
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血管新生内皮細胞を標的とした陽イオン脂質組成物の提供。
【解決手段】血管新生内皮細胞は、その増殖を阻害または促進することによって標的細胞
に影響を及ぼす物質を含む脂質／ DNA複合体または陽イオンリポソームによって選択的に
標的とされる。血管新生部位は、検出可能な標識を含む陽イオンリポソームを投与するこ
とによって、正確に特定することができる。複合体は、血管新生内皮細胞の環境下で選択
的に且つ該環境下に限って活性化されるプロモーターを含むヌクレオチド構築物を含んで
いてもよい。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 陽 イ オ ン 脂 質 と 血 管 新 生 の 阻 害 剤 と を 含 む 阻 害 剤 ／ 脂 質 複 合 体 で あ っ て 、 対 応 す る 正 常
な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 、 血 中 で よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を
特 徴 と す る 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 陽 イ オ ン 脂 質 と 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む ヌ ク レ オ チ ド ／ 陽 イ
オ ン 脂 質 複 合 体 で あ っ て 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て
、 血 中 で よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 で 選 択 的 に 活 性 化 さ れ る プ ロ モ ー タ ー で 、 選
択 的 に は FLT-1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 FLK-1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー お よ び フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ
ン ド 因 子 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し て
い る DNA配 列 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 で 遺 伝 子 材 料 の 発 現 を 選 択 的 に 破 壊 す る ア ン
チ セ ン ス 配 列 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 下 記 の 段 階 を 含 む 、 血 管 新 生 部 位 を 診 断 す る 方 法 ：
　 陽 イ オ ン 脂 質 と 検 出 可 能 な 標 識 と を 含 む 複 合 体 で あ っ て 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比
較 し て 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 血 中 で よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る 複 合 体 を 哺 乳 動 物 に 投
与 す る 段 階 ；
　 複 合 体 を 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 選 択 的 に 会 合 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 標 識 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て そ の 部 位 に お け る 標 識 の 蓄 積 に 基 づ い て 血 管 新 生 部 位 を
決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ っ て 、 検 出 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 標 識 、 組 織 化 学 標 識 、 免 疫 組 織 化 学
標 識 お よ び 放 射 性 標 識 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 標 識 蓄 積 部 位 の 組 織 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
　 単 離 さ れ た 組 織 を 分 析 す る 段 階 を さ ら に 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 外 科 手 術 に よ り 哺 乳 動 物 を 切 開 し て 高 濃 度 の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 含 む と 考 え ら れ る 領 域
を 暴 露 す る 段 階 ；
　 該 領 域 を 、 検 出 可 能 な 標 識 が 蛍 光 を 発 す る 波 長 の 光 に 暴 露 す る 段 階 ； お よ び
　 蛍 光 を 発 す る 標 識 に よ っ て 特 定 さ れ た 組 織 を 摘 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 血 中 で よ り 高 い 親 和 性 を
有 し 、
　 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 に 入 る た め に 十 分 な 時 間 お よ び 方 法 で 、 新 生 血 管 の 血 管 新 生 内 皮 細
胞 と 選 択 的 に 会 合 す る 、
陽 イ オ ン 脂 質 と 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 と を 含 む 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 影 響
を 及 ぼ す 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の 循 環 系 へ 注 射 に よ っ て 投 与 す る た め に 処 方 さ れ 、 さ ら に 、 対 応 す る 正 常 な 内
皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 、 血 中 で ５ 倍 以 上 高 い 親 和 性 を 有 し 、
　 ５ モ ル ％ 以 上 の 陽 イ オ ン 脂 質 を 含 み 、
　 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 が 血 管 新 生 の 阻 害 剤 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 組 成 物 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 多 様 な 異 な る 疾 患 お よ び 異 常 の 治 療 な ら び に 診 断 に 適 用 す る こ と が で き る 。
本 発 明 は 、 癌 の 治 療 、 創 傷 治 癒 、 お よ び 多 様 な 慢 性 炎 症 疾 患 に 用 い る こ と が で き る が 、 そ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 般 に 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 、 癌 様 組 織 の 外 科 的 切 除 、 創 傷 の 縫 合 、
お よ び 炎 症 を 起 こ し た 間 接 の 外 科 的 切 除 、 の よ う な 物 理 的 手 段 に よ っ て 、 現 在 直 接 的 に 治
療 さ れ て い る 。 さ ら に そ れ ら は 化 学 的 手 段 に よ っ て も 治 療 で き る 。 化 学 療 法 は 癌 に 適 用 さ
れ 、 増 殖 ホ ル モ ン は 創 傷 治 癒 に 適 用 さ れ 、 そ し て 抗 炎 症 剤 が 慢 性 炎 症 疾 患 の 治 療 に 適 用 さ
れ て い る 。 こ れ ら 、 お よ び 関 連 す る 治 療 は 、 一 般 に 、 癌 様 の 、 損 傷 し た 、 ま た は 炎 症 を 起
こ し た 組 織 を 直 接 治 療 す る こ と を 目 的 と し て い る 。 本 発 明 が 、 従 来 の 治 療 様 相 と ど の よ う
に 異 な る か を 理 解 す る た め に 、 こ れ ら の 領 域 に お け る 現 在 の 治 療 技 術 に 関 し て 、 簡 単 に 全
般 的 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
癌 の 治 療
　 「 癌 」 と い う 用 語 は 、 治 療 、 予 後 お よ び 治 癒 可 能 性 に お い て 多 様 で あ る 範 囲 の 疾 患 を 含
む 。 診 断 お よ び 治 療 に 対 す る ア プ ロ ー チ は 、 腫 瘍 発 生 部 位 、 播 種 の 程 度 、 関 連 部 位 、 患 者
の 生 理 状 態 、 お よ び 予 後 に 依 存 す る 。 診 断 が な さ れ れ ば 、 通 常 、 腫 瘍 の 「 進 行 段 階 を 分 類
」 す る が 、 こ れ は 、 外 科 技 法 、 物 理 的 検 査 、 組 織 病 理 学 、 画 像 化 、 お よ び 臨 床 検 査 値 を 用
い て 、 疾 患 の 程 度 を 定 義 し 、 治 癒 の 確 率 が 高 い 順 に 癌 患 者 の 集 団 を グ ル ー プ に 分 け る こ と
を 含 む プ ロ セ ス で あ る 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 患 者 の 治 療 を 計 画 す る た め 、 そ し て 予 後
を 判 定 す る た め 、 の 双 方 に お い て 用 い ら れ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 癌 の タ イ プ ま た は 進 行 段
階 に よ っ て 、 ３ 種 類 の 一 般 的 な 治 療 タ イ プ ： 手 術 、 放 射 線 療 法 、 お よ び 化 学 療 法 の い ず れ
を 用 い る か を 決 定 す る こ と が で き る 。 積 極 的 な 併 用 様 相 治 療 計 画 を 選 択 す る こ と も 可 能 で
あ る 。 そ の た め に は 、 原 発 腫 瘍 の 除 去 に 手 術 を 用 い る こ と が で き 、 残 存 細 胞 を 放 射 線 療 法
ま た は 化 学 療 法 で 治 療 す る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 手 術 は 、 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に 中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る 。 一 般 に 、 外 科 的 ア プ ロ ー
チ は 生 検 を 得 る た め に 必 要 で あ る が 、 手 術 は ほ と ん ど の 癌 患 者 に と っ て 最 終 的 な 治 療 と な
り う る 。 手 術 は ま た 、 腫 瘍 塊 を 減 少 さ せ 、 転 移 を 切 除 し 、 差 し 迫 っ た 医 学 的 問 題 を 解 決 し
、 緩 和 お よ び リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン を 行 う た め に 用 い ら れ る 。 癌 治 療 の 主 な 外 科 技 法 は 、 手
術 野 を 展 開 さ せ て 腫 瘍 を 直 視 下 で 切 除 す る こ と を 含 む が 、 現 在 の 技 法 で は 内 視 鏡 手 段 に よ
っ て 何 ら か の 切 除 を 行 う こ と が で き る 。 癌 の 治 療 に お け る 主 な 懸 念 は 、 手 術 の リ ス ク を 考
慮 し な け れ ば な ら な い こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 放 射 線 療 法 は 、 主 要 な お よ び 待 期 的 な 癌 の 治 療 の い ず れ に お い て も 、 重 要 な 役 割 を 果 た
し て い る 。 遠 隔 放 射 線 療 法 （ 超 高 圧 放 射 線 療 法 ） お よ び 小 線 源 照 射 療 法 （ 組 織 内 お よ び 腔
内 照 射 ） が 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 。 X線 の 形 で の 電 磁 波 照 射 は 、 一 般 的 な 悪 性 腫 瘍 を 治
療 す る た め に 最 も 普 通 に 用 い ら れ る 遠 隔 放 射 線 療 法 で あ る が 、 一 方 X線 と 類 似 の 電 磁 波 を
形 成 す る が 、 ラ ジ ウ ム 、 コ バ ル ト 、 お よ び 他 の 元 素 の 放 射 性 同 位 体 に よ っ て 放 射 さ れ る ガ
ン マ 線 も 用 い ら れ る 。 放 射 線 療 法 は 、 細 胞 内 で イ オ ン 化 を 生 じ る こ と に よ っ て 悪 性 お よ び
正 常 組 織 の 双 方 に 障 害 を 与 え る 、 光 子 と 呼 ば れ る 離 散 性 の 大 量 の エ ネ ル ギ ー と し て 、 組 織
に エ ネ ル ギ ー を 移 入 す る 。 イ オ ン の 標 的 は 最 も 一 般 的 に DNAで あ り ； 放 射 線 療 法 は 、 放 射
線 障 害 が 悪 性 組 織 と 非 悪 性 組 織 と の 間 で 均 一 で な い 、 す な わ ち 急 速 に 分 裂 す る 細 胞 は 休 止
期 の 細 胞 よ り DNA損 傷 を よ り 受 け や す い 、 と い う 事 実 を 利 用 し て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。
放 射 線 療 法 は 重 要 な 毒 性 と 共 に 独 自 の 利 益 に 関 連 す る 。 放 射 線 は 、 放 射 線 照 射 が 実 施 可 能
な 唯 一 の 局 所 治 療 法 で あ る 特 定 の 解 剖 学 的 部 位 （ 例 え ば 、 縦 隔 ） で は 好 ま し く 、 そ し て 腫
瘍 が 広 範 に 広 が っ て い る 場 合 も 、 放 射 線 照 射 が 実 施 可 能 な 唯 一 の 局 所 治 療 と な る か も 知 れ
な い 。 患 者 が 手 術 に 耐 え ら れ な い こ と が わ か っ た と き 、 ま た は 患 者 の 容 態 に よ っ て 手 術 技
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法 が で き な い 場 合 に も 、 放 射 線 照 射 を 用 い て も よ い 。 放 射 線 治 療 は 組 織 損 傷 を 伴 い 、 こ れ
が 初 期 お よ び 後 期 放 射 線 効 果 と な り う る 。 初 期 効 果 （ 放 射 線 療 法 の 急 性 毒 性 ） に は 、 皮 膚
の 紅 斑 、 落 屑 、 食 道 炎 、 悪 心 、 脱 毛 症 、 お よ び 骨 髄 抑 制 が 含 ま れ 、 後 期 効 果 に は 組 織 の 壊
死 お よ び 繊 維 症 が 含 ま れ 、 通 常 、 こ れ が 放 射 線 療 法 の 制 限 毒 性 を 左 右 す る （ 非 特 許 文 献 １
） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 使 用 さ れ て い る ほ ぼ 全 て の 化 学 療 法 剤 が 、 DNA合 成 、 DNAお よ び RNA合 成 の 前 駆 体 の
準 備 、 ま た は 分 裂 を 妨 害 し 、 こ の よ う に 、 増 殖 し つ つ あ る 細 胞 を 標 的 と し て い る （ 非 特 許
文 献 ４ ） 。 動 物 腫 瘍 に 関 す る 研 究 お よ び ヒ ト の 臨 床 試 験 か ら 、 薬 剤 を 併 用 す れ ば 、 単 剤 の
場 合 よ り 高 い 客 観 的 反 応 率 お よ び よ り 長 い 生 存 期 間 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ た （ 非 特 許 文
献 ５ ） 。 併 用 薬 剤 療 法 は 、 ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 剤 、 お よ び 抗 生 物 質 を 含 む 、 多 数 の 薬
剤 の 異 な る 作 用 機 序 お よ び 細 胞 障 害 能 を 利 用 し て い る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 患 者 の 生 理 状 態
、 腫 瘍 の 増 殖 特 徴 、 腫 瘍 細 胞 集 団 の 不 均 一 性 、 お よ び 腫 瘍 の 多 剤 耐 性 状 態 が 、 化 学 療 法 の
有 効 性 に 影 響 を 及 ぼ す 。 一 般 に 、 化 学 療 法 は 標 的 を 絞 っ て 投 与 さ れ な い た め （ 尤 も 、 こ れ
ら の 技 法 は 、 非 特 許 文 献 ７ に よ っ て 開 発 中 で あ る が ） 、 そ の 結 果 、 骨 髄 抑 制 、 胃 腸 炎 、 悪
心 、 脱 毛 症 、 肝 ま た は 肺 障 害 、 不 妊 症 の よ う な 副 作 用 が 起 こ り う る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
創 傷 治 癒
　 創 傷 治 癒 は 、 異 な る 多 く の タ イ プ の 細 胞 が 関 与 す る 組 織 修 復 お よ び 再 形 成 に 関 す る 複 雑
か つ 遷 延 性 の プ ロ セ ス で あ り 、 こ れ に は 、 再 生 プ ロ セ ス の バ ラ ン ス を と る た め に 様 々 な 生
化 学 反 応 カ ス ケ ー ド の 精 巧 に 適 合 さ せ た 調 節 を 必 要 と す る 。 創 傷 治 癒 は 一 般 に 、 ３ つ の 相
に 分 け ら れ る ： 炎 症 、 増 殖 、 お よ び 成 熟 （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 プ ロ セ ス は 、 様 々 な タ イ プ の
細 胞 の 創 傷 領 域 へ の 遊 走 、 上 皮 細 胞 お よ び 繊 維 芽 細 胞 の 増 殖 刺 激 、 新 し い 血 管 の 形 成 、 細
胞 外 マ ト リ ク ス の 形 成 を 含 む 。 こ れ ら の プ ロ セ ス が 正 確 に 機 能 す る か 否 か は 、 様 々 な サ イ
ト カ イ ン の 生 物 学 的 活 性 化 に 依 存 す る （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 栄 養 、 免 疫 系 、 酸 素 、 血 液 量 、
感 染 症 、 免 疫 抑 制 、 お よ び 赤 血 球 細 胞 の 減 少 が 、 創 傷 治 癒 に お け る 全 て の 影 響 因 子 で あ る
（ 非 特 許 文 献 １ ０ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 創 傷 治 癒 の 速 度 と 共 に そ の 質 は 通 常 、 最 初 の 損 傷 の タ イ プ お よ び 程 度 に 依 存 す る 。 創 傷
を 治 療 す る た め に は 、 そ れ ぞ れ が 損 傷 組 織 の 治 癒 を 指 向 す る 一 般 的 な ３ 種 類 の プ ロ セ ス を
用 い る 。 創 傷 の 閉 鎖 は 、 絆 創 膏 、 ス テ ー プ ル ま た は 電 気 的 焼 灼 も 使 用 す る こ と が で き る が
、 最 も 一 般 的 に 縫 合 に よ っ て 行 う （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 。 皮 膚 用 絆 創 膏 お よ び 様 々 な 縫 合 は
そ れ ぞ れ 、 創 傷 の 一 次 縫 合 に お い て 、 特 定 の 利 益 お よ び 欠 点 を 示 す 。 皮 膚 用 絆 創 膏 は 、 炎
症 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が 少 な い が 上 皮 下 創 傷 空 間 を 縫 合 で き な い 、 一 方 様 々 な 縫 合 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る 炎 症 反 応 お よ び そ の 後 の 瘢 痕 形 成 は 、 縫 合 針 の 大 き さ 、 縫 合 材 料 の 直
径 、 お よ び そ れ が モ ノ フ ィ ラ メ ン ト ま た は 編 ま れ た 縫 合 糸 で あ る か 否 か 、 に 依 存 す る （ 非
特 許 文 献 １ ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 創 傷 で は 、 微 生 物 接 種 の 大 き さ 、 微 生 物 の 菌 力 、 お よ び 宿 主 の 抗 微 生 物 防 御 メ カ ニ ズ ム
が 、 感 染 症 を 発 症 す る か 否 か を 左 右 す る 。 こ の よ う に 、 抗 生 物 質 は ま た 、 創 傷 の 治 療 に お
い て 治 療 的 価 値 を 有 す る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） 。 適 当 な 抗 生 物 質 、 そ の 投 与 経
路 を 選 択 す る た め に 、 お よ び 副 作 用 を 防 止 す る た め に は 、 各 抗 生 物 質 の 薬 理 作 用 を 理 解 し
な け れ ば な ら な い （ 非 特 許 文 献 １ ２ ） 。 最 近 の 結 果 は 、 抗 生 物 質 療 法 に よ っ て 細 胞 増 殖 お
よ び 分 化 が よ り 迅 速 に 進 行 し 、 こ の よ う に 創 傷 修 復 の 増 強 に お い て 有 用 と な る 可 能 性 が あ
る こ と を 示 唆 し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ４ 及 び 非 特 許 文 献 １ ５ ） 。 蛋 白 分 解 酵 素 も 同 様 に 、
汚 染 し た 創 傷 の 抗 生 物 質 治 療 の 補 助 と し て 用 い ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 bFGF、 EGF、 PDGF、 お よ び TGF-β を 含 む 様 々 な サ イ ト カ イ ン を 単 独 ま た は 併 用 し て 局 所
投 与 す る と 、 創 傷 治 癒 は か な り 加 速 さ れ る 可 能 性 が あ る （ 非 特 許 文 献 １ ７ ） 。 増 殖 因 子 は
、 細 胞 を 創 傷 部 位 に 誘 引 し 、 そ の 増 殖 を 刺 激 し 、 細 胞 外 マ ト リ ク ス の 沈 着 に 大 き い 影 響 を
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及 ぼ す 。 組 換 え 技 術 に よ っ て こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の 大 量 生 産 能 が 開 発 さ れ て 以 来 、 多 く
の 研 究 に よ っ て 、 増 殖 因 子 は 、 正 常 お よ び 損 傷 し た 治 癒 モ デ ル に お い て 組 織 修 復 の 全 て の
局 面 を 増 強 さ せ る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ８ 及 び 非 特 許 文 献
１ ９ ） 。 予 備 的 な 臨 床 試 験 か ら 、 増 殖 因 子 に よ る 治 療 に よ っ て 時 に 、 組 織 修 復 の 統 計 学 的
に 有 意 な 改 善 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ た が 、 こ れ ら の 結 果 が 臨 床 的 に 有 意 で あ る か は 明 確
で な く 、 新 し い 臨 床 試 験 は 、 特 定 の タ イ プ の 損 傷 治 癒 を 目 的 と す る 標 的 増 殖 因 子 に 重 点 を
置 か な け れ ば な ら な い こ と が 示 唆 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ０ ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
慢 性 炎 症
　 天 然 の 、 液 性 、 お よ び 細 胞 性 免 疫 メ カ ニ ズ ム は 全 て 、 慢 性 炎 症 疾 患 の 発 病 に 関 係 し て い
る （ 非 特 許 文 献 ２ １ ） 。 自 己 免 疫 疾 患 は リ ン パ 球 機 能 の 異 常 に 起 因 す る 。 異 常 な T細 胞 機
能 は 、 細 胞 性 免 疫 を 通 じ て 疾 患 の 原 因 と な る こ と が あ り 、 抗 体 産 生 に お け る ヘ ル パ ー T細
胞 の 活 性 は 、 自 己 抗 体 の 形 成 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る 。 自 己 免 疫 疾 患 に お い て ヘ ル パ ー T
細 胞 が 中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る こ と は 、 こ れ ら の 多 く の 疾 患 と 特 定 の HLA分 子 と の 関
連 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 免 疫 寛 容 の 維 持 に お い て １ つ 以 上 の 段 階 が 不 全 で あ れ ば 自 己 免 疫
が 起 こ り う る （ 非 特 許 文 献 ２ ２ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 で は い く つ か の タ イ プ の 治 療 が 用 い ら れ 、 そ の 全 て が 罹 患 組 織 に お け る 免
疫 応 答 を 減 弱 さ せ る こ と を 目 的 と し て い る 。 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 で あ る リ ウ マ チ 性 関 節
炎 の 治 療 は 、 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 剤 （ NSAID） ま た は グ ル コ コ ル チ コ ス テ ロ イ ド の よ う
な 抗 炎 症 剤 、 金 塩 の よ う な 寛 解 誘 導 剤 、 お よ び ／ ま た は シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド の よ う な 免
疫 抑 制 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 炎 症 プ ロ セ ス の 際 に 損 傷 を 受 け た 関 節 を 置 換 す る た め
に 、 整 形 外 科 手 術 も 用 い る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 ２ ３ ） 。 最 近 の 研 究 か ら 、 リ ウ マ チ
性 関 節 炎 の 治 療 に お い て 、 TNF-α の 使 用 の よ う な 、 罹 患 組 織 に 向 け ら れ た 新 し い 治 療 の 可
能 性 が 示 唆 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ア レ ル ギ ー と は 、 環 境 中 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 が 組 織 の 炎 症 お よ び 臓 器 の 機 能 不 全 を
引 き 起 こ す 状 態 を 意 味 す る 。 自 己 免 疫 疾 患 の 場 合 と 同 様 に 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 に お い て も 免
疫 系 の い く つ か の 成 分 の 相 互 作 用 が あ る こ と が 、 デ ー タ か ら 示 唆 さ れ て い る 。 ア レ ル ギ ー
疾 患 の 発 現 の 多 様 性 は 、 異 な る 免 疫 イ フ ェ ク タ ー メ カ ニ ズ ム か ら 生 じ 、 こ れ は 特 異 的 な パ
タ ー ン の 組 織 損 傷 を 誘 発 す る （ 非 特 許 文 献 ２ ５ ） 。 そ れ ぞ れ の ア レ ル ギ ー 疾 患 の 臨 床 的 特
徴 は 、 罹 患 し た 臓 器 ま た は 組 織 に お け る 免 疫 が 媒 介 す る 炎 症 反 応 を 反 映 し て い る （ 例 え ば
、 喘 息 は 肺 に お け る 炎 症 反 応 を 反 映 し て い る ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 免 疫 媒 介 ア レ ル ギ ー 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 い く つ か の 治 療 戦 略 が 用 い ら れ て い る が 、
そ の 全 て が 炎 症 を 起 こ し た 組 織 に お け る 免 疫 応 答 を 減 弱 さ せ る こ と を 目 的 と し て い る 。 例
え ば 、 喘 息 の 治 療 で は 、 治 療 は 、 環 境 の コ ン ト ロ ー ル 、 薬 物 療 法 、 お よ び ア レ ル ギ ン 免 疫
療 法 を 含 む こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 ２ ５ ） 。 喘 息 の 治 療 に お い て 、 原 因 物 質 の 除 去 は 炎
症 の 予 防 に 最 も 成 功 す る 手 段 で あ る 。 し か し 、 そ れ は 可 能 で な い こ と が し ば し ば あ り 、 こ
の よ う に 薬 剤 の い く つ か の ク ラ ス が 用 い ら れ て い る 。 こ れ ら の 中 に は 、 メ チ ル キ サ ン チ ン
（ 気 管 支 拡 張 の た め ） 、 ア ド レ ナ リ ン 刺 激 剤 （ β -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 の 刺 激 、 気 管 支 拡
張 剤 ） 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド （ 肺 の 炎 症 を 弱 め る ） 、 ク ロ モ ン （ 肥 満 細 胞 を ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト す る 、 肺 の 炎 症 を 弱 め る ） 、 お よ び 抗 コ リ ン 作 動 薬 （ 気 管 支 拡 張 剤 ） が 含 ま れ る （
非 特 許 文 献 ２ ６ ） 。 疑 わ し い ア レ ル ゲ ン の 抽 出 物 に よ る 脱 感 作 ま た は 免 疫 療 法 も 、 喘 息 に
お け る 炎 症 を 減 少 さ せ る た め に 示 唆 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ６ 及 び 非 特 許 文 献 ２ ７ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
現 在 の 治 療 法 － 免 疫 学
　 上 記 の 治 療 レ ジ メ の 成 功 の 程 度 は 多 様 で あ る 。 成 功 率 は ほ と ん ど の 場 合 完 全 と は ほ ど 遠
く 、 さ ら に よ い 治 療 を 開 発 す る 研 究 が 続 け ら れ て い る 。 一 つ の 有 望 な 研 究 領 域 は 、 免 疫 系
に 影 響 を 及 ぼ す こ と に 関 す る 。 遺 伝 子 操 作 お よ び ／ ま た は 化 学 刺 激 を 用 い る こ と に よ っ て
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、 生 体 自 身 の 免 疫 系 が 疾 患 を 治 療 す る 、 例 え ば 抗 体 が 癌 細 胞 を 破 壊 す る よ う に 、 免 疫 応 答
を 修 飾 お よ び ／ ま た は 刺 激 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 治 療 は 、 疾 患 と 闘 う た め に 生
物 学 的 プ ロ セ ス を 利 用 す る と い う 点 に お い て 上 記 の 治 療 と は 異 な る 。 し か し 、 そ れ で も こ
の 治 療 は 、 作 製 さ れ た 抗 体 が 癌 細 胞 を 直 接 攻 撃 す る こ と か ら 直 接 的 治 療 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 が 癌 様 の 、 損 傷 を 受 け た 、 ま た は 炎 症 を 起 こ し た 細 胞 に 直 接 影 響 を 及
ぼ す こ と を 含 ま な い 、 と い う 点 に お い て 、 通 常 の 治 療 と は 大 き く 異 な る 治 療 の た め に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 少 な く と も 理 論 的 に 、 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 血 管 新 生 に 関 連 し た 癌 ま た は 炎
症 を 治 療 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 認 識 さ れ て い る 。 そ れ に 関 連 す る 現 在 の 考 え 方 に 関
す る 典 型 的 な 例 は 、 1995年 ９ 月 28日 に 公 表 さ れ た PCT出 願 国 際 公 開 公 報 第 95/25543号 に お
い て 考 察 さ れ て い る 。 こ の 公 表 さ れ た 出 願 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る と 思
わ れ る 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 血 管 新 生 を 阻 害 す る 方 法 を 記 述 し て
い る 。 詳 し く 述 べ る と 、 本 出 願 は 、 一 般 に 細 胞 接 着 事 象 と 呼 ば れ る 細 胞 － 細 胞 相 互 作 用 お
よ び 細 胞 － 細 胞 外 マ ト リ ク ス 相 互 作 用 を 媒 介 す る と 思 わ れ る 膜 受 容 体 で あ る α vβ 3に 結 合
す る 抗 体 を 投 与 す る こ と を 記 述 し て い る 。 こ の 受 容 体 を 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 治 療 は 血
管 新 生 を 阻 害 し 、 そ れ に よ っ て 癌 お よ び 炎 症 を 治 療 す る と 期 待 さ れ る 。
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ti-allergen IgE and IgG antibodies in human associated with injection of allerge
n-specific antibody complexes） 」 、 Ther. Immunol. 2： 41～ 52
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ８ 】

　 薬 剤 を 選 択 的 に 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 輸 送 す る 方 法 を 開 示 す る 。 本 方 法 は 、 陽 イ オ ン 脂 質
お よ び 血 管 新 生 を 促 進 も し く は 阻 害 す る お よ び ／ ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 化 合 物 を 包
含 す る 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 脂 質 複 合 体 ） を 、 好 ま し く は 循
環 系 に 、 よ り 好 ま し く は 動 脈 内 に 注 射 す る こ と を 含 む 。 投 与 後 、 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム は
、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 選 択 的 に 会 合 し 、 こ の こ と は 、 そ れ ら が 、 対 応 す る 休 止 期 の 、 血 管
新 生 を 行 っ て い な い 内 皮 細 胞 と の 会 合 よ り ５ 倍 以 上 （ 好 ま し く は 10倍 以 上 ） の 比 で 、 血 管
新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 す る こ と を 意 味 す る 。 リ ポ ソ ー ム （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 脂 質 複
合 体 ） が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 す る と 、 そ れ ら は 、 内 皮 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 望 ま
し い 作 用 を 発 揮 す る 。 こ の 物 質 は 、 内 皮 細 胞 を 破 壊 し 、 さ ら に 血 管 新 生 を 促 進 し 、 凝 固 を
促 進 す る 、 お よ び ／ ま た は 適 当 な 手 段 に よ っ て 内 皮 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き る よ う に 内
皮 細 胞 に タ グ を つ け る こ と が で き る 。 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 は 、 発 現 さ れ
る と 血 管 新 生 を 促 進 ま た は 抑 制 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAの よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ っ て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー が 血 管 新 生 内 皮 細 胞
に お け る 場 合 に 限 っ て 活 性 で あ る 、 ま た は あ る 化 合 物 の 投 与 に よ っ て そ れ ら の 細 胞 に お い
て 活 性 化 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 に よ っ て 遺 伝 子 の ス イ ッ チ
を 入 れ る も し く は 切 る こ と が で き る よ う に な る 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ た ベ ク
タ ー の 中 に 含 ま れ て い る 。 本 発 明 を 説 明 す る よ り 詳 し い 記 述 お よ び カ ラ ー 写 真 は 、 本 発 明
者 ら が 発 表 し た 論 文 に 示 さ れ て い る － サ ー ス ト ン ら （ Thurston） 、 「 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム
は 、 マ ウ ス の 腫 瘍 お よ び 炎 症 に お け る 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 標 的 に す る （ Cationic Liposom
es Target Angiogenic Endothelial Cells in Tumors and Inflammation in Mice） 」 、 J
. Clin. Invest. 1998年 ４ 月 １ 日 号 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 複 合 体 が 、 血 中 で 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て よ り
大 き い 親 和 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 陽 イ オ ン 脂 質 お よ び 血 管 新 生 の 阻 害 剤 を 含 む 阻
害 剤 ／ 脂 質 複 合 体 を 開 示 す る 。 複 合 体 は 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 。 標 識 は 、 複
合 体 内 の い ず れ に 存 在 し て も よ く 、 陽 イ オ ン 脂 質 、 阻 害 剤 、 そ の 両 者 と 結 合 し て い て も よ
く 、 ま た は い ず れ に も 結 合 し て い な く て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 陽 イ オ ン 脂 質 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド ／ 陽 イ オ ン 脂
質 複 合 体 を 含 む 。 配 列 は 、 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す 蛋 白 質 を コ ー ド す る 。 複 合 体 は 、 血 中
で 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て よ り 大 き い 親 和 性 を 有
す る こ と を 特 徴 と す る 。 配 列 は 、 好 ま し く は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 で 選 択 的 に 活 性 化 さ れ
る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し て い る DNA配 列 で あ る 。 適 し た プ ロ モ ー タ ー に は 、 フ ォ
ン ・ ビ リ ブ ラ ン ト 因 子 （ von Willibrand Factor） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー と 共 に 、 FLT-1遺 伝
子 プ ロ モ ー タ ー お よ び FLK-1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 正 常
な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 好 ま し く は 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 で 遺 伝 子 材 料 の 発 現 を 選 択 的 に 妨 害
す る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 血 管 新 生 部 位 の 診 断 法 を 含 む 。 本 方 法 は 、 血 中 で 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮
細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て よ り 大 き い 親 和 性 を 有 す る 、 陽 イ オ ン 脂 質 お よ
び 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 複 合 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 投 与 さ れ た 複 合 体 は 、 血 管 新 生 内
皮 細 胞 と 選 択 的 に 会 合 す る 。 そ の 後 、 検 出 可 能 な 標 識 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て そ の 部 位
で の 標 識 の 蓄 積 に 基 づ い て 血 管 新 生 の 部 位 を 決 定 す る 。 標 識 は 、 蛍 光 標 識 、 組 織 化 学 標 識
、 免 疫 組 織 化 学 標 識 、 放 射 性 標 識 、 ま た は そ の 他 の 適 し た 標 識 で あ っ て も よ い 。 本 方 法 は
、 標 識 の 蓄 積 部 位 で 、 組 織 を 単 離 し て 、 そ の 後 単 離 さ れ た 組 織 を 分 析 す る こ と を 含 ん で も
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よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 血 管 新 生 部 位 を 診 断 す る 方 法 は 、 そ れ に よ っ て 悪 性 腫 瘍 ま た は 悪 性 組 織 を 正 確 に 同 定 し
て 切 除 す る 方 法 を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 陽 イ オ ン 脂 質 お よ び ヒ ト の 肉 眼 で 検 出 可 能 な 標 識 を
含 む 複 合 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 標 識 は 、 特 定 の 波 長 の 光 が 標 識 上 で 示 さ れ た 場 合 に ヒ
ト の 肉 眼 で 直 接 検 出 可 能 な 光 を 放 出 し て も よ い 。 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 複 合 体 は 血 管 新
生 内 皮 細 胞 に 結 合 す る 。 患 者 は い か な る 哺 乳 動 物 で も よ い が 、 一 般 に 、 手 術 を 受 け る ヒ ト
で あ る 。 外 科 的 に 患 者 を 切 開 し て 、 標 識 が 蛍 光 を 発 す る よ う に な る 光 に 腫 瘍 を 暴 露 す る 。
蛍 光 を 発 す る 組 織 全 体 を 切 除 す る 。 こ の よ う に 、 こ の 方 法 に よ っ て 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を
含 む い か な る 組 織 も 、 正 確 な 位 置 を 特 定 し て 、 切 除 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 組 成 物 が 血 中 で 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し
て よ り 大 き い 親 和 性 を 有 し 、 組 成 物 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 入 る よ う に 新 生 血 管 の 血 管 新 生
内 皮 細 胞 に し ば ら く の 間 選 択 的 に 会 合 す る 、 陽 イ オ ン 脂 質 と 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質
と を 含 む 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 影 響 を 及 ぼ す 組 成 物 を 含 む 。 本 組 成 物 は 、 好 ま し
く は 哺 乳 動 物 の 循 環 中 へ の 注 射 に よ っ て 投 与 す る た め に 製 剤 化 さ れ る 。 組 成 物 は 好 ま し く
は 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 す る 親 和 性 が 好 ま し く は ５
倍 以 上 、 よ り 好 ま し く は 10倍 以 上 で あ る 。 組 成 物 は 、 好 ま し く は 陽 イ オ ン 脂 質 を ５ モ ル ％
以 上 含 み 、 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 は 、 好 ま し く は 血 管 新 生 の 阻 害 剤 で あ る が 、 組 成
物 を 創 傷 治 癒 に 用 い る 場 合 に は 血 管 新 生 の 促 進 剤 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 影 響 を 及 ぼ し 、 そ れ に よ っ て 血 管 新 生 を
阻 害 ま た は 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 は 、 リ ポ ソ ー ム が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 選 択 的 に 会 合 し 、 血 管 新
生 を 行 っ て い な い 対 応 す る 内 皮 細 胞 と は 会 合 し な い よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る 、 検 出 可 能
な 標 識 を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 血 管 新 生 部 位 を 診 断 す る 方 法
を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 は 、 陽 イ オ ン 脂 質 と 、 血 管 新 生 を 阻 害 も し く は 促 進 す る よ う 特
異 的 に 企 図 さ れ デ ザ イ ン さ れ た 化 合 物 と を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 提 供 す る こ と で あ っ
て 、 該 化 合 物 は 、 水 溶 性 で あ っ て も 、 水 中 に 容 易 に 分 散 す る も の で あ っ て も 、 ま た は 脂 質
に 適 合 性 で 脂 質 二 重 層 に 取 り 込 ま れ る も の で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 は 、 そ の 結 果 、 血 管 中 の 血 流 を 妨 害 ま た は 完 全 に 遮 断 す る 局 所
血 管 内 凝 血 が 起 こ る よ う に 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 影 響 を 及 ぼ す 方 法 を 提 供 す る こ
と で あ る 。
　 も う 一 つ の 目 的 は 、 検 出 可 能 な 標 識 で 細 胞 を 標 識 し 、 そ れ に よ っ て そ の 後 の 培 養 お よ び
／ ま た は 分 析 に お い て 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 周 辺 の 細 胞 と 区 別 す る こ と が で き る よ う に な
る 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 分 析 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 目 的 は 、 そ の 化 合 物 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 破 壊 し 、 そ の 後 腫
瘍 細 胞 を 破 壊 す る 、 腫 瘍 の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 毒 性 化 合 物 を 輸 送 す る こ と に よ っ て 、 望 ま
し く な い 腫 瘍 を 破 壊 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 へ 陽 イ オ ン 脂 質 ／ DNA複 合 体 を 輸 送 す る
こ と に よ っ て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 影 響 を 及 ぼ す 方 法 を 提 供 す る こ と で あ っ て 、 該
DNAが 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 好 ま し く は 独 自 に 会 合 し て い る 環 境 に お い て 選 択 的 に 活 性 化
さ れ る プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ れ て い る 、 す な わ ち プ ロ モ ー タ ー が 、 休 止 期 の 内 皮 細 胞 に お
い て は 活 性 化 さ れ な い 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 特 徴 は 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 、 血 管 新 生 に 関 与 し て い な い 対 応 す る
内 皮 細 胞 と 会 合 す る 場 合 よ り 、 は る か に 高 い 選 択 性 で （ ５ 倍 以 上 、 好 ま し く は 10倍 以 上 ）
血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 会 合 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 本 発 明 の 利 点 は 、 血 管 が 破 壊 さ れ 、 ま た は 凝 血 な ど に よ っ て 非 機 能 的 と な る よ う に 、 お
よ び 周 囲 の 組 織 （ 腫 瘍 細 胞 の よ う な ） に 対 す る 栄 養 供 給 が 遮 断 さ れ 、 そ れ に よ っ て 該 組 織
が 破 壊 さ れ る よ う に （ 例 え ば 固 形 腫 瘍 を 破 壊 す る ） 、 細 胞 が 影 響 を 受 け る （ 例 え ば 殺 さ れ
る ） 、 内 皮 細 胞 に 少 量 の 毒 性 化 合 物 を 正 確 に 輸 送 す る た め に 本 発 明 の 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー
ム を 用 い る こ と が で き る 点 で あ る 。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 利 点 は 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 、 進 行 中 の 血 管 新 生 に 関 連
し た 悪 性 ま た は 良 性 腫 瘍 に 関 連 し た 血 管 新 生 を 阻 害 す る た め に 用 い る こ と が で き る 点 で あ
る 。
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 利 点 は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 用 い て 、 血 管 新 生 を 促 進 す る
化 合 物 が 部 位 特 異 的 に 輸 送 さ れ 、 そ れ に よ っ て 創 傷 治 癒 が 増 強 さ れ る 点 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 特 徴 は 、 い く つ か の ク ラ ス の 疾 患 お よ び ／ ま た は 異 常 を 、 異 常 に 関 係 す
る 組 織 を 直 接 治 療 す る こ と な く 治 療 す る こ と 、 例 え ば 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、
腫 瘍 へ の 血 管 供 給 を 遮 断 し 、 い か な る 方 法 に お い て も 腫 瘍 細 胞 を 直 接 治 療 す る こ と な く 腫
瘍 を 殺 す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の こ れ ら な ら び に 他 の 目 的 、 利 点 お よ び 特 徴 は 、 添 付 の 図 面 と 共 に 本 明 細 書 に 提
供 さ れ た 開 示 を 読 む こ と に よ っ て 当 業 者 に は 明 ら か と な る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 方 法 に お い て 用 い ら れ る 血 管 新 生 内 皮 細 胞 お よ び リ ポ ソ ー ム に 選 択 的 に 影 響 を 及 ぼ す
／ 標 識 す る 本 方 法 を 記 述 す る 前 に 、 記 述 の 特 定 の リ ポ ソ ー ム 、 方 法 、 ま た は 活 性 物 質 は 、
当 然 の こ と な が ら 変 更 し て も よ い た め 、 本 発 明 は そ れ ら に 制 限 さ れ な い と 理 解 す べ き で あ
る 。 同 様 に 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 は 特 定 の 態 様 の み を 記 述 す る こ と を 目 的 と し て お
り 、 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 制 限 さ れ る た め 、 制 限 的 に 解 釈 さ れ な
い こ と も 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 単 数 形 「 １ つ の (a, an)
」 、 お よ び 「 そ の （ the） 」 と は 、 本 文 で 明 ら か に そ う で な い と 述 べ て い る 場 合 で な け れ
ば 複 数 形 を 含 む こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 「 １ つ の リ ポ ソ ー
ム （ a liposome） 」 と い う 語 は 、 そ の よ う な リ ポ ソ ー ム の 混 合 物 お よ び 多 数 の リ ポ ソ ー ム
を 含 み 、 「 １ つ の 物 質 （ an agent） 」 と い う 語 は 、 多 数 の 物 質 お よ び そ の 混 合 物 を 含 み 、
そ し て 「 そ の 方 法 （ the method） 」 と い う 語 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の タ イ プ の １ つ 以 上 の 方
法 ま た は 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 の 刊 行 物 は 、 本 出 願 の 提 出 日 以 前 の 開 示 に 限 っ て 提 供 し て い る 。 本 明 細
書 の い か な る 開 示 も 、 先 行 発 明 に 基 づ い て 、 本 開 示 が な さ れ た 日 付 を 早 め る 権 利 が 本 発 明
者 ら に は な い と 自 認 し た と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 途 定 義 し て い な い 限 り 、 本 明 細 書 に お け る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 本 発 明
が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細
書 に 記 述 の も の と 類 似 ま た は 同 等 で あ る い か な る 方 法 お よ び 材 料 も 、 本 発 明 の 実 践 ま た は
試 験 に お い て 用 い る こ と が で き る が 、 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 を 本 明 細 書 に 記 述 す る 。 本
明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 は 、 刊 行 物 が 引 用 さ れ て い る 本 発 明 の 具 体 的 局 面 を 開 示 し
説 明 す る 目 的 で 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 治 療 」 、 「 治 療 し て い る 」 、 「 治 療 す る 」 等 の 用 語 は 、
一 般 に 、 望 ま し い 薬 理 学 的 お よ び ／ ま た は 生 理 学 的 作 用 を 得 る こ と を 意 味 す る よ う 用 い ら
れ る 。 作 用 は 、 疾 患 ま た は そ の 症 状 を 完 全 に ま た は 部 分 的 に 予 防 す る と い う 点 に お い て 予
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防 的 で あ っ て も よ く 、 な ら び に ／ ま た は 、 疾 患 お よ び ／ も し く は 疾 患 に 帰 す る こ と が で き
る 副 作 用 の 部 分 的 も し く は 完 全 な 安 定 化 ま た は 治 癒 と い う 点 に お い て 治 療 的 で あ っ て も よ
い 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 治 療 」 と は 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に お け る 疾 患 の い か な る 治
療 に も 適 用 さ れ 、 以 下 の 段 階 を 含 む ：
（ a） 疾 患 も し く は 症 状 に 対 し て 素 因 を 有 す る 可 能 性 が あ る が 、 ま だ そ れ を 有 す る と 診 断
さ れ て い な い 被 験 者 に お い て 疾 患 も し く は 症 状 が 起 こ る こ と を 防 止 す る 段 階 ；
（ b） 疾 患 の 症 状 を 阻 害 す る 、 す な わ ち そ の 発 症 を 停 止 さ せ る 段 階 ； ま た は
（ c） 疾 患 の 症 状 を 軽 減 す る 、 す な わ ち 疾 患 も し く は 症 状 の 退 行 を 引 き 起 こ す 段 階 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 血 管 新 生 」 と い う 用 語 は 、 新 し い 血 管 の 発 生 を 含 む 組 織 血 管 形 成 の プ ロ セ ス を 指 す 。
血 管 新 生 は 、 以 下 の ３ つ の メ カ ニ ズ ム の 一 つ を 通 じ て 起 こ る ： （ 1） 新 生 血 管 形 成 、 内 皮
細 胞 は 、 新 血 管 の 形 成 を 開 始 さ せ る 既 存 の 血 管 か ら 遊 走 す る ； （ 2） 血 管 形 成 、 前 駆 細 胞
か ら デ ノ ボ で 血 管 を 生 じ る ； ま た は （ 3） 血 管 拡 張 、 既 存 の 小 血 管 の 直 径 が 広 げ ら れ て 、
よ り 大 き な 血 管 が 形 成 さ れ る （ ブ ラ ッ ド &ゼ ッ タ ー （ Blood, C. H., and Zetter, B. R.）
、 1990、 Biochem. Biophys. Acta. 1032： 89～ 118） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 血 管 新 生 は 、 新 生 児 の 成 長 の 正 常 な プ ロ セ ス に お い て 、 お よ び 黄 体 形 成 サ イ ク ル の 際 に
女 性 の 生 殖 系 に お い て 、 重 要 な プ ロ セ ス で あ る （ モ ー ゼ ス ら （ Moses, M. A.） 、 1990、 Sc
ience 248： 1408～ 10参 照 ） 。 正 常 な 条 件 下 で は 、 既 存 ま た は 新 し い 血 管 の 新 た な 形 成 ま
た は 再 形 成 を 含 む 全 て の プ ロ セ ス は 、 自 己 制 御 性 の プ ロ セ ス で あ っ て 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ
の 増 殖 は 調 節 さ れ 協 調 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 血 管 新 生 は ま た 、 創 傷 治 癒 な ら び に 、 組 織 の 炎 症 、 関 節 炎 、 喘 息 、 腫 瘍 の 増 殖 、 糖 尿 病
網 膜 症 、 お よ び そ の 他 の 条 件 を 含 む 多 く の 臨 床 疾 患 の 病 因 に 関 係 し て い る 。 血 管 新 生 に 関
連 す る 臨 床 発 現 は 、 血 管 新 生 疾 患 と 呼 ば れ る （ フ ォ ー ク マ ン &ク ラ グ ス ブ ル ン （ Folkman, 
J. and Klagsbrun, M.） 、 1987、 Science 235： 442～ 7） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 多 く の 実 験 は 、 正 常 お よ び 病 的 な 状 態 の い ず れ の 際 に も 、 血 液 供 給 が 不 十 分 で あ る 条 件
下 で 、 組 織 が 血 管 新 生 を 促 進 す る 血 管 新 生 因 子 を 生 成 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し て い
る 。 こ れ ら の 因 子 お よ び 化 合 物 は 、 細 胞 特 異 性 、 お よ び そ れ に よ っ て そ れ ら が 新 し い 血 管
の 増 殖 を 誘 導 す る メ カ ニ ズ ム が 異 な る 。 こ れ ら の 因 子 は 多 様 な メ カ ニ ズ ム を 通 じ て 機 能 す
る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 、 内 皮 細 胞 の 遊 走 お よ び 増 殖 を 誘 導 す る 、 ま た は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 産 生
を 刺 激 す る 可 能 性 が あ る （ ク ラ グ ス ブ ル ン &ダ モ ー ル （ Klagsbrun, M. and D'Amore, P. A
.） 、 1991、 「 血 管 新 生 の 制 御 因 子 （ Regulators of angiogenesis） 」 、 Ann. Rev. Physi
ol. 53： 217～ 39） 。 血 管 新 生 活 性 の 直 接 的 定 量 が で き る 多 く の バ イ オ ア ッ セ イ が 存 在 す
る （ ウ ィ ル テ ィ ン グ ら （ Wilting, J.） 、 1991、 「 増 殖 因 子 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 試 験 の
た め の 改 変 漿 尿 膜 （ CAM） ア ッ セ イ 。 担 体 、 PBS、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 お よ び bFGFの 作 用 に 関
す る 研 究 （ A Modified chorioallantoic menbrane（ CAM） assay for qualitative and qu
antitative study of growth factors. Studies on the effects of carriers, PBS, ang
iogenin, and bFGF） 」 、 Anal. Embrol. （ Berl） 183： 259～ 71） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 血 管 新 生 阻 害 剤 は 、 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る か も 知 れ な い と 提 唱 さ れ て い る 。 例 え ば 、
血 管 新 生 を 阻 害 す れ ば 腫 瘍 の 増 殖 を 制 限 す る 可 能 性 が あ る 。 （ 1） 血 管 新 生 因 子 の 放 出 を
阻 害 す る 、 （ 2） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ う な 手 段 を 用 い て 血 管 新 生 因 子 を 中 和 す る 、 お
よ び （ 3） 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 分 子 で あ る 抗 血 管 新 生 因 子 を 用 い て 、
内 皮 細 胞 反 応 を 阻 害 す る （ フ ォ ー ク マ ン ら （ Folkman, J.） 、 1992、 Seminars in Cancer 
Biology 3： 89～ 96） こ と を 含 む 、 血 管 新 生 を 阻 害 す る い く つ か の 手 段 が 提 唱 さ れ て い る
。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 基 底 膜 代 謝 回 転 阻 害 剤 、 血 管 抑 制 性 ス テ ロ イ ド 、 真 菌 由 来 阻 害 剤
、 血 小 板 第 ４ 因 子 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 ペ ニ シ ラ ミ ン の よ う な 関 節 炎 剤 、 お よ び 特 に α
-イ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど の 、 い く つ か の そ の よ う な 内 皮 細 胞 阻 害 因 子 が 報 告 さ れ て い る （
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例 え ば 、 フ ォ ー ク マ ン ら （ Folkman, J.） 、 1992、 Seminars in Cancer Biology 3： 89～ 9
6； 例 え ば 、 ス テ ピ エ ン ら （ Stepien, H.） 、 1996、 「 フ マ ギ リ ン と そ の 誘 導 体 TNP-470が
フ ィ ッ シ ャ ー 344系 ラ ッ ト の エ ス ト ロ ゲ ン 誘 発 プ ロ ラ ク チ ノ ー マ の 機 能 、 形 態 、 お よ び 血
管 新 生 に 及 ぼ す 阻 害 効 果 （ Inhibitory effects of fumagillin and its analogue TNP-47
0 on the function, morphology, and angiogenesis of an oestrogen-induced prolacti
noma in Fischer rats） 」 、 J. Endocrinol. 150： 99～ 106； メ イ オ ン ら （ Maione, T. E.
） 、 1990、 「 組 換 え 型 ヒ ト 血 小 板 第 ４ 因 子 お よ び 関 連 ペ プ チ ド に よ る 血 管 新 生 の 阻 害 （ In
hibiton of angiogenesis by recombinant human platelet factor-4 and related pepti
des） 」 、 Science 247： 77～ 9を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 内 皮 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 循 環 系 の 内 表 面 に 存 在 す る 単 純 な 扁 平 細 胞 の 単 層 で あ る 、
内 皮 を 形 成 す る 細 胞 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 通 常 の 条 件 下 で は 増 殖 は 非 常 に 遅 く 、
細 胞 分 裂 は 、 お そ ら く １ 年 に １ 回 だ け で あ る が 、 細 胞 分 裂 能 を 保 持 し て い る 。 内 皮 細 胞 の
増 殖 は 、 [3H]チ ミ ジ ン を 用 い て S期 の 細 胞 を 標 識 す る こ と に よ っ て 示 す こ と が で き る 。 正
常 血 管 で は 、 標 識 さ れ る 内 皮 細 胞 の 比 率 は 、 動 脈 の 分 岐 点 で 特 に 高 く 、 こ こ で は 細 胞 の 乱
れ と 摩 耗 が 代 謝 回 転 を 刺 激 す る よ う に 思 わ れ る （ ゴ ス （ Goss, R. J.） 、 1978、 The Physi
ology of Growth、 Academic Press、 New York, 120～ 137頁 ） 。 正 常 な 内 皮 細 胞 は 休 止 期
に あ る 、 す な わ ち 分 裂 せ ず 、 そ の た め 、 以 下 に 述 べ る よ う に 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 識 別 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 内 皮 細 胞 は ま た 、 血 管 新 生 に お い て 重 要 な プ ロ セ ス で あ る 遊 走 能 を 有 す る 。 内 皮 細 胞 は
、 創 傷 修 復 の 際 の よ う に 必 要 が 生 じ た 場 合 、 ま た は 腫 瘍 形 成 の 場 合 の よ う に そ れ ら に 対 す
る 認 め ら れ た 必 要 性 が 生 じ た 場 合 に 、 イ ン ビ ボ で 新 し い 毛 細 管 を 形 成 す る 。 新 し い 血 管 の
形 成 は 血 管 新 生 と 命 名 さ れ て お り 、 こ れ に は 内 皮 細 胞 に と っ て 分 裂 誘 発 性 ま た は 化 学 誘 因
剤 と な り う る 分 子 （ 血 管 新 生 因 子 ） が 関 係 す る （ ク ラ グ ス ブ ル ン （ Klagsbrun、 前 記 ） 。
血 管 新 生 の 間 、 内 皮 細 胞 は 既 に 存 在 す る 毛 細 管 か ら 遊 走 し て 、 新 し い 血 管 の 形 成 を 開 始 す
る 、 す な わ ち １ つ の 血 管 か ら 、 そ の 血 管 が 伸 長 す る よ う に 細 胞 が 遊 走 す る （ ス パ イ デ ル （
Speidel, C. C.、 Am J. Anat. 52： 1～ 79） 。 内 皮 細 胞 の 増 殖 お よ び 遊 走 は い ず れ も 、 イ
ン ビ ト ロ 試 験 に よ っ て 示 さ れ て お り ； 培 養 さ れ て い る 内 皮 細 胞 は 増 殖 し て 、 自 発 的 に 毛 細
血 管 を 形 成 す る こ と が で き る （ フ ォ ー ク マ ン &ハ ウ デ ン シ ル ド （ Folkman, J., and Hauden
schild. C.） 、 1980、 Nature 288： 551～ 56） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 血 管 新 生 内 皮 細 胞 」 お よ び 「 血 管 新 生 を 行 い つ つ あ る 内 皮 細 胞 」 な ど の 用 語 は 、 （ 上
記 の よ う に ） 血 管 新 生 を 起 こ し つ つ あ る （ 上 記 の よ う な ） 内 皮 細 胞 を 意 味 す る た め に 、 本
明 細 書 に お い て 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う に 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 は 、 細 胞 分 裂 を ほ ぼ
１ 年 に １ 回 行 う 正 常 な 条 件 を は る か に 超 え た 速 度 で 増 殖 す る 内 皮 細 胞 で あ る 。 内 皮 細 胞 の
正 常 な 増 殖 ら の 分 化 速 度 は 、 正 常 な 増 殖 の ２ 倍 、 ５ 倍 、 ま た は 10 倍 以 上 で あ る か も 知 れ
ず 、 患 者 の 年 齢 お よ び 状 態 、 関 係 す る 腫 瘍 の タ イ プ 、 創 傷 の タ イ プ 等 の よ う な 要 因 に 応 じ
て 大 き く 変 化 す る こ と が あ り う る 。 正 常 な 内 皮 細 胞 と 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と の 増 殖 の 程 度 の
差 が 測 定 可 能 で 、 生 物 学 的 に 有 意 で あ る と 見 な さ れ れ ば 、 ２ つ の タ イ プ の 細 胞 は 、 本 発 明
に よ っ て 識 別 さ れ る 、 す な わ ち 血 管 新 生 内 皮 細 胞 は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 選 択 的 結 合 に
関 し て 、 対 応 す る 正 常 な 休 止 期 の 内 皮 細 胞 と 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 対 応 す る 内 皮 細 胞 」 、 「 正 常 な ま た は 休 止 期 の 内 皮 細 胞 」 な ど の 用 語 は 、 内 皮 細 胞 の
一 部 が 血 管 新 生 を 行 い 、 そ し て 内 皮 細 胞 の 一 部 が 休 止 期 で あ る 場 合 に 、 （ 通 常 の 条 件 下 で
） 同 じ タ イ プ の 組 織 の 中 に 含 ま れ る 正 常 な 休 止 期 の 内 皮 細 胞 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。 本
発 明 で は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 選 択 的 に 標 的 と し 、 こ れ は 対 応 す る 休 止 期 の 内 皮 細 胞 を 標
的 と す る 場 合 よ り ５ 倍 大 き い 、 好 ま し く は 10倍 大 き い 選 択 性 で 標 的 と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 脂 質 」 と い う 用 語 は 、 脂 肪 、 脂 質 、 水 に 不 溶 性 で あ る 原 形 質 の ア ル コ ー ル ・ エ ー テ ル
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・ 可 溶 性 成 分 を 含 む 、 一 般 用 語 と し て の そ の 従 来 の 意 味 に お い て 用 い ら れ る 。 脂 質 に は 、
脂 肪 、 脂 肪 油 、 精 油 、 ワ ッ ク ス 、 ス テ ロ イ ド 、 ス テ ロ ー ル 、 燐 脂 質 、 糖 脂 質 、 ス ル ホ リ ピ
ッ ド 、 ア ミ ノ リ ピ ッ ド 、 ク ロ モ リ ピ ッ ド （ リ ポ ク ロ ー ム ） 、 お よ び 脂 肪 酸 が 含 ま れ る 。 こ
の 用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る 、 お よ び 合 成 的 に 生 成 さ れ る 脂 質 の 双 方 を 含 む 。 本 発 明 に 関 連
し て 好 ま し い 脂 質 は 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン お よ び フ ォ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン
、 な ら び に ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 含 む 燐 脂 質 で あ る 。 脂 肪 酸 が 存 在 す る 場 合 、 そ れ ら の 長
さ は 炭 素 数 12～ 24個 で 、 不 飽 和 結 合 （ 二 重 結 合 ） を ６ 個 ま で 含 み 、 ア シ ル ま た は エ ー テ ル
結 合 に よ っ て 骨 格 に 結 合 し て い る 。 骨 格 に １ つ 以 上 の 脂 肪 酸 が 結 合 し て い る 場 合 、 脂 肪 酸
は 異 な る も の で あ っ て も よ く （ 非 対 称 ） 、 ま た は 例 え ば リ ゾ レ シ チ ン の よ う に １ つ の 脂 肪
酸 鎖 の み が 存 在 し て も よ い 。 特 に 、 卵 黄 、 ウ シ の 心 臓 、 脳 、 も し く は 肝 臓 、 ま た は 大 豆 か
ら 精 製 し た レ シ チ ン （ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ） の よ う に 、 非 イ オ ン 性 の 脂 質 が 天 然 資 源
に 由 来 す る 場 合 、 混 合 製 剤 も ま た 可 能 で あ る 。 ス テ ロ イ ド お よ び ス テ ロ ー ル 、 特 に コ レ ス
テ ロ ー ル お よ び ス テ ロ ー ル は ３ b位 で 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 陽 イ オ ン 脂 質 」 と い う 用 語 は 、 陽 イ オ ン 性 で あ る 本 発 明
の い か な る 脂 質 （ 既 に 定 義 し た よ う に ） も 含 む 。 脂 質 は 、 測 定 時 に 利 用 で き る 機 器 に よ っ
て 測 定 可 能 な 陽 性 電 荷 （ 生 理 的 pHに お い て ） を 有 す る 場 合 に は 陽 イ オ ン で あ る と 判 定 さ れ
る 。 陽 イ オ ン 脂 質 上 に 脂 肪 酸 が 存 在 す る 場 合 、 そ れ ら の 長 さ は 炭 素 数 12～ 24個 で 、 不 飽 和
結 合 （ 二 重 結 合 ） ６ 個 ま で を 含 み 、 ア シ ル ま た は エ ー テ ル 結 合 の い ず れ か に よ っ て 骨 格 と
結 合 し て い る ； 骨 格 に １ 個 の 脂 肪 酸 鎖 の み が 結 合 し て い る こ と も あ り 得 る 。 １ つ 以 上 の 脂
肪 酸 が 骨 格 に 結 合 し て い る 場 合 、 脂 肪 酸 は 異 な る も の （ 非 対 称 ） で あ っ て も よ い 。 混 合 製
剤 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 と い う 用 語 は 脂 質 二 重 層 に よ っ て 囲 い 込 ま れ た 任 意 の 分 画 を 含 む 。 リ ポ
ソ ー ム は 脂 質 小 胞 と も 呼 ば れ る 。 リ ポ ソ ー ム を 形 成 す る た め に 、 脂 質 分 子 は 、 伸 長 し た 非
極 性 （ 疎 水 性 ） 部 分 と 極 性 （ 親 水 性 ） 部 分 と を 含 む 。 分 子 の 疎 水 性 部 分 お よ び 親 水 性 部 分
は 、 好 ま し く は 、 伸 長 し た 分 子 構 造 の ２ つ の 両 端 に 存 在 す る 。 そ の よ う な 脂 質 が 水 中 に 拡
散 す る と 、 そ れ ら は 自 発 的 に ラ メ ラ と 呼 ば れ る 二 重 膜 を 形 成 す る 。 ラ メ ラ は 、 互 い に 向 か
い 合 う 非 極 性 （ 疎 水 性 ） 表 面 と 水 性 溶 媒 に 面 す る 極 性 （ 親 水 性 ） 表 面 と を 有 す る 、 脂 質 分
子 の ２ つ の 単 層 シ ー ト か ら 成 る 。 脂 質 に よ っ て 形 成 さ れ た 膜 は 、 細 胞 の 内 容 物 を 囲 い 込 む
細 胞 膜 と 同 様 に 、 水 相 の 部 分 を 囲 い 込 む 。 こ の よ う に 、 リ ポ ソ ー ム の 二 重 層 は 細 胞 膜 に 蛋
白 質 成 分 が 存 在 し な い 細 胞 膜 と 類 似 性 を 有 す る 。 本 発 明 に 関 連 し て 用 い ら れ る よ う に リ ポ
ソ ー ム と い う 用 語 は 、 一 般 に 直 径 が １ ～ 10μ mで 、 そ の ど こ か に ２ ～ 数 100個 の 同 心 性 の 脂
質 二 重 層 を 水 相 の 層 と 交 互 に 含 む 多 重 ラ メ ラ リ ポ ソ ー ム を 含 む が 、 同 様 に 、 単 一 の 脂 質 層
を 含 み 、 一 般 に 多 重 ラ メ ラ リ ポ ソ ー ム を 超 音 波 処 理 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ る 直 径 20～
100ナ ノ メ ー ト ル の 単 ラ メ ラ 小 胞 も 含 む 。
　 好 ま し い リ ポ ソ ー ム は 、 単 一 の 脂 質 二 重 層 を 有 し 、 直 径 の 範 囲 が 25～ 200 nmで あ る 小 さ
い 単 ラ メ ラ 小 胞 （ SUV） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA、 RNAお よ び 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 含 む ） リ ポ
ソ ー ム 複 合 体 は 、 好 ま し い リ ポ ソ ー ム か ら 調 製 さ れ る 。 複 合 体 は 、 陽 イ オ ン 脂 質 １ ～ 50 n
mol毎 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド １ μ gが 存 在 す る よ う に 調 製 さ れ る 。 DNA遺 伝 子 カ セ ッ ト か ら の
発 現 が 望 ま し い 最 終 産 物 で あ る 場 合 、 陽 イ オ ン 脂 質 に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 適 な 比
率 は 、 標 準 量 の DNAを 、 上 記 の 範 囲 内 の 異 な る 量 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム と 混 合 す る 、 一 連
の 製 剤 を 調 製 す る こ と に よ っ て 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。 次 に こ れ ら の 製 剤 を イ ン ビ ボ で 投 与
し て 、 最 も 高 い 発 現 を 生 じ る 製 剤 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 ０ mV以 上 の ゼ ー タ 電 位 を 有 す る と し て 機 能 的 に 定 義 す る こ と が
で き る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム 」 と い う 用 語 は 、 陽 イ オ ン 性 で あ る
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既 に 定 義 し た い か な る リ ポ ソ ー ム も 含 む も の と 解 釈 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 生 理 的 pHに お い
て 存 在 す る 場 合 に 陽 イ オ ン 性 で あ る と 決 定 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム 自 身 が 陽 イ オ ン 性 で あ る と
決 定 さ れ る 実 体 で あ る 、 と い う こ と は 、 イ ン ビ ボ の 環 境 に お い て そ の 生 理 的 pHに お い て 測
定 可 能 な 陽 性 電 荷 を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 、 他 の 物 質 に 結 合 す る よ う に な る と い う 意 味 で あ
る こ と に 留 意 さ れ た い 。 そ れ ら の 他 の 物 質 は 、 陰 性 に 荷 電 し て い て も よ く 、 そ れ に よ っ て
陽 性 電 荷 を 有 し な い 構 造 が 形 成 さ れ て も よ い 。 イ ン ビ ボ 環 境 に お い て 存 在 す る 本 発 明 の リ
ポ ソ ー ム の 電 荷 お よ び ／ ま た は 構 造 は 、 正 確 に は 決 定 さ れ て い な い 。 し か し 、 本 発 明 に し
た が っ て 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 身 が 陽 イ オ ン 性 で あ る い く つ か の 脂 質
を 少 な く と も 用 い て 生 成 さ れ る と 考 え ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 完 全 に 陽 イ オ ン 脂 質 だ け か ら
成 る 必 要 は な い が 、 生 理 的 pHに お い て 、 リ ポ ソ ー ム が 形 成 さ れ て イ ン ビ ボ 環 境 下 に 置 か れ
る 場 合 に 、 リ ポ ソ ー ム が 最 初 に 陽 性 電 荷 を 有 す る よ う に 陽 イ オ ン 脂 質 の 十 分 量 を 含 ま な け
れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ／ 陽 イ オ ン 脂 質 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 上 記 の 陽 イ オ ン
脂 質 と 混 合 し た RNAま た は DNA配 列 で あ っ て も よ く 、 お よ び 中 性 脂 質 を 含 ん で も よ い ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 組 合 せ を 指 す 。 DNA配 列 お よ び 陽 イ オ ン 脂 質 を 組 み 合 わ せ る 場 合 、 そ れ ら は
古 典 的 な リ ポ ソ ー ム で は な い 複 合 体 を 自 発 的 に 形 成 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 が 特 に 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ す よ う に デ ザ イ ン さ れ た 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ／ 陽 イ オ ン 脂 質 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 目 的 と す る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 血 管
新 生 内 皮 細 胞 を 殺 す 蛋 白 質 を コ ー ド す る も の で も よ い 。 配 列 は 、 好 ま し く は 、 血 管 新 生 内
皮 細 胞 の 環 境 内 に あ る 場 合 に 限 っ て 選 択 的 に 活 性 化 さ れ る 、 す な わ ち 対 応 す る 休 止 期 の 内
皮 細 胞 で は 活 性 化 さ れ な い 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ る 。 さ ら に 、 複 合 体 は 血 管
新 生 内 皮 細 胞 内 で 遺 伝 子 材 料 の 発 現 を 遮 断 し 、 そ れ に よ っ て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 機 能 を 重
度 に 破 壊 す る 、 お よ び ／ ま た は 細 胞 を 殺 す 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 配 列 を 含 ん で も よ い
。 DNAは プ ラ ス ミ ド で あ っ て も 、 直 鎖 状 で あ っ て も よ い 。 遺 伝 子 産 物 が 望 ま し い 場 合 （ そ
れ 自 身 が RNA転 写 物 で あ る 、 ま た は 蛋 白 質 に 翻 訳 さ れ る ） 、 DNAプ ロ モ ー タ ー 配 列 と 、 遺 伝
子 産 物 を コ ー ド す る DNA配 列 と を 含 む 発 現 カ セ ッ ト が 必 要 で あ る 。 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合
以 外 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に ア ン チ セ ン ス で の 用 途 に お い て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 会 合 す る 」 と い う 用 語 は 、 リ ポ ソ ー ム お よ び ／ ま た は そ の 内 容 物 が 内 皮 細 胞 に 入 る た
め に 十 分 な 期 間 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 十 分 に 近 接 し て 存 在 す る 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ
ー ム の 作 用 を 意 味 す る 。 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム は 多 様 な 状 況 に お い て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 会
合 し て も よ い が 、 最 も 好 ま し く は 、 イ ン ビ ボ 条 件 の 場 合 に 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 す る 。
こ の よ う に 、 リ ポ ソ ー ム は 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と の 会 合 前 に 、 血 流 中 に 存 在 す る 他 の 分 子 ま
た は 物 質 と の 接 着 、 結 合 、 ま た は 会 合 に よ っ て 改 変 し て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム と 血 管 新 生 内
皮 細 胞 と の 会 合 に は 、 ２ つ の 無 関 係 な 分 子 、 す な わ ち ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び ヒ ト ト ラ
ン ス フ ェ リ ン の よ う な 別 の 巨 大 分 子 間 に 起 こ る 非 特 異 的 相 互 作 用 の よ う な 多 様 な 力 が 原 因
と な る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 分 子 間 力 は 、 （ 1） 静 電 気 的 ； （ 2） 水 素 結 合 ； （ 3） 疎 水
性 ； お よ び （ 4） フ ァ ン ・ デ ル ・ ワ ー ル ス 力 で あ る 、 ４ つ の 一 般 領 域 に 分 類 さ れ る と 考 え
ら れ る 。 静 電 気 力 は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム 上 の 反 対 荷 電 基 と 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 上 ま た は
細 胞 内 に 存 在 す る 基 と の 間 の よ う な 、 反 対 荷 電 イ オ ン 基 間 の 引 力 に よ る 。 引 力 （ F） は 、
電 荷 間 の 距 離 （ d） の 平 方 に 反 比 例 す る 。 水 素 結 合 力 は 、 親 水 基 間 の 可 逆 的 な 水 素 架 橋 の
形 成 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム は 、 -COOHの よ う な 親 水 性 基 を 含 ん で も よ
く 、 -OH、 -NH2基 で あ っ て も よ い 類 似 の 基 が 内 皮 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 し て も よ い 。 こ れ ら
の 力 は 、 こ れ ら の 基 を 有 す る ２ つ の 分 子 の 近 接 し た 位 置 に 大 き く 左 右 さ れ る 。 疎 水 性 の 力
は 、 水 中 の 油 滴 が 融 合 し て 単 一 の 大 き い 油 滴 と な る 場 合 と 同 様 に 機 能 す る 。 従 っ て 、 本 発
明 の リ ポ ソ ー ム 中 に 存 在 す る 基 の よ う に 、 非 極 性 の 疎 水 基 は 、 水 性 環 境 で 会 合 す る 傾 向 が
あ り 、 内 皮 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る 疎 水 基 と 会 合 す る 傾 向 が あ る 可 能 性 が あ る 。 最 後 に 、
フ ァ ン ・ デ ル ・ ワ ー ル ス 力 は 分 子 間 で 生 じ 、 外 部 の 電 子 雲 の 間 の 相 互 作 用 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 「 選 択 的 に 会 合 す る 」 お よ び 「 選 択 的 に 標 的 化 す る 」 等 の 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、
血 管 新 生 に 関 係 し て い な い 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム と の 会 合 よ り 高
い 程 度 で 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 さ せ る 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ
ソ ー ム の 特 性 を 記 述 す る た め に 用 い ら れ る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 選 択 的 ま た は 好 ま し い 会 合
は 、 リ ポ ソ ー ム が 、 血 管 新 生 を 行 わ な い 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 、 血 管 新 生 を
行 う 内 皮 細 胞 と ５ 倍 以 上 の 高 い 程 度 で 会 合 す る こ と を 意 味 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 好 ま し
い ま た は 選 択 的 な 会 合 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と の 間 の 選 択 性 が
10倍 以 上 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 癌 」 と い う 用 語 は 、 不 適 当 な 細 胞 増 殖 の 疾 患 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 混 乱 は 、 腫 瘍 組
織 の 塊 が 生 体 臓 器 の 機 能 を 損 な う 場 合 に 、 臨 床 的 に 最 も 明 ら か と な る 。 正 常 組 織 お よ び 悪
性 組 織 は 、 単 細 胞 レ ベ ル に お い て 、 お よ び 組 織 レ ベ ル に お い て 、 類 似 の 増 殖 特 徴 を 有 す る
た め 、 正 常 な 組 織 の 増 殖 を 記 述 す る 考 え 方 を 悪 性 組 織 に も 適 用 で き る 。 癌 は 、 細 胞 増 殖 調
節 の 障 害 で あ る と 共 に 組 織 増 殖 調 節 が 障 害 さ れ た 疾 患 で も あ る 。 倍 加 時 間 と は 、 組 織 ま た
は 腫 瘍 の 大 き さ ま た は 細 胞 数 が 倍 加 す る た め に 必 要 な 時 間 を 指 す 。 臨 床 的 に 明 ら か な 腫 瘍
の 倍 加 時 間 は 通 常 、 腫 瘍 に 含 ま れ る 細 胞 の 細 胞 周 期 時 間 よ り か な り 長 い 。 し か し 、 腫 瘍 と
は 異 な り 、 成 人 に お け る 正 常 な 肝 臓 、 心 臓 、 ま た は 肺 は 、 細 胞 生 産 と 細 胞 死 の 速 度 が 等 し
く な る 定 常 状 態 に あ る た め に 、 倍 加 時 間 を 有 し な い （ ス ト ッ ク デ ー ル （ Stockdale, F.）
、 1996、 「 癌 の 増 殖 と 化 学 療 法 （ Cancer growth and chemotherapy） 」 、 Scientific Ame
rican Medicine、 第 ３ 巻 、 Scientific American Press, New York、 12～ 18頁 ） 。 腫 瘍 の
増 殖 特 徴 は 、 新 し い 細 胞 の 産 生 が 細 胞 死 を 超 え る こ と で あ る ； 新 生 物 形 成 事 象 は 、 自 己 再
生 を 行 う 幹 細 胞 の 比 率 が 増 加 し 、 且 つ 成 熟 へ と 進 行 す る 細 胞 の 比 率 が 対 応 し て 減 少 す る 傾
向 が あ る （ マ ッ ク ロ ー チ ら （ McCulloch, E. A.） 、 1982、 「 急 性 骨 髄 芽 球 性 白 血 病 に お け
る 転 帰 の 変 化 に 対 す る 芽 球 細 胞 特 性 の 関 与 （ The contribution of blast cell propertie
s to outcome variation in acute myeloblastic leukemia（ AML） ） 」 、 Blood 59： 601
～ 608） 。 そ れ ぞ れ の 腫 瘍 集 団 に 関 し て 倍 加 時 間 が 存 在 し 、 特 異 的 増 殖 曲 線 を 確 立 す る こ
と が で き る （ ス ト ッ ク デ ー ル （ Stockdale, F.） 、 前 記 ） 。 腫 瘍 の 増 殖 パ タ ー ン は 、 腫 瘍
発 生 の 間 、 増 殖 速 度 は 最 初 は 非 常 に 速 く 、 そ の 後 大 き さ が 増 加 す る に つ れ て 徐 々 に 低 下 す
る こ と を 示 し た ゴ ム ペ ル ジ ア ン （ gomperzian） 曲 線 に よ っ て 説 明 す る こ と が で き る （ ス テ
ィ ー ル （ Steel, GG） 、 1977、 Growth kinetics of tumors、 Oxford University Press, I
nc.、 New York, 40頁 ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 添 付 の 図 面 は 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 標 的 に す る 際 の 高 い
選 択 性 を 視 覚 的 に 明 ら か に 示 し て い る 。 本 発 明 の 基 本 的 な 態 様 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 と 、 あ る 物 質 ま た は DNA／ 陽 イ オ ン 複 合 体 を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム と を 含 む 製 剤 を 投
与 す る （ 好 ま し く は 血 管 内 に 注 射 す る 、 よ り 好 ま し く は 動 脈 内 に 注 射 す る ） こ と に よ っ て
、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 影 響 を 及 ぼ す 方 法 を 含 む 。 そ の 物 質 は 、 血 管 新 生 を 阻 害 す
る 化 合 物 、 血 管 新 生 を 促 進 す る 化 合 物 、 お よ び ／ ま た は 検 出 可 能 な 標 識 で あ っ て も よ い 。
注 射 さ れ た 製 剤 中 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 新 生 血 管 壁 の 内 側 に 並 ぶ 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の
中 に 入 る （ エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て ） 。 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 リ ポ ソ ー ム そ の も の
お よ び ／ ま た は リ ポ ソ ー ム の 内 容 物 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 入 る た め に 十 分 な 時 間 お よ び 方
法 で 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 す る 。 そ の 後 、 細 胞 に 入 る 化 合 物 は 、 血 管 新 生 を 阻 害 も し
く は 促 進 す る こ と が で き る 、 ま た は 血 管 新 生 部 位 を 検 出 で き る よ う に す る 標 識 を 単 に 提 供
す る 。 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 標 的 と す る 選 択 性 は 、 添 付 の 図 面 を 参 考 に す る こ と に よ っ て 最
も よ く 理 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 １ は 、 そ の 上 に 大 き く 丸 い 濾 胞 （ 黄 色 ） が 存 在 す る マ ウ ス 卵 巣 の 一 部 を 示 す 。 血 管 新
生 は 、 正 常 な マ ウ ス 卵 巣 内 で 起 こ る た め に 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は
、 濾 胞 （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 増 殖 し つ つ あ る 血 管 の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 す る 。 し か し

10

20

30

40

50

(15) JP 2007-84565 A 2007.4.5

発 明 の 全 般 的 局 面



、 図 １ の 中 で 、 標 識 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の み と 会 合 し て い る の か 、 ま た は そ れ が 卵 巣 お よ
び 濾 胞 内 の 組 織 全 体 と 会 合 し て い る か 否 か を 明 ら か に 決 定 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ２ は 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） を 静 脈
内 注 射 し た マ ウ ス の 膵 臓 腫 瘍 の 切 片 を 示 す 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 血 管 新 生 は 腫 瘍 内 で 容
易 に 起 こ る 。 こ の よ う に 、 こ の 写 真 は 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ）
が 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 （ 緑 色 ） に 特 異 的 に 会 合 し て い る こ と を 示 す 証 拠 と な る 。 し か し 、
こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 特 異 性 を 歴 然 と 証 明 す る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 ３ お よ び ４ の 比 較 は 、 本 発 明 が 血 管 新 生 部 位 を 特 定 す る 能 力 が あ る こ と を 示 し て い る
。 図 ３ は 、 マ ウ ス の 正 常 な 膵 臓 組 織 内 の 血 管 を 示 す 写 真 で あ る 。 正 常 な 内 皮 細 胞 で は 、 対
応 す る 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 比 べ て 標 識 量 は は る か に 少 な い 。 こ の こ と は 、 マ ウ ス 内 の 膵 臓
腫 瘍 の 写 真 で あ る 図 ４ と 図 ３ を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 明 ら か に 示 さ れ る 。 図 ４ は 、 腫 瘍
領 域 内 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム 内 に 高 度 に 蓄 積 さ れ た 標 識 （ 黄 ～ オ レ ン ジ 色 ） が 含 ま れ る こ
と を 明 ら か に 示 し て い る 。 図 ３ と 図 ４ と に 大 き な 差 が あ る こ と か ら 、 腫 瘍 部 位 を 明 ら か に
し 且 つ 正 確 に マ ー ク す る た め に 本 発 明 を 利 用 で き る こ と が 示 さ れ る 。 し か し 、 図 ４ で は 多
量 の 標 識 が 新 生 血 管 に 会 合 し て い る た め 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 選 択 的 に 標 的 に す る 陽 イ オ
ン リ ポ ソ ー ム の 特 異 性 を 十 分 に 認 識 す る こ と は で き な い か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 ５ は 、 正 常 な マ ウ ス 膵 島 に お け る 血 管 （ 緑 色 ） の 写 真 で あ る 。 赤 ～ オ レ ン ジ 色 の 着 色
が 少 量 で あ る こ と か ら 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム と 、 膵 臓 組 織 の 血 管 の 内 側 に 沿 っ た 正 常 な 内
皮 細 胞 と の 会 合 は 限 ら れ て い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 特 異 性 は 、 図 ５ を 図 ６ と 比 較 す る こ と に よ
っ て よ り 明 ら か に 示 さ れ る 。 図 ６ は 、 マ ウ ス の 膵 臓 内 の 腫 瘍 の 新 生 血 管 の 内 皮 細 胞 に 標 識
が か な り 高 度 に 蓄 積 さ れ て い る こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 正 確 に 標 的 化 で き る こ と は 、 図 ７ お よ び ８ に
お い て は っ き り と 示 さ れ る 。 図 ７ は 、 蛍 光 標 識 が 血 管 の み と 会 合 し て い る こ と 、 す な わ ち
、 標 識 は 周 辺 の 組 織 に 漏 れ て い な い 、 ま た は 移 動 し て い な い こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。
特 異 性 は 図 ８ に お い て 最 も 明 確 に 示 さ れ 、 こ こ で は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 に 検 出 さ れ る 、
標 識 さ れ た 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム に 明 ら か に 焦 点 を 当 て て お り 、 標 識 が そ れ ら の 細 胞 に 特 異
的 で 、 周 辺 組 織 に 漏 れ て い な い 、 ま た は 移 動 し て い な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 ９ お よ び 10は 、 上 記 と 同 じ 作 用 を 、 異 な る 血 管 新 生 モ デ ル を 用 い て 示 し て い る 。 図 １
～ ８ は 全 て 、 正 常 ま た は 癌 様 組 織 の い ず れ か に 対 す る も の で あ っ た 。 図 ９ お よ び 10は そ れ
ぞ れ 、 マ ウ ス 気 管 の 正 常 組 織 お よ び 炎 症 組 織 を 示 す 。 よ り 詳 し く 述 べ る と 、 図 ９ は 、 気 管
の 正 常 な 血 管 、 す な わ ち 病 原 体 不 含 マ ウ ス の 気 管 を 示 す 。 図 10は 、 感 染 に よ っ て 血 管 新 生
が 起 こ っ た 気 管 の 血 管 を 示 し て い る 。 図 10で は 、 検 出 可 能 な 高 濃 度 の 標 識 が 現 れ て い る が
、 こ の こ と は 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 会 合 す る こ と
－ － 感 染 症 に よ っ て 血 管 新 生 へ と 誘 導 さ れ た 気 管 の 内 皮 細 胞 に 特 に 会 合 し て い る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 11は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 、 血 管 新 生 を 行 っ て い な い 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と の 会
合 能 に お け る 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 特 異 性 の 差 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 11に 示 す よ う に 、
本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム （ こ の 実 験 に 関 し て ） は 、 血 管 新 生 を 行 っ て い な い 対 応 す る
内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 す る 親 和 性 が 約 10倍 大 き い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 後 に 、 図 12お よ び 13は 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 中 に ど の
よ う に し て 入 る か を 示 し て い る 。 図 12で は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 表
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面 に 接 触 し て い る 。 図 13で は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 中 に エ ン ド サ
イ ト ー シ ス に よ っ て 入 り 、 細 胞 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 特 異 性 を 、 言 葉 で 表 し 、 数 値 に よ っ て 示 し た の で 、 当 業
者 は 、 本 発 明 を 利 用 す る た め に 異 な る 多 様 な 物 質 を 含 む 、 異 な る 多 様 な 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー
ム を 作 製 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 し か し 、 念 の た め 、 以 下 に 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム お
よ び そ の 製 造 方 法 に つ い て 説 明 し 、 そ の 後 に 血 管 新 生 を 阻 害 ま た は 促 進 す る 物 質 に つ い て
説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
リ ポ ソ ー ム
　 リ ポ ソ ー ム は 、 （ 上 記 の よ う な ） 陽 イ オ ン 脂 質 を 含 む 脂 質 を （ 上 記 の よ う に ） 水 溶 液 に
加 え て 、 数 秒 か ら 数 時 間 に わ た っ て 溶 液 を 攪 拌 す る こ と に よ っ て 容 易 に 形 成 す る こ と が で
き る 。 こ の 単 純 な 方 法 に よ っ て 、 自 発 的 に 、 直 径 約 １ ～ 10μ mの 範 囲 の 、 大 き い 多 重 ラ メ
ラ リ ポ ソ ー ム ま た は 小 胞 が 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の リ ポ ソ ー ム は 、 脂 質 が そ の 中 に 存 在 す る
水 相 の 層 と 交 互 に な る ２ ～ 数 100個 の 同 心 性 の 脂 質 二 重 層 を 含 む 。 血 管 新 生 を 阻 害 す る 、
血 管 新 生 を 促 進 す る 、 ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 提 供 す る 化 合 物 の よ う な 物 質 を 水 相 内 に 含
む こ と が で き る 。 物 質 は 好 ま し く は 水 溶 性 で 、 ま た は 少 な く と も 水 中 に 容 易 に 拡 散 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 水 層 の 厚 さ お よ び そ れ に よ り リ ポ ソ ー ム 内 に 捕 ら え ら れ る 水 相 の 総 量 は 、 荷 電 し た 脂 質
間 の 静 電 気 反 発 力 と 、 二 重 層 間 の フ ァ ン ・ デ ル ・ ワ ー ル ス 引 力 と の 全 体 と し て の バ ラ ン ス
に 依 存 す る 。 こ の よ う に 、 水 中 の 間 隙 （ し た が っ て 、 捕 ら え ら れ た 水 性 材 料 の 容 積 ） は 、
膜 に お け る 荷 電 脂 質 の 比 率 が 増 加 す る に つ れ て 、 ま た 水 相 に お け る 電 解 質 （ 荷 電 イ オ ン ）
の 濃 度 が 減 少 す る に つ れ て 増 加 す る 。 形 成 さ れ た 小 さ い リ ポ ソ ー ム ま た は 小 胞 は 単 ラ メ ラ
で あ り 、 大 き さ は 約 20～ 100 nmの 範 囲 で 、 多 重 ラ メ ラ 小 胞 を 超 音 波 処 理 す る こ と に よ っ て
作 製 す る こ と が で き る 。 大 き さ が 直 径 約 0.1～ １ μ mの 範 囲 で あ る 比 較 的 大 き な 単 ラ メ ラ リ
ポ ソ ー ム は 、 脂 質 を 有 機 溶 媒 ま た は 界 面 活 性 剤 に 溶 解 し 、 可 溶 化 剤 を 蒸 発 ま た は 透 析 に よ
っ て 除 去 し た 場 合 に 得 る こ と が で き る 。 特 定 の 脂 質 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 脱 水 ・ 水 和
条 件 を 必 要 と す る 方 法 に よ る 、 比 較 的 小 さ な 単 ラ メ ラ リ ポ ソ ー ム の 融 合 に よ っ て 、 細 胞 と
同 じ 大 き さ の 、 ま た は 細 胞 よ り 大 き い 単 ラ メ ラ 管 を 生 じ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 作 製 す る た め に は 、 少 な く と も い く つ か の 陽 イ オ ン 脂 質
を 用 い て リ ポ ソ ー ム を 産 生 す る こ と が 必 要 で あ る 。 し か し 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム
は 完 全 に 陽 イ オ ン 脂 質 の み で 構 成 さ れ て い る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 中 性 脂 質 を 約 45％ の 量
で 、 そ し て 陽 イ オ ン 脂 質 を 約 55％ の 量 を 用 い れ ば 、 本 発 明 に 関 連 し て 有 用 で 、 血 管 新 生 内
皮 細 胞 を 選 択 的 に 標 的 化 す る 陽 イ オ ン 脂 質 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 お よ び ／ ま た は 標 識 と 混 合 す る こ と
は 、 標 準 的 な 技 術 に 従 っ て リ ポ ソ ー ム が 調 製 さ れ る リ ポ ソ ー ム 調 製 物 を 含 む が 、 こ の 技 術
に よ っ て 、 例 え ば 塩 酸 1-{2-(9(Z)-オ ク タ デ セ ノ イ ル オ キ シ )エ チ ル }-2-(8(Z)-ヘ プ タ デ セ
ニ ル )3-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )イ ミ ダ ゾ リ ウ ム 9DOTAP)、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 お よ び テ キ サ ス
レ ッ ド DHPEの 溶 液 を 混 合 し て 、 蒸 発 乾 固 さ せ 、 そ の 後 脂 質 薄 膜 を ５ ％ デ キ ス ト ロ ー ス 中 で
再 度 水 和 し て 多 重 ラ メ ラ 小 胞 を 生 じ る 。 こ れ ら の 小 胞 を ポ リ カ ー ボ ネ ー ト ・ メ ン ブ レ ン フ
ィ ル タ ー を 通 じ て 押 し 出 し 、 単 ラ メ ラ 小 胞 を 得 る 。 リ ポ ソ ー ム お よ び 混 合 す べ き 物 質 、 例
え ば プ ラ ス ミ ド DNAを ５ ％ デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 中 ま た は 他 の 生 理 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 中
で 特 定 の 比 率 で 互 い に 混 合 す る 。 有 用 な 陽 イ オ ン 脂 質 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： DDAB
、 臭 化 ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム [Avanti Polar Lipidsお よ び Sigma Chemical
 Companyか ら 入 手 可 能 ]、 1,2-ジ ア シ ル -3-ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム -プ ロ パ ン 類 （ ジ オ レ
オ イ ル (DOTAP)、 ジ ミ リ ス ト イ ル 、 ジ パ ル ミ ト イ ル 、 ジ セ ア ロ イ ル を 含 む が 、 こ れ に 限 定
さ れ な い ） [こ れ ら は 全 て 、 Avanti Polar Lipidsか ら 入 手 可 能 ]、 1,2-ジ ア シ ル -3-ジ メ チ
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ル ア ン モ ニ ウ ム -プ ロ パ ン 類 （ ジ オ レ オ イ ル 、 ジ ミ リ ス ト イ ル 、 ジ パ ル ミ ト イ ル 、 ジ セ ア
ロ イ ル を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ） [こ れ ら は 全 て 、 Avanti Polar Lipidsか ら 入 手 可
能 ]DOTMA、 塩 化 N-[1-[2,3-ビ ス (オ レ オ イ ル オ キ シ )]プ ロ ピ ル ]-N,N,N-ト リ メ チ ル ア ン モ
ニ ウ ム 、 DOGS、 ジ オ ク タ デ シ ル ア ミ ド グ リ シ ル ス ペ ル ミ ン [Promega Corporationか ら 入 手
可 能 ]DC-コ レ ス テ ロ ー ル 、 3b-[N-(N',N'-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ タ ン )カ ル バ モ イ ル ]コ レ ス テ
ロ ー ル DOSPA、 2,3-ジ オ レ オ イ ル オ キ シ -N-(2(ス ペ ル ミ ン カ ル ボ キ サ ミ ド )-エ チ ル )-N,N-
ジ メ チ ル -1-プ ロ パ ン ア ン モ ニ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト 、 1,2-ジ ア シ ル -sn-グ リ セ ロ -
3-エ チ ル フ ォ ス フ ォ コ リ ン （ ジ オ レ イ ル (DOEPC)、 ジ ラ ウ ロ イ ル 、 ジ ミ リ ス ト イ ル 、 ジ パ
ル ミ ト イ ル 、 ジ ス テ ア ロ イ ル 、 パ ル ミ ト イ ル -オ レ オ イ ル を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
） [こ れ ら は Avanti Polar Lipidsか ら 入 手 可 能 ]、 b-ア ラ ニ ル コ レ ス テ ロ ー ル 、 CTAB、 臭
化 セ チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム diC14-ア ミ ジ ン 、 N-t-ブ チ ル -N'-テ ト ラ デ シ ル -3-テ ト
ラ デ シ ル ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン ア ミ ジ ン 、 14Dea2、 塩 酸 O,O'-ジ テ ト ラ デ カ ノ リ ル -N-(ト リ メ
チ ル ア ン モ ニ オ ア セ チ ル )ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 （ ヨ ウ 化 N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル -N,N'-
ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-2,3-ジ オ レ オ イ ル オ キ シ -1,4-ブ タ ン ジ ア ン モ ニ ウ ム [プ ロ メ
ガ ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン か ら 入 手 可 能 ]、 塩 化 1-[2-(9(Z)-オ ク タ デ セ ノ イ ル オ キ シ )エ チ ル ]
-2-(8(Z)-ヘ プ タ デ セ ニ ル -3-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )イ ミ ダ ゾ リ ニ ウ ム (DOTIM)、 塩 化 1-[2-
ヘ キ サ デ カ ノ イ ル オ キ シ )エ チ ル ]-2-ペ ン タ デ シ ル -3-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )イ ミ ダ ゾ リ ニ
ウ ム (DPTIM)、 塩 化 1-[2-テ ト ラ デ カ ノ イ ル オ キ シ )エ チ ル ]-2-ト リ デ シ ル -3-(2-ヒ ド ロ キ
シ エ チ ル )イ ミ ダ ゾ リ ウ ム (DMTIM)の よ う な 、 塩 化 1-[2-ア シ ル オ キ シ )エ チ ル ]2-ア ル キ ル (
ア ル ケ ニ ル )-3-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )イ ミ ダ ゾ リ ニ ウ ム 誘 導 体 。 最 後 の ３ 個 の 脂 質 は ソ ロ
デ ィ ン ら （ Solodin） 、 Biochem 43、 135737～ 13544、 1995に 記 述 さ れ て い る 。 こ れ は 、 ウ
ィ ス コ ン シ ン 州 の テ ィ ム ・ ヒ ー ス （ Tim Heath） の 研 究 室 か ら の 論 文 で 、 メ ガ ビ オ ス （ Meg
abios） は 脂 質 に 関 す る 発 明 の い く つ か に 対 し て 特 許 を 得 て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 以 下 の よ う な 、 ４ 級 ア ミ ン 上 に ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 部 分 を 含 む 、 2,3-ジ ア ル キ ル オ キ シ
プ ロ ピ ル ４ 級 ア ン モ ニ ウ ム 化 合 物 誘 導 体 ：
臭 化 1,2-ジ オ レ オ イ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DORI） ；
臭 化 1,2-ジ オ レ イ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DORIE
） ；
臭 化 1,2-ジ オ レ イ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DORI
E-HP） ；
臭 化 1,2-ジ オ レ イ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DORIE-
HB） ；
臭 化 1,2-ジ オ レ イ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ ペ ン チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DORI
E-HPe） ；
臭 化 1,2-ジ ミ リ ス チ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ ル エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DM
RIE） ；
臭 化 1,2-ジ パ ル ミ チ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DPRI
E） ；
臭 化 1,2-ジ ス テ リ ル オ キ シ プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DSRIE
） － こ れ ら の 脂 質 は バ イ カ ル 、 フ ェ ル ナ ー ら （ Vical, Felgner） 、 J. Biol. Chem. 269、
2550～ 2561、 1994 に よ っ て 作 製 さ れ た 。
　 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 陽 イ オ ン 脂 質 そ の も の か ら 、 ま た は 他 の 脂 質 と 混 合 し て 、 特 に
、 以 下 の 中 性 脂 質 と 混 合 し て 調 製 さ れ る ：
【 ０ ０ ６ ８ 】
コ レ ス テ ロ ー ル
　 1,2-ジ ア シ ル -sn-グ リ セ ロ -3-フ ォ ス フ ォ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 類 （ ジ オ レ オ イ ル (DOPE)を
含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い ； 大 き い 誘 導 体 フ ァ ミ リ ー は 、 Avanti Polar Lipidsか ら 入 手
で き る ） ；
　 1,2-ジ ア シ ル -sn-グ リ セ ロ -3-フ ォ ス フ ォ コ リ ン 類 （ 大 き い 誘 導 体 フ ァ ミ リ ー は 、 Avant
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i Polar Lipidsか ら 入 手 で き る ） 。
　 注 意 　 合 成 お よ び 天 然 の 双 方 の 非 対 称 の 脂 肪 酸 を 含 む こ と が で き 、 そ し て 上 記 の ジ ア シ
ル 誘 導 体 に 関 し て は 混 合 製 剤 を 含 む こ と が で き る 。
　 上 記 の タ イ プ の リ ポ ソ ー ム お よ び 当 業 者 が 想 起 す る そ の 他 の タ イ プ の リ ポ ソ ー ム は 、 血
管 新 生 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 、 お よ び ／ ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 物 質 を 含 む リ ポ ソ ー
ム と 共 に 本 発 明 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム の 一 例 は 、 血 管 新 生 を
阻 害 す る 脂 溶 性 ま た は 水 溶 性 物 質 を 含 む 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム で あ る 。 し か し 、 脂 溶 性 の 化
合 物 は 、 脂 質 二 重 層 の 中 に 存 在 し て も よ い 。 以 下 に 、 血 管 新 生 阻 害 剤 に つ い て の 説 明 を 記
述 す る 。 し か し 、 本 発 明 に よ り そ の 他 の も の が 当 業 者 に 想 起 さ れ る 、 お よ び ／ ま た は 開 発
さ れ る こ と 、 そ の よ う な 血 管 新 生 阻 害 剤 は 本 発 明 に 関 連 し て 容 易 に 使 用 す る こ と が で き る
こ と に 留 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
血 管 新 生 阻 害 剤
　 ヘ パ リ ン は 、 血 管 新 生 の 増 強 剤 で あ り 、 ヘ パ リ ン 拮 抗 剤 は 血 管 新 生 反 応 を 阻 害 す る こ と
が で き る 。 ヘ パ リ ン 結 合 蛋 白 質 で あ る プ ロ タ ミ ン は 、 抗 血 管 新 生 特 性 を 示 す （ タ イ ラ ー &
フ ォ ー ク マ ン （ Taylor, S. and Folkman, J. ） 、 1982、 「 プ ロ タ ミ ン は 血 管 新 生 の 阻 害
剤 で あ る （ Protamine is an inhibitor of angiogenesis） 」 、 Nature、 297、 307） が 、
こ れ を ヒ ト に 暴 露 す る と ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る た め 、 臨
床 的 に 有 用 で な い 。 も う 一 つ の 抗 血 管 新 生 剤 は 、 ヘ パ リ ン 結 合 蛋 白 質 で あ る メ ジ ャ ー 塩 基
性 蛋 白 質 で あ る が 、 こ れ も 非 常 に 毒 性 が 強 く 、 こ の た め ヒ ト で 使 用 す る に は 現 実 的 で な い
。 し か し 、 本 発 明 に よ っ て 高 度 に 選 択 的 な 標 的 化 が 得 ら れ た た め 、 血 管 新 生 を 阻 害 す る が
、 ヒ ト で の 治 療 応 用 に は 毒 性 が 強 す ぎ る と 思 わ れ る こ れ ら お よ び 他 の 化 合 物 は 、 非 常 に 少
量 で 用 い る こ と が で き る た め 、 当 然 有 用 と な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 血 小 板 第 ４ 因 子 （ PF4） は 、 ヘ パ リ ン 結 合 活 性 お よ び 抗 血 管 新 生 特 性 の 双 方 を 示 し 、 そ
れ は 他 の ヘ パ リ ン 拮 抗 剤 ほ ど 強 い 毒 性 を 示 さ な い た め 、 臨 床 的 に 有 用 と な る か も 知 れ な い
。 米 国 特 許 第 5,112,946号 に 開 示 さ れ た PF4の 化 学 改 変 体 は 、 PF4の 抗 血 管 新 生 特 性 を 増 強
す る 。 こ れ ら の 改 変 に は 、 そ の 遊 離 の ア ミ ノ 基 を フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で
修 飾 し た PF4類 似 体 の 産 生 、 蛋 白 質 の 構 造 的 組 成 が 特 に 変 化 し た PF4変 異 体 の 産 生 、 お よ び
抗 血 管 新 生 特 性 を 保 持 す る PF4断 片 の 産 生 が 含 ま れ る 。 特 に 、 PF4の カ ル ボ キ シ 末 端 に 相 当
す る ア ミ ノ 酸 13個 の 合 成 ペ プ チ ド は 、 強 い 抗 血 管 新 生 （ angiostatic） 活 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 多 様 な ス テ ロ イ ド が 、 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 抗 血 管 新 生 活 性 は
、 ヘ パ リ ン ま た は 関 連 す る 分 子 の 付 加 に よ っ て 増 強 さ れ る （ フ ォ ー ク マ ン 、 ワ イ ズ ら （ Fo
lkman, J., Weisz, P. B.） 、 1989、 「 合 成 ヘ パ リ ン 置 換 体 に よ る 血 管 新 生 の 制 御 （ Contr
ol of angiogenesis with synthetic heparin substitutes） 」 、 Science、 243、 1490～ 3
） 。 テ ト ラ ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン の よ う な い わ ゆ る 「 抗 血 管 新 生 (angiostatic)ス テ ロ イ ド 」
は 、 イ ン ビ ボ で 血 管 新 生 の 阻 害 能 を 有 す る 。 特 に 6α -フ ル オ ロ -17,21-ジ ヒ ド ロ キ シ -16β
-メ チ ル -プ レ グ ナ -4,9-(11)-ジ エ ン -3,20-ジ オ ン は 、 強 力 な 抗 血 管 新 生 （ angiostatic）
ス テ ロ イ ド と し て 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 を 調 節 す る 薬 剤 は 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と が 判 明 し た 。 ア ミ ノ 酸 プ ロ リ
ン の 類 似 体 は 特 に コ ラ ー ゲ ン 合 成 を 阻 害 し 、 イ ン ビ ボ で 血 管 新 生 を 阻 害 す る 。 特 に L-ア ゼ
チ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸 （ LACA） 、 シ ス -ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン （ CHP） 、 D,L-3,4-デ ヒ ド ロ プ
ロ リ ン （ DHP） 、 お よ び チ オ プ ロ リ ン （ TP） は そ れ ぞ れ 、 活 性 が 強 い 順 に 抗 血 管 新 生 活 性
を 示 す （ イ ン グ バ ー &フ ォ ー ク マ ン （ Ingber, D., and Folkman, J.） 、 1988、 「 コ ラ ー ゲ
ン 代 謝 の 調 節 に よ る 血 管 新 生 の 阻 害 （ Inhibition of angiogenesis through modulation 
of collagen metabolism） 」 、 1988、 Lab. Invest. 59、 44～ 51） 。 こ れ ら の 類 似 体 の そ
れ ぞ れ も 、 抗 血 管 新 生 性 （ angiostatic） ス テ ロ イ ド お よ び ヘ パ リ ン の 抗 血 管 新 生 作 用 を
増 強 す る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 血 小 板 の α 顆 粒 に 存 在 す る 糖 蛋 白 質 で あ る ヒ ト ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン は 、 米 国 特 許 第 5,19
2,744号 に 開 示 さ れ て い る よ う に 、 ト リ マ ー ま た は モ ノ マ ー も し く は 断 片 型 で 血 管 新 生 を
阻 害 す る 。 そ れ ぞ れ は グ リ コ シ ル 化 型 に お い て 作 用 し 、 非 グ リ コ シ ル 化 型 に お い て 作 用 す
る と 予 想 さ れ る 。 血 管 新 生 阻 害 特 性 は 、 ア ミ ノ 末 端 と 会 合 し た ヘ パ リ ン 結 合 ド メ イ ン お よ
び モ ノ マ ー 蛋 白 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 に 認 め ら れ た 血 小 板 結 合 ド メ イ ン の 欠 失 後 で も 存 在 す
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ラ ミ ニ ン 活 性 を 示 す ペ プ チ ド は 血 管 新 生 を 阻 害 し 、 過 剰 な 血 管 が 組 織 に 形 成 さ れ る こ と
を 防 止 す る 。 そ の よ う な 活 性 を 有 す る 特 殊 な ペ プ チ ド は ： 1)チ ロ シ ン ・ イ ソ ロ イ シ ン ・ グ
リ シ ン ・ セ リ ン ・ ア ル ギ ニ ン ； 2)プ ロ リ ン ・ ア ス パ ル チ ン （ aspartine） ・ セ リ ン ・ グ リ
シ ン ・ ア ル ギ ニ ン ； お よ び 3)シ ス テ イ ン ・ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ・ プ ロ リ ン ・ グ リ シ ン ・ チ ロ シ
ン ・ イ ソ ロ イ シ ン ・ グ リ シ ン ・ セ リ ン ・ ア ル ギ ニ ン で あ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 環 状 型
で 抗 血 管 新 生 活 性 を 維 持 す る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 血 管 新 生 阻 害 物 質 の そ の 他 の 例 に は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す 軟 骨 組 織 か ら の 抽 出 物 、
網 膜 色 素 内 皮 細 胞 に 由 来 す る 蛋 白 質 （ Arch. Ophthalmol.、 103、 1870（ 1985） ） 、 培 養 軟
骨 細 胞 か ら 誘 導 し た 抗 癌 因 子 （ タ キ ガ ワ &ス ズ キ （ Takigawa, M. and Suzuki, F.） 、 1988
、 「 軟 骨 由 来 抗 癌 因 子 を 産 生 す る ク ロ ー ン 細 胞 株 の 確 立 （ Establishment of clonal cell
 lines producing cartilage-derived anti-tumor factor(CATF） 」 、 Protein, Nucleic 
Acid and Enzyme、 33、 1803～ 7） 、 イ ン ド メ タ シ ン の よ う な 抗 炎 症 剤 （ ピ ー タ ー ソ ン （ Pe
terson, H. I.） 、 1986、 「 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 合 成 阻 害 剤 に よ る 腫 瘍 血 管 新 生 阻 害 （ Tum
or angiogenesis inhibition by prostaglandin synthase inhibitors） 」 、 Anticancer 
Res.、 6、 251～ 3） 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ シ ャ ピ ロ &バ リ ー （ Shapiro, R., and Val
lee, B. L.） 、 1987、 「 ヒ ト 胎 盤 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 は ア ン ギ オ ゲ ニ ン の 血 管 新 生 お
よ び リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 溶 解 活 性 を い ず れ も 消 失 さ せ る （ Human placental ribonuclease i
nhibitor abolishes both angiogenic and ribonucleolytic activities of angiogenin
） 」 、 PNAS 84、 2238～ 41） 、 硫 酸 多 糖 類 と ペ プ チ ド グ リ カ ン の 複 合 体 （ 例 え ば 、 JPA-S63
(1988)-119500） 、 関 節 炎 用 の 金 製 剤 、 ハ ー ビ マ イ シ ン A（ JPA-S63(1988)-295509） お よ び
フ マ ギ リ ン ま た は フ マ ギ ロ ー ル 誘 導 体 、 が 含 ま れ る 。 米 国 特 許 第 5,202,352号 に 開 示 さ れ
る よ う に 、 多 く の フ マ ギ ロ ー ル 誘 導 体 が 血 管 新 生 阻 害 特 性 を 有 す る 。 上 記 引 用 は 、 血 管 新
生 の 阻 害 剤 を 記 述 お よ び 開 示 す る た め に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
血 管 新 生 因 子
　 多 く の 生 体 化 合 物 が 血 管 新 生 を 刺 激 す る 。 ア ン ギ オ ゲ ニ ン は 、 ニ ワ ト リ の CAMま た は ウ
サ ギ 角 膜 に お け る 強 力 な 血 管 新 生 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 末 梢 血 単 球 か ら 単 離 さ
れ た ア ン ギ オ ト ロ フ ィ ン は 、 正 常 な 創 傷 治 癒 に お い て 何 ら か の 役 割 を 果 た す と 提 唱 さ れ て
い る も う 一 つ の 血 管 新 生 化 合 物 で あ る （ Biochemistry 27, 6282（ 1988） ） 。 フ ィ ブ リ ン
の よ う な 、 創 傷 治 癒 に 関 連 す る 別 の 因 子 も 、 血 管 新 生 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 血 管 新 生 の メ デ ィ エ ー タ の も う 一 つ の ク ラ ス は 、 酸 性 お よ び 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子
（ FGF） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 α （ TGF-α ） お よ び 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ PDGF
） を 含 む 、 増 殖 因 子 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 血 管 新 生 因 子 で あ る 。 こ れ ら の 分 子 の そ れ ぞ れ
は 、 イ ン ビ ボ で 血 管 新 生 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 血 管 新 生 活 性 を 示 す 他 の 類 似 の
分 子 は 、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ TNF-α ） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ
増 殖 因 子 β （ TGF-β ） 、 お よ び ヘ パ リ ン 結 合 増 殖 因 子 （ HBGF） で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 血 管 新 生 因 子 の 他 に も そ の 他 の 血 管 新 生 因 子 が 記 述 さ れ て い る 。 脂 質 由 来
血 管 新 生 因 子 で あ る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E1お よ び E2は 、 血 管 新 生 特 性 を 有 す る 周 知 の 炎 症
性 細 胞 誘 引 物 質 で あ る （ J. Natl. Cancer Inst. 69、 475～ 482（ 1982） ） 。 ニ コ チ ン ア ミ
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ド は 、 ニ ワ ト リ の 角 膜 ま た は ニ ワ ト リ の CAMア ッ セ イ に お い て 調 べ た と こ ろ 、 血 管 新 生 反
応 を 引 き 起 こ す （ Science 236、 843～ 845（ 1987） ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
検 出 可 能 な 標 識
　 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム を 用 い て 、 い か な る 種 類 の 検 出 可 能 な 標 識 も 輸 送 す る こ と
が で き る 。 標 識 は 、 リ ポ ソ ー ム を 形 成 す る た め に 用 い る 脂 質 に 対 し て 溶 解 性 で あ る か 、 ま
た は 、 水 ま た は 水 性 生 理 食 塩 液 も し く は デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 の よ う な 水 溶 液 に 溶 解 す る
、 も し く は 少 な く と も 拡 散 す る 。 標 識 は 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 、 組 織 化 学 的 ま た は 免 疫 組
織 化 学 的 に 検 出 可 能 な 物 質 、 ま た は 検 出 可 能 な 色 素 で あ っ て も よ い 。 標 識 は 適 当 量 存 在 し
て も よ く 、 リ ポ ソ ー ム そ の も の に 、 ま た は 血 管 新 生 を 阻 害 も し く は 促 進 す る 物 質 と 共 に 含
ま れ て も よ く 、 ま た は 複 合 体 を 形 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
投 与
　 患 者 に 投 与 さ れ る 血 管 新 生 阻 害 剤 ま た は 促 進 剤 の 量 （ 血 管 新 生 を 行 う 内 皮 細 胞 を 含 む 循
環 系 を 有 す る い か な る 動 物 で あ っ て も よ い ） は 、 広 範 囲 の 要 因 に 応 じ て 変 化 す る で あ ろ う
。 例 え ば 、 ヒ ト に 対 し て は 、 よ り 小 さ い 動 物 よ り 実 質 的 に 大 量 を 投 与 す る こ と が 必 要 で あ
る と 考 え ら れ る 。 血 管 新 生 阻 害 剤 ま た は 促 進 剤 の 量 は 、 投 与 す べ き 物 質 の 効 力 と 共 に 、 患
者 の 体 格 、 年 齢 、 性 別 、 体 重 お よ び 状 態 に 依 存 す る 。 投 与 に 関 し て か な り の 変 動 が あ る こ
と が 示 さ れ て い る た め 、 当 業 者 は 本 開 示 を 用 い て 、 最 初 に 極 め て 少 量 を 投 与 し て 、 望 ま し
い 結 果 が 得 ら れ る ま で 用 量 を 漸 増 さ せ る こ と に よ っ て 、 適 当 な 投 与 量 を 容 易 に 決 定 す る こ
と が で き る と 思 わ れ る 。 投 与 量 は 、 上 記 の 要 因 に 基 づ い て 大 き く 変 化 す る が 、 一 般 に 、 本
発 明 に よ っ て 、 周 辺 組 織 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 そ の も の を 標 的 と す る 輸 送 シ ス テ ム と 比 較 し て
、 い か な る 物 質 も 実 質 的 に よ り 少 量 を 投 与 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ／ 陽 イ オ ン 脂 質 複 合 体
　 DNAお よ び RNA配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 脂 質 と 組 み 合 わ せ る 場 合 、 両 者 は 複 合 体 を
形 成 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 脂 質 の 特 定 量 を 選 択 し 、 特 定 の 脂 質 を 選 択 す る こ と に
よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 互 い に 凝 集 し な い 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な
複 合 体 に 形 成 に 関 す る 一 般 情 報 は 、 1993年 ６ 月 24日 に 公 表 さ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ／ 脂 質
複 合 体 の 形 成 を 具 体 的 に 開 示 お よ び 説 明 す る た め に 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ
る 、 PCT出 願 国 際 公 開 公 報 第 93/12240号 に 記 述 さ れ て い る 。 本 発 明 に 関 連 し て 、 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ す が 、 他 の 細 胞 、 特 に 他 の 対 応 す る 内 皮 細 胞
、 す な わ ち 休 止 期 の 内 皮 細 胞 に は 影 響 を 及 ぼ さ な い よ う に 特 に デ ザ イ ン さ れ る 。 本 発 明 に
関 連 し て 用 い ら れ る DNA配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し て お り 、 そ れ ら の プ ロ モ
ー タ ー は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 環 境 下 に 限 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 が 得 ら れ る よ う に
、 特 に デ ザ イ ン さ れ る 。 最 初 に 、 プ ロ モ ー タ ー は そ の 配 列 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 輸 送 さ れ
た 後 に 活 性 化 す る こ と が で き る 活 性 化 可 能 な プ ロ モ ー タ ー と な り う る 。 よ り 好 ま し く は 、
プ ロ モ ー タ ー は 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 特 殊 な 環 境 下 で 活 性 化 さ れ る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。
休 止 期 の 内 皮 細 胞 の 環 境 で は 起 こ ら な い が 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 環 境 下 で は 、 天 然 に 起 こ
る 現 象 が 多 く あ る 。 ２ つ の タ イ プ の 細 胞 の 差 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、
そ れ が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 存 在 下 に 限 っ て 活 性 化 さ れ る よ う に 特 に デ ザ イ ン さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 DNAカ セ ッ ト か ら の 転 写 は 、 特 異 的 な 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 単 一 の 、 ま た は 狭 い
範 囲 の 細 胞 タ イ プ に 制 限 す る こ と が で き る 。 内 皮 細 胞 は 、 そ の 遺 伝 子 お よ び そ の プ ロ モ ー
タ ー が 解 明 さ れ て い る い く つ か の 蛋 白 質 を 選 択 的 に 発 現 す る 。 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF）
受 容 体 flt-1お よ び flk-1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 （ VWF） 遺 伝
子 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び タ イ ・ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー は 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築
物 と 結 合 す る と 、 内 皮 細 胞 に お い て 選 択 的 発 現 を 指 向 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 以 下 の 刊
行 物 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に お い て 活 性 化 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 開 示 お よ び 記 述 す る た め
に 引 用 す る 。
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 factor） 」 、 J. Biol. Chem. 270： 23111～ 8；
　 コ ル ホ ー ネ ン ら （ Korhonen, J.） 、 1995、 「 イ ン ビ ボ に お い て タ イ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
に よ っ て 指 向 さ れ る 内 皮 特 異 的 遺 伝 子 発 現 （ Endothelial-specific gene expression dir
ected by the tie genepromotor in vivo） 」 、 Blood 86： 1828～ 35。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 注 意 　 オ ザ キ の 引 用 文 は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） を 内 皮 細 胞 に
お い て 発 現 さ せ 、 そ の 後 プ ロ ド ラ ッ グ で あ る ガ ン シ ク ロ ビ ル で 処 置 す る 、 と い う も う 一 つ
の 有 用 な ア プ ロ ー チ を 記 述 し て い る 。
　 ま た は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 で 発 現 さ れ な け れ ば な ら な い 配 列 と
結 合 し 、 そ れ に よ っ て そ の 細 胞 の 生 存 に 必 要 な 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 天 然 に 存 在 す る 配 列
の 発 現 を 遮 断 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
凝 血 塊 形 成
　 リ ポ ソ ー ム ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ／ 脂 質 複 合 体 を 用 い て 実 施 す る こ と の で き る 本 発 明
の も う 一 つ の 局 面 は 、 凝 血 塊 の 形 成 を 含 む 。 詳 し く 述 べ る と 、 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム ま た は
複 合 体 は 、 そ れ が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ し 、 そ の 結 果 新 生 血 管 に お い て 凝 血 塊 を
形 成 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 凝 血 塊 は 残 り の 血 管 に 対 す る 栄 養 お よ び 酸 素 の 流 れ を 防
止 し 、 そ の 結 果 血 管 お よ び 周 辺 組 織 の 死 が 起 こ る 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 望 ま し か ら ぬ 腫 瘍 を 除 去 す る た め に 、 腫 瘍 の 血 管 内 で 凝 血 塊 を 形 成 す る 基 本 的 な 考 え 方
は 、 腫 瘍 血 管 を 標 的 に し た 抗 体 を 用 い て 実 施 さ れ て い る 。 本 発 明 は 、 血 栓 形 成 カ ス ケ ー ド
を 促 進 す る 薬 剤 を 含 む 陽 イ オ ン 脂 質 を 用 い る こ と に よ っ て 、 結 果 の 改 善 を 得 る こ と が で き
た 。 例 え ば 、 本 発 明 の 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 血 栓 （ 血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド ） の 主 要 な 開 始
受 容 体 で あ る 、 ヒ ト 組 織 因 子 （ TF） を 含 む よ う に 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 腫 瘍 細 胞 は 血 液 供 給 に 依 存 す る 。 腫 瘍 血 管 の 局 所 破 壊 に よ っ て 、 大 量 の 腫 瘍 細 胞 の 死 が
起 こ る 。 腫 瘍 血 管 内 皮 は 血 液 と 直 接 接 し て い る 。 し か し 、 腫 瘍 細 胞 そ の も の は 血 流 の 外 に
存 在 し 、 ほ と ん ど の 場 合 、 循 環 中 に 注 射 さ れ た 多 く の 材 料 に 接 近 し に く い 。 本 発 明 の 他 の
局 面 と 共 に こ の 局 面 は 、 標 的 と す る 細 胞 が 、 そ れ ら 自 身 、 形 質 転 換 さ れ な い 血 管 新 生 内 皮
細 胞 で あ る 、 す な わ ち 療 法 に 対 し て 抵 抗 性 と な る 変 異 を 獲 得 す る 可 能 性 が 低 い 細 胞 で あ る
、 と い う 点 に お い て 特 に 良 好 に 作 用 す る 。 腫 瘍 細 胞 は か な り の 変 異 を 受 け 、 そ の よ う な 変
異 は し ば し ば 細 胞 を 治 療 に 対 し て 抵 抗 性 に す る 。 抗 体 に よ る 標 的 化 を 用 い て 腫 瘍 の 大 き さ
を 減 少 さ せ る こ と に 関 す る 結 果 は 、 以 下 の よ う に 他 の 研 究 者 に よ っ て 示 さ れ て い る ： ビ ュ
ロ ウ ズ &ソ ー プ （ Burrows, F. J. and P. E. Thorpe） 、 腫 瘍 血 管 に 対 し て 向 け ら れ た 免 疫
毒 素 に よ る マ ウ ス の 巨 大 腫 瘍 の 根 絶 （ Eradication of large tumors in mice with an im
munotoxin directed against tumor vasculature） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90： 8
996～ 9000、 1993。 ヒ ュ ア ン 、 モ レ マ 、 キ ン グ 、 ワ ト キ ン ス 、 エ ド ギ ン ト ン お よ び ソ ー プ
（ Huang, X., G. Molema, S. King, L. Watkins, T.S. Edginton, and P.E. Thorpe） 、
腫 瘍 血 管 に 対 す る 組 織 因 子 の 抗 体 指 向 標 的 化 に よ る マ ウ ス 腫 瘍 の 梗 塞 （ Tumor infarction
 in mice by antibody-directed targeting of tissue factor to tumor vasculature）
、 Science 275： 547～ 550、 1997。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に 関 連 し て 凝 血 塊 形 成 を 行 う た め に 、 DNA／ 陽 イ オ ン 脂 質 複 合 体 を 形 成 す る こ と
が 好 ま し い 。 複 合 体 は 、 そ の 蛋 白 質 が 血 栓 （ 血 液 凝 固 ） カ ス ケ ー ド に 対 す る 主 要 な 開 始 受
容 体 で あ る 、 ヒ ト 組 織 因 子 の よ う な 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAを 含 む 。 TFを コ ー ド す る 遺 伝
子 は 、 好 ま し く は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 環 境 下 で 活 性 化 さ れ 、 休 止 期 の 内 皮 細 胞 の 環 境 で
は 活 性 化 さ れ な い プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し て い る 。 こ の よ う に 、 複 合 体 の 陽 イ オ ン
脂 質 は 、 複 合 体 を 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 会 合 さ せ る 。 そ の 後 、 複 合 体 は 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内
に 取 り 込 ま れ 、 複 合 体 の DNAが 発 現 さ れ る 。 発 現 さ れ た 蛋 白 質 は 血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド を 開
始 さ せ る 。 血 管 内 に 凝 血 塊 が 形 成 さ れ る と 、 周 辺 の 腫 瘍 細 胞 に 対 す る さ ら な る 酸 素 供 給 お
よ び 栄 養 補 給 が 遮 断 さ れ る 。 そ の 後 、 腫 瘍 細 胞 は 死 滅 す る 。 切 断 さ れ た ヒ ト 組 織 因 子 （ tT
F） の よ う な ヒ ト 組 織 因 子 上 の 変 化 も ま た 、 凝 血 を 開 始 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る
。 tTFを コ ー ド す る 遺 伝 子 材 料 お よ び 他 の 要 因 は 既 知 で あ る （ 上 記 引 用 の ヒ ュ ア ン ら の 引
用 お よ び 本 明 細 書 に 引 用 し た 刊 行 物 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
血 管 新 生 の 実 験 モ デ ル
　 本 発 明 は 、 齧 歯 類 の 血 管 新 生 の モ デ ル を 用 い る こ と に よ っ て 容 易 と な っ た 。 喘 息 お よ び
気 管 支 炎 の よ う な 慢 性 炎 症 疾 患 は 、 気 道 粘 膜 に 組 織 お よ び 血 管 再 形 成 を 誘 導 す る 。 慢 性 気
道 炎 症 の 病 因 を 理 解 す る た め に 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の 気 管 に お い て 慢 性 炎 症 お よ び 組 織
再 形 成 が 起 こ る モ デ ル を 用 い た 。 血 管 新 生 は 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma
 pulmonis） 感 染 症 の 結 果 と し て 気 道 粘 膜 に 起 こ る 。 こ の モ デ ル に お い て 、 マ イ コ プ ラ ズ
マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma pulmonis） の 菌 体 は 、 気 管 お よ び 気 管 支 上 皮 に 持 続 的 な 感
染 症 を 引 き 起 こ す 。 M.プ ル モ ニ ス に 感 染 し た ラ ッ ト の 気 道 粘 膜 は い く つ か の 明 確 な 異 常 を
示 す ： 1)上 皮 お よ び 粘 膜 固 有 層 の 肥 厚 ； 2)上 皮 の 細 胞 組 成 物 の 変 化 ； 3)血 管 新 生 ； 4)血 漿
漏 出 に 関 す る 炎 症 メ デ ィ エ ー タ で あ る サ ブ ス タ ン ス Pに 対 す る 新 生 血 管 の 感 受 性 の 増 加 ； 5
)細 静 脈 と 共 に 毛 細 管 か ら の サ ブ ス タ ン ス Pに よ る 血 漿 漏 出 ； お よ び 6)毛 細 管 内 皮 細 胞 上 の
サ ブ ス タ ン ス Pに 対 す る 受 容 体 （ NK1受 容 体 ） の 数 の 増 加 。 こ の モ デ ル に お い て 、 血 管 新 生
は 慢 性 炎 症 に よ っ て 開 始 さ れ 、 血 管 は 炎 症 メ デ ィ エ ー タ に 対 し て よ り 感 受 性 が 高 い 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
　 レ ク チ ン の 環 流 を 用 い て 、 血 管 内 の 内 皮 細 胞 表 面 を 染 色 し た 研 究 に よ っ て 、 M.プ ル モ ニ
ス 感 染 症 後 の ラ ッ ト に お け る 血 管 新 生 の 程 度 が 明 ら か に な っ た 。 感 染 し た ラ ッ ト の 気 管 粘
膜 に は 多 く の 毛 細 管 様 血 管 が 存 在 し 、 こ れ ら の 血 管 は 、 炎 症 メ デ ィ エ ー タ で あ る サ ブ ス タ
ン ス Pの 静 脈 内 注 射 後 に 漏 出 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 マ ウ ス で は 、 M. プ ル モ ニ ス は 、 接 種 後 ６ ～ ９ 日 を ピ ー ク と す る 急 性 の 肺 感 染 症 を 引 き
起 こ し 、 そ の 後 気 道 の 持 続 的 感 染 症 を 生 じ る 。 M. プ ル モ ニ ス に よ る 感 染 症 に 対 す る マ ウ
ス の 反 応 は 、 マ ウ ス の 系 統 に 大 き く 左 右 さ れ る ： 例 え ば 、 C3H系 は C57BL系 よ り 死 亡 率 が 高
く 、 お よ び サ イ ト カ イ ン で あ る 腫 瘍 壊 死 因 子 -α の 減 少 が よ り 大 き い 。 上 皮 過 形 成 の よ う
な 、 粘 膜 再 形 成 の い く つ か の 局 面 は 、 M. プ ル モ ニ ス に 感 染 し た マ ウ ス の 気 道 に お い て 記
述 さ れ て い る 。 M. プ ル モ ニ ス の 鼻 腔 内 接 種 に よ っ て 感 染 さ せ た C57BL/6マ ウ ス で は 、 気 管
の 血 管 数 は 、 明 ら か に 新 し い 毛 細 管 の 増 殖 に よ っ て 劇 的 に 増 加 す る 。 こ の 系 統 で は 、 気 管
粘 膜 の 血 管 は も は や 平 面 で は な く 、 小 血 管 が 粘 膜 平 面 に 対 し て 垂 直 に 増 殖 す る 。 増 加 し た
血 管 分 布 領 域 に 多 数 の 明 ら か な 血 管 芽 が 認 め ら れ る 。 こ の よ う に 、 C57BL/6マ ウ ス を M. プ
ル モ ニ ス に 感 染 さ せ る と 、 内 皮 の 増 殖 を 伴 う 慢 性 気 道 炎 症 、 血 管 再 形 成 、 お よ び 血 管 新 生
を 生 じ る 。 対 照 的 に 、 M. プ ル モ ニ ス の 鼻 腔 内 接 種 に よ っ て 感 染 さ せ た C3H/HeNCrマ ウ ス で
は 、 気 管 粘 膜 に お け る 血 管 内 皮 細 胞 の 数 は 増 加 す る が 血 管 数 は 増 加 し な い 。 血 管 分 布 の 増
加 は 、 血 管 の 長 さ ま た は 数 の 増 加 に よ る も の で は な く 、 血 管 の 直 径 の 増 加 に よ る も の で あ
り 、 こ の 血 管 径 の 増 加 は 、 内 皮 細 胞 数 の 倍 加 に よ る も の で あ る 。 感 染 し た 気 管 に お け る 個
々 の 内 皮 細 胞 の 大 き さ は 有 意 に 増 加 し て い な い 。 M. プ ル モ ニ ス に 対 す る 循 環 中 の 抗 体 レ
ベ ル は マ ウ ス の ２ 系 統 に お い て 同 程 度 で あ る 。 こ の よ う に 、 M. プ ル モ ニ ス に よ る C3H/HeN
Crマ ウ ス の 感 染 で は 、 血 管 再 形 成 お よ び 内 皮 増 殖 を 伴 う が 、 血 管 数 は 有 意 に 増 加 し な い 慢
性 気 道 炎 症 を 生 じ 、 一 方 C57BL/6マ ウ ス で は 内 皮 の 増 殖 お よ び 新 し い 血 管 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 第 二 の モ デ ル に お い て 、 血 管 新 生 は 、 SV40ウ イ ル ス 腫 瘍 遺 伝 子 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 発
現 に 起 因 す る 腫 瘍 に 起 こ る 。 「 RIP-Tag」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル は 、 正 常 組 織
か ら 腫 瘍 へ の よ く 特 徴 付 け の な さ れ た 進 行 の 際 に 血 管 新 生 内 皮 細 胞 の 表 現 型 の 変 化 を 調 べ
る 機 会 を 提 供 す る 。 「 RIP-Tag」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル で は 、 SV-40ウ イ ル ス 、
ラ ー ジ T抗 原 （ Tag） か ら の 腫 瘍 遺 伝 子 が ラ ッ ト の イ ン ス リ ン プ ロ モ ー タ ー （ RIP） の 領 域
に よ っ て 起 動 さ れ る 。 マ ウ ス ゲ ノ ム の 中 に 挿 入 す る と 、 こ の 構 築 物 は 、 膵 臓 中 に 散 在 す る
約 400個 の 島 に 局 在 す る 、 特 に 膵 島 β -細 胞 に お い て Tag発 現 を 誘 導 す る 。 し か し 、 こ れ ら
の マ ウ ス に お け る 膵 臓 の 全 て の 島 は Tagを 発 現 す る が 、 膵 島 は 通 常 約 ６ 週 齢 ま で 正 常 に 発
達 す る 。 こ の 後 、 膵 島 の 約 50％ が 過 形 成 と な る 。 し か し 、 こ れ ら の 過 形 成 島 の 中 で 、 小 さ
い 分 画 （ <５ ％ ） が 約 10週 ま で に 腫 瘍 に 発 展 す る 。 こ の 腫 瘍 発 生 に お け る ボ ト ル ネ ッ ク は
、 島 が 血 管 新 生 の 誘 導 能 を 獲 得 す る 際 に 克 服 さ れ る と 考 え ら れ る ： 従 っ て 、 腫 瘍 発 生 の こ
の 相 は 「 血 管 新 生 ス イ ッ チ 」 と 呼 ば れ て い る 。 同 様 の 血 管 新 生 ス イ ッ チ は ま た 、 い く つ か
の ヒ ト 腫 瘍 と 同 様 に 、 マ ウ ス 腫 瘍 発 生 の 他 の モ デ ル に お い て も 存 在 す る よ う に 思 わ れ る 。
こ の よ う に 、 RIP-Tagモ デ ル は 、 腫 瘍 に お け る 血 管 新 生 の 進 行 を 調 べ る た め に 十 分 に 特 徴
付 け の 成 さ れ た 枠 組 み を 提 供 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 製 造 法 お よ び 該 リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る た め の 方
法 に つ い て 、 完 全 な 開 示 お よ び 記 述 を 当 業 者 に 提 供 す る た め に 述 べ る も の で あ っ て 、 本 発
明 と 見 な さ れ る 範 囲 を 制 限 す る も の と 解 釈 さ れ な い 。 使 用 し た 数 値 （ 例 え ば 、 量 、 温 度 等
） に 関 し て は 正 確 を 期 す る よ う に 努 力 し た が 、 何 ら か の 実 験 誤 差 お よ び 逸 脱 が 起 こ り う る
。 別 途 明 示 し て い な い 限 り 、 割 合 は 重 量 に よ る 割 合 で 、 分 子 量 は 重 量 平 均 分 子 量 ； 温 度 は
セ ル シ ウ ス 温 度 、 そ し て 圧 力 は 大 気 圧 ま た は ほ ぼ 大 気 圧 で あ る 。 下 記 の そ れ ぞ れ の 実 施 例
は 、 実 施 し た 多 く の 実 験 を 表 し 、 そ の 方 法 お よ び 結 果 に つ い て 要 約 し て い る こ と に 留 意 さ
れ た い 。 必 ず し も 全 て の 実 験 が 陽 性 結 果 を 示 し た わ け で は な い こ と を 当 業 者 は 認 識 す る と
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思 わ れ る 。 し か し 、 以 下 の 実 施 例 は 得 ら れ た 結 果 を 正 確 に 伝 え て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 実 施 例 １

　 リ ポ ソ ー ム お よ び ／ ま た は プ ラ ス ミ ド DNAを 標 識 し 、 標 識 し た 複 合 体 の 細 胞 内 分 布 を 静
脈 内 注 射 後 の 様 々 な 時 間 に 測 定 し た 。 実 験 は 雌 雄 の 病 原 体 不 含 マ ウ ス （ 体 重 20～ 25 g） を
用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 陽 イ オ ン 性 の 小 さ い 単 ラ メ ラ 小 胞 リ ポ ソ ー ム を 、 陽 イ オ ン 脂 質 DDAB、 ま た は DOTAPお よ
び 中 性 脂 質 DOPEま た は コ レ ス テ ロ ー ル か ら 調 製 し て 、 テ キ サ ス レ ッ ド ま た は 赤 色 蛍 光 カ ル
ボ シ ア ニ ン 色 素 DiIま た は CM-DiIで 標 識 し 、 場 合 に よ っ て は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は β -ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ の よ う な リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNAと 複 合 体 を 形 成 し た 。 内 皮
細 胞 は 、 ト マ ト （ Lycopersicon esculentum） の 蛍 光 植 物 レ ク チ ン フ ル オ レ セ イ ン を 用 い
て 標 識 し た 。 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 蛍 光 ビ ー ズ （ デ ュ ー ク 、 500 nm） を 用 い て 標 識 し
た 。 細 胞 核 は DAPI、 YO-PROま た は ヘ キ ス ト 33342色 素 に よ っ て 標 識 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 300μ lま で の 容 量 に DNA 10～ 60μ gを 含 む 蛍 光 リ ポ ソ ー ム ま た は リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体
を 、 無 麻 酔 の マ ウ ス の 尾 静 脈 に 注 射 し た 。 実 験 に よ っ て は 、 500 nm蛍 光 ビ ー ズ を 複 合 体 の
後 に 注 射 し た 。 ５ 分 か ら 24時 間 後 、 動 物 を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム で 麻 酔 し て 、 左
心 室 の 中 を 固 定 液 （ １ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 燐 酸 緩 衝 塩 類 溶 液 ） で 環 流 し 、 そ の 後 蛍
光 レ ク チ ン を 環 流 し て 血 管 の 内 皮 表 面 を 標 識 し た 。 環 流 後 、 組 織 を 摘 出 し 、 塊 と し て ま た
は ビ ブ ラ ト ー ム （ Vibratome） も し く は 組 織 チ ョ ッ パ ー を 用 い て 切 片 に し て 調 製 し た 。 さ
ら に 、 標 本 の い く つ か を 電 子 顕 微 鏡 用 に 処 理 し た 。 組 織 を エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は 共 焦 点 顕
微 鏡 に よ っ て 調 べ た 。 さ ら に 、 標 本 の い く つ か を 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 結 果 ： 注 射 の ５ 分 ～ 24時 間 後 に 調 べ た マ ウ ス に お い て 、 CM-DiIま た は DiI標 識 リ ポ ソ ー
ム ま た は リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 は 、 肺 に 最 も 豊 富 に 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 そ れ ら は 肺 胞 毛
細 管 の 内 皮 細 胞 に 最 も 多 く 認 め ら れ た 。 肺 胞 毛 細 管 に お け る 蛍 光 は 、 両 肺 の 全 て の 肺 葉 に
均 一 に 分 布 し た 。 さ ら に 、 い く つ か の CM-DiIま た は DiI蛍 光 は 、 血 管 内 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ
ー ジ に 存 在 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 肺 の 次 に 、 標 識 し た リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 が 大 量 に 存 在 し た の は 肝 臓 お よ び 脾 臓 で あ
っ た 。 こ れ ら の 臓 器 で は 、 CM-DiIま た は DiI-蛍 光 は 、 蛍 光 ビ ー ズ と 共 に 存 在 し た 。 肝 臓 で
は 、 CM-DiIま た は DiI-蛍 光 お よ び ビ ー ズ は ク ッ パ ー 細 胞 に 存 在 し た 。 脾 臓 で は 、 そ れ ら は
マ ク ロ フ ァ ー ジ に 存 在 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 卵 巣 の 血 管 も 、 CM-DiIも し く は DiI標 識 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 に よ っ て 強 く 標 識 さ れ
た 。 詳 し く 述 べ る と 、 マ ウ ス 卵 巣 の 大 卵 胞 お よ び 黄 体 の 新 生 血 管 に お け る 内 皮 細 胞 は 、 静
脈 内 注 射 後 に CM-DiIま た は DiI-標 識 DDAB： コ レ ス テ ロ ー ル （ リ ポ ソ ー ム ま た は ） -DNA複 合
体 を 強 く 取 り 込 む こ と が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 知 見 は 写 真 に よ っ て 確 認 さ れ た （ 図 １ ） 。
卵 巣 の 他 の 血 管 に 含 ま れ る 標 識 複 合 体 は 比 較 的 少 な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 を 用 い て 、 血 管
新 生 内 皮 細 胞 が リ ポ ソ ー ム お よ び リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 を 選 択 的 に 取 り 込 ん だ こ と 、 す な
わ ち 実 験 で 使 用 し た 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 血 管 新 生 を 行 っ て い な い 対 応 す る 内 皮 細 胞 と
比 較 す る と 、 血 管 新 生 を 行 っ て い る 内 皮 細 胞 と 会 合 す る 可 能 性 が は る か に 高 い と 推 論 し た
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 標 識 し た リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 は 、 リ ン パ 節 の 高 内 皮 細 静 脈 （ HEV） お よ び 小 腸 の パ
イ エ ル 板 の 内 皮 細 胞 に お い て も 非 常 に 豊 富 に 存 在 し た が 、 こ れ ら の リ ン パ 様 臓 器 の 毛 細 管
の 内 皮 細 胞 に は ま ば ら で あ っ た 。 標 識 し た リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 は 、 下 垂 体 前 葉 、 心 筋
、 横 隔 膜 、 副 腎 皮 質 、 お よ び 脂 肪 組 織 の 毛 細 管 内 皮 細 胞 に も 多 量 に 存 在 し た 。
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【 ０ １ ０ １ 】
　 標 識 し た リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 は 、 膀 胱 、 子 宮 、 お よ び フ ァ ロ ピ ウ ス 管 、 の 細 静 脈 に
接 着 し た 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ に 大 量 に 存 在 し た 。 細 静 脈 の 中 に は 、 標 識 し た 単 球 ／ マ ク
ロ フ ァ ー ジ を 多 数 含 む も の が あ っ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 臓 器 の 小 動 脈 、 毛 細 血 管 、 お よ び
細 静 脈 の 内 皮 細 胞 が 標 識 さ れ る 割 合 は 小 さ か っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 下 垂 体 後 葉 、 腎 髄 質 、 小 腸 絨 毛 （ 回 腸 ） 、 膵 臓 、 お よ び 副 腎 髄 質 の 毛 細 管 内 皮 細 胞 に 関
連 し て 認 め ら れ た 標 識 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 は 比 較 的 少 な か っ た 。 脳 、 甲 状 腺 、 腎 皮 質
、 膵 島 、 気 管 ま た は 気 管 支 の 内 皮 細 胞 に は 、 時 折 現 れ る 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ を 例 外 と し
て 、 標 識 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 が ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 結 論 ： こ れ ら の 試 験 に お い て 用 い ら れ た CM-DiIま た は DiI-標 識 DDAB： コ レ ス テ ロ ー ル リ
ポ ソ ー ム ま た は リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 製 剤 は 、 主 な ３ つ の タ イ プ の 細 胞 を 標 的 と し た ： 内
皮 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 単 球 。 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 の 取 り 込 み は 、 臓 器 お よ び
血 管 特 異 的 で あ っ た 。 そ の ほ と ん ど が 肺 の 毛 細 管 内 皮 細 胞 、 な ら び に 肝 臓 お よ び 脾 臓 の マ
ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 取 り 込 ま れ た 。 卵 巣 、 下 垂 体 前 葉 、 心 臓 、 横 隔 膜 、 副 腎 皮 質 、 お よ
び 脂 肪 組 織 の 毛 細 管 内 皮 細 胞 も ま た 標 的 と さ れ た 。 卵 巣 に お い て リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体
を 取 り 込 む 血 管 は 血 管 新 生 部 位 で あ っ た 。 さ ら に 、 リ ン パ 節 の HEVお よ び 腸 の パ イ エ ル 板
が 標 的 と さ れ た 。 他 の 臓 器 の 内 皮 細 胞 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ を 標 的 と す る こ と は 少 な く 、
ば ら つ き が 大 き か っ た 。 脳 、 甲 状 腺 、 腎 皮 質 、 気 管 お よ び 気 管 支 の 血 管 は 標 的 と さ れ な か
っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 さ ら に 実 験 か ら 、 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 は ほ と ん ど の 臓 器 に お い て 血 管 か ら 漏 出 し な
か っ た こ と が 示 さ れ た 。 そ れ ら は 血 管 内 皮 が 不 連 続 で あ る 脾 臓 の 血 管 外 細 胞 に 認 め ら れ た
が 、 他 の 臓 器 で は 滲 出 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 最 後 に 、 大 卵 胞 お よ び 黄 体 の 血 管 に よ る 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム お よ び リ ポ ソ ー ム -DNA複 合
体 の 強 い 取 り 込 み は 、 新 生 血 管 の 内 皮 細 胞 が 選 択 的 な 取 り 込 み 部 位 で あ っ た こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 施 例 ２

　 実 施 例 １ の 実 験 の 結 果 か ら 、 卵 胞 お よ び 黄 体 の 新 生 血 管 が 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム ま た は リ
ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 を 強 く 取 り 込 む こ と が 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 腫 瘍 の 新 生 血 管 の 内 皮
細 胞 が 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム ま た は リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 を 強 く 取 り 込 む か 否 か を 調 べ る 実
験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 マ ウ ス の 実 験 モ デ ル の 章 で は 、 [ハ ナ ハ ン （ Hanahan, D.） 、 組 換 え 型 イ ン ス リ ン ／ シ ミ
ア ン ウ イ ル ス 40腫 瘍 遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 膵 臓 の β 細 胞 腫
瘍 の 遺 伝 的 形 成 （ Heritable formation of pancreatic beta-cell tumors in transgenic
 mice expressing recombinant insulin/simian virus 40 oncogenes） 。 Nature 315： 11
5～ 22、 1985]； [ハ ナ ハ ン &フ ォ ー ク マ ン （ Hanahan, D., and J. Folkman） 、 腫 瘍 発 生 の
際 の 血 管 新 生 ス イ ッ チ の パ タ ー ン と 浮 か び 上 が る メ カ ニ ズ ム （ Patterns and emerging me
chanisms of the angiogenic switch during tumorigenesis） 、 Cell 86： 353～ 64、 1996
]に 記 述 さ れ て い る よ う な 腫 瘍 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク RIP-Tag5モ デ ル を 用 い た 。 RIP-Tagと
呼 ば れ る こ の モ デ ル に お い て 、 SV-40ウ イ ル ス か ら の 腫 瘍 遺 伝 子 、 ラ ー ジ T抗 原 （ Tag） は
、 ラ ッ ト の イ ン ス リ ン プ ロ モ ー タ ー （ RIP） の 領 域 に よ っ て 起 動 さ れ る 。 マ ウ ス ゲ ノ ム に
挿 入 す る と 、 こ の 構 築 物 は 、 特 に 膵 島 の β 細 胞 に お け る T抗 原 の 発 現 を 誘 導 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 こ の モ デ ル の 一 つ の 重 要 な 属 性 は 、 腫 瘍 発 生 の 様 々 な 段 階 、 し た が っ て 血 管 新 生 の 様 々
な 段 階 が 、 そ れ ぞ れ の RIP-Tag5マ ウ ス に 同 時 に 存 在 す る こ と で あ る 。 300～ 400個 の 全 て の
島 が T抗 原 を 発 現 す る が 、 島 は 最 初 は 正 常 に 発 達 す る 。 し か し 、 ６ 週 齢 で は 約 半 数 が 過 形
成 と な り 、 こ れ ら の う ち 一 部 が 10週 ま で に 腫 瘍 に 発 展 す る 。 腫 瘍 発 生 は 、 血 管 新 生 の 発 現
と 一 致 す る よ う に 思 わ れ る 。 こ の 変 換 は 、 「 血 管 新 生 ス イ ッ チ 」 と 呼 ば れ る （ フ ォ ー ク マ
ン 、 ワ ト ソ ン 、 イ ン グ バ ー 、 お よ び ハ ナ ハ ン （ Folkman, J., K. Watson, D. Ingber, and
 D. Hanahan） 、 過 形 成 か ら 新 生 物 へ の 移 行 の 際 の 血 管 新 生 の 誘 導 （ Induction of angiog
enesis during the transition from hyperplasia to neoplasia） 、 Nature 339： 58～ 61
、 1989； ハ ナ ハ ン &フ ォ ー ク マ ン （ Hanahan, D., and J. Folkman） 、 腫 瘍 発 生 の 際 の 血 管
新 生 ス イ ッ チ の パ タ ー ン と 浮 か び 上 が る メ カ ニ ズ ム （ Patterns and emerging mechanisms
 of the angiogenic switch during tumorigenesis） 、 Cell 86： 353～ 64、 1996） 。 同 様
の 血 管 新 生 ス イ ッ チ は 、 い く つ か の ヒ ト 腫 瘍 と 共 に 腫 瘍 発 生 に 関 す る 他 の マ ウ ス モ デ ル に
も 存 在 す る よ う に 思 わ れ る （ ハ ナ ハ ン &フ ォ ー ク マ ン （ Hanahan, D., and J. Folkman） 、
腫 瘍 発 生 の 際 の 血 管 新 生 ス イ ッ チ の パ タ ー ン と 浮 か び 上 が る メ カ ニ ズ ム （ Patterns and e
merging mechanisms of the angiogenic switch during tumorigenesis） 、 Cell 86： 353
～ 64、 1996） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 実 施 例 １ と 同 じ 方 法 お よ び 材 料 を 使 用 し た 。 詳 し く 述 べ る と 、 CM-DiIま た は DiI標 識 DDA
B： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム を 、 腫 瘍 を 有 す る RIP-Tag5マ ウ ス １ 匹 に 静 脈 内 注 射 し 、 CM-
DiIま た は DiI-標 識 DDAB： コ レ ス テ ロ ー ル -DNA複 合 体 を 別 の RIP-Tag5マ ウ ス に 静 脈 内 注 射
し た 。 膵 島 細 胞 腫 瘍 の 新 生 血 管 内 に お け る リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 の 分 布 を 注 射 の 24時 間
後 に 調 べ 、 正 常 マ ウ ス の 膵 島 の 血 管 と 比 較 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 結 果 ： ２ つ の 新 規 知 見 が 得 ら れ た ： （ 1） リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 は 内 皮 か ら 漏 出 す る
こ と な く 新 生 血 管 の 内 皮 細 胞 に 取 り 込 ま れ た 、 お よ び （ 2） 血 管 新 生 血 管 の 内 皮 細 胞 で は
、 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 の エ ン ド ソ ー ム 取 り 込 み は 、 膵 島 の 正 常 血 管 の 内 皮 細 胞 よ り 大
き か っ た （ 図 ２ は 、 組 織 標 本 の 写 真 で あ る ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 結 論 ： こ の 実 験 か ら 、 血 管 新 生 腫 瘍 血 管 に よ る DDAB： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム ま た は
リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の 選 択 的 取 り 込 み と 一 貫 し た 結 果 が 得 ら れ た 。 実 験 を 繰 り 返 す 前 に
、 （ 1） リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の 蛍 光 強 度 を 増 加 さ せ た 、 （ 2） RIP-Tagマ ウ ス の 腫 瘍 に お
け る 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム お よ び リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の 取 り 込 み 部 位 を 特 定 す る 方 法 を 改
善 し た ； お よ び （ 3） RIP-Tag5マ ウ ス の 膵 島 細 胞 腫 瘍 に お け る 新 生 血 管 の 構 造 お よ び 機 能
に 対 す る 理 解 を 深 め た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 実 施 例 ３

　 目 的 ： リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の 蛍 光 強 度 は 、 テ キ サ ス レ ッ ド -DHPEを DiIの 代 わ り に 使 用
す る こ と に よ っ て 増 加 し た 。 蛍 光 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の 取 り 込 み 部 位 を 特 定 す
る た め 、 RIP-Tag2マ ウ ス の 膵 臓 の 調 製 法 を 改 善 し ； RIP-Tag2マ ウ ス の 膵 島 腫 瘍 細 胞 に お け
る 新 生 血 管 の 構 造 お よ び 機 能 を 調 べ た 。 こ れ ら の 改 善 を 行 っ た 後 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム お
よ び 脂 質 DNA複 合 体 が ど の よ う に し て 取 り 込 ま れ る か を 調 べ る た め に 、 実 施 例 ２ に 記 述 し
た タ イ プ の 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 方 法 ： テ キ サ ス レ ッ ド -DHPEで 標 識 し た 陽 イ オ ン DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル 小 単 ラ メ ラ 小 胞
リ ポ ソ ー ム を 調 製 し た 。 リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 は 、 プ ラ ス ミ ド DNA 60μ gの 300μ l溶 液 を
用 い て 、 ５ ％ グ ル コ ー ス 中 で 総 脂 質 ： DNA比 が 24： １ （ nmol/μ g） と な る よ う に 調 製 し た
。 複 合 体 （ 300μ l） を 無 麻 酔 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク RIP1-Tag2 C57BL/6マ ウ ス お よ び 無 麻
酔 の 正 常 C57BL/6マ ウ ス の 尾 静 脈 に 注 射 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
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　 複 合 体 を 注 射 し た ４ 時 間 後 、 ネ ン ブ タ ー ル 50 mg/kgの 腹 腔 内 注 射 に よ っ て マ ウ ス を 麻 酔
し た 。 １ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 下 行 大 動 脈 を 通 し て 環 流 す る こ と に よ っ て 血 管 を 固 定
し て 、 緑 色 蛍 光 レ ク チ ン を 環 流 す る こ と に よ っ て 血 管 の 内 表 面 を 染 色 し た （ サ ー ス ト ン 、
バ ル ク 、 ヒ ラ タ 、 お よ び マ ク ド ナ ル ド （ Thurston, G., P. Baluk, A. Hirata, and D. M.
 McDonald） 、 「 レ ク チ ン 結 合 に よ っ て 炎 症 細 静 脈 の 内 皮 細 胞 境 界 域 に 認 め ら れ る 透 過 性
と 無 関 係 な 変 化 （ Permeability-unrelated changes revealed at endothelial cell bord
ers in inflamed venules by lectin binding） 」 、 Am. J. Physiol. 271： H2547～ 2562
、 1996） 。 組 織 全 体 ま た は ビ ブ ラ ト ー ム 切 片 を ベ ク タ シ ー ル ド の 上 に 載 せ て 、 ク リ プ ト ン
・ ア ル ゴ ン レ ー ザ ー お よ び 最 適 化 し た 光 電 子 増 倍 管 を 備 え た ツ ァ イ ス ・ ア キ ソ フ ォ ト （ Ze
iss Axiophot） 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は ツ ァ イ ス LSM410共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い て 調 べ た 。 画 像 は コ
ダ ッ ク ・ エ ク タ ク ロ ー ム フ ィ ル ム （ ASA 400） に よ っ て 記 録 す る か 、 ま た は デ ジ タ ル 共 焦
点 画 像 フ ァ イ ル と し て 記 録 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 結 果 ： 実 験 に よ り 、 RIP1-Tag2マ ウ ス の 膵 臓 腫 瘍 に お け る 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に よ る テ キ
サ ス レ ッ ド -標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル -DNA複 合 体 の 強 い 取 り 込 み が 示 さ れ た 。 腫 瘍 血 管
に よ る 取 り 込 み は 、 正 常 な 膵 島 の 対 応 す る 内 皮 細 胞 に よ る こ れ ら の 複 合 体 の 取 り 込 み を は
る か に 超 え た （ 図 ３ と ４ を 比 較 ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 腫 瘍 は 、 赤 色 蛍 光 リ ポ ソ ー ム 複 合 体 に よ っ て そ の 血 管 が 強 く 標 識 さ れ て い る た め に 、 隣
接 す る 組 織 か ら 容 易 に 識 別 さ れ た 。 腫 瘍 血 管 の 幾 何 学 構 造 は 多 様 で 、 正 常 な 島 に 典 型 的 な
パ タ ー ン か ら 、 正 常 な 島 の パ タ ー ン よ り も 顕 著 に 大 き く 、 よ り 密 度 が 濃 い 洞 様 毛 細 血 管 の
、 密 度 の 高 い 、 蛇 行 性 の 融 合 性 の ネ ッ ト ワ ー ク が 示 さ れ た 。 後 者 の 場 合 、 血 管 は 黄 体 の 血
管 に 類 似 し て い た 。 腫 瘍 血 管 の 標 識 の 強 さ は 腫 瘍 の 大 き さ に ほ ぼ 関 連 し て い た 。 最 も 大 き
い 腫 瘍 で は 標 識 が 最 も 強 か っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 小 か ら 中 等 度 の 大 き さ の 腫 瘍 の 血 管 の 中 に は 、 太 く て 短 い 巣 状 の 動 脈 瘤 様 の 突 起 を 有 す
る も の が あ っ た 。 こ れ ら の 部 位 は 、 テ キ サ ス レ ッ ド で 標 識 さ れ た 点 が 異 常 な ほ ど 多 数 存 在
し た た め に 特 に 顕 著 で 、 こ れ は エ ン ド ソ ー ム で あ る と 思 わ れ た 。 こ れ ら の 部 位 の テ キ サ ス
レ ッ ド 標 識 は 、 隣 接 す る 血 管 の 標 識 よ り 大 き か っ た 。 こ れ ら の 構 造 は 毛 細 管 芽 で あ る と 思
わ れ た 。 血 管 が 等 し く 強 く 標 識 さ れ て い る 、 密 度 の 濃 い 、 複 雑 な 血 管 構 造 を 有 す る 大 き い
腫 瘍 で は 、 こ の よ う な 構 造 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 腫 瘍 に テ キ サ ス レ ッ ド 複 合 体 が 滲 出 し た 証 拠 は な か っ た 。 同 様 に 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識
複 合 体 は 、 腫 瘍 に お け る 血 管 外 赤 血 球 集 団 の 内 部 に は 認 め ら れ な か っ た 。 腫 瘍 血 管 の 強 い
標 識 は 、 発 達 初 期 段 階 で の 卵 巣 の 黄 体 の 標 識 に 類 似 し て い た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 実 施 例 ４

　 目 的 ： こ の 知 見 を 血 管 新 生 の 他 の モ デ ル に も 広 げ る た め に 、 実 施 例 ３ に 記 述 し た タ イ プ
の 実 験 を 実 施 し た 。 こ れ ら の 実 験 は ま た 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム が 新 生 血 管 を 標 的 と す る た
め に は DNAが 存 在 し な け れ ば な ら な い の か 否 か と い う 疑 問 に 答 え る た め に 行 っ た 。 新 生 血
管 に よ る DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム ま た は リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の 選 択 的 取 り 込
み が あ る か 否 か に つ い て 、 血 管 新 生 に 関 す る ４ 種 類 の 動 物 モ デ ル を 調 べ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 モ デ ル ： RIP1-Tag2腫 瘍 モ デ ル 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク C57BL/6マ ウ ス を 作 製 し て 出 生 時 に
PCR解 析 に よ っ て 表 現 型 を 決 定 し た 。 マ ウ ス モ デ ル に つ い て は 先 に 記 述 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 HPV腫 瘍 モ デ ル 　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク HPV（ ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス ） マ ウ ス を 作 製 し て 、 出
生 時 に PCR解 析 に よ っ て 表 現 型 を 決 定 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク し て い な い 同 腹 子 を 対 照
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と し た 。 こ の モ デ ル に お い て 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス か ら の 腫 瘍 遺 伝 子 は 、 ケ ラ チ ン 14プ ロ
モ ー タ ー 領 域 に よ っ て 起 動 さ れ る 。 マ ウ ス ゲ ノ ム に 挿 入 す る と 、 こ の 構 築 物 は 特 に 上 皮 細
胞 に HPV発 現 を 誘 導 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 全 て 、 胸 部 上 部 お よ び 耳 の 皮 膚 に
血 管 新 生 を 伴 う 形 成 不 全 を 示 し 、 一 部 が 腫 瘍 を 発 症 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 マ ウ ス の マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma pulmonis） 感 染 症 モ デ ル 　 こ の 感
染 症 の 結 果 、 気 道 粘 膜 に 血 管 新 生 を 伴 う 慢 性 気 道 炎 症 が 起 こ る 。 麻 酔 後 （ 87 mg/kgケ タ ミ
ン お よ び 13 mg/kgキ シ ラ ジ ン を 腹 腔 内 注 射 ） 、 病 原 体 不 含 の ８ 週 齢 の 雌 雄 C3H/HeNCrま た
は C57BL/6マ ウ ス （ い ず れ も Charles Riverか ら ） に 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Myco
plasma pulmonis） （ 株 5782C-UAB CT7） の ３ × 104コ ロ ニ ー 形 成 単 位 を 50μ lの 容 量 で 鼻 腔
内 に 接 種 し た 。 病 原 体 不 含 マ ウ ス を 対 照 と し て 、 滅 菌 し た ブ ロ ス を 接 種 し た 。 感 染 お よ び
対 照 マ ウ ス を バ リ ア 条 件 下 で 個 別 に ケ ー ジ に 収 容 し た 。 実 験 終 了 時 に 、 M.プ ル モ ニ ス に 対
す る 抗 体 の 血 清 レ ベ ル を 測 定 し た （ Microbiological Associates、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン
ド 州 ） 。 感 染 の １ ～ ８ 週 後 に マ ウ ス を 調 べ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ラ ッ ト の マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma pulmonis） 感 染 症 モ デ ル  マ ウ ス の
場 合 と 同 様 に 、 こ の 感 染 症 は 、 気 道 粘 膜 に お け る 血 管 新 生 が 一 つ の 特 徴 で あ る 慢 性 気 道 疾
患 を 生 じ る 。 麻 酔 （ 40 mg/kgケ タ ミ ン お よ び ８ mg/kgキ シ ラ ジ ン を 腹 腔 内 注 射 す る ） 後 、
病 原 体 不 含 の ８ 週 齢 の 雄 性 ウ ィ ス タ ー 系 ラ ッ ト （ チ ャ ー ル ス ・ リ バ ー 社 よ り ） に 5782C4株
の マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma pulmonis） の 容 量 200μ lを ３ 日 間 連 続 し て
毎 日 鼻 腔 内 接 種 し た 。 ブ ロ ス を 接 種 し た 病 原 体 不 含 ラ ッ ト を 対 照 と し た 。 感 染 お よ び 対 照
ラ ッ ト を バ リ ア 条 件 下 で 個 別 に ケ ー ジ に 収 容 し た 。 実 験 終 了 時 に 、 M. プ ル モ ニ ス お よ び
他 の 病 原 体 に 対 す る 抗 体 の 血 清 レ ベ ル を 測 定 し た （ Microbaiological Associates、 ベ セ
ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 方 法 ： テ キ サ ス レ ッ ド -DHPEで 標 識 し た 陽 イ オ ン DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム を 実
施 例 ３ に 記 述 の よ う に 調 製 し た 。 リ ポ ソ ー ム を ５ ％ グ ル コ ー ス の 容 量 100μ l中 に 総 脂 質 36
0 nmolの 用 量 で マ ウ ス の 尾 静 脈 に 注 射 し た 。 ラ ッ ト を 大 腿 静 脈 か ら 感 染 さ せ た 。 リ ポ ソ ー
ム -DNA複 合 体 は 、 プ ラ ス ミ ド DNA 60μ gを 容 量 200～ 300μ lで 用 い て 、 ５ ％ グ ル コ ー ス 中 で
総 脂 質 ： DNA比 が 24： 1と な る よ う に 調 製 し た 。 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 （ 200～ 300μ l）
を 無 麻 酔 の RIP-Tag2、 HPV、 ま た は M. プ ル モ ニ ス 感 染 マ ウ ス の 尾 静 脈 に 注 射 し た 。 非 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 病 原 体 不 含 マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 注 射 の 20分 ま た は ４ 時 間 後 、 ネ ン ブ タ ー ル 50 mg/kgの 腹 腔 内 注 射 に よ っ て マ ウ ス ま た は
ラ ッ ト を 麻 酔 し た 。 下 行 大 動 脈 を 通 じ て １ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 環 流 す る こ と に よ っ
て 血 管 を 固 定 し 、 血 管 内 表 面 を 緑 色 蛍 光 レ ク チ ン の 環 流 に よ っ て 染 色 し た （ サ ー ス ト ン 、
バ ル ク 、 ヒ ラ タ 、 お よ び マ ク ド ナ ル ド （ Thurston, G., P. Baluk, A. Hirata, and D. M.
 McDonald） 、 「 レ ク チ ン 結 合 に よ っ て 炎 症 血 管 の 内 皮 細 胞 境 界 域 に 認 め ら れ る 透 過 性 に
無 関 係 な 変 化 （ Permeability-unrelated changes revealed at endothelial cell border
s in inflamed venules by lectin binding） 」 、 Am. J. Physiol. 271： H2547～ 2562、 1
996） 。 組 織 全 体 ま た は ビ ブ ラ ト ー ム 切 片 を ベ ク タ シ ー ル ド の 上 に 載 せ て 、 ツ ァ イ ス 蛍 光
顕 微 鏡 ま た は 共 焦 点 顕 微 鏡 に よ っ て 血 管 を 調 べ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 蛍 光 リ ポ ソ ー ム ま た は 複 合 体 の 取 り 込 み 量 を 共 焦 点 顕 微 鏡 に よ っ て 定 量 し た 。 簡 単 に 説
明 す る と 、 焦 点 軸 に 2.5μ m離 し て 置 い た 一 連 の 共 焦 点 画 像 12個 を 、 20× NA 0.6レ ン ズ （ ツ
ァ イ ス 社 ） を 用 い て 、 共 焦 点 ピ ン ホ ー ル サ イ ズ 、 光 電 子 増 倍 管 ゲ イ ン 、 お よ び レ ー ザ ー 出
力 を 標 準 の 設 定 に し て 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び テ キ サ ス レ ッ ド チ ャ ン ネ ル 中 で 気 管 の 上 部
領 域 に つ い て 収 集 し た 。 血 管 （ ト マ ト の フ ル オ レ セ イ ン ） お よ び リ ポ ソ ー ム （ テ キ サ ス レ
ッ ド ） を そ れ ぞ れ 示 す 一 連 の 画 像 か ら 投 射 を 得 た 。 共 焦 点 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 面 積 お
よ そ 200μ m 2 の 領 域 の 輪 郭 を 血 管 画 像 上 に 明 確 に 示 し 、 リ ポ ソ ー ム 画 像 の 対 応 す る 領 域 の
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平 均 蛍 光 を 測 定 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 強 度 は 、 血 管 に 隣 接 す る 選 択 し た 領 域 の 蛍 光 を
測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。 測 定 は 気 管 あ た り 血 管 25個 に つ い て 、 １ 群 あ た り 気 管 ４
個 に つ い て 行 っ た （ n＝ ４ ） 。 有 意 差 は ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 の た め に 調 製 し た 組 織 は 先 に 記 述 し た よ う に 処 理 し た （ マ ク ド ナ ル ド
（ McDonald, D. M.） 、 炎 症 刺 激 に 暴 露 さ れ た ラ ッ ト 気 管 の 細 静 脈 の 内 皮 間 隙 と 透 過 性 （ E
ndothelial gaps and permeability of venules of rat tracheas exposed to inflammat
ory stimuli） 、 Am. J. Physiol. 266： L61～ L83、 1994） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 一 次 固 定
液 （ １ ％ 蔗 糖 、 ４ ％ PVP、 0.05％ CaCl 2 、 お よ び 0.075％ H 2 O 2 を 加 え た ３ ％ グ ル タ ル ア ル デ
ヒ ド の 75 mMカ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 、 pH 7.1） を 室 温 で ５ 分 環 流 し 、 そ の 後 二 次 固 定 液 （ 0.05
％ CaCl 2 、 １ ％ 蔗 糖 、 お よ び ４ ％ PVPを 含 む 、 ３ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 75 mMカ コ ジ ル 酸
緩 衝 液 、 pH 7.1） で ５ 分 環 流 し た 。 組 織 を 室 温 で １ 時 間 イ ン サ イ チ ュ ー で 固 定 し 、 そ の 後
固 定 液 を 除 去 し て 二 次 固 定 液 で ４ ℃ で 一 晩 固 定 し た 。 剃 刀 の 刃 で 組 織 の 形 を 整 え 、 組 織 チ
ョ ッ パ ー で 切 片 に し て 、 オ ス ミ ウ ム （ ２ ％ OsO 4 の 100 mMカ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 、 pH 7.4、 ４ ℃
で 18時 間 ） で 後 固 定 し 、 H 2 Oで 洗 浄 (４ ℃ で 18時 間 ） し て 、 酢 酸 ウ ラ ニ ル （ 水 溶 液 、 37℃ で
48時 間 ） で 一 括 し て 染 色 し た 。 次 に 組 織 を ア セ ト ン に よ っ て 脱 水 し て 、 エ ポ キ シ 樹 脂 に 浸
潤 さ せ て 抱 埋 し た 。 ウ ル ト ラ ミ ク ロ ト ー ム で 超 薄 片 を 切 断 し 、 単 ス ロ ッ ト の 標 本 グ リ ッ ド
上 に 載 せ て 、 ツ ァ イ ス EM-10電 子 顕 微 鏡 で 調 べ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 結 果 ： 実 験 に よ っ て 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム は 、 テ キ
サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル -DNA複 合 体 お よ び DiI-標 識 DDAB： コ レ ス テ ロ ー ル -
DNA複 合 体 に 関 す る こ れ ま で の 知 見 と 同 様 に 、 DNAの 非 存 在 下 で 、 RIP1-Tag2マ ウ ス の 腫 瘍
の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 選 択 的 に 標 的 と す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク RI
P1-Tag2マ ウ ス に 関 す る こ の 実 験 お よ び そ の 後 の 実 験 か ら 、 過 形 成 の 島 お よ び 腫 瘍 の 新 生
血 管 に よ る 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 取 り 込 み は 、 対 応 す る 正 常 な 血 管 の 取 り 込 み を は る か に
超 え る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ５ 、 ６ 、 ７ お よ び ８ ） 。 過 形 成 の 島 お よ び 小 さ い 腫 瘍 の 血 管
で は 、 リ ポ ソ ー ム は 巣 状 領 域 で の 場 合 に 限 っ て 内 皮 細 胞 に 取 り 込 ま れ た （ 図 ８ ） が 、 よ り
大 き い 腫 瘍 で は 取 り 込 み は 比 較 的 全 体 に 広 が っ て い た （ 図 ６ ） 。 取 り 込 み の 局 所 領 域 は 、
新 し い 血 管 増 殖 部 位 の 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ た （ 図 ８ ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム ま た は リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 の こ の 特 性 は 、 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 物
質 を 選 択 的 に 輸 送 す る た め に 実 際 に 利 用 で き る 可 能 性 が あ る た め 、 腫 瘍 の 血 管 新 生 内 皮 細
胞 の こ の 特 性 が 、 病 的 な 血 管 新 生 の 他 の 部 位 で の 内 皮 細 胞 と 同 じ で あ る か 否 か を 調 べ る こ
と が 望 ま し い よ う に 思 わ れ た 。 こ の 疑 問 は 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル
リ ポ ソ ー ム の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に よ る 取 り 込 み を 、 そ の 一 つ の 特 徴 が 血 管 新 生 で あ る 慢 性
気 道 炎 症 を 引 き 起 こ す マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma plumonis） 感 染 症 の マ
ウ ス の 気 管 に お い て 調 べ る 実 験 に お い て 対 処 し た （ 図 ９ と 10を 比 較 ） 。 慢 性 炎 症 領 域 に お
け る 血 管 新 生 内 皮 細 胞 は 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム の 異 常 に 高 い 取 り 込 み 部 位 で あ る こ と が 判
明 し た （ 図 10） 。 詳 し く 述 べ る と 、 M. プ ル モ ニ ス に 感 染 し た マ ウ ス 気 管 の 血 管 は 、 異 常
な ほ ど 大 量 の 取 り 込 み を 示 し た 。 新 生 血 管 の 共 焦 点 顕 微 鏡 測 定 か ら 、 感 染 マ ウ ス は 対 照 マ
ウ ス よ り 取 り 込 み 量 が 20～ 30倍 多 い こ と が 示 さ れ た （ 図 11） 。 新 生 血 管 に よ っ て は 100倍
も の 取 り 込 み を 示 し た 。 M. プ ル モ ニ ス に 感 染 し た マ ウ ス の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 関 す る 共
焦 点 お よ び 電 子 顕 微 鏡 試 験 に よ っ て 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 最 初 、 エ ン ド ソ ー ム と 会 合 し
て （ 図 12） 、 次 に そ の 中 に 取 り 込 ま れ る （ internalize） こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 13） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 同 様 に 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 マ ウ ス の 卵 胞 お よ び 黄 体 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク HPVマ
ウ ス の 形 成 不 全 皮 膚 、 お よ び M. プ ル モ ニ ス 感 染 症 に よ る 血 管 新 生 を 有 す る ラ ッ ト の 気 管
の 新 生 血 管 に よ っ て 強 く 取 り 込 ま れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 結 論 ： こ れ ら の 実 験 か ら 、 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム お よ び リ ポ ソ ー ム -DNA複 合 体 は 、 腫 瘍 の
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血 管 新 生 内 皮 細 胞 お よ び 慢 性 炎 症 部 位 を 選 択 的 に 標 的 と す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 最 も 実 際 的 で 、 好 ま し い 態 様 で あ る と 思 わ れ る も の を 、 本 明 細 書 に 示 し て 記
述 す る 。 し か し 、 そ う し た 態 様 か ら の 逸 脱 が 可 能 で あ り 、 そ れ ら は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ
る こ と 、 お よ び 本 開 示 を 読 む こ と に よ っ て 当 業 者 に は 明 ら か な 改 変 が 想 起 さ れ る で あ ろ う
こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 参 考 文 献
　 前 記 の 本 文 中 に 以 下 の 文 書 を 活 字 と 数 値 に よ っ て 引 用 し て い る 。 そ れ ら の 内 容 は 本 明 細
書 に 引 用 と し て 明 白 に 組 み 入 れ ら れ る 。
　 　 A.米 国 特 許 第 4,897,355号
　 　 B.米 国 特 許 第 4,394,448号
　 　 C.米 国 特 許 第 5,328,470号
　 　 D.国 際 公 開 公 報 第 93/12240号
　 　 E.国 際 公 開 公 報 第 91/06309号
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 １ ～ １ ０ は 、 本 明 細 書 に お い て 、 カ ラ ー 版 お よ び 白 黒 版 の 両 方 で 提 出 す る 。 こ れ は 、
本 発 明 が 、 カ ラ ー 写 真 に よ っ て 最 も よ く 理 解 さ れ る が 、 現 行 の PCT出 願 で は 容 認 さ れ な い
た め に 、 こ の よ う な こ と を 行 っ た 。 図 １ ～ 10の カ ラ ー 写 真 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み
入 れ ら れ る 、 1997年 ３ 月 12日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/820,337号 の も の で あ る 。 さ
ら に 、 本 発 明 の 標 識 複 合 体 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 、 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 よ り 親
和 性 が 大 き い こ と を 明 ら か に 示 す カ ラ ー 写 真 は 、 サ ー ス ト ン ら （ Thurston） 、 「 陽 イ オ ン
リ ポ ソ ー ム は 、 マ ウ ス の 腫 瘍 お よ び 炎 症 に お い て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 標 的 に す る （ Cation
ic Liposomes Target Angiogenic Endothelial Cells in Tumors and Inflammation in M
ice） 」 、 J. Clin. Invest. 1998年 ４ 月 １ 日 号 （ 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） に 示 さ れ て
い る 。
【 図 １ 】 正 常 な マ ウ ス 卵 巣 の 濾 胞 の 新 生 血 管 に お け る 赤 色 蛍 光 CM-DiI-標 識 DDAB： コ レ ス
テ ロ ー ル -DNA複 合 体 の 取 り 込 み を 示 す 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 60μ m） 。
【 図 ２ 】 RIP1-Tag5マ ウ ス に お け る 膵 臓 腫 瘍 の 切 片 の 新 生 血 管 に お け る 赤 色 蛍 光 CM-DiI-標
識 DDAB： コ レ ス テ ロ ー ル -DNA複 合 体 の 取 り 込 み を 示 す 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ る － 血 管 は 蛍 光

10

20

30

40

50

(34) JP 2007-84565 A 2007.4.5



レ ク チ ン で 緑 色 に 染 色 さ れ る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 40μ m） 。
【 図 ３ 】 正 常 な マ ウ ス 膵 島 の 血 管 に は テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル -DNA複
合 体 （ 黄 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取 り 込 み が ほ と ん ど な い 、 ま た は 全 く な い こ と を 示 す 低 倍 率 蛍
光 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 150μ m） 。
【 図 ４ 】 RIP1-Tag2マ ウ ス に お け る 膵 臓 腫 瘍 の 血 管 に お け る テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ
レ ス テ ロ ー ル -DNA複 合 体 （ 黄 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取 り 込 み を 示 す 低 倍 率 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ
る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 150μ m） 。
【 図 ５ 】 蛍 光 レ ク チ ン で 染 色 し た （ 緑 色 ） 正 常 膵 島 に は 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ
レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取 り 込 み が ほ と ん ど な い 、 ま た は 全 く な い
こ と を 示 す 共 焦 点 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 50μ m） 。
【 図 ６ 】 RIP1-Tag2マ ウ ス の 膵 臓 腫 瘍 に お け る テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル
リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取 り 込 み を 示 す 共 焦 点 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム を
静 脈 内 注 射 し た 後 、 ト マ ト （ Lycopersicon esculentum） レ ク チ ン の （ 緑 色 ） 蛍 光 の 環 流
に よ っ て 血 管 を 染 色 し た （ ス ケ ー ル 表 示 ： 50μ m） 。
【 図 ７ 】 RIP1-Tag2マ ウ ス の 膵 臓 腫 瘍 に お け る テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル
リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取 り 込 み を 示 す 共 焦 点 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム を
静 脈 内 注 射 し た 後 、 ト マ ト （ Lycopersicon esculentum） レ ク チ ン の （ 緑 色 ） 蛍 光 の 環 流
に よ っ て 血 管 を 染 色 し た （ ス ケ ー ル 表 示 ： 50μ m） 。
【 図 ８ 】 RIP1-Tag2マ ウ ス の 膵 臓 腫 瘍 に お け る テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル
リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取 り 込 み を 示 す 共 焦 点 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム を
静 脈 内 注 射 し た 後 、 ト マ ト （ Lycopersicon esculentum） レ ク チ ン の （ 緑 色 ） 蛍 光 の 環 流
に よ っ て 、 血 管 を 染 色 し た 。 血 管 増 殖 が 起 こ り う る 部 位 は 、 強 い 取 り 込 み を 示 す （ ス ケ ー
ル 表 示 ： 50μ m） 。
【 図 ９ 】 蛍 光 レ ク チ ン で 血 管 を 緑 色 に 染 色 し た 病 原 体 不 含 マ ウ ス の 気 管 に お け る 正 常 な 血
管 に は 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン ジ 色 ） の 取
り 込 み が ほ と ん ど な い こ と を 示 す 共 焦 点 顕 微 鏡 写 真 で あ る
【 図 １ ０ 】 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma pulmonis） 感 染 症 の マ ウ ス の 気 管
の 新 生 血 管 に お け る テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム （ 赤 ～ オ レ ン
ジ 色 ） の 取 り 込 み を 示 す 共 焦 点 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 50μ m） 。
【 図 １ １ 】 静 脈 内 注 射 の ４ 時 間 後 、 リ ポ ソ ー ム の 蛍 光 の 強 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価
し た 、 病 原 体 不 含 マ ウ ス 気 管 お よ び マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ ル モ ニ ス （ Mycoplasma pulmonis
） に 感 染 し た マ ウ ス 気 管 の 血 管 に よ る テ キ サ ス レ ッ ド -DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム
の 取 り 込 み 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 測 定 は 、 ツ ァ イ ス LSM 410共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い て 行 っ
た 。 感 染 し た マ ウ ス に 、 M. プ ル モ ニ ス 菌 を 鼻 腔 内 接 種 し 、 ４ 週 間 後 に 調 べ た 。 星 印 は 統
計 学 的 に 有 意 差 が あ る こ と を 示 す （ P<0.05、 平 均 値 ± SE、 １ 群 あ た り の マ ウ ス 数 n＝ ４ ）
。
【 図 １ ２ 】 M. プ ル モ ニ ス に 感 染 し た マ ウ ス の 気 管 に お い て 、 内 皮 細 胞 と 会 合 し た DOTAP：
コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム を 示 す 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ ス ケ ー ル 表 示 ： 50μ m）
。
【 図 １ ３ 】 M. プ ル モ ニ ス に 感 染 し た マ ウ ス の 気 管 に お い て 、 内 皮 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま
れ た DOTAP： コ レ ス テ ロ ー ル リ ポ ソ ー ム を 示 す 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ ス ケ ー ル 表
示 ： 80μ m） 。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
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　 ａ ） 少 な く と も 5モ ル %の 少 な く と も 1つ の 陽 イ オ ン 脂 質 ；
　 ｂ ） 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 破 壊 す る 毒 性 化 合 物 ； お よ び
　 ｃ ） 中 性 脂 質 ；
を 含 み 、 生 理 的 pHに お い て 存 在 す る 場 合 に 0mV以 上 の ゼ ー タ 電 位 を 有 す る こ と を 特 徴 と す
る 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 。  
【 請 求 項 ２ 】
検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 。  
【 請 求 項 ３ 】
骨 格 と 、 ア シ ル も し く は エ ー テ ル 結 合 の い ず れ か に よ っ て 骨 格 に つ な が れ た 最 高 6個 ま で
の 不 飽 和 結 合 を 含 む 12～ 24炭 素 長 の 1つ 以 上 の 脂 肪 酸 と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 陽 イ オ ン
性 リ ポ ソ ー ム 。  
【 請 求 項 ４ 】
陽 イ オ ン 脂 質 が 1,2-ジ ア シ ル -3-ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム -プ ロ パ ン ま た は 1,2-ジ ア シ ル -3
-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム -プ ロ パ ン で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 。  
【 請 求 項 ５ 】
中 性 脂 質 が 1,2-ジ ア シ ル -sn-グ リ セ ロ -3-フ ォ ス フ ォ コ リ ン で あ る 請 求 項 1記 載 の 陽 イ オ ン
性 リ ポ ソ ー ム 。  
【 請 求 項 ６ 】
検 出 可 能 な 標 識 が 放 射 活 性 標 識 、 蛍 光 標 識 、 組 織 化 学 的 に 検 出 可 能 な 物 質 、 免 疫 組 織 化 学
的 に 検 出 可 能 な 物 質 、 お よ び 検 出 可 能 な 色 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の
陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 。  
【 請 求 項 ７ 】
哺 乳 動 物 に お け る 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る リ ポ ソ ー ム 組 成 物 の 使 用 で あ
っ て 、 該 リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が
　 ａ ） 少 な く と も 5モ ル %の 陽 イ オ ン 脂 質 ；
　 ｂ ） 血 管 新 生 増 強 剤 お よ び 血 管 新 生 阻 害 剤 か ら 選 択 さ れ る 血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ し う る
物 質 ； お よ び
　 ｃ ） 中 性 脂 質 ；
を 含 み 、 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム が 生 理 的 pHに お い て 存 在 す る 場 合 に 0mV以 上 の ゼ ー タ 電 位
を 有 す る こ と を 特 徴 と し 、 か つ 、 該 疾 患 が 癌 、 炎 症 性 疾 患 、 関 節 炎 、 喘 息 、 糖 尿 病 網 膜 症
お よ び 創 傷 か ら 選 択 さ れ る 、 哺 乳 動 物 に お け る 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る
リ ポ ソ ー ム 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
リ ポ ソ ー ム 組 成 物 を 哺 乳 動 物 の 循 環 系 に 注 射 す る こ と が で き る 請 求 項 7記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 ９ 】
リ ポ ソ ー ム 組 成 物 を 動 脈 内 に 注 射 す る こ と が で き る 請 求 項 8記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 １ ０ 】
血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ し う る 物 質 が 血 管 新 生 阻 害 剤 で あ る 請 求 項 9記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 １ １ 】
血 管 新 生 の 阻 害 剤 が ス テ ロ イ ド で あ る 請 求 項 10記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 １ ２ 】
血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ し う る 物 質 が 血 管 新 生 促 進 剤 で あ る 請 求 項 7記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 １ ３ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 7記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 １ ４ 】
リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 血 中 で
よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7記 載 の 使 用 。  
【 請 求 項 １ ５ 】
リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 に 入 る こ と が で き る よ う に リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が 新
生 血 管 の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 選 択 的 に 会 合 す る こ と が で き る 請 求 項 14記 載 の 使 用 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
哺 乳 動 物 に お い て 疾 患 を 処 置 す る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、
　 ａ ） 少 な く と も 5モ ル %の 少 な く と も 1つ の 陽 イ オ ン 脂 質 ；
　 ｂ ） 血 管 新 生 増 強 剤 お よ び 血 管 新 生 阻 害 剤 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 血 管 新 生 に 影 響 を
及 ぼ し う る 物 質 ； お よ び
　 ｃ ） 中 性 脂 質 ；
を 含 む 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム を 含 み 、 該 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム が 生 理 的 pHに お い て 存 在 す
る 場 合 に 0mV以 上 の ゼ ー タ 電 位 を 有 す る こ と を 特 徴 と し 、 か つ 、 該 疾 患 が 癌 、 炎 症 性 疾 患
、 関 節 炎 、 喘 息 、 糖 尿 病 網 膜 症 お よ び 創 傷 か ら 選 択 さ れ る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
哺 乳 動 物 の 循 環 系 に 注 射 す る こ と が で き る 請 求 項 16記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 １ ８ 】
動 脈 内 に 注 射 す る こ と が で き る 請 求 項 17記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 １ ９ 】
血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ し う る 物 質 が 血 管 新 生 阻 害 剤 で あ る 請 求 項 18記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 ２ ０ 】
血 管 新 生 の 阻 害 剤 が ス テ ロ イ ド で あ る 請 求 項 19記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 ２ １ 】
血 管 新 生 に 影 響 を 及 ぼ し う る 物 質 が 血 管 新 生 促 進 剤 で あ る 請 求 項 16記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 ２ ２ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 16記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム が 対 応 す る 正 常 な 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 血 管 新 生 内 皮 細 胞 に 対 し て 血
中 で よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 ２ ４ 】
リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が 血 管 新 生 内 皮 細 胞 内 に 入 る こ と が で き る よ う に 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム
が 新 生 血 管 の 血 管 新 生 内 皮 細 胞 と 選 択 的 に 会 合 す る こ と が で き る 請 求 項 23記 載 の 医 薬 組 成
物 。  
【 請 求 項 ２ ５ 】
哺 乳 動 物 に お い て 癌 を 処 置 す る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、
　 ａ ） 少 な く と も 5モ ル %の 少 な く と も 1つ の 陽 イ オ ン 脂 質 ；
　 ｂ ） 腫 瘍 関 連 血 管 新 生 内 皮 細 胞 を 破 壊 す る 毒 性 化 合 物 ； お よ び
　 ｃ ） 中 性 脂 質 ；
を 含 む 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム を 含 み 、 該 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム が 生 理 的 pHに お い て 存 在 す
る 場 合 に 0mV以 上 の ゼ ー タ 電 位 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
哺 乳 動 物 の 循 環 系 に 注 射 す る こ と が で き る 請 求 項 25記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 ２ ７ 】
動 脈 内 に 注 射 す る こ と が で き る 請 求 項 26記 載 の 医 薬 組 成 物 。  
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 25記 載 の 医 薬 組 成 物 。
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