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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞の細胞質に核酸を送達する際に使用するための構造体であって、該構造体は、
　金を含むナノ構造体コア；
　該ナノ構造体コアを囲繞し、該ナノ構造体コアに結合した脂質を含むシェル；および
　該シェルの少なくとも一部と会合しているオリゴヌクレオチド
を含有し、該オリゴヌクレオチドは、非センスまたはセンス対照がほとんど効果を有さな
いかまたは全く効果を有さない生理学的条件下および濃度で、標的の遺伝子発現を、少な
くとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、または少なく
とも９０％阻害し、該オリゴヌクレオチドは、該シェルの表面に静電気的に物理吸着し、
ここで、該構造体は、アポリポタンパク質を含む、構造体。
【請求項２】
前記オリゴヌクレオチドが、８～５００ヌクレオチドまたは８～５００塩基対長、１０～
２００ヌクレオチドまたは１０～２００塩基対長、１０～１５０ヌクレオチドまたは１０
～１５０塩基対長、１０～１００ヌクレオチドまたは１０～１００塩基対長、１０～７５
ヌクレオチドまたは１０～７５塩基対長、あるいは１０～５０ヌクレオチドまたは１０～
５０塩基対長の長さを有している、請求項１に記載の構造体。
【請求項３】
前記オリゴヌクレオチドが一本鎖である、請求項１に記載の構造体。
【請求項４】
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前記オリゴヌクレオチドが二本鎖である、請求項１に記載の構造体。
【請求項５】
細胞の細胞質に核酸を送達する際に使用するための構造体であって、該構造体は、
　金を含むナノ構造体コア；
　該ナノ構造体コアを囲繞し、該ナノ構造体コアに結合した脂質を含むシェル；および
　該シェルの少なくとも一部と会合しているオリゴヌクレオチド
を含有し、該オリゴヌクレオチドが、ｓｉＲＮＡ、またはｍｉｃｒｏＲＮＡを含んでおり
、該オリゴヌクレオチドは、該シェルの表面に静電気的に物理吸着し、ここで、該構造体
は、アポリポタンパク質を含む、構造体。
【請求項６】
　前記シェルがアポリポタンパク質を含む、請求項１～５のいずれか一項に記載の構造体
。
【請求項７】
　前記シェルが脂質二重層を含む、請求項１～６のいずれか一項に記載の構造体。
【請求項８】
　前記構造体が、該構造体からの前記核酸の放出を制御するための調節性の核酸成分を含
む、請求項１～７のいずれか一項に記載の構造体。
【請求項９】
　前記核酸分子が前記細胞中に放出される、請求項８に記載の構造体。
【請求項１０】
　細胞の細胞質に核酸を送達する際に使用するための構造体であって、該構造体は、
　金を含むナノ構造体コア；
　該ナノ構造体コアを囲繞し、該ナノ構造体コアに結合した脂質を含むシェル；および
　該シェルの少なくとも一部と会合しているオリゴヌクレオチド
を含有し、細胞へ送達されると、細胞に侵入する構造体のうちの少なくとも７０％、少な
くとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９
７％、または少なくとも９９％が該細胞の細胞質中に残り、該オリゴヌクレオチドは、該
シェルの表面に吸着したコレステロール－オリゴヌクレオチドであり、ここで、該構造体
は、アポリポタンパク質を含む、構造体。
【請求項１１】
　前記構造体が、細胞内の標的の遺伝子発現を調節する際に使用するためのものである、
請求項１０に記載の構造体。
【請求項１２】
　前記構造体が、治療薬および／または診断薬である、請求項１～１１のいずれか一項に
記載の構造体。
【請求項１３】
　前記構造体が、がんを処置する際に使用するためのものである、請求項１～１２のいず
れか一項に記載の構造体。
【請求項１４】
　前記構造体が、コレステロールを隔離する際に使用するためのものであり、前記アポリ
ポタンパク質がＡＰＯＡ１を含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載の構造体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的に、核酸および／または他の構成要素（ｅｎｔｉｔｙ）を含有している
合成ナノ構造体に関する。ナノ構造体は、治療用途および／または診断用途に使用するこ
とができる。
【背景技術】
【０００２】
　非ウイルスナノ粒子（ＮＰ）処方物は、短い治療用核酸（ＮＡ）オリゴヌクレオチド（
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例えば、アンチセンス－ＤＮＡ（ＡＳ－ＤＮＡ）、ｓｉＲＮＡ、およびｍｉｃｒｏＲＮＡ
）の標的化した細胞性送達についての固有の問題に取り組むために開発されている。化学
的アプローチは、細胞の生物学的システムが合成ナノ構造体に曝されると生じる界面での
問題を克服するＮＰの能力を強化するための限りなく高くなる生体模倣（ｂｉｏｍｉｍｅ
ｔｉｃ）能力を持つ様々な合成ＮＰプラットフォームを提供するために利用されている。
核酸送達および遺伝子調節の分野は進歩しているが、改良により多数の様々な分野での用
途が見出されるであろう。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　発明の概要
　本発明は一般的に、核酸および／または他の構成要素を含有しているナノ構造体に関す
る。上記ナノ構造体は、治療用途および／または診断用途に使用することができる。上記
ナノ構造体は、かなり多くの疾患プロセス（アテローム性動脈硬化症、炎症、およびがん
を含むがこれらに限定されない）について核酸治療薬の標的化したインビボ送達について
有用性を見出すことができる。本発明の主題には、いくつかの場合、相互関係のある生成
物、特定の問題についての代替的な解決策、ならびに／あるいは１つ以上のシステムおよ
び／または物品の複数の様々な使用が含まれる。
【０００４】
　特定の状態の予防または処置のために化合物を被験体に投与するいくつかの方法を本明
細書中で開示する。本発明の個々のそのような態様においては、本発明にはまた具体的に
、その特定の状態の処置もしくは予防において使用するための化合物、ならびにその特定
の状態の処置もしくは予防用の医薬品の製造のための上記化合物の使用も含まれることが
理解される。
【０００５】
　別の態様においては、本発明は、本明細書中に記載する実施形態のうちの１つ以上、例
えば、ナノ粒子を鋳型とする生体模倣物を含有している構造体を作製する方法に関する。
別の態様においては、本発明は、本明細書中に記載する実施形態のうちの１つ以上を使用
する方法に関する。上記構造体には、いくつかの実施形態においては、高密度リポタンパ
ク質のナノ粒子を鋳型とする生体模倣物（「ＨＤＬ　ＮＰ」）が含まれ得る。例えば、上
記構造体は、ＨＤＬと同じもしくは類似する形状、サイズ、および／または密度を有し得
、そして／あるいは上記構造体は、内因性ＨＤＬと似ている表面特徴および／または表面
濃度（例えば、Ａｐｏ　Ａ－１（アポリポタンパク質）および／またはＡｐｏ　Ａ－ＩＩ
、ならびに／あるいはそれらの成分の存在）を含み得る。上記構造体には、いくつかの実
施形態において、内因性ＨＤＬに見られるものと似ているリン脂質が含まれ得る。いくつ
かの実施形態においては、上記構造体に、金から形成されたナノ構造体コアが含まれ得る
。しかし、他のナノ構造体コアおよび材料を、他の実施形態において生体模倣構造体を形
成させるための鋳型として使用できることが理解されるものとする。
【０００６】
　本発明の１つの態様は一般的に、核酸を送達するための生物学的システムと自然に調和
する、生体模倣ナノ構造体の製造、特別の調製（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｔａｉｌｏｒｉｎｇ
）、およびインビトロでの特性決定に関する。高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）は、数多
くの有益な機能を持つ自然に循環するヒトのナノ構造体である。ＨＤＬは、内皮細胞、マ
クロファージ、および肝細胞を含む特定の細胞タイプを自然に標的化する。ボトムアップ
合成アプローチを使用して、天然の成熟した球状ＨＤＬと類似するサイズ、形状、および
／または界面化学を持つ構造体を本明細書中で議論するように調製して、ＨＤＬ　ＮＰの
ような構造体を形成させることができる。いくつかの実施形態において、ＨＤＬ　ＮＰは
、コレステロールを流出させ、輸送するための生物学的システムにおいてそれらの天然の
対応物と同等に機能する。したがって、複数の実施形態の１つの組において、ＨＤＬ　Ｎ
Ｐのような構造体を、バイオミメティックスにより、どの程度、核酸送達のための生物学
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的システムに機能性のハイブリッド核酸－ＨＤＬ　ＮＰ（ＮＡ－ＨＤＬ　ＮＰ）をうまく
組み込むために使用することができるかを評価するために使用することができる。
【０００７】
　本発明の１つの態様は一般的に、球状ＮＰを鋳型とするＨＤＬ生体模倣構造体に関する
。これらの構造体のコレステロールに対する結合定数は、例えば、インビボでの総コレス
テロールの濃度未満であり得る。いくつかの実施形態においては、これらの構造体のコレ
ステロールに対する結合定数は、約Ｋｄ＝１０ｍＭ未満であり得る。これらの構造体は、
内因性の球状ＨＤＬを模倣するように操作することができる。例えば、いくつかの実施形
態においては、上記構造体は、内因性ＨＤＬに対する結合定数と実質的に類似する、コレ
ステロール（または、トリグリセリド（ｔｒｉｇｌｙｅｒｉｄｅ）のような別の脂質）に
対する結合定数を有する。ＨＤＬ　ＮＰ構造体の表面成分には、複数の実施形態の１つの
組においては、天然のＨＤＬの表面成分が含まれる。例えば、１つの実施形態においては
、Ａｐｏ　Ａ－１の２～３コピーを、ＮＰに吸着されたリン脂質の層の中に埋め込むこと
ができる。ＨＤＬ　ＮＰ構造体は、例えば、本明細書中に記載するような任意の適切なサ
イズを有し得る。いくつかの実施形態においては、ＨＤＬ　ＮＰは、細胞（例えば、培養
物中で増殖させたマウスマクロファージ（Ｊ７７４）およびヒトマクロファージ（ＴＨＰ
－１）の両方）からの逆方向のコレステロール輸送を増大させることができる。さらに、
ＨＤＬ　ＮＰの一部は細胞により取り込まれ得、ここではこれらは明らかな細胞質局在性
を有する。上記構造体にはまた、いくつかの実施形態においては、１つ以上の異なる核酸
も含まれる。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、上記構造体を、１つ超の機能性を含むように改変する。
例えば、上記構造体は、チオール末端が改変されたオリゴヌクレオチド（すなわち、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｍＲＮＡなど）で表面に機能を持たせることができる。構造体
はまた、遺伝子発現を調節することができるチオールで改変されたオリゴで表面に機能を
持たせることもできる。これらの構造体は、未改変のオリゴヌクレオチドと比較して相補
性核酸に対して高い親和性、ヌクレアーゼによる分解に対して低い感受性を有し得、８０
％、８５％、９０％、９５％、９７％、もしくは９９％を上回る細胞内取り込みを有する
、ならびに／あるいはほとんど毒性を示さないか、または毒性を示さない。上記構造体に
結合したオリゴヌクレオチドの表面密度もまた、例えば、遺伝子のノックダウンを示すよ
うに制御することがでいる。ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはｓｉＲＮＡのようなオリゴヌクレオ
チドは、静電吸着または化学吸着技術（例えば、Ａｕ－ＳＨ結合化学反応（ｃｏｎｊｕｇ
ａｔｉｏｎ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ））のような技術を使用してナノ構造体コアに結合させ
ることができる。
【０００９】
　複数の実施形態の１つの組は一般的に、固有であり、かつ極めて強力な二重活性のため
にマクロファージおよび肝細胞を処理することができる特定のナノ材料構造体に関する。
したがって、上記構造体は、両方の細胞タイプにおいて機能することができる。そのよう
な構造体の設計には、逆方向のコレステロール流出を媒介する上記構造体の能力が低下す
る、およびその逆となる可能性がないように、ｓｉＲＮＡの表面被覆率を平衡化すること
が含まれ得る。
【００１０】
　複数の実施形態の１つの組においては、構造体の１つのシリーズを提供する。１つの実
施形態においては、構造体には、ナノ構造体コア、ナノ構造体コアを囲繞し、ナノ構造体
コアに結合した脂質を含有しているシェル、および上記シェルの少なくとも一部と会合し
ている、遺伝子発現を調節するように適応させたオリゴヌクレオチドが含まれる。上記構
造体は、コレステロールを隔離するように適応させることができる。
【００１１】
　別の実施形態においては、構造体には、ナノ構造体コア、ナノ構造体コアを囲繞する疎
水性のシェル、および上記シェルの少なくとも一部と会合している、遺伝子発現を調節す
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るように適応させたオリゴヌクレオチドが含まれる。上記構造体は、コレステロールを隔
離するように適応させることができる。
【００１２】
　別の実施形態においては、構造体に、ナノ構造体コア、およびナノ構造体コアと会合し
ている、コレステロールで改変したオリゴヌクレオチドが含まれる。
【００１３】
　別の実施形態においては、ナノ構造体に、遺伝子発現を調節するように適応させたオリ
ゴヌクレオチド、脂質、およびアポリポタンパク質が含まれる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）
。
【００１４】
　別の実施形態においては、ナノ構造体には、遺伝子発現を調節するように適応させたオ
リゴヌクレオチドおよびアポリポタンパク質Ａ１が含まれる。
【００１５】
　いくつかの場合には、１つの方法に、被験体または生物学的試料に対して本明細書中に
記載する構造体を送達する工程、および上記被験体または生物学的試料中で遺伝子発現を
調節する工程が含まれる。
【００１６】
　いくつかの実施形態においては、薬学的組成物を提供する。上記組成物には、本明細書
中に記載する構造体と、１種類以上の薬学的に許容可能なキャリア、添加物、および／ま
たは希釈剤が含まれ得る。
【００１７】
　いくつかの実施形態においては、疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する
、または管理するためのキットを提供する。上記キットには、本明細書中に記載する複数
の構造体を含有している組成物と、疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する
、または管理するための上記組成物の使用についての指示が含まれ得る。
【００１８】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体は、治療薬および診断薬の両
方として使用することができる単一の構成要素である。
【００１９】
　実施形態の別の組においては、方法の１つのシリーズを提供する。１つの実施形態にお
いては、疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理するための方
法を提供する。上記方法には、本明細書中に記載する構造体（例えば、無機材料を含有し
ているナノ構造体コアと、上記ナノ構造体コアを囲繞し、それに結合したシェルを含有し
ている構造体）を含有する、治療有効量の組成物を被験体に投与する工程が含まれる。上
記構造体は、コレステロール（または特定の実施形態においては、他の脂質もしくは分子
）を隔離するように適応させることができる。上記方法には、上記構造体がコレステロー
ル（例えば、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも５、２０、または５０個のコレス
テロール分子）を隔離することを可能にする工程が含まれ得る。上記コレステロールは、
例えば、エステル化コレステロールまたは遊離のコレステロールであり得る。他の実施形
態においては、１つの方法には、上記構造体が特定のタイプまたは組成の分子（例えば、
少なくとも５、２０、または５０個の特定のタイプまたは組成の分子）を隔離することを
可能にする工程が含まれる。上記構造体は、試料または患者において遺伝子発現を調節す
るように適応させることができる。
【００２０】
　本発明の他の利点および新規特徴は、添付の図面とともに考察すると、本発明の種々の
非制限的実施形態に関する以下の詳細な説明より明らかとなる。本明細書および参照によ
り組み込まれる文献に不一致および／または矛盾する開示がある場合、本明細書が管理す
る。参照により組み込まれる２つ以上の文献に互いに不一致および／または矛盾する開示
がある場合、実効日が後の文献が管理する。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
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（項目１）
ナノ構造体コア；
　該ナノ構造体コアを囲繞し、該ナノ構造体コアに結合した脂質を含有しているシェル；
および
　該シェルの少なくとも一部と会合している、遺伝子発現を調節するように適応させたオ
リゴヌクレオチド
を含有している構造体であって、コレステロールを隔離するように適応させた、構造体。
（項目２）
ナノ構造体コア；
　該ナノ構造体コアを囲繞している疎水性のシェル；および
　該シェルの少なくとも一部と会合している、遺伝子発現を調節するように適応させたオ
リゴヌクレオチド
を含有している構造体であって、コレステロールを隔離するように適応させた、構造体。
（項目３）
ナノ構造体コア；および
　該ナノ構造体コアと会合している、コレステロールで改変されたオリゴヌクレオチド
を含有している構造体。
（項目４）
遺伝子発現を調節するように適応させたオリゴヌクレオチド、脂質、およびアポリポタン
パク質を含有しているナノ構造体。
（項目５）
遺伝子発現を調節するように適応させたオリゴヌクレオチドおよびアポリポタンパク質Ａ
１を含有しているナノ構造体。
（項目６）
上記項目のいずれか１項に記載の構造体を被験体または生物学的試料に対して送達する工
程；および
　該被験体または生物学的試料において遺伝子発現を調節する工程
を含む、方法。
（項目７）
上記項目のいずれか１項に記載の構造体；および
　１種類以上の薬学的に許容可能なキャリア、添加物、および／または希釈剤
を含有している、薬学的組成物。
（項目８）
上記項目のいずれか１項に記載の複数の構造体を含有している組成物；および
　疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理するための該組成物
の使用についての指示
を含む、疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理するためのキ
ット。
（項目９）
前記構造体がコレステロールに対して約１０ｍＭ以下の結合定数Ｋｄを有している、上記
項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目１０）
前記オリゴヌクレオチドが遺伝子発現を調節することができる、上記項目のいずれか１項
に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目１１）
前記シェルが前記ナノ構造体コアを実質的に囲繞している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目１２）
前記シェルが脂質を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組
成物、キット、または方法。



(7) JP 5863670 B2 2016.2.17

10

20

30

40

50

（項目１３）
前記シェルがリン脂質を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的
組成物、キット、または方法。
（項目１４）
前記シェルが脂質単層を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的
組成物、キット、または方法。
（項目１５）
前記シェルが脂質二重層を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学
的組成物、キット、または方法。
（項目１６）
前記脂質二重層がリン脂質を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬
学的組成物、キット、または方法。
（項目１７）
前記脂質二重層が５０～２００のリン脂質を含有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目１８）
前記リン脂質が、以下：
【化１】

を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、また
は方法。
（項目１９）
前記リン脂質が、以下：
【化２】

を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、また
は方法。
（項目２０）
前記脂質二重層の少なくとも一部が前記コアに対して共有結合させられている、上記項目
のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２１）
前記脂質二重層の少なくとも一部が前記コアに対して物理吸着させられている、上記項目
のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２２）
前記脂質二重層が、前記コアに向かう複数の親水基と、該コアから遠ざかるように伸びる
複数の疎水基を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、
キット、または方法。
（項目２３）
前記脂質二重層が、チオール－金属結合を介して前記ナノ構造体コアに結合している、上
記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２４）
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前記脂質二重層が、アミノ基を介して前記ナノ構造体コアに結合している、上記項目の
いずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２５）
前記構造体の少なくとも一部分と会合したタンパク質を含有している、上記項目のいずれ
か１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２６）
前記シェルの少なくとも外側表面と会合したタンパク質を含有している、上記項目のいず
れか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２７）
前記シェルがリポタンパク質構造物を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構
造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２８）
前記シェルがアポリポタンパク質を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造
体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目２９）
前記シェルが被験体由来のアポリポタンパク質を含有している、上記項目のいずれか１項
に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３０）
前記アポリポタンパク質がアポリポタンパク質Ａ－Ｉ、アポリポタンパク質Ａ－ＩＩ、ま
たはアポリポタンパク質Ｅである、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成
物、キット、または方法。
（項目３１）
前記構造体が１～６個のアポリポタンパク質を有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３２）
前記構造体が、内因性ＨＤＬにＡｐｏ　Ａ－１の密度の１０％以内である該Ａｐｏ　Ａ－
１の密度を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キッ
ト、または方法。
（項目３３）
前記シェルが、第１層と第２層を含有しており、前記アポリポタンパク質の少なくとも一
部が、該第１層と該第２層との間に位置している、上記項目のいずれか１項に記載の構造
体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３４）
前記シェルが、成分の自己集合した単層を含有している、上記項目のいずれか１項に記載
の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３５）
前記シェルが複数の成分の混合層を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造
体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３６）
前記シェルが、チオール末端基を含有する複数の成分の混合層を含有している、上記項目
のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３７）
前記シェルが約１，０００ｇ／ｍｏｌ未満の分子量を有する成分から実質的に形成されて
いる、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３８）
前記シェルが、非重合体の成分から実質的に形成されている、上記項目のいずれか１項に
記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目３９）
前記シェルが荷電されていない成分から実質的に形成されている、上記項目のいずれか１
項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
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（項目４０）
前記シェルが少なくとも３つの層を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造
体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４１）
前記構造体が、内因性ＨＤＬのマクロファージおよび肝細胞に対する結合親和性に実質的
に等しい、マクロファージおよび肝細胞に対する結合親和性を示す。上記項目のいずれか
１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４２）
前記構造体が、約５０ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に
記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４３）
前記構造体が、約３５ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に
記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４４）
前記構造体が、約３０ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に
記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４５）
前記構造体が、中空であるかまたは少なくとも部分的に中空であるコアを含有している、
上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４６）
前記コアが、約５０ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４７）
前記コアが、約３０ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４８）
前記コアが、約２５ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目４９）
前記コアが、約２０ｎｍ以下の最大断面寸法を有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目５０）
前記コアが、約１５ｎｍ以下、約１０ｎｍ以下、または約５ｎｍ以下の最大断面寸法を有
している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法
。
（項目５１）
前記ナノ構造体コアが無機ナノ構造体である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、
薬学的組成物、キット、または方法。
（項目５２）
前記ナノ構造体コアが無機材料を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体
、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目５３）
前記ナノ構造体コアが金属を含有しているか、または該ナノ構造体コアが実質的に金属か
ら形成されている、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、ま
たは方法。
（項目５４）
前記ナノ構造体コアが金を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学
的組成物、キット、または方法。
（項目５５）
前記ナノ構造体コアが半導体を含有しているか、または該ナノ構造体コアが実質的に半導
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体から形成されている、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キッ
ト、または方法。
（項目５６）
前記ナノ構造体が重合体を含有しているか、または該ナノ構造体が実質的に重合体から形
成されている、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または
方法。
（項目５７）
前記ナノ構造体コアが量子ドットを含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造
体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目５８）
前記ナノ構造体が実質的に球状である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的
組成物、キット、または方法。
（項目５９）
前記ナノ構造体コアが非球状である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組
成物、キット、または方法。
（項目６０）
前記ナノ構造体が円盤状である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物
、キット、または方法。
（項目６１）
前記ナノ構造体コアがナノチューブである、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬
学的組成物、キット、または方法。
（項目６２）
前記ナノ構造体コアがナノロッドである、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学
的組成物、キット、または方法。
（項目６３）
前記構造体と会合させた生物活性剤をさらに含有している、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目６４）
前記生物活性剤が、抗炎症剤、核酸種剤、化学療法剤、およびコレステロール剤の１つ以
上を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、ま
たは方法。
（項目６５）
上記項目のいずれか１項に記載の複数の構造体の混合物であって、該複数の構造体が、該
構造体の約２０％以下が、平均断面寸法の約２０％より大きい断面寸法を有するような断
面寸法の分布を有している、複数の構造体の混合物。
（項目６６）
前記構造体が、使用中に少なくとも５分子のコレステロールを隔離するように適応させた
、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目６７）
前記コレステロールがエステル化コレステロールである、上記項目のいずれか１項に記載
の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目６８）
前記コレステロールが遊離のコレステロールである、上記項目のいずれか１項に記載の構
造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目６９）
前記構造体が造影剤を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組
成物、キット、または方法。
（項目７０）
前記シェルが造影剤を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組
成物、キット、または方法。
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（項目７１）
前記ナノ構造体コアが造影剤を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、
薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７２）
前記構造体が酵素を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成
物、キット、または方法。
（項目７３）
前記構造体がレシチン－コレステロールアシルトランスフェラーゼを含有している、上記
項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７４）
前記疾患または身体状態ががんと関係がある、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、
薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７５）
前記疾患または身体状態が炎症と関係がある、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、
薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７６）
前記疾患または身体状態が前立腺がんと関係がある、上記項目のいずれか１項に記載の構
造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７７）
前記疾患または身体状態がアテローム性動脈硬化症を含んでいる、上記項目のいずれか１
項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７８）
前記疾患または身体状態が高脂質血症を含んでいる、上記項目のいずれか１項に記載の構
造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目７９）
前記疾患または身体状態がタンパク質蓄積症を含んでいる、上記項目のいずれか１項に記
載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目８０）
前記疾患または身体状態が止血の疾患を含んでいる、上記項目のいずれか１項に記載の構
造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目８１）
前記疾患または身体状態がリウマチ性疾患を含んでいる、上記項目のいずれか１項に記載
の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目８２）
前記疾患または身体状態が神経学的疾患を含んでいる、上記項目のいずれか１項に記載の
構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目８３）
前記組成物が投与スケジュールにしたがって単回用量または分割用量で投与される、上記
項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目８４）
約８～約５００ヌクレオチドまたは約８～約５００塩基対長、約１０～約２００ヌクレオ
チドまたは約１０～約２００塩基対長、約１０～約１５０ヌクレオチドまたは約１０～約
１５０塩基対長、約１０～約１００ヌクレオチドまたは約１０～約１００塩基対長、約１
０～約７５ヌクレオチドまたは約１０～約７５塩基対長、あるいは約１０～約５０ヌクレ
オチドまたは約１０～約５０塩基対長の長さを有している核酸あるいはオリゴヌクレオチ
ドを含む、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法
。
（項目８５）
前記オリゴヌクレオチドが一本鎖である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学
的組成物、キット、または方法。
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（項目８６）
前記オリゴヌクレオチドが二本鎖である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学
的組成物、キット、または方法。
（項目８７）
前記オリゴヌクレオチドが、アンチセンスＤＮＡ、ｓｉＲＮＡ、またはｍｉｃｒｏＲＮＡ
を含んでいる、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または
方法。
（項目８８）
前記構造体から前記オリゴヌクレオチドの少なくとも一部を放出する工程をさらに含む、
上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目８９）
前記オリゴヌクレオチドが前記ナノ構造体コアもしくは前記シェルに共有結合しているか
、または共有結合に近い結合で結合している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、
薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９０）
前記オリゴヌクレオチドが前記シェルの一部に物理吸着している、上記項目のいずれか１
項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９１）
前記オリゴヌクレオチドがコレステロールに共有結合している、上記項目のいずれか１項
に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９２）
前記オリゴヌクレオチドが脂質で改変されている、上記項目のいずれか１項に記載の構造
体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９３）
前記オリゴヌクレオチドがコレステロール化されている、上記項目のいずれか１項に記載
の構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９４）
前記オリゴヌクレオチドが、５’－コレステリルＤＮＡまたは３’－コレステリルＤＮＡ
を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、また
は方法。
（項目９５）
前記オリゴヌクレオチドが、結合前に、アルキルチオールを含むように改変された末端を
有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、または方
法。
（項目９６）
前記オリゴヌクレオチドが、生理学的条件下で、非センスまたはセンス対照がほとんど効
果を有さないかまたは全く効果を有さない濃度で、生物学的試料または患者と接触させた
場合に、標的の発現を少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、
少なくとも約８０％、または少なくとも約９０％まで調節するように適応させたかあるい
は配置している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、薬学的組成物、キット、また
は方法。
（項目９７）
前記構造体が治療薬および診断薬の両方である、上記項目のいずれか１項に記載の構造体
、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９８）
前記構造体が、治療用オリゴヌクレオチドを送達するように適応させ、そして／または細
胞内診断用センサーとして使用するように適応させた、上記項目のいずれか１項に記載の
構造体、薬学的組成物、キット、または方法。
（項目９９）
前記オリゴヌクレオチドが、標的タンパク質または小分子に結合すると蛍光強度が変化す
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るように適応させた蛍光団を含有している、上記項目のいずれか１項に記載の構造体、
薬学的組成物、キット、または方法。
【００２１】
　以下、本発明の非制限的実施形態を、図面を参照しながら例を挙げて説明する。各図面
は模式的であって縮尺通りに示すことを意図していない。図において、例示する同一また
は略同一の要素は、それぞれ、単一の数字によって典型的に示す。明瞭性を目的として、
すべての要素がすべての図中でラベル付けされるとは限らない。また、本発明の各実施形
態の要素は、当業者が発明を理解するのに例示が必要でない程度に示されている。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、実施形態の１つの組にしたがって、核酸および／または他の構成要素を
送達するために使用することができる構造体の一例を示す。
【図２】図２Ａおよび２Ｂは、本明細書中に記載する実施形態にしたがって、核酸および
／または他の構成要素を送達するために使用することができる様々な構造体を製造するた
めの方法を示す。
【図３】図３は、実施形態の１つの組にしたがって、１つ以上のアポリポタンパク質と１
つ以上のオリゴヌクレオチドを含有している構造体を製造するための方法を示す。
【図４】図４は、実施形態の１つの組にしたがって、構造体のシェルを形成する様々な成
分を含有している構造体を製造するための方法を示す。
【図５】図５は、実施形態の１つの組にしたがって、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）
に送達される構造体の毒性実験の結果を示す。
【図６】図６は、実施形態の１つの組にしたがって、ＣｏＣｌ２低酸素の誘導を使用して
ｍｉＲ－２１０を発現するように誘導したＨＵＶＥＣ中での、構造体によるマイクロＲＮ
Ａ－２１０の調節を示す。
【図７】図７Ａ～７Ｃは、実施形態の１つの組にしたがって、本明細書中に記載する構造
体をトランスフェクトした（ｔｒａｎｓｅｃｔｅｄ）マウスＪ７７４細胞を示している電
子顕微鏡写真である。
【図８Ａ】図８Ａは、実施形態の１つの組にしたがった、ＨＵＶＥＣ中でのｍｉＲ－２１
０レベルの相対的発現を示す。
【図８Ｂ】図８Ｂは、実施形態の１つの組にしたがった、ＨＵＶＥＣに対するＬＤＨ毒性
を示す。
【図８Ｃ】図８Ｃは、実施形態の１つの組にしたがって、本明細書中に記載する構造体を
使用したＨＵＶＥＣ中でのｍｉＲ－２１０のノックダウンを示す。
【図９－１】図９Ａ～９Ｄは、実施形態の１つの組にしたがう、ＰＣ３細胞中での本明細
書中に記載する構造体の細胞分布を示している蛍光共焦点顕微鏡画像である。
【図９－２】図９Ｅ～９Ｈは、ＰＣ３細胞中での本明細書中に記載する構造体の細胞分布
を示している透過電子顕微鏡（ＴＥＭ）画像である。
【図１０】図１０は、実施形態の１つの組にしたがう、本明細書中に記載する様々な構造
体についての毒性データを示す。
【図１１】図１１は、実施形態の１つの組にしたがって、ＰＣ３細胞を塩化コバルトに対
してＰＣ３細胞を曝露することによる、ＰＣ３細胞での低酸素の化学的誘導の結果を示す
。
【図１２】図１２は、実施形態の１つの組にしたがって、血清含有培地および血清非含有
培地中での本明細書中に記載する様々な構造体で処理した後の、ＰＣ３細胞中での相対的
なｍｉＲ－２１０発現を示す。
【図１３Ａ】図１３Ａは、実施形態の１つの組にしたがって、本明細書中に記載する様々
な構造体で処理した後の、ＰＣ３細胞中での相対的なｍｉＲ－２１０発現を示す。
【図１３Ｂ】図１３Ｂは、ｍｉＲ－２１０の標的であるＥ２Ｆ３ａのウェスタンブロット
による評価を示しており、それは、実施形態の１つの組にしたがう、本明細書中に記載す
る特定の構造体でのＰＣ３細胞の処理が、Ｅ２Ｆ３ａの抑制を解除することを示している
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。
【図１４】図１４は、実施形態の１つの組にしたがい、本明細書中に記載する様々な構造
体で処理したＰＣ３細胞中でのｍｉＲ－２１０ノックダウンの経時変化を示す。
【図１５】図１５は、実施形態の１つの組にしたがって、本明細書中に記載する構造体か
らの核酸の放出を可能にするために使用することができる成分の例を示す。
【図１６】図１６Ａおよび１６Ｂは、実施形態の１つの組にしたがって、混合単層で機能
を持たせたナノ粒子の透過電子顕微鏡画像である。そして
【図１７】図１７は、実施形態の１つの組にしたがって、混合単層で機能を持たせたナノ
粒子をトランスフェクトした（ｔｒａｎｓｅｃｔｅｄ）ＬｎＣａＰ前立腺がん細胞を示す
。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　詳細な説明
　合成ナノ構造体を含むナノ構造体に関する物品、組成物、キット、および方法を提供す
る。本明細書中に記載する特定の実施形態には、コア－シェル型の配置を有している構造
体が含まれる。例えば、ナノ構造体コアは脂質二重層などの材料を含有しているシェルに
より囲繞され得、そしてナノ構造体コアには、オリゴヌクレオチドのような他の成分が含
まれ得る。いくつかの実施形態においては、上記構造体は、被験体に導入されると、核酸
を送達するために使用することができ、そして／または遺伝子発現を調節することができ
る。したがって、本明細書中に記載する構造体は、特定の疾患または身体状態を診断する
、予防する、処置する、または管理するために使用することができる。いくつかの場合に
は、上記構造体は、治療薬および診断薬のいずれでもある。
【００２４】
　生物学的システムへのナノ生体材料の継ぎ目のない一体化が、核酸の非ウイルスによる
送達に重要である。核酸に基づく治療法の可能性を完全に実現するためには、そのような
材料の製造が重要である。本発明の１つの態様では、遺伝子を調節する生体材料を合成す
るために生体模倣ナノ構造体プラットフォームを合理的な核酸化学と組み合わせる。いく
つかの実施形態においては、ハイブリッド核酸－生体模倣構造体を、調節性核酸の標的化
された化学的に誘発される放出のための生体－ナノ界面にうまく移動するように製造する
ことができる。上記プラットフォームを固定するものが、複数の実施形態の１つの組にお
いて、合成のナノ粒子を鋳型とする構造体であり、例えば、高密度リポタンパク質のナノ
粒子を鋳型とする生体模倣物（「ＨＤＬ　ＮＰ」）である。
【００２５】
　リポタンパク質はヒトの体内を循環し、疎水性分子（例えば、コレステロール）を輸送
する。ＨＤＬは、無数の有益な生理学的機能（中でも最も注目すべき、アテローム動脈硬
化性心血管疾患の予防を含む）を有する。機能的には、ＨＤＬは特定の細胞タイプ（例え
ば、内皮細胞、マクロファージ、肝細胞）を自然に標的化し、それらによって取り込まれ
、コレステロールを移動させることができ、その後、血流の中に再度導入される。いくつ
かの実施形態においては、ナノ粒子足場をナノ構造体コアとして使用することにより、天
然に存在している成熟した球状ＨＤＬの表面タンパク質と脂質成分をアセンブルさせるこ
とができる。サイズ、形状、および界面化学の観点からすると、得られるＨＤＬ構造体は
、天然のＨＤＬの模倣物であり得る。コアは、核酸（例えば、オリゴヌクレオチド）のよ
うな生体分子を結合させる能力を持つ無機ナノ粒子（例えば、ＡｕＮＰ）のようなナノ粒
子であり得る。いくつかの実施形態においては、上記無機ナノ粒子を必要に応じて除去し
て、中空のコアまたは部分的に中空のコアを生成することができる。
【００２６】
　本明細書中の記載の多くは金ナノ粒子（例えば、鋳型またはナノ構造体コアとしての使
用）について言及するが、これが単なる例にすぎないこと、そして他の構造体および材料
を鋳型またはナノ構造体コアとして使用できることが理解されるものとする。
【００２７】
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　複数の実施形態の１つの組においては、ナノ粒子（例えば、ＨＤＬ　ＮＰ）の表面に核
酸を結合させるための合成方法を記載する。固相核酸合成を、ナノ構造体コアへの結合の
ために、コレステロールおよびアルキルチオールのような官能基で末端改変された一組の
ＤＮＡまたはＲＮＡオリゴヌクレオチドを生成するために利用することができる。オリゴ
ヌクレオチドでのナノ構造体コアの体系的調製を、表面の化学的組成の制御を得るために
使用することができる。界面化学が、少なくとも部分的に特定の生体－ナノ界面相互作用
を制御すると考えられる。
【００２８】
　実施形態の別の組においては、固相ＤＮＡ化学を、ＤＮＡ－ナノ粒子（例えば、ＨＤＬ
　ＮＰ）の結合のために合成オリゴヌクレオチドを調製するために使用する。例えば、得
られる構造体からの核酸の放出が、特定の用途において有用であり得る。実施形態のなお
別の組においては、本発明は、細胞培養物中の核酸で改変されたナノ構造体の遺伝子調節
能力に関する。比較的高いスループットでは、そのような構造体の機能を、構造－機能の
関係を示すためのモデルシステムにおいて評価することができる。重要であるのは、バイ
オミメティックスからのずれによりもたらされる機能的影響を界面化学（例えば、核酸放
出機構）により推定することができ、そして上記機能的影響を、ハイブリッドＤＮＡ－Ｈ
ＤＬ　ＮＰの最適な生体への組み込みのための機構を導くことについて直接試験できるこ
とである。
【００２９】
　具体的には、いくつかの実施形態において、本発明は、生体模倣ＨＤＬナノ構造体（Ｈ
ＤＬ　ＮＰ）のデノボ合成、および、標的化した遺伝子調節性オリゴヌクレオチド（例え
ば、コレステロール化オリゴヌクレオチド）を細胞の細胞質に送達するそれらの能力の評
価に関する。がん細胞は、細胞膜の生合成と完全性の維持についてはＨＤＬによるコレス
テロールの送達に依存する。したがって、アンドロゲン非感受性前立腺がん（ＰＣ３）の
細胞モデルをこれらの研究に利用した。データは、表面に吸着させることによりコレステ
ロール化したアンチセンスＤＮＡを持つＨＤＬ　ＡｕＮＰ（ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　
ＡｕＮＰ）が、標的化したｃｈｏｌ－ＤＮＡを細胞の細胞質へと効率よく送達し、エンド
ソームの隔離を回避し、そしてモデルＲＮＡ標的を調節することを明らかにしている。ｃ
ｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰのボトムアップ合成は、効率的な細胞性ＮＡ送達のた
めの生体模倣プラットフォームを提供する。
【００３０】
　実施形態の別の組においては、本発明は一般に、アテローム性動脈硬化症および他の適
応症の処置のための治療薬に関する。上記治療薬は、複数の実施形態の１つの組において
、マクロファージ（コレステロールの取り込みおよび炎症）ならびに肝細胞（コレステロ
ールを多く含む低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）の産生）のような細胞を標的にする。特
定の実施形態は、ハイブリッドナノ粒子をベースとする高密度リポタンパク質模倣構造体
（例えば、ＨＤＬ　ＮＰ）に関する。上記薬剤は、コレステロールスカベンジャー（マク
ロファージを標的化する）として、および／または遺伝子調節性の治療薬として（肝細胞
を標的化する）として使用することができる。いくつかの実施形態においては、ＨＤＬ　
ＮＰの表面を、核酸、例えば、（例えば、肝細胞中で標的化した遺伝子発現を調節するた
めの）ｓｉＲＮＡで調製することができる。逆方向のコレステロールの輸送を増大させる
ことに関して天然のＨＤＬの活性を模倣することに加えて、そのような構造体は、ＬＤＬ
の主要な構造タンパク質であるアポリポタンパク質Ｂ－１００（Ａｐｏ　Ｂ－１００）の
産生を標的化するｓｉＲＮＡのＨＤＬ　ＮＰに媒介される送達を通じて肝細胞中で低密度
リポタンパク質（ＬＤＬ）の産生を減少させることができる。
【００３１】
　オリゴヌクレオチド（例えば、ＤＮＡまたはｓｉＲＮＡ）で機能を持たせたＡｕＮＰを
用いて治療用遺伝子を調節するための現在のアプローチは、ナノ粒子がエネルギー依存性
のエンドサイトーシスを通じて細胞により取り込まれることを明らかにする。このプロセ
スの結果は、ナノ粒子の多くがエンドソーム中に捕捉され得、細胞質中に最も集中するの
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ではないことである。結合体ナノ構造体が、標的化した病理学的にアップレギュレートさ
れた細胞内ｍＲＮＡ標的と相互作用することが必要である治療的アプローチについては、
例えば、これにより、限られた治療効力が提供され得る。このように、本明細書中に記載
する構造体により対処する１つの問題は、上記構造体の細胞内局在性である。上記構造体
は、高い遺伝子調節能力を達成するために細胞内の細胞質に核酸を送達するために使用す
ることができる。
【００３２】
　リン脂質小胞、またはリポソームを使用したこれまでの研究では、リン脂質が有効な薬
物送達物質であることが示されている。いくつかの場合においては、リポソームは、細胞
膜を透過することができる。しかし、複数の研究により、これらのリン脂質粒子（直径約
１００ｎｍ）が細胞膜を通過して細胞膜中に一時的な孔を生じ、これが細胞傷害性である
可能性があることもまた示されている。いくつかの実施形態においては、本明細書中に記
載する構造体を使用することにより、この細胞傷害性を低下させるかまたは回避すること
ができる。これらの構造体は、いくつかの場合には、細胞膜を透過してエンドソームの隔
離を回避することができる。構造体に核酸と脂質の両方が含まれるいくつかの実施形態に
おいては、細胞との相互作用を、構造体の核酸：脂質比を最適化することにより、そして
構造体の界面化学を合理的に調製することにより、調製することができる。
【００３３】
　本明細書中の記述の多くは高密度リポタンパク質の生体模倣物として作用する構造体に
ついて言及するが、本明細書中に記載する物品および方法は、何らかの治療効果、診断効
果、および／または他の有益な効果を提供し得る、天然に存在している構成要素を含む他
の構成要素の模倣物の形成にも有用であり得る。天然に存在している構成要素を模倣する
構造体は、特定の適応症を処置または診断するために特定の細胞タイプを標的化するため
に使用することができる。いくつかのそのような生体模倣構造体には核酸が含まれ得、そ
して核酸送達のために使用することができ、核酸放出のために調製することができ、そし
て／または標的中での遺伝子発現を調節するために使用することができる。
【００３４】
　図１の具体的な実施形態には、コア１６と上記コアを囲繞するシェル２０を有している
構造体１０が含まれる。コアがナノ構造体である実施形態においては、コアには表面２４
が含まれ、表面２４に対して１つ以上の成分を必要に応じて結合させることができる。例
えば、いくつかの場合には、コア１６はシェル２０により囲繞されたナノ構造体であり、
シェル２０には内側表面２８と外側表面３２が含まれる。シェルには、複数の脂質のよう
な１つ以上の成分３４が含まれ得、成分３４は互いに、そして／またはコアの表面２４と
必要に応じて会合することができる。構造体１０には必要に応じて、タンパク質または他
の構成要素のような１つ以上の成分３６と、いくつかの実施形態においては、必要に応じ
て、試料または患者において核酸送達のためにおよび／または遺伝子発現を調節するため
に使用され得る１つ以上の核酸３７および３８（例えば、オリゴヌクレオチド）が含まれ
得る。図１に具体的に示すように、核酸３７は、シェルの一部に吸着（例えば、物理吸着
）され得、核酸３８はシェルの表面２４に対して共有結合または共有結合に近い結合によ
り結合され得る。
【００３５】
　成分３４（例えば、脂質）は、コアに対して共有結合的に付着することにより、物理吸
着（ｐｈｙｓｉｓｏｒｂｅ）することにより、化学吸着（ｃｈｅｍｉｓｏｒｂｅ）するこ
とにより、または、イオン相互作用、疎水性および／または親水性相互作用、静電的相互
作用、ファンデルワールス相互作用またはその組み合わせを介してコアに付着することに
より、コアと会合してもよい。１つの特定の実施形態において、コアは金のナノ構造体を
含み、シェルは金－チオール結合によってコアに付着する。任意により、成分３４は互い
に架橋することができる。シェルの成分の架橋は、たとえば、シェルへの、またはシェル
の外部の領域とシェルの内部の領域との間での種の輸送の制御を可能にする。たとえば、
比較的高い量の架橋は、ある種の小さいが大きくない分子がシェルを通過することを可能
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にするが、比較的低い架橋または架橋がない場合は、より大きな分子がシェルを通過する
ことを可能にする。さらに、シェルを形成する成分は、単層または多層の形態であっても
よい。それはさらに分子の輸送または隔離を容易にするか、妨げることができる。１つの
例示的な実施形態において、シェル２０がコレステロールを隔離するよう構成される脂質
二重層を含む。
【００３６】
　かかる実施形態は可能かもしれないが、コアを囲繞するシェルが完全にはコアを囲繞し
なくてもよいことが理解されるはずである。たとえば、シェルは、コアの表面積の少なく
とも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０
％、または少なくとも９９％を囲繞してもよい。いくつかの場合において、シェルが実質
的にコアを囲繞する。他の場合において、シェルは完全にコアを囲繞する。シェルの成分
は、いくつかの場合、コアの表面全域に均一に分配されてもよく、そして他の場合におい
て、一様ではなく分配されていてもよい。たとえば、シェルは、いくつかの場合において
、いかなる材料も含まない部分（たとえば、穴）を含んでもよい。所望であれば、シェル
は、シェルの中への、またはシェルからのある種の分子および成分の浸透および／または
輸送を可能にするよう設計されてもよいが、シェルの中への、またはシェルからの他の分
子および成分の浸透および／または輸送を防いでもよい。ある種の分子がシェル内部にお
よび／またはシェルを横切って浸透するおよび／または輸送される能力は、たとえばシェ
ルを形成する成分の充填密度、およびシェルを形成する成分の化学および物理的性質に依
存してもよい。本明細書に記載の通り、シェルはいくつかの実施形態において、材料の一
つの層（単層）、または材料の多層を含んでもよい。
【００３７】
　構造体１０は、構造体に任意により特異性を付与してもよいタンパク質、核酸および生
物活性剤等の１以上の成分３６をさらに含んでもよい。１以上の成分３６はコア、シェル
またはそれらの両方と会合してもよく、たとえば、それらは、コアの表面２４、シェルの
内側表面２８、シェルの外側表面３２と会合してもよく、かつ／あるいはシェルに埋め込
まれていてもよい。たとえば、１以上の成分３６は、共有結合、物理吸着、化学吸着を介
してコア、シェルまたはその両方と会合してもよく、または、イオン相互作用、疎水性お
よび／または親水性相互作用、静電的相互作用、ファンデルワールス相互作用またはそれ
らの組み合わせを介して付着されてもよい。１つの特定の実施形態において、シェル２０
は、互いに共有結合または非共有結合したタンパク質および脂質の両方を含むリポタンパ
ク質アセンブリまたは構造体の形態である。たとえば、シェルは、脂質の取込みを制御す
る酵素補因子、受容体リガンドおよび／または脂質輸送キャリアとして作用するアポリポ
タンパク質アセンブリの形態であり得る。本明細書に記載の通り、構造体の表面がＨＤＬ
、ＬＤＬまたは他の構造体の一般的な表面組成を模倣するように、構造体１０の成分が選
択され、いくつかの実施形態において、コレステロールまたは他の構造体を隔離するよう
に使用されてもよい。
【００３８】
　複数の実施形態の１つの組においては、上記構造体には、以下にさらに詳細に記載する
ように、試料または被験体において遺伝子発現を調節するように適応させ、配置する（ａ
ｒｒａｎｇｅｄ）ことができる１つ以上の核酸３７および／または３８（例えば、１つの
オリゴヌクレオチド）が含まれる。
【００３９】
　本明細書に記載のもの以外の成分および構成がある種の構造体および組成物に適してい
てもよく、図１に示される成分のすべてがいくつかの実施形態の中に必ず存在するとは限
らないことが理解されるべきである。
【００４０】
　図２Ａおよび２Ｂは、本明細書中に記載する特定の構造体を製造するための一般的なア
プローチを示す。上記構造体は、いくつかの実施形態においては、コレステロールを隔離
するため、および核酸を送達するため、ならびに／または試料または患者において遺伝子
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発現を調節するための両方に使用することができる。具体的には、図２Ａは、シェル２０
と、シェルの一部分上への核酸３７（例えば、オリゴヌクレオチド）の吸着（例えば、物
理吸着）を含む構造体１１を示す。上記核酸は、シェルの内側部分、外側部分、内部、お
よび／またはそれらの組み合わせに対して吸着させることができる。いくつかの実施形態
においては、核酸３７は、試料または患者において遺伝子発現を調節するように適応させ
たオリゴヌクレオチドである。
【００４１】
　図２Ａに具体的に示すように、構造体１１には、シェル２０により実質的に囲繞された
コア１６が含まれ得る。上記シェルには、成分３４Ａにより形成された第１層と、成分３
４Ｂにより形成された第２層が含まれ得る。いくつかの実施形態においては、成分３４Ａ
および／または３４Ｂは、リン脂質のような脂質または本明細書中に記載する他の構成要
素である。他の実施形態においては、成分３４Ａおよび／または３４Ｂは、以下に詳細に
記載するように、脂質以外の成分である。構造体１１にはまた、シェルと会合した１つ以
上の成分３６（例えば、アポリポタンパク質のようなタンパク質）も含まれる。いくつか
の実施形態においては、成分３６が最初にコア１６（コア１６はナノ構造体コアであり得
る）に導入され、続いて、構造体１１のシェルを形成する成分３４Ａおよび３４Ｂが導入
される。成分３６は、最初にコアの表面と会合し得（例えば、吸着によるかまたは他の相
互作用による）、そしていくつかの場合には、コアの表面全体ではなく一部と会合し得る
。成分３４Ａおよび／または３４Ｂの添加により、コアの表面から成分３６の一部を置き
換えることができ、そして／または、成分３６の部分が存在しないコア表面の部分と会合
させることができる。構造体１１は、シェルの外側成分３４Ｂと、シェルの内側成分３４
Ａと、内側成分と外側成分の間と、またはそれらの組み合わせと会合することができる１
つ以上の核酸３７の添加により形成させることができる。
【００４２】
　図２Ｂは、コアの表面に共有結合させられたかまたは共有結合に近い結合により結合さ
せられた１つ以上の核酸３８（例えば、オリゴヌクレオチド）を含む構造体１２を形成さ
せるための方法を示す。上記核酸は、コアの表面に直接結合させることができるか、また
は、間に介在する層（例えば、不動態化層（ｐａｓｓｉｖａｔｉｎｇ　ｌａｙｅｒ））を
介して結合させることができる。いくつかの実施形態においては、核酸３８は、試料また
は患者において遺伝子発現を調節するように適応させたオリゴヌクレオチドである。構造
体１２を製造する方法には、例えば、１つ以上の成分３６（例えば、アポリポタンパク質
のようなタンパク質）をコア１６に導入する工程が含まれ得る。成分３６は、いくつかの
実施形態においては、コアの表面全体ではなく一部と会合し得る。次いで、得られる構成
要素が、官能基で末端改変される核酸３８に曝され（ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ）得、上記官能
基は、得られる構成要素がコアの表面と会合することを可能にする。次いで、得られる構
成要素が成分３４Ａおよび／または３４Ｂに曝され得る。成分３４Ａおよび／または３４
Ｂは、いくつかの実施形態においては、コアの表面から成分３６の少なくとも一部を置き
換えることができ、そして／または成分３６の部分が存在しないコア表面の部分と会合す
ることができる。
【００４３】
　図３は、脂質二重層と、上記脂質二重層の中に埋め込まれたアポリポタンパク質Ａ１の
ようなタンパク質４６とを含むシェル２０により囲繞されているコア１６を含む構造体１
３を形成させるための方法を示す。構造体１３は、いくつかの実施形態においては、内因
性高密度リポタンパク質の生体模倣物であり得る（例えば、形状、サイズ、および界面化
学に関して）。脂質二重層を形成させるために使用することができる成分の特別な例とし
ては、リン脂質４４Ａおよび４４Ｂが挙げられる。試料または患者において遺伝子発現を
調節するために使用することができる１つ以上のオリゴヌクレオチド４７を、シェルの一
部分の上に吸着させることができる。特定の成分４６（例えば、ＡＰＯ－Ａ１）、４４Ａ
および４４Ｂ（例えば、リン脂質）、ならびに４７（例えば、オリゴヌクレオチド）を示
すが、他の実施形態では他の成分を使用することができる。そのような成分の例は本明細



(19) JP 5863670 B2 2016.2.17

10

20

30

40

50

書中でさらに詳細に提供する。
【００４４】
　試料または患者を処置するための本明細書中に記載する組成物および方法、特に、核酸
を送達するためおよび／または遺伝子発現を調節するための組成物および方法に、核酸が
構造体の一部の上に吸着させられているか、または構造体の一部に対して共有結合／共有
結合に近い結合により結合させられているかにかかわらず、任意の適切な構造体あるいは
複数の構造体の組み合わせの使用が含まれ得ることが理解されるものとする。特定の実施
形態においては、構造体コアの表面に吸着させた核酸は、例えば、結合定数とは無関係に
、核酸が、構造体の表面に対する共有結合または共有結合に近い結合に適している基で末
端改変されている実施形態と比較して、構造体の表面からの受動拡散または交換について
より大きな可能性がある。このように、いくつかの実施形態においては、核酸の共有結合
または共有結合に近い結合を含む方法により、粒子の界面化学をより容易に制御すること
が可能になり得る。さらに、いくつかの場合には、核酸を吸着させた構造体の血清含有マ
トリックス（細胞培養物または血液）への添加により、上記構造体から他の血清リポタン
パク質またはアルブミンへの、上記吸着させた核酸の移動が起こり得る。上記構造体の表
面に対する核酸の共有結合または共有結合に近い結合は、いくつかの実施形態においては
、核酸の保持に関してより安定な構造体を提供し得る。その囲繞環境に対して構造体から
核酸を放出することが望ましい他の実施形態においては、吸着させた核酸を含む構造体が
使用され得る。
【００４５】
　図４は、成分の混合層を有している構造体を製造するための方法を示す。シェル２０に
は、コア１６の表面上に単一の層（例えば、単層）を形成する成分５４Ａおよび５４Ｂが
含まれる。成分５４Ａおよび５４Ｂとして使用することができる特定の化合物の例を図に
示す。図４に具体的に示すように、成分５４Ａは、コアの外側表面に対して疎水性を付与
するリン脂質であり得る。そのような成分は、核酸５７（例えば、図中に具体的に示すオ
リゴヌクレオチドのようなオリゴヌクレオチド）のような１つ以上の生物活性剤の結合を
可能にすることができる官能基を含み得る成分５４Ｂに隣接して存在し得る。特定の化合
物を図中に示すが、これが単なる例にすぎないこと、そして他の実施形態においては他の
化合物を成分５４Ａ、５４Ｂ、および５７として使用できることが理解されるものとする
。
【００４６】
　図１～４に示されるコア１６のようなコア（例えば、ナノ構造体コアまたは少なくとも
部分的に中空であるコア）は、任意の好適な形状および／またはサイズを有し得る。たと
えば、コアは、実質的に球形、非球形、楕円形、棒状、ピラミッド形、立方体形、円盤状
、ワイヤー状、または不規則な形状であってもよい。コアは、最大断面寸法（または、場
合によっては、最小断面寸法）が、たとえば、約５００ｎｍ以下、約２５０ｎｍ以下、約
１００ｎｍ以下、約７５ｎｍ以下、約５０ｎｍ以下、約４０ｎｍ以下、約３５ｎｍ以下、
約３０ｎｍ以下、約２５ｎｍ以下、約２０ｎｍ以下、約１５ｎｍ以下、約１０ｎｍ以下、
または約５ｎｍ以下である。いくつかの場合において、コアのアスペクト比は約１：１を
上回り、３：１を上回り、または５：１を上回る。他の場合において、コアは、約１０：
１未満、５：１未満、または３：１未満のアスペクト比を有する。本明細書で使用される
「アスペクト比」は幅に対する長さの比率を指す。ここで長さおよび幅は、互いに垂直に
測定される。また、長さは最長の直線的に測定された寸法を指す。
【００４７】
　ナノ構造体コアは任意の好適な材料から形成されてもよい。たとえば、一実施形態にお
いて、ナノ構造体コアは無機材料を含む。無機材料としてはたとえば、金属（たとえば、
Ａｇ、Ａｕ、Ｐｔ、Ｆｅ、Ｃｒ、Ｃｏ、Ｎｉ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｔｉ、Ｐｄおよび他の金属）
、半導体（たとえば、Ｒｈ、Ｇｅ、ケイ素、ケイ素化合物および合金、セレン化カドミウ
ム、硫化カドミウム、砒化インジウム、およびリン化インジウム）、または絶縁体（たと
えば、酸化ケイ素等のセラミックス）が挙げられる。無機材料は、任意の好適な量、たと
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えば、少なくとも１重量％、５重量％、１０重量％、２５重量％、５０重量％、７５重量
％、９０重量％、または９９重量％でコア中に存在し得る。一実施形態において、コアは
１００重量％の無機材料より形成される。ナノ構造体コアは、いくつかの場合において、
量子ドット、カーボンナノチューブ、カーボンナノワイヤーまたはカーボンナノロッドの
形状であり得る。いくつかの場合において、ナノ構造体コアは、生体起源でない材料を含
む、または、生体起源でない材料より形成される。いくつかの実施形態において、ナノ構
造体は、たとえば、合成重合体および／または天然重合体等の１以上の有機材料を含む。
合成重合体の例としては、ポリメタクリレート等の非分解性重合体、ポリ乳酸、ポリグリ
コール酸等の分解性重合体、およびそれらの共重合体等が挙げられる。天然重合体として
は、たとえば、ヒアルロン酸、キトサンおよびコラーゲンが挙げられる。特定の実施形態
においては、ナノ構造体コアには重合体材料は含まれない（例えば、これは非重合体材料
である）。
【００４８】
　ナノ構造体コアの表面には、コアの内側部分を形成させるために使用する材料が含まれ
得るか、またはナノ構造体コアの表面が、成分（例えば、シェルを形成する成分）の結合
を促進するために１つ以上の化学物質により不動態化され得る。
【００４９】
　いくつかの場合には、コア１６は中空であり、したがって、コア１６にはナノ構造体コ
アは含まれない。よって、いくつかのそのような実施形態および他の実施形態においては
、構造体１０には、必要に応じて、成分（例えば、生物活性剤、コレステロール）がコア
１６およびシェルの外側の環境４０に対して通過し、ならびにコア１６およびシェルの外
側の環境４０から通過することを可能にすることができるシェルが含まれる。シェルを形
成する成分の立体障害が原因で典型的には約１００ｎｍより大きい最大断面寸法を有する
、特定の既存の中空構造体（例えば、リポソーム）とは対照的に、中空のコア（例えば、
部分的にまたは全体的に中空のコア）を有している構造体１０は非常に小さい場合があり
、例えば、約１００ｎｍ未満またはさらには約５０ｎｍ未満の最大断面寸法を有する。例
えば、リン脂質が立体的に制限されるため、リン脂質を含有する脂質二重層を含むリポソ
ームは１００ｎｍ未満のサイズで製造することが難しく、したがって、小さな曲率半径を
持つ二重層の中空構造体を形成することは困難であるかまたは不可能となる。ナノ構造体
コアをリン脂質または他の分子についての鋳型として使用し、次いで、ナノ構造体コアを
除去することにより、小さい曲率半径を持つ中空の構造体または少なくとも部分的に中空
の構造体を生じさせることができる。中空のコアを形成させるために使用することができ
る方法の例は、２００９年４月２４日に出願された、「Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　
Ｓｕｉｔａｂｌｅ　ｆｏｒ　Ｓｅｑｕｅｓｔｅｒｉｎｇ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　ａｎ
ｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」の表題の国際特許公開番号ＷＯ／２００９／１３
１７０４（これは、全ての目的についてその全体が参照により本明細書中に組み入れられ
る）にさらに詳細に記載されている。
【００５０】
　コアを囲繞するシェルを含んでもよい、本明細書に記載の構造体は、任意の好適な形状
および／またはサイズを有してもよい。たとえば、構造体の形状は、実質的に球形、楕円
形、棒状、ピラミッド形、立方体形、円盤状、または凸凹状であってもよい。構造体の最
大断面寸法（または、場合によっては、最小断面寸法）は、たとえば約５００ｎｍ以下、
約２５０ｎｍ以下、約１００ｎｍ以下、約７５ｎｍ以下、約５０ｎｍ以下、約４０ｎｍ以
下、約３５ｎｍ以下、約３０ｎｍ以下、約２５ｎｍ以下、約２０ｎｍ以下、約１５ｎｍ以
下、または約５ｎｍ以下であり得る。また、構造体のアスペクト比は、コアのアスペクト
比に実質的に類似していてもよい。
【００５１】
　構造体のシェルは、任意の好適な厚さを有し得る。たとえば、シェルの厚さは、（たと
えば、シェルの内側表面から外側表面までが）少なくとも１０オングストローム、少なく
とも０．１ｎｍ、少なくとも１ｎｍ、少なくとも２ｎｍ、少なくとも５ｎｍ、少なくとも
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７ｎｍ、少なくとも１０ｎｍ、少なくとも１５ｎｍ、少なくとも２０ｎｍ、少なくとも３
０ｎｍ、少なくとも５０ｎｍ、少なくとも１００ｎｍ、または少なくとも２００ｎｍであ
ってもよい。いくつかの場合において、シェルの厚さは、（たとえば、シェルの内側表面
から外側表面までが）２００ｎｍ未満、１００ｎｍ未満、５０ｎｍ未満、３０ｎｍ未満、
２０ｎｍ未満、１５ｎｍ未満、１０ｎｍ未満、７ｎｍ未満、５ｎｍ未満、３ｎｍ未満、２
ｎｍ未満、または１ｎｍ未満である。このシェルは、上記の範囲の組み合わせを有してい
てもよい。
【００５２】
　当業者は、構造体および粒子のサイズを判定する技術に精通している。好適な技術とし
ては、たとえば、動的光散乱（ＤＬＳ）（たとえば、Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅ
ｒ機器を使用する）、透過型電子顕微鏡、走査電子顕微鏡法、電気抵抗によるカウント、
およびレーザー回折が挙げられる。他の好適な技術は、当業者にとって公知である。ナノ
構造体のサイズを判定する多くの方法は公知であるが、本明細書に記載のサイズ（たとえ
ば、最大または最小断面寸法、厚さ）は、動的光散乱によって測定されたものを指す。
【００５３】
　本明細書に記載の構造体のシェルは、疎水性材料、親水性材料、および／または両親媒
性材料等の任意の好適な材料を含み得る。シェルは、ナノ構造体コアのための上記列挙さ
れたような１以上の無機材料を含み得るが、多くの実施形態において、シェルは脂質また
はある種の重合体等の有機材料を含む。
【００５４】
　いくつかの場合においては、シェルの成分は、例えば、構造体の表面上に電荷を付与す
るために荷電され得る。他の場合には、シェルの成分または構造体の表面は荷電していな
い。構造体の表面電荷はそのζ電位により測定することができる。いくつかの場合には、
構造体は、例えば、－２ｍＶ～＋２ｍＶ、－５ｍＶ～＋５ｍＶ、－７ｍＶ～＋７ｍＶ、－
１０ｍＶ～＋１０ｍＶ、－２０ｍＶ～＋２０ｍＶ、－３０ｍＶ～＋３０ｍＶ、－４０ｍＶ
～＋４０ｍＶ、－５０ｍＶ～＋５０ｍＶ、－６０ｍＶ～＋６０ｍＶ、０ｍＶ～±５ｍＶ、
±１０ｍＶ～±３０ｍＶ、±３０ｍＶ～±４０ｍＶ、±４０ｍＶ～±６０ｍＶ、または±
６０ｍＶ～±８０ｍＶのζ電位を有する。いくつかの場合には、本明細書中に記載する構
造体のζ電位は、－２ｍＶ以下、－５ｍＶ以下、－７ｍＶ以下、－１０ｍＶ以下、－２０
ｍＶ以下、－３０ｍＶ以下、－４０ｍＶ以下、－５０ｍＶ以下、または－６０ｍＶ以下で
ある。他の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体のζ電位は、＋２ｍＶ以上
、＋５ｍＶ以上、＋７ｍＶ以上、＋１０ｍＶ以上、＋２０ｍＶ以上、＋３０ｍＶ以上、＋
４０ｍＶ以上、＋５０ｍＶ以上、または＋６０ｍＶ以上である。ζ電位の他の値もまた可
能である。
【００５５】
　１つの組の実施形態において、本明細書に記載の構造体またはその一部分、たとえば構
造体のシェルは、１以上の天然または合成脂質または脂質アナログ（すなわち、親油性分
子）を含む。１以上の脂質および／または脂質アナログは、構造体の単層または多層（た
とえば、二重層）を形成してもよい。多層が形成されるいくつかの例において、天然また
は合成脂質または脂質アナログは、（たとえば、異なる層間で）互いに組み合う。天然ま
たは合成脂質または脂質アナログの非限定的例としては、脂肪酸アシル、グリセロ脂質、
グリセロリン脂質、スフィンゴ脂質、サッカロ脂質、およびポリケチド（ケトアシルサブ
ユニットの縮合に由来する）、ステロール脂質およびプレノール脂質（イソプレンサブユ
ニットの縮合に由来する）、脂肪酸（たとえば、トリグリセリド、ジグリセリドおよびモ
ノグリセリド）、ステロール含有代謝産物（例えば、コレステロール）、ならびにこれら
の誘導体が挙げられる。
【００５６】
　一組の特定の実施形態において、本明細書に記載の構造体は１以上のリン脂質を含む。
１以上のリン脂質としては、たとえば、ホスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロ
ール、レシチン、β，γ－ジパルミトイル－α－レシチン、スフィンゴミエリン、ホスフ
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ァチジルセリン、ホスファチジン酸、Ｎ－（２，３－ジ（９－（Ｚ）－オクタデケニルオ
キシ））－プロパ－１－イル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド、ホスファ
チジルエタノールアミン、リゾレシチン、リゾホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルイノシトール、ケファリン、カルディオリピン、セレブロシド、ジセチルフォス
フェート、ジオレイルホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジ
パルミトイルホスファチジルグリセロール、ジオレオイルホスファチジルグリセロール、
パルミトイル－オレオイル－ホスファチジルコリン、ジ－ステアロイル－ホスファチジル
コリン、ステアロイル－パルミトイル－ホスファチジルコリン、ジ－パルミトイル－ホス
ファチジルエタノールアミン、ジ－ステアロイル－ホスファチジルエタノールアミン、ジ
－ミリストイル－ホスファチジルセリン、ジ－オレイル－ホスファチジルコリン、１，２
－ジパミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホチオエタノール、およびそれらの組み合わ
せが挙げられる。いくつかの場合において、構造体のシェル（たとえば、二重層）は、５
０～２００の天然または合成脂質または脂質アナログ（たとえば、リン脂質）を含む。た
とえば、シェルは、たとえば、構造体のサイズに応じて、約５００未満、約４００未満、
約３００未満、約２００未満、または約１００未満の天然または合成脂質または脂質アナ
ログ（たとえば、リン脂質）を含み得る。特定の実施形態においては、本明細書中に記載
する構造体には、内因性ＨＤＬ中に見られるリン脂質と似ている１つ以上のリン脂質が含
まれる。
【００５７】
　ステアリルアミン、ドセシルアミン、パルミチン酸アセチル、および脂肪酸アミドのよ
うな非リン含有脂質も使用され得る。他の実施形態において、脂肪、油、ろう、ステロー
ル、および脂溶性ビタミン（たとえば、ビタミンＡ、Ｄ、ＥおよびＫ）等の他の脂質は、
本明細書に記載の構造体の一部分を形成するために使用することができる。
【００５８】
　ナノ構造体のシェルまたは表面等の、本明細書に記載の構造体の一部分は、任意により
構造体に疎水性を付与する１以上のアルキル基、たとえば、アルカン－、アルケン－、ま
たはアルキン含有種を任意により含み得る。「アルキル」基は、直鎖アルキル基、分岐鎖
アルキル基、シクロアルキル（脂環式）基、アルキル置換シクロアルキル基、およびシク
ロアルキル置換アルキル基を含む飽和脂肪族基を指す。アルキル基は、たとえば、Ｃ２か
らＣ４０の間の様々な炭素数を有してもよい。いくつかの実施形態において、炭素数は、
Ｃ５、Ｃ１０、Ｃ１５、Ｃ２０、Ｃ２５、Ｃ３０またはＣ３５よりも大きくてよい。いく
つかの実施形態において、直鎖または分岐鎖アルキルは、その骨格に、３０個以下、いく
つかの場合においては２０個以下の炭素原子を有してもよい。いくつかの実施形態におい
て、直鎖または分岐鎖アルキルは、その骨格（たとえば、直鎖ではＣ１～Ｃ１２、分岐鎖
ではＣ３～Ｃ１２）に１２個以下、６個以下、４個以下の炭素原子を有してもよい。同様
に、シクロアルキルは、それらの環状構造中に３～１０個の炭素原子、または環状構造中
に５個、６個または７個の炭素を有してもよい。アルキル基の例としては、たとえば、メ
チル、エチル、プロピル、イソプロピル、シクロプロピル、ブチル、イソブチル、ｔｅｒ
ｔ－ブチル、シクロブチル、ヘキシル、シクロヘキシル等が挙げられるが、これらに限定
されない。
【００５９】
　アルキル基としては、任意の好適な末端基、たとえば、チオール基、シラン基、アミノ
基（たとえば、置換されていないまたは置換されたアミン）、アミド基、イミン基、カル
ボキシル基、またはスルフェート基が挙げられ、たとえば、ナノ構造体コアへのリガンド
の付着を直接的またはリンカーを介して可能にする。たとえば、不活性金属がナノ構造体
コアを形成するために使用される場合、アルキル種は、金属－チオール結合を形成するチ
オール基を含んでもよい。いくつかの例において、アルキル種は少なくとも第２の末端基
を含む。たとえば、種はポリエチレングリコール等の親水性の部分に結合されてもよい。
他の実施形態において、第２の末端基は他の官能基（例えば、核酸のような生物活性剤に
付着を可能にするカルボン酸）に共有結合的に付着することができる反応性基であっても
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よい。いくつかの例において、第２の末端基はリガンド／受容体相互作用（たとえば、ビ
オチン／ストレプトアビジン）に関係し得る。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、シェルは重合体を含む。たとえば、両親媒性重合体が使
用され得る。重合体はジブロック共重合体、トリブロック共重合体等であってもよく、た
とえば、一方のブロックが疎水性重合体で、他方のブロックが親水性重合体である。たと
えば、重合体は、α－ヒドロキシ酸（たとえば、乳酸）およびポリエチレングリコールの
共重合体であってもよい。いくつかの場合において、シェルは、ある種のアクリル樹脂、
アミドおよびイミド、炭酸塩、ジエン、エステル、エーテル、フルオロカーボン、オレフ
ィン、スチレン、ビニルアセタール、ビニル、および塩化ビニリデン、ビニルエステル、
ビニルエーテルおよびケトン等を含み得る重合体、およびビニルピリジンおよびビニルピ
ロリドン重合体等の疎水性重合体を含む。他の場合において、シェルは、ある種のアクリ
ル樹脂、アミン、エーテル、スチレン、ビニル酸およびビニルアルコールを含む重合体等
の親水性重合体を含む。重合体は、荷電されていてもよくまたは荷電されていなくてもよ
い。本明細書に記載されるように、シェルの特定の成分は構造体にある種の官能性を付与
するよう選択可能である。
【００６１】
　シェルが両親媒性材料を含む場合、材料はコアに関して、および／または互いに任意の
好適な方法で配列することができる。たとえば、両親媒性材料は、コアに向けられた親水
基、およびコアから離れて伸びる疎水基を含んでもよく、または、両親媒性材料は、コア
に向けられた疎水基、およびコアから離れて伸びる親水基を含んでもよい。各構成の二重
層も形成することができる。
【００６２】
　いくつかの場合には、本明細書中に記載する構造体のシェルを形成する成分は、少なく
とも一部、上記成分の分子量に基づいて選択される。いくつかの場合には、シェルには、
例えば、５０，０００ｇ／ｍｏｌ以下、２５，０００ｇ／ｍｏｌ以下、１５，０００ｇ／
ｍｏｌ以下、１０，０００ｇ／ｍｏｌ以下、７，０００ｇ／ｍｏｌ以下、５，０００ｇ／
ｍｏｌ以下、２，０００ｇ／ｍｏｌ以下、１，０００ｇ／ｍｏｌ以下、または５００ｇ／
ｍｏｌ以下の分子量を有している成分が含まれるか、あるいはシェルは実質的にそのよう
な成分から形成される。他の実施形態においては、成分の分子量は、１，０００ｇ／ｍｏ
ｌ以上、２，０００ｇ／ｍｏｌ以上、５，０００ｇ／ｍｏｌ以上、７，０００ｇ／ｍｏｌ
以上、１０，０００ｇ／ｍｏｌ以上、１５，０００ｇ／ｍｏｌ以上、２５，０００ｇ／ｍ
ｏｌ以上、または５０，０００ｇ／ｍｏｌ以上である。上記成分は、本明細書中に記載す
るものと同様に、重合体の形態であってよく、また非重合体（例えば、脂質）の形態であ
ってもよい。
【００６３】
　特定の実施形態においては、構造体には、成分の混合層（例えば、混合単層）を含有し
ているシェルが含まれる。例えば、１つの実施形態においては、シェルには、本明細書中
に記載するもののような少なくとも２つのタイプの脂質（例えば、第１の脂質と第２の脂
質）が含まれ得、これらが混合層（例えば、単層）を形成する。二重層構造（ｃｏｎｆｉ
ｇｕｒａｔｉｏｎ）を含有しているシェルを有している特定の構造体を含むいくつかの実
施形態においては、上記層のうちの少なくとも一方に、第１の成分と第２の成分の混合物
が含まれ得る。複数の実施形態の１つの組においては、シェルには、本明細書中に記載す
るもののような脂質（例えば、第１の成分）と、本明細書中に記載するもののようなアル
キル基を含有している化合物（例えば、第２の成分）（これをナノ構造体コアに対して結
合させることができる）が含まれ得、上記２つの成分は混合層（例えば、単層）を形成す
ることができる。アルキル基は、例えば、Ｃ２からＣ４０の間の様々な炭素数を有し得、
必要に応じて、例えば、ナノ構造体コアへの基の結合を直接的またはリンカーを介して可
能にすることができる１つ以上の適切な末端基（例えば、チオール基、シラン基、アミノ
基（例えば、置換されていないアミンまたは置換されたアミン）、アミド基、イミン基、
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カルボキシル基、または硫酸基）に対して結合させることができる。いくつかの場合には
、混合層の成分の１つには、ナノ構造体コアへの結合のための１つの末端と、核酸のよう
な生物活性剤への結合のための第２の末端が含まれる。他のタイプの成分もまた、シェル
の混合層に含めることができる。特定の実施形態においては、混合層には、層を形成する
３種類以上、または４種類以上の異なる成分が含まれ得る。いくつかの場合には、混合層
は自己集合した（ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｄ）単層である。
【００６４】
　層を形成する成分が２以上存在する実施形態においては、それぞれの成分は、層の重量
の例えば、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、
少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくと
も８０％、または少なくとも９０％の量で層中に存在し得る。例えば、２成分系において
は、混合層中の第１の成分と第２の成分の合計量に対する第１の成分の百分率は、（重量
で）例えば、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％
、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なく
とも８０％、または少なくとも９０％であり得る。他の実施形態においては、２成分系に
おいて、混合層中の第１の成分と第２の成分の合計数と比較した第１の成分の百分率は、
例えば、少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少
なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも
８０％、または少なくとも９０％であり得る。
【００６５】
　複数の実施形態の１つの組においては、本明細書中に記載する構造体を、被験体または
生物学的試料に対しておよび／あるいは被験体または生物学的試料から、特定の分子を隔
離する、輸送する、または交換するように構築し、配置する。１つ以上の核酸を含み得る
構造体はまた、試料または患者において核酸を送達する、核酸を放出する、および／また
は遺伝子発現を調節するようにも機能し得る。したがって、本明細書中の特定の構造体は
複数の機能を有することができる。
【００６６】
　複数の実施形態の１つの組においては、本明細書中に記載する構造体を、ナノ構造体コ
アまたは中空のコアを含むかどうかにはかかわらず、被験体または生物学的試料に対して
、および／あるいは被験体または生物学的試料から特定の分子を隔離する、輸送する、ま
たは交換するように構築し、配置する。例えば、被験体に導入すると、構造体は、細胞、
組織、臓器、粒子、流体（例えば、血液）、およびそれらの一部のような、被験体中の１
つ以上の成分と相互作用することができる。上記相互作用は、少なくとも一部、上記構造
体のシェルを介して起こり得、そして上記相互作用には、例えば、被験体の１つ以上の成
分から上記構造体への、および／または構造体から上記被験体の１つ以上の成分への、物
質（例えば、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、栄養素）の交換が含まれ得る
。いくつかのそのような実施形態においては、上記構造体のシェルを、被験体由来の１つ
以上の物質との好ましい相互作用（例えば、結合、吸着、輸送）を可能にする特性を持つ
成分を含むように設計することができる。例えば、シェルには、本明細書中に記載するよ
うに、特定の疎水性、親水性、表面電荷、官能基、結合についての特異性、および／また
は特定の相互作用を促進するための密度を有している成分が含まれ得る。特定の実施形態
においては、被験体由来の１つ以上の物質が上記構造体により隔離され、そして上記構造
体は、上記物質の排出、分解、および／または輸送を促進することができる。上記物質の
排出、分解、および／または輸送は、特定の有益な効果および／または治療効果をもたら
すことができる。このように、本明細書中に記載する構造体は、特定の疾患または身体状
態の診断、予防、処置または管理のために使用することができる。
【００６７】
　実施形態の１つの特定の組においては、本明細書中に記載する構造体を、コレステロー
ル（および／または他の脂質）を隔離するように構築し、配置する。理論に束縛されるこ
とは望まないが、本明細書中に記載する特定の構造体が、上記構造体の疎水性層（例えば
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、脂質二重層のような脂質層）との疎水性相互作用を介してコレステロールを隔離できる
という仮説が立てられている。例えば、いくつかの場合には、コレステロールは疎水的相
互作用により構造体の表面に対して（例えば、シェルの外側表面に対して）に結合するこ
とができる。他の場合には、コレステロールを、シェルの外側表面から、シェルの内側表
面に、および／または構造体のコアに輸送することができる。コレステロールもまたシェ
ルに、例えば、シェルの２つの層の間に埋め込むことができる。必要に応じて、本明細書
中に記載する構造体には、コレステロールのおよび／または他の脂質の隔離を促進するこ
とができる、１つ以上のアポリポタンパク質（例えば、アポリタンパク質－Ａ１）、タン
パク質、またはペプチドを含めることができる。本明細書中に記載する構造体はまた、細
胞から、または他の循環リポタンパク質種からコレステロールおよびリン脂質を除去する
ことにより、コレステロールを隔離することができる。本明細書中に記載する構造体によ
り隔離されたコレステロールは、いくつかの実施形態においては、酵素により（例えば、
レシチン：アシルＣｏＡトランスフェラーゼ（ＬＣＡＴ）によって）エステル化して、構
造体の中心に向かって移動することができるコレステロールエステルを形成することがで
きる。本明細書中に記載するように、コレステロールを隔離するように適応させた構造体
はまた、患者または試料において核酸を送達する、および／または遺伝子発現を調節する
ように機能し得る。
【００６８】
　さらに、理論に束縛されることは望まないが、本明細書中に記載する特定の構造体は、
高濃度のコレステロール（例えば、プラーク）からコレステロールを隔離し、かつ、それ
を肝臓に直接的または間接的に移動させることができると考えられる。例えば、コレステ
ロールを、プラークからのコレステロールの直接的な流出により高濃度のコレステロール
の領域（例えば、プラーク）から、またはプラークの任意の成分から、本明細書中に記載
する構造体の中または上へ隔離することができる。いくつかのそのような実施形態におい
ては、構造体により隔離されたコレステロールは、構造体によって肝臓に直接輸送される
。他の実施形態においては、他の循環リポタンパク質種（例えば、ＬＤＬ）が、コレステ
ロール交換に関係し得る。例えば、いくつかの場合には、遊離のコレステロールまたはエ
ステル化コレステロールが、他のリポタンパク質から本明細書中に記載する構造体へと移
動させられる。他の場合においては、遊離のコレステロールまたはエステル化コレステロ
ールが本明細書中に記載する構造体により隔離されると、コレステロールは、構造体から
他のリポタンパク質種へと移動することができ、これは最終的には肝臓に行き着くことが
できる。したがって、そのような実施形態においては、本明細書中に記載する構造体は逆
方向のコレステロール輸送を間接的に増大させることができる。さらに、本明細書中に記
載する構造体から他のリポタンパク質種に遊離のコレステロールまたはエステル化コレス
テロールを隔離する場合は、構造体は、例えば、高コレステロール含有量の領域、プラー
ク、循環リポタンパク質、または高コレステロール濃度の他の生理学的部位からコレステ
ロールをさらに隔離することができる。しかし、本明細書中に記載する構造体が、他のル
ート、例えば、尿を介してコレステロールおよび／または他の分子を除去することもでき
、そして本発明はこの点に関しては限定されないことが理解されるものとする。いくつか
の実施形態においては、構造体は、これらまたは他のルートによりコレステロールを隔離
することができ、そしてまた、隔離プロセスの前、その間、またはその後に核酸を送達す
る、および／または遺伝子発現を調節するように機能することもできる。
【００６９】
　本明細書中に記載する構造体および／または組成物により隔離された分子（例えば、コ
レステロールまたは他の脂質）の量は、例えば、構造体のサイズ、粒子の生物学および界
面化学、ならびに投与方法に依存し得る。例えば、構造体が末梢部から肝臓へと無期限に
循環し再び出て行く場合は、構造体が再利用されるので、組成物が有効であるためには、
比較的少数のコレステロール分子がそれぞれの構造体により隔離される必要がある。他方
では、組成物が、例えば、コレステロールまたは胆汁酸塩結合性樹脂として経口的に使用
される場合は、それぞれの構造体が、より多くの数のコレステロールを隔離してコレステ
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ロールの取込みを増加させることができる。また、構造体が、コレステロールを隔離した
後で（例えば、肝臓または尿を介して）急速に排出されるようなサイズである場合は、構
造体１つあたりの大量のコレステロールの取込みおよび／または継続的な注入を実施する
ことができる。このように、薬学的組成物または他の処方物に取り込ませることができる
本明細書中に記載する単一の構造体は、構造体のサイズ（例えば、表面積および／または
体積）、特定の用途、ならびに投与方法に応じて変わり得る、例えば、少なくとも２、少
なくとも５、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも３０、少なくとも５０、少な
くとも１００、少なくとも２００、少なくとも５００、少なくとも１，０００、少なくと
も２，０００、少なくとも５，０００または少なくとも１０，０００個の、任意の適切な
数の特定のタイプの分子（例えば、コレステロールのような脂質；エストロゲン、プロゲ
ステロン、およびテストステロンのようなステロイド；胆汁酸塩など）を、使用中に、隔
離することができる可能性がある。いくつかの場合には、そのような数の分子は１つの特
定の例で、構造体に結合させることができる。
【００７０】
　いくつかの場合には、単一構造体は、例えば、約５０ｍＭ以下、約１５ｍＭ以下、約１
０ｍＭ以下、約５ｍＭ以下、約１ｍＭ以下、約１００μＭ以下、約１０μＭ以下、約１μ
Ｍ以下、約０．１μＭ以下、約５０ｎＭ以下、約１５ｎＭ以下、約１０ｎＭ以下、約７ｎ
Ｍ以下、約５ｎＭ以下、約４ｎＭ以下、約２ｎＭ以下、約１ｎＭ以下、約０．１ｎＭ以下
、約１０ｐＭ以下、約１ｐＭ以下、約０．１ｐＭ以下、約１０ｆＭ以下、または約１ｆＭ
以下のコレステロールに対する結合定数Ｋｄを有する。いくつかの実施形態においては、
構造体は、ｉｎ　ｖｉｖｏで、総コレステロール濃度未満のコレステロールに対する結合
定数を有する。いくつかの場合には、総コレステロールは循環コレステロールの量である
。特定の実施形態においては、構造体は、内因性ＨＤＬの結合定数と実質的に類似する、
コレステロールに対する結合定数を有する。隔離されたコレステロールの量および結合定
数を決定するための方法は、以下にさらに詳細に提供する。
【００７１】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体により隔離された分子は、例
えば、隔離された分子の数に応じて、構造体のサイズ（例えば、横断面積、表面積および
／または体積）を増大させる。本明細書中に記載するように、分子は、構造体の表面と会
合することができ、構造体のシェルの中に埋め込むこともでき、構造体のコアに輸送する
こともでき、またはそれらを組み合わせることもできる。このため、いくつかの実施形態
においては、構造体のサイズ（例えば、横断面積、表面積および／または体積）は、隔離
後／隔離中の時間と比較して、隔離前の時間から少なくとも５％、少なくとも１０％、少
なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくとも７０％または少なく
とも１００％増加し得る。
【００７２】
　しかしながら、本明細書中の実施形態の多くはコレステロールまたは他の脂質を隔離す
る状況で記載されるが、本発明がそのような内容に限定されるものではなく、本明細書中
に記載する構造体、組成物、キットおよび方法は、他の分子を隔離し、そして／あるいは
他の疾患または身体状態を予防する、処置する、または管理するために、必要に応じて核
酸送達および／または遺伝子調節と組み合わせて使用することができることが理解される
ものとする。
【００７３】
　本明細書に記載されるように、本明細書に記載の構造体は、必要に応じて、１以上のタ
ンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチド（たとえば、合成ペプチド、両親媒性ペ
プチド）を含んでもよい。１つの組の実施形態において、構造体は、構造体のコレステロ
ール移送速度またはコレステロール担持能力を増加させることができる、タンパク質、ポ
リペプチドおよび／またはペプチドを含む。１以上のタンパク質またはペプチドは、コア
（たとえば、コアの表面、またはコアに埋め込まれた）、シェル（たとえば、シェルの内
側および／または外側表面、またはシェルに埋め込まれた）またはその両方と会合しても
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よい。会合としては、共有的または非共有的相互作用（たとえば、疎水性および／または
親水性相互作用、静電的相互作用、ファンデルワールス相互作用）が挙げられる。
【００７４】
　本明細書に記載の構造体と会合し得る好適なタンパク質の例は、たとえば、アポリポタ
ンパク質Ａ（たとえば、ａｐｏ　Ａ－Ｉ、ａｐｏ　Ａ－ＩＩ、ａｐｏ　Ａ－ＩＶおよびａ
ｐｏ　Ａ－Ｖ）、アポリポタンパク質Ｂ（たとえば、ａｐｏ　Ｂ４８およびａｐｏ　Ｂ１
００）、アポリポタンパク質Ｃ（たとえば、ａｐｏ　Ｃ－Ｉ、ａｐｏ　Ｃ－ＩＩ、ａｐｏ
　Ｃ－ＩＩＩおよびａｐｏ　Ｃ－ＩＶ）およびアポリポタンパク質Ｄ、Ｅ、Ｈ等のアポリ
ポタンパク質である。具体的には、ａｐｏ　Ａ１、ａｐｏ　Ａ２およびａｐｏ　Ｅは、代
謝用として、肝臓へのコレステロールとコレステロールエステルの移送を促進させ、本明
細書に記載の構造体に含めることは有用であり得る。さらに、またはあるいは、本明細書
に記載の構造体は、上述のようなアポリポタンパク質の１以上のペプチドアナログを含ん
でもよい。構造体は、任意の好適な数、たとえば、少なくとも１、２、３、４、５、６ま
たは１０個のアポリポタンパク質またはそのアナログを含んでもよい。ある実施形態にお
いて、構造体は、天然のＨＤＬ粒子に類似の１～６個のアポリポタンパク質を含む。もち
ろん、他のタンパク質（たとえば、非アポリポタンパク質）も本明細書に記載の構造体に
含めることができる。
【００７５】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体は、内因性ＨＤＬの結合親和
性と実質的に等しい、マクロファージおよび肝細胞に対する結合親和性を示し得る。いく
つかの場合には、本明細書中に記載する構造体は、内因性ＨＤＬ上でのアポリポタンパク
質の密度の３０％以内、２０％以内、または１０％以内であるアポリポタンパク質（例え
ば、Ａｐｏ　Ａ－１の密度を含む。
【００７６】
　任意により、１以上の酵素も、本明細書に記載の構造体と会合してもよい。たとえば、
レシチン－コレステロールアシルトランスフェラーゼは、遊離コレステロールをコレステ
ロールエステル（コレステロールのより疎水性の形態）に変換する酵素である。天然のリ
ポタンパク質（たとえば、ＨＤＬおよびＬＤＬ）において、コレステロールエステルはリ
ポタンパク質のコアへと隔離され、円盤形から球形にリポタンパク質を変形させる。した
がって、本明細書に記載の構造体は、ＨＤＬおよびＬＤＬ構造体を模倣するためにレシチ
ン－コレステロールアシルトランスフェラーゼを含んでもよい。ＨＤＬからＬＤＬ種まで
エステル化コレステロールを輸送するコレステロールエステル輸送タンパク質（ＣＥＴＰ
）等の他の酵素も含むことができる。
【００７７】
　いくつかの場合において、１以上の生物活性剤が本明細書に記載の構造体または組成物
と会合する。１以上の生物活性剤は、任意により、構造体または組成物から放出されても
よい（たとえば、長期的または短期的放出）。生物活性剤は、生物学的な系に影響を及ぼ
す分子を含み、該分子としては、たとえば、タンパク質、核酸、治療薬、ビタミンおよび
その誘導体、ウイルス画分、リポ多糖類、細菌画分、およびホルモンが挙げられる。目的
の他の薬剤は化学療法剤を含んでもよく、癌患者の処置および管理に使用される。かかる
分子は、抗増殖性剤、細胞毒性薬および免疫抑制剤として一般に特徴づけられ、タキソー
ル、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ビンカアルカロイド、アクチノマイシンおよびエ
トポシド等の分子を含む。
【００７８】
　生物活性剤の他の例としては、心血管系作用薬、呼吸器用薬、交感神経作用様薬、コリ
ン様作用薬、アドレナリン作用またはアドレナリン作動性ニューロン遮断薬、鎮痛剤／解
熱剤、麻酔薬、喘息治療薬、抗生物質、抗うつ薬、糖尿病用薬、抗真菌剤、抗高血圧剤、
抗炎症剤（たとえば、プレドニゾン等のグルココルチコイド）、核酸種（たとえば、炎症
伝達物質に対するアンチセンスおよびｓｉＲＮＡ種）、抗腫瘍薬、抗不安薬、免疫抑制剤
、免疫修飾剤、片頭痛治療剤（ａｎｔｉｍｉｇｒａｉｎｅ　ａｇｅｎｔ）、鎮静剤／催眠
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薬、抗狭心症薬、抗精神病薬、躁病治療剤（ａｎｔｉｍａｎｉｃ　ａｇｅｎｔ）、抗不整
脈薬、抗関節炎薬、痛風治療薬、抗凝固剤、血栓溶解剤、抗線維素溶解剤、ヘモレオロジ
ック剤（ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃ　ａｇｅｎｔ）、抗血小板剤、抗痙攣薬、抗パーキ
ンソン剤（ａｎｔｉｐａｒｋｉｎｓｏｎ　ａｇｅｎｔ）、抗ヒスタミン薬／かゆみ止め、
カルシウム調整に有用な薬剤、抗菌性物質（ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｓ）、抗ウイル
ス薬（ａｎｔｉｖｉｒａｌｓ）、抗菌剤（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ）、消毒剤（ａ
ｎｔｉ－ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ）、気管支拡張薬、血糖降下薬（ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ
　ａｇｅｎｔ）、脂質低下薬（ｈｙｐｏｌｉｐｉｄｅｍｉｃ　ａｇｅｎｔ）、赤血球形成
刺激に有用な薬剤、抗潰瘍薬（ａｎｔｉｕｌｃｅｒ　ａｇｅｎｔ）／抗逆流薬（ａｎｔｉ
ｒｅｆｌｕｘ　ａｇｅｎｔ）、制吐薬（ａｎｔｉｎａｕｓｅａｎｔ）／鎮吐薬（ａｎｔｉ
ｅｍｅｔｉｃ）および脂溶性ビタミン、コレステロール剤（たとえば、コレステロールレ
ベルを下げることで知られる、Ｌｉｐｉｔｏｒ、Ｚｏｃｏｒ等のスタチン）、またはそれ
らの組み合わせが挙げられる。
【００７９】
　いくつかの実施形態において、１以上の核酸は、本明細書に記載の構造体と会合してい
る。核酸は、可変長の、二本鎖または一本鎖デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸
（ＲＮＡ）のいずれかを含む。核酸はセンスストランドおよびアンチセンスストランドを
含む。ホスホロチエート、ホスホロアミダート、ホスホネートアナログ等の核酸アナログ
も考えられる核酸であり、使用されてもよい。核酸はさらに染色体および染色体断片を含
む。
【００８０】
　いくつかの場合には、核酸はオリゴヌクレオチドである。核酸またはオリゴヌクレオチ
ドは、本明細書中で議論するような任意の適切な様式で（例えば、コアと、シェルと、ま
たはそれらの組み合わせで）本明細書中に記載する構造体と会合することができる。核酸
またはオリゴヌクレオチドは、試料または患者において遺伝子発現を調節するように適応
させ、配置することができる。任意の適切な技術（例えば、静電吸着技術、化学吸着技術
、金－チオール結合化学反応など）を、本明細書中に記載する構造体の一部分に対して核
酸またはオリゴヌクレオチドを結合させるために使用することができる。いくつかの例に
おいてには、核酸またはオリゴヌクレオチドを、ナノ構造体コアに対して、またはシェル
に対して、共有結合させるか、共有結合に近い結合により結合させる。他の例においては
、核酸またはオリゴヌクレオチドをコレステロール（例えば、５’－コレステリルＤＮＡ
）に対して共有結合させ、本明細書中に記載する構造体と任意の適切な様式で会合させる
。核酸またはオリゴヌクレオチドとしては、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡなどを挙げることが
でき、これらは一本鎖であっても二本鎖であってもよい。いくつかの場合には、核酸また
はオリゴヌクレオチドはアンチセンスＤＮＡであり得る。ＲＮＡの具体例としては、ｓｉ
ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｔＲＮＡなどが挙げられるが、これらに限定されない。
いくつかの場合には、例えば、ＲＮＡは、ｓｉＲＮＡ、またはナノ粒子をそれに対して標
的化させる細胞において遺伝子発現を調節するように選択された他のタイプのＲＮＡであ
り得る。特定の実施形態においては、核酸またはオリゴヌクレオチドは合成のものである
。いくつかの場合には、核酸またはオリゴヌクレオチドはコレステロール化されたもので
ある。
【００８１】
　上記のように、本明細書中に記載する核酸化合物またはオリゴヌクレオチドは一本鎖で
あっても二本鎖であってもよい。二本鎖の化合物にはまた、鎖の一方または他方が一本鎖
である突出または非相補性の領域も含めることができる。一本鎖化合物には、自己相補性
の領域が含まれ得、これは、この化合物がいわゆる「ヘアピン」または「ステムループ」
構造を形成し、二重へリックス構造の領域を持つことを意味している。核酸またはオリゴ
ヌクレオチドには、全長の核酸配列またはリガンド核酸配列の１０００以下、５００以下
、２５０以下、１００以下、または５０以下、３５以下、３０以下、２５以下、２２以下
、２０以下、１８以下、１５以下、１２以下、１０以下、８以下、６以下、５以下、４以
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下、または３以下のヌクレオチド（ヌクレオチド塩基または核酸塩基（ｎｕｃｌｅｏｂａ
ｓｅ））からなる領域に対して相補的であるヌクレオチド配列が含まれ得る。相補性領域
は、少なくとも８ヌクレオチド、状況によっては、少なくとも１０ヌクレオチドまたは少
なくとも１５ヌクレオチド、状況によっては、１５ヌクレオチド～２５ヌクレオチドの間
、または状況によっては、３ヌクレオチド～２０ヌクレオチドの間（例えば、３ヌクレオ
チド～１０ヌクレオチドの間、または３ヌクレオチド～１０ヌクレオチドの間）であり得
る。相補性領域は、標的転写物のイントロン、コード配列、または非コード配列、例えば
、コード配列部分に含まれ得る。
【００８２】
　本明細書中に記載する核酸（ナノ構造体と会合することができる）は、約３～約１００
０ヌクレオチド（ヌクレオチド塩基または核酸塩基）または約３～約１０００塩基対長、
約３～約７００ヌクレオチドまたは約３～約７００塩基対長、約４～約５００ヌクレオチ
ドまたは約４～約５００塩基対長、約３～約２００ヌクレオチドまたは約３～約２００塩
基対長、約３～約１５０ヌクレオチドまたは約３～約１５０塩基対長、約３～約１００ヌ
クレオチドまたは約３～約１００塩基対長、約３～約７５ヌクレオチドまたは約３～約７
５塩基対長、約１０～約５０ヌクレオチドまたは約１０～約５０塩基対長、約１０～約４
０ヌクレオチドまたは約１０～約４０塩基対長、約１０～約３０ヌクレオチドまたは約１
０～約３０塩基対長、約１０～約２５ヌクレオチドまたは約１０～約２５塩基対長、約３
～約３０ヌクレオチドまたは約３～約３０塩基対長、約３～約２０ヌクレオチドまたは約
３～約２０塩基対長、あるいは、約３～約１０ヌクレオチドまたは約３～約１０塩基対長
、の長さを有し得る。いくつかの実施形態においては、核酸には、約２００ヌクレオチド
または約２００塩基対長以下、約１５０ヌクレオチドまたは約１５０塩基対長以下、約１
００ヌクレオチドまたは約１００塩基対長以下、約７５ヌクレオチドまたは約７５塩基対
長以下、約５０ヌクレオチドまたは約５０塩基対長以下、約３０ヌクレオチドまたは約３
０塩基対長以下、約２５ヌクレオチドまたは約２５塩基対長以下、約２０ヌクレオチドま
たは約２０塩基対長以下、約１５ヌクレオチドまたは約１５塩基対長以下、あるいは、約
１０ヌクレオチドまたは約１０塩基対長以下が含まれる。他の長さもまた可能である。本
明細書中に記載するように、核酸は、いくつかの実施形態においては一本鎖であり得、他
の実施形態においては二本鎖であり得る。
【００８３】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体には、標的に結合させるため
に使用することができる極めて短いオリゴヌクレオチドが含まれ得る。例えば、ｍｉｃｒ
ｏＲＮＡは、３または４塩基の長さのような短いものであり得る「シード配列（ｓｅｅｄ
　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）」の対合を介して３’－ＵＴＲに結合することができる。
【００８４】
　特定の実施形態においては、標的化した配列は、本明細書中に記載する構造体と会合す
ることができる核酸に関して上記に記載したような長さを有し得る。例えば、標的化した
配列は、約３～約１０００ヌクレオチド長、約３～約７００ヌクレオチド長、約４～約５
００ヌクレオチド長、約３～約２００ヌクレオチド長、約３～約１５０ヌクレオチド長、
約３～約１００ヌクレオチド長、約３～約７５ヌクレオチド長、約１０～約５０ヌクレオ
チド長、約１０～約４０ヌクレオチド長、約１０～約３０ヌクレオチド長、約１０～約２
５ヌクレオチド長、約３～約３０ヌクレオチド長、約３～約２０ヌクレオチド長、または
約３～約１０ヌクレオチド長の長さを有し得る。他の長さもまた可能である。
【００８５】
　核酸またはオリゴヌクレオチドは、ＤＮＡ（特にアンチセンスとして使用するためのも
の）、ＲＮＡ、またはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドであり得る。任意の１つの鎖には、Ｄ
ＮＡとＲＮＡの混合物、ならびに、ＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかとしては容易には分類
することができない改変された形態が含まれ得る。例えば、いくつかの場合には、核酸は
一本鎖であり、そしてＲＮＡとＤＮＡ核酸塩基のハイブリッドである。同様に、二本鎖化
合物は、ＤＮＡ：ＤＮＡ、ＤＮＡ：ＲＮＡ、またはＲＮＡ：ＲＮＡであり得、任意の１つ
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の鎖にはまた、ＤＮＡとＲＮＡの混合物、ならびに、ＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかとし
ては容易には分類することができない改変された形態が含まれ得る。例えば、いくつかの
場合には、核酸は、一方、または他方、あるいは両方の鎖がＲＮＡとＤＮＡ核酸塩基から
なっている二重鎖である。本明細書中に記載する構造体と会合した核酸またはオリゴヌク
レオチドは、いくつかの実施形態においては組み換え体であり得る。
【００８６】
　本明細書中に記載する構造体と会合した核酸またはオリゴヌクレオチドには、任意の様
々な改変が含まれ得、これには、骨格（ヌクレオチド間結合を含む、天然の核酸中の糖－
リン酸部分）または塩基部分（天然の核酸のプリンまたはピリミジン部分）についての１
つ以上の改変が含まれる。例えば、いくつかの場合には、核酸を製造するために使用する
核酸塩基の１つ以上を、例えば、ホスホロチオエート、モルホリノ、２’－Ｆ、および２
’－ＯＭｅのような特定の化学的部分で改変する。いくつかの実施形態においては、核酸
を、蛍光団または他の造影剤（例えば、ガドリニウム、放射性核種）で改変する。例えば
、核酸には、標的タンパク質または小分子に結合すると蛍光強度が変化するように適応さ
せた蛍光団が含まれ得る。別の例においては、アンチセンス核酸化合物は、いくつかの実
施形態において、約３～約３０ヌクレオチドの長さを有し得、血清中、細胞中、または化
合物が送達される可能性がある場所の中での安定性などの特性を改善するための１つ以上
の改変を含み得る。ＲＮＡｉ構築物の場合は、標的転写物に相補的な鎖は、ＲＮＡまたは
その改変物であり得る。他の鎖は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、または任意の他の変種であり得る。
二本鎖または一本鎖「ヘアピン」ＲＮＡｉ構築物の二重鎖部分は、例えば、１８～４０ヌ
クレオチド長、例えば、必要に応じて、約２０～３０ヌクレオチド長の長さを有し得る。
触媒核酸または酵素核酸は、いくつかの場合には、リボザイムまたはＤＮＡ酵素であり得
、そしてまた、触媒核酸または酵素核酸には改変された形態も含まれ得る。
【００８７】
　特定の実施形態においては、本明細書中に記載する構造体と会合した核酸またはオリゴ
ヌクレオチドを、本明細書中に記載するような脂質で改変する。例えば、核酸またはオリ
ゴヌクレオチドをコレステロール化することができ、例えば、核酸には、５’－コレステ
リルＤＮＡまたは３’－コレステリルＤＮＡが含まれ得る。
【００８８】
　本明細書中に記載する構造体と会合した核酸またはオリゴヌクレオチドは、本明細書中
に記載する方法および当業者に公知の方法を含む任意の適切な方法を使用して製造するこ
とができる。核酸またはオリゴヌクレオチドは、必要に応じて、本明細書中に記載する構
造体の一部分に対する結合を促進するために、任意の適切な様式で改変することができる
。例えば、上記のように、１つの実施形態においては、結合前の核酸またはオリゴヌクレ
オチドは、コレステロール官能基を含めるために改変された末端を有する。別の実施形態
においては、結合前の核酸またはオリゴヌクレオチドは、アルキルチオールを含めるため
に改変された末端を有する。本明細書中に記載するような他の改変もまた可能である。
【００８９】
　核酸化合物およびオリゴヌクレオチドは、本明細書中に記載する構造体と会合すると、
非センスまたはセンス対照がほとんど効果を有さないかまたは全く効果を有さない生理学
的条件下および濃度で生物学的試料または患者と接触させた場合には、標的の発現を、少
なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、ま
たは少なくとも約９０％調節または調整する（例えば、発現を阻害する）ことができる。
いくつかの実施形態においては、核酸化合物およびオリゴヌクレオチドは、本明細書中に
記載する構造体と会合すると、生理学的条件下で生物学的試料または患者と接触させた場
合には、本明細書中に記載する構造体と会合しない同じ核酸化合物およびオリゴヌクレオ
チド（例えば、遊離の核酸化合物およびオリゴヌクレオチド）よりも、少なくとも約５０
％多く、少なくとも約６０％多く、少なくとも約７０％多く、少なくとも約８０％多く、
または少なくとも約９０％多く、標的の発現を調節または調整する（例えば、発現を阻害
する）ことができる。
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【００９０】
　いくつかの実施形態においては、上記範囲の１つ以上で標的の遺伝子発現を調節するこ
とができる本明細書中に記載する特定の構造体は、内因性ＨＤＬを模倣する構造体である
。例えば、上記構造体には、核酸および／またはオリゴヌクレオチド、ならびに、脂質（
例えば、リン脂質）およびアポリポタンパク質を含有しているシェルにより実質的に囲繞
されたコアが含まれ得る。そのような構造体は、１）ＨＤＬを模倣するが、核酸化合物お
よび／またはオリゴヌクレオチドを含まない類似する構造体；あるいは、他の実施形態に
おいては、２）内因性ＨＤＬを模倣しない構造体と会合した同じ核酸化合物および／また
はオリゴヌクレオチドのいずれよりも、生理学的条件下で生物学的試料または患者と接触
させた場合に、標的の遺伝子発現を、少なくとも約５０％多く、少なくとも約６０％多く
、少なくとも約７０％多く、少なくとも約８０％多く、または少なくとも約９０％多く調
節することができる。
【００９１】
　いくつかの場合には、１つ以上の核酸化合物またはオリゴヌクレオチドを含み得る本明
細書中に記載する構造体は、比較的高い細胞の取り込みを有し得る。例えば、細胞に送達
する複数の構造体を含む組成物については、組成物中の構造体の少なくとも８０％、少な
くとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、または少なく
とも９９％が細胞により取り込まれ得る。
【００９２】
　特定の実施形態においては、１つ以上の核酸化合物またはオリゴヌクレオチドを含み得
る本明細書中に記載する構造体は、細胞に構造体が送達されると比較的低いエンドソーム
の隔離を有し得る（例えば、構造体のうちの比較的高い割合が細胞の細胞質中に残り得る
）。細胞に侵入する構造体のうちの、例えば、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少
なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも
９５％、少なくとも９７％、または少なくとも９９％が、細胞の細胞質中に残り得る。本
明細書中に記載するように、エンドソームの隔離の回避により、構造体がより大きな治療
効果を有することが可能となり得る。
【００９３】
　本明細書中に記載する成分、例えば、脂質、リン脂質、アルキル基、重合体、タンパク
質、ポリペプチド、ペプチド、酵素、生物活性剤、核酸、および上記の標的化のための種
が、任意の適切な様式で構造体と会合することができ、かつ、構造体の任意の適切な部分
、例えば、コア、シェル、またはそれらの両方と会合できることが理解されるものとする
。例えば、１つ以上のそのような成分が、コアの表面、コアの内部、シェルの内側表面、
シェルの外側表面と会合することができ、かつ／あるいは、シェルに埋め込むことができ
る。さらに、いくつかの実施形態においては、そのような成分は、被験体の１つ以上の成
分（例えば、細胞、組織、臓器、粒子、流体（例えば、血液）、およびその一部分）から
本明細書中に記載する構造体へ、および／または、構造体から被験体の１つ以上の成分へ
の、物質（例えば、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、栄養素）の交換および
／または輸送を容易にするために使用することができる。いくつかの場合には、上記成分
は、被験体由来の１つ以上の物質との好ましい相互作用（例えば、結合、吸着、輸送）を
可能にする化学的および／また物理的特性を有する。
【００９４】
　さらに、本明細書中に記載する成分、例えば、脂質、リン脂質、アルキル基、重合体、
タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、酵素、生物活性剤、核酸、および本明細書中に記
載する標的化のための種は、被験体または生物学的試料への投与前に、および／または、
被験体または生物学的試料への投与後に本明細書中に記載する構造体と会合させることが
できる。例えば、いくつかの場合には、本明細書中に記載する構造体には、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで投与されるコアおよびシェルが含まれ、また、構造体は、被
験体または生物学的試料から１つ以上の成分（例えば、アポリポタンパク質）を隔離した
後により大きな治療効果を有する。すなわち、構造体は、投与された後に、構造体の効力
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を高めるために被験体または生物学的試料に由来する天然成分を使用することができる。
【００９５】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載する構造体には、様々な刺激により
構造体（例えば、ナノ構造体コア表面）からの核酸の放出を制御するための調節性の核酸
成分を含めることができる。刺激としては、例えば、ｅｘ　ｖｉｖｏ誘因（例えば、光）
、生理学的誘因（例えば、細胞内環境の低下）、または病理学的誘因（例えば、反応性酸
素種または低いｐＨ）を挙げることができる。構造体の特性の調整もまた、構造体からの
核酸の放出を促進するために使用することができる。例えば、シェルの一部分（例えば、
リン脂質のような脂質）、構造体の電荷（例えば、構造体の表面）、タンパク質の有／無
、および／または表面に吸着させた核酸に対して結合させたリガンド（例えば、コレステ
ロール、または他の脂質など）を、いくつかの実施形態においては、構造体からの核酸の
放出を促進するために改変することができる。核酸により誘発される放出機構を使用して
、一旦細胞の内部に入った構造体の作用機構を試験し、様々な放出化学反応を用いて複数
の物質を比較し、そして／または最初の試験後に表面に現れ得る生体－ナノ界面チャレン
ジ（ｂｉｏ－ｎａｎｏ　ｉｎｔｅｒｆａｃｉａｌ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ）（例えば、エン
ドソームの隔離）を取り扱うための方法を提供することができる。
【００９６】
　いくつかの実施形態においては、核酸を放出するために使用することができる構造体を
、例えば、ナノ構造体コアの表面に対するオリゴヌクレオチド（例えば、ＤＮＡ）のＡｕ
－Ｓカップリングを使用して製造することができる。核酸放出のために本明細書中に記載
する構造体とともに使用することができる成分の例を、図１５と組み合わせて実施例５に
記載する。いくつかの実施形態においては、構造体は、コアの表面上または構造体のシェ
ル内の核酸配列の遺伝子を調節する部分を効率よく隔離することができ、遺伝子を調節す
る部分は、遺伝子発現を調節するために必要な細胞内の細胞質性機構に利用されない場合
がある。例えば、コアを囲繞している構造体のシェルが、遺伝子発現を調節するために必
要な細胞内の細胞質性機構に対して核酸が曝されることを妨げるかまたは阻害し得るが、
構造体は、誘発されると核酸を放出するように適応させることができる。核酸放出のタイ
ミングをそのような方法によって制御できることは有利である。さらに、いくつかの実施
形態においては、核酸が構造体の表面に対して曝されないかまたは最小限しか曝されない
ように、構造体のシェルの中に核酸を隔離することにより、ヌクレアーゼによる核酸の分
解を防ぐかまたは少なくすることができる。したがって、いくつかの場合には、核酸およ
びオリゴヌクレオチドは、本明細書中に記載する構造体と会合すると、ヌクレアーゼによ
る分解に対して低い感受性を有し得る。
【００９７】
　複数の実施形態の１つの組においては、処置方法に、試料または患者に対して本明細書
中に記載する複数の構造体を送達する工程が含まれる。ここでは、上記構造体には、コア
と、遺伝子発現を調節するように適応させたオリゴヌクレオチドを実質的に囲繞している
シェル（例えば、脂質または他の構成要素を含む）が含まれる。この方法にはまた、試料
または患者に対して上記構造体からオリゴヌクレオチドを放出する工程、および試料また
は患者において遺伝子発現を調節する工程も含まれる。
【００９８】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載する構造体、組成物、および方法を
標的化のために使用することができ、その結果、本明細書中に記載する構造体を特定の標
的部位に送達することができる。標的化には、いくつかの実施形態において、特定の標的
部位（単数または複数）に特異的な１つ以上のリガンドまたは受容体で上記構造体を機能
化する工程が含まれ得る。例えば、本明細書中に記載する構造体には、標的化しようとす
る部位の表面上で発現される受容体に対するリガンド（またはリガンドに対する受容体）
が含まれ得る。特定の表面成分の例としては、抗体（抗体フラグメントおよび誘導体を含
む）、プラークマーカー、特定の細胞表面マーカー、小分子（例えば、葉酸塩）、および
アプタマー、すなわち、生物学的部分のような特定の標的分子を特異的に結合することが
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できる核酸（例えば、ＲＮＡアプタマーおよびＤＮＡアプタマー）が挙げられる。アテロ
ーム性動脈硬化プラーク中、およびプラークの近傍の血管内皮細胞中の特定の標的の例と
しては、フィブリン、マクロファージ、ＶＣＡＭ－１、Ｅ－セレクチン、インテグリン［
アルファ］ｖ［ベータ］３、Ｐ－セレクチンおよびＰ－セレクチン糖タンパク質リガンド
－１（ＰＳＧＬ－１）が挙げられるが、これらに限定されない。さらに、本明細書中に記
載する構造体のタンパク質成分を改変し、標的とする分子、例えば、Ａｐｏ　ＥまたはＡ
ｐｏ　Ａ１として使用することができる。上記構造体には、さらに特定の小分子を標的と
するための特定の基（例えば、アシアロ基）を含めることができる。
【００９９】
　１つの態様においては、本明細書中に記載するような構造体を、マクロファージもしく
は肝細胞、または他の免疫細胞に対して標的化することができる。複数の実施形態の１つ
の組においては、例えば、構造体を、アテローム性動脈硬化症の処置のためにマクロファ
ージに対して標的化することができる。例えば、構造体は、アテローム性動脈硬化症なら
びにコレステロールおよび／またはマクロファージが関与している類似する状態を処置す
るために、マクロファージからコレステロールを隔離することができる。構造体はまた、
試料または患者において核酸を送達する、および／または遺伝子発現を調節するように適
応させることもできる。
【０１００】
　複数の実施形態の１つの組においては、本明細書中に記載する構造体、組成物、および
方法を、異常脂質レベルと関係がある疾患または身体状態を診断する、予防する、処置す
る、または管理するために使用する。例えば、高密度リポタンパク質は、アテローム性動
脈硬化症の発症、およびそれにより生じる、心疾患および発作のような疾病を防御する動
的血清ナノ構造体である。天然に存在しているＨＤＬを模倣する構造体を含むものなどの
、本明細書中に記載する特定の組成物および方法を施行することにより、循環血清ＨＤＬ
レベル（例えば、低いＨＤＬレベル）を増大させることができる。これは、例えば、逆方
向のコレステロール輸送を増大させることにより、アテローム性動脈硬化症を予防する、
および可能であれば逆転させるための有望な治療的アプローチを提供することができる。
他の実施形態においては、本明細書中に記載する組成物および方法を使用して、ＬＤＬレ
ベルを低下させる（例えば、高いＬＤＬレベルを低下させる）、またはＬＤＬレベルを一
時的に増大させる（例えば、天然に存在しているＬＤＬを模倣する構造体を使用すること
により）ことができる。さらに、特定の実施形態においては、異常脂質レベルと関係があ
る疾患または身体状態の診断、予防、処置、または管理には、体の中を通るかまたは体の
外へのコレステロールの流れ（ｆｌｕｘ）を増大させる方法により、逆方向のコレステロ
ールの輸送を（例えば、直接的または間接的に）増大させるために、本明細書中に記載す
る構造体、組成物、および方法を使用する工程が含まれ得る。疾患または身体状態のその
ような診断、予防、処置、または管理方法には、標的の遺伝子発現を調節するために、お
よび／または核酸を送達するために上記構造体を使用する工程が含まれ得る。したがって
、本明細書中に記載する特定の構造体は、コレステロールの隔離と、遺伝子調節性の治療
薬としての機能の両方を行うことができる。
【０１０１】
　死亡率と世界中での有病率を考慮すると、アテローム性動脈硬化症の重大性は深刻であ
る。アテローム性動脈硬化症は、過剰な循環コレステロールにより起こる全身動脈管系の
慢性の浸潤性かつ炎症性の疾患である。コレステロールは、ヒトの体の水性環境では不溶
性であり、したがって、リポタンパク質（ＬＰ）として知られている動的ナノ粒子キャリ
アにより移動する。コレステロールの主なＬＰキャリアは、低密度リポタンパク質（ＬＤ
Ｌ）および高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）である。ＬＤＬは肝臓を起源とし、高い循環
レベルがアテローム性動脈硬化症を促進し、心血管疾患のリスクを高める。治療によるＬ
ＤＬの低下は、心血管疾患の死亡率を低下させることが示されている。逆に、ＨＤＬは、
排出のための、末梢の蓄積部位（マクロファージ泡沫細胞）から肝臓への逆方向のコレス
テロールの輸送（ＲＣＴ）を促進することが周知である。したがって、高いＨＤＬレベル
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は、心血管疾患のリスクと逆相関している。現在ＬＤＬを低下させる治療法が存在してい
るにも関わらず、実質的な心血管疾患の負担（ｂｕｒｄｅｎ）に対処することが、ＨＤＬ
の有益な効果を生かすための治療用ストラテジーにおける強い目的である。本明細書中に
記載する構造体は、いくつかの実施形態においては、アテローム性動脈硬化症を処置し、
そして同時に核酸を送達する、および／または遺伝子発現を調節するように、内因性ＨＤ
Ｌを模倣するために使用することができる。例えば、複数の実施形態の１つの組において
は、本明細書中に記載する構造体は、マクロファージからのコレステロールの隔離に関し
てＨＤＬの生体模倣性の特徴を示すことができ、また、Ａｐｏ　Ｂ－１００タンパク質の
発現を低下させるために肝細胞に対して二重鎖ｓｉＲＮＡを送達し、それによりＬＤＬの
産生を阻害するように表面を改変することもできる。したがって、上記構造体は１つ超の
細胞タイプにおいて機能し得る。二重機能性を有しているそのような構造体の設計には、
潜在的に、その粒子が逆方向のコレステロールの流出を媒介する能力を低下させない、お
よびその逆も同じであるように、ｓｉＲＮＡ（または他のオリゴヌクレオチド）の表面被
覆度を平衡に保つことが含まれ得る。
【０１０２】
　１つの特定の実施形態において、本明細書に記載の構造体、組成物、および方法は、ア
テローム性動脈硬化症の処置のために使用される。アテローム性動脈硬化症の処置は、少
なくとも１つのアテローム性動脈硬化プラーク中のコレステロール含有量の減少をもたら
す治療的介入を実施すること、または、アテローム性動脈硬化プラークの形成または拡張
を予防的に阻害または防止することを含んでもよい。一般に、アテローム性動脈硬化プラ
ークの体積、ゆえに、血管腔の閉塞の程度も減少する。いくつかの実施形態において、こ
の構造体、組成物、および方法は、家族性高脂血症に関連するアテローム性動脈硬化病変
を処置するのに有用である。
【０１０３】
　本明細書に記載の組成物および方法は、アテローム性動脈硬化プラークのコレステロー
ル含有量および／またはアテローム性動脈硬化プラークの体積を減少させ得る。コレステ
ロール含有量は、たとえば、少なくとも１０％～３０％、少なくとも３０％～５０％、い
くつかの例においては少なくとも５０％～８５％以上減少してもよい。アテローム性動脈
硬化プラークの体積も減少してもい。プラーク体積の減少は、たとえば、少なくとも５％
～３０％、大抵は５０％程度、いくつかの例においては７５％以上であってもよい。アテ
ローム性動脈硬化プラークのコレステロール含有量および／またはアテローム性動脈硬化
プラークの体積の減少を決定する方法は、当業者に公知であり、血管内超音波および磁気
共鳴画像形成を含む。
【０１０４】
　本明細書中に記載する構造体および／または組成物の利益を受け得る、異常脂質レベル
に関連する他の疾患または身体状態としては、例えば、コレステロールまたは他の物質を
含有するプラークの沈積物が静脈の内膜および中膜内部に形成される静脈硬化症または任
意の静脈の状態、急性冠症候群、安定狭心症、不安定狭心症を含む狭心症、炎症、敗血症
、血管炎症、皮膚炎症、うっ血性心不全、冠性心疾患（ＣＨＤ）、心室不整脈、末梢血管
疾患、心筋梗塞、致命的な心筋梗塞、致命的ではない心筋梗塞の発症、虚血、心臓血管の
虚血、一過性脳虚血発作、心疾患と無関係な虚血、虚血再潅流障害、脈管再生に対する必
要性の低下、凝固障害、血小板減少、深部静脈血栓症、膵炎、非アルコール性脂肪肝炎、
糖尿病性ニューロパチー、網膜症、有痛性糖尿病性神経障害、跛行、乾癬、重症虚血肢（
ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｌｉｍｂ　ｉｓｃｈｅｍｉａ）、不能症、異脂肪血症、高脂血症、高
リポ蛋白血症、低αリポ蛋白血症、高トリグリセリド血、虚血症状に至る任意の狭窄状態
、肥満、タイプＩおよびタイプＩＩの両方を含む糖尿病、魚鱗癬（ｉｃｈｔｙｏｓｉｓ）
、発作、脆弱なプラーク、下脚潰瘍形成、重篤な冠状動脈の虚血、リンパ腫、白内障、内
皮機能不全、黄色腫、末端器官機能障害、血管疾患、喫煙および糖尿病が原因である血管
疾患、頚動脈および冠動脈疾患、退行性および収縮性の確立されたプラーク、不安定プラ
ーク、脆い血管内膜、不安定な血管内膜、内皮傷害、外科処置の結果である内皮の損傷、
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血管疾患に関連する病的状態、動脈の管腔での潰瘍形成、バルーン血管形成術の結果であ
る再狭窄、タンパク質蓄積症（例えば、アルツハイマー病、プリオン病）、止血の疾患（
例えば、血栓症、栓友病、播種性血管内凝固症候群、血小板減少、ヘパリン誘発血小板減
少、血栓性血小板減少性紫斑病）、リウマチ病（例えば、多発性硬化症、全身性エリテマ
トーデス、シェーグレン症候群、多発性筋炎／皮膚筋炎、強皮症）、神経学的疾患（例え
ば、パーキンソン病、アルツハイマー病）、またそれらの二次的な適応症（ｓｕｂｉｎｄ
ｉｃａｔｉｏｎ）が挙げられる。本明細書中に記載するように、そのような状態は、標的
の遺伝子発現を調節するように、および／または核酸を送達するように必要に応じて適応
させることができる、本明細書中に記載する構造体を使用して処置または管理することが
できる。そのような疾患または状態の特定の処置あるいは管理方法には、コレステロール
を隔離し、かつ遺伝子調節性治療薬としても機能するように、本明細書中に記載する構造
体を使用することが含まれる。
【０１０５】
　本明細書中に記載する構造体、組成物、および方法は、例えば、トリグリセリドレベル
を低下させる、他の脂質のレベルを増大または低下させる、プラーク安定性を高めるまた
はプラーク崩壊の可能性を低下させる、血管拡張を増加または減少させる、炎症を処置ま
たは予防する、炎症性疾患または炎症反応を処置または予防する、平滑筋および血管内膜
を強化または安定化させる、肝臓への輸送のための細胞外コレステロールの流出を刺激す
る、免疫反応を調整する、アテローム性動脈硬化プラークからコレステロールを移動させ
る、任意の膜、細胞、組織、臓器、および、組成的および／または機能的改変が有利であ
ろう細胞外領域および／または構造を改変すること、ならびに／あるいは疾患または身体
状態と関係があるタンパク質を発現する遺伝子を調節することによって、異常脂質レベル
に関連する疾患または身体状態を診断する、予防する、処置する、または管理することが
できる。１つ超のそのような方法の組み合わせもまた、疾患または身体状態を診断する、
予防する、処置する、または管理するために使用することができる。
【０１０６】
　実施形態の別の組において、上記構造体、組成物、および方法は、脈管状態または心臓
血管状態を有する被験体または心臓血管状態を発症する危険のある被験体を処置するため
に使用される。脈管状態は、血管（動脈と静脈）に関する状態である。心臓血管状態、心
臓および心臓に関連する血管に関する状態である。脈管状態の例としては、糖尿病性網膜
症、糖尿病腎症、腎線維症、高血圧症、アテローム性動脈硬化症、動脈硬化症、アテロー
ム性動脈硬化プラーク、アテローム性動脈硬化プラークの破裂、脳血管発作（脳卒中）、
一過性脳虚血発作（ＴＩＡ）、末梢動脈障害、動脈閉塞性疾患、脈管の動脈瘤、虚血、虚
血性潰瘍、心臓弁狭窄、心臓弁逆流、および間欠性跛行が挙げられる。心臓血管状態の例
としては、冠動脈疾患、虚心性心筋症、心筋虚血、および虚血または心筋虚血後血管再生
が挙げられる。
【０１０７】
　本明細書に記載の構造体、組成物、および方法も、心臓血管状態を発症する危険のある
被験体を処置するために使用することができる。心臓血管状態の危険度は、被験体にある
危険因子の多数および重篤度または大きさに依存する。危険チャートおよび予測アルゴリ
ズムは、危険因子の存在および重篤度に基づくヒト被験体の心臓血管状態の危険の評価に
利用可能である。危険因子の存在および重篤度に基づくヒト被験体の心臓血管状態の危険
を評価するために一般に用いられている１つのアルゴリズムは、フラミンガム心臓研究危
険予測スコアである。被験体の１０年の算出されたフラミンガム心臓研究危険スコアが１
０％を上回る場合、ヒト被験体が心臓血管状態を有する危険が高くなる。ヒト被験体にお
ける心血管系事象の危険を評価する他の方法は、フラミンガム心臓研究危険予測スコアに
、ＣＲＰ等の全身性炎症のマーカーのレベルの測定を組み込む包括的な危険スコアである
。ヒト被験体における心血管系事象の危険を評価する他の方法としては、冠状動脈のカル
シウム走査、心臓の磁気共鳴画像形成、および／または磁気共鳴血管撮影が挙げられる。
【０１０８】
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　また、本明細書に記載の構造体、組成物、および方法は、予防的処置に有用であり得る
。予防的処置は、有用な以下の侵襲性の脈管手順であってもよい。たとえば、内皮に損傷
を受けた脈管の領域は、アテローム性動脈硬化プラークが発生する危険性が増加する。し
たがって、冠動脈形成、脈管のバイパス移植術、および脈管の内皮層に損傷を与える他の
処置等の侵襲性の脈管手順は、本発明の方法と共に実施されてもよい。侵襲性の脈管手順
が内皮に損傷を与えるとき、構造体は、損傷を受けた領域からコレステロールを除去し、
かつ内皮の治癒中にプラーク形成の拡張を阻害または防止するよう働いてもよい。
【０１０９】
　高脂血症も本明細書に記載の組成物および方法によって処置されてもよい。遺伝的また
は二次的原因からの低αリポ蛋白血症、家族性混合型高脂血症、および家族性高コレステ
ロール血症を有する個体への構造体（単独、またはａｐｏ－Ａ１およびａｐｏ－Ａ２等の
タンパク質に結合される）の投与は有用な処置である。
【０１１０】
　複数の実施形態の別の組においては、本明細書中に記載する構造体はがんを処置するた
めに使用することができる。がん細胞は、細胞膜の生合成と完全性を維持するためには、
ＨＤＬによるコレステロールの送達に依存し得る。このように、本明細書中に記載する構
造体は、これらががん細胞を標的化できるように、内因性ＨＤＬを模倣するように適応さ
せることができる。上記構造体はまた、一旦がん細胞の内部に入ると遺伝子発現を調節す
るようにも機能することができる。例えば、１つの特定の実施形態においては、構造体に
は、細胞内ｍｉＲ－２１０レベルを下げるように適応させた１つ以上のオリゴヌクレオチ
ドが含まれ得る。細胞内ｍｉＲ－２１０レベルの低下は、ヒト臍静脈内皮細胞においては
新脈管形成を阻害し、さらに、がん細胞のタイプにおいてはアポトーシスを誘導すること
が示されている。別の例においては、本明細書中に記載する構造体には、遺伝子発現を調
節するようにがん細胞内でｍＲＮＡ配列に対して選択的に結合するオリゴヌクレオチドが
含まれ得る。例えば、構造体には、ヒトのがんにおいてほぼ普遍的にアップレギュレート
される抗アポトーシスタンパク質であるサバイビン（ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ）の発現を調節
する核酸配列（例えば、抗サバイビンオリゴヌクレオチド）が含まれ得る。抗サバイビン
オリゴヌクレオチドは、細胞内サバイビンｍＲＮＡを選択的に結合し、サバイビンタンパ
ク質の発現をノックダウンさせ、そしてがん細胞の死を誘導する能力を有する。本明細書
中に記載する構造体にはまた、がんを処置するための他のオリゴヌクレオチドも含まれ得
る。
【０１１１】
　いくつかの場合には、構造体を、コレステロールを隔離する、核酸を送達する、および
／または遺伝子発現を調節するような１つ以上の他の機能と組み合わせて造影剤として使
用することができる。例えば、構造体のナノ構造体コアには、造影剤としての使用に適し
ている材料（例えば、金、酸化鉄、量子ドット、放射性核種など）が含まれ得る。他の実
施形態においては、シェルには造影剤が含まれ得る。例えば、ナノ粒子または他の適切な
造影剤を、シェルの脂質二重層の中に埋め込むことができ、また、シェルの内側表面また
は外側表面と会合させることもできる。造影剤は、ＭＲＩ、Ｘ線、ＰＥＴ、ＣＴなどのよ
うな当業者に公知の様々な画像化方法を増強するために使用することができる。
【０１１２】
　いくつかの実施形態においては、本明細書中に記載する構造体を細胞内診断用センサー
として使用することができる。例えば、本明細書中に記載するように、核酸が会合した構
造体を細胞の細胞質に送達することができ、ここで、上記構造体は、標的ＲＮＡ配列とそ
れらのタンパク質標的の発現を調節する。細胞の細胞質に核酸を完全な状態で送達する能
力は、ＲＮＡ標的を調節するだけではなく、それらを検出する機会も提供する。例えば、
いくつかの実施形態においては、ヘアピンの自己ハイブリダイゼーションが原因で３’お
よび５’蛍光消光物質（ｆｌｕｏｒ－ｑｕｅｎｃｈｅｒ）の対がかなり近くに存在する「
分子ビーコン」を、ビーコンに対する相補性の結合と蛍光消光の緩和があるため、送達し
て、細胞内標的ｍＲＮＡを検出することができる。他の実施形態においては、短い核酸を
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、細胞内タンパク質（例えば、アプタマー）または小分子（例えば、ＡＴＰセンサー）の
存在を、それぞれ、標的タンパク質または小分子の結合が原因で生じる蛍光の変化を通じ
て検出するように設計することができる。本明細書中に記載する構造体は、広範囲の生体
分子に対する核酸センサーを送達するように作製することができ、そのセンサーは、例え
ば、標的分子の結合により増大した蛍光を通じて、上記生体分子の存在についての簡単な
読み出しを提供する。
【０１１３】
　いくつかの実施形態において、組成物は、被験体または生物学的試料に導入される。ま
た、組成物および／または被験体もしくは生物学的試料の構造体は、被験体または生物学
的試料の疾患または状態を決定することができるアッセイ条件にさらされる。構造体の少
なくとも一部分は、被験体または生物学的試料から回収されてもよく、回収した構造体を
用いてアッセイを行なってもよい。構造体に結合した、さもなければ構造体により隔離さ
れた分子の量および／または種類について、構造体をアッセイしてもよい。たとえば、１
つの組の実施形態において、競合実験が行なわれ、たとえば、標識されたコレステロール
が添加され、コレステロールの置換が監視される。標識コレステロールの取り込みがより
多く測定されればされるほど、より少ない、結合した未標識の遊離コレステロールが存在
する。これは、たとえば、本明細書に記載の構造体を含む組成物を被験体または生物学的
試料に投与した後、および次いで、被験体または生物学的試料から構造体を回収した後に
行なうことができる。たとえば、構造体が被験体または生物学的試料の中でどれ程のコレ
ステロール（未標識）を隔離したか確かめるための診断薬として使用される場合にこの方
法を使用することができる。
【０１１４】
　他の方法も本明細書に記載の構造体によって隔離されたコレステロールの量を決定する
ために使用することができる。いくつかの場合において、標識コレステロール（たとえば
、ＮＢＤコレステロール等の蛍光標識コレステロール、または放射性コレステロール）を
使用することができる。標識コレステロールは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏのいずれかで構造体に添加することができる。標識コレステロールのない構造体を加え
て結合の際の蛍光増加を測定することによって、構造体への標識コレステロールの結合定
数を算出することができる。さらに、構造体からコレステロールを除去するために、粒子
（たとえば、ＫＣＮ）を溶解し、次に、溶液内で得られた蛍光を測定することができる。
標準曲線と比較すると、１粒子当たりのコレステロール分子の数の決定を可能にするかも
しれない。有機抽出および定量的質量分析等の他の方法も、本明細書に記載の１以上の構
造体によって隔離されたコレステロールの量を算出するために使用することができる。
【０１１５】
　本明細書に記載するように、本発明の構造体は、「薬学的組成物」または「薬学的に許
容可能な」組成物中で使用されてもよく、１以上の薬学的に許容可能なキャリア、添加物
および／または希釈剤とともに処方される、本明細書に記載の１以上の構造体の薬学的に
有効な量を含む。本明細書に記載の薬学的組成物は、遺伝子の発現を制御することに関連
する疾患または身体状態を含むがこれに限定されない、本明細書に記載の疾患または身体
状態等の疾患または身体状態を診断、予防、処置、または管理するのに有用であり得る。
いくつかの場合において、上記の構造体および組成物は、診断目的および治療目的の両方
のために使用することができる。なお、図と関連して説明したものを含む、かかる薬学的
組成物において本明細書に記載の任意の好適な構造体を使用することができることが理解
されるべきである。いくつかの場合において、薬学的組成物中の構造体は、無機材料を含
むナノ構造体コアと、実質的にナノ構造体コアを囲繞してナノ構造体コアに付着するシェ
ルとを含む。
【０１１６】
　薬学的組成物は、以下に適合されたものを含む、固体または液体形状で投与のために特
別に処方されてもよい：経口投与、たとえば、水薬（ｄｒｅｎｃｈ）（水性または非水性
の溶液または懸濁物）、錠剤、たとえば、口腔内、舌下、および全身吸収に標的化された
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もの、ボーラス、粉末、顆粒、舌部への適用のためにペースト；非経口投与、たとえば、
無菌溶液または懸濁物または徐放性処方物としての皮下、筋肉内、静脈内または硬膜外注
射；局所適用、たとえば、クリーム、軟膏、または制御放出パッチ、皮膚、肺または口腔
に適用される噴霧剤；膣内にまたは直腸内に、たとえば、ペッサリー、クリームまたは泡
沫；舌下への；眼への；経皮的；鼻への；肺への；他の粘膜表面への。
【０１１７】
　本明細書で使用される「薬学的に許容可能な」なる語句は、過度の毒性も刺激もアレル
ギー反応も他の問題も合併症もなく、確固とした医学的判断の範囲内で、ヒトおよび動物
の組織と接触における使用に適し、かつ合理的なベネフィット／リスク比と等しい、構造
体、材料、組成物および／または剤形を指す。
【０１１８】
　本明細書で使用される「薬学的に許容可能なキャリア」なる語は、ある器官、または身
体の一部分から、他の器官、または身体の他の部分へ対象の化合物を担持または輸送する
ことに関わる、薬学的に許容可能な材料、組成物またはビヒクル、たとえば、液体または
固体充填剤、希釈剤、賦形剤、または材料を封入する溶媒を意味する。各キャリアは、処
方物の他の成分と適合するという意味で「許容可能」であり、患者にとって有害ではない
。薬学的に許容可能なキャリアとして作用することができる材料のいくつかの例としては
、ラクトース、グルコースおよびスクロース等の糖類；コーンスターチおよびバレイショ
デンプン等のデンプン類；セルロース、およびカルボキシルメチルセルロースナトリウム
、エチルセルロースおよび酢酸セルロース等のその誘導体；トラガント末；麦芽；ゼラチ
ン；タルク；ココアバターおよび坐薬ろう等の賦形剤；落花生油、綿実油、サフラワー油
、ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油および大豆油等の油類；プロピレングリコール等
のグリコール類；グリセリン、ソルビトール、マンニトールおよびポリエチレングリコー
ル等の多価アルコール類；オレイン酸エチルおよびエチルラウレート等のエステル類；寒
天；水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミニウム等の緩衝剤類；アルギン酸；発熱物質
を含まない水；等張食塩水；リンゲル液；エチルアルコール；ｐＨ緩衝化溶液；ポリエス
テル類、ポリカーボネート類および／またはポリ無水物類；および薬学的処方物で使用さ
れる他の無毒性かつ適合性の物質が挙げられる。
【０１１９】
　ラウリル硫酸ナトリウムおよびステアリン酸マグネシウム等の、湿潤剤、乳化剤および
滑沢剤、ならびに、着色剤、剥離剤、コーティング剤、甘味料、矯味矯臭剤、香料、防腐
剤および酸化防止剤も、組成物には存在し得る。
【０１２０】
　薬学的に許容可能な酸化防止剤の例としては、アスコルビン酸、塩酸システイン、硫酸
水素ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウム等の水溶性抗酸化剤；パル
ミチン酸アスコルビル、ブチルヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチルヒドロキシトル
エン（ＢＨＴ）、レシチン、没食子酸プロピル、アルファ－トコフェロール等の油溶性抗
酸化剤；クエン酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソルビトール、酒石酸、リン
酸等の金属キレート剤が挙げられる。
【０１２１】
　本明細書に記載の構造体は、経口的に投与されてもよく、非経口的に投与されてもよく
、皮下に投与されてもよく、かつ／もしくは、静脈内に投与されてもよい。ある実施形態
において、構造体または薬学的調製物は経口投与される。他の実施形態において、構造体
または薬学的調製物は静脈内に投与される。投与の別の経路としては舌下、筋肉内および
経皮的投与が挙げられる。
【０１２２】
　本明細書に記載の薬学的組成物としては、経口投与、経鼻投与、局所（口腔内および舌
下を含む）投与、直腸投与、膣口投与および／または非経口投与に適しているものが挙げ
られる。処方物は、単位剤形で好都合に存在していてもよく、薬学の技術において周知の
任意の方法で調製されてもよい。単一の剤形を製造するためにキャリア材料と組み合わす
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ことができる有効成分の量は、処置される宿主、および投与の特定の様式に応じて変化す
る。単一の剤形を製造するためにキャリア材料と組み合わすことができる有効成分の量は
、一般に治療効果を生む化合物の量となる。一般に、この量は、有効成分の約１％から約
９９％まで、約５％から約７０％まで、または約１０％から約３０％までの範囲である。
【０１２３】
　経口投与に適した本発明の組成物は、カプセル剤、カシェ剤、丸剤、錠剤、ロゼンジ（
矯味矯臭された基剤（ｂａｓｉｓ）を使用し、通常は、スクロースおよびアラビアゴムま
たはトラガント）、散剤、顆粒剤の形態であり得、または水性または非水性の液体中の溶
液または懸濁物として、または水中油または油中水型の液体乳剤として、またはエリキシ
ルまたはシロップとして、または香錠（ｐａｓｔｉｌｌｅ）（ゼラチンおよびグリセリン
、またはスクロースおよびアラビアゴムのような不活性の基剤を使用する）および／また
は口内洗剤（ｍｏｕｔｈ　ｗａｓｈ）として存在し得、各々、有効成分として本明細書に
記載の構造体を所定量含有する。本発明の構造体もボーラス、舐剤またはペーストとして
投与されてもよい。
【０１２４】
　経口投与のための発明の固体剤形（カプセル剤、錠剤、丸剤、糖剤、散剤、顆粒剤等）
では、有効成分は、クエン酸ナトリウムまたはリン酸カルシウム等の１以上の薬学的に許
容可能なキャリアおよび／または以下のいずれかと混合される。デンプン、ラクトース、
スクロース、グルコース、マンニトール、および／またはケイ酸等の充填剤または増量剤
；たとえば、カルボキシメチルセルロース、アルギナート、ゼラチン、ポリビニルピロリ
ドン、スクロースおよび／またはアラビアゴム等の結合剤；グリセロール等の湿潤剤（ｈ
ｕｍｅｃｔａｎｔ）；寒天、炭酸カルシウム、バレイショまたはタピオカデンプン、アル
ギン酸、ある種のシリケート、および炭酸ナトリウム等の崩壊剤；パラフィン等の溶解遅
延剤（ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｒｅｔａｒｄｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）；第四アンモニウム化合物
等の吸収促進剤（ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｃｃｅｌｅｒａｔｏｒ）；たとえばセチルア
ルコール、グリセロールモノステアレート、および非イオンの界面活性剤等の湿潤剤；カ
オリンおよびベントナイト粘土等の吸着剤；タルク、ステアリン酸カルシウム、ステアリ
ン酸マグネシウム、固体のポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、およびそ
れらの混合物等の滑沢剤；および着色剤。カプセル剤、錠剤および丸剤の場合には、薬学
的組成物がさらに緩衝剤を含んでもよい。同様のタイプの固形組成物も、ラクトースまた
は乳糖のような賦形剤、ならびに高分子量ポリエチレングリコールを使用する、ソフトシ
ェル状またはハードシェル状のゼラチンカプセル剤中の充填剤として使用されてもよい。
【０１２５】
　錠剤は、圧縮または成形によって任意に１以上の副成分を用いて作られてもよい。圧縮
錠剤は、結合剤（たとえば、ゼラチンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）、潤
滑剤、不活性の希釈剤、防腐剤、崩壊剤（たとえば、ナトリウムデンプングリコラートま
たは架橋されたカルボキシルメチルセルロースナトリウム）、表面活性剤または分散剤を
使用して調製されていてもよい。成形錠剤は、粉末化された構造体の混合物が不活性な液
体希釈剤で湿らせる好適な機械で作られてもよい。
【０１２６】
　錠剤、および糖剤、カプセル剤、丸剤および顆粒剤等の本発明の薬学的組成物の他の固
体剤形は、任意により、腸溶コーティング、および製剤技術において周知の他のコーティ
ング等の、コーティングおよびシェルで刻み目を付ける、または調製されてもよい。また
、それらは、たとえば、所望の放出プロフィールを提供するために可変比率のヒドロキシ
プロピルメチルセルロース、他の重合体マトリクス、リポソームおよび／またはミクロス
フェアを使用して有効成分の遅いまたは制御された放出を提供するよう処方され得る。そ
れらは急速放出のために処方されてもよい（たとえば、凍結乾燥）。それらは、たとえば
細菌を保持するフィルターによるろ過によってか、または、使用直前に、滅菌剤を、滅菌
水に溶かすことができる無菌の固形組成物の形態またはいくつかの他の無菌注射媒体に組
み込むことによって殺菌されてもよい。これらの組成物はさらに任意により不透明化剤（
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ｏｐａｃｉｆｙｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）を含んでもよく、または有効成分のみを放出するか
、任意に遅延した様式で胃腸管のある部分で有効成分を放出する組成物であってもよい。
使用可能な包埋組成物の例としては、重合体材料およびろうが挙げられる。上述の賦形剤
の１つ以上を用いて、適当な場合、有効成分はさらにマイクロカプセル形状である得る。
【０１２７】
　本明細書に記載の構造体の経口投与用の液体剤形は、薬学的に許容可能な乳剤、マイク
ロエマルジョン、溶液、分散物、懸濁物、シロップ剤およびエリキシル剤を含む。本発明
の構造体に加えて、液体剤形は、たとえば水または他の溶媒等の、当該技術で一般に使用
される不活性の希釈剤、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸
エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチ
レングリコール、油（特に、綿実油、落花生油、トウモロコシ油、胚芽油、オリーブ油、
ヒマシ油およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒドロフリルアルコール、ポリエチレン
グリコールおよびソルビタンの脂肪酸エステル等の可溶化剤および乳化剤、およびそれら
の混合物を含有してもよい。
【０１２８】
　不活性の希釈剤に加えて、経口組成物は、さらに湿潤剤、乳化および懸濁剤、甘味料、
矯味矯臭剤、着色剤、香料および保存剤等の補助剤を含んでもよい。
【０１２９】
　活性化合物に加えて、懸濁物は、たとえば、エトキシ化イソステアリルアルコール、ポ
リオキシエチレンソルビトールおよびソルビタンエステル等の懸濁剤、微結晶性セルロー
ス、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、寒天およびトラガント、およびそれ
らの混合物を含有してもよい。
【０１３０】
　（たとえば、直腸または膣投与用の）本明細書に記載の薬学的組成物の処方物は坐薬と
してあってもよく、これは、本発明の１以上の化合物を、たとえば、ココアバター、ポリ
エチレングリコール、坐薬ろうまたはサリチル酸塩を含む、１以上の好適な非刺激性賦形
剤またはキャリアと混合することにより調製してもよく、また、これは、室温では固体で
あってもよいが、体温で液体となり、それ故、体内で溶けて構造体を放出する。
【０１３１】
　本明細書に記載の構造体の局所的または経皮的投与の剤形は、散剤、噴霧剤、軟膏剤、
ペースト剤、泡沫、クリーム剤、ローション剤、ゲル剤、溶液、パッチ、および吸入剤を
含む。活性化合物は、無菌条件下で、薬学的に許容可能なキャリア、および、必要に応じ
て任意の防腐剤、緩衝剤または噴霧体と混合されてもよい。
【０１３２】
　軟膏剤、ペースト剤、クリーム剤およびゲル剤は、本発明の構造体に加えて、動物性お
よび植物性の脂肪、油、ろう、パラフィン、デンプン、トラガント、セルロース誘導体、
ポリエチレングリコール、シリコーン、ベントナイト、ケイ酸、タルクおよび酸化亜鉛等
の賦形剤、またはそれらの混合物を含んでもよい。
【０１３３】
　散剤および噴霧剤は、本明細書に記載の構造体に加えて、ラクトース、タルク、ケイ酸
、水酸化アルミニウム、ケイ酸カルシウムおよびポリアミド粉末等の賦形剤、またはこれ
らの物質の混合物を含有することができる。噴霧剤は、ブタンおよびプロパン等のクロロ
フルオロ炭化水素および揮発性の未置換炭化水素等の通例の噴霧体をさらに含有すること
ができる。
【０１３４】
　経皮的パッチは、体内への本明細書に記載の構造体の制御された送達を提供する追加の
利点を有する。適切な媒体に構造体を溶解させるまたは分散させることは、かかる剤形を
形成し得る。吸収促進剤も、皮膚を横切って構造体の流出（ｆｌｕｘ）を増加させるため
に使用することができる。律速膜を提供するか重合体マトリクスまたはゲル中の構造体を
分散させることにより、かかる流出の速度を制御することができる。
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【０１３５】
　眼科用処方物、眼軟膏剤、粉末、溶液等も、本発明の範囲内であるとして企画される。
【０１３６】
　非経口投与に適した、本明細書に記載の薬学的組成物は、１以上の本発明の構造体を、
薬学的に許容可能な、無菌、等張性の水性または非水性の溶液、分散物、懸濁物または乳
剤、あるいは使用前に無菌注射溶液または分散物へ再構成されてもよい無菌の粉末であっ
て、これは、、糖、アルコール、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、処方物を意図した受容体
の血液と等張性にする溶質または懸濁剤または増粘剤を含む、粉末と組み合わせて含む。
【０１３７】
　本明細書に記載の薬学的組成物に使用されてもよい、好適な水性および非水性キャリア
の例としては、水、エタノール、多価アルコール（グリセロール、プロピレングリコール
、ポリエチレングリコール等）、およびそれらの好適な混合物、オリーブ油等の植物油、
およびオレイン酸エチル等の注射可能な有機エステルが挙げられる。適切な流動度は、た
とえば、レシチン等のコーティング材料の使用により、分散物の場合に必要とされる粒度
の維持、および界面活性剤の使用により維持することができる。
【０１３８】
　これらの組成物は、さらに防腐剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤等の補助剤を含んでも
よい。本発明の構造体上での微生物の活動の防止は、様々な抗菌剤および抗真菌剤、たと
えば、パラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸等の含有によって促進され得
る。組成物へ、糖、塩化ナトリウムなどのような等張剤を含むことも望ましい。さらに、
注射可能な薬学的形態の持続的吸収は、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン等
の吸収を遅らせる剤の含有によってもたらされてもよい。
【０１３９】
　本明細書に記載するように、本発明に記載の構造体および組成物との使用に適した送達
システムは、時限放出（ｔｉｍｅ－ｒｅｌｅａｓｅ）、遅延放出、持続放出、または制御
放出送達システムを含む。かかるシステムは、多くの場合に構造体の反復投与を回避し、
被験体および医師に対する利便性を増加させ得る。多くのタイプの放出送達システムが利
用可能であり、当業者に周知のものである。それらは、たとえば、ポリ乳酸および／また
はポリグリコール酸、ポリ無水物、およびポリカプロラクトン等の重合体に基づくシステ
ム；コレステロール等のステロール、コレステロールエステル、およびモノグリセリド、
ジグリセリドおよびトリグリセリド等の脂肪酸または中性脂肪を含む脂質に基づく非重合
体システム；ヒドロゲル放出システム；シラスティック・システム；ペプチドに基づくシ
ステム；ワックス・コーティング；従来の結合剤および賦形剤を使用する圧縮錠剤；また
は部分的に融合された移植物（ｉｍｐｌａｎｔ）。具体例としては、組成物がマトリクス
内の形態で含まれている侵食性のシステム、または活性成分が放出速度を制御する拡散性
のシステムが挙げられるが、それらに制限されない。組成物は、たとえば、ミクロスフェ
ア、ヒドロゲル、重合体レザバ、コレステロールマトリクス、または重合体系としてあっ
てもよい。いくつかの実施形態において、システムは、たとえば、処方物の拡散または浸
食／分解速度を制御することにより、活性化合物の持続放出または制御放出を生じさせ得
る。さらに、ポンプに基づくハードウェア送達システムが、いくつかの実施形態で使用さ
れてもよい。本明細書に記載の構造体および組成物を、注射器、パッド、パッチ、チュー
ブ、フィルム、ＭＥＭＳに基づくデバイス、移植可能なデバイス等の送達デバイスと組み
合わせる（たとえば、含ませる）ことができる。
【０１４０】
　長期的な放出移植物の使用は、いくつかの場合において特に好適であり得る。本明細書
において使用される「長期的な放出」は、移植物が構築および配置されて治療レベルの組
成物を、少なくとも約３０日間または約４５日間、少なくとも約６０または約９０日間、
または、いくつかの場合においてさらに長い期間送達することを意味する。長期的な放出
移植物は、当業者にとって周知であり、上述の放出システムのうちのいくつかを含む。
【０１４１】
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　注射可能なデポ形態は、ポリラクチド－ポリグリコリド等の生分解性重合体に、本明細
書に記載の構造体のマイクロカプセル化マトリクスを形成することにより作製することが
できる。構造体対重合体の比率、および使用される特定の重合体の性質に応じて、構造体
の放出速度を制御することができる。他の生分解性重合体の例としては、ポリ（オルトエ
ステル）およびポリ（無水物）が挙げられる。
【０１４２】
　本発明に記載の構造体が医薬品としてヒトおよび動物に投与されるとき、それらは、そ
のまま与えられるか、または薬学的に許容可能なキャリアと組み合わせて、たとえば、約
０．１％～約９９．５％、約０．５％～約９０％等の構造体を含有する薬学的組成物とし
て与えられる。
【０１４３】
　投与は、処置する条件に応じて、（たとえば、特定の部位、生理学的システム、組織、
器官、または細胞型に）局所化されるか、または全身的であってもよい。たとえば、非経
口（ｐａｒｅｎｔａｌ）注入により、移植により、経口で、経膣で、直腸で、口腔内に、
肺を介して、局所的に、経鼻で、経皮的に、外科的投与により、または、組成物による標
的へのアクセスが得られる任意の他の投与方法により、組成物を投与してもよい。本発明
で使用され得る非経口（ｐａｒｅｎｔａｌ）様式としては、静脈内、皮内、皮下、窩内（
ｉｎｔｒａｃａｖｉｔｙ）、筋肉内、腹腔内、硬膜外、または髄腔内が挙げられる。移植
様式の例としては、任意の移植可能または注射可能な薬物送達システムが挙げられる。経
口投与は、患者への利便性ならびに投薬スケジュールのためにいくつかの処置に有用であ
り得る。
【０１４４】
　選択された投与経路にかかわらず、好適な水和形態で使用され得る本明細書に記載の構
造体、および／または本発明の薬学的組成物は、当業者に公知の従来方法によって薬学的
に許容可能な剤形へ処方される。
【０１４５】
　本明細書に記載の組成物は、任意の潜在的に有害な副作用を回避するか最小化しながら
、投与量（たとえば、最大量）で与えられてもよい。組成物は、有効量で、単独で、また
は他の化合物と組み合わせて投与することができる。たとえば、癌を処置する場合、組成
物は、本明細書に記載の構造体と、癌を処置するために使用することができる他の化合物
のカクテルとを含んでもよい。
【０１４６】
　本明細書で使用される「治療上有効な量」なる語句は、任意の医療処置に適用可能な合
理的なベネフィット・リスク比で、被験体にある程度の所望の治療効果をもたらすことに
有効である本発明の構造体を含む材料または組成物の量を意味する。したがって、治療上
有効な量は、たとえば、疾患または身体状態に関連する疾患進行を予防してもよく、最小
化してもよく、逆転させてもよい。疾患進行は当業者に明白な臨床観察、研究所および画
像検査によって監視することができる。治療上有効な量は、単回用量に有効な量、または
複数用量治療、たとえば２回以上の用量で投与される量、または長期間にわたって投与さ
れる量の一部として有効な量になり得る。
【０１４７】
　本明細書に記載の任意の１以上の構造体の有効量は、体重の約１０ナノグラム／ｋｇ～
体重の約１０００ｍｇ／ｋｇで、投与頻度は一日に一度から一月に一度の範囲である。し
かし、他の投薬量および頻度であってもよい、なぜなら、本発明は、この点に関して特に
限定されないからである。被験体には、本明細書に記載の１以上の疾患または身体状態を
処置するのに有効な量で、本発明に記載の１以上の構造体を投与してもよい。
【０１４８】
　有効量は、処置される特定の状態に応じてもよい。当業者であれば、たとえば、肝機能
検査（たとえば、トランスアミナーゼ）、腎臓機能検査（たとえば、クレアチニン）、心
機能検査（たとえば、トロポニン、ＣＲＰ）、免疫機能試験（たとえば、ＩＬ－１および
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ＴＮＦ－アルファなどのサイトカイン）等の方法により、組成物の有効量がどれほどなの
か決定することができる。当然ではあるが、有効量は、処置すべき状態の重篤度；年齢、
身体の状態、サイズおよび体重を含む個々の患者のパラメーター；併用している処置；処
置の頻度；または投与の様式等の要因に依存する。これらの要因は、当業者に周知であり
、単なる慣例的な実験で対処することができる。いくつかの場合に、最大用量、すなわち
確固とした医学的判断による最も高い安全な用量が使用される。
【０１４９】
　本明細書に記載の薬学的組成物中の有効成分の実際の投与量レベルは、特定の患者、組
成物、投与のモードのための、所望の治療応答を達成するのに有効な有効成分の量を得る
ように、患者に対して有毒ではないように変化してもよい。
【０１５０】
　選択された投与量レベルは様々な要因に依存する。その要因としては、使用される特定
の本発明の構造体の活性、投与経路、投与の時間、使用される特定の構造体の排泄または
代謝の速度、処置の期間、使用される特定の構造体と組み合わせて使用される他の薬物、
化合物および／または材料、処置される患者の年齢、性別、体重、状態、総合的健康状態
（ｇｅｎｅｒａｌ　ｈｅａｌｔｈ）、および以前の病歴、および医療技術において周知の
要因が挙げられる。
【０１５１】
　当該技術における通常の技量を有する医師または獣医であれば、必要とされる有効量の
薬学的組成物を容易に決定および処方することができる。たとえば、医師または獣医は、
薬学的組成物に使用される本明細書に記載の構造体の用量を、所望の治療効果を達成する
のに必要とされる量よりも低いレベルから開始し得、その後所望の効果が達成されるまで
徐々に投与量を増加させ得る。
【０１５２】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載の構造体または薬学的組成物は、被験体
に長期間にわたって提供される。長期間処置は、任意の形態の長期間にわたる反復投与を
も含み、たとえば、１ヵ月以上、１ヵ月と１年との間、１年以上、またはそれより長い間
にわたる反復投与などである。多くの実施形態において、長期間処置は被験体の生涯にわ
たって構造体または薬学的組成物を繰り返し投与することを含む。たとえば、長期間処置
は定期的な投与、たとえば１日当たり１回以上、１週間に１回以上、または１ヵ月に１回
以上を含み得る。一般に、本明細書に記載の構造体の好適な用量、たとえば１日用量は、
治療効果を生じるのに有効な最低用量である構造体の量である。そのような有効用量は、
一般に上記の要因に左右される。一般に、示された効果のために使用される場合、患者の
ための本明細書に記載の構造体の用量は、１日当たり体重１ｋｇ当たり約０．０００１ｍ
ｇから約１００ｍｇの範囲である。１日投与量は、体重１ｋｇ当たり０．００１～５０ｍ
ｇの化合物、または体重１ｋｇ当たり０．０１～約１０ｍｇの化合物の範囲であってもよ
い。しかしながら、これより低いかより高い用量も使用することができる。いくつかの実
施形態において、被験体に投与される用量は、年齢、疾患の進行、体重またはその他の要
因により被験体の生理機能が変化するのとともに修正することができる。
【０１５３】
　所望であれば、活性化合物の有効な１日量は、１日を通じて適切な間隔で別々に投与さ
れる２、３、４、５または６以上の下位用量として、場合によっては単位剤形において投
与されてもよい。たとえば、指示および方法は、有害な影響または望ましくない影響を減
少させるか回避しながらコレステロール（または他の脂質）の減少および／または疾患の
処置を達成するために、特定の時間間隔および特定の用量で、特定の用量の組成物（特に
、特定のサイズ範囲を有する本明細書に記載の構造体を含むもの）が投与される投薬レジ
メンを含み得る。
【０１５４】
　本明細書に記載の構造体を単独で投与することが可能であるが、それは上記のような薬
学的組成物として投与してもよい。本発明は、構造体の使用のための指示を任意に含むキ
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ットにパッケージされた疾患または身体状態を診断するか、予防するか、処置するか、管
理するのに有用な前述の組成物のうちのいずれかを提供する。すなわち、キットは、疾患
または身体の状態への関与のための組成物の使用の記述を含み得る。キットは、本明細書
に議論されるような組成物の使用の記述をもさらに含み得る。キットは、本明細書に記載
の２つ以上の組成物の組み合わせの使用のための指示をも含み得る。指示は、任意の好適
な技術、たとえば経口、静脈内、または薬物送達の別の既知の経路によって組成物を投与
するために提供されてもよい。
【０１５５】
　本明細書に記載のキットは、１つ以上の容器をも含み得、それらは上記のような構造体
、シグナル伝達構成要素、および／または生体分子をも含み得る。キットは、混合、希釈
、および／または化合物の投与のための指示をさらに含み得る。キットは、混合、希釈、
またはそのような処置を必要とする試料または患者への成分の投与のための容器とともに
、１つ以上の溶媒、界面活性剤、防腐剤および／または希釈剤（たとえば生理食塩水（０
．９％のＮａＣｌ）、または５％のデキストロース）を備えた他の容器も含み得る。
【０１５６】
　キットの組成物は、任意の好適な形態、たとえば溶液または乾燥粉末として提供されて
よい。提供される組成物が乾燥粉末である場合、粉末は好適な溶媒の追加によって再構成
されてもよく、その好適な溶媒を提供することもできる。液体の形態の組成物が使用され
る実施形態において、液体の形態を濃縮するか、またはすぐに使用することができる。溶
媒は、本発明の特定の構造体、および使用または投与の様式によって決まる。組成物に好
適な溶媒は周知であり、文献において入手可能である。
【０１５７】
　一組の実施形態の中で、キットは、バイアル、チューブ等（各容器は、本方法において
使用される個別の要素のうちの１つを含む）の１つ以上の容器を含んでもよい。たとえば
、容器のうちの１つは、アッセイにおける陽性対照を含んでもよい。さらに、キットは、
他の成分、たとえばアッセイに役立つバッファーのための容器を含み得る。
【０１５８】
　本明細書において使用される場合、「被験体」または「患者」は任意の哺乳動物（たと
えばヒト）を指す。被験体または患者の例としては、ヒト、非ヒト霊長類、牛、馬、豚、
羊、ヤギ、犬、猫、またはマウス、ラット、ハムスターまたはモルモット等のげっ歯類が
挙げられる。一般に、本発明はヒトでの使用に向けられる。被験体は、ある疾患または身
体状態と診断された被験体であるか、もしくは疾患または身体状態を有することがわかっ
ている被験体であり得る。いくつかの実施形態において、被験体は、疾患または身体状態
が発症する危険があると診断され得るか、もしくはそのような危険を有することがわかっ
ていてよい。いくつかの実施形態において、被験体は、本明細書に記載の異常脂質レベル
に関連する疾患または身体状態であると診断されるか、もしくはそれらを有することがわ
かっていてよい。特定の実施形態において、被験体は、被験体の既知の疾患または身体状
態に基づいて処置のために選択され得る。いくつかの実施形態において、被験体は、被験
体の疑わしい疾患または身体状態に基づいて処置のために選択され得る。いくつかの実施
形態において、組成物は、疾患または身体状態の発症を防ぐために処置され得る。しかし
ながら、いくつかの実施形態において、既存の疾患または身体状態の存在が疑われ得るが
未だ同定されないことがあり、本発明の組成物は疾患または身体状態のさらなる発症を診
断するか防ぐために投与することができる。
【０１５９】
　本明細書で使用される場合「生物学的試料」は、被験体から得られた、任意の細胞、身
体組織または体液試料である。体液の非制限的な例としては、たとえば、リンパ、唾液、
血液、尿などが挙げられる。本明細書に記載の様々な方法で使用するための組織および／
または細胞の試料は、パンチ生検および細胞擦取、針生検などの組織生検を含むが、これ
らに限定されない標準的な方法；または吸引または他の好適な方法による血液または他の
体液の収集によって得ることができる。
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【０１６０】
　以下の実施例は、本発明の特定の実施形態を例示することを意図するが、制限的である
とは解釈されず、本発明の全容を例証するものではない。
【実施例】
【０１６１】
　実施例１
　本実施例は、表面成分の比を制御するように、ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの形態におい
てハイブリッド構造体の表面を化学的に調製するための方法を記載する。ＤＮＡ－ＨＤＬ
　ＡｕＮＰは、コレステロールを隔離し、かつ核酸を送達するかまたは遺伝子発現を調節
するように機能し得る。
【０１６２】
　５ｎｍの直径のクエン酸塩で安定化させたＡｕ　ＮＰ（Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ）を、２つ
の合成アプローチ（図２Ａおよび２Ｂ）を使用して、テンプレートである球状の合成ＨＤ
Ｌ　ＡｕＮＰに対して使用した。
【０１６３】
　ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、Ｈ２Ｏ／エタノール（ＥｔＯＨ）の溶液中で製造した。ＡｕＮＰ
、ＤＮＡ、ＡＰＯＡＩ、および各リン脂質は、Ｈ２Ｏ／ＥｔＯＨ（５０％までのＥｔＯＨ
）中で可溶性であり、安定である。この方法は、個々の表面成分をＨＤＬ　ＡｕＮＰに対
して段階的に添加すること、および未反応の成分とＥｔＯＨの除去を可能にする。
【０１６４】
　典型的なＨＤＬ　ＡｕＮＰ合成においては、水性溶液中のクエン酸塩で安定化させた金
ナノ粒子（８０ｎＭ、５±０．７５ｎｍ、Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．）を、ガラスバ
イアル中で、５倍過剰量の精製したヒトＡＰＯＡ１（４００ｎＭ、Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）と混合する。この溶液を、撹拌しながら室温で一晩混合す
ることが可能である。次に、それぞれ、ＡｕＮＰの濃度に関して１００倍過剰量の、１：
１比の１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［
３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート］：１－２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセ
ロ－３－ホスホコリン（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）を、クロロホルム中
に調製した。次いで、リン脂質混合物を水性ＡｕＮＰ／ＡＰＯＡ１溶液に添加し、これは
層状混合物を生じる。この混合物をボルテックスして軽く超音波処理し、これにより、ピ
ンク色の泡状の混合物が生じる。この混合物を、クロロホルムを蒸発させるために、段階
的に約６５℃に加熱する。溶液を冷却させた後、ＨＤＬ－ＡｕＮＰの精製を遠心分離（１
５，８００ｇ×４５分）およびＮａｎｏｐｕｒｅ（商標）水中への再懸濁により達成する
。
【０１６５】
　第１の合成方法（図２Ａ）の場合は、ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、上記に記載したように製造
し、漸増濃度の５’－コレステロール化ＤＮＡ（ｃｈｏｌ－ＤＮＡ）をＨＤＬ　ＡｕＮＰ
に添加した。例えば、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、ＨＤＬ　ＡｕＮＰに対し
て１００倍モル濃度過剰量のコレステリル－ＤＮＡを添加することにより製造した。全て
のオリゴヌクレオチドは、標準的なホスホルアミダイト化学（Ｅｘｐｅｄｉｔｅ　８９０
９）を使用して製造し、逆相ＨＰＬＣ（Ｖａｒｉａｎ　ＰｒｏＳｔａｒ　２１０）を使用
して精製した。使用した配列を表１に示す。４時間のインキュベーション後、ＤＮＡ－Ｈ
ＤＬ　ＡｕＮＰを、１ｍＬのアリコートに分け、遠心分離（１５，８００ｇ×４５分）し
てＨＤＬ　ＡｕＮＰ表面に結合していないＤＮＡを除去し、上清をデカントし、その後、
ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、約３０μｌのリン酸緩衝食塩水（１×ＰＢＳ、０．１５Ｍ
のＮａＣｌ、０．０１Ｍのリン酸緩衝液、ｐＨ＝７．５）中に再懸濁した。上記アリコー
トをボルテックスし、軽く超音波処理して、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰペレッ
ト全てを確実に懸濁物にした。ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの濃縮した溶液を合
わせて、約１μＭの最終濃度とした。粒子濃度を、ＵＶ－Ｖｉｓ分光光度計（Ａｇｉｌｅ
ｎｔ　８４５３）を使用して測定した。５ｎｍのＡｕＮＰについて、λｍａｘ＝５２０ｎ
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ｍ、および吸光係数、ε＝９．６９６×１０６Ｍ－１ｃｍ－１。粒子を、使用するまで４
℃で保存した。
【０１６６】
　３’－蛍光団標識（例えば、シアニン３または５）ＤＮＡを、ＨＤＬ　ＡｕＮＰ表面に
結合したＤＮＡの量を定量化するために使用した。また、蛍光標識したＤＮＡを使用して
、ＨＤＬ　ＡｕＮＰの表面に対するコレステロール－ＤＮＡについてのＫｄを計算するた
めの結合等温式を構築した。
【０１６７】
　第２の合成方法（図２Ｂ）については、合成を、Ｈ２Ｏ中で開始した。ここでは、５ｎ
ｍのＡｕＮＰを、最初にＡＰＯＡＩで表面に機能を持たせた。ＡＰＯＡＩはＡｕＮＰの表
面に吸着する；しかし、ＡｕＮＰ表面に堅く結合するアルキルチオールオリゴを添加する
と、リガンド交換により表面のＡＰＯＡＩの除去が促進され得る。ＡＰＯＡＩの表面での
吸着とチオールで改変したＤＮＡの表面吸着は、化学量論によりある程度制御することが
できる。チオール－ＤＮＡの負荷が迅速なＡＰＯＡＩの放出により損なわれる事象におい
ては、ＡＰＯＡＩ上の第１級アミンを、機能を損なうことなくＡＰＯＡＩの結合を確実に
することができるＴｒａｕｔ’ｓ試薬を使用してチオール基を改変することができる。Ａ
ＰＯＡＩのＴｒａｕｔ’ｓ改変をＨＤＬ　ＡｕＮＰについて使用することができ、これは
、ＨＤＬ　ＡｕＮＰおよび天然のＡＰＯＡＩと比較して、コレステロール流出アッセイに
おいて明らかな差異が認められていない（未公開データ）。ＮａＣｌ濃度を、生理学的濃
度の近くまで増大させ（０．１５Ｍ、コロイドを不可逆的に脱安定化させることのないよ
うに、ゆっくりと増大させ）、その際、チオール－ＤＮＡ（ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１
０／対照）を、ＡｕＮＰに関して化学量論的量を増大させて添加した。最後に、ＰＬを、
生じつつあるＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ表面上に残っている部位に機能性を持たせるため
に、エタノール溶液中に添加した。最終的な構築物を、遠心分離を使用して精製した。い
くつかの場合には、遠心分離により不可逆的なナノ粒子の凝集を促進し得、この場合、透
析、または濾過／透析の組み合わせ（ダイアフィルトレーション）のいずれかを精製のた
めに使用することができる。
【０１６８】

【表１】

【０１６９】
　実施例２
　本実施例は、ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの形態の構造体が低い毒性を有し、細胞におい
て遺伝子発現を調節するために使用できることをを示す。このＤＮＡを、構造体のリン脂
質二重層シェル上に静電気的に物理吸着させた。
【０１７０】
　ＨＤＬ　ＡｕＮＰは、図２Ａと組み合わせて実施例１に記載した方法を使用して製造し
、その後、コレステロールで末端改変したＤＮＡ　ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲと混合した。得
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られたＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、結合していないコレステロールで標識したＤＮＡか
ら精製するために遠心分離した（３回）。添加したＤＮＡは、標的化ｍｉｃｒｏＲＮＡ－
２１０の逆相補性「ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ」分子である。ＭｉｃｒｏＲＮＡ－２１０は、
特有症候の（ｐａｔｈｏｇｎｏｍｉｃ）低酸素により調節されるｍｉｃｒｏＲＮＡである
。細胞内ｍｉＲ－２１０レベルの低下は、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）において新
脈管形成を阻害すること、ならびに、がん細胞タイプにおいてアポトーシスを誘導するこ
とが示されている。ＨＤＬ　ＡｕＮＰが内皮細胞を自然に標的化するので、ＨＵＶＥＣを
、これらの実験に使用した。細胞の低酸素を、ｍｉＲ－２１０が周知の生成物である、低
酸素反応性の要素によるＨＩＦ－１α駆動性の発現を促進するための十分に確立されてい
る機構である、塩化コバルト（ＣｏＣｌ２）を使用して化学的に誘導した。ＤＮＡ－ＨＤ
Ｌ　ＡｕＮＰでの処理は、乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）アッセイを用いて測定した場
合、細胞傷害性を生じなかった（図５）。処理した細胞対未処理の細胞からの全ＲＮＡの
抽出後に、スクランブルした対照に対する、ｍｉＲ－２１０を標的化するａｎｔａｇｏ－
ｍｉＲ－２１０－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの機能をＲＴ－ＰＣＲを用いて測定したところ、ＨＵ
ＶＥＣ　ｍｉＲ－２１０レベルが有意に低下していた（図６）。
【０１７１】
　実施例３
　本実施例は、細胞内核酸調節のためのハイブリッドＤＮＡ－ＨＤＬ－ＡｕＮＰ構造体の
使用とＤＮＡ－ＡｕＮＰ構造体の使用との比較を示す。
【０１７２】
　ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、ＤＮＡ　ａｎｔａｇｏｍｉＲ－２１０オリゴヌクレオチ
ド（５－ｔｃａｇｃｃｇｃｔｇｔｇａｃａｃｇｃａｃａｇ－ａ（１０）－ＳＨ－３）また
は対照ＤＮＡオリゴヌクレオチド（５－ｃｃｃｃｇｔａａｔｃｔｔｃａｔａａｔｃｃｇａ
ｇ－ａ（１０）－ＳＨ－３）のいずれかを用いて製造した。対照オリゴヌクレオチドは、
既知の発現されるヒトＲＮＡ配列に対して配列相補性を有さない。ＭｉＲ－２１０は、細
胞の低酸素条件下でアップレギュレートされることが示されており、ここでは、ＭｉＲ－
２１０は、酸素正常状態－低酸素に対する広範囲の細胞性応答を調節し、較正するように
機能する。塩化コバルト（ＣｏＣｌ２、３００マイクロモル濃度）を使用することにより
低酸素状態へと化学的に誘導したＨＵＶＥＣを研究した。これらの条件下では、ｍｉＲ－
２１０レベルは大きく増大した。標準的な手順に従い（Ｒｏｓｉら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２
００６，３１２，ｐ．１０２７）、ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０（上記配列）として知
られているｍｉＲ－２１０のＤＮＡ逆相補鎖で表面に機能を持たせた１３ｎｍの金ナノ粒
子（ＡｕＮＰｓ）、またはａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０配列（上記配列）を同時に持た
せたＨＤＬ　ＡｕＮＰのいずれかを製造した。ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０－ＨＤＬ　
ＡｕＮＰの場合は、ＤＮＡ　ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０配列を、ＨＤＬ　ＡｕＮＰの
表面に対して静電気的に物理吸着させた。それぞれの場合において、最終的な結合体を反
復遠心分離と、１×リン酸緩衝食塩水中への再懸濁（３×、１５，０００ＲＰＭ）を繰り
返し使用して精製した。対照ＤＮＡ　ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲを製造し、同様の様式で（上
記順序）で金ナノ粒子結合体に負荷した。
【０１７３】
　ハイブリッドＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体を使用することによる標的化した治療用
核酸の細胞質への送達の成功に関する、驚くほど有意である最初の観察は、有意な数の５
ｎｍのＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰが細胞の細胞質区画中に残っていることの直接の観察で
ある。図７Ａ～７Ｃは、ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体に対する曝露（２４時間のトラ
ンスフェクション、５０ｎＭのＨＤＬ　ＡｕＮＰ）後に単層細胞培養物中で増殖させたマ
ウスマクロファージ（Ｊ７７４）の電子顕微鏡写真（ＥＭ）である。ＥＭは、５ｎｍのＤ
ＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体が細胞質区画に含まれないことを示している（図７Ａ～７
Ｂ）。ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの多数の蓄積が、細胞の細胞質区画の中で見られる（図
７Ａ中の矢印を参照のこと）。矢印の拡大図を図７Ｂに示す。これは、細胞質小胞の中（
Ａ）および外（Ｂ）での構造体の蓄積を示す。図７Ｂ中のＡ、Ｂに示した領域の拡大図（
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図７Ｃ）は、構造体（５ｎｍの直径）を明らかに示している。細胞質中に遊離しているＤ
ＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体（Ｂ）に対して、細胞内小胞体中にあるＤＮＡ－ＡｕＮＰ
構造体（Ａ）の群を対比させることができる。この観察は、標的化した核酸（ＤＮＡまた
はＲＮＡ）治療薬（例えば、ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲなど）をもまた
含むＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体のような特定の構造体を、細胞内ＲＮＡ種（例えば、内因性
ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）、またはメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ））を調節するた
めにうまく使用することができるとの仮説を導いた。
【０１７４】
　ｍｉＲ－２１０をＣｏＣｌ２誘導下で細胞にトランスフェクションして、細胞内ｍｉＲ
－２１０レベルをダウンレギュレートする様々な構造体の能力を比較した。ｍｉＲ－２１
０レベルを内因性ＧＡＰＤＨに対して最初に正規化し、その後、ＣｏＣｌ２で誘導したが
ＡｕＮＰで処理していないＨＵＶＥＣ細胞中のｍｉＲ－２１０に対して正規化した。図８
Ａに示すように、ＣｏＣｌ２に対して曝露しなかったＨＵＶＥＣ細胞に対して、ＣｏＣｌ

２は、ＨＵＶＥＣ細胞中でｍｉＲ－２１０の発現を効率よく増大させた。ａｎｔａｇｏ－
ｍｉＲ－２１０　ＨＤＬ　ＡｕＮＰ（ＡＰＯＡ１、５０ｎＭ）に曝露した細胞は、２４時
間、４８時間、および７２時間でｍｉＲ－２１０レベルの有意なノックダウンを示す。７
２時間では、細胞が回復し始めているように見えた。ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－ｃｏｎｔｒ
ｏｌ　ＨＤＬ　ＡｕＮＰは、ｍｉＲ－２１０発現の低下を示さない。比較の手段として、
ａｎｔａｇｏｍｉＲ－２１０と対照配列を表面に結合させた１３ｎｍのＡｕＮＰを製造し
た。これらの構造体（１ｎＭ）のトランスフェクションによってｍｉＲ－２１０の中程度
のノックダウンが生じたが、対照は、予想したとおり限定されたノックダウンを示した。
まとめると、これらのデータは、ＨＤＬ　ＡｕＮＰの状況（この場合は表面での物理吸着
）で運ばれる核酸（この場合は、ｍｉＲ－２１０に対するＤＮＡ　ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ
）が細胞内核酸種（例えば、ｍｉＲ－２１０）を効率よく標的化し、調節できることを示
す。対照粒子は、ｍｉＲ－２１０発現の状況において最小限のオフターゲット、非特異的
活性を示す。
【０１７５】
　データはまた、ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０－ＨＤＬ　ＡｕＮＰのトランスフェクシ
ョンが非毒性であることも示している。これは、形質膜の破壊のマーカーである乳酸デヒ
ドロゲナーゼ（ＬＤＨ）の細胞性の放出をアッセイすることにより決定した。細胞形質膜
の完全性が失われる場合は、細胞質の酵素である乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）が細胞
培養培地中に漏れでた。ＬＤＨについての比色分析アッセイを使用して、培養細胞に対し
ては非毒性であることがこれまでに明らかにされているａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０　
ＡｕＮＰ（１３ｎｍの直径）（Ｍａｓｓｉｃｈら、Ｍｏｌ　Ｐｈａｒｍ，６（６），ｐ．
１９３４，２００９）で処理したＨＵＶＥＣ細胞とａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０／対照
ＨＤＬ－ＡｕＮＰで処理したＨＵＶＥＣ細胞との間での差異を評価した。図８Ｂは、ＨＵ
ＶＥＣ細胞に対するＬＤＨの毒性を示す。最大可能なＬＤＨ活性（溶解細胞）を最も右側
に示す。示すように、ＣｏＣｌ２で誘導した細胞および誘導していない細胞は、ベースラ
インでの最小限の形質膜の崩壊と一致して、培地中へのＬＤＨの漏れがほとんどないこと
を示す。ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０／対照ＡｕＮＰ（１３ｎｍ、１ｎＭ）またはａｎ
ｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０／対照ＨＤＬ　ＡｕＮＰ（５ｎｍ、５０ｎＭ）のいずれかで処
理した細胞は、ベースラインを上回るほどの細胞傷害性の増大を示さない。
【０１７６】
　さらに、第２の組の構造体が、ＨＵＶＥＣ細胞中のｍｉＲ－２１０を効率よく標的化し
、ダウンレギュレートすることが示された（図８Ｃ）。これらの構造体を、上記と同様に
、しかし、ｍｉＲ－２１０または対照オリゴに対してＤＮＡ　ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲを共
有結合（吸着に対して）させて製造した。図８Ｃに示すように、ｍｉＲ－２１０の調節は
、ＨＵＶＥＣ細胞においてｍｉＲ－２１０（ａ２１０）を標的化する、リン脂質（ＰＬ）
を含む構造体またはリン脂質を含まない構造体を使用して効率よく達成された。全ての場
合において、５ｎｍのＡｕＮＰは、鋳型となるナノ構造体コア材料としての役目を担い、
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全ての場合において、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡＰＯＡＩ）は、構築物の表面上に存
在する。
【０１７７】
　具体的には、図８Ｃは、構造体を使用したＨＵＶＥＣ中でのｍｉＲ－２１０のノックダ
ウンを示す。ここでは、ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２１０に対するａｎｔａｇｏｍｉＲが、ＨＤ
Ｌ　ＡｕＮＰのコアでの５ｎｍのＡｕＮＰの表面に対する吸着のために、チオールで末端
改変される。示すように、ＣｏＣｌ２で誘導した陽性対照である（誘導したＨＵＶＥＣ）
ＨＵＶＥＣ細胞は、非誘導のＨＵＶＥＣと比較して、強いｍｉＲ－２１０発現を示す。２
組の粒子を製造し、ＣｏＣｌ２で誘導したＨＵＶＥＣ細胞にトランスフェクトした。最初
の２つのバーは、ＡＰＯＡＩタンパク質とｍｉＲ－２１０に対して結合したａｎｔａｇｏ
ｍｉＲ－ＤＮＡ（５－ＡＰＯ－ａ２１０）を伴う５ｎｍのＡｕＮＰを、非標的化対照ＤＮ
Ａ（５－ＡＰＯ－ｃ２１０）を伴う同じ構築物に対して示す。標的化した因子の場合は、
ｍｉＲ－２１０はおよそ６０％減少する。バー３および４は、最初の２つに類似するが、
それぞれが、標準的なＨＤＬ　ＡｕＮＰに使用したリン脂質二重層をもまた含む構築物の
別の組を示す。示すように、ｍｉＲ－２１０をノックダウンするように標的化した５－Ａ
ＰＯ－ａ２１０－ＰＬも、約６０％調節するように作用する。対照粒子（５－ＡＰＯ－ｃ
２１０－ＰＬ）はｍｉＲ－２１０のノックダウンを示さない。
【０１７８】
　全体として、これらのデータは、ＨＤＬ　ＡｕＮＰの細胞質局在性、ａｎｔａｇｏ－ｍ
ｉＲ－２１０　ＨＤＬ　ＡｕＮＰによる細胞内ｍｉＲ－２１０発現の調節のためのａｎｔ
ａｇｏ－ｍｉＲ－２１０の効率的な送達、およびａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０　ＨＤＬ
　ＡｕＮＰの毒性の欠失を示す。
【０１７９】
　実施例４
　本実施例は、核酸のための細胞性送達ビヒクルとしてのハイブリッドｃｈｏｌ－ＤＮＡ
－ＨＤＬ　ＡｕＮＰのような構造体の使用を示す。
【０１８０】
　高密度リポタンパク質は、ＨＤＬ受容体を過剰発現するがん細胞を強烈に標的化する。
がん細胞によるコレステロールの取り込みの一般的な必要性は、標的化した治療薬の送達
のために操作した組み換え体リポタンパク質（特に、組み換え体ＨＤＬ）を使用すること
への関心のきっかけとなった。全身のアンドロゲン除去にも関らず、インビボで増殖する
進行した前立腺がん細胞は、アンドロゲン非感受性と見られる；しかし、データは、これ
らが、増殖を維持するためにＨＤＬからコレステロールを取り込み、内因的にテストステ
ロンを産生する能力を獲得することを示している。したがって、前立腺がんは、膜の完全
性とテストステロンの産生の両方についてのコレステロールの二重の必要性が、ＨＤＬ生
体模倣物を利用する遺伝子送達ストラテジーを試験する理想的なモデルを提供する特有の
場合を示す。
【０１８１】
　ＨＤＬ　ＡｕＮＰは、蛍光コレステロールアナログである２５－［Ｎ－［（７－ニトロ
－２－１，３－ベンゾキサジアゾール－４－イル）メチル］アミノ］－２７－ノルコレス
テロール（ＮＢＤ－コレステロール）（Ｋｄ＝３．８ｎＭ）に対して堅く結合する。ＨＤ
Ｌ　ＡｕＮＰは、それらの表面上に約３コピーのアポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡＰＯＡＩ
）を有し得、両性イオン性ジパルミトイル－ホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）の外部リ
ーフレット単層（ｌｅａｆｌｅｔ　ｍｏｎｏｌａｙｅｒ）を有し得る。生体模倣性ＨＤＬ
　ＡｕＮＰによるＮＢＤ－コレステロールの堅い結合、ホスホコリン含有リン脂質との核
酸の既知の静電気的複合体形成、ならびに、天然のＨＤＬ種によるコレステロール化核酸
の自発的会合および効率的な細胞への送達を裏付けているデータのため、本発明者らは、
コレステリル－ＤＮＡ種を吸着したハイブリッドＨＤＬ　ＡｕＮＰ（ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－
ＨＤＬ　ＡｕＮＰ）を、細胞への核酸送達のためにデノボ合成できるとの仮説を立てた。
【０１８２】
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　天然に存在している成熟した球状ＨＤＬのサイズ、形状、および界面化学を厳密に模倣
する生体模倣ＨＤＬナノ構造体を、実施例１に記載した方法を使用し、図３に示す工程に
したがって、表面に固定したコレステリルを結合体化したＤＮＡ配列を用いて製造した。
簡単に説明すると、コロイド状金ナノ粒子（ＡｕＮＰ、５＋／－０．１５ｎｍ）の水性溶
液をアポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡＰＯＡＩ）と混合した。次いで、リン脂質の混合物を
、生体模倣性ＨＤＬ　ＡｕＮＰを形成させるためにＡｕＮＰの表面に添加した。ＨＤＬ　
ＡｕＮＰを、遠心分離と水中での再懸濁により精製する。ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２１０（ｍ
ｉＲ－２１０）に対するコレステロール化した逆相補性ＤＮＡ「ａｎｔａｇｏｍｉＲ」お
よび対照のスクランブルＤＮＡをこの実験のために選択した。
【０１８３】
　上記ＨＤＬ　ＡｕＮＰを、Ｎａｎｏｐｕｒｅ（商標）水中でコレステリル－ＤＮＡオリ
ゴ（１００：１、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ：ＡｕＮＰ）とともにインキュベートした。４時間の
インキュベーション後、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰをペレット化し（１５，８
００ｇ、４５分）、そしてＨＤＬ　ＡｕＮＰ表面に結合しなかった核酸を除去するために
リン酸緩衝食塩水（１×ＰＢＳ、０．１５ＭのＮａＣｌ、０．０１Ｍのリン酸緩衝液、ｐ
Ｈ＝７．５）中に再懸濁した。図３は、個々の５ｎｍのＡｕＮＰとｃｈｏｌ－ＤＮＡ－Ｈ
ＤＬ　ＡｕＮＰの透過電子顕微鏡写真を示す。
【０１８４】
　動的光散乱を、合成プロセスの各工程での構造体のサイズの増大を評価するために使用
した。予想したとおり、構造体の流体力学的直径は、ＡＰＯＡＩの添加（９±１ｎｍ）、
ＨＤＬ　ＡｕＮＰの形成（１０±１ｎｍ）、およびコレステロール化核酸の添加（１１±
１ｎｍ）を行うと、増大した（表２）。ＵＶ－Ｖｉｓ分光光度法により、緩衝食塩水中で
のＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体の安定性を確認する。表面プラズモンバンドは約５２
０ｎｍに集中し、凝集したＡｕＮＰではなく分散と一致し（これを参照のこと）、表面の
機能化後の結合体の安定性を明らかに示している（表２）。さらに、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－
ＨＤＬ　ＡｕＮＰについては、２６０ｎｍに強い吸収帯があり、これは結合体表面上のＤ
ＮＡと一致する。
【０１８５】

【表２】

【０１８６】
　ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの表面上のオリゴヌクレオチドの数を蛍光標識し
たオリゴヌクレオチドを使用して定量化し、構造体あたり約１３個であることが明らかに
なった。最後に、蛍光団標識アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡＰＯＡＩ）を使用して、表面
上に結合したＡＰＯＡＩ分子の数を定量化するためのＨＤＬ　ＡｕＮＰとｃｈｏｌ－ＤＮ
Ａ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを製造した。データは、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ　ＨＤＬ　ＡｕＮＰの表
面上に約２コピーのＡＰＯＡＩが存在していること、およびＡＰＯＡＩが、ｃｈｏｌ－Ｄ
ＮＡの存在下では構造体表面に結合したままであることを明らかにしている。
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【０１８７】
　ｍＲＮＡの翻訳は、内因性ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）により厳密に調節される細胞質
のプロセスである。短い核酸を含む細胞質ＲＮＡの効率的な調節には、エンドソームの隔
離の回避が必要である。ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの細胞内取り込み、細胞内
局在性、および細胞の細胞傷害性の評価を、上記に記載したとおりに行った。蛍光団標識
オリゴヌクレオチドを含むｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを使用することにより、
共焦点蛍光光学顕微鏡法によって、構築物がＰＣ３細胞と会合し、ＰＣ３細胞中に迅速に
侵入することが明らかになった（図９Ａ～９Ｄ）。
【０１８８】
　図９Ａ～９Ｄは蛍光共焦点顕微鏡法の画像であり、図９Ｅ～９Ｈは、ＰＣ３細胞中での
ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの細胞性分布を示している透過電子顕微鏡法の画像
である。共焦点実験およびＴＥＭ実験のいずれについても、化学的低酸素を、ｃｈｏｌ－
ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰでの処理（５０ｎＭ、最終）の前に１２時間、３００μΜの塩
化コバルト（ＣｏＣｌ２）でＰＣ３細胞に誘導した。左。蛍光標識したＤＮＡ（「ＡｕＮ
Ｐ」）を用いて製造したｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰを細胞とともにインキュベ
ートし、様々な時点で画像化した。ケラチンと核（「Ｈｏｅｓｃｈｔ」）を細胞固定後に
染色した。ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰとの４時間（図９Ａ）、８時間（図９Ｂ
）、１２時間（図９Ｃ）、および２４時間（図９Ｄ）のインキュベーション後に画像を取
得した。電子顕微鏡法の画像については、１６時間のｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮ
Ｐでのトランスフェクション後に得た。矢印は、ＰＣ３細胞の細胞質中のＡｕＮＰを示す
。倍率：（図９Ｅ）８９０×、（図９Ｆ）２９００×、（図９Ｇ）６８００×、（図９Ｈ
）９８０００×。
【０１８９】
　約４時間で、蛍光シグナルは細胞膜に局在化し、続いて、点状小胞（ｐｕｎｃｔｕａｔ
ｅ　ｖｅｓｉｃｌｅ）に取り込まれた。次いで、蛍光シグナルは、約２４時間で小胞中に
再度パッケージされる前に細胞の細胞質内に均一に分布するように現れる。これらのデー
タは、蛍光標識したｃｈｏｌ－ＤＮＡが、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰでの処理
後に細胞の細胞質内に存在することを裏付けるが、結合体のＡｕＮＰ成分の細胞取り込み
またはその細胞内位置に関する情報を提供するものではない。ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ
　ＡｕＮＰでの細胞の処理（１６時間）後、透過電子顕微鏡法（ＴＥＭ）は、ＡｕＮＰが
細胞の細胞質中に存在し、エンドソームの隔離がないことを示す（図９Ｅ～９Ｈ）。これ
は、いずれの理論にも束縛はされないが、コレステロール化したＤＮＡと複合体形成した
ＨＤＬ　ＡｕＮＰリン脂質の集合特性、および／または両親媒性ＡＰＯＡＩタンパク質の
存在、結合体の小さいサイズ、および表面電荷のためであり得ることの重要な知見である
。最終的には、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの毒性を、乳酸デヒドロゲナーゼ（
ＬＤＨ）放出アッセイを使用することにより調べた。処理後、標的ＲＮＡの調節に必要な
濃度を十分に上回るｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ濃度でもなお、バックグラウン
ドレベルを上回る毒性は観察されなかった（図１０）。図１０は、ＨＤＬ　ＡｕＮＰ処理
、ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ処理、およびＤＮＡだけでの処理が細胞傷害性ではなかった
ことを示している。
【０１９０】
　標的ＲＮＡを調節するｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの能力を、がん関連細胞培
養物系：化学的低酸素に供したアンドロゲン非感受性ヒト前立腺がん細胞（ＰＣ３）にお
いて評価した。細胞の低酸素はがんを定義する特徴である。低酸素誘導因子－１α（ＨＩ
Ｆ－１α）は、がん細胞がそれを通じて低酸素に直接反応する転写因子である。ＨＩＦ－
１αを安定化させる塩化コバルト（ＣｏＣｌ２、［３００μΜ］）に対してＰＣ３細胞を
曝露することにより、その細胞中で低酸素を化学的に誘導した（図１１）。
【０１９１】
　安定化させたＨＩＦ－１αは、細胞の核に位置を変え、標的遺伝子中の低酸素反応エレ
メント（ＨＲＥ）からの転写を誘導する。上流のＨＲＥに対するＨＩＦ－１αの結合によ
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り直接調節されるｍｉｃｒｏＲＮＡ－２１０は、低酸素により誘導される最もよく知られ
ているｍｉｃｒｏＲＮＡである。Ｅ２Ｆ転写因子３（Ｅ２Ｆ３Ａ）はｍｉＲ－２１０によ
り負に調節されることが示されており、このモデル系での分析のためのタンパク質として
選択した。
【０１９２】
　ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの標的化機能を確認するために、リアルタイム定
量的ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）を、ＰＣ３細胞中のｍｉＲ－２１０レベルを測定するため
に行った。Ｕ６小核ＲＮＡを内因性対照として使用した。最初の細胞の処理は、血清中に
存在するリポタンパク質によるｃｈｏｌ－ＤＮＡの取り込みの混乱の可能性を回避するた
めに、無血清培地中で行った。比較手段として、同様の実験を、血清含有培地中で行った
（図１２）。
【０１９３】
　図１３Ａに示すように、ｍｉＲ－２１０標的化ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰで
の処理により、ＨＤＬ－ＡｕＮＰだけの対照と比較して細胞ｍｉＲ－２１０のレベルにお
いて８０％の低下が、そして遊離のａｎｔａｇｏｍｉＲ－２１０と比較して５５％の低下
が生じる。遊離のコレステリル－ＤＮＡを、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの表面
上に吸着させたコレステリル－ＤＮＡに基づいて等モル添加した。ＨＤＬ　ＡｕＮＰ（ビ
ヒクル対照）、スクランブルｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ、および遊離のスクラ
ンブルｃｈｏｌ－ＤＮＡは、ｍｉＲ－２１０レベルを認め得るほどに変化させることはな
かった（図１３Ａ）。７２時間で、ｍｉＲ－２１０レベルが回復し始めることは明らかで
ある（図１４）。
【０１９４】
　ａｎｔａｇｏｍｉＲ－２１０の送達と機能をタンパク質レベルで確認するために、ウェ
スタンブロッティングを、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰでの処理後にＥ２Ｆ３Ａ
について行った。図１３Ｂに示すように、ＰＣ３細胞はＥ２Ｆ３Ａを発現し、そのレベル
は、予想したとおり、ＣｏＣｌ２で化学的低酸素を誘導すると抑制される（Ｇｉａｎｎａ
ｋａｋｉｓ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ）。ｍｉＲ－２１０に対する抗ｍｉＲを表
面に結合体化した１０ｎＭのｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰで、ＰＣ３細胞を処理
することにより、Ｅ２Ｆ３Ａ発現の抑制解除が生じる。それは、約１０倍モル濃度過剰量
で添加した遊離のｃｈｏｌ－ＤＮＡ抗ｍｉＲ－２１０のそれよりも優れている。ベクター
だけのＨＤＬ　ＡｕＮＰ、スクランブルｃｈｏｌ－ＤＮＡ　ＨＤＬ　ＡｕＮＰ、および遊
離の対照スクランブル配列は抑制解除を生じない。
【０１９５】
　図１３Ａおよび１３Ｂは、ｍｉＲ－２１０のｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ媒介
性ノックダウンのＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブロットによる評価を示す。（図１３Ａ
）ｍｉＲ－２１０レベルでは、ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ　ａｎｔａｇｏｍｉ
Ｒ－２１０での処理により、ＨＤＬ　ＡｕＮＰのみとの比較および遊離のｃｈｏｌ－ａｎ
ｔａｇｏｍｉＲ－２１０の等モル用量との比較のいずれにおいても、ＣｏＣｌ２の環境（
ｓｅｔｔｉｎｇ）においてｍｉＲ－２１０発現が有意に低下する（Ｐ＜０．０１、ｎ＝３
）。（図１３Ｂ）ｍｉＲ－２１０の標的であるＥ２Ｆ３ａのウェスタンブロットは、ｃｈ
ｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ　ａｎｔａｇｏｍｉＲ－２１０での処理によりＥ２Ｆ３
Ａが抑制解除されることを明らかにしている（上段）。ＧＡＰＤＨを、タンパク質対照と
して使用した（下段）。
【０１９６】
　これらのデータは、核酸の細胞性送達ビヒクルとしてのハイブリッドｃｈｏｌ－ＤＮＡ
－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体についての説得力のある証拠を提供する。ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－
ＨＤＬ　ＡｕＮＰはＰＣ３細胞に侵入し、エンドソームの隔離を回避し、細胞毒性を示さ
ず、そして本実験においては、細胞内ｍｉＲ－２１０を特異的に標的化するように機能し
、その既知の標的であるＥ２Ｆ３Ａを抑制解除する。
【０１９７】
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　ＨＤＬ　ＡｕＮＰプラットフォームは、合成プロセス全体について重要な制御を提供し
、上記プラットフォームは、核酸、脂質含有量、最終的な結合体のサイズ、および界面化
学の同定に関して全体に通じている。これらの要素のそれぞれが、生体－ナノ界面でのナ
ノ粒子の機能に重要であることが知られている。さらに、生体模倣ＨＤＬ　ＡｕＮＰプラ
ットフォームは、全身薬物動態、細胞標的化、および公知のＨＤＬ受容体（例えば、スカ
ベンジャー受容体Ｂ－１型（ＳＲ－Ｂ１））を通じた受容体に媒介される結合体の取り込
みに関して利点を提供することができる。このように、ハイブリッド生体模倣性リポタン
パク質剤については、アテローム性動脈硬化症、炎症、およびがんを含む幾つもの疾患プ
ロセスに対する核酸治療薬の標的化したｉｎ　ｖｉｖｏ送達について顕著な有用性を見出
すことができる。
【０１９８】
　材料および方法
　ＤＮＡおよびＡＰＯＡＩの定量化：ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ表面上のＤＮＡの量を測
定するために、蛍光修飾物質を持つオリゴヌクレオチドを使用した（表１）。ＨＤＬ－Ａ
ｕＮＰを、上記に記載した手順を使用して合成し、それらの濃度をＵＶ－Ｖｉｓにより決
定した。蛍光が結合したＤＮＡを遊離させるために、金ナノ粒子をＫＣＮ（４０ｍＭ、最
終）で酸化し、溶液の蛍光を測定した。粒子当たりのＤＮＡ鎖の数を、既知の濃度の蛍光
標識ＤＮＡを用いて作成した標準曲線の蛍光測定値に対して得られた蛍光測定値を比較す
ることにより決定した。
【０１９９】
　ＡＰＯＡＩ分子の数の定量化は、蛍光標識したＡＰＯＡＩを使用して同様に行った、Ａ
ＰＯＡＩを、製造業者の指示にしたがって、市販されているタンパク質標識キット（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用してＡｌｅｘａ－４８８で標識した。
【０２００】
　動的光散乱／ＵＶ－Ｖｉｓ：ＨＤＬ－ＡｕＮＰを水の中に１０ｎＭの濃度になるように
希釈した。動的光散乱（ＤＬＳ）測定は、Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌ
ｖｅｒｎ）を使用して行った。流体力学的直径を数的関数（ｎｕｍｂｅｒ　ｆｕｎｃｔｉ
ｏｎ）にしたがって報告する。水および緩衝食塩水中での凝集に対するＨＤＬ－ＡｕＮＰ
の安定性を、Ａｇｉｌｅｎｔ　８４５３　ＵＶ－Ｖｉｓ分光光度計を使用して測定した。
【０２０１】
　細胞培養：前立腺腺癌細胞（ＰＣ３）は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｅｌｌ　Ｃ
ｕｌｔｕｒｅ（ＡＴＣＣ，ＣＲＬ－１４３５）から入手し、１０％のウシ胎仔血清（ＦＢ
Ｓ）と１％のペニシリンストレプトマイシンを補充したＲＰＭＩ　１６４０培地（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ，１１８３５－０３０）中で増殖させた。細胞をＴ７５フラスコ中で培養
し、６、１２、または２４ウェルプレート中へと継代培養した。細胞を、５％のＣＯ２中
、３７℃でインキュベートした。実験プロトコールにしたがい、細胞を血清非含有培地中
で、ならびに化学的に誘導した低酸素下で培養した。低酸素を化学的に誘導するために、
３００μΜの塩化コバルト（ＣｏＣｌ２）を、処理の少なくとも１２時間前に培地に添加
した。本明細書中に記載するように、ＣｏＣｌ２での処理により、ＨＩＦ－１αの有意な
安定化がもたらされ、ＲＴ－ｑＰＣＲデータは、ｍｉＲ－２１０レベルの有意な増大を明
らかにしている。
【０２０２】
　光学顕微鏡法：生存細胞の画像化による観察は、６３×１．４　ＮＡ対物レンズと空気
流ステージインキュベータ（ａｉｒｓｔｒｅａｍ　ｓｔａｇｅ　ｉｎｃｕｂａｔｏｒ）（
Ｎｅｖｔｅｋ）を備えたＺｅｉｓｓ　ＬＳＭ　５１０共焦点顕微鏡を使用して、３７℃で
行った。
【０２０３】
　細胞を、１０％のＦＢＳと１％のペニシリンストレプトマイシンを補充したＲＰＭＩ　
１６４０培地中、ガラスカバーガラス（ｇｌａｓｓ　ｃｏｖｅｒｓｌｉｐ）上で増殖させ
た。ＰＣ３細胞での化学的低酸素の誘導を、処理の１２時間前に細胞培養培地に対して３
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００μΜ（最終）の塩化コバルト（ＣｏＣｌ２）を添加することにより開始した。ＰＣ３
細胞をＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ（５０ｎＭ、最終）で処理し、様々な時点で画像化した
。画像化の前に、細胞培養培地を取り除き、細胞を１×ＰＢＳで洗浄した。次に、細胞を
１×ＰＢＳ中の３．７％のホルムアルデヒド（ＦＡ）中に固定し、免疫蛍光のために処理
した。上記細胞を、１：１００希釈で使用したパン－サイトケラチンに対する抗体（ｃ－
１１、Ｓｉｇｍａ、ｃ２９３１）で染色した。二次抗体は、１：１００希釈で使用したロ
バ抗マウスａｌｅｘａ－５６８（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）であった。Ｈｏｅｃｈｓｔを細
胞の核を染色するために使用し、二次抗体とともに添加した。カバーガラスを、５０％の
グリセロールの０．０１ｍｇ／ｍＬのｐ－フェニレンジアミンとの混合物中でガラススラ
イド上に表を下に向けておいた。カバーガラスを透明な爪艶出し剤（ｎａｉｌｐｏｌｉｓ
ｈ）（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）でシールした。ス
ライドを光から保護し、共焦点画像化の前に－２０℃で保存した。
【０２０４】
　電子顕微鏡法：細胞：ＰＣ３細胞を、１０％のウシ胎仔血清と１％のペニシリンストレ
プトマイシンを補充したＲＰＭＩ　１６４０培地中、Ｔｈｅｒｍｏｎｅｘカバーガラス上
で培養した。低酸素は、トランスフェクションの１２時間前に培養培地に対して３００μ
Μ（最終）のＣｏＣｌ２を添加することにより化学的に誘導した。細胞を、５０ｎＭ（最
終）のＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰで処理した。ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰとのインキュベ
ーション後、細胞を１×ＰＢＳで２回洗浄し、その後、０．１Ｍのカコジル酸ナトリウム
緩衝液（ＳＣＢ）中の２％のパラホルムアルデヒド／２．５％のグルタルアルデヒドに浸
した。その後、細胞を０．１ＭのＳＣＢでリンスし、０．１ＭのＳＣＢ中に２％の四酸化
オスミウムを含有している二次固定剤中に置いた。次に、細胞を蒸留水でリンスし、３％
の酢酸ウラニルで染色した。固定した試料を蒸留水でリンスし、その後、グレードを徐々
に高くしたエタノール中で脱水した。プロピレンオキサイドを遷移緩衝液（ｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎａｌ　ｂｕｆｆｅｒ）として使用し、組織を、Ｅｐｏｎ　８１２およびＡｒａｌ
ｄｉｔｅ樹脂中に包埋した。試料を６０℃のオーブンに入れて硬化させた。これらのブロ
ックを、超ミクロトームを使用して切片化し、その後、ＴＥＭ画像化のためにグリッド上
にマウントした。ＴＥＭ画像は、１２０ｋＶで操作したＦＥＩ　Ｔｅｃｎａｉ　Ｓｐｉｒ
ｉｔ　Ｇ２を使用して得た。
【０２０５】
　粒子：ＴＥＭ粒子試料は、２００メッシュのカーボンフィルムをコーティングした銅グ
リッド（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用して調製
した。２つの試料を調製した。５ｎｍの直径のＡｕＮＰおよびｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ
　ＡｕＮＰの小さいアリコートをグリッドにスポットし、過剰であった分を濾紙で取り除
き、試料を乾燥させた。その後、試料を画像化の前に３％の酢酸ウラニルで染色した（１
５分）。ＴＥＭ画像を、１２０ｋＶで操作したＦＥＩ　Ｔｅｃｎａｉ　Ｓｐｉｒｉｔ　Ｇ
２を使用して得た。
【０２０６】
　細胞傷害性：細胞の細胞傷害性実験は、市販されている酵素的比色による乳酸デヒドロ
ゲナーゼ（ＬＤＨ）アッセイを使用して、製造業者のプロトコールにしたがって行った（
Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）。ＬＤＨは、細胞死後に細胞培養培地
中に放出される細胞内酵素である。処理した細胞プールならびに未処理の細胞プールにつ
いて様々な時点で収集した古い細胞増殖培地を、３００ｇで１０分間スピンダウンさせ、
細胞の破片を取り除いた。続いて、培地試料のこれらの上清をＬＤＨレベルについてアッ
セイした。最大ＬＤＨレベルを確立するために、１つの未処理のそして低酸素刺激してい
ない細胞プールを、細胞増殖培地への１％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ　１００の導入により溶解
させた。新鮮なＰＣ３細胞増殖培地をブランクとして使用した。試料をアッセイ培地（Ｄ
ＭＥＭ中の１％の血清）で２０倍に希釈した。ＬＤＨ活性を製造業者のプロトコールにし
たがって作業試薬を添加することにより測定し、試料を室温で３０分間インキュベートし
た。ＬＤＨレベルを分光光度測定法により定量化した。
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【０２０７】
　ｍｉＲ－２１０についてのＲＴ－ｑＰＣＲ：ＰＣ３細胞を上記プロトコールにしたがっ
て培養した。処理後、細胞を溶解させ、全ＲＮＡをＴＲＩｚｏｌ（登録商標）試薬（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して抽出した。全ＲＮＡを定量化し、その完全性を、２６０ｎ
ｍおよび２８０ｎｍでの吸光度を測定することによりＮａｎｏＤｒｏｐ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ　ＮＤ－１００分光光度計を使用して評価した。１．８～２．０の間のＡ２６

０／Ａ２８０比を持つ試料を分析に使用した。続いて、全ＲＮＡ試料を２ｎｇ／μｌの濃
度になるように希釈した。ＴａｑＭａｎ（商標）ＲＴ　Ｋｉｔと、ＴａｑＭａｎ（商標）
Ｕ６－ｓｎＲＮＡプローブおよびｈｓａ－ｍｉＲ－２１０　ＲＴプローブを使用して、製
造業者のプロトコールにしたがって、それぞれの試料由来の１０ｎｇの全ＲＮＡを１５μ
ｌの全反応容量中で逆転写（ＲＴ）させた。次に、製造業者のプロトコールにしたがい、
ＲＴ試料を使用して、ＴａｑＭａｎ（商標）ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　ＭｉｘとＴａｑＭａ
ｎ（商標）Ｕ６－ｓｎＲＮＡプローブおよびｈｓａ－ｍｉＲ－２１０プローブを使用して
、３８４ウェルプレートの中で、２０μｌの最終容量のｑＰＣＲ反応を組み立てた。ｑＰ
ＣＲ反応を、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　Ｍｏｄｅｌ　７９００ＨＴを使用して行った。データ
は、内因性対照としてＵ６小核ＲＮＡを使用し、比較Ｃｔ法を使用して分析した。
【０２０８】
　ウェスタンブロット：ＰＣ３細胞を、およそ８０％のコンフルエントまで上記のように
培養した。細胞を、標的化したスクランブル対照ｃｈｏｌ－ＤＮＡ（１００ｎＭおよび５
００ｎＭ）、ＨＤＬ　ＡｕＮＰベクター（１０ｎＭおよび５０ｎＭ）、ならびに標的化し
たスクランブル対照ｃｈｏｌ－ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ（１０ｎＭおよび５０ｎＭ）で
処理した。ＰＣ３細胞を２４時間曝露した。次に、細胞を１×ＰＢＳで２回洗浄した。全
細胞のタンパク質を、哺乳動物タンパク質抽出試薬（Ｍ－ＰＥＲ，Ｔｈｅｒｍｏ）を使用
し、製造業者のプロトコールにしたがって抽出した。それぞれの試料のタンパク質濃度を
、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）標準曲線と５７０ｎｍでの比色の読み取りを使用してＢ
ｒａｄｆｏｒｄアッセイにしたがいＣｏｏｍａｓｓｉｅタンパク質染色（ＢｉｏＲａｄ）
を使用して測定した。それぞれの試料の全タンパク質濃度を等しくし（２０μｇ）、ロー
ディング緩衝液と混合し、その後、電気泳動による分離を行った。４～２０％のＴｒｉｓ
－ＨＣＬ　Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎポリアクリルアミドゲルを分離に使用した（２００Ｖ、約
１時間）。ゲルを４℃で一晩、ニトロセルロースメンブレンに移動させた。移動後、メン
ブレンを水中で洗浄し（５分）、その後、約１時間乾燥させた。上記メンブレンをメタノ
ール中で再度湿らせ、その後、Ｐｏｎｃｅａｕ染色×５分に移した。軽くリンスした後、
メンブレンを画像化した（Ｅｐｓｏｎスキャナー）。免疫ブロッティングの前に、メンブ
レンをＴＢＳＴ（Ｔｗｅｅｎ＝０．１％）で２０分間洗浄した。その後、メンブレンのブ
ロッキングを、５％のミルク／ＴＢＳＴを使用し、１時間で完了した。一次Ｅ２Ｆ３Ａ抗
体（ポリクローナル、ウサギ、Ｃ－１８　Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ３、１：２００）を添加
し、４℃で一晩インキュベートした。その後、メンブレンを、ＴＢＳＴ中で１０分間、３
回洗浄した。次いで、二次抗体（ヤギ抗ウサギＩｇＧ、ＨＲＰ－結合体、１：１０，００
０、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）を、５％のミルク／ＴＢＳＴ中に
添加し、室温（ＲＴ）で１時間インキュベートした。最後に、メンブレンをＥＣＬ　Ｐｌ
ｕｓ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）比色試薬を用いてＲＴで５分間現像した。その後、
メンブレンを画像化した。ＧＡＰＤＨを対照として使用した。ＧＡＰＤＨの免疫ブロッテ
ィングを、Ｅ２Ｆ３Ａと同様に行った。ＧＡＰＤＨ抗体（マウス、１：２０，０００）は
ＨＲＰを結合体化したもの（Ｓｉｇｍａ）であり、これをＲＴで１時間インキュベートし
た。
【０２０９】
　実施例５
　この先見的実施例は、本明細書中に記載する構造体から核酸を放出するために使用する
ことができる方法を示す。特に、基準単位の（ｍｏｄｕｌａｒ）核酸成分を持つ核酸－Ｈ
ＤＬ　ＡｕＮＰを、例えば、ｅｘ　ｖｉｖｏ誘因（例えば、光）、生理学的誘因（例えば
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、細胞内環境の低下）または、病理学的誘因（例えば、反応性酸素種または低いｐＨ）の
ような様々な刺激によるＡｕＮＰ表面からの核酸の放出を制御するために使用することが
できる。
【０２１０】
　ＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体は、構造体がその構造体の表面上のＤＮＡ配列の遺伝
子調節部分を効率よく隔離し、遺伝子発現を調節するために必要な細胞内細胞質性機構が
これを利用できなくなるように、Ａｕナノ構造体コアの表面に対してＤＮＡオリゴヌクレ
オチドのＡｕ－Ｓカップリングを使用して製造することができる。核酸に誘発される放出
機構をＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰプラットフォーム中に工学技術で作製することにより、
一旦細胞の内部に入ったＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ構造体の作用機構を試験し、複数の材
料を様々な放出化学反応を用いて比較し、そして最初の試験後に表面となり得る生体－ナ
ノ界面チャレンジ（例えば、エンドソームの隔離）に対処するためにプラットフォームに
柔軟性を導入するための方法が提供される。
【０２１１】
　複数の実施形態の１つの組においては、この目的の下で製造したＤＮＡ－ＨＤＬ　Ａｕ
ＮＰ構造体は、図２Ｂおよび図１５にしたがって進められるものである。図１５に示すよ
うに、成分５９により示す機能化したオリゴヌクレオチドを、例えば、４個の異なるユニ
ット６０、６２、６４、および６６を含むように製造することができる。複数の実施形態
の１つの組において、ブロック６０は、構造体の一部分（例えば、シェルまたはナノ構造
体コア）に対して成分５９を結合させることが可能である末端改変型である。ブロック６
２は、ブロック６４により示す放出リンカーに対してブロック６０を結合させることがで
きるリンカーである。上記放出リンカーは、成分５９からの調節性核酸６６のカップリン
グと放出を可能にすることができる。ユニット６０、６２、６４、および６６のそれぞれ
に使用することができる特定の化合物の例を図１５に示す。ＰＥＧ＝ポリエチレングリコ
ールおよびＳＰＤＰ＝Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネー
ト。
【０２１２】
　固相ホスホルアミダイト化学は、機能化したオリゴヌクレオチドを製造するために使用
することができる方法の一例である。個々のブロックについての対象とする操作（ｄｉｒ
ｅｃｔｅｄ　ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ）を、それぞれが核酸の放出を、そして最終的に
はｉｎ　ｖｉｔｒｏでの機能をどのように変化させるかを決定するために行う。最初に、
３’－チオール末端改変（ブロック６０）を、ＡｕＮＰ表面に対するＤＮＡの結合とロー
ドを駆動するように操作することができる。３’－チオール部分の操作は、例えば、全て
のＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰ表面成分のロードを最適化するために使用することができる
。次に、核酸放出の方法としての細胞内還元およびジスルフィドリガンド交換の例を示す
。放出リンカーであるブロック６４を、リンカーの化学的実態（ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｄ
ｅｎｔｉｔｙ）が核酸放出にどのように影響を及ぼすかを具体的に試験するために、除去
することを含め体系的に変化させる。ジスルフィドの場合には、グルタチオンに媒介され
るリガンド交換と核酸放出を、そのつなぎ鎖がＤＮＡ－ＨＤＬ　ＡｕＮＰの表面からの放
出にどのような影響を及ぼすかを体系的に評価するために、溶液中で研究する。次に、異
なるつなぎ鎖（ブロック６２）（つなぎ鎖なしを含む）を、つなぎ鎖の長さが核酸の放出
をどのように変化させるかを評価するために、チオールエレメント（ブロック６０）と連
結エレメント（ブロック６４）との間に加える。ホスホルアミダイト化学および固相合成
、ならびに直接的な結合化学反応を使用して手作業により付加することができる他の方法
（例えば、ＥＤＣ／ＮＨＳ）にそのまま適合する多数のチオール、つなぎ鎖、および連結
化学物質が存在している。図１５は、いくつかの一般的なホスホルアミダイトおよびコン
ビナトリアル架橋ストラテジーを示す。
【０２１３】
　最後に、調節性核酸はユニット６６を示す。これらの実験のために、細胞中に導入した
ＤＮＡの潜在的な広範囲の用途の理由、およびその安定性の理由から、一本鎖ＤＮＡに焦
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点が当てられる。ＤＮＡ　ａｎｔａｇｏ－ｍｉＲ－２１０およびスクランブル配列を研究
するが、本明細書中に記載するような他のオリゴヌクレオチドを使用することができる。
それぞれの場合において、核酸放出の直接的な評価は、適切な化学的勾配（例えば、ｐＨ
またはグルタチオン滴定）または光を使用して溶液中で行われる。ＤＮＡの安定性は、Ａ
ｕＮＰの表面への結合により高めることができる。ＡｕＮＰ上の核酸の安定性は密度と関
係があるが、ＨＤＬ　ＡｕＮＰプラットフォームは、リン脂質層内に核酸を隔離し、ヌク
レアーゼの接近を妨げることにより利点を提供することができる。これは、つなぎ鎖の長
さを含む、結合させたオリゴの他の特性に大きく依存し得る。標準的な蛍光アッセイおよ
び融解転移アッセイを使用することにより、固定化したＤＮＡオリゴヌクレオチドの安定
性と認識特性の両方を測定する。
【０２１４】
　実施例６
　本実施例は、構造体のコアへの治療用オリゴヌクレオチドの共有結合を可能にするため
に、混合単層の構成を有しているシェルを持つ構造体について記載する。
【０２１５】
　混合単層構造体は、メルカプトヘキサデカン酸（ＭＨＡ）のカルボン酸基のこの場合で
は、連結エレメントを介するナノ構造体コアに対する治療用オリゴヌクレオチドの共有結
合を可能にすることができる。ＭＨＡをリン脂質と一体化させることにより、ｔ核酸配列
をナノ粒子に結合体化させることができ、いくつかの場合には、エンドソームの隔離を克
服することができる。１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド
ヒドロクロリドおよびＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミド（ＥＤＣ／ＮＨＳ）化学は、
第１級アミンに対するそれらの反応性を増大させ、それにより、安定なアミド結合を生じ
させるための、カルボン酸基を活性化させる十分に確立した方法である。ここでは、ＥＤ
Ｃ／ＮＨＳを、ＭＨＡのカルボン酸基と第１級アミンで末端改変したオリゴヌクレオチド
との間でのアミド結合の形成を促進するために使用した。
【０２１６】
　細胞内のｍＲＮＡ配列に対して選択的に結合する短い核酸配列の使用は、十分に確立さ
れている遺伝子調節方法である。本実施例においては、ヒトのがんにおいてほぼ例外なく
アップレギュレートされる抗アポトーシスタンパク質であるサバイビンの発現を調節する
ことが示されているＤＮＡ配列を、モデル核酸治療薬として選択した。抗サバイビンオリ
ゴヌクレオチドに対して共有結合させた混合単層ＡｕＮＰは、細胞内サバイビンｍＲＮＡ
に選択的に結合し、サバイビンタンパク質の発現をノックダウンさせ、がん細胞の死を誘
導する能力を有する。
【０２１７】
　材料および方法
　リン脂質およびＭＨＡの混合単層ナノ粒子の合成：
　混合単層ＡｕＮＰの合成のための模式図を図４に示す。チオールで改変したリン脂質、
１，２－ビス（１１－メルカプトウンデカノイル）－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン
（Ｃ１０）および１，２－ビス（１６－メルカプトヘキサデカノイル）－ｓｎ－グリセロ
－３－ホスホコリン（Ｃ１５）、ならびにメルカプトヘキサデカン酸（ＭＨＡ）を、１０
ｎｍのＡｕＮＰの表面上に吸着させた。典型的な合成においては、１０ｎｍのＡｕＮＰを
、エタノールと水の１：１混合物中に懸濁し、１００倍過剰量の適切な脂質と混合した。
脂質とＡｕＮＰの溶液を一晩混合した。未反応の脂質を、透析［１０ｋＤの分子量カット
オフ（ＭＷＣＯ）、ＳｎａｋｅＳｋｉｎ　透析用チューブ（ｄｉａｌｙｓｉｓ　ｔｕｂｉ
ｎｇ）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）］を使用して、結合体化させた脂質－Ａ
ｕＮＰの溶液から除去した。ＭＨＡに対する脂質（Ｃ１０またはＣ１５）の様々な比を、
ナノ構造体コアの表面に対するオリゴヌクレオチドのカップリングを最適化するために利
用した。
【０２１８】
　ナノ構造体の特性決定：動的光散乱（ＤＬＳ，Ｍａｌｖｅｒｎ）測定法を、流体力学的
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直径の増大を明らかにすることによりＡｕＮＰの化学的機能化を確認するために使用した
。透過電子顕微鏡法（ＴＥＭ、ＦＥＩ　Ｓｐｉｒｉｔ）を使用して、ＡｕＮＰの表面上の
脂質層を画像化した。脂質層は、酢酸ウラニル染色を使用して同定した。最後に、炭酸水
素ナトリウムの使用を、ＡｕＮＰの表面に吸着したＭＨＡ分子のカルボン酸末端基の存在
を定性的に確認するために使用した。
【０２１９】
　ＤＮＡの固定化：アンチセンスサバイビンオリゴヌクレオチド配列をこの実験のために
選択した（５’－ＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＴＴＧ－３’）。上記配列は、標
準的な固相ホスホルアミダイト化学を使用して合成し、ＭＨＡのカルボン酸部分に対する
ＥＤＣ／ＮＨＳカップリングのために５’アミン基でキャップをつけた。３’蛍光団標識
（フルオレセイン）を、オリゴヌクレオチドの結合体ＡｕＮＰローディングを容易に定量
化するため、および細胞培養実験のための視覚的標識とするために使用した。改変したア
ンチセンスオリゴヌクレオチドを、高速液体クロマトグラフィーを使用して精製した。ア
ンチセンスサバイビンＤＮＡの混合単層ＡｕＮＰの表面へのカップリングは、ＡｕＮＰ上
の蛍光標識したＤＮＡの濃度を測定するために、蛍光プレートリーダーを使用して決定し
た。標識したオリゴヌクレオチドの標準的な希釈系列を使用して、粒子あたりのＤＮＡ鎖
の適切な数を決定した。
【０２２０】
　がん細胞へのナノ粒子の取り込み：混合単層構造体を、培養物中で増殖させたヒト前立
腺がん細胞（ＬｎＣａＰ）に添加し、共焦点蛍光顕微鏡法を使用して画像化した。ＬｎＣ
ａＰ細胞を、ガラス底の生存細胞を画像化するための皿の中で６０～８０％の細胞集密度
になるまで単層細胞培養物中で増殖させた。混合単層でＤＮＡを機能化したＡｕＮＰを、
１００ｐＭの濃度でトランスフェクトし（１２時間）、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）とと
もにインキュベートした細胞の対照群と比較した。インキュベーション後、細胞の単層を
ＰＢＳで洗浄し（３回）、そしてＬｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓ培地を、生存細胞の共焦点顕微
鏡法による画像化のために添加した。
【０２２１】
　結果
　ナノ粒子の特性決定：動的光散乱を、表面改変の前後のナノ粒子のサイズを測定するた
めに使用した（表３）。未改変のＡｕＮＰは、９±１ｎｍの流体力学的半径を有する。リ
ン脂質とＭＨＡを添加すると、ナノ粒子の直径は有意に増大し、粒子の表面上の混合脂質
単層の存在を裏付ける。全体として、Ｃ１５脂質の流体力学的直径はＣ１０脂質よりも大
きく、これは、Ｃ１０脂質に対するＣ１５脂質のアルキルテールの長さの差と一致する。
【０２２２】
【表３】

【０２２３】
　図１６Ａおよび１６Ｂは、それぞれが１０：１の、ＭＨＡに対するリン脂質比を持つ、
Ｃ１０およびＣ１５脂質混合単層構造体のＴＥＭ画像である。酢酸ウラニルでの陰性染色
後、かさ様（ｈａｌｏ－ｌｉｋｅ）の環が、それぞれの構造体の周囲を囲むように現れ、
これは、ナノ構造体コアの表面上の混合単層の存在を裏付けている。
【０２２４】
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　カルボン酸基の存在を、炭酸水素ナトリウムの添加と気泡（二酸化炭素）の放出により
定性的に確認した。この実験の反応は以下のとおりである：Ｒ－ＣＯＯＨ　＋　ＮａＨＣ
Ｏ３　→　Ｒ－ＣＯＯ－Ｎａ＋　＋　Ｈ２Ｏ（ｌ）　＋　ＣＯ２（ｇ）。
【０２２５】
　ＤＮＡの固定化：蛍光の測定値は、混合単層リン脂質で機能化したＡｕＮＰのＤＮＡに
結合する能力を示す。遊離の蛍光標識したオリゴヌクレオチドの標準曲線を、混合単層ナ
ノ粒子に結合したＤＮＡ配列の濃度と数を決定するために利用した（表４）。一般的には
、結果は、ＭＨＡに対するリン脂質の比が増大するに伴い、ＡｕＮＰ表面に結合したオリ
ゴヌクレオチドの数が増大することを示す。混合単層ＡｕＮＰに対するオリゴヌクレオチ
ドの最適な結合は、Ｃ１５リン脂質に対するＣ１０リン脂質について観察された。
【０２２６】
【表４】

【０２２７】
　がん細胞へのナノ粒子の取り込み：ＬｎＣａＰ前立腺がん細胞を、混合単層ＤＮＡで機
能化したＡｕＮＰでトランスフェクトし、共焦点顕微鏡法を使用して画像化した（図１７
）。細胞を、１０：１の比のＣ１０脂質とＭＨＡの混合単層またはＣ１５脂質とＭＨＡの
混合単層で機能化したＡｕＮＰでトランスフェクトした。それぞれの場合において、混合
単層ＡｕＮＰは、フルオレセインで標識したＤＮＡで表面に機能を持たせた。図１７の画
像は、細胞の対照群においては蛍光がないことを示す（予想した結果）。ナノ粒子の蛍光
シグナルと相中のＬｎＣａＰ細胞の共局在化は、両方の結合体がＬｎＣａＰ細胞と効率よ
く相互作用することを暗に意味している。混合単層ナノ粒子の細胞内局在性はこれらの画
像からは確認することはできない。
【０２２８】
　結果は、チオールで改変したリン脂質とＭＨＡの混合単層を持つＡｕＮＰを製造できる
ことを示す。ＭＨＡをＡｕＮＰの表面成分として使用することにより、アミン末端化（ａ
ｍｉｎｅ－ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ）ＤＮＡオリゴヌクレオチドの共有結合を、十分に確立
されているＥＤＣ／ＮＨＳカップリング化学を使用して達成することができる。Ｃ１０脂
質を含有している混合単層ナノ粒子は、一緒に吸着させたＭＨＡ分子のアミン末端化オリ
ゴヌクレオチドの共有結合に適している化学的バックグラウンドを提供する。おそらく、
いくつかの実施形態においては、Ｃ１０脂質に対してＣ１５脂質のより長いアルキルテー
ル長が、生じる（ｉｎｃｏｍｉｎｇ）アミン末端化ＤＮＡ配列に対し有効なＭＨＡカップ
リングに対して大きな立体障害を生じ得る。
【０２２９】
　治療薬としてのＤＮＡ機能化混合単層ＡｕＮＰを使用することの実現可能性を決定する
ために、培養物中で増殖させた前立腺がん細胞中に取り込まれるそれらの能力を評価した
。最初の細胞取り込み実験は、ナノ粒子結合体ががん細胞と好ましい方法で相互作用する
ことを暗に意味している。将来の研究は、混合単層ＡｕＮＰ　ＤＮＡ結合体のがん細胞と
の相互作用に焦点をあて、それらの細胞内分布および生物学的機能をさらに徹底的に評価
するであろう。
【０２３０】
　本実験の結果は、細胞のトランスフェクションおよび遺伝子調節の状況においてこれら
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の生物学的分子の両方の利点を強力に実現するために、脂質とＤＮＡの両方でＡｕＮＰの
表面を機能化する成果が得られているアプローチを示す。
【０２３１】
　これらの結果はまた、簡便なＥＤＣ／ＮＨＳカップリング化学を使用して混合単層Ａｕ
ＮＰの表面にカップリングさせたタンパク質または他の生物学的に重要な分子を用いる他
の用途を含む将来の研究の可能性も開く。
【０２３２】
　本発明のいくつかの実施形態が本明細書に記述され例証されたが、当業者であれば、機
能を実行し、および／または結果を得、および／または本明細書に記載の１つ以上の利点
を得るために、容易に様々な他の手段および／または構造体の構想を描くだろう。また、
各々のそのような変更および／または修正は、本発明の範囲内であると考えられる。より
一般的には、当業者は、本明細書に記載のすべてのパラメーター、寸法、材料、および構
成は例示を意図し、実際のパラメーター、寸法、材料および／または構成は、本発明の教
示（複数可）が使用される特定の適用（複数可）に応じて決まることを容易に認識するだ
ろう。当業者は、型通りの実験作業を行なうだけで、本明細書に記載の特定の実施形態の
多くの等価物を認識するか、または確認することができるだろう。したがって、先の実施
形態は例示としてのみ提示され、添付の請求項およびその等価物の範囲内で、具体的に記
載され特許請求されたものとは別のやり方で本発明を実施することができることが理解さ
れるであろう。本発明は、本明細書に記載の個々の特徴、システム、物品、材料、キット
および／または方法に関する。さらに、２つ以上のそのような特徴、システム、物品、材
料、キットおよび／または方法のいかなる組み合わせも、そのような特徴、システム、物
品、材料、キットおよび／または方法が、相互に一貫しない場合を除き、本発明の範囲内
に含まれる。
【０２３３】
　本明細書に定義され使用される定義はすべて、辞書の定義、参照によって組み込まれた
文献中の定義および／または定義された用語の通常の意味に優先すると理解されるべきで
ある。
【０２３４】
　本明細書および請求項の中で使用される場合、不定冠詞「ａ」および「ａｎ」は、明白
に別途示されない限り、「少なくとも１つ」を意味すると理解されるべきである。
【０２３５】
　表現「および／または（ａｎｄ／ｏｒ）」は、本明細書中および特許請求の範囲におい
て使用する場合は、エレメントのうちの「いずれかまたは両方」がそのように結合してい
ること、すなわち、いくつかの場合には、結合した状態で存在し、他の場合には別々に存
在する複数のエレメントを意味することが理解されるものとする。「および／または」を
用いて列挙する複数のエレメント、すなわち、そのように結合している「１つ以上（ｏｎ
ｅ　ｏｒ　ｍｏｒｅ）」のエレメントも、同様に解釈されるものとする。「および／また
は」の句により具体的に記載されるエレメント以外の他のエレメントも、具体的に記載し
たそのようなエレメントと関係があるか関係がないかにかかわらず、必要に応じて存在し
得る。したがって、限定的ではない例として、「Ａおよび／またはＢ」との言及は、「含
む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」のようなオープンエンドの用語と組み合わせて使用する場
合は、１つの実施形態においては、Ａだけ（必要に応じて、Ｂ以外のエレメントを含む）
を意味することができ；別の実施形態においては、Ｂだけ（必要に応じて、Ａ以外のエレ
メントを含む）を意味することができ；なお別の実施形態においては、ＡとＢの両方（必
要に応じて他のエレメントも含む）を意味することができるなどであり得る。
【０２３６】
　本明細書中および特許請求の範囲において使用する場合は、「または（ｏｒ）」は、上
記で定義した「および／または（ａｎｄ／ｏｒ）」と同じ意味を有すると理解されるもの
とする。例えば、リストの中の項目を分ける場合には、「または」あるいは「および／ま
たは」は、包括的である、すなわち、多数のエレメントもしくはエレメントのリストのう
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項目も含むと解釈されるべきである。それとは反対に、「そのうちの１つだけ（ｏｎｌｙ
　ｏｎｅ　ｏｆ）」または「そのうちの正確に１つ（ｅｘａｃｔｌｙ　ｏｎｅ　ｏｆ）」
、または特許請求の範囲の中で使用される場合は「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏ
ｆ）」のような明らかに示される用語だけが、多数のエレメントまたはエレメントのリス
トのうちの正確に１つのエレメントを含むことを意味する。一般的には、用語「または（
ｏｒ）」は、本明細書中で使用する場合は、排他性の用語（例えば、「いずれか（ｅｉｔ
ｈｅｒ）」、「そのうちの１つ（ｏｎｅ　ｏｆ）」、「そのうちの１つだけ（ｏｎｌｙ　
ｏｎｅ　ｏｆ）」、または「そのうちの正確に１つ（ｅｘａｃｔｌｙ　ｏｎｅ　ｏｆ）」
が前にある場合には、代替えを排除する（すなわち、「一方または他方であって、両方で
はない（ｏｎｅ　ｏｒ　ｔｈｅ　ｏｔｈｅｒ　ｂｕｔ　ｎｏｔ　ｂｏｔｈ）」）ことを示
すとしてのみ解釈されるべきである。「本質的にそれからなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　
ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」は、特許請求の範囲において使用する場合は、特許法
の分野で使用される場合のその通常の意味を有するものとする。
【０２３７】
　明細書中および特許請求の範囲において使用する場合は、１つ以上のエレメントのリス
トに関する表現「少なくとも１つ（ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｏｎｅ）」は、エレメントのリス
トの中に具体的に列挙した個々のおよび全てのエレメントのうちの少なくとも１つを必ず
しも含む必要はなく、エレメントのリストの中の複数のエレメントの任意の組み合わせを
排除しない、エレメントのリストの中の任意の１つ以上のエレメントから選択した少なく
とも１つのエレメントを意味すると理解されるものとする。この定義はまた、具体的に示
したエレメントと関係があるか、無関係であるかにはかかわらず、表現「少なくとも１つ
」が意味するエレメントのリスクの中に具体的に示したエレメント以外のエレメントが必
要に応じて存在し得ることを可能にする。したがって、限定ではない例として、「Ａおよ
びＢのうちの少なくとも１つ（ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｏｎｅ　ｏｆ　Ａ　ａｎｄ　Ｂ）」（
または、同等であるのは、「ＡまたはＢの少なくとも１つ（ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｏｎｅ　
ｏｆ　Ａ　ｏｒ　Ｂ）」あるいは同等であるのは、「Ａおよび／またはＢの少なくとも１
つ（ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｏｎｅ　ｏｆ　Ａ　ａｎｄ／ｏｒ　Ｂ）」は、１つの実施形態に
おいては、Ｂの存在を伴わない（そして必要に応じて、Ｂ以外のエレメントを含む）少な
くとも１つ、必要に応じて１つ超のＡを含むことを意味することができ；別の実施形態に
おいては、Ａの存在を伴わない（そして必要に応じて、Ａ以外のエレメントを含む）少な
くとも１つ、必要に応じて１つ超のＢを含むことを意味することができ；なお別の実施形
態においては、少なくとも１つ、必要に応じて１つ超のＡと、少なくとも１つ、必要に応
じて１つ超のＢ（そして必要に応じて他のエレメントも含む）を意味することができるな
どである。
【０２３８】
　さらに、別途示されない限り、２つ以上の工程または行為を含む本明細書中で請求され
たいかなる方法においても、当該方法の工程または行為の順序は、当該方法の工程または
行為の記載された順序に必ずしも限定されないことを理解するべきである。
【０２３９】
　上記の明細書と同様に請求項でも、すべての移行句、たとえば「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ
」、「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ」、「ｃａｒｒｙｉｎｇ」、「ｈａｖｉｎｇ」、「ｃｏｎｔａ
ｉｎｉｎｇ」、「ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ」、「ｈｏｌｄｉｎｇ」、「ｃｏｍｐｏｓｅｄ　ｏ
ｆ」等はオープンエンドであると理解され、すなわち、限定されずに含むことを意図する
。移行句「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ」および「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔ
ｉａｌｌｙ　ｏｆ」だけが、それぞれ、米国特許庁の審査手続便覧第２１１１．０３章に
規定されたクローズドまたはセミクローズドの移行句であるものとする。
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