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(57)【要約】
　対象における非標的位置からの酵素および標的位置において特異的に結合する結合分子
のコンジュゲートのクリアランスのためのペプチドクリアリング剤が提供される。ペプチ
ドクリアリング剤は、酵素の活性部位に結合させる。ペプチドは、肝細胞により発現され
るアシアロ糖タンパク質受容体にも結合して肝臓を介するクリアランスを促進する。ペプ
チドは、アシアロ糖タンパク質受容体を発現する肝細胞に結合することにより肝臓を介す
るクリアランスを促進するためにグリコシル化されていてよい。典型的には、ペプチドは
、酵素に結合すると酵素活性を妨害または阻害し、酵素活性により実質的に改変されない
。ペプチドは、ジペプチドのアミノ－ナフトエ酸（ＡＮＡ）－グルタミン酸（Ｇｌｕ）を
ベースとしていてよく、アミノ酸配列セリン（Ｓｅｒ）－アラニン（Ａｌａ）－アミノ－
ナフトエ酸（ＡＮＡ）－グルタミン酸（Ｇｌｕ）を含むことができる。このような場合、
対象となる酵素は、典型的にはＣＰＧ２である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　酵素の活性部位へのペプチドの結合を介する対象における非標的位置からの、
　ａ．酵素、および
　ｂ．標的位置において特異的に結合する結合分子
　のコンジュゲートのクリアランスのためのペプチドクリアリング剤であって、肝細胞に
より発現されるアシアロ糖タンパク質受容体にも結合して肝臓を介するクリアランスを促
進するペプチドクリアリング剤。
【請求項２】
　アシアロ糖タンパク質受容体を発現する肝細胞への結合による肝臓を介するクリアラン
スを促進するためにグリコシル化されている、請求項１に記載のペプチド。
【請求項３】
　酵素に結合すると酵素活性を妨害または阻害する、請求項１または２に記載のペプチド
。
【請求項４】
　酵素活性により改変されない、請求項１から３のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項５】
　ジペプチドのアミノ－ナフトエ酸（ＡＮＡ）－グルタミン酸（Ｇｌｕ）を含む、請求項
１から４のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項６】
　アミノ酸配列セリン（Ｓｅｒ）－アラニン（Ａｌａ）－アミノ－ナフトエ酸（ＡＮＡ）
－グルタミン酸（Ｇｌｕ）（配列番号１）を含む、請求項１から５のいずれか一項に記載
のペプチド。
【請求項７】
　セリン残基がグリコシル化されている、請求項６に記載のペプチド。
【請求項８】
　標的位置における結合分子の特異的結合を介して標的位置において酵素が濃縮される、
請求項１から７のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項９】
　結合分子が抗体またはこの抗原結合誘導体である、請求項１から８のいずれか一項に記
載のペプチド。
【請求項１０】
　酵素が標的位置においてプロドラッグを活性薬物に変換するように作用する、請求項１
から９のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１１】
　非標的位置からの酵素のクリアランスを可能にするために十分な酵素親和性を有する、
請求項１から１０のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１２】
　標的位置において酵素活性に顕著に影響を及ぼさない程度に十分に急速な解離速度また
は高い解離定数を有する、請求項１から１１のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１３】
　ペプチドの酵素に対する親和性が結合分子の標的位置に対する結合分子の結合親和性よ
りも約１０倍低い、請求項１から１２のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１４】
　標的位置が腫瘍細胞により発現される抗原である、請求項１から１３のいずれか一項に
記載のペプチド。
【請求項１５】
　グリコシル化が１個以上のガラクトース基のカップリングを含む、請求項２から１４の
いずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１６】
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　長さが１０個以下のアミノ酸である、請求項１から１５のいずれか一項に記載のペプチ
ド。
【請求項１７】
　免疫原性が最小限である、請求項１から１６のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１８】
　化学合成された、請求項１から１７のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１９】
　酵素が非ヒト起源である、請求項１から１８のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項２０】
　酵素が、カルボキシペプチダーゼＧ２、アルカリホスファターゼ、ベータ－グルコロニ
ダーゼ、ペニシリン－Ｖ－アミダーゼ、ベータ－ラクタマーゼ、ベータ－グルコシダーゼ
およびニトロレダクターゼから選択される、請求項１から１９のいずれか一項に記載のペ
プチド。
【請求項２１】
　酵素がカルボキシペプチダーゼＧ２（ＣＰＧ２）である、請求項１８に記載のペプチド
。
【請求項２２】
　請求項１から２１のいずれか一項に記載のペプチドクリアリング剤を生成する方法であ
って、
　ａ．好ましくは、酵素基質の構造アナログである出発ペプチドをベースとするペプチド
のアレイを調製すること
　ｂ．ペプチドのアレイを、酵素および標的位置において特異的に結合する結合分子のコ
ンジュゲートに対する結合親和性についてスクリーニングし、結合親和性を有するペプチ
ドを選択すること
　ｃ．工程ｂにおける結合親和性を有するペプチドのアミノ酸配列を場合により改変し、
改変されたペプチドを使用して工程ｂを繰り返して結合親和性の改善について試験するこ
と
　ｄ．工程ｃに見出される改変されたペプチドの各残基における置換を場合により実施し
て結合親和性を改善し、工程ｂを繰り返して置換されたペプチドのいずれについてもさら
なる改善された結合親和性を有するか否かを決定すること
　ｅ．（改善された結合親和性を有する）工程ｃまたはｄから得られた１種以上のペプチ
ドが、酵素活性を妨害または阻害する能力を有するか否かを場合により決定すること
　ｆ．対象からの一連の対照タンパク質を用いて試験することにより酵素に対する結合特
異性を場合により確認すること
　ｇ．１種以上のペプチドを、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結
合する能力について試験して、肝臓を介するクリアランスを促進すること
　を含み、工程ｅおよびｆは、実施する場合、いずれの順序においても実施することがで
き、ならびに工程ｇは、方法の任意の時点において実施することができ、肝細胞により発
現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結合することができる工程ａにおけるペプチドの
アレイを提供し、肝臓を介するクリアランスを促進することを含む、上記方法。
【請求項２３】
　工程ｇが、１種以上のペプチドをグリコシル化することを含み、従って、工程ａが、グ
リコシル化されたペプチドのアレイを提供することを含むことができる、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２４】
　工程ａを、ペプチドライブラリーを使用して実施する、請求項２２または２３に記載の
方法。
【請求項２５】
　酵素がＣＰＧ２である、請求項２２から２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
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　出発ペプチドがトリペプチドＷＦＥである、請求項２２から２５のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項２７】
　請求項２２から２６のいずれか一項に記載の方法であって、該方法により生成されたペ
プチドのアミノ酸配列をヒトアミノ酸配列データベースと比較して、該ペプチドが不所望
な生物学的活性を有する可能性が低いことを確認することをさらに含む、上記方法。
【請求項２８】
　クリアリング剤としての請求項１から２７のいずれか一項に記載のペプチドの使用を含
む、抗体指向酵素プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ）方法。
【請求項２９】
　抗体指向酵素プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ）におけるクリアリング剤としての、請求
項１から２８のいずれか一項に記載のペプチドの使用。
【請求項３０】
　抗体指向酵素プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ）におけるクリアリング剤として使用され
る、請求項１から２９のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項３１】
　抗体指向酵素プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ）において使用されるクリアリング剤の製
造における、請求項１から３０のいずれか一項に記載のペプチドの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象における非標的位置から酵素をクリアリングするように作用するペプチ
ドクリアリング剤に関する。本発明はまた、これらのペプチドクリアリング剤を生成する
方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗体指向酵素プロドラッグ治療（ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ
　ｐｒｏｄｒｕｇ　ｔｈｅｒａｐｙ）（ＡＤＥＰＴ）は、細胞毒性薬物の選択性を改善す
ることを目的とする。プロドラッグを活性薬物に変換するように作用する酵素が用いられ
る。薬物の作用は、腫瘍関連抗原に結合する抗体の使用を介して対象となる部位に局在化
される。この抗体は、プロドラッグに作用する酵素にコンジュゲートされ、またはこの酵
素との融合タンパク質として形成され、これによりプロドラッグ変換が主として対象とな
る部位において生じることが確保される。
【０００３】
　しかしながら、ＡＤＥＰＴ系の治療効率および特異性は、残留酵素抗体コンジュゲート
および（腫瘍細胞から循環への抗原の損失に起因し得る）腫瘍からのコンジュゲートの漏
れに起因する正常組織内でのプロドラッグの変換により、制限されてきた。この問題に対
処する試みにおいて、酵素クリアランス段階は、残留酵素活性を除去し、これによりこの
治療の副作用を最小化するように開発されてきた。このことは、酵素に結合するさらなる
抗体に依存する。この抗体は、肝臓を介するクリアランスを促進するためにグリコシル化
されている（１）。
【０００４】
　ＵＳ２００３－００６８３２２（Ｈａｎｓｅｎ）は、循環する標的化タンパク質－酵素
コンジュゲートのクリアランスに影響を及ぼす抗体ベースのクリアリング剤を記載してい
る。一実施形態において、クリアリング剤は酵素に結合する。しかしながら、クリアリン
グ剤は、酵素活性を干渉しない部位において結合する。ＷＯ９６／４０２４５およびＵＳ
５，９５８，４０８は、同様の開示を表している。
【０００５】
　Ｎａｐｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ－Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｖ
ｏｌ．６，７６５　ｔｏ　７７２，Ｍａｒｃｈ　２０００－は、癌胎児性抗原を発現する
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結腸直腸癌患者１０人が、カルボキシペプチダーゼＧ２（ＣＰＧ２）にコンジュゲート化
された癌胎児性抗原に対するＡ５Ｂ７Ｆ（ａｂ’）２抗体を用いる抗体指向酵素プロドラ
ッグ治療を受けた臨床試験を記載している。この試験において、ＣＰＧ２の活性部位に対
して指向されるガラクトシル化抗体（ＳＢ４３－ｇａｌ）は、循環する酵素をクリアリン
グし、不活性化するために与えられた。Ｎａｐｉｅｒは、ヒト抗マウス抗体応答（ＨＡＭ
Ａ）が２週間後にすべての患者において見出され、さらなる治療が妨害されたことを記述
している（標題免疫応答の７６８頁第２欄を参照。）。Ｎａｐｉｅｒは、ＡＤＥＰＴ治療
に関してこのようなクリアリング剤の使用を促進するために免疫抑制剤を利用することが
できることを示唆している。
【０００６】
　ＷＯ９１／１７７６１は、ＡＤＥＰＴ技術とは区別される技術を記載している。この技
術において、疾患細胞のみを治療するため細胞毒素が治療的に使用されるのを可能とする
ため、アンタゴニストが正常細胞に対して標的化される。従って、この方法は、正常細胞
を保護することを目的とする。
【０００７】
　ＥＰ０３０８２０８は、循環からの急速なクリアランスを可能とする、ヒト肝臓アシア
ロ糖タンパク質受容体に結合するグリコシド残基へのコンジュゲート化により改変された
抗体および抗体コンジュゲートに関する。
【０００８】
　ＥＰ０７３３０７２およびＵＳ５，８７６，６９１は、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）に特異
的な抗体を記載している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００３／００６８３２２号明細書
【特許文献２】国際公開第９６／４０２４５号
【特許文献３】米国特許第５，９５８，４０８号明細書
【特許文献４】国際公開第９１／１７７６１号
【特許文献５】欧州特許第０３０８２０８号明細書
【特許文献６】欧州特許第０７３３０７２号明細書
【特許文献７】米国特許第５，８７６，６９１号明細書
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｎａｐｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　Ｖｏｌ．６，７６５　ｔｏ　７７２，Ｍａｒｃｈ　２０００
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　クリアリング剤としてのグリコシル化された第２のまたはさらなる抗体の使用は、幾つ
かの問題を伴い、これらの問題のうち最も重要なものは以下のとおりである。
【００１２】
　１）第２の（クリアリング）抗体は必然的に免疫原性であるため、従ってこの使用は数
回の繰り返しの使用サイクルに制限される。
【００１３】
　２）この抗体は、モジュレートすることが困難である酵素に対して高い親和性を有する
。高い親和性は、この抗体が標的位置に局在化された酵素に過剰に強く結合することがあ
り得るため、これにより局所的な薬物発生の有効性が制限されることを意味する。
【００１４】
　３）この抗体の高分子量は、融合タンパク質を結合させ、クリアリングするために大き
い質量の糖タンパク質を接種しなければならないことを意味する。
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【００１５】
　４）第２の抗体成分のコスト、生成および規制の問題が比較的困難な問題である。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　これらの理由のため、新たな種類のクリアリング剤が望まれている。従って、本発明は
、コンジュゲートへのペプチドの結合を介する対象における非標的位置からの、酵素およ
び標的位置において特異的に結合する結合分子のコンジュゲートのクリアランスのための
ペプチドクリアリング剤であって、ペプチドが肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパ
ク質受容体に結合するペプチドクリアリング剤を提供する。このことは、非標的位置に見
出されるコンジュゲートの内在化をもたらす。従って、肝細胞により発現されるアシアロ
糖タンパク質受容体へのペプチドの結合は、ペプチドのクリアランスを促進する。具体的
な実施形態において、ペプチドは、アシアロ糖タンパク質受容体を発現する肝細胞への結
合により肝臓を介するクリアランスを促進するためにグリコシル化されている。より具体
的には、本発明は、酵素の活性部位へのペプチドの結合を介する対象における非標的位置
からの、酵素および標的位置において特異的に結合する結合分子のコンジュゲートのクリ
アランスのためのペプチドクリアリング剤であって、ペプチドが（さらにクリアリング剤
が）肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結合するペプチドクリアリン
グ剤を提供する。このことは、非標的位置に見出されるコンジュゲートの内在化をもたら
す。従って、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体へのペプチドの結合は
、ペプチドのクリアランスを促進する。具体的な実施形態において、ペプチドは、アシア
ロ糖タンパク質受容体を発現する肝細胞への結合により肝臓を介するクリアランスを促進
するためにグリコシル化されている。
【００１７】
　対象は、典型的には、ヒトまたは動物であり、好ましくは、ヒトである。従って、クリ
アランスは、一般に肝臓を介する循環からのものである。本発明のペプチドクリアリング
剤は、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結合し、非標的位置に見出
されるコンジュゲートの内在化をもたらす。
【００１８】
　本発明のクリアリング剤は、以下の理由から抗体ベースのクリアリング剤に伴う問題を
解決する。
【００１９】
　１）本発明のクリアリング剤は低分子量のものであるので、非免疫原性である。
【００２０】
　２）本発明のクリアリング剤の酵素結合部位への親和性は、必要とされる結合の親和性
が達成されるまで代替アミノ酸による位置置換を行うことにより調節することができる。
【００２１】
　３）本発明のクリアリング剤の低分子量は、所与のクリアランス効力を融合タンパク質
よりもかなり低い質量を用いて達成することができることも意味する。
【００２２】
　４）本発明のクリアリング剤は、公知の化学法により合成化学物質として生成すること
ができ、そのためこのペプチドクリアリング剤はコスト、生成効率および規制的障壁の問
題がより少ない。
【００２３】
　上記のとおり、ＡＤＥＰＴ系は、対象における標的位置、例えば腫瘍関連抗原に結合す
る抗体または他の結合分子を介する酵素活性の局在化に依存する。ＡＤＥＰＴ系は、大き
いが高度に局在化される用量の薬物、例えば細胞毒性剤を疾患の細胞（例えば癌細胞）ま
たは疾患を引き起こす細胞（例えば寄生細胞）に送達するために一緒に協同する幾つかの
分子モジュールからなる。
【００２４】
　本発明のペプチドクリアリング剤は、酵素および結合分子のコンジュゲートに、より具
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体的には酵素に、特に酵素の活性部位に結合する。結合分子は、標的位置に結合でき、こ
うして酵素をこの特定の位置に局在化することができる任意の分子であり得る。ある実施
形態において、酵素は、標的位置における結合分子の特異的な結合を介して標的位置にお
いて濃縮される。従って、結合分子は、対象における細胞により発現される、特に細胞表
面上で安定的に発現される受容体もしくは抗原または他の分子に結合することができる。
好ましくは、排他的ではないが、結合分子は、抗体もしくはこの抗原結合誘導体を含むか
、これらから本質的になるか、またはこれらからなる。任意の好適な抗体を利用すること
ができるが、ＩｇＧ免疫グロブリンが最も典型的に用いられる。重鎖抗体および非ヒト抗
体のヒト化形態は、無論、用語「抗体」の範囲内に含まれる。抗体は、ポリクローナルで
あり得るが、モノクローナル抗体が一般に好ましい。抗原結合誘導体は、対象となる標的
への特異的結合能を保持する抗体のすべてのフラグメントおよび他の誘導体を包含する。
一価フラグメントが用いられることが多い。例としては、Ｆａｂフラグメント、ｓｃＦｖ
、単一ドメイン抗体、ナノボディ、ミニボディ、ダイアボディ、トリアボディなどが含ま
れる。
【００２５】
　結合分子は、標的位置において特異的に結合して非標的位置、例えば特定の抗原を発現
しない細胞への不所望な結合を回避する。この分子は、標的位置における急速な取り込み
を達成するほど十分に高い親和性も有するべきである。しかしながら、結合親和性は、結
合分子が標的位置に完全にアクセスすることができるような親和性であり、腫瘍関連抗原
への結合を例に取ると、結合分子は、この分子が任意の腫瘍塊の周囲にのみ結合すること
になるほど強固に結合してはならない。実際、任意の選択的結合能は、フォーカスされる
治療作用を提供するのに十分であり、必要とされる最小効力は用途ごとに変動する。結合
分子の結合親和性は、好ましくは、分子が結合した標的位置からの分子の漏れを最小化す
るための低い解離定数（即ち、緩慢なオフ速度（ｏｆｆ－ｒａｔｅ））に関連する。従っ
て、結合親和性および速度論は、標的位置における標的化および有効な作用を確保するた
めに可能な限り平衡に保たれる。
【００２６】
　酵素は、結合分子とのこの会合により酵素が標的位置に送達されるように結合分子にコ
ンジュゲートされている。典型的には、酵素は、結合剤分子が結合するいずれの場所にお
いても少なくとも１種の酵素分子も結合するように結合分子に共有結合している。従って
、上記の結合特性は、実際には、結合分子－酵素化学コンジュゲート、または適切な機能
ドメインに折りたたまれる連続的アミノ酸配列として両分子を発現する単一遺伝子に由来
する、結合分子－酵素融合タンパク質の形態のハイブリッド分子に当てはまる。酵素は、
標的位置においてプロドラッグを活性薬物に変換するように作用する。酵素は、対象にお
ける不所望な活性および副作用を防止するため、対象において天然に存在しない酵素であ
ることが好ましい。酵素の役割は、酵素により作用されるまで非毒性であるプロドラッグ
分子を改変して活性薬物、一般に短命の活性薬物を放出させることである。従って、結合
分子に基づく酵素活性の局在化は、プロドラッグが標的位置の直近においてのみ開裂され
ることを確実にする。ある実施形態において、プロドラッグは、酵素により開裂された場
合に高度に毒性であるが短命の分子を形成する物質であり、この特性は、この分子が強力
であるがプロドラッグが開裂される近傍に存在する細胞のみを殺傷することを確実にする
。具体的な実施形態において、アルキル化剤、例えば安息香酸マスタード誘導体が用いら
れる。好ましくは、薬物の作用は濃度依存性である。アルキル化剤上の末端グルタミン酸
は、アルキル化剤を不活性にさせる、そのためこれらは、このグルタミン酸残基を開裂す
るように作用するＣＰＧ２との使用に理想的なパートナーとなる。標的位置において発生
する高濃度の薬物は血中に再度漏れ得、毒性を引き起こし得るので、短い半減期は活性薬
物の重要な特質である。
【００２７】
　酵素としては、標的位置における不活性プロドラッグの活性薬物への変換を可能とする
、好適な任意の酵素を用いることができる。ＡＤＥＰＴ系に関して既に用いられている好
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適な酵素は、カルボキシペプチダーゼＧ２、アルカリホスファターゼ、ベータ－グルコロ
ニダーゼ、ペニシリン－Ｖ－アミダーゼ、ベータ－ラクタマーゼ、ベータ－グルコシダー
ゼおよびニトロレダクターゼを含む。本発明のペプチドクリアリング剤の発生に有用な、
潜在的に有用な酵素／プロドラッグの組合せを、表１に列記する。
【００２８】
【表１】

【００２９】
　本発明に関して特に好ましい酵素は、カルボキシペプチダーゼＧ２（ＣＰＧ２）である
。ＣＰＧ２は、細菌性ペプチダーゼ（シュードモナス由来）である。このペプチダーゼは
葉酸加水分解酵素であり、葉酸およびこのアナログ、例えばメトトレキサートからＣ－末
端グルタミン酸部分を加水分解する。相同ＣＰＧ２は、８３０００（ゲル濾過）の分子量
を有するが、ＳＤＳ　ＰＡＧＥに従うと４１４００の分子量が得られ、酵素が二量体であ
ることを示す。この酵素は、各機能インタクト二量体において２つの活性部位を有し、こ
の構造および機能について亜鉛依存性である。
【００３０】
　結合分子および酵素のコンジュゲートは、一般に、遺伝学的手段または多くの公知の化
学的架橋法の１種を使用する化学的コンジュゲートにより生成される。遺伝学的手段は、
一般に、酵素および結合分子タンパク質の両方が、両機能を有する単一の組合せタンパク
質（「融合タンパク質」）として発現されるようにそれぞれの遺伝子を一緒にスプライシ
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ングすることを含む。融合タンパク質がグリコシル化されないことは重要であり、その理
由は、グリコシル化された融合タンパク質は、このタンパク質が与えられるとすぐに肝臓
を介してこれ自体でクリアリングを開始し、非グリコシル化形態よりも酵素が腫瘍に送達
されない結果になるからである。
【００３１】
　本発明の具体的な実施形態において、ペプチドクリアリング剤は、酵素に結合すると酵
素活性を妨害または阻害する。従って、好ましくは、ペプチドは、酵素活性により改変さ
れない。「改変されない」は、クリアランスを可能とするためにペプチドが酵素に対する
結合親和性を保持することを意味し、親和性が損失されないという条件で改変が生じてよ
い。ペプチドが酵素の活性に耐性である場合、活性部位へのペプチド結合は、より効力の
あるクリアリング方法である。本発明のペプチドが酵素活性に耐性であり得る１つの方法
は、１個以上のＤ型アミノ酸を取り込むことである。例えば、Ｄ－アミノ酸グルタミン酸
を、ＣＰＧ２の活性部位に結合するように設計されたペプチドクリアリング剤中に含める
ことは、このアミノ酸におけるペプチド結合の加水分解を妨害するように作用し得る。
【００３２】
　結合分子－酵素コンジュゲートは、標的位置において結合する。この標的位置は、典型
的には、対象となる細胞タイプ、例えば腫瘍細胞などである。標的位置における特異的な
結合は、対象となる細胞タイプに特異的な抗原への結合に起因し得る。具体的な実施形態
において、標的位置は、腫瘍細胞により発現される抗原である。従って、例えば、腫瘍学
的用途の場合、抗原発現は、理想的には、非癌性宿主細胞を攻撃するリスクを回避するた
めに癌細胞に特異的であるべきである。抗原は、好ましくは、腫瘍特異的であるが、腫瘍
関連であり得る。さらに、抗原は、対象となる細胞の表面（膜）上で安定的に発現される
べきである。しかしながら、放出または脱落前の一過的発現は本発明に照らして可能であ
る。標的位置を特徴づける抗原は、好ましくは、自然に、またはこの抗原が結合分子によ
り結合された場合に急速に内在化されない。この理由は、プロドラッグが典型的には全身
投与され、細胞内酵素が循環中でプロドラッグと容易に相互作用しないからである。標的
位置の１つの具体例は、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）として公知の抗原を発現する細胞である
。この抗原は、結腸直腸癌（ＣＲＣ）のかなり大きな割合により発現され、これによりＣ
ＲＣの局在治療を可能とする。ＣＥＡを結合させることができる抗体および誘導体は、当
分野において公知であり、例えば本明細書に記載のＳｃＦｖ抗－ＣＥＡであり、これはＣ
ＰＧ２との融合タンパク質として生成してもしなくてもよい。
【００３３】
　本発明のペプチドクリアリング剤は、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受
容体に結合する。このことは、非標的位置に見出されるコンジュゲートの内在化をもたら
す。従って、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体へのペプチドの結合は
、ペプチドのクリアランスを促進する。具体的な実施形態において、ペプチドは、アシア
ロ糖タンパク質受容体を発現する肝細胞に結合することにより肝臓を介するクリアランス
を促進するためにグリコシル化されている。従って、ペプチドは、循環中でペプチドクリ
アリング剤と結合分子および酵素のコンジュゲートとの複合体の形成を可能とする結合親
和性で酵素に結合し、ならびに肝細胞に達し、アシアロ糖タンパク質受容体を介して利用
されるのに十分な安定性で酵素に結合するアミノ酸配列からなる。しかしながら、ペプチ
ドクリアリング剤のオフ速度は、プロドラッグの投与計画の時間尺度内で標的位置におい
て結合している結合分子および酵素のコンジュゲートからの解離を可能とするほど十分に
早くなければならず、さもなければプロドラッグの活性薬物への変換が妨げられる。従っ
て、やはり、肝細胞上で発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に対する親和性と、他方
で結合分子および酵素のコンジュゲートに対するペプチドの親和性との平衡が必要とされ
る。具体的な実施形態において、ペプチドは、非標的位置からの酵素のクリアランスを可
能とするのに十分な、結合分子および酵素のコンジュゲート、特に酵素（の活性部位）に
ついての親和性を有する。ある実施形態において、ペプチドは（また）、標的位置におい
て酵素活性に顕著に影響を及ぼさないほど十分に急速な解離速度／高い解離定数を有する
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。より具体的には、結合分子および酵素のコンジュゲートに対する親和性を有し、特に酵
素（の活性部位）に対するペプチドの親和性は、結合分子の標的位置についての結合分子
の結合親和性よりも約１０倍（例えば約５から約１５倍、この間のすべての値を含む。）
低くてよい。従って、標的位置への結合分子および酵素のコンジュゲートの結合は、クリ
アランスにわたり有利であるが、結合分子および酵素のコンジュゲート、特に酵素（の活
性部位）に対するペプチドの親和性は、アシアロ糖タンパク質受容体への結合後の内在化
を介する、肝臓を介する未結合コンジュゲートの効率的なクリアランスを確保するのに、
依然として十分である。
【００３４】
　適切な速度論および親和性特性を示す本発明のペプチドクリアリング剤は、本明細書に
おいて例示される。このような速度論および親和性特性は、任意の好適な手段を使用して
計測することができる。速度論および親和性パラメーターは、周知技術の（例えば、ＧＥ
　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅから市販、Ｂｉａｃｏｒｅシステム）表面プラズモン共鳴（ＳＰ
Ｒ）を使用する結合試験に基づき導くことができる。好適な装置を使用して得られたデー
タは、適切なソフトウエアにより分析して関連パラメーターを自動的に導くことができる
。可能な限りフィットを曲線へ近づけるために、ソフトウエアにより適切な結合モデルを
適用することができる。０．２未満のカイ二乗値を許容可能フィットとみなすことができ
る。
【００３５】
　具体的な実施形態において、データは、単一状態結合モデル（１：１ラングミュア結合
モデル）を使用する市販のＢｉａｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウエアを使用して得ること
ができる。従って、本発明のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約１×１
０３Ｍ－１ｓ－１から１×１０７Ｍ－１ｓ－１または約１×１０４Ｍ－１ｓ－１から１×
１０６Ｍ－１ｓ－１または約１×１０５Ｍ－１ｓ－１から５×１０５Ｍ－１ｓ－１の範囲
のオン速度（ｏｎ　ｒａｔｅ）（会合速度定数、Ｋａ）を示すことができる。本発明のあ
るペプチドの具体的なＫａ値は、本明細書に記載されている（２．２６×１０５Ｍ－１ｓ
－１のＫａ）。本発明のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約１×１０－

５ｓ－１から１×１０－１ｓ－１または約１×１０－４ｓ－１から１×１０－２ｓ－１ま
たは約１×１０－３ｓ－１から５×１０－３ｓ－１の範囲のオフ速度（解離速度定数、Ｋ
ｄ）を示すことができる。本発明のあるペプチドの具体的なＫｄ値は、本明細書に記載さ
れている（１．１４×１０－３ｓ－１のＫｄ）。
【００３６】
　従って、本発明のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約１×１０６Ｍ－

１から１×１０１０Ｍ－１または約１×１０７Ｍ－１から１×１０９Ｍ－１または約１×
１０８Ｍ－１から５×１０８Ｍ－１の範囲の１：１ラングミュアモデルにより導かれた平
衡会合定数（ＫＡ）を示すことができる。本発明のあるペプチドについての具体的なＫＡ
値は、本明細書に記載されている（約１．９８×１０８Ｍ－１）。このことは、ある実施
形態において約１×１０－７Ｍから１×１０－１１Ｍまたは約１×１０－８Ｍから１×１
０－１０Ｍまたは約４×１０－９Ｍから６×１０－９Ｍの範囲の、本発明のペプチドクリ
アリング剤についての解離定数をもたらすことができる。本発明のあるペプチドについて
の具体的なＫＤ値は、本明細書に記載されている（約５．０４×１０－９Ｍ）。
【００３７】
　あるいは、具体的な実施形態において、データは２状態結合モデルを使用する市販のＢ
ｉａｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウエアを使用して得ることができる。従って、本発明の
ペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約１×１０３Ｍ－１ｓ－１から１×１
０７Ｍ－１ｓ－１または約１×１０４Ｍ－１ｓ－１から１×１０６Ｍ－１ｓ－１または１
×１０５Ｍ－１ｓ－１から５×１０５Ｍ－１ｓ－１の範囲の一次オン速度（会合速度定数
、Ｋａ１）を示すことができる。本発明のあるペプチドについての具体的なＫａ１値は、
本明細書に記載されている（２．８４×１０５Ｍ－１ｓ－１のＫａ１）。従って、本発明
のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約０．００１ｓ－１から１ｓ－１ま
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たは約０．０１ｓ－１から０．１ｓ－１または約０．０１ｓ－１から０．０５ｓ－１また
は０．０２ｓ－１の範囲の二次オン速度（会合速度定数、Ｋａ２）を示すことができる。
本発明のあるペプチドについての具体的なＫａ２値は、本明細書に記載されている（０．
０１４ｓ－１のＫａ２）。
【００３８】
　本発明のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約０．００１ｓ－１から１
ｓ－１または約０．０１ｓ－１から０．１ｓ－１または約０．０１ｓ－１から０．０５ｓ
－１または０．０３ｓ－１の範囲の一次オフ速度（解離速度定数、Ｋｄ１）を示すことが
できる。本発明のあるペプチドについての具体的なＫｄ１値は、本明細書に記載されてい
る（０．０２５８ｓ－１のＫｄ１）。本発明のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態
において約１×１０－５ｓ－１から１×１０－１ｓ－１または約１×１０－４ｓ－１から
１×１０－２ｓ－１または約１×１０－３ｓ－１から５×１０－３ｓ－１の範囲の二次オ
フ速度（解離速度定数、Ｋｄ２）を示すことができる。本発明のあるペプチドについての
具体的なＫｄ２値は、本明細書に記載されている（１．５８×１０－３ｓ－１のＫｄ２）
。
【００３９】
　本発明のペプチドクリアリング剤は、ある実施形態において約１×１０５Ｍ－１から１
×１０１０Ｍ－１または約１×１０７Ｍ－１から１×１０９Ｍ－１または約１×１０８Ｍ
－１から２×１０８Ｍ－１の範囲の、２状態結合モデルフィットに基づき導かれた平衡会
合定数（Ｋ）を示すことができる。本発明のあるペプチドについての具体的なＫ値は、本
明細書に記載されている（約１．０９×１０８Ｍ－１）。このことは、ある実施形態にお
いて約１×１０－５Ｍから１×１０－１０Ｍまたは約１×１０－７Ｍから１×１０－９Ｍ
の範囲内の、本発明のペプチドクリアリング剤についての解離定数をもたらすことができ
る。本発明のあるペプチドについての２状態反応フィットに基づき平均した具体的なＫＤ
値は、本明細書に記載される（約９ｎＭ）。
【００４０】
　本発明のペプチドクリアリング剤は、好適な酵素活性阻害能を有することも見出された
。従って、本発明のペプチドクリアリング剤は、最大阻害濃度の半分の濃度（ＩＣ５０）
をマイクロモーラースケールで示すことができる。好適なペプチドは、約１０から約１０
００μＭ、より具体的には約２０から２００μＭ、例えば約５０から１５０μＭのＩＣ５

０を示すことができる。
【００４１】
　上記のとおり、ペプチドは、結合分子および酵素のコンジュゲートに結合し、具体的な
実施形態においては酵素、特に酵素の活性部位に結合する。従って、ある実施形態におい
て、ペプチドは、酵素活性を不活性化または遮断し、酵素を肝臓に指向する手段として作
用するのに十分に高い親和性で酵素の活性部位を結合させる。好ましい実施形態において
、ペプチドは、たとえペプチドが活性部位にフィットしても酵素活性に耐性である。酵素
に結合するが、酵素活性についての基質として作用しない好適なペプチドは、本明細書に
詳細に記載されている。従って、本発明のペプチドクリアリング剤の配列および構造は、
典型的には、対象となる酵素の活性部位により決定される。ある実施形態において、ペプ
チドは、活性部位を結合させるが酵素により変換されない基質アナログである。従って、
ペプチドについての出発点は、次いで適宜改変してペプチドクリアリング剤を生成するこ
とができる基質分子の配列であり得る。
【００４２】
　例えば、ＣＰＧ２の天然基質は葉酸である。葉酸は、アミド結合を介してグルタミン酸
に結合しているプテロイン酸からなる分子である。ＣＰＧ２は、グルタミン酸－プテロイ
ン酸アミド結合を加水分解する。従って、本発明のペプチドは、この構造をベースとする
ことができる。具体的な実施形態において、ペプチドは、グルタミン酸残基を含むが、（
天然に生じるＬ型とは対照的に）Ｄ型である。本発明のペプチドは、Ｌ－アミノ酸ではな
くＤ－アミノ酸としてのグルタミン酸を場合により取り込む配列－トリプトファン－フェ
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は、ＣＰＧ２によるグルタミン酸－フェニルアラニンペプチド結合の溶解を妨害するため
である。この配列は、アミノ末端に二環窒素置換環構造、中央に６員芳香族環およびカル
ボキシ末端にグルタミン酸を有するトリペプチドについて考えられる葉酸に、最も近い構
造的類似性を有する。本発明のペプチドは、この塩基性アミノ酸配列についてのバリエー
ションを表すことができる。保存的置換は、当業者に明らかなとおり、例えばアミノ酸を
例えば同一または同様の電荷または疎水性またはサイズの他のアミノ酸により置き換えて
行うことができる。従って、例えばアミノ酸、例えば脂肪族側鎖をそれぞれ有するグリシ
ン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシンは、ある実施形態において互いに置
換されていてよい。フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファンは、それぞれ芳香
族側鎖を有し、従ってある実施形態において互いに置換されていてよい。システインおよ
びメチオニンは、両方とも硫黄含有側鎖を有し、従ってある実施形態において互いに置換
されていてよい。セリンおよびトレオニンは、脂肪族ヒドロキシル側鎖を有し、従ってあ
る実施形態において互いに置換されていてよい。リシン、アルギニンおよびヒスチジンは
、塩基性側鎖を有し、従ってある実施形態において互いに置換されていてよい。アスパラ
ギン酸およびグルタミン酸は、両方とも酸性であり、ある実施形態において互いに置換さ
れていてよい。同様に、これらのアミド誘導体、アスパラギンおよびグルタミンは、ある
実施形態において互いに置換されていてよい。酵素（の活性部位）への結合を改善するこ
とを目的として非天然アミノ酸が導入されていてよい。十分に特性決定された分子構造を
有し、結合特性を改善することを目的として合成ペプチド中に容易に取り込むことができ
る多くの非天然アミノ酸が当分野において公知である。例としては、２－アミノアジピン
酸（Ａａｄ）、２－アミノアジピン酸（ｂＡａｄ）、ベータ－アラニン、ベータ－アミノ
プロピオン酸（ｂＡｌａ）、２－アミノ酪酸（Ａｂｕ）、４－アミノ酪酸、ピペリジン酸
（４Ａｂｕ）、６－アミノカプロン酸（Ａｃｐ）、２－アミノヘプタン酸（Ａｈｅ）、２
－アミノイソ酪酸（Ａｉｂ）、３－アミノイソ酪酸（ｂＡｉｂ）、２－アミノピメリン酸
（Ａｐｍ）、２，４－ジアミノ酪酸（Ｄｂｕ）、デスモシン（Ｄｅｓ）、２，２’－ジア
ミノピメリン酸（Ｄｐｍ）、２，３－ジアミノプロピオン酸（Ｄｐｒ）、Ｎ－エチルグリ
シン（ＥｔＧｌｙ）、Ｎ－エチルアスパラギン（ＥｔＡｓｎ）、ヒドロキシリシン（Ｈｙ
ｌ）、アロ－ヒドロキシルシン（ａｌｌｏ－Ｈｙｄｒｏｘｙｌｓｉｎｅ）（ａＨｙｌ）、
３－ヒドロキシプロリン（３Ｈｙｐ）、４－ヒドロキシプロリン（４Ｈｙｐ）、イソデス
モシン（Ｉｄｅ）、アロ－イソロイシン（ａｌｌｅ）、Ｎ－メチルグリシン、サルコシン
（ＭｅＧｌｙ）、Ｎ－メチルイソロイシン（Ｍｅｌｌｅ）、６－Ｎ－メチルリシン（Ｍｅ
Ｌｙｓ）、Ｎ－メチルバリン（ＭｅＶａｌ）、ノルバリン（Ｎｖａ）、ノルロイシン（Ｎ
ｌｅ）およびオルニチン（Ｏｒｎ）が含まれる。
【００４３】
　ＣＰＧ２に結合し、酵素活性を有効に阻害する本発明の具体的なペプチドクリアリング
剤は、本明細書に記載されている。このようなペプチドは、以下のアミノ酸配列：
　アミノ－ナフトエ酸（ＡＮＡ）－グルタミン酸（Ｇｌｕ）
　を含むか、これから本質的になるか、またはこれからなっていてよい。
【００４４】
　本発明のペプチドは、式Ｉ：
【００４５】
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【化１】

　のジペプチドを含むか、これから本質的になるか、またはこれからなっていてよい。
【００４６】
　このようなジペプチドは、本発明のクリアリング剤に関連する所望の特性を示すために
本明細書に示される。ペプチドは、ＣＰＧ２の活性部位に対するナノモーラ－親和性を有
し、基質として作用されない。ＩＣ５０は、マイクロモーラースケールであり、５０から
１５０μＭ、より具体的には約８８．５μＭである。上記のとおり、ペプチドは、酵素の
活性部位を結合させることに加え、肝臓を介するクリアランスを促進するために肝細胞に
より発現されるアシアロ糖タンパク質受容体にも結合しなければならない。従って、この
塩基性ジペプチドは、本明細書に記載のとおり、クリアランスを可能とするために伸長さ
れていてよい。このようなペプチドは、長さが３、４、５、６、７、８、９または１０個
以上のアミノ酸であり得、グリコシル化されていてよい。
【００４７】
　本発明の具体的な実施形態において、ペプチドは、アミノ酸配列：
　セリン（Ｓｅｒ）－アラニン（Ａｌａ）－アミノ－ナフトエ酸（ＡＮＡ）－グルタミン
酸（Ｇｌｕ）（配列番号１）
　を含むか、これから本質的になるか、またはこれからなる。
【００４８】
　ペプチドは、クリアランスを促進するために改変されていてよい。ペプチドは、アシア
ロ糖タンパク質受容体を発現する肝細胞への結合を可能とするために好適な残基において
グリコシル化されていてよい。具体的な実施形態において、セリン残基がグリコシル化さ
れている。ペプチドは、本明細書に記載のとおり、追加のアミノ酸残基、適切であれば最
大１０、２０または３０個までのアミノ酸、例えば全長４、５、６、７、８、９または１
０個のアミノ酸を含むことができる。本発明のペプチドは、式ＩＩ：
【００４９】

【化２】

　のペプチドを含むか、これから本質的になるか、またはこれからなっていてよい。
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【００５０】
　このようなペプチドは、本発明のクリアリング剤に関連する所望の特性を示すために本
明細書に示される。ペプチドは、ＣＰＧ２の活性部位に対するナノモーラ－親和性を有し
、基質として作用されない。ＩＣ５０は、マイクロモーラースケールであり、５０から１
５０μＭ、より具体的には約１１０μＭである。上記のとおり、本発明のペプチドは、天
然に生じるＬ型とは対照的にＤ型アミノ酸（異なる光学異性体）を含有することができる
。特に、グルタミン酸残基はＤ型で提供することができる。同様に本明細書に記載のとお
り、置換、特に保存的置換は、ペプチド中のアミノ酸のいずれかに行うことができ、但し
本発明のペプチドクリアリング剤としての機能性が保持されることを条件とする。
【００５１】
　本発明のペプチドは、本発明のペプチドの免疫原性が最小であるので、抗体ベースのク
リアリング剤と比べて利点を提供する。このことは、本発明のペプチドが比較的短鎖であ
ることに起因する。本発明の各ペプチドクリアリング剤は、このクリアリング剤の典型的
には小さいサイズにかかわらず、２つの区別されるドメインからなる。第１のドメインは
、標的酵素の活性部位中に結合するが、酵素の作用により共有結合的に変化しないアミノ
酸の短い配列を含む（上記のとおり）。このドメインは、活性部位中に結合すると酵素が
ペプチドに作用するのを妨害する非天然アミノ酸、例えばＤ型アミノ酸を含むことができ
る。従って、ある実施形態において、本発明のペプチドの第１のドメインは、長さが１０
、１５または２０個以下のアミノ酸である。より具体的な実施形態において、ペプチドの
第１のドメインは、長さが３から１０個のアミノ酸、例えば長さが３、４、５、６、７、
８、９または１０個のアミノ酸である。具体的な実施形態において、ペプチドまたはこの
第１のドメインは、ヘプタペプチドである。
【００５２】
　第２のドメインは、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結合する。
このことは、非標的位置に見出されるコンジュゲートの内在化をもたらす。従って、肝細
胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体へのペプチドの結合は、ペプチドのクリ
アランスを促進する。具体的な実施形態において、ペプチドは、アミノ酸配列の延長部ま
たは代替的化学構造付着物を含む。それぞれは、アシアロ糖タンパク質受容体を担持する
肝細胞に結合し、この細胞に取り込むことができる１個以上のペンダント糖、好ましくは
ガラクトース基を担持する。従って、具体的な実施形態において、本発明のペプチドクリ
アリング剤のグリコシル化は、１個以上のガラクトース基のカップリングを含む。具体的
な実施形態において、第２のドメインは、Ｏ－結合グリコシルペプチドを発生させるため
に１個以上のガラクトシルセリンアミノ酸（即ち、セリンヒドロキシル基のＯ残基に共有
結合しているガラクトース）を含む。この物質は、多数の供給業者から市販されている。
任意数のこれらの余分なガラクトシルセリン基を公知のペプチド化学技術により付加して
肝臓細胞（肝細胞）のアシアロ糖タンパク質受容体へのグリコシルペプチドの結合を必要
に応じて強化することができる。ガラクトシルセリンは、ペプチド（の第１のドメイン）
に直接的にまたはリンカーアミノ酸もしくはアミノ酸のストレッチを介して付加すること
ができる。従って、リンカーは、１個以上のアミノ酸、特にグリシン残基を含むことがで
きる。複数のガラクトース部分は、１個以上のスペーサーアミノ酸によりそれぞれ分離し
て付加することができる。従って、さらなるガラクトシルセリン残基間のスペースを、１
個以上のさらなるアミノ酸により構築してガラクトシル基の配向および配置を最適化する
ことができる。無論、適切であれば代替的ガラクトシルアミノ酸をガラクトシルセリンに
代えて使用することができる。
【００５３】
　ペプチドのアミノ酸配列が（ヒト）対象のいかなる活性ペプチドも模倣しないことも重
要であり、さもなければ、この配列は、不所望な生物学的活性を有し得る。さらに、ペプ
チドは、不所望な活性をもたらし得るいかなる内因性（ヒト）タンパク質、特に酵素また
は受容体（の活性部位）も結合させるべきでない。候補は、アミノ酸配列データベース検
索を使用して同定し、次いで例えば適切なインビトロ試験を使用して試験することができ
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る。
【００５４】
　典型的には、本発明のペプチドは化学合成される。しかしながら、所望により、組換え
により生成されたペプチドを用いることができる。組換えにより生成されたペプチドは、
続いて発現後にグリコシル化することができ、または適切な細胞タイプが発現を指向する
ように選択される場合には細胞内でグリコシル化することができる。本発明のペプチドク
リアリング剤を生成するための好適な反応スキームは、実験例に関して本明細書により詳
細に記載されている。
【００５５】
　本発明のペプチドは、任意の好適な技術により生成することができる。本発明のペプチ
ドは、遺伝子操作されたウイルスまたは細胞の表面上に配列されたランダムペプチドライ
ブラリーにより生成することができ（ファージディスプレイ、ツーハイブリッド系など）
、または構造化表面上に合成し、および配列させることができる（例えば、ＰＥＰＳＣＡ
Ｎライブラリー）。標的酵素は、水溶液中でＰＥＰＳＣＡＮプロトコルに従ってペプチド
が配列されたこのような表面に曝露され、次いでディスプレイされたペプチドを介する表
面への酵素の結合を検出するよう処理される。この手順の第１のラウンドは、弱い結合の
みをもたらすことができるが、次いで陽性結合配列を、より長いペプチドを生成するため
の伸長を含むさらなる改変についての出発点として使用することができる。次いで、これ
らのより長いペプチドをスクリーニングすることができ、改善された結合剤を配列の各位
置におけるアミノ酸の系統的変化を介してさらに改変して最適化されたペプチドを生成す
ることができる。ある変化は、わずかに高い結合効率をもたらし、次いでこれらのわずか
に改善された配列は、所望の親和性および特異性を有する結合配列が出現するまで、さら
なるいっそうの系統的置換のサイクルについてのさらなる出発点として使用される。続い
て、糖担持ドメインを付加して構築を完了させることができる。これらの物質の製造は、
ペプチド合成およびグリコシル化の公知の標準的方法により達成することができる。
【００５６】
　従って、本発明はまた、本発明の（最適化された）ペプチドクリアリング剤を生成する
方法であって、
　ａ．酵素基質の構造アナログである出発ペプチドを場合によりベースとするペプチドの
アレイを調製すること
　ｂ．ペプチドのアレイを、酵素および標的位置において特異的に結合する結合分子のコ
ンジュゲートに対する結合親和性についてスクリーニングし、結合親和性を有するペプチ
ドを選択すること
　ｃ．工程ｂにおける結合親和性を有するペプチドのアミノ酸配列を場合により改変し、
改変されたペプチドを使用して工程ｂを繰り返して結合親和性の改善について試験するこ
と
　ｄ．工程ｃに見出される改変されたペプチドの各残基における置換を場合により実施し
て結合親和性を改善し、工程ｂを繰り返して置換されたペプチドのいずれについてもさら
なる改善された結合親和性を有するか否かを決定すること
　ｅ．（改善された結合親和性を有する）工程ｃまたはｄから得られたペプチドが、酵素
活性を妨害または阻害する能力を有するか否かを場合により決定すること
　ｆ．対象からの一連の対照タンパク質を用いて試験することにより酵素についての結合
特異性を場合により確認すること
　ｇ．ペプチドを、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結合する能力
について試験して、肝臓を介するクリアランスを促進すること
　を含み、工程ｅおよびｆは、実施する場合、いずれの順序においても実施することがで
き、ならびに工程ｇは、方法の任意の時点において実施することができ、肝細胞により発
現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結合することができる工程ａにおけるペプチドの
アレイを提供して、肝臓を介するクリアランスを促進することを含む方法を提供する。
【００５７】
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　工程ｇにおけるペプチドは、これらのペプチドが肝細胞により発現されるアシアロ糖タ
ンパク質受容体に結合することができることを確実にするように改変して、肝臓を介する
クリアランスを促進することができる。従って、本方法の具体的な実施形態において、工
程ｇは、１種以上のペプチドをグリコシル化することを含む。従って、工程ａは、グリコ
シル化されたペプチドのアレイを提供することを含むことができる。
【００５８】
　従って、ペプチドのアレイは、ＰＥＰＳＣＡＮタイプの実施形態において典型的には固
体表面上に、例えばマルチウェルプレートのウェル中に固定化される。任意の好適な固体
表面を用いることができる。ペプチドの合成は、固体表面上で行うことができ、またはペ
プチドを合成し、続いて固定化することができる。あるいは、ファージディスプレイタイ
プの実施形態もしくは関連技術において、酵素（または結合分子および酵素のコンジュゲ
ート）は、固定化される実体であり、ファージディスプレイライブラリーが固定化酵素に
対してスクリーニングされる。
【００５９】
　ペプチドのアレイは、ペプチドライブラリーを含むことができる。ファージディスプレ
イまたは関連技術は、本質的には、ディスプレイされ、最も強力な結合剤を同定するため
に数回のラウンドで酵素に対してスクリーニングされるランダムペプチドライブラリーに
依存し得る。ある実施形態において、出発ペプチドは、結合分子および酵素のコンジュゲ
ートに、具体的な実施形態においては酵素、特に酵素の活性部位に結合するように設計さ
れた短いペプチドである。ペプチドの出発配列および構造は、対象となる酵素の活性部位
の形状により決定することができる。ある実施形態において、出発ペプチドは、活性部位
を結合させることができるが、酵素により変換されない予測される基質アナログである。
従って、ペプチドについての出発点は、次いで本発明の方法により改変してペプチドクリ
アリング剤を生成することができる基質分子の配列または構造であり得る。具体的な実施
形態において、この出発点はトリペプチドであり得る。例えば、上記のとおり、ＣＰＧ２
の天然基質は葉酸である。従って、本方法についての出発点は、この構造をベースとする
ことができる。具体的な実施形態において、ペプチド出発点は、葉酸中に見られるが、（
通常のＬ型とは対照的に）Ｄ型のグルタミン酸残基を含む。出発点ペプチドは、Ｌ－アミ
ノ酸ではなく、Ｄ－アミノ酸としてのグルタミン酸を場合により取り込む配列－トリプト
ファン－フェニルアラニン－グルタミン酸（ＷＦＥ）を含むことができる。あるいは、出
発点は、ジペプチドＡＮＡ－Ｇｌｕもしくは配列番号１（Ｓｅｒ－Ａｌａ－ＡＮＡ－Ｇｌ
ｕ）のペプチドであり得る。次いで、本発明の方法は、この出発配列を系統的に改変して
所望の特性を有するペプチドクリアリング剤を生成することができる。従って、ペプチド
アレイまたはライブラリーは、トリペプチドＷＦＥを一連のトリペプチド誘導体と一緒に
含むことができる。誘導体は、例えばすべてのアミノ酸の系統的置換を有するペプチドを
含むことができ、または保存的に置換されているアミノ酸のみを含むことができる（本明
細書に定義のとおりである。）。
【００６０】
　工程ｂは、ペプチドのアレイを、酵素および標的位置において特異的に結合する結合分
子のコンジュゲートに対する結合親和性についてスクリーニングし、結合親和性を有する
ペプチドを選択することを含む。示されるとおり、結合についてのスクリーニングは、典
型的には、酵素活性部位への結合についてのスクリーニングである。任意の好適なスクリ
ーンを用いることができる。ファージディスプレイタイプの実施形態において、スクリー
ンは結合に基づく。あらゆる未結合ファージが洗浄工程において洗浄除去される。工程ｂ
は、ファージ溶出およびさらなる感染後に何回も繰り返して、より多くのファージを生成
し、結合ペプチドを発現するファージの濃縮を可能とすることができる。次いで、酵素を
結合させることができるペプチドの配列を、ファージにより発現される配列に基づき容易
に決定することができる。次いで、回収されたペプチドは、所望により本方法のさらなる
工程に従って改変することができる。
【００６１】
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　ＰＥＰＳＣＡＮタイプの実施形態において、酵素（または酵素－結合分子コンジュゲー
ト）は、標識により標識することができる。ペプチドが酵素を結合させる場合、ペプチド
は固定化される。洗浄工程後、酵素に直接結合し、または酵素が標識されている場合に標
識に結合するレポーターが添加される。レポーターは、これ自体が酵素、例えばアルカリ
ホスファターゼなどであり得る。レポーターは、必ずしも酵素または標識自体を結合させ
なくてよく、標識または酵素を結合させる結合分子に同様に付着することができる。従っ
て、具体的な実施形態において、酵素はビオチンにより標識される。レポーターは、アビ
ジン分子、例えばストレプトアビジンに付着される。ビオチンとストレプトアビジンとの
相互作用は、レポーター活性を酵素の部位に効率的に局在化させ、これにより酵素を首尾
良く結合させたペプチドの位置が明らかになる（適切な洗浄工程後）。本方法の具体例は
、実施例１に説明されている。
【００６２】
　任意選択の工程ｃは、典型的には、結合親和性を改善するためのペプチドアミノ酸配列
の伸長を含む。しかしながら、他の改変、例えば非天然アミノ酸による置換を行って既存
のアミノ酸を置き換えることができる。伸長は、ある実施形態において１回に１、２、３
、４または５個のアミノ酸だけであり得る。次いで、こうして伸長されたペプチドを工程
ｂに従って再試験してどの改変が結合親和性の改善をもたらすかを決定する。
【００６３】
　次いで、工程ｄは、改善された結合特性を示す工程ｃから得られた１種以上のペプチド
のフルポジショナルスキャン（ｆｕｌｌ　ｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ　ｓｃａｎ）である。「
フルポジショナルスキャン」は、各個々のアミノ酸を置換して一連のペプチドを生成して
結合をさらに改善することができるか否かを決定することを意味する。この工程は、標的
酵素について最適な結合親和性を有する１種以上のペプチドを生成する。
【００６４】
　次いで、さらなる試験を実施することができる。従って、１種以上のペプチドを試験し
てコンジュゲートに対する改善された結合親和性を有するペプチドが酵素活性を妨害また
は阻害する能力も有するか否かを決定する。上記のとおりペプチドが活性部位を結合させ
るように設計されている場合、この工程は必須ではない。これというのも、（結合親和性
について試験する）スクリーンが、酵素により作用されるこれらのペプチドが陽性結果を
生成するのを妨害し得るからである。
【００６５】
　上記のとおり、ペプチドのアミノ酸配列が（ヒト）対象のいかなる活性ペプチドも模倣
しないことも重要であり、さもなければ、この配列は、不所望な生物学的活性を有し得る
。さらに、ペプチドは、いかなる内因性（ヒト）酵素の活性部位も結合させるべきではな
い。従って、本発明の方法は、対象からの一連の対照タンパク質を用いて試験することに
より酵素に対する結合特異性を場合により確認することを含むことができる。好適な対照
は、対象となる酵素に基づき決定することができる。同様の活性部位および／または一次
アミノ酸配列を有するタンパク質は、例えばアミノ酸配列または構造データベース検索を
使用して同定し、結合について適宜試験することができる。さらに、または代替的に、ペ
プチドを好適な動物モデルにおいて試験して任意の有害作用が存在するか否かを決定する
ことができる。具体的な実施形態において、本方法は、本方法により生成されたペプチド
のアミノ酸配列をヒトアミノ酸配列データベースと比較して、ペプチドが不所望な生物学
的活性を有する可能性が低いことを確認することをさらに含む。
【００６６】
　（１種以上の）ペプチドは、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体に結
合する。このことは、非標的位置に見出されるコンジュゲートの内在化をもたらす。従っ
て、肝細胞により発現されるアシアロ糖タンパク質受容体へのペプチドの結合は、ペプチ
ドのクリアランスを促進する。具体的な実施形態において、１種以上のペプチドは、本発
明におけるクリアリング剤として有用とするためにグリコシル化される。グリコシル化は
、本方法の任意の時点において行うことができる。典型的には、本発明の方法に従って１
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種以上の好適な候補が生成されたらグリコシル化を行う。グリコシル化は、１種以上のペ
プチドのさらなる試験前に行うことができる。特に、ファージディスプレイタイプの実施
形態において、グリコシル化は、候補結合ペプチドの単離後に行い、ファージにより発現
されるペプチドはグリコシル化されない。代替的な実施形態において、出発ペプチドをグ
リコシル化することができ、またはペプチドを工程ｂもしくはｄ前にグリコシル化するこ
とができる。グリコシル化は、任意の好適な手段により達成することができ、この例は本
明細書に記載されている（この記載は必要な変更を加えて当てはまる。）。
【００６７】
　本発明のペプチドクリアリング剤は、結合分子および酵素のコンジュゲートを介する酵
素の局在化を介して、酵素を使用してプロドラッグを活性薬物に変換する治療方法、例え
ばＡＤＥＰＴに特に適用可能である。従って、本発明はまた、結合分子および酵素のコン
ジュゲートを介する酵素の局在化を介して、酵素を使用してプロドラッグを活性薬物に変
換する治療方法、例えばＡＤＥＰＴであって、本発明のペプチドクリアリング剤を用いる
方法を提供する。同様に、本発明は、結合分子および酵素のコンジュゲートを介する酵素
の局在化を介して、酵素を使用してプロドラッグを活性薬物に変換する治療方法、特に抗
体指向酵素プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ）におけるクリアリング剤としての本発明のペ
プチドの使用を提供する。これらの態様は、医学的使用に関して作ることもできる。従っ
て、本発明は、結合分子および酵素のコンジュゲートを介する酵素の局在化を介して、酵
素を使用してプロドラッグを活性薬物に変換する治療方法、特に抗体指向酵素プロドラッ
グ治療（ＡＤＥＰＴ）におけるクリアリング剤として使用される本発明のペプチドを提供
する。同様に、本発明は、結合分子および酵素のコンジュゲートを介する酵素の局在化を
介して、酵素を使用してプロドラッグを活性薬物に変換する治療方法、特に抗体指向酵素
プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ）において使用されるクリアリング剤の製造における本発
明のペプチドの使用を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００６８】
【図１】ＣＰ０１４ガラクトース部分アセチル化生成物のＨＰＬＣスペクトルである。
【図２】ＣＰ０１４ガラクトース部分脱アセチル化生成物のＨＰＬＣスペクトルである。
【図３】ＣＰ０１４の構造を確認するＥＳＩデータ（エレクトロスプレー質量分析）であ
る。
【図４】ＣＰ０１４がＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２の阻害剤であることを示すＣＰ０１４
によるＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２のＣＰＧ２酵素活性の阻害である。計算されたＩＣ５
０は１１０μＭである。
【図５】ＣＰ０１４がＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２により変化されないことを示すａｍｐ
ｌｅｘ　ｒｅｄアッセイの結果である。ａｍｐｌｅｘ　ｒｅｄアッセイにおける基質葉酸
およびメトトレキサートは陽性対照として示される。ＣＰ０１４についての蛍光シグナル
の不存在は、ＣＰＧ２がＣＰ０１４を基質として使用することができないことを実証する
。
【図６ａ】１：１ラングミュア結合モデルを適用する、ＣＰ０１４およびＳｃＦｖ抗ＣＥ
Ａ－ＣＰＧ２融合タンパク質の相互作用を示すＢｉａｃｏｒｅデータである。
【図６ｂ】１：１ラングミュア結合モデルへのＢｉａｃｏｒｅデータのフィットを示す残
差プロットである。
【図６ｃ】２状態反応フィットを適用する、ＣＰ０１４およびＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ
２融合タンパク質の相互作用を示すＢｉａｃｏｒｅデータである。
【図６ｄ】２状態結合モデルへのＢｉａｃｏｒｅデータのフィットを示す残差プロットで
ある。
【図７】主要な分子量ピークを示すＣＰ００６のエレクトロスプレー質量スペクトルであ
る。
【図８】阻害アッセイにおけるＣＰ００６によるＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２融合物の阻
害である。未処理スペクトルデータ。
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【図９】阻害アッセイにおけるＣＰ００６によるＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２融合物の阻
害である。８８．５μＭのＩＣ５０を示す阻害曲線。
【図１０】ＣＰ００６およびＭＦＥＣＰについての低い基質活性を示すＡｍｐｌｅｘ　ｒ
ｅｄアッセイ結果である。基質濃度は１２．５μＭであった。
【図１１ａ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いる自己蛍光に
対する対照のフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｂ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いる自己蛍光に
対する対照のフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｃ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるＣＰＧ２－
ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｄ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるＣＰＧ２－
ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｅ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるｓｓＦＶ抗
－ＣＥＡ－ＣＰ－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｆ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるｓｓＦＶ抗
－ＣＥＡ－ＣＰ－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｇ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるヒツジ抗Ｃ
ＥＡ－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｈ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるヒツジ抗Ｃ
ＥＡ－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１１ｉ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるＡ５Ｂ５抗
－ＣＥＡ＋ヤギ抗－マウス－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果
を示す。
【図１１ｊ】対照（ＣＥＡ表面抗原陰性）細胞系（ＣＲＬ１５７３）を用いるＡ５Ｂ５抗
－ＣＥＡ＋ヤギ抗－マウス－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果
を示す。
【図１２ａ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いる自己蛍光に対する対
照のフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｂ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いる自己蛍光に対する対
照のフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｃ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるＣＰＧ２－ＰＥ結合
に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｄ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるＣＰＧ２－ＰＥ結合
に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｅ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるｓｓＦＶ抗－ＣＥＡ
－ＣＰ－ＰＥ結合に対する対照についてフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｆ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるｓｓＦＶ抗－ＣＥＡ
－ＣＰ－ＰＥ結合に対する対照についてフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｇ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるヒツジ抗－ＣＥＡ－
ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｈ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるヒツジ抗－ＣＥＡ－
ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｉ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるＡ５Ｂ５抗－ＣＥＡ
＋ヤギ抗－マウス－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【図１２ｊ】ＣＥＡ表面抗原陽性細胞系（ＣＣｌ－２２９）を用いるＡ５Ｂ５抗－ＣＥＡ
＋ヤギ抗－マウス－ＰＥ結合に対する対照についてのフローサイトメトリー結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００６９】
　本発明を以下の非限定的な実施例を参照して説明する。
【実施例】
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【００７０】
［実施例１］
　酵素ＣＰＧ２についてのグリコシル化結合剤ペプチドを含むクリアリング剤の発生
　トリペプチドのライブラリーをＰＥＰＳＣＡＮ技術の形態で合成する（２および３）。
ペプチドは、ロボット手段によりプラスチック壁の内表面に付着させて合成する。この系
列の第１のペプチドは、ＣＰＧ２についての天然基質である葉酸の構造をベースとする。
葉酸は、アミド結合を介してグルタミン酸に結合しているプテロイン酸からなる分子であ
る。ＣＰＧ２は、グルタミン酸－プテロイン酸アミド結合を加水分解する。この第１のト
リペプチドは、以下の配列－トリプトファン－フェニルアラニン－グルタミン酸（ＷＦＥ
）を有するが、グルタミン酸はＬ－アミノ酸ではなくＤ－アミノ酸である。これというの
も、グルタミン酸－フェニルアラニンペプチド結合がＣＰＧ２による溶解を受けるべきで
はないことが意図されるからである。この配列は、配列がアミノ末端に二環窒素置換環構
造、中央に６員芳香族環およびカルボキシ末端にグルタミン酸を有するトリペプチドにつ
いて考えられる葉酸に最も近い類似性を有するように選択する。トリペプチドライブラリ
ーの残部は、３つの位置のそれぞれにおけるすべての考えられるアミノ酸の置換により、
この出発構造から系統的に変化されたペプチドからなる。
【００７１】
　Ｔｗｅｅｎ２０（０．０５％ｖ／ｖ）およびウシ血清アルブミン（０．１％ｗ／ｖ）（
ＰＢＳＴＡ）含有するリン酸緩衝食塩水中ＣＰＧ２－ビオチンコンジュゲート（０．１μ
ｇ／ｍｌ）の水溶液をウェルのそれぞれに分注し、６０分間インキュベートし、この後に
ウェルを空にし、リンスする。次いで、ウェルのすべてにＰＢＳＴＡと０．５ｍＭ塩化マ
グネシウム中ストレプトアビジン－アルカリホスファターゼコンジュゲート（１μｇ／ｍ
ｌ）の溶液を与え、さらに６０分間インキュベートし、この後にウェルを再度空にし、洗
浄する。次のアッセイ工程において、ジエタノールアミン中（６００ｍｌの精製水中１０
５ｍｌ）アルカリホスファターゼについての基質（パラ－ニトロフェノールホスファート
）の１ｍｇ／ｍｌにおける溶液をウェル中に与え、ウェルをさらに６０分間、またはいく
らかの色が発色するまで、最大４８時間インキュベートする。最後に、ウェルを波長４０
５ｎｍにおける光学密度の読取りに関して、特殊な読取り装置において色発生について評
価する。
【００７２】
　ウェル中の色の存在は、ウェル表面に付着しているペプチドがこれ自体加水分解されず
にビオチン化ＣＰＧ２酵素を結合させたことを示し、色の濃さは、結合したＣＰＧ２の量
に直接比例し、結合の強さ（親和性）を示す。
【００７３】
　ＣＰＧ２を結合させた配列を記録し、ランク付けする。次いで、最大結合配列を、ペプ
チドの第１のアレイを作出したものと同様の様式において、ジペプチドのすべての考えら
れるバリエーションが結合トリペプチドに付着している伸長されたペプチドのアレイを作
製するための出発点として使用する。ＣＰＧ２結合の検出のための同一のアッセイ手順を
これらのウェルに再度適用し、最も強力な結合剤を再度同定し、ランク付けする。
【００７４】
　手順全体を再度繰り返して、さらなる２個のアミノ酸伸長部を付加して最も強力な結合
ヘプタペプチドを同定する。次いで、最も強力な結合剤をフルポジショナルスキャンに供
して最良の結合配列の任意のバリエーションがよりいっそう強力な結合を付与することが
できるか否かを決定する。
【００７５】
　この順序のアッセイ工程における任意の工程において、次の最も強力な結合剤に進み、
この配列のペプチドバリエーションを作出することが可能であり、これは、より強力な結
合剤が最も強力な候補に由来するライブラリー中で検出されない場合に実行することがで
きる手順である。
【００７６】



(21) JP 2013-505287 A 2013.2.14

10

20

30

40

50

　本明細書に記載の塩基性ペプチド選択技術（ＰＥＰＳＣＡＮ）は、多くの異なる手法に
おいて変更して結合ペプチドを発見することができることが認識される。本明細書に記載
の実施例の方法は、方法を使用することができる考えられる手法の１種にすぎない。
【００７７】
　十分な結合配列を見出したら、遊離ペプチドの試料を、さらなる実験および開発を保証
するのに十分な量で合成することができる。特に、バリアントは、Ｏ結合グリコシルペプ
チドを発生させるための１個以上のガラクトシルセリンアミノ酸（即ち、多数の供給業者
から市販されているセリンヒドロキシル基のＯ残基に共有結合しているガラクトース）か
らなるいずれかの末端における伸長部を用いて作製することができる。任意数のこれらの
余分なガラクトシルセリン基は、公知のペプチド化学技術により付加して、肝臓細胞（肝
細胞）のアシアロ糖タンパク質受容体へのグリコシルペプチドの結合を随時強化すること
ができる。この結合は、単離されたＣ型レクチンの使用または単離されたラット肝細胞に
よりインビトロでモデリングすることができる。
【００７８】
　ガラクトシルセリンは、ヘプタペプチドに直接的に、または好ましくは（必須ではない
）１個以上のグリシン残基から構成されるリンカーアミノ酸もしくはアミノ酸のストレッ
チを介して付加することができる。さらなるガラクトシルセリン残基間のスペースを、１
個以上のさらなるアミノ酸により構築してガラクトシル基の配向および配置を最適化する
ことができる。
【００７９】
　他のガラクトシルアミノ酸を、これらが容易に利用可能であり、ペプチド合成化学反応
を受けやすい場合、ガラクトシルセリンに代えて使用することができる。
【００８０】
　多数のＣＰＧ２結合ペプチドをこの手法において開発して、一連の候補分子を作出する
ことができる。次いで、各候補分子を肝細胞への結合、ＣＰＧ２への結合、プロテアーゼ
に対する安定性、貯蔵安定性、毒性欠如などに関する特性決定および選択のさらなるラウ
ンドに供することができる。一連のこれらのペプチドを発生させて癌抗原に結合する標的
化分子の親和性（即ち、癌抗原に対する標的化抗体の親和性よりも約１０倍低い親和性）
と合致するＣＰＧ２についての親和性を有するペプチドを選択する。
【００８１】
［実施例２］
　クリアリング剤酵素結合剤ＣＰ０１４
　ＣＰ０１４と称される化合物の化学的説明およびグラフ表示
【００８２】
【化３】

【００８３】
　合成および精製の方法
　ペプチドＣＰ０１４は、ＣＥＭ　Ｌｉｂｅｒｔｙ　Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　Ｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓｅｒを使用する固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ）およびＦｍｏｃ化学反応（スキーム
１、式中、Ｒ＝樹脂）の適用により合成した。樹脂Ｆｍｏｃ－Ｇｌｕ（ＯｔＢｕ）－Ｎｏ
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ｖａＳｙｎＴＧＡ（ＭｅｒｃｋＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を０．１ｍｍｏｌのスケールで用
いた。すべての後続のＦｍｏｃ－ビルディングブロックは、ＮｅｏＭＰＳ、Ｂａｃｈｅｍ
およびＭｅｒｃｋＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅから購入した。ＦＭｏｃ－セリンガラクトース（
アセチル保護）は、Ｄｅｘｔｒａ　Ｌａｂｓから入手した。
【００８４】
　ＳＰＰＳ工程１
【００８５】
【化４】

【００８６】
　ＳＰＰＳ工程２
【００８７】
【化５】

【００８８】
　ＳＰＰＳ工程３
【００８９】
【化６】

【００９０】
　樹脂からのペプチドの開裂および精製
　合成を完了したら、樹脂をＤＣＭ（１０ｍＬ）およびＥｔＯＨ（１０ｍＬ）により洗浄
し、デシケーター中で２４時間乾燥させた。２４時間後、完了ペプチドをデシケーターか
ら取り出し、９５％ＴＦＡ、２．５％ｄ．Ｈ２Ｏおよび２．５％ＴＩＰＳの１０ｍＬ溶液
に３時間供した。この時間の後、反応物を減圧下で蒸発させて無色油状物を得た。油状物
を低温ＴＢＭＥ中で沈殿させて粗製褐色固体を生じさせた（スキーム４）。粗製生成物を
５００μＬのｄ．Ｈ２Ｏ中５０％ＭｅＣＮ中で溶解させ、次いで６００μＬの５％ＭｅＣ
Ｎ（０．１％ＴＦＡ）によりさらに希釈し、次いで濾過し、Ｏｎｙｘ　Ｃ１８カラム上で
の逆相プログラムを用い、１２分間にわたる５から１００％のＭｅＣＮ（０．１％ＴＦＡ
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）の勾配溶出を適用して精製した。生成物回収についての保持時間は、２８０ｎｍにおい
て５．６分であった（図２）。回収された分画を合わせ、圧力下で減らして褐色油状物を
得、この油状物をｄ．Ｈ２Ｏ（４ｍＬ）中で溶解させて、０．２ｍＢａｒにおいて凍結乾
燥に１８時間供して褐色固体を得た。
【００９１】
【化７】

【００９２】
　ガラクトース部分からのアセチル保護物の除去および精製
　ガラクトース部分からのアセチル保護物の除去は、生成物を最小量の無水ＭｅＯＨ中で
溶解させ、次いでＮａＯＭｅの無水ＭｅＯＨ中１Ｍ溶液をｐＨ９－１０まで滴加すること
により達成した。次いで、反応物を１時間撹拌した。この時間の後、酢酸をｐＨ７まで滴
加し、揮発物を減圧下で除去して褐色固体を得た（スキーム５）。生成物を５００μＬの
ｄ．Ｈ２Ｏ中５０％ＭｅＣＮ中で溶解させ、次いで６００μＬの５％ＭｅＣＮ（０．１％
ＴＦＡ）によりさらに希釈し、濾過し、Ｏｎｙｘ　Ｃ１８カラム上での標準的な逆相プロ
グラムを使用し、１２分間にわたる５から１００％ＭｅＣＮ（０．１％ＴＦＡ）の勾配溶
出を適用して精製した。生成物回収についての保持時間は、２８０ｎｍにおいて４．７分
であった（図３）。回収された分画を合わせ、圧力下で減らして褐色固体を得、この固体
をｄ．Ｈ２Ｏ（４ｍＬ）中で溶解させ、０．２ｍＢａｒにおいて凍結乾燥条件に１８時間
供して褐色固体を得た。
【００９３】

【化８】

【００９４】
　使用される分析方法およびデータ：
　以下のＨＰＬＣトレースは、ペプチドＣＰ０１４について得た（図１および２）。標準
的な逆相条件はＯｎｙｘ　Ｃ１８カラムを使用し、５から１００％のＭｅＣＮ（０．１％
ＴＦＡ）の１２分間の溶出勾配を適用して用いた。溶出勾配：最初は５％ＭｅＣＮ（０．
１％ＴＦＡ）、次いで１００％ＭｅＣＮ（０．１％ＴＦＡ）を８分において１．５分間、
次いで５％ＭｅＣＮ（０．１％ＴＦＡ）に戻して最後まで。
【００９５】
　ＣＰ０１４の構造は、ＬＣＭＳエレクトロスプレー（ＥＳＩ）を使用して確認した、ｍ
／ｚ（ＥＳＩ）６３７（Ｍ＋Ｈ＋、２５％）。結果を図３に示す。
【００９６】
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　酵素阻害実験とＩＣ５０の計算
　ＣＰＧ２活性の阻害剤としてのＣＰ０１４の評価に使用される酵素阻害アッセイ方法
　ＣＰ０１４がＣＰＧ２活性に対して有した効果は、分光光度アッセイを使用して計測し
た。ＣＰ０１４をアッセイ緩衝液（０．２ｍＭ塩化亜鉛を含有する０．１ＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ緩衝液ｐＨ７．３）中で溶解させて４０ｍＭの濃度を生じさせた。この溶液の種々
のアリコートをキュベットに添加し、アッセイ緩衝液を添加して各キュベット中の溶液の
容積を９００μＬに調整した。アッセイ緩衝液中の０．６ｍＭメトトレキサート溶液の１
００μＬのアリコートを各キュベットに添加して０．０６ｍＭ（６０μＭ）のメトトレキ
サート基質濃度を生じさせた。キュベット中のＣＰ０１４の濃度範囲は０－４００μＭで
あった。
【００９７】
　キュベット中の基質溶液をオーブン中で３７℃に加熱した。次いで、キュベットを分光
光度計中に順次配置し、この分光光度計をペルチェを使用して３７℃において維持した。
融合タンパク質（ＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２）溶液またはＣＰＧ２溶液の１０μＬのア
リコートを添加し、次いで短時間撹拌することによりアッセイを開始した。メトトレキサ
ート基質の加水分解は、３２０ｎｍにおける吸光度の減少を計測することによりモニタリ
ングした。
【００９８】
　１ユニット（１Ｕ）のＣＰＧ２活性は、３７℃における１分当たり１μｍｏｌのメトト
レキサートの加水分解を触媒する酵素の量として定義する。メトトレキサートのモル吸光
係数は、８３００Ｌｍｏｌ－１ｃｍ－１とした。各アッセイについて、時間に対する吸光
度のプロットを作出し、直線を０から０．２分でデータにフィットした。次いで、直線の
傾きにマイナス１２およびＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２／ＣＰＧ２溶液の希釈係数を乗じ
て酵素活性をＵ／ｍＬで生じさせた。
【００９９】
　アッセイの変法は、種々の量のＣＰ０１４をＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２またはＣＰＧ
と、ＣＰＧ２アッセイ前に４℃において一定時間インキュベートすることであった。この
インキュベーション工程後、各混合物の１０μＬのアリコートを、アッセイ緩衝液中の０
．０６ｍＭメトトレキサートの１ｍＬアリコートを含有するキュベットに３７℃において
添加した。キュベットの内容物を撹拌した後、吸光度の減少の計測および後続の酵素活性
の決定を上記のとおり実施した。
【０１００】
　ＣＰＧ２活性の阻害におけるＣＰ０１４の有効性を、このＩＣ５０値、即ち、最大阻害
濃度の半分の濃度に関して表現した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ５ソフトウエアを使
用して、非線形回帰をＣＰ０１４濃度の対数に対する酵素活性のプロットに適用すること
によりＩＣ５０値を決定した。
【０１０１】
　潜在的ＣＰＧ２基質のスクリーニングのための非増幅Ａｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄアッセイ
　ＣＰ０１４は、分光光度アッセイを使用してＣＰＧ２活性の潜在的阻害剤であることが
確立された。材料が阻害剤であり、酵素基質でないことを確認するため、Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ　Ｉｎｃ．により開発されたアッセイの改変バージョンを実施した。いわゆるＡｍ
ｐｌｅｘ　Ｒｅｄアッセイを使用して食品試料中のＬ－グルタミン酸を計測し、グルタミ
ン酸オキシダーゼ活性を継続してモニタリングした。アッセイ手順における増幅工程を排
除することにより、ＣＰＧ２基質としての化合物をスクリーニングすることが可能であっ
た。改変アッセイにおいて、ＣＰＧ２の基質から開裂したＬ－グルタミン酸をグルタミン
酸オキシダーゼにより酸化してαケトグルタル酸、アンモニアおよび過酸化水素を生成し
た。次いで、過酸化水素を１０－アセチル－３，７－ジヒドロキシフェノキサジン（Ａｍ
ｐｌｅｘ　Ｒｅｄ試薬）と、１：１の化学量論でセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲ
Ｐ）により触媒される反応において反応させて高蛍光生成物レゾルフィンを生じさせた。
【０１０２】
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　ＣＰ０１４のアッセイ緩衝液（０．２ｍＭ塩化亜鉛を含有する０．１ＭのＴｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ緩衝液ｐＨ７．５）中２５μＭおよび２００μＭ溶液ならびに葉酸のアッセイ緩衝液
中２５μＭ溶液を調製した。２．５μＬのＡｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄ試薬のＤＭＳＯ中１０ｍ
Ｍ溶液、５μＬのＨＲＰのアッセイ緩衝液中溶液（１００Ｕ／ｍＬ）、３２μＬのＬ－グ
ルタミン酸オキシダーゼのアッセイ緩衝液中溶液（５Ｕ／ｍＬ）および４６０．５μＬの
アッセイ緩衝液溶液を合わせることによりＡｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄ試薬混合物を調製した。
アッセイ緩衝液を使用してＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２融合タンパク質を適切に希釈した
。
【０１０３】
　ＣＰ０１４溶液または２５μＭ葉酸溶液の５０μＬアリコートおよびＡｍｐｌｅｘ　Ｒ
ｅｄ試薬混合物の５０μＬアリコートを黒色マイクロタイタープレートのウェルに添加し
た。プレートを被覆し、次いで３７℃において１０分間インキュベートした。被覆を除去
し、ＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２の１μＬアリコートを添加した。短時間撹拌した後、プ
レートをＢＭＧ　Ｆｌｕｏｓｔａｒ　Ｏｍｅｇａプレートリーダー中に配置し、蛍光強度
を２４５秒間にわたり５秒間隔でモニタリングした。励起フィルター波長を５４４ｎｍに
設定し、発光フィルター波長を５９０ｎｍに設定した。材料がＣＰＧ２基質、例えば葉酸
である場合、時間（秒）に対する蛍光強度のプロットは、最初の遅滞期後に線形関係を示
す。プロットの直線部分の傾きは、ＣＰＧ２活性に直接比例することが示された。
【０１０４】
　ＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２を約２Ｕ／ｍＬの濃度に希釈した場合、１２．５μＭ葉酸
対照アッセイについて計算された傾きの値は、約４．０であった。プレートウェルにおけ
る１２．５および１００μＭの両方の濃度において、ＣＰ０１４は、陰性対照試料（即ち
、ＳｃＦＶ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２溶液ではなくアッセイ緩衝液をウェルに添加した場合）と
同程度の傾きの値を生じさせ、材料がＣＰＧ２基質でないことが示された。
【０１０５】
　ＣＰ０１４についてのＩＣ５０および基質潜在性の評価
　ＩＣ５０を上記のとおり決定し、図４に示すとおりＧｒａｐｈ　ｐａｄ　ｐｒｉｓｍを
使用してデータを減らした。基質潜在性を説明するａｍｐｌｅｘ　ｒｅｄアッセイデータ
を図５に示す。
【０１０６】
　データは、ＣＰ０１４がＣＰＧ２活性を阻害し（図４）、さらにＣＰ０１４は変化せず
、または基質として使用されない（図５）ことを実証する。
【０１０７】
　表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を使用する結合試験
　製造業者（ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）により推奨されているとおり、ＥＤＣ／ＮＨ
Ｓ化学反応を使用してペプチドをＣＭ５チップにカップリングさせた。分析物をＨＢＳ－
Ｐ緩衝液（０．０１Ｍ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．４、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．００５％
ｖ／ｖ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ　Ｐ２０）中で作製し、表面にわたり５μｌ／分において
１８０秒間インジェクトし、次いで３００秒の解離時間を設けた。再生緩衝液（１０ｍＭ
　ＣＨＡＰＳ、１ｍＭグアニジニウム塩酸塩、２Ｍ　ＮａＣｌ）の２回の１０秒間のイン
ジェクションを使用して残留結合を除去した。応答シグナルおよびベースラインを実験に
わたりコンシステンシーについてチェックし、１５および７５μｌ／分の流速を試験して
物質移行に起因する最小効果を確認した。
【０１０８】
　図６ａおよび６ｃはそれぞれ、重ねた４つのセンサーグラムを示す。これらの図は、固
定化ＣＰ０１４ペプチドのチップ表面にわたる１２．５、２５、５０および１００ｎＭの
ＳｃＦＶ抗－ＣＥＡ－ＣＰＧ２のインジェクションからのブランクが差し引かれたリアル
タイム応答である。データは、ＢｉａＣｏｒｅソフトウエア（「Ｂｉａｅｖａｌｕａｔｉ
ｏｎ」）に供給された２つの異なるアルゴリズムを使用してフィットした。図６ａに示す
最初のものは、１：１結合モデル（ラングミュア）であり、図６ｃに示す二番目のものは
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、２状態反応フィットであった。フィットは両方とも、正規化されたセンサーグラムに密
接に整列している。このことは、予測値からの最小のずれを示す残差プロットから把握す
ることができる（それぞれ図６ｂおよび６ｄ）。さらに、カイ２乗値はそれぞれ０．１５
４および０．０８８２であり、これらのタイプの計算について許容される範囲（＜０．２
）内である。両方のフィットについて、解離定数（結合定数ＫＤ）は、それぞれ５ｎＭお
よび９ｎＭとほぼ一致した。
【０１０９】
　導かれた速度論および親和性パラメーターを表１および２にそれぞれまとめる。
【０１１０】
【表２】

【０１１１】
【表３】

【０１１２】
［実施例３］
　クリアリング剤酵素結合剤ＣＰ００６
　ＣＰ００６と称される化合物の化学的説明およびグラフ表示
　ＣＰ００６はＣＰ０１４の前駆体であり、この合成および構造を以下に記載する。
【０１１３】

【化９】

【０１１４】
　ＣＰ００６の合成
　ＩＩＤＱ樹脂（５００ｍｇ、１．９１ｍｍｏｌ／ｇ）をリンスし、１０ｍｌアセトニト
リル中で１時間膨潤させ、溶媒を真空下でドレンした。次いで、Ｂｏｃ－アミノナフトエ
酸（ポリペプチド、１００ｍｇ、０．３５ｍｍｏｌ）およびＨ－Ｇｌｕ（ＯｔＢｕ）－Ｏ
ｔＢｕ（Ｂａｃｈｅｍ、１０８ｍｇ、０．３７ｍｍｏｌ）を５ｍｌアセトニトリル中で溶
解させ、事前に膨潤させた樹脂に添加し、室温において７２時間穏やかに撹拌した。反応
物を清浄フラスコ中にドレンし、溶媒を真空中で除去した。残留物に５０ｍｌの５０％Ｔ
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ＦＡ／ＤＣＭを添加し、２時間激しく撹拌した。溶媒を除去した後、残留物を氷冷ｔｅｒ
ｔブチルメチルエーテル中で２回リンスし、デカントして黄色固体を残した。乾燥させた
粗製材料を５％アセトニトリル（０．１％ＴＦＡ）中で再溶解させ、５－１００％のアセ
トニトリル０．１％ＴＦＡの増加勾配を使用するＨＰＬＣにより精製した。プールされた
分画を真空中で減らし、５０％アセトニトリル中で希釈し、さらに凍結乾燥させて白色粉
末を得た。ＥＳＭＳ－ｖｅ予測質量：３１６．１１、計測質量３１６．０４。酵素阻害お
よびＣＰＧ２についての基質としての有用性を評価する方法は、上記の方法を使用して試
験した。
【０１１５】
　ＣＰ００６は、ＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２におけるＣＰＧ２活性の阻害剤であり、不
十分な基質である。
【０１１６】
　ＩＣ５０を上記のとおり決定し、図９に示すとおりＧｒａｐｈ　ｐａｄ　ｐｒｉｓｍを
使用してデータを減らした。基質潜在性を説明するａｍｐｌｅｘ　ｒｅｄアッセイデータ
を図１０に示す。
【０１１７】
［実施例４］
　ヒツジ抗ＣＥＡおよびＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２融合タンパク質を用いる細胞結合試
験
　ＣＥＡに対するヒツジにおいて発生させた抗体およびＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２融合
タンパク質を観察する試験を、フローサイトメトリーを使用する分析により実施した。
【０１１８】
　ＣＥＡ発現細胞を使用するＳｃＦｖ抗－ＣＥＡ－ＣＰＧ２の結合能のフローサイトメト
リーによる計測
　材料：
　細胞系：ＣＲＬ１５７３－対照細胞系、ＣＣＬ２２９（ＬｏＶｏ）－ＣＥＡ発現細胞系
　抗体／コンジュゲート：ＣＰＧ２－ＰＥ（フィコエリトリン）、ＣＰＧ２　１００Ｕ／
ｍｌ　１００Ｕコンジュゲート化物の１：１００希釈物
　ＳｃＦｖ抗－ＣＥＡ－ＣＰＧ２－ＰＥ　ＵＣＬ、４０－５０Ｕ／ｍｌ、０．７１ｍｇ／
ｍｌタンパク質ＢＳＡを含有する緩衝液中２．５μｇ／ｍｌ
　ヒツジ抗－ＣＥＡ－ＰＥ、ＣＦ１１１０－ＰＥ；６７０μｇ／ｍｌにおける原液。
　マウス抗ヒトＣＥＡ　３．９ｍｇ／ｍｌにおけるＵＣＬ　ＢＳＡを含有する緩衝液中２
．５μｇ／ｍｌ
　ヤギ抗－マウス－ＰＥ　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ１０５０－０９　Ｌ２８０
６－ＸＨ６９Ｚカッパ鎖特異的、０．２５ｍｇ／ｍｌを１μｇ／ｍｌにおいて使用
　４．５ｍｌポリスチレンチューブ、ＰＢＳアジド、ＢＳＡ、ＰＢＳ＋０．５％ホルムア
ルデヒド（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ＃１８８１４）、ヨウ化プロピジウム（１００ｍｇ
／ｍｌのＯｒｐｅｇｅｎ）
　遠心分離機Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　５８１０Ｒ、２５０Ｇ、５分、４℃に設定
　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＸＬフローサイトメーター
【０１１９】
　方法：
　培養細胞を両方ともチューブ当たり２×１０５個の細胞において使用し、チューブ中の
細胞を以下を含有するように調製した。
　１．無添加、自己蛍光を試験
　２．１０μｇ／ｍｌの最終濃度におけるヨウ化プロピジウム
　３．ＣＰＧ２－ＰＥ
　４．ＳｃＦｖ抗ＣＥＡ－ＣＰＧ２－ＰＥ
　５．ヒツジ抗ＣＥＡ－ＰＥ
　６．マウス抗ＣＥＡ／抗マウス－ＰＥ
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　細胞を沈降させ、１００μｌの抗体溶液をそれぞれのチューブに添加した。１００μｌ
の緩衝液をチューブ１および２に添加し、しばらく冷蔵庫中に置いた。
　チューブを暗所で４℃において１時間インキュベートし、１ｍｌのＰＢＳＡＢを添加し
、上記のとおり回転させた。この洗浄においてチューブ１を含めた。上澄みを除去し、１
００μｌのコンジュゲートを、暗所での４℃における１時間のさらなるインキュベーショ
ンのためにチューブ６に添加した。
　１５０μｌの０．５％ホルムアルデヒドを、冷蔵庫中で貯蔵されたチューブ１、３、４
および５に計測まで（約２時間）添加した。チューブ６を上記のとおり洗浄し、ホルムア
ルデヒドをこのチューブに添加した。計測３０分前に１００μｌのヨウ化プロピジウムを
チューブ２に添加し、計測前に１ｍｌのＰＢＳをすべての試料に添加した。
【０１２０】
　対照細胞系は、どの抗ＣＥＡ抗体の特異的結合も示さない（図１１ａからｊ）。ヒツジ
抗体のわずかな非特異的結合が存在する（図１１ｈ）。図１１ａから１１ｊのそれぞれの
第１の図（即ち、図１１ａ、１１ｃ、１１ｅ、１１ｇおよび１１ｉ）は、試料間のいかな
る差異も示すべきでない対照である。
【０１２１】
　ＣＣＬ２２９細胞は、陰性対照細胞系と比較してわずかに多くの自己蛍光を示す（図１
２ｂ）。ＣＰＧ２対照は、細胞系に結合しないが（図１２ｄ）、ＣＥＡ発現細胞系のうち
２つの細胞集団が存在し、ひとつは表面タンパク質ＣＥＡを提示し、他方は提示しない。
この現象は、すべての３種の抗ＣＥＡ抗体の組合せを用いて示される（図１２ｆ、１２ｈ
および１２ｊ）。
【０１２２】
【表４】

【０１２３】
　本発明は、本明細書に記載の具体的な実施形態による範囲で限定されるべきではない。
実際、本明細書に記載のものに加えた本発明の種々の改変は、上記説明および付属の図面
から当業者に明らかになる。このような改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内であるこ
とが意図される。さらに、本明細書に記載のすべての実施形態は、広く適用可能であり、
適切であれば任意のおよびすべての他の一貫した実施形態と組み合わせ可能であるとみな
される。
【０１２４】
　種々の刊行物が本明細書に引用されており、これらの開示は参照により全体として組み
込まれる。
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