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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(A)ステロイド核を有するカチオン性脂質、及び(B)第４級アンモニウム塩型のカチオン
性脂質を含有することを特徴とする、核酸送達用キャリアー組成物。
【請求項２】
　更に(C)油性基材を含有する、請求項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
【請求項３】
　(A)成分が、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、及び／又は３β-［N’,N’,N’-トリメチルアミノエタン］ヨウ化コレステロールで
ある、請求項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
【請求項４】
　(B)成分が、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド塩、ジオレオイルトリメ
チルアンモニウムプロパン、及びN-(1-(2,3-ビス(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塩酸塩よりなる群から選択される少なくとも１種である、請求項１
に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
【請求項５】
　(A)成分１００重量部に対して、(B)成分が１０～２００重量部の割合で含まれる、請求
項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
【請求項６】
　siRNA送達用キャリアーである、請求項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
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【請求項７】
　核酸、及び請求項１乃至５のいずれかに記載の核酸送達用キャリアー組成物を含有する
、核酸送達用組成物。
【請求項８】
　核酸がsiRNAである、請求項７に記載の核酸送達用組成物。
【請求項９】
請求項７に記載の核酸送達用組成物を培養細胞または生体から抽出した細胞に接触させる
ことにより、核酸を細胞内に導入させることを特徴とする、核酸導入方法。
【請求項１０】
　(A)ステロイド核を有するカチオン性脂質、及び(B)第４級アンモニウム塩型のカチオン
性脂質の、核酸送達用キャリアー組成物の製造のための使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸を動物由来細胞又は生物に投与した場合に、核酸を分解から保護し、効
率的に細胞内へ送達させることができる、低毒性で安全性が高い核酸送達用キャリアー組
成物、及び核酸送達用組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年のバイオテクノロジーの発展により、細胞内で生理活性機能を発揮する核酸が種々
明らかにされている。例えば、siRNA （small interfering RNA）は、細胞に存在する標
的遺伝子のmRNAの分解を惹起し、標的遺伝子の発現を阻害すること (RNA interference, 
RNA干渉)が知られている。このRNA干渉による標的遺伝子の発現阻害機能は、特定の遺伝
子又は遺伝子群の異常な発現が原因となって生じる疾患症状を軽減乃至治療する上で有用
であり、siRNAは治療薬としての開発が期待されている。しかしながらsiRNAを初めとする
核酸を治療薬等として利用するためには、標的細胞内でsiRNAの機能を発揮することが重
要であり、このためには核酸を標的細胞内に効率的に送達させる技術を確立することが必
要不可欠である。
【０００３】
　外来性核酸分子あるいは遺伝子を細胞内に送達する技術として、レトロウイルス、アデ
ノウイルスおよびヘルペスウイルス等を含む多数のウイルスが、ヒトにおける難治性疾患
治療のために利用されている。しかしながら、感染性、免疫反応性、生産性等の問題によ
り治療には困難さが伴っていた。このためウイルス由来の問題点を克服し、かつ核酸分子
を細胞内に送達するための非ウイルス性キャリヤーの開発が行われてきた。
【０００４】
　これまでに、siRNA等の核酸の細胞内への送達を促進する非ウイルス性核酸送達用キャ
リヤーとして、例えば特許文献１には、特定構造のカチオン性脂質が報告されている。し
かしながら、特許文献１で報告されているカチオン性脂質では、培養細胞又は生体に投与
した場合には毒性を示すという欠点があった。また、特許文献２には、比較的毒性が低く
siRNAを細胞内に送達可能なキャリヤー組成物として、両親媒性化合物及びポリカチオン
を含む組成物が開示されている。しかしながら、特許文献２に報告されている組成物でも
、十分量のsiRNAを細胞内に導入する場合には、細胞に及ぼす毒性の点で依然として問題
があった。
【０００５】
　このような従来技術を背景として、低毒性であり、siRNAを初めとする核酸を効率的に
細胞内へ送達させることができる核酸送達用キャリアー組成物の開発が切望されていた。
【特許文献１】特表２００２－５２９４３９号公報
【特許文献２】特表２００５－５０８３９４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】



(3) JP 5046952 B2 2012.10.10

10

20

30

40

50

【０００６】
　そこで、本発明は、上記従来技術の課題を解決することを目的とする。具体的には、本
発明の目的は、siRNA等の核酸を動物由来細胞又は生物に投与した場合に、核酸を分解か
ら保護して効率的に細胞内へ送達させることができ、低毒性で高い安全性を示す核酸送達
用キャリアー組成物、並びに該キャリアー組成物と核酸を含有する核酸送達用組成物を提
供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者等は、上記課題を解決すべく鋭意検討したところ、(A)ステロイド核を有する
カチオン性脂質、及び(B)第4級アンモニウム塩型のカチオン性脂質を組み合わせて含有す
る組成物は、毒性が低く、しかも核酸を分解から保護して効率的に細胞内へ送達させるこ
とができ、核酸送達用キャリアーとして有用であることを見出した。本発明は、これらの
知見に基づいて、更に検討を重ねることによって完成したものである。
【０００８】
　即ち、本発明は、下記に掲げる態様の発明を提供する：
項１．　(A)ステロイド核を有するカチオン性脂質、及び(B)第４級アンモニウム塩型のカ
チオン性脂質を含有することを特徴とする、核酸送達用キャリアー組成物。
項２．　更に(C)油性基材を含有する、項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
項３．　(A)成分が、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、及び／又は３β-［N’,N’,N’-トリメチルアミノエタン］ヨウ化コレステロ
ールである、項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
項４．　(B)成分が、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド塩、ジオレオイル
トリメチルアンモニウムプロパン、及びN-(1-(2,3-ビス(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塩酸塩よりなる群から選択される少なくとも１種である、項
１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
項５．　(A)成分１００重量部に対して、(B)成分が１０～２００重量部の割合で含まれる
、項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
項６．　siRNA送達用キャリアーである、項１に記載の核酸送達用キャリアー組成物。
項７．　核酸、及び項１乃至５のいずれかに記載の核酸送達用キャリアー組成物を含有す
る、核酸送達用組成物。
項８．　核酸がsiRNAである、項７に記載の核酸送達用組成物。
項９．　項７に記載の核酸送達用組成物を細胞に接触させることにより、核酸を細胞内に
導入させることを特徴とする、核酸導入方法。
項１０．　(A)ステロイド核を有するカチオン性脂質、及び(B)第４級アンモニウム塩型の
カチオン性脂質の、核酸送達用キャリアー組成物の製造のための使用。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物及び核酸送達用組成物によれば、下記の優れた効
果が得られる。
(1)細胞内に効率的に核酸を送達して、細胞内で核酸の機能を有効に発揮させることがで
きる。
(2)生体内や培養液中で核酸の分解を抑制できる。
(3)毒性が低く、安全性が高い。
【００１０】
　従って、上記核酸送達用キャリアー組成物及び核酸送達用組成物は、核酸の導入による
各種疾患の治療、特に、低分子化合物等では治療困難な難治性疾患治療に有用である。
【００１１】
　また、本発明の核酸送達用組成物は、凍結乾燥処理が可能であるので、凍結乾燥状態で
保存できるという利点もある。
【図面の簡単な説明】
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【００１２】
【図１】試験例１において、各種被験試料を用いて細胞を処理した後に、細胞の核酸由来
の蛍光像を、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す図である。
【図２】試験例２において、各種被験試料を用いて細胞を処理した後に、細胞のルシフェ
ラーゼ活性を測定した結果を示す図である。
【図３】試験例３において、ラットの肺におけるneprilysin (NEP)活性を測定した結果を
示す図である。
【図４】試験例４において、各種被験試料で処理した後の生細胞数の測定結果を示す図で
ある。
【図５】試験例５において、ラットの肺組織切片をヘマトキシリン－エオシンで染色した
結果を示す図である。図中、ヘマトキシリンが核・リボソーム等を青藍色に染色しており
、エオシンが細胞質・繊維・赤血球を赤色に染色している。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　以下、本発明を詳細に説明する。
核酸送達用キャリアー
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物は、(A)ステロイド核を有するカチオン性脂質、
及び(B)第４級アンモニウム塩型のカチオン性脂質を含有することを特徴とするものであ
る。
【００１４】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物は、核酸を細胞内に送達（導入）するための核酸
のキャリアーとして使用される。
【００１５】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物が適用される核酸は、細胞内への送達が必要とさ
れているものであれば、その種類や構造については特に制限されない。当該核酸の具体例
として、siRNA、mRNA、tRNA、rRNA、cDNA、miRNA (マイクロRNA)、リボザイム、アンチセ
ンスオリゴ、デコイオリゴヌクレオチド、プラスミドDNA、ペプチド核酸、三重鎖形成性
オリゴヌクレオチド (Triplex Forming Oligonucleotide, TFO)、遺伝子等が例示される
。中でも、特に、本発明の核酸送達用キャリアー組成物は、siRNAの細胞内への送達用と
して有用である。本発明の核酸送達用キャリアーが適用される核酸は、ヒト、動物、植物
、細菌、ウイルス等に由来するものであってもよく、また化学合成により製されたもので
あってもよい。更に、これらの核酸は、１本鎖、２本鎖、３本鎖のいずれでもよく、更に
その分子量についても特に制限されない。また、本発明において、核酸は化学、酵素又は
ペプチドで修飾されたものであってもよい。本発明において、核酸は、１種のものを単独
で使用してもよく、また２種以上のものを適宜組み合わせて使用してもよい。
【００１６】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物に使用されるステロイド核を有するカチオン性脂
質（以下、「(A)成分」と表記することもある）とは、ステロイド核（ペルヒドロシクロ
ペンタフェナントレン環；C17H28）を有し、カチオン性を示す脂質である。本発明に使用
されるステロイド核を有するカチオン性脂質としては、薬理学的に許容されることを限度
として特に制限されないが、具体例としては、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(DC-Chol)、３β-［N’,N’,N’-トリメチルアミノエタ
ン］ヨウ化コレステロール(TC-Chol)、ビス(グアニジウム)-トレン-コレステロース(BGTC
)、N-コレステリルオキシカルボニル-3,7-ジアザノナン-1,9-ジアミン、β-アラニン-ジ
エタノールアミン-コレステロール、N4-スペルミンコレステリルカルバメート（GL-67; N
4-spermine cholesteryl carbamate）、N［N4-3-アミノプロピルスペルミジン］コレステ
リルカルバメート（GL-78; N[N4-3-aminopropylspermidine] cholesteryl carbamate）、
N4-スペルミンコレステリルカルボキシアミド（GL-90; N4-spermine cholesteryl carbox
amide）、N1,N8-ビス（アルギニックカルボキシアミド）-N4-スペルミジンコレステリル
カルバメート（GL-95; N1,N8-Bis(argininc carboxamide)-N4-spermidine cholestery ca
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rbamate）、N-[N1,N4,N8-トリス(3-アミノプロピル)スペルミジン] コレステリルカルバ
メート（GL-96; N-[N1,N4,N8-Tris(3-aminopropyl)spermidine]cholesteryl carbamate）
等のコレステロール誘導体（コレステロール骨格を有するカチオン性脂質）；スクアラミ
ン（Squalamine）、3a, 7a, 12a-トリス(3-アミノプロポキシ)-5β-コラン-24-(N,N-ビス
(3-アミノプロピル)アミン（3a, 7a, 12a-Tris(3-aminopropoxy)-5β-cholan-24-(N,N-bi
s(3-aminopropyl)amine)、3a, 7a, 12a-トリス(3-アミノプロポキシ)-5β-コラン-24-(N-
(N-(3-アミノプロピル))-3-アミノプロピル)-アミン（3a, 7a, 12a-Tris(3-aminopropoxy
)-5b-cholan-24-(N-(N-(3-aminopropyl))-3-aminopropyl)-amine）、3a, 7a, 12a-トリス
(3-アジドプロポキシ)-5β-コラン-24-(N,N-ビス(2-シアノエチル)アミン)（3a, 7a, 12a
-Tris(3-azidopropoxy)-5b-cholan-24-(N,N-bis(2-cyanoethyl)amine)）、3a, 7a, 12a-
トリス(3-アジドプロポキシ)-5β-コラン-24-(N-(ベンジルオキシカルボニル)-N-(ヒドロ
キシプロピル)-アミン)（3a, 7a, 12a-Tris(3-azidopropoxy)-5b-cholan-24-(N-(benzylo
xycarbonyl)-N-(3-hydroxypropyl)-amine)）等のステロイドが結合しているカチオン性脂
質；アンブレラ－スペルミン複合体（Umbrella-spermine conjugates）等のコール酸が結
合しているカチオン性脂質；ステロールグリコシドが結合しているカチオン性脂質；ステ
ロイドサポニンが結合しているカチオン性脂質等が例示される。これらのステロイド核を
有するカチオン性単純脂質は、１種単独で使用してもよく、また２種以上を任意に組み合
わせて使用してもよい。
【００１７】
　ステロイド核を有するカチオン性脂質として、好ましくはコレステロール誘導体（コレ
ステロール骨格を有するカチオン性脂質）が挙げられ、更に好ましくは、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、及び３β-［N’,N’,N’-
トリメチルアミノエタン］ヨウ化コレステロール(TC-Chol)が挙げられる。
【００１８】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物に使用される第４級アンモニウム塩型のカチオン
性脂質（以下、「(B)成分」と表記することもある）としては、薬理学的に許容されるこ
とを限度として特に制限されない。その具体例としては、ジメチルジオクタデシルアンモ
ニウムブロマイド塩(DDAB)、1,2-ジミリストイル-3-トリメチルアンモニウムプロパン、1
,2-ジオレオイル-3-トリメチルアンモニウムプロパン(DOTAP)、1,2-ジオレオイル-3-トリ
メチルアンモニウムプロパンメチル硫酸塩、1,2-ジパルミトイル-3-トリメチルアンモニ
ウムプロパン、1,2-ジステアロイル-3-トリメチルアンモニウムプロパン、N-(1-(2,3-ビ
ス(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塩酸塩(DOTMA)、ジミリ
ストイルオキシプロピルジメチルヒドロキシエチルアンモニウムブロマイド塩(DMRIE)、
ジオレオイルオキシプロピルジメチルヒドロキシエチルアンモニウムブロマイド(DORIE)
、ジメチルジドデシルアンモニウムブロマイド、N-(a-トリメチルアンモニオアセチル)-
ジドデシル-D-グルタミン塩酸塩、N-(a-トリメチルアンモニオアセチル)-O, O’-ビス-(1
H, 1H, 2H, 2H-パーフルオロデシル)-L-グルタミン塩酸塩、O, O’-ジドデカノイル-N-(a
-トリメチルアンモニオアセチル)ジエタノールアミン塩酸塩、メチルアリルジドデシルア
ンモニウムブロマイド、N-{p-(w-トリメチルアンモニオブチルオキシ)-ベンゾイル}-ジド
デシル-L-グルタミン塩酸塩、9-(w-トリメチルアンモニオブチル)-3, 6-ビス(ドデカノイ
ル)カルバゾールブロマイド、ジメチルジオクタデシルアンモニウム塩酸塩、N-w-トリメ
チルアンモニオデカノイル-ジヘキサデシル-D-グルタミンブロマイド、N-{p-(w-トリメチ
ルアンモニオヘキシルオキシ)-ベンゾイル}-ジテトラデシル-L-グルタミンブロマイド、p
-(w-トリメチルアンモニオデシルオキシ)-p’-オクチルオキシアゾベンゼンブロマイド塩
 (MC-1-0810)、p-{w-(b-ヒドロキシエチル)ジメチル-アンモニオ-デシルオキシ}-p’-オ
クチルオキシアゾベンゼンブロマイド塩 (MC-3-0810)、O,O’,O’’-トリドデカノイル-N
-(w-トリメチル-アンモニオデカノイル)-トリス (ヒドロキシメチル)アミノメタンブロマ
イド塩(TC-1-12)、1,2-ジラウリル-グリセロ-3-エチルフォスフォコリン、1,2-ジミリス
トイル-グリセロ-3-エチルフォスフォコリン、1,2-ジパルミトイル-グリセロ-3-エチルフ
ォスフォコリン、1,2-ジステアロイル-グリセロ-3-エチルフォスフォコリン、1,2-ジオレ
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オイル-グリセロ-3-エチルフォスフォコリン、1-パルミトイル-2-オレオイル-グリセロ-3
-エチルフォスフォコリン等が例示される。これらの第４級アンモニウム塩型のカチオン
性脂質は、１種単独で使用してもよく、また２種以上を任意に組み合わせて使用してもよ
い。
【００１９】
　これらの第４級アンモニウム塩型のカチオン性脂質の中で、好ましくは、ジメチルジオ
クタデシルアンモニウムブロマイド塩(DDAB)、ジオレオイルトリメチルアンモニウムプロ
パン(DOTAP)、N-(1-(2,3-ビス(オレオイルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモニ
ウム塩酸塩(DOTMA)、O,O’-ジドデカノイル-N-(a-トリメチルアンモニオアセチル)ジエタ
ノールアミン塩酸塩(DC-6-12, n=12；及びDC-6-14, n=14)、p-{w-(b-ヒドロキシエチル)
ジメチル-アンモニオ-デシルオキシ}-p’-オクチルオキシアゾベンゼンブロマイド塩(MC-
3-0810)、及びO,O’,O’’-トリドデカノイル-N-(w-トリメチル-アンモニオデカノイル)-
トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタンブロマイド塩(TC-1-12)が挙げられ、更に好まし
くは、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド塩(DDAB)、ジオレオイルトリメチ
ルアンモニウムプロパン(DOTAP)、N-(1-(2,3-ビス(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塩酸塩(DOTMA)が挙げられる。
【００２０】
　また、本発明の核酸送達用キャリアー組成物において、(A)成分と(B)成分の配合比率に
ついては、特に制限されないが、核酸を細胞内により効率的に送達するという観点からは
、(A)成分１００重量部に対して、(B)成分が１０～２００重量部、好ましくは３０～１５
０重量部、更に好ましくは７５～１２５重量部が例示される。また、本発明の核酸送達用
キャリアーの総量に対する(A)成分と(B)成分の合計量としては、例えば１０～１００重量
％、好ましくは２０～８０重量％、更に好ましくは４０～７０重量％が挙げられる。
【００２１】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物は、上記(A)及び(B)成分に加えて、更に油性基剤
（以下、(C)成分ということもある）を含んでいても良い。油性基剤を配合して、その特
性を利用することによって、核酸送達用キャリアー組成物による核酸の導入効率の制御が
可能になる。例えば、油性基剤を配合して核酸送達用キャリアー組成物の比重を調整する
ことにより、細胞と核酸送達用キャリヤー組成物の接触性を制御し、in vitroでの導入効
率を改善することが可能になる。また、例えば、油性基剤として温度感受性機能を有する
ものを配合することによって、所定の温度条件下で核酸キャリヤーのコアを崩壊させて細
胞表面での揺らぎを誘引し、核酸の導入効率を向上させることが可能になる。更に、例え
ば、油性基剤として外部刺激崩壊性を有するものを配合することによって、外部刺激によ
り核酸キャリヤー組成物のコアを崩壊させて細胞表面での揺らぎを誘引し、核酸の導入効
率を向上させることが可能になる。
【００２２】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物に配合される油性基材としては、例えば、パーフ
ルオロカーボン、パーフルオロペンタン、パーフルオロオクチルブロマイド、パーフルオ
ロヘキサン、パーフルオロトリブチルアミン、大豆油、精製大豆油、ダイズ硬化油、大豆
油不けん化物、スクアレン、ひまし油、チョウジ油、トリオレイン酸ソルビタン、テレビ
ン油、サフラワー油、サフラワー油脂肪酸、オレイン酸、ヤシ油、ナタネ油、フーゼル油
、オリブ油、アマニ油、ゴマ油、クロロフィル油、ハズ油、ベルガモット油、シーダー油
、オレンジ油、ウイキョウ油、ユーカリ油、トウモロコシ油、ラベンダー油、マヨナラ油
、レモン油、綿実油、やし油、卵黄油、ローズ油、パインオイル、アルモンド油、ラッカ
セイ油、ツバキ油、樟脳白油、カミツレ油、ケイヒ油、ハッカ油、エステル化トウモロコ
シ油、ショウキョウ油、ローマカミツレ油、蛇油、スペアミント油、ヒマワリ油、カカオ
脂、小麦胚芽油、チンク油、硬化油、水素添加植物油、軽質流動パラフィン、流動パラフ
ィン、中鎖脂肪酸トリグリセライド、ミンク油、トウヒ油、ポリオキシエチレンヒマシ油
、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油10、ポリオキシエ
チレン硬化ヒマシ油100、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油20、ポリオキシエチレン硬化
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ヒマシ油40、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油5、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油50、
ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油60、ポリオキシル35ヒマシ油、プロセス油等が挙げられ
る。これらの油性基剤の内、パーフルオロペンタンには温度感受性があり、２９．５℃で
沸騰によりガス化する特性がある。また、パーフルオロヘキサン、パーフルオロオクチル
ブロマイド、及びパーフルオロトリブチルアミンには、外部刺激崩壊性があり、超音波照
射による刺激等の外部からの刺激により、キャリヤー組成物のコアにキャビテーションを
発生させて崩壊させるという特性がある。
【００２３】
　当該油性基剤を含有する場合、該油性基剤の割合としては、本発明の効果を妨げない限
り特に制限されないが、上記(A)成分及び(B)成分の総量１００重量部に対して、該油性基
材が０．１～５０重量部、好ましくは１～３０重量部、更に好ましくは５～２０重量部と
なる割合が例示される。
【００２４】
　更に、本発明の核酸送達用キャリアー組成物には、必要に応じて膜融合性脂質（ヘルパ
ー脂質）を含んでいてもよい。かかる膜融合性脂質を含有することにより、細胞内への核
酸の送達効率を一層向上させることが可能になる。このような膜融合性脂質としては、例
えば、ジオレオイルフォスファチジルエタノールアミン、ジオレオイルフォスファチジル
コリン、トランスフォスファチジルフォスファチジルエタノールアミン、1,2-ビス (10, 
12-トリコサジノイル)-フォスフォエタノールアミン、1,2-ジエライドイルフォスフォエ
タノールアミン、1,2-ジヘキサデシルフォスフォエタノールアミン、1,2-ジヘキサノイル
フォスフォエタノールアミン、1,2-ジラウロイルフォスフォエタノールアミン、1,2-ジリ
ノレオイルフォスフォエタノールアミン、1,2-ジミリストイルフォスフォエタノールアミ
ン、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン、1,2-ジパルミトオレオイルフォスフ
ォエタノールアミン、1,2-ジパルミトイルフォスフォエタノールアミン、1,2-ジフィタノ
イルフォスフォエタノールアミン、1,2-ジステアロイルフォスフォエタノールアミン、1-
パルミトイル-2-オレオイルフォスフォエタノールアミン、1-パルミトイル-2-(10,12-ト
リコサジノイル)フォスフォエタノールアミン、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノール
アミン-N-カプロイルアミン、1,2-ジパルミトイルフォスフォエタノールアミン-N-カプロ
イルアミン、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン-N,N-ジメチル、1,2-ジパル
ミトイルフォスフォエタノールアミン-N,N-ジメチル、1,2-ジパルミトイルフォスフォエ
タノールアミン-N-ドデカノイル、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン-N-ドデ
カノイル、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン-N-ドデカニルアミン、1,2-ジ
パルミトイルフォスフォエタノールアミン-N-ドデカニルアミン、1,2-ジオレオイルフォ
スフォエタノールアミン-N-グルタリル、1,2-ジパルミトイルフォスフォエタノールアミ
ン-N-グルタリル、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン-N-ラクトース、1,2-ジ
オレオイルフォスフォエタノールアミン-N-[4(p-マレイミドメチル)サイクロヘキサン-カ
ルボン酸塩、ジパルミトリルフォスフォエタノールアミン-N-[4(p-マレイミドメチル)サ
イクロヘキサン-カルボン酸塩、1,2-ジパルミトイルフォスフォエタノールアミン-N-[4(p
-マレイミドフェニル)ブチラミド、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン-N-[4(
p-マレイミドフェニル)酪酸塩]、1,2-ジオレオイルフォスフォエタノールアミン-N-メチ
ル、ジパルミトイルフォスフォエタノールアミン-N-メチル、1,2-ジオレオイルフォスフ
ォエタノールアミン-N-[3-(2-ピリジルジチオ)プロピオン酸塩、1,2-ジパルミトイルフォ
スフォエタノールアミン-N-[3-(2-ピリジルジチオ)プロピオン酸塩、1,2-ジオレオイルフ
ォスフォエタノールアミン-N-(サクシニル)、1,2-ジパルミトイルフォスフォエタノール
アミン-N-(サクシニル)等が挙げられる。中でも、ジオレオイルフォスファチジルエタノ
ールアミンは、本発明の核酸送達用キャリアー組成物において好適に使用される。
【００２５】
　当該膜融合性脂質を含有する場合、該膜融合性脂質の割合としては、本発明の効果を妨
げない限り特に制限されないが、上記(A)成分及び(B)成分の総量１００重量部に対して、
該膜融合性脂質が１～５００重量部、好ましくは１０～２５０重量部、更に好ましくは２
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５～１００重量部となる割合が例示される。
【００２６】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物は、使用形態に応じて、等張化剤、賦形剤、希釈
剤、増粘剤、安定化剤、緩衝剤、保存剤等の種々の添加剤を含有することができる。これ
らの添加剤の配合量は、核酸送達用キャリアーの使用形態に応じて適宜設定することがで
きる。
【００２７】
　本発明の核酸送達用キャリアー組成物は、上記(A)成分、(B)成分、及び必要に応じて他
成分を混合することによって製造される。
【００２８】
　核酸送達用組成物
　本発明の核酸送達用組成物は、上記の核酸送達用キャリアー組成物と核酸を含有するも
のであり、該核酸送達用組成物中で、核酸は核酸送達用キャリアー組成物の配合成分とイ
オン結合若しくは疎水結合により複合体を形成しており、核酸の細胞内への送達率が向上
している。
【００２９】
　本発明の核酸送達用組成物は、上記の核酸送達用キャリアー組成物と核酸とを混合する
、又は、核酸及び上記の核酸送達用キャリアー組成物の配合成分を任意の順で混合するこ
とによって製造される。
【００３０】
　本発明の核酸送達用組成物において、核酸と核酸送達用キャリアー組成物との配合比率
としては、使用する核酸や核酸送達用キャリアーの種類や核酸の送達対象となる細胞の種
類等によって異なるが、例えば、核酸送達用キャリアー組成物に含まれる(A)及び(B)成分
の総量１００重量部に対して、核酸が０．１～３００重量部、好ましくは１～１００重量
部、更に好ましくは２．５～５０重量部となる割合が挙げられる。
【００３１】
　また、核酸送達用組成物に含まれる(A)及び(B)成分の合計量としては、該組成物の総量
に対して、例えば１０～９０重量％、好ましくは３０～８０重量％、更に好ましくは５０
～７０重量％が挙げられる。
【００３２】
　本発明の核酸送達用組成物は、使用形態に応じて、等張化剤、賦形剤、希釈剤、増粘剤
、安定化剤、緩衝剤、保存剤等の種々の添加剤を含有することができる。これらの添加剤
の配合量は、核酸送達用組成物の使用形態に応じて適宜設定することができる。
【００３３】
　本発明において、核酸が送達される細胞としては、培養細胞、生体から抽出した細胞 
（株化した細胞を含む）、生体内に存在する細胞等が挙げられる。
【００３４】
　本発明の核酸送達用組成物の使用態様としては、当該核酸送達用組成物が核酸導入対象
となる細胞に接触するように適用される限り特に制限されない。例えば、生体内の細胞に
核酸を送達する場合であれば、例えば、組織への直接注入；静脈、皮下、筋肉、腹腔、眼
内、消化器官内、歯内等への注射；鼻腔、口腔、肺等への吸入投与；経口投与；皮膚を介
した経皮投与；及び口腔粘膜、膣粘膜、眼粘膜、直腸粘膜、子宮粘膜を介した経粘膜投与
等が例示される。また、培養細胞や生体から抽出した細胞に核酸を送達する場合であれば
、培養時にあらかじめ核酸送達用組成物を存在させた状態で細胞を培養する方法が例示さ
れる。なお、培養細胞や生体から抽出した細胞に核酸を送達する場合、血清の存在下でも
核酸の細胞内への送達が可能である。
【実施例】
【００３５】
　以下、実施例等に基づいて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらによって限定さ
れるものではない。
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【００３６】
　実施例１
　下記組成の核酸送達用キャリアー組成物を調製した。
【００３７】
　ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド塩　　　 　　　　　　　　　　　0.9
 μg
　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　　0.9 μ
g
　ジオレオイルフォスファチジルエタノールアミン　　　　　　　　　　　　　　　　0.
9 μg
　グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　
　　　　40.5 μg
　精製水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　 2 μl
　OPTI-MEM培地（Invitrongen社製）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 適
量　　　
　総量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　 50 μl
【００３８】
　実施例２
　まず、下記組成の核酸含有液を調製した。
【００３９】
　siRNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　 2 pmol
　OPTI-MEM培地（Invitrongen社製）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　適量
　　　
　総量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　50 μl　
　次いで、上記で得られた核酸送達用キャリアー組成物50 μｌと核酸含有液50 μｌを混
合し、20分間室温でインキュベートすることにより、siRNA送達用組成物を調製した。

　実施例３
　下記組成の核酸送達用キャリアー組成物を調製した。
【００４０】
　ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド塩　　　　　　　　　　　　　　0.5 
mg
　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　 0.5 mg
　ジオレオイルフォスファチジルエタノールアミン　　　　　　　　　　　　　　　　0.
5 mg
　スクロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　88.9 mg
　精製水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　適量　　
　総量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　 　1.0 ml
【００４１】
　実施例４
　下記組成の核酸送達用キャリアー組成物を調製した。
【００４２】
　ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド塩　　　　　　　　　　　　　　0.5 
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mg
　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　 0.5 mg
　ジオレオイルフォスファチジルエタノールアミン　　　　　　　　　　　　　　　　0.
5 mg
　精製水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　適量　　
　総量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　 1.0 ml
【００４３】
　試験例1
　実施例２のsiRNA送達用組成物の細胞内へのsiRNAの送達性を評価するために、A549細胞
 （ヒト肺癌由来の細胞株；大日本製薬社製）をモデル細胞として以下の試験を行った。
なお、本試験において、siRNAは、蛍光標識したGL3-siRNA (ホタルルシフェラーゼに対す
るsiRNA；Dharmacon社, Boulder, CO, USA；sense：5’-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT、anti
sense：5’-UCGAAGUACUCAGCGUAAGdTdT)を用いた。
【００４４】
　まず、DMEM培地(Dulbecco-Minimum Essential Medium)を用いて1.2×105個/mlの濃度に
調整したA549細胞を、24-ウェルプレートに１ウェル当たり6.0×104個の細胞が入るよう
に細胞をシードした。次いで、表１に示す被験試料500 μlを各ウェルに添加し、37℃、5
％CO2条件下で24時間インキュベートした。その後、細胞の核酸由来の蛍光像を、蛍光顕
微鏡 （Olympus IX 71 fluorescence microscope；Olympus, Tokyo, Japan）を用いて観
察し、細胞内へのsiRNAの送達性を評価した。
【００４５】
【表１】

【００４６】
　得られた結果を図1に示す。単に、siRNAのみを添加した場合には、細胞内に蛍光が観察
されなかった。一方、実施例２の核酸送達用組成物を使用した場合、又は公知の細胞送達
用キャリアー （LFA2000やNeoPhectin）と共にsiRNAを添加した場合には、細胞内で蛍光
が観察された。特に、実施例２の核酸送達用組成物を用いた場合には強い蛍光が細胞内で
観察された。このことから、本発明の核酸送達用組成物は、優れた核酸送達能を有してい
ることが確認された。
【００４７】
　試験例２
　標的遺伝子のタンパク質レベルでの抑制を評価するために、ルシフェラーゼ遺伝子をコ
ードするプラスミドを細胞に一過的に導入し、その後上記実施例２の核酸送達用組成物を
添加し、ルシフェラーゼの発現量を評価した。なお、本試験において、siRNAは、GL3-siR
NA (ホタルルシフェラーゼに対するsiRNA；Dharmacon社, Boulder, CO, USA；sense：5’
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-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT、antisense：5’-UCGAAGUACUCAGCGUAAGdTdT)を用いた。
【００４８】
　具体的には、10 mgのpGL3ルシフェラーゼ及びレニラルシフェラーゼ (Promega, Madiso
n, WI, USA) を5×106個のA549細胞（ヒト肺癌由来の細胞株；大日本製薬社製）に添加し
、ヌクレオフェクター (Amaxa Inc., Gaithersburg, MD, USA) を用いてエレクトロポレ
ーションを行った。pGL3ルシフェラーゼ及びレニラルシフェラーゼを導入した細胞を、10
容量％の牛胎児血清含有又は無血清のDMEM培地 (Dulbecco-Minimum Essential Medium)を
用いて、1.2×105個/mlとなるように調整した後、24-ウェルプレートに１ウェル当たり6.
0×104個の細胞が入るようにシードした。次いで、表２に示す被験試料500 μlを各ウェ
ルに添加し、37℃、5％CO2条件下で24時間インキュベートした。その後、定法に従ってウ
ェル中の細胞を溶解させて細胞溶解液を得て、該細胞溶解液のルシフェラーゼの活性をDu
al-LuciferaseReporter Assay System (Promega, Madison, WI, USA)を用いて評価を行っ
た。ルシフェラーゼの活性は、レニラルシフェラーゼに対するホタルルシフェラーゼの活
性の比率 （相対活性：％）を算出することにより行った。
【００４９】
【表２】

【００５０】
　得られた結果を図２に示す。この結果から、実施例２の核酸送達用組成物を使用するこ
とによって、培地中の血清の有無に関わらず、高効率で細胞内へのsiRNAの送達、及び細
胞内での該siRNAの機能発現が可能になることが確認された。
【００５１】
　試験例３
　本試験では、siRNAとして、Rat Neprilysin (Rat Neprilysin (NM_012608)に対するsiR
NA；RNA-TEC NV社, Belgium；Sense：5’-GCUCCAAAGCCGAAGAAGAdTdT、Antisense：5’-UC
UUCUUCGGCUUUGGAGCdTdT)を用いて、実施例３の核酸送達用キャリアー組成物の肺組織細胞
内におけるsiRNAの機能性及び送達性について評価を行った。
【００５２】
　実施例３の核酸送達用キャリアー組成物とsiRNAを1:1の重量比で混合することにより、
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核酸送達用組成物を調製した。次いで、当該核酸送達用組成物を適当な担体 （8.89w/v%
のスクロース水溶液）に希釈した試験液0.4 mLを、体重250-320 gの雄性SDラット (SLC, 
Tokyo, Japan)に、IA-1B inhalation デバイス (PENNCENTURY, Philadelphia, PA, USA)
を用いて吸入麻酔剤イソフルラン(大日本製薬株式会社製)による麻酔下にて経肺投与した
。なお、上記試験液は、siRNAの投与量が0.04～0.12 mg/kg (ラット)となるように、核酸
送達用組成物を適宜希釈して調製した。経肺投与24時間後に、エーテル麻酔しラットを背
位に固定した。正中腺に沿ってラットを開腹し、腹部下大静脈より放血死させた。次いで
、ラットから肺を摘出し、氷冷した生理食塩水で洗浄した。摘出した肺を用いて、モデル
標的遺伝子NEP（neutral endopeptidase）のmRNA発現量及びハウスキーピング遺伝子であ
るGAPDH(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)のmRNA発現量を測定した。更に、
摘出した肺におけるRat neprilysin (NEP)活性を測定した。これらの具体的測定方法及び
結果は、以下の通りである。なお、コントロールとして、担体のみを同条件で投与した場
合についても、同様に試験を行った。また、比較のために、Rat Neprilysinの代わりに、
EGFP (enhanced green fluorescent protein)に対するsiRNA (Takara, Japan; Sense: 5
’-GAACGGCAUCAAGGUGAACTT, Antisense: 5’-GUUCACCUUGAUGCCGUUCTT)を用いて同様に試
験を行った。
【００５３】
　＜NEP mRNA 及びGAPDH mRNAの定量方法及び結果＞
　摘出した肺の一部から総RNAの単離・精製を、RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Germany)を用
いて行った。mRNAからcDNAへの合成は、SuperScript III First-Strand Synthesis Syste
m for RT-PCR (Invitrogen, California, USA)を用いて行った。調製したcDNAを用いて、
リアルタイムPCR法によりモデル標的遺伝子NEP （neutral endopeptidase）のmRNA量を定
量した。また、ハウスキーピング遺伝子であるGAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehy
drogenase) mRNA量についても同様に測定を行った。Neprilysin mRNA発現抑制の評価は、
GAPDH mRNAに対するNEP mRNAの比率を算出し、比較することにより行った。
【００５４】
　この結果から、0.08 mg/kgの投与量のNeprilysin-siRNAによっても、肺におけるNepril
ysin mRNA発現は有意に抑制されていることが確認された。この用量はin vivo RNAi効果
として従来報告されている用量に比べて低用量であることから、実施例３で得られた核酸
送達用キャリアー組成物を使用することにより、効率的にsiRNAを肺組織の細胞内に送達
できることが明らかになった。
【００５５】
　＜Rat neprilysin (NEP)活性の測定方法及び結果＞
　摘出した肺の一部をホモジネートし、ホモジネート中におけるRat neprilysinの活性を
測定した。Rat neprilysin (NEP)活性の測定は、NEPに特異的な阻害剤であるphosphorami
don (SIGMA)の存在もしくは非存在下にて、NEPの基質であるDAGNPG (N-Dansyl-D-Ala-Gly
-p-nitro-Phe-Gly: SIGMA)が一定時間にどれだけ加水分解されるかを測定し、阻害剤存在
時と非存在時での分解物生成量の差からNEP活性を算出した。このとき用いるラット肺ホ
モジネート量は50mL、基質DAGPNGの濃度は1 mM、阻害剤存在の場合は10 mM phosphoramid
onを加え、全量100 mLで反応を行った。反応は37℃で10分間として、90℃で10分間インキ
ュベートすることにより反応を停止させ、このとき生じている分解物DAG (Dansyl-D-Ala-
Gly)の量を測定してNEP活性を算出した。なお、分解物DAGの生成量は、この分解物の蛍光
を測定することにより求め、蛍光の測定は、360 nmで励起させ535 nmの発光で測定した。
【００５６】
　得られた結果を図３に示す。この結果から、0.4 mg/kgの投与量のNF-siRNAによっても
、肺におけるNEP活性は有意に抑制されていることが分かった。従って、この結果からも
、実施例３で得られた核酸送達用キャリアー組成物を使用することにより、効率的にsiRN
Aを肺組織の細胞内に送達できることが確認された。
【００５７】
　試験例４
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　実施例１で得られた核酸送達用キャリアー組成物の細胞毒性について、Premix WST-1 c
ell proliferation assay system (Takara, Siga, Japan)を用いて評価を行った。具体的
には、A549細胞（ヒト肺癌由来の細胞株；大日本製薬社製）を、DMEM培地 (Dulbecco-Min
imum Essential Medium)を用いて96-ウェルプレートに、（1 × 105）個/mlの濃度に調整
し、各ウェル当たりの細胞数が104個になるようシードした。次いで被験試料［実施例１
の核酸送達キャリアー、LFA2000 (Lipofectamine2000；Invitrogen社製)、及びNeoPhecti
n （NeoPharm社製）］を各ウェルに2～20μg/mlの濃度となるように添加した。その後、P
remix WST-1溶液10μlを各ウェルに添加して、1時間、37℃でインキュベートした後、各
ウェルの450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダー (Tecan, Maennedorf, Switze
rland)を用いて測定した。また、コントロールとして、被験試料の代わりに、培地を添加
したウェルについても同様に測定を行った。A450の吸光度は、WST-1が還元酵素により形
成されるホルマザン色素由来の吸光度を意味する。該吸光度と生細胞には直線的な関係が
あるため、播種した生細胞数と吸光度の検量線を作成した。得られた検量線をもとに被験
試料の細胞数を求めた。
【００５８】
　得られた結果を図４に示す。この結果から、実施例１の核酸送達用キャリアー組成物を
添加しても、細胞数が殆ど低減していないことが確認され、該核酸送達用キャリアー組成
物は毒性が低く、高い安全性を備えていることが確認された。
【００５９】
　試験例５
　体重250-320 gの雄性SDラット (SLC, Tokyo, Japan)に、Penncentury社の1A-ICデバイ
スを用いて、実施例４の核酸送達用キャリアー組成物500 μgを精製水を用いて0.4 mLに
希釈することにより調製した試験液をラットに経肺投与した。投与後のラットは、ケージ
に戻して通常の飼育条件に従って飼育した。経肺投与24時間後に、ペントバルビタール(
ネンブタール, 大日本製薬株式会社) 50 mg/kg(1 mL/kg)をラットの腹腔内に投与し麻酔
をかけ、ラットを背位に固定した。正中腺に沿ってラットを開腹し、腹部下大静脈より放
血死させた。次いで、ラットから肺を摘出し、氷冷した生理食塩水で洗浄した。摘出した
肺の組織切片を作成し、これをヘマトキシリン-エオシンを用いて染色して顕微鏡観察す
ることにより、核酸送達用キャリアー組成物が肺組織に及ぼす毒性について評価を行った
。また、比較のために、実施例４の核酸送達用キャリアー組成物の代わりに、LFA2000(Li
pofectamine2000；Invitrogen社製)、又はNeoPhectin （NeoPharm社製）を使用して上記
と同条件の試験を行った。但し、LFA2000を500μg投与するとラットは致死したため、LFA
2000の投与量は250 μgに変更して試験を行った。
【００６０】
　得られた結果を図５に示す。LFA2000又はNeoPhectinを肺局所に投与すると炎症が惹起
され、一部に浮腫が観察されたのに対して、実施例４の核酸送達用キャリアー組成物を投
与した場合には、この炎症症状が低減されていることが確認された。この結果から、実施
例４の核酸送達用キャリアー組成物は肺局所投与後においても低毒性であり、安全性が高
いことが確認された。
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