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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の式（Ｉ）の化合物またはその塩
【化１】

（式中、
　ＲＡおよびＲＢのいずれか１つは、－Ｏ－Ｒ３であり、もう１つは、－ＣＨ２－Ｏ－Ｃ
（Ｏ）－Ｒ１であり、
　Ｒ１は、Ｃ１～６－アルキレン－ＮＲ’Ｒ’’、Ｃ１～６－アルコキシ－ＮＲ’Ｒ’’
、ヘテロシクリル、ヘテロシクリル－Ｃ１～８－アルキルまたはヘテロシクリル－Ｃ１～

８－アルコキシであり、これらのそれぞれは、ハロ、Ｃ１～８－アルキルおよびＣ３～７

－シクロアルキルから独立に選択される１つ、２つまたは３つの基で任意選択で置換され
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ていてもよく、
　Ｒ’およびＲ’’は、それぞれ独立に水素または－Ｃ１～８－アルキルであり、
　Ｒ２およびＲ３は、それぞれ独立にＣ１２～２２アルキル、Ｃ１２～２２アルケニル、
【化２】

であり、
　Ｒ４は、水素、ハロおよびＣ１～４アルキルから選択される
　ただし、以下の式（Ａ）のＫｂ－Ｇｌｙ－Ｈ、

【化３】

　以下の式（Ｂ）のＫｂ－Ｌｅｕ－Ｈ、



(3) JP 6731912 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

【化４】

　以下の式（Ｃ）のＨＣｌ・Ｈ－Ｇｌｙ－Ｏｋｂ
【化５】

　および以下の式（Ｄ）のＨ－Ｇｌｙ－Ｏｂｚｌ（２，４－Ｏｐｈｙ）
【化６】

を除く）。
【請求項２】
　前記化合物が以下の式（ＩＩ）のものである、請求項１に記載の化合物またはその塩。
【化７】

【請求項３】
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　前記化合物が以下の式（ＩＩＩ）のものである、請求項１に記載の化合物またはその塩
。
【化８】

【請求項４】
　Ｒ１が以下のものから選択される、請求項１に記載の化合物またはその塩。
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【化９】

【請求項５】



(6) JP 6731912 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

　Ｒ２が以下のものから選択される、請求項１に記載の化合物またはその塩。
【化１０】

【請求項６】
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　Ｒ３が以下のものから選択される、請求項１に記載の化合物またはその塩。
【化１１】

【請求項７】
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　前記化合物が以下のものからなる群から選択される、請求項１に記載の化合物またはそ
の塩
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート；
（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（３－（ジメチルアミノ）プロパノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェ
ニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（１－メチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，４－フ
ェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（（３－（ジメチルアミノ）プロポキシ）カルボニル）オキシ）メチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノ
エート）；
（（２－（（（（３－（ジエチルアミノ）プロポキシ）カルボニル）オキシ）メチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノ
エート）；
３－（ジメチルアミノ）プロピル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタ
デカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベンジルカルボネート；
４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イ
ルオキシ）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート；
（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイ
ル）オキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ブタン－４，１－
ジイル）ビス（オクタデカ－９，１２－ジエノエート）；
４－（ジメチルアミノ）ブチル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデ
カ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベンジルカルボネート；
（（２－（（（１－エチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，４－フ
ェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（１－イソプロピルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，
４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエー
ト）；
（（２－（（２－（１－メチルピペリジン－４－イル）アセトキシ）メチル）－１，４－
フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
；
（（２－（（（４－（ピロリジン－１－イル）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－
フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
；
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル（３－（ジメチルアミノ）プロピル）カルボネート；
（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイ
ル）オキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（エタン－２，１－
ジイル）ビス（オクタデカ－９，１２－ジエノエート）；
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル３－（ジメチルアミノ）プロパノエート；
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル（３－（ジエチルアミノ）プロピル）カルボネート；
（（４－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，３－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（４－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，３－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
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レン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチ
ルオキシ）ブタノエート）；
８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オキシ）ペンチル
）オキシ）－３－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）フェノキ
シ）オクチルデカノエート；
８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オキシ）ペンチル
）オキシ）－２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）フェノキ
シ）オクチルデカノエート；
（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（プロパン－３，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチ
ルオキシ）ブタノエート）；
（（４－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，
３－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエー
ト）；
（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチ
ルオキシ）ブタノエート）；
（（２－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，
４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビ
ス（オクチルオキシ）ブタノエート）；および
２，４－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート。
【請求項８】
　以下の式（Ｉ）の化合物またはその薬学的に許容される塩を含む脂質組成物
【化１２】

（式中、
　ＲＡおよびＲＢのいずれか１つは、－Ｏ－Ｒ３であり、もう１つは、－ＣＨ２－Ｏ－Ｃ
（Ｏ）－Ｒ１であり、
　Ｒ１は、Ｃ１～６－アルキレン－ＮＲ’Ｒ’’、Ｃ１～６－アルコキシ－ＮＲ’Ｒ’’
、ヘテロシクリル、ヘテロシクリル－Ｃ１～８－アルキルまたはヘテロシクリル－Ｃ１～

８－アルコキシであり、これらのそれぞれは、ハロ、Ｃ１～８－アルキルおよびＣ３～７

－シクロアルキルから独立に選択される１つ、２つまたは３つの基で任意選択で置換され
ていてもよく、
　Ｒ’およびＲ’’は、それぞれ独立に水素または－Ｃ１～８－アルキルであり、
　Ｒ２およびＲ３は、それぞれ独立にＣ１２～２２アルキル、Ｃ１２～２２アルケニル、
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【化１３】

であり、
　Ｒ４は、水素、ハロおよびＣ１～４アルキルから選択される）。
【請求項９】
　生物活性物質をさらに含む、請求項８に記載の脂質組成物。
【請求項１０】
　前記生物活性物質がＤＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはｍＲＮＡである、請求項９に記載の脂質
組成物。
【請求項１１】
　ヘルパー脂質をさらに含む、請求項８に記載の脂質組成物。
【請求項１２】
　中性脂質をさらに含む、請求項１１に記載の脂質組成物。
【請求項１３】
　ステルス脂質をさらに含む、請求項１２に記載の脂質組成物。
【請求項１４】
　前記ヘルパー脂質がコレステロールであり、前記中性脂質がＤＳＰＣであり、前記ステ
ルス脂質がＳ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ０３３である、請求項１３
に記載の脂質組成物。
【請求項１５】
　脂質ナノ粒子の形態である、請求項８に記載の脂質組成物。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、陽イオン性脂質化合物に関し、そのような化合物を含む組成物に関する。本
発明はまた、そのような化合物および組成物を製造する方法に関し、例えば、細胞および
組織にＲＮＡ薬剤のような生物活性物質を送達するための方法ならびにそのような化合物
および組成物の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　対象への生物活性物質（治療上意味のある化合物を含む）の送達は、化合物が標的細胞
または組織に到達することが困難であることによってしばしば妨げられる。特に、生細胞
内への多くの生物活性物質の輸送は、細胞の複雑な膜系により大きく制限される。これら
の制限により、結果を達成するために望ましい濃度よりはるかに高い濃度の生物活性物質
を使用することが必要となることがあり、そうなると、毒性作用および副作用のリスクが
増大する。この問題に対する１つの解決策は、細胞内への選択的侵入を可能にする特定の
担体分子および担体組成物を利用することである。脂質担体、生分解性ポリマーおよび様
々なコンジュゲートシステムを用いて、細胞への生物活性物質の送達を改善することがで
きる。
【０００３】
　細胞に送達することがとりわけ困難である１つのクラスの生物活性物質は、バイオ治療
薬（ＲＮＡ薬剤などの、ヌクレオシド、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、核酸および誘
導体を含む）である。一般的に、核酸は、細胞または血漿中では、限られた期間しか安定
でない。とりわけＲＮＡ干渉、ＲＮＡｉ療法、ｍＲＮＡ療法、ＲＮＡ医薬、アンチセンス
療法、遺伝子治療および核酸ベースのワクチン（例えば、ＲＮＡワクチン）の発達により
、活性核酸薬剤を細胞に導入する有効な手段の必要性が増大している。これらの理由のた
め、核酸ベースの薬剤を安定化し、細胞内に送達し得る組成物が特に着目される。
【０００４】
　細胞内への外来核酸の輸送を改善するための最も十分に研究されたアプローチは、ウイ
ルスベクターまたは陽イオン性脂質を含む製剤の使用を含む。ウイルスベクターは、ある
種の細胞に遺伝子を効率的に移入するために用いることができるが、それらは、化学的に
合成された分子を細胞に導入するのに用いることはできない。
【０００５】
　代替アプローチは、ある部分において生物活性物質と相互作用し、別の部分において膜
系と相互作用する陽イオン性脂質を組み込んだ送達組成物を使用することである。そのよ
うな組成物は、組成および調製方法によって、リポソーム、ミセル、リポプレックスまた
は脂質ナノ粒子となると報告されている（レビューについては、Felgner, 1990, Advance
d Drug Delivery Reviews, 5, 162-187; Felgner, 1993, J. Liposome Res., 3, 3-16; G
allas, 2013, Chem. Soc. Rev., 42, 7983-7997; Falsini, 2013, J. Med. Chem. dx.doi
.org/10.1021/jm400791q;およびそれらにおける参考文献を参照）。
【０００６】
　Bangham（J. Mol. 13, 238-252）による１９６５年におけるリポソームの最初の記載以
来、生物活性物質の送達のための脂質ベースの担体システムを開発することに持続的な関
心と努力が払われてきた（Allen, 2013, Advanced Drug Delivery Reviews, 65, 36-48）
。正に荷電したリポソームを用いることにより機能性核酸を培養細胞に導入する方法は、
Philip Felgner et al. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84, 7413-7417 (1987)によって
最初に記載された。その方法は、後に、K. L. Brigham et al., Am. J. Med. Sci., 298,
 278-281 (1989)によって、ｉｎ　ｖｉｖｏで実証された。ごく最近では、脂質ナノ粒子
製剤が開発され、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでの有効性が示された（Falsin
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i, 2013, J. Med. Chem. dx.doi.org/10.1021/jm400791q; Morrissey, 2005, Nat. Biote
ch., 23, 1002-1007; Zimmerman, 2006, Nature, 441, 111-114; Jayaraman, 2012, Ange
w. Chem. Int. Ed., 51, 8529-8533.）。
【０００７】
　脂質製剤は、それらの細胞取込みを改善すると同時に、生体分子を分解から保護し得る
ため、魅力的な担体である。様々なクラスの脂質製剤のうち、陽イオン性脂質を含む製剤
は、多価陰イオン（例えば、核酸）を送達するために一般的に用いられている。そのよう
な製剤は、陽イオン性脂質単独および他の脂質およびホスファチジルエタノールアミンの
ような両親媒性物質を任意選択で含むものを用いて形成することができる。脂質製剤の組
成およびその調製の方法の両方が、得られる凝集体の構造およびサイズに影響を及ぼすこ
とは、当技術分野で周知である（Leung, 2012, J. Phys. Chem. C, 116, 18440-18450）
。
【０００８】
　陽イオン性脂質を用いる陰イオン性化合物の封入は、静電相互作用のため本質的に定量
的である。さらに、陽イオン性脂質は、負に荷電した細胞膜と相互作用し、細胞膜輸送を
開始すると考えられている（Akhtar et al., 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; Xu et a
l., 1996, Biochemistry 35, 5616）。さらに、陽イオン性脂質の分子形状、立体配座お
よび特性がエンドソームコンパートメントから細胞質ゾルへの送達効率の向上をもたらす
と考えられる（Semple, 2010, Nat. Biotech, 28, 172-176; Zhang, 2011, 27, 9473-948
3）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　生物活性物質の細胞送達のために陽イオン性脂質を使用することには、いくつかの利点
があることが示されているが、細胞への、ｍＲＮＡおよびＲＮＡｉ薬剤のような生物活性
物質の全身および局所送達を促進するさらなる陽イオン性脂質が依然として必要である。
当技術分野で公知である陽イオン性脂質と比較して、細胞への生物活性物質の全身および
局所送達を改善する陽イオン性脂質も必要である。特定の臓器および腫瘍、とりわけ肝外
腫瘍への生物活性物質の全身および局所送達の改善のための最適化された物理的特性を有
する脂質製剤がさらに必要である。
【００１０】
　さらに、当技術分野で公知である陽イオン性脂質と比較して、毒性の減弱（または治療
指数の改善）をもたらすさらなる陽イオン性脂質が必要である。伝統的な陽イオン性脂質
は、肝臓または腫瘍へのＲＮＡおよびＤＮＡの送達のために用いられているが、送達効率
が最適でなく、用量を増やすと組織および臓器毒性を生ずるという問題を抱えている。陽
イオン性脂質の曝露を低減し、生体適合性を増大させる１つの方法は、ｉｎ　ｖｉｖｏで
のクリアランスを向上させ得る、化学的または生化学的に分解性の官能基（エステル、ア
ミド、アセタール、イミン等のような）を組み込むことである（Maier, 2013, 21, 1570-
1578）。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、向上した有効性とともに、関連組織におけるより低い脂質レベルが持続する
結果としてのより低い毒性（治療指数の改善）を示す、局所送達用途（眼、耳、皮膚、肺
）、筋肉（ｉ．ｍ．）、脂肪、または皮下細胞（ｓ．ｃ．投与）への送達のための、陽イ
オン性脂質足場を提供する。
【００１２】
　一態様では、本発明は、以下の式（１）の化合物
【００１３】
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【化１】

またはその薬学的に許容される塩（式中、ＲＡ、ＲＢ、Ｒ２およびＲ４は、本明細書で定
義する通りである）を提供する。式（Ｉ）の化合物およびその薬学的に許容される塩は、
細胞および組織への生物活性物質の送達に有用である。
【００１４】
　第２の態様では、本発明は、式（Ｉ）による化合物を含む脂質組成物（すなわち、本発
明の脂質組成物）、またはその薬学的に許容される塩を提供する。一実施形態では、脂質
組成物は、少なくとも１つの他の脂質成分をさらに含む。別の実施形態では、脂質組成物
は、１つまたは複数の他の脂質成分と任意選択で組み合わされた、生物活性物質を含む。
別の実施形態では、脂質組成物は、リポソームの形態である。別の実施形態では、脂質組
成物は、脂質ナノ粒子（ＬＮＰ）の形態である。別の実施形態では、脂質組成物は、肝臓
への送達に適している。別の実施形態では、脂質組成物は、腫瘍への送達に適している。
別の実施形態では、脂質組成物は、免疫付与の目的に適している。別の実施形態では、脂
質組成物は、局所送達適用（眼、耳、皮膚、肺）、筋肉（ｉ．ｍ．）、脂肪、または皮下
細胞（ｓ．ｃ．投与）への送達に適している。
【００１５】
　第３の態様では、本発明は、本発明の脂質組成物および薬学的に許容される担体または
賦形剤を含む医薬組成物（すなわち、製剤）を提供する。一実施形態では、該医薬組成物
は、脂質組成物に少なくとも１つの他の脂質成分を含む。別の実施形態では、脂質組成物
は、リポソームの形態である。別の実施形態では、脂質組成物は、脂質ナノ粒子の形態で
ある。別の実施形態では、脂質組成物は、肝臓への送達に適している。別の実施形態では
、脂質組成物は、腫瘍への送達に適している。別の実施形態では、脂質組成物は、局所送
達適用（眼、耳、皮膚、肺）、筋肉（ｉ．ｍ．）、脂肪、または皮下細胞（ｓ．ｃ．投与
）への送達に適している。別の実施形態では、生物活性物質は、ＲＮＡまたはＤＮＡであ
る。別の実施形態では、脂質組成物は、免疫付与の目的に適しており、生物活性物質は、
免疫原をコードするＲＮＡまたはＤＮＡである。
【００１６】
　第４の態様では、本発明は、治療有効量の本発明の脂質組成物をその治療を必要とする
患者に投与するステップを含む疾患または状態の治療の方法を提供する。一実施形態では
、疾患または状態は、ＲＮＡまたはＤＮＡ薬剤を投与することにより治療可能である。別
の実施形態では、脂質組成物は、免疫付与の目的に適しており、生物活性物質は、免疫原
をコードするＲＮＡまたはＤＮＡである。
【００１７】
　第５の態様では、本発明は、患者における疾患または状態を治療するに際しての本発明
の脂質組成物の使用を提供する。一実施形態では、疾患または状態は、ＲＮＡまたはＤＮ
Ａ薬剤を投与することにより治療可能である。
【００１８】
　第６の態様では、本発明は、免疫原をコードするＲＮＡまたはＤＮＡと組み合わせた、
免疫学的有効量の本発明の脂質組成物を対象に投与することを含む、目的の免疫原に対す
る対象における免疫応答を誘導する方法を提供する。
【００１９】
　第７の態様では、本発明は、目的の免疫原に対する対象における免疫応答の誘導におけ
る本発明の脂質組成物の使用を提供する。該脂質は、免疫原をコードするＲＮＡまたはＤ
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ＮＡと組み合わせて使用する。本発明はまた、目的の免疫原に対する対象における免疫応
答を誘導するための医薬の製造における本発明の脂質組成物の使用を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
発明の詳細な説明
　第１の実施形態では、本発明は、以下の式（Ｉ）の化合物またはその塩である。
【００２１】
【化２】

（式中、ＲＡおよびＲＢのいずれか１つは、－Ｏ－Ｒ３であり、もう１つは、－ＣＨ２－
Ｏ－Ｃ（Ｏ）－Ｒ１であり、Ｒ１は、Ｃ１～６－アルキレン－ＮＲ’Ｒ’’、Ｃ１～６－
アルコキシ－ＮＲ’Ｒ’’、ヘテロシクリル、ヘテロシクリル－Ｃ１～８－アルキルまた
はヘテロシクリル－Ｃ１～８－アルコキシルであり、これらのそれぞれは、ハロ、Ｃ１～

８－アルキルおよびＣ３～７－シクロアルキルから独立に選択される１つ、２つまたは３
つの基で任意選択で置換されていてもよく、Ｒ’およびＲ’’は、それぞれ独立に水素ま
たは－Ｃ１～８－アルキルであり、Ｒ２およびＲ３は、それぞれ独立にＣ１２～２２アル
キル、Ｃ１２～２２アルケニル、
【００２２】
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であり、
Ｒ４は、水素、ハロおよびＣ１～４アルキルから選択される。）
【００２３】
　第２の実施形態では、本発明は、第１の実施形態による化合物またはその塩であり、こ
の化合物は以下の式（ＩＩ）のものである。
【００２４】

【化４】

【００２５】
　第３の実施形態では、本発明は、第１の実施形態による化合物またはその塩であり、こ
の化合物は、以下の式（ＩＩＩ）のものである。
【００２６】
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【化５】

【００２７】
　第４の実施形態では、本発明は、第１から第３の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ４は、水素である。
【００２８】
　第５の実施形態では、本発明は、第１から第４の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ１は、以下のものから選択される。
【００２９】
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【化６】

【００３０】
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　第６の実施形態では、本発明は、第１から第５の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ１は、
【００３１】
【化７】

である。
【００３２】
　第７の実施形態では、本発明は、第１から第６の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ２は、以下のものから選択される。
【００３３】
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【化８】

【００３４】
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　第８の実施形態では、本発明は、第１から第７の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ２は、以下のものから選択される。
【００３５】
【化９】

【００３６】
　第９の実施形態では、本発明は、第１から第８の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ３は、以下のものから選択される。
【００３７】
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【化１０】

【００３８】
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　第１０の実施形態では、本発明は、第１から第９の実施形態のいずれか１つの実施形態
による化合物またはその塩であり、Ｒ３は、以下のものから選択される。
【００３９】
【化１１】

【００４０】
　別の実施形態では、本発明は、第１から第１０の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる化合物またはその塩であり、Ｒ２およびＲ３は、同一である。
【００４１】
　第１１の実施形態では、本発明は、第１から第１０の実施形態のいずれか１つの実施形
態による化合物またはその塩であり、この化合物は、
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート；
（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（３－（ジメチルアミノ）プロパノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェ
ニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（１－メチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，４－フ
ェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（（３－（ジメチルアミノ）プロポキシ）カルボニル）オキシ）メチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノ
エート）；
（（２－（（（（３－（ジエチルアミノ）プロポキシ）カルボニル）オキシ）メチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノ
エート）；
３－（ジメチルアミノ）プロピル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタ
デカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベンジルカルボネート；
４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イ
ルオキシ）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート；
（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイ
ル）オキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ブタン－４，１－
ジイル）ビス（オクタデカ－９，１２－ジエノエート）；
４－（ジメチルアミノ）ブチル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデ
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カ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベンジルカルボネート；
（（２－（（（１－エチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，４－フ
ェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（１－イソプロピルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，
４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエー
ト）；
（（２－（（２－（１－メチルピペリジン－４－イル）アセトキシ）メチル）－１，４－
フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
；
（（２－（（（４－（ピロリジン－１－イル）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－
フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
；
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル（３－（ジメチルアミノ）プロピル）カルボネート；
（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイ
ル）オキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（エタン－２，１－
ジイル）ビス（オクタデカ－９，１２－ジエノエート）；
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル３－（ジメチルアミノ）プロパノエート；
２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル（３－（ジエチルアミノ）プロピル）カルボネート；
（（４－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，３－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（４－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，３－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）；
（（２－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチ
ルオキシ）ブタノエート）；
８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オキシ）ペンチル
）オキシ）－３－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）フェノキ
シ）オクチルデカノエート；
８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オキシ）ペンチル
）オキシ）－２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）フェノキ
シ）オクチルデカノエート；
（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（プロパン－３，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチ
ルオキシ）ブタノエート）；
（（４－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，
３－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエー
ト）；
（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，４－フェニ
レン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチ
ルオキシ）ブタノエート）；
（（２－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－１，
４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビ
ス（オクチルオキシ）ブタノエート）；および
２，４－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベ
ンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノート
からなる群から選択される。
【００４２】
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　第１２の実施形態では、本発明は、第１から第１１の実施形態のいずれか１つの実施形
態による化合物を含む脂質組成物、またはその薬学的に許容される塩である。
【００４３】
　第１３の実施形態では、本発明は、生物活性物質をさらに含む、第１２の実施形態によ
る脂質組成物である。
【００４４】
　第１４の実施形態では、本発明は、第１３の実施形態による脂質組成物であり、生物活
性物質は、核酸である。
【００４５】
　第１５の実施形態では、本発明は、第１３から第１４の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、生物活性物質は、ＤＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはｍＲＮＡであ
る。
【００４６】
　第１６の実施形態では、本発明は、第１３から第１５の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、生物活性物質は、ｍＲＮＡである。
【００４７】
　第１７の実施形態では、本発明は、第１３から第１５の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、生物活性物質は、ｓｉＲＮＡである。
【００４８】
　第１８の実施形態では、本発明は、ヘルパー脂質をさらに含む、第１２から第１７の実
施形態のいずれか１つの実施形態による脂質組成物である。
【００４９】
　第１９の実施形態では、本発明は、中性脂質をさらに含む、第１２から第１８の実施形
態のいずれか１つの実施形態による脂質組成物である。
【００５０】
　第２０の実施形態では、本発明は、ステルス脂質をさらに含む、第１２から第１９の実
施形態のいずれか１つの実施形態による脂質組成物である。
【００５１】
　第２１の実施形態では、本発明は、第１２から第２０の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、ヘルパー脂質は、コレステロールであり、中性脂質は、Ｄ
ＳＰＣであり、ステルス脂質は、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ０３
３である。
【００５２】
　第２２の実施形態では、本発明は、第１２から第２１の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、脂質組成物は、脂質ナノ粒子の形態である。
【００５３】
　第２３の実施形態では、本発明は、３０～６０％の式（Ｉ）の化合物、５～１０％のコ
レステロール／３０～６０％のＤＳＰＣおよび１～５％のＳ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７
、Ｓ０３１またはＳ０３３を有する、第１２から第２２の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物である。
【００５４】
　第２４の実施形態では、本発明は、第１２から第２３の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時
点に４～８である。
【００５５】
　第２５の実施形態では、本発明は、第１２から第２４の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時
点に５～７である。
【００５６】
　第２６の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実施
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形態による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時
点に５．９～６．５である。
【００５７】
　一実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実施形態に
よる脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時点に５
．９である。
【００５８】
　別の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実施形態
による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時点に
６．０である。
【００５９】
　さらに別の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実
施形態による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の
時点に６．１である。
【００６０】
　別の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実施形態
による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時点に
６．２である。
【００６１】
　さらに別の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実
施形態による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の
時点に６．３である。
【００６２】
　別の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実施形態
による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の時点に
６．４である。
【００６３】
　さらに別の実施形態では、本発明は、第１２から第２５の実施形態のいずれか１つの実
施形態による脂質組成物であり、前記脂質組成物のｐＨは、封入および／または製剤化の
時点に６．５である。
【００６４】
　第２７の実施形態では、本発明は、第１２から第２６の実施形態のいずれか１つの実施
形態による脂質組成物、および薬学的に許容される担体または賦形剤を含む医薬組成物で
ある。
【００６５】
　第２８の実施形態では、本発明は、治療有効量の第１２から第２７の実施形態のいずれ
か１つの実施形態による脂質組成物をその治療を必要とする患者に投与するステップを含
む疾患または状態の治療のための方法である。
【００６６】
　第２９の実施形態では、本発明は、実施形態１～１１のいずれか１つの実施形態の化合
物を含むリポソームを提供するものであり、前記リポソームは、免疫原をコードするＲＮ
Ａ分子を封入している。
【００６７】
　第３０の実施形態では、本発明は、実施形態１～１１のいずれか１つの実施形態の化合
物を含む脂質ナノ粒子（ＬＮＰ）を提供するものであり、前記ＬＮＰは、（ｉ）免疫原を
コードするＲＮＡ分子を封入する、または（ｉｉ）免疫原をコードするＲＮＡ分子と複合
体を形成する。
【００６８】
　第３１の実施形態では、本発明は、実施形態２９のリポソーム、または実施形態３０の
ＬＮＰを提供するものであり、リポソームは、８０～１６０ｎｍの範囲の直径を有する。
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【００６９】
　第３２の実施形態では、本発明は、実施形態２９～３１のいずれか１つの実施形態のリ
ポソームまたはＬＮＰを提供するものであり、前記リポソームは、両性イオン性頭基を含
む脂質をさらに含む。
【００７０】
　第３３の実施形態では、本発明は、実施形態２９～３２のいずれか１つの実施形態のリ
ポソームまたはＬＮＰを提供するものであり、前記リポソームは、ＤｌｉｎＤＭＡ（１，
２－ジリノレイルオキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アミノプロパン）、ＤＳＰＣ（１，２
－ジアステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン）、コレステロール、ＰＥＧ化
脂質またはそれらの組合せをさらに含む。
【００７１】
　第３４の実施形態では、本発明は、実施形態２９～３３のいずれか１つの実施形態のリ
ポソームまたはＬＮＰを含む医薬組成物を提供する。
【００７２】
　第３５の実施形態では、本発明は、リポソームの集団および免疫原をコードするＲＮＡ
分子の集団を含む医薬組成物を提供するものであり、リポソームは、実施形態１～１１の
いずれか１つの実施形態の化合物を含み、ＲＮＡ分子の集団の少なくとも半分は、リポソ
ームに封入されている。
【００７３】
　第３６の実施形態では、本発明は、ナノ粒子（ＬＮＰｓ）の集団および免疫原をコード
するＲＮＡ分子の集団を含む医薬組成物を提供するものであり、ＬＮＰｓは、請求項１～
１１のいずれか１つの実施形態の化合物を含み、ＲＮＡ分子の集団の少なくとも半分は、
（ｉ）ＬＮＰｓに封入されているまたは（ｉｉ）ＬＮＰｓと複合体を形成している。
【００７４】
　第３７の実施形態では、本発明は、実施形態３５または３６の医薬組成物を提供するも
のであり、（ｉ）リポソームもしくはＬＮＰｓの数の少なくとも８０％が６０～１８０ｎ
ｍの範囲の直径を有する、（ｉｉ）集団の平均直径が６０～１８０ｎｍの範囲にある、ま
たは（ｉｉｉ）リポソームもしくはＬＮＰｓの直径は、＜０．２の多分散指数を有する。
【００７５】
　第３８の実施形態では、本発明は、（ｉ）請求項１～１１のいずれか１つの実施形態の
化合物、またはその薬学的に許容される塩、（ｉｉ）免疫原をコードするＲＮＡ分子を含
む医薬組成物を提供する。
【００７６】
　さらに別の実施形態では、本発明は、両性イオン性頭基を含む脂質をさらに含む、実施
形態３８の医薬組成物を提供する。
【００７７】
　さらに別の実施形態では、本発明は、ＤｌｉｎＤＭＡ（１，２－ジリノレイルオキシ－
Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アミノプロパン）、ＤＳＰＣ（１，２－ジアステアロイル－ｓｎ
－グリセロ－３－ホスホコリン）、コレステロール、ＰＥＧ化脂質またはそれらの組合せ
をさらに含む、実施形態３８の医薬組成物を提供する。
【００７８】
　第３９の実施形態では、本発明は、実施形態２９～３３のいずれか１つの実施形態のリ
ポソームもしくはＬＮＰ、または実施形態３４～３８のいずれか１つの実施形態の医薬組
成物を提供するものであり、ＲＮＡは、自己複製ＲＮＡである。
【００７９】
　第４０の実施形態では、本発明は、実施形態３９のリポソーム、ＬＮＰまたは医薬組成
物を提供するものであり、自己複製ＲＮＡは、ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼをコード
する。
【００８０】
　第４１の実施形態では、本発明は、実施形態３９または４０のリポソーム、ＬＮＰまた



(27) JP 6731912 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

は医薬組成物を提供するものであり、自己複製ＲＮＡは、２つの読取り枠を含み、そのう
ちの第１のものは、アルファウイルスレプリカーゼをコードし、そのうちの第２のものは
、免疫原をコードする。
【００８１】
　第４２の実施形態では、本発明は、実施形態３９～４１のいずれか１つの実施形態のリ
ポソーム、ＬＮＰまたは医薬組成物を提供するものであり、自己複製ＲＮＡは、９０００
～１２０００ヌクレオチド長である。
【００８２】
　第４３の実施形態では、本発明は、実施形態２９～４２のいずれか１つの実施形態のリ
ポソーム、ＬＮＰまたは医薬組成物を提供するものであり、免疫原は、細菌、ウイルス、
真菌または寄生虫に対するｉｎ　ｖｉｖｏでの免疫応答を誘発し得る。
【００８３】
　第４４の実施形態では、本発明は、実施形態２９～４３のいずれか１つの実施形態の、
有効量のリポソーム、ＬＮＰまたは医薬組成物を脊椎動物に投与することを含む、脊椎動
物における免疫応答を誘導する方法を提供する。
【００８４】
　本明細書で用いられる「アルキル」という用語は、指定された数の炭素原子を有する完
全に飽和した分枝または非分枝炭化水素鎖を意味する。例えば、Ｃ１～６アルキルは、１
～６個の炭素原子を有するアルキル基を意味する。例えば、Ｃ２～６アルキルは、２～６
個の炭素原子を有するアルキル基を意味する。例えば、Ｃ１～８アルキルは、１～８個の
炭素原子を有するアルキル基を意味する。例えば、Ｃ４～２２アルキルは、４～２２個の
炭素原子を有するアルキル基を意味する。例えば、Ｃ６～１０アルキルは、６～１０個の
炭素原子を有するアルキル基を意味する。例えば、Ｃ１２～２２アルキルは、１２～２２
個の炭素原子を有するアルキル基を意味する。アルキルの代表的な例は、メチル、エチル
、ｎ－プロピル、イソ－プロピル、ｎ－ブチル、ｓｅｃ－ブチル、イソ－ブチル、ｔｅｒ
ｔ－ブチル、ｎ－ペンチル、イソペンチル、ネオペンチル、ｎ－ヘキシル、３－メチルヘ
キシル、２，２－ジメチルペンチル、２，３－ジメチルペンチル、ｎ－ヘプチル、ｎ－オ
クチル、ｎ－ノニル、ｎ－デシル、ｎ－ウンデカニル、ｎ－ドデカニル、ｎ－トリデカニ
ル、９－メチルヘプタデカニル、１－ヘプチルデシル、２－オクチルデシル、６－ヘキシ
ルドデシル、４－ヘプチルウンデシルなどを含むが、これらに限定されない。
【００８５】
　本明細書で用いられる「アルキレン」という用語は、上文で定義した二価アルキル基を
意味する。アルキレンの代表的な例は、メチレン、エチレン、ｎ－プロピレン、イソプロ
ピレン、ｎ－ブチレン、ｓｅｃ－ブチレン、イソブチレン、ｔｅｒｔ－ブチレン、ｎ－ペ
ンチレン、イソペンチレン、ネオペンチレン、ｎ－ヘキシレン、３－メチルヘキシレン、
２，２－ジメチルペンチレン、２，３－ジメチルペンチレン、ｎ－へプチレン、ｎ－オク
チレン、ｎ－ノニレン、ｎ－デシレンなどを含むが、これらに限定されない。例えば、Ｃ

１～６アルキレンは、１～６個の炭素原子を有するアルキレン基を意味する。
【００８６】
　本明細書で用いられる「アルケニル」という用語は、指定された数の炭素原子および鎖
内に１つまたは複数の炭素間二重結合を有する不飽和分枝または非分枝炭化水素鎖を意味
する。例えば、Ｃ１２～２２アルケニルは、１２～２２個の炭素原子を有し、鎖内に１つ
または複数の炭素間二重結合を有するアルケニル基を意味する。特定の実施形態では、ア
ルケニル基は、鎖内に１つの炭素間二重結合を有する。他の実施形態では、アルケニル基
は、鎖内に複数の炭素間二重結合を有する。アルケニル基は、式（Ｉ）で定義した１つま
たは複数の置換基で任意選択で置換されていてもよい。アルケニルの代表的な例は、エチ
レニル、プロペニル、ブテニル、ペンテニル、ヘキセニルなどを含むが、これらに限定さ
れない。アルケニルの他の例は、Ｚ－オクタデカ－９－エニル、Ｚ－ウンデカ－７－エニ
ル、Ｚ－ヘプタデカ－８－エニル、（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエニル
、（８Ｚ，１１Ｚ）－ヘプタデカ－８，１１－ジエニル、（８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ）－ヘ
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プタデカ－８，１１，１４－トリエニル、リノレニル、２－オクチルデカ－１－エニル、
リノレイルおよびオレリルを含むが、これらに限定されない。
【００８７】
　本明細書で用いられる「アルコキシ」という用語は、酸素架橋を介して結合したアルキ
ル部分（すなわち、－Ｏ－Ｃ１～３アルキル基であり、Ｃ１～３アルキルは本明細書で定
義した通りである）を意味する。そのような基の例は、メトキシ、エトキシおよびプロポ
キシを含むが、これらに限定されない。例えば、Ｃ１～６アルコキシは、１～６個の炭素
原子を有するアルコキシ基を意味する。
【００８８】
　本明細書で用いられる「シクロアルキル」という用語は、指定された数の炭素原子を有
する飽和単環式、二環式または三環式炭化水素環を意味する。例えば、Ｃ３～７シクロア
ルキルは、３～７個の炭素原子を有するシクロアルキル環を意味する。シクロアルキル基
は、式（Ｉ）で定義した１つまたは複数の置換基で任意選択で置換されていてもよい。シ
クロアルキルの代表的な例は、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、シクロ
ヘキシル、ビシクロ［２．１．１］ヘキシル、ビシクロ［２．２．１］ヘプチル、アダマ
ンチルなどを含むが、これらに限定されない。
【００８９】
　本明細書で用いられる「ハロ」という用語は、フルオロ、クロロ、ブロモおよびヨード
を意味する。
【００９０】
　本明細書で用いられる「ヘテロ環」という用語は、１～４個のヘテロ原子を含む４～１
２員飽和または不飽和単環式または二環式環を意味する。ヘテロ環系は、芳香族でない。
複数のヘテロ原子を含むヘテロ環基は、異なるヘテロ原子を含み得る。ヘテロ環基は、単
環、スピロ、または縮合もしくは架橋二環式環系である。単環式ヘテロ環基の例は、テト
ラヒドロフラニル、ジヒドロフラニル、１，４－ジオキサニル、モルホリニル、１，４－
ジチアニル、アゼチジニル、ピペラジニル、ピペリジニル、１，３－ジオキソラニル、イ
ミダゾリジニル、イミダゾリニル、ピロリニル、ピロリジニル、テトラヒドロピラニル、
ジヒドロピラニル、１，２，３，６－テトラヒドロピリジニル、オキサチオラニル、ジチ
オラニル、１，３－ジオキサニル、１，３－ジチアニル、オキサチアニル、チオモルホリ
ニル、１，４，７－トリオキサ－１０－アザシクロドデカニル、アザパニルなどを含む。
スピロヘテロ環の例は、１，５－ジオキサ－９－アザスピロ［５．５］ウンデカニル、１
，４－ジオキサ－８－アザスピロ［４．５］デカニル、２－オキサ－７－アザスピロ［３
．５］ノナニルなどを含むが、これらに限定されない。縮合ヘテロ環系は、８～１１個の
環原子を有し、ヘテロ環がフェニル環と縮合している基を含む。縮合ヘテロ環の例は、デ
カヒドロキノリニル、（４ａＳ，８ａＲ）－デカヒドロイソキノリニル、（４ａＳ，８ａ
Ｒ）－デカヒドロイソキノリニル、オクタヒドロシクロペンタ［ｃ］ピロリル、イソキノ
リニル、（３ａＲ，７ａＳ）－ヘキサヒドロ－［１，３］ジオキソロ［４．５－ｃ］ピリ
ジニル、オクタヒドロ－１Ｈ－ピロロ［３，４－ｂ］ピリジニル、テトラヒドロイソキノ
リニルなどを含むが、これらに限定されない。
【００９１】
　本明細書で用いられる「ヘテロシクリルＣ１～８アルキル」という用語は、単結合によ
りまたは上で定義したＣ１～８アルキル基により分子の残りの部分に結合している上で定
義したヘテロ環を意味する。
【００９２】
　本明細書で用いられる「ヘテロシクリルＣ１～８アルコキシ」という用語は、単結合に
よりまたは上で定義したＣ１～８アルコキシ基により分子の残りの部分に結合している上
で定義したヘテロ環を意味する。
【００９３】
　本明細書で用いられる「光学異性体」または「立体異性体」という用語は、本発明の所
定の化合物について存在する可能性があり、幾何異性体を含む様々な立体異性体の立体配
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置のいずれかを意味する。置換基は、炭素原子のキラル中心に結合し得ることは、理解さ
れる。「キラル」という用語は、それらの鏡像パートナーに対する非重ね合わせ性の特性
を有する分子を意味するが、「アキラル」という用語は、それらの鏡像パートナーに重ね
合わせ得る分子を意味する。したがって、本発明は、化合物の鏡像異性体、ジアステレオ
マーまたはラセミ体を含む。「鏡像異性体」は、互いの非重ね合わせ性鏡像である立体異
性体の対である。鏡像異性体の対の１：１混合物は、「ラセミ」混合物である。該用語は
、適切な場合、ラセミ混合物を表すために用いられる。「ジアステレオ異性体」は、少な
くとも２個の不斉原子を有するが、互いの鏡像でない立体異性体である。絶対立体化学は
、Ｃａｈｎ－Ｉｎｇｏｌｄ－Ｐｒｅｌｏｇ　Ｒ－Ｓシステムに従って規定される。化合物
が純鏡像異性体である場合、各キラル炭素における立体化学は、ＲまたはＳによって規定
することができる。絶対立体配置が未知である分割化合物は、それらがナトリウムＤ線の
波長の平面偏光を回転させる方向（右または左旋性）によって（＋）または（－）と表す
ことができる。本明細書で述べる特定の化合物は、１つまたは複数の不斉中心または軸を
含み、したがって、絶対立体化学により（Ｒ）－または（Ｓ）－と定義することができる
鏡像異性体、ジアステレオマーおよび他の立体異性体を生じさせ得る。
【００９４】
　出発物質および手順の選択によって、化合物は、可能な異性体の１つの形態で、または
その混合物として、例えば、純光学異性体として、または不斉炭素原子の数によってラセ
ミ体およびジアステレオ異性体混合物のような異性体混合物として存在し得る。本発明は
、ラセミ混合物、ジアステレオマー混合物および光学的に純粋な形態を含む、すべてのそ
のような可能な異性体を含むことを意味する。光学的に活性な（Ｒ）－および（Ｓ）－異
性体は、キラル合成等価体もしくはキラル試薬を用いて調製することができ、または従来
の技術を用いて分割することができる。化合物が二重結合を含む場合、置換基は、Ｅまた
はＺ立体配置であり得る。化合物が二置換シクロアルキルを含む場合、シクロアルキル置
換基は、シス－またはトランス－立体配置を有し得る。すべての互変異性体も含まれるも
のとする。
【００９５】
　本発明の化合物（複数可）の不斉原子（例えば、炭素または同類のもの）は、ラセミま
たは鏡像異性的に富化された化合物に、例えば、（Ｒ）－、（Ｓ）－または（Ｒ，Ｓ）－
立体配置で存在し得る。特定の実施形態では、各不斉原子は、（Ｒ）－または（Ｓ）－立
体配置における少なくとも５０％の鏡像異性体過剰率、少なくとも６０％の鏡像異性体過
剰率、少なくとも７０％の鏡像異性体過剰率、少なくとも８０％の鏡像異性体過剰率、少
なくとも９０％の鏡像異性体過剰率、少なくとも９５％の鏡像異性体過剰率または少なく
とも９９％の鏡像異性体過剰率を有する。不飽和二重結合を有する原子における置換基は
、可能な場合、シス－（Ｚ）－またはトランス－（Ｅ）－型で存在し得る。
【００９６】
　したがって、本明細書で用いられる本発明の化合物は、可能な異性体、回転異性体、ア
トロプ異性体、互変異性体またはそれらの混合物の１つの形態で、例えば、実質的に純粋
な幾何（シスもしくはトランス）異性体、ジアステレオマー、光学異性体（対掌体）、ラ
セミ体またはそれらの混合物として存在し得る。
【００９７】
　結果として生じる異性体の混合物は、成分の物理化学的な差に基づいて、例えば、クロ
マトグラフィーおよび／または分別晶出により純粋もしくは実質的に純粋な幾何または光
学異性体、ジアステレオマー、ラセミ体に分離することができる。
【００９８】
　得られる最終生成物または中間体のラセミ体は、既知の方法、例えば、光学活性な酸ま
たは塩基を用いて得られるそのジアステレオマー塩を分離し、その光学活性な酸性または
塩基性化合物を遊離させることによって、対掌体へと分割することができる。特に、塩基
性部分は、例えば、光学的に活性な酸、例えば、酒石酸、ジベンゾイル酒石酸、ジアセチ
ル酒石酸、ジ－Ｏ，Ｏ’－ｐ－トルオイル酒石酸、マンデル酸、リンゴ酸またはカンファ
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ー－１０－スルホン酸を用いて生成させた塩の分別晶出により、本発明の化合物をそれら
の光学的対掌体に分割するために用いることができる。ラセミ生成物も、キラルクロマト
グラフィー、例えば、キラル吸着剤を用いた高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）に
より分割することができる。
【００９９】
　本明細書で用いられる「塩」または「（複数の）塩」という用語は、本発明の化合物の
酸付加物を意味する。「塩」は、特に「薬学的に許容される塩」を含む。「薬学的に許容
される塩」という用語は、本発明の化合物の生物学的有効性および特性を保持しており、
一般的に生物学的にまたは他の点で望ましくないということはない塩を意味する。多くの
場合に、本発明の化合物は、アミノおよび／またはカルボキシ基またはそれと類似の基の
存在によって酸および／または塩基塩を形成することができる。
【０１００】
　薬学的に許容される酸付加塩は、無機酸および有機酸を用いて形成させることができ、
例えば、酢酸、アスパラギン酸、安息香酸、ベシル酸、臭化物／臭化水素酸、重炭酸／炭
酸、重硫酸／硫酸、カンファースルホン酸、塩化物／塩酸、クロルテオフィロン酸、クエ
ン酸、エタンジスルホン酸、フマル酸、グルセプチン酸、グルコン酸、グルクロン酸、馬
尿酸、ヨウ化水素酸／ヨウ化物、イセチオン酸、乳酸、ラクトビオン酸、ラウリル硫酸、
リンゴ酸、マレイン酸、マロン酸、マンデル酸、メシル酸、メチル硫酸、ナフトエ酸、ナ
プシル酸、ニコチン酸、硝酸、オクタデカン酸、オレイン酸、シュウ酸、パルミチン酸、
パモ酸、リン酸／リン酸水素／リン酸二水素、ポリガラクツロン酸、プロピオン酸、ステ
アリン酸、コハク酸、スルホサリチル酸、酒石酸、トシル酸およびトリフルオロ酢酸塩で
ある。
【０１０１】
　塩を得ることができる無機酸は、例えば、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸など
を含む。
【０１０２】
　塩を得ることができる有機酸は、例えば、酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、シュウ
酸、マレイン酸、マロン酸、コハク酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、マンデ
ル酸、メタンスルホン酸、エタンスルホン酸、トルエンスルホン酸、スルホサリチル酸な
どを含む。薬学的に許容される塩基付加塩は、無機および有機塩基を用いて形成させるこ
とができる。
【０１０３】
　塩を得ることができる無機塩基は、例えば、アンモニウム塩および周期表のＩ～ＸＩＩ
族の金属を含む。特定の実施形態では、塩は、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カ
ルシウム、マグネシウム、鉄、銀、亜鉛および銅に由来し、とりわけ適切な塩は、アンモ
ニウム、カリウム、ナトリウム、カルシウムおよびマグネシウム塩を含む。
【０１０４】
　塩を得ることができる有機塩基は、例えば、第一級、第二級および第三級アミン、天然
に存在する置換アミンを含む置換アミン、環状アミン、塩基性イオン交換樹脂などを含む
。特定の有機アミンは、イソプロピルアミン、ベンザチン、コリネート、ジエタノールア
ミン、ジエチルアミン、リシン、メグルミン、ピペラジンならびにトロメタミンを含む。
【０１０５】
　本発明の薬学的に許容される塩は、従来の化学的方法により、塩基性または酸性部分か
ら合成することができる。一般的に、そのような塩は、遊離酸形のこれらの化合物を化学
量論量の適切な塩基（水酸化、炭酸、重炭酸Ｎａ、Ｃａ、ＭｇまたはＫなどのような）と
反応させることにより、または遊離塩基形のこれらの化合物を化学量論量の適切な酸と反
応させることにより調製することができる。そのような反応は、一般的に水中でもしくは
有機溶媒中で、またはそれら２つの混合物中で行わせる。一般的に、実行可能な場合、エ
ーテル、酢酸エチル、エタノール、イソプロパノールまたはアセトニトリルのような非水
性媒体の使用が望ましい。追加の適切な塩のリストは、例えば、“Remington’s Pharmac
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eutical Sciences”, 20th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985);およ
び“Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use” by Stahl 
and Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 2002)に見いだすことができる。
【０１０６】
脂質組成物
　本発明は、式（Ｉ）の少なくとも１つの化合物を含む脂質組成物、すなわち、本発明の
脂質組成物を提供する。一実施形態では、少なくとも１つの他の脂質成分が存在する。そ
のような組成物は、１つまたは複数の他の脂質成分と任意選択で組み合わせた、生物活性
物質も含み得る。
【０１０７】
　本発明の一実施形態は、式（Ｉ）の化合物および別の脂質成分を含む脂質組成物を提供
する。そのような他の脂質成分は、陽イオン性脂質、中性脂質、陰イオン性脂質、ヘルパ
ー脂質およびステルス脂質を含むが、これらに限定されない。
【０１０８】
　本発明の脂質組成物に用いるのに適する陽イオン性脂質は、Ｎ，Ｎ－ジオレイル－Ｎ，
Ｎ－ジメチルアンモニウムクロリド（ＤＯＤＡＣ）、Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジ
メチルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）、Ｎ－（１－（２，３－ジオレオイルオキシ）
プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド（ＤＯＴＡＰ）、１，２－ジ
オレオイル－３－ジメチルアンモニウム－プロパン（ＤＯＤＡＰ）、Ｎ－（１－（２，３
－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド（ＤＯ
ＴＭＡ）、１，２－ジオレオイルカルバミル－３－ジメチルアンモニウム－プロパン（Ｄ
ＯＣＤＡＰ）、１，２－ジリネオイル－３－ジメチルアンモニウム－プロパン（ＤＬＩＮ
ＤＡＰ）、ジラウリル（Ｃ１２：０）トリメチルアンモニウムプロパン（ＤＬＴＡＰ）、
ジオクタデシルアミドグリシルスペルミン（ＤＯＧＳ）、ＤＣ－Ｃｈｏｌ、ジオレオイル
オキシ－Ｎ－［２－スペルミンカルボキサミド）エチル｝－Ｎ，Ｎ－ジメチル－１－プロ
パンアミニウムトリフルオロアセテート（ＤＯＳＰＡ）、１，２－ジミリスチルオキシプ
ロピル－３－ジメチル－ヒドロキシエチルアンモニウムブロミド（ＤＭＲＩＥ）、３－ジ
メチルアミノ－２－（コレスト－５－エン－３－β－オキシブタン－４－オキシ）－１－
（ｃｉｓ，ｃｉｓ－９，１２－オクタデカジエノキシ）プロパン（ＣＬｉｎＤＭＡ）、Ｎ
，Ｎ－ジメチル－２，３－ジオレイルオキシ）プロピルアミン（ＤＯＤＭＡ）、２－［５
’－（コレスト－５－エン－３［β］－オキシ）－３’－オキサペントキシ）－３－ジメ
チル－１－（ｃｉｓ，ｃｉｓ－９’，１２’－オクタデカジエノキシ）プロパン（ＣｐＬ
ｉｎＤＭＡ）およびＮ，Ｎ－ジメチル－３，４－ジオレイルオキシベンジルアミン（ＤＭ
ＯＢＡ）、および１，２－Ｎ，Ｎ’－ジオレイルカルバミル－３－ジメチルアミノプロパ
ン（ＤＯｃａｒｂＤＡＰ）を含むが、これらに限定されない。一実施形態では、陽イオン
性脂質は、ＤＯＴＡＰまたはＤＬＴＡＰである。
【０１０９】
　本発明の脂質組成物に用いるのに適する中性脂質は、例えば、様々な中性、非荷電また
は両性イオン性脂質を含む。本発明に用いるのに適する中性リン脂質の例は、５－ヘプタ
デシルベンゼン－１，３－ジオール（レゾルシノール）、ジパルミトイルホスファチジル
コリン（ＤＰＰＣ）、ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）、ホスホコリン
（ＤОＰＣ）、ジミリストイルホスファチジルコリン（ＤＭＰＣ）、ホスファチジルコリ
ン（ＰＬＰＣ）、１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＡＰ
Ｃ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、卵ホスファチジルコリン（ＥＰＣ）、
ジラウリロイルホスファチジルコリン（ＤＬＰＣ）、ジミリストイルホスファチジルコリ
ン（ＤＭＰＣ）、１－ミリストイル－２－パルミトイルホスファチジルコリン（ＭＰＰＣ
）、１－パルミトイル－２－ミリストイルホスファチジルコリン（ＰＭＰＣ）、１－パル
ミトイル－２－ステアロイルホスファチジルコリン（ＰＳＰＣ）、１，２－ジアラキドイ
ル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＢＰＣ）、１－ステアロイル－２－パルミト
イルホスファチジルコリン（ＳＰＰＣ）、１，２－ジエイコセノイル－ｓｎ－グリセロ－
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３－ホスホコリン（ＤＥＰＣ）、パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン（ＰＯＰ
Ｃ）、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エタノールアミン（ＤＯ
ＰＥ）、ジリノレオイルホスファチジルコリンジステアロイルホスファチジルエタノール
アミン（ＤＳＰＥ）、ジミリストイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＭＰＥ）、ジ
パルミトイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＰＰＥ）、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（ＰＯＰＥ）、リソホスファチジルエタノールアミンおよ
びそれらの組合せを含むが、これらに限定されない。一実施形態では、中性リン脂質は、
ジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）およびジミリストイルホスファチジル
エタノールアミン（ＤＭＰＥ）からなる群から選択される。
【０１１０】
　本発明に用いるのに適する陰イオン性脂質は、ホスファチジルグリセロール、カルジオ
リピン、ジアシルホスファチジルセリン、ジアシルホスファチジン酸、Ｎ－ドデカノイル
ホスファチジルエタノールアミン、Ｎ－スクシニルホスファチジルエタノールアミン、Ｎ
－グルタリルホスファチジルエタノールアミンコレステロールヘミスクシネート（ＣＨＥ
ＭＳ）およびリシルホスファチジルグリセロールを含むが、これらに限定されない。
【０１１１】
　適切な中性および陰イオン性脂質は、米国特許出願公開第２００９／００４８１９７号
明細書に記載されているものも含む。
【０１１２】
　ヘルパー脂質は、トランスフェクション（例えば、生物活性物質を含むナノ粒子のトラ
ンスフェクション）をある程度、増強する脂質である。ヘルパー脂質がトランスフェクシ
ョンを増強する機序は、例えば、粒子安定性を増強することおよび／または膜融合性を増
強することを含み得る。ヘルパー脂質は、ステロイドおよびアルキルレゾルシノールを含
む。本発明に用いるのに適するヘルパー脂質は、コレステロール、５－ヘプタデシルレゾ
ルシノールおよびコレステロールヘミスクシネートを含むが、これらに限定されない。
【０１１３】
　ステルス脂質は、ナノ粒子がｉｎ　ｖｉｖｏで（例えば、血液中に）存在し得る時間を
延長させる脂質である。本発明の脂質組成物に用いるのに適するステルス脂質は、脂質部
分に連結された親水性頭基を有するステルス脂質を含むが、これらに限定されない。その
ようなステルス脂質の例は、国際公開第２０１１／０７６８０７号パンフレットに記載さ
れている、以下の式（ＸＩ）の化合物
【０１１４】
【化１２】

またはその塩もしくは薬学的に許容される誘導体を含み、
式中、
　［Ｚ］ｎは、ＰＥＧ（ポリ（エチレンオキシド））、またはポリ（オキサゾリン）、ポ
リ（ビニルアルコール）、ポリ（グリセロール）、ポリ（Ｎ－ビニルピロロリドン）、ポ
リ［Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）メタクリルアミド］、多糖およびポリ（アミノ酸）
に基づくポリマー、または前記のもののいずれか１つの組合せから選択される親水性ポリ
マー部分であり、ポリマーは、線状または分枝状であってもよく、各Ｚは、独立に置換さ
れていてもよく、
　Ｚは、ｎ個のサブユニットにより重合しており、
　ｎは、１０から２００ユニットの間の数平均重合度で、各種ポリマー型について最適化
されており、
　Ｌ１は、それらのいずれも０個、１個または複数個のＺ基で置換されていてもよいエー
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、－Ｏ（Ｏ）Ｃ－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｃ（Ｏ）Ｏ－））、カルバメート（例えば、－ＯＣ（
Ｏ）－ＮＲ’－）、カーボネート（例えば、－ＯＣ（Ｏ）Ｏ－）、ケトン（例えば、－Ｃ
－Ｃ（Ｏ）－Ｃ－）、カルボニル（例えば、－Ｃ（Ｏ）－）、尿素（例えば、－ＮＲＣ（
Ｏ）ＮＲ’－）、アミン（例えば、－ＮＲ’－）、アミド（例えば、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ’－
）、イミン（例えば、－Ｃ（ＮＲ’）－）、チオエーテル（例えば、－Ｓ－）、キサンテ
ート（例えば、－ＯＣ（Ｓ）Ｓ－）およびホスホジエステル（例えば、－ＯＰ（Ｏ）２Ｏ
－）の０個、１個、２個以上のものを含む置換されていてもよいＣ１～１０アルキレンま
たはＣ１～１０ヘテロアルキレンリンカーであり、
　Ｒ’は、－Ｈ、－ＮＨ－、－ＮＨ２、－Ｏ－、－Ｓ－、ホスフェートまたは置換されて
いてもよいＣ１～１０アルキレンから独立に選択され、
　Ｘ１およびＸ２は、炭素または－ＮＨ－、－Ｏ－、－Ｓ－もしくはホスフェートから選
択されるヘテロ原子から独立に選択され、
　Ａ１およびＡ２は、Ｃ６～３０アルキル、Ｃ６～３０アルケニルおよびＣ６～３０アル
キニルから独立に選択され、Ａ１およびＡ２は、同じもしくは異なっていてもよく、
　またはＡ１およびＡ２は、それらが結合している炭素原子と一緒になって置換されてい
てもよいステロイドを形成している。
【０１１５】
　特定のステルス脂質は、表１に示すものを含むが、それらに限定されない。
【０１１６】
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【表１－１】

【０１１７】
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【表１－２】

【０１１８】
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【表１－３】

【０１１９】
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【表１－４】

【０１２０】
　本発明の脂質組成物に用いるのに適する他のステルス脂質およびそのような脂質の生化
学に関する情報は、Romberg et al., Pharmaceutical Research, Vol. 25, No. 1, 2008,
 p.55-71およびHoekstra et al., Biochimica et Biophysica Acta 1660 (2004) 41-52に
見いだすことができる。
【０１２１】
　一実施形態では、適切なステルス脂質は、ＰＥＧ（時としてポリ（エチレンオキシド）
と呼ばれる）ならびにポリ（オキサゾリン）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（グリセ
ロール）、ポリ（Ｎ－ビニルピロリドン）、ポリアミノ酸およびポリ［Ｎ－（２－ヒドロ
キシプロピル）メタクリルアミド］に基づくポリマーから選択される基を含む。さらなる
適切なＰＥＧ脂質は、例えば、国際公開第２００６／００７７１２号パンフレットに開示
されている。
【０１２２】
　特定の適切なステルス脂質は、約Ｃ４～約Ｃ４０飽和または不飽和炭素原子を独立に含
むアルキル鎖長を有するジアルキルグリセロールまたはジアルキルグリカミド基を含むも
のを含むポリエチレングリコール－ジアシルグリセロールまたはポリエチレングリコール
－ジアシルグリカミド（ＰＥＧ－ＤＡＧ）コンジュゲートを含む。ジアルキルグリセロー
ルまたはジアルキルグリカミド基は、１つまたは複数のアルキル基をさらに含み得る。本
明細書に記載される実施形態のいずれかにおいて、ＰＥＧコンジュゲートは、ＰＥＧ－ジ
ラウリルグリセロール、ＰＥＧ－ジミリスチルグリセロール（ＰＥＧ－ＤＭＧ）（ＮＯＦ
、Ｔｏｋｙｏ、Ｊａｐａｎのカタログ番号ＧＭ－０２０）、ＰＥＧ－ジパルミトイルグリ
セロール、ＰＥＧ－ジステリルグリセロール、ＰＥＧ－ジラウリルグリカミド、ＰＥＧ－
ジミリスチルグリカミド、ＰＥＧ－ジパルミトイルグリカミドおよびＰＥＧ－ジステリル
グリカミド、ＰＥＧ－コレステロール（１－［８’－（コレスト－５－エン－３［ベータ
］－オキシ）カルボキサミド－３’，６’－ジオキサオクタニル］カルバモイル－［オメ
ガ］－メチル－ポリ（エチレングリコール）、ＰＥＧ－ＤＭＢ（３，４－ジテトラデコキ
シルベンジル（３，４－Ｄｉｔｅｔｒａｄｅｃｏｘｙｌｂｅｎｚｙｌ）－［オメガ］－メ
チル－ポリ（エチレングリコール）エーテル）、１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセ
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ロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－２００
０］（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ、Ａｌａｂａｓｔｅｒ、Ａｌａｂａｍａ
、ＵＳＡのカタログ番号８８０１５０Ｐ）から選択することができる。
【０１２３】
　一実施形態では、ステルス脂質は、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ
０３３である。
【０１２４】
　別の実施形態では、ステルス脂質は、Ｓ０２４である。
【０１２５】
　特に示さない限り、「ＰＥＧ」という用語は、本明細書で用いているようにポリエチレ
ングリコールまたは他のポリアルキレンエーテルポリマーを意味する。一実施形態では、
ＰＥＧは、エチレングリコールまたはエチレンオキシドの置換されていてもよい線状また
は分枝ポリマーである。一実施形態では、ＰＥＧは、非置換である。一実施形態では、Ｐ
ＥＧは、例えば、１つまたは複数のアルキル、アルコキシ、アシル、ヒドロキシまたはア
リール基により置換されている。一実施形態では、該用語は、ＰＥＧ－ポリウレタンまた
はＰＥＧ－ポリプロピレンのようなＰＥＧコポリマーを含み（例えば、J. Milton Harris
, Poly(ethylene glycol）chemistry: biotechnical and biomedical applications (199
2)参照）、別の実施形態では、該用語は、ＰＥＧコポリマーを含まない。一実施形態では
、ＰＥＧは、約１３０～約５００００、下位実施形態では約１５０～約３００００、下位
実施形態では約１５０～約２００００、下位実施形態では約１５０～約１５０００、下位
実施形態では約１５０～約１００００、下位実施形態では約１５０～約６０００、下位実
施形態では約１５０～約５０００、下位実施形態では約１５０～約４０００、下位実施形
態では約１５０～約３０００、下位実施形態では約３００～約３０００、下位実施形態で
は約１０００～約３０００、下位実施形態では約１５００～約２５００の分子量を有する
。
【０１２６】
　特定の実施形態では、ＰＥＧは、約２０００ダルトンの平均分子量を有する、「ＰＥＧ
２０００」とも呼ばれる、「ＰＥＧ－２Ｋ」である。ＰＥＧ－２Ｋは、数平均の重合の程
度が約４５のサブユニットを構成するものであることを意味する、ｎが４５である、以下
の式（ＸＩＩａ）によって本明細書で示されている。しかし、例えば、数平均の重合の程
度が約２３サブユニット（ｎ＝２５）および／または６８サブユニット（ｎ＝６８）を構
成する、当技術分野で公知の他のＰＥＧ実施形態を用いることができる。
【０１２７】
【化１３】

【０１２８】
　本発明の脂質組成物は、抗体（例えば、モノクローナル、キメラ、ヒト化、ナノボディ
およびそれらの断片等）、コレステロール、ホルモン、ペプチド、タンパク質、化学療法
薬および他の種類の抗腫瘍薬、低分子量薬、ビタミン、補因子、クレオシド、ヌクレオチ
ド、オリゴヌクレオチド、酵素核酸、アンチセンス核酸、三重鎖形成性オリゴヌクレオチ
ド、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡ組成物、キメラＤＮＡ：ＲＮＡ組成物、アロザイム
、アプタマー、リボザイム、デコイおよびその類似体、プラスミドおよび他の種類の発現
ベクター、ならびに小核酸分子、ＲＮＡｉ薬剤、短鎖干渉核酸（ｓｉＮＡ）、メッセンジ
ャーリボ核酸（メッセンジャーＲＮＡ、ｍＲＮＡ）、短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、二
本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）および低分子ヘアピンＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）分子、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロックド核酸リボヌクレオチド（ＬＮＡ
）、モルホリノヌクレオチド、トレオース核酸（ＴＮＡ）、グリコール核酸（ＧＮＡ）、
ｓｉｓｉＲＮＡ（低分子内部セグメント化干渉ＲＮＡ）、ａｉＲＮＡ（非対称干渉ＲＮＡ
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）、および細胞培養、対象または生物体などにおける、関連細胞および／または組織への
センスおよびアンチセンス鎖間の１つ、２つもしくはそれ以上のミスマッチを有するｓｉ
ＲＮＡを含むがこれらに限定されない１つまたは複数の生物活性物質も含み得る。そのよ
うな化合物は、精製または部分的に精製することができ、天然に存在するものであっても
よくまたは合成することができ、化学的に修飾することができる。一実施形態では、生物
活性物質は、ＲＮＡｉ薬剤、短鎖干渉核酸（ｓｉＮＡ）、短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）
、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）または低分子ヘアピンＲ
ＮＡ（ｓｈＲＮＡ）分子である。
【０１２９】
　一実施形態では、生物活性物質は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）を媒介するのに有用なＲＮ
Ａｉ薬剤である。
【０１３０】
　別の実施形態では、生物活性物質は、ｍＲＮＡである。ｍＲＮＡ分子は、一般的に本発
明の脂質ナノ粒子に封入することができるサイズである。ｍＲＮＡ分子のサイズは、特定
のタンパク質をコードするｍＲＮＡ種の同一性によって実際は異なるが、ｍＲＮＡ分子の
平均サイズは、平均ｍＲＮＡサイズであり、５００～１００００塩基である。
【０１３１】
　特定の実施形態では、生物活性物質は、免疫原をコードするＲＮＡである。免疫原をコ
ードするＲＮＡは、自己複製ＲＮＡであり得る。
【０１３２】
　特定の実施形態では、生物活性物質は、ＤＮＡである。ＤＮＡ分子は、本発明の脂質ナ
ノ粒子に封入することができるサイズのものであるべきである。これらのより短い形態の
ＤＮＡの一部のものは、タンパク質を有用なようにコードするサイズのものであり得る。
これらの第２のより短い、有用な形態のＤＮＡの例は、プラスミドおよび他のベクターを
含む。より十分な説明については、Alberts B et al. (2007) Molecular Biology of the
 Cell, Fifth Edition, Garland Scienceを参照のこと。
【０１３３】
　生物活性物質をリポソームおよび脂質ナノ粒子のような脂質組成物中に充填するための
、受動的および能動的な充填法を含む様々な方法が当技術分野で利用可能である。実際に
どの方法を用いるかについては、例えば、充填する生物活性物質、充填した時点に用いる
保存方法、得られる粒子のサイズおよび予期される投与計画を含むがこれらに限定されな
い複数の因子に基づいて選択することができる。方法は、例えば、リポソームを形成また
は再構成させる時の薬物と脂質との機械的混合、すべての成分を有機溶媒に溶解し、それ
らを乾燥フィルムに濃縮すること、ｐＨまたはイオン勾配を作って、活性物質をリポソー
ム内に引き込むこと、膜電位を作り、イオノフォアにより媒介される充填を達成すること
を含む。例えば、ＰＣＴ公開国際公開第９５／０８９８６号パンフレット、米国特許第５
，８３７，２８２号明細書、米国特許第５，８３７，２８２号明細書および米国特許第７
，８１１，６０２号明細書を参照のこと。
【０１３４】
　「脂質ナノ粒子」とは、分子間力により互いに物理的に結合した複数の（すなわち、１
つを超える）脂質分子を含む粒子を意味する。脂質ナノ粒子は、例えば、マイクロスフェ
ア（単層および多層小胞、例えば、リポソーム）、乳濁液中の分散相、ミセルまたは懸濁
液中の内相であり得る。
【０１３５】
　脂質ナノ粒子は、約１～約２５００ｎｍ、約１～約１５００ｎｍ、約１～約１０００ｎ
ｍ、下位実施形態では約５０～約６００ｎｍ、下位実施形態では約５０～約４００ｎｍ、
下位実施形態では約５０～約２５０ｎｍ、下位実施形態では約５０～約１５０ｎｍのサイ
ズを有する。特に示さない限り、本明細書で言及するすべてのサイズは、Ｍａｌｖｅｒｎ
　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒで動的光散乱法により測定される、完全に形成されたナノ粒子の平
均径（直径）である。計数率が２００～４００ｋｃｔｓであるように、ナノ粒子試料をリ
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ン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で希釈する。データは、強度測定の加重平均として示す。
【０１３６】
　本発明の一実施形態は、式（Ｉ）の化合物および別の脂質成分を含む脂質組成物を提供
する。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物およびヘルパー脂質、例えば、コレステロール
を含む脂質組成物を提供する。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例え
ば、コレステロールおよび中性脂質、例えば、ＤＳＰＣを含む脂質組成物を提供する。本
発明の別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中
性脂質、例えば、ＤＳＰＣおよびステルス脂質、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７
、Ｓ０３１またはＳ０３３を含む脂質組成物を提供する。本発明の別の実施形態は、式（
Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中性脂質、例えば、ＤＳＰＣ、
ステルス脂質、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ０３３および
生物活性物質、例えば、ＲＮＡまたはＤＮＡを含む脂質組成物を提供する。本発明の別の
実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中性脂質、例
えば、ＤＳＰＣ、ステルス脂質、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１また
はＳ０３３および生物活性物質、例えば、ｍＲＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはＤＮＡを含む脂質
ナノ粒子を提供する。
【０１３７】
　本発明の実施形態は、製剤中の成分脂質の各モル比により記述する脂質組成物も提供し
、スラッシュ（「／」）は、本明細書で提供する、各成分を表示するものである。
【０１３８】
　本発明の別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物およびヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールを、式（Ｉ）の化合物５５～４０／ヘルパー脂質５５～４０の脂質モル比で含む脂質
組成物である。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールおよび中性脂質、例えば、ＤＳＰＣを、式（Ｉ）の化合物５５～４０／ヘルパー脂質
５５～４０／中性脂質１５～５の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。別の実施形態
は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中性脂質、例えば、Ｄ
ＳＰＣおよびステルス脂質、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ
０３３を、式（Ｉ）の化合物５５～４０／ヘルパー脂質５５～４０／中性脂質１５～５／
ステルス脂質１０～１の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。
【０１３９】
　本発明の別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物およびヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールを、式（Ｉ）の化合物５０～４０／ヘルパー脂質５０～４０の脂質モル比で含む脂質
組成物である。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールおよび中性脂質、例えば、ＤＳＰＣを、式（Ｉ）の化合物５０～４０／ヘルパー脂質
５０～４０／中性脂質１５～５の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。別の実施形態
は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中性脂質、例えば、Ｄ
ＳＰＣ、ステルス脂質、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ０３
３を、式（Ｉ）の化合物５０～４０／ヘルパー脂質５０～４０／中性脂質１５～５／ステ
ルス脂質５～１の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。
【０１４０】
　本発明の別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物およびヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールを、式（Ｉ）の化合物４７～４３／ヘルパー脂質４７～４３の脂質モル比で含む脂質
組成物である。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールおよび中性脂質、例えば、ＤＳＰＣを、式（Ｉ）の化合物４７～４３／ヘルパー脂質
４７～４３／中性脂質１２～７の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。別の実施形態
は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中性脂質、例えば、Ｄ
ＳＰＣ、ステルス脂質、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ０３
３を、式（Ｉ）の化合物４７～４３／ヘルパー脂質４７～４３／中性脂質１２～７／ステ
ルス脂質４～１の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。
【０１４１】
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　本発明の別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物およびヘルパー脂質、例えば、コレステロ
ールを、式（Ｉ）の化合物約４５／ヘルパー脂質約４４の脂質モル比で含む脂質組成物で
ある。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物、ヘルパー脂質、例えば、コレステロールおよ
び中性脂質、例えば、ＤＳＰＣを、式（Ｉ）の化合物約４５／ヘルパー脂質約４４／中性
脂質約９の脂質モル比で含む脂質組成物を提供する。別の実施形態は、式（Ｉ）の化合物
、ヘルパー脂質、例えば、コレステロール、中性脂質、例えば、ＤＳＰＣ、ステルス脂質
、例えば、Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７、Ｓ０３１またはＳ０３３を、式（Ｉ）の化合
物約４５／ヘルパー脂質約４４／中性脂質約９／ステルス脂質約２の脂質モル比で含む脂
質組成物を提供する。
【０１４２】
　上記の脂質組成物に用いる式（Ｉ）の好ましい化合物を実施例１～３６に示す。特に好
ましい化合物を実施例１および８０に示す。好ましい生物活性物質は、ＲＮＡおよびＤＮ
Ａの生物活性物質である。
【０１４３】
　本発明の脂質組成物は、特定の細胞および組織へのｉｎ　ｖｉｖｏでの送達のための例
えば、リポソーム製剤、脂質ナノ粒子（ＬＮＰ）製剤などを含む、製剤中に所望のｐＫａ
範囲を有する陽イオン性脂質、ステルス脂質、ヘルパー脂質および中性脂質を配合するこ
とにより当業者によってさらに最適化することができる。一実施形態では、さらなる最適
化は、これらの様々な種類の脂質間の脂質モル比を調節することによって得られる。一実
施形態では、さらなる最適化は、所望の粒径、Ｎ／Ｐ比、製剤化方法および／または投与
計画（例えば、ある期間にわたる投与回数、ｍｇ／ｋｇ単位の実際の用量、投与の時期、
他の治療薬との併用等）のうちの１つまたは複数のものを調節することによって得られる
。上に示した実施形態に関連する当業者に公知の様々な最適化技術は、本発明の一部とみ
なされる。
【０１４４】
脂質ナノ粒子を製造する一般的方法
　以下の方法は、本発明の脂質ナノ粒子を製造するために用いることができる。粒子のサ
イズの減少を実現し、かつ／またはサイズの均一性を増大させるために、当業者は、以下
に示す方法ステップを用い、種々の組合せを用いて実験を行い得る。さらに、当業者は、
リポソーム製剤に用いることができる、超音波処理、濾過または他のサイズ調節技術を使
用し得る。
【０１４５】
　本発明の組成物を製造する方法は、一般的に、第１のリザーバーに、生物活性物質を含
むクエン酸緩衝液のような水性溶液を用意し、脂質（複数可）の有機アルコール、例えば
、エタノールのような有機溶液を含む第２のリザーバーを用意し、次いで水性溶液を有機
脂質溶液と混合することを含む。第１のリザーバーは、第２のリザーバーと任意選択で流
体連通している。混合ステップに、インキュベーションステップ、濾過もしくは透析ステ
ップ、ならびに希釈および／または濃縮ステップを任意選択で後続させる。インキュベー
ションステップは、混合ステップからの溶液を容器中にほぼ室温で、任意選択で遮光して
、約０～約１００時間（好ましくは約０～約２４時間）放置することを含む。一実施形態
では、希釈ステップは、インキュベーションステップに続く。希釈ステップは、例えば、
圧送装置（例えば、蠕動ポンプ）を用いた水性緩衝液（例えば、クエン酸緩衝液または純
水）による希釈を含み得る。濾過ステップは、限外濾過または透析である。限外濾過は、
希釈溶液の濃縮とそれに続く、例えば、適切なポンプ装置（例えば、蠕動ポンプまたは同
等物のような圧送装置）を適切な限外濾過膜（例えば、ＧＥ中空繊維カートリッジまたは
同等物）と併せて用いた透析濾過を含む。透析は、適切な膜（例えば、１００００ｍｗｃ
　Ｓｎａｋｅｓｋｉｎ膜）を介する溶媒（緩衝液）交換を含む。
【０１４６】
　一実施形態では、混合ステップは、透明な単相をもたらす。
【０１４７】
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　一実施形態では、混合ステップの後、有機溶媒を除去して、粒子の懸濁液を用意し、生
物活性物質を脂質（複数可）により封入させる。
【０１４８】
　有機溶媒の選択は、一般的に、溶媒の極性および粒子形成の後の段階で溶媒を除去する
ことができる容易さの考慮を必要とする。可溶化剤としても用いられる、有機溶媒は、好
ましくは生物活性物質および脂質の透明な単相混合物を得るのに十分な量である。有機溶
媒は、クロロホルム、ジクロロメタン、ジエチルエーテル、シクロヘキサン、シクロペン
タン、ベンゼン、トルエン、メタノール、ならびにエタノール、プロパノール、イソプロ
パノール、ブタノール、ｔｅｒｔ－ブタノール、イソブタノール、ペンタノールおよびヘ
キサノールのような他の脂肪族アルコール（例えば、Ｃ１～Ｃ８）の１つまたは複数（例
えば、２つ）のものから選択することができる。
【０１４９】
　混合ステップを行うことができる方法は、例えば、ボルテックスミキサーのような機械
的手段によるなど、いくらでもある。
【０１５０】
　有機溶媒を除去するために用いられる方法は、一般的に透析濾過もしくは透析または減
圧下での蒸発または混合物全体に不活性ガス（例えば、窒素またはアルゴン）の気流を吹
き込むことを含む。
【０１５１】
　他の実施形態では、該方法は、本発明の組成物を用いて細胞の形質転換を生じさせるの
に有用である非脂質多価陽イオンを加えることをさらに含む。適切な非脂質多価陽イオン
の例は、臭化ヘキサジメトリン（Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｍｉｌｗ
ａｕｋｅｅ、Ｗｉｓ．、ＵＳＡにより商標名ＰＯＬＹＢＲＥＮＥ（Ｒ）のもとに販売され
ている）またはヘキサジメトリンの他の塩を含むが、これらに限定されない。他の適切な
多価陽イオンは、例えば、ポリ－Ｌ－オルニチン、ポリ－Ｌ－アルギニン、ポリ－Ｌ－リ
シン、ポリ－Ｄ－リシン、ポリアリルアミンおよびポリエチレンイミンの塩を含む。特定
の実施形態では、脂質ナノ粒子の形成は、単相系（例えば、ＢｌｉｇｈおよびＤｙｅｒ単
相もしくは水性および有機溶媒の類似混合物）でまたは適切な混合による二相系で行うこ
とができる。
【０１５２】
　脂質ナノ粒子は、単または二相系で形成させることができる。単相系では、陽イオン性
脂質（複数可）および生物活性物質がそれぞれ一定量の単相混合物中に溶解している。２
つの溶液を混ぜ合わせることにより、単一混合物が得られ、該単一混合物中で複合体が形
成する。二相系では、陽イオン性脂質が生物活性物質（水相中に存在する）に結合し、そ
れを有機相に「引き」込む。一実施形態では、脂質ナノ粒子は、（ａ）生物活性物質を、
非陽イオン性脂質および界面活性剤を含む溶液と接触させて、化合物－脂質混合物を形成
させること、（ｂ）陽イオン性脂質を化合物－脂質混合物と接触させて、生物活性物質の
負電荷の一部を中和し、生物活性物質および脂質の電荷中和混合物を形成させること、な
らびに（ｃ）電荷中和混合物から界面活性剤を除去することを含む方法により調製する。
【０１５３】
　実施形態の一群では、中性脂質および界面活性剤の溶液は、水性溶液である。生物活性
物質を中性脂質および界面活性剤の溶液と接触させることは、一般的に生物活性物質の第
１の溶液を脂質および界面活性剤の第２の溶液を一緒に混合することによって達成される
。好ましくは、生物活性物質溶液は、界面活性剤溶液でもある。本方法に用いられる中性
脂質の量は、一般的に、用いられる陽イオン性脂質の量に基づいて決定され、一般的に陽
イオン性脂質の量の約０．２～５倍、好ましくは用いられる陽イオン性脂質の量の約０．
５～約２倍である。
【０１５４】
　そのように形成された生物活性物質－脂質混合物を陽イオン性脂質と接触させて、存在
する目的の分子（または他の多価陰イオン性物質）と結合している負電荷の一部を中和す
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る。用いられる陽イオン性脂質の量は、負電荷（ホスフェート）の計算モル比より一般的
に３～８倍多い。
【０１５５】
　界面活性剤を除去するために用いられる方法は、一般的に透析を含む。有機溶媒が存在
する場合、除去は、一般的に透析濾過または減圧下での蒸発または混合物全体に不活性ガ
ス（例えば、窒素またはアルゴン）の気流を吹き込むことによって達成される。
【０１５６】
　本発明の組成物を製造するための装置を本明細書で開示する。装置は、一般的に生物活
性物質を含む水性溶液を保持するための第１のリザーバー、および有機脂質溶液を保持す
るための第２のリザーバーを含む。装置はまた、一般的に水性および有機脂質溶液を混合
部または混合チャンバー内に実質的に等しい流量で圧送するように構成されたポンプ機構
を含む。一実施形態では、混合部または混合チャンバーは、水性および有機液体流がＴ字
型コネクターへの流入物として混合することを可能にし、得られた混ぜ合わされた水性お
よび有機溶液がＴ字型コネクターから出て、収集リザーバーまたはその同等物に流入する
ことを可能にする、Ｔ字型継手またはその同等物を含む。
【０１５７】
生物活性物質を送達する方法および疾患の治療
　式（Ｉ）の陽イオン性脂質およびその脂質組成物は、生物活性物質の送達のために用い
られる医薬組成物または製剤に有用である。式（Ｉ）の陽イオン性脂質またはその脂質組
成物を含む製剤は、様々な分子を細胞に送達するのに有用であるマイクロ粒子、ナノ粒子
およびトランスフェクション薬剤を含む粒子形成送達剤（particle forming delivery ag
ents）を含むが、これに限定されない、様々な形態であり得る。特定の製剤は、抗体（例
えば、モノクローナル、キメラ、ヒト化、ナノボディおよびその断片等）、コレステロー
ル、ホルモン、ペプチド、タンパク質、化学療法薬および他の種類の抗腫瘍薬、低分子量
薬、ビタミン、補因子、ヌクレオシド、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレ
オチド（例えば、ＲＮＡまたはＤＮＡ）、酵素核酸、アンチセンス核酸、三重鎖形成性オ
リゴヌクレオチド、アンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡ組成物、キメラＤＮＡ：ＲＮＡ組成
物、アロザイム、アプタマー、リボザイム、デコイおよびその類似体、プラスミドおよび
他の種類の発現ベクター、ならびに小核酸分子、ｍＲＮＡ、ＲＮＡｉ薬剤、短鎖干渉核酸
（ｓｉＮＡ）、短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、マイクロ
ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）および低分子ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、分子ペプチド核酸（
ＰＮＡ）、ロックド核酸リボヌクレオチド（ＬＮＡ）、モルホリノヌクレオチド、トレオ
ース核酸（ＴＮＡ）、グリコール核酸（ＧＮＡ）、ｓｉｓｉＲＮＡ（低分子内部セグメン
ト化干渉ＲＮＡ）、ａｉＲＮＡ（非対称干渉ＲＮＡ）、および細胞培養、対象または生物
体などにおける、関連細胞および／または組織へのセンスおよびアンチセンス鎖間の１つ
、２つもしくはそれ以上のミスマッチを有するｓｉＲＮＡのような、生物活性物質をトラ
ンスフェクトまたは送達するのに有効である。生物活性物質の上記のリストは、代表的な
例にすぎず、限定的なものではない。そのような化合物は、精製または部分的に精製する
ことができ、天然に存在するものまたは合成されたものであってよく、化学的に修飾する
ことができる。
【０１５８】
　生物活性物質を含むそのような製剤は、例えば、細胞、対象または生物体における疾患
、状態または形質を予防、抑制または治療するための組成物を用意するのに有用である。
疾患、状態または形質は、がんを含む増殖性疾患、炎症性疾患、移植および／または組織
拒絶反応、自己免疫疾患もしくは状態、加齢に伴う疾患、神経もしくは神経変性疾患、呼
吸器疾患、心血管疾患、眼疾患、代謝疾患、皮膚疾患、聴覚障害、肝臓疾患、腎臓もしく
は腎疾患等を含むが、これらに限定されない。
【０１５９】
　１回当たり投与する活性物質の量は、最小治療量を上回るが、中毒量を下回る量である
。１回当たりの実際の量は、患者の病歴、他の療法の使用、提供される生物活性物質およ
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び当該疾患の特性などいくつかの因子に応じて医師により決定され得る。投与される生物
活性物質の量は、治療に対する患者の反応および治療に関連する副作用の存在または重症
度によって、治療期間中に調節することができる。適切な規制当局により承認された化合
物の具体例としての用量および取扱いは、当業者に公知であり、利用できる。例えば、Ph
ysician’s Desk Reference, 64th ed., Physician’s Desk Reference Inc. (2010)、Re
mington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Philadelphia, Pa. (
1985)およびRemington The Science and Practice of Pharmacy, 21st ed., Lippincott 
Williams & Williams Publishers (2005)を参照のこと。
【０１６０】
　一実施形態では、生物活性物質の１回の投与をそれを必要とする患者に行う。一実施形
態では、複数回の投与を行い、複数回の投与は、同時に、連続してまたは交互に行うこと
ができる。一実施形態では、同じ製剤を複数回にわたって投与する。一実施形態では、製
剤が複数回投与にわたって異なる。様々な実施形態では、投与は、１日１回、または１、
２、３、４日もしくはそれ以上の連続した日数にわたり行うことができる。一実施形態で
は、投与は、週１回行う。一実施形態では、投与は、１週おきに１回行う。一実施形態で
は、患者は、少なくとも２コースの治療レジメンを受け、治療に対する患者の反応によっ
て、より多くの療法を受ける可能性がある。単剤レジメンでは、観測される反応および毒
性に基づいて、治療の全コースが患者および医師によって決定される。上記の投与計画は
、非限定的な例とみなすべきである。他の投与計画は、本発明の範囲内にあると考えられ
、所望の治療効果に依存する。
【０１６１】
　本発明はまた、治療有効量の本発明の脂質組成物をそれを必要とする患者に投与するス
テップを含む疾患または状態の治療の方法を提供する。一実施形態では、疾患または状態
は、ｓｉＲＮＡまたはｍＲＮＡ薬剤のようなＲＮＡ薬剤を投与することによって治療可能
である。
【０１６２】
　本発明はまた、患者における疾患または状態の治療における本発明の脂質組成物の使用
を提供する。一実施形態では、疾患または状態は、ｓｉＲＮＡまたはｍＲＮＡ薬剤を投与
することによって治療可能である。
【０１６３】
　投与される組成物中の脂質の総量は、一実施形態では、生物活性物質（例えば、ｍＲＮ
Ａ、ｓｉＲＮＡ、ＲＮＡレプリコン等）１ｍｇ当たり約５～約３０ｍｇ脂質、別の実施形
態では、生物活性物質（例えば、ｍＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ＲＮＡレプリコン等）１ｍｇ当
たり約５～約２５ｍｇ脂質、別の実施形態では、生物活性物質（例えば、ｍＲＮＡ、ｓｉ
ＲＮＡ、ＲＮＡレプリコン等）１ｍｇ当たり約７～約２５ｍｇ脂質、一実施形態では、生
物活性物質（例えば、ｍＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ＲＮＡレプリコン等）１ｍｇ当たり約７～
約１５ｍｇ脂質である。
【０１６４】
　本明細書で用いられる「治療」は、改善に役立つ、治癒的および予防的治療を含む。本
明細書で用いられる「患者」は、治療を必要とする、動物、好ましくは哺乳動物、好まし
くはヒトである。
【０１６５】
　「治療有効量」という用語は、標的疾患または状態を治療または改善するために必要な
本発明の化合物および生物活性物質（例えば、治療用化合物）の量を意味する。
【０１６６】
　「免疫学的有効量」という用語は、免疫原を認識する（例えば、病原体との関連で）免
疫応答を誘導するのに必要な免疫原をコードする本発明の化合物およびＲＮＡの量を意味
する。「免疫原」という用語は、体内に導入された場合に免疫応答を誘発する物質または
生物体を意味する。
【０１６７】
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　本明細書で用いられる「増殖性疾患」とは、当技術分野で公知のように制御されていな
い細胞増殖または複製によって特徴付けられる疾患、状態、形質、遺伝子型または表現型
を意味する。一実施形態では、増殖性疾患は、がんである。一実施形態では、増殖性疾患
は、腫瘍である。一実施形態では、増殖性疾患は、例えば、白血病、例えば、急性骨髄性
白血病（ＡＭＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性リンパ球性白血病（ＡＬＬ）、多
発性骨髄腫および慢性リンパ球性白血病のような液性腫瘍；ならびに固形腫瘍、例えば、
カポシ肉腫のようなＡＩＤＳ関連性がん；乳がん；骨がん；脳がん；頭頸部のがん；非ホ
ジキンリンパ腫、腺腫、扁平細胞癌、咽頭癌腫、胆嚢および胆管がん、網膜のがん、食道
のがん、消化管がん、卵巣がん、子宮がん、甲状腺がん、精巣がん、子宮内膜がん、黒色
腫、結腸直腸がん、肺がん、膀胱がん、前立腺がん、肺がん（非小細胞肺癌腫を含む）、
膵臓がん、肉腫、ウィルムス腫瘍、子宮頸がん、頭頸部がん、皮膚がん、鼻咽頭癌腫、脂
肪肉腫、上皮癌腫、腎細胞癌腫、胆嚢腺癌、子宮内膜肉腫、多剤耐性がんを含むが、これ
らに限定されない。一実施形態では、増殖性疾患は、腫瘍血管形成に関連する血管新生、
黄斑変性（例えば、湿性／乾性加齢黄斑変性）、角膜血管新生、糖尿病性網膜症、血管新
生緑内障、近視性変性を含む。一実施形態では、増殖性疾患は、再狭窄および多嚢胞性腎
疾患を含む。
【０１６８】
　本明細書で用いられる「自己免疫疾患」とは、当技術分野で公知のように自己免疫によ
って特徴付けられる疾患、状態、形質、遺伝子型または表現型を意味する。自己免疫疾患
は、例えば、多発性硬化症、糖尿病、狼瘡、強皮症、線維筋痛症、移植拒絶反応（例えば
、同種移植の拒絶反応の予防）、悪性貧血、関節リウマチ、全身性紅斑性狼瘡、皮膚筋炎
、重症筋無力症、紅斑性狼瘡、多発性硬化症およびグレーヴス病を含むが、これらに限定
されない。
【０１６９】
　「感染性疾患」とは、ウイルス、細菌、真菌、プリオンまたは寄生虫のような感染性病
原体に関連する疾患、障害または状態を意味する。本発明は、感染性疾患を引き起こす病
原体に対する免疫を付与するために用いることができる。そのような病原体の例は、後で
示す。
【０１７０】
　「神経疾患」とは、中枢または末梢神経系を罹患させる疾患、障害または状態を意味す
る。神経疾患は、例えば、アルツハイマー病、動脈瘤、脳損傷、手根管症候群、脳動脈瘤
、慢性疼痛、クロイツフェルト－ヤコブ病、てんかん、ハンチントン病、髄膜炎、発作性
疾患ならびに他の神経疾患、障害および症候群を含むが、これらに限定されない。
【０１７１】
　「呼吸器疾患」とは、気道を侵す疾患または状態を意味する。呼吸器疾患は、喘息、慢
性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、アレルギー性鼻炎、副鼻腔炎、アレルギー、呼吸困難、呼
吸促迫症候群、嚢胞性線維症、肺高血圧または血管収縮および気腫を含むが、これらに限
定されない。
【０１７２】
　「心血管疾患」とは、心臓および血管系を侵す疾患または状態を意味する。心血管疾患
は、例えば、冠動脈性心疾患（ＣＨＤ）、脳血管疾患（ＣＶＤ）、大動脈狭窄、末梢血管
疾患、心筋梗塞（心臓発作）、不整脈、虚血およびうっ血性心不全を含むが、これらに限
定されない。
【０１７３】
　本明細書で用いられる「眼疾患」とは、眼および関連構造の疾患、状態、形質、遺伝子
型または表現型を意味する。眼疾患は、例えば、嚢胞様黄斑浮腫、糖尿病性網膜症、格子
状変性、網膜静脈閉塞、網膜動脈閉塞、黄斑変性（湿性ＡＭＤまたは乾性ＡＭＤのような
加齢黄斑変性）、トキソプラズマ症、網膜色素変性、結膜裂傷、角膜裂傷、緑内障などを
含むが、これらに限定されない。
【０１７４】
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　「代謝疾患」とは、代謝経路を侵す疾患または状態を意味する。代謝疾患は、遺伝性酵
素異常（先天性代謝異常）に起因する先天的または内分泌器官の疾患もしくは肝臓のよう
な代謝的に重要な臓器の不全に起因する後天的な、異常な代謝過程をもたらし得る。一実
施形態では、代謝疾患は、肥満、インスリン抵抗性および糖尿病（例えば、Ｉ型および／
またはＩＩ型糖尿病）を含む。
【０１７５】
　「皮膚疾患」とは、皮膚、真皮または毛、毛包等のようなその下部構造の疾患または状
態を意味する。皮膚疾患、障害、状態および形質は、乾癬、異所性皮膚炎、黒色腫および
基底細胞癌腫のような皮膚がん、脱毛、毛髪除去ならびに色素沈着の変化を含み得る。
【０１７６】
　「聴覚障害」とは、内耳、中耳、外耳、聴神経およびその中の下部構造のような、耳を
含む聴覚系の疾患または状態を意味する。聴覚の疾患、障害、状態および形質は、聴力低
下、難聴、耳鳴り、目まい、平衡および運動障害を含み得る。
【０１７７】
　「再生疾患」とは、不十分な細胞もしくは組織の発生または再生が、ｉｎ　ｖｉｖｏま
たはｉｎ　ｖｉｔｒｏで、損傷の前もしくは後の適切な臓器機能の確立もしくは回復を妨
げ、創傷治癒もしくは潰瘍性病変の消失を妨げもしくは遅くし、老化を促進し、または有
効な細胞ベースの療法を妨げる、疾患または状態を意味する。用語「メッセンジャーリボ
核酸」（メッセンジャーＲＮＡ、ｍＲＮＡ）は、細胞質中のリボソームへの遺伝情報の伝
達を媒介し、そこでタンパク質合成の鋳型としての役割を果たすリボ核酸（ＲＮＡ）分子
を意味する。これは、転写の過程中にＤＮＡ鋳型から合成される。The American Heritag
e（登録商標） Dictionary of the English Language, Fourth Edition (Updated in 200
9). Houghton Mifflin Companyを参照のこと。
【０１７８】
　プラスミドは、細胞内の染色体ＤＮＡから物理的に分離され、それと独立に複製し得る
小ＤＮＡ分子である。プラスミドのサイズは、１～２５キロ塩基対超の範囲で変化し得る
。組換えプラスミドは、本発明の脂質ナノ粒子中に封入することができるサイズとなるよ
うに組換えにより調製することができる。
【０１７９】
　ベクターは、１つの細胞からまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの生化学反応から別の細胞に遺
伝物質を人工的に運ぶためのビヒクルとして用いられるＤＮＡ分子であり、該ＤＮＡは、
複製させ、かつ／または発現させることができる。外来ＤＮＡを含むベクターは、組換え
体と呼ばれる。有用なベクターのタイプの主なものは、プラスミドおよびウイルスベクタ
ーである。
【０１８０】
　ウイルスベクターは、一般的に、非感染性の状態にされたが、依然としてウイルスプロ
モーターと導入遺伝子も含み、したがって、ウイルスプロモーターによる導入遺伝子の翻
訳を可能にする修飾ウイルスＤＮＡまたはＲＮＡを運ぶ遺伝子組換えウイルスである。ウ
イルスベクターは、本発明の脂質ナノ粒子中に封入することができるサイズとなるように
組換えにより調製することができる。
【０１８１】
　本明細書で用いられる「短鎖干渉核酸（ｓｉＮＡ）」という用語は、ＲＮＡ干渉（ＲＮ
Ａｉ）または遺伝子サイレンシングを配列特異的に媒介することにより遺伝子発現または
ウイルス複製を抑制または下方制御することができる核酸分子を意味する。それは、短鎖
干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、短鎖干渉オリゴヌクレオチ
ドおよび化学的に修飾された短鎖干渉核酸分子を含む。ｓｉＲＮＡは、動物および植物に
おける配列特異的転写後遺伝子サイレンシングの過程である、ＲＮＡ干渉に関与する。ｓ
ｉＲＮＡは、サイレンス遺伝子標的と相同またはそれに特異的であるより長い二本鎖ＲＮ
Ａ（ｄｓＲＮＡ）からリボヌクレアーゼＩＩＩ切断により生成する。
【０１８２】
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　「ＲＮＡ干渉」（ＲＮＡｉ）という用語は、ＲＮＡｉ薬剤と同じまたは非常に類似した
配列を含むメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を分解するためにＲＮＡｉ薬剤を用いる転
写後標的遺伝子サイレンシング技術である。Zamore and Haley, 2005, Science, 309, 15
19-1524; Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Elbashir et al., 2001, Nature, 4
11, 494-498;およびKreutzer et al, ＰＣＴ公開国際公開第００／４４８９５号パンフレ
ット、Fire, ＰＣＴ公開国際公開第９９／３２６１９号パンフレット、Mello and Fire, 
ＰＣＴ公開国際公開第０１／２９０５８号パンフレットなどを参照のこと。
【０１８３】
　本明細書で用いられるＲＮＡｉは、転写後遺伝子サイレンシング、翻訳阻害、転写阻害
またはエピジェネティクスのような、配列特異的ＲＮＡ干渉を記述するために用いられる
他の用語と同等である。例えば、本発明の脂質を含む製剤をｓｉＮＡ分子とともに用いて
、転写後レベルおよび／または転写前レベルの両方で遺伝子発現をエピジェネティックに
抑制することができる。非限定的な例において、ｓｉＮＡ分子による遺伝子発現の調節は
、ＲＩＳＣによるＲＮＡ（コーディングまたは非コーディングＲＮＡ）のｓｉＮＡ媒介切
断に、または代わりに当技術分野で公知のように翻訳阻害に起因し得る。別の実施形態で
は、ｓｉＮＡによる遺伝子発現の調節は、例えば、Janowski et al., 2005, Nature Chem
ical Biology, 1, 216-222に報告されているような転写阻害に起因し得る。
【０１８４】
　「ＲＮＡｉインヒビター」という用語は、細胞または患者におけるＲＮＡ干渉機能また
は活性を下方調節する（例えば、低下または抑制する）ことができる分子である。ＲＮＡ
ｉ阻害剤は、ＲＩＳＣのようなタンパク質成分を含む、ＲＮＡｉ経路の成分の機能との相
互作用またはそれへの干渉により、ＲＮＡｉ（例えば、標的ポリヌクレオチドのＲＮＡｉ
媒介性切断、転写阻害または転写サイレンシング）を下方制御、低下または抑制し得る。
ＲＮＡｉインヒビターは、ｓｉＮＡ分子、アンチセンス分子、アプタマー、またはＲＩＳ
Ｃの機能と相互作用するもしくはそれに干渉する小分子、ｍｉＲＮＡ、またはｓｉＲＮＡ
もしくは細胞または患者におけるＲＮＡｉ経路の他の成分であり得る。ＲＮＡｉ（例えば
、標的ポリヌクレオチドのＲＮＡｉ媒介性切断、転写阻害または転写サイレンシング）を
阻害することにより、ＲＮＡｉインヒビターは、標的遺伝子の発現を調節する（上方制御
または下方制御する）ために用いることができる。一実施形態では、ＲＮＡインヒビター
は、翻訳阻害、転写サイレンシングまたはポリヌクレオチド（例えば、ｍＲＮＡ）のＲＩ
ＳＣ媒介性切断による遺伝子発現の内因性下方制御または抑制を妨げる（例えば、低下ま
たは抑制する）ことによって遺伝子発現を上方制御するために用いられる。したがって、
内因性抑制、サイレンシング、または遺伝子発現の阻害の機序に干渉することにより、本
発明のＲＮＡｉインヒビターは、機能の喪失に起因する疾患または状態の治療のために遺
伝子発現を上方制御するために用いることができる。「ＲＮＡｉインヒビター」という用
語は、本明細書における様々な実施形態において「ｓｉＮＡ」と同義で用いる。
【０１８５】
　本明細書で用いられる「酵素核酸」という用語は、指定の遺伝子標的との基質結合領域
における相補性を有し、標的ＲＮＡを特異的に切断し、それにより標的ＲＮＡ分子を不活
性化するように作用する酵素活性も有する核酸分子を意味する。該相補性領域は、標的Ｒ
ＮＡとの酵素核酸分子の十分なハイブリダイゼーションを可能にし、ひいては切断をもた
らす。１００％の相補性が好ましいが、５０～７５％程度の低い相補性も本発明で有用で
あり得る（例えば、Wemer and Uhlenbeck, 1995, Nucleic Acids Research, 23, 2092-20
96; Hammann et al., 1999, Antisense and Nucleic Acid Drug Dev., 9, 25-31参照）。
核酸は、塩基、糖および／またはリン酸基において修飾することができる。酵素核酸とい
う用語は、リボザイム、触媒ＲＮＡ、酵素ＲＮＡ、触媒ＤＮＡ、アプタザイムまたはアプ
タマー結合リボザイム、調節性（regulatable）リボザイム、触媒オリゴヌクレオチド、
ヌクレオザイム、ＤＮＡザイム、ＲＮＡエンザイム、エンドリボヌクレアーゼ、エンドヌ
クレアーゼ、ミニザイム、リードザイム、オリゴザイムまたはＤＮＡエンザイムのような
語句と同義で用いられる。これらの術語のすべてが酵素活性を有する核酸分子を表現する
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ものである。酵素核酸分子の重要な特徴は、１つまたは複数の標的核酸領域と相補的であ
る固有の基質結合部位を有すること、ならびに核酸切断および／またはライゲーション活
性を該分子に付与する当基質結合部位の内部もしくはそれを取り囲むヌクレオチド配列を
有することである（例えば、Cech et al., 米国特許第４，９８７，０７１号明細書、Cec
h et al., 1988, 260 JAMA 3030を参照）。リボザイムおよび本発明の酵素核酸分子は、
当技術分野で、また本明細書における他所に記載されているように、化学的に修飾するこ
とができる。
【０１８６】
　本明細書で用いられる「アンチセンス核酸」という用語は、ＲＮＡ－ＲＮＡまたはＲＮ
Ａ－ＤＮＡまたはＲＮＡ－ＰＮＡ（タンパク質核酸；Egholm et al., 1993 Nature 365, 
566）相互作用によって標的ＲＮＡに結合し、標的ＲＮＡの活性を変化させる非酵素核酸
分子を意味する（レビューについては、Stein and Cheng, 1993 Science 261, 1004およ
びWoolf et al.、米国特許第５，８４９，９０２号明細書を参照のこと）。アンチセンス
ＤＮＡは、化学的に合成することができまたは一本鎖ＤＮＡ発現ベクターもしくはその同
等物を用いることによって発現させることができる。本発明のアンチセンス分子は、例え
ば、当技術分野で記載されているように、化学的に修飾することができる。
【０１８７】
　本明細書で用いられる「ＲＮアーゼＨ活性化領域」という用語は、標的ＲＮＡに結合し
て、細胞ＲＮアーゼＨ酵素により認識される非共有結合性複合体を形成することができる
核酸分子の領域（一般的に長さが４～２５ヌクレオチド、好ましくは長さが５～１１ヌク
レオチド以上である）を意味する（例えば、Arrow et al.、米国特許第５，８４９，９０
２号明細書；Arrow et al.、米国特許第５，９８９，９１２号明細書を参照）。ＲＮアー
ゼＨ酵素は、核酸分子－標的ＲＮＡ複合体に結合し、標的ＲＮＡ配列を切断する。
【０１８８】
　本明細書で用いられる「２－５Ａアンチセンスキメラ」という用語は、５’－リン酸化
２’－５’－結合アデニル酸残基を含むアンチセンスオリゴヌクレオチドを意味する。こ
れらのキメラは、標的ＲＮＡに配列特異的に結合し、細胞２－５Ａ依存性リボヌクレアー
ゼを活性化し、これが次に、標的ＲＮＡを切断する（Torrence et al., 1993 Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 90, 1300; Silverman et al., 2000, Methods Enzymol. 313, 522-533
; Player and Torrence, 1998, Pharmacol. Ther., 78, 55-113）。２－５Ａアンチセン
スキメラ分子は、例えば、当技術分野で記載されているように、化学的に修飾することが
できる。
【０１８９】
　本明細書で用いられる「三重鎖形成オリゴヌクレオチド」という用語は、二本鎖ＤＮＡ
に配列特異的に結合して、三重らせんを形成し得るオリゴヌクレオチドを意味する。その
ような三重らせん構造の形成は、標的遺伝子の転写を抑制することが示された（Duval-Va
lentin et al., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 504; Fox, 2000, Curr. Med. Ch
em., 7, 17-37; Praseuth et al., 2000, Biochim. Biophys. Acta, 1489, 181-206）。
本発明の三重鎖形成オリゴヌクレオチド分子は、例えば、当技術分野で記載されているよ
うに、化学的に修飾することができる。
【０１９０】
　「デコイＲＮＡ」という用語は、所定のリガンドに優先的に結合するようにデザインさ
れているＲＮＡ分子またはアプタマーを意味する。そのような結合は、標的分子の阻害ま
たは活性化をもたらし得る。デコイＲＮＡまたはアプタマーは、特定のリガンドの結合に
ついて天然に存在する結合標的と競合し得る。同様に、デコイＲＮＡは、受容体に結合し
、エフェクター分子の結合を阻害するようにデザインすることができる、または目的の受
容体に結合し、受容体との相互作用を妨げるようにデザインすることができる。本発明の
デコイ分子は、例えば、当技術分野で記載されているように、化学的に修飾することがで
きる。
【０１９１】
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　本明細書で用いられる「一本鎖ＤＮＡ」（ｓｓＤＮＡ）という用語は、線状一本鎖を含
む天然または合成デオキシリボ核酸分子を意味し、例えば、ｓｓＤＮＡは、センスもしく
はアンチセンス遺伝子配列またはＥＳＴ（発現配列タグ）であり得る。
【０１９２】
　本明細書で用いられる「アロザイム」という用語は、例えば、米国特許第５，８３４，
１８６号明細書、第５，７４１，６７９号明細書、第５，５８９，３３２号明細書、第５
，８７１，９１４号明細書、ならびにＰＣＴ公開国際公開第００／２４９３１号パンフレ
ット、国際公開第００／２６２２６号パンフレット、国際公開第９８／２７１０４号パン
フレットおよび国際公開第９９／２９８４２号パンフレットを含む、アロステリック酵素
核酸分子を意味する。
【０１９３】
　本明細書で用いられる「アプタマー」という用語は、標的分子に特異的に結合するポリ
ヌクレオチド組成物を意味し、該ポリヌクレオチドは、細胞内の標的分子により通常認識
される配列と異なる配列を有する。あるいは、アプタマーは、天然では核酸に結合しない
、標的分子に結合する核酸分子であり得る。標的分子は、目的のあらゆる分子であり得る
。本発明のアプタマー分子は、例えば、当技術分野で記載されているように、化学的に修
飾することができる。
【０１９４】
脂質組成物の形成
　薬学的用途については、本発明の脂質組成物は、静脈内、筋肉内、皮下、経皮、気道（
エアゾール）、経口、鼻腔内、直腸、膣、口腔内、鼻咽頭、胃腸または舌下投与を含む、
経腸または非経口経路により投与することができる。投与は、全身的または局所的であり
得る。局所投与は、例えば、カテーテル法、埋め込み、浸透圧ポンプ送出、直接注射、皮
膚／経皮適用、ステント留置術、点耳／眼または門脈内投与を含み得る。式（Ｉ）の化合
物は、提案される適応症の治療のための最も適切な剤形および投与経路を選択するために
、溶解度および溶液の安定性（ｐＨにわたる）、透過性等のような、それらの生物薬学的
特性について評価すべきである。
【０１９５】
　本発明の組成物は、必ずしもというわけではないが一般的に、１つまたは複数の薬学的
に許容される賦形剤とともに製剤として投与される。「賦形剤」という用語は、本発明の
化合物（複数可）以外の成分、他の脂質組成物（複数可）および生物活性物質を含む。賦
形剤は、機能（例えば、薬物放出速度制御）および／または非機能（例えば、加工助剤も
しくは希釈剤）特性を製剤に付与し得る。賦形剤の選択は、個別の投与方法、溶解度およ
び安定性に対する賦形剤の効果ならびに剤形の性質のような因子にかなりの程度依存する
。
【０１９６】
　一般的な薬学的に許容される賦形剤は、以下のものを含む。
　・　希釈剤、例えば、ラクトース、デキストロース、スクロース、マンニトール、ソル
ビトール、セルロースおよび／またはグリシン、
　・　滑沢剤、例えば、シリカ、タルク、ステアリン酸、そのマグネシウムもしくはカル
シウム塩および／またはポリエチレングリコール、
　・　結合剤、例えば、ケイ酸アルミニウムマグネシウム、デンプンベースト、ゼラチン
、トラガント、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウムおよび／また
はポリビニルピロリドン、
　・　崩壊剤、例えば、デンプン、寒天、アルギン酸もしくはそのナトリウム塩または発
泡性混合物、ならびに／あるいは
　・　吸収剤、着色料、着香料および／または甘味料。
【０１９７】
　賦形剤は、緩衝液（例えば、ＰＢＳ緩衝液）および／または糖を任意選択で含み得る水
性溶液担体であり得る。
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【０１９８】
　薬学的に許容される賦形剤の十分な考察は、Gennaro, Remington: The Science and Pr
actice of Pharmacy 2000, 20th edition (ISBN:0683306472)で閲覧できる。
【０１９９】
　本発明の組成物は、経口投与することができる。経口投与は、化合物が消化管に入るよ
うに嚥下、および／または化合物が口から血流に直接入る口腔内、舌もしくは舌下投与を
含み得る。
【０２００】
　本発明の組成物は、非経口的に投与することができる。本発明の化合物および組成物は
、血流中に、皮下組織内に、筋肉内に、または内臓内に直接投与することができる。投与
の適切な手段は、静脈内、動脈内、脊髄内、脳室内、尿道内、胸骨内、頭蓋内、筋肉内、
滑液嚢内および皮下を含む。投与用の適切な器具は、針（微細針）付き注射器、無針注射
器および注入技術を含む。
【０２０１】
　非経口製剤は、一般的に水性または油性溶液である。溶液が水性である場合、賦形剤は
、糖（グルコース、マンニトール、ソルビトール等を含むが、これらに限定されない）、
塩、炭水化物および緩衝剤（好ましくは３～９のｐＨに）などであるが、一部の用途につ
いては、それらは、滅菌非水性溶液として、または滅菌済み病原体不含有水（ＷＦＩ）の
ような適切なビヒクルとともに用いる乾燥体としてより適切に製剤化することができる。
【０２０２】
　非経口製剤は、ポリエステル（すなわち、ポリ乳酸、ポリラクチド、ポリラクチド－コ
－グリコリド、ポリカプロラクトン、ポリヒドロキシ酪酸）、ポリオルトエステルおよび
ポリ酸無水物のような分解性ポリマーに由来するインプラントを含み得る。これらの製剤
は、皮下組織、筋肉組織への外科的切開によりまたは特定の臓器内に直接的に投与するこ
とができる。
【０２０３】
　例えば、凍結乾燥による、無菌条件下での非経口製剤の調製は、当業者に周知の標準製
薬技術を用いて容易に達成することができる。
【０２０４】
　非経口溶液の調製に用いる化合物および組成物の溶解度は、共溶媒ならびに／または界
面活性剤、ミセル構造およびシクロデキストリンのような溶解度向上剤の混入のような、
適切な製剤化技術を用いることにより増大させることができる。
【０２０５】
　本発明の組成物は、一般的に乾燥粉末吸入器からの乾燥粉末（例えば、ラクトースとの
乾燥配合物での混合物として単独、または例えば、ホスファチジルコリンのようなリン脂
質と混合された、混合成分粒子としての）の形態で、加圧容器、ポンプ、噴霧器、アトマ
イザー（好ましくは微細ミストを生成するための電気流体力学を用いたアトマイザー）ま
たは１，１，１，２－テトラフルオロエタンもしくは１，１，１，２，３，３，３－ヘプ
タフルオロプロパンのような適切な噴射剤の使用を伴うもしくは伴わないネブライザーか
らのエアゾール噴霧体として、あるいは点鼻剤として、鼻腔内にまたは吸入により投与す
ることができる。鼻腔内使用のために、粉末は、生体接着剤、例えば、キトサンまたはシ
クロデキストリンを含み得る。
【０２０６】
　加圧容器、ポンプ、噴霧器、アトマイザーまたはネブライザーは、本発明の組成物の分
散、可溶化もしくは持続放出のための例えば、エタノール、水性エタノールまたは適切な
代替物質、溶媒としての噴射剤（複数可）およびトリオレイン酸ソルビタン、オレイン酸
もしくはオリゴ乳酸のような任意選択の界面活性剤を含む本発明の化合物（複数可）の溶
液または懸濁液を含む。
【０２０７】
　乾燥粉末または懸濁液製剤における使用の前に、組成物は、吸入による送達に適するサ
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イズ（一般的に５マイクロメートル未満）に微粉化する。これは、スパイラルジェットミ
ル粉砕、流動床式ジェットミル粉砕のような適切な粉砕法、ナノ粒子を形成するための超
臨界流体処理、高圧均質化または噴霧乾燥により達成することができる。
【０２０８】
　カプセル（例えば、ゼラチンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロースから調製）、
ブリスターおよび吸入器または吹送器に用いるカートリッジは、本発明の化合物または組
成物の粉末混合物、ラクトースまたはデンプンのような適切な粉末基剤、Ｌ－ロイシン、
マンニトールまたはステアリン酸マグネシウムのような性能改良剤を含むように製剤化す
ることができる。ラクトースは、無水物または一水和物の形態、好ましくは後者であり得
る。他の適切な賦形剤は、デキストラン、グルコース、マルトース、ソルビトール、キシ
リトール、フルクトース、スクロースおよびトレハロースを含む。
【０２０９】
　吸入／鼻腔内投与用の製剤は、即時放出および／または例えばＰＧＬＡを用いた放出調
節型となるように製剤化することができる。放出調節製剤は、遅延、持続、パルス、制御
、標的化およびプログラム放出を含む。
【０２１０】
　経皮適用のための適切な製剤は、担体を含む治療有効量の本発明の化合物または組成物
を含む。有益な担体としては、宿主の皮膚への通過を促進する吸収性の薬学的に許容され
る溶媒などが挙げられる。特徴として、経皮用具は、裏打ち部材を含む包帯、任意選択で
担体を含む化合物を含む貯留層、任意選択で長期間にわたり制御され、あらかじめ定めら
れた速度で宿主の皮膚に化合物を送達するための速度制御バリア、および皮膚に用具を固
定するための手段の形態である。
【０２１１】
　本発明の脂質組成物は、非経口、静脈内、全身、局所、経口、腫瘍内、筋肉内、皮下、
腹腔内、吸入または何らかのそのような送達の方法を含む、多くの方法のいずれかにより
投与される。一実施形態では、組成物は、非経口的に、すなわち、関節内に、静脈内に、
腹腔内に、皮下に、または筋肉内に投与される。特定の実施形態では、リポソーム組成物
は、静脈内持続注入によりまたはボーラス注射により腹腔内に投与される。
【０２１２】
　本発明の脂質組成物は、対象への送達に適する医薬組成物として製剤化することができ
る。本発明の医薬組成物は、１つまたは複数の緩衝剤（例えば、中性緩衝生理食塩水また
はリン酸緩衝生理食塩水）、炭水化物（例えば、グルコース、マンノース、スクロース、
デキストロースまたはデキストリン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチドもしく
はグリシンのようなアミノ酸、抗酸化物質、静菌剤、ＥＤＴＡのようなキレート化剤また
はグルタチオン、アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）、製剤をレシピエントの
血液と等張性、低張性もしくはわずかに高張性にする溶質、粘稠化剤および／または保存
剤をしばしばさらに含む。あるいは、本発明の組成物は、凍結乾燥物として製剤化するこ
とができる。
【０２１３】
　本発明に用いるのに適する製剤は、例えば、Remington’s Pharmaceutical Sciences, 
Mack Publishing Company, Philadelphia, Pa., 17.sup.th Ed. (1985)に見いだすことが
できる。しばしば、組成物は、水性担体のような許容される担体中に懸濁した脂質ナノ粒
子の溶液を含む。
【０２１４】
　一実施形態では、本発明は、本発明の脂質組成物および薬学的に許容される担体または
賦形剤を含む医薬組成物（すなわち、製剤）を提供する。別の実施形態では、少なくとも
１つの他の脂質成分が脂質組成物に存在する。別の実施形態では、脂質組成物は、リポソ
ームの形態である。別の実施形態では、脂質組成物は、脂質ナノ粒子の形態である。別の
実施形態では、脂質組成物は、肝臓への送達に適している。別の実施形態では、脂質組成
物は、腫瘍への送達に適している。別の実施形態では、脂質組成物は、局所送達適用（眼
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、耳、皮膚、肺）；筋肉（ｉ．ｍ．）、脂肪または皮下細胞（ｓ．ｃ．投与）への送達に
適している。別の実施形態では、生物活性物質は、ＲＮＡまたはＤＮＡである。
【０２１５】
　免疫付与の目的のために、組成物は、一般的に注射剤として調製され、注射により（例
えば、筋肉内注射により）投与される。
【０２１６】
　本発明はまた、本発明の組成物を含む送達用具（例えば、注射器、ネブライザー、噴霧
器、吸入器、皮膚貼布剤等）を提供する。この用具は、免疫付与のために医薬組成物を対
象、例えば、脊椎動物（例えば、ヒトのような哺乳動物）に投与するために用いることが
できる。
【０２１７】
本発明により標的とされる細胞および臓器
　本発明の化合物、組成物、方法および使用は、生物活性物質を患者における下記の１つ
または複数のものに送達するために用いることができる。
　肝臓または肝臓細胞（例えば、肝細胞）；
　腎臓または腎臓細胞；
　腫瘍または腫瘍細胞；
　ＣＮＳまたはＣＮＳ細胞（中枢神経系、例えば、脳および／または脊髄）；
　ＰＮＳまたはＰＮＳ細胞（末梢神経系）；
　肺または肺細胞；
　血管系または血管細胞；
　皮膚または皮膚細胞（例えば、真皮細胞および／または濾胞細胞）；
　眼または眼細胞（例えば、黄斑、窩、角膜、網膜）、および
　耳または耳の細胞（例えば、内耳、中耳および／または外耳の細胞）。
【０２１８】
　本発明の化合物、組成物、方法および使用は、生物活性物質（例えば、免疫原をコード
するＲＮＡ）を免疫系の細胞に送達するためにも用いることができる。
【０２１９】
　一実施形態では、本発明の化合物、組成物、方法および使用は、生物活性物質を肝臓細
胞（例えば、肝細胞）に送達するためのものである。一実施形態では、本発明の化合物、
組成物、方法および使用は、生物活性物質を腫瘍または腫瘍細胞（例えば、原発性腫瘍ま
たは転移性がん細胞）に送達するためのものである。別の実施形態では、化合物、組成物
、方法および使用は、生物活性物質を皮膚脂肪、筋肉およびリンパ節に送達する（すなわ
ち、ｓｃ投与する）ためのものである。
【０２２０】
　肝臓または肝臓細胞への生物活性物質の送達のために、一実施形態では、非経口投与（
例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進するための局所投与（例えば、直
接注射、門脈注射、カテーテル法、ステント留置術）などによって、当技術分野で一般的
に公知のように本発明の組成物を患者の肝臓または肝臓細胞と接触させる。
【０２２１】
　腎臓または腎臓細胞への生物活性物質の送達のために、一実施形態では、非経口投与（
例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進するための局所投与（例えば、直
接注射、カテーテル法、ステント留置術）などによって、当技術分野で一般的に公知のよ
うに本発明の組成物を患者の腎臓または腎臓細胞と接触させる。
【０２２２】
　腫瘍または腫瘍細胞への生物活性物質の送達のために、一実施形態では、非経口投与（
例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進するための局所投与（例えば、直
接注射、カテーテル法、ステント留置術）などによって、当技術分野で一般的に公知のよ
うに本発明の組成物を患者の腫瘍または腫瘍細胞と接触させる。
【０２２３】
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　ＣＮＳまたはＣＮＳ細胞（例えば、脳細胞および／または脊髄細胞）への生物活性物質
の送達のために、一実施形態では、非経口投与（例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）ま
たは送達を促進するための局所投与（例えば、直接注射、カテーテル法、ステント留置術
、浸透圧ポンプ投与）などによって、当技術分野で一般的に公知のように本発明の組成物
を患者のＣＮＳまたはＣＮＳ細胞（例えば、脳細胞および／または脊髄細胞）と接触させ
る。
【０２２４】
　ＰＮＳまたはＰＮＳ細胞への生物活性物質の送達のために、一実施形態では、非経口投
与（例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進するための局所投与（例えば
、直接注射）などによって、当技術分野で一般的に公知のように本発明の組成物を患者の
ＰＮＳまたはＰＮＳ細胞と接触させる。
【０２２５】
　肺または肺細胞への生物活性物質の送達のために、一実施形態では、非経口投与（例え
ば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進するための局所投与（例えば、肺組織
および細胞への直接的肺投与）などによって、当技術分野で一般的に公知のように本発明
の組成物を患者の肺または肺細胞と接触させる。
【０２２６】
　血管系または血管細胞への生物活性物質の送達のために、一実施形態では、非経口投与
（例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進するための局所投与（例えば、
クランピング、カテーテル法、ステント留置術）などによって、当技術分野で一般的に公
知のように本発明の組成物を患者の血管系または血管細胞と接触させる。
【０２２７】
　皮膚または皮膚細胞（例えば、真皮細胞および／または濾胞細胞）への生物活性物質の
送達のために、一実施形態では、非経口投与（例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）また
は送達を促進するための局所投与（例えば、直接皮膚適用、イオントフォレシス）などに
よって、当技術分野で一般的に公知のように本発明の組成物を患者の皮膚または皮膚細胞
（例えば、真皮細胞および／または濾胞細胞）と接触させる。
【０２２８】
　眼または眼細胞（例えば、黄斑、窩、角膜、網膜）への生物活性物質の送達のために、
一実施形態では、非経口投与（例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）または送達を促進す
るための局所投与（例えば、直接注射、眼内注射、眼周囲注射、網膜下、イオントフォレ
シス、点眼剤の使用、インプラント）などによって、当技術分野で一般的に公知のように
本発明の組成物を患者の眼または眼細胞（例えば、黄斑、窩、角膜、網膜）と接触させる
。
【０２２９】
　耳または耳の細胞（例えば、内耳、中耳および／または外耳の細胞）への生物活性物質
の送達のために、一実施形態では、非経口投与（例えば、静脈内、筋肉内、皮下投与）ま
たは送達を促進するための局所投与（例えば、直接注射）などによって、当技術分野で一
般的に公知のように本発明の組成物を患者の耳または耳の細胞（例えば、内耳、中耳およ
び／または外耳の細胞）と接触させる。
【０２３０】
　免疫系（例えば、プロフェッショナル抗原提示細胞を含む、抗原提示細胞）への生物活
性物質（例えば、免疫原をコードするＲＮＡ）の送達のために、一実施形態では、本発明
の組成物を筋肉内に送達し、その後、免疫細胞は、送達部位に浸潤し、送達されたＲＮＡ
をプロセスし得る。そのような免疫細胞は、マクロファージ（例えば、骨髄由来マクロフ
ァージ）、樹状細胞（例えば、骨髄由来の形質細胞様樹状細胞および／または骨髄由来の
骨髄樹状細胞）、単球（例えば、ヒト末梢血単球）等を含み得る（例えば、国際公開第２
０１０／００６３７２号パンフレット参照）。
【０２３１】
本発明による免疫付与
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　免疫付与の目的のために、本発明は、免疫原をコードするＲＮＡを送達することを含む
。免疫原は、免疫原を認識する免疫応答を誘発するものであり、そのため、病原体に対す
る、またはアレルゲンに対する、または腫瘍抗原に対する免疫を付与するために用いるこ
とができる。病原体によって引き起こされる疾患および／または感染に対する免疫付与が
好ましい。
【０２３２】
　ＲＮＡは、本発明の脂質組成物（例えば、リポソームまたはＬＮＰとして製剤化された
）により送達される。一般的に本発明は、免疫原をコードするＲＮＡが内部に封入されて
いるリポソームを利用する。リポソーム内への封入はＲＮＡをＲＮアーゼ消化から保護す
ることができる。封入効率は、必ずしも１００％である必要はない。外部ＲＮＡ分子（例
えば、リポソームの外表面上の）または「裸」ＲＮＡ分子（リポソームと結合していない
ＲＮＡ分子）の存在は、許容できる。好ましくは、リポソームの集団およびＲＮＡ分子の
集団を含む組成物について、ＲＮＡ分子の集団の少なくとも半分（例えば、ＲＮＡ分子の
少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくと
も７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％
、または少なくとも９５％）がリポソームに封入されている。
【０２３３】
　ＲＮＡ分子は、ＬＮＰｓと錯体を形成させることもできる。例えば、脂質がリポソーム
（水性コアを有する）のみを形成することは、必要ではない。一部の脂質ナノ粒子は、脂
質コアを含んでいてもよい（例えば、組成物は、リポソームと脂質コアを含むナノ粒子と
の混合物を含み得る）。そのような場合、ＲＮＡ分子は、水性コアを有するＬＮＰｓによ
り封入させ、非共有結合性相互作用（例えば、負に荷電したＲＮＡと陽イオン性脂質との
間のイオン性相互作用）により脂質コアを有するＬＮＰｓと錯体を形成させることができ
る。ＬＮＰｓによる封入および錯体形成は、ＲＮアーゼ消化からＲＮＡを保護し得る。封
入／錯体形成効率は、必ずしも１００％である必要はない。「裸」ＲＮＡ分子（リポソー
ムと結合していないＲＮＡ分子）の存在は、許容できる。好ましくは、ＬＮＰｓの集団お
よびＲＮＡ分子の集団を含む組成物について、ＲＮＡ分子の集団の少なくとも半分（例え
ば、ＲＮＡ分子の少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも
６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、または少なくとも９５％）がＬＮＰｓに封入されている、またはＬＮ
Ｐｓと錯体を形成している。
【０２３４】
リポソームおよびＬＮＰｓ
　リポソームは、通常、多層膜小胞（ＭＬＶ）、小単層膜小胞（ＳＵＶ）および大単層膜
小胞（ＬＵＶ）の３つの群に分けられる。ＭＬＶｓは、各小胞に、いくつかの別個の水性
コンパートメントを形成している、複数の二分子層を有する。ＳＵＶｓおよびＬＵＶｓは
、水性コアを封入している単一の二分子層を有し、ＳＵＶｓは、一般的に＜５０ｎｍの直
径を有し、ＬＵＶｓは、＞５０ｎｍの直径を有する。免疫原をコードするＲＮＡの送達の
ために、直径の好ましい範囲は、６０～１８０ｎｍの範囲内に、より好ましくは８０～１
６０ｎｍの範囲内にある。
【０２３５】
　脂質組成物は、ＬＮＰｓでもあり得る。組成物は、水性コアを有するナノ粒子および脂
質コアを有するナノ粒子の混合物を含み得る。免疫原をコードするＲＮＡの送達のために
、直径の好ましい範囲は、６０～１８０ｎｍの範囲内に、より好ましくは８０～１６０ｎ
ｍの範囲内にある。
【０２３６】
　リポソームまたはＬＮＰは、リポソームまたはＬＮＰｓの集団を含む組成物の一部であ
り得、集団内のリポソームまたはＬＮＰｓは、直径の範囲を有し得る。異なる直径を有す
るリポソームまたはＬＮＰｓの集団を含む組成物について、（ｉ）リポソームまたはＬＮ
Ｐｓの数の少なくとも８０％が６０～１８０ｎｍの範囲内、好ましくは８０～１６０ｎｍ
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の範囲内の直径を有し、（ｉｉ）集団の平均直径（強度による、例えば、Ｚ平均）が理想
的には６０～１８０ｎｍの範囲内に、好ましくは８０～１６０ｎｍの範囲内にあり、かつ
／または大多数（ｐｌｕｒａｌｉｔｙ）の範囲内の直径は、＜０．２の多分散指数を有す
ることが好ましい。
【０２３７】
　所望の直径（複数可）を有するリポソームまたはＬＮＰｓを得るために、水性ＲＮＡ溶
液の２つの供給流をエタノール性脂質溶液の１つの流れと単一混合区域において、例えば
、微小流体チャンネル中ですべてが同じ流速で混ぜ合わせる方法を用いて混合を実施する
ことができる。
【０２３８】
　免疫付与用途向けの脂質組成物（例えば、リポソームまたはＬＮＰｓ）を形成するため
の、脂質の有用な混合物は、式（Ｉ）の脂質；コレステロール；およびＰＥＧ－ＤＭＧ、
すなわち、ＰＥＧコンジュゲート１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
エタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）］のようなＰＥＧ化脂質
を含む。この混合物は、ＤＳＰＣ（１，２－ジアステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホ
スホコリン）またはＤＰｙＰＥのような中性両性イオン脂質も含み得る。これら（および
他）の混合物を実施例で用いる。
【０２３９】
ＲＮＡ分子
　免疫付与組成物のｉｎ　ｖｉｖｏでの投与後に、送達されたＲＮＡは、放出され、細胞
内で翻訳されて、ｉｎ　ｓｉｔｕで免疫原を供給する。特定の実施形態では、ＲＮＡが逆
転写のような介在複製ステップを必要とせずに細胞により翻訳され得るように、ＲＮＡは
、プラス（「＋」）鎖である。それは、免疫細胞により発現されるＴＬＲ７受容体にも結
合し、それによりアジュバント作用を開始し得る。
【０２４０】
　特定の実施形態では、ＲＮＡは、自己複製ＲＮＡである。自己複製ＲＮＡ分子（レプリ
コン）は、脊椎動物細胞に送達された場合、タンパク質を含まなくても、それ自体からの
転写により（それ自体から生成するアンチセンスコピーにより）、複数の娘ＲＮＡｓの生
成をもたらし得る。自己複製ＲＮＡ分子は、したがって、一般的に細胞への送達の後に直
接翻訳され得る＋鎖分子であり、この翻訳は、ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼをもたら
し、これが次に送達されたＲＮＡからアンチセンスおよびセンス転写物の両方を生成する
。このように、送達されたＲＮＡは、複数の娘ＲＮＡｓの生成をもたらす。これらの娘Ｒ
ＮＡｓならびにコリニアなサブゲノム転写物は、それ自体翻訳されて、コードされた免疫
原のｉｎ　ｓｉｔｕでの発現をもたらし得るか、または転写されて、免疫原のｉｎ　ｓｉ
ｔｕでの発現をもたらすように翻訳される、送達されたＲＮＡと同じセンスのさらなる転
写物をもたらし得る。この一連の転写の全体的な結果は、導入されたレプリコンＲＮＡｓ
の数の増幅であり、したがって、コードされた免疫原は、宿主細胞の主要なポリペプチド
産物になる。
【０２４１】
　自己複製を達成するための１つの適切なシステムは、アルファウイルスベースのＲＮＡ
レプリコンを用いることである。これらの（＋）鎖レプリコンは、細胞への送達の後に翻
訳されて、レプリカーゼ（またはレプリカーゼ－トランスクリプターゼ）をもたらす。レ
プリカーゼは、自己開裂して、送達されたＲＮＡの（＋）鎖のゲノム（－）鎖コピーを生
成する複製複合体をもたらすポリタンパク質として翻訳される。これらの（－）鎖転写物
は、それら自体転写されて、（＋）鎖親ＲＮＡのさらなるコピーをもたらし、免疫原をコ
ードするサブゲノム転写物ももたらす。該サブゲノム転写物の翻訳は、感染細胞による免
疫原のｉｎ　ｓｉｔｕでの発現をもたらす。適切なアルファウイルスレプリコンは、シン
ドビスウイルス、セムリキ森林ウイルス、東部ウマ脳炎ウイルス、ベネズエラウマ脳炎ウ
イルス等に由来するレプリカーゼを使用し得る。変異または野性型ウイルス配列を用いる
ことができ、例えば、ＶＥＥＶの弱毒化ＴＣ８３変異体がレプリコンに用いられた。
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【０２４２】
　したがって、好ましい自己複製ＲＮＡ分子は、（ｉ）自己複製ＲＮＡ分子のＲＮＡを転
写し得るＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼおよび（ｉｉ）免疫原をコードする。該ポリメ
ラーゼは、例えば、アルファウイルスタンパク質ｎｓＰ１、ｎｓＰ２、ｎｓＰ３およびｎ
ｓＰ４の１つまたは複数のものを含むアルファウイルスレプリカーゼであり得る。
【０２４３】
　天然アルファウイルスゲノムは、非構造レプリカーゼポリタンパク質に加えて、構造ビ
リオンタンパク質をコードするが、本発明の自己複製ＲＮＡ分子がアルファウイルス構造
タンパク質をコードしないことが好ましい。したがって、好ましい自己複製ＲＮＡは、細
胞内でのそれ自体のゲノムＲＮＡコピーの生成をもたらし得るが、ＲＮＡ含有ビリオンの
生成をもたらし得ない。これらのビリオンを生成することが不可能であることは、野性型
アルファウイルスと異なり、自己複製ＲＮＡ分子は、それ自体を感染型で存続させること
ができないことを意味する。野性型ウイルスの存続に必要なアルファウイルス構造タンパ
ク質は、本発明の自己複製ＲＮＡｓに存在せず、それらの位置は、サブゲノム転写物が構
造アルファウイルスビリオンタンパク質ではなく、免疫原をコードするように、目的の免
疫原をコードする遺伝子（複数可）によって獲得される。
【０２４４】
　したがって、本発明について有用な自己複製ＲＮＡ分子は、２つの読み取り枠を有し得
る。第１の（５’）読み取り枠は、レプリカーゼをコードし、第２の（３’）読み取り枠
は、免疫原をコードする。いくつかの実施形態では、ＲＮＡは、例えば、さらなる免疫原
（下記参照）をコードするまたはアクセサリーポリペプチドをコードする、さらなる（例
えば、下流）読み取り枠を有し得る。
【０２４５】
　自己複製ＲＮＡ分子は、コードされたレプリカーゼに適合する５’配列を有し得る。
【０２４６】
　自己複製ＲＮＡ分子は、様々な長さを有し得るが、一般的に５０００～２５０００ヌク
レオチド長、例えば、８０００～１５０００ヌクレオチドまたは９０００～１２０００ヌ
クレオチドである。したがって、ＲＮＡは、ｓｉＲＮＡ送達で認められるものより長い。
【０２４７】
　ＲＮＡ分子は、５’キャップ（例えば、７－メチルグアノシン）を有し得る。このキャ
ップは、ＲＮＡのｉｎ　ｖｉｖｏでの翻訳を促進し得る。
【０２４８】
　本発明について有用なＲＮＡ分子の５’ヌクレオチドは、５’三リン酸基を有し得る。
キャップＲＮＡでは、これは、５’→５’架橋を介して７－メチルグアノシンに連結する
ことができる。５’三リン酸は、ＲＩＧ－Ｉ結合を増強し、ひいてはアジュバント作用を
促進する。
【０２４９】
　ＲＮＡ分子は、３’ポリＡ尾部を有し得る。それは、その３’末端の近くのポリＡポリ
メラーゼ認識配列（例えば、ＡＡＵＡＡＡ）も含み得る。
【０２５０】
　免疫付与の目的のための、本発明について有用なＲＮＡ分子は、一般的に一本鎖である
。一本鎖ＲＮＡｓは、一般的に、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、ＲＮＡヘリカーゼおよび／または
ＰＫＲに結合することによってアジュバント作用を開始し得る。二本鎖型で送達されるＲ
ＮＡ（ｄｓＲＮＡ）は、ＴＬＲ３に結合することができ、この受容体も、一本鎖ＲＮＡの
複製中にまたは一本鎖ＲＮＡの二次構造内で形成されるｄｓＲＮＡによって作動され得る
。
【０２５１】
　免疫付与の目的のためのＲＮＡ分子は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写（ＩＶＴ）により好都合
に調製することができる。ＩＶＴには、細菌においてプラスミド型で作製し、増加させた
、または合成によって作製した（例えば、遺伝子合成および／またはポリメラーゼ連鎖反
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応（ＰＣＲ）による工学的作製法によって）（ｃＤＮＡ）鋳型を使用し得る。例えば、Ｄ
ＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（バクテリオファージＴ７、Ｔ３またはＳＰ６　ＲＮＡポ
リメラーゼのような）は、ＤＮＡ鋳型からＲＮＡを転写するために用いることができる。
適切なキャッピングおよびポリＡ付加反応を必要に応じて用いることができる（レプリコ
ンのポリＡは、通常ＤＮＡ鋳型内でコードされるが）。これらのＲＮＡポリメラーゼは、
転写５’ヌクレオチド（複数可）について緊縮要件を有し得るものであり、いくつかの実
施形態では、ＩＶＴ転写ＲＮＡがその自己コード化レプリカーゼの基質として効率的に機
能し得ることを保証するために、これらの要件は、コード化レプリカーゼの要件と適合し
なければならない。
【０２５２】
　国際公開第２０１１／００５７９９号パンフレットに述べられているように、自己複製
ＲＮＡは、（５’キャップ構造に加えて）修飾核酸塩基を有する１つまたは複数のヌクレ
オチドを含み得る。例えば、自己複製ＲＮＡは、プソイドウリジンおよび／または５メチ
ルシトシン残基のような、１つまたは複数の修飾ピリミジン核酸塩基を含み得る。いくつ
かの実施形態では、しかし、ＲＮＡは、修飾核酸塩基を含まず、修飾ヌクレオチドを含み
得ない。すなわち、ＲＮＡにおけるヌクレオチドのすべてが標準Ａ、Ｃ、ＧおよびＵリボ
ヌクレオチドである（７’メチルグアノシンを含み得る、５’キャップ構造を除く）。他
の実施形態では、ＲＮＡは、７’メチルグアノシンを含む５’キャップを含み、最初の１
つ、２つまたは３つの５’リボヌクレオチドは、リボースの２’位でメチル化され得る。
【０２５３】
　免疫付与の目的のために本発明で用いるＲＮＡは、理想的にはヌクレオチド間のホスホ
ジエステル結合のみを含むが、いくつかの実施形態では、ホスホルアミデート、ホスホロ
チオエートおよび／またはメチルホスホネート結合を含み得る。
【０２５４】
免疫原
　免疫付与の目的のために本発明で用いるＲＮＡは、ポリペプチド免疫原をコードする。
投与後、ＲＮＡは、ｉｎ　ｖｉｖｏで翻訳され、免疫原は、レシピエントにおける免疫応
答を誘発し得る。免疫原は、病原体（例えば、細菌、ウイルス、真菌または寄生虫）に対
する免疫応答を誘発し得るが、いくつかの実施形態では、アレルゲンまたは腫瘍抗原に対
する免疫応答を誘発する。免疫応答は、抗体反応（通常ＩｇＧを含む）および／または細
胞媒介性免疫反応を含み得る。ポリペプチド免疫原は、一般的に対応する病原体（または
アレルゲンもしくは腫瘍）を認識する免疫応答を誘発するが、いくつかの実施形態では、
該ポリペプチドは、サッカリドを認識する免疫応答を誘発するミモトープとして作用し得
る。免疫原は、一般的に表面ポリペプチド、例えば、アドヘシン、ヘマグルチニン、エン
ベロープ糖タンパク質、スパイク糖タンパク質等である。
【０２５５】
　ＲＮＡ分子は、単一ポリペプチド免疫原または複数のポリペプチドをコードし得る。複
数の免疫原は、単一ポリペプチド免疫原（融合ポリペプチド）としてまたは別個のポリペ
プチドとして提示され得る。免疫原がレプリコンから別個のポリペプチドとして発現する
場合、これらのうちの１つまたは複数のものを上流ＩＲＥＳまたは付加的なウイルスプロ
モーターエレメントと共に用意することができる。あるいは、複数の免疫原は、短い自触
的プロテアーゼに融合した個々の免疫原をコードするポリタンパク質（例えば、口蹄疫ウ
イルス２Ａタンパク質）から、またはインテインとして発現させることができる。
【０２５６】
　いくつかの実施形態では、免疫原は、これらの細菌の１つに対する免疫応答を誘発する
。
　髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）:有用な免疫原は、アドヘシン、オートトランス
ポーター、毒素、鉄獲得タンパク質およびＨ因子結合タンパク質のような膜タンパク質を
含むが、これらに限定されない。３つの有用なポリペプチドの組合せは、Giuliani et al
. (2006) Proc Natl Acad Sci USA 103(29):10834-9に開示されている。
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　肺炎連鎖球菌（Streptococcus pneumoniae）：有用なポリペプチド免疫原は、国際公開
第２００９／０１６５１５号パンフレットに開示されている。これらは、ＲｒｇＢ線毛サ
ブユニット、ベータ－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼ前駆体（ｓｐｒ００５７）、ｓｐ
ｒ００９６、一般ストレスタンパク質（General stress protein）ＧＳＰ－７８１（ｓｐ
ｒ２０２１、ＳＰ２２１６）、セリン／トレオニンキナーゼＳｔｋＰ（ＳＰ１７３２）お
よび肺炎球菌表面アドヘシンＰｓａＡを含むが、これらに限定されない。
　化膿連鎖球菌（Streptococcus pyogenes）：有用な免疫原は、国際公開第０２／３４７
７１号パンフレットおよび国際公開第２００５／０３２５８２号パンフレットに開示され
ているポリペプチドを含むが、これらに限定されない。
　モラクセラ・カタラーリス（Moraxella catarrhalis）
　百日咳菌（Bordetella pertussis）：有用な百日咳免疫原は、百日咳毒素またはトキソ
イド（ＰＴ）、繊維状赤血球凝集素（ＦＨＡ）、ペルタクチンならびに凝集原２および３
を含むが、これらに限定されない。
　黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）：有用な免疫原は、ヘモリシン、ｅｓｘＡ
、ｅｓｘＢ、フェリクローム結合タンパク質（ｓｔａ００６）および／またはｓｔａ０１
１リポタンパク質のような国際公開第２０１０／１１９３４３号パンフレットに開示され
ているポリペプチドを含むが、これらに限定されない。
　破傷風菌（Clostridium tetani）：一般的な免疫原は、破傷風トキソイドである。
　ジフテリア菌（Cornynebacterium diphtheriae）：一般的な免疫原は、ジフテリアトキ
ソイドである。
　インフルエンザ菌（Haemophilus influenzae）：有用な免疫原は、国際公開第２００６
／１１０４１３号パンフレットおよび国際公開第２００５／１１１０６６号パンフレット
に開示されているポリペプチドを含むが、これらに限定されない。
　緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）
　ストレプトコッカス・アガラクチエ（Streptococcus agalactiae）：有用な免疫原は、
国際公開第０２／３４７７１号パンフレットに開示されているポリペプチドを含むが、こ
れらに限定されない。
　トラコーマ・クラミジア（Chlamydia trachomatis）：有用な免疫原は、ＰｅｐＡ、Ｌ
ｃｒＥ、ＡｒｔＪ、ＤｎａＫ、ＣＴ３９８、ＯｍｐＨ様、Ｌ７／Ｌ１２、ＯｍｃＡ、Ａｔ
ｏＳ、ＣＴ５４７、Ｅｎｏ、ＨｔｒＡおよびＭｕｒＧ（例えば、国際公開第２００５／０
０２６１９号パンフレットに開示されている）を含むが、これらに限定されない。Ｌｃｒ
Ｅ（国際公開第２００６／１３８００４号パンフレット）およびＨｔｒＡ（国際公開第２
００９／１０９８６０号パンフレット）が２つの好ましい免疫原である。
　クラミジア肺炎病原体（Chlamydia pneumoniae）：有用な免疫原は、国際公開第０２／
０２６０６号パンフレットに開示されているポリペプチドを含むが、これらに限定されな
い。
　ヘリコバクター・ピロリ（Helicobacter pylori）：有用な免疫原は、ＣａｇＡ、Ｖａ
ｃＡ、ＮＡＰおよび／またはウレアーゼ（国際公開第０３／０１８０５４号パンフレット
）を含むが、これらに限定されない。
　大腸菌（Escherichia coli）：有用な免疫原は、腸管毒素原性大腸菌（E. coli）（Ｅ
ＴＥＣ）、腸管凝集性大腸菌（E. coli）（ＥＡｇｇＥＣ）、分散接着性大腸菌（E. coli
）（ＤＡＥＣ）、腸管病原性大腸菌（E. coli）（ＥＰＥＣ）、腸管外病原性大腸菌（E. 
coli）（ＥｘＰＥＣ）および／または腸管出血性大腸菌（E. coli）（ＥＨＥＣ）に由来
する免疫原を含むが、これらに限定されない。ＥｘＰＥＣ菌株は、尿路病原性（E. coli
）（ＵＰＥＣ）および髄膜炎／敗血症関連大腸菌（E. coli）（ＭＮＥＣ）を含む。有用
なＵＰＥＣ免疫原は、国際公開第２００６／０９１５１７号パンフレットおよび国際公開
第２００８／０２０３３０号パンフレットに開示されている。有用なＭＮＥＣ免疫原は、
国際公開第２００６／０８９２６４号パンフレットに開示されている。いくつかの大腸菌
（E. coli）型の有用な免疫原は、ＡｃｆＤ（国際公開第２００９／１０４０９２号パン
フレット）である。
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　炭疽菌（Bacillus anthracis）
　ペスト菌（Yersinia pestis）：有用な免疫原は、国際公開第２００７／０４９１５５
号パンフレットおよび国際公開第２００９／０３１０４３号パンフレットに開示されてい
るものを含むが、これらに限定されない。
　表皮ブドウ球菌（Staphylococcus epidermis）
　クロストリジウム・パーフリンゲンス（Clostridium perfringens）またはクロストリ
ジウム・ボツリヌス（Clostridium botulinums）
　レジオネラ・ニューモフィラ（Legionella pneumophila）
　コクシエラ・バーネッティ（Coxiella burnetii）
　ウシ流産菌（B. abortus）、イヌ流産菌（B. canis）、マルタ熱菌（B. melitensis）
、ブルセラ・ネオトマ（B. neotomae）、ブルセラ・オビス（B. ovis）、ブタ流産菌（B.
 suis）、ブルセラ・ピンニペディエ（B. pinnipediae）のようなブルセラ属（Brucella
）
　フランシセラ・ノビシダ（F. novicida）、フィロミラギア・フランシセラ（F. philom
iragia）、野兎病菌（F. tularensis）のようなフランシセラ属（Francisella）
　淋菌（Neisseria gonorrhoeae）
　梅毒トレポネーマ（Treponema pallidum）
　ヘモフィラス・デュクレイ（Haemophilus ducreyi）
　エンテロコッカス・フェカリス（Enterococcus faecalis）またはエンテロコッカス・
フェシウム（Enterococcus faecium）
　スタフィロコッカス・サプロフィティクス（Staphylococcus saprophyticus）
　腸炎エルニシア菌（Yersinia enterocolitica）
　結核菌（Mycobacterium tuberculosis）
　リケッチア（Rickettsia）
　リステリア・モノシトゲネス（Listeria monocytogenes）
　コレラ菌（Vibrio cholerae）
　腸チフス菌（Salmonella typhi）
　ボレリア・ブルグドルフェリ（Borrelia burgdorferi）
　ポルフィロモナス・ジンジバリス（Porphyromonas gingivalis）
　クレブシエラ属（Klebsiella）
【０２５７】
　いくつかの実施形態では、免疫原は、これらのウイルスの１つに対する免疫応答を誘発
する。
　オルソミクソウイルス科（Orthomyxovius）：有用な免疫原は、赤血球凝集、ノイラミ
ニダーゼまたはマトリックスＭ２タンパク質のような、Ａ型、Ｂ型またはＣ型インフルエ
ンザウイルスに由来するものであり得る。免疫原がＡ型インフルエンザウイルス赤血球凝
集である場合、それは、いずれかのサブタイプ、例えば、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５
、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５またはＨ
１６に由来するものであり得る。
　パラミクソウイルス科（Paramyxoviridae）ウイルス：肺炎ウイルス属（Pneumoviruses
）（例えば、呼吸器合胞体ウイルス、ＲＳＶ）、ルブラウイルス属（Rubulaviruses）（
例えば、流行性耳下腺炎ウイルス）、パラミクソウイルス属（Paramyxoviruses）（例え
ば、パラインフルエンザウイルス）、メタニューモウイルス属（Metapneumoviruses）お
よびモルビリウイルス属（Morbilliviruses）（例えば、麻疹ウイルス）に由来するもの
を含むが、これらに限定されない。
　ポックスウイルス科（Poxviridae）：免疫原は、大痘瘡および小痘瘡を含むがこれらに
限定されない、真性痘瘡のようなオルソミクソウイルス属（Orthomyxovius）に由来する
ものを含むが、これらに限定されない。
　ピコルナウイルス属（Picornavirus）：免疫原は、エンテロウイルス（Enteroviruses
）、ライノウイルス（Rhinoviruses）、ヘパルナウイルス（Heparnavirus）、カルジオウ
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イルス（Cardioviruses）およびアフトウイルス（Aphthoviruses）のような、ピコルナウ
イルス属（Picornaviruses）に由来するものを含むが、これらに限定されない。一実施形
態では、エンテロウイルスは、ポリオウイルス、例えば、１型、２型および／または３型
ポリオウイルスである。別の実施形態では、エンテロウイルスは、ＥＶ７１エンテロウイ
ルスである。別の実施形態では、エンテロウイルスは、コクサッキーＡまたはＢウイルス
である。
　ブニヤウイルス科ウイルス（Bunyavirus）：免疫原は、カリフォルニア脳炎ウイルスの
ようなオルソブニヤウイルス属（Orthobunyavirus）、リフトバレー熱ウイルスのような
フレボウイルス属（Phlebovirus）またはクリミア－コンゴ出血熱ウイルスのようなナイ
ロウイルス属（Nairovirus）に由来するものを含むが、これらに限定されない。
　ヘパルナウイルス属（Heparnavirus）：免疫原は、Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）のよう
な、ヘパルナウイルス属（Heparnavirus）に由来するものを含むが、これらに限定されな
い。
　フィロウイルス科（Filovirus）：免疫原は、エボラウイルス（ザイール、象牙海岸、
レストンまたはスーダンエボラウイルスを含む）またはマーブルクウイルスのような、フ
ィロウイルスに由来するものを含むが、これらに限定されない。
　トガウイルス科（Togavirus）：免疫原は、ルビウイルス属（Rubivirus）、アルファウ
イルス属（Alphavius）またはアルテリウイルス属（Arterivirus）のようなトガウイルス
（Togavirus）に由来するものを含むが、これらに限定されない。
　フラビウイルス属（Flavivirus）：免疫原は、ダニ媒介脳炎（ＴＢＥ）ウイルス、デン
グ（１、２、３または４型）ウイルス、黄熱病ウイルス、日本脳炎ウイルス、キャサヌー
ル森林病ウイルス、西ナイル脳炎ウイルス、セントルイス脳炎ウイルス、ロシア春夏脳炎
ウイルス、ポーワッサン脳炎ウイルスのような、フラビウイルス属（Flavivirus）に由来
するものを含むが、これらに限定されない。
　ペスチウイルス属（Pestivirus）：免疫原は、ウシウイルス性下痢（ＢＶＤＶ）、豚コ
レラ（ＣＳＦＶ）またはボーダー病（ＢＤＶ）のような、ペスチウイルス属（Pestivirus
）に由来するものを含むが、これらに限定されない。
　ヘパドナウイルス属（Hepadnavirus）：免疫原は、Ｂ型肝炎ウイルスのような、ヘパド
ナウイルス属（Hepadnavirus）に由来するものを含むが、これらに限定されない。組成物
は、Ｂ型肝炎ウイルス表面抗原（ＨＢｓＡｇ）を含み得る。
　他の肝炎ウイルス：組成物は、Ｃ型肝炎ウイルス、デルタ肝炎ウイルス、Ｅ型肝炎ウイ
ルスまたはＧ型肝炎ウイルスに由来する免疫原を含み得る。
　ラブドウイルス属（Rhabdovirus）：免疫原は、リッサウイルス（Lyssavirus）（例え
ば、狂犬病ウイルス）およびべシクロウイルス（Vesiculovirus）（ＶＳＶ）のような、
ラブドウイルス属（Rhabdovirus）に由来するものを含むが、これらに限定されない。
　カリチウイルス科（Caliciviridae）：免疫原は、ノーウォークウイルス（ノロウイル
ス）、ならびにハワイウイルスおよびスノーマウンテンウイルスのようなノーウォーク様
ウイルスのような、カリチウイルス科（Caliciviridae）に由来するものを含むが、これ
らに限定されない。
　コロナウイルス属（Coronavirus）：免疫原は、ＳＡＲＳコロナウイルス、鳥類伝染性
気管支炎（ＩＢＶ）、マウス肝炎ウイルス（ＭＨＶ）およびブタ伝染性胃腸炎ウイルス（
ＴＧＥＶ）に由来するものを含むが、これらに限定されない。コロナウイルス免疫原はス
パイクポリペプチドであり得る。
　レトロウイルス科（Retrovirus）：免疫原は、オンコウイルス属（Oncovirus）、レン
チウイルス属（Lentivirus）（例えば、ＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２）またはスプマウイ
ルス属（Spumavirus）に由来するものを含むが、これらに限定されない。
　レオウイルス属（Reovirus）：免疫原は、オルトレオウイルス属（Orthoreovirus）、
ロタウイルス（Rotavirus）、オルビウイルス（Orbivirus）またはコルチウイルス属（Co
ltivirus）に由来するものを含むが、これらに限定されない。
　パルボウイルス属（Parvovirus）：免疫原は、パルボウイルスＢ１９に由来するものを
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含むが、これらに限定されない。
　ヘルペスウイルス属（Herpesvirus）：単に例として、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ
）（例えば、１および２型ＨＳＶ）、帯状疱疹ウイルス（ＶＺＶ）、エプスタイン－バー
ウイルス（ＥＢＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ヒトヘルペスウイルス６（ＨＨ
Ｖ６）、ヒトヘルペスウイルス７（ＨＨＶ７）およびヒトヘルペスウイルス８（ＨＨＶ８
）のような、ヒトヘルペスウイルスに由来するものを含むが、これらに限定されない。
　パポバウイルス：免疫原は、パピローマウイルスおよびポリオーマウイルスに由来する
ものを含むが、これらに限定されない。（ヒト）パピローマウイルスは、血清型１、２、
４、５、６、８、１１、１３、１６、１８、３１、３３、３５、３９、４１、４２、４７
、５１、５７、５８、６３または６５、例えば、血清型６、１１、１６および／または１
８の１つまたは複数の血清型のものであり得る。
　アデノウイルス：免疫原は、血清型３６（Ａｄ－３６）に由来するものを含む。
【０２５８】
　いくつかの実施形態では、免疫原は、伝染性サケ貧血ウイルス（ＩＳＡＶ）、サケ膵臓
病ウイルス（ＳＰＤＶ）、伝染性膵臓壊死症ウイルス（ＩＰＮＶ）、アメリカナマズウイ
ルス（ＣＣＶ）、魚類リンホシスチス病ウイルス（ＦＬＤＶ）、伝染性造血器壊死ウイル
ス（ＩＨＮＶ）、鯉ヘルペスウイルス、サケピコナ様ウイルス（タイセイヨウサケのピコ
ナ様ウイルスとしても公知）、陸封サケウイルス（ＬＳＶ）、タイセイヨウサケロタウイ
ルス（ＡＳＲ）、マスイチゴ病ウイルス（ＴＳＤ）、ギンザケ腫瘍ウイルス（ＣＳＴＶ）
またはウイルス性出血性敗血症ウイルス（ＶＨＳＶ）のような、魚に感染するウイルスに
対する免疫応答を誘発する。
【０２５９】
　真菌免疫原は、有毛表皮糸状菌（Epidermophyton floccusum）、オードアン小胞子菌（
Microsporum audouini）、イヌ小胞子菌（Microsporum canis）、ミクロスポリウム・ジ
ストルツム（Microsporum distortum）、ウマ小胞子菌（Microsporum equinum）、石膏状
小胞子菌（Microsporum gypsum）、ブタ小胞子菌（Microsporum nanum）、渦状白癬菌（T
richophyton concentricum）、ウマ白癬菌（Trichophyton equinum）、家禽白癬菌（Tric
hophyton gallinae）、石膏状白癬菌（Trichophyton gypseum）、トリコフィトン・メグ
ニニ（Trichophyton megnini）、トリコフィトン・メンタグロファイテス（Trichophyton
 mentagrophytes）、トリコフィトン・キンケアヌム（Trichophyton quinckeanum）、ト
リコフィトン・ルブルム（Trichophyton rubrum）、トリコフィトン・シェーンライニ（T
richophyton schoenleini）、トリコフィトン・トンズランス（Trichophyton tonsurans
）、トリコフィトン・ベルコスム（Trichophyton verrucosum）、トリコフィトン・ベル
コスム・アルブム変種（T. verrucosum var. album）、ジスコイデス変種（var. discoid
es）、オクラセウム変種（var. ochraceum）、トリコフィトン・ビオラセウム（Trichoph
yton violaceum）および／またはトリコフィトン・ファビホルメ（Trichophyton favifor
me）を含む、表皮糸状菌に；あるいはアスペルギルス・フミガーツス（Aspergillus fumi
gatus）、アスペルギルス・フラーブス（Aspergillus flavus）、アスペルギルス・ニガ
ー（Aspergillus niger）、アスペルギルス・ニデュランス（Aspergillus nidulans）、
アスペルギルス・テレウス（Aspergillus terreus）、アスペルギルス・シドウィ（Asper
gillus sydowi）、アスペルギルス・フラバタス（Aspergillus flavatus）、アスペルギ
ルス・グラウクス（Aspergillus glaucus）、ブラストシゾミセス・キャピタツス（Blast
oschizomyces capitatus）、カンジダ・アルビカンス（Candida albicans）、カンジダ・
エノラーゼ（Candida enolase）、カンジダ・トロピカリス（Candida tropicalis）、カ
ンジダ・グラブラータ（Candida glabrata）、カンジダ・クルセイ（Candida krusei）、
カンジダ・パラプシロシス（Candida parapsilosis）、カンジダ・ステラトイデア（Cand
ida stellatoidea）、カンジダ・クセイ（Candida kusei）、カンジダ・パラクウセイ（C
andida parakwsei）、カンジダ・ルシタニエ（Candida lusitaniae）、カンジダ・プソイ
ドトロピカリス（Candida pseudotropicalis）、カンジダ・ギリエルモンディ（Candida 
guilliermondi）、クラドスポリウム・カリオニイ（Cladosporium carrionii）、コクシ
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ジオイデス・イミチス（Coccidioides immitis）、ブラストミセス・デルマチディス（Bl
astomyces dermatidis）、クリプトコックス・ネオフォルマンス（Cryptococcus neoform
ans）、ゲオトリクム・クラバツム（Geotrichum clavatum）、ヒストプラスマ・カプスラ
ツム（Histoplasma capsulatum）、肺炎桿菌（Klebsiella pneumoniae）、微胞子虫類（M
icrosporidia）、エンセファリトズーン属種（Encephalitozoon spp）、セプタータ・イ
ンテスチナリス（Septata intestinalis）およびエンテロシトズーン・ビエノイシ（Ente
rocytozoon bieneusi）に由来し得る。さほど一般的でないものは、ブラチオーラ属種（B
rachiola spp）、マイクロスポリジウム属種（Microsporidium spp）、ノセマ病微胞子虫
（Nosema spp）、プレイストホラ属種（Pleistophora spp）、トラチプレイストホラ属種
（Trachipleistophora spp）、ビッタフォルマ属種（Vittaforma spp）、ブラジル・パラ
コクシジオイデス（Paracoccidioides brasilliensis）、カリニ・ニューモシスチス（Pn
eumocystis carinii）、フィチウム・インシジオスム（Pythiumn insidiosum）、ピチロ
スポルム・オバーレ（Pityrosporum ovale）、サッカロミセス・セレビシエ（Sacharomyc
es cerevisae）、サッカロミセス・ブラウディ（Saccharomyces boulardii）、サッカロ
ミセス・ポンベ（Saccharomyces pombe）、セドスポリウム・アピオスペルム（Scedospor
ium apiosperum）、スポロトリックス・シェンキイ（Sporothrix schenckii）、トリコス
ポロン・ベイゲリイ（Trichosporon beigelii）、トキソプラスマ・ゴンディイ（Toxopla
sma gondii）、ペニシリウム・マルネフェイ（Penicillium marneffei）、マラセチア属
種（Malassezia spp）、フォンセケア属種（Fonsecaea spp）、ワンギエラ属種（Wangiel
la spp）、スポロトリクス属種（Sporothrix spp）、バシジオボーラス属種（Basidiobol
us spp）、コルニジオボーラス属種（Cornidiobolus spp）、リゾプス属種（Rhizopus sp
p）、ムコール属種（Mucor spp）、アブシディア属種（Absidia spp）、モルチエレラ属
種（Mortierella spp）、クニンガメラ属種（Cunninghamella spp）、サクセネア属種（S
aksenaea spp）、アルテルナリア属種（Alternaria spp）、カーブラリア属種（Curvular
ia spp）、ヘルミントスポリウム属種（Helminthosporium spp）、フザリウム属種（Fusa
rium spp）、アスペルギルス属種（Aspergillus spp）、ペニシリウム属種（Penicillium
 spp）、モノリニア属種（Monolinia spp）、リゾクトニア属種（Rhizoctonia spp）、ペ
シロミセス属種（Paecilomyces spp）、ピトミセス属種（Pithomyces spp）およびクラド
スポリウム属種（Cladosporium spp）である。
【０２６０】
　いくつかの実施形態では、免疫原は、熱帯マラリア原虫（P. falciparum）、三日熱マ
ラリア原虫（P. vivax）、四日熱マラリア原虫（P. malariae）または卵型マラリア原虫
（P. ovale）のような、プラスモジウム属（Plasmodium genus）の寄生虫に対する免疫応
答を誘発する。したがって、本発明は、マラリアに対する免疫付与のために用いることが
できる。いくつかの実施形態では、免疫原は、ウオジラミ（Caligidae）科の寄生虫、と
りわけレペオフテイルス（Lepeophtheirus）およびカリグス（Caligus）属、例えば、レ
ペオフテイルス・サルモニス（Lepeophtheirus salmonis）またはサケジラミ（Caligus r
ogercresseyi）のようなウミジラミに対する免疫応答を誘発する。
【０２６１】
　いくつかの実施形態では、免疫原は、花粉アレルゲン（樹木、ハーブ、雑草および草花
粉アレルゲン）；昆虫またはクモ形類動物アレルゲン（吸入抗原、唾液および毒液アレル
ゲン、例えば、ダニアレルゲン、ゴキブリおよび小昆虫アレルゲン、膜翅類毒液アレルゲ
ン）；動物毛およびふけアレルゲン（例えば、イヌ、ネコ、ウマ、ラット、マウス等の）
；ならびに食物アレルゲン（例えば、グリアジン）に対する免疫応答を誘発する。樹木、
草およびハーブの重要な花粉アレルゲンは、カバノキ（マカンバ属（Betula））、ハンノ
キ（ハンノキ属（Alnus））、ハシバミ（ハシバミ属（Corylus））、シデ（クマシデ属（
Carpinus））およびオリーブ（オリーブ属（Olea））、セダー（スギ属（Cryptomeria）
およびビャクシン属（Juniperus））、スズカケノキ（プラタナス属（Platanus））を含
むがこれらに限定されない、ブナ目（Fagales）、モクセイ目（Oleales）、マツ目（Pina
les）およびスズカケノキ目（Platanaceae）という分類上の目、ドクムギ属（Lolium）、
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フレウム属（Phleum）、ポア属（Poa）、ギョウギシバ属（Cynodon）、カモガヤ属（Dact
ylis）、ホルクス属（Holcus）、クサヨシ属（Phalaris）、ライムギ属（Secale）および
モロコシ属（Sorghum）などの草を含むイネ目（Poales）、ブタクサ属（Ambrosia）、ヨ
モギ属（Artemisia）およびヒカゲミズ属（Parietaria）などのハーブを含むキク目（Ast
erales）およびイラクサ目（Urticales）に由来する。他の重要な吸入アレルゲンは、ヒ
ョウヒダニ属（Dermatophagoides）およびユーログファス属（Euroglyphus）のイエダニ
、倉庫ダニ、例えば、レピトグリフィス属（Lepidoglyphys）、グリアグス属（Glycyphag
us）およびチロファグス属（Tyrophagus）に由来するもの、ゴキブリ、ユスリカおよびノ
ミ、例えば、チャバネゴキブリ属（Blatella）、ワモンゴキブリ属（Periplaneta）、ユ
スリカ属（Chironomus）およびクテノセファリデス（Ctenocepphalides）に由来するもの
ならびにネコ、イヌおよびウマのような哺乳動物に由来するもの、ミツバチ（ミツバチ科
（Apidae））、スズメバチ（スズメバチ上科（Vespidea））およびアリ（アリ上科（Form
icoidae））を含む膜翅目（Hymenoptera）という分類上の目に由来するもののような、刺
すまたは咬む昆虫に由来するようなものを含む毒液アレルゲンである。
【０２６２】
　いくつかの実施形態では、免疫原は、（ａ）ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＳＳＸ２、ＳＣＰ１な
らびにＲＡＧＥ、ＢＡＧＥ、ＧＡＧＥおよびＭＡＧＥファミリーポリペプチド、例えば、
ＧＡＧＥ－１、ＧＡＧＥ－２、ＭＡＧＥ－１、ＭＡＧＥ－２、ＭＡＧＥ－３、ＭＡＧＥ－
４、ＭＡＧＥ－５、ＭＡＧＥ－６およびＭＡＧＥ－１２（例えば、黒色腫、肺、頭頸部、
ＮＳＣＬＣ、乳腺、消化管および膀胱腫瘍に対処するために用いることができる）のよう
ながん精巣抗原、（ｂ）突然変異抗原、例えば、ｐ５３（様々な固形腫瘍、例えば、結腸
直腸、肺、頭頸部がんに関連する）、ｐ２１／Ｒａｓ（例えば、黒色腫、膵臓がんおよび
結腸直腸がんに関連する）ＣＤＫ４（例えば、黒色腫に関連する）、ＭＵＭ１（例えば、
黒色腫に関連する）、カスパーゼ８（例えば、頭頸部がんに関連する）、ＣＩＡ０２０５
（例えば、膀胱がんに関連する）、ＨＬＡ－Ａ２－Ｒ１７０１、ベータカテニン（例えば
、黒色腫に関連する）、ＴＣＲ（例えば、Ｔ細胞非ホジキンリンパ腫に関連する）、ＢＣ
Ｒ－ａｂｌ（例えば、慢性骨髄性白血病に関連する）、トリオセホスフェートイソメラー
ゼ、ＫＩＡ０２０５、ＣＤＣ－２７およびＬＤＬＲ－ＦＵＴ、（ｃ）過剰発現抗原、例え
ば、ガレクチン４（例えば、結腸直腸がんに関連する）、ガレクチン９（ホジキン病に関
連する）、プロテイナーゼ３（例えば、慢性骨髄性白血病に関連する）、ＷＴ１（例えば
、種々の白血病に関連する）、炭酸脱水酵素（例えば、腎がんに関連する）、アルドラー
ゼＡ（例えば、肺がんに関連する）、ＰＲＡＭＥ（例えば、黒色腫に関連する）、ＨＥＲ
－２／ｎｅｕ（例えば、乳、結腸、肺および卵巣がんに関連する）、マンマグロビン、ア
ルファフェトプロテイン（例えば、肝がんに関連する）、ＫＳＡ（例えば、結腸直腸がん
に関連する）、ガストリン（例えば、膵臓および胃がんに関連する）、テロメラーゼ触媒
タンパク質ＭＵＣ－１（例えば、乳および卵巣がんに関連する）、Ｇ－２５０（例えば、
腎細胞癌腫に関連する）、ｐ５３（例えば、乳、結腸がんに関連する）、および癌胎児抗
原（例えば、乳がん、肺がんおよび結腸直腸がんのような消化管のがんに関連する）、（
ｄ）共通抗原、例えば、ＭＡＲＴ－１／Ｍｅｌａｎ　Ａ、ｇｐ１００、ＭＣ１Ｒのような
黒色腫－メラノサイト分化抗原、メラノサイト刺激ホルモン受容体、チロシナーゼ、チロ
シナーゼ関連タンパク質－１／ＴＲＰ１およびチロシナーゼ関連タンパク質－２／ＴＲＰ
２（例えば、黒色腫に関連する）のような黒色腫－メラノサイト分化抗原、（ｅ）例えば
、前立腺がんに関連する、ＰＡＰ、ＰＳＡ、ＰＳＭＡ、ＰＳＨ－Ｐ１、ＰＳＭ－Ｐ１、Ｐ
ＳＭ－Ｐ２のような前立腺関連抗原、（ｆ）免疫グロブリンイディオタイプ（例えば、骨
髄腫およびＢ細胞リンパ腫に関連する）から選択される腫瘍抗原である。特定の実施形態
では、腫瘍免疫原は、ｐ１５、Ｈｏｍ／ＭｅＩ－４０、Ｈ－Ｒａｓ、Ｅ２Ａ－ＰＲＬ、Ｈ
４－ＲＥＴ、ＩＧＨ－ＩＧＫ、ＭＹＬ－ＲＡＲ、エプスタインバーウイルス抗原、ＥＢＮ
Ａ、Ｅ６およびＥ７を含む、ヒト乳頭腫ウイルス（ＨＰＶ）抗原、Ｂ型およびＣ型肝炎ウ
イルス抗原、ヒトＴリンパ球向性ウイルス抗原、ＴＳＰ－１８０、ｐ１８５ｅｒｂＢ２、
ｐ１８０ｅｒｂＢ－３、ｃ－ｍｅｔ、ｍｎ－２３Ｈ１、ＴＧＡ－７２－４、ＣＡ１９－９
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、ＣＡ７２－４、ＣＡＭ１７．１、ＮｕＭａ、Ｋ－ｒａｓ、ｐ１６、ＴＡＧＥ、ＰＳＣＡ
、ＣＴ７、４３－９Ｆ、５Ｔ４、７９１Ｔｇｐ７２、ベータ－ＨＣＧ、ＢＣＡ２２５、Ｂ
ＴＡＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１５－３（ＣＡ２７．２９／ＢＣＡＡ）、ＣＡ１９５、ＣＡ２
４２、ＣＡ－５０、ＣＡＭ４３、ＣＤ６８／ＫＰ１、ＣＯ－０２９、ＦＧＦ－５、Ｇａ７
３３（ＥｐＣＡＭ）、ＨＴｇｐ－１７５、Ｍ３４４、ＭＡ－５０、ＭＧ７－Ａｇ、ＭＯＶ
１８、ＮＢ／７０Ｋ、ＮＹ－ＣＯ－１、ＲＣＡＳ１、ＳＤＣＣＡＧ１６、ＴＡ－９０（Ｍ
ａｃ－２結合タンパク質／シクロフィリンＣ関連タンパク質）、ＴＡＡＬ６、ＴＡＧ７２
、ＴＬＰ、ＴＰＳおよび同類のものを含むが、これらに限定されない。
【０２６３】
医薬組成物
　本発明の医薬組成物、とりわけ免疫付与に有用なものは、１つまたは複数の小分子免疫
増強剤を含み得る。例えば、組成物は、ＴＬＲ２アゴニスト（例えば、Ｐａｍ３ＣＳＫ４
）、ＴＬＲ４アゴニスト（例えば、Ｅ６０２０のような、アミノアルキルグルコサミニド
ホスフェート）、ＴＬＲ７アゴニスト（例えば、イミキモド）、ＴＬＲ８アゴニスト（例
えば、レシキモド）および／またはＴＬＲ９アゴニスト（例えば、ＩＣ３１）を含み得る
。そのようなアゴニストは、理想的には＜２０００Ｄａの分子量を有する。そのようなア
ゴニスト（複数可）は、いくつかの実施形態では、ＲＮＡと共にリポソーム内に封入する
、またはＬＮＰｓにより封入もしくは錯体形成させることができるが、他の実施形態では
、それらは、非封入または非錯体形成である。本発明の医薬組成物は、２００ｍＯｓｍ／
ｋｇから４００ｍＯｓｍ／ｋｇまで、例えば、２４０～３６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、または２
９０～３１０ｍＯｓｍ／ｋｇのオスモル濃度を有し得る。本発明の医薬組成物は、チオメ
ルサールまたは２フェノキシエタノールのような、１つまたは複数の保存剤を含み得る。
水銀不含有組成物が好ましく、保存剤不含有ワクチンを調製することができる。
【０２６４】
　組成物は、免疫学的有効量の本明細書で述べた脂質組成物（例えば、リポソームおよび
ＬＮＰｓ）ならびに必要に応じて、他の成分を含む。免疫学的有効量は、治療（例えば、
病原体に対する予防的免疫応答）に有効である、１回または一連の投与の一部としてで、
個体に投与される量を意味する。この量は、治療を受ける個体の健康および身体状態、年
齢、治療を受ける個体の分類群（例えば、非ヒト霊長類、霊長類等）、抗体を合成する個
体の免疫系の能力、所望の保護の程度、ワクチンの処方、医学的状況の主治医評価ならび
に他の関連因子によって異なる。該量は、常用の試験により決定することができる比較的
に広い範囲に収まる。本発明の組成物は、１回の投与当たりのＲＮＡの量により一般的に
表す。好ましい用量は、≦１００μｇ　ＲＮＡ（例えば、約１０μｇ、２５μｇ、７５μ
ｇまたは１００μｇのような、１０～１００μｇ）を有するが、発現は、はるかにより低
いレベル、例えば、≦１μｇ／投与、≦１００ｎｇ／投与、≦１０ｎｇ／投与、≦１ｎｇ
／投与等でも確認することができる。
【０２６５】
　本発明はまた、本発明の医薬組成物を含む送達用具（例えば、注射器、ネブライザー、
噴霧器、吸入器、皮膚貼付剤等）を提供する。この用具は、脊椎動物対象に組成物を投与
するために用いることができる。
【０２６６】
　本発明のリポソームまたはＬＮＰｓは、リボソームを含まない。
【０２６７】
治療の方法および医学的用途
　本明細書で述べたリポソーム製剤化またはＬＮＰ製剤化ＲＮＡおよび医薬組成物は、目
的の免疫原に対する免疫応答を誘導するためにｉｎ　ｖｉｖｏで用いるためのものである
。
【０２６８】
　本発明は、本明細書で述べたように、有効量のリポソーム製剤化もしくはＬＮＰ製剤化
ＲＮＡ、または医薬組成物を投与することを含む脊椎動物における免疫応答を誘導する方
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法を提供する。免疫応答は、好ましくは防御的であり、好ましくは抗体および／または細
胞媒介性免疫を含む。組成物は、初回免疫および追加抗原投与目的の両方に用いることが
できる。あるいは、プライム－ブースト免疫付与スケジュールは、ＲＮＡと対応するポリ
ペプチド抗原との混合（例えば、ＲＮＡプライム、タンパク質ブースト）であり得る。
【０２６９】
　本発明はまた、脊椎動物における免疫応答を誘導するのに用いるリポソーム、ＬＮＰま
たは医薬組成物を提供する。
【０２７０】
　本発明はまた、脊椎動物における免疫応答を誘導するための医薬の製造におけるリポソ
ーム、ＬＮＰまたは医薬組成物の使用を提供する。
【０２７１】
　これらの使用および方法により脊椎動物における免疫応答を誘導することにより、脊椎
動物は、様々な疾患および／または感染に対して、例えば、上述のような細菌および／ま
たはウイルス性疾患に対して保護することができる。リポソーム、ＬＮＰｓおよび組成物
は、免疫原性であり、より好ましくはワクチン組成物である。本発明によるワクチンは、
予防薬（すなわち、感染を予防するための）または治療薬（すなわち、感染を治療するた
めの）であり得るが、一般的に予防薬である。
【０２７２】
　脊椎動物は、好ましくは、ヒトまたは大型獣医学的哺乳動物（veterinary mammal）（
例えば、ウマ、ウシ、シカ、ヤギ、ブタ）のような哺乳動物である。本明細書で用いられ
る「大型哺乳動物」は、少なくとも５ｋｇ、好ましくは少なくとも７ｋｇの一般的または
平均的な成体体重を有する哺乳動物を意味する。そのような大型哺乳動物は、例えば、ヒ
ト、非ヒト霊長類、イヌ、ブタ、ウシ、シカ、ヤギを含み得、マウス、ラット、モルモッ
トおよび他のげっ歯類のような、小型哺乳動物を除外することを意味する。
【０２７３】
　ワクチンが予防用である場合、ヒトは、好ましくは小児（例えば、よちよち歩きの幼児
もしくは乳児）または十代の若者であり、ワクチンが治療用である場合、ヒトは、好まし
くは十代の若者または成人である。小児を対象としたワクチンは、例えば、安全性、用量
、免疫原性等を評価するために成人にも投与することができる。
【０２７４】
　本発明に従って調製されたワクチンは、小児および成人の両方を治療するために用いる
ことができる。したがって、ヒト患者は、１歳未満、５歳未満、１～５歳、５～１５歳、
１５～５５歳または少なくとも５５歳であり得る。ワクチンの接種を受けるのに好ましい
患者は、高齢者（例えば、≧５０歳、≧６０歳、好ましくは≧６５歳）、若年者（例えば
、≦５歳）、入院患者、医療従事者、軍部および軍事要員、妊娠女性、慢性病または免疫
不全患者である。ワクチンは、これらの群にもっぱら適しているわけでないが、より一般
的に集団に用いることができる。本発明の組成物は、一般的に患者に直接的に投与する。
直接送達は、非経口注射（例えば、皮下、腹腔内、静脈内、筋肉内、皮内、または組織の
間質腔への）により達成することができ、舌内注射は、免疫付与の目的のために一般的に
用いられない。代替送達経路は、直腸、経口（例えば、錠剤、噴霧剤）、口腔、舌下、膣
、局所、経皮（transdermal）もしくは経皮（transcutaneous）、鼻腔内、眼、耳、肺ま
たは他の粘膜投与を含む。皮内および筋肉内投与は、２つの好ましい経路である。注射は
、針（例えば、皮下針）を介するものであり得るが、無針注射を代わるべきものとして用
いることができる。一般的な筋肉内用量は、０．５ｍｌである。
【０２７５】
　本発明は、全身および／または粘膜免疫を誘導するために、好ましくは全身および／ま
たは粘膜免疫の増強をもたらすために用いることができる。
【０２７６】
　投与は、単回投与スケジュールまたは反復投与スケジュールにより行い得る。反復投与
は、一次免疫スケジュールおよび／または追加免疫スケジュールに用いることができる。
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反復投与スケジュールにおいて、同じまたは異なる経路、例えば、非経口初回および粘膜
追加、粘膜初回および非経口追加、等により種々の投与を行うことができる。反復投与は
、一般的に少なくとも１週間隔で（例えば、約２週間、約３週間、約４週間、約６週間、
約８週間、約１０週間、約１２週間、約１６週間、等）投与する。一実施形態では、反復
投与は、世界保健機関の予防接種拡大プログラム（「ＥＰＩ」）でしばしば用いられてい
るように、出生の約６週間、１０週間および１４週間後、例えば、６週、１０週および１
４週齢時に投与することができる。代替実施形態では、２つの一次用量を約２カ月間隔で
、例えば、約７、８もしくは９週間隔で、その後、第２の一次用量の約６カ月～１年後、
例えば、第２の一次用量の約６、８、１０もしくは１２カ月後に１つまたは複数の追加用
量を投与する。さらなる実施形態では、３つの一次用量を約２カ月間隔で、例えば、約７
、８もしくは９週間隔で、その後、第３の一次用量の約６カ月～１年後、例えば、第３の
一次用量の約６、８、１０もしくは１２カ月後に１つまたは複数の追加用量を投与する。
【実施例】
【０２７７】
式（Ｉ）の陽イオン性脂質
　以下の実施例は、本発明を例示するものであり、それに対する制限であると解釈すべき
ではない。温度は、セ氏温度で示す。特に示さない限り、すべての蒸発濃縮は、減圧下で
、好ましくは約１５ｍｍＨｇ～１００ｍｍＨｇ（＝２０～１３３ｍバール）で実施する。
最終生成物、中間体および出発物質の構造は、標準的分析法、例えば、微量分析または分
光的特性、例えば、ＭＳ、ＩＲもしくはＮＭＲにより確認する。用いる略語は、当技術分
野で慣例的なものであり、一部は、以下で定義する。
【０２７８】
　フラッシュカラム精製は，好ましくは無勾配または勾配組成の適切な溶出液を用いてシ
リカゲル上で行う。
【０２７９】
　ＨＰＬＣ分析は、別途述べない限り、勾配溶出（２０分にわたる０．１％ｖ／ｖトリフ
ルオロ酢酸により修飾した０％～９５％水中アセトニトリルおよび１．４ｍＬ／分の流量
）を用いてＷａｔｅｒｓ　Ａｔｌａｔｉｓ　ｄＣ１８カラム（４．６×１５０ｍｍ、３ｍ
ｍ）上で実施する。
【０２８０】
　１Ｈ　ＮＭＲスペクトルは、Ｂｒｕｋｅｒ　Ａｖａｎｃｅ　ＩＩ　４００ＭＨｚ分光計
に記録した。すべての化学シフトは、テトラメチルシランに対して１００万分の１単位（
δ）で報告する。次の略語を用いてシグナルパターンを表す。ｓ＝一重線、ｄ＝二重線、
ｔ＝三重線、ｑ＝四重線、ｍ＝多重線、ｂｒ＝広幅。ＥＳ－ＭＳデータは、Ａｇｉｌｅｎ
ｔ　１１００液体クロマトグラフ上二重エレクトロスプレイイオン化源を備えたＷａｔｅ
ｒｓ　ＬＴＣ　Ｐｒｅｍｉｅｒ質量分析計を用いて記録した。スルファジメトキシン［Ｓ
ｉｇｍａ、ｍ／ｚ＝３１１．０８１４（Ｍ＋１）］を、第３のスキャンごとにＬｏｃｋＳ
ｐｒａｙ（商標）チャネルにより取得した参照として用いた。システムの質量精度は、＜
５ｐｐｍであることが見いだされた。
【０２８１】
略語：
　ＡｃＯＨ　酢酸
　Ａｑ　水性
　Ａｒ　アリール
　Ａｔｍ　雰囲気
　ＢＯＣ　ｔｅｒｔ－ブチルカーボネート
　ｂｒ．ｓ．、ｂｓ　広幅一重線
　℃　　　セ氏温度
　ＣＤ２Ｃｌ２　重水素化ジクロロメタン
　ＣＤＣｌ３　重水素化クロロホルム
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　ＣＨ２Ｃｌ２、ＤＣＭ　ジクロロメタン
　ＣＨ３ＣＮ、ＭｅＣＮ　アセトニトリル
　ｄ　二重線
　ｄｄ　二重線の二重線
　ｄｄｄ　二重線の二重線の二重線
　ＤＩＥＡ、ＤＩＰＥＡ　Ｎ－エチルジイソプロピルアミン
　ＤＭＥ　１，４－ジメトキシエタン
　ＤＭＦ　Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド
　ＤＭＡＰ　ジメチルアミノピリジン
　ＤＭＳＯ　ジメチルスルホキシド
　ｄｔ　三重線の二重線
　ＥＤＣ　１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
　ＥｔＯＡｃ　酢酸エチル
　ＥｔＯＨ　エタノール
　ＦＣＣ　フラッシュカラムクロマトグラフィー
　Ｇ　ゲージ
　ｈ　時間
　ＨＢＴＵ　（２－（１Ｈ－ベンゾトリアゾール－１－イル）－１，１，３，３－テトラ
メチルウロニウムヘキサフルオロホスフェート
　ＨＣｌ　塩酸
　ＨＭＰＡ　ヘキサメチルホスホルアミド
　ＨＰＬＣ　高圧液体クロマトグラフィー
　ＨＴ　大量処理
　ＩＢＸ　２－ヨードオキシ安息香酸
　ｉ－ＰｒＯＨ　イソプロピルアルコール
　Ｈ２Ｏ　水
　Ｋ　ケルビン
　ＫＯＨ　水酸化カリウム
　ＬＣ　液体クロマトグラフィー
　Ｍ　モル
　ｍ　多重線、質量
　ＭｅＯＨ　メタノール
　ＭｇＳＯ４　硫酸マグネシウム
　ＭＨｚ　メガヘルツ
　ｍｌ、ｍＬ　ミリリットル
　ｍｍ　ミリメートル
　ｍｍｏｌ　ミリモル
　ｍｉｎ．　分
　ｍＲＮＡ　メッセンジャーリボ核酸
　ＭＳ　質量分析
　ｍｗ　マイクロ波
　ＮａＨ　水素化ナトリウム
　ＮａＨＭＤＳ　ヘキサメチルジシラザンナトリウム
　ＮａＯＥｔ　ナトリウムエトキシド
　ＮａＯＨ　水酸化ナトリウム
　Ｎａ２ＳＯ４　硫酸ナトリウム
　ＮＥｔ３　トリエチルアミン
　ｎｇ　ナノグラム
　ＮＨ３　アンモニア
　ＮＭＲ　核磁気共鳴
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　ｑｕｉｎｔ．　五重線
　Ｐｄ／Ｃ　炭素上パラジウム
　ｐｐｔ　沈殿物
　ｒｂｆ　丸底フラスコ
　Ｒｆ　遅延係数
　ｒｔ　室温
　Ｒｔ　保持時間
　ｓ　一重線
　ｓａｔ．　飽和
　ｓｉＲＮＡ　低分子干渉リボ核酸
　ＳＭ　出発物質
　ｔ　三重線
　ＴＦＡ　トリフルオロ酢酸
　ＴＨＦ　テトラヒドロフラン
　ＴＬＣ　薄層クロマトグラフィー
　ＵＰＬＣ　超高性能液体クロマトグラフィー
　ｗｔ　重量
　μｇ　マイクログラム
　μＬ　マイクロリットル
【０２８２】
　すべての化合物は、ＡｕｔｏＮｏｍを用いて命名する。
【０２８３】
ＬＣ特異性：
　ＬＣ方法１：保持時間（Ｒｔ）は、Ｉｎｅｒｓｉｌ　Ｃ８　３．０μｍ、３．０ｘ５３
ｍｍカラムを用いたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＳＤＳシステムで得られた。５０℃
のオーブン温度でＨ２Ｏ（＋０．１％ギ酸）／ＣＨ３ＣＮ（＋０．１％ギ酸）４０／６０
～５／９５の勾配を１．０分にわたり適用し、次いで２．１分間保持した（溶媒流として
１．０ｍＬ／分）。
　ＬＣ方法２：保持時間（Ｒｔ）は、Ａｃｑｕｉｔｙ　ＢＥＨ　１．７μｍ、２．１ｘ５
０ｍｍカラムを用いたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＳＤＳシステムで得られた。５０
℃のオーブン温度でＨ２Ｏ（＋０．１％ギ酸）／ＣＨ３ＣＮ（＋０．１％ギ酸）４５／５
５～１／９９の勾配を１．４分にわたり適用し、次いで３．６分間保持した（溶媒流とし
て１．０ｍＬ／分）。
　ＬＣ方法３：保持時間（Ｒｔ）は、Ａｃｑｕｉｔｙ　ＢＥＨ　１．７μｍ、２．１ｘ５
０ｍｍカラムを用いたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＳＤＳシステムで得られた。５０
℃のオーブン温度でＨ２Ｏ（＋０．１％ギ酸）／ＣＨ３ＣＮ（＋０．１％ギ酸）４５／５
５～１／９９の勾配を０．７分にわたり適用し、次いで１．３分間保持した（溶媒流とし
て１．０ｍＬ／分）。
　ＬＣ方法４：保持時間（Ｒｔ）は、Ａｃｑｕｉｔｙ　ＢＥＨ　１．７μｍ、２．１ｘ５
０ｍｍカラムを用いたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＳＤＳシステムで得られた。５０
℃のオーブン温度でＨ２Ｏ（＋０．１％ギ酸）／ＣＨ３ＣＮ（＋０．１％ギ酸）４５／５
５～０．１／９９．９の勾配を３．６分にわたり適用し、次いで１．４分間保持した（溶
媒流として１．０ｍＬ／分）。
　ＬＣ方法５：保持時間（Ｒｔ）は、ＡＣＱＵＩＴＹ　ＵＰＬＣ　ＢＥＨ　Ｃ１８　１３
０Å　１．７μｍ、２．１ｍｍｘ５０ｍｍカラムを用いたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ
　ＳＤＳシステムで得られた。５０℃のオーブン温度でＨ２Ｏ（＋０．１％ギ酸）／ＣＨ

３ＣＮ（＋０．１％ギ酸）６０／４０～２／９８の勾配を３．４０分にわたり適用し、次
いで１．４０分間保持した（溶媒流として１．０ｍＬ／分）。
　ＬＣ方法６：保持時間（Ｒｔ）は、Ａｃｑｕｉｔｙ　ＢＥＨ　１．７μｍ、２．１ｘ５
０ｍｍカラムを用いたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＳＤＳシステムで得られた。５０
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℃のオーブン温度でＨ２Ｏ（＋０．１％ギ酸）／ＣＨ３ＣＮ（＋０．１％ギ酸）４５／５
５～１／９９の勾配を１．４分にわたり適用し、その後、３．７５分にわたる０／１００
への増加および０．０４分にわたる４５／５５への減少を後続させた（溶媒流として１．
０ｍＬ／分）。
【０２８４】
合成戦略
【０２８５】
【化１４】

【０２８６】
実施例１の合成：２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１
－イルオキシ）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート
中間体１ａ：２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イ
ルオキシ）ベンズアルデヒド
【０２８７】

【化１５】

　ＤＭＦ（３５ｍＬ）中２，５－ジヒドロキシベンズアルデヒド（０．５５１ｇ、３．９
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ネート（２．７５ｇ、７．９８ｍｍｏｌ）、続いてＫ２ＣＯ３（４．４１ｇ、３１．９ｍ
ｍｏｌ）を加え、８０℃で１６時間加熱した。反応物を１００ｍｌの酢酸エチルおよび１
００ｍｌの水で希釈した。有機層を分離し、２×５０ｍｌの水で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上
で乾燥し、減圧下で濃縮して、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
ーにより精製し、１０～９０％酢酸エチル：ヘプタンにより溶出して、所望の生成物を無
色の油（１．３ｇ、収率２６％）として得た。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 10.48 (s, 
1H), 7.31 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.12 (dd, J = 9.0, 3.5 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 9.0 
Hz, 1H), 5.29-5.46 (m, 8H), 4.03 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 
2.78 (t, J = 6.3 Hz, 4H), 2.01-2.13 (m, 8H), 1.72-1.87 (m, 4H), 1.46 (dt, J = 14
.1, 7.0 Hz, 4H), 1.24-1.41 (m, 28H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz,
 CDCl3) δ: 189.7, 156.3, 153.0, 130.2, 130.1, 130.0, 128.0, 128.0, 127.9, 127.9
, 125.0, 124.1, 114.3, 110.7, 69.1, 68.6, 31.5, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 27
.2, 26.0, 26.0, 25.6, 22.6, 14.1.
【０２８８】
中間体１ｂ：（２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－
イルオキシ）フェニル）メタノール
【０２８９】
【化１６】

　ＴＨＦ（１０ｍｌ）およびメタノール（５ｍｌ）中中間体１ａ（１．１６５ｇ、１．８
３５ｍｍｏｌ）の溶液にＮａＢＨ４（０．０９０ｇ、２．３８５ｍｍｏｌ）を加え、室温
で１６時間撹拌した。反応物を１００ｍｌの酢酸エチルおよび１００ｍｌの水で希釈した
。有機層を分離し、２×５０ｍｌの水で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮
して、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により精製し、１０～
９０％酢酸エチル：ヘプタンで溶出して、所望の生成物を無色の油（０．７５ｇ、収率６
４％）として得た。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.86 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.76-6.8
0 (m, 2H), 5.27-5.48 (m, 8H), 4.66 (s, 2H), 3.96 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.91 (t, J
 = 6.8 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.06 (q, J = 6.9 Hz, 8H), 1.77 (二重の
五重線, J = 14.2, 7.0 Hz, 4H), 1.41-1.54 (m, J = 7.5, 5.5 Hz, 4H), 1.23-1.41 (m,
 28H), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 153.0, 150.9, 130.
2, 130.1, 130.1, 130.1, 128.0, 128.0, 127.9, 115.4, 113.7, 112.0, 68.6, 68.5, 62
.5, 31.5, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 27.2, 27.2, 26.1, 26.0, 25.6, 22.6, 14.1
.
【０２９０】
実施例１：２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イル
オキシ）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート
【０２９１】
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【化１７】

　ＤＣＭ（２５ｍｌ）中４－（ジメチルアミノ）ブタン酸（２６．３ｍｇ、０．１５７ｍ
ｍｏｌ）の溶液にＥＤＣ．ＨＣｌ（４５．１ｍｇ、０．２３５ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ
（１．９１８ｍｇ、０．０１６ｍｍｏｌ）を、続いてＮＥｔ３（０．０８７ｍｌ、０．６
２８ｍｍｏｌ）を加え、室温で３０分間撹拌した。混合物に中間体１ｂ（１００ｍｇ、０
．１５７ｍｍｏｌ）を加え、１６時間撹拌した。反応物を１００ｍｌのジクロロメタンお
よび１００ｍｌの水で希釈した。有機層を分離し、２×５０ｍｌの水で洗浄し、ＭｇＳＯ

４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、粗生成物を得た。粗生成物をＢｉｏｔａｇｅ精製シス
テムによるシリカゲルクロマトグラフィーによって精製し、１０～９０％酢酸エチル：ヘ
プタンにより溶出して、所望の生成物を無色の油（８４ｍｇ、収率７１％）として得た。
1H NMR (400 MHz, ジクロロメタン-d2) δ: 6.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.78-6.85 (m, 
2H), 5.28-5.54 (m, 8H), 5.14 (s, 2H), 3.85-4.01 (m, 4H), 2.82 (t, J = 6.5 Hz, 4H
), 2.42 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.21 (s, 6H), 2.01-2.15 (
m, 8H), 1.69-1.88 (m, 6H), 1.44-1.57 (m, 4H), 1.26-1.44 (m, 28H), 0.93 (t, J = 7
.0 Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz, ジクロロメタン-d2) δ: 173.8, 153.4, 151.4, 130.6,
 130.6, 128.5, 128.4, 126.3, 116.4, 114.6, 113.0, 69.4, 69.0, 61.9, 59.2, 45.7, 
32.5, 32.1, 30.2, 30.1, 30.0, 30.0, 29.9, 29.8, 29.8, 27.7, 27.7, 26.6, 26.6, 26
.1, 23.5, 23.1, 14.4.
【０２９２】
　以下の例は、実施例１の合成に用いたのと同様のカップリング法を用いて調製すること
ができる。
【０２９３】
実施例２：２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イル
オキシ）ベンジル３－（ジメチルアミノ）プロパノエート
【０２９４】
【化１８】

　所望の生成物が無色油（１２０ｍｇ、収率６９％）として単離された。1H NMR (400MHz
, ジクロロメタン-d2) δ: 6.92 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.81-6.84 (m, 2H), 5.32-5.48 
(m, 9H), 5.15 (s, 2H), 3.84-4.03 (m, 4H), 2.82 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.61-2.70 (m
, 2H), 2.50-2.61 (m, 2H), 2.25 (s, 6H), 2.09 (q, J = 6.9 Hz, 7H), 1.72-1.84 (m, 
4H), 1.44-1.56 (m, 4H), 1.26-1.44 (m, 28H), 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (4
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00MHz, ジクロロメタン-d2) δ: 172.8, 153.5, 151.4, 130.6, 130.6, 128.5, 128.4, 1
26.2, 116.3, 114.6, 113.0, 69.4, 69.0, 62.0, 55.4, 45.6, 33.6, 32.1, 30.2, 30.2,
 30.1, 30.0, 29.9, 29.9, 29.8, 29.8, 27.7, 27.7, 26.6, 26.6, 26.1, 23.1, 14.4.
【０２９５】
【化１９】

【０２９６】
実施例３の合成：２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエニルオ
キシ）ベンジル３－（ジメチルアミノ）プロピルカーボネート
【０２９７】

【化２０】

　乾燥ＣＤＣｌ３（２ｍＬ）中中間体１ｂ（１５０ｍｇ、０．２３５ｍｍｏｌ）の溶液に
クロロギ酸パラニトロフェニル（６１．７ｍｇ、０．３０６ｍｍｏｌ）を、続いてピリジ
ン（２３．１μＬ、０．２８６ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を５０℃で撹拌した。４時間
後に反応物を減圧下で濃縮し、２ｍＬのＤＣＭに再溶解した。Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプ
ロパノール（１２１ｍｇ、１．１８ｍｍｏｌ）を、続いてＤＭＡＰ（５．７５ｍｇ、０．
０４７ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を室温で撹拌した。１８時間後に反応物を２ｍＬの水
によりクエンチし、さらなる３×５ｍＬのＤＣＭに抽出した。合わせた有機層を減圧下で
濃縮し、ＩＳＣＯ精製システムによるシリカゲルクロマトグラフィーによって精製し、Ｍ
ｅＯＨ／ＤＣＭ（０～３％）により溶出して、１４１．３ｍｇ（７８％）の所望の生成物
を透明な油として得た。1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.95 (d, J = 2.0 Hz, 
1H), 6.78-6.83 (m, 2H), 5.29-5.48 (m, 8H), 5.22 (s, 2H), 4.24 (t, J = 6.6 Hz, 2H
), 3.94 (dt, J = 9.6, 6.6 Hz, 4H), 2.81 (t, J = 6.3 Hz, 4H), 2.38 (t, J = 7.3 Hz
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, 2H), 2.24 (s, 6H), 2.08 (q, J = 6.6 Hz, 8H), 1.87 (五重線, J = 6.9 Hz, 2H), 1.
78 (m, 4H), 1.28-1.52 (m, 32H), 0.92 (t, J = 6.6 Hz, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝７６６
．５、Ｒｔ＝１．２２分（ＬＣ方法１）。
【０２９８】
　以下の例は、実施例３の合成に用いたのと同様のカップリング法を用いて調製すること
ができる。
【０２９９】
実施例４：２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イル
オキシ）ベンジル３－（ジメチルアミノ）プロピルカーボネート
 
【０３００】
【化２１】

1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.95 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.77-6.84 (m, 2H)
, 5.30-5.48 (m, 8H), 5.22 (s, 2H), 4.24 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.94 (dt, J = 9.1, 
6.6 Hz, 4H), 2.81 (t, J = 6.3 Hz, 4H), 2.53 (q, J = 7.1 Hz, 6H), 2.08 (q, J = 6.
6 Hz, 8H), 1.71-1.91 (m, 6H), 1.44-1.53 (m, 4H), 1.26-1.44 (m, 28H), 1.03 (t, J 
= 7.1 Hz, 6H), 0.92 (t, J = 7.1 Hz, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝７９４．５、Ｒｔ＝１．３
８分（ＬＣ方法１）。
【０３０１】
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【化２２】

【０３０２】
実施例５の合成：（（２－（（（３－（ジメチルアミノ）プロパノイル）オキシ）メチル
）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デ
カノエート）
中間体５ａ：２，５－ビス（（８－ヒドロキシオクチル）オキシ）ベンズアルデヒド
 
【０３０３】
【化２３】

　ＤＭＦ（１５ｍＬ）中２，５－ジヒドロキシベンズアルデヒド（１ｇ、７．２４ｍｍｏ
ｌ）の溶液に８－ブロモオクタン－１－オール（３．０３ｇ、１４．４８ｍｍｏｌ）、Ｋ

２ＣＯ３（５．００ｇ、３６．２ｍｍｏｌ）およびＫＩ（０．０１２ｇ、０．０７２ｍｍ
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ｏｌ）を加え、８０℃で１６時間加熱した。反応物を１００ｍｌの酢酸エチルおよび１０
０ｍｌの水で希釈した。有機層を分離し、２×５０ｍｌの水で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で
乾燥し、減圧下で濃縮して、粗生成物を得た。粗生成物を分取ＨＰＬＣクロマトグラフィ
ーにより精製し、１０～９０％アセトニトリル：水および０．１％ＴＦＡにより溶出して
、所望の生成物（５５０ｍｇ、収率１９％）を得た。1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d)
 δ: 10.47 (s, 1H), 7.31 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 9.0, 3.3 Hz, 1H), 6.
92 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.03 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.65
 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 1.69-1.79 (m, 4H), 1.52-1.65 (m, 4H), 1.43-1.50 (m, 4H), 1
.30-1.40 (m, 12H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 189.9, 156.3, 152.9, 12
4.9, 124.2, 114.3, 110.7, 69.1, 68.6, 63.0, 63.0, 32.7, 32.7, 29.3, 29.1, 26.0, 
25.9, 25.6.
【０３０４】
中間体５ｂ：（（２－ホルミル－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン
－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
【０３０５】
【化２４】

　ＤＣＭ（１１．５ｍＬ）中中間体５ａ（４５５ｍｇ、１．１５３ｍｍｏｌ）の溶液に室
温で塩化デカノイル（４８４ｍｇ、２．５４ｍｍｏｌ）を加えた後、ＤＩＥＡ（１．０１
ｍＬ、５．７７ｍｍｏｌ）を加え、１６時間撹拌した。反応物を１００ｍｌのジクロロメ
タンおよび１００ｍｌの水で希釈した。有機層を分離し、５０ｍｌの水で洗浄し、ＭｇＳ
Ｏ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、粗生成物を得た。粗生成物をＩＳＣＯ精製システム
によるシリカゲルクロマトグラフィーによって精製し、１０～９０％酢酸エチル：ヘプタ
ンにより溶出して、所望の生成物（５９１ｍｇ、収率７３％）を得た。1H NMR (400 MHz,
 クロロホルム-d) δ: 10.47 (s, 1H), 7.31 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.12 (dd, J = 9.0,
 3.3 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.99-4.12 (m, 6H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 
2H), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 1.72-1.95 (m, 4H), 1.11-1.54 (m, 48H), 0.81-0.96 
(m, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 189.8, 179.0, 174.1, 156.3, 152.9
, 125.0, 124.2, 114.3, 69.1, 68.6, 64.3, 34.4, 31.8, 29.5, 29.4, 29.4, 29.2, 29.
2, 28.6, 26.0, 25.9, 25.9, 25.0, 24.7, 22.7, 14.1.
【０３０６】
中間体５ｃ：（（２－（ヒドロキシメチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビ
ス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
【０３０７】
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【化２５】

　テトラヒドロフラン（４．２ｍＬ）およびメタノール（４．２ｍＬ）中中間体５ｂ（５
９０ｍｇ、０．８３９ｍｍｏｌ）の溶液に０℃で水素化ホウ素ナトリウム（３１．７ｍｇ
、０．８３９ｍｍｏｌ）を加え、１時間撹拌した。反応物を１００ｍｌの酢酸エチルおよ
び５０ｍｌの水で希釈した。有機層を分離し、５０ｍｌの水で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で
乾燥し、減圧下で濃縮して、粗生成物を得た。粗生成物をＩＳＣＯ精製システムによるシ
リカゲルクロマトグラフィーによって精製し、１０～９０％酢酸エチル：ヘプタンにより
溶出して、所望の生成物（４５０ｍｇ、収率７０％）を得た。1H NMR (400 MHz, クロロ
ホルム-d) δ: 6.87 (d, J=2.5 Hz, 1H), 6.76-6.79 (m, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.06 (t, 
J=6.8 Hz, 4H), 3.96 (t, J=6.5 Hz, 2H), 3.91 (t, J=6.5 Hz, 2H), 2.30 (t, J=7.5 Hz
, 4H), 1.70-1.86 (m, 4H), 1.62 (t, J=7.0 Hz, 8H), 1.41-1.52 (m, 4H), 1.14-1.40 (
m, 36H), 0.80-0.95 (m, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.1, 153.0, 
150.9, 130.1, 115.3, 113.7, 112.0, 68.5, 68.4, 64.3, 64.3, 62.4, 34.4, 31.8, 29.
4, 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 29.1, 28.6, 26.1, 26.0, 25.8, 25.0, 24.7, 22.7, 14.1.
【０３０８】
実施例５：（（２－（（（３－（ジメチルアミノ）プロパノイル）オキシ）メチル）－１
，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエ
ート）
【０３０９】
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【化２６】

　ＤＣＭ（容積：９２２μｌ）中中間体５ｃ（６５ｍｇ、０．０９２ｍｍｏｌ）、３－（
ジメチルアミノ）プロパン酸（１６ｍｇ、０．１３８ｍｍｏｌ）、ＥＤＣ．ＨＣｌ（３５
ｍｇ、０．１８４ｍｍｏｌ）およびＤＩＥＡ（３２．２μｌ、０．１８４ｍｍｏｌ）の混
合物を０℃で１６時間撹拌したが、それを室温に加温した。反応物を２０ｍｌのジクロロ
メタンおよび２０ｍｌの水で希釈した。有機層を分離し、２×２０ｍｌの水で洗浄し、Ｍ
ｇＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、粗生成物を得た。粗生成物をＩＳＣＯ精製シス
テムによるシリカゲルクロマトグラフィーによって精製し、１０～９０％酢酸エチル：ヘ
プタンにより溶出して、所望の生成物を無色油（４０ｍｇ、収率５１％）として得た。1H
 NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.91 (s, 1H), 6.79 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 5.17 
(s, 2H), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.91 (q, J = 6.8 Hz, 4H), 2.61-2.73 (m, 2H), 
2.50-2.60 (m, 2H), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 2.26 (s, 6H), 1.70-1.83 (m, 4H), 1.
52-1.69 (m, 8H), 1.42-1.48 (m, 4H), 1.18-1.35 (m, 36H), 0.79-0.95 (m, 6H). 13C N
MR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.0, 172.3, 152.8, 150.9, 125.4, 116.0, 114.3
, 112.5, 68.8, 68.5, 64.3, 61.7, 54.7, 45.2, 34.4, 32.9, 31.8, 29.4, 29.3, 29.3,
 29.2, 29.2, 29.1, 28.6, 26.0, 26.0, 25.9, 25.9, 25.0, 22.7, 14.1.
【０３１０】
　以下の例は、実施例５の合成に用いたのと同様のカップリング法を用いて調製すること
ができる。
【０３１１】
実施例６：（（２－（（（１－メチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエ
ート）
【０３１２】
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【化２７】

　所望の生成物が無色油（７２ｍｇ、収率７７％）として単離された。1H NMR (400 MHz,
 クロロホルム-d) δ: 6.87 (s, 1H), 6.78 (s, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.06 (t, J = 6.7 
Hz, 4H), 3.90 (q, J = 6.3 Hz, 4H), 2.85 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 2.19-2.44 (m, 8H),
 2.03-2.15 (m, 2H), 1.99 (d, J = 11.8 Hz, 2H), 1.81-1.91 (m, 2H), 1.70-1.80 (m, 
4H), 1.58-1.66 (m, 8H), 1.40-1.52 (m, 4H), 1.14-1.39 (m, 36H), 0.88 (t, J = 6.5 
Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.7, 174.0, 152.8, 150.9, 125.5
, 115.9, 114.2, 112.4, 68.7, 68.5, 64.3, 61.7, 54.8, 46.2, 34.4, 31.8, 29.7, 29.
4, 29.3, 29.2, 29.2, 29.1, 28.6, 28.0, 26.0, 25.9, 25.0, 22.6, 14.1.
 
【０３１３】
実施例７：（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１，
４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエー
ト）
【０３１４】
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【化２８】

　所望の生成物が無色油（４０ｍｇ、収率５０％）として単離された。1H NMR (400 MHz,
 クロロホルム-d) δ: 6.90 (s, 1H), 6.78 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 5.15 (s, 2H), 4.06 
(t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.91 (q, J = 6.5 Hz, 4H), 2.42 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.28-2.
34 (m, 6H), 2.24 (s, 6H), 1.84 (五重線, J = 7.5 Hz, 2H), 1.70-1.80 (m, 4H), 1.53
-1.69 (m, 8H), 1.42-1.48 (m, 4H), 1.15-1.40 (m, 36H), 0.79-0.94 (m, 6H). 13C NMR
 (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.0, 173.4, 152.8, 150.9, 125.5, 115.9, 114.2, 
112.5, 68.8, 68.5, 64.3, 61.6, 58.8, 45.3, 34.4, 32.1, 31.8, 29.4, 29.3, 29.3, 2
9.2, 29.1, 28.6, 26.0, 26.0, 25.9, 25.9, 25.0, 22.9, 22.7, 14.1.
 
【０３１５】
実施例８：（（２－（（（１－エチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエ
ート）
【０３１６】
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【化２９】

　所望の生成物が無色油（６５ｍｇ、収率７３％）として単離された。1H NMR (400 MHz,
 クロロホルム-d) δ: 6.87 (s, 1H), 6.78 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.06 
(t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.90 (q, J = 6.4 Hz, 4H), 2.92 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 2.41 (
dt, J = 13.9, 6.8 Hz, 3H), 2.29 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 1.98 (d, J = 12.0 Hz, 4H), 
1.80-1.91 (m, 2H), 1.69-1.80 (m, 4H), 1.53-1.68 (m, 8H), 1.40-1.50 (m, 4H), 1.16
-1.39 (m, 36H), 1.10 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 0.79-0.94 (m, 6H). 13C NMR (400 MHz, 
クロロホルム-d) δ: 174.8, 174.0, 152.8, 150.8, 125.5, 115.8, 114.1, 112.4, 68.7
, 68.5, 64.3, 61.6, 52.5, 34.4, 31.8, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 29.2, 29.1, 28.6, 
28.1, 26.0, 26.0, 25.9, 25.8, 25.0, 22.6, 14.1, 11.9.
 
【０３１７】
実施例９：（（２－（（（１－イソプロピルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メチ
ル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デ
カノエート）
【０３１８】



(81) JP 6731912 B2 2020.7.29

10

20

30

【化３０】

　所望の生成物が無色油（６２ｍｇ、６９％）として単離された。1H NMR (400 MHz, ク
ロロホルム-d) δ: 6.87 (s, 1H), 6.78 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.06 (t,
 J = 6.7 Hz, 4H), 3.90 (q, J = 6.4 Hz, 4H), 2.88 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 2.72-2.77
 (m, 1H), 2.20-2.38 (m, 7H), 1.98 (br. s., 2H), 1.84 (br. s., 1H), 1.69-1.79 (m,
 5H), 1.54-1.68 (m, 8H), 1.42-1.46 (m, 4H), 1.16-1.39 (m, 36H), 1.06 (d, J = 5.3
 Hz, 6H), 0.81-0.93 (m, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.0, 152.8,
 150.8, 125.5, 115.9, 114.1, 112.4, 68.7, 68.5, 64.3, 61.6, 48.0, 34.4, 31.8, 29
.4, 29.3, 29.2, 29.2, 29.2, 29.1, 28.6, 26.0, 26.0, 25.9, 25.9, 25.0, 22.6, 18.2
, 14.1.
 
【０３１９】
実施例１０：（（２－（（（４－（ピロリジン－１－イル）ブタノイル）オキシ）メチル
）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デ
カノエート）
【０３２０】
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【化３１】

　所望の生成物が無色油（５０ｍｇ、５６％）として単離された。1H NMR (400 MHz, ク
ロロホルム-d) δ: 6.86 (s, 1H), 6.79 (s, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.05 (t, J = 6.7 Hz,
 4H), 3.85-3.96 (m, 4H), 3.76-3.84 (m, 2H), 3.10-3.18 (m, 2H), 2.74-2.84 (m, 2H)
, 2.48 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.29 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 1.94-2.19 (m, 6H), 1.74 (
五重線, J = 6.8 Hz, 4H), 1.61 (d, J = 5.0 Hz, 8H), 1.42 (d, J = 7.3 Hz, 4H), 1.1
5-1.39 (m, 36H), 0.76-0.94 (m, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.2,
 174.2, 172.1, 152.8, 150.9, 124.8, 116.2, 114.6, 112.6, 68.8, 68.5, 64.3, 62.2,
 54.4, 53.6, 34.4, 31.8, 30.5, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 29.1, 28.5, 25.9, 25.8, 2
5.8, 25.0, 23.2, 22.6, 20.7, 14.1.
 
【０３２１】
実施例１１：（（２－（（２－（１－メチルピペリジン－４－イル）アセトキシ）メチル
）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デ
カノエート）
【０３２２】
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【化３２】

　所望の生成物が無色油（６２ｍｇ、７０％）として単離された。1H NMR (400 MHz, ク
ロロホルム-d) δ: 6.88 (s, 1H), 6.78 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 5.13 (s, 2H), 4.06 (t,
 J = 6.8 Hz, 4H), 3.90 (q, J = 6.5 Hz, 4H), 2.87 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 2.22-2.35
 (m, 8H), 2.00 (t, J = 11.4 Hz, 2H), 1.69-1.88 (m, 6H), 1.53-1.68 (m, 8H), 1.44 
(d, J = 4.3 Hz, 4H), 1.18-1.41 (m, 40H), 0.80-0.95 (m, 6H). 13C NMR (400 MHz, ク
ロロホルム-d) δ: 174.0, 172.5, 152.8, 150.9, 125.3, 116.0, 114.4, 112.4, 68.7, 
68.5, 64.3, 61.6, 55.5, 46.2, 41.0, 34.4, 32.2, 31.8, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 29
.2, 29.2, 29.1, 28.6, 26.0, 25.9, 25.9, 25.0, 22.6, 14.1.
 
【０３２３】

【化３３】

【０３２４】
実施例１２の合成：（（２－（（（（３－（ジメチルアミノ）プロポキシ）カルボニル）
オキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジ
イル）ビス（デカノエート）
【０３２５】
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【化３４】

　ＤＣＭ（０．５ｍＬ）中中間体５ｃ（８３ｍｇ、０．１１８ｍｍｏｌ）の溶液にクロロ
ギ酸４－ニトロフェニル（３５．６ｍｇ、０．１７７ｍｍｏｌ）を、続いてピリジン（３
８．１μｌ、０．４７１ｍｍｏｌ）を加え、室温で１６時間撹拌した。反応物を減圧下で
濃縮した。固体をＤＣＭ（０．５ｍＬ）に溶解し、３－（ジメチルアミノ）プロパン－１
－オール（３６．４ｍｇ、０．３５３ｍｍｏｌ）を、続いてＤＩＥＡ（１２３μｌ、０．
７０６ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ（１．４３８ｍｇ、０．０１２ｍｍｏｌ）を加え、室温
で１６時間撹拌した。反応物を２０ｍｌのジクロロメタンおよび２０ｍｌの水で希釈した
。有機層を分離し、２×２０ｍｌの水で洗浄し、ＭｇＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮し
て、粗生成物を得た。粗生成物をＩＳＣＯ精製システムによるシリカゲルクロマトグラフ
ィーによって精製し、１０～９０％酢酸エチル：ヘプタンにより溶出したが、不純な生成
物が単離された。生成物を超臨界流体クロマトグラフィー精製により再精製し、メタノー
ルおよびＣＯ２により溶出して、所望の生成物を無色油（３０ｍｇ、収率２９％）として
得た。1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.93 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.75-6.86 (
m, 2H), 5.20 (s, 2H), 4.23 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.83-3
.97 (m, 4H), 2.50 (br. s., 2H), 2.33 (s, 6H), 2.30 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 1.94 (五
重線, J = 6.7 Hz, 2H), 1.69-1.84 (m, 4H), 1.53-1.69 (m, 8H), 1.40-1.52 (m, 4H), 
1.15-1.40 (m, 36H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) 
δ: 174.0, 155.1, 152.8, 150.9, 124.6, 116.0, 114.8, 112.5, 68.7, 68.5, 66.1, 65
.0, 64.3, 55.9, 45.0, 34.4, 31.8, 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 29.1, 28.6, 26.0, 25.9
, 25.0, 22.7, 14.1.
 
【０３２６】
　以下の例は、実施例１２の合成に用いたのと同様のカップリング法を用いて調製するこ
とができる。
【０３２７】
実施例１３：（（２－（（（（３－（ジエチルアミノ）プロポキシ）カルボニル）オキシ
）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）
ビス（デカノエート）
【０３２８】
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　所望の生成物が無色油（３５ｍｇ、２７％）として単離された。1H NMR (400 MHz, ク
ロロホルム-d) δ: 6.93 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.75-6.84 (m, 2H), 5.20 (s, 2H), 4.2
2 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 6.8 Hz, 4H), 3.83-3.96 (m, 4H), 2.61 (br. s.
, 6H), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 1.83-2.03 (m, 2H), 1.76 (dq, J = 13.3, 6.5 Hz, 
4H), 1.52-1.68 (m, 8H), 1.40-1.51 (m, 4H), 1.19-1.40 (m, 38H), 1.0-1.12 (m, 4H),
 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 174.0, 155.2, 1
52.8, 150.9, 124.7, 116.0, 114.8, 112.5, 68.8, 68.5, 65.0, 64.3, 49.1, 46.8, 34.
4, 31.8, 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 29.1, 28.6, 26.0, 25.9, 25.0, 22.7, 14.1.
 
【０３２９】
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【化３６】

【０３３０】
実施例１４の合成：３－（ジメチルアミノ）プロピル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ
，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベンジルカーボネート
中間体１４ａ：２，５－ジメトキシ－４－メチルベンズアルデヒド
【０３３１】
【化３７】

　オキシ塩化リン（１２．５ｍＬ）を１０ｍＬ　ＤＭＦ中２，５－ジメトキシトルエン（
５ｇ、３．３ｍｍｏｌ）に徐々に加えた。反応物を室温で４時間撹拌し、次いで８０℃に
４時間撹拌した。次いで反応物を氷水中に注加し、濾過した。濾液を収集し、硫酸ナトリ
ウム上で乾燥し、減圧下で濃縮して、５．１ｇ（８５．９％）の所望の生成物を浅黄色固
体として得た。ＴＬＣ：Ｒｆ＝０．４（ＥｔＯＡｃ：ヘキサン、１：９）、ＵＶ活性
【０３３２】
中間体１４ｂ：２，５－ジヒドロキシ－４－メチルベンズアルデヒド
【０３３３】
【化３８】

　丸底フラスコ中で中間体１４ａ（１．２ｇ、６．６ｍｍｏｌ）を８ｍＬのＤＣＭに溶解
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ｍｏｌ）を加え、同じ温度で８時間撹拌した。次いで反応混合物を５ｍＬの水でクエンチ
し、酢酸エチルで抽出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸発乾固して
、１．０ｇ（９９％）の所望の物質を固体として得た。ＴＬＣ：Ｒｆ＝０．３（ＥｔＯＡ
ｃ：ヘキサン、１：９０）、ＵＶ活性
【０３３４】
中間体１４ｃ：４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－
ジエン－１－イルオキシ）ベンズアルデヒド
【０３３５】
【化３９】

　中間体１４ｃは、中間体１４ｂから中間体１ａの合成に用いたのと同様の方法を用いて
調製することができる。ＴＬＣ：Ｒｆ＝０．８（ＥｔＯＡｃ：ヘキサン、２：８）、ＵＶ
活性
【０３３６】
中間体１４ｄ：（４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２
－ジエン－１－イルオキシ）フェニル）メタノール
【０３３７】
【化４０】

　丸底フラスコ中で中間体１４ｃ（２．８ｇ、４．３ｍｍｏｌ）を２５ｍＬのメタノール
に溶解した。水素化ホウ素ナトリウム（３２８ｍｇ、８．６ｍｍｏｌ）を室温で少しずつ
加え、撹拌した。１時間後に反応物を１０ｍＬの水でクエンチし、酢酸エチル（３×）で
抽出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウム上で乾燥し、減圧下で濃縮した。粗残留物を
ＥｔＯＡｃ／ヘキサン（３０％）を溶出液として用いてシリカゲルにより精製して、２．
３ｇ（８２．１％）の所望の生成物を得た。1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.7
6 (s, 1H), 6.69 (s, 1H), 5.30-5.39 (m, 8H), 4.63 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 3.95 (dd, 
J = 6.4, 6.3 Hz, 2H), 3.90 (dd, J = 6.4, 6.3 Hz, 2H), 2.76 (dd, J = 6.4, 6.4 Hz,
 2H), 2.21 (s, 3H), 2.08-2.03 (m, 8H), 1.80-1.74 (m, 4H), 1.45-1.25 (m, 34H), 0.
88 (t, J = 6.4, 6.4 Hz, 6H).
【０３３８】
　以下の例は、中間体１４ｄから実施例３の合成に用いたのと同様のカップリング法を用
いて調製することができる。
【０３３９】
実施例１４：３－（ジメチルアミノ）プロピル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２
Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－イルオキシ）ベンジルカーボネート
【０３４０】
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【化４１】

1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.85 (s, 1H), 6.71 (s, 1H), 5.39 (tq, J = 1
1.0, 5.5, 4.4 Hz, 8H), 5.20 (s, 2H), 4.23 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.93 (td, J = 6.4
, 4.7 Hz, 4H), 2.80 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.28 (br. s, 6H), 2.23 (s, 3H), 2.15-2.
02 (m, 8H), 1.90 (d, J = 4.1 Hz, 2H), 1.78 (ddt, J = 11.2, 6.1, 2.9 Hz, 4H), 1.5
3-1.43 (m, 4H), 1.43-1.21 (m, 30H), 0.99-0.87 (m, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝７８０．８
、Ｒｔ＝１．３８分（ＬＣ方法２）
【０３４１】
実施例１５：４－（ジメチルアミノ）ブチル４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ
）－オクタデカ－９，１２－ジエニルオキシ）ベンジルカーボネート
【０３４２】
【化４２】

1H NMR (400MHz,クロロホルム-d) δ: 6.83 (s, 1H), 6.70 (s, 1H), 5.48-5.26 (m, 8H)
, 5.18 (s, 2H), 4.17 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.91 (dt, J = 4.3, 6.4 Hz, 4H), 2.78 (
t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.28 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.21 (s, 9H), 2.06 (q, J = 6.7 Hz,
 8H), 1.83-1.65 (m, 6H), 1.55 (s, 2H), 1.45 (d, J = 5.5 Hz, 4H), 1.41-1.25 (m, 2
8H), 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 6H).
【０３４３】
実施例１６：４－メチル－２，５－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジ
エン－１－イルオキシ）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート
【０３４４】
【化４３】

1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.81 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 5.47-5.28 (m, 8
H), 5.15 (s, 2H), 3.93 (q, J = 6.3 Hz, 4H), 2.80 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.53 (br. 
s, 6H), 2.44 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 2.23 (s, 3H), 2.07 (q, J = 7.0 Hz, 8H), 1.98 (
br. s, 2H), 1.77 (td, J = 8.8, 4.4 Hz, 4H), 1.47 (t, J = 6.9 Hz, 4H), 1.43-1.20 
(m, 28H), 0.91 (t, J = 6.7 Hz, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝７６５．０、Ｒｔ＝１．３８分
（ＬＣ方法３）
【０３４５】
実施例１７の合成：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－２，２’－（２－（（４－（
ジメチルアミノ）ブタノイルオキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビ
ス（エタン－２，１－ジイル）ジオクタデカ－９，１２－ジエノエート
中間体１７ａ：（９Ｚ，１２Ｚ）－３－ヒドロキシプロピルオクタデカ－９，１２－ジエ
ノエート
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【０３４６】
【化４４】

　丸底フラスコ中でリノール酸（３．０ｇ、１０．７ｍｍｏｌ）をグリコール（１５ｍＬ
）に溶解した。ＨＯＢＴ（２．５、１６．１ｍｍｏｌ）およびＥＤＣ（３．１ｇ、１６．
１ｍｍｏｌ）を加えた後、ＴＥＡ（４．５ｍＬ、３２．１ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ（６
５３ｍｇ、５．４ｍｍｏｌ）を加え、反応物を室温で撹拌した。１８時間後に反応物をＤ
ＣＭおよび水で希釈した。有機層を分離し、ブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥
し、減圧下で濃縮して、所望の生成物２．４６ｇ（６７．８％）を無色の油として得た。
1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 5.41-5.23 (m, 4H), 4.18 (t, J = 6.2 Hz, 2H)
, 3.64 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.25 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 
2.00 (q, J = 6.7 Hz, 4H), 1.88-1.75 (m, 2H), 1.58 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.39-1.15
 (m, 14H), 0.84 (td, J = 6.9, 3.5 Hz, 3H).
【０３４７】
中間体１７ｂ：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－２，２’－（５－ホルミル－１，
３－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（エタン－２，１－ジイル）ジオクタデカ－９，１
２－ジエノエート
【０３４８】
【化４５】

　丸底フラスコ中で中間体１７ａ（１．０ｇ、３．０８ｍｍｏｌ）、２，５－ジヒドロキ
シベンズアルデヒド（２１３ｍｇ、１．５４ｍｍｏｌ）およびトリフェニルホスフィン（
０．８４９ｇ、３．２４ｍｍｏｌ）を１２．５ｍＬのＴＨＦに溶解した。ＤＩＡＤ（０．
８４９ｍＬ、３．２４ｍｍｏｌ）を次に加えた。反応物を室温で３日間撹拌し、減圧下で
セライト上で直接濃縮した後、ＥｔＯＡｃ／ヘプタン（１０～２０％）を溶出液として用
いてＩＳＣＯ精製システムにおけるシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製して
、７１．４ｍｇ（３．１％）の所望の生成物を浅黄色油として得た。
【０３４９】
中間体１７ｃ：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－２，２’－（２－（ヒドロキシメ
チル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（エタン－２，１－ジイル）ジオクタ
デカ－９，１２－ジエノエート
【０３５０】

【化４６】

　丸底フラスコ中で中間体１７ｂ（７１．４ｍｇ、０．０９５ｍｍｏｌ）を２ｍＬのエタ
ノールに窒素下で溶解した。水素化ホウ素ナトリウム（５．３９ｍｇ、０．１４３ｍｍｏ
ｌ）を一度に加え、室温で撹拌した。３０分後に反応物を酢酸によりクエンチし、水で希
釈し、ＤＣＭ（３×）に抽出した。有機層を合わせ、硫酸ナトリウム上で乾燥し、減圧下
で濃縮して、５７．１ｍｇ（８０％）の所望の生成物を透明な油として得た。
【０３５１】
実施例１７：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（２－（（４－（ジメチルアミノ）
ブタノイルオキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（エタン－２，
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１－ジイル）ジオクタデカ－９，１２－ジエノエート
【０３５２】
【化４７】

　反応バイアル中で中間体１７ｃをＤＣＭに溶解した。ＨＡＴＵおよびジメチルアミンを
加えた後、ＴＥＡおよびＤＭＡＰを加えた。反応物を室温で撹拌した。１８時間後に反応
物をＤＣＭおよび水で希釈した。有機層を分離し、ブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム上
で乾燥し、減圧下で濃縮した。粗残留物を分取ＨＰＬＣ（ＴＦＡモディファイア）により
精製した。次いで純度増強生成物をＭｅＯＨ／ＤＣＭ（０～１０％）により溶離するＩＳ
ＣＯ精製システムによるシリカゲルクロマトグラフィーによって精製した。回収された物
質を、ＭｅＯＨ／ＤＣＭ（０～３％次に～８％）により溶離するＩＳＣＯ精製システムに
よるシリカゲルクロマトグラフィーによって再び精製して、透明な油として単離された１
１．６ｍｇ（１７．６％）の所望の生成物を得た。1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) 
δ: 6.94 (s, 1H), 6.83 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 5.31-5.45 (m, 8H), 5.17 (s, 2H), 4.4
0 (t, J = 4.8 Hz, 4H), 4.09-4.23 (m, 4H), 2.79 (t, J = 6.1 Hz, 4H), 2.61 (s, 2H)
, 2.44-2.51 (m, 2H), 2.30-2.39 (m, 4H), 2.18 (s, 6H), 2.01-2.12 (m, 8H), 1.92 (
五重線, J = 7.2 Hz, 2H), 1.57-1.73 (m, 6H), 1.23-1.45 (m, 26H), 0.91 (t, J = 6.8
 Hz, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝８６６．５、Ｒｔ＝１．２２分（ＬＣ方法１）
【０３５３】
実施例１８の合成：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（２－（（４－（ジメチルア
ミノ）ブタノイルオキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（ブタン
－４，１－ジイル）ジオクタデカ－９，１２－ジエノエート
中間体１８ａ：（９Ｚ，１２Ｚ）－４－ヒドロキシブチルヘキサデカ－９，１２－ジエノ
エート
 
【０３５４】
【化４８】

　丸底フラスコ中でリノール酸（５．０ｇ、１７．８３ｍｍｏｌ）、ブタンジオール（６
４．３ｇ、７１３ｍｍｏｌ）、ＥＤＣ（３．４２ｇ、１７．８３ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ
（３．１１ｍｌ、１７．８３ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ（０．１６３ｇ、１．３３７ｍｍ
ｏｌ）の混合物を４０℃で終夜撹拌した（ブタンジオールを液体として維持するために必
要な高温度）。１８時間後に反応物を室温に冷却し、ＤＣＭおよび水で希釈する。有機層
を分離し、ブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥し、減圧下で濃縮した。粗混合物
をセライト上に加えて乾燥し、ＥｔＯＡｃ／ヘプタン（２０％～５０％）により溶離する
ＩＳＣＯ精製システムによるシリカゲルクロマトグラフィーによって精製して、所望の物
質３．３７ｇ（５８．３％）を透明な油として得た。
【０３５５】
中間体１８ｂ：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（（２－ホルミル－１，４－フェ
ニレン）ビス（オキシ））ビス（ブタン－４，１－ジイル）ビス（オクタデカ－９，１２
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－ジエノエート）
【０３５６】
【化４９】

　丸底フラスコ中で２，５－ジヒドロキシベンズアルデヒド（１００ｍｇ、０．７２４ｍ
ｍｏｌ）、中間体１８ａ（５１７ｍｇ、１．５９３ｍｍｏｌ）およびＰＰｈ３（３９９ｍ
ｇ、１．５２０ｍｍｏｌ）を１０．５ｍＬのＴＨＦに溶解した。ＤＩＡＤ（０．２９６ｍ
Ｌ、１．５２０ｍｍｏｌ）を加え、反応物を室温で撹拌した。１８時間後に粗反応混合物
を、ＥｔＯＡｃ／ヘプタン（０～４０％）により溶離するＩＳＣＯ精製システムにおける
シリカゲルクロマトグラフィーによる精製のために減圧下でセライト上で濃縮して、８６
．４ｍｇ（１４．８％）の所望の生成物を黄色の油として得た。
【０３５７】
中間体１８ｃ：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（（２－（ヒドロキシメチル）－
１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ブタン－４，１－ジイル）ビス（オクタデ
カ－９，１２－ジエノエート）
【０３５８】
【化５０】

　反応バイアル中で中間体１８ｂ（８６．４ｍｇ、０．１０７ｍｍｏｌ）を０．５ｍＬの
ＭｅＯＨに溶解した。水素化ホウ素ナトリウム（４．８６ｍｇ、０．１２８ｍｍｏｌ）を
加え、反応物を室温で撹拌した。１時間後に酢酸の添加により反応物をクエンチし、減圧
下で濃縮した。粗物質をＤＣＭに再溶解し、次いで濾過し、減圧下で濃縮して、８５ｍｇ
（９８％）の所望の生成物を無色の油として得た。
【０３５９】
　以下の例は、中間体１８ｃを用いて実施例１７の合成に用いたのと同様のカップリング
法を用いて調製することができる。
【０３６０】
実施例１８：（９Ｚ，９’Ｚ，１２Ｚ，１２’Ｚ）－（２－（（４－（ジメチルアミノ）
ブタノイルオキシ）メチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ）ビス（ブタン－４，
１－ジイル）ジオクタデカ－９，１２－ジエノエート
【０３６１】

【化５１】

1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 6.88 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 1.7 
Hz, 2H), 5.46-5.25 (m, 8H), 5.14 (s, 2H), 4.13 (h, J = 2.4 Hz, 4H), 3.94 (dt, J 
= 9.2, 5.3 Hz, 4H), 2.77 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.44 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.35 (s,
 6H), 2.32-2.25 (m, 4H), 2.04 (q, J = 6.9 Hz, 8H), 1.91 (s, 2H), 1.81 (dq, J = 8
.3, 5.0, 4.1 Hz, 8H), 1.67-1.56 (m, 4H), 1.40-1.23 (m, 30H), 0.89 (t, J = 6.7 Hz
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, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝９２２．９、Ｒｔ＝１．２９分（ＬＣ方法３）。
【０３６２】
実施例１９の合成：２，４－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエニル
オキシ）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート
中間体１９ａ：２，４－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１－
イルオキシ）ベンズアルデヒド
【０３６３】
【化５２】

　２，４－ジヒドロキシベンズアルデヒドを出発物質として用いて中間体１ａと同様の方
法を用いて調製することができる。ＴＬＣ：Ｒｆ＝０．８（ＥｔＯＡｃ：ヘキサン、２：
８）、ＵＶ活性。
【０３６４】
中間体１９ｂ：（２，４－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエン－１
－イルオキシ）フェニル）メタノール
【０３６５】
【化５３】

　中間体１９ａを出発物質として用いて中間体１ｂと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：Ｒｆ＝０．５（ＥｔＯＡｃ：ヘキサン、２：８）、ＵＶ活性。
【０３６６】
実施例１９：２，４－ビス（（９Ｚ，１２Ｚ）－オクタデカ－９，１２－ジエニルオキシ
）ベンジル４－（ジメチルアミノ）ブタノエート
【０３６７】

【化５４】

　丸底フラスコ中で中間体１９ｂ（２．２ｇ、３．５ｍｍｏｌ）を３０ｍＬのＤＣＭに溶
解した。ＥＤＣｌ．ＨＣｌ（１．９８ｇ、１０．３８ｍｍｏｌ）を１滴ずつ加えた後、４
－（ジメチルアミノ）ブタン酸（１．７４ｇ、１０．４ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ（２．７
ｇ、２０．７５ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ（８４ｍｇ、０．７０ｍｍｏｌ）をその順序で
加えた。反応物を室温で１４時間撹拌した。次いで反応物をＥｔＯＡｃに抽出した。有機
層を減圧下で濃縮し、粗残留物をＭｅＯＨ／ＤＣＭ（５％）により勾配として溶離するシ
リカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製して、所望の生成物０．９０ｇ（３４．３
％）を黄色油として得た。1H NMR (400 MHz, クロロホルム-d) δ: 7.20 (d, J = 8.6 Hz
, 1H), 6.40-6.50 (m, 2H), 5.29-5.47 (m, 8H), 5.12 (s, 2H), 3.96 (td, J = 6.4, 2.



(93) JP 6731912 B2 2020.7.29

10

20

30

40

8 Hz, 4H), 2.80 (t, J = 6.3 Hz, 4H), 2.32-2.45 (m, 4H), 2.20-2.31 (m, 6H), 2.07 
(q, J = 6.6 Hz, 8H), 1.68-1.92 (m, 6H), 1.43-1.57 (m, 4H), 1.19-1.43 (m, 28H), 0
.91 (t, J = 7.1 Hz, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝７５０．５、Ｒｔ＝１．１９分（ＬＣ方法１
）。
【０３６８】
実施例２０の合成：（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル
）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（プロパン－３，１－ジイル）ビス（４
，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
中間体２０ａ：３－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）プロピルメタンスル
ホネート
【０３６９】
【化５５】

　０℃の３０ｍｌのＤＣＭ中３－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）プロパ
ン－１－オール（２ｇ、１０．５１ｍｍｏｌ）およびトリエチルアミン（２．２ｍｌ、１
５．７７ｍｍｏｌ）の溶液に塩化メタンスルホニル（１ｍｌ、１２．６２ｍｍｏｌ）を１
滴ずつ徐々に加えた。反応混合物を３０℃で３０分間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによ
りモニターした。反応混合物を５０ｍｌの水によりクエンチし、ＤＣＭ（２×５０ｍｌ）
で抽出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸発乾固して、２．７ｇ（収
率９６％）の淡褐色の液体を得た。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０
．５。
【０３７０】
中間体２０ｂ：２，５－ビス（３－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）プロ
ポキシ）ベンズアルデヒド
【０３７１】

【化５６】

　２０ｍｌのＤＭＦ中Ｋ２ＣＯ３（１．６７ｇ、１２．０８ｍｍｏｌ）の懸濁液にジヒド
ロキシベンズアルデヒド（５５６ｍｇ、４．０２ｍｍｏｌ）および中間体２０ａ（２．７
ｇ、１０．０７ｍｍｏｌ）を、続いてヨウ化テトラブチルアンモニウム（２００ｍｇ、触
媒）を加えた。反応混合物を、１００℃に３時間加熱した。反応の進行をＴＬＣによりモ
ニターした。反応混合物を５０ｍｌの水によりクエンチし、（３×５０ｍｌ）のＥｔＯＡ
ｃで抽出した。合わせた有機層をブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸発乾
固して、淡褐色の液体を得た。生成物をフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル（２
３０～４００メッシュ））により精製した。生成物をヘキサン中５％ＥｔＯＡｃで溶出し
て、１．６ｇ（収率８２％）の淡褐色の液体を得た。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２
：８）：Ｒｆ＝０．９。
【０３７２】
　中間体２０ｃ：２，５－ビス（３－ヒドロキシプロポキシ）ベンズアルデヒド
【０３７３】
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【化５７】

　０℃の５ｍｌ乾燥ＴＨＦ中中間体２０ｂ（５００ｍｇ、１．０３ｍｍｏｌ）の溶液にＴ
ＨＦ中１Ｍ　ＴＢＡＦ（４．１ｍｌ、４．１４ｍｍｏｌ）を加え、同じ温度で１時間撹拌
し、次いで３０℃で１時間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合
物を２０ｍｌの水によりクエンチし、ＥｔＯＡｃ（３×５０ｍｌ）で抽出した。合わせた
有機層をブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸発乾固して、２５０ｍｇの浅
黄色の液体を得た。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．３。
【０３７４】
中間体２０ｄ：（（２－ホルミル－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（プロパ
ン－３，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
【０３７５】
【化５８】

　１０ｍｌのＤＭＦ中中間体２０ｃ（２５０ｍｇ、０．９８ｍｍｏｌ）および４，４－ビ
ス（オクチルオキシ）ブタン酸（７４６ｍｇ、２．１６ｍｍｏｌ）の溶液にＤＩＰＥＡ（
０．７ｍｌ、３．９２ｍｍｏｌ）、ＤＭＡＰ（６０ｍｇ、０．４９ｍｍｏｌ）を、続いて
ＨＡＴＵ（９３０ｍｇ、２．４５ｍｍｏｌ）を加え、３０℃で２４時間撹拌した。反応の
進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物を５０ｍｌの水によりクエンチし、ＥｔＯ
Ａｃ（３×５０ｍｌ）で抽出した。合わせた有機層をブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム
上で乾燥し、蒸発乾固して、浅黄色の液体を得た。生成物をフラッシュクロマトグラフィ
ー（シリカゲル２３０～４００メッシュ）により精製した。生成物をヘキサン中２０％Ｅ
ｔＯＡｃで溶出して、５００ｍｇ（収率５６％）の浅黄色の液体を得た。ＴＬＣ：ＥｔＯ
Ａｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．４。
【０３７６】
中間体２０ｅ：（（２－（ヒドロキシメチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））
ビス（プロパン－３，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート
）
【０３７７】
【化５９】
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　５．５ｍｌのメタノールおよび２ｍｌのＴＨＦ中中間体２０ｄ（５００ｍｇ、０．５５
１ｍｍｏｌ）の溶液に０℃で水素化ホウ素ナトリウム（１３ｍｇ、０．３４１ｍｍｏｌ）
を加え、５分間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物を１０ｍ
ｌの水によりクエンチし、ＥｔＯＡｃ（３×３０ｍｌ）で抽出した。合わせた有機層を３
０ｍｌのブライン溶液で洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸発乾固して、所望の生成
物４５０ｍｇ（収率８９％）を無色液体として得た。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２
：８）：Ｒｆ＝０．３。
【０３７８】
実施例２０：（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１
，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（プロパン－３，１－ジイル）ビス（４，４－
ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
【０３７９】
【化６０】

　ＤＣＭ（７ｍｌ）中中間体２０ｅ（１９０ｍｇ、０．２０ｍｍｏｌ）、４－ジメチルア
ミノブタン酸塩酸塩（７０ｍｇ、０．４１ｍｍｏｌ）およびＤＩＰＥＡ（０．１２ｍｌ、
０．８３ｍｍｏｌ）の溶液にＥＤＣ．ＨＣｌ（８０ｍｇ、０．４１ｍｍｏｌ）を、続いて
ＤＭＡＰ（５１ｍｇ、０．４１ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を３０℃で２０時間撹拌した
。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物を２０ｍｌの水によりクエンチし
、ＤＣＭ（３×５０ｍｌ）で抽出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸
発乾固して、粗固体を得た。生成物をフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０
～４００メッシュ）により精製した。生成物をＤＣＭ中４％メタノールで溶出して、１４
０ｍｇ（収率６５％）を黄色の粘性液体として得た。1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 6.8
9 (s, 1H), 6.77 (s, 2H), 5.13 (s, 2H), 4.48 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 4.28 (t, J = 6.
4Hz, 4H), 4.00 (q, J = 6.0 Hz, 4H), 3.57 (q, J = 6.8 Hz, 4H), 3.40 (q, J = 6.4 H
z, 4H), 2.43-1.81 (m, 26H), 1.56-1.49 (m, 12H), 1.49-1.26 (m, 34H), 0.87 (t, J =
 6.4 Hz, 12H) ppm.ＭＳ（ｍ＋１）＝１０２２．５、Ｒｔ＝１．１７分（ＬＣ方法４）。
【０３８０】
実施例２１の合成：（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル
）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４
，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
中間体２１ａ：２，５－ビス（（５－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）ペ
ンチル）オキシ）ベンズアルデヒド
【０３８１】

【化６１】
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ル）オキシ）ペンチルメタンスルホネートから中間体２０ｂの合成に用いたのと同様の方
法を用いて調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０
．９。
【０３８２】
中間体２１ｂ：２，５－ビス（（５－ヒドロキシペンチル）オキシ）ベンズアルデヒド
【０３８３】
【化６２】

　２，５－ビス（（５－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）ペンチル）オキ
シ）ベンズアルデヒド（中間体２１ａ）から中間体２０ｃの合成に用いたのと同様の方法
を用いて調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．
１。
【０３８４】
中間体２１ｃ：（（２－ホルミル－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタ
ン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
【０３８５】
【化６３】

　２，５－ビス（（５－ヒドロキシペンチル）オキシ）ベンズアルデヒド（中間体２１ｂ
）および４－ジメチルアミノブタン酸から中間体２０ｄの合成に用いたのと同様の方法を
用いて調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．４
。
【０３８６】
中間体２１ｄ：（（２－（ヒドロキシメチル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））
ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート
）
【０３８７】
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【化６４】

　中間体２１ｃから中間体２０ｅの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．３。
【０３８８】
実施例２１：（（２－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１
，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－
ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
【０３８９】
【化６５】

　ＤＣＭ（１０ｍｌ）中中間体２１ｄ、４－ジメチルアミノブタン酸塩酸塩（１０４ｍｇ
、０．６２ｍｍｏｌ）およびＤＩＰＥＡ（０．２ｍｌ、１．２４ｍｍｏｌ）の溶液にＥＤ
Ｃ．ＨＣｌ（１１９ｍｇ、０．６２ｍｍｏｌ）を、続いてＤＭＡＰ（７６ｍｇ、０．６２
ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を３０℃で１６時間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモ
ニターした。反応混合物を２０ｍｌの水によりクエンチし、ＤＣＭ（３×５０ｍｌ）で抽
出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウム上で乾燥し、蒸発乾固して、粗固体を得た。生
成物をフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０～４００メッシュ）により精製
した。生成物をＤＣＭ中４％メタノールで溶出して、１８０ｍｇ（収率５４％）の浅黄色
の粘性液体を得た。1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 6.89 (s, 1H), 6.77 (s, 2H), 5.13 
(s, 2H), 4.49 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6 Hz, 4H), 3.90 (q, J = 4Hz, 4H)
, 3.57 (q, J = 6.8 Hz, 4H), 3.41 (q, J = 6.4 Hz, 4H), 2.40-2.22 (m, 8H), 2.00 (s
, 6H), 1.95-1.66 (m, 30H), 1.50-1.27 (m, 37H), 0.87 (t, J = 6.4 Hz, 11H) ppm.Ｍ
Ｓ（ｍ＋１）＝１０７８．６、Ｒｔ＝１．２０分（ＬＣ方法４）。
【０３９０】
実施例２２の合成：（（２－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル
）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４
，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
中間体２２ａ：メチル４－（ジエチルアミノ）ブタノエート
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【０３９１】
【化６６】

　５００ｍｌ封管中で、メチル４－ブロモブタノエート（３０．０ｇ、１６５．７ｍｍｏ
ｌ）を乾燥ＴＨＦ（２００ｍｌ）中に取り込んだ。ジエチルアミン（８６ｍｌ、８２８．
７ｍｍｏｌ）を加えた。得られた混合物を７０℃で１６時間撹拌し、ＴＬＣによりモニタ
ーした。次いで反応混合物を水（２００ｍｌ）で希釈し、ＥｔＯＡｃ（２×５００ｍｌ）
で抽出した。合わせた有機層をブライン（５００ｍｌ）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥
し、減圧下で濃縮して、２５ｇ（収率８７％）の所望の生成物を淡褐色液体として得た。
ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（３：７）、Ｒｆ＝０．２、ヨウ素およびＰＭＡ染色活性
。
【０３９２】
中間体２２ｂ：２：４－（ジメチルアミノ）ブタン酸
【０３９３】
【化６７】

　丸底フラスコ中で、中間体２２ａ（２５．０ｇ、１４４．４ｍｍｏｌ）および６Ｎ　Ｈ
Ｃｌ（２００ｍｌ）の混合物を加熱し、７時間還流した。反応をＴＬＣによりモニターし
た。次いで反応混合物を蒸発し、乾燥して、２６ｇ（収率９２％）の所望の生成物を白色
固体として得た。ＴＬＣ：メタノール：ジクロロメタン（１：９）、Ｒｆ＝０．１３、ヨ
ウ素およびＰＭＡ染色活性。
【０３９４】
実施例２２：（（２－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１
，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス（４，４－
ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
【０３９５】
【化６８】

　丸底フラスコ中で、中間体２１ｄ（１９０ｍｇ、０．１９６ｍｍｏｌ）、中間体２２ｂ
（０．５８１ｇ、４．７５ｍｍｏｌ）およびＤＩＰＥＡ（０．１５ｍｌ、０．７８４ｍｍ
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ｏｌ）をジクロロメタン（１０ｍｌ）中に取り込んだ。ＥＤＣ（７５ｍｇ、０．３９３ｍ
ｍｏｌ）を一度に加えた後、ＤＭＡＰ（４８ｍｇ、０．３９３ｍｍｏｌ）を加えた。反応
物を周囲温度で１６時間撹拌し、ＴＬＣによりモニターした。反応混合物を２０ｍｌの水
によりクエンチし、ＤＣＭ（３×５０ｍｌ）で抽出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウ
ム上で乾燥し、蒸発乾固して、粗固体を得た。生成物をメタノール／ジクロロメタン（４
％）を溶離液として用いてフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０～４００メ
ッシュ）により精製して、１４０ｍｇ（収率６４％）の所望の生成物を浅黄色の粘性液体
として得た。1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 0.82 (t, J = 7.10 Hz, 12H) 0.85-1.00 (m
, 6H) 1.09-1.32 (m, 40H) 1.37-1.55 (m, 12H) 1.58-1.67 (m, 4H) 1.67-1.78 (m, 6H) 
1.79-1.93 (m, 4H) 2.24-2.52 (m, 12H) 3.33 (dt, J = 9.26, 6.68 Hz, 4H) 3.50 (dt, 
J = 9.05,6.72 Hz, 4H) 3.78-3.91 (m, 4H) 3.95-4.07 (m, 4H) 4.42 (t, J =5.62 Hz, 2
H) 5.07 (s, 2H) 6.70 (d, J = 1.71 Hz, 2H) 6.82 (s, 1H).ＭＳ（ｍ＋１）＝１１０７
．９、Ｒｔ＝２．９８分（ＬＣ方法５）。
【０３９６】
実施例２３：（（２－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メ
チル）－１，４－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（ペンタン－５，１－ジイル）ビス
（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノエート）
【０３９７】
【化６９】

　ＤＣＭ（１０ｍＬ）中１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボン酸（１２０ｍｇ、０
．７６ｍｍｏｌ）およびＮＥｔ３（０．３ｍＬ、２．０３ｍｍｏｌ）の溶液に塩化２，４
，６－トリクロロベンゾイル（１８５ｍｇ、０．７６ｍｍｏｌ）を３０℃で１滴ずつ徐々
に加え、４時間撹拌した。その後、ＤＣＭ（５ｍＬ）中中間体２１ｄ（４９０ｍｇ、０．
５１ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ（１２４ｍｇ、１．０１ｍｍｏｌ）を加え、反応物を２０
時間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物をＨ２Ｏ（２０ｍＬ
）でクエンチし、ＤＣＭ（３×５０ｍＬ）で抽出した。合わせた有機層を硫酸ナトリウム
上で乾燥し、蒸発乾固して、粗固体を得た。生成物をフラッシュクロマトグラフィー（シ
リカゲル（２３０～４００メッシュ））により精製した。生成物をＤＣＭ中４％メタノー
ルで溶出して、４３０ｍｇ（収率７７％）の表題化合物を浅黄色の粘性液体として得た。
1H NMR (400MHz, CD2Cl2): δ = 6.86 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.75-6.83 (m, 2H), 5.12 
(s, 2H), 4.45 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.87-3.96 (m, 4H), 
3.54 (dt, J = 9.3, 6.7 Hz, 4H), 3.38 (dt, J = 9.3, 6.7 Hz, 4H), 2.59 (br s, 2H),
 2.35 (t, J = 7.6 Hz, 4H), 2.03-2.29 (m, 7H), 1.83-1.92 (m, 4H), 1.73-1.83 (m, 4
H), 1.64-1.74 (m, 4H), 1.44-1.60 (m, 13H), 1.18-1.38 (m, 41H), 1.21 (s, 3H), 0.8
4-0.93 (m, 12H).ＭＳ（ｍ＋１）＝１１０５．２、Ｒｔ＝１．３４分（ＬＣ方法６）。
【０３９８】
実施例２４の合成：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル
）オキシ）ペンチル）オキシ）－２－（（（４（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）
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メチル）フェノキシ）オクチルデカノエート
中間体２４ａ：８－（２－ホルミル－４－ヒドロキシフェノキシ）オクチルデカノエート
【０３９９】
【化７０】

　２，５－ジヒドロキシベンズアルデヒドおよびデカン酸８－（（メチルスルホニル）オ
キシ）オクチルから中間体２０ｂの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．９。
【０４００】
中間体２４ｂ：８－（４－（（５－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）ペン
チル）オキシ）－２－ホルミルフェノキシ）オクチルデカノエート
【０４０１】
【化７１】

　中間体２４ａおよび５－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）ペンチルメタ
ンスルホネートから中間体２０ｂの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．６。
【０４０２】
中間体２４ｃ：８－（２－ホルミル－４－（（５－ヒドロキシペンチル）オキシ）フェノ
キシ）オクチルデカノエート
【０４０３】
【化７２】

　中間体２４ｂから中間体２０ｃの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
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【０４０４】
中間体２４ｄ：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オ
キシ）ペンチル）オキシ）－２－ホルミルフェノキシ）オクチルデカノエート
【０４０５】
【化７３】

　中間体２４ｃから中間体２０ｄの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：メタノール：ＤＣＭ（１：９）：Ｒｆ＝０．５。
【０４０６】
中間体２４ｅ：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オ
キシ）ペンチル）オキシ）－２－（ヒドロキシメチル）フェノキシ）オクチルデカノエー
ト
【０４０７】
【化７４】

　中間体２４ｄから中間体２０ｅの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．４。
【０４０８】
実施例２４：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オキ
シ）ペンチル）オキシ）－２－（（（４（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル
）フェノキシ）オクチルデカノエート
【０４０９】
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【化７５】

　ＤＣＭ（３０ｍｌ）中中間体２４ｅ（１．２ｇ、１．４３ｍｍｏｌ）の溶液にＥＤＣ．
ＨＣｌ（５５０ｍｇ、２．８７ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ（０．７５ｍｌ、４．３１ｍｍｏ
ｌ）、ＤＭＡＰ（１７５ｍｇ、１．４３ｍｍｏｌ）およびＮ，Ｎ－ジメチルアミノ酪酸．
ＨＣｌ（３６１ｍｇ、２．１５ｍｍｏｌ）を加えた。混合物を窒素雰囲気中で２５℃で１
８時間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物を水（２００ｍｌ
）で希釈し、ＤＣＭ（２×１５０ｍｌ）で抽出し、合わせた有機層をブライン（１００ｍ
ｌ）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、淡緑色液体を得た。生成物
をフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０～４００メッシュ）により精製した
。生成物をＤＣＭ中５％メタノールで溶出して、５５０ｍｇ（収率４２％）の淡緑色液体
を得た。1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 6.88 (s, 1H), 6.77 (s, 2H), 5.14 (s, 2H), 4
.49 (t, J = 4 Hz, 1H), 4.11-4.04 (m, 4H), 3.92-3.89 (m, 4H), 3.57 (q, J = 6.8 Hz
, 2H), 3.41 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.40 (q, J = 8 Hz, 4H), 2.30 (m, 4H), 2.17 (s, 
6H), 1.95-1.41 (m, 24H), 1.48-1.26 (m, 37H), 0.87 (t, J = 6.4Hz, 8H) ppm.ＭＳ（
ｍ＋１）＝９４８．４、Ｒｔ＝１．１０分（ＬＣ方法４）。
【０４１０】
実施例２５の合成：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル
）オキシ）ペンチル）オキシ）－３－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ
）メチル）フェノキシ）オクチルデカノエート
中間体２５ａ：２－（（５－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）ペンチル）
オキシ）－５－ヒドロキシベンズアルデヒド
【０４１１】

【化７６】

　２，５－ジヒドロキシベンズアルデヒドおよび５－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリ
ル）オキシ）ペンチルメタンスルホネートから中間体２０ｂの合成に用いたのと同様の方
法を用いて調製することができる。
ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．９。
【０４１２】
中間体２５ｂ：８－（３－ホルミル－４－（（５－ヒドロキシペンチル）オキシ）フェノ
キシ）オクチルデカノエート
【０４１３】
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【化７７】

　ＤＭＦ（４０ｍｌ）中中間体２５ａの溶液に８－（（メチルスルホニル）オキシ）オク
チルデカノエート（３．３ｇ、８．８６ｍｍｏｌ）およびＫ２ＣＯ３（１．６ｇ、１１．
８１ｍｍｏｌ）を、続いてＴＢＡＩ（５００ｍｇ、０．７４ｍｍｏｌ）を加え、窒素雰囲
気中で１００℃で３時間加熱した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物
を水（１００ｍｌ）で希釈し、ＥｔＯＡｃ（２×１５０ｍｌ）で抽出し、合わせた有機層
をブライン（２００ｍｌ）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、淡褐
色液体を得た。生成物をフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル１００～２００メッ
シュ）により精製した。生成物をヘキサン中２０％ＥｔＯＡｃで溶出して、１．２ｇ（収
率４１％）の灰色がかった白色固体を得た。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：
Ｒｆ＝０．６。
【０４１４】
中間体２５ｃ：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オ
キシ）ペンチル）オキシ）－３－ホルミルフェノキシ）オクチルデカノエート
【０４１５】

【化７８】

　ＤＣＭ（２０ｍｌ）中中間体２５ｂ（３００ｍｇ、０．５９ｍｍｏｌ）の溶液に４，４
－ビス（オクチルオキシ）ブタン酸（３０５ｍｇ、０．８８ｍｍｏｌ）、ＥＤＣ．ＨＣｌ
（２２７ｍｇ、１．１８ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ（０．３１ｍｌ、１．７７ｍｍｏｌ）を
加えた後、ＤＭＡＰ（７２ｍｇ、０．５９ｍｍｏｌ）を加え、窒素雰囲気中で２５℃で１
８時間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物を水（１００ｍｌ
）で希釈し、ＤＣＭ（２×５０ｍｌ）で抽出し、合わせた有機層をブライン（１００ｍｌ
）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、淡緑色液体を得た。生成物を
フラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０～４００メッシュ）により精製した。
生成物をＤＣＭ中５％メタノールで溶出して、３００ｍｇ（収率６１％）の淡緑色液体を
得た。ＴＬＣ：ＭｅＯＨ：ＤＣＭ（１：９）：Ｒｆ＝０．５。
【０４１６】
中間体２５ｄ：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オ
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キシ）ペンチル）オキシ）－３－（ヒドロキシメチル）フェノキシ）オクチルデカノエー
ト
【０４１７】
【化７９】

　中間体２５ｃから中間体２０ｅの合成に用いたのと同様の方法を用いて調製することが
できる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．４。
【０４１８】
実施例２５：８－（４－（（５－（（４，４－ビス（オクチルオキシ）ブタノイル）オキ
シ）ペンチル）オキシ）－３－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチ
ル）フェノキシ）オクチルデカノエート
【０４１９】
【化８０】

　ＤＣＭ（１０ｍｌ）中中間体２５ｄ（０．３ｇ、０．３５９ｍｍｏｌ）の溶液にＥＤＣ
．ＨＣｌ（１３７．７ｍｇ、０．７１８ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ（０．１８ｍｌ、１．０
７ｍｍｏｌ）、ＤＭＡＰ（４３．８ｍｇ、０．３５９ｍｍｏｌ）およびＮ，Ｎ－ジメチル
アミノ酪酸．ＨＣｌ（９０．３ｍｇ、０．５３８ｍｍｏｌ）を加えた。混合物を窒素雰囲
気中で２５℃で１８時間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物
を水（２００ｍｌ）で希釈し、ＤＣＭ（２×１５０ｍｌ）で抽出し、合わせた有機層をブ
ライン（１００ｍｌ）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、淡緑色液
体を得た。生成物をフラッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０～４００メッシュ
）により精製した。生成物をＤＣＭ中５％メタノールで溶出して、１５０ｍｇ（収率４４
％）の淡緑色液体を得た。1H NMR (400MHz, CDCl3): δ 6.89 (s, 1H), 6.77 (s, 2H), 5
.14 (s, 2H), 4.48 (t, J = 4 Hz, 1H), 4.10-4.04 (m, 4H), 3.94-3.87 (m, 4H), 3.55 
(q, J = 6.4 Hz, 2H), 3.41 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 2.40 (q, J = 7.6 Hz, 4H), 2.29 (m
, 4H), 2.21 (s, 6H), 1.95-1.43 (m, 24H), 1.49-1.26 (m, 37H), 0.86 (t, J = 6.4Hz,
 8H) ppm.ＭＳ（ｍ＋１）＝９４８．４、Ｒｔ＝１．０９分（ＬＣ方法４）。
【０４２０】
実施例２６の合成：（（４－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキ
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）ビス（デカノエート）
中間体２６ａ：デカン酸８－ヒドロキシオクチル
【０４２１】
【化８１】

　中間体２６ａは、カプリン酸および１，８－オクタンジオールから中間体１７ａの合成
に用いたのと同様の方法を用いて調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン
（４：６）：Ｒｆ＝０．６。
【０４２２】
中間体２６ｂ：８－（（メチルスルホニル）オキシ）オクチルデカノエート
【０４２３】

【化８２】

　中間体２６ｂは、中間体２６ａから中間体２０ａの合成に用いたのと同様の方法を用い
て調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．５。
【０４２４】
中間体２６ｃ：（（４－ホルミル－１，３－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタ
ン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
【０４２５】

【化８３】

　中間体２６ｃは、中間体２６ｂから中間体２０ｂの合成に用いたのと同様の方法を用い
て調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．６。
【０４２６】
中間体２６ｄ：（（４－（ヒドロキシメチル）－１，３－フェニレン）ビス（オキシ））
ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエート）
【０４２７】
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【化８４】

　中間体２６ｄは、中間体２６ｃを用いて中間体２０ｅの合成に用いたのと同様の方法を
用いて調製することができる。ＴＬＣ：ＥｔＯＡｃ：ヘキサン（２：８）：Ｒｆ＝０．４
。
【０４２８】
実施例２６：（（４－（（（１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボニル）オキシ）メ
チル）－１，３－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス
（デカノエート）
【０４２９】

【化８５】

　ＤＣＭ（１５ｍｌ）中１，４－ジメチルピペリジン－４－カルボン酸（１６７ｍｇ、１
．０６ｍｍｏｌ）の冷溶液にトリエチルアミン（０．４０ｍｌ、２．８３ｍｍｏｌ）を、
続いて塩化２，４，６－トリフルオロベンゾイル（０．１７ｍｌ、１．０６ｍｍｏｌ）を
加え、窒素雰囲気中で２５℃で２時間撹拌した。その後、ＤＣＭ（５ｍｌ）中中間体２６
ｄ（５００ｍｇ、０．７０ｍｍｏｌ）を加え、得られた反応混合物を２５℃でさらに２時
間撹拌した。反応の進行をＴＬＣによりモニターした。反応混合物を水（１００ｍｌ）で
希釈し、ＤＣＭ（２×５０ｍｌ）で抽出し、合わせた有機層をブライン（１００ｍｌ）で
洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４上で乾燥し、減圧下で濃縮して、淡緑色液体を得た。生成物をフラ
ッシュクロマトグラフィー（シリカゲル２３０～４００メッシュ）により精製した。生成
物をＤＣＭ中５％メタノールで溶出して、５１０ｍｇ（収率８５％）の淡緑色液体を得た
。1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 7.17 (d, J =8.4 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 6.8 Hz, 2H)
, 5.07 (s, 2H), 4.03 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 3.91 (t, J = 6Hz, 4H), 2.62 (bs, 2H), 
2.282-2.231 (m, 7H), 2.18-2.06 (m, 4H), 1.78-1.11 (m, 57H), 0.84 (t, J = 6.8 Hz,
 6H) ppm.ＭＳ（ｍ＋１）＝８４４．３、Ｒｔ＝１．０２分（ＬＣ方法４）。
【０４３０】
　実施例２７および実施例２８は、適切なカルボン酸カップリングパートナーを用いて実
施例２６の合成に用いたのと同様のカップリング法を用いて調製することができる。
【０４３１】
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実施例２７：（（４－（（（４－（ジメチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１
，３－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエ
ート）
【０４３２】
【化８６】

1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 7.21 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.41-6.47 (m, 2H), 5.10 (
s, 2H), 4.07 (td, J = 6.7, 0.9 Hz, 4H), 3.95 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 2.36 (t, J = 7
.5 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.6 Hz, 6H), 2.22 (s, 6H), 1.73-1.86 (m, 6H), 1.58-1.69
 (m, 8H), 1.41-1.51 (m, 4H), 1.33-1.41 (m, 12H), 1.19-1.33 (m, 24H), 0.85-0.92 (
m, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝８１８．６、Ｒｔ＝１．０２分（ＬＣ方法６）。
【０４３３】
実施例２８：（（４－（（（４－（ジエチルアミノ）ブタノイル）オキシ）メチル）－１
，３－フェニレン）ビス（オキシ））ビス（オクタン－８，１－ジイル）ビス（デカノエ
ート）
【０４３４】

【化８７】

1H NMR (400MHz, CDCl3): δ = 7.17-7.24 (m, 1H), 6.40-6.47 (m, 2H), 5.10 (s, 2H),
 4.07 (td, J = 6.7, 1.2 Hz, 4H), 3.94 (td, J = 6.5, 1.1 Hz, 4H), 2.33-2.87 (br s
, 6H), 2.37 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 1.71-1.93 (m, 6H), 1.
55-1.70 (m, 8H), 1.41-1.52 (m, 4H), 1.33-1.41 (m, 12H), 1.19-1.33 (m, 24H), 0.96
-1.19 (br s, 6H), 0.83-0.93 (m, 6H).ＭＳ（ｍ＋１）＝８４６．６、Ｒｔ＝１．０３分
（ＬＣ方法６）。
【０４３５】
ｍＲＮＡ’ｓ
ｍＲＮＡ転写プロコールの簡単な説明
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　次の機能要素、コンセンサスＴ７バクテリオファージＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ
プロモーター、５’非翻訳領域（ＵＴＲ）、コザック配列、および読み取り枠、３’ＵＴ
Ｒ、ならびに１２０ヌクレオチド長ポリアデノシン（ポリＡ１２０）尾部からなるｍＲＮ
Ａ転写カセットを含む環状プラスミドＤＮＡ鋳型を構築する。該プラスミドＤＮＡ鋳型は
、大腸菌（E. coli）において増加し、単離され、ポリ１２０尾部の３’の直接の制限酵
素消化により線状化する。プラスミドＤＮＡをＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ、リボヌクレオ
チド三リン酸、ＲＮアーゼインヒビター、ピロホスファターゼ酵素、ジチオトレイトール
、スペルミジンおよび酵素反応緩衝液と混ぜ合わせ、３７℃で１時間インキュベートする
。ＲＮアーゼ　Ｉ酵素を加えて、プラスミドＤＮＡ鋳型を消化し、３７℃で０．５時間イ
ンキュベートする。塩化リチウムによる連続沈殿によりｍＲＮＡを単離し、７０％エタノ
ールでペレットを洗浄し、ｍＲＮＡペレットを水に再懸濁し、イソプロパノールおよび酢
酸ナトリウムで再沈殿させ、ペレットを再び７０％エタノールで洗浄する。最終ｍＲＮＡ
ペレットを水に再懸濁する。
【０４３６】

【表２】

【０４３７】
　ＴＥＶ－ｈＬｅｐｔｉｎ－ＧＡｏｐｔ－２ｘｈＢＧ－１２０Ａ（配列番号１）
　配列機能要素：
　タバコＥｔｃｈウイルス（ＴＥＶ）５’ＵＴＲ：１４～１５４
　最適コザック配列：１５５～１６３
　ＧｅｎｅＡｒｔにより最適化されたタンパク質受託番号ＮＰ＿０００２２１、配列コド
ンのアミノ酸１～１６７をコードするヒトレプチン：１６４～６６４
　２ストップコドン：６６５～６７０
　ヒトベータ－グロビン３’ＵＴＲの２コピー：６８９～９５４
　１２０ヌクレオチドポリＡ尾部：９６１～１０８０



(109) JP 6731912 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

 
【０４３８】
【化８８】

【０４３９】
生物学的評価
ｍＲＮＡのパッケージング
　すべての装置および使い捨て消耗品は、製造業者によりＲＮアーゼ活性がないことが証
明されたもの、またはＲＮアーゼＺａｐ試薬（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を
用いることによりＲＮアーゼ不含有にされたものである。ｍＲＮＡは、４：１の陽イオン
性脂質アミン対ｍＲＮＡリン酸の（Ｎ：Ｐ）モル比で封入されている。脂質（陽イオン性
脂質、ＤＳＰＣ、コレステロールおよび脂質付加ＰＥＧまたはステルス脂質）は、エタノ
ールに溶解する。モル比は、それぞれ４０：１０：３８：２である。混合物を短時間超音
波処理し、次いで、５分間緩やかに撹拌し、使用時まで３７℃に維持する。ｍＲＮＡは、
Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５遠心濃縮器を用いてクエン酸緩衝液ｐＨ５．８～６．０
中に入れ換え、最終濃度を０．５ｍｇ／ｍｌに調整し、使用時まで３７℃に保持する。等
量のエタノール中脂質、クエン酸緩衝液中ｍＲＮＡおよびクエン酸緩衝液単独をディスポ
ーザブル注射器中に引き込む。脂質およびｍＲＮＡを含む注射器からつながるチューブを
Ｔ字型継手に取り付け、クエン酸緩衝液単独を含む注射器からつながるチューブを、電源
を備えた撹拌プレート上の撹拌棒を含む収集容器の上のＴ字型継手を出るチューブと対に
する。注射器をシリンジポンプセットに設置して、内容物を１分当たり１ｍｌの流量で放
出する。
【０４４０】
　ポンプを作動させ、脂質ナノ粒子中に収集したｍＲＮＡをＳｎａｋｅＳｋｉｎ透析チュ
ーブ（１０，０００ＭＷＣＯ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）に移す。物質をＲ
Ｎアーゼおよび発熱物質不含有１×リン酸緩衝生理食塩水に対して４℃で終夜透析する。
【０４４１】
ｓｉＲＮＡのパッケージング
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　脂質ナノ粒子（ＬＮＰｓ）は、等量の、アルコールに溶解した脂質とクエン酸緩衝液に
溶解したｓｉＲＮＡとを衝突噴流法により混合することによって形成させた。脂質溶液は
、本発明の陽イオン性脂質化合物、ヘルパー脂質（コレステロール）、任意選択の中性脂
質（ＤＳＰＣ）およびステルス脂質（Ｓ０１０、Ｓ０２４、Ｓ０２７またはＳ０３１）を
アルコール中１２ｍｇ／ｍＬの標的を有する８～１６ｍｇ／ｍＬの濃度で含む。ｓｉＲＮ
Ａ対総脂質の比は、約０．０５（重量／重量）である。ＬＮＰ製剤が４つの脂質成分を含
む場合、脂質のモル比範囲は、陽イオン性脂質については２０～７０モルパーセントで、
４０～６０が標的であり、ヘルパー脂質のモルパーセントは、２０～７０の範囲にあり、
３０～５０が標的であり、中性脂質のモルパーセントは、０～３０であり、ＰＥＧ脂質の
モルパーセントは、１～６の範囲にあり、２～５が標的である。ｓｉＲＮＡ溶液の濃度は
、０．７～１．０ｍｇ／ｍＬの範囲にあり、４．５～５．５を標的とするｐＨ４～６のク
エン酸ナトリウム：塩化ナトリウム緩衝液中０．８～０．９ｍｇ／ｍＬの標的を有する。
ＬＮＰｓは、０．２５～２．０ｍｍの内径を有する混合装置により衝突噴流法により１０
～６４０ｍＬ／分の流量で等量の、エタノール中脂質溶液とクエン酸緩衝液に溶解したｓ
ｉＲＮＡとを混合することによって形成させる。混合ＬＮＰ溶液は、希釈ステップの前に
室温で０～２４時間保持する。次いで溶液を濃縮し、３０～５００ＫＤのＭＷカットオフ
を有する膜を用いる限外濾過法により適切な緩衝液を用いて透析濾過する。最終生成物を
除菌し、４℃で保存する。
【０４４２】
ｍＲＮＡ封入の測定
　脂質ナノ粒子内へのｍＲＮＡの封入の百分率は、Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　Ｒｉｂｏｇｒｅｅ
ｎ　ＲＮＡ　Ａｓｓａｙキット（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて測定す
る。ＬＮＰ－ｍＲＮＡ懸濁液は、緩衝液（粒子外ｍＲＮＡ）および緩衝液＋Ｔｒｉｔｏｎ
　Ｘ－１００界面活性剤（総ｍＲＮＡ）においてアッセイする。計算される差は、粒子内
部のｍＲＮＡである。キット中に提供されているＲＮＡから１０００ｎｇ／ｍＬ保存液を
調製し、これを用いて、標準曲線（ＴＥおよびＴＥ＋０．７５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０中０ｎｇ／ｍｌ、１５．６３～１０００ｎｇ／ｍｌ）を作成する。読み取り値が標準曲
線の範囲（４００～２０００倍）内にあるようにＴＥ緩衝液およびＴＥ緩衝液＋０．７５
％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００中ＬＮＰ－ｍＲＮＡ試料を調製する。３８４ウェルプレート
（Ｃｏｓｔａｒ非処理番号３５７３）に１ウェル当たり０．０４ｍｌの標準（２連で）ま
たは試料（３連で）を加える。Ｒｉｂｏｇｒｅｅｎ試薬をＴＥ緩衝液で２４０倍に希釈し
、１ウェル当たり０．０６ｍｌを加える。ウェルの内容物を混合し、蛍光（励起＝４８０
ｎｍ、発光＝５２０ｎｍ）を測定する。標準および試験試料値からバックグラウンド値（
ＲＮＡ無し）を差し引き、標準曲線を用いて試料中のＲＮＡの濃度を決定する。試料＋ト
リトンと緩衝液単独中試料の間の濃度の差を試料＋トリトン濃度で割ることによって試料
の封入の百分率を決定する。
【０４４３】
封入データ
【０４４４】
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【表３】

【０４４５】
免疫学的データ
１．材料および方法
ＲＮＡレプリコン
　様々なレプリコンを以下で用いる。一般的にこれらは、ベネズエラウマ脳炎ウイルス（
ＶＥＥＶ）の非構造タンパク質、シンドビスウイルスに由来するパッケージングシグナル
およびシンドビスウイルスに由来する３’ＵＴＲを有するハイブリッドアルファウイルス
ゲノムである、ＶＥＥＶベースのキメラレプリコン（ＶＣＲ）に基づいている。さらに、
本発明者らは、ＶＥＥ生弱毒化ワクチンウイルスＴＣ－８３に基づくレプリコンを用いた
。該レプリコンは、約１０ｋｂ長であり、ポリＡ尾部を有する。
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【０４４６】
　アルファウイルスレプリコンをコードするプラスミドＤＮＡ（名称：ｖＡ３７５（ＴＣ
８３Ｒ－ＦＬＦＰＤ．ＲＳＶＦ－ｒｕｎｏｆｆ）またはｖＡ８０３［ＶＣＲ（ｒｏ）－Ｘ
１７９Ａ（ＴＤ）＿ＨＡ］）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＲＮＡの合成のための鋳型として
の機能を果たした。レプリコンは、ＲＮＡの複製に必要なアルファウイルスの遺伝要素を
含むが、粒子のアセンブリに必要な遺伝子産物のコードを欠いており、構造タンパク質は
、目的のタンパク質（例えば、全長ＲＳＶ　Ｆタンパク質のような、免疫原）によって代
わりに置き換えられ、したがって、レプリコンは、感染性粒子の生成を誘導することがで
きない。アルファウイルスｃＤＮＡの上流のバクテリオファージＴ７プロモーターは、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでのレプリコンＲＮＡの合成を促進する。適切な制限エンドヌクレアーゼ
によるプラスミドＤＮＡの線状化の後に、Ｔ７バクテリオファージ由来ＤＮＡ依存性ＲＮ
Ａポリメラーゼを用いてランオフ転写物を合成した。転写は、製造業者（Ａｍｂｉｏｎ）
により提供された使用説明書に従ってヌクレオシド三リン酸（ＡＴＰ、ＣＴＰ、ＧＴＰお
よびＵＴＰ）のそれぞれ７．５ｍＭの存在下で３７℃で２時間実施した。転写後、鋳型Ｄ
ＮＡをＴＵＲＢＯ　ＤＮａｓｅ（Ａｍｂｉｏｎ）で消化した。レプリコンＲＮＡをＬｉＣ
ｌで沈殿させ、ヌクレアーゼ不含有水で復元した。キャップのないＲＮＡは、使用者マニ
ュアルに概説されているようにＳｃｒｉｐｔＣａｐ　ｍ７Ｇキャッピングシステム（Ｅｐ
ｉｃｅｎｔｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いてワクシニアキャッピング酵
素（ＶＣＥ）により転写後にキャッピングした。この方法でキャッピングされたレプリコ
ンは、「ｖ」接頭辞が付与される。例えば、ｖＡ３１７は、ＶＣＥによりキャッピングさ
れたＡ３１７レプリコンである。転写後にキャッピングされたＲＮＡをＬｉＣｌで沈殿さ
せ、ヌクレアーゼ不含有水で復元した。ＲＮＡ試料の濃度は、ＯＤ２６０ｎｍを測定する
ことにより決定した。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写物の完全性は、変性アガロースゲル電気泳動
により確認した。
【０４４７】
ＤｌｉｎＤＭＡベースのＬＮＰｓの調製
　ＲＮＡは、Jeffs et al. (2005) Pharmaceutical Research 22 (3):362-372およびMaur
er et al. (2001) Biophysical Journal, 80:2310-2326に開示されている方法により本質
的に調製したＬＮＰｓに封入した。ＬＮＰｓは、１０％ＤＳＰＣ（両性イオン）、４０％
陽イオン性脂質、４８％コレステロールおよび２％ＰＥＧコンジュゲートＤＭＧ（２ｋＤ
ａ　ＰＥＧ）から製造した。これらの割合は、総ＬＮＰ中のモル％を意味する。
【０４４８】
　ＤＳＰＣ（１，２－ジアステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン）は、Ｇｅ
ｎｚｙｍｅから購入した。コレステロールは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手した
。ＰＥＧコンジュゲートＤＭＧ（１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
エタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール］，アンモニウム塩）、Ｄ
ＯＴＡＰ（１，２－ジオレオイル－３－トリメチルアンモニウム－プロパン，塩化物塩）
およびＤＣ－ｃｈｏｌ（３β－［Ｎ－（Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノエタン）－カルバモ
イル］コレステロール塩酸塩）は、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓから入手し
た。
【０４４９】
　手短に述べると、脂質をエタノール（２ｍｌ）に溶解し、ＲＮＡレプリコンを緩衝液（
２ｍｌ、１００ｍＭクエン酸ナトリウム、ｐＨ６）に溶解し、これらを２ｍｌの緩衝液と
混合した後、１時間平衡化した。次いで混合物を１×ＰＢＳに対して一晩透析した。得ら
れた生成物は、約７０～９５％の封入効率を有するリポソームを含んでいた。
【０４５０】
　フェレットにおける免疫付与のために、２２．５ｍｇの実施例１、５．９ｍｇのＤＳＰ
Ｃ、１３．９ｍｇのコレステロールおよび４．０ｍｇのＰＥＧ２０００コンジュゲートＤ
ＭＰＥ（カタログ番号８８０１５０Ｐ、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄ，Ｉｎｃ
）を１０ｍｌのエタノールに溶解することにより、脂質作業溶液を新たに調製した。ＲＮ
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Ａの１０ｍＬ作業溶液も１００ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６）中０．１２５ｍｇ／ｍｌの
濃度で調製した。作業脂質およびＲＮＡ溶液は、２つの１０ｃｃルアーロック注射器に充
填する前に３７℃で５分間加熱した。その後、２つの注射器をＦＥＰチューブ（フッ素化
エチレン－プロピレン；用いたすべてのＦＥＰチューブは、２ｍｍの内径および３ｍｍの
外径を有していた；Ｉｄｅｘ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅから入手）を用いてＴｅｅ
ミキサー（ＰＥＥＫ（商標）内径５００μｍ連結具）に連結した。Ｔミキサーの出口にも
別個のＦＥＰチューブを取り付け、１０ｍＬのクエン酸緩衝液（ｐＨ６）を別個のチュー
ブに接続した第３の１０ｃｃ注射器に充填した。３つの注射器のすべてをシリンジポンプ
に装着し、１．０ｍｌ／分で駆動させた。チューブ出口は、撹拌棒を用いて緩やかに撹拌
された２０ｍｌガラスバイアル中にミキサー内容物を収集するように配置した。ＲＮアー
ゼ混入物を完全に不活性化するために実験の前にすべてのガラスバイアルを２５０℃で１
２時間焼いた。混合の終了時に、撹拌棒を取り出し、エタノール／水性溶液を室温に１時
間平衡化させた。インキュベーションの後、エタノール／水性溶液を注射器に充填し、前
述のＴｅｅ連結法を用いて等量の１００ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６）と混合した。次に
、ＬＮＰｓを２０ｍＬに濃縮し、最終生成物を回収する前に接線流濾過により１０～１５
容積の１×ＰＢＳに対して透析した。ＴＦＦシステムおよび中空繊維濾過膜は、Ｓｐｅｃ
ｔｒｕｍ　Ｌａｂｓ（Ｒａｎｃｈｏ　Ｄｏｍｉｎｇｕｅｚ）から購入し、製造業者のガイ
ドラインに従って用いた。１００ｋＤの孔径カットオフおよび８ｃｍ２の表面積を有する
ポリスルホン中空繊維濾過膜を用いた。ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏ実験のた
めに１×ＰＢＳを用いて製剤を必要なＲＮＡ濃度に希釈した。
【０４５１】
ＲＮＡレプリコンの封入効率
　封入されたＲＮＡの百分率およびＲＮＡ濃度は、Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　ＲｉｂｏＧｒｅｅ
ｎ　ＲＮＡ試薬キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）により製造業者の使用説明書に従って測
定した。キット中に提供されているリボソームＲＮＡ標準を用いて標準曲線を作成した。
色素の添加の前にＬＮＰｓを１×ＴＥ緩衝液（キットの）で１０倍または１００倍に希釈
した。別途に、色素の添加の前にＬＮＰｓを０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘを含む１×ＴＥ緩
衝液で１０倍または１００倍に希釈した（ＬＮＰｓを破壊し、それにより総ＲＮＡをアッ
セイするため）。その後、等量の色素を各溶液に加え、次いで約１８０μＬの各溶液を色
素添加後に９６ウェル組織培養プレートに２連で加えた。蛍光（Ｅｘ４８５ｎｍ、Ｅｍ５
２８ｎｍ）をマイクロプレートリーダーで読み取った。すべてのＬＮＰ製剤をＲＮＡの封
入量に基づいてｉｎ　ｖｉｖｏで投与した。
【０４５２】
２．脂質ナノ粒子（ＬＮＰ）製剤の特徴付け
　Ｚ平均粒子径および多分散指数を以下の表３に示す。
【０４５３】
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【表４】

【０４５４】
３．マウスモデル（ＲＳＶ）における免疫原性
　ＲＳＶ　Ｆタンパク質をコードするｖＡ３７５自己複製レプリコンを、下記の脂質を含
むＬＮＰｓとして製剤化されたレプリコン（１ｎｇ）を用いて０および２１日目に両側筋
肉内ワクチン接種（脚当たり５０μＬ）により、ＢＡＬＢ／ｃマウスの１群当たり８匹の
動物に投与した。すべての供試ＬＮＰｓは、４０％陽イオン性脂質、１０％ＤＳＰＣ、４
８％コレステロールおよび２％ＰＥＧ－ＤＭＧで構成され、同様の量のＲＮＡを含んでい
た。ＬＮＰｓはすべて、同じ技術を用いて調製した。ＬＮＰ製剤は、初回および追加免疫
用に調製し、４℃で保存した。
【０４５５】
　抗体の分析のために血清を１４、３６および４９日目に採取した。表４に示すように、
供試ＬＮＰ製剤は、Ｆ特異的ＩｇＧ力価の増加により判断されるように、わずか１ｎｇの
自己複製ＲＮＡによる免疫応答をもたらした。
【０４５６】
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【表５】

【０４５７】
４．フェレットモデル（インフルエンザ）における免疫原性
　１群当たり６匹の動物を含む合計７つの実験群（４２匹の動物）を本試験に用いた。そ
の内訳は、各ＲＮＡ製剤の２つのワクチン用量（群２～５）、アジュバント非含有（Ｈ１
Ｎ１サブユニット）またはアジュバント含有（ＭＦ５９／Ｈ１Ｎ１サブユニット）市販Ｈ
１Ｎ１インフルエンザサブユニットワクチンをワクチン接種した２群（群６および７）な
らびに偽ワクチン接種群（群１）である。ＲＮＡ試験ワクチンは、構造遺伝子がＨ１Ｎ１
インフルエンザＡ株、Ｃａｌ０７のＨＡ遺伝子で置き換えられたアルファウイルスゲノム
を運ぶ組換えＤＮＡプラスミド（ｐＤＮＡ）に由来していた。次いでＲＮＡは、筋肉内（
ＩＭ）注射により宿主細胞に送達するための陽イオン性水中油型乳剤（ＣＮＥ）またはＬ
ＮＰとして製剤化した。各製剤試験群のＲＮＡ濃度は、ＣＮＥで１５および４５ｍｃｇで
あり、ＬＮＰで５および１５ｍｃｇであった。非ワクチン接種動物にはＲＮＡ試験ワクチ
ンのビヒクル対照を偽ワクチン接種した。すべての試験ワクチンは、試験０日目にＩＭ注
射により投与し、試験５６日目（第１の免疫付与の８週間後）に追加ワクチン接種を後続
させた。
【０４５８】
　表５にインフルエンザマイクロ中和データを要約し、表６に赤血球凝集抑制（ＨＡＩ）
力価を要約する。供試ＬＮＰ製剤は、ＨＡ特異的中和およびＨＡＩ力価の増加により判断
されるように、わずか５μｇの自己増幅ＲＮＡによる免疫応答をもたらした。
【０４５９】
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【表６】

【０４６０】
　表６にフェレットモデルに基づくインフルエンザＨＡＩデータを要約する。
【０４６１】
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【表７】

【０４６２】
付録：ＬＮＰ製剤用の有用なリン脂質
ＤＤＰＣ　　１，２－ジデカノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
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ＤＥＰＡ　　１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＥＰＣ　　１，２－エルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＥＰＥ　　１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールア
ミン
ＤＥＰＧ　　１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール．．．）
ＤＬＯＰＣ　　１，２－リノレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＬＰＡ　　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＬＰＣ　　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＬＰＥ　　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールア
ミン
ＤＬＰＧ　　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール．．．）
ＤＬＰＳ　　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＭＧ　　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン
ＤＭＰＡ　　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＭＰＣ　　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＭＰＥ　　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノール
アミン
ＤＭＰＧ　　１，２－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール．．．）
ＤＭＰＳ　　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＯＰＡ　　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＯＰＣ　　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＯＰＥ　　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールア
ミン
ＤＯＰＧ　　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール．．．）
ＤＯＰＳ　　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＰＰＡ　　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＰＰＣ　　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＰＰＥ　　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノール
アミン
ＤＰＰＧ　　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－
（１－グリセロール．．．）
ＤＰＰＳ　　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＰｙＰＥ　　１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン
ＤＳＰＡ　　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＳＰＣ　　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＳＰＥ　　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノール
アミン
ＤＳＰＧ　　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－
（１－グリセロール．．．）
ＤＳＰＳ　　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＥＰＣ　　卵ＰＣ
ＨＥＰＣ　　水素化卵ＰＣ
ＨＳＰＣ　　高純度水素化ダイズＰＣ
ＨＳＰＣ　　水素化ダイズＰＣ
ＬＹＳＯＰＣ　ＭＹＲＩＳＴＩＣ　１－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチ
ジルコリン
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ＬＹＳＯＰＣ　ＰＡＬＭＩＴＩＣ　１－パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチ
ジルコリン
ＬＹＳＯＰＣ　ＳＴＥＡＲＩＣ　１－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
乳スフィンゴミエリンＭＰＰＣ　１－ミリストイル，２－パルミトイル－ｓｎ－グリセロ
３－ホスファチジルコリン
ＭＳＰＣ　　１－ミリストイル，２－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
ＰＭＰＣ　　１－パルミトイル，２－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
ＰＯＰＣ　　１－パルミトイル，２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン
ＰＯＰＥ　　１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
エタノールアミン
ＰＯＰＧ　　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール）．．．］
ＰＳＰＣ　　１－パルミトイル，２－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
ＳＭＰＣ　　１－ステアロイル，２－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
ＳＯＰＣ　　１－ステアロイル，２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン
ＳＰＰＣ　　１－ステアロイル，２－パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
【配列表】
0006731912000001.app
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