
(57)【要約】

【課題】

　デオキシ化された新規なキトサン誘導体を提供し、そ

の用途を開発する。

【解決手段】

　下記の化学構造式（Ｉ）で表される繰り返し単位を有

する６－アミノ－６－デオキシキトサン。

　６－デオキシ－６－ハロゲン化キトサン誘導体からア

ジド化、ホスフィンイミド化、ならびにヒドラジン処理

によるホスフィンイミド基の加水分解およびＣ－２位ア

ミノ基の脱保護を経由して製造することができる。細胞

への核酸の導入剤として優れた性能を持つ。

【化１】

　

　

　

　

【選択図】　図８
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 の 化 学 構 造 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ６ － ア ミ ノ
－ ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
　 下 記 の 化 学 構 造 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ
ト サ ン を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 （ １ ） 下 記 の 化 学 構 造 式 （ II） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位
を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 を ア ジ ド 化 す る こ と に よ り 、 下 記 の 化
学 構 造 式 （ III） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘
導 体 を 生 成 す る 工 程 、 （ ２ ） 前 記 ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を ホ ス フ ィ ン
イ ミ ド 化 す る こ と に よ り 、 下 記 化 学 構 造 式 （ IV） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － ホ
ス フ ィ ン イ ミ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を 生 成 す る 工 程 、 お よ び （ ３ ） 前 記 ６ － ホ
ス フ ィ ン イ ミ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を ヒ ド ラ ジ ン で 処 理 す る こ と に よ り 、 下 記
の 化 学 構 造 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン を 生 成 す る 工 程 を 含 む
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 化 ３ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 核 酸 導
入 剤 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 新 規 な キ ト サ ン 誘 導 体 と そ の 製 造 方 法 お よ び そ の 遺 伝 子 工 学 の 分 野 へ の 用 途 に
関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 キ ト サ ン は カ ニ や エ ビ の 甲 殻 、 昆 虫 の 外 骨 格 等 の 構 成 成 分 で あ る キ チ ン を ア ル カ リ 加 水
分 解 処 理 し て 得 ら れ る 多 糖 類 で 、 豊 富 な 生 物 資 源 と し て 注 目 さ れ て い る 。 キ ト サ ン は 一 般
の 有 機 溶 媒 に は 不 溶 で あ る が 、 有 機 酸 水 溶 液 中 で は ア ミ ノ 基 が カ チ オ ン 化 し て 可 溶 と な り
、 高 分 子 材 料 と し て の 利 用 度 は キ チ ン に 比 較 し て 格 段 に 高 く 、 さ ら に 生 体 親 和 性 お よ び 生
分 解 性 を 有 し 、 か つ 低 毒 性 で あ る こ と か ら 、 医 用 、 化 粧 品 、 食 品 、 そ の 他 の 幅 広 い 分 野 で
使 用 で き る 材 料 で あ る こ と が 認 め ら れ て き た （ 非 特 許 文 献 １ ， ２ ， ３ お よ び ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 キ ト サ ン は ３ 種 類 の 官 能 基 、 す な わ ち Ｃ － ２ 位 に １ 級 ア ミ ノ 基 、 Ｃ － ６ 位 に １ 級 水 酸 基
、 Ｃ － ３ 位 に ２ 級 水 酸 基 を 有 す る 多 官 能 性 の 高 分 子 で あ り 、 化 学 修 飾 に よ る 機 能 化 も 多 く
行 わ れ て き た 。 糖 化 学 に お い て 水 酸 基 を 他 の 官 能 基 で 置 換 し た 構 造 で あ る デ オ キ シ 化 誘 導
体 は 新 規 化 合 物 の 合 成 前 駆 体 と し て 、 あ る い は そ れ 自 身 が 機 能 性 を 示 す 物 質 と し て 重 要 な
位 置 を 占 め て い る が 、 上 記 の よ う に キ ト サ ン は 有 機 溶 媒 中 で は 溶 解 性 を 示 さ ず 、 キ ト サ ン
の デ オ キ シ 化 誘 導 体 を 得 る 上 で 大 き な 障 害 で あ っ た 。 デ オ キ シ 化 キ ト サ ン 誘 導 体 は こ れ ま
で に 発 明 者 ら が 学 術 論 文 と し て 公 表 し た 下 記 の 化 学 構 造 式 （ II） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位
（ 構 成 単 位 ） を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 （ ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ
ロ － Ｎ － フ タ ロ イ ル 化 キ ト サ ン ） の み し か 知 ら れ て い な い （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 W.S.Ngah, C.S.Endudand R.Mayanar, React.Funct. Polym., 50,181-19
0 (2002)。
【 非 特 許 文 献 ２ 】 G.Molinaroa, J.Lerouxa,J.Damasb and A.Adama, Biomaterials, 23, 2
717-2722(2002)。
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Y.Suzuki, Y.Okamoto,M Morimoto, H.Sashiwa, H.Saimoto,S.Tanioka, 
Y.Shigemasa and S.Minami, Carbohydr. Polym., 42, 307-310 (2000)。
【 非 特 許 文 献 ４ 】 I.N.Helander, E.Nurmiaho-Lassila,R.Ahvenainen, J.Rhoades andS.Ro
ller, Int.J. Food Microbiol., 71, 235-244 (2001)。
【 非 特 許 文 献 ５ 】 T. Satoh and N. Sakairi, Chem. Lett., 32, 1162-1163 (2003)。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 デ オ キ シ 化 さ れ た 新 規 な キ ト サ ン 誘 導 体 を 提 供 し 、 そ の 用 途 を 開 発 す
る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら 自 身 が 見 出 し た 上 記 式 （ II） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 （ 構 成
単 位 ） を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ ゲ ン 化 キ ト サ ン 誘 導 体 を 原 料 に 使 用 し 、 求 核 置 換
反 応 を 行 う こ と に よ っ て 、 容 易 に 種 々 の デ オ キ シ 化 キ ト サ ン 誘 導 体 が 得 ら れ る こ と を 見 出
し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
　 か く し て 、 本 発 明 に 従 え ば 、 下 記 の 化 学 構 造 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 （ 構 成 単
位 ） を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 す な わ ち 本 発 明 は 、 キ ト サ ン の β － (１ － ４ )－ ２ － ア ミ ノ － ２ － デ オ キ シ － Ｄ － グ ル カ
ン 構 造 が 上 記 式 (Ｉ )で 表 さ れ る 構 造 で 置 換 さ れ た 新 規 な キ ト サ ン 誘 導 体 、 該 キ ト サ ン 誘 導
体 の 製 造 方 法 、 該 キ ト サ ン 誘 導 体 を 用 い る 細 胞 へ の 核 酸 導 入 剤 と し て の 用 途 に 関 す る も の
で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 式 （ II） の 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ ゲ ン 化 キ ト
サ ン 誘 導 体 を 原 料 と し て 利 用 す る こ と に よ り 遺 伝 子 導 入 剤 を は じ め と し て 種 々 の 用 途 が 期
待 さ れ る 新 規 な キ ト サ ン 誘 導 体 の 提 供 を 可 能 に し た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の キ ト サ ン 誘 導 体 は 新 規 物 質 で あ る 。 本 発 明 の キ ト サ ン 誘 導 体 は 、 如 何 な る 方 法
に よ っ て 製 造 さ れ た も の で あ っ て も 構 わ な い が 、 好 適 に は 式 （ II） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単
位 を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 を 原 料 に し て 図 ２ に 示 す 化 学 反 応 に
よ り 容 易 に 製 造 で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 な お 、 原 料 と な る 式 （ II） の 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － Ｎ － フ タ
ロ イ ル 化 キ ト サ ン は 、 例 え ば 、 図 １ に 示 す よ う に 、 式 （ Ａ ） を 繰 り 返 し 単 位 と す る キ ト サ
ン か ら 式 （ Ｂ ） を 繰 り 返 し 単 位 と す る Ｎ － フ タ ロ イ ル キ ト サ ン を 経 由 し て 容 易 に 得 る こ と
が で き る （ 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。 た だ し 、 原 料 と な る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － Ｎ － フ タ
ロ イ ル 化 キ ト サ ン の 製 造 方 法 は 特 に こ の よ う な 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Kurita, K.,Ikeda, H., Yoshida, Y., Shimojoh, M., and Harata, M.,
 Biomacromol., 3,1-4 (2002)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 図 ２ に 示 す 好 適 な 方 法 に 従 い 、 上 記 の 化 学 構 造 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す
る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン を 製 造 す る に は 、 先 ず 、 図 ２ に 示 す 化 学 構 造 式 （ II
） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 を ア ジ ド 化
す る こ と に よ り 、 化 学 構 造 式 （ III） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － ア ジ ド － ６ －
デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を 生 成 す る 。 こ こ で 、 式 （ II） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る
６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 は 非 プ ロ ト ン 性 極 性 有 機 溶 媒 に 可 溶 で あ る 。 一
般 に 、 非 プ ロ ト ン 性 極 性 有 機 溶 媒 は ハ ロ ゲ ン 化 炭 素 へ の 求 核 反 応 を 行 う た め の 溶 媒 と し て
優 れ て い る の で 、 ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 と ア ジ ド 化 剤 と の 反 応 は 非 プ
ロ ト ン 性 極 性 有 機 溶 媒 中 、 均 一 状 態 で 良 好 に 行 う こ と が で き る 。 ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ
－ キ ト サ ン 誘 導 体 を 溶 解 さ せ る 非 プ ロ ト ン 性 極 性 有 機 溶 媒 と し て は 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド 、 Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 Ｎ － メ チ ル － ２ － ピ ロ リ ド ン 等 を 例 示 で き る 。 ま た
、 ア ジ ド 化 剤 と し て は ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム や ア ジ 化 リ チ ウ ム 等 が 例 示 で き 、 よ り 好 ま し く は
ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 天 然 キ チ ン よ り 得 た キ ト サ ン は 一 般 に Ｃ － ２ 位 ア ミ ノ 基 の 一 部 に ア セ ト ア ミ ド 基 を 有 し
て お り 、 ま た 化 学 修 飾 に よ り キ ト サ ン の ア ミ ノ 基 に ア セ ト ア ミ ド 基 を 導 入 す る こ と も 可 能
で あ る が 、 本 発 明 に お い て 原 料 と な る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 、 及 び 本
発 明 で 製 造 さ れ る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は こ の よ う に Ｃ － ２ 位 の 一 部 に ア セ
ト ア ミ ド 基 を 有 す る 構 造 の も の を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 原 料 と な る ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － キ ト サ ン 誘 導 体 の ハ ロ ゲ ン 導 入 率
は 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ハ ロ ゲ ン 導 入 率 が 低 い 場 合 に は 非 プ ロ ト ン 性 極 性 有 機 溶 媒 へ
の 溶 解 性 が 減 少 す る が 、 膨 潤 状 態 で 反 応 を 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 修 飾 反 応 に 特
に 支 障 と な る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 上 の よ う に し て 一 般 式 （ III） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ア ジ ド 化 キ ト サ ン 誘
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導 体 を 製 造 す る た め の 反 応 条 件 は 、 原 料 の 種 類 、 反 応 性 、 生 産 性 な ど を 考 慮 し て 任 意 に 設
定 で き る が 、 一 般 に 反 応 温 度 は 室 温 ～ 120℃ の 範 囲 で 行 う こ と が 好 ま し く 、 更 に 好 ま し く
は 60～ 120℃ で あ る 。 原 料 と し て 塩 素 化 誘 導 体 を 使 用 す る 場 合 は 反 応 率 の 観 点 か ら 120℃ で
の 反 応 が 好 ま し い 。 臭 素 化 誘 導 体 で は 80℃ で 十 分 に 反 応 が 進 行 し 、 ヨ ウ 素 化 誘 導 体 で は よ
り 低 温 で の 反 応 が 可 能 で あ る 。 反 応 時 間 は 特 に 反 応 温 度 に よ り 制 御 さ れ る が 、 一 般 的 に は
4時 間 ～ 10時 間 の 範 囲 で 適 宜 選 択 で き る 。 反 応 時 間 が 短 過 ぎ る と 原 料 の 反 応 率 が 十 分 で な
い 場 合 が あ り 好 ま し く な く 、 長 過 ぎ る こ と は 生 産 性 の 観 点 か ら 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ア ジ ド 化 反 応 後 、 生 成 し た ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 は 濾 別 、 遠 心 分 離
、 水 懸 濁 液 の 凍 結 乾 燥 等 、 一 般 の 単 離 方 法 を 適 宜 選 択 し て 単 離 す る こ と が 出 来 る 。 一 般 に
は 反 応 混 合 物 を ア ル コ ー ル 等 に 加 え て 沈 澱 し た ア ジ ド 化 キ ト サ ン 誘 導 体 を 濾 過 に よ り 単 離
し 、 ア ル コ ー ル 等 の 溶 媒 及 び 水 で 洗 浄 後 乾 燥 す る こ と に よ り 高 純 度 の ア ジ ド 化 キ ト サ ン 誘
導 体 を 得 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 か ら ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン へ の
変 換 に お け る 反 応 は ２ 工 程 で 行 う 。 １ 工 程 目 の 反 応 は ア ジ ド 基 の ホ ス フ ィ ン イ ミ ド へ の 変
換 で あ る 。 す な わ ち 、 ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を ホ ス フ ィ ン イ ミ ド 化 す
る こ と に よ り 、 図 ２ に 示 す 化 学 構 造 式 （ IV） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る ６ － ホ ス フ
ィ ン イ ミ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を 生 成 す る 。 こ の 工 程 は 、 ６ － ア ジ ド － ６ － デ
オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 に ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン を 反 応 さ せ て 室 温 で 十 分 に 進 行 し 、 8～ 1
2時 間 で 完 了 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ２ 工 程 目 の 反 応 は 、 得 ら れ た ６ － ホ ス フ ィ ン イ ミ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 を ヒ
ド ラ ジ ン （ ヒ ド ラ ジ ン 一 水 和 物 ） で 処 理 す る こ と で あ る 。 こ れ に よ り 、 生 成 し た ホ ス フ ィ
ン イ ミ ド の 加 水 分 解 に よ る ア ミ ノ 基 へ の 変 換 と 、 Ｃ － ２ 位 の ア ミ ノ 基 の 保 護 基 の 除 去 が 起
こ り 、 所 望 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン が 得 ら れ る 。 こ の 反 応 は 反 応 率 の 観 点 か
ら 80～ 100℃ の 範 囲 で 行 う こ と が 好 ま し い 。 反 応 は 4時 間 ～ 12時 間 の 範 囲 で 適 宜 選 択 で き る
。 こ の ２ 工 程 か ら な る 反 応 は 同 一 反 応 容 器 内 で 連 続 し て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 反 応 後 、 生 成 し た ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は 限 外 濾 過 、 水 溶 液 の 凍 結 乾 燥 等
、 一 般 の 単 離 方 法 を 適 宜 選 択 し て 単 離 す る こ と が 出 来 る 。 一 般 に は 反 応 混 合 物 を 水 に 加 え
て 生 成 し た ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン を 限 外 濾 過 に よ り 単 離 し 、 ア ル コ ー ル と 水
の 混 合 溶 媒 及 び 水 で 洗 浄 後 乾 燥 す る こ と に よ り 高 純 度 の 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ
シ キ ト サ ン を 得 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 な お 、 図 １ お よ び 図 ２ に お い て 、 Ｎ Ｍ Ｐ お よ び Ｄ Ｍ Ｆ は 、 好 ま し い 溶 媒 と し て 例 示 し て
い る Ｎ － メ チ ル － ２ － ピ ロ リ ド ン お よ び Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド を 表 し 、 ま た 、 Ｐ
ｈ ３ Ｐ ま た は Ｐ Ｐ ｈ ３ は ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 で 得 ら れ る 式 （ Ｉ ） の 繰 り 返 し 単 位 か ら 成 る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン
は 酸 性 お よ び 中 性 条 件 下 で 水 溶 性 を 示 す が 、 高 濃 度 の 条 件 で は 酸 性 条 件 で よ り 良 好 な 水 溶
性 を 示 す 。 ま た 、 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は 精 製 条 件 に よ っ て 、 あ る
い は 溶 解 等 の 目 的 で 酢 酸 、 塩 酸 等 の 酸 性 化 合 物 と 混 合 し た 場 合 等 に 、 ア ミ ノ 基 の 一 部 あ る
い は 全 部 が ４ 級 塩 の 状 態 に な る が 、 本 発 明 で い う ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は そ
れ ら の 状 態 の 構 造 の も の を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン な ら び に そ の 出 発 原 料 お よ び 中 間 体 と な る
キ ト サ ン 誘 導 体 の 分 子 量 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 一 般 に 分 子 量 の 低 い も の の 方 が 高 い も の
よ り 溶 液 の 粘 度 が 低 く 、 取 扱 い の 上 で 好 適 で あ る 。 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ
ト サ ン の 好 ま し い 分 子 量 は 10,000～ 500,000で あ り 、 し た が っ て 、 そ の 出 発 原 料 や 中 間 体
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と な る 式 （ II） 、 （ III） 、 ま た は （ IV） で 表 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 を 有 す る キ ト サ ン 誘 導
体 も 上 記 分 子 量 に 対 応 す る 分 子 量 を 有 す る も の が 好 ま し い 。 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ
オ キ シ キ ト サ ン の 如 上 の 分 子 量 は 、 一 般 に 、 酢 酸 塩 と し て 静 的 光 散 乱 法 に よ り 重 量 平 均 分
子 量 と し て 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 で 得 ら れ る ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は カ チ オ ン 性 官 能 基 で あ る ア ミ ノ
基 を 高 密 度 で 有 す る こ と か ら 、 ア ニ オ ン 性 で あ る 核 酸 と 高 分 子 電 解 質 複 合 体 を 形 成 す る こ
と が 可 能 で あ り 、 細 胞 へ の 遺 伝 子 （ 核 酸 ） 導 入 剤 と し て 有 用 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の
６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン と 導 入 す べ き 核 酸 と を 適 当 な 緩 衝 液 中 で 混 合 す る こ と
に よ り 、 該 キ ト サ ン を 該 核 酸 と 複 合 体 化 し て 、 細 胞 （ 一 般 に は 動 物 細 胞 ） に 添 加 す る だ け
で 、 該 細 胞 内 に 所 望 の 核 酸 を 効 率 的 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ －
デ オ キ シ キ ト サ ン は 、 そ の ま ま で も 遺 伝 子 導 入 剤 と し て 用 い る こ と は で き る が 、 好 ま し く
は 、 酢 酸 塩 と し て 使 用 し 、 こ の 場 合 、 分 子 量 は 30,000～ 40,000程 度 と す る の が 好 ま し い 。
　 キ ト サ ン を 使 用 し た 遺 伝 子 導 入 の 方 法 が 特 許 に 開 示 さ れ て い る が 、 本 発 明 で 得 ら れ る ６
－ ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は 、 上 記 の 方 法 と 同 様 の 条 件 で キ ト サ ン よ り 高 い 遺 伝 子
導 入 活 性 を 示 す 。
【 非 特 許 文 献 ７ 】 F.C.MacLaughlin, R.J.Mumper,J.Wang, J.M.Tagliaferri, I.Gill, M. 
Hinchcliffe, and A.P.Rolland, J. ControlledRelease, 56, 259-272 (1998)。
【 非 特 許 文 献 ８ 】 T.Ishii, Y.Okahataand T.Sato, Biochim. Biophys. Acta, 1514, 51-6
4(2001)。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2000-157270
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 な お 、 本 願 発 明 に お い て 、 細 胞 に 導 入 さ れ る 核 酸 類 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く Ｒ Ｎ
Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 、 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 、 ア ン
チ ジ ー ン Ｄ Ｎ Ａ 等 の 核 酸 類 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の ほ か に も 、 本 願 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は 、 重 金 属 イ オ ン の 吸 着
（ 回 収 ） 剤 、 細 胞 組 織 培 養 用 ス キ ャ ホ ー ル ド 、 抗 菌 剤 、 光 学 分 割 剤 、 液 晶 等 の 広 範 囲 な 用
途 に 利 用 可 能 で あ る 。
　 以 下 に 、 実 施 例 に 沿 っ て 本 発 明 の 特 徴 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 本 発 明 は こ れ ら の 実
施 例 に よ っ て 制 限 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 　 非 特 許 文 献 １ に 記 載 の 方 法 で 得 ら れ
た ６ － ブ ロ モ － ６ － デ オ キ シ － Ｎ － フ タ ロ イ ル 化 キ ト サ ン 誘 導 体 （ フ タ ロ イ ル 化 率 100％
、 ブ ロ モ 化 率 98％ ） 0.50ｇ を 、 Ｎ － メ チ ル － ２ － ピ ロ リ ド ン 50mlに 添 加 し 攪 拌 溶 解 さ せ 、
ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 1.05ｇ （ Ｃ － ６ 位 臭 素 の 10モ ル 当 量 に 相 当 ） を 加 え た 。 窒 素 雰 囲 気 下 、
80℃ で 4時 間 撹 拌 し た 後 、 濾 過 に よ り 塩 類 を 除 去 し 、 ろ 液 を エ タ ノ ー ル に 加 え て 生 成 物 を
沈 澱 さ せ た 。 遠 心 分 離 法 に よ り 沈 殿 物 を 分 離 し 、 エ タ ノ ー ル 次 い で 水 で 十 分 に 洗 浄 後 、 凍
結 乾 燥 に よ り 淡 褐 色 粉 末 0.39ｇ を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の 化 合 物 の Ｉ Ｒ 分 析 の 結 果 、 2100cm - 1 に ア ジ ド 基 の 特 性 吸 収 が 確 認 さ れ た （ 図 ３ 参 照
） 。 ま た 、 重 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 溶 液 中 で の 1 3 Ｃ  Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 結 果 か ら 、 δ 50.1、 57.2
、 68.0、 72.5、 77.9、 96.5(以 上 糖 骨 格 炭 素 )お よ び 122.8、 131.1、 134.3、 167.5ppm(以 上
フ タ ロ イ ル 基 炭 素 )が 検 出 さ れ 、 原 料 と 生 成 物 の Ｃ － ６ 位 炭 素 の 化 学 シ フ ト か ら 、 ア ジ ド
化 反 応 が Ｃ － ６ 位 選 択 的 か つ 完 全 に 進 行 し た こ と が 示 さ れ た （ 一 般 式 （ III） お よ び 図 4参
照 、 × ： 内 部 標 準 （ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 溶 媒 ピ ー ク ） ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 化 合 物 の 元 素 分 析 結 果 （ 表 １ 参 照 ） も 、 ア ジ ド 基 が 95％ 以 上 導 入 さ れ て い る こ と を
支 持 す る 結 果 と な っ た 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 　 実 施 例 １ で 得 た ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ
キ ト サ ン 誘 導 体 0.2ｇ を Ｎ － メ チ ル － ２ － ピ ロ リ ド ン 20mlに 溶 解 し 、 ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ
ィ ン 0.5gを 添 加 し て 窒 素 雰 囲 気 下 、 室 温 で 12時 間 で 攪 拌 し た 。 こ の 反 応 溶 液 に 水 50mlお よ
び ヒ ド ラ ジ ン 一 水 和 物 水 溶 液 (4mol/L)20mlを 加 え 、 窒 素 雰 囲 気 下 、 100℃ で 4時 間 加 熱 し た
。 水 を 減 圧 留 去 し て 生 じ た 懸 濁 液 に エ タ ノ ー ル を 加 え た 後 、 遠 心 分 離 に よ り 沈 殿 物 を 分 離
回 収 し 、 新 た に 水 を 加 え て 沈 殿 物 を 溶 解 し て 限 外 濾 過 で 十 分 に 洗 浄 し た 。 こ の 水 溶 液 を 凍
結 乾 燥 し て 淡 褐 色 粉 末 0.8gを 得 た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 得 ら れ た 化 合 物 の Ｉ Ｒ 分 析 の 結 果 （ 図 ５ 参 照 ） お よ び 5%重 酢 酸 重 水 溶 液 中 で の 1 3 Ｃ  Ｎ
Ｍ Ｒ 分 析 結 果 ： δ 42.6、 58.3、 72.9、 73.7、 80.3、 100.6ppm（ 以 上 糖 骨 格 炭 素 ） （ 図 ６ 参
照 ） か ら 、 生 成 物 が 式 （ Ｉ ） で 示 さ れ る 繰 り 返 し 単 位 （ 構 成 単 位 ） を 有 す る 物 質 で あ る こ
と を 確 か め た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 得 ら れ た ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は 水 溶 性 を 向 上 さ せ る た め に 酢 酸 水 溶 液 に
溶 解 さ せ た 後 、 Amicon社 製 の 限 外 ろ 過 フ ィ ル タ ー （ Centricon-20、 分 画 分 子 量 10,000） を
使 用 し 、 限 外 濃 縮 を 繰 り 返 し 、 凍 結 乾 燥 し て 酢 酸 塩 へ と 変 換 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 酢 酸 塩 は 更 に Amicon社 製 の 限 外 ろ 過 フ ィ ル タ ー （ Centricon-20） を 使 用 し 、 分 子 量 50,0
00以 上 と 50,000～ 10,000の ２ 画 分 に 分 画 し た 。 以 後 、 そ れ ぞ れ の 画 分 を 6-ACT(50k)と 6-AC
T(30k)と 表 記 す る 。 そ れ ぞ れ の 画 分 の 元 素 分 析 を 行 っ た 結 果 、 酢 酸 塩 の 構 造 を 支 持 す る 結
果 （ 表 ２ 参 照 ） が 得 ら れ た 。 な お 、 組 成 式 は 、 元 素 分 析 の 結 果 か ら 化 合 物 中 に 含 ま れ る 酢
酸 お よ び 水 の 量 を 算 出 し 、 そ の 計 算 値 に 基 づ い て 求 め た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 リ ン 酸 緩 衝 液 中 で の 静 的 光 散 乱 法 （ MALVERN社 製 NanoZS） に よ る 分 子 量 測 定 の 結 果 、 6-A
CT(30k)の 重 量 平 均 分 子 量 は 36,000、 ま た 、 6-ACT（ 50k） の 重 量 平 均 分 子 量 は 55,000と 決
定 さ れ た 。
【 非 特 許 文 献 ９ 】 G. Berth, H Dautzenberg, and M.G. Peter, Carbohydrate Polym., 36
, 205-216 (1998)。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 　 実 験 材 料 と し て は 、 下 記 の も の
を 用 い た 。 細 胞 ： ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 上 皮 が ん 細 胞 COS-1（ American Type Culture C
ollection製 ） 、 培 地 ： DMEM培 地 （ 日 水 製 薬 製 ） +10%ウ シ 胎 児 血 清 、 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ
オ キ シ キ ト サ ン 酢 酸 塩 （ 分 子 量 36,000） 、 非 修 飾 キ ト サ ン 塩 酸 塩 （ 分 子 量 10,000～ 30,000
） 、 遺 伝 子 ： ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ 以 下 pGL3と 略 記
し 、 塩 基 組 成 を 配 列 表 に 配 列 番 号 １ と し て 示 し た ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン の pGL3と 複 合 体 形 成 能 は ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 確 認
し た （ 図 ７ 参 照 ） 。 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン が キ ト サ ン よ り も Ｄ Ｎ Ａ と の 親 和
性 が 高 い こ と が 解 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 遺 伝 子 導 入 試 験 の 実 験 方 法 に つ い て 以 下 に 説 明 す る 。 ま ず 、 pGL3の Tris-エ チ レ ン ジ ア
ミ ン 緩 衝 液 （ pH7.0） 87.5μ lと ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 酢 酸 塩 の リ ン 酸 緩 衝 液
（ pH7.0） 87.5μ lを 混 合 し 、 室 温 で 30分 以 上 静 置 し て プ ラ ス ミ ド － キ ト サ ン 複 合 体 を 形 成
さ せ た 。 混 合 溶 液 中 の pGL3濃 度 は 20μ g/ml、 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は pGL3の
１ 塩 基 ： ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン の 糖 単 位 ＝ 1:7.5の 割 合 に な る よ う に し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 次 に 、 COS-1細 胞 5万 個 を 培 地 1ml中 、 二 酸 化 炭 素 濃 度 5%、 37℃ で 24時 間 培 養 後 、 培 地 を
通 常 の 1.25倍 濃 度 の も の 200μ lに 交 換 し 、 上 記 の pGL3と ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ
ン 複 合 体 溶 液 を 50μ l加 え た 。 こ の と き 、 培 地 の pHは 7.0に 調 整 し て お い た 。 複 合 体 存 在 下
で 3時 間 培 養 し た 後 、 上 記 複 合 体 の 入 っ た 培 地 を 新 た な 培 地 に 交 換 し て 48時 間 培 養 し 、 pGL
3を 細 胞 内 に 導 入 し た 。 導 入 さ れ た pGL3量 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 試 験 に よ り 評 価 し 、 遺 伝
子 導 入 剤 と し て ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ 分 子 量 25,000） を 使 用 し た と き の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活
性 を 10,000と し て そ の 相 対 値 を 求 め た （ 図 ８ 参 照 ） 。
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 K.V.Wood, (1991) In: Bioluminescence and Chemiluminescence: Cu
rrent Status, P.Stanleyand L.Kricka, eds., John Wiley and Sons, Chichester,
【 ０ ０ ４ １ 】

　 比 較 試 験 と し て ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 酢 酸 塩 の 代 わ り に 非 修 飾 の キ ト サ ン
塩 酸 塩 を 用 い て 同 様 に pGL3の 導 入 を 行 っ た 。 キ ト サ ン と pGL3の 複 合 体 は 遺 伝 子 発 現 効 率 が
最 も 良 好 な pGL3の １ 塩 基 ： キ ト サ ン の 糖 単 位 ＝ 1:2.5の 割 合 に な る よ う に 調 製 し た 。 ま た
、 複 合 体 の 調 製 は pH6.5の 条 件 で 行 っ た 。 試 験 の 結 果 、 本 発 明 で 得 ら れ た ６ － ア ミ ノ － ６
－ デ オ キ シ キ ト サ ン 酢 酸 塩 を 用 い て 行 っ た 系 で 導 入 効 率 が 上 回 る こ と が 示 さ れ た （ 図 ８ 参
照 ） 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン は バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 分 野 に お け る 素 材 と
し て 有 用 で あ り 、 中 で も 、 遺 伝 子 治 療 剤 の 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て 利 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。 更 に 、 重 金 属 イ オ ン 吸 着 （ 回 収 ） 剤 や 細 胞 組 織 培 養 用 ス キ ャ ホ ー ル ド 、 抗 菌 剤 、
光 学 分 割 剤 、 液 晶 等 へ の 応 用 も 期 待 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 ６ － デ オ キ シ － ６ － ハ ロ － Ｎ － フ タ ロ イ ル 化 キ ト サ ン の 製 造 の フ ロ ー を 示 す 。
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【 図 ２ 】 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン の 製 造 の フ ロ ー を 示 す 。
【 図 ３ 】 ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 の Ｉ Ｒ ス ペ ク ト ル （ 実 施 例 １ ） を 示 す
。
【 図 ４ 】 ６ － ア ジ ド － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン 誘 導 体 の Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル （ 実 施 例 １ ） を 示
す 。
【 図 ５ 】 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン の Ｉ Ｒ ス ペ ク ト ル （ 実 施 例 ２ ） を 示 す 。
【 図 ６ 】 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン の Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル （ 実 施 例 ２ ） を 示 す 。
【 図 ７ 】 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン と プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 複 合 体 形 成 に 関 す る ゲ
ル 電 気 泳 動 法 の 分 析 結 果 （ 実 施 例 ３ ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 ６ － ア ミ ノ － ６ － デ オ キ シ キ ト サ ン と キ ト サ ン の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 活 性 比 較
（ 実 施 例 ３ 、 比 較 例 １ ） を 示 す 。
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ８ 】

【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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