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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インビトロでペプチドに分子をコンジュゲートさせることによってＬＤＬＲ発現細胞に
分子をターゲットするための、配列番号１～１１及び３０～６５から選択されるペプチド
の使用。
【請求項２】
　ペプチドが、分子に直接的または間接的にコンジュゲートした、請求項１に記載の使用
。
【請求項３】
　分子が、治療用、診断用または医療用イメージング剤、または分子プローブである、請
求項２に記載の使用。
【請求項４】
　血液脳関門を通した該分子の輸送のための、請求項１に記載の使用。
【請求項５】
　配列番号１～１１及び３０～６５から選択されるペプチドに分子をインビトロでコンジ
ュゲートさせることによって哺乳動物の血液脳関門を横断する医薬を製造するための、配
列番号１～１１及び３０～６５から選択されるペプチド及び分子の使用。
【請求項６】
　配列番号３～１０、３０～４２、４４～４７及び４９～６５から選択される配列を有す
るペプチド。
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【請求項７】
　配列番号１～１１及び３０～６５から選択されるペプチドに分子をインビトロでコンジ
ュゲートさせることを含む、哺乳動物の血液脳関門を横断する医薬の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ペプチド誘導体（ペプチドまたは擬似ペプチド）に、および対象の分子のた
めのベクターとしてのそれらの使用に関する。本発明は、対象の分子に結合した本発明の
ペプチド誘導体を含有するコンジュゲートにも関する。本発明のペプチドおよびプロドラ
ッグコンジュゲートは、製薬上または診断上対象の分子、例えば治療用分子、イメージン
グもしくは診断剤または分子プローブなどを、細胞膜を横断してベクター化するために、
およびとりわけ、それらの血液脳関門（ＢＢＢ）を横断する輸送を促進するために、使用
することができる。
【０００２】
　ＩＭＳ　Ｈｅａｌｔｈによると、中枢神経系（ＣＮＳ、脳および脊髄）病態を治療する
ための薬物の世界市場は、２００７年にはおおよそ７００億ドルであり、この総額のうち
の９０億ドルが薬物送達技術から生まれた製品に相当した（Ｊａｉｎ，２００８，Ｊａｉ
ｎ　ＰｈａｒｍａＢｉｏｔｅｃｈ　Ｒｅｐｏｒｔ，Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｉｎ　
ＣＮＳ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）。このように、今日、ＣＮＳは、心臓血管内科および腫瘍
学と共に、三大治療領域の１つである。世界中のＣＮＳ障害および病態罹患者数は、心血
管疾患または癌患者数より多いが、神経病学は、依然として未開拓市場である。これは、
ＣＮＳ病態を治療するための可能性のある治療薬の９８％が、脳血液関門またはＢＢＢを
横断しないことによって説明される（Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ，２００３，Ｍｏｌ．Ｉｎｔｅ
ｒｖ．，３，９０－１０５）。
【０００３】
　実際、脳は、２つの主要生理的バリアシステム：ＢＢＢおよび血液脳脊髄液関門（ＢＣ
ＳＦＢ）、の存在によって潜在的毒性物質から保護される。ＢＢＢは、血漿リガンドの取
り込みの主要経路と考えられている。その表面積は、ＢＣＳＦＢのものよりおおよそ５０
００倍大きい。ＢＢＢの構成血管の全長は、おおよそ６００ｋｍである。大脳皮質各１ｃ
ｍ３が、血管１ｋｍ相当を含有する。ＢＢＢの表面積は、２０ｍ２と概算される（Ｄｅ　
Ｂｏｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ．，４６（
７），５５３－５７６）。例えば、ＢＢＢを構成する脳内皮は、可能性のある薬物の多く
のＣＮＳ障害に対する使用にとって大きな障害に相当するが、血液と神経組織の間の大き
な潜在的交換面にも相当する。
【０００４】
　原則として、おおよそ４５０から６００ダルトンの少数の小さな親油性分子しか（薬物
候補の２％しか）ＢＢＢを横断できない、または、血液から脳に進むことができない。Ｃ
ＮＳ障害の治療についての動物研究において有望な結果を示す多くの薬物候補の分子量お
よびサイズは、相当大きい。従って、治療用ペプチドまたはタンパク質などの大部分の分
子は、これらの薬物候補についての脳毛細血管内皮細胞（ＢＣＥＣ）に対する低い透過性
のため、血液から脳への通行／輸送から一般に排除される。血管内にて構成されるＢＣＥ
Ｃは、基底板、星状膠細胞終足、周皮細胞、小膠細胞およびニューロン細胞に取り囲まれ
ている。内皮細胞と星状膠細胞終足の緊密な会合が、大部分の分子に対するＢＢＢ不透過
性の特性の発生および維持の原因であり、従って、脳の恒常性を維持するための血液と脳
の間の分子交換の精密なおよび有効な制御を保証する。ＢＣＥＣは、有窓性である、他の
器官の他の内皮細胞と比較して、タイト結合により密接に結合している。それ故、これら
のタイト結合は、ＢＢＢを横断する一切の傍細胞輸送を防止する。
【０００５】
　ＢＢＢは、脳病態を治療するための、およびとりわけＣＮＳ障害を治療する可能性が高
い分子の使用のための、新規療法の開発の際に克服する主な障害と考えられている（Ｎｅ
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ｕｗｅｌｔ　ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｌａｎｃｅｔ　Ｎｅｕｒｏｌ．，７，８４－９６
）。
【０００６】
　主要脳病態（脳癌、パーキンソンおよびアルツハイマー病、卒中／脳血管障害（ＣＶＡ
）など）のための有効な治療が現在なぜないのかを説明することができる理由の１つは、
脳病態を治療するための薬物候補の開発者が、社内検索プログラム（脳創薬プログラム）
を実行するが、ＢＢＢ横断の問題には、およびＣＮＳの優先的ターゲッティング、特に脳
の優先的ターゲッティング（脳薬物ターゲッティングプログラム）には、殆ど努力を注ぎ
込んでいないことである（Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ，２００３，Ｍｏｌ．Ｉｎｔｅｒｖ．，３
，９０－１０５）。実際、薬物候補は、ＣＮＳ病態または障害を治療するための薬物にな
る最高の機会を有するために一定の構造的、物理化学的、薬化学的および薬理学的規則に
従わなければならない（Ｐａｊｏｕｈｅｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，ＮｅｕｒｏＲｘ
，２（４），５４１－５５３）。薬物候補の開発の際、分子のそのターゲットに対する選
択性および特異性（薬理学的プロファイリング）は、その治療活性（効力）に不可欠であ
る。分子のバイオアベイラビリティーおよび潜在的毒性（製薬プロファイリング）は、薬
物としてのその未来にとって重要である。言い換えると、ＣＮＳ病態または障害を治療す
るための薬物になる可能性が高いいずれの分子も、ＢＢＢを横断して移動しなければなら
ず、その生物活性を維持しなければならず、そして低い毒性（Ｔｏｘ）で、適する薬物動
態（ＰＫ）特性、適する吸収・分布・代謝・排泄／排除（ＡＤＭＥ）特性および適する薬
力学（ＰＤ）特性を示さなければならない。例えば、ＣＮＳ治療分野の医化学者には開発
中の分子の親水性／親油性バランスを見つけることが特に難しい。
【０００７】
　従って、ＣＮＳ障害および病態を治療する際の大きな問題は、投与する分子がＢＢＢを
横断せず、それ故、ＣＮＳ内のそれらのターゲット（単数または複数）に到達できないこ
とに存する。ＢＢＢを構成する、ＣＮＳの血管および毛細血管の内皮細胞は、血液から神
経組織に進むことができない分子にとって障害物である。実際、これらの内皮細胞および
それらを取り囲む神経膠細胞終足は、傍細胞経路による一切の通行／輸送を制限／防止す
る内皮細胞間のタイト結合の存在にとりわけ関係する物理的バリアを構成し、そしてこれ
らの細胞は有効な排出システムを有するので、経細胞経路による一切の通行／輸送を抑止
する生理的バリアも構成する。従って、これらの特性は、血漿から脳細胞外空間に向かっ
ての物質の通行を強く制限する。
【０００８】
　実際、ＢＢＢを横断することができる一部の分子は、多剤耐性（ＭＤＲ）輸送タンパク
質により脳から血流に向かって能動的に放出／排出される。これらの能動排出輸送（ＡＥ
Ｔ）系は、脳から血流に向かっての小分子の能動排出を一般に制御する。ＢＢＢにおける
モデルＡＥＴ系は、ＡＴＰ結合カセット（ＡＢＣ）輸送体、またはＰ－糖タンパク質（Ｐ
－ｇｐ）であるが、他のＡＥＴ系、例えばＭＤＲ関連タンパク質１（ＭＲＰ１）がＢＢＢ
には存在する。脳毛細血管内皮細胞の管腔表面に主として位置するＰ－ｇｐは、大部分の
生体異物の脳への侵入を防止する、しかしＣＮＳにおいて活性であることができる薬物候
補および治療上対象の他の分子の脳への侵入も防止するＢＢＢの生理的バリアの機能にお
ける必須要素である。
【０００９】
　従って、脳障害または病態を治療、診断またはイメージングするための分子の開発にお
ける研究の優先事項の１つは、活性物質のＢＢＢを横断する通行の有効性を増すための手
段を見つけることである。
【００１０】
　この点に関して、治療上対象の分子がＣＮＳに到達できるようにするために薬物候補の
開発者によって現在研究されており、そして用いられている、ＢＢＢを横断する分子のベ
クター化のための戦略を、３つの主な戦略に分けることができる（図１）（Ｐａｒｄｒｉ
ｄｇｅ，２００７，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．，２４（９），１７３３－１７４４；Ｄｅ　Ｂ
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ｏｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ．，４６（７
），５５３－５７６；Ｄｅ　Ｂｏｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｐ
ｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．，４７，３２７－３５５；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ
．，２００７，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．，２４（９），１７５９－１７７１）。
【００１１】
　脳神経外科的アプローチ
　脳神経外科的アプローチは、活性物質の脳への直接脳室内注射、脳内注射もしくは髄腔
内注射により、またはＢＢＢの分解（ＢＢＢの完全性の一次的破壊）により遂行される。
脳神経外科手順に関係する費用に加えて、脳室内注射による脳神経外科的アプローチの主
な問題は、薬物が脳実質に直接送達されず、脳脊髄液に送達されることである。実際、脳
室内注入は、脳室内へのカテーテルの留置を必要とする（Ａｉｒｄ，１９８４，Ｅｘｐ．
　Ｎｅｕｒｏｌ．，８６，３４２－３５８）。この非常に侵襲的な技術は、脳実質におけ
る活性物質の輸送には有効でない。実際、脳は実質内体積流量を有さないので、脳室内注
入による薬物送達中の脳脊髄液から脳実質への体積流は、その対流の異常に遅い拡散（輸
送）によって支配される。
【００１２】
　類似して、脳内注射については、脳内での活性物質の拡散が注射部位から病変部位まで
に非常に急速に減少する。実際、活性物質の脳内濃度は、その注射部位から５００μｍの
距離で９０％減少する。
【００１３】
　髄腔内注入は、活性物質を既定流量で送達するポンプに接続されたカテーテルの脳内へ
の留置を必要とする。脳は、細胞外液を全身循環に輸送する役割を通常果たすリンパ系を
有さない唯一の器官であるという事実のため、脳内の髄腔内注入による活性物質の分布は
、非常に遅い。これが、病変部位での活性物質の濃度を低下させる。
【００１４】
　さらに、そのような脳神経外科手順の間の、特にカテーテルの存在による、感染のリス
クは、有意である。これらの条件下で患者の快適さは最適ではない。
【００１５】
　ＢＢＢの不透過性の一時的中断は、脳毛細血管内皮細胞の密な結合の一時的解放を伴う
。これは、ロイコトリエンまたはブラジキニンなどの血管作用物質についてそうである（
Ｂａｂａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｃｅｒｅｂ．Ｂｌｏｏｄ　Ｆｌｏｗ　Ｍｅｔａ
ｂ．，１１，６３８－６４３）。この戦略は、同じく侵襲的であり、鎮静剤を飲ませた被
験者／患者における頸動脈への動脈アクセスを必要とする。頸動脈へのアクセスのための
放射線医学手順に関係する出費に加えて、ＢＢＢの完全性の一次的破壊により遭遇する主
な問題は、ＢＢＢが短期間の間解放しままであるに過ぎず、従って、長期間にわたって薬
物を送達する可能性を制限することである。さらに、ＢＢＢの一次的破壊は、血漿タンパ
ク質を脳に進入させ（ところがこれらのタンパク質は脳にとって毒性であり得る）、そし
て感染性物質の進入も助長し得る。従って、ＢＢＢのこのタイプの破壊は、慢性神経病理
学的破壊につながり、そして高い感染リスクを伴う（Ｓａｌａｈｕｄｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８８，Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ．，７６，１－１０）。
【００１６】
　ベクター化への薬理学的アプローチ
　分子を輸送するための薬理学的戦略は、活性物質に脂質基を付加させることによってよ
り親油性にした分子の経細胞拡散（経細胞親油性拡散またはＴＬＤ）またはリポソームの
使用（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌｅａｓｅ，１９
，４５９－４８６）、および正電荷を有するベクター分子によるイオン吸着による輸送ま
たは活性分子のカチオン化（吸着媒介輸送またはＡＭＴ）による輸送を含む。
【００１７】
　脂質基を付加させることにより、とりわけプロドラッグアプローチによる親水性分子の
より、親油性分子への化学的変換が可能となる。しかし、そのような化合物の合成は、Ｂ
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ＢＢを横断するために最適な輸送閾値を超える、とりわけ分子量に関しては４５０ダルト
ンの至適限度より大きくなる、分子をもたらす（Ｐａｊｏｕｈｅｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，２
００５，ＮｅｕｒｏＲｘ，２（４），５４１－５５３）。同じ理由で、リポソームは、ま
たは小さい小胞もしくはナノ粒子（ミセル、ナノスフェア、ナノカプセル）でさえ、一般
には大きすぎ、ＢＢＢに対して十分特異的でなく、そしてその結果、治療上対象の分子（
またはイメージングもしくは診断剤、または任意の他の分子、例えば分子プローブ）のＢ
ＢＢを横断する輸送に比較的効果がない（Ｌｅｖｉｎ，１９８０，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ
．，２３，６８２－６８４；Ｓｃｈａｃｋｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ｓｅｌｅｃ
ｔｉｖｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ．，５，７３－７９）。従って、脂質化技術（ＴＬＤ
）によって遭遇する主な問題は、他の細胞膜と比較してＢＢＢの特異的ターゲッティング
および横断に関するそれらの低い特異性、薬物の曲線下面積（ＡＵＣ）の血漿値の低下、
ならびに小分子のベクター化のためのそれらの一般に制限される使用である。
【００１８】
　ＡＭＴアプローチの場合、遭遇する主な問題は、他の細胞膜と比較してＢＢＢの特異的
ターゲッティングおよび横断に関する低い特性である。実際、ＡＭＴは、膜が負の電荷を
有する細胞（殆どの細胞がそうである）へのカチオン性分子吸着に基づく。薬物のＡＵＣ
の血漿値の低下、小分子のベクター化のためのそれらの一般的に制限される使用、および
それらの細胞毒性は、ＡＭＴベクター化アプローチを不利にするさらなる要因である。
【００１９】
　ベクター化への生理的アプローチ
　ベクター化への生理的アプローチに基づく戦略は、ＢＢＢの様々な自然輸送メカニズム
の活用に存する。分子のＢＢＢを横断する能動輸送のこれらのメカニズムは、特異的受容
体基質とのカップリングにより、または特異的受容体との分子的擬態（担体媒介輸送また
はＣＭＴ）によって、または受容体を特異的にターゲッティングするリガンドとのカップ
リングもしくは融合（受容体媒介輸送またはＲＭＴ）により作用する。
【００２０】
　一例として、Ｌ－ＤＯＰＡ（パーキンソン病）、メルファラン（脳の癌）、α－メチル
－ＤＯＰＡ（動脈性高血圧）およびガバペンチン（癲癇）などの分子は、大型中性アミノ
酸輸送体（ＬＡＴ１）によるＣＭＴによって脳にアクセスする（Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ，２
００３，Ｍｏｌ．Ｉｎｔｅｒｖ．，３，９０－１０５）。これらの分子は、フェニルアラ
ニン、ＬＡＴ１の天然基質の１つ、に近い化学構造を有する。しかし、ＣＭＴアプローチ
により遭遇する主な問題は、内因性受容体／輸送体の基質を厳密に模倣する／擬態するコ
ンジュゲートに対するそれらの広い選択性／特異性であり、そしてその結果として、小分
子のベクター化に対して制限されたままであるそれらの使用である。
【００２１】
　ＲＭＴには、受容体依存性輸送系が求められる。ベクター化は、脳毛細血管内に存在す
る内因性受容体／輸送体をターゲッティングすることによるエンドサイトーシスのメカニ
ズムによって遂行される。ＲＭＴに関与する様々なヒトＢＢＢ受容体の注目に値する例は
、トランスフェリン受容体（ＴｆＲ）；インスリン受容体（ＩＲ）；ＬＤＬ受容体（ＬＤ
ＬＲ）、および低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質（ＬＲＰ）ファミリーのメン
バーをはじめとする、コレステロール輸送を可能にする低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）
受容体；もしくはインスリン様成長因子受容体（ＩＧＦＲ）；ジフテリア毒素受容体（Ｄ
ＴＲ）；またはヘパリン結合上皮成長因子様成長因子（ＨＢ－ＥＧＦ）；ならびにスカベ
ンジャー受容体クラスＢタイプＩ（ＳＲ－ＢＩ）を含むスカベンジャー受容体（ＳＣＡＶ
－Ｒｓ）を含む。ＲＭＴの場合、ＢＢＢ内皮細胞の膜上の受容体は、それらのリガンドに
結合し、該リガンドは、細胞表面で形成してＢＢＢ内皮細胞を透過する小胞体への、受容
体／輸送体とそのリガンドから成る複合体のエンドサイトーシスをもたらす。前記リガン
ド／受容体複合体は、内皮細胞を通過すること（トランスサイトーシス）ができ、そして
それ故、その結果として、ＢＢＢを横断して神経組織において作用することができる。こ
のＲＭＴプロセスは、エンドサイトーシスに関与する分子のサイズに依存しない。従って
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、ＲＭＴは、インスリン、鉄輸送タンパク質、コレステロール、様々なペプチド誘導体お
よびタンパク質などのような分子の血液から脳への輸送を可能にするメカニズムである。
例えば、トランスフェリンをＢＢＢ上に存在するＴｆＲのリガンドベクターとして使用し
（Ｊｅｆｆｅｒｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｎａｔｕｒｅ，３１２，１６２－１６
３；Ｆｒｉｄｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５９，３７３－３７７
；Ｆｒｉｄｅｎ，１９９４，Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，３５，２９４－２９８）、そし
て輸送すべき分子（活性物質）をトランスフェリン（リガンドベクター）とカップリング
させる。高分子を使用するこのベクター化戦略は、対象のコンジュゲート分子のＢＢＢを
横断する通行を増すことができるが、幾つかの不利な点を有する。第一に、一般に、前記
分子を遺伝子発現法（融合）によって前記ベクターにカップリングさせるので、ポリペプ
チドまたはタンパク質のみに輸送される分子の数を限定する。第二に、前記分子と前記ベ
クターをカップリングさせるための系は、相当複雑である；従来の化学的または生化学的
カップリングは、構造的および分子的観点から明確に定義された高分子系を生じさせない
。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
　本発明は、これらの不利な点を克服する。本発明は、細胞膜を横断して、さらに具体的
にはＢＢＢ、高分子量および／または大容積の物質、を横断して輸送することができる低
減サイズのペプチドまたは擬似ペプチドを設計できることを示す。従って、本発明は、興
味の分子のバイオアベイラビリティーを向上させる、とりわけに、ＣＮＳへのそれらのア
クセス（ターゲッティング）を向上させる、新規ペプチド、コンジュゲートおよび組成物
を提案する。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　より詳細には、本発明者らは、ヒトＬＤＬＲを結合することができるペプチド誘導体を
開発した。本発明者らは、これらの誘導体がＢＢＢを横断することができることを証明し
た。本発明者らは、これらの誘導体が、治療上または診断上興味の分子をＢＢＢ細胞内で
輸送することができることも証明した。さらに、本発明者らは、天然リガンドと競合する
ことなく、従って、ＬＤＬ輸送に干渉することなく、ＬＤＬＲを結合することができるペ
プチドを開発した。従って、これらのペプチド誘導体は、とりわけＣＮＳに到達するため
の、薬物または診断剤の設計およびベクター化に特に有利である新規産物（ベクター）の
代表である。
【００２４】
　従って、本発明は、最大で３０のアミノ酸残基を含有すること、そして細胞膜の表面で
ヒトＬＤＬＲを結合することを特徴とする、天然および／または非天然アミノ酸の配列を
含むペプチドまたは擬似ペプチドに関する。前記ペプチドは、少なくとも５つのアミノ酸
残基、好ましくは少なくとも６、７または８つのアミノ酸残基を含む。好ましい実施形態
において、本発明のペプチドは、マウスＬＤＬＲも結合する。特に有利で好ましい点では
、本発明のポリペプチドは、ＢＢＢを、およびことによると癌性または感染性細胞の膜を
、横断する能力を有する。
【００２５】
　本発明は、興味の物質にカップリングさせた、上で定義したしたものなどのペプチドま
たは擬似ペプチドを含むコンジュゲートにも関する。下で説明するように、カップリング
は、有利には共有結合形であり、そして細胞膜を横断した後に解離して、対象の部位で興
味の物質を遊離するように行うことができる。前記カップリングの性質によって、前記物
質は、例えば、受動的に遊離されることもあり、または酵素のもしくは所与の生理条件の
作用のもとで遊離されることもある。
【００２６】
　本発明は、上で定義したものなどのコンジュゲートを調製するための方法／工程にも関
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する。
【００２７】
　本発明は、本発明のコンジュゲートを含む医薬組成物または診断用組成物にも関する。
【００２８】
　本発明は、薬物または診断もしくはイメージング剤を調製するための、上で定義したも
のなどの、ペプチドもしくは擬似ペプチドまたはコンジュゲートの使用にも関する。
【００２９】
　本発明は、分子のＢＢＢを横断する通行を改善するまたは可能にするための方法にも関
し、この方法は、この分子をペプチドまたは擬似ペプチド、例えば上で定義したもの、に
カップリングさせることを含む。
【００３０】
　本発明は、薬物により被験者における病態を治療するための改善された方法にも関し、
前記改善は、この薬物をペプチドまたは擬似ペプチド、例えば上で定義したもの、とカッ
プリングさせることに存する。
【００３１】
　本発明を任意の哺乳動物、特に、任意の人間において用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】Ａｂｂｏｔｔ　ａｎｄ　Ｒｏｍｅｒｏ，１９９６，Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．Ｔｏｄａｙ
，２（３），１０６－１１３から改作した、天然または薬理学的分子のＢＢＢを横断する
通行の様々なモードを示す図。
【図２】治療上対象のコンジュゲートのベクター／分子の、タンデムでの合成とリンカー
を介しての合成の比較図。
【図３】Ａ－ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲをクローニングするために使用したプラスミド
の図。Ｂ－トランスフェクトされた細胞によって発現された融合タンパク質を表す図。
【図４】ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰまたはＧＦＰ（対照）融合タンパク質を構成的に発現するＣ
ＨＯ細胞系統に対して行ったウエスタンブロット。抗ｈＬＤＬＲ抗体で、ｈＬＤＬＲ－Ｇ
ＦＰ融合タンパク質のサイズに対応する１９０ｋＤａバンドが検出される。
【図５】Ａ－ＧＦＰのみ（対照）またはＢ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ構築物のいずれかを安定
して発現する、透過処理されていないＣＨＯ細胞に関する免疫細胞化学。細胞核をＨｏｅ
ｃｈｓｔ（ブルー、Ａ１およびＢ１）で染色する。ＧＦＰ蛍光は、緑色に見え（Ａ２およ
びＢ２）、抗ｈＬＤＬＲ抗体によるｈＬＤＬＲの細胞外ドメインの染色のものは、赤色に
見え（Ａ３およびＢ３）、そして赤色染色剤と緑色染色剤の重ね合わせは、黄色／オレン
ジ色に見える（Ａ４およびＢ４）。ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ構築物で安定してトランスフェク
トされた細胞のみが膜受容体（Ｂ３）を発現することに留意すること。
【図６】Ａ－ＤｉＩ－ＬＤＬ（赤色）と共にインキュベートしたｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ（緑
色）を発現するＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統の細胞、赤色染色剤と緑色染色剤の
重ね合わせは、黄色／オレンジ色に見える：細胞の強い染色に留意すること。　Ｂ－Ｄｉ
Ｉ－ＬＤＬ（赤色）と共にインキュベートしたｈＴｆＲ－ＧＦＰ（緑色）を発現するＣＨ
Ｏ－ＴｆＲ－ＧＦＰ細胞系統の細胞：ＤｉＩ－ＬＤＬ結合およびエンドサイトーシスの不
在。Ｃ－Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（赤色）にカップリングさせたトランスフェリンと共にイン
キュベートしたｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ（緑色）を発現するＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞
系統の細胞：Ｔｆリガンド結合およびエンドサイトーシスの不在。ＧＦＰと融合させたｈ
ＴｆｒおよびｈＬＤＬＲ受容体の染色のみが検出される、一方Ａと他方Ｂの間および一方
Ａと他方Ｃの間の染色の強度の差に留意すること。
【図７】Ａ－ＧＦＰのみ（緑色）、およびＢ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ（緑色）を安定して発
現するＣＨＯ細胞株、ならびにｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド（配列番号：
１）を発現する細菌ウイルスのクローンの抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体での免
疫染色（赤色の点）。細胞核をＨｏｅｃｈｓｔ（青色、Ａ１およびＢ１）で染色する。Ｇ
ＦＰ蛍光は、緑色に見え（Ａ２およびＢ２）、ウイルス抗タンパク質抗体による細菌ウイ



(8) JP 6232396 B2 2017.11.15

10

20

30

40

50

ルスのウイルスエンベロープの染色のものは、赤色に見え（Ａ３およびＢ３）、そして赤
色染色剤と緑色染色剤の重ね合わせは、黄色／オレンジ色に見える（Ａ４およびＢ４）。
ＡにおいてｈＬＤＬＲを発現しない細胞のみが細菌ウイルスに結合しないことに留意する
こと。
【図８】ヒト線維芽細胞（Ａ－Ｂ）に対するおよびブタ脳微小血管内皮細胞（Ｃ－Ｄ）に
対する、対照細菌ウイルス（Ａ－Ｃ）の結合と、ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプ
チド（配列番号：１）を発現する細菌ウイルス（Ｂ、Ｄ）の結合との、免疫細胞化学によ
る比較。抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体で細菌ウイルスを視覚化する。
【図９】ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞と、ｈＬＤＬＲに対する親和性を有するペプチ
ド配列番号：１１を発現する細菌ウイルスのクローンの間の相互作用の、この受容体に対
して親和性を有するペプチドを発現しない対照細菌ウイルスとの比較での、ＦＡＣＳによ
る評価。Ｑ２におけるシグナルは、細胞上での２つのシグナルの組み合わせを示すもので
あり、該シグナルは、一方は、ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰが発現されると陽性であり（ＧＰＦ蛍
光、横軸）、そして他方は、この受容体に対する親和性を有する細菌ウイルスが、それら
が発現するペプチドを介して細胞に結合していると陽性である（免疫細胞化学的染色、縦
軸）。Ａ－抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体およびその二次抗体ＡＰＣと共にイン
キュベートしたＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞。Ｂ－陰性対照細菌ウイルス、抗ウイル
スエンベロープタンパク質抗体およびその二次抗体ＡＰＣと共にインキュベートしたＣＨ
Ｏ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞。Ｃ－ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド（配列番
号：１１）を発現する細菌ウイルスのクローン、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体
およびその二次抗体ＡＰＣと共にインキュベートしたＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞。
シグナルの有意なシフトがＱ２において観察される。
【図１０】ヒト線維芽細胞と、ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド配列番号：１
２を発現する細菌ウイルスのクローンの間の相互作用の、この受容体に対して親和性を有
するペプチドを発現しない対照細菌ウイルスとの比較での、ＦＡＣＳによる評価。Ｑ２に
おけるシグナルは、細胞上での２つのシグナルの組み合わせを示すものであり、該シグナ
ルは、一方は、ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰが発現されると陽性であり（免疫細胞化学的染色、横
軸）、そして他方は、この受容体に対する親和性を有する細菌ウイルスが、それらが発現
するペプチドを介して細胞に結合していると陽性である（免疫細胞化学的染色、縦軸）。
Ａ－抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体およびその二次抗体ＡＰＣと共にインキュベ
ートしたヒト線維芽細胞。Ｂ－抗ＬＤＬＲ抗体およびその二次抗体Ａｌｅｘａ４８８と共
にインキュベートしたヒト線維芽細胞。Ｃ－陰性対照細菌ウイルス、抗ウイルスエンベロ
ープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と
共にインキュベートしたヒト線維芽細胞。Ｄ－ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチ
ド配列番号：１２を発現する細菌ウイルスのクローン、抗ウイルスエンベロープタンパク
質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュ
ベートしたヒト線維芽細胞。シグナルの有意なシフトがＱ２において観察される。
【図１１】ＨＵＶＥＣと、ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド、１つは環状（配
列番号：１１）、もう１つは線状（配列番号：２１）、を発現する細菌ウイルスの２つの
クローンの間の相互作用の、この受容体に対して親和性を有するペプチドを発現しない対
照細菌ウイルスとの比較での、ＦＡＣＳによる評価。Ａ－抗ウイルスエンベロープタンパ
ク質抗体およびその二次抗体ＡＰＣと共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｂ－抗ＬＤＬ
Ｒ抗体およびその二次抗体Ａｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｃ－
陰性対照細菌ウイルス、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならび
に二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｄ－ｈ
ＬＤＬＲに対して親和性を有する環状ペプチド（配列番号：１１）を発現する細菌ウイル
スのクローン、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二次抗
体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。シグナルの有意
なシフトがＱ２において観察される。Ｅ－ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する線状ペプチ
ド（配列番号：２１）を発現する細菌ウイルスのクローン、抗ウイルスエンベロープタン
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パク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にイン
キュベートしたＨＵＶＥＣ。シグナルの有意なシフトがＱ２において観察される。
【図１２－１】ＬＤＬＲに対して親和性を有する細菌ウイルスによって発現されたペプチ
ドとその天然リガンドＬＤＬの間の競合についてのＨＵＶＥＣに関するＦＡＣＳによる評
価。Ａ－抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体およびその二次抗体ＡＰＣと共にインキ
ュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｂ－抗ＬＤＬＲ抗体およびその二次抗体Ａｌｅｘａ４８８と共
にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｃ－陰性対照細菌ウイルス、抗ウイルスエンベロープ
タンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共に
インキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｄ－陰性対照細菌ウイルス、抗ウイルスエンベロープタ
ンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体、ＬＤＬ、ならびに二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８
８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。ＬＤＬの存在のため効果が観察されない。Ｅ－
ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する線状ペプチド（配列番号：２１）を発現する細菌ウイ
ルスのクローン、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二次
抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｆ－ｈＬＤＬ
Ｒに対して親和性を有する線状ペプチド（配列番号：２１）を発現する細菌ウイルスのク
ローン、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体、ＬＤＬ、ならびに二
次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。ＬＤＬは、
細菌ウイルスによって発現された配列番号：２１ペプチドの結合を強力に減少させる。Ｇ
－ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する環状ペプチド（配列番号：１１）を発現する細菌ウ
イルスのクローン、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体ならびに二
次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。Ｈ－ｈＬＤ
ＬＲに対して親和性を有する環状ペプチド（配列番号：１１）を発現する細菌ウイルスの
クローン、抗ウイルスエンベロープタンパク質抗体、抗ＬＤＬＲ抗体、ＬＤＬ、ならびに
二次抗体ＡＰＣおよびＡｌｅｘａ４８８と共にインキュベートしたＨＵＶＥＣ。ＬＤＬの
存在のため効果が観察されない。
【図１２－２】Ｉ－ＦＡＣＳによって得たグラフＡ－ＨのゾーンＱ２における蛍光シグナ
ルのシフトの百分率を表すグラフ。ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチドを発現し
ない対照細菌ウイルスについてはＱ２においてシフトが観察されない。ペプチド配列番号
：２１を発現する細菌ウイルスについては、Ｑ２においてシグナルが５５．８％より大き
くシフトし、これは、ＨＵＶＥＣ　ｈＬＤＬＲに対するこれらの細菌ウイルスによって発
現されたペプチドの親和性を示す。ＬＤＬの付加は、対照細菌ウイルスにおいてＱ２にお
けるシグナルの８５％喪失をもたらし、これは、ＬＤＬがｈＬＤＬＲに結合する部位での
、配列番号：２１のペプチド配列に対応する細菌ウイルスとＬＤＬの間の競合を示す。ペ
プチド配列番号：１１を発現する細菌ウイルスのＱ２における同等に強いシグナル（対照
細菌ウイルスと比較して７０％より大きなシフト）は、ＬＤＬの付加により、ほんのわず
かシフトされる（１７％）。
【図１３】対照細菌ウイルス（Ａ－Ｂ）ならびにｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲに対して親
和性を有するペプチド（配列番号：１）を発現する細菌ウイルス（Ｃ－Ｄ）のマウス尾静
脈注射の２時間後の、Ｃ５７ＢＬ６マウスの脳の凍結切片の二重免疫蛍光染色。脳血管は
、抗マウスＩｇＧで緑色に染色され（Ａ－Ｃ）；細菌ウイルスは、抗ウイルスエンベロー
プタンパク質抗体で赤色に染色される（Ｂ－Ｄ）。
【図１４】Ｃ末端（Ｃ－ｔｅｒｍ）スペーサー／リンカーを用いて、ローダミンまたはＳ
－Ｔａｇとコンジュゲートさせる合成ペプチドの一般スキーム。
【図１５】（Ｂにおける）対照ペプチドとの比較での、ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞
系統の細胞に関するｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド（Ａでは配列番号：１／
ローダミン、Ｃでは配列番号：２／Ｓ－Ｔａｇ）の結合およびエンドサイトーシスの蛍光
および免疫細胞化学による評価。ＧＦＰ蛍光は、緑色に見え（Ａ１、Ｂ１およびＣ１）；
ローダミンによってまたはＡｌｅｘａ５９４とカップリングしている抗Ｓ－Ｔａｇ抗体の
結合によって視覚化された、ペプチドに関するものは、赤色に見え（Ａ２、Ｂ２およびＣ
２）、そして赤色染色剤と緑色染色剤の重ね合わせは、黄色／オレンジ色に見える（Ａ３
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、Ｂ３およびＣ３）。Ａ２におけるペプチド配列番号：１／ローダミンおよびＣ２におけ
るペプチド配列番号：２／Ｓ－Ｔａｇに関する赤色での高い細胞内染色レベル、ならびに
結合したまたはエンドサイトーシスにより内在化されたペプチド（Ａ２、Ｃ２）に関する
ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ染色（緑色、Ａ１、Ｃ１）の重ね合わせに留意すること。
【図１６】それぞれ、ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＲＦＰ細胞系統（Ａ－Ｂ）およびヒト線維芽
細胞（Ｃ－Ｄ）に関するペプチド配列番号：１１および配列番号：２のならびに対照ペプ
チドの結合速度（Ａ－Ｃ）およびエンドサイトーシス（Ｂ－Ｄ）の定量。
【図１７】ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞と、Ｓ－Ｔａｇとコンジュゲートしている、
ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する、ペプチド配列番号：１１との相互作用の、同じくＳ
－Ｔａｇとコンジュゲートしている対照ペプチドとの相互作用との比較での、免疫細胞化
学的評価。Ｑ２におけるシグナルは、細胞上での２つのシグナルの組み合わせを示すもの
であり、該シグナルは、一方は、ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰが発現されると陽性であり（ＧＰＦ
蛍光、横軸）、そして他方は、対照ペプチド、およびこの受容体に対する親和性を有する
ペプチド配列番号：１１が、該細胞に結合していると陽性である（免疫細胞化学的染色、
縦軸）。Ａ－二次抗体ＡＰＣと共にインキュベートした細胞。Ｂ－Ｓ－Ｔａｇ、抗Ｓ－Ｔ
ａｇ抗体および二次抗体ＡＰＣとコンジュゲートしている対照ペプチドと共にインキュベ
ートした細胞。Ｃ－Ｓ－Ｔａｇ、抗Ｓ－Ｔａｇ抗体および二次抗体ＡＰＣとコンジュゲー
トしている、ＬＤＬＲに対して親和性を有する、ペプチド配列番号：１１と共にインキュ
ベートした細胞。シグナルの有意なシフトがＱ２において観察される。
【図１８】Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ（ＬＹ、蛍光定量分析）とのコインキュベーシ
ョンによるインビトロＢＢＢモデルにおける内皮細胞のバリアに対するペプチドの毒性の
評価、ならびに時間の関数としての、ならびに対照ペプチドおよびペプチド配列番号：１
（両方ともローダミンとコンジュゲートしている）の不在または存在下での、ＬＹの通行
速度の分析。
【図１９】溶解後の細胞の評価、ならびにインビトロＢＢＢモデルの内皮細胞への結合速
度ならびに／またはこれらの細胞への対照ペプチドおよびペプチド配列番号：１（両方と
もローダミンとコンジュゲートしている）の内在化速度の蛍光定量分析。
【図２０】対照ペプチドおよびペプチド配列番号：１（両方ともローダミンとコンジュゲ
ートしている）のインビトロＢＢＢモデルの内皮細胞を横断する通行速度（透過率、Ｐｅ
）の蛍光定量評価。ＬＹ　Ｐｅ測定値を用いて、インビトロＢＢＢモデルの完全性を検証
する。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明は、ヒトＬＤＬＲを結合することができるペプチド誘導体および製薬分野におけ
るそれらの使用、とりわけ、治療上または診断上興味の分子を、ＢＢＢ細胞内で、輸送す
るための使用に関する。
【００３４】
　ヒトＬＤＬＲは、３つの領域：細胞外領域（１－７６８）、膜貫通領域（７６８－７９
０）および細胞質領域（７９０－８３９）、を含む８３９アミノ酸の膜貫通型タンパク質
である。前記細胞外領域は、２つの小領域：ＬＤＬ結合領域（１－３２２）およびＬＤＬ
結合領域外の領域（３２２－７６８）、に分けられる（ＷＯ２００７／０１４９９２を参
照のこと）。
【００３５】
　脳は、正しく機能するためにＬＤＬを大いに必要とする。ＬＤＬＲの天然リガンドは、
ＬＤＬ、ならびにより詳細には、ＬＤＬ粒子のアポリポタンパク質Ｂ（ＡｐｏＢ）および
アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）成分であり、従って、前記粒子は、これらの粒子内に
含有されるコレステロールの細胞膜を横断するおよびより詳細にはＢＢＢを横断する輸送
を可能にする。
【００３６】
　例えば、ＬＤＬＲが、リポソームとの融合を防止する特定のエンドソーム小胞において
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、ＲＭＴプロセスにより、ＢＢＢを横断するＬＤＬ粒子のトランスサイトーシスを可能に
することは証明されている（Ｄｅｈｏｕｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌ．，１３８（４），８７７－８８９）。トランスサイトーシスによってＢＢＢを
横断したこれらのリポタンパク質は、その後、ニューロンおよび／または星状膠細胞によ
って取り込まれる（Ｓｐｅｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１０４（１８），７５９４－７５９９）。この特性は、全アポ
リポタンパク質（ＬＤＬ成分）とコンジュゲートしているナノ粒子により治療上対象の分
子をベクター化するために用いられた（Ｋｒｅｕｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｊ．
Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌｅａｓｅ，１１８，５４－５８）。しかし、この研究において、
全アポリポタンパク質は、使用されたが、ＬＤＬ粒子構造を擬態するためにナノ粒子にカ
ップリングさせた形態で使用された。
【００３７】
　本発明は、ＬＤＬＲを結合することができ、そしてＢＢＢを横断することができる小ペ
プチドの設計が可能であることを、初めて明らかにするものである。本発明は、先行技術
の戦略と比較して多くの利点を提供し、これらの利点は、とりわけ、受容体および設計戦
略およびペプチドの性質の選択の結果として得られる。本発明は、そのようなペプチドま
たは擬似ペプチドが、一部の細胞膜に対して選択的であり、そして小化学分子（親水性で
あろうと、なかろうと）ならびに高分子、例えば治療上対象のタンパク質、を輸送するた
めに使用できることを証明する。ペプチドまたは擬似ペプチドベクターは、容易に化学合
成することができ、そして治療上対象の殆どの分子またはイメージングもしくは診断剤と
前記ペプチドまたは擬似ペプチドとを、スペーサーを介してのプロドラッグ戦略（リンカ
ー経由の合成）により、またはこれら２つの実体間の直接カップリング（タンデムでの合
成）により、簡単におよび有効にカップリングさせることができる（図２）。本発明のペ
プチドおよび擬似ペプチドを、環状構造をとるように、従って、より耐タンパク質分解性
に、設計することができる。さらに、本発明のペプチドおよび擬似ペプチドを、天然リガ
ンドと競合することなくＬＤＬＲを結合するように設計することができる。実際、本発明
は、ＬＤＬ結合部位とは異なるＬＤＬＲ上の新規結合部位の発見に至った。結果として、
この部位をターゲットにする本発明のペプチドおよび擬似ペプチドの使用は、天然リガン
ドの結合の実質的破壊を伴わない、有効な輸送を可能にする。
【００３８】
　本発明の範囲内で行った研究により、本出願人は、本出願人が開発した線状または環状
ペプチドまたは擬似ペプチドを、神経性病態ならびに脳または他の組織／器官の感染性ま
たは癌性病態の治療、イメージングおよび／または診断の際に、治療上興味の分子のため
の、またはイメージングもしくは診断剤のための、または分子プローブなどの任意の他の
分子のためのベクターとして使用できることを証明することができた。
【００３９】
　本発明において説明する線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドは、細胞受容体／
輸送体および特定の細胞タイプ、そして／または細胞膜、とりわけ脳の生理的バリアのも
のおよびより詳細にはＢＢＢもしくは血液網膜関門（ＢＲＢ）のもの、をターゲッティン
グする能力を有する。
【００４０】
　本発明において説明する線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドは、細胞受容体／
輸送体および特定の細胞タイプ、とりわけ、癌細胞、神経もしくは非神経組織、そして／
または細胞膜、特にＣＮＳの生理的バリアのものおよびより詳細には神経組織腫瘍の血液
腫瘍関門（ＢＴＢ）のもの、をターゲッティングする能力を有する。
【００４１】
　本発明において説明する線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドは、より詳細には
感染性脳病変または細菌、ウイルス、寄生虫もしくは真菌性の他の病変を治療するために
、細胞受容体／輸送体および特定の細胞タイプ、そして／または細胞膜、とりわけＣＮＳ
の生理的バリアのもの、をターゲッティングする能力を有する。
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【００４２】
　本発明において説明する線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドは、細胞膜のマウ
スまたはヒトＬＤＬＲに結合する、そしてトランスサイトーシスによってこの受容体によ
り前述の膜を横断する能力を有する。
【００４３】
　本発明において説明する線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドは、マウスおよび
ヒトの脳の生理的バリアの細胞膜の表面でＬＤＬＲに結合する、そしてＲＭＴによってＬ
ＤＬＲにより前述の生理的バリアを横断する能力を有する。
【００４４】
　従って、より詳細には、本発明は、ＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチドおよび擬
似ペプチドに、ならびに治療上興味の分子のための、またはイメージングもしくは診断剤
のための、または分子プローブなどの任意の他の分子のためのベクターとしてのそれらの
使用に関する。そのようなペプチドは、多くの適応に、とりわけ、神経性病態のおよび脳
または他の組織／器官の感染性または癌性病態の治療、イメージングおよび／または診断
の際に、使用することができる。
【００４５】
　従って、本発明は、最大で３０のアミノ酸残基、好ましくは最大で２５のアミノ酸残基
を含有すること、そして細胞膜の表面でヒトＬＤＬＲを結合することを特徴とする、天然
および／または非天然アミノ酸の配列を含むペプチドまたは擬似ペプチドに関する。本発
明に関連して、用語「ペプチド」または「擬似ペプチド」は、天然であることもあり、ま
たは非天然であることもある、場合により修飾されているまたは官能化されている、そし
てペプチド、非ペプチドまたは修飾ペプチド結合によって一緒に結合されている、アミノ
酸残基の鎖／配列を含む分子を示す。前記ペプチドは、環状であることもあり、または非
環状である場合もあり、そして必要な場合には１つ以上の保護された端（Ｎおよび／また
はＣ末端）を有することがある。
【００４６】
　さらに好ましくは、本発明は、ＢＢＢを横断する能力を有することを特徴とする、上で
定義したものなどのペプチドまたは擬似ペプチドに関する。
【００４７】
　第一の実施形態において、本発明のペプチドまたは擬似ペプチドは、下記のとおりの一
般式（Ｉ）のもの：
　Ｘ－Ｍ－Ｐ－Ｒ－Ｙ　　　　　（Ｉ）
であり、この式中、
－Ｘは、１から１１の連続した天然および／または非天然アミノ酸を含む基であり、
－Ｙは、１から１１の連続した天然および／または非天然アミノ酸を含む基であり、
－Ｘおよび／またはＹは、該ペプチド内での環の形成を可能にする少なくとも１つのアミ
ノ酸残基を含有し、
－Ｍは、メチオニンまたはその同配体もしくはその類似体を示し、
－Ｐは、プロリンまたはその同配体もしくはその類似体を示し、
－Ｒは、アルギニンまたはその同配体もしくはその類似体を示し、そして
－アミノ酸残基の総数は、２５以下である。
【００４８】
　有利には、式（Ｉ）のペプチドまたは擬似ペプチドにおいて、Ｘは、式（Ｘａａ）ｉＺ
（Ｘａａ）ｊの基であり、そしてＹが、式（Ｘａａ）ｋＷ（Ｘａａ）ｌの基であり、これ
らの式中、Ｘａａは、Ｄ構造のアミノ酸、コードされていないアミノ酸、またはペプチド
様結合を含有するアミノ酸を含めて、天然または非天然アミノ酸を表し、ＺおよびＷは、
該ペプチドの環化を可能にする２つの同一のまたは異なるアミノ酸を表し、そしてｉ、ｊ
、ｋおよびｌは、０と５の間の、同一のまたは異なる、整数である。
【００４９】
　特に、本発明は、天然リガンドと競合することなくＬＤＬＲ結合および輸送を確実にす
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るモチーフの、ペプチドリガンド配列の比較戦略による、同定の結果として生ずる。天然
リガンドとの競合の不在は、本発明者が発見した結合モチーフが、ＬＤＬＲ上の新規結合
部位を含むことを示し、これは、インビボでの化合物のベクター化に関連しての予想外の
特に有利な発見である。
【００５０】
　本発明のペプチドまたは擬似ペプチドのＸおよびＹ基の構成要素である天然または非天
然アミノ酸は、同一である場合もあり、または異なる場合もあり、そして
－グリシン（Ｇｌｙ、Ｇ）または２－アミノエタン酸、サルコシン（Ｓａｒ）またはＮ－
メチルグリシン（ＭｅＧｌｙ）、Ｎ－エチルグリシン（ＥｔＧｌｙ）、アリルグリシン（
ａｌｌｙｌＧｌｙ）または２－アミノペント－４－エン酸、２－シクロペンチルグリシン
（Ｃｐｇ）、２－シクロヘキシルグリシン（Ｃｈｇ）、２，２－ジプロピルグリシン（Ｄ
ｐｇ）、２－（３－インドリル）グリシン（ＩｎｄＧｌｙ）、２－インダニルグリシン（
Ｉｇｌ）、２－ネオペンチルグリシン（ＮｐｔＧｌｙ）、２－オクチルグリシン（Ｏｃｔ
Ｇｌｙ）、２－プロパルギルグリシン（Ｐｒａ）または２－アミノペント－４－イン酸、
２－フェニルグリシン（Ｐｈｇ）、２－（４－クロロフェニル）グリシン、アザグリシン
（ＡｚＧｌｙ）、グリシノールまたは２－アミノエタノール、
－アラニン（Ａｌａ、Ａ）または２－アミノプロパン酸、ベータ－アラニン（β－Ａｌａ
）または３－アミノプロパン酸、デヒドロアラニン、Ｎ－メチルアラニン、３－シクロプ
ロピルアラニン（Ｃｐａ）、３－シクロヘキシルアラニン（Ｃｈａ）、３－シクロペンチ
ルアラニン、３－（１－ナフチル）アラニン（１Ｎａｌ）、３－（２－ナフチル）アラニ
ン（２Ｎａｌ）、３－（３－ピリジル）アラニン、３－（２－チアニル）アラニン（Ｔｈ
ｉ）、アラニノールまたはアミノプロパノール、
－バリン（Ｖａｌ、Ｖ）または２－アミノ－３－メチルブタン酸、Ｎ－メチルバリン（Ｍ
ｅＶａｌ）、ノルバリン（Ｎｖａ）ならびにそのメチル化および／またはヒドロキシル化
誘導体、５－ヒドロキシノルバリン（Ｈｎｖ）およびその誘導体、３－メルカプトバリン
（ペニシラミン、Ｐｅｎ）、バリノールまたは２－アミノ－３－メチルブタノール、
－ロイシン（Ｌｅｕ、Ｌ）または２－アミノ－４－メチルペンタン酸、ノルロイシン（Ｎ
ｌｅ）または２－アミノヘキサン酸、３－ヒドロキシロイシン、６－ヒドロキシノルロイ
シン、ｔ－ロイシン（Ｔｌｅ）または２－アミノ－３，３－ジメチルブタン酸、ホモロイ
シンまたは３－アミノ－５－メチルヘキサン酸、２，３－デヒドロロイシン、ロイシノオ
ールまたは２－アミノ－４－メチルペンタノール、
－イソロイシン（Ｉｌｅ、Ｉ）または２－アミノ－３－メチルペンタン酸、アロ－イソロ
イシン（ａｌｌｅまたはＡｌｌｏ－Ｉｌｅ）、Ｎ－メチルイソロイシン（Ｍｅｌｌｅ）、
イソロイシノールまたは２－アミノ－３－メチルペンタノール、
－アスパラギン酸（Ａｓｐ、Ｄ）または２－アミノブタン二酸およびそのエステル化また
はアミド化側鎖誘導体、３－メチルアスパラギン酸、アスパルチノール、
－アスパラギン（Ａｓｎ、Ｎ）または２－アミノ－３－カルバモイルプロパン酸または２
－アミノスクシンアミド酸およびそれらのＮ置換誘導体、Ｎ－エチルアスパラギン（Ｅｔ
Ａｓｎ）、アスパラギノール、
－グルタミン酸（Ｇｌｕ、Ｅ）または２－アミノペンタン二酸およびそのエステル化また
はアミド化側鎖誘導体、ピログルタミン酸（Ｐｙｒ）またはピドール酸または５－オキシ
プロリン、ガンマ－カルボキシグルタミン酸または４－カルボキシグルタミン酸（Ｇｌａ
）、グルタリノール、
－グルタミン（Ｇｌｎ、Ｑ）または２－アミノ－４－カルバモイルブタン酸およびそのＮ
置換誘導体、グルタミノール、
－ジアミノエタン酸、２，３－ジアミノプロパン酸（ＤｐｒまたはＤａｐ）、３－メルカ
プトプロパン酸（Ｍｐａ）、２－アミノ－３－グアニジノプロパン酸（Ａｇｐ）、２－ア
ミノブタン酸（Ａｂｕ）、４－アミノブタン酸（４Ａｂｕ）またはＧＡＢＡ、２－アミノ
イソブタン酸（Ａｉｂ）、３－アミノイソブタン酸（ｂＡｉｂ）、２，４－ジアミノブタ
ン酸（Ｄａｂ）、３，４－ジアミノブタン酸（Ｄｂｕ）、２－アミノ－４－シアノブタン
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酸（Ｃｂａ）、２－アミノ－４－グアニジノブタン酸（Ａｇｂ）、５－アミノペンタン酸
（Ａｖａ）、４－アミノ－３－ヒドロキシ－５－フェニルペンタン酸（ＡＨＰＰＡ）、４
－アミノ－５－シクロヘキシル－３－ヒドロキシペンタン酸（ＡＣＨＰＡ）、６－アミノ
ヘキサン酸（ＡｃｐまたはＡｈｘ）、パラ－アミノ安息香酸（ＰＡＢＡ）、メタ－アミノ
メチル安息香酸または３－アミノメチル安息香酸、パラ－アミノメチル安息香酸（ＰＡＭ
ＢＡ）または４－アミノメチル安息香酸、２－アミノアジピン酸（Ａａｄ）または２－ア
ミノヘキサン二酸、３－アミノアジピン酸（ｂＡａｄ）または３－アミノヘキサン二酸、
２－アミノピメリン酸（Ａｐｍ）または２－アミノ－ヘプタン二酸（Ａｈｅ）、４－アミ
ノ－３－ヒドロキシ－６－メチルヘプタン酸またはスタチン（Ｓｔａ）、２，２－ジアミ
ノピメリン酸（Ｄｐｍ）または２，２－ジアミノ－ヘプタン二酸、デスモシン（Ｄｅｓ）
または２－アミノ－６－［４－（４－アミノ－４－カルボキシブチル）－３，５－ビス－
（３－アミノ－３－カルボキシプロピル）－ピリジン－１－イル］ヘキサン酸、イソデス
モシン（Ｉｄｅ）または２－アミノ－６－［２－（４－アミノ－４－カルボキシブチル）
－３，５－ビス－（３－アミノ－３－カルボキシプロピル）－ピリジン－１－イル］ヘキ
サン酸、
－オルチニン（Ｏｒｎ）または２，５－ジアミノペンタン酸およびそのイプシロン－アミ
ノ化またはアミド化誘導体、カナリンまたは２－アミノ－４－（アミノオキシ）ブタン酸
、オルチノール、
－リシン（Ｌｙｓ、Ｋ）または２，６－ジアミノヘキサン酸およびそのイプシロン－アミ
ノ化またはアミド化誘導体、ホモリシンまたは２，７－ジアミノヘプタン酸（ｈＬｙｓ）
、５－ヒドロキシリシン（Ｈｙｌ）または２，６－ジアミノ－５－ヒドロキシヘキサン酸
、アロ－ヒドロキシリシン（ａＨｙｌ）、６－Ｎ－メチルリシン（ＭｅＬｙｓ）、Ｓ－ア
ミノエチルシステインまたは２－アミノ－３－（２－アミノエチルチオ）プロパン酸、３
－メチル－Ｓ－アミノエチルシステインまたは２－アミノ－３－（２－アミノエチルチオ
）ブタン酸、リシノール、
－アルギニン（Ａｒｇ、Ｒ）または２－アミノ－５－グアニジノペンタン酸または２－ア
ミノ－５－（ジアミノメチリデンアミノ）ペンタン酸、ホモアルギニンまたは２－アミノ
－６－グアニジノヘキサン酸、Ｎ－ヒドロキシアルギニン、シトルリン（Ｃｉｔ）または
２－アミノ－５－（カルバモイルアミノ）ペンタン酸、２－アミノ－５－（４－カルバミ
ミドイルフェニル）ペンタン酸、２－アミノ－５－（１Ｈ－イミダゾール－２－イルアミ
ノ）ペンタン酸、カナバニンまたは２－アミノ－４－（グアニジノオキシ）ブタン酸、ア
ルギニノール、
－ヒスチジン（Ｈｉｓ、Ｈ）または２－アミノ－３－（１Ｈ－イミダゾール－４－イル）
プロパン酸およびそのＮ置換誘導体、ヒスチジノール、
－セリン（Ｓｅｒ、Ｓ）または２－アミノ－３－ヒドロキシプロパン酸およびそのＯ置換
誘導体（エーテルなど）、２－アミノ－４－ヒドロキシブタン酸またはホモセリン（Ｈｓ
ｅ）およびそのＯ置換誘導体（エーテルなど）、セリノールまたは２－アミノ－プロパン
－１，３－ジオール、
－トレオニン（Ｔｈｒ、Ｔ）または２－アミノ－３－ヒドロキシブタン酸およびそのＯ置
換誘導体（エーテルなど）、アロ－トレオニン（ａｌｌｏ－Ｔｈｒ）およびそのＯ置換誘
導体（エーテルなど）、トレオニノール（Ｔｈｏｌ）、
－フェニルアラニン（Ｐｈｅ、Ｆ）または２－アミノ－３－フェニルプロパン酸、２－フ
ルオロフェニルアラニン、３－フルオロフェニルアラニン、４－フルオロフェニルアラニ
ン、３，４－ジフルオロフェニルアラニン、ペンタフルオロフェニルアラニン、２－クロ
ロフェニルアラニン、３－クロロフェニルアラニン、４－クロロフェニルアラニン、３，
４－ジクロロフェニルアラニン、４－ブロモフェニルアラニン、３－ヨードフェニルアラ
ニン、４－ヨードフェニルアラニン、４－ニトロフェニルアラニン、２－メトキシフェニ
ルアラニン、３－メトキシフェニルアラニン、４－メチルフェニルアラニン、４－アミノ
フェニルアラニン、４－グアニジノフェニルアラニン、３，４－ジヒドロキシフェニルア
ラニンまたはＤＯＰＡ、２－アミノ－４－フェニルブタン酸またはホモフェニルアラニン
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、４－ビフェニルアラニン（Ｂｉｐ）、４－ベンゾイルフェニルアラニン（Ｂｐａ）、フ
ェニルアラニノール（Ｐｈｏｌ）、
－チロシン（Ｔｙｒ、Ｙ）または２－アミノ－３－（ｐ－ヒドロキシフェニル）プロパン
酸およびそのＯ置換誘導体（エーテルなど）、３－ヨードチロシン、３，５－ジヨードチ
ロシン、２－ブロモチロシン、３，５－ジブロモチロシン、２，６－ジメチルチロシン、
３－ニトロチロシン、３－スルホチロシン、チロシノールまたは２－アミノ－４－ヒドロ
キシベンゼンプロパノール、
－トリプトファン（Ｔｒｐ、Ｗ）または２－アミノ－３－（１Ｈ－インドール－３－イル
）プロパン酸およびそのＮ置換誘導体、２－メチルトリプトファン、５－ヒドロキシトリ
プトファン（５－ＨＴＰ）、トリプトファノール、
－システイン（Ｃｙｓ、Ｃ）または２－アミノ－３－メルカプトプロパン酸およびそのＳ
置換誘導体、Ｓ－アセチルシステインまたは２－アミノ－３－（アセチルチオ）プロパン
酸、セレノシステイン（Ｓｅｃ、Ｕ）または２－アミノ－３－（セレノ）プロパン酸、シ
ステイノール、
－メチオニン（ＭｅｔまたはＭ）または２－アミノ－４－（メチルチオ）ブタン酸、ホモ
メチオニンまたは３－アミノ－５－（メチルチオ）ペンタン酸、メチオニノール、
－プロリン（Ｐｒｏ、Ｐ）またはピロリジン－２－カルボン酸、ホモプロリンまたは２－
（２－ピロリジニル）エタン酸、３－ヒドロキシプロリン（３Ｈｙｐ）、４－ヒドロキシ
プロリン（４Ｈｙｐ）、３－メチルプロリン、３，４－デヒドロプロリン、３，４－メタ
ノプロリン、４－アミノプロリン、４－オキソプロリン、チオプロリンまたはチアゾリジ
ン－４－カルボン酸（Ｔｈｚ）、２－オキソチアゾリジン－４－カルボン酸、インドリン
－２－カルボン酸（Ｉｄｃ）、ピペコリン酸（Ｐｉｐ）またはピペリジン－２－カルボン
酸、ニペコチン酸（Ｎｉｐ）またはピペリジン－３－カルボン酸、４－オキソピペコリン
酸、４－ヒドロキシピペコリン酸、アミノ－１－シクロヘキサンカルボン酸、プロリノー
ル
から選択することができる。
【００５１】
　示したように、ペプチドの環化を可能ならしめることができる少なくとも１つのアミノ
酸残基、好ましくは２つのアミノ酸残基、を含むペプチドが好ましい。そのようなアミノ
酸は、Ｃｙｓ、Ｍｐａ、Ｐｅｎ、デヒドロアラニン、またはａｌｌｙｌＧｌｙから概して
選択される。
【００５２】
　環化は、２つのシステイン（またはＰｅｎ）残基、１つは基Ｘにおけるもの、もう１つ
は基Ｙにおけるもの、の間のジスルフィド架橋の形成によって概して達成される。加えて
、Ｎ末端（Ｎ－末）位置のシステインは、ジスルフィド架橋による環化のためにＭｐａに
よって置換されることがある。
【００５３】
　システイン残基は、ランチオニン架橋による環化のためにデヒドロアラニンによって置
換されることもあり、またはジカルバ架橋によるメタセシスによる環化のためにａｌｌｙ
ｌＧｌｙによって置換されることもある。
【００５４】
　Ｇｌｕ（またはＡｓｐ）残基の側鎖酸性官能基とＬｙｓ上の側鎖アミン官能基またはＮ
－末アミンとの間にラクタム架橋を作ることができる。類似に、Ｎ－末アミン官能基とＣ
末端またはＣ－末酸性官能基(ヘッド／テール）の間の環化を、Ｌｙｓの側鎖アミンン官
能基とペプチドのＣ－末酸性官能基の間での環化とまさしく同じ様に、アミド結合によっ
て行うことができる。
【００５５】
　好ましくは、式（Ｉ）のペプチドまたは擬似ペプチドにおいて、基ＸおよびＹの少なく
とも一方は、システイン残基を含有する。
【００５６】
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　特に好ましい実施形態において、残基ＺおよびＷは、それぞれシステインを表す。
【００５７】
　示したように、Ｍは、メチオニン残基、またはその同配体もしくはその類似体を表す。
前記メチオニン同配体または類似体は、好ましくは、Ｎｌｅ、ホモメチオニン、Ｐｅｎお
よびＭｐａから選択される。
【００５８】
　示したように、Ｐは、プロリン残基、またはその同配体もしくはその類似体を表す。前
記プロリン同配体または類似体は、好ましくは、シクロペンテン同配体、３，４－デヒド
ロプロリン、３，４－メタノプロリン、ホモプロリン、３Ｈｙｐ、４Ｈｙｐ、３－メチル
プロリン、４－アミノプロリン、４－オキソプロリン、Ｔｈｚ、２－オキソチアゾリジン
－４－カルボン酸、Ｉｄｃ、Ｐｉｐ、Ｎｉｐ、４－オキソピペコリン酸、４－ヒドロキシ
ピペコリン酸およびアミノ－１－シクロヘキサンカルボン酸から選択される。
【００５９】
　示したように、Ｒは、アルギニン残基、またはその同配体もしくはその類似体を表す。
前記アルギニン同配体または類似体は、好ましくは、ホモアルギニン、Ｎ－ヒドロキシア
ルギニン、Ａｇｐ、Ａｇｂ、Ｃｉｔ、２－アミノ－５－（４－カルバミミドイルフェニル
）ペンタン酸、２－アミノ－５－（１Ｈ－イミダゾール－２－イルアミノ）ペンタン酸、
Ｏｒｎ、Ｌｙｓおよびその同配体／類似体、Ｓ－アミノエチルシステイン、３－メチル－
Ｓ－アミノエチルシステイン、ｈＬｙｓ、Ｈｙｌ、ａＨｙｌ、ＭｅＬｙｓ、Ｈｉｓおよび
その同配体／類似体、Ｎｌｅ、ジアミノエタン酸、ＤｐｒおよびＤｂｕから選択される。
【００６０】
　式（Ｉ）のペプチドまたは擬似ペプチドの中で、式中の
－ｉが、０、１、３もしくは４から選択される整数であり；そして／または
－ｊが、０、３もしくは４から選択される整数であり；そして／または
－ｋが、０、１もしくは３から選択される整数であり；そして／または
－ｌが、０、１もしくは３から選択される整数である
のものが、特に好ましい。
【００６１】
　本発明に関連して好ましいペプチドまたは擬似ペプチドは、一般式（Ｘａａ）ｉ－Ｃｙ
ｓ－（Ｘａａ）ｊ－Ｍｅｔ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－（Ｘａａ）ｋ－Ｃｙｓ－（Ｘａａ）ｌのも
のであり、この式中のＸａａは、任意の天然または非天然アミノ酸残基を示し、そしてｉ
、ｊ、ｋおよびｌは、０と５の間の、同一のまたは異なる、整数である。好ましくは、ｉ
＝０、１、３もしくは４；ｊ＝０、３もしくは４；ｋ＝０、１もしくは３；そして／また
はｌ＝０、１もしくは３。
【００６２】
　式（Ｉ）の本発明のペプチドの特定の例を、下記のとおり配列、配列番号：１から配列
番号：１１および配列番号：３０から配列番号：６５、で記載する：
配列番号：１、ＨＬＤＣＭＰＲＧＣＦＲＮ；
配列番号：２、ＡＣＱＶＫＳＭＰＲＣ；
配列番号：３、ＡＣＴＴＰＭＰＲＬＣ；
配列番号：４、ＡＣＫＡＰＱＭＰＲＣ；
配列番号：５、ＡＣＬＮＰＳＭＰＲＣ；
配列番号：６、ＡＣＬＶＳＳＭＰＲＣ；
配列番号：７、ＡＣＬＱＰＭＰＲＬＣ；
配列番号：８、ＡＣＰＶＳＳＭＰＲＣ；
配列番号：９、ＡＣＱＳＰＭＰＲＬＣ；
配列番号：１０、ＡＣＬＴＰＭＰＲＬＣ；
配列番号：１１、ＤＳＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：３０、ＡＣＭＰＲＬＲＧＣＡ；
配列番号：３１、ＡＳＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
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配列番号：３２、ＤＡＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：３３、ＤＳＡＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：３４、ＤＳＧＡＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：３５、ＤＳＧＬＣＭＰＲＡＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：３６、ＤＳＧＬＣＭＰＲＬＡＧＣＤＰＲ；
配列番号：３７、ＤＳＧＬＣＭＰＲＬＲＡＣＤＰＲ；
配列番号：３８、ＤＳＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＡＰＲ；
配列番号：３９、ＤＳＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＡＲ；
配列番号：４０、ＤＳＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＡ；
配列番号：４１、ＳＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：４２、ＧＬＣＭＰＲＬＲＧＣＤＰＲ；
配列番号：４３、ＣＭＰＲＬＲＧＣ；
配列番号：４４、ＣＭＰＲＡＲＧＣ；
配列番号：４５、ＣＭＰＲＬＡＧＣ；
配列番号：４６、ＣＭＰＲＬＲＡＣ；
配列番号：４７、ＣＭＰＲＬＫＧＣ；
配列番号：４８、（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ；
配列番号：４９、ＣＭＰＲ－（Ｄ）－ＬＲＧＣ；
配列番号：５０、ＣＭＰＲＬ－（Ｄ）－ＲＧＣ；
配列番号：５１、ＣＭＰＲＬＲＧ－（Ｄ）－Ｃ；
配列番号：５２、（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧ－（Ｄ）－Ｃ；
配列番号：５３、（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＳａｒＣ；
配列番号：５４、（Ｄ）－ＣＭＰＲＫＲＧＣ；
配列番号：５５、（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＣＧ；
配列番号：５６、（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＣＲＧ；
配列番号：５７、（Ｄ）－ＣＭＰＲＣＬＲＧ；
配列番号：５８、ＣＭＰＲＧＣ；
配列番号：５９、ＰｅｎＭＰＲＬＲＧＣ；
配列番号：６０、（Ｄ）－ＰｅｎＭＰＲＬＲＧＣ；
配列番号：６１、（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＰｅｎ；
配列番号：６２、ＰｅｎＭＰＲＬＲＧＰｅｎ；
配列番号：６３、（Ｄ）－ＰｅｎＭＰＲＬＲＧＰｅｎ；
配列番号：６４、（Ｄ）－ＰｅｎＭＰＲＬＲＧ－（Ｄ）－Ｐｅｎ；
配列番号：６５、ＭｐａＭＰＲＬＲＧＣ。
【００６３】
　実験セクションにおいて例証するように、これらのペプチドは、ＬＤＬと競合すること
なくＬＤＬＲを結合し、高い親和性を示し、そしてＢＢＢを横断することおよび対象の分
子を輸送することができる。
【００６４】
　特に好ましい実施形態では、環状構造を有する式（Ｉ）のペプチドが好ましい。配列　
配列番号：１１またはそれから誘導される配列、例えば配列番号：３０もしくは配列番号
：４８、を含むペプチドが、特に好ましい。
【００６５】
　もう１つの実施形態によると、本発明のペプチドまたは擬似ペプチドは、下記のとおり
の配列、配列番号：１２から配列番号：２９、のペプチドから選択される：
配列番号：１２、ＭＴＶＭＰＴＧＬＷＮＰＬＩＰＳ；
配列番号：１３、ＳＡＳＷＦＡＶＰＩＰＰＬＲＬＥ；
配列番号：１４、ＭＴＰＭＳＴＰＲＭＬＰＶＹＶＡ；
配列番号：１５、ＭＴＡＴＨＬＳＴＬＦＱＰＬＴＹ；
配列番号：１６、ＭＳＰＩＰＰＡＡＳＴＷＡＮＴＬ；
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配列番号：１７、ＭＴＡＮＰＬＱＮＡＰＧＰＬＳＬ；
配列番号：１８、ＭＱＴＡＰＰＰＰＬＴＲＶＱＷＳ；
配列番号：１９、ＧＴＰＲＭＨＩＰＬＮＶＤＨＬＰ；
配列番号：２０、ＬＴＬＰＰＩＳＧＬＳＳＹＰＬＰ；
配列番号：２１、ＴＰＳＡＨＡＭＡＬＱＳＬＳＶＧ；
配列番号：２２、ＬＴＬＰＰＩＳＧＬＳＳＹＰＬＰ；
配列番号：２３、ＭＧＴＬＮＡＰＴＡＹＰＱＤＳＬ；
配列番号：２４、ＬＴＮＰＰＡＹＬＰＱＮＴＤＰＨ；
配列番号：２５、ＭＧＬＰＬＰＹＩＱＴＩＬＨＴＰ；
配列番号：２６、ＳＡＡＬＩＡＭＳＳＦＫＳＩＴＡ；
配列番号：２７、ＳＧＦＡＦＡＲＳＶＰＴＥＳＲＲ；
配列番号：２８、ＭＴＳＰＹＭＳＬＰＰＳＴＤＤＭ；
配列番号：２９、ＬＴＮＰＰＡＹＬＰＱＮＴＤＰＨ。
【００６６】
　上に示したように、本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドは、ペプチド
、非ペプチドおよび／または修飾ペプチド結合を含む場合がある。好ましい実施形態にお
いて、前記ペプチドまたは擬似ペプチドは、メチレン（－ＣＨ２－）またはホスファート
（－ＰＯ２－）基、第二アミン（－ＮＨ－）または酸素（－Ｏ－）、アルファ－アザペプ
チド、アルファ－アルキルペプチド、Ｎ－アルキルペプチド、ホスホンアミダート、デプ
シペプチド、ヒドロキシメチレン、ヒドロキシエチレン、ジヒドロキシエチレン、ヒドロ
キシエチルアミン、レトロ－インバーソ（ｒｅｔｒｏ－ｉｎｖｅｒｓｏ）ペプチド、メチ
レンオキシ、セトメチレン、エステル、ホスフィナート、ホスフィン酸、ホスホンアミド
およびカルバ類似体の挿入の中から好ましくは選択される少なくとも１つのペプチド様結
合を含む。
【００６７】
　さらに、特定の実施形態において、本発明のペプチドまたは擬似ペプチドは、例えばア
シル化および／またはアミド化もしくはエステル化によってそれぞれ保護された、Ｎ－末
および／またはＣ－末官能を含む。
【００６８】
　本発明のペプチドまたは擬似ペプチドは、当業者に公知の任意の技術（化学、生化学ま
たは遺伝子合成など）によって合成することができる。それらをそのまま保存することが
でき、または対象の物質もしくは任意の許容される賦形剤の存在下で調合することができ
る。
【００６９】
　化学合成については、天然ならびに非天然アミノ酸、例えば、それらの天然ホモログ（
いわゆる外来、またはコードされていない、アミノ酸）のものとは異なる疎水性および立
体障害を有する側鎖を有するＤ－エナンチオマーおよび残基、または１つ以上のペプチド
様結合（これらは、とりわけ、メチレン（－ＣＨ２－）もしくはホスファート（－ＰＯ２

－）基、第二アミン（－ＮＨ－）もしくは酸素（－Ｏ－）の挿入を含み得る）を含有する
ペプチド配列、を組み込むことができる市販の装置を使用する。
【００７０】
　合成中、例えば、Ｎ－末もしくはＣ－末位置においてまたは側鎖上で脂質（もしくはリ
ン脂質）誘導体とまたはナノ粒子の成分とカップリングさせて、脂質膜、例えば１つ以上
の脂質層もしくは二重層から成るリポソームの脂質膜またはナノ粒子の脂質膜、の中に本
発明のペプチドまたは擬似ペプチドを組み込むことなどの、様々な化学的修飾を導入する
ことができる。
【００７１】
　本発明のペプチドまたはそのタンパク質部分を、それらをコードする核酸配列から得る
こともできる。本発明は、上で定義したものなどのペプチドをコードする核酸配列を含む
、または該核酸配列によって構成される、核酸分子にも関する。より詳細には、本発明は
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、一般式（Ｉ）の化合物をコードするもしくは配列　配列番号：１２から配列番号：２９
のうちの１つに対応する少なくとも１つの配列を含む核酸分子、またはそのタンパク質部
分に関する。これらの核酸配列は、ＤＮＡであることもあり、またはＲＮＡであることも
あり、ならびにこれらの核酸配列を対照配列と組み合わせることができ、そして／または
生物学的発現ベクターに挿入することができる。
【００７２】
　使用する生物学的発現ベクターは、それを移入する宿主に従って選択する。それは、例
えば、プラスミド、コスミド、ウイルスなどであり得る。本発明は、特に、これらの核酸
と、本発明のペプチド、またはそのタンパク質部分、を宿主細胞に導入するために使用す
ることができる生物学的発現ベクターとに関する。当業者に周知の分子生物学および遺伝
子工学技術によって、これらの生物学的発現ベクターを作製し、そして前記ペプチドを宿
主に導入するまたは宿主において発現させることができる。
【００７３】
　示したように、本発明のペプチドは、治療上または診断上興味の物質を調合するために
、そしてとりわけそれらの生体分布および／またはそれらのＢＢＢを横断する通行を促進
するために、特に有用である。
【００７４】
　この態様において、本発明は、治療上興味の分子、またはイメージングもしくは診断剤
、または任意の他の分子の移入／輸送のためのベクターとしての、上で定義したものなど
の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドの使用に関する。
【００７５】
　本発明は、ＢＢＢを横断することができる薬物を調製するための、上で定義したものな
どの線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドの使用にも関する。
【００７６】
　本発明は、分子のＢＢＢを横断する通行を可能にするまたは増進するための方法にも関
し、この方法は、本発明のペプチドまたは擬似ペプチドに前記分子をカップリングさせる
ことを含む。
【００７７】
　本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドにより、ＢＢＢを、通常はこのバ
リアをほんの少ししかまたはまったく横断できない活性物質と共に、横断することが可能
になる。従って、ＣＮＳを罹患させる任意の疾患の治療、予防または診断にそれらを使用
することができるが、細胞膜モデルおよびより詳細にはＢＢＢモデルを用いて分子の様々
なファミリーに関して着手される研究に関連して生体物質の輸送体（バイオトランスポー
ター）として使用することもできる。
【００７８】
　この点に関して、本出願は、上で定義したものなどのペプチドまたは擬似ペプチドを含
む様々なプロドラッグコンジュゲート化合物を記載する。用語「コンジュゲート」は、本
発明のペプチドまたは擬似ペプチドの１つ以上と興味の１つ以上の分子の間の組合せの結
果として生ずる分子を示す。下でさらに詳細に説明するように、コンジュゲーションは、
リンカーもしくはスペーサーによるような化学的性質のものである場合もあり、または遺
伝的性質のもの、例えば、例えばマーカーもしくはトレーサー分子（例えば、ＧＦＰ、β
－ガラクトシダーゼなど）または治療用分子（例えば、成長因子、神経栄養因子など）と
の、融合タンパク質におけるものなどの、遺伝子組み換え技術などである場合もある。
【００７９】
　従って、本発明は、特に、下記のとおりの式（ＩＩ）のコンジュゲート化合物：
　ＶｘＤｙ　　　　（ＩＩ）
に関し、この式中、Ｖは、本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドを表し、
Ｄは、活性物質または興味の物質を表し、そしてｘおよびｙは、１と５の間の整数である
。特定の実施形態において、ｘおよびｙは、１に等しく、またはｘは、ｙより大きい。
【００８０】
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　一例として、式Ｖ＝ｃＭＰＲＬＲＧＣ、ｘ＝１、Ｄ＝Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲおよびｙ
＝１のコンジュゲートを合成した。この場合の活性物質は、鎮痛性治療用ペプチド、ダラ
ルギンである。この治療用ペプチドの、ペプチドベクター配列番号：４８のＮ－末での直
接カップリング（タンデムでの合成）により、コンジュゲート配列番号：６６、Ｙ－（Ｄ
）－ＡＧＦＬＲ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣが得られる。
【００８１】
　本発明は、下記のとりの式（ＩＩＩ）のコンジュゲート化合物：
　ＶｘＬｚＤｙ　　　（ＩＩＩ）
にも関し、この式中、Ｖは、本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドを表し
、Ｌは、スペーサー（またはリンカー）を表し、Ｄは、活性物質または興味の物質を表し
、ｘおよびｙは、１と５の間の整数であり、そしてｚは、１と１０の間の整数である。特
定の実施形態において、ｘ＝ｚ＝ｙ＝１またはｘ＝ｚ＞ｙまたはｚ＞ｘ＞ｙ。
【００８２】
　一例として、Ｌ＝ＧＧＧまたはＧＦＬＧまたはＡＬＡＬまたはβ－ＡｌａまたはＡｈｘ
またはＧＦＡＬ（ｚ＝１で）のリンカーを介して、Ｖ＝ｃＭＰＲＬＲＧＣ（ｘ＝１で）お
よびＤ＝Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲ（ｙ＝１で）のコンジュゲートを合成した。
配列番号：６７、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲＧＧＧ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ
配列番号：６８、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲＧＦＬＧ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ
配列番号：６９、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲＡＬＡＬ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ
配列番号：７０、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲ－β－Ａｌａ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ
配列番号：７１、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲ－Ａｈｘ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ
配列番号：７２、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲＧＦＡＬ－（Ｄ）－ＣＭＰＲＬＲＧＣ
【００８３】
　本出願が含有する実施例は、マウスにおける脳潅流実験において、本発明のペプチドベ
クターの作用メカニズムを例証しながら、これらのコンジュゲートがＢＢＢを横断できる
ことを証明する。
【００８４】
　前記活性物質または興味の物質は、製薬上、とりわけ治療上、興味の任意の分子、診断
もしくは医療用イメージング剤、または分子プローブである場合がある。詳細には、それ
は、生物学上興味の化学的実体、例えば小化学分子（抗生物質、抗ウイルス薬、免疫修飾
物質、抗腫瘍薬、抗炎症薬など）、ペプチドまたはポリペプチド、タンパク質（酵素、ホ
ルモン、サイトカイン、アポリポタンパク質、成長因子、抗原、抗体または抗体の一部）
、核酸（サイズが、単一オリゴヌクレオチドのサイズからゲノムまたはゲノムフラグメン
トのサイズにわたり得る、ヒト、ウイルス、動物、真核生物もしくは原核生物、植物また
は合成起源などのリボ核酸またはデオキシリボ核酸）、ウイルスゲノムもしくはプラスミ
ド、リボザイム、マーカーまたはトレーサーであり得る。一般に、「興味の物質」は、化
学的化合物であろうと、生化学的化合物であろうと、天然化合物であろうと、または合成
化合物であろうと、任意の医薬品有効成分（ＡＰＩ）であり得る。表現「小化学分子」は
、１０００ダルトン、概して３００ダルトンと７００ダルトンの間、の最大分子量を有す
る製薬上興味の分子を示す。
【００８５】
　本発明は、下記式（ＩＶ）の化合物：
　ＶｘＬｚ　　　　（ＩＶ）
にも関し、この式中、Ｖは、本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドを表し
、Ｌは、スペーサー（またはリンカー）を表し、ｘは、１と５の間の整数であり、そして
ｚは、１と１０の間の整数である。特定の実施形態において、ｘ＝ｚ＝１またはｚ＞ｘ。
【００８６】
　本発明のコンジュゲート化合物において、ＶとＤの間の、または一方でＶとＬの間、お
よび他方でＬとＤの間のカップリングは、会合させる活性物質およびペプチドまたは擬似
ペプチドの化学的性質、障害および数を考慮に入れて任意の許容される結合手段により行
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うことができる。従って、生理的媒体中でまたは細胞内で開裂可能なまたは開裂不能な１
つ以上の共有、疎水またはイオン結合によってカップリングを行うことができる。さらに
、ＤをＶと、必要な場合にはＬを介して、様々な反応性基で、およびとりわけＶのＮ－末
および／もしくはＣ－末端でならびに／またはＶの天然もしくは非天然アミノ酸側鎖によ
って担持されている１つ以上の反応性基で、カップリングさせることができる。
【００８７】
　－ＯＨ、－ＳＨ、－ＣＯ２Ｈ、－ＮＨ２、－ＳＯ３Ｈまたは－ＰＯ２Ｈなどの官能基が
自然に存在するまたは導入された前記ペプチドまたは擬似ペプチドの任意の部位で、カッ
プリングを行うことができる。従って、興味の治療用分子、または診断（もしくは医療用
イメージング）剤または任意の他の分子、例えば分子プローブ、を、本発明の線状または
環状ペプチドまたは擬似ペプチドに、そのＮ－末もしくはＣ－末端で、またはこのペプチ
ド配列の天然もしくは非天然アミノ酸側鎖により担持されている反応性基で、共有結合に
より連結させる（カップリングさせる）ことができる。
【００８８】
　類似して、例えば－ＯＨ、－ＳＨ、－ＣＯ２Ｈ、－ＮＨ２、－ＳＯ３Ｈまたは－ＰＯ２

Ｈなどの官能基が自然に存在するまたは導入された活性物質または興味の物質（治療上興
味の分子、診断または医療用イメージング剤、任意の他の分子、例えば分子プローブ）の
任意の位置で、カップリングを行うことができる。
【００８９】
　前記相互作用は、前記ペプチドが、その作用部位に到達してしまう前に活性物質から解
離されないために十分に強いことが好ましい。この理由のため、本発明の好ましいカップ
リングは共有結合性カップリングであるが、とはいえ非共有結合性カップリングを用いて
もよい。興味の物質を、前記ペプチドと、これらの末端（Ｎ－末もしくはＣ－末）の一方
で、またはその配列の構成的アミノ酸の１つについての側鎖で、直接カップリングさせる
こと（タンデムでの合成）ができる（図２）。興味の物質を、前記ペプチドの末端の一方
で、またはその配列の構成的アミノ酸の１つについての側鎖で、リンカーまたはスペーサ
ーにより間接的にカップリングさせることもできる（図２）。スペーサーを要するまたは
要さない、共有結合性化学的カップリングの手段は、エステル、アルデヒドまたはアルキ
ルもしくはアリール酸によるアルキル、アリールまたはペプチド基、無水物、スルフヒド
リルまたはカルボキシル基、臭化もしくは塩化シアン、カルボニルジイミダゾール、スク
シンイミドエステルまたはスルホン酸ハリドから誘導される基を含有する二または多官能
性薬剤から選択されるものを含む。
【００９０】
　この点に関して、本発明は、ペプチドまたは擬似ペプチドＶと物質Ｄの間の、必要な場
合にはＬを介しての、好ましくは化学的、生化学的もしくは酵素的経路によるまたは遺伝
子工学による、カップリングの段階を含むことを特徴とする、上で定義したものなどのコ
ンジュゲート化合物を調製するための方法にも関する。
【００９１】
　本発明は、上で定義したものなどの少なくとも１つのコンジュゲート化合物および１つ
以上の医薬的に許容される賦形剤を含むことを特徴とする医薬組成物にも関する。
【００９２】
　本発明は、上で定義したものなどのコンジュゲート化合物から成る診断または医療用イ
メージング剤を含むことを特徴とする、診断用組成物にも関する。
【００９３】
　前記コンジュゲートを任意の医薬的に許容される塩の形態で使用することができる。表
現「医薬的に許容される塩」は、例えばおよび非限定的に、医薬的に許容される塩基また
は酸付加塩、水和物、エステル、溶媒和物、前駆体、代謝産物または立体異性体、対象の
少なくとも１つの物質が負荷された前記ベクターまたはコンジュゲートを指す。
【００９４】
　表現「医薬的に許容される塩」は、遊離塩基と適する有機または無機酸とを反応させる
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ことによって一般に調製することができる非毒性塩を指す。これらの塩は、遊離塩基の生
物学的効力および特性を保持する。そのような塩の代表的な例は、水溶性および水不溶性
塩、例えば、酢酸塩、Ｎ－メチルグルカミンアンモニウム、アムソナート（４，４－ジア
ミノスチルベン－２，２’－ジスルホン酸塩）、ベンゼンスルホン酸塩、安息香酸塩、重
炭酸塩、重硫酸塩、重酒石酸塩、ホウ酸塩、臭化水素酸塩、ブロミド、酪酸塩（ｂｕｒｙ
ｒａｔｅｓ）、カムシラート、炭酸塩、塩酸塩、クロリド、クエン酸塩、クラブラン酸塩
、ジクロルヒドラート、二リン酸塩、エデト酸塩、エデト酸カルシウム、エジシラート、
エストラート、エシラート、フマル酸塩、グルセプト酸塩、グルコン酸塩、グルタミン酸
塩、グリコリルアルサニル酸塩（ｇｌｙｃｏｌｙｌａｒｓａｎｙｌａｔｅｓ）、ヘキサフ
ルオロリン酸塩、ヘキシルレゾルシン酸塩、ヒドラバミン、ヒドロキシハフトエ酸塩、ヨ
ージド、イソチオン酸塩、乳酸塩、ラクトビオン酸塩、ラウリン酸塩、リンゴ酸塩、マレ
イン酸塩、マンデル酸塩、メシラート、メチルブロミド、メチル硝酸塩、メチル硫酸塩、
粘液酸塩、ナプシル酸塩、硝酸塩、３－ヒドロキシ－２－ナフトエ酸塩、オレイン酸塩、
シュウ酸塩、パルミチン酸塩、パモ酸塩（１，１－メチレン－ビス－２－ヒドロキシ－３
－ナフトエ酸塩、またはエンボナート（ｅｍｂｏａｔｅ））、パントテン酸塩、リン酸塩
、ピクリン酸塩、ポリガラクツロン酸塩、プロピオン酸塩、ｐ－トルエンスルホン酸塩、
サリチル酸塩、ステアリン酸塩、塩基性酢酸塩、コハク酸塩、硫酸塩、スルホサリチル酸
塩、スラマート（ｓｕｒａｍａｔｅｓ）、タンニン酸塩、酒石酸塩、テオクル酸塩、トシ
ラート、トリエチオジド、トリフルオロ酢酸塩および吉草酸塩を含む。
【００９５】
　本発明の組成物は、有利には、医薬的に許容されるビヒクルまたは賦形剤を含む。前記
医薬的に許容されるビヒクルは、それぞれの投与方式に従って伝統的に用いられているビ
ヒクルから選択することができる。考えられる投与方式に従って、前記化合物は、固体形
態である場合もあり、半固体形態である場合もあり、または液体形態である場合もある。
束縛されていないまたはゼラチンカプセルに含められる固体組成物、例えば錠剤、ピル、
粉末または顆粒については、活性物質を、ａ）希釈剤、例えば、ラクトース、デキストロ
ース、スクロース、マンニトール、ソルビトール、セルロースおよび／またはグリシン；
ｂ）滑沢剤、例えば、シリカ、タルク、ステアリン酸、そのマグネシウムもしくはカルシ
ウム塩および／またはポリエチレングリコール；ｃ）結合剤、例えば、ケイ酸マグネシウ
ムおよびアルミニウム、デンプンペースト、ゼラチン、トラガカントゴム、メチルセルロ
ース、カルボキシメチルセルロースナトリウムおよび／またはポリビニルピロリドン；ｄ
）崩壊剤、例えば、デンプン、寒天、アルギン酸もしくはそのナトリウム塩、または発泡
性混合物；ならびに／あるいはｄ）吸着剤、色素、着香剤および甘味料と併せることがあ
る。賦形剤は、例えば、マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウ
ム、サッカリンナトリウム、タルク、セルロース、グルコース、スクロース、炭酸マグネ
シウムおよび医薬品質の類似体であり得る。坐剤などの半固体組成物については、賦形剤
は、例えば、エマルジョンもしくは油性懸濁液、またはポリアルキレングリコール、例え
ばポリプロピレングリコール、に基づくものであり得る。液体組成物、特に、注射剤また
はソフトカプセルの中に含めるものは、例えば、医薬的に純粋な溶媒、例えば水、生理食
塩水、デキストロース水溶液、グリセロール、エタノール、油およびそれらの類似体など
、への活性物質の溶解、分散などによって、調製することができる。
【００９６】
　本発明の組成物またはコンジュゲートは、任意の適する経路によって投与することがで
き、そして非限定的に、非経口経路によって、例えば皮下、静脈内または筋肉内経路によ
って注射することができる製剤の形態などで；経口経路（またはｐｅｒ　ｏｓ）によって
、例えばコーティング錠もしくは素錠、ゼラチンカプセル、粉末、ペレット、懸濁液また
は経口溶液の形態（１つのそのような経口投与形態は、即時放出を伴う場合もあり、また
は長期もしくは遅延放出を伴う場合もある）などで；直腸内経路によって、例えば坐剤の
形態などで；局所経路によって、特に経皮経路によって、例えばパッチ、ポマードまたは
ゲルの形態などで；鼻腔内経路によって、例えばエーロゾルおよびスプレー形態などで；
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経下経路によって；あるいは眼内経路によって投与することができる。
【００９７】
　前記医薬組成物は、概して、本発明のペプチドまたは擬似ペプチドまたはコンジュゲー
トの有効用量を含む。本明細書に記載する場合の「治療有効用量」は、所与の条件および
投与スケジュールについての治療効果をもたらす用量を指す。概して、それは、疾病また
は病的状態に随伴する症状の一部を明らかに改善するために投与する、活性物質の平均用
量である。例えば、脳のまたは他の組織／器官の癌、ＣＮＳの病態、病変または障害を治
療する際、前記疾患または障害の原因または症状の１つを減少させる、予防する、遅延さ
せる、排除するまたは停止させる活性物質の用量は、治療に有効であるだろう。
【００９８】
　活性物質の「治療有効用量」は、必ずしも疾患または障害を治癒するとは限らないが、
その出現が遅延される、妨げられるもしくは予防される、またはその症状が減弱される、
またはその期間が変更されるもしくは例えばあまり重症でなくなる、または患者の回復が
加速されるようにこの疾患または障害ための治療をもたらすであろう。
【００９９】
　人に対する「治療有効用量」が、詳細には、活性物質の活性／効力、その投与回数、そ
の投与経路、その排泄および代謝率、薬の組み合わせ／相互作用、ならびに予防または治
癒ベースで治療する疾患（または障害）の重症度、ならびに患者の年齢、体重、総合的健
康状態、性別および／または食事をはじめとする様々な要因に依存することとなることは
、理解される。
【０１００】
　カップリングさせる物質に依存して、本発明のコンジュゲートおよび組成物を、非常に
多数の病態、とりわけ、ＣＮＳを罹患させる病態、感染性病態または癌、の治療、予防、
診断またはイメージングに使用することができる。
【０１０１】
　この点に関して、本発明は、ＣＮＳ病態または障害、脳腫瘍または他の癌細胞、および
脳または他の組織／器官の細菌、ウイルス、寄生虫または真菌感染性病態を予防または治
療するための、上で説明したような医薬コンジュゲートまたは組成物の使用に関する。
【０１０２】
　本発明は、ＣＮＳ病態または障害、脳腫瘍または他の癌細胞、および脳または他の組織
／器官の細菌、ウイルス、寄生虫または真菌感染性病態を診断またはイメージングするた
めの、上で説明したような医薬コンジュゲートまたは組成物の使用にも関する。
【０１０３】
　本発明は、脳腫瘍または他のタイプ癌細胞を治療、イメージングおよび／または診断す
るための、上で定義したものなどのコンジュゲートまたは組成物の使用にも関する。実際
、研究により、幾つかの癌を有する患者は、低コレステロール血症を有することが証明さ
れた。この低コレステロール血症は、癌細胞によるコレステロールの過剰使用の結果であ
る。残存する癌細胞は、腫瘍を有する器官内でのＬＤＬＲ発現レベルの増加を誘導する（
Ｈｅｎｒｉｃｋｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ｌａｎｃｅｔ，２（８６７３），１
１７８－１１８０）。従って、細胞によるＬＤＬＲ発現レベルの増加と幾つかの癌の間に
は相関関係が存在する。ＬＤＬＲ数が癌細胞などの幾つかの病的細胞の表面に非常に多い
ことも、最近証明された。１，０００から３，０００のＬＤＬＲが非病的細胞の表面に存
在することは、一般に認められている。類似して、非病的ニューロンは、ほんの少数のＬ
ＤＬＲしか有さない（Ｐｉｔａｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
，２６２，１４３５２－１４３６０）。膠芽腫の症例において、ＬＤＬＲ過発現が証明さ
れた。例えば、脳腫瘍細胞の表面で、１２５，０００（Ｕ－２５１細胞について）から９
００，０００（ＳＦ－７６７細胞について）のＬＤＬＲがカウントされた（Ｍａｌｅｎｔ
ｉｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，６０，２３００－２３０
３；Ｎｉｋａｎｊａｍ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．，３２８，
８６－９４）。多くの腫瘍細胞、例えば、前立腺癌（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００１
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，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９１，４１－４５）、大腸癌（Ｎｉｅｎｄｏｒｆ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９５，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，６１，４６１－４６４）、白血病（Ｔａ
ｔｉｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００２，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，６３，
２１６９－２１８０）、結腸直腸癌（Ｃａｒｕｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ａｎｔｉ
ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，２１，４２９－４３３）、乳癌（Ｇｒａｚｉａｎｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００２，Ｇｙｎｅｃｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．，８５，４９３－４９７）、ならびに肝
臓、膵臓、卵巣、肺および胃などの癌のものが、ＬＤＬＲを過発現することにも留意しな
ければならない。
【０１０４】
　本発明は、脳または他の組織／器官の細菌、ウイルス、寄生虫または真菌感染性病態、
例えば、および非限定的に、ＡＩＤＳまたは髄膜炎など、を治療、イメージングおよび／
または診断するための、上で定義したものなどのコンジュゲートまたは組成物の使用にも
関する。ＬＤＬＲは、肝臓細胞上にも存在する。Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のエンドサ
イトーシスが、ＬＤＬＲにより発生し得ることは今では公知である。ＬＤＬＲは、ＨＣＶ
によるヒト肝細胞の感染の早期にウイルス受容体としての役割を果たす（Ｍｏｌｉｎａ　
ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｊ．Ｈｅｐａｔｏｌ．，４６（３），４１１－４１９）。従っ
て、本発明のコンジュゲートは、ＬＤＬＲを発現するウイルス、例えばＢ型肝炎およびＣ
型肝炎ウイルス、によって感染された病的細胞を特異的にターゲッティングするために、
ならびに／または健常細胞のウイルス感染プロセスをＬＤＬＲにより調節するために、使
用することができる。
【０１０５】
　本発明は、神経変性病態、例えば、非限定的に、アルツハイマー病、パーキンソン病、
クロイツフェルト・ヤコブ病、卒中／脳血管障害（ＣＶＡ）、牛海綿状脳症、多発性硬化
症、筋委縮性側索硬化症など、を治療、イメージングおよび／または診断するための、上
で定義したものなどのコンジュゲートまたは組成物の使用にも関する。
【０１０６】
　本発明は、神経性病態、例えば、非限定的に、癲癇、偏頭痛、脳炎、ＣＮＳ疼痛など、
を治療、イメージングおよび／または診断するための、上で定義したものなどのコンジュ
ゲートまたは組成物の使用にも関する。
【０１０７】
　本発明は、神経精神性病態、例えば、非限定的に、うつ病、自閉症、不安、統合失調症
など、を治療、イメージングおよび／または診断するための、上で定義したものなどのコ
ンジュゲートまたは組成物の使用にも関する。
【０１０８】
　用語「治療」、「治療すること」、「治療する」および他の類似した表現は、薬理およ
び／または生理的効果、例えば癌細胞成長の阻害、癌細胞死、または疾患もしくは神経障
害の改善、を得ることを指す。この効果は、病人における、疾患もしくはそのような疾患
の症状の悪化または健常被験者におけるその伝播を完全にもしくはある程度予防するため
に予防的（ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ）効果もしくは予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ）効果
である場合もあり、そして／または疾患および／もしくはその関連有害作用を完全にもし
くはある程度治療するために、治療的効果である場合もある。本書類において用いる場合
の用語「治療」は、哺乳動物における、およびより詳細には人間における、疾患の任意の
治療を包含し、そして（ａ）疾患の予防（例えば、癌の予防）またはこの病態もしくは障
害の素因を有するが陽性診断をまだ受けていない人において生じ得る状態の予防、（ｂ）
疾患の遅速（例えば、その進行を止めることによる）、あるいは（ｃ）疾患からの寛解（
例えば、疾患に随伴する症状を低減させることによる）を含む。用語「治療」は、その必
要がある人への本書類に記載するようなベクターまたはコンジュゲートから成る薬物の投
与を含む（しかし、これに限定されない）、個体または患者における状態を介護、治癒、
寛解、改善、減少または抑制するための活性物質の任意の投与も包含する。
【０１０９】
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　本発明は、本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドの、それをカップリン
グさせる活性物質または興味の物質（対象の治療用分子、診断もしくは医療用イメージン
グ剤、または任意の他の分子、例えば分子プローブ）の生物活性を増加させるための、使
用にも関する。
【０１１０】
　本発明は、本発明の線状または環状ペプチドまたは擬似ペプチドの、それをカップリン
グさせる活性物質または興味の物質（対象の治療用分子、診断もしくは医療用イメージン
グ剤、または任意の他の分子、例えば分子プローブ）の毒性を減少させるための、使用に
も関する。
【０１１１】
　本発明の他の態様および利点は、下記実施例の考慮により明らかになるだろう。下記実
施例は、本質的に例証的なものでしかなく、本出願の範囲を限定しない。
　実施例
【０１１２】
実施例Ｉ
　発現ベクターにおけるヒトおよびマウスＬＤＬＲのクローニング
　ペプチドを、とりわけコレステロールのエンドサイトーシスおよびトランスサイトーシ
ス（経細胞輸送、とりわけＢＢＢを横断して）に関与するヒトおよびマウス低密度リポタ
ンパク質受容体（ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲ）とのそれらの相互作用および該受容体に
対するそれらの親和性に基づいて、同定した。これらのペプチドの特性づけの前提条件は
、ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲを構成的におよび高率で発現する安定な細胞系統の真核細
胞（チャイニーズハムスター卵巣細胞、ＣＨＯ）における樹立であった。これらの細胞系
統を、ｉ）細胞表面で発現されるｈＬＤＬＲに結合する、その天然構造での、ペプチドの
特性づけのために；ｉｉ）ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲが選択ペプチドをエンドサイトー
シスにより内在化できることを検証するために、使用する。
【０１１３】
　これらの細胞系統の構築物を簡単に説明する。
　ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲをコードするメッセンジャーＲＮＡ配列は、データベース
から入手できる（アクセッション番号：それぞれ、ＮＭ＿０００５２７およびＮＭ＿０１
０７００）。ＰＣＲによるｃＤＮＡ増幅に必要なプライマーであって、ｐＥＧＦＰ－Ｎ１
発現ベクター（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）においてクローニングするために必要な制限部位（ヒ
トＬＤＬＲについてはＨｉｎｄＩＩＩおよびＳａｌＩ、ならびにマウスＬＤＬＲについて
はＨｉｎｄＩＩＩおよびＫｐｎＩ）をそれらの端（太字）に含むものであるプライマーを
選択した。
【表４】

【０１１４】
　ヒトおよびマウスの脳から調製した全ＲＮＡを、ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲをコード
するＤＮＡフラグメントのＰＣＲ増幅のために、逆転写によってｃＤＮＡに転換した。増
幅後、それらのＰＣＲ産物を、それぞれ、ＨｉｎｄＩＩＩ－ＳｈａｌＩおよびＨｉｎｄＩ
ＩＩ－ＫｐｎＩ制限酵素によって消化し、そしてｐＥＧＦＰ－Ｎ１発現ベクター（Ｃｌｏ
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ｎｔｅｃｈ）内にライゲートし、同制限酵素によって消化した。真核細胞におけるトラン
スフェクションの後、このベクターは、ＧＦＰと融合したＬＤＬＲであって、それらのＣ
－末端で、またはそれらの細胞内ドメインの端で、融合したものの、ＣＭＶプロモータの
制御下での、発現を可能にする（図３）。コンピテント大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α
菌を形質転換し、単離されたクローンを得、そしてプラスミドＤＮＡを調製した後、それ
らの構築物の両鎖を、検証のためにそっくりそのままシークエンシングした。
【０１１５】
実施例ＩＩ
　ヒトおよびマウスＬＤＬＲを安定して発現するＣＨＯ細胞系統の樹立
　様々な細胞系統（ＣＨＯ、ＣＯＳ、Ｎ２ＡおよびＨＥＫ２９３）における一過的トラン
スフェクションを行って、生細胞または固定細胞に関してｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲの
発現レベルおよび膜位置を判定した。生細胞上の受容体は、これらの受容体のＣ－末に融
合したＧＦＰによって放射される緑色蛍光により、免疫染色の必要なく、蛍光顕微鏡下で
直接見える。制限希釈により、および発現ベクターによって担持されているゲネチシン耐
性遺伝子（Ｇ４１８）により、安定な形質転換体を選択した。これらの細胞系統を、選択
圧を維持しながら増幅した。ここで述べる実施例では、ヒトＬＤＬＲに対するおよびＧＦ
Ｐに対する抗体での細胞溶解産物のウエスタンブロットによって、予想サイズのｈＬＤＬ
Ｒ－ＧＦＰの発現を検証した。ＧＦＰおよびｈＬＤＬＲの総合サイズ（１９０ｋＤａ）に
相当するタンパク質は、安定した細胞系統から調製した細胞抽出物において抗ｈＬＤＬＲ
（図４）および抗ＧＦＰ抗体によって認識される。ＧＦＰを構成的に発現するＣＨＯ細胞
系統を陰性対照として使用した。抗ｈＬＤＬＲ抗体は、ＧＦＰ細胞系統ではタンパク質を
検出しない。
【０１１６】
　ＣＨＯ－ＧＦＰ（対照）およびＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統の固定（ＰＦＡ）
細胞に対する抗ｈＬＤＬＲ抗体での免疫細胞化学は、ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ融合体が、トラ
ンスフェクトされた細胞において十分に発現されることを示す。透過処理されていない細
胞に対するＴｒｉｔｏｎ　Ｘ１００での免疫細胞化学実験は、ＬＤＬＲの細胞外ドメイン
が、細胞外レベルで十分に検出されることを示す（図５）。
【０１１７】
　ｈＬＤＬＲとその天然リガンドＬＤＬ（ＤｉＩ、経口マーカー、の吸着により蛍光性に
したもの）の間で共局在が示される。この天然蛍光リガンド（ＤｉＩ－ＬＤＬ）は、固定
細胞を用いて蛍光顕微鏡のもとで視覚化すると、急速に内在化（エンドサイトーシス）さ
れる（図６－Ａ）。対照的に、ＤｉＩ－ＬＤＬは、対照ＣＨＯ－ＧＦＰ細胞系統による、
または例えばヒトトランスフェリン受容体（ｈＴｆＲ、図６－Ｂ）、トランスライト－シ
スに関与する別の受容体、を過発現する別の対照ＣＨＯ細胞系統による、エンドサイトー
シスによって組み込まれない。さらに、ＣＨＯ－ＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統のエンドサイ
トーシス活性は、この細胞系統においてリガンドのエンドサイトーシスがそれに対して特
異的でないので、ＬＤＬＲリガンドに特異的でなく、例えば、赤色蛍光色素（Ｔｅｘａｓ
　Ｒｅｄ、図６－Ｃ）で染色されたトランスフェリン（Ｔｆ）は観察されない。
【０１１８】
　受容体機能性（エンドサイトーシス能力）は、ＤｉＩで染色されたＬＤＬ、ｈＬＤＬＲ
の天然リガンド、が、ＧＦＰのみを発現する細胞またはエンドサイトーシスに関与する別
の受容体、例えばｈＴｆＲ、を発現する細胞（陰性対照）と比較してｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ
を発現する細胞において、実際に迅速におよび非常に有効に輸送されることを示す、ビデ
オ蛍光顕微鏡下でのリアルタイム実験によって確証される。逆に、ｈＴｆＲ－ＧＦＰを発
現する細胞によるエンドサイトーシスによって非常に有効に組み込まれるＴｅｘａｓ　Ｒ
ｅｄで染色されたＴｆを用いて行ったビデオ顕微鏡実験により、トランスフェリンが、対
照ＧＦＰ細胞系統の細胞によるまたはｈＬＤＬＲ細胞系統の細胞によるエンドサイトーシ
スによって組み込まれないことが確証される。
【０１１９】
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　ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統における高いｈＬＤＬＲ発現レベルにもかかわら
ず、エンドサイトーシスシステムは有効であるばかりでなく、その選択性も保つ。ＧＦＰ
融合の存在は、ｈＬＤＬＲの膜挿入特性も改変せず、ｈＬＤＬＲ細胞外ドメインの細胞外
部への露出も改変せず、エンドサイトーシスプロセスにおける該受容体の機能性も改変し
ない。
【０１２０】
実施例ＩＩＩ
　ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統に関する細菌ウイルスによって発現される数十億
のランダムペプチド配列のデータベースのスクリーニングならびにｈＬＤＬＲに対して親
和性を示す細菌ウイルスおよび従ってペプチド配列の同定
　ＧＦＰのみを発現する対照ＣＨＯ－ＧＦＰ細胞系統に関する細菌ウイルスデータベース
の徹底的究明後、細菌ウイルスによって発現されるランダムペプチド配列のデータベース
でのスクリーニングをＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統に関して用いた。十分な洗浄
およびその後の酸での溶出後、前記細胞系統上に固定された細菌ウイルスを、液体培地中
でまたはペトリ皿上で大腸菌ＥＲ２７３８菌の感染により増幅した。溶出された細菌ウイ
ルスの細胞系統を繰り返しスクリーニングし、その後、増幅させることによって、細胞表
面で発現されるｈＬＤＬＲに対して強い親和性を示す細菌ウイルスを特性づけすることが
できた。これらの細菌ウイルスの中で、マウス細胞系統にも結合するもの（ＣＨＯ－ｍＬ
ＤＬＲ－ＧＦＰ）だけを選択した。
【０１２１】
　細菌ウイルスによって発現されたペプチドをコードする細菌ウイルスゲノム領域のＰＣ
Ｒ増幅後、５回の独立したスクリーニングを行い、そして合計でおおよそ２００の細菌ウ
イルスクローン（後発プラーク）をシークエンシングした。非常に多数の細菌ウイルスが
同一の配列を有した。２つのペプチド配列ファミリーを得た：保存モチーフ環状ペプチド
、配列番号：１から配列番号：１１および配列番号：３０から配列番号：６５と、保存モ
チーフを有さない線状ペプチド、配列番号：１２から配列番号：２９（本書類の配列リス
トを参照のこと）。
【０１２２】
　ペプチドの結合に従って同定された細菌ウイルスクローン（それらが前記ペプチドを発
現し、そして該ペプチドが、安定なＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統によって発現さ
れたｈＬＤＬＲ－ＧＦＰに結合）をＬＤＬＲ細胞と一緒にし、そして入念な洗浄後、細菌
ウイルスのウイルスエンベロープタンパク質に対する抗体を用いて検出し、その後、Ａｌ
ｅｘａ　５９４とカップリングさせた二次抗体を用いて検出した（図７）。これらの細菌
ウイルスは、ＧＦＰのみを発現する対照ＣＨＯ－ＧＦＰ細胞系統の細胞には結合しない。
【０１２３】
　同一力価を有する精製細菌ウイルスのバッチを、細胞系統で競合させ、そして入念な洗
浄および酸での溶出、おおよそ５０の細菌ウイルスのクローニングおよびシーケンシング
の後、それらの環状および線状ペプチドの中で最高の親和性を有するものを同定した。
【０１２４】
　他の実験のために選択しなかったまたは保持しなかったものは、役に立たないとは決し
て考えられない；それらを非機能的とみなすことはできない。これらのペプチドは、ベク
ター候補として大きな可能性を保持し、そしてその結果として、それらも本発明の特許請
求の対象である。
【０１２５】
実施例ＩＶ
　細菌ウイルスによって発現されたペプチドとＣＨＯ－ＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統のｈＬ
ＤＬＲとのおよび非遺伝子修飾細胞のｈＬＤＬＲとの相互作用
　ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチドを発現する細菌ウイルスを、ｈＬＤＬＲを
構成的にまたは誘導可能に発現することが知られている、遺伝子修飾されていない付着細
胞、とりわけヒト線維芽細胞、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）またはブタ脳微小血
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管内皮細胞、と共に、インキュベートした。細菌ウイルスのウイルスエンベロープタンパ
ク質に対する抗体での免疫細胞化学は、細菌ウイルスによって発現された、ｈＬＤＬＲに
対して親和性を有するペプチドが、遺伝子修飾されていない初代細胞、例えばヒト線維芽
細胞およびブタ脳微小血管内皮細胞、上に存在するＬＤＬＲにも結合することを示す（図
８）。
【０１２６】
　定量的免疫細胞化学に、浮遊細胞（ＧＦＰ細胞系統、ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ系統
、ヒト線維芽細胞、ＨＵＶＥＣ）での定量的フローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）を追加し
た。これらの細胞を培養基中で成長させ、（トリプシンを用いずに）機械的に結合解除お
よび解離させ、遠心分離し、再び浮遊させ、そして一切のエンドサイトーシスプロセスを
回避するために４℃で２０分間、様々な細菌ウイルスクローンおよび抗ＬＤＬＲ抗体の存
在下でインキュベートした。洗浄後、細胞に結合した細菌ウイルスを抗ウイルスエンベロ
ープタンパク質で視覚化した。ＢＤ　ＦＡＣＳＤｉｖａソフトウェアを使用してＦＡＣＳ
Ｃａｎｔｏシステム（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）でＦＡＣＳ分析を行った。陽
性細胞の数をそれぞれの検定について５，０００事象で標準化した。結果を蛍光の任意単
位で表示した。
【０１２７】
　これらのアプローチは、様々な細胞タイプ（図９－１１）に関する二次抗体Ａｌｅｘａ
　４８８により視覚化された抗ｈＬＤＬＲ抗体（横軸）、およびＡｌｅｘａ６４７抗体ま
たはアロフィコシアニン（ＡＰＣ）抗体により視覚化された細菌ウイルスエンベロープタ
ンパク質に対する抗体（縦軸）によって決定されるｈＬＤＬＲ発現速度間の相関関係を明
らかにした。図９、１０、１１は、ＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統（図９）、ヒト
線維芽細胞（図１０）およびＨＵＶＥＣ（図１１）の細胞に関してペプチド配列番号：１
１、配列番号：１２および配列番号：２１について得た結果に対応する。
【０１２８】
　ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する細菌ウイルスによって発現されたペプチドが、ＬＤ
Ｌ結合ドメイン、ｈＬＤＬＲの天然リガンド、と相互作用し得るという仮説を、様々な細
胞タイプを用いて、とりわけＨＵＶＥＣを用いて、例えばここに示すような、上に提示し
たものに類似した、ＦＡＣＳ実験によって評価した（図１２）。第一に、ｈＬＤＬＲに対
して親和性を有するペプチド（ここでは配列番号：２１および配列番号：１１を例として
使用する）を発現する細菌ウイルスの結合速度が、ＨＵＶＥＣによるＬＤＬＲ発現レベル
に比例することが証明される。ＬＤＬの存在下で行ったＦＡＣＳ実験により、線状ペプチ
ド（例えば、配列番号：２１）によるＬＤＬの強いシフト（８５％）、しかし環状ペプチ
ド（例えば、配列番号：１１）による小さいシフト（１７％）を明らかにすることおよび
定量することができた。
【０１２９】
実施例Ｖ
　ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する細菌ウイルスによって発現されるペプチドとマウス
脳血管内皮細胞とのインビボでの相互作用
　ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド（ここでは例えば配列番号：１を説明する
）を発現する細菌ウイルスおよび（ｈＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチドを発現し
ない）対照細菌ウイルスを、ハトタンで麻酔したＣ５７ＢＬ６マウスの尾静脈に注射した
。注射後１５分および２時間の後、マウスを犠牲にし、０．９％ＮａＣｌで潅流した。脳
、肝臓および腎臓をイソペンタン中で凍結させ、そして抗マウスＩｇＧおよび抗ウイルス
エンベロープタンパク質抗体で血管を視覚化する二重免疫組織化学的染色用の凍結切片を
作製して、インビボで内皮細胞に結合した細菌ウイルスを視覚化した。これらの実験は、
ｈＬＤＬＲおよびｍＬＤＬＲに対して親和性を有するペプチド配列番号：１を発現する細
菌ウイルスが、血管壁内皮細胞に結合し、対照細菌ウイルスについてはそうでないことを
示す（図１３）。
【０１３０】
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実施例ＶＩ
　ｈＬＤＬＲに対して親和性を有する細菌ウイルスに対応し、そしてトレーサー分子（ビ
オチン、フルオレセイン、または酵素活性を有するＳ－Ｔａｇ）とカップリングしている
ペプチドの合成
　ポリスチレン－１％ＤＶＢ上のＲｉｎｋ　Ａｍｉｄｅ　ＡＭ樹脂、ポリスチレン－１％
ＤＶＢ上のＷａｎｇ、ポリスチレン－１％ＤＶＢ上のＢａｒｌｏｓ（２－クロロトリチル
クロリド）、またはポリスチレン－１％ＤＶＢ上のＳｉｅｂｅｒ　Ａｍｉｄｅを用いるＦ
ｍｏｃ／ｔＢｕ戦略を用いて、Ａｄｖａｎｃｅｄ　ＣｈｅｍＴｅｃｈ　Ａｐｅｘ３９６（
ＡＡＰＰＴｅｃ）合成装置、またはＬｉｂｅｒｔｙ（商標）（ＣＥＭ）マイクロ波合成装
置で、固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ）法によりペプチドを合成した。負荷（または置換）
は、使用する樹脂に従って０．２５ｍｍｏｌ／ｇと１．６ｍｍｏｌ／ｇの間である。Ｆｍ
ｏｃ（もしくは幾つかのＮ－末端についてはＢｏｃ）によってＮ保護された、そして／ま
たは直交性官能基（とりわけ酸不安定性官能基）によってそれらの側鎖が保護されたアミ
ノ酸、化学的カップリングおよび脱保護試薬、ならびに溶媒を専門の会社から購入し、そ
してそのまま使用した。
【０１３１】
　Ｒｉｎｋ　ＡｍｉｄｅおよびＷａｎｇ樹脂は、それらの側鎖およびそれらのＣ－末端が
完全に保護されたペプチド配列の合成を可能にする。従って、これは、二次元（Ｆｍｏｃ
／ｔＢｕ）直交型ＳＰＰＳである。
【０１３２】
　ＢａｒｌｏｓおよびＳｉｅｂｅｒ超高感度酸不安定性（ＨＡＬ）樹脂は、合成されたペ
プチドの様々なアミノ酸の直交型側鎖保護ならびにその最後のアミノ酸のアミン官能基の
末端（Ｎ－末）アミン保護（例えば、新たに合成したペプチド配列の安定性の問題のため
にＮ－アセチル化）を保ちながら、末端（Ｃ－末）酸またはアミド官能基の遊離を可能に
する。Ｆｍｏｃ（Ｐｒｏｔ１）合成戦略による、これらのタイプの樹脂は、強酸媒体中で
のみ開裂可能な酸不安定性直交型側鎖保護（Ｐｒｏｔ２：Ｂｏｃ、ｔＢｕ、ＯｔＢｕ、Ｔ
ｒｔ、Ｍｍｔ、Ａｃｍなど）の使用を可能にするが、保護されたペプチドは、非常に弱い
酸性条件下ではカップリングしない。このタイプの開裂は、対象の治療用分子とそのペプ
チドのカップリングのためにその側鎖官能基が完全に保護された（Ｐｒｏｔ２）ペプチド
配列の回収を可能にする。従って、これは、三次元（ＢａｒｌｏｓまたはＳｉｅｂｅｒ／
Ｆｍｏｃ／ｔＢｕ）直交型ＳＰＰＳである。
【０１３３】
　ペプチド合成中のそれぞれのアミノ酸について使用した標準的な交側型側鎖保護（Ｐｒ
ｏｔ２）は、Ａｒｇ（Ｎ－Ｐｂｆ）、Ａｒｇ（Ｎ－Ｐｍｃ）、Ａｓｎ（Ｎ－Ｔｒｔ）、Ａ
ｓｐ（Ｏ－ｔＢｕ）、Ｃｙｓ（Ｓ－Ａｃｍ）、Ｃｙｓ（Ｓ－Ｍｍｔ）、Ｃｙｓ（Ｓ－４Ｍ
ｅＢｎ）、Ｃｙｓ（Ｓ－ｔＢｕ）、Ｃｙｓ（Ｓ－Ｔｍｏｂ）、Ｃｙｓ（Ｓ－Ｔｒｔ）、Ｇ
ｌｕ（Ｏ－ｔＢｕ）、Ｇｌｎ（Ｎ－Ｔｒｔ）、Ｈｉｓ（Ｎ－Ｔｒｔ）、Ｌｙｓ（Ｎ－Ｂｏ
ｃ）、Ｓｅｒ（Ｏ－ｔＢｕ）、Ｔｈｒ（Ｏ－ｔＢｕ）、Ｔｒｐ（Ｎ－Ｂｏｃ）、Ｔｙｒ（
Ｏ－ｔＢｕ）である（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、１９９８、Ｃｌｅａｖａ
ｇｅ、Ｄｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ、ａｎｄ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ
ｓ　ａｆｔｅｒ　Ｆｍｏｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｂｕｌｌｅｔｉ
ｎ）。Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、ＭｅｔおよびＰｒｏは、それ
らのそれぞれの化学構造がそれを必要としないので、側鎖保護を有さない。ＤＭＦ中のＤ
ＩＥＡ／ＨＢＴＵ／ＨＯＢｔまたはＤＩＰＣ／ＨＯＢｔを使用してｎ＋１アミノ酸の酸性
官能基の活性化によりアミノ酸をカップリングさせた。
【０１３４】
　このようにしてカップリングさせた新たなアミノ酸のＦｍｏｃ（Ｐｒｏｔ１）基の保護
を、ＤＭＦ中の２０％ピペリジンを使用して行った。
【０１３５】
　ペプチドシークエンシング中にカップリングさせた最後のアミノ酸は、Ｂｏｃ官能基に
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よって（合成の最後にその遊離末端アミン官能基を遊離させるために）、またはアセチル
化によって（合成された新たなペプチドを安定させるためにだが、例えばＣ－末位置での
対象の治療用分子の共有結合性カップリング中の二次反応のリスクを低下させるためにも
）、保護されることとなる。
【０１３６】
　合成されたペプチドに従って、当業者により伝統的に使用されている試薬：Ｉ２／ＤＭ
Ｆ、Ｉ２／ＨＦＩＰ／ＤＣＭ、ＴＦＡ／ＤＭＳＯ／アニソール、Ｉ２／ＤＣＭ／ＭｅＯＨ
／Ｈ２Ｏなど、を使用して、溶液中または樹脂上のいずれかで、２つの適切に保護された
Ｃｙｓ（Ａｃｍ、Ｔｒｔ、ｔＢｕなど）の２つのチオール官能基からの分子内環化により
、ジスルフィド架橋を得た。有利には、Ｎ－末位置のＣｙｓを、ジスルフィド架橋による
環化のためにＭｐａにより置換することができる。当業者に公知の合成経路によってラン
チオニン架橋（デヒドロアラニンによる環化によって）またはジカルバ（ａｌｌｙｌＧｌ
ｙによる環化によって）も得ることができる。Ｇｌｕ（またはＡｓｐ）残基の側鎖酸性官
能基とＬｙｓ上の側鎖アミン官能基またはＮ－末アミンの間にラクタム架橋を作ることが
できる。類似して、Ｌｙｓの側鎖アミン官能基とそのペプチドのＣ－末酸性官能基の間の
環化とまさしく同じように、Ｎ－末アミン官能基とＣ－末酸官能基（ヘッド／テール）の
間の環化をアミド結合によって行うことができる。
【０１３７】
　ＤＣＭ中の０．５％ＴＦＡ（ｖ／ｖ）を用いて、またはＡｃＯＨ／ＴＦＥ／ＤＣＭ（１
／１／３）を用いて、またはＤＣＭ中のＨＦＩＰ（３０％）を用いて、またはＤＣＭ中の
ＴＦＥ（３０％）を用いてなど、当業者により伝統的に用いられている方法によって、Ｂ
ａｒｌｏｓまたはＳｉｅｂｅｒ樹脂からペプチドを開裂させた。
【０１３８】
　ＴＦＡ／Ｈ２Ｏ／ＴＩＳもしくはＴＩＰＳ（９５／２．５／２．５）を用いて、または
ＴＦＡ／Ｈ２Ｏ／ＥＤＴ／ＴＩＳもしくはＴＩＰＳ（９４／２．５／２．５／１）を用い
て、またはＴＦＡ／チオアニソール／Ｈ２Ｏ（９４／５／１）を用いて、またはＴＦＡ／
ＴＩＳ／Ｈ２Ｏ／チオアニソール（９０／５／３／２）を用いて、またはＴＦＡ／Ｈ２Ｏ
／フェノール／チオアニソール／ＥＤＴ（８２．５／５／５／５／２．５）を用いてなど
、当業者により伝統的に用いられている方法によって、側鎖の脱保護、およびＲｉｎ　Ａ
ｍｉｄｅまたはＷａｎｇ樹脂からのペプチドの開裂を行った。
【０１３９】
　当業者に公知の伝統的な合成およびカップリング方法に従って、ビオチン、フルオレセ
イン、またはＳ－Ｔａｇ（下の実施例ＶＩＩを参照のこと）をＣ－末位置に導入した。
【０１４０】
　ペプチドを単離し、そしてＢｅｃｋｍａｎ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｇｏｌｄ　１２６装置と、
Ｃｈｒｏｍｏｌｉｔｈ　Ｃ１８（４．６ｍｍ×５０ｍｍ）もしくはＮｕｃｌｅｏｓｉｌ　
Ｃ１８（１０ｍｍ×２５０ｍｍ）カラムと、例えば３．５分間、水性相（Ｈ２Ｏ＋０．１
％ＴＦＡ）中０％から１００％へのアセトニトリル勾配、その後、１．５分間、１００％
から０％へ（流量：１ｍＬ／分から５ｍＬ／分）を用いて、またはＷａｔｅｒｓ　１５２
５システムと、Ｃｈｒｏｍｏｌｉｔｈ　Ｓｐｅｅｄ　ＲＯＤ　ＲＰ－１８（４．６ｍｍ×
５０ｍｍ）カラム（固定相）と、Ｗａｔｅｒｓ　９９６ＰＤＡ検出器（１９０ｎｍ－４０
０ｎｍ）による検出を用いて、またはＷａｔｅｒｓ　Ａｌｌｉａｎｃｅ　２６９０システ
ムと、Ｃｈｒｏｍｏｌｉｔｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ＲＰ－１８（３ｍｍ×１００ｍ
ｍ）カラム（固定相）と、Ｗａｔｅｒｓ　９９６ＰＤＡ検出器（１９０ｎｍ－４００ｎｍ
）による検出を用いて、ＨＰＬＣによりそのペプチドを精製した。２１４ｎｍおよび２５
４ｎｍでＵＶ検出を行った。
【０１４１】
　分取精製は、Ｗａｔｅｒｓ　Ｐｒｅｐ　ＬＣ　４０００システムと、Ｇｕａｒｄ－Ｐａ
ｋ（商標）カラム（固定層）と、Ｄｅｌｔａ－Ｐａｋ（商標）Ｃ１８カートリッジ（２５
ｍｍ×１０ｍｍ）と、Ｗａｔｅｒｓ　２４８７　Ｄｕａｌ　Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　Ａｂ
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ｓｏｒｂａｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒによる検出とを用いて行った。
【０１４２】
　エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）質量分析装置をポジティブモードで使用して分
子量を決定した。ＬＣ－ＭＳカップリングを可能にするＷａｔｅｒｓ　Ａｌｌｉａｎｃｅ
　２６９０　ＨＰＬＣシステムを装備したＷａｔｅｒ　Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ　Ｑｕａｔｔ
ｒｏ　Ｍｉｃｒｏ（四重極分析装置）を使用することによりスペクトルを得た。
【０１４３】
　用いたＬＣ－ＭＳ分析条件は、下記のとおりであった：
－Ｃｈｒｏｍａｌｉｔｈ　Ｆｌａｓｈ　Ｃ１８カラム（４．６ｍｍ×２５ｍｍ）、
－３ｍＬ／分　流量、
－２．５分間、Ｂ　０％から１００％への線形勾配（Ａ：０．１％Ｈ２Ｏ／ＨＣＯ２Ｈ；
Ｂ：０．１％ＡＣＮ／ＨＣＯ２Ｈ）。
【０１４４】
　ポジティブ・エレクトロスプレー・モードでの質量スペクトルを１００－２００μＬ／
分の流量で獲得した。０．１秒間隔での２００－１７００ｍ／ｚのスキャンモードでデー
タを得た。
【０１４５】
実施例ＶＩＩ
　ＣＨＯ－ＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統におけるｈＬＤＬＲに対して親和性を有する合成ペ
プチドの結合およびエンドサイトーシス。
　ｈＬＤＬＲ－ＧＦＰに対して親和性を有するペプチド、および対照ペプチド（ランダム
ペプチド、特定の順序でではないがｈＬＤＬＲ－ＧＦＰに対して親和性を有するペプチド
と同一の残基）を合成し、そしてＣ－末位置で、３つのＧｌｙ残基から成るスペーサーに
よって隔てて、様々なトレーサー分子、ローダミンまたはＳ－Ｔａｇのいずれか、とカッ
プリング／コンジュゲートさせた（図１４）。Ｓ－Ｔａｇ（ウシ膵臓リボヌクレアーゼＡ
の配列１－１５から誘導された１５アミノ酸ペプチド）は、一方では、免疫細胞化学また
はＦＡＣＳアプローチのために抗Ｓ－Ｔａｇ抗体が認識できるものであり、そして他方で
は、ＦＲＥＴＷｏｒｋｓ　Ｓ－Ｔａｇアッセイキット（Ｎｏｖａｇｅｎ　７０７２４－３
）を使用するインビトロでの活性の検定においてリボヌクレアーゼＳタンパク質（Ｃ－末
部分、アミノ酸２１－１２４）との結合により酵素的活性を再構成することができる。こ
のように活性化されたリボヌクレアーゼは、ＲＮＡ基質を消化して、マスクされた蛍光剤
を遊離させ、それをＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）によって視覚化し、そして９６
ウエルプレートにおいてＢｅｃｋｍａｎ分光蛍光計で定量する。これらのＦＲＥＴ実験の
ために、ＦＲＥＴに用いる波長で強いバックグラウンドノイズを生じさせるｈＬＤＬＲお
よびｍＬＤＬＲとそのＣ－末位置で融合させた対照ＣＨＯ細胞およびＧＦＰを、赤色蛍光
タンパク質（ＲＦＰ）によって置換した。従って、前記ＦＲＥＴ実験のために生じさせた
安定な細胞系統は、ＣＨＯ－ＲＦＰおよびＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＲＦＰである。
【０１４６】
　前記ＦＲＥＴアプローチのために、細胞を２ｍＬ　ＰＢＳで２回洗浄し、その後、１時
間、３７℃で２５０μＬペプチド溶液と共にインキュベートした。それらを再び２ｍＬ　
ＰＢＳで２回、その後、１ｍＬ　ＰＢＳで２回洗浄し、そしてその後、１ｍＬ　ＰＢＳ中
で剥離させ、５分間、１，２５０ｒｐｍで遠心分離した。その後、上清を吸引し、その細
胞ペレットを８０μＬ　ＰＢＳ＋０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００に溶解した。それぞれ
の細胞溶解産物２０μＬを、ＦＲＥＴ反応後の蛍光放出を測定することによって分析した
。
【０１４７】
　ｈＬＤＬＲを発現する様々な細胞を用いるペプチドのインキュベーションを含む実験を
行った。ローダミンとコンジュゲートしているペプチド配列番号：１またはＳ－Ｔａｇと
コンジュゲートしているペプチド配列番号：２を用いて得た結果を例として示す。これら
の結果は、それらのペプチドがＣＨＯ－ＬＤＬＲ－ＧＦＰ細胞に十分に結合すること、そ
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してそれらが、ｈＬＤＬＲを発現する細胞系統の細胞内にエンドサイトーシスによって組
み込まれて蓄積され、対照ペプチドについてはそうではないことを示している（図１５）
。これらの実験において、Ｓ－Ｔａｇとコンジュゲートしているペプチドと、Ｓ－Ｔａｇ
に対する一次抗体（一次Ａｂ）、およびその一次抗体に対する二次抗体（二次Ａｂ）との
予備インキュベーションは、配列番号：２／Ｓ－Ｔａｇ／一次Ａｂ／二次Ａｂ複合体が、
ｈＬＤＬＲを発現する細胞に結合し、そしてエンドサイトーシスによって内在化されるこ
とを示す。これらの結果は、配列番号：２ファミリーのペプチドが、ｈＬＤＬを発現する
細胞に結合することができ、そして大きな負荷物（２つの抗体）をベクター化することが
できる、または、これらの負荷物がエンドサイトーシスによって内在化されることを示し
ている。
【０１４８】
　ｈＬＤＬＲに対する親和性を有するペプチドのエンドサイトーシスを定量した。このた
めに、配列番号：１１／Ｓ－Ｔａｇおよび対照（ランダム）ペプチドをＣＨＯ－ｈＬＤＬ
Ｒ－ＲＦＰ細胞と共に１時間、３７℃でインキュベートした。それらの細胞を洗浄して、
非固定ペプチドの一切の痕跡を除去した。細胞膜に結合したペプチドであって、エンドサ
イトーシスによって内在化されたペプチドをＦＲＥＴにより定量できるようにする、ＰＢ
Ｓでの洗浄、ならびに細胞膜におけるｈＬＤＬＲに結合したペプチドを解離できるように
する、酸溶液（０．２Ｍグリシン、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ３）での洗浄を行った。
そういうわけで、細胞によるエンドサイトーシスによって組み込まれたペプチドのみがＦ
ＲＥＴによって検出される（図１６－Ｂ）。同じことが、ヒト線維芽細胞での配列番号：
２／Ｓ－Ｔａｇに関してもあてはまる（図１６－Ｃ－Ｄ）。
【０１４９】
　これらの観察をＦＡＣＳによって非付着細胞でも確認した。対照ペプチドとは逆にペプ
チド配列番号：１１（両方とも、Ｓ－Ｔａｇにコンジュゲートしている）のＣＨＯ－ｈＬ
ＤＬＲ－ＧＦＰ細胞系統の細胞に対する結合の例を与える（図１７）。
【０１５０】
実施例ＶＩＩＩ
　インビトロＢＢＢモデルでの内皮細胞に関するｈＬＤＬＲに対して親和性を有する合成
ペプチドの毒性、エンドサイトーシスおよびトランスサイトーシス。
　内皮細胞に対するペプチドの潜在的毒性作用、これらの細胞におけるペプチドの結合／
蓄積、およびペプチドのトランスサイトーシスによる通行を、インビトロＢＢＢモデルを
用いて評価した。このモデル（脳微小血管および星状膠細胞からの内皮細胞の共培養）を
準備するために必要な細胞は、Ｃｅｌｌｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（フランス、Ｌｅ
ｎｓ）によって販売されているウシ細胞（ウシ脳微小血管内皮細胞、ＢＢＭＥＣ）であっ
た。このインビトロＢＢＢモデルを、非常の多数の分子、とりわけ医薬製剤、のＢＢＢを
横断する受動通行／拡散または能動輸送および従ってＣＮＳ組織に到達するそれらの能力
を評価するために使用した。このモデルは、脳内皮、とりわけ密な結合、に特徴的な超微
細構造特性、細孔の不在、経内皮チャネルの不在、親水性分子に対する低い透過率および
高い電気抵抗を有する。さらに、このモデルは、ＢＢＢを横断して通行するそれらの特性
についてインビトロおよびインビボで評価した様々なモデルに対して行った測定の結果の
間に確固たる相関関係を示した。今日までに、得られたすべてのデータは、このＢＢＢモ
デルが、組織培養実験に関連した利点を保ち、その上、インビボで存在する細胞環境の複
雑さの一部を再現することによりインビボでの状況を厳密に模倣することを示す。非常に
多数の研究により、最も再現性の高いインビトロＢＢＢモデルとしてこの細胞共培養が検
証された。
【０１５１】
　前記インビトロＢＢＢモデルは、ＢＢＭＥＣと星状膠細胞の共培養を利用する。細胞培
養の前に、ＢＢＭＥＣの最適な付着を可能にするために、および基底板の状態を作るため
に、膜挿入物（Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ－ＰＣ３．０μｍ；直径３０ｍｍ）の上部をラット尾
コラーゲンで処理した。混合星状膠細胞の一次培養物を新生児ラット大脳皮質から樹立し
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た（Ｄｅｈｏｕｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，５４，１７
９８－１８０１）。簡単に言うと、髄膜を除去した後、脳組織を８２μｍナイロンシーブ
に通した。１０％熱不活性化胎仔ウシ血清を補足した２ｍＬ最適培養基（ＤＭＥＭ）を用
いて星状膠細胞を１．２×１０５細胞／ｍＬの濃度でマイクロプレートに分配した。培地
を週に２回交換した。２日ごとに添加した、１０％（ｖ／ｖ）ウマ血清および１０％熱不
活性化ウシ血清、２ｍＭグルタミン、５０μｇ／ｍＬゲンタマイシンおよび１ｎｇ／ｍＬ
塩基性線維芽細胞成長因子を補足したＤＭＥＭ培地の存在下で、Ｃｅｌｌｉａｌ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓから入手したＢＢＭＥＣを成長させた。その後、そのＢＢＭＥＣを、
２ｍＬ共培養でフィルターの上面に分散させた。このＢＢＭＥＣ培地を週３回交換した。
これらの条件下、分化したＢＢＭＥＣが、７日後に集密細胞の単層を形成した。集密に達
してから５日後と７日後の間に、下に報告する実験を行った。
【０１５２】
　ペプチド配列番号：１および対照ペプチド（両方とも、ローダミンにコンジュゲートし
ている）を培養システムの上のほうのチャンバにおいて、内皮細胞と接触した状態で、１
時間、５時間および２４時間インキュベートした。下のほうのチャンバの培養基を様々な
時点で回収し、蛍光定量分析によって蛍光を定量した。それらの結果を、内皮表面透過率
（Ｐｅ）として１０－３ｃｍ／分の単位で表示した。Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ（Ｌ
Ｙ）、ＢＢＢをほとんど横断しない小蛍光分子、を、分析したすべてのウエルに関してＢ
ＢＢの完全性をインビトロで評価するために先ず使用し、そして次に、ペプチドコインキ
ュベーションのために使用して、このＢＢＢを構成する内皮細胞に対するそのペプチドの
毒性の不在を評価した。このインビトロバリアは、ＬＹのＰｅ値が１×１０－３ｃｍ／分
より大きい場合、「透過性」または「開いている」と考えられる。オームメーターで測定
され、そしてオーム・ｃｍ２で表示される、経内皮電気抵抗（ＴＥＥＲ）も、ＢＢＢを横
断する通行の検定中のＢＢＢ完全性についてのインビトロ測定を可能にする。品質閾値を
＞５００オーム・ｃｍ２に設定する。
【０１５３】
　前記ペプチドを用いて行った分析は、使用した対照ペプチドについてばかりでなく、ペ
プチド配列番号：１についても、毒性の不在、およびＢＢＢの透過特性に対する有害作用
の不在を示す。ＬＹを用いて測定したＰｅ値が、２４時間にわたるインキュベーションの
後でさえ、それらのペプチドの存在および不在下で増加しないからである（図１８）。
【０１５４】
　対照ペプチドおよびペプチド配列番号：１（両方とも、ローダミンとコンジュゲートし
ている）の結合および／または内在化速度を、上で説明したインビトロＢＢＢモデルを用
いて判定した。この分析を、様々な時点（２時間、５時間、２４時間）での内皮細胞の溶
解によって、および細胞（溶解後にこれらの細胞の遠心分離によって得られた膜および細
胞質区画）と会合している蛍光（ローダミン）の量についての蛍光定量測定によって行っ
た。測定値は、ローダミンとコンジュゲートしているペプチド配列番号：１が、分析した
すべての時点で、インビトロＢＢＢモデルにおいて内皮細胞に対して対照ペプチドより大
きい親和性を有することを示している（図１９）。
【０１５５】
　対照ペプチドおよびペプチド配列番号：１（両方とも、ローダミンとコンジュゲートし
ている）の通行を、上で説明したインビトロＢＢＢモデルにおいて立証した。この分析は
、様々な時点（１時間、４時間、２４時間）でレシーバーウェル内に堆積した蛍光の量を
蛍光定量法により測定することによって行った。分析した様々なウエルにおけるＢＢＢの
完全性を、１つの区画から他の区画に進むＬＹのレベルの同時測定により時間の関数とし
て評価した。測定したＰｅ値は、対照ペプチドについて測定したとき、短期間（１時間お
よび４時間）では、トランスサイトーシスによる通行が、非特異的または傍細胞通行と区
別できないことを示す。一方、ローダミンとコンジュゲートしているペプチド配列番号：
１の通行は、２４時間の時点で、対照ペプチドのものよりかなり有意に高い。ＬＹの測定
値も、１時間、４時間および２４時間の時点でＢＢＢの完全性が保たれていることを示す
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（図２０）。他の測定値は、ローダミンとコンジュゲートしているペプチド配列番号：１
の濃度が、２４時間の時点で、レシーバー区画において、ドナー区画のものと比較しては
るかに高いことを示し、これは、前記２区画間で達成された濃度が平衡を伴わない、間違
いなく受容体による、前記ペプチドの能動輸送を示唆している。
【０１５６】
実施例ＩＸ
　ペプチドベクター配列番号：１１の化学的最適化
　構造／活性（親和性）関係の研究を、ペプチドベクター配列番号：１１を用いてアラニ
ンスキャニング（Ａｌａ－スキャン）技術によってならびにＮ－およびＣ－末トランケー
ションによって行って、このペプチドの１５の連続アミノ酸のそれぞれについての重要性
を判定した。化学的最適化の結果として得られた新たに合成したそれぞれのペプチドのｈ
ＬＤＬＲに対する親和性を、蛍光定量法により、Ｃ－末が３つのＧｌｙスペーサーを介し
てＳ－Ｔａｇペプチドにコンジュゲートしているペプチド配列番号：１１（配列番号：１
１／Ｓ－Ｔａｇ）の置換速度を測定することによって判定した（実施例ＶＩＩを参照のこ
と）。
【０１５７】
　簡単に言うと、使用したＣＨＯ－ｈＬＤＬＲ－ＲＦＰ細胞は、付着性であり、そして集
密であった。
【０１５８】
　それらを６ウエルプレートで成長させた。１条件につき細胞の３つのウエルを使用した
。
【０１５９】
　１０μＭペプチド配列番号：１１／Ｓ－Ｔａｇを含有する溶液を、ＨａｍＦ１２－１％
ＢＳＡ培養培地において調製した。この溶液に、Ａｌａ－スキャンの結果として得られた
１０μＭペプチドを添加して評価した（競合）。
【０１６０】
　幾つかの対照溶液も調製した：
（ｉ）ＨａｍＦ１２－１％ＢＳＡ培地。
（ｉｉ）ＨａｍＦ１２－１％ＢＳＡ培地＋１０μｍ対照ペプチドＣＴＲＬ－Ｓ－Ｔａｇ（
Ｓ－Ｔａｇを含む任意のペプチドの非特異的結合の評価）。
（ｉｉｉ）ＨａｍＦ１２－１％ＢＳＡ培地＋１０μｍペプチド配列番号：１１／Ｓ－Ｔａ
ｇ＋１０μｍ対照ペプチドＣＴＲＬ（対象のペプチドと対照ペプチドＣＴＲＬの間の「非
特異的」競合の評価）。
【０１６１】
　用いたＦＲＥＴアプローチは、実施例ＶＩＩにおいて説明したものである。
【０１６２】
　おおよそ６０のペプチドをこのアプローチによって検定した。これらのペプチドのうち
の３６（配列番号：３０から配列番号：６５）は、インビトロでＬＤＬＲに対する親和性
を示す。
【０１６３】
　この研究は、システインの、ならびに従って、環化のおよびＭＰＲトリペプチドモチー
フの重要性をさらに確証した。
【０１６４】
　この研究は、ペプチドベクターのサイズの低下も可能にした。Ｄ－構造のアミノ酸を少
なくとも１つは含む、８アミノ酸の環状ペプチド（配列番号：４８）が、ＬＤＬＲに対し
て卓越した親和性を示すからである。
【０１６５】
　同じプロトコルに従って、配列番号：４８／Ｓ－Ｔａｇは、ペプチドベクター配列番号
：４８の化学的最適化（環のサイズ、非天然アミノ酸の導入についての研究）およびＬＤ
ＬＲに対するコンジュゲートの親和性の測定のための基準として役立つ。
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【０１６６】
　例えば、本出願に記載するコンジュゲート配列番号：６６から配列番号：７２も、イン
ビトロでＬＤＬＲに対する親和性を示す。
【０１６７】
実施例Ｘ
　ベクターと対象の治療用分子またはイメージング（または診断）剤または任意の他の分
子、例えば分子プローブとから成るコンジュゲートの化学合成のための戦略。
　対象の治療用分子またはイメージングまたは診断剤または任意の他の分子、例えば分子
プローブを、細胞膜、より詳細にはＢＢＢ、を横断する輸送および通行後、ベクターから
、例えば、該ベクターと該活性物質の間の化学結合の加水分解または酵素的開裂によるプ
ロドラッグ戦略により、遊離／開裂させることができる。
【０１６８】
　その反応性側鎖官能基が完全に保護された（Ｃ－末およびＮ－末でのカップリング）ま
たはある程度保護された（側鎖の反応性官能基でのカップリング）ペプチドベクターと、
対象の治療用分子との共有結合性カップリングを２つの一般戦略によって行う（図２）：
－タンデムでの合成（または、介在物を伴わない２つの実体間の直接カップリング）、
－リンカーを介しての合成（Ｔｅｍｓａｍａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｄｒｕｇ　
Ｄｉｓｃｏｖ．Ｔｏｄａｙ，２３，１０１２－１０１９）。
【０１６９】
　一例として、鎮痛性治療用ペプチド、ダラルギン、とペプチドベクター配列番号：４８
とのペプチドコンジュゲート配列番号：６６の、タンデムでの合成を、実施例ＶＩにおい
てペプチドの合成について説明したように行った。
【０１７０】
　一例として、鎮痛性治療用ペプチド、ダラルギン、とペプチドベクター配列番号：４８
とのペプチドコンジュゲート配列番号：６７から配列番号：７２の、ペプチドリンカー（
ＧＧＧ、ＧＦＬＧ、ＡＬＡＬ、β－Ａｌａ、Ａｈｘ、ＧＦＡＬ）を介しての合成を、実施
例ＶＩにおいてペプチドの合成について説明したように行った。
【０１７１】
　選択されるペプチドベクターおよび治療上対象の分子によって、様々な戦略のうちの１
つまたはその他を、Ｃ－末に対して、またはＮ－末に対して、または側鎖反応性官能基に
対して適用する。理想的には、選択されるスペーサーは、前記活性物質の適切な遊離およ
び前記コンジュゲートの溶解度の向上を可能にするはずである（Ｍｏｌｅｍａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００１，Ｖｅｃｔｏｒｉｓａｔｉｏｎ，ｏｒｇａｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｓｔｒ
ａｔｅｇｉｅｓ．Ｉｎ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｉｎ　ｍｅｄ
ｉｃｉｎａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｖｏｌ．１２）。従って、様々な不安定性共有化学
結合を、スペーサー：アミド、カルバマート、エステル、チオエステル、ジスルフィドな
ど、を介してまたは介さずに、２つの実体（ベクターと活性物質）間に生じさせることが
できる。例えば、血漿中で比較的安定なジスルフィド結合を、脳内区画内で開裂させて、
遊離チオール官能基を回復させることができることが文献に示されている（Ｓａｉｔｏ　
ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．，５５，１９９－２
１５）。
【０１７２】
　対象の他の化合物は、スペーサーがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などのポリマー
であるものである。実際、生物学上対象の有機分子のＰＥＧとのコンジュゲーションが、
この分子の血漿半減期の増加を可能にすること（Ｇｒｅｅｎｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，２
００３，Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．，５５，２１７－２５０）およびその
開裂の減少を可能にすることは、文献に示されている。
【０１７３】
　ベクターと活性物質または興味の物質とのコンジュゲーションは、ＣＮＳの病態、病変
もしくは障害の、診断、イメージングもしくは治療において、ＢＢＢを横断できる薬物を
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調製するために使用することができ、脳腫瘍もしくは別のタイプの癌細胞の診断、イメー
ジングもしくは治療において、癌細胞膜を横断することができる薬物を調製するために使
用することができ、そして／または感染性病態の診断、イメージングもしくは治療におい
て、細胞膜を横断することができる薬物であって、脳もしくは他の組織／器官の細菌、ウ
イルス、寄生虫もしくは真菌感染性病態の感染細胞をターゲッティングできる薬物を調製
するために使用することができる。
【０１７４】
実施例ＸＩ
　ベクターのみについてのおよびにベクターと対象の治療分子またはイメージング（もし
くは診断）剤または任意の他の分子、例えば分子プローブ、とのコンジュゲートについて
のインサイチュー脳潅流、ならびにそれらのＢＢＢを横断する輸送動態およびマウス脳に
おけるそれらの蓄積についての研究。
　最良のベクターを選択するために、およびＢＢＢを横断しての脳内へのそれらの通行に
ついてのそれらの作用メカニズムの証拠を提供するために、ここでは（成体オスＯＦ１マ
ウスにおける）インサイチュー脳潅流技術を用いる。
【０１７５】
　事前に、ペプチドベクターを、とりわけ組織切片で、放射性化合物の検出に最高の感度
を提示するトリチウム（３Ｈ）で放射標識した。高い比放射能（ＳＲＡ、１００Ｃｉ／ｍ
ｍｏｌ以下）を有する放射性ペプチドを、トリチウム標識無水プロピオン酸（またはプロ
パン酸）またはトリチウム標識Ｎ－プロピオニル－スクシンイミド（ＮＰＳ）によるＮ－
末アミン官能基のアシル化の戦略によって調製した。このトリチウム標識法をすべてのペ
プチドに適用できるが、但し、Ｎ－末の修飾が、ターゲットとなる受容体（または、ＬＤ
ＬＲ）に対するペプチドの親和性にまたは治療用ペプチドの場合にはそれらの生物活性に
影響を及ぼさないことを条件とする。
【０１７６】
　プロピオニル化によるペプチドベクター配列番号：１１および配列番号：４８のＮ－末
位置でのトリチウム標識反応を、ＤＭＦ中（溶解度に応じて１００μＬ中１ｍｇのペプチ
ドから４５０μＬ中１ｍｇのペプチド）で、５分間、室温でトリチウム標識ＮＰＳ　０．
１当量を添加し、その後、１時間、冷ＮＰＳ（トリチウム標識していないもの）０．９当
量を添加し、そしてその後、５時間、冷ＮＰＳの新たな当量を添加することによって行っ
た。その後、反応媒体を一晩、４℃で放置し、そして翌日、ＨＰＬＣによって精製した。
それぞれのトリチウム標識ペプチドについてのＳＲＡは、５Ｃｉ／ｍｍｏｌと１０Ｃｉ／
ｍｍｏｌ（理論的には、ほぼ７．７Ｃｉ／ｍｍｏｌ）であった。合成により調製した放射
能の総量は、６００μＣｉと９５０μＣｉの間であった。
【０１７７】
　ベクターと活性物質とのコンジュゲートの場合、長く費用のかかる新たな合成経路の開
発を必要とする放射標識化学合成を避けて、炭素－１４（１４Ｃ）を有する既に市販され
ているモデル活性物質を選ぶことが重要である。放射標識ペプチド（例えば、３Ｈで放射
標識されたもの）を、放射標識活性物質（例えば、１４Ｃで放射標識されたもの）と、実
施例Ｘにおいて説明したように、共有結合的にカップリングさせる。前に述べたように、
この共有結合性カップリングは、活性物質の構造および物理化学的特性、特に、この物質
の生物活性を減少させることなく修飾することができる官能性化学基の存在、に従って行
う。放射標識コンジュゲートは、非放射標識コンジュゲートについて開発された合成経路
からの推定によって合成する。
【０１７８】
　もう１つの戦略は、本出願に記載するコンジュゲート配列番号：６６から配列番号：７
２の場合のような、（ペプチドもしくは有機性の）リンカーを介するまたはリンカーを介
さない治療用ペプチドとペプチドベクターとのコンジュゲートの合成に存する。例えば、
Ｎ－末トリチウム標識コンジュゲート配列番号：７２を、上で説明したように調製した。
【０１７９】
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　活性物質の脳内での分布ならびに、特に、脳内へのこれらの分子の浸透の際のＢＢＢの
および、さらに特に、ＬＤＬＲの役割を研究するために、下に簡単に要約する技術を開発
した。インサイチュー脳潅流技術は、マウスにおいて行うには最も技術的に骨の折れるお
よび最も難しいものの１つである。しかし、（インビトロモデルのような）インサイチュ
ー脳潅流は、全身分布の破壊要因を伴わずに、動物体内の正常な生理的および解剖学的条
件下で脳の細胞および血管新生を維持するために人工潅流液の組成を完全制御することが
できる。
【０１８０】
　ラットにおいて通常行われるこのインサイチュー脳潅流戦略（Ｄａｇｅｎａｉｓ　ｅｔ
　ａｌ．，２０００，Ｊ　Ｃｅｒｅｂ　Ｂｌｏｏｄ　Ｆｌｏｗ　Ｍｅｔａｂ．，２０（２
），３８１－６）をマウスに適応させて、トランスジェニックおよびＫＯ突然変異体マウ
スにおける受容体、酵素、または活性物質の輸送体についてのＢＢＢおよび血液網膜関門
での輸送動態のパラメータの評価のためにその適用を広げた。それは、ベクターおよびコ
ンジュゲートの脳への取り込みを評価するために用いる、内頸動脈および翼口蓋動脈を特
異的に再灌流するために、麻酔したＯＦ１マウスにおける頸動脈（外、甲状腺、後頭動脈
）のカテーテル留置およびこの頸動脈の幾つかの枝の結紮を包含する。このカテーテルは
、頸動脈を通ることにより十分に制御された潅流液（重炭酸塩緩衝液、血漿または血液）
での潅流による全身循環の置換を可能にする。先ず、酸化Ｋｒｅｂｓ重炭酸塩緩衝液を使
用して、脳にアクセスするベクターおよびコンジュゲートの能力を評価した。頸動脈のカ
テーテル留置後、心室を切り出すことによって内因性血流を停止させて、緩衝液と血液の
混合および血圧の上昇を避ける。固定流量潅流期間をモニターした。緩衝液潅流を２０分
まで、または受容体媒介輸送（ＲＭＴ）の研究については酸素輸送体（洗浄した赤血球）
の存在下で１時間まで延長した。
【０１８１】
　ペプチドベクター配列番号：１１の研究により、その脳輸送または輸送係数（Ｋｉｎ）
の決定を可能になった。これらの実験のための脳潅流期間は、２ｍＬ／分の潅流液流量で
５分であった。例えば、ペプチドベクター配列番号：１１のＫｉｎ（脳潅流時間にわたっ
ての分布容積）の計算により、３．５±０．２×１０－４ｍＬ／秒／ｇの値が得られる。
【０１８２】
　トランスフェリン（Ｔｆ）が、３．０×１０－４ｍＬ／秒／ｇのＫｉｎを有することに
留意しなければならない（Ｄｅｍｅｕｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃ
ｈｅｍ．，１０６（４），１５３４－１５４４）。ＲＡＰタンパク質のＫｉｎは、１．０
×１０－５ｍＬ／秒／ｇである（Ｐａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃ
ｉ．，１１７，５０７１－５０７８）。
【０１８３】
　最適化ペプチドベクター配列番号：４８におけるペプチドベクター配列番号：１１の化
学的最適化は、このペプチドベクターの脳内の通行の１．３７倍の増進を可能にした。ペ
プチド配列番号：７３、ＣＭＰＲＣをこの脳潅流研究のための対照として使用した。
　配列番号：４８のＫｉｎ＝４．８±０．４×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
　配列番号：７３のＫｉｎ＝１．５±０．２×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
【０１８４】
　前に説明したように、ペプチドベクター配列番号：４８のＮ－末リンカーを介してのダ
ラルギン（配列番号：７４、Ｙ－（Ｄ）－ＡＧＦＬＲ）の化学的コンジュゲーションによ
り、コンジュゲート配列番号：７２を得ることができた。
【０１８５】
　ベクター化されていない遊離ダラルギン（配列番号：７４）をこの脳潅流研究のための
対照として使用した。
【０１８６】
　従って、ベクター化されたダラルギン（配列番号：７２）の脳内の通行は、そのベクタ
ー化されていない遊離形（配列番号：７４）と比較すると、２１．７８倍である。
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　配列番号：７２のＫｉｎ＝１９．６±３．９×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
　配列番号：７４のＫｉｎ＝０．９±０．１×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
【０１８７】
　加えて、このタイプのインサイチュー脳潅流実験により、脳血管区画に残存する化合物
と、反管腔側内皮膜を横断して脳実質に進入したものとの区別を確証することも可能にな
る。実際、潅流後毛細血管枯渇技術は、分子が実際に内皮を横断して脳実質に進入するか
どうかの測定を可能にする。この技術の使用により、特定のペプチドベクター（またはコ
ンジュゲート）に脳実質に蓄積する傾向があることを証明することが可能になる。この技
術（Ｔｒｉｇｕｅｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，５４（６
），１８８２－８）を用いて、内皮を通過し、そして細胞外空間または脳細胞経由で脳に
進入したベクター（またはコンジュゲート）の画分と、内皮細胞と会合している残存画分
とを区別する。
【０１８８】
　従って、マウスにおけるインサイチュー脳潅流研究の重要な段階を、研究したベクター
およびコンジュゲートについて、次のように要約することができる：
　ｉ）ＢＢＢでのベクターおよびコンジュゲートの許容性（非毒性）ならびにこの生理的
バリアの完全性の保存の評価。
　ｉｉ）ＬＤＬＲによるＲＭＴによっての脳取り込みの動態および線形性の研究。
　ｉｉｉ）ベクターまたはコンジュゲート濃度の関数としての脳取り込み率の研究（Ｔｍ

ａｘ、Ｋｍ）。
　ｉｖ）ＬＤＬＲを阻害するまたは調節する基質を使用する輸送メカニズムの研究。
　ｖ）脳の区画内での分布：毛細血管枯渇（Ｔｒｉｇｕｅｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０
，Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，５４（６），１８８２－８）。
　ｖｉ）ベクターおよびコンジュゲートと血漿タンパク質（アルブミンなど）の結合速度
の評価、ならびにこれらの分子の脳取り込みに対するそれらの影響についての研究。
　ｖｉｉ）静脈内投与、ならびに時間の関数としての組織分布（脳および他の器官）の評
価。
【０１８９】
　加えて、血液網膜関門（ＢＲＢ）を横断しての、これらの様々なペプチドのＫｉｎも決
定した。
　配列番号：１１のＫｉｎ＝１．２±０．２×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
　配列番号：４８のＫｉｎ＝２．４±０．３×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
　配列番号：７３のＫｉｎ＝０．０±０．０×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
　配列番号：７２のＫｉｎ＝１１．５±３．３×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
　配列番号：７４のＫｉｎ＝１．８±０．２×１０－４ｍＬ／秒／ｇ
【０１９０】
　例えば、ベクター化されたダラルギン（配列番号：７２）によるＢＢＢ横断は、そのベ
クター化されていない遊離形（配列番号：７４）と比較すると、６．３９倍である。
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