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(57)【要約】
本発明は、転移腫瘍を治療、阻害および／または低減、
ならびに検出する方法および方法をに関する。幾つかの
実施形態では、本方法は、標識されていてもされていな
くてもよいクロロトキシン剤の全身（例えば、静脈）投
与を含む。幾つかの実施形態では、本方法は、脳内の転
移の治療、阻害および／または低減、ならびに検出を可
能にする。幾つかの実施形態では、血管新生が阻害され
、そして／または新しく形成された血管の退縮が引き起
こされる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの原発腫瘍から生じる少なくとも１つの転移を有するかまたはそれにか
かりやすい個体を治療する方法であって、該個体に、クロロトキシン剤が前記少なくとも
１つの転移に結合するような有効用量の該クロロトキシン剤を投与するステップを含む方
法。
【請求項２】
　前記クロロトキシン剤が全身投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記クロロトキシン剤が静脈投与される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記クロロトキシン剤が、脳内に位置する少なくとも１つの腫瘍転移に結合する、請求
項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記クロロトキシン剤が、正常細胞よりもがん細胞を選択的に標的にする、請求項１に
記載の方法。
【請求項６】
　前記クロロトキシン剤が、クロロトキシン、生物学的に活性なクロロトキシンサブユニ
ットおよびクロロトキシン誘導体からなる群から選択されるクロロトキシン部分を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記クロロトキシン剤が、少なくとも１つの治療部分に結合しているクロロトキシン部
分を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記クロロトキシン部分および治療部分が、直接的に共有結合している、請求項７に記
載の方法。
【請求項９】
　前記クロロトキシン部分と治療部分とが融合して、融合タンパク質を形成している、請
求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記クロロトキシン部分と治療部分とが、リンカーを介して共有結合している、請求項
７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記治療部分が抗がん剤を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記治療部分が細胞増殖抑制剤を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１３】
　前記治療部分が細胞毒性剤を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞毒性剤が、毒素、生物活性タンパク質、化学療法抗生物質、核酸分解酵素およ
び放射性同位体からなる群から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞毒性剤が放射性同位体を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記放射性同位体がヨウ素－１３１（１３１Ｉ）を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記抗がん剤が、アルキル化剤、プリン拮抗薬、ピリミジン拮抗薬、植物性アルカロイ
ド、インターカレーティング抗生物質、アロマターゼ阻害剤、代謝拮抗物質、有糸分裂阻
害剤、増殖因子阻害剤、細胞周期阻害剤、酵素、トポイソメラーゼ阻害剤、生物反応修飾
物質、抗ホルモン剤および抗アンドロゲン剤からなる群から選択される、請求項１１に記



(3) JP 2011-520914 A 2011.7.21

10

20

30

40

50

載の方法。
【請求項１８】
　前記抗がん剤が、約５から２０００ヌクレオチド長である核酸剤を含む、請求項１１に
記載の方法。
【請求項１９】
　前記核酸剤がアンチセンス剤を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記核酸剤がアンチセンス剤をコードする、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記核酸剤が、細胞に導入される場合にアンチセンス剤を送達するベクターとして働く
、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記核酸剤が阻害性ＲＮＡを含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２３】
　前記核酸剤が阻害性ＲＮＡをコードする、請求項１８に記載の方法。
【請求項２４】
　前記核酸剤が、細胞に導入される場合に阻害性ＲＮＡを送達するベクターを含む、請求
項１８に記載の方法。
【請求項２５】
　前記原発腫瘍が固形腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記原発腫瘍が難治性腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記原発腫瘍が再発性腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　前記原発腫瘍が、肺がん、骨がん、肝臓がん、膵臓がん、皮膚がん、頭部または頸部の
がん、皮膚または眼内の黒色腫、子宮がん、卵巣がん、直腸がん、肛門領域のがん、胃が
ん、結腸がん、乳がん、子宮がん、性器または生殖器の癌、ホジキン病、食道がん、小腸
がん、内分泌系がん、甲状腺がん、副甲状腺がん、副腎がん、軟組織の肉腫、尿道がん、
慢性または急性の白血病、リンパ球性リンパ腫、膀胱がん、腎臓がん、腎細胞癌、中枢神
経系（ＣＮＳ）の新生物、神経外胚葉がん、脊髄軸の腫瘍、神経膠腫、髄膜腫および下垂
体腺腫からなる群のメンバーである、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　前記原発腫瘍が皮膚または眼内の黒色腫である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記原発腫瘍が神経外胚葉起源の腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　前記神経外胚葉起源の腫瘍が、神経膠腫、髄膜腫、上衣腫、髄芽細胞腫、神経芽細胞腫
、神経節腫、褐色細胞腫、黒色腫、末梢性原始神経外胚葉腫瘍、肺の小細胞癌およびユー
イング肉腫からなる群のメンバーである、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記神経外胚葉起源の腫瘍が神経膠腫である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記投与ステップが、少なくとも１回の用量のクロロトキシン剤を投与することを含み
、前記用量が、約０．０１ｍｇ／ｋｇから約５ｍｇ／ｋｇを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項３４】
　前記クロロトキシン剤を前記個体に投与する前に、少なくとも１つの転移を検出するス
テップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
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　前記少なくとも１つの転移を検出するステップが、
前記個体に有効量の標識クロロトキシン剤を投与するステップ、および
前記個体の身体の前記少なくとも１つの原発腫瘍の位置以外の身体の少なくとも１つの位
置における前記標識クロロトキシン剤の結合を測定するステップであって、正常組織と比
較して高いレベルの結合は、１つまたはそれより多くの転移の存在を示すステップ
を含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記標識クロロトキシン剤が全身投与される、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記標識クロロトキシン剤が静脈投与される、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記標識クロロトキシン剤が、フルオロフォア、放射性同位体および常磁性金属イオン
からなる群から選択される少なくとも１つの標識部分で標識されている、請求項３５に記
載の方法。
【請求項３９】
　前記標識部分がヨウ素－１３１（１３１Ｉ）またはヨウ素－１２５（１２５Ｉ）を含む
、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記標識部分がテクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）を含む、請求項３８に記載の方法
。
【請求項４１】
　前記標識部分が銅－６４（６４Ｃｕ）を含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４２】
　前記標識クロロトキシン剤の組織に対する結合を測定する前記ステップが、レーザー誘
発性蛍光分光法、ガンマカメラ、単一光子放射型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）お
よび陽電子断層撮影法（ＰＥＴ）からなる群から選択される技術を使用して実施される、
請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　化学療法剤を前記個体に投与するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４４】
　前記化学療法剤が、アルキル化剤、プリン拮抗薬、ピリミジン拮抗薬、植物性アルカロ
イド、インターカレーティング抗生物質、アロマターゼ阻害剤、代謝拮抗物質、有糸分裂
阻害剤、増殖因子阻害剤、細胞周期阻害剤、酵素、トポイソメラーゼ阻害剤、生物反応修
飾物質、抗ホルモン剤および抗アンドロゲン剤からなる群から選択される、請求項４３に
記載の方法。
【請求項４５】
　前記少なくとも１つの転移の新生血管系が退縮する、請求項１に記載の方法。
【請求項４６】
　血管新生が阻害される、請求項１に記載の方法。
【請求項４７】
　前記原発腫瘍における少なくとも１つの細胞の遊走が阻害される、請求項１に記載の方
法。
【請求項４８】
　前記クロロトキシン剤がポリマーと共有結合している、請求項１に記載の方法。
【請求項４９】
　前記ポリマーがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　少なくとも１つの原発腫瘍を有するかまたは有していた個体の１つまたはそれより多く
の転移の存在を検出する方法であって、
該個体に有効量の標識クロロトキシン剤を投与するステップ、および
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該個体の身体の該少なくとも１つの原発腫瘍の位置以外の少なくとも１つの位置における
、該標識クロロトキシン剤の結合を測定するステップであって、正常組織と比較して高い
レベルの結合は、１つまたはそれより多くの転移の存在を示すステップ
を含む方法。
【請求項５１】
　前記標識クロロトキシン剤が全身投与される、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記標識クロロトキシン剤が静脈投与される、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記標識クロロトキシン剤が、脳内に位置する少なくとも１つの腫瘍転移に結合する、
請求項５０に記載の方法。
【請求項５４】
　前記標識クロロトキシン剤が、正常細胞よりもがん細胞を選択的に標的にする、請求項
５０に記載の方法。
【請求項５５】
　前記標識クロロトキシン剤が、クロロトキシン、生物学的に活性なクロロトキシンサブ
ユニットおよびクロロトキシン誘導体からなる群から選択されるクロロトキシン部分を含
む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５６】
　前記標識クロロトキシン剤が、フルオロフォア、放射性同位体および常磁性金属イオン
からなる群から選択される少なくとも１つの標識部分で標識されている、請求項５０に記
載の方法。
【請求項５７】
　前記標識部分がヨウ素－１３１（１３１Ｉ）またはヨウ素－１２５（１２５Ｉ）を含む
、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記標識部分がテクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）を含む、請求項５６に記載の方法
。
【請求項５９】
　前記標識部分が銅－６４（６４Ｃｕ）を含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項６０】
　前記標識クロロトキシン剤の組織に対する結合を測定する前記ステップが、レーザー誘
発性蛍光分光法、ガンマカメラ、単一光子放射型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）お
よび陽電子断層撮影法（ＰＥＴ）からなる群から選択される技術を使用して実施される、
請求項５６に記載の方法。
【請求項６１】
　前記少なくとも１つの原発腫瘍が固形腫瘍である、請求項５０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記少なくとも１つの原発腫瘍が難治性腫瘍である、請求項５０に記載の方法。
【請求項６３】
　前記少なくとも１つの原発腫瘍が再発性腫瘍である、請求項５０に記載の方法。
【請求項６４】
　前記少なくとも１つの原発腫瘍が、肺がん、骨がん、肝臓がん、膵臓がん、皮膚がん、
頭部または頸部のがん、皮膚または眼内の黒色腫、子宮がん、卵巣がん、直腸がん、肛門
領域のがん、胃がん、結腸がん、乳がん、子宮がん、性器または生殖器の癌、ホジキン病
、食道がん、小腸がん、内分泌系がん、甲状腺がん、副甲状腺がん、副腎がん、軟組織の
肉腫、尿道がん、リンパ球性リンパ腫、膀胱がん、腎臓がん、腎細胞癌、中枢神経系（Ｃ
ＮＳ）の新生物、神経外胚葉がん、脊髄軸の腫瘍、神経膠腫、髄膜腫および下垂体腺腫か
らなる群から選択される腫瘍である、請求項５０に記載の方法。
【請求項６５】
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　前記少なくとも１つの原発腫瘍が皮膚または眼内の黒色腫である、請求項５０に記載の
方法。
【請求項６６】
　前記少なくとも１つの原発腫瘍が神経外胚葉起源の腫瘍である、請求項５０に記載の方
法。
【請求項６７】
　前記神経外胚葉起源の腫瘍が、神経膠腫、髄膜腫、上衣腫、髄芽細胞腫、神経芽細胞腫
、神経節腫、褐色細胞腫、黒色腫、末梢性原始神経外胚葉腫瘍、肺の小細胞癌、ユーイン
グ肉腫、および脳内の神経外胚葉起源の転移腫瘍からなる群のメンバーである、請求項６
６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記神経外胚葉起源の腫瘍が神経膠腫である、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
　前記投与ステップが、少なくとも１回の用量の標識クロロトキシン剤を全身投与するス
テップを含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項７０】
　前記投与ステップが、第１および第２の用量の標識クロロトキシン剤を全身投与するス
テップを含み、該第２の用量が該第１の用量よりも多い、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記投与ステップが、第１、第２および第３の用量の標識クロロトキシン剤を全身投与
するステップを含み、該第２の用量が該第１の用量よりも多く、該第３の用量が該第２の
用量よりも多い、請求項６９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の情報
　本出願は、米国仮出願第６１／０５３，６５１号（２００８年５月１５日出願）、同第
６１／１５３，２７３号（２００９年２月１７日出願）および同第６１／１７３，１２１
号（２００９年４月２７日出願）に対する優先権を主張し、その利益を主張する。これら
の各々の内容は、その全体が本明細書中に参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　背景
　がん細胞が拡散し、または転移する能力は、がんの最も致死的な局面とみなされている
。がん細胞は、原発腫瘍から離れて、血流および／またはリンパ系を介して身体の他の部
分に移動して、遠隔転移を形成することができる。かかる転移（ｍｅｔａｓｔａｓｔｉｃ
）腫瘍の治療および診断は、１つには、形成し得る転移の数と、転移が原発腫瘍部位から
移動し得る距離が原因となり、困難である。転移の最も一般的な部位には、肺、骨、肝臓
および脳が含まれる。多くの潜在的に有効な診断および治療用物質の脈管構造および神経
組織への送達を妨害する血液／脳関門の神経保護的性質に起因して、脳に局在する転移は
、身体の他の器官において形成される転移とは異なる困難がある。
【０００３】
　クロロトキシンは、１３１－ヨウ素を用いた神経膠腫の標的候補として前臨床的に検査
されているオブトサソリ（Ｇｉａｎｔ　Ｙｅｌｌｏｗ　Ｉｓｒａｅｌｉ　ｓｃｏｒｐｉｏ
ｎ）Ｌｅｉｕｒｕｓ　Ｑｕｉｎｑｅｓｔｒｉａｔｕｓ由来の毒に見られるペプチドである
（非特許文献１；非特許文献２；非特許文献３）。神経外胚葉腫瘍（例えば、神経膠腫お
よび髄膜腫）を診断および治療するための組成物（それぞれその内容全体を参照によって
本明細書に組み込む、特許文献１および特許文献２参照）および方法（それぞれその内容
全体を参照によって本明細書に組み込む、特許文献３および特許文献４参照）は、神経外
胚葉起源の腫瘍細胞に対するクロロトキシンの結合能を基にして開発された（非特許文献
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２；非特許文献４；非特許文献５）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許第５，９０５，０２７号明細書
【特許文献２】米国特許第６，４２９，１８７号明細書
【特許文献３】米国特許第６，０２８，１７４号明細書
【特許文献４】米国特許第６，３１９，８９１号明細書
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｊ．Ａ．　ＤｅＢｉｎら、Ａｍ．　Ｊ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．（Ｃｅｌｌ
　Ｐｈｙｓｉｏｌ）、１９９３年、２６４、３３巻：Ｃ３６１～Ｃ３６９頁
【非特許文献２】Ｌ．　Ｓｏｒｏｃｅａｎｕら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、１９９８年、
５８巻：４８７１～４８７９頁
【非特許文献３】Ｓ．　Ｓｈｅｎら、Ｎｅｕｒｏ－Ｏｎｃｏｌ．、２００５年、７１巻：
１１３～１１９頁
【非特許文献４】Ｕｌｌｒｉｃｈら、Ｎｅｕｒｏｒｅｐｏｒｔ、１９９６年、７巻：１０
２０～１０２４頁
【非特許文献５】Ｕｌｌｒｉｃｈら、Ａｍ．　Ｊ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ、１９９６年、２７
０巻：Ｃ１５１１～Ｃ１５２１頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　概要
　本発明は、脳内に見られる転移をはじめとした遠隔転移を標的とすることができるクロ
ロトキシンの発見を包含する。本発明はまた、血管新生を阻害し、かつ／または既存の新
しく形成された血管の退縮を生じることができるクロロトキシンの発見を包含する。いか
なる特定の理論にも拘泥するものではないが、本発明者らは、転移がんの治療におけるク
ロロトキシンの有用性が、少なくとも１つには、転移が依存すると考えられている新しい
血管の形成を阻害し、かつ／または新しく形成された血管の退縮を生じるその能力に起因
し得ることを提案する。
【０００７】
　一態様では、本発明は、少なくとも１つの原発腫瘍から生じた少なくとも１つの転移を
有するかまたはそれにかかりやすい個体に、クロロトキシン剤がその少なくとも１つの転
移に結合するような有効用量のクロロトキシン剤を投与することを含む、転移がんの治療
方法を提供する。幾つかの実施形態では、クロロトキシン剤は全身に送達され、幾つかの
実施形態では、クロロトキシン剤は静脈を介して送達される。幾つかの実施形態では、原
発腫瘍は、皮膚および／または眼内黒色腫などの黒色腫である。幾つかの実施形態では、
原発腫瘍は神経膠腫である。
【０００８】
　別の態様では、本発明は、少なくとも１つの原発腫瘍を有するまたは有していた個体に
おける１つまたはそれより多くの転移の存在を検出する方法を提供し、該方法は、個体に
有効量の標識クロロトキシン剤を投与し、個体の身体における標識クロロトキシン剤の結
合を測定することを含む。かかる態様では、正常（非腫瘍）組織と比較して、原発腫瘍（
複数）の部位（複数）以外の身体の１つまたはそれより多くの領域における高いレベルの
結合は、１つまたはそれより多くの転移の存在を示す。幾つかの実施形態では、２回目に
第２の有効量の標識クロロトキシン剤を投与し、個体の身体における標識クロロトキシン
剤の結合を測定することによって、１つまたはそれより多くの転移の進行、安定性または
退縮を示し得る結合の任意の変化（例えば、結合の程度および／または位置）を評価する
ことができる。
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【０００９】
　転移の治療および／または検出方法の幾つかの実施形態では、クロロトキシン剤は全身
送達される。全身投与は、静脈投与を含み得る。幾つかの実施形態では、クロロトキシン
剤は、脳内の少なくとも１つの腫瘍転移に結合する。幾つかの実施形態では、血管新生を
阻害し、かつ／または新しく形成された血管（転移をもたらし得る）の退縮を生じる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、ビオチン化クロロトキシンが、脳に転移した黒色腫細胞に結合している
ことを示す顕微鏡写真を示す。顕微鏡写真は、以下の通り、隣接する切片の染色を示す。
ＤＡＢとビオチンとの褐変反応生成物によって検出されたビオチン化クロロトキシンで染
色され、さらにメチルグリーンで対比染色された「ＴＭ－６０１」切片；メチルグリーン
のみで染色された「対照」切片；ならびにヘマトキシリンおよびエオシンで染色された「
Ｈ＆Ｅ」切片。
【図２】図２は、ビオチン化クロロトキシンが、肺に転移した黒色腫腫瘍細胞に結合して
いることを示す顕微鏡写真を示す。顕微鏡写真は、以下の通り、隣接する切片の染色を示
す。ＤＡＢとビオチンとの褐変反応生成物によって検出されたビオチン化クロロトキシン
で染色され、さらにメチルグリーンで対比染色された「ＴＭ－６０１」切片；メチルグリ
ーンのみで染色された「対照」切片；ならびにヘマトキシリンおよびエオシンで染色され
た「Ｈ＆Ｅ」切片。
【図３】図３は、以下の通り染色された正常な皮膚の隣接する切片を示す顕微鏡写真を示
す。ＤＡＢとビオチンとの褐変反応生成物によって検出されたビオチン化クロロトキシン
で染色され、さらにメチルグリーンで対比染色された「ＴＭ－６０１」切片；メチルグリ
ーンのみで染色された「対照」切片；ならびにヘマトキシリンおよびエオシンで染色され
た「Ｈ＆Ｅ」切片。
【図４】図４は、再発性または難治性転移固形腫瘍を有する患者における、静脈１３１Ｉ
－ＴＭ－６０１の相Ｉ画像化および安全性試験に使用した投与スキームである。
【図５】図５は、様々な種類の固形腫瘍を有する患者における静脈投与後の、１３１Ｉ－
ＴＭ－６０１の腫瘍特異的取込みの概要を示す表である。
【図６】図６は、公知のびまん性骨転移を伴う転移前立腺がんを有する患者への１３１Ｉ
－ＴＭ－６０１の静脈注射（３０ｍＣｉ／０．６ｍｇ）の３時間後、２４時間後および７
日後に記録したガンマカメラ画像を示す。
【図７】図７は、転移非小細胞肺がんを有する患者への１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の静脈注
射（３０ｍＣｉ／０．６ｍｇ）の３時間後、２４時間後および４８時間後に記録したガン
マカメラ画像を示す。
【図８】図８（Ａ）は、転移黒色腫を有する患者の左前頭病変を示す治療前ＭＲＩ（左）
および患者への１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の静脈注射（３０ｍＣｉ／０．２ｍｇ）後に記録
したＳＰＥＣＴ画像（右）を示す。図８（Ｂ）は、転移黒色腫を有する患者の右後頭病変
を示す治療前磁気共鳴画像（ＭＲＩ）（左）および患者への１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の静
脈注射（３０ｍＣｉ／０．２ｍｇ）後に記録したＳＰＥＣＴ画像（右）を示す。
【図９】図９は、悪性神経膠腫を有する患者の左前頭腫瘍を示す治療前ＭＲＩ（左）およ
び患者への１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の静脈注射の４８時間後に撮ったＳＰＥＣＴスキャン
（右）を示す。
【図１０】図１０は、治療前（左パネル）および用量３０ｍＣｉの１３１Ｉ－ＴＭ－６０
１を全身送達した３週間後（右パネル）に撮った神経膠腫患者のＭＲＩ画像を示す。患者
は、腫瘍体積および浮腫の促進に有意な低減を示した。
【図１１】図１１は、治療前（上パネル）および用量３０ｍＣｉの１３１Ｉ－ＴＭ－６０
１を全身送達した３週間後（下パネル）に撮った別の神経膠腫患者のＭＲＩ画像を示す。
患者は、腫瘍体積および浮腫の促進に有意な低減を示した。
【図１２】図１２は、転移黒色腫を有する患者への１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の静脈注射（
３０ｍＣｉ／０．６ｍｇ）の２４時間後および４８時間後に記録したガンマカメラ画像を
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示す（前面像および後面像）。１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の取込みは、脳、肺、肝臓および
皮下小結節への公知の遠隔転移において観測された。
【図１３】図１３は、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）のマウスモデルにおける血管形成を阻害
するＴＭ－６０１の能力を試験する実験から得た結果を示す。血管新生（ＮＶ）の総面積
（ｍｍ２×１０－３）を、ＴＭ－６０１または生理食塩水ビヒクルのいずれかを投与した
動物について示す。脈絡膜血管新生の統計的に有意な減少が、ブルッフ膜破壊の当日およ
び７日目に５０μｇのＴＭ－６０１を眼内注射した動物において観測された（＊ｐ＜０．
０５）。脈絡膜病変を、１４日目に分析した。
【図１４】図１４は、ＣＮＶのマウスモデルにおける既存の新血管の退縮を生じるＴＭ－
６０１の能力を試験する実験から得た結果を示す。血管新生（ＮＶ）の総面積（ｍｍ２×
１０－３）を、ＴＭ－６０１または生理食塩水ビヒクルのいずれかを投与した動物につい
て示す。「ベースライン」は、ブルッフ膜の破壊後７日目に得た測定値を指す（即ちＴＭ
－６０１での処理の前）。脈絡膜血管新生の統計的に有意な退縮が、７日目に５０μｇの
ＴＭ－６０１を眼内注射した動物において観測された（＊ｐ＜０．０５）。「対照」およ
び「ＴＭ－６０１」値について、脈絡膜病変を、１４日目に分析した。
【図１５】図１５は、ＴＭ－６０１の硝子体内注射によって、脈絡膜血管新生のマウスモ
デルのレーザー誘発性血管部位において血管が減少したことを示す代表的な顕微鏡画像を
示す。血管新生は、ＴＭ－６０１をレーザー誘発と同じ日に投与した場合に阻害された（
上パネル）。既存の新生血管系は、ＴＭ－６０１をレーザー誘発の７日後に投与した場合
に退縮した（下パネル）。１４日目、全てのマウスにフルオレセイン標識デキストランを
かん流し、脈絡膜フラットマウントを調製し、蛍光顕微鏡検査によって調査した。
【図１６】図１６は、ブルッフ膜破壊の当日および７日目に２５０μｇのＴＭ－６０１を
眼周囲に注射した動物の脈絡膜血管新生における統計的に有意な減少を示す実験結果を示
す（＊ｐ＜０．０５）。脈絡膜病変を、１４日目に分析した。
【図１７】図１７は、試験の１日目および７日目におけるＴＭ－６０１の眼周囲注射によ
る、脈絡膜血管新生の用量依存性阻害を示す実験結果を示す。脈絡膜病変を、１４日目に
分析した。（＊ｐ＜０．０５）。
【図１８】図１８は、ＴＭ－６０１を静脈注射した動物（用量２０ｍｇ／ｋｇで１週間当
たり３回）における脈絡膜血管新生の統計的に有意な退縮を示す実験結果を示す。脈絡膜
病変を、１４日目に分析した。（＊ｐ＜０．０５）。
【図１９】図１９は、ＴＭ－６０１を静脈局所適用した動物（１日当たり点眼３回）にお
ける脈絡膜血管新生の減少を示す実験結果を示す。脈絡膜病変を、１４日目に分析した。
用量０．７５ｍｇ／日のＴＭ－６０１を投与した目および生理食塩水対照を投与した目に
関して、ＮＶの面積間の差異は、ｐ値０．０５９に達した。
【図２０】図２０は、ＴＭ－６０１の眼内注射後のＣＮＶ領域におけるＴＭ－６０１の局
在化を示す凍結切片からの顕微鏡画像を示す。ＴＭ－６０１は、ブルッフ膜のレーザー誘
発性破壊後７日目に注射した。マウスを９日目に安楽死させた。凍結切片を、ウサギ抗Ｔ
Ｍ－６０１（Ａ、ＢおよびＣの赤色）およびＧＳＡレクチン（Ｄ、ＥおよびＦの緑色）で
染色して、内皮細胞を可視化した。ビヒクルを注射した目（Ｂ、ＥおよびＨ）および注射
しなかった目（Ｃ、ＦおよびＩ）は、ＣＮＶ領域内にポジティブ染色された細胞を示さな
かった。それに対して、ＴＭ－６０１で処理した目の切片（Ａ、ＤおよびＧ）は、ＣＮＶ
領域にわたってＴＭ－６０１について顕著な染色を示した（ＡおよびＤ）。赤色および緑
色の染色の重ね合わせを、最下列に示す（Ｇ、ＨおよびＩ）。矢印はＣＮＶ領域を示す。
【図２１】図２１は、ＴＭ－６０１を眼周囲に注射した後のＣＮＶ領域におけるＴＭ－６
０１の局在化を示す凍結切片の顕微鏡画像を示す。ＴＭ－６０１を注射し、マウスを安楽
死させ、凍結切片を図１６に記載の通り染色した（実施例６の材料および方法も参照のこ
と）。ウサギ抗ＴＭ－６０１での染色は、Ａ、ＢおよびＣの赤色として可視化され、ＧＳ
Ａレクチンでの染色（内皮細胞を可視化するため）は、Ｄ、ＥおよびＦの緑色として可視
化される。ビヒクルを注射した目（Ｂ、ＥおよびＨ）および注射しなかった目（Ｃ、Ｆお
よびＩ）は、ＣＮＶ領域内にポジティブ染色された細胞を示さなかった。それに対して、
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ＴＭ－６０１で処理した目の切片（Ａ、ＤおよびＧ）は、ＣＮＶ領域にわたってＴＭ－６
０１について顕著な染色を示した（ＡおよびＤ）。赤色および緑色の染色の重ね合わせを
、最下列に示す（Ｇ、ＨおよびＩ）。矢印はＣＮＶ領域を示す。
【図２２】図２２は、眼内注射によるＣＮＶ病変内のアポトーシスに対するＴＭ－６０１
の作用を示す凍結切片の顕微鏡画像を示す。図１６に記載の通り、ＴＭ－６０１を注射し
、マウスを安楽死させた（実施例６の材料および方法も参照のこと）。切片を核染色（Ａ
、Ｂ）、ＧＳＡ（Ｃ、Ｄ）およびＴＵＮＥＬ（Ｅ、Ｆ）で染色した。３つの染色の重ね合
わせを、最下列に示す（Ｇ、Ｈ）。ＣＮＶ病変内のＴＵＮＥＬポジティブ細胞（Ｅ）が、
ＴＭ－６０１を眼内注射した目において見出された（Ａ、Ｃ、ＥおよびＧ）。ビヒクルを
注射した目には、ＴＵＮＥＬポジティブ細胞は観測されなかった（Ｂ、Ｄ、ＦおよびＨ）
。矢印はＣＮＶ領域を示す。
【図２３】図２３は、目周囲の注射によるＣＮＶ病変内のアポトーシスに対するＴＭ－６
０１の作用を示す凍結切片の顕微鏡画像を示す。図１６に記載の通り、ＴＭ－６０１を注
射し、マウスを安楽死させた（実施例６の材料および方法も参照のこと）。切片を核染色
（Ａ、Ｂ）、ＧＳＡ（Ｃ、Ｄ）およびＴＵＮＥＬ（Ｅ、Ｆ）で染色した。３つの染色の重
ね合わせを、最下列に示す（Ｇ、Ｈ）。ＣＮＶ病変内のＴＵＮＥＬポジティブ細胞（Ｅ）
が、ＴＭ－６０１を眼周囲に注射した目において見出された（Ａ、Ｃ、ＥおよびＧ）。ビ
ヒクルを注射した目には、ＴＵＮＥＬポジティブ細胞は観測されなかった（Ｂ、Ｄ、Ｆお
よびＨ）。矢印はＣＮＶ領域を示す。
【図２４】図２４は、７２時間または１２０時間いずれかについての、ある範囲のＴＭ－
６０１濃度の存在下でのＨＵＶＥＣ細胞増殖を測定する実験から得られた結果を示す。高
いＴＭ－６０１濃度での細胞増殖は、低いＴＭ－６０１濃度におけるよりも少ないが、増
殖速度は、未処理の対照細胞の増殖速度よりも早い。
【図２５】図２５は、脈絡膜の新生血管系（レーザーによるブルッフ膜の破壊によって誘
発した）および網膜の新生血管系（酸素誘発性虚血によって誘発した）におけるＴＭ－６
０１およびアネキシンＡ２の共局在化を示す実験から得られた結果を示す画像である。Ｔ
Ｍ－６０１を眼内注射し、その後、抗ＴＭ－６０１抗体および抗アネキシンＡ２抗体を使
用して、組織切片で免疫組織化学を実施した。
【図２６】図２６は、ＴＭ－６０１がＨＵＶＥＣ細胞の遊走を阻害し、ＭＭＰ－２活性を
低減することを示す実験からの結果を示す。（Ａ）ＨＵＶＥＣ細胞の遊走は、５０ｎｇ／
ｍｌのＶＥＧＦによって刺激を受けた。ＴＭ－６０１の添加は、用量依存的に遊走を阻害
した（トランスウェルアッセイにおいて浸潤性によって評価される通り）。浸潤細胞を、
Ｇｉｅｍｓａ染色を使用して、トランスウェルの下面上で可視化した。（Ｂ）ＶＥＧＦま
たはｂＦＧＦ（５０ｎｇ／ｍｌ）のいずれかによって刺激を受けた細胞遊走を、視覚的に
細胞を計数することによって算出し、１０μＭのＴＭ－６０１は、トランスウェルを介す
るＨＵＶＥＣの浸潤を約５０％阻害することが示された。（Ｃ）培地のＭＭＰ－２活性を
、処理なしの、ｂＦＧＦで処理した、またはｂＦＧＦと一緒に１０μＭのＴＭ－６０１で
処理した培養ＨＵＶＥＣ細胞から得た。エラーバーは、標準誤差を示す。
【図２７】図２７は、ＴＭ－６０１が、Ｕ８７ヒト神経膠腫細胞から分泌されるＭＭＰ－
２活性を低減することを示す実験結果を示す。ＭＭＰ－２活性は、処理なしの、または１
０μＭのＴＭ－６０１を添加した培養Ｕ８７細胞から得た培地で測定した。
【図２８】図２８は、静脈注射した非がん性マウスにおいて、非修飾ＴＭ－６０１と比較
したＰＥＧ化クロロトキシン（ＴＭ－６０１－ＰＥＧ）の半減期を示す。ＰＥＧ化は、Ｔ
Ｍ６０１の半減期を約３２倍増大した。
【図２９】図２９は、ＰＥＧ化ＴＭ－６０１が、マウスのＣＮＶモデルにおいて、非修飾
ＴＭ－６０１よりも少ない頻度の投与で抗血管新生作用を達成できることを示す。ＣＮＶ
モデルの微小血管密度を、非修飾ＴＭ－６０１またはＰＥＧ化ＴＭ－６０１の様々な投与
レジメンについてプロットした。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
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　定義
　本明細書を通して、以下の段落で定義する幾つかの用語を使用する。
【００１２】
　本明細書で使用される場合、数を参照する「約」および「およそ」という用語は、本明
細書では、その数が別段指定されない、または文脈から別段明らかでない限り、いずれか
の方向の（それを超えるまたはそれ未満）２０％、１０％、５％または１％の範囲内にあ
る数を含むために使用される（かかる数が、可能な値の１００％を超え得る場合を除く）
。
【００１３】
　本明細書で使用される場合、「アネキシンＡ２」という用語は、正式記号がＡＮＸＡ２
であり（ホモサピエンスにおいて）、正式名称がｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌ
ｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ．のＥｎｔｒｅｚ　Ｇｅｎｅ一覧の「アネキシンＡ２」である遺伝子
のタンパク質産物を指す（ＡＮＸＡ２転写産物の様々な配列を、例えばＧｅｎＢａｎｋ受
入れ番号Ｍ６２８９９、ＮＭ＿００１００２８５７、ＮＭ＿００１００２８５８、ＮＭ＿
００４０３９で見ることができる）。アネキシンＡ２はまた、中でも「アネキシンＩＩ」
およびリポコルチン２として公知である。
【００１４】
　「生物学的に活性な」という用語は、ポリペプチドを特徴付けるために本明細書で使用
される場合、十分なアミノ酸配列相同性を親ポリペプチドと共有して、ポリペプチドより
も類似のまたは同一の特性（例えば、がん細胞に特異的に結合し、かつ／またはがん細胞
に内在し、かつ／またはがん細胞を死滅させる能力）を示す分子を指す。
【００１５】
　本明細書で使用される場合、「がん」という用語は、一般に、制御されない細胞増殖を
特徴とする、哺乳動物の生理状態を指すまたは説明する。がんの例には、それに限定され
るものではないが、癌、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫および白血病が含まれる。より具体的
には、かかるがんの例には、肺がん、骨がん、肝臓がん、膵臓がん、皮膚がん、頭部また
は頸部のがん、皮膚または眼内の黒色腫、子宮がん、卵巣がん、直腸がん、肛門領域のが
ん、胃がん、結腸がん、乳がん、子宮がん、性器および生殖器の癌、ホジキン病、食道が
ん、小腸がん、内分泌系がん、甲状腺がん、副甲状腺がん、副腎がん、軟組織の肉腫、膀
胱がん、腎臓がん、腎細胞癌、腎盂癌、中枢神経系（ＣＮＳ）の新生物、神経外胚葉がん
、脊髄軸の腫瘍、神経膠腫、髄膜腫および下垂体腺腫が含まれる。
【００１６】
　本明細書で使用される場合、「がん細胞」という用語は、インビボで組織の望ましくな
い制御されない細胞増殖または異常な持続または異常な浸潤を受ける、哺乳動物（例えば
ヒト）の細胞を指す。インビトロでは、この用語は、所与の適切な新鮮な培地および空間
で、無期限に制御されずに増殖することになる永久不死化した確立された細胞培養物であ
る細胞系も指す。
【００１７】
　本明細書で使用される場合、「がん患者」という用語は、がんに罹患しているまたは罹
患しやすい個体を指すことができる。がん患者は、がんと診断されていてもされていなく
てもよい。この用語はまた、過去にがん治療を受けている個体を含む。
【００１８】
　「化学療法」および「抗がん剤または抗がん薬」という用語は、本明細書では交換可能
に使用される。これらは、がんまたはがん性状態を治療するために使用される薬物を指す
。抗がん薬は、従来、以下の群：アルキル化剤、プリン拮抗薬、ピリミジン拮抗薬、植物
性アルカロイド、インターカレーティング抗生物質、アロマターゼ阻害剤、代謝拮抗物質
、有糸分裂阻害剤、増殖因子阻害剤、細胞周期阻害剤、酵素、トポイソメラーゼ阻害剤、
生物反応修飾物質、抗ホルモン剤および抗アンドロゲン剤の１つに分類されている。かか
る抗がん剤の例には、それに限定されるものではないが、ＢＣＮＵ、シスプラチン、ゲム
シタビン、ヒドロキシ尿素、パクリタキセル、テモゾロミド、トポテカン、フルオロウラ
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シル、ビンクリスチン、ビンブラスチン、プロカルバジン、デカルバジン、アルトレタミ
ン、メトトレキサート、メルカプトプリン、チオグアニン、リン酸フルダラビン、クラド
リビン、ペントスタチン、シタラビン、アザシチジン、エトポシド、テニポシド、イリノ
テカン、ドセタキセル、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ダクチノマイシン、イダルビ
シン、プリカマイシン、マイトマイシン、ブレオマイシン、タモキシフェン、フルタミド
、ロイプロリド、ゴセレリン、アミノグルチミド、アナストロゾール、アムサクリン、ア
スパラギナーゼ、ミトキサントロン、ミトタンおよびアミフォスチンが含まれる。
【００１９】
　「併用療法」という用語は、本明細書で使用される場合、２つ以上の異なる医薬品を、
被験体が両方の薬剤に同時に曝露される重複レジメンで投与するような状況を指す。
【００２０】
　本明細書で使用される場合、「ＣＴＣＡＥ」という略語は、臨床試験において一般に使
用されている、有害事象（ＡＥ）の説明および等級について国立がん研究所が作成した基
準である有害事象共通用語基準を指す。
【００２１】
　「細胞毒性」という用語は、部分、化合物、薬物または薬剤を特徴付けるために本明細
書で使用される場合、細胞の機能を阻害もしくは防止し、かつ／または細胞の破壊を生じ
る部分、化合物、薬物または薬剤を指す。
【００２２】
　「投与レジメン」は、この用語が本明細書で使用される場合、期間を隔てて個々に投与
される１組の単位用量（一般に２回以上）を指す。特定の医薬品に関して推奨される用量
の組（即ち量、タイミング、投与経路等）が、その投与レジメンを構成する。
【００２３】
　本明細書で使用される場合、「有効量」および「有効用量」という用語は、その所期の
目的（複数）、即ち許容される損益比で組織または被験体における所望の生物反応または
医薬反応を満たすのに十分な、化合物または組成物の任意の量または用量を指す。例えば
、本発明の特定の実施形態では、その目的（複数）は、標的組織と特異的に結合すること
、がんの症候の進行、激化または悪化を緩慢にし、または停止すること、がんの症候の緩
和をもたらすこと、ならびに／あるいはがんを治癒することであり得る。関連の所期の目
的は、他覚的（即ち、幾らかの試験またはマーカーによって測定できる）であってよく、
自覚的（即ち、被験体が作用の徴候を示し、または感じる）であってもよい。治療有効量
は、一般に、多数の単位用量を含み得る投与レジメンで投与される。任意の特定の医薬品
に関して、治療有効量（および／または有効な投与レジメンに含まれる適切な単位用量）
は、例えば投与経路、他の医薬品との組合せに応じて変わり得る。幾つかの実施形態では
、任意の特定の患者に対する特定の治療有効量（および／または単位用量）は、治療を受
ける障害および障害の重症度、使用される特定の医薬品の活性、使用される特定の組成物
、患者の年齢、体重、一般的な健康状態、性別および食事、投与のタイミング、投与経路
、ならびに／あるいは使用される特定の医薬品の排出率または代謝率、治療期間、ならび
に医療従事者に周知の類似の因子を含む様々な因子に応じて変わり得る。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、「フルオロフォア」、「蛍光性部分」、「蛍光標識」、「
蛍光染料」および「蛍光標識部分」という用語は、本明細書では交換可能に使用される。
それらは、溶液中で適切な波長の光で励起されると発光する分子を指す。多種多様な構造
および特徴の数々の蛍光染料が、本発明の実施における使用に適している。同様に、核酸
を蛍光標識する方法および材料が公知である（例えば、Ｒ．Ｐ．　Ｈａｕｇｌａｎｄ、「
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ：Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　１９９２－１９９４
」、第５編、１９９４年、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．参照）。フル
オロフォアの選択では、蛍光分子が高い効率で蛍光を吸光し、発光し（即ち、それぞれ高
いモル吸光係数および蛍光量子収率）、光安定性がある（即ち、分析を実施するのに必要
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な時間内で、光励起の際に著しく劣化しない）ことがしばしば望ましい。
【００２５】
　本明細書で使用される場合、「融合タンパク質」という用語は、それらの個々のペプチ
ド主鎖を介して共有結合によって結合している、最も好ましくは、それらのタンパク質を
コードするポリヌクレオチド分子の遺伝的発現によって生成された、２つ以上のタンパク
質またはその断片を含む分子を指す。
【００２６】
　本明細書で使用される場合、「相同な」（または「相同」）という用語は、２個のポリ
ペプチド分子間または２個の核酸分子間での同一性の度合いを指す。比較される両方の配
列における位置を、同じ塩基またはアミノ酸モノマーサブユニットが占める場合、それぞ
れの分子は、その位置で相同である。２つの配列間の相同のパーセンテージは、２つの配
列が共有する一致するまたは相同な位置の数を、比較する位置の数で割って１００を掛け
たものに相当する。一般に、２つの配列が最大限に相同になるように整列する場合に比較
を行う。相同なアミノ酸配列は、同一または類似のアミノ酸残基を共有する。類似の残基
は、参照配列において相当するアミノ酸残基の保存的置換、またはその「許容される点突
然変異」である。参照配列における残基の「保存的置換」は、相当する参照残基と物理的
または機能的に類似している、例えば類似の大きさ、形、電荷、共有結合または水素結合
等の形成能を含む化学特性を有する置換である。幾つかの実施形態では、本発明に従って
利用される保存的置換は、「許容される点突然変異」に関してＤａｙｈｏｆｆらによって
定義された基準を満たすものである（「Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ」、１９７８年、Ｎａｔ．　Ｂｉｏｍｅｄ．　Ｒｅ
ｓ．　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ、ＤＣ、Ｓｕｐｐｌ．　３、２２巻
：３５４～３５２頁）。
【００２７】
　「個体」および「被験体」という用語は、本明細書では交換可能に使用される。それら
は、疾患または障害（例えばがん）に罹患し得るまたはそれに罹患しやすいが、その疾患
または障害を有していてもいなくてもよいヒトまたは別の哺乳動物（例えば、マウス、ラ
ット、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマまたは霊長類）を指す。多くの実
施形態では、被験体はヒトである。多くの実施形態では、被験体は患者である。別段指定
されない限り、「個体」および「被験体」という用語は、特定の年齢を示さず、したがっ
て成体、子どもおよび新生児を包含する。
【００２８】
　本明細書で使用される場合、「阻害する」という用語は、あるものの発生を防止し、あ
るものの発生を遅延し、かつ／またはあるものの発生の程度または可能性を低減すること
を意味する。したがって、「転移の阻害」および「転移形成の阻害」は、転移の発生を防
止し、遅延し、かつ／またはその可能性を低減し、さらに転移の数、増殖率、大きさ等を
低減することを包含するものとする。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、「開始」という用語は、投与レジメンに対して適用される
場合、過去に医薬品を投与されていない被験体に、その医薬品を最初に投与することを指
すために使用することができる。あるいはまたはさらには、「開始」という用語は、患者
の治療中の、特定の単位用量の医薬品の投与を指すために使用することができる。
【００３０】
　「標識化」および「検出可能な薬剤または部分で標識されている」という用語は、ある
実体（例えばクロロトキシンまたはクロロトキシンコンジュゲート）が、例えば別の実体
（例えば新生物腫瘍組織）に結合した後に可視化され得ることを特定するために、本明細
書では交換可能に使用される。好ましくは、検出可能な薬剤または部分は、それがシグナ
ルを発生するように選択され、そのシグナルは測定することができ、その強度は、結合し
た実体の量に関係する（例えば比例）。タンパク質およびペプチドを標識および／または
検出するための多種多様な系が、当技術分野で公知である。標識タンパク質およびペプチ



(14) JP 2011-520914 A 2011.7.21

10

20

30

40

50

ドは、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的、化学的または他の
手段によって検出可能な標識を組み込み、またはそれと結合することによって調製するこ
とができる。標識または標識部分は、直接的に検出可能であり（即ち、任意のさらなる反
応または操作が検出可能であることを必要としない、例えば、フルオロフォアは直接的に
検出可能である）、または間接的に検出可能である（即ち、検出可能な別の実体との反応
または結合を介して検出可能となる、例えばハプテンは、フルオロフォアなどの受容体を
含む適切な抗体との反応後に、免疫染色によって検出可能となる）。適切な検出可能な薬
剤には、それに限定されるものではないが、放射性核種、フルオロフォア、化学発光剤、
微粒子、酵素、比色標識、磁気標識、ハプテン、分子指標、アプタマー指標等が含まれる
。
【００３１】
　本明細書で使用される場合、「転移（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ）」（「ｍｅｔｓ」と略す
こともあり、複数は「転移（ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ）」）という用語は、ある器官または
組織から別の位置への腫瘍細胞の拡散を指す。この用語は、転移の結果として新しい位置
に形成する腫瘍組織も指す。「転移がん」は、その元々または原発の位置から拡散するが
んであり、「二次性がん」または「二次性腫瘍」と呼ぶこともできる。一般に、転移腫瘍
は、それらの起源である原発腫瘍の組織にちなんで命名される。したがって肺に転移した
乳がんは、幾つかのがん細胞が肺に位置するとしても、「転移乳がん」と呼ぶことができ
る。
【００３２】
　本明細書で使用される場合、「新生血管系」という用語は、まだ完全には成熟していな
い、即ち密着した細胞間結合で完全に形成された内膜または周囲の平滑筋細胞の完全な層
を有していない、新しく形成された血管を指す。本明細書で使用される場合、「新血管」
という用語は、新生血管系の血管を指すために使用される。
【００３３】
　「正常な」および「健康な」という用語は、本明細書では交換可能に使用される。これ
らは、腫瘍を有していない個体または個体群を指す。「正常な」という用語は、本明細書
では、健康な個体から単離した組織サンプルを認定するためにも使用される。
【００３４】
　「医薬品」、「治療剤」および「薬物」という用語は、本明細書では交換可能に使用さ
れる。これらは、疾患、障害または臨床状態の治療、阻害および／または検出に有効な物
質、分子、化合物、薬物、因子または組成物を指す。
【００３５】
　「医薬組成物」は、本明細書では、有効量の少なくとも１つの活性成分（例えば、標識
されていてもされていなくてもよいクロロトキシンまたはクロロトキシンコンジュゲート
）および少なくとも１つの薬学的に許容される担体を含む組成物と定義される。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、「薬学的に許容される担体」という用語は、活性成分（複
数）の生物活性の有効性を妨害せず、それが投与される濃度において、宿主に過度に毒性
でない担体媒体を指す。この用語は、溶媒、分散媒、コーティング、抗菌および抗真菌剤
、等張剤、吸収遅延剤等を含む。薬学的に活性な物質に合ったかかる媒体および薬剤の使
用は、当技術分野で周知である（例えば、その全体を参照によって本明細書に組み込む「
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」、Ｅ．Ｗ
．　Ｍａｒｔｉｎ、第１８編、１９９０年、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．：
Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡ参照）。
【００３７】
　本明細書で使用される場合、「原発腫瘍」という用語は、即ちそこで拡散したのとは対
照的に、腫瘍が最初に生じた元々の部位にある腫瘍を指す。
【００３８】
　「タンパク質」、「ポリペプチド」および「ペプチド」という用語は、本明細書では交
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換可能に使用され、修飾されていない、またはグリコシル化、側鎖酸化もしくはリン酸化
によって修飾されている、それらの天然（未変化）形態または塩のいずれかとしての様々
な長さのアミノ酸配列を指す。特定の実施形態では、アミノ酸配列は、全長の天然タンパ
ク質である。他の実施形態では、アミノ酸配列は、全長のタンパク質のより小さい断片で
ある。さらに他の実施形態では、アミノ酸配列は、グリコシル単位、脂質またはリン酸塩
などの無機イオンなどのアミノ酸側鎖に結合している追加の置換基、ならびにスルフヒド
リル基の酸化などの鎖の化学変換に関係する修飾によって修飾されている。したがって、
「タンパク質」（またはそれに相当する用語）という用語は、その特異的な特性を変化し
ない修飾を条件として、全長の天然タンパク質のアミノ酸配列を含むものとする。特に「
タンパク質」という用語は、タンパク質のイソ型、即ち同じ遺伝子によってコードされて
いるが、それらのπもしくはＭＷ、またはその両方が異なっている変異型を包含する。か
かるイソ型は、それらのアミノ酸配列が異なっていることがあり（例えば、代替のスライ
シングまたは制限されたタンパク質分解の結果として）、または特異的な翻訳後修飾（例
えば、グリコシル化、アシル化またはリン酸化）から生じ得る。
【００３９】
　「タンパク質類似体」という用語は、本明細書で使用される場合、親ポリペプチドと類
似または同一の機能を有するが、親ポリペプチドのアミノ酸配列と類似または同一のアミ
ノ酸配列を必ずしも含む必要はない、あるいは親ポリペプチドの構造と類似または同一の
構造を有するポリペプチドを指す。好ましくは、本発明の文脈では、タンパク質類似体は
、親ポリペプチドのアミノ酸配列と少なくとも３０％（より好ましくは、少なくとも３５
％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少な
くとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８
０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％または少なくとも９９％
）同一のアミノ酸配列を有する。さらに、当業者は、タンパク質配列は、一般に活性を損
なうことなく幾らかの置換に耐えることを理解されよう。したがって、活性を保持し、親
ポリペプチドと少なくとも約３０～４０％、しばしば約５０％、６０％、７０％または８
０％を超える全配列の同一性を共有し、さらに通常は相当高い、しばしば９０％、９６％
、９７％、９８％または９９％を超える同一性の少なくとも１つの領域を、通常は少なく
とも３～４個の、しばしば最大２０個以上のアミノ酸を包含する１つまたはそれより多く
の高度に保存された領域に含む任意のポリペプチドが、「タンパク質類似体」という用語
に包含される。
【００４０】
　本明細書で使用される場合、「タンパク質断片」という用語は、第２のポリペプチドの
アミノ酸配列の少なくとも５個のアミノ酸残基からなるアミノ酸配列を含むポリペプチド
を指す。タンパク質の断片は、親ポリペプチドの機能活性を有していてもいなくてもよい
。
【００４１】
　「退縮する」という用語は、血管および／または脈管構造（新生血管系および／または
新血管を含む）を指すために使用される場合、本明細書では、縮退、縮小等を意味するた
めに使用される。
【００４２】
　本明細書で使用される場合、「小分子」という用語は、生物学的過程に影響を及ぼすよ
うに作用し得る任意の化学部分または他の部分を含む。小分子は、現在公知であり使用さ
れている任意の数の治療剤を含むことができ、または生物学的機能（複数）をスクリーニ
ングする目的で、かかる分子のライブラリーにおいて合成された小分子であってよい。小
分子は、巨大分子から大きさを縮小されている。本発明における使用に適した小分子は、
通常、約５，０００ダルトン（Ｄａ）未満、好ましくは約２，５００Ｄａ未満、より好ま
しくは１，０００Ｄａ未満、最も好ましくは約５００Ｄａ未満の分子量を有する。
【００４３】
　本明細書で使用される場合、「かかりやすい」という用語は、一般集団において観測さ
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れるよりも、転移がんなどのあるもの、即ち疾患、障害または状態の危険性が高いおよび
／またはその傾向がある（一般に、遺伝的素因、環境因子、個人の既往歴またはそれらの
組合せが基になっている）ことを意味する。この用語は、ある状態に「かかりやすい」個
体が、その状態であると決して診断され得ないことを考慮に入れる。
【００４４】
　本明細書で使用される場合、「全身投与」という用語は、薬剤が、有意な量で体内に広
く分布し、血中で生物学的作用、例えばその所望の作用を有するように、および／または
血管系を介してその所望の作用部位に到達するように薬剤を投与することを指す。投与の
一般的な全身経路には、（１）薬剤を血管系に直接的に導入すること、あるいは（２）薬
剤が吸収され、血管系に入り、血液を介して１つまたはそれより多くの所望の作用部位（
複数）に運ばれる、経口、経肺または筋肉内投与による投与が含まれる。
【００４５】
　「組織」という用語は、本明細書ではその最も広範な意味で使用される。組織は、腫瘍
細胞を含み得る（必ずしも必要ではない）任意の生物学的実体であってよい。本発明の文
脈では、インビトロ、インビボおよびエクスビボ組織が考えられる。したがって、組織は
個体の一部であってよく、または個体から（例えば生検によって）得られるものであって
よい。組織はまた、公知の診断、治療および／または転帰歴に伴い、組織学的目的または
記録保存サンプルのために採取した凍結切片などの組織切片を含むことができる。この用
語は、組織サンプルを処理することによって生じる任意の材料をも包含する。生じた材料
には、それに限定されるものではないが、組織から単離された細胞（またはそれらの後代
）が含まれる。組織サンプルの処理には、濾過、蒸留、抽出、濃縮、干渉成分の不活化、
試薬の添加等の１つまたは複数が含まれ得る。
【００４６】
　「治療」という用語は、本明細書で使用される場合、（１）疾患、障害または状態の発
症の遅延または防止、（２）疾患、障害または状態の症候の１つまたはそれより多くの進
行、激化または悪化の減速または停止、（３）疾患、障害または状態の症候の緩和をもた
らすこと、（４）疾患、障害または状態の重症度または発生の低減、あるいは（５）疾患
、障害または状態の治癒を目的とする方法または過程を特徴付けるために使用される。治
療は、予防または防止作用のために、疾患、障害または状態の発症前に施用することがで
きる。あるいはまたはさらには、治療は、治療作用のために、疾患、障害または状態の発
症後に施用することもできる。
【００４７】
　特定の実施形態の詳細な説明
　先に既に述べた通り、本発明は、腫瘍転移の治療および／または検出方法に関する。本
明細書で提供する方法は、一般に、検出可能な部分を有する、標識されていてもされてい
なくてもよいクロロトキシン剤の投与を含む。特定の実施形態では、クロロトキシン剤は
、腫瘍転移に結合する。特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、新しい転移の形成の
可能性を阻害かつ／または低減する。特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、全身投
与され（例えば、静脈を介して）、および／またはクロロトキシン剤は、血液／脳関門を
横断する。したがって、幾つかの実施形態では、本発明は、脳内に位置する転移の治療、
阻害および／または検出方法を提供する。特定の実施形態では、新血管の形成が阻害され
、かつ／または既存の新生血管系が退縮する。
【００４８】
　本発明によれば、当業者に公知の従来の分子生物学、微生物学および組換えＤＮＡ技術
を使用することができる。かかる技術は、文献において完全に説明されている。例えば、
Ｍａｎｉａｔｉｓ、Ｆｒｉｔｓｃｈ　＆　Ｓａｍｂｒｏｏｋ、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、１９８２年；「ＤＮＡ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」、Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ　ａ
ｎｄ　ＩＩ、Ｄ．Ｎ．　Ｇｌｏｖｅｒ（Ｅｄ．）、１９８５年；「Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」、Ｍ．Ｊ．　Ｇａｉｔ（Ｅｄ．）、１９８４年；「Ｎ
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ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」、Ｂ．Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　＆　
Ｓ．Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ（Ｅｄｓ．）、１９８５年；「Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　
ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ」Ｂ．　Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．　Ｊ．　Ｈｉｇｇ
ｉｎｓ（Ｅｄｓ．）、１９８４年；「Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」、Ｒ．
Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ（Ｅｄ．）、１９８６年；「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌ
ｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓｓ」、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、１９８６年；Ｂ．　Ｐｅｒｂａ
ｌ、「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ」、１９８４年参照。
【００４９】
　Ｉ．クロロトキシン剤
　本発明の治療および／または検出方法は、それを必要としている個体（例えば、少なく
とも１つの転移を有する、有していた、その発症の危険性がある、かつ／またはそれにか
かりやすい個体など）に、クロロトキシン剤が少なくとも１つの転移に結合するような有
効用量の少なくとも１つのクロロトキシン剤を投与するステップを含む。本明細書で使用
される場合、「クロロトキシン剤」という用語は、少なくとも１つのクロロトキシン部分
を含む化合物を指す。特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、少なくとも１つの治療
部分（例えば抗がん剤）に結合している少なくとも１つのクロロトキシン部分を含む。ク
ロロトキシン部分（および／または治療部分）は、少なくとも１つの標識部分に結合する
ことができる。
【００５０】
　Ａ．クロロトキシン部分
　本明細書で使用される場合、「クロロトキシン部分」という用語は、クロロトキシン、
生物学的に活性なクロロトキシンサブユニットまたはクロロトキシン誘導体を指す。
【００５１】
　特定の実施形態では、「クロロトキシン」という用語は、Ｌｅｉｕｒｕｓ　ｑｕｉｎｑ
ｕｅｓｔｒｉａｔｕｓのサソリの毒に天然に由来する全長３６のアミノ酸ポリペプチドを
指し（ＤｅＢｉｎら、Ａｍ．　Ｊ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ、１９９３年、２６４巻：Ｃ３６１
～３６９頁）、これは、その内容を参照によって本明細書に組み込む国際公開第２００３
／１０１４７４号の配列番号１に記載の天然クロロトキシンのアミノ酸配列を含む。「ク
ロロトキシン」という用語は、米国特許第６，３１９，８９１号（その全体を参照によっ
て本明細書に組み込む）に開示のものなどの、合成または組換えにより生成された配列番
号１を含むポリペプチドを含む。
【００５２】
　「生物学的に活性なクロロトキシンサブユニット」は、クロロトキシンの３６個未満の
アミノ酸を含み、クロロトキシンの少なくとも１つの特性または機能を保持するペプチド
である。本明細書で使用される場合、クロロトキシンの「特性または機能」には、それに
限定されるものではないが、異常細胞増殖の停止能；正常細胞に対する、腫瘍／がん細胞
との特異的結合能；正常細胞に対する、転移腫瘍／がん細胞または転移における腫瘍／が
ん細胞との特異的結合能；腫瘍／がん細胞への内在化能；腫瘍／がん細胞を死滅させる能
力；ならびに／あるいは新血管の形成を抑制し、かつ／または退縮を生じる能力が含まれ
る。腫瘍／がん細胞は、インビトロ、エクスビボ、インビトロ、転移の一部、被験体から
の一次単離物、培養細胞または細胞系であってよい。
【００５３】
　本明細書で使用される場合、「生物学的に活性なクロロトキシン誘導体」という用語は
、クロロトキシンの少なくとも１つの特性または機能（前述の通り）を保持する、クロロ
トキシンの多種多様な誘導体、類似体、変異型、ポリペプチド断片および模倣薬ならびに
関連のペプチドのいずれかを指す。クロロトキシン誘導体の例には、それに限定されるも
のではないが、クロロトキシンのペプチド変異型、クロロトキシンのペプチド断片、例え
ば、国際公開第２００３／１０１４７４号に記載の配列番号１、２、３、４、５、６また
は７の連続１０－ｍｅｒペプチドを含むまたはそれからなる、あるいは国際公開第２００
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３／１０１４７４号に記載の配列番号１の残基１０～１８または２１～３０を含む断片、
コア結合配列およびペプチド模倣薬が含まれる。
【００５４】
　クロロトキシン誘導体の例には、クロロトキシンの活性に関連する少なくとも約７、約
８、約９、約１０、約１５、約２０、約２５、約３０または約３５個の連続アミノ酸残基
を有する、国際公開第２００３／１０１４７４号に記載の配列番号１のアミノ酸配列の断
片を有するペプチドが含まれる。かかる断片は、公知のペプチドドメインに相当するアミ
ノ酸配列の領域、ならびに顕著な親水性領域と同定されている、クロロトキシンペプチド
の機能的領域を含有することができる。かかる断片は、任意の順で互いに結合した２つの
コア配列を含むこともでき、介在アミノ酸はリンカーによって除去され、または置き換え
られている。
【００５５】
　クロロトキシンの誘導体は、誘導体配列およびクロロトキシン配列が最大限に整列する
場合に、少なくとも１つのアミノ酸残基の保存的または非保存的置換を含むポリペプチド
を含む。置換は、クロロトキシンの少なくとも１つの特性または機能を強化し、クロロト
キシンの少なくとも１つの特性または機能を阻害し、あるいはクロロトキシンの少なくと
も１つの特性または機能に対して中立である置換であってよい。
【００５６】
　本発明の実施において使用するのに適したクロロトキシンの誘導体の例は、国際公開第
２００３／１０１４７４号に記載されている（その全体を参照によって本明細書に組み込
む）。具体的な例には、この特許出願文書に記載の配列番号８または配列番号１３を含む
またはそれからなるポリペプチド、ならびにその変異型、類似体および誘導体が含まれる
。
【００５７】
　クロロトキシン誘導体の他の例には、例えば、相同な組換え、部位特異的またはＰＣＲ
突然変異発生によって予め決定された突然変異、およびペプチドファミリーの対立遺伝子
または他の天然に生じる変異型を含有するポリペプチド；ならびにペプチドが、置換、化
学的、酵素的または他の適切な手段によって共有結合的に修飾されている、天然に生じる
アミノ酸以外の部分（例えば、酵素または放射性同位体などの検出可能な部分）を有する
誘導体が含まれる。
【００５８】
　クロロトキシンおよびそのペプチド誘導体は、当技術分野で公知の標準的な固相（また
は液相）ペプチド合成法を含む多種多様な方法のいずれかを使用して調製することができ
る。さらに、これらのペプチドをコードする核酸は、市販のオリゴヌクレオチド合成機器
を使用して合成することができ、タンパク質は、標準の組換え生成系を使用して組換えに
よって生成することができる。
【００５９】
　他の適切なクロロトキシン誘導体には、クロロトキシンの３次元構造を模倣するペプチ
ド模倣薬が含まれる。かかるペプチド模倣薬は、例えばより経済的な生成、より高い化学
安定性、強化された薬理特性（半減期、吸収性、効力、効率等）、特異性の変化（例えば
、広範な生物活性、抗原性の低下等）を含む、天然に生じるペプチドよりも著しい利点を
有することができる。
【００６０】
　特定の実施形態では、模倣薬は、クロロトキシンペプチドの二次構造の要素を模倣する
分子である。抗体および抗原などのタンパク質のペプチド主鎖は、主に、分子間相互作用
を容易にするようにアミノ酸側鎖を方向付けるために存在する。ペプチド模倣薬は、天然
分子に類似の分子間相互作用を可能にすると期待される。ペプチド類似体は、製薬業界で
は一般に、鋳型ペプチドの特性に類似の特性を有する非ペプチド薬として使用される。こ
れらの種類の化合物は、ペプチド模倣薬（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｍｉｍｅｔｉｃ）またはペプ
チド模倣薬（ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃ）とも呼ばれ（例えば、Ｆａｕｃｈｅｒｅ、
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Ａｄｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｒｅｓ．、１９８６年、１５巻：２９～６９頁；Ｖｅｂｅｒ　＆　
Ｆｒｅｉｄｉｎｇｅｒ、１９８５年、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．、１９８５年、
８巻：３９２～３９６頁；Ｅｖａｎｓら、Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．、１９８７年、３
０巻：１２２９～１２３９頁参照）、通常はコンピュータ化分子モデリングを利用して開
発される。
【００６１】
　一般にペプチド模倣薬は、パラダイムポリペプチド（即ち、生化学的特性または薬理学
的活性を有するポリペプチド）に構造的に類似しているが、非ペプチド結合によって場合
によって置き換えられている１つまたはそれより多くのペプチド結合を有する。ペプチド
模倣薬の使用は、薬物ライブラリーを作成するための化学物質の組合せを使用することに
よって強化することができる。ペプチド模倣薬の設計は、ペプチドと、例えば腫瘍細胞と
の結合を増大または低減するアミノ酸突然変異を同定することによって支援される。使用
できる手法には、酵母２ハイブリッド法（例えば、Ｃｈｉｅｎら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、１９９１年、８８巻：９５７８～９５８２頁参照）
およびファージ（ｐｈａｓｅ）ディスプレイ法を使用するものが含まれる。２ハイブリッ
ド法は、酵母のタンパク質－タンパク質相互作用を検出する（Ｆｉｅｌｄら、Ｎａｔｕｒ
ｅ、１９８９年、３４０巻：２４５～２４６頁）。ファージディスプレイ法は、固定化タ
ンパク質と、ラムダおよびＭ１３などのファージの表面上に発現するタンパク質との間の
相互作用を検出する（Ａｍｂｅｒｇら、Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ、１９９３年、６巻：２～
４頁；Ｈｏｇｒｅｆｅら、Ｇｅｎｅ、１９９３年、１２８巻：１１９～１２６頁）。これ
らの方法によって、ペプチド－タンパク質相互作用の陽性および陰性選択、ならびこれら
の相互作用を決定付ける配列の同定が可能になる。
【００６２】
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、前述のクロロトキシンと類似のまたは関連
の活性を示す別のサソリ種のポリペプチド毒素を含む。本明細書で使用される場合、「ク
ロロトキシンと類似のまたは関連の活性」という用語は、特に、腫瘍／がん細胞に対する
選択的／特異的な結合を指す。適切な関連のサソリの毒素の例には、それに限定されるも
のではないが、クロロトキシンに対してアミノ酸および／またはヌクレオチド配列の同一
性を示すサソリ起源の毒素または関連のペプチドが含まれる。関連のサソリの毒素の例に
は、それに限定されるものではないが、Ｍｅｓｏｂｕｔｈｕｓ　ｍａｒｔｅｎｓｓｉ由来
のＣＴ神経毒（ＧｅｎＢａｎｋ受入れ番号ＡＡＤ４７３７３０）、Ｂｕｔｈｕｓ　ｍａｒ
ｔｅｎｓｉｉ　ｋａｒｓｃｈ由来の神経毒ＢｍＫ４１－２（ＧｅｎＢａｎｋ受入れ番号Ａ
５９３５６）、Ｂｕｔｈｕｓ　ｍａｒｔｅｎｓｉｉ由来の神経毒Ｂｍ１２－ｂ（ＧｅｎＢ
ａｎｋ受入れ番号ＡＡＫ１６４４４）、Ｌｅｉｕｒｕｓ　ｑｕｉｎｑｕｅｓｔｒｉａｔｕ
ｓ　ｈｅｂｒａｅｕ由来のＰｒｏｂａｂｌｅ　Ｔｏｘｉｎ　ＬＧＨ８／６（ＧｅｎＢａｎ
ｋ受入れ番号Ｐ５５９６６）およびＭｅｓｕｂｕｔｕｓ　ｔａｍｕｌｕｓ　ｓｉｎｄｉｃ
ｕｓ由来のＳｍａｌｌ毒素（ＧｅｎＢａｎｋ受入れ番号Ｐ１５２２９）が含まれる。
【００６３】
　本発明における使用に適した関連のサソリの毒素は、国際公開第２００３／１０１４７
４号（その全体を参照によって本明細書に組み込む）に記載の配列番号１のクロロトキシ
ン配列全体と、少なくとも約７５％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なく
とも約９５％または少なくとも約９９％の配列同一性のアミノ酸配列を有するポリペプチ
ドを含む。特定の実施形態では、関連のサソリの毒素は、国際公開第２００３／１０１４
７４号に記載のクロロトキシンの配列番号８または配列番号１３と相同な配列を有するサ
ソリの毒素を含む。
【００６４】
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤のクロロトキシン部分は、標識化される。標識
方法および標識部分の例を、以下に記載する。
【００６５】
　Ｂ．治療部分
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　既に先に述べた通り、特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、少なくとも１つの治
療部分に結合している少なくとも１つのクロロトキシン部分を含む。適切な治療部分は、
疾患または臨床状態の治療に有効な多種多様な物質、分子、化合物、薬剤または因子のい
ずれかを含む。特定の実施形態では、治療部分は、化学療法剤である（即ち、抗がん剤）
。適切な抗がん剤は、がん細胞にとって直接的または間接的に有毒または有害な多種多様
な物質、分子、化合物、薬剤または因子のいずれかを含む。
【００６６】
　当業者によって理解される通り、治療部分は、合成または天然の化合物、単一分子、様
々な分子の混合物、あるいは様々な分子の複合体であってよい。適切な治療部分は、それ
に限定されるものではないが、小分子、ペプチド、タンパク質、サッカリド、ステロイド
、抗体（その断片および変異型を含む）、融合タンパク質、アンチセンスポリヌクレオチ
ド、リボザイム、短鎖干渉ＲＮＡ、ペプチド模倣薬、放射性核種等を含む、多様な種類の
化合物のいずれかに属することができる。
【００６７】
　治療部分が、抗がん薬を含む場合、該抗がん薬は、例えば、以下の種類の抗がん薬：ア
ルキル化剤、代謝拮抗薬、抗有糸分裂抗生物質、アルカロイド抗腫瘍剤、ホルモン剤およ
び抗ホルモン剤、インターフェロン、非ステロイド系抗炎症剤、ならびにキナーゼ阻害剤
、プロテアソーム阻害剤およびＮＦ－κＢ阻害剤などの様々な他の抗腫瘍剤の中に見出す
ことができる。
【００６８】
　抗がん薬の例には、数例をあげると、それに限定されるものではないが、アルキル化剤
（例えば、メクロレタミン、クロラムブシル、シクロホスファミド、メルファラン、イフ
ォスファミド、テモゾロミド等）、代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサート等）、プリ
ン拮抗薬およびピリミジン拮抗薬（例えば、６－メルカプトプリン、５－フルオロウラシ
ル、シトラリビン（ｃｙｔｒａｒｉｂｉｎｅ）、ゲムシタビン等）、紡錘体毒（例えば、
ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビノレルビン、パクリタキセル等）、ポドフィロトキ
シン（例えば、エトポシド、イリノテカン、トポテカン等）、抗生物質（例えば、ドキソ
ルビシン、ブレオマイシン、マイトマイシン等）、ニトロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅａ
）（例えば、カルムスチン、ロムスチン、ノムスチン等）、無機イオン（例えば、シスプ
ラチン、カルボプラチン等）、酵素（例えば、アスパラギナーゼ等）ならびにホルモン剤
（例えば、タモキシフェン、ロイプロリド、フルタミド、メゲステロール等）が含まれる
。最新のがん療法についてのより包括的な議論は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ
．ｇｏｖ／、ＦＤＡ承認の腫瘍学的薬物の一覧は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｄａ．ｇｏ
ｖ／ｃｄｅｒ／ｃａｎｃｅｒ／ｄｒｕｇｌｉｓｔｆｒａｍｅ．ｈｔｍおよびその内容全体
を参照によって本明細書に組み込むＴｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ、第１７編、１９
９９年を参照のこと。
【００６９】
　幾つかの抗がん薬は、がん細胞の増殖および／または複製を抑止することによって作用
する。かかる薬物は、一般に、「細胞増殖抑制剤」と分類される。特定の実施形態では、
治療部分は、細胞増殖抑制剤を含む。細胞増殖抑制剤の例には、アルキル化剤、代謝拮抗
物質、植物性アルカロイドおよびテルペノイド（ビンカアルカロイド、ポドフィロトキシ
ン、タキサン等を含む。ＶＰ－１６は、植物性アルカロイドの一例である）、トポイソメ
ラーゼ阻害剤、抗腫瘍抗体、ホルモン剤等が含まれる。
【００７０】
　特定の実施形態では、治療部分は、細胞毒性剤を含む。細胞毒性剤の例には、毒素、他
の生理活性タンパク質、従来の化学療法剤、酵素および放射性同位体が含まれる。
【００７１】
　適切な細胞毒性毒素の例には、それに限定されるものではないが、ゲロニン、リシン、
サポニン、緑膿菌外毒素、ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、ジフテリア毒素などの細菌
および植物毒素が含まれる。



(21) JP 2011-520914 A 2011.7.21

10

20

30

40

50

【００７２】
　適切な細胞毒性生理活性タンパク質の例には、それに限定されるものではないが、補体
系のタンパク質（または補体タンパク質）が含まれる。補体系は、有機体から病原体を排
除する一助となり、治癒を促進する複雑な生化学的カスケードである（Ｂ．Ｐ．　Ｍｏｒ
ｇａｎ、Ｃｒｉｔ．　Ｒｅｖ．　Ｃｌｉｎ．　Ｌａｂ．　Ｓｃｉ．、１９９５年、３２巻
：２６５頁）。補体系は、３５個を超える可溶性の細胞結合タンパク質からなり、そのう
ちの１２個は、補体経路に直接関与している。
【００７３】
　適切な細胞毒性化学療法剤の例には、それに限定されるものではないが、タキサン（例
えば、ドセタキセル、パクリタキセル等）、マイタンシン、デュオカルマイシン、ＣＣ－
１０６５、オーリスタチン、カリケアマイシン（ｃａｌｉｃｈｃａｍｉｎｃｉｎ）および
他のエンジイン抗腫瘍抗生物質が含まれる。他の例には、葉酸拮抗剤（例えば、アミノプ
テリン、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレキセド等）、ビンカアルカロイ
ド（例えば、ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド、ビンデシン、ビノレルビン
等）ならびにアントラサイクリン（例えば、ダウノルビシン、ドキソルビシン、エピルビ
シン、イダルビシン、ミトキサントロン、バルルビシン等）が含まれる。
【００７４】
　適切な細胞毒性酵素の例には、それに限定されるものではないが、核酸分解酵素が含ま
れる。
【００７５】
　適切な細胞毒性放射性同位体の例には、任意のα－、β－またはγ－エミッタが含まれ
、これは腫瘍部位に局在する場合に細胞破壊をもたらす（Ｓ．　Ｅ．　Ｏｒｄｅｒ、「Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ，　Ｒｅｓｕｌｔｓ，　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　
Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａ
ｐｙ，　Ｒ．Ｗ．　Ｂａｌｄｗｉｎら（Ｅｄｓ．）、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１
９８５年）。かかる放射性同位体の例には、それに限定されるものではないが、ヨウ素－
１３１（１３１Ｉ）、ヨウ素－１２５（１２５Ｉ）、ビスマス－２１２（２１２Ｂｉ）、
ビスマス－２１３（２１３Ｂｉ）、アスタチン－２１１（２１１Ａｔ）、レニウム－１８
６（１８６Ｒｅ）、レニウム－１８６（１８８Ｒｅ）、リン－３２（３２Ｐ）、イットリ
ウム－９０（９０Ｙ）、サマリウム－１５３（１５３Ｓｍ）およびルテチウム－１７７（
１１７Ｌｕ）が含まれる。
【００７６】
　あるいはまたはさらには、本発明における使用に適した治療部分は、その内容全体を参
照によって本明細書に組み込む、２００７年８月７日出願の表題「Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉ
ｎｓ　ａｓ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ」（ＵＳＳＮ　６０／９５４，４０９）、およ
び２００７年１０月１２日出願の「Ｓｙｓｔｅｍｉｃ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ　
ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉｎ　Ａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　
ａｎｄ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒｓ」（ＵＳＳＮ６０／）の共有仮出願に
記載の治療部分のいずれかであってよい。かかる治療部分の種類の例には、それに限定さ
れるものではないが、難水溶性の抗がん剤、薬物耐性に関連する抗がん剤、アンチセンス
核酸、リボザイム、三重化剤（ｔｒｉｐｌｅｘ　ａｇｅｎｔ）、短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲ
ＮＡ）、光増感剤、放射線増感剤、スーパー抗原、プロドラッグ活性化酵素および抗血管
新生剤が含まれる。
【００７７】
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤に含まれる治療（例えば、抗がん）剤は、核酸
剤である。
【００７８】
　数々のがんおよび腫瘍が、点突然変異、遺伝子欠失または複製などの様々な度合いの遺
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伝的障害に関連することが示されている。「アンチセンス」、「抗原」および「ＲＮＡ干
渉」などのがん治療のための多くの新規戦略が、遺伝子発現を調節するために開発されて
きた（Ａ．　Ｋａｌｏｔａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒ．、２００４年、３
巻：４～１２頁；Ｙ．　Ｎａｋａｔａら、Ｃｒｉｔ．　Ｒｅｖ．　Ｅｕｋａｒｙｏｔ．　
Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒ．、２００５年、１５巻：１６３～１８２頁；Ｖ．　Ｗａｃｈｅｃｋ
　ａｎｄ　Ｕ．　Ｚａｎｇｍｅｉｓｔｅｒ－Ｗｉｔｔｋｅ、Ｃｒｉｔ．　Ｒｅｖ．　Ｏｎ
ｃｏｌ．　Ｈｅｍａｔｏｌ、２００６年、５９巻：６５～７３頁；Ａ．　Ｋｏｌａｔａら
、Ｈａｎｄｂ．　Ｅｘｐ．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．、２００６年、１７３巻：１７３～１
９６頁）。これらの手法は、例えば、アンチセンス核酸、リボザイム、三重化剤または短
鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）を使用して、ｍＲＮＡをアンチセンス核酸でマスクし、また
はＤＮＡを三重化剤でマスクすることによって、ヌクレオチド配列をリボザイムで開裂す
ることによって、あるいはＲＮＡ干渉に関与する複雑な機構を介してｍＲＮＡを破壊する
ことによって、標的遺伝子の特異的ｍＲＮＡまたはＤＮＡの転写または翻訳を遮断する。
これらの戦略の全てにおいて、オリゴヌクレオチドは主に活性剤として使用されるが、小
分子および他の構造も適用されている。遺伝子発現を調節するためのオリゴヌクレオチド
を基にした戦略は、幾つかのがんの治療に対して大きな潜在的可能性を有するが、オリゴ
ヌクレオチドの薬理学的適用は、主に、これらの化合物のがん細胞内でのそれらの作用部
位への送達が無効であることによって妨害されている（Ｐ．　Ｈｅｒｄｅｗｉｊｎら、Ａ
ｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖ．、２０００年、１
０巻：２９７～３１０頁；Ｙ．　Ｓｈｏｊｉ　ａｎｄ　Ｈ．　Ｎａｋａｓｈｉｍａ、Ｃｕ
ｒｒ．　Ｃｈａｒｍ．　Ｄｅｓ．、２００４年、１０巻：７８５～７９６頁；Ａ．Ｗ　Ｔ
ｏｎｇら、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．、２００５年、７巻：１１４
～１２４頁）。
【００７９】
　本明細書では、毒素部分（例えば、クロロトキシン部分）および治療（例えば抗がん）
剤として有用な核酸分子を含むクロロトキシン剤が提供される。多様な化学種および構造
的形状の核酸が、かかる戦略に適し得る。これらには、非限定的な例として、一本鎖（ｓ
ｓＤＮＡ）および二本鎖（ｄｓＤＮＡ）を含むＤＮＡ；それに限定されるものではないが
、ｓｓＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、酵素ＲＮＡを含むＲＮＡ；
ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド、三重鎖化ＤＮＡ（例えば、短鎖オリゴヌクレオチドと結合
するｄｓＤＮＡ）等が含まれる。
【００８０】
　本発明の幾つかの実施形態では、クロロトキシン剤に存在する核酸剤は、約５から２０
００ヌクレオチド長である。幾つかの実施形態では、核酸剤は、少なくとも約６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２
２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５
、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、
４９、または５０ヌクレオチド長以上である。幾つかの実施形態では、核酸剤は、約２０
００、１９００、１８００、１７００、１６００、１５００、１４００、１３００、１２
００、１１００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４５０、４００
、３５０、３００、２５０、２００、１５０、１００、５０、４５、４０、３５、３０、
２５、または２０ヌクレオチド長以下である。
【００８１】
　幾つかの実施形態では、本発明のクロロトキシン剤に存在する核酸剤は、プロモーター
および／または転写を制御する他の配列を含む。幾つかの実施形態では、本発明のクロロ
トキシン剤に存在する核酸剤は、複製起点および／または複製を制御する他の配列を含む
。幾つかの実施形態では、本発明のクロロトキシン剤に存在する核酸剤は、プロモーター
および／または複製起点を含まない。
【００８２】
　本発明の実施における使用に適した核酸抗がん剤には、腫瘍発生および細胞増殖または
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細胞形質転換に関連する遺伝子（例えば、細胞分裂を刺激するタンパク質をコードするプ
ロトオンコジーン）、血管新生／抗血管新生遺伝子、腫瘍抑制遺伝子（細胞分裂を抑制す
るタンパク質をコードする）、腫瘍増殖および／または腫瘍遊走に関連するタンパク質を
コードする遺伝子、ならびにアポトーシスまたは細胞死の他の形態を誘発する自殺遺伝子
、特に急速に分裂する細胞において最も活性な自殺遺伝子を標的にする薬剤が含まれる。
【００８３】
　腫瘍発生および／または細胞形質転換に関連する遺伝子配列の例には、ＭＬＬ融合遺伝
子、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＴＥＬ－ＡＭＬ１、ＥＷＳ－ＦＬＩ１、ＴＬＳ－ＦＵＳ、ＰＡＸ３
－ＦＫＨＲ、Ｂｃｌ－２、ＡＭＬ１－ＥＴＯ、ＡＭＬ１－ＭＴＧ８、Ｒａｓ、Ｆｏｓ　Ｐ
ＤＧＦ、ＲＥＴ、ＡＰＣ、ＮＦ－１、Ｒｂ、ｐ５３、ＭＤＭ２等；多剤耐性遺伝子などの
過剰発現配列；サイクリン；β－カテニン；テロメラーゼ遺伝子；ｃ－ｍｙｃ、ｎ－ｍｙ
ｃ、Ｂｃｌ－２、Ｅｒｂ－Ｂ１およびＥｒｂ－Ｂ２；ならびにＲａｓ、Ｍｏｓ、Ｒａｆお
よびＭｅｔなどの突然変異配列が含まれる。腫瘍抑制遺伝子の例には、それに限定される
ものではないが、ｐ５３、ｐ２１、ＲＢ１、ＷＴ１、ＮＦ１、ＶＨＬ、ＡＰＣ、ＤＡＰキ
ナーゼ、ｐ１６、ＡＲＦ、ニューロフィブロミンおよびＰＴＥＮが含まれる。抗がん療法
において有用な核酸分子によって標的とされ得る遺伝子の例には、インテグリン、セレク
チンおよびメタロプロテイナーゼなどの腫瘍遊走に関連するタンパク質をコードする遺伝
子；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）またはＶＥＧＦｒなどの新血管形成を促進するタンパ
ク質をコードする抗血管新生遺伝子；エンドスタチン、アンギオスタチンおよびＶＥＧＦ
－Ｒ２などの血管新生を阻害するタンパク質をコードする抗血管新生遺伝子；ならびにイ
ンターロイキン、インターフェロン、線維芽細胞増殖因子（α－ＦＧＦおよびβ－ＦＧＦ
）、インスリン様増殖因子（例えば、ＩＧＦ－１およびＩＧＦ－２）、血小板由来の増殖
因子（ＰＤＧＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、形質転換増殖因子（例えば、ＴＧＦ－αお
よびＴＧＦ－β）、表皮増殖因子（ＥＧＦ）、ケラチン生成細胞増殖因子（ＫＧＦ）、幹
細胞因子およびその受容体ｃ－Ｋｉｔ（ＳＣＦ／ｃ－Ｋｉｔ）リガンド、ＣＤ４０Ｌ／Ｃ
Ｄ４０、ＶＬＡ－４、ＶＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－１／ＬＦＡ－１、ヒアルリン（ｈｙａｌ
ｕｒｉｎ）／ＣＤ４４などのタンパク質をコードする遺伝子等が含まれる。当業者に認識
される通り、先の例は排他的なものではない。
【００８４】
　例えば抗がん剤または他の治療剤として、プローブ、プライマー等を含む本発明のクロ
ロトキシン剤の核酸は、様々な活性のいずれかを有することができる。本発明のクロロト
キシン剤の核酸は、酵素活性（例えば、リボザイム活性）、遺伝子発現阻害活性（例えば
、アンチセンスまたはｓｉＲＮＡ剤等として）、および／または他の活性を有することが
できる。本発明のクロロトキシン剤の核酸は、それら自体活性であってよく、または活性
な核酸剤を送達するベクターであってもよい（例えば、送達される核酸の複製および／ま
たは転写を介して）。本願の目的では、かかるベクター核酸は、それらが治療活性剤をコ
ードし、またはその他の方法で送達する場合、それら自体が治療活性を有していなくとも
「治療剤」とみなされる。
【００８５】
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、アンチセンス化合物を含むまたはコードす
る核酸治療剤を含む。「アンチセンス化合物または薬剤」、「アンチセンスオリゴマー」
、「アンチセンスオリゴヌクレオチド」および「アンチセンスオリゴヌクレオチド類似体
」という用語は、本明細書では交換可能に使用され、ヌクレオチド塩基の配列、ならびに
ワトソンクリック塩基対によってアンチセンス化合物をＲＮＡの標的配列にハイブリダイ
ズして、該標的配列内にＲＮＡオリゴマーヘテロ２本鎖を形成することができるサブユニ
ット間主鎖を指す。オリゴマーは、標的配列の中に正確な配列相補性または類似の相補性
を有することができる。かかるアンチセンスオリゴマーは、標的配列を含有するｍＲＮＡ
の翻訳を妨害または阻害し、あるいは遺伝子転写を阻害することができる。アンチセンス
オリゴマーは、二本鎖または一本鎖配列に結合することができる。
【００８６】
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　本発明の実施における使用に適したアンチセンスオリゴヌクレオチドの例には、例えば
、以下の概説に言及されているものが含まれる。Ｒ．　Ａ　Ｓｔａｈｅｌら、Ｌｕｎｇ　
Ｃａｎｃｅｒ、２００３年、４１巻：Ｓ８１～Ｓ８８頁；Ｋ．Ｆ．　Ｐｉｒｏｌｌｏら、
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　Ｔｈｅｒ．、２００３年、９９巻：５５～７７頁；Ａ．Ｃ．　Ｓ
ｔｅｐｈｅｎｓ　ａｎｄ　Ｒ．Ｐ．　Ｒｉｖｅｒｓ、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｍｏｌ．
　Ｔｈｅｒ．、２００３年、５巻：１１８～１２２頁；Ｎ．Ｍ．　Ｄｅａｎ　ａｎｄ　Ｃ
．Ｆ．　Ｂｅｎｎｅｔｔ、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２００３年、２２巻：９０８７～９０９６
頁；Ｎ．　Ｓｃｈｉａｖｏｎｅら、Ｃｕｒｒ．　Ｐｈａｒｍ．　Ｄｅｓ．、２００４年、
１０巻：７６９～７８４頁；Ｌ．　Ｖｉｄａｌら、Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ、２０
０５年、４１巻：２８１２～２８１８頁；Ｔ．　Ａｂｏｕｌ－Ｆａｄｌ、Ｃｕｒｒ．　Ｍ
ｅｄ．　Ｃｈｅｍ．、２００５年、１２巻：２１９３～２２１４頁；Ｍ．Ｅ．　Ｇｌｅａ
ｖｅ　ａｎｄ　Ｂ．Ｐ．　Ｍｏｎｉａ、Ｎａｔ．　Ｒｅｖ．　Ｃａｎｃｅｒ、２００５年
、５巻：４６８～４７９頁；Ｙ．Ｓ．　Ｃｈｏ－Ｃｈｕｎｇ、Ｃｕｒｒ．　Ｐｈａｒｍ．
　Ｄｅｓ．、２００５年、１１巻：２８１１～２８２３頁；Ｅ．　Ｒａｙｂｕｒｎら、Ｌ
ｅｔｔ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　＆　Ｄｉｓｃｏｖ．、２００５年、２巻：１～１８
頁；Ｅ．Ｒ．　Ｒａｙｂｕｒｎら、Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｅｍｅｒｇ．　Ｄｒｕｇ
ｓ、２００６年、１１巻：３３７～３５２頁；Ｉ．　Ｔａｍｍ　ａｎｄ　Ｍ．　Ｗａｇｎ
ｅｒ、Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、２００６年、３３巻：２２１～２３８頁（そ
れぞれその全体を参照によって本明細書に組み込む）。
【００８７】
　適切なアンチセンスオリゴヌクレオチドの例には、例えばオリメルソン（ｏｌｉｍｅｒ
ｓｏｎ）ナトリウム（Ｇｅｎｔａ，Ｉｎｃ．、ニュージャージー州バークレーハイツによ
って開発されたＧｅｎａｓｅｎｓｅ（商標）またはＧ３１２３９としても公知）、アポト
ーシスの強力な阻害剤であり、濾胞性リンパ腫、乳がん、結腸がんおよび前立腺がんなら
びに中程度／高悪性度のリンパ腫を含む多くのがんにおいて過剰発現する、ｂｃｌ－２ｍ
ＲＮＡの開始コドン領域を標的としたホスホロチオエートオリゴマー（ＣＡ．　Ｓｔｅｉ
ｎら、Ｓｅｍｉｎ．　Ｏｎｃｏｌ、２００５年、３２巻：５６３～５７３頁；Ｓ．　Ｒ．
　Ｆｒａｎｋｅｌ、Ｓｅｍｉｎ．　Ｏｎｃｏｌ、２００３年、３０巻：３００～３０４頁
）が含まれる。他の適切なアンチセンスオリゴヌクレオチドには、ｃＡＭＰ依存性タンパ
ク質キナーゼＡ（ＰＫＡ）に対して方向付けられた混合主鎖オリゴヌクレオチドであるＧ
ＥＭ－２３１（ＨＹＢ０１６５、Ｈｙｂｒｉｄｏｎ，Ｉｎｃ．、マサチューセッツ州ケン
ブリッジ）（Ｓ．　Ｇｏｅｌら、Ｃｌｉｎ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２０３、９巻：
４０６９～４０７６頁）；Ａｆｆｉｎｉｔａｋ（ＩＳＩＳ３５２１またはアプリノカルセ
ン（ａｐｒｉｎｏｃａｒｓｅｎ）、ＩＳＩＳ　ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ
．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、カリフォルニア州）、ＰＫＣ－αのアンチセンス阻害剤；ＯＧＸ
－０１１（Ｉｓｉｓ１１２９８９、Ｉｓｉｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ
．）、細胞周期、組織再構築、脂質輸送および細胞死の制御に関与し、乳がん、前立腺が
んおよび結腸がんにおいて過剰発現する糖タンパク質であるクラステリンに対する２’－
メトキシエチル修飾アンチセンスオリゴヌクレオチド；ＩＳＩＳ５１３２（Ｉｓｉｓ１１
２９８９、Ｉｓｉｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．）、ｃ－ｒａｆ－１ｍ
ＲＮＡの３’－誤翻訳領域の配列に相補的なホスホロチオエートオリゴヌクレオチド（Ｓ
．　Ｐ．　Ｈｅｎｒｙら、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．、１９９７年、１
２巻：４０９～４２０頁；Ｂ．Ｐ．　Ｍｏｎｉａら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ
．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、１９９６年、９３巻：１５４８１～１５４８４頁；Ｃ．Ｍ．　Ｒ
ｕｄｉｎら、Ｃｌｉｎ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２００１年、７巻：１２１４～１２
２０頁）；ＩＳＩＳ２５０３（Ｉｓｉｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．）
、ヒトＨ－ｒａｓ　ｍＲＮＡ発現のホスホロチオエートオリゴヌクレオチドアンチセンス
阻害剤（Ｊ．　Ｋｕｒｒｅｃｋ、Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２００３年、２７
０巻：１６２８～１６４４頁）；ＧＥＭ６４０（ＡＥＧ３５１５６、Ａｅｇｅｒａ　Ｔｈ
ｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　Ｉｎｃ．およびＨｙｂｒｉｄｏｎ，Ｉｎｃ．）などの、アポトー



(25) JP 2011-520914 A 2011.7.21

10

20

30

40

50

シス経路の実質的な部分を遮断する、アポトーシスタンパク質のＸ結合阻害剤（ＸＩＡＰ
）を標的にするオリゴヌクレオチド、またはＩＳＩＳ２３７２２（Ｉｓｉｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．）などのアポトーシスタンパク質の阻害剤（ＩＡＰ）で
あるサバイビンを標的にするオリゴヌクレオチド、２’－Ｏ－メトキシエチルキメラオリ
ゴヌクレオチド；ＤＮＡメチルトランスフェラーゼを標的にするＭＧ９８；ならびにＧＴ
Ｉ－２０４０（Ｌｏｒｕｓ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．、カナダトロント州）
、ヒトリボヌクレオチド還元酵素のＲ２小サブユニット成分のｍＲＮＡにおけるコード領
域に相補的な２０－ｍｅｒのオリゴヌクレオチドが含まれる。
【００８８】
　他の適切なアンチセンスオリゴヌクレオチドには、Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ、ｃ－Ｍｙｂ、
ｃ－Ｍｙｃおよびｃ－Ｒａｆに対して開発中のアンチセンスオリゴヌクレオチドが含まれ
る（例えば、Ａ．　Ｂｉｒｏｃｃｉｏら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２００３年、２２巻：６５
７９～６５８８頁；Ｙ．　Ｌｅｅら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２００３年、６３巻：２
８０２～２８１１頁；Ｂ．　Ｌｕら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２００４年、６４巻：２
８４０～２８４５頁；Ｋ．Ｆ．　Ｐｉｒｏｌｌｏら、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　Ｔｈｅｒ．
、２００３年、９９：５５～７７頁；およびＡ．　Ｒａｉｔら、Ａｎｎ．　Ｎ．　Ｙ．　
Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．、２００３年、１００２巻：７８～８９参照）。
【００８９】
　特定の実施形態では、本発明のクロロトキシン剤は、干渉ＲＮＡ分子を含むまたはコー
ドする核酸抗がん剤を含む。「干渉ＲＮＡ」および「干渉ＲＮＡ分子」という用語は、本
明細書では交換可能に使用され、配列特異的に、例えばＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）を媒介す
ることによって、遺伝子発現を阻害または下方制御し、あるいは遺伝子をサイレンシング
することができるＲＮＡ分子を指す。ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲ
ＮＡ）によって誘発される進化的に保存された配列特異的機構であり、この機構は、相補
的標的である一本鎖ｍＲＮＡの分解および対応する翻訳された配列の「サイレンシング」
を誘発する（ＭｃＭａｎｕｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ、２００２年、Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ
．　Ｇｅｎｅｔ．、２００２年、３巻：７３７頁）。ＲＮＡｉは、より長いｄｓＲＮＡ鎖
を、約２１～２３ヌクレオチド長の生物学的に活性な「短鎖干渉ＲＮＡ」（ｓｉＲＮＡ）
配列に酵素によって分解することによって機能する（Ｅｌｂａｓｈｉｒら、Ｇｅｎｅｓ　
Ｄｅｖ．、２００１年、１５巻：１８８頁）。ＲＮＡ干渉は、がん療法に期待される手法
として浮上してきた。
【００９０】
　本発明の実施における使用に適した干渉ＲＮＡは、幾つかの形態のいずれかで提供する
ことができる。例えば、干渉ＲＮＡは、単離した短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、二本鎖
ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）または短鎖ヘアピンＲＮＡ（ｓｈ
ＲＮＡ）の１つまたは複数として提供することができる。
【００９１】
　本発明における使用に適した干渉ＲＮＡ分子の例には、例えば、以下の概説：Ｏ．　Ｍ
ｉｌｈａｖｅｔら、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　Ｒｅｖ．、２００３年、５５巻：６２９～６
４８頁；Ｆ．　Ｂｉら、Ｃｕｒｒ．　Ｇｅｎｅ．　Ｔｈｅｒ．、２００３年、３巻：４１
１～４１７頁；Ｐ．Ｙ．　Ｌｕら、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．、２
００３年、５巻：２２５～２３４頁；Ｉ．　Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈら、Ｓｅｍｉｎ．　Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｂｉｏｌ、２００４年、１４巻：２２３～２３０頁；Ｍ．　Ｉｚｑｕｉｅｒｄ
ｏ、Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．、２００５年、１２巻：２１７～２２７頁；Ｐ
．Ｙ．　Ｌｕら、Ａｄｖ．　Ｇｅｎｅｔ、２００５年、５４巻：１１７～１４２頁；Ｇ．
Ｒ．　Ｄｅｖｉ、Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．、２００６年、１３巻：８１９～
８２９頁；Ｍ．Ａ．　Ｂｅｈｌｋｅ、Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．、２００６年、１３巻：６４
４～６７０頁；およびＬ．Ｎ．　Ｐｕｔｒａｌら、Ｄｒｕｇ　Ｎｅｗｓ　Ｐｅｒｓｐｅｃ
ｔ．、２００６年、１９巻：３１７～３２４頁（それぞれその内容を参照によって本明細
書に組み込む）に引用のｉＲＮＡが含まれる。
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【００９２】
　適切な干渉ＲＮＡ分子の他の例には、それに限定されるものではないが、ｐ５３干渉Ｒ
ＮＡ（例えば、Ｔ．　Ｒ．　Ｂｒｕｍｍｅｌｋａｍｐら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２００２年、
２９６巻：５５０～５５３頁；Ｍ．　Ｔ．　Ｈｅｍｍａｎら、Ｎａｔ．　Ｇｅｎｅｔ．、
２００３年、３３巻：３９６～４００頁）；慢性骨髄白血病および急性リンパ芽球性白血
病の発症に関連するｂｃｒ－ａｂｌ融合を標的にする干渉ＲＮＡ（例えば、Ｍ．　Ｓｃｈ
ｅｒｒら、Ｂｌｏｏｄ、２００３年、１０１巻：１５６６～１５６９頁；Ｍ．　Ｊ．　Ｌ
ｉら、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ、２００３年、１３巻：４０１～４０９頁）、
未分化大細胞リンパ腫の７５％においてみられ、腫瘍形成に関連している構造的に活性な
キナーゼを発現させるタンパク質であるＮＰＭ－ＡＬＫの発現を阻害する干渉ＲＮＡ（Ｕ
．　Ｒｉｔｔｅｒら、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ、２００３年、１３巻：３６５
～３７３頁）；Ｒａｆ－１などの、癌遺伝子を標的にする干渉ＲＮＡ（Ｔ．　Ｆ．　Ｌｏ
ｕら、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ、２００３年、１３巻：３１３～３２４頁）、
Ｋ－Ｒａｓ（Ｔ．　Ｒ．　Ｂｒｕｍｍｅｌｋａｍｐら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ、２００
２年、２巻：２４３～２４７頁）、ｅｒｂＢ－２（Ｇ．　Ｙａｎｇら、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．
　Ｃｈｅｍ．、２００４年、２７９巻：４３３９～４３４５頁）；結腸直腸がんにおける
主な形質転換事象であると考えられる、その過剰発現がＴ細胞因子標的遺伝子のトランス
活性化をもたらすｂ－カテニンタンパク質を標的にする干渉ＲＮＡ（Ｍ．　ｖａｎ　ｄｅ
　Ｗｅｔｅｒｉｎｇら、ＥＭＢＯ　Ｒｅｐ．、２００３年、４巻：６０９～６１５頁）が
含まれる。
【００９３】
　Ｃ．標識部分
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、少なくとも１つの標識部分で標識されてい
る。例えば、クロロトキシン剤の１つもしくは複数のクロロトキシン部分および／または
１つもしくは複数の治療部分は、標識部分で標識することができる。
【００９４】
　標識部分の役割は、試験される組織に結合した後に、クロロトキシン剤の検出を容易に
することである。好ましくは、標識部分は、測定することができ、かつその強度が、組織
に結合した診断剤の量に関係する（例えば比例する）シグナルを発生するように選択され
る。
【００９５】
　好ましくは、標識は、クロロトキシン剤の所望の生物学的または薬学的活性を実質的に
妨害しない。特定の実施形態では、標識は、１つまたはそれより多くの標識部分を、クロ
ロトキシン部分に、好ましくはクロロトキシン部分のペプチド配列上の非干渉位置に結合
させ、または組み込む。かかる非干渉位置は、クロロトキシン部分と腫瘍細胞の特異的結
合に関与しない位置である。
【００９６】
　標識部分は、対象の組織または系との結合後にクロロトキシン剤を検出できる任意の実
体であってよい。多種多様な検出可能な薬剤のいずれかを、本発明のクロロトキシン剤に
おける標識部分として使用することができる。標識部分は、直接的に検出可能であってよ
く、間接的に検出可能であってもよい。標識部分の例には、それに限定されるものではな
いが、様々なリガンド、放射性核種（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、１８Ｆ、１９Ｆ、３２Ｐ、
３５Ｓ、１３５Ｉ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、６４Ｃｕ、１８７Ｒｅ、１１１Ｉｎ、９０Ｙ、
９９ｍＴｃ、１７７Ｌｕ等）、蛍光染料（具体的な例示的蛍光染料については以下参照）
、化学発光剤（例えば、アクリジニウム（ａｃｒｉｄｉｎｕｍ）エステル、安定化ジオキ
セタンなど）、生物発光剤、スペクトル的に分解可能な無機蛍光半導体ナノ結晶（即ち、
量子ドット）、金属ナノ粒子（例えば、金、銀、銅、白金等）ナノクラスター、常磁性金
属イオン、酵素（酵素の具体例については以下参照）、比色標識（例えば、染料、コロイ
ド金など）、ビオチン、ジゴキシゲニン（ｄｉｏｘｉｇｅｎｉｎ）、ハプテンおよび抗血
清またはモノクローナル抗体が利用可能なタンパク質が含まれる。
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【００９７】
　特定の実施形態では、標識部分は、蛍光標識を含む。多種多様な化学構造および物理的
特徴の数々の公知の蛍光標識部分が、本発明の診断方法の実施における使用に適している
。適切な蛍光染料には、それに限定されるものではないが、フルオレセインおよびフルオ
レセイン染料（例えば、フルオレセインイソチオシアニンまたはＦＩＴＣ、ナフトフルオ
レセイン、４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフルオレセイン、６－カルボ
キシフルオレセインまたはＦＡＭ等）、カルボシアニン、メロシアニン、スチリル染料、
オキソノール染料、フィコエリトリン、エリトロシン、エオシン、ローダミン染料（例え
ば、カルボキシテトラメチル－ローダミンまたはＴＡＭＲＡ、カルボキシローダミン６Ｇ
、カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、リサミンローダミンＢ、ローダミン６Ｇ、ロ
ーダミングリーン、ローダミンレッド、テトラメチルローダミン（ＴＭＲ）等）、クマリ
ンおよびクマリン染料（例えば、メトキシクマリン、ジアルキルアミノクマリン、ヒドロ
キシクマリン、アミノメチルクマリン（ＡＭＣＡ）等）、オレゴングリーン染料（例えば
、オレゴングリーン４８８、オレゴングリーン５００、オレゴングリーン５１４等）、テ
キサスレッド、テキサスレッド－Ｘ、スペクトラムレッド（商標）、スペクトラムグリー
ン（商標）、シアニン染料（例えば、Ｃｙ－３（商標）、Ｃｙ－５（商標）、Ｃｙ－３．
５（商標）、Ｃｙ－５．５（商標）等）、アレクサフルオル染料（例えば、アレクサフル
オル３５０、アレクサフルオル４８８、アレクサフルオル５３２、アレクサフルオル５４
６、アレクサフルオル５６８、アレクサフルオル５９４、アレクサフルオル６３３、アレ
クサフルオル６６０、アレクサフルオル６８０等）、ＢＯＤＩＰＹ染料（例えば、ＢＯＤ
ＩＰＹ　ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ　Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ、Ｂ
ＯＤＩＰＹ５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ５５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ５６４／５７０
、ＢＯＤＩＰＹ５７６／５８９、ＢＯＤＩＰＹ５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ６３０／６
５０、ＢＯＤＩＰＹ６５０／６６５等）、ＩＲＤｙｅｓ（例えば、ＩＲＤ４０、ＩＲＤ７
００、ＩＲＤ８００等）等が含まれる。蛍光染料を、タンパク質およびペプチドなどの他
の化学的実体と結合するための適切な蛍光染料および方法のさらなる例については、例え
ば、「Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ」、第９編、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ，Ｉｎｃ．、オレゴン州ユージーン参照のこと。蛍光標識剤の好ましい特性には、高い
モル吸収係数、高い蛍光量子収率および光安定性が含まれる。特定の実施形態では、標識
フルオロフォアは、望ましくは、紫外スペクトル範囲（即ち、４００ｎｍ未満）ではなく
、可視（即ち、４００および７５０ｎｍの間）の波長の吸光および発光を示す。
【００９８】
　特定の実施形態では、標識部分は酵素を含む。適切な酵素の例には、それに限定される
ものではないが、ＥＬＩＳＡに使用されるもの、例えば、セイヨウワサビペルオキシダー
ゼ、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリフォスファターゼ等が含まれる。
他の例には、β－グルクロニダーゼ、β－Ｄ－グルコシダーゼ、ウレアーゼ、グルコース
オキシダーゼ等が含まれる。酵素は、カルボジイミド、ジイソシアネート、グルタルアル
デヒドなどの結合基を使用して、クロロトキシン部分にコンジュゲートすることができる
。
【００９９】
　特定の実施形態では、標識部分は、単一光子放射型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ
）またはポジション（Ｐｏｓｉｔｉｏｎ）断層法（ＰＥＴ）によって検出可能な放射性同
位体を含む。かかる放射性核種の例には、それに限定されるものではないが、ヨウ素－１
３１（１３１Ｉ）、ヨウ素－１２５（１２５Ｉ）、ビスマス－２１２（２１２Ｂｉ）、ビ
スマス－２１３（２１３Ｂｉ）、アスタチン－２２１（２１１Ａｔ）、銅－６７（６７Ｃ
ｕ）、銅－６４（６４Ｃｕ）、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）、レニウム－１８６（１

８８Ｒｅ）、リン－３２（３２Ｐ）、サマリウム－１５３（１５３Ｓｍ）、ルテチウム－
１７７（１１７Ｌｕ）、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）、ガリウム－６７（６７Ｇ
ａ）、インジウム－１１１（１１１Ｉｎ）およびタリウム－２０１（２０１Ｔｌ）が含ま
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れる。
【０１００】
　特定の実施形態では、標識部分は、ガンマカメラによって検出可能な放射性同位体を含
む。かかる放射性同位体の例には、それに限定されるものではないが、ヨウ素－１３１（
１３１Ｉ）およびテクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）が含まれる。
【０１０１】
　特定の実施形態では、標識部分は、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）における良好な造影強化
剤である常磁性金属イオンを含む。かかる常磁性金属イオンの例には、それに限定される
ものではないが、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）、クロムＩＩＩ（Ｃｒ３＋）、ジスプ
ロシウムＩＩＩ（Ｄｙ３＋）、鉄ＩＩＩ（Ｆｅ３＋）、マンガンＩＩ（Ｍｎ２＋）および
イッテルビウムＩＩＩ（Ｙｂ３＋）が含まれる。特定の実施形態では、標識部分は、ガド
リニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）を含む。ガドリニウムは、ＦＤＡ承認のＭＲＩ用造影剤であ
り、これは異常組織に蓄積して、これらの異常領域を磁気共鳴画像上で非常に明るくする
（強調する）。ガドリニウムは、身体の様々な領域、特に脳の正常組織と異常組織の間を
明瞭に造影することが公知である。
【０１０２】
　特定の実施形態では、標識部分は、核磁気共鳴分光法（ＭＲＳ）によって検出可能な安
定な常磁性同位体を含む。適切な安定な常磁性同位体の例には、それに限定されるもので
はないが、炭素－１３（１３Ｃ）およびフッ素－１９（１９Ｆ）が含まれる。
【０１０３】
　Ｄ．クロロトキシン剤の形成
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、少なくとも１つの治療部分に結合している
少なくとも１つのクロロトキシン部分を含む。したがって、クロロトキシン剤は、少なく
とも２つの他の分子の結合（ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）（例えば、結合（ｂｉｎｄｉｎｇ
）、相互作用、融合またはカップリング）から得られる。
【０１０４】
　クロロトキシン剤のクロロトキシン部分と治療部分の結合は、共有結合性であっても、
共有結合性でなくてもよい。結合、相互作用またはカップリングの性質に関係なく、クロ
ロトキシン部分と治療部分の結合は、好ましくは、クロロトキシン剤が、腫瘍への、およ
びその中への輸送／送達の前または最中に解離しないように、選択的、特異的であり、十
分に強力である。クロロトキシン剤のクロロトキシン部分と治療部分の結合は、当業者に
公知の任意の化学的、生化学的、酵素的または遺伝学的カップリングを使用して達成する
ことができる。
【０１０５】
　特定の実施形態では、クロロトキシン部分と治療部分の結合は、非共有結合性である。
非共有結合性相互作用の例には、それに限定されるものではないが、疎水性相互作用、静
電気性相互作用、双極子相互作用、ファンデルワールス相互作用および水素結合が含まれ
る。
【０１０６】
　特定の実施形態では、クロロトキシン部分と治療部分の結合は、共有結合性である。当
業者によって理解される通り、それらの部分は、直接的または間接的に互いに結合するこ
とができる（例えば、以下に記載のリンカーを介して）。
【０１０７】
　特定の実施形態では、クロロトキシン部分および治療部分は、互いに直接的に共有結合
している。直接的な共有結合は、アミド、エステル、炭素－炭素、ジスルフィド、カルバ
メート、エーテル、チオエーテル、尿素、アミンまたはカーボネート結合などの結合を介
することができる。共有結合は、クロロトキシン部分および／または治療部分上に存在す
る官能基を利用して達成することができる。あるいは重要性の低いアミノ酸を、カップリ
ング目的で有用な基（アミノ、カルボキシまたはスルフヒドリル）を導入する別のアミノ
酸で置き換えることができる。あるいは、追加のアミノ酸を、カップリング目的でクロロ
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トキシン部分に付加して、有用な基（アミノ、カルボキシまたはスルフヒドリル）を導入
することができる。部分を一緒に結合するために使用できる適切な官能基には、それに限
定されるものではないが、アミン、無水物、ヒドロキシル基、カルボキシ基、チオール等
が含まれる。カルボジイミドなどの活性化剤を使用して、直接結合を形成することができ
る。多種多様な活性化剤が当技術分野で公知であり、治療剤とクロロトキシン部分を結合
するのに適している。
【０１０８】
　他の実施形態では、クロロトキシン剤のクロロトキシン部分および治療部分は、リンカ
ー基を介して互いに間接的に共有結合している。これは、単官能性およびヘテロ官能性薬
剤（かかる薬剤の例は、例えばＰｉｅｒｃｅ　Ｃａｔａｌｏｇ　ａｎｄ　Ｈａｎｄｂｏｏ
ｋ参照）を含む、当技術分野で周知の任意の数の安定な二官能性薬剤を使用することによ
って達成することができる。二官能性リンカーの使用は、それが、得られるクロロトキシ
ン剤に存在する結合部分をもたらす一方、活性化剤は、反応に関与する２つの部分間に直
接結合をもたらすという点で、活性化剤の使用とは異なる。二官能性リンカーの役割は、
そうでなければ不活性な２つの部分間の反応を可能にし得ることである。あるいはまたは
さらには、反応生成物の一部になる二官能性リンカーは、クロロトキシン剤に、ある度合
いの立体配座柔軟性を付与するように選択することができる（例えば、二官能性リンカー
は、幾つかの原子を含有する直鎖アルキル鎖、例えば２個および１０個の間の炭素原子を
含有する直鎖アルキル鎖を含む）。あるいはまたはさらには、二官能性リンカーは、クロ
ロトキシン部分と治療部分の間で形成される結合が開裂可能なように、例えば加水分解可
能なように選択することができる（かかるリンカーの例は、例えば、それぞれの全体を参
照によって本明細書に組み込む米国特許第５，７７３，００１号、第５，７３９，１１６
号および第５，８７７，２９６号参照）。かかるリンカーは、好ましくは、例えばコンジ
ュゲートの加水分解後にクロロトキシン部分および／または治療部分のより高い活性が観
測される場合に使用される。治療部分がクロロトキシン部分から開裂され得る例示的な機
構には、リソソーム（ヒドラゾン、アセタールおよびｃｉｓ－アコニット酸に類似のアミ
ド）の酸性ｐＨにおける加水分解、リソソーム酵素（カテプシン（ｃａｐｔｈｅｐｓｉｎ
）および他のリソソーム酵素）によるペプチド開裂、およびジスルフィドの還元）が含ま
れる。治療部分がクロロトキシン部分から開裂される別の機構には、生理的ｐＨの細胞外
または細胞内における加水分解が含まれる。この機構は、治療部分とクロロトキシン部分
をカップリングするために使用される架橋が、ポリデキストランなどの生分解性／生体内
浸食性（ｂｉｏｅｒｏｄｉｂｌｅ）実体である場合に適用される。
【０１０９】
　例えば、ヒドラゾン含有クロロトキシン剤は、所望の放出特性を付与する導入カルボニ
ル基を用いて生成することができる。クロロトキシン剤は、一端にジスルフィド基を有し
、多端にヒドラジン誘導体を有するアルキル鎖を含むリンカーを用いて生成することもで
きる。ヒドラゾン以外の官能基を含有するリンカーは、リソソームの酸性環境において開
裂する潜在的な可能性も有する。例えば、クロロトキシン剤は、エステル、アミドおよび
アセタール／ケタールなどの、細胞内で開裂可能なヒドラゾン以外の基を含有するチオー
ル反応性リンカーから生成することができる。
【０１１０】
　ｐＨ感受性の高いリンカーの種類の別の例は、ｃｉｓ－アコニット酸であり、これはア
ミド基に並列するカルボン酸基を有する。カルボン酸は、酸性リソソームにおけるアミド
加水分解を促進する。幾つか他の種類の構造を有し、類似の種類の加水分解加速度を達成
するリンカーを使用することもできる。
【０１１１】
　クロロトキシン剤の別の潜在的に可能な放出方法は、リソソーム酵素によるペプチドの
酵素的加水分解である。一例として、ペプチド毒素を、アミド結合を介してパラ－アミノ
ベンジルアルコールに結合させ、次いでカルバメートまたはカーボネートを、ベンジルア
ルコールと治療部分の間に生成する。ペプチドの開裂は、アミノベンジルカルバメートま
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たはカーボネートを崩壊し、治療部分を放出する。別の例では、カルバメートの代わりに
リンカーを崩壊することによって、フェノールを開裂することができる。別の変形では、
ジスルフィドの低減を使用して、パラ－メルカプトベンジルカルバメートまたはカーボネ
ートの崩壊を開始する。
【０１１２】
　クロロトキシン剤の治療部分がタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドである実施形
態では、クロロトキシン剤は、融合タンパク質であってよい。既に先に定義した通り、融
合タンパク質は、それらの個々のペプチド主鎖を介する共有結合によって結合した２つ以
上のタンパク質またはペプチドを含む分子である。本発明の方法において使用される融合
タンパク質は、当技術分野で公知の任意の適切な方法によって生成することができる。例
えばそれらは、ポリペプチド合成機を使用する、直接的なタンパク質合成法によって生成
することができる。あるいは、後にアニールし、再増幅してキメラ遺伝子配列を生成する
ことができる、２つの連続した遺伝子断片間に相補的なオーバーハングを生じるアンカー
プライマーを使用して、遺伝子断片のＰＣＲ増幅を実施することができる。融合タンパク
質は、標準の組換え法によって得ることができる（例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら、「Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第２編
、１９８９年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、ニュー
ヨーク州コールドスプリング参照）。これらの方法は一般に、（１）所望の融合タンパク
質をコードする核酸分子を構築し、（２）その核酸分子を組換え発現ベクターに挿入し、
（３）その発現ベクターで適切な宿主細胞を形質転換し、（４）その宿主細胞において融
合タンパク質を発現させることを含む。かかる方法によって生成した融合タンパク質は、
当技術分野で公知の通り、培地から直接、または細胞溶解によって回収し、単離すること
ができる。形質転換した宿主細胞によって生成したタンパク質の精製方法は、当技術分野
で周知である。これらには、それに限定されるものではないが、沈殿、遠心分離、ゲル濾
過および（イオン交換、逆相およびアフィニティー）カラムクロマトグラフィーが含まれ
る。他の精製方法が記載されている（例えば、Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒら、「Ｇｕｉｄｅ　ｔ
ｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ」ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ、１９９０年、第１８２巻、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ参照）。
【０１１３】
　当業者には容易に理解され得る通り、本発明の方法において使用されるクロロトキシン
剤は、任意の数の様々な方法によって互いに結合している、任意の数のクロロトキシン部
分および任意の数の治療部分を含むことができる。コンジュゲートの設計は、その所期の
目的（複数）およびその使用の特定の状況において望ましい特性に影響を受けることにな
る。クロロトキシン部分を治療部分と結び付け、または結合させてクロロトキシン剤を形
成する方法の選択は、当業者に公知であり、一般に、部分間に望まれる相互作用の性質（
即ち、共有結合性と非共有結合性および／または開裂可能と開裂不可能）、治療部分の性
質、関与する部分上の化学的官能基の存在および性質等によって決まることになる。
【０１１４】
　標識クロロトキシン剤において、クロロトキシン部分（または治療部分）と標識部分の
結合は、共有結合性であっても共有結合性でなくてもよい。共有結合の場合、クロロトキ
シン（または治療）部分および標識部分は、前述の通り直接的または間接的に互いに結合
することができる。
【０１１５】
　特定の実施形態では、クロロトキシン部分（または治療部分）と標識部分の結合は、非
共有結合である。非共有結合の例には、それに限定されるものではないが、疎水性相互作
用、静電気性相互作用、双極子相互作用、ファンデルワールス相互作用および水素結合が
含まれる。例えば標識部分は、キレート化によってクロロトキシン部分（または治療部分
）に非共有性結合することができる（例えば、金属同位体は、例えばクロロトキシン部分
に結合した、例えば融合したポリＨｉｓ領域にキレート化することができる）。
【０１１６】
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　特定の実施形態では、クロロトキシン部分（または治療部分）は、同位体標識される（
即ち、クロロトキシン部分は、通常天然に見られる原子質量または質量数とは異なる原子
質量または質量数を有する原子によって置き換えられている１つまたはそれより多くの原
子を含有する）。あるいはまたはさらには、同位体は、クロロトキシン部分および／また
は治療部分に結合することができる。
【０１１７】
　当業者には容易に理解され得る通り、本発明の特定の方法において使用される標識クロ
ロトキシン剤は、任意の数の様々な方法によって互いに結合している、任意の数のクロロ
トキシン部分、任意の数の治療部分および任意の数の標識部分を含むことができる。標識
クロロトキシン剤の設計は、その所期の目的（複数）、その使用の状況において望ましい
特性および検出物から選択される方法に影響を受けることになる。
【０１１８】
　Ｅ．修飾
　特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、ポリマーなどの巨大分子との共有結合によ
って修飾される。いかなる特定の理論にも拘泥するものではないが、例えばポリマーの共
有結合は、クロロトキシン剤を抗原的にマスクすることができ、その結果、動物身体にお
ける薬剤のバイオアベイラビリティおよび／または耐性が改善される。かかるポリマーの
例は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）であり、これは、しばしばペプチドおよび／ま
たはポリペプチドのＮおよび／またはＣ末端、ならびに／あるいはシステインと共有結合
することができる。「ＰＥＧ化」は、ＰＥＧを分子に共有結合付加することを指す。幾つ
かの実施形態では、クロロトキシン剤は、いかなる部位でも修飾されない。幾つかの実施
形態では、クロロトキシン剤は、分子１個当たり１つの部位において修飾されている（例
えば、ＰＥＧ化によって）。幾つかの実施形態では、クロロトキシン剤は、分子１個当た
り２つ以上の部位において修飾されている（例えば、ＰＥＧ化によって）。
【０１１９】
　幾つかの実施形態では、かかる修飾は、インビボでのクロロトキシン剤の半減期を延長
する。例えば半減期は、少なくとも約１０時間、少なくとも１６時間等であってよい（例
えば、実施例９参照）。かかる改善されたバイオアベイラビリティは、幾つかの実施形態
では、低頻度の投与を伴う投与レジメンを容易にすることができる（投与レジメンは、本
明細書で論じる）。
【０１２０】
　ＩＩ．治療および／または検出方法
　本発明の治療方法は、有効用量のクロロトキシン剤またはその医薬組成物を、それを必
要としている個体（例えば、少なくとも１つの腫瘍転移を有している、有していた、その
発症の危険性がある、かつ／またはそれにかかりやすい個体）に投与するステップを含む
。したがって、本発明の治療方法は、腫瘍転移の大きさおよび／または数の低減、転移の
増殖および／または形成の阻害、ならびに／あるいは転移がんおよび転移がん状態に罹患
している哺乳動物（ヒトを含む）の生存期間の延長のために使用することができる。
【０１２１】
　いかなる特定の理論にも拘泥するものではないが、本発明者らは、新血管の形成（血管
新生）が、転移の発症および／または維持にとって重要となり得ることに注目する。実施
例４に示した通り、クロロトキシンは、新血管形成を阻害することができる。クロロトキ
シンは、新しく生じた血管（新脈管構造）の退縮を生じることもできる。本発明の幾つか
の実施形態では、少なくとも１つの転移の新脈管構造が退縮する。本発明の幾つかの実施
形態では、血管新生が阻害される。
【０１２２】
　Ａ．徴候
　本明細書を通して、転移腫瘍の原発起源部位にちなんだ転移腫瘍の命名法を使用する。
したがって、例えば「転移前立腺がん」は、転移の位置にかかわらず、他の器官に拡散し
た、前立腺由来のがんを指す。転移は、例えば、脳、肺、骨、肝臓、リンパ節、卵巣等を
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含む様々な器官において形成し得る。特定の種類の腫瘍は、一般に、特定の器官に転移す
ることがある。例えば、黒色腫はしばしば脳に転移し、前立腺がんはしばしば骨に転移し
、女性の胃がんは、しばしば卵巣に転移し、乳がんはしばしば骨に転移し、結腸がんはし
ばしば肝臓に転移する。本方法は、原発腫瘍部位から遠隔の転移を含む前述の様々な器官
における転移を治療するために使用することができる。さらに、クロロトキシン剤は、血
液／脳関門を横断し得るので（例えば、実施例２および３参照）、本方法は、脳の転移の
治療に使用することができる。
【０１２３】
　原発腫瘍は、しばしば近くのリンパ節に拡散することがある。本方法は、リンパ節への
拡散を制御または排除するために、同様に使用することができる。がん／腫瘍細胞は、原
発腫瘍から離脱し、血流またはリンパ管を介して移動することによって転移し得る。本発
明の特定の実施形態、例えばクロロトキシン剤が全身送達される実施形態の幾つかでは、
かかる転移細胞にクロロトキシン剤が結合し、破壊の標的となる。
【０１２４】
　幾つかの実施形態では、本発明の治療方法はさらに、クロロトキシン剤の投与前に、少
なくとも１つの転移を検出するステップを含む。かかる幾つかの実施形態では、少なくと
も１つの転移の検出は、有効用量の標識クロロトキシン剤を投与するステップを含む。
【０１２５】
　それにもかかわらず、本方法は、１つまたはそれより多くの転移の位置または存在が知
られていないとしても、該１つまたはそれより多くの転移を有する、有していたまたはそ
の危険性がある個体を治療するために使用できることを理解されよう。患者は、任意の転
移を有すると全く診断されていなくてもよく、または患者の転移のサブセットのみが同定
され、かつ／または位置していてもよい。本発明の幾つかの実施形態では、クロロトキシ
ン剤は全身送達され、その結果クロロトキシン剤が体中に送達される。したがって、クロ
ロトキシン剤を転移に送達するために、特定の組織または組織の一組をクロロトキシン剤
の送達標的にする必要はない。
【０１２６】
　本発明に従って治療することができる、転移がんに発生し得る原発がんおよびがん状態
の例には、それに限定されるものではないが、脳および中枢神経系の腫瘍（例えば、神経
膠芽腫または髄芽細胞腫などの、髄膜、脳、脊髄、脳神経およびＣＮＳの他の部分の腫瘍
）；頭部および／または頸部がん、乳房腫瘍、循環系の腫瘍（例えば、心臓、縦隔および
胸膜、ならびに他の胸腔内器官、血管腫瘍、ならびに血管組織に関連する腫瘍）；血液お
よびリンパ系の腫瘍（例えば、ホジキン病、非ホジキン病リンパ腫、バーキットリンパ腫
、ＡＩＤＳ関連リンパ腫、悪性免疫増殖性疾患、多発性骨髄腫、および悪性形質細胞新生
物、リンパ性白血病、骨髄白血病、急性または慢性リンパ球性白血病、単球性白血病、特
定の細胞種の他の白血病、不特定の細胞種の白血病、びまん性大細胞リンパ腫、Ｔ細胞リ
ンパ腫または皮膚Ｔ細胞リンパ腫などの、リンパ、造血組織および関連組織の不特定悪性
新生物）；排泄系（例えば、腎臓、腎盂、尿管、膀胱および他の膀胱器官）の腫瘍；胃腸
管（例えば、食道、胃、小腸、結腸、結腸直腸、直腸Ｓ状結腸移行部、直腸、肛門および
肛門管）の腫瘍；肝臓および肝内胆管、胆嚢、ならびに胆道の他の部分、膵臓、ならびに
他の消化器官を侵す腫瘍；口腔（例えば、唇、舌、歯肉、口腔底、口蓋、耳下腺、唾液腺
、扁桃腺、中咽頭、鼻咽頭、梨状陥凹（ｐｕｒｉｆｏｒｍ　ｓｉｎｕｓ）、下咽頭および
口腔の他の部位）の腫瘍；生殖系（例えば、外陰部、膣、子宮頸、子宮、卵巣および女性
の生殖器に関連する他の部位、胎盤、陰茎、前立腺、精巣および男性の生殖器に関連する
他の部位）の腫瘍；呼吸器（小細胞肺がんおよび非小細胞肺がんなどの、例えば、鼻腔、
中耳、副鼻腔、喉頭、気管、気管支および肺）の腫瘍；骨格系（例えば、四肢の骨および
関節軟骨、骨関節軟骨および他の部位）の腫瘍；皮膚の腫瘍（例えば、皮膚の悪性黒色腫
、非黒色腫皮膚がん、皮膚の基底細胞癌、皮膚の扁平上皮細胞癌、中皮腫、カポジ肉腫）
；ならびに末梢神経および自律神経系、結合組織および軟組織、後腹膜（ｒｅｔｒｏｐｅ
ｒｉｔｏｎｅｏｕｍ）および腹膜、目および付属器、甲状腺、副腎、ならびに他の内分泌
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腺および関連の構造を含む他の組織を侵す腫瘍、リンパ節の二次性および不特定悪性新生
物、呼吸器系および消化器系の二次性悪性新生物、ならびに他の部位の二次性悪性新生物
が含まれる。
【０１２７】
　本発明の特定の実施形態では、本発明の組成物および方法は、転移肉腫の治療に使用す
ることができる。幾つかの実施形態では、本発明の組成物および方法は、膀胱がん、乳が
ん、慢性リンパ腫白血病、頭部および頸部がん、子宮内膜がん、非ホジキンリンパ腫、非
小細胞肺がん、卵巣がん、膵臓がんおよび前立腺がんに由来する転移がんの治療に使用さ
れる。
【０１２８】
　本発明の特定の実施形態では、組成物および方法は、神経外胚葉起源の転移腫瘍の治療
に使用される。ヒトの患者に存在する神経外胚葉起源の任意の転移腫瘍は、一般に、本発
明の組成物／方法を使用して治療することができる。特定の実施形態では、患者に影響を
及ぼす神経外胚葉起源の転移腫瘍は、神経膠腫、髄膜腫、上衣腫、髄芽細胞腫、神経芽細
胞腫、神経節腫、褐色細胞腫、黒色腫、末梢性原始神経外胚葉腫瘍、肺の小細胞癌、ユー
イング肉腫および脳内の神経外胚葉起源の転移腫瘍からなる群のメンバーである。幾つか
の実施形態では、神経外胚葉起源の転移腫瘍は、黒色腫である。かかる幾つかの実施形態
では、黒色腫は、皮膚または眼内の黒色腫である。
【０１２９】
　特定の実施形態では、神経外胚葉起源の転移腫瘍は、患者の脳に影響を及ぼす。特定の
実施形態では、脳腫瘍は神経膠腫である。全ての原発性脳腫瘍の約半分が神経膠腫である
。４つの主な種類の神経膠腫：星状細胞腫（成人および子どもの両方における最も一般的
な神経膠腫である）、上衣腫、乏突起神経膠腫および混合神経膠腫がある。神経膠腫は、
それらの位置に従って、テント下（即ち、子どもの患者に最もよく見られる脳の下方部分
に位置する）またはテント上（即ち、成人の患者に最もよく見られる脳の上方部分に位置
する）と分類することができる。
【０１３０】
　神経膠腫はさらに、腫瘍の病理学的評価によって決定されるそれらのグレードに従って
分類される。世界保健機構（ＷＨＯ）は、最も侵襲性が低い傾向があるグレードＩの神経
膠腫から、最も侵襲性が高く悪性の傾向があるグレードＩＶの神経膠腫の格付け方式を作
成している。低グレード（即ち、グレードＩまたはグレードＩＩ）の神経膠腫の例には、
それに限定されるものではないが、毛様細胞星状細胞腫（若年性毛様細胞星状細胞腫とも
呼ばれる）、線維性星状細胞腫、多形性黄色星状膠細胞腫（ｘａｎｔｒｏａｓｔｒｏｃｙ
ｔｏｍｏａ）および胚芽異形成性（ｄｅｓｅｍｂｒｙｏｐｌａｓｔｉｃ）神経上皮腫瘍が
含まれる。高グレード神経膠腫は、グレードＩＩＩの神経膠腫（例えば、未分化星状細胞
腫、ＡＡ）およびグレードＩＶの神経膠腫（神経膠芽腫多形、ＧＢＭ）を包含する。未分
化星状細胞腫は、３０～５０代の男性および女性に最も頻繁に見られ、全ての脳腫瘍の４
％を占める。最も浸潤性の高い種類の神経膠腫瘍である神経膠芽腫多形は、５０～７０代
の男性および女性に最も一般的であり、全ての原発性脳腫瘍の２３％を占める。予後はグ
レードＩＶの神経膠腫で最も悪く、平均生存期間は１２カ月である。特定の実施形態では
、本発明の方法は、高グレードの神経膠腫の治療に使用される。
【０１３１】
　積極的な治療にもかかわらず、神経膠腫は、通常、しばしばより高いグレードで、時に
様々な形態で再発する。再発は様々であるが、グレードＩＶの神経膠腫は、常に再発する
。したがって、特定の実施形態では、本発明の方法は、転移再発性神経膠腫、特に再発性
の高グレード神経膠腫の治療に使用される。
【０１３２】
　本発明の組成物および方法を使用して治療できる転移腫瘍には、他の化学療法を用いる
治療に対して難治性である転移腫瘍が含まれる。「難治性」という用語は、腫瘍に関して
本明細書で使用される場合、腫瘍（および／またはその転移）が、本発明の組成物以外の



(34) JP 2011-520914 A 2011.7.21

10

20

30

40

50

少なくとも１つの化学療法を用いて治療される際に、かかる化学療法剤を用いた治療後に
抗増殖反応を全く示さず、またはわずかしか示さず（即ち、腫瘍増殖を全く阻害しない、
わずかしか阻害しない）、即ち、他の（好ましくは標準の）化学療法では全く治療できな
い、または不満足な結果しか得られない腫瘍であることを意味する。難治性腫瘍等の治療
に言及する場合、本発明は、（ｉ）１つまたはそれより多くの化学療法が、患者の治療中
に既に失敗に終わった腫瘍のみならず、（ｉｉ）他の手段、例えば化学療法の存在下での
生検および培養によって難治性であると示され得る腫瘍を包含すると理解されるべきであ
る。
【０１３３】
　本発明による治療を受けることができる患者には、一般に、腫瘍を有すると診断されて
いる、または診断されたことがある任意の患者が含まれる。幾つかの実施形態では、患者
は、１つまたはそれより多くの転移を有すると診断されている。幾つかの実施形態では、
患者は、転移することが公知である腫瘍を有すると診断されている。幾つかの実施形態で
は、患者は、転移の可能性が高いまたは起こり得る段階において決定される腫瘍を有する
と診断されている。幾つかの実施形態では、患者は、腫瘍を有していたが、もはや原発腫
瘍を有する徴候を示しておらず、幾つかのかかる実施形態では、患者は、それにもかかわ
らず本方法で治療できる腫瘍を有している。当業者には認識される通り、腫瘍および／ま
たは転移の位置および性質により、画像、生検等を含む様々な診断方法を実施することが
できる。
【０１３４】
　Ｂ．用量および投与
　本発明の治療方法では、クロロトキシン剤またはその医薬組成物は、一般に、少なくと
も１つの所望の結果を達成するのに必要なまたは十分な量およびタイミングで投与される
ことになる。例えば、クロロトキシン剤は、がん細胞を死滅させ、腫瘍の大きさを縮小し
、１つまたはそれより多くの転移の大きさを縮小し、腫瘍の増殖または転移を阻害または
遅延させ、患者の生存期間を延長し、あるいはその他の方法で臨床上の利益をもたらすよ
うな量およびタイミングで投与することができる。
【０１３５】
　本発明による治療は、一定期間にわたる単回投与または多回投与からなることができる
。投与は、１日に、１週間に（または他のある数日間隔で）１回または複数回、または間
欠的スケジュールで行うことができる。投与されるクロロトキシン剤またはその医薬組成
物の正確な量は、被験体ごとに変わり、幾つかの因子に応じて変わることになる（以下参
照）。
【０１３６】
　クロロトキシン剤またはその医薬組成物は、所望の治療効果を達成するのに有効な任意
の投与経路を使用して投与することができる。本発明の特定の実施形態では、クロロトキ
シン剤（またはその医薬組成物）は、全身投与される。投与の一般的な全身経路には、そ
れに限定されるものではないが、筋肉内、静脈、経肺および経口経路が含まれる。全身投
与は、例えば注入またはボーラス注射によって、あるいは上皮または皮膚粘膜内膜（例え
ば、経口、粘膜、直腸および腸粘膜等）を介する吸収によって、実施することもできる。
特定の実施形態では、クロロトキシン剤は、静脈投与される。ヒトの患者におけるクロロ
トキシン剤の静脈投与の例示的手順を、実施例２に記載している。
【０１３７】
　投与経路に応じて、有効用量は、治療を受ける被験体の体重、体表面積、原発器官／腫
瘍の大きさ、ならびに／あるいは転移の数、大きさおよび／または種類に従って算出する
ことができる。適切な用量の最適化は、ヒトの臨床試験で観測される薬物動態データに照
らして、当業者によって容易に行われ得る。最終投与レジメンは、薬物作用を改変する様
々な因子、例えば薬物の特異的活性、損傷の重症度および患者の反応性、患者の年齢、状
態、体重、性別および食事、存在する任意感染の重症度、投与のタイミング、他の治療剤
の使用（または使用なし）ならびに他の臨床因子を考慮に入れて、担当医によって決定さ
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れることになる。クロロトキシン剤を使用する試験が実施される場合、適切な投与レベル
および治療期間に関してさらなる情報が現れることになる。
【０１３８】
　一般的な用量は、１．０ｐｇ／ｋｇ体重～１００ｍｇ／ｋｇ体重を構成する。例えば、
全身投与については、用量は１００．０ｎｇ／ｋｇ体重～１０．０ｍｇ／ｋｇ体重であっ
てよい。
【０１３９】
　より具体的には、クロロトキシン剤が静脈投与される特定の実施形態では、薬剤投与は
、約０．００５ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ、例えば、約０．００５ｍｇ／ｋｇ～約５ｍ
ｇ／ｋｇ、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約４ｍｇ／ｋｇ、約０．０２ｍｇ／ｋｇ～約３ｍｇ／
ｋｇ、約０．０３ｍｇ／ｋｇ～約２ｍｇ／ｋｇまたは約０．０３ｍｇ／ｋｇ～約１．５ｍ
ｇ／ｋｇのクロロトキシンを含む１つまたはそれより多くの用量の投与を含むことができ
る。例えば、特定の実施形態では、それぞれ約０．０３ｍｇ／ｋｇ、約０．０４ｍｇ／ｋ
ｇ、約０．０５ｍｇ／ｋｇ、約０．０６ｍｇ／ｋｇ、約０．０７ｍｇ／ｋｇ、約０．０９
ｍｇ／ｋｇ、約１．０ｍｇ／ｋｇまたは１．０ｍｇ／ｋｇを超えるクロロトキシンを含有
するクロロトキシン剤の１つまたはそれより多くの用量を投与することができる。他の実
施形態では、それぞれ約０．０５ｍｇ／ｋｇ、約０．１０ｍｇ／ｋｇ、約０．１５ｍｇ／
ｋｇ、約０．２０ｍｇ／ｋｇ、約０．２５ｍｇ／ｋｇ、約０．３０ｍｇ／ｋｇ、約０．３
５ｍｇ／ｋｇ、約０．４０ｍｇ／ｋｇ、約０．４５ｍｇ／ｋｇ、約０．５０ｍｇ／ｋｇ、
約０．５５ｍｇ／ｋｇ、約０．６０ｍｇ／ｋｇ、約０．６５ｍｇ／ｋｇ、約０．７０ｍｇ
／ｋｇ、約０．７５ｍｇ／ｋｇ、約０．８０ｍｇ／ｋｇ、約０．８５ｍｇ／ｋｇ、約０．
９０ｍｇ／ｋｇ、約０．９５ｍｇ／ｋｇ、約１．０ｍｇ／ｋｇまたは約１ｍｇ／ｋｇを超
えるクロロトキシンを含有するクロロトキシン剤の１つまたはそれより多くの用量を投与
することができる。さらに他の実施形態では、約１．０ｍｇ／ｋｇ、約１．０５ｍｇ／ｋ
ｇ、約１．１０ｍｇ／ｋｇ、約１．１５ｍｇ／ｋｇ、約１．２０ｍｇ／ｋｇ、約１．２５
ｍｇ／ｋｇ、約１．３ｍｇ／ｋｇ、約１．３５ｍｇ／ｋｇ、約１．４０ｍｇ／ｋｇ、約１
．４５ｍｇ／ｋｇ、約１．５０ｍｇ／ｋｇまたは約１．５０ｍｇ／ｋｇを超えるクロロト
キシンを含有するクロロトキシン剤の１つまたはそれより多くの用量を投与することがで
きる。かかる実施形態では、治療は、クロロトキシン剤の単回用量、あるいは２回、３回
、４回、５回、６回または６回以上の用量の投与を含むことができる。２回の連続用量は
、１日間隔、２日間隔、３日間隔、４日間隔、５日間隔、６日間隔、７日間隔または７日
を超える間隔（例えば１０日、２週間、または２週間を超える）で投与することができる
。
【０１４０】
　Ｃ．併用療法
　本発明の治療方法は、追加の療法と併用できる（即ち、本発明による治療は、１つまた
はそれより多くの所望の療法または医療手順と同時に、その前に、またはその後に投与す
ることができる）ことを理解されよう。かかる組合せレジメンで使用される療法（治療剤
または手順）の特定の組合せは、所望の治療剤および／または手順の適合性ならびに達成
される所望の治療効果を考慮に入れることになる。
【０１４１】
　例えば、本発明の治療方法は、治療を受ける腫瘍に応じて、外科手術、放射線療法（例
えば、γ放射線、ニューロンビーム放射線療法、電子ビーム放射線療法、陽子線治療、小
線源療法、全身性放射性同位体）、内分泌療法、温熱療法および寒冷療法を含む他の手順
と一緒に使用することができる。
【０１４２】
　転移脳腫瘍の多くの場合、本発明の治療は、しばしば、原発腫瘍を除去するための外科
手術の後に投与されることになる。脳腫瘍の治療では、外科手術の主な目標は、肉眼的な
全ての切除、即ち目に見える全ての原発腫瘍の除去を達成することである。かかる目標を
達成する困難の１つは、これらの腫瘍が浸潤性であること、即ちこれらの腫瘍が正常な脳
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構造に出入りする傾向があることである。さらに、患者の脳から安全に除去できる腫瘍の
量には、かなり大きなばらつきがある。除去は一般に、腫瘍の全てまたは一部が、非常に
重要な機能を制御する脳の領域に位置している場合には不可能である。さらに、外科手術
のみで遠隔部位の転移を除去かつ／または破壊することは不可能であり、実際的でもない
。
【０１４３】
　転移脳腫瘍の多くの場合、本発明の治療は、しばしば放射線療法と組み合わせて（即ち
、それと同時に、その前に、またはその後に）投与されることになる。従来の治療では、
一般に、放射線療法は外科手術後に行われる。放射線は、一般に、日々の一連の治療とし
て（分割と呼ばれる）数週にわたって与えられる。放射線を適用するこの「分割」手法は
、腫瘍細胞の破壊を最大限にし、隣接する正常な脳に対する副作用を最小限にするために
重要である。放射線が適用される領域（照射野と呼ばれる）は、実行可能な限り多くの正
常な脳を含まないよう、注意深く算出される。
【０１４４】
　あるいはまたはさらには、本発明の治療方法は、任意の副作用を軽減する薬剤（例えば
制吐剤等）などの他の治療剤および／または他の承認された化学療法薬と併用投与するこ
とができる。化学療法剤の例には、数例をあげると、それに限定されるものではないが、
アルキル化剤（例えば、メクロレタミン、クロラムブシル、シクロホスファミド、メルフ
ァラン、イフォスファミド等）、代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサート等）、プリン
拮抗薬およびピリミジン拮抗薬（例えば、６－メルカプトプリン、５－フルオロウラシル
、シタラビン、ゲムシタビン等）、紡錘体毒（例えば、ビンブラスチン、ビンクリスチン
、ビノレルビン、パクリタキセル等）、ポドフィロトキシン（例えば、エトポシド、イリ
ノテカン、トポテカン等）、抗生物質（例えば、ドキソルビシン、ブレオマイシン、マイ
トマイシン等）、ニトロソ尿素（例えば、カルムスチン、ロムスチン、ノムスチン等）、
無機イオン（例えば、シスプラチン、カルボプラチン等）、酵素（例えば、アスパラギナ
ーゼ等）ならびにホルモン剤（例えば、タモキシフェン、ロイプロリド、フルタミド、メ
ゲステロール等）が含まれる。最新のがん療法についてのより包括的な議論は、ｈｔｔｐ
：／／ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／、ＦＤＡ承認の腫瘍学的薬物の一覧は、ｈｔｔｐ
：／／ｗｗｗ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｃｄｅｒ／ｃａｎｃｅｒ／ｄｒｕｇｌｉｓｔｆｒａｍｅ
．ｈｔｍおよびその内容全体を参照によって本明細書に組み込むＴｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍ
ａｎｕａｌ、第１７編、１９９９年を参照のこと。
【０１４５】
　本発明の方法は、細胞毒性剤の１つまたはそれより多くのさらなる組合せと一緒に、治
療レジメンの一部として使用することもでき、細胞毒性剤のさらなる組合せは、以下から
選択される：ＣＨＯＰＰ（シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、プレ
ドニゾンおよびプロカルバジン）；ＣＨＯＰ（シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビ
ンクリスチンおよびプレドニゾン）；ＣＯＰ（シクロホスファミド、ビンクリスチンおよ
びプレドニゾン）；ＣＡＰ－ＢＯＰ（シクロホスファミド、ドキソルビシン、プロカルバ
ジン、ブレオマイシン、ビンクリスチンおよびプレドニゾン）；ｍ－ＢＡＣＯＤ（メトト
レキサート、ブレオマイシン、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンクリスチン、
デキサメタゾンおよびロイコボリン）；ＰｒｏＭＡＣＥ－ＭＯＰＰ（プレドニゾン、メト
トレキサート、ドキソルビシン、シクロホスファミド、エトポシド、ロイコボリン、メク
ロエタミン、ビンクリスチン、プレドニゾンおよびプロカルバジン）；ＰｒｏＭＡＣＥ－
ＣｙｔａＢＯＭ（プレドニゾン、メトトレキサート、ドキソルビシン、シクロホスファミ
ド、エトポシド、ロイコボリン、シタラビン、ブレオマイシンおよびビンクリスチン）；
ＭＡＣＯＰ－Ｂ（メトトレキサート、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンクリス
チン、プレドニゾン、ブレオマイシンおよびロイコボリン）；ＭＯＰＰ（メクロエタミン
、ビンクリスチン、プレドニゾンおよびプロカルバジン）；ＡＢＶＤ（アドリアマイシン
／ドキソルビシン、ブレオマイシン、ビンブラスチンおよびデカルバジン）；ＭＯＰＰ（
メクロエタミン、ビンクリスチン、プレドニゾンおよびプロカルバジン）とＡＢＶ（アド
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リアマイシン／ドキソルビシン、ブレオマイシンおよびビンブラスチン）交互；ＭＯＰＰ
（メクロエタミン、ビンクリスチン、プレドニゾン、およびプロカルバジン）とＡＢＶＤ
（アドリアマイシン／ドキソルビシン、ブレオマイシン、ビンブラスチンおよびデカルバ
ジン）交互；ＣｈｌＶＰＰ（クロラムブシル、ビンブラスチン、プロカルバジンおよびプ
レドニゾン）；ＩＭＶＰ－１６（イフォスファミド、メトトレキサートおよびエトポシド
）；ＭＩＭＥ（メチル－ｇａｇ、イフォスファミド、メトトレキサートおよびエトポシド
）；ＤＨＡＰ（デキサメタゾン、高用量シタリビンおよびシスプラチン）；ＥＳＨＡＰ（
エトポシド、メチルプレドニゾロン（ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｉｓｏｌｏｎｅ）、高用量シ
タラビンおよびシスプラチン）；ＣＥＰＰ（Ｂ）（シクロホスファミド、エトポシド、プ
ロカルバジン、プレドニゾンおよびブレオマイシン）；ＣＡＭＰ（ロムスチン、ミトキサ
ントロン、シタラビンおよびプレドニゾン）；ＣＶＰ－１（シクロホスファミド、ビンク
リスチンおよびプレドニゾン）、ＥＳＨＯＰ（エトポシド、メチルプレドニゾロン、高用
量シタラビン、ビンクリスチンおよびシスプラチン）；ＥＰＯＣＨ（９６時間用エトポシ
ド、ビンクリスチンおよびドキソルビシンと共にシクロホスファミドおよび経口プレドニ
ゾンのボーラス投与）、ＩＣＥ（イフォスファミド、シクロホスファミドおよびエトポシ
ド）、ＣＥＰＰ（Ｂ）（シクロホスファミド、エトポシド、プロカルバジン、プレドニゾ
ンおよびブレオマイシン）、ＣＨＯＰ－Ｂ（シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビン
クリスチン、プレドニゾンおよびブレオマイシン）、ＣＥＰＰ－Ｂ（シクロホスファミド
、エトポシド、プロカルバジンおよびブレオマイシン）、ならびにＰ／ＤＯＣＥ（エピル
ビシンまたはドキソルビシン、ビンクリスチン、シクロホスファミドおよびプレドニゾン
）。
【０１４６】
　当業者によって理解される通り、本発明の治療方法と併用投与される１つまたはそれよ
り多くの治療剤の選択は、治療を受ける転移腫瘍に応じて変わることになる。
【０１４７】
　例えば、脳腫瘍のために処方される化学療法剤には、それに限定されるものではないが
、経口投与されるテモゾロミド（Ｔｅｍｏｄａｒ（登録商標））、プロカルバジン（Ｍａ
ｔｕｌａｎｅ（登録商標））およびロムスチン（ＣＣＮＵ）；静脈投与されるビンクリス
チン（Ｏｎｃｏｖｉｎ（登録商標）またはＶｉｎｃａｓａｒ　ＰＦＳ（登録商標））、シ
スプラチン（Ｐｌａｔｉｎｏｌ（登録商標））、カルムスチン（ＢＣＮＵ、ＢｉＣＮＵ）
およびカルボプラチン（Ｐａｒａｐｌａｔｉｎ（登録商標））；ならびに経口、静脈また
は髄腔内（即ち、髄液に直接注射される）投与することができるメトトレキサート（Ｒｈ
ｅｕｍａｔｒｅｘ（登録商標）またはＴｒｅｘａｌｌ（登録商標））が含まれる。ＢＣＮ
Ｕは、外科手術中のポリマーウエハ埋込体の形態で与えられる（Ｇｉａｄｅｌ（登録商標
）ウエハ）。脳腫瘍に最も一般的に処方される併用療法の１つは、通常６週毎に与えられ
るＰＣＶ（プロカルバジン、ＣＣＮＵおよびビンクリスチン）である。
【０１４８】
　治療を受ける腫瘍が、神経外胚葉起源の脳腫瘍である実施形態では、本発明の方法は、
発作および脳浮腫などの症候の管理のための薬剤と併用することができる。脳腫瘍に関連
する発作を制御するために首尾よく投与される抗痙攣剤の例には、それに限定されるもの
ではないが、フェニトイン（Ｄｉｌａｎｔｉｎ（登録商標））、カルバマゼピン（Ｔｅｇ
ｒｅｔｏｌ（登録商標））およびジバルプロエクスナトリウム（Ｄｅｐａｋｏｔｅ（登録
商標））が含まれる。脳の膨潤は、ステロイド（例えば、デキサメタゾン（Ｄｅｃａｄｒ
ｏｎ（登録商標））で治療することができる。
【０１４９】
　Ｄ．医薬組成物
　前述の通り、本発明の治療、阻害および／または低減、ならびに／あるいは検出方法は
、クロロトキシン剤それ自体または医薬組成物の形態で投与するステップを含む。医薬組
成物は、一般に、有効量の少なくとも１つのクロロトキシン剤および少なくとも１つの薬
学的に許容される担体または添加剤を含むことになる。
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【０１５０】
　医薬組成物は、当技術分野で周知の従来の方法を使用して製剤化することができる。最
適な医薬製剤は、投与経路および所望の用量に応じて変わり得る。かかる製剤は、投与さ
れる化合物の物理的状態、安定性、インビボ放出速度およびインビボクリアランス速度に
影響を及ぼし得る。製剤は、固体、液体または反液体医薬組成物を生成することができる
。
【０１５１】
　医薬組成物は、投与を容易にし、用量を均一にするために、単位剤形として製剤化する
ことができる。「単位剤形」という表現は、本明細書で使用される場合、治療を受ける患
者に合わせたクロロトキシン剤の物理的に個々の単位を指す。各単位は、所望の治療効果
をもたらすために算出された所定の量の活性材料を含有する。しかし、組成物の総用量は
、正確な医療判断の範囲内で担当医によって決定されることを理解されよう。
【０１５２】
　前述の通り、特定の実施形態では、注射または注入によってクロロトキシン剤を静脈投
与する。注射または注入による投与に適した医薬組成物は、適切な分散剤または湿潤剤、
ならびに懸濁化剤を使用して、当技術分野に従って製剤化することができる。医薬組成物
は、例えば２，３－ブタンジオール溶液などの非毒性の希釈剤または溶媒中の注射可能な
滅菌溶液、懸濁液または乳液であってもよい。使用できる許容されるビヒクルおよび溶媒
の中には、水、リンガー溶液、Ｕ．Ｓ．Ｐ．および等張塩化ナトリウム溶液がある。さら
に通常、滅菌固定油が、溶液または懸濁液培地として使用される。この目的では、合成モ
ノまたはジグリセリドを含む任意のブランドの（ｂｌａｎｄ）固定油を使用することがで
きる。オレイン酸などの脂肪酸を、注射可能な製剤の調製物に使用することもできる。
【０１５３】
　注射可能な製剤は、例えば細菌保持フィルターを介する濾過によって、あるいは滅菌水
または他の注射可能な滅菌培地に溶解または分散することができる滅菌固体組成物の形態
の滅菌剤を使用前に組み込むことによって、滅菌することができる。
【０１５４】
　薬物の効果を延長するために、注射による薬物の吸収を遅延させることがしばしば望ま
しい。これは、活性成分を油性ビヒクルに溶解または懸濁することによって達成できる。
注射可能なデポー形態は、ポリラクチド－ポリグリコリドなどの生分解性ポリマー中の薬
物のマイクロ封入マトリックスを形成することによって生成される。薬物対ポリマー比お
よび使用する特定のポリマーの性質に応じて、薬物放出速度を制御することができる。デ
ポー注射製剤は、薬物を、身体組織と適合性のあるリポソームまたはマイクロエマルジョ
ンに封入することによって調製することもできる。
【０１５５】
　ＩＩＩ．検出方法
　Ａ．投与
　別の態様では、本発明は、腫瘍転移のインビボ検出方法を提供する。例えば、少なくと
も１つの原発腫瘍を有しているまたは有していた個体の腫瘍転移を検出するために、本発
明の方法を使用することが望ましい。かかる方法は、本明細書に記載の有効量の標識クロ
ロトキシン剤またはその医薬組成物を患者に投与して、原発腫瘍組織および／または転移
腫瘍組織において標識クロロトキシン剤と細胞の特異的結合が生じ得るようにするステッ
プを含む。
【０１５６】
　一般に、標識クロロトキシン剤の用量は、患者の年齢、性別および体重、調査する身体
領域（複数）、ならびに投与経路などの考慮すべき事項に応じて変わることになる。禁忌
、同時療法および他の変数などの因子も、投与される標識クロロトキシン剤の用量の調節
に考慮されるべきである。しかしこれは、経験のある医師によって容易に達成され得る。
一般に、標識クロロトキシン剤の適切な用量は、患者の新生物腫瘍組織の検出を可能にす
るのに十分な、薬物の最少量に相当する。
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【０１５７】
　例えば、クロロトキシン剤が１３１Ｉで標識され、静脈投与される実施形態では、標識
クロロトキシン剤の投与は、それぞれ約５ｍＣｉ～約５０ｍＣｉ、例えば、約５ｍＣｉ～
約４０ｍＣｉまたは約１０ｍＣｉ～約３０ｍＣｉの１３１Ｉを含む１つまたはそれより多
くの用量の投与を含むことができる。例えば、それぞれ約１０ｍＣｉ、約２０ｍＣｉまた
は約３０ｍＣｉの１３１Ｉを含有する１３１Ｉ－放射標識クロロトキシン剤の１つまたは
それより多くの用量を投与することができる。かかる実施形態では、診断手順は、１３１

Ｉ－放射標識クロロトキシン剤の単回用量の投与、あるいは多回用量、例えば２回、３回
または４回用量の投与を含むことができる。２回の連続用量は、１日間隔、２日間隔、３
日間隔、４日間隔、５日間隔、６日間隔、７日間隔または７日を超える間隔で投与するこ
とができる。
【０１５８】
　１３１Ｉ－放射標識クロロトキシン剤が使用される実施形態では、患者に、１３１Ｉ－
放射標識クロロトキシンの投与前（例えば本発明による治療の１日、２日または３日前）
に、過飽和ヨウ化カリウムを投与することができる。過飽和ヨウ化カリウムの投与は、甲
状腺による１３１Ｉの取込みを遮断し、したがって甲状腺機能低下などの状態を防止する
。
【０１５９】
　標識クロロトキシン剤の投与後、特異的結合が生じるのに十分な時間が経過した後、結
合した標識クロロトキシン剤の検出を実施する。
【０１６０】
　幾つかの実施形態では、第２の有効量の標識クロロトキシン剤を、第２期間に投与し、
個体身体の標識クロロトキシン剤の結合を測定する。標識クロロトキシン剤の第２の投与
後の結合測定によって、１つまたはそれより多くの転移の進行、安定性および／または退
縮を示し得る結合の任意の変化（例えば、結合の程度および／または位置）を評価するこ
とができる。その後の期間に、さらなる測定値を得るために有効量の標識クロロトキシン
剤の後続投与（即ち第３、第４等）を実施することもできる。これは、例えば長期にわた
る１つまたはそれより多くの転移の進行、安定性および／または退縮を評価するのに望ま
しいものとなり得る。
【０１６１】
　幾つかの実施形態では、有効量の標識クロロトキシン剤の連続投与間の時間の長さが変
わる。幾つかの実施形態では、標識クロロトキシン剤の投与は、およそ一定間隔で実施さ
れる。幾つかの実施形態では、投与のタイミングは、患者が治療を受ける投与レジメンの
タイミングに一致または平行する。
【０１６２】
　Ｂ．転移の検出および局在化
　当業者によって認識される通り、標識クロロトキシン剤と対象組織の結合の検出は、そ
れに限定されるものではないが、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、
光学的または化学的手段を含む多種多様な方法のいずれかによって実施することができる
。検出方法の選択は、一般に薬剤の標識部分（即ち、蛍光部分、放射性核種、常磁性金属
イオン等）の性質を基にして行われよう。特定の実施形態では、患者の１つまたはそれよ
り多くの転移の検出および局在化は、画像技術を使用して実施される。
【０１６３】
　標識部分の性質に応じて、様々な画像技術を使用することができる。例えば、標識部分
が常磁性金属イオン（例えばＧｄ３＋）を含む場合、結合は、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）
を使用して検出することができる。単一光子放射型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）
および／または陽電子断層撮影法（ＰＥＴ）は、標識部分が放射性同位体（例えば１３１

Ｉ等）を含む場合に結合を検出するために使用できる。他の画像技術には、ガンマカメラ
画像が含まれる。
【０１６４】
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　本発明の検出方法によれば、標識クロロトキシン剤と対象組織の結合レベルが標識クロ
ロトキシン剤と正常組織の結合レベルと比較して高い場合、原発腫瘍の組織以外の組織は
転移と同定される。先に既に言及した通り、正常組織は、本明細書では非新生物組織と定
義される。例えば、本方法がインビボで実施される場合、対象器官（例えば脳）の領域で
測定された標識クロロトキシン剤の結合レベルを、同じ器官の正常領域で測定された標識
クロロトキシン剤の結合レベルと比較することができる。
【０１６５】
　特定の実施形態では、対象組織は、測定された結合レベルが正常組織との結合レベルよ
りも高い場合、新生物組織と同定される。例えば、結合レベルは、正常組織の結合レベル
よりも少なくとも約２倍、少なくとも約３倍、少なくとも約４倍、少なくとも約５倍、少
なくとも約１０倍、少なくとも約２５倍、少なくとも約５０倍、少なくとも約７５倍、少
なくとも約１００倍、少なくとも約１５０倍、少なくとも約２００倍、または２００倍よ
り高くてもよい。
【実施例】
【０１６６】
　以下の実施例は、本発明の生成および実施方法の幾つかを説明するものである。しかし
、これらの実施例は単に例示目的であり、本発明の範囲への制限を企図しないことを理解
されたい。さらに、実施例の説明が過去形で示されない限り、本文は、本明細書の残りと
同様、実験が実際に実施され、またはデータが実際に得られたことを示唆するものではな
い。
【０１６７】
　（実施例１：脳および肺に転移した黒色腫に結合するクロロトキシン）
　この実施例に記載の実験は、クロロトキシンが、生検切片の脳および／または肺に転移
した黒色腫に結合することを示すものである。
【０１６８】
　材料および方法
　ヒトの生検組織の凍結またはパラフィン切片を、Ｎ末端に化学的に結合した検出可能な
ビオチン基を含有するクロロトキシンの化学合成形態（ＴＭ－６０１）で、組織化学的に
染色した。ヒトの組織サンプルを、両方の性別ならびに様々な年齢および人種から得た。
大部分のサンプルは、ＵＡＢ（バーミングハムのアラバマ大学）のＣｏｏｐｅｒａｔｉｖ
ｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｎｅｔｗｏｒｋ、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｐｒｏｃｕｒｅｍｅｎ
ｔ、ＵＡＢ病院およびＨｕｍａｎ　Ｂｒａｉｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｂａｎｋ、カナダ、ロン
ドンによって入手した。凍結ゲルに埋め込んだ急速凍結組織および新鮮な組織を８ミクロ
ンにスライスし、正電荷ガラススライド上に置いた。次いで、切片を、染色プロトコルに
従って、４％パラホルムアルデヒドまたはＭｉｌｌｏｎｉｑｓ溶液（リン酸ナトリウム緩
衝溶液中４％ホルムアルデヒド、０．４％ＮａＯＨおよび７％メタノールから構成される
）で固定した。パラフィンブロックを薄片に切り、標準手順に従って調製した。
【０１６９】
　生検切片を、ＰＢＳ中１０％正常ヤギ血清で１時間ブロッキングし、終夜４℃において
ビオチン化クロロトキシン希釈液で処理した。完全にすすいだ後、アビジン－ビオチン複
合体（ＡＢＣ）系（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ製Ｖｅｃｔａｓｔａｉｎ　
Ｅｌｉｔｅ　ＡＢＣキット、カリフォルニア州バーリントン（Ｂｕｒｌｉｇｎｔｏｎ））
によって染色部を生じ、ＤＡＢ（３，３’－ジアミノベンジジン、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ）とＡＢＣ複合体の比色反応によって可視化した。
【０１７０】
　生検切片を、核染料であるメチルグリーンで対比染色して、非染色細胞を可視化した。
標識の有効濃度、組織の状態または反応期間の変化により、実験ごとに非特異的バックグ
ラウンド標識は変わり得る。したがって、対照切片は、ビオチン化クロロトキシンではな
くメチルグリーンで同様に染色される。ポジティブ細胞染色は、隣接する対照切片と比較
した場合のバックグラウンド上のクロロトキシン標識によって定義した。多量の内因性ペ
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ルオキシダーゼを含有する細胞は、ＤＡＢとペルオキシダーゼの反応により、対照におい
て暗いバックグラウンド染色を示す。
【０１７１】
　第３の隣接切片を、ヘマトキシリン（細胞核を染色する）およびエオシン（細胞質を染
色する）の両方で染色した。したがって、分析する各組織について３つの隣接する切片を
染色した。
【０１７２】
　結果
　図１は、ビオチン化クロロトキシンが脳に転移した黒色腫を染色することを示す顕微鏡
写真である。１１カ所の黒色腫の脳転移のうち１１カ所が、ＴＭ－６０１にポジティブで
あり、５カ所の原発性黒色腫腫瘍のうち５カ所がポジティブであった。さらにクロロトキ
シンは、肺に転移した黒色腫にも結合する（図２）。一方、正常な皮膚は、ＴＭ－６０１
に対して無反応であるが（６／６ネガティブ）（図３）、対照のメラニン細胞にも幾らか
のバックグラウンド染色がある。
【０１７３】
　（実施例２：再発性または難治性体細胞および／または脳の転移固形腫瘍を有する患者
における静脈１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の相Ｉ画像および安全性試験）
　本発明の実施例は、５つの臨床部位において実施した相Ｉ試験から得た予備試験の結果
を記載する。この臨床試験では、ＴＭ－６０１を４８人の患者に静脈投与した。この多施
設非盲検非無作為化の逐次的「被験体内」漸増試験には、標準療法に適していない検出可
能な転移性の関与の明白な証拠を示した、組織学的に確認された再発性または難治性いず
れかの原発固形悪性腫瘍を有する患者が含まれていた。
【０１７４】
　この相Ｉ試験の目的は、ａ）静脈１３１Ｉ－ＴＭ－６０１が、再発性または難治性転移
（脳転移を含む）固形腫瘍を有する患者において腫瘍特異的な局在化を示すかどうかを評
価すること、ｂ）静脈投与した１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の分布および線量測定を決定する
こと、ならびにｃ）静脈投与した１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の安全性および耐性を決定する
ことであった。
【０１７５】
　患者および治療プロトコル
　４８人の被験体が、この試験に登録した。以下に記載のプロトコルを、これらの被験体
に使用した。被験体は、１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の１～２回の漸増静脈投与の後、１３１

Ｉ－ＴＭ－６０１が標的腫瘍細胞に局在するかどうかを決定する一連の全身スキャンを受
け、１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の腫瘍特異的取込みが示されると、１回の静脈治療用量の１

３１Ｉ－ＴＭ－６０１を受けた。図４のグラフは、投与スキームを示す。
【０１７６】
　試験患者には、最大３回用量の１３１Ｉ－ＴＭ－６０１（１０ｍＣｉ／０．２ｍｇ～３
０ｍＣｉ／０．６ｍｇの範囲）を、静脈（ＩＶ）注入によって投与した。用量１０または
２０ｍＣｉの投与の２４時間後に実施した画像によって、１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の腫瘍
特異的取込みを示した患者のみに、用量３０ｍＣｉの１３１Ｉ－ＴＭ－６０１を投与した
。
【０１７７】
　１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の調製
　最終的なＴＭ－６０１薬物生成物は、栓付きのガラスバイアルに入れた滅菌凍結乾燥さ
れた白色からオフホワイト色の粉末である。この試験で使用した画像および治療用量は、
放射標識ＴＭ－６０１の用量であった。
【０１７８】
　ＴＭ－６０１最終薬物生成物を、放射標識バッファー０．５６ｍＬで再構成して、１３

１Ｉで放射標識した１ｍｇ／ｍＬを得、それを臨床部位に送達した。シリンジに注入用の
溶液約４ｍＬを入れ、放射活性の内容および量に関する大まかな表示を貼付した。現場で
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受け取ったら、放射安全管理者または他の適切な現場担当者が、１３１Ｉ－ＴＭ－６０１
の放射線計数が、処方の仕様書の範囲内であるかを確認した。最終放射標識薬物生成物を
入れたシリンジを遮蔽し、次いで患者への投与に適した病院領域に移動した。１３１Ｉ－
ＴＭ－６０１溶液を、２～８℃で光から保護して保存し、使用まで遮蔽した。１３１Ｉで
放射標識した後、生成物を２４時間以内に使用するよう推奨した。
【０１７９】
　１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の投与および画像化試験
　放射標識試験用量１３１Ｉ－ＴＭ－６０１を投与した全ての患者には、甲状腺および他
の器官への１３１Ｉの取込みを遮断するために、用量３００ｍｇ／日の過飽和ヨウ化カリ
ウム（ＳＳＫＩ）の経口投与を、放射標識１３１Ｉ－ＴＭ－６０１注入の当日および直前
に開始し、最少３日間投与した。ＳＳＫＩを、試験薬物投与の前に、診療所／病院にいな
い間の薬物の適切な使用について患者に示す指示と共に患者に分配した。
【０１８０】
　１３１Ｉ－ＴＭ－６０１を入れたシリンジを、６インチの静脈針／カテーテルの範囲内
の注入ポートに「ピギーバッグ」方式で挿入した。０．９％塩化ナトリウムを１００ｍＬ
／時間で注入すると同時に、生成物を約５～１０分かけて「緩慢なＩＶプッシュ」によっ
て投与した。１３１Ｉ－ＴＭ－６０１吸入は、以下の、（１）収縮期血圧＞２５ｍｍＨｇ
の下落、（２）研究者によって記録された著しい呼吸困難、（３）体温＞１０２°Ｆ、（
４）発作、（５）新しい神経学的欠損の意識または発症レベルの変化、あるいは臨床医の
判断または患者の要求などの他の理由のいずれかが観測された場合に終了した。
【０１８１】
　用量３０ｍＣｉの１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の投与に関する局在化および適格性を決定す
るために、ガンマカメラおよびある場合にはＳＰＥＣＴによる画像化を、１３１Ｉ－ＴＭ
－６０１投与の２４時間後に実施した。
【０１８２】
　安全性の結果
　２００８年５月現在、合計２２件の有害事象が、１７人の患者について報告された。全
てのＳＡＥが、試験薬物の「可能性が高い」またはそれとは「関係なし」であると研究者
によって判断され、これらの事象のうち４つが、承諾後に１３１Ｉ－ＴＭ－６０１試験薬
物の投与を継続しなかった２人の患者に生じた。試験薬物の投与前に１人の患者で第５の
事象が生じたが、後に投与に成功した。
【０１８３】
　有効性の結果
　腫瘍特異的取込みを、静脈投与後に、悪性神経膠腫を有する８人の患者のうち７人；び
まん性骨転移１人を含む、転移前立腺がんを有する２人の患者のうち２人；転移非小細胞
肺がんを有する５人の患者のうち３人；転移黒色腫を有する８人の患者のうち７人；転移
結腸がんを有する８人の患者のうち６人；転移膵臓がんを有する３人の患者のうち２人；
転移乳がんを有する４人の患者のうち１人；転移移行上皮癌を有する１人の患者；転移傍
神経節腫を有する１人の患者、ならびに多形性黄色星状膠細胞腫を有する１人の患者を含
む、様々な腫瘍の種類において観測した（図５にまとめた通り；図６～９も参照のこと）
。
【０１８４】
　全ての患者に、試験用量１０ｍＣｉ（ペプチド０．２ｍｇ）の１３１Ｉ－ＴＭ－６０１
を静脈投与した。腫瘍の局在化および線量測定分析のために、１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の
注射直後≦６０分）、３時間後、２４時間後、４８～７２時間後および１６８時間後の５
回の連続する全身ガンマカメラ画像を必要とした。ガンマカメラまたはＳＰＥＣＴ画像に
よって腫瘍の局在化を示した患者には、１週間後に第２の治療用量３０ｍＣｉ（ペプチド
０．６ｍｇ）の１３１Ｉ－ＴＭ－６０１を投与した。取込みを示さなかった患者は、１週
間後に２０ｍＣｉ（ペプチド０．４ｍｇ）の１３１Ｉ－ＴＭ－６０１で再治療して、起こ
り得る局在化を高用量で決定した。
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【０１８５】
　腫瘍反応（ガドリニウムで強調される疾患の体積の低減によって定義される）が、２８
日目の評価において、８人の神経膠腫患者のうち２人の磁気共鳴画像（ＭＲＩ）に見られ
たが、これは、ベースラインからの腫瘍体積の測定可能な低減を示していた（図１０およ
び１１参照）。
【０１８６】
　これらの結果は、インビボで全身送達された１３１Ｉ－ＴＭ－６０１などのクロロトキ
シン剤の治療効果を示している。これらの結果は、静脈投与された１３１Ｉ－ＴＭ－６０
１が、血液脳関門を横断し、手術不能の神経膠腫を有する患者のＭＲＩ画像を改善し得る
ことも示している。さらに、転移がんを有する患者において、静脈を介して送達された１

３１Ｉ－ＴＭ－６０１は、遠隔転移を標的にできる（例えば図１２参照）。
【０１８７】
　（実施例３：転移黒色腫を有する患者における静脈１３１Ｉ－クロロトキシン（１３１

Ｉ－ＴＭ－６０１）の腫瘍特異的標的）
　先の臨床試験において、再発性神経膠芽腫多形を有する患者には、腫瘍切除の空洞に１

３１Ｉ－クロロトキシンを局所投与した。本発明の実施例では、静脈（ＩＶ）投与した１

３１Ｉ－クロロトキシンの分布を調査して、静脈投与経路が実行可能であるか、ＣＮＳへ
の転移を含む転移黒色腫を有する患者における腫瘍内取込みをもたらし得るかを決定する
。この実施例に記載の実験は、静脈を介して送達された１３１Ｉ－クロロトキシンが、体
中の腫瘍部位ならびに脳の転移に局在化することを示している。したがって、静脈投与さ
れた１３１Ｉ－クロロトキシンは、血液脳関門を横断し、遠隔転移を標的にするために使
用できる。
【０１８８】
　材料および方法
　転移黒色腫を有する７人の患者が、実施例２に論じた全身投与の１３１Ｉ－クロロトキ
シンの前向き臨床試験に登録した。本発明の実施例は、これらの７人の患者に伴う結果を
より詳細に論じる。全ての患者に、試験用量１０ｍＣｉ（ペプチド０．２ｍｇ）の１３１

Ｉ－クロロトキシンを静脈投与した。腫瘍の局在化および線量測定分析のために、１３１

Ｉ－クロロトキシンの注射直後（≦６０分）、３時間後、２４時間後、４８～７２時間後
および１６８時間後の５回の連続する全身ガンマカメラ画像を必要とした。ガンマカメラ
またはＳＰＥＣＴ画像によって腫瘍の局在化を示した患者には、１週間後に第２の治療用
量３０ｍＣｉ（ペプチド０．６ｍｇ）の１３１Ｉ－クロロトキシンを投与した。取込みを
示さなかった患者は、１週間後に２０ｍＣｉ（ペプチド０．４ｍｇ）の１３１Ｉ－クロロ
トキシンで再治療して、起こり得る局在化を高用量で決定した。
【０１８９】
　結果
　黒色腫を有する７人の登録患者のうち６人は、１３１Ｉ－クロロトキシンの静脈投与後
に、フォローアップのガンマカメラまたはＳＰＥＣＴ画像で腫瘍特異的局在化を示した。
腫瘍の局在化は、中枢神経系および頭蓋外部位において観測された（一例として図１３参
照）。残りの患者は、最初の試験用量（１０ｍＣｉ／０．２０ｍｇペプチド）の後に試験
から離脱し、評価可能とみなされなかった。用量制限毒性は観測されなかった。完全な線
量測定分析が、バーミングハムのアラバマ大学で治療を受けた３人の患者に対して利用可
能であった。平均放射用量は、全身に対して約０．２４ｃＧｙ／ｍＣｉ（約０．２１～約
０．２７ｃＧｙ／ｍＣｉの範囲）、腫瘍に対して約２．５６ｃＧｙ／ｍＣｉ（約１．３６
～約４．４３ｃＧｙ／ｍＣｉの範囲）であり、算出治療比は約１０（腫瘍用量／身体用量
）であった。
【０１９０】
　結果は、静脈投与した１３１Ｉ－クロロトキシンが血液脳関門を横断し、高い率の腫瘍
特異的標的をもたらすことを示している。したがって、１３１Ｉ－クロロトキシンは、脳
内の遠隔転移を含む遠隔転移を標的にするために使用できる。今後の臨床試験によって、
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様々な腫瘍の種類における、静脈投与の高用量の１３１Ｉ－クロロトキシンの安全性およ
び有効性が評価されよう。
【０１９１】
　（実施例４：ＴＭ－６０１による脈絡膜血管新生の阻害および退縮）
　新血管の形成（血管新生）およびかかる血管の維持は、転移の重要な要素であると考え
られる。本発明の実施例では、血管新生を阻害し、かつ／または既存の新しく形成された
血管の退縮を生じるクロロトキシンの能力を、脈絡膜血管新生アッセイを使用して評価し
た。ＴＭ－６０１が、血管形成誘発時の初めに投与される場合、ＴＭ－６０１は、新血管
形成の有意な低減を生じた。ＴＭ－６０１が、血管形成が誘発された数日後に投与される
実験パラダイムでは、ＴＭ－６０１は、脈絡膜血管新生の有意な退縮を生じた。
【０１９２】
　材料および方法
　５３０ｎｍのレーザーを用いる光凝固によって、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）をマウスに
おいて誘発した。３カ所の熱傷が、網膜の後極の９、１２および３時の位置の各網膜に生
じた。ブルッフ膜の破壊は、レーザー誘発時に気泡が生成した場合に成功したと判断され
た。気泡が観測された熱傷のみを、この試験に含めた。
【０１９３】
　最初の実験では、生理食塩水に溶解した５０ｍｇ／ｍＬのＴＭ－６０１溶液の硝子体内
注射１μＬを、片目に注射し（ｎ＝１７匹の動物、４９カ所の定量化できる熱傷）、レー
ザー光凝固の後に、生理食塩水１μＬを反対側の眼（ｆｅｌｌｏｗ　ｅｙｅ）に注射した
（ｎ＝１７匹の動物、４４カ所定量化できる熱傷）。数日後、注射を繰り返した。試験の
１４日目に、マウスにフルオレセイン標識デキストラン（２×１０６の平均分子量、Ｓｉ
ｇｍａ）をかん流し、脈絡膜フラットマウントを調製し、蛍光顕微鏡検査によって調査し
た。
【０１９４】
　第２の実験では、レーザー光凝固を１日目に実施した。１０匹のマウスの１群（３０カ
所の定量化できる熱傷）に、ＣＮＶベースライン測定のために、７日目にフルオレセイン
標識デキストランをかん流した後、治療を開始した。マウスの残りに、５０ｍｇ／ｍＬの
ＴＭ－６０１溶液の眼内注射１μＬを、片目に投与し（ｎ＝１２匹の動物、３４カ所の定
量化できる熱傷）、生理食塩水を反対側の眼に注射した（ｎ＝１３匹の動物、３２カ所の
定量化できる熱傷）。１４日目に、残り全てのマウスにフルオレセイン標識デキストラン
をかん流し、脈絡膜フラットマウントを調製し、蛍光顕微鏡検査によって調査した。
【０１９５】
　脈絡膜フラットマウントの脈絡膜血管新生病変の大きさを測定した。フルオレセイン標
識デキストランを用いたかん流後、両目を取り出し、１０％緩衝ホルマリンで１時間固定
した。角膜および水晶体を取り出し、全ての網膜を眼杯から切除した。端部から赤道まで
、脈絡膜を径方向に切断し、眼杯をフラットマウントした。フラットマウントを、蛍光顕
微鏡検査によって調査し、画像をデジタル化した。Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓソフト
ウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）を使用して、それぞれの熱傷に関連する
脈絡膜血管新生の総面積を測定した。
【０１９６】
　結果
　マウスにおけるレーザー光凝固によるブルッフ膜の破壊は、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）
を生じるが、これは、新生血管である加齢性黄斑変性症を有する患者に生じるＣＮＶの多
くの局面に類似している。ＴＭ－６０１がこのモデルの新血管形成に影響を与えるかどう
かを決定するために、５０μｇのＴＭ－６０１の硝子体内注射を、レーザー光凝固の当日
（１日目）および７日目に実施した。対照の目には、同じ時点で生理食塩水を注射した。
ブルッフ膜の破壊の１４日後に、それぞれの目からの脈絡膜フラットマウントを分析した
。ＴＭ－６０１治療は、用量５０μｇの眼内ＴＭ－６０１によって、新血管の形成を有意
に低減したことが見出された（図１３および１５）。
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【０１９７】
　このモデルにおける既存の新生血管系に対するＴＭ－６０１の作用を評価するために、
５０μｇのＴＭ－６０１の眼内注射による治療を、ブルッフ膜の破壊の７日後まで遅延し
た。この時点で、血管新生の大きな部位が既に存在していた（図１４のベースライン参照
）。７日目の生理食塩水の単回注射は、１４日目に測定された新血管形成には影響を及ぼ
さなかったが（図１４の対照）、ＴＭ－６０１の単回注射は、ＣＮＶの退縮を有意に生じ
た（図１４および１５）。
【０１９８】
　議論／結論
　本発明の実施例は、局所投与のＴＭ－６０１が、ＣＮＶを有意に抑制し、ＣＮＶの退縮
を生じ得ることを示している。ＣＮＶのマウスモデルは、黄斑変性症の湿潤型の病状に類
似している。この試験で使用した硝子体内の投与経路は、それが、黄斑変性症に臨床的に
承認されている療法であるＬｕｃｅｎｔｉｓ（登録商標）の投与に使用される経路である
ことから、臨床的に関連があり得る。
【０１９９】
　（実施例５：様々な送達経路を介してマウスのＣＮＶモデルの血管新生を阻害するＴＭ
－６０１）
　様々な投与経路によって送達されるＴＭ－６０１の抗血管新生能を評価するために、本
発明の実施例に記載の実験を実施した。脈絡膜血管新生アッセイを使用して、レーザー誘
発性ブルッフ膜破壊部位周辺の新血管増殖を測定し、ＴＭ－６０１の局所または全身投与
が血管新生の低減を生じるかどうかを決定した。投与の３つの新しい経路、眼周囲（結膜
下とも呼ばれる）、静脈および局所（点眼）を試験した。
【０２００】
　材料および方法
　マウスの脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）を、５３０ｎｍのレーザー光凝固によって誘発した
。３カ所の熱傷が、網膜の後極の９、１２および３時の位置の各網膜に生じた。レーザー
誘発時に気泡生成が生じた場合に、ブルッフ膜破壊の成功が明らかとなった。気泡が観測
された熱傷のみを、この試験に含めた。
【０２０１】
　投与
　ＴＭ－６０１溶液５μＬの眼周囲注射を、生理食塩水に溶解したＴＭ－６０１濃度２、
１０、５０および２００ｍｇ／ｍＬで実施した。生理食塩水５μＬを、レーザー光凝固後
に反対側の眼に注射した。７日後、注射を繰り返した。試験の１４日目に、マウスにフル
オレセイン標識デキストラン（２×１０６の平均分子量、Ｓｉｇｍａ）をかん流し、脈絡
膜フラットマウントを調製し、蛍光顕微鏡検査によって調査した。
【０２０２】
　１週間に３回、用量２０ｍｇ／ｋｇのＴＭ－６０１を尾静脈注射することによって、静
脈投与を実施した。
【０２０３】
　ＴＭ－６０１の局所適用は、１日に３回、点眼剤を適用することによって達成し、各点
眼剤は、体積１０μＬのＴＭ－６０１を含有していた。ＴＭ－６０１を、活性成分として
７０％デキストランおよび０．３％ヒプロメロースを含有する市販のＡｒｔｉｆｉｃｉａ
ｌ　Ｔｅａｒｓ（Ｒｉｔｅ　Ａｉｄｅ）に溶解した。不活性成分は、０．１％ベンザルコ
ニウム、エデト酸二ナトリウム、塩化カリウム、精製水および塩化ナトリウムを含む。Ｔ
Ｍ－６０１の最終濃度を１、５および２５ｍｇ／ｍＬにして、点眼剤１０μＬ当たりそれ
ぞれ単回用量１０、５０および２５０μｇを得た。
【０２０４】
　組織学的分析およびイメージング
　脈絡膜フラットマウントの脈絡膜血管新生病変の大きさを測定した。フルオレセイン標
識デキストランを用いたかん流後、両目を取り出し、１０％緩衝ホルマリンで１時間固定
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した。角膜および水晶体を取り出し、全ての網膜を眼杯から切除した。端部から赤道まで
、脈絡膜を放射状に切断し、眼杯をフラットマウントした。フラットマウントを、蛍光顕
微鏡検査によって調査し、画像をデジタル化した。Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓソフト
ウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）を使用して、それぞれの熱傷に関連する
脈絡膜血管新生の総面積を測定した。
【０２０５】
　結果
　マウスにおけるレーザー光凝固によるブルッフ膜の破壊は、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）
を生じるが、これは、新生血管である加齢性黄斑変性症を有する患者に生じるＣＮＶの多
くの局面に類似している。このモデルを使用して、本発明者らは、ＴＭ－６０１の眼内注
射が血管新生を有意に低減し、また新血管の退縮を生じることを既に示した（実施例４参
照）。
【０２０６】
　現在の試験では、他の投与経路（眼周囲、静脈および局所）を調査した。最初の眼周囲
試験では、２５０μｇのＴＭ－６０１の眼周囲注射を、レーザー光凝固の当日（１日目）
および７日目に実施した。対照の目には、同じ時点で生理食塩水を注射した。ブルッフ膜
の破壊の１４日後に、それぞれの目からの脈絡膜フラットマウントを分析した。ＴＭ－６
０１治療は、用量２５０μｇの眼周囲ＴＭ－６０１によって、新血管の形成を有意に低減
したことが見出された（図１６）。
【０２０７】
　眼周囲注射の用量反応を決定するために、ＴＭ－６０１を１０μｇ、５０μｇ、２５０
μｇまたは１０００μｇの用量で注射した。１０μｇの用量では、脈絡膜血管新生を有意
に低減しなかったが、５０μｇ以上の用量では、ＣＮＶが同程度低減した（図１７）。興
味深いことには、眼周囲注射を投与された動物の反対側の眼も、ＣＮＶの低減を示した（
図１７の緑色の曲線）。
【０２０８】
　全身注射したＴＭ－６０１が、脈絡膜にも浸透し、血管新生を阻害するかどうかを決定
するために、ＴＭ－６０１を、２週間の試験にわたって週３回、２０ｍｇ／ｋｇの用量で
尾静脈に注射した。静脈注射では、ＴＭ－６０１は、ＣＮＶを有意に低減したことが見出
された（図１８）。
【０２０９】
　この実施例で調査した３つの投与経路の中で最小の浸潤性である局所点眼剤の適用も試
験した。ＴＭ－６０１を、市販の点眼潤滑剤に再懸濁し、点眼剤１０μＬによって１日３
回適用した。送達された最大用量で（１滴当たり０．２５ｍｇ、１日３回）、ＣＮＶの低
減が観測されたが、これは生理食塩水対照とは統計的に異なってはいなかった（図１９）
。
【０２１０】
　議論／結論
　ＣＮＶのマウスモデルは、黄斑変性症の湿潤型の病状に類似している。図４に示した通
り、硝子体内投与経路は、脈絡膜血管新生を有意に低減することができる。これは、黄斑
変性症に臨床的に承認されている療法であるＬｕｃｅｎｔｉｓ（登録商標）の投与に使用
されるのと同じ経路である。しかし本発明者らは、浸潤性が低い送達方法が有利であると
認識し、ＴＭ－６０１の眼周囲、静脈および局所送達を試験した。全ての場合において、
ＴＭ－６０１はＣＮＶの低減を示したが、局所点眼剤で見られた低減については、統計的
な有意性への到達が観測されなかった。ＴＭ－６０１の眼周囲注射は、眼内送達を必要と
する薬物（例えばＬｕｃｅｎｔｉｓ（登録商標））よりも有利である可能性がある。
【０２１１】
　図１７で観測された「反対側の眼の効果」は、興味深いものであり得る。眼周囲注射し
たＴＭ－６０１は、隣接する目（注射を受けなかった）のＣＮＶの有意な低減を生じた。
いかなる特定の理論にも拘泥するものではないが、この現象についてあり得る説明は、注
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射した材料が全身循環に入り、その結果、反対側の眼が薬物曝露したということである。
類似の反対側の眼の効果は、局所点眼剤では観測されなかった。
【０２１２】
　これらの結果は、様々な投与経路によって送達されたＴＭ－６０１が、抗血管新生作用
を示し、したがって、転移がんの治療剤としてクロロトキシンの有用性をさらに支持する
ことを示している。
【０２１３】
　（実施例６：新血管へのＴＭ－６０１の局在化および新生血管内皮細胞のＴＭ－６０１
誘発性アポトーシス）
　実施例４および５に記載の実験は、クロロトキシンが、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）のマ
ウスモデルにおいて血管新生を阻害し、新血管の退縮を生じ得ることを示した。本発明の
実施例に記載の実験は、実施例４および５に示した通り、クロロトキシンの抗血管新生作
用機構の理解を対象とした。本発明の実施例の結果は、ＴＭ－６０１が、マウスのＣＮＶ
モデルにおいて新血管に局在化し、新血管内皮細胞のアポトーシスを誘発することを示し
た。さらに、本発明の実施例の結果は、ＴＭ－６０１が、ＣＮＶモデルおよび網膜症モデ
ルの両方の血管新生領域において、本発明者らが過去の試験でＴＭ－６０１と結合するこ
とを観測したアネキシンＡ２と共に局在化することを示した。
【０２１４】
　ＴＭ－６０１は、目の脈絡膜血管新生を阻害し、新しく形成された血管の退縮を生じる
ことが示されたが、過去には、ＴＭ－６０１が目の特定の細胞種に直接的に結合し、また
は非特異的に薬理学的活性を有するかどうかは公知でなかった。１３１Ｉ－ＴＭ－６０１
の静脈注射後の全身の平面像において、脈管構造との全身的な結合は観測されなかった。
したがって、いかなる特定の理論にも拘泥するものではないが、ＴＭ－６０１は、新血管
形成部位において活性化したまたは増殖している細胞のサブセットのみに選択的に結合す
ると仮定した。
【０２１５】
　新血管形成は、ＣＮＶのマウスモデルにおいて誘発され、かかるモデルにおける硝子体
内または結膜下注射後のＴＭ－６０１の位置が決定された。さらに、ＴＵＮＥＬアッセイ
を使用して、新血管の退縮が、脈絡膜血管新生部位における内皮細胞のアポトーシスによ
るものかどうかを決定した。
【０２１６】
　ＴＭ－６０１の抗血管新生作用の機構をさらに理解するために、血管新生領域において
、ＴＭ－６０１と、クロロトキシンの推定細胞受容体であるアネキシンＡ２の共局在化を
、免疫組織化学によって調査した。アネキシンＡ２は、本発明者らによって、ＴＭ－６０
１に結合することが観測された。アネキシンＡ２は、内皮細胞の表面に発現し、特定の腫
瘍種において過剰発現する。アネキシンＡ２は、プラスミノーゲンおよびプラスミンなど
の血管新生促進および／または抑制タンパク質の変換を制御するドッキングステーション
として特徴付けられている。
【０２１７】
　材料および方法
　マウスの脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）を、５３０ｎｍのレーザー光凝固によって誘発した
。３カ所の熱傷が、網膜の後極の９、１２および３時の位置の各網膜に生じた。レーザー
誘発時に気泡生成が生じた場合に、ブルッフ膜破壊の成功が明らかとなった。気泡が観測
された熱傷のみを、この試験に含めた。
【０２１８】
　投与
　１μＬのＴＭ－６０１（生理食塩水に溶解した５０μｇ／μＬ）の眼内注射を、ＣＮＶ
病変の７日後に実施した。５μＬの結膜下注射を、生理食塩水に溶解したＴＭ－６０１濃
度１０μｇ／μＬを使用して、７および８日目に実施した。反対側の眼には注射しなかっ
た。動物を９日目に屠殺し、両目を取り出し、ＣＮＶ病変を貫いて切片を切り取った。凍
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結切片を、以下に記載の通り染色した。
【０２１９】
　免疫組織化学
　ＴＭ－６０１局在化試験では、ウサギ抗ＴＭ－６０１（図２０Ａ、ＢおよびＣならびに
図２１Ａ、ＢおよびＣの赤色）原発性抗体を使用した。蛍光検出は、蛍光標識抗ウサギＩ
ｇＧ二次抗体を使用して実施した。切片を、やはり蛍光標識ＧＳＡレクチンで染色して（
図２０Ｄ、ＥおよびＦならびに図２１Ｄ、ＥおよびＦの緑色）、内皮細胞を同定した。ア
ポトーシス細胞の検出のために、切片を、末端デオキシヌクレオチドトランスフェラーゼ
ｄＵＴＰニック末端標識（ＴＵＮＥＬ）について染色した。このアッセイは、アポトーシ
ス細胞の死滅の特徴であるＤＮＡ断片化を示す細胞核を検出するために使用される。切片
を、核染色でも染色した。アネキシンＡ２での共局在化試験では、切片を抗アネキシンＡ
２でも染色した。
【０２２０】
　内皮細胞増殖アッセイ
　内皮細胞増殖アッセイは、Ｐｒｏｍｅｇａ製のＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　９６（登録商標）
Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｏｎｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ細胞増殖キット（カタログ番号＃Ｇ３５８２
）を使用して実施した。簡潔には、４，０００個の細胞（７２時間のアッセイ）または１
，０００個の細胞（１２０時間のアッセイ）を、９６ウェルトレーの各ウェルに蒔き、終
夜置いた。翌日、ＴＭ－６０１または希釈物をウェルに添加した。次いで、細胞を７２時
間または１２０時間、３７℃で培養した。細胞数を、キットプロトコルに従ってＭＴＳテ
トラゾリウムで染色することによって決定した。４９０ｎｍにおける吸光度によって測定
したホルマザン生成物の量は、培養物の生存細胞の数に正比例する。
【０２２１】
　結果
　ＣＮＶのマウスモデルのＴＭ－６０１の抗血管新生作用の機構を調査するために、ＴＭ
－６０１を、レーザー誘発性光凝固後の７日目にマウスの目に眼内注射し、または７およ
び８日目に眼周囲注射することによって、ＴＭ－６０１の局在化を試験した。試験の９日
目に、目をＴＭ－６０１に対して免疫染色した。両方の投与経路に関して、ＴＭ－６０１
は脈絡膜の内皮細胞に特異的に局在化したことが見出された（図２０および２１）。網膜
層の下の既存の血管に関連する検出可能なＴＭ－６０１は観測されなかったが、これは、
ＴＭ－６０１が脈絡膜の新しく形成された血管に選択的に結合したことを示すものである
。
【０２２２】
　実施例４に記載の通り、レーザー光凝固の結果としての新血管形成の１週間後、ＴＭ－
６０１の単回眼内注射によって、ＣＮＶの有意な退縮が生じた。しかし、この効果の機構
は未だ知られていなかった。ＴＭ－６０１が、このモデルにおいて新しく形成する脈管構
造に寄与する細胞のアポトーシスを生じ得るかどうかを試験するために、ＣＮＶ病変を切
り取った切片を、ＴＵＮＥＬに対して染色した。アポトーシス細胞（ポジティブＴＵＮＥ
Ｌ染色によって同定される）は、内皮染色と共に局在化していたが、これは、脈絡膜血管
新生の領域における内皮細胞が、眼内または眼周辺ＴＭ－６０１治療のいずれかの後にア
ポトーシスを受けたことを示している（図２２および２３）。生理食塩水を注射した目に
は、アポトーシスは検出されなかった。培養内皮細胞のＴＭ－６０１でのインビトロ治療
は、広範なＴＭ－６０１濃度にわたって細胞毒性がないことから、インビボで治療を受け
た目の内皮細胞のアポトーシスは予想外であった（図２４）。
【０２２３】
　ＴＭ－６０１の抗血管新生作用の機構をさらに理解するために、ＴＭ－６０１と、クロ
ロトキシンの推定細胞受容体であるアネキシンＡ２を用いて、共局在化試験を実施した。
血管新生を、２つの異なるモデルの目で誘発し、脈絡膜血管新生を、レーザーによるブル
ッフ膜の破壊によって誘発し、網膜症血管新生を、酸素誘発性虚血によって誘発した。Ｔ
Ｍ－６０１を、類似の実験（ｅｘｐｅｒｉｅｎｔ）について本明細書で記載の通り眼内注
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射した。血管新生の両方のモデルにおいて、ＴＭ－６０１はアネキシンＡ２と共に局在化
した（図２５）。
【０２２４】
　議論／結論
　この実施例で提示された結果は、クロロトキシンの抗血管新生作用に関係する幾つかの
重要な発見を支持するものである。第１に、眼内または眼周囲注射したＴＭ－６０１は、
レーザー誘発性のブルッフ膜破壊後に、脈絡膜層の新しく形成された脈管構造の内皮細胞
に選択的に結合する。ＴＭ－６０１は、既存の成熟した血管には結合しなかった。これら
の結果は、１３１Ｉ－ＴＭ－６０１が静脈注射後に身体の全ての血管に無差別には結合し
ないという観測と一致する。その代わり、放射標識は、腫瘍特異的および／または新血管
特異的結合により、主に腫瘍領域において検出される。第２に、ＴＭ－６０１と内皮細胞
の結合は、既存の血管ではなく、レーザー損傷部位の周囲に形成する新血管の選択的アポ
トーシスをもたらす。第３に、ＴＭ－６０１は、プラスミノーゲンおよびプラスミンなど
の血管新生促進および／または抑制タンパク質の変換の制御に関与するアネキシンＡ２と
共に局在化し、これによってクロロトキシンは、アネキシンＡ２を介してその抗血管新生
作用の少なくとも幾らかを発揮する可能性が高くなる。
【０２２５】
　（実施例７：インビトロでの腫瘍細胞遊走に対するＴＭ－６０１の作用）
　この実施例に記載の実験は、転移の主な役割を担う細胞転移に対するクロロトキシンの
役割を解明することを対象とした。ＴＭ－６０１は、トランスウェル浸潤アッセイによっ
て評価される通り、細胞遊走に対して用量依存性阻害作用を示した。
【０２２６】
　材料および方法
　トランスウェル（Ｃｏｒｎｉｎｇ、８μｍ）を横断するヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥ
Ｃ）の遊走を、約５×１０４の血清飢餓細胞で三重に実施した。ボトムウェルの化学誘因
物質に、０．４％ＦＢＳを含有する培地中ＶＥＧＦまたはｂＦＧＦ（５０ｎｇ／ｍｌ）を
入れた。トランスウェルに細胞を入れる前に、１０マイクロモルのＴＭ－６０１を、室温
で３０分間、細胞でインキュベートした。３７℃において２２時間後、上表面の非遊走細
胞を、Ｑ－チップを使用して除去した。膜を介して遊走する細胞を、メタノールで固定し
、Ｇｉｅｍｓａ染色で可視化した。トランスウェルを血球計に重ね、５つの領域のそれぞ
れにおける細胞数を計数することによって、浸潤細胞の定量的計数を実施した。
【０２２７】
　結果
　図２６Ａに示した通り、ＴＭ－６０１は、用量依存的に細胞遊走を阻害した。ＶＥＧＦ
によって刺激されようとｂＦＧＦによって刺激されようと、ＴＭ－６０１の存在下では約
５０パーセント少ない細胞が遊走していた（図２６Ｂ）。
【０２２８】
　（実施例８：ＭＭＰ２活性に対するＴＭ－６０１の作用）
　先に論じた通り、細胞遊走は、転移の主な役割を担っている。細胞外マトリックスの分
解は、細胞移動を容易にするものであり、細胞遊走における非常に重要なステップである
。本発明の実施例では、細胞外マトリックスを分解する酵素であるマトリックスメタロプ
ロテイナーゼ２（ＭＭＰ２）に対するＴＭ－６０１の作用を、神経膠腫細胞系である２つ
の異なる細胞種ＨＵＶＥＣおよびＵ８７で試験した。これらの実験結果は、ＴＭ－６０１
がＭＭＰ２活性を阻害することを示した。
【０２２９】
　ＭＭＰ－２活性は、処理なしの、ｂＦＧＦで処理した、ｂＦＧＦと一緒に１０μＭのＴ
Ｍ－６０１で処理した培養ＨＵＶＥＣ細胞から採取した培地で測定した（ＨＵＶＥＣ細胞
は、実施例７に記載の通り培養した）。図２６Ｃに図示した通り、ＴＭ－６０１での処理
は、ｂＦＧＦによって誘発されたＭＭＰ２活性の増大をほぼ消失させた。
【０２３０】
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　ＭＭＰ－２活性を、１０μＭのＴＭ－６０１で処理した、またはＴＭ－６０１では処理
しなかった培養Ｕ８７細胞から採取した培地でも測定した。図２７に図示した通り、ＴＭ
－６０１は、Ｕ８７ヒト神経膠腫細胞から分泌されたＭＭＰ－２活性を低減する。
【０２３１】
　これらの結果は、ＴＭ－６０１がＭＭＰ－２活性に対して阻害作用を有することを示唆
している。
【０２３２】
　実施例６～８の議論
　これらをまとめると、実施例６～８で提示されたデータは、ＴＭ－６０１の抗血管新生
作用のより良好な理解をもたらす。細胞培養において、ＴＭ－６０１は、増殖する内皮細
胞と結合し、新血管形成の非常に重要なステップである細胞遊走を遮断することが示され
た（実施例７参照）。いかなる特定の理論にも拘泥するものではないが、新しく形成され
た血管だけがＴＭ－６０１と結合し、成熟した脈管構造の無活動細胞は結合しないことか
ら、ある形態の細胞活性化が、ＴＭ－６０１と内皮細胞の結合にとってインビボで必要と
されると思われる。さらに、培養物において増殖するＨＵＶＥＣ細胞は、ＴＭ－６０１が
ＨＵＶＥＣ細胞の増殖を低減しないことから（アポトーシスはインビトロで生じていたと
予想され得るので）、新生血管系の活性化内皮細胞とは類似しない。したがってデータは
、新しく形成される脈管構造に対するＴＭ－６０１の１つの作用が、内皮細胞遊走を遮断
することによって新血管形成を阻害することであると示唆している。ＴＭ－６０１は、Ｔ
Ｍ－６０１に結合する新しく形成された血管がアポトーシスを受けるという、ＣＮＶモデ
ルにおける第２の作用を発揮することが観測された。
【０２３３】
　まとめると、インビトロの証拠は、ＴＭ－６０１が内皮細胞遊走を遮断し、したがって
血管新生の非常に重要な初期のステップを防止することを示唆している。さらにＴＭ－６
０１は、ＣＮＶモデルにおいて新しく形成された血管の退縮を、アポトーシスを介して生
じることが示されている。
【０２３４】
　これらの実施例に記載の結果は、クロロトキシンの抗血管新生特性の機構を明らかにし
たが、これらの特性は、転移腫瘍に対する治療剤としてのクロロトキシンの有用性に関し
て特に魅力的な性質である。
【０２３５】
　（実施例９：ヒトの患者の腫瘍に対する静脈を介して送達された非標識ＴＭ－６０１の
作用）
　この実施例で提示されたヒトの臨床データによって、静脈を介して送達された非標識Ｔ
Ｍ－６０１の、がんを治療する能力を調査する。先に論じた通り、インビトロデータによ
って、ＴＭ－６０１が血管内皮細胞に結合し、内皮細胞遊走を遮断することが示された。
本発明者らはまた、ＴＭ－６０１の静脈注入が血管新生を低減することを示すインビボデ
ータを得た。これらの観測は、公知の血管過剰を伴う浸潤性がんである悪性神経膠腫にお
いて、静脈投与された非標識ＴＭ－６０１の使用を評価するための相Ｉ試験の開始を促進
するものであった。この試験の主な目的は、ａ）再発性悪性神経膠腫を有する成人患者に
おけるＴＭ－６０１の安全性および耐性を決定すること、ｂ）磁気共鳴（ＭＲ）かん流画
像の変化を基にして静脈投与する場合に、ＴＭ－６０１の推奨される標的相ＩＩ用量およ
び生物学的に活性な用量を決定すること、ならびにｃ）各用量レベルにおけるＴＭ－６０
１の薬物動態を決定することである。
【０２３６】
　患者および治療プロトコル
　この試験に適した再発性悪性神経膠腫を有する患者に、１０ｍＣｉ／０．２ｍｇの１３

１Ｉ－ＴＭ－６０１を静脈（ＩＶ）注入によって投与して、腫瘍特異的な局在化を示す（
画像用量）。脳のＳＰＥＣＴスキャンに対して１３１Ｉ－ＴＭ－６０１の腫瘍特異的取込
みを示す患者のみが、非標識ＴＭ－６０１を用いる治療を受ける試験に残る。画像用量の
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１週間後、試験患者に、非標識ＴＭ－６０１を、４週１サイクルのうちの３週間に、１週
間に１回、６種類の用量レベル（０．０４ｍｇ／ｋｇ、０．０８ｍｇ／ｋｇ、０．１６ｍ
ｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、０．６ｍｇ／ｋｇおよび１．２ｍｇ／ｋｇ）の１つで静脈
注入することによって投与する。非標識ＴＭ－６０１の後続のサイクルは、疾患の進行の
証拠がなく、患者が用量制限毒性を経験しない限り投与される。患者は、かん流を評価す
るための従来の動的感受率の対比ＭＲＩを用いて、各サイクルの４週目に評価する。
【０２３７】
　２００９年１月現在、再発性悪性神経膠腫を有する６人の患者が試験に登録し、分析に
利用可能な画像データを有していた。安全性に関して、治療に関係する可能性があるとみ
なされるある腫瘍内出血事象があった。治療に関係していないとみなされる３つの他の深
刻な有害事象には、治療時の疾患の進行、股関節骨折および腎臓結石の既往歴がある患者
における腎臓結石が含まれていた。この最初の投与コホートの６人の患者のうち２人が、
治療前のベースラインと比較して、相対的脳血流量（ｒＣＢＦ）および／または相対的脳
血液量（ｒＣＢＶ）において２５％を超える低減を示した。かん流ＭＲＩパラメータの改
善を伴う両方の患者が、腫瘍の進行の証拠なしに、多数サイクルの治療によって特徴付け
られる静脈ＴＭ－６０１に対する広範な反応を有した。
【０２３８】
　これらの結果は、非標識クロロトキシンが、本発明の実施例では悪性神経膠腫である強
力な転移の潜在可能性を有する浸潤性がんに対する治療剤としての見込みを示すことを示
している。
【０２３９】
　（実施例１０：ＰＥＧ化クロロトキシンのバイオアベイラビリティおよび抗血管新生作
用）
　本発明の実施例では、ＰＥＧ化クロロトキシンを試験して、クロロトキシンのインビボ
半減期が増大し得るかどうかを決定した。ＰＥＧ化クロロトキシンの抗血管新生作用も試
験した。
【０２４０】
　材料および方法
　ＰＥＧ化
　ＴＭ－６０１を、４０ｋＤａの多分散直鎖ＰＥＧ－プロピオンアルデヒド（ＤｏｗＰｈ
ａｒｍａ）を使用する還元的アミノ化（ａｎｉｍａｔｉｏｎ）を介して、ペプチドのＮ末
端でＰＥＧ化した。
【０２４１】
　ＴＭ－６０１の半減期測定
　非腫瘍担持Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、単回尾静脈注射によってＴＭ－６０１（用量約２
ｍｇ／ｋｇ）を静脈注射した。血液サンプルを、様々な時点で採取し、ＴＭ－６０１のレ
ベルを、抗ＴＭ－６０１抗体を使用するＥＬＩＳＡによって決定した。
【０２４２】
　マウスマトリゲルプラグ
　マトリゲルマトリックス高濃縮物（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ製）を、４℃で１０
０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦ、１００ｎｇ／ｍｌのｂＦＧＦおよび３ｎｇ／ｍｌのへパリンと
混合した。８週齢の雌性Ｃ５７ＢＬ／６マウスを、各群６匹のマウスの各群に無作為に割
り当てた。各マウスに、２つの５００μＬマトリゲルプラグを、皮下組織下の両側に注射
した。円形プラグを形成するために、通常の皮下挿入後に、針先を左右に揺り動かすこと
によって、広範な皮下ポケットを形成した。２１～２５Ｇの針で急速に注射して、全含量
をプラグに送達した。マトリゲルプラグを試験の０日目に埋め込み、１日目に治療を開始
した。動物に、ビヒクル（生理食塩水）、ＴＭ－６０１またはＰＥＧ化ＴＭ－６０１のい
ずれかを静脈注射によって投与した。３種類の投与レジメン：２週間で週１回（１日目に
１回と８日目に１回；「Ｑ７Ｄ×２」）、２週間で週２回（１日目、４日目、８日目およ
び１１日目；「Ｑ３Ｄ×２／２」）および２週間で週５回（１日目、２日目、３日目、４
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」）を使用した。プラグは１４日後に収集した。マウスを安楽死させ、プラグ上の皮膚を
引き剥がした。切開してプラグを取り出し、固定し、組織学的分析のためにパラフィンに
埋め込んだ。評価可能な各プラグから、５μｍの厚さの３つの切片をＣＤ３１抗体で免疫
染色し、ヘマトキシリン＆エオシンで対比染色した。各マトリゲルプラグの断面積の血管
計数を、顕微鏡で分析した。
【０２４３】
　結果／議論
　図２８に示した通り、ＰＥＧ化ＴＭ－６０１は、非修飾ＴＭ－６０１と比較して、イン
ビボ半減期の増大を示した。ペグ化は、ＴＭ－６０１の半減期を、約３２倍、即ち約２５
分（ＴＭ－６０１）から約１６時間（ＴＭ－６０１－ＰＥＧ）に増大した。
【０２４４】
　半減期の増大は、結果として、血管新生のモデルにおいて動物への投与頻度を低減する
能力につながる。マウスのマトリゲルプラグアッセイでは、動物に、ＴＭ－６０１または
ＰＥＧ化ＴＭ－６０１（ＴＭ－６０１－ＰＥＧ）のいずれかを、様々なスケジュールに従
って投与した。微小血管密度を測定し、かかる密度の低減は、抗血管新生作用を示すと解
釈した。
【０２４５】
　ＴＭ－６０１およびＴＭ－６０１－ＰＥＧの両方は、試験した最も頻度の高い２つの投
与スケジュールで（２週間で週２回、「Ｑ３Ｄ×２／２」および２週間で週５回、「Ｑ１
Ｄ×５／２」）、抗血管新生作用を有していた（図２９）。ＴＭ－６０１は、試験した最
も頻度の少ない投与スケジュールでは（２週間で週１回、「Ｑ７Ｄ×２」）、いかなる抗
血管新生作用も示さなかったが、かかる用量スケジュールでＴＭ－６０１－ＰＥＧを用い
た治療では、微小血管密度の有意な低減がもたらされた（図２９）。
【０２４６】
　いかなる特定の理論にも拘泥するものではないが、動物への投与頻度を低減する能力は
、ＴＭ－６０１と比較して、ＴＭ－６０１－ＰＥＧのより長期的な有効性に起因し得る。
かかる高い有効性は、新血管形成部位における長期曝露をもたらすことができ、より持続
的な作用が可能になる。これらの特徴（例えば、高い有効性、持続的効果等）は、転移腫
瘍の治療に有利になり得る。
【０２４７】
　（実施例１１：肺転移に対するＴＭ－６０１の作用）
　本発明の実施例では、肺の転移を阻害するＴＭ－６０１の能力を、黒色腫細胞をマウス
に注射するマウスモデルを使用して調査する。ＴＭ－６０１で治療したまたは治療なしの
マウスにおいて生じた肺転移の数を計数する。
【０２４８】
　Ｂ１６／Ｆ１０マウスの黒色腫細胞系を、ＡＴＣＣから入手し、推奨仕様書に従って培
養する。各マウスに、腫瘍細胞懸濁液（１×１０５個の細胞／マウス）を含有する０．９
％ＮａＣｌ溶液０．２ｍＬを静脈接種する。
【０２４９】
　薬物注射は、以下の表１に従って腫瘍細胞と同時投与する。動物には、以下の表１に記
載の用量の試験物質を投与する。動物は、２週間で週５回、毎日投与を受ける。滅菌ＰＢ
Ｓを、ビヒクル対照として使用する。ＴＭ－６０１を、滅菌ＰＢＳ溶液で再構成する。治
療開始後、マウスの体重測定値を週２回記録し、全体的な観測を毎日少なくとも１回行う
。全ての群の全てのマウスを、１４日目（または瀕死状態が決定した際）に屠殺し、Ｂ１
６／Ｆ１０肺コロニーの数を計数する。計数したコロニーは、気管を介して点滴したブア
ン固定液で膨張した肺において、可視の黄色のバックグラウンド上の黒色の肺小結節とし
て目に見える。
【０２５０】
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【表１】

【０２５１】
　他の実施形態
　本発明の他の実施形態は、本明細書に開示の本発明の明細書または実施を考慮すること
によって、当業者には明らかとなろう。本明細書および実施例は、単に例示的なものとし
てみなされ、本発明の真の範囲は、以下の特許請求の範囲によって示されるものとする。

【図５】 【図８（Ａ）】

【図８（Ｂ）】
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