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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　CD133に特異的に結合し、配列5'-X-ACGUAUACUAU-Y-3'(配列番号1)を含むアプタマーで
あって、X及びYの配列が、塩基対形成することができるように相補的であり、X及びYが個
々に、インターカレーションにより少なくとも1つの部分構造の付加を可能とするのに十
分な少なくとも4つの交互のCGヌクレオチドを含み、前記交互のCGヌクレオチドが対を形
成する際に前記アプタマーのステム領域を含む、アプタマー。
【請求項２】
　X及びYが4から15の間の交互のCGヌクレオチドを含む、請求項1に記載のアプタマー。
【請求項３】
　配列5'-CGCGCGCCGCACGUAUACUAUGCGGCGCGCG-3'(配列番号2)を含む、又は配列番号2の配
列からなる、請求項1又は2に記載のアプタマー。
【請求項４】
　前記部分構造が、DNA染色、又は化学療法処置に用いられる分子である、請求項1から3
のいずれか一項に記載のアプタマー。
【請求項５】
　前記分子が、ドキソルビシン、アドリアマイシン、ベルベリン、プロフラビン、ミトキ
サントロン、ダウノルビシン、サリドマイド、ダクチノマイシン、ダウノマイシン、アク
チノマイシンD、9-アミノアクリジン、アムルビシン、アムサクリン、アントラマイシン
、ベルビン、ブレオマイシン、エリプチシン、エピルビシン、イダルビシン、メタピリロ
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、ミトラマイシン、マイトマイシン、マイトマイシンC、ミトキサントロン、ミトキサン
トロン、ピラルビシン、ピキサントロン、プリカマイシン、プロフラビン、プロディジオ
シン、サリドマイド、ボレロキシン、バルルビシン、ゾルビシン、クロルフェニラミン、
プロディシオシン、メタピリリノ、マイトマイシン、ジスタマイシン、ダンチノマイシン
、ジスタマイシン、カルボプラチン、シスプラチン及び他のプラチナ誘導体、Hoechst 33
258、ベレニル、DAPI、又は臭化エチジウムからなる群から選択される、請求項4に記載の
アプタマー。
【請求項６】
　化学療法処置において使用される前記分子が、アプタマーのステム領域にインターカレ
ートされる際に、CD133に対して約24nM以下の平衡解離定数(KD)を示す、請求項4又は5に
記載のアプタマー。
【請求項７】
　アプタマー安定性を高める1つ又は複数の修飾を含む、請求項1から6のいずれか一項に
記載のアプタマー。
【請求項８】
　配列5'-ACGUAUACUAU-3'(配列番号3)である、ループ領域におけるピリミジンヌクレオチ
ド塩基(C及び/又はU)が、2'-フルオロ(2'-F)修飾されている、請求項1から7のいずれか一
項に記載のアプタマー。
【請求項９】
　3'末端を、リン酸基、リン酸エステル、又は逆向きdT(invdT-3')と結合させた、請求項
1から8のいずれか一項に記載のアプタマー。
【請求項１０】
　配列5'-X-A(2'fC)G(2'-fU)A(2'fU)A(2'fC)(2'fU)A(2'fU)-Y-(inv dT)-3'(配列番号4)を
含み、Cが5-メチルdCであり、f=2'-フルオロであり、inv dT=逆向きdTである、請求項1か
ら9のいずれか一項に記載のアプタマー。
【請求項１１】
　配列5'-mCGmCGmCGmCmCGmCA(2'fC)G(2'-fU)A(2'fU)A(2'fC)(2'fU)A(2'fU)GmCGGmCGmCGmC
G-(inv dT)-3'(配列番号5)を含み、C=5-メチルdCであり、f=2'-フルオロであり、inv dT=
逆向きdTである、請求項1から10のいずれか一項に記載のアプタマー。
【請求項１２】
　in vitroでCD133+細胞に特異的に結合する、請求項1から11のいずれか一項に記載のア
プタマー。
【請求項１３】
　前記CD133+細胞が癌幹細胞である、請求項12に記載のアプタマー。
【請求項１４】
　前記細胞が、対象から得られた生体試料中に存在する、請求項12又は13のいずれか一項
に記載のアプタマー。
【請求項１５】
　請求項1から14のいずれか一項に記載のアプタマーを含む診断剤又はセラノスティック
剤。
【請求項１６】
　Doxがアプタマーのステム領域にインターカレートしている、アプタマー-Doxコンジュ
ゲートである、請求項15に記載のセラノスティック剤。
【請求項１７】
　癌を有する、又は癌を有することが疑われる対象から得られた生体試料中のCD133発現
細胞及び/又は癌幹細胞を同定するin vitro方法であって、前記細胞を、検出可能な標識
と結合させた請求項1から11のいずれか一項に記載のアプタマーと接触させる工程を含む
方法。
【請求項１８】
　免疫グロブリン若しくはそのフラグメント、治療剤、薬剤若しくは生理活性剤、毒素、
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又は放射性核種、siRNA、DNAザイム、又はリボザイムからなる群から選択される活性があ
る部分構造と更に結合させた、請求項1から14のいずれか一項に記載のアプタマー。
【請求項１９】
　それを必要とする対象における癌の処置において使用するための、請求項1から13のい
ずれか一項に記載のアプタマーを含む組成物又は請求項15若しくは16に記載のセラノステ
ィック剤。
【請求項２０】
　請求項1から13のいずれか一項に記載のアプタマー又は請求項15若しくは16に記載のセ
ラノスティック剤の治療的に有効な量を、医薬的に許容可能なキャリア及び/又は賦形剤
と共に含む組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願及び参照による組込み
　本明細書中で引用又は参照される全ての文献は、本明細書中で言及されるあらゆる製品
のあらゆる製造者の説明書、記載、製品仕様書、及び製品シート、又は本明細書中に参照
によって組み込まれるあらゆる文献と共に、それらの全体が参照によって本明細書中に組
み込まれる。
【０００２】
　本出願は、2014年2月5日出願のAU 2014900347(表題「Aptamer construct」)の優先権を
主張する。
【０００３】
　本開示は、アプタマー及びその使用、特に、CD133に特異的に結合し、且つ癌の診断及
び/又は処置に特に有用であるアプタマーに関する。
【背景技術】
【０００４】
　Prominin-1としても知られているCD133は、細胞膜中のコレステロールと会合した、高
度にグリコシル化された膜糖タンパク質のペンタスパンである。このタンパク質は、体性
幹細胞及び前駆細胞を含めた、細胞の幅広い集団を定義することが知られており、種々の
成長中の上皮分化細胞において発現されるが、その正確な機能は今もなお解明中である。
しかしながらそれは、二値的な細胞運命、腸上皮の分化、及びリンパ球新生に重要である
Notchシグナリング経路と関連づけられている(Ulasovら　2011. Mol Med 17:103-12)。い
くつかの癌における癌幹細胞(CSC)のマーカーであると思われることから、近年、この分
子により多くの関心が示されてきた。実際に、より多くの証拠により、CD133は、いくつ
かの癌におけるCSC上に発現されること、そして免疫不全マウスにおいてCD133+細胞の腫
瘍形成能力はネガティブ対応物に対し増強されていることが示された(Dittfeldら　2009.
 Radiother Oncol 92:353-61)。
【０００５】
　近年、免疫治療は、癌の処置に大きな影響を及ぼしてきた。しかしながら、抗体の使用
は、ヒト化抗体でさえ、致命的となり得る有害な副作用の原因となる虞がある(Hanselら
　2010. Nat Rev Drug Discov 9:325-38)。これにより、「より大きく、且つより良好な
」選択肢の探索に至った。治療薬として核酸を用いるいくつかの試みがなされてきたが、
これらは期待外れの結果に直面してきた。というのも、とりわけ、これらの核酸が細胞に
入れなかったためである(Shigdarら　2011. Br J Haematol 155:3-13)。
【０００６】
　アプタマーと呼ばれる化学抗体が、この20年、臨床用途に益々利用されてきた。実際に
、一アプタマーであるペガプタニブ(抗VEGFアプタマー)がFDAによって認可され、そして
更にいくつかが臨床試験中である。治療のためのアプタマーの使用に対する関心が、免疫
原性を示さない、化学的に合成されるためにバッチ間の変動が殆どない、そして従来の抗
体よりも安定しているという事実を含めたいくつかの理由によって、高まっている。アプ
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タマーはまた、サイズが小さいために、優れた腫瘍浸透を示す。しかしながら、その最も
重要な特徴は、機能を損なうことなく、アプタマーをナノ粒子、薬剤、イメージング剤、
又は他の核酸治療薬に付加できることである(Mengら　2012. PLoS One 7: e33434)。この
機能化が、新しく、より標的化された易い(more targeted)治療をもたらしており、現在
の処置モダリティよりも副作用が少ない(上記Mengら　2012)。大いに受動的なプロセスで
ある従来の処置と比較すると、標的送達系ははるかに効果的である。アプタマーが効果的
な薬剤送達剤となるためには、アプタマーは細胞表面上の標的に結合しなければならず、
且つ短期間で内在化されなければならない。したがって、当該技術において、アプタマー
の結合特性及び腫瘍浸透を向上させる必要性がある。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　癌幹細胞が、腫瘍組織の形成及び増殖の原因となり、本来化学療法に対して耐性を示す
ことが最近理解されてきており、従来の化学療法が最初に腫瘍を縮小し得るものの、完全
に根絶することができず、最終的に再発する理由が説明される。癌幹細胞仮説に従えば、
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CD133陽性細胞(CD 133+)が、長期の腫瘍増殖を決定するので、臨床成果に影響すると疑わ
れている。クラスタ中のCD133陽性細胞の割合及びその位相構造の双方が、腫瘍悪性度、
切除の程度又は患者の年齢から独立した、有害な無増悪生存及び全生存に関する重要な予
後因子であることが最近わかった。
【００１０】
　CD133陽性癌幹細胞を標的とする現在の技術は、従来の抗体ベースの系を用いるが、入
手可能な抗CD133抗体のサイズ、及び組織に浸透できないというその相対的な不能のため
、感度を欠いている。
【００１１】
　したがって、CD133+細胞に対するアプタマーの生成は、癌の根絶において有利であろう
。これは、本発明者によって取り組まれてきて、迅速に内在化され、且つ優れた腫瘍浸透
を示す、CD133に特異的なアプタマーが生じた。特に、本開示のアプタマーは、特に有効
なセラノスティック剤である。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本開示は、CD133に特異的に結合するアプタマーを提供する。一例において、アプタマ
ーはオリゴヌクレオチドである。一例において、オリゴヌクレオチドは、RNA、DNA若しく
はハイブリッドRNA/DNAアプタマーであってよく、且つ/又はアデニン、シトシン、グアニ
ン、チミン及びウラシル以外のヌクレオチドを含んでよい。
【００１３】
　本開示はまた、配列5'-X-ACGUAUACUAU-Y-3'(配列番号1)を含むアプタマーを提供し、こ
こで、X及びYの配列は、塩基対形成することができるように相補的であり、X及びYは個々
に、少なくとも1つの部分構造の付加を可能とするのに十分な長さのCG対形成ヌクレオチ
ドを含む。
【００１４】
　本開示のアプタマーに従えば、X及びYは個々に、少なくとも4CG対形成ヌクレオチド(4C
G対)を含んでよい。別の例において、X及びYは個々に、少なくとも5CG対形成ヌクレオチ
ド、少なくとも6CG対形成ヌクレオチド、少なくとも7CG対形成ヌクレオチド、少なくとも
8CG対形成ヌクレオチド、少なくとも9CG対形成ヌクレオチド、少なくとも10CG対形成ヌク
レオチド、少なくとも11CG対形成ヌクレオチド、少なくとも12CG対形成ヌクレオチド、少
なくとも13CG対形成ヌクレオチド、少なくとも14CG対形成ヌクレオチド、又は少なくとも
15CG対形成ヌクレオチドを含んでよい。
【００１５】
　別の例において、アプタマーは、4から15の間のCG対形成ヌクレオチド(4～15CG対)を含
んでよい。別の例において、アプタマーは、2から12の間のCG対形成ヌクレオチドを含ん
でよい。別の例において、アプタマーは、2から10の間の対形成ヌクレオチド、2から8の
間の対形成ヌクレオチド、又は2から6の間の対形成ヌクレオチドを含んでよい。
【００１６】
　CG対形成ヌクレオチドは、アプタマーのステム領域を含むことが、当業者によって理解
されよう。
【００１７】
　一例において、アプタマーは、CD133に対して約24nM以下の平衡解離定数(KD)を示す。
別の例において、アプタマーは、CD133に対して約24nMの解離定数(KD)を示す。別の例に
おいて、アプタマーは、CD133に対して24nMの解離定数(KD)を示す。別の例において、解
離定数は、HT29細胞上に発現されたCD133に対するアプタマーの結合を測定することによ
って決定される。
【００１８】
　一例において、アプタマーは、ハイブリッドRNA/DNAアプタマーである。別の例におい
て、アプタマーは、単離されたアプタマーである。別の例において、アプタマーは、当該
技術の知られている方法(例えばSELEX)に従って合成される。
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【００１９】
　一例において、本開示のアプタマーは、CD133に特異的に結合する。別の例において、
本開示のアプタマーは、CD133に選択的に結合する。
【００２０】
　一例において、アプタマーは、配列5'-CGCGCGCCGCACGUAUACUAUGCGGCGCGCG-3'(配列番号
2)を含む。一例において、アプタマーは、配列番号2の配列を含み、配列は、DNAである10
GC対形成ヌクレオチドを含む。更なる例において、アプタマーは、RNAである配列5'-ACGU
AUACUAU-3'(配列番号3)を含む。更に別の例において、アプタマーは、配列番号3の配列を
含む配列番号2の配列を含み、配列番号3はRNAであり、残りの配列はDNAである。一例にお
いて、ステム領域は、図1に示されるアプタマーの予測される二次元構造のステム領域で
ある。
【００２１】
　一例において、アプタマーは、配列番号2の配列から本質的になる。アプタマーは代わ
りに、配列番号2の配列からなってよい。本開示の、又は配列番号2のアプタマーは、さら
なる配列を含んでよい。本開示のアプタマーは、配列番号2との同一性が少なくとも95%、
同一性が少なくとも90%、同一性が少なくとも92%、同一性が少なくとも85%、同一性が少
なくとも80%、同一性が少なくとも75%、又は同一性が少なくとも70%である配列を含んで
よい。
【００２２】
　一例において、部分構造の付加は、インターカレーションによる。別の例において、付
加はコンジュゲーションによる。別の例において、付加は静電結合による。別の例におい
て、付加はリンカーを介する。
【００２３】
　本開示の部分構造は、DNA染色、若しくは化学療法処置に用いられる分子、又は双方の
機能を実行することができる分子であってよい。本開示のアプタマー中にインターカレー
トすることができる適切な分子の例が、ドキソルビシン、アドリアマイシン、ベルベリン
、プロフラビン、ミトキサントロン、ダウノルビシン、サリドマイド、ダクチノマイシン
、ダウノマイシン、アクチノマイシンD、9-アミノアクリジン、アムルビシン、アムサク
リン、アントラマイシン、ベルビン、ブレオマイシン、エリプチシン、エピルビシン、イ
ダルビシン、メタピリロ(methpyrillo)、ミトラマイシン、マイトマイシン、マイトマイ
シンC、ミトキサントロン、ミトキサントロン、ピラルビシン、ピキサントロン、プリカ
マイシン、プロフラビン、プロディジオシン、サリドマイド、ボレロキシン、バルルビシ
ン、ゾルビシン、クロルフェニラミン、プロディシオシン(prodisiosin)、メタピリリノ(
methapyrillino)、マイトマイシン、ジスタマイシン、ダンチノマイシン(dantinomycin)
、ジスタマイシン、カルボプラチン、シスプラチン及び他のプラチナ誘導体、Hoechst 33
258、ベレニル、DAPI、又は発癌物質(アフラトキシンB1のエキソ8,9エポキシド、アクリ
ジン、例えばプロフラビン若しくはキナクリン、又は臭化エチジウムを含む)から選択さ
れ得る。他のGCインターカレート剤が、本発明の技術における当業者によく知られている
であろうし、本開示の範囲内に含まれることが意図される。好ましい例において、分子は
ドキソルビシン(DOX)である。
【００２４】
　X及びYの配列は、塩基対を形成することで、アプタマーのステム領域を提供することが
できる。理論に拘束されることを望むものではないが、部分構造は好ましくは、塩基対形
成されたX及びY DNA配列中のCpG部位間にインターカレートすることによって、本開示の
アプタマーに付加することができる。DOXに関して、平均で、全てのCpG部位についてDOX
は約2.5分子あり、言い換えれば、配列番号2の配列中にインターカレートすることができ
るDOXは約2.5分子ある。
【００２５】
　アプタマーの全長は、19から101ヌクレオチドの間、21から85ヌクレオチドの間、25か
ら75ヌクレオチドの間、31から65ヌクレオチドの間、41から55ヌクレオチドの間、又は31
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から41ヌクレオチドの間であってよい。本開示は、少なくとも15CG対形成ヌクレオチドを
含むアプタマーを記載する一方、残りのステム配列は、交互のCG対形成ヌクレオチド以外
にRNA又はDNA配列を含んでよいことが、当業者によって理解されよう。
【００２６】
　本開示のアプタマーは更に、アプタマーの結合ループを維持する配列内に、1つ又は複
数のヌクレオチド置換を含んでよい。一例において、配列は、本明細書中に開示されるア
プタマーのステム領域内に、又は配列番号1若しくは配列番号2のアプタマー配列内に、少
なくとも1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つの置換を含む。置換の数は、アプタマーの長
さに依存し、アプタマーが依然としてドキソルビシン等の分子を付加することができる程
度までは許容されることが理解されよう。
【００２７】
　一例において、アプタマーは更に、アプタマー安定性を(in vitro且つ/又はin vivoで)
向上させる1つ又は複数の修飾を含む。一例において、ループ領域におけるピリミジンヌ
クレオチド塩基(C及び/又はU)は、2'-フルオロ(2'-F)修飾されている。疑問の回避のため
、ループ領域は、配列5'-ACGUAUACUAU-3'(配列番号3)である。更なる例において、アプタ
マーステム領域中のC塩基(デオキシシチジン、dC)は、5-メチルデオキシシチジン(5-メチ
ルdC)に修飾されている。dCが5-メチルdCに置換されると、アプタマーのTmは、1挿入あた
り0.5℃も上昇し得る。理論に拘束されることを望むものではないが、CpGモチーフ中の5-
メチルdCの存在は、オリゴヌクレオチドがin vivo投与されると普通であれば起こる不要
な免疫応答を、防止又は制限することができ、これは、in vivo診断法及び治療法にとっ
て特に重要である。別の例において、アプタマーの3'末端は、ヌクレアーゼ消化から保護
するように修飾されてよい。別の例において、アプタマーは、3'末端をリン酸基、リン酸
エステル又は逆向き(inverted)dT(invdT-3')で修飾することによって、修飾される。別の
例において、5'末端は、色素、例えばビオチン、フルオレセインイソチオシアネート(FIT
C)、シアニン(Cy3又はCy5)と結合させてよい。さらなる修飾が、当業者によく知られてい
るであろうし、本開示によって包含されると考えられる。
【００２８】
　一例において、本開示は、配列5'-X-A(2'fC)G(2'-fU)A(2'fU)A(2'fC)(2'fU)A(2'fU)-Y-
(inv dT)-3'(配列番号4)を含むハイブリッドRNA/DNAアプタマーを提供し、ここで、X及び
Yは、塩基対形成することができるように相補的であり、X及びYは個々に、ある長さのCG
対形成ヌクレオチドを含み、f=2'-フルオロであり、inv dT=逆向きdT(反転連結)であり、
X及びYの長さは、少なくとも1つの部分構造の付加を可能とするのに十分である。特定の
例において、X及びYはDNAである。
【００２９】
　一例において、本開示は、配列5'-mCGmCGmCGmCmCGmCA(2'fC)G(2'-fU)A(2'fU)A(2'fC)(2
'fU)A(2'fU)GmCGGmCGmCGmCG-(inv dT)-3'(配列番号5)を含むハイブリッドRNA/DNAアプタ
マーを提供し、ここで、C=5-メチルdCであり、f=2'-フルオロであり、inv dT=逆向きdT(
反転連結)である。この例に従えば、アプタマーは、逆向きである3'末端Gを含む。
【００３０】
　別の例において、ハイブリッドRNA/DNAアプタマーは、配列番号4又は配列番号5の配列
から本質的になる。別の例において、ハイブリッドRNA/DNAアプタマーは、配列番号4又は
配列番号5の配列からなる。
【００３１】
　本開示のアプタマーは、配列番号4若しくは配列番号5との同一性が少なくとも95%、同
一性が少なくとも90%、同一性が少なくとも92%、同一性が少なくとも85%、同一性が少な
くとも80%、同一性が少なくとも75%、又は配列番号4若しくは配列番号5との同一性が少な
くとも70%である配列を含んでよい。
【００３２】
　アプタマーは更に、3'又は5'色素、例えばCy3又はCy5を含んでよい。
【００３３】
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　2'-フルオロ修飾RNA塩基を調製する方法が、当該技術において知られている。一例にお
いて、2'-フルオロ修飾塩基は、RNA転写物の合成中に直接組み込まれる。
【００３４】
　本開示はまた、配列番号1、配列番号2、配列番号4、又は配列番号5の配列を含むアプタ
マーと実質的に同じ、CD133への結合能力を有するアプタマーを提供する。
【００３５】
　一例において、本開示のアプタマーは、CD133+細胞に特異的に結合する。別の例におい
て、本開示のアプタマーは、CD133+細胞に選択的に結合する。CD133+細胞は、幹細胞であ
ってよい。幹細胞は、精製又は単離された幹細胞であってよく、一例において、癌幹細胞
であってよい。一例において、癌幹細胞は、(i)CD133を発現する、(ii)腫瘍形成性である
、(iii)自己再生することができる、(iv)分化することができる、且つ(v)従来の治療によ
るアポトーシスに耐性を示すとして特徴付けられる。
【００３６】
　癌幹細胞は代わりに、生体試料等の源から単離され、濃縮され、又は精製されると記載
され得る。別の例において、癌幹細胞は、CD133+発現に基づいて濃縮された細胞の集団を
表す。別の例において、細胞の集団は、癌幹細胞を少なくとも30%、40%、50%、60%、70%
、80%、90%、又は95%含む。
【００３７】
　一例において、CD133発現細胞及び/又は癌幹細胞は、in vivoにある。別の例において
、CD133発現細胞及び/又は癌幹細胞は、in vitroにある。更なる例において、C133発現細
胞及び/又は癌幹細胞は、対象から得られた生体試料中に存在する。アプタマーの結合は
、好都合なあらゆる方法で検出されてよく、例えば、アプタマーを伴う標識を検出するこ
と、アプタマーをイメージングすること、又は結合したアプタマーの量を決定することに
よる。適切な方法が、例えば、国際公開第2004/081574号に記載されている。
【００３８】
　別の例において、本開示のCD133発現細胞及び/又は癌幹細胞は、CD44、ABCG2、β-カテ
ニン、CD117、ALDH、VLA-2、CD166、CD201、IGFR、EpCAM、及びEGF1Rからなる群から個々
に、又は一括して選択される1つ又は複数のマーカーを発現し得る。
【００３９】
　「個々に」が意味するところは、本開示が、列挙されたマーカー又はマーカーの群を別
々に包含すること、そして、個々のマーカー又はマーカーの群が、本明細書中で別々に記
載されていない場合があるにも拘らず、添付の特許請求の範囲が、そのようなマーカー又
はマーカーの群を互いと別々に、且つ区別可能に定義し得ることである。
【００４０】
　「一括して」が意味するところは、本開示が、列挙されたマーカー若しくはマーカーの
群のあらゆる数又は組合せを包含すること、そして、そのようなマーカー若しくはマーカ
ーの群の数又は組合せが本明細書中に具体的に記載されていない場合があるにも拘らず、
添付の特許請求の範囲が、マーカー又はマーカーの群のあらゆる他の組合せから別々に、
且つ区別可能にそのような組合せ又は部分的組合せを定義し得ることである。
【００４１】
　別の例において、本開示の癌幹細胞は、脳癌幹細胞、転移性脳癌幹細胞、乳癌幹細胞、
前立腺癌幹細胞、膵癌幹細胞、結腸癌幹細胞、肝癌幹細胞、肺癌幹細胞、卵巣癌幹細胞、
皮膚癌幹細胞、又は黒色腫幹細胞である。
【００４２】
　本開示のアプタマーは、処置又は診断に用いられてよい。更に、DOXは、本来蛍光性で
あるので、治療及び診断のために同時に(すなわち、セラノスティック剤として)用いられ
得る。
【００４３】
　本開示はまた、本開示のアプタマーを含む診断剤又はセラノスティック剤を提供する。
一例において、アプタマーは、配列番号1、配列番号2、配列番号4、又は配列番号5のアプ
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タマーである。別の例において、診断剤は、検出可能な標識と結合させた本開示のアプタ
マーを含む。一例において、診断剤は、in vivo又はin vitroでCD133発現癌幹細胞を検出
するのに用いられる。一例において、セラノスティック剤は、アプタマー-Doxコンジュゲ
ートである。
【００４４】
　本開示はまた、癌を有する、又は癌を有することが疑われる対象又は対象から得られた
生体試料中のCD133発現細胞及び/又は癌幹細胞を同定又は検出する方法を提供し、当該方
法は、細胞を、本明細書中に記載される診断剤又はセラノスティック剤と接触させる工程
を含む。
【００４５】
　一例において、本開示の診断剤又はセラノスティック剤は、腫瘍を有する、又は腫瘍を
有することが疑われる対象又は対象から得られた生体試料中のCD133発現細胞及び/又は癌
幹細胞の存在を検出するために用いられてよい。必要であれば、検出は、検出可能な標識
にアプタマーを結合させることによって促進されてよい。検出可能な標識の例として、種
々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、電子高密度標識、MRI用の
標識、及び放射性物質が挙げられる。
【００４６】
　本開示はまた、生体試料の組織学的検査に用いる、本明細書中に記載されるアプタマー
、又は本明細書中に記載される診断剤を提供する。組織学的試料を調製する方法は、当業
者によく知られているであろう。
【００４７】
　本開示のアプタマーは更に、活性がある部分構造であってよい部分構造に結合させても
よい。部分構造は、リガンド、例えば更なるアプタマー又は代替リガンドであってよい。
部分構造は、免疫グロブリン、免疫グロブリンのフラグメント若しくは一部、治療剤、別
の薬剤若しくは生理活性剤、毒素、又は放射性核種であってよい。代わりに、部分構造と
して、siRNA、DNAザイム、又はリボザイムが挙げられ得る。前述の部分構造のいずれの組
合せも、本開示に含まれる。
【００４８】
　本開示はまた、本明細書中に記載されるアプタマーをコードする発現ベクターを提供す
る。配列番号1から配列番号5のうちのいずれか1つと相補的な、特に配列番号1から配列番
号5のうちのいずれか1つと相補的なヌクレオチド配列もまた提供される。
【００４９】
　本開示はまた、それを必要とする対象において癌を処置する方法であって、対象に、本
明細書中に記載されるアプタマー又はセラノスティック剤を与える工程を含む方法を提供
する。処置される対象は、典型的には、本開示のアプタマー又はセラノスティック剤によ
る処置から恩恵を受けるであろう対象である。一例において、対象は、癌を有すると診断
されている。或いは、対象は、癌を有すると疑われており、その場合にセラノスティック
剤を投与することが適切であり得る対象である。本明細書中に記載される部分構造と結合
させた本開示のアプタマー、又は本明細書中に記載されるセラノスティック剤は、対象を
モニターし且つ/又は処置するために、数週、数ヶ月、又は数年にわたって対象に投与さ
れてよい。
【００５０】
　本開示の対象は、脳癌、乳癌、前立腺癌、膵癌、結腸癌、肝癌、肺癌、卵巣癌、皮膚癌
、黒色腫、若しくは、CD133+細胞が存在する他のあらゆる癌から選択される癌を有する、
又は有すると疑われる対象であってよい。一例において、癌は、CD133発現細胞及び/若し
くは癌幹細胞が存在する、又は存在すると疑われるあらゆる癌である。
【００５１】
　本開示はまた、癌の検出又は診断用の診断試薬の製造における、本明細書中に記載され
るアプタマーの使用を提供する。
【００５２】
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　本開示はまた、対象において癌を処置するための医薬の製造における、本開示のアプタ
マー又は本開示のセラノスティック剤の使用を提供する。
【００５３】
　本開示はまた、医療における、本開示のアプタマー又は本開示のセラノスティック剤の
使用を提供する。
【００５４】
　本開示はまた、対象において癌を処置するための、本開示のアプタマー、又は本開示の
セラノスティック剤の使用を提供する。
【００５５】
　本開示はまた、本開示のアプタマー又はセラノスティック剤の治療的に有効な量を、医
薬的に許容可能なキャリア及び/又は賦形剤と共に含む組成物を提供する。一例において
、組成物は医薬組成物である。
【００５６】
　本明細書中に記載されるアプタマー、セラノスティック剤、又は組成物は、単独で、又
は他の処置モダリティと組み合わせて用いてもよい。例えば、アプタマー又は医薬組成物
は、放射線療法又は他の化学療法の剤と組み合わせて用いてもよい。理論に拘束されるこ
とを望むものではないが、放射線療法剤及び/又は化学療法剤は、典型的には癌幹細胞の
後代細胞である迅速に分裂する細胞を主として標的とすることによって腫瘍を縮小するた
めに用いることができると仮定される。本明細書中に記載されるアプタマー、セラノステ
ィック剤、又は組成物は、腫瘍の部位に投与して、癌幹細胞を特異的に枯渇させることが
できる。したがって、本明細書中に記載されるアプタマーセラノスティック剤又は組成物
は、放射線療法又は化学療法と共に用いてもよいし、化学療法又は放射線療法処置の後に
用いてもよい。更に、本明細書中に記載されるアプタマー、セラノスティック剤又は組成
物は、外科手術の後に残存した虞のあるあらゆる残存癌細胞を除去するために、腫瘍の切
除術後に用いてもよい。
【００５７】
　別の例において、アプタマーは、リポソームの表面上に提供される。当該リポソームは
、薬剤を含有してよい。適切な薬剤の例として、化学療法剤、免疫チェックポイント阻害
剤(例えばPD-1)、抗生物質、免疫グロブリン若しくは抗体、ステロイド、又は鎮痛薬が挙
げられる。
【００５８】
　アプタマー又はアプタマーを含む組成物は、当該技術において知られている方法によっ
て、対象に投与されてよい。一例において、アプタマー又は組成物は、非経口的に、例え
ば静脈内注射、筋肉内注射、皮下注射、又は局所注射によって投与される。
【００５９】
　また、本明細書中に記載されるアプタマー、セラノスティック剤、又は組成物は、癌幹
細胞上に存在する抗原を標的とする1つ又は複数のさらなるアプタマーと組み合わされて
よいと考えられる。
【００６０】
　本開示の各例は、対象において癌を処置、予防、又は改善する方法との関係で準用する
ととられるものとする。
【図面の簡単な説明】
【００６１】
【図１】修飾CD133アプタマーへのDOXの予測されるインターカレーションの概略図である
。(A)VIENNAソフトウェアによって決定されたアプタマーの二次構造(左)及びドキソルビ
シンの分子構造(右)。(B)二本鎖G-C対合との薬剤の高い親和性による、アプタマーとDOX
間の考えられるインターカレーションの説明。
【図２】CD133RNA-DNAハイブリッドアプタマーへのDOXの予測されるインターカレーショ
ンの概略図である。(A)VIENNAソフトウェアによって決定されたアプタマーの二次構造(左
)及びドキソルビシンの分子構造(右)。(B)二本鎖G-C対合との薬剤の高い親和性による、
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アプタマーとDOX間の考えられるインターカレーションの説明。
【図３】蛍光強度とDOX濃度間の関係を決定した図である。DOXの種々の濃度が、蛍光強度
を測定するために用いられた。示されるデータは、平均±SE、n=3である。
【図４】CD133アプタマー中へのDOXのインターカレーション後の蛍光消光(quenching)曲
線である。コンジュゲートした後、アプタマー-Doxコンジュゲートを精製した。DOXの蛍
光は、495nmの波長でのUV吸収によって決定された。示されるデータは、平均±SE、n=3で
ある。
【図５】PBS中で3日にわたってコンジュゲートからDOXが放出された図である。吸光度(Y
軸)は、透析カセット内で、DOX蛍光強度に相関する。強度が大きくなるにつれ、コンジュ
ゲートからより多くのDOXが放出された。示されるデータは、平均±SE、n=3である。
【図６】CD133陰性HEK2932及びCD133陽性HT29細胞においてCD133アプタマー-Doxコンジュ
ゲートの解離定数を決定した図である。結合は、蛍光標識化CD133アプタマー及びCD133ア
プタマー-Doxコンジュゲートを0～200nMに及ぶ濃度で用いて研究された。(A)陽性CD133ア
プタマー-Doxコンジュゲートで処置したHEK293T細胞株、(B)Doxコンジュゲートされたネ
ガティブコントロールアプタマーで処置したHEK2932、(C)陽性CD133アプタマー(コンジュ
ゲートされていない)で処置したHT29、及び(D)Doxコンジュゲートされた陽性CD133アプタ
マーで処置したHT29細胞。示されるデータは、平均±SE、n=3である。
【図７】CD133アプタマー-Doxコンジュゲートの解離定数の決定に用いられたCD133アプタ
マーである。(A)陽性CD133アプタマー-Doxコンジュゲート、(B)ネガティブコントロールC
D133アプタマー-Doxコンジュゲートは、2'-フルオロ化学修飾の代わりに2'-O-メチル修飾
であることを除いて、陽性アプタマーと同一の核酸配列を有し、CD133への結合を無効に
する三次元構造の変更をもたらす、そして(C)コンジュゲートされていない陽性CD133アプ
タマー。
【図８】内在化されたDOX及びアプタマーを共焦点顕微鏡検査した図である。(A～C)陽性C
D133HT29細胞株。(A)CD133アプタマー。(B)CD133アプタマー-Doxコンジュゲート。(C)ネ
ガティブコントロールアプタマー-Doxコンジュゲート。(D)CD133アプタマー-Doxコンジュ
ゲートとインキュベートされたネガティブコントロール細胞株HEK293T。(E)遊離DOXとイ
ンキュベートされたHT29細胞株。スケールバー=20μm。
【図９】DOX及びアプタマーの内在化の共焦点顕微鏡検査評価に関する処置の図である:(a
)CD133アプタマー、(b)CD133アプタマー-Doxコンジュゲート、及び(c) 遊離DOXとインキ
ュベートされたネガティブコントロール。
【図１０】腫瘍塊(Tumoursphere)サイズである。96ウェルプレートにおける500細胞由来
の塊が測定された。細胞は、塊コントロール培地、遊離DOX、及びアプタマー-Doxコンジ
ュゲート中でコンディショニングされた。塊サイズの減少は、コントロールとコンジュゲ
ート間で、全3濃度において見られた(P<0.01)。示されるデータは、平均±SE、n=3である
。
【図１１】様々な条件内の様々な細胞濃度にて形成される塊の数によって測定された塊形
成の図である。1μMは50細胞にて変化を示さなかったが、10細胞にてコントロールとコン
ジュゲート形成で明確な差異を示した(P<0.01)。従来の薬剤及び新規の薬剤の濃度を高め
ると、コントロールとコンジュゲート間で塊形成の阻害がより大きくなる(P<0.001)。こ
の効果は、濃度が2μMに増大すると、50細胞にて見られた(P<0.001)。これらの全てにお
いて、CD133アプタマー-Doxコンジュゲートは、遊離DOXと比較して、腫瘍塊阻害の差異が
有意である(P<0.01)。
【図１２】6ウェルのウルトラローアタッチメントプレート(ultralow attachment plate)
を用いて腫瘍塊を視覚化した図である。
【発明を実施するための形態】
【００６２】
一般的な技術及び選択された定義
　用語「及び/又は」、例えば、「X及び/又はY」は、「X及びY」又は「X又はY」のいずれ
かを意味すると理解されるものとし、双方の意味又はいずれか一方の意味への明確な支持
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を与えるととられるものとする。
【００６３】
　本明細書中に含まれた文献、行為、材料、装置、物品等のあらゆる議論は、これらの物
質のいずれか又は全てが、本出願の各請求項の優先日前に存在したとして、先行技術の基
礎の一部を形成する、又は、本開示に関連する分野において共通の一般的知識であったと
いう承認としてとられるべきでない。
【００６４】
　本明細書の全体を通じて、特に具体的に述べられない限り、又は文脈上別段の解釈を要
しない限り、単一の工程、物質組成物、工程の群、又は物質組成物の群への言及が、工程
、物質組成物、工程の群、又は物質組成物の群の1つ及び複数(すなわち、1つ又は複数)を
包含するととられるものとする。
【００６５】
　本明細書中に記載される各例は、特に具体的に述べられない限り、本開示の他の各例及
びあらゆる例に、必要な修正をして適用されてよい。
【００６６】
　当業者は、本開示が、具体的に記載される以外の変形及び修飾の影響を受け易いと理解
するであろう。本開示は、そのような全ての変形及び修飾を含むと理解されるべきである
。本開示はまた、本明細書において言及され、又は示される工程、特徴、組成物、及び化
合物の全てを、個々に、又は一括して、そして前記工程若しくは特徴の任意の組合せ、及
び全ての組合せ、又は任意の2つ以上を含む。
【００６７】
　本開示は、本明細書中に記載される具体例による範囲に限定されるべきでない。それら
の具体例は、例示を目的とするだけである。機能的に同等の産物、組成物、及び方法は、
明らかに本開示の範囲内である。
【００６８】
　本開示は、特に示されない限り、分子生物学、組換えDNA技術、細胞生物学、及び免疫
学の従来の技術を用いて、過度の実験なく実行される。そのような手順は、例えば、Samb
rook, Fritsch及びManiatis、Molecular Cloning: A Laboratory Manual、Cold Spring H
arbor Laboratories社、New York、第2版(1989)、全I、II、及びIII巻; DNA Cloning: A 
Practical Approach、I及びII巻(D. N. Glover編、1985)、IRL Press社、Oxford、全テキ
スト; Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (M. J. Gait編、1984) IRL P
ress社、Oxford、全テキスト、特にその中の論文Gait、l-22頁; Atkinsonら、35-81頁; S
proatら、83-115頁;及びWuら、135-151頁; 4. Nucleic Acid Hybridization: A Practica
l Approach (B. D. Hames及びS. J. Higgins編、1985) IRL Press社、Oxford、全テキス
ト; Immobilized Cells and Enzymes: A Practical Approach (1986) IRL Press社、Oxfo
rd、全テキスト; Perbal, B.、A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); Metho
ds In Enzymology (S. Colowick及びN. Kaplan編、Academic Press社)、全シリーズ、Sak
akibara, D.、Teichman, J.、Lien, E.L及びFenichel, R.L. (1976). Biochem. Biophys.
 Res. Commun. 73 336-342; Merrifield, R.B. (1963). J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-21
54; Barany, G.及びMerrifield, R.B. (1979), The Peptides (Gross, E.及びMeienhofer
, J.編)、2巻、1 -284頁、Academic Press社、New York. 12. Wuensch, E.編(1974) Synt
hese von Peptiden, Houben-Weyls Metoden der Organischen Chemie (Mueler, E.編)、1
5巻、第4版、1及び2部、Thieme, Stuttgart; Bodanszky, M. (1984) Principles of Pept
ide Synthesis、Springer-Verlag社、Heidelberg; Bodanszky, M.及びBodanszky, A. (19
84) The Practice of Peptide Synthesis, Springer-Verlag社、Heidelberg; Bodanszky,
 M. (1985) Int. J. Peptide Protein Res. 25、449-474; Handbook of Experimental Im
munology、I-IV巻(D. M. Weir及びC. C. Blackwell編、1986、Blackwell Scientific Pub
lications社);並びにAnimal Cell Culture: Practical Approach、第3版(John R. W. Mas
ters編、2000)、ISBN 0199637970、全テキストに記載されている。
【００６９】
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　本明細書の全体を通じて、文脈上別段の解釈を要しない限り、文言「含む(comprise)」
、又は「含む(comprises)」若しくは「含んでいる(comprising)」等の変形は、述べられ
た工程、要素若しくは整数、又は工程、要素若しくは整数の群の包含を意味するが、他の
あらゆる工程、要素若しくは整数、又は工程、要素若しくは整数の群の排除を意味しない
と理解されよう。
【００７０】
　用語「からなる」又は「からなっている」は、方法、プロセス、又は物質組成物(例え
ばアプタマー配列)が、列挙される工程及び/又は成分を有するが、さらなる工程も成分も
有しないことを意味すると理解されるものとする。
【００７１】
　本明細書中で用いられる核酸配列の文脈において、用語「から本質的になる」又は「か
ら本質的になっている」は、非網羅的に解釈されるべきであり、ヌクレオチド配列であっ
て、さらなるヌクレオチド塩基が存在してよく、前記さらなる塩基が、総ヌクレオチド配
列の約10%以下を構成する、ヌクレオチド配列を意味すると理解される。
【００７２】
　質量、時間、用量その他の量等の測定可能な値に言及する場合に本明細書中で用いられ
る用語「約」は、指定された量から±20%又は±10%、より好ましくは±5%、更により好ま
しくは±1%、より一層好ましくは±0.1%の変動を包含することを意味する。
【００７３】
　本明細書中で用いられる用語「アプタマー」又は「オリゴヌクレオチドアプタマー」は
、一般に、単一の定義された配列のオリゴヌクレオチド、又は前記オリゴヌクレオチドの
混合物のいずれかを指し、混合物は、CD133に特異的に結合する性質を保持する。本明細
書中で用いられる「アプタマー」は、一本鎖の核酸を指す。構造的に、本開示のアプタマ
ーは、特異的に結合するオリゴヌクレオチドである。アプタマーは、RNA、DNA、又はRNA
及びDNAの双方を含んでよい。アプタマーは、当該技術で知られている方法を用いて、合
成的に生産されてよい。代わりに、アプタマーは、組換えにより生産されてよい。
【００７４】
　本明細書中で用いられる用語「オリゴヌクレオチド」は、ポリデオキシリボヌクレオチ
ド(2'-デオキシ-D-リボース又はその修飾された形態を含有する)、すなわちDNA、ポリリ
ボヌクレオチド(Dリボース又はその修飾された形態を含有する)、すなわちRNA、及びプリ
ン若しくはピリミジン塩基、又は修飾プリン若しくはピリミジン塩基のN-グリコシド又は
C-グリコシドである他のあらゆるタイプのポリヌクレオチド、或いは脱塩基ヌクレオチド
の総称である。本開示に従えば、用語「オリゴヌクレオチド」は、従来の塩基、糖残基、
及びヌクレオチド間の連結を有するものだけでなく、これらの3つの部分構造のいずれか
、又は全ての修飾を含有するものも含む。
【００７５】
　本明細書中で用いられる用語「CG対形成ヌクレオチド」は、二本鎖構成で存在する場合
の相補的なC及びGヌクレオチドの塩基対を指すと理解される。例えば、単一のCG対形成ヌ
クレオチドは、相補鎖上のGと対形成されている元の鎖(ne strand)の塩基のCに相当する
。4CG対形成ヌクレオチドは、CGCG又はGCGCが、一方の鎖上に直鎖状配列で存在し、且つ
相補鎖上の相補的配列GCGC又はCGCGと塩基対形成されている構成を指す。
【００７６】
　本明細書中で用いられる用語「CpG部位」は、塩基の直鎖状配列においてその全長に沿
ってシトシンヌクレオチドがグアニンヌクレオチドの隣に起こるDNAの領域を指すと理解
される。用語CpGは、C-リン酸-G、すなわち、1つのリン酸のみによって分離されたシトシ
ン及びグアニンの省略である。CpG表記は、シトシン及びグアニンのCG塩基対形成から直
鎖状配列を区別するのに用いられる。
【００７７】
　本明細書中で用いられる用語「RNA-DNAハイブリッドアプタマー」は、リボヌクレオシ
ドユニット及びデオキシリボヌクレオシドユニット又は塩基を含むアプタマーである。
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【００７８】
　本明細書中で用いられる用語「ピリミジン」は、シトシン(C)、チミジン(T)、又はウラ
シル(U)塩基を指す。チミン(T)は通常、DNAにおいて見出されるが、RNAにおいて現れる場
合がある。シトシンはRNA及びDNAの双方において見出され、ウラシルは通常、RNAにおい
て見出されるが、DNAにおいて現れる場合がある。
【００７９】
　本明細書中で用いられる用語「結合親和性」は、標的に結合する、又は標的に結合しな
いアプタマーの傾向を指すことが意図され、標的に結合するアプタマーの結合の強度又は
親和性の尺度を記載する。前記相互作用のエネルギー論は、「結合親和性」において重要
である。なぜなら、相互作用するパートナーの必須濃度、その濃度にてこれらのパートナ
ーが会合することができる速度、並びに溶液中の結合分子及び遊離分子の相対濃度を定義
するからである。エネルギー論は、とりわけ、解離定数Kdの決定によって、本明細書中で
特徴付けられる。当該技術において知られているように、低い解離定数は、分子の互いの
結合及び親和性がより強いことを示す。
【００８０】
　本明細書中で用いられる用語「生体試料」は、対象由来の細胞、細胞集団、又はある量
の組織若しくは流体を指す。最も多くの場合、試料は対象から取り出されたものであるが
、用語「生体試料」は、in vivo分析される細胞又は組織も指し得、すなわち対象から取
り出されない。多くの場合、「生体試料」は、対象由来の細胞を含有することとなる。本
開示において、「生体試料」は、CD133発現細胞を含むこととなる。生体試料として、限
定されないが、組織生検、ニードル生検、スクレイプ(例えば口内スクレイプ)、全血、血
漿、血清、リンパ、骨髄、尿、唾液、痰、細胞培養体、胸水、心嚢水、腹水、又は脳脊髄
液が挙げられる。生体試料としてまた、組織生検及び細胞培養体が挙げられる。生体試料
又は組織試料は、個体から単離された組織又は流体の試料を指してよく、限定されないが
、例えば、血液、血漿、血清、腫瘍生検、尿、糞便、痰、髄液、胸水、乳頭吸引液、リン
パ液、皮膚、呼吸器、腸、及び尿生殖器管の外側部、涙液、唾液、乳、細胞(血球を含む
が、限定されない)、腫瘍、臓器、並びにin vitro細胞培養構成成分の試料が挙げられる
。一部の実施形態において、試料は、原発性腫瘍若しくは転移性腫瘍、又は胸水由来の細
胞ブロック(cellblock)の切除、気管支鏡検査生検、又はコアニードル生検由来である。
また、穿刺吸引試料が用いられてもよい。試料は、パラフィン包埋組織であっても凍結組
織であってもよい。試料は、細胞の試料を対象から取り出すことによって得られてよい。
【００８１】
　用語「少なくとも1つの部分構造の付加を可能とするのに十分な」は、幅広い解釈が与
えられるべきである。当該用語は、直接的な付加若しくは結合、非直接的な付加若しくは
結合(例えば共有結合又は静電相互作用)、又は可逆的包含(reversible inclusion)若しく
は挿入(例えばインターカレーション)を包含する。別の例において、付加はコンジュゲー
ションによる、又はリンカーの使用による。
【００８２】
　本明細書中で用いられる用語「と結合させた」は、アプタマーが、本明細書中に記載さ
れる3'若しくは5'ターミナル剤(例えばinvdT)、又は本明細書中に記載される部分構造に
連結されている、付加されている、又は繋がれているあらゆる構造を包含することが意図
される。
【００８３】
　用語「実質的に同じ能力を有する」は、アプタマーが、本開示のアプタマーの、CD133
上のエピトープへの結合を競合的に阻害することができることを意味すると理解される。
アプタマーが、本開示のアプタマーの、CD133への結合を競合的に阻害することができる
かを判定する方法が、当該技術において知られている競合結合アッセイを含んでよい。
【００８４】
　本明細書中で用いられる用語「単離された」は、(例えば、SELEX法を用いて)アプタマ
ーを生成且つ精製するプロセス中に存在し得る他の成分又は化学物質から精製されたアプ
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タマーを指すことが意図される。細胞の文脈において、当該用語はまた、それが自然に生
じ得る環境中の他の成分から単離可能な、又は精製された細胞を指す。単離された細胞は
、その自然に得られ得る状態に対して、任意の程度にまで精製され得る。
【００８５】
　用語「免疫グロブリンのフラグメント」は、「抗原結合フラグメント」と互換的に用い
られ得、無傷抗体の1つ又は複数の可変領域を指すと理解される。抗体フラグメントの例
として、Fab、Fab'、F(ab')2及びFvフラグメント;二機能性抗体;直鎖状抗体;一本鎖抗体
分子、及び抗体フラグメントから形成された多特異的抗体が挙げられる。
【００８６】
　本明細書中で用いられる用語「治療的に有効な量」は、本開示のアプタマー又は医薬組
成物の、CD133発現癌幹細胞の数を減らす、且つ/又は癌の1つ若しくは複数の徴候を和ら
げるのに十分な量を意味するととられるものとする。当業者は、そのような量が、例えば
、特定の対象、及び/又は疾患のタイプ、重篤度若しくはレベルに応じて変わることとな
ることに気付くであろう。当該用語は、本開示を特定のアプタマー量に限定するものと解
釈されるべきでない。
【００８７】
　本明細書中で用いられる用語「処置する」、「処置」又は「処置している」は、本明細
書中に開示されるアプタマー又は医薬組成物の治療的に有効な量を投与すること、そして
癌を伴う、又は癌によって引き起こされる臨床状態の少なくとも1つの症状を和らげるこ
とを意味すると理解されるものとする。
【００８８】
　本明細書中で用いられる用語「特異的に結合する」は、アプタマーが、代替の細胞若し
くは物質と反応又は会合するよりも頻繁に、迅速に、持続期間が長く、且つ/又は親和性
が大きく、特定の細胞若しくは物質と反応又は会合することを意味するととられるものと
する。例えば、標的タンパク質に特異的に結合するアプタマーは、無関係なタンパク質及
び/若しくはエピトープ又はその免疫原性フラグメントに結合するよりも親和性、アビデ
ィティが大きく、容易に、且つ/又は持続期間が長く、タンパク質若しくはエピトープ又
はその免疫原性フラグメントに結合する。また、この定義を読むことによって、例えば、
第1の標的に特異的に結合するアプタマーが、第2の標的に特異的に結合してもよいし結合
しなくてもよいと理解される。したがって、「特異的結合」は、別の標的の排他的な結合
又は検出不能な結合を必ずしも必要とするというわけではなく、これは、用語「選択的結
合」によって包含される。通常、必ずではないが、結合への言及は、特異的結合を意味す
る。結合の特異性は、アプタマー、及び環境中の他の物質又は一般に無関係な分子に関す
る解離定数(Kd)と比較した、標的に対するアプタマーの、比較上の解離定数の観点から定
義される。典型的に、標的に対するアプタマーのKdは、標的、及び環境中の無関係な物質
又は付随する物質に関するKdよりも2倍、5倍又は10倍小さいであろう。更により好ましく
は、Kdは50倍、100倍又は200倍小さいであろう。
【００８９】
　用語「選択的結合」は、マーカー、又は細胞上に発現された抗原への、アプタマーの排
他的結合又は検出不能な結合を意味するとられるものとする。マーカー又は抗原は、CD13
3以外である。
【００９０】
　本明細書中で用いられる用語「CD133+」又は「CD133発現細胞」は、互換的に用いられ
得る。当該用語は、任意の適切な手段によって検出され得るCD133抗原の細胞表面発現を
包含する。一例において、細胞が、与えられたマーカーについて陽性であることへの言及
は、マーカーが細胞表面上に存在する程度に応じて、マーカーの低い(lo又は暗い)発現因
子又は高い(明るい、bri)発現因子のいずれかであり得ることを意味する。用語は蛍光の
強度に関する。
【００９１】
　本明細書中で用いられる用語「セラノスティックである」又は「セラノスティック剤」
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は、診断機能及び治療機能の双方を組み込むアプタマーを意味すると理解される。そのよ
うな実体は、同時の標的薬剤の送達及び放出、並びに、疾患進行及び治療に対する反応を
モニターすることを含む診断に用いられ得る。より詳細には、本開示のセラノスティック
剤は、化学療法分子、例えばドキソルビシンが、アプタマーにコンジュゲートして、アプ
タマー-Doxコンジュゲートを形成しているものである。用語「アプタマー-Doxコンジュゲ
ート」は、図1に示されるように、1つ又は複数のドキソルビシン分子がアプタマーステム
配列内にインターカレートされている、本開示のCD133アプタマーを指すと理解される。
【００９２】
　本明細書中で用いられる用語「対象」は、ヒト対象又は非ヒト対象を含めたあらゆる対
象を意味するととられるものとする。非ヒト対象として、非ヒト霊長類、有蹄動物(ウシ
、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、緩衝液ロー、及びバイソン)、イヌ、ネコ、ウサギ(ラビッ
ト、ノウサギ、及びナキウサギ)、齧歯類(マウス、ラット、モルモット、ハムスター、及
びスナネズミ)、鳥類、及び魚類が挙げられ得る。一例において、対象はヒトである。
【００９３】
アプタマー
　アプタマーは、いくつかの固有の性質により、幅広い分子生物学用途に用いられる、潜
在的医薬剤としての魅力的なツールとなる。第一に、殆どのアプタマーは、高い親和性で
標的に結合し、ピコモルからナノモルの範囲の典型的な解離定数が実証される。アプタマ
ーの結合部位は、標的分子の裂け目(cleft)及び溝(groove)を含み、拮抗活性が、現在入
手可能な多くの医薬剤と非常に類似する。第二に、アプタマーは、広範囲の温度及び保存
条件の全体にわたって構造的に安定し、その固有の三次構造を形成する能力が維持される
。第三に、アプタマーは、モノクローナル抗体を産生するのに必要とされる高価で作業集
約的な生物系と対照的に、化学的に合成され得る。
【００９４】
　理論に拘束されることを望むものではないが、RNAアプタマーは一般に、その標的タン
パク質に対するRNAアプタマーの理論的により高い親和性、及び非修飾RNAよりも大きい修
飾RNAの血漿安定性のため、多くのグループによって好まれる。
【００９５】
　本明細書中に開示されるのは、癌を処置する化学療法分子等の剤の効果的な細胞内送達
に用いられ得る、CD133抗原に特異的に結合するアプタマー分子である。本開示のそのよ
うなアプタマー分子は、治療剤、診断剤、及びセラノスティック剤として特に有用である
。
【００９６】
　アプタマーは、特定の標的分子、例えばタンパク質又は小分子に結合する一本鎖オリゴ
ヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド類似体である。ゆえに、アプタマーは、オリゴヌク
レオチドによる、抗体の類似体である。一般に、アプタマーは、約15から約100ヌクレオ
チド、好ましくは約15から約40ヌクレオチド、より好ましくは約20から約40ヌクレオチド
を含み、これらの範囲内に入る長さのオリゴヌクレオチドは、従来技術によって調製され
得る。
【００９７】
　アプタマー結合は、アプタマーオリゴヌクレオチドによって形成される二次構造にかな
り依存する。RNAアプタマー及び一本鎖DNA(又は類似体)アプタマーの双方が知られている
。例えば、Burkeら(1996)、J. Mol. Biol. 264:650-666; Ellington及びSzostak (1990)
、Nature 346:818-22; Hiraoら(1998)、Mol Divers. 4:75-89; Jaegerら(1998)、EMBO Jo
urnal 17:4535; Kenschら(2000)、J. Biol. Chem 275:18271-8; Schneiderら(1995)、Bio
chemistry 34:9599-9610;並びに米国特許第5773598号;米国特許第6028186号;米国特許第6
110900号;米国特許第6127119号;及び米国特許第6171795号参照。
【００９８】
　本開示のアプタマーとして、アプタマーの結合(すなわち、ループ)領域がRNAであり、
ステム領域がDNAであるハイブリッドRNA/DNAアプタマーが挙げられる。理論に拘束される
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ことを望むものではないが、DNAステム領域は、二本鎖DNA CG対に対する分子の高い親和
性により、ドキソルビシン等の分子のインターカレーションのための部位を提供すると考
えられる。
【００９９】
アプタマー生成
　本開示のアプタマーを調製する種々の方法が、当業者によく知られているであろう。Sy
stematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment、「SELEX(商標)」は、例え
ば米国特許第5,475,096号及び米国特許第5,270,163号、並びに国際出願PCT/US91/04078号
(それぞれ、参照によって本明細書中に具体的に組み込まれる)に記載される、所望される
あらゆる標的用の核酸リガンドを製造する方法である。
【０１００】
　SELEX(商標)技術は、核酸が、種々の二次元構造及び三次元構造を形成する十分な能力
、並びにそのモノマー内の利用可能な、リガンド(サイズが大きいにせよ小さいにせよ実
質的にあらゆる化合物である)として作用する(すなわち、特異的結合対を形成する)のに
十分な化学的汎用性を有するという事実に基づいている。
【０１０１】
　当該方法は、結合親和性及び選択性の実質的にあらゆる所望の基準を達成するための、
同じ一般的な選択テーマを用いた、候補の混合物からの選択、及び構造向上の段階的反復
(step-wise iterations)を含む。ランダムな配列のセグメントを好ましくは含む、核酸の
混合物から出発して、SELEX(商標)法は、結合に好都合な条件下で混合物を標的と接触さ
せる工程と、標的分子に結合した核酸から、結合しなかった核酸を分画する工程と、核酸
-標的対を解離させる工程と、核酸のリガンドが濃縮された混合物を与えるために、核酸-
標的対から解離させた核酸を増幅する工程と、その後、結合工程、分画工程、解離工程、
及び増幅工程を、所望されるサイクル数繰り返す工程を含む。
【０１０２】
　可能性がある多数の配列及び構造を含有する核酸混合物内の、与えられた標的に対する
結合親和性は広範囲である。例えば、ランダムな20のヌクレオチドセグメントを含む核酸
混合物は、420の候補可能性を有し得る。標的に対する親和定数がより高いものが、標的
に結合する可能性が最も高い。分画、解離、及び増幅の後、第2の核酸混合物が生じ、よ
り高い結合親和性候補が濃縮される。選択のさらなるラウンドによって、最も良いリガン
ドを次第に有利になり、結果として生じる核酸混合物が、1つのみ、又は少数の配列で支
配的に構成される。これらはその後、純粋なリガンドとして、クローニングされ、配列決
定され、且つ結合親和性について個々に試験されてよい。
【０１０３】
　所望の目標が達成されるまで、選択及び増幅のサイクルが繰り返される。最も一般的な
場合において、サイクルの繰返しに関して結合強度の顕著な向上が達成されなくなるまで
、選択/増幅は続けられる。当該方法は、約1018もの異なる核酸種を試すのに用いられ得
る。試験混合物の核酸は好ましくは、ランダムな配列部分だけでなく、効率的な増幅に必
須の保存配列も含む。ランダムな核酸配列の合成、及びランダムに切断された細胞核酸か
らのサイズ選択を含むいくつかの方法で、核酸配列変異体が生産されてよい。可変的な配
列部分は、完全に、又は部分的にランダムな配列を含有してよい;また、ランダムな配列
が組み込まれた保存配列のサブ部分を含有してもよい。試験核酸における配列変動が、選
択/増幅の反復前又は反復中に、突然変異誘発によって導入されてもよいし、増大しても
よい。
【０１０４】
　選択中のアプタマー候補の濃縮は、Shigdar Sら(2013) Cancer Letters 330:84-95に記
載されるように、制限酵素断片長多型(RFLP)及びフローサイトメトリを用いてモニターし
てもよい。
【０１０５】
アプタマーの結合親和性
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　結合親和性は、分子の互いとの結合又は親和性の強度の尺度を記載する。標的及び他の
分子に関する本明細書中のアプタマーの結合親和性は、Kdの観点から定義される。解離定
数は、当該技術において知られている方法によって決定され得、例えば、Caceci, M.ら、
Byte (1984) 9:340-362に記載されるような方法によって、複雑な混合物であっても算出
され得る。解離定数を測定する例が、例えば、表面プラスモン共鳴分析を記載する米国特
許第7602495号、並びに米国特許第6562627号及び米国特許出願公開第2012/00445849号に
記載されている。別の例において、Kdは、例えばWong及びLohman、(1993). Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 90、5428-5432によって開示される二重フィルターニトロセルロースフィ
ルター結合アッセイを用いて確立される。アプタマーの結合親和性を決定する方法はまた
、例えば、Stoltenburg Rら(2005) Anal Bioanal Chem 383:83-91、Tran DTら(2010) Mol
ecules 15、1127-1140、及びCho Mら(2013) PNAS 110(46): 18460-18465に記載されてい
る。
【０１０６】
　しかしながら、一部の小さなオリゴヌクレオチドについて、Kdの直接的な決定が困難で
あり、誤解を招く程高い結果に至る虞があることが観察された。この状況下では、標的分
子又は他の候補物質についての競合結合アッセイが、標的又は候補に結合することが知ら
れている物質に対して行われてよい。50%の阻害が起こる濃度の値(Ki)は、理想的な条件
下で、Kdに等しい。しかしながら、いかなる場合も、KiはKdよりも小さくならない。ゆえ
に、Kiの決定は、択一的に、Kdの値について最大値を設定する。技術的な困難がKdの正確
な測定を妨げる状況下で、Kiの測定が好都合に代用されて、Kdの上限が与えられてよい。
Ki値はまた、本開示のアプタマーがCD133に結合することを確認するのに用いられてもよ
い。
【０１０７】
アプタマー安定性の向上
　ホスホジエステルの形態のオリゴヌクレオチドが、所望の効果が顕在化する前に、エン
ドヌクレアーゼ及びエキソヌクレアーゼ等の細胞内酵素及び細胞外酵素によって体液中で
急速に分解する虞があるという点で、治療薬としての核酸の使用における1つの潜在的問
題に直面した。本開示はまた、ヌクレアーゼ消化からの保護等の、アプタマーの1つ又は
複数の特性を向上させるように設計された、本明細書中に記載される類似体、及び/又は
さらなる修飾を含む。
【０１０８】
　本開示において考えられるオリゴヌクレオチドアプタマーの修飾として、限定されない
が、さらなる電荷、分極性、疎水性、水素結合、静電相互作用、及びフラクショナリティ
ーを組み込む他の化学基を、核酸リガンド塩基又は核酸リガンド全体に提供する修飾が挙
げられる。
【０１０９】
　また、ヌクレアーゼに耐性を示すオリゴヌクレオチドアプタマーをもたらす修飾として
、1つ又は複数の、ヌクレオチド間の連結の代用、糖の変更、塩基の変更、又はそれらの
組合せも挙げられ得る。そのような修飾として、2'-位糖修飾、5-位ピリミジン修飾、8-
位プリン修飾、環外アミンでの修飾、4-チオウリジンの置換、5-ブロモ又は5-ヨード-ウ
ラシルの置換、骨格修飾、ホスホロチオエート又はアルキルリン酸エステル修飾、メチル
化、通常でない塩基対組合せ、例えばイソ塩基イソシチジン及びイソグアノシン;3'及び5
'修飾、例えばキャッピング;高分子量の非免疫原性化合物へのコンジュゲーション;親油
性化合物へのコンジュゲーション;並びにリン酸骨格修飾が挙げられる。
【０１１０】
　一例において、本開示のアプタマーにコンジュゲートする非免疫原性の高分子量化合物
は、ポリアルキレングリコール、好ましくはポリエチレングリコールである。一例におい
て、骨格修飾は、リン酸骨格中への1つ又は複数のホスホロチオエートの組込みを含む。
別の例において、本開示のアプタマーは、リン酸骨格中への10未満、6未満、又は3未満の
ホスホロチオエートの組込みを含む。
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【０１１１】
　適切な場合には、さらなる修飾として、以下の、2'-デオキシ、2'-ハロ(2'-フルオロを
含む)、2'-アミノ(好ましくは、非置換、1置換、又は2置換)、2'-モノ-、ジ-又はトリ-ハ
ロメチル、2'-O-アルキル、2'-O-ハロ-置換アルキル、2'-アルキル、アジド、ホスホロチ
オエート、スルフヒドリル、メチルホスホネート、フルオレセイン、ローダミン、ピレン
、ビオチン、キサンチン、ヒポキサンチン、2,6-ジアミノプリン、6-位にて硫黄と、又は
5位にてハロ若しくはC15アルキル基と置換された2-ヒドロキシ-6-メルカプトプリン及び
ピリミジン塩基、脱塩基リンカー、3'-デオキシ-アデノシン及び他の利用可能な「鎖ター
ミネータ」又は「伸長不能」類似体(RNAの3'-末端にて)、或いは32P、33P等の標識の少な
くとも1つが挙げられ得る。前述の全ては、本明細書中に開示される標準的な合成技術を
用いてアプタマー中に組み込まれ得る。
【０１１２】
アプタマーの有用性
　本開示のアプタマー分子は、標的分子(例えば、癌幹細胞を有するCD133)を分離且つ精
製するための親和性リガンドとして、標的分子(例えば、癌幹細胞を有するCD133)を追跡
、モニター、検出、且つ定量化するための、又は、治療効果を達成するために、生理的に
関連する反応を阻害、許容、活性化、若しくは触媒するためのプローブとして、用いられ
得る。これらは、医薬剤として作用し、特定の標的に結合し、且つ特定の分子を所望され
る部位へと導くことができる。
【０１１３】
　本開示のアプタマー分子は、in vitroプロセスに、例えば、標的分子(例えば、癌幹細
胞を有するCD133)を精製するためのアフィニティ精製混合物に用いられてよい。アプタマ
ーは、混在物からの標的分子(例えば、癌幹細胞を有するCD133)のクロマトグラフィー分
離に、そして細胞培養体又は細胞抽出物からの標的分子の精製に理想的である。
【０１１４】
　一例において、本開示のアプタマー分子は、標的(例えば、癌幹細胞を有するCD133)を
固相支持体に結合又は固定させるための捕捉剤として用いられてよい。固相支持体は、フ
ィルター、ウエハー、ウエハーチップ、膜、及び薄膜を一般的に伴う構造及び組成を有す
る基質から構成されてよい。しかしながら、固相支持体は、診断、検出、又は定量研究用
の試薬を捕捉若しくは固定するために、限定されないが、樹脂、親和性樹脂、磁気、若し
くはポリマービーズを含めた、基質、又は診断に役立つあらゆる検出試薬から構成され得
ると考えられる。
【０１１５】
　固相支持体は、所望の用途に応じたあらゆる材料を含んでよく、限定されないが、ガラ
ス、金属表面及び金属材料、例えばスチール、セラミック、若しくはポリマー材料、例え
ばポリエチレン、ポリプロピレン、ポリアミド、及びポリフッ化ビニリデン等、又はそれ
らの組合せが挙げられる。
【０１１６】
CD133抗原
　AC133として当初知られていたCD133は、糖タンパク質(Prominin 1としても知られてい
る)である。これは、細胞突起に特異的に局在するペンタスパン膜貫通糖タンパク質のメ
ンバーである。CD133は、造血幹細胞、内皮前駆細胞、神経膠芽腫、ニューロン幹細胞及
びグリア幹細胞、カリエス小児脳腫瘍(carious pediatric brain tumor)、並びに成体の
腎臓、乳腺、気管、唾液腺、胎盤、消化管、精巣、及び他の細胞型において発現される。
【０１１７】
CD133発現癌幹細胞への結合
　幹細胞の分化による成体細胞再生の最もよく知られている例は、造血系である。造血幹
細胞及び前駆細胞等の発生的に未熟な前駆体は、分子シグナルに応答して、変化に富む血
液細胞型及びリンパ球様細胞型を徐々に形成する。幹細胞は、上皮組織及び間葉組織を含
めた、他の組織においても見出される。癌幹細胞は、例えば、正常な幹細胞における遺伝
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的障害の結果として、又は、幹細胞及び/若しくは分化細胞の調節異常増殖によって、こ
れらのいずれの細胞型からも生じ得る。
【０１１８】
　癌幹細胞は、腫瘍形成性の幹細胞、すなわち、大規模に、又は際限なく増殖する能力を
有し、大部分の癌細胞を生じさせる細胞を含む任意の癌に由来し得る。定着腫瘍内で、殆
どの細胞は、大規模に増殖し新たな腫瘍を形成する能力を失い、ほんの一部の癌幹細胞が
、増殖することによって癌幹細胞を再生するだけでなく、腫瘍形成能力が欠如した腫瘍細
胞を生じさせる。癌幹細胞は、非対称的に、且つ対称的に分裂し得、そして可変的な増殖
速度を示し得る。癌幹細胞は、幹細胞の性質を再び得たTA(transit amplifying)細胞又は
前駆細胞を含み得る。
【０１１９】
　幹細胞が単離され得る代表的な癌として、固形腫瘍によって特徴付けられる癌が挙げら
れ、例えば、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨肉種、脊索腫、血管肉腫、内
皮肉腫、リンパ管肉腫、滑膜腫、リンパ管内皮肉腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉
腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、膵癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮癌腫、基底細胞癌
腫、腺癌腫、汗腺癌腫、脂腺癌腫、乳頭癌腫、乳頭腺癌腫、嚢胞腺癌腫、骨髄癌腫、気管
支癌腫、腎細胞癌腫、肝癌、胆管癌腫、絨毛膜癌腫、精上皮腫、胎児性癌腫、ウィルムス
腫瘍、子宮頸癌、精巣腫瘍、肺癌腫、小細胞肺癌腫、膀胱癌腫、上皮癌腫、神経膠腫、星
状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽腫、聴神経腫、乏突起膠腫、
髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、及び網膜芽腫が挙げられる。
【０１２０】
　本開示に従って幹細胞が単離又は濃縮され得るさらなる代表的な癌として、造血悪性腫
瘍、例えばB細胞リンパ腫及び白血病が挙げられ、低悪性度/濾胞状非ホジキンリンパ腫(N
HL)、小リンパ球性(SL)NHL、中悪性度/濾胞状NHL、中悪性度びまん性NHL、高悪性度免疫
芽球性NHL、高悪性度非切断小細胞NHL、巨大病変NHL、及びワルデンシュトレーム型マク
ログロブリン血症、慢性白血球性白血病、急性骨髄性白血病、慢性骨髄性白血病、リンパ
芽球性白血病、リンパ球性白血病、単球性白血病、骨髄性白血病、及び前骨髄球性白血病
が挙げられる。
【０１２１】
　CD133を有する癌幹細胞が、本明細書中に記載されるアプタマー分子を用いて選択され
得る。例えば、蛍光色素と結合させたアプタマーが、癌幹細胞のポジティブ選択に用いら
れてよい。CD133はまた、一部の正常な細胞において発現されることも知られている。し
かしながら、CD133発現は、癌幹細胞においてアップレギュレートされると考えられてい
る。癌幹細胞マーカーは典型的に、同じ起源の分化細胞又は非腫瘍形成性細胞よりも少な
くとも約5倍多い、例えば、少なくとも約10倍高い、少なくとも約15倍高い、少なくとも
約20倍高い、少なくとも約50倍高い、又は少なくとも約100倍高いレベルで発現される。
選択プロセスはまた、癌幹細胞でない、集団中の癌細胞の除去のために用いられ得るネガ
ティブ選択マーカーを含んでもよい。
【０１２２】
　本開示を実行する際に、CD133を有する細胞の分離が、いくつかの異なる方法によって
もたらされてよいことが理解されよう。例えば、本開示のアプタマーは、固相支持体に付
加してよく、粗分離が可能となる。有効性が異なる種々の技術が、分離の効率、関連する
細胞毒性、実行の簡便性及び速度、並びに洗練された装置及び/又は技術力の必要性に応
じて、利用されてよい。単離又は精製のための手順として、限定されないが、アプタマー
コーティングされた磁気ビーズを用いた磁気分離、親和性クロマトグラフィー、及び固相
マトリックスに付加したアプタマーによる「パニング」が挙げられ得る。正確な単離又は
精製を提供する技術として、限定されないが、FACSが挙げられる。FACSを準備する方法は
、当業者に明らかであろう。
【０１２３】
CD133発現癌幹細胞の濃縮
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　本開示のアプタマーは、対象から得られた生体試料由来の癌幹細胞を濃縮するのに用い
られてよい。典型的に、対象は、腫瘍を有する、又は癌幹細胞を含有する腫瘍を有するこ
とが疑われる対象である。用語「濃縮された」若しくは「濃縮」又はその変形は、本明細
書中で、細胞(例えば試料中の細胞)の未処置集団と比較した場合に、ある特定の細胞型(
すなわち、癌幹細胞)の割合が増大している細胞集団を記載するために用いられる。
【０１２４】
　一例において、癌幹細胞が濃縮された集団は、CD133を有する(陽性である)癌幹細胞を
、少なくとも約0.1%、0.5%、1%、2%、5%、10%、15%、20%、25%、30%、50%、75%、80%、85
%、90%、又は95%含む。この点に関して、用語「癌幹細胞を含む濃縮された細胞集団」は
、用語「癌幹細胞をX%含む細胞の集団(X%は、本明細書中で列挙されるパーセンテージで
ある)」に明確な支持を提供するためにとられることとなる。
【０１２５】
　一例において、細胞の集団は、CD133+細胞を含む細胞調製物から、選択可能な形態で濃
縮される。この点に関して、用語「選択可能な形態」は、細胞が、CD133を有する細胞の
選択を可能にするマーカー(例えば細胞表面マーカー)を発現することを意味すると理解さ
れよう。
【０１２６】
アプタマー分子を用いた癌の診断/検出
　本開示のアプタマーは、診断目的及び/又は検出目的でin vitroにおいて用いて、悪性
組織における癌幹細胞の存在を判定することができる。本方法は、CD133+癌幹細胞の存在
について生体試料を調査することを含む。例えば、生体試料は、本開示の標識付きアプタ
マー、又は本開示のアプタマー-Doxと接触してよく、試料中で細胞に特異的に結合するア
プタマーの能力が判定される。結合は、CD133を有する癌幹細胞の存在を示す。本開示の
アプタマーはまた、対象に、検出可能なシグナルを与えるリポーター基で標識化されてい
る本開示のアプタマーを投与することによって、腫瘍をin vivoで局在化させるのに用い
られてもよい。代わりに、又は加えて、ドキソルビシンが(特に遠赤外波長にて)固有の蛍
光活性を有するので、この特徴が診断に利用されてよい。その後、結合アプタマーは、フ
ローサイトメトリ、顕微鏡検査、外部シンチグラフィ、放射断層撮影、光学イメージング
、又は放射性核(radionuclear)走査を用いて検出されてよい。本方法は、疾患の程度に関
して対象において癌を病期分類するのに、そして治療に応じた変化をモニターするのに用
いられてよい。
【０１２７】
　癌幹細胞の検出は、アプタマーを検出可能な標識と結合させることによって容易にされ
得る。検出可能な標識の例として、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物
発光物質、電子高密度標識、MRI用の標識、及び放射性物質が挙げられる。適切な酵素の
例として、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシ
ダーゼ、又はアセチルコリンエステラーゼが挙げられる。適切な補欠分子族複合体の例と
して、ストレプトアビジン/ビオチン及びアビジン/ビオチンが挙げられる。適切な蛍光物
質の例として、ウンベリフェロン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジ
クロロトリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシル、又はフィコエリトリンが挙げ
られる。発光物質の例として、ルミノールが挙げられる。生物発光物質の例として、ルシ
フェラーゼ、ルシフェリン、及びエクオリンが挙げられ、適切な放射性物質の例として12
5I、131I、35S、18F、64Cu、94mTc、124I、11C、13N、15O、68Ga、86Y、82Rb、又は3Hが
挙げられる。
【０１２８】
　アプタマーの3'末端での標識化は、例えば、クレノーポリメラーゼを用いたテンプレー
ト伸長によって、T4リガーゼ媒介ライゲーションによって、そして末端デオキシヌクレオ
チジルトランスフェラーゼによって達成され得る。5'末端での標識化は、in vitro転写ミ
ックスへの過剰GTP-β-Sの補完によって達成され得、このチオールがその後、ビオチンを
付加するのに用いられ得る。また、5'末端又は3'末端のいずれかに対する適切な基の直接
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的な化学コンジュゲーションが、アプタマーを標識化するのに用いられてよい。
【０１２９】
癌処置及びテラノスティクスにおけるアプタマーの使用
　本開示のアプタマーは、部分構造と結合させることができ、当該部分構造をCD133+細胞
、好ましくは癌幹細胞へと導くのに用いられてよい。部分構造の例として、癌幹細胞を殺
すのに用いられ得る毒素、放射性核種、又は化学療法剤が挙げられる。
【０１３０】
　部分構造及びアプタマーが化学的に合成されることによって、又は、別個に生産された
アプタマーと部分構造とを繋ぐために用いられるコンジュゲーション、例えば非ペプチド
共有結合、例えば非アミド結合によって、アプタマーは、部分構造、例えば毒素に融合す
ることができる。代わりに、適切なリンカーペプチドによってアプタマーと部分構造とを
繋いでもよい。
【０１３１】
　有用な毒素分子としてペプチド毒素が挙げられ、これは、細胞内に存在する場合、かな
り細胞に有毒である。毒素の例として、細胞毒素、酵素活性を崩壊させることによって癌
幹細胞を殺す代謝崩壊剤(阻害剤及び活性化剤)、及びエフェクタ部分の定義された範囲内
の全細胞を殺す放射性分子が挙げられる。代謝崩壊剤は、正常な機能が変更されるように
細胞の代謝を変える分子、例えば、酵素又はサイトカインである。概して、用語毒素は、
腫瘍細胞に死を引き起こすあらゆるエフェクタを含む。
【０１３２】
　多くのペプチド毒素は、一般化された真核生物受容体結合ドメインを有する;これらの
例において、毒素は、CD133を有していない細胞を殺すのを防止するように(例えば、未修
飾毒素の受容体を有しているが、CD133を有していない細胞を殺すのを防止するように)修
飾されなければならない。そのような修飾は、分子の細胞毒性機能を保存するようになさ
れなければならない。潜在的に有用な毒素として、限定されないが、ジフテリア毒素、コ
レラ毒素、リシン、0-志賀様毒素(SLT-I、SLT-II、SLT-IIV)、LT毒素、C3毒素、志賀毒素
、百日咳毒素、破傷風毒素、シュードモナス外毒素、アロリン、サポニン、モデシン、及
びガラニンが挙げられる。他の毒素として、腫瘍壊死因子アルファ(TNFアルファ)及びリ
ンホトキシン(LT)が挙げられる。抗腫瘍活性を有する別の毒素として、腫瘍に対して相当
な効力を有するジイン-エン含有抗腫瘍抗生物質であるカリケアマイシンガンマ1がある(Z
ein Nら(1988). Science 240:1198-201)。
【０１３３】
　一例として、ジフテリア毒素(その配列は知られている)は、本開示のアプタマーにコン
ジュゲートすることができる。ジフテリア菌(Corynebacterium diphtheriae)によって分
泌される天然のジフテリア毒素分子は、当該分子のアミノ末端から出発して、酵素的に活
性があるフラグメントA(AA 1-193)、並びに転座ドメイン及び一般化された細胞結合ドメ
イン(AA 475-535)を含むフラグメントB(AA 194-535)として特徴付けられ得るいくつかの
機能ドメインからなる。
【０１３４】
　アプタマー及び毒素部分構造は、当業者に知られていよういくつかの方法のいずれかで
連結されてよい。例えば、アプタマーを毒素(ゲロニン)に結合する方法が、Chu TCら(200
6) Cancer Res 6(12)5989-5992に記載されている。
【０１３５】
　部分構造はまた、生体の免疫系を局所レベルで活性化又は阻害する免疫系の調節因子で
あってもよい。例えば、腫瘍に送達されるサイトカイン、例えばIL-2等のリンホカインは
、腫瘍の近くで細胞毒性Tリンパ球又はナチュラルキラー細胞の増殖を引き起こし得る。
【０１３６】
　部分構造又はリポーター基は、放射性分子、例えば放射性ヌクレオチド、又はいわゆる
感作物質、例えば、特定の条件下で放射性になる前駆体分子、例えば、Barthら(1990). S
cientific American Oct 1990:100-107に記載されるいわゆる「ホウ素中性子捕捉治療」(
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BNCT)において、低エネルギー中性子のビームに曝される場合のホウ素であってもよい。
そのような放射性エフェクタ部分を有する化合物が、腫瘍における癌幹細胞の増殖を阻害
するために、そしてイメージング目的で癌幹細胞を標識化する双方のために用いられてよ
い。
【０１３７】
　放射性ヌクレオチドは、α、β、又はγ粒子のいずれかを放出し得る単一原子の放射性
分子である。アルファ粒子エミッタは、β又はγ粒子エミッタよりも好ましい。なぜなら
、より短い距離にわたってはるかにより高い放射エネルギーを放出するため、正常な組織
に著しく浸透することなく、且つ正常な組織を傷つけることなく、効率的であるからであ
る。適切なα粒子放出放射性核種として、211At、212Pb、及び212Biが挙げられる。
【０１３８】
　放射性分子は、直接的に、又は二官能キレートによって、アプタマーにしっかりと連結
し得る。このキレートは、溶出を、そしてそれ故にin vivoでの放射性分子の時期尚早の
放出を許してはいけない。Waldmann、Science、252:1657-62 (1991)。一例として、BNCT
を本発明に適合させるために、ホウ素の安定同位体、例えば、ホウ素10が、化合物の抗腫
瘍部分構造又はエフェクタ部分として選択されてよい。ホウ素は、癌幹細胞へのアプタマ
ーの特異的結合によって、腫瘍細胞に送達されて、腫瘍細胞において濃縮されることとな
る。十分量のホウ素が蓄積するのを可能にする時間の後、腫瘍はイメージングされてよく
、約0.025eVのエネルギーを有する低エネルギー中性子のビームで照射される。この中性
子照射は、それ自体で、腫瘍を取り囲む健常な組織にも腫瘍それ自体にも殆ど障害を引き
起こさない一方、(例えば、腫瘍細胞の表面上の)ホウ素10が、中性子を捕捉することによ
って不安定な同位体、ホウ素11を形成することとなる。ホウ素11は即座に核分裂して、リ
チウム7核、及び約279万Evのエネルギッシュなα粒子が生じる。これらの重粒子は高度に
致死的であるが、強く局在化される形態の放射線である。というのも、粒子の経路長が、
ほんの約1細胞径(10ミクロン)しかないからである。
【０１３９】
　本開示のアプタマーに付加し得る適切な化学療法剤は、ドキソルビシン、タキソール、
サイトカラシンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポ
シド、テニポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダ
ウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、
アクチノマイシンD、1ジヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テト
ラカイン、リドカイン、プロプラノロール、及びピューロマイシン、代謝拮抗薬[メトト
レキサート、6-メルカプトプリン、6チオグアニン、シタラビン、フルダラビン、5-フル
オロウラシル、ダカルバジン、ヒドロキシ尿素、アスパラギナーゼ、ゲムシタビン、クラ
ドリビン等)、アルキル化剤(メクロレタミン、チオテパ、クロラムブシル、メルファラン
、カルマスティン(BSNU)、ロムスチン(CCNU)、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブ
ロモマンニトール、ストレプトゾトシン、ダカルバジン(DTIC)、プロカルバジン、マイト
マイシンC、シスプラチン及び他のプラチナ誘導体、例えばカルボプラチン等]、抗生物質
[ダクチノマイシン(以前のアクチノマイシン)、ブレオマイシン、ダウノルビシン(以前の
ダウノマイシン)、イダルビシン、ミトラマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン
、プリカマイシン、アントラマイシン(AMC)等]から選択されてよい。
【０１４０】
　代わりに、部分構造は、アプタマーのステム領域配列中にインターカレートすることが
できる化学療法分子又は他の分子である。例えば、化学療法分子がドキソルビシンである
場合、当該分子は、アプタマーステムのDNA中のCpG部位にインターカレートすることがで
きる。ドキソルビシン等の化学療法剤は本質的に蛍光であり、種々のイメージング技術に
より局在をプロービング且つ視覚化するのに都合がよい。DOX分子内で組み合わされた治
療能力及びイメージング能力は、セラノスティック剤としての使用に適したものとなる。
したがって、本開示のアプタマーは、癌幹細胞にドキソルビシンを送達するセラノスティ
ック剤として用いられてよい。水溶解度を高めるために、ドキソルビシン中の糖のアミノ
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基は、DOX塩酸塩を形成することによってプロトン化されてよい。
【０１４１】
　本開示のアプタマー中にインターカレートすることができる部分構造として、ドキソル
ビシン、アドリアマイシン、ベルベリン、プロフラビン、ミトキサントロン、ダウノルビ
シン、サリドマイド、ダクチノマイシン、ダウノマイシン、アクチノマイシンD、9-アミ
ノアクリジン、アムルビシン、アムサクリン、アントラマイシン、ベルビン、ブレオマイ
シン、エリプチシン、エピルビシン、イダルビシン、メタピリロ、ミトラマイシン、マイ
トマイシン、マイトマイシンC、ミトキサントロン、ミトキサントロン、ピラルビシン、
ピキサントロン、プリカマイシン、プロフラビン、プロディジオシン、サリドマイド、ボ
レロキシン、バルルビシン、ゾルビシン、クロルフェニラミン、プロディシオシン、メタ
ピリリノ、マイトマイシン、ジスタマイシン、ダンチノマイシン、ジスタマイシン、カル
ボプラチン、シスプラチン及び他のプラチナ誘導体、Hoechst 33258、ベレニル、DAPI、
又は発癌物質(アフラトキシンB1のエキソ8,9エポキシド、アクリジン、例えばプロフラビ
ン若しくはキナクリン、又は臭化エチジウムを含む)が挙げられる。他のGCインターカレ
ート剤が、本発明の技術における当業者によく知られているであろうし、本開示の範囲内
に含まれることが意図される。
【０１４２】
　本開示のアプタマーはまた、細胞中へのsiRNA、リボザイム、又はDNAザイムの送達に用
いられてもよい。
【０１４３】
　適切なsiRNA、リボザイム、又は治療剤の例は、状況に左右されることとなる。本開示
の使用に適しているsiRNA又はリボザイムの例として、ATP結合カセット膜トランスポータ
、幹細胞性(stemness)遺伝子(Bmi-1、Notch 1、Sox 2、Oct-4、Nanog、β-カテニン、Smo
、ネスチン、ABCG2、Wnt2、及びSCFその他)、GAPDH(グリセルアルデヒド3-リン酸デヒド
ロゲナーゼ)、及びスルビビンを標的とするものが挙げられる。
【０１４４】
　一例として、これは、抗PSMAアプタマーを用いて先行技術において実証された。PSMAが
クラスリン被覆ピットを介してエンドソームに内在化されるという知識に基づいて、抗PS
MAアプタマーは、PSMAを発現する細胞に、付加したsiRNAを運ぶであろうし、PSMAタンパ
ク質に結合したアプタマーsiRNAは、内在化を介して細胞にアクセスするであろうと仮定
された。次に、siRNA部分は、ダイサー複合体によるプロセシングを受けて、RNA誘導サイ
レンシング複合体(RISC)媒介遺伝子サイレンシング経路中に送り込まれるであろう。これ
を達成するために、3つのグループが異なる戦略を利用した。Chuら(2006) Nucleic Acids
 Res 34、e73は、抗PSMAアプタマー及びsiRNAをアセンブルするために、ビオチン-ストレ
プトアビジン架橋媒介コンジュゲーション方法を記載している。McNamaraら(2006) Nat B
iotechnol 24、1005-1015は、アプタマー及びsiRNAを連結させるために、「RNAのみの」
アプタマーsiRNAキメラアプローチを用いた。Wullnerら(2008). Curr. Cancer Drug Targ
ets 8:554-565による以降の研究において、著者らは、抗PSMAアプタマーを用いて、真核
生物伸長因子2(EEF2)siRNAをPSMA陽性前立腺癌細胞に送達し、二価PSMAアプタマーがこの
目的のために用いられた。著者らは、一価の抗PSMA-siRNAキメラと比較して、二価アプタ
マー構築体の遺伝子ノックダウン効力が優れていることを実証した。
【０１４５】
　本開示のアプタマーはまた、種々の固形腫瘍におけるCD133+癌幹細胞中にカーゴを送達
するために用いられてもよい。ゲロニンは、タンパク質合成のプロセスを阻害し得るリボ
ソーム毒素であり、細胞に有毒である。しかしながら、これは膜不浸透性であり、その細
胞エントリのためにはアッシャを必要とする。ゆえに、本開示のアプタマーは、膜不浸透
性の毒性ペイロードを癌幹細胞に送達するために利用されてよい。別の実施形態において
、本発明のアプタマーは、それ自体で癌幹細胞を標的とすることができないDNAインター
カレーティング化学療法剤であるドキソルビシン(DOX)を、CD133+癌幹細胞に送達するの
に用いられてよい。
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【０１４６】
　細胞毒性化学療法剤に対する腫瘍耐性は、不十分な送達及び吸収に、そしてより重要な
ことには癌細胞による流出に一部起因する。Dharら(2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
105:17356-17361に記載されるように、ポリ(D,L-乳酸-co-グリコール酸)PLGAから誘導さ
れる生物分解性ナノ粒子(NP)が、この問題に対処するために用いられた。簡潔に、シスプ
ラチンが、2つのアルキル鎖を導入することによって、そのプロドラッグ、Pt(IV)化合物
に変換された。これは、化合物の疎水性を高めて、NPの疎水性コア内へのパッケージング
のプロセスを容易にした。ポリエチレングリコール(PEG)が、ナノ沈澱工程中のコポリマ
ーとして用いることで、PLGA-PEGナノ粒子が合成された。PLGA-PEG-NP表面は、PSMA(前立
腺特異的膜抗原)アプタマーで装飾された。NPは、LNCaP細胞とインキュベートされた場合
にエンドサイトーシスを受け、アルキル化されたプロドラッグは、細胞質ゾル還元プロセ
スによってシスプラチンに変換された。
【０１４７】
　本開示はまた、同時の薬剤送達及びイメージングの剤(テラノスティクス)としてのアプ
タマー分子の使用にまで拡張する。これは、蛍光量子ドット(QD)の表面にアプタマーをコ
ンジュゲートすることによって達成され得る。次に、QD-アプタマーコンジュゲートは、D
oxとインキュベートされて、QD-アプタマー-Doxナノ粒子が形成される。Dox及びQDは双方
とも蛍光分子である。しかしながら、QD-アプタマー-Doxナノ粒子中の近接性のために、
互いの蛍光が、二蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)機構によって消される。ゆえに、QD-ア
プタマー-Doxナノ粒子は、非蛍光である。しかしながら、前立腺癌細胞におけるPSMA媒介
エンドサイトーシスを介したQD-アプタマー-Doxナノ粒子の内在化は、QD-アプタマー-Dox
ナノ粒子からのDoxの放出を引き起こし、Dox及びQDの双方による蛍光の回復をもたらす。
【０１４８】
医薬組成物
　本開示は更に、本明細書中に記載されるように、アプタマー、診断剤、又はセラノステ
ィック剤を含む医薬組成物を提供する。本開示の医薬組成物として、アプタマーの医薬的
に有効な量を医薬的に許容可能なキャリア及び/又は賦形剤中に含む、保存又は投与のた
めに調製された組成物が挙げられる。組成物の賦形剤又は他の要素の選択は、投与のため
に用いられる経路及び装置に従って適合され得る。
【０１４９】
　用語「キャリア」及び「賦形剤」は、活性化合物の保存、投与及び/又は生物活性を促
進するために当該技術において従来用いられている物質組成物を指す[例えば、Remington
's Pharmaceutical Sciences、第16版、Mac Publishing社(1980)参照]。キャリアはまた
、活性化合物のあらゆる不所望の副作用を軽減し得る。適切なキャリアは、例えば、安定
しており、例えば、キャリア中の他の成分と反応することができない。一例において、キ
ャリアは、処置に利用される投与量及び濃度にて、レシピエントにおいて顕著な局所性副
作用も全身性副作用ももたらさない。
【０１５０】
　本開示に適したキャリアとして、従来用いられているキャリアが挙げられ、例えば、水
、生理食塩水、水性デキストロース、ラクトース、リンガー溶液、緩衝溶液、ヒアルロナ
ン、及びグリコールが、特に(等張性の場合の)溶液用の、例示的な液体キャリアである。
適切な医薬キャリア及び賦形剤として、デンプン、セルロース、グルコース、ラクトース
、シュークロース、ゼラチン、モルト、米、小麦粉、チョーク、シリカゲル、ステアリン
酸マグネシウム、ステアリン酸ナトリウム、モノステアリン酸グリセロール、塩化ナトリ
ウム、グリセロール、プロピレングリコール、水、エタノール等が挙げられる。
【０１５１】
　他の一般的な添加剤、例えば、抗酸化剤、緩衝溶液、静菌剤等が加えられてよい。注射
可能な溶液、ピル、カプセル、顆粒、又はタブレットを調製するために、希釈剤、分散剤
、界面活性剤、結合剤、及び潤滑剤が追加的に加えられてもよい。
【０１５２】
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　本開示のアプタマー及びその製剤は、当該技術において一般に知られているように、患
者、標的組織、又は臓器に直接的に、又は局所的に(例えば、局在的に)投与されてよい。
例えば、組成物は、対象への投与のための、リポソームを含めた送達ビークルを含んでよ
い。核酸分子は、当業者に知られている種々の方法によって細胞に投与されてよく、限定
されないが、リポソーム内への封入、イオン導入、他のビークル、例えば生物分解性ポリ
マー、ヒドロゲル、シクロデキストリンポリ(乳酸-co-グリコール酸)(PLGA)及びPLCAマイ
クロスフェア、生物分解性ナノカプセル、並びに生体接着性マイクロスフェア中への組込
み、又はタンパク質様ベクターが挙げられる。
【０１５３】
　本開示のアプタマーに用いられ得る送達系は、例えば、水性ゲル及び非水性ゲル、クリ
ーム、多重エマルジョン、マイクロエマルジョン、リポソーム、軟膏、水性溶液及び非水
性溶液、ローション、エーロゾル、炭化水素のベース及び粉末を含み、賦形剤、例えば可
溶化剤、透過エンハンサ(例えば、脂肪酸、脂肪酸エステル、脂肪アルコール、及びアミ
ノ酸)、及び親水性ポリマー(例えば、ポリカルボフィル及びポリビニルピロリドン)を含
有してよい。一実施形態において、医薬的に許容可能なキャリアは、リポソーム又は経皮
エンハンサである。
【０１５４】
　本開示の医薬組成物は、細胞、又は例えばヒトを含めた対象中への投与、例えば全身投
与又は局所投与に適した形態である。適切な形態は、部分的に、使用又はエントリの経路
、例えば経口、経皮、又は注射によって決まる。他の要因が当該技術において知られてお
り、毒性、及び組成物がその影響を発揮するのを防止する形態等の考慮点が挙げられる。
【０１５５】
　本開示のアプタマー又は当該アプタマーを含む組成物は、非経口的に投与されてよい(
例えば、静脈内注射、皮下注射、局所注射、又は腹膜注射)。アプタマーの有効な投与量
は、体重、年齢、性、健康状態、食事、投与頻度、投与方法、排泄、及び疾患の重篤度に
従って決定されてよい。一例において、本明細書中に記載されるアプタマー又はセラノス
ティック剤は、アプタマーを10～95質量%含有する。別の例において、アプタマー又はセ
ラノスティック剤は、アプタマーを25～75質量%含有する。
【０１５６】
　通常、0.1mg/体重kg/日から100mg/体重kg/日の間の量の活性成分が投与される。
【０１５７】
　経口使用用の製剤は、活性成分が不活性の固形希釈剤、例えば炭酸カルシウム、リン酸
カルシウム若しくはカオリンと混合されている硬質ゼラチンカプセルとして、又は活性成
分が水若しくは油媒体、例えばピーナッツ油、流動パラフィン若しくはオリーブ油と混合
されている軟質ゼラチンカプセルとして示されてもよい。
【０１５８】
　水性懸濁液は、水性懸濁液の製造に適した賦形剤との混合物中にアプタマーを含有する
。そのような賦形剤は、懸濁化剤、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、メチ
ルセルロース、ヒドロキシプロピル-メチルセルロース、アルギン酸ナトリウム、ポリビ
ニルピロリドン、トラガカントゴム、及びアラビアゴムである;分散剤又は湿潤剤は、天
然のリン脂質、例えば、レシチン、脂肪酸とのアルキレンオキシドの縮合物、例えばポリ
オキシエチレンステアレート、長鎖脂肪族アルコールとのエチレンオキシドの縮合物、例
えばヘプタデカエチレンオキシセタノール、ポリオキシエチレンソルビトールモノオレエ
ート等の脂肪酸及びヘキシトールに由来する部分エステルとのエチレンオキシドの縮合物
、又は脂肪酸及び無水ヘキシトールに由来する部分エステルとのエチレンオキシドの縮合
物、例えばポリエチレンソルビタンモノオレエートであってよい。水性懸濁液はまた、1
つ又は複数の防腐剤、例えばp-ヒドロキシ安息香酸エチル又はp-ヒドロキシ安息香酸n-プ
ロピル、1つ又は複数の着色剤、1つ又は複数の賦香剤、及び1つ又は複数の甘味剤、例え
ばシュークロース又はサッカリンを含有してもよい。
【０１５９】
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　油状懸濁液は、植物油、例えばラッカセイ油、オリーブ油、ゴマ油若しくはココヤシ油
、又は鉱物油、例えば液体パラフィン中にアプタマーを懸濁させることによって製剤化さ
れてよい。油状懸濁液は、濃化剤、例えば蜜蝋、硬質パラフィン、又はセチルアルコール
を含有してよい。甘味剤及び賦香剤は、口当たりがいい経口調製物を提供するために加え
られてよい。これらの組成物は、酸化防止剤、例えばアスコルビン酸の添加によって保存
されてよい。
【０１６０】
　水の添加による水性懸濁液の調製に適した分散可能な粉末及び顆粒は、分散剤又は湿潤
剤、懸濁剤、及び1つ若しくは複数の防腐剤との混合物中アプタマーを提供する。適切な
分散剤、湿潤剤又は懸濁剤が、既に先に述べられるものによって例示される。さらなる賦
形剤、例えば甘味料、賦香剤、及び着色剤が存在してもよい。
【０１６１】
　本発明の医薬組成物はまた、水中油エマルジョンの形態であってもよい。油性相は、植
物油若しくは鉱物油、又はこれらの混合物であってよい。適切な乳化剤が、天然のゴム、
例えばアラビアゴム又はトラガカントゴム、天然のリン脂質、例えばダイズ、レシチン、
脂肪酸及びヘキシトールに由来するエステル又は部分エステル、無水物、例えばソルビタ
ンモノオレエート、並びにエチレンオキシドとの前記部分エステルの縮合物、例えばポリ
オキシエチレンソルビタンモノオレエートであってよい。エマルジョンはまた、甘味剤及
び賦香剤を含有してもよい。
【０１６２】
　注射可能な滅菌調製物はまた、非毒性の非経口的に許容可能な希釈剤又は溶媒中の注射
可能な滅菌溶液又は懸濁液、例えば1,3-ブタンジオールの溶液であってもよい。利用され
てよい許容可能なビークル及び溶媒は、水、リンガー溶液、等張塩化ナトリウム溶液、並
びに塩化ナトリウム及び塩化カリウムを含有する等張塩溶液である。また、滅菌固定油が
、溶媒又は懸濁媒体として、従来通り利用される。この目的のために、合成モノグリセリ
ド又はジグリセリドを含めた任意の無刺激固定油(bland fixed oil)が利用されてよい。
また、オレイン酸等の脂肪酸が、注射可能薬物の調製における用途を見出す。
【０１６３】
　任意の特定の対象のための特定の用量レベルが、利用される特定の化合物の活性、年齢
、体重、全体的な健康、性別、食事、投与の時間、投与の経路、排泄速度、薬剤の組合せ
、及び治療を受けている特定の疾患の重篤度を含めた種々の要因によって決まると理解さ
れる。投与頻度は、毎日、毎週、又は毎月1回から数回であってよい。
【０１６４】
アプタマーの組合せ
　本開示のアプタマー分子は、本明細書中に開示される任意の方法に従って、単独で、又
は、1つ若しくは複数のさらなるアプタマーと組み合わせて用いられてよい。一例におい
て、本開示のアプタマー分子は、癌幹細胞の検出、精製又は濃縮を促進するアプタマーと
組み合わされてよい。一例において、さらなるアプタマーは、Shigdar Sら(2011). Cance
r Sci 102(5): 991-998に記載される配列EpDT3 5' -GCGACUGGUUACCCGGUCG-3'を含む。別
の例において、さらなるアプタマーは、異なる標的、例えばEpCAMに結合する。
【０１６５】
　本開示はまた、5'及び/又は3'末端にてリンカーを介して別のアプタマーと並べ(line)
得るアプタマーを包含する。適切なリンカーが当該技術において知られており、PEG等の
ポリマーが挙げられ得る。
【０１６６】
キット
　本開示はまた、本明細書中に開示される方法を実行するための診断キットを提供する。
一例において、診断キットは、CD133発現細胞(例えば、癌幹細胞)を検出するための、本
明細書中に記載されるアプタマー又は診断剤を含む。
【０１６７】
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　キットはまた、緩衝剤及び安定化剤等の補助剤を含んでもよい。診断キットは更に、バ
ックグラウンド干渉を軽減する剤、コントロール試薬、及び試験を行うための装置を含ん
でよい。診断キットの使い方に関する説明書もまた一般に含まれる。
【０１６８】
　本開示の広く一般的な範囲から逸脱することなく、先に記載される実施形態に対して多
数の変形及び/又は修飾がなされてよいことが当業者によって理解されよう。したがって
、本実施形態は、あらゆる点において、限定としてではなく実例として考えられるべきで
ある。
【実施例】
【０１６９】
方法
細胞株及び細胞培養
　アメリカンタイプカルチャーコレクション(ATCC、米国、VA、Manassas)から購入したHT
-29(ヒト結腸直腸癌細胞)及びHEK293T(ヒト胎児腎臓細胞)を、ダルベッコ修飾イーグル培
地(DMEM、Invitrogen社、豪州、Victoria)中で維持し、10%胎仔ウシ血清(FCS、米国、Hyc
lone社)を補った。細胞を、5%CO2の水飽和大気中で37℃にてインキュベートした。
【０１７０】
CD133アプタマーの生成
　出発CD133アプタマーの生成は、Shigdar Sら(2013) Cancer Letters 330:84-95に記載
されているように行った。アプタマーのステム領域配列を、図1に示すDNAステムに置き換
えた。
【０１７１】
アプタマー-Doxコンジュゲートの開発
　CD133アプタマーの二次元構造を、VIENNAソフトウェア(http://rna.tbi.univie.ac.at/
)を用いて予測した。この構造は、アプタマー-薬剤コンジュゲートの特徴付けについて、
より正確且つ効率的な調製を導いた。化学療法剤ドキソルビシン(DOX)(SIGMA-ALDRICH社)
とのコンジュゲーションのために設計したCD133アプタマーを、IBA社(独国)から合成し、
-80℃にて保存した。コンジュゲーションの前に、アプタマーを85℃での5分間の加熱によ
って折り畳み、10分間にわたってゆっくり室温に冷却してから、37℃にて15分間インキュ
ベートした。その後、DOXを、50mM NaCl及び2.5mM MgCl2を含有するコンジュゲーション
緩衝液中でアプタマーとよく混合し、オービタルミキサー/インキュベータ(RATEK社)中で
75r.p.m.にて2時間37℃にてインキュベートした。その後、コンジュゲートを、Sephadex(
登録商標)G-50カラム(SIGMA-ALDRICH社)に通し、アプタマー-Doxコンジュゲートを、遊離
DOXから分離した。アプタマー-DOXコンジュゲートはしたがって、アプタマーのステム領
域のDNA配列中にインターカレートされている1つ又は複数のDOX分子を含有する。
【０１７２】
DOXとアプタマーのモル比の決定
　DOXの本来の蛍光、及びCD133アプタマーとのインターカレーション後の続く消光を、紫
外線分光法(UV-Spec)によって、DOXコンジュゲーション及び安定性の程度の測定に利用し
た。コンジュゲーションプロセスは、様々なアプタマー-Doxモル比(0、0.01、0.04、0.08
、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、及び0.6)を用いて研究し、遊離DOXの標準曲線に基づいて、
UV-Spec又は蛍光プレートリーダを用いて分析した。
【０１７３】
HPLCによるDOXロード効率の評価
　様々なアプタマー/DOXモル比でのDOXロード効率を、コンジュゲート中のDOXをアセトニ
トリルで抽出してから、HPLCを用いてDOXを定量化することによって決定した。簡潔に、S
ephadex G-50カラムから溶出した30マイクロリットルのアプタマー-Doxコンジュゲートを
、90μlのアセトニトリルで希釈して、1分間ボルテックスした。その後、この溶液を、21
000×gにて5分間遠心分離し、上澄みの50μlを150μL PBS中に希釈してよく混合してから
、21000×gにて5分間の別の遠心分離にかけた。100マイクロリットルの上澄みを回収し、
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逆相クロマトグラフィーにかけ、HPLCを用いたC-18カラムによって、DOX濃度を決定した
。DOXは、HPLCにおいて、オンラインUV検出器を用いて定量化した。較正標準曲線を、標
準DOX溶液により同じ条件下で作成した。薬剤ロード効率(DLE)を以下の式によって算出し
た:
【０１７４】
【数１】

【０１７５】
アプタマー薬剤放出の分析
　アプタマー-DOXコンジュゲートからのDOXのin vitro放出を、Slide-A-Lyzer Dialysis 
Cassette(分子量カットオフ3.5kDa、Thermo SCIENTIFIC社、カタログ番号: 66333)による
透析法を用いて決定した。アプタマー-Doxコンジュゲート(400μL、1μg/ml DOX)をカセ
ット中に加えた。透析カセットを、PBS、及び10% FCSを有するPBSに対して、pH 8、7.4又
は5.0にて37℃で、暗所において穏やかに撹拌しながら透析した。種々の時点(10分、0.5
時間、1時間、4時間、8時間、24時間及び48時間)にて、媒体の30マイクロリットルアリコ
ートを、放出動態の分析用に外部緩衝液から回収し、30μLの新鮮な媒体に置き換えた。D
OX濃度は、DOX濃度対その蛍光強度の標準曲線に従って、蛍光強度をDOXの質量に変換する
ことによって、蛍光プレートリーダ(PerkinElmer Life and Analytical Sciences社)を用
いて決定した。アプタマー-DoxからのDOXの累積的放出を、放出されたDOXのパーセンテー
ジとして表し、時間の関数としてプロットした。
【０１７６】
アプタマー-Doxコンジュゲートとその標的細胞間の平衡解離の決定
　非特異的結合を最小にするために、1×105HT29又はHEK293T細胞を最初に、ブロッキン
グ緩衝液(10% FCS、1% BSA、及び1% tRNAを有するPBS)と20分間インキュベートした。そ
の後、細胞を洗浄緩衝液(5% FBS及び2.5mM MgCl2を含有するPBS)で2回洗浄し、CD133アプ
タマー、ネガティブコントロールアプタマー、CD133アプタマー-Doxコンジュゲート、又
はネガティブコントロールアプタマー-Doxコンジュゲート[全て、コンジュゲーション緩
衝液(50mM NaCl及び2.5mM MgCl2)中でCy5により標識化した]と氷上で1時間インキュベー
トした。
【０１７７】
　フローサイトメトリ分析の前に、細胞を再び洗浄緩衝液で2回洗浄してから、150μl洗
浄緩衝液中に懸濁させた。その後、フローサイトメーター(FACS CANTOII、Becton Dickin
son社)を用いてデータを収集して、アプタマーの蛍光強度を測定し、この蛍光強度を、ネ
ガティブコントロールアプタマーの蛍光強度由来の蛍光バックグラウンドにより標準化し
、その後Graph Pad Prismソフトウェアを用いて導き出すことによって、結合親和性を決
定した。
【０１７８】
アプタマー-Doxコンジュゲートの内在化
　共焦点顕微鏡検査に備えて24時間、HT29及びHEK293Tの双方について、8チャンバスライ
ド内のウェルあたり8×105細胞を播種した。細胞を、ブロッキング緩衝液(10% FCS、1mg/
mL BSA、0.1mg/mL tRNAを有するPBS)で20分間インキュベートした後に、洗浄緩衝液(5% F
BS、2.5mM MgCl2、及び5mM NaClを含有するPBS)で2回洗浄してから、コンジュゲーション
緩衝液中200nMアプタマー、ネガティブコントロールアプタマー、アプタマー-Doxコンジ
ュゲート、又はネガティブコントロールアプタマー-Doxコンジュゲートと37℃にて30分間
インキュベートした。インキュベーションの最終15分の間に、Bisbenzimide Hoechst 333
42(3mg/ml)(Sigma社)を細胞に加えた。アプタマー溶液を除去し、細胞をそれぞれPBS中で
5分間3回洗浄してから、FluoView FV10iレーザースキャン共焦点顕微鏡(Olympus社)を用
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いて視覚化した。
【０１７９】
CSC頻度のin vitro分析
　細胞をトリプシン消化により80%コンフルエンスにて収穫し、遠心分離(1000×g 5分間)
の後、DMEM/F12無血清培地中に単一細胞として再懸濁させた。細胞を、96ウェルのウルト
ラローアタッチメントプレート中に、ウェルあたり5、10、50、100、500、及び1000細胞
、又は腫瘍塊形成のためには、6ウェルのウルトラローアタッチメントプレート中に4000
細胞/ウェルの密度でプレーティングした。3つの実験群を用いた:腫瘍塊培地コントロー
ル、遊離DOX処置(1、1.5、及び2μΜ)、及びアプタマー-Dox処置(遊離DOXの同濃度に等し
い1、1.5、及び2μΜ)。37℃にて24時間のインキュベーションの後、上澄みを取り出し、
等容量の新鮮なCSC培地に置き換えた。腫瘍塊は、直径が50μmを超え、境界が明瞭な細胞
凝集体と定義した。腫瘍塊の形成頻度及びサイズは、播種の3日後に記録した。CSCの頻度
は、ELDAウェブサイト(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/index.html.)を用い
て算出した。6ウェルインキュベーションにおける腫瘍塊形成頻度は、式F=生じた腫瘍塊
の数/プレーティングした単一細胞の数(Fは、腫瘍塊形成頻度である)に従って算出した。
【０１８０】
データ分析
　データ及び結果は、特に明記しない限り、平均及び標準偏差(平均±S.D.)として報告し
た。異なる群間の平均値の差異は、SPSS 13.0プログラムを用いた一元配置分散分析法(AN
OVA)を用いて分析した。0.05未満のP値を、統計的に有意であるものとみなした。
【０１８１】
(実施例1)
CD133アプタマーとのDOXのコンジュゲーション
　現在の癌治療薬の主な問題は、癌幹細胞(CSC)を標的とできないことである。新規のCSC
標的剤を開発するために、それ自体でCSCを標的とすることができない、一般的に使用さ
れている化学療法薬DOXを、CD133細胞表面マーカーに対するアプタマーにコンジュゲート
した。アプタマーの結合親和性及び特異性、並びに薬剤の細胞毒性を評価することによっ
て、機能性を維持するコンジュゲートされたアプタマーの能力を試験した。
【０１８２】
　CD133アプタマーの二次構造を、VIENNAソフトウェア(http://rna.tbi.univie.ac.at/)
を用いて予測した(図1)。本発明者は以前に、CD133とアプタマー間の相互作用が、アプタ
マーのループを介して起こることを確かめた(Shigdar Sら(2013) Cancer Letters 330:84
-95)。更に、ドキソルビシン(DOX)は、DNA中のGC塩基対中にインターカレートすることが
知られている(図1B)。したがって、CD133アプタマーにおけるRNAステムを、10bp DNAステ
ムに置き換えて、DOXローディングのためのプラットホームを提供した。アプタマーの標
的結合部及びDOX-DNAコンジュゲートの双方の安定性を増大させるために、DNAステム内の
5'メチル-dCを用いて、その本来の対応物よりも強い塩基対を提供した。
【０１８３】
　DOXローディングのためのアプタマー中の最適モル比を、アプタマーの、DOXモル比に対
する逐次的な増大によるコンジュゲーションアッセイによって決定した。この半定量分析
を実行するために、種々の濃度でのDOX蛍光の定量的評価を、UV-Spec及びHPLCを用いて最
初に決定した(図2)。これは、測定される蛍光強度と遊離DOXの実際の濃度間の相関関係を
提供する。CD133アプタマー中へのDOXのインターカレーションは、UV-Spec及び高速液体
クロマトグラフィー(HPLC)によってモニターした。図3は、インターカレーション時のDOX
の本来の蛍光及び以降の最大消光を示し、CD133アプタマーの、DOXに対するモル比が0.4:
1である。アプタマーに対するDOXのローディングは、用いたアプタマーの濃度を増大させ
るにつれ増大し、0.4にてプラトーに到着した。このデータ、及び標準曲線内の遊離DOXの
ベースラインにより、アプタマーに対するDOXのコンジュゲーションを、消光のパーセン
テージとしてモニターすることができた(図3)。
【０１８４】
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(実施例2)
DOX-アプタマーコンジュゲートのin vitro安定性
　薬剤放出の制御及び維持は、薬剤送達系にとって重要である。本発明者は以前に、アプ
タマーがエンドサイトーシスを介して、おそらく、pHが6.0から5.09であるエンドソーム
及びリソソームコンパートメント中に内在化されることを示した[Shigdar Sら(2011) Can
cer science 102:991-998]。したがって、あるpH範囲でのアプタマー-Doxコンジュゲート
からのDOXのin vitro放出プロフィールを、PBS及び胎仔ウシ血清(FCS)を有するPBS中で調
査した。図4及び図5に示すように、アプタマー-Doxからのin vitroにおけるDOX放出はpH
に依存し、若干の初期バースト放出を伴う、安定に継続する放出パターンを示した。pH 7
.4(循環系において見出される生理的pH)にて、インターカレートしたDOXの、アプタマー
からの最小放出が、PBS中で48時間後に検出された。同様に、アプタマー-DoxからのDOX放
出は、pH 8.0ではかなり低かった。しかしながら、pH 5.0では、DOXの放出は、PBS中で劇
的に増大した。循環における条件を模倣するために、DOX放出を、FCSを補ったPBS中で測
定し(図5)、様々なpHに対するDOX放出に関して、図4と一致することがわかった。このよ
うなpH依存放出挙動は望ましい。というのも、DOXが、in vivo全身循環の中性環境におい
てアプタマーとコンジュゲートしたままであるはずであり、そして腫瘍細胞中への内在化
の後に、後期エンドソーム/リソソームの酸性環境において放出されるはずであるからで
ある。
【０１８５】
(実施例3)
アプタマーコンジュゲートの平衡解離定数の決定
　DOXの結合がCD133に対するアプタマーの結合親和性及び特異性を妨げるかを判定するた
めに、蛍光標識化Cy5アプタマー-Doxコンジュゲートを、HT29結腸直腸癌細胞とインキュ
ベートして、フローサイトメトリ分析によって平衡解離定数(KD)を決定した(図6)。解離
定数の研究に用いたCD133アプタマーを図7に示す。
【０１８６】
　2つの細胞株、HT29及びHEK293Tを研究用に選択した。HT29は高レベルのCD133を発現す
るが、HEK293細胞株はCD133を発現せず、CD133結合の特異性についてのネガティブコント
ロールとして用いた。図6Aに示すように、アプタマー-Doxコンジュゲートは、ネガティブ
コントロール細胞(HEK293T)に対する親和性が、KD>1000nMを示したことから、極僅かであ
った。CD133アプタマーが、核酸とCD133間の非特異的結合ではなく特異的分子相互作用を
介してCD133に結合することを確かめるために、ネガティブコントロールアプタマー-Dox
コンジュゲートによる実験を繰り返した(図6B)。このネガティブコントロールアプタマー
は、2'-フルオロ化学修飾の代わりに2'-O-メチル修飾であることを除いて、陽性アプタマ
ーと同一の核酸配列を有する。
【０１８７】
　したがってこのネガティブコントロールアプタマーでは、CD133への結合を無効にする
三次元構造の変更がある。ネガティブコントロールアプタマー-Doxも、HT29細胞株への結
合を示さず、平衡解離がKD>1000nMであった。対照的に、CD133アプタマー(図6C)及びCD13
3アプタマー-Doxコンジュゲート(図6D)はそれぞれ、84.81nM及び23.89nMの高い親和性でH
T29細胞に結合し、ステム中にインターカレートされたDOXとの親和性の保持及び親和性の
向上の双方が示唆された。
【０１８８】
(実施例4)
アプタマー-Doxコンジュゲートの細胞内在化
　細胞中に受動的に拡散する遊離の薬剤を流出させる、細胞膜上に存在するABC輸送体の
発現の上昇は、CSCにおいて化学療法抵抗性の基礎をなす重要な機構の1つである。そのよ
うな防御力を克服する一方法が、エンドサイトーシスを介して細胞毒性薬剤を送達するこ
とによって、細胞膜ベースの薬剤流出ポンプを迂回することである。細胞内に薬剤を効率
的に送達するCD133アプタマー-Doxコンジュゲートの能力を評価するために、コンジュゲ
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ートの内在化を、共焦点顕微鏡検査によって定性的に分析した(図8)。内在化の評価のた
めに用いたアプタマー及びDOX処置を図9に示す。
【０１８９】
　DOXの励起及び発光波長はそれぞれ480及び580nmである。一方、アプタマーを、発光及
び励起波長が645/664nmであるCy5で標識化した。これは、共焦点フローサイトメトリ分析
での異なる蛍光チャンネルによって、コンジュゲート内のDOX及びアプタマーをはっきり
と同定することができるようにするためである。HT29細胞を最初に、Cy5で標識化したCD1
33アプタマーとインキュベートし、1時間のインキュベーション後、首尾よく内在化する
ことが示された(図8A)。次に、DOXのインターカレーションが内在化に影響を及ぼし得る
かを判定するために、アプタマー-Doxコンジュゲートによる実験を繰り返した(図8B)。図
8A及び図8Bに示すように、このコンジュゲートは、CD133アプタマーのみの対応物に類似
する内在化レベルを示した。やはり、ネガティブコントロールアプタマー及び細胞株(293
T)によって、親和性結果と同様に、コンジュゲートの特異性を確認した(図8C～図8D)。更
に、TRITCチャンネルを用いて測定したDOXの細胞内蛍光レベルは、図8Eに示す遊離DOXの
レベルと比較して、はるかに高かった。
【０１９０】
(実施例5)
in vitro自己再生細胞を除去する際のアプタマー-Doxコンジュゲートの能力の確立
　表現型発現ではなく、機能的能力が、CSCを分析するのに重要である。これは、CSCの特
性が、癌型、腫瘍増殖のステージ、及び集団内の異質性に応じて変化し得る一方、細胞の
完全な後代を自己再生し、且つ生じさせる能力は保持されるためである[Kreso A及びO'Br
ien CA, Current Protocols in Stem Cell Biology (John Wiley and Sons社、2007)]。
自己再生(CSCの重要な性質)を促進する条件下で細胞をコンディショニングし、且つ最終
分化細胞を除去することによって、腫瘍塊のin vitro形成は、自己再生能力の良好な指標
となる(上記Kresoら)。先の研究は、DOXがCSCを殺すのに効果的でないことを確認した(Ze
ppernick Fら(2008) Clin Cancer Res 14:123-129、Zhuang Xら(2012) BMC Cancer 12:1-
16)。CD133アプタマーコンジュゲートがCSCに対するDOXの細胞毒性能力を向上させること
ができたかを評価するために、腫瘍塊形成アッセイを、先に記載するように実行した。従
来の薬剤DOXと新たに開発したアプタマー-Doxコンジュゲート間のCSC標的化の差異を分析
するために、公開されているIC50値に基づくDOXの濃度を用いた[Poljakova Jら(2008) In
terdisciplinary toxicology 1:186-189; Shen Fら(2008) The Journal of pharmacology
 and experimental therapeutics 324:95-102; Oudard Sら(1991) Cancer chemotherapy 
and pharmacology 28:259-265]。この目的で、種々の濃度のHT29細胞を、ウルトラローア
タッチメントプレート内に播種した。96ウェルのウルトラローアタッチメントプレートで
は、細胞を、500/ウェル、200/ウェル、100/ウェル、50/ウェル、10/ウェル、及び5/ウェ
ルの連続希釈密度で播種した。6ウェルのウルトラローアタッチメントプレートでは、細
胞を2000/ウェル又は4000/ウェルの密度で播種した。細胞を、1、1.5若しくは2μMの遊離
DOX、又は等しい濃度のアプタマー-Doxとインキュベートした。3日後、腫瘍塊のサイズ(
図10)及び腫瘍塊を形成したウェルの数(図11)を評価した。より高い細胞播種量では塊形
成の明らかな阻害はなかったが(図11)、アプタマー-Doxで処置した細胞とコントロール及
び遊離DOXで処置した細胞との間に腫瘍塊サイズの有意な低下があった(図10)。
【０１９１】
　in vitroでのアプタマー-Doxコンジュゲートの真の有効性を得るために、細胞のより低
い播種量(10又は5細胞/ウェル)を用いた(図11)。遊離DOXで処置した細胞は、5細胞/ウェ
ル以下の細胞播種量のものを除いて、腫瘍塊形成の頻度の有意な低下を示さなかった。対
照的に、アプタマー-Doxコンジュゲートで処置した細胞は、PBSコントロール及び遊離DOX
と比較して、腫瘍塊形成の頻度の相当な低下を示した。96ウェル超低アドヘレントプレー
トで得た結果を更に確かめるために、第2の(6ウェル)バージョンの腫瘍塊アッセイを用い
て、得られた結果の再現性があることを確認した(図12)。96ウェルアッセイと6ウェルア
ッセイ間の実験の差異は、前者の単一腫瘍塊と比較して、後者が多数の腫瘍塊の形成を可
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能にすることである。96ウェルプレート条件と同様に、アプタマー-Doxで処置した6ウェ
ルにおける腫瘍塊形成は、遊離DOX又はコントロールで処置したものと比較して、劇的な
低下があった。
【配列表フリーテキスト】
【０１９２】
　配列番号1は、ある長さの交互のCG対形成ヌクレオチドによって5'及び3'末端がフラン
キングされるCD133アプタマーのループ領域のコアヌクレオチド配列である。
　配列番号2は、DOXをコンジュゲートすることができるCD133アプタマーの配列である。
　配列番号3は、CD133アプタマーのループ領域のコアヌクレオチド配列である。
　配列番号4は、ある長さの交互のCGヌクレオチドによって5'及び3'がフランキングされ
るハイブリッドRNA/DNA CD133アプタマーの配列であり、3'逆向きdTを含有する。
　配列番号5は、ハイブリッドRNA/DNA CD133アプタマーの配列である。

【図１】 【図２】
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