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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下を含む細胞内薬剤送達物質；
　(I)化学式Ｉを有するジブロックコポリマーを含むコポリマー： 
【化１】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)b
O-からなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1～4である；
　bは、2～4である；
　Y4は、水素、-(1C-10C)アルキル、-(3C-6C)シクロアルキル、-O-(1C-10C)アルキル、-C
 (O) O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より選択され、こ
れらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
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　Y0、Y1およびY2は、独立して、共有結合、-(1C-10C)アルキレン-、-C(O)O(2C-10C)アル
キレン-、-OC(O)(1C-10C)アルキレン-、-O(2C-10C)アルキレン-、-S(2C-10C)アルキレン-
および-C(O)NR6(2C-10C)アルキレン-からなる群より選択される；
　Y3は、共有結合、-(1C-10C)アルキレンおよび-(6C-10C)アリレンからなる群より選択さ
れる；ここにおいて、
　　　R1-R5で完全には置換されてはいないA0-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切
な数の水素原子を完備する；
　　　R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、
ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリー
ルからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換さ
れる；
　　　Q0は、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジ
ン、イミダゾイル、ピリジル、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネート、ホスホネー
ト、ホスフェート、ヒドロキシ、ポリオキシレート化アルキル、ポリエチレングリコール
、ポリプロピレングリコール、チオール、アジド、アルキン、スクシンイミドエステル、
テトラフルオロフェニルエステル、ペンタフルオロフェニルエステル、p-ニトロフェニル
エステル、ピリジルジスルフィドおよび水素からなる群より選択される基である；
　　　Q1は、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジ
ン、イミダゾイル、ピリジル、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネート、ホスホネー
ト、ホスフェート、ヒドロキシ、ポリオキシレート化アルキル、ポリエチレングリコール
、ポリプロピレングリコールおよびチオールからなる群より選択される基である；
　　　Q2は、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジ
ン、イミダゾイルおよびピリジルからなる群より選択される基である；
　　　Q3は、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネート、ホスホネートおよびホスフェ
ートからなる群より選択される基である；
　　　mは、0～1.0未満である；
　　　nは、0よりも大きい値～1.0までである；ここで、m + n = 1である；
　pは、0.1～0.9である；
　qは、0.1～0.9である；
　rは、0～0.8である；ここにおいて、p + q + r = 1である；
　vは、1kDa～25kDaである；および
　wは、1kDa～50kDaである；ならびに
　(II)ポリヌクレオチドまたはペプチドからなる治療学的薬剤。
【請求項２】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、v:wの割合が、1:1～1:3である細胞内
薬剤送達物質。
【請求項３】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、治療薬が当該コポリマーに結合してい
る細胞内薬剤送達物質。
【請求項４】
　請求項３に記載の細胞内薬剤送達物質であって、前記治療薬がメッセンジャーRNA(mRNA
)、siRNA、マイクロRNA (miRNA)、短ヘアピンRNA(shRNA)、非対称干渉RNA(aiRNA)、また
はダイサー基質である細胞内薬剤送達物質。
【請求項５】
　請求項４に記載の細胞内薬剤送達物質であって、前記治療薬が当該コポリマーに対して
共有結合的に結合している細胞内薬剤送達物質。
【請求項６】
　請求項４に記載の細胞内薬剤送達物質であって、前記治療薬が当該コポリマーとイオン
結合している細胞内薬剤送達物質。
【請求項７】
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　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、
　A4は、-C-C-であり；
　R5は、水素および-CH3からなる群より選択され；並びに、
　Y4は、-C(O)O(CH2)3CH3である細胞内薬剤送達物質。
【請求項８】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、vは5 kDa～25kDaである細胞内薬剤送
達物質。
【請求項９】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、mは0である細胞内薬剤送達物質。
【請求項１０】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、化学式Ｉのコポリマーが以下の化学式
IV4を有し、
　　[PEGMA]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　IV4
　ここで、
　Bはメタクリル酸ブチル残基である； Pはプロピルアクリル酸残基である；Dはジメチル
アミノエチルメタクリレート残基である；PEGMAは、ポリエチレングリコールメタクリレ
ート残基であって、1-20エチレンオキシドユニット、4-5エチレンオキシドユニット、ま
たは7-8エチレンオキシドユニットである; 
　pは、0.1～0.9である；
　qは、0.1～0.9である；
　rは、0～0.8である；ここにおいて、p + q + r = 1である；
　vは、1kDa～25kDaである；および、
　wは、1kDa～50kDaである、細胞内薬剤送達物質。
【請求項１１】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、化学式Ｉのコポリマーが以下の化学式
IV5を有し、
　　[PEGMAm-/-DMAEMAn]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　IV5
　ここで、
　Bはメタクリル酸ブチル残基である； Pはプロピルアクリル酸残基である；Dはジメチル
アミノエチルメタクリレート残基である；PEGMAは、ポリエチレングリコールメタクリレ
ート残基であって、1-20エチレンオキシドユニット、4-5エチレンオキシドユニット、ま
たは7-8エチレンオキシドユニットである; DMAEMAは、ジメチルアミノエチルメタクリレ
ート残基である；
　mは、0～1.0未満である；
　nは、0よりも大きい値～1.0までである；ここで、m + n = 1である；
　pは、0.1～0.9である；
　qは、0.1～0.9である；
　rは、0～0.8である；ここにおいて、p + q + r = 1である；
　vは、1kDa～25kDaである；および、
　wは、1kDa～50kDaである、細胞内薬剤送達物質。
【請求項１２】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、化学式Ｉのコポリマーが以下の化学式
IV8を有し、
　　　　　　　　[HPMAm-/-PDSMn]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　IV8
　ここで、
　Bはメタクリル酸ブチル残基である； Pはプロピルアクリル酸残基である；Dはジメチル
アミノエチルメタクリレート残基である；HPMAはN-(2-ヒドロキシプロピル)メタクリルア
ミド残基である；およびPDSMはピリジルジスルフィドメタクリレート残基である；
　mは、0～1.0未満である；
　nは、0よりも大きい値～1.0までである；ここで、m + n = 1である；
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　pは、0.1～0.9である；
　qは、0.1～0.9である；
　rは、0～0.8である；ここにおいて、p + q + r = 1である；
　vは、1kDa～25kDaである；および、
　wは、1kDa～50kDaである、細胞内薬剤送達物質。
【請求項１３】
　請求項１に記載の細胞内薬剤送達物質であって、化学式Ｉのコポリマーが以下の化学式
IV9を有し、
　　　　　　　　[PEGMAm-/-PDSMn]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　IV9
　ここで、
　Bはメタクリル酸ブチル残基である； Pはプロピルアクリル酸残基である；Dはジメチル
アミノエチルメタクリレート残基である；PDSMはピリジルジスルフィドメタクリレート残
基である；PEGMAは、ポリエチレングリコールメタクリレート残基であって、1-20エチレ
ンオキシドユニット、4-5エチレンオキシドユニット、または7-8エチレンオキシドユニッ
トである;
　mは、0～1.0未満である；
　nは、0よりも大きい値～1.0までである；ここで、m + n = 1である；
　pは、0.1～0.9である；
　qは、0.1～0.9である；
　rは、0～0.8である；ここにおいて、p + q + r = 1である；
　vは、1kDa～25kDaである；および、
　wは、1kDa～50kDaである、細胞内薬剤送達物質。
【発明の詳細な説明】
【発明の概要】
【０００１】
　［相互参照］
　本出願は、2008年5月13日に提出されたU.S. 仮出願第 61/052,908、2008年5月13日に提
出された仮出願第 61/052,914、2008年8月22日に提出されたU.S. 仮出願第 61/091,294、
2008年11月6日に提出されたU.S. 仮出願第 61/112,054、2008年11月6日に提出されたU.S.
 仮出願第 61/112,048、2008年12月12日提出されたU.S. 仮出願第 61/120,769、2008年12
月24日提出されたU.S. 仮出願第 61/140,779、2008年12月24日に提出されたU.S. 仮出願
第 61/140,774、2009年4月21日に提出されたU.S. 仮出願第 61/171,377の優先権を主張す
るものであり、これらの全ての文書の内容は、引用によりそれらの全体がここに組み込ま
れる。
【０００２】
　［連邦政府に助成された研究に関する陳述］
　本発明は、国立保健研究所により認められ、契約番号5 R01 EB 2991-03のもとで政府の
助成を受けてなされたものである。政府は、本発明において正当な権利を有する。
【０００３】
　［分野］
　本発明は、有機化学、ポリマー化学、生化学、分子生物学および医学に関する。特に、
生細胞にポリヌクレオチドを送達するための輸送手段として使用されるべきコポリマー（
例えば、ジブロックコポリマー）およびポリヌクレオチドとのその複合体に関する。
【０００４】
　［発明の背景］
　ある場合において、生細胞に治療剤（例えば、オリゴヌクレオチド）を提供することは
有益である。いくつかの場合において、そのようなポリヌクレオチドの生細胞への送達は
、治療的な利益を与える。 
　［概要］
　ある態様において、ここでは、少なくとも２つのブロックコポリマーであって、第1の
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ブロックが（例えば、略生理学的pHで）親水性である少なくとも１つの構成ユニットを含
み、第2のブロックが複数の疎水性部分を含むコポリマーが提供される。ある態様におい
て、当該第2のブロックは、更に、荷電または非荷電状態の何れかである荷電可能な種を
含み、それは生理学的pHでアニオン性である。しかしながら、pHが荷電可能な種の略pKa
であるとき、両方の形態で、均衡な分布の荷電可能な種が存在し、約５０％がアニオン性
であり、約５０％が非荷電であるだろう。更に、さらに、pHが荷電可能な種のｐＫａから
離れると、この平衡において対応するシフトがあり、より高いｐＨ値においてはアニオン
性形態が優勢になり、より低いｐＨにおいては電荷を持たない形態が優勢になる。ここで
開示される態様は、何れかのpH値でのコポリマーの形態を含む。エンドソームのpH値で、
荷電可能な種は、主に非荷電形態である。
【０００５】
　好ましくは、ある場合には、ここで記載されるポリマーは、細胞膜と接触し、膜を破壊
または別の方法により不安定化し、細胞内環境に入る。特異的な態様において、ここにお
いて提供されるポリマーは、エンドソーム溶解性であるか、または別の方法によりエンド
ソーム膜を不安定化する。
【０００６】
　ある態様において、ここにおいて、
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは親水性ブロックである；および
　（ｂ）第2のブロック、当該第2のブロックは、以下を含む膜不安定化疎水性ブロック（
membran destabilizing hydropHobic block）である：
　　　（i）略生理学的pHで、アニオン性である第1の荷電可能な種、
　　　（iii）略生理学的pHで、カチオン性である第2の荷電可能な種
を含む細胞膜を不安定化する（例えば、エンドソーム溶解性またはエンドソーム膜不安定
化）コポリマーが提供される。
【０００７】
　ある態様において、ここにおいて、
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは、生理学的pHでカチオン性である第1の荷
電可能な種を含む親水性ブロックである；
　（ｂ）第2のブロック、当該第2のブロックは以下を含む膜不安定化疎水性ブロックであ
る：
　　　（i）略中性のpHでアニオン性である第2の荷電可能な種；および
　　　（ii）略生理学的pHでカチオン性である第3の荷電可能な種；並びに、
　（ｃ）第1のブロックと結合したオリゴヌクレオチド；
を含む細胞膜不安定化（例えば、エンドソーム溶解性またはエンドソーム膜不安定化）コ
ポリマーが提供される。
【０００８】
　ある態様において、ここにおいて、
第1のブロック、当該第1のブロックは、親水性ブロックである；
第2のブロック、当該第2のブロックは、アクリル酸残基またはアルキルアクリル酸残基を
含む膜不安定化疎水性ブロックである；
を含む細胞膜不安定化（例えば、エンドソーム溶解性またはエンドソーム細胞膜不安定化
）コポリマーが提供される。
【０００９】
　１つの側面において、本発明は、
　　正常な生理学的pHで親水性である第1の構成ユニットを含む第1のブロック；
　　以下を含む第2のブロック：
　　　正常な生理学的pHでカチオン性である第2の構成ユニットであり、第1の構成ユニッ
トと同じでも異なっていてもよい第2の構成ユニット；
　　　正常な生理学的pHでアニオン性である第3の構成ユニット；
　　　疎水性増大部分、ここにおいて、
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　　　　　当該疎水性増大部分は、当該第2の構成ユニットに対して共有結合的に結合し
ている；または
　　　　　当該疎水性増大部分は、当該第3の構成ユニットに対して共有結合的に結合し
ている；
　　　　　当該疎水性増大部分は、当該第2のブロックの第4の構成ユニットに含まれる；
または
　　　　　上記何れかの組み合わせである；並びに
　　当該第2のブロックは、全体的な電荷において実質的に中性である：
を含むコポリマー（例えば、ジブロックコポリマー）に関する。
【００１０】
　種々の態様において、第1の構成ユニットは、正常な生理学的pHで（即ち、略生理学的p
Hで）カチオン性であっても、正常な生理学的pHでアニオン性であっても、正常な生理学
的pHで中であっても、正常な生理学的pHで両性イオン性であってもよい。いくつかの態様
において、コポリマーの第1のブロックは、正常な生理学的pHでポリカチオン性であって
も、正常な生理学的pHでポリアニオン性であっても、正常な生理学的pHで中性であっても
、正常な生理学的pHでポリ両性イオン性であってもよい。更なる態様において、コポリマ
ーの第1のブロックは実質的に、正常な生理学的pHとしてエンドソームのpHで実質的に同
じイオン特性を有してもよく、例えば、エンドソームのpHでポリカチオン性であっても、
エンドソームのpHでポリアニオン性であっても、エンドソームのpHで中性であっても、エ
ンドソームのpHでポリ両性イオン性であってもよい。
【００１１】
　１つの側面において、本願発明は、
　正常な生理学的pHでカチオン性の第1の構成ユニットを含む第1のブロック；
　以下を含む第2のブロック：
　　　正常な生理学的pHでカチオン性である第2の構成ユニットであり、第1の構成ユニッ
トと同じであっても異なっていてもよい第2の構成ユニット；
　　　正常な生理学的pHでアニオン性である第3の構成ユニット；
　　　疎水性増大部分、ここにおいて、
　　　　　当該疎水性増大部分は、第2の構成ユニットに対して共有結合的に結合してい
る；または
　　　　　当該疎水性増大部分は、第3の構成ユニットに対して共有結合的に結合してい
る；または
　　　　　当該疎水性増大部分は、第2のブロックの第4の構成ユニットに含まれる；また
は
　　　　　上記何れかの組み合わせである；並びに、
　当該第2のブロックは、全体的な電荷において、実質的に中性である；
を含むコポリマー（例えば、ジブロックコポリマー）に関する。
【００１２】
　本発明の側面において、第1の構成ユニットは、カチオン性窒素種（即ち、正常な生理
学的pHでカチオン性である窒素種）を含む。本発明の側面において、当該カチオン性窒素
種は、アンモニウム種である。本発明の側面において、第2の構成ユニットは、第2の構成
ユニットと同じである。本発明の側面において、アニオン性種は、カルボン酸アニオンを
含む。本発明の側面において、第1のブロックは更に、第1の構成ユニットの間にランダム
に分散した中性な電荷の構成ユニットを含む。本発明の側面において、第1および／また
は第2のブロックは、少なくとも１つの反応性基または修飾を受け入れ可能な基を含む。
本発明の側面において、仮に存在する場合には、第4の構成ユニットは、第2のブロックの
約10重量％～約60重量％を含む。
【００１３】
　ある態様において、第1のポリマーブロックは、約10,000ダルトン、または約2,000ダル
トン～約30,000ダルトン、または約8,500ダルトン～約13,000ダルトンのサイズである。
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ある態様において、第1の ポリマーブロックは、送達されるsiRNA分子における負の正味
電荷に対する絶対値において同じ正の正味電荷を有する。
【００１４】
　ある態様において、第2のポリマーブロックは、分子量について第1のポリマーブロック
と大凡等しく、または第1のポリマーブロックのサイズの約0.2～5倍、または約1～3倍で
あり、最も好ましい態様において、第2のポリマーブロックは、第1のポリマーブロックの
サイズの約2～3倍である。
【００１５】
　ある態様において、親水性荷電ブロックは、例えば、siRNAなど、ポリヌクレオチドを
含む少なくとも１つのヌクレオチドと複合（complexed）される（ここにおいて、例えば
、1または1以上の共有結合、1または1以上のイオン性相互作用、その組み合わせなどによ
る「会合する（associated）」または「結合する（attached）」と交換可能に使用される
）。
【００１６】
　本発明の側面において、ポリヌクレオチドブロックは、1のポリマーブロックに対して
、任意の切断可能な共有結合により結合している。本発明の側面において、ポリヌクレオ
チド酸は、DNA、RNAおよびその天然および合成類似体からなる群より選択される。本発明
の側面において、ポリヌクレオチドはアンチセンスである。本発明の側面において、ポリ
ヌクレオチドはRNAである。本発明の側面において、RNAは、mRNA、piRNA、miRANおよびsi
RNAからなる群より選択される。本発明の側面において、RNAはsiRNAである。
【００１７】
　本発明の側面において、各構成ユニットは、独立して、エチレンモノマーに由来し、コ
ポリマーの合成は生重合を含む。
【００１８】
　本発明の側面において、エチレンモノマーは、アクリルモノマーである。
【００１９】
　ある態様において、ここにおいて、化学式Iを有するジブロックコポリマー；
【化１】

【００２０】
が提供される。
【００２１】
　ある態様において、
　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)b
O-からなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
　Y4は、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C)アルキル、-C(O)
O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より選択され、これらの
何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y0、Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキ
ル-、-OC(O)(1C-10C) アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(
O)NR6(2C-10C)アルキル-からなる群より選択される；
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　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される
；
　　　　　ここにおいて、R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およ
びY0-Y4は、適切な数の水素原子を完備する；
　各R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、ヘ
テロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリール
からなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換され
てよい；
　Q0は、生理学的pHで親水性である残基および生理学的pHで少なくとも部分的に正に荷電
されている残基（例えば、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウ
ム、グアニジン、イミダゾイル、ピリジルなど）；生理学的pHで少なくとも部分的に負に
荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受ける残基（例えば、カルボキシ
ル、スルホンアミド、ボロネート、ホスホネート、ホスフェートなど）；生理学的pHで実
質的に中性（または非荷電）残基（例えば、ヒドロキシ、ポリオキシレート化アルキル、
ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、チオールなど）；生理学的pHで少
なくとも部分的に両性イオン性の残基（例えば、生理学的pHでホスフェート基およびアン
モニウム基を含むモノマー残基）；結合可能または機能化可能な残基（例えば、反応性基
、例えば、アジド、アルキン、スクシンイミドエステル、テトラフルオロフェニルエステ
ル、ペンタフルオロフェニルエステル、p-ニトロフェニルエステル、ピリジルジスルフィ
ドなど）；または水素；からなる群より選択される；
　Q1は、生理学的pHで親水性である残基、および生理学的pHで少なくとも部分的に正に荷
電されている残基（例えば、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニ
ウム、グアニジン、イミダゾイル、ピリジルなど）；生理学的pHで少なくとも部分的に負
に荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受ける残基（例えば、カルボキ
シル、スルホンアミド、ボロネート、ホスホネート、ホスフェートなど）；生理学的pHで
実質的に中性の残基（例えば、ヒドロキシ、ポリオキシレート化アルキル、ポリエチレン
グリコール、ポリプロピレングリコール、チオールなど）；生理学的pHで少なくとも部分
的に両性イオン性の残基（例えば、生理学的pHでホスフェート基およびアンモニウム基を
含むモノマー残基など）である；
　Q2は、生理学的pHで正に荷電されている残基であり、これらに限定するものではないが
、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジン、イミダ
ゾイルおよびピリジルを含む；
　Q3は、生理学的pHで負に荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受ける
残基であり、これらに限定するものではないが、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネ
ート、ホスホネートおよびホスフェートを含む；
　mは、0～1.0未満である（例えば、0～約0.49）；
　nは、0よりも大きい値～1.0である（例えば、約0.51～約1.0）；ここにおいて、
　　　　　m + n = 1である；
　pは、約0.1～約0.9である（例えば、約0.2～約0.5）；
　qは、約0.1～約0.9である（例えば、約0.2～約0.5）；ここにおいて、
　rは、0～約0.8である（例えば、0～約0.6）；ここにおいて、
　　　　　p + q + r = 1である；
　vは、約1～約25kDaである；並びに、
　wは、約1～約50kDaである。
【００２２】
　特異的な態様において、v は、約5～約25kDaである。更なるまたは代替的な特異的な態
様において、wは、約1～約50kDaである。
【００２３】
　ある態様において、pおよびqにより表されるモノマー残基の数または比は、互いの約30
％、互いの約20％、互いの約10％以内などである。特異的な態様において、pは実質的にq
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と同じである。ある態様において、少なくとも部分的に荷電されたは、一般的に、僅かな
量よりも多くの荷電された種を含み、例えば、少なくとも20％の残基が荷電された、少な
くとも30％の残基が荷電された、少なくとも40％の残基が荷電された、少なくとも50％の
残基が荷電された、少なくとも60％の残基が荷電された、少なくとも70％の残基が荷電さ
れたなどを含む。
【００２４】
　ある態様において、mは0であり、Q1は、生理学的pHで親水性であり実質的に中性（非荷
電）である残基である。即ち、生理学的pHで、Q1における何れかの荷電可能な種は、主に
中性形態である。幾つかの態様において、実質的に、非荷電は、例えば、5％未満が荷電
された、3％未満が荷電された、1％未満が荷電されたなどを含む。ある態様において、m
は0であり、Q1は、生理学的pHで親水性であり少なくとも部分的にカチオン性である残基
である。ある態様において、mは0であり、Q1は、生理学的pHで親水性であり、少なくとも
部分的にアニオン性である残基である。ある態様において、mは＞0であり、nは＞0であり
、Q0またはQ1の１つは、生理学的pHで親水性および少なくとも部分的にカチオン性である
残基であり、およびQ0またはQ1の他方は、生理学的pHで親水性および実質的に中性である
残基である。ある態様において、mは＞0であり、nは＞0であり、Q0またはQ1の１つは、生
理学的pHで親水性且つ少なくとも部分的にアニオン性である残基であり、Q0またはQ1の他
方は、生理学的pHで親水性であり、実質的に中性である残基である。ある態様において、
mは＞0であり、nは＞0であり、Q1は生理学的pHで親水性且つ少なくとも部分的にカチオン
性である残基であり、Q0は結合可能または機能化可能な残基である残基である。ある態様
において、mは＞0であり、nは＞0であり、Q1は、生理学的pHで親水性且つ実質的に中性で
ある残基であり、Q0は結合可能または機能化可能な残基である残基である。
【００２５】
　ある態様において、ここにおいて、少なくとも2つのブロック、化学式Ｉａを有する第1
のブロック、化学式Ｉｂを有する第2のブロック、を含むコポリマーであって、ここで、
そこにおいて記載される各用語は上記の通りであるコポリマー；
【化２】

【００２６】
が提供される。
【００２７】
　ある態様において、式ＩＩの化合物：
【化３】

【００２８】
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がここで提供される。
【００２９】
　幾つかの態様において、
　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-か
らなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より
選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR6(
2C-10C)アルキルからなる群より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される
；ここにおいて、
　　　　　R1-R51で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適
切な数の水素原子を完備する；
　　　各R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル
、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリ
ールからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換
されてよい；
　　Q1およびQ2は、生理学的pHで正に荷電されている残基であり、これらに限定するもの
ではないが、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジ
ン、イミダゾイルおよびピリジルを含む；
　　Q3は、生理学的pHで負に荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受け
る残基であり、これらに限定するものではないが、カルボキシル、スルホンアミド、ボロ
ネート、ホスホネートおよびホスフェートを含む；
　　　mは、0～約0.49である；
　　　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、
　　　　　m + n = 1である；
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、
　　　　　pは実質的にqと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、
　　　　　p + q + r = 1である；
　vは、約5～約25kDaである；並びに、
　wは、約5～約50kDaである。
【００３０】
　幾つかの態様において、ここにおいて、（生理学的pHで）化学式ＩＩＩを有するジブロ
ックコポリマー；
【化４】

【００３１】
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が提供される。
【００３２】
　幾つかの態様において：
　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-か
らなる群より選択される；ここにおいて、
　a は、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
　R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10およびR11は、独立して、水素、(1C-5C)ア
ルキル、(3C-6C)シクロアルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これらの何れ
かは1または1以上のフッ素原子で任意に置換されてよい；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これら
の何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-からなる群
より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-5C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択される；ここに
おいて、
　　　R7-R11で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
　Zは、生理学的に許容される対イオンである、

　mは、0～約0.49である；

　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、
　　　m + n = 1である；
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、
　　　pは、実質的にqと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、
　　　　　p + q + r = 1である；
　vは、約5～約25kDaである；並びに、
　wは、約5～約50kDaである。
【００３３】
　本発明の側面において、
　A1は、-C-C-であり；
　Y1は、-C(O)OCH2CH2-であり；
　R6は、水素であり；
　R7およびR8は、各々-CH3であり；並びに、
　R2は、-CH3である。
【００３４】
　本発明の側面において、
　A2は、-C-C-であり；
　Y2は、-C(O)OCH2CH2-であり；
　R9は、水素であり；
　R10およびR11は、各々-CH3であり；並びに、
　R3は、-CH3である。
【００３５】
　本発明の側面において、
　A3は、-C-C-であり；
　R3は、CH3CH2CH2-であり；
　Y3は、共有結合であり；並びに、
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　Zは、生理学的に許容されるアニオン（例えば、ポリカチオン or 複数のカチオン）で
ある。
【００３６】
　ある態様において；
　A4は、-C-C-であり；
　R5は、水素および-CH3からなる群より選択され；並びに、
　Y4は、-C(O)O(CH2)3CH3である。
【００３７】
　ある態様において：
　A0は、C-C-であり；
　R1は、水素および(1C-3C)アルキルからなる群より選択され；並びに、
　Y0は、-C(O)O(1C-3C)アルキルからなる群より選択される。
【００３８】
　幾つかの態様において、mは0である。ある態様において、rは0である。幾つかの態様に
おいて、mおよびrは共に0である。
【００３９】
　ある態様において、細胞にポリヌクレオチドを送達する方法であって、細胞とポリマー
：そのポリヌクレオチド複合体とを接触させることを含む方法が提供される。特異的な態
様において、ポリマー：ポリヌクレオチド複合体は、非限定的な例である、イオン性およ
び非イオン性相互作用、例えば、1または1以上の共有結合、その組み合わせなどによる様
式を含む何れかの適切な様式において、結合される。特異的な態様において、ここにおい
て、細胞にポリヌクレオチドを送達する方法であって、細胞とポリマーおよびポリヌクレ
オチドの共有結合体とを接触させることを含む方法が提供される。
【００４０】
　本発明の側面において、ポリヌクレオチドは、DNA、RNA、並びにその天然および合成類
似体からなる群より選択される。
【００４１】
　本発明の側面において、DNA、RNAまたはその天然もしくは合成類似体はアンチセンスで
ある。本発明の側面において、ポリヌクレオチドはRNAである。本発明の側面において、R
NAはsiRNAである。本発明の側面において、siRNAは、インビボで細胞に対して送達される
。本発明の側面において、本発明のポリマーは、標的部分に対して結合または複合される
。本発明の側面において、標的分子は、共有結合的にコポリマー（例えば、ジブロックコ
ポリマーなど）のα末端に対して結合される。本発明の側面において、標的分子は、共有
結合的にコポリマーのω末端に結合されるか、またはコポリマー（例えば、ジブロックコ
ポリマー）のペンダント基に対して共有結合的に結合される。本発明の側面において、標
的部分は、これらに限定するものではないが、抗体、抗体フラグメント、抗体様分子、ペ
プチド、環状ペプチドおよび小分子からなる群より選択される。
【００４２】
［参照による組み込み］
　本明細書において言及される全ての出版物および特許出願は、そのような個々の出版物
または特許出願が引用することにより組み込まれることを示しているかの如く、同じ範囲
にまで言及する目的のために引用することによりここに組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
　本発明の新規な特徴は、特に添付の特許請求の範囲において明らかになる。本発明の特
徴および利点のより良好な理解が、本発明の原理を利用する実例となる態様を明らかにす
る以下の詳細な説明および次のような添付の図面を参照することにより得られるであろう
。
【図１Ａ】図１は、ここにおいて記載される種々のポリマーの概要を示す図である。
【図１Ｂ】図１は、ここにおいて記載される種々のポリマーの概要を示す図である。
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【図２】図２は、[PEGMAw]-[B-P-D]の合成を示す図である。
【図３Ａ】図３は、P7-PEGMA100-40 kDaの特徴決定を示す図である。
【図３Ｂ】図３は、P7-PEGMA100-40 kDaの特徴決定を示す図である。
【図３Ｃ】図３は、P7-PEGMA100-40 kDaの特徴決定を示す図である。
【図４】図４は、PEGMA-DMAEMAコポリマーの組成および性質を記載する図である。
【図５】図５は、[PEGMAw-MAA(NHS)]-[B-P-D]の合成を示す図である。
【図６Ａ】図６は、PEGMAおよびMAA-NHSのRAFTコポリマー化を示す図である。
【図６Ｂ】図６は、PEGMAおよびMAA-NHSのRAFTコポリマー化を示す図である。
【図６Ｃ】図６は、PEGMAおよびMAA-NHSのRAFTコポリマー化を示す図である。
【図７Ａ】図７は、DMAEMAおよびMAA-NHSのRAFTコポリマー化を示す図である。
【図７Ｂ】図７は、DMAEMAおよびMAA-NHSのRAFTコポリマー化を示す図である。
【図７Ｃ】図７は、DMAEMAおよびMAA-NHSのRAFTコポリマー化を示す図である。
【図８】図８は、PDSMAの合成を示す図である。
【図９】図９は、siRNA結合体のためのHPMA-PDSMAコポリマーの合成を示す図である。
【図１０Ａ】図１０は、（Ａ）ポリマーおよび（Ｂ）ポリマー／siRNA構築物の溶血を示
す図である。
【図１０Ｂ】図１０は、（Ａ）ポリマーおよび（Ｂ）ポリマー／siRNA構築物の溶血を示
す図である。
【図１１】図１１は、FAM標識siRNAおよびポリマー／siRNA複合体のHeLa細胞内部移行を
示す図である。
【図１２Ａ】図１２は、siRNAポリマー担体の機能としての非特異的HeLa細胞毒性（Ａ）
およびGAPDHノックダウン（Ｂ）を示す図である。
【図１２Ｂ】図１２は、siRNAポリマー担体の機能としての非特異的HeLa細胞毒性（Ａ）
およびGAPDHノックダウン（Ｂ）を示す図である。
【図１３Ａ】図１３は、HeLaにおけるGAPDHノックダウンを示す図である。
【図１３Ｂ】図１３は、HeLaにおけるGAPDHノックダウンを示す図である。
【図１４】図１４は、ポリ[HPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]のためのポリマー設計を示す
図である。
【図１５】図１５は、ピリジルジスルフィド-CTAの合成を示す図である。
【図１６】図１６は、ピリジルジスルフィドポリマー末端基とペプチドシステインとの反
応を示す図である。
【図１７Ａ】図１７は、ペプチド-ポリマー結合体についてのSDS PAGEゲルを示す図であ
る。
【図１７Ｂ】図１７は、ペプチド-ポリマー結合体についてのSDS PAGEゲルを示す図であ
る。
【図１８】図１８は、脂質二重膜のpH依存性の破壊のトリガーとなるポリマーの能力を決
定するために使用される膜破壊アッセイを示す図である。
【図１９Ａ】図１９は、ポリマー結合に続くペプチド細胞内位置を示す図である。
【図１９Ｂ】図１９は、ポリマー結合に続くペプチド細胞内位置を示す図である。
【図２０Ａ】図２０は、pH応答性ブロックを欠く結合体が、両方のコントロール群と同様
であり、有意な毒性を導かなかったことを示す図である。
【図２０Ｂ】図２０は、pH応答性ブロックを欠く結合体が、両方のコントロール群と同様
であり、有意な毒性を導かなかったことを示す図である。
【図２１Ａ】図２１は、ペプチド結合体の生物活性を示す図である。
【図２１Ｂ】図２１は、ペプチド結合体の生物活性を示す図である。
【００４４】
［発明の詳細な説明］
　本発明の好ましい態様はここに示され、且つ記載されていると同時に、そのような態様
が例示のために提供されることは当業者には明白であるだろう。多数の変形、変更および
置換が、本発明から逸脱することなく当業者により直ぐに見出されるであろう。ここに記
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載された本発明の態様の種々の代用物が、本発明の実施において使用されてよいことが理
解されるべきである。以下の特許請求の範囲が本発明の範囲を明確にすること、並びにこ
れらの請求項の範囲内の方法および構造およびそれらの同等物がそれにより保護されるこ
とを意図する。
【００４５】
　＜ポリマー＞
　ある態様において提供される通り、本発明は、担体ポリマーおよびポリマー：ポリヌク
レオチド構築物を提供する。ある場合において、これらのポリマーおよびポリマー：ポリ
ヌクレオチド構築物は、治療学的なポリヌクレオチドを細胞内に送達するための安全な且
つ確固とした系のための要求を満たす。
【００４６】
　ある態様において、ここにおいて、細胞膜不安定化（例えば、エンドソーム溶解性また
はエンドソーム細胞膜不安定化）コポリマーであって、
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは親水性ブロックである；および
　（ｂ）第2のブロック、当該第2のブロックは膜不安定化疎水性ブロックであり、以下を
含む： 
　　　（i）略生理学的pHでアニオン性である第1の荷電可能な種、
　　　（ii）略生理学的pHでカチオン性である第2の荷電可能な種；
を含む細胞膜不安定化（例えば、エンドソーム溶解性またはエンドソーム細胞膜不安定化
）コポリマーが提供される。
【００４７】
　ある態様において、ここにおいて、細胞膜不安定化（例えば、エンドソーム溶解性また
はエンドソーム細胞膜不安定化）コポリマーであって、
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは、生理学的pHでカチオン性である第1の荷
電可能な種を含む親水性ブロックである；
　（ｂ）第2のブロック、当該第2のブロックは、以下を含む膜不安定化疎水性ブロックで
ある：
　　　（i）略中性のpHでアニオン性である第2の荷電可能な種；および
　　　（ii）略生理学的pHでカチオン性である第3の荷電可能な種；並びに
　（ｃ）第1のブロックと結合したオリゴヌクレオチド；
を含む細胞膜不安定化（例えば、エンドソーム溶解性またはエンドソーム細胞膜不安定化
）コポリマーが提供される。
【００４８】
　ここにおいて記載されたポリマーの特異的な態様において、各荷電可能な種は、異なる
構成ユニットにおいて存在する。ある態様において、第1の構成ユニットは、第1の荷電可
能な種を含む。更なるまたは代替的な態様において、第2の構成ユニットは、第2の荷電可
能な種を含む。更なるまたは代替的な態様において、第3の構成ユニットは、第3の荷電可
能な種を含む。
【００４９】
　本発明の幾つかの構成ユニットは、生理学的pHでカチオン性またはアニオン性であると
言える。従って、ある場合には、正常な生理学的pHで、当該種は、それがプロトン化され
ていることに(カチオン性、正に荷電されている)、または脱プロトン化されていることに
(アニオン性、負に荷電されている)帰着するpKaを有する。現在、生理学的pHで好ましい
カチオン性種は、窒素種、例えば、アンモニウム、-NRR'R"、グアニジニウム(-NRC(=NR'H
)+NR"R"'、当業者に公知の限界構造を無視する)、ここにおいて、R基は、独立して、水素
、アルキル、シクロアルキルまたはアリールであり、または同じまたは隣接する窒素原子
に対して結合された2つのR基は、また互いの結合して、ヘテロ環式種、例えば、ピロール
、イミダゾール、インドールなどを形成してもよい。正常な生理学的pHでカチオン性とし
てここにおいて、記載されたモノマー残基または構成ユニットは、カチオンに荷電された
または荷電可能な種を含み、脱プロトン化可能なカチオン性種を含む。
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【００５０】
　ここにおいて記載される種々の態様において、ここで記載された生理学的pHでカチオン
性または正に荷電されている構成ユニット（例えば、ある親水性構成ユニットを含む）は
、1または1以上のアミノ基、アルキルアミノ基、グアニジン基、イミダゾイル基、ピリジ
ル基など、またはそのプロトン化された、アルキル化された、または他の方法で荷電され
た形態を含む。幾つかの態様において、ここにおいて利用される正常な生理学的pHでカチ
オン性である構成ユニットは、非限定的な例として、ジアルキルアミノアルキルメタクリ
レート（例えば、DMAEMA）のモノマー残基を含む。ここで記載された種々の態様において
、ここで記載された生理学的pHでアニオン性または負に荷電されている構成ユニット（例
えば、ある親水性構成ユニットを含む）は、1または1以上の酸性基またはその共役塩基を
含み、限定的な例ではないが、カルボキシレート、スルホンアミド、ボロネート、ホスホ
ネート、ホスフェートなどを含む。幾つかの態様において、ここで利用される正常な生理
学的pHでアニオン性または負に荷電されている構成ユニットは、非限定的な例として、ア
クリル酸、アルキルアクリル酸（例えば、メチルアクリル酸、エチルアクリル酸、プロピ
ルアクリル酸など）などのモノマー残基を含む。ここで記載される種々の態様において、
生理学的pHで中性である親水性構成ユニットは、1または1以上の親水性基、例えば、ヒド
ロキシ、ポリオキシレート化アルキル、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコ
ール、チオールなどを含む。幾つかの態様において、ここで利用される正常な生理学的pH
で中性である親水性構成ユニットは、限定的な例ではないが、PEG化されたアクリル酸、P
EG化されたメタクリル酸、ヒドロキシアルキルアクリル酸、ヒドロキシアルキルアルクア
クリル酸（例えば、HPMA）などのモノマー残基を含む。ここで記載される種々の態様にお
いて、生理学的pHで両性イオン性の親水性 構成ユニットは、生理学的pHでアニオン性ま
たは負に荷電されている基と、生理学的pHでカチオン性または正に荷電されている基とを
含む。幾つかの態様において、ここで利用される正常な生理学的pHで両性イオン性である
親水性構成ユニット葉、非限定的な例として、生理学的pHでホスフェート基とアンモニウ
ム基とを含むモノマー残基、例えば、US 7,300,990において明らかにされたものなどを含
み、これによって前記開示物についてここに組み込む。
【００５１】
　ある態様において、ここにおいて提供されるポリマーは、更に、結合可能または機能化
可能な側鎖（例えば、モノマー残基のペンダント基）を含む1または1以上の構成ユニット
を含む。幾つかの例において、結合可能または機能化可能な側鎖は、化学技術において公
知の技術、例えば、「クリック（click）」化学（例えば、「クリック」反応、Wu, P.; F
okin, V. V. Catalytic Azide-Alkyne Cycloaddition: Reactivity and Applications. A
ldrichim. Acta, 2007, 40, 7-17を参照）などにより、更なる機能性のポストポリマー化
導入のために使用できる1または1以上の反応性基を有する基である。ある態様において、
ここにおいて提供される結合可能または機能化可能な側鎖は、1または1以上の何れかの適
切な活性基、例えば、これらに限定するものではないが、 N-ヒドロスクシンイミド(NHS)
エステル、HOBt(1-ヒドロキシベンゾトリアゾール)エステル、p-ニトロフェニルエステル
、テトラフルオロフェニルエステル、ペンタフルオロフェニルエステル、ピリジルジスル
フィド基などを含む。
【００５２】
　幾つかの態様において、正常な生理学的pHでアニオン性である構成ユニットは、カルボ
ン酸、例えば、限定するものではないが、2-プロピルアクリル酸のモノマー残基（即ち、
それから誘導される構成ユニット、2-プロピルプロピオン酸, -CH2C((CH2)2CH3)(COOH)-(
PAA)）を含むが、保護種、例えば、エステルなど、または遊離酸の何れとしてでも、選択
されたポリマー化工程において存在できる何れかの有機酸または無機酸もまた本発明の考
慮の内にある。ここにおいて記載されるアニオン性モノマー残基または構成ユニットは、
アニオンに荷電された、または荷電可能な種を含み、プロトン化可能なアニオン性種を含
む。ある場合において、アニオン性モノマー残基は、中性のpH7.0でアニオン性であって
よい。
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【００５３】
　モノマー、例えば、無水マレイン酸（Scott M. Henry, Mohamed E. H. El-Sayed, Chri
stopHer M. Pirie, Allan S. Hoffman, and Patrick S. Stayton "pH Responsive Poly(s
tyrene-alt-maleic anhydride) Alkylamide Copolymers for Intracellular Drug Delive
ry" Biomacromolecules 7:2407-2414, 2006)などもまた、第2のブロックに負に荷電され
ているユニット（例えば、第3の構成ユニット）を導入するために使用されてもよい。そ
のような態様において、負に荷電されている構成ユニットは、無水マレイン酸モノマーの
残基である。
【００５４】
　本発明の態様は、以下の式Iの一般構造を有するポリマー：
【化５】

【００５５】
である。
【００５６】
　幾つかの態様において：
A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-
からなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
Y4は、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C)アルキル、-C(O)O(
1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリールか
らなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
Y0、Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-
、-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR

6(2C-10C)アルキル-、-(4C-10C)ヘテロアリール-および-(6C-10C)アリール-からなる群よ
り選択される；
Y3は、共有結合、-(1C-10C)アルキル-、-(4C-10C)ヘテロアリール-および-(6C-10C)アリ
ール-からなる群より選択される；ここにおいて、
　　　R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
　　　R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、
ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリー
ルからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換さ
れてよい；
　Q0は、生理学的pHで親水性である残基、および生理学的pHで少なくとも部分的に正に荷
電されている残基（例えば、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニ
ウム、グアニジン、イミダゾイル、ピリジルなど）；生理学的pHで少なくとも部分的に負
に荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受ける残基（例えば、カルボキ
シル、スルホンアミド、ボロネート、ホスホネート、ホスフェートなど）；生理学的pHで
実質的に中性である（または非荷電の）残基（例えば、ヒドロキシ、ポリオキシレート化
アルキル、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、チオールなど）；生理
学的pHで少なくとも部分的に両性イオン性である残基（例えば、生理学的pHでホスフェー
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ト基とアンモニウム基とを含むモノマー残基）；結合可能または機能化可能な残基（例え
ば、反応性基を含む残基、例えば、アジド、アルキン、スクシンイミドエステル、テトラ
フルオロフェニルエステル、ペンタフルオロフェニルエステル、p-ニトロフェニルエステ
ル、ピリジルジスルフィドなど)；または水素からなる群より選択される残基である；
　Q1は、生理学的pHで親水性である残基、および生理学的pHで少なくとも部分的に正に荷
電されている残基（例えば、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニ
ウム、グアニジン、イミダゾイル、ピリジルなど）；生理学的pHで少なくとも部分的に負
に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける残基（例えば、カルボキシル、スル
ホンアミド、ボロネート、ホスホネート、ホスフェートなど)；生理学的pHで実質的に中
性である残基（例えば、ヒドロキシ、ポリオキシレート化アルキル、ポリエチレングリコ
ール、ポリプロピレングリコール、チオールなど)；または生理学的pHで少なくとも部分
的に両性イオン性である残基（例えば、生理学的pHでホスフェート基とアンモニウム基と
を含む残基）である；
　Q2は、生理学的pHで正に荷電されている残基であり、これらに限定するものではないが
、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジン、イミダ
ゾイルおよびピリジルを含む；
　Q3は、生理学的pHで負に荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受ける
残基であり、これらに限定するものではないが、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネ
ート、ホスホネートおよびホスフェートを含む；
　　mは、約0～1.0未満（例えば、0～約0.49）である；
　　nは、0よりも大きい値～約1.0（例えば、約0.51～約1.0）である；ここにおいて
　　　　　m + n = 1である；
pは、約0.1～約0.9（例えば、約0.2～約0.5）である；
qは、約0.1～約0.9（例えば、約0.2～約0.5）である；ここにおいて、
rは、0～約0.8（例えば、0～約0.6)である；ここにおいて、
　　　　　p + q + r = 1である；
vは、約1～約25kDa、または約5～約25kDaである；並びに、
wは、約1～約50kDa、または約5～約50kDaである。
【００５７】
　幾つかの態様において、pおよびqにより表されるモノマー残基の数または比は、互いの
約30％、互いの約20％、互いの約10％以内などである。特異的な態様において、pは実質
的にqと同じである。ある態様において、少なくとも部分的に荷電されたは、一般的に、
僅かな量よりも多くの荷電された種を含み、例えば、少なくとも20％の残基が荷電された
、少なくとも30％の残基が荷電された、少なくとも40％の残基が荷電された、少なくとも
50％の残基が荷電された、少なくとも60％の残基が荷電された、少なくとも70％の残基が
荷電されたなどを含む。
【００５８】
　ある態様において、mは0であり、Q1は、生理学的pHで親水性であり実質的に中性（非荷
電）である残基である。幾つかの態様において、実質的に、非荷電は、例えば、5％未満
が荷電された、3％未満が荷電された、1％未満が荷電されたなどを含む。ある態様におい
て、mは0であり、Q1は、生理学的pHで親水性であり少なくとも部分的にカチオン性である
残基である。ある態様において、mは0であり、Q1は、生理学的pHで親水性であり、少なく
とも部分的にアニオン性である残基である。ある態様において、mは＞0であり、nは＞0で
あり、Q0またはQ1の１つは、生理学的pHで親水性および少なくとも部分的にカチオン性で
ある残基であり、およびQ0またはQ1の他方は、生理学的pHで親水性および実質的に中性で
ある残基である。ある態様において、mは＞0であり、nは＞0であり、Q0またはQ1の１つは
、生理学的pHで親水性且つ少なくとも部分的にアニオン性である残基であり、Q0またはQ1
の他方は、生理学的pHで親水性であり、実質的に中性である残基である。ある態様におい
て、mは＞0であり、nは＞0であり、Q1は生理学的pHで親水性且つ少なくとも部分的にカチ
オン性である残基であり、Q0は結合可能または機能化可能な残基である残基である。ある
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態様において、mは＞0であり、nは＞0であり、Q1は、生理学的pHで親水性且つ実質的に中
性である残基であり、Q0は結合可能または機能化可能な残基である残基である。
【００５９】
　幾つかの態様において、生理学的pHで正に荷電されている、または少なくとも部分的に
正に荷電されているは、-NR'R''基であり、ここにおいて、R'およびR''は、独立して、水
素、アルキル、シクロアルキルまたはヘテロアルキルから選択され、これらは任意に1ま
たは1以上のハロゲン、アミノ、ヒドロキシル基で置換されてもよく、および／または1ま
たは1以上の不飽和結合を含んでもよく；幾つかの態様において、R'およびR'は、共に置
換型または非置換型のヘテロアリールまたは脂環式ヘテロ環を形成する。幾つかの態様に
おいて、生理学的pHで正に荷電されている、または少なくとも部分的に正に荷電されてい
るとしてここで記載される基は、非限定的な例であるが、アミノ、アルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、環状アミノ（例えば、ピペリジンまたはN-アルキル化ピペリジン）、脂環
式イミノ（例えば、ジヒドロピリジニル、2,3,4,5-テトラヒドロ-ピリジニルなど）、ヘ
テロアリールイミノ（例えば、ピリジニル）などを含んでよい。幾つかの態様において、
生理学的pHで負に荷電されている、または少なくとも部分的に負に荷電されているが、低
いpHではプロトン化を受けるとしてここで記載される基は、例えば、非限定的な例である
が、カルボン酸(COOH)、スルホンアミド、ボロン酸、スルホン酸、スルフィン酸、硫酸、
リン酸、ホスフィン酸、亜リン酸、炭酸およびその脱プロトン化共役塩基などを含む。
【００６０】
　ある態様において、式ＩＩの化合物：
【化６】

【００６１】
がここにおいて提供される。
【００６２】
　ある態様において：
A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-から
なる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C
)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より選
択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、-O
C(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR6(2C
-10C)アルキルからなる群より選択される；
Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される；
ここにおいて、
　　　R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、ヘテロ
アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリールから
なる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換されてよ
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い；
Q1およびQ2は、生理学的pHで正に荷電されている残基であり、これらに限定するものでは
ないが、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、グアニジン、
イミダゾイルおよびピリジルを含む：
Q3は、生理学的pHで負に荷電されている残基であるが、低いpHではプロトン化を受ける残
基であり、これらに限定するものではないが、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネー
ト、ホスホネートおよびホスフェートを含む：
mは、0～約0.49である；
nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、
　　　m + n = 1である；
pは、約0.2～約0.5である；
qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、
　　　pは、実質的にqと同じである；
rは、0～約0.6である；ここにおいて、
　　　　　p + q + r = 1である；
vは、約1～約25kDaであるか、または約5～約25kDaである；および、
wは、約1～約50kDaであるか、または約5～約50kDaである。
【００６３】
　ある態様において、ブロックコポリマーは、（正常な生理学的pHまたは略中性のpHで）
式ＩＩＩの化学式：
【化７】

【００６４】
を有するジブロックコポリマーである。
【００６５】
　ある態様において、記載されるように置換されたA0、A1、A2、A3およびA4は、式ＩＩＩ
のポリマーの構成ユニット（「モノマーユニット」および「モノマー残基」と交換可能に
使用される）を含む。
【００６６】
特異的な態様において、式ＩＩＩのA基を構成するモノマーユニットは、適切な条件下で
適合してポリマー化可能である。ある場合において、エチレン主鎖または構成ユニット、
-(C-C-)m-ポリマーは、ここにおいて、各Cは、Hおよび／または何れか他の適切な基で二
置換されており、これは、炭素-炭素二重結合、>C=C<を含むモノマーを使用してポリマー
化される。ある態様において、各A基（例えば、A0、A1、A2、A3およびA4の各々）は、-C-
C-（即ち、エチレンモノマーユニットまたはポリマー主鎖)、-C(O)(C)aC(O)O-（即ち、a 
ポリ無水物モノマーユニットまたはポリマー主鎖）、-O(C)aC(O)-（即ち、ポリエステル
モノマーユニットまたはポリマー主鎖）、-O(C)bO-（即ち、ポリアルキレングリコールモ
ノマーユニットまたはポリマー主鎖）など（ここにおいて、各C は、ここにおいて記載さ
れるようにHおよび／または他の適切な基で二置換され、R12および／またはR13は上述の
通りである）であってもよい（即ち、それらから独立して選択される）。特異的な態様に
おいて、用語「a」は、1～4の整数であり、および「b」は、2～4の整数である。ある場合
において、式ＩＩＩの主鎖に対して結合された各「Y」および「R」基（即ち、Y0、Y1、Y2
、Y3、Y4、R1、R2、R3、R4、R5の何れか1）は、特異的なモノマーユニットの（何れかの(
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C)aまたは(C)bを含む）何れかの「C」に対して結合される。特異的な態様において、特異
的なモノマーユニットのYおよびRの両者は、同じ「C」に対して結合している。ある特異
的な態様において、特異的なモノマーユニットのYおよびRの両者は、同じ「C」に対して
結合しており、「C」は、もし存在するのであれば、モノマーユニットのカルボニル基に
対してαである。
【００６７】
　特異的な態様において、R1-R11は、独立して、水素、アルキル（例えば、1C-5Cアルキ
ル）、シクロアルキル（例えば、3C-6Cシクロアルキル）またはフェニルからなる群より
選択され、ここにおいて、何れかのR1-R11は、1または1以上のフッ素、シクロアルキルま
たはフェニルで任意に置換され、それは1または1以上のアルキル基で更に任意に置換され
てもよい。
【００６８】
　ある特異的な態様において、Y0およびY4は、独立して、水素、アルキル（例えば、1C-1
0Cアルキル)、シクロアルキル（例えば、3C-6Cシクロアルキル）、O-アルキル（例えば、
O-(2C-10C)アルキル、-C(O)O-アルキル（例えば、-C(O)O-(2C-10C)アルキル）またはフェ
ニルからなる群より選択され、その何れかは1または1以上のフッ素で任意に置換される。
【００６９】
　幾つかの態様において、Y1およびY2は、独立して、共有結合、アルキル、好ましくは(1
C-10C)アルキルで存在、-C(O)O-アルキル、好ましくは-C(O)O-(2C-10C)アルキルで存在、
-OC(O)アルキル、好ましくは-OC(O)-(2C-10C)アルキルで存在、O-アルキル、好ましくは-
O(2C-10C)アルキルで存在、および-S-アルキル、好ましくは-S-(2C-10C)アルキルで存在
から選択される。ある態様において、Y3は、共有結合、アルキル、好ましくは(1C-5C)ア
ルキルで存在、およびフェニルから選択される。
【００７０】
幾つかの態様において、Z-は、存在するか、または不在である。ある態様において、ここ
において、R1および/またはR4は水素であり、Z-はOH-である。ある態様において、Z-は、
何れかの対イオン（例えば、1または1以上の対イオン)、好ましくは、生体適合性対イオ
ン、例えば、非限定的な例であるが、クロライド、無機または有機ホスフェート、スルフ
ェート、スルホネート、アセテート、プロピオネート、ブチレート、バレレート、カプロ
エート、カプリレート、カプレート、ラウレート、ミリステート、パルメート、ステアレ
ート、パルミトレート、オレエート、リノレート、アラキデート、ガドレート、ワクシネ
ート、ラクテート、グリコレート、サリチレート、脱アミノフェニルアラニン、脱アミノ
セリン、脱アミノトレオニン、ε-ヒドロキシカプロエート、3-ヒドロキシブリルレート
、4-ヒドロキシブチレートまたは3-ヒドロキシバレレートなどである。幾つかの態様にお
いて、各Y、Rおよび任意のフッ素が、共有結合的に選択される主鎖の炭素に対して結合し
ているとき、完全に置換されていない何れの炭素も、適切な数の水素原を完備する。数m
、n、p、qおよびrは、そのブロックにおける各構成ユニットのモル率を表し、およびvお
よびwは、各ブロックの分子量を提供する。
【００７１】
　ある態様において、
A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-、-C-C-、-C(O)(CR12R13)aC(O)O-、-O(CR12R13)aC(O)-お
よびO(CR12R13)bOからなる群より選択される；ここにおいて、
　aは1 - 4である；
　bは2 - 4である；
R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、R11、R12およびR13は、独立して、水素、(1
C-5C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、(5C-10C)アリール、(4C-10C)ヘテロアリールか
らなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換されて
よい；
Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C
)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これらの
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何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、-O
C(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-からなる群よ
り選択される；
Y3は、共有結合、(1C-5C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択される；ここにお
いて、R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
Zは、1または1以上の生理学的に許容される対イオンである、 

mは、0～約0.49である；
nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、
　　　m + n = 1である；
pは、約0.2～約0.5である；
qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、
　　　pは、 実質的にqと同じである；
rは、0～約0.6である；ここにおいて、
　　　p + q + r = 1である；
vは、約1～約25kDaであるか、または約5～約25kDaである；および、
wは、約1～約50kDaであるか、または約5～約50kDaである。
【００７２】
　特異的な態様において、
A0、A1、A2、A3およびA4は、独立して、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(
C)bO-からなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは2 - 4である；
R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10およびR11は、独立して、水素、(1C-5C)アル
キル、(3C-6C)シクロアルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これらの何れか
は1または1以上のフッ素原子で任意に置換されてよい；
Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C
)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これらの
何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、-O
C(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-からなる群よ
り選択される；
Y3は、共有結合、(1C-5C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択される；
　　ここにおいて、R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y

4は、適切な数の水素原子を完備する；
Zは、生理学的に許容される対イオンである；
mは、0～約0.49である；
nは、約0.51～約1.0である；
　　ここにおいて、m + n = 1である；
pは、約0.2～約0.5である；
qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、
　　pは、実質的にqと同じである；
rは、0～約0.6である；ここにおいて、
　　p + q + r = 1である；
vは、約5～約25kDaである；並びに、
wは、約5～約25kDaである。
【００７３】
　幾つかの態様において、
A1は、-C-C-である；
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Y1は、-C(O)OCH2CH2-である；
R6は、水素である；
R7およびR8は、各々-CH3である；並びに、
R2は、-CH3である。
【００７４】
　ある態様において、
A2は、-C-C-である；
Y2は、-C(O)OCH2CH2-である；
R9は、水素である；
R10およびR11は、各々-CH3である；並びに、
R3は、-CH3である。
【００７５】
　幾つかの態様において、
A3は、-C-C-である；
R4は、CH3CH2CH2-である；
Y3は、共有結合である；
並びに、Z-は、生理学的に許容されるアニオンである。
【００７６】
　幾つかの態様において、
A4は、-C-C-である；
R5は、水素および-CH3からなる群より選択される；並びに、
Y4は、-C(O)O(CH2)3CH3である。
【００７７】
　幾つかの態様において、
A0は、C-C-である；
R1は、水素および(1C-3C)アルキルからなる群より選択される；並びに、
Y0は、-C(O)O(1C-3C)アルキルである。
【００７８】
　幾つかの態様において、mは0である。
【００７９】
　幾つかの態様において、rは0である。
【００８０】
　幾つかの態様において、mおよびrは、共に0である。
【００８１】
　幾つかの態様において提供されるとき、非限定的な本発明のポリマーの例は：
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【化８】

【００８２】
である。
【００８３】
　ある場合において、化合物１の構成ユニットは、左のカギ括弧および右のカギ括弧に示
され、それらはモノマー；

【化９】

【００８４】
に由来する。
【００８５】
　文字p、qおよびrは、そのブロック内の各構成ユニットのモル率を表す。文字vおよびw
は、ジブロックポリマー内の各ブロックの分子量(平均数)を表す。
【００８６】
　幾つかの態様において提供されるとき、ここで提供される化合物は、構造；
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【化１０】

【００８７】
を有する化合物である。
【００８８】
　上において記載される通り、文字p、qおよびrは、そのブロックに含まれる各構成ユニ
ットのモル率を表す。文字vおよびwは、ジブロックコポリマーにおける各ブロックの分子
量(平均数)を表す。
【００８９】
　幾つかの態様において、ここで以下のポリマー：provided herein the following ポリ
マーs: 
[DMAEMA]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　　　　　　　　　IV3
[PEGMA]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　　　　　　　　　　　IV4
[PEGMAm-/-DMAEMAn]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　IV5
[PEGMAm-/-MAA(NHS)n]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　IV6
[DMAEMAm-/-MAA(NHS)n]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　IV7
[HPMAm-/-PDSMn]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　IV8
[PEGMAm-/-PDSMn]v-[Bp-/-Pq-/-Dr]w　　　　　　IV9
が提供される。
【００９０】
　幾つかの態様において、Bは、メタクリル酸ブチル 残基である； Pは、プロピルアクリ
ル酸残基である；DおよびDMAEMAは、ジメチルアミノエチルメタクリレート残基である； 
PEGMAは、ポリエチレングリコールメタクリレート残基（例えば、1-20エチレンオキシド
ユニットを有し、例えば、化合物IV-2に示され、または4-5エチレンオキシドユニット、
または7-8エチレンオキシドユニット）である；MAA(NHS)はメチルアクリル酸-N-ヒドロキ
シスクシンイミド残基である；HPMAは、N-(2-ヒドロキシプロピル)メタクリルアミド残基
である；およびPDSMはピリジルジスルフィドメタクリレート残基である。ある態様におい
て、用語m、n、p、q、r、wおよびvは、ここにおいて記載される通りである。特異的な態
様において、wはvの約0.1倍～約5倍であり、またはvの約1倍～約5倍である。
【００９１】
　ポリマーIV1-IV9は、ポリマーの第1のブロックを構成する構成ユニットを含むここで提
供されるポリマーの例である。更に、ポリマーを図および表において明らかにし、並びに
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、構造的に関連するポリマー（例えば、MWおよび／またはモノマー残基比など）がここに
おいて特に提供される。幾つかの態様において、第1のブロックの構成ユニットは、ポリ
マーをつくり出すために構成変更または化学的に処理され、ここにおいて、第1のブロッ
クは中性（例えば、PEGMA）、カチオン性（例えば、DMAEMA）、アニオン性（例えば、PEG
MA-NHS、ここでNHSは酸に加水分解される、またはアクリル酸）、両性電解性（例えば、D
MAEMA-NHS、ここでNHSは酸に加水分解される）、または双性イオン（例えば、ポリ[2-メ
タクリロイルロキシ-2'トリメチルアンモニウムエチルホスフェート]）である構成ユニッ
トである、または構成ユニット含む。幾つかの態様において、第1のブロックにピリジル
ジスルフィド官能性を含むポリマー、例えば、[PEGMA－PDSM]-[B-P-D]であってよいポリ
マーは、チオール化されたsiRNAと任意に反応してポリマー-siRNA結合体を形成する。
【００９２】
　幾つかの態様において、本発明のポリマーは、「ジブロックコポリマー」である。用語
「コポリマー」は、ポリマーが2または2以上の異なるモノマーのポリマー化の結果である
ことを表す。幾つかの例において、「ブロック」コポリマーは、構成ユニットの別個のサ
ブコンポーネントが互いに会合している構造を示す。ある場合において、「block」は、
特定の特徴（勾配コポリマーの例えば、親水性セグメントまたは疎水性セグメント）を有
するポリマーのセグメントまたは部分をいう。幾つかの例において、ジブロックコポリマ
ーは、丁度2つのブロックを含む；そのようなポリマーの一般的な図式は次のように見え
：[AaBbCc ...]m - [XxYyZz...]n、ここにおいて、各文字は構成ユニットのために位置し
、構成ユニットに対する各添字は、特定のブロックにおけるそのユニットのモル率を表し
、3つの点は、各ブロックにおいて構成ユニットがそれよりも多くあってもよいこと（し
かしながら、勿論、少なくてもよいのであるが）を示し、mおよびnは、ジブロックコポリ
マーの各ブロックの分子量を示す。この図式により示されるように、各構成ユニットの数
および性質が、各ブロックについて別々に制御される。当該図式は、各ブロックにおける
構成ユニットの数値間または異なる種類の構成ユニットの数値間の何れの関係を意味する
ものでも、暗示すると解釈されるべきものでも全くないことが、理解される。また、この
図式は、特定のブロック内で構成ユニットの何れかの特定の配列を記載することを意味す
るものでもない。即ち、各ブロックにおいて、構成ユニットは、純粋に無作為に、交互無
作為に、規則的に交互に、規則的なブロックまたは無作為なブロック配置で、明確に他の
状態になる位置にならない限りで配置されてよい。純粋な無作為の配置は、例えば：x-x-
y-z-x-y-y-z-y-z-z-z...またはy-z-x-y-z-y-z-x-x...であるだろう。交互無作為な配置は
：x-y-x-z-y-x-y-z-y-x-z...であるだろうし、規則的に交互な配置は：x-y-z-x-y-z-x-y-
z...であるだろう。規則的なブロック配置は、以下の一般的な配置：...x-x-x-y-y-y-z-z
-z-x-x-x...：を有し、一方、無作為なブロック配置は一般的な配置：...x-x-x-z-z-x-x-
y-y-y-y-z-z-z-x-x-z-z-z-...を有する。前述の一般的な例の何れにおいても、個々の構
成ユニットまたはブロックの特定の並列ではなく、またはブロックにおける構成ユニット
の数またはブロックの数は、本発明のジブロックコポリマーの実際の構造を何れかの様式
で有する、または制限すると解釈されることを意味するものでも、解釈されるべきもので
もない。
【００９３】
　更に、構成ユニットを含む括弧は、構成ユニットそれ自身がブロックを構成することを
意味するものではなく、またそれを意味すると解釈されるべきものでもないことも理解さ
れる。即ち、カギ括弧内の構成ユニットは、何れかの様式で、即ち、純粋な無作為、交互
無作為、規則的な交互、規則的なブロックまたは無作為のブロック配置でブロック内の他
の構成ユニットと結合されてもよい。従って、ジブロックコポリマー1において、p、qお
よびrは、ブロックにおけるその構成ユニットのモル率を表し、括弧内の構成ユニットが
ブロック内にブロックを含むことを示すまたは示唆することを意図するものでも、解釈さ
れるべきものでない。
【００９４】
　従って、電荷中性の構成ユニットが本発明のジブロックコポリマーの第1のブロックの
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第1の構成ユニット中に「無作為に分散した」状態でここに配置される場合、それは、第1
のブロックが、純粋に無作為の配置について上述したのと一般的に類似する構造を有する
であろうことを意味する。
【００９５】
　幾つかの態様において、ここで記載される何れかのブロックコポリマーの水性の溶液ま
たは媒体における溶解性は、略中性のpHで、1mg/mLよりも大きく、5mg/mLよりも大きく、
10mg/mLよりも大きく、25mg/mLよりも大きく、50mg/mLよりも大きく、100mg/mLよりも大
きく、並びに500mg/mLよりも大きい。幾つかの態様において、特に、親水性（例えば、カ
チオン性親水性）の第1のブロックを有するジブロックポリマーのために、疎水性ブロッ
ク（アニオン性、カチオン性および疎水性）に存在する3つの種が無作為のコポリマーブ
ロックとして存在する、またはほかの状態で分散した配列において、ブロックがその長さ
に亘り大凡正味中性の電荷であるように存在する。幾つかの例において、この配向は、ブ
ロックコポリマーの溶解性を増大する。
【００９６】
　ある態様において、表１で示すジブロックコポリマーがここにおいて提供される；ある
場合において、そのようなポリマーは、ポリヌクレオチド複合剤および担体として使用さ
れる。ここにおいて表１および他の方法により記載されるジブロックコポリマーの特徴は
、ここにおける開示に基づき、当業者がそのようなコポリマーを製造することが可能であ
り、そのために本発明の範囲に含まれるように、ここにおける他のジブロックコポリマー
に言い換えることができると理解される。
【００９７】
　例示的なジブロックコポリマーの第1のブロックは、ジメチルアミノエチルメタクリレ
ート(DMAEMA)のモノマー残基で構成され、これは、生理学的なpHで核酸に効率的に結合し
、縮合させる。ここにおいて記載される例示的なポリマーの第2のブロックは、DMAEMAの
モノマー残基をカチオン性構成ユニットととして；プロピルアクリル酸(PAA)のモノマー
残基をアニオン性構成ユニットとして含み、疎水性プロピル置換基のために、疎水性増大
部分のための貢献物；およびブチルメチルアクリレート(BMA)のモノマー残基を別々の構
成ユニットとして、疎水性増大部分を構成または含む。ある場合において、第2のブロッ
クは、pH誘導性の高次構造的な変化を介して結合された核酸のエンドソームの逸脱を可能
にし、幾つかの例においては、膜不安定化を引き起こす。幾つかの例において、生理学的
な条件下で、第2のまたは疎水性コアブロックは、正の残基（例えば、プロトン化されたD
MAEMA）と負の残基（例えば、脱プロトン化されたPAA）の両方を同じ量で有し、イオン対
の形成によりコアの大凡の中性の電荷と電荷安定化を引き起こす。ある場合において、こ
こにおいて記載されるポリマー-核酸組成物の細胞のエンドソームコンパートメントへの
取り込みにおいて、エンドソーム環境の低いpHが、第3の構成ユニットのアニオン性残基
（例えば、PAAカルボキシレート基）をプロトン化し、それにより膜破壊を引き起こす。
幾つかの例において、幾つかまたは全てのアニオン性残基のプロトン化または中性化が、
PAA酸性基の電荷中性化を引き起こし、ある場合においては、ポリマーにおける高次構造
的な電荷を疎水性膜不安定化形態にする。
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【表１】

【００９８】
a　 Viscotek GPCmax VE2001および屈折計VE3580 (Viscotek, Houston, TX)に連続して会
合されたSEC Tosoh TSK-GEL R-3000およびR-4000カラム(Tosoh Bioscience, Mongomeryvi
lle, PA)により測定した結果。0.1重量%のLiBを含むHPLC-グレードDMFを移動相として使
用した。構成されたコポリマーの分子量を、一連のポリ（メチルメタクリレート）標準を
使用して決定した。
【００９９】
b　1H NMR分光法(CDCL3において3重量%；Bruker DRX 499)により測定した結果。
【０１００】
　ここにおいて使用されるポリ(DMAEMA)および他のポリマー性実体（例えば、コポリマー
またはBMA、DMAEMAおよびPAAのコポリマーブロック）を何れかの適切な様式で製造した。
1つの例において、ポリ(DMAEMA)が、RAFT CTA、ECTおよびラジカル開始剤の存在において
DMAEMAをポリマー化することにより製造された。幾つかの例において、ブロック、ポリ(D
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MAEMA) (9,100g/mol；DP 58)が、一連のジブロックコポリマーの製造のために使用され、
BMA含有量が増大され、当該モル量のDMAEMAおよびPAAが維持された。得られたポリマーの
特徴を表１に示す。同様なブロックサイズが全7つのジブロックについて観察され、ポリ
マーの全体的な分子量が約20,000g/molであることが示された。ある態様において、より
低い分子量が選択される。幾つかの例において、より低い分子量ポリマーが、ポリマー毒
性を最少にし、ポリマーの腎クリアランスを可能にし、それによりインビボ試験への受け
入れ可能な移行を保証する。また、表１には、第2のブロックの理論上および実験的に誘
導されたモノマー組成が示される。列記された各ポリマーは、関連するポリマーの分類の
例である。例えば、P7クラスのポリマーは、多くの変型を有し、その1つが表１において
特徴決定される。全てのポリマーが理論上の組成物に比較的近いと同時に、幾つかの逸脱
が全ての場合において観察され、恐らくモノマー反応比において異なるためである。
【０１０１】
　或いは、ジブロックポリマーのブロックの配向が、ポリマーのω末端が親水性ブロック
であるように逆である。種々の態様において、これは、多くの合成的な方法を含む何れか
の適切な様式において達成される。例えば、本発明のブロックコポリマーの合成が、PAA/
BMA/DMAEMA疎水性ブロックの製造で始まり、親水性の荷電されたブロックが第2の合成工
程において、各々得られたPAA/BMA/DMAEMA マクロＣＴＡを第2のRAFTポリマー化工程に供
されることにより付加される。代替的なアプローチは、PAA/BMA/DMAEMA マクロＣＴＡを
還元してチオール末端を形成し、次に、前形成された親水性の荷電されたポリマーを形成
されたチオールに共有結合的に結合することを含む。この合成アプローチは、反応性基を
ポリマー鎖の親水性末端のω末端に導入するための方法を提供し、それにより、ポリマー
の化学的複合への代替的なアプローチを提供する。
【０１０２】
　ジブロックコポリマー P7は、本発明のポリマーの1例であり、これは2つのブロックか
らなる；1つはポリ(DMAEMA)であり、これは生理学的なpHで親水性且つ荷電されており、
他のブロックはモノマーユニットの無作為なコポリマー；疎水性(BMA)およびイオン化さ
れた／疎水性またはイオン化可能な／疎水性ユニット(PAA, DMAEMA)である。
【０１０３】
　［定義および態様］
　本明細書に関して、単数形の使用には複数形が含まれ、特に言及しない限り逆もまた同
じであると理解される。すなわち、「a」および「the」は、その文言が修飾する1または1
以上のものを意味する。例えば、「the polymer」または「a nucleotide」は、1つのポリ
マーもしくはヌクレオチドまたは複数のポリマーもしくはヌクレオチドを意味し得る。同
じように、「polymers」および「nucleotides」は、特に言及しない限り、またはそのよ
うな意味ではないことが文脈から明らかな場合を除き、1つのポリマーもしくは1つのヌク
レオチドならびに複数のポリマーもしくはヌクレオチドを意味する。
【０１０４】
　ここにおいて使用されるとき、限定するものではないが「約」、「実質的に」、「本質
的に」および［大凡］などの近似の語は、限定される成分が、記載された正確なものであ
る必要はなく、変更されて、記述された記載からある範囲にまで変動してよいことを意味
する。記載が変動できる範囲は、当該業者が受容できる、またその成分が特徴有するおよ
びその成分若しくは限定の可能性を有すると看做されるのがどの位の大きさであるのかに
依存するであろう。一般的に、しかし、前述の考察に曝されるが、ここにおいて数値的な
値は、近似の語により変更され、少なくとも±15％、約±15％、約±10％、約±5％、約
±3％、約±2％、または約±1％で定まった値から変動してよい。本発明からの特異的な
非限定的な例として、本発明のジブロックコポリマーの第2のブロックは、正常な生理学
的なpHでカチオン性およびアニオン性種の両方を含み、「実質的に、全体的な電荷におい
て中性である」且つ実質的に疎水性であると記載されている。しかしながら、実験的に、
正確な中性を達成することは非常に難しく、カチオン性種またはアニオン性種の何れかが
表1に示されるようにある程度優勢になる。しかしながら、当該業者は、1または他の若干
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るであろう。
【０１０５】
　ここにおいて使用される通り、「ポリマー」は、1または1以上の「モノマー」と呼ばれ
る小分子で構成される分子をいう。モノマーは、それ自身と反応して、ホモポリマーを形
成してもよく、それが1または1以上の他のモノマーと反応してコポリマーを形成してもよ
い。モノマーの基は、反応して、次に結合されてポリマーを形成するプレポリマーを形成
してもよい。モノマーはポリマーの構成ユニットを含む。
【０１０６】
　「電荷が中性である」または「非荷電の」構成ユニットは、生理学的なpHで完全に正ま
たは負の電荷を有する原子ではないものをいい、即ち、両性（双性）分子もなお「電荷が
中性である」または「非荷電」であると看做される。荷電が中性である構成ユニットの非
限定的な例は、メタクリル酸ブチルから誘導されたもの、例えば、CH2=C(CH3)C(O)O(CH2)

3CH3モノマーであるであろう。
【０１０７】
　ここにおいて使用されるとき、「アルキル」は、直鎖または分岐鎖の完全に飽和された
（二重結合または三重結合のない）炭化水素（炭素および水素のみの）基をいう。アルキ
ル基の例は、これに限定するものではないが、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル
、ブチル、イソブチル、sec-ブチル、第三ブチル、ペンチルおよびヘキシルを含む。ここ
において使用されるとき、「アルキル」は「アルキレン」基を含み、これは、他の基と結
合するために1よりも寧ろ2つの開放性の電子価を有する直鎖または分岐鎖の完全に飽和さ
れた炭化水素基を示す。アルキレン基の例は、これらに限定するものではないが、-CH2-
、エチレン、-CH2CH2-、プロピレン、-CH2CH2CH2-、n-ブチレン、-CH2CH2CH2CH2-、sec-
ブチレン、-CH2CH2CH(CH3)-などを含む。本発明のアルキル基は、任意に1または1以上の
フッ素基で置換されてもよい。
【０１０８】
　ここにおいて使用されるとき、「mC～nC」は、ここにおいてmおよびnは整数であり、表
示された基における可能な炭素の数を指示する。即ち、その基がこれら数を含めて「m」
から「n」の炭素原子を含む。本発明のアルキル基は、1～10の炭素原子を含んでよいとは
、即ち、mは1であり、nは10である。勿論、特定のアルキル基は、更に制限されてもよい
。例えば、制限のない限り、本発明のアルキル基は、3～8の炭素原子からなってよく、こ
の場合には、(3C-8C)アルキル基と命名されるであろう。この数が、含まれるものであり
、示される数の炭素原子を有する全ての直鎖または分岐鎖構造が組み込まれる。例えば、
制限がない限り、「C1～C4アルキル」基は、1～4の炭素を有する全てのアルキル基を指示
し、即ち、CH3-、CH3CH2-、CH3CH2CH2-、CH3CH(CH3)-、CH3CH2CH2CH2-、CH3CH2CH(CH3)-
、(CH3)2CHCH2-および(CH3)3CH-を示す。
【０１０９】
　ここにおいて使用されるとき、シクロアルキル基は、アルキル鎖の末端の炭素原子がも
う1方に対して共有結合的に結合しているアルキル基を指示する。数「m」および「n」は
形成される環における炭素の数を示す。従って、例えば、(3C-8C)シクロアルキル基は、3
、4、5、6、7または8員環、即ち、シクロプロパン、シクロブタン、シクロペンタン、シ
クロヘキサン、シクロヘプタンおよびシクロオクタンを示す。本発明のシクロアルキル基
は、任意に、1または1以上のフッ素基または1または1以上のアルキル基で置換されてもよ
い。
【０１１０】
　ここにおいて使用されるとき、「フェニル」は単に、基：
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【化１１】

【０１１１】
を示し、示された通り、1または1以上のフッ素基で任意に置換されてもよい。
【０１１２】
　ここにおいて使用されるとき、「疎水性増大部分」は、ここにおいて「疎水性種」と交
換可能に使用され、ジブロックコポリマーの構成ユニットに対して共有結合的に結合され
る置換基をいい、前記疎水性増大部分を有するそのような構成ユニットは、結果として、
その部分の付与がない場合よりも、ジブロックコポリマーをより膜破壊性または他の方法
によってより膜不安定化する。そのような部分の例は、これに限定するものではないが、
アルキル基、シクロアルキル基およびフェニル基を含み、その何れも1または1以上のフッ
素原子で置換されてもよい。幾つかの態様において、疎水性増大部分は約1、または1以上
のπ値を有する。化合物のπ値は、その相対的な親水性-親油性値の尺度である(例えば、
Cates, L.A., "Calculation of Drug Solubilities by PHarmacy Students" Am. J. PHar
m. Educ. 45:11-13 (1981)を参照されたい)。ここにおいて記載される疎水性モノマー残
基または構成ユニットは、1または1以上の疎水性種を含む。更に、親水性モノマー残基は
、1または1以上の親水性種を含む。
【０１１３】
　本発明の非限定的なポリマーの例に関して、上で示されるIV1に関して、そのようなポ
リマーは、「エチレン」であることにより特徴付けられ、そこにおいて構成ユニットは、
各モノマーのエチレン、-C=C-、の官能性の反応から誘導される。上記例の特定のエチレ
ンモノマーは、更に、「アクリル性」であると記載されてもよく、そこにおいて、それら
は全てアクリル酸、CH2=CHC(O)OH、の誘導体であり、上記の第1のモノマーがジメチルア
ミノエチルメタクリレートであり、第2が2-プロピルアクリル酸であり、第3がメタクリル
酸ブチルである。
【０１１４】
　ここにおいて使用される「正常な生理学的pH」は、生体、血清、正常な細胞のサイトゾ
ルなどの主な液体のpHをいう。更に、ここにおいて使用される通り、「正常な生理学的な
pHで」は「略生理学的なpHで」または「略中性のpHで」と交換可能に使用され、一般的に
は、略中性のpH（即ち、約pH7）をいい、例えば、約7.2～約7.4であるpHを含む。特異的
例において、「正常な生理学的pH」は、水性の媒体、例えば、血液、血清などにおける略
中性であるpHをいう。
【０１１５】
　ここにおいて使用されるとき、RNAは、A、C、GまたはUを含むポリヌクレオチドをいい
、DNAはdA、dC、dGおよびdTを含むポリヌクレオチドをいい、「d」は、糖がデオキシリボ
ースであることを示す。
【０１１６】
　ここにおいて使用されるとき、「天然のDNA類似体」または「天然のRNA類似体」ポリヌ
クレオチド、ここにおいて1または1以上の天然に生じるヌクレオチドが、特定のDNAまた
はRNAの天然のヌクレオチドに対して置換されるが、なお本来のDNAまたはRNAの機能性を
呈する。これは、非天然の環境において、天然に生じるヌクレオチド含み、例えば、DNA
分子においてデオキシリボヌクレオチドに対して置換されたリボヌクレオチド、またはRN
A分子においてリボヌクレオチドに対して置換されたデオキシリボヌクレオチドを含む。
【０１１７】
　ここにおいて使用されるとき、「合成DNA類似体」または「合成RNA類似体」は、1また



(31) JP 5911723 B2 2016.4.27

10

20

30

40

50

は1以上の変更されたヌクレオチドで構成されているポリヌクレオチドを示す。「変更さ
れたヌクレオチド」は、非天然に存在するヌクレオチドをいい、それは化学的に変更され
た塩基、糖および／またはリン酸ジエステル結合を含む。化学的な変更は、天然に生じる
ヌクレオチドの個々の原子の付加、欠失または置換、ヌクレオチドの全体の機能性基の付
加、欠失または置換を含んでよい。本発明の目的のために、変更されたヌクレオチドが、
あったとしても僅かに天然のヌクレオチドに似ているが、それにもかかわらず、上記の一
般的な構造を有するポリヌクレオチドに組み込まれる能力がある分子を実際に含んでもよ
い。典型的に維持される合成DNAまたはRNA類似体の1つの性質は、全てが天然のポリヌク
レオチドであるように、分子が一般的に負に荷電されていることであり、それにより、本
発明のジブロックコポリマーと複合化可能である。
【０１１８】
　特許請求の範囲において明確に列挙されていない理論により束縛されていることを除い
て、膜不安定化ポリマーは、直接または間接的に細胞膜構造（例えば、エンドソーム膜）
における電荷（例えば、透過電荷(permeability change)）を誘発でき、それによりポリ
マーに関連して、またはポリマーとは無関係に薬剤（例えば、ポリヌクレオチド）を透過
させる、膜構造などを通過して、例えば、細胞に入る、または細胞小胞（例えば、エンド
ソーム）を出る。膜不安定性ポリマーは、(しかし必然的ではないが)膜破壊性ポリマーで
あってよい。膜破壊性ポリマーは、直接的または間接的に、細胞小胞の溶解または細胞膜
の破壊を誘発できる（例えば、細胞膜の集団の実質的なフラクションとして観察される）
。
【０１１９】
　一般的に、ポリマーの膜不安定化または膜破壊性の性質は、種々の手段により評価でき
る。1つの非限定的なアプローチにおいて、細胞膜構造における電荷は、細胞膜（例えば
、エンドソーム膜）からの薬剤（例えば、ポリヌクレオチド）の放出を（直接または間接
的に）測定するアッセイにおいて評価することにより、例えば、そのような薬剤の存在ま
たは不在、またはそのような薬剤の活性をそのような膜の外側の環境において測定するこ
とにより、観察可能である。もう1つの非限定的なアプローチは、赤血球溶解（溶血）を
測定すること、例えば、問題となる細胞膜についての代理アッセイとして含む。そのよう
なアッセイは、単一のpHで、またはある範囲のpH値に亘り行われてよい。
【０１２０】
　好ましくは、ここにおいて提供されるジブロックコポリマーは生体適合性である。ここ
において使用されるとき、「生体適合性」はそれまたはそのインビボ分解生成物により特
徴付けられるポリマーの性質をいい、生組織に対する障害性がない、または少なくとも最
小限および／または修繕可能である性質をいう。塩に関して、現在、好ましくは、カチオ
ン性種およびアニオン性種の両方が生体適合性である。ここにおいて使用されるとき、「
生理学的に許容される」は生体適合性と交換可能である。
【０１２１】
　ある側面において、ここにおいて記載される組成物および／または薬剤は、インビボで
治療学的薬剤として使用される。「インビボ」により、それらがそのような治療を必要と
する対象に対して投与されることを意図されることを意味する。「対象」は、何れかの生
存している実体を示し、それは本発明の複合体の治療学的使用からの利点を受ける。ここ
において使用されるとき、「対象」および「患者」は交換可能に使用されてよい。対象ま
たは患者は、特に哺乳類をいい、例えば、これに限定するものではないが、ネコ、イヌ、
ウマ、ウシ、ヒツジ、ウサギなど、好ましくは現在においてヒトなどである。
【０１２２】
　ここにおいて使用されるとき、「治療学的薬剤」は、ここの複合体をいい、治療学的に
有効な量を疾患に罹患した対象に対して投与したときに、対象の健康および福祉において
治療学的に有利な効果を有する。対象の健康および福祉において治療学的に有利な効果は
、これらに限定するものではないが：（１）疾患の治癒；（２）疾患の進行の緩徐化；（
３）疾患の退行を引き起こす；または（４）疾患の1または1以上の症状を軽減すること；
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である。ここにおいて使用されるとき、治療学的薬剤はまた何れかの複合体を含み、特に
遺伝的な疾患の存在する疾患に対して特定の感受性があることが公知のまたは疑わしい患
者に対して投与されるとき、その患者の健康および福祉において予防的に有利な効果を有
する。患者の健康および福祉において予防的に有利な効果は、これらに限定するものでは
ないが、：（１）第1の場所で発症した疾患を防止または遅滞すること；（２）一旦退行
したレベルが複合体の治療学的に有効量により達成されれば、退行したレベルに疾患を維
持すること；または（３）複合体の治療学的に有効な量での治療過程の後に、疾患の再発
を防止または遅延することを含む。幾つかの例において、治療学的薬剤は、治療学的に有
効なポリヌクレオチド（例えば、RNAiポリヌクレオチドなど）、治療学的に有効なペプチ
ド、治療学的に有効なポリペプチド、または幾つかの他の治療学的に有効なバイオ分子で
ある。特異的な態様において、RNAiポリヌクレオチドは、RNAiメカニズムを介して遺伝子
の発現の阻害を媒介できるポリヌクレオチドであり、これらに限定するものではないが、
メッセンジャーRNA(mRNA)、siRNA、マイクロRNA (miRNA)、短ヘアピンRNA(shRNA)、非対
称干渉RNA(aiRNA)、そのダイサー基質および前駆体を含む。
【０１２３】
　ここにおいて使用されるとき、「生ポリマー化」は、更なるポリマー化の周知の概念を
使用してポリマーを合成する方法をいい、即ち、そこにおいて、モノマーが成長するポリ
マー鎖の活性部位に対して1つ1つ追加するが、もう1つのモノマーの連続する追加のため
の活性部位が、目的以外は完全には除外されないポリマー化である。即ち、ポリマー鎖は
、ポリマーがキャップ形成されるまで、それはポリマー化を継続またはクエンチすること
が可能なように可逆的であってもよく、通常は持続性であり、それまで、反応混合物に対
して更なるモノマーの添加により、実質的にはいつも更なる伸張が可能である。多数の生
ポリマー化が公知である一方で、現在の主な種類は、アニオン性、カチオン性およびラジ
カル生ポリマー化である。これらの、現在のラジカルポリマー化は、本発明に関して特に
興味深い。ラジカルポリマー化は、フリーラジカル開始剤を含み、これは、エチレンモノ
マーの二重結合のpi電子の1つを抽出し、反応性の不対電子を炭素上で開始剤が反応した
以前の二重結合の他の末端で生じる。不対電子は次に、もう1つのモノマーの二重結合と
反応し、安定したシグマ結合と、もう1つのフリーラジカルなどを生じる。通常の開始剤
を用い、進行は、最終的に終結反応、一般的には組み合わせた反応により停止され、そこ
において、2つの増加された鎖の不対電子を併用して安定なシグマ結合形成するか、また
はそこにおいて活性鎖がもう1つの活性鎖または反応混合物における不純物から水素原子
を除去して安定な非反応性分子および二重結合を含む分子を生成する。生ポリマー化にお
いて、成長する鎖の終結反応に入る能力は除去され、存在するモノマーの量により単独で
効果的にポリマー化が制限される；即ち、ポリマー化は、モノマーの供給が枯渇するまで
継続する。この点で、そのような実体、例えば、これに限定されるものではないが、ニト
ロキシラジカル、ハロゲン分子、ペルオキシドなどの酸素種および金属など、でのフリー
ラジカルの末端基のキャップ形成のために、または単に溶媒との相互作用などにより、残
留するフリーラジカル種は実質的に活性を失う。しかしながら、仮に更なるモノマーが溶
液に添加された場合、ポリマー化反応は、上記のような場合を除いて再開できる。
【０１２４】
　［合成］
　ここにおいて記載されるポリマーは、何れかの適切な方法において製造される。例えば
、ある態様において、本発明のポリマーは、エチレン種に限定されるものでは決してない
一方で、そのようなポリマーに関して、それらが「生ポリマー化」により製造されること
は現在特に好ましい。
【０１２５】
　生ポリマー化の使用において、非常に低い多分散性または鎖長が異なるポリマーが得ら
れる。多分散性は通常、それらの数平均分子量によりポリマー鎖の重量平均分子量を割り
出すことにより測定される。数平均分子量は、個々の鎖の分子量の和を鎖の数で割ったも
のである。重量平均分子量は、分子量を二乗し、その分子量の分子の数で割ったものに比
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例する。重量平均分子量は、常に数平均分子量よりも大きいことから、多分散性は、常に
1よりも大きいか1に等しい。数が近くなる、または同じに近づくとき、即ち、多分散性が
1の値に近づくとき、ポリマーは、そこにおいては全ての鎖が性格に同じ数の構成ユニッ
トを有する単分散に近くなる。1に近づく多分散性値は、ラジカル生ポリマー化の使用を
達成する。これらに限定するものではないが、例えば、サイズ排除クロマトグラフィ、動
的光散乱、マトリックス補助レーザー脱離／イオン化クロマトグラフィおよびエレクトロ
スプレー質量クロマトフラフィなどの多分散性の測定の方法が、当該技術分野において周
知であり、ここでは更なる詳細は記載しない。
【０１２６】
　可逆的な付加-断片化鎖移行またはRAFT(RAFT)は、本発明のエチレン主鎖ポリマーの合
成において使用するために現在好ましい生ポリマー化技術である。RAFTは当業者には周知
であり、ここにおいては簡単に記載するのみである。RAFTは、フリーラジカル変性鎖移行
方法を含む。多数のRAFT手順は、チオカルボニルチオ化合物、例えば、これらに限定する
ものではないが、ジチオエステル、ジチオカルバメート、トリチオカルボネートおよびキ
サンチン酸のOエステルなどを使用し、可逆的な鎖移行メカニズムによりポリマー化を媒
介する。ポリマーラジカルと先行する何れかの化合物のC=S基との反応が、安定化された
ラジカル中間体の形成を導く。これらの安定化されたラジカル中間体は、標準的なポリマ
ー化に典型的な終結反応は生じないが、寧ろ、ラジカルの再導入は、再開始またはモノマ
ーでの生長反応を可能にし、当該方法においてC=S結合を二次形成する。次のラジカルの
断片化に続くC=S結合に対する追加のこのサイクルは、全てのモノマーが消費されるか、
反応がクエンチされるまで続く。何れの特定の時間での低濃度の活性なラジカルは、通常
の終結反応を制限する。他の態様において、ポリマーは、キサンチン酸のOエステルの可
逆的な付加-断片化鎖移行を介するマクロ分子設計(MADIX)により合成される(Direct Synt
hesis of Double Hydrophilic Statistical Di- and Triblock Copolymers Comprised of
 Acrylamide and Acrylic Acid Units via the MADIX Process", Daniel Taton, et al.,
 Macromolecular Rapid Communications, 22, No. 18, 1497-1503 (2001).)。
【０１２７】
　［ポリマー：バイオ分子構築物］
　ある態様において、ここにおいてポリマー：ポリヌクレオチド構築物または例えば、ポ
リマー：ペプチド構築物、ポリマー：ポリヌクレオチド構築物、または他の種類のポリマ
ー：バイオ分子構築物を含む他の構築物が提供される。ある態様において、1または1以上
のポリヌクレオチド（例えば、siRNA）がここにおいて記載される何れかのポリマーと結
合される。種々の態様において、ポリヌクレオチド、ペプチド、ポリペプチドまたは他の
バイオ分子が、何れかの様式において（例えば、共有結合的および／または非共有結合的
な相互作用などにより）ポリマーと結合し、そのような結合は何れかの適切な部位にあり
、それは例えば、ポリマーのアルファ末端、ポリマーのオメガ末端、ポリマーの親水性末
端、ポリマーの疎水性末端、またはポリマーのモノマー側鎖に結合しているペンダント基
などを含む。
【０１２８】
　ここにおいて使用されるとき、ポリヌクレオチドは、鎖内で共有結合的に結合された直
鎖のヌクレオチドモノマーからなる多くの種類の有機ポリマー分子をいい、当業者には周
知である。簡単には、ヌクレオチドは、単一のホスフェート基（または、慣習的には、ポ
リヌクレオチドへのその組み込みをいうとき、ポリメラーゼの存在において実際にポリマ
ー化される種であるヌクレオシドトリホスフェートのための短い手）と結合したヌクレオ
チドを含む。ヌクレオシドは、順番に糖部分と結合した塩基を含む。天然に生じたポリヌ
クレオチド、即ち、未修飾の生実体により生成されたポリヌクレオチドについては、糖部
分は、リボ核酸またはRNAを生じさせるリボースであるか、またはデオキシリボ核酸また
はDNAを生じさせるデオキシリボースの何れかである。天然に生じた塩基は、アデニン（A
）、グアニン（G）またはその天然の置換物であるイノシン（I）、シトシン（C）または
チミン（T）またはその天然の置換物であるウラシル（U）である。更に、ポリヌクレオチ
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ドは、1つのヌクレオシドの糖部分の3'-ヒドロキシル基と、更にもう1つのヌクレオシド
の5'-に対してその3'-ヒドロキシル基で順次結合される第2のヌクレオシドの糖部分の5'-
ヒドロキシルとの間でリン酸ジエステル結合により結合された複数のヌクレオシドを含む
。
【０１２９】
　本発明のDNAまたはRNAは、センスまたはアンチセンスであってよい。DNAは、2本鎖、セ
ンス鎖である一本鎖およびその相補鎖である他方、またはアンチセンス鎖である。センス
鎖は、同じ配列のRNAがタンパク質に翻訳されるという事実により特徴付けられる。アン
チセンス鎖は、同じ配列において関与できない。この結果は、特定のDNAまたはそのメッ
センジャーRNAによるタンパク質生成が、タンパク質生成の適切な段階で相補的またはア
ンチセンスポリヌクレオチドの導入により中断できることである。
【０１３０】
　即ち、タンパク質生成は、2つの相、転写および翻訳において生じる。転写において、D
NAは、メッセンジャーRNAまたはmRNAを形成するための鋳型として使用される。翻訳の相
において、mRNAは細胞の領域に伝わり、そこにおいて、DNAにより提供された遺伝的なメ
ッセージをリボソームに伝え、それは実際にDNAによりコードされたタンパク質を構築す
る細胞機構である。アンチセンスポリヌクレオチドは、mRNAの配列に相補的な核酸配列を
含み、mRNAに結合またはハイブリダイズし、ハイブリダイズされたmRNAは、引き続いて1
または1以上の生化学的なメカニズムにより分解され、それにより、mRNAの指示がリボソ
ームへの到達が阻止される。現在好ましい本発明のポリヌクレオチドはRNAである。
【０１３１】
　本発明のRNAは、センスまたはアンチセンスmRNA、マクロまたはmiRNAまたは短干渉RNA
、siRNAであってよい。mRNAは上述された。miRNAは、1本鎖RNA分子であり、約21～23ヌク
レオチド長である。それらの機能は、遺伝子発現の制御である。miRNAは、DNAから転写さ
れる遺伝子によりコードされるが、タンパク質に翻訳はされない。寧ろ、それらは公知の
プリmiRNAをプレmiRNAと呼ばれる短ステムループ構造に一次転写することから処理され、
最終的に機能的なmiRNAに処理される。機能的なmiRNAは、部分的に1または1以上のmRNAに
部分的に相補的である。そのために、それらは上述のアンチセンスポリヌクレオチドのよ
うに機能し、mRNAの指令がリボソームに到達するのを阻止する。従って、それらは遺伝子
発現を下方制御できる。
【０１３２】
　miRNAがゲノム自身から転写される一方で、siRNA、小型干渉または短干渉RNAはそうで
はない。siRNAは、1999年におけるその発見から、分子生物学者の研究室において最も研
究されているポリヌクレオチドの1つとなっており、これは現在、次世代の薬物の最重要
な候補と看做されており、それはそれらが実質的な何れかの遺伝子の発現をサイレント化
できる潜在的な能力があるからである。本発明の目的のために、現在公知であるまたは将
来において公知になり得る何れかのsiRNAを使用し、ここにおけるジブロックコポリマー
と共に本発明の複合体を形成することが可能であり、その結果、これらに限定するもので
はないが、治療学的、予防的または診断上の目的のために生細胞の内部に輸送されてよい
。最初に、外因的に添加されるsiRNAは、siRNAとしての活性化のために非常に特異的な2
塩基のオーバーハングを有する特異的な長さ（21～23bp）であるべきであると考えられて
いたが、現在では、哺乳類の細胞における遺伝子サイレンシングでの有効性には、より長
いまたはより短い平滑末端化された、並びに27+bpのRNAが丁度よいことが明らかである。
より短いsiRNAはRNA-誘導性サイレンシング複合体(RISC)に直接に負荷することが可能で
あり、一方、より長い2本鎖RNAは、細胞質において、細胞質内の多領域エンドヌクレアー
ゼダイサーによってより短いsiRNAに切断される。即ち、長い2本鎖RNAが細胞の細胞質に
入る。長い2本鎖RNAは、20～25のヌクレオチドsiRNAに、ダイサーと呼ばれるRNアーゼIII
様酵素により処理される。siRNAは次に、RNA誘導性サイレンシング複合体またはRISCとし
て知られるエンドリボヌクレアーゼ含有複合体に構築される。RISCへの組み込みの後、そ
の2本鎖siRNAのセンス鎖が、無傷および／または切断されて、相補的なmRNA分子にRISCを
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導くsiRNAアンチセンス鎖を脱離する。siRNAは次に、相補的なmRNAに結合し、一旦結合す
ると、RISCが標的mRNAを切断し、効率的にそのRNAに関連する遺伝子をサイレンシングす
る。もう1つの本発明のジブロックコポリマーを有する複合体を形成し、それにより生細
胞に輸送されるポリヌクレオチドの亜種は、所謂「ロック核酸」またはLNAポリヌクレオ
チドである。ロック核酸ポリヌクレオチドは、ヌクレオシドの糖部分の2'-酸素から4'-炭
素メチレンへの結合を形成する多くのメカニズムの1つにより製造される；しかしながら
、何れのロック核酸ポリヌクレオチドの使用も本発明の範囲内にある。LNAの1つの特徴は
、相補的なDNAまたはRNAとハイブリダイズする際に、非変更のDNA：DNAまたはDNA：RNA二
重鎖と比較して、増強されたそれらの熱安定性と増強された核酸認識である。これらの性
質は、分子適用のホストにおけるLNAポリヌクレオチドを潜在的に有用なものにする。例
えば、LNA-DNA-LNA構築物、siRNA、ホスホロチオネートおよび2'- O-メチルRNA-DNA構築
物について、それらに暴露されたCos-7細胞におけるバニロイド受容体サブタイプ1（VR1
）の発現について比較は、siRNAはVR1発現に対して最も強力なアンチセンス剤であるとい
う一方で、LNA-DNA-LNA構築物は等しい配列のホスホロチオネートおよび2'- O-メチルオ
リゴヌクレオチドよりもVR1抑制において175～550倍であった（Grunweller, A., et al.,
 2003, NAR, 31:2185-3193）。
【０１３３】
　本発明の側面は、ここにおいてに記載の何れかのポリマーに（例えば、共有結合的およ
び／またはイオン性相互作用、水素結合相互作用および／またはファンデルワールス相互
作用を含む非共有結合的に）結合または会合されたポリヌクレオチドまたは複数のポリヌ
クレオチドである。ある態様において、ポリマーおよびポリヌクレオチド間の会合は、共
有結合、非共有結合的相互作用、またはその組み合わせにより達成される。特異的な態様
において、（例えば、その第1のブロックの）ポリマーとポリヌクレオチドとの非共有結
合性の会合が使用される。非共有結合的な相互作用は、これらに限定するものではないが
、イオン性相互作用、水素結合およびファンデルワールス力を含むが、本発明の目的のた
めには、非共有結合的な総合作用は、イオン性相互作用を含む。イオン性相互作用は、（
例えば、その第1のブロックの）カチオン性構成ユニットとリン酸ジエステル結合により
天然に負に荷電されているポリヌクレオチドとの間で生じる。

【化１２】

【０１３４】
　非共有結合的な会合は、多くの更なる方法により達成されてもよい。ポリヌクレオチド
および／またはポリマーは、化学的な部分で修飾されてもよく、それによりそれらが結合
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ロイシンジッパーまたは他のペプチドモチーフ、ポリマーおよびポリヌクレオチドにおけ
る正および負の電荷の間でのイオン性相互作用、または他の種類の非共有結合性化学親和
性結合を導く。更に、2本鎖ポリヌクレオチドが、微量なグルーブ結合（minor groove bi
nding）またはポリマーに共有結合的に結合する挿入剤を用いてポリマーを形成すること
により、本発明のポリマーに対して複合されてもよい。
【０１３５】
　幾つかの態様において、ポリヌクレオチドは何れかの標準的な化学的複合技術によりポ
リマーに化学的に複合されてもよい。ポリマーとポリヌクレオチドとの間の共有結合は、
非開裂可能であってもよく、開裂可能な結合が使用されてもよい。特に好ましくは、開裂
可能な結合は、細胞質の還元性環境において解離するジスルフィド結合である。共有結合
性の会合は、化学的複合方法により達成され、これらに限定するものではないが、アミン
－カルボキシルリンカー、アミン-スルフヒドリルリンカー、アミン-炭水化物リンカー、
アミン-ヒドロキシルリンカー、アミン-アミンリンカー、カルボキシル-スルフヒドリル
リンカー、カルボキシル-炭水化物リンカー、カルボキシル-ヒドロキシルリンカー、カル
ボキシル-カルボキシルリンカー、スルフヒドリル-炭水化物リンカー、スルフヒドリル-
ヒドロキシルリンカー、スルフヒドリル-スルフヒドリルリンカー、炭水化物-ヒドロキシ
ルリンカー、炭水化物-炭水化物リンカーおよびヒドロキシル-ヒドロキシルリンカーを含
む。複合は、pH感受性結合およびリンカーを用いて行われてもよく、これらに限定するも
のではないが、ヒドラゾンおよびアセタールリンカーを含む。複合化学の大きな多様性は
当該技術分野において確立されている(例えば、Bioconjugation, Aslam and Dent, Eds, 
Macmillan, 1998 and chapters thereinを参照されたい)。ポリヌクレオチドは、ポリマ
ーのアルファまたはオメガ末端に対して、またはポリマーのモノマーにおけるペンダント
基に対して複合化されてもよい。
【０１３６】
　一連のポリマーおよびそれらのそれぞれのsiRNA縮合粒子は、サイズおよび表面電荷に
ついて特徴が決定され、得られたデータを表2に示す。
【０１３７】
　ある場合において、ポリマーは、溶液中でユニマー（<10 nm）に見える。理論上4：1の
電荷比(Charge Ratio)のポリマーおよびsiRNAから形成された複合体は、85～236nmのサイ
ズで変動した。BMA含有量に関して複合体のサイズは、決定的な傾向ではないように思え
た。しかしながら、エンドソーム溶解性ブロックにおいて48％のBMA含有量を有するポリ
マーP7は、85nm ± 0.20の最も小さい粒子を示した。粒子の残部は、144～236nmのサイズ
を有し、最も大きなサイズの粒子は、エンドソーム溶解性ブロックにおいて27％のBMA含
有量を有するポリマー6から形成された。ポリマーP7／siRNA粒子サイズは、更に、1：1～
8：1までの範囲の電化比で試験され、データを表3に示す。ポリマー／siRNA 粒子サイズ
は、電荷比の増加に従って劇的に減少し、値は、1：1での643nm ± 0.09から8：1での54n
m ± 0.27までであった。
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【表２】

【表３】

【０１３８】
　ある場合において、ζ電位測定値に基づくsiRNA／ポリマー複合体の表面電荷は、全ポ
リマーについて同様および僅かに正であることが明らかにされる（0.13～1.1mVの範囲を
有する～0.5mV）。更に、幾つかの例において、ポリマー7を使用する＋／－が1：1、2：1
、4：1および8：1で形成された複合体は、表面電荷において違いは見られず、重ねて、電
荷比に関して傾向のない若干の正値を伴った（0.18-0.99mV）。幾つかの例において、電
荷比1：1で、粒子は、互いに均衡する第2のブロックにおいてPAA およびDMAEMA電荷とし
て、非常に僅かな表面電位を有することが予測される。種々の例において、電荷比が2：1
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、4：1および8：1に増加するとき、正の表面電荷における増加が見られることが予測され
るが、興味深いことに、そのような結果は観察されなかった。幾つかの例において、ポリ
マーの量の増加に伴って、粒子が形態学的に変化し、より密接に充填されるようになる。
電荷比の増加に伴い、DMAEMA正電荷の効果的なシールドのために、表面電荷の無影響にす
ることが可能であり、そのため多くのポリマー鎖およびsiRNAは粒子コア内に充填できる
。
【０１３９】
　ある態様において、粒子サイズおよび表面電荷における変更は、細胞により取り込まれ
る複合体に関して、適切な設計基準であってよい。幾つかの例において、正の表面電位を
有するナノ粒子は、負に荷電されている細胞膜との静電気的な相互作用により取り込みを
促進する。
【０１４０】
　ポリマーおよびsiRNA／ポリマー複合体の両方を、エンドソーム／リソソーム輸送経路
に関連するpH値で赤血球の溶血を誘導する能力について評価した。有意な溶血はポリマー
1～3については生じなかった。しかしながら、関連するpH依存性溶血活性が、ポリマー4
で明らかであり、応答性の増強が、エンドソーム溶解性ブロックのBMA含有量の増加と共
に観察された。ポリマー7は、最も強いpH依存性溶血を示し、pH=7.4では本質的に不活性
であり、pH=6.6で約25％の溶血、pH=5.8で85％の溶血であった。引き続いてポリマー5～7
を、それらのsiRNA複合体において溶血活性について評価した。試験された全ての電荷比
でポリマー5～7で形成された複合体は、適切なpH依存性様式で溶血性であることが監査裂
された。更に、複合体により示された溶血は、遊離ポリマーに比較して高く、1：1に対し
て4：1の電荷比でより大きかった。ポリマー7は、4：1の電荷比で最も強い溶血活性を示
し、pH=7.4では本質的に溶血はなく、pH=6.8で60％の溶血、pH=5.8で100％の溶血であっ
た。これらのデータは、これらのポリマーのpH応答性溶血活性は、疎水性増大部分、メタ
クリル酸ブチルの組み込みに関連することを示唆する。この発見は、例えば、カルボキシ
レート官能性を持たせたポリマーのpH依存性の疎水性移行を増大するために、アルキルア
ミンまたは芳香族基などの疎水性部分の組み込みに利用できるpH応答性膜不安定化ポリマ
ーについての以前の報告を実証するものである。
【０１４１】
　［膜破壊および／または膜不安定化］
　ある態様において、ポリマーまたはポリマー：ポリヌクレオチド構築物（即ち、ここに
おいて記載される1または1以上のポリヌクレオチドと会合した何れかのポリマーを含む）
は、細胞膜不安定化または破壊性ポリマー（即ち、細胞膜不安定化または細胞膜破壊性）
である。ある態様において、細胞膜は、これらに限定するものではないが、細胞外膜、細
胞内膜、小胞、オルガネラ、エンドソーム、リポソームまたは赤血球である。幾つかの態
様において、細胞に投与される場合、膜破壊性ポリマーまたはポリマー：ポリヌクレオチ
ドは、細胞内に送達される。ある態様において、siRNAは、好ましくは、本発明のポリマ
ーと会合され、引き続き、生細胞の内部にポリマーにより飲食運動されるポリヌクレオチ
ドである。
【０１４２】
　エンドサイトーシスは、物質（例えば、本発明のポリマーまたは核酸など）が形質膜を
横切ることなく、細胞内への入り口を得る過程である。物質は、細胞膜の部分により包ま
れて、次に、摘み取られて細胞内小胞を形成する。一旦物質が飲食運動されると、エンド
ソームは酸性化され、成熟したエンドソーム内のpH、約5～6.5で、非イオン化とイオン化
された形態の酸性ユニット、即ち、本発明のポリマーのアニオン性構成ユニットの間での
平衡が非イオン化形態の方にシフトするようにポリマーのpKaが選択されるために、ポリ
マーの化学的な組成が変わる。相対的に親水性であるポリマーのイオン化された形態とは
対照的に、非イオン化形態は、実質的に、疎水性であり、相互作用、即ち、エンドソーム
膜の破壊することが可能であり、これは結果としてサイトゾルへの物質の放出を生じる。
【０１４３】
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　電荷比4：1のsiRNA複合体の細胞内部移行は、それらの関連するpH応答性エンドソーム
溶解性特性に基づいて、ポリマーP4～P7についてフローサイトメトリーを用いて試験され
た。25nMのポリマー複合化siRNAの4時間の暴露に続く、細胞取り込みは、この時間枠にお
いて最も高い取り込みレベル（23％siRNAポジティブ細胞）を示すポリマーP7を有する第2
のブロックのBMA含有量と正に相関することが分かった。正に荷電されている複合体は、
カチオン性ポリマー／核酸複合体の内部移行に影響することが以前に示されており、正に
荷電されている複合体がより高い内部移行率と導入遺伝子発現を達成した。これらの結果
は、全ての粒子が同様に、若干の正味正荷電とサイズ（85～236nm）を非特異的なエンド
サイトーシスのための限界以内で良好に示したことから（表２）、恐らくは表面電位また
は全粒子としてのサイズの機能ではない。寧ろ、取り込みにおける効果は、BMA含有ブロ
ックのエンドソーム溶解性の有効性の機能であるかもしれない。溶血結果に基づくと、BM
A含有量が増加すると、エンドソームの逸脱がより大きな範囲にまで生じ、それにより細
胞からの再利用が減少し、細胞内のsiRNAの正味蓄積が増加し、これは他のプロピルアク
リル酸含有バイオ結合体と同様である。siRNAと細胞膜との間の静電気的な反発に基づく
と、全てのポリマー配合物は、担体と複合されていないsiRNA（裸のsiRNA）に比べて、細
胞による取り込みが非常に大きい（25倍まで）ことが示された。4時間後のみの細胞の23
％までの複合されたsiRNAの内部移行は、治療学的有効性のために非常に有望であり、そ
れにより累積的な取り込みは恐らく完全な48時間治療後に非常に高くなるであろう。加え
て、siRNA活性は、触媒作用性であると考えられ、細胞質内で再利用され、複数のmRNAの
転写物を破壊し、そのために長時間、多世代効果を有すると考えられる。
【０１４４】
　ポリマー担体の非特異的な細胞障害性が、電荷比4：1での複合体の存在においてHeLa細
胞を24時間インキュベートすることにより試験した。高い相対的な生存が全ての試験され
たポリマーについて観察された（24時間後に>90%）。合成ポリマー、特にカチオン性ポリ
マーは、かなりの細胞障害性に関連し得る。例えば、PEIは、種々の細胞株においてアポ
トーシスおよび／またはネクローシスのトリガーとなることが示されている。この毒性は
、ポリカチオン性セグメントを親水性セグメントで化学的に修飾することにより減少でき
るが、しかしながら、通常は効果と毒性は交換条件である。このアプローチにおいて、ポ
リマー送達媒体の電荷が中性化された第2のブロックの使用が、恐らく培養HeLa細胞のイ
ンビトロの高い生存性を維持した。
【０１４５】
　担体のsiRNAを効果的に送達する能力を、GAPDHに対するノックダウン実験で、全てのポ
リマーから理論上の電荷比4：1で形成された複合体を用いて試験した。GAPDHタンパク質
レベルは、複合体での処理後48時間で評価した。ポリマー担体1～3は、タンパク質レベル
の減少に効果がなく、恐らくこれはそれらのエンドソーム逸脱を媒介しないことによると
思われた。しかしながら、GAPDHタンパク質減少は、ポリマー4のsiRNA担体としての使用
で明らかになった。タンパク質のノックダウンは、担体のBMA含有量のエンドソーム溶解
性ブロック（ポリマー7）の48％にまで増加したときに更に増加した。ポリマーP7は、タ
ンパク質のsiRNAノックダウンを媒介する最も高い能力を示し、そこにおいてGAPDHは、コ
ントロールの32％までに減少した。更にコントロールsiRNAはGAPDHタンパク質レベルにお
いて無視できる減少しか示さなかった。
【０１４６】
　更に、担体の有効性を特徴付けるために、ポリマーをそれらのGAPDHのmRNAレベルのノ
ックダウンする能力について分析した。RT-PCRによる評価したとき、タンパク質測定と同
様に、ポリマー1～3はmRNAシグナルの減少を全くもって殆ど誘発しなかった。再度、ポリ
マーP4～P7は、エンドソーム溶解性ブロックのBMA含有量の増加に伴って、GAPDHのノック
ダウンの増加が見られた。特に、GAPDHのノックダウンは、電荷比が4：1でポリマーP4、P
5、P6およびP7の夫々について、コントロールの39%、30%、31%および21%まで減少した。
全体的に、結果は、疎水性ドメインの添加、特に、ここで利用される通りのN-オレイル部
分、フェニルアラニン残基およびメタクリル酸ブチルなどがトランスフェクションを増大
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することが見出されているDNAに関する送達戦略を試験している他のグループからの知見
と一致している。
【０１４７】
　更に、表2のポリマーおよび同様な構造（P7v6などのP7の種々の変形を含み、それはPRx
0729v6とここにおいて交換可能に使用される）を含むP7の遺伝子ノックダウンを媒介する
能力についての研究を、電荷比およびsiRNA容量に関して行った。理論上の電荷比の変化
は、遺伝子ノックダウンに大きな影響を及ぼすことが明らかになった。GAPDHは、電荷比
が1：1、2：1、4：1および8：1で夫々、コントロールレベルの51%、42%、21%および14%ま
で減少された。特に4：1および8：1の電荷比で、遺伝子ノックダウンは、商業的に入手可
能な担体であるハイパーフェクト（HiPerFect）と同等であり、そこにおいて、GAPDHレベ
ルは、80％を超えて減少された。重要なことは、GAPDHレベルにおける効果は送達されるs
iRNAに特異的であり、コントロールsiRNAが電荷比8：1で利用できるとき、GAPDHレベルに
おける有意な効果はない。電荷比の変化は、ナノ粒子内のsiRNAの凝縮に異なるレベルを
生じた。DLS試験は、複合体におけるコポリマー含有量の増加が結果としてより凝縮した
粒子を生じることを示した（表3）が、これらの機能性の研究はより緻密な粒子は、より
効率的な内部移行を可能にするか、またはsiRNAの生物学的利用能を増加を伴うことを示
唆している。これらの知見は、より緻密なDNA／ポリエチレンイミンおよびDNA／ポリリジ
ン複合体がより高率での内部移行させ、より高いトランスフェクション効率を達成するこ
とを示す以前の報告と一致する。電荷比4：1でのP7を使用する用量反応試験を行った。GA
PDH遺伝子発明において1nMまたは5nMのsiRNAでは殆ど応答はなかったが、発現は、10 nM
、25 nMまたは50 nMのsiRNAをポリマー7を用いて送達した場合に、コントロールの77%、2
1%および12%にまで減少した。ノックダウンアプローチのこのレベルは、商業的に入手可
能なポジティブコントロールであるハイパーフェクトの50nMの使用で見られた。しかしな
がら、ポリマー7を含む全てのポリマーは、高い生体適合性を示し、これはハイパーフェ
クトと比較しての非特異的な細胞障害性により測定された通りである。インビボ適用に対
する翻訳について、高用量のsiRNA（25～50 nM）で遺伝子ノックダウンの有意なレベルが
達成されたが、標的外の影響を避けるためにsiRNAの低用量の使用により有意な減少を達
成することがより望ましい。幾つかの態様において、これは、ポリマー／siRNA粒子のよ
り効率的な取り込みにより達成され、恐らく最良はターゲティングリガンドにより達成さ
れる。
【０１４８】
　［使用］
　ある態様において、対象に対して投与され、最終的に対象の細胞内に送達される本発明
のポリヌクレオチドは、好ましくはDNA、RNAまたはその合成された類似体である。標的遺
伝子の発現を阻害することが可能なDNA／RNAおよびその類似体に関して、これらは、例え
ば、アンチセンスポリヌクレオチド、miRNAおよびsiRNAを含むが、これらに限定するもの
ではない。
【０１４９】
　本発明のポリマーおよび／またはポリマー：ポリヌクレオチド複合体を用いて任意に治
療される疾患は、これらに限定するものではないが、病原体疾患、癌、炎症性疾患、酵素
欠損、代謝の先天性な誤り、感染、自己免疫疾患、心血管性疾患、神経性疾患、神経変性
疾患、神経筋性疾患、血液疾患および凝固疾患を含む。
【０１５０】
　以下の例は、説明の目的のためのものであり、本発明を制限すると解釈されるべきでは
ない。ここにおいて引用される全ての出版物は、引用によって出版物が記載することにつ
いての情報のために組み込まれる。
【０１５１】
　［例］
　本発明の記載を通して、種々の公知の頭接語および略語が、モノマーのポリマー化に由
来するモノマーまたはモノマー残基を記載するために使用される。他の記載による限定の
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ない限り；「BMA」（または速記的な記号に相当する文字「B」）は、メタクリル酸ブチル
またはそれに由来するモノマー残基を表す；「DMAEMA」（または速記的な記号に相当する
文字「D」）はN,N-ジメチルアミノエチルメタクリレートまたはそれに由来するモノマー
残基を表す；「Gal」は、任意にヒドロキシル保護部分（例えば、アセチル）を含むガラ
クトース残基またはそのペジレート化（pegylated）された誘導体（以下に記載される通
り）を表す；HPMAは、2-ヒドロキシプロピル メタクリレートまたはそれに由来するモノ
マー残基を表す；「MAA」はメチルアクリル酸またはそれに由来するモノマー残基を表す
；「MAA(NHS)」はメタクリル酸のN-ヒドロキシル-スクシンイミドエステルまたはそれに
由来するモノマー残基を表す；「PAA」(または速記的な記号に相当する文字「P」)は、2-
プロピルアクリル酸またはそれに由来するモノマー残基を表す、「PEGMA」は、ペジレー
トされたメタクリルモノマー、CH3O(CH2O)7-8OC(O)C(CH3)CH2またはそれに由来するモノ
マー残基を表す。各々の場合において、何れのそのような明示は、（その全ての塩または
イオン性類似体を含む）モノマーまたはそのモノマーのポリマー化に由来するモノマー残
基（その全ての塩またはイオン性類似体を含む）を示し、特異的に指示される形態は、前
後関係から当業者には明白である。
【０１５２】
　例１：ジブロックポリマーおよびコポリマーの製造
　以下の一般式のジブロックポリマーおよびコポリマーが製造される：
[A1x-/-A2y]n -[B1x-/-B2y-/-B3z]1-5n
　　ここにおいて、[A1-A2]は、第1のブロックコポリマーであり、モノマーA1およびA2の
残基からなる；
[B1-B2-B3]は、第2のブロックコポリマーであり、モノマーB1、B2、B3の残基からなる；
　　x、y、zは、モノマー残基のモル％のポリマー組成である；
nは分子量である。
【０１５３】
　例示的なジブロックコポリマー：
[DMAEMA]-[B-/-P-/-D]
[PEGMAw]-[B-/-P-/-D]
[PEGMAw-DMAEMA]-[B-/-P-/-D]
[PEGMAw-MAA(NHS)]-[B-/-P-/-D]
[DMAEMA-/-MAA(NHS)]-[B-/-P-/-D]
[HPMA-/-PDSM]-[B-/-P-/-D]
ここにおいて：
Bは、メタクリル酸ブチルであり、
Pは、プロピルアクリル酸であり、
Dは、DMAEMAであり、これはジメチルアミノエチルメタクリレートであり、
PEGMAは、ポリエチレングリコールメタクリレートであり、ここにおいて、例えば、w = 4
～5または7～8のエチレンオキシドユニットであり)、
MAA(NHS)は、メチルアクリル酸-N-ヒドロキシスクシンイミドであり、
HPMAは、N-(2-ヒドロキシプロピル)メタクリルアミドであり、
PDSMは、ピリジルジスルフィドメタクリレートである。
【０１５４】
　これらのポリマーは、構造を表し、ここにおいてポリマーまたはコポリマーの第1のブ
ロックの組成は、ポリマーを形成するために多様であるか、または化学的に処理されてお
り、ここにおいて第1のブロックは、中性(例えば、PEGMA)、カチオン性(DMAEMA)、アニオ
ン性(PEGMA-NHS、ここにおいてNHSは、酸に加水分解されている)、両性電解性(DMAEMA-NH
S、ここにおいてNHSは、酸に加水分解されている)、または双性イオン(例えば、ポリ[2-
メタクリロイロキシ-2'トリメチルアンモニウムエチルホスフェート])である。加えて、[
PEGMA-PDSM]-[B-P-D]ポリマーは、第1のブロックにおけるピリジルジスルフィド官能性を
含み、これはチオール化されたsiRNAと反応して、ポリマー-siRNA結合体を形成できる。
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【０１５５】
　例１．１：RAFTによるブロックコポリマーの製造のための一般的な合成手順
　A.RAFT鎖移行剤（RAFT chain transfer agent）
　以下のRAFTポリマー化のために利用できる鎖移行剤（CTA）、4-シアノ-4-(エチルスル
ファニルチオカルボニル)スルファニルペンタン酸(ECT)の合成は、モアドらによる手順を
変更した(Moad et al., ポリマー, 2005, 46(19): 8458-68)。即ち、エタンチオール(4.7
2 g、76 mmol)を10分掛けて、10℃で撹拌されているジエチルエーテル(150ml)中の水素化
ナトリウム(油中60％)( 3.15 g、79 mmol)の懸濁液に対して添加した。この溶液を次に、
10分間撹拌し、次に二硫化炭素(6.0 g、79 mmol)を添加した。粗S-エチルトリチオカルボ
ネートナトリウム(7.85 g、0.049 mol)を濾過により回収し、ジエチルエーテル(100mL)に
懸濁し、ヨウ素(6.3 g、0.025 mol)と反応させた。1時間後、溶液を濾過し、水性溶液チ
オスルフェートで洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥した。粗ビス(エチルスルファニルチ
オカルボニル)ジスルフィドを次に回転蒸発により単離した。ビス(エチルスルファニルチ
オカルボニル)ジスルフィド(1.37 g、0.005 mol)と4,4'-アザビス(4-シアノペンタン酸)(
 2.10 g、0.0075 mol)とのエチルアセテート(50mL)中の溶液を還流で18時間加熱した。溶
液の回転蒸発に続いて、粗4-シアノ-4(エチルスルファニルチオカルボニル)スルファニル
ペンタン酸(ECT)を、固定相としてシリカゲルを、50：50のエチルアセテートヘキサンを
溶離液として使用するカラムクロマトグラフィにより単離した。
【０１５６】
　B.ポリ(N,N-ジメチルアミノエチルメタクリレート)マクロ鎖移行剤(ポリDMAEMA マクロ
ＣＴＡ)
　DMAEMAのRAFTポリマー化を30℃のDMF中で、窒素雰囲気下で18時間に亘り、ECTおよび2,
2'-アゾビス(4-メトキシ-2.4-ジメチルバレロニトリル)(V-70)(Wako chemicals)をラジカ
ル開始剤として使用して行った。CTAに対する最初のモノマーの比(([CTA]0/[M]0)は、100
％の変換で理論上のMnが10,000(g/mol)となるような値であった。最初のCTAの開始剤に対
する比は([CTA]o/[I]o)は10対1である。生成されたポリDMAEMAマクロ鎖移行剤をv：vで50
：50のジエチルエーテル／ペンタンへの沈殿により単離した。生成されたポリマーをアセ
トン中に再溶解し、続いてペンタン(x3)で沈殿させ、減圧で一晩乾燥した。
【０１５７】
　C.ポリ(DMAMEA)マクロＣＴＡからのDMAEMA、PAAおよびBMAのブロックコポリマー化
　所望の化学量論的な量のDMAEMA、PAAおよびBMAをN,N-ジメチルホルムアミド中のポリ(D
MAMEA)マクロＣＴＡ(溶媒に対して25重量％モノマーおよびマクロCTA)に対して添加した
。全てのポリマー化のために、[M]o/[CTA]o and [CTA]o/[I]oをそれぞれ250：1および10
：1とした。V70の添加に続いて、溶液を窒素で30分間パージし、30℃で18時間反応させた
。生成されたジブロックコポリマーをv：vで50：50のジエチルエーテル／ペンタンに沈殿
させて単離した。沈殿したポリマーを次にアセトンに再溶解し、続いてペンタン(x3)で沈
殿させ、減圧下で一晩乾燥した。ゲル浸透クロマトグラフィHy(GPC)を使用して分子量お
よび多分散性(PDI、Mw/Mn)をDMF中のポリ(DMAEMA) マクロＣＴＡおよびジブロックコポリ
マーサンプルの両方についてポリメチルメタクリレート標準に関して測定した(一連のVis
cotek GPCmax VE2001および屈折計 VE3580 (Viscotek, Houston, TX)に連結されたSEC To
soh TSK-GEL R-3000 および R-4000カラム (Tosoh Bioscience, Montgomeryville, PA)。
1.0 重量% のLiBrを含むHPLC-グレードDMFを移動相として使用した。図1Aは、幾つかのRA
FT合成されたポリマーの分子量および組成の概要である(PRx0729v6は本適用および種々の
優先的な適用においてP7v6と交換可能に使用される)。図１Bは、幾つかのRAFT合成された
ポリマーの分子量、粒子サイズおよび組成の概要である。
【０１５８】
　例１．２．DMAEMA、PAAおよびBMAのポリ(DMAMEA)マクロＣＴＡからの第2のブロック(B1
-B2-B3)コポリマー化の製造
　所望の化学量論的な量のDMAEMA、PAAおよびBMAをN,N-ジメチルホルムアミドに溶解され
たポリ(DMAMEA)マクロＣＴＡ(溶媒に対して25重量％モノマーおよびマクロCTA)に対して
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添加した。全てのポリマー化のために、[M]o/[CTA]o and [CTA]o/[I]oをそれぞれ250：1
および10：1とした。AIBN添加に続き、溶液を窒素で30分間パージし、68℃で6～12時間反
応させた（図２）得られたジブロックコポリマーをv：vで50：50のジエチルエーテル／ペ
ンタンで沈殿させて単離した。沈殿したポリマーを次にアセトンに再溶解し、続いてペン
タン(x3)で沈殿させ、減圧下で一晩乾燥した。ゲル浸透クロマトグラフィHy(GPC)を使用
して分子量および多分散性(PDI、Mw/Mn)をDMF中のポリ(DMAEMA) マクロＣＴＡおよびジブ
ロックコポリマーサンプルの両方についてViscotek GPCmax VE2001および屈折計VE3580(V
iscotek, Houston, TX)を用いて測定した。1.0 重量% のLiBrを含むHPLC-グレードDMFを
移動相として使用した。CDCl3中でのNMR分光法を使用して、ポリマー構造を確認し、第2
のブロックの組成を計算した。図２は、[PEGMAw]-[B-P-D] ポリマーの合成の概要であり
、ここで、w = 7～8である。図３A、３Bおよび３Cは、[PEGMAw]-[B-P-D] ポリマーの特徴
決定の概要であり、ここにおいて、w = 7～8である。
【０１５９】
　例１．３．PEGMA-DMAEMAコポリマーの製造および特徴決定
　ポリマー合成は、例１．１および１．２において記載した手順と同様に行った。第1の
ブロックにおけるPEGMおよびDMAEMAの比は、個々のモノマーの異なる供給比を用いること
により変更して、図４に記載するコポリマーを形成した。
【０１６０】
　例１．４．PEGMA-MAA(NHS)コポリマーの製造および特徴決定
　ポリマー合成は、所望の第1のブロックコポリマーの組成を得るためのモノマー供給比
を用いて、例１．１および１．２において記載した手順と同様に行った（図５に概要を示
す）。図6A、6Bおよび6Cは、[PEGMAw-MAA(NHS)]-[B-P-D] ポリマーの合成および特徴決定
の概要であり、ここにおいて、第1のブロックにおけるモノマーのコポリマー比は、70：3
0である。ポリマーを含むNHSを水性緩衝液中(ホスフェートまたはバイカルボネート)で室
温または37℃で1～4時間7.4～8.5のpHでインキュベートし、加水分解（酸性）型を生じた
。
【０１６１】
　例１．５．DMAEMA-MAA(NHS) コポリマーの製造および特徴決定
　ポリマー合成は、所望の第1のブロックコポリマーの組成を得るためのモノマー供給比
を用いて、例１．１および１．２において記載した手順と同様に行った。図７A、７Bおよ
び７Cは、[DMAEMA-MAA(NHS)]-[B-P-D] ポリマーの合成および特徴決定の概要であり、こ
こにおいて、第1のブロックにおけるモノマーのコポリマー比は70：30である。ポリマー
を含むNHSを、水性緩衝液中(ホスフェートまたはバイカルボネート)で室温または37℃で1
～4時間7.4～8.5のpHでインキュベートし、加水分解（酸性）型を生じた。
【０１６２】
　例２．siRNA薬物送達のためのHPMA-PDS(RNA) コポリマー 結合体の製造および特徴決定
　A.　 ピリジルジスルフィド メタクリレートモノマー(PDSMA)の合成
　PDSMA のための合成スキームを図８に概要する。アルドリチオール-2(Aldrithiol-2)TM

 (5 g,
22.59 mmol)を40mlのメタノールおよび1.8mlのAcOH中に溶解した。その溶液を、20mlのメ
タノール中の2-アミノエタンチオール.HCl(1.28 g、11.30 mmol)の溶液として30分間掛け
て添加した。反応物をN2下で48時間室温で撹拌した。溶液の蒸発後、残渣油を40mlのジエ
チルエーテルで2回洗浄した。粗化合物を10mlのメタノールに溶解し、生成物を50mlのジ
エチルエーテルで沈殿し、所望の化合物１を淡黄色固体として、95％の収率で得た。
【０１６３】
　ピリジンジチオエチルアミン(1, 6.7 g、30.07 mmol)およびトリエチルアミン(4.23 ml
、30.37 mmol)をDMF(25ml)に溶解し、ピリジン(25ml)およびメタクリロイルクロライド(3
.33 ml、33.08 mmol)をゆっくりとシリンジを介して0℃で添加した。反応混合物を2時間
室温で撹拌した。反応後、反応を飽和NaHCO3(350ml)によりクエンチし、エチルアセテー
ト(350ml)により抽出した。合わせた有機層を更に10％のHCl(100 ml、1回)で洗浄し、純
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水(100 ml、2回)で洗浄し、MaSO4により乾燥した。純粋な生成物をカラムクロマトグラフ
ィ(EA/Hex : 1/10 ～ 2/1)により精製して黄色シロップを得た。Rf = 0.28 (EA/Hex = 1/
1)。収率: 55 %。
【０１６４】
　B.　 HPMA-PDSMA コポリマー合成
　N-(2-ヒドロキシプロピル)メタクリルアミド (HPMA)およびピリジルジスルフィドメタ
クリレート(典型的には70:30 モノマー比で)のRAFTポリマー化をDMF(50重量パーセントモ
ノマー：溶液)中で68℃で窒素雰囲気下で8時間2,2'-アゾ-ビス-イソブチリルニトリル(AI
BN)をフリーラジカル開始剤として使用して行った(図 9)。CTAのAIBNに対するモル比は10
：1であり、モノマーのCTAに対する比は、100％変換された場合に25,000 g/molの分子量
が達成されるように設定される。ポリ(HPMA-PDS) マクロＣＴＡを、ジエチルエーテル中
へのメタノールからの繰り返しての沈殿により単離した。
【０１６５】
マクロＣＴＡを真空下で24時間乾燥し、次にジメチルアミノエチルメタクリレート(DMAEM
A)、プロピルアクリル酸(PAA)およびメタクリル酸ブチル(BMA)のブロックコポリマー化の
ために使用した。DMAEMA、PAAおよびBMAの等モル量 ([M]o / [CTA]o = 250)をN,N-ジメチ
ルホルムアミドに溶解したHPMA-PDSマクロCTAに対して添加した(溶媒に対して25重量％の
モノマーおよびマクロCTA)。ラジカル開始剤AIBNをCTAの開始剤比が10：1で添加した。ポ
リマー化を、窒素雰囲気下で8時間68℃で行った。その後、生成されたジブロックポリマ
ーを50：50のジエチルエーテル／ペンタンへの4回の沈殿と沈殿の間のエタノールへの再
溶解によって単離した。生成物を1回ジエチルエーテルで洗浄し、減圧下で一晩乾燥した
。
【０１６６】
　C.　 HPMA-PDSMA コポリマーに対するsiRNA結合
　チオール化したsiRNAをジスルフィド修飾された5'-センス鎖を含む2本鎖RNAとして商業
的に得た(Agilent, Boulder, CO)。結合のために遊離したチオール形態を凍結乾燥した化
合物を水に溶解して調製し、1時間、アガロースゲルに固定化されたジスルフィド還元剤T
CEPで処理した。還元されたRNA(400μM)を次に24時間、5mMエチレンジアミン四酢酸(EDTA
)を含むホスフェート緩衝液(pH7)中のピリジルジスルフィド官能性化ポリマーと反応させ
た（図９）。
【０１６７】
　ピリジルジスルフィドポリマーとRNA チオールとの反応により、2-ピリジンエチオンを
形成し、これは分光光度的に測定され、結合効率を特徴決定する。更にジスルフィド交換
について検査するために、結合体をSDS-PAGE 16.5% トリシンゲル上を泳動した。並行し
て、結合反応物のアリクウォットを固定化されたTCEPでSDS-PAGEに先駆けて処理し、ポリ
マーからのRNAの放出を確認した。結合反応は、ポリマー／RNA化学量論的に１、２および
５で行う。UV 分光光度的な吸収を343nmで2-ピリジンエチオン放出のために使用し、結合
効率を測定した。
【０１６８】
　例３．siRNA／ポリマー複合体の特徴決定
　完全に血清安定性siRNA複合体のガロースゲル遅延を介した検査の後、siRNA／ポリマー
複合体をサイズとゼータ電位についてZetaPALS 検出器 (Brookhaven Instruments Corpor
ation, Holtsville, NY, 15 mW laser, incident beam = 676 nm)を用いて特徴決定した
。即ち、ポリマーを0.1 mg/mlでホスフェート緩衝生食水 (PBS, Gibco)中に調製し、ポリ
マーを正に荷電されている DMAEMAに基づいてGAPDH siRNA (Ambion)に対して記載された
理論上の電化比で添加することにより、複合体を形成した（pH7.4で50％プロトン化され
、負に電荷されたsiRNAである）。相関関数を90°のスキャッタリング角で補正し、粒子
サイズを粘度および25℃の水の屈折インデックスを用いて計算した。粒子サイズは、Log-
正規分布を仮定した有効直径として示す。平均電気泳動移動性を25℃でZetaPALS ゼータ
電位分析ソフトウエアを使用して測定し、ゼータ電位を水性懸濁液のためのスモルコフス
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キーモデルを用いて計算した。
【０１６９】
　例４．HeLa細胞培養
　HeLa、ヒト子宮頸癌細胞 (ATCC CCL-2)をL-グルタミン (Gibco)、1%のペニシリン-スト
レプトマイシン (Gibco)および10% ウシ胎仔血清 (FBS, Invitrogen)を含むミニマムエッ
センシャルメディウム (MEM)中に37℃および5％CO2で維持した。
【０１７０】
　例５：担体およびsiRNA／ポリマー複合体のpH依存性膜破壊
　溶血を用いて、遊離ポリマーおよびsiRNA／ポリマー結合体の両方の潜在的なエンドソ
ーム溶解性活性をエンドソーム輸送を擬似するpH値 (細胞外 pH = 7.4、初期エンドソー
ム pH = 6.6、および後期エンドソーム pH = 5.8)で測定した。即ち、ヒト全血をEDTAを
含むバキュテイナー(vaccutainer)に採取した。血液を遠心し、血漿を吸引し、150nMのNa
Cl中で３回洗浄し、赤血球（RBC）を単離した。RBCを次に、pH7.4、pH6.6またはpH5.8で
ホスフェート緩衝液に再懸濁した。ポリマー (10 ug/ml) またはポリマー/siRNA複合体を
次にRBCと1時間、37℃でインキュベーションした。無傷なRBCを次に遠心し、上清に放出
されたヘモグロビンを541nmでの吸光度により測定し、pH依存性RBC膜溶解性の指標とした
。図10Aは、10 μg/mlの濃度でのポリマーの溶血を示し、図10Bは、理論上の電荷比が1：
1および4：1でのポリマー5～7のポリマー/siRNA複合体を示す。溶血性活性は、ポジティ
ブコントロール、1体積％のTriton X-100に対して相対的に正規化し、トリプリケート±
標準偏差において行われた単一の実験からのデータを示す。
【０１７１】
　例６．担体媒介siRNA取り込みの測定
　siRNA／ポリマー複合体の細胞内取り込みをフローサイトメトリー(Becton Dickinson L
SR benchtop analyzer)を使用して測定した。Helaを15,000cells/cm2で播種し、一晩掛け
て接着させた。FAM (5-カルボキシフルオレシン(carboxyfluorescine))で標識したsiRNA(
Ambion)を理論上の電荷比4：1のポリマーと30分間室温で複合させ、次に、プレートに播
種されたHeLaに最終siRNA濃度25nMで添加した。4時間の複合体とのインキュベーションの
後、細胞をトリプシン処理し、0.5％のBSAおよび0.01トリパンブルーを含むPBSに懸濁し
た。トリパンブルーを以前に記載された通りに細胞外フルオレシンのクエンチングと、細
胞により飲食運動された複合体の識別のために利用した。10,000細胞をサンプル当たりに
ついて分析し、蛍光の増大を未処理でポリマーがFAM標識siRNAと複合されていないサンプ
ルを用いて測定した。図11は、4時間に亘り送達されたHeLa細胞のFAM標識siRNAおよびポ
リマー4～7で形成したポリマー／siRNA複合体の内部移行を示す。データはトリプリケー
トで行った3つの独立した試験からのものであり、平均値の標準誤差を示すエラーバーを
付して表す。
【０１７２】
　例７：siRNA／ポリマー複合体細胞傷害性
　siRNA/ポリマー複合体の細胞傷害性を乳酸脱水素酵素(LDH)細胞毒性検出キット(Roche)
を用いて測定した。HeLa細胞は、96ウェルプレートに１ウェル当たり12,000の密度で細胞
を播種し、一晩接着させた。複合体は、GAPDH siRNAに対して理論上の電荷比が4：1のポ
リマー(0.1 mg/ml ストック溶液)を添加し、1ウェル当たり25nMのsiRNAの濃度を達成する
ことにより形成した。複合体 (電荷比= 4:1)をトリプリケートでウェルに対して添加した
。細胞を24時間、ポリマー複合体とのインキュベーションした後に、培地を除去し、細胞
をPBSで2回洗浄した。細胞を次に、溶解緩衝液(100 uL/well、20 mM Tris-HCl、pH 7.5、
150 mM NaCl、1 mM Na2EDTA、1 mM EGTA、1% Triton、2.5 mMピロホスフェートナトリウ
ム、1 mM β-グリセロホスフェート、1 mM オルトバナデートナトリウム)で1時間、4℃で
溶解した。ピペッティングによる混合の後、20 uLの細胞溶解物をPBS中で1：5に希釈し、
乳酸脱水素酵素（LDH）を100μLのLDH基質溶液と混合することにより定量した。色素形成
のために10～20分のインキュベーションした後、490nmでの吸光度を参照設定650nm内で測
定した。



(46) JP 5911723 B2 2016.4.27

10

20

30

40

50

【０１７３】
　図12A は、非特異的な HeLa細胞傷害性を示し、図１２Bは、siRNAポリマー担体の機能
としてのGAPDHノックダウンを示す。HeLa細胞は、理論上の電荷比が4：1で形成されたポ
リマー／siRNA複合体を使用して25nMでGAPDHに対してsiRNAで形質導入された。(A) 24時
間後、細胞溶解物を回収し、乳酸脱水素酵素についてアッセイし、細胞生存度の測定し、
データは比処理の細胞と相対して示す。(B) 48時間後、タンパク質(黒)およびmRNAレベル
(白)の両方をGAPDH酵素活性アッセイおよびRT-PCRをそれぞれ使用して検査し、データは
、未処理の細胞と相対して示す。データは、トリプリケートで独立して行った実験からの
ものであり、標準偏差を表すエラーバーを付与して示す。
【０１７４】
　例８：siRNA／ポリマー複合体によるGAPDHタンパク質と遺伝子ノックダウンの評価
　siRNA送達のための一連のポリマーの有効性をGAPDH活性アッセイ(Ambion)を用いてスク
リーニングした。HeLa (12,000 cells/cm2) を96ウェルプレートに播種した。24時間後、
複合体(電荷比= 4:1)を細胞に最終siRNA濃度が25nMとなるように10％の血清の存在下で添
加した。siRNA媒介GAPDHタンパク質減少の範囲は、掲出導入後48時間に検査した。ポジテ
ィブコントロールとして、並行してノックダウンした実験をハイパーフェクト(Qiagen)を
製造者の推奨する条件に従って使用して行った。GAPDH活性の維持は、製造者により記載
された通りに、5分に亘る動態学的な蛍光増加法を使用して測定し、以下の方程式に従っ
て計算した：％ 発現維持= （蛍光、GAPDH）／（蛍光、未処理）、ここにおいて、蛍光=
（ 5分の蛍光）-（1分の蛍光）。siRNAの非ターゲティング配列を使用したとき、形質導
入の手順は、GAPDH発現に有意な影響を与えなかった。図１３Aは、電荷比(1：1～8：1)で
機能基としての複合体で処理した48時間後にリアルタイムRT-PCRを介して測定されたHeLa
におけるGAPDHノックダウンを示し、図１３Bは担体としてポリマー7を有するsiRNA用量(1
～50nM)を機能基とする複合体で処理した48時間後のリアルタイムRT-PCRを経て測定され
たHeLaにおけるGAPDHノックダウンを示す。ネガティブコントロールsiRNA＃１(Ambion)と
商業的に入手可能な形質導入試薬、ハイパーフェクト(Qiagen)をネガティブおよびポジテ
ィブコントロールとしてそれぞれ使用した。
【０１７５】
　最も強いsiRNA媒介GAPDHノックダウンを生じる担体を同定するための最初のスクリーニ
ングの後、リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)をsiRNA送達の直接の評価
のために使用した。上記で形成された通りの複合体と48時間のインキュベーションを行っ
た後、細胞をPBSで濯いだ。総RNAをQiagen's QiashredderおよびRNeasy mini kitを用い
て単離した。サンプルに残った何れのDNAも消化(RNase-Free DNase Set, Qiagen)し、RNA
をRiboGreen assay (Molecular Probes)を用いて製造者の指示に基づいて定量した。
【０１７６】
　逆転写はOmniscript RT kit (Qiagen)を用いて行った。25 ngの総RNAサンプルをcDNA合
成のために使用し、PCRをABI配列検出システム7000を使用し、GAPDHとハウスキーピング
遺伝子としてのベータアクチンのために予め設計されたプライマーおよびプローブセット
(Assays on Demand, Applied Biosystems)を使用して行った。反応液(計20μl)は、10 μ
L の2X Taqman Universal PCR Mastermix、1 μLのプライマー／プローブ、および2 μL
のcDNA、20μlにするためのヌクレオチドを含まない水(Ambion)から構成された。以下のP
CRパラメータを使用した95℃で90秒、次に、95℃で30秒および55℃で60秒で45サイクル。
閾値サイクル(CT)分析を使用し、GAPDHを定量し、ベータアクチンに対して正規化し、未
処理HeLaの発現と比較した。
【０１７７】
　例９．ポリ[HPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]の機能性設計
　図14は、ポリ[HPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]のために設計されたポリマーを示す。多
機能的な特定が、ピリジルジスルフィド末端機能性化CTAを使用したRAFTポリマー合成戦
略を経て組み込まれ、水可溶性およびpH依存性膜不安定化特性を有するために設計された
ジブロック構造を形成した。図１４において強調されているモノマー化学的機能性は、各
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ポリマーブロックの所望の特性を生成するために選択された。重要な点は、モジュール3
が生理学的pHで電荷が中性の近くに設計されたことであり（略50％のDMAEMAプロトン化と
50％のPAA脱プロトン化が予測される）、より疎水性への変化と低いpH環境において正に
荷電されている状態への変化を受けている。
【０１７８】
　例１０．ピリジルジスルフィド-CTAの合成
　図１５に示した通りに、4-シアノ-4-(エチルスルフィニルチオカルボニル)スルフィニ
ルペンタン酸(ECT)前駆体を合成した。ピリジルジスルフィド機能性化されたRAFT鎖移行
剤 (CTA)をNHSエステルへのECTの第1の変換と、それに続く、ピリジンジチオ-エチルアミ
ンとの反応により合成された。ECT (1.05 g、4 mmol)およびN-ヒドロキシスクシンイミド
 (0.460 g、4 mmol)を100 mLのクロロホルムに溶解した。その混合物を次に0℃に冷却し
、そのときにN,N' ジシクロヘキシルカルボジイミド (0.865 mg, 4.2 mmol)を添加した。
その溶液を0℃で1時間維持し、次に室温で22時間反応させた。その溶液を次に、濾過して
、ジシクロヘキシルウレアを除去し、その溶液を回転蒸発により濃縮した。生成された固
体を次に減圧下で乾燥し、何れの更なる精製もせずに使用した。次に、NHS ECT (1.80 g
、5.0 mmol)およびピリジルジチオ-エチルアミン (0.90 g、5.0 mmoL)を別々にそれぞれ2
00mLおよび300mLのクロロホルムに溶解した。The solution of ピリジルジチオ-エチルア
ミンの溶液を次に、20分毎に3つに分けて滴下により添加した。その混合物を次に、室温
で２時間反応させた。溶媒を除去した後、2つの逐次的なカラムクロマトグラフィ(シリカ
ゲル 60, Merk)を行い(エチルアセテート：ヘキサンの体積比50：50、エチルアセテート
：ヘキサンの体積比70：30)、粘性の橙色固体を得た。
【０１７９】
1H NMR 200MHz (CDCl3, RT, ppm) 1.29-1.41 [t, CH3CH2S: 3H], 1.85-1.93 [s, (CH3)C(
CN): 3H], 2.33-2.59 [m, C(CH3)(CN)(CH2CH2): 4H], 2.86-2.97 [t, CH2SS: 2H], 3.50-
3.61 [t, NHCH2: 2H], 7.11-7.22 [m, Ar Para CH: 1H], 7.46-7.52 [m, Ar CH Ortho: 1
H], 7.53-7.62 [br, NH: 1H], 7.53-7.68 [m, Ar meta CH: 1H], 8.47-8.60 [m, meta CH
N, 1H]。
【０１８０】
　チオール反応性ポリマーの製造：ピリジルジスルフィド機能性化ポリ [HPMA]-b-[(PAA)
(BMA)(DMAEMA)]のRAFTポリマー化。N-(2-ヒドロキシプロピル)メタクリルアミド (HPMA)
のRAFTポリマー化をメタノール中(50重量％モノマー：溶媒)で70℃で窒素雰囲気下で8時
間、フリーラジカル開始剤として2,2'-アゾ-ビス-イソブチリルニトリル (AIBN)を使用し
て行った。CTAのAIBNに対するモル比は10対 1であり、モノマーのCTAに対する比は100％
の変換が達成した場合に25,000g／molの分子量となるように設計された。ポリ(HPMA) マ
クロＣＴＡは、メタノールからのジエチルエーテルへの繰り返しの沈殿により単離した。
【０１８１】
　マクロＣＴＡは24時間の減圧下で乾燥し、次にジメチルアミノエチルメタクリレート(D
MAEMA)、プロピルアクリル酸 (PAA)およびメタクリル酸ブチル (BMA)のブロックコポリマ
ー化のために使用した。DMAEMA、PAAおよびBMAの等モル量([M]o / [CTA]o = 250)を、N,N
-ジメチルホルムアミド(25重量％モノマーおよびマクロCTAの溶媒に対する)に溶解された
HPMAマクロCTAに添加した。ラジカル開始剤V70をCTAと当初比10対1で添加した。ポリマー
化を窒素雰囲気下で18時間30℃で進行させた。その後、生成されたジブロックポリマーを
4回の50：50ジエチルエーテル／ペンタンへの沈殿により単離し、沈殿の間ではエタノー
ルに再溶解した。生成物を次に1回、ジエチルエーテルで洗浄し、減圧下で一晩乾燥した
。
【０１８２】
　ゲル浸透クロマトグラフィ(GPC)を使用し、分子量および多分散性 (Mw/Mn、PDI)をポリ
(HPMA)マクロＣＴＡとジブロックポリマーの両方についてDMF中で測定した。分子量計算
は、60℃で移動相として1.0 重量% のLiBrを含むHPLCグレードDMFを用いたカラム溶出時
間に基づいて、ポリメチルメタクリレート標準と相対して得た。Tris(2-カルボキシエチ
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ル)ホスフィンハイドロクロライド (TCEP)を使用して、そのポリマー末端ピリジルジスル
フィドを還元し、2-ピリジンエチオンを放出した。実験的に測定されたポリマー分子量お
よびモル濃度に基づいて、343nmでの2-ピリジンエチオンの吸光度係数を水性溶媒におい
て測定し、ポリ(HPMA)マクロＣＴＡおよびジブロックコポリマーについて末端基保存率（
％）を測定した。
【０１８３】
　例１１．ポリマー-ペプチド結合体
　ペプチド伝達ドメインペプチドトランスポルチン（アンテナペディアペプチド(Antp)と
して公知）配列との融合が、カルボキ末端システイン残基を含むBak-BH3ペプチド(Antp-B
H3)の細胞内部移行型を合成するために利用された(NH2-RQIKIWFQNRRMKWKKMGQVGRQLAIIGDD
INRRYDSC-COOH)。結合体のための遊離チオールを保証するために、ペプチドを水中で再構
築し、1時間、アガロースゲルに固定化されたジスルフィド還元剤TCEPで処理した。還元
されたペプチド(400μM)を次に、24時間、ピリジルジスルフィド末端修飾化ポリマーと、
5mMのエチレンジアミン四酢酸(EDTA)を含むホスフェート緩衝液(pH7)において反応させた
。
【０１８４】
　図16に示すとおり、reaction of the ピリジルジスルフィドポリマー末端基とペプチド
システインの反応は、2-ピリジンエチオンを形成し、それは、分光光度的に結合効率を特
徴決定するために測定することが可能である。更にジスルフィド交換について検査するた
めに、結合体をSDS-PAGE 16.5% トリシンゲル上を泳動した。並行して、結合反応物のア
リクウォットを固定化されたTCEPでSDS-PAGEに先駆けて処理し、還元性環境におけるポリ
マーからのRNAの放出を確認した。
【０１８５】
　結合反応は、ポリマー／RNA化学量論的に１、２および５で行う。UV 分光光度的な吸収
を343nmで2-ピリジンエチオン放出のために使用し、結合効率はそれぞれ40%、75%およい8
0%を示した(2-ピリジンエチオンのモル／ペプチドのモル)。SDS PAGEゲルが利用され、更
にペプチド-ポリマー結合体を特徴決定した(図17)。ポリマー／ペプチドのモル比が1で、
検出可能な量のペプチドが、末端のシステインを介するジスルフィド架橋によりダイマー
を形成した。しかしながら、ピリジルジスルフィドに対するチオール反応が支持され、遊
離ペプチド結合は、最早、2または2よりも大きいポリマー／ペプチド比は可視ではなくな
った(図 17 A)。
【０１８６】
　結合体の還元剤TCEPでの処理により、これらのサンプルにおけるペプチドバンドが見ら
れることにより示されるポリマー-ペプチドジスルフィド結合を形成することが可能にな
った(図17 B)。
【０１８７】
　例１２．ポリ[HPMA]-B-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]pH依存性膜不安定化特性
　ポリマーの潜在的なエンドソーム溶解性活性を評価するために、膜破壊アッセイを利用
して、図１８に示すような脂質二重膜のpH依存性破壊のトリガーとなる当該ポリマーの能
力を測定した。ヒト全血を吸引し、血漿を除去するために遠心した。残った赤血球を150m
MのNaCl中で３回洗浄し、生理学的pH(pH7.4)、初期エンドソーム(pH6.6)および後期エン
ドソーム(pH5.8)環境に対応するホスフェート緩衝液に再懸濁した。ポリマー(1～40μg／
mL)または1％のTriton X-100を赤血球懸濁液に添加し、37℃で1時間インキュベーション
した。無傷な赤血球を遠心によりペレットにし、上清中のヘモグロビン含有量を吸光度54
1nmにより測定した。溶血のパーセンテージをTriton X-100と相対して決定した。ポリマ
ー溶血性は、1～40μg／mLの範囲の濃度で定量し、1％のTriton X-100に相対した。この
実験は、2回トリプリケートで行って完結し、同様な結果を得た。データは、トリプリケ
ートにおいて行った単一の実験からのものであり、±標準偏差として示す。
【０１８８】
　赤血球溶血は、生理学的pHに擬似するpH値(7.4)、初期エンドソーム(6.6)および後期エ
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ンドソーム(5.8)環境で、ジブロックコポリマーのpH依存性膜破壊特性を測定する。生理
学的pHで、有意性のない赤血球膜破壊が40μg／mLの濃度のポリマーでさえも観察された(
図18)。しかしながら、pHがエンドソームの値に対してより低い場合、溶血における有意
な増加が検出され、6.6に比較してより強力な膜破壊がpH5.8で得られた。ポリマーの溶血
性挙動はポリマー濃度に相関し、pH5.8の緩衝液中では40μg／mLで70％近くの赤血球溶血
が生じた。エンドソームのpHで膜不安定化高次構造に対するこの鋭い「スイッチ」は、生
理学的pHの範囲における無視できる膜活性はこのポリマーが潜在的に非毒性の細胞内送達
媒体であることを示す。
【０１８９】
　例１３．HeLa細胞への細胞内送達の特徴決定
　HeLa、ヒト子宮頸癌細胞 (ATCC CCL-2)をL-グルタミン (Gibco)、1%のペニシリン-スト
レプトマイシン (Gibco)および10% ウシ胎仔血清 (FBS, Invitrogen)を含むミニマムエッ
センシャルメディウム (MEM)中に37℃および5％CO2で維持した。実験に先駆けて、HeLaを
、顕微鏡観察のために8ウェルチャンバースライド内に(1ウェル当たり20,000細胞)、他の
アッセイのために96ウェルプレートに(1ウェル当たり10,000細胞) 一晩接着させた。ポリ
マー-ペプチド結合体およびコントロールを1％のFBSを含むMEMに添加した。
【０１９０】
　ポリマー細胞内送達の潜在性は、Antp(ペネトラチン)細胞貫通性ペプチドと融合された
Bak-BH3ペプチドに対する以下のバイオ結合体を評価した。AntpHasに対するBH3融合は、
細胞トランスロケーションドメインとして広範に研究されており、以前にアポトーシスシ
グナリングのトリガーであることが見出されている(Li et al. Neoplasia (New York, N.
Y. 2007;9(10):801-811)。しかしながら、ペプチド伝達ドメインを介する治療学的な送達
が、細胞内小胞内で隔絶しているために、回転効力を受ける可能性があると考えられる(S
ugita et al. British Journal of PHarmacology. 2008;153(6):1143-1152)。以下のイン
ビトロ研究は、Antp-BH3ペプチド細胞質送達とプロアポトーシス機能性との組み合わせが
ジブロックポリマーに対する結合により増強されることを示す。
【０１９１】
　結合体のエンドソーム逸脱の顕微鏡による解析。アミン反応性のAlexa-488スクシンイ
ミジルエステルを1対1モル比でAntp-BH3ペプチドと無水ジメチルホルムアミド(DMF)中で
混合した。未反応のフルオロフォアfおよび有機溶媒をPD10脱塩カラムを使用して除去し
、蛍光により標識されたペプチドを凍結乾燥した。Alexa-488標識Antp-BH3は、上記のポ
リマーに対して結合された。遊離ペプチドまたはポリマー-ペプチド結合体を25μMのAntp
-BH3の濃度で顕微鏡用のチャンバースライド上に成長させたHeLaに対して適用した。細胞
を15分間処理し、PBSで2回洗浄し、フレッシュな培地で約30分間インキュベーションした
。サンプルを再度洗浄し、4％のパラホルムアルデヒドで10分間37℃で固定した。スライ
ドをDAPIを含むProLong Gold Antifade試薬で標本を作製し、蛍光顕微鏡を使用して画像
化した。
【０１９２】
　ポリマーエンドソーム逸脱におけるポリマー結合体の影響を研究するために、Alexa-48
8 標識ペプチドを蛍光顕微鏡により分析した。蛍光標識ペプチドは、単独またはポリマー
バイオ結合体として送達された。顕微鏡分析は、以下のポリマー結合体のペプチド細胞内
局在化におけるはっきりとした違いを明らかにした(図19)。ペプチド単独では、点状の染
色が示され、これはエンドソーム区画化を示すものである。ポリマー-ペプチド結合体で
送達されたサンプルは、分散された蛍光パターンを示し、細胞質を介するペプチド拡散と
一致していた。代表的な画像は、（図１９A）ペプチドが単独で送達されたサンプルにお
ける点状のペプチド染色（緑色）、(図１９B)ペプチド-ポリマー結合体の十分な送達に続
き、サイトゾル内に分散したペプチド蛍光が25μMのペプチドで15分間処理され、DAPI核
染色に続き顕微鏡観察試験のための準備がなされた（青色）。
【０１９３】
　結合体の細胞毒性の測定。腫瘍細胞死をトリガーするためのバイオ結合体の有効性を、
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乳酸脱水素酵素(LDH)細胞毒性アッセイを使用して決定した。各時点の最後に、細胞をPBS
で2回洗浄し、次に、細胞溶解緩衝液(100 uL/well、20 mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM Na
Cl、1 mM Na2EDTA、1 mM EGTA、1% Triton、2.5 mMピロホスフェートナトリウム、1 mM 
β-グリセロホスフェート、1 mM オルトバナデートナトリウム)で1時間4℃で溶解した。
各サンプルからの20 uLの細胞溶解物を80μlのPBSで希釈し、LDHを100μLのLDH基質溶液
と混合することにより定量した。10分間のインキュベーションに続いて、LDHを、490nmで
の吸光度を測定することにより測定した。生存度（パーセント）を未処理のサンプルと相
対して示した。
【０１９４】
　ポリマー-ペプチド結合体のバイオ活性を評価するために、細胞毒性試験をHeLa子宮頸
癌細胞において行った。Antp-BH3ポリマー結合体は、HeLa細胞死の用量依存的に強力なト
リガーとなることが見出された。50％未満のHeLa生存率が、10μMのペプチド結合体での
処理の6時間後に検出され（図２０A）、25μMペプチド結合体を受けたサンプル(図２０B)
は、暴露から4時間と短い時間に続き、もし何れかの生存可能な細胞があったとしてもほ
とんど観察されなかった。ペプチドまたはポリマー単独で受けたコントロールサンプルは
、無視できる処理効果を示し、これらのコントロール処理群の間に違いはなかった。重要
な点は、pH応答性ブロックを欠くAntp-BH3ポリ（HPMA）結合体も、両方のコントロール群
と同様であり、有意な毒性を生じず、更に、エンドソーム溶解性ブロックの機能性を確認
もできなかった（図２０）。
【０１９５】
　ミトコンドリア膜ポテンシャルのフローサイトメトリー評価。ミトコンドリア膜ポテン
シャルの損失は、JC-1色素を使用して評価した。JC-1は、健康な細胞におけるサイトゾル
に分散されたときに緑色蛍光を示し、ミトコンドリア膜では赤色蛍光の凝集体が形成され
る（Cossarizza et al. Biochemical and biopHysical research communications. 1993;
197(1):40-45）。
【０１９６】
HeLaを2時間、10μMのペプチドまたは等価の結合体またはポリマー単独を使用してインキ
ュベーションした。JC-1は、最終濃度5μg／mLで添加され、15分間インキュベーションし
た。細胞を2回PBSで洗浄し、トリプシン処理し、フローサイトメトリーのために0.5％のB
SAに再懸濁した。ミトコンドリアの偏光解消を示す細胞のパーセントを、緑色蛍光細胞の
数に基づいて、赤色蛍光のためのネガティブとして使用して定量した。ここにおいて、赤
色蛍光JC-1行週の有意な損失およびそのためにミトコンドリアにおける偏光の損失が、An
tp-BH3ペプチドおよびポリマー-ペプチド結合体の両方での処理に続いて検出された(図21
 A)。ポリマーコントロールは、未処理の細胞同様であり、一方で、Antp-BH3単独とポリ
マー結合体においては、大凡、細胞におけるパーセントにおいて、それぞれ4～10倍のミ
トコンドリアの偏光の喪失が生じた。
【０１９７】
　カスパーゼ3/7 活性アッセイ。カスパーゼ3/7活性は、商業的に入手可能なアッセイキ
ットを使用して測定された。このアッセイは、プロ蛍光カスパーゼ3/7基質を利用し、一
旦酵素的に切断されると蛍光を発して、蛍光プレートリーダーを用いて相対的な酵素活性
の決定が可能となる。ここにおいて、HeLaは、30分間、25μMのペプチド（単独またはポ
リマー結合体として）、加えて、結合体サンプルに対して量的に同等な条件において、更
にポリマー単独でインキュベーションされた。その後、カスパーゼ3/7フルオリジェニッ
クインジケーターは、直接に各サンプルについて培養用の培地に対して添加される。プレ
ートを1時間震盪し、次に、蛍光プレートリーダーを用いて評価した。データは、未処理
のサンプルに相対するカスパーゼ活性の存在として示した。
【０１９８】
　カスパーゼ３および７の活性化は、プロアポトーシスシグナルを示しており、これは、
これらのプロテアーゼに対して特異的なプロ蛍光基質を使用して測定できる。図21 Bは、
未処理のネガティブコントロールに対して等しいカスパーゼ活性を示すポリマー単独を含
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むコントロールを示す。しかしながら、迅速なカスパーゼの活性化（約2.5倍）が、Antp-
BH3ペプチドで、それ単独で、またはポリマー結合体の形態での処理に続き検出された。A
ntp-BH3単独またはポリマー結合体としての同様な効果は、カスパーゼシグナリングが、
ペプチド単独での処理により飽和されること、または他のポジティブフィードバックメカ
ニズムが、カスパーゼ活性状態における摂動を増幅するために存在する。最小でも、ポリ
マーの結合体の結果で示されるように、これらの結果は、立体障害ではない、または他の
ペプチド誘導性カスパーゼ活性を減少するものが存在することを示唆する。
　本願発明の実施態様は、以下のとおりである。
（１）
　以下を含むコポリマー：
　（ａ）正常な生理学的pHで親水性である第1の構成ユニットを含む第1のブロック；
　（ｂ）以下を含む第2のブロック：
　　（i）正常な生理学的pHでカチオン性である第2の構成ユニット、これは第1の構成ユ
ニットと同じであっても異なっていてもよい；
　　（ii）正常な生理学的pHでアニオン性である第3の構成ユニット；
　　（iii）疎水性増大部分、ここにおいて、
　　　　当該疎水性増大部分は、当該第2の構成ユニットに対して共有結合的に結合して
いるか；
　　　　当該疎水性増大部分は、当該第3の構成ユニットに対して共有結合的に結合して
いるか；
　　　　当該疎水性増大部分は、当該第2の構成ユニットの第4の構成ユニットにおいて含
まれるか；
　　　　または、その何れかの組み合わせである。
（２）
　（１）に記載のコポリマーであって、前記第2のブロックは、実質的に全体的な電荷に
おいて中性であるコポリマー。
（３）
　（１）～（２）の何れか１項に記載のコポリマーであって、当該コポリマーがジブロッ
クコポリマーであるコポリマー。
（４）
　（１）～（３）の何れか１項に記載のコポリマーであって、当該第1の構成ユニットが
カチオン性、アニオン性、中性、または両性イオン性であるコポリマー。
（５）
　（４）に記載のコポリマーであって、当該第1の構成ユニットがカチオン性であるコポ
リマー。
（６）
　（１）～（５）の何れか１項に記載のコポリマーであって、当該第1のブロックが、複
数の第1の構成ユニットを含むコポリマー。
（７）
　（１）～（６）の何れか１項に記載のコポリマーであって、当該第2のブロックが、複
数の第2の構成ユニット、複数の第3の構成ユニットおよび複数の疎水性増大部分を含むコ
ポリマー。
（８）
　（１）～（７）の何れか１項に記載のコポリマーであって、当該正常な生理学的pHが約
7.2から約7.4でるコポリマー。
（９）
　以下を含むコポリマー：
　（ａ）正常な生理学的pHでカチオン性である第1の構成ユニットを含む第1のブロック；
　（ｂ）以下を含む第2のブロック：
　　（i）生理学的pHでカチオン性である第2の構成ユニット、これは第1の構成ユニット
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　　（ii）正常な生理学的pHでアニオン性である第3の構成ユニット；
　　（iii）疎水性増大部分、ここにおいて、
　　　　当該疎水性増大部分は、当該第2の構成ユニットに対して共有結合的に結合して
いる；または、
　　　　当該疎水性増大部分は、当該第3の構成ユニットに対して共有結合的に結合して
いる；または、
　　　　当該疎水性増大部分は、当該第2の構成ユニットの第4の構成ユニットにおいて含
まれる；または、
　　　　上記の何れかの組み合わせである；および
　前記第2のブロックは、実質的に全体的な電荷において中性である。
（１０）
　以下を含むエンドソーム溶解性コポリマー：
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは親水性ブロックである；および、
　　　　第2のブロック、当該第2のブロックは、以下を含む膜不安定化疎水性ブロックで
ある：
　　（i）略中性のpHでアニオン性である第1の荷電可能な種
　　（ii）略中性のpHでカチオン性である第2の荷電可能な種。
（１１）
　以下を含むエンドソーム溶解性コポリマー：
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは、略中性のpHでカチオン性である第1の荷
電可能な種を含む親水性ブロックである；
　（ｂ）第2のブロック、当該第2のブロックは、以下を含む膜不安定化疎水性ブロックで
ある：
　　（i）略中性のpHでアニオン性である第2の荷電可能な種；および、
　　（ii）略中性のpHでカチオン性である第3の荷電可能な種；並びに、
　（ｃ）当該第1のブロックに結合されたオリゴヌクレオチド。
（１２）
　以下を含むエンドソーム溶解性コポリマー：
　（ａ）第1のブロック、当該第1のブロックは親水性ブロックである；
　（ｂ）第2のブロック、当該第2のブロックは、アクリル酸残基またはアルキルアクリル
酸残基を含む膜不安定化疎水性ブロックである。
（１３）
　（１）～（１２）の何れか１項に記載のポリマーであって、当該第1の ポリマーブロッ
クが約10,000ダルトンであるポリマー。
（１４）
　（１）～（１２）の何れか１項に記載のポリマーであって、当該第1のポリマーブロッ
クが約2,000ダルトン～約30,000ダルトンであるポリマー。
（１５）
　（１）～（１２）の何れか１項に記載のポリマーであって、当該第1のポリマーブロッ
クが約8,500ダルトン～約13,000ダルトンであるポリマー。
（１６）
　（１）～（１５）の何れか１項に記載のポリマーであって、当該第2のポリマーブロッ
クが、第1のポリマーブロックの分子量の約１～３倍の分子量を有するポリマー。
（１７）
　化学式Ｉを含む（１）、（９）、（１０）、（１１）または（１２）～（１６）の何れ
か１項に記載のコポリマー：
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【化１３】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)b
O-からなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1～4である；
　bは、2～4である；
　Y4は、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C)アルキル、-C(O)
 O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリー
ルからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換され
る；
　Y0、Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキ
ル-、-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O
)NR6(2C-10C)アルキル-、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリールからなる群よ
り選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキル、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリール
からなる群より選択される；ここにおいて、
　　　R1-R5で完全には置換されてはいないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切
な数の水素原子を完備する；
　　　R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、
ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリー
ルからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換され
る；
　　　Q0は、生理学的pHで親水性である残基；結合可能または機能化可能な残基；または
水素；からなる群より選択される残基である
　　　Q1は、正常な生理学的pHで親水性である残基である；
　　　Q2は、正常な生理学的pHで正に荷電されている残基である；
　　　Q3は、正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける
残基である；
　　　mは、約0～1.0未満である(例えば、0～約0.49)；
　　　nは、0よりも大きい値～約1.0までである(例えば、約0.51～約1.0)；ここで、m + 
n = 1である；
　pは、0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；および、
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（１８）
　（１３）に記載のコポリマーであって、Q1は、正常な生理学的pHで正に荷電されている
；正常な生理学的pHで 負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける；正常な
生理学的pHで中性である；または正常な生理学的pHで両性イオン性である；残基である。
（１９）
　化学式ＩＩを含む（１）、（９）、（１０）、（１１）または（１２）の何れか１項に
記載のコポリマー：
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【化１４】

　　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-
からなる群より選択される；ここにおいて、
　　aは1 - 4である；
　　bは2 - 4である；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C－10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-
10C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)、(4C-10C)ヘテロアリールお
よび(6C-10C)アリールからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素
基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR6(
2C-10C)アルキル、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択
される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキル、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリール
からなる群より選択される；ここにおいて、
　　　R1-R51で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の 水素原子を完備する；
　　　各R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル
、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリ
ールからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換
されてよい；
　　　Q1およびQ2は、正常な生理学的pHで正に荷電されている残基である；
　　　Q3は、正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける
残基である；
　　　mは、0～約0.49である；
　　　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、m + n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；および
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（２０）
　化学式Ｉを含む（１）、（９）、（１０）、（１１）または（１２）の何れか１項に記
載のコポリマー：
【化１５】
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　　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-
からなる群より選択される；ここにおいて、
　　aは、1 - 4である；
　　bは、2 - 4である；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)、(4C-10C)ヘテロアリールおよ
び(6C-10C)アリールからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基
で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR6(
2C-10C)アルキル、(4C-10C)ヘテロアリールおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択
される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される
；ここにおいて、
　　　R7-R11で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
　　　R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10およびR11は、独立して、水素、-CN、
アルキル、アルキニル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリ
ールおよびヘテロアリールからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフ
ッ素原子で任意に置換されてよい；
　　　Q1およびQ2は、正常な生理学的pHで正に荷電されている残基であり、これらに限定
するものではないが、、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム
、グアニジン、イミダゾイルおよびピリジルを含む；
　　　Q3は、正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける
残基であり、これらに限定するものではないが、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネ
ート、ホスホネートおよびホスフェートを含む；
　　　mは、0～約0.49である；
　　　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、m + n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；および、
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（２１）
　化学式ＩＩを含む（１）、（９）、（１０）、（１１）または（１２）の何れか１項に
記載のコポリマー：
【化１６】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、独立して、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-
O(C)bO-からなる群より選択される；ここにおいて、
　　aは、1 - 4である；
　　bは、2 - 4である；
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　R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10およびR11は、独立して、水素、(1C-5C)ア
ルキル、(3C-6C)シクロアルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これらの何れ
かは1または1以上のフッ素原子で任意に置換されてよい；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これら
の何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-からなる群
より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-5C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択される；ここに
おいて、
　　R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な数
の水素原子を完備する；
　Zは、生理学的に許容される対イオンである、
　mは、0～約0.49である；
　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、m + n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；および
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（２２）
　化学式Ｉを含むコポリマー：
【化１７】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)b
O-からなる群より選択される；ここにおいて、
　　　aは、1 - 4である；
　　　bは、2 - 4である；
　Y4は、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-10C)アルキル、-C(O)
 O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より選択され、これら
の何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y0、Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキ
ル-、-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O
)NR6(2C-10C)アルキルからなる群より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される
；ここにおいて、
　　　R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
　R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、ヘテ
ロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリールか
らなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換されて
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よい；
　Q0は、生理学的pHで親水性である残基；結合可能または機能化可能な残基；または水素
；からなる群より選択される残基である；
　　　Q1は、正常な生理学的pHで親水性である残基である；
　　　Q2は、正常な生理学的pHで正に荷電されている残基である；
　　　Q3は、正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける
残基である；
　　　mは、約0～1.0未満である(例えば、0～約0.49)；
　　　nは、0よりも大きい値～約1.0である(例えば、約0.51～約1.0)；ここにおいて、m 
+ n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である：ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0 ～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；および
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（２３）
　（１８）に記載のコポリマーであって、Q1は、正常な生理学的pHで正に荷電されている
；正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける；正常な生
理学的pHで中性の；または正常な生理学的pHで両性イオン性の；残基であるコポリマー。
（２４）
　化学式ＩＩを有するコポリマー：

【化１８】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-か
らなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より
選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR6(
2C-10C)アルキルからなる群より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される
；ここにおいて、
　　　R1-R51で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
　各R1、R2、R3、R4、R5およびR6は、独立して、水素、-CN、アルキル、アルキニル、ヘ
テロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリールおよびヘテロアリール
からなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素原子で任意に置換され
てよい；
　Q1およびQ2は、正常な生理学的pHで正に荷電されている残基である；
　Q3は、正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける残基
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である；
　　　mは、0～約0.49である；
　　　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、m + n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；および、
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（２５）
　化学式ＩＩを含むコポリマー：
【化１９】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-O(C)bO-か
らなる群より選択される；ここにおいて、
　aは、1 - 4である；
　bは、2 - 4である；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキル、C(O)NR6(1C-10C)およびアリールからなる群より
選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-、-C(O)NR6(
2C-10C)アルキルからなる群より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-10C)アルキルおよび(6C-10C)アリールからなる群より選択される
；ここにおいて、
　　　R7-R11で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およびY0-Y4は、適切な
数の水素原子を完備する；
　R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10およびR11は、独立して、水素、-CN、アル
キル、アルキニル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール
およびヘテロアリールからなる群より選択され、これらの何れかは1または1以上のフッ素
原子で任意に置換されてよい；
　Q1およびQ2は、正常な生理学的pHで正に荷電されている残基であり、これらに限定する
ものではないが、、、アミノ、アルキルアミノ、アンモニウム、アルキルアンモニウム、
グアニジン、イミダゾイルおよびピリジルを含む；
　Q3は、正常な生理学的pHで負に荷電されているが、低いpHではプロトン化を受ける残基
であり、これらに限定するものではないが、、、カルボキシル、スルホンアミド、ボロネ
ート、ホスホネートおよびホスフェートを含む；
　　　mは、0～約0.49である；
　　　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、m + n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qに同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；並びに、
　wは、約5kDa～約50kDaである。
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（２６）
　（１７）～（１９）または（２１）～（２４）の何れか１項に記載のコポリマーであっ
て、R2-A1-Y1-Q1が、C1-6ジアルキルアミノ(C1-6)アルキルメタクリレート、C1-6アルキ
ルアミノ(C1-6)アルキルメタクリレート、アミノ(C1-6)アルキルアクリレート、C1-6ジア
ルキルアミノ(C1-6)アルキルエタクリレート、C1-6アルキルアミノ(C1-6)アルキルエタク
リレート、アミノ(C1-6)アルキルエタクリレート、C1-6ジアルキルアミノ(C1-6)アルキル
アクリレート、C1-6アルキルアミノ(C1-6)アルキルアクリレートまたはアミノ(C1-6)アル
キルアクリレートの残基であるコポリマー。
（２７）
　（１７）～（１９）、（２１）～（２４）または（２６）の何れか１項に記載のコポリ
マーであって、R3-A2-Y2-Q2が、C1-6ジアルキルアミノ(C1-6)アルキルメタクリレート、C
1-6アルキルアミノ(C1-6)アルキルメタクリレート、アミノ(C1-6)アルキルアクリレート
、C1-6ジアルキルアミノ(C1-6)アルキルエタクリレート、C1-6アルキルアミノ(C1-6)アル
キルエタクリレート、アミノ(C1-6)アルキルエタクリレート、C1-6ジアルキルアミノ(C1-
6)アルキルアクリレート、C1-6アルキルアミノ(C1-6)アルキルアクリレートまたはアミノ
 (C1-6)アルキルアクリレートの残基であるコポリマー。
（２８）
　（１７）～（１９）、（２１）～（２４）または（２６）～（２７）の何れか１項に記
載のコポリマーであって、R4-A3-Y3-Q3が、C1-6アルキルアクリル酸の残基であるコポリ
マー。
（２９）
　（１７）～（１９）、（２１）～（２４）または（２６）～（２８）の何れか１項に記
載のコポリマーであって、R5-A4-Y4-Q4が、C1-6アルキルアクリレート、C1-C6アルキルメ
タクリレートまたはC1-C6アルキルエタクリレートの残基であるコポリマー。
（３０）
　化学式ＩＩＩを含むコポリマー：ここにおいて、
【化２０】

　A0、A1、A2、A3およびA4は、独立して、-C-C-、-C(O)(C)aC(O)O-、-O(C)aC(O)-および-
O(C)bO-からなる群より選択される；
　　aは、1 - 4であり；
　　bは、2 - 4であり；
　R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10およびR11は、独立して、水素、(1C-5C)ア
ルキル、(3C-6C)シクロアルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これらの何れ
かは1または1以上のフッ素原子で任意に置換されてよい；
　Y0およびY4は、独立して、水素、(1C-10C)アルキル、(3C-6C)シクロアルキル、O-(1C-1
0C)アルキル、-C(O)O(1C-10C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択され、これら
の何れかは1または1以上のフッ素基で任意に置換される；
　Y1およびY2は、独立して、共有結合、(1C-10C)アルキル-、-C(O)O(2C-10C)アルキル-、
-OC(O)(1C-10C)アルキル-、-O(2C-10C)アルキル-および-S(2C-10C)アルキル-からなる群
より選択される；
　Y3は、共有結合、(1C-5C)アルキルおよびフェニルからなる群より選択される；
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　　　　　ここにおいて、R1-R5で完全には置換されていないA1-A4の四価の炭素原子およ
びY0-Y4は、適切な数の水素原子を完備する；
　Zは、生理学的に許容される対イオンである、
　mは、0～約0.49である；
　nは、約0.51～約1.0である；ここにおいて、m + n = 1である
　pは、約0.2～約0.5である；
　qは、約0.2～約0.5である；ここにおいて、pは、実質的に、qと同じである；
　rは、0～約0.6である；ここにおいて、p + q + r = 1である
　vは、約5kDa～約25kDaである；並びに
　wは、約5kDa～約50kDaである。
（３１）
　（１７）～（３１）の何れか１項に記載のコポリマーであって、v:wの割合が、約1:1～
約1:3であるコポリマー。
（３２）
　（１）～（３１）の何れか１項に記載のコポリマーであって、更に、治療薬を含むコポ
リマー。
（３３）
　（３２）に記載のコポリマーであって、前記治療薬が当該コポリマーに結合しているコ
ポリマー。
（３４）
　（３３）に記載のコポリマーであって、前記治療薬がsiRNAであるコポリマー。
（３５）
　（３３）に記載のコポリマーであって、前記治療薬がポリペプチドであるコポリマー。
（３６）
　（３４）または（３５）の何れか１項に記載のコポリマーであって、前記治療薬が当該
コポリマーに対して共有結合的に結合しているコポリマー。
（３７）
　（３４）または（３５）の何れか１項に記載のコポリマーであって、前記治療薬が当該
コポリマーとイオン結合しているコポリマー。
（３８）
　（１）～（３７）の何れかのコポリマーを複数含む組成物。
（３９）
　（３８）に記載の組成物であって、当該複数のコポリマーが約1.2の多分散性インデッ
クスを有するコポリマー。
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