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(57)【要約】
　細胞膜を通過し、細胞内環境に侵入することができるポリペプチドであって、予防用途
、治療用途または診断用途ならびにスクリーニングおよび検出に使用するのに適切なポリ
ペプチドが本明細書において提供される。かかるポリペプチドをコードする核酸；かかる
ポリペプチドの調製方法、かかるポリペプチドを発現するかまたはかかるポリペプチドを
発現することができる宿主細胞、特に予防目的、治療目的または診断目的のための、かか
るポリペプチドを含有する組成物、特に医薬組成物も提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１個のアルファボディー構造配列と、細胞内へのポリペプチドのインターナ
リゼーションを確保する少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域とを含有す
るポリペプチドであって、前記インターナリゼーション領域が、２個の正荷電アミノ酸残
基間に及んでおり、１６個以下のアミノ酸残基の断片からなり、かつ少なくとも５０％が
前記アルファボディー構造配列内に含まれる少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基の存在
を特徴とする、ポリペプチド。
【請求項２】
　前記インターナリゼーション領域が、
（ｉ）少なくとも４個のアルギニン残基、または
（ｉｉ）少なくとも５個のリジン残基
を含有する、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域が、前記アルファボディー構造配
列内に全体的に含まれる、請求項１または２に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域が、前記少なくとも１個のアルフ
ァボディー構造配列の１個のα－ヘリックス内に全体的に含まれる、請求項１～３のいず
れかに記載のポリペプチド。
【請求項５】
　前記正荷電インターナリゼーション領域が、６～１２個のアルギニン残基を含有する、
請求項１～４のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　そのアルファボディー配列内に、ＺＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ
ＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＸＺＸ
ＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸ
ＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＺＸＺ、
ＺＺＸＸＺＺＸＺＺ、ＺＺＸＸＸＸＸＺＺＸＸＸＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸
を表し、Ｘは、任意のアミノ酸残基を表す）からなる群より選ばれたモチーフを含有する
、請求項１～５のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項７】
　前記モチーフにおいて、前記Ｚの７５～１００％がアルギニンである、請求項６に記載
のポリペプチド。
【請求項８】
　そのアルファボディー配列内に、配列番号：１３～３２のいずれか１個のモチーフを含
有する、請求項１～７のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項９】
　前記少なくとも１個のアルファボディー構造配列が、細胞内標的分子に対する少なくと
も１個の結合部位をさらに含有する、請求項１～８のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　医薬として使用するための、請求項１～９のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１１】
　前記細胞内標的分子が関連する疾患または障害の治療方法に使用するための、請求項１
～１０のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１２】
　請求項１～９のいずれかに記載のポリペプチドおよび任意に、１個以上の薬学的に許容
され得る担体を含有してなる、医薬組成物。
【請求項１３】
　イン・ビトロで細胞内タンパク質の生物学的機能を調節するための、請求項１～９のい
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ずれかに記載のポリペプチドの使用。
【請求項１４】
　アルファボディー構造配列内に少なくとも部分的に含まれるインターナリゼーション領
域を得るように、前記アルファボディー構造配列を含有するポリペプチドを製造するステ
ップを少なくとも含む、請求項１～９のいずれかに記載のポリペプチドの製造方法。
【請求項１５】
　目的の細胞内標的分子に対するその特異的結合親和性について、少なくとも１個のアル
ファボディー構造配列を選択するステップをさらに含む、請求項１４に記載の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、細胞膜を通過し、細胞内環境に侵入することができる分子であって、予防用
途、治療用途または診断用途ならびにスクリーニングおよび検出に使用するのに適した分
子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞内成分と細胞との相互作用には、かかる細胞内成分と相互作用すると予想される作
用物質（ａｇｅｎｔ）が細胞膜を通過することが必要である。しかしながら、かかる作用
物質は、しばしば、細胞膜を通過するための生物学的および物理化学的特性、例えば疎水
性、溶解性、電荷およびサイズなどの必要なバランスを欠く。
【０００３】
　多くの疾患では、低分子薬物（すなわち、１００個未満の原子を含む化合物）を発見お
よび／または開発することは非常に困難であるため、治療分野では、高分子（例えば、ポ
リペプチドおよび核酸）が主に注目されている。治療剤としての高分子の使用は、小分子
に対して多くの利点があり、最も重要な利点は、標的への強い結合に適した大きい安定な
三次元構造を取り、それにより、低分子を使用することでは対処が困難な天然のタンパク
質－タンパク質インターフェイスまたはタンパク質－核酸インターフェイスを妨げること
を可能とする能力である。また、高分子の安定性、サイズおよび複雑性は、低分子を使用
することでは容易に達成することができない特異性をもたらすことができる。
【０００４】
　しかしながら、高分子自体が細胞内に拡散することができないというのが大きな問題で
あり、そのため、目的の疾患標的の大部分が細胞内に位置するが、大部分の高分子治療薬
は、細胞外標的に対処することしかできない。したがって、長年にわたって、エレクトロ
ポレーション、超音波媒介プラスミド送達、ウイルス送達、噴霧および直接的な化学修飾
などの高分子の様々な細胞内送達法が開発されてきた。他の戦略は、高分子を、リピドイ
ド、リポソーム、デンドリマー、カチオン性ポリマー、無機ナノ粒子、カーボンナノチュ
ーブ、細胞透過性ペプチド、小分子または受容体リガンドなどの非ウイルス送達ビヒクル
と結合させる。
【０００５】
　哺乳動物細胞への高分子送達のために、ベクターまたは担体として過荷電タンパク質を
使用することが報告されている（ローレンス・エム・エス（Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｍ．Ｓ．
）ら、２００７，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２９，（３３），１０１１０-１０１
１２；クロニカン（Ｃｒｏｎｉｃａｎ）ら、２０１０　ＡＣＳ　ＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＢＩ
ＯＬＯＧＹ；マクノートン（ＭｃＮａｕｇｈｔｏｎ）ら、２００９　ＰＮＡＳ）。
【０００６】
　これらの戦略は、インターナリゼーションを促進し得るが、それらの適用は限定されて
いる。例えば、これらの方法は、エフェクターをリソソームに蓄積させ、最終的にはエフ
ェクター化合物の分解および不活性化をもたらす細胞インターナリゼーション機構を利用
する。
【発明の概要】
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【０００７】
　細胞膜を透過することができ、細胞内環境で極めて安定である、代替的な改善されたポ
リペプチドが提供される。これは、細胞内標的をターゲティングするエフェクター機能を
確実に細胞に導入することができる細胞内作用物質としてそれらの使用を可能にする。
【０００８】
　特定の実施形態においては、エフェクター機能は、ポリペプチドそれ自体に組み込まれ
、すなわち、これらの場合において、ポリペプチドは、細胞に侵入することができるだけ
ではなく、細胞内の細胞内標的分子に特異的に結合して、その細胞内標的分子が役割を果
たす生物学的機構および／またはシグナル伝達経路を効率的に阻害することもできるか、
または少なくとも調節することもできる。
【０００９】
　本明細書において提供される少なくとも１個のアルファボディー構造配列を含有するポ
リペプチドは、前記アルファボディー構造配列内に少なくとも部分的に含まれる少なくと
も１個の正荷電インターナリゼーション領域の存在を介して、細胞の内部に取り入れられ
ることができる。本明細書において使用される正荷電インターナリゼーション領域は、典
型的には、本明細書において想定されるポリペプチドの２個の正荷電アミノ酸残基間に及
んでおり、これらのポリペプチドに含まれるアルファボディー構造配列内に少なくとも部
分的に含まれる。
【００１０】
　特定の実施形態においては、少なくとも１個のアルファボディー構造配列と、細胞内へ
の前記ポリペプチドのインターナリゼーションを確保する少なくとも１個の正荷電インタ
ーナリゼーション領域とを含有するポリペプチドであって、前記インターナリゼーション
領域が、２個の正荷電アミノ酸残基間に及んでおり、１６個以下のアミノ酸残基の断片か
らなり、かつ少なくとも５０％が前記アルファボディー構造配列内に含まれる少なくとも
６個の正荷電アミノ酸残基の存在を特徴とするポリペプチドが本明細書において提供され
る。したがって、本明細書において提供されるポリペプチドは、正荷電アミノ酸残基で始
まって正荷電アミノ酸残基で終わり、ポリペプチドが細胞に確実に侵入することができる
ようにする正荷電配列を含有する。特に、本明細書において想定されるポリペプチドは、
ポリペプチドが細胞膜を確実に通過することができるようにするか、または細胞内輸送を
増強、刺激もしくは誘発する正荷電配列を含有する。本明細書において提供されるポリペ
プチドは、アルファボディー配列を含有する公知のポリペプチドと比較して改変された構
造を得ることにより、細胞内へのポリペプチドのインターナリゼーションを可能にするよ
うに特別に設計されたものである。
【００１１】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチド中に存在するア
ルファボディー構造配列内に少なくとも部分的に位置する少なくとも１個の正荷電インタ
ーナリゼーション領域は、少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基、例えばアルギニンおよ
びリジンからなる群より選ばれた少なくとも６個のアミノ酸残基の存在を特徴とする。さ
らに特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチド中の少なくと
も１個の正荷電インターナリゼーション領域は、その少なくとも４個の残基がアルギニン
である少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基の存在を特徴とする。さらに特定の実施形態
においては、本明細書において想定されるポリペプチド中の少なくとも１個の正荷電イン
ターナリゼーション領域は、その少なくとも５個の残基がリジンである少なくとも６個の
正荷電アミノ酸残基の存在を特徴とする。
【００１２】
　本明細書において想定されるポリペプチドの特定の実施形態においては、前記正荷電イ
ンターナリゼーション領域は、６～１２個のアルギニン残基を含有する。
【００１３】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、そのアルフ
ァボディー配列内に、ＺＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺ、ＺＸ
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ＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺ
ＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＸＸＸＺ
ＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＺＸＺ、ＺＺＸＸＺＺ
ＸＺＺ、ＺＺＸＸＸＸＸＺＺＸＸＸＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表し、Ｘは
、任意のアミノ酸残基を表す）からなる群より選ばれたモチーフを含有する。特定の実施
形態においては、前記モチーフ中の前記Ｚの７５～１００％は、アルギニンである。さら
に特定の実施形態においては、ポリペプチドは、アルファボディー構造に対応する配列内
に、配列番号：１３～３２から選ばれた配列を含有する。
【００１４】
　特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、
（ｉ）前記アルファボディー構造配列内に少なくとも部分的に含まれる本明細書において
記載される少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域の存在を介して、細胞の
内部に取り入れられることができ、加えて、
（ｉｉ）アルファボディー構造配列上に存在する結合部位を主に介して、細胞内標的分子
に特異的に結合する少なくとも１個のアルファボディー構造配列を含有する。
【００１５】
　これらの特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、ア
ルファボディー構造配列のＢ－ヘリックス上に存在する結合部位を主に介して、細胞内標
的分子に特異的に結合する。
【００１６】
　ある特定の実施形態においては、アルファボディー構造を含有するポリペプチドであっ
て、細胞内標的に結合することができ、前記ポリペプチド中に存在するアルファボディー
構造配列内に少なくとも部分的に位置する１個以上の正荷電インターナリゼーション領域
の存在を特徴とし、当該インターナリゼーション領域が、少なくとも６個の正荷電アミノ
酸残基の存在を特徴とする１６個以下のアミノ酸残基のストレッチからなるポリペプチド
が提供される。
【００１７】
　本明細書において提供されるポリペプチドのさらに特定の実施形態においては、少なく
とも１個の正荷電インターナリゼーション領域に含まれるアミノ酸残基の少なくとも８０
％は、１個のアルファボディー構造配列内に全体的（ｆｕｌｌｙ）に含まれる；またさら
に特定の実施形態においては、少なくとも１個のインターナリゼーション領域は、前記少
なくとも１個のアルファボディー構造配列内に完全に（ｅｎｔｉｒｅｌｙ）含まれる（例
えば、前記少なくとも１個のアルファボディー構造配列の１個のα－ヘリックス内に（完
全に（ｅｎｔｉｒｅｌｙ）または全体的に（ｆｕｌｌｙ））含まれる）。さらに特定の実
施形態においては、少なくとも１個のインターナリゼーション領域は、前記少なくとも１
個のアルファボディー構造配列のＡ－ヘリックス内および／またはＣ－ヘリックス内に（
完全にまたは全体的に）含まれる。
【００１８】
　さらに特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、配列
番号：１～６、９および１０から選ばれた配列を含有することを特徴とする。さらに特定
の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、グルタミンまたはグルタミン酸
に変異させると、前記ポリペプチドの細胞取り込みをそれぞれ少なくとも５０％低減させ
るアミノ酸残基の少なくとも３０％からなる。
【００１９】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、細胞内の細胞内標的の生物学的機能に直
接的または間接的に影響を与える能力を有するので、当該ポリペプチドは、多種多様な疾
患徴候において、医療用途、すなわち治療用途または予防用途に特に有用である。
【００２０】
　また、本明細書において想定される特定の実施形態のポリペプチドであって、アルファ
ボディー構造とともに細胞内標的への結合部位も含有するポリペプチドは、２つの主なカ
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テゴリーの治療薬、すなわち、（ｉ）低分子化学薬品および（ｉｉ）治療抗体またはタン
パク質では「創薬困難」と現在考えられているタンパク質のクラスに対処する能力を有す
る。実際、すべての既知ヒトタンパク質標的の大部分は、低分子化学薬品または生物製剤
では対処することができない。低分子化学物質は、一般的に、当該低分子化学物質の標的
スペースをすべてのヒトタンパク質の約１０％に限定する疎水性ポケットと相互作用する
；同様に、生物製剤（すなわち、抗体のようなタンパク質ベースの治療薬）は、細胞膜を
通って透過する能力を欠いているので、別の１０％（細胞外タンパク質として存在するも
の）に対処することができるに過ぎない。これは、すべての治療領域を通過するすべての
潜在的な（主に細胞内）タンパク質標的の大部分（＞８０％と推定される）が、２つの主
な既知クラスの治療薬では「創薬困難」と現在考えられていることを意味する。
【００２１】
　多くの細胞内タンパク質は、潜在的な薬物標的、すなわち、細胞内タンパク質－タンパ
ク質相互作用の最も興味深いクラスに属する。細胞内タンパク質－タンパク質相互作用は
、多くが、癌、中枢神経系疾患または代謝疾患を引き起こすものなどの重要な疾患プロセ
スに関与することが知られる多種多様の基本的な細胞内プロセスを制御する。本明細書に
おいて開示されるポリペプチドは、細胞内透過能を有し、細胞内で安定なままであり、細
胞内の当該ポリペプチドの標的に結合することが示される。したがって、当該ポリペプチ
ドは、細胞内タンパク質－タンパク質相互作用を調節するための特有のツール、および広
範囲の疾患に関与する多くの現在「創薬困難」な標的に対処することができる治療薬に相
当する。
【００２２】
　したがって、治療用医薬としての本明細書において記載されるポリペプチドの使用、よ
り具体的には、細胞内標的分子が関与する生物学的経路または生物学的相互作用に関連す
る疾患または障害の治療方法における、本明細書において記載されるポリペプチドの使用
も本明細書において提供される。
【００２３】
　したがって、特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることがで
きる少なくとも１個のアルファボディーであって、例えば限定されるものではないが、細
胞シグナリング、細胞シグナル伝達、細胞および分子輸送（例えば、能動輸送または受動
輸送）、透過、ファゴサイトーシス、オートファジー、細胞老化、細胞接着、細胞運動、
細胞遊走、細胞質流動、ＤＮＡ複製、タンパク質合成、複製（例えば、細胞周期、減数分
裂、有糸分裂、間期、細胞質分裂）、細胞代謝（例えば、解糖および呼吸、エネルギー供
給）、細胞伝達、ＤＮＡ修復、アポトーシスおよびプログラム化された細胞死からなる群
より選ばれた細胞のプロセスに関与するタンパク質などの細胞内標的に特異的に結合する
少なくとも１個のアルファボディーを含有する本明細書において想定されるポリペプチド
を使用する治療方法も本明細書において提供される。
【００２４】
　特定の実施形態においては、少なくとも１個のアルファボディーを含有するポリペプチ
ドであって、細胞によって内部に取り入れられることができ、前記少なくとも１個のアル
ファボディーが、例えばアポトーシス性細胞内タンパク質または抗アポトーシス性細胞内
タンパク質、具体的には、ＭＣＬ－１、ＢＣＬ－２、ＢＣＬ－ＸＬ、ＢＣＬ－ｗおよびＢ
ＦＬ－１／Ａ１からなる群より選ばれたものなどのＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質の
抗アポトーシス性メンバーなどの細胞アポトーシスに関与する細胞内タンパク質に特異的
に結合するものであるポリペプチドが提供される。
【００２５】
　したがって、特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることがで
き、ＭＣＬ－１に結合することができるポリペプチドが提供される。
【００２６】
　さらなる特定の実施形態においては、前記ポリペプチドは、配列番号：３～６、９およ
び１０から選ばれた配列を含有することを特徴とする。特定の実施形態においては、細胞
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によって内部に取り入れられることができ、ＭＣＬ－１に結合することができるポリペプ
チドであって、配列番号：７（ＭＳＩＥＥＩＴＫＱＩＡＡＩＱＬＲＩＶＧＤＱＶＱＩＹＡ
ＭＴ）に定義されたポリペプチド配列と少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくと
も８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％またはそれ以上の配列同一性を有する配
列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【００２７】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＭＣＬ－
１に結合することができるポリペプチドであって、配列番号：８（ＬＲＸＶＧＤＸＶ）に
定義された配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【００２８】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
２ａに結合することができるポリペプチドであって、配列番号：９および１０から選ばれ
た配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【００２９】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
ＸＬに結合することができるポリペプチドであって、配列番号：９および１０から選ばれ
た配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【００３０】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
２ａおよび／またはＢＣＬ－ＸＬに結合することができるポリペプチドであって、配列番
号：１１（ＭＳＩＥＥＩＡＡＱＩＡＡＩＱＬＲＩＩＧＤＱＦＮＩＹＹＭＴ）に定義された
ポリペプチド配列と少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％またはそれ以上の配列同一性を有する配列を含有することを
特徴とするポリペプチドが提供される。
【００３１】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
２ａおよび／またはＢＣＬ－ＸＬに結合することができるポリペプチドであって、配列番
号：１２（ＬＲＩＩＧＤＱＦ）に定義された配列を含有することを特徴とするポリペプチ
ドが提供される。
【００３２】
　前記にしたがって、本出願はさらに、本明細書において記載される少なくとも１個のポ
リペプチドおよび任意に、１個以上の薬学的に許容され得る担体を含有する医薬組成物を
開示する。
【００３３】
　さらなる態様において、本明細書において提供されるポリペプチドの他の用途も想定さ
れる。
【００３４】
　特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、イン・ビト
ロで細胞内タンパク質の生物学的機能を調節するために、例えば、細胞内タンパク質と天
然の結合パートナーとの間の相互作用に影響、特に、阻害するために使用され得る。
【００３５】
　さらに、さらなる態様において、細胞の内部に取り入れられることができる本明細書に
おいて記載されるポリペプチドの製造方法であって、アルファボディー構造配列内に少な
くとも部分的に含まれるインターナリゼーション領域を得るように、前記アルファボディ
ー構造配列を含有するポリペプチドを製造または改変するステップを少なくとも含む製造
方法が本明細書において提供される。
【００３６】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定される方法は、インターナリゼーシ
ョン領域を、少なくとも１個のアルファボディー構造配列の少なくとも一部に導入するス
テップを少なくとも含む。
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【００３７】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定される方法は、インターナリゼーシ
ョン領域を導入するステップの前に、目的の細胞内標的分子に対するその特異的結合親和
性について、少なくとも１個のアルファボディー構造を選択するステップをさらに含んで
もよい。代替的な特定の実施形態においては、本明細書において想定される方法は、前記
インターナリゼーション領域を導入するステップに続いて、目的の細胞内標的分子に対す
るその特異的結合親和性について、少なくとも１個のアルファボディー構造を選択するス
テップをさらに含んでもよい。よりさらなる実施形態においては、これらの方法は、前記
アルファボディー構造を目的の治療分子または診断分子に連結するステップを含んでもよ
い。
【００３８】
　本明細書において想定される方法の特定の実施形態においては、インターナリゼーショ
ン領域を、少なくとも１個のアルファボディー構造配列に導入するステップは、特定の変
異を、選ばれたアルファボディー構造配列テンプレートに導入することを含む。代替的に
、本明細書において想定される方法の特定の実施形態においては、インターナリゼーショ
ン領域を、少なくとも１個のアルファボディー構造配列に導入するステップは、１個以上
のインターナリゼーション領域を含有するアルファボディー構造配列をイン・シリコ設計
することを含む。
【００３９】
　本明細書において想定される方法の特定の実施形態においては、目的の細胞内標的分子
に対するその特異的結合親和性について、少なくとも１個のアルファボディー構造（また
はポリペプチド）を選択する際、これは、少なくとも、前記細胞内標的分子に対する特異
的結合について、アルファボディー構造配列（またはポリペプチド配列）のライブラリー
をスクリーニングするステップを含んでもよく、または前記細胞内標的分子に対する前記
少なくとも１個のアルファボディー構造配列中の結合モチーフを導入し、目的の前記細胞
内標的分子に対する特異的結合親和性について試験するステップを少なくとも含んでもよ
い。
【００４０】
　本明細書において開示されるさらに詳細な説明および実施例から明らかになるように、
細胞膜を通って効率的に透過することができ、細胞内環境で安定であり、そして任意に、
細胞内に位置する細胞内標的に有効的かつ特異的に結合して当該細胞内標的の機能に影響
を与えることができる、少なくとも１個のアルファボディー構造を含有するポリペプチド
を提供することができることが、本発明者らによって明らかにされている。また本明細書
においてさらに示されるように、本明細書において記載されるポリペプチドは、疾患徴候
に関連する細胞内標的の機能を特異的に調節することによって、および／または細胞内標
的が関与する生物学的（シグナリング）経路に影響を与えることによって、種々の疾患徴
候を治療するのに使用することができる。
【００４１】
　以下の限定されない実施例および図面を提供する。図面にある図は、以下を示す：
【図面の簡単な説明】
【００４２】
【図１】図１は、アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の配列の図
である。アルギニン修飾を太字で示し、Ｎ末端Ｖ５タグを下線で示す。異なる構造エレメ
ント間で区別するために、それぞれ「ヘリックスＡ」、「ループ１」、「ヘリックスＢ」
、「ループ２」、「ヘリックスＣ」、「Ｈｉｓ－タグ」および「Ｖ５－タグ」とラベル表
示されている断片として配列を示す。完全なＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５配列は、示されてい
る順にこれらの断片からなる単一ポリペプチド配列である。
【図２】図２は、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）における３１２ｎＭから１．２ｎ
Ｍまでの２倍希釈のカチオン化ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細胞内取り込
みの図である。１０％血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７℃で２時間
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インキュベーションした。細胞をＰＢＳで洗浄し、固定および透過処理した後、一次抗Ｖ
５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞内アルファボデ
ィーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。対照画像（ｃｔｒｌ）は、アルファボディ
ーを用いない同じ実験条件に対応する。画像は、記録Ｚスタックの１μｍ切片の重ね合わ
せ画像に対応する。
【図３】図３は、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）における６２５ｎＭの非カチオン
化ＭＢ２３－Ｖ５およびカチオン化ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細胞内取
り込みの図である。１０％血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７℃で２
時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで洗浄し、固定および透過処理した後、一次
抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞内アルファ
ボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。画像は、記録Ｚスタックの１μｍ切片
の画像に対応する。
【図４】図４は、４種の細胞株（Ａ：ヒト神経膠芽腫－（Ｕ８７．ＭＧ）、Ｂ：膵臓癌－
（ＢｘＰＣ３）、Ｃ：非小細胞肺癌－（Ｈ１４３７）およびＤ：ヒト脂肪肉腫（ＳＷ８７
２）細胞）における７８ｎＭのカチオン化ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細
胞内取り込みの図である。１０％血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７
℃で２時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで洗浄し、固定および透過処理した後
、一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞内ア
ルファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。画像は、記録Ｚスタックの１μ
ｍ切片の画像に対応する。
【図５】図５は、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）における５００ｎＭのカチオン化
アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細胞内取り込みの図である
。１０％血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７℃で種々の時間インキュ
ベーションした。細胞をヘパリン（１００単位／ｍｌ）で洗浄し、固定および透過処理し
た後、一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞
内アルファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。画像は、記録Ｚスタックの
１μｍ切片の単一細胞画像に対応する。
【図６】図６は、アルファボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡ
Ｂ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の配列の図である。Ａｒｇ／Ｌｙｓ
修飾を太字で示し、Ｃ末端Ｖ５タグを下線で示す。
【図７】図７は、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）における種々の濃度（１０ｎＭ、
２０ｎＭ、４０ｎＭ、７８ｎＭ、１５６ｎＭおよび３１２ｎＭ）のＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－
Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の細
胞内取り込みの図である。１０％血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７
℃で２時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで洗浄し、固定および透過処理した後
、一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞内ア
ルファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。画像は、記録Ｚスタックの１μ
ｍ切片の画像に対応する。
【図８】図８は、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）における５００ｎＭのＡＢ１＿Ａ
２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の細胞内取り込みの動態の図である。１０％
血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７℃で１８０分間、１２０分間、６
０分間、３０分間、１５分間、７．５分間および３．５分間インキュベーションした。細
胞をヘパリン（１００単位／ｍｌ）で洗浄し、固定および透過処理した後、一次抗Ｖ５抗
体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞内アルファボディー
を可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。画像は、記録Ｚスタックの１μｍ切片１枚に対
応する。
【図９】図９は、段階希釈のアルファボディーの存在下におけるヒトＴ細胞白血病細胞（
ＭＴ４）の細胞生存率の図である。アルファボディーによる処理の４８時間後に、細胞生
存率を測定した。データは、三連の平均値±ＳＤに対応する。細胞生存率は、非処理対照
細胞と比べた割合として表した。
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【図１０】図１０は、段階希釈のアルファボディーの存在下におけるヒトＴ細胞白血病細
胞（Ｊｕｒｋａｔ）の細胞生存率の図である。アルファボディーによる処理の４８時間後
に、細胞生存率を測定した。データは、三連の平均値±ＳＤに対応する。細胞生存率は、
非処理対照細胞と比べた割合として表した。
【図１１】図１１は、段階希釈のアルファボディーの存在下におけるＰＢＭＣの細胞生存
率の図である。アルファボディーによる処理の４８時間後に、細胞生存率を測定した。デ
ータは、三連の平均値±ＳＤに対応する。細胞生存率は、非処理対照細胞と比べた割合と
して表した。
【図１２】図１２は、Ｃ末端Ｈｉｓ－タグおよびＶ５タグ（配列番号：１０）を有するカ
チオン化アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の配列の図である。アルギ
ニン／リジン修飾を太字で示し、Ｎ末端Ｖ５タグを下線で示す。異なる構造エレメント間
で区別するために、それぞれ「ヘリックスＡ」、「ループ１」、「ヘリックスＢ」、「ル
ープ２」、「ヘリックスＣ」、「Ｈｉｓ－タグ」および「Ｖ５－タグ」とラベル表示され
ている断片として配列を示す。完全なＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５配列は、示され
ている順にこれらの断片からなる単一ポリペプチド配列である。
【図１３】図１３は、アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５に対する組換
えＢＣＬ－２ファミリータンパク質の結合の図である。マイクロタイタープレートに固定
化した抗Ｖ５抗体（５μｇ／ｍｌ）によって、アルファボディー（５００ｎＭ）を捕捉し
た。西洋ワサビペルオキシダーゼ結合抗ＧＳＴ抗体を使用して、５倍希釈のグルタチオン
Ｓトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）タグ付組換えＢＣＬ－２ファミリータンパク質ＭＣＬ－
１、ＢＣＬ－ＸＬおよびＢＣＬ－２ａの結合を検出した。プレートを４９２ｎｍおよび６
３０ｎｍで読んだ。
【図１４】図１４は、アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５、ＡＢ１＿Ａ
２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５およびＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５に対する組換えＢＣＬ－２ファ
ミリータンパク質の結合の図である。マイクロタイタープレートに固定化した抗Ｖ５抗体
（５μｇ／ｍｌ）によって、アルファボディー（５００ｎＭ）を捕捉した。西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ結合抗ＧＳＴ抗体を使用して、５倍希釈のグルタチオンＳトランスフェラ
ーゼ（ＧＳＴ）タグ付組換えＢＣＬ－２ファミリータンパク質ＭＣＬ－１（パネルＡ）、
ＢＣＬ－ＸＬ（パネルＢ）およびＢＣＬ－２ａ（パネルＣ）の結合を検出した。プレート
を４９２ｎｍおよび６３０ｎｍで読んだ。
【図１５】図１５は、ジギトニン透過処理後の細胞の細胞質ゾル画分（ＣＦ）および残り
の画分（ＲＦ）のイムノブロットによって実証されるＪｕｒｋａｔ細胞の細胞質ゾル区画
におけるＭＢ２３　ｈｉＲ　ｎｏ　ｔａｇの存在の図である。
【図１６】図１６は、エンドソームマーカーＮＡＧ（パネルＡ）ならびにフロチリン－１
およびＬａｍｐ－１（パネルＢ）を使用した、細胞質ゾル内容物に対するジギトニン膜透
過処理の効果の実証の図である。パネルＡ：酵素活性；パネルＢ：抗ｈｉｓ抗体によるブ
ロッティング。
【図１７】図１７は、細胞質ゾルマーカーＬＤＨ（パネルＡ）およびＧＡＤＰＨ（パネル
Ｂ）を使用した細胞質ゾル内容物に対するジギトニン膜透過処理の効果の実証の図である
。パネルＡ：酵素活性；パネルＢ：抗ｈｉｓ抗体によるブロッティング。
【発明を実施するための形態】
【００４３】
［定義］
　本明細書において、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、特に明記しない限り
、単数形および複数形の両方の指示対象を含む。
【００４４】
　本明細書において、「含有している（含んでいる）（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含
有する（含む）（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」および「から構成されている（ｃｏｍｐｒｉｓ
ｅｄ　ｏｆ）」という用語は、「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」「含む（ｉｎｃｌ
ｕｄｅｓ）」または「含有している（含んでいる）（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、「含有
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する（含む）（ｃｏｎｔａｉｎｓ）」と同じ意味であり、包括的または非限定的であり、
追加の記載されていないメンバー、エレメントまたは方法のステップを排除するものでは
ない。
【００４５】
　端点による数値範囲の記載は、各範囲内に包含されたすべての数および有理数、ならび
に記載されている端点を含む。
【００４６】
　本明細書において、「約」という用語は、測定可能な値、例えば、パラメータ、量、持
続時間などについて言及する場合、特定の値の、および特定の値から＋／－１０％以下、
好ましくは＋／－５％以下、より好ましくは＋／－１％以下、さらにより好ましくは＋／
－０．１％以下の変動を、かかる変動が開示の方法を実施するうえで適切である限り、包
含することを意味する。修飾語句「約」が言及する値は、それ自体も明確に好ましく開示
されていることが理解されるべきである。
【００４７】
　本明細書において、「アルファボディー（Ａｌｐｈａｂｏｄｙ）」または「アルファボ
ディー構造（Ａｌｐｈａｂｏｄｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）」は、自己フォールディングし
ており、単鎖で、三重の主にα－ヘリックスのコイルドコイルのアミノ酸配列、ポリペプ
チドまたはタンパク質として、全般に定義され得る。より具体的には、本明細書において
使用する場合、アルファボディーまたはアルファボディー構造は、一般式ＨＲＳ１－Ｌ１
－ＨＲＳ２－Ｌ２－ＨＲＳ３（式中、ＨＲＳ１、ＨＲＳ２およびＨＲＳ３は、それぞれ独
立して、ａｂｃｄｅｆｇまたはｄｅｆｇａｂｃによって一般に表される、２～７個の連続
するが必ずしも同一ではないヘプタッド反復単位を含有するヘプタッド反復配列（ＨＲＳ
）であり、すべてのヘプタッドのａ位およびｄ位の少なくとも５０％は、イソロイシン残
基によって占められており、各ＨＲＳは、「ａ」位または「ｄ」位の脂肪族アミノ酸また
は芳香族アミノ酸で開始しており、ＨＲＳ１、ＨＲＳ２およびＨＲＳ３は、ともに三重α
－ヘリックスコイルドコイル構造を形成しており；かつＬ１およびＬ２は、それぞれ独立
して、ＨＲＳ１とＨＲＳ２とを共有結合的に連結し、ＨＲＳ２とＨＲＳ３とを共有結合的
に連結する、以下でさらに定義されるリンカー断片である）を有するアミノ酸配列、ポリ
ペプチドまたはタンパク質として定義することができる。本明細書において想定されるア
ルファボディー構造の特定の実施形態においては、各ＨＲＳが、ヘプタッドのａ位または
ｄ位のいずれかに位置する脂肪族アミノ酸残基または芳香族アミノ酸残基で開始および終
了するように、各ＨＲＳは、部分ヘプタッド配列ａｂｃｄまたはｄｅｆｇａで終了する。
【００４８】
　本明細書において、「平行アルファボディー」は、三重α－ヘリックスコイルドコイル
構造のα－ヘリックスが、平行コイルドコイル構造、すなわち、３個のα－ヘリックスの
すべてが平行であるコイルドコイルをともに形成するアルファボディー（構造）の意味を
有するものとする。
【００４９】
　本明細書において、「逆平行アルファボディー」は、三重α－ヘリックスコイルドコイ
ル構造のα－ヘリックスが、逆平行コイルドコイル構造、すなわち、２個のα－ヘリック
スが平行であり、かつ第３のα－ヘリックスがこれらの２個のヘリックスに対して逆平行
であるコイルドコイルをともに形成するアルファボディー（構造）の意味を有するものと
する。
【００５０】
　本明細書におけるさらなる説明から明らかになるように、一般式ＨＲＳ１－Ｌ１－ＨＲ
Ｓ２－Ｌ２－ＨＲＳ３を有する配列を含有する複数のポリペプチドも提供されるが、ある
特定の実施形態においては、ポリペプチドは、さらなる基、部分および／または残基を含
有し、これらは式Ｎ－ＨＲＳ１－Ｌ１－ＨＲＳ２－Ｌ２－ＨＲＳ３－Ｃ中に式ＨＲＳ１－
Ｌ１－ＨＲＳ２－Ｌ２－ＨＲＳ３を有する基本アルファボディー構造に共有結合的に連結
され、より具体的には、Ｎ末端および／またはＣ末端が共有結合的に連結される。任意選
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択のＮおよびＣの伸長は、例えば、検出もしくは精製用のタグ（例えば、Ｈｉｓタグ）ま
たは別のタンパク質もしくはタンパク質ドメイン（例えば、毒素）であり得る。しかしな
がら、任意選択の伸長ＮおよびＣは、アルファボディー構造の一部を形成しない。したが
って、本明細書において、アルファボディーを含有する「（アルファボディー）ポリペプ
チド」について全般に言及される。本明細書において、アルファボディーに関して記載さ
れる結合特性は、前記アルファボディーを含有しているアルファボディーポリペプチドに
全般に適用することもできる。本明細書において提供されるアルファボディーポリペプチ
ドは、コイルドコイルを形成するような、少なくとも１個の（３本のヘリックスからなる
）三重へリックス構造の存在により特徴付けられる。
【００５１】
　「ヘプタッド」、「ヘプタッド単位」または「ヘプタッド反復単位」という用語は、本
明細書において互換的に使用され、本明細書においては、本明細書において想定されるア
ルファボディー、ポリペプチドまたは組成物の各ヘプタッド反復配列内で２回以上反復さ
れる７残基の（ポリ）ペプチド断片の意味を有するものとし、「ａｂｃｄｅｆｇ」または
「ｄｅｆｇａｂｃ」（式中、「ａ」から「ｇ」の記号は、通常のヘプタッドの位置を表わ
す）として表わされる。通常のヘプタッド位置は、例えば、ルパス（Ｌｕｐａｓ）ら（サ
イエンス（Ｓｃｉｅｎｃｅ）、１９９１、２５２：１１６２－１１６４；ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｒｕｓｓｅｌｌ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｃ
ｏｉｌｓ－ｓｖｒ．ｐｌ）のＣＯＩＬＳ法などの専門のソフトウェアを使用することによ
って、本明細書において想定されるアルファボディー、ポリペプチドまたは組成物中に存
在するヘプタッド、ヘプタッド単位またはヘプタッド反復単位内の特異的アミノ酸残基に
割り当てられている。しかしながら、本明細書において想定されるポリペプチドのアルフ
ァボディー構造中に存在するヘプタッドまたはヘプタッド単位が、本明細書のさらなる説
明により明らかになるように、厳密には、前記表記（すなわち、「ａｂｃｄｅｆｇ」また
は「ｄｅｆｇａｂｃ」）に限定されるものではなく、それらのもっとも広い意味において
、少なくとも割り当て可能なヘプタッドのａ位およびｄ位を含有する７残基（ポリ）ペプ
チド断片それ自体を構築することに留意すべきである。
【００５２】
　「ヘプタッドのａ位」、「ヘプタッドのｂ位」、「ヘプタッドのｃ位」、「ヘプタッド
のｄ位」、「ヘプタッドのｅ位」、「ヘプタッドのｆ位」および「ヘプタッドのｇ位」と
いう用語は、それぞれ、アルファボディーまたはポリペプチドのヘプタッド、ヘプタッド
反復またはヘプタッド反復単位における通常の「ａ」、「ｂ」、「ｃ」、「ｄ」、「ｅ」
、「ｆ」および「ｇ」のアミノ酸位置を指す。
【００５３】
　本明細書において、「ヘプタッドモチーフ」は、７残基の（ポリ）ペプチドパターンの
意味を有するものとする。「ａｂｃｄｅｆｇ」型の「ヘプタッドモチーフ」は、通常、「
ＨＰＰＨＰＰＰ」と表わされ得るが、「ｄｅｆｇａｂｃ」型の「ヘプタッドモチーフ」は
、通常、「ＨＰＰＰＨＰＰ」で表わされ得、式中、記号「Ｈ」は、非極性アミノ酸残基ま
たは疎水性アミノ酸残基を意味し、記号「Ｐ」は、極性アミノ酸残基または親水性アミノ
酸残基を意味する。しかしながら、本明細書のさらなる説明から明らかになるように、ア
ルファボディーまたはポリペプチド中に存在するヘプタッドモチーフは、厳密には、前記
表記（すなわち、「ａｂｃｄｅｆｇ」、「ＨＰＰＨＰＰＰ」、「ｄｅｆｇａｂｃ」および
「ＨＰＰＰＨＰＰ」）に限定されるものではないことに留意すべきである。
【００５４】
　本明細書において、「ヘプタッド反復配列」（「ＨＲＳ」）は、ｎ個の連続する（しか
し、必ずしも同一ではない）ヘプタッドを含有するアミノ酸配列または配列断片の意味を
有するものであり、ｎは２以上の数である。
【００５５】
　（本明細書において定義された）アルファボディーの単鎖構造との関連において、「リ
ンカー」、「リンカー断片」または「リンカー配列」という用語は、本明細書において互
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換的に使用され、単鎖アルファボディーの隣接アミノ酸配列の一部であり、そのアルファ
ボディーのＨＲＳ配列を相互に共有結合的に連結するアミノ酸配列断片を指す。
【００５６】
　「アルファボディーのα－ヘリックス部分」は、本明細書において、α－ヘリックス二
次構造を有するアルファボディーの一部という意味を有するものである。さらに、α－ヘ
リックス二次構造を有するアルファボディー全体の任意の部分も、アルファボディーのα
－ヘリックス部分と考えられる。より具体的には、結合部位との関連において、アルファ
ボディーのα－ヘリックス部分に位置する１個以上のアミノ酸が結合部位に寄与している
場合、当該結合部位は、アルファボディーのα－ヘリックス部分により形成されると考え
られる。
【００５７】
　アルファボディーのα－ヘリックスの「溶媒配向（ｓｏｌｖｅｎｔ－ｏｒｉｅｎｔｅｄ
）」または「溶媒曝露」領域は、本明細書において、それが存在する溶媒、環境、周囲ま
たは周辺（ｍｉｌｉｅｕ）に直接曝露されるか、または直接接触するアルファボディーの
部分の意味を有するものである。さらに、溶媒に直接曝露されるか、または直接接触する
アルファボディー全体のうちの任意の部分も、アルファボディーの溶媒配向領域または溶
媒曝露領域とみなされる。より具体的には、結合部位との関連において、アルファボディ
ーの溶媒配向部分に位置する１個以上のアミノ酸が結合部位に寄与している場合、結合部
位は、アルファボディーの溶媒配向部分によって形成されているとみなされる。
【００５８】
　「アルファボディーの溝」という用語は、本明細書において、アルファボディー内の空
間的に隣接したα－ヘリックスの任意の対によって形成される、くぼんだ溝様の局所的形
状に対応するアルファボディーの部分の意味を有するものとする。
【００５９】
　本明細書において、アミノ酸残基は、それらの正式名称によって示されるか、または標
準的な３文字もしくは１文字のアミノ酸コードにしたがって示されるであろう。
【００６０】
　本明細書において、「相同性」という用語は、同じ分類群または異なる分類群に由来す
る２個の高分子間、具体的には、２個のポリペプチド間または２個のポリヌクレオチド間
の少なくとも二次構造の類似性を表わし、前記類似性は、共通の祖先に起因する。したが
って、「ホモログ」という用語は、前記二次構造の類似性、および任意に、三次構造の類
似性を有する非常に関連性のある高分子を表わす。２個以上のヌクレオチド配列を比較す
るために、第１のヌクレオチド配列と第２のヌクレオチド配列との間の「配列同一性（の
パーセンテージ）」は、当業者に公知の方法を使用することによって、例えば、第１のヌ
クレオチド配列中のヌクレオチドであって、第２のヌクレオチド配列における対応する位
置のヌクレオチドと同一のヌクレオチドの数を、第１のヌクレオチド配列中のヌクレオチ
ドの総数で割り、１００％を乗じることによって、またはシーケンスアライメントのため
の公知のコンピュータアルゴリズム、例えば、ＮＣＢＩ　Ｂｌａｓｔなどを使用すること
によって計算され得る。２個のアルファボディー間の配列同一性の程度を決定する際、当
業者であれば、いわゆる「保存的」アミノ酸置換を考慮することができ、保存的アミノ酸
置換は、一般に、あるアミノ酸残基が類似の化学構造の別のアミノ酸残基で置換されるア
ミノ酸置換であって、ポリペプチドの機能、活性または他の生物学的特性に対してほとん
ど影響を及ぼさないか、あるいは本質的にまったく影響を及ぼさないアミノ酸置換として
説明され得る。可能な保存的アミノ酸置換は、当業者には明らかであろう。アルファボデ
ィーおよび核酸配列は、これらが、それらの全長にわたって１００％の配列同一性を有す
る場合、「まったく同じもの」であると言われる。
【００６１】
　アルファボディーまたはポリペプチドが、その標的（またはこれらの少なくとも一部も
しくは断片）に対する親和性、特異性を有する、および／またはその標的を特異的に対象
とする場合、（アルファボディー）ポリペプチドまたはアルファボディーは、特定の標的
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「に特異的に結合する」と言われる。
【００６２】
　本明細書において、アルファボディーまたはポリペプチドの結合の「特異性」は、親和
性および／またはアビディティに基づいて決定され得る。アルファボディーまたはポリペ
プチドの「親和性」は、アルファボディーまたはポリペプチドと、結合する目的の標的タ
ンパク質との解離に関する平衡定数により表わされる。ＫＤ値が低いほど、アルファボデ
ィーまたはポリペプチドと、アルファボディーまたはポリペプチドが結合する目的の標的
タンパク質との間の結合力がより強くなる。代替的には、親和性は、１／ＫＤに対応する
親和定数（ＫＡ）としても表わされ得る。アルファボディーまたはポリペプチドの結合親
和性は、具体的な目的の標的タンパク質に応じて、当業者に公知の方法で決定され得る。
ＫＤが、ｋＯｆｆ（秒－１またはｓ－１で表わされる）で示される複合体の解離速度定数
の、ｋＯｎ（モル－１秒－１またはＭ－１ｓ－１で表わされる）で示されるその結合速度
定数に対する比として表わされ得ることが、当該技術分野において一般的に公知である。
約１ミリモルより大きいＫＤ値は、一般に、非結合または非特異的結合を示すとみなされ
る。
【００６３】
　所定の標的に対するアルファボディーまたはポリペプチドの「アビディティ」は、アル
ファボディーまたはポリペプチドと目的の所定の標的タンパク質との間の結合力の大きさ
の尺度である。アビディティは、目的の標的タンパク質における結合部位と、アルファボ
ディーまたはポリペプチドにおける結合部位との間の親和性、およびアルファボディーま
たはポリペプチドに存在する関連結合部位の数の両方に関係するものである。
【００６４】
　アルファボディーまたはポリペプチドは、アルファボディーまたはポリペプチドが目的
の第２の標的タンパク質に結合する親和性に対し、少なくとも５倍、例えば、少なくとも
１０倍、例えば、少なくとも１００倍、好ましくは少なくとも１０００倍高い親和性で目
的の第１の標的タンパク質に結合する場合、「目的の第２の標的タンパク質に対してでは
なく目的の第１の標的タンパク質に対して特異的」であると言われる。したがって、ある
実施形態においては、アルファボディーまたはポリペプチドが目的の第２の標的タンパク
質に対してではなく目的の第１の標的タンパク質に対して特異的であると言われる場合、
アルファボディーまたはポリペプチドは、目的の第１の標的タンパク質に（本明細書にお
いて定義したように）特異的に結合するが、目的の第２の標的タンパク質とは結合しない
であろう。
【００６５】
　アルファボディーまたはポリペプチドの「半減期」は、一般に、アルファボディーまた
はポリペプチドのイン・ビボの血清濃度または血漿濃度が５０％低減するまでに必要な時
間として定義することができる。アルファボディーまたはポリペプチドのイン・ビボ半減
期は、当業者に公知の任意の方法、例えば、薬物動態分析によって決定され得る。当業者
に明らかであるように、半減期は、ｔ１／２－α、ｔ１／２－β、曲線下面積（ＡＵＣ）
などのパラメータを使用して表わされ得る。イン・ビボの半減期の増加は、一般に、ｔ１
／２－アルファ、ｔ１／２－ベータおよび曲線下面積（ＡＵＣ）の１個以上のパラメータ
の増加、好ましくは３つすべてのパラメータの増加によって特徴付けられる。
【００６６】
　本明細書において、「阻害（ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ）」、「低減（ｒｅｄｕｃｉｎｇ）
」および／または「抑制（ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ）」という用語は、目的の標的タンパク
質に特異的に結合し、当該目的の標的タンパク質とその天然の結合パートナーとの間の相
互作用を阻害、低減および／または抑制する本明細書において想定されるポリペプチド（
の使用）を指し得る。また、「阻害」、「低減」および／または「抑制」という用語は、
目的の標的タンパク質に特異的に結合し、適切なイン・ビトロアッセイ、細胞アッセイま
たはイン・ビボアッセイを使用して測定した場合、当該目的の標的タンパク質の生物学的
活性を阻害、低減および／または抑制する本明細書において想定されるポリペプチド（の
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使用）も指し得る。したがって、「阻害」、「低減」および／または「抑制」は、目的の
標的タンパク質に特異的に結合し、目的の標的タンパク質が関与する１つ以上の生物学的
または生理学的な機構、効果、応答、機能経路または活性を阻害、低減および／または抑
制するポリペプチド（の使用）も指し得る。アンタゴニストとしての前記ポリペプチドの
かかる作用は、目的の標的タンパク質に応じて、任意の適切な様式で、および／または任
意の適切な（イン・ビトロおよび普通は細胞またはイン・ビボの）、当該技術分野におい
て公知のアッセイを使用して決定することができる。
【００６７】
　本明細書において使用する場合、「増強（ｅｎｈａｎｃｉｎｇ）」、「増加（ｉｎｃｒ
ｅａｓｉｎｇ）」および／または「活性化（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ）」という用語は、目
的の標的タンパク質に特異的に結合し、目的の標的タンパク質とその天然の結合パートナ
ーとの間の相互作用を増強、増加および／または活性化するポリペプチド（の使用）を指
すことができる。また、「増強」、「増加」および／または「活性化」という用語は、目
的の標的タンパク質に特異的に結合し、適切なイン・ビトロアッセイ、細胞アッセイまた
はイン・ビボアッセイを使用して測定した場合、目的の標的タンパク質の生物学的活性を
増強、増加および／または活性化するポリペプチド（の使用）を指すことができる。した
がって、「増強」、「増加」および／または「活性化」は、目的の標的タンパク質に特異
的に結合し、目的の標的タンパク質が関与する１つ以上の生物学的または生理学的な機構
、効果、応答、機能経路または活性を増強、増加および／または活性化するポリペプチド
（の使用）を指すこともできる。アゴニストとしての本明細書において想定されるポリペ
プチドのかかる作用は、目的の標的タンパク質に応じて、任意の適切な方法で、および／
または当該技術分野において公知の任意の適切な（イン・ビトロおよび通常は細胞または
イン・ビボ）アッセイを使用して決定され得る。
【００６８】
　本明細書において想定されるポリペプチドの阻害もしくはアンタゴニスト活性または増
強もしくはアゴニスト活性は、可逆的でもよく、不可逆的であってもよいが、医薬用途お
よび薬理用途においては、一般的に、可逆的に起こるであろう。
【００６９】
　アルファボディーまたはポリペプチドまたは核酸配列は、それが産生される宿主細胞お
よび／または培地から抽出または精製されている場合、本明細書においては、「本質的に
単離された（形態）」であるとみなされる。
【００７０】
　本明細書において想定されるポリペプチド内に含まれるアルファボディーまたはアルフ
ァボディー構造については、アルファボディーに存在する「結合領域」、「結合部位」ま
たは「相互作用部位」という用語は、本明細書において、アルファボディーに存在するア
ミノ酸残基の特定の部位、部分、ドメインまたは断片であって、標的分子との結合に関与
する特定の部位、部分、ドメインまたは断片の意味を有するものである。かかる結合領域
は、標的分子と接触するアルファボディーの特異的アミノ酸残基によって形成される。
【００７１】
　アルファボディーまたはポリペプチドは、異なる目的の標的タンパク質の両方に（本明
細書において定義したように）特異的である場合、２個の異なる目的の標的タンパク質に
対して「交差反応性」を示すと言われる。
【００７２】
　アルファボディーまたはポリペプチドは、アルファボディーが、目的の標的のアミノ酸
残基の部位、決定基（ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）、部分、ドメインまたは断片に対する１
個の結合部位またはそれらに特異的に結合する１個の結合部位を含有する場合、「一価」
であると言われる。アルファボディーまたはポリペプチドの２個以上の結合部位が、目的
の標的のアミノ酸残基の同じ部位、決定基、部分、ドメインまたは断片に対するものであ
るか、あるいは目的の標的のアミノ酸残基の同じ部位、決定基、部分、ドメインまたは断
片に特異的に結合する場合、アルファボディーまたはポリペプチドは、「二価」（アルフ
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ァボディーまたはポリペプチドに２個の結合部位がある場合）または多価（アルファボデ
ィーまたはポリペプチドに３個以上の結合部位がある場合）、例えば、三価などであると
言われる。
【００７３】
　アルファボディーまたはポリペプチドについて言及する場合、「二重特異性（ｂｉ－ｓ
ｐｅｃｉｆｉｃ）」という用語は、ａ）アルファボディーまたはポリペプチドの２個以上
の結合部位が、同じ目的の標的に対するものであるか、または当該標的に特異的に結合す
るが、その標的のアミノ酸残基の同じ部位、決定基、部分、ドメインまたは断片に対する
ものではなく（すなわち、異なる部位、決定基、部分、ドメインもしくは断片に対するも
の）、またはそれらに特異的に結合しないこと、アルファボディーは、「二重特異性」（
アルファボディーに２個の結合部位がある場合）もしくは多重特異性（アルファボディー
に３個以上の結合部位がある場合）と言われるか、あるいはｂ）アルファボディーの２個
以上の結合部位が異なる目的の標的分子に対するものであるか、またはそれらに特異的に
結合することのいずれかを意味する。「多重特異性」という用語は、３個以上の結合部位
がアルファボディーに存在する場合に使用される。
【００７４】
　したがって、本明細書において、「二重特異性アルファボディー（またはポリペプチド
）」または「多重特異性アルファボディー（またはポリペプチド）」は、それぞれ、２個
または少なくとも２個の結合部位を含有する式（Ｎ－）ＨＲＳ１－Ｌ１－ＨＲＳ２－Ｌ２
－ＨＲＳ３（－Ｃ）の単鎖アルファボディー構造（を含有するポリペプチド）であって、
これらの２個以上の結合部位が異なる結合特異性を有する単鎖アルファボディー構造（を
含有するポリペプチド）の意味を有するものとする。したがって、本明細書において、そ
れぞれ２個または３個以上の異なる結合領域が同じ単量体の単一ドメインアルファボディ
ー中に存在する場合、アルファボディー（またはポリペプチド）は、「二重特異性」また
は「多重特異性」とされる。
【００７５】
　本明細書において、「予防および／または治療」という用語は、特定の疾患および／ま
たは障害を予防および／または治療すること、特定の疾患および／または障害の発症を予
防すること、特定の疾患および／または障害の進行を遅延または回復させること、特定の
疾患および／または障害に伴う１つ以上の症状の発症を予防または遅延させること、特定
の疾患および／または障害に伴う１つ以上の症状を軽減および／または緩和すること、特
定の疾患および／または障害の重症度および／または持続期間を軽減すること、ならびに
一般には、治療されている対象（ｓｕｂｊｅｃｔ）または患者（ｐａｔｉｅｎｔ）にとっ
て有益な本明細書において想定されるポリペプチドの任意の予防効果または治療効果を含
む。
【００７６】
　本明細書において、「生体膜」または「膜」という用語は、細胞外空間から細胞または
細胞群を隔てる脂質含有バリアをいう。生体膜は、限定されるものではないが、原形質膜
、細胞壁、細胞内小器官膜、例えば、ミトコンドリア膜、核膜などが挙げられる。
【００７７】
　本明細書に引用されたすべての文献は、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込ま
れる。特に定義されない限り、専門用語および科学用語などの本開示に使用されるすべて
の用語は、記載されている技術貢献が属する分野の当業者によって一般に理解されている
意味を有する。さらなるガイダンスによって、用語の定義は、本開示の教示をより理解す
るために包含される。
【００７８】
［発明に関する説明］
　細胞内に侵入することができ、細胞内で安定なままであるアルファボディーポリペプチ
ドを作製することができることが見出された。特定の実施形態においては、本明細書にお
いて想定されるポリペプチドはさらに、細胞内の細胞内標的に特異的に結合してその機能
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を調節することができる。より具体的には、－アルファボディーを含有する従来技術のポ
リペプチドとは対照的に－細胞内へのインターナリゼーション（すなわち、細胞内取り込
み）を可能にするように改変されているアルファボディーポリペプチドが得られた。また
、伝統的な結合剤の親和性よりも高いかまたはこれと少なくとも同程度の親和性で、細胞
内標的に結合することにより、細胞内プロセスに直接的な影響を与えることができる本明
細書において想定されるアルファボディーポリペプチドを提供することができることが見
出された。
【００７９】
　従来技術のアルファボディー配列は、本明細書において提供されるポリペプチドの構造
的特徴の特定の組み合わせを含まないことが、当業者には明らかであろう。したがって、
従来技術において開示されているアルファボディー配列は、
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１０／０
６６７４０号において公開された配列番号：４～１０、
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１１／０
０３９３５号において公開された配列番号：１～５、１０、１７、２２、２４、２７、３
２および３６、
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１１／０
０３９３６号において公開された配列番号：２～７、
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１２／０
９２９７０号において公開された配列番号：１～８５、
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１２／０
９２９７１号において公開された配列番号：１～４および８、
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１２／０
９３０１３号において公開された配列番号：６４～６９、７１～７５および７７～８０、
ならびに
－コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の国際公開第２０１２／０
９３１７２号において公開された配列番号：１～１３５を含み、本明細書において想定さ
れるインターナリゼーション領域を含有しないことは当業者には明らかであり、これらは
本発明によって包含されていない。
【００８０】
　本明細書において記載されるポリペプチドは、生体細胞膜を効率的に通過することがで
きる。生体膜の親油性は、かかる化合物の直接的な細胞内送達を制限するので、生物学的
に活性な分子の細胞内輸送は、一般的に、薬物送達一般において重要な問題の１つである
。細胞膜は、能動輸送機構が関与しない限り、ペプチド、タンパク質およびＤＮＡなどの
巨大分子が細胞に自然に侵入するのを防ぐ。
【００８１】
　細胞膜を通過することによって細胞に自発的に侵入して、細胞内環境で完全な活性およ
び機能性を維持することができる固有かつ非常に強力なポリペプチドが本明細書において
提供される。特定の実施形態においては、提供されるポリペプチドは、目的の細胞内標的
と高い親和性で特異的に相互作用することができることをさらに特徴とする。
【００８２】
　アルファボディー自体のα－ヘリックスコイルドコイル構造は、膜透過能を与えるもの
ではないが、１個以上のアルファボディー構造を含有するポリペプチドを細胞内に運ぶ改
善された新たな技術であって、少なくとも部分的にはアルファボディー骨格内の特定のア
ミノ酸領域、任意に、配列パターンまたはモチーフを含むアミノ酸領域の設計を含む技術
が本明細書において記載される。したがって、本明細書において想定されるポリペプチド
は、少なくとも部分的にはアルファボディー構造中に存在する特定のモチーフの結果とし
て、細胞内に侵入することができ、アルファボディー構造に連結された細胞透過性ペプチ
ドを含むことを必要とせず、したがってこれを想定しない。より具体的には、特定の実施
形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、アルファボディー構造配
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列の外側に、３個超、より具体的には２個以下の連続するアルギニンまたはリジンのスト
レッチを含まない。特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチ
ドは、アルファボディー構造配列の外側に、アルギニンまたはリジンを含まない。
【００８３】
　アルファボディーを含有するポリペプチドを、非常に有効な細胞透過性分子、すなわち
、いわゆる「細胞透過性アルファボディー」（ＣＰＡＢ）または「細胞透過性アルファボ
ディーポリペプチド」に変換することを可能にする本明細書では「ＣＰＡＢ技術」と称さ
れる新たな高効率細胞透過技術を開発した。
【００８４】
　ＣＰＡＢ技術による特定のＣＰＡＢアルファボディーポリペプチドの設計は、少なくと
も部分的には、ポリペプチドのアルファボディー構造配列内に含まれるアミノ酸領域であ
って、細胞内へのポリペプチドのインターナリゼーションを確保するアミノ酸領域を得る
ように、アルファボディー構造配列を含有するポリペプチドを製造または改変するステッ
プを少なくとも含む。したがって、特定のＣＰＡＢアルファボディーの設計は、（例えば
、配列設計によってまたは変異によって）１個以上のインターナリゼーション領域を、ア
ルファボディー配列またはその一部に導入することを含む。特定の実施形態においては、
これは、特定のアミノ酸残基を、アルファボディー骨格配列内の特定の位置に導入するこ
とを含む。
【００８５】
　かかるインターナリゼーション領域を、少なくとも部分的にアルファボディー配列に導
入することによって、細胞に自発的に透過することができるポリペプチドを作り出すこと
ができること、すなわち、細胞内への透過を可能にするいかなる他の構造も必要ないこと
が見出された。また、以下に詳述するように、これを任意に、アルファボディー構造内の
細胞内標的への結合部位の供給と組み合わせることができ、その結果、高効率な細胞内結
合剤が得られることが見出された。
【００８６】
　本明細書において提供されるＣＰＡＢポリペプチドは、アルファボディー構造を含有す
るポリペプチドの１個以上の限られた領域内に、より具体的には少なくとも部分的にはア
ルファボディー構造内に、ある特定の種類のアミノ酸残基を含有するように設計されたも
のである。より具体的には、特定の正荷電（カチオン性とも称される）領域は、ポリペプ
チドのインターナリゼーションを確保するように特によく機能することが見出された。し
たがって、特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、い
くつかの正荷電アミノ酸残基がアルファボディー骨格の特定の位置にあることを特徴とす
る少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域を含有し、これによって、細胞に
侵入する能力がポリペプチドに付与される。ある特定の実施形態においては、少なくとも
１個の正荷電インターナリゼーション領域は、「細胞透過モチーフ」または「細胞透過パ
ターン」（本明細書では、「ＣＰＡＢモチーフ」または「ＣＰＡＢパターン」とも称され
る）を含むと考えられ得る。かかるモチーフまたはパターンは、本明細書において想定さ
れるポリペプチドに細胞透過活性を付与するための特徴であると考えられ得る。
【００８７】
　第１の態様において、少なくとも１個のアルファボディー構造配列と、細胞内へのポリ
ペプチドのインターナリゼーションを確保する少なくとも１個の正荷電インターナリゼー
ション領域とを含有するポリペプチドであって、前記インターナリゼーション領域が少な
くとも部分的には前記アルファボディー構造配列内に含まれるポリペプチドが本明細書に
おいて提供される。
【００８８】
　正荷電インターナリゼーション領域は、アルファボディー構造配列（本明細書において
定義される）の少なくとも一部であり、本明細書において想定されるポリペプチドの２個
の正荷電アミノ酸残基間に及ぶ配列と考えるべきである。
【００８９】
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　本発明との関連において、「正荷電アミノ酸」という用語は、アルギニンおよびリジン
からなる群より選ばれたアミノ酸を指す。
【００９０】
　したがって、本明細書において提供されるポリペプチドは、正荷電アミノ酸残基で始ま
って正荷電アミノ酸残基で終わり、ポリペプチドが細胞に確実に侵入することができるよ
うにする正荷電配列を含有する。
【００９１】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、本明細書において想定されるインターナ
リゼーション領域の外側に位置するさらなる正荷電アミノ酸残基を含んでもよい（しかし
、必ずしも含むのではない）ことが、当業者には明らかであろう。そのため、本明細書に
おいて記載されるインターナリゼーション領域の一部を形成せず、したがって、ポリペプ
チドの細胞透過能に寄与するとは考えられない一定数の正荷電アミノ酸残基が、本明細書
において想定されるポリペプチド内に存在し得る。さらに、本明細書において想定される
ポリペプチドは、互いに離れて位置するか、または互いにオーバーラップする２個以上の
本明細書において記載されるインターナリゼーション領域を含んでもよく、含まなくても
よい。
【００９２】
　本明細書において想定されるポリペプチドの少なくとも１個の正荷電インターナリゼー
ション領域は、少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基の存在をさらに特徴とする。少なく
とも６個のアミノ酸残基は、アルギニンおよびリジンからなる群より選択され得る。実際
、本発明者らは、本明細書において想定されるポリペプチド内のある特定の位置で、６個
以上の正荷電アミノ酸残基、例えば、アルギニンもしくはリジン、またはアルギニンとリ
ジンとの混合物などをクラスター化すると、細胞内へのポリペプチドの高効率な侵入が確
保されることを見出した。
【００９３】
　さらに、インターナリゼーション領域内の少なくとも６個の正荷電残基のうちの少なく
とも４個の残基がアルギニンである場合、またはインターナリゼーション領域内の少なく
とも６個の正荷電残基のうちの少なくとも５個の残基がリジンである場合、高効率な細胞
透過が認められることが観察された。
【００９４】
　本明細書において想定されるポリペプチド内に含まれるインターナリゼーション領域は
、（ｉ）２個の正荷電アミノ酸残基間に及んでおり、（ｉｉ）少なくとも６個の正荷電ア
ミノ酸残基の存在を特徴とするアミノ酸断片である。特定の実施形態においては、それは
、
（ｉｉｉａ）最大１６個のアミノ酸からなるか、または
（ｉｉｉｂ）少なくとも３５％の正荷電アミノ酸からなる
ことをさらに特徴とする。
【００９５】
　従来技術のアルファボディー配列は、本明細書において提供されるポリペプチドの構造
的特徴におけるこの特定の組み合わせを含まないことが、当業者には明らかであろう。そ
れと一致して、従来技術のアルファボディー配列は、本発明によって包含されない。
【００９６】
　したがって、本明細書において記載される正荷電インターナリゼーション領域は、２個
の正荷電アミノ酸残基間に及ぶ最大１６個のアミノ酸の断片であって、少なくとも６個の
正荷電アミノ酸残基の存在を特徴とする断片であり得る。ある特定の実施形態においては
、インターナリゼーション領域は、２個の正荷電アミノ酸によって区切られている１６個
のアミノ酸の断片であって、少なくとも６個の正荷電アミノ酸の存在を特徴とする断片で
ある。さらに特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、６個、７個、
８個、９個もしくは１０個またはそれ以上、例えば、１６個の正荷電アミノ酸を含有する
１６個のアミノ酸の断片であって、２個の正荷電アミノ酸によって区切られている断片で
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ある。
【００９７】
　さらに特定の実施形態においては、前記領域は、２個の正荷電アミノ酸によって区切ら
れている１６個のアミノ酸の断片であって、少なくとも６個の正荷電アミノ酸の存在を特
徴とし、これらのうちの少なくとも４個の残基がアルギニンであるか、またはこれらのう
ちの少なくとも５個の残基がリジンである断片である。
【００９８】
　さらに特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、７個、８個、９個
、１０個またはそれ以上、例えば、１６個の正荷電アミノ酸を含有することができ、合計
で最大７個、８個、９個、１０個または１０個超、例えば、１６個の正荷電アミノ酸を付
加するアルギニンおよびリジンの組み合わせを含有する。正荷電アミノ酸残基のかかる組
み合わせとしては、例えば、４個のアルギニンと３個のリジンとの組み合わせ、５個のア
ルギニンと３個のリジンとの組み合わせ、６個のアルギニンと４個のリジンとの組み合わ
せ、４個のアルギニンと４個のリジンとの組み合わせ、５個のアルギニンと４個のリジン
との組み合わせ、５個のアルギニンと５個のリジンとの組み合わせ、６個のアルギニンと
３個のリジンとの組み合わせ、合計で最大１６個までの正荷電アミノ酸残基を付加するア
ルギニンおよびリジンの任意の適切な他の組み合わせなどが挙げられる。
【００９９】
　さらに特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、少なくとも４個、
例えば、５個、６個、７個、８個、９個、１０個または１０個超、例えば、最大１６個の
アルギニンを含有し得る。さらに特定の実施形態においては、インターナリゼーション領
域は、少なくとも５個、例えば、６個、７個、９個、１０個または１０個超、例えば、最
大１６個のリジンを含有し得る。
【０１００】
　本発明のある特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチド内
に含まれる正荷電インターナリゼーション領域内の少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基
は、アルギニンのみからなるか、またはリジンのみからなる。代替的には、ある特定の実
施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチド内に含まれる正荷電インタ
ーナリゼーション領域内の少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基は、アルギニンとリジン
とからなる。
【０１０１】
　アルファボディー構造配列を含有するポリペプチド配列内で互いに接近してクラスター
化された正電荷は、ポリペプチドの細胞透過を増強することが本発明者らによって見出さ
れた。
【０１０２】
　したがって、本明細書において想定される少なくとも１個の正荷電インターナリゼーシ
ョン領域は、２個の正荷電アミノ酸間に及ぶ断片であって、少なくとも６個の正荷電アミ
ノ酸残基の存在を特徴とし、少なくとも３５％の正荷電アミノ酸からなる断片であり得る
。特定の実施形態においては、本明細書において想定される少なくとも１個の正荷電イン
ターナリゼーション領域は、少なくとも３５％の正荷電アミノ酸、例えば、少なくとも４
０％、４５％、５０％、５５％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％、または最大１００％の正荷電アミノ酸残基からなる。正荷電アミノ酸残基は、アル
ギニンおよびリジンであり得る。さらに特定の実施形態においては、本明細書において想
定されるポリペプチド内の少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域は、少な
くとも３５％の正荷電アミノ酸からなり、少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基の存在を
特徴とし、これらのうちの少なくとも４個の残基はアルギニンである。さらに特定の実施
形態においては、本明細書において想定されるポリペプチド内の少なくとも１個の正荷電
インターナリゼーション領域は、少なくともの正荷電アミノ酸３５％からなり、少なくと
も６個の正荷電アミノ酸残基の存在を特徴とし、これらのうちの少なくとも５個の残基は
リジンである。
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【０１０３】
　実際、本発明者らは、驚くべきことに、－アルファボディー構造内に少なくとも部分的
に、好ましくは全体的に位置する－アミノ酸残基を有する異なる比較的短い断片を、互い
に接近して位置するいくつかの正荷電アミノ酸残基で修飾するか、またはこれらを付加す
ると、細胞透過ならびに細胞内安定性および機能性の両方の点で非常に望ましい特性を有
するポリペプチドを作製することができることを見出した。
【０１０４】
　従来技術において、細胞透過を増強するために、タンパク質を無作為に正に荷電させる
かまたはカチオン化して、タンパク質表面全体にわたって電荷を本質的に広げようとする
多くの試みがなされているが、多くの副作用が観察されており、細胞内の機能性を実証す
ることができていない。これらの副作用には、例えば、細胞小器官および細胞膜への非特
異的な結合または粘性、「過荷電」による不安定性および静電反発力、凝集をもたらす変
性、ならびに例えば膜成分と酸性タンパク質との偽相互作用が含まれていた。
【０１０５】
　しかしながら、アルファボディー構造配列を含有するポリペプチド配列の狭い窓、すな
わち、約１５～２０個のアミノ酸残基、好ましくは１６個以下のアミノ酸残基に対応する
窓において互いに接近して位置する正電荷によって、ポリペプチドの細胞透過を最適に達
成することができることが、本発明者らによって今回見出された。
【０１０６】
　本明細書において想定される特定の実施形態においては、本明細書において記載される
ポリペプチドのインターナリゼーション領域の正電荷は、ポリペプチド内の狭い窓におい
て互いに接近して位置する。正荷電インターナリゼーション領域は、ポリペプチド中の、
ＨＲＳ１－Ｌ１－ＨＲＳ２－Ｌ２－ＨＲＳ３によって一般に表されるアルファボディー構
造内に少なくとも部分的に位置すると想定される。より具体的には、インターナリゼーシ
ョン領域の正荷電アミノ酸の少なくとも５０％は、アルファボディー構造内に位置する。
この評価のために、インターナリゼーション領域は、２個の正荷電アミノ酸間に及んでお
り、少なくとも６個の正荷電アミノ酸を含有するアミノ酸の最長ストレッチ（最大１６Ａ
Ａ以下）であると考えられる。ある特定の実施形態においては、本明細書において想定さ
れるインターナリゼーション領域内の正荷電アミノ酸残基の少なくとも６０％、例えば少
なくとも７０％、８０％、９０％または１００％（すなわち、すべて）は、本明細書にお
いて提供されるポリペプチドのアルファボディー構造配列内に含まれる。本明細書におい
て想定されるポリペプチドのさらに特定の実施形態においては、インターナリゼーション
領域の少なくとも８０％は、限られた数のアミノ酸（例えば、多くとも約３／１６個のア
ミノ酸）がアルファボディー構造の外側のポリペプチドに及ぶように、アルファボディー
構造内に組み込まれる（または、全体的に含まれる）（例えば、少なくとも約１３／１６
個のアミノ酸は、ポリペプチド中のアルファボディー構造内に位置する）。また、本明細
書において想定されるポリペプチドは包含しないが、特定の実施形態においては、インタ
ーナリゼーション領域全体は、アルファボディー構造配列内に位置すると理解されよう。
【０１０７】
　特定の実施形態においては、少なくとも１個のインターナリゼーション領域は、前記少
なくとも１個のアルファボディー構造配列の１個のα－ヘリックス（ＨＲＳ１、ＨＲＳ２
またはＨＲＳ３）内に完全にまたは全体的に含まれる。さらに特定の実施形態においては
、少なくとも１個のインターナリゼーション領域は、α－ヘリックスおよびリンカー（Ｈ
ＲＳ１－Ｌ１、Ｌ１－ＨＲＳ２、ＨＲＳ２－Ｌ２、Ｌ２－ＨＲＳ３）間のオーバーラップ
に対応する領域内に含まれる。よりさらなる実施形態においては、少なくとも１個のイン
ターナリゼーション領域は、リンカー（Ｌ１、Ｌ２）内に位置する。
【０１０８】
　このインターナリゼーション領域内の正荷電アミノ酸は、互いに隣接して位置する必要
はないが、１個以上の正に荷電していないアミノ酸によって区切られ得る。実際、当業者
であれば、アルファボディーモチーフによって、ある特定の制限が課されることを認識す
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るであろう。一般的に、インターナリゼーション領域は、最大１６個のアミノ酸残基の断
片内において、互いから最も遠くに位置する２個の正荷電アミノ酸残基間に及ぶと考えら
れる。
【０１０９】
　アルファボディー内のインターナリゼーション領域の正荷電アミノ酸の位置は、インタ
ーナリゼーションの有効性に影響を与えるであろう。実際、特定の実施形態においては、
インターナリゼーション領域の１個以上の正荷電アミノ酸残基は、アルファボディーの外
表面上、具体的には、例えば、アルファボディーの少なくとも１個のα－ヘリックスの溶
媒配向（ｓｏｌｖｅｎｔ－ｏｒｉｅｎｔｅｄ）外表面上などのアルファボディーの溶媒配
向外表面上に位置する。実際、インターナリゼーション領域の正荷電アミノ酸残基が、ア
ルファボディー構造または骨格の外表面に位置する場合、インターナリゼーションが向上
することが見出された。したがって、特定の実施形態においては、インターナリゼーショ
ン領域の正荷電アミノ酸は、ポリペプチド内のアルファボディー構造のα－ヘリックスの
外表面上、より具体的には、（もっぱら）アルファボディー構造のα－ヘリックスの外表
面上に位置する。
【０１１０】
　前記の観点から、正荷電アミノ酸がアルファボディー構造内の特定の位置に提供される
場合に、改善されたインターナリゼーションを得ることができることが立証された。した
がって、特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、正荷電アミノ酸の
特定のモチーフを含有する。したがって、かかるモチーフまたはパターンは、特定の位置
に１個以上の特徴的なアミノ酸残基（または、前記アミノ酸残基をコードする核酸配列）
を含有するタンパク質レベルの異なるアミノ酸配列（または、遺伝子レベルでは核酸配列
）である。ある特定のＣＰＡＢモチーフ（本明細書において使用される）内の「特徴的な
アミノ酸残基」は、そのＣＰＡＢモチーフ内のアミノ酸残基であって、そのＣＰＡＢモチ
ーフを含有するＣＰＡＢアルファボディーの細胞透過能に重要なアミノ酸残基を表す。し
たがって、（例えば、変異またはデ・ノボ配列設計によって）ＣＰＡＢアルファボディー
内のＣＰＡＢモチーフのいわゆる「特徴的なまたは重要な残基」の同一性を変えることは
、そのＣＰＡＢアルファボディーの細胞透過能に影響を与えるであろう。
【０１１１】
　ある特定の実施形態においては、正荷電アミノ酸残基の数が４個未満に低減した場合、
本明細書において想定されるインターナリゼーション領域のＣＰＡＢモチーフは、ポリペ
プチドの細胞インターナリゼーションをもはや媒介することができない。
【０１１２】
　上に詳述したように、本明細書において使用される正荷電インターナリゼーション領域
、ＣＰＡＢモチーフまたはＣＰＡＢパターンは、少なくとも部分的には、アルファボディ
ー構造配列自体（本明細書において定義される）に組み込まれており、そのため、細胞透
過を確保するためにアルファボディー配列の一方の末端に結合された（ｃｏｎｊｕｇａｔ
ｅｄ）または結合された（ａｔｔａｃｈｅｄ）細胞透過性ペプチドもしくはタンパク質配
列または他の細胞透過性基とは異なるものである。
【０１１３】
　ポリペプチドのアルファボディー構造内のインターナリゼーション領域の位置は重要で
はなく、すなわち、本明細書において想定される正荷電インターナリゼーション領域は、
アルファボディー構造のヘリックスＡ、ＢまたはＣ内に位置し得ることが見出された。
【０１１４】
　特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、アルファボ
ディー構造のヘリックスＡ内に位置する少なくとも１個のインターナリゼーション領域を
含有する。さらに特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチド
は、アルファボディー構造のヘリックスＣ内に位置する少なくとも１個のインターナリゼ
ーション領域を含有する。さらに特定の実施形態においては、本明細書において提供され
るポリペプチドは、本明細書において記載されるアルファボディー構造のヘリックスＡ内
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およびヘリックスＣ内にそれぞれ位置する２個のインターナリゼーション領域を含有する
。
【０１１５】
　ある特定の実施形態においては、アルファボディー構造の２個の異なる部分（例えば、
Ａ－ヘリックスおよびＣ－ヘリックス）内の２個のインターナリゼーション領域の組み合
わせが、細胞内への透過性を増加させ得ることも見出された。
【０１１６】
　しかしながら、特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、アルファ
ボディー構造のループまたはリンカー領域内に含まれないことが好ましい。さらに特定の
実施形態においては、アルファボディー構造の３個のヘリックスのうちの多くとも２個の
ヘリックスは、インターナリゼーション領域を含有することが想定される。
【０１１７】
　さらに特定の好ましい実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチド
は、アルファボディー構造の１個のα－ヘリックス、例えば、Ａ－ヘリックス、Ｂ－ヘリ
ックスまたはＣ－ヘリックス内にのみ位置し、これに実質的に完全に含まれる少なくとも
１個のインターナリゼーション領域を含有する。さらに特定の実施形態においては、本明
細書において想定されるポリペプチドは、アルファボディー構造の１個のα－ヘリックス
、例えば、Ａ－ヘリックスまたはＣ－ヘリックス内にのみ位置し、これに実質的に完全に
含まれる少なくとも１個のインターナリゼーション領域を含有する。
【０１１８】
　特定の実施形態においては、正荷電アミノ酸残基は、アルファボディー骨格の従来のヘ
プタッドのｂ位、ｃ位、ｅ位、ｆ位およびｇ位、すなわち、非コア位置（本明細書におい
て定義される）に位置し、これらの位置は、一般的に、外側に、すなわち、アルファボデ
ィー骨格の溶媒曝露α－ヘリックス表面に位置する。
【０１１９】
　したがって、特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、例えば（限定され
るものではないが）、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッド
反復配列内に含まれる１６個のアミノ酸の下記断片内に存在することができる：
ＸＸＨＸＸＸＨＸＸＨＸＸＸＨＸＸ
（式中、Ｈは、疎水性アミノ酸残基および／または無極性アミノ酸残基を表し、
Ｘは、親水性アミノ酸残基および／または極性アミノ酸残基を表し、
少なくとも６個のＸ残基は、アルギニンまたはリジンのいずれかである）。特定の実施形
態においては、Ｈは、イソロイシンを表す。
【０１２０】
　よりさらに特定の実施形態においては、前記モチーフは、アルファボディー構造におけ
る１個以上のヘリックスのヘプタッド反復配列内に含まれる１６個のアミノ酸の断片ＸＸ
ＨＸＸＸＨＸＸＨＸＸＸＨＸＸ
（式中、Ｈは、疎水性アミノ酸残基および／または無極性アミノ酸残基を表し、
Ｘは、親水性アミノ酸残基および／または極性アミノ酸残基を表し、ただし、少なくとも
６個のＸ残基は、アルギニンまたはリジンのいずれかである）の小断片である。特定の実
施形態においては、Ｈは、イソロイシンを表す。
【０１２１】
　本発明者らによって、様々な有用な正荷電インターナリゼーションモチーフが同定され
た。以下は、非限定的な数のその例の代表的なものである。
【０１２２】
　（ｉ）特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸ
Ｚ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表し、Ｘは、任意のアミノ酸残基を表す）に対応する
。より具体的には、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上の
ヘリックスのヘプタッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰ
ＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチ
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ーフの位置は、正荷電アミノ酸（Ｚ）がヘリックスの外表面上に位置するようなＨＺＺＨ
ＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、モ
チーフがＩｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ　Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－
Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－
Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（式中、Ｘａａは、極性アミノ酸である）（配
列番号：１３）に対応するように、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１２３】
　（ｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＸＸＺ
ＺＸＸＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、こ
のＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッ
ド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰ
ＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＺ
ＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＰＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、
モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ
－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ
－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：１４）に対応するように、Ｈは
イソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１２４】
　（ｉｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＺＸ
ＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、この
ＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッド
反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰ
ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰＨ
ＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＺＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、モ
チーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－
Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－
Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：１５）に対応するように、Ｈはイ
ソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１２５】
　（ｉｖ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＸＸＸ
ＺＸＸＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には
、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプ
タッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨ
ＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、Ｈ
ＺＰＨＺＰＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態において
は、モチーフがＩｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａ
ｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘ
ａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：１６）に対応するように、
Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１２６】
　（ｖ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＸＺＸＸＸ
ＺＸＸＺＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、
このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタ
ッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰ
ＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰ
ＰＨＺＰＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては
、モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒ
ｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａ
ａ－ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：１７）に対応するように、Ｈ
はイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
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【０１２７】
　（ｖｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＸＸＸ
ＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体
的には、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックス
のヘプタッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨ
ＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置
は、ＨＺＰＨＺＰＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態に
おいては、モチーフがＩｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌ
ｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌ
ｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：１８）に対応するよ
うに、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１２８】
　（ｖｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＺＸ
ＸＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具
体的には、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリック
スのヘプタッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰ
ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位
置は、ＨＺＰＨＺＺＰＨＺＰＨＺＺＰＨＺＺＨＺＺＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態
においては、モチーフがＩｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉ
ｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉ
ｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：１９）に対応する
ように、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１２９】
　（ｖｉｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＺ
ＸＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、こ
のＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッ
ド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰ
ＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＺＰ
ＨＺＺＰＨＺＰＨＺＺＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、
モチーフがＩｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ
－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ
（配列番号：２０）に対応するように、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである
。
【０１３０】
　（ｉｘ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＸＸ
ＺＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、このＣ
ＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッド反
復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨ
ＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰＨＺ
ＺＰＨＺＰＨＺＺＰＨＺＰＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、モチ
ーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘ
ａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘ
ａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：２１）に対応するように、Ｈはイソ
ロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３１】
　（ｘ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＺＸＸＺ
ＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、このＣＰ
ＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッド反復
配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰ
ＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰＨＰＰ
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ＰＨＺＰＨＺＺＰＨＺＰＨＺＺＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、モチー
フがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａ
ａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒ
ｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：２２）に対応するように、Ｈはイソロ
イシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３２】
　（ｘｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＸＸ
ＸＺＸＸＺＺＸＸＺＺＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具
体的には、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリック
スのヘプタッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰ
ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位
置は、ＨＰＰＨＺＺＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＺＨＺＺに対応する。特定の実施形態
においては、モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉ
ｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉ
ｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ（配列番号：２３）に対応する
ように、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３３】
　（ｘｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＸ
ＸＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、こ
のＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッ
ド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰ
ＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰ
ＨＺＺＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＰＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、
モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ
－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ
－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：２４）に対応するように、Ｈは
イソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３４】
　（ｘｉｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＸ
ＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的に
は、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘ
プタッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰ
ＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、
ＨＰＰＨＰＺＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態におい
ては、モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－
Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－
Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：２５）に対応するように
、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３５】
　（ｘｉｖ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＸＺＸ
ＸＺＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、こ
のＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッ
ド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰ
ＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰ
ＨＰＰＰＨＺＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＺＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては、
モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ
－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ
－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：２６）に対応するように、Ｈは
イソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３６】
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　（ｘｖ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＸＸＺＺＸＸ
ＺＺＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、このＣＰ
ＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッド反復
配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰ
ＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰＨＰＰ
ＰＨＰＰＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＺＨＺＰに対応する。特定の実施形態においては、モチー
フがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａ
ａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒ
ｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ（配列番号：２７）に対応するように、Ｈはイソロ
イシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３７】
　（ｘｖｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＺ
ＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、このＣＰＡ
Ｂモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタッド反復配
列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰ
ＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰＰＨＰＰＰ
ＨＰＰＨＰＰＰＨＺＺＨＰＺＺＨＺＺに対応する。特定の実施形態においては、モチーフ
がＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ
－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ
－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ（配列番号：２８）に対応するように、Ｈはイソロイ
シンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３８】
　（ｘｖｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＸ
ＸＸＺＺＸＸＸＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的
には、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスの
ヘプタッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰ
ＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は
、ＺＺＨＰＰＰＨＺＺＨＰＰＰＨＺＺに対応する。特定の実施形態においては、モチーフ
がＡｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ
－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ（配列番号：２９）に対応するよう
に、Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１３９】
　（ｘｖｉｉｉ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸ
ＺＸＸＺＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には、
このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプタ
ッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨＰ
ＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、ＨＰ
ＰＨＰＰＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＰＰに対応する。特定の実施形態においては
、モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒ
ｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａ
ａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ（配列番号：３０）に対応するように、Ｈ
はイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１４０】
　（ｘｉｘ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＸ
ＸＺＺＸＸＺＸＸＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には
、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプ
タッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨ
ＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、Ｈ
ＰＰＨＰＰＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＰに対応する。特定の実施形態において
は、モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａ
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ｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘ
ａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ｘａａ（配列番号：３１）に対応するように、
Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１４１】
　（ｘｘ）さらに特定の実施形態においては、前記ＣＰＡＢモチーフは、ＺＺＸＸＺＸＸ
ＺＺＸＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表す）に対応する。より具体的には
、このＣＰＡＢモチーフは、アルファボディー構造における１個以上のヘリックスのヘプ
タッド反復配列内に位置する。特定の実施形態においては、構造ＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰＨ
ＰＰＰＨＰＰＨＰＰＰＨＰＰを特徴とするヘリックス構造上のこのモチーフの位置は、Ｈ
ＰＰＨＰＰＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＺＨＰＺＰＨＺＺに対応する。特定の実施形態において
は、モチーフがＩｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａ
ｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｘ
ａａ－Ａｒｇ－Ｘａａ－Ｉｌｅ－Ａｒｇ－Ａｒｇ（配列番号：３２）に対応するように、
Ｈはイソロイシンであり、Ｚはアルギニンである。
【０１４２】
　したがって、特定の実施形態においては、インターナリゼーションモチーフは、ＺＺＸ
ＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸ
ＸＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺ
ＸＸＺＺ、ＺＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＸＺ
ＸＸＺＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＺＸＺ、ＺＺＸＸＺＺＸＺＺ、ＺＺＸＸＸＸＸＺＺ
ＸＸＸＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表し、Ｘは、任意のアミノ酸残基を表す
）から選ばれる。さらに特定の実施形態においては、インターナリゼーションモチーフは
、ＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ
、ＺＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＺＸＺＺ、ＺＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺ、ＺＺ
ＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸を表し、Ｘは、任意のアミ
ノ酸残基を表す）から選ばれる。
【０１４３】
　当業者であれば、本明細書において示されるＣＰＡＢモチーフのさらなるバリエーショ
ンを想定することができることは明らかであろう。
【０１４４】
　前記に詳述したように、本明細書において想定されるポリペプチドは、アルファボディ
ー構造内に２個以上のインターナリゼーション領域を含有してもよい。かかるモチーフは
、同じモチーフまたは異なるモチーフを含有してもよい。
【０１４５】
　本明細書において想定されるポリペプチド内の１個以上のインターナリゼーション領域
（すなわち、１領域あたり最大１６個のアミノ酸の断片に及ぶ）は、正味電荷を有すると
して特性決定され得る。本明細書において想定される正荷電インターナリゼーション領域
の正味電荷は、一般的に、インターナリゼーション領域内の正荷電アミノ酸の合計に対応
する。特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域の正味電荷は、少なくと
も＋６である。＋７、＋８、＋９、＋１０、例えば、最大＋１６の正味電荷を有する正荷
電インターナリゼーション領域が提供され得ることがさらに想定される。
【０１４６】
　（実施例１～３に詳述されているように）ＣＰＡＢモチーフは、標的結合部位を破壊せ
ずにアルファボディー骨格に組み込まれ得ることが実証された。
【０１４７】
　特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、少なくとも
１個のアルファボディー構造配列を含有し、これは、
（ｉ）本明細書において記載される少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域
であって、少なくとも部分的には前記アルファボディー構造配列内に含まれるインターナ
リゼーション領域の存在によって細胞の内部に取り入れられることができ、加えて、
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（ｉｉ）主に、アルファボディー構造配列上に存在する結合部位を介して細胞内標的分子
に特異的に結合する。
【０１４８】
　これらの特定の実施形態においては、本明細書において提供されるポリペプチドは、主
に、アルファボディー構造配列のＢ－ヘリックス上に存在する結合部位を介して細胞内標
的分子に特異的に結合する。
【０１４９】
　ある特定の実施形態においては、アルファボディー構造を含有するポリペプチドであっ
て、細胞内標的に結合することができ、前記ポリペプチド内に存在するアルファボディー
構造配列内に少なくとも部分的に位置する１個以上の正荷電インターナリゼーション領域
の存在を特徴とし、インターナリゼーション領域が、少なくとも６個の正荷電アミノ酸残
基の存在を特徴とする１６個以下のアミノ酸残基の断片からなるポリペプチドが提供され
る。
【０１５０】
　ある特定の実施形態においては、アルファボディー構造を含有するポリペプチドであっ
て、細胞内標的に結合することができ、前記ポリペプチド内に存在するアルファボディー
構造配列内に少なくとも部分的に位置する少なくとも１個の正荷電インターナリゼーショ
ン領域の存在を特徴とし、インターナリゼーション領域が、少なくとも６個の正荷電アミ
ノ酸残基の存在を特徴とし、少なくとも３５％の正荷電アミノ酸からなるポリペプチドが
提供される。
【０１５１】
　さらに特定の実施形態においては、アルファボディー構造を含有するポリペプチドであ
って、細胞内標的に結合することができ、前記ポリペプチド内に存在するアルファボディ
ー構造配列内に少なくとも部分的に位置する１個以上のインターナリゼーション領域の存
在を特徴とし、インターナリゼーション領域が、少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基を
含有し、これらのうちの（ｉ）少なくとも４個の残基がアルギニンであるか、または（ｉ
ｉ）少なくとも５個の残基がリジンであるポリペプチドが提供される。ある特定のさらに
特定の実施形態においては、少なくとも１個のインターナリゼーション領域は、１６個以
下のアミノ酸残基の断片からなる。ある特定のさらに特定の実施形態においては、少なく
とも１個のインターナリゼーション領域は、少なくとも３５％の正荷電アミノ酸からなる
。
【０１５２】
　本明細書において提供されるポリペプチドのさらに特定の実施形態においては、少なく
とも１個の正荷電インターナリゼーション領域内に含まれる少なくとも８０％のアミノ酸
残基は、少なくとも１個のアルファボディー構造配列内に含まれ；かつ、よりさらに特定
の実施形態においては、少なくとも１個のインターナリゼーション領域は、前記少なくと
も１個のアルファボディー構造配列内に実質的に完全に含まれ、例えば、前記少なくとも
１個のアルファボディー構造配列の１個のα－ヘリックス内に（実質的に完全に（ｅｎｔ
ｉｒｅｌｙ））含まれる。さらに特定の実施形態においては、少なくとも１個のインター
ナリゼーション領域は、前記少なくとも１個のアルファボディー構造配列のＡ－ヘリック
ス内および／またはＣ－ヘリックス内に（実質的に完全に）含まれる。
【０１５３】
　さらに特定の実施形態においては、インターナリゼーション領域は、少なくとも３０％
の正荷電アミノ酸残基からなり、全部を正に荷電していないアミノ酸に変異させると、そ
のインターナリゼーション領域を含有するポリペプチドの細胞取り込みが、少なくとも５
０％、例えば、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、または少なく
とも９０％またはそれ以上低減するようなものである。よりさらに特定の実施形態におい
ては、インターナリゼーション領域は、少なくとも３０％の正荷電アミノ酸残基からなり
、全部を正に荷電していないアミノ酸に変異させると、そのインターナリゼーション領域
を含有するポリペプチドの細胞取り込みが、実質的に完全に無効化されるようなものであ
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る。
【０１５４】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、細胞内の細胞内標的の生物学的機能に直
接的または間接的に影響を与える能力を有するので、多種多様な疾患徴候において、医療
、すなわち治療または予防用途に特に有用である。
【０１５５】
［目的の細胞内標的］
　本明細書において詳述されるように、特定の実施形態においては、本明細書において想
定されるポリペプチドは、細胞内標的に影響を与える化合物を連結するための担体分子と
して使用されることが想定される。ある特定のさらに特定の実施形態においては、ポリペ
プチドは、アルファボディー構造内に、細胞内タンパク質への結合部位を含有することが
想定される。
【０１５６】
　ある特定の実施形態において想定されるアルファボディーおよびポリペプチドが特異的
に結合することができる細胞内標的分子の例としては、限定されるものではないが、細胞
シグナリング、細胞シグナル伝達、細胞および分子輸送（例えば、能動輸送または受動輸
送）、透過、ファゴサイトーシス、オートファジー、細胞老化、細胞接着、細胞運動、細
胞遊走、細胞質流動、ＤＮＡ複製、タンパク質合成、複製（例えば、細胞周期、減数分裂
、有糸分裂、間期、細胞質分裂）、細胞代謝（例えば、解糖および呼吸、エネルギー供給
）、細胞伝達、ＤＮＡ修復、アポトーシスおよびプログラム化された細胞死からなる群よ
り選ばれた細胞のプロセスに関与するタンパク質などが挙げられる。本明細書において想
定されるポリペプチドは、さらに、細胞内環境でそれらの生物学的活性を維持することが
できる。実際、本明細書において提供されるポリペプチドは細胞内環境で安定であるだけ
ではなく、当該ポリペプチドの細胞内標的に有効に結合し、当該細胞内標的の機能を阻害
することもできることが本明細書において示された。
【０１５７】
　本明細書において記載される特定のポリペプチドは、ＢＣＬ－２ファミリーのタンパク
質の抗アポトーシス性メンバーに特異的に結合することができる。ＢＣＬ－２ファミリー
のタンパク質の抗アポトーシス性メンバーの例としては、ＭＣＬ－１、ＢＣＬ－２、ＢＣ
Ｌ－ＸＬ、ＢＣＬ－ｗおよびＢＦＬ－１／Ａ１である。１個のアルファボディーが、いく
つかの（すなわち、１個以上の）目的の細胞内タンパク質に結合し得ることを理解するべ
きである。特定の実施形態においては、アルファボディーの結合は、アルファボディーの
コイルドコイル構造内で安定化されているその１個のα－ヘリックスによって行なわれる
。
【０１５８】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＭＣＬ－
１に結合することができるポリペプチドであって、配列番号：３～６、９および１０から
選ばれた配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【０１５９】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＭＣＬ－
１に結合することができるポリペプチドであって、配列番号：７に定義されたポリペプチ
ド配列と少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％ま
たはそれ以上の配列同一性を有する配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供
される。
【０１６０】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＭＣＬ－
１に結合することができるポリペプチドであって、配列番号：８（ＬＲＸＶＧＤＸＶ）に
定義された配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【０１６１】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
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２ａに結合することができるポリペプチドであって、配列番号：９および１０から選ばれ
た配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【０１６２】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
ＸＬに結合することができるポリペプチドであって、配列番号：９および１０から選ばれ
た配列を含有することを特徴とするポリペプチドが提供される。
【０１６３】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
２ａおよび／またはＢＣＬ－ＸＬに結合することができるポリペプチドであって、配列番
号：１１（ＭＳＩＥＥＩＡＡＱＩＡＡＩＱＬＲＩＩＧＤＱＦＮＩＹＹＭＴ）に定義された
ポリペプチド配列と少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％またはそれ以上の配列同一性を有する配列を含有することを
特徴とするポリペプチドが提供される。
【０１６４】
　特定の実施形態においては、細胞によって内部に取り入れられることができ、ＢＣＬ－
２ａおよび／またはＢＣＬ－ＸＬに結合することができるポリペプチドであって、配列番
号：１２（ＬＲＩＩＧＤＱＦ）に定義された配列を含有することを特徴とするポリペプチ
ドが提供される。
【０１６５】
　特定の実施形態においては、ある特定の実施形態において想定されるアルファボディー
およびポリペプチドが特異的に結合することができる細胞内標的分子は、動物細胞、特に
哺乳動物細胞またはヒト細胞などの真核細胞において起こるプロセスに本来的に関与する
細胞内タンパク質を含む。
【０１６６】
［アルファボディーポリペプチドの結合親和性］
　一般的に、本明細書において想定されるポリペプチドは、目的の標的タンパク質と、約
１マイクロモル（１μＭ）未満、好ましくは約１ナノモル（１ｎＭ）未満の解離定数（Ｋ
Ｄ）［すなわち、約１，０００，０００／モル（１０６Ｍ－１、１Ｅ６／Ｍ）以上、好ま
しくは約１，０００，０００，０００／モル（１０９Ｍ－１、１Ｅ９／Ｍ）以上の結合定
数（ＫＡ）で］で結合するものである。約１ミリモルより大きいＫＤ値は、非結合または
非特異的結合を示すと一般に考えられている。ＫＤが、ｋＯｆｆ（秒－１またはｓ－１で
表わされる）で表わされる複合体の解離速度定数対ｋＯｎ（モル－１秒－１またはＭ－１

ｓ－１で表わされる）で表わされるその結合速度定数の割合として表わすことができるこ
とは、当該技術分野において一般的に公知である。特に、本明細書において開示されるポ
リペプチドは、目的の標的タンパク質と、０．１～０．０００１ｓ－１の間の範囲のｋＯ
ｆｆおよび／または１，０００～１，０００，０００Ｍ－１ｓ－１の間の範囲のｋＯｎで
結合するものである。結合親和性、ｋＯｆｆおよびｋＯｎの速度は、当業者に公知の方法
、例えば、ＥＬＩＳＡ法、等温滴定熱量計、表面プラズモン共鳴、蛍光標識細胞分取分析
などを用いて決定することができる。
【０１６７】
［アルファボディー骨格の構造］
　本明細書において記載される標的結合ポリペプチドは、一般式ＨＲＳ１－Ｌ１－ＨＲＳ
２－Ｌ２－ＨＲＳ３を有する１個以上のアルファボディー骨格を含有し、任意に、追加の
Ｎ末端連結基、Ｃ末端連結基、残基または部分を含有するアミノ酸配列であり、ＨＲＳ１
、ＨＲＳ２およびＨＲＳ３は、それぞれ独立して、ａｂｃｄｅｆまたはｄｅｆｇａｂｃに
よって一般に表される、２～７個の連続するが必ずしも同一ではないヘプタッド反復単位
を含有するヘプタッド反復配列（ＨＲＳ）である。
【０１６８】
　前記のようにアルファボディー構造のヘプタッド反復単位は、「ａｂｃｄｅｆｇ」また
は「ｄｅｆｇａｂｃ」として一般に表わされ、「ａ」～「ｇ」の記号は、従来のヘプタッ
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ドの位置を表わす。本明細書において記載されるアルファボディーの各ヘプタッド単位に
おける「ａ位」および「ｄ位」は、溶媒遮蔽された（すなわち、埋もれた）コア残基が位
置している、コイルドコイル構造のアミノ酸残基の位置である。アルファボディー構造の
各ヘプタッド単位における「ｅ位」および「ｇ位」は、部分的に溶媒曝露されたアミノ酸
残基が位置している、コイルドコイル構造のアミノ酸残基の位置である。三重コイルドコ
イルにおいて、これらの「ｅ位」および「ｇ位」は、空間的に隣接する２個のα－ヘリッ
クス間に形成される溝中に位置し、対応するアミノ酸残基は、一般に「溝残基」と表わさ
れる。アルファボディー構造の各ヘプタッド単位における「ｂ位」、「ｃ位」および「ｆ
位」は、コイルドコイル構造においてもっとも溶媒曝露された位置である。
【０１６９】
　「ａｂｃｄｅｆｇ」型の（本明細書において定義される）ヘプタッドモチーフは、一般
的に、「ＨＰＰＨＰＰＰ」として表わされ、一方、「ｄｅｆｇａｂｃ」型の「ヘプタッド
モチーフ」は、一般的に、「ＨＰＰＰＨＰＰ」で表わされ、式中、記号「Ｈ」は、非極性
アミノ酸残基または疎水性アミノ酸残基を表わし、記号「Ｐ」は、極性アミノ酸残基また
は親水性アミノ酸残基を表わす。ａ位またはｄ位に位置する典型的な疎水性残基は、脂肪
族アミノ酸残基（例えば、ロイシン、イソロイシン、バリン、メチオニン）または芳香族
アミノ酸残基（例えば、フェニルアラニン）が挙げられる。コイルドコイル配列内のヘプ
タッドは、極性残基が時として「Ｈ」位に位置し、疎水性残基が「Ｐ」位に位置すること
もあるので、必ずしも疎水性残基および極性残基の理想的なパターンに従うものではない
。したがって、パターン「ＨＰＰＨＰＰＰ」および「ＨＰＰＰＨＰＰ」は、理想的なパタ
ーンおよび特徴的な参照モチーフとして考えるべきである。時として、特徴的ヘプタッド
モチーフは、「ＨＰＰＨＣＰＣ」または「ＨｘｘＨＣｘＣ」として表わされ、式中「Ｈ」
および「Ｐ」は前記と同じ意味を有し、「Ｃ」は荷電残基（リジン、アルギニン、グルタ
ミン酸またはアスパラギン酸）を表わし、「ｘ」は任意の（非特定）天然アミノ酸残基を
表わす。ヘプタッドは、同様に良好にｄ位から開始してもよく、後者のモチーフは、「Ｈ
ＣＰＣＨＰＰ」または「ＨＣｘＣＨｘｘ」として書くこともできる。単鎖アルファボディ
ーは、ヘプタッドのｅ位およびｇ位の荷電（「Ｃ」）残基の間のイオン相互作用の助けを
必要としないほど、本来安定であることに留意すべきである。
【０１７０】
　（本明細書において定義される）アルファボディー構造の単鎖構造内のリンカーは、Ｈ
ＲＳ配列、より具体的には、アルファボディーにおける第１のＨＲＳと第２のＨＲＳとを
、および第２のＨＲＳと第３のＨＲＳとを相互に連結させている。アルファボディーにお
ける各リンカー配列は、先行するＨＲＳの最後の（部分）ヘプタッド残基に続いて開始し
、次のＨＲＳの最初のヘプタッド残基に先行する残基で終了する。ＨＲＳ断片間のジスル
フィド架橋もしくは化学的架橋を介した、または一般に、（鎖内結合に対する）鎖間結合
の任意の手段を介した連結は、単鎖アルファボディーの定義と矛盾するので、リンカー断
片の定義から（少なくともアルファボディーに関連して）明白に除外される。アルファボ
ディーにおけるリンカー断片は、好ましくは立体構造において柔軟であり、α－ヘリック
スコイルドコイル構造としての３個のヘプタッド反復配列の緩んだ（妨害されない）会合
を確保する。さらに、アルファボディーとの関連において、「Ｌ１」は、リンカー断片１
、すなわち、ＨＲＳ１とＨＲＳ２との間のリンカーを表わし、一方、「Ｌ２」は、リンカ
ー断片２、すなわち、ＨＲＳ２とＨＲＳ３との間のリンカーを表わすものとする。アルフ
ァボディー構造における使用に適切なリンカーは、当業者には明らかであり、アルファボ
ディーの特徴的な三次元コイルドコイル構造に影響を与えないという意味で、リンカーが
構造的に柔軟であれば、一般にアミノ酸配列を連結する当該技術分野において使用される
任意のリンカーであってよい。特定のアルファボディー構造における２個のリンカーＬ１
およびＬ２は、同じであってもよく、異なっていてもよい。本明細書のさらなる開示に基
づいて、当業者は、任意に、限られた数の日常的実験の実施後に、特定のアルファボディ
ー構造に最適なリンカーを決定することができるであろう。特定の実施形態においては、
リンカーＬ１およびＬ２は、少なくとも４個のアミノ酸残基、具体的には、少なくとも８
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個のアミノ酸残基、さらに具体的には、少なくとも１２アミノ酸残基からなるアミノ酸配
列であり、利便性の理由から選ばれた重要性の低い上限は、約３０アミノ酸残基である。
特定の限定されない実施形態においては、好ましくは、リンカー配列の少なくとも５０％
のアミノ酸残基は、プロリン、グリシンおよびセリンの群より選ばれる。さらなる限定さ
れない実施形態においては、好ましくは、リンカー配列の少なくとも６０％、例えば、少
なくとも７０％、例えば、８０％など、より具体的には、９０％のアミノ酸残基は、プロ
リン、グリシンおよびセリンの群より選ばれる。他の特定の実施形態においては、リンカ
ー配列は、主に極性アミノ酸残基を含有し、かかる特定の実施形態においては、好ましく
はリンカー配列の少なくとも５０％、例えば、少なくとも６０％、例えば、７０％または
８０％など、より具体的には９０％または最大１００％のアミノ酸残基はグリシン、セリ
ン、スレオニン、アラニン、プロリン、ヒスチジン、アスパラギン、アスパラギン酸、グ
ルタミン、グルタミン酸、リジンおよびアルギニンからなる群より選ばれる。
【０１７１】
　ある特定の実施形態においては、アルファボディー構造内のリンカーＬ１およびＬ２は
、それぞれ独立して、ＨＲＳ１とＨＲＳ２とを共有結合的に連結するリンカー断片、およ
びＨＲＳ２とＨＲＳ３とを共有結合的に連結するリンカー断片であり、少なくとも４アミ
ノ酸残基からなり、好ましくはその少なくとも５０％がプロリン、グリシン、セリンの群
より選ばれる。
【０１７２】
　本開示との関連において、「コイルドコイル」または「コイルドコイル構造」は、本明
細書において互換的に使用され、当業者には、共通の一般知識ならびに本明細書に引用し
た説明およびさらなる参考文献に基づき明らかであろう。これに関する具体的な参考文献
は、コイルドコイル構造に関する総説、例えば、コヘン（Ｃｏｈｅｎ）およびパリー（Ｐ
ａｒｒｙ）、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　１９９０，７：１－１５；コーン（Ｋｏｈｎ）およびホ
ッジ（Ｈｏｄｇｅｓ）、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９９８，１６：３７９
－３８９；シュナイダー（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ）ら、Ｆｏｌｄ　Ｄｅｓ　１９９８，３：
Ｒ２９－Ｒ４０；ハーブリー（Ｈａｒｂｕｒｙ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９８，２８２
：１４６２－１４６７；メーソン（Ｍａｓｏｎ）およびアーント（Ａｒｎｄｔ）、Ｃｈｅ
ｍＢｉｏＣｈｅｍ　２００４，５：１７０－１７６；ルパス（Ｌｕｐａｓ）およびグリュ
ーバー（Ｇｒｕｂｅｒ）、Ａｄｖ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ　２００５，７０：３７－
７８；ウールフソン（Ｗｏｏｌｆｓｏｎ）、Ａｄｖ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ　２００
５，７０：７９－１１２；パリー（Ｐａｒｒｙ）ら、Ｊ　Ｓｔｒｕｃｔ　Ｂｉｏｌ　２０
０８，１６３：２５８－２６９；マクファーレン（ＭｃＦａｒｌａｎｅ）ら、Ｅｕｒ　Ｊ
　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　２００９：６２５：１０１－１０７などを特に参照されたい。
【０１７３】
　アルファボディーの「コイルドコイル」構造は、α－ヘリックスヘプタッド反復配列の
アセンブリであると考えることができ、ヘリックスヘプタッド反復配列は前記の定義のと
おりであり、
－前記α－ヘリックスヘプタッド反復配列は、左巻きの超ねじれ（ｓｕｐｅｒｔｗｉｓｔ
）（超らせん）（互いの周りに巻き付いている）で巻き上がっている；
－ａ位およびｄ位のコア残基は、アセンブリのコアを形成し、それらは、ソケットアルゴ
リズム（Ｓｏｃｋｅｔ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）〔ウォルシャー（Ｗａｌｓｈａｗ）および
ウールフソン（Ｗｏｏｌｆｓｏｎ）、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２００１，３０７：１４２
７－１４５０〕において定義され、ルパス（Ｌｕｐａｓ）およびグリューバー（Ｇｒｕｂ
ｅｒ）、Ａｄｖ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ　２００５，７０：３７－７８において繰り
返されたｋｎｏｂｓ－ｉｎｔｏ－ｈｏｌｅｓ様式で、互いにパックする；
－コア残基は、普通のコアパッキング層にパックされ、この層は、シュナイダー（Ｓｃｈ
ｎｅｉｄｅｒ）ら、Ｆｏｌｄ　Ｄｅｓ　１９９８，３：Ｒ２９－Ｒ４０において定義され
ている。
【０１７４】
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　アルファボディー構造のコイルドコイル構造は、普通の３ヘリックスバンドルと混同さ
れるべきではない。真のコイルドコイルと非コイルドコイルのヘリカルバンドルとの識別
の基準は、デスメット（Ｄｅｓｍｅｔ）ら、国際公開第２０１０／０６６７４０Ａ１号お
よびシュナイダー（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ）ら、Ｆｏｌｄ　Ｄｅｓ　１９９８，３：Ｒ２９
－Ｒ４０で与えられ、かかる基準は、本質的に、それぞれ、コイルドコイルおよびへリッ
クスバンドルのコア残基のパッキングにおける構造対称性の有無に関する。さらに、コイ
ルドコイルおよびへリックスバンドルに関する左巻きの超らせんの有無は、それぞれ両方
のタイプのフォールディングを識別する有用な基準を提供する。
【０１７５】
　原則として、前述の基準は、２重、３重、４重およびさらにそれ以上のコイルドコイル
に適用されるが、本明細書において想定されるアルファボディー構造は、３重コイルドコ
イルに限定される。アルファボディーにおけるコイルドコイル領域は、すべてのα－ヘリ
ックスを平行配向（出願人コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）による
欧州特許出願公開第２１６１２７８号明細書に記載の「平行アルファボディー」に対応す
る）または３本のα－ヘリックスのうちの１本を他の２本に対して逆平行（出願人コンプ
リクス　エン　ヴェーによる国際公開第２０１０／０６６７４０号に記載の「逆平行アル
ファボディー」に対応する）に組織化することができる。
【０１７６】
　一般的に、（本明細書において定義される）アルファボディー構造のα－ヘリックス部
分は、ヘプタッド反復配列と極めて一致するがインターフェイスの近くで違いが存在し得
る。例えば、明瞭なヘプタッドモチーフを有する配列断片は、１個以上のヘリックスをゆ
がめる残基（ｈｅｌｉｘ－ｄｉｓｔｏｒｔｉｎｇ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ）（例えば、グリシ
ンまたはプロリン）の存在により非ヘリカルであり得る。逆に、リンカー断片の部分は、
ヘプタッド反復領域の外側に位置しているという事実にもかかわらず、α－ヘリックスで
あり得る。さらに、１個以上のα－ヘリックスヘプタッド反復配列の任意の部分が、単鎖
アルファボディーのα－ヘリックス部分と考えられる。
【０１７７】
　（本明細書において定義される）アルファボディー構造（のα－ヘリックス）の溶媒配
向領域は、重要なアルファボディー領域である。アルファボディーにおけるα－ヘリック
スの構成の点から、ヘプタッドのａ位およびｄ位における残基がコアを形成し、溶媒配向
領域は、ｂ残基、ｃ残基およびｆ残基によって大部分が形成される。１個の単鎖アルファ
ボディーあたり３個、すなわち、各α－へリックス中１個のかかる領域が存在する。かか
る溶媒配向領域の任意の部分が、溶媒配向領域であるとも考えられる。また、例えば、ア
ルファボディーのα－へリックスにおける３個の連続するヘプタッド由来の、ｂ残基、ｃ
残基およびｆ残基によって構成されるサブ領域も、溶媒配向表面領域を形成するものであ
る。
【０１７８】
　アルファボディーにおける隣接する２個のα－ヘリックスの間の溝（の表面）の形成に
関係する残基は、一般に、ヘプタッドのｅ位およびｇ位に位置するが、より曝露されたｂ
位およびｃ位のいくつか、ならびに大部分が埋もれたコアのａ位およびｄ位のいくつかも
、溝表面に寄与することができ、このことは、これらの位置に置かれたアミノ酸側鎖のサ
イズに基本的に依存するものであろう。空間的に隣接する前記α－ヘリックスが平行に延
びている場合、ついで、溝の半分は、第１のヘリックス由来のｂ残基およびｅ残基により
形成され、他の半分は第２のヘリックスのｃ残基およびｇ残基により形成される。前記空
間的に隣接するα－ヘリックスが逆平行である場合、そのとき、２つの可能性が存在する
。第１の可能性において、溝の両方の半分がｂ残基およびｅ残基により形成される。第２
の可能性において溝の両方の半分がｃ残基およびｇ残基により形成される。３タイプの溝
候補が、本明細書においてそれらの主要な溝形成（ｅおよびｇの）残基により表わされ、
ヘリックスが平行である場合、その時は、溝はｅ／ｇ溝と称され、ヘリックスが逆平行で
ある場合、そのとき、溝は、ｅ／ｅ溝またはｇ／ｇ溝のいずれかと称される。平行アルフ
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ァボディーは、３個のｅ／ｇ溝を有し、一方、逆平行アルファボディーは、１個のｅ／ｇ
溝、１個のｅ／ｅ溝および１個のｇ／ｇ溝を有する。また、アルファボディー溝の任意の
部分も溝領域と考えられる。
【０１７９】
　本明細書において定義される少なくとも１個のアルファボディーを含有するか、または
当該少なくとも１個のアルファボディーから本質的になり、任意に、１個以上のリンカー
を介して任意に連結された１個以上のさらなる基、部分、残基を含有する（アルファボデ
ィー）ポリペプチドも本明細書において想定される。したがって、これらの実施形態にお
いては、「から本質的になる（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）
」または「から本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）
」という用語は、ポリペプチド内において、アルファボディーが主成分として存在すると
いう事実を指し、すなわち、ポリペプチドは、さらなる基、部分、残基を含有してもよい
が、これらは、ポリペプチド中のアルファボディー成分よりもサイズが有意に小さい。
【０１８０】
　したがって、本明細書において想定されるポリペプチドは、任意に、他の標的もしくは
目的の標的タンパク質との結合のための１個以上のさらなる基、部分または残基を含むこ
とができる。かかるさらなる基、残基、部分および／または結合部位は、本明細書におい
て想定されるアルファボディーに対する（および／またはそれが存在するポリペプチドも
しくは組成物に対する）さらなる機能性を与えてもよく、与えなくてもよく、それに含ま
れるアルファボディー（複数のアルファボディー）の特性を改変してもよく、改変しなく
てもよいことが明らかである。さらに、かかる基、残基、部分または結合部位は、例えば
、生物学的および／または薬理学的に活性であり得る化学基であってもよい。
【０１８１】
　これらの基、部分または残基は、特定の実施形態においては、アルファボディー構造に
Ｎ末端またはＣ末端で連結される。しかしながら、特定の実施形態においては、１個以上
の基、部分または残基は、アルファボディー構造の本体、例えば、α－へリックスにおけ
る遊離のシステインに連結される。
【０１８２】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、化学的に改
変された１個以上のアルファボディーを含有する。例えば、かかる改変は、アルファボデ
ィー構造内または当該アルファボディー構造上への１個以上の官能基、残基または部分の
導入または連結を含むことができる。これらの基、残基または部分は、１個以上の所望の
特性または機能性を、ポリペプチドにもたらすことができる。かかる官能基の例は、当業
者には明らかであるものとする。
【０１８３】
　例えば、アルファボディー構造へのかかる官能基の導入または連結は、ポリペプチドの
半減期、溶解度および／または安定性の増加、またはポリペプチドの毒性の低減、または
ポリペプチドの任意の望ましくない副作用の除外または減衰および／または他の有利な特
性をもたらすことができる。
【０１８４】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、当該ポリペ
プチドの生物学的または血漿中の半減期が増加するように、例えば、ＰＥＧ化を用いて、
結合する基または血清タンパク質（血清アルブミンまたはトランスフェリンなど）である
基の付加を用いて、または一般にポリペプチドの半減期を増加させる部分へのアルファボ
ディーの連結により、化学的に改変されたアルファボディーを含有する。例として、アル
ファボディーは、溶媒曝露システインにおいて、マレイミドｍＰＥＧ　４０ｋＤ　ＰＥＧ
（Ｊｅｎｋｅｍ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）または他の異なる分子量のＰＥＧ部分を使用し
て、ＰＥＧ化することができる。
【０１８５】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、当該ポリペ
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プチドの生物学的または血漿中の半減期が増加するように、タンパク質ドメインまたはペ
プチド、例えば、結合ドメインまたは血清タンパク質（血清アルブミンまたは免疫グロブ
リンのＦｃ部分など）であるドメインと融合されたアルファボディーを含有する。前記タ
ンパク質ドメインは、例えば、血清アルブミンまたはトランスフェリンなどの血清タンパ
ク質と結合するアルファボディーであってよい。
【０１８６】
　特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、それらの（
目的の細胞内標的分子、例えば、目的のＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質の抗アポトー
シス性メンバーに対する）標的結合に加えて、血清タンパク質に（血清アルブミンまたは
トランスフェリンまたは免疫グロブリンのＦｃ部分などに）、前記アルファボディーの生
物学的または血漿中の半減期を増加するように結合するアルファボディーを含有する。
【０１８７】
　一般的に、半減期の増加した本明細書において想定されるポリペプチドは、半減期の延
長に対する前記の装備を欠く対応のアルファボディーの半減期と比較して、（ヒトにおい
て、またはＰＫ評価に関して使用される動物モデル、例えば、ラット、イヌ、サル、マウ
ス、ウマ、ブタ、ネコなどにおいて）１週間を超える、同様に好ましくは２週間を超える
半減期を有する。
【０１８８】
　本明細書において想定されるポリペプチド内に存在するアルファボディーの特定の改変
は、標識されたポリペプチドの意図される使用に応じて、１個以上の検出可能な標識また
は他のシグナル発生基もしくは部分の導入を含有してもよい。
【０１８９】
　さらなる特定の改変は、例えば、１個以上の金属または金属カチオンをキレートする、
キレート化基の導入を伴ってもよい。
【０１９０】
　特定の改変は、例えば、ビオチン－（ストレプト）アビジン結合対などの特異的結合対
の一部である官能基の導入を含んでもよい。
【０１９１】
　いくつかの適用に関して、具体的には、本明細書において想定されるポリペプチドが（
例えば、がんの治療において）特異的に結合する標的を発現する細胞を殺すことが意図さ
れる適用、またはかかる細胞の生育および／または増殖を低減または遅延させることが意
図される適用に関して、本明細書において想定されるポリペプチドは、毒素に連結、また
は毒性の残基もしくは部分に連結されたアルファボディー構造を含有してもよい。
【０１９２】
　他の可能性のある化学的および酵素的改変は、当業者には明らかであろう。
【０１９３】
　特定の実施形態においては、１個以上の基、残基、部分は、１個以上の適切なリンカー
またはスペーサーを介してアルファボディー構造に連結される。
【０１９４】
　さらなる特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、２
個以上の標的特異的アルファボディーを含有する。かかる特定の実施形態においては、２
個以上の標的特異的アルファボディーは、直接または間接的な方法のいずれかで、互いに
連結（カップリング、鎖状連結、相互連結、融合）することができる。２個以上のアルフ
ァボディーが互いに直接的に連結される実施形態においては、当該２個以上のアルファボ
ディーは、スペーサーまたはリンカーの断片もしくは部分の助けなしで連結される。代替
的には、２個以上のアルファボディーが互いに間接的に連結される実施形態においては、
当該２個以上のアルファボディーは、適切なスペーサーまたはリンカーの断片もしくは部
分を介して連結される。
【０１９５】
　２個以上のアルファボディーが直接連結される実施形態においては、当該２個以上のア
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ルファボディーは、単鎖融合構築物として（すなわち、２個以上のアルファボディー配列
が直接、単一の連続するアミノ酸配列で互いに続いている単鎖タンパク質構築物として）
作製されてもよい。代替的には、アルファボディーの直接連結は、２個のアルファボディ
ー間にジスルフィド架橋を形成するシステインを介して達成されてもよい（すなわち、例
えば、酸化条件などの適切な条件下で、それぞれが遊離のシステインを含む２個のアルフ
ァボディーを互いに反応させて、構成単量体が、ジスルフィド架橋を介して共有結合的に
連結される二量体を形成してもよい）。
【０１９６】
　代替的には、２個以上のアルファボディーが間接的に連結される実施形態においては、
当該２個以上のアルファボディーは、適切なスペーサーまたはリンカー断片またはリンカ
ー部分を介して互いに連結されてもよい。かかる実施形態においては、アルファボディー
は、単鎖融合構築物として作製されてもよい（すなわち、２個以上のアルファボディー配
列が、単一の連続するアミノ酸配列で互いに続いているが、アルファボディーはスペーサ
ー断片として作用する適切に選択されたアミノ酸配列断片の存在によって隔てられたまま
である単鎖タンパク質構築物として）。代替的には、アルファボディーの間接的連結は、
アミノ酸側鎖を介して、またはアルファボディーのＮ末端もしくはＣ末端を介して達成さ
れてもよい。例えば、適切な選択された条件下で、それぞれが遊離のシステインを含有す
る２個のアルファボディーをホモ二官能性化合物と反応させ、構成アルファボディーが前
記ホモ二官能性化合物を介して共有結合的に架橋されたアルファボディー二量体を得るこ
とができる。類似の方法で、１個以上のアルファボディーが、反応性側鎖または末端およ
びタンパク質の架橋のための適切に選択されたホモ二官能性化合物もしくはヘテロ二官能
性化合物の任意の組み合わせを介して、架橋されてもよい。
【０１９７】
　連結されたアルファボディーを含有するポリペプチドの特定の実施形態においては、２
個以上の連結されたアルファボディーは、同じアミノ酸配列を有していてもよく、異なる
アミノ酸配列を有していてもよい。また、２個以上の連結されたアルファボディーは、同
じ結合特異性を有していてもよく、異なる結合特異性を有していてもよい。また、２個以
上の連結されたアルファボディーは、同じ結合親和性を有していてもよく、異なる結合親
和性を有していてもよい。
【０１９８】
　本明細書において想定されるポリペプチド内の異なるアルファボディーのカップリング
に使用するための適切なスペーサーまたはリンカーは、当業者には明らかであろうし、ペ
プチドおよび／またはタンパク質の連結に当該技術分野において使用される一般的な任意
のリンカーまたはスペーサーであってよい。特に、かかるリンカーまたはスペーサーは、
医薬用途が意図されるタンパク質またはポリペプチドの構築に適切である。
【０１９９】
　単鎖アミノ酸配列のアルファボディーのカップリングに特に適切ないくつかのリンカー
またはスペーサーとしては、例えば、限定されるものではないが、グリシンリンカー、セ
リンリンカー、混合グリシン／セリンリンカー、グリシンリッチリンカーおよびセリンリ
ッチリンカーまたは主として極性ポリペプチド断片により構成されたリンカーなどのポリ
ペプチドリンカーなどが挙げられる。化学的架橋によるアルファボディーのカップリング
に特に適切ないくつかのリンカーまたはスペーサーとしては、例えば、限定されるもので
はないが、グルタルアルデヒドなどのホモ二官能性化学的架橋化合物、アジプイミド酸ジ
メチル（ＤＭＡ）、スベルイミノ酸ジメチル（ＤＭＳ）およびピメルイミド酸ジメチル（
ＤＭＰ）などのイミドエステルまたはジチオビス（スクシンイミジルプロピオン酸）（Ｄ
ＳＰ）およびジチオビス（スルホスクシンイミジルプロピオン酸）（ＤＴＳＳＰ）などの
Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルなどが挙げられる。架橋のためのヘテ
ロ二官能性試薬の例としては、限定されるものではないが、一方のアミン反応性末端およ
び他方の末端にスルフヒドリル反応性部分を有する架橋リンカーまたは一方の末端にＮＨ
Ｓエステルおよび他方の末端にＳＨ反応性基（例えば、マレイミドまたはピリジルジスル



(38) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40

50

フィド）を有する架橋リンカーなどが挙げられる。
【０２００】
　単鎖の鎖状連接された（ｃｏｎｃａｔｅｎａｔｅｄ）アルファボディー構築物に使用す
るためのポリペプチドのリンカーまたはスペーサーは、１～５０個のアミノ酸の長さ、例
えば、１～３０個、および特に１～１０個のアミノ酸残基の長さを有する、任意の適切な
（例えば、グリシン－リッチ）アミノ酸配列であってよい。１もしくは複数のスペーサー
の長さ、柔軟性の程度および／または限定されるものではないが、目的のタンパク質に対
する、または目的の１個以上の他の標的タンパク質に対する親和性、特異性またはアビデ
ィティなどの他の特性が、本明細書において想定される最終的ポリペプチドの特性にいく
らかの影響を与え得ることは明らかであろう。２個以上のスペーサーが本明細書において
想定されるポリペプチドに使用される場合、これらのスペーサーは、同じであってもよく
、異なっていてもよいことは明らかであろう。本開示との関連において、当業者は、本明
細書において想定されるポリペプチド内のアルファボディーをカップリングする目的のた
めの最適なスペーサーを、過度の実験負担をなくして決定することができる。
【０２０１】
　本明細書において想定される連結されたアルファボディーポリペプチドは、１個以上の
アルファボディーを、１個以上のさらなる基、残基、部分および／または他のアルファボ
ディーと、任意に、１個以上の適切なリンカーを介して、本明細書において想定されるポ
リペプチドが提供されるように適切に連結する少なくとも１つのステップを含む方法によ
って一般に調製できる。
【０２０２】
　さらに、本明細書において想定されるポリペプチドは、（ｉ）適切な宿主細胞または発
現系において、本明細書において想定されるポリペプチドを発現させるステップ、および
（ｉｉ）本明細書において想定されるポリペプチドを単離および／または精製するステッ
プ、を少なくとも含む方法により生成され得る。前記のステップを実施するための技術は
、当業者には公知である。
【０２０３】
［部分／断片／アナログ／誘導体］
　本明細書において開示されるポリペプチドの部分、断片、アナログ、変異体、バリアン
トおよび／または誘導体および／またはアルファボディーの１個以上の部分、断片、アナ
ログ、変異体、バリアントおよび／または誘導体を含有するポリペプチドも、これらの部
分、断片、アナログ、変異体、バリアントおよび／または誘導体が、本明細書において想
定される予防目的、治療目的および／または診断目的に適切である限り、想定される。
【０２０４】
　本明細書において想定されるかかる部分、断片、アナログ、変異体、バリアントおよび
／または誘導体は、細胞膜を未だ通過することができ、特定の実施形態においては、例え
ば、目的のＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質の抗アポトーシス性メンバーなどの細胞内
標的に特異的に結合することができる。
【０２０５】
［本明細書において想定されるアルファボディー、ポリペプチドおよび組成物の起源およ
び形態］
　本明細書において想定されるアルファボディー、ポリペプチドまたは組成物（またはこ
れらを発現させるために使用される本明細書において想定されるヌクレオチド配列の）起
源は、本明細書において開示される原理に重要ではないことに留意すべきである。さらに
、本明細書において想定されるアルファボディー、ポリペプチドまたはヌクレオチド配列
が生成または得られた方法について、特定の要件はない。したがって、本明細書において
想定されるアルファボディーは、合成または半合成のアミノ酸配列、ポリペプチドまたは
タンパク質であってよい。
【０２０６】
　本明細書において提供されるアルファボディー、ポリペプチドおよび組成物は、本質的
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に（本明細書において定義される）単離形態であってよく、または代替的には、本明細書
において想定されるポリペプチドまたは組成物の一部を形成することができ、これらは少
なくとも１個のアルファボディーを含有してもよく、これらは任意に、（すべてが任意に
、１個以上の適切なリンカーを介して連結される）１個以上の他の基、部分もしくは残基
をさらに含有してもよい。
【０２０７】
［標的種および交差反応性］
　本明細書における開示に基づいて、予防用途、治療用途および／または診断用途に関し
て、本明細書において想定されるポリペプチドおよび組成物は、原則として、ヒトの細胞
内標的を対象とするか、またはヒトの細胞内標的に特異的に結合することが認識されるで
あろう。しかしながら、ポリペプチドおよび組成物が獣医学目的を意図するものである場
合、当該ポリペプチドおよび組成物は、治療が意図される種由来の細胞内標的を対象とす
るか、または当該細胞内標的に特異的に結合するものであってよく、または当該ポリペプ
チドおよび組成物は、治療される種に由来する細胞内標的と、少なくとも交差反応性であ
ろう。したがって、１個の対象種由来の細胞内標的に特異的に結合するポリペプチドおよ
び組成物は、１個以上の他の対象種由来の細胞内標的との交差反応性を示してもよく、ま
たは示さなくてもよい。当然のことながら、ヒトまたは動物における使用のためのポリペ
プチドの開発との関連において、治療される種ではない、別の種由来の細胞内標的と結合
するポリペプチドが、調査および実験室試験における使用のために開発されてもよいこと
が想定される。
【０２０８】
　本明細書において想定されるポリペプチドが、細胞内標的の、多数の天然または合成の
アナログ、バリアント、変異体、対立遺伝子、部分および断片に結合するものであること
も、期待される。より具体的には、本明細書において想定されるポリペプチドが、これら
のアルファボディーおよびポリペプチドが結合する（天然／野生型）細胞内標的の結合部
位、部分またはドメインを（未だ）含む細胞内標的の少なくともこれらのアナログ、バリ
アント、変異体、対立遺伝子、部分および断片に結合するものであることが期待される。
【０２０９】
［核酸配列］
　細胞内に侵入することができる１個以上の単鎖アルファボディー構造を含有するアルフ
ァボディーポリペプチドをコードする核酸配列ならびにかかる核酸配列を含有しているベ
クターおよび宿主細胞も本明細書において提供される。
【０２１０】
　したがって、本明細書において想定されるポリペプチド（またはこれらの適切な断片）
をコードする核酸配列も提供される。本明細書では、これらの核酸配列も、本明細書にお
いて想定される核酸配列とみなされ、ベクターまたは遺伝子構築物またはポリヌクレオチ
ドの形態であってもよい。核酸配列は、合成または半合成の配列、ライブラリー（および
特に発現ライブラリー）から単離されたヌクレオチド配列、重複プライマーを使用したＰ
ＣＲにより調製されたヌクレオチド配列、またはそれ自体が公知のＤＮＡ合成に関する技
術を使用して調製されたヌクレオチド配列であってよい。
【０２１１】
　遺伝子構築物はＤＮＡもしくはＲＮＡであってよく、好ましくは二本鎖ＤＮＡである。
また、本明細書において想定される遺伝子構築物は、意図された宿主細胞もしくは宿主生
物の形質転換に適切な形態、意図される宿主細胞のゲノムＤＮＡ内への組み込みに適切な
形態、または意図された宿主生物における独立した複製、維持および／または遺伝に適切
な形態であってよい。例えば、遺伝子構築物は、例えば、プラスミド、コスミド、ＹＡＣ
、ウイルスベクターまたはトランスポゾンなどのベクターの形態であってよい。具体的に
は、ベクターは、発現ベクター、すなわち、（例えば、適切な宿主細胞、宿主生物および
／または発現系において）イン・ビトロおよび／またはイン・ビボの発現を提供できるベ
クターであってよい。本明細書において想定される遺伝子構築物は、発現されたアルファ
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ボディーを目的とする細胞内または細胞外のコンパートメントに向かわせる適切なリーダ
ー配列を含むことができる。例えば、本明細書において想定される遺伝子構築物は、適切
なベクター中にｐｅｌＢリーダー配列部位において挿入され、発現されたアルファボディ
ーを細菌の細胞膜周辺腔に向かわせることができる。さらに、ベクターは、適切なプロモ
ーター系を備え、例えば、アルファボディーの収率を最適化することができる。したがっ
て、単鎖アルファボディーをコードする核酸を含有しているベクターまたは前記単鎖アル
ファボディーを含有するポリペプチドも本明細書において提供される。
【０２１２】
　細胞に侵入することができる前記単鎖アルファボディーを含有するポリペプチドをコー
ドする核酸またはこれらの核酸を含有しているベクターを含有している宿主細胞も本明細
書において提供される。したがって、特定の実施形態においては、本明細書において想定
されるポリペプチドをコードする核酸配列を含有するベクターであって、本明細書におい
て想定されるポリペプチドを発現できるベクターによりトランスフェクションまたは形質
転換された宿主細胞が提供される。本明細書において想定されるポリペプチドの発現のた
めの宿主または宿主細胞の適切な例は、当業者には明らかであり、任意の適切な真核細胞
または原核細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉなどの細菌細胞、酵母細胞、哺乳動物細胞、鳥類
細胞、両生類細胞、植物細胞、魚類細胞および昆虫細胞）などが挙げられ、イン・ビトロ
またはイン・ビボのいずれに位置してもよい。
【０２１３】
［阻害性のアルファボディー、ポリペプチドおよび組成物］
　特定の実施形態においては、目的の細胞内標的分子に特異的に結合する本明細書におい
て想定されるポリペプチドは、目的の細胞内標的分子の活性の特異的な阻害、抑制もしく
は低減、および／またはこれらの細胞内標的分子が役割を果たすシグナル伝達機構および
生物学的な機構ならびに経路の阻害、抑制もしくは低減を行なうことができる。
【０２１４】
　本明細書において想定されるポリペプチドおよび医薬組成物は、１個以上の特定の細胞
内標的に結合することにより、１個以上の細胞内標的間の相互作用を抑制または阻害に用
いることができ、それにより、それらの細胞内標的により媒介されるシグナル伝達経路の
抑制、阻害または低減、および／またはそれらの細胞内標的が関与する生物学的な経路お
よび機構の調節を行なうことができる。したがって、本明細書において想定されるポリペ
プチドおよび医薬組成物を使用して、本明細書において想定されるポリペプチドおよび組
成物の１個以上が結合する、目的の細胞内標的分子が関与する対象において、免疫系およ
び／または１つ以上の特異的免疫応答に影響を与え、変化または調節を行なうことができ
る。
【０２１５】
　したがって、特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドお
よび組成物は、ＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質の抗アポトーシス性メンバーに特異的
に結合する。
【０２１６】
　より具体的には、本明細書において想定されるポリペプチドまたは組成物を使用する「
阻害」、「低減」および／または「抑制」は目的の標的タンパク質と、その天然の結合パ
ートナーとの間の相互作用の阻害、低減および／または抑制、あるいは目的の標的タンパ
ク質の活性の阻害、低減および／または抑制、あるいは目的の標的タンパク質が関与する
１つ以上の生物学的または生理学的な機構、効果、応答、機能経路もしくは活性の阻害、
低減および／または抑制のいずれかを意味することができ、例えば、適切なイン・ビトロ
アッセイ、細胞アッセイまたはイン・ビボアッセイを使用して測定した場合、同じアッセ
イにおいて、同じ条件であるが本明細書において想定されるポリペプチドまたは組成物を
使用しない条件下で、目的の標的タンパク質の活性と比較して、例えば、少なくとも１０
％、しかしながら、好ましくは少なくとも２０％、例えば、少なくとも５０％、少なくと
も６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％
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もしくはそれ以上を阻害、低減および／または抑制する。また、「阻害」、「低減」およ
び／または「抑制」は、同じ条件であるが、本明細書において想定されるポリペプチドま
たは組成物が存在しない条件と比較して、目的の標的タンパク質の、１個以上のその天然
の結合パートナーに対する親和性、アビディティ、特異性および／または選択性の低減の
誘導、および／または目的の標的タンパク質の、目的の標的タンパク質が存在する培地ま
たは周囲の１つ以上の条件（ｐＨ、イオン強度、補因子の存在など）に対する感受性の低
減の誘導もまた意味することができる。また、本開示との関連において、「阻害」、「低
減」および／または「抑制」は、目的の標的タンパク質の活性のアロステリックな阻害、
低減および／または抑制を伴ってもよい。
【０２１７】
　本明細書において想定されるポリペプチドと、目的の細胞内標的分子との結合の結果は
、その標的に対する結合において、この結合が、本明細書において想定されるかかるポリ
ペプチドまたは医薬組成物の非存在下における、標的とその天然の結合パートナーとの結
合と比較して、その標的とその天然の結合パートナーとの結合、または少なくとも１個の
これらのサブユニットとの結合を、抑制、低減または阻害するようなものであってよく、
これは、当該技術分野において公知の適切なアッセイにより決定される場合、少なくとも
２０％、例えば、少なくとも５０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも
９０％、少なくとも９５％もしくはそれ以上を抑制、低減または阻害する。代替的には、
ポリペプチドと細胞内標的分子との結合は、この結合が、この標的分子とその天然の結合
パートナーとが未だ結合可能であるが、本明細書において想定されるかかるポリペプチド
または医薬組成物の非存在下における、細胞内標的とその天然の結合パートナーとの結合
におけるシグナル伝達と比較して、目的の細胞内標的分子とその結合パートナー、または
少なくとも１個のこれらのサブユニットとの結合により誘発されるシグナル伝達が抑制、
低減または阻害されるようなものであり、当該技術分野において公知の適切なアッセイに
より決定される場合、これは、少なくとも２０％、例えば、少なくとも５０％、少なくと
も７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％もしくはそれ以上を
抑制、低減または阻害する。
【０２１８】
　当業者には公知であるように、本明細書において想定される前記ポリペプチドおよびポ
リペプチドを含有する組成物は、一般に、細胞内標的媒介性のシグナル伝達、すなわち、
目的の細胞内標的分子とその天然の結合パートナーとの結合により引き起こされるシグナ
ル伝達ならびにかかるシグナル伝達により誘導される生物学的な機構および効果のアンタ
ゴニストとして作用するものである。
【０２１９】
［刺激性のアルファボディー、ポリペプチドおよび組成物］
　ある限定されない実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドまた
は組成物は、目的の細胞内標的分子に特異的に結合し、それにより、細胞内標的とその天
然の結合パートナーとの間の相互作用を増強、増加および／または活性化できる。本明細
書において想定されるかかる刺激性のポリペプチドは、目的の細胞内標的分子と特異的に
結合し、それにより、その細胞内標的および／またはその天然の結合パートナーの生物学
的活性および／または１つ以上の生物学的もしくは生理学的機構、効果、応答、機能もし
くは経路を、適切なイン・ビトロアッセイ、細胞アッセイまたはイン・ビボアッセイを使
用して測定した場合、増強、増加および／または活性化できる。当業者には明らかである
ように、この特定の実施形態に従ったポリペプチドおよび組成物は、一般に、細胞内標的
媒介性のシグナル伝達、すなわち、目的の細胞内標的分子とその天然の結合パートナーと
の結合により引き起こされるシグナル伝達ならびにかかるシグナル伝達により誘導される
生物学的な機構および効果のアゴニストとして作用するものである。
【０２２０】
　したがって、これらの特定の実施形態においては、本明細書において開示されるポリペ
プチドおよび組成物の１つ以上が結合する目的の細胞内標的分子が関与する対象において
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、本明細書において想定されるポリペプチドおよび医薬組成物を使用して１つ以上の特異
的免疫応答を増加させることができる。例えば、免疫系を弱らせることに特徴づけられる
疾患または免疫系が弱くなった結果として起こり得る疾患の予防および／または治療のた
めに、対象において、特定の細胞内標的分子に結合する本明細書において想定される作動
性のポリペプチドまたは医薬組成物を使用して１つ以上の免疫応答を刺激または増強する
ことができる。
【０２２１】
　１個以上の細胞内標的タンパク質に対する検出可能な結合親和性または阻害活性を有す
る少なくとも１個のアルファボディーを含有するポリペプチドの製造方法も本明細書にお
いて提供される。かかる方法は、本明細書におけるさらなる説明に基づいて、当業者には
明らかであろう。
【０２２２】
　したがって、本明細書において記載されるポリペプチドの様々な用途も提供される。具
体的には、本明細書において提供されるポリペプチドは、イン・ビトロで細胞内タンパク
質の生物学的機能を調節するために、例えば、細胞内タンパク質と天然の結合パートナー
との間の相互作用に影響を与えるため、特に、阻害するために使用することができる。
【０２２３】
［ポリペプチドの製造方法］
　本明細書において想定されるポリペプチドは、細胞内に侵入する能力を有する。かかる
ポリペプチドの製造方法は、インターナリゼーション領域を、少なくとも１個のアルファ
ボディー構造配列の少なくとも一部に導入するステップを少なくとも含む。
【０２２４】
　インターナリゼーション領域を、少なくとも１個のアルファボディー構造配列の少なく
とも一部に導入することは、例えば、特定の変異を、選ばれたアルファボディー構造配列
テンプレートに導入することを含んでもよい。実際、設計されたある特定のアルファボデ
ィー配列テンプレートは、改変、すなわち、非荷電または負荷電アミノ酸残基の正荷電ア
ミノ酸残基への置換変異または置換を創出するのに使用され得る。このように、アルファ
ボディーテンプレート配列は、インターナリゼーション領域を含有するように「装飾」ま
たは調整され得る。代替的には、前記方法は、１個以上のインターナリゼーション領域を
アルファボディー骨格構造に少なくとも部分的に入れる設計を含むことが想定される。
【０２２５】
　したがって、特定の実施形態においては、最大１６個のアミノ酸残基の断片内において
、少なくとも６個の非正荷電アミノ酸残基を少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基で置換
することによって、または最大１６個のアミノ酸残基のストレッチ内において、少なくと
も６個の正荷電アミノ酸残基を設計することによって、インターナリゼーション領域を含
有するように、本明細書において想定されるポリペプチドに含まれるアルファボディー構
造を改変または設計し得る。さらに特定の実施形態においては、本明細書において想定さ
れるポリペプチドに含まれるアルファボディーテンプレート配列は、最大１６個のアミノ
酸残基のストレッチ内において、その少なくとも４個の残基がアルギニンであるか、また
はその少なくとも５個の残基がリジンである少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基を含有
するように改変または設計され得る。
【０２２６】
　ある特定の実施形態においては、少なくとも３５％の正荷電アミノ酸からなる少なくと
も１個の正荷電インターナリゼーション領域であって、少なくとも６個の非正荷電アミノ
酸残基を含有する少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域を得るように、断
片内において多数の残基を置換することによって、インターナリゼーション領域を含有す
るように、本明細書において想定されるポリペプチドに含まれるアルファボディー構造を
改変または設計し得る。
【０２２７】
　したがって、本明細書において記載される方法の特定の実施形態においては、少なくと
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も１個のインターナリゼーション領域を含有するように、すなわち、アルファボディー構
造配列のイン・シリコ設計および合成をすることによって、ポリペプチドを合成し得る。
特定の実施形態においては、ポリペプチドは、少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基を含
有する最大１６個のアミノ酸残基のインターナリゼーション領域を含有する。さらに特定
の実施形態においては、（ｉ）その少なくとも４個の残基がアルギニンであるか、または
（ｉｉ）少なくとも５個の残基がリジンである少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基を含
有する最大１６個のアミノ酸残基の断片を含有するインターナリゼーション領域を含有す
るように、本明細書において想定されるポリペプチドを設計し得る。他の特定の実施形態
においては、ポリペプチドは、少なくとも３５％の正荷電アミノ酸からなるインターナリ
ゼーション領域であって、少なくとも６個の非正荷電アミノ酸残基を含有するインターナ
リゼーション領域を含有する。さらに特定の実施形態においては、少なくとも３５％の正
荷電アミノ酸を含有するインターナリゼーション領域であって、（ｉ）その少なくとも４
個の残基がアルギニンであるか、または（ｉｉ）少なくとも５個の残基がリジンである少
なくとも６個の非正荷電アミノ酸残基を含有するインターナリゼーション領域を含有する
ように、本明細書において想定されるポリペプチドを設計し得る。前記本明細書において
想定される方法において、インターナリゼーション領域は、少なくとも部分的にはアルフ
ァボディー構造中に提供され、すなわち、少なくとも部分的には、アルファボディーテン
プレートに典型的な骨格中に組み込まれる。より具体的には、少なくとも１個のインター
ナリゼーション領域は、１個のアルファボディー構造配列内の少なくとも８０％（すなわ
ち、１個のインターナリゼーション領域に含まれるアミノ酸残基の８０％）で提供される
。より具体的には、ポリペプチドのインターナリゼーション領域のアミノ酸の９０％また
は最大１００％がアルファボディー構造に組み込まれる実施形態が想定される。また、特
定の実施形態においては、インターナリゼーション領域の１個以上またはそれぞれは、ポ
リペプチド中のアルファボディー構造の１個のα－ヘリックス内に提供されることが想定
される。特定の実施形態においては、１個のインターナリゼーション領域のみが、ポリペ
プチドのアルファボディー構造の１個のα－ヘリックス内に提供される。特定の実施形態
においては、インターナリゼーション領域がアルファボディー構造の２個のα－ヘリック
ス中に提供されるポリペプチドが想定される。インターナリゼーション領域は、アルファ
ボディー構造の３個のα－ヘリックスすべての中に提供されないことが好ましい。
【０２２８】
　ある特定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、細胞内
標的に対する結合親和性と、細胞内に侵入する能力とを併せ持つ。本明細書において記載
されるポリペプチドの様々な製造方法が想定されることは当業者には明らかであり、これ
らの方法は、ポリペプチドの標的特異性またはインターナリゼーション特性から開始する
ものである。
【０２２９】
　したがって、特定の実施形態においては、標的結合アルファボディー配列を同定するこ
とを包含し、その後に、得られたアルファボディーポリペプチドのインターナリゼーショ
ンを確保するように、（アミノ酸の付加、またはアルファボディー配列の実際の改変のい
ずれかによって）前記構造を改変することを含む方法が提供される。
【０２３０】
　実際、特定の実施形態においては、本明細書において想定される方法は、前記インター
ナリゼーション領域を導入するステップの前に、目的の細胞内標的分子に対するその特異
的結合親和性について、少なくとも１個のアルファボディー構造を選択するステップを含
んでもよい。
【０２３１】
　所定の標的に対する結合親和性を有する適切なアルファボディーを得るための方法は、
当業者に公知であり、本明細書において以下にさらに記載される。本出願には、そこから
、細胞内にインターナリゼーションすることができるポリペプチドを得るための様々な方
法がさらに記載されている。
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【０２３２】
　代替的な実施形態においては、細胞の内部に取り入れられることができるポリペプチド
骨格から開始し、次いで、標的結合特性について改変またはスクリーニングすることが想
定され得る。
【０２３３】
　実際、特定の実施形態においては、本明細書において想定される方法は、インターナリ
ゼーション領域を導入するステップに続いて、目的の細胞内標的分子に対するその特異的
結合親和性について、少なくとも１個のアルファボディー構造を選択するステップをさら
に含む。
【０２３４】
　これらの実施形態においては、目的の細胞内標的分子に対するその特異的結合親和性に
ついて、少なくとも１個のアルファボディー構造を選択するステップは、前記細胞内標的
分子に対する特異的結合について、アルファボディー構造配列のライブラリーをスクリー
ニングするステップを少なくとも含む。
【０２３５】
　これらの方法の特定の実施形態においては、少なくとも１個のアルファボディー構造の
存在およびさらに、１個以上のインターナリゼーション領域を特徴とするポリペプチドラ
イブラリーであって、アルファボディーの標的結合ドメインのアミノ酸が多様化されるポ
リペプチドライブラリーが提供される。これらの実施形態においては、目的の細胞内標的
に対する結合についてライブラリーをスクリーニングして、細胞内標的に結合することが
できるポリペプチドを得ることができる。
【０２３６】
　さらなる実施形態においては、細胞透過能を有する適切なポリペプチド骨格を、例えば
、模倣に基づいて、適切な結合モチーフを導入するように改変することが想定され得る。
これらの実施形態においては、目的の細胞内標的分子に対するその特異的結合親和性につ
いて、少なくとも１個のアルファボディー構造を選択するステップは、前記細胞内標的分
子に対する前記少なくとも１個のアルファボディー構造配列中の結合モチーフを導入する
ステップ、および目的の前記細胞内標的分子に対する特異的結合親和性を試験するステッ
プを少なくとも含む。
【０２３７】
　本明細書において想定される標的特異的ポリペプチドを得るための最も適切な方法は、
標的に依存するであろう。実際、所定の標的に対する結合モチーフが知られている場合、
標的結合および細胞透過性の導入を、ポリペプチドに同時に導入することができる。しか
しながら、結合モチーフが未だ知られていない標的の場合、標的に結合するのに適切な位
置に、多様化されたアミノ酸を有するアルファボディーまたはポリペプチドのライブラリ
ーのスクリーニングステップを含むことが想定され得る。
【０２３８】
［標的結合アルファボディーの製造方法］
［ライブラリーを用いたアルファボディーの製造方法］
　本明細書において想定される特定の実施形態においては、アルファボディーのランダム
ライブラリーを作製すること、および目的の標的、特に目的の細胞内標的分子に特異的に
結合することができるアルファボディーポリペプチドについてこのライブラリーをスクリ
ーニングすることを含む方法によって、標的特異的アルファボディーポリペプチドを得る
ことができる。これらの方法は、コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）
名義の公開された国際特許出願である国際公開第２０１２／０９２９７０号に詳細に記載
されている。
【０２３９】
　国際公開第２０１２／０９２９７０号に記載の方法の選択ステップが、選択方法として
周知の方法またはスクリーニング方法として周知の方法を用いて実施できることが理解さ
れるであろう。望ましいエレメントおよび望ましくないエレメントの両方を含有する元々
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の集合体（すなわちアルファボディーライブラリー）から、望ましいエレメント（すなわ
ちアルファボディーライブラリーのメンバー）の同定およびその後の単離（すなわち選択
ステップ）の両方の方法が想定される。選択方法の場合、ライブラリーメンバーは、一般
的に、所望の特性を適用して所望の目標を得るステップにより単離されるものであり；か
かる場合、所望の特性は、一般的に、所定の目的の細胞内標的分子に対する高い親和性に
限定されており、所望の目標は、かかる高い親和性のライブラリーメンバーを、他から単
離することに限定されている。かかる方法は、一般に、親和性選択方法として公知であり
、本開示との関連において、かかる親和性選択方法は、目的の細胞内標的分子またはこれ
らのサブドメインもしくはサブ領域に対する高い親和性を有するアルファボディーを選択
する目的で、単鎖アルファボディーに適用されるものである。同様に、例えば、適切な選
択条件（例えば、短いインキュベーション時間もしくは長い洗浄サイクルまたは当業者に
公知のライブラリーの選択技術の他の条件）を調整することによる、所定の目的の細胞内
標的分子との結合に関する高いオン速度（ｏｎ－ｒａｔｅ）または前記標的に結合するラ
イブラリーメンバーの低いオフ速度（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）などの速度論的特性に関して選
択することが可能である。代替的には、スクリーニング方法の場合、ライブラリーメンバ
ーは、すべてのライブラリーメンバーまたはライブラリーメンバーの少なくとも実質的コ
レクションが、所与の所望の特性に関して個別に試験され、かかる所望の特性を有するメ
ンバーが保持され、一方、かかる所望の特性を有さないメンバーは廃棄されるステップに
よって通常単離されるものであり、かかる場合および本開示との関連において、所望の特
性は、目的の細胞内標的分子またはこれらのサブドメインもしくはサブ領域に対する高い
親和性、または例えば、目的の細胞内標的分子の活性の阻害、低減および／または抑制を
含む抗細胞内標的分子活性などの機能活性のいずれかに関するものであってもよい。した
がって、本明細書において想定されるポリペプチドの製造方法の選択ステップは、ライブ
ラリーの非選択ポリペプチドと比較して有利な（好ましい、望ましい、優れた）親和性ま
たは活性の特性を有する少なくとも１個の単鎖アルファボディーを含有する１個以上のポ
リペプチドの選択をもたらす、（親和性）選択技術または親和性もしくは活性に基づく機
能性スクリーニング技術のいずれかにより達成することができる。
【０２４０】
　目的の標的分子またはタンパク質に対するアルファボディーまたはポリペプチドの特異
的結合は、例えば、バイオパニング、Ｓｃａｔｃｈａｒｄ分析および／または放射免疫測
定法（ＲＩＡ）、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、サンドイッチ競合アッセイなどの競合結合
アッセイならびに当該技術分野において公知のこれらのさまざまな変形を含む、それ自体
が公知の任意の適切な様式で決定することができる。
【０２４１】
　したがって、特定の実施形態においては、本明細書において想定されるアルファボディ
ーまたはポリペプチドライブラリーは、ファージライブラリーとして提供され、結合アル
ファボディーまたはポリペプチドは、ファージと標識された標的分子とを接触させ、その
後、標識され、結合された標的の検出または選択されたコレクションにより回収されるこ
とによって同定される。一般的に、ビオチン化標的を使用することができ、それによって
、標的に結合するアルファボディーを産生するファージが、標的がストレプトアビジンに
よりコーティングされた支持体（例えば、磁性ビーズ）により捕捉される。
【０２４２】
　特定の実施形態においては、目的のタンパク質に対する（本明細書において定義される
）検出可能な結合親和性を有する１個以上のポリペプチドを製造する方法の選択ステップ
は、目的のタンパク質と、単鎖アルファボディーもしくはポリペプチドライブラリーまた
は単鎖アルファボディーもしくはポリペプチドライブラリーの混合物とを接触させるステ
ップおよび続いて、タンパク質と接触させた単鎖アルファボディーもしくはポリペプチド
ライブラリーまたは単鎖アルファボディーもしくはポリペプチドライブラリーの混合物か
ら、目的のタンパク質に対する検出可能な結合親和性を有する１個以上の単鎖アルファボ
ディーまたはポリペプチドを同定するステップの反復実行により、目的のタンパク質に対
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する検出可能な結合親和性を有するアルファボディーまたはポリペプチドに関して、アル
ファボディーもしくはポリペプチドライブラリーまたはアルファボディーもしくはポリペ
プチドライブラリーの混合物を（さらに）濃縮するステップを含んでもよい。
【０２４３】
　目的の標的タンパク質と相互作用させることにより、検出可能なイン・ビトロ活性を有
する単鎖アルファボディー（またはポリペプチド）を選択するステップは、典型的には、
ａ）単鎖アルファボディー（または、前記アルファボディーを含有するポリペプチド）の
ライブラリーまたは単鎖アルファボディーライブラリーの混合物と、目的の細胞内標的分
子またはその断片とを接触させるステップ、および
ｂ）ライブラリーまたはライブラリーの混合物から、目的の細胞内標的分子に対する検出
可能なイン・ビトロ活性を有する１個以上の単鎖アルファボディーまたはポリペプチドを
同定するステップ
を含む。
【０２４４】
　より具体的には、細胞内標的分子は、膜固定受容体、可溶性受容体または前記細胞内標
的分子の１個以上の外部ドメインを含有する分子であってよい。
【０２４５】
　より具体的には、細胞内標的分子の活性に対する効果または細胞内標的分子の活性は、
当該技術分野において公知の方法により測定することができる。より具体的には、このこ
とは、公知の細胞内標的媒介性効果に対するアルファボディーまたはポリペプチドの効果
をイン・ビトロで決定するステップを含む。
【０２４６】
　本明細書に記載の選択方法は、スクリーニング方法として実施することもできることが
理解されるであろう。したがって、本明細書において、「選択」という用語は、選択、ス
クリーニングまたは選択および／またはスクリーニングの技術の任意の適切な組み合わせ
を含むことができる。
【０２４７】
［単離］
　いくつかの場合において、本明細書において想定される目的の細胞内標的タンパク質に
特異的に結合するアルファボディーポリペプチドの製造方法は、単鎖アルファボディーま
たはポリペプチドライブラリーから、目的の細胞内標的分子に対する検出可能な結合親和
性または検出可能なイン・ビトロ活性を有する少なくとも１個の単鎖アルファボディーま
たはポリペプチドを単離するステップをさらに含むことができる。
【０２４８】
　これらの方法は、目的の細胞内標的分子に対する検出可能な結合親和性または検出可能
なイン・ビトロ活性を有する、少なくとも１個の単鎖アルファボディー（ポリペプチド）
を増幅させるステップをさらに含んでもよい。例えば、本明細書において想定される選択
ステップにより得られた特定の単鎖アルファボディーまたはポリペプチドをディスプレイ
するファージクローンは、宿主細菌の再感染および生育培地におけるインキュベーション
により増幅させることができる。
【０２４９】
　特定の実施形態においては、これらの方法は、細胞内標的分子と結合することができる
１個以上のアルファボディーまたはポリペプチドの配列を決定するステップを包含しても
よい。
【０２５０】
　アルファボディーポリペプチド配列のセット、コレクションまたはライブラリーに含ま
れるアルファボディーポリペプチド配列が、適切な細胞またはファージまたは粒子にディ
スプレイされる場合、前記細胞またはファージまたは粒子から、アルファボディーポリペ
プチド配列をコードするヌクレオチド配列の単離が可能である。この方法において、選択
された１もしくは複数のアルファボディーライブラリーメンバーのヌクレオチド配列は、
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日常的なシーケンシング方法により決定することができる。
【０２５１】
　さらなる特定の実施形態においては、本明細書において想定されるアルファボディーポ
リペプチドの製造方法は、前記ヌクレオチド配列を、宿主生物において適切な条件下で、
実際に所望の１もしくは複数のアルファボディーポリペプチド配列を得るように発現させ
るステップを含む。このステップは、当業者に公知の方法により実施することができる。
【０２５２】
　また、目的の細胞内標的分子に対する検出可能な結合親和性または検出可能なイン・ビ
トロ活性を有する得られたアルファボディーまたはポリペプチド配列は、可溶性タンパク
質構築物として、任意に、それらの配列が同定された後に合成することができる。
【０２５３】
　例えば、前記方法により得られたアルファボディーもしくはポリペプチド、得ることが
可能なアルファボディーもしくはポリペプチド、または選択されたアルファボディーもし
くはポリペプチドは、当該技術分野において公知の組み換え法または化学的合成方法を使
用して、合成することができる。さらに、前記方法により得られたアルファボディーもし
くはポリペプチド、得ることが可能なアルファボディーもしくはポリペプチドまたは選択
されたアルファボディーもしくはポリペプチドは、遺伝子操作技術によって作製すること
ができる。したがって、前記方法により得られた、得ることが可能なまたは選択されたア
ルファボディーまたはポリペプチドを合成する方法は、目的の細胞内標的分子に対する検
出可能な結合親和性または検出可能なイン・ビトロ活性を有するアルファボディーまたは
ポリペプチド配列をコードする核酸またはベクターによって宿主細胞を形質転換させるか
、または宿主細胞に感染させるステップを含むことができる。したがって、目的の細胞内
標的分子に対する検出可能な結合親和性または検出可能なイン・ビトロ活性を有するアル
ファボディーまたはポリペプチド配列は、組み換えＤＮＡ法により作製することができる
。アルファボディーまたはポリペプチドをコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して容
易に合成することができる。ひとたび調製されたら、ＤＮＡを発現ベクター内に導入する
ことができ、これらの発現ベクターを、その後組み換え宿主細胞におけるアルファボディ
ーまたはポリペプチドの発現、および／またはこれらの組み換え宿主細胞が存在する培地
におけるアルファボディーまたはポリペプチドの発現を得るために、Ｅ．ｃｏｌｉなどの
宿主細胞または任意の適切な発現系内に形質転換またはトランスフェクションすることが
できる。
【０２５４】
　タンパク質の発現および精製の当業者には公知であるように、発現ベクターから、適切
な発現系を使用して作製されるアルファボディーまたはポリペプチドは、（典型的には、
アルファボディーのＮ末端またはＣ末端において）、例えば、ヒスチジンタグまたは精製
が容易になるための他の配列タグを用いて、タグ付されてもよいことを理解すべきである
。
【０２５５】
　宿主細胞内への核酸またはベクターの形質転換またはトランスフェクションは、リン酸
カルシウム－ＤＮＡ共沈、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、ポリブレ
ン媒介トランスフェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リ
ポソーム融合、リポフェクション、プロトプラスト融合、レトロウイルス感染および微粒
子銃などの当業者に公知のさまざまな手段によって達成することができる。
【０２５６】
　所望のアルファボディーまたはポリペプチドの発現に適切な宿主細胞は、イン・ビトロ
に位置付られても、またはイン・ビボに位置付けられてもどちらでも、任意の真核細胞ま
たは原核細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉなどの細菌細胞；酵母細胞、哺乳動物細胞、鳥類細
胞、両生類細胞、植物細胞、魚類細胞、昆虫細胞など）であってもよい。例えば、宿主細
胞は、トランスジェニック動物中に位置してもよい。
【０２５７】
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　したがって、宿主細胞を、かかるポリペプチドをコードする核酸配列またはベクターに
よって形質転換、トランスフェクションまたは感染させるステップおよび適切な条件下で
ポリペプチドを発現させるステップを含む、目的の細胞内標的分子に対する検出可能な結
合親和性または検出可能なイン・ビトロ活性を有するポリペプチドの製造方法も提供され
る。
【０２５８】
［配列の合理化および専用ライブラリーのスクリーニング］
　１個以上の標的特異的ポリペプチドの製造方法は、標的特異的ポリペプチドの結合特異
性および／または有効性を改良または最適化するさらなるステップまたは方法を任意に含
んでもよい。
【０２５９】
　特定の実施形態においては、１個以上の標的結合ポリペプチドの製造方法は、得られた
アルファボディーポリペプチド配列または作製されたアルファボディーポリペプチド配列
の合理化を含むステップまたは方法がさらに後に続いてもよい。かかる配列合理化プロセ
スは、本明細書において開示される方法を使用して作製され得る、目的の特異的標的分子
に対する異なるアルファボディーまたはポリペプチドの間またはこれらの中に保存された
特定のアミノ酸残基、アミノ酸残基の位置、ストレッチ、モチーフまたはパターンの同定
または決定を含んでもよい。したがって、この合理化プロセスは、目的の特定の標的分子
またはタンパク質に特異的な作製された異なるアルファボディーまたはポリペプチド配列
を比較するステップ、およびこれらの配列間の配列コヒーレンスを同定するステップによ
って実施することができる。かかるプロセスは、分子モデリング、相互作用リガンド結合
または生物統計のデータマイニングに関する技術を使用することによって任意に支持また
は実施することができる。
【０２６０】
　目的の特異的標的分子に対する異なるアルファボディー構造の間またはこれらの中に保
存されたことが同定される特定のアミノ酸残基、アミノ酸残基位置、ストレッチ、モチー
フまたはパターンは、標的特異的アルファボディーの結合または活性に寄与していると考
えることができる。
【０２６１】
　特定の実施形態においては、前記のような配列合理化のプロセスは、目的の標的分子に
特異的であることが同定された種々のアルファボディーまたはポリペプチド配列のセット
から開始するアルファボディーまたはポリペプチド配列の新しいライブラリーの作製を、
さらに後に続けてもよい。かかるいわゆる「専用（ｄｅｄｉｃａｔｅｄ）ライブラリー」
、目的の特定の標的分子に特異的であることが同定された種々のアルファボディーまたは
ポリペプチド配列のセットにおいて、当該種々のアルファボディーまたはポリペプチド配
列は、多様化されるアミノ酸残基位置の所定のセットにおいて変動する。多様化されるア
ミノ酸残基位置のこの所定のセットは、種々の標的結合アルファボディーもしくはポリペ
プチドの間またはこれらの中に保存されたアミノ酸残基、ストレッチ、モチーフまたはパ
ターンが位置する位置以外の位置に対応する。このようにして得られたアルファボディー
またはポリペプチドライブラリーは、アルファボディーまたはポリペプチドの「専用ライ
ブラリー」と称される。これらの専用ライブラリーは、その後再度スクリーニングされ、
もっともすぐれた標的結合アルファボディーが同定される。
【０２６２】
　したがって、アルファボディーまたはポリペプチド配列のかかる専用ライブラリーの作
製において、種々のアルファボディーもしくはポリペプチドの間または種々のアルファボ
ディーもしくはポリペプチドの中に保存されたアミノ酸残基、ストレッチ、モチーフまた
はパターンは、ライブラリーの作製プロセスの間も一定に保たれる。かかる専門ライブラ
リーから、目的の標的分子に対する、改良されたまたは最適化された結合特異性および／
またはイン・ビトロ活性を有するアルファボディーまたはポリペプチド配列を同定し、任
意に、単離することができる。
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【０２６３】
　特定の実施形態においては、前記のような配列合理化のプロセスは、目的の標的分子に
特異的であることが同定され、本明細書において記載される方法を使用して作製され得る
種々のアルファボディーまたはポリペプチド配列のセットから開始したアルファボディー
またはポリペプチド配列の新しいライブラリーの創出をさらに後に続けることができる。
このようないわゆる「スパイクの付いた（ｓｐｉｋｅｄ）ライブラリー」、目的の特定の
標的分子に特異的であることが同定された種々のアルファボディーまたはポリペプチド配
列のセットにおいて、種々のアルファボディーまたはポリペプチド配列は、限られた数の
ランダムに選択された位置へのランダムなアミノ酸置換の導入によって変動する。ライブ
ラリー作製の当業者に公知であるように、エラープローンＰＣＲが、「スパイクの付いた
ライブラリー」の作製に便利な方法であり、これは、ＤＮＡ合成の当業者に公知であるよ
うに、スパイクの付いたオリゴヌクレオチドを使用する直接ＤＮＡ合成方法によって都合
よく達成することができる。
【０２６４】
　したがって、１個以上の標的結合ポリペプチドの製造方法は、ランダムライブラリーか
ら２個以上の標的結合アルファボディーまたはポリペプチドの同定後、
－目的の標的タンパク質に結合する作製されたアルファボディーまたはポリペプチド配列
を比較するステップ、
－これらの種々のアルファボディーもしくはポリペプチド配列の間または種々のアルファ
ボディーもしくはポリペプチド配列の中に保存されたアミノ酸残基、アミノ酸残基の位置
、ストレッチ、モチーフまたはパターンを同定するステップ、および
－比較された２個以上のアルファボディーまたはポリペプチド配列の少なくとも１つから
開始して、ライブラリーが、限られた数のランダムに選択された位置において多様化され
た、種々のアルファボディーまたはポリペプチド配列を含有するスパイクの付いたライブ
ラリーを作製するステップ、またはライブラリーが、種々の標的特異的アルファボディー
もしくはポリペプチド配列の間または種々の標的特異的アルファボディーもしくはポリペ
プチド配列の中に保存されたアミノ酸残基、アミノ酸残基の位置、ストレッチ、モチーフ
もしくはパターンではないアミノ酸位置のセットにおいて多様化された種々のアルファボ
ディーまたはポリペプチド配列を含有する専門ライブラリーを作製するステップ、
－ランダムライブラリーから、目的の標的分子に対する、改良されたまたは最適化された
結合特異性および／またはイン・ビトロ活性を有するアルファボディーまたはポリペプチ
ド配列を選択および／または同定するステップ、ならびに任意に、
－目的の標的分子に対する改良または最適化された結合特異性および／またはイン・ビト
ロ活性を有するこれらのアルファボディーまたはポリペプチド配列を単離するステップ、
をさらに含んでもよい。
【０２６５】
　前記のように、専門ライブラリーまたはスパイクの付いたライブラリーを作製し、目的
の標的分子に対する改良または最適化された結合特異性および／またはイン・ビトロ活性
を有するアルファボディーまたはポリペプチド配列を選択し、同定し、単離する方法に含
まれるステップは、標的結合アルファボディーまたはポリペプチドの製造方法の対応する
ステップについて記載された類似の様式で実施することができることが理解されるであろ
う。
【０２６６】
　本明細書においてさらに説明されるように、本明細書において想定されるポリペプチド
内に存在するアルファボディー構造におけるアミノ酸残基の総数は、主にヘプタッドの数
／ヘプタッド反復配列の数およびヘプタッド反復配列を相互連結する柔軟なリンカーの長
さに応じて、約５０～約２１０個の範囲内であり得る。ポリペプチドまたは組成物の部分
、断片、アナログまたは誘導体は、それらの長さおよび／またはサイズに関しては、かか
る部分、断片、アナログまたは誘導体が、それらが由来する本明細書において想定される
ポリペプチドまたは組成物の生物学的機能を未だ有しており、想定された（薬理学的）目
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的に未だ使用できるのであれば、特に限定されない。
【０２６７】
　また、進化分子工学（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）法（ＤＮＡシャッフリ
ング法など）も目的の標的分子に特異的であることが同定された１個以上の種々のアルフ
ァボディーまたはポリペプチド配列から開始するアルファボディーまたはポリペプチドラ
イブラリーの構築に用いることができることに注目されるべきである。また、かかる「進
化分子工学」ライブラリーも目的の標的分子に対する、改良されたまたは最適化された結
合特異性および／またはイン・ビトロ活性を有するそれらのアルファボディー配列の選択
および／または同定に供することもできる。
【０２６８】
［模倣に基づくアルファボディーの製造方法］
　代替的な実施形態においては、すなわち、細胞内標的分子に対する検出可能な結合親和
性または阻害活性を有する標的特異的ポリペプチドの製造では、模倣に基づいて、結合部
位をアルファボディー構造配列に導入し得ることが想定される。細胞透過特性を導入する
前後のいずれかに、アルファボディー構造の特異的標的結合部位の移植を実施することが
できることが理解されるであろう。したがって、アルファボディー構造自体に対して、ま
たはかかるアルファボディー構造を含有するかまたはアルファボディー構造から本質的に
なるポリペプチドに対して、本明細書における方法の下記ステップを実施することができ
ることが理解されるであろう。具体的には、かかる標的特異的アルファボディー構造の作
製方法は、
（ａ）目的のその標的分子に結合するリガンドの結合部位の少なくとも一部の模倣のため
に選択するべきアルファボディーヘリックスを同定するステップ、および
（ｂ）目的のその標的分子に結合する前記リガンドの前記結合部位の模倣に使用される特
定のアルファボディーα－ヘリックス内のセグメントを決定するステップ
を少なくとも含む。
【０２６９】
　この方法は、コンプリクス　エン　ヴェー（Ｃｏｍｐｌｉｘ　ＮＶ）名義の公開された
国際特許出願である国際公開第２０１２／０９３０１３号に詳細に開示されている。
【０２７０】
［医薬組成物］
　本明細書において想定される１個以上のポリペプチドおよび／または核酸配列、ならび
に任意に、少なくとも１個の薬学的に許容され得る担体を含有する医薬組成物（本明細書
では、本明細書において想定される医薬組成物とも称される）も本明細書において提供さ
れる。ある特定の実施形態によれば、本明細書において想定される医薬組成物は、任意に
、少なくとも１個の他の医薬的活性化合物をさらに含有してもよい。
【０２７１】
　本明細書において想定される医薬組成物は、目的の細胞内標的分子が関係する疾患およ
び障害の診断、予防および／または治療に使用できる。特に、温血動物、具体的には、哺
乳動物、さらに具体的には、ヒトにおける予防用途、治療用途および／または診断用途に
適切な、本明細書において想定される１個以上のポリペプチドを含有する医薬組成物が想
定される。
【０２７２】
　具体的には、目的の細胞内標的分子が関係するおよび／またはこれにより媒介される１
つ以上の疾患、障害、または病態の予防および／または治療において、獣医学的目的のた
めに使用できる、本明細書において想定される１個以上のポリペプチドを含有する医薬組
成物。
【０２７３】
　一般的に、医薬用途に関して、本明細書において想定されるポリペプチドは、本明細書
において想定される少なくとも１個のアルファボディーまたはポリペプチドならびに少な
くとも１個の薬学的に許容され得る担体、希釈剤もしくは賦形剤および／またはアジュバ



(51) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40

50

ント、ならびに任意に、１個以上のさらなる医薬的に活性なポリペプチドおよび／または
化合物を含有する医薬調製品または医薬組成物として製剤化できる。かかる製剤は、経口
、非経口、局所投与または吸入による投与に適切であってよい。したがって、本明細書に
おいて想定されるアルファボディーまたはポリペプチドおよび／またはこれらを含む組成
物は、この場合も使用される特定の医薬製剤または医薬組成物に応じて、例えば、経口で
、腹腔内、静脈内、皮下、筋肉内、経皮的、局所的、坐薬により、吸入により投与される
。臨床医は、適切な投与経路とおよびかかる投与に使用される適切な医薬製剤または医薬
組成物を選択できるであろう。
【０２７４】
　医薬組成物は、適切な結合剤、崩壊剤、甘味料または香味剤をさらに含んでもよい。錠
剤、丸薬またはカプセルは、例えば、ゼラチン、ワックスまたは糖などによりコーティン
グされてもよい。また、本明細書において想定されるポリペプチドは、持続放出性の調製
品およびデバイスに組み込んでもよい。
【０２７５】
　注射または注入に適した医薬剤形は、滅菌の水溶液もしくは分散液または、任意に、リ
ポソーム中にカプセル化された、滅菌の注射可能なまたは注入可能な溶液または分散液の
即時調製に適した活性成分を含有する滅菌粉末を含むことができる。すべての場合におい
て、最終剤形は、製造および保存の条件下で滅菌され、流動性および安定でなければなら
ない。液体の担体またはビヒクルは、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グ
リセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコールなど）、植物油、非毒
性グリセリルエステルおよびこれらの適切な混合物を含有する溶媒または液体分散媒体で
あり得る。抗菌剤および抗真菌剤などを任意に加えることもできる。
【０２７６】
　本明細書において想定されるポリペプチドの有用な投薬量は、動物モデルにおけるそれ
らのイン・ビトロ活性および／またはイン・ビボ活性を測定することによって決定できる
。マウスおよび他の動物、ヒトへの有効な投薬量を推定する方法は、当該技術者には公知
である。
【０２７７】
　予防および／または治療における使用に必要とされる本明細書において想定されるポリ
ペプチドの量は、選択された特定のアルファボディーまたはポリペプチドによってのみで
はなく、投与経路、治療される病態の性質、および患者の年齢および病態によって変動す
ることがあり、最終的には担当の医師または臨床医の裁量である。さらに、本明細書にお
いて想定されるポリペプチドの投薬量は、標的の細胞、腫瘍、組織、移植片または器官に
応じて変動し得る。
【０２７８】
　本明細書において想定されるポリペプチドおよび／またはポリペプチドを含む組成物は
、予防または治療される疾患または障害の予防および／または治療に適切な治療計画に従
って投与される。臨床医は、一般に、適切な治療計画を決定することができるであろう。
一般的に、治療計画は、１個以上のポリペプチドまたは１個以上のポリペプチドを含む１
以上の組成物を１以上の医薬的有効量または用量で投与することを含むものである。
【０２７９】
　望ましい投与は、単回用量または適切な間隔で投与される（再度副投与されてもよい）
分割用量として、便宜上、提示されてもよい。投与計画は、長期（すなわち、少なくとも
２週間および例えば、数か月または数年）または毎日の治療を含むことができる。
【０２８０】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、医師により、とりわけ治療される病態お
よび患者の重症度に基づき決定される量で投与される。一般的に、それぞれの疾患の徴候
に対して、継続的に（例えば、注入により）、毎日１回の投与として、または１日複数回
の分割用量としてのいずれかの投与される量／ｋｇ体重／日を規定する最適用量（ｏｐｔ
ｉｃａｌ　ｄｏｓａｇｅ）が決定されるであろう。臨床医は、一般に、本明細書において



(52) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40

50

述べた要因に応じて適切な１日用量を決定できるであろう。特定の症例において、臨床医
は、例えば、上述の要因におよび彼の熟練の判断に基づき、これらの量から逸脱させるこ
とを選択してもよいことも明らかであろう。
【０２８１】
　特に、本明細書において想定されるポリペプチドは、本明細書に述べられた疾患および
障害の予防および／または治療に使用されるか、または使用できる他の医薬的に活性な化
合物または成分と併用でき、その結果として、相乗効果が得られても得られなくてもよい
。かかる化合物および成分ならびにそれらの投与の経路、方法および医薬製剤または医薬
組成物の例は、臨床医には明らかであろう。
【０２８２】
［予防、治療および／または診断用途］
　細胞内標的によって媒介される疾患または細胞内標的分子が関与する障害の予防用およ
び／または治療用医薬の調製のための本明細書において想定されるポリペプチドの使用も
提供される。
【０２８３】
　特定の実施形態においては、細胞内タンパク質をターゲティングすることができる分子
に連結され得るポリペプチドが提供される。さらなる実施形態においては、それ自体で細
胞内標的に特異的に結合するポリペプチドが提供される。これらのポリペプチドは、前記
細胞内標的分子が関与する少なくとも１つの細胞内標的媒介性の疾患および／または障害
の予防および／または治療における使用が想定される。特定の実施形態においては、薬学
上活性な量の本明細書において記載される１個以上のポリペプチドおよび／または医薬組
成物を、それらを必要とする対象に投与するステップを含む、細胞内標的媒介性の疾患お
よび／または障害の予防および／または治療のための方法が提供される。特に、薬学上活
性な量は、細胞内標的またはそれらの生物学的もしくは薬理学的な活性および／またはそ
れらが関与する生物学的経路もしくはシグナル伝達を、阻害、抑制または低減する（また
は本明細書において想定される作動性ポリペプチドの場合、増強、促進または増加する）
ために（循環系において、ある程度のポリペプチドを作り出すために）十分な量であって
よい。
【０２８４】
　本明細書において想定されるポリペプチドにより治療される対象または患者は、任意の
温血動物であってよいが、具体的には、本明細書において記載されるポリペプチドが特異
的に結合する細胞内標的分子が関与する疾患および障害を患うか、またはその危険性があ
る哺乳動物、より具体的には、ヒトである。
【０２８５】
　本明細書において想定されるポリペプチドおよびこれらを含有する組成物の有効性は、
関連する特定の疾患または障害に応じて、任意の適切なイン・ビトロアッセイ、細胞ベー
スのアッセイ、イン・ビボアッセイおよび／またはそれ自体が公知の動物モデル、または
これらの任意の組み合わせを使用して、試験することができる。適切なアッセイおよび動
物モデルは、当業者には明らかであろう。
【０２８６】
　関連する細胞内標的に応じて、当業者は、適切なイン・ビトロアッセイ、細胞アッセイ
または動物モデルを選択し、本明細書において記載されるポリペプチドを、細胞内標的分
子との結合、または当該ポリペプチドの細胞内標的分子の活性に影響を与える当該ポリペ
プチドの能力および／または当該ポリペプチドが関与する生物学的機構ならびに細胞内標
的分子と関連する１つ以上の疾患および障害に関する治療効果および／または予防効果に
関して試験することができるであろう。
【０２８７】
　したがって、本明細書において想定される特定の実施形態は、治療用医薬として使用す
るための、より具体的には、癌、感染性疾患、造血性疾患、代謝性疾患、免疫疾患、神経
障害、増殖性障害、心血管疾患および炎症性疾患からなる群より選ばれた疾患または障害
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の治療方法に使用するための、少なくとも１個のアルファボディーを含有するポリペプチ
ドであって、前記アルファボディーが、細胞の内部に取り入れられることができ、前記細
胞内で生物学的に活性な細胞内標的分子に特異的に結合するポリペプチドを提供する。特
定の実施形態においては、本明細書において想定されるポリペプチドは、癌および新生物
病態を治療、予防および／または診断するのに使用される。癌または新生物病態の例とし
ては、限定されるものではないが、線維肉腫、筋肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫
、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユ
ーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胃癌、食道癌、直腸癌、膵臓癌、卵巣癌、前立
腺癌、子宮癌、頭頸部癌、皮膚癌、脳癌、扁平上皮細胞癌腫、脂腺癌腫、乳頭癌腫、乳頭
腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性癌腫、腎細胞癌腫、肝細胞癌、胆管癌腫、絨毛癌腫
、精上皮腫、胎児性癌腫、ウィルムス腫瘍、子宮頸癌、精巣癌、小細胞肺癌腫、非小細胞
肺癌腫、膀胱癌腫、上皮性癌腫、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭管腫、上
衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、希突起神経膠腫、髄膜腫、メラノーマ、
神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、白血病、リンパ腫、カポジ肉腫などが挙げられる。
【０２８８】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、様々な増殖性障害を治療するためにも使
用され得る。増殖性障害の例としては、造血新生物障害ならびに細胞増殖性および／また
は分化性障害、例えば、限定されるものではないが、上皮過形成、硬化性腺疾患、および
小管乳頭腫；腫瘍、例えば、間質性腫瘍、例えば、線維腺腫、葉状腫瘍、および肉腫、な
らびに上皮腫瘍、例えば、大管乳頭腫；乳癌、例えば、イン・サイチューの腺管癌（パジ
ェット病を含む）およびイン・サイチューの小葉癌を含むイン・サイチュー（非侵襲性）
癌腫、ならびに侵襲性（浸潤性）癌腫、例えば、限定されるものではないが、侵襲性腺管
癌、侵襲性小葉癌、髄様癌、膠様癌（粘液性癌腫）、管状腺癌、および侵襲性乳頭状癌、
種々の悪性新生物、女性化乳房癌腫、気管支原性癌、例えば、腫瘍随伴症候群、細気管支
肺胞癌、神経内分泌腫瘍、例えば、気管支カルチノイド、種々の腫瘍および転移性腫瘍；
胸膜の病気、例えば、炎症性胸水貯留、非炎症性胸水貯留、気胸、ならびに胸膜腫瘍、例
えば、孤立性線維性腫瘍（胸膜線維腫）、悪性中皮腫、非腫瘍性ポリープ、腺腫、家族性
症候群、結腸直腸発癌、結腸直腸癌、カルチノイド腫瘍、結節性過形成、腺腫、および悪
性腫瘍、例えば、肝臓の原発癌および転移性腫瘍、体腔上皮の腫瘍、漿液性腫瘍、粘液性
腫瘍、子宮内膜性腫瘍、明細胞腺癌、嚢胞性線維腺腫、ブレンナー腫瘍、表層上皮腫瘍；
胚細胞腫瘍、例えば、成熟型（良性）奇形腫、単胚葉性奇形腫、未成熟型悪性奇形腫、未
分化胚細胞種、内胚葉洞腫瘍、絨毛癌；性索間質性腫瘍、例えば、顆粒膜夾膜細胞腫、莢
膜細胞腫線維腫、アンドロブラストーマ、ヒル細胞腫瘍、および性腺芽細胞腫；ならびに
転移性腫瘍、例えば、クルーケンベルグ腫瘍などが挙げられる。
【０２８９】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、様々な免疫障害、例えば、限定されるも
のではないが、炎症性疾患もしくは障害、または自己免疫性疾患もしくは障害を治療する
ためにも使用され得る。
【０２９０】
　さらに、本明細書において想定されるポリペプチドは、造血性障害または疾患、例えば
、限定されるものではないが、自己免疫性疾患（例えば、糖尿病、関節炎（慢性関節リウ
マチ、若年性関節リウマチ、変形性関節症、乾癬性関節炎など）、多発性硬化症、脳脊髄
炎、重症筋無力症、全身性エリテマトーデス、自己免疫性甲状腺炎、皮膚炎（アトピー性
皮膚炎および湿疹性皮膚炎など）、乾癬、シェーグレン症候群、クローン病、アフタ性潰
瘍、虹彩炎、結膜炎、角結膜炎、潰瘍性大腸炎、喘息、アレルギー性喘息、皮膚エリテマ
トーデス、強皮症、膣炎、直腸炎、薬疹、らい逆転反応、らい性結節性紅斑、自己免疫性
ブドウ膜炎、アレルギー性脳脊髄炎、急性壊死性出血性脳症、特発性両側性進行性知覚神
経性聴力喪失、再生不良性貧血、赤芽球ろう、特発性血小板減少症、多発性軟骨炎、ヴェ
ーゲナー肉芽腫症、慢性活性肝炎、スティーヴンズ－ジョンソン症候群、特発性スプルー
、扁平苔癬、グレーヴズ病、サルコイドーシス、原発性胆汁性肝硬変、後部ブドウ膜炎お
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よび間隙性肺線維症を含む）、対宿主性移植片病、移植の症例、およびアレルギーを治療
するためにも使用され得る。
【０２９１】
　本明細書において想定されるポリペプチドは、心血管障害（例えば、炎症性障害）、例
えば、限定されるものではないが、アテローム性動脈硬化症、心筋梗塞、脳卒中、血栓症
、動脈瘤、心不全、虚血性心疾患、狭心症、心臓突然死、高血圧性心疾患；非冠血管疾患
、例えば細動脈硬化症、小血管疾患、ネフロパチー、高トリグリセリド血症、高コレステ
ロール血症、高脂血症、黄色腫症、喘息、高血圧、肺気腫および慢性肺疾患；または介入
的治療（「手技上の血管の外傷」）、例えば、血管形成術後の再狭窄、シャント、ステン
ト、人工の移植片もしくは天然の切除した移植片の配置、カテーテル、弁または他の植え
込み型装置の留置に不随する心血管状態を治療するためにも使用され得る。
【０２９２】
　さらに、本明細書において記載されるポリペプチドは、神経疾患または障害、例えば、
限定されるものではないが、アルツハイマー病またはパーキンソン病、ハンチントン病、
歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症または脊髄小脳失調症、例えば、ＳＣＡｌ、ＳＣＡ２、Ｓ
ＣＡ３（マシャド・ジョセフ病）、ＳＣＡ７またはＳＣＡ８、ＡＬＳ、多発性硬化症、癲
癇、ダウン症候群、オランダ型遺伝性アミロイド性脳出血、反応性アミロイドーシス、蕁
麻疹および難聴を伴う家族性アミロイドニューロパチー、マックル・ウェルズ症候群、特
発性骨髄腫；マクログロブリン血症関連骨髄腫、家族性アミロイドポリニューロパチー、
家族性アミロイド心筋症、孤立性心アミロイド、全身性老人性アミロイドーシス、成人発
症型糖尿病、インスリノーマ、孤立性心房性アミロイド、甲状腺の髄様癌、家族性アミロ
イドーシス、アミロイドーシスを伴う遺伝性脳出血、家族性アミロイドポリニューロパチ
ー、スクレイピー、クロイツフェルトヤコブ病、ゲルストマン・シュトロイスラー・シャ
インカー症候群、および牛海綿状脳症、プリオン介在性疾患の危険性があるかまたはこれ
らに罹患しているヒトを治療するためにも使用され得る。
【実施例】
【０２９３】
Ｉ．イントロダクション
　細胞内で作用する多くの分子が、治療用途にとって潜在的に興味深い標的として同定さ
れている。これらのなかでは、アポトーシスプロセスに関与するタンパク質は、細胞内標
的分子の重要なクラスを形成する。最近説明されているように（クイン（Ｑｕｉｎｎ）ら
、Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ，２０１１，２０：１３９７－１４１１；アクグル（Ａ
ｋｇｕｌ），Ｃｅｌｌ．Ｍｏｌ．Ｌｉｆｅ．Ｓｃｉ．２００９，６６：１３２６－１３３
６およびこれらで引用されている参考文献）、アポトーシスは、生体内の細胞ホメオスタ
シスの維持に重要なプロセスであることが周知である。アポトーシスは、相互に関係する
２つの経路：アポトーシスの外因性経路および内因性経路によって起こり得る。外因性経
路には、ＦａｓＬまたはＴＮＦなどの細胞外リガンドによる細胞表面死受容体（Ｆａｓ、
ＴＮＦＲ）の活性化が関与している。様々なストレスシグナルによって開始され得る内因
性経路には、ミトコンドリア外膜の透過化が関与しており、これよってシトクロムｃが放
出されて、カスパーゼ－９の切断および活性化、そして最終的には細胞死を伴うアポトー
シスプロセスのさらなるステップにつながる。
【０２９４】
　ＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質（Ｂｃｌ－２ファミリーのタンパク質とも表記され
る）のメンバーは、アポトーシスプロセスの調節および制御に関与する主なタンパク質で
あることがさらに周知である。ＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質には、アポトーシス促
進性メンバーおよび抗アポトーシス性メンバーの両方が含まれる。このファミリーのタン
パク質は、Ｂ細胞リンパ腫の研究で発見されたこのファミリーのタンパク質の創始メンバ
ーであるＢＣＬ－２にちなんで名付けられる。
【０２９５】
　構造的および機能的特性に基づいて、ＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質は、一般的に
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、３つのサブグループ：アポトーシス促進性ＢＣＬ－２メンバーの２つのサブグループお
よび抗アポトーシス性ＢＣＬ－２メンバーの１つサブグループに分けられる。
【０２９６】
　抗アポトーシス性サブグループには、ＢＣＬ－２、ＭＣＬ－１、ＢＣＬ－ｗ、ＢＣＬ－
ＸＬおよびＢＦＬ－１／Ａ１というメンバーが含まれる（これらのタンパク質は、小文字
表記でＢｃｌ－２、Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－ｗ、Ｂｃｌ－ｘＬ、Ｂｆｌ－１／Ａ１と表記さ
れることもある）。これらのタンパク質は、アポトーシス促進性ＢＣＬ－２ファミリーメ
ンバーの重要なアポトーシス誘導ドメインに結合するかまたはこれを捕捉することによっ
て、生存因子として作用する（スチュアート（Ｓｔｅｗａｒｔ）ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，６，５９５－６０１）。このドメインは、Ｂ
ＣＬ－２相同ドメイン３（ＢＨ３）として公知である。抗アポトーシス性タンパク質は、
その表面に沿って、ＢＨ３α－ヘリックスと会合する疎水性結合領域を有する（ザットラ
ー（Ｓａｔｔｌｅｒ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９７，２７５：９８３－９８６）。ＢＣ
Ｌ－２、ＢＣＬ－ＸＬおよびＢＣＬ－Ｗは、４つのＢＨ（ＢＣＬ－２相同）ドメイン（Ｂ
Ｈ１、ＢＨ２、ＢＨ３およびＢＨ４と表記される）を含むのに対して、ＭＣＬ－１および
ＢＦＬ－１／Ａ１は、明確に定義されたＢＨ４ドメインを欠く。
【０２９７】
　２つのアポトーシス促進性サブグループの１つは、複数のＢＨ（ＢＣＬ－２相同）ドメ
イン（ＢＨ１、ＢＨ２およびＢＨ３）を有するＢａｘおよびＢａｋ（大文字でＢＡＸおよ
びＢＡＫとも表記される）を含む。他のアポトーシス促進性サブグループのメンバー（Ｂ
ＡＤ、ＢＩＤ、ＢＩＭ、ＮＯＸＡ、ＰＵＭＡなど）はＢＨ３ドメインのみを含むため、Ｂ
Ｈ３－オンリータンパク質と称される。
【０２９８】
　ＢＣＬ－２ファミリーの抗アポトーシス性メンバーは、腫瘍細胞の生存に重要な役割を
果たし、癌治療の有用な標的として考えることができる。実際、これらの生存タンパク質
は、広範囲のヒト癌で発現している。例えば、ＭＣＬ－１は、多くの癌種（乳房、卵巣、
腎臓、前立腺、黒色腫、膵臓、肝細胞癌、頭頸部、多発性骨髄腫、結腸、肺、白血病およ
びリンパ腫）で過剰発現していることが報告されている（クイン（Ｑｕｉｎｎ）ら、Ｅｘ
ｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ，２０１１，２０：１３９７－１４１）。
【０２９９】
　結果として、抗アポトーシス性タンパク質を遮断するＢＨ３模倣物の開発に関連する創
薬に大きな関心がある。
【０３００】
　例えば、ＡＢＴ－７３７は、ＢＣＬ－２、ＢＣＬ－ＸＬおよびＢＣＬ－ｗに結合するが
、ＭＣＬ－１またはＢＦＬ－１／Ａ１には結合しないＢＨ３模倣物である（リー（Ｌｅｅ
）ら、Ｃｅｌｌ　Ｄｅａｔｈ　ａｎｄ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ（２００７），
１４，１７１１－１７１９）。この認識の差異は、結合溝の差異によって説明することが
でき、ＭＣＬ－１結合溝は、他の抗アポトーシス性タンパク質よりも電気的陽性であるこ
とが知られている。
【０３０１】
　また、親和性の最適化および結合選択性の保存を目的として、ＢＨ３α－ヘリックスを
模倣する炭化水素ステープルペプチドが製造されている。かかるアプローチは、抗アポト
ーシス性ＭＣＬ－１　ＢＨ３へリックスから排他的ＭＣＬ－１阻害剤を得たスチュアート
（Ｓｔｅｗａｒｔ）ら（Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，
６，５９５－６０１）によって最近生み出された。
【０３０２】
　しかしながら、これらのステープルペプチドは、一般に、中間レベルのα－ヘリシティ
ーのみが観察されるという事実（例えば、二重ステープルＳＡＨ－ｇｐ４１６２６－６６

２ペプチドについては、３６％のα－ヘリシティーが認められた（バード（Ｂｉｒｄ）ら
、ＰＮＡＳ，．２０１０，１０７，１４０９３－１４０９８））；および、ヘリックスタ
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ーン間に必要なステープリングは、それ自体が生物学的活性に予測不可能な影響を与え得
る人工物であるという事実に悩まされる。
【０３０３】
　以下の実施例では、ＭＣＬ－１とアポトーシス促進性タンパク質との相互作用を遮断し
て、癌／腫瘍細胞をプログラム化された細胞死に向かわせることを目的として、ＭＣＬ－
１のＢＨ３ドメインを模倣しＭＣＬ－１に結合するアルファボディーをどのようにして設
計したかを説明する。
【０３０４】
ＩＩ．ＣＰＡＢモチーフを含有するアルファボディーの細胞内取り込み
実施例１．カチオン化ＣＰＡＢアルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込
み。
　本実施例では、癌細胞および非癌細胞を含む種々の細胞型における時間およびアルファ
ボディー濃度に応じたカチオン化アルファボディーの細胞内への取り込みを説明する。カ
チオン化アルファボディーの細胞取り込み能力を検討するために、本発明者らは、まず、
ＩＬ－２３を対象とするＭＢ２３という名称のアルファボディーを選択した。Ａヘリック
スおよびＣへリックス上に位置するＩＬ－２３結合部位を保存するために、８個のＡｒｇ
をＢヘリックス内に付加し、ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖと称される正荷電アルファボディーを
得た（配列番号：２）（電荷＋９）（図１）。
【０３０５】
　また、取り込みの温度依存性、グリコサミノグリカン存在の依存性、および血清が細胞
培養培地中に存在することの細胞透過性に対する影響を検討することによって、アルファ
ボディーの細胞取り込み機構を調べた。
【０３０６】
　共焦点顕微鏡によって取り込みを検討し、アルファボディーのＣ末端にＨｉｓタグとと
もに融合したＶ５タグを認識する抗Ｖ５抗体を使用して、細胞内アルファボディーを可視
化した。固定および透過処理した細胞で、すべての実験を実施した。非透過化処理実験に
よる対照実験を含めた（データは示さず）。
【０３０７】
１．１使用した方法
　６種の癌細胞株および２種の非癌細胞株を含む８種の細胞株において、参照カチオン化
アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）を用いて、濃度および時間に
応じた細胞透過を検討した。細胞内アルファボディー取り込みの機構を理解するために、
細胞透過の温度依存性、ヘパラン硫酸依存性および血清依存性を検討した。
【０３０８】
１．１．１　ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の発現および精製
　Ｅ．ｃｏｌｉ細菌の可溶性画分において、カチオン化アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉ
Ｒ－Ｖ５（配列番号：２）を発現させた。Ｎｉ－ＮＴＡクロマトグラフィーによってタン
パク質を精製し、続いて脱塩および緩衝液交換の手順を行なった。２０ｍＭクエン酸ｐＨ
３．０（５．３ｍｇ／ｍｌ）中にタンパク質を可溶化した。
【０３０９】
１．１．２　カチオン化アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込み
　６種の癌細胞株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＭＴ－４お
よびＪｕｒｋａｔ）および３種の非癌細胞株（ＨＥＫ、ＣＨＯ－Ｋ１およびＣＨＯ．ｐｇ
ＳＡ）において、細胞内取り込みを検討した（表１）。
【０３１０】
　接着性細胞株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＨＥＫ、ＣＨ
Ｏ－Ｋ１およびＣＨＯ．ｐｇＳＡ）をＤＭＥＭ＋１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）で培養し
、細胞１０，０００個／チャンバーでＬａｂＴｅｋチャンバーに播種し、３７℃および５
％ＣＯ２で一晩インキュベーションした。翌日、カチオン化アルファボディー（希釈系列
または単一濃度）を播種細胞とともに３７℃および５％ＣＯ２で２時間または種々の時間
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（３．５分間～４８時間の範囲）インキュベーションした。アルファボディーとともにイ
ンキュベーションした後、ＰＢＳ（ＭｇおよびＣａ（ＤＰＢＳ）を含む）で細胞を４回洗
浄（５分間／洗浄）した。
【０３１１】
【表１】

【０３１２】
　懸濁細胞株（ＭＴ４およびＪｕｒｋａｔ）をＲＰＭＩ＋１０％ＦＢＳで培養し、細胞１
００，０００個／ウェルで９６ウェルプレートに播種した。希釈系列のカチオン化アルフ
ァボディーを３７℃および５％ＣＯ２の９６ウェルプレート中の細胞に２時間にわたって
加えた。並行して、ポリリジンをＬａｂＴｅｋチャンバーに室温（ＲＴ）で２時間にわた
って加えて、細胞付着用のＬａｂＴｅｋチャンバーのスライドガラスを調製した。２時間
後、細胞を２回洗浄（５分間／洗浄）し、ポリリジンでコーティングしたＬａｂＴｅｋチ
ャンバーに室温（ＲＴ）で１時間にわたって加えた（＝細胞付着）。
【０３１３】
　細胞内アルファボディーを可視化するために、４％ホルムアルデヒドを用いて細胞を４
℃で１０分間固定し、続いて、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を用いて室温（ＲＴ）
で１５分間透過処理した。グリシン（０．７５ｇ／１００ｍｌ）で細胞を２回洗浄（１０
分間／洗浄）し、ホルムアルデヒドによる架橋を停止させ、続いてＤＰＢＳで洗浄（５分
間／洗浄）した。
【０３１４】
　ブロッキング緩衝液（ＤＰＢＳ＋１％ＢＳＡ）を用いて細胞を室温（ＲＴ）で１０分間
ブロッキングし、続いて、アルファボディーのＶ５タグを対象とする一次抗体（マウス抗
Ｖ５Ａｂ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，４６－０７０５）をブロッキング緩衝液で１／４００
希釈したものとともに室温（ＲＴ）で１時間インキュベーションした。ブロッキング緩衝
液で細胞を３回洗浄（５分間／洗浄）し、続いて、二次抗体（Ａｌｅｘａ４８８標識ヤギ
抗マウス抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ａ－１０６８０））をブロッキング緩衝液で１／
３００希釈したものおよびＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール二
塩酸塩）（核染色）（１／１００）を室温（ＲＴ）で３０分間にわたって加えた。最後に
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、ブロッキング緩衝液で細胞を３回洗浄（５分間／洗浄）し、１５０μｌのＤＰＢＳを加
え、Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｖｅｒｔ　２００，ＬＳＭ　５１０　Ｍｅｔａ共焦点顕微鏡で
プレートを読んだ。
【０３１５】
１．２　結果
１．２．１　種々の細胞株におけるカチオン化ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込み
　ヒト神経膠芽腫細胞株Ｕ８７．ＭＧにおいて、３１２ｎＭから開始する２倍希釈のカチ
オン化ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細胞内取り込みを検討した。アルファ
ボディーを細胞とともに２時間インキュベーションした後、抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ
４８８標識二次抗体を用いて、細胞内アルファボディーを検出した。図２は、Ｕ８７．Ｍ
Ｇ細胞におけるＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（３１２ｎＭ～１．２ｎＭ）の用量依存的な取り
込みを示す。拡散した蛍光パターンは、アルファボディーの細胞質局在を示している。ヒ
ト神経膠芽腫細胞におけるカチオン化ＭＢ２３の検出可能な細胞内取り込みの下限濃度は
、４．９ｎＭであった。その濃度では、対照シグナル（アルファボディーを含まない細胞
）よりも強い蛍光シグナルが依然として見られた。
【０３１６】
　ヒト神経膠芽腫細胞において同じ条件下で、対応する非カチオン化アルファボディーＭ
Ｂ２３－Ｖ５の取り込みを検討した。非カチオン化ＭＢ２３の検出可能な細胞内取り込み
はなく、このことは、ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の取り込みが、カチオン化モチーフの存在
によるものであることを実証している（図３）。
【０３１７】
　５種のさらなる癌細胞株（ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＭＴ－４、Ｊｕｒ
ｋａｔ）および２種の非癌細胞株（ＨＥＫ、ＣＨＯ－Ｋ１）において、ＭＢ２３＿ｈｉＲ
－Ｖ５（１２５０ｎＭ、３１２．５ｎＭ、１５６．３ｎＭ、７８．１ｎＭ、３９．１ｎＭ
、１９．５ｎＭおよび９．８ｎＭ）の用量依存的な取り込みを検討した。非癌細胞を含む
試験した細胞型すべてについて、用量依存的な細胞内取り込みが観察された。４種の細胞
株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７およびＳＷ８７２）において、カチオン化
アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込みを７８ｎＭの濃度で調べた。
カチオン化アルファボディーは、同程度ではないが、分析した細胞型すべてに透過した（
定性的比較）（図４）。
【０３１８】
　細胞内取り込みの下限濃度を共焦点顕微鏡画像上で定性的に決定し、表２に要約する。
ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）を除くすべての細胞株について、試験した最低濃度
は９．８ｎＭであった。試験した最低濃度では、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７およびＣＨＯ
－Ｋ１細胞において、細胞内アルファボディーが検出された。ＳＷ８７２およびＨＥＫ細
胞については、バックグラウンドを超える蛍光シグナルを得るためには、より高濃度のカ
チオン化アルファボディーが必要であった。ヒトＴ細胞白血病細胞株ＭＴ４およびＪｕｒ
ｋａｔでは、最高濃度のアルファボディーが細胞内取り込みに必要であった。
【０３１９】
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【表２】

【０３２０】
１．２．２　カチオン化ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込み
（ｉ）ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込みに対する血清の影響
　細胞内取り込みに対する血清の存在の影響を決定するために、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ
８７．ＭＧ）における希釈系列のカチオン化アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（
配列番号：２）の細胞内取り込みを検討した。１０％血清の存在下および非存在下で、ア
ルファボディーを細胞とともに３７℃で２時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで
洗浄し、固定および透過処理した後、一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤ
ギ抗マウス抗体を用いて、細胞内アルファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色し
た。要約すると、無血清条件と１０％血清条件との間では、取り込み効率にごくわずかな
差異があった。取り込みの差異は、最高濃度のアルファボディー（１２５０ｎＭ）で最も
顕著であった（データは示さず）。
【０３２１】
（ｉｉ）ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込みに対するヘパラン硫酸およびコンドロ
イチン硫酸の影響
　ヘパラン硫酸合成が欠損しているＣＨＯ．ｐｇｓＡ－７４５細胞を使用することによっ
て、ヘパラン硫酸およびコンドロイチン硫酸の潜在的影響を検討した。これらの細胞（Ｃ
ＨＯ．ｐｇｓＡ－７４５）は、キシロシルトランスフェラーゼに欠陥があり、それらの細
胞表面でヘパラン硫酸およびコンドロイチン硫酸を発現していない。ＣＨＯ－Ｋ１および
ＣＨＯ．ｐｇｓＡ－７４５細胞における希釈系列のカチオン化アルファボディーＭＢ２３
＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込みを検討した。１０％血清の存在下で、アルファボディー
を細胞とともに３７℃で２時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで洗浄し、固定お
よび透過処理した後、一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体
を用いて、細胞内アルファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。その結果、
ヘパリン／コンドロイチン硫酸（ＨＳ／ＣＳ）欠損細胞における細胞内取り込みは、完全
には無効化されていないことが示された（データは示さず）。しかし、ＨＳ／ＣＳの欠損
細胞では、取り込みは明らかに非効率的であった。これは、カチオン化アルファボディー
の取り込みが、負に荷電したＨＳ／ＣＳ部分の存在に完全ではないが部分的に依存してい
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ることを示唆する。
【０３２２】
（ｉｉｉ）ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込みに対する温度の影響
　また、カチオン化アルファボディーの細胞透過がエネルギー依存的なプロセスまたはエ
ネルギー非依存的なプロセスであるかを決定するために、カチオン化アルファボディーの
取り込みを４℃で検討した。この目的のために、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）に
おける希釈系列のカチオン化アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込み
を検討した。１０％血清の存在下で、アルファボディーを細胞とともに３７℃および４℃
で２時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで洗浄し、固定および透過処理した後、
一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体を用いて、細胞内アル
ファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した。３７℃および４℃におけるアルフ
ァボディーの細胞透過を比較すると、ごくわずかな取り込みの差異が観察された（データ
は示さず）。これらのデータは、アルファボディーの細胞透過機構が実質的にエネルギー
非依存的であり、アルファボディーが膜を通って直接透過するのに主に依拠していること
を示す。
【０３２３】
１．２．３　ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞内取り込みの動態
　長いインキュベーション時間後のカチオン化アルファボディーの取り込みの動態および
細胞内アルファボディーの運命についての知見を得るために、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８
７．ＭＧ）との短い（２４０分間、１２０分間、６０分間、３０分間、１５分間、７．５
分間、３．５分間）および長い（４８時間、２４時間および１２時間）アルファボディー
インキュベーション時間を用いた実験を、２種のアルファボディー濃度（１２５０ｎＭお
よび５００ｎＭ）で実施した（データは示さず）。
【０３２４】
　細胞内取り込みの動態は、両方のアルファボディー濃度で同一であった。３．５分間後
に、アルファボディーは、細胞で既に検出された。これらのデータは、細胞内へのアルフ
ァボディーの取り込みが高速プロセスであることを示唆する。細胞上でのカチオン化アル
ファボディーのインキュベーションを長くすると、特に４８時間後に細胞内アルファボデ
ィーが消失した。
【０３２５】
１．２．４　細胞外細胞膜へのアルファボディーの結合に対するヘパリン洗浄の効果
　（１）ヘパリン洗浄が細胞外膜からアルファボディーを除去したかどうかを分析するた
めに、および（２）観察された細胞内アルファボディーが染色手順による人為的結果（染
色処理（すなわち、細胞の固定および透過処理）により細胞外アルファボディーが細胞に
侵入）ではなかったことを確認するために、アルファボディーをインキュベーションした
後に細胞のヘパリン洗浄（１００Ｕ／ｍｌ）を実施した。
【０３２６】
　アルファボディーをインキュベーションした後、細胞をＰＢＳまたはヘパリンで洗浄し
、固定および透過処理したか、または透過処理せずに単に固定した（＝細胞外アルファボ
ディー染色）。これらの実験で、２種のアルファボディー濃度（１２５０ｎＭおよび５０
０ｎＭ）を検討した：
【０３２７】
　ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）における１２５０ｎＭおよび５００ｎＭのカチオ
ン化アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細胞内取り込み。１０
％血清の存在下で、アルファボディーをＵ８７．ＭＧ細胞とともに３７℃で２時間インキ
ュベーションした。細胞をＰＢＳまたはヘパリンで洗浄し、固定および透過処理／透過処
理せずに固定した後、一次抗Ｖ５抗体およびＡｌｅｘａ４８８標識二次ヤギ抗マウス抗体
を用いて、細胞内アルファボディーを可視化した。ＤＡＰＩで核を染色した（データは示
さず）。
【０３２８】
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　細胞内アルファボディーは、ヘパリン洗浄細胞およびＰＢＳ洗浄細胞の両方で観察され
たのに対して、膜結合アルファボディーはＰＢＳ洗浄細胞でのみ見られた。細胞を透過処
理せずに細胞外アルファボディーを可視化すると、ヘパリン洗浄細胞では、ＰＢＳ洗浄細
胞と比較して弱いアルファボディー染色が観察された。
【０３２９】
　これらの結果は、ヘパリンが、除去は完全ではなかったが、細胞外膜結合アルファボデ
ィーを除去し、細胞の透過処理後に検出された細胞内アルファボディーが、細胞外アルフ
ァボディーが実験手順により内部に取り入れられるという技術的な人為的結果ではないこ
とを実証する。
【０３３０】
１．２．５　細胞外結合アルファボディーを除去した後のＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５取り込
みの動態
　先の実験から、ヘパリンは、細胞外結合アルファボディーの大部分を除去することがわ
かった。したがって、ヘパリン洗浄を使用して、ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２
）の取り込みの動態を検討した。このプロトコールは、細胞外結合アルファボディーの大
部分を除外しながら、細胞内アルファボディーの変動を評価することを可能にした。複数
の細胞そして単一細胞においても細胞内取り込みの画像を記録して、時間依存的な細胞内
取り込みのより詳細な画像が得られた（図５）。
【０３３１】
　３．５分後、対照画像（アルファボディーを含まない細胞）と比較して、細胞内アルフ
ァボディーが見られた。ヘパリンで細胞を洗浄すると、時間に応じた蛍光シグナルの増加
（細胞内アルファボディーの増加）がより見られた。
【０３３２】
　単一細胞の画像を分析すると、時間に応じた蛍光パターンの変動が明らかになった。よ
り早い時点では、細胞内膜の染色が明らかに見られた（３０分まで）。３０分後、膜染色
が薄くなり、膜からさらに離れて移動する細胞質中にベシクルが存在していた（図５）。
【０３３３】
１．３　結論
　本実施例の結果により、（Ｂヘリックス内に電荷を有する）カチオン化アルファボディ
ーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５は、癌細胞株および非癌細胞株を含む種々の細胞型において用
量依存的に透過することが示された。取り込み効率および取り込みパターンは、細胞型依
存的である。
【０３３４】
　５～１０ｎＭほどの低いアルファボディー濃度は、細胞を２時間インキュベーションし
た後にアルファボディーの細胞内取り込みをもたらした。
【０３３５】
　カチオン化アルファボディーの細胞内取り込みは４℃では無効化されず、おそらくは、
アルファボディーの取り込みが、細胞膜の直接透過に依拠するエネルギー非依存的な機構
によって主に支配されることを示す。
【０３３６】
　これらの知見は、カチオン化アルファボディーが異なる細胞内取り込み経路に従うこと
を示唆する。
【０３３７】
　カチオン化アルファボディーの取り込みプロセスは、高速プロセスである。３．５分後
、アルファボディーは、細胞内部に存在した。
【０３３８】
　ヘパリンは、細胞外結合アルファボディーの大部分を除去する。細胞外結合アルファボ
ディーの染色を除外するために、ヘパリン洗浄を使用した動態取り込み実験を実施した。
結果は、ＰＢＳ洗浄で得られた結果と本質的に同様であったが、細胞内アルファボディー
濃度の経時的な増加がより顕著であった。単一細胞の分析により、アルファボディーが細
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胞膜内側から細胞内空間に移動（すなわち、拡散）することを示す蛍光パターンの変動が
実証された。
【０３３９】
実施例２．ＭＣＬ－１を対象とするＣＰＡＢアルファボディーの細胞内取り込み
　本実施例では、細胞内標的ＭＣＬ－１を対象とする２つのアルファボディーであるアル
ファボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉ
ＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の細胞内取り込みを説明する。これらのアルファボディー
は、細胞内取り込みのために、カチオン化（すなわち、Ａｒｇ／Ｌｙｓアミノ酸残基を用
いた修飾）によって設計した。下記のように、これらのアルファボディーは、特にＴ細胞
白血病細胞（ＭＴ４）の生存率アッセイにおいて、４８時間後に細胞死を誘導することが
できたことが示された。
【０３４０】
２．１　使用した方法
　癌細胞株および非癌細胞株のパネルにおいて、アルファボディー濃度に応じて、アルフ
ァボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫ
Ｒ３－Ｖ５（配列番号：６）の細胞内取り込みを検討した。共焦点顕微鏡によって取り込
みを検討し、アルファボディーのＣ末端Ｖ５タグを認識する抗Ｖ５抗体を使用して細胞内
アルファボディーを可視化した。固定および透過処理した細胞で、すべての実験を実施し
た。非透過化処理実験による対照実験を含めた。
【０３４１】
　図６に示されているように、これらのアルファボディーは、Ｂヘリックス内にＭＣＬ－
１結合部位を含み、異なるカチオン化パターンを示した。アルファボディーを修飾するの
にＬｙｓおよびＡｒｇ残基を使用して、それぞれＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：
４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の正味電荷を＋１１お
よび＋１９とした。より良いコアパッキングを示すようにアルファボディーＡＢ１＿Ａ２
ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５を設計した。ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５とＡＢ１＿ｈ
ｉＫＲ３－Ｖ５との間のさらなる差異は、Ａ２ａＦバリアントではループ１配列がより短
く、Ｈｉｓタグがより長いことであった（図６）。
【０３４２】
　６種の癌細胞株および２種の非癌細胞株を含む８種の細胞株において、濃度に応じた細
胞透過を検討した。
【０３４３】
２．１．１　ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の発
現および精製
　Ｅ．ｃｏｌｉ細菌の可溶性画分において、カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｈｉＫ
Ｒ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６
）を発現させた。Ｎｉ－ＮＴＡクロマトグラフィーによってタンパク質を精製し、続いて
脱塩および緩衝液交換の手順を行なった。２０ｍＭクエン酸ｐＨ３．０（ＡＢ１＿ｈｉＫ
Ｒ１－Ｖ５の場合は２．８ｍｇ／ｍｌおよびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の場合
は３．９ｍｇ／ｍｌ）中にタンパク質を可溶化した。
【０３４４】
２．１．２　カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５およびＡＢ１＿Ａ２
ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込み
　６種の癌細胞株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＭＴ－４お
よびＪｕｒｋａｔ）および２種の非癌細胞株（ＨＥＫ、ＣＨＯ－Ｋ１）において、細胞内
取り込みを検討した（表３）。
【０３４５】
　接着性細胞株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＨＥＫ、ＣＨ
Ｏ－Ｋ１およびＣＨＯ．ｐｇＳＡ）をＤＭＥＭ＋１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）で培養し
、細胞１０，０００個／チャンバーでＬａｂＴｅｋチャンバーに播種し、３７℃および５
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％ＣＯ２で一晩インキュベーションした。翌日、カチオン化アルファボディー（希釈系列
または単一濃度）を播種細胞とともに３７℃および５％ＣＯ２で２時間または様々な時間
（３．５分間～４８時間の範囲）インキュベーションした。アルファボディーとともにイ
ンキュベーションした後、ＰＢＳ（ＭｇおよびＣａ（ＤＰＢＳ）を含む）で細胞を４回洗
浄（５分間／洗浄）した。
【０３４６】
【表３】

【０３４７】
　懸濁細胞株（ＭＴ４およびＪｕｒｋａｔ）をＲＰＭＩ＋１０％ＦＢＳで培養し、細胞１
００，０００個／ウェルで９６ウェルプレートに播種した。３７℃および５％ＣＯ２で、
希釈系列のカチオン化アルファボディーを９６ウェルプレート中の細胞に２時間にわたっ
て加えた。並行して、ポリリジンをＬａｂＴｅｋチャンバーに室温（ＲＴ）で２時間にわ
たって加えて、細胞付着用のＬａｂＴｅｋチャンバーのスライドガラスを調製した。２時
間後、細胞を２回洗浄（５分間／洗浄）し、ポリリジンでコーティングしたＬａｂＴｅｋ
チャンバーに室温（ＲＴ）で１時間にわたって加えた（＝細胞付着）。
【０３４８】
　細胞内アルファボディーを可視化するために、４％ホルムアルデヒドを用いて細胞を４
℃で１０分間固定し、続いて、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を用いて室温（ＲＴ）
で１５分間透過処理した。グリシン（０．７５ｇ／１００ｍｌ）で細胞を２回洗浄（１０
分間／洗浄）し、ホルムアルデヒドによる架橋を停止させ、続いてＤＰＢＳで洗浄（５分
間／洗浄）した。
【０３４９】
　ブロッキング緩衝液（ＤＰＢＳ＋１％ＢＳＡ）を用いて細胞を室温（ＲＴ）で１０分間
ブロッキングし、続いて、アルファボディーのＶ５タグを対象とする一次抗体（マウス抗
Ｖ５Ａｂ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，４６－０７０５）をブロッキング緩衝液で１／４００
希釈したものとともに室温（ＲＴ）で１時間インキュベーションした。ブロッキング緩衝
液で細胞を３回洗浄（５分間／洗浄）し、続いて、二次抗体であるＡｌｅｘａ４８８標識
ヤギ抗マウス抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ａ－１０６８０）をブロッキング緩衝液で１
／３００希釈したものおよびＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール
二塩酸塩）（核染色）（１／１００）を室温（ＲＴ）で３０分間にわたって加えた。最後
に、ブロッキング緩衝液で細胞を３回洗浄（５分間／洗浄）し、１５０μｌのＤＰＢＳを
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加え、Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｖｅｒｔ　２００，ＬＳＭ　５１０　Ｍｅｔａ共焦点顕微鏡
でプレートを読んだ。
【０３５０】
２．２　結果
２．２．１　ヒト神経膠芽腫細胞Ｕ８７．ＭＧにおけるＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５および
ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込み
　ヒト神経膠芽腫細胞において、濃度系列のＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）
およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の細胞内取り込みを検討し
た。アルファボディーを細胞とともに２時間インキュベーションした後、抗Ｖ５抗体およ
び二次Ａｌｅｘａ４８８標識抗体を用いて、細胞内アルファボディーを検出した。
【０３５１】
　両方のカチオン化ＡＢ１アルファボディーについて、用量反応依存的な取り込みが観察
された（図７）。
【０３５２】
　ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ
５（配列番号：６）の細胞内取り込みの下限濃度を単一細胞の画像上で定性的に決定した
ところ、それぞれ３９．１ｎＭおよび１９．５ｎＭに相当した。これらの濃度では、対照
シグナル（アルファボディーを含まない細胞）よりも強い蛍光シグナルが依然として見ら
れた。
【０３５３】
２．２．２　種々の細胞株におけるＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿
ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込み
　２種の非癌細胞株（ＨＥＫ、ＣＨＯ－Ｋ１）および６種のさらなる癌細胞株（Ｕ８７．
ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＭＴ－４、Ｊｕｒｋａｔ）において、Ａ
Ｂ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（
配列番号：６）（１２５０ｎＭ、３１２．５ｎＭ、１５６．３ｎＭ、７８．１ｎＭ、３９
．１ｎＭ、１９．５ｎＭおよび９．８ｎＭ）の用量依存的な取り込みを検討した（図７お
よび表４）。同じ濃度で同じ細胞において、ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞
内取り込みをＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）の細胞内取り込みと定性的に比較
した（共焦点顕微鏡画像の目視比較）。
【０３５４】
　試験した細胞型すべてについて、用量依存的な細胞内取り込みが観察された。ヒト神経
膠芽腫（Ｕ８７．ＭＧ）（図７）および脂肪肉腫細胞（ＳＷ８７２）細胞において、非常
に効率的な取り込みが観察された（データ示さず）。
【０３５５】
　ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５およびＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）
の取り込み効率は、試験した特定の細胞型の間で変化した。単一細胞画像の分析によって
、ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込みの下限濃度を定性的に決定した
。結果を表４に要約する。ＳＷ８７２およびＨＥＫ細胞については、細胞内タンパク質を
観察するためには、低濃度のアルファボディー（９．８ｎＭ）しか必要ないことが明らか
になった。Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＭＴ４、ＣＨＯ－Ｋ１細胞および
ＪｕｒｋａｔＴ細胞白血病細胞については、バックグラウンドを超える蛍光シグナルを得
るためには、より高濃度のカチオン化アルファボディーが必要であった（表４）。
【０３５６】
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【表４】

【０３５７】
２．２．３　ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込みに対するヘパリン洗
浄の効果
　細胞外結合アルファボディーを除去するためにヘパリン洗浄を使用して、３種の癌細胞
株において、ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の細胞内取り込みを
検討した。同じ細胞株について、ＰＢＳ洗浄による細胞内取り込みの結果とデータを比較
した。
【０３５８】
　細胞型に応じて、ヘパリンで洗浄した後に膜染色が部分的または完全に消失したが、こ
れは、細胞外細胞表面上に存在する過剰なアルファボディーを除去することができたこと
を示す（データは示さず）。
【０３５９】
２．２．４　ヘパリン洗浄の効果およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の取り込み
の動態
　ヘパリン洗浄を使用して、ヒト神経膠芽腫細胞におけるＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３
－Ｖ５の細胞内取り込みの動態を実施した。３．５分後、アルファボディーは細胞内部に
存在しており、蛍光シグナルは、１８０分後（測定した最長のインキュベーション時間）
に最大であった（図８）。単一細胞画像を分析すると、細胞内取り込みの変動が最も見ら
れた（データは示さず）。蛍光シグナルの増加は、インキュベーション時間に応じて観察
された。短期のインキュベーション時間では、アルファボディーは細胞内膜の近くに主に
存在しており、インキュベーション時間を延長すると膜から離れた。
【０３６０】
２．３　結論
　（ＡおよびＣへリックス内に電荷を有する）カチオン化ＭＣＬ－１アルファボディーは
、癌細胞株および非癌細胞株を含む種々の細胞型において用量依存的に浸透する。
【０３６１】
　ヒト神経膠芽腫細胞におけるＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）および２つのＭ
ＣＬ－１アルファボディー（ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫ
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Ｒ３－Ｖ５）の取り込みについて得られたデータにより、ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３
－Ｖ５の取り込み効率がＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の取り込み効率よりも高く、そして今度
はＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の取り込み効率はＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５の取り込み効率よ
りも高いことが示された。これらのデータは、取り込み効率が電荷数によって単に決定さ
れないことを示している。実際、ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５は９の正味電荷を有するのに対
して、ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５は１１の正味電荷を有する。
【０３６２】
　ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込みは、細胞型依存的であるように
思われた。実際、アルファボディーは、ほぼすべての試験した細胞型によって内部に取り
入れられたが、効率は変化した。ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５について観察されたように、ヒ
トＴ細胞白血病細胞では、細胞内取り込みがより低かった。一方、癌細胞株ＳＷ８７２お
よびＵ８７．ＭＧにおける取り込みは、高効率であった。
【０３６３】
　同様に、ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の取り込み効率は、細胞型依存的であるように思われ
た。これらのデータは、取り込み効率が、正味の正電荷だけではなくアルファボディー上
の電荷分布にも関係することを裏付けている。
【０３６４】
　ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の細胞取り込みと同様に、カチオン化ＭＣＬ－１アルファボデ
ィーの取り込みプロセスは、高速プロセスである。３．５分後、アルファボディーは、細
胞内部に存在した。単一細胞の分析により、アルファボディーが細胞膜内側から離れて細
胞内空間に分散または拡散することを示唆する蛍光パターンの変動が実証された。
【０３６５】
実施例３．ＭＣＬ－１を特異的に対象とするＣＰＡＢアルファボディーを用いた腫瘍細胞
生存率検討
　本実施例では、癌細胞株および非癌細胞株の生存率に対するＭＣＬ－１アルファボディ
ーの影響を説明する。一般に、ＭＣＬ－１とＢＡＫとの間の相互作用の阻害は、ＢＡＫの
遊離、およびＢＡＫ／ＢＡＸホモ二量体化および／またはヘテロ二量体化によるミトコン
ドリア外膜孔（ＭＯＭＰ）の形成、そして最終的には細胞のアポトーシスをもたらす。Ｍ
ＣＬ－１を対象とするアルファボディーおよびＭＣＬ－１結合部位を欠く対照アルファボ
ディーで癌細胞株のパネルを処理し、ＭＴＴ（３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－
イル）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミド）を使用して細胞生存率をモニタリ
ングした。
【０３６６】
３．１　使用した方法
　癌細胞の生存率に対するアルファボディーの影響について、本発明者らは、２つのＭＣ
Ｌ１結合アルファボディー、すなわち、ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およ
びＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）に注目した。図６に示されてい
るように、これらのアルファボディーは、Ｂヘリックス内にＭＣＬ－１結合部位を含み、
異なるカチオン化パターンを示した。アルファボディーを修飾するためにＬｙｓおよびＡ
ｒｇ残基を使用して、それぞれＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉ
ＫＲ３－Ｖ５の正味電荷を＋１１および＋１９とした。
【０３６７】
　６種の癌細胞株（ＭＴ４、Ｊｕｒｋａｔ、ＳＷ８７２、Ｈ１４３７、ＢｘＰＣ３、Ｕ８
７．ＭＧ）を含む７種の細胞株において、濃度に応じた細胞生存率を検討した。一次細胞
（ＰＢＭＣ）において、アルファボディーによる細胞死の誘導も検討した。
【０３６８】
３．１．１　ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の発
現および精製
　実施例２に記載されているように、カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－
Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）を発
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現させて精製した。
【０３６９】
３．１．２　細胞生存率アッセイ
　６種の癌細胞株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２、ＭＴ－４お
よびＪｕｒｋａｔ）において、細胞生存率を検討した（表５）。健常ドナーから得られた
一次細胞（ＰＢＭＣ）において、生存率に対するアルファボディーの効果も検討した。
【０３７０】
　接着性細胞株（Ｕ８７．ＭＧ、ＢｘＰＣ－３、Ｈ１４３７、ＳＷ８７２）をＤＭＥＭま
たはＲＰＭＩ＋１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）で培養し、９６ウェルプレートに播種し、
３７℃および５％ＣＯ２で一晩インキュベーションした。翌日、ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）
を含まないＯｐｔｉ－ＭＥＭ細胞培養培地で、カチオン化アルファボディー（希釈系列）
を播種細胞とともに２時間インキュベーションした。ＦＢＳを含まず段階希釈のアルファ
ボディーを含むＯｐｔｉ－ＭＥＭ細胞培養培地で、懸濁細胞株（ＭＴ４およびＪｕｒｋａ
ｔ）を９６ウェルプレートに播種し、３７℃および５％ＣＯ２で２時間インキュベーショ
ンした。健常ドナーからＰＢＭＣを単離し、１０％ＦＢＳおよびＩＬ－２を含むＲＰＭＩ
で培養した。
【０３７１】
　２時間後、ＦＢＳを含むＯｐｔｉ－ＭＥＭを加えてＦＢＳの最終濃度を１０％にし、細
胞を３７℃および５％ＣＯ２で４８時間インキュベーションした。ＭＴＴを使用して、細
胞生存率をモニタリングした。ＭＴＴは、生細胞によってホルマザンに還元される。ホル
マザン結晶の可溶化は、５４０ｎｍの分光光度測定によって測定することができる着色生
成物をもたらす。細胞生存率は、非処理細胞の生存率（＝生存率１００％）に対する割合
として表した。すべての実験は、三組ずつ実施した。データは、標準偏差付きの平均値と
して示す。
【０３７２】
【表５】

【０３７３】
３．２　結果
３．２．１　血液癌細胞株の細胞生存率に対するＭＣＬ－１アルファボディーによる影響
　ヒトＴ細胞白血病細胞株ＭＴ４およびＪｕｒｋａｔにおいて、細胞生存率に対するカチ
オン化ＭＣＬ－１アルファボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）およびＡ
Ｂ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）の影響を検討した。
【０３７４】
　カチオン化アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、ＭＴ４細胞の用
量依存的な細胞死を誘導し、１０μＭのアルファボディーでは、細胞生存がほぼ完全に無
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効化された。ＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５アルファボディーの作用が弱かった。対照アルフ
ァボディーＫＬＰＶＭ－ｓｃＡＢ０１３－Ｖ５およびＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５は、細胞生
存率に影響を与えず、すなわち、１００％の細胞が最高濃度でも生存可能であった（図９
）。Ｊｕｒｋａｔ細胞では、両方のＭＣＬ－１アルファボディーの作用がやや弱かった。
最高濃度のアルファボディーによる処理は、それぞれＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ
５およびＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５について、６０％および４０％の細胞死をもたらした
（図１０）。生存率データは、ＭＴ４およびＪｕｒｋａｔ細胞でのＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈ
ｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込み効率と一致した。このアルファボディーは、ＭＴ４細胞
では、Ｊｕｒｋａｔ細胞と比較して顕著な細胞内取り込みを示した（データは示さず）。
【０３７５】
３．２．２　種々の癌細胞株の細胞生存率に対するＭＣＬ－１アルファボディーによる影
響
（ｉ）ヒト脂肪肉腫細胞（ＳＷ８７２）
　アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：４）およびＡＢ１
＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：６）は、ヒト脂肪肉腫細胞において低い割合ではあるが
、用量依存的な細胞死を誘導した（データは示さず）。試験した最高濃度のアルファボデ
ィーでは、ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）およびＡＢ１＿ｈｉＫ
Ｒ１（配列番号：４）について、それぞれ４０％および３０％の細胞死が測定された。対
照アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５は、１０μＭで１０％の細胞死を誘導した。
ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５および対照アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ
５の両方が、ＳＷ８７２細胞によって取り込まれた（データは示さず、および図４）。
【０３７６】
（ｉｉ）ヒト非小細胞肺癌細胞（Ｈ１４３７）
　アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、非小細胞肺癌細胞（Ｈ１４
３７）において用量依存的な細胞死を誘導した（データは示さず）。試験した最高濃度の
アルファボディー（１０μＭ）は、５０％の細胞死を誘導した。対照アルファボディー（
ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５）およびＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５は、１０μＭで１５％の細胞
死を誘導した。ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、Ｈ１４３７細胞では、対照ＭＢ
２３＿ｈｉＲ－Ｖ５と比較して非効率的に取り込まれた（図４）。
【０３７７】
（ｉｉｉ）ヒト膵臓癌細胞（ＢｘＰＣ－３）
　アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、ヒト膵臓癌細胞（ＢｘＰＣ
－３）において用量依存的な細胞死を誘導した（データは示さず）。試験した最高濃度の
アルファボディー（１０μＭ）は、６０％の細胞死を誘導した。１０μＭの対照アルファ
ボディー（ＫＬＰＶＭ－ｓｃＡＢ０１３－Ｖ５）およびＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５は、そ
れぞれ３０％および３５％の細胞死を誘導した。アルファボディーＡ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３
－Ｖ５は、ＢｘＰＣ－３細胞に取り込まれた（データは示さず）。
【０３７８】
（ｉｖ）ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）
　アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）およびＡＢ１
＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）は、ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）において
用量依存的な細胞死を誘導した（データは示さず）。試験した最高濃度の両アルファボデ
ィー（１０μＭ）は、３５％の細胞死を誘導した。対照アルファボディーＫＬＰＶＭ－ｓ
ｃＡＢ０１３－Ｖ５は、細胞生存率にほとんど影響を与えなかった。アルファボディーＡ
２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、Ｕ８７．ＭＧ細胞において効率的に取り込まれた（図７）
。
【０３７９】
３．２．３　非癌細胞株の細胞生存率に対するＭＣＬ－１アルファボディーによる効果
（ｉ）ＰＢＭＣ
　アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、１０μＭでＰＢＭＣの３５
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％の細胞死を誘導した（図１１）。試験した他のアルファボディーは、ＰＢＭＣにおいて
細胞死を誘導しなかった。
【０３８０】
３．３　結論
　ＭＣＬ－１結合アルファボディーによる細胞死の誘導は、細胞型依存的であるように思
われ、その効果は、血液癌細胞株ＭＴ４において最も顕著であった。その細胞株について
は、１０μＭのＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５が、４８時間後に完全な細胞死を誘
導した。アルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：６）は、他
のＭＣＬ－１アルファボディーＡＢ１＿ｈｉＫＲ１－Ｖ５（配列番号：４）と比較して細
胞生存率に大きな影響を与えた。
【０３８１】
　ＭＴ４およびＪｕｒｋａｔ細胞は、両方ともＴ細胞性白血病細胞であるが、これらの細
胞に対するＭＣＬ－１アルファボディーの挙動は異なっていた：アルファボディーは、Ｍ
Ｔ４細胞では、Ｊｕｒｋａｔ細胞と比較して作用が強かった。これらのデータは、これら
の癌細胞株の生存機構が異なることを示唆している。
【０３８２】
　ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞死誘導効果に対する異なる細胞株の感受性
を比較すると、ＭＣＬ－１アルファボディー感受性について以下の順序：ＭＴ４＞Ｊｕｒ
ｋａｔ＝ＢｘＰＣ－３＞Ｈ１４３７＝ＳＷ８７２＞Ｕ８７．ＭＧを確立することができ、
ＭＴ４細胞が最も感受性である。
【０３８３】
　取り込み効率は、細胞死誘導と相関していない。種々の細胞株において非常に効率的に
取り込まれた対照アルファボディーＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５（配列番号：２）は、細胞死
を誘導しなかったが、このことは、内部に取り入れられたアルファボディーが細胞に対し
て毒性ではないことを示唆している。一方、ＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５はＵ８
７．ＭＧ細胞において効率的に取り込まれたが、これは、最良の細胞殺傷活性をもたらさ
なかった。
【０３８４】
実施例４．ＢＣＬ－２ファミリーのタンパク質の種々のメンバーを特異的に対象とするＣ
ＰＡＢアルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５
　本実施例では、タンパク質の配列が図１２に詳述されているアルファボディーＡＢ１＿
ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：１０）の設計および結合特性を説明する。カチオ
ン化による（すなわち、Ａｒｇ／Ｌｙｓアミノ酸残基を用いた修飾による）細胞内取り込
みのために、および３種の細胞内標的タンパク質（すなわち、ＭＣＬ－１、ＢＣＬ－ＸＬ
およびＢＣＬ－２ａ）に特異的に結合するようにこのアルファボディーを設計した。
【０３８５】
４．１　使用した方法
４．１．１　組換え細胞内の標的タンパク質の製造および精製
　タンパク質のＮ末端にＧＳＴタグを有するグルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ
）融合タンパク質として、組換えヒトＢＣＬ－２ファミリータンパク質をＥ．ｃｏｌｉで
製造した。すべてのタンパク質について、Ｃ末端のＴｍ（膜貫通）領域を除去した。以下
の組換えタンパク質を製造した：Ｃ末端の２４アミノ酸を欠失したＢＣＬ－ＸＬ、Ｃ末端
の３２アミノ酸を欠失したＢＣＬ－２（ＢＣＬ－２ａ）のアイソフォームα。ＭＣＬ－１
を製造するために、Ｎ末端ＰＥＳＴ領域（タンパク質の迅速な分解のためのシグナルを含
む領域）およびＣ末端Ｔｍ領域を欠失しており、組換えＭＣＬ－１は、ヒトＭＣＬ－１の
残基１７２～３２７に対応した。ＧＳＴ－タグを使用して、すべてのタンパク質を精製し
た。
【０３８６】
４．１．２　ＥＬＩＳＡアッセイ
　炭酸緩衝液ｐＨ９．６中で、１００μｌの抗Ｖ５抗体（５μｇ／ｍｌ）を用いて、Ｍａ
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ｘｉｓｏｒｐ　Ｎｕｎｃプレートを４℃で一晩コーティングした。翌日、０．０５％Ｔｗ
ｅｅｎ　２０を含むＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳＴ）でプレートを３回洗浄し、０．
１％ＢＳＡおよび０．５％ゼラチンを含むＴＢＳを用いて３７℃で２時間ブロッキングし
た。ＴＢＳＴでプレートを５回洗浄した後、振盪しながら、５００ｎＭのＡＢ１＿ｐａｎ
＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５アルファボディーをプレートに室温（ＲＴ）で２時間にわたって加え
た。ＴＢＳＴでプレートを１０回洗浄し、５倍希釈のグルタチオンＳトランスフェラーゼ
（ＧＳＴ）タグ付組換えＢＣＬ－２ファミリータンパク質（ＭＣＬ－１、ＢＣＬ－ＸＬお
よびＢＣＬ－２ａ）を加え、さらに振盪しながら室温（ＲＴ）で２時間インキュベーショ
ンした。西洋ワサビペルオキシダーゼ結合抗ＧＳＴ抗体を使用して、ＧＳＴタグ付組換え
ＢＣＬ－２ファミリータンパク質の結合を検出した。オルト－フェニレンジアミンと反応
させることによってシグナルを生成し、ＯＤが２～３の値に達した際に４Ｍ　Ｈ２ＳＯ４

を用いて反応を停止させた。特定のＢＣＬ－２ファミリー組換えタンパク質へのＡＢ１＿
ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の特異的結合を示すシグナルを４９２ｎｍおよび６３０ｎｍで
読んだ。
【０３８７】
４．２　結果
　アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５が、用量依存的に、様々な種類の
ＢＣＬ－２ファミリーメンバーに特異的に結合することができることは、図１３および１
４から明らかである。実際、ＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５は、約１．９ｎＭの結合
親和性でＭＣＬ－１に特異的に結合する（図１３および１４Ａ）。図１４Ａにも示されて
いるように、先の実施例で説明したアルファボディーＡＢ１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ
５もＭＣＬ－１を対象とし、１．０ｎＭの結合親和性でこの細胞内タンパク質に特異的に
結合する。細胞内タンパク質ではないＩＬ－２３を対象とする対照アルファボディーＭＢ
２３＿ｈｉＲ－Ｖ５は、ＭＣＬ－１への結合を示さない。
【０３８８】
　図１３および図１４でさらに例証されているように、ＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ
５は、用量依存的に、それぞれ約４．５および１８．７ｎＭの結合親和性で、２つの他の
細胞内タンパク質、すなわち、ＢＣＬ－ＸＬおよびＢＣＬ－２ａに特異的に結合する（図
１４Ｂおよび１４Ｃ）。一方、先の実施例で説明したＭＣＬ－１を特異的に対象とする（
ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ａｇａｉｎｓｔ）アルファボディーＡＢ
１＿Ａ２ａＦ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５、およびＩＬ－２３を対象とする対照アルファボディー
ＭＢ２３＿ｈｉＲ－Ｖ５の両方は、ＢＣＬ－ＸＬまたはＢＣＬ－２ａのいずれにも特異的
結合を示さない（図１４Ｂおよび１４Ｃ）。
【０３８９】
　これらの結果は、アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５が、３種の細胞
内タンパク質に高い親和性で用量依存的に特異的に結合することを実証している。
【０３９０】
実施例５．ＣＰＡＢアルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取り込
み
５．１　使用した方法
　ヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）において、アルファボディー濃度に応じて、アル
ファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：１０）の細胞内取り込みを
検討した。共焦点顕微鏡によって取り込みを検討し、アルファボディーのＣ末端Ｖ５タグ
を認識する抗Ｖ５抗体を使用して細胞内アルファボディーを可視化した。固定および透過
処理した細胞で、すべての実験を実施した。非透過化処理細胞を用いた対照実験が含まれ
た。
【０３９１】
　図１２に示されているように、このアルファボディーは、そのＢヘリックス上に存在す
る結合部位を介して３種の細胞内ＢＣＬ－２ファミリータンパク質に結合し、異なるカチ
オン化パターンを示す。実際、アルファボディーを修飾するために、および正荷電インタ
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ーナリゼーション領域を設計するためにＬｙｓおよびＡｒｇ残基を使用した。
【０３９２】
５．１．１　カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の発現およ
び精製
　Ｅ．ｃｏｌｉ細菌の可溶性画分において、カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ
＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：１０）を発現させた。Ｎｉ－ＮＴＡクロマトグラフィー
によってタンパク質を精製し、続いて脱塩および緩衝液交換の手順を行なった。２０ｍＭ
クエン酸ｐＨ３．０中にタンパク質を可溶化した。
【０３９３】
５．１．２　カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５の細胞内取
り込み
　ＤＭＥＭ＋１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）で培養し、細胞１０，０００個／チャンバー
でＬａｂＴｅｋチャンバーに播種し、３７℃および５％ＣＯ２で一晩インキュベーション
したヒト神経膠芽腫細胞（Ｕ８７．ＭＧ）において、ＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５
（配列番号：１０）の細胞内取り込みを検討した。翌日、カチオン化アルファボディー（
希釈系列）を播種細胞とともに３７℃および５％ＣＯ２で２時間インキュベーションした
。アルファボディーとともにインキュベーションした後、（ＭｇおよびＣａ（ＤＰＢＳ）
を含む）ＰＢＳで細胞を４回洗浄（５分間／洗浄）した。
【０３９４】
　細胞内アルファボディーを可視化するために、４％ホルムアルデヒドを用いて細胞を４
℃で１０分間固定し、続いて、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００を用いて室温（ＲＴ）で
１５分間透過処理した。グリシン（０．７５ｇ／１００ｍｌ）で細胞を２回洗浄（１０分
間／洗浄）し、ホルムアルデヒドによる架橋を停止させ、続いてＤＰＢＳで洗浄（５分間
／洗浄）した。
【０３９５】
　ブロッキング緩衝液（ＤＰＢＳ＋１％ＢＳＡ）を用いて細胞を室温（ＲＴ）で１０分間
ブロッキングし、続いて、アルファボディーのＶ５タグを対象とする一次抗体（マウス抗
Ｖ５Ａｂ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，４６－０７０５）をブロッキング緩衝液で１／４００
希釈したものとともに室温（ＲＴ）で１時間インキュベーションした。ブロッキング緩衝
液で細胞を３回洗浄（５分間／洗浄）し、続いて、二次抗体（Ａｌｅｘａ４８８標識ヤギ
抗マウス抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ａ－１０６８０））をブロッキング緩衝液で１／
３００希釈したものおよびＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール二
塩酸塩）（核染色）（１／１００）を室温（ＲＴ）で３０分間にわたって加えた。最後に
、ブロッキング緩衝液で細胞を３回洗浄（５分間／洗浄）し、１５０μｌのＤＰＢＳを加
え、Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｖｅｒｔ　２００，ＬＳＭ　５１０　Ｍｅｔａ共焦点顕微鏡で
プレートを読んだ。
【０３９６】
５．２　結果
５．２．１　ヒト神経膠腫細胞Ｕ８７．ＭＧにおけるＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５
の細胞内取り込み
　ヒト神経膠芽腫細胞において、濃度系列のＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番
号：１０）の細胞内取り込みを検討した。アルファボディーを細胞とともに２時間インキ
ュベーションした後、抗Ｖ５抗体および二次Ａｌｅｘａ４８８標識抗体を用いて、細胞内
アルファボディーを検出した。
【０３９７】
　用量反応依存的な取り込みが観察された（データは示さず）。ＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫ
Ｒ３－Ｖ５の細胞内取り込みの下限濃度を単一細胞の画像上で定性的に決定したところ、
それぞれ１５６ｎＭに相当した。これらの濃度では、対照シグナル（アルファボディーを
含まない細胞）よりも強い蛍光シグナルが依然として見られた。
【０３９８】
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５．３　結論
　（ＡおよびＣへリックス内に正電荷を有する）カチオン化アルファボディーＡＢ１＿ｐ
ａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５（配列番号：１０）は、３種の細胞内タンパク質に高い親和性で
特異的に結合し、用量依存的に細胞に透過することができる。
【０３９９】
実施例６．ＣＰＡＢアルファボディーが細胞質に存在することの実証
　本明細書において想定されるＣＰＡＢポリペプチドが、細胞の細胞質ゾル区画にアクセ
スすることができることを実証するために、エンドソーム区画またはリソソーム区画由来
の小胞に影響を与えずに、選択的な原形質膜透過処理を可能にする細胞溶解プロトコール
を考案した。細胞の細胞質ゾル画分を得るためのこのプロトコールは、ジギトニン（これ
は、細胞分画での使用について十分に確立されている）を含有する溶解緩衝液の使用に基
づいている。各細胞型について、ジギトニン濃度およびインキュベーション時間を最適化
して、エンドソーム区画に影響を与えずに選択的な透過処理を可能にし得る。得られた細
胞画分中の細胞質ゾルマーカーおよびエンドソームマーカーの存在を検査することによっ
て、適切な細胞分画を確認し得る。Ｊｕｒｋａｔ細胞の細胞分画のためのこのプロトコー
ルでは、エンドソームを確実にインタクトな状態のままにするために、本発明者らは、非
常に保守的なジギトニン処理プロトコール（低いジギトニン濃度、短いジギトニンインキ
ュベーション時間）を使用する。そうすることによって、ジギトニン放出性の細胞質ゾル
内容物を含有する細胞質ゾル画分（ＣＦ）が得られるが、細胞質ゾル内容物の一部は犠牲
になって、ジギトニン耐性の残りの画分（ＲＦ）に向かう。
【０４００】
　ジギトニン細胞溶解プロトコールを以下のように適用した。１０％ウシ胎児血清（ＦＢ
Ｓ）を含有するＯｐｔｉｍｅｍ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中、３７℃およ
び５％ＣＯ２で、Ｊｕｒｋａｔ細胞を２４ウェルプレートに一晩播種した。Ｏｐｔｉｍｅ
ｍ＋１０％ＦＢＳ中、最終濃度１μＭで、ＣＰＡＢポリペプチド（ＭＢ２３　ｈｉＲ＿ｎ
ｏ　ｔａｇ；ＭＧＨＨＨＨＨＨＨＨＨＨＳＳＧＨＩＥＧＲＨＭＳＩＥＱＩＱＫＥＩＴＴＩ
ＱＥＶＩＡＡＩＱＫＹＩＹＴＭＴＧＧＳＧＧＳＧＧＭＳＩＱＱＩＱＡＡＩＲＲＩＱＲＡＩ
ＲＲＩＱＲＡＩＲＲＭＴＧＳＧＧＧＧＳＧＭＳＩＥＥＩＱＫＱＩＡＡＩＱＥＱＩＶＡＩＹ
ＫＱＩＭＡＭＡＳ、配列番号：３３）を細胞に加えた。３７℃で２時間インキュベーショ
ンした後、氷冷Ｏｐｔｉｍｅｍで細胞を２回洗浄し、続いて遠心分離した。特に明記しな
い限り、このプロトコールにおけるすべての遠心分離ステップは、４℃、１０００ｇで１
０分間実施した。細胞外に結合したアルファボディーを除去するために、細胞ペレットを
トリプシンとともに３７℃で１５分間インキュベーションし、ＦＢＳを加えることによっ
てトリプシンを不活性化した後、ヘパリン（１００ｕｇ／ｍｌヘパリン（Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ）を含む氷冷ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡ＋５ｍＭグルコース）で細胞ペレット
を５分間にわたって室温で２回洗浄した。Ｏｐｔｉｍｅｍによるさらなる洗浄ステップの
後、細胞ペレットを３０μｌのジギトニン細胞溶解緩衝液（１５ｕｇ／ｍｌジギトニン（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を含む１％ＢＳＡ＋０．３Ｍスクロース＋０．１Ｍ　ＫＣ
ｌ＋２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２＋１ｍＭ　ＥＤＴＡ＋１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４）
に再可溶化し、続いて氷上で振盪しながら１０分間インキュベーションすることによって
、細胞溶解を実施した。ジギトニン溶解緩衝液は、細胞内のエンドソームおよび他の膜区
画の完全性を維持しながら、原形質膜の軽度かつ選択的な透過処理を可能にする。ジギト
ニン処理細胞の遠心分離（４℃、１６０００ｇで１０分間）後に得られた上清は、ジギト
ニン処理により放出される細胞質ゾル内容物に対応する（細胞質ゾル画分、ＣＦ）。残っ
たペレットをＰＢＳで２回洗浄し、細胞溶解緩衝液（Ｃｅｌｌ　Ｌｙｓｉｓ　Ｂｕｆｆｅ
ｒ，Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を含有する１％Ｔｒｉｔｏ
ｎ－Ｘ１００にペレットを再懸濁した後、ジギトニン耐性の残りの画分（ＲＦ）が得られ
る。
【０４０１】
　１μＭ　ＣＰＡＢ　ＭＢ２３＿ｈｉＲ＿ｎｏ　ｔａｇとともに２時間インキュベーショ
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って洗い流した後に、ジギトニン細胞溶解プロトコールをＪｕｒｋａｔ細胞に適用した。
得られた細胞の細胞質ゾル画分および残りの画分（ＣＦおよびＲＦ）を、既知量のアルフ
ァボディーを含有する較正用サンプルと一緒に抗Ｈｉｓ抗体でブロットした。
【０４０２】
　図１５は、この実験の結果を示す。ＪｕｒｋａｔのＣＦおよびＲＦでは、正確な分子量
のＭＢ２３＿ｈｉＲ＿ｎｏ　ｔａｇに対応するバンドが見られる。これは、Ｊｕｒｋａｔ
細胞の細胞質ゾル区画には、ＭＢ２３＿ｈｉＲ＿ｎｏ　ｔａｇが存在することを明らかに
実証している。
【０４０３】
　同じゲル上で泳動した較正用サンプルに基づいて、細胞内ＣＰＡＢ濃度を大まかに推定
し得る。Ｊｕｒｋａｔ細胞の１ｐｌの推定細胞質ゾル容量に基づけば、推定細胞内ＣＰＡ
Ｂ濃度は、２時間のインキュベーション時間後において０．１～３μＭの範囲である。
【０４０４】
　実施した細胞分画法が、ＣＦでは細胞質ゾル内容物の部分的な放出をもたらしたが、Ｒ
Ｆでは膜性の細胞器官および構造が見られたことを実証するために、細胞質ゾル（ＧＡＰ
ＤＨおよびＬＤＨ）マーカー、エンドソーム（ＮＡＧ、Ｌａｍｐ－１、フロチリン－１）
マーカーおよび膜（フロチリン－１）マーカーの存在について、ＣＦおよびＲＦを試験し
た。図１６および図１７は、ＮＡＧ、フロチリン－１およびＬａｍｐ－１がＲＦ画分内に
もっぱら存在することを実証している。ＬＤＨおよびＧＡＰＤＨはＣＦおよびＲＦ画分の
両方に見られるが、これは、ＣＦが一部の細胞質ゾル内容物を含有し、いくらかの細胞質
ゾル内容物がＲＦに行ったことを示している。
【０４０５】
一般的な結論
　実施例１～６で得られた結果から明らかであるように、ＣＰＡＢポリペプチドおよびＣ
ＰＡＢアルファボディーは、低ｎＭ範囲の濃度で様々な腫瘍細胞株によって急速に取り込
まれる。この取り込みは、用量依存的であり、大部分はエネルギー非依存的である（すな
わち、直接的な導入による）。抗ＭＣＬ１活性を有する本明細書に開示されるポリペプチ
ドは、癌細胞に効率的に透過し、標的分子ＭＣＬ－１に結合し、有意な生物学的効果、す
なわち、アポトーシスの誘導を引き起こす。加えて、ＡＢ１＿ｐａｎ＿ｈｉＫＲ３－Ｖ５
アルファボディーは、より幅広いパネルのＢＣＬ－２ファミリータンパク質に高い親和性
で結合することが示され、さらにはヒト神経膠芽腫（Ｕ８７．ＭＧ）細胞で効率的に取り
込まれた。これらの結果は、本発明のポリペプチドが、細胞内標的に対処する他の公知の
アプローチよりも明らかに優れた利点を示すことを示す。
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【手続補正書】
【提出日】平成26年8月18日(2014.8.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　一般式ＨＲＳ１－Ｌ１－ＨＲＳ２－Ｌ２－ＨＲＳ３
（式中、－ＨＲＳ１、ＨＲＳ２およびＨＲＳ３は、それぞれ独立して、２～７個の連続す
るヘプタッド反復単位を含有するヘプタッド反復配列（ＨＲＳ）であり、すべてのヘプタ
ッドのａ位およびｄ位の少なくとも５０％は、イソロイシン残基によって占められており
、各ＨＲＳは、ヘプタッドのａ位またはｄ位のいずれかに位置する脂肪族アミノ酸残基ま
たは芳香族アミノ酸残基で開始および終了しており、ＨＲＳ１、ＨＲＳ２およびＨＲＳ３
は、ともに三重α－ヘリックスコイルドコイル構造を形成しており；かつ
－Ｌ１およびＬ２は、それぞれ独立して、ＨＲＳ１とＨＲＳ２とを共有結合的に連結し、
ＨＲＳ２とＨＲＳ３とを共有結合的に連結するリンカー断片である）
を有する少なくとも１個のアルファボディー構造配列を含有するポリペプチドであり、
　前記アルファボディー構造配列が、細胞内への前記ポリペプチドのインターナリゼーシ
ョンを確保する少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域を含有し、前記イン
ターナリゼーション領域が、２個の正荷電アミノ酸残基間に及んでおり、１６個以下のア
ミノ酸残基の断片からなり、少なくとも５０％が前記アルファボディー構造配列内に含ま
れる少なくとも６個の正荷電アミノ酸残基の存在を特徴とし、前記インターナリゼーショ
ン領域が、少なくとも４個のアルギニン残基または少なくとも５個のリジン残基を含有す
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る、ポリペプチド。
【請求項２】
　少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域が、前記アルファボディー構造配
列内に全体的に含まれる、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　少なくとも１個の正荷電インターナリゼーション領域が、前記少なくとも１個のアルフ
ァボディー構造配列の１個のα－ヘリックス内に全体的に含まれる、請求項１または２の
いずれかに記載のポリペプチド。
【請求項４】
　前記正荷電インターナリゼーション領域が、６～１２個のアルギニン残基を含有する、
請求項１～３のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項５】
　そのアルファボディー配列内に、ＺＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ
ＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＸＺＸ
ＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＺＸＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺ、ＺＸ
ＸＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺ、ＺＸＸＸＺＸＸＺＺＸＸＺＺ、ＺＸＸＺＺＸＸＺＺＸＺ、
ＺＺＸＸＺＺＸＺＺ、ＺＺＸＸＸＸＸＺＺＸＸＸＸＸＺＺ（式中、Ｚは、正荷電アミノ酸
を表し、Ｘは、任意のアミノ酸残基を表す）からなる群より選ばれたモチーフを含有する
、請求項１～４のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　前記モチーフにおいて、前記Ｚの７５～１００％がアルギニンである、請求項５に記載
のポリペプチド。
【請求項７】
　そのアルファボディー配列内に、配列番号：１３～３２のいずれか１個のモチーフを含
有する、請求項１～６のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項８】
　前記少なくとも１個のアルファボディー構造配列が、細胞内標的分子に対する少なくと
も１個の結合部位をさらに含有する、請求項１～７のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項９】
　医薬として使用するための、請求項１～８のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　前記細胞内標的分子が関連する疾患または障害の治療方法に使用するための、請求項１
～９のいずれかに記載のポリペプチド。
【請求項１１】
　請求項１～８のいずれかに記載のポリペプチドおよび任意に、１個以上の薬学的に許容
され得る担体を含有してなる、医薬組成物。
【請求項１２】
　イン・ビトロで細胞内タンパク質の生物学的機能を調節するための、請求項１～８のい
ずれかに記載のポリペプチドの使用。
【請求項１３】
　アルファボディー構造配列の少なくとも一部に含まれるインターナリゼーション領域を
得るように、前記アルファボディー構造配列を含有するポリペプチドを製造するステップ
を少なくとも含む、請求項１～８のいずれかに記載のポリペプチドの製造方法。
【請求項１４】
　目的の細胞内標的分子に対するその特異的結合親和性について、少なくとも１個のアル
ファボディー構造配列を選択するステップをさらに含む、請求項１３に記載の製造方法。



(78) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40

【国際調査報告】



(79) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40



(80) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40



(81) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40



(82) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ  35/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   35/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    7/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    3/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    9/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   29/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/08     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   37/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/48     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   47/48     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/42     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   47/42     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/00     １０１　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/28     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   21/04     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    5/14     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   17/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   17/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    1/04     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   27/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   11/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   15/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/02     １０１　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    7/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    7/08     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   19/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    1/16     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    9/10     １０１　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    7/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    9/04     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    9/12     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    3/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   11/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/14     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/16     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   21/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ    3/10     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   29/00     １０１　        　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ   27/16     　　　　        　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ａ        　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,
BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,H
R,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG



(83) JP 2015-533372 A 2015.11.24

10

20

,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(72)発明者  デルー　サブリーナ
            フランス国　エフ－５７３３０　ルシー－ル－ヴィラージュ　グラン　リュ　２９
(72)発明者  ソーメルス　クラーティエ
            ベルギー国　ベー－３７２１　コルテッセム　デネンドレーフ　５
(72)発明者  ラスタルス　イニャス
            ベルギー国　ベー－２０１８　アントウェルペン　ボスマンスライ　３８
(72)発明者  デスメット　ジョアン
            ベルギー国　ベー－８５００　コルトレイク　ロデ　デ　ボーニンゲラーン　１２
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  AA20  CA01  CA04  CA09  CA11  CA20  DA02  DA03 
　　　　 　　        EA04  GA11  HA01  HA08  HA11 
　　　　 　　  4B064 AG01  CA02  CA19  CE20  DA01  DA13 
　　　　 　　  4C076 AA95  CC01  CC04  CC07  CC09  CC10  CC11  CC13  CC14  CC15 
　　　　 　　        CC16  CC17  CC18  CC21  CC27  CC31  CC41  EE41  EE59 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA07  BA17  BA18  NA13  NA14  ZA01  ZA02  ZA16  ZA33 
　　　　 　　        ZA34  ZA36  ZA42  ZA45  ZA512 ZA52  ZA54  ZA55  ZA59  ZA66 
　　　　 　　        ZA68  ZA81  ZA89  ZA94  ZA96  ZB07  ZB08  ZB11  ZB13  ZB15 
　　　　 　　        ZB26  ZB27  ZB31  ZC06  ZC21  ZC33  ZC35 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA30  BA10  BA15  BA16  BA17  BA50  CA40  EA20  EA34 
　　　　 　　        EA50  FA74 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	written-amendment
	search-report
	overflow

