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(57)【要約】
　本願に開示される主題は、光応答性化合物及びその使用方法を提供する。光応答性化合
物は、光解離性分子と、当該光解離性分子に付加される蛍光体を含む。更に、本願に開示
される主題は、赤血球を用いて光応答性化合物を送達する、疾患の治療のための薬剤送達
システムに関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　光解離性分子と、当該光解離性分子に付加される第１の活性剤とを含み、ここで、
　前記第１の活性剤は、蛍光体を含み；
　当該化合物が光に曝露されるとき、前記第１の活性剤と前記光解離性分子との少なくと
も１つの結合が破壊される、化合物。
【請求項２】
　前記光解離性分子が、コバラミン又はその誘導体若しくは類縁体である請求項１に記載
の化合物。
【請求項３】
　前記光解離性分子が、アルキルコバラミンである請求項１又は２に記載の化合物。
【請求項４】
　第２の活性剤を更に含む請求項１～３のいずれか１つに記載の化合物。
【請求項５】
　前記第２の活性剤が、生物活性剤を含む請求項４に記載の化合物。
【請求項６】
　前記第２の活性剤が、第２の蛍光体を含む請求項４に記載の化合物。
【請求項７】
　前記第２の活性剤が、酵素、有機触媒、リボザイム、有機金属、タンパク質、糖タンパ
ク質、ペプチド、ポリアミノ酸、抗体、核酸、ステロイド、抗生物質、抗ウイルス剤、抗
真菌剤、抗がん剤、抗糖尿病剤、鎮痛剤、抗拒絶剤、免疫抑制剤、サイトカイン、炭水化
物、撥油性物質、脂質、細胞外マトリクス、脱灰した骨基質、医薬、化学療法剤、細胞、
ウイルス、ウイルスベクター及びプリオンから選択される請求項４に記載の化合物。
【請求項８】
　前記第２の活性剤が、抗関節リウマチ薬を含む請求項４に記載の化合物。
【請求項９】
　前記蛍光体が、コバラミンのコバルト中心及びコバラミンのリボース5’-OHの少なくと
も一方に付加されている請求項１～８のいずれか１つに記載の化合物。
【請求項１０】
　前記光解離性分子と前記第１の活性剤との間に配置されたリンカーを更に含む請求項１
～９のいずれか１つに記載の化合物。
【請求項１１】
　前記リンカーが、アルキル、アリール、アミノ、チオエーテル、カルボキサミド、エス
テル、エーテル又はそれらの組合せを含む請求項１０に記載の化合物。
【請求項１２】
　前記リンカーが、プロピルアミン、エチレンジアミン若しくはそれらの組合せ又はそれ
らの誘導体を含む請求項１０に記載の化合物。
【請求項１３】
　前記光解離性分子と前記第２の活性剤との間に配置されたリンカーを更に含む請求項１
～１２のいずれか１つに記載の化合物。
【請求項１４】
　前記光が、約500 nm～約1000 nmの波長を含む請求項１～１３のいずれか１つに記載の
化合物。
【請求項１５】
　前記光が、約1000 nm～約1300 nmの波長を含む請求項１～１４のいずれか１つに記載の
化合物。
【請求項１６】
医薬的に許容される担体を更に含む請求項１～１５のいずれか１つに記載の化合物。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか１つに記載の化合物の有効量を対象の投与部位に投与するこ
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と；及び
　次いで前記投与部位を光に曝露すること
を含む疾患の治療方法。
【請求項１８】
　前記光解離性分子が、コバラミンである請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　コバラミンが、アルキルコバラミンである請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記化合物が、第２の活性剤を更に含む請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記第２の活性剤が、生物活性剤である請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　前記第２の活性剤が、第２の蛍光体を含む請求項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　前記第２の活性剤が、酵素、有機触媒、リボザイム、有機金属、タンパク質、糖タンパ
ク質、ペプチド、ポリアミノ酸、抗体、核酸、ステロイド、抗生物質、抗ウイルス剤、抗
真菌剤、抗がん剤、抗糖尿病剤、鎮痛剤、抗拒絶剤、免疫抑制剤、サイトカイン、炭水化
物、撥油性物質、脂質、細胞外マトリクス、脱灰した骨基質、医薬、化学療法剤、細胞、
ウイルス、ウイルスベクター及びプリオンから選択される請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　前記蛍光体が、コバラミンのコバルト中心及びコバラミンのリボース5’-OHの少なくと
も一方に付加されている請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　前記化合物が、前記コバラミンと前記第１の活性剤との間に配置されたリンカーを更に
含む請求項１７に記載の方法。
【請求項２６】
　前記リンカーが、アルキル、アリール、アミノ、チオエーテル、カルボキサミド、エス
テル、エーテル又はそれらの組合せである請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記リンカーが、プロピルアミン、エチレンジアミン若しくはそれらの組合せ又はそれ
らの誘導体である請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記光が、約500 nm～約1000 nmの波長を含む請求項１７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記光が、約1000 nm～約1300 nmの波長を含む請求項１７に記載の方法。
【請求項３０】
　前記投与部位が、腫瘍自体、腫瘍内又は腫瘍近傍である請求項１７に記載の方法。
【請求項３１】
　前記疾患が、関節リウマチである請求項１７に記載の方法。
【請求項３２】
　前記疾患が、がんである請求項１７に記載の方法。
【請求項３３】
　前記疾患が、糖尿病である請求項１７に記載の方法。
【請求項３４】
　前記化合物が、経口投与、経皮投与、吸入、鼻内投与、局所投与、膣内投与、点眼、耳
内投与、脳内投与、直腸投与、非経口投与、静脈内投与、動脈内投与、筋肉内投与、皮下
投与及びそれらの組合せの少なくとも１つによって投与される請求項１７～３３のいずれ
か１つに記載の方法。
【請求項３５】
　光解離性分子、生物活性剤及び脂質を含み、ここで、
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　前記生物活性剤及び前記脂質は、前記光解離性分子に付加されている、化合物。
【請求項３６】
　前記光解離性分子に付加される蛍光体を更に含む請求項３５に記載の化合物。
【請求項３７】
　前記光解離性分子が、コバラミンである請求項３６に記載の化合物。
【請求項３８】
　少なくとも１つの膜層と請求項３５に記載の化合物とを含み、ここで、
　前記請求項３５に記載の化合物は、前記少なくとも１つの膜層に組み込まれている、細
胞の膜。
【請求項３９】
　前記少なくとも１つの膜層に組み込まれている蛍光体を更に含む請求項３８に記載の細
胞の膜。
【請求項４０】
　前記膜が、赤血球の膜である請求項３８に記載の細胞の膜。
【請求項４１】
　赤血球と、光解離性分子及び生物活性剤を含む第１の化合物と、脂質とを含み、ここで
、
　前記生物活性剤及び前記脂質が、前記光解離性分子に付加されており、
　前記化合物が、赤血球の細胞の膜に組み込まれている、薬剤送達システム。
【請求項４２】
　前記化合物が、蛍光体を更に含む請求項４１に記載の薬剤送達システム。
【請求項４３】
　請求項３８に記載の細胞の膜又は請求項４１に記載の薬剤送達システムのいずれか１つ
を対象の投与部位に投与すること；及び
　次いで前記対象を光に曝露すること
を含む疾患の治療方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2013年4月8日に提出された米国仮特許出願番号61/809,695 (その開示全体が参
照により本明細書に組み込まれる)の優先権を主張する。
【０００２】
米国政府の権益
　本願に開示される主題は、米国国立衛生研究所による助成第CA079954号の下、米国政府
の支援でなされたものである。米国政府は、本願に開示される主題に関して一定の権利を
有する。
【０００３】
技術分野
　本願に開示される主題は、光応答性(photo-responsive)化合物に関する。具体的には、
本願に開示される主題は、光応答性のコバラミン及びその使用方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
背景
　光応答性化合物は、生化学的及び生物学的プロセスの時空的制御のための並外れて強力
なツールとして注目されている。機序的には、光は、結合の開裂を媒介するために用いら
れ、結合の開裂により不活性な剤(化合物)から生物学的に活性な剤への変換が開始される
(Lee, H. M.ら, 2009;  Brieke, C.ら, 2012.  Klan, P.ら, 2013)。光応答性試薬が細胞
内の生化学的経路を操作するために用いられており、光感受性ナノ粒子が細胞毒性剤を部
位選択的に送達するために用いられているが、光活性化に必要とされる波長が短い(<450 
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nm)ために、いずれもその可能性には限界がある。短波長は、生体に損傷を負わせ、特定
の組織に吸収されない波長域(optical window of certain tissues)(例えば600～1300 nm
)の恩恵を受けることができない(Tromberg, B. J.ら, 2000)。更に、現行の化合物の光分
解のために利用可能な波長域の狭さが、異なった波長でオルソゴナルに活性化できる光応
答性種のファミリーを設計する可能性を制限している(Goguen, B. N.ら, 2011; Hagen, V
.ら, 2005; Kantevari, S.ら, 2010; Menge, C.ら, 2011; Priestman, M. A.ら, 2011)。
【０００５】
　１つの代替法として、現行の技術は、二光子技術の光を利用する。二光子の光によって
活性化された物質は、長波長の可視/近赤外(IR)領域に十分に含まれる波長によって活性
化されてきた。しかしながら、生物学的に有用な二光子吸収剤は利用可能ではない(Bort,
 G.ら, 2013)。更に、二光子の光は、生物学的な応用のために常に理想的であるというわ
けではない。それゆえ、改良された光応答性化合物のニーズが残されている。
【０００６】
簡単な要約
　この要約は、本願に開示される主題のいくつかの実施態様を記載し、多くの場合、これ
らの実施態様の変形及び置換を挙げている。この要約は、数々の様々な実施態様の例示に
過ぎない。所与の実施態様についての１又はそれより多くの代表的特徴に関する言及も同
様に例示である。このような実施態様は、典型的には、言及された特徴を伴っていてもよ
いし、伴っていなくてもよい；同様に、これらの特徴は、この要約に列挙されているか否
かを問わず、本願に開示される主題のその他の実施態様に適用してもよい。冗長な繰り返
しを避けるために、この要約は、特徴の可能な組合せの全てを列挙又は示唆することはし
ない。
【０００７】
　本願に開示される主題は、光解離性(photolabile)分子と、該光解離性分子に付加され
る第１の活性剤(agent)を含み、ここで、第１の活性剤は、蛍光体を含む、化合物を提供
する。いくつかの実施態様において、第１の活性剤と光解離性分子との少なくとも１つの
結合は、化合物が光に曝露されるとき、破壊され、及び/又は開裂する。
　いくつかの実施態様において、化合物の光解離性分子はコバラミン又はその誘導体若し
くは類縁体である。いくつかの実施態様において、光解離性分子は、アルキルコバラミン
である。
　いくつかの実施態様において、化合物は、第２の活性剤を含む。特定の実施態様におい
て、第２の活性剤は、生物活性剤を含む。いくつかの実施態様において、第２の活性剤は
、第２の蛍光体を含む。
　いくつかの実施態様において、第２の活性剤は、酵素、有機触媒、リボザイム、有機金
属、タンパク質、糖タンパク質、ペプチド、ポリアミノ酸、抗体、核酸、ステロイド、抗
生物質、抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗がん剤、抗糖尿病剤、鎮痛剤、抗拒絶剤(antirejec
tion agent)、免疫抑制剤、サイトカイン、炭水化物、撥油性物質、脂質、細胞外マトリ
クス、脱灰した骨基質、医薬、化学療法剤、細胞、ウイルス、ウイルスベクター、プリオ
ン及び/又はそれらの組合せから選択される。特定の実施態様において、第２の活性剤は
、抗関節リウマチ薬である。
【０００８】
　本開示のいくつかの実施態様において、化合物の蛍光体は、コバラミンのコバルト及び
コバラミンのリボース5’-OHの少なくとも一方に付加されている。
【０００９】
　更に、本開示のいくつかの実施態様においては、光解離性分子と第１の活性剤との間に
配置されたリンカーが提供される。いくつかの実施態様において、リンカーは、アルキル
、アリール、アミノ、チオエーテル、カルボキサミド、エステル、エーテル又はそれらの
組合せを含む。更に、いくつかの実施態様において、リンカーは、プロピルアミン、エチ
レンジアミン若しくはそれらの組合せ又はそれらの誘導体を含む。
【００１０】
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　いくつかの実施態様において、本開示は、光解離性分子と第２の活性剤との間に配置さ
れたリンカーを提供する。
　本願に開示される主題は、いくつかの実施態様において、約500 nm～約1000 nm波長を
含む光を更に提供する。いくつかの実施態様において、光は、約1000 nm～約1300 nmの波
長を含む。いくつかの実施態様において、光は、約500～約1300 nmの波長を含む。
【００１１】
　いくつかの実施態様において、本願に開示される化合物は、医薬的に許容される担体を
更に含む。
　更に、本開示のいくつかの実施態様において提供されるのは、疾患の治療方法である。
方法は、本願の開示による化合物の有効量を対象の投与部位に投与する工程と、次いで投
与部位を光に曝露する工程とを含む。いくつかの実施態様において、この方法は、光解離
性分子としてコバラミンを含む化合物を投与することを含む。いくつかの実施態様におい
て、コバラミンは、アルキルコバラミンである。
【００１２】
　いくつかの実施態様において更に提供されるのは、第２の活性剤を更に含む化合物を投
与することを含む方法である。いくつかの実施態様において、第２の活性剤は、生物活性
剤である。いくつかの実施態様において、第２の活性剤は、第２の蛍光体を含む。いくつ
かの実施態様において、第２の活性剤は、酵素、有機触媒、リボザイム、有機金属、タン
パク質、糖タンパク質、ペプチド、ポリアミノ酸、抗体、核酸、ステロイド、抗生物質、
抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗がん剤、抗糖尿病剤、鎮痛剤、抗拒絶剤、免疫抑制剤、サイ
トカイン、炭水化物、撥油性物質、脂質、細胞外マトリクス、脱灰した骨基質、医薬、化
学療法剤、細胞、ウイルス、ウイルスベクター、プリオン及び/又はそれらの組合せから
選択される。
【００１３】
　いくつかの実施態様において、本願に開示される主題は、上記の方法において用いられ
る蛍光体が、コバラミンのコバルト中心若しくはコバラミンのリボース5’-OH又はそれら
の組合せに付加されている態様を提供する。
　更に、開示される方法のいくつかの実施態様において、化合物は、コバラミンと第１の
活性剤との間に配置されたリンカーを含む。いくつかの実施態様において、リンカーは、
アルキル、アリール、アミノ、チオエーテル、カルボキサミド、エステル、エーテル又は
それらの組合せを含む。いくつかの実施態様において、リンカーは、プロピルアミン、エ
チレンジアミン若しくはそれらの組合せ又はそれらの誘導体を含む。
【００１４】
　本開示の方法のいくつかの実施態様において、光は、約500 nm～約1000 nmの波長を含
む。いくつかの実施態様において、光の波長は、約1000 nm～約1300 nmである。いくつか
の実施態様において、光の波長は、約600 nm～約900 nmである。
【００１５】
　いくつかの実施態様において、本開示は、投与部位が腫瘍自体、腫瘍内又は腫瘍近傍で
ある態様を提供する。いくつかの実施態様において、治療される疾患の非限定的な例は、
関節リウマチ、がん及び糖尿病の少なくとも１つを含む。
【００１６】
　いくつかの実施態様において、本開示は、経口投与、経皮投与、吸入、鼻内投与、局所
投与、膣内投与、点眼、耳内投与、脳内投与、直腸投与、非経口投与、静脈内投与、動脈
内投与、筋肉内投与、皮下投与及びそれらの組合せによって、化合物を投与することを含
む方法を提供する。
【００１７】
　いくつかの実施態様において更に提供されるのは、光解離性分子、生物活性剤及び脂質
を含み、生物活性剤及び脂質が光解離性分子に付加される化合物である。いくつかの実施
態様において、化合物は、光解離性分子に付加される蛍光体を更に含む。いくつかの実施
態様において、光解離性分子は、コバラミンである。
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【００１８】
　更に、本開示は、細胞の膜を提供する。細胞の膜は、少なくとも１つの膜層と、少なく
とも１つの膜層に組み込まれた少なくとも１つの本開示による化合物とを含む。いくつか
の実施態様において、細胞の膜は、少なくとも１つの膜層に組み込まれた蛍光体を更に含
む。いくつかの実施態様において、細胞の膜は、赤血球の膜である。
【００１９】
　本願に開示される主題のいくつかの実施態様においては、薬剤送達システムが提供され
る。薬剤送達システムは、赤血球と、光解離性分子、生物活性剤及び/又は脂質を含む第
１の化合物とを含み、生物活性剤及び脂質は光解離性分子に付加されている。いくつかの
実施態様において、化合物は、赤血球細胞の膜に組み込まれている。いくつかの実施態様
において、薬剤送達システムの化合物は、少なくとも１つの蛍光体を更に含む。
【００２０】
　本開示のいくつかの実施態様においては、疾患の治療方法が提供される。この方法は、
本明細書に記載される化合物、細胞の膜及び薬剤送達システムのうちの少なくとも１つを
対象の投与部位に投与すること；及び次いで対象及び/又は投与部位を、本明細書に記載
される特定の波長を有する光に曝露することを含む。
【００２１】
　いくつかの実施態様において、本開示は、光解離性分子に付加される第１の活性剤を含
む化合物を対象に投与することを含み、ここで、第１の活性剤と光解離性分子との間の少
なくとも１つの結合は、化合物が第１の波長を有する光に曝露されるときに破壊され、更
に、第１の活性剤と光解離性分子との間の少なくとも１つの更なる結合は、化合物が第２
の波長を有する光に曝露されるときに破壊される、疾患の治療方法を提供する。開示され
る方法のいくつかの実施態様において、化合物は、蛍光体、酵素、有機触媒、リボザイム
、有機金属、タンパク質、糖タンパク質、ペプチド、ポリアミノ酸、抗体、核酸、ステロ
イド、抗生物質、抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗がん剤、抗糖尿病剤、鎮痛剤、抗拒絶剤、
免疫抑制剤、サイトカイン、炭水化物、撥油性物質、脂質、細胞外マトリクス若しくはそ
れらの組合せ、脱灰した骨基質、医薬、化学療法剤、細胞、ウイルス、ウイルスベクター
、プリオン及び/又はそれらの組合せから選択される第２の活性剤も含む。特定の実施態
様において、第２の活性剤は、光解離性分子に付加されていてもよい。更に、いくつかの
実施態様において、第２の活性剤と光解離性分子との間の少なくとも１つの結合は、化合
物が第１の波長を含む光に曝露されるときに破壊され、及び/又は第２の活性剤と光解離
性分子との少なくとも１つの結合は、化合物が第２の波長を含む光に曝露されるときに破
壊される。開示される方法のいくつかの実施態様において、光は、約500 nm～約1300 nm
；約500 nm～約1000 nm；及び/又は約1000 nm～約1300 nmの第１及び/又は第２の波長を
含む。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】光分解時間に応じたコバラミン-コンジュゲート画分(Xi)のグラフを表す。546 
± 10 nmバンドパスフィルターを用いたCbl-1 (10μM、四角)及びCbl-2 (10μM、円)の光
分解(Xeフラッシュランプ)。
【図２】光分解波長に応じた混合物中コバラミン-コンジュゲートの光分解収量の観点か
ら、４つのコバラミン-コンジュゲートの順次的かつ選択的な光分解を示す。順次的な照
射[(a) 777 nm→(b) 700 nm→(c) 646 nm→(d) 546 nm]は、それぞれCbl-5、Cbl-6、Cbl-
3及びCbl-1を順次光分解する。
【図３】区画化収容のスキーム図を示す。Cbl-7のコバラミンは、ミトコンドリアを標的
とする薬剤であるBODIPY(登録商標) 650をエンドソームに留めている(光分解前)。650 nm
の照射は、Co- BODIPY(登録商標) 650リンカーを開裂させ、細胞毒性のBODIPY(登録商標)
 650をエンドソームから逃がし(光分解後)、ミトコンドリアに蓄積する(光分解後)。
【図４】HeLa細胞において赤色光で誘導されたBODIPY(登録商標) 650の転移を示す。(a)
は、光分解前のCbl-7を示す。(b)は、エンドソームマーカーであるローダミンB-デキスト
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ランを示す。(c)は、(a)及び(b)の重合せを示す。(d)は、光分解後のCbl-7を示す。(e)は
、ミトコンドリアマーカーであるMitoTracker(登録商標) Greenを示す。(f)は、(d)及び(
e)の重合せを示す。送信されたイメージに基づいて、(a)、(b)及び(c)においてHeLa細胞
の外縁を示す。
【図５】アルキルコバラミン及びアルキルコバラミン-蛍光体コンジュゲートの構造を説
明する。
【図６】コバラミン-TAMRAコンジュゲート(Cbl-1)の構造(スキームS1)を示す。
【図７】β-(3-アセトアミドプロピル)コバラミン(Cbl-2)の合成(スキームS2)を説明する
。
【図８】コバラミン-蛍光体コンジュゲート(Cbl-3、Cbl-4、Cbl-5、Cbl-6及びCbl-7)の一
般的な合成(スキームS3)を説明する。
【図９】SulfoCy5 (カルボン酸)及びBODIPY(登録商標) 650 (カルボン酸)の構造(スキー
ムS4)を示す。
【図１０】補酵素B12-TAMRAコンジュゲート(AdoCbl-1)の合成(スキームS5)を説明する。
【図１１】補酵素B12-蛍光体コンジュゲート(AdoCbl-2、AdoCbl-3及びAdoCbl-4)の一般的
な合成(スキームS6)を説明する。
【図１２】コバラミン-蛍光体コンジュゲート(Cbl-1、Cbl-3、Cbl-4、Cbl-5、Cbl-6及びC
bl-7)の一般的な光分解(スキームS7)を説明する。
【図１３】スキームS8を説明する。AdoCbl-蛍光体コンジュゲート(AdoCbl-1、AdoCbl-2、
AdoCbl-3及びAdoCbl-4)の光分解により、ヒドロキソコバラミン-蛍光体(B12a-蛍光体)コ
ンジュゲート並びにアデノシン-1及びアデノシン-2が生じる。
【図１４】Xeフラッシュランプを546 ± 10 nmで用いるMeCbl (10μM、四角)からヒドロ
キソコバラミン(円)への光により誘導された変換を説明する。データは、３回の独立した
アッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図１５】Xeフラッシュランプを546 ± 10 nmで用いるCbl-1 (10μM、四角)からヒドロ
キソコバラミン(円)への光により誘導された変換を説明するグラフである。データは、３
回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図１６】Xeフラッシュランプを546 ± 10 nmで用いるβ-(3-アセトアミドプロピル)コ
バラミン(Cbl-2、10μM、四角)からヒドロキソコバラミン(円)への光により誘導された変
換を説明するグラフである。データは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均と
して表す。
【図１７】Xeフラッシュランプを646 ± 10 nmで用いるCbl-3 (10μM、四角)からヒドロ
キソコバラミン(円)への光により誘導された変換を説明するグラフである。データは、３
回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図１８】Xeフラッシュランプを730 ± 10 nmで用いるCbl-4 (10μM、四角)からヒドロ
キソコバラミン(円)への光により誘導された変換を説明するグラフである。データは、３
回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図１９】Xeフラッシュを780 ± 10 nmで用いるCbl-5 (10μM、四角)からヒドロキソコ
バラミン(円)への光により誘導された変換を説明するグラフである。データは、３回の独
立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図２０】分光蛍光計を用いての、546 nmにおける励起及び580 nmにおける蛍光発光のモ
ニタリングによる、光分解されたCbl-1 (1μM)の蛍光増大を示すグラフである。データは
、３回の独立したアッセイの平均として表す。
【図２１】４つの異なる波長(546 nmで5分間、646 nmで5分間、727 nmで20分間及び777で
10分間)にチューニングされた分光蛍光計を用いての、光分解されたCbl-1 (1μM)の蛍光
増大を示す棒グラフである。データは３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均とし
て表す。
【図２２】分光蛍光計を用いての、646 nmにおける励起及び662 nmにおける蛍光発光のモ
ニタリングによる、光分解されたCbl-3 (1μM)の蛍光増大を示すグラフである。データは
、３回の独立したアッセイの平均として表す。
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【図２３】４つの異なる波長(546 nmで5分間、646 nmで5分間、727 nmで20分間及び777で
10分間)にチューニングされた分光蛍光計を用いての、光分解されたCbl-3 (1μM)の蛍光
増大を示す。データは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図２４】分光蛍光計を用いての、727 nmにおける励起及び752 nmにおける蛍光発光のモ
ニタリングによる、光分解されたCbl-4 (1μM)の蛍光増大を示す。データは、３回の独立
したアッセイの平均として表す。
【図２５】４つの異なる波長(546 nmで5分間、646 nmで5分間、727 nmで20分間及び777で
10分間)にチューニングされた分光蛍光計を用いての、光分解されたCbl-4 (1μM)の蛍光
増大を示す。データは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図２６】分光蛍光計を用いての、777 nmにおける励起及び794 nmにおける蛍光発光によ
る、光分解されたCbl-5 (20μM)の蛍光増大を示す。データは、３回の独立したアッセイ
の平均として表す。
【図２７】４つの異なる波長(546 nmで5分間、646 nmで5分間、727 nmで20分間及び777で
10分間)にチューニングされた分光蛍光計を用いての、光分解されたCbl-5 (20μM)の蛍光
増大を示す。データは３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図２８】Cbl-1、Cbl-3、Cbl-4、Cbl-5及びCbl-6の吸収スペクトルを示す。
【図２９】分光蛍光計を用いての、700 nmにおける励起及び715 nmにおける蛍光発光のモ
ニタリングによる光分解されたCbl-6 (1μM)の蛍光増大を示す。データは、３回の独立し
たアッセイの平均として表す。
【図３０】４つの異なる波長(546 nmで5分間、646 nmで5分間、710 nmで3分間及び777で1
0分間)にチューニングされた分光蛍光計を用いての、光分解されたCbl-6 (1μM)の蛍光増
大を示す。データは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図３１】Cbl-5、Cbl-6、Cbl-3及びCbl-1 (それぞれ25 nM)の混合物の順次的な光分解を
示す。波長[777 nmで3分間(Cbl-5)、700 nmで3分間(Cbl-6)、650 nmで3分間(Cbl-3)及び5
46 nmで3分間(Cbl-1)]への順次的な曝露に起因する蛍光増大と光分解コントロール溶液(5
46 nmで25分間)の蛍光増大とを比較することによって、光分解比を測定した。
【図３２】Xeフラッシュランプを546 ± 10 nmで用いる、AdoCbl (10μM、四角)からヒド
ロキソコバラミン(円)への光によって誘導された変換を示す。データは、３回の独立した
アッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図３３】Xeフラッシュランプを546 ± 10 nmで用いる、AdoCbl-1 (10μM、四角)からヒ
ドロキソコバラミン-TAMRAコンジュゲート(円)への光によって誘導された変換を示す。デ
ータは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図３４】Xeフラッシュランプを546 ± 10 nmで用いる、AdoCbl (10μM、円)及びAdoCbl
-1 (10μM、四角)の光分解を示す。データは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う
平均として表す。
【図３５】分光蛍光計を用いての、646 nmにおける励起及び660 nmにおける蛍光発光のモ
ニタリングによる、光分解されたCbl-7溶液(100 nM)の蛍光増大を示す。データは、３回
の独立したアッセイの平均として表す。
【図３６】４つの異なる波長(546 nmで5分間、646 nmで5分間、727 nmで20分間及び777で
10分間)にチューニングされた分光蛍光計を用いての、光分解されたCbl-7溶液(100 nM)の
蛍光増大を示す。データは、３回の独立したアッセイの標準誤差を伴う平均として表す。
【図３７】650 nmにおける光分解時のHeLa細胞中におけるCbl-7の蛍光増大を示す。(a) 0
分 (b) 5分 (c) 10分 (d) 15分。イメージング及び光分解は、Cy5フィルターキューブを
備えたOlympus IX-81 widefield蛍光顕微鏡を用いて行った。
【図３８】Cy5フィルターキューブを用いてイメージングされた、Cbl-7を積んだHeLa細胞
の蛍光増大を時間ごとに示す。
【図３９】暗中でのインキュベーション(5h)時に、HeLa細胞のCbl-7がエンドソームに保
持されていることを示す。(a) Cbl-7 (500 nM; ex/em 650/665 nm) (b) エンドソームマ
ーカーであるローダミンB-デキストラン (1 mg/mL; ex/em 570/590 nm) (c) (a)及び(b)
の重合せ。Mander係数 = 0.81。
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【図４０】光応答性剤の３つの代表例を説明する：コフィリン(3)、光活性化されたプロ
テインキナーゼC (PKC)のセンサー(4)及び天然物であるポナステロン(5)。
【図４１】有機コバラミンの光分解を説明する。光感受性の補酵素B12 (6;ここで、R = 5
’-デオキシアデノシル又はH)において、Co3+ -アルキル結合の溶血性の開裂を光によっ
て誘導し、Cbl (Co+2) 7及びアルキルラジカル8産物を最初に得ることを含む(スキーム1)
。
【図４２】付加される蛍光体の励起波長での光分解を受けたCbl-蛍光体の誘導体(TAMRAを
含むものを含む)を説明する(546 nm, 9/10)。
【図４３】コバラミンからの光放出された生物活性種の構造を説明する：Cbl-BODIPY(登
録商標) 650 11、Cbl-cAMP 12及びCbl-ドキソルビシン13。
【図４４】Cbl-Cy5誘導体(左)及びCbl-Dylight (登録商標) 800誘導体(右)のそれぞれ646
及び777 nmにおけるオルソゴナルな応答を説明する。
【図４５】蛍光体で置換されたコンジュゲート(14)およびその光分解産物(15)の構造を示
す。
【図４６】メトトレキサート(16)及びデキサメタゾン(19)のCbl誘導体(17及び21)の波長
依存的な光放出を説明する。いずれの薬剤も関節リウマチ(RA)治療に常用されている。16
中強調されたカルボキシレートは活性に必須ではなく、この部位には様々な置換基(ペプ
チド、抗体及びポリマーを含む)がコンジュゲートされている(Majumdar 2012; Wang 2007
; Everts 2002)。この議論に最も関連するのは、所期の光分解産物(18) (X = H, OH)に類
似/同一の抗炎症性のN-アルキルカルボキサミドMTX誘導体の配置である(Heath 1986; Ros
owsky 1986; Piper 1982; Rosowsky 1981; Szeto 1979)。DEX (19)は、その他の多くの短
鎖アシル化Dex誘導体(例えば22)のように、皮膚/眼への浸透を促進するように設計されて
いるか(Markovic 2012; Civiale 2004)、又はその水溶性の低さに起因して筋肉内デポ製
剤として注入されるときに放出持続型として機能するように設計されている(Samtani 200
5)アセテート(20) (R = Me)として医薬的にも利用可能である。
【図４７】中性かつ水性の好気的な条件下でメルカプタンを23に曝露することによるチオ
ラト-Cbl (24)の合成を示す(スキーム2)。空気中における光分解は、Co(III)種に酸化さ
れるCo(II)-Cbl産物と、ジスルフィド又は酸化物に変換されるチイルラジカルとを生じる
(スキーム2) (Tahara, 2013)。
【図４８】ビタミンB12グルタチオン-Cbl (25)及びチオラト-Cbl N-アセチルCys 26の細
胞内における主要形態の１つの構造を説明する。空気中における光分解は、Co(III)種に
酸化されるCo(II)-Cbl産物と、ジスルフィド又は酸化物に変換されるチイルラジカルとを
生じる(スキーム2)。
【図４９】プロテインキナーゼの基質(28)のCbl-Cys類似体(30-33)の構造を説明する。
【図５０】細胞膜上で保護的なタンパク質の覆いに隠れた、リピド化された光放出性生物
活性剤(R)を示す。(a)１つのアンカーを介して膜に結合した生物活性剤R及び(b)２つのア
ンカーを介して膜に結合した２つのCysを含有する生物活性ペプチド。
【図５１】RBC膜に包埋された/光放出性の誘導体(35)及び(36)の構造を説明する。
【図５２】リジン誘導体(37)の構造を説明する。
【図５３】内皮単層を横断しての白血球の移動(1→5)を説明するダイアグラムである。抗
炎症剤は、CAMの発現、単球-ECの相互作用及び細胞の移動をブロックする。参考文献Mull
er 2008から抜粋。
【図５４】RBC表面の(a)脂質-Cbl-スペーサー-GRGDSYを説明するダイアグラムである。(b
) RGDペプチド及びインテグリン間の複数の相互作用に起因するRBC及びEC間の高い親和性
は、単球が移動しようとするのをブロックする。
【図５５】(a)内皮層に結合したRBCからの局在化した薬剤(黒色の点)の光放出は、(b)付
着していないRBCからの薬剤の光放出よりも、内皮層及び下部チャンバ中のT細胞/滑膜細
胞による薬剤の取込みを亢進することを説明する。
【図５６】薬剤/蛍光体B12コンジュゲートの構造を示す。
【図５７】蛍光体アンテナの構造を示す。
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【図５８】膜アンカーの合成を示す。
【図５９】MTX-C18-B12の合成及び精製を示す。
【図６０】単官能化コバラミンの合成を示す。
【図６１】MTX B12(Cbl-2)の合成を示す。
【図６２】デアセチルコルヒチンの合成を示す。
【図６３】コルヒチン-C18-B12(Cbl-3)の合成を示す。
【図６４】コルヒチン-B12(Cbl-4)の合成を示す。
【図６５】デキサメタゾン-C18-B12(Cbl-5)の合成を示す。
【図６６】5-TAMRA-C18-B12(Cbl-6)の合成を示す。
【図６７】5-FAM-C18-B12(Cbl-7)の合成を示す。
【図６８】Cy5-C18(Fl-1)の合成を示す。Cy5-C18 (Fl-1) (4)の合成。a) Br(CH2)5CO2H, 
KI, CH3CN b) CH3I c) マロンアルデヒドジアニリド, AcOH, Ac2O d) 2, ピリジン, AcOH
 e) DIC (N,N’-ジイソプロピルカルボジイミド), TEA, オクタデシルアミン, CH2Cl2, C
y5, 以前に報告されたとおりに合成した(Kiyose, K.;Hanaoka, K.; Oushiki, D; Nakamur
a, T.; Kajimura, M. ;Suematsu, M.; Nishimatsu, H. ; Yamane, T.; Terai, T ;Hirata
, Y;及びNagano, T.  JACS. 2010, 132, 15846-15848)。
【図６９】Cy7-C18(Fl-2)の合成を示す。Cy7-C18 (6)の合成。a) N-[5-(フェニルアミノ)
-2,4-ペンタジエニリデン]アニリンモノヒドロクロリド, AcOH, Ac2O, b) 7, AcOH, ピリ
ジン c) DIC, TEA, オクタデシルアミン, CH2Cl2。
【図７０】Dy800-C18(Fl-4)の合成を示す。Dy800-C18 (12)の合成。a) 3-メチルブタノン
, AcOH; KOH, MeOH, PrOH b) (10): 1,3-プロパンスルトン, o-ジクロロベンゼン(11): B
r(CH2)5CO2H, o-ジクロロベンゼン c) 3-クロロ-2,4-トリメチレングルタコンジアニルヒ
ドロクロリド, AcONa, EtOH d) 10 e) フェノキシナトリウム, DMF f) DIC, DIPEA, オク
タデシルアミン, DMF。
【図７１】RBC膜から光開裂したCbl-6及びCbl-7を説明する。525 nm光を用いての、赤血
球に結合したコバラミン(それぞれCbl-7及びCbl-6)からのフルオレセイン放出及びTAMRA
放出。
【図７２】C18コンジュゲート蛍光体を用いると、近IR (NIR)におけるFAMの光開裂が増大
することを説明する。Fl-1 (650 nm)、Fl-2 (700 nm)及びFl-3 (730 nm)を用いての(Cbl-
7からの)フルオレセイン放出。赤血球には、1μMのCbl-7及び5μMの蛍光体-C18を積めた
。光分解は、上述した波長の光を用いて30分間行った。注目すべきことに、コバラミン(a
ka B12)単独は、最大約550 nmの光を吸収する；したがって、この波長を超える光を吸収
するためには、アンテナ蛍光体の存在が必要である。
【図７３】650 nm光を用いる放出に最適な[Cbl-6]:[Fl-1]比の測定に関するグラフを説明
する。
【図７４】MTX標準曲線を説明する。
【図７５】赤血球の膜からのメトトレキサート(MTX)の光放出を説明する。525 nm光及び6
50 nm光を用いての、赤血球(RBC)からのMTXの経時的放出。各ペアの左のバーは5μM Fl-1
及び1μM Cbl-1の存在を示す。各ペアの右のバーはCbl-1のみを含む。Fl-1は、650 nmに
おける効率的な薬剤放出のために明らかに必須である。
【図７６】メトトレキサート(円)及び光分解されたメトトレキサート(三角)を用いてのDH
FRの阻害を示すMTX DHFR阻害アッセイを説明する。
【図７７】コルヒチン標準曲線を説明する。
【図７８】コルヒチン-c18-b12(cbl-3) オクタノール/h2oの移動を説明する。(Cbl-3から
)光分解されたコルヒチンは、オクタノールから水中へと拡散し、10分において光分解が
最大になるまでその水中量が増大する。分子の疎水的な性質に起因して、平衡状態におい
ては、開裂後であってもオクタノールに分配されがちであるが、開裂するまでは検出可能
な水中への移動はない。
【図７９】HeLa細胞に対するコルヒチンの効果を説明する。コルヒチンは陽性対照として
働く。コルヒチンを多く加えるにつれ、チューブリンネットワークは破壊される。
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【図８０】cbl-3を積んだRBCを用いるHeLa細胞処理の効果を説明する。a)光分解なしの、
Cbl-3を積んだRBCに曝露されたHeLa細胞。b) 525 nm光を20分間照射した、Cbl-3を積んだ
RBCに曝露されたHeLa細胞。c) RBCも光への曝露もなしのHeLa細胞。d) RBCなしで20分間5
25 nmで光分解したHeLa細胞。
【図８１】デキサメタゾンを用いるHeLa細胞処理の効果を説明する。GRαの分布に対する
デキサメタゾンの効果。ステロイド受容体は、a)デキサメタゾンがないことに起因して、
細胞質中に均一に分布する。b)では、250 nMのデキサメタゾン添加後に、受容体が核へ移
動する。c) 500 nMのデキサメタゾンを用いる場合にも同じことが観察される。
【図８２】cbl-5を積んだRBCを用いるHeLa細胞処理の効果を説明する。これらはGRαで染
色されたHeLa細胞である。a) 光分解なしのCbl-5を積んだRBC。b) RBCなし及び光分解な
し。c) 525 nm光に20分間曝露された、Cbl-5を積んだRBC。d) RBCなしで20分間525光に曝
露。
【図８３】cbl-5を積んだRBCを用いるHeLa細胞処理及び光分解前の除去の効果を説明する
。Cbl-5がRBC及び細胞培養物と平衡にあるか否かを決定するため、a)では、Cbl-5を積ん
だRBCをHeLa細胞に曝露し、次いで光分解前に除去した。GRαは影響を受けなかった。こ
れは、光分解が起こるまで、デキサメタゾンがRBC上にあることを示している。b) Cbl-5
を積んだRBCに曝露され、次いで光分解せずに洗浄した細胞を含む。c)光分解されたが、R
BCに曝露されなかったHeLa細胞を含む。
【図８４】異なる波長での、cbl-5を積んだRBCを用いるHeLa細胞処理の結果を説明する。
530及び780 nmで照射された、Cbl-5を積んだRBCに曝露されたHeLa細胞。
【図８５】cbl-5及びfl-4 RBCを用いるHeLa細胞処理の結果を説明する。C18-デキサメタ
ゾン-B12/Dylight 800 RBCの780 nmにおける放出。
【図８６】溶血試験の結果を説明する。溶血は、親油性薬剤複合体のそれぞれについて異
なる濃度で測定した。RBCは、それぞれの場合において、5μM以下の積込み濃度まで安定
である。
【図８７】チャネル中に薬剤を含むメソ多孔性シリカナノ粒子及びコバラミンでキャップ
されたチャネルを含むメソ多孔性シリカナノ粒子を説明する。
【図８８】メソ多孔性シリカナノ粒子のチャネルをキャップする蛍光体-Cbl構造体を説明
する。
【図８９】コバラミンでキャップされたメソ多孔性シリカナノ粒子(Fl-MSNP)からのフル
オレセイン放出を説明する。蛍光強度は、ブランクのバックグラウンドサンプルに対する
比である。サンプルは暗中で保管(5 h)し、その後２つの時間単位(30分)に分けて光分解
した(525 nm)。それぞれ光に曝露し、サンプルを混合した(2.5 h)。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
例示的な実施態様に関する詳細な説明
　本願に開示される主題の１以上の実施態様の詳細を本明細書で説明する。本明細書に記
載の実施態様の変更及びその他の実施態様は、本明細書に提供される情報に触れた当業者
にとって明らかである。本明細書に提供される情報及び特に、記載された例示的実施態様
の具体的詳細は、主に明確な理解のために提供され、不必要な限定がそこから理解されて
はならない。矛盾する場合には、定義を含めて、本明細書の記載が制する。
【００２４】
　各実施例は、本開示の説明のために提供され、それに限定するものではない。事実、本
開示の教示に対して、本開示の範囲を逸脱することなく様々な変更及び変形が可能である
ことが当業者に明らかである。例えば、１つの実施態様の一部として説明又は記載された
特徴を別の実施態様に適用して、更に別の実施態様とすることができる。
【００２５】
　本開示の単数形の特徴又は限定に関する全ての言及は、反対のことが記載されているか
又は言及がなされた文脈によって反対のことが明確に示唆されていない限り、対応する複
数形の特徴又は限定を含むものとし、その逆もまた然りとする。
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【００２６】
　本明細書で用いる方法又はプロセス工程の全ての組合せは、反対のことが記載されてい
るか又は言及がなされた文脈によって反対のことが明確に示唆されていない限り、任意の
順序で行ってもよい。
【００２７】
　本開示の方法及び組成物(それらの構成要件を含む)は、本明細書に記載の実施態様の必
須要素及び限定並びに本明細書に記載の更なる若しくは最適な構成要件又はその他有用な
ものを含むか、それらからなるか、又はそれらから本質的になっていてもよい。
【００２８】
　本願に開示される主題は、光応答性化合物を含み、特に、特定の実施態様は、光応答性
リガンドに付加されている、コバルトを含む化合物を含む。いくつかの実施態様において
、本開示の化合物は、コバラミンを含む。いくつかの実施態様において、光応答性リガン
ドは、蛍光体である。
【００２９】
　本開示の光応答性化合物が光に曝露されるとき、蛍光体とコバラミンとの少なくとも１
つの結合が開裂する。本明細書で用いるように、用語「光開裂性」、「光放出性」、「光
活性化」、「光応答性」等は、光曝露時に１以上の結合が破壊される化合物を記載するた
めに互換可能に用いられる。
【００３０】
　特定の実施態様において、本開示の化合物は、以下に示す式(I)： 
【化１】

（式中、R1及びR2は、互いに同一であってもよいか、又は異なっていてもよく、R1及びR2
の少なくとも１つは、蛍光体、H及び/又はアルキルである）
によって表される構造を含む。
【００３１】
　特定の実施態様において、式(I)を含む化合物は、活性剤(例えば、細胞毒性種)、酵素
インヒビター、酵素アクチベーター及び/又は生化学センサーを含むものとして記載する
こともできる。
　更に、本願に開示される主題は、本明細書に記載される化合物の医薬的に許容される塩
又は医薬的に許容される誘導体も含む。
　上記のとおり、いくつかの実施態様において、本開示の化合物は、コバラミンを含む。
いくつかの実施態様において、コバラミンは、置換されたコバラミンである。例えば、本
開示のコバラミンは、アルキルコバラミン、例えばメチルコバラミンであり得る。いくつ
かの実施態様において、本開示の化合物は、置換されたコバロキシム、例えばアルキルコ
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バロキシムを含む少なくとも１つのコバロキシムを含む。
【００３２】
　本明細書で用いるように、用語「置換された」は、有機化合物の許容される全ての置換
基を含むことが意図される。広義には、許容される置換基は、有機化合物、ペプチド、脂
質、オリゴヌクレオチド及びオリゴ糖の非環状及び環状の、分枝鎖状及び非分枝鎖状の、
炭素環及びヘテロ環の、芳香族及び非芳香族の置換基を含む。置換基の例は、例えば本明
細書に記載されるものを含む。許容される置換基は、適切な有機化合物について、１以上
であってもよく、同一であってもよいし異なっていてもよい。本開示の目的のために、コ
バラミンは、アルキル置換基及び/又は本明細書に記載される有機化合物の許容される置
換基(本実施態様の化合物の変形を誘導するものを含む)を含んでいてもよい。本開示は、
如何なる形においても、有機化合物の許容される置換基によって限定されることを意図し
ない。
【００３３】
　アルキル置換基に関して、用語「アルキル」は、一般式CnH2n+1(式中、nは、約1～約18
又はそれ以上である)のアルキル基をいう。この基は、直鎖状であってもよいし、分枝鎖
状であってもよい。アルキルは、本明細書で用いるとき、「低級アルキル」も含み、これ
は一般式 CnH2n+1(式中、nは、約1～約6である)のアルキル基をいう。いくつかの実施態
様において、nは、約1～約3である。例としては、メチル、エチル、プロピル、イソプロ
ピル、n-ブチル、sec-ブチル、t-ブチル、イソブチル、n-ペンチル、イソペンチル、ネオ
ペンチル、n-ヘキシル等を含む。本明細書を通じて、「アルキル」は、非置換アルキル基
及び置換されたアルキル基の両方を指すものとして一般に用いられ、これと同じことが本
明細書に記載される他の基(例えばシクロアルキル等)についてもあてはまる。
【００３４】
　更に、当業者に公知の適切な蛍光体を、本願に開示される主題の実施態様において用い
てもよい。用語「蛍光体」は、本明細書で用いるように、エネルギー(例えば光)を受容し
得るか及び/又はそれによって励起され得る化合物種をいう。蛍光体は、エネルギーを受
容するか及び/又はそれによって励起されたときに蛍光を発する。
【００３５】
　本実施態様の化合物において用いることができる蛍光体の例は、アルキル-テトラメチ
ル-ローダミン(例えば5-カルボキシテトラメチルローダミン(TAMRA))、sulfo-Cy5、ATTO 
725、Alexa Fluor(登録商標) 700, BODIPY(登録商標) 650, 5-Fam, Cy3, Alexa Fluor(登
録商標) 546, Alexa Fluor (登録商標) 555, Alexa Fluor(登録商標) 568, Atto 590, Dy
Light(登録商標) 594, CF 594, Alexa Fluor(登録商標) 594, ATTO 610, Alexa Fluor(登
録商標) 610, Texas Red, ATTO 620, CF 620, Red 630, ATTO 633, CF 633, Alex Fluor(
登録商標) 633, DyLight 633, Alexa Fluor (登録商標) 635, Cy5, CF 640, ATTO 647, A
lexa Fluor(登録商標) 647, CF 647, DyLight(登録商標) 650, IRDye 650, ATTO 655, Al
exa Fluor(登録商標) 660, CF 660, Alexa Fluor(登録商標) 680, IRDye 680, Atto 680,
 DyLight(登録商標) 680, CF 680, Red 681, Alexa Fluor(登録商標) 700, Atto 700, IR
Dye 700, NIR 700, NIR 730, ATTO 740, Alexa Fluor(登録商標) 750, Cyto 750, CF 750
, Cy7, IRDye 750, DyLight 755, Cy7.5, Cyto 770, Alexa Fluor(登録商標) 790, CF 77
0, Cyto 780, IRDye 800, DyLight 800, Cyto 840及びQdots、Trilite Nanocrystals, al
loyed Quantum Dots, CdS Type Quantum dots, Cd Se Type Quantum dots, Core-Shell T
ype Quantum Dotsを含む量子ドットファミリー又はそれらの組合せを含む。
【００３６】
　加えて、本実施態様の化合物において用いることができる蛍光体の例は、Alexa Fluor(
登録商標) 610, Alexa Fluor(登録商標) 633, Alexa Fluor(登録商標) 647, Alexa Fluor
(登録商標) 660, Alexa Fluor(登録商標) 680, Alexa Fluor(登録商標) 700, Alexa Fluo
r(登録商標) 750, BODIPY(登録商標) FL, BODIPY(登録商標) TMR, BODIPY(登録商標) 493
/503, BODIPY(登録商標) 499/508, BODIPY(登録商標) 507/545, BODIPY(登録商標) 530/5
50, BODIPY(登録商標) 577/618, BODIPY(登録商標) 581/591, BODIPY(登録商標) 630/650



(15) JP 2016-516774 A 2016.6.9

10

20

30

40

50

, BODIPY(登録商標) 650/665, Cy-2, Cy-3, Cy-5, Cy-7, エオシン, Fluo-4, フルオレセ
イン, Lucifer yellow, NBD, Oregon Green(登録商標) 488, PyMPO, ローダミンレッド, 
スルホンローダミン, テトラメチルローダミン及び/又はTexas Red(登録商標)を含む。
【００３７】
　いくつかの実施態様において、「蛍光体」は、例えばバイオレット、青色、シアン、緑
色、黄緑色, 黄色, 橙色, 赤橙色, 赤色, 遠赤外, 近赤外又は赤外を含む特定波長の光エ
ネルギーを吸収し、異なる波長の光エネルギーを発する分子を含む。この用語は、例えば
バイオレット, 青色, シアン, 緑色, 黄緑色, 黄色, 橙色, 赤橙色, 赤色, 遠赤外及び/
又は赤外を含む様々なスペクトルを発する分子を包含する。
【００３８】
　１つの実施態様において、蛍光体は、バイオレット蛍光色素、青色蛍光色素、シアン蛍
光色素、緑色蛍光色素、黄緑色蛍光色素、黄色蛍光色素、橙色蛍光色素、赤橙色蛍光色素
、赤色蛍光色素、遠赤外蛍光色素、近赤外蛍光色素又は赤外蛍光色素である。蛍光色素の
非限定的な例は、例えばクマリン、シアニン、フルオレセイン、イソシアネート、イソチ
オシアネート、インドカルボシアニン、インドジカルボシアニン、ピリジルオキサゾール
、フィコエリスリン、フィコシアニン、o-フタルデヒド(フタルアルデヒド)及びローダミ
ンに由来する色素を含む。
【００３９】
　蛍光体及び任意にその他の分子は、様々な段階で化合物に付加することができる。例え
ば、コバラミンを含む実施態様においては、蛍光体は、コバラミンのコバルト中心、コバ
ラミンのリボース 5’-OH、コバラミンの他の位置又はそれらの組合せに直接又はリンカ
ーを介して付加することができる。同様に、コバロキシムを含む実施態様においては、蛍
光体は、コバロキシムのコバルト中心に直接又はリンカーを介して付加することができる
。
【００４０】
　特定の実施態様において、化合物と蛍光体又は他の付加分子との間のリンカーは、２以
上の分子とコンジュゲートできる任意の適切な分子であり得る。例えば、いくつかの実施
態様において、リンカーは、アルキル、アリール、アミノ、チオエーテル、カルボキサミ
ド、エステル、エーテル及び/又はそれらの組合せである。当業者は、本願に開示される
主題の特定の実施態様において用いることができる他のリンカーを理解する。よって、リ
ンカーは、化合物及び/又は蛍光体の両方に結合(例えば共有結合)する原子又は分子であ
り得る。リンカーの例は、プロピルアミン、エチレンジアミン若しくはそれらの組合せ又
はそれらの誘導体を含む。
【００４１】
　本明細書で用いる用語「アリール」は、限定されないが、ベンゼン、ナフタレン、フェ
ニル、ビフェニル、フェノキシベンゼン等を含む炭素系の芳香族基を含む基である。用語
「アリール」は、ビアリール(例えばナフタレン又はビフェニル)又は「ヘテロアリール」
(これは、当該芳香族基の環中に組み込まれた少なくとも１つのヘテロ原子を有する芳香
族基を含む基として定義される)も含む。ヘテロ原子の例は、限定されないが、窒素、酸
素、硫黄及びリンを含む。同様に、用語「アリール」にも包含される用語「非ヘテロアリ
ール」は、ヘテロ原子を含まない芳香族基を含む基を定義する。アリール基は、置換され
ていてもよいし、置換されていなくてもよい。アリール基は、限定されないが、任意に置
換された本明細書に記載のアルキル、シクロアルキル、アルコキシ、アルケニル、シクロ
アルケニル、アルキニル、シクロアルキニル、アリール、ヘテロアリール、アルデヒド、
アミノ、カルボン酸、エステル、エーテル、ハライド、ヒドロキシ、ケトン、アジド、ニ
トロ、シリル、スルホ-オキソ又はチオールを含む１以上の基で置換されていてもよい。
【００４２】
　本明細書で用いる用語「エステル」は、式-OC(O)A1又は-C(O)OA1 (式中、A1は、任意に
置換されたアルキル、シクロアルキル、アリール等であり得る)によって表される。この
用語は「ポリエステル」を含み、これは、本明細書で用いるように、式-(A1O(O)C-A2-C(O
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)O)a-又は-(A1O(O)C-A2-OC(O))a- (式中、A1及びA2は、独立して、任意に置換されたアル
キル、シクロアルキル、アリール等であり得、「a」は、1～500の整数である)によって表
される。
【００４３】
　本明細書で用いる用語「エーテル」は、式A1OA2 (式中、A1及びA2は、独立して、任意
に置換されたアルキル、シクロアルキル、アリール等であり得る)によって表される。こ
の用語は「ポリエーテル」を含み、これは、本明細書で用いるように、式-(A1O-A2O)a- (
式中、A1及びA2は、独立して、任意に置換されたアルキル、シクロアルキル、アリール等
であり得、「a」は、1～500の整数である)によって表される。
【００４４】
　本明細書で用いる用語「チオール」は、式-SHによって表される。
　いくつかの実施態様において、蛍光体は、活性剤、例えばBODIPY (登録商標) 650であ
り得る。用語「活性剤」は、対象における生物学的又は化学的事象を変更、促進、加速、
延長、阻害、活性化、排除又は影響する化合物又は物体を指すために本明細書で用いられ
る。更に、本開示の化合物のいくつかの実施態様は、第２の活性剤を更に含んでいていも
よく、特定の実施態様では、第２の活性剤は、第２の蛍光体を含む。
【００４５】
　また、本開示の活性剤は、限定されないが、酵素、有機触媒、リボザイム、有機金属、
タンパク質、糖タンパク質、ペプチド、ポリアミノ酸、抗体、核酸、ステロイド分子、抗
生物質、抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗がん剤、鎮痛剤、抗拒絶剤、免疫抑制剤、サイトカ
イン、炭水化物、撥油性物質、脂質、細胞外マトリクス及び/又はその不可分な構成要素
、脱灰した骨基質、医薬、化学療法剤、細胞、ウイルス、ウイルスベクター及びプリオン
を含む。
【００４６】
　いくつかの実施態様において、化合物は、特定の波長において及び/又は所定範囲の波
長を超えると光活性化されるようにチューニングしてもよい。いくつかの実施態様におい
て、化合物は、当該化合物に含まれる蛍光体を適切に選択することによって、特定の波長
において光活性化されるようにチューニングしてもよい。
【００４７】
　いくつかの実施態様において、化合物は活性剤を含む。化合物は、特定の波長を有する
光によって活性化され、当該化合物から活性剤が切り離されるまで不活性な状態のままで
あり得る。
　いくつかの実施態様において、化合物は、当該化合物に付加される蛍光体によって吸収
される光の波長に相当する波長によって光活性化されるようにチューニングしてもよい。
いくつかの実施態様において、化合物は、付加される蛍光体の励起スペクトルに概ね相当
する波長を有する光への曝露によって最も急速に活性化される。この点につき、いくつか
の実施態様において、化合物は、付加される蛍光体を励起するものよりも短い波長を有す
る光に曝露されるときに、光活性化されないか、又は少なくとも光活性化速度が低減され
る。
【００４８】
　特定の実施態様において、化合物は、付加される蛍光体を励起するものよりも長い波長
を有する光に曝露されるときに、光活性化されないか、又は少なくとも光活性化速度が低
減される。更に、いくつかの実施態様において、化合物は、付加される蛍光体を励起する
ものよりも短いか又は長い波長の光に曝露されるときに、光活性化されないか、又は少な
くとも光活性化速度が低減される。
【００４９】
　この点につき、用語「光」は、本明細書において、ある化合物を活性化できる電磁気的
放射を指すために用いられる。いくつかの実施態様において、光は、紫外光、可視光、近
赤外光(NIR)又は赤外光(IR)を含む。一般に、光は、その波長が増大するにつれて組織の
深くまで侵入することから、比較的長波長の光で活性化された化合物は、腫瘍及び/又は
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組織深部のその他の標的を標的化するために特によく適合し得る。いくつかの実施態様の
化合物は、500 nmを超える波長を有する光によって光活性化されるという驚くべき予期せ
ぬ利点を有する。その他の実施態様の本開示の化合物は、1000 nmを超える波長を有する
光によって光活性化することができる。
【００５０】
　より具体的には、本明細書で用いるように、光は、約500 nm～約1300 nmの波長のエネ
ルギーを指し得る。特定の実施態様において、光は、約500 nm、約550 nm, 約600 nm, 約
 650 nm, 約 700 nm, 約 750 nm, 約 800 nm, 約850 nm, 約 900 nm, 約 950 nm, 約 100
0 nm, 約 1050 nm, 約 1100 nm, 約 1150 nm, 約 1200 nm, 約 1250 nm又は約 1300 nmの
波長のエネルギーを指し得る。その他の実施態様において、光は、約 500 nmを超える、
約 550 nmを超える、約 600 nmを超える、約 650 nmを超える、約 700 nmを超える、約 7
50 nmを超える、約 800 nmを超える、約 850 nmを超える、約 900 nmを超える、約 950 n
mを超える、約 1000 nmを超える、 約 1050 nmを超える、 約 1100 nmを超える、 約 115
0 nmを超える、 約 1200 nmを超える、 約 1250 nmを超える波長及び/又はより一層長い
波長のエネルギーを指し得る。
【００５１】
　本願に開示される主題は、本明細書に開示される化合物を含む医薬組成物を更に含む。
このような医薬組成物は、少なくとも１つの医薬的に許容される担体を含んでいてもよい
。この点につき、用語「医薬的に許容される担体」は、滅菌済みの水性又は非水性の溶液
、分散液、懸濁液又は乳液、並びに使用直前に滅菌済みの注入可能な溶液又は分散液中に
再構成するための滅菌済みの粉体をいう。例えば、レシチンのようなコーティング剤を用
いることによって、分散液の場合には必要とされる粒子サイズに維持することによって、
及び界面活性剤を用いることによって、適切な流動性を維持することができる。これらの
組成物は、保存剤、湿潤剤、乳化剤及び分散剤のようなアジュバントを含んでいてもよい
。パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸等のような様々な抗細菌剤及び
抗真菌剤を含ませることによって、微生物の作用の予防を確実にしてもよい。また、糖、
塩化ナトリウム等のような浸透圧調整剤を含ませることも望ましいことであり得る。注入
可能な医薬製剤の吸収延長は、吸収を遅らせるモノステアリン酸アルミニウム及びゼラチ
ンのような物質を含ませることによって達成できる。注入可能なデポ製剤は、ポリラクチ
ド-ポリグリコリド、ポリ(オルトエステル)及びポリ(無水物)のような生分解性ポリマー
に薬剤のマイクロカプセル化マトリクスを形成させることによって製造される。ポリマー
に対する薬剤の比及び用いる具体的なポリマーの性質に依存して、薬剤放出速度をコント
ロールすることができる。注入可能なデポ製剤は、身体の組織に適合可能なリポソーム又
はマイクロエマルジョン中に薬剤をトラップすることによっても製造される。注入可能な
製剤は、例えば、細菌を保持するフィルターを通しての濾過によって、又は滅菌している
薬剤を、使用直前に滅菌済みの水又はその他の滅菌済みの注入可能な媒体に溶解又は分散
できる滅菌済みの固体組成物の形態とすることによって滅菌できる。適切な不活性の担体
は、ラクトースのような糖を含み得る。
【００５２】
　適切な製剤は、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、殺菌用抗生物質及び当該製剤を意図された
受容者の体液と等張にする溶媒を含み得る水性及び非水性の滅菌済みの注入可能な溶液；
並びに懸濁剤及び増粘剤を含み得る水性及び非水性の滅菌済みの懸濁液を含む。
【００５３】
　組成物は、油性又は水性ビヒクル中の懸濁液、溶液又は乳液の形態であってもよく、懸
濁剤、安定化剤及び/又は分散剤のような製剤用の剤を含んでいてもよい。あるいは、活
性剤は、使用前に適切なビヒクル、例えば滅菌済みのパイロジェンフリーな水で構成する
ための粉体であってもよい。
【００５４】
　製剤は、単回用量又は複数回用量の容器、例えば密封したアンプル及びバイアル中に存
在していてもよく、使用直前に滅菌済みの液体担体の添加のみを要する凍結状態又は凍結
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乾燥状態で保存してもよい。
【００５５】
　経口投与のために、組成物は、例えば、結合剤(例えば予めゼラチン化されたコーンス
ターチ、ポリビニルピロリドン又はヒドロキシプロピルメチルセルロース)；充填剤(例え
ばラクトース、微結晶セルロース又はリン酸水素カルシウム)；滑沢剤(例えばステアリン
酸マグネシウム、タルク又はシリカ)；崩壊剤(例えばポテトスターチ又はカルボキシメチ
ルスターチナトリウム)；又は湿潤剤(例えばラウリル硫酸ナトリウム)のような医薬的に
許容される賦形剤を用いて、慣用の技術によって製造された錠剤又はカプセル剤の剤形で
あってもよい。錠剤は、当業者に公知の方法によってコーティングされていてもよい。
【００５６】
　経口投与のための液体製剤は、例えば、溶液、シロップ又は懸濁液の剤形であってもよ
いし、使用前に水又はその他の適切なビヒクルで構成するための乾燥物として提供されて
もよい。このような液体製剤は、懸濁剤(例えばソルビトールシロップ、セルロース誘導
体又は水素化食用油)；乳化剤(例えばレシチン又はアカシア)；非水性ビヒクル(例えば、
アーモンド油、油性エステル、エチルアルコール又は分画植物油)；及び保存剤(例えばメ
チルベンゾエート又はプロピル-p-ヒドロキシベンゾエート又はソルビン酸)のような医薬
的に許容される添加剤を用いて慣用の技術によって製造できる。また、製剤は、緩衝塩、
着香剤、着色剤及び甘味剤を必要に応じて含んでいてもよい。経口投与のための製剤は、
活性化合物の放出を制御するように適切に製剤化してもよい。バッカル投与のために、組
成物は、慣用の方法で製剤化された錠剤又はトローチ剤の剤形であってもよい。
【００５７】
　また、化合物は、インプラント又は注入のための製剤として製剤化されてもよい。よっ
て、例えば、化合物は、適切なポリマー材料若しくは疎水性材料(例えば許容される油中
の乳剤として)又はイオン交換樹脂と共に製剤化してもよいし、又は難溶性の誘導体(例え
ば難溶性の塩)としてもよい。
【００５８】
　また、化合物は、直腸用の組成物(例えばココアバター又はその他のグリセリドのよう
な慣用の坐剤用基剤坐剤又は停留浣腸剤を含む)、クリーム剤又はローション剤又は経皮
パッチに製剤化されてもよい。
【００５９】
　本願に開示される主題は、化合物又は組成物の投与に有用なデバイスと共に包装された
、本明細書に記載される化合物又は医薬組成物を含み得るキットを更に含む。当業者が認
識するとおり、適切な投与補助デバイスは、選択される化合物若しくは組成物の製剤及び
/又は所望の投与部位に依存する。例えば、化合物又は組成物の製剤が対象への注入に適
している場合、デバイスはシリンジであり得る。別の例としては、所望の投与部位が細胞
培養培地である場合、デバイスは滅菌済みのピペットであり得る。
【００６０】
　更に、本願に開示される主題は、がんのような疾患を治療する方法を含む。いくつかの
実施態様において、該方法は、本明細書に記載される化合物の１つを含む化合物を、それ
を必要とする対象の投与部位に投与すること、及び次いで化合物を投与した後に対象の投
与部位を光に曝露することを含む。上記のとおり、光は、いくつかの実施態様において、
約500 nm～約1300 nmの波長を有する光であり得る。この点につき、より長い波長の光は
、深部の組織を標的化するために特に有用であり得る。
【００６１】
　本開示のいくつかの方法において、複数の化合物を対象に投与し、次いで所定の順序で
異なる波長を有する光に投与部位を曝露する。したがって、このような実施態様において
は、複数の時点における化合物の投与を要することなく、所定の順序で異なる活性剤の効
果を投与部位に順次的に与えることができる。よって、単に投与部位に曝露される光の波
長を調節することによって、異なる活性剤により対象を治療することができる。
【００６２】
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　更に、いくつかの方法において、投与後の化合物は、対象の細胞のエンドソーム経路に
よって内在化する。その後、細胞が光に曝露されるとき、活性剤を化合物から切り離すか
、及び/又はエンドソームから細胞質中へ放出することができる。このプロセスによって
、いくつかの実施態様では、化合物を活性化する波長を有する光に細胞を曝露するまで、
細胞を傷つけないでおくことが可能である。
【００６３】
　用語「投与」は、化合物及び/又はそれを含む医薬組成物を対象に提供する方法をいう
。このような方法は、当業者に周知であり、限定されないが、経口投与、経皮投与、吸入
による投与、鼻内投与、局所投与、膣内投与、点眼、耳内投与、脳内投与、直腸投与及び
非経口投与(静脈内投与、動脈内投与、筋肉内投与及び皮下投与のような注入を含む)を含
む。投与は、連続的であってもよいし、又は断続的であってもよい。様々な態様において
、製剤は、治療のために投与することができる；すなわち、存在している疾患又は状態(
例えば、がん、腫瘍等)を治療するために投与することができる。更なる様々な態様にお
いて、製剤は、予防のために投与することができる；すなわち、疾患又は状態の予防のた
めに投与することができる。
【００６４】
　いくつかの実施態様において、対象は、化合物の有効量を投与される。この点につき、
用語「有効量」とは、望ましい結果を達成するため又は望ましくない状態に対する効果を
得るために十分な量をいう。例えば、「治療有効量」とは、望ましい治療結果を達成する
ため又は望ましくない症状に対する効果を得るために十分であるが、有害な副作用を引き
起こすには一般に不十分な量をいう。特定の患者についての具体的な治療上有効な投与レ
ベルは、治療すべき疾患及びその重篤度；使用する具体的な組成物；患者の年齢、体重、
通常の健康状態、性別及び食事；投与時間；投与経路；使用する具体的な化合物の排出速
度；治療期間；使用する具体的な化合物及び医薬分野において周知の類似の要素と組み合
わせて又は同時に用いられる薬剤を含む様々な要素に依存する。例えば、化合物の投与量
を、望ましい治療効果を達成するために必要とされるレベルよりも低いレベルから開始し
て、望ましい効果を達成するまで徐々に投与量を増大することは、十分に当業者の能力の
範囲内である。所望の場合には、効果的な１日あたりの投与を複数回の投与に分けてもよ
い。結果として、単回用量の組成物は、１日の投与量を構成する量又はそれらを複数に分
けた量を含み得る。投与量は、禁忌の場合には個々の医師が調整してもよい。投与量は、
変動してもよいし、１日又は数日間、毎日１回以上投与してもよい。手引きは、所定クラ
スの医薬品に適した投与量に関する文献において見出すことができる。更なる様々な態様
において、製剤は、「予防的有効量」；すなわち、疾患又は状態の予防に有効な量で投与
してもよい。
【００６５】
　更に、用語「対象」又は「それを必要とする対象」は、特定の疾患、病的状態、異常等
に関連する症状を任意に示す投与標的をいう。本明細書に開示される方法の対象は、脊椎
動物、例えば哺乳動物、魚類、鳥類、爬虫類又は両生類であり得る。よって、開示される
方法の対象は、ヒト、非ヒト霊長類、ウマ、ブタ、ウサギ、イヌ、ヒツジ、ヤギ、ウシ、
ネコ、モルモット又はげっ歯類であり得る。この用語は、特定の年齢又は性別を指すもの
ではない。よって、雄性であるか又は雌性であるかに拘りなく、成人及び新生の対象並び
に胎児が包含されることを意図する。患者は、疾患又は異常に冒された対象をいう。用語
「対象」は、ヒト及び獣医学的な対象を含む。
【００６６】
　いくつかの実施態様において、対象は、１以上の新生物性又は超増殖性の疾患、異常、
病変又は状態に罹患するか又はそのように診断される。よって、対象において曝露される
投与部位は、このような疾患、状態等(例えば腫瘍)に非常に近接しているか又はその位置
であり得る。このような疾患、状態等の例は、限定されないが、結腸、腹部、骨、胸部、
消化器系、食道、肝臓、膵臓、腹膜、内分泌腺(副腎腺、副甲状腺、下垂体、精巣、卵巣
、子宮頸、胸腺、甲状腺)、眼、頭部及び頸部、神経(中枢及び末梢)、リンパ系、骨盤、
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皮膚、軟組織、脾臓、胸郭、膀胱及び非尿生殖器系に位置する新生物(がん又は腫瘍)を含
む。その他のがんは、限定されないが、結腸がん、心臓腫瘍、膵臓がん、黒色腫、網膜芽
腫、グリア芽腫、肺がん、腸のがん、精巣がん、胃がん、神経芽細胞腫、粘液腫、筋腫、
リンパ腫、内皮腫、骨芽細胞腫、骨巨細胞腫、骨肉腫、軟骨肉腫、腺腫、乳がん、前立腺
がん、カポジ肉腫及び卵巣がん又はそれらの転移を含む濾胞性リンパ腫、p53変異を伴う
がん腫及びホルモン依存性の腫瘍を含む。
【００６７】
　対象は、細胞生存能の異常な増大に関連する疾患又は状態、例えば、限定されないが、
白血球(急性白血病(例えば急性リンパ球性白血病、骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性
、単球性及び赤白血病を含む急性骨髄性白血病)及び慢性白血病(例えば慢性骨髄性(顆粒
性)白血病及び慢性リンパ球性白血病)を含む)、真性赤血球増加症、リンパ腫(例えばホジ
キン病及び非ホジキン病)、多発性骨髄腫、ヴァルデンストレームマクログロブリン症、
重鎖病、及び固形腫瘍(限定されないが、例えば線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉
腫、骨肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫(endotheliosarcoma)、リンパ管肉腫、リンパ
管内皮肉腫(lymphangioendotheliosarcoma)、滑液腫瘍、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑
筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸がん、膵臓がん、乳がん、卵巣がん、前立腺がん、扁平上皮細
胞がん、基底細胞がん、腺がん、汗腺がん、脂腺がん、乳頭がん、乳頭腺がん、嚢胞腺が
ん、髄様がん、気管支原性がん、直腸細胞がん、肝がん、胆管がん、絨毛がん、セミノー
マ、胎生期がん、ウィルムス腫瘍、子宮頸がん、精巣がん、肺がん、小細胞肺がん、膀胱
がん、上皮性がん、グリオーマ、星細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血
管芽腫、聴神経腫、乏突起膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫および網膜芽腫のような
肉腫及びがん腫を含む)のような悪性の進行及び/又は転移及び関連する疾患に罹患してい
てもよい。上記の状態、疾患等並びに当業者に明らかなものは、本明細書においてまとめ
て「がん」と呼ばれる。
【００６８】
　用語「治療」又は「治療する(こと)」は、疾患、病的状態又は異常を治癒、緩和、安定
化又は予防する意図をもってする対象の医療的な管理をいう。この用語は、積極的な治療
、すなわち疾患、病的状態又は異常の改善を具体的な目的とする治療を含み、根治療法、
すなわち関連する疾患、病的状態又は異常の原因を除去することを目的とする治療も含む
。加えて、この用語は、対症療法、すなわち疾患、病的状態又は異常を治癒するよりもむ
しろ症状を緩和するために設計された治療；予防治療、すなわち関連する疾患、病的状態
又は異常の進展を最小化するか又は部分的に若しくは完全に阻害することを目的とする治
療；及び補助的治療、すなわち関連する疾患、病的状態又は異常の改善を目的とする別の
具体的療法を補助するために用いられる治療を含む。
【００６９】
　投与部位を光に曝露する工程について、曝露する方法は、具体的な状況におけるニーズ
を満たすために変更してもよい。したがって、光は、日光、可視光及び/又はレーザー光
を含み得る。また、いくつかの実施態様において、光は、紫外光、可視光、近赤外光又は
赤外光を含む。更に、光は、レーザー光源、タングステン光源、可視光源等から当てても
よい。光は、比較的特定された投与部位に当てられてもよいし、例えばレーザー技術、フ
ァイバー、内視鏡、生検針、プローブ、チューブ等を用いて当てられてもよい。このよう
なプローブ、ファイバー又はチューブは、例えば、対象の身体の腔又は孔に、又は対象の
皮下に若しくは経皮的に直接挿入し、対象に投与された化合物を光に曝露してもよい。
【００７０】
　光源は、色素レーザー又はダイオードレーザーも含み得る。ダイオードレーザーは、比
較的小さく費用効率の高い設計であること、設置が容易なこと、線量測定及び較正が自動
化されていること及び稼働寿命が長いことに起因して、特定の用途に有利であり得る。ダ
イオードレーザーを含む特定のレーザーは、比較的低温度でも作動するので、冷却装置を
更に備える必要がない。いくつかの実施態様において、光源は、電池を電力源とする。ま
た、光源は、拡散性物質を有するインフレータブルバルーンのような拡散チップ等を用い
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て提供されてもよい。
【００７１】
　光は、具体的な用途に必要な光活性化を提供する強度及び時間で対象に当てることがで
きる。いくつかの実施態様において、本開示に提供される治療方法は、比較的低用量の化
合物を投与すること、及び/又は比較的低強度の光を数時間又は数日間にわたって投与部
位に曝露することを含む。いくつかの実施態様において、この低用量の手法は、正常な組
織の損傷を最小化しつつ優れた腫瘍制御を可能にする。
【００７２】
　関節リウマチ(RA)は、米国人口の１％が罹患する進行性の炎症性自己免疫疾患である(M
ajithia, 2007)。RAは、年間25万人の入院及び1000万回の通院の原因となっている。2010
年の報告は、400億ドル(2005年、ドル)のRAの社会的費用を報告した(Birnbaum, 2010)。R
A患者は、典型的には、関節の痛み、腫れ、圧痛及び熱感を含む症状を呈する。原因は不
確かなままであるが、複数の関節の症状は、滑膜/関節空隙へのリンパ球および単球の流
入、炎症促進性サイトカインの産生、骨および軟骨の破壊および他の関節への疾患の広が
りとその後の全身性症状の結果である。究極的には、これは取り返しのつかない関節の損
傷、変形及び身体障害をもたらす。冒された関節に抗炎症剤を直接注入することが治療上
有益であることが50年以上前から知られている(Hollander, 2951)。しかしながら、日常
的に複数の関節に複数回注入することは実行可能な治療の選択肢ではない(Mitragotri, 2
011)。
【００７３】
　「生物製剤」(例えば、TNFα、IL-1等を標的化する抗体)の最近の紹介によれば、それ
らは、診断時に他の薬剤を用いる積極的治療と併用してRAの進行速度を低減した(Kukar, 
2009)。にも拘らず、RA療法には、一般に、望ましくない副作用(穏やかなものから重篤な
ものまで)を通常もたらす頻繁かつ長時間の投与が必要とされる。例えば、グルココルチ
コイドに依存するRA患者のおよそ50％(Huscher 2009)は、体重増加、骨粗鬆症、糖尿病、
高血圧、皮膚の脆弱性及び全身的に免疫力がないことから起こる感染症を含む、長期使用
の結果に対処しなければならない(Basschant, 2012)。当然、望ましくない全身性の効果
を低減するためにRAの関節に選択的に送達できる治療薬の開発に大きな関心が寄せられて
いる(Mitragotri 2011; Fiehn 2010; Ulbrich 2010)。
【００７４】
　RA患者には併用療法が有利であるため、送達システムは、異なる薬剤を精緻な空間的お
よび時間的制御をもって分配するのに十分な程度ロバストでなければならない。がんの管
理において強力な応用のようである１つの可能性は、疾患部位において治療剤を活性化す
るために光を用いることである。例えば、光力学的療法は、破壊のためにマーキングされ
た組織に、局所的に集中した細胞毒性のO2を送達する(Shirasu 2013)。より近年になって
、光活性化プロドラッグの開発が注目されている(Shamay 2011; Thompson 2010; Yavlovi
ch 2010)。しかしながら、一般に、後者は、組織への浸透力に乏しい短波長(<450 nm)が
光活性化に必要とされるという事実によって制限されている。更に、この狭い波長範囲で
は、異なるプロドラッグを波長特異的に区別する能力が非常に制限されている。
【００７５】
　本願に開示される主題のいくつかの実施態様において、光応答性構築物は、組織に吸収
されない波長域(600～1000 nm)で機能する。いくつかの実施態様において、光応答性構築
物は、波長特異的に応答して、異なる生物学的作用(例えば異なる薬剤の放出)を引き起こ
すように設計されている。いくつかの実施態様において、化合物は、限定されないが関節
リウマチ、がん及び糖尿病を含む疾患を治療するために用いられる。
【００７６】
　本開示のいくつかの実施態様では、赤血球(RBC)を用いる薬剤送達システムを開示する
。
　赤血球は、「薬剤送達システムの王様」として記載されている(Muzykantov 2010)。そ
れらは、生体適合性であり、最大120日の寿命を有し、その他の薬剤の担体よりもサイズ
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が非常に大きいので比較的大量の薬剤を運搬できる。しかしながら、「RBC (赤血球)担体
からの実用的に有用な放出制御は、達成困難な目標のままである」(Muzykantov 2010)。
慣用の光解離性試薬を用いる放出の光制御は、可視スペクトル(最大600 nm)の短波長領域
を吸収するヘモグロビンの存在に起因して実行可能ではない。
【００７７】
　いくつかの実施態様において、本開示は、この制限を克服し、RBCからの治療剤の空間
的かつ時間的な放出制御を初めて提供するRBCベースの薬剤送達システムを提供する。
【００７８】
　ペプチドベースのRA療法の新たなファミリーは、免疫抑制性ではなく有望な免疫調節性
に起因して、大いに注目されている(Getting 2009; Luger 2007; Yang 2013)。しかしな
がら、これらのペプチドは、血中で急速に分解する。いくつかの実施態様において、本願
に開示される主題は、それを必要とする対象の疾患を治療するための、ペプチド送達シス
テム及び方法を提供する。具体的には、本開示のいくつかの実施態様は、保護的な覆いで
ペプチドを安定化させ、意図された作用部位(そこでは、その後、光に曝露されるときに
、ペプチドが局所的に放出される)にペプチドを送達するための薬剤送達システム及び方
法を提供する。
【００７９】
　「[RAの]成功といえる新たな治療法は、安全性が良好又は改善されている点で優れてい
る必要があるだけでなく、患者が自分自身で投与できるように製剤化されていることも必
要である」と提唱されている(Minter 2013)。本願に開示される主題のいくつかの実施態
様において、既存の光送達システム(例えば「低レベルレーザー療法」において用いる手
法(Bjordal 2008))を併用して、患者の手の炎症部位の治療に応用する治療方法が提供さ
れる。
【００８０】
　小分子、ペプチド、タンパク質及び核酸を含む生物学的に活性な試薬の光活性化可能な
形態が多く報告されている(Lee 2009)。したがって、このストラテジは、(a)生物学的活
性に必須の剤における重要な官能基の特定、及び(b)その光開裂部分の共有結合的な修飾
を要する。このストラテジは、しばしば、光活性化可能なATPを記載する影響力の大きい1
978年の論文(Kaplan 1978)までさかのぼる。後者はATPアーゼによって認識されない。し
かしながら、光分解(～330 nm)時にATPが生成され、次いで加水分解される。２つの基準
が光開裂波長に影響する：(a)存在する色素団(例えばニトロベンジル基)のスペクトル及
び(b)開裂する結合(例えばニトロベンジルのC-O)の性質。全ての光感受性の基について、
効率的な光開裂の効果を得るために必要とされる最小のエネルギーがある(Aujard 2006)
。多様なその他の光開裂性/光変換性部分が記載されている(Klan 2013)。それらが吸収す
る波長はある程度変化する(350～500 nm)が、それらの光分解波長依存性は、上記で列挙
した２つの基準によって予め決まる。
【００８１】
　本開示のいくつかの実施態様において、光活性化可能な剤の創出のための新たなストラ
テジが提供される。このストラテジは、1978年から用いられているアプローチからの著し
い発展に相当する。いくつかの実施態様において、本開示は、(a)組織への浸透が最大と
なる波長(例えば、600～900 nm)を薬剤の活性化に用いること、(b)種々の光活性化可能な
治療剤に特異的な波長をコード化できることによって波長依存的な区別を可能にすること
、及び(c) 光応答性構築物を興味ある薬剤/剤の任意の位置に付加できることによって、
生体分子の活性に必須の重要な官能基が光開裂性の基で共有結合的に修飾されなければな
らないという制約を排除することを提供する。
【００８２】
　ペプチドはその治療上の可能性のために大きな注目を受け続けるであろうが、殆どが血
中において急速に取り除かれるか、及び/又は分解される。本開示は、いくつかの実施態
様において、タンパク質分解感受性ペプチドを提供し、RBC細胞膜を覆うタンパク質の覆
いに「隠れる」ことができることを証明する。後者は、波長コード化(wavelength-encode
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d)構築物とカップリングしていることによって、所望の生体部位におけるペプチド放出を
促進し、したがってプロテアーゼへの曝露が制限されている。
【００８３】
　いくつかの実施態様では、関節炎動脈滑膜関節界面の工学的に操作された３次元モデル
(複数のヒト細胞株を含む)を用いて、波長コード化薬剤送達技術の効果を評価する。
【実施例】
【００８４】
実施例
　以下の具体的だが非限定的な実施例によって本願に開示される主題を更に説明する。実
施例は、本願に開示される主題に関連する開発及び実験の過程における様々な時点で収集
したデータを代表するデータの集積を含み得る。
　以下の実施例は、とりわけ、蛍光体が付加される特定の例示的なアルキルコバラミン化
合物の合成及び特徴決定について記載する。
【００８５】
　ヒドロキソコバラミンヒドロクロリド(B12a)は、MP Biomedicalsから購入した。TAMRA
は、AnaSpecから購入した。SulfoCy5スクシンイミジルエステルは、Lumiprobeから購入し
た。BODIPY(登録商標) 650スクシンイミジルエステル、MitoTracker(登録商標) Green及
びローダミンBデキストラン(10 000 MW)は、Invitrogenから購入した。Dylight(登録商標
) 800スクシンイミジルエステルは、Thermo Fisher Scientificから購入した。その他の
全ての蛍光体及び試薬は、Sigma-Aldrichから購入した。全ての蛍光体及び試薬は、更に
精製することなく用いた。546 ± 10 nmバンドパスフィルターは、Newportから購入した
。646 ± 10, 700 ± 10, 730 ± 10及び780 ± 10 nmバンドパスフィルターは、Cheshir
e Opticalから購入した。全てのイメージングは、Lambda LS3キセノンアーク灯及びHamam
atsu C8484 CCDカメラを備えたOlympus IX81倒立蛍光顕微鏡を用いて行った。
【００８６】
　β-(3-アミノプロピル)コバラミン1は、文献記載の手順に従って、ヒドロキソコバラミ
ン及び3-クロロプロピルアミンヒドロクロリドから製造した(Smeltzer, C. C.; Cannon, 
M. J.; Pinson, P. R.; Munger, J. D., Jr.; West, F. G.; Grissom, C. B Org. Lett.,
 2001, 3, 799 - 801)。文献記載の手順に従って精製を行い、橙色の固体を得た(0.0154 
g, 68%)；C65H98N14O14PCo (M

1+)について算出したESI MS：m/z = 1388.7, 観測値 1388.
7；(M2+)についての算出、m/z = 694.3, 観測値 694.5；(M3+)についての算出：m/z = 46
3.1, 観測値 462.9 (Priestman, M. A.; Shell, T. A.; Sun, L.; Lee, H.-M.; Lawrence
, D. S. Angew. Chem. 2012, 124, 7804 - 7807; Angew. Chem. Int. Ed.  2012, 51, 76
84 - 7687)。
【００８７】
　コバラミン-TAMRAコンジュゲート(Cbl-1)の合成は、図６に示されるようにして行った
：Cbl-1は、文献記載の手順に従って、β-(3-アミノプロピル)コバラミン1及び5-カルボ
キシテトラメチルローダミン(TAMRA)から製造した。文献記載の手順に従って精製を行い
、赤色の固体を得た(82%); C90H118N16O18PCo (M

2+)について算出したESI MS: m/z = 900
.4, 観測値 900.5; (M3+)について算出: m/z = 600.3, 観測値 600.3 (Priestman, M. A.
; Shell, T. A.; Sun, L.; Lee, H.-M.; Lawrence, D. S. Angew. Chem. 2012, 124, 780
4 - 7807; Angew. Chem. Int. Ed.  2012, 51, 7684 - 7687)。
【００８８】
　β-(3-アセトアミドプロピル)コバラミン(Cbl-2)の合成は、図７に示されるようにして
行った：N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(N-スクシンイミジル)ウラニウムテトラフルオロ
ボレート(TSTU, 0.0242 g, 80 μmol)、酢酸(0.0022 g, 38 μmol)及びDIPEA (0.0234 g,
 181 μmol)を、2:2:1のジメチルホルムアミド:ジオキサン:水の溶液(250 μL)中で1 h混
合した。β-(3-アミノプロピル)コバラミン1 (0.0052 g, 3.7 μmol)を添加し、反応液を
18時間混合した。線形勾配２溶媒系 (溶媒 A: 0.1% TFA/H2O; 溶媒 B: 0.1% TFA/CH3CN)
を97:3 (0分)から10:90 (40分)まで変化するA:B比で用いるHPLC (分取C-18カラム)によっ
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て所望の化合物を精製した。凍結乾燥によって溶媒を除去し、橙色の固体を得た(0.0039 
g, 73%); C67H100N14O15PCo (M

+)について算出したESI MS: m/z = 1430.7, 観測値 1431.
7; (M2+)について算出: m/z = 715.3, 観測値 715.5。
【００８９】
　コバラミン-蛍光体コンジュゲート(Cbl-3, Cbl-4, Cbl-5, Cbl-6及びCbl-7)の合成及び
特徴決定は、図８に示されるようにして行った。
　コバラミン-蛍光体コンジュゲートの一般的な合成：蛍光体のN-ヒドロキシスクシンイ
ミドエステル(1 eq.), β-(3-アミノプロピル)コバラミン1 (1.5 eq.)及びジイソプロピ
ルエチルアミン(6 eq.)をジメチルホルムアミド中で18時間混合した。線形勾配２溶媒系 
(溶媒 A: 0.1 % TFA/H2O; 溶媒 B: 0.1% TFA/CH3CN)を97:3 (0分)から10:90 (40分)まで
変化するA:B比で用いるHPLC (分取C-18 カラム)によって所望の化合物を精製した。凍結
乾燥によって溶媒を除去し、固体を得た。
【００９０】
　コバラミン-SulfoCy5 コンジュゲート(Cbl-3)は、図９に示される：青色の固体、89%; 
C97H134N16O22PS2Co (M

2+)について算出したESI MS: m/z = 1014.4, 観測値 1013.6; (M3
+)について算出: m/z = 676.3, 観測値 676.4。
【００９１】
　コバラミン-ATTO 725コンジュゲート(Cbl-4): 青色の固体、66%; C90H118N16O18PCo-AT
TO 725 (M2+)について推定したESI MS: m/z = 892.9, 観測値 893.2; (M3+)について推定
: m/z = 595.3, 観測値 595.9 (カルボン酸であるATTO 725の式及び正確な質量は報告さ
れていない)。
【００９２】
　コバラミン-Dylight(登録商標) 800コンジュゲート(Cbl-5): 青色の固体、92%; C90H11
8N16O18PCo-Dylight800 (M

2+)について推定したESI MS: m/z = 1141.1, 観測値1139.8; (
M3+)について推定: m/z = 760.7, 観測値760.4 (カルボン酸であるDylight(登録商標) 80
0の式及び正確な質量は報告されていない)。
【００９３】
　コバラミン-Alexa Fluor(登録商標) 700コンジュゲート(Cbl-6): 青色の固体、72%, C9
0H118N16O18PCo-Alexa Fluor(登録商標) 700 (M2+)についての観測したESI MS: m/z = 11
79.9, (M3+)についての観測値: m/z = 787.0 (カルボン酸であるAlexa Fluor(登録商標) 
700の式及び正確な質量は報告されていない)。
【００９４】
　コバラミン-BODIPY(登録商標) 650コンジュゲート(Cbl-7)は、図９に示される: 青色の
固体、88%, C94H124N18O17PBF2Co (M

2+)について算出したESI MS: m/z = 957.9, 観測値9
58.7; (M3+)について算出: m/z = 638.3, 観測値638.6。
【００９５】
　アルキル-テトラメチル-ローダミン(TAMRA)部分を含むCbl-1は、アルキルコバラミンの
コバルト中心に固定し(Priestman, M. A.ら, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2012)、光開
裂レポーターとして用いた。図５は、アルキルコバラミン及びアルキルコバラミン-蛍光
体コンジュゲートの構造を含む。図６は、コバラミン-TAMRAコンジュゲート(Cbl-1)の構
造である(スキームS1)。付加される蛍光体の蛍光を消光するコバラミンの能力に起因して
、Cbl-1の光分解時には蛍光の増大が観られていた(Priestman, M. A.ら, Angew. Chem. I
nt. Ed. Engl. 2012.  Lee, M.ら, Org. Lett. 2009.  Smeltzer, C. C.ら, Org. Lett. 
2001. Jacobsen, D. W. Methods Enzym. 1980. Rosendahl, M. S.ら, Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 1982. Jacobsen, D. W.ら, J. Inorg. Biochem. 1979)。付加される蛍光体の蛍
光を消光するコバラミンの能力は、蛍光体とコリン環系との接触による消光の結果であっ
た(Lee, M.; Grissom, C. B. Org. Lett. 2009)。理論又はメカニズムに拘束されないが
、接触による消光は、蛍光共鳴エネルギー移動とは異なり、エネルギー移動が生じるため
に、蛍光体及びクエンチャーのそれぞれ発光波長と吸収波長との重複を必要としない。Co
-アルキル結合が弱い(<30 kcal/mol)という事実に鑑みれば(Halpern, J.ら,  J. Am. Che
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された参照文献)、コバラミンによって吸収される波長を超える波長(>560 nm)で励起され
た蛍光体は、それらの励起状態のエネルギーをコリン環に移動することによってCo-C結合
の切断を促進できるようであった。
【００９６】
　Cbl-1中のTAMRA及びコリン部分は、500～570 nmの光を吸収する。TAMRA-媒介性エネル
ギー移動機構は、メチルコバラミン(MeCbl)及び付加される蛍光体を有しないアルキルコ
バラミンモデル(Cbl-2)のそれよりもCo-C結合の開裂を加速し得る。MeCbl及びCbl-2 (そ
れぞれ1.9 ± 0.2及び2.1 ± 0.3μM-1/分、図14及び15)は、似たような速度で光分解さ
れた。対照的に、Cbl-1は、その蛍光体を含まないカウンターパートであるMeCbl及びCbl-
2の２倍の速度(3.8 ± 0.3μM-1/分)で光分解した(図1及び16)。したがって、付加される
蛍光体は、Co-C結合の光開裂を促進する役割を果たすことができる。
【００９７】
　コリン環によって吸収されるものよりも長い励起波長を有するいくつかの蛍光体をアル
キルコバラミンフレームワークに付加した。UV-Vis (図17)及びLC/MS (表3)によって評価
されたように、SulfoCy5誘導体であるCbl-3 (λex 650 nm, λem 660 nm)は光分解され(6
46 ± 10 nm)、完全にB12aに変換された。LC/MSにより、３つのSulfoCy5誘導体、アルデ
ヒド、アルデヒドに変換されるヒドロパーオキシド及びアルキル産物が形成されることが
明らかとなった(スキームS4)。対照的に、暗中で維持したCbl-3並びに646 nmに曝露され
たCbl-1 (表1)は、それらの構造的完全性を保持した。
【００９８】
　Cbl-1と同様に、Cbl-3は、光分解時に蛍光の増大を示した(表1及び図21)。Atto725 (Cb
l-4, λex 730 nm, λem 750 nm)及びDylight(登録商標) 800 (Cbl-5, λex 775 nm, λe

m 794 nm)の誘導体も製造して調べた。それぞれ730 ± 10及び780 ± 10 nmにおけるCbl-
4及びCbl-5の光分解をLC/MSによって確認した(図18及び19、表4及び5)。Cbl-3を用いたと
きのように、Cbl-4及びCbl-5は、LC/MSで確認したところ、いずれも暗中で安定であった
。加えて、これら長波長へのTAMRA誘導体(Cbl-1)の曝露による構造的完全性に対する観察
可能な効果はなかった(表1)。
【００９９】
　波長選択的な光開裂の潜在的可能性を評価するため、コバラミン-蛍光体コンジュゲー
トの各々を、表1に概説するようにして、546、646、727及び777 nmに曝露した。Cbl-1は
、600 nmを超える光を吸収せず、＞600 nmの光への曝露による影響を受けなかった。類似
して、Cbl-3、Cbl-4及びCbl-5については、546 nm (表1)又はこれら化合物により吸収さ
れるものよりも長波長への曝露時の影響が小さいか又は全く示さなかった。例えば、650 
nm光を吸収する蛍光体が付加されるCbl-3は、727及び777 nmの照射に対して不活性であっ
た。ATTO 725が付加されるCbl-4は、646 nmにおいて顕著なショルダー吸光及び777 nmに
おいて非常に弱い吸収を示した。Cbl-4は、646 nmにおける穏やかな光分解及び777 nmに
おける非常に微小な光分解を示すことによって、予測可能な様式で応答した。最後に、Dy
light(登録商標) 800で修飾されたCbl-5は、646 nm及び727 nmにおける光分解に影響され
ないが、予想どおり777 nmに応答した。理論又はメカニズムに拘束されないが、これらの
試験された例示的な実施態様は、コバラミン-蛍光体コンジュゲートが、付加される蛍光
体の励起スペクトルに一致する波長に応答して、急速に光分解できることを示す。
【０１００】
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【表１】

表1.　546 nm (5分)、646 nm (5分)、727 nm (20分)及び777 nm (10分)の光での光分解時
のコバラミン-蛍光体コンジュゲートの蛍光増大のパーセント。*は<6%である。
【０１０１】
　表1の結果は、適切な照射順序及び波長の選択によって、コバラミンで置換された誘導
体の混合物中の特定の化合物を選択的に光分解できることを示唆する。777 nmでCbl-4が
示す光分解が微量であることから、Cbl-4を、Alexa Fluor(登録商標) 700が付加されたコ
ンジュゲートであるCbl-6 (700 nmに感受性だが777 nmに耐性)で置き換えた。777 nmにお
けるCbl-5、Cbl-6、Cbl-3、Cbl-1の混合物の照射では、Cbl-5だけが光分解した(図2a)。
その後、700 nmに混合物を曝露し、Cbl-3又はCbl-1に影響を与えることなくCbl-6からそ
の光分解産物への変換を誘発した(図2b)。最後に、646及び546 nm (図2c及び2d)で順次照
射して、Cbl-3及びCbl-1を選択的に光分解した。したがって、光分解を特定の波長にチュ
ーニングできただけでなく、適切な蛍光体の選択及び波長の照射順序によって、４つの化
合物は、予測可能な形で、オルゾゴナルかつ順次的に光分解された。
【０１０２】
　更に、以下の実施例は、蛍光体がアルキルコバラミンのリボース5’-OHに付加されてい
る化合物の合成及び特徴を検証する。具体的には、以下の実施例は、このような化合物を
用いて、Co-アルキル結合の光開裂を促進できるか否かを調査する(チャート1、AdoCbl-1
～AdoCbl-4)。
　補酵素B12-TAMRAコンジュゲート(AdoCbl-1)の合成及び特徴を図10に示す。
【０１０３】
補酵素B12-エチレンジアミンコンジュゲート2の合成：
　補酵素B12(0.0209 g, 13 μmol)及び1,1-カルボニルジ-(1,2,4-トリアゾール) (0.0142
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 g, 87 μmol)を、オーブンで乾燥させた丸底フラスコに添加した。容器をArでパージし
た。乾燥ジメチルホルムアミド(0.2 mL)をフラスコに添加し、混合物を室温で1 h撹拌し
た。エチレンジアミン(0.0270 g, 450 μmol)を反応混合物に添加し、撹拌を更に18 h続
けた。所望の化合物を、線形勾配２溶媒系 (溶媒 A: 0.1% TFA/H2O; 溶媒 B: 0.1% TFA/C
H3CN)を97:3 (0分)から10:90 (40分)まで変化するA:B比で用いるHPLC (分取C-18カラム)
によって精製した。凍結乾燥による溶媒の除去により、橙色の固体(0.0189 g, 86%)を得
た； C75H107N20O18PCo (M

2+)について算出したESI MS: m/z = 832.9, 観測値 833.4; (M
3+)について算出: m/z = 555.2, 観測値 556.2.
【０１０４】
　補酵素B12-TAMRAコンジュゲート(Ado-Cbl-1)の合成：N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(N-
スクシンイミジル)ウラニウムテトラフルオロボレート(TSTU, 0.0139 g, 46μmol)、TAMR
A (0.0127 g, 30μmol)およびDIPEA (0.0230 g, 178μmol)を、2:2:1のジメチルホルムア
ミド:ジオキサン:水の溶液(250μL)中で2時間混合した。補酵素B12-エチレンジアミンコ
ンジュゲート2 (0.0039 g, 2.3 μmol)を添加し、反応物を18時間混合した。線形勾配２
溶媒系 (溶媒 A: 0.1% TFA/H2O; 溶媒 B: 0.1% TFA/CH3CN)を97:3 (0分)から10:90 (40分
)まで変化するA:B比で用いるHPLC (分取C-18カラム)によって所望の化合物を精製した。
凍結乾燥によって溶媒を除去し、赤色の固体を得た(0.0026 g, 53%)； C100H128CoN22O22
P (M2+)について算出したESI MS: m/z = 1039.4, 観測値1039.8; (M3+)について算出: m/
z = 693.0, 観測値693.6; (M4+)について算出: m/z =  519.7, 観測値520.5。
　補酵素B12-蛍光体コンジュゲート(AdoCbl-2, AdoCbl-3及びAdoCbl-4)の合成及び特徴を
図11に示す。
【０１０５】
コバラミン-蛍光体コンジュゲートの一般的な合成：
　蛍光体としてのN-ヒドロキシスクシンイミドエステル (1 eq.)、補酵素B12-エチレンジ
アミンコンジュゲート2 (1.5 eq.)及びジイソプロピルエチルアミン(6 eq.)をジメチルホ
ルムアミド中で18時間混合した。線形勾配２溶媒系 (溶媒 A: 0.1% TFA/H2O; 溶媒 B: 0.
1% TFA/CH3CN)を97:3 (0分)から10:90 (40分)まで変化するA:B比で用いるHPLC (分取C-18
カラム)によって所望の化合物を精製した。凍結乾燥によって溶媒を除去し、固体を得た
。
【０１０６】
補酵素B12-SulfoCy5コンジュゲート(AdoCbl-2): 青色の固体, 87%, C107H142N22O26PS2Co
 (M2+)について算出したESI MS: m/z = 1152.5, 観測値1152.7; (M3+)について算出: m/z
 = 768.3, 観測値768.8。
【０１０７】
補酵素B12-ATTO 725コンジュゲート: 青色の固体(AdoCbl-3), 69%, C75H106N20O18PCo-At
to725 (M2+)について推定したESI MS: m/z = 1031.4, 観測値1032.3; (M3+)について推定
: m/z = 687.6, 観測値688.5 (カルボン酸であるATTO 725の式及び正確な質量は報告され
ていない)。
【０１０８】
補酵素B12-Dylight(登録商標) 800コンジュゲート(AdoCbl-4): 青色の固体, 90%, C75H10
6N20O18PCo-Dylight(登録商標) 800 (M2+)について推定したESI MS: m/z = 1279.6, 観測
値1279.6; (M3+) について推定: m/z = 853.1, 観測値853.2 (カルボン酸であるDylight(
登録商標) 800の式及び正確な質量は報告されていない)。
【０１０９】
MeCbl、Cbl-1、Cbl-2、AdoCbl及びAdoCbl-1の光分解速度の比較
一般的な手順： 546 ± 10 nmに選択的なバンドパスフィルターを備えたOriel Xeフラッ
シュランプ(800 mJ, 62 Hz)を用いて、光分解を行った。アルキルコバラミンからヒドロ
キソコバラミンへの変換は、Perkin Elemer Lambda 2 UV/Vis分光光度計を用いて、350 n
mにおける混合物の吸収をモニタリングすることによって測定した(Taylor, R. T.; Smuck
er, L.; Hanna, M. L.; Gill, J. Arch. Biochem. Biophys. 1973, 156, 521 - 533.)。
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【０１１０】
Cbl-6及びCbl-7 光分解産物の測定
一般的な手順：Cbl-6及びCbl-7の光分解は、それぞれ700 ± 10 nm及び646 ± 10 nmに選
択的なバンドパスフィルターを備えたOriel Xe フラッシュランプ (800 mJ, 62 Hz)を用
いて2 h行った。線形勾配２溶媒系 (溶媒 A: 0.1%ギ酸/H2O; 溶媒 B: 0.1%ギ酸/CH3CN)を
97:3 (0～5分)から3:97 (5～18分)まで変化するA:Bで用いるLC/MSによって、得られたサ
ンプル(100μL)を分析した。
【０１１１】
　補酵素B12(AdoCbl)誘導体を用いた(9)。TAMRAで置換された誘導体であるAdoCbl-1 (2.9
 ± 0.3μM-1/m)についての546 nmでの光分解速度は、その天然に存在する非標識のカウ
ンターパートであるAdoCbl (1.7 ± 0.2μM-1/m)のそれの２倍近くであった(図32～34)。
理論又はメカニズムに拘束されないが、このことは、TAMRAの励起が光分解増大を担うこ
との証拠である。次いで、SulfoCy5 (AdoCbl-2)、Atto725 (AdoCbl-3)及びDylight800 (A
doCbl-4)を含む長波長の蛍光体を含むAdoCbl-コンジュゲートを調製し、コバラミン部分
が吸収する波長を超える波長(すなわち、>600 nm)においてCo-アルキル結合の光開裂を誘
導できるか否かを調べた。
【０１１２】
　AdoCblの光分解によって、アデノシン、アデノシン-5’-アルデヒド及び5’-パーオキ
シアデノシンが生じることが示されている(9)。LC/MSによって、AdoCbl及びAdoCbl-1に対
する546 nmの照射によりこれらの産物が生ずることを確認した(表6)。対照的に、<600 nm
の光だけを吸収するAdoCbl及びAdoCbl-1の両方が、600 nmを超える波長において光分解に
耐性であった(表7及び8)。SulfoCy5 (λex 650 nm)が付加されているAdoCbl-2は、546及
び646 nmに曝露されるときにアデノシン産物を生ずるが、730及び780 nmの光による影響
は受けなかった(表9)。AdoCbl-3 (Atto725, λex 730 nm)は、546、646及び730 nmに曝露
されたときにアデノシン光分解産物を生じたが、780 nmでは生じなかった(表10)。加えて
、AdoCbl-3は546及び730 nmで完全に光分解したが、646 nmに曝露したときには相当な量
の開始物質が残った。観察された部分的な光分解は、AdoCbl-3中に含まれるAtto725が646
 nm領域で小さなショルダー吸光を示すことと一貫し得る。最後に、Dylight800 (λex 78
0 nm)含有AdoCbl-4は、546、730及び780 nmの照射に応答して、期待されたアデノシン産
物を生じた(表11)。部分的な光分解は、730 nmで観察され、Dylight800のショルダー吸光
に起因し得る。AdoCbl-4は、この波長における吸収がないことに起因して、646 nmで光分
解に耐性であった。よって、これらの例示的な実施態様について、コバラミンのCoに付加
される化合物の光分解による放出は、リボース5’-OHに付加される蛍光体の励起スペクト
ルに基づいてチューニング可能であった。
【０１１３】
　表2～12は、蛍光体がアルキルコバラミンのリボース5’-OHに付加される化合物の特性
を示す。
【０１１４】
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【表２】

表2. 暗中で保管され、546 ± 10 nmで20分間光分解(Xeフラッシュランプ)されたCbl-1コ
ンジュゲート(10μM)
【０１１５】

【表３】

表3. 暗中で保管され、Xeフラッシュを用いて646 ± 10 nmで20分間光分解されたCbl-3 (
10μM)
【０１１６】
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【表４】

表4. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて730 ± 10 nmで150分間光分解された
Cbl-4 (10μM)
【０１１７】

【表５】

表5. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて780 ± 10 nmで3 h光分解されたCbl-
5 (10μM)
【０１１８】
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【表６】

表6. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて700 ± 10 nmで2 h光分解されたCbl-
6 (20μM)
【０１１９】
【表７】

表7. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて546 ± 10 nm (20分)、646 nm (20分
)、730 nm (150分)及び780 nm (3 h)で光分解されたAdoCbl (10μM)
【０１２０】
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【表８】

表8. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて546 ± 10 nm (20分)、646 nm (20分
)、730 nm (150分)及び780 nm (3 h)で光分解されたAdoCbl-1 (10μM)
【０１２１】
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【表９】

表9. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて546 ± 10 nm (20分)、646 nm (20分
)、730 nm (150分)及び780 nm (3 h)で光分解されたAdoCbl-2 (10μM)
【０１２２】
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【表１０】

表10. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて546 ± 10 nm (20分)、646 nm (20
分)、730 nm (150分)及び780 nm (3 h)で光分解されたAdoCbl-3 (10μM)
【０１２３】



(35) JP 2016-516774 A 2016.6.9

10

20

30

40

50

【表１１】

表11. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて546 ± 10 nm (20分)、646 nm (20
分)、730 nm (150分)及び780 nm (3 h)で光分解されたAdoCbl-4 (10μM)
【０１２４】
【表１２】

表12. 暗中で保管され、Xeフラッシュランプを用いて646 ± 10 nmで2 h光分解されたCbl
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-7 (20μM)
【０１２５】
　以下の実施例は、活性剤を例示の化合物とコンジュゲートでき、その後化合物から活性
形態で放出できることを示す。特に、光活性化されるまで生化学的/生物学的に不活性な
生物学的試薬は、生物学的活性のための官能基を共有結合的に修飾すること(例えば重要
なヒドロキシル基からニトロベンジルエーテルへの変換)によって調製できる。コバラミ
ン単独の応用の可能性は、Co-アルキル結合の光分解によって生物学的活性に一般には必
要とされない官能基(アルキル、アルデヒド、ヒドロパーオキシド)が生じるために制限さ
れ得る。しかしながら、細胞の区画化性質を前提として、生物活性化合物は、光を用いて
それらの細胞内での局在を変更することによって、不活性形態から活性形態に変換できる
。例えば、ミトコンドリアを標的化する細胞毒性剤をいくつかの他の細胞部分に隔離する
ことによって、その毒性は妨害される。その後の光分解によって、細胞毒性剤がその細胞
内の作用部位に移動し、それによって細胞死を誘発することができる。
【０１２６】
　この実施例では、ミトコンドリアベースのメカニズムによって細胞毒性であるBODIPY(
登録商標) 650蛍光体が付加されたCbl-7を調製した。コバラミン誘導体はエンドソームに
取り込まれ保持され得るので、付加されたBODIPY(登録商標) 650部分(治療剤としての可
能性がある)をエンドソームにトラップした。本明細書に記載したその他の実施態様と同
様に、付加された蛍光体によって吸収された波長(蛍光分光計において646 nm)でCbl-7を
光分解すると、対応する蛍光増大が生じた(220 ± 30%, 表1, 図35)。その励起スペクト
ルに基づいて、Cbl-7は、700 nmを超える波長に影響されない(図36)。LC/MSデータは、64
6 nmの光によって、アルキル誘導体であるBODIPY(登録商標) 650-3が主に生じたことを明
らかにした(図12. スキームS7, 表12)。
【０１２７】
　エンドソームマーカーであるローダミンB-デキストランを用いて示されたように、Cbl-
7はエンドソームに蓄積した(Mander係数0.77)。実際、暗中で5時間後であっても、Cbl-7
はエンドソームに保持されていた(図39)。650 nm光でのCbl-7を含む細胞の照射は、蛍光
分光計で観察されたもの(220 ± 30%)に類似して、蛍光を増大した(230 ± 6%, 図37～38
)。加えて、650 nm光は、ミトコンドリアマーカーであるMitotracker(登録商標) Greenに
よって評価されたように、エンドソームからミトコンドリアへのBODIPY(登録商標) 650蛍
光の移動を促進した(Mander係数: 0.97)。
【０１２８】
　この実施例は、遠赤外線及び近IR蛍光体を用いて波長選択的に生物学的活性を制御でき
ることを記載する。
　組織に吸収されない波長域は、可視及び近IRスペクトル(600～1000 nm)からなり、光の
組織浸透が最大となる。< 600 nmの領域は、循環系においてはヘモグロビンによって、皮
膚においてはメラニンによって目立たず、>1000 nmの光は水によって浸透を妨害される。
これらの考察は、生きている動物における細胞及び生化学レベルの情報を提供できる生体
内イメージングのための試薬設計において重要である(Pittet 2011)。
【０１２９】
　最適化された特性(光安定性、輝度、水溶性)を有する遠赤外及び近IR蛍光体のホストは
商業的に入手可能であり(Owens 1996)、そのうちいくつかは臨床的用途が見出されている
(Ovens 1996; East 2009; Kiesslich 2003)。更に、組織に吸収されない波長域のサイズ
は、更なる機会を提供する：「～600から1000 nmまでと組織に吸収されないイメージング
のための波長域が大きいことは、イメージングチャネル同士間を通じての顕著な漏れなし
に１回の実験で複数の蛍光プローブの使用を可能にし・・・マルチチャネルイメージング
は、複数の標的又は予後指標の同時観察を容易にし、究極的には疾患診断の改善をもたら
す可能性を大いに有している」(Hilderbrand 2010)。
【０１３０】
　組織に吸収されない波長域でのイメージングのために確立されている進展および機会と
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は際立って対照的に、生物学的活性を制御するための光の使用は、一般に短い可視波長を
用いる単一試薬に制限されたままである。遠赤外及び近IR光を用いる生物学的制御のスト
ラテジが近年記載されている(Shell 2014)。更に、このストラテジは、利用可能な遠赤外
及び近IR蛍光体が多いことの恩恵を受けて、研究者が、予め決められた波長に特異的に、
複数の生物活性剤の作用を独立して制御することを可能にする。
【０１３１】
　光活性化剤の生物学的応用は、光媒介性の酵素インヒビター及びセンサー、抗がん療法
、生物材料及び診断を含む生化学から医療まで多岐にわたる(Lee 2009; Lawrence 2005)
。細胞内の時空的事象を調べるために、例えば、酵素センサー及びインヒビター、遺伝子
発現アクチベーター及びタンパク質の光活性化可能な類似体が調製された(Dai 2007; Vel
dhuyzen 2003; Wang 2006; Wood 1998; Lin 2002; Singer 2005)。３つの代表例は、光応
答性剤の生物学的有用性を説明する：(a) コフィリンの光活性化可能な形態により、コフ
ィリンが細胞のハンドルの要素として機能することが示された(Ghosh 2002; Ghosh 2004)
；(b) 光活性化プロテインキナーゼC (PKC)センサーにより、PKCβが分裂前期において活
性であり、分裂中期への移行に必須であることが明らかにされた(Dai 2007)；(c) 天然物
であるポナステロン5をベースとする光活性化遺伝子発現系により、単一細胞における遺
伝子制御のための動態が解明された(Singer 2005; Larson 2013)。
【０１３２】
　ニトロベンジル部分は、図40 (3～5)に示されるように、光除去可能な官能基として機
能する。ある数のその他の光応答性の基が数十年にわたり紹介されているが、光感受性の
ニトロベンジルで修飾されたATP類似体が報告されたために、ニトロベンジル誘導体は、
光応答性剤の構築のために用いられる標準的な光開裂性の基であり続けている。近年、こ
の分野の試みは、二光子技術に注がれている(Aujard 2006; Gug 2008)。ある光開裂性の
色素団は、２つの同時に吸収された(<1 fs)長波長光子のエネルギーを足し合わせること
ができ、そうでなければ、短波長(350 nm)で起きる現象を駆動するために近IR光(例えば>
700 nm)を使用する機会を提供する。しかしながら、二光子技術には難題がある。まず、
二光子による横断面は狭い平面に限られており、このことは、光放出可能な物質量及び適
用領域のサイズを制限する。より重要なことには、そして最近のレビューで特記されてい
るように、効率的に光分解でき、かつ、生物学的条件下で用いることができる二光子感受
性の保護基を得ることは「達成困難な目標のままである」(Bort 2013)。
【０１３３】
　有機コバラミンの光分解。Barker及びその同僚が補酵素B12 (6;式中R = 5’-デオキシ
アデノシル又はH)の光感受性を記載してから50年以上になる(Barker, 1958)。そのときか
ら、広範多種のアルキル化コバラミン(アルキル化Cbl)が報告されている(Dolphin, 1964)
。
【０１３４】
　光は、Co3+-アルキル結合の均一な開裂を誘導し、まずCbl(Co+2) 7及びアルキルラジカ
ル8産物を与える(図41のスキーム1)。その後、後者は、アルキル、アルコール及び/又は
アルデヒド誘導体を生成し、一方Cbl(Co2+)は水と合わさってCbl(Co3+)(OH)を生ずる。こ
の研究により、RCH2= アデノシル及び他の様々な置換基であるこれらの産物が確認される
。Cbl及びそのアルキル化されたカウンターパートは、340～380 nmの範囲の、～420 nmの
、及び500～560 nmの広範な光を吸収する。これらのいずれかの波長での照射は、高い量
子収量(0.1～0.4)をもってCo-アルキル結合の切断を誘導する(Taylor 1973)。これまで、
Co-アルキル結合の光感受性は、光活性化可能な生物活性化合物を創り出すためには用い
られてこなかった。
【０１３５】
　有機コバラミンの遠赤外及び近IR光分解。Co3+-アルキル結合は弱く(<30 kcal/mol)、
コリン環が吸収するものを超える波長(>560 nm)が、光開裂のためにエネルギー的に十分
であることを示唆している。実際、算出値は、1100 nm程度の長さの波長が有機Cbl中のCo
-C結合を開裂させるのに必要なエネルギーを有することを示している。「アンテナ」をCb
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lに付加して、長波長の光に関連付けられるエネルギーをCo-コリン環系に捕捉及び移動さ
せることができるであろうか。「アンテナ」仮説は、Co (9)及びリボース環のヒドロキシ
部分(10)に付加したアルキル鎖に多様な蛍光体を付加することによって検証されている(
図42) (Shell 2014)：
(1) 全てのCbl-蛍光体誘導体は、付加される蛍光体(TAMRA (546 nm, 9/10)、sulfoCy5及
びBODIPY(登録商標) 650 (646 nm)、Alexa Fluor(登録商標) 700 (700 nm)、ATTO 725 (7
27 nm)及びDylight(登録商標) 800 (777 nm)を含む)の励起波長で光分解を受けた。要す
るに、光分解の波長は、商業的に入手可能な蛍光体の励起スペクトルに基づいて容易に設
計される。
(2) (1)の結果として、適切な波長での照射によって、最大４つの異なる有機Cbl誘導体の
混合物から個々の化合物を選択的に光分解することができる。
(3) 以下に記載する生物活性種を含む多様なR基(10)を光放出させることができる。
【０１３６】
コバラミンからの生物活性種の光放出
　光応答性の小分子は、一般に、光開裂性部分を有する生物活性に必須の官能基を修飾す
ることによって調製されている。しかしながら、光応答性化合物を構築するためのより一
般的なアプローチが、Cblで実現可能である。Cbl-コンジュゲートは、細胞に浸透性でな
いか、又はがん細胞の場合には、エンドソームに取り込まれ保持される(Bagnato 2004; G
upta 2008)。エンドソームへの隔離及び/又は細胞への不浸透性は同じ効果を有する：活
性種は、意図された細胞内標的と相互作用することができない。このことを念頭において
、３つのCbl-コンジュゲートを調製し、調査した(Shell 2014)：
　Cbl- BODIPY(登録商標) 650 11: BODIPY(登録商標) 650はミトコンドリア毒素であるが
(Kamkaew 2013; Awuah 2012)、コンジュゲートは暗中で非毒性である。650 nmでの照射は
、がん細胞において、ミトコンドリアへのBODIPY(登録商標) 650の移動を急速に開始する
。
【０１３７】
　Cbl-cAMP 12: cAMPは、細胞骨格に顕著な効果を有するが、コンジュゲート12は、暗中
において、REF52線維芽細胞の挙動に対して不活性である。照射は、ストレス線維の喪失
、細胞の縮小及び円形化、cAMP依存性タンパク質キナーゼシグナル伝達経路についての公
知の結果を誘導する(Oishi 2012)。
【０１３８】
　Cbl-ドキソルビシン13: ドキソルビシンは、広範に用いられる心毒性の抗がん剤である
(Patil 2008; Volkova 2011)。HeLa細胞におけるこのコンジュゲートの細胞毒性を照射時
間ごとに調べた。光だけの処理又は光分解なしの13への曝露は、細胞の生存能に対して効
果を有しない。対照的に、13存在下における照射時間の増大によって細胞死が光量依存的
に増大し、究極的にはドキソルビシン単独による細胞死を再現している。
【０１３９】
　要するに、遠赤外及び近IR蛍光体は、広範な臨床的応用ができる。次の実施例に記載さ
れるように、これらの蛍光体を用いれば、波長選択的に生物活性を制御し、複数の光応答
性種を時空的に制御できる。
【０１４０】
　この実施例は、波長コード化光応答性分子構築物に関する。コバラミンベースの光応答
性構築物の範囲及び制限を調査する。波長により制御されるコバラミン-薬剤コンジュゲ
ート(赤色、遠赤外及び近IRにおいて活性である)のセットを得た。加えて、暗中における
チオラトコバラミンの安定性及び照射時における光開裂を促進する構造上の特徴を特定す
る。ペプチド療法の担体としてのチオラトコバラミンの応用性を評価する。
【０１４１】
　この研究は、Cblベースの光応答性構築物の範囲及び制限に焦点を当てて、オルソゴナ
ルに制御された波長応答性構築物のセットを特定し、治療用ペプチドの送達に用いるチオ
ラトコバラミンの光化学的特性を調査する。
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【０１４２】
　波長コード化：オルソゴナルな制御の探索。前の実施例に記載されているように、４つ
の異なる種を、長波長～短波長、すなわち777 nm、700 nm、646 nm、546 nmの順次照射に
よって光分解した。(Shell 2014)この具体的な実験において用いる４つの蛍光体について
、より長波長の蛍光体がより短波長の蛍光体を励起する領域の光を吸収するので、選択的
な活性化のためには順次的な光分解が必要であった。光によって開始する事象について所
望の順序がある場合、順次的な照射は十分である。しかしながら、完全にオルソゴナルな
制御は順序に依存しないので、生物学的制御の観点からより柔軟である。光応答性構築物
の非干渉性のオルソゴナルなペアが特定されている：Cbl-SulfoCy5及びCbl-DyLight(登録
商標) 800は、646 nm及び777 nmで光化学的に区別可能である(図44)。結果的に、それら
は、具体的な照射順序を依拠する必要なく、個別に光によって操作することができる。こ
の研究の目標は、光分解による放出の定量を確立すること及び波長特異的な応答物質のト
リ-及びテトラ-オルソゴナルな基を特定することである。生物医薬的な合理性を以下の更
なる実施例で検討する。
【０１４３】
　広範多種の商業的に入手可能な赤色、遠赤外及び近IR蛍光体がある：PromoFluor (Prom
okine)、DY (Dyomics)、ATTO (Atto-TEC)、HiLyte(登録商標) Fluor (AnaSpec)、Alexa F
luor(登録商標) (Invitrogen)、DyLight(登録商標) (Pierce)等。これら蛍光体の多くに
ついての光物理的特性のまとめは、fluorophores.orgウェブサイトで見つけることができ
る。
【０１４４】
　紙面の制限上膨大な可能性についての詳細な議論はしないが、２つの実施例によって、
以下で採用するストラテジを説明する。トリ-オルソゴナルな基: ATTO 594 (λex 602 nm
), IRDye700DX (λex 689 nm)及びPromo-Fluor-840 (λex 843 nm)。テトラ-オルソゴナ
ルな基: ATTO 594 (λex 602 nm), IRDye700DX (λex 689 nm), DY-751 (λex 751 nm)及
びPromo-Fluor-840 (λex 843 nm)。励起波長が重複しないように蛍光体を選択した。記
載されるようにして、これらの蛍光体を含むメチル-Cbl誘導体(14)を合成する(図45)(She
ll 2014)。
【０１４５】
　波長指向性で化合物特異的な光放出を選択性(任意に20倍に設定する)について評価する
。この基準を満たさない蛍光体-Cblは、その他の商業的に入手可能な蛍光体で置き換える
。
【０１４６】
　吸収/励起スペクトルが特定の波長における光感受性を予測するための手引きとして機
能するが、蛍光体の消光係数、蛍光体からCblへのエネルギー移動の効率及び量子収量(Φ
)のような変数は、２以上の蛍光体-Cblを区別できる度合に寄与する。光分解速度は、こ
れらの誘導体の波長選択性の定量的評価のために、全ての化合物(14)についての波長ごと
に得るべきである。産物の生成速度は、吸収分光法によって容易に評価される；光分解産
物(15)のスペクトルは、出発物質であるアルキル-Cbl 14のそれとは著しく異なる(図45)
。
【０１４７】
第二に、リード蛍光体で置換されたコンジュゲート(14)の指定波長におけるΦを測定する
ことができる。Φによって、波長ごとの光感受性/光放出の減少を定量できる。Φは、典
型的には、同時に起こる標準物質の光分解によって測定(「化学光量計」)されるが、K3[F
e(C2O4)3] (250～500 nm)及びメソ-ジフェニルヘリアントレン(475～610 nm)の両標準物
質は、いずれも、我々の技術に必要な波長帯域を欠いている。測定された照射量を用いる
ある方向からのサンプル照射及び光源に対する90°における光分解産物(15)の定量によっ
て行うアルキル-CblのΦの直接的な評価を開発する。
【０１４８】
　メトトレキサート(16)及びデキサメタゾン(19)のCbl誘導体(17及び21)の波長依存的光
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放出も評価することができる(図46)。いずれの薬剤もRA治療に常用されている。(16)にお
いて蛍光を付したカルボキシレートは活性に必須ではなく、(ペプチド、抗体及びポリマ
ーを含む)様々な置換基がこの部位にコンジュゲートされてきた(Majumdar 2012; Wang 20
07; Everts 2002)。この議論に最も関係があるのは、所期の光分解産物(18) (X = H, OH)
に類似/同一である、抗炎症性のN-アルキルカルボキサミドMTX誘導体の配置である(Heath
 1986; Rosowsky 1986; Piper 1982; Rosowsky 1981; Szeto 1979)。DEX (19)もまた、そ
の他の多くの短鎖アシル化DEX誘導体(例えば22)と同様に、皮膚/眼球の透過性を促進する
 (Markovic 2012; Civiale 2004)又は水溶性の低さに起因して筋肉内デポ製剤として注入
されるときに放出持続型として機能する(Samtani 2005)ように設計されているアセテート
(20) (R = Me)として医薬的に利用可能である。(17)及び(21)の波長による区別が可能な
型は、LC-MSによって、及び後の実施例に記載の細胞ベースの研究においては商業的なELI
SAキットによって、緩衝液中で評価される。(17)及び(21)は、Cblからの光放出前又は後
に活性又は不活性であるように設計されていない(図46)。
【０１４９】
　光応答性チオラトコバラミン。抗炎症性ペプチドベースの剤は大きな注目を受けている
(Luger 2007; Bohm 2012)。(17)のようにCbl-アミノ手(handle)又は(20)のようにCbl-カ
ルボキシル手にペプチドをカップリングさせることは確かに可能であるが、所定のペプチ
ドフレームワークに複数の求核物質又は求電子物質が存在する蓋然性は、このような合成
アプローチを面倒にし得る。このことを念頭において、チオラトコバラミン(チオラト-Cb
l)を調製し、特性を調べた。
【０１５０】
　チオラト-Cbl (24)は容易に調製される：単純に、中性かつ水性の好気的条件下にメル
カプタン(23)を置く(図47、スキーム2)。グルタチオン-Cbl (25)は、ビタミンB12の主要
な細胞内形態の１つである(Pezacka 1990; Brasch 1999)。N-アセチルCys (26) (図48)を
含む少数のその他のチオラト-Cblが記載されている(Pezacka 1990; Brasch 1999)。
【０１５１】
　空気中での光分解により、Co(III)種に酸化されるCo(II)-Cbl産物、及びジスルフィド
又は酸化物に変換されるチイルラジカルが生じる(図47、スキーム 2)(Tahara 2013)。蛍
光体で置換されたN-アセチルCys-Cbl誘導体(27)の光開裂を調べ、非標識チオラト-Cbl ((
27)においてR = CH3)が400 nm未満の波長で光分解されるだけであることを見出した。し
かしながら、(27)の蛍光体で置換された誘導体は、蛍光体によって吸収される波長で光開
裂する。以下の疑問に対処する：
【０１５２】
(i)　光応答性チオラト-Cblの調製のための構造的な要件は何か。プロテインキナーゼの
基質(28)のいくつかのCbl-Cys類似体(30～33)を調製した(図49)。(33)を除く全てのCbl-
ペプチドが暗中で安定である。暗中で安定なCbl-ペプチドの光開裂速度は著しく変化する
：(32) (12x) > (31) (2x) > (30) (1x)。これらの結果は、近傍の官能基が光化学的な開
裂速度及び暗中における安定性に影響することを示唆する。特に、直近のミクロ環境は、
光で生成した高親和性の[Co(II)Cbl/チイル]ラジカルペアの分離能力に影響し得る(これ
は光分解率を制御することで知られている) (Peng 2010)。
【０１５３】
　暗中での安定性を確実にするが急速な光分解による放出を促進するそれらのCys-Cblミ
クロ環境を特定することができる。このことは、Ac-Xaa-Cys-Yaa-アミドトリペプチドのC
blコンジュゲートの安定性及び光応答性を調べることによって評価される。Xaa及びYaaの
位置で19の異なるアミノ酸を含む(CysはXaa及びYaaから排除される)ペプチドライブラリ
を調製する。１ウェル当たり１ペプチドで合成された361-メンバーのライブラリを、(i) 
HO-CoIII-Cblに曝露して、対応するペプチド-S-CoIII-Cblコンジュゲートを調製する。(i
i) 吸収分光法によって、コンジュゲートの暗中における経時的な安定性；及び(iii) 波
長ごとの光開裂速度(360、440及び550 nm)を評価する。これは、局所的な構造がCys-Cbl
の暗中安定性/光応答性にどのようにして影響するかについての情報を提供し、したがっ
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て暗中安定性及び光開裂を促進する配列を特定する。非天然構造の特徴を調べることも可
能である(Lee 1999; Lee 2000; Yeh 2001)。
【０１５４】
(ii)　チオラト-Cblは波長指向性でオルソゴナル制御に感受性であるか。単純なチオラト
-Cblは短波長(<400 nm)での光分解にのみ感受性であるが、蛍光アンテナ(例えばクマリン
、Cy3、Atto550; 27参照)を付加することにより、より長波長において光応答性となり得
る。光応答性は550 nmにまで広がる。(27)に一連の遠赤外及び近IRアンテナを挿入できる
(ここでは、NAcCysは、ペプチドライブラリ研究から特定されたリードで置き換えられる)
。暗中安定性、光応答性及びオルソゴナルな波長応答性の試薬セットが得られるかを調べ
る。光分解速度及びΦを得る。
【０１５５】
(iii)　ペプチドベースの生物活性種をチオラト-Cblから放出できるか。Xaa-Cys-Yaaのリ
ード配列が特定され、遠赤外/近IRにおけるオルソゴナルな波長指向性光放出が実行可能
であると仮定すれば、２つのペプチドベース抗炎症性剤が付加されたCbl-トリペプチドコ
ンジュゲートの暗中安定性/光応答性を調べることができる：13アミノ酸のα-メラニン細
胞刺激ホルモン(α-MSH) (Getting 2009; Luger 2007)及びアネキシン-1ペプチドフラグ
メントAc2-26 (Yang 2013)。
【０１５６】
　添付のライブラリで特定されたCys含有トリペプチドを含む遊離ペプチドの生物活性を
ここで記載されるようにして評価する。万一、ペプチドが生物学的に不活性である場合に
は、Xaa-Cys-Yaaと抗炎症性ペプチド配列との間にスペーサー(例えばSer-Gly)を挿入する
必要があり得る。ペプチドの生物活性が確認されれば、一般式(27)の蛍光体-Cbl-ペプチ
ドを調製する。波長ごとの暗中安定性及び光分解の比速度をこれらの各々について記録し
、対比する。チオラト-Cblの光物理的特性が不十分である場合には(例えば暗中において
不安定である、遠赤外光で照射時に放出が乏しい等)、ヒュスゲン反応のような生物学的
に正統な化学的手法を用いて、適切に誘導体化されたアルキル-Cblにペプチドを付加する
ことは実行可能である(Best 2009; Kolb 2001)。
【０１５７】
　この実施例は、波長コード化薬剤送達を記載する。生物活性剤が赤血球の膜の高密度で
集合したタンパク質の覆いに隠れ、その後光放出され、治療剤、セカンドメッセンジャー
及び酵素センサーを含む活性種を生成することが証明されている。この確認済みのストラ
テジを、その他の実施例で開発された波長コード化構築物と組み合わせて、薬剤放出ビヒ
クルの新たなファミリーを創出する。このストラテジは、複数の薬剤放出のタイミング及
び空間を別々に制御するための潜在能力ある手段を提供することに加えて、血液のタンパ
ク質分解性の環境から治療用ペプチドを保護するための潜在的可能性のある一般的アプロ
ーチを提供する。
【０１５８】
　波長コード化薬剤送達。今回は、NSAID、グルココルチコイド及び疾患修飾性抗リウマ
チ薬(DMARD)の混合物を用いてRAを治療する。DMARDは疾患の進行を遅らせ、一連の小分子
を含む：数例挙げると、MTX (16) (図46)、クロロキン、シクロスポリンA、D-ペニシルア
ミン、様々な金属塩及びスルファサラジン。「生物製剤」は、DMARDの比較的新たなファ
ミリーであり、抗体ベースの剤であるインフリキシマブ、エタネルセプト、アダリムマブ
、セルトリズマブ及びゴリムマブを含む(Kukar 2009)。加えて、いくつかのペプチドベー
スの剤は、並外れたDMARD挙動を示しているが、殆どのペプチドにとって悩ましい薬物動
態特性によって制限されている(Luger 2007; Bohm 2012)。これらの薬剤全てについて光
活性化可能な形態を創出することは現実的ではない。代わりに、グルココルチコイド(DEX
, 19)、DMARD (MTX, 16)及び２つのペプチド(α-MSH及びAc2-16)を用いて、波長コード化
薬剤送達の有用性を調べる。以下で概説するアプローチは、RA貯蔵庫における薬剤の殆ど
でなくとも多くに適用可能である。
【０１５９】
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　光放出可能な表面積込み型治療薬の担体としての赤血球。これらの実施例で概説する研
究は、新たなシリーズの遠赤外/近IR光応答性剤の光物理的特性を調査するために設計さ
れている。Cblは、それらの活性を妨害しない形で、意図的に生物活性剤に組み込まれる(
すなわち17、21及びペプチド)。代わりに、生物活性を制御するための代替法を開発した
：細胞の膜の高密度に集合したタンパク質の覆いに生物活性剤を隠し、その後光放出し、
活性剤を生じさせる(図50) (Nguyen 2013)。このストラテジにおいては、隠れた生物活性
剤とその脂質アンカーとの間に光開裂性の基を挿入する。この実施例は、このこと及び類
似のストラテジを用いて、波長コード化薬剤送達ビヒクルを構築しようとするものである
。
【０１６０】
　上記のとおり、赤血球は、「薬剤送達システムの王様」として記載されている(Muzykan
tov 2010)。生物活性剤を含む薬剤は、赤血球の内部に、又はその細胞表面に付加するこ
とにより、容易に導入できる(Muzykantov 2013)。図50に示すように、RBC表面の慣用のニ
トロベンジル基(35) (Nguyen 2013) (hν = 360 nm)及びCbl種(36) (hν = 550 nm)を用
いる表面ストラテジは、プロテアーゼ及びプロテインキナーゼセンサーを隠し、光放出す
る(図51)。これらの研究は、ヘモグロビンの大半が除去されたRBCゴーストを用いて行っ
た。しかしながら、ゴーストは、正常な赤血球の循環寿命を欠いている。光放出を制御し
て通常のRBCを光応答性薬剤担体として用いるために、ヘモグロビンの吸収範囲を超える
波長を用いてもよい。
【０１６１】
　図50の脂質アンカーの主な要件は３つである：(i) 疎水性部分、(ii) 蛍光体及び(iii)
 Cblが付加する部位。多くの選択肢を利用できるが、まず、RBC膜に包埋された光放出性
の誘導体(35)及び(36)を首尾よく提供したものと類似のストラテジを用いる(Nguyen 2013
; Smith Unpublished Results)。リジン誘導体(37) (図52)を調製する；合成プロトコル(
Leschke 1997)は、一連の蛍光体及び脂質を用いるために必要な柔軟性を提供する。蛍光
体 = アセチルである誘導体をコントロールとして用いて、様々な波長における光放出速
度を対比する。薬剤は、アミド(MTX; 17)、エステル(DEX; 21)、チオラト- (ペプチド; 2
7)又はそれらの変形としてCblに付加される。以下のことを調査する：(i) RBCからの生物
活性剤の波長依存的な放出及び(ii) RBC-Cbl-薬剤混合物に対する波長依存的なオルソゴ
ナル制御。
【０１６２】
　小分子及びペプチドはいずれも、RBCのタンパク質の覆いに隠れることができることが
証明されているが(Nguyen 2013)、α-MSH及びAc2-26のようなより大きなペプチドがRBC表
面の１つの部位を介して付加されるときに(図50a)、それらの生物学的受容体にとって利
用不可能であるか否かはわからない。したがって、(iii)当該形態の誘導体も調べる：Xaa
-Cys(Cbl-脂質)-Yaa-ペプチド-Xaa-Cys(Cbl-脂質)-Yaa。RBC表面の２つの部位における付
加(図50b)によってペプチドが膜と平行になり、光放出されるまで生物学的に利用不可能
となると推定される。最後に、とりわけプレートに置かれた線維芽細胞(RBCは非付着性で
ある)の存在下におけるこれら誘導体の(iv)暗中安定性を調べる。具体的には、RBC膜から
線維芽細胞の膜へのリピド化Cblの望ましくない移動が暗中でのインキュベーション時に
起こるか否かを調べる。これらの実験は、RBC膜から浸出する可能性がある別の種(37)で
あるアルブミンを含む血清の存在下で行う。RBCからその他の細胞又は可溶性タンパク質
へのリピド化Cblの望ましくない移動が観察されれば、C18アンカーを(a) 膜親和性を向上
させるためにジアシルホスホリピドで置き換えるか、又は(b) RBC膜にCbl部分を共有結合
的に付加する。
【０１６３】
　光放出可能な内部積込み型治療薬の担体としての赤血球。薬剤は、赤血球の内部に積め
てもよい。例えば、RBCは、遊離の薬剤単独よりも寿命が向上したDEXを継続的に送達する
ために用いられている(Rossi 2006)。薬剤の積込みは、RBCを低張性溶液に曝露する(これ
により膜中に小さな孔が形成される)ことによって容易に達成される。薬剤を取り込んだ
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後、等張性溶液を用いて孔を閉じる。この手順は極端に穏やかで、RBCの機能的完全性を
維持する(Muzykantov 2010; Biagiotti 2011)。次いで、薬剤を含むRBCを患者に再び導入
する。
【０１６４】
　DEXは、不拡散性かつ細胞不浸透性の薬剤の形態であるDEX-21-ホスフェートとして、RB
Cに積む。DEX-21-ホスフェートは、RBC中でゆっくりと加水分解して、DEX (これは赤血球
の外に拡散する)を生成する。このゆっくりと放出される形態のDEXは、嚢胞性線維症、血
管拡張性運動失調、潰瘍性大腸炎及びクローン病の治療薬として様々な臨床試験がなされ
ている(Rossi 2004; IEDAT01; Bossa 2008; Castro 2007)。DEX-21-ホスフェート/RBCは
、潜在的に一般的なストラテジのためのモデルとして機能する：RBC中における薬剤の細
胞内隔離。Cbl誘導体が膜浸透性ではないので、蛍光体-Cbl-薬剤は、RBCから漏れ出さな
いと推定される。薬剤-Cbl結合の光分解時に、切り離された薬剤は自由にRBCから逃れる
。
【０１６５】
　以下の疑問を調査する：(i)蛍光体-Cbl-生物活性剤を低張積込みによってRBCに導入し
、暗中で保持できるか。(ii)適切な波長における照射時に生物活性剤は放出され得るか。
【０１６６】
　更に、RBCの適切な代替物として機能する多様なナノテクノロジーを利用できる。例え
ば、メソ多孔性シリカナノ粒子は、多様な薬剤を積んだハニカム構造中に数百の空のチャ
ネルを含む(Vivero-Escoto 2010; Li 2012; Coll 2013)。これらのチャネルは、光開裂性
の種を含む矢印の部分でキャップされている(Croissant 2013; Mal 2003; Wan 2013)。チ
ャネルキャッピング剤の光による除去は、薬剤の放出をもたらす。チャネルの直径は、小
さな薬剤からタンパク質までをカプセル化するように変えることができる(Popat 2011)。
結果的に、蛍光体-Cblでのチャネルキャッピングは、波長により規定される様式で薬剤、
ペプチド及びタンパク質を放出するための手段を提供する。メソ多孔性シリカナノ粒子(
及びその他のナノテクノロジー)は、光コード化ストラテジへの応用に有用な構築物とし
て機能し得る。
【０１６７】
　この更なる実施例は、部位標的化抗炎症剤のオンデマンドでの制御を検出するための、
波長コード化薬剤特異的放出を記載する。波長コード化薬剤送達ストラテジの効果は、複
数のヒト細胞株ベースの動脈/滑膜界面3Dモデルを用いて評価する。ある特定の構築物の
光依存性及び波長依存性の能力は、動脈内皮、免疫系及び滑膜の細胞モデルにおける炎症
促進性のシグナル及び細胞接着分子の発現をブロックし得る。ずれ流動条件下における関
節炎滑膜モデルへの白血球の経内皮的な移動をブロックするこれらの剤の能力を調べる。
更に、波長コード化薬剤送達を用いて、血管系-滑膜関節界面3Dモデルにおいて特定の治
療剤を分配できるか否かを調べる。
【０１６８】
波長コード化薬剤特異的放出：部位標的化抗炎症剤のオンデマンドでの制御の評価
　関節炎動脈/滑膜界面の複数ヒト細胞株ベース3Dモデルを用いて、波長標的化薬剤送達
の効果を評価する。関節炎滑膜に関与している炎症を起こした内皮血管系は、白血球(例
えば単球、CD4+ T細胞)を引き付ける炎症促進性サイトカインを放出する。白血球は、細
胞接着分子(CAM)によって、炎症を起こした内皮に結合し、その後血管壁を通じて滑膜に
移動する。更なる細胞事象(単球→マクロファージ)及び生化学的事象(白血球による炎症
促進性シグナルの放出)を生じ、これらは究極的には滑膜関節の構成要素の損傷をもたら
す。MTX及びDEXは、これら及びその他の炎症促進性のシグナル/挙動をブロックする。加
えて、α-MSH及び関連する誘導体は、「ステロイドの打撃的な特性を有するが副作用はな
い」と記載されている(Getting 2009)。残念ながら、α-MSHは、血中で急速にタンパク質
分解を受ける(Catania 2004)。また、ペプチドAc2-26は、素晴らしいRA抗炎症作用を示す
(Yang 2013)。
【０１６９】
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　いくつかの剤の特性を評価するために、単独および3Dコンビネーションの両方で、４つ
の細胞タイプを調査する：(i) HMEC-1は、血管内皮のまさに最良のモデルの１つと一般に
考えられている内皮細胞(EC)株である。代替のEC株として、商業的に入手可能なHUVECも
用いられる。(ii) THP-1は、「血管炎症中の単球-マクロファージとその他の血管細胞と
の相互連絡の役割に関する知見を得る」ために、一般に用いられる単球細胞株である。加
えて、商業的なキットを用いて、RA末梢血単核細胞(PBMC)から単球(CD14+)を単離する。(
iii) T細胞は、最大50％の滑膜組織細胞(これらの殆どがCD4+である)を含む。それらは、
同様にRA PBMCから単離される。(iv) RA患者からのヒト滑膜細胞を用いて、滑膜細胞環境
をモデリングする。
【０１７０】
　これらの実施例における光応答性剤は、水溶性(ws)で単分子の物体であるが、その他は
担体(RBC又はメソ多孔性シリカ)と結合されている。「ws」及び「rbc」は、Cblが付加さ
れる薬剤の性質を指す。例えば、MTXwsは、水溶性のCbl結合MTX誘導体である。(i) 生化
学的レベル及び(ii) 細胞レベルで、及び(iii) 多重波長制御を用いて、以下の一連の実
験を行う：
【０１７１】
(i) 生化学的制御：HMEC-1及びTHP-1細胞株はいずれも、サイトカイン(IL-1α、IL-6、IL
-8及びTNFα)の産生及び放出による炎症の活性化、細胞表面CAM (ICAM-1、VCAM-1、E-セ
レクチン)の発現及びNF-κBの活性化に応答する；生化学的応答は、MTX、DEX、Ac2-26及
びαMSHによって阻害されることが知られている (Luger 2007; Everts 2002; Chan 2010;
 Chen 2002; Nehme 2008; Joyce 1997; Peshavariya 2013)。加えて、MTXは、HMEC-1及び
リンパ球におけるアデノシン放出を促進することが知られている(Morabito 1998)。
【０１７２】
　アデノシンの抗炎症性は、CAM産生のブロッキングに少なくとも部分的に帰せられる(Li
nden 2012)。HMEC-1/HUVEC、THP-1/単離された単球、及び白血球において炎症応答を波長
依存的に抑制するCbl-剤の能力を調査する。ここでは、１つの実施例を明示して議論し、
行った実験を例証する。
【０１７３】
MSHrbc： 赤血球表面のタンパク質の陰に隠れたαMSHは、光放出されるまで、他細胞の受
容体と相互作用することができないと推定される(図50)。加えて、タンパク質分解に対す
るMSHrbcの安定性を評価する。αMSHの極めて有望な抗炎症性にも拘らず、IV投与された
ときのその半減期は、血清プロテアーゼに起因して、たった数分に過ぎない(Bohm 2012; 
Catania 2004)。その他のペプチドが、RBCのタンパク質の覆いに隠れるときに、光放出さ
れるまでタンパク質分解から保護されることが以前に報告されている(Nguyen 2013; Smit
hの公表されていない結果)。αMSHに作用することが既知のプロテアーゼの存在下におけ
るαMSH及びMSHrbc (図50；１つ及び２つの部位に付加)のタンパク質分解に対する相対的
安定性が測定されている(Bohm 2012)。血清中における相対的安定性も評価されている。
生物学的サイレンス及びタンパク質分解に対する安定性を確実にするために、ペプチドの
脂質アンカー部位を変化させる必要があり得ることに留意する。最後に、その他の抗炎症
性物質とは異なり、αMSHは、CD4+ T細胞を制御性T細胞(Treg)(これは、免疫応答を著し
く阻害するために機能し、自己免疫疾患の有望な治療に大いに関与する)にトランスフォ
ームすることが知られている(Wright 2011)。CD4+ T細胞からTregへの光依存性MSHrbcト
ランスフォームは、以前に記載されたプロトコルを用いて評価する(Taylor 2011)。
【０１７４】
　これらの実施例のCbl-試薬の大半は、照射の前後で生物活性である(すなわち、サイト
カインの活性化及びCAM発現をブロックする)。Cbl付加物がDEX置換基を膜不浸透性にし、
よって光分解前に細胞内受容体に結合できないと推定されるため、DEX-CblWSは例外であ
る蓋然性が高い。対照的に、全てのRBC-ベースのCbl-試薬は、光放出されるまで不活性な
ように設計されていると推定される。
【０１７５】
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(ii) 細胞性の制御：RAの特徴は、滑膜/滑液膜への/における白血球の動員及び蓄積であ
る。関節炎滑膜への白血球の経内皮的な移動は、白血球及び内皮細胞(EC)の両方によって
媒介される。この移動(及び薬剤による妨害)のインビトロモデルは、一般に、コラーゲン
ゲル上で培養されたEC単層からなる(図53)(Muller 2008; Shulman 2009)。走化性物質(例
えばRANTES、MCP-1)に応答しての、活性化された(TNFα) EC単層を横切るRA患者から単離
されたTHP-1細胞及び単球の移動を定量する。暗中における及び予め照射されるときの経
内皮的な移動をブロックするDEXws、MTXws、MSHws、Ac2-26ws、DEXrbc、MTXrbc、MSHrbc
及びAc2-26rbcの能力が特記されている。抗炎症薬の光放出は、TNFαで刺激されるEC CAM
の発現/RANTESで刺激された単球を抑制することによって、経内皮的な移動をブロックす
ることが期待される。ここでは、１つの実施例を明示して議論する。
【０１７６】
　刺激されたRA内皮を標的化するいくつかのノナペプチドを含む広範多種の「RGD」ペプ
チドが細胞接着を促進することが記載されている(Yang 2011; Wythe 2013; Lee 2002)。G
RGDSY 配列は、ポリマーに付加されたときであってもECに結合することが知られているの
で(Lin 1992)、最初の研究に用いる。一般構造が脂質-Cbl-スペーサー-GRGDSYの様々な類
似体を調製し、RBC細胞表面にこの脂質-ペプチドコンジュゲートを挿入する(図54a)。次
いで、内皮単層移動アッセイ系にRBCを導入する。他者がRGDで修飾されたRBCを記載して
おり、これらがECに結合することが示されていることに留意する(Fens 2010)。これらの
以前に記載されたRBCは、表面のタンパク質にRGDペプチドを共有結合的に付加することに
よって調製したが、本明細書に記載される脂質をアンカーとするRGDペプチドは、類似の
挙動を示すと推定される。顕微鏡観察によって、及び単球のゲル層への移動が、結合した
RBCによってブロック/妨げられるとの期待によって、内皮単層へのRBC結合を確認する(図
54b)。細胞表面からのRGDペプチドの光開裂によって、内皮単層からRBCが放出され、単球
の結合/移動を回復する。
【０１７７】
　RBC/ECの接触が記載したとおりに起こると仮定して、トランスウェル法を用いて、ECと
接触しているRBCからの抗炎症薬の光放出(図55a)が溶液中で遊離しているRBCからの放出(
図55b)よりも強力な効果を示すか否かを評価する。これは、図55a及び図55bにおいて等量
のRBCに曝露されたECからの炎症性タンパク質発現レベル[生化学的制御(i)]を比較するこ
とによって分析する。
【０１７８】
　RBCから放出された抗炎症剤が、RA患者から単離された活性化(CD3及びCD28)T細胞及び
滑膜細胞において炎症性の生化学的応答を下方調節する能力も評価する。これらの細胞を
トランスウェルプレートの下側チャンバに置くことにより、内皮バリアにより動脈系から
分離された関節炎滑膜の3Dモデルとする。RBC放出時のαMSH及びAc2-26は、内皮単層を横
断し、下側チャンバにおける炎症性の挙動に影響することができるであろうか。これらの
実験は、αMSH及びAc2-26のタンパク質分解に対する安定性(図55a/55b参照)を攻撃するた
めに、上側チャンバにおける血清の存在下で行う。最後に、上側区画が流入口及び排出口
を有し、ずれ流動条件を模倣するチャンバが開発されている(Muller 2008)。フローチャ
ンバーは、光活性化のための搭載されたレーザー及びイメージ撮像のためのデジタルレコ
ーディングと一体化された独自の顕微鏡に取り付けることができる。
【０１７９】
　前のセクションで議論したように、水溶性Cbl-ペプチドは、タンパク質分解に感受性で
ある。小さなキャピラリ中における長時間のRBC/EC接触(図55a)は有害であり得ることに
留意する；したがって、薬剤放出後のRBC排出は重要である。
【０１８０】
(iii) 多重-波長制御：いくつかの実施態様において、本開示は、特定の波長を用いて異
なる抗炎症剤の放出を制御する能力を有する化合物の実施態様を提供する。最初の実験は
、異なる薬剤を含むRBCの混合物からの波長特異的な放出を調べる。
【０１８１】
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　DEX (Neogen Corporation)及びMTX (Alpha Labs)検出のためのイムノアッセイは商業的
に入手可能であり、αMSH及びAc2-26ペプチドは、LC-MSによって検出可能である。関節炎
動脈/滑膜モデルを用いて、図55aのストラテジの拡張を続ける。
【０１８２】
　理論に拘束されることを望まないが、内皮単層にRBCをドッキングすること、１つの波
長で薬剤という積荷を降ろすこと、及び第２の波長でRBCを切り離すことは実行可能であ
ると考えられる。その光開裂性Cbl (脂質-Cbl-スペーサー-GRGDSY、図54a)を有するリピ
ド化RGDペプチドは、このアプローチに従う。究極的には、光誘導されたRBCのドッキング
、薬剤の積降し及びRBC切離しによってこのことを更に拡張し得る。要するに、この技術
は、薬剤の拡散性の変更、細胞表面からのペプチド/薬剤の放出、及び細胞の付着/切離し
を含む複数の生物学的事象を別々に制御する可能性を提供するので、大いに実行可能であ
る。
【０１８３】
　この研究において、光活性化可能な剤の創出のための新たなストラテジが開発されてお
り、これは1978年から定番のアプローチからの著しい発展に相当する。これらの剤は、組
織に吸収されない波長域で作動するだけでなく、特定の波長に応答するようにコード化さ
れ得る。一連の、波長で惹起される抗炎症薬/コバラミンコンジュゲートを調製する。後
者は、「薬剤送達システムの王様」RBCを用いて送達され、長波長応答性構築物の利用可
能性に起因して今や実行可能である。加えて、タンパク質分解に感受性のペプチドがRBC
細胞膜のタンパク質の覆いに「隠れる」ことができることが証明されており、このことは
、治療剤としてのペプチドを送達するための有望な、可能性のある一般的ストラテジを提
供する。最後に、時空的に制御された薬剤送達の治療的有用性は、関節炎動脈/滑膜界面
を模倣するように設計された複数のヒト細胞株ベース3Dモデル系を用いて調べる。
【０１８４】
　次いで、高度に選択的な薬剤送達のための赤血球膜からの抗炎症剤の近IR媒介性放出の
特定例の合成プロセス及び特徴について記載する。
　図56は、Cbl-1 (メトトレキサート)、脂質尾部なしのCb1-2 (メトトレキサート)、Cbl-
3 (コルヒチン)、脂質尾部なしのCbl-4 (コルヒチン)、Cbl-5 (デキサメタゾン), Cbl-6 
(TAMRA), Cbl-7 (フルオレセイン aka FAM)を含む薬剤/蛍光体B12コンジュゲートの構造
を示す。図57は、蛍光体アンテナの構造を含む。
【０１８５】
　膜アンカー1の合成(図58)：オクタデシルアミニルシアノコバラミン(1)：シアノコバラ
ミン(200 mg, 148μmol, mw = 1355)を10 mLの無水DMSOに溶解し、CDT (121 mg, 740μmo
l, mw=164)を添加する。溶液を45分間撹拌する。急速に撹拌されているこの溶液に、オク
タデシルアミン (398 mg, 1.48 mmol, mw=269)を添加する。得られた混合物を1時間撹拌
し、90 mL エーテル/クロロホルムに添加する。得られた沈殿を遠心分離及びデカンテー
ションによって回収する。ペレットを真空下に乾燥させ、10 mL EtOHを加える。二量体化
されたオクタデシルアミンは白色の沈殿物を形成する。これを遠心分離によって除去し、
コバラミンを40 mL エーテル/クロロホルム中で沈殿させ、遠心分離及びデカンテーショ
ンによって回収する。ペレットをEtOH中に溶解させ、8カラム容量中で0～100％のH2O:MeO
H線形勾配を用いて100 g C18フラッシュカラムで精製する。C18で修飾されたコバラミン
を100% MeOHで溶出し、75%の収率で得る(Grissom, C; Lee, M.  Org. Lett. 2009, 11, 2
499-2502)。
【０１８６】
オクタデシルアミニルコバラミン (1): 赤色の固体, 75%, C82H125CoN15O15P- (M2+) に
ついて算出したESI MS = 825.98, 観測値(Grissom, C; Lee, M. Org. Lett. 2009, 11, 2
499-2502)。
【０１８７】
　膜アンカーの合成：2a (図58)：3-アミノプロピルオクタデシルアミニルコバラミン(2a
):  1 (100 mg, 61μmol, mw=1651)を10 mLのEtOHに溶解させ、N2下で脱気する。NH4Br (
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500 mg, 5% w/v)及びZn粉末(200 mg, 3 mmol)を添加し、N2下で20分間溶液を撹拌する。
このスラリーに3-クロロプロピルアミンヒドロクロリド(40 mg, 305μmol, mw=130)を添
加する。得られた混合物を継続的なN2流下で3時間撹拌する。赤色から橙色への色の変化
を観察する。遠心分離によって亜鉛を除去し、エーテル:クロロホルム(50 mL)中でコバラ
ミンを２回再結晶化させる。得られた沈殿を遠心分離及びデカンテーションによって回収
する。ペレットを真空下に乾燥させ、10 mL EtOHを添加する。UV-Vis分析により、アルキ
ル化が完全に行われたことを明らかにする。8カラム容量中で0～100％のH2O:MeOH (0.1% 
TFA)線形勾配を用いて100 g C18フラッシュカラムで2aを精製する。2aを100% MeOHで溶出
する。
【０１８８】
3-アミノプロピルオクタデシルアミノコバラミン (2a): 橙色の固体, [収率不明], C84H1
33CoN15O15P

- (M2+)について算出したESI MS  = 842.96が観測される。
【０１８９】
　膜アンカーの合成：2b (図58): オクタデシルアミノコバラミンブチレート(2b):  1 (1
00 mg, 61μmol, mw = 1651)を10 mLのEtOH中に溶解させ、N2下で脱気する。NH4Br (500 
mg, 5% w/v)及びZn粉末(200 mg, 3 mmol)を添加し、N2下で20分間溶液を撹拌する。この
スラリーに、4-クロロ酪酸 (30μL, 305μmol, mw = 122, d = 1.24)を添加する。得られ
た混合物を、継続的なN2流下で3時間撹拌する。赤色から橙色への色の変化を観察する。
亜鉛を遠心分離によって除去し、エーテル:クロロホルム(50 mL)中でコバラミンを２回再
結晶化させる。得られた沈殿を遠心分離及びデカンテーションによって回収する。ペレッ
トを真空下に乾燥させ、10 mL EtOHを添加する。UV-Vis分析により、アルキル化が完全に
行われたことを明らかにする。8カラム容量中で0～100％のH2O:MeOH (0.1% TFA)線形勾配
を用いる100 g C18フラッシュカラムで2bを精製する。2bを100% MeOHで溶出する。
【０１９０】
3-アミノプロピルオクタデシルアミノコバラミン(2a): 橙色の固体, C85H133CoN14O17P

-(
M2+)について算出したESI MS  = 855.95が観察される。
【０１９１】
　MTX-C18-B12の合成(図59)：メトトレキサートオクタデシルアミニルコバラミン(cbl-1)
：メトトレキサート(30 mg, 66μmol, mw=454)、N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(1H-ベン
ゾトリアゾール-1-イル)ウロニウムヘキサフルオロホスフェート (HBTU, 25 mg, 66μmol
, mw=379)、及びN,N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA, 58μL, 332μmol, mw=129, d=
0.74)を5 mLのDMFに溶解させ、5分間撹拌する。2a (120 mg, 71μmol, mw=1681)を添加し
、溶液を一晩撹拌する。2a及びCbl-1はHPLCによって分離できないので、1,4,5,6,7,7-ヘ
キサクロロ-5-ノルボルネン-2,3ジカルボン酸無水物(37 mg, 185μmol, mw = 370)を添加
する。溶液を30分間撹拌し、次いで、精製直前まで融解しないように注意して－80℃で凍
結させる。Viva C4分取カラム 5 μm,250 x 21.2 mm (Restek)を用いて、H2O:ACN, 0.1% 
TFA, 溶出時間46分でCbl-1を精製する。
【０１９２】
メトトレキサートオクタデシルアミニルシアノコバラミン(Cbl-1)：橙色の固体, 37%, C1
04H153CoN23O19P

-(M2+)について算出したESI MS = 1059.7, 観測値 1060.3; (M3+) = 706
.5, 観測値 707.2。
【０１９３】
単官能化コバラミンの合成：3a (図60): 3-アミノプロピルコバラミン (3a):  シアノコ
バラミン (200 mg, 148μmol, mw=1355)を10 mLのMeOH中に溶解させ、N2下で脱気する。N
H4Br (500 mg, 5% w/v)及びZn粉末(200 mg, 3 mmol)を添加し、N2下で20分間溶液を撹拌
する。このスラリーに3-クロロプロピルアミンヒドロクロリド (40 mg, 305μmol, mw = 
130)を添加する。得られた混合物を、継続的なN2流下で3 h撹拌する。赤色から橙色への
色の変化を観察する。亜鉛を遠心分離によって除去し、エーテル:クロロホルム(50 mL)中
でコバラミンを２回再結晶化させる。得られた沈殿を遠心分離及びデカンテーションによ
って回収した。ペレットを真空下に乾燥させ、10 mL EtOHを添加する。UV-Vis分析により
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、アルキル化が完全に行われたことを明らかにする。8カラム容量中で0～100％のH2O:MeO
H (0.1% TFA)線形勾配を用いて100 g C18フラッシュカラムで3aを精製する。3aを50% MeO
Hで溶出する。
【０１９４】
　単官能化コバラミンの合成：3b (図60)：コバラミンブチレート(3b)：シアノコバラミ
ン (200 mg, 148μmol, mw = 1355)を10 mLのMeOHに溶解し、N2下で脱気する。NH4Br (50
0 mg, 5% w/v)及びZn粉末(200 mg, 3 mmol)を添加し、N2下で20分間溶液を撹拌する。こ
のスラリーに、3-クロロプロピルアミンヒドロクロリド (40 mg, 305μmol, mw = 130)を
添加する。得られた混合物を、継続的なN2流下で3時間撹拌する。赤色から橙色への色の
変化を観察する。亜鉛を遠心分離によって除去し、エーテル:クロロホルム(50 mL)中でコ
バラミンを２回再結晶化させる。得られた沈殿を遠心分離及びデカンテーションによって
回収する。ペレットを真空下に乾燥させ、10 mL EtOHを添加する。UV-Vis分析により、ア
ルキル化が完全に行われたことを明らかにする。8カラム容量中で0～100％のH2O:MeOH (0
.1% TFA)線形勾配を用いて100 g C18フラッシュカラムで3bを精製する。3bを60% MeOHで
溶出する。
【０１９５】
　MTX-B12(Cbl-2)の合成：(図61)：メトトレキサートコバラミン (Cbl-2)：メトトレキサ
ート (30 mg, 66μmol, mw = 454)、N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(1H-ベンゾトリアゾー
ル-1-イル)ウロニウムヘキサフルオロホスフェート (HBTU, 25 mg, 66μmol, mw=379)、
及びN,N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA, 58μL, 332μmol, mw = 129, d = 0.74)を
、5 mLのDMF中に溶解させ、5分間撹拌する。3a (98 mg, 71μmol, mw = 1386)を添加し、
溶液を一晩撹拌する。8カラム容量中で0～100％のH2O:MeOH (0.1% TFA)線形勾配を用いて
100 g C18フラッシュカラムでCbl-2を精製する。
【０１９６】
メトトレキサートコバラミン(Cbl-2)：橙色の固体, 65%, C86H117CoN21O18P

-(M2+)につい
て算出したESI MS = 910.9, 観測値 912.6; (M3+) = 607.2, 観測値 608.8。
【０１９７】
　デアセチルコルヒチンの合成は、上記のとおり、図62に示す(Lebeau, L.; Ducray, P.;
 Mioskowski, C. SYNTH. COMMUN.  1997, 27, 293-296.)。
　コルヒチン-C18-B12(Cbl-3)の合成を図63に示す。コルヒチンオクタデシルアミニルコ
バラミン(Cbl-3)：2b (63 mg, 37μmol, mw = 1681)、N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(1H-
ベンゾトリアゾール-1-イル)ウロニウムヘキサフルオロホスフェート (HBTU, 10 mg, 26
μmol, mw = 379)、及びN,N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA, 15μL, 86μmol, mw =
 129, d = 0.74)を、2 mLのDMF中に溶解させ、5分間撹拌する。4 (10 mg, 28μmol, mw =
 1386)を添加し、溶液を一晩撹拌する。Viva C4分取カラム 5 μm, 250 x 21.2 mm) (Res
tek)を用いて、H2O:CH3CN, 0.1% TFA, 溶出時間35分でCbl-3を精製する。
【０１９８】
　コルヒチンオクタデシルアミニルコバラミン (Cbl-3): 橙色の固体, C105H153CoN15O21
P- (M2+)について算出したESI MS = 1025.0, 観測値 1026.5; (M3+) = 683.3, 観測値 68
4.5。
　コルヒチン-B12(Cbl-4)の合成を図64に示す：コルヒチンコバラミン(Cbl-4)：3b (58 m
g, 41μmol, mw = 1416)、N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(1H-ベンゾトリアゾール-1-イル
)ウロニウムヘキサフルオロホスフェート(HBTU, 10 mg, 26μmol, mw = 379)、及びN,N-
ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA, 15μL, 86μmol, mw = 129, d = 0.74)を、2 mLのD
MF中に溶解させ、5分間撹拌する。4 (10 mg, 28μmol, mw = 1386)を添加し、溶液を一晩
撹拌する。8カラム容量中で0～100％のH2O:MeOH (0.1% TFA)線形勾配を用いて100 g C18
フラッシュカラムでCbl-4を精製する。
【０１９９】
コルヒチンコバラミン(Cbl-4)：橙色の固体, C86H116CoN14O20P

-(M2+)について算出したE
SI MS = 877.4, 観測値 878.5; (M3+) = 584.9, 観測値 586.2。



(49) JP 2016-516774 A 2016.6.9

10

20

30

40

50

【０２００】
　DEX-C18-B12(Cbl-5)の合成を図65に示す。デキサメタゾンスクシニルオクタデシルアミ
ニルコバラミン (Cbl-5)：5 (6 mg, 12μmol, mw = 492)、N,N,N’,N’-テトラメチル-O-
(1H-ベンゾトリアゾール-1-イル)ウロニウムヘキサフルオロホスフェート (HBTU, 5 mg, 
12μmol, mw = 379)、及びN,N-ジイソプロピルエチルアミン(TEA, 10 μL, 57μmol, mw 
= 129, d = 0.74)を、1 mLのDMF中に溶解させ、5分間撹拌する。2a (30 mg, 18μmol, mw
 = 1681)を添加し、溶液を一晩撹拌する。Viva C4分取カラム 5 μm,250 x 21.2 mm) (Re
stek)を用いてH2O:CH3CN, 0.1% TFA, 溶出時間62分でCbl-5を精製する。
【０２０１】
デキサメタゾンスクシニルオクタデシルアミニルコバラミン (Cbl-5): 橙色の固体, C110
H164CoN15O22P

-(M2+)について算出したESI MS = 1078.1, 観測値 1079.3。
【０２０２】
　5-TAM-C18-B12(Cbl-6)の合成を図66に示す。5-TAMRAオクタデシルアミニルコバラミン 
(Cbl-6)：5-TAMRA (5 mg, 12μmol, mw = 430)、N,N,N’,N’-テトラメチル-O-(1H-ベン
ゾトリアゾール-1-イル)ウロニウムヘキサフルオロホスフェート (HBTU, 4.5 mg, 12μmo
l, mw=379)、及びN,N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA, 8.3μL, 48μmol, mw = 129,
 d=0.74)を、5 mLのDMFに溶解させ、5分間撹拌する。2a (20 mg, 12μmol, mw = 1681)を
添加し、溶液を一晩撹拌する。Viva C4分取カラム 5 μm,250 x 21.2 mm) (Restek)を用
いて、H2O:CH3CN, 0.1% TFA, 溶出時間46分でCbl-6を精製する。
【０２０３】
　5-TAMRAオクタデシルアミニルコバラミン(Cbl-6)：赤色の固体, C109H154CoN17O19P

-(M
2+)について算出したESI MS = 1047.5, 観測値 1048.7; (M3+) = 698.3, 観測値 699.3。
【０２０４】
　5-FAM-C18-B12(Cbl-7)の合成を図67に示す。5-FAMオクタデシルアミニルコバラミン (C
bl-7)：5-FAM (5 mg, 12μmol, mw=430)、N,N,N'N’-テトラメチル-O-(N-スクシンイミジ
ル)ウロニウムテトラフルオロボレート(TSTU, 3.6 mg, 12μmol, mw=301)、及びN,N-ジイ
ソプロピルエチルアミン(DIPEA, 8.3μL, 48μmol, mw = 129, d = 0.74)を、5 mLのDMF
中に溶解させ、5分間撹拌する。2a (20 mg, 12μmol, mw = 1681)を添加し、溶液を一晩
撹拌する。Viva C4分取カラム 5 μm, 250 x 21.2 mm) (Restek)を用いて、H2O:CH3CN, 0
.1% TFA, 溶出時間46分でCbl-7を精製する。
【０２０５】
　5-FAM-オクタデシルアミニルコバラミン (Cbl-7)：橙色の固体, C104H143CoN15O19P

-(M
2+)について算出したESI MS = 1020.0, 観測値 1021.5; (M3+) = 680.0, 観測値 681.2。
【０２０６】
　Cy5-C18(Fl-1)の合成を図68に示す。Cy5-C18 (4)の合成。a) Br(CH2)5CO2H, KI, CH3CN
 b) CH3I c) マロンアルデヒドジアニリド, AcOH, Ac2O d) 2, ピリジン, AcOH e) DIC (
N,N’-ジイソプロピルカルボジイミド), TEA, オクタデシルアミン, CH2Cl2。Cy5は、以
前に報告されたようにして合成する(Kiyose, K.;Hanaoka, K.; Oushiki, D; Nakamura, T
.; Kajimura, M. ;Suematsu, M.; Nishimatsu, H. ; Yamane, T.; Terai, T ;Hirata, Y 
; 及びNagano, T.  JACS. 2010, 132, 15846-15848)。
【０２０７】
　Cy7-C18(Fl-2)の合成を図69に示す。Cy7-C18の合成。(6) a) N-[5-(フェニルアミノ)-2
,4-ペンタジエニリデン]アニリンモノヒドロクロリド, AcOH, Ac2O b) 7, AcOH, ピリジ
ン c) DIC, TEA, オクタデシルアミン, CH2Cl2 (Kiyose, K.;Hanaoka, K.; Oushiki, D; 
Nakamura, T.; Kajimura, M. ;Suematsu, M.; Nishimatsu, H. ; Yamane, T.; Terai, T 
;Hirata, Y ; and Nagano, T.  JACS. 2010, 132, 15846-15848)。
【０２０８】
　Alexa-700-C18(Fl-3)の合成。Fl-3: Alexa Fluor(登録商標) 700 NHS-エステル (1 mg,
 1μmol, mw = 1086)、N,N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA, 5μL, 29μmol, mw = 1
29, d = 0.74)、及びオクタデシルアミン (5 mg, 19μmol, mw = 269)を、500μL DMFに
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溶解させ、撹拌によって一晩混合する。得られた混合物を5:1のH2O:CH2Cl2混合物(5 mL)
に注ぐ。CH2Cl2層を4 mL H2Oで洗浄(3x)する。フラッシュクロマトグラフィシリカカラム
(30 g)によって、MeOH:CH2Cl2(0.1% TFA)線形勾配0～80％で精製する。精製したリピド化
蛍光体を回転蒸発によって濃縮する(留意点：Alexa Fluor(登録商標)700の構造は開示さ
れていない。したがって、実験だけを載せる)。
【０２０９】
　Dy800-C18(Fl-4)の合成を図70に示す。Dy800-C18(12)の合成。a) 3-メチルブタノン, A
cOH; KOH, MeOH, PrOH  b) (10): 1,3-プロパンスルトン, o-ジクロロベンゼン (11): Br
(CH2)5CO2H, o-ジクロロベンゼン c) 3-クロロ-2,4-トリメチレングルタコンジアニルヒ
ドロクロリド, AcONa, EtOH d) 10 e) フェノキシナトリウム, DMF f) DIC, DIPEA, オク
タデシルアミン, DMF。
【０２１０】
【表１３】

表13は、カラムC4についてのHPLC勾配を示す。
【０２１１】
　更に、これらの実施例は、蛍光体がRBC膜から放出されることについて記載する。
　525 nm光を用いての赤血球膜からのTAMRA及びフルオレセイン(FAM)放出の証明：赤血球
を1 mM MgCl2を含む1x PBSで洗浄3xし、10％ヘマトクリットに希釈する。10%ヘマトクリ
ットの赤血球に、(TAMRAを放出する)Cbl-6又は(フルオレセインを放出する)Cbl-7を1μM
の最終濃度となるように添加する。次いで、赤血球をRTで20分間インキュベートし、その
後1 mM MgCl2を含む1x PBS中で洗浄3xする。最後の洗浄後、赤血球を10%ヘマトクリット
に再懸濁し、様々な時点において525 nm光に曝露する。光分解後、赤血球溶液を1,000 g
で遠心分離し、蛍光プレートリーダーを用いて、TAMRA (Ex: 550 nm Em: 580 nm)または
フルオレセイン(Ex: 492 nm Em: 519 nm)の放出について上清を分析した。
【０２１２】
　図71は、RBC膜から光開裂したCbl-6及びCbl-7を示す。525 nm光を用いての、赤血球に
結合したコバラミン(それぞれCbl-7及びCbl-6)からのフルオレセイン放出及びTAMRA放出
。
【０２１３】
　NIR光を用いての、赤血球膜からのTAMRA (Cbl-6から)及びフルオレセイン(Cbl-7から)
放出の証明。赤血球を1 mM MgCl2を含む1x PBS中で洗浄3xし、10%ヘマトクリットに希釈
する。10%ヘマトクリットの赤血球に、Cbl-6又はCbl-7を1μMの最終濃度となるように、
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及びFl-1, Fl-2, Fl-3又はFl-4のいずれかを5μMの最終濃度となるように添加する。次い
で、赤血球をRTで20分間インキュベートし、その後1 mM MgCl2を含む1x PBS中で洗浄3xす
る。最後の洗浄後、赤血球を10%ヘマトクリットに再懸濁し、650、700、730又は780 nm光
に30分曝露する。光分解後、赤血球溶液を1,000 gで遠心分離し、蛍光プレートリーダー
を用いて、TAMRA (Ex: 550 nm Em: 580 nm)又はフルオレセイン(Ex: 492 nm Em: 519 nm)
の放出について上清を分析する。
【０２１４】
　図72は、C18コンジュゲート蛍光体を用いることによるFAM光開裂の近IR (NIR)への延長
を示す。Fl-1 (650 nm)、Fl-2 (700 nm)及びFl-3 (730 nm)を用いるフルオレセイン(Cbl-
7から)放出。1 μM Cbl-7及び5 μM 蛍光体-C18を赤血球に積む。光分解は、上記した波
長の光を用いて30分間行う。留意点：コバラミン(aka B12)単独は最大約550 nmの光を吸
収する；したがって、この波長を超える光を吸収するためには、アンテナ蛍光体の存在が
必要である。
【０２１５】
　TAMRAの最適な放出のためのFl-1に対するCbl-6の比の決定。1 mM MgCl2を含む1x PBSで
赤血球を洗浄3xし、10%ヘマトクリットに希釈する。10%ヘマトクリットの赤血球に、Cbl-
6を最終濃度1 μMとなるように、Fl-1を最終濃度0、1、5、10及び50μMとなるように添加
する。次いで、赤血球をRTで20分間インキュベートし、その後1 mM MgCl2を含む1x PBS中
で洗浄3xする。最後の洗浄後、赤血球を10%ヘマトクリットに再懸濁し、650 nm光に30分
間曝露する。光分解後、赤血球溶液を1,000 gで遠心分離し、蛍光プレートリーダーを用
いて、TAMRA (Ex: 550 nm Em: 580 nm)放出について上清を分析する。図73は、650 nm光
を用いて最適放出比[Cbl-6]:[Fl-1]を決定することについて実証する。
【０２１６】
　この更なる実施例は、MTX赤血球膜の光放出について記載する。
　表14は、LC-MSによるMTX濃度の測定を示す。UV-Vis検出器、1260 infinity蛍光検出器
、及び394ウェルプレートからの6110 quadrapole質量分析計を備えた1200 series Agilen
t HPLCに75μLのサンプルを注入する。移動相は、H2O:CH3CN (0.1% FA)からなる(勾配を
以下の表14に示す)。用いるカラムは、Viva C4分析用カラム 5 μm, 50 x 21.2 mm (Rest
ek)である。MTX開裂産物の溶出を示す3.1～3.7分の300 nmにおけるUV吸収曲線下面積を取
ることによって濃度を測定し、この積分を既知の標準と比較する。質量のカットオフは45
0ダルトンである。蛍光検出器ex. 365 nm em. 470 nmは、既知の光分解産物を検出する。
【０２１７】
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【表１４】

【０２１８】
　図74は、MTX標準曲線を示す。1μM、500 nM、100 nM、50 nM及び10 nMの濃度のCbl-1希
釈液を調製する。これらは、インタクトなCbl-1が検出されなくなるまで525 nm光下で光
分解する。次いで、LC-MS分析のために100μLのアリコートを取り、各濃度について曲線
下面積を算出する。これを３連で(in triplicate)行い、得られた標準曲線との比較によ
って、全ての[MTX]データを生成する。
【０２１９】
　赤血球膜からのメトトレキサート(MTX)の光放出。1 mM MgCl2を含む1x PBS中で赤血球
を洗浄3xし、10%ヘマトクリットに希釈する。10%ヘマトクリットの赤血球に、Cbl-1を最
終濃度1μM及び/又はFl-1を5μMとなるように添加する。次いで、赤血球をRTで20分間イ
ンキュベートし、その後1 mM MgCl2を含む1x PBS中で洗浄3xする。最後の洗浄後、赤血球
を10%ヘマトクリットに再懸濁し、525又は650 nm光に10、30及び60分間曝露する。光分解
後、赤血球溶液を1,000 gで遠心分離し、LC/MSによるMTX放出のために上清を分析する。
【０２２０】
　図75は、MTX-C18-B12 (CBl-1)がRBCから放出されることを証明する。525 nm光及び650 
nm光を用いての、RBCからのMTXの経時的な放出。橙色は、5μM Fl-1及び1μM Cbl-1の存
在を示す。青色のサンプルは、Cbl-1だけを含む。よって、Fl-1は、650 nmにおける効率
的な薬剤放出に必要である。
【０２２１】
　メトトレキサートDHFR阻害アッセイ。ジヒドロ葉酸レダクターゼ活性を、Sigma Dihydr
ofolate Reductase Assay Kitを用いてモニタリングする。このキットを用いて、NADPHか
らNADP+への変換をモニタリングする。簡潔には、1.5 mU DHFR、100μM NADPH及び1x ass
ay buffer (キットに提供される)を含むアッセイバッファーを調製する。蛍光プレートリ
ーダー(Ex: 340 nm Em: 450 nm)を用いて、様々な濃度のMTX又はMTX-C18-B12 (100 nm～5
 μM)から光分解されたMTXでのDHFR活性の阻害をモニタリングする。
【０２２２】
　図76は、MTXのDHFR阻害アッセイを示す。DHFRは、メトトレキサート(円)及び光分解さ
れたメトトレキサート(三角)によって阻害される。
　LC-MSによるコルヒチン濃度の測定(表15)。UV-Vis検出器、1260 infinity蛍光検出器、
及び394ウェルプレートからの6110 quadrapole質量分析計を備えた1200 series Agilent 
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HPLCに75μLのサンプルを注入する。移動相は、H2O:CH3CN (0.1% FA)からなる(勾配を以
下の表に示す)。用いるカラムは、Viva C4分析用カラム 5 μm, 50 x 21.2 mm (Restek)
である。コルヒチン開裂産物の溶出を示した4.1～4.8分の360 nmにおけるUV 吸収曲線下
面積を取ることによって濃度を測定し、この積分と既知の標準とを比較した。質量のカッ
トオフは400ダルトンである。
【０２２３】
【表１５】

【０２２４】
　コルヒチンの標準曲線。10％アリルアルコール及び水中5μM、1μM、500 nM及び100 nM
の濃度のCbl-3希釈液を調製する。これらは、インタクトなCbl-3が検出されなくなるまで
、525 nm光下で光分解する。次いで、LC-MS分析のために100μLのアリコートを取り、各
濃度についての曲線下面積を算出する。これを３連で行い、その後、得られた標準曲線と
比較することによって全てのコルヒチン濃度のデータを生成する。図77は、コルヒチン標
準曲線を示す。
【０２２５】
　図78は、コルヒチン-C18-B12 (Cbl-3)のオクタノール/H2O移動を示す。(Cbl-3から)光
分解されたコルヒチンはオクタノールから水へと拡散し、10分で最大の光分解が得られる
までその水中量は増大する。分子の疎水性に起因して、平衡状態においては、開裂後であ
ってもオクタノールに分配されがちであるが、開裂が起こるまで水中への検出可能な移動
はない。
【０２２６】
　C18-B12-メトトレキサートを積んだRBCを用いるHeLa細胞の処理。12ウェル組織培養プ
レートにHeLa細胞を4.4x 104細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿度調整インキ
ュベータ中のDMEM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中に37℃で維持する。翌日、細胞をPBSで洗
浄2xし、次いで、L-15培地中のCbl-1を積んだRBCの懸濁液300 μL (5%ヘマトクリットで5
 μMの積込み量)又は300 μLのL-15 (コントロール細胞)で処理する。細胞を暗中で維持
するか、又は緑色LED光源(PAR38; 500～570 nmの発光; 5 mWの電力)に15分間曝露する。
血清濃度を0.5%にするために小アリコートのFBS含有培地を添加し、その後湿度調整イン
キュベータ中37℃に細胞を置く。48時間後、細胞を1 mLのPBSで洗浄3xし、400μLのL-15
培地を各ウェルに加え、その後80μLのMTS試薬を添加する(Promega Cell Titer 96 Aquio
us One Solution)。細胞をMTS試薬と共に3 h、37℃でインキュベートし、492 nmにおける
吸収をプレートリーダー(Perkin Elmer HTS 7000)を用いて測定する。
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【０２２７】
　分配試験。1.5 mLの清浄な遠心分離チューブ中で、試験分子(5μM)を含むオクタノール
(250μL)をdH2O (250μL)と十分に混合し、10分間平衡化させ、10分間21,000 gで遠心分
離を行った。525 nm LEDを用いて0、1、5、10及び20分間サンプルを光分解し、振盪によ
り混合し、15分間平衡化させる。その後、10分間21,000 gで遠心分離する。所望の層から
アリコートを取り、懸案の化合物に特異的なLC-MS法によって、それぞれの濃度を測定す
る。
【０２２８】
　コルヒチンを用いるHeLa細胞の処理。1.5 x 105細胞/ウェルの密度で6ウェルのガラス
底プレート(Mattek)にHeLa細胞を置き、5% CO2エアーの湿度調整インキュベータ中、DMEM
 (10% FBS, 1% Pen-Strep)中に37℃で維持する。翌日、37℃の湿度調整インキュベータ中
で、細胞をコルヒチン(Sigma C9754; DMSO中の1 mMストック)又はDMSOでそれぞれ30分又
は1時間処理する。インキュベーション時間の終了時に、1 mLのメタノールを用いて、室
温で10分間細胞を固定する。1 mLのPBSで細胞を洗浄2 xし、5%ロバ血清中で1 hブロッキ
ングする。その後、抗体希釈バッファー(1% BSA; 0.3% Triton-X-100; PBS)中に1:100で
希釈したマウス抗チューブリン抗体(Cell Signaling 3873S)と共に4℃で一晩インキュベ
ートする。次いで、PBSで細胞を洗浄(3 x 5分)し、抗体希釈バッファー中に1:500で希釈
した抗マウスAlexa Fluor(登録商標) 488二次抗体(Life Technologies A21202)と共にイ
ンキュベートする。PBSで細胞を洗浄(3 x 5分)後、Hamamatsu C8484カメラ、40Xの位相差
対物レンズ及びFITC フィルターキューブを備えたOlympus IX81倒立顕微鏡(Semrock)を用
いてイメージを撮像する。Metamorph softwareを用いてイメージング分析を行う。
【０２２９】
　図79は、HeLa細胞に対するコルヒチンの効果を示す。これはポジティブコントロールで
ある。コルヒチンを多く加えるほど、チューブリンネットワークは破壊される。
　Cbl-3を積んだRBCを用いるHeLa細胞の処理。24ウェルガラス底プレート(Mattek)にHeLa
細胞を3.3 x 104細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿度調整インキュベータ中、
37℃でDMEM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中に維持する。翌日、細胞をPBSで２回洗浄し、100
μLのL-15培地を添加する。次いで、PBS (5%ヘマトクリットで6μMの積込み量)又は250μ
L PBS (コントロール細胞)中のCbl-3を積んだ赤血球の懸濁液250μLで細胞を処理する。
次いで、細胞を、暗中37℃の湿度調整インキュベータ中に維持するか、又は5、10又は20
分間室温で530 nM LED投光照明(PAR38; 500～570 nmの発光; 5 mWの電力)に曝露する。光
分解後、全ての細胞を37℃の湿度調整インキュベータ中で1時間インキュベートする。イ
ンキュベート時間の終了時に、PBSで細胞を洗浄3 x 1 mLし、次いで、1 mLのメタノール
を用いて、室温で10分間固定する。PBSで細胞を洗浄2 x 1 mLし、5%ロバ血清中で1 hブロ
ッキングする。その後、抗体希釈バッファー(1% BSA; 0.3% Triton-X-100; PBS)中に1:10
0で希釈したマウス抗チューブリン抗体(Cell Signaling 3873S)と共に4℃で一晩インキュ
ベートする。次いで、細胞をPBS (3 x 5分)で洗浄し、抗体希釈バッファー中に1:500で希
釈した抗マウスAlexa Fluor(登録商標) 488二次抗体(Life Technologies A21202)と共に
インキュベートする。PBS (3 x 5分)で細胞を洗浄後、Hamamatsu C8484カメラ、40Xの位
相差対物レンズ及びFITCフィルターキューブ(Semrock)を備えるOlympus IX81倒立顕微鏡
を用いてイメージを撮像する。Metamorph softwareを用いてイメージング解析を行う。
【０２３０】
　図80は、HeLa細胞に対するCbl-3の効果を示す。a)　光分解することなく、Cbl-3を積ん
だRBCに曝露されたHeLa細胞。b)　525 nm光で20分間照射された、Cbl-3を積んだRBCに曝
露されたHeLa細胞。c)　RBCも光曝露もなしのHeLa細胞。d)　RBCなし及び525 nmで20分間
光分解したHeLa細胞。
【０２３１】
　以下の実施例は、デキサメタゾンの光放出について記載する。6ウェルガラス底プレー
ト(Mattek)にHeLa細胞を7.5 x 104細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿度調整イ
ンキュベータ中、37℃でDMEM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中に維持する。翌日、湿度調整イ
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ンキュベータ中で、様々な濃度のデキサメタゾン(DMSO中1 mMストック)又はDMSOで、1時
間37℃で細胞を処理する。インキュベーション時間の終了時に、PBS中の4% PFAを用いて
、10分間室温で細胞を固定し、次いでPBSで洗浄1xし、その後1 mLのメタノールを用いて
、室温で5分間処理する。PBSを用いて細胞を洗浄2 x 1 mLし、その後抗体希釈バッファー
(1% BSA; 0.3% Triton-X-100; PBS)中に1:100で希釈したウサギ抗GRα抗体(abcam 3580)
と共に一晩４℃でインキュベートする。次いで、PBS (3 x 5分)を用いて細胞を洗浄し、
抗体希釈バッファー中に1:500で希釈した抗ウサギAlexa Fluor(登録商標) 488二次抗体(L
ife Technologies A21206)と共に1時間室温でインキュベートする。PBS (3 x 5分)で細胞
を洗浄し、Hoescht 33342 (PBS中100 μg/mL)を30分間アプライして、PBSで更に洗浄する
。その後、Hamamatsu C8484カメラ、40Xの位相差対物レンズ及びFITCフィルターキューブ
(Semrock)を備えたOlympus IX81倒立顕微鏡を用いてイメージを撮像する。Metamorph sof
twareを用いてイメージング解析を行う。
【０２３２】
　図81は、GRαの分配に対するデキサメタゾンの効果を示す。a)では、デキサメタゾンが
存在しないことに起因して、ステロイド受容体は、細胞質中に均等に分配される。b)では
、250 nMデキサメタゾンの添加後に受容体が核に移動し、c)では、500 nMデキサメタゾン
を用いて同じことが観察される。
【０２３３】
　Cbl-5を積んだRBCを用いるHeLa細胞の処理。12ウェルガラス底プレート(Mattek)にHeLa
細胞を2.5 x 104細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿度調整インキュベータ中、
DMEM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中37℃で維持する。翌日、PBSで細胞を洗浄2xし、次いでL
-15培地(5%ヘマトクリットで1μMの積込み量)又は500 μL L-15 (コントロール細胞)中の
Cbl-5を積んだ赤血球の懸濁液500 μLで処理する。次いで、細胞を、暗中37℃で湿度調整
インキュベータ中に維持するか、又は10、20又は30分間室温で525 nM LED投光照明(PAR38
; 500～570 nmの発光; 5 mWの電力)に曝露する。光分解後、湿度調整インキュベータ中で
、全ての細胞を1時間37℃でインキュベートする。インキュベーション時間の終了時に、P
BSで細胞を洗浄3 x 1 mLし、次いでPBS中の4% PFAを用いて10分間室温で固定し、次いでP
BSで洗浄1xし、1 mLのメタノールを用いて室温で5分間処理する。その後、PBSで細胞を洗
浄2 x 1 mLし、次いで抗体希釈バッファー(1% BSA; 0.3% Triton-X-100; PBS)に1:100で
希釈したウサギ抗GRα抗体(abcam 3580)と共に4℃で一晩インキュベートする。次いで、P
BSで細胞を洗浄(3 x 5分)し、抗体希釈バッファー中に1:500で希釈した抗ウサギAlexaFlu
or(登録商標) 488二次抗体(Life Technologies A21206)と共に1時間室温でインキュベー
トする。最後に、PBSで細胞を洗浄(3 x 5分)する。その後、Hamamatsu C8484カメラ、40X
の位相差対物レンズ及びFITCフィルターキューブを備えたOlympus IX81倒立顕微鏡(Semro
ck)を用いて、イメージを撮像する。Metamorph softwareを用いてイメージング解析を行
う。
【０２３４】
　図82は、GRα染色したHeLa細胞を示す。a)　光分解なしのCbl-5を積んだRBC。b)　RBC
なし及び光分解なし。c)　525 nm光に20分間曝露されたCbl-5を積んだRBC。d)　20分間52
5光に曝露したRBCなし。
【０２３５】
　Cbl-5を積んだRBCでのHeLa細胞の処理及び光分解前の除去(漏れ試験)。6ウェルガラス
底プレート(Mattek)にHeLa細胞を8.8 x 104細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿
度調整インキュベータ中、DMEM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中に37℃で維持する。翌日、PB
Sで細胞を洗浄2xし、次いでL-15培地(5%ヘマトクリットで1μMの積込み量)中のCbl-5を積
んだ赤血球の懸濁液250μL又は250 μL L-15 (コントロール細胞)で処理する。次いで、
湿度調整インキュベータ中で暗中1 h、37℃で細胞をインキュベートする。1時間のプレイ
ンキュベーション後、PBSで細胞を洗浄3 x 1 mLし(暗室；赤色安全光)、2 mLのL-15を各
ウェルに添加する。次いで、洗浄した細胞を緑色LED光源(PAR38; 500～570 nmの発光; 5 
mWの電力)に曝露するか、又は暗中15分間室温で維持する。光分解後、湿度調整インキュ
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ベータ中で、1時間37℃で全ての細胞をインキュベートする。２回目のインキュベーショ
ン時間の終了時に、PBSで細胞を洗浄3 x 1 mLし、次いでPBS中の4% PFAを用いて10分間室
温で固定し、次いでPBSで洗浄1xし、1 mLのメタノールを用いて室温で5分間処理する。そ
の後、PBSで細胞を洗浄2 x 1 mLし、次いで抗体希釈バッファー(1% BSA; 0.3% Triton-X-
100; PBS)中に1:100で希釈したウサギ抗GRα抗体(abcam 3580)と共に4℃で一晩インキュ
ベートする。次いで、PBSで細胞を洗浄(3 x 5分)し、抗体希釈バッファーに1:500で希釈
した抗ウサギAlexa Fluor(登録商標) 488二次抗体(Life Technologies A21206)と共に1時
間室温でインキュベートする。最後に、PBSで細胞を洗浄(3 x 5分)する。Hamamatsu C848
4カメラ、40Xの位相差対物レンズ及びFITCフィルターキューブ(Semrock)を備えたOlympus
 IX81倒立顕微鏡を用いてイメージを撮像する。Metamorph softwareを用いてイメージン
グ解析を行う。
【０２３６】
　図83は、デキサメタゾン-RBCの漏れ試験の結果を示す。Cbl-5がRBC及び細胞培養物と平
衡にあるか否かを決定するため、a)では、Cbl-5を積んだRBCをHeLa細胞に曝露し、次いで
光分解前に除去した。GRαは影響を受けず、光分解が起こるまで、デキサメタゾンがRBC
上に留まっていることを示唆する。b)は、Cbl-5を積んだRBCに曝露されていない細胞を含
み、その後光分解することなく洗浄する。c)は、光分解されたが、RBCに曝露されていな
いHeLa細胞を含む。
【０２３７】
　Cbl-5を積んだRBCを伴うHeLa細胞の異なる波長での処理。12ウェルガラス底プレート(M
attek)にHeLa細胞を2.5 x 104細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿度調整インキ
ュベータ中で、DMEM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中37℃で維持する。翌日、細胞をPBSで洗
浄2xし、L-15培地(5%ヘマトクリットで1μMの積込み量)中のCbl-5を積んだRBCの懸濁液50
0 μL又は500 μL L-15 (コントロール細胞)で処理する。次いで、細胞を、湿度調整イン
キュベータ中で暗中37℃で維持するか、又は緑色LED光源(PAR38; 500～570 nmの発光; 5 
mWの電力)若しくは780 nm LED光(社内で作製; 7 mw)に15分間室温で曝露する。光分解後
、湿度調整インキュベータ中で、1時間37℃で全ての細胞をインキュベートする。インキ
ュベーション時間の終了時に、PBSで細胞を洗浄3 x 1 mLし、次いでPBS中の4% PFAを用い
て10分間室温で固定し、PBSで洗浄1xし、1 mLのメタノールを用いて5分間室温で処理する
。その後、細胞をPBSで洗浄2 x 1 mLし、次いで抗体希釈バッファー(1% BSA; 0.3% Trito
n-X-100; PBS)中に1:100で希釈したウサギ抗GRα抗体(abcam 3580)と共に4℃で一晩イン
キュベートする。次いで、細胞をPBSで洗浄(3 x 5分)し、抗体希釈バッファー中に1:500
で希釈した抗ウサギAlexa Fluor(登録商標) 488二次抗体 (Life Technologies A21206)と
共に1 h室温でインキュベートする。最後に、細胞をPBSで洗浄(3 x 5分)する。その後、H
amamatsu C8484カメラ、40Xの位相差対物レンズ及びFITCフィルターキューブ(Semrock)を
備えたOlympus IX81倒立顕微鏡を用いてイメージを撮像する。Metamorph softwareをイメ
ージング解析のために用いる。
【０２３８】
　図84は、530及び780 nmで照射された、Cbl-5を積んだRBCに曝露したHeLa細胞の結果を
示す。
　Cbl-5及びFl-4 RBCでのHeLa細胞の処理。35 mmガラス底ディッシュ(Mattek)にHeLa細胞
を1.1 x 105細胞/ウェルの密度で置き、5% CO2エアーの湿度調整インキュベータ中で、DM
EM (10% FBS, 1% Pen-Strep)中37℃で維持する。翌日、細胞をPBSで洗浄2xし、次いでL-1
5培地(5%ヘマトクリットで1μMの積込み量)中のCbl-5/Fl-4を積んだRBC懸濁液100 μL又
は100 μL L-15 (コントロール細胞)で処理する。細胞を暗中に維持するか、又は780 nm 
LED光(7 mWの電力)に10、20、30、40若しくは50分間曝露する。光分解後、回収するまで
、全ての細胞を湿度調整インキュベータ中で37℃に置く。光分解時間の終了時に、細胞を
PBSで洗浄3 x 1 mLし、次いでPBS中の4% PFAを用いて10分間室温で固定し、PBSで洗浄1x
し、1 mLのメタノールを用いて5分間室温で処理する。その後、細胞をPBSで洗浄2 x 1 mL
し、次いで抗体希釈バッファー(1% BSA; 0.3% Triton-X-100; PBS)中に1:100で希釈した
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ウサギ抗GRα抗体 (abcam 3580)と共に一晩4℃でインキュベートする。次いで、細胞をPB
Sで洗浄(3 x 5分)し、抗体希釈バッファー中に1:500で希釈した抗ウサギAlexa Fluor(登
録商標) 488二次抗体 (Life Technologies A21206)と共に1時間室温でインキュベートす
る。最後に、細胞をPBSで洗浄(3 x 5分)する。その後、Hamamatsu C8484カメラ、40Xの位
相差対物レンズ及びFITCフィルターキューブ(Semrock)を備えたOlympus IX81倒立顕微鏡
を用いてイメージを撮像する。Metamorph softwareをイメージング解析のために用いる。
【０２３９】
　図85は、C18-デキサメタゾン-B12/Dylight 800 RBCの780 nm放出の結果を示す。
　この更なる実施例は、MTX、コルヒチン及びデキサメタゾンの溶血試験を示す。
　溶血試験のための方法。PBS (100μL ; 5μM、10μM、20μM及び40μM)中の所定のコバ
ラミン薬剤複合体(Cbl-1、Cbl-3又はCbl-5)を含む1.5 mLエッペンドルフに、PBS (10%ヘ
マトクリット)中のRBC 100μLを添加した。更なる３つのサンプルには、RBCで処理したPB
Sを含ませた。３つのサンプルに0.1% SDSを含ませ、RBCを添加した。最終濃度は、0.5% S
DS; 0μM、2.5μM、5μM、10μM及び20μM リピド化-B12-薬剤であった。軽くはじいて細
胞を混合し、300 gで30分間遠心分離した。サンプルを再びホモジナイズし、4℃で一晩イ
ンキュベートした。サンプルを1000 gで5分間ペレット形成させた。150μLの上清を96ウ
ェルプレートに置き、UV-Visにより550 nmで分析した。正確な測定のために、SDSサンプ
ルを10倍希釈した。SDS吸光度の10倍を完全な溶血とみなし、PBSで処理した血液を完全に
インタクトとみなし、これらのサンプルからの吸光度を残るサンプルのバックグラウンド
から差し引いた。
【０２４０】

【数１】

【０２４１】
　図86は、MTX、コルヒチン及びデキサメタゾンでは溶血試験の結果を示す。親油性薬剤
複合体の各々について、異なる濃度で溶血を測定した。それぞれの場合において、RBCは
、5μM以下の積込み濃度で安定である。
【０２４２】
　この実施例は、メソ多孔性シリカナノ粒子中のコバラミンに薬剤を付加する必要がない
ことを記載する。図87～89に示すように、コバラミンベースの光応答性構築物によってメ
ソ多孔性シリカナノ粒子中に薬剤をキャップする。図89は、コバラミンでキャップされた
メソ多孔性シリカナノ粒子(Fl-MSNP)からのフルオレセイン放出を説明する。蛍光強度は
、ブランクバックグラウンドサンプルと比較する。サンプルを暗中で保管(5h)し、その後
２回に分けて光分解(525 nm)した(30分)。各光曝露後、サンプルを混合(2.5h)した。
【０２４３】
　ナノ粒子から放出され得る薬剤の例としては、限定されないが、ドキソルビシン、タキ
ソテール、カンプトテシン、様々なsiRNA、シスプラチン、リファンピシン及びイソニア
ジド、ジフテリア毒素、5-フルオロウラシル、イタコナゾール(Itaconazole), シトクロ
ムC, インスリン, cAMP, イブプロフェン, バンコマイシン, レスベラトロル, エストラ
ジオール, カプトプリル, アスピリン, イリノテカン塩酸, ゲンタマイシン, エリスロマ
イシン, アレンドロネート, サルビアノリン酸Bを含む。
【０２４４】
　本明細書で用いる以下の用語は、当業者は熟知していると思われるが、本願に開示され
る主題の説明を容易にするために定義を説明する。
　その他の定義がない限り、本明細書で用いる全ての技術用語及び科学用語は、本願に開
示される主題が属する分野の当業者により共通に理解されるものと同じ意味を有する。本
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明細書で記載したものと類似又は等価の方法、装置及び材料を本願に開示される主題の実
用又は試験において用いることができるが、ここでは代表的な方法、装置及び材料を記載
する。
【０２４５】
　長く続く特許法の慣例に従って、用語「a」、「an」及び「the」は、特許請求の範囲を
含む本願の出願書類において用いられるとき、「one or more」を指す。したがって、例
えば「a fluorophore」というとき、これの複数形等を含む。
【０２４６】
　そうでないと示さない限り、本明細書及び特許請求の範囲において量、特性等を表す全
ての数字は、用語「約」により全ての実例が修飾されるものと理解すべきである。したが
って、反対のことが示されない限り、本明細書及び特許請求の範囲で規定される数値パラ
メータは、本願に開示される主題により得ようとする所望の特性に依存して変化し得るお
およそのものである。
【０２４７】
　本明細書で用いるように、用語「約」は、質量、重量、時間、容量、濃度又はパーセン
テージの値又は量について言及する場合、記載された方法を行うのに適切であるときには
、記載された量から、いくつかの実施態様においては±20％、いくつかの実施態様におい
ては±10％、いくつかの実施態様においては±5％、いくつかの実施態様においては±1％
、いくつかの実施態様においては±0.5％、及びいくつかの実施態様においては±0.1％の
変動を包含することを意味する。
【０２４８】
　本明細書で用いるように、範囲は、「約」ある具体的値から、及び/又は「約」別の具
体的値までと表すことができる。また、本明細書に開示される多くの値が存在すること、
及びその値自体に加えて、各値が「約」具体的値としても本明細書で開示されていると理
解される。例えば、値「10」が開示される場合、「約10」も開示されている。また、2つ
の具体的ユニット間の各ユニットも開示されていると理解される。例えば、10及び15が開
示される場合、11、12、13及び14も開示されている。
　更に、本願に開示される主題は、そこに記載される全ての言及(これらは全体が参照に
より本明細書に組み込まれる)を含む。
【０２４９】
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