナノ構造体を、前記被験体に投
与する工程
を含む、方法。
【請求項４】
　被験体の癌を処置するための方法であって、前記方法は：
　前記被験体に対して、前記被験体の癌細胞におけるコレステロールの流入および流出を
制御する組成物を投与し、前記癌を処置する工程
を含む、方法。
【請求項５】
　疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理する方法であって、
前記方法は：
　ナノ構造体コアと、前記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルとを含有して
いる合成構造体を含有している治療有効量の組成物を被験体に対して投与する工程；
　前記合成ナノ構造体を、天然のリポタンパク質に結合する細胞表面受容体に結合させる
工程；および
　前記細胞表面受容体と前記天然のリポタンパク質との間での結合をブロックするかまた
はその量を減少させる工程
を含む、方法。
【請求項６】
　前記天然のリポタンパク質がＨＤＬ、ＩＤＬ、ＬＤＬ、またはＶＬＤＬである、上記請
求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞表面受容体を含有している細胞におけるコレステロールの流入または流出を増
大あるいは減少させる工程を含む、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、ま
たは管理するための方法であって、前記方法は：
　ナノ構造体コアと、前記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルとを含有して
いる合成構造体を含有している治療有効量の組成物を被験体に対して投与する工程；およ
び
　前記合成構造体を使用して前記被験体における細胞コレステロールの流れを変化させる
工程
を含む、方法。
【請求項９】
　前記構造体または前記構造体の成分を、コレステロールの輸送を調節する１つ以上の細
胞表面受容体に対して結合させる工程を含む、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項１０】
　前記細胞表面受容体がＳＲ－Ｂ１、ＡＢＣＡ１、および／またはＡＢＣＧ１である、上
記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　異常脂質レベルと関係がある前記疾患または前記身体状態に炎症が含まれる、上記請求
項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　異常脂質レベルと関係がある前記疾患または前記身体状態に免疫系の調節が含まれる、
上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　生体マトリックスに対して、ナノ構造体コアと、前記ナノ構造体コアを囲繞し、それに
結合したシェルとを含有している合成構造体を含有している治療有効量の組成物を投与す
る工程；および
　前記合成ナノ構造体が、脂質もしくはタンパク質を隔離する、または脂質もしくはタン
パク質を前記生体マトリックス中の他の天然のリポタンパク質と交換することを可能にす
る工程
を含む、方法。
【請求項１４】
　前記組成物が複数の合成ナノ構造体を含有する、上記請求項のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１５】
　前記癌が非ホジキンリンパ腫である、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記癌がＢ細胞リンパ腫細胞を特徴とする、または前記癌細胞がＢ細胞リンパ腫細胞で
ある、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記癌が白血病、黒色腫、またはリンパ腫である、上記請求項のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記癌がＳＲ－Ｂ１を有している細胞を特徴とする、上記請求項のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１９】
　前記癌がＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１を有している細胞を特徴とする、あるい
は前記癌細胞がＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１を有する、上記請求項のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記癌細胞の増殖を制御する工程を含む、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記癌細胞を死滅させる工程を含む、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　アポトーシスにより前記癌細胞を死滅させる工程を含む、上記請求項のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２３】
　前記癌細胞におけるコレステロール代謝を制御する工程を含む、上記請求項のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記癌細胞からのコレステロール流出を増大させる工程を含む、上記請求項のいずれか
１項に記載の方法
【請求項２５】
　前記癌細胞へのコレステロール流入を減少させる工程を含む、上記請求項のいずれか１
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項に記載の方法。
【請求項２６】
　ＳＲ－Ｂ１の結合を調整する工程を含む、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　ＳＲ－Ｂ１を実質的に阻害する工程を含む、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記合成ナノ構造体を使用して、前記癌細胞中のコレステロールを隔離する工程を含む
、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記合成ナノ構造体を使用して、前記癌細胞中の少なくとも５個、少なくとも１０個、
少なくとも２０個、または少なくとも５０個のコレステロール分子を隔離する工程を含む
、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記コレステロールがエステル化コレステロールである、上記請求項のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３１】
　前記コレステロールが遊離のコレステロールである、上記請求項のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３２】
　前記合成ナノ構造体が、成熟した、球状高密度リポタンパク質の生体模倣物である、上
記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記合成ナノ構造体がコレステロールを隔離するように適合させられる、上記請求項の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記合成ナノ構造体がナノ構造体コアとシェルを含有する、上記請求項のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項３５】
　前記合成ナノ構造体が、無機物質を含むナノ構造体コアを含有する、上記請求項のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記無機物質が金属である、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記無機物質が金である、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記合成ナノ構造体コアが約５０ｎｍ以下、または約３５ｎｍ以下、または約３０ｎｍ
以下の最大断面寸法を有する、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記合成ナノ構造体が、ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合した脂質層を含有してい
るシェルを含有する、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記脂質層が脂質二重層である、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４１】
　前記脂質二重層の少なくとも一部が前記コアに共有結合している、上記請求項のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項４２】
　前記脂質二重層の少なくとも一部が前記コアに物理吸着している、上記請求項のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記脂質二重層がリン脂質を含有する、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項４４】
　前記脂質二重層が５０～２００個のリン脂質を含有する、上記請求項のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項４５】
　前記シェルがリポタンパク質構造体を含有する、上記請求項のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項４６】
　前記シェルがアポリポタンパク質を含有する、上記請求項のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項４７】
　前記アポリポタンパク質がアポリポタンパク質Ａ－Ｉ、アポリポタンパク質Ａ－ＩＩ、
またはアポリポタンパク質Ｅである、上記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４８】
　前記合成ナノ構造体が１～６個のアポリポタンパク質を含む、上記請求項のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項４９】
　前記合成ナノ構造体が内側表面および外側表面を有しているシェルを含有し、タンパク
質が前記シェルの少なくとも前記外側表面と会合する、上記請求項のいずれか１項に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　この出願は、２０１２年２月２２日に出願された米国仮出願第６１／６０１，７０６号
（この開示内容は、その全体が参考として本明細書に援用される）の優先権の利益を主張
する。
【０００２】
　本発明は一般に、癌および他の状態を処置するためのナノ構造体および組成物に関する
。
【背景技術】
【０００３】
　ナノ構造体（リポソームナノ構造体を含む）は、薬物送達、遺伝子送達、および診断の
ような用途において現在使用されている。様々な方法が、そのようなナノ構造体を製造す
るために使用されており、例えば、リポソームナノ構造体は、リポタンパク質／結合体の
合成、および両親媒性リポソーム成分の混合物の超音波処理を含む技術により形成されて
いる。しかし、いくつかのそのような方法は、多くの場合に、比較的大きいサイズ、大き
いサイズ分布、および／または短期間の安定性を有している構造体をもたらす。したがっ
て、ナノ構造体の機能性および調整可能性を制御することができるとともに、より小さい
サイズ、制御されたサイズ分布、および／または長期間の安定性を有しているナノ構造体
、ならびにそのようなナノ構造体を作製するための方法が必要とされている。癌のような
状態を処置するためのそのようなナノ構造体の使用もまた、有益であろう。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は一般に、癌および他の状態を処置するためのナノ構造体および組成物に関する
。いくつかの場合には、ナノ構造体は、細胞中のコレステロール代謝を制御することによ
り癌または他の疾患もしくは状態を処置するために使用され得る。ナノ構造体および組成
物は、例えば、癌細胞中のコレステロールの流入および流出を制御するために使用され得
る。ナノ構造体は、以下にさらに詳細に記載されるように、天然のＨＤＬの模倣物であり
得る。この用途の主題には、いくつかの場合には、相互関係する製品、特定の問題につい



(6) JP 2015-513543 A 2015.5.14

10

20

30

40

50

ての代替の解決法、および／または構造体および組成物の複数の異なる使用が含まれる。
【０００５】
　複数の実施形態の１つの組においては、一連の方法を提供する。
【０００６】
　複数の実施形態の１つの組においては、スカベンジャー受容体タイプＢ－Ｉ（ＳＲ－Ｂ
１）を有している癌細胞を死滅させるための方法を提供する。上記方法には、ＳＲ－Ｂ１
を有している癌細胞を、癌細胞を死滅させるのに有効な量の合成ナノ構造体と接触させる
工程が含まれる。
【０００７】
　複数の実施形態の１つの組においては、Ｂ細胞リンパ腫細胞を死滅させるための方法を
提供する。上記方法には、Ｂ細胞リンパ腫細胞を、Ｂ細胞リンパ腫細胞を死滅させるのに
有効な量の合成ナノ構造体と接触させる工程が含まれる。
【０００８】
　複数の実施形態の１つの組においては、被験体の非ホジキンリンパ腫を処置するための
方法を提供する。上記方法には、非ホジキンリンパ腫を処置するのに有効な量の合成ナノ
構造体を被験体に投与する工程が含まれる。
【０００９】
　複数の実施形態の１つの組においては、被験体の癌を処置するための方法を提供する。
上記方法には、癌を処置するために、被験体に、被験体の癌細胞におけるコレステロール
の流入および流出を制御する組成物を投与する工程が含まれる。
【００１０】
　複数の実施形態の１つの組においては、疾患または身体状態を診断する、予防する、処
置する、または管理する方法を提供する。上記方法には、ナノ構造体コアと、上記ナノ構
造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを含有している合成構造体を含有する、治療有
効量の組成物を被験体に投与する工程、合成ナノ構造体が、天然のリポタンパク質に結合
する細胞表面受容体と結合することを可能にする工程、および細胞表面受容体と天然のリ
ポタンパク質との間での結合をブロックするかまたは結合の量を減少させる工程が含まれ
る。
【００１１】
　いくつかの実施形態においては、天然のリポタンパク質は、ＨＤＬ、ＩＤＬ、ＬＤＬ、
またはＶＬＤＬである。上記方法には、例えば、細胞表面受容体を含有している細胞中で
のコレステロールの流入または流出を増大または減少させる工程が含まれ得る。
【００１２】
　複数の実施形態の１つの組においては、異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状
態を診断する、予防する、処置する、または管理するための方法を提供する。上記方法に
は、ナノ構造体コアと、上記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを含有して
いる合成構造体を含有している、治療有効量の組成物を被験体に投与する工程、および上
記合成構造体を使用して被験体における細胞コレステロールの流れを変化させる工程が含
まれ得る。
【００１３】
　複数の実施形態の１つの組においては、該方法は、生体マトリックスに対して、ナノ構
造体コアと、上記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを含有している合成構
造体を含有している、治療有効量の組成物を投与する工程、および上記合成ナノ構造体が
、脂質もしくはタンパク質を隔離する、または、脂質もしくはタンパク質を生体マトリッ
クス中の他の天然のリポタンパク質と交換することができるようにする工程を含む。上記
合成ナノ構造体は、天然のリポタンパク質の模倣物であり得る。いくつかの実施形態にお
いては、上記方法に、天然のリポタンパク質と結合することができる細胞表面受容体に対
して、合成ナノ構造体を結合させる工程が含まれる。
【００１４】
　上記方法の任意の１つにおいては、上記方法に、コレステロール輸送を調節する１つ以
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上の細胞表面受容体に対して、構造体または上記構造体の成分を結合させる工程が含まれ
得る。上記細胞表面受容体は、例えば、ＳＲ－Ｂ１、ＡＢＣＡ１、および／またはＡＢＣ
Ｇ１であり得る。
【００１５】
　上記方法の任意の１つにおいては、異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態に
、炎症または免疫系の調節が含まれ得る。
【００１６】
　上記方法の任意の１つにおいては、上記組成物は複数の合成ナノ構造体を含有し得る。
いくつかの実施形態においては、癌は非ホジキンリンパ腫である。いくつかの場合には、
癌はＢ細胞リンパ腫細胞を特徴とする、すなわちここでは、癌細胞はＢ細胞リンパ腫細胞
である。いくつかの実施形態においては、癌は白血病である。他の実施形態においては、
癌は黒色腫である。特定の実施形態においては、癌はＳＲ－Ｂ１を有している細胞を特徴
とする。いくつかの実施形態においては、癌は、ＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１を
有している細胞を特徴とし、すなわちここでは、癌細胞はＡＢＣＡ１および／またはＡＢ
ＣＧ１を有する。
【００１７】
　上記方法の任意の１つにおいては、方法には、癌細胞の増殖を制御する工程が含まれ得
る。いくつかの実施形態においては、方法には、癌細胞を死滅させる工程が含まれる。い
くつかの場合には、死滅はアポトーシスにより起こる。いくつかの実施形態においては、
方法には、癌細胞におけるコレステロール代謝を制御する工程が含まれる。コレステロー
ル代謝の制御には、例えば、癌細胞からのコレステロール流出を増大させること、および
／または癌細胞へのコレステロール流入を減少させることが含まれ得る。いくつかの場合
には、方法には、ＳＲ－Ｂ１の結合を調整する工程が含まれる。場合によっては、方法に
、ＳＲ－Ｂ１を実質的に阻害する工程が含まれる。
【００１８】
　上記方法の任意の１つにおいては、方法に、癌細胞中のコレステロールを隔離するため
に合成ナノ構造体を使用する工程が含まれ得る。上記合成ナノ構造体は、癌細胞中の少な
くとも５個、少なくとも１０個、少なくとも２０個、または少なくとも５０個のコレステ
ロール分子を隔離するために使用され得る。コレステロールは、例えば、エステル化コレ
ステロールまたは遊離のコレステロールであり得る。
【００１９】
　上記方法の任意の１つにおいては、上記合成ナノ構造体は、例えば、サイズ、形状、お
よび／または界面化学に関して、成熟した、球状の高密度リポタンパク質の生体模倣物（
ｂｉｏｍｉｍｉｃ）であり得る。上記合成ナノ構造体は、コレステロールを隔離するよう
に適合され得る。いくつかの実施形態においては、上記合成ナノ構造体はナノ構造体コア
とシェルとを含有する。いくつかの場合には、ナノ構造体コアは、金属（例えば、金）の
ような無機物質を含む。
【００２０】
　上記方法の任意の１つにおいては、上記合成ナノ構造体コアは、約５０ｎｍ以下、また
は約３５ｎｍ以下、または約３０ｎｍ以下の最大断面寸法を有し得る。
【００２１】
　上記方法の任意の１つにおいては、上記合成ナノ構造体は、ナノ構造体コアを囲繞し、
それに結合した脂質層を含有しているシェルを含有し得る。いくつかの場合には、上記脂
質層は脂質二重層である。いくつかの実施形態においては、脂質二重層の少なくとも一部
がコアに共有結合している。他の実施形態においては、脂質二重層の少なくとも一部がコ
アに物理吸着している。いくつかの場合には、脂質二重層はリン脂質を含有する。例えば
、脂質二重層は、５０～２００個のリン脂質を含むことができる。いくつかの場合には、
シェルがリポタンパク質構造体を含有する。いくつかの実施形態においては、シェルはア
ポリポタンパク質を含有する。アポリポタンパク質は例えば、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ
、アポリポタンパク質Ａ－ＩＩ、またはアポリポタンパク質Ｅであり得る。いくつかの実
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施形態においては、合成ナノ構造体は１～６個のアポリポタンパク質を含む。特定の実施
形態においては、合成ナノ構造体は内側表面と外側表面を有しているシェルを含有し、タ
ンパク質は、少なくともシェルの外側表面と会合する。
【００２２】
　本発明の他の利点および新規特徴は、添付の図面とともに考察すると、本発明の種々の
非制限的実施形態に関する以下の詳細な説明より明らかとなる。本明細書および参照によ
り組み込まれる文献に不一致および／または矛盾する開示がある場合、本明細書が管理す
る。参照により組み込まれる２つ以上の文献に互いに不一致および／または矛盾する開示
がある場合、実効日が後の文献が管理する。
【００２３】
　以下、本発明の非制限的実施形態を、図面を参照しながら例を挙げて説明する。各図面
は模式的であって縮尺通りに示すことを意図していない。図において、例示する同一また
は略同一の要素は、それぞれ、単一の数字によって典型的に示す。明瞭性を目的として、
すべての要素がすべての図中でラベル付けされるとは限らない。また、本発明の各実施形
態の要素は、当業者が発明を理解するのに例示が必要でない程度に示されている。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがって本明細書中に記載する疾患ま
たは状態を処置するために使用することができるナノ構造体の一例を示す。図１Ｂは、複
数の実施形態の１つの組にしたがうナノ構造体を製造する方法を示す。
【図２－１】図２Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがう、健常なドナーから得たナ
イーブＢ細胞および記憶Ｂ細胞と比較した、リンパ腫患者の試料における遺伝子発現プロ
ファイリングによる相対的なＳＲ－Ｂ１発現を示す。図２Ｂは、複数の実施形態の１つの
組にしたがう、リンパ腫細胞株中での高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）特異的受容体、Ａ
ＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１、およびＳＲ－Ｂ１の発現を示しているウェスタンブロットの画像
である。図２Ｃは、リンパ腫および正常なリンパ球（正常ＨＬ）中でのＳＲ－Ｂ１の発現
を示しているウェスタンブロットを示す。数値は、ＧＡＰＤＨに対するＳＲ－Ｂ１受容体
の発現の比を表す。全ての比は、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＨｅｐＧ２細
胞中でのＳＲ－Ｂ１の発現について測定した同じ比に対して正規化した。
【図２－２】図２Ｄは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、Ｊｕｒｋａｔ以外の全
ての培養した癌細胞株中でのＨＤＬ受容体ＳＲ－Ｂ１の発現を示す。図２Ｅは、ヒトＣＤ
１４＋細胞から分化した肝細胞およびマクロファージ中でのＳＲ－Ｂ１の発現を示す。Ｈ
ｅｐＧ２細胞およびＪｕｒｋａｔ細胞は、複数の実施形態の１つの組にしたがって、それ
ぞれ、ＳＲ－Ｂ１陽性対照およびＳＲ－Ｂ１陰性対照として含めた。
【図３－１】図３Ａおよび３Ｂは、複数の実施形態の１つの組にしたがう（Ａ）ｈＨＤＬ
および（Ｂ）ＨＤＬ－ＮＰの効果について、リンパ腫細胞ＭＴＳアッセイ（７２時間）に
対するｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰの効果を示す。対照（未処理の細胞）中の吸光度値の
測定値を、全てのＭＴＳアッセイについて１００％に設定した。
【図３－２】図３Ｃおよび３Ｄは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、初代細胞に
対するｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰの効果を示す。ＭＴＳアッセイは、ｈＨＤＬおよびＨ
ＤＬ－ＮＰが、処理後２４時間および４８時間では、（Ａ）初代肝細胞または（Ｂ）初代
マクロファージの生存性を有意には低下させないことを示している。処理後７２時間では
、ｈＨＤＬは、対照と比較して、肝細胞およびマクロファージの両方の生存性を有意に増
大させる。
【図４】図４は、複数の実施形態の１つの組にしたがって、リンパ腫細胞に対する本明細
書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ－ＮＰ）の遊離成分の効果を示す。
【図５－１】図５Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、リンパ腫細胞株におけ
るＡｃ－ＬＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰの存在下での細胞増殖を測定するための３Ｈチミジン
取り込みアッセイの結果を示す。図５Ｂは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、Ｈ
ＤＬ－ＮＰで処理したリンパ腫細胞のアポトーシス（７２時間）が用量依存性であること
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を示す。図５Ｃは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、活性型カスパーゼ３の活性
についての比色アッセイを示す。
【図５－２】図５Ｄ～５Ｆは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＰＡＲＰおよび
カスパーゼ－３についてのウェスタンブロットを示す：ＨＤＬ－ＮＰで誘導したＰＡＲＰ
の切断についての２８時間でのウェスタンブロット（図５Ｄ）、Ｒａｍｏｓ細胞中でのカ
スパーゼ３のレベル（図５Ｅ）、ならびにＳＵＤＨＬ－４細胞中でのＨＤＬ－ＮＰで誘導
したＰＡＲＰの切断についての２４時間でのウェスタンブロット（図５Ｆ）。
【図６】図６Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがう、１０ｎＭのｈＨＤＬおよびＨ
ＤＬ－ＮＰでの処理後の初代肝細胞およびマクロファージにおけるアポトーシスを示す。
図６Ｂは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、対照と比較した倍数増大として表す
（４８時間）、ＨＤＬ－ＮＰで処理した正常なヒトリンパ球（正常リンパ）およびＳＵＤ
ＨＬ－４細胞中でのアポトーシスを示す。（挿入図）ＨＤＬ－ＮＰでの処理後２日または
５日の正常なヒトリンパ球中でのアポトーシス。
【図７】図７Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがってＡＵ含有量を測定しているＩ
ＣＰ－ＭＳデータによる、リンパ腫細胞中でのＨＤＬ－ＮＰの取り込みを示す。図７Ｂは
、複数の実施形態の１つの組にしたがうＨＤＬ－ＮＰとｈＨＤＬとの間でのＩＣＰ－ＭＳ
をベースとする競合実験による、リンパ腫細胞中でのＨＤＬ－ＮＰの取り込みを示す。図
７Ｃは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＨＤＬ－ＮＰ処理後（２４時間）のＳ
ＵＤＨＬ－４細胞中のＨＤＬ－ＮＰの透過型電子顕微鏡写真を示す。
【図８－１】図８Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＳＲ－Ｂ１－リンパ腫
細胞株およびＳＲ－Ｂ１＋リンパ腫細胞株中でのＡｃ－ＬＤＬ（マイクログラム／ミリリ
ットル）レスキューのＭＴＳアッセイ結果を示す。図８Ｂは、Ａｃ－ＬＤＬでのレスキュ
ー後のリンパ腫細胞株中でのアポトーシスを示す。
【図８－２】図８Ｃおよび８Ｄは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、それぞれ、
処理したＲａｍｏｓ細胞およびＳＵＤＨＬ－４細胞におけるアポトーシスを示す。
【図８－３】図８Ｅおよび８Ｆは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、それぞれＲ
ａｍｏｓおよびＳＵＤＨＬ－４におけるアポトーシスの代表的なアネキシンＶ／ＰＩフロ
ーサイトメトリーのヒストグラムを示す。
【図９－１】図９Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ｈＨＤＬと比較した、
リンパ腫細胞からＨＤＬ－ＮＰへのコレステロール流出の百分率を示す。図９Ｂは、複数
の実施形態の１つの組にしたがって、ヒト肝細胞およびマクロファージからｈＨＤＬおよ
びＨＤＬ－ＮＰへのコレステロール流出を示す。図９Ｃは、複数の実施形態の１つの組に
したがって、ＨＤＬ－ＮＰおよびｈＨＤＬによるリンパ腫細胞へのコレステロール流入を
示す。
【図９－２】図９Ｄは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ｈＨＤＬおよびＨＤＬ
－ＮＰからの、ヒト肝細胞およびマクロファージへのコレステロール流入を示す。図９Ｅ
は、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＳＵＤＨＬ－４細胞からｈＨＤＬおよびＨ
ＤＬ－ＮＰのみへのコレステロール流出、および１０μＭのＢＬＴ－１での処理後のコレ
ステロール流出を示す。図９Ｆは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ｈＨＤＬお
よびＨＤＬ－ＮＰからＳＵＤＨＬ－４細胞のみへのコレステロール流入、および１０μＭ
のＢＬＴ－１での処理後のコレステロール流入を示す。
【図１０】図１０Ａおよび１０Ｂは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、それぞれ
、Ｒａｍｏｓ腫瘍およびＪｕｒｋａｔ腫瘍についての異種移植モデルにおける、腫瘍体積
およびＳＲ－Ｂ１発現レベルに対するＨＤＬ－ＮＰの効果を示す。
【図１１】図１１Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、１１日目に収集した４
匹の代表的なマウスのＲａｍｏｓ腫瘍およびＪｕｒｋａｔ腫瘍中におけるＳＲ－Ｂ１発現
レベルを示す。図１１Ｂ～１１Ｅは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、腫瘍試料
のＨ＆Ｅ染色を示す。（図１１Ｂ）脂肪組織により囲繞されたＪｕｒｋａｔ腫瘍標本。（
図１１Ｃ）より高い倍率の画像（５倍）によってもまた、Ｊｕｒｋａｔ腫瘍内への脂肪細
胞の混入が明らかである。（図１１Ｄおよび１１Ｅ）１０倍の倍率、脂肪細胞の混入は、
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Ｒａｍｏｓ腫瘍（図１１Ｅ）よりもＪｕｒｋａｔ腫瘍（図１１Ｄ）中でより広く認められ
る。
【図１２－１】図１２Ａは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ヒト臍帯静脈内皮
細胞（ＨＵＶＥＣ）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ－Ｎ
Ｐ）の効果を示す。図１２Ｂは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＨｅｐＧ２細
胞（ヒト肝癌細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ－Ｎ
Ｐ）の効果を示す。
【図１２－２】図１２Ｃは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＰＣ３細胞（ヒト
前立腺癌細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ－ＮＰ）
の効果を示す。図１２Ｄは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＬｎＣａＰ細胞（
ヒト前立腺癌細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ－Ｎ
Ｐ）の効果を示す。
【図１２－３】図１２Ｅは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＨＭＬＥ－ＧＦＰ
細胞（ヒト乳房上皮細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤ
Ｌ－ＮＰ）の効果を示す。図１２Ｆは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＨＭＬ
Ｅ－Ｔｗｉｓｔ細胞（ヒト乳房上皮細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体
（例えば、ＨＤＬ－ＮＰ）の効果を示す。
【図１２－４】図１２Ｇは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、ＭＤＡ－ＭＢ－２
３１細胞（ヒト乳癌細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤ
Ｌ－ＮＰ）の効果を示す。図１２Ｈは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、Ｃ８１
６１細胞（ヒト黒色腫細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、Ｈ
ＤＬ－ＮＰ）の効果を示す。
【図１２－５】図１２Ｉは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、Ａ３７５細胞（ヒ
ト黒色腫細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ－ＮＰ）
の効果を示す。図１２Ｊは、複数の実施形態の１つの組にしたがって、Ｒａｍｏｓ細胞（
ヒトＢ細胞リンパ腫細胞）に対する本明細書中に記載する合成ナノ構造体（例えば、ＨＤ
Ｌ－ＮＰ）の効果を示す。
【図１３】図１３は、複数の実施形態の１つの組にしたがう、合成ナノ構造体（ＨＤＬ－
ＮＰ）のＵＶ－ｖｉｓスペクトルである。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　癌および他の状態を処置するためのナノ構造体、組成物、および方法を提供する。いく
つかの場合には、ナノ構造体および／または組成物を、細胞中のコレステロール代謝を制
御することにより、少なくとも一部、癌、または他の疾患もしくは状態を処置するために
使用することができる。ナノ構造体および組成物は、例えば、細胞におけるコレステロー
ル流入および／または流出を制御するために使用することができる。いくつかの場合には
、ナノ構造体または組成物を、細胞を死滅させるために使用することができる。本明細書
中に記載するナノ構造体および組成物により影響を受け得る癌細胞の例として、スカベン
ジャー受容体タイプＢ－Ｉ（ＳＲ－Ｂ１）を有している癌細胞、Ｂ細胞リンパ腫細胞、非
ホジキンリンパ腫細胞、黒色腫細胞などが挙げられる。いくつかの実施形態においては、
ナノ構造体は天然の高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）の模倣物であり得る。
【００２６】
　合成ナノ構造体および／またはその組成物を使用して、癌細胞（例えば、受容体ＳＲ－
ＢＩを有している細胞、リンパ腫細胞、非ホジキンリンパ腫細胞、黒色腫細胞など）を標
的化するための新規の治療アプローチを本明細書中に記載する。いくつかの実施形態にお
いては、合成ナノ構造体は、例えば、構造体のサイズ、形状、界面化学、および／または
機能に関して、成熟した、球状ＨＤＬの生体模倣物であり得る。そのような特徴の制御は
、ナノ構造体の形成のための合成鋳型を使用することにより、少なくとも一部達成するこ
とができる。例えば、高密度リポタンパク質合成ナノ粒子（ＨＤＬ－ＮＰ）は、金ナノ粒
子（Ａｕ－ＮＰ）（または他の適切な実体または材料）を、それに対して他の成分（例え
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ば、脂質、タンパク質など）を付加することができる合成鋳型として使用することにより
形成させることができる。
【００２７】
　いくつかの実施形態においては、合成ナノ構造体は、天然のＨＤＬのものと実質的に同
様のサイズ、形状、および／または界面化学を有することができるが、天然のＨＤＬのも
のとは少なくとも１つの特徴が異なり得る。上記少なくとも１つの特徴は、例えば、ナノ
構造体における１つ以上の成分の有無、ナノ構造体中もしくはナノ構造体上の１つ以上の
成分の位置、ナノ構造体を形成させるために使用される材料、ナノ構造体のシェルの構成
、ナノ構造体のコアの構成、およびそれらの組み合わせであり得る。例えば、いくつかの
実施形態においては、Ａｕ－ＮＰまたは他の適切な実体がコアのリアルエステート（ｒｅ
ａｌ－ｅｓｔａｔｅ）を占領するので、（例えば、コア中に、および／または被験体もし
くは試料へのナノ構造体の投与前には）コレステロールを実質的に含まないナノ構造体を
つくることができる。この構成は、コレステリルエステルおよびトリグリセリドから形成
されたコアを有する天然のＨＤＬのものとは異なる。さらに、本明細書中に記載するナノ
構造体は、天然のＨＤＬのものと類似する特定の特徴および／または機能（例えば、コレ
ステロール結合定数）を有し得るが、天然のＨＤＬのものとは異なる他の特徴および／ま
たは機能（例えば、細胞にコレステロールを送達する能力）を有し得る。本明細書中に記
載するナノ構造体と天然のＨＤＬとの間での相違は、以下にさらに詳細に記載するように
、本明細書中に記載する細胞、疾患、および状態の処置におけるナノ構造体の有効性に寄
与し得る。
【００２８】
　細胞膜中のコレステロールは、悪性細胞の生存および増殖に重要であるとみられる。治
療法として、そして天然のＨＤＬとの直接対比においては、本明細書中に記載するナノ構
造体は、スカベンジャー受容体タイプＢ－Ｉ（ＳＲ－Ｂ１）を有している癌細胞、Ｂ細胞
リンパ腫細胞、非ホジキンリンパ腫細胞、黒色腫細胞などのような癌細胞において時間お
よび用量依存性アポトーシスを誘導することができる。例えば、データは、ナノ構造体の
治療効果が、ＨＤＬの高親和性受容体ＳＲ－Ｂ１を標的化することにより、および／また
は細胞コレステロールの流れを操作するナノ構造体の能力により、導かれ得ることを示し
ている。まとめると、標的化されたナノ構造体受容体結合（ナノ構造体の界面化学を介し
て達成され得る）、および／または細胞コレステロールの流れの操作（コアの占領のよう
なナノ構造体の特徴を介して達成され得る）は、Ｂ細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、
黒色腫などのような癌の化学療法の代替としてかなり可能性がある治療効果を送達するよ
うに、固有に協同することができる。より一般的には、本明細書中に記載する構造体およ
び方法は、生存の手段であるコレステロールの流れに感受性である細胞の連続体を横切っ
て、そして、コレステロールの蓄積が病的である細胞においてもまた、適用可能であり得
る。
【００２９】
　したがって、複数の実施形態の１つの組においては、被験体の癌を処置するための方法
を提供する。１つの実施形態においては、方法には、癌を処置するために、被験体の癌細
胞におけるコレステロールの流入および流出を制御する組成物を被験体に投与する工程が
含まれ得る。いくつかの場合には、癌は、生存するためにコレステロールの維持が必要で
ある細胞により特定される。１つの実施形態においては、癌がＳＲ－Ｂ１を発現する癌細
胞により定義される、癌を処置するための方法を提供する。１つの実施形態においては、
ＳＲ－Ｂ１を有している癌細胞を死滅させる方法を提供する。上記方法には、ＳＲ－Ｂ１
を有している癌細胞を、癌細胞を死滅させるのに有効な量の合成ナノ構造体と接触させる
工程が含まれ得る。他の実施形態においては、癌細胞の増殖または生存性を低下させる方
法を提供する。いくつかの実施形態においては、癌は、ＳＲ－Ｂ１を発現している特定の
癌細胞により定義され得る。そのような細胞の非限定的例としては、Ｒａｍｏｓ細胞、Ｓ
ＵＤＨＬ４細胞、ＬＹ３細胞、黒色腫細胞（例えば、Ａ３７５および／またはＣ８１６１
細胞株）、ならびにＢ細胞リンパ腫細胞が挙げられる。
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【００３０】
　特定の実施形態においては、処置しようとする癌細胞は、受容体ＡＢＣＡ１および／ま
たはＡＢＣＧ１を発現する。１つの実施形態においては、Ｂ細胞リンパ腫細胞を死滅させ
るための方法を提供する。上記方法には、Ｂ細胞リンパ腫細胞を、Ｂ細胞リンパ腫細胞を
死滅させるのに有効な量の合成ナノ構造体と接触させる工程が含まれ得る。１つの実施形
態においては、被験体の非ホジキンリンパ腫を処置するための方法を提供する。上記方法
には、非ホジキンリンパ腫を処置するのに有効な量の合成ナノ構造体を被験体に投与する
工程が含まれ得る。他の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、白血
病、リンパ腫、および／または黒色腫を処置するために使用され得る。特定の実施形態に
おいては、本明細書中に記載するナノ構造体は、病理学的なコレステロールの蓄積のプロ
セスが関与している疾患もしくは状態、特に、受容体の細胞発現がＨＤＬおよび／または
本明細書中に記載するナノ構造体が自然に会合する（ｅｎｇａｇｅ）受容体を有している
細胞により特定される疾患もしくは状態を処置するために使用することができる。他の癌
または状態もまた、本発明の複数の態様により恩恵を受け得る。
【００３１】
　驚くべきことに、本明細書中に記載するナノ構造体（天然の、成熟した球状ＨＤＬのサ
イズ、形状、表面の化学的組成、および／またはコレステロール結合特性を模倣するよう
に設計することができる）は、Ｂ細胞リンパ腫細胞および／または非ホジキンリンパ腫を
有している患者由来の細胞を含む、ＳＲ－Ｂ１を発現する癌細胞を死滅させることが示さ
れた。ナノ構造体は細胞中のコレステロールを隔離するため（天然のＨＤＬの機能と同様
）に使用することができると考えられていたが、上記ナノ構造体が、特に、ナノ構造体が
、癌細胞を特異的に処置するためのいかなる薬物も化学療法薬も取り込まなかった場合に
、例えば、アポトーシスにより、細胞を死滅させることは予想外であった。天然のＨＤＬ
（それを模倣するようにナノ構造体を設計することができる）はＳＲ－Ｂ１を発現する細
胞株において死滅効果を有さないので、天然のＨＤＬが、この受容体を発現する細胞の増
殖の増大を実際に導く場合は特にそのとおりである。本明細書中に記載するナノ構造体が
、ＳＲ－Ｂ１を発現している細胞（Ｂ細胞リンパ腫細胞および／または非ホジキンリンパ
腫を有している患者由来の細胞を含む）の増殖を低下させることにより、癌細胞の増殖を
制御するのみならず、細胞を死滅をもさせてしまう、そのような劇的かつ反対の作用を有
することは予想外であった。自食作用および壊死／細胞溶解を含む、細胞死についての可
能性があるいくつかの機構が存在するので、細胞死がアポトーシスによりもたらされたこ
とも、予想外であった。
【００３２】
　毎年、およそ７０，０００の非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）の新規の症例があり、９０
％はＢ細胞リンパ腫である。これらは、推定で毎年１９，３２０の死亡につながる。現在
の処置には、これまでよりも現在はさらにより有効ではあるが、化学療法、照射、シグナ
ル伝達経路の小分子阻害剤、および免疫療法が含まれる。しかし、耐性が生じ、疾患の進
行および死亡につながる。したがって、新規のより有効な処置ストラテジーが必要である
。急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）および急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の患者由来のリンパ
芽球および骨髄芽球について集められた最近の証拠は、高密度リポタンパク質キャリアを
介したコレステロールの取り込みの増強を示している。これは、細胞増殖の増大を生じる
ことができる。加えて、白血病およびリンパ腫細胞株内のコレステロールのエステル化の
強化は細胞増殖の増大と相関関係があり、コレステロールエステルの形成の小分子阻害剤
が細胞増殖を阻害することが示された。まとめると、これらのデータは、コレステロール
およびその代謝物がＢ細胞ＮＨＬの生存および増殖に重要であることを示唆している。
【００３３】
　高密度リポタンパク質は、循環ＨＤＬレベルと心臓血管疾患の発症との間に存在する逆
相関関係の理由から重要である、動的な天然のナノ粒子である。ＨＤＬの最も重要なアテ
ローム形成抑制（ａｔｈｅｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ）機構の１つが逆コレステロール輸
送（ＲＣＴ）であるとの仮説が立てられている。ＲＣＴは、発生しつつあるアテローマに
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おいて見られる脂質を搭載したマクロファージからＨＤＬ粒子へのコレステロールの流出
、末梢循環におけるコレステロールの輸送、および糞便への排泄のための肝臓へのコレス
テロールの送達の複雑なプロセスである。ＲＣＴのプロセスの間に、コレステロールは、
最初の発生期の円盤状の形態からより成熟した球状の形態に、化学的および構造的に成熟
したＨＤＬを取り込む。酵素レシチンコレステロールアシルトランスフェラーゼ（ＬＣＡ
Ｔ）の作用によるＨＤＬ表面に結合したコレステロールのエステル化は、形成されたコレ
ステリルエステルをＨＤＬコアへと動かし、成熟しつつあるＨＤＬの粒子表面の遊離のコ
レステロールの取り込みのための勾配を維持する。細胞レベルでは、ＨＤＬ粒子はマクロ
ファージの表面上の受容体を結合して、遊離のコレステロールを除去する。ＡＴＰ結合カ
セットトランスポーターＡ１およびＧ１（ＡＢＣＡ１およびＡＢＣＧ１）は、細胞から発
生期の球状ＨＤＬへのコレステロール流出を媒介する。ＡＢＣＡ１は主に、コレステロー
ルを発生期のＨＤＬへと流出させ、より成熟した球状ＨＤＬはコレステロール流出のため
にＡＢＣＧ１を標的化する。ＳＲ－Ｂ１は、成熟した球状ＨＤＬによる細胞コレステロー
ルの輸送を媒介する高親和性ＨＤＬ受容体である。ＳＲ－Ｂ１は、成熟したＨＤＬ種を細
胞膜に結合させて、コレステロール流出を媒介することができる点で特有であるが、ＨＤ
Ｌ粒子の取り込み、および細胞コレステロールの流入のプロセスの媒介もまた担っている
。細胞コレステロールの流入は、これらが、ＲＣＴの最終工程として、ＳＲ－Ｂ１を介し
て成熟した球状ＨＤＬを取り込むので、肝細胞の状況において最もよく理解されている。
【００３４】
　最近、天然の成熟した球状ＨＤＬのサイズ、形状、表面の化学的組成、およびコレステ
ロール結合特性を持つ生体模倣ナノ粒子構築物を含むナノ構造体が、２００９年４月２４
日に出願された「Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　Ｓｕｉｔａｂｌｅ　ｆｏｒ　Ｓｅｑｕ
ｅｓｔｅｒｉｎｇ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
」の表題の、国際特許公開番号ＷＯ／２００９／１３１７０４（これは、全ての目的のた
めのその全体が参照により本明細書中に組み込まれる）に記載されているように開発され
た。生体模倣ＨＤＬは、天然のＨＤＬの表面の化学的成分をアセンブルさせるためのサイ
ズおよび形状が限定されている鋳型として、リン脂質およびＨＤＬを画定するアポリポタ
ンパク質Ａ－Ｉ（ＡＰＯＡ－Ｉ）を含む、例えば、５ｎｍの直径の金ナノ粒子（ＡｕＮＰ
）を使用して合成することができる。国際特許公開番号ＷＯ／２００９／１３１７０４に
は、癌の処置のためのナノ構造体の使用が一般的に記載されているが、上記ナノ構造体を
、癌細胞を死滅させることにおいて有効であることが知られている癌の薬物または他の成
分を含めることにより、癌を処置するために使用できると考えられた。言い換えると、ナ
ノ構造体を、癌を処置するための薬物のキャリアとして使用できるであろうこともまた考
えられた。本明細書中に記載するようなナノ構造体を、癌を処置するため、および癌細胞
を死滅させるために、いずれの薬物をも取り込むことなく単独で使用できることも予想外
であった。
【００３５】
　本明細書中に記載するナノ構造体を、コレステロール流出および／または流入を制限す
ることにより、細胞中のコレステロール代謝を制御するために使用できることもまた予想
外であった。本明細書中に記載するように、いくつかの実施形態においては、ナノ構造体
は、癌細胞からのコレステロール流出を増大させるために使用することができる。例えば
、親油性シェルと随意にＡｐｏ－Ａ１を含むことができるナノ構造体は、細胞からのコレ
ステロールの流出が存在するように、細胞からコレステロールを隔離するために使用する
ことができる。いくつかの場合には、ナノ構造体の結果としての細胞からのコレステロー
ルの流出は、天然のＨＤＬを用いた場合に可能であるよりも大きい（または少なくともそ
れに等しい）。さらに、いくつかの実施形態においては、ナノ構造体を、癌細胞へのコレ
ステロール流入を減少させるために使用することができる。理論に束縛されることを望ま
ないが、本明細書中に記載するナノ構造体は、天然のＨＤＬの癌細胞への結合を防ぐため
に使用できると考えられる。例えば、本明細書中に記載するナノ構造体は、類似する細胞
表面リガンド／受容体との結合について、天然のＨＤＬと直接競合することができる。し
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かし、本明細書中に示すように、本明細書中に記載するナノ構造体は、癌細胞の増殖を低
下させる、および／または癌細胞を死滅させることができるが、一方、天然のＨＤＬはそ
のような効果は持たない。
【００３６】
　天然のＨＤＬは、例えば、ＳＲ－Ｂ１を介して、コレステロールを癌細胞へ送達するた
めに使用される。これは、粒子のコア中におけるエステル化コレステロールの存在が原因
で、天然のＨＤＬにおいて可能である。いくつかの実施形態においては、本明細書中に記
載するナノ構造体はエステル化コレステロールを含まないコア（例えば、例えば合成の材
料から形成される固体コア）を含み得るので、癌細胞に送達されるコレステロールの供給
源を除去することができる。多くのタイプの癌は、おそらくは細胞膜の完全性を維持する
ためにコレステロールの送達については、および細胞増殖については、ＨＤＬの取り込み
に依存する。細胞は生存するための十分な量のコレステロールを必要とし得るので、本明
細書中に記載するナノ構造体での細胞の処理によっては、細胞へのコレステロール流入量
を減少させることにより、少なくとも一部、細胞が死滅する場合がある。したがって、本
明細書中に記載するナノ構造体は、癌細胞においてコレステロール代謝を崩壊させるため
に使用することができ、例えば、その結果、細胞増殖のための細胞膜の完全性はもはや維
持できなくなる。
【００３７】
　ＨＤＬの分子受容体の存在を含む、リンパ腫細胞のような癌細胞におけるコレステロー
ル代謝の分子経路に関する知見はほとんどない。本発明の１つの態様には、ＡＢＣＡ１お
よびＡＢＣＧ１が比較的一定の低いレベルで発現されるが、一方、ＳＲ－Ｂ１は多数のＢ
細胞リンパ腫細胞株において高度に発現されることの発見と、本明細書中に記載する合成
ナノ構造体を、１以上のこれらの受容体への結合に使用することが含まれる。
【００３８】
　１つの態様においては、合成ナノ構造体を使用してリンパ腫細胞を処置するための方法
を提供する。リンパ腫細胞は、例えば、非ホジキンリンパ腫細胞および／またはＢ細胞リ
ンパ腫細胞であり得る。いくつかの実施形態においては、リンパ腫細胞はバーキットリン
パ腫細胞であり得る。例えば、本明細書中に記載するナノ構造体は、バーキットリンパ腫
のエプスタインバーウイルス（ＥＢＶ）感染を阻害することができる。いくつかの実施形
態においては、リンパ腫はＳＲ－Ｂ１を発現している細胞を特徴とする。特定の実施形態
においては、リンパ腫は、ＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１を発現している細胞を特
徴とする。特定の実施形態においては、リンパ腫は、ＳＲ－Ｂ１、ＡＢＣＡ１および／ま
たはＡＢＣＧ１の増大した発現を有している細胞を特徴とする。受容体ＳＲ－Ｂ１、ＡＢ
ＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１は、本明細書中に記載する合成ナノ構造体に結合させる
ために使用することができる。
【００３９】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、（例えば、細胞膜の
脂質ラフトの）膜流動性を変化させることができる。ナノ構造体は、脂質ラフトでつなが
る下流の分子経路に影響を及ぼすことができる。
【００４０】
　特定の実施形態においては、記載するナノ構造体は、本明細書中に記載するナノ構造体
を使用する処置の非存在と比較して、腫瘍の体積、サイズ、または増殖を（例えば、少な
くとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５
０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、または少なくとも９０
％）減少させることができる。
【００４１】
　一般に、本明細書中に記載するナノ構造体は、癌を処置する、および／または癌細胞を
死滅させるための、同時に起こる可能性がある２以上の異なる機構を含む様々な機構を有
し得、これらの機構についての様々な理論が提供されているが、本発明はこの局面に限定
されないことが理解されているものとする。いくつかの実施形態においては、ナノ構造体
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は、癌細胞の増殖を制御する、および／または癌細胞を死滅させることができる。いくつ
かの場合には、癌細胞をアポトーシスにより、または他の機構により死滅させることがで
きる。特定の実施形態においては、ナノ構造体は、細胞においてコレステロール代謝（例
えば、コレステロール流出および／またはコレステロール流入）を制御することができる
。いくつかの場合には、ナノ構造体は、細胞においてＳＲ－Ｂ１結合を調整することがで
きる。例えば、いくつかの実施形態においては、ナノ構造体は、ＳＲ－Ｂ１を実質的に阻
害することができる（例えば、その結果、これは天然のＨＤＬとの結合に利用されない）
。１つ以上のそのような機構の組み合わせが可能である。他の機構もまた可能であること
が理解されるものとする。
【００４２】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、天然のリポタンパク
質と同じもしくは類似する細胞表面リガンド／受容体と結合する、および／またはそれら
との結合について競合することができる。ＨＤＬ（例えば、ｈＨＤＬ）のような天然のリ
ポタンパク質を本明細書中で主に記載するが、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）、アセチ
ル化低密度リポタンパク質（Ａｃ－ＬＤＬ）、中間密度リポタンパク質（ＩＤＬ）、およ
び超低密度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）のような、本明細書中に記載するナノ構造体がそ
れと結合する、および／またはそれと競合することができる他の天然のリポタンパク質も
また可能である。いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、
ＬＤＬまたはＶＬＤＬのような天然のリポタンパク質を模倣する。すなわち、ナノ構造体
のサイズ、界面化学、および他の特徴は、天然のリポタンパク質のサイズ、界面化学、お
よび他の特徴と類似するように設計することができる。
【００４３】
　疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理する方法には、例え
ば、ナノ構造体コアと、上記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを含有して
いる本明細書中に記載する合成構造体を含有している治療有効量の組成物を被験体に投与
する工程、および上記合成ナノ構造体が、天然のリポタンパク質（例えば、ＨＤＬ、ＩＤ
Ｌ、ＬＤＬ、またはＶＬＤＬ）を結合する細胞表面リガンド／受容体と結合することを可
能にする工程、および細胞表面リガンド／受容体と天然のリポタンパク質との間での結合
をブロックするか、またはその結合の量を（例えば、合成ナノ構造体の結合工程が行われ
ない場合と比較して）減少させる工程が含まれ得る。上記細胞表面リガンド／受容体とし
ては、例えば、ＳＲ－Ｂ１、ＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１を挙げることができる
。いくつかの実施形態においては、そのような方法は、細胞コレステロールの流れの変更
（例えば、細胞表面受容体を含有している細胞におけるコレステロールの流入または流出
の増大または減少）をもたらすことができる。特定の実施形態においては、合成ナノ構造
体は、生体マトリックス（例えば、血清、血液、血漿）中の脂質またはタンパク質（例え
ば、アポリポタンパク質）を隔離するか、またはそれらを他の天然のリポタンパク質と交
換することができる。
【００４４】
　特定の実施形態においては、方法には、生体マトリックス（例えば、血液、血清、血漿
）に対して、ナノ構造体コアと、上記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを
含有している合成構造体を含有している、治療有効量の組成物を投与する工程、および上
記合成ナノ構造体が脂質またはタンパク質を隔離する、あるいはそれを生体マトリックス
中の天然のリポタンパク質と交換することができるようにする工程が含まれる。上記合成
ナノ構造体は、天然のリポタンパク質の模倣物であり得る。いくつかの実施形態において
は、上記方法には、合成ナノ構造体を、天然のリポタンパク質と結合することができる細
胞表面受容体に対して結合させる工程が含まれる。細胞表面リガンド／受容体としては、
例えば、ＳＲ－Ｂ１、ＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１を挙げることができる。
【００４５】
　本発明の１つの態様においては、癌、または他の疾患もしくは状態を処置するために使
用することができるナノ構造体を含む、ナノ構造体に関する物品、組成物、キット、およ
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び方法を提供する。本明細書中に記載する特定の実施形態には、コア－シェル型の配置を
有している構造体が含まれる。例えば、ナノ粒子コアは、脂質二重層のような物質を含有
しているシェルにより囲繞され得、脂質二重層などの物質はコレステロールおよび／また
は他の脂質と相互作用することができる。いくつかの実施形態においては、上記構造体は
、被験体に導入される場合には、癌細胞を死滅させるために使用することができる。いく
つかの場合には、上記ナノ構造体は、癌細胞のような細胞におけるコレステロール代謝を
制御するために使用することができる。
【００４６】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態においては、コア（例えば、金ナノ粒子）を
、多種多様のさらなる界面化学および調整可能性に対応できる、十分に定義されたサイズ
、形状、および界面化学の構造体をかたどり、そしてその合成を誘導するための足場とし
て使用することができる。例えば、ボトムアップ、サイズ特異的なリポタンパク質合成は
、脂質二重層および／または他の適切な成分を含有しているシェルを支持するためにナノ
構造体コアを使用することにより行うことができる。いくつかの実施形態においては、ナ
ノ構造体コアは、形成された構造体のサイズを制限し、そしてかたどるように作用し得、
そして／または細胞へのコレステロール流入を制御するために使用することができる。シ
ェルは、細胞のコレステロールを隔離するため、および／または細胞からのコレステロー
ル流出を制御するために使用することができる。
【００４７】
　本明細書中に記載する特定の物品および方法には、高い程度の再現性があり、大規模な
スケールアップの可能性がある、構造体の制御可能な合成のためのナノ構造体足場の使用
が含まれる。得られる構造体は様々な溶媒中で安定であり得、長いインビボでの循環時間
を有し得、そして製造が比較的安価であり得る。さらに、脂質は市販されているリンカー
化学（ｌｉｎｋｅｒ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）で容易に修飾することができるので、本明細
書中に記載する構造体は、抗体、小分子、およびタンパク質のような、可能性がある薬物
、および／または標的化剤／認識剤でのさらなる機能化に対応できる。さらなる利点を以
下にさらに詳細に記載する。
【００４８】
　本明細書中に記載する方法において使用することができるナノ構造体の例をここに記載
する。
【００４９】
　図１Ａの具体的な実施形態には、コア１６と上記コアを囲繞するシェル２０を有してい
る構造体１０（例えば、合成構造体または合成ナノ構造体）が含まれる。コアがナノ構造
体である実施形態においては、コアには表面２４が含まれ、表面２４に対して１つ以上の
成分を必要に応じて結合させることができる。例えば、いくつかの場合には、コア１６は
シェル２０により囲繞されたナノ構造体であり、シェル２０には内側表面２８と外側表面
３２が含まれる。シェルは、複数の脂質のような１つ以上の成分３４から（少なくとも部
分的に）形成され得、成分３４は互いに、そして／またはコアの表面２４と必要に応じて
会合することができる。例えば、成分３４は、コアに対して共有結合的に付着することに
より、物理吸着（ｐｈｙｓｉｓｏｒｂｅ）することにより、化学吸着（ｃｈｅｍｉｓｏｒ
ｂｅ）することにより、または、イオン相互作用、疎水性および／または親水性相互作用
、静電的相互作用、ファンデルワールス相互作用またはその組み合わせを介してコアに付
着することにより、コアと会合してもよい。１つの特定の実施形態において、コアは金の
ナノ構造体を含み、シェルは金－チオール結合によってコアに付着する。
【００５０】
　任意により、成分３４は互いに架橋することができる。シェルの成分の架橋は、たとえ
ば、シェルへの、またはシェルの外部の領域とシェルの内部の領域との間での種の輸送の
制御を可能にする。たとえば、比較的高い量の架橋は、ある種の小さいが大きくない分子
がシェルを通過することを可能にするが、比較的低い架橋または架橋がない場合は、より
大きな分子がシェルを通過することを可能にする。さらに、シェルを形成する成分は、単
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層または多層の形態であってもよい。それはさらに分子の輸送または隔離を容易にするか
、妨げることができる。１つの例示的な実施形態において、本明細書に記載されるように
、シェル２０がコレステロールを隔離し、そして／または細胞外へのコレステロールの流
出を制御するよう構成される脂質二重層を含む。
【００５１】
　かかる実施形態は可能かもしれないが、コアを囲繞するシェルが完全にはコアを囲繞し
なくてもよいことが理解されるはずである。たとえば、シェルは、コアの表面積の少なく
とも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０
％、または少なくとも９９％を囲繞してもよい。いくつかの場合において、シェルが実質
的にコアを囲繞する。他の場合において、シェルは完全にコアを囲繞する。シェルの成分
は、いくつかの場合、コアの表面全域に均一に分配されてもよく、そして他の場合におい
て、一様ではなく分配されていてもよい。たとえば、シェルは、いくつかの場合において
、いかなる材料も含まない部分（たとえば、穴）を含んでもよい。所望であれば、シェル
は、シェルの中への、またはシェルからのある種の分子および成分の浸透および／または
輸送を可能にするよう設計されてもよいが、シェルの中への、またはシェルからの他の分
子および成分の浸透および／または輸送を防いでもよい。ある種の分子がシェル内部にお
よび／またはシェルを横切って浸透するおよび／または輸送される能力は、たとえばシェ
ルを形成する成分の充填密度、およびシェルを形成する成分の化学および物理的性質に依
存してもよい。本明細書に記載の通り、シェルはいくつかの実施形態において、材料の一
つの層または材料の多層を含んでもよい。
【００５２】
　構造体１０（例えば、合成構造体または合成ナノ構造体）は、構造体に任意により特異
性を付与してもよいタンパク質、核酸および生物活性剤等の１以上の成分３６をさらに含
んでもよい。１以上の成分３６はコア、シェルまたはそれらの両方と会合してもよく、た
とえば、それらは、コアの表面２４、シェルの内側表面２８、シェルの外側表面３２と会
合してもよく、かつ／あるいはシェルに埋め込まれていてもよい。たとえば、１以上の成
分３６は、共有結合、物理吸着、化学吸着を介してコア、シェルまたはその両方と会合し
てもよく、または、イオン相互作用、疎水性および／または親水性相互作用、静電的相互
作用、ファンデルワールス相互作用またはそれらの組み合わせを介して付着されてもよい
。１つの特定の実施形態において、シェル２０は、互いに共有結合または非共有結合した
タンパク質および脂質の両方を含むリポタンパク質アセンブリまたは構造体の形態である
。たとえば、シェルは、脂質の取込みを制御する酵素補因子、受容体リガンドおよび／ま
たは脂質輸送キャリアとして作用するアポリポタンパク質アセンブリの形態であり得る。
本明細書に記載の通り、構造体の表面がＨＤＬ、ＬＤＬまたは他の構造体の一般的な表面
組成を模倣するように、構造体１０の成分が選択される。
【００５３】
　本明細書に記載のもの以外の成分および構成がある種の構造体および組成物に適してい
てもよく、図１に示される成分のすべてがいくつかの実施形態の中に必ず存在するとは限
らないことが理解されるべきである。
【００５４】
　構造体１０は任意の適切な方法により製造することができる。例えば、いくつかの実施
形態においては、図１Ｂに例示的に示すように、構造体（例えば、ＨＤＬ－ＮＰ）の合成
は、アポリポタンパク質Ａ－Ｉをコロイド状ＡｕＮＰ（５ｎｍの直径）の溶液に添加する
ことにより開始させることができる。次に、１、２、またはそれより多くのタイプのリン
脂質を上記混合物に添加することができる。リン脂質のうちの１つには、例えば、ナノ粒
子（例えば、金）のコアの表面に対して高い親和性で結合する、ジスルフィド頭部基が含
まれ得る。他の界面化学もまた使用することができる。第２のリン脂質は、ＨＤＬと自然
に会合し、外側のリン脂質リーフレット層を形成することができるものであり得る。製造
方法および他の詳細は、２００９年４月２４日に出願され、２０１２年１２月４日に発行
された、米国特許第８，３２３，６８６号（これは、全ての目的のためのその全体が参照
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により本明細書中に組み込まれる）に記載されている。
【００５５】
　いくつかの場合には、コア１６は中空であり、したがって、コア１６にはナノ構造体コ
アは含まれない。よって、いくつかのそのような実施形態および他の実施形態においては
、構造体１０には、必要に応じて、成分（例えば、生物活性剤、コレステロール）がコア
１６およびシェルの外側の環境４０に対して通過し、ならびにコア１６およびシェルの外
側の環境４０から通過することを可能にすることができるシェルが含まれる。シェルを形
成する成分の立体障害が原因で典型的には約１００ｎｍより大きい最大断面寸法を有する
、特定の既存の中空構造体（例えば、リポソーム）とは対照的に、中空のコア（例えば、
部分的にまたは全体的に中空のコア）を有している構造体１０は非常に小さい場合があり
、例えば、約１００ｎｍ未満またはさらには約５０ｎｍ未満の最大断面寸法を有する。例
えば、リン脂質が立体的に制限されるため、リン脂質を含有する脂質二重層を含むリポソ
ームは１００ｎｍ未満のサイズで製造することが難しく、したがって、小さな曲率半径を
持つ二重層の中空構造体を形成することは困難であるかまたは不可能となる。しかし、本
明細書中に記載する方法を使用して、本明細書中に提供するような、小さい曲率半径を持
つそのような構造体および他の構造体を形成させることができる。
【００５６】
　複数の実施形態の１つの組においては、構造体１０（ナノ構造体コアを含むかまたは中
空コアを含むかにかかわらず）は、被験体もしくは生物学的試料に対して、および／また
は被験体もしくは生物学的試料から、特定の分子を隔離する、輸送する、あるいは交換す
るように構築され、そして配置される。例えば、構造体１０は、被験体に導入されると、
細胞、組織、臓器、粒子、流体（例えば、血液）のような、被験体中の１以上の成分、お
よびそれらの一部と相互作用することができる。上記相互作用は、少なくとも一部、構造
体１０のシェルを通じて起こり得、そして上記相互作用には、例えば、被験体の１以上の
成分由来の物質（例えば、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、栄養素）の構造
体１０への交換、および／または構造体１０から被験体の１以上の成分への交換が含まれ
得る。いくつかのそのような実施形態においては、構造体１０のシェルは、被験体由来の
１以上の物質との好ましい相互作用（例えば、結合、吸着、輸送）を可能にする特性を持
つ成分を含むように設計することができる。例えば、上記シェルには、以下にさらに詳細
に記載するように、特定の疎水性、親水性、表面電荷、官能基、結合特異性、および／ま
たは特定の相互作用を促進するための密度を有している成分が含まれ得る。特定の実施形
態においては、被験体由来の１以上の物質が構造体１０により隔離され、構造体１０は、
上記物質の排出、崩壊、および／または輸送を容易にする。上記物質の排出、崩壊、およ
び／または輸送は、特定の有益な効果および／または治療効果をもたらすことができる。
このように、本明細書中に記載する構造体は、特定の疾患もしくは身体状態の診断、予防
、処置、または管理に使用することができる。
【００５７】
　コア１６が中空ではない特定の実施形態においては、上記コアは、細胞に対して毒性が
ある物質を含有することができ、またそのような材料から形成させることもできる。いく
つかの実施形態においては、上記毒性物質がコアから放出され得る。他の実施形態におい
ては、上記毒性物質はコアから放出されない。例えば、細胞の成分と毒性物質との間での
接触は、細胞の増殖に影響を及ぼす場合がある。
【００５８】
　いくつかの実施形態においては、構造体１０（ナノ構造体コアを含むかまたは中空コア
を含むかにかかわらず）がコレステロール代謝および細胞を制御するように適合させられ
る。例えば、上記ナノ構造体コアまたは中空コアは、細胞へのコレステロール流入の量を
制限するために使用することができる。これは、例えば、いずれのコレステロールも含ま
ないナノ構造体を形成させること、または細胞への送達のためのコアにある十分な量のコ
レステロールにより行われ得る。生存のために（例えば、膜完全性および／または他の機
能を維持するために）コレステロールが必要である細胞については、細胞へのコレステロ



(19) JP 2015-513543 A 2015.5.14

10

20

30

40

50

ール流入の量の制限が細胞を死滅させる場合がある。したがって、そのようなナノ構造体
は、細胞増殖の減少もしくは細胞の死滅を含むか、またはそれらが必要な疾患あるいは状
態の処置に使用することができる。いくつかの実施形態においては、細胞増殖の減少およ
び／または細胞の死滅の誘導を含む、疾患あるいは状態の処置に使用され得る構造体には
、上記構造体のシェルの表面上の、またはシェル中に埋め込まれたタンパク質（例えば、
アポリポタンパク質）が含まれ得る。しかし、他の実施形態においては、構造体が、細胞
増殖の減少および／または細胞の死滅の誘導を含む、疾患あるいは状態の処置に使用され
るためには、そのようなタンパク質が必ずしもシェル上またはシェル内に存在する必要は
ない。
【００５９】
　実施形態の１つの特定の組においては、構造体１０（ナノ構造体コアを含むかまたは中
空コアを含むかにかかわらず）を、コレステロール（および／または他の脂質）を隔離す
るように構築し、配置する。理論に束縛されることは望まないが、構造体１０が、上記構
造体の疎水性層（例えば、脂質二重層）との疎水性相互作用を介してコレステロールを隔
離するという仮説が立てられている。例えば、いくつかの場合には、コレステロールは疎
水性相互作用により構造体の表面に対して（例えば、シェルの外側表面に対して）結合す
ることができる。他の場合には、コレステロールを、シェルの外側表面から、シェルの内
側表面に、および／または構造体のコアに輸送することができる。コレステロールはまた
、シェルに、例えば、シェルの２つの層の間に埋め込むことができる。必要に応じて、構
造体１０には、コレステロールの隔離を促進することができる、１つ以上のアポリポタン
パク質（例えば、アポリポタンパク質－Ａ１）、タンパク質、またはペプチドを含めるこ
とができる。構造体１０はまた、細胞から、または他の循環リポタンパク質種から、コレ
ステロールおよびリン脂質を除去することにより、コレステロールを隔離することができ
る。構造体１０により隔離されたコレステロールは、酵素により（例えば、レシチン：ア
シルＣｏＡトランスフェラーゼ（ＬＣＡＴ）によって）エステル化されて、構造体の中心
に向かって移動することができるコレステリルエステルを形成することができる。中空コ
アの実施形態の場合には、上記コレステリルエステルは中空コアの中に蓄積し得る。いく
つかの実施形態においては、そのような構造体および他の構造体を、細胞からのコレステ
ロール流出を制御するために使用することができる。
【００６０】
　本明細書中に記載するように、上記ナノ構造体は、細胞中のコレステロール代謝を制御
するために使用することができる。例えば、いくつかの場合には、上記ナノ構造体は、細
胞（例えば、ＳＲ－Ｂ１を有している癌細胞、Ｂ細胞リンパ腫細胞、非ホジキンリンパ腫
細胞、黒色腫細胞などのような癌細胞）におけるコレステロール流入およびコレステロー
ル流入の１つ以上を制御するために使用することができる。いくつかの実施形態において
は、上記ナノ構造体は、例えば、類似するサイズ、形状、および／または界面化学の天然
のＨＤＬ粒子と比較して、細胞からのコレステロール流出を増大させるために使用するこ
とができる。いくつかの実施形態においては、コレステロール流出を、例えば、少なくと
も１％、少なくとも３％、少なくとも５％、少なくとも７％、少なくとも１０％、少なく
とも１５％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも６０
％、少なくとも８０％、または少なくとも１００％増大させることができる。他の範囲も
また可能である。他の場合には、上記ナノ構造体を、細胞からのコレステロール流出を減
少させるために使用することができる。他の実施形態においては、上記ナノ構造体は、例
えば、類似するサイズ、形状、および／または界面化学の天然のＨＤＬ粒子と比較して、
細胞へのコレステロール流入を減少させるために使用することができる。いくつかの実施
形態においては、コレステロール流入を、例えば、少なくとも１％、少なくとも３％、少
なくとも５％、少なくとも７％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０
％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも６０％、少なくとも８０％、また
は少なくとも１００％減少させることができる。他の範囲もまた可能である。他の場合に
は、上記ナノ構造体を、細胞へのコレステロール流入を増大させるために使用することが
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できる。いくつかの実施形態においては、上記ナノ構造体を、細胞が細胞増殖の有意な停
止および／または細胞の死滅を生じるように、十分な量のコレステロールの流出および／
または流入を制御するために使用することができる。
【００６１】
　しかし、他の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、コレステロー
ルを隔離するようには構築および配置されない。
【００６２】
　特定の実施形態においては、上記構造体は、細胞（例えば、癌細胞）によりエンドサイ
トーシスされ得、それにより、細胞内に局在化され得る。他の実施形態においては、構造
体は細胞の外側にとどまる。構造体が細胞内と細胞の外側の両方に存在することもまた可
能である。
【００６３】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、高濃度のコレス
テロールからコレステロールを隔離し、かつ、それを肝臓に直接的または間接的に移動さ
せることができる。例えば、本明細書中に記載する構造体中またはその上への直接のコレ
ステロールの流出により、高濃度のコレステロールの領域から、コレステロールを隔離す
ることができる。いくつかのそのような実施形態においては、構造体により隔離されたコ
レステロールは、構造体によって肝臓に直接輸送される。他の実施形態においては、他の
循環リポタンパク質種（例えば、ＬＤＬ）が、コレステロール交換に関係し得る。例えば
、いくつかの場合には、遊離のコレステロールまたはエステル化コレステロールが、他の
リポタンパク質から本明細書中に記載する構造体へと移動させられる。他の場合において
は、遊離のコレステロールまたはエステル化コレステロールが本明細書中に記載する構造
体により隔離されると、コレステロールを構造体から他のリポタンパク質種へと移動させ
ることができ、これは最終的には肝臓に行き着くことになり得る。したがって、そのよう
な実施形態においては、本明細書中に記載する構造体は逆方向のコレステロール輸送を間
接的に変化させるか、または増大させることができる。さらに、本明細書中に記載する構
造体から他のリポタンパク質種に遊離のコレステロールまたはエステル化コレステロール
を隔離する場合は、上記構造体は、例えば、高コレステロール含有量の領域、循環リポタ
ンパク質、または高コレステロール濃度の他の生理学的部位からコレステロールをさらに
隔離することができる。しかし、本明細書中に記載する構造体が、他のルートにより、例
えば、尿を介して、コレステロールおよび／または他の分子を除去することができ、そし
て本発明がこの態様に限定されないことが理解されるものとする。
【００６４】
　本明細書中に記載する構造体および／または組成物により隔離された分子（例えば、コ
レステロールまたは他の脂質）の量は、例えば、構造体のサイズ、粒子の生物学および界
面化学、ならびに投与方法に依存し得る。例えば、構造体が末梢部から肝臓へと無期限に
循環し再び出て行く場合は、構造体が再利用されるので、組成物が有効であるためには、
比較的少数のコレステロール分子がそれぞれの構造体により隔離される必要がある。他方
では、組成物が、例えば、コレステロールまたは胆汁酸塩結合性樹脂として経口的に使用
される場合は、それぞれの構造体が、より多くの数のコレステロールを隔離してコレステ
ロールの取込みを増大させることができる。また、構造体が、コレステロールを隔離した
後で（例えば、肝臓または尿を介して）急速に排出されるようなサイズである場合は、構
造体１つあたりの大量のコレステロールの取込みおよび／または継続的な注入を実施する
ことができる。このように、薬学的組成物または他の処方物に取り込ませることができる
本明細書中に記載する単一の構造体は、構造体のサイズ（例えば、表面積および／または
体積）、特定の用途、ならびに投与方法に応じて変わり得る、例えば、少なくとも２、少
なくとも５、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも３０、少なくとも５０、少な
くとも１００、少なくとも２００、少なくとも５００、少なくとも１，０００、少なくと
も２，０００、少なくとも５，０００または少なくとも１０，０００個の、任意の適切な
数の特定のタイプの分子（例えば、コレステロールのような脂質；エストロゲン、プロゲ
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ステロン、およびテストステロンのようなステロイド；胆汁酸塩など）を、使用中に、隔
離することができる可能性がある。いくつかの場合には、１つの特定の例において、その
ような数の分子を構造体に結合させることができる。
【００６５】
　いくつかの場合には、単一構造体は、例えば、１００μＭ以下、約１０μＭ以下、約１
μＭ以下、約０．１μＭ以下、約１０ｎＭ以下、約７ｎＭ以下、約５ｎＭ以下、約２ｎＭ
以下、約１ｎＭ以下、約０．１ｎＭ以下、約１０ｐＭ以下、約１ｐＭ以下、約０．１ｐＭ
以下、約１０ｆＭ以下、または約１ｆＭ以下の、コレステロールに対する結合定数Ｋｄを
有する。隔離されたコレステロールの量および結合定数を決定するための方法を、以下に
さらに詳細に提供する。
【００６６】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体により隔離された分子は、例
えば、隔離された分子の数に応じて、構造体のサイズ（例えば、断面積、表面積、および
／または体積）を増大させる。本明細書中に記載するように、上記分子は、構造体の表面
と会合することができ、構造体のシェルの中に埋め込むことができ、構造体のコアに輸送
することができ、また、それらを組み合わせることもできる。このため、いくつかの実施
形態においては、構造体のサイズ（例えば、断面積、表面積、および／または体積）は、
隔離後／隔離中のときと比較して、隔離前のときから少なくとも５％、少なくとも１０％
、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくとも７０％、または
少なくとも１００％増大し得る。
【００６７】
　しかしながら、本明細書中の実施形態の多くはコレステロールまたは他の脂質を隔離す
る状況について記載されるが、本発明がそのようなものとして限定されるものではなく、
本明細書中に記載する構造体、組成物、キット、および方法を、他の分子を隔離するため
、および／あるいは他の疾患または身体状態を予防する、処置する、または管理するため
に使用できることが理解されるものとする。
【００６８】
　ナノ構造体コアであろうと中空コアであろうと、コア１６は、任意の好適な形状および
／またはサイズを有し得る。たとえば、コアは、実質的に球形、非球形、楕円形、棒状、
ピラミッド形、立方体形、円盤状、ワイヤー状、または不規則な形状であってもよい。コ
ア（例えば、ナノ構造体コアまたは中空コア）は、最大断面寸法（または、場合によって
は、最小断面寸法）が、たとえば、約５００ｎｍ以下、約２５０ｎｍ以下、約１００ｎｍ
以下、約７５ｎｍ以下、約５０ｎｍ以下、約４０ｎｍ以下、約３５ｎｍ以下、約３０ｎｍ
以下、約２５ｎｍ以下、約２０ｎｍ以下、約１５ｎｍ以下、または約５ｎｍ以下である。
いくつかの場合において、コアのアスペクト比は約１：１を上回り、３：１を上回り、ま
たは５：１を上回る。本明細書で使用される「アスペクト比」は幅に対する長さの比率を
指す。ここで長さおよび幅は、互いに垂直に測定される。また、長さは最長の直線的に測
定された寸法を指す。
【００６９】
　コア１６がナノ構造体コアを含む実施形態において、ナノ構造体コアは任意の好適な材
料から形成されてもよい。いくつかの実施形態において、コアは、合成材料（例えば、天
然には存在しないか、身体内に天然に存在する材料）から形成される。一実施形態におい
て、ナノ構造体コアは無機材料を含むか、またはそれから形成される。無機材料としては
たとえば、金属（たとえば、Ａｇ、Ａｕ、Ｐｔ、Ｆｅ、Ｃｒ、Ｃｏ、Ｎｉ、Ｃｕ、Ｚｎ、
および他の遷移金属）、半導体（たとえば、ケイ素、ケイ素化合物および合金、セレン化
カドミウム、硫化カドミウム、砒化インジウム、およびリン化インジウム）、または絶縁
体（たとえば、酸化ケイ素等のセラミックス）が挙げられる。無機材料は、任意の好適な
量、たとえば、少なくとも１重量％、５重量％、１０重量％、２５重量％、５０重量％、
７５重量％、９０重量％、または９９重量％でコア中に存在し得る。一実施形態において
、コアは１００重量％の無機材料より形成される。ナノ構造体コアは、いくつかの場合に
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おいて、量子ドット、カーボンナノチューブ、カーボンナノワイヤーまたはカーボンナノ
ロッドの形状であり得る。いくつかの場合において、ナノ構造体コアは、生体起源でない
材料を含む、または、生体起源でない材料より形成される。いくつかの実施形態において
、ナノ構造体は、たとえば、合成重合体および／または天然重合体等の１以上の有機材料
を含むか、またはそれから形成され得る。合成重合体の例としては、ポリメタクリレート
等の非分解性重合体、ポリ乳酸、ポリグリコール酸等の分解性重合体、およびそれらの共
重合体等が挙げられる。天然重合体としては、たとえば、ヒアルロン酸、キトサンおよび
コラーゲンが挙げられる。
【００７０】
　コア１６を囲繞するシェル２０を含み得る構造体１０は、任意の好適な形状および／ま
たはサイズを有してもよい。たとえば、構造体の形状は、実質的に球形、楕円形、棒状、
ピラミッド形、立方体形、円盤状、または凸凹状であってもよい。構造体の最大断面寸法
（または、場合によっては、最小断面寸法）は、たとえば約５００ｎｍ以下、約２５０ｎ
ｍ以下、約１００ｎｍ以下、約７５ｎｍ以下、約５０ｎｍ以下、約４０ｎｍ以下、約３５
ｎｍ以下、約３０ｎｍ以下、約２５ｎｍ以下、約２０ｎｍ以下、約１５ｎｍ以下、または
約５ｎｍ以下であり得る。また、構造体のアスペクト比は、コアのアスペクト比に実質的
に類似していてもよい。
【００７１】
　さらに、構造体のシェルは、任意の好適な厚さを有し得る。たとえば、シェルの厚さは
、（たとえば、シェルの内側表面から外側表面までが）少なくとも１０オングストローム
、少なくとも０．１ｎｍ、少なくとも１ｎｍ、少なくとも２ｎｍ、少なくとも５ｎｍ、少
なくとも７ｎｍ、少なくとも１０ｎｍ、少なくとも１５ｎｍ、少なくとも２０ｎｍ、少な
くとも３０ｎｍ、少なくとも５０ｎｍ、少なくとも１００ｎｍ、または少なくとも２００
ｎｍであってもよい。いくつかの場合において、シェルの厚さは、（たとえば、シェルの
内側表面から外側表面までが）２００ｎｍ未満、１００ｎｍ未満、５０ｎｍ未満、３０ｎ
ｍ未満、２０ｎｍ未満、１５ｎｍ未満、１０ｎｍ未満、７ｎｍ未満、５ｎｍ未満、３ｎｍ
未満、２ｎｍ未満、または１ｎｍ未満である。このシェルは、上記の範囲の組み合わせを
有していてもよい。このような厚さは、本明細書に記載されるように、分子の隔離の前ま
たはその後に決定され得る。
【００７２】
　当業者は、構造体および粒子のサイズを判定する技術に精通している。好適な技術とし
ては、たとえば、動的光散乱（ＤＬＳ）（たとえば、Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅ
ｒ機器を使用する）、透過型電子顕微鏡、走査電子顕微鏡法、電気抵抗によるカウント、
およびレーザー回折が挙げられる。他の好適な技術は、当業者にとって公知である。ナノ
構造体のサイズを判定する多くの方法は公知であるが、本明細書に記載のサイズ（たとえ
ば、最大または最小断面寸法、厚さ）は、動的光散乱によって測定されたものを指す。
【００７３】
　本明細書に記載の構造体のシェルは、疎水性材料、親水性材料、および／または両親媒
性材料等の任意の好適な材料を含み得る。シェルは、ナノ構造体コアのための上記列挙さ
れたような１以上の無機材料を含み得るが、多くの実施形態において、シェルは脂質また
はある種の重合体等の有機材料を含む。いくつかの実施形態においては、シェルの成分を
、コレステロールまたは他の分子の隔離を容易にするように選択することができる。例え
ば、コレステロール（または他の隔離された分子）は、シェルの表面に結合または別の方
法で会合することができるか、あるいは、シェルに、コレステロールが構造体により取り
込まれることを可能にする成分が含まれ得る。コレステロール（または他の隔離された分
子）はまた、シェルの中に、層内に、またはシェルを形成している２つの層の間に埋め込
まれ得る。
【００７４】
　シェルの成分は、例えば、構造体の表面上に電荷を付与するために荷電することができ
、また、荷電されない場合もある。いくつかの実施形態においては、シェルの表面は、約
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－７５ｍＶ以上、約－６０ｍＶ以上、約－５０ｍＶ以上、約－４０ｍＶ以上、約－３０ｍ
Ｖ以上、約－２０ｍＶ以上、約－１０ｍＶ以上、約０ｍＶ以上、約１０ｍＶ以上、約２０
ｍＶ以上、約３０ｍＶ以上、約４０ｍＶ以上、約５０ｍＶ以上、約６０ｍＶ以上、または
約７５ｍＶ以上のζ電位を有し得る。シェルの表面は、約７５ｍＶ以下、約６０ｍＶ以下
、約５０ｍＶ以下、約４０ｍＶ以下、約３０ｍＶ以下、約２０ｍＶ以下、約１０ｍＶ以下
、約０ｍＶ以下、約－１０ｍＶ以下、約－２０ｍＶ以下、約－３０ｍＶ以下、約－４０ｍ
Ｖ以下、約－５０ｍＶ以下、約－６０ｍＶ以下、または約－７５ｍＶ以下のζ電位を有し
得る。他の範囲もまた可能である。上記範囲の組み合わせもまた可能である（例えば、約
－６０ｍＶ以上かつ約－２０ｍＶ以下）。本明細書中に記載するように、シェルの表面電
荷は、シェルの界面化学および成分を変化させることにより調整することができる。
【００７５】
　１つの組の実施形態において、本明細書に記載の構造体またはその一部分、たとえば構
造体のシェルは、１以上の天然または合成脂質または脂質アナログ（すなわち、親油性分
子）を含む。１以上の脂質および／または脂質アナログは、構造体の単層または多層（た
とえば、二重層）を形成してもよい。多層が形成されるいくつかの例において、天然また
は合成脂質または脂質アナログは、（たとえば、異なる層間で）互いに組み合う。天然ま
たは合成脂質または脂質アナログの非限定的例としては、脂肪酸アシル、グリセロ脂質、
グリセロリン脂質、スフィンゴ脂質、サッカロ脂質、およびポリケチド（ケトアシルサブ
ユニットの縮合に由来する）、ステロール脂質およびプレノール脂質（イソプレンサブユ
ニットの縮合に由来する）が挙げられる。
【００７６】
　一組の特定の実施形態において、本明細書に記載の構造体は１以上のリン脂質を含む。
１以上のリン脂質としては、たとえば、ホスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロ
ール、レシチン、β，γ－ジパルミトイル－α－レシチン、スフィンゴミエリン、ホスフ
ァチジルセリン、ホスファチジン酸、Ｎ－（２，３－ジ（９－（Ｚ）－オクタデケニルオ
キシ））－プロパ－１－イル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド、ホスファ
チジルエタノールアミン、リゾレシチン、リゾホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルイノシトール、ケファリン、カルディオリピン、セレブロシド、ジセチルフォス
フェート、ジオレイルホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジ
パルミトイルホスファチジルグリセロール、ジオレオイルホスファチジルグリセロール、
パルミトイル－オレオイル－ホスファチジルコリン、ジ－ステアロイル－ホスファチジル
コリン、ステアロイル－パルミトイル－ホスファチジルコリン、ジ－パルミトイル－ホス
ファチジルエタノールアミン、ジ－ステアロイル－ホスファチジルエタノールアミン、ジ
－ミリストイル－ホスファチジルセリン、ジ－オレイル－ホスファチジルコリン、１，２
－ジパミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホチオエタノール、およびそれらの組み合わ
せが挙げられる。いくつかの場合において、構造体のシェル（たとえば、二重層）は、５
０～２００の天然または合成脂質または脂質アナログ（たとえば、リン脂質）を含む。た
とえば、シェルは、たとえば、構造体のサイズに応じて、約５００未満、約４００未満、
約３００未満、約２００未満、または約１００未満の天然または合成脂質または脂質アナ
ログ（たとえば、リン脂質）を含み得る。
【００７７】
　ステアリルアミン、ドセシルアミン、パルミチン酸アセチル、および脂肪酸アミドのよ
うな非リン含有脂質も使用され得る。他の実施形態において、脂肪、油、ろう、コレステ
ロール、ステロール、脂溶性ビタミン（たとえば、ビタミンＡ、Ｄ、ＥおよびＫ）、グリ
セリド（例えば、モノグリセリド、ジグリセリド、トリグリセリド）等の他の脂質は、本
明細書に記載の構造体の一部分を形成するために使用することができる。
【００７８】
　ナノ構造体のシェルまたは表面等の、本明細書に記載の構造体の一部分は、任意により
構造体に疎水性を付与する１以上のアルキル基、たとえば、アルカン－、アルケン－、ま
たはアルキン含有種を任意により含み得る。「アルキル」基は、直鎖アルキル基、分岐鎖
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アルキル基、シクロアルキル（脂環式）基、アルキル置換シクロアルキル基、およびシク
ロアルキル置換アルキル基を含む飽和脂肪族基を指す。アルキル基は、たとえば、Ｃ２か
らＣ４０の間の様々な炭素数を有してもよい。いくつかの実施形態において、炭素数は、
Ｃ５、Ｃ１０、Ｃ１５、Ｃ２０、Ｃ２５、Ｃ３０またはＣ３５よりも大きくてよい。いく
つかの実施形態において、直鎖または分岐鎖アルキルは、その骨格に、３０個以下、いく
つかの場合においては２０個以下の炭素原子を有してもよい。いくつかの実施形態におい
て、直鎖または分岐鎖アルキルは、その骨格（たとえば、直鎖ではＣ１～Ｃ１２、分岐鎖
ではＣ３～Ｃ１２）に１２個以下、６個以下、４個以下の炭素原子を有してもよい。同様
に、シクロアルキルは、それらの環状構造中に３～１０個の炭素原子、または環状構造中
に５個、６個または７個の炭素を有してもよい。アルキル基の例としては、たとえば、メ
チル、エチル、プロピル、イソプロピル、シクロプロピル、ブチル、イソブチル、ｔｅｒ
ｔ－ブチル、シクロブチル、ヘキシル、シクロヘキシル等が挙げられるが、これらに限定
されない。
【００７９】
　アルキル基としては、任意の好適な末端基、たとえば、チオール基、アミノ基（たとえ
ば、置換されていないまたは置換されたアミン）、アミド基、イミン基、カルボキシル基
、またはスルフェート基が挙げられ、たとえば、ナノ構造体コアへのリガンドの付着を直
接的またはリンカーを介して可能にする。たとえば、不活性金属がナノ構造体コアを形成
するために使用される場合、アルキル種は、金属－チオール結合を形成するチオール基を
含んでもよい。いくつかの例において、アルキル種は少なくとも第２の末端基を含む。た
とえば、種はポリエチレングリコール等の親水性の部分に結合されてもよい。他の実施形
態において、第２の末端基は他の官能基に共有結合的に付着することができる反応性基で
あってもよい。いくつかの例において、第２の末端基はリガンド／受容体相互作用（たと
えば、ビオチン／ストレプトアビジン）に関係し得る。
【００８０】
　いくつかの実施形態において、シェルは重合体を含む。たとえば、両親媒性重合体が使
用され得る。重合体はジブロック共重合体、トリブロック共重合体等であってもよく、た
とえば、一方のブロックが疎水性重合体で、他方のブロックが親水性重合体である。たと
えば、重合体は、α－ヒドロキシ酸（たとえば、乳酸）およびポリエチレングリコールの
共重合体であってもよい。いくつかの場合において、シェルは、ある種のアクリル樹脂、
アミドおよびイミド、炭酸塩、ジエン、エステル、エーテル、フルオロカーボン、オレフ
ィン、スチレン、ビニルアセタール、ビニル、および塩化ビニリデン、ビニルエステル、
ビニルエーテルおよびケトン等を含み得る重合体、およびビニルピリジンおよびビニルピ
ロリドン重合体等の疎水性重合体を含む。他の場合において、シェルは、ある種のアクリ
ル樹脂、アミン、エーテル、スチレン、ビニル酸およびビニルアルコールを含む重合体等
の親水性重合体を含む。重合体は、荷電されていてもよくまたは荷電されていなくてもよ
い。本明細書に記載されるように、シェルの特定の成分は構造体にある種の官能性を付与
するよう選択可能である。
【００８１】
　シェルが両親媒性材料を含む場合、材料はナノ構造体コアに関して、および／または互
いに任意の好適な方法で配列することができる。たとえば、両親媒性材料は、コアに向け
られた親水基、およびコアから離れて伸びる疎水基を含んでもよく、または、両親媒性材
料は、コアに向けられた疎水基、およびコアから離れて伸びる親水基を含んでもよい。各
構成の二重層も形成することができる。
【００８２】
　本明細書に記載の構造体は、必要に応じて、１以上のタンパク質、ポリペプチドおよび
／またはペプチド（たとえば、合成ペプチド、両親媒性ペプチド）を含んでもよい。１つ
の組の実施形態において、構造体は、構造体のコレステロール移送速度またはコレステロ
ール担持能力を増大させることができる、タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプ
チドを含む。１以上のタンパク質またはペプチドは、コア（たとえば、コアの表面、また
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はコアに埋め込まれた）、シェル（たとえば、シェルの内側および／または外側表面、ま
たはシェルに埋め込まれた）またはその両方と会合してもよい。会合としては、共有的ま
たは非共有的相互作用（たとえば、疎水性および／または親水性相互作用、静電的相互作
用、ファンデルワールス相互作用）が挙げられる。
【００８３】
　本明細書に記載の構造体と会合し得る好適なタンパク質の例は、たとえば、アポリポタ
ンパク質Ａ（たとえば、ａｐｏ　Ａ－Ｉ、ａｐｏ　Ａ－ＩＩ、ａｐｏ　Ａ－ＩＶおよびａ
ｐｏ　Ａ－Ｖ）、アポリポタンパク質Ｂ（たとえば、ａｐｏ　Ｂ４８およびａｐｏ　Ｂ１
００）、アポリポタンパク質Ｃ（たとえば、ａｐｏ　Ｃ－Ｉ、ａｐｏ　Ｃ－ＩＩ、ａｐｏ
　Ｃ－ＩＩＩおよびａｐｏ　Ｃ－ＩＶ）およびアポリポタンパク質Ｄ、Ｅ、Ｈ等のアポリ
ポタンパク質である。具体的には、ａｐｏ　Ａ１、ａｐｏ　Ａ２およびａｐｏ　Ｅは、代
謝用として、肝臓へのコレステロールとコレステロールエステルの移送を促進させ、本明
細書に記載の構造体に含めることは有用であり得る。さらに、またはあるいは、本明細書
に記載の構造体は、上述のようなアポリポタンパク質の１以上のペプチドアナログを含ん
でもよい。構造体は、任意の好適な数、たとえば、少なくとも１、２、３、４、５、６ま
たは１０個のアポリポタンパク質またはそのアナログを含んでもよい。ある実施形態にお
いて、構造体は、天然のＨＤＬ粒子に類似の１～６個のアポリポタンパク質を含む。もち
ろん、他のタンパク質（たとえば、非アポリポタンパク質）も本明細書に記載の構造体に
含めることができる。
【００８４】
　任意により、１以上の酵素も、本明細書に記載の構造体と会合してもよい。たとえば、
レシチン－コレステロールアシルトランスフェラーゼは、遊離コレステロールをコレステ
ロールエステル（コレステロールのより疎水性の形態）に変換する酵素である。天然のリ
ポタンパク質（たとえば、ＨＤＬおよびＬＤＬ）において、コレステロールエステルはリ
ポタンパク質のコアへと隔離され、円盤形から球形にリポタンパク質を変形させる。した
がって、本明細書に記載の構造体は、ＨＤＬおよびＬＤＬ構造体を模倣するためにレシチ
ン－コレステロールアシルトランスフェラーゼを含んでもよい。ＨＤＬからＬＤＬ種まで
エステル化コレステロールを輸送するコレステロールエステル輸送タンパク質（ＣＥＴＰ
）等の他の酵素も含むことができる。
【００８５】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、いずれの生物活
性剤も存在しない中で治療効果を有し得る。例えば、いくつかの実施形態においては、癌
を処置するために使用されるナノ構造体またはその組成物は、いずれの癌の薬物（例えば
、化学療法剤）も含まず、かつ、なおも癌細胞の処置（例えば、癌細胞の死滅）に有効で
あり得る。しかし、本明細書中に記載するナノ構造体および組成物がそのようなものとし
て限定されず、また他の場合には、１以上の生物活性剤が本明細書中に記載するナノ構造
体または組成物と会合し得ることが理解されるものとする。存在する場合、１以上の生物
活性剤は、任意により、構造体または組成物から放出されてもよい（たとえば、長期的ま
たは短期的放出）。生物活性剤は、生物学的な系に影響を及ぼす分子を含み、該分子とし
ては、たとえば、タンパク質、核酸、治療薬、ビタミンおよびその誘導体、ウイルス画分
、リポ多糖類、細菌画分、およびホルモンが挙げられる。目的の他の薬剤は化学療法剤を
含んでもよく、癌患者の処置および管理に使用される。かかる分子は、抗増殖性剤、細胞
毒性薬および免疫抑制剤として一般に特徴づけられ、タキソール、ドキソルビシン、ダウ
ノルビシン、ビンカアルカロイド、アクチノマイシンおよびエトポシド等の分子を含む。
【００８６】
　生物活性剤の他の例としては、心血管系作用薬、呼吸器用薬、交感神経作用様薬、コリ
ン様作用薬、アドレナリン作用またはアドレナリン作動性ニューロン遮断薬、鎮痛剤／解
熱剤、麻酔薬、喘息治療薬、抗生物質、抗うつ薬、糖尿病用薬、抗真菌剤、抗高血圧剤、
抗炎症剤（たとえば、プレドニゾン等のグルココルチコイド）、核酸種（たとえば、炎症
伝達物質に対するアンチセンスおよびｓｉＲＮＡ種）、抗腫瘍薬、抗不安薬、免疫抑制剤
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、免疫修飾剤、片頭痛治療剤（ａｎｔｉｍｉｇｒａｉｎｅ　ａｇｅｎｔ）、鎮静剤／催眠
薬、抗狭心症薬、抗精神病薬、躁病治療剤（ａｎｔｉｍａｎｉｃ　ａｇｅｎｔ）、抗不整
脈薬、抗関節炎薬、痛風治療薬、抗凝固剤、血栓溶解剤、抗線維素溶解剤、ヘモレオロジ
ック剤（ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃ　ａｇｅｎｔ）、抗血小板剤、抗痙攣薬、抗パーキ
ンソン剤（ａｎｔｉｐａｒｋｉｎｓｏｎ　ａｇｅｎｔ）、抗ヒスタミン薬／かゆみ止め、
カルシウム調整に有用な薬剤、抗菌性物質（ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｓ）、抗ウイル
ス薬（ａｎｔｉｖｉｒａｌｓ）、抗菌剤（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ）、消毒剤（ａ
ｎｔｉ－ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ）、気管支拡張薬、血糖降下薬（ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ
　ａｇｅｎｔ）、脂質低下薬（ｈｙｐｏｌｉｐｉｄｅｍｉｃ　ａｇｅｎｔ）、赤血球形成
刺激に有用な薬剤、抗潰瘍薬（ａｎｔｉｕｌｃｅｒ　ａｇｅｎｔ）／抗逆流薬（ａｎｔｉ
ｒｅｆｌｕｘ　ａｇｅｎｔ）、制吐薬（ａｎｔｉｎａｕｓｅａｎｔ）／鎮吐薬（ａｎｔｉ
ｅｍｅｔｉｃ）および脂溶性ビタミン、コレステロール剤（たとえば、コレステロールレ
ベルを下げることで知られる、Ｌｉｐｉｔｏｒ、Ｚｏｃｏｒ等のスタチン）、またはそれ
らの組み合わせが挙げられる。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、１以上の核酸は、本明細書に記載の構造体と会合してい
る。核酸は、可変長の、二本鎖または一本鎖デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸
（ＲＮＡ）のいずれかを含む。核酸はセンスストランドおよびアンチセンスストランドを
含む。ホスホロチエート、ホスホロアミダート、ホスホネートアナログ等の核酸アナログ
も考えられる核酸であり、使用されてもよい。核酸はさらに染色体および染色体断片を含
む。
【００８８】
　１以上の糖残基が、随意に、本明細書中に記載する構造体と会合することができる。
【００８９】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、特定の標的部位
（単数または複数）に特異的な１つ以上のリガンドまたは受容体の非存在下で、特異的部
位（例えば、癌性細胞および／または組織のような特異的な細胞および／または組織）を
標的化することができる。例えば、いくつかの実施形態においては、癌を処置するために
使用されるナノ構造体またはその組成物は、ナノ構造体自体の上にはいずれの特異的な受
容体も含まず、かつ、癌細胞の標的化および／または処置（例えば、癌細胞の増殖の減少
および／または癌細胞の死滅）においてなおも有効であり得る。上記ナノ構造体自体の構
造（例えば、上記ナノ構造体がサイズ、形状、および／または界面化学に関して天然のＨ
ＤＬを模倣するという事実）が原因で、上記ナノ構造体は、特定の部位（例えば、癌細胞
）を特異的に標的化することができる。しかし、本明細書中に記載するナノ構造体および
組成物がそのようなものとして限定されず、また他の場合には、上記ナノ構造体に、特定
の標的部位（単数または複数）に特異的な１つ以上のリガンドまたは受容体が含まれ得る
ことが理解されるものとする。例えば、本明細書中に記載する構造体は、標的化される部
位の表面上で発現される受容体のリガンド（またはリガンドの受容体）を含み得る。特異
的な表面成分の例としては、抗体（抗体フラグメントおよび誘導体を含む）、特異的な細
胞表面マーカー、小分子（例えば、葉酸塩）、およびアプタマー、すなわち、生物学的部
分のような特定の標的分子を特異的に結合することができる核酸（例えば、ＲＮＡアプタ
マーおよびＤＮＡアプタマー）が挙げられる。さらに、本明細書中に記載する構造体のタ
ンパク質成分を改変し、標的化分子、例えば、Ａｐｏ　ＥまたはＡｐｏ　Ａ１として使用
することができる。上記構造体には、特定の小分子を標的化するための特定の基（例えば
、アシアロ基）を含めることができる。
【００９０】
　他の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、特定の標的部位（単数
または複数）に特異的な１つ以上のリガンドまたは受容体（例えば、Ａｐｏ－Ａ１のよう
なアポリポタンパク質）の存在の理由から、およびナノ構造体自体の構造（例えば、上記
ナノ構造体が、サイズ、形状、および／または界面化学に関して天然のＨＤＬを模倣する
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という事実）が原因で、特異的部位（例えば、癌性の細胞および／または組織のような特
異的な細胞および／または組織）を標的化することができる。いくつかのそのような実施
形態においては、特定の標的部位（単数または複数）に特異的な１つ以上のリガンドまた
は受容体を含まない等価なナノ構造体が、癌細胞の処置においていくらか有効であり得る
（例えば、最初の程度にまで癌細胞の増殖を減少させる、および／または癌細胞を死滅さ
せることができる）。標的化リガンドが上記ナノ構造体に添加される場合には、上記ナノ
構造体は癌細胞の処置においてより効果的であり得、例えば、最初の程度より大きい第２
の程度にまで、癌細胞の増殖を減少させる、および／または癌細胞を死滅させることがで
きる。いくつかの実施形態においては、第２の程度は、最初の程度よりも少なくとも５％
、少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なく
とも３０％、少なくとも４０％、少なくとも６０％、または少なくとも８０％大きくあり
得る。
【００９１】
　他の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、特定の標的部位（単数
または複数）に特異的な単一のタイプのリガンドまたは受容体（例えば、Ａｐｏ－Ａ１の
ようなアポリポタンパク質）のみを含み得、そしてナノ構造体がそれに対して投与され、
標的化される特定の標的部位（単数または複数）に特異的な、いかなる他のタイプのリガ
ンドも受容体も含まない。
【００９２】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、癌細胞を特異的
に標的化しないが、非癌細胞に対してもいくらか向けられる。いくつかの実施形態におい
ては、ナノ構造体は、癌細胞を死滅させる、または癌細胞の増殖を別の方法で減少させる
ために使用され得るものの、非癌細胞（例えば、ＨＤＬを自然に標的化し、コレステロー
ルの流れを媒介する、内皮または肝臓由来の正常／末梢ヒトリンパ球および／または細胞
）に対しては実質的な有害効果を有さない。いくつかの実施形態においては、本明細書中
に記載するナノ構造体は、ＳＲ－Ｂ１を発現しない細胞に対しては実質的な有害効果を有
さない。他の実施形態においては、本明細書中に記載するナノ構造体は、ＳＲ－Ｂ１を発
現するが癌性ではない細胞（例えば、ＨＤＬを自然に標的化し、コレステロールの流れを
媒介する、内皮または肝臓由来の細胞）に対して実質的な有害効果を有さない。
【００９３】
　複数の実施形態の１つの組においては、本明細書中に記載する構造体、組成物、および
方法を、異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態を診断する、予防する、処置す
る、または管理するために使用する。例えば、高密度リポタンパク質は、アテローム性動
脈硬化症の発症、およびそれにより生じる、心疾患および発作のような疾病を防御する動
的血清ナノ構造体である。天然に存在しているＨＤＬを模倣する構造体を含むものなどの
、本明細書中に記載する特定の組成物および方法を施行することにより、循環血清ＨＤＬ
レベル（例えば、低いＨＤＬレベル）を増大させることができる。これは、例えば、逆方
向のコレステロール輸送を変更または増大させることにより、アテローム性動脈硬化症を
予防する、および可能であれば逆転させるための有望な治療的アプローチを提供すること
ができる。他の実施形態において、本明細書に記載される構造体は、ＨＤＬとして類似し
た細胞表面リガンドについてＨＤＬと直接競合するために使用され得る。
【００９４】
　なお他の実施形態においては、本明細書中に記載する組成物および方法を使用して、Ｌ
ＤＬレベルを低下させる（例えば、高いＬＤＬレベルを低下させる）、またはＬＤＬレベ
ルを一時的に増大させる（例えば、天然に存在しているＬＤＬを模倣する構造体を使用す
ることにより）ことができる。さらに、特定の実施形態においては、異常脂質レベルと関
係がある疾患または身体状態の診断、予防、処置、または管理には、体の中を通るかまた
は体の外へのコレステロールの流れ（ｆｌｕｘ）を変更させる方法により、逆方向のコレ
ステロールの輸送を（例えば、直接的または間接的に）変更または増大させるために、本
明細書中に記載する構造体、組成物、および方法を使用する工程が含まれ得る。
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【００９５】
　本明細書中に記載する構造体および／または組成物の利益を受け得る、異常脂質レベル
に関連する他の疾患または身体状態としては、例えば、コレステロールまたは他の物質を
含有するプラークの沈積物が静脈の内膜および中膜内部に形成されるアテローム性動脈硬
化症、静脈硬化症または任意の静脈の状態、急性冠症候群、安定狭心症、不安定狭心症を
含む狭心症、炎症、敗血症、血管炎症、皮膚炎症、うっ血性心不全、冠性心疾患（ＣＨＤ
）、心室不整脈、末梢血管疾患、心筋梗塞、致命的な心筋梗塞、致命的ではない心筋梗塞
の発症、虚血、心臓血管の虚血、一過性脳虚血発作、心疾患と無関係な虚血、虚血再潅流
障害、脈管再生に対する必要性の低下、凝固障害、血小板減少、深部静脈血栓症、膵炎、
非アルコール性脂肪肝炎、糖尿病性ニューロパチー、網膜症、有痛性糖尿病性神経障害、
跛行、乾癬、重症虚血肢（ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｌｉｍｂ　ｉｓｃｈｅｍｉａ）、不能症、
異脂肪血症、高脂血症、高リポ蛋白血症、低αリポ蛋白血症、高トリグリセリド血、虚血
症状に至る任意の狭窄状態、肥満、タイプＩおよびタイプＩＩの両方を含む糖尿病、魚鱗
癬（ｉｃｈｔｙｏｓｉｓ）、発作、脆弱なプラーク、下脚潰瘍形成、重篤な冠状動脈の虚
血、リンパ腫、白内障、内皮機能不全、黄色腫、末端器官機能障害、血管疾患、喫煙およ
び糖尿病が原因である血管疾患、頚動脈および冠動脈疾患、退行性および収縮性の確立さ
れたプラーク、不安定プラーク、脆い血管内膜、不安定な血管内膜、内皮傷害、外科処置
の結果である内皮の損傷、血管疾患に関連する病的状態、動脈の管腔での潰瘍形成、バル
ーン血管形成術の結果である再狭窄、タンパク質蓄積症（例えば、アルツハイマー病、プ
リオン病）、止血の疾患（例えば、血栓症、栓友病、播種性血管内凝固症候群、血小板減
少、ヘパリン誘発血小板減少、血栓性血小板減少性紫斑病）、リウマチ病（例えば、多発
性硬化症、全身性エリテマトーデス、シェーグレン症候群、多発性筋炎／皮膚筋炎、強皮
症）、神経学的疾患（例えば、パーキンソン病、アルツハイマー病）、またそれらの二次
的な適応症（ｓｕｂｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ）が挙げられる。
【００９６】
　本明細書中に記載する構造体、組成物、および方法は、例えば、トリグリセリドレベル
を低下させる、他の脂質のレベルを増大または低下させる、プラーク安定性を高めるまた
はプラーク崩壊の可能性を低下させる、血管拡張を増大または減少させる、炎症を処置ま
たは予防する、炎症性疾患または炎症反応を処置または予防する、平滑筋および血管内膜
を強化または安定化させる、肝臓への輸送のための細胞外コレステロールの流出を刺激す
る、免疫反応を調整する、アテローム性動脈硬化プラークからコレステロールを移動させ
、かつ任意の膜、細胞、組織、臓器、および、組成的および／または機能的改変が有利で
あろう細胞外領域および／または構造を改変することによって、異常脂質レベルに関連す
る疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理することができる。
特定の実施形態においては、異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態を診断する
、予防する、処置する、または管理するための本明細書中に記載する構造体は、類似する
細胞表面リガンド（例えば、ＳＲ－Ｂ１、ＨＢＰ／ビギリン）について、天然のリポタン
パク質と直接競合させるために使用することができる。
【００９７】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載する構造体を、細胞コレステロール
の流れ（例えば、流出および流入）を変化させる（例えば、増大または減少させる）こと
により、疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理するために使
用することができる。異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態を診断する、予防
する、処置する、または管理するための方法には、例えば、被験体に対して、ナノ構造体
コアと、上記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを含有している本明細書中
に記載する合成構造体を含有している治療有効量の組成物を投与する工程、および上記合
成構造体を使用して、被験体における細胞コレステロールの流れを変化させる工程が含ま
れ得る。本明細書中に記載するように、細胞コレステロールの流れを変化させる工程には
、前記構造体または前記構造体の成分の、コレステロールの輸送を調節する１つ以上の細
胞表面受容体（例えば、ＳＲ－Ｂ１、ＡＢＣＡ１および／またはＡＢＣＧ１）に対する結
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合が含まれ得る。異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態としては、炎症、免疫
系の調節などのような、上記に列挙したものを挙げることができる。
【００９８】
　本明細書中に記載する成分、例えば、脂質、リン脂質、アルキル基、重合体、タンパク
質、ポリペプチド、ペプチド、酵素、生物活性剤、核酸、および上記の標的化のための種
（これは随意であり得る）が、任意の適切な様式で構造体と会合することができ、かつ、
構造体の任意の適切な部分、例えば、コア、シェル、またはそれらの両方と会合できるこ
とが理解されるものとする。例えば、１つ以上のそのような成分を、コアの表面、コアの
内部、シェルの内側表面、シェルの外側表面と会合させること、および／またはシェルの
中に埋め込むことができる。さらに、いくつかの実施形態においては、そのような成分は
、被験体の１つ以上の成分（例えば、細胞、組織、臓器、粒子、流体（例えば、血液）、
およびそれらの一部）から本明細書中に記載する構造体へ、および／または構造体から被
験体の１つ以上の成分への、物質（例えば、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸
、栄養素）の隔離、交換、および／または輸送を容易にするために使用することができる
。いくつかの場合には、上記成分は、被験体由来の１つ以上の物質との好ましい相互作用
（例えば、結合、吸着、輸送）を可能にする化学的および／または物理的特性を有する。
【００９９】
　さらに、本明細書中に記載する成分、例えば、脂質、リン脂質、アルキル基、重合体、
タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、酵素、生物活性剤、核酸、および上記に記載した
標的化のための種は、被験体または生物学的試料への投与の前に、および／または被験体
または生物学的試料への投与後に、本明細書中に記載する構造体と会合することができる
。例えば、いくつかの場合には、本明細書中に記載する構造体には、ｉｎ　ｖｉｖｏまた
はｉｎ　ｖｉｔｒｏで投与されるコアおよびシェルが含まれ、また、構造体は、被験体ま
たは生物学的試料から１つ以上の成分（例えば、アポリポタンパク質）を隔離した後に、
より大きな治療効果を有する。すなわち、構造体は、投与された後に、構造体の効力を高
めるために被験体または生物学的試料に由来する天然成分を使用することができる。
【０１００】
　様々な方法を、本明細書中に記載するナノ構造体を製造するために使用することができ
る。方法の例は、２００９年４月２４日に出願された「Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　
Ｓｕｉｔａｂｌｅ　ｆｏｒ　Ｓｅｑｕｅｓｔｅｒｉｎｇ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　ａｎ
ｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」の表題の、国際特許公開番号ＷＯ／２００９／１
３１７０４（これは、全ての目的のためのその全体が参照により本明細書中に組み込まれ
る）の中に提供されている。
【０１０１】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載する構造体を、鋳型として役立つナ
ノ構造体（例えば、コア）の使用により形成させることができるとの理由、およびサイズ
、形状、および質量に関して比較的均一性が高い特定のナノ構造体を提供する（例えば、
作製する、または購入する）ことができるとの理由から、本明細書中に記載する構造体は
また、サイズ、形状、および質量に関して比較的高い均一性を有し得る。すなわち、比較
的均一である構造体の混合物を形成させることができ、ここでは、複数の構造体が、構造
体のうちの約２０％、１５％、１０％、または５％以下が、平均断面寸法の約２０％、１
５％、１０％、または５％を上回る断面寸法を有するような断面寸法の分布を有する。比
較的高い均一性を有している構造体は、本明細書中に記載する特定の組成物において有用
である。
【０１０２】
　さらに、本明細書中に記載する構造体の分散物が、本明細書中に記載する特定の組成物
および方法において有用である。
【０１０３】
　いくつかの場合には、構造体は、造影剤を含み得るか、造影剤として使用され得る。例
えば、構造体のナノ構造体コアには、造影剤としての使用に適している材料（例えば、金
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、酸化鉄、量子ドット、放射性核種など）が含まれ得る。他の実施形態においては、シェ
ルには造影剤が含まれ得る。例えば、ナノ粒子または他の適切な造影剤を、シェルの脂質
二重層の中に埋め込むことができ、また、シェルの内側表面または外側表面と会合させる
こともできる。造影剤は、ＭＲＩ、Ｘ線、ＰＥＴ、ＣＴなどのような当業者に公知の様々
な画像化方法を増強するために使用することができる。
【０１０４】
　他の実施形態において、組成物は、被験体または生物学的試料に導入される。また、組
成物および／または被験体もしくは生物学的試料の構造体は、被験体または生物学的試料
の疾患または状態を決定することができるアッセイ条件にさらされる。構造体の少なくと
も一部分は、被験体または生物学的試料から回収されてもよく、回収した構造体を用いて
アッセイを行なってもよい。構造体に結合した、さもなければ構造体により隔離された分
子の量および／または種類について、構造体をアッセイしてもよい。たとえば、１つの組
の実施形態において、競合実験が行なわれ、たとえば、標識されたコレステロールが添加
され、コレステロールの置換が監視される。標識コレステロールの取り込みがより多く測
定されればされるほど、より少ない、結合した未標識の遊離コレステロールが存在する。
これは、たとえば、本明細書に記載の構造体を含む組成物を被験体または生物学的試料に
投与した後、および次いで、被験体または生物学的試料から構造体を回収した後に行なう
ことができる。たとえば、構造体が被験体または生物学的試料の中でどれ程のコレステロ
ール（未標識）を隔離したか確かめるための診断薬として使用される場合にこの方法を使
用することができる。
【０１０５】
　他の方法も本明細書に記載の構造体によって隔離されたコレステロールの量を決定する
ために使用することができる。いくつかの場合において、標識コレステロール（たとえば
、ＮＢＤコレステロール等の蛍光標識コレステロール、または放射性コレステロール）を
使用することができる。標識コレステロールは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏのいずれかで構造体に添加することができる。標識コレステロールのない構造体を加え
て結合の際の蛍光増大を測定することによって、構造体への標識コレステロールの結合定
数を算出することができる。さらに、構造体からコレステロールを除去するために、粒子
（たとえば、ＫＣＮ）を溶解し、次に、溶液内で得られた蛍光を測定することができる。
標準曲線と比較すると、１粒子当たりのコレステロール分子の数の決定を可能にするかも
しれない。有機抽出および定量的質量分析等の他の方法も、本明細書に記載の１以上の構
造体によって隔離されたコレステロールの量を算出するために使用することができる。
【０１０６】
　本明細書中に記載するように、本発明の構造体は、「薬学的組成物」または「薬学的に
許容可能な」組成物中で使用することができ、これらは、１種類以上の薬学的に許容可能
なキャリア、添加物、および／または希釈剤とともに処方される、本明細書中に記載の１
以上の構造体の治療的に有効な量を含む。本明細書中に記載する薬学的組成物は、癌また
は他の状態を処置するために有用であり得る。いくつかの場合には、本明細書中に記載す
る薬学的組成物は、癌細胞を死滅させるために使用することができる。癌および癌細胞の
例としては、スカベンジャー受容体タイプＢ－Ｉ（ＳＲ－Ｂ１）を有している癌細胞、Ｂ
細胞リンパ腫細胞、非ホジキンリンパ腫細胞、黒色腫細胞などが挙げられる。図と結び付
けて記載したものを含めて、本明細書中に記載する任意の適切な構造体をそのような薬学
的組成物において使用することができることが理解されるものとする。いくつかの場合に
は、薬学的組成物中の構造体は、無機物質を含有しているナノ構造体コアと、ナノ構造体
コアを実質的に囲繞し、ナノ構造体コアに付着したシェルを有する。いくつかの実施形態
においては、構造体を、目的の細胞におけるコレステロール代謝（例えば、細胞へのコレ
ステロール流入および細胞からの流出）を制御するように適合させることができる。
【０１０７】
　薬学的組成物は、以下に適合されたものを含む、固体または液体形状で投与のために特
別に処方されてもよい：経口投与、たとえば、水薬（ｄｒｅｎｃｈ）（水性または非水性
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の溶液または懸濁物）、錠剤、たとえば、口腔内、舌下、および全身吸収に標的化された
もの、ボーラス、粉末、顆粒、舌部への適用のためにペースト；非経口投与、たとえば、
無菌溶液または懸濁物または徐放性処方物としての皮下、筋肉内、静脈内または硬膜外注
射；局所適用、たとえば、クリーム、軟膏、または制御放出パッチ、皮膚、肺または口腔
に適用される噴霧剤；膣内にまたは直腸内に、たとえば、ペッサリー、クリームまたは泡
沫；舌下への；眼への；経皮的；鼻への；肺への；他の粘膜表面への。
【０１０８】
　本明細書で使用される「薬学的に許容可能な」なる語句は、過度の毒性も刺激もアレル
ギー反応も他の問題も合併症もなく、確固とした医学的判断の範囲内で、ヒトおよび動物
の組織と接触における使用に適し、かつ合理的なベネフィット／リスク比と等しい、構造
体、材料、組成物および／または剤形を指す。
【０１０９】
　本明細書で使用される「薬学的に許容可能なキャリア」なる語は、ある器官、または身
体の一部分から、他の器官、または身体の他の部分へ対象の化合物を担持または輸送する
ことに関わる、薬学的に許容可能な材料、組成物またはビヒクル、たとえば、液体または
固体充填剤、希釈剤、賦形剤、または材料を封入する溶媒を意味する。各キャリアは、処
方物の他の成分と適合するという意味で「許容可能」であり、患者にとって有害ではない
。薬学的に許容可能なキャリアとして作用することができる材料のいくつかの例としては
、ラクトース、グルコースおよびスクロース等の糖類；コーンスターチおよびバレイショ
デンプン等のデンプン類；セルロース、およびカルボキシルメチルセルロースナトリウム
、エチルセルロースおよび酢酸セルロース等のその誘導体；トラガント末；麦芽；ゼラチ
ン；タルク；ココアバターおよび坐薬ろう等の賦形剤；落花生油、綿実油、サフラワー油
、ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油および大豆油等の油類；プロピレングリコール等
のグリコール類；グリセリン、ソルビトール、マンニトールおよびポリエチレングリコー
ル等の多価アルコール類；オレイン酸エチルおよびエチルラウレート等のエステル類；寒
天；水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミニウム等の緩衝剤類；アルギン酸；発熱物質
を含まない水；等張食塩水；リンゲル液；エチルアルコール；ｐＨ緩衝化溶液；ポリエス
テル類、ポリカーボネート類および／またはポリ無水物類；および薬学的処方物で使用さ
れる他の無毒性かつ適合性の物質が挙げられる。
【０１１０】
　ラウリル硫酸ナトリウムおよびステアリン酸マグネシウム等の、湿潤剤、乳化剤および
滑沢剤、ならびに、着色剤、剥離剤、コーティング剤、甘味料、矯味矯臭剤、香料、防腐
剤および酸化防止剤も、組成物には存在し得る。
【０１１１】
　薬学的に許容可能な酸化防止剤の例としては、アスコルビン酸、塩酸システイン、硫酸
水素ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウム等の水溶性抗酸化剤；パル
ミチン酸アスコルビル、ブチルヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチルヒドロキシトル
エン（ＢＨＴ）、レシチン、没食子酸プロピル、アルファ－トコフェロール等の油溶性抗
酸化剤；クエン酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソルビトール、酒石酸、リン
酸等の金属キレート剤が挙げられる。
【０１１２】
　本明細書に記載の構造体は、経口的に投与されてもよく、非経口的に投与されてもよく
、皮下に投与されてもよく、かつ／もしくは、静脈内に投与されてもよい。ある実施形態
において、構造体または薬学的調製物は経口投与される。他の実施形態において、構造体
または薬学的調製物は静脈内に投与される。投与の別の経路としては舌下、筋肉内および
経皮的投与が挙げられる。
【０１１３】
　本明細書に記載の薬学的組成物としては、経口投与、経鼻投与、局所（口腔内および舌
下を含む）投与、直腸投与、膣口投与および／または非経口投与に適しているものが挙げ
られる。処方物は、単位剤形で好都合に存在していてもよく、薬学の技術において周知の
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任意の方法で調製されてもよい。単一の剤形を製造するためにキャリア材料と組み合わす
ことができる有効成分の量は、処置される宿主、および投与の特定の様式に応じて変化す
る。単一の剤形を製造するためにキャリア材料と組み合わすことができる有効成分の量は
、一般に治療効果を生む化合物の量となる。一般に、この量は、有効成分の約１％から約
９９％まで、約５％から約７０％まで、または約１０％から約３０％までの範囲である。
【０１１４】
　経口投与に適した本発明の組成物は、カプセル剤、カシェ剤、丸剤、錠剤、ロゼンジ（
矯味矯臭された基剤（ｂａｓｉｓ）を使用し、通常は、スクロースおよびアラビアゴムま
たはトラガント）、散剤、顆粒剤の形態であり得、または水性または非水性の液体中の溶
液または懸濁物として、または水中油または油中水型の液体乳剤として、またはエリキシ
ルまたはシロップとして、または香錠（ｐａｓｔｉｌｌｅ）（ゼラチンおよびグリセリン
、またはスクロースおよびアラビアゴムのような不活性の基剤を使用する）および／また
は口内洗剤（ｍｏｕｔｈ　ｗａｓｈ）として存在し得、各々、有効成分として本明細書に
記載の構造体を所定量含有する。本発明の構造体もボーラス、舐剤またはペーストとして
投与されてもよい。
【０１１５】
　経口投与のための発明の固体剤形（カプセル剤、錠剤、丸剤、糖剤、散剤、顆粒剤等）
では、有効成分は、クエン酸ナトリウムまたはリン酸カルシウム等の１以上の薬学的に許
容可能なキャリアおよび／または以下のいずれかと混合される。デンプン、ラクトース、
スクロース、グルコース、マンニトール、および／またはケイ酸等の充填剤または増量剤
；たとえば、カルボキシメチルセルロース、アルギナート、ゼラチン、ポリビニルピロリ
ドン、スクロースおよび／またはアラビアゴム等の結合剤；グリセロール等の湿潤剤（ｈ
ｕｍｅｃｔａｎｔ）；寒天、炭酸カルシウム、バレイショまたはタピオカデンプン、アル
ギン酸、ある種のシリケート、および炭酸ナトリウム等の崩壊剤；パラフィン等の溶解遅
延剤（ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｒｅｔａｒｄｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）；第四アンモニウム化合物
等の吸収促進剤（ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｃｃｅｌｅｒａｔｏｒ）；たとえばセチルア
ルコール、グリセロールモノステアレート、および非イオンの界面活性剤等の湿潤剤；カ
オリンおよびベントナイト粘土等の吸着剤；タルク、ステアリン酸カルシウム、ステアリ
ン酸マグネシウム、固体のポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、およびそ
れらの混合物等の滑沢剤；および着色剤。カプセル剤、錠剤および丸剤の場合には、薬学
的組成物がさらに緩衝剤を含んでもよい。同様のタイプの固形組成物も、ラクトースまた
は乳糖のような賦形剤、ならびに高分子量ポリエチレングリコールを使用する、ソフトシ
ェル状またはハードシェル状のゼラチンカプセル剤中の充填剤として使用されてもよい。
【０１１６】
　錠剤は、圧縮または成形によって任意に１以上の副成分を用いて作られてもよい。圧縮
錠剤は、結合剤（たとえば、ゼラチンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）、潤
滑剤、不活性の希釈剤、防腐剤、崩壊剤（たとえば、ナトリウムデンプングリコラートま
たは架橋されたカルボキシルメチルセルロースナトリウム）、表面活性剤または分散剤を
使用して調製されていてもよい。成形錠剤は、粉末化された構造体の混合物が不活性な液
体希釈剤で湿らせる好適な機械で作られてもよい。
【０１１７】
　錠剤、および糖剤、カプセル剤、丸剤および顆粒剤等の本発明の薬学的組成物の他の固
体剤形は、任意により、腸溶コーティング、および製剤技術において周知の他のコーティ
ング等の、コーティングおよびシェルで刻み目を付ける、または調製されてもよい。また
、それらは、たとえば、所望の放出プロフィールを提供するために可変比率のヒドロキシ
プロピルメチルセルロース、他の重合体マトリクス、リポソームおよび／またはミクロス
フェアを使用して有効成分の遅いまたは制御された放出を提供するよう処方され得る。そ
れらは急速放出のために処方されてもよい（たとえば、凍結乾燥）。それらは、たとえば
細菌を保持するフィルターによるろ過によってか、または、使用直前に、滅菌剤を、滅菌
水に溶かすことができる無菌の固形組成物の形態またはいくつかの他の無菌注射媒体に組
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み込むことによって殺菌されてもよい。これらの組成物はさらに任意により不透明化剤（
ｏｐａｃｉｆｙｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）を含んでもよく、または有効成分のみを放出するか
、任意に遅延した様式で胃腸管のある部分で有効成分を放出する組成物であってもよい。
使用可能な包埋組成物の例としては、重合体材料およびろうが挙げられる。上述の賦形剤
の１つ以上を用いて、適当な場合、有効成分はさらにマイクロカプセル形状である得る。
【０１１８】
　本明細書に記載の構造体の経口投与用の液体剤形は、薬学的に許容可能な乳剤、マイク
ロエマルジョン、溶液、分散物、懸濁物、シロップ剤およびエリキシル剤を含む。本発明
の構造体に加えて、液体剤形は、たとえば水または他の溶媒等の、当該技術で一般に使用
される不活性の希釈剤、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸
エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチ
レングリコール、油（特に、綿実油、落花生油、トウモロコシ油、胚芽油、オリーブ油、
ヒマシ油およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒドロフリルアルコール、ポリエチレン
グリコールおよびソルビタンの脂肪酸エステル等の可溶化剤および乳化剤、およびそれら
の混合物を含有してもよい。
【０１１９】
　不活性の希釈剤に加えて、経口組成物は、さらに湿潤剤、乳化および懸濁剤、甘味料、
矯味矯臭剤、着色剤、香料および保存剤等の補助剤を含んでもよい。
【０１２０】
　活性化合物に加えて、懸濁物は、たとえば、エトキシ化イソステアリルアルコール、ポ
リオキシエチレンソルビトールおよびソルビタンエステル等の懸濁剤、微結晶性セルロー
ス、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、寒天およびトラガント、およびそれ
らの混合物を含有してもよい。
【０１２１】
　（たとえば、直腸または膣投与用の）本明細書に記載の薬学的組成物の処方物は坐薬と
してあってもよく、これは、本発明の１以上の化合物を、たとえば、ココアバター、ポリ
エチレングリコール、坐薬ろうまたはサリチル酸塩を含む、１以上の好適な非刺激性賦形
剤またはキャリアと混合することにより調製してもよく、また、これは、室温では固体で
あってもよいが、体温で液体となり、それ故、体内で溶けて構造体を放出する。
【０１２２】
　本明細書に記載の構造体の局所的または経皮的投与の剤形は、散剤、噴霧剤、軟膏剤、
ペースト剤、泡沫、クリーム剤、ローション剤、ゲル剤、溶液、パッチ、および吸入剤を
含む。活性化合物は、無菌条件下で、薬学的に許容可能なキャリア、および、必要に応じ
て任意の防腐剤、緩衝剤または噴霧体と混合されてもよい。
【０１２３】
　軟膏剤、ペースト剤、クリーム剤およびゲル剤は、本発明の構造体に加えて、動物性お
よび植物性の脂肪、油、ろう、パラフィン、デンプン、トラガント、セルロース誘導体、
ポリエチレングリコール、シリコーン、ベントナイト、ケイ酸、タルクおよび酸化亜鉛等
の賦形剤、またはそれらの混合物を含んでもよい。
【０１２４】
　散剤および噴霧剤は、本明細書に記載の構造体に加えて、ラクトース、タルク、ケイ酸
、水酸化アルミニウム、ケイ酸カルシウムおよびポリアミド粉末等の賦形剤、またはこれ
らの物質の混合物を含有することができる。噴霧剤は、ブタンおよびプロパン等のクロロ
フルオロ炭化水素および揮発性の未置換炭化水素等の通例の噴霧体をさらに含有すること
ができる。
【０１２５】
　経皮的パッチは、体内への本明細書に記載の構造体の制御された送達を提供する追加の
利点を有する。適切な媒体に構造体を溶解させるまたは分散させることは、かかる剤形を
形成し得る。吸収促進剤も、皮膚を横切って構造体の流出（ｆｌｕｘ）を増大させるため
に使用することができる。律速膜を提供するか重合体マトリクスまたはゲル中の構造体を
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分散させることにより、かかる流出の速度を制御することができる。
【０１２６】
　眼科用処方物、眼軟膏剤、粉末、溶液等も、本発明の範囲内であるとして企画される。
【０１２７】
　非経口投与に適した、本明細書に記載の薬学的組成物は、１以上の本発明の構造体を、
薬学的に許容可能な、無菌、等張性の水性または非水性の溶液、分散物、懸濁物または乳
剤、あるいは使用前に無菌注射溶液または分散物へ再構成されてもよい無菌の粉末であっ
て、これは、、糖、アルコール、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、処方物を意図した受容体
の血液と等張性にする溶質または懸濁剤または増粘剤を含む、粉末と組み合わせて含む。
【０１２８】
　本明細書に記載の薬学的組成物に使用されてもよい、好適な水性および非水性キャリア
の例としては、水、エタノール、多価アルコール（グリセロール、プロピレングリコール
、ポリエチレングリコール等）、およびそれらの好適な混合物、オリーブ油等の植物油、
およびオレイン酸エチル等の注射可能な有機エステルが挙げられる。適切な流動度は、た
とえば、レシチン等のコーティング材料の使用により、分散物の場合に必要とされる粒度
の維持、および界面活性剤の使用により維持することができる。
【０１２９】
　これらの組成物は、さらに防腐剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤等の補助剤を含んでも
よい。本発明の構造体上での微生物の活動の防止は、様々な抗菌剤および抗真菌剤、たと
えば、パラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸等の含有によって促進され得
る。組成物へ、糖、塩化ナトリウムなどのような等張剤を含むことも望ましい。さらに、
注射可能な薬学的形態の持続的吸収は、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン等
の吸収を遅らせる剤の含有によってもたらされてもよい。
【０１３０】
　本明細書に記載するように、本発明に記載の構造体および組成物との使用に適した送達
システムは、時限放出（ｔｉｍｅ－ｒｅｌｅａｓｅ）、遅延放出、持続放出、または制御
放出送達システムを含む。かかるシステムは、多くの場合に構造体の反復投与を回避し、
被験体および医師に対する利便性を増大させ得る。多くのタイプの放出送達システムが利
用可能であり、当業者に周知のものである。それらは、たとえば、ポリ乳酸および／また
はポリグリコール酸、ポリ無水物、およびポリカプロラクトン等の重合体に基づくシステ
ム；コレステロール等のステロール、コレステロールエステル、およびモノグリセリド、
ジグリセリドおよびトリグリセリド等の脂肪酸または中性脂肪を含む脂質に基づく非重合
体システム；ヒドロゲル放出システム；シラスティック・システム；ペプチドに基づくシ
ステム；ワックス・コーティング；従来の結合剤および賦形剤を使用する圧縮錠剤；また
は部分的に融合された移植物（ｉｍｐｌａｎｔ）。具体例としては、組成物がマトリクス
内の形態で含まれている侵食性のシステム、または活性成分が放出速度を制御する拡散性
のシステムが挙げられるが、それらに制限されない。組成物は、たとえば、ミクロスフェ
ア、ヒドロゲル、重合体レザバ、コレステロールマトリクス、または重合体系としてあっ
てもよい。いくつかの実施形態において、システムは、たとえば、処方物の拡散または浸
食／分解速度を制御することにより、活性化合物の持続放出または制御放出を生じさせ得
る。さらに、ポンプに基づくハードウェア送達システムが、いくつかの実施形態で使用さ
れてもよい。本明細書に記載の構造体および組成物を、注射器、パッド、パッチ、チュー
ブ、フィルム、ＭＥＭＳに基づくデバイス、移植可能なデバイス等の送達デバイスと組み
合わせる（たとえば、含ませる）ことができる。
【０１３１】
　長期的な放出移植物の使用は、いくつかの場合において特に好適であり得る。本明細書
において使用される「長期的な放出」は、移植物が構築および配置されて治療レベルの組
成物を、少なくとも約３０日間または約４５日間、少なくとも約６０または約９０日間、
または、いくつかの場合においてさらに長い期間送達することを意味する。長期的な放出
移植物は、当業者にとって周知であり、上述の放出システムのうちのいくつかを含む。
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【０１３２】
　注射可能なデポ形態は、ポリラクチド－ポリグリコリド等の生分解性重合体に、本明細
書に記載の構造体のマイクロカプセル化マトリクスを形成することにより作製することが
できる。構造体対重合体の比率、および使用される特定の重合体の性質に応じて、構造体
の放出速度を制御することができる。他の生分解性重合体の例としては、ポリ（オルトエ
ステル）およびポリ（無水物）が挙げられる。
【０１３３】
　本発明に記載の構造体が医薬品としてヒトおよび動物に投与されるとき、それらは、そ
のまま与えられるか、または薬学的に許容可能なキャリアと組み合わせて、たとえば、約
０．１％～約９９．５％、約０．５％～約９０％等の構造体を含有する薬学的組成物とし
て与えられる。
【０１３４】
　投与は、処置する条件に応じて、（たとえば、特定の部位、生理学的システム、組織、
器官、または細胞型に）局所化されるか、または全身的であってもよい。たとえば、非経
口（ｐａｒｅｎｔａｌ）注入により、移植により、経口で、経膣で、直腸で、口腔内に、
肺を介して、局所的に、経鼻で、経皮的に、外科的投与により、または、組成物による標
的へのアクセスが得られる任意の他の投与方法により、組成物を投与してもよい。本発明
で使用され得る非経口（ｐａｒｅｎｔａｌ）様式としては、静脈内、皮内、皮下、窩内（
ｉｎｔｒａｃａｖｉｔｙ）、筋肉内、腹腔内、硬膜外、または髄腔内が挙げられる。移植
様式の例としては、任意の移植可能または注射可能な薬物送達システムが挙げられる。経
口投与は、患者への利便性ならびに投薬スケジュールのためにいくつかの処置に有用であ
り得る。
【０１３５】
　選択された投与経路にかかわらず、好適な水和形態で使用され得る本明細書に記載の構
造体、および／または本発明の薬学的組成物は、当業者に公知の従来方法によって薬学的
に許容可能な剤形へ処方される。
【０１３６】
　本明細書に記載の組成物は、任意の潜在的に有害な副作用を回避するか最小化しながら
、投与量（たとえば、最大量）で与えられてもよい。組成物は、有効量で、単独で、また
は他の化合物と組み合わせて投与することができる。たとえば、癌を処置する場合、組成
物は、本明細書に記載の構造体と、癌を処置するために使用することができる他の化合物
のカクテルとを含んでもよい。異常脂質レベルと関係がある状態を処置する場合は、組成
物には、本明細書中に記載する構造体と、脂質レベルを低下させるために使用することが
できる他の化合物（例えば、コレステロール低下剤）を含めることができる。
【０１３７】
　本明細書で使用される「治療上有効な量」なる語句は、任意の医療処置に適用可能な合
理的なベネフィット・リスク比で、被験体にある程度の所望の治療効果をもたらすことに
有効である本発明の構造体を含む材料または組成物の量を意味する。したがって、治療上
有効な量は、たとえば、疾患または身体状態に関連する疾患進行を予防してもよく、最小
化してもよく、逆転させてもよい。疾患進行は当業者に明白な臨床観察、研究所および画
像検査によって監視することができる。治療上有効な量は、単回用量に有効な量、または
複数用量治療、たとえば２回以上の用量で投与される量、または長期間にわたって投与さ
れる量の一部として有効な量になり得る。
【０１３８】
　本明細書に記載の任意の１以上の構造体の有効量は、体重の約１０ナノグラム／ｋｇ～
体重の約１０００ｍｇ／ｋｇで、投与頻度は一日に一度から一月に一度の範囲である。し
かし、他の投薬量および頻度であってもよい、なぜなら、本発明は、この点に関して特に
限定されないからである。被験体には、本明細書に記載の１以上の疾患または身体状態を
処置するのに有効な量で、本発明に記載の１以上の構造体を投与してもよい。
【０１３９】



(36) JP 2015-513543 A 2015.5.14

10

20

30

40

50

　有効量は、処置される特定の状態に応じてもよい。当業者であれば、たとえば、肝機能
検査（たとえば、トランスアミナーゼ）、腎臓機能検査（たとえば、クレアチニン）、心
機能検査（たとえば、トロポニン、ＣＲＰ）、免疫機能試験（たとえば、ＩＬ－１および
ＴＮＦ－アルファなどのサイトカイン）等の方法により、組成物の有効量がどれほどなの
か決定することができる。当然ではあるが、有効量は、処置すべき状態の重篤度；年齢、
身体の状態、サイズおよび体重を含む個々の患者のパラメーター；併用している処置；処
置の頻度；または投与の様式等の要因に依存する。これらの要因は、当業者に周知であり
、単なる慣例的な実験で対処することができる。いくつかの場合に、最大用量、すなわち
確固とした医学的判断による最も高い安全な用量が使用される。
【０１４０】
　本明細書に記載の薬学的組成物中の有効成分の実際の投与量レベルは、特定の患者、組
成物、投与のモードのための、所望の治療応答を達成するのに有効な有効成分の量を得る
ように、患者に対して有毒ではないように変化してもよい。
【０１４１】
　選択された投与量レベルは様々な要因に依存する。その要因としては、使用される特定
の本発明の構造体の活性、投与経路、投与の時間、使用される特定の構造体の排泄または
代謝の速度、処置の期間、使用される特定の構造体と組み合わせて使用される他の薬物、
化合物および／または材料、処置される患者の年齢、性別、体重、状態、総合的健康状態
（ｇｅｎｅｒａｌ　ｈｅａｌｔｈ）、および以前の病歴、および医療技術において周知の
要因が挙げられる。
【０１４２】
　当該技術における通常の技量を有する医師または獣医であれば、必要とされる有効量の
薬学的組成物を容易に決定および処方することができる。たとえば、医師または獣医は、
薬学的組成物に使用される本明細書に記載の構造体の用量を、所望の治療効果を達成する
のに必要とされる量よりも低いレベルから開始し得、その後所望の効果が達成されるまで
徐々に投与量を増加させ得る。
【０１４３】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載の構造体または薬学的組成物は、被験体
に長期間にわたって提供される。長期間処置は、任意の形態の長期間にわたる反復投与を
も含み、たとえば、１ヵ月以上、１ヵ月と１年との間、１年以上、またはそれより長い間
にわたる反復投与などである。多くの実施形態において、長期間処置は被験体の生涯にわ
たって構造体または薬学的組成物を繰り返し投与することを含む。たとえば、長期間処置
は定期的な投与、たとえば１日当たり１回以上、１週間に１回以上、または１ヵ月に１回
以上を含み得る。一般に、本明細書に記載の構造体の好適な用量、たとえば１日用量は、
治療効果を生じるのに有効な最低用量である構造体の量である。そのような有効用量は、
一般に上記の要因に左右される。一般に、示された効果のために使用される場合、患者の
ための本明細書に記載の構造体の用量は、１日当たり体重１ｋｇ当たり約０．０００１ｍ
ｇから約１００ｍｇの範囲である。１日投与量は、体重１ｋｇ当たり０．００１～５０ｍ
ｇの化合物、または体重１ｋｇ当たり０．０１～約１０ｍｇの化合物の範囲であってもよ
い。しかしながら、これより低いかより高い用量も使用することができる。いくつかの実
施形態において、被験体に投与される用量は、年齢、疾患の進行、体重またはその他の要
因により被験体の生理機能が変化するのとともに修正することができる。
【０１４４】
　所望であれば、活性化合物の有効な１日量は、１日を通じて適切な間隔で別々に投与さ
れる２、３、４、５または６以上の下位用量として、場合によっては単位剤形において投
与されてもよい。たとえば、指示および方法は、有害な影響または望ましくない影響を減
少させるか回避しながらコレステロール（または他の脂質）の減少および／または疾患の
処置を達成するために、特定の時間間隔および特定の用量で、特定の用量の組成物（特に
、特定のサイズ範囲を有する本明細書に記載の構造体を含むもの）が投与される投薬レジ
メンを含み得る。したがって、本明細書中に記載する構造体を投与する方法、上記構造体
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の投与により総コレステロールおよびＬＤＬコレステロールを減少させる方法、本明細書
中に記載する構造体の投与によりＨＤＬコレステロールのレベルを高めるまたはその効力
を増大させる方法、およびそれを必要とする患者において構造体を投与する方法を記載す
る。
【０１４５】
　本明細書中に記載する構造体を単独で投与することが可能であるが、これは、上記のよ
うな薬学的組成物として投与してもよい。本発明はまた、組成物の使用についての指示を
随意に含む、キットにパッケージされた、疾患または身体状態を診断する、予防する、処
置する、または管理するために有用な上記組成物のうちの任意のものを提供する。すなわ
ち、キットは、任意の疾患または身体状態（異常脂質レベルと関係があるものを含む）へ
の関与のための組成物の使用についての記述を含み得る。キットはさらに、本明細書中で
議論するような組成物の使用についての記述を含み得る。キットはまた、本明細書中に記
載の２種類以上の組成物の組み合わせの使用のための指示をも含み得る。任意の適切な技
術（例えば、経口、静脈内）によって、または薬物送達の別の既知の経路によって組成物
を投与するための指示もまた、提供され得る。
【０１４６】
　本明細書中に記載するキットはまた、１つ以上の容器が含まれ得、これらは、記載する
ような構造体、シグナル伝達実体、および／または生体分子のような成分を含み得る。キ
ットはまた、化合物の混合、希釈、および／または投与のための指示を含み得る。キット
にはまた、１種類以上の溶媒、界面活性剤、防腐剤、および／または希釈剤（例えば、ノ
ーマルセーライン（０．９％のＮａＣｌ）、または５％のデキストロース）を含む他の容
器、さらには、成分の混合、希釈、またはそのような処置を必要とする試料もしくは患者
への成分の投与のための容器も含まれ得る。
【０１４７】
　キットの組成物は、任意の適切な形態、例えば、溶液または乾燥粉末として提供するこ
とができる。提供される組成物が乾燥粉末である場合は、粉末を適切な溶媒の添加により
再構成することができ、その適切な溶媒も提供することができる。液体形態の組成物が使
用される実施形態においては、液体形態を濃縮することができ、また、すぐに使用するこ
ともできる。溶媒は、本発明の特定の構造体、および使用または投与の様式に応じて様々
である。組成物に適切な溶媒は周知であり、文献において入手可能である。
【０１４８】
　　実施形態の１つの組においては、キットは、バイアル、チューブなど（各容器は、本
方法において使用される個別の要素のうちの１つを含む）のような１つ以上の容器を含み
得る。例えば、容器のうちの１つは、アッセイにおける陽性対照を含み得る。さらに、キ
ットは、他の成分、例えば、アッセイに有用な緩衝液のための容器を含み得る。
【０１４９】
　本明細書中で使用される場合は、「被験体」または「患者」は、任意の哺乳動物（例え
ば、ヒト）、例えば、異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態のような疾患また
は身体状態に感受性であり得る哺乳動物を指す。被験体または患者の例としては、ヒト、
非ヒト霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、またはマウス、ラット、
ハムスター、もしくはモルモットのようなげっ歯類が挙げられる。一般に、本発明は、ヒ
トでの使用に向けられる。被験体は、特定の疾患または身体状態と診断された被験体であ
り得るか、あるいは、疾患または身体状態を有することが別の方法でわかっている被験体
であり得る。いくつかの実施形態においては、被験体は、疾患または身体状態を発症する
危険があると診断され得るか、あるいはそのような危険を有することがわかっているもの
であり得る。いくつかの実施形態においては、被験体は、本明細書中に記載するように、
異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態であると診断され得るか、あるいはそれ
らを有することが別の方法でわかっているものであり得る。特定の実施形態においては、
被験体は、被験体の既知の疾患または身体状態に基づいて処置のために選択され得る。い
くつかの実施形態においては、被験体は、被験体の疑わしい疾患または身体状態に基づい
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て処置のために選択され得る。いくつかの実施形態においては、組成物が、疾患または身
体状態の発症を防ぐために投与され得る。しかしながら、いくつかの実施形態においては
、既存の疾患または身体状態の存在が疑われ得るが、まだ同定されておらず、本発明の組
成物が、疾患または身体状態のさらなる発症を診断する、または予防するために投与され
得る。
【０１５０】
　本明細書中で使用される場合は、「生物学的試料」は、被験体から得られた任意の細胞
、身体組織、または体液試料である。体液の非限定的な例としては、例えば、リンパ、唾
液、血液、尿などが挙げられる。本明細書中に記載する様々な方法で使用するための組織
および／または細胞の試料は、組織生検（パンチ生検および細胞擦取を含む）、針生検を
含むがこれらに限定されない標準的な方法；あるいは、吸引もしくは他の適切な方法によ
り血液または他の体液の収集によって得ることができる。
【０１５１】
　以下の実施例は、本発明の特定の実施形態を説明することを意図するが、限定的である
とは解釈されず、本発明の全容を例証するものではない。
【実施例】
【０１５２】
　本実施例は、癌、例えば、ＳＲ－Ｂ１を発現している癌を処置するための、合成ナノ構
造体（例えば、ＨＤＬ－ＮＰ）の使用を実証する。
【０１５３】
　機能的な、生体模倣高密度リポタンパク質ナノ粒子（ＨＤＬ－ＮＰ）を、Ｂ細胞リンパ
腫についての可能性のある治療として記載する。ＨＤＬ－ＮＰは、スカベンジャー受容体
タイプＢ－１（ＳＲ－Ｂ１）を標的化するそれらの能力、およびコレステロールを隔離す
るそれらの機能的能力を介して機能するとみられる。このように、ＨＤＬ－ＮＰは、球状
ＨＤＬの界面化学模倣物である。しかしながら、ＨＤＬ－ＮＰのサイズおよび形状を制御
するために使用される金ナノ粒子鋳型は、エステル化コレステロールについて典型的に保
存される粒子のリアルエステートのうちのいくらかを占有する。したがって、天然のＨＤ
Ｌと同様に、ＨＤＬ－ＮＰはＳＲ－Ｂ１と会合するが、細胞に対して最小限のコレステロ
ールしか提供しない。同時に、ＨＤＬ－ＮＰは、その表面上に遊離の細胞コレステロール
を隔離する。本明細書中のデータは、天然のＨＤＬと比較して、ＨＤＬ－ＮＰがＢ細胞リ
ンパ腫細胞株によって発現されるＳＲ－Ｂ１を標的化し、コレステロールを最大限に流出
させ、そしてアポトーシスを誘導することを実証する。血清由来ＨＤＬおよびＡｃ－ＬＤ
Ｌは、アポトーシスを誘導しない。したがって、バイオミメティックス（ｂｉｏｍｉｍｉ
ｃｒｙ）を介して治療上の利益をもたらす機能的な、合成の単一の実体である治療用ナノ
構造体およびナノ粒子の固有の生物学的機能の制御が実証されている。
【０１５４】
　リンパ腫における、および細胞株におけるＳＲ－Ｂ１の発現。コレステロールに富むＨ
ＤＬの取り込みについての受容体の優勢を含む、リンパ腫におけるコレステロール代謝の
分子経路についてはほとんど知られていない。結果として、本発明者らは、Ａｆｆｙｍｅ
ｔｒｉｘ　Ｕ１３３ｐｌｕｓ　２．０アレイを使用して作製したデータベースにおいて、
ヒト試料由来のＤＬＢＣＬ（ＡＢＣ様およびＧＣ様）、バーキットリンパ腫（ＢＬ）、お
よび正常なＢ細胞の遺伝子発現プロフィールを試験した（図２Ａ）。本発明者らは、ＳＲ
－Ｂ１が、正常なＢ細胞と比較して、リンパ腫においては９～１６倍のレベルで発現され
ることを見出した。次に、本発明者らは、免疫ブロッティングにより、リンパ腫細胞株お
よび正常なヒト末梢リンパ球においてＳＲ－Ｂ１タンパク質の発現を決定した（図２Ｅお
よび２Ｃ）。本発明者らは、多数のＢ細胞リンパ腫細胞株においては、ＡＢＣＡ１および
ＡＢＣＧ１が比較的一定の、低いレベルで発現され、一方、ＳＲ－Ｂ１は高度に発現され
ることを見出した（図２Ｂ）。興味深いことに、ＳＲ－Ｂ１は、Ｊｕｒｋａｔ（Ｔ細胞系
統のリンパ腫細胞株）においては発現されない（図２Ｂ）。ＳＲ－Ｂ１は、複数のＢ細胞
リンパ腫細胞株において発現されているが、正常なヒトリンパ球においてもＪｕｒｋａｔ



(39) JP 2015-513543 A 2015.5.14

10

20

30

40

50

（Ｔ細胞系統のリンパ腫細胞株）においても発現されていない（図２Ｃ）。ＳＲ－Ｂを発
現することが公知であるＨｅｐＧ２肝臓ヘパトーマ細胞を、比較のために含めた。最後に
、ウェスタンブロットプロファイリングにより、ＳＲ－Ｂ１が、複数の癌細胞株（図２Ｅ
）ならびに肝細胞およびマクロファージにおいて発現されていることを明らかにした（図
２Ｆ）。
【０１５５】
　ＨＤＬ－ＮＰへの暴露後のリンパ腫細胞株における細胞生存性。Ｒａｍｏｓ細胞株およ
びＳＵＤＨＬ－４細胞株はそれぞれ、ＢＬおよびＤＬＢＣＬに由来するＧＣ由来Ｂ細胞株
である。加えて、本発明者らは、ＡＢＣ様ＤＬＢＣＬ株であるＬＹ３を研究することを選
択した。Ｊｕｒｋａｔ細胞および正常なヒトリンパ球は、ＳＲ－Ｂ１受容体陰性対照を提
供した。加えて、本発明者らはまた、ＨＤＬ、肝細胞、およびマクロファージにより天然
において会合される重要な細胞タイプである、ＳＲ－Ｂ１を発現することが公知である２
種類の初代細胞を選択した。それぞれの細胞タイプについて、本発明者らは、ヒト血清由
来ＨＤＬ（ｈＨＤＬ）またはＨＤＬ－ＮＰでの処理後のＭＴＳアッセイにより、細胞生存
性を測定した。ＭＴＳは比色アッセイであり、ここでは、吸光度の大きさが細胞生存性に
比例する。本発明者らの研究全体を通じて行ったそれぞれの処理について、およびそれぞ
れの比較については、本発明者らは、アポリポタンパク質Ａ－１（Ａｐｏ　Ａ１）の量に
基づいて、等用量のｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰを添加した。ｈＨＤＬの添加は、ＬＹ３
細胞またはＪｕｒｋａｔ細胞については、ＭＴＳアッセイを使用して測定した相対的な吸
光度値を変化させなかったが、Ｒａｍｏｓ細胞およびＳＵＤＨＬ－４細胞については増大
した（図３Ａ）。逆に、ＨＤＬ－ＮＰでの処理によっては、Ｒａｍｏｓ細胞およびＳＵＤ
ＨＬ－４細胞において得られた吸光度に用量依存性の低下が生じ、ＬＹ３細胞においては
これは小さく、そしてＪｕｒｋａｔ株には低下は存在しなかった（図３Ｂ）。ｈＨＤＬま
たはＨＤＬ－ＮＰでの処理は、初代肝細胞またはマクロファージ細胞においては効果がな
かった（図３Ｃおよび３Ｄ）。したがって、それらの天然のｈＨＤＬ対応物との直接の対
比においては、ＨＤＬ－ＮＰは、ＧＣ由来リンパ腫細胞およびＡＢＣ由来リンパ腫細胞の
生存性を選択的に低下させ、そしてＪｕｒｋａｔ、初代ヒト肝細胞、および初代ヒトマク
ロファージは容認する。
【０１５６】
　ＨＤＬ－ＮＰのバイオミメティックス。合成のＨＤＬ－ＮＰ構築物由来のＨＤＬ－ＮＰ
の遊離の化学的成分の影響を決定するために、それぞれ（すなわち、Ａｐｏ　Ａ１および
リン脂質）を、Ｒａｍｏｓ細胞、ＳＵＤＨＬ－４細胞、ＬＹ３細胞、およびＪｕｒｋａｔ
細胞に対して添加し、ＭＴＳアッセイを行った。遊離の成分は、Ｒａｍｏｓ細胞に対して
ジスルフィド含有脂質（ＰＤＰ　ＰＥ）を添加した後に測定した吸光度値における、比較
的小さいが、統計学的に有意な低下を除き、有意な効果を有していなかった（図４）。こ
れらのデータは、感受性であるＢ細胞株に対するＨＤＬ－ＮＰの毒性が、ＨＤＬ－ＮＰの
個々の成分の何らかの毒性作用ではなく、バイオミメティックスにより導かれることを明
らかにしている。
【０１５７】
　リンパ腫細胞株におけるアポトーシス。ＭＴＳアッセイで測定した吸光度の変化が多因
子的であり得るとの理由から、本発明者らはまた、ｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰでの処理
後の細胞アポトーシスおよび細胞増殖も測定した（図５Ａ）。アネキシンＶおよびヨウ化
プロピジウム細胞標識およびフローサイトメトリーを使用して（材料および方法を参照の
こと）、本発明者らは、ＨＤＬ－ＮＰが、Ｂ細胞リンパ腫細胞株においては用量依存性か
つ時間依存性でアポトーシスを誘導したが（図５Ｂ）、Ｊｕｒｋａｔは許容したことを見
出した（図５Ｂ）。分子レベルでは、本発明者らのデータは、ＨＤＬ－ＮＰが、Ｒａｍｏ
ｓ細胞において、切断されたｐｏｌｙ－ＡＤＰリボースポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）の用量
依存性の増大、および全長カスパーゼ３レベルの低下を引き起こしたことを示している（
図５Ｄおよび５Ｅ）。ＳＵＤＨＬ－４細胞においては、切断されたＰＡＲＰのレベルは、
ＨＤＬ－ＮＰでの処理の２４時間後に増大し始めた（図５Ｆ）。加えて、活性型カスパー
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ゼ３活性の比色アッセイ（材料および方法を参照のこと）を使用して、本発明者らは、Ｈ
ＤＬ－ＮＰ処理が、Ｒａｍｏｓ細胞およびＳＵＤＨＬ－４細胞においては、活性型カスパ
ーゼ３活性の時間依存性かつ用量依存性の増大を誘導したが、Ｊｕｒｋａｔ細胞において
は誘導しなかったことを見出した（図５Ｃ）。
【０１５８】
　正常な肝細胞、マクロファージ、およびリンパ球の研究。次に、本発明者らは、正常な
肝細胞およびマクロファージに対するＨＤＬ－ＮＰの毒性（図６Ａ）、ならびに、ナイー
ブヒトリンパ球に対するＨＤＬ－ＮＰの毒性（図６Ｂ）を測定した。最初に、アポトーシ
スを、正常なヒト肝細胞およびマクロファージの、ｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰへの２４
時間、４８時間、および７２時間の暴露後に測定した。対照細胞に対比して、処理した細
胞についてのアポトーシスの増大は観察されなかった（図６Ａ）。次に、ヒトボランティ
アから血液を収集し、リンパ球をＦｉｃｏｌｌ勾配を使用して単離した。正常なヒトリン
パ球は、漸増用量のＨＤＬ－ＮＰで７２時間処理した場合（図６Ｂ）、または１０ｎＭの
ＨＤＬ－ＮＰ（ＳＵＤＨＬ－４細胞およびＲａｍｏｓ細胞にとって毒性である用量）への
暴露後、４８時間および５日でも、アポトーシスを受けなかった（図６Ｂ、挿入図）。ま
とめると、これらのデータは、ＨＤＬ－ＮＰが、ｉｎ　ｖｉｖｏではＨＤＬにより通常標
的化される細胞にも、血液中に通常見られる有核細胞にも、毒性ではないことを示してい
る。
【０１５９】
　ＨＤＬ－ＮＰによるＳＲ－Ｂ１の会合、ならびにナイーブＨＤＬおよびＡｃ－ＬＤＬに
よるレスキュー。本発明者らは、アポトーシスの誘導が、成熟した、コレステロールに富
むＨＤＬの取り込みを模倣しているＨＤＬ－ＮＰによるＳＲ－Ｂ１の会合に関係があると
判断した。本発明者らは、誘導結合プラズマ質量分析法（ＩＣＰ－ＭＳ）により金含有量
を測定し、細胞の金含有量を細胞性ＳＲ－Ｂ１発現と関連づけた（図７Ａ）。細胞の金含
有量の測定値を細胞性タンパク質に対して正規化し、後の時点では、これらは生存してい
る細胞とアポトーシス性細胞の組み合わせである（７２時間）。質量分析法のデータは、
ＨＤＬ－ＮＰが、２時間で最初に細胞と会合し、続いて、２４時間で飽和プラトーに達す
るまで、Ｒａｍｏｓ細胞、ＳＵＤＨＬ－４細胞、およびＬＹ３細胞においては細胞の金含
有量を増大させた（Ｊｕｒｋａｔにおいてはそうではない）ことを示している。まとめる
と、これらのデータは、これらの細胞タイプによる、測定されたＳＲ－Ｂ１発現と一致す
る。さらに、天然のｈＨＤＬが、それぞれの細胞タイプにおいて同じ会合および取り込み
機構についてＨＤＬ－ＮＰと競合するかどうかを理解するために、本発明者らは、漸増濃
度のｈＨＤＬを用いて競合実験を行った。初期の細胞結合を単離し、そして潜在的に阻害
するために、データを早い時点（ｔ＝２時間および４時間）で集めた。データは、Ｒａｍ
ｏｓ細胞およびＳＵＤＨＬ－４細胞においては、ｈＨＤＬ濃度が増大すると、細胞の金含
有量が着実に減少することを示している（図７Ｂ）。いずれの時点でも、ＳＲ－Ｂ１陰性
Ｊｕｒｋａｔ細胞による比較的不十分な取り込みが存在する（図７Ｂ）。次に、本発明者
らは、ＳＵＤＨＬ－４細胞においてＨＤＬ－ＮＰの会合および取り込みを視覚化するため
に、透過電子顕微鏡法（ＴＥＭ）を使用した（図７Ｃ）。顕微鏡写真は、ＨＤＬ－ＮＰ処
理後のＳＵＤＨＬ－４細胞によるＡｕＮＰの取り込みを示している。図７Ｃに示すように
、細胞内レベルでは、ＡｕＮＰは細胞膜、細胞質、および小胞構造に限定されていた。細
胞核内ではＡｕＮＰは観察されなかった。まとめると、これらのデータは、ＨＤＬ－ＮＰ
がＳＲ－Ｂ１についてｈＨＤＬと競合し、標的細胞によって内在化され得ることを示唆し
ている。
【０１６０】
　ＳＲ－Ｂ１の会合の役割を調べるため、およびコレステロールの流れが、ＨＤＬ－ＮＰ
での細胞の処理後のアポトーシスの誘導に寄与するかどうかをさらに理解するために、本
発明者らは、コレステロールの供給源でもある公知のＳＲ－Ｂ１微粒子状アゴニストを添
加することによるレスキュー実験を行った。アセチル化された低密度リポタンパク質（Ａ
ｃ－ＬＤＬ）およびｈＨＤＬはいずれも、コレステロールを細胞に送達するためにＳＲ－
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Ｂ１を利用する。本発明者らは、ＨＤＬ－ＮＰ濃度を一定に保ちつつ漸増濃度のＡｃ－Ｌ
ＤＬの存在下で、およびＲａｍｏｓ細胞およびＳＵＤＨＬ－４細胞に対しては毒性である
用量（１０ｎＭ）で、生存性およびアポトーシスを測定した。ＭＴＳアッセイを使用して
得た吸光度データは、ＳＵＤＨＬ－４細胞が、漸増濃度のＡｃ－ＬＤＬを添加することに
よりレスキューされたことを示している（図８Ａ）。Ｊｕｒｋａｔ細胞については変化は
観察されなかった（図８Ａ）。さらに、Ａｃ－ＬＤＬ（図８Ｂ）およびｈＨＤＬ（図８Ｃ
～８Ｆ）はいずれも、用量依存性様式でＨＤＬ－ＮＰ媒介性アポトーシスからＲａｍｏｓ
細胞およびＳＵＤＨＬ－４細胞をレスキューしたが、Ｊｕｒｋａｔはレスキューしなかっ
た（図８Ｂ）。細胞増殖の変化がＭＴＳ細胞生存性アッセイにより提供されたデータを混
乱させ得るので、本発明者らは、４種類の細胞株の全てにおいて、細胞増殖の測定値とし
て３Ｈ－チミジンの取り込みを評価した（図５Ａ）。本発明者らのデータは、ＨＤＬ－Ｎ
Ｐが、ＬＹ３細胞株、Ｒａｍｏｓ細胞株、およびＳＵＤＨＬ－４細胞株において細胞増殖
を穏やかに減少させたが、ＳＲ－Ｂ１陰性Ｊｕｒｋａｔ細胞においてはそうではなかった
ことを示している。Ａｃ－ＬＤＬの添加は、細胞増殖をベースラインレベルにまでレスキ
ューしたが、単独で添加した場合には、試験した細胞株のいずれにおいても有意な細胞増
殖を誘導しなかった（図５Ａ）。したがって、ＨＤＬ－ＮＰはＳＲ－Ｂ１を標的化し、ア
ポトーシスを誘導し、そしてこの受容体を介してコレステロールの流れを変化させること
により細胞増殖を穏やかに低減させる。
【０１６１】
　コレステロールの流れの測定。コレステロールの流入および流出の両方を媒介するＳＲ
－Ｂ１の能力のために、本発明者らは、ｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰの存在下において、
細胞株および初代細胞中でのコレステロールの流れを測定した（図９Ａ～９Ｆ）。リンパ
腫細胞株においては、コレステロール流出は、ＨＤＬ－ＮＰへの暴露後に最も高かった（
図９Ａ）。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、最小量のコレステロール流出を示した。正常な細胞にお
いては、測定したコレステロール流出は、肝細胞中よりもマクロファージ中において多く
、流出の大きさはｈＨＤＬとＨＤＬ－ＮＰについては類似していた（図９Ｂ）。
【０１６２】
　次に、本発明者らは、培養したリンパ腫細胞（図９Ｃ）、ならびに正常なヒト肝細胞お
よびマクロファージへとコレステロールを流入させるｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰの能力
を決定した（図９Ｄ）。ｈＨＤＬと比較して、ＨＤＬ－ＮＰは、試験したリンパ腫細胞株
のそれぞれに対して最小量のコレステロールを送達した（図９Ｃ）。正常な細胞において
は、コレステロール流入は、マクロファージと対比して肝細胞において最大であり、大き
さは、ｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰと比較的同等であった（図９Ｄ）。まとめると、ＨＤ
Ｌ－ＮＰは、流れがより均一に制御される正常細胞とは反対に、リンパ腫細胞株において
はコレステロールの流れを異なって調整するようである。細胞死とコレステロールの流れ
のデータを組み合わせることにより、ＨＤＬ－ＮＰの作用機構が、細胞のコレステロール
代謝およびＳＲ－Ｂ１の下流にある分子経路の異なる操作により導かれることの証拠が提
供される。
【０１６３】
　ＢＬＴ－１によるＳＲ－Ｂ１の阻害が、ＨＤＬ－ＮＰへのコレステロールの流れをブロ
ックする。脂質トランスポート－１のブロッカー（ＢＬＴ－１）は、ＳＲ－Ｂ１の細胞外
ループドメイン中のシステイン－３８４に結合し、受容体に対するＨＤＬ粒子の結合を変
化させることなくＳＲ－Ｂ１を介してコレステロールの流れを阻害する小分子である。し
たがって、ＳＵＤＨＬ－４細胞のＢＬＴ－１での処理により、ＳＲ－Ｂ１を介する会合お
よびコレステロールの流れの測定が可能となった。本発明者らのデータは、ＢＬＴ－１が
、ｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰに対するコレステロールの流れを阻害したことを示してお
り、これにより、ＨＤＬ－ＮＰによるＳＲ－Ｂ１の会合がコレステロールの流れの変化の
原因であることの証拠を提供し、これは以前の報告と一致する（図９Ｅおよび９Ｆ）。
【０１６４】
　リンパ腫の異種移植実験。ｉｎ　ｖｉｖｏモデルにおいて本発明者らのｉｎ　ｖｉｔｒ
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ｏデータを要約するために、本発明者らは、わき腹に腫瘍異種移植片を持つＳＣＩＤベー
ジュマウス（Ｃ．Ｂ－Ｉｇｈ－１ｂ／ＧｂｍｓＴａｃ－Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ－Ｌｙｓｔｂ

ｇ　Ｎ７）に対して、ＨＤＬ－ＮＰを静脈内投与した。本発明者らはまた、ＳＲ－Ｂ１＋

Ｒａｍｏｓ細胞（右）の反対側（左）のわき腹にＪｕｒｋａｔ細胞（ＳＲ－Ｂ１－）を接
種することにより、ＳＲ－Ｂ１＋細胞に対するＨＤＬ－ＮＰ毒性の特異性を試験した。マ
ウス（Ｎ＝５／グループ）を、ＰＢＳ、ｈＨＤＬ（１μＭ、１００μＬ）、またはＨＤＬ
－ＮＰ（１μＭ、１００μＬ）で１１日間、静脈内で処置した。ＨＤＬ－ＮＰで処置した
マウスは、ｈＨＤＬおよびＰＢＳで処置したマウスと比較して、有意に小さいＲａｍｏｓ
腫瘍体積を有した（図１０Ａ）。予想したとおり、ＨＤＬ－ＮＰ処置は、Ｊｕｒｋａｔ腫
瘍の体積に対して有意な効果は有さなかった（図１０Ｂ）。１１日目の剖検により得た４
つの代表的な腫瘍標本によるウェスタンブロッティングは、ＳＲ－Ｂ１発現がＲａｍｏｓ
腫瘍においては維持され、Ｊｕｒｋａｔ腫瘍においてはほとんど存在しないことを明らか
にした（図１１Ａ）。Ｒａｍｏｓ腫瘍およびＪｕｒｋａｔ腫瘍から得た組織切片のヘマト
キシリン－エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色は、Ｊｕｒｋａｔ腫瘍のウェスタンブロットにおいて
観察されたＳＲ－Ｂ１の存在が、最小限ではあるが、おそらく、回収したＪｕｒｋａｔ細
胞塊中に存在する脂肪細胞または他の結合組織の構成要素の結果であることを示している
（図１１Ｂ～１１Ｅ）。Ｊｕｒｋａｔ異種移植片の全体としての増殖が減少したにも関わ
らず、これらのデータは、本発明者らのｉｎ　ｖｉｔｒｏデータ、および腫瘍標本におい
て測定したＳＲ－Ｂ１の発現と一致する。これらのデータはまた、ＨＤＬ－ＮＰ（１００
μＬ）が、本発明者らが２０μＭに等しい概算濃度であると推定する、１μＭの濃度で複
数回注射した場合には、マウスの血清において天然のＨＤＬに打ち勝つことができること
も明らかにしている。
【０１６５】
　非リンパ腫のデータ。ナノ構造体（例えば、ＨＤＬ　ＮＰ）がＳＲ－Ｂ１を発現するＢ
細胞リンパ腫細胞株において時間依存性かつ用量依存性アポトーシスを誘導したことを実
証している上記データに基づき、ＳＲ－Ｂ１を発現する細胞に対して毒性剤としてのナノ
構造体の一般的な適用性を評価するために、ＳＲ－Ｂ１を発現する他の培養した細胞のス
クリーニングを行った。２種類の異なるＨＤＬ　ＮＰ用量（１０ｎＭおよび５０ｎＭ）を
試験し、処理後、２４時間、４８時間、７２時間、および９６時間での細胞生存性を、比
色ＭＴＴ細胞生存性アッセイを使用して測定した。９６時間で未処理の細胞に対して行っ
たＭＴＴアッセイに対して比較を行った。ＳＲ－Ｂ１を発現し、かつ天然のＨＤＬと相互
作用することが公知である細胞（例えば、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）（図１２
Ａ）および肝臓ヘパトーマ細胞（ＨｅｐＧ２）（図１２Ｂ））を試験した。加えて、多数
の乳房細胞株（図１２Ｅ～１２Ｇ）、前立腺細胞株（図１２Ｃ、１２Ｄ）、および黒色腫
細胞株（図１２Ｈ、１２Ｉ）を試験した。データは、ナノ構造体が、黒色腫細胞株Ａ３７
５において細胞生存性を低下させたことを明らかにしている（図１２Ｉ）。細胞生存性の
低下を、９６時間で、Ｃ８１６１黒色腫細胞株について測定した（５０ｎＭの用量）（図
１２Ｈ）。Ｒａｍｏｓ細胞株（図１２Ｊ）は、ナノ構造体で処理すると時間依存性かつ用
量依存性のアポトーシスを示し、これまでのデータと一致する。これらの結果を図１２Ａ
～１２Ｊに示す。全ての実験について、ＮＴは、９６時間の時点での未処理の対照であっ
た。
【０１６６】
　考察。ＨＤＬ－ＮＰは、リンパ腫の処置のための新規の方法論を提供する生物学的に機
能性であるナノ構造体である。ＨＤＬ－ＮＰは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＢ細胞リンパ腫細胞
株においてアポトーシスを誘導し、異種移植モデルにおいてはＢ細胞リンパ腫の増殖を減
少させる。ＨＤＬ－ＮＰは、結合体のサイズ、形状、界面化学を制御し、最終的には、バ
イオナノ界面（ｂｉｏ－ｎａｎｏ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ）でのコレステロールの流れを制
御するために使用される金ナノ粒子鋳型の存在に直接依存し得る作用機構を明らかにする
。ＨＤＬ－ＮＰは、ＳＲ－Ｂ１を標的化することにより球状ＨＤＬを模倣し、その結果、
Ｂ細胞リンパ腫細胞においてアポトーシスにつながる細胞コレステロールの流れを異なっ



(43) JP 2015-513543 A 2015.5.14

10

20

30

40

50

て操作することができる。対照的に、ヒト血清由来のｈＨＤＬおよびＡｃ－ＬＤＬは、Ｂ
細胞リンパ腫細胞に対して毒性ではない。
【０１６７】
　ＨＤＬ－ＮＰへの暴露後の、Ｂ細胞リンパ腫細胞に特異的であるとみられる下流でのシ
グナル伝達事象は、依然、定義されていない。胚中心由来のＢ細胞リンパ腫細胞株は、Ｓ
Ｒ－Ｂ１を介する細胞コレステロールの流れの操作に最も感受性であり得る。ＡＢＣ由来
ＬＹ３細胞はＳＲ－Ｂ１を発現し、ＧＣ由来細胞と同様にＨＤＬ－ＮＰを取り込むが、ア
ポトーシスに対してはより耐性がある。これは、ＧＣ由来細胞と対比した、ＡＢＣ由来細
胞における下流のシグナル伝達経路における相違を示唆しており、ＧＣ由来細胞とＡＢＣ
との間でこれまでに観察された相違と一致する。同様に、ヒト肝細胞およびマクロファー
ジ細胞（これらもまたＳＲ－Ｂ１を発現する）は、ＨＤＬ－ＮＰに誘導される細胞死に感
受性ではない。データは、癌細胞と対比した、正常細胞におけるコレステロールホメオス
タシス、および正常細胞が有している、コレステロール代謝に対する厳密な制御の重要性
を示しており、これは本発明者らのデータにより支持される。
【０１６８】
　胚中心由来のＢ細胞リンパ腫細胞株は、ＳＲ－Ｂ１を介する細胞コレステロールの流れ
の操作に最も感受性であり得、これは、この効果の下流の媒介因子をさらに理解するため
の刺激的な移行（ｐｒｏｖｏｃａｔｉｖｅ　ｓｅｇｕｅ）を提供する。細胞コレステロー
ルの枯渇は、バーキットリンパ腫のエプスタインバーウイルス（ＥＢＶ）感染を阻害する
ことが示されており、これは、ＥＢＶ感染および腫瘍発生におけるコレステロールの重要
性を暗に意味している。このように、Ｂ細胞リンパ腫細胞によるＳＲ－Ｂ１の増大した発
現は、コレステロール、コレステリルエステル、または細胞の成長および増殖のウイルス
プロモーターについて他の組織に打ち勝つ機構を提供する。さらに、ＳＲ－Ｂ１は、細胞
膜脂質ラフトに局在化することが示されており、ＳＲ－Ｂ１の会合、ならびにコレステロ
ール含有量および膜流動性の操作（脂質ラフトに係留された下流の分子経路を含む）は、
ＨＤＬ－ＮＰの治療効果に寄与し得る。
【０１６９】
　図６および図７に示すデータは、ＨＤＬ－ＮＰが、標的細胞への結合について天然のｈ
ＨＤＬおよびＡｃ－ＬＤＬと競合することを示している。重要なことは、ｉｎ　ｖｉｖｏ
データが、ＨＤＬ受容体についてうまく競合するＨＤＬ－ＮＰの能力、および天然の循環
ＨＤＬの存在下での腫瘍の増殖の機能的に有意な減少を達成するＨＤＬ－ＮＰの能力を示
していることである。これは、このアプローチが患者において利用される場合には、ｈＨ
ＤＬとの競合が成功を大きく左右するので、重要である。
【０１７０】
　本明細書中に記載する実施形態は、ヒトの疾患についての次世代の新規の処置の開発が
期待できる。ナノ粒子治療薬の合成のために広く行われているアプローチは、薬物送達の
ための足場としてナノ粒子を利用することに焦点を当てており、機能性の生物学的実体と
してではない。前者のタイプのナノ粒子の治療的機能は、合成ナノ構造体自体に由来しな
いが、小分子化学療法剤または核酸のようなナノ粒子処方物に含まれる活性治療薬の放出
に由来する。対照的に、本明細書中に記載するいくつかの実施形態においては、記載する
ナノ構造体は、ＳＲ－Ｂ１および／または他の受容体に結合する特有の能力の理由から、
（他の要因の中でも）それらの球状形態およびコレステロールの流れを操作する能力の理
由から、強力な治療薬としての可能性がある機能的な生体模倣ナノ構造体である。それら
の生体模倣性質の理由から、ナノ構造体は正常なヒトリンパ球に対しては毒性ではなく、
治療薬としてのつなぎ目のない生物学的統合の好機を拡大する。最後に、本明細書中に記
載するナノ構造体は、ＳＲ－Ｂ１の結合および／またはコレステロールの流出／結合特性
のような生物学的機能を最適化し、同様に強力な治療薬を開発し、そして本明細書中に報
告する生体模倣ナノ構造体の治療特性を潜在的に改善するように調整することができる合
成のナノ粒子プラットフォームであり得る。
【０１７１】
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　材料　－　合成、精製、および特徴付け
　ＨＤＬ－ＮＰの合成および特徴付け。ヒトアポリポタンパク質Ａ１（Ｍｅｒｉｄｉａｎ
　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を、５ｎｍの直径のクエン酸塩で安定化させたコロイド
状Ａｕナノ粒子の溶液（８０～１００ｎＭ、Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．）に、５倍の
モル濃度過剰で添加した。１時間後、Ａｐｏ－ＡｕＮＰを、エタノール（Ｓｉｇｍａ　Ａ
ｌｄｒｉｃｈ）を添加することにより２０％希釈した。２種類のリン脂質（１，２－ジパ
ルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［３－（２－ピリジル
ジチオ）プロピオネート］［ＰＤＰ　ＰＥ，Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ，
（Ｄｉｓ）］および１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰ
ＰＣ，Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ））の新鮮な溶液を、１ｍＭでエタノー
ル中に調製した。各脂質を、ＡｕＮＰに対して２５０倍のモル濃度過剰でＡｐｏ－ＡｕＮ
Ｐの溶液に添加し、平底振盪機上で、室温で４時間インキュベートした。次に、ＨＤＬ－
ＮＰを、＃１４チューブと５０ｋＤａのＭＷＣＯ改変ポリエーテルサルホン（ｍＰＥＳ）
モジュールを取り付けたＫｒｏｓ　Ｆｌｏ　ＩＩ接線フロー濾過システム（Ｓｐｅｃｔｒ
ｕｍ　Ｌａｂｓ，Ｉｎｃ）を使用した接線フロー濾過により精製した。全ての精製につい
て、緩衝液（水）を、エタノール、遊離のＡｐｏ　Ａ１、およびリン脂質を取り除くため
に７回交換した。ＨＤＬ－ＮＰ濃度を、Ａｇｉｌｅｎｔ　８４５３　ＵＶ可視分光光度計
（５ｎｍのコロイド状金ナノ粒子，ε＝９．６９６×１０６Ｍ－１ｃｍ－１）を使用して
決定した。ＵＶ可視分光法を５２０ｎｍ（５ｎｍのＡｕコロイドの表面プラズモン共鳴に
相当する波長）で、またはその付近での最大吸光度を測定するために使用する。次に、Ｈ
ＤＬ－ＮＰ濃度を、ベールの法則：Ａ＝εｂｃ，（式中、Ａは吸光度であり、εはＭ－１

ｃｍ－１での透過係数であり、ｂは、ｃｍでのキュベットの経路の長さであり、そしてｃ
は、ＭでのＡｕＮＰの濃度である）により定義される関係性を使用して決定する。ＨＤＬ
－ＮＰ（１５ｎＭ）の流体力学的直径およびζ電位を、Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚ
ｅｒ　ＺＳを使用して決定した（図１３）。ＨＤＬ－ＮＰあたりのＡｐｏ　Ａ１分子の数
を、公開されている文献に記載されているとおりに決定した。簡単に説明すると、Ａｐｏ
　Ａ１を、上記に記載するようにＨＤＬ－ＮＰの合成の前に分子フルオロフォアで標識す
る。次に、標識したＡｐｏ　Ａ１を、既知のモル量のＨＤＬ－ＮＰから遊離させ（上記を
参照のこと）、標識されたＡｐｏ　Ａ１の検量線から作製した蛍光シグナルに基づいて濃
度を計算する。
【０１７２】
【表１】

【０１７３】
　ヒトＨＤＬ（ｈＨＤＬ）での処理およびＨＤＬ－Ｎでの処理を正規化するためのＡｐｏ
　Ａ１濃度の計算。ＨＤＬ－ＮＰのモル濃度を上記で議論したように決定し、各ＨＤＬ－
ＮＰは、およそ３コピーのＡｐｏ　Ａ１を有している（表１）。したがって、Ａｐｏ　Ａ
１は、ＨＤＬ－ＮＰと比較して３倍のモル濃度過剰で存在する。購入した天然のＨＤＬ（
Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）はヒト血清由来であり、全タンパク質濃度は、購入したヒトＨＤ
Ｌのそれぞれのバッチとともに提供される。この値から、Ａｐｏ　Ａ１濃度を、Ａｐｏ　
Ａ１が天然のＨＤＬのタンパク質濃度のうちの７０％を構成するという仮定に基づいて計
算する。
【０１７４】
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　方法
　細胞培養。Ｒａｍｏｓ細胞、Ｊｕｒｋａｔ細胞、ＬＹ３細胞、およびＨｅｐＧ２細胞は
、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）よ
り購入した。ＳＵＤＨＬ－４細胞は、Ｒｏｎ　Ｇａｒｔｅｎｈａｕｓ博士（Ｕｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍａｒｙｌａｎｄ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＭＤ）からのものであった。
細胞を標準的な方法を使用して培養した。Ｊｕｒｋａｔ細胞、ＳＵＤＨＬ－４細胞、およ
びＲａｍｏｓ細胞を、Ｌ－グルタミン、１０％のウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を含むＲＰＭＩ
－１６４０培地中で、１％のペニシリン／ストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
の存在下で培養した。ＬＹ３細胞を増殖させ、Ｌ－グルタミン、１５％のＦＢＳ、１％の
ペニシリン／ストレプトマイシン、４．５ｇ／ＬのＤ－グルコース、および１ｍＭのＮＧ
ピルビン酸塩を含むＲＰＭＩ１６４０中で維持した。ＨｅｐＧ２細胞を、１０％のＦＢＳ
を補充したＥａｇｌｅ’ｓ　Ｍｉｎｉｍａｌ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉａ（ＥＭＥ
Ｍ）中で培養した。懸濁した細胞をＴ７５フラスコの中で培養し、３７℃および５％ＣＯ

２でインキュベートした。
【０１７５】
　正常なヒトリンパ球の単離。Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｂｏａｒｄにより承認された書面による同意の
後、末梢血液を健常なボランティアからＬｉ－へパリンをコーティングしたチューブの中
に採血した。新鮮な（提供後４時間未満）ヒト全血をＲＰＭＩ培地で１：１に希釈した。
５０ｍＬのチューブに、１０ｍＬのＦｉｃｏｌｌ　Ｈｙｓｔｏｐａｑｕｅおよび２０ｍＬ
の希釈した血液を添加した。試料を遠心分離し（約４８０ｇ、２０分、室温）、希釈した
培地／血小板の上部の層を取り除いた。乳白色の層として現れたリンパ球を新しいチュー
ブに移し、新鮮なＲＰＭＩで５０ｍＬになるように希釈して、遠心分離した（約５００ｇ
、６分）。洗浄工程を２回繰り返し、最終的なペレットを、５ｍＬの増殖培地（Ｌ－グル
タミン、１０％のＦＢＳ、および１％のペニシリン／ストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）を含むＲＰＭＩ１６４０）中に再懸濁した。必要であれば、赤血球（ＲＢＣ）
を、１０ｍＬの冷却したＲＢＣ溶解緩衝液をリンパ球ペレットに添加することにより取り
除いた。氷上で１０分間置いた後、試料をＲＰＭＩで２回洗浄した。その後、最終的なペ
レットを、１×１０６細胞／ｍＬで増殖培地中に再懸濁した。
【０１７６】
　ヒト肝細胞の培養。初代ヒト肝細胞を、Ｌｏｎｚａ（Ｗａｌｋｅｒｖｉｌｌｅ，Ｍａｒ
ｙｌａｎｄ）から入手した。肝細胞を、Ｌｏｎｚａ’ｓ　ＨＣＭ　ＳｉｎｇｌｅＱｕｏｔ
　を補充した、アスコルビン酸、ウシ血清アルブミン（脂肪酸非含有）、ヒドロコルチゾ
ン、ヒト上皮成長因子、インスリン、トランスフェリン、およびゲンタマイシン／アンホ
テリシン－Ｂを含有しているＨｅｐａｔｏｃｙｔｅ　Ｂａｓａｌ　ＭｅｄｉａからなるＨ
ｅｐａｔｏｃｙｔｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉａ（ＨＣＭ）中で培養した。肝細胞を、
２％のＦＢＳを補充したＨＣＭ中に播種した。２４時間後、培養培地を除去し、ＦＢＳを
含まない新鮮なＨＣＭで置き換えた。
【０１７７】
　ＣＤ１４＋単球の培養および分化。ヒトＣＤ１４＋単球をＬｏｎｚａから入手した。単
球を、１０％のＦＢＳおよび１％のペニシリン／ストレプトマイシンを補充したＲＰＭＩ
１６４０中で培養した。単球をマクロファージに分化させるために、サイトカインである
インターロイキン（ＩＬ）－４（２５ｎｇ／ｍＬ，ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ，ＣＡ）、ＩＬ－６（１００ｎｇ／ｍＬ、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、および顆
粒球マクロファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ、１００ｎｇ／ｍＬ、ｅＢｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅ）を培養培地に対して２４時間にわたり添加した（３）。分化後、培養培地
をサイトカインを含まない新鮮な培地で置き換えた。
【０１７８】
　ＭＴＳアッセイ。初代ヒト肝細胞およびＣＤ１４＋単球について、９×１０３細胞／９
０μＬを９６ウェルプレートに播種し、付着させ、ＣＤ１４＋単球の場合には処理の開始
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前に２４時間にわたり分化させた。全ての他の細胞株については、２．５×１０４細胞／
９０μＬ（２４時間／４８時間の実験）または１．０×１０４細胞／９０μＬ（７２時間
の実験）を９６ウェルプレートに播種した。各ウェルに、１５μＬのＨＤＬ－ＮＰ、Ａｃ
－ＬＤＬ（Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、ｈＨＤＬ（Ｃａｌｂｉ
ｏｃｈｅｍ）、またはＰＢＳを添加した。３７℃で２４時間、４８時間、または７２時間
のインキュベーション後、２０μＬのＭＴＳ溶液（ＭＴＳ－Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｇ１１１２
）を各ウェルに添加し、３７℃でさらに１～４時間インキュベートした。吸光度をマイク
ロプレートリーダー（ＭＲＸ　Ｒｅｖｅｌａｔｉｏｎ；ＤＹＮＥＸ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）を使用して４９０ｎｍで読み取り、対照グループの百分率として表した。対照値
を１００％に設定した。ＭＴＳの減少が代謝的に活性な細胞において起こり、よって、活
性のレベルが細胞生存性の尺度である。
【０１７９】
　アポトーシス（アネキシンＶ／ヨウ化プロピジウム）アッセイ。簡単に説明すると、細
胞の処理および洗浄の後、１×１０５～１×１０６細胞を、アネキシンＶ－ＦＩＴＣおよ
びヨウ化プロピジウム（ＰＩ）試薬で、アネキシンＶ－ＦＩＴＣアポトーシス検出キット
の指示（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にしたがって標識した。細胞の蛍光を、Ｂｅｃｋｍａｎ
　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＦＡＣＳ機器上で、５１８ｎｍ（ＦＩＴＣ）および６２０ｎｍ（ＰＩ
）で読み取った。それぞれの分析について、３０，０００の事象を記録した。結果を分析
し、ＦＣＳ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｖ３ソフトウェアおよびＥｘｃｅｌにより計算した。アポ
トーシスの百分率は、（アネキシンＶ－ＦＩＴＣ＋／ＰＩ－）細胞と（アネキシンＶ－Ｆ
ＩＴＣ＋／ＰＩ＋）細胞の和であった。
【０１８０】
　活性型カスパーゼ－３アッセイ。簡潔に説明すると、４５０μＬのＪｕｒｋａｔ細胞、
Ｒａｍｏｓ細胞、およびＳＵＤＨＬ－４細胞を２４ウェルプレートに、１．１×１０５細
胞／ｍＬの密度でプレートした。その後の７２時間にわたり、５０μＬの様々な処理（対
照を含む）を各ウェルに添加した。７２時間で、細胞を回収し、スピンさせ（４５０ｇ、
１０分）、そして氷冷したＰＢＳで洗浄した。細胞を、４０μＬの製造業者により提供さ
れた細胞溶解緩衝液中に再懸濁し、－８０℃と室温との間で交互にさせる凍結－解凍サイ
クルにより溶解させた。次に試料を、２０μＬの全体積［体積の不足分は溶解緩衝液で満
たした］の中に４．７μｇのタンパク質等量の全細胞溶解物を調製することにより、タン
パク質含有量に関して正規化した。溶解物の全体積を使用して、アッセイを、９６ウェル
プレートで設定し、製造業者のプロトコールにしたがって行った。比色の変化を測定し、
４時間の時点で分析した。吸光度を、マイクロプレートリーダー（ＢｉｏＴｅｋ　Ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｓｙｎｅｒｇｙ　２）を使用して４０５ｎｍで読み取り、対照グルー
プの百分率として表した。
【０１８１】
　ウェスタンブロット。細胞の処理後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離した。細胞ペレ
ットを、１ｍＭのフェニルメタンスルホニルフルオライド（ＰＭＳＦ）およびＰｒｏｔｅ
ａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ（Ｓｉｇｍａ）を補充したＣｅｌｌ　Ｅ
ｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で溶解させ、タンパク質濃
度を比色によるＢＣＡ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて
測定した。全タンパク質試料（２５～５０μｇ）を４～２０％の前もって成形したポリア
クリルアミドゲル（ＢｉｏＲａｄ）上で分離させ、ポリビニリデンフルオライド（ＰＶＤ
Ｆ）メンブレンに移動させた。メンブレンをＴＢＳ－Ｔ中の５％の脱脂乳でブロックし、
一次抗体、続いて西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合体化二次抗体とともにイン
キュベートした。免疫反応性タンパク質を、増強された化学発光を使用して視覚化した。
一次抗体：ウサギ抗ＳＲ－Ｂ１（Ａｂｃａｍ　ａｂ５２６２９）、ウサギ抗ＰＡＲＰ（Ｃ
ｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　９５４２）、ウサギ抗カスパーゼ３（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎ
ａｌｉｎｇ　９６６２）。
【０１８２】
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　細胞コレステロールの流出のアッセイ。細胞を、１μＣｉ／ｍＬの［１，２－３Ｈ］コ
レステロール（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｉｎｃ．）を含む適切な培養培地の中で一晩
インキュベートして、細胞コレステロールのプールを標識した。その後、細胞をＰＢＳで
洗浄し、適切な血清非含有培養培地中に再懸濁した。ヒトＨＤＬまたはＨＤＬ－ＮＰを細
胞に対して添加し、６時間インキュベートした。流出期間の最後に、細胞と培養培地を別
々に回収し、液体シンチレーションカウンティングを行った。コレステロール流出の百分
率を以下の式を使用して決定した：培地のカウント／（細胞のカウント＋培地のカウント
）×１００。いずれのアクセプターも存在しない中で得たバックグラウンドのコレステロ
ール流出を、試験試料を用いて得た流出値から減算した。
【０１８３】
　コレステロール流入のアッセイ。細胞をＰＢＳで洗浄し、１μＣｉ／ｍＬの［１，２－
３Ｈ］コレステロールを含む適切な血清非含有培地中に再懸濁した。ヒトＨＤＬまたはＨ
ＤＬ－ＮＰを細胞に添加し、６時間インキュベートした。流入期間の最後に、細胞をＰＢ
Ｓで洗浄した。細胞性の脂質をイソプロパノールを用いて抽出し、その後、液体シンチレ
ーションカウンティングを行った。流入を、３Ｈコレステロールのカウントの数として表
し、いずれのアクセプターもの非存在下（ＰＢＳ）で得たバックグラウンドのコレステロ
ール流入を、ＨＤＬ－ＮＰまたはｈＨＤＬを用いて得た流入値から減算した。
【０１８４】
　ＢＬＴ－１コレステロールの流れのアッセイ。脂質トランスポートのブロッカー１（Ｂ
ＬＴ－１）の添加後のコレステロールの流れの変化を上記のように測定した。しかしなが
ら、細胞を、細胞の処理の前に２時間にわたり１０μＭのＢＬＴ－１（２－ヘキシル－１
－シクロペンタノンチオセミカルバゾン、ＣｈｅｍＢｒｉｄｇｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ）で予め処理した。コレステロールの流入または流出に続いて、細胞を、先に記載した
ようにコレステロールの流れの測定のために新鮮な培地中に回収した。流出は、ＢＬＴ－
１で処理しなかった対照細胞に対する百分率として表す。流入は、ＢＬＴ－１で処理しな
かった対照細胞の百分率として表す。
【０１８５】
　ＨＤＬ－ＮＰのｉｎ　ｖｉｖｏ研究。ｉｎ　ｖｉｖｏ研究を、Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒ
ｎ　ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙのＡｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔ
ｅｅ（ＡＣＵＣ）による承認のもとで行った。Ｒａｍｏｓ細胞株およびＪｕｒｋａｔ細胞
株を、１０％のＦＢＳを補充したＲＰＭＩ　１６４０培地中で、５％のＣＯ２および３７
℃で維持した。５～６週齢のＳＣＩＤベージュマウス、Ｃ．Ｂ－Ｉｇｈ－１ｂ／Ｇｂｍｓ
Ｔａｃ－Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ－Ｌｙｓｔｂｇ　Ｎ７を、Ｔａｃｏｎｉｃ，Ａｌｂａｎｙ，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋから購入した。Ｒａｍｏｓ細胞株を、５×１０６細胞の密度で右側のわ
き腹に皮下接種し、Ｊｕｒｋａｔ細胞株を、１×１０７細胞の密度で左の脇腹に接種した
。両方の細胞の生存性は９０％を上回っていた。動物を、腫瘍の接種前に２日間まで順応
させた。薬物での処置を、接種した異種移植片が約１００ｍｍ３に達した後に開始した。
動物を３つの異なるグループに無作為に分けた：対照（ＰＢＳ）グループについて５匹の
マウス、および処置（ｈＨＤＬおよびＨＤＬ－ＮＰ）グループについてそれぞれ５匹のマ
ウス。対照グループおよび処置グループに、１００μＬのＰＢＳ、１μＭのｈＨＤＬ、ま
たは１μＭのＨＤＬ－ＮＰを毎日静脈内注射した（１週間に５回の投与）。ケージの横か
らの観察を毎日行い、一方、腫瘍の体積と体重の決定を、１週間に２回測定した。この研
究の最後に、Ｒａｍｏｓ異種移植片が２，０００ｍｍ３に達した場合は、腫瘍（Ｒａｍｏ
ｓおよびＪｕｒｋａｔ）を組織学のために回収した。腫瘍試料のヘマトキシリン－エオシ
ン（Ｈ＆Ｅ）染色を、Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ　ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙのＭｏｕｓｅ　
Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙにより行
った。
【０１８６】
　動物腫瘍の免疫ブロット。簡単に説明すると、２０μｇの腫瘍溶解物を、１０％のＳＤ
Ｓ－ポリアクリルアミド（ＰＡＧＥ）ゲルの各ウェルにロードした。腫瘍溶解物をＳＤＳ
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－ＰＡＧＥにより分離させ、ポリビニリジンフルオライドメンブレンに移動させ、そして
示したようにプローブした。免疫ブロット分析のための抗体は以下の供給業者：ＳＲ－Ｂ
１はＡｂｃａｍ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）から、およびα－チューブリンはＳａｎｔ
ａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）から入手し
た。
【０１８７】
　誘導結合プラズマ　－　質量分析（ＩＣＰ－ＭＳ）。１０億分の１（ｐｐｂ）での細胞
ペレットの金含有量を検量線を使用して決定し、細胞あたりの金ナノ粒子の濃度を計算し
た。インジウムを、全ての試料、および内部標準としての標準溶液に対して５ｐｐｂで添
加した。その後、これらの値をタンパク質濃度に対して正規化した。
【０１８８】
　透過電子顕微鏡法（ＴＥＭ）。ＨＤＬ－ＮＰで処理した細胞および未処理の細胞をペレ
ットとし、緩衝液［０．１Ｍのカコジル酸ナトリウム（ＳＣ）］中に再懸濁し、洗浄し、
定着剤（２％のパラホルムアルデヒド、２％のグルタルアルデヒド）中に再懸濁した。細
胞を室温で３０分間インキュベートし、０．１ＭのＳＣでリンスし、０．１ＭのＳＣ中の
２％の四酸化オスミウムからなる第２の定着剤中に入れた。その後、細胞をリンスし、蒸
留したＨ２Ｏおよび３％の酢酸ウラニルでそれぞれ染色した。固定したら、細胞を、蒸留
したＨ２Ｏでリンスし、エタノールの等級を上げることにより脱水した。プロピレンオキ
サイドを遷移緩衝液（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ　ｂｕｆｆｅｒ）として使用し、組織を
Ｅｐｏｎ　８１２およびＡｒａｌｄｉｔｅ樹脂中に包埋し、６０℃で硬化させた。ブロッ
クを超ミクロトームを使用して切片とし、透過電子顕微鏡法のためにグリッド上にマウン
トした。ＴＥＭ顕微鏡写真をＦＥＩ　Ｔｅｃｎａｉ　Ｓｐｉｒｉｔ　Ｇ２を使用して１２
０ｋＶで得た。
【０１８９】
　統計学。データは平均±ＳＤとして表す。２つの値の比較は対応のないＳｔｕｄｅｎｔ
’ｓ　ｔ検定により行った。データの異なるグループ間での複数の比較については、有意
差をボンフェローニ法により決定した。有意性はＰ≦０．０５と定義した。
【０１９０】
　本発明のいくつかの実施形態が本明細書に記述され例証されたが、当業者であれば、機
能を実行し、および／または結果を得、および／または本明細書に記載の１つ以上の利点
を得るために、容易に様々な他の手段および／または構造体の構想を描くだろう。また、
各々のそのような変更および／または修正は、本発明の範囲内であると考えられる。より
一般的には、当業者は、本明細書に記載のすべてのパラメーター、寸法、材料、および構
成は例示を意図し、実際のパラメーター、寸法、材料および／または構成は、本発明の教
示（複数可）が使用される特定の適用（複数可）に応じて決まることを容易に認識するだ
ろう。当業者は、型通りの実験作業を行なうだけで、本明細書に記載の特定の実施形態の
多くの等価物を認識するか、または確認することができるだろう。したがって、先の実施
形態は例示としてのみ提示され、添付の請求項およびその等価物の範囲内で、具体的に記
載され特許請求されたものとは別のやり方で本発明を実施することができることが理解さ
れるであろう。本発明は、本明細書に記載の個々の特徴、システム、物品、材料、キット
および／または方法に関する。さらに、２つ以上のそのような特徴、システム、物品、材
料、キットおよび／または方法のいかなる組み合わせも、そのような特徴、システム、物
品、材料、キットおよび／または方法が、相互に一貫しない場合を除き、本発明の範囲内
に含まれる。
【０１９１】
　本明細書に定義され使用される定義はすべて、辞書の定義、参照によって組み込まれた
文献中の定義および／または定義された用語の通常の意味に優先すると理解されるべきで
ある。
【０１９２】
　本明細書および請求項の中で使用される場合、不定冠詞「ａ」および「ａｎ」は、明白
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に別途示されない限り、「少なくとも１つ」を意味すると理解されるべきである。
【０１９３】
　さらに、別途示されない限り、２つ以上の工程または行為を含む本明細書中で請求され
たいかなる方法においても、当該方法の工程または行為の順序は、当該方法の工程または
行為の記載された順序に必ずしも限定されないことを理解するべきである。
【０１９４】
　上記の明細書と同様に請求項でも、すべての移行句、たとえば「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ
」、「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ」、「ｃａｒｒｙｉｎｇ」、「ｈａｖｉｎｇ」、「ｃｏｎｔａ
ｉｎｉｎｇ」、「ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ」、「ｈｏｌｄｉｎｇ」、「ｃｏｍｐｏｓｅｄ　ｏ
ｆ」等はオープンエンドであると理解され、すなわち、限定されずに含むことを意図する
。移行句「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ」および「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔ
ｉａｌｌｙ　ｏｆ」だけが、それぞれ、米国特許庁の審査手続便覧第２１１１．０３章に
規定されたクローズドまたはセミクローズドの移行句であるものとする。
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