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(57)【要約】
　クロロトキシン変異体、クロロトキシン変異体コンジュゲート、クロロトキシン変異体
またはコンジュゲートを含む組成物、ならびにクロロトキシン変異体、コンジュゲートお
よび組成物を使用する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つのリジン残基を有する改変クロロトキシンペプチド。
【請求項２】
　１つのリジン残基を有する改変クロロトキシンを提供するためにリジン以外のアミノ酸
で置換された天然クロロトキシンのＬｙｓ１５およびＬｙｓ２３を有する改変クロロトキ
シンペプチド。
【請求項３】
　配列番号２に示したアミノ酸配列を有する改変クロロトキシンペプチド。
【請求項４】
　Ｌｙｓ１５およびＬｙｓ２３が、天然および非天然アミノ酸からなる群から独立に選択
されるアミノ酸で置換されている、請求項１～３のいずれか一項に記載の改変クロロトキ
シンペプチド。
【請求項５】
　Ｌｙｓ１５およびＬｙｓ２３がアラニンで置換されている、請求項１～４のいずれか一
項に記載の改変クロロトキシンペプチド。
【請求項６】
　Ｌｙｓ１５およびＬｙｓ２３がアルギニンで置換されている、請求項１～４のいずれか
一項に記載の改変クロロトキシンペプチド。
【請求項７】
　Ｌｙｓ１５がアラニンで置換され、Ｌｙｓ２３がアルギニンで置換されている、請求項
１～４のいずれか一項に記載の改変クロロトキシンペプチド。
【請求項８】
　Ｌｙｓ１５がアルギニンで置換され、Ｌｙｓ２３がアラニンで置換されている、請求項
１～４のいずれか一項に記載の改変クロロトキシンペプチド。
【請求項９】
　配列番号３に示すアミノ酸配列を有する改変クロロトキシンペプチド。
【請求項１０】
　配列番号４に示すアミノ酸配列を有する改変クロロトキシンペプチド。
【請求項１１】
　配列番号５に示すアミノ酸配列を有する改変クロロトキシンペプチド。
【請求項１２】
　配列番号６に示すアミノ酸配列を有する改変クロロトキシンペプチド。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれか一項に記載の改変クロロトキシンペプチドを含む組成物。
【請求項１４】
　薬学的に許容可能なキャリアをさらに含む、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　クロロトキシンの投与によって治療可能な疾患または状態を治療する方法であって、そ
れを必要とする対象に請求項１～１２のいずれか一項に記載の改変クロロトキシンペプチ
ドの有効量を投与することを含む方法。
【請求項１６】
　請求項１～１２のいずれか一項に記載の改変クロロトキシンペプチドを含むクロロトキ
シンコンジュゲート。
【請求項１７】
　治療用、診断用、イメージング用もしくはターゲティング用薬剤、または改変クロロト
キシンペプチドの循環半減期を延長する部分の１以上に共有結合した請求項１～１２のい
ずれか一項に記載の改変クロロトキシンペプチドを含むクロロトキシンコンジュゲート。
【請求項１８】
　前記治療用、診断用、イメージング用もしくはターゲティング用薬剤、または改変クロ
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ロトキシンペプチドの循環半減期を延長する部分が、リジン残基を介して前記改変クロロ
トキシンペプチドに共有結合している、請求項１７に記載のクロロトキシンコンジュゲー
ト。
【請求項１９】
　前記診断用またはイメージング用薬剤が、蛍光標識、放射標識および磁気共鳴イメージ
ング標識からなる群から選択される、請求項１７または１８に記載のクロロトキシンコン
ジュゲート。
【請求項２０】
　前記診断用またはイメージング用薬剤が量子ドットまたはポリマードットからなる群か
ら選択される、請求項１７または１８に記載のクロロトキシンコンジュゲート。
【請求項２１】
　前記診断用またはイメージング用薬剤が、ホウ素ナノ粒子、ホウ素および炭素ナノ粒子
、炭化ホウ素ナノ粒子、ホウ素含有ポリマー、ホウ素および炭素含有ポリマー、炭化ホウ
素ポリマー、ならびにガドリニウムをさらに含むこれらのナノ粒子またはポリマーのいず
れかからなる群から選択される、請求項１７または１８に記載のクロロトキシンコンジュ
ゲート。
【請求項２２】
　前記ターゲティング用薬剤が、抗体、ポリペプチド、多糖、および核酸からなる群から
選択される、請求項１７または１８に記載のクロロトキシンコンジュゲート。
【請求項２３】
　前記治療用薬剤が、化学療法剤および生物学的治療剤からなる群から選択される、請求
項１７または１８に記載のクロロトキシンコンジュゲート。
【請求項２４】
　前記治療用薬剤が、メトトレキサート、ドセタキセル、シスプラチン、およびエトポシ
ドからなる群から選択される、請求項１７または１８に記載のクロロトキシンコンジュゲ
ート。
【請求項２５】
　前記治療用薬剤が、ｃＤＮＡ、ｓｉＤＮＡ、ｓｈＲＮＡ、およびＲＮＡｉからなる群か
ら選択される、請求項１７または１８に記載のクロロトキシンコンジュゲート。
【請求項２６】
　前記改変クロロトキシンペプチドの循環半減期を延長する部分が、ＰＥＧ部分、グリコ
シル部分、およびグリコシルＰＥＧ部分からなる群から選択される、請求項１７または１
８に記載のクロロトキシンコンジュゲート。
【請求項２７】
　クロロトキシンによりイメージング可能な組織をイメージングする方法であって、クロ
ロトキシンによりイメージング可能な組織を請求項１７～２１のいずれか一項に記載のク
ロロトキシンコンジュゲートと接触させて、クロロトキシンによりイメージング可能な組
織をイメージングすることを含む方法。
【請求項２８】
　クロロトキシンにより検出可能ながんを検出する方法であって、改変クロロトキシンに
よりイメージング可能な組織を請求項１７～２１のいずれか一項に記載の改変クロロトキ
シンコンジュゲートと接触させて、クロロトキシンにより検出可能ながんを検出すること
を含む方法。
【請求項２９】
　クロロトキシンにより検出可能ながんを検出し除去する方法であって、
（ａ）組織を請求項１７～２１のいずれか一項に記載の改変クロロトキシンコンジュゲー
トと接触させてがん性組織を検出することと、
（ｂ）前記改変クロロトキシンコンジュゲートにより検出されたがん性組織を除去するこ
とと
を含む方法。
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【請求項３０】
　改変クロロトキシンコンジュゲートが標的とするがんを治療する方法であって、改変ク
ロロトキシンに結合する組織を請求項１７、１８、２３～２５のいずれか一項に記載の改
変クロロトキシンコンジュゲートと接触させることを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は２０１０年５月１１日に出願された米国特許出願第６１／３３３，５５６号の
利益を主張し、当該出願の内容は参照により本明細書に組み込むものとする。
【０００２】
　本発明は広くはクロロトキシンに関し、より詳しくはクロロトキシン変異体、クロロト
キシン変異体コンジュゲート、クロロトキシン変異体またはそのコンジュゲートを含む組
成物、ならびにクロロトキシン変異体、コンジュゲートおよび組成物を使用する方法に関
する。
【背景技術】
【０００３】
　神経外科医は、がん病巣を特定し腫瘍切除手術中にリアルタイムでがんを正常組織から
区別するために、脳がん細胞を光らせる方法を長く探し求めてきた。サソリ（Ｌｅｉｕｒ
ｕｓ　ｑｕｉｎｑｕｅｓｔｒｉａｔｕｓ）から見出されたペプチドであるクロロトキシン
（ＣＴＸ）と近赤外蛍光（ＮＩＲＦ）分子、たとえばＣｙ５．５から構成されるバイオコ
ンジュゲート（「腫瘍塗料（tumor paint）」）は、腫瘍病巣を高感度で明瞭に識別する
（Ｍ．Ｖｅｉｓｅｈ，等、「Ｔｕｍｏｒ　Ｐａｉｎｔ：　Ａ　Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉｎ：
Ｃｙ５．５　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　ｆｏｒ　Ｉｎｔｒａ－Ｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ｖ
ｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｆｏｃｉ」Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　６７（１４）：６８８２～８８、　２００７）。ＣＴＸが元来これらの研究のた
めに選択された理由は、これが正常脳組織に比べてグリオーマ細胞に優先的に結合するか
らである（Ｌ．Ｓｏｒｏｃｅａｎｕ等、「Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉｎ　ｆｏ
ｒ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｐｒｉｍａｒｙ　Ｂｒａｉｎ　Ｔｕｍｏｒｓ」　Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５８：４８７１～４８７９、　１９９８）。ＣＴＸのターゲ
ットは多数の他のがん型にも共通に存在するらしく、ＣＴＸ：Ｃｙ５．５は前立腺、大腸
、肉腫、髄芽腫およびその他の型の固形腫瘍を効果的に光らせた（Ｍ．Ｖｅｉｓｅｈ　２
００７）。
【０００４】
　ＣＴＸは、ポリペプチドに高度の３次元構造を付与する４つのジスルフィド架橋を有す
る３６アミノ酸のペプチドである。ＣＴＸは、ＮＨＳエステル修飾Ｃｙ５．５や他の蛍光
分子とコンジュゲートを形成させるのに利用されてきた１５、２３、２７位に３つのリジ
ン残基を有する。得られるバイオコンジュゲートは、２７位がモノ標識されたペプチド通
常７５～８５％と、それより少量のＬｙｓ１５とＬｙｓ２３にコンジュゲートしたジおよ
びトリ標識ペプチドとの混合物である。混合物を米食品医薬品局（ＦＤＡ）や他国の同様
の規制機関に認可してもらうことは可能ではあるが、モノ、ジ、トリ標識されたバッチの
割合を合わせることは費用がかかり難しいので、将来的には商業化の妨げになる可能性が
ある。
【０００５】
　クロロトキシンの有益な性質を有し、診断用または治療用薬剤とコンジュゲートを形成
するための１つのリジン残基を有するポリペプチドが、１つの均質な新しい分子実体を提
供するために必要とされている。本発明はこの要求を満たそうとするもので、さらなる関
連有益性を提供する。
【発明の概要】
【０００６】
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　本発明は、クロロトキシン変異体、クロロトキシン変異体から作製されたコンジュゲー
ト、クロロトキシン変異体またはコンジュゲートを含む組成物、ならびにクロロトキシン
変異体、コンジュゲートおよび組成物を使用する方法を提供する。
【０００７】
　一態様では、本発明は、１つのリジン残基（Ｌｙｓ２７）を有する改変クロロトキシン
ペプチドを提供する。一実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは、天然クロロトキ
シンのＬｙｓ１５およびＬｙｓ２３がリジン以外のアミノ酸に置換されている。一実施形
態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号２に示すアミノ酸配列を有する。一実施
形態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号３に示すアミノ酸配列を有する。一実
施形態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号４に示すアミノ酸配列を有する。一
実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号５に示すアミノ酸配列を有する。
一実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号６に示すアミノ酸配列を有する
。
【０００８】
　本発明の改変クロロトキシンペプチドを含む組成物も提供される。一実施形態では、組
成物は薬学的に許容可能なキャリアを含む。
【０００９】
　別の態様では、本発明は、クロロトキシンの投与によって治療可能な疾患または状態を
治療する方法であって、それを必要とする対象に本発明の改変クロロトキシンペプチドの
有効量を投与することを含む方法を提供する。
【００１０】
　さらなる本発明の態様では、本発明の改変クロロトキシンペプチドを含むクロロトキシ
ンコンジュゲートが提供される。一実施形態では、クロロトキシンコンジュゲートは、治
療用、診断用、イメージング用もしくはターゲティング用薬剤、または改変クロロトキシ
ンペプチドの循環半減期を延長する部分の１以上に共有結合している改変クロロトキシン
ペプチドを含む。一実施形態では、治療用、診断用、イメージング用もしくはターゲティ
ング用薬剤、または改変クロロトキシンペプチドの循環半減期を延長する部分は、リジン
残基を介して改変クロロトキシンペプチドに共有結合している。適した診断用またはイメ
ージング用薬剤には、蛍光標識（たとえば量子ドットまたはポリマードット）、放射標識
、および磁気共鳴イメージング標識（たとえばホウ素ナノ粒子、ホウ素および炭素ナノ粒
子、炭化ホウ素ナノ粒子、ホウ素含有ポリマー、ホウ素および炭素含有ポリマー、炭化ホ
ウ素ポリマー、ならびにガドリニウムをさらに含むこれらのナノ粒子またはポリマーのい
ずれか）などがある。適したターゲティング用薬剤としては、抗体、ポリペプチド、多糖
および核酸などがある。適した治療用薬剤には、化学療法剤（たとえば、メトトレキサー
ト、ドセタキセル、シスプラチン、およびエトポシド）および生物学的治療剤（たとえば
、ｃＤＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、およびＲＮＡｉ）などがある。改変クロロトキシ
ンペプチドの循環半減期を延長する部分に適したものとしては、ＰＥＧ部分、グリコシル
部分、グリコシルＰＥＧ部分などがある。
【００１１】
　他の態様では、クロロトキシンコンジュゲートを使用する方法が提供される。
【００１２】
　一実施形態では、本発明は、クロロトキシンによりイメージング可能な組織をイメージ
ングする方法であって、クロロトキシンによりイメージング可能な組織を本発明のクロロ
トキシンコンジュゲートと接触させてクロロトキシンによりイメージング可能な組織をイ
メージングすることを含む方法を提供する。
【００１３】
　一実施形態では、本発明は、クロロトキシンにより検出可能ながんを検出する方法であ
って、改変クロロトキシンによりイメージング可能な組織を本発明の改変クロロトキシン
コンジュゲートと接触させてクロロトキシンにより検出可能ながんを検出することを含む
方法を提供する。
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【００１４】
　一実施形態では、本発明は、クロロトキシンにより検出可能ながんを検出し除去する方
法であって、組織を本発明の改変クロロトキシンコンジュゲートと接触させてがん性組織
を検出すること、および改変クロロトキシンコンジュゲートにより検出されたがん性組織
を除去することを含む方法を提供する。
【００１５】
　一実施形態では、本発明は、改変クロロトキシンコンジュゲートが標的とするがんを治
療する方法であって、改変クロロトキシンに結合する組織を本発明の改変クロロトキシン
コンジュゲートと接触させてがんを治療することを含む方法を提供する。
【００１６】
　添付の図面と合わせて以下の詳細な説明を参照することにより、本発明の前述の態様お
よび多くの付随利益がよく理解でき、さらに容易に評価できるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】天然クロロトキシン（直鎖状ＣＴＸ）と本発明の改変クロロトキシンペプチドの
代表的なもの（Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ；Ｋ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ　ＣＴＸ）の配列を比
較する図である。天然および置換ＣＴＸの配列は黄色の線で示す４個のジスルフィド結合
を有する。
【図２】本発明の改変クロロトキシンペプチドの代表的なものと天然クロロトキシンの２
次αＨ化学シフトを比較した図である。２次αＨシフトは、実験のαＨシフトからランダ
ムコイルシフトを差し引くことによって計算した（Ｄ．Ｓ．　Ｗｉｓｈａｒｔ等、「1Ｈ
，　13Ｃ　ａｎｄ　15Ｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｈｉｆｔ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｉｎｇ　ｉ
ｎ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＮＭＲ」　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　ＮＭＲ　６、　１３５～１４０、　１９９５）。棒グラフは天然ＣＴＸ（紺青色
）、直鎖状ＣＴＸ（青色）、Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ（赤色）、Ｋ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ
　ＣＴＸ（橙色）である。２つのβストランドは青い矢印で示す。αヘリックスは赤い矢
印で示す。置換された残基とＤ１８残基は緑色の星印で示す。
【図３Ａ】本発明の代表的改変ＣＴＸ：Ｃｙ５．５バイオコンジュゲートの機能イメージ
ングを示す図である（Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ：Ｃｙ５．５）。ＷＴ（野生型）また
はＮＤ２：ＳｍｏＡ１腫瘍担持マウスに５０μＬの４０μＭ改変バイオコンジュゲートを
尾静脈から注射した。バイオフォトニックイメージングは注射の３日後にＸｅｎｏｇｅｎ
　Ｓｐｅｃｔｒｕｍを用いて撮影した。その後脳をＯＣＴ中で凍結し、１２μｍ厚にスラ
イスし、腫瘍組織量を決定するためにＨ＆Ｅで染色した。
【図３Ｂ】本発明の代表的改変ＣＴＸ：Ｃｙ５．５バイオコンジュゲートの機能イメージ
ングを示す図である（Ｋ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ　ＣＴＸ：Ｃｙ５．５）。ＷＴ（野生型）また
はＮＤ２：ＳｍｏＡ１腫瘍担持マウスに５０μＬの４０μＭ改変バイオコンジュゲートを
尾静脈から注射した。バイオフォトニックイメージングは注射の３日後にＸｅｎｏｇｅｎ
　Ｓｐｅｃｔｒｕｍを用いて撮影した。その後脳をＯＣＴ中で凍結し、１２μｍ厚にスラ
イスし、腫瘍組織量を決定するためにＨ＆Ｅで染色した。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明はクロロトキシン変異体、そのクロロトキシン変異体から作製されたコンジュゲ
ート、クロロトキシン変異体またはそのコンジュゲートを含む組成物、ならびにクロロト
キシン変異体、コンジュゲート、および組成物を使用する方法を提供する。
【００１９】
　一態様では、本発明はクロロトキシン変異体を提供する。本明細書で使用されるように
、用語「クロロトキシン変異体」は用語「改変クロロトキシンペプチド」と互換的に用い
られ、非天然ポリペプチドであって少なくともいくつかの天然クロロトキシンの有用な活
性を有するものを指す。クロロトキシンは天然に存在するポリペプチドであって、３６ア
ミノ酸を含み、配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する。
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【００２０】
　用語「改変クロロトキシンペプチド」とは、天然クロロトキシンの１以上のアミノ酸残
基がその位置における天然クロロトキシンのアミノ酸以外のアミノ酸で置換されている（
すなわち置きかえられている）アミノ酸配列を有するポリペプチドを指す。たとえば、天
然クロロトキシンの残基１５と２３はリジン残基であるが、本発明のある実施形態では、
提供される改変クロロトキシンペプチドはアラニンまたはアルギニン残基を第１５位と２
３位に有する。
【００２１】
　一実施形態では、本発明は１つのリジン残基（Ｌｙｓ２７）を有する改変クロロトキシ
ンペプチドを提供する。この実施形態においては、改変クロロトキシンペプチドは、天然
クロロトキシンのＬｙｓ１５とＬｙｓ２３がリジン以外のアミノ酸に置換されていて、提
供される改変クロロトキシンは１つのリジン残基（Ｌｙｓ２７）を有する。この実施形態
において、改変クロロトキシンペプチドは配列番号２に記載のアミノ酸配列を有する。こ
こでＬｙｓ１５およびＬｙｓ２３は、天然および非天然のアミノ酸、アミノ酸アナログ、
およびアミノ酸模倣体（mimetics）からなる群から独立に選択されるアミノ酸により置換
されている。
【００２２】
　天然に存在するアミノ酸は天然に存在するタンパク質に通常見出される２０のＬ－アミ
ノ酸（ＡｌａまたはＡ、ＣｙｓまたはＣ、ＡｓｐまたはＤ、ＧｌｕまたはＥ、Ｐｈｅまた
はＦ、ＧｌｙまたはＧ、ＨｉｓまたはＨ、ＩｌｅまたはＩ、ＬｙｓまたはＫ、Ｌｅｕまた
はＬ、ＭｅｔまたはＭ、ＡｓｎまたはＮ、ＰｒｏまたはＰ、ＧｌｎまたはＱ、Ａｒｇまた
はＲ、ＳｅｒまたはＳ、ＴｈｒまたはＴ、ＶａｌまたはＶ、ＴｒｐまたはＷ、Ｔｙｒまた
はＹ）である。非天然アミノ酸にはＤ－アミノ酸がある。アミノ酸アナログおよびアミノ
酸模倣体は天然に存在するアミノ酸と同様に機能するものである。アミノ酸アナログとは
天然に存在するアミノ酸と同じ基本化学構造を有する化合物を指す。例示すれば水素を結
合したα炭素、カルボキシル基、アミノ基、およびＲ基である。このようなアナログは修
飾Ｒ基（たとえば、ノルロイシン）や修飾ペプチドバックボーンを持ったとしても、天然
に存在するアミノ酸と同じ基本化学構造を維持している。これに限らないが、アミノ酸ア
ナログには、ホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、メチオニンメチルス
ルホニウムがある。
【００２３】
　一実施形態では、Ｌｙｓ１５および／またはＬｙｓ２３は独立に、塩基性アミノ酸（す
なわちＨｉｓ、Ａｒｇ）、非天然アミノ酸、アミノ酸アナログまたはアミノ酸模倣体で置
きかえられる。
【００２４】
　一実施形態では、Ｌｙｓ１５および／またはＬｙｓ２３は独立に、非極性（疎水性）ア
ミノ酸（すなわちＡｌａ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｐｒｏ、Ｖａｌ、Ｔｒｐ）
、関連非天然アミノ酸、アミノ酸アナログまたはアミノ酸模倣体で置きかえられる。
【００２５】
　一実施形態では、Ｌｙｓ１５および／またはＬｙｓ２３は独立に、極性（非荷電）アミ
ノ酸（すなわちＣｙｓ、Ｇｌｙ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ）、非天然ア
ミノ酸、アミノ酸アナログまたはアミノ酸模倣体で置きかえられる。
【００２６】
　一実施形態では、Ｌｙｓ１５および／またはＬｙｓ２３は独立に、酸性アミノ酸（すな
わちＧｌｕ、Ａｓｐ）、非天然アミノ酸、アミノ酸アナログまたはアミノ酸模倣体で置き
かえられる。
【００２７】
　一実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは、Ｌｙｓ１５とＬｙｓ２３がアラニン
で置換されている（Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ）。この実施形態では、改変クロロトキ
シンペプチドは配列番号３に記載のアミノ酸配列を有する。
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【００２８】
　一実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは、Ｌｙｓ１５とＬｙｓ２３がアルギニ
ンで置換されている（Ｋ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ　ＣＴＸ）。この実施形態では、改変クロロト
キシンペプチドは配列番号４に記載のアミノ酸配列を有する。
【００２９】
　一実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは、Ｌｙｓ１５がアラニンで置換され、
Ｌｙｓ２３がアルギニンで置換されている（Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ｒ　ＣＴＸ）。この実施形
態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号５に記載のアミノ酸配列を有する。
【００３０】
　別の実施形態では、改変クロロトキシンペプチドは、Ｌｙｓ１５がアルギニンで置換さ
れ、Ｌｙｓ２３がアラニンで置換されている（Ｋ１５Ｒ＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ）。この実施
形態では、改変クロロトキシンペプチドは配列番号６に記載のアミノ酸配列を有する。
【００３１】
　本発明の別の態様では、改変クロロトキシンペプチドを含む組成物が提供される。組成
物は改変クロロトキシンペプチドの送達のための、薬学的に許容可能なキャリアまたは希
釈剤を含むことができる。適した薬学的に許容可能なキャリアまたは希釈剤には注射用食
塩水またはブドウ糖がある。
【００３２】
　治療方法
　さらなる態様では、本発明は、クロロトキシンの投与によって治療可能な疾患または状
態を治療する方法である。一実施形態では、この方法は、それを必要とする対象に本発明
の改変クロロトキシンペプチドの有効量を投与することを含む。
【００３３】
　用語「有効量」は本明細書で使用されるように、投与される薬剤または化合物が、治療
される疾患または状態の１以上の症状をある程度軽減する十分量を指す。結果として、あ
る疾患の徴候、症状または原因が減少および／または軽減し、あるいはその他の望ましい
変化が生体系に起こる可能性がある。そのような薬剤または化合物を含有する組成物は、
予防的、増強的および／または治療的処置のため投与することができる。任意の個々の症
例に適した「有効」量は、用量漸増試験のような手法を用いて決定することができる。
【００３４】
　一実施形態では、本発明は、患者の中でクロロトキシン結合部位を発現するがんを治療
する方法であって、それを必要とする患者に本発明のクロロトキシン変異体の有効量を投
与することを含む方法を提供する。
【００３５】
　一実施形態では、本発明は、クロロトキシン結合部位を発現するがんを治療する方法で
あって、それを必要とする患者に本発明のクロロトキシン変異体および薬学的に許容可能
なキャリアを含む医薬組成物の有効量を投与することを含む方法を提供する。
【００３６】
　一実施形態では、本発明は、クロロトキシン結合部位を発現する腫瘍を治療する方法で
あって、それを必要とする患者に本発明のクロロトキシン変異体の有効量を投与すること
を含む方法を提供する。
【００３７】
　一実施形態では、本発明は、クロロトキシン結合部位を発現する細胞の浸潤活性を阻害
する方法であって、クロロトキシン結合部位を発現する細胞にクロロトキシン変異体の有
効量を投与することを含む方法を提供する。
【００３８】
　本発明の治療方法は、そのような治療を必要とするヒトおよび動物の対象に適用できる
。
【００３９】
　クロロトキシン結合部位を発現する悪性がんの実質的にすべてのタイプを、本発明のク
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ロロトキシン変異体およびコンジュゲートにより治療することができる。これらの悪性が
んには、グリオーマ、星膠細胞腫、髄芽腫、脈絡叢癌、脳室上衣腫、髄膜腫、膠芽腫、神
経節腫、褐色細胞腫および転移性脳腫瘍、その他の脳腫瘍、神経芽細胞腫、頭頸部がん、
小細胞肺がん、乳がん、腸がん、膵臓がん、大腸がん、肝臓がん、腎臓がん、皮膚がん、
肉腫（３０タイプ以上）、骨肉腫、横紋筋肉腫、ユーイング肉腫、上皮性悪性腫瘍、黒色
腫、卵巣がん、子宮頸がん、リンパ腫、甲状腺がん、肛門がん、直腸結腸がん、子宮内膜
がん、胚細胞腫瘍、喉頭がん、多発性骨髄腫、前立腺がん、網膜芽腫、胃がん、精巣がん
およびウィルムス腫瘍がある。
【００４０】
　クロロトキシンコンジュゲート
　別の態様では、本発明は、本発明の改変クロロトキシンペプチドのコンジュゲートを提
供する。一実施形態では、コンジュゲートは、改変クロロトキシンペプチドの循環半減期
を延長する部分に共有結合している本発明の改変クロロトキシンペプチドを含む。別の実
施形態では、コンジュゲートは、治療用、診断用、イメージング用またはターゲティング
用薬剤に共有結合している本発明の改変クロロトキシンペプチドを含む。ある実施形態で
は、治療用、診断用、イメージング用もしくはターゲティング用薬剤、または改変クロロ
トキシンペプチドの循環半減期を延長する部分は、ペプチドのリジン残基を介して共有結
合している。
【００４１】
　改変クロロトキシンペプチドの循環半減期を延長するのに適した部分としては、ポリペ
プチドの循環半減期を延長することが当業者に知られているものが含まれる（たとえばＰ
ＥＧ化、グリコシル化、グリコＰＥＧ化）。ＰＥＧ化のための代表的な部分としては、ポ
リアルキレンオキシド（ポリエチレンオキシド、ポリプロピレンオキシド、およびポリエ
チレンオキシドとポリプロピレンオキシドのコポリマー）がある。グリコシル化のための
代表的な部分には、オリゴ糖（たとえば、ポリシアル酸を含む炭水化物）がある。一実施
形態では、コンジュゲートはＰＥＧ化されたクロロトキシンであり、１以上のポリアルキ
レンオキシド（たとえばポリエチレンオキシド）に共有結合している改変クロロトキシン
ペプチドを含む。一実施形態では、コンジュゲートはグリコシル化クロロトキシンであり
、１以上のオリゴ糖と共有結合している改変クロロトキシンペプチドを含む。一実施形態
では、コンジュゲートはグリコＰＥＧ化クロロトキシンであり、１以上のグリコポリアル
キレンオキシド（たとえばグリコポリエチレンオキシド）と共有結合している改変クロロ
トキシンペプチドを含む。
【００４２】
　適した治療用薬剤には、細胞毒性剤がある。代表的な治療用薬剤としては、化学療法剤
、わけてもメトトレキサート、ドセタキセル、シスプラチンおよびエトポシドなどの化学
療法剤；核酸分子（たとえばｃＤＮＡなどのＤＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ＲＮＡｉ
などのＲＮＡ）のような生物学的治療剤（転写および転座阻害剤やシグナル伝達調節因子
を含む）がある。
【００４３】
　適した診断用薬剤には、蛍光法および蛍光イメージング以外の方法による検出を可能に
する薬剤がある。他の適した診断用薬剤には、なかでも125Ｉ、14Ｃ、および31Ｐのよう
な放射標識（たとえば放射性同位体で標識された化合物）；および磁気共鳴イメージング
剤、が含まれる。
【００４４】
　適したターゲティング用薬剤には、抗体、ポリペプチド、多糖および核酸がある。
【００４５】
　本発明の別の態様では、改変クロロトキシンペプチドコンジュゲートを含む組成物が提
供される。組成物は、改変クロロトキシンペプチドコンジュゲートの送達のための、薬学
的に許容可能なキャリアまたは希釈剤を含むことができる。適した薬学的に許容可能なキ
ャリアまたは希釈剤には、注射用食塩水またはブドウ糖がある。
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【００４６】
　イメージング法
　本発明のさらなる態様では、改変クロロトキシンペプチドコンジュゲートを使用する方
法が提供される。一実施形態では、本発明は、クロロトキシンによりイメージング可能な
組織をイメージングする方法である。この方法では、クロロトキシンによりイメージング
可能な組織をクロロトキシンコンジュゲートと接触させる。
【００４７】
　一実施形態では、イメージング法は蛍光イメージング法である。蛍光クロロトキシンコ
ンジュゲートを作製し使用する方法の代表的なものは、米国特許出願公開第２００８０２
７９７８０Ａ１号、「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇ
ａｔｅ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｉｎｔｒａ－Ｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ｖｉｓｕａ
ｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ」に記載されており、その全体は参照により本明
細書に組み込むものとする。
【００４８】
　本発明は、がん性組織の手術中の可視化を可能にする蛍光イメージングにより検出可能
なクロロトキシンコンジュゲート、クロロトキシンコンジュゲートを含む組成物、および
クロロトキシンコンジュゲートを使用する方法を提供する。
【００４９】
　一態様では、本発明は、がん性組織の手術中の可視化を可能にする蛍光イメージングに
より検出可能なクロロトキシンコンジュゲートを提供する。
【００５０】
　クロロトキシンは目的の組織にコンジュゲートを導くターゲティング用薬剤である。一
実施形態では、本発明のクロロトキシンコンジュゲートは、クロロトキシンに共有結合し
ている１以上の蛍光部分（たとえば赤または近赤外発光蛍光部分）を含む。
【００５１】
　本明細書で使用されるように、用語「赤または近赤外発光蛍光部分」は、発光極大が約
６００ｎｍより大きい蛍光部分を指す。蛍光クロロトキシンコンジュゲートでより短い波
長（たとえば約５００から約６００ｎｍ）を発光する蛍光部分を有するものは、組織化学
的イメージングに有用である。これらのコンジュゲートはヒトや動物におけるインビボイ
メージングには有用性が低いであろう。ヒトや動物のインビボイメージングではより長い
波長（たとえば、約６００ｎｍより大きい）を発光する蛍光部分が好ましい。
【００５２】
　クロロトキシンコンジュゲートのある実施態様では、蛍光構成成分は、自己蛍光を避け
るため発光波長極大が約６００ｎｍよりも大きいこと、数ｍｍから１ｃｍの組織／血液／
体液を通過する発光、ヘモグロビンや他の血液成分あるいはヒトまたは動物組織中のタン
パク質に吸収されない発光を特徴とする蛍光化合物に由来する。
【００５３】
　蛍光部分はクロロトキシンと共有結合して、蛍光イメージングによるコンジュゲートの
可視化を可能にする。蛍光部分は蛍光化合物に由来する。適した蛍光化合物とは、クロロ
トキシンコンジュゲートのターゲティングおよび結合機能に実質的に悪影響を与えること
なくクロロトキシンに共有結合できる化合物である。同様に適した蛍光化合物はクロロト
キシンとコンジュゲートを形成した後もその蛍光特性を保持するものである。
【００５４】
　一実施形態では、蛍光部分はシアニン部分である。シアニン化合物は、その比較的高い
吸光係数と好ましい蛍光量子収率を特徴とする。シアニン化合物の蛍光発光波長極大はシ
アニン構造の関数として変化する。特定のシアニン化合物によって、蛍光発光波長極大は
緑（約４９０ｎｍ）から近赤外（約７４０ｎｍ）まで異なることができる。本発明の方法
を実施するに当たり、蛍光発光極大が遠赤色（約６５０ｎｍ）から近赤外（約７５０ｎｍ
）であるシアニン化合物が好ましい。これらの発光波長において、局所環境からのバック
グラウンド蛍光は最小で対象の組織は比較的透明である。これらの波長において対象の組
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織が比較的透明であるため、励起と蛍光発光可視化は最大化され、より短波長（６００ｎ
ｍ未満）で発光する蛍光化合物を利用した他のコンジュゲートに比べ、本発明のコンジュ
ゲートが標的とする組織は比較的大きな量で観察することができる。
【００５５】
　適したシアニンには、ＣＹＤＹＥ　ｆｌｕｏｒｓがあり、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
からＣｙ２（５０６　ｎｍ）；Ｃｙ２（５０６　ｎｍ）；Ｃｙ３（５７０　ｎｍ）；Ｃｙ
３Ｂ（５７２　ｎｍ）；Ｃｙ３．５（５９６　ｎｍ）；Ｃｙ５（６７０　ｎｍ）；Ｃｙ５
．５（６７５　ｎｍ）；およびＣｙ７　（６９４　ｎｍ）の記号表示で市販されている（
カッコ内は発光極大）。一実施形態では、シアニン化合物はＣｙ５．５である。
【００５６】
　一実施形態では、蛍光部分はスルホン化キサンテン部分である。スルホン化キサンテン
化合物で本発明の実施で使用するのに適しているは、米国特許第６，１３０，１０１号に
記載されており、その全体は参照により本明細書に組み込むものであるが、ＡＬＥＸＡ　
ＦＬＵＯＲの記号表示でＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．（ユージーン、
オレゴン州）から市販されている。ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲは一群の蛍光体でその比較的
高い吸光係数と好ましい蛍光量子収率が特徴である。スルホン化キサンテン化合物の蛍光
発光波長極大は化合物の構造の関数として変化する。特定のスルホン化キサンテン化合物
により、蛍光発光波長極大は緑（約４５０ｎｍ）から近赤外（約７８０ｎｍ）まで異なる
ことができる。本発明の方法を実施するに当たり、蛍光発光極大が遠赤色（約６５０ｎｍ
）から近赤外（約７５０ｎｍ）であるＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲが好ましい。
【００５７】
　適したスルホン化キサンテン化合物としては、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲＳ、たとえばＡ
ＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　３５０（４４２　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　４０５（４
２１　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　４８８（５３９　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵ
ＯＲ　５００（５２５　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　５１４（５４０　ｎｍ）、Ａ
ＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　５３２（５５４　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　５４６（５
７５　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　５５５（５６５　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵ
ＯＲ　５６８（６０３　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　５９４（６１７　ｎｍ）、Ａ
ＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　６１０（６２８　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　６３３（６
４７　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　６３５（６４５　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵ
ＯＲ　６４７（６６８　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　６６０（６９０　ｎｍ）、Ａ
ＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　６８０（７０２　ｎｍ）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　７００（７
１９　ｎｍ）およびＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　７５０（７７９　ｎｍ）（カッコ内は発光
極大）がある。一実施形態では、スルホン化キサンテンはＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ　６８
０である。代表的なスルホン化キサンテン－クロロトキシンコンジュゲートは「Ｔｈｅ　
Ｈａｎｄｂｏｏｋ－Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａ
ｎｄ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ」Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｐ．　Ｈａｕｇ
ｌａｎｄ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．の子会社であるＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ　Ｉｎｃ．）に記載されている方法と類似のやり方で調製することができる。
【００５８】
　本発明で有用な、その他の適したＮＩＲ蛍光体としては、ＤｙＬｉｇｈｔ－６８０、Ｄ
ｙＬｉｇｈｔ－７５０、ＶｉｖｏＴａｇ－７５０、ＤｙＬｉｇｈｔ－８００、ＩＲＤｙｅ
－８００、ＶｉｖｏＴａｇ－６８０、およびインドシアニングリーンがある。
【００５９】
　本発明の改変クロロトキシンペプチドは量子ドットおよびポリマードットに結合させる
こともできる。
【００６０】
　適した蛍光化合物は、その化合物をクロロトキシンに対して化学的に反応性にする官能
基を含む。適した官能基としては、アミン基に共有結合するためにはＮ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ）基が、チオール基に共有結合するためにはマレイミド基が、アルデ
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ヒド基に共有結合するためにはヒドラジン基がある。好ましくは、本発明のコンジュゲー
トを調製するのに有用な蛍光化合物は、１つの反応性官能基（たとえば、モノ－ＮＨＳエ
ステル）を含む。その他のコンジュゲート化化学反応も、本発明のクロロトキシンコンジ
ュゲートを作製するのに適していると。
【００６１】
　本発明の適切なコンジュゲートはクロロトキシン当たり約１から約３の蛍光部分を含む
。一実施形態では、コンジュゲートは約１の蛍光部分を含む。
【００６２】
　本発明の別の態様では、クロロトキシンコンジュゲートを含む組成物が提供される。組
成物はヒトおよび動物対象者に投与するのに適していて、薬学的に許容可能なキャリアを
含む。組成物は、薬理学的に有効量の改変クロロトキシンコンジュゲートを含む。有効量
は、確立された手順により日常的に決めることができる。有効量とは、がん細胞中のクロ
ロトキシン結合部位を占有するのに十分な量であるが、非腫瘍性組織に対する非特異的結
合を最小にする低い量である。有効量は、手術中のイメージングのためにシグナル対ノイ
ズ比を最適化する。
【００６３】
　本発明は、クロロトキシンコンジュゲートを使用して組織を検出する方法を提供する。
本発明のクロロトキシンコンジュゲートはクロロトキシン結合部位を標的としそれに結合
する。クロロトキシン結合部位は、２つの形態、すなわちクロロトキシンを結合する部位
と、本発明のクロロトキシンコンジュゲートを結合する部位をとる可能性があることを理
解されたい。クロロトキシン結合部位はクロロトキシンコンジュゲート結合部位と異なる
可能性があることを理解されたい。
【００６４】
　一実施形態では、クロロトキシン結合部位を発現するがんの病巣を、非腫瘍性組織から
識別する方法が提供される。この方法は、
（ａ）対象の組織を、クロロトキシン結合部位を発現する細胞に対して親和性および特異
性を有するクロロトキシンコンジュゲートと接触させるステップであって、クロロトキシ
ンコンジュゲートはクロロトキシンに共有結合している１以上の赤色または近赤外発光蛍
光部分を含む、ステップ；
（ｂ）クロロトキシンコンジュゲートの結合レベルを測定するステップであって、正常組
織に比べ結合レベルが高いと組織が腫瘍性であることを示す、ステップ
を含む。
【００６５】
　一実施形態では、クロロトキシン結合部位を発現するがんを検出する方法が提供される
。この方法は、
（ａ）対象の組織を、クロロトキシン結合部位を発現する細胞に対して親和性および特異
性を有するクロロトキシンコンジュゲートと接触させるステップであって、クロロトキシ
ンコンジュゲートはクロロトキシンに共有結合している１以上の赤色または近赤外発光蛍
光部分を含む、ステップ；
（ｂ）クロロトキシンコンジュゲートの結合レベルを測定するステップであって、正常組
織に比べ結合レベルが高いと組織が腫瘍性であることを示す、ステップ
を含む。
【００６６】
　一実施形態では、クロロトキシン結合部位を発現するがん細胞の患者における位置を手
術中に決定する方法が提供される。この方法は、
（ａ）患者に医薬組成物を投与するステップであって、この医薬組成物は薬学的に許容可
能なキャリアとクロロトキシン結合部位を発現するがん細胞をインビボでイメージングす
るのに十分な量のクロロトキシンコンジュゲートとを含み、クロロトキシンコンジュゲー
トはクロロトキシンに共有結合している１以上の赤色または近赤外発光蛍光部分を含む、
ステップ；
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（ｂ）クロロトキシンコンジュゲートの結合のレベルを蛍光イメージングにより測定して
、クロロトキシン結合部位を発現するがん細胞の位置を決定するステップであって、正常
組織に比べ高いレベルの結合はクロロトキシン結合部位を発現するがん細胞の存在を示す
、ステップ；および
（ｃ）蛍光イメージングにより結合部位が示されているクロロトキシンを発現する少なく
とも一部の細胞を患者から外科的に取り除くステップ
を含む。
【００６７】
　がん病巣の検出のための本発明のイメージング法は、マウスおよび他のがん動物モデル
のほか、獣医診療にも適用可能である。
【００６８】
　本発明の蛍光クロロトキシンコンジュゲートは他の有用な薬剤を含んでもよい。他の有
用な薬剤には診断用剤および治療用薬剤が含まれる。
【００６９】
　別の実施形態では、イメージング法は磁気共鳴イメージング法である。クロロトキシン
コンジュゲートを作製し磁気共鳴イメージング法で使用する代表的な方法は、米国特許出
願公開第２００７０１２５４９６５Ａ１号、「Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉｎ－Ｌａｂｅｌｅｄ
　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆ
ｏｒ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｐｒｉｍａｒｙ　Ｂｒａｉｎ　Ｔｕｍｏｒｓ」に記載されて
おり、その全体は参照により本明細書に組み込むものとする。
【００７０】
　本発明は、原発性脳腫瘍を標的とすることができるクロロトキシン標識ナノ粒子、ナノ
粒子を含む組成物、ナノ粒子を使用して組織をイメージングする方法、およびナノ粒子を
使用してクロロトキシン結合部位を発現する細胞を治療する方法を提供する。
【００７１】
　一態様では、本発明は、
（ａ）磁気共鳴イメージング活性を有する材料を含む、表面を有するコア；
（ｂ）改変クロロトキシンペプチド；および
（ｃ）改変クロロトキシンペプチドを表面に共有結合するリンカー
を含むクロロトキシン標識粒子を提供する。
【００７２】
　このコアは磁気共鳴イメージング活性を有する材料を含む。磁気共鳴イメージング活性
を有する材料で適しているのは、金属酸化物、たとえば酸化第一鉄、酸化鉄、酸化ケイ素
、多結晶酸化ケイ素、酸化アルミニウム、酸化ゲルマニウム、セレン化亜鉛、二酸化スズ
、二酸化チタン、インジウムスズ酸化物、および酸化ガドリニウムである。１以上の金属
酸化物の混合物を使用することができる。
【００７３】
　磁気材料に加え、コアは非磁気材料を含むことができる。たとえば窒化ケイ素、ステン
レススチール、チタン、ホウ素、炭化ホウ素、ホウ素と炭素の混合物、およびニッケルチ
タンなどである。１以上の非磁気材料の混合物を使用することもできる。
【００７４】
　本発明の粒子は約１から約１００改変クロロトキシン／粒子を含む。一実施形態では、
粒子は約１０から約５０改変クロロトキシン／粒子を含む。一実施形態では、粒子は約１
０改変クロロトキシン／粒子を含む。一実施形態では、粒子は約５０から約１００改変ク
ロロトキシン／粒子を含む。
【００７５】
　上に述べたように本発明の磁気ナノ粒子は、ナノ粒子が結合するクロロトキシン結合部
位を発現する細胞に磁気粒子を導くのに有効なターゲティング部分として働くクロロトキ
シンを含む。原発性脳腫瘍細胞（たとえば、神経外胚葉細胞由来の腫瘍細胞やグリオーマ
細胞）はクロロトキシン結合部位を含む。
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【００７６】
　クロロトキシン標識ナノ粒子は、他の有用な薬剤をさらに含むことができる。他の有用
な薬剤には診断用薬剤がある。
【００７７】
　適した診断用薬剤には、磁気共鳴イメージング以外の方法でナノ粒子を検出することを
可能にする薬剤が含まれる。適した診断用薬剤には、発光化合物（たとえば、蛍光体、リ
ン光体、および発光団）がある。適した蛍光体には上述したものが含まれる。
【００７８】
　一実施形態では、クロロトキシン標識粒子は蛍光部分をさらに含む。本発明の粒子は約
１から約１０蛍光部分／粒子を含む。一実施形態では、粒子は約１から約２蛍光部分／粒
子を含む。
【００７９】
　一実施形態では、蛍光部分は赤色および近赤外発光蛍光部分（すなわち、約６００ｎｍ
より大きい発光極大を有する蛍光部分）から選択される。一実施形態では、蛍光部分はシ
アニン部分である。一実施形態では、蛍光部分はＣｙ５．５部分である。
【００８０】
　他の適した診断用薬剤は、なかでも125Ｉ、14Ｃ、31Ｐのような放射標識（たとえば、
放射性同位体で標識された化合物）を含む。
【００８１】
　本発明の別の態様では、本発明の粒子を含む組成物が提供される。一実施形態では、組
成物は、ヒトまたは動物の対象者に投与するのに適しているナノ粒子を含む。組成物は許
容されるキャリアを含むことができる。一実施態様では、組成物は薬学的に許容可能な組
成物であり、薬学的に許容可能なキャリアを含む。本明細書で使用されるように、用語「
キャリア」は粒子の送達を容易にするための希釈剤（たとえば食塩水）を指す。
【００８２】
　他の態様では、本発明はナノ粒子を使用する方法である。
【００８３】
　一実施形態では、本発明は、神経外胚葉細胞由来腫瘍細胞を非腫瘍性細胞から識別する
ための方法を提供する。この方法においては、神経外胚葉由来腫瘍細胞は非腫瘍性脳組織
から、
（ａ）対象の組織を、神経外胚葉由来腫瘍細胞に親和性と特異性を有するクロロトキシン
標識ナノ粒子に接触させるステップ；および
（ｂ）クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルを測定するステップであって、正常組織
に比べて高い結合レベルは組織が腫瘍性であることを示す、ステップ
により区別される。
【００８４】
　一実施形態では、本発明が提供するのは神経外胚葉細胞由来腫瘍細胞を検出する方法で
ある。この方法では、神経外胚葉由来腫瘍細胞は、
（ａ）対象の組織を、神経外胚葉由来腫瘍細胞に親和性と特異性を有するクロロトキシン
標識ナノ粒子に接触させるステップ；および
（ｂ）クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルを測定するステップであって、正常組織
に比べて高い結合レベルは組織が腫瘍性であることを示す、ステップ
により検出される。
【００８５】
　上記の方法はグリオーマ細胞を識別し検出するのに有用である。
【００８６】
　上記の方法において、クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルの測定は、磁気共鳴イ
メージングを含む。
【００８７】
　上記方法のある実施形態では、クロロトキシン標識ナノ粒子はさらに蛍光部分を含む。
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これらの実施形態においては、クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルの測定は、蛍光
イメージングを含むことができる。
【００８８】
　一実施形態では、本発明は、手術前に、手術中に、そして手術後に患者におけるグリオ
ーマ細胞の位置を決定する方法を提供する。この方法は、
（ａ）患者に医薬組成物を投与するステップであって、医薬組成物は薬学的に許容可能な
キャリアおよびインビボでグリオーマ細胞をイメージングするのに十分な量の蛍光体／ク
ロロトキシン標識ナノ粒子を含む、ステップ；
（ｂ）蛍光体／クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルを磁気共鳴イメージングにより
手術前に測定してグリオーマ細胞の位置を決定するステップであって、正常組織に比べて
高い結合レベルはグリオーマ細胞が存在することを示す、ステップ；
（ｃ）磁気共鳴イメージングにより位置決めされた少なくとも一部のグリオーマ細胞を患
者から外科的に取り除くステップ；
（ｄ）蛍光体／クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルを蛍光イメージングにより手術
中に測定して残存グリオーマ細胞の位置を決定するステップであって、正常組織に比べて
高い結合レベルは残存グリオーマ細胞が存在することを示す、ステップ；
（ｅ）蛍光イメージングにより位置決めされた少なくとも一部の残存グリオーマ細胞を患
者から外科的に取り除くステップ；および
（ｆ）蛍光体／クロロトキシン標識ナノ粒子の結合レベルを磁気共鳴イメージングにより
手術後に測定してグリオーマ細胞の位置を決定するステップであって、正常組織に比べて
高い結合レベルはグリオーマ細胞が存在することを示す、ステップ
を含む。
【００８９】
　この方法において、インビボでグリオーマ細胞をイメージングするのに十分な蛍光体／
クロロトキシン標識ナノ粒子の量は、約１～２０ｍｇＦｅ／ｋｇ体重（「Ｆｅ」は粒子コ
アに存在する鉄を指す）である。
【００９０】
　上記方法において、ステップ（ｄ）と（ｅ）は繰り返してもよい。
【００９１】
　上記方法は手術前、手術中、手術後のイメージングを含む。上記方法の変法は本発明の
範囲内にあることを理解されたい。この方法の他の変法としては、たとえば（１）手術前
のイメージングのみ；（２）手術中のイメージングのみ；（３）手術後のイメージングの
み；（４）手術前と手術中のイメージングのみ；（５）手術前と手術後のイメージングの
み；および（６）手術中と手術後のイメージングのみがある。
【００９２】
　本発明は、ナノ粒子を使用して組織を治療する方法を提供する。
【００９３】
　一実施形態では、本発明は、患者におけるグリオーマの治療方法であって、それを必要
とする患者に、クロロトキシン標識ナノ粒子および薬学的に許容可能なキャリアを含む医
薬組成物の有効量を投与することを含む方法を提供する。
【００９４】
　一実施形態では、本発明は、神経外胚葉性腫瘍の治療方法であって、それを必要とする
患者に、クロロトキシン標識ナノ粒子および薬学的に許容可能なキャリアを含む医薬組成
物の有効量を投与することを含む方法を提供する。
【００９５】
　一実施形態では、本発明は、腫瘍性細胞の浸潤活性を阻害する方法であって、腫瘍性細
胞に、クロロトキシン標識ナノ粒子および薬学的に許容可能なキャリアを含む医薬組成物
の有効量を投与することを含む方法を提供する。
【００９６】
　以下に、代表的な本発明の改変クロロトキシンペプチド３種とそれらの性質、ペプチド
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のコンジュゲートとそれらの性質、およびイメージングにおけるコンジュゲートの使用を
記載する。
【００９７】
　改変クロロトキシンペプチドの調製
　図１に、本発明の２つの代表的改変クロロトキシン（ＣＴＸ）ペプチド（アラニン置換
クロロトキシンＫ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ－ＣＴＸ、アルギニン置換クロロトキシンＫ１５Ｒ＿
Ｋ２３Ｒ－ＣＴＸ）の配列を示す。ペプチドはＢｏｃ（ｔｅｒｔブトキシカルボニル）／
ＨＢＴＵ［２－（１Ｈ－ベンゾトリアゾール－１－イル）－１，１，３，３－テトラメチ
ルウロニウムヘキサフルオロホスフェート］を用い、インサイチュー中和化学反応で合成
した。緩衝液（０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．２Ｍ　ＮａＣｌ、５ｍＭ還元グルタチ
オン／０．５ｍＭ酸化グルタチオン、ｐＨ７．８）を、置換ペプチドの酸化と、ＣＴＸの
環化と酸化（室温、一晩）の両方に用いた。ＲＰ－ＨＰＬＣを用いてペプチドを精製し、
２種のＣＴＸアナログ、Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ－ＣＴＸとＫ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ－ＣＴＸの純
度と分子量は分析用ＲＰ－ＨＰＬＣとＥＸ－ＭＳにより確認した。
【００９８】
　ＮＭＲ帰属
　ペプチドは９０％Ｈ2Ｏと１０％Ｄ2Ｏに溶解し、１次元および２次元ＴＯＣＳＹとＮＯ
ＥＳＹスペクトルは６００ＭＨｚ、２９８°Ｋにおいて記録された。ＮＭＲスペクトルの
帰属は、確立された手法を用いて行った（Ｋ．Ｗｕｔｈｒｉｃｈ、「ＮＭＲ　ｏｆ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ」、Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉ
ｅｎｃｅ、ニューヨーク、１９８６）。アミド領域での化学シフトはよく分散していて、
ペプチドが正しく折り畳まれていることが確認され、各ペプチドのＮＯＥＳＹスペクトル
中のフィンガープリント領域は完全な、２個のプロリン残基（Ｐｒｏ４とＰｒｏ３１）以
外のαＨ－ＮＨ順番の連結が完全なサイクルである（a complete cycle of αH-NH seque
ntial connectivities）ことを示す。しかしながら予想されたように、ＮＯＥがプロリン
残基とその前の残基のδプロトンから観察された。天然ＣＴＸと合成されたアナログの２
次αＨ化学シフトの比較を図２に示す。
【００９９】
　置換ＣＴＸバイオコンジュゲートの特性解析
　天然および改変ペプチドを以下の実施例に記載するようにＣｙ５．５とコンジュゲート
し精製した。得られたバイオコンジュゲートはＨＰＬＣと質量分析で分析した。予想され
たように、ＡｌａとＡｒｇ置換は単一標識ＣＴＸ：Ｃｙ５．５バイオコンジュゲートの中
でだけであった。
【０１００】
　置換ＣＴＸ：Ｃｙ５．５の機能評価
　置換の見込まれる利益は、ペプチドの機能的ターゲティング活性が天然ＣＴＸバイオコ
ンジュゲートに匹敵するかどうかで決まる。各ペプチドがＣｙ５．５シグナルを正常脳に
対するよりも髄芽腫細胞に優先的に送り込む能力をバイオフォトニックイメージングで分
析した。どの場合も、５０μＬの４０μＭバイオコンジュゲートを、進行した脳腫瘍に合
致した臨床症状を示しているマウスの尾静脈内に注入した。３日後にマウスを屠殺し、そ
の脳をＣａｌｉｐｅｒ／Ｘｅｎｏｇｅｎ　Ｓｐｅｃｔｒｕｍバイオフォトニックイメージ
ングシステムを用いてイメージングした。改変ペプチドコンジュゲートはすべて、正常脳
に比べて髄芽腫がん組織を優先的に光らせた（図３Ａ、３Ｂ）。どの場合も、腫瘍内のシ
グナルは、同じく注入された髄芽腫のない対照動物の小脳内のシグナルと比較した。正常
と比べた腫瘍中のシグナルは、天然ＣＴＸ：Ｃｙ５．５：１．９６±０．４７（ｎ＝１０
）；アラニン置換：３．３±１．８（ｎ＝８）；アルギニン置換：２．６±０．８５（ｎ
＝５）であった。統計学的に、すべての改変ペプチドバイオコンジュゲートは、天然ＣＴ
Ｘ：Ｃｙ５．５とは差がなく、リジン置換はＣＴＸがその標的に結合するのを妨げなかっ
たことを示す。
【０１０１】
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　発明の利点
　ヒトに対する新しい治療臨床試験を進める際には、有効性、薬物動態学、薬力学、毒性
だけでなく、規制認可を危うくしたり製造コストを増したりする可能性のある実際問題も
考慮される。腫瘍ペイント、すなわちマウスモデル中で固形腫瘍を安全にかつ効果的に光
らせるバイオコンジュゲートの製造上の課題は、バイオコンジュゲートは実際にはモノ、
ジ、トリ標識ＣＴＸの混合物であるという事実に関連している。本発明が提供するのは３
種の新しい代表的な化学実体で、これらは機能的にはＣＴＸと同等にがんにＮＩＲＦ分子
を送達できるが、ただ１つのＮＩＲＦ分子とのみコンジュゲートする。
【０１０２】
　ＣＴＸ：Ｃｙ５．５中のＣＴＸコンジュゲート部位はプロテオーム解析と連動したアル
ギニン開裂を用いてマップされ、典型的には産物の＞８０％がＬｙｓ２７でモノ標識され
ており、より少ない量がＬｙｓ１５またはＬｙｓ２３にもコンジュゲートしていたことを
示した。他の４種のＮＩＲＦ色素にコンジュゲートしたＣＴＸの分析では、同様のパター
ン、すなわちモノ標識ペプチドが最も量が多く、ジおよびトリ標識ペプチドは量が少ない
ことが観察された。ただしＤｙｌｉｇｈｔ７５０は例外で、これはモノ標識された分子種
のみを作り出すＮＩＲＦ色素である。Ｄｙｌｉｇｈｔ７５０が非改変ＣＴＸに単量体の態
様で結合するということは、他の２つのリジンへのアクセスが制限されていることを示唆
する。
【０１０３】
　ＣＴＸ中のリジン残基のいずれも、ＣＴＸががん細胞上で標的に能動的に結合するのに
関与していないようである。この結論は以下の観察に基づく、すなわちＬｙｓ１５または
Ｌｙｓ２３がＡｌａまたはＡｒｇで置換されたにもかかわらず標的結合は保存されている
、そしてかさばるＣｙ５．５や他のＮＩＲＦ色素をＬｙｓ２７に付加しても活性部位への
結合を妨げないということである。
【０１０４】
　実験方法
　固相ペプチド合成
　手動固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ）を用い、標準的保護基を有するペプチドを合成した
（たとえばＡｓｎ（Ｘａｎ）、Ａｓｐ（ＯｃＨｅｘ）、Ａｒｇ（ＴＯＳ）、Ｃｙｓ（Ｍｅ
Ｂｚｌ）、Ｌｙｓ（ＣｌＺ）、Ｓｅｒ（Ｂｚｌ）、Ｔｈｒ（Ｂｚｌ）およびＴｙｒ（Ｂｒ
Ｚ））。ＡｌａおよびＡｒｇ置換直鎖状ＣＴＸはＰＡＭ－Ａｒｇ樹脂上にチオエステルリ
ンカーなしで組み立てた。ペプチドを樹脂から切り出すのに用いたのは、フッ化水素（Ｈ
Ｆ）と捕捉剤としてのｐ－クレゾールとｐ－チオクレゾールで（ＨＦ：ｐ－クレゾール：
ｐ－チオクレゾール＝９：０．８：０．２（ｖｏｌ／ｖｏｌ））、－５～０℃で１．５時
間行った。ペプチドの精製は、逆相高速液体クロマトグラフィ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）（Ｃ１
８カラム）を用い、溶液Ｂの０－８０％勾配（溶液Ａ：Ｈ2Ｏ／０．０５％トリフルオロ
酢酸；溶液Ｂ：９０％ＣＨ3ＣＮ／１０％Ｈ2Ｏ／０．０４５％トリフルオロ酢酸）を用い
、２１５ｎｍの吸収を監視しながら行った。エレクトロスプレイ質量分析（ＥＳ－ＭＳ）
で合成されたペプチドの純度と分子量を確認した。
【０１０５】
　折り畳み
　ＡｌａおよびＡｒｇ置換アナログを水溶性緩衝液中、室温で一晩酸化した。緩衝液の組
成は０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．２Ｍ　ＮａＣｌ、５ｍＭ還元グルタチオン／０．
５ｍＭ酸化グルタチオンｐＨ７．８であった。ＲＰ－ＨＰＬＣを用い、ペプチドを精製し
、純度と分子量は分析用ＲＰ－ＨＰＬＣおよびＥＳ－ＭＳで確認した。
【０１０６】
　ＮＭＲ分光法
　６００ＭＨｚ1ＨＮＭＲ分光法を用いてペプチドアナログの３次元構造を監視した。ペ
プチド試料を９０％Ｈ2Ｏおよび１０％Ｄ2Ｏ（ｖ／ｖ）中に溶解した。Ｄ2Ｏ（９９．９
９％）はＣａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（ウォバーン
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、マサチューセッツ州）から入手した。２次元ＮＭＲ実験には、Ｔｏｔａｌ　Ｃｏｒｒｅ
ｌａｔｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ＴＯＣＳＹ）およびＮｕｃｌｅａｒ　Ｏｖｅ
ｒｈａｕｓｅｒ　Ｅｆｆｅｃｔ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ＮＯＥＳＹ）が含まれ、ス
ペクトルは２９８°Ｋで記録された。
【０１０７】
　血清安定性アッセイ
　血清安定性アッセイは１００％ヒト男性血清（Ｓｉｇｍａ）中で行い、２０μＭの最終
ペプチド濃度を用いた。血清は１４０００×ｇ、１０分間遠心分離して脂質成分を除き、
上清をアッセイの前に３７℃１５分間インキュベートした。各ペプチドは血清中３０℃で
インキュベートし、４０μＬ３連の一定分量を０、１、３、６、１０、１６および２４時
間目に採取した。各血清の一定分量は４０μＬの６Ｍ尿素を加えて反応を抑え、１０分間
４℃でインキュベートした。次いで、各血清の一定分量に４０μＬの２０％トリクロロ酢
酸を加えて反応を抑え、さらに１０分間４℃でインキュベートして血清タンパク質を沈降
させた。試料は１４０００×ｇで１０分間遠心し、上清１００μＬをＲＰ－ＨＰＬＣ上溶
媒Ｂの直線勾配（流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ）を用いて分析した。対照試料は、リン酸緩衝
食塩水中同量のペプチドを含有し、同じ処理手順を受けた。ペプチドの回収率を２１５ｎ
ｍにおけるインテグレーションにより測定した。
【０１０８】
　動物モデル
　すべての動物の取り扱いは、米国立衛生研究所の実験動物の飼育と使用に関する指針に
厳密に従って行われた。動物研究はすべてフレッドハッチンソンがん研究所の動物飼育お
よび使用委員会（Fred Hutchinson Cancer Research Center's Institute of Animal Car
e and Use Committee）認可のプロトコルに従って行われた。Ｃ５７ｂ１／６を背景とす
る、髄芽腫の自然発症マウスモデルのＮＤ２：ＳｍｏＡ１を用いてＣＴＸ：Ｃｙ５．５、
Ｋ１５Ａ＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ：Ｃｙ５．５およびＫ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ　ＣＴＸ：Ｃｙ５．
５の特異性を評価した。ここでＮＤ２：ＳｍｏＡ１についてはＡ．Ｒ．Ｈａｌｌａｈａｎ
等、「Ｔｈｅ　ＳｍｏＡ１　Ｍｏｕｓｅ　Ｍｏｄｅｌ　Ｒｅｖｅａｌｓ　Ｔｈａｔ　Ｎｏ
ｔｃｈ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｉｓ　Ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｇｒｏｗｔｈ
　ａｎｄ　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｏｆ　Ｓｏｎｉｃ　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ－Ｉｎｄｕｃｅｄ　
Ｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａｓ」Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６４：７７９４
～７８００、２００４、Ｂ．Ａ．Ｈａｔｔｏｎ等「Ｔｈｅ　Ｓｍｏ／Ｓｍｏ　Ｍｏｄｅｌ
：Ｈｅｄｇｅｈｏｇ－Ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａ　Ｗｉｔｈ　９
０％　Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｇｅａｌ　Ｓｐｒｅａｄ」Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６８：１７６８～１７７６、２００８を参照のこと。症
候性髄芽腫を有する半接合型または全接合型（ＮＤ２：ＳｍｏＡ１と呼ぶ）マウスをこれ
らの研究に選んで使用した。症状の検出はオープンフィールドケージ評価を用いて行った
。症状に含まれるのは、頭位傾斜、猫背の姿勢、運動失調、隆起した頭蓋および体重減少
である。
【０１０９】
　生体外イメージング
　髄芽腫の症状を示しているＮＤ２：ＳｍｏＡ１動物に、５０μＬの４０μＭ　Ｋ１５Ａ
＿Ｋ２３Ａ　ＣＴＸ：Ｃｙ５．５またはＫ１５Ｒ＿Ｋ２３Ｒ　ＣＴＸ：Ｃｙ５．５を尾静
脈から注入した。注入３日後にマウスを炭酸ガス吸入で安楽死させ、Ｘｅｎｏｇｅｎ　Ｓ
ｐｅｃｔｒｕｍ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｃａｌｉｐｅｒ）を用い、それらの脳
の生体外バイオフォトニックイメージを得た。次いで脳をＴｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ　Ｏｐｔ
ｉｍａｌ　Ｃｕｔｔｉｎｇ　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ＯＣＴ）Ｃｏｍｐｏｕｎｄ（Ｓａ
ｋｕｒａ）中で凍結し、１２μｍ厚の切片を切り出し、常法に従いヘマトキシリンとエオ
シン（Ｈ＆Ｅ）で染色した。
【０１１０】
　本発明の好ましい実施形態を説明し記載してきたが、そこでは本発明の精神および範囲



(19) JP 2013-532126 A 2013.8.15

から逸脱することなく多様な変更が可能であることを理解されたい。
【０１１１】
　独占的所有または特権が要求される発明の実施形態を、以下に定義する。

【図１】 【図２】
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【図３Ａ】 【図３Ｂ】
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