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(57)【要約】
　Ｆａｓリガンドに特異的であるリガンド結合部分、および薬理学的活性剤またはマーカ
ーのためのキャリアを含む、薬理学的活性剤またはマーカーを細胞に送達するための送達
媒体。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　薬理学的活性剤またはマーカーを細胞に送達するための送達媒体であって、Ｆａｓリガ
ンドに特異的であるリガンド結合部分、および前記薬理学的活性剤またはマーカーのため
のキャリアを含む、送達媒体。
【請求項２】
　前記キャリアが、マイクロ粒子、ナノ粒子、マイクロカプセル、マイクロスフェア、ミ
セル、またはリポソームである、請求項１に記載の送達媒体。
【請求項３】
　前記キャリアが、マイクロ粒子である、請求項２に記載の送達媒体。
【請求項４】
　前記マイクロ粒子が、０．０１μｍ、０．０５μｍ、０．１μｍ、０．２μｍ、０．５
μｍ、１μｍ、２μｍ、５μｍ、または１０μｍまでの平均径を有するか、または０．１
μｍから１０μｍ、０．２μｍから５μｍ、０．３μｍから２μｍ、０．４μｍから１．
５μｍ、もしくは０．５μｍから１μｍの平均径を有する、請求項３に記載の送達媒体。
【請求項５】
　Ｆａｓリガンドに特異的である前記媒体の前記リガンド結合部分が：
　（ａ）Ｆａｓ受容体もしくはその誘導体；
　（ｂ）完全長Ｆａｓタンパク質もしくはその断片；
　（ｃ）Ｆａｓタンパク質の細胞外ドメインもしくはその断片；または、
　（ｄ）Ｆａｓタンパク質のリガンド結合ドメイン
　を含むか、またはそれから成る、請求項１から４のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項６】
　Ｆａｓリガンドに特異的である前記媒体の前記リガンド結合部分が：
　（ａ）ペプチド、タンパク質、アプタマー、抗体、抗体断片、融合タンパク質、または
キメラタンパク質；
　（ｂ）免疫グロブリンの結晶化可能断片領域（Ｆｃ領域）と融合してキメラ融合タンパ
ク質を形成したＦａｓタンパク質、またはその断片、
　である、請求項１から５のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項７】
　Ｆａｓリガンドに特異的な複数のリガンド結合部分を含む、請求項１から６のいずれか
一項に記載の送達媒体。
【請求項８】
　前記リガンド結合部分またはその各々が、ヒトまたはマウス由来である、請求項１から
７のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項９】
　前記リガンド結合部分またはその各々が、表面吸収、吸着、化学結合、またはマトリッ
クス内組み込みによって前記キャリアとカップリングしている、請求項１から８のいずれ
か一項に記載の送達媒体。
【請求項１０】
　前記リガンド結合部分またはその各々が、前記キャリアと共有結合または非共有結合に
よって会合している、請求項１から９のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項１１】
　前記リガンド結合部分またはその各々が、連結分子を介して前記キャリアとカップリン
グしている、請求項１から１０のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項１２】
　前記連結分子が、免疫グロブリンの結晶化可能断片領域（Ｆｃ）である、請求項１２に
記載の送達媒体。
【請求項１３】
　前記薬理学的活性剤、マーカー、または薬物が、好ましくは、Ｆａｓリガンドと特異的
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に結合する能力を持たない剤である、請求項１から１２のいずれか一項に記載の送達媒体
。
【請求項１４】
　前記薬理学的活性剤またはマーカーが、好ましくは標的細胞にて、もしくはその内部で
放出されるように、前記キャリアと結合しているか、またはそれに含有されているか、も
しくはカプセル化されている、請求項１から１３のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項１５】
　前記送達媒体が、薬理学的物質を含有するマイクロ粒子であり、前記マイクロ粒子は、
Ｆａｓ、その誘導体、またはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子と、共有結合または
非共有結合によって会合している、請求項１から１４のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項１６】
　前記薬理学的活性剤が、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、ポ
リサッカリド、脂質、小分子薬物、またはその他のいずれの生物学的活性物質である、請
求項１から１５のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項１７】
　前記薬理学的活性剤が、細胞内で活性であるか、または標的細胞内部の成分に対して特
異的である、請求項１から１６のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項１８】
　前記薬理学的活性剤が、細胞毒性剤、または細胞分裂阻害剤であり、好ましくは、抗癌
剤、特にドキソルビシンまたはパクリタキセルである、請求項１から１７のいずれか一項
に記載の送達媒体。
【請求項１９】
　前記マーカーが、蛍光マーカー、放射性核種、または造影剤である、請求項１から１４
のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項２０】
　前記薬理学的活性剤またはマーカーが、前記キャリアもしくはマイクロ粒子によって含
有されるかまたはカプセル化されている、請求項１から１９のいずれか一項に記載の送達
媒体。
【請求項２１】
　前記薬理学的活性剤もしくはマーカーが、化学結合によって前記キャリアもしくはマイ
クロ粒子と結合、またはその内部に存在しているか、または、前記キャリアもしくはマイ
クロ粒子を形成する物質のマトリックス内に物理的に組み込まれている、請求項１から２
０のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項２２】
　医療用である、請求項１から２１のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項２３】
　治療用である、請求項１から２２のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項２４】
　前記薬理学的活性剤またはマーカーが、前記キャリアと結合しているか、またはそれに
含有されているか、もしくはカプセル化されている、請求項２２または２３に記載の送達
媒体。
【請求項２５】
　新生物もしくは神経障害に関連する疾患または医学的病状の治療のためのものである、
請求項２２から２４のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項２６】
　疾患または医学的病状の治療方法であって、請求項１から２５のいずれか一項に記載の
送達媒体を対象へ投与することを含み、ここで、前記送達媒体は、前記薬理学的活性剤の
効果量を含む、方法。
【請求項２７】
　前記疾患または病状が、脳腫瘍、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、腹腔内腫瘍、卵巣腫瘍、胃



(4) JP 2012-533613 A 2012.12.27

10

20

30

40

50

腸腫瘍、結腸癌、肺癌、膵臓癌、またはＦａｓリガンドが腫瘍細胞中で発現される癌の種
類もしくは腫瘍である、請求項２５に記載の送達媒体、または請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記疾患または病状が、神経疾患であり、場合に応じて運動ニューロン疾患、アルツハ
イマー病、パーキンソン病、神経因性疼痛症候群、または末梢神経もしくは脊髄損傷であ
ってよい、請求項２５に記載の送達媒体、または請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　Ｆａｓリガンド発現細胞の検出を含み、ここで、マーカーが前記キャリアと結合してい
るか、またはそれに含有されているか、もしくはカプセル化されている診断方法に用いる
ためのものである、請求項１から２２のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項３０】
　請求項１から２２のいずれか一項に記載の送達媒体を対象へ投与することによってＦａ
ｓリガンド発現細胞を検出することを含み、ここで、マーカーが前記キャリアと結合して
いるか、またはそれに含有されているか、もしくはカプセル化されている、診断の方法。
【請求項３１】
　前記診断方法、または診断の方法が、新生物または神経障害を診断する方法である、請
求項２９に記載の送達媒体、または請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　請求項１から２５、２７から２９、および３１のいずれか一項に記載の送達媒体、なら
びに１もしくは２つ以上の生理学的にまたは薬理学的に許容されるキャリア、賦形剤、ま
たは安定化剤を含む医薬組成物。
【請求項３３】
　請求項１から２５、２７から２９、および３１のいずれか一項に記載の送達媒体を作製
するための方法であって、薬理学的活性剤、マーカー、もしくは薬物を含有するかまたは
カプセル化するマイクロ粒子を形成する工程、およびＦａｓリガンドに特異的であるリガ
ンド結合部分を前記マイクロ粒子に結合させる工程を含む、方法。
【請求項３４】
　薬理学的活性剤を含有するマイクロ粒子であって、Ｆａｓ、その誘導体、またはＦａｓ
リガンドに対する特異的結合分子と共有結合または非共有結合によって会合している、マ
イクロ粒子。
【請求項３５】
　前記マイクロ粒子が、０．０１μｍ、０．０５μｍ、０．１μｍ、０．２μｍ、０．５
μｍ、１μｍ、２μｍ、５μｍ、または１０μｍまでの平均径を有する、請求項３４に記
載のマイクロ粒子。
【請求項３６】
　前記キャリアまたはマイクロ粒子が、ＰＬＧＡ（乳酸－グリコール酸共重合体マトリッ
クス）、ＰＬＡ（ポリ乳酸）、ＰＣＬ（ポリ－ε－カプロラクトン）、もしくはＰＨＢ（
ポリヒドロキシブチレート）を含むか、または、キトサン生分解性マイクロスフェア、ケ
イ素系粒子、高分子電解質カプセル、デンドリマー、もしくはリポソームである、請求項
３４もしくは請求項３５に記載のマイクロ粒子、または請求項１から２５、２７から２９
、および３１のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項３７】
　前記キャリアまたはマイクロ粒子が、ポリアルキレン、ポリカーボネート、ポリ（ジオ
キサノン）、ポリ酸無水物、ポリヒドロキシ酸、ポリフマレート、ポリカプロラクトン、
ポリアミド、ポリアセタール、ポリエーテル、ポリエステル、ポリ（オルソエステル）、
ポリヒドロキシブチレート、ポリビニルアルコール、ポリウレタン、ポリホスファゼン、
ポリアクリレート、ポリメタクリレート、ポリシアノアクリレート、ポリウレア、ポリス
チレン、ポリアミン、ポリ（アリレート）、ポリカーボネート、ポリ（プロピレンフマレ
ート）、ポリヒドロキシアルカノエート、ポリケタール、ポリエステルアミド、ポリヒド
ロキシバリレート、ポリオルソカーボネート、ポリ（ビニルピロリドン）、ポリアルキレ
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ンオキサレート、ポリアルキレンスクシネート、ポリ（リンゴ酸）、ポリ（メチルビニル
エーテル）、およびポリ（無水マレイン酸）から成る群より選択されるポリマーを含む、
請求項３４もしくは請求項３５に記載のマイクロ粒子、または請求項１から２５、２７か
ら２９、および３１のいずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項３８】
　前記キャリアまたはマイクロ粒子が、非ポリマーである、請求項３４から３７のいずれ
か一項に記載のマイクロ粒子、または請求項１から２５、２７から２９、および３１のい
ずれか一項に記載の送達媒体。
【請求項３９】
　前記マイクロ粒子が、表面吸収、吸着、化学結合、またはマトリックス内組み込みによ
ってＦａｓ、その誘導体、またはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子と共有結合また
は非共有結合によって会合している、請求項３４から３８のいずれか一項に記載のマイク
ロ粒子。
【請求項４０】
　前記Ｆａｓ誘導体が、完全長Ｆａｓ、ＦａｓＦｃ、またはＦａｓの融合タンパク質であ
る、請求項３４から３９のいずれか一項に記載のマイクロ粒子。
【請求項４１】
　前記Ｆａｓリガンドに対する特異的結合分子が、ペプチド、タンパク質、アプタマー、
抗体、または抗体断片である、請求項４０に記載のマイクロ粒子。
【請求項４２】
　医療用である、請求項３４から４１のいずれか一項に記載のマイクロ粒子。
【請求項４３】
　脳腫瘍、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、腹腔内腫瘍、卵巣腫瘍、胃腸腫瘍、結腸癌、肺癌、
膵臓癌、ならびにＦａｓリガンドが腫瘍細胞中で発現される癌の種類および腫瘍から成る
群より選択される疾患または病状の治療に用いられる、請求項３４から４２のいずれか一
項に記載のマイクロ粒子。
【請求項４４】
　神経疾患、運動ニューロン疾患、アルツハイマー病、パーキンソン病、神経因性疼痛症
候群、ならびに末梢神経および脊髄損傷から成る群より選択される疾患または病状の治療
に用いられる、請求項３４から４３のいずれか一項に記載のマイクロ粒子。
【請求項４５】
　請求項３４から４１のいずれか一項に記載のマイクロ粒子、または請求項１から２５、
２７から２９、および３１のいずれか一項に記載の送達媒体を細胞内へ送達するための方
法であって、前記送達媒体またはマイクロ粒子を前記細胞へ投与することを含む、方法。
【請求項４６】
　疾患または病状を治療する方法であって、請求項３４から４１のいずれか一項に記載の
マイクロ粒子を、前記疾患または病状の治療に効果的である量で患者に投与することを含
む、方法。
【請求項４７】
　前記疾患または病状が、脳腫瘍、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、腹腔内腫瘍、卵巣腫瘍、胃
腸腫瘍、結腸癌、肺癌、膵臓癌、ならびにＦａｓリガンドが腫瘍細胞中で発現される癌の
種類および腫瘍から成る群より選択される、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記疾患または病状が、神経疾患、運動ニューロン疾患、アルツハイマー病、パーキン
ソン病、神経因性疼痛症候群、ならびに末梢神経および脊髄損傷から成る群より選択され
る、請求項４６に記載の方法。
【請求項４９】
　薬理学的活性物質を含有するマイクロ粒子の修飾におけるＦａｓ、その誘導体、または
Ｆａｓリガンドに対する特異的結合分子の使用であって、前記修飾は、表面吸収、吸着、
化学結合により、またはＦａｓの前記粒子へのマトリックス内組み込みにより、Ｆａｓ、
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その誘導体、もしくはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子とマイクロ粒子との共有結
合による、または非共有結合による会合をもたらすものである、使用。
【請求項５０】
　薬理学的活性物質を含有するマイクロ粒子の作製のための方法であって、ここで、前記
マイクロ粒子は、Ｆａｓ、その誘導体、またはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子と
共有結合、または非共有結合によって会合するものであり、前記マイクロ粒子を、表面吸
収、吸着、化学結合によって、またはマトリックス内組み込みによって、Ｆａｓ、その誘
導体、またはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子と会合させることを含む、方法。
【請求項５１】
　前記Ｆａｓ誘導体が、完全長Ｆａｓ、ＦａｓＦｃ、またはＦａｓの融合タンパク質であ
る、請求項４９に記載の使用または請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記Ｆａｓリガンドに対する特異的結合分子が、ペプチド、タンパク質、アプタマー、
抗体、または抗体断片である、請求項４９に記載の使用または請求項５０に記載の方法。
【請求項５３】
　請求項３４から４１のいずれか一項に記載のマイクロ粒子、および適切な賦形剤を含む
、医薬組成物。
【請求項５４】
　薬物、およびＦａｓ、その誘導体、またはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子を含
む、薬物接合体。
【請求項５５】
　前記Ｆａｓ誘導体が、完全長Ｆａｓ、ＦａｓＦｃ、またはＦａｓの融合タンパク質であ
る、請求項５４に記載の薬物接合体。
【請求項５６】
　前記Ｆａｓリガンドに対する特異的結合分子が、ペプチド、タンパク質、アプタマー、
抗体、または抗体断片である、請求項５４に記載の薬物接合体。
【請求項５７】
　医療用である、請求項５４から５６のいずれか一項に記載の薬物接合体。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、薬物送達の分野に関する。より詳細には、本発明は、標的化送達媒体または
薬物キャリア、ならびに治療および診断用途におけるこれらの使用に関する。好ましくは
、本発明に従う媒体またはキャリアは、それらの標的細胞に対して高い特異性を有し、薬
理学的活性剤または検出可能マーカーの効果的な細胞内送達を提供することができる。態
様では、本発明は、薬理学的活性剤または検出可能マーカーをＦａｓリガンド発現細胞へ
特異的に送達するための手段を提供する。本発明は、組成物、ならびに治療、特に新生物
および神経障害の治療または予防における使用にも拡張される。
【背景技術】
【０００２】
　現在、ほとんどの薬物は全身投与される。ほとんどの治療薬では、薬剤の大部分が全身
クリアランスによって体内から排出され、薬剤の僅かな一部のみが標的器官または組織に
到達する。さらに、健全な組織および器官の投与薬物への全身曝露は、重篤な毒性を引き
起こす可能性がある。毒性のリスクは、薬物の用量が高く体積が多い場合に悪化する可能
性があるが、これらは、低い生体利用度の克服、および対象内での適切な分布の提供に必
要であることが多い。逆に、標的化薬物送達は、薬剤を対象とする組織または器官に集中
させ、同時に全身薬物曝露を最小限に抑えることを目的としている。しかし、標的化薬物
送達の既存のシステムは理想的ではなく、現在の薬物治療計画は、全身薬物曝露に付随す
る毒性の問題への対処が不十分である。これは、癌治療の分野で特にそうであり、この場
合、細胞毒性抗癌薬は、それが健全組織に与えうる損傷の結果としての重篤な副作用を起
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こす恐れがある。従って、標的組織または器官へ薬物を選択的に送達する標的化薬物送達
計画が切実に求められている。そのような計画であれば、薬物に関連する毒性のリスクを
最小限に抑えながら、薬物の治療指数が高められることによって薬物治療の効力が改善さ
れるはずである。
【０００３】
　さらに、ＲＮＡ干渉（非特許文献１、非特許文献２）またはペプチドに基づく細胞内修
飾因子（非特許文献３）などの新しい治療計画と合わせて、ゲノミクス、エピゲノミクス
、およびプロテオミクスの知識が豊富となったことで、疾患治療の可能性が変化しつつあ
る。特に、個別の細胞型の治療、または例えば癌で見られるような異常細胞の破壊を選択
的に行う目的で、細胞内標的に作用する能力を有する小分子またはより大きい生物学的薬
物を製剤することが望ましい。しかし、細胞内活性薬物の候補は、その細胞内標的分子と
相互作用を起こすための細胞膜の貫通ができないために、薬理学的に有用となり得ないこ
とが多い。細胞膜は、脂質の二重層であり、これは通常、細胞内部環境を細胞外部（また
は外側）環境から分離する半透過性バリアとして作用する。細胞膜を通して薬物を運搬す
るための現在の送達システムは、想定されるほど効率的でも信頼性が高いわけでもない。
従って、効率的な細胞内薬物送達システムが求められている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｍｅｌｌｏ　＆　Ｃｏｎｔｅ，２００４
【非特許文献２】Ｇｒｉｍｍ，２００９
【非特許文献３】Ｓａｗｙｅｒ　ＴＫ，２００９
【発明の概要】
【０００５】
　本発明の第一の局面によると、薬理学的活性剤またはマーカーを細胞に送達するための
、Ｆａｓリガンドに特異的なリガンド結合部分および薬理学的活性剤またはマーカーのた
めのキャリアを含む送達媒体が提供される。
【０００６】
　この送達媒体は、Ｆａｓリガンドに特異的なリガンド結合部分および薬物のためのキャ
リアを含む薬物送達媒体であってよい。リガンド結合部分は、本発明に従う送達媒体をＦ
ａｓリガンド発現細胞へ標的化することができる。従って、送達媒体は、薬理学的活性剤
、マーカー、または薬物の細胞内送達を提供することができる。薬理学的活性剤、マーカ
ー、または薬物は、好ましくは、Ｆａｓリガンドと特異的に結合する能力を持つ薬剤では
ない。
【０００７】
　本発明に従うキャリアは、マイクロ粒子、ナノ粒子、マイクロカプセル、マイクロスフ
ェア、ミセル、またはリポソームであってよい。好ましくは、キャリアは、マイクロ粒子
である。マイクロ粒子は、０．０１μｍ、０．０５μｍ、０．１μｍ、０．２μｍ、０．
５μｍ、１μｍ、２μｍ、５μｍ、または１０μｍまでの平均径を有していてよい。マイ
クロ粒子は、０．１μｍから１０μｍ、好ましくは０．２μｍから５μｍ、より好ましく
は０．３μｍから２μｍ、さらにより好ましくは０．４μｍから１．５μｍ、最も好まし
くは０．５μｍから２μｍの平均径を有していてよい。マイクロ粒子は、乳酸－グリコー
ル酸共重合体（ＰＬＧＡ）マトリックスを含んでいてよい。
【０００８】
　Ｆａｓリガンドに特異的である媒体のリガンド結合部分は、Ｆａｓ受容体またはその誘
導体を含んでいてよい。それはまた、完全長Ｆａｓタンパク質であっても、またはその断
片であってもよい。リガンド結合部分は、Ｆａｓタンパク質の細胞外ドメインもしくはそ
の断片を含むか、またはそれから成っていてよく、好ましくは、Ｆａｓタンパク質のリガ
ンド結合ドメインを含むか、またはそれから成っている。媒体のリガンド結合部分は、ペ
プチド、タンパク質、アプタマー、抗体、抗体断片、融合タンパク質、またはキメラタン
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パク質であってよい。リガンド結合部分は、免疫グロブリンの結晶化可能断片領域（Ｆｃ
領域）と融合してキメラ融合タンパク質、すなわちＦａｓ－Ｆｃ、を形成したＦａｓタン
パク質、またはその断片であってよい。好ましくは、免疫グロブリンは、ＩｇＧ１などの
ヒト免疫グロブリンである。媒体は、Ｆａｓリガンドに特異的な複数のリガンド結合部分
を含んでいてよく、後者の各々は、前述の例のいずれによっても実現することができる。
【０００９】
　この、または各々のリガンド結合部分は、どのような由来のものであってもよいが、好
ましくは、ヒトもしくはマウス、またはその組み合わせである。
【００１０】
　この、または各々のリガンド結合部分は、特にマイクロ粒子の場合、表面吸収、吸着、
化学結合、もしくはマトリックス内組み込みによってキャリアとカップリングしていてよ
く、または、特にキャリアがマイクロ粒子の場合、キャリアと共有結合もしくは非共有結
合によって会合していてよい。この、または各々のリガンド結合部分は、連結分子を介し
てキャリアとカップリングしていてよい。連結分子は、免疫グロブリン、好ましくはＩｇ
Ｇ１などのヒト免疫グロブリンの結晶化可能断片領域（Ｆｃ）であってよい。
【００１１】
　別の選択肢として、アビジン－ビオチンなどの連結系を用いて、Ｆａｓリガンドに特異
的なリガンド結合部分をキャリアと間接的にカップリングさせてもよい。従って、連結分
子は、アビジンまたはビオチンであってよい。Ｆａｓリガンドに特異的なリガンド結合部
分は、これをビオチン化して、アビジン－コーティングしたキャリア表面にカップリング
させてよい。別の連結分子としては、ブドウ球菌プロテインＡであってよい。
【００１２】
　好ましい態様では、薬理学的活性剤、マーカー、または薬物は、好ましくは標的細胞に
て、もしくはその内部で放出されるように、キャリアと結合しているか、またはそれに含
有されているか、もしくはカプセル化されている。
【００１３】
　本発明の第一の局面の特に好ましい態様では、送達媒体は、薬理学的活性物質を含有す
るマイクロ粒子であり、ここで、マイクロ粒子は、Ｆａｓ、その誘導体、もしくはＦａｓ
リガンドに対する特異的結合分子と共有結合または非共有結合によって会合している。
【００１４】
　薬理学的活性剤は、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、ポリサ
ッカリド、脂質、小分子薬物、またはその他のいずれの生物学的活性物質であってもよい
。薬理学的活性剤は、細胞内で作用してよく、または標的細胞内部の成分に対して特異的
であってもよい。薬理学的活性剤は、細胞毒性剤、または細胞分裂阻害剤であってよい。
また、薬理学的活性剤としては、細胞毒性放射性核種、化学毒素、またはタンパク質毒素
も挙げることができる。好ましくは、薬理学的活性剤は、抗癌剤、特にドキソルビシンま
たはパクリタキセルである。
【００１５】
　マーカーは、蛍光マーカー、放射性核種、または造影剤であってよい。従って、マーカ
ーは、検出可能マーカー、またはイメージングマーカーであってよい。
【００１６】
　薬理学的活性剤、マーカー、または薬物は、特にキャリアがマイクロ粒子である場合、
キャリアによって含有されるかまたはカプセル化されていてよい。活性剤、マーカー、ま
たは薬物は、化学結合によってキャリアもしくはマイクロ粒子と結合しているか、または
その内部にあってよく、または、キャリアを形成する物質のマトリックス内に物理的に組
み込まれていてもよい。
【００１７】
　第二の局面では、本発明は、医療に、好ましくは治療目的に用いられる、本発明の第一
の局面に従う送達媒体を提供する。本局面では、薬理学的活性剤、マーカー、または薬物
は、キャリアと結合しているか、またはそれに含有されているか、もしくはカプセル化さ



(9) JP 2012-533613 A 2012.12.27

10

20

30

40

50

れていることが好ましい。
【００１８】
　治療目的とは、新生物または神経障害に関連する疾患または医学的病状の治療であって
よい。
【００１９】
　本発明はまた、さらなる局面において、疾患または医学的病状の治療方法も提供し、そ
の方法は、本発明の第一の局面に従う送達媒体を対象へ投与することを含み、ここで、送
達媒体は、薬理学的活性剤または薬物の効果量を含む。
【００２０】
　疾患または病状は、脳腫瘍、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、腹腔内腫瘍、卵巣腫瘍、胃腸腫
瘍、結腸癌、肺癌、膵臓癌、またはＦａｓリガンドが腫瘍細胞中で発現される癌の種類も
しくは腫瘍であってよい。好ましくは、疾患または病状は、卵巣癌または髄芽腫である。
【００２１】
　疾患または病状は、運動ニューロン疾患、アルツハイマー病、パーキンソン病、神経因
性疼痛症候群、および末梢神経または脊髄損傷を含む神経疾患であってよい。
【００２２】
　本発明のさらなる局面によると、Ｆａｓリガンド発現細胞の検出を含む診断方法に用い
るための、本発明の第一の局面に従う送達媒体が提供され、ここで、マーカーが、キャリ
アと結合しているか、またはそれに含有されているか、もしくはカプセル化されている。
【００２３】
　別の局面では、本発明は、本発明に従う送達媒体を対象へ投与することによってＦａｓ
リガンド発現細胞を検出することを含む診断の方法を提供し、ここで、マーカーが、キャ
リアと結合しているか、またはそれに含有されているか、もしくはカプセル化されている
。
【００２４】
　好ましくは、診断方法、または診断の方法は、新生物または神経障害を診断する方法で
ある。
【００２５】
　本発明はまた、本発明に従う送達媒体、および１もしくは２つ以上の生理学的または薬
理学的に許容されるキャリア、賦形剤、または安定化剤を含む医薬組成物も提供する。そ
のような組成物は、本明細書で述べる用途および方法のいずれにも用いることができる。
【００２６】
　別の局面では、本発明は、本発明に従う送達媒体を作製するための方法を提供し、その
方法は、薬理学的活性剤、マーカー、もしくは薬物を含有するかまたはカプセル化するマ
イクロ粒子を形成する工程、およびＦａｓリガンド特異的リガンド結合部分を前記マイク
ロ粒子に結合させる工程を含む。
【００２７】
　発明者らは、驚くべきことに、Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド系が、マイクロ粒子の取り込み
を高めることができることを見出した。この手法を用いることで、発明者らは、Ｆａｓと
カップリングしたマイクロ粒子により薬物を標的細胞へ送達することができることを示し
た。この分子標的化の方法により、Ｆａｓリガンド発現細胞によるマイクロ粒子の細胞内
取り込みが高められる。
【００２８】
　本特許出願において、発明者らは、薬物送達粒子（例：乳酸－グリコール酸共重合体マ
トリックス（ＰＬＧＡ）、ポリ乳酸（ＰＬＡ）、ポリ－ε－カプロラクトン（ＰＣＬ）、
ポリドロキシブチレート（ＰＨＢ）、またはキトサン生分解性マイクロスフェア、ケイ素
系粒子、高分子電解質カプセル、リポソームなど）を修飾してこれらの取り込みの向上、
ならびにニューロン、癌細胞、および／または種々のＦａｓリガンド（ＦａｓＬ、アポ－
１Ｌ、ＣＤ９５Ｌ）発現細胞を含む特定の細胞への特異化を行うための、Ｆａｓ（アポ－
１、ＣＤ９５とも称される）、Ｆａｓの融合タンパク質（例：キメラ融合タンパク質：免
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疫グロブリンの結晶化可能断片領域（Ｆｃ領域）と融合したＦａｓ（ＦａｓＦｃ）など）
、および／またはＦａｓの役割を再現する能力を有する同等部分（例：ペプチド、タンパ
ク質、アプタマーなど）の新規な使用を初めて報告する。本発明から、発明者らはまた、
治療的送達のための薬物接合体としてのＦａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）、Ｆａｓの融合タ
ンパク質（例：ＦａｓＦｃなど）、および／またはＦａｓの役割を再現する能力を有する
同等部分（例：ペプチド、タンパク質、アプタマーなど）の使用の可能性についても報告
する。従って、本発明は、薬物およびその他の物質の生物細胞への細胞内送達を可能とし
、生物医学的研究および治療の分野に適用することができる。
【００２９】
　Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド系は、発明者らの知る限りにおいて、アポトーシスおよび非免
疫組織における種々の新しい役割について広く研究されてきたが、標的化、および細胞に
おける薬物の細胞内取り込みの向上のためのＦａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）修飾薬物充填
マイクロ粒子（例：ＰＬＧＡ、ＰＣＬ、高分子電解質カプセル、またはリポソーム）、ま
たはＦａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）接合薬物の使用に関する先行技術はない。さらに、本
発明は、非自明性を有し、ならびに、癌、神経病状、およびその他の疾患を患う患者への
治療製剤の送達において、ならびに／または生物医学および創薬における研究ツールとし
て、著しい産業上の利用性を有する。
【００３０】
　細胞内薬物送達システムは、末梢部位での不要な副作用を低減するものであり、数々の
技術が現在研究されており、例えば、標的化ナノ粒子（Ｆａｒｏｋｈｚａｄ　ｅｔ　ａｌ
．，２００６；Ｇｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｆａｒａｊｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００９
）である。また、細胞内薬物送達にマイクロ粒子を用いることも可能であり、これは、薬
物の効力向上および持続放出のために充填容量を大きくできるという利点がある。
【００３１】
　しかし、マイクロ粒子を用いた薬物送達に関する研究はあまりなく、それらは、本質的
に、マクロファージなどのプロフェッショナル貪食細胞（ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ　ｐ
ｈａｇｏｃｙｔｅｓ）に関するものである（Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｂ
ｒａｎｄｈｏｎｎｅｕｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００９）。発明者らおよび他の研究者らは、
非プロフェッショナル貪食細胞（ｎｏｎ－ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ　ｐｈａｇｏｃｙｔ
ｅｓ）、すなわちニューロンの貪食能を研究し、直径が０．５ミクロンより大きい生物粒
子および合成粒子の摂取を実証した（Ｅｓｓｅｌｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｂｏ
ｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。この特性はニューロンについては広く認識はされて
いなかったが、多くの非プロフェッショナル貪食細胞が、線維芽細胞および上皮細胞を含
む比較的大きな粒子を摂取する能力を有することは多く報告されている（Ｒａｂｉｎｏｖ
ｉｔｃｈ，１９９５）。非プロフェッショナル貪食細胞における貪食を媒介するメカニズ
ムの理解を深めることは、これらの細胞を標的とする薬物送達粒子設計の手助けとなり得
る。例えば、海馬ニューロンの場合のテレンセファリンなどの特定の細胞表面受容体によ
って取り込みが調節され得ることが最近示された（Ｅｓｓｅｌｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，２
００４；国際公開公報第／２００６／０３００１３号「Ｔｈｅ　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ　ｉｎ　ｎｅｕｒｏｎｓ」）。
【００３２】
　発明者らは、驚いたことに、貪食に関与することがこれまでは知られていなかったＦａ
ｓリガンドが、ＦａｓおよびＦａｓ接合体の細胞内取り込みを可能とすることが見出した
。本発明において、Ｆａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）タンパク質が、薬物充填マイクロ粒子
の修飾に基づく細胞内薬物送達システムに用いられる。Ｆａｓ、Ｆａｓの融合タンパク質
、および／またはＦａｓの役割を再現する能力を有する同等部分による薬物充填粒子の表
面修飾により、ニューロン、癌細胞、および／または種々のＦａｓリガンド（ＦａｓＬ、
アポ－１Ｌ、ＣＤ９５Ｌ）発現細胞を含む特定の細胞によるマイクロ粒子のインターナリ
ゼーションが大きく高められる。
【００３３】
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　発明者らは、Ｆａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）表面修飾マイクロ粒子が、未修飾粒子、ま
たはその他のリガンドで修飾された粒子と比較して、多くの細胞型によって選択的に摂取
されることを示す多くのデータを有する（実施例で示すように）。発明者らはまた、薬剤
含有マイクロ粒子として作られた生分解性Ｆａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）表面修飾ＰＬＧ
Ａ系マイクロ粒子が、細胞によって取り込まれ、充填された薬剤を研究対象細胞内部へ送
達することも示す。実施例で示されるように、発明者らは、Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド－補
助貪食を介して、約０．５～１．５μｍの平均径のものを含むマイクロ粒子が細胞内へ効
率的に取り込まれることを示した。さらに、実施例では、生物細胞が抗癌薬を充填したマ
イクロ粒子を取り込んだ場合の機能的効果も示す。従って、実施例に示したデータは、Ｆ
ａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）の使用に基づいた治療プラットフォームの新規性、進歩性、
および有用性を示すものである。
【００３４】
　従って、本発明に従う送達媒体を用いて、投与薬物の総量を大きく低減し、同時に標的
部位での薬物濃度を高めることができる。従って、これらを用いて、新生物および神経障
害などの広範囲にわたる疾患における細胞毒性剤およびその他の薬物の機能を改善するこ
とができ、毒性を低下させると同時に薬物効力を向上させる可能性を有する。これらはま
た、現時点で開発可能であると見なされていない有望な治療薬に対する送達オプションを
提供することもできる。薬理学的活性剤または薬物がキャリアまたはマイクロ粒子でカプ
セル化される本発明の態様は、この観点で特に効果的であり、それは、これらによって、
その標的に到達するまでに生物学的に利用可能となり得る薬剤または薬物の量が低減され
るからである。
【００３５】
　当業者には公知であるように、Ｆａｓ（アポ－１、ＣＤ９５としても知られる）は、Ｔ
ＮＦ／ＮＧＦ受容体スーパーファミリーのメンバーであり、細胞膜受容体として、または
可溶性の形態で発現される。ヒトＦａｓ（アポ－１、ＣＤ９５）遺伝子の完全配列および
転写物は、ホモサピエンスおよびその他のいくつかの生物種のＥｎｓｅｍｂｌデータベー
スに登録されている（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／Ｈｏｍｏ＿ｓａ
ｐｉｅｎｓ／Ｇｅｎｅ／Ｓｕｍｍａｒｙ？ｇ＝ＥＮＳＧ００００００２６１０３）。マウ
スＦａｓ遺伝子の完全長配列および転写物は、マウスゲノム（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ
）のＥｎｓｅｍｂｌデータベースに登録されており（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍ
ｂｌ．ｏｒｇ／Ｍｕｓ＿ｍｕｓｃｕｌｕｓ／Ｇｅｎｅ／Ｓｕｍｍａｒｙ？ｄｂ＝ｃｏｒｅ
；ｇ＝ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２４７７８）、Ｗａｔａｎａｂｅ－Ｆｕｋｕｎａｇａ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９２、に報告されている。Ｆａｓは、アポ－１ＬおよびＣＤ９５Ｌ
としても知られるそのリガンドであるＦａｓリガンド（ＦａｓＬ）との結合を介して、選
択された細胞のアポトーシスの誘発を媒介する。Ｆａｓリガンドは、ＴＮＦスーパーファ
ミリーのメンバーであり、選択された細胞においてＦａｓと結合することでプログラム細
胞死を誘発する。Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド系は、ほとんどの場合アポトーシスに関連して
研究されてきており（Ｎａｇａｔａ，１９９７）、Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド系の異常調節
は、免疫恒常性の破壊を伴う（Ｎａｇａｔａ　ａｎｄ　Ｓｕｄａ，１９９５；Ｌｅｔｔａ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）。しかし、免疫系組織における単一の役割を超えて、中枢
神経系などの種々の組織におけるＦａｓ／Ｆａｓリガンド系の機能を提案する報告があり
、そこでは、ＦａｓおよびＦａｓリガンドは、非免疫細胞によって発現される（Ｃｈｏｉ
　ａｎｄ　Ｂｅｎｖｅｎｉｓｔｅ，２００４）。これらとしては、例えば、パーキンソン
病（Ｌａｎｄａｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）およびアルツハイマー病（Ｅｔｈｅｌｌ　
ｅｔ　ａｌ．，２００２）における新規な役割、ニューロンの枝分かれの制御（Ｚｕｌｉ
ａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）、ならびに脊髄損傷における神経保護（Ａｃｋｅｒｙ
　ｅｔ　ａｌ．，２００６）が挙げられる。
【００３６】
　さらに、中枢神経系（Ｃｈｏｉ　ａｎｄ　Ｂｅｎｖｅｎｉｓｔｅ，２００４）、眼（Ｆ
ｅｒｇｕｓｏｎ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈ，２００６）、および腫瘍（Ｏ’Ｃｏｎｎｅ
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ｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｒｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）を含む特定の組織
または器官の細胞におけるＦａｓリガンドの発現が、活性化されたＦａｓ陽性免疫細胞の
死滅を可能とすることで、これらの組織または器官に免疫特権状態を付与するものである
ことが強く主張されている（Ｆｌｕｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｇｒｅｅｎ　ａｎ
ｄ　Ｆｅｒｇｕｓｏｎ，２００１）。Ｆａｓリガンドを発現する腫瘍細胞としては、共培
養実験にてＴ細胞を死滅させる能力が示されたヒト肺癌が挙げられ（Ｎｉｅｈａｎｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９７）；この能力は、融合タンパク質ＦａｓＦｃを培養物へ添加すると
阻害された。これらとしてはまた、神経膠芽腫および髄芽腫などの脳腫瘍（Ｇｒａｔａｓ
　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７，Ｗｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８）、インビボトラ
ンスフェクションによるＦａｓリガンドの下方制御が腫瘍浸潤リンパ球の数の増加に起因
して腫瘍サイズの減少をもたらした（Ｒｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）結腸癌（Ｏ’
Ｃｏｎｎｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８）、およびＦａｓリガンドの誘発がＴ－リンパ
球のアポトーシスを増加させた（Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）卵巣癌（Ａｂｒａ
ｈａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００３）も挙げられる。
【００３７】
　キャリアまたはマイクロ粒子は、ポリアルキレン、ポリカーボネート、ポリ（ジオキサ
ノン）、ポリ酸無水物、ポリヒドロキシ酸、ポリフマレート、ポリカプロラクトン、ポリ
アミド、ポリアセタール、ポリエーテル、ポリエステル、ポリ（オルソエステル）、ポリ
ヒドロキシブチレート、ポリビニルアルコール、ポリウレタン、ポリホスファゼン、ポリ
アクリレート、ポリメタクリレート、ポリシアノアクリレート、ポリウレア、ポリスチレ
ン、ポリアミン、ポリ（アリレート）、ポリカーボネート、ポリ（プロピレンフマレート
）、ポリヒドロキシアルカノエート、ポリケタール、ポリエステルアミド、ポリヒドロキ
シバリレート、ポリオルソカーボネート、ポリ（ビニルピロリドン）、ポリアルキレンオ
キサレート、ポリアルキレンスクシネート、ポリ（リンゴ酸）、ポリ（メチルビニルエー
テル）、およびポリ（無水マレイン酸）から成る群より選択されるポリマーを含んでいて
よい。
【００３８】
　キャリアまたはマイクロ粒子は、ＰＬＧＡ（乳酸－グリコール酸共重合体）マトリック
ス、ＰＬＡ（ポリ乳酸）、ＰＣＬ（ポリ－ε－カプロラクトン）、もしくはＰＨＢ（ポリ
ヒドロキシブチレート）を含んでよく、または、キトサン生分解性マイクロスフェア、ケ
イ素もしくはケイ素系の粒子、高分子電解質カプセル、デンドリマー、もしくはリポソー
ムである。キャリアまたはマイクロ粒子は、非ポリマーであってもよい。好ましくは、マ
イクロ粒子はＰＬＧＡマトリックスを含む。
【００３９】
　本発明に従うマイクロ粒子の生分解性は、インビトロにて適切ないずれの培地によるイ
ンキュベーションによっても測定または試験することができる。生分解性はまた、皮下ま
たは筋肉内を例とするマイクロ粒子の非経口注射、および時間の関数としての組織の組織
学的試験によって調べることもできる。非経口投与後の生分解性マイクロ粒子は、体内で
溶解し、内因性物質を、最終的には例えば乳酸を形成することができる。
【００４０】
　本発明に従うマイクロ粒子の生体適合性は、皮下または筋肉内を例とするマイクロ粒子
の非経口投与、および組織の組織学的評価によって試験することができる。
【００４１】
　マイクロ粒子に関連するほとんどの研究では、乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ
）マトリックス内に製剤された薬物が考慮されてきた。ＰＬＧＡは、臨床での使用に関し
てＵＳ　ＦＤＡ（米国食品医薬品局）を含む監督機関によって認可された生分解性ポリマ
ーであり、整形インプラントおよび全身薬物送達デポーシステム（例：Ｔｒｅｌｓｔａｒ
（登録商標）、Ｌｕｐｒｏｎ　Ｄｅｐｏｔ（登録商標）、Ｒｉｓｐｅｒｄａｌ　Ｃｏｎｓ
ｔａ（登録商標））に一般的に用いられている。生物活性タンパク質（Ｇｉｔｅａｕ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００８）および核酸（Ｐａｔｉｌ　ａｎｄ　Ｐａｎｙａｍ，２００９）を
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含むＰＬＧＡマイクロ粒子への薬物の充填は、通常、合成の過程で行われる。さらに、Ｐ
ＬＧＡ薬物キャリアは、その標的特異性を高めるために、単純な吸着または化学結合のい
ずれかを介して適切なリガンドにより表面官能化することができる。Ｆａｒｏｋｈｚａｄ
　ａｎｄ　ｃｏｌｌｅａｇｕｅｓ（２００６）は、前立腺癌細胞を標的とする目的で、ド
セタキセル充填ペグ化ＰＬＧＡナノ粒子へ官能化されたアプタマーを用いてそのような手
法を例証した。また、ポリ－ε－カプロラクトン（Ｓｉｎｈａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４
）を含むその他の種類の生分解性マイクロ粒子内、および高分子電解質マイクロカプセル
（Ｓｕｋｈｏｒｕｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｍｕｎｏｚ　Ｊａｖｉｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，２００８）またはリポソーム（Ｈｕｗｙｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）など
の広範囲の様々なシステム内に細胞内送達用の薬物を閉じ込めることも可能である。
【００４２】
　薬理学的活性剤は、抗腫瘍剤、抗生物質、抗炎症剤、抗ヒスタミン剤、鎮静剤、筋弛緩
剤、抗てんかん剤、抗うつ剤、抗アレルギー剤、気管支拡張剤、強心剤、抗不整脈剤、血
管拡張剤、抗糖尿病剤、抗凝固剤、止血剤、麻酔剤（ｎａｒｃｏｔｉｃ）、およびステロ
イド剤であってよい。
【００４３】
　薬理学的活性剤は、細胞毒性剤、細胞分裂阻害剤、またはその他の薬物であってよい。
細胞毒性剤、細胞分裂阻害剤、または薬物は、プラチン（誘導体）およびタキソールの類
であってよい。細胞分裂阻害薬または薬物は、例えば、シスプラチン、サトラプラチン、
オキサリプラチン、カルボプラチン、ネダプラチン、クロラムブシル、シクロホスファミ
ド、メファラン（ｍｅｐｈａｌａｎ）、アザチオプリン、フルオロウラシル、メルカプト
プリン、メトレキサート（ｍｅｔｈｒｅｘａｔ）、ナンドロロン、アミノグルテミド（ａ
ｍｉｎｏｇｌｕｔｈｅｍｉｄ）、メドロキシプロゲステロン、酢酸メゲストロール、プロ
カルバジン、ドセタキセル、パクリタキセル、エピポドフィロトキシン、ポドフィロトキ
シン、ビンクリスチン、ドセタキセル、ダウノマイシン、ドキソルビシン、ミトキサント
ロン、トポテカン、ブレオマイシン、ゲムシタビン、フルダラビン、および５－ＦＵＤＲ
から成る群より選択することができる。好ましくは、生物活性剤は、抗癌剤、特にドキソ
ルビシンまたはパクリタキセルである。
【００４４】
　細胞毒性核種または放射線治療用同位体元素は、２２５Ａｃ、２１１Ａｔ、２１２Ｂｉ
、２１３Ｂｉ、２１２Ｐｂ、２２４Ｒａ、または２２３Ｒａなどのアルファ線放射性同位
体元素であってよい。別の選択肢として、細胞毒性放射性核種は、１８６Ｒｈ、１８８Ｒ
ｈ、１７７Ｌｕ、９０Ｙ、１３１Ｉ、６７Ｃｕ、６４Ｃｕ、１５３Ｓｍ、または１６６Ｈ
ｏなどのベータ線放射性同位体元素であってよい。別の選択肢として、細胞毒性放射性核
種は、オージェ電子および低エネルギー電子を放射するものであってもよく、１２５Ｉ、
１２３Ｉ、または７７Ｂｒの同位体元素が挙げられる。
【００４５】
　適切な検出可能またはイメージングマーカーとしては、これらに限定されないが、Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐ
ｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）に記載のものなどの蛍光分
子が挙げられ、ローダミン、フルオレセイン（フルオレセインイソチオシアネート（ＦＴ
ＩＣ）など）、テキサスレッド、アクリジンオレンジ、アレクサフルオー（Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ）（種々）、アロフィコシアニン、７－アミノアクチノマイシンＤ、ＢＯＢＯ
－Ｉ、ＢＯＤＩＰＹ（種々）、カルシエン（Ｃａｌｃｉｅｎ）、カルシウムクリムゾン（
Ｃａｌｃｉｕｍ　Ｃｒｉｍｓｏｎ）、カルシウムグリーン、カルシウムオレンジ、６－カ
ルボキシローダミン６Ｇ、カスケードブルー（Ｃａｓｃａｄｅ　ｂｌｕｅ）、カスケード
イエロー、ＤＡＰＩ、ＤｉＡ、ＤｉＤ、ＤｉＩ、ＤｉＯ、ＤｉＲ、ＥＬＦ９７、エオシン
、ＥＲトラッカーブルー－ホワイト（ＥＲ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｂｌｕｅ－Ｗｈｉｔｅ）、
ＥｔｈＤ－１、エチジウムブロミド、Ｆｌｕｏ－３、Ｆｌｕｏ４、ＦＭ１－４３＞ＦＭ４
－６４、Ｆｕｒａ－２、フラレッド（Ｆｕｒａ　Ｒｅｄ）、ヘキスト３３２５８、ヘキス
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ト３３３４２、７－ヒドロキシ－４－メチルクマリン、Ｉｎｄｏ－１、ＪＣ－Ｉ、ＪＣ－
９、ＪＯＥ色素、リサミンローダミンＢ、ルシファーイエローＣＨ、リソセンサーブルー
ＤＮＤ－１６７（ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ　Ｂｌｕｅ　ＤＮＤ－１６７）、リソセンサーグ
リーン、リソセンサーイエロー／ブルー、リソトラッカーグリーンＦＭ（Ｌｙｓｏｔｒａ
ｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ　ＦＭ）、マグネシウムグリーン、マリーナブルー、ミトトラッカ
ーグリーンＦＭ（Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ　ＦＭ）、ミトトラッカーオレン
ジＣＭＴＭＲｏｓ、ミトトラッカーレッドＣＭＸＲｏｓ、モノブロモビマン、ＮＢＤアミ
ン、ネルオトレース５００／５２５グリーン（ＮｅｒｕｏＴｒａｃｅ　５００／５２５　
ｇｒｅｅｎ）、ナイルレッド、オレゴングリーン（Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ）、パシフ
ィックブルー（Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ）、ＰＯＰ－Ｉ、プロピジウムヨージド、ロー
ダミン１１０、ローダミンレッド、Ｒ－ファイコエリトルム（Ｒ－Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈ
ｒｍ）、レゾルフム（Ｒｅｓｏｒｆｍ）、ＲＨ４１４、Ｒｈｏｄ－２、ローダミングリー
ン、ローダミン１２３、ＲＯＸ色素、ナトリウムグリーン、ＳＹＴＯブルー（種々）、Ｓ
ＹＴＯグリーン（種々）、ＳＹＴＯオレンジ（種々）、ＳＹＴＯＸブルー、ＳＹＴＯＸグ
リーン、ＳＹＴＯＸオレンジ、テトラメチルローダミンＢ、ＴＯＴ－Ｉ、ＴＯＴ－３、Ｘ
－ｒｈｏｄ－１、ＹＯＹＯ－１、またはＹＯＹＯ－３などである。
【００４６】
　さらに、放射性核種は、イメージング剤として用いることができる。適切な放射性核種
としては、Ｆｅ（ＩＩＩ）、Ｆｅ（ＩＩ）、Ｃｕ（ＩＩ）、Ｍｇ（ＩＩ）、Ｃａ（ＩＩ）
、およびＺｎ（ＩＩ）、インジウム、ガリウム、およびテクネチウムの放射性種を挙げる
ことができる。その他の適切な造影剤としては、常磁性Ｔ１強調またはＴ２強調ＭＲＩ造
影剤におけるキレート化に一般的に用いられる金属イオンを挙げることができ、銅、クロ
ム、鉄、ガドリニウム、マンガン、エルビウム、ユーロピウム、ジスプロシウム、および
ホルミウムなどの二価および三価カチオンが挙げられる。キレート化が可能であり、放射
性核種イメージングに用いることができる金属イオンとしては、ガリウム、ゲルマニウム
、コバルト、カルシウム、インジウム、インジウム、ルビジウム、イットリウム、ルテニ
ウム、イットリウム、テクネチウム、レニウム、白金、タリウム、およびサマリウムなど
の金属を挙げることができる。さらに、中性子捕獲放射線治療に有用であることが公知で
ある金属イオンとしては、ホウ素および核断面の大きいその他の金属が挙げられる。適す
るものとしてはまた、超音波造影およびＸ線造影組成物に有用である金属イオンも挙げる
ことができる。その他の適切な造影剤の例としては、気体または気体発生化合物であって
、放射線不透過性であるものを挙げることができる。
【００４７】
　Ｆａｓリガンド発現細胞は、当業者に公知の標準的なイメージングまたは検出技術を用
いて検出することができる。例えば、顕微鏡観察、フローサイトメトリー、医療用超音波
検査、Ｘ線検査（投影Ｘ線検査および蛍光透視法など）、核医学イメージング（シンチレ
ーションカメラなど）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、光音響イメージング、デジタル赤外
イメージングサーモグラフィ、またはトモグラフィである。
【００４８】
　様々な条件下にて種々の種類およびサイズの粒子を作製することができる多くのマイク
ロカプセル化技術が存在する。方法には通常、温度の変化、溶媒の留去、または化学架橋
剤の添加による乳化されたポリマー液滴の固化が含まれる。
【００４９】
　マイクロカプセル化プロセスによって均一なサイズ範囲の粒子が作製されない場合は、
篩いまたはろ過などの標準的な技術を用いて粒子を分離し、所望されるサイズ範囲の粒子
集団を得ることができる。粒子はすべて、光学顕微鏡、Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｍｕｌｔｉｓｉ
ｚｅｒ（ベックマンコールター、動的光散乱（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ）、
透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）、および準弾性光散乱（ＱＥ
ＬＳ）などの標準的な技術により、粒子サイズ分布という観点から特徴づけられる。本発
明のマイクロ粒子は、平均径が０．０１μｍ、０．０５μｍ、０．１μｍ、０．２μｍ、
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０．５μｍ、１μｍ、２μｍ、５μｍ、または１０μｍまでのものであってよい。
【００５０】
　一般的なマイクロカプセル化技術としては、界面縮重合、スプレードライ、ホットメル
トマイクロカプセル化、および相分離技術（溶媒除去および溶媒留去）が挙げられる。こ
のような技術は、米国特許第２００１０２００１１号，Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ａｎｄ　
Ｌａｎｇｅｒ　１９８７；Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７，１９８８，
１９９０，１９９２；Ｂｅｎｉｔａ，ｅｔ　ａｌ．，１９８４、に記載されている。
【００５１】
　界面縮重合を用いることで、以下のようにしてコア物質（本発明の薬理学的活性剤また
はマーカーなど）をマイクロカプセル化することができる。１つのモノマーおよびコア物
質を溶媒に溶解する。第二のモノマーを、第一の溶媒と不混和性の第二の溶媒（通常は水
性）に溶解する。第一の溶液を攪拌しながら第二の溶液中に懸濁させることにより、エマ
ルジョンが形成される。エマルジョンが安定したところで、水相に開始剤を添加し、エマ
ルジョンの各液滴の界面で界面重合を引き起こす。
【００５２】
　スプレードライは、通常、１～１０ミクロンのサイズのマイクロスフェアを作製するた
めのプロセスであり、ここでは、含有またはカプセル化されるコア物質（本発明の薬理学
的活性剤またはマーカーなど）がポリマー溶液（通常は水性）に分散または溶解され、こ
の溶液または分散液は、ポンプ送液によって圧縮ガス流で駆動される微粒子化ノズルを通
され、得られたエアロゾルは、空気加熱サイクロン中に浮遊され、溶媒がマイクロ液滴か
ら蒸発される。固化された粒子は第二のチェンバーに送られ、回収フラスコ中に捕集され
る。
【００５３】
　ホットメルトマイクロカプセル化は、コア物質（本発明の薬理学的活性剤またはマーカ
ーなど）が溶融ポリマーへ添加される方法である。この混合物は、ポリマーの融点よりも
１０℃高い温度まで加熱しておいたポリマーに対する非溶媒（多くの場合油系）中に溶融
液滴として懸濁される。このエマルジョンは激しい攪拌を維持され、同時に非溶媒浴はポ
リマーのガラス転移点未満まで急冷され、溶融液滴の固化およびコア物質の閉じ込めが引
き起こされる。この技術によって作製されたマイクロスフェアは、通常、直径５０ミクロ
ンから２ｍｍのサイズ範囲である。
【００５４】
　溶媒蒸発マイクロカプセル化では、通常、ポリマーが水不混和性有機溶媒中に溶解され
、含有またはカプセル化される物質（本発明の薬理学的活性剤またはマーカーなど）が、
有機溶媒中の懸濁液または溶液としてこのポリマー溶液に添加される。この懸濁液または
溶液がビーカー中で激しく攪拌される水（エマルジョンの安定化のために界面活性剤を含
有することが多い）へ添加されることで、エマルジョンが形成される。攪拌を継続した状
態で有機溶媒が蒸発される。蒸発によってポリマーが析出し、コア物質を含有する固体マ
イクロカプセルが形成される。
【００５５】
　別の選択肢としての溶媒蒸発プロセスは、マイクロシーブを用いることを含む。ポリマ
ーは、通常、水不混和性有機溶媒中に溶解され、含有またはカプセル化される物質（本発
明の薬理学的活性剤またはマーカーなど）は、ジクロロメタンなどの有機溶媒中の懸濁液
または溶液としてこのポリマー溶液へ添加される。次に、この懸濁液または溶液は、ＰＴ
ＦＥフィルターを通してろ過される。その後、ポリマーは、表面一帯に均一な細孔を有す
る微細加工された膜であるマイクロシーブ膜（Ｎａｎｏｍｉ　ＢＶ，オランダ、など）を
通して、乳化剤を含有する水溶液中へ乳化される。得られたエマルジョンは、室温にて少
なくとも３時間攪拌され、溶媒が留去される。固化されたマイクロスフェアは、ろ過によ
って濃縮され、繰り返し洗浄される。次に、粒子は、凍結乾燥され、評価まで低温（例：
－２０℃）で保存された。
【００５６】
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　溶媒除去マイクロカプセル化では、ポリマーは、通常、油混和性有機溶媒中に溶解され
、含有またはカプセル化される物質（本発明の薬理学的活性剤またはマーカーなど）は、
有機溶媒中の懸濁液または溶液としてこのポリマー溶液へ添加される。この懸濁液または
溶液がビーカー中で激しく攪拌される油へ添加されることで、エマルジョンが形成され、
ここで、この油はポリマーに対する非溶媒であり、ポリマー／溶媒溶液は油に不混和性で
ある。有機溶媒は、攪拌を継続した状態で、油相中へ拡散されることで除去される。溶媒
除去によってポリマーが析出し、コア物質を含有する固体マイクロカプセルが形成される
。
【００５７】
　薬理学的活性剤またはマーカーは、媒体またはマイクロ粒子の約２５重量／重量％もし
くはそれ以上を占めていてよい。好ましくは、薬理学的活性剤またはマーカーは、媒体ま
たはマイクロ粒子の０．０１％、０．１％、１％、５％、１０％、１５％、２０％、２５
％、３０％、または４０％（重量／重量）までを占めている。
【００５８】
　マイクロ粒子は、約０．５～１．５μｍの平均径を有していてよく、上述のプロセスの
いずれによって作製されてもよい。
【００５９】
　Ｆａｓタンパク質、その誘導体、またはそのキメラタンパク質を例とする、Ｆａｓリガ
ンドに特異的なリガンド結合部分は、好ましくは、キャリアまたはマイクロ粒子の表面に
吸着または化学結合されている。また、キャリアまたはマイクロ粒子のマトリックス中に
組み込まれていてもよい。当業者であれば、この工程が、単純な吸着、化学結合技術、ま
たはマイクロ粒子のマトリックス中への組み込みなどの標準的な技術によって行うことが
できることは理解される。Ｆａｓリガンドに特異的なリガンド結合部分は、好ましくは、
キャリア（マイクロ粒子など）の表面と結合または会合している。結合部分は、媒体また
はマイクロ粒子の約０．０１重量／重量％、０．１重量／重量％、１重量／重量％、５重
量／重量％、１０重量／重量％、１５重量／重量％、２０重量／重量％、２５重量／重量
％、または３０重量／重量％までを占めていてよい。
【００６０】
　従って、本発明は、薬理学的活性物質を含有するマイクロ粒子の作製方法を提供し、こ
こで、マイクロ粒子は、Ｆａｓ、その誘導体、またはＦａｓリガンドに対する特異的結合
分子と共有結合または非共有結合で会合しており、この方法は、表面吸収、吸着、化学結
合、またはマトリックス内組み込みによって、マイクロ粒子を、Ｆａｓ、その誘導体、ま
たはＦａｓリガンドに対する特異的結合分子と会合させることを含む。
【００６１】
　適切な薬理学的に許容されるキャリア、賦形剤、または安定化剤は、無毒性であること
が好ましく、活性成分の効果または生物活性に干渉しない。薬理学的に許容されるキャリ
アは、ヒトまたはその他の脊椎動物への投与に適する、１つ以上の適合性を有する固体も
しくは液体充填剤、希釈剤、またはカプセル化物質であってよい。薬理学的に許容される
キャリアは、有機または無機成分、天然または合成物であってよく、適用を補助するため
に活性成分がこれらと組み合わされる。
【００６２】
　医薬組成物は、薬理学的に使用することができる製剤への活性化合物の処理を促進する
賦形剤および助剤を含む１もしくは２つ以上の生理学的に許容されるキャリアを用いた従
来の方法で製剤することができる。適切な製剤は、選択された投与経路に依存する。典型
的な注射用製剤は、滅菌生理食塩水またはリン酸緩衝生理食塩水などのキャリアを含む。
粘度調節剤および保存剤も添加される場合が多い。適切な薬理学的に許容される賦形剤と
しては、これらに限定されないが、希釈剤、バインダー、滑沢剤、崩壊剤、着色剤、安定
化剤、および界面活性剤が挙げられる。
【００６３】
　本発明の送達媒体または組成物が、新生物もしくは神経障害の治療、寛解、または予防
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のための公知の療法の補助として、またはそれらと組み合わせて用いることができること
は理解される。本発明に従う送達媒体または組成物は、組成物が使用される方法に特に依
存する数多くの種々の形態を有する組成物に組み合わせることができる。
【００６４】
　Ｆａｓリガンド発現細胞は、脳腫瘍、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、腹腔内腫瘍、卵巣腫瘍
、胃腸腫瘍、結腸癌、肺癌、膵臓癌、および癌の種類で見られる。Ｆａｓリガンド発現細
胞はまた、神経疾患、運動ニューロン疾患、アルツハイマー病、パーキンソン病、神経因
性疼痛症候群、ならびに末梢神経および脊髄損傷に関連する細胞にも見られる。
【００６５】
　対象は、脊椎動物、哺乳類、または飼育動物であってよい。従って、本発明に従う送達
媒体または組成物は、家畜（例：ウマ）、ペットを例とするいずれの哺乳類の治療にも用
いることができ、またはその他の獣医学的用途に用いることもできる。最も好ましくは、
対象はヒトである。
【００６６】
　本発明の送達媒体または組成物の効果量は、効果量の薬理学的活性剤の標的への到達を
可能とし、それによって対象において治療効果を発生させる量であってよい。薬理学的活
性剤を含む送達媒体または組成物の実際の効果量は、用いられる具体的な薬剤、物質、ま
たはそれらの組み合わせ、Ｆａｓリガンドに特異的なリガンド結合部分の密度および／ま
たは性質、カプセル化薬理学的活性剤の放出特性、製剤された特定の組成物、投与モード
、ならびに治療される対象の年齢、体重、病態、さらには投与経路および疾患または障害
を含む因子に応じて様々であり得る。
【００６７】
　本発明に従う送達媒体または組成物は、非経口投与に適するものであってよい。非経口
投与は、皮下、静脈内、筋肉内、関節内、滑膜内、腹腔内、胸骨内、くも膜下腔内、肝臓
内、病巣内、腫瘍内、および頭蓋内注射または注入技術であってよい。非経口投与される
場合、医薬組成物は、皮下または静脈内投与されることが好ましい。
【００６８】
　しかし、本発明に従う送達媒体または組成物の投与は、送達媒体または組成物の効果量
がその標的へ到達することを可能とする許容されるいかなる方法で行なってもよい。選択
される特定のモードは、特定の製剤、治療される対象の状態の重篤度、および効果的な治
療を誘発するために要する用量などの因子に依存する。
【００６９】
　本明細書（添付の請求項、要約、および図面を含む）で述べる特徴のすべて、および／
またはそのように開示されるいずれの方法の工程のすべても、そのような特徴および／ま
たは工程の少なくともいくつかが互いに相容れない場合を除いて、上記の局面のいずれと
いずれの組み合わせで組み合わせてもよい。ここで、本発明の理解を深め、その態様を効
果的に実施する方法を示すために、例として添付の図面を参照する。
【図面の簡単な説明】
【００７０】
【図１】図１は、未修飾合成粒子の一次感覚ニューロンでの取り込みを示す。共焦点顕微
鏡により、β３チューブリン標識後根神経節ニューロン（核は細胞の中央に見られる）に
おける合成粒子（丸形状のマイクロスフェア）の細胞内取り込みが示される。（Ａ、Ｂ）
１μｍポリスチレンマイクロスフェア。（Ｃ、Ｄ）蛍光色素（ＦＩＴＣ）結合ウシ血清ア
ルブミンを充填した２μｍ高分子電解質カプセル。粒子は、細胞体および神経突起の両方
で見られた。
【図２】図２は、未修飾合成粒子の一次感覚ニューロンでの取り込みを示す。後根神経節
ニューロンの共焦点顕微鏡観察（Ｂｏｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７より引用）。（Ａ
）明視野イメージ。（Ｂ）β３－チューブリンに対する抗体で染色したラット後根神経節
ニューロンを１μｍマイクロスフェア（丸形状のマイクロスフェア）とインキュベートし
た後の共焦点顕微鏡観察。ＸＹ平面の白色点線に沿ったｚスタック断面（ｚ－ｓｔａｃｋ
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　ｃｒｏｓｓ－ｓｅｃｔｉｏｎｓ）を示す上側および横側のパネルから、マイクロスフェ
アがインターナライズされていることが分かる。（Ｃ、Ｅ）白色線でハイライトしたニュ
ーロン内部（Ｃ）の緑色および赤色チャネルの蛍光強度プロファイル（Ｅ）は、０．３３
μｍの光学的スライス像（ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｌｉｃｅ）の中でマイクロスフェアとβ３
－チューブリン標識とが共存していることを示す。（Ｄ、Ｆ）白色線でハイライトしたニ
ューロン外部（Ｄ）の緑色および赤色チャネルの蛍光強度プロファイル（Ｆ）は、共存が
存在しないことを示す。
【図３】図３は、Ｄａｏｙ髄芽腫細胞における未修飾合成粒子の取り込みを示す。（Ａ－
Ｂ）フローサイトメトリー散布図（左）およびゲーティングされたＤａｏｙ細胞に対する
ゲーティングプロット（右）：（Ａ）（右）濃度の上昇に従って、０．５μｍマイクロ粒
子を有する細胞の集団が増加することを示す（右上の四半分へ向けてのシフトが大きくな
っている）。（左）高い濃度では、散布図の側方散乱の増加が見られる。コントロール細
胞はマイクロ粒子を有しておらず、これをネガティブコントロールとして用いる；（Ｂ）
（右）濃度が上昇すると、１．０μｍマイクロ粒子を有する細胞集団の同様の増加を示す
。これは、側方散乱の増加を伴っている（左）。同一濃度では、１．０μｍマイクロスフ
ェアを有する細胞集団は、０．５μｍマイクロ粒子を有する細胞よりも明確である。ＳＳ
Ｃ－Ｈ　側方散乱細胞；ＦＳＣ－Ｈ＝前方散乱細胞（サイズ）；ＦＬ１－Ｈ＝ポリスチレ
ンドラゴングリーンマイクロ粒子を有するＦＩＴＣ検出細胞（ＦＩＴＣ　ｒｅｇｉｓｔｅ
ｒｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ）のチャネル。（Ｃ）種々の濃度およびサイズにおけるＮＤ７／２
３細胞によるマイクロ粒子の取り込みを示すグラフ（フローサイトメトリーデータからま
とめたもの）。いずれの場合でも、同一濃度ではサイズ間に取り込みの有意差はない（ｐ
＞０．０５）（ｎｓ）（サイズ依存性なし）。０．５μｍの濃度１×１０７および１×１
０８の間では取り込みに有意差はないが、濃度１×１０８および１×１０９の間の差は有
意である（ｐ＜０．００１）＊＊＊。１．０μｍマイクロ粒子では、濃度１×１０７およ
び１×１０８の間（ｐ＜０．０５）＊、および濃度１×１０８および１×１０９の間（ｐ
＜０．００１）＊＊＊で取り込みに有意差がある。エラーバーはｎ＝３でのＳＥＭを示す
。
【図４】図４は、ＮＤ７／２３感覚ニューロン細胞株における未修飾合成粒子の取り込み
を示す。（Ａ－Ｂ）フローサイトメトリー散布図（左）およびＮＤ７／２３細胞に対する
ゲーティングプロット（右）：（Ａ）（右）濃度の上昇に従って、０．５μｍマイクロ粒
子を有する細胞の集団が増加することを示す（右上の四半分へ向けてのシフトが大きくな
っている）。（左）高い濃度では、散布図の側方散乱の増加が見られる。コントロール細
胞はマイクロ粒子を有しておらず、これをネガティブコントロールとして用いる；（Ｂ）
（右）濃度が上昇すると、１．０μｍマイクロ粒子を有する細胞集団の同様の増加を示す
。これは、側方散乱の増加を伴っている（左）。同一濃度では、１．０μｍマイクロ粒子
を有する細胞集団は（淡色矢印）、０．５μｍマイクロ粒子を有する細胞（黒色矢印）よ
りも明確である。ＳＳＣ－Ｈ＝側方散乱細胞；ＦＳＣ－Ｈ＝前方散乱細胞（サイズ）；Ｆ
Ｌ１－Ｈ＝ドラゴングリーンマイクロ粒子を有するＦＩＴＣ検出細胞のチャネル。（Ｃ）
種々の濃度およびサイズにおけるＮＤ７／２３細胞によるマイクロ粒子の取り込みを示す
グラフ（フローサイトメトリーデータからまとめたもの）。いずれの場合でも、同一濃度
ではサイズ間に取り込みの有意差はない（ｐ＞０．０５）（ｎｓ）（サイズ依存性なし）
。０．５μｍの濃度１×１０７および１×１０８の間では取り込みに有意差はないが、濃
度１×１０８および１×１０９の間の差は有意である（ｐ＜０．００１）＊＊＊。１．０
μｍマイクロ粒子では、濃度１×１０７および１×１０８の間（ｐ＜０．０５）＊、なら
びに濃度１×１０８および１×１０９の間（ｐ＜０．００１）＊＊＊で取り込みに有意差
がある。エラーバーはｎ＝３でのＳＥＭを示す。
【図５】図５は、一次皮質ニューロンおよびその他の細胞型における未修飾合成粒子の取
り込みを示す。このフローサイトメトリーのグラフは、２４時間にわたるポリスチレンマ
イクロ粒子の添加後の、マウス脳由来一次皮質培養物のＦＩＴＣ（ＦＬ１－Ｈ）に対する
ＰＥ（ＦＬ２－Ｈ）の蛍光をプロットしたものである。ＣＤ９０．２－ＰＥ陽性細胞（皮
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質ニューロン）は右上と左上の四半分に見られ、その他の細胞型（主としてグリア細胞）
は下側の四半分に見られる。マイクロ粒子を摂取した細胞は、右上および右下の四半分に
見られる。このグラフは、皮質ニューロンおよびその他の細胞型が、培養中に未修飾粒子
も摂取することを示している。
【図６】図６は、成体ラット由来の一次感覚ニューロンによる粒子の取り込み、およびそ
の生存能を示す。（Ａ）ＤＲＧニューロンおよびその他の細胞型の数は、培養物への添加
マイクロ粒子の濃度を上昇させても、変化していない。このことは、マイクロ粒子が細胞
に対して毒性を引き起こすものではないことを示唆している。（Ｂ）マイクロ粒子濃度を
上昇させた場合の健全なニューロンの例（×２０　ＯＭ）。
【図７】図７は、電子顕微鏡による研究から、超微細構造レベルでの毒性が示されないこ
とを示している。（Ａ～Ｆ）透過型電子顕微鏡を用いたニューロンにおけるマイクロ粒子
（ＭＰ）の研究に対する選択基準：（Ａ）ニューロンは特徴的な長く薄い突起を有する。
隣接するグリア細胞が短く厚い突起を有することに注目されたい（丸で囲んだ）。（Ｂ）
膜結合ＭＰを白色矢印で表す。Ｂには小さいＭＰが存在する（矢印）。（Ｃ）食胞膜と結
合しないＭＰ（矢印）は定量されなかった。食胞膜と結合したＭＰも存在している（矢印
）。（Ｄ）ニューロン突起中の空の食胞（矢印）。Ｅ、Ｆ：二重膜によって結合した空の
食胞（＊）のさらなる例（矢印）。Ａのバーは１０μｍ、Ｂ～Ｆのバーは０．５μｍであ
る。（Ｇ～Ｌ）後根神経節ニューロンにおける食胞膜有りおよび無しのマイクロ粒子の透
過型電子顕微鏡写真：（Ｇ）二重膜食胞内の０．５μｍのサイズのマイクロ粒子（矢印で
示す）。（Ｈ、Ｊ、Ｋ）食胞内の１μｍマイクロ粒子。（Ｉ、Ｌ）食胞と結合していない
０．５μｍマイクロ粒子。バー＝０．５μｍ。（Ｍ～Ｏ）マイクロ粒子および後根神経節
の走査型電子顕微鏡写真：（Ｍ）ニューロン膜はほとんど融合して、マイクロ粒子の周囲
に小胞を形成した（矢印）。（Ｎ）２つのマイクロスフェアの基部周囲のニューロン膜の
突起。（Ｏ）マイクロ粒子が取り除かれた可能性のある食作用カップ（ｐｈａｇｏｃｙｔ
ｉｃ　ｃｕｐ）（矢印）と考えられるものの形成。バー＝１μｍ。
【図８】図８は、Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞株による粒子の取り込み、およびその生存能を
示す。このグラフは、種々の実験グループにおける総細胞死を示す。Ｘ軸はマイクロ粒子
サイズおよび濃度である。１．０μｍマイクロ粒子は、０．５μｍのマイクロ粒子と比較
してより多い細胞死を伴っていた。マイクロ粒子の無い培養でも、ある程度の細胞死が見
られる。Ｈ２Ｏ２ポジティブコントロールのデータは含まれていない。エラーバーはｎ＝
３におけるＳＥＭを示す。このデータは、粒子の濃度が非常に高い（実用的な使用を超え
る）場合であっても、細胞毒性は２５％未満に限定されることを示している。
【図９】図９は、ＮＤ７／２３感覚細胞株による粒子の取り込み、およびその生存能を示
す。このグラフは、種々の実験グループにおける総細胞死を示す。Ｘ軸はマイクロ粒子サ
イズおよび濃度である。この細胞株では、マイクロ粒子を含まないコントロール培養です
でに細胞死が高く、マイクロ粒子の添加によって悪化はしていない。このグラフは、総細
胞死が種々の実験グループ間で比較的一定であることを示している。エラーバーはｎ＝３
におけるＳＥＭを示す。
【図１０】図１０は、一次ＤＲＧニューロンへ添加されたＦａｓＦｃ修飾ポリスチレン粒
子を示す。ＤＲＧニューロンによる１μｍドラゴングリーンポリスチレンマイクロ粒子の
取り込みに対するＦａｓＦｃ修飾の効果を、蛍光顕微鏡で調べた。Ｒａｔ血清、フィブロ
ネクチン、ビトロネクチン、およびＦａｓＦｃ修飾マイクロ粒子はすべて、コントロール
１と同じ密度で播種した（ウェルあたり１×１０５マイクロ粒子）。コントロールおよび
その他の種類のリガンドと比較して、ＦａｓＦｃ修飾は、ニューロンによる相当量のマイ
クロスフェアの取り込みを誘発した。
【図１１】図１１は、ＤＲＧニューロンを用いた未修飾およびＦａｓＦｃ修飾粒子のＴＥ
Ｍ研究を示す。ＤＲＧニューロンによる１μｍドラゴングリーンポリスチレンマイクロ粒
子の取り込みに対するＦａｓＦｃ修飾の効果をＴＥＭによって調べた。未修飾およびＦａ
ｓＦｃ修飾マイクロ粒子を培養物に２４時間添加した（ウェルあたり２×１０６マイクロ
粒子）。摂取されたマイクロ粒子は、細胞質内の電子密度の高い（暗色）直径約１ミクロ
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ンの正球形として見ることができる（矢印）。コントロールと比較して、ＦａｓＦｃ修飾
は、ニューロンによる相当量のマイクロスフェアの取り込みを誘発した。
【図１２】図１２は、Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞株に添加したＦａｓＦｃ修飾ポリスチレン
粒子を示す。このグラフは、Ｄａｏｙ細胞について、取り込みに対するＦａｓＦｃマイク
ロ粒子の表面修飾の効果を、未コーティングのマイクロ粒子、または他のリガンドでコー
ティングした粒子と比較して示す。未処理マイクロ粒子（培養物に直接適用）、およびバ
ッファー（リガンド無し）によるコーティングプロセスを受けた未コーティングマイクロ
粒子の間に取り込みの有意差はなかった。０．５μｍマイクロ粒子については、未コーテ
ィングおよびＩｇＧオプソニン化マイクロ粒子の間に取り込みの有意差はないが（ｐ＞０
．０５）、フィブロネクチンと未コーティングの間（ｐ＜０．０５）＊、およびＦａｓＦ
ｃと未コーティングの間（ｐ＜０．０５）＊には有意差があった。１．０μｍマイクロ粒
子については、未コーティングコントロールと比較したＩｇＧコーティングマイクロ粒子
（ｐ＜０．０５）＊、未コーティングコントロールと比較したフィブロネクチンコーティ
ング（ｐ＜０．００１）＊＊＊、ならびに未コーティングコントロールと比較したＦａｓ
Ｆｃ（ｐ＜０．００１）＊＊＊の取り込みに有意差があった。グラフはまた、サイズ間の
取り込みの違いも示す。結果はまた、ＦｃリッチであるＩｇＧが、ＦａｓＦｃコーティン
グマイクロ粒子と同程度にはマイクロ粒子の取り込みを増加させておらず、従って、観察
された増加には、融合タンパク質のＦａｓ部分が重要であることも示している。エラーバ
ーはｎ＝３におけるＳＥＭを示す。６０ｍｍペトリ皿あたり１×１０７のマイクロ粒子を
添加した。
【図１３】図１３は、ＮＤ７／２３感覚ニューロン細胞株へ添加されたＦａｓＦｃ修飾ポ
リスチレン粒子を示す。このグラフは、未コーティングのマイクロ粒子と比較した、ＮＤ
７／２３細胞による取り込みに対するＦａｓＦｃマイクロ粒子の表面修飾の効果を示す。
右上の四半分（Ｑ２）に示されるように、ＦａｓＦｃコーティングした０．５μｍマイク
ロ粒子は、未コーティングマイクロ粒子（３．４％）と比較して、より高い割合の細胞（
１８％）によって取り込まれた。３５ｍｍペトリ皿あたり１×１０５のマイクロ粒子を添
加した。
【図１４】図１４は、Ｄａｏｙ／皮質ニューロン共培養物へ添加されたＦａｓＦｃ修飾ポ
リスチレン粒子を示す。これらのグラフは、Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞株とマウス由来の一
次皮質ニューロンとの間で比較した、２４時間の培養後のＦａｓＦｃ表面修飾マイクロ粒
子（１μｍ）の取り込みを示す。培養中、Ｄａｏｙ癌細胞は、皮質ニューロンおよびその
他の細胞型（グリア細胞など）よりも多くの粒子を摂取している。実験は、Ｐ７皮質ニュ
ーロンで行い（Ａ）、Ｐ１４皮質ニューロンで反復した（Ｂ）。６０ｍｍペトリ皿あたり
１×１０７のマイクロ粒子を添加した。
【図１５】図１５は、ＤＲＧ一次ニューロンに添加したＦａｓＦｃ修飾粒子を用いた細胞
内染色剤送達を示す。（Ａ）マージしたイメージ（×６３　ＯＭ）、（Ｂ）ヘキスト染色
核、（Ｃ）βＩＩＩチューブリンニューロンマーカー、および（Ｄ）粒子が存在しないた
めにニューロン細胞質が染色されていないエチジウムホモダイマー充填ＰＬＧＡ粒子（直
径＜１．２μｍ）、（Ｅ）マージしたイメージ（×６３　ＯＭ）、（Ｆ）ヘキスト染色核
、（Ｇ）βＩＩＩチューブリンニューロンマーカー、および（Ｈ）４８時間後に核酸染色
剤の放出および細胞質核酸の標識が見られたエチジウムホモダイマー充填ＰＬＧＡ粒子。
【図１６】図１６は、ＮＤ７／２３感覚ニューロン細胞株に添加したＦａｓＦｃ修飾粒子
を用いた細胞内薬物送達を示す。ＦａｓＦｃ修飾粒子をＮＤ７／２３細胞培養物へ一晩添
加し、ＦＡＣＳによってドキソルビシン充填粒子を摂取した細胞を分離した後（左上の図
）、コントロール細胞（右上のイメージ）は、そこから２週間にわたって正常に増殖を続
けたが（顕微鏡下で観察）、一方ドキソルビシン充填粒子を摂取した細胞は（左上のグラ
フ；ドキソルビシン充填粒子の蛍光を示す右下のイメージを含む下側のイメージ）、まっ
たく増殖しなかった（分離後２週間にわたって顕微鏡下で観察）。これらの観察結果は、
有糸分裂阻害薬ドキソルビシンを充填した本発明を用いることによる、ＮＤ７／２３感覚
ニューロン細胞株での機能的薬物送達を示している。
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【図１７】図１７は、Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞株に添加したＦａｓＦｃ修飾粒子を用いた
細胞内薬物送達を示す。（Ａ）１μｍパクリタキセル充填ＰＬＧＡマイクロ粒子の添加後
、７ＡＡＤ陽性細胞と測定されたＤａｏｙ細胞のフローサイトメトリー散布図（左）。７
ＡＡＤ処理なしのコントロール細胞は、ＦＬ３－Ｈチャネルでの検出は高くない（Ｒ１領
域）。薬物やプラセボ処理をまったく行わないコントロール細胞は、７ＡＡＤアッセイ後
の細胞死は最小限である。過酸化水素処理コントロール細胞は、７ＡＡＤアッセイ後、高
いパーセントの細胞死を示す。プラセボ充填と比較してパクリタキセル充填ＰＬＧＡマイ
クロ粒子では、第１日および３日に機能的効果が見られ、細胞死が発生し、それはパクリ
タキセル単独の処理と同等である。ＳＳＣ－Ｈ　側方散乱；ＦＬ３－Ｈ＝７ＡＡＤ検出細
胞のチャネル。（Ｂ）７ＡＡＤアッセイ後に測定された細胞死のパーセント（フローサイ
トメトリーデータからまとめたもの）。データは、プラセボと比較してパクリタキセル充
填粒子では、第１日および３日に細胞死が増加していることを示している。このデータは
、アポトーシス促進性薬物であるパクリタキセルを充填した本発明を用いることによる、
Ｄａｏｙ髄芽腫細胞株における機能的薬物送達を実証するものである。
【図１８】図１８は、ＦａｓＦｃ（ＣＤ９５－Ｆｃ）修飾により、パクリタキセル充填マ
イクロ粒子のインビボでの効力が高められることを示す。実験では、未充填（プラセボ）
または２５重量／重量％パクリタキセル充填とした乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧ
Ａ）生分解性マイクロ粒子（直径約１．５μｍ）を用いた。次に、マイクロ粒子に、ＣＤ
９５－Ｆｃによる表面コーティングまたは偽コーティング（－ＣＤ９５－Ｆｃ）を施した
。（Ａ）侵襲性増殖をする髄芽腫皮下異種移植片について、腫瘍体積の変化を示す。（Ｂ
）第７日、単一の腫瘍内注射後、腫瘍の増殖は、パクリタキセル単独と比較して、＋ＣＤ
９５　ＰＬＧＡプラセボ、－ＣＤ９５　ＰＬＧＡパクリタキセル、および＋ＣＤ９５　Ｐ
ＬＧＡパクリタキセルの場合でより効率的に阻害された。平均±ＳＥＭ、ｎ＝４。（Ｃ）
腹膜卵巣癌内転移のマウスモデル（ＩＧＲＯＶ１ルシフェラーゼ発現癌細胞）では、Ｔａ
ｘｏｌとして製剤されたパクリタキセルの等用量（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ＥＬに溶解）と
比較して、＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセルは、４回の毎週の処理投与後、腫
瘍バイオルミネセンスで＞６５倍の違いである抗腫瘍効力を示す。平均±ＳＥＭ、ｎ＝５
。処理の中断後、＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセルのグループでは、腫瘍の再
増殖は比較的遅い。プラセボグループはいずれも、疾患の広がりの度合いのために、第２
８日までに屠殺しなければならず；第３５日までに、－ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリ
タキセルのグループの１匹が屠殺され；第４８日までには、－ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡ
パクリタキセルのさらに２匹、パクリタキセルの２匹、および＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧ
Ａパクリタキセルのグループの１匹が屠殺された。統計的比較（両側ｔ検定）を、第３５
日について示す：パクリタキセル対＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセル：＊Ｐ＝
０．０１２；第３５日：パクリタキセル対－ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセル：
Ｐ＝ｎｓ；第４１日：パクリタキセル対＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセル：＊

Ｐ＝０．０３；第４１日：パクリタキセル対－ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセル
：Ｐ＝ｎｓ；；第４８日：パクリタキセル対＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセル
：＊＊Ｐ＝０．００９３；第４８日：パクリタキセル対－ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパク
リタキセル：＊Ｐ＝０．０２。（Ｄ）卵巣癌研究の生体イメージングの例。
【実施例】
【００７１】
物質と方法
重要な物質
　ＦａｓＦｃキメラ　－　カタログ番号：Ｆ８７９９－５０ｕｇ；供給業者：シグマアル
ドリッチ（英国）
　ポリスチレン蛍光マイクロ粒子：ドラゴングリーン０．５μｍ　－　カタログ番号：Ｆ
Ｓ０３Ｆ／５０６９；ドラゴングリーン１．０μｍ　－　カタログ番号：ＦＳ０３Ｆ／７
２２０；供給業者：バングズラボラトリーズ（Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）
（米国）



(22) JP 2012-533613 A 2012.12.27

10

20

30

40

50

　乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）　－　カタログ番号　Ｒｅｓｏｍｅｒ（登録
商標）ＲＧ５０２Ｈ；供給業者：アルファケミカルズ（Ａｌｆａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）
（英国）
【００７２】
細胞株および一次培養物
　ＤａｏｙおよびＮＤ７／２３細胞株を、１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）および１％ペニ
シリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ）を添加したＤＭＥＭ（グルタミン含有）培地中、
３７℃および５％ＣＯ２にて培養した。細胞は、６０ｍｍのペトリ皿に播種し、実験グル
ープあたり３つのペトリ皿とした。ＮＤ７／２３細胞株は、培養中、フローサイトメトリ
ーの５日前に神経成長因子（ＮＧＦ）で分化させた。Ｄａｏｙ細胞は、ＮＧＦを添加せず
、分化に必要である追加の成長因子なしで培養した。
【００７３】
　後根神経節（ＤＲＧ）感覚ニューロンをメスの成体ウィスターラット（２～４月齢、＞
１８０ｇ）から切除した。ＤＲＧニューロンは、１％ＢＳＡ、Ｎ２サプリメント、ＮＧＦ
、および供給業者が示す濃度でのペニシリン－ストレプトマイシンを含有する培地で培養
した。
【００７４】
　Ｃ５７ＢＬ／６系統のマウスを用いて、皮質ニューロンを得た（内務省の法令に従う）
。皮質ニューロンを生後０～３日のマウスの脳から切除した。皮質ニューロンは、１％ウ
マ血清、１％ペニシリン－ストレプトマイシン、および２％Ｂ－２７サプリメントを含有
するニューロベーサル培地（ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ　ｍｅｄｉａ）中にて培養した。
【００７５】
　マイクロ粒子を培養物へ添加し、さらなる分析を行う前に、細胞株と共に２４、４８、
７２、または２４４時間のインキュベーションを行った。
【００７６】
免疫蛍光および共焦点顕微鏡分析
　免疫細胞化学的に標識した細胞を、顕微鏡を用いてウェル培養スライドから直接観察し
た。Ｌｅｉｃａ　ＤＭＲＤ顕微鏡（レイカ（Ｌｅｉｃａ）、英国）を、蛍光顕微鏡観察の
みに用い、共焦点分析にはＺｅｉｓｓ　ＬＳＭ５１０顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ（ゼイス）、英
国）を用いた。顕微鏡に付属のソフトウェアおよびＡｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　７
．０を用いてイメージの取り込みと表示を行った。
【００７７】
電子顕微鏡
　透過型電子顕微鏡については、リン酸緩衝した４％グルタルアルデヒド中で細胞を１時
間固定し、緩衝液中にて一晩静置した。細胞は、１％四酸化オスミウムで３０分間の後固
定を行った。それぞれ、Ｄｕｒｃｕｐａｎ溶液の一連の勾配（５０、７０、９０、１００
、および１００％）、１００％Ｄｕｒｃｕｐａｎと包埋媒体との混合物、ならびに純包埋
媒体によって脱水を行った。７０～８０ｎｍの超薄切片を銅グリッド上に回収し、酢酸ウ
ラニルおよびクエン酸鉛で染色し、その後、加速電圧８０ｋＶでの観察を行った。
【００７８】
　走査型電子顕微鏡については、カバーグラス上の細胞をリン酸緩衝液で洗浄し、リン酸
緩衝１．５％グルタルアルデヒドで少なくとも２時間固定した。細胞は、１％四酸化オス
ミウムで１時間の後固定を行い、一連のメタノール勾配で脱水した。次に、細胞をヘキサ
メチジサリジン（ｈｅｘａｍｅｔｈｙｄｉｓａｌｉｚｉｎｅ）に曝露し、室温にて一晩乾
燥させた。カバーグラスを取り、アルミニウム製スタブに載せ、金コーティングした後、
１０ｋＶの電圧下にて観察した。
【００７９】
フローサイトメトリー
　本研究には、セルクエストソフトウェア付きのＦＡＣＳｃａｎフローサイトメーター（
ベクトンディクソン（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｘｏｎ））を用いた。各実験グループからの
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細胞をプロトコルごとに調製し、ラベル付きフローサイトメトリーチューブに移して分析
した。適切なゲーティングおよびコントロールを用いた。細胞は、適切な抗体を用いて検
出した。インターナリゼーションの研究では、ポリスチレン粒子はＦＩＴＣチャネル中で
蛍光性であった。
【００８０】
７ＡＡＤ細胞死アッセイ
　死細胞集団を、７ＡＡＤ（７－アミノアクチンミオシンＤ）（７－Ａｍｉｎｏａｃｔｉ
ｎｍｙｏｓｉｎ　Ｄ）アッセイを用いて識別した。Ｈ２Ｏ２をポジティブコントロールと
して用い、これを、３７℃で４時間、最終濃度１００ｍＭにて培養物へ添加した。浮遊す
る細胞を、各ペトリ皿からファルコンチューブへ移し、遠心分離に掛けてフローサイトメ
トリー用に細胞を調製した。７ＡＡＤアッセイについては、１０μｌの７ＡＡＤを各フロ
ーチューブに添加し、サンプルを分析して細胞死を評価した。
【００８１】
ＦａｓＦｃによるマイクロ粒子修飾
　マイクロ粒子を、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラット血清、ＩｇＧ、またはＦ
ａｓＦｃを用いた単純吸着によって表面修飾した。これらを１０μｇ／２００μｌの対応
するリガンド中に少なくとも９０分間懸濁させ、一方、未コーティングマイクロスフェア
を、同体積のリン酸緩衝生理食塩水中に懸濁させた。この懸濁液を３０分ごとにボルテッ
クス攪拌し、マイクロスフェアの適切なコーティングを確保した。また、種々の化学結合
技術を用いてマイクロ粒子を修飾することも可能であり、または、リガンドを生分解性マ
イクロ粒子のマトリックス中に組み込むこともできる。
【００８２】
薬物充填マイクロ粒子
　ドキソルビシンまたはパクリタキセル充填ＰＬＧＡマイクロ粒子を、標準的な二重エマ
ルジョン技術を用いて合成した。ＰＬＧＡ（ＲＧ５０２Ｈ、ベーリンガーインゲルハイム
（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ）、ドイツ）プラセボ（未充填）マイクロ
スフェアを、単一エマルジョン溶媒蒸発技術、マイクロシーブ乳化によって作製した。乳
化の前に、ジクロロメタン中７重量／体積％のＰＬＧＡ溶液を０．２μｍＰＴＦＥフィル
ターを通してろ過した。その後、このＰＬＧＡを、表面一帯に均一な細孔を有する微細加
工された膜であるマイクロシーブ膜（Ｎａｎｏｍｉ　ＢＶ、オランダ）を通して、乳化剤
を含有する水溶液中へ乳化した。得られたエマルジョンを、室温にて少なくとも３時間攪
拌し、溶媒を蒸発させた。固化されたマイクロスフェアを、ろ過によって濃縮し、繰り返
し洗浄した。次に、粒子を凍結乾燥し、評価まで－２０℃で保存した。パクリタキセル充
填ＰＬＧＡ（ＲＧ５０２Ｈ、ベーリンガーインゲルハイム、ドイツ）マイクロスフェアに
ついては、パクリタキセルを、ジクロロメタン中６重量／体積％のＰＬＧＡ溶液に添加、
溶解し、２５重量／重量％の最終マイクロ粒子薬物濃度を得た。この溶液を、０．２μｍ
ＰＴＦＥフィルターを通してろ過し、シリコンマイクロシーブを通して乳化した。乳化剤
を含有する超純水を連続相として用いた。エマルジョンをマグネティックスターラーによ
り室温にて少なくとも３時間攪拌し、ジクロロメタンを蒸発させた。固化後、マイクロス
フェアをやはりろ過によって回収し、繰り返し洗浄した。次に、粒子を凍結乾燥し、評価
まで－２０℃で保存した。均一なサイズのパクリタキセル充填およびプラセボマイクロ粒
子（約１．５μｍ）がＮａｎｏｍｉ　ＢＶ（オランダ）から得られた。
【００８３】
卵巣癌異種移植片
　５×１０６　ＩＧＲＯＶ１－ルシフェラーゼ細胞を、第１日にメスＢａｌｂ　Ｃ　ｎｕ
／ｎｕマウスへＩＰ接種した。パクリタキセル（２０ｍｇ／ｋｇ）およびＰＬＧＡマイク
ロスフェアを、週１回（第７、１４、２１、および２８日）ＩＰ投与した。バイオルミネ
センスイメージングでは、マウスに１２５ｍｇ／ｋｇ　Ｄ－ルシフェリン（キャリパーラ
イフサイエンスイズ（Ｃａｌｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）、英国）をＩＰ
注射し、次に麻酔した（２％イソフランの吸入による）。５分後、依然として麻酔下のマ
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ウスを、加温ステージ上（３７℃）の遮光チャンバーに配置し、腹側表面上の定めた対象
領域からの発光を、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ　１００
のシステム（アラメダ、カリフォルニア州、米国）でイメージングした。データは、Ｌｉ
ｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェア（これもゼノゲン（Ｘｅｎｏｇｅｎ）、アラメダ、カ
リフォルニア州、米国）を用いて分析し、相対ラジアンスで表す（平均ラジアンス　光子
／ｓ／ｃｍ２／ｓｒから算出）。
【００８４】
統計分析
　平均値の標準誤差（ＳＥＭ）を用いて各実験グループ間の整合性を評価した。ボンフェ
ローニポストテストと共に一元配置ＡＮＯＶＡを用いてグループ間の差を評価した。両側
ｔ検定を用いて２つのグループを比較した。
【００８５】
結果
未修飾ポリスチレン粒子の非プロフェッショナル貪食細胞による取り込み
　発明者らは、ニューロンがマイクロ粒子およびデブリをインビトロおよびインビボで取
り込む能力を有することをこれまでに実証してきた（Ｂｏｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００
７）。図（１および２）は、ポリスチレン粒子の場合の一次感覚ニューロン培養物におけ
るこのことの例を示しており、また、別の薬物送達システム；高分子電解質カプセルにつ
いてのこれまでに未発表のデータも含まれている。発明者らはまた、フローサイトメトリ
ー実験から得られた、Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞株（図３）、ＮＤ７／２３感覚ニューロン
細胞株（図４）、および一次皮質ニューロン（図５）を含むその他の細胞による未修飾合
成粒子の取り込みも示す。
【００８６】
未修飾ポリスチレン粒子の毒性研究
　この研究では、未修飾１μｍポリスチレン（ＰＳ）マイクロスフェアを添加することに
よる、種々の細胞型の生存能に対する影響について調べた。マイクロスフェアは濃度を上
昇させながら添加し、２４時間後、視野あたりのＤＲＧニューロン、その他の細胞の数を
定量した（図６）。このモデルについての重要な観察結果は、極めて高い濃度であっても
マイクロスフェアの存在下にて細胞数の減少が見られなかったということである。このこ
とは、これらの培養物における粒子の取り込みが、有意な毒性をまったくもたらさないこ
とを示唆している。このことはまた、透過型および走査型電子顕微鏡観察による詳細な超
微細構造の研究を含む独立した反復実験でも確認された（図７）。Ｄａｏｙヒト髄芽腫細
胞株（図８）およびＮＤ７／２３感覚ニューロン細胞株（図９）を用いたフローサイトメ
トリー実験では、７－ＡＡＤ細胞死アッセイにより細胞生存能への効果について調べた。
【００８７】
ＦａｓＦｃ修飾ポリスチレン粒子を用いた取り込みの研究
　ＦａｓＦｃ融合タンパク質による粒子の表面修飾により、特定の種類の神経および癌細
胞による粒子の取り込みが大きく増加する結果となった。図１０は、この増加を、後根神
経節一次ニューロンについて、コントロールおよび他のリガンドによる修飾と比較して示
している。これらの結果は、本発明で達成されるニューロンによる粒子の取り込みの改善
を強く示すものである。透過型電子顕微鏡を用いた研究により（図１１）、後根神経節一
次ニューロンでのこれらの結果が確認された。Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞株（図１２）およ
びＮＤ７／２３感覚ニューロン細胞株（図１３）でのさらなる実例から、ＦａｓＦｃ修飾
粒子を用いることによって、特定の細胞型による取り込みを増加させることができること
が示された。さらに、Ｄａｏｙヒト髄芽腫細胞のマウス皮質ニューロンとの共培養におい
て、皮質ニューロンと比較したＤａｏｙ細胞による粒子の選択的な取り込みが見られ、こ
のことは、脳腫瘍の治療での有用性を示している（図１４）。
【００８８】
ＦａｓＦｃ修飾ＰＬＧＡ粒子を用いた細胞質内薬物送達
　乳酸－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）生分解性粒子を、確立された二重エマルジョ
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ン法を用いて合成し、またはＮａｎｏｍｉ　ＢＶ（オランダ）からその商標であるマイク
ロシーブ（商標）技術（ｗｗｗ．ｎａｎｏｍｉ．ｃｏｍ）を用いて粒子を合成した。合成
の過程で、小分子、ペプチド、タンパク質、および核酸を含む種々の薬理学的活性剤また
はマーカーを粒子に組み込むことができる。発明者らは、エチジウムホモダイマー核酸染
色剤、ならびに抗癌薬ドキソルビシンおよびパクリタキセルを組み込んだマイクロ粒子を
用いて、本発明を例証した。発明者らは、ＦａｓＦｃ修飾したエチジウムホモダイマー充
填ＰＬＧＡが、取り込み、およびそれに続く薬剤の送達を高め（図１５Ｈ）、粒子の摂取
のないコントロール細胞では細胞質核酸の染色が見られないこと（図１５Ｄ）を示した。
未修飾コントロール粒子をコントロールに添加した場合、取り込みおよび薬剤送達の例は
見られなかった。同様に、発明者らは、ドキソルビシン充填ＰＬＧＡ粒子をＮＤ７／２３
細胞に添加したところ、ＦＡＣＳによる細胞分離後、ドキソルビシン充填粒子を摂取した
細胞の増殖が阻害された（図１６）。パクリタキセル充填粒子をＤａｏｙヒト髄芽腫細胞
に添加した場合、未充填プラセボ粒子と比較して、パクリタキセル充填粒子では、薬物単
独と同様の機能的効果が第１日および３日に見られた（図１７）。これらの結果は、本発
明の薬物送達用途での有用性を示している。
【００８９】
ＦａｓＦｃ（ＣＤ９５－Ｆｃ）修飾によるパクリタキセル充填マイクロ粒子のインビボで
の効力向上
　より臨床上関連のあるシナリオへ進み、発明者らは、同所性卵巣癌モデルを用い、腹腔
内注射によって、コンパートメント空間内のＣＤ９５Ｌ発現ＩＧＲＯＶ１－ルシフェラー
ゼ細胞をその他の競合細胞型（例：マクロファージ）の存在下にて標的とした（図１８Ｃ
、Ｄ）。生体イメージングより、臨床標準治療であるＴａｘｏｌ（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　
ＥＬに溶解したパクリタキセル）の等用量と比較した＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリ
タキセル処理のグループにおいて、第４週までの腫瘍バイオルミネセンスの＞６５倍の減
少が示された（図１８Ｃ）。未処理（－ＣＤ９５－Ｆｃ）ＰＬＧＡパクリタキセルは、Ｔ
ａｘｏｌと同等であった。このモデルでは、いずれのプラセボも（＋ＣＤ９５－Ｆｃおよ
び－ＣＤ９５－Ｆｃ）効果がなかった。＋ＣＤ９５－Ｆｃ　ＰＬＧＡパクリタキセル処理
における著しい腫瘍減少効果は、処理中断後も持続された（図１８Ｃ）。このグループの
マウスはすべて第４８日まで生存し、第６２日の終了時には、８０％の動物が無症状のま
まであった（データ示さず）。これまでの研究は、高用量にて組成変更されたパクリタキ
セルを用いることによる腫瘍増殖阻害の可能性を明らかにした。また、死亡リスクの２５
％の低減が報告されたことから、臨床状況において、静脈内治療から抗卵巣癌薬の腹腔内
送達への転換も行われる。しかし、本明細書で報告されるように、通常の用量で腫瘍量の
減少が見られることは稀である。データは、ＣＤ９５修飾薬物充填マイクロ粒子が、卵巣
癌における標的化細胞内薬物送達を向上させる重要な役割を有することを強く支持してい
る。これは、進行期の卵巣癌での治療は成功させることが困難であることから、臨床上必
要とされている重要な領域である。
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ｔｈ　ｏｆ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｇｅｎｉｃ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．Ｂｒａ
ｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ　２０００；１０：３５３－３６４．
　Ｇｉｔｅａｕ　Ａ，Ｖｅｎｉｅｒ－Ｊｕｌｉｅｎｎｅ　ＭＣ，Ａｕｂｅｒｔ－Ｐｏｕｅ
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ｓｓｅｌ　Ａ，Ｂｅｎｏｉｔ　ＪＰ．Ｈｏｗ　ｔｏ　ａｃｈｉｅｖｅ　ｓｕｓｔａｉｎｅ
ｄ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｆｒｏｍ　ＰＬＧＡ
－ｂａｓｅｄ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ？　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　２００８；
３５０：１４－２６
　Ｇｒａｔａｓ　Ｃ，Ｔｏｈｍａ　Ｙ，Ｖａｎ　Ｍｅｉｒ　ＥＧ，Ｋｌｅｉｎｚ　Ｍ，Ｔ
ｅｎａｎｓ　Ｍ，Ｉｓｈｉｉ　Ｎ，Ｔａｃｈｉｂａｎａ　Ｏ，Ｋｌｅｉｈｕｅｓ　Ｐ　ａ
ｎｄ　Ｏｈｇａｋｉ　Ｈ．Ｆａｓ　ｌｉｇａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｇｌｉ
ｏｂｌａｓｔｏｍａ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｉｍａｒｙ　ａｓｔｒｏｃｙ
ｔｉｃ　ｂｒａｉｎ　ｔｕｍｏｒｓ．Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ　１９９７；７：８６３
－８６９
　Ｇｒｅｅｎ　ＤＲ　ａｎｄ　Ｆｅｒｇｕｓｏｎ　ＴＡ．Ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　Ｆａ
ｓ　ｌｉｇａｎｄ　ｉｎ　ｉｍｍｕｎｅ　ｐｒｉｖｉｌｅｇｅ．Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｍｏｌ
　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．２００１；２：９１７－２４
　Ｇｒｉｍｍ　Ｄ．Ｓｍａｌｌ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ＲＮＡｓ：ｓｔａｔｅ－ｏｆ－ｔ
ｈｅ－ａｒｔ．Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅｖ　２００９；６１：６７２－７０
３
　Ｇｕ　Ｆ，Ｌａｎｇｅｒ　Ｒ　ａｎｄ　Ｆａｒｏｋｈｚａｄ　ＯＣ．Ｆｏｒｍｕｌａｔ
ｉｏｎ／Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ　ｎａｎｏｐａ
ｒｔｉｃｌｅｓ　ｆｏｒ　ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅ
ｒｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２００９；５４４：５８９－９８
　Ｈｕｗｙｌｅｒ　Ｊ，Ｄｒｅｗｅ　Ｊ　ａｎｄ　Ｋｒａｈｅｎｂｕｈｌ　Ｓ．Ｔｕｍｏ
ｒ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｕｓｉｎｇ　ｌｉｐｏｓｏｍａｌ　ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔ
ｉｃ　ｄｒｕｇｓ．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ　２００８；３：２１－９
　Ｌａｎｄａｕ　ＡＭ，Ｌｕｋ　ＫＣ，Ｊｏｎｅｓ　ＭＬ，Ｓｉｅｇｒｉｓｔ－Ｊｏｈｎ
ｓｔｏｎｅ　Ｒ，Ｙｏｕｎｇ　ＹＫ，Ｋｏｕａｓｓｉ　Ｅ，Ｒｙｍａｒ　ＶＶ，Ｄａｇｈ
ｅｒ　Ａ，Ｓａｄｉｋｏｔ　ＡＦ　ａｎｄ　Ｄｅｓｂａｒａｔｓ　Ｊ．Ｄｅｆｅｃｔｉｖ
ｅ　Ｆａｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ　ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉ
ｔｙ　ｉｎ　ａ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｊ　Ｅ
ｘｐ　Ｍｅｄ　２００５；２０２：５７５－５８１
　Ｌｅｔｔａｕ　Ｍ，Ｐａｕｌｓｅｎ　Ｍ，Ｋａｂｅｌｉｔｚ　Ｄ，Ｊａｎｓｓｅｎ　Ｏ
．Ｓｔｏｒａｇｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｆａｓ　
ｌｉｇａｎｄ，ｔｈｅ　ｋｅｙ　ｄｅａｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｅ　ｃｅ
ｌｌｓ．Ｃｕｒｒ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ．２００８；１５：１６８４－１６９６
　Ｍｅｌｌｏ　ＣＣ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｅ　Ｊｒ　Ｄ．Ｒｅｖｅａｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ｗ
ｏｒｌｄ　ｏｆ　ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．Ｎａｔｕｒｅ　２００４；４３１
：３３８－３４２
　Ｍｅｎｇ　Ｙ，Ｇｒａｖｅｓ　Ｌ，Ｄｏ　Ｔ－Ｖ，Ｓｏ　Ｊ，Ｆｉｓｈｍａｎ　ＤＡ．
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＦａｓＬ　ｂｙ　ＬＰＡ　ｏｎ　ｏｖａｒｉａｎ　ｃ
ａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｌｅａｄｓ　ｔｏ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｏｆ
　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｉｃ　Ｏｎｃｏｌ
ｏｇｙ　２００４；９５：４８８－４９５
　Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ａｎｄ　Ｌａｎｇｅｒ，Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅ
ａｓｅ　５，１３－２２（１９８７）
　Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，Ｒｅａｃｔｉｖｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　６，２
７５－２８３（１９８７）
　Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉ．３５
，７５５－７７４（１９８８）
　Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃａｎｎｉｎｇ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　４
，３２９－３４０（１９９０）
　Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉ．４５
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，１２５－１３４（１９９２）
　Ｍｕｎｏｚ　Ｊａｖｉｅｒ　Ａ，ｄｅｌ　Ｐｉｎｏ　Ｐ，Ｂｅｄａｒｄ　ＭＦ，Ｈｏ　
Ｄ，Ｓｋｉｒｔａｃｈ　ＡＧ，Ｓｕｋｈｏｒｕｋｏｖ　ＧＢ，Ｐｌａｎｋ　Ｃ　ａｎｄ　
Ｐａｒａｋ　ＷＪ．Ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　ｃａｒｇｏ
　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｃａｖｉｔｙ　ｏｆ　ｐｏｌｙｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ　ｃａｐｓ
ｕｌｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｙｔｏｓｏｌ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ．Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２０
０８；２４：１２５１７－１２５２０
　Ｎａｇａｔａ　Ｓ　ａｎｄ　Ｓｕｄａ　Ｔ．Ｆａｓ　ａｎｄ　Ｆａｓ　ｌｉｇａｎｄ：
Ｉｐｒ　ａｎｄ　ｇｌｄ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ．１９９５
；１６：３９－４３
　Ｎａｇａｔａ　Ｓ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｂｙ　Ｄｅａｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ．Ｃｅｌｌ
　１９９７；８８：３５５－３６５
　Ｎｉｅｈａｎｓ　ＧＡ，Ｂｒｕｎｎｅｒ　Ｔ，Ｆｒｉｚｅｌｌｅ　ＳＰ，Ｌｉｓｔｏｎ
　ＪＣ，Ｓａｌｅｒｎｏ　ＣＴ，Ｋｎａｐｐ　ＤＪ，Ｇｒｅｅｎ　ＤＲ，ａｎｄ　Ｋｒａ
ｔｚｋｅ　ＲＡ．Ｈｕｍａｎ　Ｌｕｎｇ　Ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｆａ
ｓ　Ｌｉｇａｎｄ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１９９７；５７：１００７－１０１２
　Ｏ’Ｃｏｎｎｅｌｌ　Ｊ，Ｂｅｎｎｅｔｔ　ＭＷ，Ｏ’ＳＵＬＬＩＶＡＮ　ＧＣ，Ｒｏ
ｃｈｅ　Ｄ，Ｋｅｌｌｙ　Ｊ，Ｊ．Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｋ　ａｎｄ　Ｆｅｒｇｕｓ　Ｓ．Ｆ
ａｓ　ｌｉｇａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｃｏｌｏｎ　ａｄ
ｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ：ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　Ｆａｓ　ｃｏｕｎ
ｔｅｒａｔｔａｃｋ　ｉｓ　ａ　ｐｒｅｖａｌｅｎｔ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　ｉｍ
ｍｕｎｅ　ｅｖａｓｉｏｎ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｃｏｌｏｎ　ｃａｎｃｅｒ．Ｊ　Ｐａｔ
ｈｏｌ　１９９８；１８６：２４０－２４６
　Ｏ’Ｃｏｎｎｅｌｌ　Ｊ，Ｈｏｕｓｔｏｎ　Ａ，Ｂｅｎｎｅｔｔ　ＭＷ，Ｏ’Ｓｕｌｌ
ｉｖａｎ　ＧＣ　ａｎｄ　Ｓｈａｎａｈａｎ　Ｆ．Ｉｍｍｕｎｅ　ｐｒｉｖｉｌｅｇｅ　
ｏｒ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ？　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　Ｆａｓ　ｌ
ｉｇａｎｄ　ｅｎｉｇｍａ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．２００１；７：２７１－２７４（Ｃ
ｏｍｍｅｎｔａｒｙ）
　Ｐａｔｉｌ　Ｙ　ａｎｄ　Ｐａｎｙａｍ　Ｊ．Ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　ｎａｎｏｐａｒｔ
ｉｃｌｅｓ　ｆｏｒ　ｓｉＲＮＡ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ａｎｄ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃ
ｉｎｇ．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　２００９；３６７：１９５－２０３
　Ｒａｂｉｎｏｖｉｔｃｈ　Ｍ．Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ　ａｎｄ　ｎｏｎ　ｐｒｏｆ
ｅｓｓｉｏｎａｌ　ｐｈａｇｏｃｙｔｅｓ：ａｎ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｔｒｅｎ
ｄｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ　１９９５；５：８５－８７
　Ｒｙａｎ　ＡＥ，Ｓｈａｎａｈａｎ　Ｆ，Ｏ’Ｃｏｎｎｅｌｌ　Ｊ　ａｎｄ　Ｈｏｕｓ
ｔｏｎ　ＡＭ．Ａｄｄｒｅｓｓｉｎｇ　ｔｈｅ“Ｆａｓ　ｃｏｕｎｔｅｒａｔｔａｃｋ”
ｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓｙ：　ｂｌｏｃｋｉｎｇ　ｆａｓ　ｌｉｇａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ　ｔｕｍｏｒ　ｉｍｍｕｎｅ　ｅｖａｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃ
ｏｌｏｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｉｎ　ｖｉｖｏ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００５；６５：９
８１７－９８２３
　Ｓａｗｙｅｒ　ＴＫ．ＡＩＬＥＲＯＮ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ．Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏ
ｌ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ）２００９；７３：３－６
　Ｓｉｎｈａ　ＶＲ，Ｂａｎｓａｌ　Ｋ，Ｋａｕｓｈｉｋ　Ｒ，Ｋｕｍｒｉａ　Ｒ　ａｎ
ｄ　Ｔｒｅｈａｎ　Ａ．Ｐｏｌｙ－ε－ｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ　ｍｉｃｒｏｓｐｈｅ
ｒｅｓ　ａｎｄ　ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅｓ：ａｎ　ｏｖｅｒｖｉｅｗ．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｈ
ａｒｍ　２００４；２７８：１－２３
　Ｓｕｋｈｏｒｕｋｏｖ　ＧＢ，Ｒｏｇａｃｈ　ＡＬ，Ｇａｒｓｔｋａ　Ｍ，Ｓｐｒｉｎ
ｇｅｒ　Ｓ，Ｐａｒａｋ　ＷＪ，ＭｕＣｏｚ－Ｊａｖｉｅｒ　Ａ，Ｋｒｅｆｔ　Ｏ，Ｓｋ
ｉｒｔａｃｈ　ＡＧ，Ｓｕｓｈａ　ＡＳ，Ｒａｃａｎｅ　Ｙ，Ｐａｌａｎｋａｒ　Ｒ　ａ
ｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒｈａｌｔｅｒ　Ｍ．Ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ　ｐｏ
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ｌｙｍｅｒ　ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ：Ｎｏｖｅｌ　ｔｏｏｌｓ　ｆｏｒ　ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．
　Ｓｍａｌｌ　２００７；３：９４４－９５５
　Ｗａｔａｎａｂｅ－Ｆｕｋｕｎａｇａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　ｃＤＮＡ　ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ　ａｓｓｉｇｎｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｕｓｅ　Ｆａｓ　ａｎｔｉｇｅｎ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１９９２；１４８：１２７４－１２７９
　Ｗａｌｔｅｒ　Ｅ，Ｄｒｅｈｅｒ　Ｄ，Ｋｏｋ　Ｍ，Ｔｈｉｅｌｅ　Ｌ，Ｋｉａｍａ　
ＳＧ，Ｇｅｈｒ　Ｐ　ａｎｄ　Ｍｅｒｋｌｅ　ＨＰ．Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ　ｐｏｌｙ
（ＤＬ－ｌａｃｔｉｄｅ－ｃｏ－ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｔｏ　ｈｕｍａｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｍ
ａｃｒｏｐｈａｇｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ．Ｊ　Ｃｏｎｔｒｏｌ
　Ｒｅｌｅａｓｅ　２００１；７６：１４９－１６８
　Ｗｅｌｌｅｒ　Ｍ，Ｓｃｈｕｓｔｅｒ　Ｍ，Ｐｉｅｔｓｃｈ　Ｔ，ａｎｄ　Ｓｃｈａｂ
ｅｔ　Ｍ．ＣＤ９５　ｌｉｇａｎｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｏｆ　ｈｕ
ｍａｎ　ｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａ　ｃｅｌｌｓ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ　１９
９８；１２８：１２１－１２６
　Ｚｕｌｉａｎｉ　Ｃ，Ｋｌｅｂｅｒ　Ｓ，Ｋｌｕｓｓｍａｎｎ　Ｓ，Ｗｅｎｇｅｒ　Ｔ
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