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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
治療剤、栄養剤、診断剤または予防剤を送達するためのポリマー微粒子であって、該微粒
子は、疎水性で、生体適合性でそして生分解性のポリマーのコア、および両親媒性分子を
含み、該両親媒性分子は、該ポリマーのコアに挿入された疎水性末端および該ポリマーの
コアから外向きに面する親水性末端を有し、ここで該微粒子は、以下：
　（１）有機溶媒中に該疎水性で、生体適合性でそして生分解性のポリマーを溶解させる
工程；
　（２）この有機溶液を、該両親媒性分子を含む水溶液中に懸濁させる工程；および
　（３）該有機溶媒を蒸発させて、該微粒子を提供する工程
を含む方法によって調製され、
　該疎水性で、生体適合性でそして生分解性のポリマーは、ポリエステル、ポリ無水物、
ポリオルトエステル、ポリヒドロキシブチレート、それらのコポリマーおよびブレンドか
らなる群より選択され；そして
　該両親媒性分子は、脂肪酸を含む化合物を含む、
微粒子。
【請求項２】
前記脂肪酸を含む化合物が、脂肪酸または脂肪酸結合体またはリポ多糖である、請求項１
に記載の微粒子。
【請求項３】
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前記ポリエステルはポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）（ＰＬＧＡ）、ポリグリコリド（
ＰＧＡ）およびポリ乳酸（ＰＬＡ）からなる群より選択される、請求項１に記載の微粒子
。
【請求項４】
結合分子、標的化分子、またはそれらの混合物を含む、請求項１～３のいずれか一項に記
載の微粒子。
【請求項５】
標的化分子を含む、請求項４に記載の微粒子。
【請求項６】
前記標的化分子は、前記両親媒性分子に、物理学的に結合されるか、または化学的に結合
される、請求項５に記載の微粒子。
【請求項７】
標的化分子は、前記ポリマーのコアに結合される、請求項５に記載の微粒子。
【請求項８】
前記標的化分子は、特異的な標的化分子である、請求項５～７のいずれか一項に記載の微
粒子。
【請求項９】
前記標的化分子は、抗体およびそのフラグメント、糖類、ペプチド、ならびに細胞表面レ
セプターに対するリガンドからなる群より選択される、請求項５～７のいずれか一項に記
載の微粒子。
【請求項１０】
結合分子を含む、請求項４に記載の微粒子。
【請求項１１】
前記結合分子は、前記両親媒性分子に結合される、請求項１０に記載の微粒子。
【請求項１２】
前記結合分子は、前記ポリマーのコアに結合される、請求項１０に記載の微粒子。
【請求項１３】
前記結合分子は、ストレプトアビジンおよびビオチンからなる群より選択される、請求項
１０～１２のいずれか一項に記載の微粒子。
【請求項１４】
前記両親媒性分子は、リンカーに結合される、請求項１～１３のいずれか一項に記載の微
粒子。
【請求項１５】
前記リンカーは、分枝状である、請求項１４に記載の微粒子。
【請求項１６】
前記リンカーは、ポリエチレングリコール星型ポリマーである、請求項１４または１５に
記載の微粒子。
【請求項１７】
前記リンカーは、ポリエチレングリコールであり、そして前記結合分子は、ストレプトア
ビジン、アビジンまたはビオチンである、請求項１４に記載の微粒子。
【請求項１８】
０．５ミクロンと２０ミクロンとの間である直径を有する、請求項１～１７のいずれか一
項に記載の微粒子。
【請求項１９】
５０ナノメートルと５００ナノメートルとの間の直径を有するナノ粒子の形態である、請
求項１～１７のいずれか一項に記載の微粒子。
【請求項２０】
前記ナノ粒子は、１００ｎｍ未満の直径を有する、請求項１９に記載の微粒子。
【請求項２１】
リポソーム中にカプセル化される、請求項１～２０のいずれか一項に記載の微粒子。
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【請求項２２】
治療剤、栄養剤、診断剤および予防剤、ならびにそれらの混合物からなる群より選択され
る送達される薬剤を含む、請求項１～２１のいずれか一項に記載の微粒子。
【請求項２３】
前記薬剤は、前記ポリマーのコア内にカプセル化される、請求項２２に記載の微粒子。
【請求項２４】
前記薬剤は、前記ポリマーのコアに共有結合される、請求項２２に記載の微粒子。
【請求項２５】
前記薬剤は、前記両親媒性分子の前記親水性末端に結合される、請求項２２に記載の微粒
子。
【請求項２６】
前記薬剤は、前記両親媒性分子の前記親水性末端に直接結合される、請求項２５に記載の
微粒子。
【請求項２７】
前記薬剤は、前記両親媒性分子の前記親水性末端に結合分子またはリンカーを介して結合
される、請求項２５に記載の微粒子。
【請求項２８】
前記送達される薬剤は、薬物、タンパク質、ペプチド、糖類、多糖類、ヌクレオチド分子
、および核酸分子からなる群より選択される治療剤または栄養剤である、請求項２２～２
７のいずれか一項に記載の微粒子。
【請求項２９】
前記送達される薬剤は、常磁性分子、蛍光化合物、磁性分子、および放射性核種からなる
群より選択される診断剤である、請求項２２～２７のいずれか一項に記載の微粒子。
【請求項３０】
前記送達される薬剤は、カルシウム沈着を阻害する、請求項２２～２７のいずれか一項に
記載の微粒子。
【請求項３１】
前記送達される薬剤は、細胞傷害性薬剤または抗増殖剤である、請求項２２～２７のいず
れか一項に記載の微粒子。
【請求項３２】
２段階送達もしくはパルス送達の形態で、異なる薬剤を送達するための、請求項２２～３
１のいずれか一項に記載の微粒子。
【請求項３３】
治療剤、栄養剤、診断剤または予防剤の送達のための微粒子を作製するための方法であっ
て、以下：
　（１）有機溶媒中に疎水性で、生体適合性でそして生分解性のポリマーを溶解させる工
程；
　（２）この有機溶液を、両親媒性分子を含む水溶液中に懸濁させる工程；および
　（３）該有機溶媒を蒸発させて、該微粒子を提供する工程
を含み、ここで
　該微粒子は、該疎水性で、生体適合性でそして生分解性のポリマーのコア、および該両
親媒性分子を含み、
　該両親媒性分子は、該ポリマーのコアに挿入された疎水性末端および該ポリマーのコア
から外向きに面する親水性末端を有し、そして、
　該両親媒性分子は、脂肪酸を含む化合物を含む、方法。
【請求項３４】
前記脂肪酸を含む化合物が、脂肪酸または脂肪酸結合体またはリポ多糖である、請求項３
３に記載の方法。
【請求項３５】
前記疎水性で、生体適合性でそして生分解性のポリマーは、ポリエステル、ポリ無水物、



(4) JP 6031077 B2 2016.11.24

10

20

30

40

50

ポリオルトエステル、ポリヒドロキシブチレート、それらのコポリマーおよびブレンドか
らなる群より選択される、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
前記ポリエステルは、ＰＬＧＡ、ＰＧＡおよびＰＬＡからなる群より選択される、請求項
３５に記載の方法。
【請求項３７】
工程（１）で得られた有機溶液に前記治療剤、前記栄養剤、前記診断剤または前記予防剤
を添加する工程をさらに含む、請求項３３～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
前記微粒子は、水中油型エマルションにおいて水中で形成される、請求項３７に記載の方
法。
【請求項３９】
前記両親媒性分子を、標的化分子もしくは結合分子または治療剤、予防剤もしくは診断剤
に結合体化する工程をさらに含む、請求項３３～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
請求項１～２１のいずれか一項に記載の微粒子を含む、細胞の望ましくない増殖を処置す
るかまたは防止するための組成物であって、
　該微粒子は、補体インヒビター、細胞傷害性薬剤、細胞増殖抑制剤、抗増殖剤および抗
脈管形成剤からなる群より選択される薬剤を含み、
　該微粒子は、細胞増殖を防止するかまたは減少させるのに有効な量で投与され、そして
　該微粒子は、望ましくない増殖領域の部位、または望ましくない増殖の領域に隣接する
部位に、投与されるのに適していることを特徴とする、組成物。
【請求項４１】
前記望ましくない増殖は、内皮の機能不全から生じる再狭窄である、請求項４０に記載の
組成物。
【請求項４２】
前記微粒子が、血管形成術、血管移植術、組織移植もしくは器官移植、人工血管インプラ
ント、人工関節インプラントまたは他の医療用インプラントと同時か、またはその直後に
投与するのに適していることを特徴とする、請求項４０に記載の組成物。
【請求項４３】
前記細胞は、内皮細胞であり、前記組成物は、黄斑変性の処置または防止のための組成物
であり、そして前記微粒子は、高密度の抗脈管形成剤、抗増殖剤または補体インヒビター
を、該微粒子が眼内に投与される場合に網膜の血管新生を防止するかまたは減少させるの
に有効な量で含む、請求項４０に記載の組成物。
【請求項４４】
前記微粒子は、癌の処置のために、局所的かまたは限局的に投与されるのに適しているこ
とを特徴とする、請求項４０に記載の組成物。
【請求項４５】
前記微粒子は、腫瘍細胞に対して特異的である標的化分子を含み、そして該微粒子が、該
腫瘍細胞を有する個体に投与されるのに適していることを特徴とする、請求項４０～４４
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４６】
請求項１～３２のいずれか一項に記載の微粒子を備える、組織工学マトリックス、創傷包
帯、または医療用インプラント。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願に対する相互参照）
　本願は、米国特許法の下で、米国特許出願番号第６０／６７７，９９１号（２００５年
５月５日出願）、米国特許出願番号第６０／６２８，７７８号（２００４年１１月１７日
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出願）、米国特許出願番号第６０／６１６，８２１号（２００４年１０月７日出願）、お
よび米国特許出願番号第６０／５８５，０４７号（２００４年７月１日出願）に基づく優
先権を主張する。
【０００２】
　（連邦政府支援研究に関する陳述）
　米国政府は、Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｍａｒｋ　Ｓａｌｔｚｍａｎに対するＮａｔｉｏｎａｌ
　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈからの助成金（ＥＢ００４８７およびＣＡ
５２８５７）の効力に基づき、本研究において一定の権利を有する。
【０００３】
　（発明の分野）
　本発明は、送達および／または標的化のための分子を結合するための高密度リガンドを
有するポリマー微粒子、その製造のための方法、ならびに薬学的分野および栄養補助食品
分野、医療用デバイス、組織工学、創傷包帯および医療用移植片における用途に関する。
【背景技術】
【０００４】
　（発明の背景）
　生分解性ポリマーは、種々の治療剤を送達するために使用されてきた。代表的に、これ
らの治療剤は、生分解性ポリマー内にカプセル化され、１００μｍ以下のサイズを有する
粒子、フィルム、シート、ディスク、ペレット、またはインプラントに形成される。これ
らの生分解性ポリマーは、ヒトに投与され、そしてこのカプセル化された治療剤は、この
ポリマーが分解する際および／または水がこのポリマー中に拡散して、カプセル化された
治療剤を浸出させる際に、患者の体内に放出される。生分解性ポリマー（合成および天然
の両方）は、数日間または数週間にわたってカプセル化された薬剤を放出し得、このこと
は、薬物または他の薬剤の投与における利点を有し得る。
【０００５】
　これらのデバイスは、溶媒カプセル化（ｓｏｌｖｅｎｔ　ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ
）、融解カプセル化（ｍｅｌｔ　ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ）、相分離、およびポリマ
ーの加工のための他の標準的な方法のような技術によって薬物を組み込むために改変され
た。これらのポリマー性デバイスの表面は、リガンドを組み込むために、通常、デバイス
形成前またはデバイス形成後のいずれかにおけるこのポリマーの誘導体化によって、この
ポリマーに対する共有結合もしくはこのポリマーの荷電した部位に対するイオン結合を使
用して、改変された。これらの技術の多くは、不利益を有する。デバイスを形成する前の
このポリマーの誘導体化は、このデバイス内にカプセル化される多くのリガンドを生じ、
結合または標的化に利用可能なリガンドの有用な数を減少させ得る。形成後の共有結合は
、これらのポリマーに損傷を与えて、特異性を減少させる交差反応を生じ得、そして代表
的に、あまり効率的ではない。イオン結合は、非常に穏やかであるが、解離し易く、多く
の場合、高密度になり得ず、そして多くの場合、特異性が低い。
【０００６】
　ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）（ＰＬＧＡ）から作られる生分解性ポリマーは、治
療的に重要性でありかつ組織工学用途についての足場として重要である低分子ならびに高
分子に対する非常に強力なキャリアとして出現した。この重要性は、以下に由来する：１
）ＰＬＧＡおよびそのホモポリマー（ｈｏｍｏｐｏｌｙｍｅｒｓ）であるＰＧＡおよびＰ
ＬＡの生理学的適合性（これらの全ては、３０年後に、薬物送達システムを含む種々の生
物医学的用途でヒトにおいて安全であることが確立された）；２）最適な生理反応のため
に放出される分子の速度および持続時間を制御するための種々のＰＬＧＡ処方物の商業的
入手可能性（非特許文献１；非特許文献２；非特許文献３）；３）容易に排出される非毒
性の低分子量産物へと分解しながら、生理学的条件下においてこれらのカプセル化された
分子の持続的放出を提供するＰＬＧＡ物質の生分解性（非特許文献４；非特許文献５）；
４）免疫の食細胞系を有力に回避するためのＰＬＧＡのナノスケール粒子（５００ｎｍ未
満）の製造に対する制御、または薬物の標的化された送達のための細胞もしくは抗原提示
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システムとしての細胞の長さの規模に従った微粒子の製作に対する制御（非特許文献６；
非特許文献７）。製作に対する柔軟性と組み合わせた性質のこの固有の組み合わせは、薬
物送達用途および組織工学用途に関して、身体の中の細胞または器官に対する特異的な結
合のためにＰＬＧＡ表面を改変することへの関心をもたらした（非特許文献６；非特許文
献８；非特許文献９；非特許文献１０；非特許文献１１；非特許文献１２）。官能性のＰ
ＬＧＡ表面によって、細胞は、足場に特異的に結合されて最適な新しい組織（ｎｅｏｔｉ
ｓｓｕｅ）の形成をもたらす相互作用の制御を可能にし得るか、または目的の部位に特異
的に送達されるカプセル化された薬物もしくは抗原に特異的に結合されて、潜在的に薬物
の有害な副作用を減少させ得、そしてワクチン用途のための抗原送達を向上させ得る。
【０００７】
　リガンドのＰＬＧＡ粒子に対してカップリングさせることに関する主な困難性は、標的
リガンドに結合するための脂肪族ポリエステル骨格上の官能性化学基を欠くことであった
。これは、このＰＬＧＡ表面に対する従来の結合体化方法の適用を大きく妨げる。したが
って、ＰＬＧＡ表面に官能性を導入するために、数種のアプローチが、研究されてきた。
これらとしては、アミン末端基（非特許文献１３；非特許文献１４）、または酸末端基（
非特許文献１４）を有するＰＬＧＡコポリマーを合成し、その後、粒子を製作することが
挙げられる。別のアプローチは、官能性ポリマー（例えば、ポリリジン（非特許文献１５
；非特許文献１６）またはポリ（エチレン－ａｌｔ－マレイン酸）（ＰＥＭＡ）（非特許
文献１７））もしくはＰＥＧ（非特許文献１８）のＰＬＧＡへのブレンドまたは吸着、な
らびにこれらのブレンドからの粒子およびマトリックスの形成（非特許文献１６；非特許
文献１７；非特許文献１９；非特許文献２０；非特許文献２１）を含む。このＰＬＧＡマ
トリックスのプラズマ処理もまた、その表面の性質を改変する目的およびこのポリマーへ
親水性官能基を導入する目的のために提案された（非特許文献２２；非特許文献２３）。
【０００８】
　標的性リガンドとしては、特定の細胞もしくは組織構成要素によって過剰発現されるか
、または選択的に発現される標的抗原あるいは標的レセプターを認識し、そしてこれらに
結合する任意の分子が挙げられる。これらとしては、抗体もしくはそれらのフラグメント
、ペプチド、糖タンパク質、炭水化物または合成ポリマーが挙げられ得る。最も広く使用
されるカップリング基は、ポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）である。なぜなら基は
、このナノ粒子の長い循環を容易にする親水性表面をもたらすからである。このストラテ
ジーは、標的細胞に対して親和性を有する「ステルス（Ｓｔｅａｌｔｈ）」リポソームを
首尾よく作製するのに使用されている。リポソームにおけるリガンドの組み込みは、リン
脂質の頭部の基（ほとんどの場合において、ホスファチジルエタノールアミン（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ）（ＰＥ））に対する結合体化によって容易
に達成され、そしてこのストラテジーは、この官能化された脂質の、形成されたリポソー
ム中への事前挿入（ｐｒｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎ）または事後挿入（ｐｏｓｔ　ｉｎｓｅｒ
ｔｉｏｎ）のいずれかに依存する。官能性はまた、標的リガンドにカップリングするため
の官能性末端基を有するＰＥＧを組み込むことによって導入され得る。
【０００９】
　これらのアプローチは、それらの特定の用途において十分な成功を収めているが、それ
らの一般的使用は、必要とされるコポリマーの調製に関連する困難性、官能基の密度の制
限に関連する困難性、およびこの粒子または足場が徐々に破壊される際の吸着された基の
脱着または分解に起因する時間に伴う標的する効果の減少に関連する困難性のような障害
によって妨げられる。改良された薬物送達のために、その表面上のリガンドの密度の長時
間にわたる制御によって、リガンドの機能を保持することが、最も所望される。コポリマ
ーの調製、官能基の密度の制限、および時間とともに分解することに起因する標的する基
に関連する多くの困難性はまた、未だに存在する。
【非特許文献１】Ｖｉｓｓｃｈｅｒら、「Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅｓ」、１
９８５年、第１９巻、第３号、ｐ．３４９－６５
【非特許文献２】Ｌａｎｇｅｒ　Ｒ、Ｆｏｌｋｍａｎ　Ｊ、「Ｎａｔｕｒｅ」、１９７６
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年、第２６３号、第５５８０号、ｐ．７９７－８００
【非特許文献３】Ｙａｍａｇｕｃｈｉ、「Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌ．」、１９
９３年、第２４巻、第１－３号、ｐ．８１－９３
【非特許文献４】Ｓｈｉｖｅら、「Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅｖ」、１９９７
年、第２８巻、第１号、ｐ．５－２４
【非特許文献５】Ｊｏｈａｎｓｅｎら、「Ｅｕｒ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｐｈａｒｍ」
、２０００年、第５０巻、第１号、ｐ．１２９－４６
【非特許文献６】Ｅｎｉｏｌａら、「Ｊ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ」、２００３
年、第８７巻、第１－３号、ｐ．１５－２２
【非特許文献７】Ｊａｉｎ　ＲＡ、「Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ」、２０００年、第２１
巻、第２３号、ｐ．２４７５－９０
【非特許文献８】Ｋｅｅｇａｎら、「Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ」、２００３年、第２４
巻、第２４号、ｐ．４４３５－４４４３
【非特許文献９】Ｌａｍｐｒｅｃｈｔら、「Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｅｘｐ　Ｔｈｅｒ
」、２００１年、第２９９巻、第２号、ｐ．７７５－８１
【非特許文献１０】Ｌａｔｈｉａら、「Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｓ」、２００４年、第４２
巻、第ｌ－９号、ｐ．７６３－８
【非特許文献１１】Ｐａｒｋら、「Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅｓ」、２００３
年、第６７Ａ巻、第３号、ｐ．７５１－６０
【非特許文献１２】Ｐａｎｙａｍ、「Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅｖ」、２００
３年、第５５巻、第３号、ｐ．３２９－４７
【非特許文献１３】Ｌａｖｉｋら、「Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅｓ」、２００
１年、第５８巻、第３号、ｐ．２９１－４
【非特許文献１４】Ｃａｐｏｎｅｔｔｉら、「Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ」、１９９９年、
第８８巻、第１号、ｐ．１３６－４１
【非特許文献１５】Ｆａｒａａｓｅｎら、「Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ」、２００３年、第２０
巻、第２号、ｐ．２３７－４６
【非特許文献１６】Ｚｈｅｎｇら、「Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ」
、１９９９年、第１５巻、第４号、ｐ．７６３－７６７
【非特許文献１７】Ｋｅｅｇａｎら、「Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」、２００４年
【非特許文献１８】Ｍｕｌｌｅｒ、「Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅｓ」、２００
３年、第６６Ａ巻、第１号、ｐ．５５－６１
【非特許文献１９】Ｐａｒｋら、「Ｊ　Ｂｉｏｍａｔｅｒ　Ｓｃｉ　Ｐｏｌｙｍ　Ｅｄ」
、１９９８年、第９巻、第２号、ｐ．８９－１１０
【非特許文献２０】Ｃｒｏｌｌ、「Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」、２００４年
、第５巻、第２号、ｐ．４６３－７３
【非特許文献２１】Ｃａｏら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ」、２００４年、第
２３８巻、ｐ．８７－ｌ１２
【非特許文献２２】Ｙａｎｇら、「Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅｓ」、２００３
年、第６７Ａ巻、第４号、ｐ．１１３９－４７
【非特許文献２３】Ｗａｎら、「Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ」、２００４年、第２５巻、
第１９号、ｐ．４７７７－８３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　したがって、選択された細胞もしくは組織に治療用組成物を優先的に送達し得るか、そ
して／または多量の治療分子を送達し得るポリマー送達システムを提供することが、本発
明の目的である。
【００１１】
　強力な架橋またはコーティングを必要とせずに、高密度かつ、ポリマーに対する直接的
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な結合を提供することが、本発明の別の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　（発明の要旨）
　高負荷／高密度の送達される分子と、標的性（ｔａｒｇｅｔｉｎｇ）選択物とを組み合
わせるポリマー性送達デバイスが、開発された。本明細書中で使用される場合、「高密度
」とは、高密度のリガンドまたはカップリング剤を有する微粒子をいい、これは、微粒子
の表面積１平方ミクロンあたり、好ましくは１，０００個～１０，０００，０００個の範
囲、より好ましくは１０，０００個～１，０００，０００個の間の範囲のリガンドである
。標的性分子はまた、このポリマーの表面に結合され得る。特異性は、この標的性分子の
選択によって決定される。この効果はまた、密度および結合手段によって調節され得、こ
の結合手段は、共有結合性であってもイオン性であってもよく、直接的であってもリンカ
ーの手段を介してもよい。送達される薬物は、このポリマー内にカプセル化され得、そし
て／またはこのポリマーの表面に結合され得る。同じ送達される分子が、カプセル化され
るかまたは結合されても、異なる送達される分子がカプセル化されるかまたは結合されて
もよい。これは、２段階送達（ｔｗｏ　ｐｈａｓｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）またはパルス送
達（ｐｕｌｓｅｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）を提供し得る。
【００１３】
　１０未満のＨＬＢを有し、より好ましくは５未満のＨＬＢを有する物質（例えば、脂肪
酸）を使用して、生体適合性ポリマーの表面に分子を組み込むための一般的方法が、開発
された。実施例によって示されるように、アビジン－脂肪酸結合体が、調製され、そして
ポリ乳酸－グリコール酸（「ＰＬＧＡ」）中に効率的に組み込まれた。好ましい実施形態
において、アビジンは、種々のビオチン化リガンドの結合を容易にするアダプター（ａｄ
ａｐｔｏｒ）タンパク質として使用されるが、他の結合分子が、使用され得る。脂肪酸は
、外部の水性環境よりもむしろ、疎水性ポリマー（例えば、ＰＬＧＡマトリックス）と選
択的に結合し、アビジンの数週間にわたる長期の存在を容易にする。実施例は、モデルタ
ンパク質（ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ））をカプセル化する微粒子、および塩浸出法（
ｓａｌｔ　ｌｅａｃｈｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）によって製作されたＰＬＧＡの足場の両方
においてこのアプローチを示す。その容易さ、一般性および柔軟性に起因して、この方法
は、薬物送達および組織工学、ならびに他の分野における用途のためにポリマー性物質の
表面を改変することにおける広範な有用性を有する。この技術は、先行技術を超える以下
の利益を提供する：高密度、化学的改変を伴わないポリマー物質に対するＰＬＧＡの直接
的な結合、強力な架橋試薬の不要性、結合面を提供するためのコーティングの不必要性。
【００１４】
　治療用化合物（例えば、薬物）、細胞物質または細胞構成成分、および抗原をカプセル
化し、そして微粒子表面に直接結合される標的性リガンドを有する、標的化ポリマー性微
粒子もまた、開発された。これらの微粒子は、細胞性免疫応答を誘導するために使用され
得るか、または治療薬として使用され得る。標的化は、ＤＮＡワクチン、薬物、ペプチド
、タンパク質または抗原のような治療用の負荷（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｌｏａｄ）を
減少させずに、特異性を大きく増加させる。別の利点は、１種より多い物質がカプセル化
され得、そして／またはこの微粒子の表面にカップリングされ得ることである。これは、
治療薬および／または標的性物質であり得る。いくつかの場合において、この微粒子（食
作用またはこの微粒子の分解後に送達される、第２のカプセル化された治療用の負荷を含
む）の表面にカップリングされる分子の最初の送達を提供することは、有利であり得る。
【００１５】
　好ましい用途としては、組織工学マトリックス、創傷包帯、骨修復物質または骨再生物
質、およびこの微粒子が適用または移植の部位に保持される他の用途における使用が挙げ
られる。別の好ましい用途は、再狭窄を防止するか、または減少させる血管形成術、移植
術またはバイパス手術後の血管の内張りに抗増殖剤を送達する微粒子の使用における用途
、および癌治療における用途である。さらに別の適用において、これらの微粒子は、眼に
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投与した場合（補体インヒビターのような薬剤が投与される場合）に、黄斑変性を処置す
るか、または防止するために使用される。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
微粒子上または該微粒子内に高密度で組み込まれた治療剤、栄養剤、診断剤または予防剤
を送達するためのポリマー性微粒子であって、該微粒子は、微粒子の表面積１平方ミクロ
ンあたり、好ましくは約１，０００個～約１０，０００，０００個の間の範囲であり、よ
り好ましくは約１０，０００個～約１，０００，０００個の間の範囲であるリガンドの密
度で存在するリガンドを含む、微粒子。
（項目２）
前記リガンドは、前記微粒子の表面に組み込まれた第１の末端、および該微粒子の表面か
ら外向きに向かう第２の末端を有する、項目１に記載の微粒子。
（項目３）
前記ポリマーは、疎水性ポリマーであり、そして前記リガンドは、前記微粒子の表面に挿
入される、１０未満のＨＬＢを有し、より好ましくは５未満のＨＬＢを有する物質である
、項目２に記載の微粒子。
（項目４）
疎水性ポリマーを含む項目３に記載の微粒子であって、該疎水性ポリマーは、該微粒子中
に挿入されかつ該ポリマー性表面から外向きに伸びる脂肪酸結合体を有する、微粒子。
（項目５）
前記リガンドは、送達される薬剤であるか、または送達される薬剤に結合され、該薬剤は
、治療剤、栄養剤、診断剤および予防剤、結合分子、標的化分子、ならびにそれらの混合
物からなる群より選択される、項目１に記載の微粒子。
（項目６）
項目５に記載の微粒子であって、該微粒子は、該微粒子に結合される標的化分子を有する
、微粒子。
（項目７）
前記標的化分子は、前記リガンドに、物理学的に結合されるか、または化学的に結合され
る、項目６に記載の微粒子。
（項目８）
前記ポリマー内にカプセル化される薬剤をさらに含む、項目５に記載の微粒子。
（項目９）
２段階送達もしくはパルス送達の形態で、同じ薬剤または異なる薬剤を送達するための、
項目８に記載の微粒子。
（項目１０）
標的化分子は、前記微粒子の表面または前記リガンドに結合される、項目５に記載の微粒
子。
（項目１１）
前記標的化分子は、特異的な標的化分子および非特異的な標的化分子からなる群より選択
される、項目１０に記載の微粒子。
（項目１２）
前記リガンドの前記密度、および該リガンドの結合手段は、前記微粒子の標的化を調節す
るために使用され、該結合手段は、共有結合性であってもイオン性であってもよく、直接
的であってもリンカーの手段を介してもよい、項目１０に記載の微粒子。
（項目１３）
前記標的化分子は、抗体およびそのフラグメント、糖類、ペプチド、ならびに細胞表面レ
セプターに対するリガンドからなる群より選択される、項目１０に記載の微粒子。
（項目１４）
前記リガンドは、結合分子である、項目５に記載の微粒子。
（項目１５）
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前記リガンドは、結合分子であるか、または結合分子に結合され、該結合分子は、ストレ
プトアビジンおよびビオチンからなる群より選択される、項目１４に記載の微粒子。
（項目１６）
前記リガンドに結合されたリンカーをさらに含む、項目１に記載の微粒子。
（項目１７）
前記リンカーは、分枝状であり、そして多数の送達される薬剤または多数の結合分子は、
該リンカーを介して前記リガンドの各々に結合される、項目１６に記載の微粒子。
（項目１８）
前記リンカーは、ポリエチレングリコール星型ポリマーである、項目１６に記載の微粒子
。
（項目１９）
前記送達される薬剤は、薬物、タンパク質、ペプチド、糖類、多糖類、ヌクレオチド分子
、および核酸分子からなる群より選択される治療剤または栄養剤である、項目５に記載の
微粒子。
（項目２０）
前記送達される薬剤は、常磁性分子、蛍光化合物、磁性分子、および放射性核種からなる
群より選択される診断剤である、項目５に記載の微粒子。
（項目２１）
前記送達される薬剤は、カルシウム沈着を阻害する、項目１８に記載の微粒子。
（項目２２）
前記送達される薬剤は、細胞傷害性薬剤または抗増殖剤である、項目５に記載の微粒子。
（項目２３）
前記リンカーは、ポリエチレングリコールであり、そして前記結合分子は、ストレプトア
ビジン、アビジンまたはビオチンである、項目５に記載の微粒子。
（項目２４）
０．５ミクロンと２０ミクロンとの間である直径を有する、項目１に記載の微粒子。
（項目２５）
５０ナノメートルと５００ナノメートルとの間の直径を有するナノ粒子の形態である、項
目１に記載の微粒子。
（項目２６）
前記ナノ粒子は、１００ｎｍ未満の直径を有する、項目２５に記載の微粒子。
（項目２７）
リポソーム中にカプセル化される、項目１に記載の微粒子。
（項目２８）
治療剤、栄養剤、診断剤または予防剤の送達のための微粒子を作製するための方法であっ
て、以下：
　疎水性ポリマーの溶液または液体形態の該ポリマーを提供する工程、
　１０未満のＨＬＢを有し、より好ましくは５未満のＨＬＢを有する物質を、該ポリマー
に添加する工程であって、該物質は、１０未満のＨＬＢを有する該物質の１つの末端が該
ポリマー中に挿入されかつ他の末端が該微粒子のポリマー性表面から外向きに伸びる条件
下で、該ポリマーが凝固され、該微粒子を形成する場合に、該微粒子の表面に挿入される
、工程、
を包含する、方法。
（項目２９）
前記疎水性ポリマーおよび１０未満のＨＬＢを有する物質は、水中油型エマルションにお
いて水中の該ポリマーに添加される、項目２８に記載の方法。
（項目３０）
前記１０未満のＨＬＢを有する物質は、標的化分子もしくは結合分子または治療剤、予防
剤もしくは診断剤と最初に結合体化される、項目２８に記載の方法。
（項目３１）
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前記１０未満のＨＬＢを有する物質は、脂肪酸、脂質または界面活性剤である、項目２８
に記載の方法。
（項目３２）
疎水性ポリマーまたは親油性ポリマーから形成される微粒子であって、該疎水性ポリマー
または該親油性ポリマーが、該微粒子中に分散されたリガンドとして１０未満のＨＬＢを
有する物質である第１の末端、ならびに、該微粒子の表面から外向きに向かう１０未満の
ＨＬＢを有する物質である第２の末端を有する、微粒子。
（項目３３）
前記１０未満のＨＬＢを有する物質は、脂肪酸、脂質および界面活性剤からなる群より選
択される、項目３２に記載の微粒子。
（項目３４）
細胞の望ましくない増殖を処置するか、または防止する方法であって、望ましくない増殖
領域の部位、または望ましくない増殖の領域に隣接する部位に、高密度の抗増殖性の因子
を送達する微粒子を、細胞増殖を防止するか、または減少させるのに有効な量で投与する
工程を包含する、方法。
（項目３５）
前記望ましくない増殖は、内皮の機能不全から生じる再狭窄である、項目３４に記載の方
法。
（項目３６）
血管形成術、血管移植術、組織移植もしくは器官移植、人工血管インプラント、人工関節
インプラントまたは他の医療用インプラントと同時か、またはその直後に前記微粒子を投
与する工程を包含する、項目３４に記載の方法。
（項目３７）
前記細胞は、内皮細胞であり、前記方法は、黄斑変性の処置または防止のための方法であ
り、そして前記微粒子は、高密度の抗脈管形成剤、抗増殖剤または補体インヒビターを、
該微粒子が眼内に投与される場合に網膜の血管新生を防止するか、または減少させるのに
有効な量で含む、項目３４に記載の方法。
（項目３８）
前記薬剤は、細胞傷害性薬剤、細胞増殖抑制剤、抗増殖剤または抗脈管形成剤であり、そ
して前記微粒子は、癌の処置のために、局所的か、または限局的に投与される、項目３４
に記載の方法。
（項目３９）
前記微粒子は、リガンドに結合される標的化分子または結合分子を有する該リガンドをさ
らに含む、項目３４に記載の方法。
（項目４０）
前記薬剤は、細胞傷害性薬剤、細胞増殖抑制剤、抗増殖剤または抗脈管形成剤であり、前
記標的化分子は、腫瘍細胞に対して特異的であり、そして前記微粒子は、該腫瘍細胞を有
する個体に投与される、項目３９に記載の方法。
（項目４１）
外科的インプラント、ステント、プロテーゼのカルシウム沈着を阻害するための方法であ
って、該方法は、外科的インプラント、ステント、もしくはプロテーゼの一部としてか、
または外科的インプラント、ステント、もしくはプロテーゼに隣接して、カルシウム沈着
を阻害する分子を含む微粒子を移植する工程を包含する、方法。
（項目４２）
前記分子は、オステオポンチンである、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
微粒子上または該微粒子内に高密度で組み込まれた治療剤、栄養剤、診断剤または予防剤
を送達するための高密度微粒子を備える、組織工学マトリックス、創傷包帯、または医療
用インプラント。
（項目４４）
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前記微粒子は、該微粒子の表面に組み込まれた第１の末端、および該微粒子の表面から外
向きに向かう第２の末端を有するリガンドを含み、該リガンドは、該微粒子の表面上に高
密度で存在し、かつ送達される薬剤に結合され、該送達される薬剤は、治療剤、栄養剤、
診断剤および予防剤、標的化分子および結合分子からなる群より選択される、項目４３に
記載のマトリックス。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１Ａは、パルミチン酸を使用してタンパク質を改変するスキームである。ＮＨ
Ｓ－パルミチン酸は、１０倍過剰なモル濃度でアビジンに添加され、そして２％のデオキ
シコール酸界面活性剤の存在下において反応する。このＮＨＳエステルは、アビジンのア
ミン基と反応して、安定なアミド結合をもたらし、そしてタンパク質に疎水性を付与する
。反応工程および精製工程の両方は、パルミテートの小胞形成を防止する界面活性剤の存
在下にあった。図１Ｂは、この表面上の標的化分子（抗体）およびカップリング剤（アビ
ジン）およびリンカー（ポリエチレングリコール、ＰＥＧ）を示す微粒子のスキームであ
る。
【図２】図２は、処理した粒子の表面上に分子が集まる程度のグラフであり、この程度は
、種々の濃度（マイクログラム）のアビジン－パルミチン酸によって調製される微粒子に
ビオチン－フィコエリトリン（「ＰＥ」）を滴定することによって測定される。より多い
量の結合体によって改変された表面は、より多くのビオチン化フルオロフォアを結合し、
このことは、より高い平均チャネル蛍光（ｍｅａｎ　ｃｈａｎｎｅｌ　ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｃｅ）（ＭＣＦ）に反映される。
【図３】図３は、アビジン－パルミテート微粒子　対　未改変微粒子および表面改変微粒
子の、時間（ｔｉｍｅ）（時間（ｈｏｕｒ））に対するタンパク質放出の画分のグラフで
ある。
【図４】図４Ａおよび図４Ｂは、オボアルブミンをカプセル化したＬＰＳ標的化微粒子（
黒塗り（ｃｌｏｓｅｄ）の円）の皮下投与によってワクチン接種されたマウスか、または
コントロールの微粒子（オボアルブミンなし（黒塗りの菱形）、ＬＰＳ標的化なし（白抜
き（ｏｐｅｎ）の円））を使用してワクチン接種されたマウスから得た脾細胞の刺激のグ
ラフである。図４Ａは、ワクチン接種されたマウスから得た脾細胞の刺激であり；図４Ｂ
は、オボアルブミン抗原の非存在下においてワクチン接種されたマウスの刺激である。
【図５】図５Ａおよび図５Ｂは、オボアルブミンをカプセル化したＬＰＳ標的化微粒子（
黒塗り（ｃｌｏｓｅｄ）の円）の経口投与によってワクチン接種されたマウスか、または
コントロール（リン酸緩衝化生理食塩水（黒塗りの四角）、ＬＰＳ標的化なし（白抜きの
円））を使用してワクチン接種されたマウスから得た脾細胞の刺激のグラフである。図５
Ａは、ワクチン接種されたマウスから得た脾細胞の刺激であり；図５Ｂは、オボアルブミ
ン抗原の非存在下においてワクチン接種されたマウスの刺激である。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　（好ましい実施形態の詳細な説明）
　（Ｉ．ポリマー性微粒子）
　本明細書中で使用される場合、微粒子とは、一般的に、０．５ミクロンと１０００ミク
ロンとの間の範囲にある微粒子および５０ｎｍ～０．５ｎｍ未満の間の範囲にあるナノ粒
子の両方（好ましくは、それぞれ、１ミクロンと２０ミクロンとの間である直径を有する
か、または５０ナノメートルと５００ナノメートルとの間である直径を有する）をいう。
微粒子およびナノ粒子はまた、より具体的に参照される。
【００１８】
　この微粒子の外部表面は、この微粒子の表面にカップリング剤またはリガンドを結合体
化することによって改変され得る。以下に記載されるように、好ましい実施形態において
、このカップリング剤は、この微粒子の表面上に高密度で存在する。
【００１９】
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　本明細書中で使用される場合、「高密度」とは、高密度のリガンドまたはカップリング
剤を有する微粒子をいい、これは、微粒子の表面積１平方ミクロンあたり、好ましくは１
，０００個～１０，０００，０００個の範囲、より好ましくは１０，０００個～１，００
０，０００個の間の範囲のリガンドである。これは、溶解した粒子を蛍光染色し、そして
溶液中の遊離蛍光分子の既知の量に対してこの蛍光を較正することによって測定され得る
。
【００２０】
　上記微粒子は、このリガンドまたはカップリング剤（例えば、標的性分子、結合分子、
および／または治療剤、栄養剤、診断剤もしくは予防剤）に対する１種以上の異なる分子
の結合によって、さらに改変され得る。
【００２１】
　標的性分子は、上記微粒子を、選択された細胞型または組織型上のレセプター部位に指
向させる物質であり、結合分子として作用し得るか、または別の分子にカップリングする
か、もしくは結合するために作用してもよい。本明細書中で使用される場合、「指向させ
る（ｄｉｒｅｃｔ）」とは、分子を選択された細胞型または組織型に対して優先的に結合
させることをいう。これは、以下で詳細に議論されるような、細胞物質、分子、または薬
物を指向させるために使用され得る。
【００２２】
　改良された官能性は、この粒子からの徐放の経過（数週間）にわたって長期間、標的を
提示する能力である。官能性は、標的分子が徐放の持続期間にわたって継続的な機能を促
す粒子と結合し続けることに起因して改良される。
【００２３】
　本明細書中で言及される場合、表面改変マトリックスは、細胞、分子または標的に特異
的な高分子もしくは粒子の結合を容易にする標的を提示する。
【００２４】
　領域性の改変に対する制御とは、全体を改変することなく生分解性の足場の一部を選択
的に改変する能力をいう。
【００２５】
　粒子のポリマー組成、および形態を変化させることによって、長時間にわたる適度な一
定の用量を可能にし、種々の徐放特性を効率的に調整し得る。表面の官能性を有するか、
またはこれを有さない固体ナノ粒子を操作するために使用される種々の物質が、存在した
（Ｂｒｉｇｇｅｒら、Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅｖ　５４、６３１－６５１、
（２００２）によって概説される）。おそらく、脂肪族ポリエステル（具体的には、疎水
性のポリ（乳酸）（ＰＬＡ）、より親水性のポリ（グリコール酸）ＰＧＡおよびこれらの
コポリマー、ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリセリド）（ＰＬＧＡ））が、最も幅広く使用さ
れる。これらのポリマーの分解速度、および多くの場合では、対応する薬物の放出速度は
、数日間（ＰＧＡ）から数ヶ月間（ＰＬＡ）まで変化し得、そしてＰＬＡ対ＰＧＡの比を
変化させることによって容易に操作される。第２に、ＰＬＧＡならびにそのホモポリマー
であるＰＧＡおよびＰＬＡの生理学的適合性は、ヒトにおける安全な使用のために確立さ
れている；これらの物質は、薬物送達システムを含む種々のヒトにおける臨床応用におい
て３０年を超える歴史を有する。最後に、ＰＬＧＡナノ粒子は、受動的な標的化または能
動的な標的化のいずれかによって、標的組織に対する薬物の薬物動態および体内分布を改
善する種々の方法で処方され得る。
【００２６】
　（Ａ．ポリマー）
　非生分解性ポリマーまたは生分解性ポリマーが使用されて、上記微粒子が形成され得る
。この好ましい実施形態において、この微粒子は、生分解性ポリマーから形成される。非
生分解性ポリマーは、経口投与のために使用され得る。一般に、合成ポリマーが好ましい
が、天然ポリマーは、使用され得、そしてこの天然ポリマー（特に、加水分解によって分
解する天然の生体高分子のいくつか（例えば、ポリヒドロキシアルカノエートのいくつか
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））は、等価であるか、またはさらに良好な性質を有し得る。代表的な合成ポリマーは、
以下である：ポリ（ヒドロキシ酸）（例えば、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸）、お
よびポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸））、ポリ（ラクチド）、ポリ（グリコリド）、ポ
リ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）、ポリ無水物、ポリオルトエステル、ポリアミド、ポ
リカーボネート、ポリアルキレン（例えば、ポリエチレンおよびポリプロピレン）、ポリ
アルキレングリコール（例えば、ポリ（エチレングリコール））、ポリアルキレンオキシ
ド（例えば、ポリ（エチレンオキシド））、ポリアルキレンテレフタレート（例えば、ポ
リ（エチレンテレフタレート）、ポリビニルアルコール、ポリビニルエーテル、ポリビニ
ルエステル、ハロゲン化ポリビニル（例えば、ポリ（塩化ビニル））、ポリビニルピロリ
ドン、ポリシロキサン、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（酢酸ビニル）、ポリスチレン
、ポリウレタンおよびそれらのコポリマー、誘導体化セルロース（例えば、アルキルセル
ロース、ヒドロキシアルキルセルロース、セルロースエーテル、セルロースエステル、ニ
トロセルロース、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース
、ヒドロキシ－プロピルメチルセルロース、ヒドロキシブチルメチルセルロース、セルロ
ースアセテート、セルロースプロピオネート、セルロースアセテートブチレート、セルロ
ースアセテートフタレート、カルボキシルエチルセルロース、セルローストリアセテート
、および硫酸セルロースナトリウム塩（本明細書中で、まとめて「合成セルロース」とい
われる））、アクリル酸もしくはメタクリル酸のポリマー、またはそのコポリマーもしく
は誘導体（エステル、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ（エチルメタクリレート）、
ポリ（ブチルメタクリレート）、ポリ（イソブチルメタクリレート）、ポリ（ヘキシルメ
タクリレート）、ポリ（イソデシルメタクリレート）、ポリ（ラウリルメタクリレート）
、ポリ（フェニルメタクリレート）、ポリ（メチルアクリレート）、ポリ（イソプロピル
アクリレート）、ポリ（イソブチルアクリレート）、およびポリ（オクタデシルアクリレ
ート）（本明細書中で、まとめて「ポリアクリル酸」といわれる）が挙げられる）、ポリ
（酪酸）、ポリ（吉草酸）、およびポリ（ラクチド－ｃｏ－カプロラクトン）、ならびに
それらのコポリマーおよびブレンド。本明細書中で使用される場合、「誘導体」は、化学
基の置換、付加および当業者によって慣用的に行われる他の改変を有するポリマーを含む
。
【００２７】
　好ましい生分解性ポリマーの例としては、ヒドロキシ酸（例えば、乳酸およびグリコー
ル酸）のポリマー、およびＰＥＧとのコポリマー、ポリ無水物、ポリ（オルト）エステル
、ポリウレタン、ポリ（酪酸）、ポリ（吉草酸）、ポリ（ラクチド－ｃｏ－カプロラクト
ン）、ならびにそれらのブレンドおよびコポリマーが挙げられる。
【００２８】
　好ましい天然ポリマーの例としては、アルブミン、コラーゲン、ゼラチンおよびプロラ
ミンのようなタンパク質（例えば、ゼイン）、ならびにアルギネート、セルロース誘導体
およびポリヒドロキシアルカノエートのような多糖類（例えば、ポリヒドロキシブチレー
ト）が挙げられる。上記微粒子のインビボでの安定性は、ポリマー（例えば、ポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）と共重合されたポリ（ラクチド－ｃｏ－グリセリド））を使用す
ることによって、生成の間に調整され得る。ＰＥＧが、外部表面上に曝される場合、ＰＥ
Ｇの親水性に起因して、これらの物質が循環する時間は、増加し得る。
【００２９】
　好ましい非生分解性ポリマーの例としては、酢酸エチレンビニル、ポリ（メタ）アクリ
ル酸、ポリアミド、それらのコポリマーおよび混合物が挙げられる。
【００３０】
　好ましい実施形態において、ＰＬＧＡは、生分解性ポリマーとして使用される。
【００３１】
　上記微粒子は、カプセル化されるかまたは結合される分子を、数日間～数週間の期間に
わたって放出するように設計される。放出の持続期間に影響する因子としては、周囲の媒
体のｐＨ（ｐＨ５以下における放出のより高い速度は、酸によってＰＬＧＡの加水分解が



(15) JP 6031077 B2 2016.11.24

10

20

30

40

50

触媒されることに起因する）およびポリマーの組成が挙げられる。脂肪族ポリエステルは
、疎水性の点で異なり、そしてそれもまた、分解速度に影響する。具体的に、疎水性のポ
リ（乳酸）（ＰＬＡ）、より親水性のポリ（グリコール酸）ＰＧＡおよびそれらのコポリ
マー（ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）（ＰＬＧＡ））は、種々の放出速度を有する
。これらのポリマーの分解速度、および多くの場合に、対応する薬物の放出速度は数日間
（ＰＧＡ）から数ヶ月間（ＰＬＡ）まで変化し得、そしてＰＬＡ対ＰＧＡの比を変化させ
ることによって容易に操作される。
【００３２】
　（微粒子の処方）
　高密度微粒子を作製するための実施例に記載される好ましい方法に加えて、微粒子が、
異なる方法を使用して異なるポリマーから製作され得る応用が存在し得る。
【００３３】
　（ａ．溶媒蒸発）。この方法において、上記ポリマーは、塩化メチレンのような揮発性
有機溶媒中に溶解される。薬物（可溶性であるか、または微細な粒子として分散されるか
のいずれか）は、この溶液に添加され、そしてこの混合物は、界面活性剤（例えば、ポリ
（ビニルアルコール））を含む水性溶液中に懸濁される。得られたエマルションは、大部
分の有機溶媒が蒸発するまで攪拌され、固体微粒子を残す。得られた微粒子は、水で洗浄
され、そして凍結乾燥器中で一晩乾燥される。異なるサイズ（０．５～１０００ミクロン
）および形態を有する微粒子が、この方法によって得られ得る。この方法は、ポリエステ
ルおよびポリスチレンのような比較的安定なポリマーに対して有用である。
【００３４】
　しかし、不安定なポリマー（例えば、ポリ無水物）は、水の存在に起因して製作プロセ
スの間に分解し得る。これらのポリマーのために、完全に無水の有機溶媒において行われ
る以下の２つの方法が、より有用である。
【００３５】
　（ｂ．熱融解マイクロカプセル化（ｈｏｔ　ｍｅｌｔ　ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａ
ｔｉｏｎ））。この方法において、このポリマーは、最初に融解され、次いで上記固体粒
子と混合される。この混合物は、継続的な攪拌によって、（シリコーン油のような）非混
和性溶媒中に懸濁され、そしてこのポリマーの融点より５℃高い温度まで加熱される。一
旦このエマルションが安定化されると、これは、そのポリマー粒子が凝固するまで冷却さ
れる。得られた微粒子は、石油エーテルを用いたデカンテーションによって洗浄されて、
流動性の高い（ｆｒｅｅ－ｆｌｏｗｉｎｇ）粉末を生じる。０．５ミクロン～１０００ミ
クロンの間のサイズを有する微粒子が、この方法によって得られる。この技術によって調
製される球体の外部表面は、通常、滑らかであり、そして高密度である。この手順は、ポ
リエステルおよびポリ無水物から作製される微粒子を調製するために使用される。しかし
、この方法は、１，０００～５０，０００の間の分子量を有するポリマーに限定される。
【００３６】
　（ｃ．溶媒除去）。この技術は、主に、ポリ無水物に対して設計される。この方法にお
いて、上記薬物は、塩化メチレンのような揮発性有機溶媒における選択されたポリマーの
溶液中に分散されるか、または溶解される。この混合物は、有機性油（例えば、シリコー
ン油）中で攪拌することによって懸濁されて、エマルションを形成する。溶媒蒸発とは異
なり、この方法は、高い融点および異なる分子量を有するポリマーから微粒子を作製する
ために使用され得る。１ミクロン～３００ミクロンの間の範囲である微粒子が、この手順
によって得られ得る。この技術によってもたらされる球体の外部の形態は、使用されるポ
リマーの型に大きく依存する。
【００３７】
　（ｄ．噴霧乾燥）。この方法において、上記ポリマーは、有機溶媒中に溶解される。既
知の量の活性な薬物は、このポリマー溶液中に、懸濁される（不溶性の薬物）か、または
共に溶解される（可溶性の薬物）。その後、この溶液またはこの懸濁物は、噴霧乾燥され
る。小型噴霧乾燥器（Ｂｕｃｈｉ）に関する代表的な処理パラメーターは、以下の通りで
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ある：ポリマー濃度＝０．０４ｇ／ｍＬ、入口温度＝－２４℃、出口温度＝１３～１５℃
、吸引器の設定＝１５、ポンプの設定＝１０ｍＬ／分、噴霧の流量＝６００Ｎｌ／時間、
およびノズルの直径＝０．５ｍｍ。１ミクロン～１０ミクロンの間の範囲である、使用さ
れるポリマーの型に依存する形態を有する微粒子が、得られる。
【００３８】
　（ｅ．ヒドロゲル微粒子）。ゲル様式のポリマー（例えば、アルギネート）から作製さ
れる微粒子は、従来のイオン性のゲル化技術によって生成される。これらのポリマーは、
最初に水溶液中に溶解され、硫酸バリウムまたはいくつかの生物活性剤と混合され、次い
で微小滴形成デバイスを通して押し出される。このデバイスは、いくつかの場合において
、この液滴を断ち切るために窒素ガスの流れを利用する。ゆっくりと（約１００～１７０
ＲＰＭ）撹拌されるイオン性の硬化槽（ｈａｒｄｅｎｉｎｇ　ｂａｔｈ）が、形成した微
小滴を捕らえるために押し出しデバイスの下に配置される。これらの微粒子は、ゲル化を
起こさせるのに十分な時間を与えるために、この槽において２０～３０分間インキュベー
トされ続ける。微粒子の粒子サイズは、種々のサイズの押し出し機を使用するか、または
窒素ガスもしくはポリマー溶液のいずれかの流速を変化させることによって制御される。
キトサン微粒子は、酸性溶液中にこのポリマーを溶解し、そしてトリポリリン酸を用いて
それを架橋することによって調製され得る。カルボキシメチルセルロース（ＣＭＣ）微粒
子は、酸性溶液中にこのポリマーを溶解し、そして鉛イオンを用いてこの微粒子を沈殿さ
せることによって調製され得る。負に荷電したポリマー（例えば、アルギネート、ＣＭＣ
）の場合において、異なる分子量の正に荷電したリガンド（例えば、ポリリジン、ポリエ
チレンイミン）は、イオン性に結合され得る。
【００３９】
　（Ｂ．カプセル化されるか、または粒子の表面に結合される分子）
　カプセル化されるか、または（直接的かまたはカップリング分子を介するかのいずれか
によって）上記ポリマーに結合される分子の、以下の原則的な２つの群が存在する：標的
性分子、結合分子、および治療剤、栄養剤、診断剤または予防剤。これらは、標準的な技
術を使用してカップリングされ得る。送達される標的性分子または治療分子は、ポリマー
、またはこのポリマーに組み込まれる物質（例えば、脂肪酸）に、直接カップリングされ
得る。
【００４０】
　官能性とは、官能性化学基（カルボン酸、アルデヒド、アミン、スルフヒドリルおよび
ヒドロキシル）を介した、上記粒子の表面に対するリガンドの結合体化をいい、これらの
基は、この粒子の表面上に存在し、そして結合されるリガンド上に存在する。官能性は、
２つの手段でこの粒子に導入され得る。第１は、この微粒子の調製の間（例えば、官能性
化学基を有する安定剤の組み込みによる微粒子のエマルション調製の間）である。実施例
１は、この型の処理を示し、この処理によって、官能性の両親媒性分子が、エマルション
調製の間にこの粒子中に挿入される。第２は、粒子の調製後であり、これは、直接的に架
橋する粒子およびホモ二官能性架橋剤またはヘテロ二官能性架橋剤を有するリガンドによ
るものである。この第２の手順は、適切な化学および適切な種類の架橋剤（以下でより詳
細に議論されるような、ＣＤＩ、ＥＤＡＣ、グルタルアルデヒドなど）、または調製後に
粒子表面の化学的改変を介してこの粒子表面にリガンドをカップリングする任意の他の架
橋剤を使用し得る。この第２の種類はまた、両親媒性分子（例えば、脂肪酸、脂質）また
は官能性の安定剤が受動的にこの粒子表面に吸着され、そして付着させられ得、それによ
ってリガンドに係留するための官能性末端基が導入される処理を含む。
【００４１】
　この好ましい実施形態において、上記表面は、以下の実施例に示されるように、ポリマ
ー相のＨＬＢもしくは親水親油バランスに一致する両親媒性ポリマーまたは界面活性剤を
挿入するために改変される。ＨＬＢは、１～１５の範囲である。低いＨＬＢを有する界面
活性剤は、より脂質を好み、したがって油中水型エマルションをもたらす傾向があるが、
高いＨＬＢを有する界面活性剤は、より親水性であり、そして水中油型エマルションをも
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たらす傾向がある。脂肪酸および脂質は、１０を下回る低いＨＬＢを有する。標的基（例
えば、親水性アビジン）との結合体化の後、ＨＬＢは、１０を上回って増加する。この結
合体は、エマルション調製において使用される。１～１０の範囲のＨＬＢ、より好ましく
は１と６との間のＨＬＢ、最も好ましくは１から５までの間のＨＬＢを有する任意の両親
媒性ポリマーが、使用され得る。これとしては、全ての脂質、脂肪酸および界面活性剤が
挙げられる。
【００４２】
　１つの有用なプロトコルは、薬剤（非プロトン溶媒（例えば、ＤＭＳＯ、アセトン、ま
たはＴＨＦ）中のカルボニルジイミダゾール（ＣＤＩ））による、ポリマー鎖上のヒドロ
キシル基の「活性化」を包含する。ＣＤＩは、リガンド（例えば、タンパク質）の自由な
アミノ基を結合することによって置換され得るヒドロキシ基を有する、イミダゾリルカル
バメート複合体を形成する。この反応は、Ｎ－求核置換反応であり、そしてこのリガンド
のこのポリマーに対する安定なＮ－アルキルカルバメート結合を生じる。このリガンドの
この「活性化された」ポリマーマトリックスに対する「カップリング」は、９～１０の範
囲のｐＨにおいて最大であり、そして通常は、少なくとも２４時間を要する。この得られ
たリガンド－ポリマー複合体は、安定であり、そして加水分解に長時間抵抗する。
【００４３】
　別のカップリング方法は、Ｎ－ヒドロキシルスルホスクシンイミド（スルホＮＨＳ）に
よる結合体化における１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
（ＥＤＡＣ）または「水溶性ＣＤＩ」の使用を包含し、このスルホＮＨＳは、７．０の生
理的ｐＨにおける全体的に水性の環境中で、ポリマーの曝されたカルボキシル基をリガン
ドの自由なアミノ基にカップリングする。簡単にいうと、ＥＤＡＣおよびスルホ－ＮＨＳ
は、このポリマーのカルボキシル基を有する活性化エステルを形成し、このカルボキシル
基は、ペプチド結合を形成するリガンドのアミン末端と反応する。得られたペプチド結合
は、加水分解に対して抵抗性である。この反応におけるスルホ－ＮＨＳの使用は、ＥＤＡ
Ｃカップリングの有効性を１０倍の因数で増加させ、そして上記リガンド－ポリマー複合
体の残存率（ｖｉａｂｉｌｉｔｙ）を確保する特別に穏やかな条件を提供する。
【００４４】
　これらのプロトコルのいずれかを使用することによって、上記ポリマーマトリックスを
溶解しない適切な溶媒系において、ヒドロキシル基またはカルボキシル基のいずれかを含
むほぼ全てのポリマーを「活性化する」ことが可能である。
【００４５】
　自由なヒドロキシル基および自由なカルボキシル基を有するリガンドをポリマーに結合
するための有用なカップリング手順は、架橋剤（ジビニルスルホン）の使用を包含する。
この方法は、糖類または生体接着性を有する他のヒドロキシル化合物をヒドロキシルマト
リックスに結合するために有用である。簡単にいうと、この活性化は、このポリマーのヒ
ドロキシル基に対するジビニルスルホンの反応を包含し、この反応は、このポリマーのビ
ニルスルホニルエチルエーテルを形成する。これらのビニル基は、アルコール、フェノー
ルおよびアミンにさえもカップリングする。活性化およびカップリングは、ｐＨ１１で行
う。この結合は、１～８の範囲のｐＨにおいて安定であり、そして腸を通して移行するの
に適切である。
【００４６】
　二重結合によるリガンドとポリマーとのカップリングのための当業者に公知である任意
の適切なカップリング方法（ＵＶ架橋の使用が挙げられる）は、上記ポリマーに対する分
子の結合のために使用され得る。
【００４７】
　カップリングは、好ましくは共有結合によるものであるが、このカップリングはまた、
間接的であってもよい（例えば、上記ポリマーに結合されたリンカーを介するか、または
２つの分子（例えば、ストレプトアビジンおよびビオチン）間の相互作用を介する）。こ
れはまた、浸漬コーティングを使用した静電気引力によるものであり得る。
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【００４８】
　送達される分子はまた、Ｌｕｏら、「Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ＤＮＡ　ｄｅｌｉｖｅｒ
ｙ　ｓｙｓｔｅｍ」、Ｐｈａｒ．Ｒｅｓ．、１６：１３００－１３０８（１９９９）に記
載されるような、ダブルエマルジョン溶媒蒸発（ｄｏｕｂｌｅ　ｅｍｕｌｓｉｏｎ　ｓｏ
ｌｖｅｎｔ　ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ）技術を使用して、上記ポリマー中にカプセル化さ
れ得る。
【００４９】
　（ｉ．送達される分子）
　送達される薬剤としては、治療用化合物、栄養用化合物、診断用化合物、および予防用
化合物が挙げられる。タンパク質、ペプチド、炭水化物、多糖類、核酸分子、および有機
分子、ならびに診断剤が、送達され得る。組み込まれる好ましい物質は、薬物および造影
剤である。治療剤としては、抗生物質、抗ウイルス剤（特に、単独か、ＨＩＶまたはＢ型
肝炎ウイルスまたはＣ型肝炎ウイルスの処置のためのヌクレオシドと組み合わせたプロテ
アーゼインヒビター）、抗寄生生物剤（蠕虫、原虫）、抗がん剤（本明細書中で、「化学
療法剤」といわれ、ドキソルビシン、シクロスポリン、マイトマイシンＣ、シスプラチン
およびカルボプラチン、ＢＣＮＵ、５ＦＵ、メトトレキサート、アドリアマイシン、カン
プトテシン、ならびにタキソールのような細胞傷害性薬物が挙げられる）、抗体およびそ
の生物活性フラグメント（ヒト化抗体、単鎖抗体、およびキメラ抗体が挙げられる）、抗
原およびワクチン処方物、ペプチド薬物、抗炎症剤、ビタミンのような栄養補助剤（ｎｕ
ｔｒａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）、ならびにオリゴヌクレオチド薬物（ＤＮＡ、ＲＮＡ、アン
チセンス、アプタマー、リボザイム、リボヌクレアーゼＰに対する外部ガイド配列、およ
び三重鎖形成剤が挙げられる）が挙げられる。
【００５０】
　送達される特に好ましい薬物としては、抗脈管形成剤、抗増殖剤および化学療法剤（例
えば、ラパマイシン）が挙げられる。これらの薬剤は、微粒子に組み込まれて、癌または
眼の疾患を処置するか、または血管への投与後の再狭窄を防止するために使用され得る。
例示的な診断用物質としては、常磁性分子、蛍光化合物、磁性分子、および放射性核種が
挙げられる。
【００５１】
　あるいは、上記生分解性ポリマーは、細胞物質（例えば、免疫学的応答を誘導するため
に、以下に記載されるような抗原提示細胞に送達される細胞物質のような）をカプセル化
し得る。
【００５２】
　ペプチドベースのワクチン、タンパク質ベースのワクチン、およびＤＮＡベースのワク
チンは、種々の疾患または状態に対する免疫を誘導するために使用され得る。例えば、性
感染病および望まない妊娠は、女性の健康および福祉に影響を及ぼす世界的な問題である
。女性の生殖管内で特異免疫を誘導する有効なワクチンは、ＳＴＤのリスクを大きく減少
させ得、一方で、抗精子（ａｎｔｉ－ｓｐｅｒｍ）抗体を誘起するワクチンは、免疫性避
妊薬（ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｔｒａｃｅｐｔｉｖｅ）として機能する。大規模な研究は、遠
位部位（例えば、経口、経鼻、または直腸）におけるワクチン接種が女性の生殖管内で粘
膜免疫を誘導し得ることを示した。これらの選択物の経口投与は、患者のコンプライアン
ス、容易な投与および広範な使用に対する適合性についてのその可能性に起因して、最も
大きな関心を得てきた。タンパク質を使用する経口ワクチン接種は、可能であるが、通常
は非能率的であるか、または非常に高用量を必要とする。ＤＮＡを使用する経口ワクチン
接種は、より低い用量において潜在的に有効であるが、ほとんどの場合において、「むき
出し（ｎａｋｅｄ）のＤＮＡ」が、胃の酸性度および胃腸管における消化酵素の両方に対
して感受性であるので、無効性であった。
【００５３】
　細胞媒介性免疫は、ウイルス感染細胞を検出し、そして破壊するのに必要とされる。ほ
とんどの従来のワクチン（例えば、タンパク質ベースのワクチン）は、体液性免疫のみを
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誘導し得る。ＤＮＡベースのワクチンは、ウイルスまたは寄生生物に対してワクチン接種
するための固有の手段を示す。なぜなら、ＤＮＡベースのワクチンは、体液性免疫および
細胞媒介性免疫の両方を誘導し得るからである。さらに、ＤＮＡベースのワクチンは、従
来のワクチンより潜在的に安全である。ＤＮＡワクチンは、製造および保存に関して、相
対的に、より安定であり、そしてより対費用効果が高い。ＤＮＡワクチンは、２つの主要
な構成要素（ＤＮＡキャリア（または送達ビヒクル））および抗原をコードするＤＮＡ）
からなる。ＤＮＡキャリアは、分解からＤＮＡを保護し、そしてＤＮＡの、特異的な組織
または細胞への進入および効率的なレベルでの発現を容易にし得る。
【００５４】
　生分解性ポリマー粒子は、ＤＮＡベースのワクチン用のＤＮＡ送達ビヒクルとしての使
用に対していくつかの利点を提供する。これらのポリマー粒子は、生分解性でありかつ生
体適合性であり得、そしてこれらは、過去に、粘膜の免疫応答または体液性免疫応答を誘
導する治療的な用途において、首尾よく使用されてきた。ポリマーの生分解産物は、代表
的に、比較的ゆっくりとした速度で形成され、生物学的に適合性であり、そして代謝可能
部分を生じる。生分解性ポリマー粒子は、数ミクロン（微粒子）の直径～１ミクロン未満
の直径（ナノ粒子）の粒子の範囲であるサイズで製造され得る。
【００５５】
　樹状細胞（ＤＣ）は、ヒトにおいて細胞免疫性の応答を誘導するための強力な抗原提示
細胞であることが認識される。ＤＣは、ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）応答および
ＣＤ４＋Ｔヘルパー（Ｔｈ１）応答の両方を初回刺激する。ＤＣは、抗原を捕捉し、そし
てそれをプロセシングし得、そして捕捉した抗原を提示し、そしてＴ細胞応答を誘導する
ために局所（ｒｅｇｉｏｎａｌ）リンパ節に移動し得る。未成熟のＤＣは、細胞物質（例
えば、抗原をコードするＤＮＡ）を吸収し、そしてそれを加工し、そして疾患エフェクタ
ー（ｄｉｓｅａｓｅ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ）に対して細胞免疫性の応答を誘導し得る。
【００５６】
　本明細書中で使用される場合、用語「疾患エフェクター因子」とは、被験体における疾
患状態の因果関係の中心である因子をいう。特定の状況において、これらの疾患エフェク
ター因子は、血流中を循環し得る疾患を引き起こす細胞であり、したがってこれらの因子
は、体外の操作および処置に容易に接触し得る。このような疾患を引き起こす細胞の例と
しては、悪性のＴ細胞、悪性のＢ細胞、自己免疫応答を媒介するＴ細胞およびＢ細胞、な
らびに表面上にウイルス性もしくは細菌性のペプチドまたはタンパク質を発現する、ウイ
ルスまたは細菌に感染した白血球が挙げられる。疾患を引き起こす細胞を増加させる例示
的な疾患の分類としては、白血病、リンパ腫、自己免疫疾患、移植片対宿主病、および組
織の拒絶が挙げられる。これらの疾患の状態を媒介し、そして疾患を引き起こす細胞に由
来する、疾患に関連する抗原としては、ＭＨＣクラスＩ部位、ＭＨＣクラスＩＩ部位、ま
たはＭＨＣ部位へのペプチドの輸送およびこの部位からのペプチドの輸送に関与する熱シ
ョックタンパク質（すなわち、シャペロン）に結合するペプチドが挙げられる。疾患に関
連する抗原としてはまた、通常、ＭＨＣクラスＩ分子またはＭＨＣクラスＩＩ分子と結合
して感染した白血球の表面上に発現される、ウイルスペプチドまたは細菌ペプチドが挙げ
られる。
【００５７】
　他の疾患を引き起こす細胞としては、固形腫瘍（例えば、肺癌、結腸癌、脳腫瘍、腎臓
癌または皮膚癌）からの外科的に切除された標本から単離された細胞が挙げられる。これ
らの細胞は、それらが浮遊物にされるか、組織培養物において増殖させられた後に、血液
の白血球と類似の様式において、体外で操作され得る。あるいは、いくつかの場合におい
て、固形腫瘍を有する患者の循環血が、この腫瘍から離脱しかつこの循環中に進入した悪
性の細胞を含み得ることが示された。これらの循環する腫瘍細胞は、容易に接触可能な癌
細胞の供給源を提供し得、この癌細胞は、アポトーシスに至り得、そして抗原提示細胞に
対して提示され得る。
【００５８】
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　疾患を引き起こす細胞に加えて、疾患エフェクター因子としては、微生物（例えば、細
胞、真菌、酵母、疾患に関連する抗原を発現するかまたはコードするウイルス、およびプ
リオン）が挙げられる。
【００５９】
　これらの疾患エフェクター因子は、送達ビヒクルとして生分解性ポリマー微粒子を使用
して、抗原提示細胞に対して提示される。これらの負荷された微粒子は、これらの微粒子
を吸収し、そしてこれらの微粒子内の物質を加工する未成熟の抗原提示細胞に曝される。
これらの微粒子は、患者に投与され得、そしてこれらの微粒子と抗原提示細胞との間の相
互作用は、インビボで起こり得る。好ましい実施形態において、これらの微粒子は、未成
熟の抗原提示細胞を含むインキュベーションバッグ（ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｂａｇ）中
に配置され、そしてこれらの微粒子は、そのインキュベーション期間の間にこれらの抗原
提示細胞によって貪食される。次いで、これらの得られた抗原提示細胞は、疾患を引き起
こす因子に対する免疫応答を誘導するために、患者に投与される。
【００６０】
　（ｉｉ．標的性分子）
　標的性分子は、標的化された細胞の表面上のレセプターまたは他の分子と結合するタン
パク質、ペプチド、核酸分子、糖類または多糖類であり得る。特異性の程度は、標的性分
子の選択によって調節され得る。例えば、抗体は、非常に特異的である。これらは、ポリ
クローナルであるか、モノクローナルであるか、フラグメントであるか、組換えであるか
、または単鎖であり得、これらの多くは、市販されているか、または標準的な技術を使用
して容易に得られる。表１は、リガンド標的化（ｌｉｇａｎｄ－ｔａｒｇｅｔｅｄ）ナノ
粒子システムの一覧であり、この一覧は、有用なリガンドおよびそれらの標的の例を提供
する。分子標的性細胞外マトリックス（「ＥＣＭ」）の例としては、グリコサミノグリカ
ン（「ＧＡＧ」）およびコラーゲンが挙げられる。１つの実施形態において、ポリマー微
粒子の外部表面は、これらの微粒子の、選択された細胞または組織と相互作用する能力を
向上させるために改変され得る。脂肪酸結合体がこれらの微粒子中に挿入される、実施例
１の方法が、好ましい。しかし、別の実施形態において、カルボキシ末端を有するポリマ
ー微粒子の外側の表面は、自由なアミン末端を有するＰＡＭＰに結合され得る。ＰＡＭＰ
は、細胞もしくは組織の表面上のＴｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）を標的化するか、また
は内部的にこれらの細胞または組織に信号を送り、それによって強力に取り込みを増加さ
せる。粒子表面に結合体化されるか、または同時にカプセル化されるＰＡＭＰとしては、
以下が挙げられ得る：非メチル化ＣｐＧ　ＤＮＡ（細菌）、二本鎖ＲＮＡ（ウイルス）、
リポ多糖（細菌）、ペプチドグリカン（細菌）、リポアラビノマンナン（ｌｉｐｏａｒａ
ｂｉｎｏｍａｎｎｉｎ）（細菌）、ザイモサン（酵母）、ＭＡＬＰ－２（細菌）のような
マイコプラズマのリポタンパク質、フラゲリン（細菌）、ポリ（イノシン－シチジン）酸
（細菌）、リポテイコ酸（細菌）またはイミダゾキノリン（合成）。
【００６１】
　（表１：インビトロまたはインビボの治療送達について評価されたリガンド標的化ナノ
粒子システムの選抜表）
【００６２】
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【表１】

　別の実施形態において、この微粒子の外側の表面は、マンノースアミンを使用して処理
され得、したがってこの微粒子の外側の表面はマンノシル化される。この処理は、その微
粒子を、抗原提示細胞の表面上のマンノースレセプターにて標的細胞または標的組織に結
合させ得る。あるいは、Ｆｃ部分を含む免疫グロブリン分子（標的性Ｆｃレセプター）、
熱ショックタンパク質部分（ＨＳＰレセプター）、ホスファチジルセリン（スカベンジャ
ーレセプター）、およびリポ多糖（ＬＰＳ）との表面の結合体化は、細胞または組織上の
レセプターのさらなる標的である。
【００６３】
　微粒子に共有結合され得るレクチン（この微粒子は、ムチン層および粘膜細胞層に特異
的な標的をこのレクチンに与える）としては、Ａｂｒｕｓ　ｐｒｅｃａｔｒｏｉｕｓ、Ａ
ｇａｒｉｃｕｓ　ｂｉｓｐｏｒｕｓ、Ａｎｇｕｉｌｌａ　ａｎｇｕｉｌｌａ、Ａｒａｃｈ
ｉｓ　ｈｙｐｏｇａｅａ、Ｐａｎｄｅｉｒａｅａ　ｓｉｍｐｌｉｃｉｆｏｌｉａ、Ｂａｕ
ｈｉｎｉａ　ｐｕｒｐｕｒｅａ、Ｃａｒａｇａｎ　ａｒｏｂｒｅｓｃｅｎｓ、Ｃｉｃｅｒ
　ａｒｉｅｔｉｎｕｍ、Ｃｏｄｉｕｍ　ｆｒａｇｉｌｅ、Ｄａｔｕｒａ　ｓｔｒａｍｏｎ
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ｉｕｍ、Ｄｏｌｉｃｈｏｓ　ｂｉｆｌｏｒｕｓ、Ｅｒｙｔｈｒｉｎａ　ｃｏｒａｌｌｏｄ
ｅｎｄｒｏｎ、Ｅｒｙｔｈｒｉｎａ　ｃｒｉｓｔａｇａｌｌｉ、Ｅｕｏｎｙｍｕｓ　ｅｕ
ｒｏｐａｅｕｓ、Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ、Ｈｅｌｉｘ　ａｓｐｅｒｓａ、Ｈｅｌｉｘ　
ｐｏｍａｔｉａ、Ｌａｔｈｙｒｕｓ　ｏｄｏｒａｔｕｓ、Ｌｅｎｓ　ｃｕｌｉｎａｒｉｓ
、Ｌｉｍｕｌｕｓ　ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ、Ｌｙｓｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕｌｅｎ
ｔｕｍ、Ｍａｃｌｕｒａ　ｐｏｍｉｆｅｒａ、Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ
、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｇａｌｌｉｓｅｐｔｉｃｕｍ、Ｎａｊａ　ｍｏｃａｍｂｉｑｕ
ｅから単離されたレクチン、ならびにレクチンコンカナバリンＡ、スクシニル－コンカナ
バリンＡ（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ｖｕｌｇａｒｉｓ、Ｕｌｅｘ　ｅｕｒｏｐａｅｕｓ　Ｉ、
Ｕｌｅｘ　ｅｕｒｏｐａｅｕｓ　ＩＩ、Ｕｌｅｘ　ｅｕｒｏｐａｅｕｓ　ＩＩＩ、Ｓａｍ
ｂｕｃｕｓ　ｎｉｇｒａ、Ｍａａｃｋｉａ　ａｍｕｒｅｎｓｉｓ、Ｌｉｍａｘ　ｆｌｕｖ
ｕｓ、Ｈｏｍａｒｕｓ　ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ、Ｃａｎｃｅｒ　ａｎｔｅｎｎａｒｉｕｓ
、およびＬｏｔｕｓ　ｔｅｔｒａｇｏｎｏｌｏｂｕｓ）が挙げられる。
【００６４】
　任意の正に荷電したリガンド（例えば、ポリエチレンイミンまたはポリリジン）の任意
の微粒子に対する結合は、ビーズをコーティングするカチオン性基の、粘液の正味の負の
電荷に対する静電気引力に起因して生体接着性を改善し得る。上記のムチン層（特に、シ
アル酸残基）のこれらのムコ多糖類およびムコタンパク質は、負電荷のコーティングを担
う。ムチンに対する高い結合親和性を有する任意のリガンドはまた、適切な化学（例えば
、実施例１の脂肪酸結合体またはＣＤＩ）を有するほとんどの微粒子に共有結合的に連結
され得、そして腸に対する微粒子の結合に影響することが予期され得る。例えば、微粒子
に共有結合的にカップリングされる場合、ムチンの構成成分あるいはインタクトなムチン
に対して産生されるポリクローナル抗体は、増加した生体接着性を提供する。同様に、腸
管の管腔表面上に露出した特異的な細胞表面レセプターを指向する抗体は、適切な化学を
使用して微粒子とカップリングされる場合、ビーズの滞留時間を増加させる。リガンドの
親和性は、帯電のみに基づく必要はないが、他の有用な物理的パラメーター（例えば、ム
チンにおける溶解性あるいは炭水化物基に対する特異的親和性）に基づく必要がある。
【００６５】
　上記微粒子に対する、ムチン（純粋形態か、または部分的に精製された形態のいずれか
）の天然の構成成分のいずれかの共有結合は、ビーズ－腸の界面の表面張力を減少させ、
そしてムチン層におけるビーズの溶解性を増加させる。有用なリガンドの一覧としては、
以下が挙げられるが、これらに限定されない：シアル酸、ノイラミン酸、ｎ－アセチル－
ノイラミン酸、ｎ－グリコリルノイラミン酸、４－アセチル－ｎ－アセチルノイラミン酸
、ジアセチル－ｎ－アセチルノイラミン酸、グルクロン酸、イズロン酸、ガラクトース、
グルコース、マンノース、フコース、天然に存在するムチンの化学的処理によって調製さ
れる部分的に精製された画分のいずれか（例えば、ムコタンパク質、ムコ多糖類およびム
コ多糖－タンパク質複合体、および粘膜表面上のタンパク質または糖構造に対して免疫反
応性である抗体）。
【００６６】
　余分にペンダントのカルボン酸側鎖を含むポリアミノ酸（例えば、ポリアスパラギン酸
およびポリグルタミン酸）の結合はまた、生体接着性を増加させる有用な方法を提供する
はずである。１５，０００ｋＤａ～５０，０００ｋＤａの分子量範囲のポリアミノ酸の使
用は、この微粒子の表面に結合される１２０個～４２５個のアミノ酸残基の鎖を生じる。
ポリアミノ鎖は、ムチン鎖における鎖のもつれ（ｅｎｔａｎｇｌｅｍｅｎｔ）によって、
およびカルボン酸の増加した電荷によって生体接着を増加させる。
【００６７】
　（リポソームによる表面の改変）
　微粒子は、リポソーム内へのカプセル化によって、さらに改変され得る。
【００６８】
　（ＩＩ．用途）
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　（Ａ．薬物送達）
　１μｍ以下のサイズのナノ粒子は、より大きいシステムを上回る明確な利益を提供する
：第１に、小さいサイズは、この粒子が血管および組織を通って溢出することを可能にす
る。これは、腫瘍血管にとって特に重要であり、腫瘍血管は、多くの場合、正常な組織と
比較して、拡張型であり、そしてミクロン未満の平均孔径の小穴を有する。第２に、生分
解性ポリマーおよびカプセル化する薬物から作製される固体ナノ粒子は、持続的な細胞内
薬物送達にとって（特に、標的が細胞質である薬物にとって）理想的である。血管平滑筋
に対して局所的に送達されるデキサメタゾン－負荷ナノ粒子によるこの用途の例は、より
大きく、そして持続的な抗増殖活性を示した。このことは、遊離の薬物と比較して、この
薬物と細胞質の糖質コルチコイドレセプターとの、より効率的な相互作用を示す。この投
薬負荷は、カプセル化の材料の性質に依存して変わる。最初の総量の８０％までの組み込
まれる薬剤が、これらの微粒子中にカプセル化され得る。
【００６９】
　上記微粒子は、静脈内か、皮下か、もしくは筋肉内に注射されるか、鼻の系もしくは肺
の系に投与されるか、粘膜表面（膣、直腸、頬、舌下）に投与されるか、または経口送達
のためにカプセル化されるかにかかわらず、薬物送達（本明細書中で使用される場合、「
薬物」は、治療剤、栄養剤、診断剤および予防剤を含む）に有用である。上に記載される
ように、用語「微粒子」は、他に明記されない限り、「ナノ粒子」を含む。この投薬量は
、送達される薬物ならびに投与の方法および形態に基づく標準的な技術を使用して決定さ
れる。これらの微粒子は、乾燥粉末としてとして投与され得るか、（水、生理食塩水、緩
衝生理食塩水などの中の）水性懸濁物として投与され得か、ヒドロゲル、有機ゲル、もし
くはリポソーム中で投与され得るか、またはカプセル、錠剤、トローチ剤、もしくは他の
標準的な薬学的賦形剤中で投与され得る。
【００７０】
　粘膜表面に対する送達のための好ましい実施形態において、上記微粒子は、上に記載さ
れるような粘膜タンパク質または細胞外マトリックスに対するリガンドを含むために改変
される。
【００７１】
　（ｉ．再狭窄および移植術）
　経皮的経管的冠状動脈形成術（ＰＴＣＡ）は、小さいバルーンが先端に付いた（ｂａｌ
ｌｏｏｎ－ｔｉｐｐｅｄ）カテーテルが狭冠状動脈を伝わり、次いでその動脈を再度開口
するために膨らむ手順である。現在、これは、毎年約２５０，０００～３００，０００人
の患者において行われる。この療法の主な利点は、この手順が成功した患者は、冠状動脈
バイパス移植片の、より侵襲性の外科的手順を受ける必要がない点である。ＰＴＣＡに伴
う主な困難性は、血管形成術後の血管の閉鎖（ＰＴＣＡの直後の血管の閉鎖（急性の再閉
塞）および長期の血管の閉鎖（再狭窄）の両方）の血管の閉鎖の問題である。
【００７２】
　急性の再閉塞の機構は、数種の要因が関与すると考えられ、そして結果的に起こる動脈
の閉鎖を伴う血管の萎縮（ｒｅｃｏｉｌ）、および／または新たに開いた血管の損傷距離
に沿った血小板の沈着から生じ得る。この血小板の沈着は、その後、フィブリン／赤血球
の血栓を形成する。血管形成術後の再狭窄（慢性的な再閉鎖）は、急性の再閉塞より、ず
っとゆっくりとしたプロセスであり：部分的な病変を有する患者の３０％および慢性的で
全体的な病変を有する患者の５０％は、血管形成術後に再狭窄へ進む。再狭窄を促進する
正確なホルモンのプロセスおよび細胞のプロセスは、まだ研究中であるが、現在、動脈硬
化的（ａｒｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃａｌｌｙ）に塞がれた動脈を開く工程に加えて
、ＰＴＣＡのプロセスがまた、常在性の冠状動脈の平滑筋細胞（ＳＭＣ）を損傷すること
が理解される。この傷害に対する応答において、血小板が接着する工程、マクロファージ
、白血球、または平滑筋細胞（ＳＭＣ）自体が浸潤する工程は、その後の内側のＳＭＣの
次なる増殖、および内弾性板から血管内膜の領域を通る移動を伴って、細胞由来の成長因
子を放出する。内膜のＳＭＣのさらなる増殖および過形成、ならびに最も著しくは、３～
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６ヶ月間にわたる大量の細胞外マトリックスの産生は、冠血流を顕著に遮断するのに十分
な、血管の空間の充填および狭窄化を生じる。
【００７３】
　再狭窄の処置は、一般に、重症例における冠状動脈バイパス移植片（ＣＡＢＧ）を含む
、さらなるより侵襲性の手順を必要とする。したがって、再狭窄を防止するための方法、
または初発性の形態を処置するための方法は、積極的に取り組まれている。再狭窄を防止
するための１つの可能性のある方法は、単球の局所的な浸潤／活性化をブロックし、それ
によってＳＭＣの増殖および移動を引き起こす成長因子の分泌を防止する、抗炎症化合物
の投与である。他の有力な抗再狭窄化合物としては、ＳＭＣの増殖を阻害し得る抗増殖剤
（例えば、ラパマイシンおよびパクリタキセル）が挙げられる。一般に、ラパマイシンは
、器官移植拒絶のインヒビターとして最も知られる免疫抑制剤と見なされる。しかし、ラ
パマイシンはまた、数種の酵母感染および癌の特定の形態を処置するためにも使用される
。商品名Ｔａｘｏｌ（登録商標）で公知であるパクリタキセルは、種々の癌（最も明白に
は、乳癌）を処置するのに使用される。
【００７４】
　しかし、抗炎症化合物および抗増殖化合物は、抗再狭窄の有効量で全身的に投与される
場合、毒性であり得る。さらに、阻害されなければならない正確な細胞の機能、および長
期の血管の開存性（６ヶ月間より長い）を達成するのに必要な阻害の持続期間は、現在、
知られていない。さらに、各薬物はそれぞれの処置の持続期間および送達速度を必要とし
得ることが、考えられる。したがって、インサイチュ、すなわち抗再狭窄剤でコーティン
グしたステントを使用する部位特異的薬物送達は、熱心な臨床調査の焦点となってきた。
ラパマイシンおよびパクリタキセルのステントベースの送達における最近のヒトの臨床研
究は、優れた短期の抗再狭窄の有効性を示した。しかし、ステントは、非常に高い機械的
ストレスに起因する欠点、ステント留置のための複雑な手順の必要性、ならびに拡張およ
び収縮に関する製造上の問題を有する。
【００７５】
　ナノ粒子を使用する標的化薬物送達についての最も有望な用途の１つは、カテーテルの
ような介入性の手順を使用した局所適用における用途である。潜在的な用途は、治療剤を
動脈壁に局在化させて再狭窄を阻害するための動脈内薬物送達に集中してきた（Ｌａｂｈ
ａｓｅｔｗａｒら、Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　８７、１２２９－１２３４（１９９８）；
Ｓｏｎｇら、Ｊ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　５４、２０１－２１１（１９９８）
）。再狭窄は、上に記載されるように、介入性の手順（例えば、バルーン血管形成術また
はステント術）後の、動脈の再閉塞である。薬物負荷したナノ粒子は、カテーテルを介し
て動脈の管腔に送達され、そしてそれらのサイズのおかげで保持されるか、またはこれら
の粒子は、荷電した粒子または細胞外マトリックスを標的化する粒子のような、非特異的
相互作用によって、動脈壁を能動的に標的化し得る。全体的に正の電荷を提示するように
操作された表面改変ナノ粒子は、負に荷電した動脈壁に対する接着を容易にし、そして異
なるモデルにおける未改変ナノ粒子と比較して、７～１０倍より大きい動脈局在化薬物レ
ベルを示した。これは、イヌおよびブタにおいて、冠状動脈の再狭窄を防止する効力を有
することを示した（Ｌａｂｈａｓｅｔｗａｒら、Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　８７、１２２
９－１２３４（１９９８））。デキサメタゾンを負荷され、そして動脈中で受動的に保持
されたナノ粒子は、血管の傷害後の新生内膜形成（ｎｅｏｉｎｔｉｍａｌ　ｆｏｒｍａｔ
ｉｏｎ）の減少を示した（Ｇｕｚｍａｎら、Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　９４、１４４１－
１４４８（１９９６））。
【００７６】
　上記微粒子（および／またはナノ粒子）は、再狭窄を防止するか、または減少させるた
めに、これらの手順において使用され得る。微粒子は、再狭窄を防止するか、または最小
化するために、バイパス手術、移植手術または血管形成術の際に送達され得る。これらの
微粒子は、血管形成術の間、またはその後に、粉末もしくは懸濁物として内皮の表面に直
接投与され得るか、または処置の際に適用されるステント上にコーティングされるか、も
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しくはそのステントの構成要素としてコーティングされる。これらの微粒子はまた、冠状
動脈バイパス手術と組み合わせて投与され得る。この用途において、粒子は、適切な薬剤
（例えば、抗炎症剤または抗増殖剤）と一緒に調製される。これらの粒子は、上に記載さ
れるように、接着性リガンドの添加によって、血管移植片の外側に接着するように作製さ
れる。同様のアプローチは、抗炎症剤または免疫抑制剤を負荷した粒子を、任意の移植さ
れた器官または組織に加えるために使用され得る。
【００７７】
　この実施形態において、送達される薬物は、好ましくは、単独か、または抗炎症剤（例
えば、ステロイド性抗炎症剤デキサメタゾン）と組み合わせた、抗増殖剤（例えば、タキ
ソール、ラパマイシン、シルリムス（ｓｉｒｕｌｉｍｕｓ）、または平滑筋細胞の増殖を
阻害する他の抗生物質）である。この薬物は、上記微粒子内にカプセル化され、そしてま
た、必要に応じて、この微粒子に結合される。これらの微粒子の好ましいサイズは、直径
１ミクロン未満であり、より好ましくは直径約１００ｎｍである。上記ポリマーは、好ま
しくは、数週間～数ヶ月間にわたって分解するポリマー（例えば、ポリ（乳酸－ｃｏ－グ
リコール酸）またはポリヒドロキシアルカノエート）である。好ましくは、これらの微粒
子は、表面上に高密度の接着性分子（例えば、静電気的な接着のために電荷を付加する分
子、または細胞外マトリックスもしくは細胞物質に結合する分子）、または他の不活性な
分子（例えば、細胞外マトリックス構成成分に対する抗体）を有する。ビオチン化粒子は
、組織に対する、より高いレベルの接着を有する。
【００７８】
　（ｉｉ．腫瘍の処置）
　受動的な送達は、腫瘍を標的化し得る。活動的な腫瘍は、急成長する腫瘍に寄与する脈
管の迅速な形成に起因して、１００～８００ｎｍの細孔を有する漏出性の脈管構造を固有
に発達させる。この脈管構造における欠陥とリンパ排出（ｄｒａｉｎａｇｅ）の悪さとの
組み合わせは、腫瘍領域内のナノ粒子の浸透および保持を向上させるのに役立つ。これは
、多くの場合、ＥＰＲ効果と称される。この現象は、「受動的な標的化」の形態である。
上昇した腫瘍の特異性についての基盤は、腫瘍組織　対　正常細胞における、薬物負荷ナ
ノ粒子の差次的な蓄積であり、これは、結合よりもむしろ、粒子サイズからもたらされる
。正常組織は、ナノサイズの粒子に対して、より浸透性が低い密接した接合部を有する毛
細管を含む。したがって、受動的な標的化は、遊離の薬物によって得られる固形腫瘍にお
ける薬物濃度に対して、数倍の固形腫瘍における薬物濃度の増加を生じ得る。
【００７９】
　受動的な送達はまた、哺乳動物の免疫系のリンパ器官（例えば、リンパ管および脾臓）
に関し得る。これらの器官は、精細な構造を有し、そして組織液に入り込んだ侵入物（ｉ
ｎｖａｄｅｒ）を排除することに特化される。ナノ粒子は、リンパ微小管の薄い壁および
小穴を有する構造の利点を利用して、リンパ管に容易に浸透し得る。脾臓に対する受動的
な標的化は、濾過のプロセスを介する。実際に、脾臓は、血液の２００ｎｍより大きい外
来性粒子を濾過する。この機能は、数種の血液病に対する有効な処置のための、薬物をカ
プセル化していナノ粒子による脾臓の標的化を容易にする。
【００８０】
　リポソームナノ粒子処方物および固体ナノ粒子処方物の両方は、抗癌薬物の送達につい
ての臨床上の認可を受けている。リポソーム処方物としては、ドキソルビシンの処方物（
Ｄｏｘｉｌｌ／ＣａｅｌｙｘｌおよびＭｙｏｃｅｔｌ）およびダウノルビシンの処方物（
Ｄａｕｎｏｓｏｍｅ１）が挙げられる。リポソームからの薬物放出の機構は、明白でない
が、キャリアから腫瘍の間質への薬物の拡散に依存すると考えられる。この拡散に続いて
、腫瘍細胞による、放出された薬物の次なる取り込みが起きる。放出の機構は、未だあま
り理解されておらず、このことは、インビボでの細胞の標的化のための、活性なリガンド
の付加に関与する用途の進歩を妨げる。最近、ＦＤＡは、転移性乳癌を処置するための注
射用懸濁物として、Ａｂｒａｘａｎｅ（アルブミンが結合したパクリタキセルのナノ粒子
処方物）を認可した。さらに、他の固体ナノ粒子ベースの癌治療は、臨床試験について認
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可されている（例えば、ＲＥＸＩＮ－ＧＴＭ（自己の細胞周期制御遺伝子（すなわち、抗
癌遺伝子）の変異型を有する標的化ナノ粒子ベクターシステム）の、結腸直腸癌に対する
介入としての肝動脈への注入の安全性を評価する第１相臨床試験が、認可されている）。
【００８１】
　本明細書中に記載される粒子は、腫瘍の処置（特に、標的化が、有益であり、そして高
用量の望ましい化学療法剤の送達である処置）に有効であるべきである。標的化粒子送達
の重要な特徴は、その粒子の表面上にリガンドを提示しつつ、同時に、高密度の薬物を保
有する能力である。薬物分子を抗体または合成ポリマーに係留することによって作製され
る他の薬物キャリアシステム（例えば、免疫毒素または薬物－免疫複合体）が、通常、標
的細胞に対して、１つのキャリアあたり１０個未満の薬物分子を送達することは、周知で
ある。一方で、標的化高密度ナノ粒子は、その表面上の数千個の薬物分子、およびそれら
の内部の数百万個の分子を送達し得る。
【００８２】
　１つの重要な標的は、Ｅ－セクレチンであり、これは、免疫系細胞の循環の抑止に関与
し、そして炎症プロセスおよび免疫プロセスによって差次的にアップレギュレーションさ
れ、選択的標的化によって腫瘍の血管を含む脈管構造に対する治療剤の送達を増強させる
のに有用であるべきである。標的の第２の重要な分類は、ビタミンＢ１２、葉酸、ビオチ
ンおよびチアミンの取り込みに関与するレセプターである。これらは、癌細胞の表面上に
差次的に過剰発現され、数種の型の癌（卵巣癌、乳癌、肺癌、腎臓癌および結腸直腸癌が
挙げられる）に対して潜在的な標的を生成する。活性な免疫療法を増強させ、そして強力
なワクチン接種を誘導するための最も有望なストラテジーの１つは、抗原提示細胞（例え
ば、樹状細胞（ＤＣ））に対する抗原負荷ナノ粒子の標的化である。生分解性ＰＬＧＡ中
にｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）を組み込んでいるナノ粒子は、ＤＣに対する抗原の効
率的な送達およびＴ細胞免疫応答の強力な活性化を示した。
【００８３】
　標的に結合するナノ粒子の全体的な強度は、リガンド－標的相互作用の親和性および粒
子表面上に提示される標的性リガンドの数の両方の関数である。本発明の技術によって生
成されるナノ粒子は、それらの表面上に何千ものリガンドを有する。これは、リガンドの
モノマー形態がそれらの標的レセプター（例えば、単鎖可変フラグメント（ｓｃＦｖ））
に対して弱い親和性を有するリガンドについての、特に有用な特徴である。ほとんどの場
合において、これらのリガンドは、マルチマーへと再操作されて標的細胞またはペプチド
／主要組織適合性複合体（ペプチド／ＭＨＣ）に対する相互作用アビディティーを増加さ
せなければならない（ペプチド／ＭＨＣは、標的Ｔ細胞レセプターに対して弱い親和性を
有する）。例えば、多価性は、Ｔ細胞に対するペプチド／ＭＨＣの相互作用アビディティ
ーを最大で１００倍まで増加させ、抗原特異的な標的Ｔ細胞に対する、増強した相互作用
および有効な薬物送達を容易にする。
【００８４】
　（ｉｉｉ．黄斑変性）
　黄斑変性（ＭＤ）は、斑内の組織（中心視覚を担う網膜の一部）が変性する場合に生じ
る、慢性の眼疾患である。斑の変性は、中心視覚のぼやけまたは視野の中心における盲点
を引き起こす。黄斑変性は６０歳より高齢の人において最も頻繁に生じ、この場合、これ
は、加齢性黄斑変性（ＡＲＭＤ）または（ＡＭＤ）と呼ばれる。ＡＭＤは、米国および多
くの欧州諸国において、失明の主な原因である。ＡＭＤ症例のうちの約８５％～９０％は
、乾燥形態、萎縮性形態または非滲出性形態であり、ドルーゼンと呼ばれる脂肪沈着物の
黄ばんだスポットが斑上に現れる。残りのＡＭＤ症例は、湿潤形態（脈絡膜（網膜の裏側
の眼の一部）内で新規に形成する血管から網膜への漏出のため、そのように呼ばれる）で
ある。通常、脈絡膜内の血管は、網膜に栄養素を搬入し、網膜から老廃物を搬出する。時
折、斑の下にある脈絡膜内の微細な血管が増殖し始める（脈絡膜新生血管形成（ＣＮＶ）
と称されるプロセス）。これらの血管が増殖する場合、これらは漏出し、斑内の細胞に損
傷を生じ、しばしば、このような細胞の死を導く。ＡＭＤの血管新生「湿潤」形態は、視
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覚の重篤な喪失の大半（９０％）の原因である。「湿潤」ＡＭＤまたは「乾燥」ＡＭＤに
利用可能な治療は存在しない。
【００８５】
　ＡＭＤの正確な原因は未知であるが、寄与する因子は同定されている。ＡＭＤに寄与す
る因子としては、網膜および斑の細胞に酸化性の損傷を生じる反応性酸化剤、低密度コレ
ステロールリポタンパク質（ＬＤＬ）の高い血清濃度および斑内の光受容細胞の下にある
脈絡膜組織の新生血管形成が挙げられる。
【００８６】
　湿潤ＡＭＤのための処置としては、光凝固療法、光ダイナミック療法および経瞳孔的温
熱療法が挙げられる。経瞳孔的温熱療法（ＴＴＴ）光凝固によるＡＭＤ処置は、８１０ｎ
ｍの赤外レーザーを使用して、患者の眼の背部に熱を送達する方法であり、これは、脈絡
膜の脈管の閉鎖をもたらす。光凝固療法によるＡＭＤ処置は、網膜の裏側の新生血管形成
の漏出地点にねらいを付けたレーザーを伴い、血管の漏出を防止する。光ダイナミック療
法（ＰＤＴ）は、ベルテポルフィン（ｖｅｒｔｅｐｏｒｐｈｉｎ）またはビスダイン（Ｖ
ｉｓｕｄｙｎｅ）と称されるポルフィリン型の分子の光反応性（ｐｈｏｔｏｒｅａｃｔｉ
ｖｉｔｙ）を使用し、これは、漏出性の中心窩下（ｓｕｂｆｏｖｅａｌ）の新生血管形成
または傍中心窩（ｊｕｘｔａｆｏｖｅａｌ）の新生血管形成に対して実施され得る。マク
ゲン（ｍａｃｕｇｅｎ）は、異常な血管増殖を引き起こすタンパク質を攻撃することによ
り異常な血管増殖を阻害するＦＤＡに認可された薬物である。
【００８７】
　研究中の「湿潤」ＡＭＤのための他の可能性のある処置としては、新脈管形成インヒビ
ター（例えば、抗ＶＥＧＦ抗体および抗ＶＥＧＦアプタマー（ＮＸ－１８３８））、やは
り新脈管新生を阻害することが提唱されているインテグリンアンタゴニストおよびＰＫＣ
４１２（プロテインキナーゼＣのインヒビター）が挙げられる。サイトカラシンＥ（Ｃｙ
ｔｏ　Ｅ）（新規の血管の増殖を阻害する真菌種の天然産物）もまた、ヒトにおいて、異
常な血管の増殖をブロックするか否か決定するために研究されている。ホルモン補充療法
の役割は、女性におけるＡＭＤの処置のために研究されている。
【００８８】
　「乾燥」ＡＭＤを逆転するのに利用可能な処置は存在しない。ＡＭＤの進行を阻害する
ことを示す処置としては、抗酸化物質を含むサプリメントが挙げられる。網膜への損傷を
最小限にする、穏やかな「閾値下の」ダイオードレーザー処置の使用は、「乾燥」ＡＭＤ
の処置のために、研究されている。ＡＭＤに対する別の可能性のある処置としては、レオ
フェレシス（ｒｈｅｏｐｈｅｒｅｓｉｓ）が挙げられる。これは、「血管危険因子」（Ｌ
ＤＬコレステロール、フィブリノゲンおよびリポタンパク質Ａが挙げられる）を除去する
治療用血液濾過の形態である。レオフェレシスは、未だにＦＤＡの認可を受けていないが
、カナダおよび欧州において利用可能である。研究中の、ＡＭＤに対する他の処置として
は、網膜色素上皮（ＲＰＥ）の細胞の培養および移植、メタロプロテアーゼ調節因子、Ａ
２Ｅのインヒビター、ビタミンＡ誘導体（年齢とともにヒトの眼に蓄積する）およびカロ
チノイド、ゼアキサンチンならびにルテインが挙げられる。
【００８９】
　黄斑変性が補体因子Ｈの欠損により引き起こされるか、またはそれに関連することを示
す多くの最近の研究が存在している（Ｈａｉｎｅｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．２００５　Ａｐ
ｒ　１５；３０８（５７２０）：４１９－２１；Ｅｄｗａｒｄｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．２
００５　Ａｐｒ　１５；３０８（５７２０）：４２１－４；Ｋｌｅｉｎら、Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ．２００５　Ａｐｒ　１５；３０８（５７２０）：３８５－９）。このことは、１種類
の公知の補体インヒビター（例えば、Ｃ３ｂまたはその成分に対する抗体（抗体フラグメ
ント、組換え抗体、単鎖抗体、ヒト化抗体およびキメラ抗体））の投与による、黄斑変性
の処置法または予防法をもたらす。一例は、ヒト化、モノクローナル単鎖抗体フラグメン
トであるＰｅｘｅｌｉｚｕｍａｂＴＭ（Ａｌｅｘｉｏｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
ｓ，Ｉｎｃ．，Ｃｈｅｓｈｉｒｅ，ＣＴ，ＵＳＡ）であり、これは、Ｃ５を阻害し、それ
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により、Ｃ５が切断されて活性形態になることをブロックする。可能性のあるインヒビタ
ーは、Ｎｕｎｎら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００５　Ｆｅｂ　１５；１７４（４）：２０
８４－９１により記載される、比較的小さく、広範に作用するＣ阻害性タンパク質（Ｏｍ
ＣＩと称される）である。
【００９０】
　硝子体内投与による、薬物を負荷させた、徐放性の、そして必要に応じて標的化される
ナノ粒子の眼への送達は、眼疾患に対する有望な経路である。なぜなら、眼への薬物の複
数回の注射に対する必要性を排除するからである。前角膜領域での治療剤の適切な濃度の
保持の問題（Ｍａｉｎａｒｄｅｓら、Ｃｕｒｒ　Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔｓ　６，３６３
－３７１（２００５））と合わせて、硝子体内に送達された生分解性ナノ粒子が、網膜色
素上皮に局在（Ｂｏｕｒｇｅｓら、Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃ
ｉ　４４，３５６２－３５６９（２００３））し、そして眼疾患（例えば、自己免疫性ブ
ドウ膜網膜炎）においてより高い治療効力を有する（ｄｅ　Ｋｏｚａｋら、Ｅｕｒ　Ｊ　
Ｉｍｍｕｎｏｌ　３４，３７０２－３７１２（２００４））ことが示された。
【００９１】
　この実施形態において、薬物は、微粒子によりカプセル化され、そしてまた必要に応じ
て微粒子と結合される。微粒子の好ましいサイズは、直径約１００ｎｍである。ポリマー
は、好ましくは、数週間～数ヶ月の期間をかけて分解する、ポリ（乳酸－ｃｏ－グリコー
ル酸）またはポリヒドロキシアルカノエートのようなポリマーである。
【００９２】
　好ましい実施形態において、直径１ミクロン未満の分解性粒子（好ましくは、直径約１
００ｎｍの粒子）は、網膜下注射または硝子体内注射により眼内に分布され、これらは数
週間～数ヶ月の期間をかけて分解する。最も好ましい場合において、微粒子は、網膜上皮
細胞へ付着性である、高密度の分子を有する。
【００９３】
　（Ｂ．組織工学マトリクスおよび創傷治癒包帯）
　微粒子は、実施例に示されるように、増殖因子または調節性化合物の送達のために組織
工学マトリクス上またはその内部に分散され得る。多くの型の材料が、組織工学における
使用について公知であり、それらとしては、合成ポリマー、区画をなくした（ｄｅｃｅｌ
ｌｕｌａｒｉｚｅｄ）マトリクス、コラーゲンおよび区画をなくした組織から形成された
材料が挙げられる。これらは、繊維性マトリクスまたは繊維性材料（例えば、骨修復また
は骨置換において使用されるもの）の形態であり得、これらは、主にヒドロキシアパタイ
トのような物質から構成される。別の実施形態において、創傷治癒を増強するために使用
される分子（例えば、抗生物質、増殖刺激分子、新脈管形成刺激分子および他の型の薬物
）を送達するナノ粒子は、創傷治癒マトリクス、移植物、包帯、骨セメントおよび外傷部
位に適用される他のデバイスに適用され得る。好ましい抗生物質としては、バンコマイシ
ン、シプロフロキサシンおよび抗感染ペプチド（例えば、ディフェンシン分子）が挙げら
れる。さらに、これらの移植片の血管再生が問題であり得、したがってＶＥＧＦ、ＦＧＦ
およびＰＤＧＦが、これらの粒子に含まれ得る。
【００９４】
　これらの粒子の利点は、これらが移植／適用された物質に付着し、これらが外傷部位に
保持され、持続性の処置を提供することである。異なる時間に異なる量または異なる薬物
を放出する混合物は、創傷（例えば、糖尿病の創傷潰瘍）の処置のために、特に有利であ
る。リガンドは、これらの粒子がこの部位に保持されることを、細胞外マトリクスに結合
することによってか、または非特異的な静電結合を介して増強するように選択され得る。
さらに、他のリガンドが、細胞と粒子またはマトリクスとの相互作用を増強するように選
択され得、このリガンドは、移植前に物質に添加され得るか、または移植後に添加されて
物質に移動し得る。
【００９５】
　以下の実施例は、本発明の微粒子を使用して実施された試験を説明する。これらの実施



(29) JP 6031077 B2 2016.11.24

10

20

30

40

50

例は、範囲を限定するとは意図されず、例示的な実施形態を示すためのみに提供されるこ
とが理解されるべきである。
【実施例】
【００９６】
　（実施例１：薬物標的化の改善および組織工学物質の改変のための、脂肪酸結合体によ
る生分解性ポリエステルの表面改変）
　（材料）
　固有の粘度０．５９ｄＬ／ｇを有するＰＬＧＡ（ｌｏｔ　Ｄ０２０２２）を、Ｂｉｒｍ
ｉｎｇｈａｍ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，Ｉｎｃ．から得た。ポリビニルアルコール（ＭＷ平均
値３０～７０Ｋｄ）、パルミチン酸－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＮＨＳ－
パルミチン酸塩）、卵白由来のアビジン（アフィニティ精製された）およびビオチン－Ｂ
－フィコエリトリン、アガロース上で固定化されたビオチンを、全てＳｉｇｍａ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｃｏ．から取得した。クロマトグラフィー等級の塩化メチレンおよびトリフ
ルオロエタノールを、Ｆｉｓｃｈｅｒ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓから得た。全ての他の試薬は
、試薬等級であり、得たものをそのまま使用した。
【００９７】
　（アビジン－パルミチン酸結合体の調製）
　２％デオキシコール酸塩緩衝液を含むＰＢＳ中で、１０ｍｇ／ｍｌのアビジンと１０倍
の過剰量のＮＨＳ－パルミチン酸とを反応させた。この混合物を、軽く超音波処理し、そ
して３７℃で１２時間、穏やかに混合させた。過剰な脂肪酸と加水分解されたエステルと
を除去するために、反応物を、０．１５％デオキシコール酸塩を含むＰＢＳに対して透析
した。移動相としてのＰＢＳによる線形メタノール勾配を使用するＰｒｅｖａｉｌ（登録
商標）Ｃ１８カラムによる逆相ＨＰＬＣおよび２８０ｎｍにおけるＵＶ検出によって、生
じたアビジン－パルミチン酸塩結合体を確かめた。
【００９８】
　（表面改変および特徴づけ）
　改変された水中油中水（Ｗ／Ｏ／Ｗ）エマルジョン方法を、脂肪酸ＰＬＧＡ粒子の調製
のために使用した。第一のエマルジョンにおいて、１００μＬのＰＢＳ中の蛍光ウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ－ＦＩＴＣ）を、塩化メチレンおよびトリフルオロエタノール（４：
１）％Ｖ／Ｖに溶解させた、ボルテックス中のＰＬＧＡ溶液（５ｍｌ）に滴下した。この
第一のエマルジョン（Ｗ／Ｏ）を、調べたアビジン－パルミチン酸の種々の濃度を含む２
００ｍｌの５％ＰＶＡに急速に添加した。この外相を、一定の室温で４時間、激しく攪拌
し、塩化メチレンとトリフルオロエタノールとをエバポレートさせた。次に、生じたエマ
ルジョンを、１２，０００ｇで１５分間、遠心分離により精製し、続いて、ＤＩ水で３回
洗浄した。この研究において、この後に、粒子の濾過も分類も行わなかった。粒子を凍結
乾燥させ、それから－２０℃で保存した。サンプルを、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）によ
り特徴付けた。サンプルを、アルゴン雰囲気中、陰圧下で４０ｍＡのスパッタ電流を使用
して、金でスパッタコーティングした（Ｄｙｎａｖａｃ　Ｍｉｎｉ　Ｃｏａｔｅｒ、Ｄｙ
ｎａｖａｃ　ＵＳＡ）。ＳＥＭ分析を、５～１０ｋＶの加速電圧によるＬａＢ電子銃を使
用するＰｈｉｌｉｐｓ　ＸＬ３０　ＳＥＭによって実行した。
【００９９】
　（表面密度および官能性特異性）
　２－ヒドロキシアゾベンゼン－４’－カルボン酸（ＨＡＢＡ）による比色アッセイを使
用して、ＰＬＧＡ粒子上の表面アビジン基の密度を定量化した。ＨＡＢＡはアビジンに結
合し、５００ｎｍで吸する黄橙に呈色される複合体を生成する。まず、溶液中のアビジン
とＨＡＢＡ吸収との間の線形相関を、５００ｎｍでの吸光度を測定することにより取得し
た。続いて、この標準化された相関を使用して、表面アビジン基の密度を定量化した。こ
のアッセイにおいて、乾燥粒子のうちの３ｍｇのアリコートを、１ｍｌの１０ｍＭ　ＨＡ
ＢＡ（１０ｍＭ　ＮａＯＨ中の２４．２ｍｇ　ＨＡＢＡ）中に懸濁した。ビオチン－フィ
コエリトリン（ビオチン－ＰＥ）（赤色蛍光タンパク質（ＰＥ）のビオチン結合体（２４
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０ｋＤ））を使用して、表面官能性をモニタリングした。回転振盪機上で、ＰＢＳ中の示
された量のビオチン－ＰＥを、１０ｍｇの未処理の粒子および１０ｍｇの表面改変された
粒子に添加した。これらの溶液を、１５分間インキュベートし、それから遠心分離（１０
分間／１１，０００ｇ）し、そしてＤＩ水で３回洗浄した。粒子の蛍光を、フローサイト
メトリーにより測定した。
【０１００】
　（動的条件（ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）下での標的に対する親和性）
　ビオチン化アガロースビーズ（２ｍｌの４％架橋されたアガロース）を、フリット状（
ｆｒｉｔｔｅｄ）ガラス製カラムに入れ、未処理粒子または改変粒子の添加前に静置させ
た。ベッド（ｂｅｄ）を軽く超音波処理し、捕捉されていた気泡を除いた。ＰＢＳでの溶
出の前に、ＰＢＳ中に懸濁した粒子を、この充填物の頂部に穏やかに加え、充填されたベ
ッド中に静置させた。ベッドに添加した粒子の体積は、充填されたベッドの体積の１０分
の１を超えなかった。続いて、カラムを、緩衝液で注意深く満たし、そして緩衝液の一定
した流れ（０．２ｍｌ／分）を、Ｊａｓｃｏポンプにより維持した。画分を、０．５ｍｌ
毎にポリスチレンＵＶキュベットに集め、サンプルの濁度を、６００ｎｍでのＵＶ分光測
定により分析した。混合物の濁度は、カラムからの粒子の溶出の指標であった。改変粒子
については、濁度が下がった場合に、６Ｍグアニジン塩酸塩をカラムに添加し、記載され
るように、画分を集めた。
【０１０１】
　（表面安定性およびＢＳＡ放出の速度論）
　カプセル化ＢＳＡ－ＦＩＴＣおよび表面結合ビオチン－ＰＥの放出を、３７℃において
リン酸緩衝化生理食塩水中で行った。示される時点において、サンプルを１１，０００ｇ
で１０分間遠心分離し、サンプルの１ｍｌの上清を除去し、３７℃で事前にインキュベー
トした新しい緩衝液と置き換えた。ＦＩＴＣ含量およびＰＥ含量を、蛍光により測定した
（ＢＳＡ－ＦＩＴＣについて（λ励起＝４８０、λ放出＝５２０）およびビオチン－ＰＥ
について（λ励起＝５２９、λ放出＝５７６））。示される時点におけるＢＳＡ－ＦＩＴ
Ｃの量またはビオチン－ＰＥの量を、粒子の同一のストック１０ｍｇ中の両方のタンパク
質の総含量で割ることにより、放出されたタンパク質の画分を計算した。１０ｍｇの粒子
を１Ｎ　ＮａＯＨ中に一晩溶解させることにより、ＢＳＡ－ＦＩＴＣの総含量を測定した
。１Ｎ　ＮａＯＨ中でＢＳＡ－ＦＩＴＣを滴定することにより、標準を調製した。ビオチ
ン－ＰＥは、粒子の表面に局在していたので、粒子のアリコート（５ｍｇ）の赤色の蛍光
を、溶解させる必要なく直接測定した。
【０１０２】
　（ＰＬＧＡの足場の表面改変）
　ＰＬＧＡ５０／５０足場を、塩浸出方法（２５）により調製した。ＰＬＧＡを、塩化メ
チレン中に溶解させた（５００μｌ中、１０ｍｇ）。塩化ナトリウム粒子（１００ｍｇ、
平均直径１００＜ｄ＜２５０を有する）を、円形ＰＶＤＦ容器（Ｃｏｌｅ　Ｐａｒｍｅｒ
　＃Ｈ－０８９３６－００）に撒き、続いてＰＬＧＡ溶液を添加した。溶媒の蒸発後（室
温で２４時間）、足場を、ＤＩ水で３日間、徹底的に洗浄した。足場を凍結乾燥させ、以
後の使用のために－２０℃で保存した。アビジン－パルミチン酸の取り込みは単純な析出
手順であった。１００μｌの一滴を、乾燥足場の頂部に局部的に置き、ＲＴで１５分間浸
漬させ、続いて１×ＰＢＳ＋１％ＢＳＡで５回洗浄した。表面染色のために、足場全体を
、室温で１０分間、ビオチン－ＰＥ溶液中でインキュベートし、続いてＤＩ水で二回目の
洗浄を行った。
【０１０３】
　（結果および考察）
　（アビジンのパルミトイル化）
　パルミチン酸によりタンパク質を改変するための全体的なスキームを、図１Ａに示す。
ＮＨＳ－パルミチン酸を、１０倍過剰なモル濃度でアビジンに添加し、２％デオキシコー
ル酸塩界面活性剤の存在下で反応させる。ＮＨＳエステルは、アビジンのアミン基と反応
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して、安定なアミド結合を生成し、タンパク質を疎水性にする。反応工程および精製工程
の両方は、パルミチン酸塩のベシクル形成を防止するために界面活性剤の存在下であった
（Ｈｕａｎｇ　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　１９８０；２５５（１７）：８０１５～８）。
緩衝液単独により単一の均一なピークとして溶出される遊離のアビジンと比較して、アビ
ジン－パルミチン酸は、ある程度の凝集を示し、メタノールにより移動相に溶出された。
このことは、結合体の疎水性の増大を反映する。移動相中のメタノールのより高い濃度に
おいて、発明者らは、カラムとの結合体の結合が種々の程度であることを示す数個の溶出
ピークを観察した。可能性のある説明は、ＮＨＳ－パルミチン酸が、結合体化のために、
タンパク質の個々のリジン残基およびアミノ末端を標的化するということである。この結
合体化は、疎水性固定相と別々に結合するパルミトイル化アビジンの不均一な集団を生じ
得るプロセスである。
【０１０４】
　（粒子の形態学に与える表面改変の影響）
　未処理のアビジン粒子およびパルミトイル化アビジン粒子の両方が、不均一なサイズ分
布を示した。未処理粒子および表面改変粒子の平均直径は、４μｍ～７μｍの範囲であっ
た。したがって、この研究で使用されるエマルジョン中、そしてこの研究で使用される濃
度でのアビジン－パルミチン酸塩の存在は、粒子のサイズ分布に有意な影響を与えなかっ
た。驚くべきことに、エマルジョン中で結合体により調製された微粒子は、ＳＥＭにより
特有なきめおよび表面の粗さを示した。この特徴は、エマルジョン中のアビジン－パルミ
チン酸の濃度とともに変動した。これらの画像は、ベシクルまたはラメラの形態でのパル
ミチン酸が、粒子の形成中にＰＬＧＡの表面上に広がることを示す。表面の拡散は、最終
的なエマルジョン中、および粒子の形成中での、機械的分散または溶媒の存在（溶媒の蒸
発工程の間の塩化メチレンおよびトリフルオロエタノール）または低濃度の界面活性剤の
存在（０．１５％デオキシコール酸塩）により促進される。
【０１０５】
　脂質または他の両親媒性の共安定剤（ｃｏ－ｓｔａｂｌｉｚｅｒ）の添加に際して、Ｐ
ＬＧＡの表面形態学において観察された特有の変化は、以前に類似の系で観察された。例
えば、１，２－ジパルミトイルホスファチジコリン（ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌｐｈｏｓｐ
ｈａｔｉｄｙｃｈｏｌｉｎｅ）（ＤＰＰＣ）を使用して、ＰＬＧＡエマルジョンを安定化
させた場合、Ｘ線光電子分光法により、表面化学において有意な変化を観察した（Ｅｖｏ
ｒａら、Ｊ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　１９９８；５１（２－３）：１４３－５
２）。本研究は、この観察と一致し、ＰＶＡの高い表面エネルギーとは対照的に、脂質（
ＤＰＰＣ）またはパルミチン酸の低い表面エネルギーがＰＬＧＡの表面化学を支配し、観
察された形態学的変化に寄与するという事実を支持する。しかしながら、本研究は、これ
らの変化がまた、タンパク質へのカップリングのための表面官能基の提示を促進し得るこ
とを明らかにする。
【０１０６】
　（ＰＬＧＡ粒子上のアビジン－パルミチン酸の表面密度および官能性）
　５００ｎｍにおけるＨＡＢＡの吸光度の上昇は、溶液中のアビジンの存在と関連する。
この関連性を使用して、ＰＬＧＡ粒子上の表面アビジン基の密度を確認および定量化した
（表１）。エマルジョン中のＰＬＧＡ１ｍｇあたり、０．２５ｍｇの結合体に、表面密度
の明らかな最大値を観察した。粒子へのアビジン－パルミチン酸塩取り込みの効率は１４
％～２４％の範囲であり、エマルジョン中のより低い濃度のアビジン－パルミチン酸塩に
おいて、より高い効率の取り込みを観察した。それゆえ、明らかな最大値の存在は、より
高い濃度において、脂肪酸が凝集する天然の傾向を反映し得る（ＰＬＧＡ相に形成される
脂肪酸の分配を制限する）。
【０１０７】
　標的ビオチン化リガンドに対する、取り込まれたアビジンの官能性および特異性を確か
めるために、未処理粒子およびビオチン－ＰＥで処理された改変粒子の蛍光を、フローサ
イトメトリーにより比較した。表面改変粒子の平均チャネル蛍光は、コントロールの微粒
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子よりもおよそ３桁大きい大きさであった。この官能特異性をまた、蛍光顕微鏡検査によ
り定性的に確かめた。蛍光画像は、結合体が局在し得る粒子上の局所的な高密度の結合領
域を示す、より明るい蛍光の領域を示した。
【０１０８】
　処理粒子の表面上の分子叢生（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｒｏｗｄｉｎｇ）の程度を決定
するために、ビオチン－ＰＥを、種々の濃度のアビジン－パルミチン酸により調製された
微粒子に滴定した（図２）。増加量（０、０．０２５ｗｔ／ｖ、０．０５ｗｔ／ｖ、０．
１５ｗｔ／ｖ、０．２５ｗｔ／ｖ）の結合体により改変された表面は、より高い平均チャ
ネル蛍光（ＭＣＦ）により反映されるように、より多くのビオチン化フルオロフォアを結
合した。粒子に添加されたより高い濃度のビオチン－ＰＥにより、ＰＥの自己クエンチン
グを観察した。フルオロフォアの濃度の増加に伴いＭＣＦのわずかな減少をもたらす自己
クエンチングは、局所的な領域において５０Å～１００Åで近接するフルオロフォアの「
叢生（ｃｒｏｗｄｉｎｇ）」により生じ（Ｌａｋｏｗｉｃｚ　ＪＲ．Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｓ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：
Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ；１９８６）、粒子の表面における分子叢生および高密度のビ
オチン－ＰＥの指標である。
【０１０９】
　（動的条件下での表面改変微粒子の機能性アビディティ）
　生理的環境において、注射された粒子は、ほとんど静的なままではないが、流れに起因
して剪断を受け、そして細胞および組織に遭遇する。これらの環境において、表面活性粒
子の機能に重要な点は、表面活性粒子がそれらの標的に結合する能力である（Ｈａｍｍｅ
ｒら、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．２００１；３１：３８７－４０）。動的
条件下での機能性アビディティを評価するために、未処理微粒子および表面改変微粒子を
、ビオチン化アガロースビーズで充填したカラムに注入し、続いて生理食塩緩衝液で溶出
した。未処理微粒子を、ＰＢＳによりカラムから迅速に溶出したが、改変微粒子は、目に
見えて充填物に付着し、充填物を物理的に乱す高い流速の緩衝液によっても溶出しなかっ
た。改変粒子の溶出には、６Ｍグアニジン塩酸塩（ＧｕＨＣｌ）（ビオチン－アビジン結
合を破壊することが公知である強力なタンパク質変性剤）の添加を必要とした。質量収支
は、緩衝液での溶出後に１％ｗｔ～３％ｗｔの未処理微粒子がカラム充填物に非特異的に
付着していたが、ＧｕＨＣｌ溶出前に表面改変粒子のうちの８０％－９０％がカラムに結
合したままであったことを示した。
【０１１０】
　（ＢＳＡのカプセル化効率に対する表面改変の効果）
　ストラテジーは、エマルジョン段階での粒子の同時カプセル化および表面改変を包含し
ため、アビジン－パルミチン酸の添加は、ＢＳＡのカプセル化効率に影響し得た。したが
って、エマルジョン中の種々の濃度のアビジン－パルミチン酸塩で改変されたＰＬＧＡ粒
子中にカプセル化されるＢＳＡの量を測定した（表２）。
【０１１１】
【表２】
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　結果は、微粒子のパルミトイル化が、濃度依存的な様式でＢＳＡのカプセル化を増強し
たことを示した。０．２５（ｗｔ／ｖｏｌ）アビジン－パルミチン酸塩で改変された粒子
のカプセル化効率は、未改変粒子よりも４（ｆｔｈｅ）倍高かった。エマルジョン中のよ
り高い濃度のアビジン－パルミチン酸塩により、粒子の収量における増加があった（表２
）。他でも、ＰＬＧＡエマルジョンへのＰＥＧ化ビタミンＥまたは脂質ＤＰＰＣの添加に
よるカプセル化効率および粒子の収量に対する類似の効果が見出されている（Ｍｕら、Ｊ
　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　２００３；８６（１）：３３－４８；Ｍｕら、Ｊ　
Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　２００２；８０（１－３）：１２９－４４）。この一
般的な効果についての可能性のある機構は、ＰＬＧＡ粒子形成およびカプセル化効率の増
大を促進する共安定化性（ｃｏ－ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ）両親媒性分子（例えば、脂肪
酸または脂質）の存在に起因する、疎水性の安定化の増加に関連し得る。（Ｔｈｏｍａｓ
　ｉｎら、Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　１９９８；８７（３）：２５９－６８）。
【０１１２】
　（ＢＳＡ放出の速度論およびアビジン－パルミチン酸塩層の安定性）
　図３は、３７℃、２５日間の制御放出実験の期間にわたっての、未処理微粒子および表
面改変微粒子の放出プロフィールを示す。未処理粒子および改変粒子の両方は、酷似した
ＢＳＡ放出速度論を有した（最初の２４時間の間にイニシャル放出バーストがあり、その
後、緩やかな放出が続き、そしてバルク侵食段階（１２日目）が表面改変粒子および未改
変粒子についてほぼ同時に生じた）。ＰＥ蛍光は、上清においてほとんど無視できた。遠
心分離された粒子は、実験の全時間経過の間、目に見えて、明るい赤色を呈した。この時
間の期間をわたって、１０％未満のＰＥ蛍光の累積的な損失を検出し、この実験の時間を
通しての安定な表面官能性を示した。
【０１１３】
　ＳＥＭを使用して、２１日後の未処理粒子および改変粒子の両方の形態学を調べた。驚
くべきことに、未処理微粒子は、終点において実質的な形態学的変化を示したが、改変粒
子は、比較的球状の形態であった。ＳＥＭにより、より劇的ではない形態学的変化を示し
たことに加えて、調べた大半の微粒子において、異なるキャッピング層を観察した。これ
らの実験の時間経過にわたる持続的な結合アビディティと合わせて、表面改変に関連する
異なる表面トポロジーゆえに、侵食された改変微粒子で観察されたさらなる表面層が、球
体の分解の間のアビジン－パルミチン酸基の表面再配列および再構築に起因し得ることを
仮定した。
【０１１４】
　制御放出の間の、形態学における変化の大幅な減少および標的化する基の再構築の可能
性と合わせて、表面活性（＞９０％）が数週間持続したという事実は、パルミトイル化ア
ビジン表面の顕著な堅牢性および弾力性を示唆する。観察から鑑みて、これは、表面がポ
リマーの加水分解に起因して酸性の微気候（ｍｉｃｒｏｃｌｉｍａｔｅ）を経験する可能
性がある（Ｍａｄｅｒら、Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ　１９９８；１５（５）：７８７－９３；
Ｂｒｕｎｎｅｒら、Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ　１９９９；１６（６）：８４７－５３；Ｓｈｅ
ｎｄｅｒｏｖａら、Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ　１９９９；１６（２）：２４１－８）。
【０１１５】
　（ＰＬＧＡ足場の表面改変）
　ＰＬＧＡ粒子の表面改変へのアプローチを、組織工学適用のための合成マトリクスを改
変するための有効なストラテジーに変えた。ビオチン－ＰＥとともにインキュベートした
場合、局部的にアビジン－パルミチン酸により処理した足場は明るい赤色の蛍光を呈し、
処理した領域のみに表面官能性を示した。さらに、これらの足場は、３７℃、ＰＢＳ中に
おいて３週間後に、依然としてその赤色を維持していた。このアプローチは単純であり、
かつ組織の首尾よい増殖のための以下の３つの重要な局面を促進する：１）選択的な細胞
の付着に対して、マトリクスが確実かつ容易に官能性になる能力、２）種々のリガンドを
付着する点に関しての柔軟性、および３）マトリクス上に付着した細胞の長期間の増殖お
よび分化のための、リガンドの持続的な提示。
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【０１１６】
　ＰＬＧＡの表面改変のためのストラテジーは、ＰＬＧＡ粒子のエマルジョンの調製の間
に、目的のリガンド（アビジン）に結合した機能的に活性な両親媒性脂肪酸（パルミチン
酸）を導入することによる。このストラテジーはまた、組織工学適用のためのＰＬＧＡ足
場の局所的改変に変換された。この系の一般性およびその適応性に起因して、異なるリガ
ンドがパルミチン酸に付着され得、種々のリガンドによる表面改変を促進し得、そしてイ
ンビボでの粒子の標的化またはクリアランスを改善し得る。例えば、同一の粒子に取り込
まれたパルミトイル化ＰＥＧとパルミトイル化アビジンとの併用は、インビボ適用のため
の長い循環半減期と長期間の標的化薬物送達とを組み合わせる理想的なビヒクルとして役
立ち得る。さらに、ＰＬＧＡ足場上の局所的な改変ならびにリガンドの密度および型の調
整の容易さの組み合わせは、種々の適用（例えば、数種の細胞型からなる機能性組織の同
時培養（ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ）および増殖）のための異なる細胞型の比を調整する強力
なストラテジーに寄与する（Ｑｕｉｒｋら、Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．２００３；
８１（５）：６２５－６２８）。
【０１１７】
　（実施例２：タンパク質の送達のための、ＬＰＳによる非特異的な標的化）
　リポ多糖類（ＬＰＳ）はグラム陰性細菌の主要な外膜成分を代表し、重篤なグラム陰性
感染の間に重要な役割を果たす。ＬＰＳは、ＴＯＬＬ様レセプター４により認識され、こ
れは、先天免疫（非特異的な免疫）と関連するＴＯＬＬレセプターに標的化するＰＡＭＰ
Ｓ（病原体関連分子パターン）と称されるリガンドのクラスのうちの一つである。これら
は、ワクチン接種のための抗原に対する先天免疫の応答を初回刺激するのに役立つアジュ
バントの非常に有効な成分である。結果として、これらは、アジュバント（例えば、活発
な免疫応答を刺激する完全フロイントアジュバント）の重要な成分である。ＬＰＳは、ペ
ンダント脂肪酸を有する多糖類バックボーンである。
【０１１８】
　（Ａ．皮下投与によるワクチン接種）
　この特定の適用において、オボアルブミン抗原をカプセル化し、そしてマウスを、ＬＰ
Ｓで改変した粒子を使用して、皮下投与によりワクチン接種する。そして結果を、同一の
抗原をカプセル化した未改変粒子によりワクチン接種したマウスと比較する。
【０１１９】
　改変ＬＰＳ粒子は、オボアルブミン抗原に対する強力な応答を誘導する一方で、未改変
粒子は、非常に弱い応答を示した。またブランクの粒子は、応答を誘導しなかった。
【０１２０】
　（方法および材料）
　ＬＰＳを、微粒子の形成中、好ましくはエマルジョンの形成中に、２００ｍｇのポリマ
ーあたり１ｍｇ～１０ｍｇのＬＰＳの比で添加する。オボアルブミンのカプセル化は、エ
マルジョンの形成中、２００ｍｇのポリマーあたり１００μｇ～１０ｍｇである。
【０１２１】
　マウスを、ＬＰＳ／ＯＶＡ粒子、ＬＰＳを含まないＯＶＡ粒子およびブランクの粒子に
より皮下でワクチン接種した。３日後、マウスを屠殺し、脾細胞を単離した。脾細胞を、
免疫応答について調べるために、インビトロでＯＶＡ抗原により刺激した。首尾よいワク
チン接種を行った場合、脾細胞は、用量依存的な様式でＯＶＡ抗原に応答し得る。ワクチ
ン接種を行わなかった場合、脾細胞は、応答し得ない。
【０１２２】
　（結果）
　図４Ａおよび４Ｂは、オボアルブミンをカプセル化したＬＰＳ標的化微粒子（黒塗りの
円）またはコントロールの微粒子（オボアルブミンを含まない（黒塗りのひし形）、ＬＰ
Ｓに標的化しない（白抜きの円））の皮下投与により、ワクチン接種したマウス由来の脾
細胞の刺激のグラフである。図４Ａは、ワクチン接種したマウス由来の脾細胞の刺激であ
り、図４Ｂは、オボアルブミン抗原の非存在下でワクチン接種したマウスの刺激である。
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【０１２３】
　（Ｂ．経口ワクチン接種）
　粒子を飢餓マウスにおいて経口栄養法（ｏｒａｌ　ｇａｖａｇｅ）により経口投与した
場合に、同様な結果を得た。単回用量の粒子を飢餓マウスに給餌して２週間後に、良好な
免疫化応答を観察した。ブースター投与を与えなかった。結果を、図５Ａおよび５Ｂに示
す。図５Ａおよび５Ｂは、オボアルブミンをカプセル化したＬＰＳ標的化微粒子（黒塗り
の円）またはコントロール（リン酸緩衝化生理食塩水（黒塗りの四角）、ＬＰＳに標的化
しない（白抜きの円））の経口投与により、ワクチン接種したマウス由来の脾細胞の刺激
のグラフである。図５Ａは、ワクチン接種したマウス由来の脾細胞の刺激であり、図５Ｂ
は、オボアルブミン抗原の非存在下でワクチン接種したマウスの刺激である。
【０１２４】
　（実施例３：星型ＰＥＧリンカーまたは分枝ＰＥＧリンカーの使用による微粒子の標的
化の増大）
　高密度の免疫調節性薬物をカプセル化する高分子キャリアへのＴ細胞抗原の単純な付着
を促進する有効な方法を、開発した。抗原提示薬物キャリアを、無毒性、多分枝のポリエ
チレングリコール／ポリアミドアミン（ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ）樹状ビヒクルから構築した
。Ｔ細胞抗原を、このビヒクルの分枝に係留した一方、薬物を、コアＰＡＭＡＭ（薬物の
「ナノレザバ（ｎａｎｏｒｅｓｅｒｖｏｉｒ）」として作用する）中に効率的にカプセル
化した。特定のＴ細胞集団に対する抗体および主要組織適合リガンドによるＴ細胞応答を
調節することにおける、これらのビヒクルの効力を実証した。抗有糸分裂薬（ドキソルビ
シン）をカプセル化する抗原提示キャリアは、遊離の抗原よりも１０倍～１００倍大きい
アビディティで、その標的Ｔ細胞に結合し、一貫してＴ細胞応答をダウンレギュレートし
た。その一方で、薬物を含まない構築物は、この標的集団に強力な刺激を誘発した。提示
される抗原の性質および密度ならびに薬物取り込みにわたる適応性に起因して、これらの
高アビディティの人工抗原提示ビヒクルは、強力な免疫刺激手段または免疫抑制手段とし
ての二重の役割で、臨床上の広範な使用を有する。
【０１２５】
　Ｔ細胞免疫応答を定義付ける特徴は、その抗原の精巧な特異的な認識である。Ｔ細胞に
おけるこの特異的な認識は、クローン的に分布したＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）と抗原提
示細胞上のリガンドとの相互作用により支配され、このリガンドは、内在化したタンパク
質抗原に由来する短いペプチドからなり、主要組織適合（ＭＨＣ）クラスＩ分子またはク
ラスＩＩ分子に結合する。ウイルスにより感染されたか、形質転換されたか、またはその
他の方法により変更された細胞の認識の欠如あるいは自己抗原の誤認識は、悪性疾患およ
び自己免疫疾患の病因を媒介し得る。したがって、Ｔ細胞レセプター複合体は、これらの
疾患状態を調節するための重要な標的である。
【０１２６】
　抗原特異的Ｔ細胞応答の強度と範囲（ｂｒｅａｄｔｈ）とを追跡する能力は疾患の診断
に明らかに有用であるが、この応答を標的化し、そしてそれを調節するさらなる能力は、
免疫系の欠陥を修復し、免疫能力を回復させるために使用され得る。抗原特異的応答を調
節するための一つのアプローチは、抗原特異的Ｔ細胞に対する抗体またはペプチド／主要
組織適合リガンド（ペプチド／ＭＨＣ）の制御用量への曝露による抗原特異的Ｔ細胞の不
応答またはアネルギーの誘導を包含する。第二のアプローチは、標的Ｔ細胞への直接送達
のための免疫抑制薬物へのこれらの試薬の結合体化を包含する。しかしながら、キャリア
抗原への薬物の結合体化は、有効な薬物送達を達成することと合わせて妨害されない抗原
提示を達成するために、間接的かつしばしば困難な化学反応を必要とする。さらに、大半
の抗原特異的Ｔ細胞の部分集合は通常少数で循環するという事実と合わせて、低親和性の
ペプチド／ＭＨＣ－ＴＣＲ（１μｍ～１００μｍ）は、抗原特異的Ｔ細胞への持続性の相
互作用のための可溶性ペプチド／ＭＨＣモノマーの使用を妨げる。したがって、ペプチド
／ＭＨＣの多量体化が、標的Ｔ細胞に対する親和性の増大のために、しばしば必要とされ
る。Ｔ細胞の標的化は、増大したアビディティで、かつ有意により低い解離速度でＴ細胞
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に結合することを可能にする、複数のＴ細胞抗原を含む構築物の使用により改善され得る
ことが仮定された。そのような構築物が薬物分子を負荷するさらなる能力とともに作製さ
れ得る場合、それらは、抗原特異的Ｔ細胞への薬物送達に必要な相互作用を持続する魅力
的な試薬であり得る。
【０１２７】
　可溶性多価分子を、高密度の薬物を細胞標的に送達する技術と組み合わせ、それにより
、高アビディティ相互作用とＴ細胞の部分集合への標的化薬物送達とを組み合わせる、多
用途の、生理的に適合性の多官能性システムを得た。高容量薬物キャリアとして機能する
「ナノレザバ」ポリ（アミドアミン）球状コア（ＰＡＭＡＭ）へ、ポリ（エチレングリコ
ール）鎖（ＰＥＧ）を連結することにより、堅牢な無毒性抗原提示キャリアを作製した。
ドキソルビシンを、ＰＡＭＡＭコア中に効率的にカプセル化した（構築物１ｍｏｌあたり
、３２ｍｏｌのドキソルビシン）。ビオチン化抗体またはビオチン化ＭＨＣを、ストレプ
トアビジンリンカー（これは、ＰＥＧに共有結合している）を介してＰＥＧ鎖に非共有結
合的に結合させた。構築物１つあたり、およそ１３個のストレプトアビジン分子を結合さ
せた。構築物は、Ｔ細胞に特異的であり、かつ増大したアビディティ（遊離の抗体または
ペプチド／ＭＨＣキメラよりも１０倍～１００倍高いアビディティ）でＴ細胞に結合する
。この複合体は小さく（２０ｎｍ～５０ｎｍの範囲の流体力学的直径を有する）、有効な
内在化および同時の蛍光検出を可能にする。ドキソルビシンを負荷させた構築物をカップ
リングさせたＴ細胞特異的抗体（抗ＣＤ３ε）によるインビトロ実験は、刺激の存在にも
かかわらず、増殖の強力な阻害を明らかにした。ペプチド－特異的ＭＨＣによる実験は、
同様にＴ細胞のＩＬ－２応答の顕著な調節および終点増殖を明らかにした。
【０１２８】
　（方法および材料）
　マウス：Ｂａｌｂ／Ｃマウス（６週齢～８週齢）を、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ（Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ、ＭＥ）から取得した。２Ｃ　ＴＣＲトランスジェニ
ックマウス交配ペアは、Ｄｒ．Ｆａｄｉ　Ｌａｋｋｉｓ（Ｙａｌｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）から好意的に提供された。動物施設内で、
Ｃ５７ＢＬ６バックグラウンドで交配することにより、２Ｃマウスをヘテロ接合性として
維持した。表現型を、クローン型１Ｂ２抗体（Ｄｒ．Ｊｏｎａｔｈａｎ　Ｓｃｈｎｅｃｋ
（Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）により提供さ
れた）により試験した。
【０１２９】
　細胞：使用した全ての細胞を、ホモジェナイズしたナイーブなマウス脾臓から、低張性
溶解によるＲＢＣの除去後に取得した。ＣＤ８＋細胞を、ＣＤ８＋Ｔ細胞サブセット富化
カラム（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）を使用した２Ｃ脾細胞からのネガティブセレクション
により単離した。純度＞９５％を、慣用的に得た。
【０１３０】
　ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ：メタノール中の１０ｗｔ％　ＰＡＭＡＭ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
　６（Ａｌｄｒｉｃｈ）を、窒素の穏やかな流れ下でエバポレートさせ、そしてさらなる
操作の前に、高真空下に一晩置いた。蛍光標識された構築物を調製するために、０．２Ｍ
ホウ酸塩緩衝液ｐＨ　８．０中で、２４倍過剰なモル濃度のＢｏｃ－ＮＨ－ＰＥＧ３４０
０－ＮＨＳと６倍過剰なモル濃度のフルオレセイン－ＰＥＧ５０００－ＮＨＳ（Ｎｅｋｔ
ａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ　ＡＬ）とをＰＡＭＡＭ
に添加した。未標識の構築物のために、３０倍過剰なモル濃度のＰＥＧ３４００を使用し
た。混合物を穏やかにボルテックスし、回転振盪機上に２４時間置いた。透析緩衝液とし
てホウ酸塩を使用する１０，０００ＭＷＣＯ　Ｓｌｉｄｅ－ａ－Ｌｙｓｅｒ（Ｐｉｅｒｃ
ｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ　ＩＬ）による透析によって、未反応のＰＥＧ
を除去した。ｔＢｏｃ保護基を除去するために、複合体を４８時間凍結乾燥させ、一定に
攪拌しながら、室温で３０分間、トリフルオロ酢酸中で再溶解させた。トリフルオロ酢酸
を、真空下で１時間、除去した。残った産物をホウ酸塩緩衝液中に溶解させ、次に水中で
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透析した。最終的なＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ複合体をもう一度凍結乾燥させ、－２０℃で保存
した。これらの複合体の性質決定は、先の報告１２に詳細に考察されている。
【０１３１】
　ストレプトアビジン－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ：ストレプトアビジン（Ｓｉｇｍａ）を、０
．１Ｍ　ＭＥＳ、０．５Ｍ　ＮａＣｌ緩衝液ｐＨ　５．１中に１ｍｇ／ｍｌで溶解させる
ことにより、アミンカップリングのために活性化させた。カップリングのための活性エス
テル官能基を形成するために、ＮＨＳおよびＥＤＣ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　
Ｃｏ．）を、それぞれ５ｍＭおよび２ｍＭの濃度で添加し、そして室温で１５分間反応さ
せた。未反応のＥＤＣを、終濃度２０ｍＭの２－メルカプトエタノールによりクエンチし
た。ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭへのアミンカップリングのために、１００倍過剰なモル濃度の活
性化ストレプトアビジンを、ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭに添加し、室温で２時間反応させた。２
００Ｋ　ＭＷＣＯ　ＣＥエステルメンブレン（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ，Ｒａｎｃｈｏ　Ｄｏｍｉｎｇｅｕｚ　ＣＡ）による広範な透析によって、過剰な反
応物および結合体化されなかったストレプトアビジンを除去した。複合体の均質性を、移
動相として３０％アセトニトリルを使用する逆相ＨＰＬＣによって評価した。
【０１３２】
　動的光散乱：サイズを、動的光散乱（ＤＬＳ）により測定した。装置は、５３２ｎｍで
作動するダイオードポンピング（ｐｕｍｐｅｄ）レーザー（Ｖｅｒｄｉ　Ｖ－２／Ｖ－５
，Ｃｏｈｅｒｅｎｔ）、二重濾過された（０．１ｍｍ）トルエンで満たされた屈折率適合
バットを使用するＡＬＶ－ＳＰ　Ｓ／Ｎ　３０角度計（ＡＬＶ－ＧｍｂＨ，Ｌａｎｇｅｎ
，Ｇｅｒｍａｎｙ）およびＡＬＶ－５００相関器（ｃｏｒｒｅｌａｔｏｒ）から構成され
た。低濃度の構築物（＜５μｇ／ｍＬ）を、きれいなホウケイ酸塩培養チューブにピペッ
トで入れ、その後、９０°散乱角度での自己相関関数の強度を測定した。流体力学的半径
（ＲＨ）を、結果の二次キュムラント（ｃｕｍｕｌａｎｔ）の非線形最小２乗フィッティ
ング（ＡＬＶ　ｓｏｆｔｗａｒｅ）により決定した。
【０１３３】
　抗体およびＭＨＣのカップリング：ビオチン化抗体（ビオチン結合体化ハムスター抗マ
ウスＣＤ３εおよびビオチン結合体化ラット抗マウスＣＤ４５Ｒ／Ｂ２２０）（ＢＤ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）を、さらなる精製を行わずに使用した。
可溶性ＭＨＣ－ＩｇダイマーＬｄ－Ｉｇは、Ｄｒ．Ｊｏｎａｔｈａｎ　Ｓｃｈｎｅｃｋ（
Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）により提供され
た。ＭＨＣモノマーを、ＭＨＣ－Ｉｇのパパイン処理により、結合実験に使用した同一の
ダイマーストックから調製し、そして記載されるように精製した（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｐｕｒｅ　Ｆａｂ調製キット）。パパイン処理によるＭＨＣ－Ｉｇ　Ｆａｂフラグ
メントの調製により、機能的に活性なタンパク質を得、これはバイオセンサー（Ｂｉａｃ
ｏｒｅ）の表面に固定化したＴＣＲに特異的に結合した（データは示していない）。ＭＨ
Ｃ　ＬｄモノマーおよびＭＨＣ　Ｌｄダイマーを、ｐＨ７．４において、フルオレセイン
イソチオシアネート（ＦＩＴＣ）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ）により蛍光標識
し、サイズ排除クロマトグラフィーにより精製した。タンパク質濃度を、２８０ｎｍでの
吸光度を測定する分光測定法により決定した。穏やかな酸性条件（ｐＨ６．５）下で剥離
させ、そして４０倍過剰なモル濃度のペプチドおよび２倍過剰なモル濃度のｂ２－ミクロ
グロブリンの存在下で再折りたたみすることにより、ＬｄモノマーおよびＬｄダイマーの
両方にペプチドを負荷させた。高次構造感受性ＥＬＩＳＡを使用して、８５％を超えるＬ
ｄモノマーが適切に折りたたまれたことが推定された。ビオチン化抗体またはＬｄモノマ
ーを、５０倍過剰なモル濃度でストレプトアビジン－カップリングＰＥＧ／ＰＡＭＡＭに
添加し、４℃で一晩インキュベートし、その後、３００Ｋ　ＭＷＣＯ　ＣＥメンブレン（
Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）により透析した。
【０１３４】
　ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ構築物のドキソルビシン負荷：ドキソルビシンを、２．５ｍｇ／ｍ
ｌの終濃度で水に溶解させ、１００ｎＭの終濃度でｐＨ７．４のＰＢＳ中のＰＥＧ／ＰＡ
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ＭＡＭ構築物に添加した。この溶液を、３７℃で２時間、続いて４℃で２４時間、穏やか
に混合し、その後、７０００　ＭＷＣＯメンブレン（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）
により透析を行った。カプセル化効率を、４８８ｎｍの励起による５７０ｎｍでの蛍光放
出により評価した。負荷したドキソルビシンの量を、ドキソルビシン較正標準から推定し
た。ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ構築物の存在下でのドキソルビシンの蛍光の増大の強さを評価す
るために、水中で２．５ｍｇ／ｍｌのドキソルビシンを、ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ構築物存在
下または非存在下で、蛍光計キュベット中０．１μＬ体積で滴定した。４８８ｎｍでの励
起による差スペクトルを、５００ｎｍ～６００ｎｍの範囲で集めた。
【０１３５】
　インビトロ増殖アッセイ：細胞を、完全培地中で１×１０７細胞／ｍｌの濃度に調整し
た。確立されたプロトコールにしたがって、プレートを種々の濃度の抗ＣＤ３ε抗体によ
りコーティングした。１ウェルあたり２×１０５細胞をプレートした。細胞を、ドキソル
ビシンを負荷した複合体２０ｎＭまたはドキソルビシンを負荷させない複合体２０ｎＭの
いずれかで処理し、３７℃、５％ＣＯ２でインキュベートした。ＩＬ－２産生の速度論を
分析するために、示される時点での上清を集め、製造者（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）の説明書にしたがって、ＩＬ－２についてのＥＬＩＳＡに
より分析した。３日目、Ｔ細胞の増殖を、製造者（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ
　ＧｍｂＨ、Ｐｅｎｎｓｂｕｒｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）の説明書にしたがって、細胞増殖お
よび生存度の定量化についての比色アッセイ（ＷＳＴ－１）により分析した。
【０１３６】
　Ｔ細胞結合アッセイ：１×１０５細胞を、種々の濃度の試薬（上で検討した構築物）と
ともに、平衡結合が達成されるまでインキュベートした（２時間、４℃）。細胞を、１％
ウシ胎仔血清と０．１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳで３回洗浄し、そしてフローサイ
トメトリーにより分析した。平均チャネル蛍光（ＭＣＦ）は、結合した試薬の量の尺度で
あった。特異的な結合を、最大平均チャネル蛍光に対して正規化した。
【０１３７】
　ＦＲＥＴ測定：５ｍｇ／ｍｌのＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ構築物を、ｐＨ８．３の炭酸塩緩衝
液中で、２．５μＭの終濃度のＡｌｅｘ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）色素５４６（ドナー）
またはＡｌｅｘ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５６８（アクセプター）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）あるいは両方のフルオロフォアの等モルの混合物
により標識した。過剰な色素の透析による除去後、複合体を５４０ｎｍで励起し、放出ス
ペクトルを、範囲（５５０ｎｍ～６５０ｎｍ）で集めた。エネルギー移動効率（Ｅ）を、
（Ｆｄａ）の存在下およびアクセプター（Ｆｄ）４３、４４の非存在下での相対蛍光収量
から計算し、これを以下の式からエネルギー移動距離Ｒを計算するために使用した。
【０１３８】
【化１】

　（結果）
　分枝した生体適合性（２４～３０アーム（ａｒｍ））人工抗原提示ポリマーを、Ｌｕｏ
、Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　３５、３４５６～３４６２（２００２）により報告さ
れる方法により、ポリエチレングリコールおよびｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　６（Ｇ６）ポリ
アミドアミンデンドリマー（ＰＥＧ－ＰＡＭＡＭ）から構築した。ＰＡＭＡＭスターバー
スト（Ｓｔａｒｂｕｒｓｔ）デンドリマーは、分枝した樹様構造を有する特有な合成高分
子である（Ｔｏｍａｌｉａら、Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ－Ｉｎｔｅｒｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　２９、１３８～１７５（１９９０
）；Ｎａｙｌｏｒら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　１１１、２３３９～２３４１（１９８９））。Ｇ６　ＰＡＭＡＭ
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のつるは、中心の疎水性コアから放射状に延び、表面に１２８個の官能性アミン基を有す
る明確な球状構造を生成する。保護アミン末端（ＨＯＯＣ－ＰＥＧ３４００－ＮＨ－ｔＢ
ｏｃ）を有するヘテロ二重官能性（ｈｅｔｅｒｏｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ）ＰＥＧ　Ｍ

ｗ３４００を、ＰＡＭＡＭのつる（ｔｅｎｄｒｉｌ）に共有結合させ、そして結合後に、
このアミン末端を脱保護した。作業用構築物は、疎水性コア（６．７ｎｍ）に結合させた
放射状アミン末端のＰＥＧ鎖（４．２ｎｍ）を有するポリマーであった。構築物の検出を
促進するために、フルオレセイン末端のＰＥＧ鎖を、アミン末端のＰＥＧ鎖に対して１：
５のモル比でデンドリマーのコアに共有結合させた。構築物のＰＡＭＡＭコアは、以下の
ためのビヒクルとして理想的に適合された薬物レザバとして機能し得る：小さな（ｓｍａ
ｌｌ）薬物（Ｌｉｕら、Ａｂｓｔｒａｃｔｓ　ｏｆ　Ｐａｐｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍ
ｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　２１６，Ｕ８７５－Ｕ８７５（１９
９８）；Ｋｏｎｏら、Ａｂｓｔｒａｃｔｓ　ｏｆ　Ｐａｐｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　２２１、Ｕ３７７－Ｕ３７７（２００
１）；Ｊａｎｓｅｎら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　１１７、４４１７－４４１８（１９９５）；Ｊａｎｓｅｎら、
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６６、１２２６－１２２９（１９９４））、磁気共鳴画像法でのコン
トラスト増強ための常磁性分子（Ｋｏｂａｙａｓｈｉら、Ｍｏｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ　２、
１－１０（２００３））、オリゴヌクレオチド（Ｙｏｏら、Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ　１６、
１７９９－８０４（１９９９））、導入遺伝子（Ｋｏｂａｙａｓｈｉ，Ｈ．ら、Ｂｉｏｃ
ｏｎｊｕｇ　Ｃｈｅｍ　１０、１０３－１１（１９９９））および放射性核種（Ｋｏｂａ
ｙａｓｈｉ、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ　Ｃｈｅｍ　１０、１０３－１１（１９９９））。構築
物上のＰＥＧ鎖の空間的柔軟性の強度は、ＰＥＧのアミン末端に結合したタンパク質の立
体的な制限の程度を決定するので、分枝ＰＥＧの空間的柔軟性を共鳴エネルギー移動によ
り評価した。アミン反応性ドナー色素（Ａｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ　５４６（登録商標）（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））およびアクセプター色素（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ　５６８（登録商標））を、未標識の構築物のアミン末端へ結合体化し、その後透析に
より、この構築物を精製した。ドナー色素からアクセプター色素への蛍光エネルギー移動
が５０％である距離Ｒ０は、７．０ｎｍである（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）。
構築物に結合体化された１：１モル比の両方の色素の飽和濃度は、ドナー蛍光の明らかな
減少およびアクセプターの蛍光の増感をもたらした。アクセプターの存在下および非存在
下でのドナーの相対蛍光収量から計算した移動効率は、５０％～５７％であった。この効
率を使用して、６±１ｎｍの色素間の近接距離を推定した。これは、ストレプトアビジン
のサイズ（３ｎｍ～４ｎｍ）の範囲内のタンパク質のカップリングのために十分な距離で
ある。ストレプトアビジンカップリングは、広範な種類のビオチン化リガンドの結合を促
進する。さらに、本研究で使用されたＴ細胞リガンドを、２．２ｎｍ　ビオチンスペーサ
アーム（ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチン（登録商標））（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）
によりビオチン化したので、ストレプトアビジンカップリングしたＴ細胞リガンドとＴ細
胞上のその標的レセプターとの間に十分に柔軟な空間的相互作用が存在することを推定し
た。構築物の分析は、この推定と一致する：カップリング効率は、５～１０個のフルオレ
セイン末端のペンダント鎖を含む１個の構築物あたり、約１３個のストレプトアビジン分
子であった。
【０１３９】
　構築物の均質性を、逆相ＨＰＬＣにより確かめ、ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭの分布は狭く、そ
してストレプトアビジン－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ（ＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ）構築物の分
布はわずかに広いことを明らかにした。ストレプトアビジン結合体化により生じた疎水性
の低下および構築物の分子サイズの増加におそらく起因して、ＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ
は、Ｃ１８カラム上でより早く溶出した。構築物のサイズもまた、動的光散乱により測定
し、ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭは１７．１ｎｍ、ＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭは２６．４ｎｍであ
ると推定した。
【０１４０】
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　抗原提示構築物は、特異性および高アビディティで、その標的に結合する：Ｔ細胞リガ
ンドに対する多価の足場としてのＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭの特異性を評価するために、
ＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭを、Ｔ細胞ＣＤ３複合体を認識するビオチン化抗体およびＢ細
胞上のＣＤ４５Ｒ抗原を認識する抗Ｂ２２０（ネガティブコントロール）にカップリング
した。精製多価複合体を、飽和用量で、Ｂａｌｂ／Ｃマウス由来の脾細胞のＴ細胞を富化
させた（Ｂ細胞を欠乏させた）集団と共に４℃で２時間インキュベートした。次に、Ｔ細
胞を洗浄し、結合した複合体を、フローサイトメトリーにより分析した。本研究で使用し
た飽和用量で、コントロールの抗Ｂ２２０複合体の結合は実質的に観察されなかったが、
同じ用量で、特異的な抗ＣＤ３複合体は、強力に結合した。抗ＣＤ３複合体を、種々の濃
度でＴ細胞とインキュベートした場合、ネイティブの蛍光標識した抗ＣＤ３抗体と比較し
て、構築物の結合アビディティに著しい増大が存在した。アビディティは、結合の価数の
増加とともに増加し、ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ構築物は、抗体よりも高い価数（＞１３）を有
するので、一定のリガンド濃度で、ネイティブの抗体と比べると、より多くの抗ＣＤ３複
合体が結合した。したがって、これらの多価構築物は、試薬のより低い濃度において、Ｔ
細胞の検出のより高い感度を提供する。
【０１４１】
　ペプチド／ＭＨＣ－Ｔ細胞の相互作用の親和性は、抗原－抗体の相互作用よりも低いの
で、クローン性の抗原特異的Ｔ細胞の検出の感度の増大におけるＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡ
Ｍ複合体の効力を、類似の結合アッセイにより評価した。ビオチン化ＭＨＣクラスＩを構
築物にカップリングし、そしてその精製マウスＣＤ８＋　Ｔ細胞集団に対する結合を、ダ
イマーのＭＨＣ構築物のものと比較した。使用したモデル系は、ＣＤ８＋　２Ｃ　Ｔ細胞
系に限られたマウス同種反応性クラスＩであって、これは、同種抗原クラスＩＭＨＣ　Ｈ
－２Ｌｄ、（Ｑ１９Ｌｄ）（Ｓｙｋｕｌｅｖ，Ｙ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９１、１１４８７－９１（１９９４））との関連で提示される自己由来
のミトコンドリアペプチド（ＱＬＳＰＦＰＦＤＬ（ＱＬ９））を認識し、ネガティブコン
トロールペプチド（ＹＰＨＦＭＰＮＴＬ（ＭＣＭＶ）、（ＭＣＭＶＬｄ））で負荷させた
同一のＭＨＣに対して親和性をほとんど有さないか、または全く有さない。モノマーのＨ
－２Ｌｄを、そのアミノ末端でビオチン化し、そしてＦａｈｍｙ、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１
４、１３５～４３（２００１）で検討された方法を使用して、外因的にペプチドＱＬ９お
よびペプチドＭＣＭＶで負荷した。本明細書で検討されるものと類似するＭＨＣへの改変
は、インビトロバイオセンサーアッセイによるＭＨＣ－Ｔ細胞レセプター相互作用に対し
てほとんど影響しないか、または全く影響しないことが示されている（Ｆａｈｍｙら、Ｉ
ｍｍｕｎｉｔｙ　１４、１３５～４３（２００１））。抗ＣＤ３構築物により観察された
結合プロフィールと同様に、ＱＬ９Ｌｄ構築物は、増大したアビディティで２Ｃ　Ｔ細胞
に結合した。アビディティの増大は、ＭＨＣ（ＱＬ９Ｌｄ－Ｉｇ）のダイマー形態と比較
すると、最大量の半分の用量で２桁大きい強さであった（Ｓｃｈｎｅｃｋ、Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ　Ｉｎｖｅｓｔ　２９、１６３～９（２０００））。
【０１４２】
　薬物を保有するための、ＰＡＭＡＭの潜在的な容量と組み合わせた場合、これらの複合
体のアビディティの増大は、特定のＴ細胞集団への薬物送達の強力な手段となることを仮
定した。この仮定を試験するために、構築物が抗有糸分裂薬物（ドキソルビシン）をカプ
セル化する能力を、まず評価した。
【０１４３】
　抗原提示構築物のＰＡＭＡＭ樹状コアによるドキソルビシンの高密度のカプセル化。以
前の研究は、ドキソルビシン（Ｄｏｘ）（ＤＮＡに介入するアントラサイクリン）が抗増
殖効果を示し得、そして増殖中のＴ細胞において増殖停止およびアポトーシスを誘導し得
ることを示している。Ｄｏｘは、本質的に蛍光性であり、したがってこの薬物の検出は、
水溶液中での４８８ｎｍでの励起および５７０ｎｍでのピーク放出による蛍光検出によっ
て容易にされる。Ｄｏｘは、水性環境で溶解性が限られた弱い塩基性（ｐＫａ＝７．６）
の薬物である。薬物キャリアとしての疎水性デンドリマーコアの潜在的な有用性および疎
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水性の微小環境とのＤｏｘの優先的な結合（Ｄｏｘオクタノール／水の分配係数は２であ
る）に動機付けられて、ドキソルビシンの受動的な負荷のための構築物の容量を調べた。
構築物を、４℃で２４時間、１０倍過剰なモル濃度のＤｏｘとインキュベートし、次に７
０００　ＭＷＣＯによる広範な透析を行い、その後複合体の蛍光測定を行った。ドキソル
ビシンの蛍光較正標準を使用して、構築物１モルあたり、約５５±１０モルのＤｏｘが結
合することを推定した。結合したＤｏｘがデンドリマーコア内にカプセル化されることを
確かめるために、ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ構築物の微小環境を擬態する有機性水性溶液中のＤ
ｏｘが蛍光の増大を示したことに留意した。この蛍光の増大を使用して、ＳＡ－ＰＥＧ／
ＰＡＭＡＭとのＤｏｘの結合の強さを評価した。構築物の存在下でのリン酸緩衝化生理食
塩水中のＤｏｘの蛍光と比較した場合、類似の増大を観察した。ＰＡＭＡＭは、複合体の
中で最も大きい疎水性画分を構成するので、このデータは、有機性水性媒体での結合と類
似する、ＳＡ－ＰＥＧ／ＰＡＭＡＭとのＤｏｘの結合を示した。蛍光増大アッセイに基づ
くこの結合の強さを使用して、構築物１モルあたりの結合した薬物のモル数を推定した。
データは、より初期の平衡測定から推定された量よりも低い値で最大になった。このこと
は、透析チャンバー中でのドキソルビシン凝集体の形成（構築物に結合する量の過大評価
に寄与する）に起因し得た。
【０１４４】
　データは、Ｄｏｘが抗原提示構築物の樹状コア中に効率的にカプセル化されることを示
す。ドキソルビシンは、低いｐＨで効率的に樹状コアから放出される。薬物負荷した構築
物は小さい（＜１００ｎｍ）ので、これらは、その標的により効率的に内在化される。エ
ンドサイトーシス小胞の酸性微小環境における構築物とのＤｏｘの結合のレベルを調べる
ために、ｐＨ５での薬物－構築物相互作用をモニタリングした。Ｄｏｘ負荷したアビジン
カップリング構築物を、ビオチン化アガロースカラム上に固定化し、ｐＨ７．４のリン酸
緩衝化生理食塩水で洗浄し、その後リソソームのｐＨを擬態する低緩衝環境に曝した。カ
ラムのｐＨを低下させると、薬物の赤色蛍光によりモニタリングされる、溶離液中のＤｏ
ｘ濃度の顕著な増加を観察した。質量収支は、移動相のｐＨの低下に際して、９０％を超
えるＤｏｘが効率的に構築物から放出されたことを明らかにした。このデータは、疎水性
特徴を有する弱い塩基（例えば、ドキソルビシン）がより低いｐＨで荷電が強まり、そし
て酸性区画に優先的に分配される「イオン捕捉仮説」として公知な現象と一致する。引き
続く研究における全ての実験を、構築物１ｍｏｌあたり推定３２ｍｏｌ量のＤｏｘでドキ
ソルビシンで飽和させた構築物を使用して行った。
【０１４５】
　培養物中のＴ細胞の増殖性応答をダウンレギュレートすることにおける、Ｄｏｘ負荷さ
せた抗ＣＤ３構築物の効力を試験するために、マウスＢａｌｂ／Ｃ脾細胞を、Ｄｏｘ負荷
させた抗ＣＤ３構築物およびＤｏｘ負荷させた抗Ｂ２２０構築物（ネガティブコントロー
ル）の存在下および非存在下で、プレートに結合した抗ＣＤ３の種々の容量により刺激し
、そして３日後にＴ細胞の増殖を測定した。抗Ｂ２２０－ｄｏｘ構築物（増殖中のＴ細胞
にほとんど影響しないか、または全く影響しないことが示された）とは対照的に、抗ＣＤ
３Ｄｏｘ構築物は、増殖の強力なインヒビターであった。これらの実験において、増殖は
、以下の２つの競合する機構により影響された：抗ＣＤ３構築物の提示により提供された
さらなる刺激に起因する増殖の増大、および標的Ｔ細胞への特異的な薬物送達に起因する
増殖の阻害。
【０１４６】
　同種反応性抗原特異的Ｔ細胞の部分集合の応答および増殖を調節することにおける、薬
物負荷した抗原提示構築物の有用性を調べるために、Ｄｏｘで負荷したＱＬ９Ｌｄ－構築
物（Ｑｌ９ＬｄＤｏｘ）およびＭＣＭＶＬｄＤｏｘ（ネガティブコントロール）を、２Ｃ
マウス脾細胞由来の細胞障害性Ｔ細胞、ＣＤ８＋　Ｔ細胞の精製したナイーブな集団とと
もにインキュベートした。Ｔ細胞を、構築物の存在下または非存在下で、抗ＣＤ３コーテ
ィングしたプレートでの培養物中で、３日間刺激した。抗原特異的Ｔ細胞の培養物の応答
をモニタリングするために、培養の最初の３日間の間に産生されたＩＬ－２の量および３
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日後の全てのＴ細胞の増殖を測定した。ＩＬ－２は、Ｔ細胞の増殖刺激および増殖に必要
とされるオートクラインサイトカインであり、したがって、これはＴ細胞刺激の進行の重
要な指標である。１日後の、ＭＣＭＶＬｄＤｏｘとＱｌ９ＬｄＤｏｘとの間のＩＬ－２産
生における相対的な差は小さく、未処理細胞により産生されたＩＬ－２の量と匹敵した。
このことは予期された知見である。なぜなら、ナイーブなＴ細胞は、活発な増殖応答を実
行するのに少なくとも２０時間の持続的なシグナル伝達を必要とするからである。本発明
者らは、２日後におけるＩＬ－２の特異的な阻害とＩＬ－２の非特異的な阻害との間の識
別可能な変化に注目した。３日目に、本発明者らは、未処理細胞またはＭＣＭＶＬｄＤｏ
ｘで処理した細胞と比べて、Ｑｌ９ＬｄＤｏｘで処理した細胞からのＩＬ－２放出におい
て顕著な阻害を観察した。未処理細胞と比較してＭＣＭＶＬｄＤｏｘが阻害効果を示した
ことの知見は、Ｔ細胞機能のインビトロアッセイで、Ｈ－２ｌｄに関連してＭＣＭＶペプ
チドが精製２Ｃ　Ｔ細胞に全く非特異的であるわけではないという事実と一致する。
【０１４７】
　低濃度のプレートに結合した抗ＣＤ３、およびＤｏｘ負荷させた構築物の非存在下にお
いて、Ｔ細胞は、ＩＬ－２の明らかな放出および同時の増殖（より強いレベルの刺激によ
り迅速に低下する）を示した。ＭＣＭＶＬｄＤｏｘのＩＬ－２放出および増殖プロフィー
ルは、おそらくＴ細胞との非特異的な相互作用に起因して未処理細胞のものより低いが、
Ｑｌ９ＬｄＤｏｘが、抗原特異的Ｔ細胞のＩＬ－２の産生および増殖能力を大幅（６０％
より多く）に阻害したことを、比較により見出した。さらに、ＩＬ－２放出のＱｌ９Ｌｄ

Ｄｏｘ阻害は、調べた全用量範囲にわたって有効だった。これらの結果を合わせて、Ｔ細
胞のポリクローナル集団および抗原特異的な集団の増殖を選択的に阻害する能力を実証す
る。
【０１４８】
　（考察）
　この目的は、高アビディティ相互作用によりＴ細胞の特定の集団を追跡することおよび
Ｔ細胞の特定の集団に薬物を送達することを促進し得る多官能性システムを設計すること
である。薬物送達における無毒性かつナノスケールのポリマーとしてのＰＡＭＡＭデンド
リマーの官能性および実証された有用性に起因して、これらのポリマーを、多官能性抗原
提示構築物の設計のための起点およびコアとして選択した。以下の二つの理由のために、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を、デンドリマーコアに係留した：第一に、ＰＥＧは
直鎖状ポリマーであり、それは構築物に結合したタンパク質に柔軟性を与え、そして結合
したタンパク質が、細胞表面レセプターへの結合のために数ナノメートルの表面領域を走
査することを可能にする。平面状の膜に固定化したＭＨＣによる研究は、個々のＭＨＣ分
子が２０ｎｍ未満で離れている場合に、最も効率的に、Ｔ細胞が結合し、そして応答した
ことを実証した。第二に、ＰＥＧに結合したタンパク質は、独特な特性（例えば、溶解性
の増大、生体適合性、より低い免疫抗原性および望ましい薬物速度論）を帯びるが、主要
な生物学的機能（例えば、レセプター認識）は、しばしば維持され得る。これらは、この
技術の長期間の使用および臨床設定における最終的な有用性のために、重要な特性である
。
【０１４９】
　調製するのが高価かつ困難な広範な種類のリガンドの結合を提供するために、中間カッ
プリングタンパク質として、ストレプトアビジンをＰＥＧ鎖に結合させた。ストレプトア
ビジンは、より少量のビオチン化試薬のカップリングを促進し、そして広い範囲の標的へ
の足場の適用を拡大する。全Ｔ細胞集団または抗原特異的Ｔ細胞集団を標的化するビオチ
ン化試薬を用いるこの使用の範囲を実証した。この報告における抗原特異的Ｔ細胞研究を
、同種反応性の設定でクラスＩ　ＭＨＣタンパク質により実行したが、記載される系は、
他のモデル系に適用可能なあらゆるビオチン化ＭＨＣと組み合わせて使用され得る。
【０１５０】
　デノボで調製されなければならず、かつ薬物を保有するための容量が制限されるタンパ
ク質ベースの送達系とは違って、本明細書に記載のＰＥＧ／ＰＡＭＡＭ複合体は、構築物
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１ｍｏｌあたり３２ｍｏｌまでのドキソルビシンを保有する容量を有する。したがって、
この系は、用量－密度フリーの（ｄｏｓｅ－ｄｅｎｓｅ　ｆｒｅｅ）薬物治療に匹敵する
治療上の可能性を、より低い濃度で提供する。構築物のサイズ、結合体化に利用可能な部
位の数および種々の部位の反応性を全て制御することは、ペプチド／ＭＨＣと補助的なリ
ガンドとの混合物の提示を制御することを可能にする。検討される技術は、この汎用性ゆ
えに独特である。この特徴は、提示されたリガンドの性質および密度に依存する特定の問
題（例えば、提示された抗原の密度および同時刺激により影響されるＴ細胞寛容）に取り
組むために重要である。
【０１５１】
　（実施例４：心臓血管組織工学における薬物送達のための区画をなくした足場へのポリ
（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ）微粒子の結合）
　心臓血管組織工学における区画をなくした足場の使用は、生来の組織と類似するその生
体力学的特性に起因して一般的である。不都合なことに、これらのマトリクスは、加速さ
れたカルシウム沈着を受ける。リンタンパク質であるオステオポンチンはカルシウム沈着
を阻害し、そして微粒子送達による鉱化作用を減少させるために使用され得る。さらに、
心臓血管組織は公知の幾何学で石灰化するので、オステオポンチンがマトリクスの特定の
場所に送達され得る場合に、このことは顕著に有用であり得る。
【０１５２】
　（方法）
　オステオポンチン微粒子（１２５μｇ　ＯＰＮ／ｇ　ＰＬＧＡ）を、自発的な乳化によ
り生成し、遠心分離により洗浄し、そして２４時間凍結乾燥させた。ブタ心臓弁の切片を
集め、化学的に区画をなくし、そしてマウス（ｎ＝３）に皮下移植した。一切片を、オス
テオポンチン微粒子とともに同時移植する一方で、別の切片をコントロールとして、単体
で移植した。７日後、組織を切除し、原子吸光分析によりカルシウム沈着について評価し
た。別々の実験において、微粒子の結合を実証するために、区画をなくしたウシ中足動脈
をビオチン化し、続いてアビジンコーティングされたＰＬＧＡ微粒子とともにインキュベ
ートした。
【０１５３】
　（結果）
　オステオポンチン微粒子により処理した組織は、未処理組織と比較すると、カルシウム
沈着において４５．１％の減少を示した。ＰＬＧＡ微粒子は、区画をなくしたウシ足場の
線維に首尾よく結合した。
【０１５４】
　（結論）
　これらの結果は、オステオポンチン微粒子が、外科的な置換手順の間／後に心臓血管構
造のカルシウム沈着を阻害するのに役立ち得、そしてマトリクス送達のために局所的に結
合し得ることを実証する。その上、これらの粒子は、他の型の生物学的な血管移植片（す
なわち、心臓弁置換のための異種移植片）に奏功し得る。
【０１５５】
　（実施例５：再狭窄を予防するためにラパマイシンを送達するナノ粒子）
　ラパマイシンは、ステントの一部としてのポリマーレザバまたはコーティングにおける
適用によって再狭窄を予防するために、現在使用されている。これらのデバイスの制限は
、手順（例えば、血管形成術、血管移植術、人工血管インプラント、人工関節インプラン
トまたは他の医療用インプラント）と同時か、もしくはその直後またはバイパス手術時で
のナノ粒子の別々の適用により回避される。移植時のラパマイシンの短期間の適用が、再
狭窄に対して有意に長期間の効果を有し得ることが実証されている。ナノ粒子の利点は、
全身送達が存在せず、有効な抗増殖性の量の放出が、数週間の期間を越え、処置に最も重
要な時間の間達成され得ることである。
【０１５６】
　バイパス手術の一般的な形態は、冠状動脈への自家移植のために、肢から伏在静脈を切
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除する工程を伴う。この症例の５０％において、これらの移植片は、大半は再狭窄に起因
して５年以内に脱落する。ナノ粒子は、自己移植片へのラパマイシンまたは他の抗増殖剤
の局所的かつ持続的な送達のために使用され得る。伏在静脈の切除後、組織は、懸濁され
てもよく、そしてしばしば１時間以上、生理食塩水中で懸濁される時に、患者の胸が移植
片の移植のために開胸される。この時点で、ナノ粒子が投与され得る。生理食塩水中での
粒子結合時間は、１時間で十分であり得る。
【０１５７】
　（アビジンコーティングされたラパマイシンナノスフェアの調製）
　１０ｍｇ／ｍｌのアビジンを、２％デオキシコール酸塩緩衝液を含むＰＢＳ中で、１０
倍過剰なＮＨＳ－パルミチン酸と反応させた。混合物を軽く超音波処理し、３７℃で１２
時間、穏やかに混合した。過剰な脂肪酸と加水分解されたエステルとを除去するために、
反応物を、０．１５％デオキシコール酸塩を含むＰＢＳに対して透析した。
【０１５８】
　改変二重エマルジョン方法を、脂肪酸ＰＬＧＡ粒子の調製のために使用した。この手順
において、１００μＬのＰＢＳ中の１ｍｇのローダミンＢを、ボルテックス中のＰＬＧＡ
溶液（２ｍｌのＭｅＣｌ２中１００ｍｇのＰＬＧＡ）に滴下した。次に、この混合物を氷
上で３回、１０秒の間隔で超音波処理した。この時点で、４ｍｌのアビジン－パルミチン
酸塩／ＰＶＡ混合物（２ｍｌの５％ＰＶＡ中２ｍｌのアビジン－パルミチン酸塩）をゆっ
くりとＰＬＧＡ溶液に添加した。その後、これを氷上で３回、１０秒の間隔で超音波処理
した。超音波処理後、この物質を、攪拌中の１００ｍｌの０．３％ＰＶＡに滴下した。こ
れを、一定の室温で４時間、激しく攪拌し、塩化メチレンをエバポレートさせた。次に、
生じたエマルジョンを、１２，０００ｇで１５分間、遠心分離により精製し、続いてＤＩ
水で３回洗浄した。粒子を凍結乾燥させ、それから－２０℃で保存した。サンプルを、走
査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）により性質決定した。サンプルを、アルゴン雰囲気中、陰圧下
で４０ｍＡのスパッタ電流を使用して、金でスパッタコーティングした（Ｄｙｎａｖａｃ
　Ｍｉｎｉ　Ｃｏａｔｅｒ、Ｄｙｎａｖａｃ　ＵＳＡ）。ＳＥＭ分析を、５～１０ｋＶの
加速電圧によるＬａＢ電子銃を使用するＰｈｉｌｉｐｓ　ＸＬ３０　ＳＥＭによって実行
した。
【０１５９】
　（ヒツジ頚動脈へのナノ粒子の付着）
　ヒツジ由来の頚動脈の３つの１×１ｃｍ小片を、上記のように調製した、（ラパマイシ
ンのカプセル化および放出を予測するマーカーとして）ローダミンで負荷したＰＬＧＡア
ビジン標識ナノスフェア中でインキュベートした。インキュベーションを、２５℃のハイ
ブリダイゼーションオーブンで行い、これらをバイアル中に置き、垂直に回転する回転台
（ｃａｒｏｕｓｅｌ）にこのバイアルを吊るすことによる攪拌によって、ナノスフェアの
付着を促進させた。
【０１６０】
　未処理（アビジン微粒子中でインキュベートしなかった）ヒツジ頚動脈の１０倍の倍率
での蛍光顕微鏡写真を、処理した（アビジン微粒子中でインキュベートした）ヒツジ頚動
脈の１０倍の倍率での蛍光顕微鏡写真と比較した。顕微鏡写真により明確に見えるように
、未処理組織と比較して処理した組織において、（ローダミンナノスフェアの付着を示す
）高い程度の蛍光が存在する。
【０１６１】
　（剪断ストレス環境中での付着の安定性）
　ヒツジ動脈の管状部分を、ナノスフェアコーティングした。ナノスフェアの付着後に、
この管を、１時間、リン酸緩衝化生理食塩水（「ＰＢＳ」）流を支持するバイオリアクタ
ーに接続した。この時間の後、組織をバイオリアクターから取り外し、エッペンドルフチ
ューブに入れ、そして新しいＰＢＳ中でインキュベートして、この導管から放出されたロ
ーダミンの量を測定した。１時間後、この導管を、新しいＰＢＳが入った新しいチューブ
に入れ、古いＰＢＳを、蛍光について測定した。４つの画分を、この様式で測定した。こ
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れは、ナノスフェアコーティングされた導管が、剪断ストレスの後に粒子が全て流失する
ことなく、制御された様式で薬物を送達し得たことを実証した。
【０１６２】
　（粒子サイズの選択）
　ナノ粒子（５０ｎｍ～５００ｎｍ）を、カップリング系に使用した。粒子の単位質量に
対する表面積を最大化することは、血管組織への粒子の結合を改善するはずである。また
、粒子の流失がより小さな脈管（毛細管は、５ミクロンの小ささであり得る）の下流の閉
塞を生じる点に関して、ナノ粒子はより良い。
【０１６３】
　（ラパマイシンのカプセル化）
　ラパマイシンを、ＰＬＧＡナノ粒子中にカプセル化し、そしてＰＢＭＣアッセイを使用
して、生物活性を確認した。簡潔に述べると、ＰＢＭＣ細胞を、ＩＬ　１２およびＩＬ　
１８により刺激した。ラパマイシンの存在下で、インターフェロンの分泌は阻害され、ラ
パマイシン濃度とインターフェロンレベルとの間に逆相関をもたらす。この特定の実験に
おいて、１０ｍｇのラパマイシン粒子を、１０ｍｌのＰＢＳ中に懸濁した。種々の時点に
おいて、１００μｌのＰＢＳを、引き続くＰＢＭＣの処理のために、この１０ｍｌから採
取した。このデータは、ナノ粒子から放出されたラパマイシンが生物的に活性であること
を示す。
【０１６４】
　（ラパマイシン投薬）
　ステントのデータに基づく、自家移植片へのラパマイシンの望ましい投薬は、１ｍｍ２

移植片あたり１μｇ～５００μｇ、より好ましくは１ｍｍ２移植片あたり２００μｇ～２
ｍｇの標的コーティング量のラパマイシンとして計算され、２８日目に約７５％のラパマ
イシンが溶出した。放出は、移植時から移植後３日～６ヶ月までの投薬量の範囲にわたっ
て発生し得る。
【０１６５】
　（実施例６：組織工学マトリクスであるＩＮＴＥＧＲＡＴＭにおける抗生物質の送達の
ための微粒子）
　（材料および方法）
　ＩｎｔｅｇｒａＴＭ（合成皮膚として熱傷を処置するために使用される組織工学製品）
を、組織様マトリクスに接着するよう設計したナノ粒子により処理した。３つの１×１ｃ
ｍのＩＮＴＥＧＲＡＴＭ小片を、実施例５に上記されるように調製した、（ラパマイシン
のカプセル化および放出を予測するマーカーとして）ローダミンで負荷したＰＬＧＡアビ
ジン標識ナノスフェア中でインキュベートした。インキュベーションを、２５℃のハイブ
リダイゼーションオーブンで行い、これらをバイアル中に置き、垂直に回転する回転台に
このバイアルを吊るすことによる攪拌によって、ナノスフェアの付着を促進させた。
【０１６６】
　（結果）
　未処理（アビジン微粒子中でインキュベートしなかった）ＩＮＴＥＧＲＡＴＭの１０倍
の倍率での蛍光顕微鏡写真を、処理した（アビジン微粒子中でインキュベートした）ＩＮ
ＴＥＧＲＡＴＭの１０倍の倍率での蛍光顕微鏡写真と比較した。顕微鏡写真により明確に
見えるように、未処理組織と比較して、処理した組織において（ローダミンナノスフェア
の付着を示す）高い程度の蛍光が存在する。
【０１６７】
　ＩＮＴＥＧＲＡＴＭは、熱傷被害者のための皮膚移植片として使用される。代表的にＩ
Ｉ度またはＩＩＩ度の熱傷を有する患者は、２、３週間ＩＮＴＥＧＲＡＴＭにより処置さ
れ、その後、自己皮膚移植片が適用される。不都合なことに、感染が、この型の処置に伴
う主要な問題である。この研究は、これらのナノ粒子が、外傷への適用前２、３週間の間
、ＩＮＴＥＧＲＡＴＭに付着し、そしてＩＮＴＥＧＲＡＴＭに薬剤を送達するように、こ
の粒子がＩＮＴＥＧＲＡＴＭを「浸漬コーティングする（ｄｉｐ－ｃｏａｔ）」ために使
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