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(57)【要約】
【課題】
ＤＮＡワクチンをデリバリするメソドロジを提供する。
【解決手段】
　ＤＮＡワクチンをデリバリするメソドロジは、一又は
複数の孔を開けるのに十分な時間処置エリアにプラズマ
処置するプラズマジェネレータの提供を含む。外用ＤＮ
Ａワクチンを処置エリアに塗り、暫く待ち、ＤＮＡワク
チンが一又は複数の孔に移動到達可能とする。実施メソ
ドロジは、ＤＮＡワクチンの細胞内摂取が可能とされる
に十分なセッティングでの処置エリアへのプラズマ処置
をさらに含むメソドロジである。
【選択図】図７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＤＮＡワクチンをデリバーする方法は、以下の：
　処置エリアに対して一又は複数の孔（pores）を開けるために十分な期間の間プラズマ
処置するためのプラズマジェネレータを提供すること；、
　外用ＤＮＡワクチンを前記処置エリアに処置すること；、
　ある期間外用ＤＮＡワクチンを処置して前記一又は複数の孔を通じて輸送可能となるま
で待つこと；、
　細胞への前記ＤＮＡワクチン摂取を十分に促進するために前記処置エリアへプラズマ処
置すること；
を含むＤＮＡワクチンをデリバーする方法。
【請求項２】
一又は複数の孔を開口するのに使用される前記プラズマは大気圧下で空気雰囲気を用い生
成される請求項１記載の方法。
【請求項３】
一又は複数の孔を開口するのに使用される前記プラズマはマイクロ秒パルスプラズマ及び
ナノ秒パルスプラズマのうちの一つである請求項1記載の方法。
【請求項４】
一又は複数の孔を開口するのに使用される前記プラズマはＤＢＤプラズマ及びナノ秒パル
スコロナアレイ（corona array）のうちの一つである請求項３記載の方法。
【請求項５】
前記ある期間とは前記一又は複数の孔を貫通に約１時間以下で前記ＤＮＡワクチンが移動
可能である請求項1記載の方法。
【請求項６】
前記ある期間とは前記一又は複数の孔を貫通に約３０分以下で前記ＤＮＡワクチンが移動
可能である請求項1記載の方法。
【請求項７】
前記細胞の摂取は表皮細胞で発生する請求項1記載の方法。
【請求項８】
前記細胞の摂取は真皮に生息する免疫細胞で発生する請求項1記載の方法。
【請求項９】
前記細胞の摂取は細胞組織で発生する請求項1記載の方法。
【請求項１０】
前記細胞の摂取は腫瘍細胞で発生する請求項1記載の方法。
【請求項１１】
非侵襲性のＤＮＡワクチン接種システムは以下の：
　スキン、組織又は腫瘍の表面に処置するための外用ＤＮＡワクチン；そして
　スキン、組織又は腫瘍へ第一のプラズマ処置を提供して前記スキン、組織又は腫瘍に一
又は複数の孔を開口するためのプラズマジェネレータ及びスキン、組織又は腫瘍へ第二の
プラズマ処置を提供し細胞が前記ＤＮＡワクチンを一又は複数の前記スキン、組織又は腫
瘍へ細胞摂取を起こさせるプラズマジェネレータ；
を含む非侵襲性ＤＮＡワクチン接種システム。
【請求項１２】
前記プラズマジェネレータは、マイクロ秒パルスＤＢＤプラズマジェネレータ、ナノ秒パ
ルスＤＢＤプラズマ及びナノ秒パルスコロナのうちの一つである請求項１１記載の前記非
侵襲性ＤＮＡワクチン接種システム。
【請求項１３】
ＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種する方法は以下の：
　パルスプラズマで領域を処置すること；、
　前記処置されたエリア上にＤＮＡワクチンを外用処置すること；そして



(3) JP 2017-504575 A 2017.2.9

10

20

30

40

50

　プラズマをプラスミド（plasmid）ＤＮＡの細胞摂取を起こさせるのに十分なパワーセ
ッティングで前記処置されたエリアの前記表面にプラズマ処置すること；
を含むＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種する方法。
【請求項１４】
前記ＤＮＡワクチンを外用処置することと前記処置エリアの前記表面にプラズマ処置する
間、一定の時間の間待つことをさらに含む請求項１３記載の身体にワクチン接種する方法
。
【請求項１５】
前記一定の時間の間が約１時間以下である請求項１３記載のＤＮＡワクチンで身体にワク
チン接種する方法。
【請求項１６】
前記一定の時間の間が約３０分以下である請求項１３記載のＤＮＡワクチンで身体にワク
チン接種する方法。
【請求項１７】
ＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種する方法は以下の：
　前記スキン、組織又は腫瘍の表面に前記スキン、組織又は腫瘍に孔を開口し細胞に孔を
開けるのに十分なパワーセッティングでプラズマ処置すること；、
　ＤＮＡワクチンを前記処置エリアに外用処置しそれをスキン、組織又は腫瘍に作られた
孔を通じて移動させ及び前記スキン、組織又は腫瘍の前記細胞に作られた前記複数の孔を
介して細胞内に摂取されること；
を含むＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種する方法。
【請求項１８】
一又は複数の孔を開口するのに使用される前記プラズマは大気圧下で大気を用い生成され
る請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
一又は複数の孔を開口するのに使用される前記プラズマはマイクロ秒パルスプラズマ及び
ナノ秒パルスプラズマのうちの一つである請求項１７記載の方法。
【請求項２０】
一又は複数の孔を開口するのに使用される前記プラズマはＤＢＤプラズマ及びパルスコロ
ナプラズマのうちの一つである請求項１９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
　本出願は２０１３年１２月４日に出願された米国特許仮出願第６１／９１１，５３６号
「非熱プラズマを用いるＤＮＡワクチンの経皮デリバリ」の優先権を主張し、当該米国出
願の内容はその全体が本出願に組み込まれたものとする。
【技術分野】
【０００２】
本発明は、概して、ＤＮＡワクチンのデリバリに関し、とりわけ、スキン、組織又は腫瘍
を超える細胞間のデリバリのための非熱プラズマ（コールドプラズマ）を用いるＤＮＡワ
クチンをデリバリすること及び／又はＤＮＡワクチンの細胞間摂取を促進することに関す
る。組織とは、上皮、粘膜、結合組織及び筋肉組織をいう。
【背景技術】
【０００３】
　ワクチンは、近代医学で最も重要な発見であり、医師が患者へ提供できる最も有益な治
療である。それでもたくさんのワクチン予防可能な疾病が治療又は防御免疫応答を引き出
すテクノロジを待っている。ほとんどのワクチンは、免疫応答を引き起すが、細胞媒介性
免疫応答は、ＣＤ８　Ｔ細胞を含む細胞内のバクテリア性、ウィルス性疾患および真菌性
疾患、慢性疾患、糖尿病を含む、がんその他と同様に死に至るエボラのような疾患を防ぎ
、コントロールし、又は治療するのに必要である。
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【０００４】
　ＤＮＡワクチン接種は、宿主細胞に統合されるわけではなく、生産及び保管に低コスト
であり、組織、及び／又は細胞タイプに高い特効とするのも可能であり、複数のエージェ
ントに同時にワクチン接種も可能とされる。大きな表面領域及び細胞をランゲルハウス及
び皮膚樹状細胞のような抗原提示細胞の存在によって、スキンはＤＮＡワクチンのターゲ
ットに理想的であり、免疫誘導に専らとされている。
【０００５】
　ＤＮＡワクチンは、細胞媒介性免疫応答及び抗体応答の双方を引き起し可能性である。
したがって、ＤＮＡワクチンは他のワクチン接種モードに対して魅力的な代替である。Ｄ
ＮＡワクチンはプラスミド（ｐｌａｓｍｉｄ、ＤＮＡの輪）から成り、それは保護を引き
出すのに必要ＲＮＡの転写に必要なＤＮＡの配列、哺乳類細胞でのタンパク質翻訳、及び
哺乳類細胞でなくバクテリアでのプラスミドの増幅である。ＤＮＡワクチンへの免疫応答
はウィルス感染への応答に似ているが、より安全である。ＤＮＡは伝染したり、病気の原
因となったりはしないからである。ＤＮＡは比較的生産が容易であり、環境中のプロアテ
ーゼ及びヌクレアーゼに対して安定である。ＤＮＡワクチンは、例えば、ＨＳＶ．ＡＩＤ
Ｓ，Ｃ型肝炎、がん、エボラ、及び、より伝統的な手段によっては開発されていない類の
疾病を予防又は治療するのに必要な免疫応答を生成するのに使用される可能性がある。
【０００６】
　予防あるいは治療のワクチン接種のためのＤＮＡワクチンの受け入れの障害は、効率の
よいデリバリ及び細胞摂取及び細胞に関係する適切な免疫応答の促進の困難性にある。低
発現あるいは免疫の認識の欠落のいずれかの理由によって、プラスミドＤＮＡの注射だけ
では、予防接種の十分に強い免疫応答を引き出さない。脂質によって媒介されるデリバリ
、ジェットインジェクション、遺伝子ガン及びソノポレーション（sonoporation）を含む
、ＤＮＡワクチンのデリバリ及び摂取のためのいくつかの方法が、テストされてきたが十
分な成功をおさめていない。
【０００７】
　ＤＮＡワクチンの遺伝学及びＤＮＡワクチンの生体内デリバリを目的とするエレクトロ
ポレーション（electroporation）の使用についての近年の発展は、実用的なレベルの発
現の効能を増加してきた。エレクトロポレーションはパルス電流を使用し細胞膜に複数の
孔（pores、以下単に孔と記載する）を開口し（透過処理（permeabilization）と呼ばれ
るプロセス）そして、皮内に注射されたＤＮＡがスキン細胞によって摂取されスキン内の
生細胞に免疫を起こさせることを可能とする。エレクトロポレーションはスキン又は筋肉
内へのＤＮＡ注射を要求し、電極のスキンへの直接コンタクト又は電極の筋肉への挿入を
要し、細胞のＤＮＡ摂取を促進するために直の電流処置を要求する。
【０００８】
　ドラッグのデリバリ方法としてのエレクトロポレーションは、いくつかのマイナス点が
あり、処置に伴う痛み、筋肉収縮及び電流は組織のダメージを引き起こしもする。これら
のマイナス点はその広い採用を限定してきた。実際、エレクトロポレーションに伴う痛み
はひどいもので医師あるいはケアプロバイダはその使用を子供あるいはシニアに勧めよう
としていない。加えて、エレクトロポレーションは約5 mm2 と約7 mm2の間の領域に使用
可能にすぎない。
【０００９】
　リチャード　Ｊ　コノリー、サウスフロリダ大学の一研究、題目プラズマを介する分子
デリバリは、非熱プラズマがパルス電気場もスキンへデリバリ可能であり、この方法は安
全に細胞が皮内に注射されたＤＮＡワクチンの摂取を促進することを示した。実験では、
１００μ¥ochgのJRFLgp120　容量５０μlのプラスミド皮内に注射された。ボーラス（bol
us）は、正負の両極性プラズマに１０分間晒された。エレクトロポレーションのように、
この方法はスキンへの針でのＤＮＡ注射を要求し、痛みがある処置方法であり、注意深く
廃棄しなければならないバイオ有害廃棄物を生成する結果になる。しかも、この提案され
た方法はプラズマを生成するために高価なヘリウムのような希ガスの使用を含む。
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経皮の、針を必要としないワクチンのデリバリが、あるグループの、子供やシニアのよう
に注射の痛みに耐えられない人々に望まれる。鼻腔内のデリバリは興味を引く魅力的であ
るが、デリバリ可能なワクチンの総容量に限界がありチャレンジである。デリバーされた
ワクチンは粘膜分泌物に希釈され、プロテアーゼやヌクレアーゼに攻撃され、上皮性関門
によって除外される。したがって、相対的に大きなワクチンのドーズ（doses）が要求さ
れ、正確にどれだけのドーズが実際に粘膜を超えているのかを決定することは困難である
。加えて、鼻腔内の空洞の限界のため、小容量が処置されるに過ぎない。
【発明の開示】
【００１０】
ＤＮＡワクチンをデリバーする例示システムと方法がここに開示される。ＤＮＡワクチン
をデリバーする一実施メソドロジは、処置エリア、例えば、スキン、組織あるいは腫瘍に
対して十分な期間、一又は複数の孔を開けるためにプラズマ処置用のプラズマジェネレー
タを提供することを含む。外用ＤＮＡワクチンを前記処置エリアに処置しある期間外用Ｄ
ＮＡワクチンが前記一又は複数の孔を通じて輸送可能となるまで待つ。実施メソドロジは
さらに、同処置エリアに細胞への前記ＤＮＡワクチン摂取を十分に促進する設定で前記処
置エリアへプラズマ処置することを含む。
【００１１】
　一実施形態の非侵襲性のＤＮＡワクチン接種システムは、外用ＤＮＡワクチンを表面に
処置する、例えば、スキン、組織又は腫瘍上に処置することを含む。プラズマジェネレー
タは、例えば、スキン、組織又は腫瘍上へ前記スキン、組織又は腫瘍に一又は複数の孔を
開口するための第一のプラズマ処置を提供し、同領域上へ第二のプラズマ処置を提供し、
一又は複数の細胞へＤＮＡワクチンの摂取を起こさせる。
【００１２】
　ＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種するメソドロジの他の実施形態は、第一パラメー
タセットを用いてマイクロ秒又はナノ秒パルスプラズマあるいはナノ秒パルスコロナを処
置エリアに処置すること、及びＤＮＡワクチンを処置エリアに外用処置することを含む。
方法は、さらにプラスミドＤＮＡが第一のプラズマ処置で作成された孔を通じて移動する
のを可能とすることを含み、それからマイクロ秒あるいはナノ秒パルスＤＢＤプラズマ又
はナノ秒パルスコロナ処置を外用処置されたプラスミドＤＮＡの細胞摂取を起こさせるに
十分なパワーセッティングで処置することをさらに含む。
【００１３】
　他のＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種するメソドロジの一実施形態は、マイクロ秒
又はナノ秒パルスＤＢＤプラズマ又はナノ秒パルスコロナをあるパラメータセットで、ス
キン、組織又は腫瘍上の処置エリアで処置し、そして前記ＤＮＡワクチンを前記処置エリ
アのスキン、組織又は腫瘍に外用処置することを含む。この方法で使用されるパラメータ
セットは、プラスミドＤＮＡがスキン、組織又は腫瘍に生成された孔を通じて移動可能に
、かつ、組織又は腫瘍の細胞がプラズマ処置で細胞に生成された孔を介して摂取されるに
十分なものである。
【００１４】
　ＤＮＡワクチンで身体にワクチン接種するメソドロジの他の実施形態は、ＤＮＡをスキ
ンへ表皮と真皮の間の皮内に注射して、注射箇所上マイクロ秒又はナノ秒パルスの高電圧
電源を使用し非熱ＤＢＤプラズマを局所的に生成し又は注射箇所上にナノ秒パルス高電圧
電源を使用してパルスコロナを局所的に生成することを含む。プラズマ処置は一又は複数
の孔を細胞内に生成するが、注射されたＤＮＡの細胞内摂取を可能とする。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
 これら及び他の本発明の特徴及び特長は以下の記述及び添付の図面についてより理解さ
れるであろう。すなわち：
【００１６】
　図１は、スキン層の一例を描いた図である。
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【００１７】
　図２は、一実施形態に係るスキン、組織又は腫瘍を通って移動する分子についてのデリ
バリシステムを描く。
【００１８】
　図３は、他のスキン、組織又は腫瘍を超えて移動する分子に関する他の実施形態を描く
。
【００１９】
　図４は、第三のスキン、組織又は腫瘍を超えて移動する分子に関する他の実施形態を描
く。
【００２０】
　図５は、スキン、組織又は腫瘍を超えて移動する分子に関するさらなる他の実施形態を
描く。
【００２１】
　図６は、図５の電極の平面図である。
【００２２】
　図７は、プラズマを使用するＤＮＡワクチンの経皮デリバリのメソドロジの実施形態の
模式図である。
【００２３】
　図８は、スキン、組織又は腫瘍を超えて移動する分子の移動に関するデリバリシステム
の他の実施形態を描く。
【００２４】
　図９は、処置表面をプラズマで孔を開口しＤＮＡワクチンを処置エリアに処置する装置
の一実施形態の断面図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
　出願人は、冷プラズマを使用しＤＮＡをスキン層、細胞間（細胞の間）も細胞内（細胞
の内部へ）の双方を超えて移動する技術を開発した。出願人は、ＵＳ特許出願番号Ｎｏ．
１４／５００１４４「組織層を超えた分子のデリバリのための方法及び装置」、２０１４
年９月２９日を出願し、それはここに参照によって全体が組み込まれている。いくつかの
出願人の例示の方法は、安全で非接触の経皮デリバリ及びＤＮＡワクチンの細胞摂取を提
供するプラズマを利用しているが、ここではそれをプラズマポレーション（plasmaporati
on）ともいう。
【００２６】
　経皮デリバリは分子がスキンをパススルーすることを要求する。図１は、スキン１００
の層を描く。スキン１００の外層は、角質層（ＳＣという，stratum corneum）１０２。
ＳＣ１０２は死んだ、平坦でケラチンが豊富な細胞、角質細胞から構成されている。これ
らの濃密な細胞は複雑な細胞間脂質、セラミド、遊離脂肪酸、コレステロール及びコレス
テロール硫酸のミックスによって囲まれている。分子がＳＣを超える有力な拡散パスは細
胞間に見える。残りのスキンの層は、表皮（生表皮）１０４及び真皮１０６である。
【００２７】
　経皮的には少量パーセントのコンパウンドがデリバリ可能であるに過ぎない、理由は、
スキン１００は非常にバリア特性を持っており、すなわち、高い親油性のあるＳＣ１０２
は、分子がスキンを超えて浸透したり、拡散するのを防止するからである。その結果、相
対的に小さな分子量（ＭＷ）５００ダルトン（Dalton）以下の分子が経皮投与可能である
。皮膚科の外用治療、経皮全身治療あるいは、ワクチン接種が目的の場合、経皮的処置の
ためのイノベーティブなコンパウンドの開発は、分子量５００ダルトン以下に制限される
。加えて、ほとんどのスキンを超えるドラッグの輸送は非常にゆっくりとしており、一定
の流量に至るには数時間のラグタイムが測定される。治療上有効なドラッグレベルの達成
には、したがって、強ケミカル浸透エンハンサーを使用する人工的なスキン浸透のエンハ
ンスなしでは、治療的に有効なドラッグレベルの達成は難しい。
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【００２８】
　プラズマポレーションは非熱プラズマ又はコールドプラズマを、経皮性のＤＮＡワクチ
ンのスキン及び免疫細胞へのデリバリに関して第四の状態を使用する。非熱プラズマは、
部分的に大気圧下で大気空気又は他のガス及び電気を使用し生成されイオン化されたガス
である。それは、二つの電極の間に現れる空気又は他のガスの分解によって生成され、し
ばしば、それらのうちの一つは絶縁され、十分な高電圧での処置である。第二の電極は、
しばしば、生スキン、組織又は腫瘍のように誘電体も可能である。パルス電場は、プラズ
マ生成に並びにスキン、組織又は腫瘍及び細胞膜に経皮的なデリバリ及びマクロ分子の細
胞摂を促進する一時的（リバーシブルな）孔開けに使用されている。いくつかの実施形態
では、一時的な孔は約１から約５分間開いたままである。非熱プラズマを生成するのに使
用される電気パラメータは、リバーシブルプラズマポレーションを達成するために制御可
能である。電極は、スキンに非接触であり、針は不要で、非熱プラズマへの接触には痛み
は伴わず、安全である。一又は複数の電極が絶縁されるココンフィグレーションでは、非
熱プラズマは誘電体バリア放電（「ＤＢＤ」）プラズマであり、例え、絶縁電極でスキン
、組織又は腫瘍に接触しても、安全無痛である。
【００２９】
　ここに記述されているプラズマポレーション技術は、無痛非侵襲法でのＤＮＡワクチン
デリバリ効率的で迅速な手段である。いくつかの実施形態では、技術はＤＮＡのスキンへ
の注射は要求されない。増加されたＤＮＡデリバリ効率は、結果として一回当たりの免疫
化に要求されるＤＮＡをより少量にし、ＤＮＡ単位あたりのドーズ数を増加させ、ＤＮＡ
ワクチンの容易で迅速な生産に寄与し、より小規模の生産設備に寄与し、新しいワクチン
のニーズに対するより早い応答及び低コストに寄与する。大規模な免疫化プログラムが開
発されるところではどこでも、バイオハザード廃物、鋭利物（注射針）の廃棄に関して最
小のコンサーンがホットになる。
【００３０】
　ここに記述されているプラズマポレーション技術は、生スキンに外用処置されたＤＮＡ
ワクチン効率的な細胞摂取及び作用を促進する。ブタのスキンはヒトのスキンに形及び機
能がとても近いので、実施例としてブタの生体研究実験が実行された。以下で記述される
実験では、スキン細胞へのプラスミドＤＮＡ細胞間摂取がプラスミドＤＮＡの遺伝子に緑
色蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein，GFP）マーカーにエンコードされたタン
パク質表現によって示されている。いくつかの実施形態では、ＧＦＰエンコードプラスミ
ドのソース及び準備は、非常に安定なAcGFP1(Aequorea coerulescens、オワンクラゲGFP)
 緑色蛍光タンパク質(Clontech Laboratories、クローンテック　ラボラトリ)の形をエン
コードするpEGFP-N1ベーシックベクターを含む。プラスミドＤＮＡは、E. coli　で増幅
され商業上利用可能なキット(Qiagen Inc.)で精製される。プラスミドＤＮＡは、指示濃
度でリン酸緩衝食塩水に希釈されている。いくつかの実施形態では緑色蛍光タンパク質を
エンコードしているプラスミドＤＮＡが、アルデブロン社（Aldevron, Inc., Fargo, ND
（ノースダコタ州）），から商業的に取得できた。このケースでプラスミドＤＮＡはＤＮ
Ａｓｅ/ＲＮＡｓｅフリーの超純水に溶解され投与された。プラスミドＤＮＡの作業濃度
は、2 mg/ml及び100 μｌの容量で外用又は皮内注射処置された。エンコードされた表現
の細胞によって細胞内に完全ＤＮＡが摂取されない場合を除き信号は得られない。
【００３１】
　これらの実験はプラズマポレーションが安全で無痛のエレクトロポレーション及び他の
ＤＮＡの経皮的なデリバリ手段の代替であることを示す。非熱プラズマ生成の電気的パラ
メータ、電極ジオメトリ、ＤＮＡ濃度、プラスミドＤＮＡ構成及びスキンへのプラスミド
ＤＮＡ処置モード（注射あるいはスキン表面への外用処方）は、プロセス最適化に変更可
能とされる。上述のこれらの用法又は他の多くの用法に加えて、ＤＮＡワクチンのプラズ
マポレーションは、ウィルス感染予防（例えば、単純ヘルペスウィルス、エボラ等）及び
がん治療（Her-2/neu乳がん）に使用されてもよく、ワクチンターゲットは現在研究途上
である。
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【００３２】
　いくつかの実験例では、プラズマポレーションは、平面ＤＢＤプラズマジェネレータ（
図３及び４）又はＤＢＤジェットプラズマジェネレータ（図２及び５）又はパルスコロナ
ジェネレータ（図８）が針を要しないマクロ分子の経皮デリバリのために関与している。
プラズマ生成に使用されたパラメータによって（処置時間、負荷電圧、パルス繰り返し周
波数、パルス時間、処置パルス回数、デューティサイクル等）、マクロ分子の浸透深さは
制御されターゲット層、例えば、スキンの表皮又は真皮へのデリバリが保証される。この
ように、ここに記載された非熱プラズマポレーション技術は早い経皮的なデリバリを促進
し、及び、大気圧下及び室温での十分なＤＮＡワクチンの細胞摂取をエンハンスし、エレ
クトロポレーション及び他の従来技術で必要とされた電極又は針の廃棄を要さない。
【００３３】
　出願人は、前に、ＵＳ特許出願番号Ｎｏ．１４／５００１４４、「組織複層を超えて分
子のデリバリのための方法及び装置」２０１４年９月２９日、に記載されているようにプ
ラズマポレーションは、分子量７０ｋDaまでのデキストラン分子、タンパク質では１１５
ｋDaまで、そして５０ｎｍ径ナノ粒子で生体ブタのスキンに１５分以内の外用処方でスキ
ンに損傷を発生させず経皮的なデリバリをエンハンス可能であることを示したが、それは
、ここに参照されて取り込まれている。
【００３４】
　大気圧下での非熱プラズマはマクロ分子を表面から生体ブタのスキン内へ、スキンを全
く傷つけずに導入可能である。非熱プラズマによって可能とされたスキンポレーションは
、経皮的なデリバリ及び細胞のＤＮＡワクチン摂取を室温大気圧下で、苦痛もなく筋肉収
縮や他のエレクトロポレーションに伴う副作用もなく、非侵襲及び安全な手段で提供する
。当該処方は、ディスポーザル電極や針を要求せず、バイオ廃棄物の廃棄の必要もなく、
バイオ消耗品廃棄物の不正な再利用もない。非熱プラズマを使用する追加の利益としては
、生成された活性種は、プラズマポレーションの間スキンを殺菌可能である。
【００３５】
　プラズマのフェーズでは、中性ガス原子（又は分子）、電子、陽／陰イオン、及び高エ
ネルギラディカルが生成される。これらの生成及び濃縮は、部分的に、プラズマ生成に使
用されるガス及びケミカルの物性、プラズマ生成に使用されるエレクトロニックパラメー
タとデバイスデザインに依存する。スキン上に非熱プラズマによって生成される電場は、
プラズマ処置時間；電極とスキンの間のギャップ；組織又は腫瘍；処置電圧；パルス期間
；パルス処置回数、パルス繰り返し周波数及びデリバリを局所化するデューティサイクル
を変更することによってチューン可能である。これらのパラメータは、マクロ分子のスキ
ン、組織又は腫瘍を超えての深さ及びデリバリ量のコントロールを可能とし、ターゲット
のスキン、組織又は腫瘍を最適ドーズで、高価なＤＮＡワクチンの各処置の量を最小化す
る潜在能力を有している。
【００３６】
　プラズマオペレーションパラメータは変動してもよく、マイクロ秒パルスプラズマ処置
。パワーサプライセッティング（外用処置でも注射処置でも双方の）はパルス繰り返し周
波数５０－３５００Ｈｚの間でパルス期間が約1　- 10 μｓの間で電圧が約11　- 20 kV
の間でデューティサイクルが約１－１００％の間で電圧上昇時間が約１－５ Ｖ／ｎｓの
間の範囲に内に設定可能である。処置時間は、約５秒と約１８０秒の間であってよい。同
様に、ナノ秒パルスプラズマ処置では（外用処置でも注射の実験でも双方）、パワーセッ
ティングは、連続処置の間、パルス期間約1 ns　- 500 nsの間で約2　- 20000 Hzのパル
ス繰り返し周波数及び電圧上昇時間約0.5　- 10 kV/nsの間で約3　- 20 kVの間の電圧と
いうものでよい。ディスクリートパルス処置のために、セッティングは、パルス期間約 1
 ns - 500 ns、電圧上昇時間0.5　- 10 kV/nsの間の電圧約３－２０ｋＶ　の間で約1　- 
100パルスの間でもよい。処置時間は、約１秒と約３００秒の間でよい。パルスは正又は
負極性のいずれでもよい。加えて、ナノ秒パルスコロナ処置のパワーセッティングは、パ
ルス期間約1 ns　- 60 ns及び電圧上昇時間0.5　- 10 kV/nsの間の電圧約3　- 20 kVの間
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でパルス繰り返し周波数約１－１０００Ｈｚ又は連続処置でよい。ディスクリートパルス
コロナ処置については、セッティングは、約１－１００パルスを、電圧上昇時間0.5　- 1
0 kV/nsの間の電圧約3　- 20 kVでパルス期間約1 ns　- 60 ns処置するものでよい。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、安全（火傷又は他のスキンへの損傷を発生しない）な細胞Ｄ
ＮＡ摂取及びロバストにエンコードされたＧＦＰが実現される最適パラメータでヘリウム
ＤＢＤジェットが使用された。デバイスは、電極チップから５－５０ｍｍ離れスキン上に
焦点を絞ったプラズマビームを生成し、よりリモート処置を可能とする。図２は、実施実
験例のＤＮＡプラスミドをスキン２２０を介してデリバリするデリバリシステム２００を
描く。デリバリシステム２００の実施例は、高電圧チューブメタル電極２０２及び誘電体
として働くホウケイ酸ガラスチューブ２０４を含む非熱プラズマジェネレータ２０１を含
む。プラズマジェネレータ２０１は、プラズマジェット２０６を生成する浮き電極の誘電
バリア放電（dielectric barrier discharge (DBD)）プラズマジェネレータである。
【００３８】
　プラズマジェネレータ２０１はガスフィード２１５を含む。実施例のガスはHe, He + O

2, N2, He + N2, Ar, Ar + O2, Ar + N2及びその類を含むプラズマジェットをフィードす
るのに使用される。液体溶液の蒸発から発生するガスの使用も可能である。気化液には、
水、エタノール、有機溶媒及びその類が含まれてよい。これらの気化液は、医薬物質、浸
透エンハンサー等の添加剤コンパウンドとミックスされてもよい。気化液及び添加剤は、
上記に示されたガスと共に様々な濃度であるいはガスなしで使用されてもよい。
【００３９】
　プラズマジェネレータ２０１は、図示しないパワーサプライを含む。パワーサプライは
高電圧電源であり、例えば、直流、ランプアップ、ランプダウン、パルス、ナノ秒パルス
、マイクロ秒パルス、矩形、ＳＩＮ、減衰ＳＩＮ、ランダム、同位相、異位相及びその類
の多数の異なる波形をもつことが可能である。いくつかの実施形態では、パワーサプライ
はマイクロ秒パルスパワーサプライであった。いくつかの実施形態では、パワーサプライ
はナノ秒パルスパワーサプライであった。いくつかの実施形態では、プラズマ２０６は、
交番極性パルス電圧であった。いくつかの実施形態では、電圧はパルス幅約1　- 10 μｓ
の間（パルス繰り返し周波数：50 Hzから 3.5 kHz）の立ち上がり時間5V/nsで振幅約～20
 kV（ ピークからピーク)のパワー密度１－１０W/cm2であった。オペレーション中、プラ
ズマジェット２０６は、スキン２２０と直接接触している。
【００４０】
　プラズマは電場がスキンに到達し電気チャージを貯めてスキンを超えて電圧ポテンシャ
ルを高め、細胞内及び細胞間ポレーションをもたらす。プラズマ電極は組織又は処置物体
に接触しないからプラズマポレーションは、非侵襲である。
【００４１】
　細胞内のポレーション（poration, 孔形成）に関して、流体脂質二分子層膜の膜貫通電
圧は少なくとも０．２Ｖに達する必要がある。膜貫通電圧は、脂質二分子層膜をチャージ
し、膜内で急速の局所的な構造再配列を起こさせ、水で満たされた膜構造へ遷移させ、膜
に“水通路”又は“孔”形を穿つ。水通路又は孔はイオン及び分子の移動を総じて増加す
る。膜貫通電圧は、最小半径約およそ1 nm で主膜の“孔”を作ると考えられている。加
えて、負荷電場は急速な極性状態の変化に至らせメカニカルに拘束のない細胞膜変形を起
こさせ（例えば、つるされた小嚢と細胞）、及び電解質電導によって支配されるイオンチ
ャージ再配布を起こさせる。
【００４２】
　プラズマジェット２０６を生成するのに使用される電気パルスは、細胞間ポレーション
の元にもなる。ＳＣは、約１５－２５μｍ厚さであるが、スキンでは最も電気抵抗性があ
る部位である。プラズマジェット２０６を生成するのに使用される電気パルスの負荷は、
約５０Ｖと約１００Ｖの間の経皮電圧を起こすが、ＳＣ内のマルチラメラ二層のポレーシ
ョンを起こす。このレベルの負荷経皮電圧では、細胞ライニングの汗腺と毛包のポレーシ
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ョンも発生する可能性もある。
【００４３】
　処置エリアからプラズマ源を取り除くと同時に、孔は再び閉じ始め、したがって、プロ
セスはリバーシブルである。いくつかの孔は、ある期間、開いたままに残り、その間は分
子は細胞膜間を拡散し続けることができる。いくつかの他のケースでは、負荷されている
膜貫通ポテンシャルはしきい値を超え、その結果。形成された孔は永久に開いたままであ
る。このプロセスは、不可逆のポレーションとしてがん治療で有益である。
【００４４】
　電気パルスがスキンに処置されるとき、吸収されたエネルギーが局所的な加熱を発生さ
せスキンにダメージを起こし得る。エネルギー100 J/cm2以上がスキンに離れてかけられ
て二度の火傷と下に離れているスキンへ熱ダメージを与える結果となる。この問題に打ち
勝つ一つの方法は、短時間パルスを間欠的に繰り返し負荷することであり、同量のエネル
ギーはその方法でなければダメージを生じさせるものが局所的な加熱もスキンダメージも
生じずに伝達される。いくつかの実施形態では、離れたスキンにかけられるエネルギーは
約50 J/cm2であり、いくつかの実施形態では、離れたスキンにかけられるエネルギーは約
25 J/cm2であり、いくつかの実施形態では、離れたスキンにかけられるエネルギーは約10
 J/cm2であり、いくつかの実施形態では、離れたスキンにかけられるエネルギーは約5 J/
cm2であり、そして、いくつかの実施形態では、離れたスキンにかけられるエネルギーは
約3 J/cm2である。しかし、外傷を処置するときには、エネルギーは増加されてもよく、
例えば、500 J/cm2にしても火傷は生じない。いくつかの実施形態では500 J/cm2のレンジ
のエネルギーが止血に使用される場合もある。
【００４５】
　加えて、ダメージはパワーレベル、処置時間、周波数、デューティサイクル及びパワー
サプライのパルス期間を下げることによって避けることが可能であり、プラズマ電極とス
キン、組織又は腫瘍の間のすきまを増加することによって回避可能である。
【００４６】
　プラズマ処置後にプラズマポレーションを起こさせ、一旦、プラズマ生成デバイス２０
６が止められたら、水通路のマルチラメラシステムはある期間開いたままであり、それは
約二、三分から二、三時間までかもしれない。
【００４７】
　他のタイプのプラズマジェネレータがデリバリシステムのために使用されてもよく、例
えば、ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ、マイクロ秒パルスＤＢＤプラズマ、ＳＩＮ波ＤＢＤ
プラズマ、抵抗バリアディスチャージプラズマ、サーフェスＤＢＤプラズマ、２－Ｄある
いは３－Ｄアレイナノ秒パルスコロナ、２－Ｄあるいは連続モードでの３－Ｄアレイプラ
ズマジェットオペレーション、あるいは、コントロールされた１から１００％のデューテ
ィサイクルのような類のディスペンサーシステムが使用されてもよい、すべてのプラズマ
ジェネレータがポレーション（poration、孔を導出）するのに成功裏に使用されているわ
けではない。高電流をデリバリするプラズマジェネレータ、あるいは、処置対象の温度上
昇が高くなるプラズマジェネレータは、熱プラズマ、グライディングアークディスチャー
ジ、プラズマトロンも含めプラズマポレーションには向かない。このようなプラズマジェ
ネレータは、電気ショック、重大な熱ダメージ、筋肉収縮及び痛みの原因となり、あるい
は、処置される対象物に十分なチャージをデリバーせず、全くあるいは非常に弱い負荷電
場を意味し、したがって、ポレーションされないのである。
【００４８】
　好適なプラズマジェネレータは、変位電流である支配電流を低パワー及び／又は高周波
数で保つ。変位電流は、電流密度の単位を有し、ちょうど関連する電磁場は、ちょうど誘
導電流が有するように、しかし、移動電荷の電流ではなく、むしろ時間依存の電場である
。絶縁されてスキンに接触していない電極によって電場がスキンにかけられ、最小の伝導
電流がスキンに流れる。強い伝導電流は電気ショックを起こさせ、熱ダメージ、筋肉収縮
及びエレクトロポレーションに関係する痛みを起こさせる。
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【００４９】
　より広い処置エリアについて、電極構成は複数のプラズマジェットあるいはより大きな
エリアのフラットな電極（図示しない）が使用されてもよい。より複雑な３Ｄサーフェス
のケースでは、コントロールされたプラズマモジュール（図示しない）が静止ターゲット
のまわりを動いてもよく、あるいは、プラズマに晒されるサーフェスは可動ステージ上に
置かれてもよい。いくつかの実施形態では、一又は複数のプラズマはあるいはロボットア
ームにアタッチされてもよいが一又は複数のターゲット領域をプラズマプルーム（plasma
 plume）又はジェットに晒されるように動くようにプログラムされている。
【００５０】
　加えて、いくつかの実施形態では、プラズマジェネレータ２０１はバイオ分子／ドラッ
グデリバリシステムに結合されたもので、分子は処置エリアに針のない注射、圧力ガスの
負荷、気化、スプレー及び又はミスト化によって輸送されてもよい。いくつかの実施形態
では、これはサーフェスの前処置でアシストしてもよい。
【００５１】
　いくつかの実施形態では、プラズマ温度を減少するのが本質的であり、プラズマポレー
ション後のスキン透過をエンハンスし、He, Ar, Ne, Xe及びその類、空気又は希ガスにO2
 及び N2のような他のガスを小パーセント(0.1% - 20%)で混合したもの及び希ガスと水、
ジメチルスルホキシド(DMSO)、エタノール、イソプロピルアルコール、ｎ－ブタノールの
気化液の混合物に添加物及びその類とともにあるいは加えないものを使用して非熱プラズ
マを生成することは有益である。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、非熱平面ＤＢＤプラズマジェネレータが経皮的なデリバリ及
びブタのスキンのサーフェスに外用処置されたプラスミドＤＮＡの細胞摂取を促進するの
に使用されている。図３は、非熱平面ＤＢＤデリバリシステム３００の実施例を描く。デ
リバリシステム３００は、プラズマジェネレータ３０１を含む。プラズマジェネレータ３
０１は第一の端で電極３０２に接続され、第二の端で高電圧パワーサプライ（図示しない
）に接続されている高電圧ワイヤー３０３を含む。好適な高電圧サプライが上述されてい
る。誘電バリア３０４は高電圧電極３０２の下に配置されている。加えて、高電圧電極３
０２はハウジング３０５内に配置されている。プラズマジェネレータ３０１は非熱誘電バ
リアディスチャージ（ＤＢＤ）ジェネレータである。プラズマ３０６は、プラズマジェネ
レータ３０１によって生成される。図３は、スキン３２０も含む。ここに開示されている
実験例については、スキン３２０は生ブタスキンである。ＤＢＤプラズマ源がスキンのサ
ーフェスから１－５ｍｍの距離に置かれると、コールドプラズマがスキンに直接接して生
成される。
【００５３】
　ダイレクトプラズマ３０６は、交番極性パルス電圧が電極３０２に負荷されることによ
って生成される。いくつかの実施形態では、負荷電圧は、約1　- 10 μｓの間のパルス幅
（パルス繰り返し周波数：50 Hzから30 kHz）で振幅約~20 kV（ピークからピーク）及び
電圧立ち上がり時間約1　- 10 V/ns.である。パワーサプライ（図示しない）は、可変電
圧かつ周波数可変のパワーサプライである。１ｍｍ厚の透明な石英スライド、アルミナ又
はテフロンが絶縁誘電バリア３０４として使用されてもよく、電極３０２をカバーする。
電極３０２は2.54 cm径の銅、真鍮又は他の導電性材料でよい。誘電バリア３０４とブタ
のスキン３２０間のディスチャージギャップは、約4 mm ± 1 mmでよい。いくつかの実施
形態では、パルス波形は振幅約２２ｋＶ（ピークからピーク）、約9 μｓ,の期間、立ち
上がり時間約5 V/nsである。ディスチャージパワー密度は約0.1 W/cm2 から 2.08 W/cm2

である。J/cm2でのプラズマ処置ドーズ（dose）は、プラズマディスチャージパワー密度
にプラズマ処理期間を乗じて算出してもよい。
【００５４】
　加えて、間接プラズマ４０６はプラズマジェネレータ４０１で作られてもよい。プラズ
マジェネレータ４０１はプラズマジェネレータ３０１と同様であるが、プラズマジェネレ
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ータ４０１はプラズマ４０６をフィルタするメタルメッシュ３３０を含む以外は同じであ
る。メタルメッシュ３００は、チャージイオン及び電子のパススルーを防止するが、中性
種がパススルーしスキンとコンタクト可能とする。中性種は“残光”（“afterglow”）
とも呼ばれる。
【００５５】
　図５は、他の実施例に係るデリバリシステム５００の斜視図である。図６は、デリバリ
システム５００の電極の平面図である。デリバリシステム５００は、複数のＤＢＤジェッ
トを含む。実施例のデリバリシステム５００は、ハニカム形のＤＢＤジェットのアレイを
含む；しかし、多くの他のコンフィグレーションでは、リニア、三角、矩形、ペンタゴン
、ヘキサゴン、オクタゴン等のように使用されてもよい。
【００５６】
　ＤＢＤジェットは、ガラスチューブ504A, 504B, 504C, 504D, 504E, 504F 及び 504Gを
有する。メタル電極５０２は複数の円筒形の開口502A, 502B, 502C, 502D, 502E, 502F, 
及び502Gであって各々に対応するガラスチューブ504A, 504B, 504C, 504D, 504E, 504F,
及び504Gを受ける開口を含む。オプションとして、複数のメタル電極が使用されてもよい
。メタル電極５０２はショックを防ぐ絶縁カバー（図示しない）を有してもよい。メタル
電極５０２は上述の高電圧電源に接続されている。
【００５７】
　ＤＢＤジェットは、第一の端にガス流入口を有し、他端にプラズマジェット516A, 516B
, 516C, 516D, 516E, 516F 及び 516G出口を有する。上述のように、ガスは、例えば、He
, Ar, Ne, Xe, air, He+Air, Ar+Air, Ne+Air, Xe+Air,又はその類でよい。加えて、各々
のガラスチューブ504A, 504B, 504C, 504D, 504E, 504F及び504Gは、気化液添加剤を受け
るためにガラスチューブに沿って入口508A, 508B, 508C, 508D, 508E, 508F,及び508Gを
有する。これらの入口は、電極５０２の上方又は下方に配置されている。実施例の経皮的
なデリバリシステム５００はスキン、組織又は腫瘍を接地電極として利用している。
【００５８】
　図２の実施例では、スキン、組織又は腫瘍２２０は、中性及びチャージされている種を
含むプラズマ２０６に直接暴露されている。同様に、図３の実施例では、直接プラズマジ
ェネレータ３０１で、電気的なディスチャージが誘電バリア３０４とスキン３２０との間
で起こり、スキンは中性種及びチャージされた粒子に直接暴露されている。
【００５９】
　プラズマジェネレータ４０１によって作られる間接プラズマは接地銅メッシュ(16 x 16
 メッシュサイズ、0.011" ワイヤー径で0.052" の開口サイズ)高電圧電極とスキンの間に
置かれて、チャージ粒子を消滅させ暴露されているスキンのサーフェスに接触するのを防
止した。
【００６０】
　図７は、ＤＮＡワクチンの経皮デリバリのためのメソドロジ７００実施例である。実施
例に係るメソドロジ７００はブロック７０２から開始する。ブロック７０４では、プラズ
マはスキンに一又は複数の孔を開けるために処置エリアへ処置される。ブロック７０６で
は、ＤＮＡワクチンがスキン、組織又は腫瘍上のターゲットエリアへ外用処置され、ブロ
ック７０８で待ち期間が生じる。いくつかの実施形態では、待ち期間は約３時間以下であ
り、いくつかの実施形態では、待ち期間は約２時間以下であり、いくつかの実施形態では
、待ち期間は約１時間以下であり、いくつかの実施形態では、待ち期間は約３０分以下で
ある。第二のプラズマ処置がブロック７１０で発生し、スキン、組織又は腫瘍の細胞にポ
レートし、ＤＮＡワクチンの細胞内摂取エンハンスを主導し実施例のメソドロジはブロッ
ク７１２で終了する。
【００６１】
　図８は、安全で効率的なプラスミドＤＮＡ外用処置の経皮デリバリを可能とし、スキン
、組織又は腫瘍の細胞によってＤＮＡの細胞内摂取を促進するプラズマシステムのさらな
る他の実施例８００である。この実施例８００は、パルスコナノ秒パルスパワーサプライ
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（図示しない）によるパルスコロナアレイを利用している。パルスコロナアレイは複数の
シャープなチップ８０２で作られ、この実施例ではステンレススチールの機械加工された
チップ0.1016 mm厚及び1 mm互いに離れているものである。シャープなチップ８０２は、
パルスコロナ電極の２Ｄアレイを形成している。
【００６２】
　図９は、プラズマでサーフェス処置しサーフェス及び／又は細胞に孔を開けＤＮＡワク
チンを処置エリアに処方するワクチン接種装置９００の実施例の断面図である。ワクチン
接種装置９００は、ハウジング９０２を含み、オンオフスイッチ９０４、サーフェスコン
タクトリング９０６、高電圧電極９０８、処置チャンバー９１０、ＤＮＡワクチンチャン
バー９１２及びプランジャ９１２を含む。加えて、ワクチン接種装置９００は、ここに識
別されたすべてのパワーセッティングを含む要求パワーを供給可能であるパワーサプライ
（図示しない）を含む。いくつかの実施形態では、サーフェスコンタクトリング９０６は
取り外し可能であり、各使用後に交換可能である。加えて、いくつかの実施形態では、サ
ーフェスコンタクトリング９０６は接地リング（図示しない）を含む。
【００６３】
　ワクチン接種装置９００はいくつかの異なるモードでオペレーション可能である。一実
施例では、パワーセッティングはパワーサプライ（図示しない）で選択されオペレータは
、サーフェスコンタクトリング９０６を例えば、ヒトのスキン、組織又は腫瘍又はその類
のようなサーフェスに置く。オペレータはスタートボタン９０４を押し、所望の電圧（複
数）を高電圧電極９０８に適用し処置チャンバー９１０内にプラズマを生成する。十分な
期間経過後、スキンサーフェスに処置されたプラズマはスキンに孔を開ける。オペレータ
はプランジャ９１４を下方に押し、ワクチンチャンバー９１２にストアされているＤＮＡ
ワクチンを処置チャンバー９１０に注入させる。十分な時間が経過後、ＤＮＡワクチンは
スキン、組織又は腫瘍の類の開孔をパススルーし、所望のパワーが高電圧電極に負荷され
てプラズマを生成し一又は複数の細胞に孔を開口しＤＮＡワクチンの摂取を発生させる。
【００６４】
　もうひとつの実施例では、パワーセッティングはパワーサプライ（図示しない）で選択
されてオペレータはサーフェスコンタクトリング９０６を例えば、ヒトのスキン、組織又
は腫瘍の類のサーフェスに置く。オペレータはスタートボタン９０４を押し、選択された
電圧（複数）が高電圧電極９０８へ負荷され処置チャンバー９１０内にプラズマを生成す
る。プラズマはサーフェスに処置されスキン、組織又は腫瘍の類に孔を開け細胞内に孔を
開口する。オペレータはプランジャ９１４を下方に押し、ワクチンチャンバー９１２にス
トアされている、ＤＮＡワクチンを処置チャンバー９１０内に注入させる。十分な時間が
経過後には、ＤＮＡワクチンは開口された孔をパススルー可能であり、細胞に摂取される
。

実験結果
【００６５】
　多数の実験が生動物で実施された。３頭の５－７月齢のユカタン仔ブタが３つの生動物
実験に利用された。各々の研究は、一頭の仔ブタに多数の実験が含まれている。実験コン
トロールには、以下の：プラズマ処置なし、プラスミドＤＮＡ処置なし；プラズマ処置な
しでプラスミドＤＮＡの皮内注射付；そしてプラスミドＤＮＡの皮内注射後にエレクトロ
ポレーション（従来技術）を含む。実験サンプルは、以下の：皮内注射後マイクロ秒パル
スプラズマ；皮内注射後ナノ秒パルスプラズマ；マイクロ秒パルスプラズマ後に外用プラ
スミドＤＮＡ処置；そしてナノ秒パルスプラズマ後に外用プラスミドＤＮＡ処置を含む。
【００６６】
　第一のコントロールはプラスミドＤＮＡが関与せず、結果は、動物処置２経過観察では
緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）の発現は見られなかった。
【００６７】
　第二のコントロールでは、プラスミドＤＮＡは皮内に（“intradermally、ＩＤ”）注
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に局所化され、表皮には極めて稀にしか発現しなかった（表皮の発現は処方されたワクチ
ンへのロバストな免疫反応を獲得するという点で重要である）。生検 から得られたデー
タに基づき正規化強度が導出された。正規化強度は以下のチャートIに示されている。
【表１】

【００６８】
　第三のコントロールでは、プラスミドＤＮＡの皮内注射後に、二針の電極が200 V/cmの
電場で, 150 ms の期間に16 パルス 周波数1 Hzで、８パルス後に電極を 90° 回転し、
エレクトロポレーションされた。エレクトロポレーション後、ＧＦＰが表皮に強く発現し
たが、真皮にはほとんど発現しなかった。生検 から得られたデータに基づき正規化強度
が導出された。正規化強度は以下のチャートIIに示されている。上述のように、エレクト
ロポレーションは、痛みを含む多数の副作用がある。加えて、エレクトロポレーションは
、処置前にプラスミドＤＮＡの皮内注射を要求する。プラズマ処置と異なり、それは、角
質層又は組織又は腫瘍の高い抵抗を超えて、外用処置されたプラスミドＤＮＡの細胞内デ
リバリを促進するのに使用できないからである。

【表２】

【００６９】
　第１セットの実験では、プラスミドＤＮＡ(2 mg/mlの100 μｌ)が皮内注射され、注射
後にプラズマ処置がマイクロ秒パルスＤＢＤプラズマでパワーサプライ3500 Hz, パルス
期間5 μｓ, 電圧 15 kV 及び 100% デューティサイクルを使用して行われた。以下のチ
ャートで何度も処置された領域だった。ＤＢＤプラズマ処置２日後、蛍光にエンコードさ
れたロバストなタンパク質発現が表皮にも真皮下にも観察された。生検 から得られたデ
ータに基づき正規化強度が導出された。正規化強度は以下のチャートIIIに示されている
。
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【表３】

【００７０】
　マイクロ秒パルス連続ＤＢＤプラズマ処置を用いたデータは、それぞれ、注射コントロ
ールに対して137%, 66%, 166% 及び 102%,の細胞摂取増加を示す。加えて、マイクロ秒パ
ルス連続ＤＢＤプラズマはエレクトロポレーションに対して細胞摂取を起こす点に関して
優っていることをデータは示す。データは、マイクロ秒パルスＤＢＤプラズマ処置は、エ
レクトロポレーションに対してそれぞれ14%, 20%, 21% 及び 86%の細胞摂取及びＧＦＰ発
現の増加を示す。
【００７１】
　第二セットの実験では、スキンはマイクロ秒パルスＤＢＤプラズマで処置された。電源
は、3500 Hzにセットされパルス期間5 μｓ及び電圧 15 kVだった。処置時間は120秒間で
あった。チャートで識別されるようにプラズマで処置されるエリアに100 μｌプラスミド
ＤＮＡ容液がある期間（“保持時間”）塗られた。第二のＤＢＤプラズマ処置は、電源セ
ットは3500 Hzでパルス期間5 μｓ 電圧15 kV 、60 秒間 である。 
【００７２】
　ロバストなＧＦＰ発現が表皮及び真皮に観察された。これらの実験は、プラズマポレー
ションが細胞間のプラスミドＤＮＡデリバリでスキンの正層に到達可能であること及び細
胞内プラスミドＤＮＡデリバリが表皮及び真皮細胞によって摂取達成が可能であることが
示された。加えて、実験のメソドロジは、針スティックを不要とし、付随するバイオ的危
険性のある廃棄物及び鋭利な廃棄物の不正再使用をなくす。正規化強度は以下のチャート
IVにリストされている。

【表４】

【００７３】
　データは、スキンをマイクロ秒パルス連続ＤＢＤプラズマで処置し、プラスミドＤＮＡ
を外用処方し第二のマイクロ秒パルス連続ＤＢＤプラズマ処置すればそれぞれ10%, 153%,
 71%　ａｎｄ及び 11%,の細胞摂取が注射コントロールの細胞摂取に対して改善を示して
いる。いくつかのデータでは、この外用処方メソドロジは、エレクトロポレーションと同
等か又はよりよいことを、痛みがなく他のエレクトロポレーションに伴う副作用がないこ
とが示された。しかし、いくつかの実験では、このメソドロジは修正が必要であって、及
び／又はパラメータが調整される櫃等があることを示す。結果は、また、一又は複数のプ
ラズマ処置を、例えば、マイクロ秒パルス連続ＤＢＤプラズマをスキンに処置し、孔を開
口し、ナノ秒パルス処置（以下に開示される）を用いる。
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【００７４】
　第三の実験セットでは、プラスミドＤＮＡ(2 mg/ml を100 μｌ)が皮内に注射され、そ
してその後、多数回パルスのＤＢＤプラズマ処置が、電圧20 kV、パルス期間500nsでナノ
秒パルスパワーサプライされた。ロバストなGFP現出が上皮にも真皮にもプラズマ処置2日
経過後に観察された。実験は、いくつかの実施形態では、わずか２５パルスのみ必要とさ
れ、したがって、この実験メソドロジは極めて迅速で、安全で、そして、プラズマは非常
に短期間処置されてよい。加えて、このメソドロジはより省パワーで済み、手持ちバッテ
リーを用いプラズマ処置装置に給電可能である。正規化強度は以下のチャートVにリスト
されている。
【表５】

【００７５】
　データは、ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ処置は、注射コントロールに対して細胞摂取が
それぞれ143%, 170%, 171%, 74% 及び117%向上することが示されている。加えて、データ
はナノ秒パルスＤＢＤプラズマがエレクトロポレーションに対して細胞接種のエンハンス
について優れていることが示されている。デーは、ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ処置は、
17%, 28%, 28%, -18% 及び100% の各増加を示し、エレクトロポレーションに比して細胞
摂取に優れている。
【００７６】
　第４セットの実験では、プラスミドＤＮＡ(2 mg/ml で100 μｌ )が皮内注射されてそ
の後プラズマ処置を何秒間も行った。プラズマ処置は、連続ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ
でパワーサプライセット20 kV, 200 Hz 及びパルス期間 200 nsである。ロバストなＧＦ
Ｐ現出が、上皮にも真皮にも、連続ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ処置２日経過後に観察さ
れた。正規化強度は以下のチャートVIにリストされている。
【表６】

【００７７】
データは、連続ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ処置の使用は、注射コントロールに対して各
々26%, 33%, 150% そして -3.82%の細胞摂取改善を示す。結果は、これらのセッティング
がエレクトロポレーションに優越するものではないことを示す。
【００７８】
　第５の実験セットでは、１２０秒の連続ナノ秒パルスＤＢＤプラズマ200 Hz, 20 kV パ
ルス期間 200 nsのパワーサプライセットで処置する。100 μｌ プラスミドＤＮＡ溶液が
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ＤＢＤプラズマ処置が200 Hz, 20 kV パルス期間 200 nsのパワーサプライセットで処置
エリアに適用された。弱いＧＦＰ現出が主に真皮で観察され、表皮層ではＧＦＰ現出は観
察されなかった。
【００７９】
　第６の実験では、プラスミドＤＮＡ(2 mg/mlの100 μｌ )が皮内に注射されその後２Ｄ
パルスコロナアレイを用いてのパルス又は連続処置が行われた。一例では、スキンは25パ
ルス期間500 ns適用電圧20 kVで処置され、そして、第二例では、スキンは周波数100Hz 
期間80ns適用電圧20 kVで処置された。双方のケースでは共に、ロバストなＧＦＰ現出が
上皮及び真皮下兵両方にパルスコロナアレイでプラズマ処置2日後に観察された。正規化
強度は以下のチャートVIIにリストされている。
【表７】

【００８０】
　データは、ナノ秒パルスコロナ処置でそれぞれ117% 及び 97%、注射コレステロールに
対して細胞摂取の改善が示されている。加えて、データはナノ秒パルスコロナ処置が細胞
摂取の点でエレクトロポレーションに勝っていることが示されている。データは、パルス
ナノ秒コロナの使用は、それぞれ100% 及び 82%の増加、エレクトロポレーションよりも
細胞摂取に優越することを示している。実験では、いくつかの実施形態では、25パルスの
み必要であり、したがって、この実験メソドロジが極めて迅速である可能性があり、そし
て、プラズマは、非常に短期間処置されるのでもよい。加えて、このメソドロジは、より
小さな電力で済み、ハンド携帯バッテリーで給電されるプラズマ装置を使用可能であろう
。
【００８１】
本発明に係る実施の形態を説明したが、ここに記載された実施形態は、かなり詳細に記載
されている。しかしながら、出願人は、添付する特許請求の範囲をこのような詳細な記載
にいかようにも制限、限定する意図はない。追加の利点及び変形は当業者にすぐにわかる
であろう。例えば、フレキシブルでウェアラブルな電極が開発されて、非熱プラズマの生
成が経皮的なデリバリへの最適化も可能であろう。ここに記述された方法は、ＤＮＡワク
チンに加えて、他のマクロ分子（例えば、抗体、ドラッグ等）の細胞摂取を起こすのに使
用されてもよい。したがって、発明は、広い面で、特定の詳細事項、ここに開示され、記
載された機器及、実施例に限定されない。こうして、出願人の一般的発明概念の精神とス
コープから乖離しないで、これらの詳細から離れることもあり得る。
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