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(57)【要約】
　本発明は、活性成分、特に核酸を、優れた効率で細胞
に導入することを可能にする技術およびこれに用いられ
るカチオン性脂質等を提供する。本発明に係る化合物又
はその塩は、下記式（Ｉ）で表される化合物又はその塩
であり、式中、ｎは、２～５の整数を、Ｒは、直鎖状Ｃ

１－５アルキル基、直鎖状Ｃ７－１１アルケニル基又は
直鎖状Ｃ１１アルカジエニル基を、波線は、それぞれ独
立して、シス型又はトランス型の結合を示す。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（Ｉ）：
【化１】

［式（Ｉ）中、
　ｎは、２～５の整数を、
　Ｒは、直鎖状Ｃ１－５アルキル基、直鎖状Ｃ７－１１アルケニル基又は直鎖状Ｃ１１ア
ルカジエニル基を、
　波線は、それぞれ独立して、シス型またはトランス型の結合を示す。］
で表される化合物又はその塩。
【請求項２】
　3-((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイル
オキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート又はその塩。
【請求項３】
　3-((5-(ジメチルアミノ)ペンタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイ
ルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート又はその塩。
【請求項４】
　3-((6-(ジメチルアミノ)ヘキサノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイ
ルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート又はその塩。
【請求項５】
　請求項１記載の化合物又はその塩を含有する脂質粒子。
【請求項６】
　核酸および請求項５記載の脂質粒子を含有する核酸導入用組成物。
【請求項７】
　核酸が、ＲＮＡである、請求項６記載の組成物。
【請求項８】
　ＲＮＡがｍＲＮＡまたはｓｉＲＮＡである、請求項７記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、活性成分としての核酸を、多種類の細胞、組織または臓器に導入することを
可能にするカチオン性脂質に関する。さらに本発明は、そのカチオン性脂質を含有する脂
質粒子、およびその脂質粒子と核酸とを含有する組成物に関する。
【０００２】
［発明の背景］
　近年、活性成分として核酸を含有する核酸医薬の研究開発が盛んに行われている。例え
ば、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ　ｍｉｍｉｃまたはアンチセンス核酸などの核
酸を含む、標的ｍＲＮＡの分解作用や機能抑制作用を有する核酸医薬の研究が多数行われ
ている。また、目的タンパク質をコードするｍＲＮＡ等を含む、目的タンパク質を細胞内
で発現させるための核酸医薬の研究も行われている。これらの研究開発に関連して、核酸
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を高効率で細胞、組織または臓器に導入するための技術が、薬物送達系（ＤＤＳ）技術と
して開発されている。
【０００３】
　上記ＤＤＳ技術としては、核酸と脂質とを混合し、複合体を形成したあと、上記複合体
を介して核酸を細胞に取り込ませる技術が従来から知られている。上記複合体形成に使用
される脂質としては、カチオン性脂質、親水性ポリマー脂質、ヘルパー脂質等が従来から
知られている。上記カチオン性脂質としては、例えば次のような先行技術文献に記載され
た化合物が知られている。
【０００４】
　特許文献１には、下記式で表される化合物又はその塩などが記載されている。
【０００５】
【化１】

　式中、Ｒ１はそれぞれ独立して、置換されていてもよいＣ８～Ｃ２４アルキルおよび置
換されていてもよいＣ８～Ｃ２４アルケニルからなる群より選ばれ；Ｒ２およびＲ３はそ
れぞれ独立して、水素、置換されていてもよいＣ１～Ｃ８アルキル、置換されていてもよ
いアリールアルキル等からなる群より選ばれ；Ｙ１およびＹ２はそれぞれ独立して、水素
、置換されていてもよいＣ１～Ｃ６アルキル、置換されていてもよいアリールアルキル等
からなる群より選ばれ；Ｙ３は、存在する場合は、それぞれ独立して、水素、置換されて
いてもよいＣ１～Ｃ８アルキル、置換されていてもよいアリールアルキル等からなる群よ
り選ばれ；ｍは１～４のいずれかの整数であり、ｎは０～３のいずれかの整数であり、ｐ
は０または１であり、ｍ、ｎおよびｐの合計は４であり；ｋは１～５のいずれかの整数で
あり；ｑは０または１であることなどが規定されている。
【０００６】
　特許文献２には、下記式で表される化合物又はその塩などが記載されている。
【０００７】
【化２】
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　式中、Ｗは式－ＮＲ１Ｒ２または式－Ｎ＋Ｒ３Ｒ４Ｒ５（Ｚ－）を示し、Ｒ１およびＲ
２はそれぞれ独立してＣ１－４アルキル基または水素原子を示し、Ｒ３、Ｒ４およびＲ５

はそれぞれ独立してＣ１－４アルキル基を示し、Ｚ－は陰イオンを示し、Ｘは置換されて
いてもよいＣ１－６アルキレン基を示し、ＹＡ、ＹＢおよびＹＣはそれぞれ独立して置換
されていてもよいメチン基を示し、ＬＡ、ＬＢおよびＬＣはそれぞれ独立して置換されて
いてもよいメチレン基または結合手を示し、ＲＡ１、ＲＡ２、ＲＢ１、ＲＢ２、ＲＣ１お
よびＲＣ２はそれぞれ独立して置換されていてもよいＣ４－１０アルキル基を示す。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】ＷＯ２００３／１０２１５０号パンフレット
【特許文献２】ＷＯ２０１６／０２１６８３号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　核酸を高い効率で細胞に導入することを可能とするカチオン性脂質は、薬効発現、安全
性（低毒性）などの面で優れた、治療上優れた効果を有する核酸医薬の創出に貢献するこ
とが期待される。また、核酸を種々の細胞に導入することを可能とするカチオン性脂質は
、種々の組織で生じる各種疾患に対する核酸医薬の創出を可能とすることが期待される。
しかしながら、現状では、これらを十分に満足できるものは見出されていない。
【００１０】
　本発明の目的は、核酸を、優れた効率で細胞に導入することを可能にする技術およびこ
れに用いられるカチオン性脂質等を提供することにある。また、別の観点では、本発明の
目的は、核酸を、種々の細胞に導入することを可能にする技術およびこれに用いられる化
合物等を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らが上記課題を解決すべく鋭意検討を行った結果、下記の式で示される化合物
又はその塩を用いることにより上記課題を解決可能であることを見出し、本発明を完成す
るに至った。
【００１２】
　すなわち、本発明は少なくとも以下の発明に関する。
［１］
　式（Ｉ）：
【化３】

［式（Ｉ）中、
　ｎは、２～５の整数を、
　Ｒは、直鎖状Ｃ１－５アルキル基、直鎖状Ｃ７－１１アルケニル基又は直鎖状Ｃ１１ア
ルカジエニル基を、
　波線は、それぞれ独立して、シス型又はトランス型の結合を示す。］
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［２］
　3-((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイル
オキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート又はその塩。
［３］
　3-((5-(ジメチルアミノ)ペンタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイ
ルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート又はその塩。
［４］
　3-((6-(ジメチルアミノ)ヘキサノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイ
ルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート又はその塩。
［５］
　項１記載の化合物又はその塩を含有する脂質粒子。
［６］
　核酸および項５記載の脂質粒子を含有する核酸導入用組成物。
［７］
　核酸が、ＲＮＡである、項６記載の組成物。
［７a］
　核酸が、ＤＮＡである、項６記載の組成物。
［８］
　ＲＮＡがｍＲＮＡまたはｓｉＲＮＡである、項７記載の組成物。
【００１３】
　なお、本明細書において、「式（Ｉ）で表される化合物」を「化合物（Ｉ）」と記載す
ることがある。また、「式（Ｉ）で表される化合物又はその塩」を「本発明の化合物」と
呼ぶことがある。「式（Ｉ）で表される化合物又はその塩（本発明の化合物）を含有する
脂質粒子」を「本発明の脂質粒子」と呼ぶことがある。「核酸および本発明の脂質粒子を
含有する核酸導入用組成物」を「本発明の組成物」と呼ぶことがある。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明により、核酸を、細胞、組織または臓器に対して優れた効率で導入することが可
能となる。また、本発明により、核酸を、多種類の細胞、組織または臓器（例えば、癌細
胞）に導入することが可能となる。本発明により、核酸を多種類の細胞、組織または臓器
に導入する医薬または研究用試薬を得ることが可能となる。さらに、本発明により、核酸
を細胞、組織または臓器に導入する場合、該核酸が有する活性（例えば、薬効）の発現効
率が高い。
【００１５】
　（発明の詳細な説明）
【００１６】
　以下、本明細書中で用いられる各置換基の定義について詳述する。特記しない限り各置
換基は以下の定義を有する。
【００１７】
　本明細書中、「直鎖状Ｃ１－５アルキル基」としては、例えば、メチル、エチル、プロ
ピル、ブチル、ペンチルが挙げられる。
【００１８】
　本明細書中、「直鎖状Ｃ７－１１アルケニル基」としては、例えば、１－ヘプテニル、
２－ヘプテニル、３－ヘプテニル、４－ヘプテニル、５－ヘプテニル、６－ヘプテニル、
１－オクテニル、２－オクテニル、３－オクテニル、４－オクテニル、５－オクテニル、
６－オクテニル、７－オクテニル、１－ノネニル、２－ノネニル、３－ノネニル、４－ノ
ネニル、５－ノネニル、６－ノネニル、７－ノネニル、８－ノネニル、１－デセニル、２
－デセニル、３－デセニル、４－デセニル、５－デセニル、６－デセニル、７－デセニル
、８－デセニル、９－デセニル、１－ウンデセニル、２－ウンデセニル、３－ウンデセニ
ル、４－ウンデセニル、５－ウンデセニル、６－ウンデセニル、７－ウンデセニル、８－
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ウンデセニル、９－ウンデセニル、１０－ウンデセニルが挙げられる。これらの直鎖状Ｃ

７－１１アルケニル基は炭素－炭素二重結合を１つ含むためシス型およびトランス型の構
造を取り得るが、どちらの構造であってもよい。
【００１９】
　本明細書中、「直鎖状Ｃ１１アルカジエニル基」としては、例えば、１，３－ウンデカ
ジエニル、１，４－ウンデカジエニル、１，５－ウンデカジエニル、１，６－ウンデカジ
エニル、１，７－ウンデカジエニル、１，８－ウンデカジエニル、１，９－ウンデカジエ
ニル、１，１０－ウンデカジエニル、２，４－ウンデカジエニル、２，５－ウンデカジエ
ニル、２，６－ウンデカジエニル、２，７－ウンデカジエニル、２，８－ウンデカジエニ
ル、２，９－ウンデカジエニル、２，１０－ウンデカジエニル、３，５－ウンデカジエニ
ル、３，６－ウンデカジエニル、３，７－ウンデカジエニル、３，８－ウンデカジエニル
、３，９－ウンデカジエニル、３，１０－ウンデカジエニル、４，６－ウンデカジエニル
、４，７－ウンデカジエニル、４，８－ウンデカジエニル、４，９－ウンデカジエニル、
４，１０－ウンデカジエニル、５，７－ウンデカジエニル、５，８－ウンデカジエニル、
５，９－ウンデカジエニル、５，１０－ウンデカジエニル、６，８－ウンデカジエニル、
６，９－ウンデカジエニル、６，１０－ウンデカジエニル、７，９－ウンデカジエニル、
７，１０－ウンデカジエニル、８，１０－ウンデカジエニルが挙げられる。これらの直鎖
状Ｃ１１アルカジエニル基は炭素－炭素二重結合を２つ含むため、それぞれにおいて互い
に独立してシス型およびトランス型の構造を取り得るが、それぞれどちらの構造であって
もよい。
【００２０】
　式（Ｉ）におけるｎおよび波線の好ましい例は次の通りである。
　ｎは、好ましくは３～５の整数であり、より好ましくは３である。
　波線は、好ましくは両方ともシス型の結合である。
【００２１】
　化合物（Ｉ）の好適な具体例は次の通りである。
　化合物（Ａ）：ｎが３～５の整数であり、Ｒがシス型の直鎖状Ｃ７－１１アルケニル基
であり、波線が両方ともシス型となる結合である化合物。
　化合物（Ｂ）：ｎが４であり、Ｒが、２つの炭素－炭素二重結合の両方においてシス型
の、直鎖状Ｃ１１アルカジエニル基であり、波線が両方ともシス型の結合である化合物。
　化合物（Ｃ）：ｎが２または３であり、Ｒが直鎖状Ｃ１－５アルキル基であり、波線が
両方ともシス型の結合である化合物。
【００２２】
　化合物（Ｉ）のより好適な具体例は次の通りである。
　化合物（Ａ１）：ｎが３～５の整数であり、Ｒがシス型の５－ヘプテニル、７－ノネニ
ルまたは９－ウンデセニルであり、波線が両方ともシス型となる結合である化合物。
　化合物（Ｂ１）：ｎが４であり、Ｒが、２つの炭素－炭素二重結合の両方においてシス
型の、２，５－ウンデカジエニルであり、波線が両方ともシス型の結合である化合物。
　化合物（Ｃ１）：ｎが２または３であり、Ｒがメチル、プロピル、またはペンチルであ
り、波線が両方ともシス型の結合である化合物。
【００２３】
　化合物（Ｉ）の塩としては、薬理学的に許容される塩が好ましく、例えば、無機塩基と
の塩、有機塩基との塩、無機酸との塩、有機酸との塩、塩基性または酸性アミノ酸との塩
が挙げられる。
【００２４】
　無機塩基との塩の好適な例としては、ナトリウム塩、カリウム塩等のアルカリ金属塩；
カルシウム塩、マグネシウム塩等のアルカリ土類金属塩；アルミニウム塩、アンモニウム
塩が挙げられる。好ましくは、ナトリウム塩、カリウム塩、カルシウム塩、マグネシウム
塩であり、より好ましくは、ナトリウム塩、カリウム塩である。
【００２５】
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　有機塩基との塩の好適な例としては、トリメチルアミン、トリエチルアミン、ピリジン
、ピコリン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、トリエタノールアミン、トロメタ
ミン［トリス（ヒドロキシメチル）メチルアミン]、tert－ブチルアミン、シクロヘキシ
ルアミン、ベンジルアミン、ジシクロヘキシルアミン、Ｎ,Ｎ－ジベンジルエチレンジア
ミンとの塩が挙げられる。
【００２６】
　無機酸との塩の好適な例としては、フッ化水素酸、塩酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、
硝酸、硫酸、リン酸との塩が挙げられる。好ましくは、塩酸との塩、リン酸との塩である
。
【００２７】
　有機酸との塩の好適な例としては、ギ酸、酢酸、トリフルオロ酢酸、フタル酸、フマル
酸、シュウ酸、酒石酸、マレイン酸、クエン酸、コハク酸、リンゴ酸、メタンスルホン酸
、ベンゼンスルホン酸、p－トルエンスルホン酸との塩が挙げられる。
【００２８】
　塩基性アミノ酸との塩の好適な例としては、アルギニン、リジン、オルニチンとの塩が
挙げられる。
【００２９】
　酸性アミノ酸との塩の好適な例としては、アスパラギン酸、グルタミン酸との塩が挙げ
られる。
【００３０】
　本発明において、本発明の化合物はカチオン性脂質として使用することができる。カチ
オン性脂質は、溶媒または分散媒中において、複数の分子と共に複合体を形成しうる。上
記複合体には本発明の化合物に加えて、他の成分が含まれていてもよい。上記他の成分の
例としては、他の脂質成分および核酸が挙げられる。
【００３１】
　上記他の脂質成分としては、脂質粒子を構成することのできる構造脂質が挙げられる。
そのような構造脂質としては、例えば、
ステロール類（例えば、コレステロール、コレステロールエステル、コレステロールヘミ
コハク酸など）；
リン脂質（例えば、ホスファチジルコリン（例えば、ジパルミト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、リソホスファチジルコリン、ジオレオイルホ
スファチジルコリン、パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン、ジリノレノイルホ
スファチジルコリン、ＭＣ－１０１０（ＮＯＦ　ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ）、ＭＣ－２０
２０（ＮＯＦ　ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ）、ＭＣ－４０４０（ＮＯＦ　ＣＯＲＰＯＲＡＴ
ＩＯＮ）など）、ホスファチジルセリン（例えば、ジパルミトイルホスファチジルセリン
、ジステアロイルホスファチジルセリン、ジオレオイルホスファチジルセリン、パルミト
イルオレオイルホスファチジルセリンなど）、ホスファチジルエタノールアミン（例えば
、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、ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン、パルミトイルオレオイル
ホスファチジルエタノールアミン、リソホスファチジルエタノールアミンなど）、ホスフ
ァチジルイノシトール、ホスファチジン酸など）；
ポリエチレングリコール脂質（ＰＥＧ脂質）（例えば、ＰＥＧ－ＤＡＡ、ＰＥＧ－ＤＡＧ
、ＰＥＧ－ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ　ｃｕｎｊｕｇａｔｅ、ＰＥＧ－Ｃｅｒ、ＰＥＧ－
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ、ＰＥＧ－Ｃ－ＤＯＭＧ、２ＫＰＥＧ－ＣＭＧ、ＧＭ－０２０（
ＮＯＦ　ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ）、ＧＳ－０２０（ＮＯＦ　ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ）
、ＧＳ－０５０（ＮＯＦ　ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ）など）からなる群より選ばれる少な
くとも１種を用いることができる。本発明では、構造脂質として、ステロール類（特に、
コレステロール）、リン脂質（特に、ホスファチジルコリン）およびポリエチレングリコ
ール脂質の３種全てを用いることが好ましい。
【００３２】
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　本発明の脂質粒子を形成する混合脂質成分における、本発明の化合物と構造脂質との割
合は、目的や用途に応じて適宜調節することができる。例えば、本発明の化合物１モルに
対して、構造脂質は通常０．００８～４モルの割合であり、好ましくは０．４～１．５モ
ルの割合である。また、別の規定の仕方をすれば、混合脂質成分中、本発明の化合物は通
常１～４モル、ステロール類は通常０～３モル、リン脂質は通常０～２モル、ポリエチレ
ングリコール脂質は通常０～１モルの比率である。本発明の化合物と他の脂質成分とを混
合して用いる場合のより好ましい態様は、本発明の化合物１～１．５モル、ステロール類
０～１．２５モル、リン脂質０～０．５モルおよびポリエチレングリコール脂質０～０．
１２５モルの比率である。
【００３３】
　本発明の化合物は、本発明の脂質粒子を製造するために使用することができる。本発明
の脂質粒子は、上記複合体のうち、核酸を含まない複合体を意味する。本発明の脂質粒子
の形状は特に限定されず、例えば、本発明の化合物などが球形を構成するように集合した
複合体、特定の形状を構成せずに集合した複合体、溶媒に溶解した複合体、分散媒中に均
一もしくは不均一に分散した複合体などを含む。
【００３４】
　本発明の脂質粒子（例えば、本発明の化合物およびそれ以外の構造脂質によって構成さ
れる脂質粒子）は、例えば、当該脂質粒子と、核酸（特に、医薬的用途または研究目的用
途に有用な物質である核酸）とを含有する本発明の組成物を製造するために使用すること
ができる。本発明の組成物は、医薬または試薬として用いることができる。本発明の組成
物においては、なるべく多くの割合の核酸が脂質粒子に内封されている（つまり内封率が
高い）ことが好ましい。
【００３５】
　「核酸」とは、ヌクレオチドおよび該ヌクレオチドと同等の機能を有する分子が重合し
た分子であればいかなるものでもよく、例えば、リボヌクレオチドの重合体であるＲＮＡ
、デオキシリボヌクレオチドの重合体であるＤＮＡ、リボヌクレオチドおよびデオキシリ
ボヌクレオチドが混合した重合体、および、ヌクレオチド類似体を含むヌクレオチド重合
体を挙げることができ、さらに、核酸誘導体を含むヌクレオチド重合体であってもよい。
また、核酸は、一本鎖核酸または二本鎖核酸であってもよい。また二本鎖核酸には、一方
の鎖に対し、他方の鎖がストリンジェントな条件でハイブリダイズする二本鎖核酸も含ま
れる。
【００３６】
　ヌクレオチド類似体としては、ＲＮＡまたはＤＮＡと比較して、ヌクレアーゼ耐性の向
上または、安定化させるため、相補鎖核酸とのアフィニティーを上げるため、あるいは細
胞透過性を上げるため、あるいは可視化させるために、リボヌクレオチド、デオキシリボ
ヌクレオチド、ＲＮＡまたはＤＮＡに修飾を施した分子であればいかなる分子でもよい。
ヌクレオチド類似体としては、天然に存在する分子でも非天然の分子でもよく、例えば、
糖部修飾ヌクレオチド類似体やリン酸ジエステル結合修飾ヌクレオチド類似体等が挙げら
れる。
【００３７】
　糖部修飾ヌクレオチド類似体としては、ヌクレオチドの糖の化学構造の一部あるいは全
てに対し、任意の化学構造物質を付加あるいは置換したものであればいかなるものでもよ
く、その具体例としては、２’－Ｏ－メチルリボースで置換されたヌクレオチド類似体、
２’－Ｏ－プロピルリボースで置換されたヌクレオチド類似体、２’－メトキシエトキシ
リボースで置換されたヌクレオチド類似体、２’－Ｏ－メトキシエチルリボースで置換さ
れたヌクレオチド類似体、２’－Ｏ－[２－(グアニジウム)エチル]リボースで置換された
ヌクレオチド類似体、２’－Ｏ－フルオロリボースで置換されたヌクレオチド類似体、糖
部に架橋構造を導入することにより２つの環状構造を有する架橋構造型人工核酸（Bridge
d Nucleic Acid）（ＢＮＡ）、より具体的には、２’位の酸素原子と４’位の炭素原子が
メチレンを介して架橋したロックド人工核酸（Locked Nucleic Acid）（ＬＮＡ）、およ
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びエチレン架橋構造型人工核酸（Ethylene bridged nucleic acid）（ＥＮＡ）［Nucleic
 Acid Research, 32, e175(2004)］が挙げられ、さらにペプチド核酸（ＰＮＡ）［Acc. C
hem. Res., 32, 624(1999)］、オキシペプチド核酸（ＯＰＮＡ）［J. Am．Chem. Soc., 1
23， 4653 (2001)］、およびペプチドリボ核酸（ＰＲＮＡ）［J．Am. Chem. Soc., 122, 
6900 (2000)］等を挙げることができる。
【００３８】
　リン酸ジエステル結合修飾ヌクレオチド類似体としては、ヌクレオチドのリン酸ジエス
テル結合の化学構造の一部あるいは全てに対し、任意の化学物質を付加あるいは置換した
ものであればいかなるものでもよく、その具体例としては、ホスフォロチオエート結合に
置換されたヌクレオチド類似体、Ｎ３’－Ｐ５’ホスフォアミデート結合に置換されたヌ
クレオチド類似体等を挙げることができる［細胞工学， 16, 1463-1473 (1997)］［RNAi
法とアンチセンス法、講談社(2005)］。
【００３９】
　核酸誘導体としては、核酸に比べ、ヌクレアーゼ耐性を向上させるため、安定化させる
ため、相補鎖核酸とのアフィニティーを上げるため、細胞透過性を上げるため、あるいは
可視化させるために、該核酸に別の化学物質を付加した分子であればいかなる分子でもよ
く、その具体例としては、５’－ポリアミン付加誘導体、コレステロール付加誘導体、ス
テロイド付加誘導体、胆汁酸付加誘導体、ビタミン付加誘導体、Ｃｙ５付加誘導体、Ｃｙ
３付加誘導体、６－ＦＡＭ付加誘導体、およびビオチン付加誘導体等を挙げることができ
る。
【００４０】
　本発明における核酸としては、特に限定されず、例えば、疾患、症状、障害、または病
的状態の改善、および、疾患、症状、障害または病態の軽減またはその発症の予防など（
本明細書において、「疾患の治療等」と称することがある）を目的とした核酸であっても
よく、疾患の治療等には寄与しないものの研究用として有用な所望のタンパク質の発現を
調節するための核酸であってもよい。
【００４１】
　疾患に関連する遺伝子もしくはポリヌクレオチド（本明細書中、「疾患関連遺伝子」と
称することがある）は、例えば、ＭｃＫｕｓｉｃｋ－Ｎａｔｈａｎｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｙ（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｍｄ．）およびＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　
ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌ
ｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．）などから入手可能
である。
【００４２】
　本発明における核酸の具体例としては、例えばｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、
ｍｉＲＮＡ　ｍｉｍｉｃ、アンチセンス核酸、リボザイム、ｍＲＮＡ、デコイ核酸、アプ
タマー、プラスミドＤＮＡ、Ｃｏｓｍｉｄ　ＤＮＡ、ＢＡＣ　ＤＮＡが挙げられる。核酸
としては、ｓｉＲＮＡ、ｍＲＮＡなどのＲＮＡまたはこれらに人工的な修飾が施された類
似体もしくは誘導体が好ましい。
【００４３】
　本発明において、「ｓｉＲＮＡ」とは、１０～３０塩基、好ましくは１５～２５塩基の
二本鎖ＲＮＡまたはその類縁体であって、相補的配列を含むものを意味する。ｓｉＲＮＡ
は、好ましくは、３’末端に１～３塩基、より好ましくは２塩基の突出塩基を有する。相
補的配列部分は、完全に相補的であってもよく、または相補的でない塩基を含んでいても
よいが、好ましくは完全に相補的である。
【００４４】
　本発明におけるｓｉＲＮＡは特に限定されず、例えば、疾患関連遺伝子に対して遺伝子
発現をノックダウンするためのｓｉＲＮＡを用いることができる。疾患関連遺伝子は、非
疾患対照の組織または細胞と比較して患部組織に由来する細胞中で異常なレベルにおいて
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または異常な形態で転写または翻訳産物を生じさせている任意の遺伝子またはポリヌクレ
オチドを指す。また、本発明におけるｓｉＲＮＡとしては、研究用に有用な所望のタンパ
ク質の発現を調節するためのｓｉＲＮＡを用いることもできる。
【００４５】
　本発明において、「ｍＲＮＡ」とは、タンパク質に翻訳可能な塩基配列を含むＲＮＡを
意味する。本発明におけるｍＲＮＡとしては、細胞内で所望のタンパク質を発現させるこ
とができるｍＲＮＡであれば、特に限定されない。上記ｍＲＮＡとしては、医薬的用途（
例えば、疾患治療用途）および／または研究目的用途に有用であるｍＲＮＡが好ましく、
そのようなｍＲＮＡとしては、例えば、ルシフェラーゼのようなマーカータンパク質を細
胞内で発現させるためのｍＲＮＡが挙げられる。
【００４６】
　上記の疾患としては、特に限定されず、例えば、以下に記載の疾患が挙げられる。「（
）」内は、具体的な疾患例を記載する場合を除き、疾患関連遺伝子の例を示す。本発明に
おける核酸としては、これらの疾患関連遺伝子（または、それらがコードするたんぱく質
）の発現量を調節する核酸も挙げられる。
（１）血液系疾患〔貧血（ＣＤＡＮ１、ＣＤＡ１、ＲＰＳ１９、ＤＢＡ、ＰＫＬＲ、ＰＫ
１、ＮＴ５Ｃ３、ＵＭＰＨ１、ＰＳＮ１、ＲＨＡＧ、ＲＨ５０Ａ、ＮＲＡＭＰ２、ＳＰＴ
Ｂ、ＡＬＡＳ２、ＡＮＨ１、ＡＳＢ、ＡＢＣＢ７、ＡＢＣ７、ＡＳＡＴ）、不全リンパ球
症候群（ＴＡＰＢＰ、ＴＰＳＮ、ＴＡＰ２、ＡＢＣＢ３、ＰＳＦ２、ＲＩＮＧ１１、ＭＨ
Ｃ２ＴＡ、Ｃ２ＴＡ、ＲＦＸ５）、出血性疾患（ＴＢＸＡ２Ｒ、Ｐ２ＲＸ１、Ｐ２Ｘ１）
、Ｈ因子およびＨ因子様１因子欠損症（ＨＦ１、ＣＦＨ、ＨＵＳ）、Ｖ因子およびＶＩＩ
Ｉ因子欠損症（ＭＣＦＤ２）、ＶＩＩ因子欠損症（Ｆ７）、Ｘ因子欠損症（Ｆ１０）、Ｘ
Ｉ因子欠損症（Ｆ１１）、ＸＩＩ因子欠損症（Ｆ１２、ＨＡＦ）、ＸＩＩＩＡ因子欠損症
（Ｆ１３Ａ１、Ｆ１３Ａ）、ＸＩＩＩＢ因子欠損症（Ｆ１３Ｂ）、ファンコニ貧血（ＦＡ
ＮＣＡ、ＦＡＣＡ、ＦＡ１、ＦＡ、ＦＡＡ、ＦＡＡＰ９５、ＦＡＡＰ９０、ＦＬＪ３４０
６４、ＦＡＮＣＢ、ＦＡＮＣＣ、ＦＡＣＣ、ＢＲＣＡ２、ＦＡＮＣＤ１、ＦＡＮＣＤ２、
ＦＡＮＣＤ、ＦＡＣＤ、ＦＡＤ、ＦＡＣＥ、ＦＡＣＥ、ＦＡＮＣＦ、ＸＲＣＣ９、ＦＡＮ
ＣＧ、ＢＲＩＰ１、ＢＡＣＨ１、ＦＡＮＣＪ、ＰＨＦ９、ＦＡＮＣＬ、ＦＡＮＣＭ、ＫＩ
ＡＡ１５９６）、血球貪食性リンパ組織球症（ＰＲＦ１、ＨＰＬＨ２、ＵＮＣ１３Ｄ、Ｍ
ＵＮＣ１３－４、ＨＰＬＨ３、ＨＬＨ３、ＦＨＬ３）、血友病Ａ（Ｆ８、Ｆ８Ｃ、ＨＥＭ
Ａ）、血友病Ｂ（Ｆ９、ＨＥＭＢ）、出血性障害（ＰＩ、ＡＴＴ、Ｆ５）、白血球欠損（
ＩＴＧＢ２、ＣＤ１８、ＬＣＡＭＢ、ＬＡＤ、ＥＩＦ２Ｂ１、ＥＩＦ２ＢＡ、ＥＩＦ２Ｂ
２、ＥＩＦ２Ｂ３、ＥＩＦ２Ｂ５、ＬＶＷＭ、ＣＡＣＨ、ＣＬＥ、ＥＩＦ２Ｂ４）、鎌状
赤血球貧血（ＨＢＢ）、サラセミア（ＨＢＡ２、ＨＢＢ、ＨＢＤ、ＬＣＲＢ、ＨＢＡ１）
など〕；
（２）炎症性・免疫性疾患〔ＡＩＤＳ（ＫＩＲ３ＤＬ１、ＮＫＡＴ３、ＮＫＢ１、ＡＭＢ
１１、ＫＩＲ３ＤＳ１、ＩＦＮＧ、ＣＸＣＬ１２、ＳＤＦ１）、自己免疫リンパ球増殖性
症候群（ＴＮＦＲＳＦ６、ＡＰＴ１、ＦＡＳ、ＣＤ９５、ＡＬＰＳ１Ａ）、複合型免疫不
全症（ＩＬ２ＲＧ、ＳＣＩＤＸ１、ＳＣＩＤＸ、ＩＭＤ４）、ＨＩＶ感染症（ＣＣＬ５、
ＳＣＹＡ５、Ｄ１７Ｓ１３５Ｅ、ＴＣＰ２２８、ＩＬ１０、ＣＳＩＦ、ＣＭＫＢＲ２、Ｃ
ＣＲ２、ＤＭＫＢＲ５、ＣＣＣＫＲ５、ＣＣＲ５）、免疫不全症（ＣＤ３Ｅ、ＣＤ３Ｇ、
ＡＩＣＤＡ、ＡＩＤ、ＨＩＧＭ２、ＴＮＦＲＳＦ５、ＣＤ４０、ＵＮＧ、ＤＧＵ、ＨＩＧ
Ｍ４、ＴＮＦＳＦ５、ＣＤ４０ＬＧ、ＨＩＧＭ１、ＩＧＭ、ＦＯＸＰ３、ＩＰＥＸ、ＡＩ
ＩＤ、ＸＰＩＤ、ＰＩＤＸ、ＴＮＦＲＳＦ１４Ｂ、ＴＡＣＩ）、炎症（ＩＬ１０、ＩＬ－
１、ＩＬ－１３、ＩＬ－１７、ＩＬ－２３、ＣＴＬＡ４）、重症複合型免疫不全症（ＪＡ
Ｋ３、ＪＡＫＬ、ＤＣＬＲＥ１Ｃ、ＡＴＲＥＭＩＳ、ＳＣＩＤＡ、ＲＡＧ１、ＲＡＧ２、
ＡＤＡ、ＰＴＰＲＣ、ＣＤ４５、ＬＣＡ、ＩＬ７Ｒ、ＣＤ３Ｄ、Ｔ３Ｄ、ＩＬ２ＲＧ、Ｓ
ＣＩＤＸ１、ＳＣＩＤＸ、ＩＭＤ４）、関節リウマチ、乾癬、炎症性腸疾患（例えば、ク
ローン病、潰瘍性大腸炎等）、シェーグレン症候群、ベーチェット病、多発性硬化症、全
身性エリテマトーデス、ループス腎炎、円板状紅斑性狼瘡、キャッスルマン病、強直性脊
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椎炎、多発性筋炎、皮膚筋炎、結節性多発性動脈炎、混合性結合性組織症、強皮症、深在
性紅斑性狼瘡、慢性甲状腺炎、グレーブス病、自己免疫性胃炎、Ｉ型およびＩＩ型糖尿病
、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性好中球減少症、血小板減少症、アトピー性皮膚炎、
慢性活動性肝炎、重症筋無力症、移植片対宿主疾患、アジソン病、異常免疫応答、関節炎
、皮膚炎、放射線皮膚炎、原発性胆汁性肝硬変など〕；
（３）代謝・肝臓・腎臓疾患〔アミロイドニューロパシー（ＴＴＲ、ＰＡＬＢ）、アミロ
イドーシス（ＡＰＯＡ１、ＡＰＰ、ＡＡＡ、ＣＶＡＰ、ＡＤ１、ＧＳＮ、ＦＧＡ、ＬＹＺ
、ＴＴＲ、ＰＡＬＢ）、非アルコール性脂肪肝炎および肝線維症（ＣＯＬ１Ａ１）、肝硬
変（ＫＲＴ１８、ＫＲＴ８、ＣＩＲＨ１Ａ、ＮＡＩＣ、ＴＥＸ２９２、ＫＩＡＡ１９８８
）、嚢胞性線維症（ＣＦＴＲ、ＡＢＣＣ７、ＣＦ、ＭＲＰ７）、グリコーゲン蓄積症（Ｓ
ＬＣ２Ａ２、ＧＬＵＴ２、Ｇ６ＰＣ、Ｇ６ＰＴ、Ｇ６ＰＴ１、ＧＡＡ、ＬＡＭＰ２、ＬＡ
ＭＰＢ、ＡＧＬ、ＧＤＥ、ＧＢＥ１、ＧＹＳ２、ＰＹＧＬ、ＰＦＫＭ）、肝細胞腺腫（Ｔ
ＣＦ１、ＨＦＮ１Ａ、ＭＯＤＹ３、）、肝不全（ＳＣＯＤ１、ＳＣＯ１）、肝性リパーゼ
欠損症（ＬＩＰＣ）、肝芽腫（ＣＴＮＮＢ１、ＰＤＦＧＲＬ、ＰＤＧＲＬ、ＰＲＬＴＳ、
ＡＸＩＮ１、ＡＸＩＮ、ＴＰ５３、Ｐ５３、ＬＦＳ１、ＩＧＦ２Ｒ、ＭＰＲＩ、ＭＥＴ、
ＣＡＳＰ８、ＭＣＨ５）、髄質嚢胞腎疾患（ＵＭＯＤ、ＨＮＦＪ、ＦＪＨＮ、ＭＣＫＤ２
、ＡＤＭＣＫＤ２）、フェニルケトン尿症（ＰＡＨ、ＰＫＵ１、ＱＤＰＲ、ＤＨＰＲ、Ｐ
ＴＳ）、多嚢胞性腎および肝疾患（ＦＣＹＴ、ＰＫＨＤ１、ＡＰＲＫＤ、ＰＤＫ１、ＰＤ
Ｋ２、ＰＤＫ４、ＰＤＫＴＳ、ＰＲＫＣＳＨ、Ｇ１９Ｐ１、ＰＣＬＤ、ＳＥＣ６３）など
〕；
（４）神経系疾患〔ＡＬＳ（ＳＯＤ１、ＡＬＳ２、ＳＴＥＸ、ＦＵＳ、ＴＡＲＤＢＰ、Ｖ
ＥＧＦ）、アルツハイマー病（ＡＰＰ、ＡＡＡ、ＣＶＡＰ、ＡＤ１、ＡＰＯＥ、ＡＤ２、
ＰＳＥＮ２、ＡＤ４、ＳＴＭ２、ＡＰＢＢ２、ＦＥ６５Ｌ１、ＮＯＳ３、ＰＬＡＵ、ＵＲ
Ｋ、ＡＣＥ、ＤＣＰ１、ＡＣＥ１、ＭＰＯ、ＰＡＣＩＰ１、ＰＡＸＩＰ１Ｌ、ＰＴＩＰ、
Ａ２Ｍ、ＢＬＭＨ、ＢＭＨ、ＰＳＥＮ１、ＡＤ３）、自閉症（ＢＺＲＡＰ１、ＭＤＧＡ２
、ＧＬＯ１、ＭＥＣＰ２、ＲＴＴ、ＰＰＭＸ、ＭＲＸ１６、ＭＲＸ７９、ＮＬＧＮ３、Ｎ
ＬＧＮ４、ＫＩＡＡ１２６０、ＡＵＴＳＸ２）、脆弱性Ｘ症候群（ＦＭＲ２、ＦＸＲ１、
ＦＸＲ２、ｍＧＬＵＲ５）、ハンチントン病（ＨＤ，ＩＴ１５、ＰＲＮＰ、ＰＲＩＰ、Ｊ
ＰＨ３、ＪＰ３、ＨＤＬ２、ＴＢＰ、ＳＣＡ１７）、パーキンソン病（ＮＲ４Ａ２、ＮＵ
ＲＲ１、ＮＯＴ、ＴＩＮＵＲ、ＳＮＣＡＩＰ、ＴＢＰ、ＳＣＡ１７、ＳＮＣＡ、ＮＡＣＰ
、ＰＡＲＫ１、ＰＡＲＫ４、ＤＪ１、ＤＢＨ、ＮＤＵＦＶ２）、レット症候群（ＭＥＣＰ
２、ＲＴＴ、ＰＰＭＸ、ＭＲＸ１６、ＭＲＸ７９、ＣＤＫＬ５、ＳＴＫ９）、統合失調症
（ＧＳＫ３、５－ＨＴＴ、ＣＯＭＴ、ＤＲＤ、ＳＬＣ６Ａ３、ＤＡＯＡ、ＤＴＮＢＰ１）
、セクレターゼ関連障害（ＡＰＨ－１）など〕；
（５）眼疾患〔加齢黄斑変性症（Ａｂｃｒ、Ｃｃｌ２、ｃｐ、Ｔｉｍｐ３、カテプシンＤ
、Ｖｌｄｌｒ、Ｃｃｒ２）、白内障（ＣＲＹＡＡ、ＣＲＹＡ１、ＣＲＹＢＢ２、ＣＲＹＢ
２、ＰＩＴＸ３、ＢＦＳＰ２、ＣＰ４９、ＣＰ４７、ＰＡＸ６、ＡＮ２、ＭＧＤＡ、ＣＲ
ＹＢＡ１、ＣＲＹＢ１、ＣＲＹＧＣ、ＣＲＹＧ３、ＣＣＬ、ＬＩＭ２、ＭＰ１９、ＣＲＹ
ＧＤ、ＣＲＹＧ４、ＢＳＦＰ２、ＣＰ４９、ＣＰ４７、ＨＳＦ４、ＣＴＭ、ＭＩＰ、ＡＱ
Ｐ０、ＣＲＹＡＢ、ＣＲＹＡ２、ＣＴＰＰ２、ＣＲＹＢＢ１、ＣＲＹＧＤ、ＣＲＹＧ４、
ＣＲＹＡ１、ＧＪＡ８、ＣＸ５０、ＣＡＥ１、ＧＪＡ３、ＣＸ４６、ＣＺＰ３、ＣＡＥ３
、ＣＣＭ１、ＣＡＭ、ＫＲＩＴ１）、角膜混濁（ＡＰＯＡ１、ＴＧＦＢ１、ＣＳＤ２、Ｃ
ＤＧＧ１、ＣＳＤ、ＢＩＧＨ３、ＣＤＧ２、ＴＡＳＴＤ２、ＴＲＯＰ２、Ｍ１Ｓ１、ＶＳ
Ｘ１、ＲＩＮＸ、ＰＰＣＤ、ＰＰＤ、ＫＴＣＮ、ＣＯＬ８Ａ２、ＦＥＣＤ、ＰＰＣＤ２、
ＰＩＰ５Ｋ３、ＣＦＤ）、先天性遺伝性扁平角膜（ＫＥＲＡ、ＣＮＡ２）、緑内障（ＭＹ
ＯＣ、ＴＩＧＲ、ＧＬＣ１Ａ、ＪＯＡＧ、ＧＰＯＡ、ＯＰＴＮ、ＧＬＣ１Ｅ、ＦＩＰ２、
ＨＹＰＬ、ＮＲＰ、ＣＹＰ１Ｂ１、ＧＬＣ３Ａ、ＯＰＡ１、ＮＴＧ、ＮＰＧ、ＣＹＰ１Ｂ
１、ＧＬＣ３Ａ）、レーバー先天性黒内症（ＣＲＢ１、ＲＰ１２、ＣＲＸ、ＣＯＲＤ２、
ＣＲＤ、ＲＰＧＲＩＰ１、ＬＣＡ６、ＣＯＲＤ９、ＲＰＥ６５、ＲＰ２０、ＡＩＰＬ１、
ＬＣＡ４、ＧＵＣＹ２Ｄ、ＧＵＣ２Ｄ、ＬＣＡ１、ＣＯＲＤ６、ＲＤＨ１２、ＬＣＡ３）
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、黄斑ジストロフィー（ＥＬＯＶＬ４、ＡＤＭＤ、ＳＴＧＤ２、ＳＴＧＤ３、ＲＤＳ、Ｒ
Ｐ７、ＰＲＰＨ２、ＰＲＰＨ、ＡＶＭＤ、ＡＯＦＭＤ、ＶＭＤ２）など〕；
（６）腫瘍性疾患〔悪性腫瘍、血管新生緑内障、幼児性血管腫、多発性骨髄腫、慢性肉腫
、転移黒色腫、カポジ肉腫、血管増殖、悪液質、乳癌の転移等、癌（例えば、大腸癌（例
えば、家族性大腸癌、遺伝性非ポリポーシス大腸癌、消化管間質腫瘍など）、肺癌（例え
ば、非小細胞肺癌、小細胞肺癌、悪性中皮腫など）、中皮腫、膵臓癌（例えば、膵管癌な
ど）、胃癌（例えば、乳頭腺癌、粘液性腺癌、腺扁平上皮癌など）、乳癌（例えば、浸潤
性乳管癌、非浸潤性乳管癌、炎症性乳癌など）、卵巣癌（例えば、上皮性卵巣癌、性腺外
胚細胞腫瘍、卵巣性胚細胞腫瘍、卵巣低悪性度腫瘍など）、前立腺癌（例えば、ホルモン
依存性前立腺癌、ホルモン非依存性前立腺癌など）、肝臓癌（例えば、原発性肝癌、肝外
胆管癌など）、甲状腺癌（例えば、甲状腺髄様癌など）、腎臓癌（例えば、腎細胞癌、腎
盂と尿管の移行上皮癌など）、子宮癌、脳腫瘍（例えば、松果体星細胞腫瘍、毛様細胞性
星細胞腫、びまん性星細胞腫、退形成性星細胞腫など）、黒色腫、肉腫、膀胱癌、多発性
骨髄腫を含む血液癌等、下垂体腺腫、神経膠腫、聴神経鞘腫、網膜肉腫、咽頭癌、喉頭癌
、舌癌、胸腺腫、食道癌、十二指腸癌、結腸癌、直腸癌、肝細胞癌、膵内分泌腫瘍、胆管
癌、胆嚢癌、陰茎癌、尿管癌、精巣腫瘍、外陰癌、子宮頚部癌、子宮体部癌、子宮肉腫、
絨毛性疾患、膣癌、皮膚癌、菌状息肉症、基底細胞腫、軟部肉腫、悪性リンパ腫、ホジキ
ン病、骨髄異形成症候群、成人Ｔ細胞白血病、慢性骨髄増殖性疾患、膵内分泌腫瘍、線維
性組織球腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、原発不明癌など）、白血病（例えば、急性白血病
（例えば、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病など）、慢性白血病（例えば、慢性リ
ンパ性白血病、慢性骨髄性白血病など）、骨髄形成症候群など）、子宮肉腫（例えば、子
宮中胚葉性混合腫瘍、子宮平滑筋肉腫、子宮内膜間質腫瘍など）、骨髄線維症など〕。
【００４７】
　医薬としての本発明の組成物は、薬学的に許容される担体を用いて、製剤技術分野にお
いて公知の方法により製造することができる。上記医薬の剤型として、例えば、緩衝剤お
よび／または安定剤等の慣用の助剤を配合した非経口投与用製剤（例えば、注射剤などの
液剤）、慣用の医薬用担体が配合された軟膏、クリーム、液剤または膏薬等の局所用製剤
を挙げることができる。
【００４８】
　本発明の組成物は、多数の種類の細胞、組織または臓器に活性成分を導入するために使
用することができる。本発明の組成物を適用することができる細胞としては、例えば、間
葉系幹細胞、神経幹細胞、皮膚幹細胞、牌細胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓Ｂ細胞、骨
髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維
芽細胞、繊維細胞、筋細胞（例、骨格筋細胞、心筋細胞、筋芽細胞、筋衛星細胞、平滑筋
細胞）、脂肪細胞、血球細胞（例、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー
細胞、肥満細胞、白血球、好中球、好塩基球、好酸球、単球、巨核球、造血幹細胞）、滑
膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、
卵細胞、精細胞、またはこれら細胞に分化誘導可能な前駆細胞、幹細胞（例えば、人工多
能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）を含む）、始原生殖細胞、卵母細胞
、受精卵が挙げられる。また、本発明の組成物を適用することができる組織または臓器と
しては、上記の細胞が存在するあらゆる組織もしくは臓器、例えば、脳、脳の各部位（例
、嗅球、扁頭核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、視床下核、大脳皮質、延髄、小脳
、後頭葉、前頭葉、側頭葉、被殻、尾状核、脳染、黒質）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎
臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、肺、消化管（例、大腸、小腸）
、血管、心臓、胸腺、牌臓、顎下腺、末梢血、末梢血球、前立腺、胎盤、子宮、骨、関節
及び筋肉（例、骨格筋、平滑筋、心筋）等が挙げられる。これら細胞、組織または臓器は
、癌化した癌細胞や癌組織等であってもよい。
【００４９】
　本発明の組成物は、特に、癌細胞に核酸を導入する効率に優れる。
【００５０】
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　本発明の化合物、脂質粒子および組成物は、安定かつ低毒性で安全に使用することがで
きる。本発明の組成物をin vivoで用いる場合、ないし医薬として用いる場合、投与対象
（例えば、ヒトまたは非ヒト哺乳動物（好ましくは、ヒト））に対して、核酸の有効量が
標的とする細胞に送達されるように、該組成物を投与すればよい。
【００５１】
　本発明の組成物をin vivoで用いる場合、ないし医薬として用いる場合、例えば、錠剤
（糖衣錠、フィルムコーティング錠、舌下錠、口腔内崩壊錠を含む）、散剤、顆粒剤、カ
プセル剤（ソフトカプセル、マイクロカプセルを含む）、液剤、トローチ剤、シロップ剤
、乳剤、懸濁剤、注射剤（例、皮下注射剤、静脈内注射剤、筋肉内注射剤、腹腔内注射剤
等）、外用剤（例、経鼻投与製剤、経皮製剤、軟膏剤）坐剤（例、直腸坐剤、膣坐剤）、
ペレット、経鼻剤、経肺剤（吸入剤）、点滴剤等の医薬製剤とすることにより、経口的又
は非経口的（例、局所、直腸、静脈投与等）に安全に投与することができる。これらの製
剤は、速放性製剤又は徐放性製剤等の放出制御製剤（例、徐放性マイクロカプセル）であ
ってもよい。
【００５２】
　以下、本発明の化合物の製造方法について説明する。
【００５３】
　以下の製造方法における各工程で用いられた原料や試薬、ならびに得られた化合物は、
それぞれ塩を形成していてもよい。このような塩としては、例えば、前述の本発明の化合
物における塩と同様のものが挙げられる。
【００５４】
　各工程で得られた化合物が遊離化合物である場合には、公知の方法により、目的とする
塩に変換することができる。逆に各工程で得られた化合物が塩である場合には、公知の方
法により、遊離体または目的とする他の種類の塩に変換することができる。
【００５５】
　各工程で得られた化合物は反応液のままか、または粗生成物として得た後に、次反応に
用いることもできる、あるいは、各工程で得られた化合物を、常法に従って、反応混合物
から濃縮、晶出、再結晶、蒸留、溶媒抽出、分溜、クロマトグラフィーなどの分離手段に
より単離および／または精製することができる。
【００５６】
　各工程の原料や試薬の化合物が市販されている場合には、市販品をそのまま用いること
ができる。
【００５７】
　各工程の反応において、反応時間は、用いる試薬や溶媒により異なり得るが、特に記載
の無い場合、通常１分～４８時間、好ましくは１０分～８時間である。
【００５８】
　各工程の反応において、反応温度は、用いる試薬や溶媒により異なり得るが、特に記載
が無い場合、通常－７８℃～３００℃、好ましくは－７８℃～１５０℃である。
【００５９】
　各工程の反応において、圧力は、用いる試薬や溶媒により異なり得るが、特に記載が無
い場合、通常１気圧～２０気圧、好ましくは１気圧～３気圧である。
【００６０】
　各工程の反応において、例えば、Ｂｉｏｔａｇｅ社製ＩｎｉｔｉａｔｏｒなどのＭｉｃ
ｒｏｗａｖｅ合成装置を用いることがある。反応温度は、用いる試薬や溶媒により異なり
得るが、特に記載がない場合、通常室温～３００℃、好ましくは室温～２５０℃、より好
ましくは５０℃～２５０℃である。反応時間は、用いる試薬や溶媒により異なり得るが、
特に記載の無い場合、通常１分～４８時間、好ましくは１分～８時間である。
【００６１】
　各工程の反応において、試薬は、特に記載が無い場合、基質に対して０．５当量～２０
当量、好ましくは０．８当量～５当量が用いられる。試薬を触媒として使用する場合、試
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薬は基質に対して０．００１当量～１当量、好ましくは０．０１当量～０．２当量が用い
られる。試薬が反応溶媒を兼ねる場合、試薬は溶媒量が用いられる。
【００６２】
　各工程の反応において、特に記載が無い場合、これらの反応は、無溶媒、あるいは適当
な溶媒に溶解または懸濁して行われる。溶媒の具体例としては、実施例に記載されている
溶媒、あるいは以下が挙げられる。
【００６３】
　アルコール類：メタノール、エタノール、イソプロパノール、イソブタノール、ｔｅｒ
ｔ－ブチルアルコール、２－メトキシエタノールなど；
　エーテル類：ジエチルエーテル、ジイソプロピルエーテル、ジフェニルエーテル、テト
ラヒドロフラン、１，２－ジメトキシエタンなど；
　芳香族炭化水素類：クロロベンゼン、トルエン、キシレンなど；
　飽和炭化水素類：シクロヘキサン、ヘキサン、ヘプタンなど；
　アミド類：Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ－メチルピロリドンなど；
　ハロゲン化炭化水素類：ジクロロメタン、四塩化炭素など；
　ニトリル類：アセトニトリルなど；
　スルホキシド類：ジメチルスルホキシドなど；
　芳香族有機塩基類：ピリジンなど；
　酸無水物類：無水酢酸など；
　有機酸類：ギ酸、酢酸、トリフルオロ酢酸など；
　無機酸類：塩酸、硫酸など；
　エステル類：酢酸エチル、酢酸イソプロピルエステルなど；
　ケトン類：アセトン、メチルエチルケトンなど；
　水。
　上記溶媒は、二種以上を適宜の割合で混合して用いてもよい。
【００６４】
　各工程の反応において塩基を用いる場合、例えば、以下に示す塩基、あるいは実施例に
記載されている塩基が用いられる。
【００６５】
　無機塩基類：水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化マグネシウムなど；
　塩基性塩類：炭酸ナトリウム、炭酸カルシウム、炭酸水素ナトリウムなど；
　有機塩基類：トリエチルアミン、ジエチルアミン、ピリジン、４－ジメチルアミノピリ
ジン、Ｎ，Ｎ－ジメチルアニリン、１，４－ジアザビシクロ［２．２．２］オクタン、１
，８－ジアザビシクロ［５．４．０］－７－ウンデセン、イミダゾール、ピペリジンなど
；
　金属アルコキシド類：ナトリウムエトキシド、カリウムｔｅｒｔ－ブトキシド、ナトリ
ウムｔｅｒｔ－ブトキシドなど；
アルカリ金属水素化物類：水素化ナトリウムなど；
金属アミド類：ナトリウムアミド、リチウムジイソプロピルアミド、リチウムヘキサメチ
ルジシラジドなど；
　有機リチウム類：ｎ－ブチルリチウム、ｓｅｃ－ブチルリチウムなど。
【００６６】
　各工程の反応において酸または酸性触媒を用いる場合、例えば、以下に示す酸や酸性触
媒、あるいは実施例に記載されている酸や酸性触媒が用いられる。
【００６７】
　無機酸類：塩酸、硫酸、硝酸、臭化水素酸、リン酸など；
　有機酸類：酢酸、トリフルオロ酢酸、クエン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、１０－カン
ファースルホン酸など；
　ルイス酸：三フッ化ホウ素ジエチルエーテル錯体、ヨウ化亜鉛、無水塩化アルミニウム
、無水塩化亜鉛、無水塩化鉄など。
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【００６８】
　各工程の反応は、特に記載の無い限り、公知の方法、例えば、第５版実験化学講座、１
３巻～１９巻（日本化学会編）；新実験化学講座、１４巻～１５巻（日本化学会編）；精
密有機化学　改定第２版（Ｌ．　Ｆ．　Ｔｉｅｔｚｅ，Ｔｈ．　Ｅｉｃｈｅｒ、南江堂）
；改訂　有機人名反応　そのしくみとポイント（東郷秀雄著、講談社）；ＯＲＧＡＮＩＣ
　ＳＹＮＴＨＥＳＥＳ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅ　Ｖｏｌｕｍｅ　Ｉ～ＶＩＩ（Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　ＳｏｎｓＩｎｃ）；Ｍｏｄｅｒｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｔａｎ
ｄａｒｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ（Ｊｉｅ　Ｊａｃｋ　Ｌｉ
著、ＯＸＦＯＲＤ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ出版）；Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｈｅｔ
ｅｒｏｃｙｃｌｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ＩＩＩ、Ｖｏｌ．１～Ｖｏｌ．１４（エルゼ
ビア・ジャパン株式会社）；人名反応に学ぶ有機合成戦略（富岡清監訳、化学同人発行）
；コンプリヘンシブ・オーガニック・トランスフォーメーションズ（ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｅｒｓ　Ｉｎｃ．）１９８９年刊などに記載された方法、あるいは実施例に記載され
た方法に準じて行われる。
【００６９】
　各工程において、官能基の保護または脱保護反応は、公知の方法、例えば、Ｗｉｌｅｙ
－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ社２００７年刊「Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉ
ｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，　４ｔｈＥｄ．」（Ｔｈｅｏｄｏｒａ　Ｗ．
　Ｇｒｅｅｎｅ，　Ｐｅｔｅｒ　Ｇ．　Ｍ．　Ｗｕｔｓ著）；Ｔｈｉｅｍｅ社２００４年
刊「Ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐｓ　３ｒｄＥｄ．」（Ｐ．Ｊ．Ｋｏｃｉｅｎｓｋ
ｉ著）などに記載された方法、あるいは実施例に記載された方法に準じて行われる。
【００７０】
　アルコールなどの水酸基やフェノール性水酸基の保護基としては、例えば、メトキシメ
チルエーテル、ベンジルエーテル、ｐ－メトキシベンジルエーテル、ｔ－ブチルジメチル
シリルエーテル、ｔ－ブチルジフェニルシリルエーテル、テトラヒドロピラニルエーテル
などのエーテル型保護基；酢酸エステルなどのカルボン酸エステル型保護基；メタンスル
ホン酸エステルなどのスルホン酸エステル型保護基；ｔ－ブチルカルボネートなどの炭酸
エステル型保護基などが挙げられる。
【００７１】
　アルデヒドのカルボニル基の保護基としては、例えば、ジメチルアセタールなどのアセ
タール型保護基；環状１，３－ジオキサンなどの環状アセタール型保護基などが挙げられ
る。
【００７２】
　ケトンのカルボニル基の保護基としては、例えば、ジメチルケタールなどのケタール型
保護基；環状１，３－ジオキサンなどの環状ケタール型保護基；Ｏ－メチルオキシムなど
のオキシム型保護基；Ｎ，Ｎ－ジメチルヒドラゾンなどのヒドラゾン型保護基などが挙げ
られる。
【００７３】
　カルボキシル基の保護基としては、例えば、メチルエステルなどのエステル型保護基；
Ｎ，Ｎ－ジメチルアミドなどのアミド型保護基などが挙げられる。
【００７４】
　チオールの保護基としては、例えば、ベンジルチオエーテルなどのエーテル型保護基；
チオ酢酸エステル、チオカルボネート、チオカルバメートなどのエステル型保護基などが
挙げられる。
【００７５】
　アミノ基や、イミダゾール、ピロール、インドールなどの芳香族ヘテロ環の保護基とし
ては、例えば、ベンジルカルバメートなどのカルバメート型保護基；アセトアミドなどの
アミド型保護基；Ｎ－トリフェニルメチルアミンなどのアルキルアミン型保護基、メタン
スルホンアミドなどのスルホンアミド型保護基などが挙げられる。
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【００７６】
　保護基の除去は、公知の方法、例えば、酸、塩基、紫外光、ヒドラジン、フェニルヒド
ラジン、Ｎ－メチルジチオカルバミン酸ナトリウム、テトラブチルアンモニウムフルオリ
ド、酢酸パラジウム、トリアルキルシリルハライド（例えば、トリメチルシリルヨージド
、トリメチルシリルブロミド）を使用する方法や還元法などを用いて行うことができる。
【００７７】
　各工程において、還元反応を行う場合、使用される還元剤としては、水素化アルミニウ
ムリチウム、水素化トリアセトキシホウ素ナトリウム、水素化シアノホウ素ナトリウム、
水素化ジイソブチルアルミニウム（ＤＩＢＡＬ－Ｈ）、水素化ホウ素ナトリウム、水素化
トリアセトキシホウ素テトラメチルアンモニウムなどの金属水素化物類；ボランテトラヒ
ドロフラン錯体などのボラン類；ラネーニッケル；ラネーコバルト；水素；ギ酸などが挙
げられる。例えば、水素またはギ酸存在下で、ラネーニッケルまたはラネーコバルトを用
いることができる。炭素－炭素二重結合あるいは三重結合を還元する場合は、パラジウム
－カーボンやＬｉｎｄｌａｒ触媒などの触媒を用いる方法がある。
【００７８】
　各工程において、酸化反応を行う場合、使用される酸化剤としては、ｍ－クロロ過安息
香酸（ＭＣＰＢＡ）、過酸化水素、ｔ－ブチルヒドロペルオキシドなどの過酸類；過塩素
酸テトラブチルアンモニウムなどの過塩素酸塩類；塩素酸ナトリウムなどの塩素酸塩類；
亜塩素酸ナトリウムなどの亜塩素酸塩類；過ヨウ素酸ナトリウムなどの過ヨウ素酸類；ヨ
ードシルベンゼンなどの高原子価ヨウ素試薬；二酸化マンガン、過マンガン酸カリウムな
どのマンガンを有する試薬；四酢酸鉛などの鉛類；クロロクロム酸ピリジニウム（ＰＣＣ
）、二クロム酸ピリジニウム（ＰＤＣ）、ジョーンズ試薬などのクロムを有する試薬；Ｎ
－ブロモスクシンイミド（ＮＢＳ）などのハロゲン化合物類；酸素；オゾン；三酸化硫黄
・ピリジン錯体；四酸化オスミウム；二酸化ゼレン；２，３－ジクロロ－５，６－ジシア
ノ－１，４－ベンゾキノン（ＤＤＱ）などが挙げられる。
【００７９】
　各工程において、ラジカル環化反応を行う場合、使用されるラジカル開始剤としては、
アゾビスイソブチロニトリル（ＡＩＢＮ）などのアゾ化合物；４－４’－アゾビス－４－
シアノペンタン酸（ＡＣＰＡ）などの水溶性ラジカル開始剤；空気あるいは酸素存在下で
のトリエチルホウ素；過酸化ベンゾイルなどが挙げられる。また、使用されるラジカル反
応試剤としては、トリブチルスタナン、トリストリメチルシリルシラン、１，１，２，２
－テトラフェニルジシラン、ジフェニルシラン、ヨウ化サマリウムなどが挙げられる。
【００８０】
　各工程において、Ｗｉｔｔｉｇ反応を行う場合、使用されるＷｉｔｔｉｇ試薬としては
、アルキリデンホスホラン類などが挙げられる。アルキリデンホスホラン類は、公知の方
法、例えば、ホスホニウム塩と強塩基を反応させることで調製することができる。
【００８１】
　各工程において、Ｈｏｒｎｅｒ－Ｅｍｍｏｎｓ反応を行う場合、使用される試薬として
は、ジメチルホスホノ酢酸メチル、ジエチルホスホノ酢酸エチルなどのホスホノ酢酸エス
テル類；アルカリ金属水素化物類、有機リチウム類などの塩基が挙げられる。
【００８２】
　各工程において、Ｆｒｉｅｄｅｌ－Ｃｒａｆｔｓ反応を行う場合、使用される試薬とし
ては、ルイス酸と、酸クロリドあるいはアルキル化剤（例、ハロゲン化アルキル類、アル
コール、オレフィン類など）が挙げられる。あるいは、ルイス酸の代わりに、有機酸や無
機酸を用いることもでき、酸クロリドの代わりに、無水酢酸などの酸無水物を用いること
もできる。
【００８３】
　各工程において、芳香族求核置換反応を行う場合、試薬としては、求核剤（例、アミン
類、イミダゾールなど）と塩基（例、塩基性塩類、有機塩基類など）が用いられる。
【００８４】
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　各工程において、カルボアニオンによる求核付加反応、カルボアニオンによる求核１，
４－付加反応（Ｍｉｃｈａｅｌ付加反応）、あるいはカルボアニオンによる求核置換反応
を行う場合、カルボアニオンを発生するために用いる塩基としては、有機リチウム類、金
属アルコキシド類、無機塩基類、有機塩基類などが挙げられる。
【００８５】
　各工程において、Ｇｒｉｇｎａｒｄ反応を行う場合、Ｇｒｉｇｎａｒｄ試薬としては、
フェニルマグネシウムブロミドなどのアリールマグネシウムハライド類；メチルマグネシ
ウムブロミド、イソプロピルマグネシウムブロミドなどのアルキルマグネシウムハライド
類が挙げられる。Ｇｒｉｇｎａｒｄ試薬は、公知の方法、例えばエーテルあるいはテトラ
ヒドロフランを溶媒として、ハロゲン化アルキルまたはハロゲン化アリールと、金属マグ
ネシウムとを反応させることにより調製することができる。
【００８６】
　各工程において、Ｋｎｏｅｖｅｎａｇｅｌ縮合反応を行う場合、試薬としては、二つの
電子求引基に挟まれた活性メチレン化合物（例、マロン酸、マロン酸ジエチル、マロノニ
トリルなど）および塩基（例、有機塩基類、金属アルコキシド類、無機塩基類）が用いら
れる。
【００８７】
　各工程において、Ｖｉｌｓｍｅｉｅｒ－Ｈａａｃｋ反応を行う場合、試薬としては、塩
化ホスホリルとアミド誘導体（例、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミドなど）が用いられる。
【００８８】
　各工程において、アルコール類、アルキルハライド類、スルホン酸エステル類のアジド
化反応を行う場合、使用されるアジド化剤としては、ジフェニルホスホリルアジド（ＤＰ
ＰＡ）、トリメチルシリルアジド、アジ化ナトリウムなどが挙げられる。例えば、アルコ
ール類をアジド化する場合、ジフェニルホスホリルアジドと１，８－ジアザビシクロ［５
，４，０］ウンデカ－７－エン（ＤＢＵ）を用いる方法やトリメチルシリルアジドとルイ
ス酸を用いる方法などがある。
【００８９】
　各工程において、還元的アミノ化反応を行う場合、使用される還元剤としては、水素化
トリアセトキシホウ素ナトリウム、水素化シアノホウ素ナトリウム、水素、ギ酸などが挙
げられる。基質がアミン化合物の場合は、使用されるカルボニル化合物としては、パラホ
ルムアルデヒドの他、アセトアルデヒドなどのアルデヒド類、シクロヘキサノンなどのケ
トン類が挙げられる。基質がカルボニル化合物の場合は、使用されるアミン類としては、
アンモニア、メチルアミンなどの１級アミン；ジメチルアミンなどの２級アミンなどが挙
げられる。
【００９０】
　各工程において、光延反応を行う場合、試薬としては、アゾジカルボン酸エステル類（
例、アゾジカルボン酸ジエチル（ＤＥＡＤ）、アゾジカルボン酸ジイソプロピル（ＤＩＡ
Ｄ）など）およびトリフェニルホスフィンが用いられる。
【００９１】
　各工程において、エステル化反応、アミド化反応、あるいはウレア化反応を行う場合、
使用される試薬としては、酸クロリド、酸ブロミドなどのハロゲン化アシル体；酸無水物
、活性エステル体、硫酸エステル体など活性化されたカルボン酸類が挙げられる。カルボ
ン酸の活性化剤としては、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（ＷＳＣＤ）などのカルボジイミド系縮合剤；４－（４，６－ジメトキシ－１
，３，５－トリアジン－２－イル）－４－メチルモルホリニウムクロライド－ｎ－ハイド
レート（ＤＭＴ－ＭＭ）などのトリアジン系縮合剤；１，１－カルボニルジイミダゾール
（ＣＤＩ）などの炭酸エステル系縮合剤；ジフェニルリン酸アジド（ＤＰＰＡ）；ベンゾ
トリアゾール－１－イルオキシ－トリスジメチルアミノホスホニウム塩（ＢＯＰ試薬）；
ヨウ化２－クロロ－１－メチル－ピリジニウム（向山試薬）；塩化チオニル；クロロギ酸
エチルなどのハロギ酸低級アルキル；Ｏ－（７－アザベンゾトリアゾール－１－イル）－
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Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウム ヘキサフルオロリン酸塩（ＨＡＴＵ）；
硫酸；あるいはこれらの組み合わせなどが挙げられる。カルボジイミド系縮合剤を用いる
場合、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミド
（ＨＯＳｕ）、ジメチルアミノピリジン（ＤＭＡＰ）などの添加剤をさらに反応に加えて
もよい。
【００９２】
　各工程において、カップリング反応を行う場合、使用される金属触媒としては、酢酸パ
ラジウム（ＩＩ）、テトラキス（トリフェニルホスフィン）パラジウム（０）、ジクロロ
ビス（トリフェニルホスフィン）パラジウム（ＩＩ）、ジクロロビス（トリエチルホスフ
ィン）パラジウム（ＩＩ）、トリス（ジベンジリデンアセトン）ジパラジウム（０）、塩
化１，１’－ビス（ジフェニルホスフィノ）フェロセンパラジウム（ＩＩ）、酢酸パラジ
ウム（ＩＩ）などのパラジウム化合物；テトラキス（トリフェニルホスフィン）ニッケル
（０）などのニッケル化合物；塩化トリス（トリフェニルホスフィン）ロジウム（ＩＩＩ
）などのロジウム化合物；コバルト化合物；酸化銅、ヨウ化銅（Ｉ）などの銅化合物；白
金化合物などが挙げられる。さらに反応に塩基を加えてもよく、このような塩基としては
、無機塩基類、塩基性塩類などが挙げられる。
【００９３】
　各工程において、チオカルボニル化反応を行う場合、チオカルボニル化剤としては、代
表的には五硫化二リンが用いられるが、五硫化二リンの他に、２，４－ビス（４－メトキ
シフェニル）－１，３，２，４－ジチアジホスフェタン－２，４－ジスルフィド（Ｌｏｗ
ｅｓｓｏｎ試薬）などの１，３，２，４－ジチアジホスフェタン－２，４－ジスルフィド
構造を持つ試薬を用いてもよい。
【００９４】
　各工程において、Ｗｏｈｌ－Ｚｉｅｇｌｅｒ反応を行う場合、使用されるハロゲン化剤
としては、Ｎ－ヨードコハク酸イミド、Ｎ－ブロモコハク酸イミド（ＮＢＳ）、Ｎ－クロ
ロコハク酸イミド（ＮＣＳ）、臭素、塩化スルフリルなどが挙げられる。さらに、熱、光
、過酸化ベンゾイル、アゾビスイソブチロニトリルなどのラジカル開始剤を反応に加える
ことで、反応を加速させることができる。
【００９５】
　各工程において、ヒドロキシ基のハロゲン化反応を行う場合、使用されるハロゲン化剤
としては、ハロゲン化水素酸と無機酸の酸ハロゲン化物、具体的には、塩素化では、塩酸
、塩化チオニル、オキシ塩化リンなど、臭素化では、４８％臭化水素酸などが挙げられる
。また、トリフェニルホスフィンと四塩化炭素または四臭化炭素などとの作用により、ア
ルコールからハロゲン化アルキル体を得る方法を用いてもよい。あるいは、アルコールを
スルホン酸エステルに変換の後、臭化リチウム、塩化リチウムまたはヨウ化ナトリウムと
反応させるような２段階の反応を経てハロゲン化アルキル体を合成する方法を用いてもよ
い。
【００９６】
　各工程において、Ａｒｂｕｚｏｖ反応を行う場合、使用される試薬としては、ブロモ酢
酸エチルなどのハロゲン化アルキル類；トリエチルフォスファイトやトリ（イソプロピル
）ホスファイトなどのホスファイト類が挙げられる。
【００９７】
　各工程において、スルホンエステル化反応を行う場合、使用されるスルホン化剤として
は、メタンスルホニルクロリド、ｐ－トルエンスルホニルクロリド、メタンスルホン酸無
水物、ｐ－トルエンスルホン酸無水物、トリフルオロメタンスルホン酸無水物などが挙げ
られる。
【００９８】
　各工程において、加水分解反応を行う場合、試薬としては、酸または塩基が用いられる
。また、ｔ－ブチルエステルの酸加水分解反応を行う場合、副生するｔ－ブチルカチオン
を還元的にトラップするためにギ酸やトリエチルシランなどを加えることがある。
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【００９９】
　各工程において、脱水反応を行う場合、使用される脱水剤としては、硫酸、五酸化二リ
ン、オキシ塩化リン、Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド、アルミナ、ポリリン
酸などが挙げられる。
【０１００】
　化合物（Ｉ）は、例えば、以下の製法によって製造することができる。化合物（Ｉ）の
うち、波線の両方がシス型となる結合である化合物、および、波線の一方または両方がト
ランス型となる結合である化合物のいずれも以下に示す製法と同様の製法で製造すること
ができる。本発明では、特にエステル化の際に、目的とする化合物（Ｉ）の構造に応じた
適切な原料を用いることにより、所望の構造の化合物（Ｉ）を合成することが可能である
。また、化合物（Ｉ）の塩は、無機塩基、有機塩基、有機酸、塩基性または酸性アミノ酸
との適切な混合により得ることができる。
【０１０１】
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【化４】

【０１０２】
　以下、本発明の化合物を含有する脂質粒子、および当該脂質粒子と核酸を含有する核酸
導入用組成物の製造方法について記載する。
【０１０３】
　本発明の脂質粒子は、本発明の化合物（カチオン性脂質）を、必要によりその他の脂質
成分と混合した後、脂質成分から脂質粒子を調製するための公知の方法により製造するこ
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とができる。例えば、上記の（混合）脂質成分を有機溶媒に溶解し、得られる有機溶媒溶
液を水もしくは緩衝液と混合すること（例えば、乳化法）により、脂質粒子分散液として
製造することができる。上記混合は、微小流体混合システム（例えば、NanoAssemblr装置
 (Precision NanoSystems社)）を用いて行うことができる。得られた脂質粒子は、脱塩も
しくは透析および滅菌ろ過に付してもよい。また、必要に応じてｐＨ調整、浸透圧調整を
行ってもよい。
【０１０４】
　化合物（Ｉ）は、式（Ｉ）のｎ、Ｒおよび波線の定義の組み合わせによって、複数の構
造を取り得る。脂質粒子の製造には、化合物（Ｉ）として、特定の構造を有する１種類の
化合物を単独で使用してもよいし、構造の異なる複数の種類の化合物の混合物として使用
してもよい。
【０１０５】
　「他の脂質成分」としては、前述したような構造脂質、例えば、ステロール類、リン脂
質、ポリエチレングリコール脂質が挙げられる。「他の脂質成分」は、例えば、本発明の
化合物１モルに対して、０．００８～４モル用いられる。本発明の化合物は、他の脂質成
分（特に、コレステロール、ホスファチジルコリンおよびポリエチレングリコール脂質）
と混合して用いることが好ましい。本発明の化合物と他の脂質成分とを混合して用いる場
合の好ましい態様は、本発明の化合物１～４モル、ステロール類０～３モル、リン脂質０
～２モルおよびポリエチレングリコール脂質０～１モルの混合物である。本発明の化合物
と他の脂質成分とを混合して用いる場合のより好ましい態様は、本発明の化合物１～１．
５モル、ステロール類０～１．２５モル、リン脂質０～０．５モルおよびポリエチレング
リコール脂質０～０．１２５モルの混合物である。
【０１０６】
　前記した有機溶媒溶液中の本発明の化合物、あるいは本発明の化合物と他の脂質成分と
の混合物の濃度は、好ましくは０．５～１００ｍｇ／ｍＬである。
【０１０７】
　有機溶媒としては、例えば、メタノール、エタノール、１－プロパノール、２－プロパ
ノール、１－ブタノール、tert－ブタノール、アセトン、アセトニトリル、Ｎ，Ｎ－ジメ
チルホルムアミド、ジメチルスルホキシド、またはこれらの混合物が挙げられる。有機溶
媒は、０～２０％の水もしくは緩衝液を含有してもよい。
【０１０８】
　緩衝液としては、酸性緩衝液（例えば、酢酸緩衝液、クエン酸緩衝液、２-モルホリノ
エタンスルホン酸（ＭＥＳ）緩衝液、リン酸緩衝液）や、中性緩衝液（例えば、４－(２
－ヒドロキシエチル)－１－ピペラジンエタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）緩衝液、トリス(
ヒドロキシメチル)アミノメタン（Ｔｒｉｓ）緩衝液、リン酸緩衝液、リン酸緩衝生理食
塩水(ＰＢＳ)）が挙げられる。
【０１０９】
　微小流体混合システムを用いて混合を行う場合、有機溶媒溶液１容積部に対して水もし
くは緩衝液１～５容積部を混合することが好ましい。また、該システムにおいて、混合液
（有機溶媒溶液と水もしくは緩衝液との混合液）流速は、好ましくは０．１～１０ｍＬ／
ｍｉｎであり、温度は、好ましくは１５～４５℃である。
【０１１０】
　本発明の組成物は、脂質粒子または脂質粒子分散液を製造する際、水もしくは緩衝液に
活性成分としての核酸を添加しておくことにより、活性成分を含む脂質粒子分散液として
製造することができる。活性成分は、水もしくは緩衝液における活性成分の濃度が０．０
５～２．０ｍｇ／ｍＬとなるように添加することが好ましい。
【０１１１】
　また、本発明の組成物は、脂質粒子または脂質粒子分散液と、活性成分またはその水溶
液とを、公知の方法で混和することによっても、活性成分を含む脂質粒子分散液として製
造することができる。脂質粒子分散液は、脂質粒子を適当な分散媒に分散させることによ
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り調製することができる。また、活性成分の水溶液は、活性成分を適当な溶媒に溶解させ
ることにより調製することができる。
【０１１２】
　分散媒および溶媒を除いた本発明の組成物における本発明の化合物の含量は、好ましく
は、４０～７０重量％である。
【０１１３】
　分散媒および溶媒を除いた本発明の組成物における活性成分の含量は、好ましくは、１
～２０重量％である。
【０１１４】
　脂質粒子分散液または組成物を含む分散液の分散媒は、透析することで水または緩衝液
に置換することができる。透析には、分画分子量１０～２０Ｋの限外ろ過膜を用い、４℃
～室温にて実施する。繰り返し透析を行ってもよい。分散媒の置換には、タンジェンシャ
ルフロー・フィルトレーション（ＴＦＦ）を使用してもよい。また、分散媒の置換後、必
要に応じてｐＨ調整、浸透圧調整を行ってもよい。
【０１１５】
　以下、本発明の化合物を含有する脂質粒子、および当該脂質粒子と活性成分としての核
酸を含有する組成物の分析方法について記載する。
【０１１６】
　（組成物中の）脂質粒子の粒子径は、公知の手段により測定することができる。例えば
、ＮＩＢＳ（非接触後方散乱）技術に基づく粒子径測定装置、Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａ
ｎｏ　ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用い、自己相関関数のキュム
ラント解析によりＺ平均粒子径として算出することができる。（組成物中の）脂質粒子の
粒子径（平均粒子径）は、好ましくは１０～２００ｎｍである。
【０１１７】
　本発明の組成物における活性成分としての核酸（例えばｓｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ）の濃度
および内封率は、公知の手段により測定することができる。例えば、Ｑｕａｎｔ－ｉＴＴ

Ｍ ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて核酸を蛍光標識
し、その蛍光強度を測定することによって濃度および内封率を求めることができる。組成
物中の核酸の濃度は、濃度が既知の核酸水溶液から作成される標準曲線を用いて算出する
ことができ、内封率は、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００（脂質粒子を崩壊させるための界面活性
剤）の添加の有無による蛍光強度の違いを元に算出することができる。なお、組成物中の
核酸の濃度は、脂質粒子に内封されている核酸および内封されていない核酸の合計の濃度
を指し、内封率は組成物中の核酸全体のうち脂質粒子に内封されているものの割合を指す
。
【実施例】
【０１１８】
　本発明は、更に以下の実施例、試験例および製剤例によって詳しく説明されるが、これ
らは本発明を限定するものではなく、また本発明の範囲を逸脱しない範囲で変化させても
よい。
【０１１９】
　以下の実施例中の「室温」は通常約１０℃ないし約３５℃を示す。混合溶媒において示
した比は、特に断らない限り容量比を示す。％は、特に断らない限り重量％を示す。
【０１２０】
　実施例のカラムクロマトグラフィーにおける溶出は、特に言及しない限り、ＴＬＣ（Ｔ
ｈｉｎ　Ｌａｙｅｒ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，薄層クロマトグラフィー）による
観察下に行った。ＴＬＣ観察においては、ＴＬＣプレートとしてメルク（Ｍｅｒｃｋ）社
製の６０　Ｆ２５４を用い、展開溶媒として、カラムクロマトグラフィーで溶出溶媒とし
て用いた溶媒を用いた。また、検出にはＵＶ検出器を採用し、必要に応じてＴＬＣ発色試
薬を用いて観察した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにおいて、ＮＨと記載した場
合はアミノプロピルシラン結合シリカゲルを、Ｄｉｏｌと記載した場合は３－（２，３－
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ジヒドロキシプロポキシ）プロピルシラン結合シリカゲルを用いた。分取ＨＰＬＣ（高速
液体クロマトグラフィー）において、Ｃ１８と記載した場合はオクタデシル結合シリカゲ
ルを用いた。溶出溶媒において示した比は、特に断らない限り容量比を示す。
【０１２１】
　１Ｈ　ＮＭＲはフーリエ変換型ＮＭＲで測定した。１Ｈ　ＮＭＲの解析にはＡＣＤ／Ｓ
ｐｅｃＭａｎａｇｅｒ（商品名）ソフトウエアなどを用いた。水酸基やアミノ基などのプ
ロトンピークが非常に緩やかなピークについては記載していないことがある。
【０１２２】
　ＭＳは、ＬＣ／ＭＳおよびＭＡＬＤＩ／ＴＯＦＭＳにより測定した。イオン化法として
は、ＥＳＩ法、ＡＰＣＩ法または、ＭＡＬＤＩ法を用いた。マトリックスとしてはＣＨＣ
Ａを用いた。データは実測値（ｆｏｕｎｄ）を記載した。通常、分子イオンピークが観測
されるがフラグメントイオンとして観測されることがある。塩の場合は、通常、フリー体
の分子イオンピーク、カチオン種、アニオン種もしくはフラグメントイオンピークが観測
される。
【０１２３】
　以下の実施例においては下記の略号を使用する。
ＭＳ：マススペクトル
Ｍ：モル濃度
Ｎ：規定度
ＣＤＣｌ３：重クロロホルム
ＤＭＳＯ－ｄ６：重ジメチルスルホキシド
１Ｈ　ＮＭＲ：プロトン核磁気共鳴
ＬＣ／ＭＳ：液体クロマトグラフ質量分析計
ＥＳＩ：electrospray ionization、エレクトロスプレーイオン化
ＡＰＣＩ：atmospheric pressure chemical ionization、大気圧化学イオン化
ＭＡＬＤＩ：Matrix-assisted laser desorption/ionization、マ卜リックス支援レーザ
ー脱離イオン化
ＴＯＦＭＳ：Time-of-flight mass spectrometry、飛行時間型質量分析
ＣＨＣＡ：α-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸
ＤＭＦ：N,N-ジメチルホルムアミド
ＴＨＦ：テトラヒドロフラン
ＤＭＡＰ：４－ジメチルアミノビリジン
ＴＢＡＦ：テトラブチルアンモニウムフルオリド
【０１２４】
　［実施例１］3-((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ
-9-エノイルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート
　A)　2-(((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)メチル)-2-(ヒドロキシメチル)プロパン
-1,3-ジオール
　2, 2-ビス(ヒドロキシメチル)プロパン-1,3-ジオール(5.45 g)、1H-イミダゾール(2.72
 g)およびDMF(190 mL)の混合物に、tert-ブチルクロロジメチルシラン(3.01 g)のDMF(10 
mL)溶液を室温で加えた。24時間撹拌後、反応混合物を減圧下濃縮した。残渣を酢酸エチ
ルで希釈し、水で3回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減
圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン）で
精製して標題化合物(2.25 g)を得た。
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δppm 0.08 (6H, s), 0.90 (9H, s), 2.53 (3H, t, J = 5.5 H
z), 3.66 (2H, s), 3.73 (6H, d, J = 5.5 Hz)
【０１２５】
　B)　3-((tert-ブチル(ジメチル)シリル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイ
ルオキシ)メチル)プロピル (9Z)-テトラデカ-9-エノアート
　2-(((tert-ブチルジメチルシリル)オキシ)メチル)-2-(ヒドロキシメチル)プロパン-1,3



(24) JP WO2019/131839 A1 2019.7.4

10

20

30

40

50

-ジオール(258 mg)、(9Z)-テトラデカ-9-エン酸(769 mg) および DMAP (126 mg)のDMF(3 
mL)溶液に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(790 mg)を室温
で加えた。18時間撹拌後、反応混合物を酢酸エチルで希釈し、水で2回、飽和食塩水で1回
洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラム
クロマトグラフィー（NH、酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物（860 mg)を得た
。
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δppm 0.03 (6H, s), 0.81-0.96 (18H, m), 1.18-1.41 (36H, 
m), 1.53-1.67 (6H,m), 1.91-2.10 (12H, m), 2.29 (6H, t, J = 7.6 Hz), 3.58 (2H, s)
, 4.08 (6H, s), 5.27-5.43 (6H, m)
【０１２６】
　C)　3-ヒドロキシ-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイルオキシ)メチル)プロピル(9Z
)-テトラデカ-9-エノアート
　3-((tert-ブチル(ジメチル)シリル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイルオ
キシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート(5.91 g)のTHF(120 mL)溶液に、TBA
FのTHF溶液(1 M, 14.85 mL)と酢酸(4.91 mL)の混合物を室温で加えた。3日間撹拌後、反
応混合物を減圧下濃縮した。残渣を酢酸エチルで希釈し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液
で1回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下留去した。
残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化
合物(4.96 g)を得た。
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δppm 0.82-0.97 (9H, m), 1.16-1.42 (36H, m), 1.52-1.68 (
6H, m), 1.90-2.12 (12H, m), 2.32 (6H, t, J = 7.6 Hz), 2.52 (1H, t, J = 7.0 Hz), 
3.49 (2H, d, J = 7.0 Hz), 4.11 (6H, s), 5.26-5.42 (6H, m)
【０１２７】
　D)　3-((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノ
イルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テトラデカ-9-エノアート
　3-ヒドロキシ-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノイルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-テ
トラデカ-9-エノアート(4.96 g)、DMAP (796 mg)および4-(ジメチルアミノ)ブタン酸塩酸
塩(2.19 g)のDMF(20 mL)溶液に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(2.50 g)を室温で加えた。18時間撹拌後、反応混合物を酢酸エチルで希釈し、飽和
炭酸水素ナトリウム水溶液で1回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し
、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（NH、酢酸エチル
/ヘキサン）で精製して標題化合物（5.31 g)を得た。
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δppm 0.82-0.94 (9H, m), 1.20-1.42 (36H, m), 1.50-1.66 (
6H, m), 1.69-1.83 (2H, m), 1.90-2.10 (12H, m), 2.20 (6H, s), 2.23-2.41 (10H, m),
 4.11 (8H, s), 5.23-5.44 (6H, m)
【０１２８】
　［実施例４］3-((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ
-9-エノイルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-ヘキサデカ-9-エノアート
　A)　2-(((tert-ブチル(ジフェニル)シリル)オキシ)メチル)-2-(ヒドロキシメチル)プロ
パン-1,3-ジオール
　2, 2-ビス（ヒドロキシメチル）プロパン-1,3-ジオ一ル（5.0 g)、1H-イミダゾ一ル（2
.5 g)およびDMF(200 mL)の混合物に、tert-ブチルクロロジフェニルシラン（5.1 g)のDMF
(10 mL)溶液を室温で加えた。18時間撹拌後、反応混合物を減圧下濃縮した。残渣を酢酸
エチルで希釈し、水で3回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒
を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン
）で精製して標題化合物（6.4 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δppm 1.07 (9H, s), 2.34 (3H, t, J = 5.5 Hz), 3.67 (2H, 
s), 3.74 (6H, d, J = 5.5 Hz), 7.39-7.48 (6 H, m), 7.63-7.67 (4H, m)
【０１２９】
　B)　(5-(((tert-ブチル(ジフェニル)シリル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキ
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サン-5-イル)メタノール
　2-(((tert-ブチル(ジフェニル)シリル)オキシ)メチル)-2-(ヒドロキシメチル)プロパン
-1,3-ジオール(3.5 g)、2,2-ジメトキシプロパン (1.5 g)のアセトン(35 mL)溶液に、p-
トルエンスルホン酸一水和物 (88.9 mg)を室温で加えた。2時間撹拌後、反応混合物に希
アンモニア水を加え中和した後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマ
トグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(2.7 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δppm 1.07 (9H, s), 1.27 (3H, s), 1.41 (3H, s), 2.12-2.1
8 (1 H, m), 3.69-3.78 (8H, m), 7.38-7.47 (6H, m), 7.65-7.69 (4H, m)
【０１３０】
　C)　(5-(((tert-ブチル(ジフェニル)シリル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキ
サン-5-イル)メチル(9Z)-ヘキサデカ-9-エノアート
　(5-(((tert-ブチル(ジフェニル)シリル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン
-5-イル)メタノール(910 mg)、DMAP(215 mg)および(9Z)-ヘキサデカ-9-エン酸(838 mg)の
DMF(10 mL)溶液に、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(757 
mg)を室温で加えた。6時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え、水で2回、飽和食塩
水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(1.43 g)を
得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δppm 0.84 - 0.91 (3 H, m), 1.03 - 1.07 (9 H, m), 1.22 -
 1.35 (16 H, m), 1.40 (6 H, d, J = 17.0 Hz), 1.49 - 1.63 (2 H, m), 2.01 (4 H, q,
 J=6.5 Hz), 2.24 (2 H, t, J=7.6 Hz), 3.65 (2 H, s), 3.73 (2 H, d, J=11.7 Hz), 3.
80 (2 H, d, J=12.0 Hz), 4.17 (2 H, s), 5.29 - 5.39 (2 H, m), 7.35 - 7.46 (6 H, m
), 7.65 (4 H, d, J=6.9 Hz)
【０１３１】
　D)　(5-(ヒドロキシメチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル)メチル(9Z)-ヘキサ
デカ-9-エノアート
　(5-(((tert-ブチル(ジフェニル)シリル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン
-5-イル)メチル(9Z)-ヘキサデカ-9-エノアート(1.43 g)のTHF(4 mL)溶液に、TBAFのTHF溶
液(1M, 2.64 mL)を室温で加えた。3時間撹拌後、反応混合物を減圧下濃縮した。残渣を酢
酸エチルで希釈し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で1回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水
硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラ
フィー（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(0.82 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δppm 0.85 - 0.91 (3 H, m), 1.24 - 1.36 (16 H, m), 1.42 
(6 H, s), 1.58 - 1.66 (2 H, m), 2.01 (4 H, q, J=6.5 Hz), 2.30 (1 H, t, J=6.6 Hz)
, 2.35 (2 H, t, J=7.6 Hz), 3.48 (2 H, d, J=6.6 Hz), 3.69 - 3.75 (4 H, m), 4.25 (
2 H, s), 5.31 - 5.38 (2 H, m)
【０１３２】
　E)　(5-(((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキ
サン-5-イル)メチル(9Z)-ヘキサデカ-9-エノアート
　(5-(ヒドロキシメチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル)メチル(9Z)-ヘキサデカ
-9-エノアート(410 mg)、DMAP(97 mg)および4-(ジメチルアミノ)酪酸塩酸塩(250 mg)のDM
F(4 mL)溶液に、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(343 mg)
を50℃で加えた。4時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え、水で2回、飽和食塩水で
1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカ
ラムクロマトグラフィー（NH、酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(430 mg)を
得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δppm 0.86 - 0.91 (3 H, m), 1.24 - 1.36 (16 H, m), 1.42 
(6 H, s), 1.53 - 1.69 (2 H, m), 1.78 (2 H, m), 1.98 - 2.04 (4 H, m), 2.21 (6 H, 
s), 2.29 (4 H, m), 2.37 (2 H, t, J=7.6 Hz), 3.74 (4 H, s), 4.11 (4 H, d, J=5.7 H
z), 5.31 - 5.38 (2 H, m)



(26) JP WO2019/131839 A1 2019.7.4

10

20

30

40

50

【０１３３】
　F)　3-((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)-2,2-ビス(((9Z)-テトラデカ-9-エノ
イルオキシ)メチル)プロピル(9Z)-ヘキサデカ-9-エノアート
　(5-(((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-
5-イル)メチル(9Z)-ヘキサデカ-9-エノアート(430 mg)に酢酸(2 mL)、水(1 mL)を加えて
、75℃で2時間撹拌後、溶媒を減圧下留去した。残渣に酢酸エチル、飽和炭酸水素ナトリ
ウム水溶液を加えて、2時間撹拌した。水で2回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶
媒を減圧下留去した。得られた残渣に、DMAP(201 mg)および(9Z)-テトラデカ-9-エン酸(4
66 mg)のDMF(4 mL)溶液に、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(458 mg)を50℃で加えた。4時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え、水で2回、飽
和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシ
リカゲルカラムクロマトグラフィー（NH、酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物 
(604 mg) を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δppm 0.85 - 0.92 (9 H, m), 1.24 - 1.36 (40 H, m), 1.55 
- 1.64 (6 H, m), 1.73 - 1.80 (2 H, m), 1.98 - 2.05 (12 H, m), 2.20 (6 H, s), 2.2
4 - 2.33 (8 H, m), 2.36 (2 H, t, J=7.6 Hz), 4.09 - 4.13 (8 H, m), 5.31 - 5.38 (6
 H, m)
【０１３４】
　［実施例８］2-(((N,N-ジメチル-β-アラニル)オキシ)メチル)-2-((オクタノイルオキ
シ)メチル)プロパン-1,3-ジイル(9Z,9'Z)ビス-テトラデカ-9-エノアート
　A)　(2-(4-メトキシフェニル)-1,3-ジオキサン-5,5-ジイル)ジメタノール
　2, 2-ビス（ヒドロキシメチル）プロパン-1,3-ジオ一ル(506 g)の水(2.0 L)溶液を50℃
で撹拌した。濃塩酸(18 mL)を加え、p-メトキシベンズアルデヒド(474 mL)を30℃付近で3
時間かけて滴下した。その後、反応液を25℃にし、5時間撹拌した。2N水酸化ナトリウム
水溶液(120 mL)を加え、1時間撹拌した。結晶をろ過し、水で洗浄した後、酢酸エチル/ヘ
キサンで再結晶して標題化合物(769 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δppm3.24 (2H, d, J = 5.0 Hz), 3.67 (2H, d, J = 5.4 Hz
), 3.74 (3H, s), 3.77 (2H, d, J = 11.3 Hz), 3.88 (2H, t, J = 11.3 Hz), 4.53 (1H,
 t, J = 5.4 Hz), 4.62 (1H, t, J = 5.0 Hz), 5.34 (1H, s), 6.90 (2H, d, J = 8.9 Hz
), 7.33 (2H, d, J = 8.9 Hz)
【０１３５】
　B-1)　2-(ヒドロキシメチル)-2-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)プロパン-1,3-
ジオール
　(2-(4-メトキシフェニル)-1,3-ジオキサン-5,5-ジイル)ジメタノール(10.0 g)のトルエ
ン(100 mL)懸濁溶液に1.5M DIBAL-H溶液(105 mL)を室温で滴下し、5時間撹拌した。メタ
ノール(30 mL)を添加した後、2N 塩酸 (20 mL)と4N 水酸化ナトリウム水溶液 (240 mL)を
加えて2時間撹拌した後、トルエン層を除去した。水層を塩酸で中和した後、酢酸エチル
で抽出し、飽和食塩水で2回洗浄後、セライトろ過した。溶媒を減圧下留去し、残査を酢
酸エチル/ヘキサンで再結晶し標題化合物(6.6 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δppm 3.32 (2H, s), 3.39 (6H, d, J = 5.4 Hz), 3.74 (3H
, s), 4.21 (3H, t, J = 5.4 Hz), 4.36 (2H, s), 6.90 (2H, d like, J = 7.8 Hz), 7.2
3 (2H, d like, J = 7.8 Hz)
【０１３６】
　C-1)　(5-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イ
ル)メタノール
　2-(ヒドロキシメチル)-2-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)プロパン-1,3-ジオー
ル(1.00 g)、2,2-ジメトキシプロパン (1.22 g)のDMF(5 mL)溶液に、ピリジニウム p-ト
ルエンスルホナート(10 mg)を室温で加えた。2時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加
え、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で1回、5%食塩水で2回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで
乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチ
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ル/ヘキサン）で精製して標題化合物(426 mg)を得た。
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δppm 1.29 (3H, s), 1.29 (3H, s), 3.35 (2H, s), 3.39 (
2H, d, J = 5.1 Hz), 3.61 (4H, s), 3.74 (3H, s), 4.38 (2H, s), 4.59 (1H, t, J = 5
.1 Hz), 6.90 (2H, d like, J = 7.5 Hz), 7.24 (2H, d like, J = 7.5 Hz)
【０１３７】
　B-2)　9-(4-メトキシフェニル)-3,3-ジメチル-2,4,8,10-テトラオキサスピロ[5.5]ウン
デカン
　(2-(4-メトキシフェニル)-1,3-ジオキサン-5,5-ジイル)ジメタノール(2.00 g)、2,2-ジ
メトキシプロパン(2.46 g)のDMF(8 mL)溶液に、ピリジニウム p-トルエンスルホナート(2
0 mg)を室温で加えた。4時間撹拌後、反応混合物を酢酸エチルで希釈し、飽和炭酸水素ナ
トリウム水溶液で2回、飽和食塩水で2回洗浄後、無水硫酸マウネシウムで乾燥後、溶媒を
減圧下留去した。残渣を酢酸エチル/ヘキサンで再結晶して標題化合物(1.62 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δppm 1.34 (6H, s), 3.33 (2H, s), 3.63 (2H, d, J = 11.
7 Hz), 3.74 (3H, s), 3.99 (2H, s), 4.12 (2H, d, J = 11.7 Hz), 5.37 (1H, s), 6.90
 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.34 (2H, d, J = 8.8 Hz)
【０１３８】
　C-2)　(5-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イ
ル)メタノール
　9-(4-メトキシフェニル)-3,3-ジメチル-2,4,8,10-テトラオキサスピロ[5.5]ウンデカン
(22.0 g)のトルエン(200 mL)懸濁溶液に1.5M DIBAL-H溶液(60 mL)を5～20℃で滴下し、15
℃で3時間撹拌した。メタノール(22 mL)を添加した後、2N 水酸化ナトリウム水溶液(100 
mL)、4N 水酸化ナトリウム水溶液(200 mL)を順に滴下した。1.5時間攪拌した後、トルエ
ン層を分取し、5%食塩水で洗浄した。溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムク
ロマトグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(14.7 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δppm 1.29 (3H, s), 1.29 (3H, s), 3.35 (2H, s), 3.39 (
2H, d, J = 5.1 Hz), 3.61 (4H, s), 3.74 (3H, s), 4.38 (2H, s), 4.59 (1H, t, J = 5
.1 Hz), 6.90 (2H, d like, J = 7.5 Hz), 7.24 (2H, d like, J = 7.5 Hz)
【０１３９】
　D)　(5-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル
)メチルオクタノアート
　(5-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル)メ
タノール(2.00 g)、DMAP(412 mg)およびオクタン酸(1.27 g)のDMF(20 mL)溶液に、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(1.94 g)を50℃で加えた。4時間
撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え、水で2回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナ
トリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー
（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(2.78 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.84 - 0.91 (3 H, m), 1.22 - 1.33 (8 H, m), 1.40 (6 H,
 s), 1.53 - 1.61 (2 H, m), 2.26 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 3.39 (2 H, s), 3.68 - 3.74
 (2 H, m), 3.76 - 3.80 (2 H, m), 3.80 (3 H, s), 4.15 (2 H, s), 4.42 (2 H, s), 6.
87 (2 H, d, J = 7.8 Hz), 7.20 - 7.24 (2 H, m)
【０１４０】
　E)　(5-(ヒドロキシメチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル)メチルオクタノア
ート
　(5-(((4-メトキシベンジル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル)メ
チルオクタノアート(2.78 g)のエタノール(30 mL)溶液に、Pd炭素(840 mg)を室温で加え
、水素雰囲気下、5時間撹拌した。反応後、Pd炭素をろ過除去した後、溶媒を減圧下留去
した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(酢酸エチル/ヘキサン)で精製して標
題化合物(1.35 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.85 - 0.91 (3 H, m), 1.23 - 1.34 (8 H, m), 1.38 - 1.4
4 (6 H, m), 1.63 (2 H, m), 2.30 - 2.38 (3 H, m), 3.48 (2 H, d, J = 6.6 Hz), 3.68
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 - 3.75 (4 H, m), 4.25 (2 H, s)
【０１４１】
　F)　(5-(((N,N-ジメチル-β-アラニル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-
5-イル)メチルオクタノアート
　(5-(ヒドロキシメチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イル)メチルオクタノアート(
400 mg)、DMAP(129 mg)および3-(ジメチルアミノ)プロパン酸塩酸塩(305 mg)のDMF(4 mL)
溶液に、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(456 mg)を室温
で加えた。4時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え、水で2回、飽和食塩水で1回洗
浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残渣をシリカゲルカラムク
ロマトグラフィー（NH、酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標題化合物(320 mg)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.84 - 0.92 (3 H, m), 1.21 - 1.33 (8 H, m), 1.42 (6 H,
 s), 1.61 (2 H, br), 2.23 (6 H, s), 2.32 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 2.47 - 2.51 (2 H,
 m), 2.57 - 2.61 (2 H, m), 3.75 (4 H, s), 4.13 (4 H, d, J = 11.7 Hz)
【０１４２】
　G)　2-(((N,N-ジメチル-β-アラニル)オキシ)メチル)-2-((オクタノイルオキシ)メチル
)プロパン-1,3-ジイル(9Z,9'Z)ビス-テトラデカ-9-エノアート
　(5-(((N,N-ジメチル-β-アラニル)オキシ)メチル)-2,2-ジメチル-1,3-ジオキサン-5-イ
ル)メチルオクタノアート(320 mg)に酢酸(1.6 mL)、水(0.8 mL)を加えて、65℃で3.5時間
撹拌後、溶媒を減圧下留去した。残渣に酢酸エチル、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加
えて、2時間撹拌した。水で2回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後
、溶媒を減圧下留去した。得られた残査(150 mg)、DMAP(101 mg)および(9Z)-テトラデカ-
9-エン酸(235 mg)のDMF(4.5 mL)溶液に、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(231 mg)を50℃で加えた。8時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え
、水で2回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去し
た。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（NH、酢酸エチル/ヘキサン）で精製し
て標題化合物(230 mg)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.84 - 0.93 (9 H, m), 1.24 - 1.36 (30 H, m), 1.53 - 1.
65 (8 H, m), 1.98 - 2.05 (8 H, m), 2.22 (6 H, s), 2.30 (6 H, t, J = 7.6 Hz), 2.4
8 (2 H, t, J = 6.9 Hz), 2.58 (2 H, t, J = 6.8 Hz), 4.06 - 4.22 (8 H, m), 5.31 - 
5.38 (4 H, m)
【０１４３】
　［実施例１１］2-(((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)メチル)-2-((ドデカノイ
ルオキシ)メチル)プロパン-1,3-ジイル (9Z,9'Z)ビス-テトラデカ-9-エノアート
　A)　3-ヒドロキシ-2,2-ビス(ヒドロキシメチル)プロピルドデカノアート
　2,2-ビス(ヒドロキシメチル)プロパン-1,3-ジオール(5.00 g)、DMAP(2.24 g)およびラ
ウリン酸(3.68 g)のDMF(150 mL)溶液に、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(7.04 g)を室温で加えた。20時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え
、水で2回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去し
た。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチル/ヘキサン）で精製して標
題化合物(1.79 g)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.85 - 0.91 (3 H, m), 1.22 - 1.33 (16 H, m), 1.59 - 1.
66 (3 H, m), 2.36 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 2.51 (2 H, t, J = 5.8 Hz), 3.65 (6 H, d,
 J = 5.7 Hz), 4.23 (2 H, s)
【０１４４】
　B)　2-((ドデカノイルオキシ)メチル)-2-(ヒドロキシメチル)プロパン-1,3-ジイル(9Z,
9'Z)ビス-テトラデカ-9-エノアート
　3-ヒドロキシ-2,2-ビス(ヒドロキシメチル)プロピルドデカノアート(400 mg)、DMAP(15
3 mg)および(9Z)-テトラデカ-9-エン酸(569 mg)のDMF(4 mL)溶液に、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(602 mg)を室温で加えた。8時間撹拌後、反応
混合物に酢酸エチルを加え、水で2回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾
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ヘキサン)で精製して標題化合物(230 mg)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.85 - 0.93 (9 H, m), 1.22 - 1.36 (40 H, m), 1.58 - 1.
65 (6 H, m), 1.99 - 2.05 (8 H, m), 2.32 (6 H, t, J = 7.6 Hz), 2.52 (1 H, t, J = 
7.1 Hz), 3.48 (2 H, d, J = 6.9 Hz), 4.09 - 4.14 (6 H, m), 5.31 - 5.38 (4 H, m)
【０１４５】
　C)　2-(((4-(ジメチルアミノ)ブタノイル)オキシ)メチル)-2-((ドデカノイルオキシ)メ
チル)プロパン-1,3-ジイル (9Z,9'Z)ビス-テトラデカ-9-エノアート
　2-((ドデカノイルオキシ)メチル)-2-(ヒドロキシメチル)プロパン-1,3-ジイル(9Z,9'Z)
ビス-テトラデカ-9-エノアート(230 mg)、DMAP(38 mg)および4-(ジメチルアミノ)酪酸塩
酸塩(105 mg)のDMF(4 mL)溶液に、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(150 mg)を室温で加えた。3時間撹拌後、反応混合物に酢酸エチルを加え、水で2
回、飽和食塩水で1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残
渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(NH、酢酸エチル/ヘキサン)で精製して標題化
合物(100 mg)を得た。
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ0.85 - 0.93 (9 H, m), 1.23 - 1.35 (40 H, m), 1.55 - 1.
67 (6 H, m), 1.77 (2 H, m), 1.98 - 2.05 (8 H, m), 2.20 (6 H, s), 2.24 - 2.33 (8 
H, m), 2.36 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 4.09 - 4.13 (8 H, m), 5.31 - 5.38 (4 H, m)
【０１４６】
　上記の各実施例に示した方法、またはそれらに準じた方法のいずれかに従って、以下の
表中の実施例２～３、５～７及び９～１０が製造された。これらの実施例について、実施
例１、４、８及び１１とともに、化合物の名称、構造式及び製造時に実施された質量数（
表中、ＭＳで示す）を表１に示す。
【０１４７】
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【表１】

【０１４８】
　［本発明の脂質粒子および核酸を含有する、核酸導入用組成物の製造例および試験例］
　［製造例１］
　脂質混合物（実施例で製造したカチオン性脂質：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＧＭ－０



(31) JP WO2019/131839 A1 2019.7.4

10

20

30

40

50

２０＝６０：１０．６：２８：１．４，モル比）を、９０％ ＥｔＯＨ、１０％ ＲＮａｓ
ｅフリー水に溶解して、８．５ ｍｇ／ｍＬの脂質溶液を得た。Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｍ
ＲＮＡ（ＴｒｉＬｉｎｋ ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を１０ｍＭ ２－モルホリノ
エタンスルホン酸（ＭＥＳ）緩衝液ｐＨ４．０に溶解して０．２２ ｍｇ／ｍＬの核酸溶
液を得た。得られた脂質溶液および核酸溶液を、室温で、ＮａｎｏＡｓｓｅｍｂｌｒ装置
（Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｎａｎｏｓｙｓｔｅｍｓ）によって、流速比３ ｍＬ/ｍｉｎ：６ 
ｍＬ/ｍｉｎで混合し、核酸を内封する脂質粒子を含む分散液を得た。得られた分散液は
、Ｓｌｙｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ(２０ｋの分画分子量、Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ)を用いて、水に対して室温で１時間、ＰＢＳに対して４℃で４８時間透析を行った。
続いて、０．２ μｍのｓｙｒｉｎｇｅ ｆｉｌｔｅｒ （Ｉｗａｋｉ)を用いてろ過を行い
、核酸導入用組成物として調製した後、４℃に保存した。脂質粒子の粒子径はＺｅｔａｓ
ｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用いて測定した
。また、脂質粒子におけるｍＲＮＡ濃度および内封率はＱｕａｎｔ－ｉＴＴＭ Ｒｉｂｏ
Ｇｒｅｅｎ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて測定した。分析の結果を表２
に示す。
【０１４９】
【表２】

【０１５０】
　［試験例１］培養細胞へのｍＲＮＡトランスフェクション試験
　ヒト大腸がん由来細胞株ＨＣＴ１１６を６０００ ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌの細胞密度で
９６－Ｗｅｌｌプレートに培養し、２４時間後に、１０ ｎｇのｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｍ
ＲＮＡを含有する核酸導入用組成物（製造例１で製造したものを、ｍＲＮＡとして１０ 
ｎｇ／１０μＬとなるように希釈した液）１０ μＬを培地に添加した。ｍＲＮＡの添加
から２４時間後、ＨＣＴ１１６に発現したｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ量はＰｉｃａｇｅｎｅ　
ＬＴ２．０キット（東洋紡）を用いて測定した。測定の結果を表３及び表４に示す。
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【０１５１】
【表３】

【０１５２】

【表４】

【０１５３】
　［本発明の脂質粒子および核酸を含有する、核酸導入用組成物の製造例および試験例］
　［製造例２］
　脂質混合物（実施例で製造したカチオン性脂質：ＤＰＰＣ：コレステロール：ＧＭ－０
２０＝６０：１０．６：２８：１．４，モル比）を、９０％ ＥｔＯＨ、１０％ ＲＮａｓ
ｅフリー水に溶解して、約７ ｍｇ／ｍｌの脂質溶液を得た。Ｃｏｌ１ａ１に対する ｓｉ
ＲＮＡとＦａｃｔｏｒ ＶＩＩ　（ＦＶＩＩ）に対するｓｉＲＮＡは等量ずつ混合して２
５ｍＭ酢酸緩衝液ｐＨ４．０に溶解し、０．２ ｍｇ／ｍｌの核酸溶液を得た。なお、各
ｓｉＲＮＡの配列情報は下表に示した。得られた脂質溶液および核酸溶液を、室温で、Ｎ
ａｎｏＡｓｓｅｍｂｌｒ装置（Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｎａｎｏｓｙｓｔｅｍｓ）によって
、流速比３ ｍｌ/ｍｉｎ：９ｍｌ/ｍｉｎで混合し、核酸を内封する脂質粒子を含む分散
液を得た。得られた分散液は、Ｓｌｙｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ(２０ｋの分画分子量、Ｔｈ
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ｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)を用いて、水に対して室温で１時間、ＰＢＳに対して４
℃で４８時間透析を行った。続いて、０．２ μｍのｓｙｒｉｎｇｅ ｆｉｌｔｅｒ（Ｉｗ
ａｋｉ）を用いてろ過を行い、核酸導入用組成物として調製した後、４℃に保存した。脂
質粒子の粒子径はＺｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ Ｉｎｓｔｒｕｍ
ｅｎｔｓ）を用いて測定した。また、脂質粒子におけるｍＲＮＡ濃度および内封率はＱｕ
ａｎｔ－ｉＴＴＭ ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて
測定した。分析の結果を表６に示す。
【０１５４】
【表５】

【０１５５】
【表６】

【０１５６】
　[試験例２］四塩化炭素肝障害モデルマウスにおける肝星細胞へのｓｉＲＮＡデリバリ
ー試験
　Ｃｏｌ１ａ１ ｓｉＲＮＡおよびＦＶＩＩ ｓｉＲＮＡを内封した脂質粒子のＰＢＳ分散
液は、ｓｉＲＮＡ濃度が４０ μｇ／ｍｌおよび１２０ μｇ／ｍｌとなるようにＰＢＳで
希釈し、Ｂａｌｂ／ｃマウスへのｓｉＲＮＡ投与量が０．２ ｍｇ／ｋｇおよび０．６ ｍ
ｇ／ｋｇとなるように眼窩静脈叢内に投与した。ｓｉＲＮＡの投与から３時間後、四塩化
炭素を０．１ ｍｌ／ｋｇとなるように経口投与を行った。四塩化炭素の投与から４日後
、マウスはイソフルラン麻酔下における放血により安楽死させ、肝臓を回収した。得られ
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Ａを抽出し、定量的ＰＣＲ法によってＣｏｌ１ａ１ ｍＲＮＡ、ＦＶＩＩ ｍＲＮＡおよび
ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ量の測定を行った。ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ量に対して標準化を行った
Ｃｏｌ１ａ１ ｍＲＮＡおよびＦＶＩＩ ｍＲＮＡの発現低下率を、ｓｉＲＮＡ非投与マウ
スを基準に算出し、下表に示した。
【０１５７】
【表７】

【産業上の利用可能性】
【０１５８】
　本発明の化合物、脂質粒子または組成物は、種々の細胞、組織または臓器に対し効率的
に核酸を導入することを可能にする。したがって、本発明の化合物、脂質粒子または組成
物は、核酸医薬におけるＤＤＳ技術として利用可能である。また、本発明の化合物、脂質
粒子または組成物は、研究用核酸導入試薬としても利用可能である。

【配列表】
2019131839000001.app
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【国際調査報告】
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