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(57)【要約】
【課題】医用分野のバイオマテリアルとして有用な重合
体の提供
【解決手段】式Ｉ
【化１】

で表されるブロック共重合体、並びに該共重合体と多価
金属イオンの錯体、ホウ素化合物との複合体の提供。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリ（エチレン）セグメントとポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノメチルスチレン］
セグメントを含んでなるブロック共重合体。
【請求項２】
　請求項１に記載のブロック共重合体であって、該共重合体が次式Ｉで表される。
式Ｉ：
【化１】

式中、
Ａは、非置換又は置換Ｃ1－Ｃ12アルコキシを表し、置換されている場合の置換基は、ホ
ルミル基、式Ｒ1Ｒ2ＣＨ－基を表し、ここで、Ｒ1及びＲ2は独立してＣ1－Ｃ4アルコキシ
又はＲ1とＲ2は一緒になって－ＯＣＨ2ＣＨ2Ｏ－、－Ｏ（ＣＨ2）3Ｏ－若しくは－Ｏ（Ｃ
Ｈ2）4Ｏ－を表し、
Ｌは、式

【化２】

で表される基から選ばれるか、或は又
結合、－（ＣＨ2）cＳ－、－ＣＯ（ＣＨ2）cＳ－、－（ＣＨ2）cＮＨ－、－（ＣＨ2）cＣ
Ｏ－、－ＣＯ－、－ＯＣＯＯ－、－ＣＯＮＨ－からなる群より選ばれる連結基であり、
で表される基から選ばれ、
式中のジ（カルボキシメチル）アミノ基はｎの総数の中の少なくとも１個存在し、存在し
ない場合には、該アミノ基は、Ｈ、ハロゲン原子またはヒドロキシ基であることができ、
ＹはＨ、ＳＨ又はＳ（Ｃ＝Ｓ）－Ｐｈであり、Ｐｈは１又は２個のメチルまたはメトキシ
で置換されていてもよいフェニルを表し、
ｂは２～６の整数であり、
ｃは１～５の整数であり、
ｍは２～１０，０００の整数を表し、
ｎは２～５００の整数を表す。
【請求項３】
　請求項１又は請求項２に記載の共重合体と多価金属イオンとの錯体。
【請求項４】
　多価金属イオンが、Ｇａ（ＩＩＩ）、Ｇｄ（ＩＩＩ）、Ｃｕ（ＩＩ）、Ｆｅ（ＩＩ）、
Ｍｎ（ＩＩ）及びＺｎ（ＩＩ）イオンからなる群より選ばれる、１種又は２種位以上のイ
オンである、請求項３に記載の錯体。
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【請求項５】
　請求項１又は請求項２に記載の共重合体の前記ジ（カルボキシメチル）基とフェニルボ
ロン酸とのエステル形成複合体。
【請求項６】
　請求項３～５のいずれかに記載の錯体又は複合体であって、水性媒体中で平均粒径がナ
ノメートルサイズの粒子として存在する、錯体又は複合体。
【請求項７】
　請求項４に記載の錯体であって、金属イオンがＦｅ（ＩＩ）である錯体を有効成分とし
て含んでなる腫瘍増殖抑制用製剤。
【請求項８】
　請求項５に記載の複合体を有効成分として含んでなる、中性子捕捉療法で使用するため
の腫瘍増殖抑制用製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、キレート化能を有する親水性高分子並びにその使用、具体的には、多価金属
イオンやホウ酸誘導体との錯体又は複合体、該錯体又は複合体の医療分野での使用、に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　金属イオンはＭＲＩやＰＥＴ、スペクトなどのイメージングで期待され、鉄やＧｄなど
はすでにＭＲＩ用造影剤として利用されている。また白金はシスプラチンとして抗がん剤
となる。最近では二価鉄や二価ルテニウムを利用したフェントン反応による抗がん剤の開
発が行われている。さらにホウ素は腫瘍に集積させ、熱中性子による核反応でがんを死滅
させる中性子捕捉療法（ＢＮＣＴ）として臨床試験が行われている段階にある。これらの
ホウ素や金属イオンはキレート分子によるキレート化などでそれらが本来有する毒性を低
下せしめ、腫瘍への取り込み能が正常細胞のそれより高いことを利用して有意に取り込ま
せて効果を発揮している。
【０００３】
　しかしながらこの種の低分子物質は正常細胞にもある程度拡散するため、強い副作用が
問題となる。そのため、ナノ粒子にフェロセンを封入し、治療効果を上げる試みもあるも
のの、物理トラップによるフェロセンの固定化では漏れ出しが起こるため、問題の解決に
はほど遠い（非特許文献１参照）。ポリエチレングリコール－ｂ－ポリグルタミン酸（Ｐ
ＥＧ－ｂ－ＰＧｌｕ）ブロック共重合体のカルボキシル基にシスプラチンを担持せしめ、
ナノ粒子化することにより抗がん効果を上げているものもある（非特許文献２）。しかし
、弱酸であるカルボン酸へのプラチナ金属の担持のため、必ずしも安定性が万全とはいえ
ない。
【０００４】
　一方、ビニルフェニル脂肪族カルボン酸（Ｎ－（ａｒ－ビニルベンジル）イミノ二酢酸
等）がキレート化剤として提案されている（特許文献１）。また、イミノ二酢酸の有する
多価金属イオンに対する安定な錯体形成能を利用して、イミノ二酢酸をセルロース繊維の
表面に化学修飾した重金属吸着剤や分子中にイミノ二酢酸残基を組込んだキレート性高分
子化合物も提案されている（例えば、ＷＯ　２０１０／１２２９５４　Ａ１）。さらに、
シリカ／ポリマー複合型イミノ二酢酸系キレート吸着材、重金属の吸着分離等に用いられ
ることも知られている（例えば、特許文献３）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】ＵＳ　２，８４０，６０３
【特許文献２】ＷＯ　２０１０／１２２９５４　Ａ１
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【特許文献３】特開２０１４－２５７７９
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｓｅｏｎｇ－Ｃｈｅｏｌ　Ｐａｒｋ，ｅｔ．ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　２２１，３７－４７（２０１６）
【非特許文献２】Ｎｉｓｈｉｙａｍａ　Ｎｏｂｕｈｉｒｏ，ｅｔ．ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎ
ｊｕｇａｔｅ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１４（２），４４９－５７（２００３）
【発明の概要】
【０００７】
　本発明者等は、重金属の吸着材としてではなく、むしろ、抗がん剤ナノメディシンやバ
イオセンシングに使用できるマテリアルを提供することを目的とし、多種多様な親水性高
分子を設計してきた。特に、多価金属イオンやホウ酸誘導体との水性媒体中での反応で自
己組織化することによりナノ粒子を形成し得る一定のキレート化能を有する親水性高分子
として、ポリ（エチレングリコール）セグメントとポリ（スチレン誘導体）セグメントで
あって、イミノ二酢酸残基を側鎖に組み込んだセグメントを含む共重合体が、多価金属や
ホウ素化合物などを容易、かつ安定に担持させ、安定なナノ粒子を形成することを見出し
た。また、かような共重合体は本発明者の知る限り、従来技術文献未載の高分子化合物で
ある。さらに、かような共重合体は、多価金属イオン又はホウ酸誘導体との錯体又は複合
体は、生理学的環境下、例えば血清存在下で長期にわたり安定であること、しかも特定の
治療やイメージングに適用し得ることも確認できた。
【０００８】
　したがって、本発明は、アミノ二酢酸基を側鎖に導入したポリマーセグメントとポリ（
エチレングリコール）セグメント（単に、ＰＥＧという場合あり）を含んでなる、共重合
体及びその使用を提供する。限定されるものでないが、主たる態様の発明としては、次の
〔１〕～〔８〕に記載のものが挙げられる。
〔１〕ポリ（エチレン）セグメントとポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノメチルスチレ
ン］セグメントを含んでなるブロック共重合体。
〔２〕〔１〕に記載のブロック共重合体であって、該共重合体が次式Ｉで表される。
式Ｉ：
【０００９】
【化１】

【００１０】
式中、
Ａは、非置換又は置換Ｃ1－Ｃ12アルコキシを表し、置換されている場合の置換基は、ホ
ルミル基、式Ｒ1Ｒ2ＣＨ－基を表し、ここで、Ｒ1及びＲ2は独立してＣ1－Ｃ4アルコキシ
又はＲ1とＲ2は一緒になって－ＯＣＨ2ＣＨ2Ｏ－、－Ｏ（ＣＨ2）3Ｏ－若しくは－Ｏ（Ｃ
Ｈ2）4Ｏ－を表し、
Ｌは、式
【００１１】
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【化２】

【００１２】
で表される基から選ばれるか、或は又
結合、－（ＣＨ2）cＳ－、－ＣＯ（ＣＨ2）cＳ－、－（ＣＨ2）cＮＨ－、－（ＣＨ2）cＣ
Ｏ－、－ＣＯ－、－ＯＣＯＯ－、－ＣＯＮＨ－からなる群より選ばれる連結基であり、
で表される基から選ばれ、
式中のジ（カルボキシメチル）アミノ基はｎの総数の中の少なくとも１個存在し、存在し
ない場合には、該アミノ基は、Ｈ、ハロゲン原子またはヒドロキシ基であることができ、
ＹはＨ、ＳＨ又はＳ（Ｃ＝Ｓ）－Ｐｈであり、Ｐｈは１又は２個のメチルまたはメトキシ
で置換されていてもよいフェニルを表し、
ｂは２～６の整数であり、
ｃは１～５の整数であり、
ｍは２～１０，０００の整数を表し、
ｎは２～５００の整数を表す。
なお、上記のＬの定義において、方向性がある場合には、記載されている方向性を以って
式Ｉ中に存在するものと、理解されている。以下、式Ｉ以外においても同じ。
〔３〕〔１〕又は〔２〕に記載の共重合体と多価金属イオンとの錯体。
〔４〕多価金属イオンが、Ｇａ（ＩＩＩ）、Ｇｄ（ＩＩＩ）、Ｃｕ（ＩＩ）、Ｆｅ（ＩＩ
）、Ｍｎ（ＩＩ）及びＺｎ（ＩＩ）イオンからなる群より選ばれる、１種又は２種位以上
のイオンである、〔３〕に記載の錯体。
〔５〕〔１〕又は〔２〕に記載の共重合体の前記ジ（カルボキシメチル）基とフェニルボ
ロン酸とのエステル形成複合体。
〔６〕〔３〕～〔５〕のいずれかに記載の錯体又は複合体であって、水性媒体中で平均粒
径がナノメートルサイズの粒子として存在する、錯体又は複合体。
〔７〕〔４〕に記載の錯体であって、金属イオンがＦｅ（ＩＩ）である錯体を有効成分と
して含んでなる腫瘍増殖抑制用製剤。
〔８〕〔５〕に記載の複合体を有効成分として含んでなる、中性子捕捉療法で使用するた
めの腫瘍増殖抑制用製剤。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明は、ポリ（エチレン）セグメントとポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノメチル
スチレン］セグメントを含んでなるブロック共重合体が、各種金属イオンやホウ酸誘導体
と水性媒体中で安定な錯体又は複合体ミセル又は粒子を形成すること、さらにこのような
錯体又は複合体が腫瘍増殖抑制効果を示すことが確認された。したがって、少なくとも医
療分野で有用な新規なバイオマテリアルが提供できる。この錯体又は複合体（又はキレー
ト型高分子化合物）は、具体的には、図１に概略図として示されるように、キレート能を
有する材料をポリアニオンとして導入しており、様々な金属イオンをキレートにより導入
することが可能であり、治療やイメージングに利用可能である。また、ボロフェニルアラ
ニン（ＢＰＡ）などの既存の薬剤以外のフェニルボロン酸やホウ酸などでもエステル結合
を介して容易にかつ安定に封入可能であり、ＢＮＣＴ用薬として期待できる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
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【図１】本発明のブロック共重合体と多価金属イオン又はホウ素化合物との錯体又は複合
体の概念図。
【図２】ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳの1Ｈ－ＮＭＲスペクトル（酸性）
【図３】ＰＥＧ－ｂ－ＰＥＣＡＭＳの1Ｈ－ＮＭＲスペクトル
【図４】ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳの1Ｈ－ＮＭＲスペクトル（中性）
【図５】Ｆｅ（ＩＩ）含有ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳナノ粒子の動的光散乱の測定結果
【図６】様々なイオンを封入したキレートナノ粒子を示す図に代わる写真
【図７】様々なイオンを封入したキレートナノ粒子の１０％血清存在の存否に関わる粒径
および散乱強度測定結果
【図８】Ｍｎ（ＩＩ）、Ｚｎ（ＩＩ）封入ナノ粒子の動的光散乱の測定結果
【図９】フェニルボロン酸導入ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳの1Ｈ－ＮＭＲスペクトル
【図１０】ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳホウ素錯合体の動的光散乱の測定結果（Ｚ－Ａ（ｄ．
ｎｍ））
【図１１】ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳホウ素錯合体のＨｅｐＧ２に対する細胞毒性
【図１２】キレート高分子の担がんマウス投与による腫瘍増殖パタン
【図１３】キレート高分子の担がんマウス投与による体重変化パタン
【図１４】Ｆｅ（ＩＩ）内包ナノ粒子（Ｆｅ（ＩＩ）ＮＰ）投与群の腫瘍増殖抑制効果
【図１５】Ｆｅ（ＩＩ）内包ナノ粒子（Ｆｅ（ＩＩ）ＮＰ）投与群の体重変化パタン
【図１６】Ｆｅ（ＩＩ）内包ナノ粒子（Ｆｅ（ＩＩ）ＮＰ）投与群の生存率曲線
【図１７】キレートポリマーＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳおよびＦｅ（ＩＩ）内包ナノ粒子（
Ｆｅ（ＩＩ）ＮＰ）の細胞毒性
【図１８】過酸化水素およびＦｅ（ＩＩ）内包ナノ粒子（Ｆｅ（ＩＩ）ＮＰ）共存または
非共存下での細胞毒性
【発明の詳細な説明】
【００１５】
　〔１〕の態様の発明において、ポリ（エチレン）セグメントとポリ［ジ（カルボキシメ
チル）アミノメチルスチレン］セグメントを含んでなるブロック共重合体は、本発明の目
的上、水性媒体中で多価金属との錯体又はフェニルボロン酸とのエステルを形成し、自己
組織化によりナノ粒子を形成することができるものが好ましい。本明細書において、水性
媒体とは、水（濾過水、蒸留水、逆浸透水、イオン交換水、水道水等を包含する）、生理
食塩水、緩衝化生理食塩水、等を言う。また、ナノ粒子は、理論に拘束されるものでない
が、錯体にあっては、図１に示されるように多価金属イオンを介するキレート化によりブ
ロック共重合体が架橋し、ポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノメチルスチレン］セグメ
ントに由来する水不溶性のコアを形成し、一方、ＰＥＧは水溶性又は親水性に富んだシェ
ルを形成することにより、動的光散乱測定したとき、平均粒径が数ナノメートル～数百ナ
ノメートル、一般的には、５ｎｍ～２００ｎｍ，好ましくは、１０～１００、より好まし
くは、１５～６０を示す、高分子ミセル様粒子を意味する。フェニルボロン酸とのエステ
ルにあっては、親水性基ジ（カルボキシメチル）アミノ基が疎水性基に転化されるため、
所謂、親水性－疎水性ブロック共重合体と同様に、高分子様ミセルを形成するものと理解
されている。後者においても、平均粒径は、錯体の場合と実質的な差異はない。
【００１６】
　〔２〕の態様の発明において、式Ｉで表される共重合体も、上記〔１〕について述べた
のと同様に、水性媒体中で多価金属との錯体又はフェニルボロン酸とのエステルを形成し
、自己組織化によりナノ粒子を形成することができるものが好ましい。ナノ粒子、その他
についての説明も、上記〔１〕で述べたのと同様である。
【００１７】
　式Ｉにおいて、変動し得る基、略号、等で、ｍは、一般的には２～１０，０００の整数
、好ましくは１２～５，０００、より好ましくは１４～１，０００の整数、さらにより好
ましくは２０～４００の整数であることができ、ｎは、一般的には２～５００の整数、好
ましくは４～１００、より好ましくは６～６０の整数、さらにより好ましくは６～３０の
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整数であることができる。
【００１８】
　Ｙは、一般的には、水素、ＳＨ又はＳ（Ｃ＝Ｓ）－Ｐｈであり、本発明の目的に沿う限
り、さらには後者の２つの基から当該技術分野で周知の方法により変換される他の基若し
くは部分であることもできる。
【００１９】
　式中のジ（カルボキシメチル）アミノ基はｎの総数の中、少なくとも１、好ましくは４
、より好ましくは６、さらにより好ましくは１０個存在し、最も好ましくｎの総数の全て
が該アミノ基であり、存在しない場合には、該アミノ基は、Ｈ、ハロゲン原子またはヒド
ロキシ基であることができ、少なくとも１個上記各基もしくは各基の部分としてのアルキ
ルは、直鎖もしくは分岐鎖であることができ、限定されるものでないが、メチル、エチル
、プロピル、ｉｓｏ－プロピル、ブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ぺンチル
、ヘキシル、ヘプチル、ノニル、ウンデシル、等の中の該当するものを挙げることができ
る。
【００２０】
　式Ｉで表される共重合体は、如何なる方法により製造されたものであってもよい。しか
し、限定されるものでないが、本発明者等の開示に基づく、ＷＯ　２００９／１３３６４
７　Ａ１又はＷＯ　２０１６／０５２４６３　Ａ１に記載された、式：
【００２１】
【化３】

【００２２】
式中、Ａ、Ｌ、Ｙ、ｍ及びｎは、式Ｉについて定義したのと同義であり、Ｘはハロゲン原
子、特に、塩素、臭素、ヨウ素である
で表されるブロック共重合体（特に、Ｘが塩素である場合、以下、ＰＥＧ－ＰＣＭＳと略
記する）と式：
【００２３】
【化４】

【００２４】
で表されるイミノ二酢酸又はそのジ－Ｃ1-6アルキルエステルを、脱ハロゲン化水素剤、
有機アミン化合物、エチルジイソプロピルアミン等の存在下の非反応性有機溶媒、例えば
、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）、ジオキサン、ジメチルスルホン（ＤＭＳＯ）、等中
、室温～有機溶媒の沸点までの温度で、５～２４時間反応させることにより、後者にあっ
ては、次いで、エステルを加水分解することにより製造できる。
【００２５】
　また、別法として、ＷＯ　２００９／１３３６４７　Ａ１又はＷＯ　２０１６／０５２
４６３　Ａ１に記載される、例えばＰＥＧ－ＰＣＭＳの製造方法において、出発原料のモ
ノマーとして用いるクロロメチルスチレンに代え、ジ（カルボキシメチル）アミノメチル
スチレンを用いることにより、式Ｉの共重合体を製造することもできる。
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【００２６】
〔３〕～〔６〕の態様の発明について
　〔３〕～〔６〕に記載の錯体は、〔２〕について説明したように、図１に示されるよう
なキレート化を介して水性媒体中で平均粒径がナノメートルサイズの粒子として存在する
ものが好ましい。したがって、かようなキレート化を生じるような割合で、該共重合体と
金属イオンが含まれておれば、その割合は限定されるものでないが、しかし、該共重合体
中の総ジ（カルボキシメチル）アミノ基対金属イオンが、一般的には、４：１、好ましく
は３：１、より好ましくは２：１となるように該共重合体と金属イオンを含む。一方、複
合体は、ジ（カルボキシメチル）アミノ基対フェニルボロン酸が、それぞれ、１～２：２
～１の割合で含まれ、少なくともハーフエステル結合を形成した状態にあることが望まし
い。
【００２７】
　このような錯体は、水性媒体中で室温下、数分、例えば、５分から数時間、例えば２時
間、対応する共重合体とイオン化し得る金属化合物を混合することにより製造することが
できる。こうして得られる反応混合物は、半透膜、例えば、Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（登
録商標）　Ｄｉａｌｙｓｉｓ　Ｍｅｍｂｒａｎｅ（ｎｏｍｉｎａｌ　ｆｌａｔ　ｗｉｄｔ
ｈ＝４５ｍｍ，ｄｉａｍｅｔｅｒ＝２９ｍｍ，ｖｏｌ／ｌｅｎｇｔｈ＝６．４ｍＬ／ｃｍ
，ＭＷＣＯ＝３，５００）を用いて水に対して透析することにより、前述したような高分
子ミセル用ナノ粒子を提供できる。このようなナノ粒子は、凍結乾燥してその後に使用の
ために調製しておいてもよい。一方、エステル形成複合体は、脱水又は乾燥有機溶媒（例
えば、ＤＭＦ）中で、共重合体とフェニルボロン酸のエステル形成反応を介して調製する
ことができる。このような反応は、限定されるものでないが、室温から１００℃までの温
度で、６時間～２４時間実施すればよい。こうして得られる反応液は、前述のような半透
膜を用いて水に対して透析することにより、前述したナノ粒子として目的のエステル複合
体を提供することができる。この複合体もまた、凍結乾燥してその後に使用に備えること
ができる。
【００２８】
　〔７〕について、非特許文献１に記載されるように、フェントン反応と称し得るように
、第一鉄（Ｆｅ（ＩＩ））イオンは温和な酸化剤といえる過酸化水素（Ｈ2Ｏ2）を高反応
性であり、高細胞毒性を示すヒドロキシルラジカルに転化することが知られている。本発
明したがう、前述のような錯体であって、多価金属イオンがＦｅ（ＩＩ）であるものは、
生理学的条件下でナノ粒子として安定に存在することができる、水性環境に適合し得るた
め、フェントン反応を介して、生体内で、通常、腫瘍近傍で高発現している過酸化水素を
活性ヒドロキシルラジカル（・ＯＨラジカル）等に転化し、殺腫瘍細胞又は腫瘍増殖抑制
効果をもたらし得る。したがって、本発明によれば、〔４〕に記載の錯体であって、金属
イオンがＦｅ（ＩＩ）である錯体を有効成分として含んでなる腫瘍増殖抑制用製剤が提供
される。
【００２９】
　かような製剤は、本発明の目的に沿う限り、それ自体当該技術分野で常用されている、
キャリヤーや賦形剤を含むことができる。このようなキャリヤーとしては、滅菌水、緩衝
化滅菌水、等を挙げることができ、賦形剤としては、ポリソルベート、各種分子量のポリ
エチレングリコール、単糖類若しくは二糖類又はその還元物、マルチトール、キシリトー
ル、等を挙げることができる。このような製剤に含められる、錯体は、高分子ミセル様ナ
ノ粒子として、水に可溶化又は均質に分散し得るので、限定されるものでないが、都合よ
く、生体に非経口的、特に、静脈内に、筋肉内に、また、皮下に投与することができる。
かような投与量は、当業者、特に、専門医であれば、実験動物の試験の結果等、を考慮し
、適切に決定することができる。しかし、錯体は経口製剤に有効成分として含めることも
できる。
【００３０】
　〔８〕における、〔５〕に記載の複合体を有効成分として含んでなる、中性子捕捉療法
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で使用するための腫瘍増殖抑制用製剤も、〔７〕の錯体を有効成分として含んでなる腫瘍
増殖抑制用製剤と同様に調製及び生体に投与できる。また、生理学的水性環境下で、該複
合体もナノ粒子として安定に存在し得るので、所謂、ＥＰＲ効果を介して腫瘍組織内に滞
留し得るので、中性子捕捉療法において、著効を奏するものと推認できる。
【実施例】
【００３１】
　以下、本発明を具体例に基づきより詳細に説明するが、これらの例に本発明を限定する
ことを意図するものではない。なお、以下の実施例において、ＰＥＧ－ｂ－ポリクロロメ
チルスチレン（ＰＥＧ－ｂ－ＰＣＭＳ）は本発明らの開示に基づくＷＯ　２０１６／０５
２４６３　Ａ１の実施例に記載の方法により取得したものを使用した。したがって、後述
する共重合体の構造式は、ＰＥＧセグメントとポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノメチ
ルスチレン］（ＰＡＡＭＳ）セグメントの連結基の記載は省略されているが、より適切に
は、それらのセグメント間にパラキシリレンが存在するものと理解されたい。
【００３２】
＜実施例１＞　ポリ（エチレングリコール）－ｂ－ポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノ
メチルスチレン］（ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳ）の合成法１
【００３３】
【化５】

【００３４】
　５０ｍＬナス型フラスコにＰＥＧ－ｂ－ＰＣＭＳ（ＭＷ：ＰＥＧ：５ＫＤａ，ＣＭＳ重
合度１８）の１ｇ、イミノ二酢酸２ｇ、エチルジイソプロピルアミン３ｇ、ＤＭＦ１０ｍ
Ｌを加え、１００℃で１日反応させた。混合液をＭＷＣＯ　３，５００の透析バッグにい
れ、ｐＨ３の水に対して２４時間透析し、次いで、凍結乾燥して乾燥ポリマーを得た。図
２に得られたポリマーのＤＭＳＯ－ｄ６溶液の1Ｈ－ＮＭＲスペクトルを示す。
【００３５】
＜実施例２＞　ポリ（エチレングリコール）－ｂ－ポリ［ジ（エトキシカルボニルメチル
）アミノメチルスチレン］（ＰＥＧ－ｂ－ＰＥＣＡＭＳ）の合成
【００３６】
【化６】

【００３７】
　５０ｍＬナス型フラスコに実施例１で用いたのと同一のＰＥＧ－ｂ－ＰＣＭＳの２ｇ、
イミノ二酢酸ジエチル５ｇ、ＤＭＦ１０ｍＬを加え、５０℃Ｃで１日反応させた。混合液
を５００ｍＬの冷２－プロパノールに沈殿させ、ろ過後減圧乾燥を行い、ポリマーを得た
。図３に得られたポリマーのＤＭＳＯ－ｄ６溶液の1Ｈ－ＮＭＲスペクトルを示す。
【００３８】
＜実施例３＞　ポリ（エチレングリコール）－ｂ－ポリ［ジ（カルボキシメチル）アミノ
メチルスチレン］（ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳ）の合成法２
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　５０ｍＬナス型フラスコにＰＥＧ－ｂ－ＰＥＣＡＭＳの７００ｍｇをＤＭＦ２０ｍＬに
溶解させ、水酸化ナトリウム０．５ｇ、水１０ｍＬを加えて室温で４日間反応させた。反
応混合物を上記と同様に水に対して透析後、凍結乾燥によってポリマーを得た。図４に得
られたポリマーのＤＭＳＯ－ｄ６溶液の1Ｈ－ＮＭＲスペクトルを示す。
【００３９】
＜実施例４＞　Ｆｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子の作製
　実施例３で合成したＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳの５０ｍｇおよびＦｅＣｌ2の１２ｍｇを
１０ｍＬの水に溶解させ、１０分間攪拌し、上記と同様に水に対して透析を行った。図５
に動的光散乱測定結果を示す。粒径５７ｎｍの粒子が得られた。
【００４０】
＜実施例５＞　種々イオンによるナノ粒子の作製
　Ｇａ（ＩＩＩ）、Ｉｎ（ＩＩＩ）、Ｇｄ（ＩＩＩ）、Ｃｕ（ＩＩ）、Ｆｅ（ＩＩ）、Ｆ
ｅ（ＩＩＩ）に対するＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳの複合ナノ粒子化を行った（ＰＥＧ－ｂ－
ＰＡＡＭＳ：金属イオン塩化物２０ｍＭ、金属イオン：キレート分子＝２：１で混合後３
７℃で１時間攪拌し、上記と同様に水に対して透析を行った。）。図６に得られた溶液の
写真を示す。
【００４１】
　サイズ、イオン封入量及び封入率は、次のとおりである。
【００４２】
【表１】

【００４３】
＜実施例６＞　金属イオン封入の安定性
　実施例５で作製した金属イオン内封ナノ粒子（Ｉｎ（ＩＩＩ）、Ｆｅ（ＩＩＩ）を除く
）の安定性を１０％血清存在下で２日間攪拌し。動的光散乱測定を行ったところ、血清存
在下でも粒径は殆ど変化せず、散乱強度の低下もみられなく、極めて安定であった（図７
参照）。
【００４４】
＜実施例７＞　Ｍｎ（ＩＩ）、Ｚｎ（ＩＩ）の封入
　実施例５で行ったと同様の方法で金属イオンをＭｎ（ＩＩ）、Ｚｎ（ＩＩ）で行ったと
ころ、粒径４５－５０ｎｍの金属内包粒子が得られた（図８参照）。
【００４５】
＜実施例８＞　ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳホウ素錯合体（又は複合体）の作製
　ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳの１００ｍｇ、フェニルボロン酸１００ｍｇ、活性化したモレ
キュラーシーブ１００ｍｇ、脱水ＤＭＦ１０ｍＬを３０ｍＬフラスコにとり、８０℃、１
日反応させた。反応後モレキュラーシーブをろ別し、ろ液をＳｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（登
録商標）　Ｄｉａｌｙｓｉｓ　Ｍｅｍｂｒａｎｅ（ｎｏｍｉｎａｌ　ｆｌａｔ　ｗｉｄｔ
ｈ＝４５ｍｍ，ｄｉａｍｅｔｅｒ＝２９ｍｍ，ｖｏｌ／ｌｅｎｇｔｈ＝６．４ｍＬ／ｃｍ
，ＭＷＣＯ＝３，５００）の透析バッグにいれ、水に対して透析したのち凍結乾燥した。
収量７５ｍｇ。得られたポリマーの1Ｈ－ＮＭＲを図９に示す。２ｍｇ／ｍＬ水溶液を作
製し、ＩＰＣ－ＭＳによりホウ素濃度を測定したところ５００ｐｐｍであった。動的光散
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乱測定によりこのポリマーは水中で会合しており、３７ｎｍの粒径であった（図１０参照
）。
【００４６】
＜実施例９＞　ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳホウ素錯合体の細胞毒性
　９６穴プレートに１ｘ１０4のＨｅｐＧ２細胞を播種し、０．５ｍｇ／ｍＬ及び１．０
ｍｇ／ｍＬとなるようＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳホウ素錯合体を添加し、２４時間インキュ
ベートした後ＥＳＴ溶液を添加、２時間後に４５０ｎｍのＵＶ吸収を測定しコントロール
と比較したところいずれも８０％以上の生存率を確認した（図１１参照）。
【００４７】
＜実施例１０＞　キレートポリマー（ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳ）およびそのエステル体（
ＰＥＧ－ｂ－ＰＥＣＡＭＳ）の毒性、抗腫瘍特性

　サンプル群（１群６匹）：
　１　ＰＢＳ
　２　実施例１で作製したポリマー（ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳ）のＰＢＳ溶液（２５ｍｇ
　　　／ｍＬ）
　３　実施例２で作製したポリマー（ＰＥＧ－ｂ－ＰＥＣＡＭＳ）のＤＭＳＯ溶液をＰＢ
　　　Ｓに対して透析した溶液（２５ｍｇ／ｍＬ）
【００４８】
　Ｂａｌｂ／Ｃマウス皮下に１ｘ１０6個のＣｏｌｏｎ－２６細胞を投与し７日後に上記
サンプルを１００μＬ尾静注した（１００ｍｂ／Ｋｇ－ＢＷ，０，３，６日と三回投与）
。体重増加および腫瘍成長とも３つの投与群で有意な差が見られず、本キレート剤投与に
より強い毒性は見られなかったものの、抗腫瘍活性は見られなかった（図１２，１３参照
）。
【００４９】
＜実施例１１＞　Ｆｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子の抗腫瘍活性
　Ｂａｌｂ／Ｃマウス皮下に１ｘ１０6個のＣｏｌｏｎ－２６細胞を投与し７日後に実施
例４で作製したＦｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子を尾静脈から投与した（７．７５ｍｇ／ｍＬ，
１００μＬ，３１ｍｇ／Ｋｇ－ＢＷ，０，３，６日三回投与）。Ｆｅ（ＩＩ）を有する粒
子は有意に腫瘍増殖抑制効果を示し、顕著な体重減少を示さなかった（図１４，１５参照
）。また、コントロールに対して高い延命効果を示した（図１６参照）。
【００５０】
＜実施例１２＞　Ｆｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子の細胞毒性
９６穴マイクロプレートに１０4／ウェルのＨｅＬａ細胞を播種し、２４時間培養した後
、培養液を除き、下記試料を加え、２４時間培養した。その後ＷＳＴ測定により細胞生存
率を求めた。図１７に示すようにこの条件下ではポリマーおよびＦｅ（ＩＩ）含有ナノ粒
子も全く細胞毒性を示さないことが確認された。

試料
１　ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳ（１０ｍｇ／ｍＬ、１００ｍｇ／ｍＬ溶液を血清で１０倍希
　　釈）
２　ＰＥＧ－ｂ－ＰＡＡＭＳ（５ｍｇ／ｍＬ、１００ｍｇ／ｍＬ溶液を血清で２０倍希釈
　　）
３　実施例１１で用いたＦｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子（１．５５ｍｇ／ｍＬ、上記動物実験
　　で使用した溶液を血清で５倍希釈）
【００５１】
＜実施例１３＞　フェントン（Ｆｅｎｔｏｎ）反応によるＦｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子の細
胞毒性
　９６穴マイクロプレートに１０4／ウェルのＨｅＬａ細胞を播種し、２４時間培養した
後、培養液を除き、下記試料を加え、２４時間培養した。その後ＷＳＴ測定により細胞生
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存率を求めた。図１８に示すようにＨ2Ｏ2単独では３ｘ１０3ｍｏｌ／Ｌ下で全く細胞毒
性を示さないのに対し、Ｆｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子共存下で著しい細胞毒性を示し、効果
を示した。共存試験ではＦｅ（ＩＩ）含有ナノ粒子（１．５５ｍｇ／ｍＬ、上記動物実験
で使用した溶液を血清で５倍希釈）
【産業上の利用可能性】
【００５２】
　本発明のブロック共重合体は、多価金属イオン又はホウ素化合物と生理的条件下で安定
なナノ粒子として錯体又は複合体を提供でき、また、かようなナノ粒子は腫瘍増殖抑制効
果を示す。したがって、本発明は医用分野で利用可能である。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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【図１０】
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(14) JP 2017-226735 A 2017.12.28

【図１２】 【図１３】
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【図１８】
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