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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロック
とを有するブロック共重合体、および核酸とからなり、前記ブロック共重合体中のカチオ
ン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと核酸とがイオン結合したポリイオン会合体。
【請求項２】
前記ブロック共重合体が下記一般式（１）
Ｘ－（Ａ－Ｂ）ｎ、またはＸ－（Ｂ－Ａ）ｎ　　（１）
（式（１）中、Ｘは一価以上の重合開始化合物残基、Ａはポリ（エチレンイミン）ブロッ
ク、Ｂはポリ（エチルオキサゾリン）ブロック、ｎはＸの価数の範囲内で少なくとも１の
整数である。）で表され、かつ質量平均分子量が１０００～１０００００の範囲である請
求項１に記載のポリイオン会合体。
【請求項３】
前記ブロック共重合体が下記一般式（２）
［Ｘ－（Ａ－Ｂ）ｎ］ｍ－Ｙ、または［Ｘ－（Ｂ－Ａ）ｎ］ｍ－Ｙ　　（２）
（式（２）中、Ｘは一価以上の重合開始化合物残基、Ｙは一価以上の末端化合物残基、Ａ
はポリ（エチレンイミン）ブロック、Ｂはポリ（エチルオキサゾリン）ブロック、ｎはＸ
の価数の範囲内で少なくとも１の整数、ｍはＹの価数の範囲内で少なくとも１の整数であ
る。）で表され、かつ質量平均分子量が３０００～１０００００の範囲である請求項１に
記載のポリイオン会合体。
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【請求項４】
前記カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと前記ポリ（エチルオキサゾリン）ブ
ロックとの比率が、各々のポリマーを形成する構造単位のモル比（エチレンイミン単位）
／（エチルオキサゾリン単位）で５／１～１／５の範囲である請求項１～３のいずれかに
記載のポリイオン会合体。
【請求項５】
前記ポリ（エチレンイミン）ブロックが、下記式（ｉ）
【化１】

（式中ｐは１０～５００００の整数を表す。）
で表される直鎖状ポリ（エチレンイミン）であり、前記ポリ（エチルオキサゾリン）ブロ
ックが、下記式（ｉｉ）

【化２】

（式中ｑは１０～５０００の整数を表す。）
で表される直鎖状ポリ（エチルオキサゾリン）である請求項１～４のいずれかに記載のポ
リイオン会合体。
【請求項６】
前記Ｘが１～１２価の重合開始化合物残基である請求項２～５のいずれかに記載のポリイ
オン会合体。
【請求項７】
前記Ｙが１～１２価の末端化合物残基である請求項３～５のいずれかに記載のポリイオン
会合体。
【請求項８】
前記Ｘが、ベンゼン骨格、ポルフィリン骨格、フタロシアニン骨格、またはピレン骨格の
いずれかの骨格を有する重合開始化合物の残基である請求項２～７のいずれかに記載のポ
リイオン会合体。
【請求項９】
コロイド粒子状である請求項１～８のいずれかに記載のポリイオン会合体。
【請求項１０】
請求項１～９のいずれかに記載のポリイオン会合体からなる生体物質キャリアー。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、合成高分子と生体物質との複合体材料に関し、より詳しくは、荷電のない親
水性部位とカチオン荷電の部位とを有するブロック共重合体のカチオン荷電部位が、アニ
オン性の生体高分子や生体組織とイオン会合することにより形成されるポリイオン会合体
、およびその会合体からなる生体物質キャリアーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　カチオン性合成ポリマーと生体高分子、例えば、ＤＮＡ、蛋白、細胞とのイオン会合体
は、遺伝子工学、蛋白工学、細胞工学など多くの領域に応用される。特に、遺伝子治療に
おける遺伝子ベクターの構築には合成ポリマーとしてカチオン性ポリマーが最も注目され
ている。カチオン骨格として用いられるポリマーとしては、例えば、ポリビニルアミン類
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（特許文献１）、ポリエチレンイミン類（非特許文献１）、ポリリジン類（非特許文献２
）が開示されている。
【０００３】
　これらのカチオン性ポリマーの中でも、従来から製紙工業の凝集剤、化粧品添加剤など
工業用品に用いられたポリエチレンイミンがＤＮＡキャリアーとして最も有効であること
が開示され（非特許文献３、４）、それを用いた遺伝子搬送と遺伝子発現に関する研究が
急激に増えるようになった。しかしながら、市販のポリエチレンイミンは、多分岐性ポリ
マーであり、その構造には二級アミン以外に、三級アミンと一級アミンが含まれている。
このような組成からのポリエチレンイミンはＤＮＡとポリイオンコンプレックスを形成す
るにしても、そのコンプレックスの構造、形状、寸法を制御することには不利である。
【０００４】
　二級アミンのみで構成されるポリエチレンイミンを合成するためには、まずポリオキサ
ゾリンを合成し、それを加水分解することにより得ることができる。線状のポリ（エチレ
ンイミン）をＤＮＡとの複合体形成に用いることができるが、その複合体の構造、形状、
寸法をもっと精密に制御するにはポリ（エチレンイミン）が含まれた共重合体型のポリマ
ーを構築することが要求される。その例として、ポリ（エチレンイミン）とポリ（エチレ
ンオキシド）から構成されたブロック共重合体、いわゆるカチオンブロックを有する二重
親水性ブロック共重合体が取り上げられている（非特許文献５）。このようなブロック共
重合体を用いた場合、カチオンブロックであるポリエチレンイミン部分はアニオン性のＤ
ＮＡとイオン結合し、水中不溶なイオンコンプレックスを形成するが、中性のブロックで
あるポリ（エチレンオキシド）はイオンコンプレックス部分の外表面を覆う形で、コア－
コロナ型イオン会合ミセルを形成する。このようにして得られるイオン会合ミセルの安定
性は極めて高く、これらのブロックの組成比、重合度などを変えることにより、イオン会
合ミセルの寸法、形状は容易に制御される。
【０００５】
　カチオンブロックを有する二重親水性ブロック共重合体のほとんどはポリ（エチレンオ
キシド）を中性のブロックとして含む。これは、遺伝子キャリアーとして有効であるが、
遺伝子治療におけるＤＮＡ搬送と細胞内でのＤＮＡ発現機構に関しては系統的な知見が示
されておらず、経験上の蓄積が圧倒的である。従って、遺伝子治療用のポリマー構造、お
よびそのポリマーとＤＮＡからの複合体に関しては、多様性が求められ、改良された様々
な複合体開発の必要性がますます高まっている。
【０００６】
　ポリ（エチレンオキシド）は無毒性、生体親和性などの特徴を有するため、食品添加剤
として従来から広範に使用され、最近は医療での応用にも多くの関心を集めている。ポリ
（エチレンオキシド）と構造は異なるが、同様な生体親和性と無毒性を示す水溶性ポリマ
ーとして、ポリ（エチルオキサゾリン）も最近注目を浴びるようになっている。例えば、
脂質膜表面にポリ（エチルオキサゾリン）を吸着させ、それを薬剤徐放性システムに用い
ることができる（非特許文献６）。
【０００７】
　遺伝子治療用のベクターの調製にポリ（エチレンオキシド）に比べ、ポリ（エチルオキ
サゾリン）は水分子と比較的に弱い水素結合を形成するため、親水性（水溶性）でありな
がら、また潜在的な疎水性（脂溶性）を有する。このような特徴は他の水溶性ポリマーに
は見られない。従って、ポリエチルオキサゾリンのような水溶性ポリマーと他のカチオン
ポリマーとを共重合体構造に合わせ持たせ、それをＤＮＡのキャリアーとして用いること
は非常に有用である。かつて、ポリ（エチレンイミン）を主鎖とし、その主鎖窒素に、側
鎖としてのポリ（エチルオキサゾリン）を導入し得たグラフト共重合体の合成例は開示さ
れている（特許文献２）。しかし、ポリ（エチルオキサゾリン）とカチオンポリマーを合
わせ持つブロック共重合体の合成例は未だにない。
【０００８】
　ポリ（エチレンイミン）が遺伝子治療に適切なカチオンポリマーであることは多くの研
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究から実証されているが、そのカチオンポリマーと中性のポリマーとして、無毒性で生体
親和性に優れ、かつ親水性と疎水性とを併せ持つポリ（エチルオキサゾリン）とから構成
される共重合体の開発、および該共重合体とＤＮＡとの複合体の構築は、優れた特性を有
する生体高分子キャリアーの実現、特に遺伝子治療用ベクターを実現するための重要な課
題である。
【０００９】
【特許文献１】特開２０００－１３５０８２号公報
【特許文献２】特開平０８－１２００３５号公報
【非特許文献１】O. Boussif et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, １９９５年、第９
２巻、pp7297-7301.
【非特許文献２】M.X. Tang et al., Gene Therapy, １９９７年、第４巻、pp823-832.
【非特許文献３】H. Pollard et al., J. Biol. Chem. １９９８年、第２７３巻、pp7507
-7511.
【非特許文献４】V. Serguei et al., Bioconjugate Chem. １９９８年、第９巻、pp805-
812.
【非特許文献５】Y. Akiyama etal., Macromolecules, ２０００年、第３３巻、pp5841-5
845
【非特許文献６】M. C. Woodle et al., Bioconjugate Chem. １９９４年、第５巻、pp49
3-496.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明が解決しようとする課題は、無毒性で生体親和性に優れ、かつ親水性と疎水性と
を併せ持つポリ（エチルオキサゾリン）を構造中に有し、安定に生体物質を保持できるポ
リイオン会合体、および該会合体からなる生体物質キャリアーを提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　遺伝子治療などの生体物質のキャリアーとして使用するポリマーは、生体親和性とカチ
オン性の二つの要素を満たさなければならない。本発明においては、カチオン性の親水性
ポリマー単位としてポリ（エチレンイミン）を使用することにより、これら生体親和性と
カチオン性を充足できる。さらに、非イオン性の親水性ポリマー単位としてポリ（エチル
オキサゾリン）を選定し、この二つのポリマー骨格から構成されたブロック共重合体と、
前記カチオン性のポリ（エチレンイミン）単位と結合し得るアニオン性基を有する生体高
分子とを水中で混合させ、両者をイオン結合させることにより、イオン結合部分が水不溶
性となり、ポリイオンミセルの固体状粒子を形成できる。その固体状粒子周囲は非イオン
性親水性部分により被われ、水中安定したコロイド粒子を容易に形成することができる。
得られるコロイド粒子は内部にはＤＮＡが取り込まれ、その外部は水溶性状態のコロナが
存在する。そのコロナを形成する部分が生体親和性、さらには生体接着性を有するポリ（
エチルオキサゾリン）である。
【００１２】
　また、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、非イオン性のポリ（エチルオ
キサゾリン）ブロックを有するブロック共重合体を用いることで、該ブロック共重合体と
アニオン性生体物質、例えばＤＮＡとが、イオン結合した会合体によりコロイド状粒子が
得られる。このコロイド粒子は、内層と外層という層構造に分かれているが、内層はカチ
オンポリマーであるポリ（エチレンイミン）ブロックとＤＮＡなどのアニオン性生体物質
とのイオン会合体であり、外層は親水性ポリマーであるポリ（エチルオキサゾリン）ブロ
ックである。親水性ポリマー層はコロイド粒子の物理的な安定性を高める働きをするだけ
ではなく、ＤＮＡなどの生体物質と外部物質と接触を防ぐ働きもする。
【００１３】
　すなわち本発明は、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、ポリ（エチルオ
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なり、前記ブロック共重合体中のカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックとアニオ
ン性の生体物質とがイオン結合したポリイオン会合体、および該ポリイオン会合体からな
る生体物質キャリアーを提供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明のポリイオン会合体は、生体物質キャリアーとして有用なポリ（エチレンイミン
）ブロックと、無毒性で生体親和性に優れ、かつ親水性と疎水性とを併せ持つポリ（エチ
ルオキサゾリン）ブロックとを有するブロック共重合体をキャリアー用ポリマーとして使
用することにより、水中安定したコロイド粒子を容易に形成することができる。また、得
られるコロイド粒子は外層がポリ（エチルオキサゾリン）からなるため、該コロイド粒子
は物理的な安定性が高く、内部に取り込まれたＤＮＡなどの生体物質の外部物質との接触
を防ぐことができることから、生体内に注入された場合にも、ポリ（エチルオキサゾリン
）の層はＤＮＡなどの生体物質を体内の分解酵素から守り、遺伝子を標的細胞まで安全に
運ぶことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　本発明のポリイオン会合体は、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、ポリ
（エチルオキサゾリン）ブロックとを有するブロック共重合体、およびアニオン性の生体
物質とからなり、前記ブロック共重合体中のカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロッ
クとアニオン性の生体物質とがイオン結合したものである。
【００１６】
［ブロック共重合体］
　上記ブロック共重合体の有するカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックは、エチ
レンイミンおよびそのエチレンイミンの水素がアルキル基に置換された単位から構成され
たカチオン形態のものであり、親水性を有するブロックである。すなわち、主鎖窒素が二
級アミン、三級アミンのプロトン化された形態、あるいは四級アンモニウム形態のものが
挙げられる。なかでも、アニオン性の生体物質、特に核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ）と良好なイ
オン結合力を有し、かつ水素結合を形成できる二級アミン類のポリエチレンイミンを使用
することがより好ましい。
【００１７】
　また、上記ブロック共重合体の有するポリ（エチルオキサゾリン）ブロックは、該ブロ
ックを構成するエチルオキサゾリン構造が良好な親水性を有すると共に、潜在的な疎水性
をも有する。さらに、ポリ（エチルオキサゾリン）は無毒性であり、生体親和性、生体接
着性などにも優れることから、本発明のブロック共重合体は遺伝子治療用をはじめとする
生体物質キャリアー用のポリマーとして好適に使用できる。
【００１８】
　上記ブロック共重合体は、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと非イオン性
のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックとを有し、該カチオン性のポリ（エチレンイミン
）ブロックとアニオン性の生体物質とのイオン結合部分が水不溶性となることにより、そ
の構造中に親水性部分と疎水性部分とを有するポリイオン会合体を形成できる。このため
該ブロック共重合体は、線状、星型状を問わず、安定なコロイド状粒子を形成することが
でき、さらに、その組成比を制御することによりコロイド状粒子の粒子径の制御が容易で
あることから、生体物質を内部に取り込んだポリイオン会合体のコロイド状粒子を得るの
に極めて有効である。
【００１９】
　上記ブロック共重合体のなかでも、特に下記式（i）
【００２０】
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【化１】

（式中ｐは１０～５００００の整数を表す。）
で表されるポリ（エチレンイミン）ブロックと、下記式（ii）
【００２１】

【化２】

（式中ｑは１０～５０００の整数を表す。）
で表されるポリ（エチルオキサゾリン）ブロックとを有し、前記式（i）で表されるポリ
（エチレンイミン）ブロックがカチオン化されてなるブロック共重合体は、特に生体物質
キャリアー用途に好適に使用することができる。
【００２２】
　上記ブロック共重合体を構成するカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、非
イオン性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックとは、カチオン性のポリ（エチレンイミ
ン）ブロックをＡ、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロックをＢと表記すると、Ａ－Ｂ、Ａ
－Ｂ－Ａ、Ｂ－Ａ－Ｂ、Ａ－Ｂ－Ａ－Ｂ－・・・のように結合しているものであり、なか
でも、ブロック共重合体の一分子鎖中のブロック数が、コロイド状粒子を形成しやすいジ
ブロックまたはトリブロックであることが好ましく、各々のブロックが直鎖状であること
が好ましい。
【００２３】
　上記ブロック共重合体としては、下記式（１）あるいは下記式（２）で表される構造が
代表的な構造としてあげられる。
【００２４】
　Ｘ－（Ａ－Ｂ）ｎ、またはＸ－（Ｂ－Ａ）ｎ　　　（１）
（式（１）中、Ｘは１価以上の重合開始化合物残基、Ａはカチオン性のポリ（エチレンイ
ミン）ブロック、Ｂは非イオン性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロック、ｎはＸの価数
の範囲内で、少なくとも１の整数である。）
【００２５】
　［Ｘ－（Ａ－Ｂ）ｎ］ｍ－Ｙ、または［Ｘ－（Ｂ－Ａ）ｎ］ｍ－Ｙ　　　（２）
（式（２）中、Ｘは一価以上の重合開始化合物残基、Ｙは一価以上の末端化合物残基、Ａ
はポリ（エチレンイミン）ブロック、Ｂはポリ（エチルオキサゾリン）ブロック、ｎはＸ
の価数の範囲内で少なくとも１の整数、ｍはＹの価数の範囲内で少なくとも１の整数であ
る。）
【００２６】
　上記式（１）および（２）中の１価以上の重合開始化合物としては、カチオン開環リビ
ング重合の開始剤であり、低分子化合物と高分子化合物のいずれでもよい。かかる重合開
始剤としては、好ましくは１～１２価のもので、その価数に応じてカチオン性のポリ（エ
チレンイミン）ブロック、または非イオン性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックと結
合している。そのため、該重合開始剤の価数が１および２の場合には、直鎖状のブロック
共重合体となり、それ以上の価数であれば星型のブロック共重合体、特にベンゼン骨格の
６価では典型的な星型のものとなる。
【００２７】
　かかる低分子化合物類の重合開始剤としては、分子中に塩化アルキル基、臭化アルキル
基、ヨウ化アルキル基、トルエンスルホニルオキシ基、あるいはトリフルオロメチルスル
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ホニルオキシ基などの官能基を有する化合物を用いることができる。具体的には、たとえ
ば、塩化メチルベンゼン、臭化メチルベンゼン、ヨウ化メチルベンゼン、トルエンスルホ
ン酸メチルベンゼン、トリフルオロメチルスルホン酸メチルベンゼン、臭化メタン、ヨウ
化メタン、トルエンスルホン酸メタンまたはトルエンスルホン酸無水物、トリフルオロメ
チルスルホン酸無水物、５－（４－ブロモメチルフェニル）－１０，１５，２０－トリ（
フェニル）ポルフィリン、ブロモメチルピレンなどの１価のもの、ジブロモメチルベンゼ
ン、ジヨウ化メチルベンゼン、などの２価のもの、トリブロモメチルベンゼンなどの３価
のもの、テトラブロモメチルベンゼン、テトラ（４－クロロメチルフェニル）ポルフィリ
ン、テトラブロモエトキシフタロシアニンなどの４価のもの、ヘキサブロモメチルベンゼ
ンなどの５価以上のものが挙げられる。
【００２８】
　これらの中でも、臭化アルキル、ヨウ化アルキル、トルエンスルホン酸アルキル、トリ
フルオロメチルスルホン酸アルキルは重合開始効率が高く、特に臭化アルキル、トルエン
スルホン酸アルキルを使用するのが好ましい。
【００２９】
　高分子化合物の重合開始剤としては、たとえば、ポリ（エチレングリコール）の末端炭
素原子に臭素原子あるいはヨウ素原子が結合したもの、末端酸素原子にトルエンスルホニ
ル基が結合したものなどを使用することができる。その場合、ポリ（エチレングリコール
）の分子量は８００～１００００であればよく、１５００～５０００であれば特に好適で
ある。
【００３０】
　上記式中の１価以上の末端化合物としては、実質的にカチオン性のポリ（エチレンイミ
ン）ブロックまたは非イオン性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックの末端を停止する
ものであり、好ましくは１～１２価のもので、その価数に応じてイオン性の親水性ポリマ
ーブロックＡまたは非イオン性の親水性ポリマーブロックＢの末端で結合している。その
ため、該化合物の価数が１および２の場合には、直鎖状の水溶性ブロック共重合体となり
、それ以上の価数であれば星型やその複数の結合体である水溶性ブロック共重合体となる
。
【００３１】
　かかる末端化合物の具体的なものとしては、５－（４－アミノフェニル）－１０，１５
，２０－トリ（フェニル）ポルフィリン、テトラ（４－アミノフェニル）ポルフィリン、
アミノピレン、５－（４－ヒドロキシフェニル）－１０，１５，２０－トリ（フェニル）
ポルフィリン、テトラ（４－ヒドロキシフェニル）ポルフィリン、テトラ（３，５－ジヒ
ドロキシフェニル）ポルフィリン、アミノメチルピレン、テトラアミノフタロシアニンな
どが挙げられ、これらの化合物は、置換基を有していてもよい。
【００３２】
　なお、本発明に使用するブロック共重合体は、重合開始剤残基を有しているが、必ずし
も上記末端化合物の残基を有していなくともよく、その場合重合開始剤から解離した基や
水素が結合している。
【００３３】
　本発明に使用するブロック共重合体は、質量平均分子量が１０００～１００００００の
範囲、特に５０００～１０００００の範囲とすることでコロイド安定性が向上するため好
ましい。また、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックの重合度としては１０～５
００００の範囲、特に２０～５００の範囲であることが好ましく、非イオン性のポリ（エ
チルオキサゾリン）ブロックの重合度としては１０～５０００の範囲、特に２０～５００
の範囲とすることが好ましい。各々のブロックの重合度を上記範囲とすることにより、共
重合体の取扱いの容易さやカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックとアニオン性の
生体物質との会合効率を向上させることができる。
【００３４】
　また、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと非イオン性のポリ（エチルオキ
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サゾリン）ブロックとの比率は、そのポリマーを形成する構造単位のモル比（エチレンイ
ミン単位）／（エチルオキサゾリン単位）で５／１～１／５の範囲とすることが好ましい
。両者のモル比を該範囲とすることにより、ポリ（エチレンイミン）ブロックの有する優
れた生体物質キャリアーとしての特性を損なうことなく、ポリ（エチルオキサゾリン）ブ
ロックの有する特性を充分に発現できる。
【００３５】
［ブロック共重合体の製造方法］
　本発明において使用するブロック共重合体を合成する方法としては、その前駆共重合体
である、ポリ（Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロックまたはポリ（メチルオキサゾリン
）ブロックと、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロックとから構成されるブロック共重合体
（以下、該ブロック共重合体を前駆共重合体と略記する。）のポリ（Ｎ－ホルミルエチレ
ンイミン）ブロックまたはポリ（メチルオキサゾリン）ブロックを優先的に加水分解する
ことにより得られる。
【００３６】
　前駆共重合体は、２－オキサゾリンまたは２－メチル－２－オキサゾリンを、前記した
重合開始化合物の存在下でカチオン開環リビング重合した後、得られたリビングポリマー
に、さらに２－エチル－２－オキサゾリンを重合させることによって得ることができる。
また、２－オキサゾリンまたは２－メチル－２－オキサゾリンの重合と、２－エチル－２
－オキサゾリンの重合を交互に繰り返すことによって、多ブロックの前駆共重合体とする
こともできる。
【００３７】
　ここで使用する重合開始化合物の価数が１および２の場合には、直鎖状のブロック共重
合体となり、それ以上の価数であれば星型のブロック共重合体が得られる。
【００３８】
　上記カチオン開環リビング重合において使用できる溶媒としては、公知慣用の非プロト
ン性の不活性溶媒や非プロトン性の極性溶媒などを使用することができる。
【００３９】
　目的のブロック共重合体は、得られた前駆共重合体中のポリ（Ｎ－ホルミルエチレンイ
ミン）ブロックまたはポリ（Ｎ－アセチルエチレンイミン）ブロックを優先的に加水分解
反応させることにより得られるが、該加水分解反応はエマルジョン状態で行う必要がある
。
【００４０】
　ポリ（Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロックまたはポリ（メチルオキサゾリン）ブロ
ック、およびポリ（エチルオキサゾリン）ブロックは、いずれも水溶性であるが、ポリ（
Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロック、およびポリ（メチルオキサゾリン）ブロックに
比べて、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロックの方が有機溶媒に対して高い溶解性を有す
ることから、前駆共重合体の水溶液に、ポリ（エチルオキサゾリン）を溶解するが水とは
非相溶の有機溶媒を混合して攪拌すると、（Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロックまた
はポリ（メチルオキサゾリン）ブロックは水相に溶解し、ポリ（エチルオキサゾリン）ブ
ロックは有機溶媒相に溶解してエマルジョンを形成する。この場合、前駆共重合体は、乳
化剤として作用する。該エマルジョンはＯ／Ｗ型であってもＷ／Ｏ型のいずれであっても
よい。
【００４１】
　該エマルジョン形成時に使用する有機溶媒としては、塩化メチレン、クロロホルム、ク
ロロベンゼン、ニトロベンゼン、メトキシベンゼン、トルエン、およびこれらの混合溶媒
などを使用できる。
【００４２】
　エマルジョン形成後、水相に加水分解触媒として、酸またはアルカリを添加してポリ（
Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロックまたはポリ（Ｎ－アセチルエチレンイミン）ブロ
ックを優先的に加水分解させる。酸としては、塩酸、硫酸、硝酸など通常の無機酸類を、
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またアルカリとしては、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、アンモニアなど通常の無機
アルカリ類を使用することができる。
【００４３】
　Ｏ／Ｗ型エマルジョンを反応場とする場合を例に挙げると、水相の酸またはアルカリの
濃度は、加水分解されるポリ（Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロックまたはポリ（メチ
ルオキサゾリン）ブロックを構成するモノマー単位のモル数の少なくとも２倍相当量であ
ればよく、５０倍以内とするのが好ましい。５０倍を超えると、ポリ（エチルオキサゾリ
ン）ブロックが加水分解を受けやすくなる。最も好ましい範囲は２～５倍である。
【００４４】
　加水分解反応温度は１００℃以下が好ましく、使用する酸またはアルカリの濃度に合わ
せて設定するとよい。酸またはアルカリの濃度が高い場合は、温度を低く、たとえば室温
程度に設定し、酸またはアルカリの濃度が低い場合は、反応温度を高めに設定するとよい
。
【００４５】
　酸を用いたＯ／Ｗ型エマルジョンの加水分解反応系では、反応の進行に伴って反応系内
でのＯ／Ｗ型エマルジョンが水中ミセルに変換するので、そのミセルの形成を目安として
、反応の終点を判断することができる。たとえば、反応の初期においては、ポリ（Ｎ－ホ
ルミルエチレンイミン）ブロックまたはポリ（メチルオキサゾリン）ブロックは水相に溶
解してＯ／Ｗ型エマルジョンを形成するが、ポリ（Ｎ－ホルミルエチレンイミン）ブロッ
クまたはポリ（メチルオキサゾリン）ブロックが塩酸存在下に加水分解されて生成するポ
リ（エチレンイミン）ブロックの塩酸塩は、酸性の水相ではポリマー結晶となる。該ポリ
マー結晶は酸性の水相に不溶であるためエマルジョンが破壊され、その結果、該ポリマー
結晶がコアとなり、そのまわりを水溶性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックが覆った
コア－コロナ型のミセルが形成される。水相は不透明なミセル分散液となり、有機溶媒は
油滴ではなく、油相として水相から分離する。この現象は視覚によって明確に観測でき、
反応の終点の目安とすることができる。
【００４６】
　一般的に、加水分解反応は２～４８時間が好適であるが、酸の濃度、反応温度などの条
件によって適宜選択すればよい。上記加水分解反応によって、前駆共重合体のポリ（Ｎ－
ホルミルエチレンイミン）ブロックまたはポリ（メチルオキサゾリン）ブロックが優先的
に加水分解されてポリ（エチレンイミン）ブロックとなり、目的のブロック共重合体が得
られるが、この際、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロックもいくらか加水分解を受けてエ
チレンイミン単位となる。
【００４７】
　しかし、この加水分解反応は、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロック中のランダムな位
置で起こるのではなく、水と非相溶の有機溶媒中に溶解しているポリ（Ｎ－プロピオニル
エチレンイミン）ブロックが、撹拌や分子鎖の熱運動によって水相に引き出された部分で
起こる。すなわち、ポリ（エチレンイミン）ブロックに隣接した部分の（エチルオキサゾ
リン）単位が加水分解される結果、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロックが加水分解を受
けなかった場合と比較して、単に、目的のブロック共重合体中のポリ（エチレンイミン）
ブロックの分子鎖長が幾分長くなり、ポリ（エチルオキサゾリン）ブロックの分子鎖長が
幾分短くなるにすぎない。
【００４８】
　得られたブロック共重合体中のエチレンイミンの窒素原子を酸性条件でプロトン化する
ことにより、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、ポリ（エチルオキサゾリ
ン）ブロックとからなるブロック共重合体を得ることができる。
【００４９】
　上記合成方法において、Ｏ／Ｗ型エマルジョンを形成させるための好ましい配合例は、
目的のブロック共重合体１ｇに対し、水５～４０ｍｌ、水と非相溶の有機溶媒は０．５～
６ｍｌである。
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【００５０】
［アニオン性生体物質］
　アニオン性の生体物質としては、上記したカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロッ
クとイオン結合して水不溶性となる物質であればよい。このような生体物質としては、そ
の構造中にアニオン性基を有するＤＮＡ、蛋白質、細胞、あるいはウイルスなどが挙げら
れる。
【００５１】
　このようなアニオン性の生体物質としては、特に遺伝子と関わる物質を用いることが好
ましく、それらは核酸、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドの如きＤＮＡまたはＲＮ
Ａなどの物質であることが好ましい。
【００５２】
　上記核酸は核酸の断片もしくは核酸の一部であってもよい。また、核酸として、一本鎖
もしくは二本鎖、線状鎖もしくは環状鎖、天然もしくは合成の如き、ＤＮＡまたはＲＮＡ
の断片であってもよいが、遺伝子治療用核酸としては、ゲノムＤＮＡ、cＤＮＡ、ｍＲＮ
Ａ、ｔＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、リボザイム、あるいはＲＮＡを
コードするＤＮＡなどが特に好ましい。
【００５３】
［コロイド粒子］
　本発明のコロイド状粒子は、上記ブロック共重合体と、上記生体物質とを水に溶解した
水溶液を攪拌または振動させるか、あるいは上記ブロック共重合体の水溶液と上記生体物
質の水溶液とを攪拌または振動下で混合させることにより、容易に得ることができる。水
溶液中で、共重合体中のカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックと、生体物質中の
アニオン性基とがイオン結合し、該イオン結合部分が水不溶性となる。使用する共重合体
、あるいは生体物質は、各々単一種類のみを使用しても、構造の異なる複数種類を使用し
てもよい。
【００５４】
　ブロック共重合体と生体物質との比率は、共重合体中のカチオン性基の総モル数と、着
色性化合物アニオン性基の総モル数との比が１０／１～１／４の範囲であれば本発明の生
体物質が含まれるコロイド粒子を好適に調整でき、２／１～１／２の範囲であればより好
ましい。
【００５５】
　得られるコロイド粒子は、共重合体中のカチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロック
と前記生体物質とのアニオン結合部、例えば生体物質が核酸である場合のリン酸アニオン
結合部分が水不溶性となることに由来し、さらに該生体物質と結合した部分同士は疎水結
合により一定大きさのポリイオン会合体に成長する。このポリイオン会合体周囲は非イオ
ン性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックからなる親水性部分により被われ、イオンコ
ンプレックスミセルであるコロイド粒子を容易に形成することができる。
【００５６】
　共重合体が星状のブロック共重合体である場合には、星状の中心部分がカチオン性のポ
リ（エチレンイミン）ブロックの末端と結合した構造、あるいは星状の中心部分が非イオ
ン性のポリ（エチルオキサゾリン）ブロックと結合した構造があり得るが、いずれの構造
においても、カチオン性の（ポリエチレンイミン）ブロックと生体物質とがイオン結合し
た水不溶性部分が疎水会合してコロイド粒子状に成長することができる。
【００５７】
　得られるコロイド粒子の粒径は、使用する共重合体の重合度、および共重合体中のカチ
オン性のポリ（エチレンイミン）ブロックの組成を調整することにより容易に制御するこ
とができ、重合度が大きいほど、あるいはイオン性の親水性ポリマー単位（ａ）の組成が
大きいほど、その粒径は大きくなる傾向がある。これら重合度やカチオン性のポリ（エチ
レンイミン）ブロックの組成は、使用する共重合体の種類により適宜調整する必要がある
が、コロイド粒子の平均粒径は２０ｎｍ～５μｍ程度の範囲に制御することができる。
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【００５８】
　本発明のコロイド粒子は、カチオン性のポリ（エチレンイミン）ブロックとアニオン性
の生体物質とのイオン結合により形成された内層の周囲に、ポリ（エチルオキサゾリン）
ブロックからなる外層を形成しているため物理的な安定性が高く、また、内部に取り込ま
れたＤＮＡなどの生体物質の外部物質との接触を防ぐことができることから、生体内に注
入された場合にも、ポリ（エチルオキサゾリン）の層はＤＮＡなどの生体物質を体内の分
解酵素から守り、遺伝子を標的細胞まで安全に運ぶことができる。
【実施例】
【００５９】
　以下、実施例および参考例によって本発明をさらに具体的に説明する。
特に断らない限り、「％」は「質量％」を表す。
【００６０】
＜分子量測定法＞
　東ソー株式会社製高速液体クロマトグラフィー「ＨＬＣ－８０００」（ＲＩ検出器、Ｔ
ＳＫｇｅ１２０００ｘ１＋３０００Ｈｘｌ＋５０００Ｈｘｌ＋ｇｕａｒｄｃｏｌｕｍｎＨ
ｘ１－Ｈ、溶媒ジメチルホルムアミド、流速１．０ｍｌ／分、温度４０℃）を使用して測
定した。
【００６１】
＜粒径および粒径分布の測定法＞
　日機装株式会社製ＵＰＡ粒度分析計「Ｍｉｃｒｏｔｒａｃ　９２０３」（レーザー光波
長７８０ｎｍ、反射角１８０o、温度２５℃）を使用して、動的光散乱（ＤＬＳ）法によ
る粒径および粒径分布を測定した。
【００６２】
（合成例１）
＜星型ブロック共重合体の前駆体（１－１）の合成＞
　内部をアルゴンガスで置換した反応容器に、四官能性のカチオン開環リビング重合開始
剤であり、星型のブロック前駆体の核（１）となるテトラ（４－クロロメチルフェニル）
ポルフィリン０．０２２ｇ（０．０２７ｍｍｏｌ）、ヨウ化ナトリウム０．１２ｇ、およ
びＮ，Ｎ－ジメチルアセトアミド６ｍｌを加え、室温で３時間攪拌した。この溶液に、２
-エチル-２-オキサゾリン０．９９ｇ（１０ｍｍｏｌ）を加え、１００℃に昇温し２４時
間撹拌した。
【００６３】
　反応液温度を６０℃に下げた後、２－メチル－２－オキサゾリン１．５３ｇ(１８ｍｍ
ｏｌ)を加え、１００℃に昇温して２４時間攪拌した。反応混合液の温度を室温に下げ、
メタノール１０ｍｌを加えた後、反応混合液を減圧濃縮した。この濃縮液をジエチルエー
テル１００ｍｌ中に注いで、重合体を沈殿させた。
　得られた重合体のメタノール溶液を、ジエチルエーテル中に注いで再沈殿させ、吸引濾
過後、濾過物を真空乾燥し、星型のブロック前駆体（１－１）２．４ｇを得た。収率は９
５％であった。
【００６４】
　分子量測定および１Ｈ－ＮＭＲ測定した結果、その質量平均分子量が２５８００、その
分子量分布が１．７２であった。
　1Ｈ－ＮＭＲ（δＴＭＳ＝０,ＣＤＣｌ３）測定からメチルオキサゾリンブロックにおけ
る側鎖メチル基のシグナル（ＣＨ３：１．９７ｐｐｍ）と、エチルオキサゾリンブロック
における側鎖エチル由来のシグナル（ＣＨ３：１．１４ｐｐｍ，ＣＨ２：２．４１ｐｐｍ
）および両ブロックの主鎖エチレンシグナル（ＣＨ２ＣＨ２：３．４５ｐｐｍ）を確認し
た。また、星型ポリマー中心に位置するポルフィリン骨格のピロール環のプロトンは８．
８２ｐｐｍに現れた。1Ｈ－ＮＭＲ測定による積分比から、メチルオキサゾリンブロック
と、エチルオキサゾリンブロックのモル組成比は７１：２９であることがわかった。
【００６５】
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＜星型の水溶性ブロック共重合体（１－２）の合成＞
　上記でのブロック前駆体（１－１）０．５ｇを、１５ｍＬのクロロホルム中に溶解させ
た後、それに５ｍｏｌ／ｌの塩酸水溶液０.８ｍｌを加えた。この混合液を撹拌してＷ／
Ｏ型エマルジョンを得た。該エマルジョンを６０℃に加熱し、４８時間攪拌した。反応液
にアセトン５０ｍｌを加えて重合体を沈殿させた後、吸引濾過し、アセトンで洗浄した。
得られた重合体を乾燥し、エチレンイミンブロックと、エチルオキサゾリンブロックとか
らなる分子鎖を有する水溶性ブロック共重合体（１－２）０．４５ｇを得た。
【００６６】
　分子鎖中のエチレンイミンブロックと、エチルオキサゾリンブロックのモル組成比は７
９：２１であった。この星型の水溶性ブロック共重合体は、核にポルフィリン構造を有す
るため、該ブロック共重合体水溶液の吸収スペクトルにおいて、ポルフィリンに固有のソ
レー（Soret）帯に由来する４２０ｎｍ（free base）の強い吸収が観測された。
【００６７】
（合成例２）
＜比較用星型ポリエチレンイミンの合成＞
　内部をアルゴンガスで置換した反応容器に、四官能性のカチオン開環リビング重合開始
剤であり、星型のブロック前駆体の核（１）となるテトラ（４－クロロメチルフェニル）
ポルフィリン０．０２２ｇ（０．０２７ｍｍｏｌ）、ヨウ化ナトリウム０．１２ｇ、およ
びＮ，Ｎ－ジメチルアセトアミド６ｍｌを加え、室温で３時間攪拌した。この溶液に、２
－メチル－２－オキサゾリン１．５３ｇ(１８ｍｍｏｌ)を加え、１００℃に昇温し２４時
間撹拌した。反応混合液の温度を室温に下げ、メタノール１０ｍｌを加えた後、反応混合
液を減圧濃縮した。この濃縮液をジエチルエーテル５０ｍｌ中に注いで、重合体を沈殿さ
せた。得られた重合体を再び５ｍＬのメタノールに溶解させた後、５０ｍＬのジエチルエ
ーテル中再沈殿させ、吸引濾過後、濾過物を真空乾燥し、星型のポリメチルオキサゾリン
１．４７ｇを得た。収率は９５％であった。
　分子量測定および１Ｈ－ＮＭＲ測定した結果、その質量平均分子量が１９８００、その
分子量分布が１．５であった。
　1Ｈ－ＮＭＲ（δＴＭＳ＝０,ＣＤＣｌ３）測定からエチルオキサゾリンブロックにおけ
る側鎖メチル基のシグナル（ＣＨ３：１．９７ｐｐｍ）と主鎖エチレンシグナル（ＣＨ２

ＣＨ２：３．４５ｐｐｍ）を確認した。
【００６８】
　上記で得た星型ポリ（メチルオキサゾリン）０．５ｇを５ｍｏｌ／ｌの塩酸水溶液４ｍ
ｌに溶解した。この溶液を９０℃に加熱し、７時間攪拌した。反応液温度を室温まで下げ
た後、アセトン２０ｍｌを加えて重合体を完全に沈殿させた。吸引濾過後、アセトンで数
回洗浄し、得られた重合体粉末を乾燥し、星状ポリ（エチレンイミン）０．４２ｇを得た
。1Ｈ－ＮＭＲにより、メチルオキサゾリンのメチル基由来の１．９７ｐｐｍのシグナル
が完全に消失したことを確認した。
【００６９】
（実施例１）
＜星型の水溶性ブロック共重合体（１－２）とＤＮＡとのポリイオン会合体＞
　合成例１で得た星型の水溶性ブロック共重合体（２－１）０．０１５ｇを１ｍｌの蒸留
水に溶解し、この溶液を、サケの精子から抽出したＤＮＡの水溶液４ｍｌ（濃度２．２ｍ
ｇ／ｍｌ）中に滴下し、１時間攪拌した。該分散液について、動的光散乱法によって、星
型の水溶性ブロック共重合体（２－１）とＤＮＡとのポリイオン会合体の粒子形成を確認
したところ、平均粒径が１４６ｎｍとなる単分散状態のナノ粒子が観測された。さらに、
この分散液に、０．２ｇの食塩を加え、塩濃度を０．６９ｍｏｌ／ｌに調製し、再び会合
粒子の粒径を確認したところ、平均中心粒径は１７２ｎｍであった。ＤＮＡを含むナノ粒
子は、これほどの高濃度の食塩中でも全く凝集することなく、これを半年間放置した後に
も粒径変化は起こらず、きわめて高い安定性を保持した。この安定性の高さは、星型の水
溶性ブロック共重合体（１－２）のエチルオキサゾリンブロックがイオン会合コアを取り
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囲む水溶性コロナ層を形成したことを強く示唆する。この中性のコロナ層が塩の静電気的
な遮蔽効果を弱める働きをしたと推測できる。
【００７０】
＜ポリイオン会合体の３１Ｐ－ＮＭＲ測定＞
　星型の水溶性ブロック共重合体（１－２）とＤＮＡとのポリイオン会合体には、核酸の
リン酸基が取り込まれるが、それのＮＭＲシグナルを測定した。星型の水溶性ブロック共
重合体（１－２）１９ｍｇと鮭の精子から抽出されたＤＮＡ９ｍｇを０．６ｍＬの重水中
に溶解させ、ポリイオン会合体のコロイド液を調製した。このコロイド分散液中の燐原子
のシグナルは０．３５ｐｐｍで現れた。これはＤＮＡ単独の場合、燐原子シグナルが－１
６０ｐｐｍに現れることと大きく異なった。即ち、水溶性ブロック共重合体（１－２）と
ＤＮＡとのポリイオン会合体はエチレンイミンのカチオンとＤＮＡ中のリン酸基のアニオ
ンとのイオン結合により形成されたことを示唆する。 
【００７１】
（比較例１）
＜星型の水溶性ポリ（エチレンイミン）とＤＮＡとのポリイオン会合体＞
　合成例２で得た星型ポリ（エチレンイミン）０．０１５ｇを１ｍｌの蒸留水に溶解し、
この溶液を、サケの精子から抽出したＤＮＡの水溶液４ｍｌ（濃度２．２ｍｇ／ｍｌ）中
に滴下し、１時間攪拌した。該分散液について、動的光散乱法によって、星型ポリエチレ
ンイミンとＤＮＡとのポリイオン会合体の粒子形成を確認したところ、平均粒径が６８ｎ
ｍであった。この分散液に、０．２ｇの食塩を加え、塩濃度を０．６９ｍｏｌ／ｌに調製
したところ、系内では凝集による沈殿が生じた。この沈殿は加熱または超音波処理でも解
くことができなかった。これは実施例１でのポリイオン会合体が食塩存在下でも安定性を
保つ結果と対照的であり、本発明でのポリ（エチレンイミン）とポリ（エチルオキサゾリ
ン）から構成されたブロック共重合体がＤＮＡのキャリアーとしての有効性を示唆するこ
とと考えられる。
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