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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカチオン性高分子鎖ブロックを含むブロック共重
合体と、１０００塩基長以上の互いに相補的な塩基配列からなる２本の一本鎖ＤＮＡ、少
なくとも二重らせん構造の一部が解離して一本鎖構造となっている１０００塩基対長以上
の二本鎖ＤＮＡ、又は１０００塩基長以上の１本の一本鎖ＤＮＡとから形成されてなるこ
とを特徴とする、球体状である核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項２】
　非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカチオン性高分子鎖ブロックを含むブロック共重
合体と、１０００塩基長以上の互いに相補的な塩基配列からなる２本の一本鎖ＤＮＡ、又
は少なくとも二重らせん構造の一部が解離して一本鎖構造となっている１０００塩基対長
以上の二本鎖ＤＮＡとから形成されてなる、請求項１に記載の核酸内包高分子ミセル複合
体。
【請求項３】
　前記一本鎖ＤＮＡが２０００塩基長以上であり、前記二本鎖ＤＮＡが２０００塩基対長
以上である、請求項１又は２に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項４】
　水性媒体中の動的光散乱法による平均粒子径が１００ｎｍ以下である、請求項１～３の
いずれか一項に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項５】
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　ＤＮＡと、静電的相互作用によりＤＮＡと結合したカチオン性高分子鎖ブロックとがコ
ア部分を形成し、非電荷性親水性高分子鎖ブロックがシェル部分を形成している、請求項
１～４のいずれか一項に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項６】
　前記コア部分の平均粒子径が、５０ｎｍ以下である、請求項５に記載の核酸内包高分子
ミセル複合体。
【請求項７】
　前記一本鎖ＤＮＡ又は前記二本鎖ＤＮＡが、線状である、請求項１～６のいずれか一項
に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項８】
　前記ブロック共重合体の少なくとも一部が、互いに架橋されている、請求項１～７のい
ずれか一項に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項９】
　前記カチオン性高分子鎖ブロックの主鎖又は側鎖に、疎水性基が共有結合している、請
求項１～８のいずれか一項に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項１０】
　前記カチオン性高分子鎖ブロックの側鎖に、エチルアミン構造又はプロピルアミン構造
を有する、請求項１～９のいずれか一項に記載の核酸内包高分子ミセル複合体。
【請求項１１】
　ＤＮＡを収容した核酸内包高分子ミセル複合体を製造する方法であって、
　非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカチオン性高分子鎖ブロックを含むブロック共重
合体と、二重らせん構造の少なくとも一部を解離させた状態の１０００塩基対以上の二本
鎖ＤＮＡとを、水性媒体中で混合する工程を有することを特徴とする、球体状である核酸
内包高分子ミセル複合体の製造方法。
【請求項１２】
　前記二本鎖ＤＮＡが、２０００塩基対長以上である、請求項１１に記載の核酸内包高分
子ミセル複合体の製造方法。
【請求項１３】
　前記二本鎖ＤＮＡが、線状である、請求項１１又は１２に記載の核酸内包高分子ミセル
複合体の製造方法。
【請求項１４】
　前記二本鎖ＤＮＡが、６０℃以上で変性されたものである、請求項１１～１３のいずれ
か一項に記載の核酸内包高分子ミセル複合体の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸（ＤＮＡ）を内包する高分子ミセル複合体に関する。より詳細には、比
較的長鎖のＤＮＡを内包しているにもかかわらず、充分に小さい高分子ミセル複合体に関
する。
　本願は、２０１３年８月６日に日本に出願された、特願２０１３－１６３１０６号に基
づき優先権を主張し、その内容をここに援用する。
【背景技術】
【０００２】
　次世代の治療法として、遺伝子発現を制御することによって疾患を治療する遺伝子治療
に大きな期待が寄せられている。遺伝子治療における最大の課題は、遺伝子を標的の細胞
や組織へ導入する際の導入効率が不充分だという点である。特に、全身投与による遺伝子
治療を実現するためには、遺伝子が、血中を安定に循環して標的組織に集積すること、さ
らに、標的細胞に侵入した後、効果的に遺伝子発現が行われることが必要である。そこで
、これらを解決すべく、標的細胞等への導入効率や標的細胞内における遺伝子発現効率が
より優れた遺伝子運搬体（遺伝子キャリア）の開発が盛んである。
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【０００３】
　例えば、一次構造が精密に制御された高分子は、自発的に組織化を生じ、ミセル、ベシ
クル等の高次構造体を形成しうることが知られており、このような高分子の自己組織化し
た構造体の利用が、薬物送達システムや材料科学をはじめとする種々の分野において、従
前検討されている。例えば特許文献１には、非荷電性セグメント（非荷電性高分子鎖ブロ
ック）と荷電性セグメント（荷電性高分子鎖ブロック）とを有するブロック共重合体から
なり、コア部分に当該荷電性セグメントとは反対の荷電を有する薬剤を内包し得る静電結
合型高分子ミセル薬剤担体が、開示されている。前記荷電性セグメントとしてカチオン性
セグメントを用いることにより、ＤＮＡをコア部分に内包することができる。
【０００４】
　また、より高分子ミセルの安定化を図る工夫も各種報告されている。例えば、特許文献
２には、静電結合型高分子ミセル薬剤担体において、ブロック共重合体同士を架橋剤を介
して架橋させることにより、安定化させた静電結合型高分子ミセル薬剤担体が開示されて
いる。さらに、特許文献３には、非荷電性親水性高分子鎖ブロックと、側鎖の一部に疎水
性基が導入されたカチオン性ポリアミノ酸鎖ブロックとを含んでなるブロック共重合体も
開示されている。当該ブロック共重合体は、側鎖に疎水性基が導入されていることにより
、界面エネルギーが増大するためにミセル内の凝集力が増強してコアが小さくなる結果、
高分子ミセルの安定化が図られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開平８－１８８５４１号公報
【特許文献２】国際公開第２００４／１０５７９９号
【特許文献３】国際公開第２００９／１１３６４５号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　遺伝子キャリアを全身投与する場合、標的細胞に遺伝子を導入するためには、遺伝子キ
ャリアの血中滞留性が高い必要がある。
　また、遺伝子キャリアの大きさが大きすぎると、細胞に取り込まれ難いという問題があ
る。特に膵臓がんのように血管密度の低いがんに対しては、血管の透過性が障壁となり、
全身投与によって１００ｎｍサイズの遺伝子キャリアをがん組織深部にまで送達させるこ
とは非常に困難である。
【０００７】
　静電結合型高分子ミセル薬剤担体のコアに遺伝子を収容した高分子ミセル複合体は、遺
伝子キャリアとして非常に有望であるものの、大きさや血中滞留性の点でまだまだ改善の
余地がある。
【０００８】
　本発明は、比較的長鎖のＤＮＡを内包し、大きさが充分に小さい、遺伝子キャリアとし
ても機能し得る高分子ミセル複合体、及びその製造方法を提供することを主たる目的とす
る。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、生体適合性中性高分子であるポリエチレングリコール（ＰＥＧ）とカチ
オン性高分子（以下、「カチオン性高分子鎖ブロック」と略記することがある。）からな
るブロック共重合体に環状二本鎖ＤＮＡであるプラスミドＤＮＡ（以下、「ｐＤＮＡ」と
略記することがある。）を内包させた高分子ミセル複合体について、カチオン性高分子鎖
ブロックの長さ（重合度）と高分子ミセル複合体の粒子径との関係を調べたところ、カチ
オン性高分子鎖ブロックの長さが比較的短い場合には、高分子ミセル複合体は長軸が１０
０ｎｍ以上のロッド状であるが、カチオン性高分子鎖ブロックの長さが長くなるほど長軸
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の長さが短くなり、カチオン性高分子鎖ブロックの長さが充分に長くなると、球体状に近
い形状にまで小さくなる傾向にあることを見出した。また、ＰＥＧ密度と血中滞留時間と
の関係を調べたところ、ＰＥＧ密度の高い高分子ミセル複合体ほど血中滞留時間が長くな
る傾向にあることも見出した。ここで、カチオン性高分子鎖ブロックの長さが長くなると
、１分子のｐＤＮＡと会合するブロック共重合体数が少なくなる結果、ＰＥＧ密度は低下
してしまう。つまり、ｐＤＮＡを内包させた高分子ミセル複合体の場合、粒子径を小さく
するためにＰＥＧ密度を低下させると血中滞留性が低下してしまうことがわかった。
【００１０】
　本発明者らは、さらに研究を進めた結果、ｐＤＮＡの二重らせん構造を解離させた状態
でブロック共重合体と混合して複合体を形成することにより、シェル部分を構成する非電
荷性親水性高分子鎖ブロックの密度を低下させることなく、ロッド状よりもはるかに小さ
い球体状の高分子ミセル複合体を形成し得ることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１１】
　すなわち、本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体及びその製造方法は、下記［１］
～［１５］である。
［１］　非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカチオン性高分子鎖ブロックを含むブロッ
ク共重合体と、１０００塩基長以上の互いに相補的な塩基配列からなる２本の一本鎖ＤＮ
Ａ、少なくとも二重らせん構造の一部が解離して一本鎖構造となっている１０００塩基対
長以上の二本鎖ＤＮＡ、又は１０００塩基長以上の１本の一本鎖ＤＮＡとから形成されて
なることを特徴とする、球体状である核酸内包高分子ミセル複合体。
［２］　非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカチオン性高分子鎖ブロックを含むブロッ
ク共重合体と、１０００塩基長以上の互いに相補的な塩基配列からなる２本の一本鎖ＤＮ
Ａ、又は少なくとも二重らせん構造の一部が解離して一本鎖構造となっている１０００塩
基対長以上の二本鎖ＤＮＡとから形成されてなる、前記［１］の核酸内包高分子ミセル複
合体。
［３］　前記一本鎖ＤＮＡが２０００塩基長以上であり、前記二本鎖ＤＮＡが２０００塩
基対長以上である、前記［１］又は［２］の核酸内包高分子ミセル複合体。
［４］　水性媒体中の動的光散乱法による平均粒子径が１００ｎｍ以下である、前記［１
］～［３］のいずれかの核酸内包高分子ミセル複合体。
［５］　ＤＮＡと、静電的相互作用によりＤＮＡと結合したカチオン性高分子鎖ブロック
とがコア部分を形成し、非電荷性親水性高分子鎖ブロックがシェル部分を形成している、
前記［１］～［４］のいずれかの核酸内包高分子ミセル複合体。
［６］　前記コア部分の平均粒子径が、５０ｎｍ以下である、前記［５］の核酸内包高分
子ミセル複合体。
［７］　前記一本鎖ＤＮＡ又は前記二本鎖ＤＮＡが、線状である、前記［１］～［６］の
いずれかの核酸内包高分子ミセル複合体。
［８］　前記ブロック共重合体の少なくとも一部が、互いに架橋されている、前記［１］
～［７］のいずれかの核酸内包高分子ミセル複合体。
［９］　前記カチオン性高分子鎖ブロックの主鎖又は側鎖に、疎水性基が共有結合してい
る、前記［１］～［８］のいずれかの核酸内包高分子ミセル複合体。
［１０］　前記カチオン性高分子鎖ブロックの側鎖に、エチルアミン構造又はプロピルア
ミン構造を有する、前記［１］～［９］のいずれかの核酸内包高分子ミセル複合体。
［１１］　ＤＮＡを収容した核酸内包高分子ミセル複合体を製造する方法であって、
　非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカチオン性高分子鎖ブロックを含むブロック共重
合体と、二重らせん構造の少なくとも一部を解離させた状態の１０００塩基対長以上の二
本鎖ＤＮＡとを、水性媒体中で混合する工程を有することを特徴とする、球体状である核
酸内包高分子ミセル複合体の製造方法。
［１２］　前記二本鎖ＤＮＡが、２０００塩基対長以上である、［１１］の核酸内包高分
子ミセル複合体の製造方法。
［１３］　前記二本鎖ＤＮＡが、線状である、前記［１１］又は［１２］の核酸内包高分
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子ミセル複合体の製造方法。
［１４］　前記二本鎖ＤＮＡが、６０℃以上で変性されたものである、［１１］～［１３
］のいずれかの核酸内包高分子ミセル複合体の製造方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、１０００塩基対長以上、好ましくは２０００塩基対長以上という長鎖
のＤＮＡを内部に収容する場合に、従来はロッド状又はトロイド状の核酸内包高分子ミセ
ル複合体が主として形成されるブロック共重合体を用いた場合でも、球体状の高分子ミセ
ル複合体を提供することができる。球体状の高分子ミセル複合体は、ロッド状の核酸内包
高分子ミセル複合体よりも粒子径が小さく、かつ当該ブロック共重合体を構成する非電荷
性親水性高分子鎖ブロックの密度も大きいため、細胞への取り込み効率と血中滞留性の両
方に優れる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】参考例１において、各高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像と、当該画像から算出さ
れた高分子ミセル複合体（ロッド状粒子）の長軸長の分布を示した図である。
【図２】参考例１において、各高分子ミセル複合体を全身投与したマウスの耳静脈におけ
る蛍光強度の経時的変化の測定結果を示した図である。
【図３】実施例１において、蛍光標識ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅを用いて
形成された高分子ミセル複合体（左：ＰＭ－１、右：ＭＣＰＭ－１）のＴＥＭ画像である
。
【図４】実施例１において、ＴＥＭ画像から算出された高分子ミセル複合体の長軸長の分
布を示した図（左：ＰＭ－１、右：ＭＣＰＭ－１）である。
【図５】実施例２において、高分子ミセル複合体ＭＣＰＭ－２－ＧＦＰを全身投与したマ
ウスの膵臓がん組織の蛍光画像である。
【図６】実施例２において、高分子ミセル複合体ＰＭ－２－ＧＦＰを全身投与したマウス
の膵臓がん組織の蛍光画像である。
【図７】実施例２において、高分子ミセル複合体ＭＣＰＭ－１を全身投与したマウスの膵
臓がん組織の蛍光画像である。
【図８】実施例２において、ＧＦＰ遺伝子を収容している高分子ミセル複合体のうち、Ｐ
Ｍ－２－ＧＦＰを投与した膵臓がんモデルマウスと、ＭＣＰＭ－２－ＧＦＰを投与した膵
臓がんモデルマウスについて、膵臓がん組織深部におけるＧＦＰ発現の相対蛍光強度の測
定結果を示した図である。
【図９】実施例３において、マウスに全身投与した高分子ミセル複合体の全量に対する、
全身投与後３０分経過後に血中に滞留している高分子ミセル複合体量の割合（％）の測定
結果を示した図である。
【図１０】実施例４において、高分子ミセル複合体（ＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬ）
を全身投与したマウスの膵臓がん組織の蛍光画像である。
【図１１】実施例５において、各高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像を示した図である。
【図１２】実施例６において、各高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像を示した図である。
【図１３】実施例６において、各高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像から算出された、高分
子ミセル複合体の長軸長の分布を示した図である。
【図１４】実施例７において、各温度で変性処理を行った高分子ミセル複合体の長軸長及
びアスペクト比の分布を示した図である。
【図１５】実施例８において、ルシフェラーゼ遺伝子を収容しているＰＥＧ－ＰＬｙｓ、
またはＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰをトランスフェクトした細胞株において、ルシフェラー
ゼ発現の相対蛍光強度の測定結果を示した図である。
【図１６】実施例９において、各高分子ミセル複合体を全身投与したマウスにおける、膵
臓がんの大きさを測定した結果を示した図である。
【発明を実施するための形態】
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【００１４】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、非電荷性親水性高分子鎖ブロック及びカ
チオン性高分子鎖ブロックを含むブロック共重合体と核酸（ＤＮＡ）とから形成されてな
り、前記カチオン性高分子鎖ブロックが会合した核酸がコア部分を形成し、前記非電荷性
親水性高分子鎖ブロックがシェル部分を形成している。以下、詳細に説明する。
【００１５】
＜非電荷性親水性高分子鎖ブロック＞
　本発明において用いられるブロック共重合体は、非電荷性親水性高分子鎖ブロックとカ
チオン性高分子鎖ブロックとを含むものである。非電荷性親水性高分子鎖ブロックとして
は、例えば、ＰＥＧ、ポリプロピレングリコール等のポリアルキレングリコール；ポリ（
２－メチル－２－オキサゾリン）、ポリ（２－エチル－２－オキサゾリン）、ポリ（２－
イソプロピル－２－オキサゾリン）等のポリオキサゾリン；ポリサッカライド、デキスト
ラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリアクリルアミド、ポリメタク
リルアミド、ポリアクリル酸エステル、ポリメタクリル酸エステル、及びそれらの誘導体
由来の各種のブロック等が例示される。中でも、生体適合性が高い中性の水溶性高分子で
あることから、ＰＥＧ、ポリオキサゾリン、デキストラン、ポリビニルアルコールが好ま
しい。
【００１６】
　非電荷性親水性高分子鎖ブロックの分子量は、ブロック共重合体が内部に核酸を収容し
た高分子ミセル複合体を形成し得る大きさであればよく、特に限定されるものではない。
例えば、非電荷性親水性高分子鎖ブロックとしてＰＥＧ由来のブロック（ポリオキシエチ
レン鎖ブロック、以下、単に「ＰＥＧブロック」ということがある。）を用いる場合には
、ＰＥＧブロックの分子量は約１．０～１００ｋＤａが好ましく、２～８０ｋＤａがより
好ましく、８～２５ｋＤａがさらに好ましい。また、ＰＥＧブロック中のオキシエチレン
の反復単位の数としては、２２～２，３００個が好ましく、４５～１，８５０個がより好
ましく、１８０～６００個がさらに好ましい。
【００１７】
＜カチオン性高分子鎖ブロック＞
　本発明において用いられるカチオン性高分子鎖ブロックとしては、ＤＮＡと静電的に結
合し得るカチオン性の高分子鎖からなるブロックであればよく、特に限定されるものでは
ない。具体的には例えば、カチオン性基を側鎖に有するポリアミノ酸誘導体；ポリエチレ
ンイミン（ＰＥＩ）；ポリメタクリル酸誘導体、ポリアクリル酸誘導体等のアクリル系樹
脂等が挙げられる。
【００１８】
　本発明において使用されるカチオン性高分子鎖ブロックとしては、カチオン性アミノ酸
のポリアミノ酸やその誘導体に由来するブロックや、アニオン性アミノ酸のアニオン性基
（一般的には、カルボキシル基）にカチオン性化合物をエステル結合やアミド結合等によ
り結合させたアミノ酸誘導体に由来するブロックが好ましく用いられる。カチオン性アミ
ノ酸のポリアミノ酸としては、ポリリシン、ポリオルニチン、ポリアルギニン、ポリホモ
アルギニン、及びポリヒスチジン等が挙げられる。また、アニオン性アミノ酸にカチオン
性化合物を結合させたアミノ酸誘導体としては、アスパラギン酸やグルタミン酸の１つの
カルボキシル基に、カルボキシル基と結合する部位以外にアミノ基、イミノ基、第四級ア
ミノ基等のカチオン性基を有する化合物を結合させた誘導体が挙げられる。当該カチオン
性基を有する化合物としては、例えば、種々ジアミン等が挙げられる。アスパラギン酸や
グルタミン酸の１つのカルボキシル基にジエチレントリアミンを反応させたアミノ酸誘導
体由来の反復単位を有するブロックは、側鎖にエチルアミン構造を有する。その他、側鎖
にプロピルアミン構造を導入したポリアミノ酸誘導体由来の反復単位を有するブロックも
好ましい。
【００１９】
　本発明においては、リシン及び／又はその誘導体を反復単位とするポリアミノ酸由来の
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ブロック（以下、「ＰＬｙｓブロック」ということがある。）、又はアスパラギン酸の１
つのカルボキシル基にジエチレントリアミンを結合させたアミノ酸誘導体及び／又はその
誘導体を反復単位とするポリアミノ酸由来のブロック（以下、「ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）ブロ
ック」ということがある。）をカチオン性高分子鎖ブロックとするブロック共重合を用い
ることが特に好ましい。
【００２０】
　カチオン性高分子鎖ブロック中の反復単位の数としては、ブロック共重合体が内部に核
酸を収容した高分子ミセル複合体を形成した際に、シェルを形成する非電荷性親水性高分
子鎖ブロックの密度を充分に高くしやすいため、１０～２００個が好ましく、２０～１０
０個がより好ましい。
【００２１】
　カチオン性高分子鎖ブロックの側鎖又はその末端（非電荷性親水性高分子鎖ブロックと
直接又は間接的に共有結合させる末端とは反対側の末端）に疎水性基が共有結合されてい
ることにより、得られた核酸内包高分子ミセル複合体をより安定化することができる。カ
チオン性高分子鎖ブロックの側鎖に疎水性基を備える場合、疎水性基は、カチオン性高分
子鎖ブロック中にどのように配置されていてもよく、例えばランダムに配置されている場
合や、ブロックとして配置されている場合（すなわち、非電荷性親水性高分子鎖ブロック
と、側鎖に疎水基が共有結合されている反復単位からなるカチオン性高分子鎖ブロックと
、疎水基を担持しない反復単位からなるカチオン性高分子鎖ブロックがトリブロックを形
成する場合）が挙げられる。
【００２２】
　疎水性基としては、ステロール誘導体の残基又はＣ４－２４ヒドロカルビル基が挙げら
れる。ステロールとは、シクロペンタノンヒドロフェナントレン環（Ｃ１７Ｈ２８）をベ
ースとする天然、半合成又は合成の化合物を意味し、例えば、天然のステロールとしては
、限定されるものではないが、コレステロール、コレスタノール、ジヒドロコレステロー
ル、コール酸等が挙げられ、その半合成又は合成の化合物としては、これら天然物の例え
ば、合成前駆体（必要により、存在する場合には、一定の官能基、ヒドロキシ基の一部若
しくは全部が当該技術分野で既知のヒドロキシ保護基により保護されているか、又はカル
ボキシル基がカルボキシル保護基により保護されている化合物を包含する。）であること
ができる。また、ステロール誘導体とは、本発明の目的に悪影響を及ぼさない範囲内で、
シクロペンタノンヒドロフェナントレン環にＣ１－１２アルキル基、ハロゲン原子、例え
ば、塩素、臭素、フッ素が導入されていてもよく、当該環系は飽和又は部分不飽和である
ことができること等を意味する。ステロール誘導体の残基は、コレステロール、コレスタ
ノール、ジヒドロキシコレステロールの３位ヒドロキシ基の水素原子が除去された基が好
ましく、コレステロール３位ヒドロキシ基の水素原子が除去された基がより好ましい。Ｃ

４－２４ヒドロカルビル基は、炭素数４～２４の炭素原子と水素原子からなる炭化水素か
ら一個の水素原子を除去することにより生成する一価基である。具体的には、直鎖若しく
は分岐鎖のＣ４－２４アルキル基、好ましくは直鎖若しくは分岐鎖のＣ１２－２４アルキ
ル基；直鎖若しくは分岐鎖のＣ４－２４アルケニル基、好ましくは直鎖若しくは分岐鎖の
Ｃ１２－２４アルケニル基；直鎖若しくは分岐鎖のＣ４－２４アルキニル基、好ましくは
直鎖若しくは分岐鎖のＣ１２－２４アルキニル基；アダマンチル等の、Ｃ４－２４の籠状
化合物、好ましくはＣ１２－２４の籠状化合物；ベンジル基等の、アリールがフェニル又
はナフチルであり、アルキル基がＣ１－５であるアリールアルキル基が挙げられる。本発
明において用いられるブロック共重合体中のカチオン性高分子鎖ブロックが側鎖に備える
疎水性基としては、直鎖若しくは分岐鎖のＣ４－２０アルキル基、直鎖若しくは分岐鎖の
Ｃ４－２０アルケニル基、又はベンジル基が好ましく、直鎖若しくは分岐鎖のＣ１２－２

０アルキル基、直鎖若しくは分岐鎖のＣ１２－２０アルケニル基、又はベンジル基が好ま
しく、直鎖若しくは分岐鎖のＣ１２－２０アルキル基、直鎖若しくは分岐鎖のＣ１２－２

０アルケニル基、又はベンジル基がより好ましい。なお、上述のアルケニル基及びアルキ
ニル基には、複数の不飽和結合が含まれていてもよい。
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　なお、本願明細書において、「Ｃｘ－ｙ」は、炭素数ｘ～ｙを意味する。
【００２３】
　核酸内包高分子ミセル複合体においては、これを構成するブロック共重合体同士が架橋
されていることが、高分子ミセル複合体の安定性の点から好ましい。例えば、カチオン性
高分子鎖ブロックの側鎖又はその末端（非電荷性親水性高分子鎖ブロックと直接又は間接
的に共有結合させる末端とは反対側の末端）に、チオール基（－ＳＨ基）や架橋剤との結
合部位を有することにより、得られた核酸内包高分子ミセル複合体をより安定化すること
ができる。カチオン性高分子鎖ブロック中のチオール基同士をジスルフィド結合（ＳＳ結
合）させることにより架橋することもできる。
【００２４】
　架橋剤との結合部位としては、アミノ基（－ＮＨ２基）、チオール基、水酸基、カルボ
キシル基等が挙げられる。これらを結合部位とし得る架橋剤としては、分子内に複数個の
アルデヒド基を有するグルタルアルデヒド、スクシンアルデヒド、パラホルムアルデヒド
、フタリックジカルボキシアルデヒド（フタルアルデヒド）など；分子内にマレイミド基
と活性エステル基を有するＮ－［α－メレイミドアセトキシ］スクシンイミドエステル、
Ｎ－［β－マレイミドプロピルオキシ］スクシンイミドエステル、Ｎ－［ε－マレイミド
カプロイルオキシ］スクシンイミドエステル、Ｎ－［γ－マレイミドブチリルオキシ］ス
クシンイミドエステル、スクシニミジル－４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン
－１－カルボキシ－［６－アミドカプロエート］、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステル、スクシニミジル－４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレート、スクシニミジル－４－［ｐ－メレイミドフェニル］ブ
チレート、スクシニミジル－６－［（β－マレイミドプロピオンアミド）ヘキサノエート
］など；分子内に活性エステルとニトロフェニルアジド基を有するＮ－５－アジド－２－
ニトロベンゾイルオキシスクシンイミド、Ｎ－スクシニミジル－６－［４’－アジド－２
’－ニトロフェニルアミノ］ヘキサノエートなど；分子内にフェニルアジド基とフェニル
グリオキサル基を有するｐ－アジドフェニルグリオキサルなど；分子内に複数個のマレイ
ミド基を有する１，４－ビス－マレイミドブタン、ビス－マレイミドエタン、ビス－マレ
イミドヘキサン、１，４－ビス－マレイミジル－２，３－ジハイドロブタン、１，８－ビ
ス－マレイミドトリエチレングリコール、１，１１－ビス－マレイミドテトラエチレング
リコール、ビス［２－（スクシンイミジルオキシカルボニルオキシ）エチル］スルホン、
トリス－［２－マレイミドエチル］アミンなど；分子内に複数個のスルホ活性エステル基
を有するビス［スルホスクシンイミジル］スベレート、ビス［２－（スルフォスクシニミ
ドキシカルボニルオキシ）エチル］スルホン、ジスルホスクシニミジルタートレート、エ
チレングリコールビス［スルホスクシニミジルスクシネート］、トリス－スルホスクシニ
ジルアミノトリアセテートなど；分子内に複数個のアリルハライド基を有する１，５－ジ
フルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなど、；分子内に複数個のイミドエステル基を有す
るジメチルアジピミデート、ジメチルピメリミデート、ジメチルスベリミデートなど；分
子内に複数個のピリジルジチオ基を有する１，４－ジ－［３’－（２’－ピリジルジチオ
）プロピオンアミド］ブタンなど；分子内に複数個の活性エステル基を有するジスクシニ
ミジルグルタレート、ジスクシニミジルスベレート、ジスクシニミジルタートレート、エ
チレングリコールビス［スクシミジルスクシネート］など；分子内に複数個のビニルスル
ホン基を有する１，６－ヘキサン－ビス－ビニルスルホンなど；分子内にピリジルジチオ
基と活性エステル基を有するスクシニミジル－６－［３－（２－ピリジルジチオ）プロピ
オンアミド］ヘキサノエート、４－スクシニミジルオキシカルボニル－メチル－α－［２
－ピリジルジチオ］トルエン、Ｎ－スクシニミジル－３－［２－ピリジルジチオ］プロピ
オネートなど；分子内にヒドロキシフェニルアジド基と活性エステル基を有するＮ－ヒド
ロキシスクシニミジル－４－アジドサリサイリック酸など；分子内にマレイミド基とイソ
シアネート基を有するＮ－［ｐ－マレイミドフェニル］イソシアネートなど；分子内にマ
レイミド基とスルホ活性エステル基を有するＮ－［ε－マレイミドカプロイルオキシ］ス
ルホスクシンイミドエステル、Ｎ－［γ－マレイミドブチリルオキシ］スルホスクシンイ
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ミドエステル、Ｎ－ヒドロキシスルホスクシニミジル－４－アジドベンゾエート、Ｎ－［
κ－マレイミドウンデカノイルオキシ］スルホスクシンイミドエステル、ｍ－マレイミド
ベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミドエステル、スルホスクシニミジル－４
－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート、スルホスクシニミ
ジル－４－［ｐ－マレイミドフェニル］ブチレートなど；分子内にピリジルジチオ基とス
ルホ活性エステル基を有するスルホスクシニミジル－６－［３’－（２－ピリジルジチオ
）プロピオンアミド］ヘキサノエート、スルホスクシニミジル－６－［α－メチル－α－
（２－ピリジルジチオ）トルアミド］ヘキサノエートなど；分子内にヒドロキシフェニル
アジド基とスルホ活性エステル基を有するスルホスクシニミジル［４－アジドサリサイル
アミド］ヘキサノエートなど；分子内にニトロフェニルアジド基とスルホ活性エステル基
を有するスルホスクニミジル－６－［４’－アジド－２’－ニトロフェニルアミノ］ヘキ
サノエートなど；分子内にビニルスルホン基と活性エステル基を有するＮ－スクシニミジ
ル－［４－ビニルスルホニル］ベンゾエートなど；を用いることができ、グルタルアルデ
ヒドを用いることが特に好ましい。
【００２５】
＜ブロック共重合体＞
　本発明において用いられるブロック共重合体は、前記非電荷性親水性高分子鎖ブロック
の末端と前記カチオン性高分子鎖ブロックの末端が、直接又は間接的（すなわち、適当な
リンカーを介して）に共有結合されたものである。
【００２６】
　本発明において用いられるブロック共重合体としては、前記非電荷性親水性高分子鎖ブ
ロックがポリエチレングリコール由来であり、前記カチオン性高分子鎖ブロックがポリア
ミノ酸若しくはその誘導体由来であるものが好ましく、前記非電荷性親水性高分子鎖ブロ
ックがポリエチレングリコール由来であり、前記カチオン性高分子鎖ブロックがポリリシ
ン、ポリオルニチン、ポリアルギニン、ポリホモアルギニン、ポリヒスチジン、ポリアス
パラギン酸、及びポリグルタミン酸からなる群より選択されるポリアミノ酸由来（ポリア
ミノ酸誘導体由来を含む。）であるものがより好ましい。
【００２７】
　本発明において用いられるブロック共重合体としては、具体的には、下記一般式(I)又
は(II)で示されるものが例示できる。なお、下記一般式(I)及び(II)における各反復単位
は、記載の便宜上特定した順で示しているが、各反復単位はランダムな順で存在すること
ができる。
【００２８】
【化１】

［一般式(I)及び(II)中、Ｒ１ａ及びＲ１ｂはそれぞれ独立して水素原子又は未置換もし
くは置換された直鎖もしくは分枝のＣ１－１２アルキル基を表し、Ｌ１及びＬ２は連結基
を表し、Ｒ２ａ及びＲ２ｂはそれぞれ独立してメチレン基又はエチレン基を表し、Ｒ３は
水素原子、保護基、チオール基、疎水性基又は重合性基を表し、Ｒ４は水酸基、オキシベ
ンジル基、－ＮＨ－（ＣＨ2）a－Ｘ基（ここで、ａは１～５の整数であり、Ｘはそれぞれ
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独立して一級、二級、三級アミン又は四級アンモニウム塩の内の一種類又は二種類以上を
含むアミン化合物残基であるか、あるいはアミンでない化合物残基である）、チオール基
、疎水性基、又は開始剤残基を表し、Ｒ５ａ、Ｒ５ｂ、Ｒ５ｃ及びＲ５ｄはそれぞれ独立
して水酸基、オキシベンジル基、又はＮＨ－（ＣＨ2）a－Ｘ基を表し、Ｒ５ａとＲ５ｂと
の総数及びＲ５ｃとＲ５ｄとの総数のうち、－ＮＨ－（ＣＨ2）a－Ｘ基（ここで、Ｘは（
ＮＨ（ＣＨ2）2）e－ＮＨ2であり、ｅは１～５の整数である）が少なくとも２つ以上存在
し、Ｒ６ａ及びＲ６ｂはそれぞれ独立して水素原子、保護基（ここで、保護基は通常アミ
ノ基の保護基として用いられているＺ基、Ｂｏｃ基、アセチル基又はトリフルオロアセチ
ル基である）、又はＬ３－ＳＨ（Ｌ３は、Ｃ１－２０アルキレン基、Ｃ１－６アルキル－
フェニル基、Ｃ１－６アルキル－フェニレン－Ｃ１－６アルキル基、フェニレン基、及び
カルボニル－Ｃ１－２０アルキル基からなる群より選ばれる連結基である。）であり、ｍ
は５～２０，０００の整数であり、ｎは２～５，０００の整数であり、ｙは０～５，００
０の整数であり、ｚは１～５，０００の整数であり、ｙ＋ｚはｎより大きくないものとし
、また、一般式(I)及び(II)における各繰り返し単位は記載の便宜上特定した順で示して
いるが、各繰り返し単位はランダムな順で存在することができる。］
【００２９】
　ここで、一般式(I)及び(II)の構造式中、反復単位数（重合度）が「ｍ」のブロックが
ＰＥＧブロック（非電荷性親水性高分子鎖ブロック）であり、反復単位数が「ｎ－ｙ－ｚ
」の部分と「ｙ」の部分と「ｚ」の部分とを合わせたブロックがカチオン性高分子鎖ブロ
ックである。
【００３０】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｒ１ａ及びＲ１ｂは、それぞれ独立して水素原子又は未置
換若しくは置換された直鎖若しくは分枝のＣ１－１２アルキル基を表す。直鎖若しくは分
枝のＣ１－１２アルキル基としては、例えば、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、ｉ
ｓｏ－プロピル基、ｎ－ブチル基、ｓｅｃ－ブチル基、ｔｅｒｔ－ブチル基、ｎ－ペンチ
ル基、ｎ－ヘキシル基、デシル基、ウンデシル基等を挙げることができる。また、置換さ
れた場合の置換基としては、アセタール化ホルミル基、シアノ基、ホルミル基、カルボキ
シル基、アミノ基、Ｃ１－６アルコキシカルボニル基、Ｃ２－７アシルアミド基、同一若
しくは異なるトリ－Ｃ１－６アルキルシロキシ基、シロキシ基又はシリルアミノ基を挙げ
ることができる。ここで、アセタール化とは、ホルミルのカルボニルと、例えば、炭素数
１～６個のアルカノールの２分子又は炭素原子数２～６個の分岐していてもよいアルキレ
ンジオールとの反応によるアセタール部の形成を意味し、当該カルボニル基の保護方法で
もある。例えば、置換基がアセタール化ホルミル基であるときは、酸性の温和な条件下で
加水分解して他の置換基であるホルミル基（－ＣＨＯ：又はアルデヒド基）に転化できる
。
【００３１】
　また、必要により、Ｒ１ａ及びＲ１ｂとしてアミノ基等の反応性の高い置換基を有する
ものを用いた場合には、当該置換を介して、又は必要に応じてさらに活性エステル基、マ
レイミド基を有する結合基を導入した後に、標的指向性分子を結合させてもよい。標的指
向性分子としては、例えば、前述のものが挙げられる。
【００３２】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｌ１及びＬ２は、連結基を表す。具体的には、Ｌ１は－（
ＣＨ2）b－ＮＨ－（ここで、ｂは０～５の整数である。）であることが好ましく、Ｌ２は
－（ＣＨ2）c－ＣＯ－（ここで、ｃは１～５の整数である。）であることが好ましい。な
お、ｂが０の場合、「－（ＣＨ2）b－」は単結合を表す。
【００３３】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｒ２ａ、Ｒ２ｂ、Ｒ２ｃ及びＲ２ｄは、それぞれ独立して
メチレン基又はエチレン基を表す。Ｒ２ａ及びＲ２ｂのいずれもがメチレン基の場合はポ
リ（アスパラギン酸誘導体）に相当し、エチレン基の場合はポリ（グルタミン酸誘導体）
に相当し、また、Ｒ２ｃ及びＲ２ｄのいずれもがメチレン基の場合はポリ（アスパラギン
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酸誘導体）に相当し、エチレン基の場合はポリ（グルタミン酸誘導体）に相当する。これ
らの一般式中、Ｒ２ａ及びＲ２ｂ（Ｒ２ｂ及びＲ２ａ）がメチレン基及びエチレン基の両
者を表す場合、及びＲ２ｃ及びＲ２ｄ（Ｒ２ｄ及びＲ２ｃ）がメチレン基及びエチレン基
の両者を表す場合、アスパラギン酸誘導体及びグルタミン酸誘導体の反復単位は、それぞ
れブロックを形成して存在するか、あるいはランダムに存在できる。
【００３４】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｒ３は、水素原子、保護基、チオール基、疎水性基又は重
合性基を表す。具体的には、Ｒ３は、アセチル基、アクリロイル基、メタクリロイル基、
チオール基、又は疎水性基であることが好ましい。疎水性基は、具体的には、連結基Ｂ１

〔Ｂ１は、単結合、－ＣＯＯ－、－ＣＯ－、－ＣＯ－（ＣＨ２）ｈ－ＣＯ－（但し、ｈは
１～５の整数である。）、又は下記式(III)〕を介して結合する前述のステロール誘導体
の残基又はＣ４－２４ヒドロカルビル基である。Ｒ３における疎水性基としては、連結基
Ｂ１を介して結合するステロール誘導体の残基が好ましく、コレステロール、コレスタノ
ール、又はジヒドロキシコレステロールの３位ヒドロキシ基の水素原子が除去された基が
連結基Ｂ１を介して結合する基がより好ましく、コレステロール３位ヒドロキシ基の水素
原子が除去された基が連結基Ｂ１を介して結合する基がさらに好ましい。
【００３５】
【化２】

【００３６】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｒ４は水酸基、オキシベンジル基、－ＮＨ－（ＣＨ2）a－
Ｘ基、チオール基、疎水性基、又は開始剤残基を表す。ここで、ａは１～５の整数であり
、Ｘは、一級、二級、三級アミン又は四級アンモニウム塩の内の１種類又は２種類以上を
含むアミン化合物残基、又は、アミンでない化合物残基であることが好ましい。さらには
場合により、Ｒ４が－ＮＨ－Ｒ９（ここで、Ｒ９は未置換又は置換された直鎖又は分枝の
Ｃ１－２０アルキル基を表す。）であることが好ましい。疎水性基は、具体的には、前述
のステロール誘導体の残基又はＣ４－２４ヒドロカルビル基である。Ｒ４における疎水性
基としては、ステロール誘導体の残基が好ましく、コレステロール、コレスタノール、ジ
ヒドロキシコレステロールの３位ヒドロキシ基の水素原子が除去された基がより好ましく
、コレステロール３位ヒドロキシ基の水素原子が除去された基がさらに好ましい。
【００３７】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｒ５ａ、Ｒ５ｂ、Ｒ５ｃ及びＲ５ｄは、それぞれ独立して
水酸基、オキシベンジル基、－ＮＨ－（ＣＨ2）a－Ｘ基を表す。ここで、ａは１～５の整
数であり、Ｘは、一級、二級、三級アミン又は四級アンモニウム塩の内の１種類又は２種
類以上を含むアミン化合物残基、又は、アミンでない化合物残基であることが好ましい。
【００３８】
　Ｒ５ａとＲ５ｂとの総数及びＲ５ｃとＲ５ｄとの総数のうち、－ＮＨ－（ＣＨ2）a－Ｘ
基〔ここで、ＸはＮＨ－（ＣＨ2）e－ＮＨ2（但し、ｅは１～５の整数）である。〕であ
るものが、少なくとも２つ以上存在することが好ましく、上記総数の５０％以上存在する
ことがより好ましく、上記総数の８５％以上存在することがさらに好ましい。また、Ｒ５

ａ、Ｒ５ｂ、Ｒ５ｃ及びＲ５ｄの全て又は一部が、－ＮＨ－（ＣＨ2）a－ＮＨ－（ＣＨ2

）e－ＮＨ2であることが好ましい。
【００３９】
　さらに、Ｒ４並びにＲ５ａ、Ｒ５ｂ、Ｒ５ｃ及びＲ５ｄの例示として上記した－ＮＨ－
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（ＣＨ2）a－Ｘ基において、Ｘが下記の１５の各式で表される基からなる群より選ばれる
ものである場合が特に好ましい。
【００４０】
【化３】

【００４１】
　ここで、上記の各式中、Ｘ２は、水素原子又はＣ１－６アルキル基若しくはアミノＣ１

－６アルキル基を表し、Ｒ７ａ、Ｒ７ｂ及びＲ７ｃは、それぞれ独立して水素原子又はメ
チル基を表し、ｄ１、ｄ２及びｄ３は、それぞれ独立して１～５の整数を表し、ｅ１、ｅ
２及びｅ３は、それぞれ独立して１～５の整数を表し、ｆは、０～１５の整数を表し、ｇ
は０～１５の整数を表し、Ｒ８ａ及びＲ８ｂは、それぞれ独立して水素原子、保護基、又
はＬ３－ＳＨ（Ｌ３は、Ｃ１－２０アルキレン基、Ｃ１－６アルキル－フェニル基、Ｃ１

－６アルキル－フェニレン－Ｃ１－６アルキル基、フェニレン基、及びカルボニル－Ｃ１

－２０アルキル基からなる群より選ばれる連結基である。）を表す。ここで、当該保護基
は、通常アミノ基の保護基として用いられているＺ基、Ｂｏｃ基、アセチル基及びトリフ
ルオロアセチル基からなる群より選ばれる基であることが好ましい。なお、ｆ及びｇが０
の場合、それぞれ単結合を意味する。
【００４２】
　上記一般式(I)及び(II)中、Ｒ６ａ及びＲ６ｂは、それぞれ独立して水素原子、保護基
、又はＬ３－ＳＨ（Ｌ３は、Ｃ１－２０アルキレン基、Ｃ１－６アルキル－フェニル基、
Ｃ１－６アルキル－フェニレン－Ｃ１－６アルキル基、フェニレン基、及びカルボニル－
Ｃ１－２０アルキル基からなる群より選ばれる連結基である。）である。ここで、保護基
は、通常アミノ基の保護基として用いられているＺ基、Ｂｏｃ基、アセチル基、及びトリ
フルオロアセチル基からなる群より選ばれる基であることが好ましい。
【００４３】
　上記一般式(I)及び(II)中、ｍは５～２０，０００の整数である。また、ｎは２～５，
０００の整数であり、ｙは０～５，０００の整数であり、ｚは１～５，０００の整数であ
る。但し、ｙとｚとの合計（ｙ＋ｚ）は、ｎより大きくないものとする。
【００４４】
　上記一般式(I)及び(II)で示されるブロック共重合体の製造方法は、限定はされないが
、例えば、Ｒ１ａＯ－又はＲ１ｂＯ－とＰＥＧ鎖とを含むＰＥＧブロックを予め合成して
おき、このＰＥＧブロックの片末端（Ｒ１ａＯ－又はＲ１ｂＯ－と反対の末端）に、所定
のモノマーを順に重合し、その後必要に応じて側鎖をカチオン性基を含むように置換又は
変換する方法、あるいは、上記ＰＥＧブロックと、カチオン性高分子鎖ブロック（反復単
位数が「ｎ－ｙ－ｚ」の部分と「ｙ」の部分と「ｚ」の部分とを合わせたブロック）とを
予め別々に合成しておき、これらを互いに連結する方法などが挙げられる。当該製法にお
ける各種反応の方法及び条件は、常法を考慮し適宜選択又は設定することができる。上記
ＰＥＧブロックは、例えば、国際公開第９６／３２４３４号公報、国際公開第９６／３３
２３３号公報及び国際公開第９７／０６２０２号公報等に記載のブロック共重合体のＰＥ
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Ｇブロック部分の製法を用いて調製することができる。
【００４５】
　一般式(I)及び(II)で示されるブロック共重合体の、より具体的な製造方法としては、
例えば、末端にアミノ基を有するＰＥＧブロック誘導体を用いて、そのアミノ末端に、β
－ベンジル－Ｌ－アスパルテート（ＢＬＡ）及びＮε－Ｚ－Ｌ－リシン等の保護アミノ酸
のＮ－カルボン酸無水物（ＮＣＡ）を重合させてブロック共重合体を合成し、その後、各
ブロックの側鎖が前述したカチオン性基を有する側鎖となるように、ジエチレントリアミ
ン（ＤＥＴ）等で置換又は変換する方法が好ましく挙げられる。
【００４６】
　本発明において、一般式(I)及び(II)で示されるブロック共重合体の具体例としては、
例えば、後述する実施例に記載のPEG-poly[N-[N'-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl)]aspart
amide]（ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ））や、ＰＥＧ－ポリリジン（ＰＥＧ－ＰＬｙｓ）、
並びにこれらのカチオン性ブロックの主鎖末端に、直接又は必要に応じて連結基を介して
ステロール誘導体の残基を付加したものや、これらのカチオン性ブロックの側鎖にチオー
ル基を付加したもの等が好ましく挙げられる。
【００４７】
＜ブロック共重合体の修飾＞
　高分子ミセル複合体を遺伝子キャリアとして使用するには、遺伝子（ＤＮＡ）を標的組
織や標的細胞に効率よく運搬するために、特定の細胞や組織との親和性の高い分子（標的
指向性分子）を表面に備えることが好ましい。例えば、非電荷性親水性高分子鎖ブロック
の２つの末端のうち、カチオン性高分子鎖ブロックと直接又は間接的に共有結合させる末
端とは反対側の末端に、直接又は適当なリンカーを介して標的指向性分子を付加すること
により、標的指向性分子が表面に露出した核酸内包高分子ミセル複合体を形成させること
ができる。標的指向性分子としては、例えば、特定の受容体タンパク質等に対するリガン
ド又は抗体（その断片：Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ａｂ）等）、糖、核移行シグナル分子等が
挙げられる。本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、２０００塩基対長以上という
長さのＤＮＡを内部に収容するにもかかわらず、従来になく小さな粒子である。このため
、その表層に核移行シグナル分子を備えることにより、非分裂細胞に対しても核膜孔通過
による遺伝子導入を成功させ得る。
【００４８】
＜核酸内包高分子ミセル複合体＞
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体が内包する核酸は、２０００塩基長以上の互
いに相補的な塩基配列からなる２本の一本鎖ＤＮＡ、又は２０００塩基長以上の１本の一
本鎖ＤＮＡである。互いに相補的な塩基配列からなる２本の一本鎖ＤＮＡは、通常、互い
に会合してなる二本鎖ＤＮＡが二重らせん構造をとっている。二重らせん構造は非常に剛
性が強いため、二本鎖ＤＮＡとブロック共重合体を単に混合して自己組織化により、ＤＮ
Ａを内包する高分子ミセル複合体を形成させる従来法により核酸内包高分子ミセル複合体
を形成させた場合には、シェル部分の非電荷性親水性高分子鎖ブロックの密度を充分に低
下させない限り、球体状に近い小さな粒子とすることはできなかった。
【００４９】
　これに対して、本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、１０００塩基長以上（好
ましくは１５００塩基長以上、より好ましくは２０００塩基長以上）の互いに相補的な塩
基配列からなる２本の一本鎖ＤＮＡ、少なくとも二重らせん構造の一部が解離して一本鎖
構造となっている１０００塩基対長以上（好ましくは１５００塩基対長以上、より好まし
くは２０００塩基対長以上）の二本鎖ＤＮＡ、又は１０００塩基長以上（好ましくは１５
００塩基長以上、より好ましくは２０００塩基長以上）の１本の一本鎖ＤＮＡを、コア部
分として内包している。つまり、本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体がｐＤＮＡ等
の２本鎖ＤＮＡを内包する場合には、１０００塩基対長以上（好ましくは１５００塩基対
長以上、より好ましくは２０００塩基対長以上）の二本鎖ＤＮＡが、二重らせん構造を少
なくとも一部、好ましくは全部解離させた状態で、前記ブロック共重合体中のカチオン性
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高分子鎖ブロックと静電的に結合して収容されている。一本鎖ＤＮＡは柔軟鎖としてふる
まうため、前記ブロック共重合体と静電的に結合させる際に、球体状への凝縮転移が可能
となる。つまり、コア部分（ＤＮＡ）の表面積を非常に小さくすることができ、これによ
り、シェル部分の非電荷性親水性高分子鎖ブロックの密度も飛躍的に増大させることがで
きる。
【００５０】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、二本鎖ＤＮＡの二重らせん構造の全部又
は少なくとも一部を解離させた状態で、ブロック共重合体と混合し、自己組織化させるこ
とにより、ＤＮＡをコアとした高分子ミセル複合体を形成させることにより得られる。Ｄ
ＮＡを最も小さく凝縮させ、球体状のコアが得られるため、内包させる二本鎖ＤＮＡは、
完全に解離させた２本の一本鎖ＤＮＡとした状態でブロック共重合体と混合し、自己組織
化させることが好ましい。これにより、２本の一本鎖ＤＮＡをコアに含む核酸内包高分子
ミセル複合体、又は１本の一本鎖ＤＮＡをコアに含む核酸内包高分子ミセル複合体が形成
される。なお、二本鎖ＤＮＡの二重らせん構造の一本鎖構造への解離は、加熱処理による
変性（熱変性）による変性等の従来公知の変性方法により適宜行うことができる。加熱処
理の温度は室温以上であればよいが、６０℃以上が好ましく、７０℃以上がより好ましく
、８０℃以上がさらに好ましく、９５℃以上が特に好ましい。上記温度以上で加熱処理を
行うことにより、１０００塩基対長以上の二本鎖ＤＮＡの二重らせん構造を好適に解離さ
せることができる。二本鎖ＤＮＡの二重らせん構造の解離の程度は、融解曲線を調べるこ
とにより判別できる。
【００５１】
　本発明において、ブロック共重合体に内包させるＤＮＡは、ブロック共重合体との混合
時に二重らせん構造を少なくとも一部、好ましくは全部解離させた状態であればよく、環
状ＤＮＡであってもよい。本発明においては、二重らせん構造をより解離させやすいため
、線状ＤＮＡのほうが好ましい。環状ＤＮＡは、予め制限酵素処理等により線状化してお
くことにより、より容易に二重らせん構造を解離させることができる。
【００５２】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、内包させる二本鎖ＤＮＡを変性（一本鎖
化）させた状態でブロック共重合体と混合する以外は、特許文献１～３等に開示されてい
るような核酸内包高分子ミセル複合体を形成する方法等と同様にして形成することができ
る。例えば、変性させたＤＮＡとブロック共重合体とを混合させる反応溶媒となる水性媒
体としては、水（特に、脱イオン水）、又は水に各種無機若しくは有機緩衝剤を含むもの
であり、本発明に係る複合体の形成反応に悪影響を及ぼさない範囲で、アセトニトリル、
ジメチルホルムアミド、エタノール等の水混和有機溶媒を含んでいてもよい。調製した核
酸内包高分子ミセル複合体の単離及び精製は、常法により、水性媒体中から回収すること
ができる。典型的な方法としては、限外濾過法、ダイアフィルトレーション、透析方法が
挙げられる。
【００５３】
　また、カチオン性高分子鎖ブロックにチオール基を有するブロック共重合体を用いた場
合には、ＤＮＡを内包した高分子ミセル複合体を形成させた後、当該高分子ミセル複合体
を含有する水性媒体を酸化条件下に置くことにより、カチオン性高分子鎖ブロック同士を
、チオール基を介したＳＳ結合により架橋することができる。通常、酸化条件は周囲環境
下への放置ないしは空気酸化される条件下に置くのがよい。架橋の程度は特に限定される
ものではないが、高分子ミセル複合体を形成するカチオン性高分子鎖ブロックにＳＨ基を
５～２０％、好ましくは８～１５％導入し、すべてのチオール基を酸化させた程度が好ま
しい。
【００５４】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、動的光散乱法により測定した水性媒体中
における平均粒子径が、１００ｎｍ以下のものが好ましく、８０ｎｍ以下のものがより好
ましく、７０ｎｍ以下のものがさらに好ましい。本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合
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体はこのように非常に小さいため、標的の細胞や組織に効率よく取り込まれることができ
る。なお、核酸内包高分子ミセル複合体の水性媒体中における粒子径は、例えば、非接触
後方散乱光学系（ＮＩＢＳ）を使用した動的光散乱式粒子径・粒度分布測定装置を使用し
て測定することができる。当該装置としては、例えば、ゼータサイザーナノＺＳ（製品名
）（マルバーン社製）が挙げられる。また、核酸内包高分子ミセル複合体の水性媒体中に
おける平均粒子径とは、動的光散乱法により測定した水性媒体中におけるゼータ平均流体
力学粒子径を意味する。
【００５５】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）により、コ
ア部分（ＤＮＡ）を観察することができる。本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体の
コア部分は、ロッド状ではなく、球体状である。実際に、本発明に係る核酸内包高分子ミ
セル複合体をＴＥＭで観察すると、ロッド状ではなく、円状のコア部分が観察される。本
発明及び本願明細書において、「球体状」とは、真正の球のみならず、球に近い楕円体状
（例えば、３径のうちの最長径と残りの一方の径の比が２：１～１：１の楕円体状）も含
む。本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、コア部分が球体状であることにより、
コア部分がロッド状である核酸内包高分子ミセル複合体に比して、コア部分の表面積当た
りのブロック共重合体の平均密度を高くすることができる。本発明に係る核酸内包高分子
ミセル複合体においては、コア部分の表面積当たりのブロック共重合体の平均密度を高く
するほど、生体内の細胞内外に多く存在するポリアニオンによる影響を受けづらく、生体
内安定性を高めることができる。
【００５６】
　また、本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体の大きさとしては、コア部分の平均粒
子径が５０ｎｍ以下のものが好ましく、４０ｎｍ以下のものがより好ましく、３０ｎｍ以
下のものがさらに好ましく、２５ｎｍ以下のものがよりさらに好ましい。なお、本発明及
び本願明細書において、「核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分」とは、核酸内包高分
子ミセル複合体をＴＥＭで撮像した場合に撮像される部分を意味し、「コア部分の粒子径
」は、球体状の半径（つまり、ＴＥＭ画像に撮像されたコア部分の円形状の半径）を意味
する。核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分の粒子径は、後記参考例（６）に示すよう
に、ＴＥＭ画像から求めることができる。
【００５７】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、コア部分の表面積当たりのブロック共重
合体の平均密度が０．０１鎖／ｎｍ２以上であることが好ましく、０．０３鎖／ｎｍ２以
上であることがより好ましく、０．０５鎖／ｎｍ２以上であることがさらに好ましい。本
発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、充分にブロック共重合体密度を大きくできる
ため、全身に投与した場合に血中滞留性が良好なものが得られる。
【００５８】
　なお、核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分の表面積当たりのブロック共重合体の平
均密度は、以下の方法により算出できる。まず、蛍光標識したブロック共重合体を用いて
、本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体を得る。次いで、反応溶媒から複合体を遠心
除去し、上清に含まれている複合体形成に関与しなかったブロック共重合体を、蛍光強度
を指標として定量する。複合体調製時に使用したブロック共重合体総量との差分から、複
合体に結合しているブロック共重合体の分子数を算出し、さらにこの分子数を、反応に用
いた二本鎖ＤＮＡの分子数で除することにより、核酸内包高分子ミセル複合体１分子を形
成しているブロック共重合体の平均分子数（単位：鎖）を算出する。さらに、得られた核
酸内包高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像を撮像し、得られたＴＥＭ画像中の複数の核酸内
包高分子ミセル複合体について、それぞれコア部分の円形の半径の長さを求め、各核酸内
包高分子ミセル複合体のコア部分の表面積を、ＴＥＭ画像上の半径を回転軸とした回転球
として算出し、核酸内包高分子ミセル複合体１分子当たりのコア部分の平均表面積（ｎｍ
２）を算出する。最後に、核酸内包高分子ミセル複合体１分子を形成しているブロック共
重合体の平均分子数を、核酸内包高分子ミセル複合体１分子当たりのコア部分の平均表面
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積で除することにより、核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分の表面積当たりのブロッ
ク共重合体の平均密度（鎖／ｎｍ２）が求められる。
【実施例】
【００５９】
　次に、実施例等により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれらの例によって
限定されるものではない。また、以下の全ての動物実験は、国立大学法人東京大学におけ
る実験動物の管理と使用に関するガイドラインに従ってなされた。
【００６０】
［参考例１］
　ＰＥＧブロックとＰＬｙｓブロックからなるブロック共重合体により二重らせん構造の
二本鎖ＤＮＡ（ｐＤＮＡ）を内包させた高分子ミセル複合体における、ＰＬｙｓブロック
の重合度と、高分子ミセル複合体の形状との関係を調べた。
【００６１】
（１）ＰＥＧ－ＰＬｙｓ
　本発明者の一人により既に開示された方法（Kataoka et al.，Macromolecules，1996，
vol.29，p.8556－8557）に準じて得られたα－メトキシ－ω－アミノＰＥＧ（ＰＥＧ、Ｍ
ｗ＝１２ｋＤａ、Ｍｗ／Ｍｎ＝１．０５）を開始剤として用い、Ｎε－トリフルオロアセ
チル－Ｌ－リシンのＮ－カルボン酸無水物（ＮＣＡ）を開環重合することによってＰＥＧ
ブロック－ポリ（ε－トリフルオロアセチル－Ｌ－リシン）ブロック（ＰＥＧ－ＰＬｙｓ
(ＴＦＡ））を製造した。この際、開始剤とモノマーであるＮＣＡとの比を調節すること
により、重合度の異なる３種のＰＥＧ－ＰＬｙｓ(ＴＦＡ）を製造した。こうして得られ
た３種のＰＥＧ－ＰＬｙｓ（ＴＦＡ）のトリフルオロアセチル基（ＴＦＡ基）を水酸化ナ
トリウムで脱保護して、重合度（下記化学式中の「ｎ１」）の異なる３種のＰＥＧ－ＰＬ
ｙｓを得た。
【００６２】
【化４】

【００６３】
　各ＰＥＧ－ＰＬｙｓのＰＬｙｓブロックの重合度は、１Ｈ－ＮＭＲ測定から得られたＰ
ＥＧ鎖（－ＣＨ２ＣＨ２Ｏ－）のメチレンのプロトンの総量とリシン反復単位［－（ＣＨ

２）３ＣＨ２ＮＨ３）のメチレンのプロトンの総量との比より、それぞれ１９、３９、及
び７０と求められた。なお、ゲル浸透クロマトグラフィー（ＧＰＣ）（東ソー社製の高速
ＧＰＣ装置ＨＬＣ－８２２０ＧＰＣを使用。）の結果、３種のＰＥＧ－ＰＬｙｓの全てが
、分散度（Ｍｗ／Ｍｎ）は１．１未満であった。
【００６４】
（２）蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓ
　ＰＥＧ－ＰＬｙｓがＤＮＡと結合したことを確認するために、ＰＥＧ－ＰＬｙｓを予め
蛍光標識した。具体的には、前記（１）で得たＰＥＧ－ＰＬｙｓに対して、Alexa　Fluor
（登録商標）680　carboxylic　acid　succinimidyl　ester（Molecular　Probes社製）
を、製造者による使用説明書に従って反応させて結合させた。未反応の蛍光物質をＰＤ－
１０脱塩カラム（GE　Healthcare　Life　Sciences社製）を用いて除去した。ＰＥＧ－Ｐ
Ｌｙｓが実際に蛍光標識されたことは、ＵＶ検出器、ＩＲ検出器、及び蛍光検出器を備え
るＧＰＣにより確認した。蛍光標識効率を算出したところ、おおよそ全てのＰＥＧ－ＰＬ
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ｙｓにおいて、４０リシン反復単位当たり１分子の蛍光物質が結合していた。
【００６５】
（３）使用した核酸
　コア部分の表面積当たりのＰＥＧの平均密度σを測定するための核酸内包高分子ミセル
複合体を形成するためには、市販のプラスミドｐＢＲ３２２（４３６１ｂｐ、タカラバイ
オ社製）を用いた。
　血中滞留性を調べるための核酸内包高分子ミセル複合体を形成するためには、蛍光物質
Ｃｙ（登録商標）５で標識したプラスミドｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２（６．４ｋｂｐ）を用いた
。ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２の蛍光標識は、Label IT（登録商標）Tracker Nucleic Acid Local
ization Kit（Mirus Bio社製）を用いて行った。なお、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２は、プラスミ
ドｐＣＡＧＧＳ（理研ジーンバンクから供与）に、プラスミドｐＧＬ４（プロメガ社製）
からＬｕｃ２をコードする遺伝子切り出して組み込んだものである。
【００６６】
（４）核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　ＰＥＧ－ＰＬｙｓ溶液にＤＮＡ溶液を、Ｎ／Ｐ比が２となるように素早く混合すること
により、ｐＤＮＡを内包したＰＥＧ－ＰＬｙｓの高分子ミセル複合体を形成した。なお、
Ｎ／Ｐ比とは、［ＰＬｙｓブロック中のアミン基のモル濃度］／［ｐＤＮＡ中のリン酸基
のモル濃度］である。反応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし
、反応溶液中のｐＤＮＡ濃度は、ＰＥＧの平均密度（σ）測定のための核酸内包高分子ミ
セル複合体形成の場合には３３．３ｎｇ／μＬ、血中滞留性測定のための核酸内包高分子
ミセル複合体形成の場合には１００ｎｇ／μＬとした。
【００６７】
（５）核酸内包高分子ミセル複合体を形成しているＰＥＧ－ＰＬｙｓの決定
　蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを用いて形成された高分子ミセル複合体については、ｐＤＮ
Ａと結合した蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを、ｐＤＮＡと結合していない遊離の蛍光標識Ｐ
ＥＧ－ＰＬｙｓから分離するために、高分子ミセル複合体形成後の反応溶液を、壁の厚い
ポリカーボネート製チューブ（製品番号：３４３７７６、ベックマン・コールター社製）
に入れて超遠心分離処理を行った。超遠心分離処理は、ＴＬＡ－１２０．１ローター（ベ
ックマン・コールター社製）を備えた超遠心分離機Ｏｐｔｉｍａ　ＴＬＸ（ベックマン・
コールター社製）を用い、５０，０００×ｇで３時間、超遠心分離処理を行った。当該条
件では、遊離のＰＥＧ－ＰＬｙｓは上清に残る一方、高分子ミセル複合体は完全に沈殿す
ることが、ベックマン分析用超遠心分離機ＸＬ－Ｉ（ベックマン・コールター社製）によ
って確認されている。上清の７０２ｎｍにおける蛍光強度を測定し、遊離の蛍光標識ＰＥ
Ｇ－ＰＬｙｓの標準品の結果に基づいて作成された検量線を用いて、当該上清の蛍光標識
ＰＥＧ－ＰＬｙｓの濃度を算出した。なお、７０２ｎｍは、蛍光物質Alexa　Fluor（登録
商標）680の極大蛍光波長である。
【００６８】
　高分子ミセル複合体形成のための反応溶液に元々添加した蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓの
量から、当該上清中の蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓの量を差し引いた量を、形成された全高
分子ミセル複合体に含まれている蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓの総量（モル）とし、これを
、反応溶液に元々添加したＤＮＡ量（モル）で除することにより、１分子のｐＤＮＡに結
合している蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓの平均分子数（すなわち、高分子ミセル複合体１分
子当たりに含まれている蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓの平均分子数、単位：鎖）を算出した
。
【００６９】
　この結果、高分子ミセル複合体１分子当たりに含まれている蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓ
の平均分子数は、ＰＬｙｓブロックの重合度が１９である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含
む高分子ミセル複合体は４３６±３１．２鎖、ＰＬｙｓブロックの重合度が３９である蛍
光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体は２５８±１０．４鎖、ＰＬｙｓブロ
ックの重合度が７０である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体は１６８
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±２．５鎖であった。つまり、核酸内包高分子ミセル複合体を構成するブロック共重合体
のカチオン性高分子鎖ブロックの重合度が大きいほど、高分子ミセル複合体１分子当たり
に含まれている蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓの平均分子数が小さくなる傾向にあることがわ
かった。
【００７０】
（６）ＴＥＭ観察
　ＰＥＧ－ＰＬｙｓを用いて形成された高分子ミセル複合体について、ＴＥＭ画像を撮像
した。ＴＥＭ画像には、高分子ミセル複合体を構成するＤＮＡとＰＬｙｓブロックが現れ
、ＰＥＧは観察できない。高分子ミセル複合体中、ＤＮＡはコア部分を形成している。つ
まり、ＴＥＭ画像から、高分子ミセル複合体のコア部分の形状が確認できる。
【００７１】
　ＴＥＭ観察及び画像の取得は、電子顕微鏡Ｈ－７０００（日立ハイテクノロジーズ社製
）を用いて、加速電圧を７５ｋＶとする条件で行った。測定サンプルは、高分子ミセル複
合体溶液に等量の２質量／容量％の酢酸ウラニル溶液を添加して調製した。イオンコータ
ー（装置名：Ｅｉｋｏ　ＩＢ－３、エイコー・エンジニアリング社製）を用いて予めグロ
ー放電させた４００メッシュのカーボン膜被覆銅グリッド（日新ＥＭ社製）を、それぞれ
測定サンプルに３０秒間浸漬させた後、フィルターペーパー上で乾燥させたものをＴＥＭ
観察した。ＴＥＭ画像中の高分子ミセル複合体のコア部分はロッド状であり、長軸の長さ
（Ｌｎ）と短軸の長さ（２ｒｎ）を、画像処理ソフトウェアＩｍａｇｅＪを用いて測定し
た。
【００７２】
　図１に、ＰＥＧ－ＰＬｙｓを用いて形成された高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像（図中
、左）と、当該画像から算出された高分子ミセル複合体の長軸（Ｌｎ）（ロッド状粒子の
長さ）の分布（図中、右）を示した。図１中、「ＰＬｙｓ１９」は、ＰＬｙｓブロックの
重合度が１９である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体の結果を、「Ｐ
Ｌｙｓ３９」は、ＰＬｙｓブロックの重合度が３９である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含
む高分子ミセル複合体の結果を、「ＰＬｙｓ７０」は、ＰＬｙｓブロックの重合度が７０
である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体の結果を、それぞれ示す。こ
の結果、ＰＬｙｓブロックの重合度が大きくなるほど、高分子ミセル複合体のコア部分の
大きさは小さくなり、ロッド状から球体状に近づいていくことがわかった。
【００７３】
（７）コア部分の表面積の算出、及びＰＥＧの平均密度σの算出
　各高分子ミセル複合体のコア部分の表面積［Ａｎ］を、ＴＥＭ画像中における長軸［Ｌ

ｎ］を回転軸とし、短軸の半分の長さ［ｒｎ］を半径とする円柱として、下記式の通り求
めた。ＴＥＭ画像中の複数のコア部分について測定し、平均を算出した。
コア部分の表面積：　［Ａｎ］＝（Ｌｎ×２πｒｎ）＋２×（π×ｒｎ

２）
【００７４】
　次いで、前記（５）で求めた高分子ミセル複合体１分子当たりに含まれている蛍光標識
ＰＥＧ－ＰＬｙｓの平均分子数（鎖）を、高分子ミセル複合体のコア部分の平均表面積で
除することにより、核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分の表面積当たりのブロック共
重合体の平均密度σ（鎖／ｎｍ２）を求めた。
【００７５】
　この結果、核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分の表面積当たりのブロック共重合体
の平均密度σは、ＰＬｙｓブロックの重合度が１９である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含
む高分子ミセル複合体は０．０７５鎖／ｎｍ２、ＰＬｙｓブロックの重合度が３９である
蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体は０．０５１鎖／ｎｍ２、ＰＬｙｓ
ブロックの重合度が７０である蛍光標識ＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体は０
．０３８鎖／ｎｍ２であった。つまり、核酸内包高分子ミセル複合体を構成するブロック
共重合体のカチオン性高分子鎖ブロックの重合度が大きいほど、コア部分の表面積当たり
のブロック共重合体の平均密度σが小さくなる傾向にあることがわかった。
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【００７６】
（８）血中滞留性の評価
　蛍光標識したＤＮＡを用いて形成された高分子ミセル複合体について、マウスに投与し
、血中滞留時間を、生体リアルタイム共焦点走査顕微鏡により経時的に観察した。全ての
画像及び動画は、正立顕微鏡ＥＣＬＩＰＳＥ　ＦＮ１（ニコン社製）（対物レンズ：２０
倍、ダイオードレーザー：６４０ｎｍ、エミッションバンドパスフィルタ：７００／７５
ｎｍ）が付属している共焦点レーザー走査顕微鏡システムＡ１Ｒ（ニコン社製）により取
得した。
【００７７】
　具体的には、まず、８週齢の雌のＢＡＬＢ／ｃマウス（チャールス・リバー・ラボラト
リーズ社製）に対して、小動物用イソフルラン麻酔器（型式：４００、Univentor社製）
を用いて２．０～３．０％イソフラン（アボット・ジャパン社製）によって麻酔をかけた
。これらのマウスの側面尾静脈に、３０ゲージの注射針（ベクトン・ディッキンソン社製
）と共に、無毒性の医療用ポリエチレンチューブ（夏目製作所製）に連結したカテーテル
を挿入した。麻酔をかけたマウスを、顕微鏡ステージに組み込まれた温度制御パッド（製
品名：ＴＨＥＲＭＯＰＬＡＴＥ（登録商標）、東海ヒット社製）にのせ、測定中は鎮静状
態を維持した。次いで、ビデオの録画開始から１０秒後に、蛍光標識したｐＤＮＡを内包
する高分子ミセル複合体（注入量：２００μＬ、ＤＮＡ濃度：１００ｎｇ／μＬ）を尾静
脈からマウスに注入した。耳たぶの皮膚を、１滴の液浸油と共にカバークリップの下に固
定し、外科的処置なしで観察した。データは、ビデオモードで５分間ごとのスラップショ
ットとして取得した。当該実験は、各高分子ミセル複合体について、別々のマウスに対し
てそれぞれ４回行った。
【００７８】
　ビデオデータは、血管内又は血管以外の皮膚組織について、興味がある領域を選択して
解析した。まず、バックグラウンドの蛍光強度をビデオ録画開始から１０秒間の間（高分
子ミセル複合体注入前）に取得されたビデオに基づいて決定し、各時点におけるピクセル
あたりの平均蛍光強度を、画像統合ソフトウェアＮＩＳ－Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　Ｃ（ニコン
社製）を用いて決定した。各時点におけるバックグラウンド補正された強度を得るために
、バックグラウンド値は、高分子ミセル複合体注入後に測定されたピクセルあたりの平均
強度から差し引いた。高分子ミセル複合体の体内循環は、組織バックグラウンドからの蛍
光が差し引かれた血管からの蛍光強度によってモニターした。
【００７９】
　マウスの耳静脈における蛍光強度の経時的変化の測定結果を図２に示す。実験開始から
４０分経過後までは、血管の蛍光強度は、ＰＬｙｓブロックの重合度が１９であるＰＥＧ
－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合体を投与した場合（図中、「ＰＬｙｓ１９」）が最も
高く、ＰＬｙｓブロックの重合度が７０であるＰＥＧ－ＰＬｙｓを含む高分子ミセル複合
体を投与した場合（図中、「ＰＬｙｓ７０」）が最も低かった。つまり、核酸内包高分子
ミセル複合体を構成するブロック共重合体のカチオン性高分子鎖ブロックの重合度が小さ
いほど、すなわち、核酸内包高分子ミセル複合体を構成するブロック共重合体の密度が大
きいほど、血中滞留性が良好であることがわかった。
【００８０】
［実施例１］　
　ｐＤＮＡをそのまま内包させる従来法により製造された核酸内包高分子ミセル複合体と
、ｐＤＮＡの二重らせん構造を解離させた状態でブロック共重合体と結合させる方法によ
りにより製造された核酸内包高分子ミセル複合体とについて、形状、大きさ、ブロック共
重合体の密度を比較した。
【００８１】
（１）ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ
　α－メトキシ－ω－アミノＰＥＧ（ＰＥＧ、Ｍｗ＝１２ｋＤａ、Ｍｗ／Ｍｎ＝１．０５
）を開始剤として用い、β－ベンジル－Ｌ－アスパルテート（ＢＬＡ）のＮＣＡを開環重
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合することによってＰＥＧブロック－ポリ（β－ベンジル－Ｌ－アスパルテート）ブロッ
ク（ＰＥＧ－ＰＢＬＡ）を製造した。この際、開始剤とモノマーであるＮＣＡとの比を調
節することにより、重合度の異なる３種のＰＥＧ－ＰＢＬＡを製造した。
　得られたＰＥＧ－ＰＢＬＡの末端のアミノ基に、コレステロールの３－ヒドロキシル基
を一級アミノ基に置換した後に無水コハク酸と反応させることによって活性化されたカル
ボキシル基を有するコレステロール誘導体を、１０倍当量のジシクロヘキシルカルボジイ
ミドと２倍当量の４－ジメチルアミノピリジンの存在下、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド
中で一晩反応させた。得られたブロック共重合体を、冷ジエチルエーテルとイソプロパノ
ールの混合溶媒（２：１（容量比））に滴下して再沈することを３回繰り返した後、ベン
ゼンから凍結乾燥することによって、ＰＥＧ－ＰＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅの精製粉末を得た。
　得られたＰＥＧ－ＰＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅから、エステル－アミド交換反応によりＰＢＬ
Ａの側鎖中にジエチレントリアミンを導入することにより、ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）
－Ｃｈｏｌｅを得た。
【００８２】

【化５】

【００８３】
（２）蛍光標識ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ
　ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－ＣｈｏｌｅがＤＮＡと結合したことを確認するために、
参考例１の（１）と同様にして、Alexa　Fluor（登録商標）680　carboxylic　acid　suc
cinimidyl　ester（Molecular　Probes社製）を用いて、ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－
Ｃｈｏｌｅを予め蛍光標識した。ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅが実際に蛍光
標識されたことは、ＵＶ検出器、ＩＲ検出器、及び蛍光検出器を備えるＧＰＣにより確認
した。蛍光標識効率を算出したところ、おおよそ全てのＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃ
ｈｏｌｅにおいて、ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）ブロック当たり０．３～０．５分子の蛍光物質が
結合していた。
【００８４】
（３）ｐＤＮＡをそのまま内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ溶液に、参考例１で用いたプラスミドｐＢＲ
３２２溶液を、Ｎ／Ｐ比が４となるように素早く混合することにより、ｐＤＮＡを内包し
たＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅの高分子ミセル複合体（以下、「ＰＭ－１」
（ＰＭ：Polyplex Micelle））を形成した。反応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファ
ー（ｐＨ７．３）とし、反応溶液中のｐＤＮＡ濃度は３３．３ｎｇ／μＬとした。
【００８５】
（４）ｐＤＮＡを変性させて内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　プラスミドｐＣＡＧ－Ｌｕｃ（６．４ｋｂｐ）溶液に制限酵素を添加して制限酵素処理
し、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃを１箇所消化して線状とした。この線状ＤＮＡを含むＤＮＡ溶液を
、９５℃で１０分間加熱処理し、線状化したｐＣＡＧ－Ｌｕｃを１本鎖に変性させた。次
いで、変性させた状態のＤＮＡ溶液に、ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ溶液を
、Ｎ／Ｐ比が４となるように素早く混合することにより、１分子のｐＣＡＧ－Ｌｕｃ由来
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子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－１」（ＭＣＰＭ：Melt Crumpled Polyplex Micelle
））を形成した。溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし、反応溶
液中のｐＤＮＡ濃度は３３．３ｎｇ／μＬとした。なお、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃは、プラスミ
ドｐＣＡＧＧＳ（理研ジーンバンクから供与）に、プラスミドｐＧＬ３（プロメガ社製）
からＬｕｃをコードする遺伝子切り出して組み込んだものである。
【００８６】
（５）核酸内包高分子ミセル複合体を形成しているＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏ
ｌｅの決定
　前記（３）及び（４）で得られた高分子ミセル複合体のうち、蛍光標識ＰＥＧ－ＰＡｓ
ｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅを用いて形成された高分子ミセル複合体について、ＤＮＡと結
合した蛍光標識ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ量を測定するために、参考例１
の（５）と同様にして、高分子ミセル複合体形成後の反応溶液を超遠心分離処理し、上清
の７０２ｎｍにおける蛍光強度に基づいて、１分子のｐＤＮＡに結合している蛍光標識Ｐ
ＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅの平均分子数（すなわち、高分子ミセル複合体１
分子当たりに含まれている蛍光標識ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅの平均分子
数、単位：鎖）を算出した。算出結果を表１の「結合ＰＥＧ数（鎖）」に示す。
【００８７】
（６）ＴＥＭ観察
　前記（３）及び（４）で得られた高分子ミセル複合体のうち、蛍光標識していないＰＥ
Ｇ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅを用いて形成された高分子ミセル複合体について、
参考例１の（６）と同様にして、ＴＥＭ画像を撮像し、ＴＥＭ画像中の高分子ミセル複合
体のコア部分について、長軸の長さ［Ｌｎ］と短軸の長さ［２ｒｎ］を測定した。この時
、コア部分の形状が円の場合には、長軸の長さ［Ｌｎ］が直径となり、短軸の長さ［２ｒ

ｎ］と等しくなる。図３に、両高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像を、図４にＴＥＭ画像か
ら算出された高分子ミセル複合体の長軸の分布を、それぞれ示す。ＴＥＭ画像中の高分子
ミセル複合体のコア部分は、ＰＭ－１では参考例１と同様にロッド状であったが、ＭＣＰ
Ｍ－１では球体状（平均半径：２３．１±３．８ｎｍ）であった。
【００８８】
（７）コア部分の表面積の算出、及びＰＥＧの平均密度σの算出
　ＴＥＭ画像中の複数のＰＭ－１のコア部分の表面積［Ａｎ］を、参考例１の（７）と同
様にして算出し、その平均を算出した。
　ＭＣＰＭ－１のコア部分の表面積［Ａｎ］は、ＴＥＭ画像中における長軸［Ｌｎ］の半
分の長さ［ｒｎ］を半径とする球として、下記式の通り求めた。ＴＥＭ画像中の複数のコ
ア部分について測定し、平均を算出した。
コア部分の表面積：［Ａｎ］＝　４πｒｎ

２

【００８９】
　次いで、前記（５）で求めた高分子ミセル複合体１分子当たりに含まれている蛍光標識
ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅの平均分子数（鎖）を、高分子ミセル複合体の
コア部分の平均表面積で除することにより、核酸内包高分子ミセル複合体のコア部分の表
面積当たりのブロック共重合体の平均密度σ（鎖／ｎｍ２）を求めた。コア部分の表面積
の平均値とコア部分の表面積当たりのブロック共重合体の平均密度σの算出結果を、それ
ぞれ、表１の「コア部分の表面積（ｎｍ２）」及び「ＰＥＧ密度σ（鎖／ｎｍ２）」に示
す。
【００９０】
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【表１】

【００９１】
　この結果、同じ大きさのＤＮＡを内包しているにもかかわらず、従来法により製造され
たＰＭ－１は、長軸が１００～１５０ｎｍのロッド状であり、ＰＥＧ密度も０．１鎖／ｎ
ｍ２未満であったのに対して、ＤＮＡの二重らせん構造を解離させて高分子ミセル複合体
を形成させたＭＣＰＭ－１では、コア部分が半径２３ｎｍ程度の球体状と非常に小さい上
に、ＰＥＧ密度が０．３鎖／ｎｍ２以上と格段に高くなった。つまり、ＤＮＡの二重らせ
ん構造を解離させて高分子ミセル複合体を形成させることにより、コア部分の表面積当た
りのブロック共重合体の平均密度が大きく、球体状のより小さな核酸内包高分子ミセル複
合体が形成できることがわかった。
【００９２】
［実施例２］
　ＣＡＧプロモーターの下流に蛍光緑色タンパク質ＧＦＰをコードする遺伝子を含むプラ
スミドｐＣＡＧ－ＡｃＧＦＰ（６．５ｋｂｐ、理研ジーンバンクから供与）を用いて、ｐ
ＤＮＡをそのまま内包させる従来法と、ｐＤＮＡの二重らせん構造を解離させた状態でブ
ロック共重合体と結合させる方法とによりそれぞれＧＦＰ遺伝子内包高分子ミセル複合体
を製造し、膵臓がんを発症しているモデルマウスに全身投与し、膵臓がん組織におけるＧ
ＦＰ発現を調べた。なお、ｐＣＡＧ－ＡｃＧＦＰは、プラスミドｐＣＡＧＧＳ（理研ジー
ンバンクから供与）に、ＧＦＰをコードする遺伝子を組み込んだものである。
【００９３】
（１）ｐＧＦＰをそのまま内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　実施例１で製造したＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ溶液に、プラスミドｐＧ
ＦＰ溶液を、Ｎ／Ｐ比が４となるように素早く混合することにより、ｐＤＮＡを内包した
ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅの高分子ミセル複合体（以下、「ＰＭ－２－Ｇ
ＦＰ」）を形成した。反応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし
、反応溶液中のプラスミド濃度は１００ｎｇ／μＬとした。
【００９４】
（２）ｐＧＦＰを変性させて内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　プラスミドｐＧＦＰ溶液に制限酵素を添加して制限酵素処理し、ｐＧＦＰを１箇所消化
して線状とした。この線状ＤＮＡを含むＤＮＡ溶液を、９５℃で１０分間加熱処理し、線
状化したｐＧＦＰを１本鎖に変性させた。次いで、変性させた状態のＤＮＡ溶液に、ＰＥ
Ｇ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅ溶液を、Ｎ／Ｐ比が４となるように素早く混合する
ことにより、１分子のｐＧＦＰ由来の２本の線状の１本鎖ＤＮＡを内包したＰＥＧ－ＰＡ
ｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅの高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－２－ＧＦＰ」）
を形成した。反応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし、反応溶
液中のｐＤＮＡ濃度は１００ｎｇ／μＬとした。
【００９５】
（３）膵臓がんモデルマウス
　膵臓がんモデルマウスとして、ヒト膵臓腺がん細胞株ＢｘＰＣ３を膵臓に移植したモデ
ルマウスを用いた。
　当該膵臓がんモデルマウスは、以下のようにして得た。まず、ＢＡＬＢ／ｃヌードマウ
ス（チャールス・リバー・ラボラトリーズ社製）の皮下に、１００μＬのＰＢＳ（リン酸
緩衝生理食塩水）に懸濁させたＢｘＰＣ３（１×１０７細胞）を接種した。腫瘍は１０日
間で増殖期（腫瘍の大きさが７５ｍｍ３程度）にまで進行した。
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【００９６】
（４）膵臓がんモデルマウスへの全身投与
　膵臓がんモデルマウスに対して、前記（１）、（２）及び実施例１の（４）で製造した
高分子ミセル複合体（注入量：２００μＬ、ＤＮＡ濃度：１００ｎｇ／μＬ）を、それぞ
れ尾静脈から注入した。注入から７２時間経過した後のマウスから、ＢｘＰＣ３が移植さ
れた膵臓がん組織を外科的に切除し、乾燥冷却したアセトン中で凍結させたものから、ク
ライオスタットにより薄さ１０μｍの薄層切片を作製した。得られた切片について、細胞
核を、Ｈｏｅｃｓｔ３３３４２を用いて染色した。また、血管内皮細胞を、抗マウスＰＥ
ＣＡＭ－１抗体（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）、並びに抗ヒト及びマウスＶＥＧＦ
Ｒ１抗体（製品番号：ａｂ３２１５２、Ａｂｃａｍ　Ｊａｐａｎ社製）を用いて染色した
。
【００９７】
　染色後、共焦点蛍光顕微鏡（製品番号：ＣＬＳＭ７８０、カール・ツァイス社製）によ
り観察したところ、ＰＭ－２－ＧＦＰを全身投与したマウスの膵臓がん組織では、ＧＦＰ
の発現が観察された細胞は組織全体のごく一部であった。これに対して、ＭＣＰＭ－２－
ＧＦＰを全身投与したマウスの膵臓がん組織では、腫瘍組織深部にも、非常に多くの細胞
においてＧＦＰの発現が観察された。蛍光顕微鏡から撮像された蛍光画像を図５～７に示
す。図５がＭＣＰＭ－２－ＧＦＰを全身投与したマウスの膵臓がん組織の蛍光画像を、図
６がＰＭ－２－ＧＦＰを全身投与したマウスの膵臓がん組織の蛍光画像を、図７がＭＣＰ
Ｍ－１を全身投与したマウスの膵臓がん組織の蛍光画像を、それぞれ示す。
【００９８】
　この蛍光画像から、ＢｘＰＣ３が移植された膵臓がん組織において発現しているＧＦＰ
の蛍光強度（画像の明度）を測定し、バックグラウンドを差し引いたものの８イメージの
平均値を蛍光強度として算出した。ＰＭ－２－ＧＦＰを投与したマウスと、ＭＣＰＭ－２
－ＧＦＰを投与したマウスの測定結果を図８に示す。ＭＣＰＭ－２－ＧＦＰを投与したマ
ウスでは、膵臓がんの腫瘍組織深部におけるＧＦＰ発現が、ＰＭ－２－ＧＦＰを投与した
マウスの１０倍以上であった。
【００９９】
［実施例３］
　カチオン性高分子鎖ブロック同士の架橋の有無による、核酸内包高分子ミセル複合体を
全身投与した場合の血中滞留性に対する影響を調べた。
【０１００】
（１）ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ
　参考例１の（１）と同様にして、α－メトキシ－ω－アミノＰＥＧ（ＰＥＧ、Ｍｗ＝２
０ｋＤａ）を開始剤として用い、ＮＣＡを開環重合することによってＰＥＧ－ＰＬｙｓ(
ＴＦＡ）を製造した。この際、開始剤とモノマーであるＮＣＡとの比を調節することによ
り、重合度の異なる３種のＰＥＧ－ＰＬｙｓ(ＴＦＡ）を製造した。こうして得られた３
種のＰＥＧ－ＰＬｙｓ（ＴＦＡ）のＴＦＡ基を脱保護して、重合度（下記式中、「ｎ２」
）が２０、４０、及び７０の３種のＰＥＧ－ＰＬｙｓを得た。
【０１０１】
　次いで、ＰＥＧ－ＰＬｙｓへのピリジルジチオプロピオニル基（ＰＤＰ基）の導入を行
った。この導入は、Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（
ＳＰＤＰ）を用いて行った。ＰＥＧ－ＰＬｙｓは臭素酸塩のものを０.１Ｎ、ｐＨ６.５の
酢酸緩衝液に溶解させ、同緩衝液に対して透析し、対イオンを酢酸イオンに交換して用い
た。ＰＥＧ－ＰＬｙｓ酢酸塩（２００ｍｇ）とＳＰＤＰ（５６ｍｇ、リジン残基に対して
０.５モル当量）を５ｍＬのＮ－メチルピロリドン（ＮＭＰ、５質量％の塩化リチウムを
添加し脱気したもの）に溶解させた。この溶液に０.５ｍＬのＮ，Ｎ－ジイソプロピルエ
チルアミンを、アミンを脱プロトン化するために添加し、反応を開始した。反応液は、室
温で１時間撹拌し、反応の追跡は逆相クロマトグラフィーによって行った。
　反応の終了後、反応液をＰＥＧの貧溶媒であるエーテルに滴下し再沈した。粗生成物を
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メタノールに溶解させた後、エーテルに再沈する操作を繰り返し、水に不要な不純物を取
り除いた。過剰の塩は、生成物を０.１Ｎの酢酸水溶液に溶解させ、蒸留水に対して１時
間透析することによって取り除いた。最終精製物は、凍結乾燥し回収した。
【０１０２】
　得られた高分子の構造は１Ｈ－ＮＭＲ測定によって確認した。ＰＤＰ基の置換度は、１

Ｈ－ＮＭＲ測定とＵＶ測定によって決定した。１Ｈ－ＮＭＲ測定ではＤ２Ｏを溶媒として
用い、ＰＤＰ基のピリジル基のプロトン（Ｃ３Ｈ４Ｎ：７.６ｐｐｍ）とＰＥＧのメチレ
ン基のプロトン（ＯＣＨ２ＣＨ２：３.５ｐｐｍ）のピークの強度比から、置換度を求め
た。ＵＶ測定では、ＰＤＰ基をジチオスレイトール（ＤＴＴ）によって還元したときに遊
離する２－チオピリドンの吸光度（λmax＝３４３ｎｍ．ε＝７.０６×１０３）から、置
換度を求めた。異なる二つの方法で求められた置換度はよく一致しており、リシン由来反
復単位のアミノ基の約１２％にＰＤＰ基が導入されたことが示された。
【０１０３】
　得られたＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰは、ＤＮＡと結合させて高分子ミセル複合体を形成
する前に、予め、ＰＤＰ基に対して３倍の濃度となるようにＤＴＴを加えて１５分間撹拌
し、ＰＤＰ基をチオール残基に還元しておいた。
【０１０４】
【化６】

【０１０５】
（２）蛍光標識したｐＤＮＡを変性させて内包した未架橋の核酸内包高分子ミセル複合体
の形成
　参考例１で用いた蛍光物質Ｃｙ（登録商標）５で標識したプラスミドｐＣＡＧ－Ｌｕｃ
２を制限酵素処理し、１箇所消化して線状とした。この線状ＤＮＡを含むＤＮＡ溶液を、
９５℃で１０分間加熱処理し、線状化した蛍光標識ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２を１本鎖に変性さ
せた。次いで、変性させた状態のＤＮＡ溶液に、前記（１）で調製した還元処理後のＰＥ
Ｇ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ溶液を、Ｎ／Ｐ比が２となるように素早く混合することにより、１
分子の蛍光標識ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２由来の２本の線状の１本鎖ＤＮＡを内包したＰＥＧ－
ＰＬｙｓ－ＰＤＰの高分子ミセル複合体（以下、リシン由来反復単位の重合度２０、４０
、又は７０の高分子を用いたものを、それぞれ「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ２０」、「ＭＣ
ＰＭ－３－ＰＬｙｓ４０」、「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ７０」）を形成した。反応溶媒は
、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし、反応溶液中のｐＤＮＡ濃度は１
００ｎｇ／μＬとした。
【０１０６】
（３）蛍光標識したｐＤＮＡを変性させて内包し、ブロック共重合体同士が架橋化された
核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　前記（２）で形成された高分子ミセル複合体を含む反応溶液を、分画分子量６０００－
８０００の透析膜を用いて１Ｌの１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７.４）に対して透析し、
ＤＴＴ等を除いた。透析は３日間続け、この間、空気中の酸素によって、チオールをＳＳ
結合に酸化し架橋させた。３日間の透析後、未酸化のチオールが存在しないことは、Ｅｌ
ｌｍａｎ法によって確認した。ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ２０を架橋化したものをＭＣＰＭ
－３－ＰＬｙｓ２０－ＣＬ、ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ４０を架橋化したものをＭＣＰＭ－
３－ＰＬｙｓ４０－ＣＬ、ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ７０を架橋化したものをＭＣＰＭ－３
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－ＰＬｙｓ７０－ＣＬとした。
【０１０７】
（４）血中滞留性の評価
　前記（２）及び（３）で形成された高分子ミセル複合体（注入量：２００μＬ、ＤＮＡ
濃度：１００ｎｇ／μＬ）を、マウスの側面尾静脈から注入した。各高分子ミセル複合体
について、４匹のマウスにそれぞれ投与した。投与から３０分間経過後のマウスの大静脈
から血液を採取し、遠心分離処理により血清を調製した。得られた血清に、トリプシンと
硫酸デキストランを加えて、３７℃で一晩インキュベートした。インキュベート後の血清
のＣｙ（登録商標）５の蛍光強度（６７０ｎｍ）を、蛍光分光光度計（製品名：Ｎａｎｏ
　Ｄｒｏｐ（ＮＤ－３３００）、Wilmington）社製）を用いて測定した。
【０１０８】
　全身投与後３０分経過後におけるマウスの血中に滞留している高分子ミセル複合体量の
割合（％）は、下記の式で算出した。式中、［Ｆ６７０（サンプル）］は、高分子ミセル
複合体が投与されたマウスから調製された血清（トリプシンと硫酸デキストランとのイン
キュベート後のもの）の６７０ｎｍの蛍光強度の測定値を意味する。また、［Ｆ６７０（
コントロール）］は、高分子ミセル複合体未投与のマウスから調製された血清に、マウス
に投与した高分子ミセル複合体と等量の高分子ミセル複合体を添加したもの（コントロー
ル血清）を、サンプルと同様にトリプシンと硫酸デキストランを加えて３７℃で一晩イン
キュベートした後の血清の６７０ｎｍの蛍光強度の測定値である。
［血中に滞留している高分子ミセル複合体量の割合（％）］＝［Ｆ６７０（サンプル）］
／［Ｆ６７０（コントロール）］×１００
【０１０９】
　測定結果を図９に示す。図９中、「ＭＣＰＭ」は、「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ２０」、
「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ４０」、及び「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ７０」を投与したマウ
スの結果を、「ＭＣＰＭ－ＣＬ」は、「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ２０－ＣＬ」、「ＭＣＰ
Ｍ－３－ＰＬｙｓ４０－ＣＬ」、及び「ＭＣＰＭ－３－ＰＬｙｓ７０－ＣＬ」を投与した
マウスの結果を、それぞれ示す。ブロック共重合体を架橋化することにより、血中滞留性
が顕著に改善した。
【０１１０】
［実施例４］
　蛍光緑色タンパク質Ｖｅｎｕｓをコードする遺伝子を含むプラスミド（ｐＶｅｎｕｓ、
５．５ｋｂｐ）を用いて、ｐＤＮＡをそのまま内包させる従来法と、ｐＤＮＡの二重らせ
ん構造を解離させた状態でブロック共重合体と結合させる方法とによりそれぞれＶｅｎｕ
ｓ遺伝子内包高分子ミセル複合体を製造し、膵臓がんを発症しているモデルマウスに全身
投与し、膵臓がん組織におけるＶｅｎｕｓ発現を調べた。なお、ｐＶｅｎｕｓは、プラス
ミドｐＣＡＧＧＳ（理研ジーンバンクから供与）に、Ｖｅｎｕｓをコードする遺伝子を組
み込んだものである。
【０１１１】
（１）ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ
　参考例１の（１）と同様にして、α－メトキシ－ω－アミノＰＥＧ（ＰＥＧ、Ｍｗ＝２
０ｋＤａ）を開始剤として用い、ＮＣＡを開環重合することによってＰＥＧ－ＰＬｙｓ(
ＴＦＡ）を製造した。この際、開始剤とモノマーであるＮＣＡとの比を調節することによ
り、重合度の異なる３種のＰＥＧ－ＰＬｙｓ(ＴＦＡ）を製造した。こうして得られた３
種のＰＥＧ－ＰＬｙｓ(ＴＦＡ）のＴＦＡ基を脱保護して、重合度が７２のＰＥＧ－ＰＬ
ｙｓを得た。
　次いで、実施例３の（１）と同様にして、得られたＰＥＧ－ＰＬｙｓにＰＤＰ基を導入
した。得られた高分子の構造は１Ｈ－ＮＭＲ測定によって確認したところ、リシン由来反
復単位のアミノ基の約１２％にＰＤＰ基が導入されたことが示された。
　得られたＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰは、ＤＮＡと結合させて高分子ミセル複合体を形成
する前に、予め、ＰＤＰ基に対して３倍の濃度となるようにＤＴＴを加えて１５分間撹拌
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し、ＰＤＰ基をチオール残基に還元しておいた。
【０１１２】
（２）ｃＲＧＤ－ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ
　環状ＲＧＤペプチド（ｃＲＧＤ）は、腫瘍細胞及び腫瘍血管内皮細胞に過剰発現してい
るαvβ３及びαvβ５インテグリンを選択的に認識するリガンドである。ＰＥＧブロック
の末端にｃＲＧＤを導入したｃＲＧＤ－ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰを合成した。
　具体的には、α－メトキシ－ω－アミノＰＥＧに代えてα－アセチル－ω－アミノＰＥ
Ｇ（ＰＥＧ、Ｍｗ＝２０ｋＤａ）を開始剤として用いた以外は、実施例１（１）と同様に
して、アセチル－ＰＥＧ－ＰＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅを得た。得られたアセチル－ＰＥＧ－Ｐ
ＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅを水に溶解させて塩酸でｐＨ２に調整し、アセチル基を完全に活性型
のアルデヒド基に変換させた（酸性化したアセチル－ＰＥＧ－ＰＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅ溶液
）。
　これとは別に、ｃｙｃｌｏ｛ＲＧＤｆＫ（ＣＸ－）｝ペプチドを、これらのペプチド間
に形成されているかもしれないＳＳ結合を切断するために、ペプチドの１０倍当量のＤＴ
Ｔを含有する炭酸水素ナトリウムバッファー（０．１Ｎ、ｐＨ７．４）に溶解させ、１時
間インキュベートした（ｃＲＧＤペプチド溶液）。
　次いで、酸性化したアセチル－ＰＥＧ－ＰＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅ溶液に、ｃＲＧＤペプチ
ドがアセチル－ＰＥＧ－ＰＢＬＡ－Ｃｈｏｌｅの１０倍等量となるように前記ｃＲＧＤペ
プチド溶液を加え、ｐＨ５に調整し、一晩反応させた。最終反応生成物であるｃＲＧＤ－
ＰＥＧ－ＰＡｓｐ（ＤＥＴ）－Ｃｈｏｌｅは、１Ｍの塩化ナトリウム水溶液中で３回透析
した後、脱イオン水で３回透析した。
【０１１３】
（３）ｐＶｅｎｕｓをそのまま内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　前記（１）で製造したＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ溶液に、プラスミドｐＶｅｎｕｓ溶液
を、Ｎ／Ｐ比が２となるように素早く混合することにより、ｐＶｅｎｕｓを内包したＰＥ
Ｇ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰの高分子ミセル複合体（以下、「ＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ」）を形成
した。反応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし、反応溶液中の
プラスミド濃度は１００ｎｇ／μＬとした。
　次いで、実施例３の（３）と同様にして、形成された高分子ミセル複合体を含む反応溶
液を３日間透析し、当該高分子ミセル複合体中のチオールをＳＳ結合に酸化し、架橋させ
た。架橋化して得られたものをＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬとした。
【０１１４】
（４）ｐＶｅｎｕｓを変性させて内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　ｐＶｅｎｕｓを制限酵素処理し、１箇所消化して線状とした。この線状ＤＮＡを含むＤ
ＮＡ溶液を、９５℃で１０分間加熱処理し、線状化した蛍光標識ｐＶｅｎｕｓを１本鎖に
変性させた。次いで、変性させた状態のＤＮＡ溶液に、前記（１）で調製した還元処理後
のＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ溶液を、Ｎ／Ｐ比が２となるように素早く混合することによ
り、１分子のｐＶｅｎｕｓ由来の２本の線状の１本鎖ＤＮＡを内包したＰＥＧ－ＰＬｙｓ
－ＰＤＰの高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ」）を形成した。反
応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし、反応溶液中のｐＤＮＡ
濃度は１００ｎｇ／μＬとした。
　次いで、実施例３の（３）と同様にして、形成された高分子ミセル複合体を含む反応溶
液を３日間透析し、当該高分子ミセル複合体中のチオールをＳＳ結合に酸化し、架橋させ
た。架橋化して得られたものをＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬとした。
【０１１５】
（５）ｐＶｅｎｕｓを変性させて内包したｃＲＧＤ導入核酸内包高分子ミセル複合体の形
成
　前記（１）で調製した還元処理後のＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ溶液に代えて、前記（２
）で調製した還元処理後のｃＲＧＤ－ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ溶液を用いた以外は、前
記（４）と同様にして、１分子のｐＶｅｎｕｓ由来の２本の線状の１本鎖ＤＮＡを内包し
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、架橋化されたＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬ－ｃＲＧＤを得た。
【０１１６】
（６）膵臓がんモデルマウスへの全身投与
　実施例２の（３）と同種の膵臓がんモデルマウスに対して、前記（３）、（４）及び（
５）で製造した高分子ミセル複合体（注入量：２００μＬ、ＤＮＡ濃度：１００ｎｇ／μ
Ｌ）を、それぞれ尾静脈から注入した。実施例２の（４）と同様にして、注入から７２時
間経過した後のマウスから、ＢｘＰＣ３が移植された膵臓がん組織を外科的に切除し、顕
微鏡観察用の切片を作製し、得られた切片について、細胞核と血管を蛍光染色した。
【０１１７】
　染色後、共焦点蛍光顕微鏡により観察したところ、ｐＶｅｎｕｓをそのまま収容したＰ
Ｍ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬを全身投与したマウスの膵臓がん組織では、Ｖｅｎｕｓの発現
が観察された細胞は組織全体のごく一部であった。これに対して、ｐＶｅｎｕｓを変性し
て収容したＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬを全身投与したマウスの膵臓がん組織では、
腫瘍組織深部にもかかわらず、非常に多くの細胞においてＶｅｎｕｓの発現が観察された
。また、ｃＲＧＢリガンドを付加したＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬ－ｃＲＧＤを全身
投与したマウスの膵臓がん組織でも、ＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬと同様に、多くの
細胞においてＶｅｎｕｓの発現が観察された。ＭＣＰＭ－４－Ｖｅｎｕｓ－ＣＬを全身投
与したマウスの膵臓がん組織の蛍光画像を図１０に示す。
【０１１８】
［実施例５］
　実施例３の（１）と同様にして、重合度が２０かつＰＤＰ基の置換度１０％のＰＥＧ－
ＰＬｙｓ－ＰＤＰ（ＰＥＧ－ＰＬｙｓ２０－ＳＨ１０％）と、重合度が６９かつＰＤＰ基
の置換度１２％のＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ（ＰＥＧ－ＰＬｙｓ６９－ＳＨ１２％）を製
造した。これらのブロック共重合体は、ＤＮＡと結合させて高分子ミセル複合体を形成す
る前に、予め、ＰＤＰ基に対して３倍の濃度となるようにＤＴＴを加えて１５分間撹拌し
、ＰＤＰ基をチオール残基に還元しておいた。
　次いで、実施例１の（３）と同様にして、これらのブロック共重合体溶液にプラスミド
ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ溶液を混合し、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃを内包したＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ
の高分子ミセル複合体を形成した。
【０１１９】
　得られた高分子ミセル複合体について、参考例１の（６）と同様にして、ＴＥＭ画像を
撮像した。図１１に、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ２０－ＳＨ１０％を用いた高分子ミセル複合体の
ＴＥＭ画像（左、「２０－ＳＨ１０％」）と、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ６９－ＳＨ１２％を用い
た高分子ミセル複合体のＴＥＭ画像（右、「６９－ＳＨ１２％」）をそれぞれ示す。ＰＥ
Ｇ－ＰＬｙｓ２０－ＳＨ１０％を用いた高分子ミセル複合体では、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ６９
－ＳＨ１２％を用いた高分子ミセル複合体のコアよりも明らかに小さなコアが２つペアに
なっていた。ＰＥＧ－ＰＬｙｓ２０－ＳＨ１０％を用いたほうが、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ６９
－ＳＨ１２％を用いたものよりも明らかにシェルのＰＥＧ密度は高い。これらの結果から
、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ２０－ＳＨ１０％を用いた高分子ミセル複合体では、ｐＣＡＧ－Ｌｕ
ｃ由来の２本の一本鎖ＤＮＡがそれぞれ別個に凝縮してペアとなっているものと推察され
る。ペアになっていたのは、熱処理後でもＤＮＡ鎖同士が絡み合っていることから、凝縮
後も完全には離れられないためであろう。つまり、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ６９－ＳＨ１２％を
用いた高分子ミセル複合体では、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ由来の２本の一本鎖ＤＮＡが１つのコ
アに含まれていると考えられる。
【０１２０】
［実施例６］
　カチオン性高分子鎖ブロック同士の架橋の有無による、核酸内包高分子ミセル複合体の
形態に対する影響を調べた。
【０１２１】
　実施例３の（１）と同様にして、重合度が２１のＰＥＧ－ＰＬｙｓと、重合度が２１か
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つＰＤＰ基の置換度１２％のＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰを製造した。ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－
ＰＤＰのブロック共重合体は、ＤＮＡと結合させて高分子ミセル複合体を形成する前に、
予め、ＰＤＰ基に対して３倍の濃度となるようにＤＴＴを加えて１５分間撹拌し、ＰＤＰ
基をチオール残基に還元しておいた。
　次いで、実施例３の（２）、（３）と同様にして、これらのブロック共重合体溶液にプ
ラスミドｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２溶液を混合し、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２を内包したＰＥＧ－ＰＬ
ｙｓの高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－６」）と、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２を内包し
、架橋を行ったＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰの高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－６
－ＣＬ」）を形成した。
【０１２２】
　得られた高分子ミセル複合体について、参考例１の（６）と同様にして、ＴＥＭ画像を
撮像した。図１２に、ＰＥＧ－ＰＬｙｓを用いた高分子ミセル複合体（ＭＣＰＭ－６）の
ＴＥＭ画像（左）と、ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰを用いた高分子ミセル複合体（ＭＣＰＭ
－６－ＣＬ）のＴＥＭ画像（右）をそれぞれ示す。また、当該画像から算出された高分子
ミセル複合体の長軸長の分布を図１３にそれぞれ示す。この結果、架橋の有無による高分
子ミセル複合体のコア部分の形態の違いは認められず、架橋は高分子ミセル複合体のコア
部分の形態に影響を与えないことがわかった。
【０１２３】
［実施例７］
　核酸変性温度による、核酸内包高分子ミセル複合体の大きさ及び形態に対する影響を調
べた。
【０１２４】
　実施例６と同様にして、重合度が２１のＰＥＧ－ＰＬｙｓを製造した。
　次いで、線状ＤＮＡ溶液の加熱処理を、２５℃、７０℃、８０℃又は９５℃で１０分間
行った以外は実施例６と同様にして、ｐＣＡＧ－Ｌｕｃ２を内包したＰＥＧ－ＰＬｙｓの
高分子ミセル複合体を形成した。
【０１２５】
　得られた高分子ミセル複合体について、参考例１の（６）と同様にして、ＴＥＭ画像を
撮像し、得られた画像から算出された高分子ミセル複合体の長軸長及びアスペクト比に基
づく分布を調べた。結果を図１４に示す。この結果、室温以上の温度（７０℃以上）で加
熱処理を行うことにより、長軸長、アスペクト比が共に小さくなり、かつ高分子ミセル複
合体間の分散も小さくなることがわかった。特に、９５℃で加熱処理を行うことで、小粒
径かつ小分散の高分子ミセル複合体集団を得られることがわかった。
【０１２６】
［実施例８］
　核酸内包高分子ミセル複合体を用いた培養細胞株への遺伝子導入について調べた。
【０１２７】
　まず、ヒト膵臓がん腺癌由来の細胞株ＢｘＰＣ－３を、２４ウェルプレートを用いて、
１２０００ｃｅｌｌｓ／ウェル（４００μＬ／ウェルの培養液中、３×１０４ｃｅｌｌｓ
／ｍＬ）で液体培養した。培地は、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）及び５％ペニシリン／
ストレプトマイシンを含むＲＰＭＩ－１６４０を用いた。３７℃で２４時間培養した後、
実施例３（１）と同様にして得たＰＥＧ－ＰＬｙｓ７２（ＰＬｙｓブロックの重合度：７
２）の高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－８」）溶液、またはＰＥＧ－ＰＬｙｓ６
９－ＳＨ１２％の架橋化した高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－８－ＣＬ」）溶液
３０μＬ（３３ｎｇ／μＬ）を用いて、各サンプル６例ずつトランスフェクションした。
コントロールにはＨＥＰＥＳを用いた。
【０１２８】
　２４時間後に培地交換を行った後、３日間培養した。その後、ＰＢＳ溶液で３回ウォッ
シュし、１５０μＬのｐａｓｓｉｖｅ　ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒを用いて回収した。溶
解物４０μＬを用いて、ＧｌｏＭａｘＴＭ　９６　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｌｕｍｉｎｏ
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ｍａｔｅｒにより、ルシフェラーゼ遺伝子の発現を、バックグラウンドを差し引いた蛍光
強度で定量した。結果を図１５に示す。
【０１２９】
　この結果から、本発明の高分子ミセル複合体は、架橋の有無に関わらずヒト培養細胞株
に導入されること、及び、該高分子ミセル複合体が含有する遺伝子はヒト培養細胞株にお
いて発現することがわかった。
【０１３０】
［実施例９］
（１）ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ
　実施例４の（１）と同様にして、重合度が２１かつＰＤＰ基の置換度１２％のＰＥＧ－
ＰＬｙｓ－ＰＤＰを製造した。ＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰのブロック共重合体は、ＤＮＡ
と結合させて高分子ミセル複合体を形成する前に、予め、ＰＤＰ基に対して３倍の濃度と
なるようにＤＴＴを加えて１５分間撹拌し、ＰＤＰ基をチオール残基に還元しておいた。
【０１３１】
（２）ｐＣＡＧ－ｓＦｌｔ－１を変性して内包した核酸内包高分子ミセル複合体の形成
　プラスミドｐＣＡＧＧＳ（理研ジーンバンクから供与）に、ｓＦｌｔ－１遺伝子を組み
込み、プラスミドｐＣＡＧ－ｓＦｌｔ－１を作製した。ｓＦｌｔ－１遺伝子は、血管新生
に関わる血管内皮細胞増殖因子受容体（ＶＥＧＦＲ）と拮抗することで、血管新生を阻害
し、抗腫瘍効果を有すると考えられる遺伝子である。得られたｐＣＡＧ－ｓＦｌｔ－１を
制限酵素処理し、１箇所消化して線状とした。この線状ＤＮＡを含むＤＮＡ溶液を、９５
℃で１０分間加熱処理し、線状化したｐＣＡＧ－ｓＦｌｔ－１を１本鎖に変性させた。
　前記（１）で製造したＰＥＧ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰ溶液に、１本鎖に変性させた線状ｐＣ
ＡＧ－ｓＦｌｔ－１溶液を、Ｎ／Ｐ比が２となるように素早く混合することにより、１分
子のプラスミドｐＣＡＧ－ｓＦｌｔ－１由来の２本の線状の１本鎖ＤＮＡを内包したＰＥ
Ｇ－ＰＬｙｓ－ＰＤＰの高分子ミセル複合体（以下、「ＭＣＰＭ－９－ｓＦｌｔ１－ＰＤ
Ｐ」）を形成した。反応溶媒は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．３）とし、
反応溶液中のｐＤＮＡ濃度は１００ｎｇ／μＬとした。
【０１３２】
　次いで、実施例３の（３）と同様にして、形成されたＭＣＰＭ－９－ｓＦｌｔ１－ＰＤ
Ｐを含む反応溶液を３日間透析し、当該高分子ミセル複合体中のチオールをＳＳ結合に酸
化し、架橋させた。架橋化して得られたものをＭＣＰＭ－９－ｓＦｌｔ１－ＣＬとした。
【０１３３】
　コントロールとして、ｐＣＡＧ－ｓＦｌｔ－１を加熱処理により変性させなかった以外
は上記（２）と同様にして得られた高分子ミセル複合体（以下、「ＰＭ－９－ｓＦｌｔ１
－ＣＬ」）、及び、ｓＦｌｔ－１遺伝子に代えて参考例１と同様の方法によりＬｕｃ２遺
伝子を組み込んだ以外は上記（２）と同様にして得られた高分子ミセル複合体（以下、「
ＭＣＰＭ‐９－Ｌｕｃ２－ＣＬ」）を形成した。
【０１３４】
（３）膵臓がんモデルマウスへの全身投与
　実施例３の（６）と同種の膵臓がんモデルマウスに対して、前記（２）で製造した３種
の高分子ミセル複合体のいずれか、又はＨＥＰＥＳを、２日おきに計３回（０日目、３日
目、６日目）２００μＬずつ（プラスミド又はｐＤＮＡ濃度：１００ｎｇ／μＬ）、それ
ぞれ尾静脈から注入した。
【０１３５】
　マウスの膵臓がんの体積を２２日間測定した結果を図１６に示す。この結果から、「Ｍ
ＣＰＭ－９－Ｆｌｔ１－ＣＬ」を投与することにより、マウスにおける腫瘍増殖が効果的
に抑制されることがわかった。
【産業上の利用可能性】
【０１３６】
　本発明に係る核酸内包高分子ミセル複合体は、粒子径が小さく、かつ当該核酸内包高分
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子ミセル複合体のシェルを構成する非電荷性親水性高分子鎖ブロックの密度も高いため、
血中滞留性、腫瘍血管透過性、及び腫瘍組織浸透性に優れる。このため、本発明に係る核
酸内包高分子ミセル複合体は、経静脈投与等の全身投与により、内包するＤＮＡをがん組
織深部にまで効率的に導入することができる。従って、本発明に係る核酸内包高分子ミセ
ル複合体は、限定されるものでないが、治療用遺伝子を標的細胞へ送達するための遺伝子
キャリアとして非常に有用である。製薬又は医療産業で利用できる。例えば、本発明によ
り、血管透過性の低い難治性がんへの全身投与による遺伝子治療も可能になると期待され
る。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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