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(57)【要約】
【課題】本発明は、ｓｉＲＮＡ等の薬効成分のキャリアとして有用であり、粒子径が小さ
くなっても送達効率の優れた脂質ナノ粒子を提供することを課題とする。
【解決手段】下記一般式（Ｉ）〔ａは３～５の整数；ｂは０又は１；Ｒ１及びＲ２はそれ
ぞれ独立に下記一般式（Ａ）（ｑは１～９の整数、ｒは０又は１、ｓは１～３の整数、ｔ
は０又は１、ｕは１～８の整数、ｃは０又は１、ｖは４～１２の整数を示す。）で表され
る炭素数２０以上の基；Ｘは下記一般式（Ｂ）（ｄは０～３の整数、Ｒ３及びＲ４はそれ
ぞれ独立にＣ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニル基である。）で表される基又は５
～７員非芳香族ヘテロ環基を示す〕で表されるカチオン性脂質と、炭素数２以上の親水性
基と直鎖状の疎水性基を備える中性脂質とを含有する、脂質ナノ粒子。
［化１］

【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記一般式（Ｉ）
【化１】

〔式（Ｉ）中、ａは３～５の整数を示し；ｂは０又は１を示し；Ｒ１及びＲ２はそれぞれ
独立に下記一般式（Ａ）：

【化２】

（式（Ａ）中、ｑは１～９の整数を示し；ｒは０又は１を示し；ｓは１～３の整数を示し
；ｔは０又は１を示し；ｕは１～８の整数を示し；ｃは０又は１を示し：ｖは４～１２の
整数を示し；ｑ＋２ｒ＋ｓ＋２ｔ＋ｕ＋ｃ＋ｖが１９以上の整数であるが、ｂとｃが同時
に０となる場合には、ｑが３～５の整数であり、ｒ及びｔが１であり、ｓが１であり、か
つｕ＋ｖが６～１０の整数である場合を除く）
で表される基を示し；Ｘは、下記一般式（Ｂ）：

【化３】

（式（Ｂ）中、ｄは０～３の整数を示し；Ｒ３及びＲ４はそれぞれ独立にＣ１－４アルキ
ル基又はＣ２－４アルケニル基（該Ｃ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニル基は、１
個又は２個の水素原子がフェニル基に置換されていてもよい）を示すが、Ｒ３及びＲ４は
互いに結合して５～７員非芳香族ヘテロ環（該環の１個又は２個の水素原子が、Ｃ１－４

アルキル基又はＣ２－４アルケニル基に置換されていてもよい）を形成してもよい）
で表される基又は５～７員非芳香族ヘテロ環基（ただし、該基は炭素原子により(O-CO)b-
に結合し、該環の１個又は２個の水素原子が、Ｃ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニ
ル基に置換されていてもよい）を示す〕
で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質と、炭素数２以上の親水性基から直鎖状の疎水性基
が伸びている中性脂質とを含有し、脂質ナノ粒子を構成する全脂質量に対する前記ｐＨ感
受性カチオン性脂質と前記中性脂質の合計量の割合が５０モル％以上である、脂質ナノ粒
子。
【請求項２】
　前記中性脂質中の直鎖状の疎水性基が、炭素数１６～２０の直鎖状の炭化水素基（該基
中の１個以上の炭素－炭素単結合間には、エーテル結合、カルボニル結合、エステル結合
、及びカーボネート結合からなる群より選択される１以上の結合が挿入されていてもよい
）である、請求項１に記載の脂質ナノ粒子。
【請求項３】
　前記中性脂質が、グリセロ脂質又はスフィンゴ脂質である、請求項１又は２に記載の脂
質ナノ粒子。
【請求項４】
　動的光散乱法により測定された個数平均粒子径が５０ｎｍ以下である、請求項１～３の
いずれか一項に記載の脂質ナノ粒子。
【請求項５】
　脂質ナノ粒子を構成する全脂質量に対する前記ｐＨ感受性カチオン性脂質の量の割合が
２０モル％以上である、請求項１～４のいずれか一項に記載の脂質ナノ粒子。
【請求項６】
　低分子化合物、低分子核酸、及びペプチドからなる群より選択される１種以上を含有す
る、請求項１～５のいずれか一項に記載の脂質ナノ粒子。
【請求項７】
　薬効成分を含有しており、標的細胞へ前記薬効成分を送達するキャリアである、請求項
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１～６のいずれか一項に記載の脂質ナノ粒子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ｓｉＲＮＡ（small interfering RNA）等の薬効成分のキャリアとして有用
な脂質ナノ粒子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　塩基配列特異的に標的のＤＮＡ又はＲＮＡに結合することでそれらがコードする遺伝子
の発現を制御する核酸分子は、がんなどの難治性疾患に対する新規治療モダリティとして
非常に注目を集めている。とりわけ、ｓｉＲＮＡ（short interfering RNA）はＲＮＡ干
渉を介して標的遺伝子を強力にノックダウンすることが可能な機能性核酸であり、その医
薬品への応用が切望されている。しかし、ｓｉＲＮＡは組織移行能を持たないため、医薬
への応用には標的細胞へ効率的に送達可能な技術の開発が必須である。これまでに、ｓｉ
ＲＮＡの効率的なｉｎ ｖｉｖｏ送達を実現可能な脂質ナノ粒子が多数報告されている。
特に、生理的ｐＨでは電気的に中性であり、エンドソームなどの弱酸性ｐＨ環境下ではカ
チオン性に変化するｐＨ感受性カチオン性脂質（例えば、特許文献１参照。）。の開発は
、脂質ナノ粒子によるｓｉＲＮＡ送達効率の向上に著しく寄与している。例えば、マウス
肝臓における第７因子（Ｆ７）を標的とするｓｉＲＮＡを内包したｐＨ感受性カチオン性
脂質を含む脂質ナノ粒子を投与することにより、高効率でＦ７ノックダウンが成功したこ
とが報告されている。（例えば、非特許文献１参照。）。
【０００３】
　一方で、がん組織へのｓｉＲＮＡ送達は、肝臓等の組織への送達よりも困難である。そ
の大きな原因の一つとして、がん組織中に非常に豊富に存在するコラーゲンやヒアルロン
酸をはじめとする間質成分（間質バリア）が挙げられる。間質バリアによってがん組織内
におけるナノ粒子の浸透が物理的に妨げられるため、脂質ナノ粒子はがん組織深部まで移
行できないため、充分な遺伝子ノックダウン効率や薬効を得ることができない。
【０００４】
　薬効成分を標的の細胞へ送達するナノ粒子（薬剤キャリアナノ粒子）の小型化は、間質
バリアを突破するための非常に有効な戦略である。例えば、白金製剤内封高分子ミセルの
直径を約３０ｎｍに小さく制御することによって、がん組織内浸透性が向上し、抗腫瘍効
果が向上することが報告されている（非特許文献２参照。）。ｓｉＲＮＡを標的の細胞へ
送達する脂質ナノ粒子（ｓｉＲＮＡキャリア脂質ナノ粒子）においても同様の戦略が非常
に有効であると考えられるが、ｓｉＲＮＡキャリア脂質ナノ粒子の粒子径を小さく制御す
ることは技術的に難しい。近年、２液の瞬間混合を達成可能なマイクロミキサー内蔵マイ
クロ流路を用いることで直径３０ｎｍ程度の脂質ナノ粒子を再現良く製造可能であること
が報告され（例えば、非特許文献３参照。）、製造そのものの技術的バリアは解消されつ
つある。しかしながら、脂質ナノ粒子を小型化した際にそのｓｉＲＮＡ送達活性が著しく
低減するという問題がある（例えば、非特許文献４及び５参照。）。脂質ナノ粒子の小型
化に伴う活性低下の原因として、脂質ナノ粒子表面の脂質分子が疎になることで不安定化
すること（非特許文献４）、またそれに付随して、脂質ナノ粒子を構成する脂質分子が脱
離して脂質ナノ粒子が崩壊すること（非特許文献５）が明らかにされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２０１５／１７８３４３号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Sato et al.，Molecular Therapy，2016，vol.24(4)，p.788-795.
【非特許文献２】Cabral et al.，Nature Nanotechnology，2011，vol.6，p.815-823.
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【非特許文献３】Leung et al.，Journal of Physical Chemistry C Nanomater Interfac
es，2012，vol.116(34)，p.18440-18450.
【非特許文献４】Sato et al.，Journal of Controlled Release，2016，vol.229，p.48-
57.
【非特許文献５】Chen et al.，Journal of Controlled Release，2016，vol.235，p.236
-244.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　臨床適用可能な薬剤キャリアナノ粒子としては、より優れた送達効率（送達された薬効
成分による薬効が得られる効率）を達成するために、標的細胞まで安定して送達できるこ
とが重要である。特に、抗がん剤を送達する場合には、間質バリアを透過してがん組織深
部まで効率よく移行できるほどがん組織内浸透性が高く、かつ内包した抗がん剤をがん細
胞内部に取り込まれるまで維持できるほど安定性に優れていることが重要である。
【０００８】
　本発明は、ｓｉＲＮＡ等の薬効成分のキャリアとして有用であり、粒子径が小さくなっ
ても送達効率の優れた脂質ナノ粒子を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、長鎖の炭化水素鎖を有するｐＨ感受性カチオン性脂質と、比較的嵩高い
親水性基と長鎖の炭化水素鎖とを備える中性脂質とを構成脂質とすることにより、粒子径
の小さな脂質ナノ粒子が製造できること、かつこの脂質ナノ粒子にｓｉＲＮＡを含有させ
たｓｉＲＮＡキャリア脂質ナノ粒子は、粒子径を小さくした場合でも高いノックダウン効
率が達成できることを見出し、本発明を完成させた。
【００１０】
　すなわち、本発明は、以下の脂質ナノ粒子を提供するものである。
［１］　下記一般式（Ｉ）
【００１１】

【化１】

【００１２】
〔式（Ｉ）中、ａは３～５の整数を示し；ｂは０又は１を示し；Ｒ１及びＲ２はそれぞれ
独立に下記一般式（Ａ）：
【００１３】
【化２】

【００１４】
（式（Ａ）中、ｑは１～９の整数を示し；ｒは０又は１を示し；ｓは１～３の整数を示し
；ｔは０又は１を示し；ｕは１～８の整数を示し；ｃは０又は１を示し：ｖは４～１２の
整数を示し；ｑ＋２ｒ＋ｓ＋２ｔ＋ｕ＋ｃ＋ｖが１９以上の整数であるが、ｂとｃが同時
に０となる場合には、ｑが３～５の整数であり、ｒ及びｔが１であり、ｓが１であり、か
つｕ＋ｖが６～１０の整数である場合を除く）
で表される基を示し；Ｘは、下記一般式（Ｂ）：
【００１５】
【化３】

【００１６】
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（式（Ｂ）中、ｄは０～３の整数を示し；Ｒ３及びＲ４はそれぞれ独立にＣ１－４アルキ
ル基又はＣ２－４アルケニル基（該Ｃ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニル基は、１
個又は２個の水素原子がフェニル基に置換されていてもよい）を示すが、Ｒ３及びＲ４は
互いに結合して５～７員非芳香族ヘテロ環（該環の１個又は２個の水素原子が、Ｃ１－４

アルキル基又はＣ２－４アルケニル基に置換されていてもよい）を形成してもよい）
で表される基又は５～７員非芳香族ヘテロ環基（ただし、該基は炭素原子により(O-CO)b-
に結合し、該環の１個又は２個の水素原子が、Ｃ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニ
ル基に置換されていてもよい）を示す〕
で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質と、炭素数２以上の親水性基から直鎖状の疎水性基
が伸びている中性脂質とを含有し、脂質ナノ粒子を構成する全脂質量に対する前記ｐＨ感
受性カチオン性脂質と前記中性脂質の合計量の割合が５０モル％以上である、脂質ナノ粒
子。
［２］　前記中性脂質中の直鎖状の疎水性基が、炭素数１６～２０の直鎖状の炭化水素基
（該基中の１個以上の炭素－炭素単結合間には、エーテル結合、カルボニル結合、エステ
ル結合、及びカーボネート結合からなる群より選択される１以上の結合が挿入されていて
もよい）である、請求項１に記載の脂質ナノ粒子。
［３］　前記中性脂質が、グリセロ脂質又はスフィンゴ脂質である、請求項１又は２に記
載の脂質ナノ粒子。
［４］　動的光散乱法により測定された個数平均粒子径が５０ｎｍ以下である、前記［１
］～［３］のいずれかの脂質ナノ粒子。
［５］　脂質ナノ粒子を構成する全脂質量に対する前記ｐＨ感受性カチオン性脂質の量の
割合が２０モル％以上である、前記［１］～［４］のいずれかの脂質ナノ粒子。
［６］　低分子化合物、低分子核酸、及びペプチドからなる群より選択される１種以上を
含有する、前記［１］～［５］のいずれかの脂質ナノ粒子。
［７］　薬効成分を含有しており、標的細胞へ前記薬効成分を送達するキャリアである、
前記［１］～［６］のいずれかの脂質ナノ粒子。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、長鎖の炭化水素鎖を有するｐＨ感受性カチオン性脂質と
、比較的嵩高い親水性基と長鎖の炭化水素鎖とを備える中性脂質とを構成脂質とを構成脂
質としているため、粒子の大きさを小さくしても粒子表面の脂質膜の安定性に優れている
。このため、当該脂質ナノ粒子にｓｉＲＮＡ等の薬効成分を内包させることにより、十分
に小型であり、かつ薬効成分の送達能に優れた薬剤キャリアナノ粒子が得られる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】実施例１において、構成脂質の組成が異なる脂質ナノ粒子を添加したHeLa-dluc
細胞のホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（％）を測定した結果を示した図である。
【図２】実施例１において、構成脂質の組成が異なる脂質ナノ粒子を添加したHeLa-dluc
細胞のホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（％）を測定した結果を示した図である。
【図３】実施例２において、構成脂質の組成が異なる脂質ナノ粒子を添加したHeLa-dluc
細胞のホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（％）を測定した結果を示した図である。
【図４】実施例２において、構成脂質の組成が異なる脂質ナノ粒子の個数平均粒子径（ｎ
ｍ）を測定した結果を示した図である。
【図５】実施例３において、構成脂質の組成が異なる脂質ナノ粒子を添加したHeLa-dluc
細胞のホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（％）を測定した結果を示した図である。
【図６】実施例４において、構成脂質の組成が異なる脂質ナノ粒子の個数平均粒子径（ｎ
ｍ）を測定した結果を示した図である。
【図７】実施例５において、製造後、４℃、遮光下で保存した脂質ナノ粒子の個数平均粒
子径（ｎｍ）の経時的変化を示した図である。
【図８】実施例５において、製造後、４℃、遮光下で保存した脂質ナノ粒子のｓｉＲＮＡ
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封入率（％）の経時的変化を示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、下記一般式（Ｉ）で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質
（以下、「本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質」ということがある。）と、炭素数２以上
の親水性基から直鎖状の疎水性基が伸びている中性脂質（以下、「本発明の中性脂質」と
いうことがある。）と、を含有する。本発明に係る脂質ナノ粒子を構成する全脂質量に対
する本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質と本発明の中性脂質の合計量の割合は、５０モル
％以上である。
【００２０】
［ｐＨ感受性カチオン性脂質］
【００２１】
【化４】

【００２２】
　一般式（Ｉ）において、ａは３～５の整数を示すが、好ましくは４である。
　ｂは０又は１を示す。ｂが０の場合には-O-CO-基が存在せず、単結合であることを意味
する。
【００２３】
　一般式（Ｉ）において、Ｒ１及びＲ２はそれぞれ独立に下記一般式（Ａ）で表される基
を示す。一般式（Ａ）において、ｑは１～９の整数を示し；ｒは０又は１を示し；ｓは１
～３の整数を示し；ｔは０又は１を示し；ｕは１～８の整数を示し；ｃは０又は１を示し
；ｖは４～１２の整数を示す。ただし、ｂとｃが同時に０となる場合には、ｑが３～５の
整数であり、ｒ及びｔが１であり、ｓが１であり、かつｕ＋ｖが６～１０の整数である場
合を除く。
【００２４】
【化５】

【００２５】
　本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質では、Ｒ１及びＲ２は、炭素数２０以上の基である
。すなわち、一般式（Ａ）において、ｑ＋２ｒ＋ｓ＋２ｔ＋ｕ＋ｃ＋ｖは１９以上の整数
である。Ｒ１及びＲ２の炭化水素鎖が比較的長鎖であることが、本発明に係る脂質ナノ粒
子の安定性に寄与している。本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質としては、ｑ＋２ｒ＋ｓ
＋２ｔ＋ｕ＋ｃ＋ｖが１９～３３の整数であることが好ましく、１９～３１の整数である
ことがより好ましく、２１～３１の整数であることがさらに好ましく、２１～２７の整数
であることがよりさらに好ましい。
【００２６】
　本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質のＲ１及びＲ２としては、一般式（Ａ）において、
ｒ及びｔが０であり、ｑ＋ｓ＋ｕが１３～２３の整数、好ましくは１５～２１であり、ｃ
が１であり、ｖが４～１２の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１８以上の整数である基；ｒ
及びｔが０であり、ｑ＋ｓ＋ｕが１３～２３の整数、好ましくは１５～２１であり、ｃが
１であり、ｖが６～１０の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１８以上の整数である基；ｒが
１であり、ｔが０であり、ｑが５～１１の整数、好ましくは６～１０の整数であり、ｓ＋
ｕが５～１１の整数、好ましくは６～１０の整数であり、ｃが１であり、ｖが４～１２の
整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１６以上の整数である基；ｒが１であり、ｔが０であり、
ｑが５～１１の整数、好ましくは６～１０の整数であり、ｓ＋ｕが５～１１の整数、好ま
しくは６～１０の整数であり、ｃが１であり、ｖが６～１０の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋
ｖが１６以上の整数である基；が好ましい。 
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【００２７】
　本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質では、Ｒ１及びＲ２は、一般式（Ａ）で表される基
であればよく、互いに異なる基であってもよいが、同じ基であるほうが好ましい。
【００２８】
　一般式（Ｉ）において、Ｘは、下記一般式（Ｂ）で表される基又は５～７員非芳香族ヘ
テロ環基を示す。Ｘが示す５～７員非芳香族ヘテロ環基は、炭素原子により(O-CO)b-に結
合する。
【００２９】
【化６】

【００３０】
　一般式（Ｂ）中、ｄは０～３の整数を示す。ｄが０の場合には-(CH２)-基が存在せず、
単結合であることを意味する。
【００３１】
　一般式（Ｂ）中、Ｒ３及びＲ４はそれぞれ独立にＣ１－４アルキル基（炭素数１～４の
アルキル基）又はＣ２－４アルケニル基（炭素数１～４のアルケニル基）を示す。Ｒ３及
びＲ４が示すＣ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニル基は、１個又は２個の水素原子
がフェニル基で置換されていてもよい。
【００３２】
　Ｃ１－４アルキル基としては、メチル基、エチル基、プロピル基、イソプロピル基、ｎ
－ブチル基、イソブチル基、ｔ－ブチル基が挙げられる。Ｃ２－４アルケニル基としては
、ビニル基、１－プロペニル基、２－プロペニル基、１－メチルビニル基、２－メチル－
1－プロペニル基、１－ブテニル基、２－ブテニル基、３－ブテニル基が挙げられる。
【００３３】
　一般式（Ｂ）中、Ｒ３及びＲ４は、互いに結合して５～７員非芳香族ヘテロ環を形成し
ていてもよい。Ｒ３及びＲ４が互いに結合して形成される５～７員非芳香族ヘテロ環とし
ては、例えば、１－ピロリジニル基、１－ピペリジニル基、１－モルホリニル基、及び１
－ピペラジニル基が挙げられる。Ｒ３及びＲ４が互いに結合して形成される５～７員非芳
香族ヘテロ環は、環中の１個又は２個の水素原子がＣ１－４アルキル基又はＣ２－４アル
ケニル基に置換されていてもよい。該環中の２個の水素原子がＣ１－４アルキル基又はＣ

２－４アルケニル基に置換されていている場合、互いに同じ基により置換されていてもよ
く、互いに異なる基により置換されていてもよい。
【００３４】
　一般式（Ｉ）において、Ｘが５～７員非芳香族ヘテロ環基である場合、該ヘテロ環基に
含まれるヘテロ原子としては、窒素原子、酸素原子、又は硫黄原子などを挙げることがで
きる。該ヘテロ環基中のヘテロ環を構成するヘテロ原子は、１個でもよく、同一又は異な
るヘテロ原子が２個以上でもよい。該ヘテロ環基中のヘテロ環は、飽和のヘテロ環であっ
てもよく、１個又は２個以上の二重結合が含まれていてもよいが、ヘテロ環が芳香環とな
ることはない。
【００３５】
　本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質としては、一般式（Ｉ）において、ａが３～５の整
数であり、ｂが１であり、Ｘが５～７員非芳香族ヘテロ環基（ただし、ヘテロ環基中の炭
素原子により(O-CO)b-に結合する。）、好ましくは１－ピロリジニル基、１－ピペリジニ
ル基、１－モルホリニル基、又は１－ピペラジニル基（環中の炭素原子により(O-CO)b-に
結合しており、１個の水素原子がＣ１－４アルキル基若しくはＣ２－４アルケニル基で置
換されていてもよい。）であり、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ独立に、一般式（Ａ）のうち、
ｒ及びｔが０であり、ｑ＋ｓ＋ｕが１３～２３の整数、好ましくは１５～２１であり、ｃ
が１であり、ｖが４～１２の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１８以上の整数である基、で
ある脂質；一般式（Ｉ）において、ａが３～５の整数であり、ｂが１であり、Ｘが一般式
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（Ｂ）において、ｄが１～３の整数であり、Ｒ３及びＲ４がそれぞれ独立にＣ１－４アル
キル基又はＣ２－４アルケニル基（Ｒ３及びＲ４が示すＣ１－４アルキル基又はＣ２－４

アルケニル基は、１個又は２個の水素原子がフェニル基で置換されていてもよい）であり
、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ独立に、一般式（Ａ）のうち、ｒ及びｔが０であり、ｑ＋ｓ＋
ｕが１３～２３の整数、好ましくは１５～２１であり、ｃが１であり、ｖが４～１２の整
数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１８以上の整数である基、である脂質；一般式（Ｉ）におい
て、ａが３～５の整数であり、ｂが１であり、Ｘが５～７員非芳香族ヘテロ環基（ただし
、ヘテロ環基中の炭素原子により(O-CO)b-に結合する。）、好ましくは１－ピロリジニル
基、１－ピペリジニル基、１－モルホリニル基、又は１－ピペラジニル基（環中の炭素原
子により(O-CO)b-に結合しており、１個の水素原子がＣ１－４アルキル基若しくはＣ２－

４アルケニル基で置換されていてもよい。）であり、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ独立に、一
般式（Ａ）のうち、ｒが１であり、ｔが０であり、ｑが５～１１の整数、好ましくは６～
１０の整数であり、ｓ＋ｕが５～１１の整数、好ましくは６～１０の整数であり、ｃが１
であり、ｖが４～１２の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１６以上の整数である基、である
脂質；一般式（Ｉ）において、ａが３～５の整数であり、ｂが１であり、Ｘが一般式（Ｂ
）において、ｄが１～３の整数であり、Ｒ３及びＲ４がそれぞれ独立にＣ１－４アルキル
基又はＣ２－４アルケニル基（Ｒ３及びＲ４が示すＣ１－４アルキル基又はＣ２－４アル
ケニル基は、１個又は２個の水素原子がフェニル基で置換されていてもよい）であり、Ｒ
１及びＲ２がそれぞれ独立に、一般式（Ａ）のうち、ｒが１であり、ｔが０であり、ｑが
５～１１の整数、好ましくは６～１０の整数であり、ｓ＋ｕが５～１１の整数、好ましく
は６～１０の整数であり、ｃが１であり、ｖが４～１２の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが
１６以上の整数である基、である脂質；一般式（Ｉ）において、ａが３～５の整数であり
、ｂが０であり、Ｘが一般式（Ｂ）において、ｄが０であり、Ｒ３及びＲ４がそれぞれ独
立にＣ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニル基（Ｒ３及びＲ４が示すＣ１－４アルキ
ル基又はＣ２－４アルケニル基は、１個又は２個の水素原子がフェニル基で置換されてい
てもよい）であり、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ独立に、一般式（Ａ）のうち、ｒ及びｔが０
であり、ｑ＋ｓ＋ｕが１３～２３の整数、好ましくは１５～２１であり、ｃが１であり、
ｖが４～１２の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１８以上の整数である基、である脂質；一
般式（Ｉ）において、ａが３～５の整数であり、ｂが０であり、Ｘが一般式（Ｂ）におい
て、ｄが０であり、Ｒ３及びＲ４が互いに結合して１－ピロリジニル基、１－ピペリジニ
ル基、１－モルホリニル基、及び１－ピペラジニル基（これらの環中の１個又は２個の水
素原子がＣ１－４アルキル基又はＣ２－４アルケニル基に置換されていてもよい）を形成
しており、Ｒ１及びＲ２がそれぞれ独立に、一般式（Ａ）のうち、ｒ及びｔが０であり、
ｑ＋ｓ＋ｕが１３～２３の整数、好ましくは１５～２１であり、ｃが１であり、ｖが４～
１２の整数であり、ｑ＋ｓ＋ｕ＋ｖが１８以上の整数である基、である脂質；が好ましい
。これらの脂質のうち、Ｒ１及びＲ２が同一の基である脂質が、一般式（Ｉ）で表される
ｐＨ感受性カチオン性脂質としてより好ましく、Ｒ１及びＲ２が同一の基であり、かつａ
が４である脂質が特に好ましい。
【００３６】
　一般式（Ｉ）で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質のｐＫａは特に限定されないが、例
えば４．０～９．０程度、好ましくは４．５～８．５程度で選択することができ、この範
囲のｐＫａを与えるように各置換基の種類を選択することが好ましい。
【００３７】
　一般式（Ｉ）で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質は、例えば、本明細書の実施例に具
体的に示した方法により容易に製造することができる。この製造方法を参照し、原料化合
物、試薬、及び反応条件などを適宜選択することにより、当業者は一般式（Ｉ）の範囲に
包含される任意の脂質を容易に製造することができる。
【００３８】
［中性脂質］
　本発明の中性脂質は、炭素数２以上の親水性基から直鎖状の疎水性基が伸びている中性
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脂質である。本発明の中性脂質は、直鎖状の疎水性基が脂質膜を構成する他の脂質分子の
疎水性部位と相互作用することにより、脂質膜中に安定して存在する。親水性基から伸び
ている直鎖状の疎水性基は、１本であってもよく、２本以上であってもよい。親水性基か
ら伸びている直鎖状の疎水性基が２本以上の場合、全て同一の直鎖状疎水性基であっても
よく、異なる直鎖状疎水性基であってもよい。
【００３９】
　脂質ナノ粒子を構成する他の脂質分子との相互作用の点から、当該直鎖状疎水性基とし
ては、直鎖状の炭化水素基であることが好ましい。当該直鎖状の炭化水素基は、飽和炭化
水素基であってもよく、不飽和炭化水素基であってもよい。不飽和炭化水素基の場合、１
個又は２個の不飽和結合を有する直鎖状炭化水素基であることが好ましい。
【００４０】
　本発明の中性脂質としては、一般式（Ｉ）で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質中のＲ
１及びＲ２との相互作用の点から、親水性基から延びる直鎖状の炭化水素基は、炭素数１
２～２０の飽和又は不飽和の直鎖状炭化水素基であることがより好ましく、炭素数１４～
２０の飽和又は不飽和の直鎖状炭化水素基であることがさらに好ましく、炭素数１６～２
０の飽和又は不飽和の直鎖状炭化水素基であることがよりさらに好ましい。なお、当該炭
化水素基は、１個以上の炭素－炭素単結合間に、エステル結合（-COO-）、アミド結合（-
CONH-）、エーテル結合（-O-）、カルボニル結合（-CO-）、及びカーボネート結合（-OCO
O-）からなる群より選択される１以上の結合が挿入されていてもよい。
【００４１】
　本発明の中性脂質が備える炭素数２以上の親水性基としては、基全体として電荷が中性
であり、かつ親水性の高い基であれば特に限定されるものではない。例えば、リン酸基の
ような負に帯電している基と、アンモニウム基や４級アンモニウム基のような正に帯電し
ている基とが適当な連結基で連結された基や、ポリエチレングリコール基、グリコシル基
等が挙げられる。
【００４２】
　本発明の中性脂質としては、グリセロ脂質又はスフィンゴ脂質が好ましい。グリセロ脂
質としては、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファリジルコリン、カルジオリピン
、プラスマロゲン等の中性のグリセロリン脂質；スルホキシリボシルグリセリド、ジグリ
コシルジグリセリド、ジガラクトシルジグリセリド、ガラクトシルジグリセリド、グリコ
シルジグリセリド等のグリセロ糖質が挙げられる。スフィンゴ脂質としては、スフィンゴ
ミエリン、セラミドホスホリルグリセロール、セラミドホスホリルエタノールアミン等の
中性のスフィンゴリン脂質；ガラクトシルセレブロシド、ラクトシルセレブロシド、ガン
グリオシド等のスフィンゴ糖質が挙げられる。これらのグリセロ脂質又はスフィンゴ脂質
における脂肪酸残基（本発明の中性脂質の親水性基から伸びる直鎖状の疎水性基に相当）
は特に限定されないが、例えば、炭素数１２～２４の飽和又は不飽和の脂肪酸残基を挙げ
ることができ、炭素数１４～２０の飽和又は不飽和の脂肪酸残基が好ましい。具体的には
、ラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、パルミトレイン酸、ステアリン酸、オレイ
ン酸、リノール酸、リノレン酸、アラキジン酸、アラキドン酸、ベヘン酸、リグノセリン
酸などの脂肪酸由来のアシル基を挙げることができる。これらのグリセロ脂質又はスフィ
ンゴ脂質が２以上の脂肪酸残基を有する場合、全ての脂肪酸残基が同一の基であってもよ
く、互いに異なる基であってもよい。
【００４３】
　本発明に係る脂質ナノ粒子を構成する本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質は、１種類の
みであってもよく、２種類以上であってもよい。本発明に係る脂質ナノ粒子を構成する本
発明のｐＨ感受性カチオン性脂質が２種類以上である場合、本発明のｐＨ感受性カチオン
性脂質の量は、脂質ナノ粒子を構成する脂質分子のうち、本発明のｐＨ感受性カチオン性
脂質に相当する脂質分子の合計量を意味する。同様に、本発明に係る脂質ナノ粒子を構成
する本発明の中性脂質は、１種類のみであってもよく、２種類以上であってもよい。本発
明に係る脂質ナノ粒子を構成する本発明の中性脂質が２種類以上である場合、本発明の中
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性脂質の量は、脂質ナノ粒子を構成する脂質分子のうち、本発明の中性脂質に相当する脂
質分子の合計量を意味する。
【００４４】
　脂質ナノ粒子を構成する脂質分子に占める本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質の割合が
多いほど、標的細胞への脂質ナノ粒子の取り込み効率が高くなる。このため、本発明に係
る脂質ナノ粒子においては、脂質ナノ粒子を構成する全脂質量に対する本発明のｐＨ感受
性カチオン性脂質の量の割合（［本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質の量（ｍｏｌ）］／
（［脂質ナノ粒子を構成する全脂質の量（ｍｏｌ）］）×１００％）は、２０モル％以上
であることが好ましい。一方で、脂質ナノ粒子を構成する脂質分子に占めるｐＨ感受性カ
チオン性脂質の割合が多すぎると、粒子径を十分に小さくすることが困難な場合がある。
標的細胞への脂質ナノ粒子の取り込み効率が十分であり、かつ粒子径が十分に小さい脂質
ナノ粒子が得られることから、本発明に係る脂質ナノ粒子における脂質ナノ粒子を構成す
る全脂質量に対する本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質の量の割合は、３０モル％以上で
あることがより好ましく、３０～７０モル％がさらに好ましく、３０～５０モル％がより
さらに好ましい。
【００４５】
　脂質ナノ粒子を構成する脂質分子に占める本発明の中性脂質の割合が多いほど、粒子表
面の脂質膜の安定性が高くなり、粒子径を小さくした場合でも十分な送達効率が達成でき
る。このため、本発明に係る脂質ナノ粒子においては、脂質ナノ粒子を構成する全脂質量
に対する本発明の中性脂質の量の割合（［本発明の中性脂質の量（ｍｏｌ）］／（［脂質
ナノ粒子を構成する全脂質の量（ｍｏｌ）］）×１００％）は、１モル％以上が好ましく
、３モル％以上がより好ましく、２５モル％以上がさらに好ましく、３０～７０モル％が
よりさらに好ましく、５０～７０モル％が特に好ましい。
【００４６】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、その構成脂質が、本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質と
本発明の中性脂質のみからなる粒子であってもよく、その他の脂質分子を含む粒子であっ
てもよい。本発明に係る脂質ナノ粒子がその他の脂質分子を含む場合には、脂質ナノ粒子
を構成する全脂質量に対する本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質と本発明の中性脂質の合
計量の割合は、５０モル％以上であればよく、６０モル％以上が好ましく、７０モル％以
上がより好ましく、８０モル％以上がさらに好ましく、９０モル％以上がよりさらに好ま
しい。
【００４７】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の構成脂質のうち、本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質と本
発明の中性脂質以外の脂質としては、一般的にリポソームを形成する際に使用される脂質
を用いることができる。このような脂質としては、例えば、正又は負に帯電したリン脂質
、ステロール、又は飽和若しくは不飽和の脂肪酸等が挙げられる。これらは１種又は２種
以上を組み合わせて用いることができる。
【００４８】
　正又は負に帯電したリン脂質としては、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシ
トール、ホスファチジルグリセロール、セラミドホスホリルグリセロールホスファート、
ホスファチジン酸などを挙げることができる。ステロールとしては、例えば、コレステロ
ール、コレステロールコハク酸、ラノステロール、ジヒドロラノステロール、デスモステ
ロール、ジヒドロコレステロール等の動物由来のステロール；スチグマステロール、シト
ステロール、カンペステロール、ブラシカステロール等の植物由来のステロール（フィト
ステロール）；チモステロール、エルゴステロール等の微生物由来のステロールなどが挙
げられる。
【００４９】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の大きさは、標的細胞が生体内の比較的深奥部に存在する場
合でも高い送達効率が得られやすいことから、平均粒子径が５０ｎｍ以下であることが好
ましく、４０ｎｍ以下であることがより好ましく、３０ｎｍ以下であることがさらに好ま
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しく、１０～３０ｎｍであることがよりさらに好ましい。なお、脂質ナノ粒子の平均粒子
径とは、動的光散乱法（Dynamic light scattering：ＤＬＳ）により測定された個数平均
粒子径を意味する。動的光散乱法による測定は、市販のＤＬＳ装置等を用いて常法により
行うことができる。
【００５０】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の多分散度指数（ＰＤＩ）は０．０５～０．１程度、好まし
くは０．０６～０．０８程度、さらに好ましくは約０．０７程度である。ゼータ電位は５
．５ ｍＶ～６．０ ｍＶの範囲、好ましくは５．８ ｍＶ程度とすることができる。
【００５１】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の形態は特に限定されないが、例えば、水系溶媒に分散した
形態として一枚膜リポソーム、多重層リポソーム、球状ミセル、又は不定型の層状構造物
などを挙げることができる。本発明に係る脂質ナノ粒子としては、一枚膜リポソーム、多
重層リポソームであることが好ましい。
【００５２】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質と本発明の中性脂質
とを主たる構成脂質とすることにより、粒子表面の脂質膜の安定性が高く、脂質分子が脱
離し難い。本発明に係る脂質ナノ粒子が安定性に優れている理由は明らかではないが、以
下の理由が推察される。本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質は、２本の直鎖状の炭化水素
基（一般式（Ｉ）中のＲ１及びＲ２）を備えており、当該ｐＨ感受性カチオン性脂質同士
の相互作用はこの炭化水素基同士の疎水結合による。本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質
は、この直鎖状の炭化水素基が炭素数２０以上と比較的長鎖であり、より短鎖の炭化水素
基よりも疎水性が向上されている。この疎水性の向上により、ｐＨ感受性カチオン性脂質
同士の脂質分子間相互作用が強化される結果、脂質ナノ粒子からの脂質分子の脱離が抑制
される。一方で、本発明の中性脂質は、炭素数２以上の嵩高い親水性基を備えており、こ
のため、脂質ナノ粒子の粒子表面の脂質膜の安定性が高い。すなわち、本発明に係る脂質
ナノ粒子は、本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質と本発明の中性脂質を用いて構成される
ことにより、粒子表面の脂質膜における脂質分子間相互作用が強化され、かつ脂質分子密
度が小さい状態でも脂質膜を安定化できる。このため、本発明に係る脂質ナノ粒子は、粒
子径を５０ｎｍ以下にまで小さくした場合でも脂質分子の脱離を抑制でき、生体内に投与
された場合に標的の細胞により効率的に到達できる。
【００５３】
　本発明に係る脂質ナノ粒子には、必要に応じて適宜の表面修飾などを行うことができる
。
　例えば、本発明に係る脂質ナノ粒子の核内移行を促進するために、例えば、脂質ナノ粒
子を３糖以上のオリゴ糖化合物で表面修飾することもできる。３糖以上のオリゴ糖化合物
の種類は特に限定されないが、例えば、３～１０個程度の糖ユニットが結合したオリゴ糖
化合物を用いることができ、好ましくは３～６個程度の糖ユニットが結合したオリゴ糖化
合物を用いることができる。
【００５４】
　オリゴ糖化合物としてより具体的には、例えば、セロトリオース（Cellotriose：β-D-
グルコピラノシル-(1→4)-β-D-グルコピラノシル-(1→4)-D-グルコース）、カコトリオ
ース（Chacotriose：α-L-ラムノピラノシル-(1→2)-[α-L-ラムノピラノシル-(1→4)]-D
-グルコース）、ゲンチアノース（Gentianose：β-D-フルクトフラノシル β-D-グルコピ
ラノシル-(1→6)-α-D-グルコピラノシド）、イソマルトトリオース（Isomaltotriose：
α-D-グルコピラノシル-(1→6)-α-D-グルコピラノシル-(1→6)-D-グルコース）、イソパ
ノース（Isopanose：α-D-グルコピラノシル-(1→4)-[α-D-グルコピラノシル-(1→6)]-D
-グルコース）、マルトトリオース（Maltotriose：α-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-
グルコピラノシル-(1→4)-D-グルコース）、マンニノトリオース（Manninotriose：α-D-
ガラクトピラノシル-(1→6)-α-D-ガラクトピラノシル-(1→6)-D-グルコース）、メレジ
トース（Melezitose：α-D-グルコピラノシル-(1→3)-β-D-フルクトフラノシル=α-D-グ
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ルコピラノシド）、パノース （Panose：α-D-グルコピラノシル-(1→6)-α-D-グルコピ
ラノシル-(1→4)-D-グルコース）、プランテオース（Planteose: α-D-ガラクトピラノシ
ル-(1→6)-β-D-フルクトフラノシル=α-D-グルコピラノシド）、ラフィノース（Raffino
se：β-D-フルクトフラノシル=α-D-ガラクトピラノシル-(1→6)-α-D-グルコピラノシド
）、ソラトリオース（Solatriose：α-L-ラムノピラノシル-(1→2)-[β-D-グルコピラノ
シル-(1→3)]-D-ガラクトース）、ウンベリフェロース（Umbelliferose：β-D-フルクト
フラノシル=α-D-ガラクトピラノシル-(1→2)-α-D-ガラクトピラノシド）などの３糖化
合物；リコテトラオース（Lycoテトラose：β-D-グルコピラノシル-(1→2)-[β-D-キシロ
ピラノシル-(1→3)]-β-D-グルコピラノシル-(1→4)-β-D-ガラクトース）、マルトテト
ラオース（Maltoテトラose：α-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-グルコピラノシル-(1
→4)-α-D-グルコピラノシル-(1→4)-D-グルコース）、スタキオース（Stachyose：β-D-
フルクトフラノシル=α-D-ガラクトピラノシル-(1→6)-α-D-ガラクトピラノシル-(1→6)
 -α-D-グルコピラノシド）などの４糖化合物；マルトペンタオース（Maltopentaose：α
-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-グルコピラノシル-(1
→4)-α-D-グルコピラノシル-(1→4)-D-グルコース）、ベルバスコース（Verbascose：β
-D-フルクトフラノシル=α-D-ガラクトピラノシル-(1→6)-α-D-ガラクトピラノシル-(1
→6)-α-D-ガラクトピラノシル-(1→6)-α-D-グルコピラノシド）などの５糖化合物；マ
ルトヘキサオース（Maltohexaose: α-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-グルコピラノシ
ル-(1→4)-α-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-グルコピラノシル-(1→4)-α-D-グルコ
ピラノシル-(1→4)-D-グルコース）などの６糖化合物を挙げることができるが、これらに
限定されることはない。
【００５５】
　好ましくはグルコースの３量体ないし６量体であるオリゴ糖化合物を用いることができ
、さらに好ましくはグルコースの３量体又は４量体であるオリゴ糖化合物を用いることが
できる。より具体的には、イソマルトトリオース、イソパノース、マルトトリオース、マ
ルトテトラオース、マルトペンタオース、又はマルトヘキサオースなどを好適に用いるこ
とができ、これらのうち、グルコースがα1-4結合したマルトトリオース、マルトテトラ
オース、マルトペンタオース、又はマルトヘキサオースがさらに好ましい。特に好ましい
のはマルトトリオース又はマルトテトラオースであり、最も好ましいのはマルトトリオー
スである。オリゴ糖化合物による脂質ナノ粒子の表面修飾量は特に限定されないが、例え
ば、総脂質量に対して１～３０モル％程度、好ましくは２～２０モル％程度、より好まし
くは５～１０モル％程度である。
【００５６】
　オリゴ糖化合物で脂質ナノ粒子を表面修飾する方法は特に限定されないが、例えば、脂
質ナノ粒子をガラクトースやマンノースなどの単糖で表面を修飾したリポソーム（国際公
開第２００７／１０２４８１号）が知られているので、この刊行物に記載された表面修飾
方法を採用することができる。上記刊行物の開示の全てを参照により本明細書の開示とし
て含める。この手段はポリアルキレングリコール化脂質に単糖化合物を結合して脂質ナノ
粒子の表面修飾を行なう方法であり、この手段により脂質ナノ粒子の表面をポリアルキレ
ングリコールにより同時に修飾することができるので好ましい。
【００５７】
　脂質ナノ粒子の表面をポリアルキレングリコールなどの親水性ポリマーで修飾すること
によりリポソームの血中滞留性などの安定性を高めることができる場合がある。この手段
については、例えば、特開平１－２４９７１７号公報、特開平２－１４９５１２号公報、
特開平４－３４６９１８号公報、特開２００４－１０４８１号公報などに記載されている
。親水性ポリマーとしてはポリアルキレングリコールが好ましい。ポリアルキレングリコ
ールとしては、例えば、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリテト
ラメチレングリコール、ポリヘキサメチレングリコールなどを用いることができる。ポリ
アルキレングリコールの分子量は、例えば３００～１０，０００程度、好ましくは５００
～１０，０００程度、さらに好ましくは１，０００～５，０００程度である。
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【００５８】
　ポリアルキレングリコールによる脂質ナノ粒子の表面修飾は、例えばポリアルキレング
リコール修飾脂質を脂質膜構成脂質として用いて脂質ナノ粒子を構築することにより容易
に行なうことができる。例えば、ポリエチレングリコールによる修飾を行う場合には、ス
テアリル化ポリエチレングリコール（例えばステアリン酸PEG45(STR-PEG45)など）を用い
ることができる。その他、N-[カルボニル－メトキシポリエチレングリコール-2000]-1,2-
ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスフォエタノールアミン、n-[カルボニル-メトキシポ
リエチレングリコール-5000]-1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスフォエタノールア
ミン、N-[カルボニル-メトキシポリエチレングリコール-750]-1,2-ジステアロイル-sn-グ
リセロ-3-ホスフォエタノールアミン、N-[カルボニル-メトキシポリエチレングリコール-
2000]-1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスフォエタノールアミン、N-[カルボニル-
メトキシポリエチレングリコール-5000]-1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスフォエ
タノールアミンなどのポリエチレングリコール誘導体などを用いることもできるが、ポリ
アルキレングリコール化脂質はこれらに限定されることはない。
【００５９】
　また、ポリアルキレングリコールにオリゴ糖化合物を結合させることにより、ポリアル
キレングリコール及びオリゴ糖化合物による表面修飾を同時に達成することができる。も
っとも、脂質ナノ粒子をポリアルキレングリコールやオリゴ糖化合物で表面修飾する方法
は上記の方法に限定されることはなく、例えば、ステアリル化されたポリアルキレングリ
コールやオリゴ糖化合物など脂質化された化合物を脂質ナノ粒子の構成脂質として使用す
ることにより、表面修飾を行なうことができる場合もある。
【００６０】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の製造にあたり、血中滞留性を高めるための脂質誘導体とし
て、例えば、グリコフォリン、ガングリオシドＧＭ１、ホスファチジルイノシトール、ガ
ングリオシドＧＭ３、グルクロン酸誘導体、グルタミン酸誘導体、ポリグリセリンリン脂
質誘導体などを利用することもできる。また、血中滞留性を高めるための親水性ポリマー
として、ポリアルキレングリコールのほかにデキストラン、プルラン、フィコール、ポリ
ビニルアルコール、スチレン－無水マレイン酸交互共重合体、ジビニルエーテル－無水マ
レイン酸交互共重合体、アミロース、アミロペクチン、キトサン、マンナン、シクロデキ
ストリン、ペクチン、カラギーナンなどを表面修飾に用いることもできる。
【００６１】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、ステロール、又はグリセリン若しくはその脂肪酸エステ
ルなどの膜安定化剤、トコフェロール、没食子酸プロピル、パルミチン酸アスコルビル、
又はブチル化ヒドロキシトルエンなどの抗酸化剤、荷電物質、及び膜ポリペプチドなどか
らなる群から選ばれる１種又は２種以上の物質を含んでいてもよい。正荷電を付与する荷
電物質としては、例えば、ステアリルアミン、オレイルアミンなどの飽和若しくは不飽和
脂肪族アミン；ジオレオイルトリメチルアンモニウムプロパンなどの飽和若しくは不飽和
カチオン性合成脂質；又は、カチオン性ポリマーなどを挙げることができ、負電荷を付与
する荷電物質としては、例えば、ジセチルホスフェート、コレステリルヘミスクシネート
、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸などを挙げる
ことができる。膜ポリペプチドとしては、例えば、膜表在性ポリペプチド、又は膜内在性
ポリペプチドなどが挙げられる。これらの物質の配合量は特に限定されず、目的に応じて
適宜選択することができる。
【００６２】
　また、本発明に係る脂質ナノ粒子には、例えば、温度変化感受性機能、膜透過機能、遺
伝子発現機能、及びpH感受性機能などのいずれか１つ又は２つ以上の機能を付与すること
ができる。これらの機能を適宜付加することにより、例えば遺伝子を含む核酸などを内包
する脂質ナノ粒子の血液中での滞留性を向上させ、肝臓や脾臓などの細網内皮系組織によ
る捕捉率を低下させるとともに、標的細胞におけるエンドサイトーシスの後にエンドソー
ムから効率的に脂質ナノ粒子を脱出させて核内に移行させることができ、核内において高
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い遺伝子発現活性を達成することが可能になる。
【００６３】
　また、本発明に係る脂質ナノ粒子は、細胞表面の受容体や抗原に対して特異的に結合可
能な抗体などの物質で修飾を施すこともでき、細胞の核内への物質送達効率を改善するこ
とができる。例えば標的組織又は臓器に特異的に発現する生体成分に対するモノクローナ
ル抗体を脂質ナノ粒子の表面に配置することが好ましい。この手法は、例えば、STEALTH 
LIPOSOME（第233-244頁、CRC Press, Inc.発行，Danilo Lasic及びFrank Martin編）など
に記載されている。脂質ナノ粒子の構成成分として、モノクローナル抗体やそのフラグメ
ント（例えば、Fabフラグメント、F(ab')2フラグメント、又はFab’フラグメントなど）
中のメルカプト基と反応し得る脂質誘導体、例えばポリ（エチレングリコール）-α-ジス
テアロイルホスファチジルエタノールアミン-ω-マレインイミド、α-［N-(1,2-ジステア
ロイル-sn-グリセロ-3-ホスフォリル-エチル）カルバミル)-ω-[３-[2-（2,5-ジヒドロ-2
,5-ジオキソ-1H-ピロール-1-イル）エタンカルボキサミド］プロピル｝-ポリ（オキシ-1,
2-エタンジル）などのマレインイミド構造を有する脂質誘導体を含有させることにより、
モノクローナル抗体を脂脂質ナノ粒子の膜の表面に結合させることができる。
【００６４】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の表面を、連続した複数個のアルギニン残基を含むポリペプ
チド（以下、「ポリアルギニン」と呼ぶ。）で修飾してもよい。ポリアルギニンとしては
、好ましくは４～２０個の連続したアルギニン残基を含むポリペプチド、さらに好ましく
は４～２０個の連続したアルギニン残基のみからなるポリペプチド、特に好ましくはオク
タアルギニンなどを用いることができる。リポソームなどの脂質ナノ粒子の表面をオクタ
アルギニンなどのポリアルギニンで修飾することにより、リポソームに封入された目的物
質の細胞内送達効率を向上させることができる（Journal of Controlled Release, 98, p
p.317-323, 2004；国際公開第２００５／３２５９３号）。ポリアルギニンによる脂質ナ
ノ粒子表面の修飾は、上記の刊行物に記載された方法に従って、例えば脂質修飾ポリアル
ギニン、例えばステアリル化オクタアルギニンなどを脂質ナノ粒子の構成脂質として使用
することにより容易に行うことができる。上記刊行物の開示及びこの刊行物において引用
された全ての文献の開示を参照により本明細書の開示として含める。
【００６５】
　本発明に係る脂質ナノ粒子の製造方法は特に限定されず、当業者に利用可能な任意の方
法を採用することができる。一例を挙げれば、全ての脂質成分をクロロホルムなどの有機
溶媒に溶解し、エバポレータによる減圧乾固や噴霧乾燥機による噴霧乾燥を行うことによ
って脂質膜を形成した後、水系溶媒を乾燥した上記の混合物に添加し、さらにホモジナイ
ザーなどの乳化機、超音波乳化機、又は高圧噴射乳化機などにより乳化することで製造す
ることができる。また、リポソームを製造する方法としてよく知られている方法、例えば
逆相蒸発法などによっても製造することができる。脂質ナノ粒子の大きさを制御したい場
合には、孔径のそろったメンブランフィルターなどを用いて、高圧下でイクストルージョ
ン（押し出し濾過）を行えばよい。
【００６６】
　水系溶媒（分散媒）の組成は特に限定されないが、例えば、リン酸緩衝液、クエン酸緩
衝液、リン酸緩衝生理食塩液などの緩衝液、生理食塩水、細胞培養用の培地などを挙げる
ことができる。これら水系溶媒（分散媒）は脂質ナノ粒子を安定に分散させることができ
るが、さらに、グルコース、ガラクトース、マンノース、フルクトース、イノシトール、
リボース、キシロース糖の単糖類、乳糖、ショ糖、セロビオース、トレハロース、マルト
ースなどの二糖類、ラフィノース、メレジノースなどの三糖類、シクロデキストリンなど
の多糖類、エリスリトール、キシリトール、ソルビトール、マンニトール、マルチトール
などの糖アルコールなどの糖（水溶液）や、グリセリン、ジグリセリン、ポリグリセリン
、プロピレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール、ジエチレン
グリコール、トリエチレングリコール、ポリエチレングリコール、エチレングリコールモ
ノアルキルエーテル、ジエチレングリコールモノアルキルエーテル、1,3-ブチレングリコ
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ールなどの多価アルコール（水溶液）などを加えてもよい。この水系溶媒に分散した脂質
ナノ粒子を安定に長期間保存するには、凝集抑制などの物理的安定性の面から水系溶媒中
の電解質を極力排除することが望ましい。また、脂質の化学的安定性の面からは水系溶媒
のｐＨを弱酸性から中性付近（ｐＨ３．０～８．０程度）に設定し、及び／又は窒素バブ
リングなどにより溶存酸素を除去することが望ましい。
【００６７】
　得られた脂質ナノ粒子の水性分散物を凍結乾燥又は噴霧乾燥する場合には、例えば、グ
ルコース、ガラクトース、マンノース、フルクトース、イノシトール、リボース、キシロ
ース糖の単糖類、乳糖、ショ糖、セロビオース、トレハロース、マルトースなどの二糖類
、ラフィノース、メレジノースなどの三糖類、シクロデキストリンなどの多糖類、エリス
リトール、キシリトール、ソルビトール、マンニトール、マルチトールなどの糖アルコー
ルなどの糖（水溶液）を用いると安定性を改善できる場合がある。また、上記水性分散物
を凍結する場合には、例えば、前記の糖類やグリセリン、ジグリセリン、ポリグリセリン
、プロピレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール、ジエチレン
グリコール、トリエチレングリコール、ポリエチレングリコール、エチレングリコールモ
ノアルキルエーテル、ジエチレングリコールモノアルキルエーテル、1,3-ブチレングリコ
ールなどの多価アルコール（水溶液）を用いると安定性を改善できる場合がある。
【００６８】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、構成脂質に本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質を含むた
めに、細胞への取り込み効率が高く、また、本発明のｐＨ感受性カチオン性脂質を本発明
の中性脂質と共に脂質膜を形成させるため、粒子径を小さくした場合でも粒子表面の脂質
膜の安定性が高い。このため、本発明に係る脂質ナノ粒子は、脂質膜の内部に内包した成
分を、標的の細胞内へ効率よく送達させることができる。このため、本発明に係る脂質ナ
ノ粒子は、目的の成分を標的の細胞へ送達させるキャリアとして有用である。
【００６９】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、脂質膜で覆われた粒子内部に、標的の細胞内に送達する
目的の成分を内包していることが好ましい。本発明に係る脂質ナノ粒子が粒子内部に内包
する成分としては、内包可能な大きさであれば特に限定されるものではなく、本発明に係
る脂質ナノ粒子には、核酸、糖類、ペプチド類、低分子化合物、金属化合物など任意の物
質を封入することができる。本発明に係る脂質ナノ粒子に内包させる成分としては、低分
子化合物、低分子核酸、及びペプチドからなる群より選択される１種以上であることが好
ましい。低分子核酸としては、例えば、ｓｉＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ、核酸アプタマー
、デコイ核酸、リボザイム、ＣｐＧオリゴ核酸等が挙げられる。
【００７０】
　ｓｉＲＮＡは２１～２３塩基対からなる低分子二本鎖ＲＮＡであり、ＲＮＡ干渉（ＲＮ
Ａｉ）に関与し、ｍＲＮＡの破壊によって配列特異的に遺伝子の発現を抑制する。合成の
ｓｉＲＮＡがヒトの細胞においてＲＮＡ干渉を引き起こすことが報告されており、ｓｉＲ
ＮＡを用いたＲＮＡ干渉により遺伝子をノックダウンすることができることから、医薬と
しての利用やがんなどの治療分野において応用が期待されている。本発明に係る脂質ナノ
粒子に内包されるｓｉＲＮＡの種類は特に限定されず、ＲＮＡ干渉を引き起こすことがで
きるものであればいかなるものを使用してもよいが、一般的には、２１～２３塩基対の二
本鎖ＲＮＡであって、ＲＮＡ鎖の３’部分が２塩基分突出した構造をとり、それぞれの鎖
は５’末端にリン酸基と３’末端にヒドロキシル基を有する構造のＲＮＡを本発明におけ
るｓｉＲＮＡとして使用することができる。また、リボース骨格の２’位のヒドロキシル
基がメトキシ基、フルオロ基、又はメトキシエチル基に、ホスホジエステル結合がホスホ
ロチオエート結合に一部置換されたｓｉＲＮＡも含まれる。
【００７１】
　本発明に係る脂質ナノ粒子は、標的細胞へ薬効成分を送達するキャリアとして特に有用
である。本発明に係る脂質ナノ粒子が内包する薬効成分としては、特に限定されるもので
はなく、抗がん剤、抗炎症剤、抗菌剤、抗ウイルス剤などの任意の医薬の有効成分を使用
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できる。本発明に係る脂質ナノ粒子は、間質バリアを超えて腫瘍組織の深奥部のがん細胞
にも効率よく到達させられることから、がん治療に使用される薬効成分を内包しているキ
ャリアであることが好ましい。また、本発明に係る脂質ナノ粒子は、がん組織内のみなら
ず他の正常組織における高浸透性の実現も期待できる。具体的には、皮下組織や肺組織に
おける優れた浸透性が期待され、比較的侵襲性の低い皮下投与型又は経肺投与（吸入）型
核酸送達製剤としても有用である。
【００７２】
　なお、特許文献１には、ＹＳＫ１２を含む脂質化合物の合成方法、該脂質化合物を用い
た脂質膜構造体の調製方法、及び得られた脂質膜構造体についてＴＨＰ－１細胞(ヒト単
球株)に対する遺伝子発現抑制作用及びＪｕｒｋａｔ細胞(ヒトＴ細胞株)に対する遺伝子
発現抑制作用が具体的に示されている。特許文献１の開示の全てを参照により本明細書の
開示に含める。
【実施例】
【００７３】
　次に実施例を示して本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定さ
れるものではない。
【００７４】
＜一般式（Ｉ）で表されるｐＨ感受性カチオン性脂質の合成＞
　以下に、出発としてリノール酸(Compound A)を用いて、一般式（Ａ）中のｃが０である
脂質を合成する場合の反応式を示す。リノール酸を水素化リチウムアルミニウムで還元後
(Compound B)、水酸基をメシル化することで活性化し(Compound C)、臭化マグネシウムを
作用させることで臭素化する(Compound D)。δ-Valerolactoneを基質としてグリニャール
反応を行うことで２本のリノール酸由来疎水性足場を連結する(Compound E)。第３級アミ
ノ基を炭化水素鎖に直接結合させる場合には、第１級水酸基をトシル化によって活性化し
(Compound F)、求核置換反応によりアミノ基を導入する。
【００７５】
【化７】

【００７６】
　一方、エステル結合を介して第３級アミノ基を結合させる場合には、第１級水酸基に対
してアミノ酸を脱水縮合することで連結する。一般式（Ａ）中のｃが１であり、Ｒ１及び
Ｒ２中にエステル結合を含む脂質の合成には、直鎖アルカン（炭素数６～１０）の両末端
炭素原子に結合する水素原子が臭素原子と水酸基に１つずつ置換した物質(Compound G)を
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し(Compound H)、上述と同様にグリニャール反応により２分子を連結させる(Compound I)
。上述と同様に、第１級水酸基部分に直接又はエステル結合を介して第３級アミノ基を導
入後(Compound J, M)、シリルエーテルを脱保護し（Compound K,N）、脱水縮合によって
任意の直鎖脂肪酸を連結する。
【００７７】
【化８】

【００７８】
＜カチオン性脂質＞
　以降の実施例においては、下記の５種のカチオン性脂質（ＣＬ１５Ａ６、ＣＬ１５Ｈ６
、ＣＬ１５Ｃ６、ＣＬ１２Ｈ６、ＣＬ４Ｈ６）と、４種の公知のカチオン性脂質（ＹＳＫ
０５（特開２０１３－２４５１９０号公報）、ジオレオイルトリメチルアンモニウムプロ
パン（ＤＯＴＡＰ）、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）、及び
ジメチルアミノエタンカルバモイルコレステロール（ＤＣ－ｃｈｏｌ）を使用した。
【００７９】
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【化９】

【００８０】
【化１０】

【００８１】
［合成例１］ＣＬ１５Ａ６の合成
　前記の合成反応１において、リノール酸をCompound AとしてCompound Eを合成し、Comp
ound Eに、1-メチル-4-カルボン酸とを脱水縮合反応させてＣＬ１５Ａ６を合成した。
　具体的には、特許文献１におけるＹＳＫ１２の合成と同様にして、リノール酸から4-[(
9z, 12z)-オクタデカジエニル]-(13z, 16z)-トリコサジエン-1,4-ジオール（Compound E
）を合成した。続いて、Compound E 842 mg（1.40 mmol）を10 mLの1,2-ジクロロエタン
に溶解した。この溶液に、1-メチル-4-カルボン酸 200 mg（1.40 mmol）、1-エチル-3-(3
-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩 383 mg（2.00 mmol）及びN,N-ジメチル
-4-アミノピリジン 17.1 mg（0.14 mmol）を加え、得られた混合液を室温で一晩撹拌した
。次いで、この混合液を50 mLの酢酸エチルで希釈した後、1 N水酸化ナトリウム水溶液及
び飽和食塩水で分液洗浄した。続いて、洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱
水した。これを濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物
を得た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノ
ール（連続勾配）｝に供することにより精製して(14z, 17z)-5-ヒドロキシ-5-[(9z, 12z)
-オクタデカ-9, 12-ジエン-1-イル]トリコサ-14, 17-ジエン-1-イル 1-メチルピペラジン
-4-カルボキシレート（CL15A6） 877 mg（1.21 mmol）を無色オイルとして得た。収率は8
6%であった。
【００８２】



(19) JP 2019-151589 A 2019.9.12

10

20

30

40

50

［合成例２］ＣＬ４Ｈ６の合成
【００８３】
【化１１】

【００８４】
 (1) ((6-ブロモヘキシル)オキシ)(tert-ブチル)ジメチルシラン
　6-ブロモヘキサン-1-オール 20.0 g（110.5 mmol）を150 mLの1,2-ジクロロエタンに溶
解し、4℃に冷却した。tert-ブチルジメチルクロロシラン（TBSCl） 18.0 g（120 mmol）
を加えたのち、トリエチルアミン（TEA） 19.5 mL（140 mmol）を滴下し、室温で一晩撹
拌した。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、ヘキサン300 mLを加えて懸濁
させ、セライト濾過によって不溶物を除去することで粗生成物を得た。粗生成物をシリカ
ゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ヘキサン：酢酸エチル（連続勾配）｝に供すること
により精製して、((6-ブロモヘキシル)オキシ)(tert-ブチル)ジメチルシラン 26.0 g（88
.0 mmol）を無色オイルとして得た。収率は80%であった。
【００８５】
1H NMR；400 MHz δ=0.05 (s, 6H), 0.89 (s, 9H), 1.31-1.54 (m, 6H), 1.86 (m, 2H), 
3.40 (t, 2H), 3.96 (t, 2H).
【００８６】
 (2) 11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オ
キシ)ヘキシル)ウンデカン-1,5-ジオール
　4 mLのジエチルエーテルに((6-ブロモヘキシル)オキシ)(tert-ブチル)ジメチルシラン1
.2 g（4.06 mmol）を溶解し、削り屑状マグネシウム2.43 g（100 mmol）を加え、続いて
ヨウ素1欠片加えた。室温で10分静置した後、オイルバスで40℃に加熱しながら撹拌し、2
1 mLのジエチルエーテルに溶解した((6-ブロモヘキシル)オキシ)(tert-ブチル)ジメチル
シラン 24.8 g（83.94 mmol）を滴下した。40℃で2時間反応させた後、4℃に冷却した。
続いて、δ-バレロラクトン3.67 mL（39.6 mmol）を添加し、室温で一晩反応させた。次
に、4℃に冷却し、5%硫酸を滴下することで残留したマグネシウムを溶解させた。この反
応液をジエチルエーテルで希釈した後、水及び飽和食塩水で分液洗浄した。続いて、洗浄
後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水した。これを濾過した後、ロータリーエバ
ポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラ
フィー｛溶離溶媒；ヘキサン：酢酸エチル（連続勾配）｝に供することにより精製して11
-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)ヘ
キシル)ウンデカン-1,5-ジオール 14.0 g（26.3 mmol）を無色オイルとして得た。δ-バ
レロラクトンからの収率は66%であった。
【００８７】
1H NMR；400 MHz δ=0.05 (s, 12H), 0.89 (s, 18H), 1.25-1.56 (m, 26H), 3.59 (t, 4H
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), 3.65 (t, 2H).
【００８８】
 (3) 11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オ
キシ)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 4-メチルベンゼンスルホネート
　11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ
)ヘキシル)ウンデカン-1,5-ジオール 14.0 g（26.3 mmol）を50 mLのジクロロメタンに溶
解し、DMAP（N,N-ジメチル-4-アミノピリジン） 321 mg（2.63 mmol）とジイソプロピル
エチルアミン（DIPEA）5.50 mL（39.5mmol）を加え、4℃に冷却した。続いて、p-トルエ
ンスルホニルクロリド（pTsCl）6.02g（31.6 mmol）を徐々に加えていった後、室温で一
晩反応させた。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、酢酸エチルで懸濁し、
水及び飽和食塩水で分液洗浄した。続いて、洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加え
て脱水した。これを濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生
成物を得た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ヘキサン：酢酸エチ
ル（連続勾配）｝に供することにより精製して11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)
-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 4-メチ
ルベンゼンスルホネート 12.4 g（28.0 mmol）を無色オイルとして得た。収率は69%であ
った。
【００８９】
 (4) 11-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブチル)-2,2,3,3,19,19,20,20-オクタメチル-4,18-
ジオキサ-3,19-ジシラヘニコサン-11-オール
　11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ
)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 4-メチルベンゼンスルホネート 12.4 g（18.0 mmol
）に30 mLのテトラヒドロフランを加え、4℃に冷却した。続いて、ジプロピルアミン 7.3
8 mL（54.0 mmol）を加えた後、室温で11日間反応させた。ロータリーエバポレーターを
用いて溶媒を留去した後、酢酸エチルで懸濁し、0.5 N 水酸化ナトリウム水溶液及び飽和
食塩水で分液洗浄した。洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水した。これを
濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得た。粗生成
物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノール（連続勾配
）｝に供することにより精製して11-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブル)-2,2,3,3,19,19,20
,20-オクタメチル-4,18-ジオキサ-3,19-ジシラヘニコサン-11-オール 7.27 g（11.8 mmol
）を薄黄色オイルとして得た。収率は66%であった。
【００９０】
1H NMR；400 MHz δ=0.05 (s, 12H), 0.89 (s, 18H), 1.24-1.64 (m, 30H), 2.30-2.43 (
m, 6H), 3.58 (t, 4H).
【００９１】
 (5) 7-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブチル)トリデカン-1,7,13-トリオール
　11-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブチル)-2,2,3,3,19,19,20,20-オクタメチル-4,18-ジオ
キサ-3,19-ジシラヘニコサン-11-オール 7.27 g（11.8 mmol）に酢酸2.23 mL（39 mmol）
及び26 mLの1.0 M テトラブチルアンモニウムフルオリドのテトラヒドロフラン溶液を加
え、室温で一晩反応させた。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去した後、逆相
シリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；水（0.1%トリフルオロ酢酸）：アセトニトリ
ル0.1%トリフルオロ酢酸）（連続勾配）｝に供することにより精製して7-(4-(ジイソプロ
ピルアミノ)ブチル)トリデカン-1,7,13-トリオール 3.43 g（8.85 mmol）を薄黄色オイル
として得た。収率は75%であった。
【００９２】
 (6) 7-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブチル)-7-ヒドロキシトリデカン-1,13-ジイル ジオ
レアート（ＣＬ４Ｈ６）
　7-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブチル)トリデカン-1,7,13-トリオール 388 mg（1.0 mmo
l）を5 mLのジクロロメタンに溶解し、続いて、オレイルクロリド900 mg（3.0 mmol）を
加えた後、4℃に冷却した。TEA 697 μL（5.0 mmol）を滴下し、室温で3時間反応させた
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。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去した後、酢酸エチルで懸濁し、濾過によ
って不溶物を除去した。ろ液を0.5 N水酸化ナトリウム水溶液及び飽和食塩水で分液洗浄
した。洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水した。これを濾過した後、ロー
タリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得た。粗生成物をシリカゲルク
ロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノール（連続勾配）｝に供すること
により精製して7-(4-(ジイソプロピルアミノ)ブチル)-7-ヒドロキシトリデカン-1,13-ジ
イル ジオレアート（CL4H6）570 mg（0.622 mmol）を薄黄色オイルとして得た。収率は62
%であった。
【００９３】
1H NMR；400 MHz δ=0.88 (m, 12H), 1.18-1.71 (m, 74H), 2.01 (m, 8H), 2.24-2.30 (t
, 4H), 2.32-2.42 (m, 6H), 4.04 (t, 4H), 5.32 (m, 4H).
【００９４】
［合成例３］ＣＬ１５Ｈ６の合成
【００９５】

【化１２】

【００９６】
(1) 11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキ
シ)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 1-メチルピペリジン-4-カルボオキシレート
　11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ
)ヘキシル)ウンデカン-1,5-ジオール 5.33 g（10.0 mmol）を50 mLのジクロロメタンに溶
解し、DMAP 122 mg（1.0 mmol）と1-メチルピペリジン-4-カルボオキシ酸 塩酸塩 2.16 g
（12.0 mmol）を加えた。続いて、EDCI 2.49 g（13.0 mmol）を徐々に加えていった後、
室温で一晩反応させた。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去した後、酢酸エチ
ルで懸濁し、濾過によって不溶物を除去した。ろ液を0.5 N水酸化ナトリウム水溶液及び
飽和食塩水で分液洗浄した。洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水した。こ
れを濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得た。粗
生成物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノール（連続
勾配）｝に供することにより精製して11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((
tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 1-メチルピペリ
ジン-4-カルボオキシレート5.01 g（7.61 mmol）を無色オイルとして得た。収率は76%で
あった。
【００９７】
1H NMR；400 MHz δ=0.05 (s, 12H), 0.89 (s, 18H), 1.25-2.01 (m, 26H), 2.23 (br.s,
 4H), 2.78 (m, 2H), 3.58 (t, 4H), 4.08 (t, 2H).
【００９８】
(2) 5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 1-メチルピペリジン-4-カ
ルボオキシレート
　11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ
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)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 1-メチルピペリジン-4-カルボオキシレート 5.01 g
（7.61 mmol）に酢酸1.43 mL（25 mmol）及び20 mLの1.0 M テトラブチルアンモニウムフ
ルオリドのテトラヒドロフラン溶液を加え、室温で一晩反応させた。ロータリーエバポレ
ーターを用いて溶媒を留去した後、逆相シリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；水（
0.1%トリフルオロ酢酸）：アセトニトリル0.1%トリフルオロ酢酸）（連続勾配）｝に供す
ることにより精製して5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 1-メチル
ピペリジン-4-カルボオキシレート 2.34 g（5.45 mmol）を薄黄色オイルとして得た。収
率は72%であった。
【００９９】
1H NMR；400 MHz δ=1.25-1.45 (m, 20H), 1.52 (m, 4H), 1.62 (m, 2H), 1.86 (m, 2H),
 2.05 (m, 2H), 2.50-2.70 (m, 6H), 3.16 (m, 2H), 3.53 (t, 4H), 4.11 (t, 2H).
【０１００】
(3) 7-ヒドロキシ7-(4-((1-メチルピペリジン-4-カルボニル)オキシ)ブチル)トリデカン-
1,13-ジイル ジオレアート（ＣＬ１５Ｈ６）
　5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 1-メチルピペリジン-4-カボ
オキシレート 430 mg（1.00 mmol）を10 mLのジクロロメタンに溶解した。続いて、オレ
イン酸 706 mg（2.50 mmol）、DMAP 24.4 mg（0.20 mmol）及びEDCI 671 mg（3.5 mmol）
を加え、室温で2時間反応させた。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去した後
、酢酸エチルで懸濁し、濾過によって不溶物を除去した。ろ液を0.5 N水酸化ナトリウム
水溶液及び飽和食塩水で分液洗浄した。洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱
水した。これを濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物
を得た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノ
ール（連続勾配）｝に供することにより精製して7-ヒドロキシ7-(4-((1-メチルピペリジ
ン-4-カルボニル)オキシ)ブチル)トリデカン-1,13-ジイル ジオレアート（CL15H6）569 m
g（0.594 mmol）を薄黄色オイルとして得た。収率は59%であった。
【０１０１】
1H NMR；400 MHz）データ　δ=0.88 (t, 6H), 1.20-2.05 (m, 78H), 2.28 (m, 8H), 2.82
(m, 2H), 4.07 (m, 6H), 5.33 (m, 4H).
【０１０２】
［合成例４］ＣＬ１５Ｃ６の合成
【０１０３】
【化１３】

【０１０４】
 (1) 7-ヒドロキシ7-(4-((1-メチルピペリジン-4-カルボニル)オキシ)ブチル)トリデカン
-1,13-ジイル ジテトラデカノエート（CL15C6）
　5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 1-メチルピペリジン-4-カル
ボオキシレート 85.9 mg（0.20 mmol）を1.5 mLのジクロロメタンに溶解し、続いて、ミ
リストイルクロリド 163 mg（0.60 mmol）を加えた後、4℃に冷却した。TEA 139 μL（1.
 00 mmol）を滴下し、室温で一晩反応させた。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を
留去した後、酢酸エチルで懸濁し、濾過によって不溶物を除去した。ろ液を0.2 N水酸化
ナトリウム水溶液及び飽和食塩水で分液洗浄した。洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウム
を加えて脱水した。これを濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し
、粗生成物を得た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタ
ン：メタノール（連続勾配）｝に供することにより精製して7-ヒドロキシ7-(4-((1-メチ
ルピペリジン-4-カルボニル)オキシ)ブチル)トリデカン-1,13-ジイル ジテトラデカノエ
ート（ＣＬ１５Ｃ６）116 mg（0.136 mmol）を薄黄色固体として得た。収率は68%であっ



(23) JP 2019-151589 A 2019.9.12

10

20

30

40

50

た。
【０１０５】
1H NMR；400 MHz δ=0.88 (t, 6H), 1.20-2.10 (m, 78H), 2.28 (m, 8H), 2.82 (m, 2H),
 4.06 (m, 6H).
【０１０６】
［合成例５］ＣＬ１２Ｈ６の合成
【０１０７】
【化１４】

【０１０８】
(1) 11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキ
シ)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 3-（ジメチルアミノ）プロパノエート
　11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ
)ヘキシル)ウンデカン-1,5-ジオール 12.73 g（23.9 mmol）を64 mLのジクロロメタンに
溶解し、DMAP 293 mg（2.4 mmol）と3-ジメチルアミノプロパン酸 塩酸塩 4.04 g（26.3 
mmol）を加えた。続いて、EDCI 5.50 g（28.7 mmol）を徐々に加えていった後、室温で一
晩反応させた。この反応液は、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去した後、酢
酸エチルで懸濁し、濾過によって不溶物を除去した。濾液を0.5 N水酸化ナトリウム水溶
液及び飽和食塩水で分液洗浄した。洗浄後の有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水し
た。これを濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得
た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノール
（連続勾配）｝に供することにより精製して11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5
-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 3-（ジメ
チルアミノ）プロパノエート6.66 g（10.54 mmol）を薄黄色オイルとして得た。収率は44
%であった。
【０１０９】
1H NMR；400 MHz δ=0.05 (s, 12H), 0.89 (s, 18H), 1.25-2.01 (m, 26H), 2.22 (s, 6H
), 2.47 (t, 2H), 2.62 (t, 2H), 3.60 (t, 4H), 4.08 (t, 2H).
【０１１０】
 (2) 5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 3-（ジメチルアミノ）プ
ロパノエート
　11-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)-5-(6-((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ
)ヘキシル)-5-ヒドロキシウンデシル 3-（ジメチルアミノ）プロパノエート 6.66 g（10.
54 mmol）に酢酸1.82 mL（31.6 mmol）及び21.1 mLの1.0 M テトラブチルアンモニウムフ
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ルオリドのテトラヒドロフラン溶液を加え、室温で一晩反応させた。ロータリーエバポレ
ーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得た。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィ
ー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノール（連続勾配）｝に供することにより精製して
5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 3-（ジメチルアミノ）プロパノ
エート 2.40 g（5.95 mmol）を薄黄色オイルとして得た。収率は57%であった。
【０１１１】
1H NMR；400 MHz δ=1.25-1.45 (m, 20H), 1.61 (m, 6H), 2.83 (s, 6H), 2.88 (t, 2H),
 3.32 (t, 2H), 3.63 (t, 4H), 4.11 (t, 2H).
【０１１２】
 (3) 7-(4-((3-ジメチルアミノ)プロパノイル)オキシ)ブチル)-7-ヒドロキシトリデカン-
1,13-ジイル ジオレアート（ＣＬ１２Ｈ６）
　5,11-ジヒドロキシ5-(6-ヒドロキシヘキシル)ウンデシル 3-（ジメチルアミノ）プロパ
ノエート 800 mg（2.00 mmol）を10 mLのジクロロメタンに溶解した。続いて、オレイン
酸 1.24 g（4.40 mmol）、DMAP 48.9 mg（0.40 mmol）及びEDCI 959 mg（5.0 mmol）を加
え、室温で一晩反応させた。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去した後、酢酸
エチルで懸濁し、濾過によって不溶物を除去した。ろ液を0.5 N水酸化ナトリウム水溶液
及び飽和食塩水で分液洗浄した。有機層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水した。これを
濾過した後、ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を留去し、粗生成物を得た。粗生成
物をシリカゲルクロマトグラフィー｛溶離溶媒；ジクロロメタン：メタノール（連続勾配
）｝に供することにより精製して7-(4-((3-ジメチルアミノ)プロパノイル)オキシ)ブチル
)-7-ヒドロキシトリデカン-1,13-ジイル ジオレアート（CL12H6）874 mg（0.937 mmol）
を無色オイルとして得た。収率は47%であった。
【０１１３】
1H NMR；400 MHz δ=0.88 (t, 6H), 1.20-1.47 (m, 58H), 1.62 (m, 12H), 2.01 (m, 8H)
, 2.30(m, 10H), 2.51 (t, 2H), 2.69 (t, 2H), 4.06 (m, 6H), 5.33 (m, 4H).
【０１１４】
＜中性脂質＞
　以降の実施例においては、コレステロール（ｃｈｏｌ）、卵黄由来スフィンゴミエリン
（ＥＳＭ）、及びポリエチレングリコール2000修飾ジミリストイルグリセロール（ＰＥＧ
－ＤＭＧ）の３種の中性脂質を使用した。
【０１１５】
【化１５】

【０１１６】
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［実施例１］
　ｓｉＲＮＡを内包した脂質ナノ粒子において、粒子を構成するカチオン性脂質と中性脂
質の種類が、ノックダウン活性に与える影響を調べた。
　具体的には、表１に記載のモル比の脂質で構成されており、ｓｉＲＮＡを内包した脂質
ナノ粒子を、staggered herringbone mixer（ＳＨＭ）内蔵マイクロ流路（非特許文献４
）を用いて製造した。ｓｉＲＮＡは、ホタルルシフェラーゼを標的とするｓｉＧＬ４を用
いた。
【０１１７】
＜脂質ナノ粒子の製造＞
　脂質ナノ粒子の製造は、具体的には、まず、脂質濃度８ｍＭに調整したエタノール溶液
及びsiRNA濃度７１．１μg／ｍＬに調整した酢酸緩衝液（２５ｍＭ、ｐＨ４．０）をそれ
ぞれ０．３７５ｍＬ／分及び１．１２５ｍＬ／分でマイクロ流路内に送液し、流路から排
泄された脂質ナノ粒子溶液を回収した。脂質ナノ粒子溶液を、透析膜（MWCO 12,000-14,0
00）に入れ、外水相を２０ｍＭ ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．０）として４℃、２０時間以上
透析した。その後、外水相をＰＢＳ（－）に置換し、さらに４℃、２時間以上透析した後
、透析膜から脂質ナノ粒子溶液を回収した。
【０１１８】
＜脂質ナノ粒子の物性評価＞
　脂質ナノ粒子のＰＢＳ（－）中における平均粒子径（個数平均値）及び１０ｍＭ ＨＥ
ＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）中におけるゼータ電位を、分析装置「Zetasizer Nano ZS ZE
N3600」（Malvern社製）を用いて測定した。測定結果を表１に示す。
【０１１９】
＜脂質ナノ粒子のｓｉＲＮＡ封入率＞
　脂質ナノ粒子のｓｉＲＮＡ封入率は、ＲＮＡインターカレーターであるRibogreen（lif
e technologies社製）を用いて測定した。測定結果を表１に示す。表１中、「ＣＬ」はカ
チオン性脂質を意味し、この欄中の括弧内は使用したカチオン性脂質を示す。
【０１２０】
【表１】

【０１２１】
 その結果、ｃｈｏｌを含有する脂質ナノ粒子は、平均粒子径がいずれも３０ｎｍ以上で
あり、ＰＥＧ－ＤＭＧ添加量を増大させると平均粒子径が小さくなった。ｃｈｏｌの半量
又は全量をＥＳＭに置換した脂質ナノ粒子では、ＥＳＭへの置換量依存的に平均粒子径が
小さくなった。特に、ｃｈｏｌの全量をＥＳＭに置換した脂質ナノ粒子では、平均粒子径
が３０ｎｍ以下と極小であった。また、いずれの脂質ナノ粒子も、ゼータ電位は中性付近
であり、ｓｉＲＮＡ封入率は９５％以上と高かった。
【０１２２】
＜in vitroノックダウン活性の測定＞
　ヒト子宮頸がん由来培養細胞株HeLaに、ホタルルシフェラーゼとウミシイタケルシフェ
ラーゼの両方を安定して発現させたデュアルルシフェラーゼ安定発現株HeLa-dluc細胞を
用いて、製造された各脂質ナノ粒子のノックダウン活性を調べた。HeLa-dluc細胞は、１
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【０１２３】
　具体的には、９６ウェルプレートに６×１０３個／ウェルとなるように播種したHeLa-d
luc細胞の培養培地に、各脂質ナノ粒子をｓｉＧＬ４の終濃度が１～１４ｎＭとなるよう
に混合（リバーズトランスフェクション）し、３７℃、５容量％ＣＯ２環境下で２４時間
培養した。培養後に上清を除去し、Passive Lysis Bufferによって細胞を溶解し、ライセ
ートを調製した。このライセートのホタルルシフェラーゼ活性を、Dual-Luciferase（商
標）Reporter Assay System（Promega社製）を用いて測定した。ホタルルシフェラーゼ活
性の測定値を、コントロールであるウミシイタケルシフェラーゼ活性の測定値で標準化し
たホタルルシフェラーゼ比活性（％）を、ホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（％）とし
た。ホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率が低いほど、ノックダウン活性が高いといえる。
脂質ナノ粒子を添加した各HeLa-dluc細胞のホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（％）の
測定結果を図１及び２に示す。
【０１２４】
　この結果、カチオン性脂質とｃｈｏｌを５０：５０（モル比）で用いた脂質ナノ粒子で
は、いずれのカチオン性脂質であっても、配合したＰＥＧ－ＤＭＧの量が少なく、平均粒
子径が大きいほうがホタルルシフェラーゼの発現量（相対）が低く、ノックダウン活性が
高かった（図１）。ＣＬ１５Ｈ６を含む脂質ナノ粒子とＣＬ１５Ａ６を含む脂質ナノ粒子
を比較すると、炭化水素鎖が比較的短いＣＬ１５Ａ６では、平均粒子径が６５．２ｎｍで
あった脂質ナノ粒子では遺伝子ノックダウンが認められたが、２５．１ｎｍの脂質ナノ粒
子では、ノックダウン活性が観察されなかった。これに対して、炭化水素鎖が比較的長い
ＣＬ１５Ｈ６では、平均粒子径が５４．１ｎｍの脂質ナノ粒子だけではなく、３５．７ｎ
ｍの脂質ナノ粒子でも濃度依存的な遺伝子ノックダウンが認められた。
【０１２５】
　脂質ナノ粒子の構成脂質のうちｃｈｏｌをＥＳＭに置換した場合には、ＥＳＭへの置換
量が多くなるほど、高いノックダウン活性が観察された（図２）。ＣＬ１５Ａ６を含有さ
せた脂質ナノ粒子では、ｃｈｏｌの全量をＥＳＭへ置換することにより、遺伝子ノックダ
ウンが観察されるようになった。また、ＣＬ１５Ｈ６を含有させた脂質ナノ粒子では、平
均粒子径２４．５ｎｍという極小の脂質ナノ粒子が、最も優れたノックダウン活性を示し
た。
【０１２６】
［実施例２］
　実施例１においては、構成脂質の組成がＣＬ１５Ｈ６／ＥＳＭ／ＰＥＧ－ＤＭＧ＝５０
／５０／３（モル比）の脂質ナノ粒子が最もノックダウン活性が高かった。そこで、ＰＥ
Ｇ－ＤＭＧの含有量を３モル％に固定し、ＣＬ１５Ｈ６とＥＳＭのモル比を３０：７０か
ら７０：３０の間で変化させた脂質ナノ粒子を製造し、ノックダウン活性への影響を調べ
た。
【０１２７】
　具体的には、表２に示す組成で脂質ナノ粒子を製造し、その個数平均粒子径（ｎｍ）、
ゼータ電位（ｍＶ）、ｓｉＲＮＡ封入率（％）、及びノックダウン活性（ホタルルシフェ
ラーゼ遺伝子発現率（％））を求めた。脂質ナノ粒子の製造とその後の測定は、実施例１
と同様にして行った。結果を表２及び図３に示す。
【０１２８】
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【表２】

【０１２９】
　この結果、ＣＬ１５Ｈ６を４０モル％含有する脂質ナノ粒子が、個数平均粒子径２２ｎ
ｍであり、最も小さかった。また、いずれの組成においても、ｓｉＲＮＡ封入率は９０％
以上と高かった。これらの脂質ナノ粒子について、HeLa-dluc細胞における遺伝子ノック
ダウン活性を評価したところ、ＣＬ１５Ｈ６を３０モル％含有する脂質ナノ粒子は比較的
低い活性を示した一方で、その他の脂質ナノ粒子は互いに同等の活性を示した（図３）。
以上の結果より、ＣＬ１５Ｈ６、ＥＳＭ、及びＰＥＧ－ＤＭＧで構成された脂質ナノ粒子
では、遺伝子ノックダウン活性が十分に高く、かつ最も小さな粒子径を示したことから、
ＣＬ１５Ｈ６／ＥＳＭ／ＰＥＧ－ＤＭＧ＝４０／６０／３（モル％）を最適組成比とした
。
【０１３０】
　続いて、ＣＬ１５Ｈ６／ＥＳＭ＝４０／６０（モル％）の脂質ナノ粒子と、ＣＬ１５Ｈ
６／ｃｈｏｌ＝４０／６０（モル％）の脂質ナノ粒子に対して、それぞれ、ＰＥＧ－ＤＭ
Ｇを０、１、又は３モル％添加して形成された脂質ナノ粒子の平均粒子径を測定し、ＰＥ
Ｇ－ＤＭＧの影響を調べた。脂質ナノ粒子の製造とその後の平均粒子径の測定は、実施例
１と同様にして行った。結果を図４に示す。
【０１３１】
　その結果、ＣＬ１５Ｈ６／ｃｈｏｌの脂質ナノ粒子の平均粒子径は、ＰＥＧ－ＤＭＧ量
の低下に伴って顕著に増大した。これに対して、ＣＬ１５Ｈ６／ＥＳＭの脂質ナノ粒子の
平均粒子径は、ＰＥＧ－ＤＭＧ非依存的に３０ｎｍ以下の極小粒子径を示した（図４）。
この結果は、ＣＬ１５Ｈ６及びｃｈｏｌはいずれも嵩高い親水性部位を持たないため、脂
質ナノ粒子表面を安定化できず、脂質ナノ粒子の安定化を親水性ポリマーであるＰＥＧを
含むＰＥＧ－ＤＭＧに大きく依存している系であることを示している。また、同時に、Ｃ
Ｌ１５Ｈ６／ＥＳＭの系では、ＥＳＭの嵩高い親水性部位（ホスファチジルコリン）によ
り脂質ナノ粒子表面が安定化されるため、ＰＥＧ－ＤＭＧ非依存的に極小粒子径を示した
と推察できる。ＰＥＧ－ＤＭＧは、血清存在下においては速やかに脱離することが知られ
ていることから、ＰＥＧ－ＤＭＧ非依存的に極小粒子を形成するという特性は、生体内に
おける脂質ナノ粒子の分散性の観点で有意な点であると考えられる。
【０１３２】
［実施例３］
　実施例２で得られた、遺伝子ノックダウン活性が高く、かつ極小（平均粒子径が２０ｎ
ｍ台）である脂質ナノ粒子が、ＥＳＭ以外の中性脂質でも得られるかどうか、調べた。
【０１３３】
　中性脂質としては、ジオレオイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ：不飽和結合数２）
、卵黄由来ホスファチジルコリン（ＥＰＣ：不飽和結合数１）及びジパルミトイルホスフ
ァチジルコリン（ＤＰＰＣ：不飽和結合数０）を用いた。これらはいずれも、嵩高い親水
性基と比較的長い脂肪酸残基を備える中性のグリセロリン脂質である。また、比較対象と
して、ＥＳＭも用いた。
【０１３４】
　具体的には、表３に示す組成で脂質ナノ粒子を製造し、その個数平均粒子径（ｎｍ）、
ｓｉＲＮＡ封入率（％）、及びノックダウン活性（ホタルルシフェラーゼ遺伝子発現率（
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結果を表３及び図５に示す。表３中、「中性リン脂質」の欄中の括弧内は使用した中性リ
ン脂質を示す。
【０１３５】
【表３】

【０１３６】
　この結果、いずれのリン脂質を用いた場合でも、平均粒子径が３０ｎｍ又はそれ以下の
極小の脂質ナノ粒子が得られた。また、ｓｉＲＮＡ封入率も９０％以上の高い値を示した
（表３）。また、HeLa-dluc細胞における遺伝子ノックダウン活性を評価したところ、い
ずれの脂質ナノ粒子でも顕著な遺伝子ノックダウン活性が観察された。
【０１３７】
［実施例４］
　カチオン性脂質が、脂質ナノ粒子の粒子径に与える影響を調べた。カチオン性脂質とし
ては、ＣＬ１５Ｈ６、ＣＬ１５Ｃ６、ＣＬ１２Ｈ６、ＣＬ４Ｈ６、ＹＳＫ０５、ＤＯＴＡ
Ｐ、ＤＤＡＢ、及びＤＣ－ｃｈｏｌを用いた。
【０１３８】
　具体的には、各カチオン性脂質、ＥＳＭ、及びＰＥＧ－ＤＭＧを４０：６０：３（モル
％）として脂質ナノ粒子を製造し、平均粒子径（ｎｍ）を測定した。脂質ナノ粒子の製造
とその後の測定は、実施例１と同様にして行った。結果を図６に示す。
【０１３９】
　この結果、ＣＬ１５Ｈ６、ＣＬ１５Ｃ６、ＣＬ１２Ｈ６、及びＣＬ４Ｈ６を用いて製造
された脂質ナノ粒子は、いずれも平均粒子径が３０ｎｍ以下の極小粒子であった（図６）
。一方で、ＹＳＫ０５やその他の汎用されているカチオン性脂質を用いて製造された脂質
ナノ粒子は、いずれも平均粒子径が３０ｎｍ超の比較的大きな粒子であった。これらの結
果から、ＣＬ１５Ｈ６をはじめとする特定のカチオン性脂質と、ＥＳＭをはじめとする特
定の中性脂質とを適切に組み合わせることで初めて、平均粒子径が２０ｎｍの極小の脂質
ナノ粒子が製造できることが示された。
【０１４０】
［実施例５］
　実施例４でＣＬ１５Ｈ６を用いて製造した脂質ナノ粒子の保存安定性を調べた。
　具体的には、ＣＬ１５Ｈ６／ＥＳＭ／ＰＥＧ－ＤＭＧ＝４０／６０／３（モル％）で製
造された脂質ナノ粒子を、ＰＢＳ（－）（ｐＨ７）中に懸濁して４℃、遮光下で各時間保
存した。保存後の脂質ナノ粒子の平均粒子径（ｎｍ）及びｓｉＲＮＡ封入率（％）を、実
施例１と同様にして測定した。
【０１４１】
　結果を図７及び８に示す。その結果、製造から４週間に亘って、平均粒子径（ｎｍ）（
図７）及びｓｉＲＮＡ封入率（％）（図８）の変化は認められず、この脂質ナノ粒子は高
い安定性を有することが示された。
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【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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