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(57)【要約】
本発明は、脳癌細胞内へ、および／または血液脳関門を
越えて積荷化合物を送達するための方法および材料を開
示する。積荷化合物の送達は、Lazなどのナイセリア外
膜タンパクに由来するタンパク質輸送ペプチドを用いて
達成される。また、本発明は、ペンタペプチドAAEAPで
構成される合成輸送ペプチドを提供する。本発明は、癌
および具体的には脳癌、並びにその他の脳関連された状
態を治療するための方法をさらに開示する。さらに、本
発明は、癌、特に脳癌のイメージングおよび診断の方法
を提供する。
【選択図】　　　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ナイセリア（Neisseria）由来Laz、LipもしくはPan 1の変異体、誘導体または構造的同
等物であり、かつ哺乳動物脳癌細胞内への、または血液脳関門を越える連結された分子の
侵入を促進する単離された輸送ペプチド。
【請求項２】
　LazのH.8領域（配列番号24）と少なくとも90%のアミノ酸同一性を有する、請求項1に記
載の輸送ペプチド。
【請求項３】
　前記ペプチドが配列番号24である、請求項1に記載の輸送ペプチド。
【請求項４】
　前記輸送ペプチドが血流におけるペプチドの半減期を延長し、または最適化するために
修飾されている、請求項1に記載の輸送ペプチド。
【請求項５】
　Ala-Ala-Glu-Ala-Pro（配列番号25）の少なくとも4つの不完全なリピートまたは完全な
リピートからなる領域を含み、かつ全長あたり少なくとも約50%のAAEAP（配列番号25）ペ
ンタペプチドリピートを有する輸送ペプチド。
【請求項６】
　前記リピートの領域が同数のAla-Ala-Glu-Ala-Pro（配列番号25）のリピートを含むペ
プチドと少なくとも約90%同一である、請求項5に記載の輸送ペプチド。
【請求項７】
　合成された、請求項5に記載の輸送ペプチド。
【請求項８】
　前記輸送ペプチドが血流における前記ペプチドの半減期を延長し、または最適化するた
めに修飾されている、請求項5に記載の輸送ペプチド。
【請求項９】
　少なくとも１つの積荷化合物と輸送ペプチドとを含む複合体であって、前記輸送ペプチ
ドは、請求項5に記載のペプチドであり、かつ前記輸送ペプチドは、前記積荷化合物に連
結されている複合体。
【請求項１０】
　少なくとも１つの積荷化合物と輸送ペプチドとを含む複合体であって、前記輸送ペプチ
ドは、請求項1に記載のペプチドであり、かつ前記輸送ペプチドは、積荷化合物に連結さ
れている複合体。
【請求項１１】
　前記積荷化合物がアズリン、プラストシアニン、ルスチシアニン、シュードアズリン、
オーラシアニンおよびアズリン様タンパク質からなる群より選択されるクプレドキシンで
ある、請求項10に記載の複合体。
【請求項１２】
　前記積荷化合物が緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）由来アズリンである、請求項11に
記載の複合体。
【請求項１３】
　前記複合体が血流におけるペプチドの半減期を延長し、または最適化するために修飾さ
れている、請求項10に記載の複合体。
【請求項１４】
　クプレドキシンに由来する輸送ペプチドをさらに含む、請求項10に記載の複合体。
【請求項１５】
　前記積荷化合物がタンパク質、リポタンパク質、多糖体、核酸、色素、微小粒子、ナノ
粒子、毒素および薬物からなる群より選択される、請求項10に記載の複合体。
【請求項１６】
　前記積荷化合物がタンパク質であり、かつ前記輸送ペプチドが前記積荷化合物に連結さ
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れて融合タンパク質を形成する、請求項10に記載の複合体。
【請求項１７】
　前記積荷化合物が毒素である、請求項15に記載の複合体。
【請求項１８】
　前記積荷化合物が鬱病、情動障害、慢性痛、てんかん、アルツハイマー病、脳卒中／神
経保護、脳および脊髄損傷、脳癌、脳のHIV感染症、種々の運動失調を生じる障害、筋萎
縮性側索硬化症（ALS）、ハンチントン病、脳に影響を及ぼす小児期先天性遺伝子エラー
、パーキンソン病および多発性硬化症からなる群より選択される状態の治療のための治療
薬である、請求項10に記載の複合体。
【請求項１９】
　前記積荷化合物が検出可能な物質である、請求項10に記載の複合体。
【請求項２０】
　前記検出可能な物質が蛍光定量法、顕微鏡観察、X線CT、MRIおよび超音波からなる群よ
り選択される方法によって検出可能である、請求項19に記載の複合体。
【請求項２１】
　薬学的に適切な担体中に請求項10に記載の複合体を含む医薬組成物。
【請求項２２】
　前記薬学的に許容される担体が静脈内投与に適している、請求項21に記載の医薬組成物
。
【請求項２３】
　前記薬学的に許容される担体が脳室内注射または脳内注射に適している、請求項21に記
載の医薬組成物。
【請求項２４】
　細胞を請求項10に記載の複合体と接触させることを含む方法。
【請求項２５】
　前記細胞が中枢神経系の腫瘍由来である、請求項24に記載の方法。
【請求項２６】
　前記細胞が星細胞腫、グリア芽細胞腫、髄膜腫、乏突起細胞腫（oligodentroglioma）
、オリゴ星細胞腫、神経膠腫、上衣細胞腫、脊髄腫瘍、神経節細胞神経膠腫、神経細胞腫
および髄芽腫からなる群より選択される癌細胞である、請求項24に記載の方法。
【請求項２７】
　癌患者を治療する方法であって、前記患者に対して治療上有効量の請求項10に記載の複
合体を投与することを含む方法。
【請求項２８】
　前記複合体が静脈内、局所的、皮下、筋肉内および腫瘍内からなる群より選択される様
式で投与される、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　別の癌治療薬を同時投与することをさらに含む、請求項27に記載の方法。
【請求項３０】
　患者の癌のイメージングのための方法であって、前記患者に請求項19に記載の複合体を
投与することと、前記患者内における積荷化合物の位置を検出することとを含む方法。
【請求項３１】
　前記積荷化合物がX線造影剤であり、かつ前記積荷化合物の位置がX線CTによって検出さ
れる、請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
　前記積荷化合物が磁気共鳴映像造影剤であり、かつ前記積荷化合物の位置がMRIによっ
て検出される、請求項30に記載の方法。
【請求項３３】
　前記積荷化合物が超音波造影剤であり、かつ前記積荷化合物の位置が超音波画像診断に
よって検出される、請求項30に記載の方法。
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【請求項３４】
　癌を診断するための方法であって、細胞を請求項19に記載の前記複合体と接触させるこ
とと、前記積荷分子の細胞の位置を検出することとを含む方法。
【請求項３５】
　請求項1に記載の輸送ペプチドを含む試薬を含むキット。
【請求項３６】
　薬学的に許容される担体を含む試薬をさらに含む、請求項35に記載のキット。
【請求項３７】
　前記試薬の投与のための媒体をさらに含む、請求項35に記載のキット。
【請求項３８】
　請求項1に記載の輸送ペプチドをコードする核酸分子。
【請求項３９】
　請求項5に記載の輸送ペプチドをコードする核酸分子。
【請求項４０】
　請求項10に記載の複合体をコードする核酸分子。
【請求項４１】
　脳に関連した状態をもつ患者を治療または診断するための方法であって、請求項1に記
載の輸送ペプチドおよび少なくとも１つの積荷化合物を前記患者に対して同時投与するこ
とを含む方法。
【請求項４２】
　クプレドキシンに由来する輸送ペプチドがさらに同時投与される、請求項41に記載の方
法。
【請求項４３】
　脳に関連した状態をもつ患者を治療または診断するための方法であって、請求項5に記
載の輸送ペプチドおよび少なくとも１つの積荷化合物を前記患者に対して同時投与するこ
とを含む方法。
【請求項４４】
　クプレドキシンに由来する輸送ペプチドがさらに同時投与される、請求項43に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、特許法§§119および120の下で、2006年7月6日に出願された「Transport Ag
ents for Crossing the Blood-Brain Barrier and into Brain Cancer Cells, and Metho
ds of Use Thereof」の表題の米国仮特許出願第60/818,510号；2005年7月19日に出願され
た米国仮特許出願第60/700,297号および2005年10月6日に出願された米国特許出願第11/24
4,105号に対する優先権を主張する。これらの出願の全ての内容は、参照により本明細書
に完全に援用される。
【０００２】
　政府対象の記載
　本出願の主題は、国立衛生研究所（NIH）、ベセズダ、メリーランド、U.S.A.からの研
究助成金（助成金番号ES 04050-18）によって支援された。政府は、本発明に対して一定
の権利を有し得る。
【０００３】
　背景
　脳のための新薬の開発は、体のその他の部分の新薬より非常に遅いペースで進行してき
た。この遅い進行は、主に、大部分の薬物が、脳に入るための血液脳関門（BBB）を形成
する脳毛細管壁を超えることができないことによるものである。高分子薬物のほぼ100%お
よび低分子薬物の98%以上は、BBBを超えない。ほんの数種類の薬物、高脂溶性および400
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～500ダルトン未満の分子量のみが、実際にBBBを超える。そして、BBBを超える低分子の
うち、ごくわずかな割合のみが、薬学的に有意な量でBBBを超える。（Pardridge、Molecu
lar Innovations 3：90-103（2003））
　鬱病、情動障害、慢性痛およびてんかんなどの数種類の脳の病気のみが、BBBを超える
ことができる低分子薬物に反応する。アルツハイマー病、脳卒中/神経保護、脳および脊
髄損傷、脳癌、脳のHIV感染症、種々の運動失調を生じる障害、筋萎縮性側索硬化症（ALS
）、ハンチントン病、脳に影響を及ぼす小児期先天性遺伝子エラー、パーキンソン病およ
び多発性硬化症などのはるかに多くの脳の病気は、従来の脂溶性の低分子量薬物に反応し
ない。有効な低分子薬物が利用できる脳のいくつかの病気でさえ、さらなる研究および新
しくそして改善された薬物の開発を必要とする。同上。
【０００４】
　脳の癌は、特に治療するのが困難である。脳における癌についての一般的形態は、多形
性グリア芽細胞腫（GBM）および退形成性星細胞腫（AA）である。GBM患者の平均の生存期
間は、およそ10～12月であり、その一方で、AA患者の平均生存期間は、3～4年である。GB
M患者については、外科手術により、ほんの数月だけ患者の寿命が延長する。（Kufe et a
l., Cancer Medicine、§§23 and 83（6th ed. BC Decker、2003））。GBMの治療が外科
手術および局部的放射線照射によるものとなる多くの場合、本来の腫瘍縁の2～4cm以内に
再発を生じる。同上。
【０００５】
　BBBを超えず脳内に入らない薬物を投与するための現在のアプローチは、開頭術による
もの、すなわち頭部にドリルで穴が開けて、脳室内（ICV）または脳内（IC）注射によっ
て薬物を投与することによる方法を含む。IC投与では、針の先端の沈着部位に薬物が残る
。ICV投与では、薬物は、同側脳質の上衣面に限ってのみ散布し、脳実質内に深く侵入し
ない。したがって、IVCおよびIC投与法は、脳体積の1%未満に到達するにすぎず、このよ
うな限定された浸透によって治療され得る脳の病気は、ほとんど存在しない。同上。
【０００６】
　対照的に、血管を介する薬物送達の経路は、脳のニューロンの実質的に100%を治療する
ことができるであろう。あらゆるニューロンは、それ自体の血管によって灌流されている
ので、血管を介して（tranvascularly）投与された薬物は、BBBを超えた後で、脳のあら
ゆるニューロンに到達することができる。しかし、薬物がBBBを超えることを可能にする
薬物標的システムが存在しないので、血管を介した投与経路は、大多数の候補薬に利用で
きない。
【０００７】
　大部分の薬物およびその他の分子はBBBを超えることができないという事実にもかかわ
らず、いくつかの細菌および真菌/ウイルスの病原体は、BBBを超えて感染を引き起こすこ
とが公知である。（Nassif, et al., Trends Microbiol. 10：227-232（2002））。この
ような細菌病原体は、髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）、肺炎連鎖球菌（Streptococ
cus pneumoniae）および大腸菌（Escherichia coli K-1）などの細胞外に存在するもの、
あるいはリステリア菌（Listeria monocytogenes）または結核菌（Mycobacterium tuberc
ulosis）などの細胞内に存在するもののいずれかであり得る。大部分の細胞内病原体は、
感染した白血球内部に隠れることによって脳髄膜に侵入する一方で、細胞外病原体は、最
初に血流中で汎発して、次いで大脳内皮の内腔側と直接相互作用することによって中枢神
経系に入り、これにより脳微小血管の内皮細胞の密着結合を崩壊させる。（Nassif et al
., 同上；Drevets & Leenen, Microbes Infect.2：1609-1618（2000）；Kim, SubcellBio
chem. 33：47-59（2000））。この相互作用により、病原体は脳髄膜に侵入して髄膜炎を
生じさせることができる。BBBを超えるためのインビトロでの一層および二層のモデルを
使用すること、並びにこのようなモデルの一層または二層を通過できない細菌突然変異体
を単離すると、様々な細菌タンパク質が侵入の全体およびBBBの横断に関係していた。（H
uang and Jong, Cell. Microbiol. 3：277-287（2001））。例えば、ibeA、ibeB、aslA、
yijPおよびompAなどの大腸菌K-1遺伝子、Opc、OpaなどのIV型線毛のタンパク質をコード
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する髄膜炎菌遺伝子、並びにHIV表面タンパク質gp120などのウイルスタンパク質は全て、
感染を生じさせるための効果的な侵入およびBBBの横断を可能にすることが示唆されてい
る。細胞外の細菌病原体の場合、このようなタンパク質は、髄膜の侵入のための付着およ
びその後のBBBの破壊を可能にすると考えられている
。（Nassif et al., 同上；Huang & Jong, 同上）。単一の細菌表面タンパク質が密着結
合の破壊を促進して、BBBの横断を可能にすることは、証明されていない。
【０００８】
　アズリン様遺伝子は、Neisseria gonorrhoeaeおよびN. meningitidisなどの多くの淋菌
および髄膜炎菌に存在する。（Gotschlich & Seiff, FEMS Microbiol Lett. 43：253-255
（1987）；Kawula, et al., Mol. Microbiol. 1：179-185（1987））。アズリンは、多数
の病原細菌によって産生され、このような遺伝子の間で有意な配列相同性がある。（Yama
da、et al., Cell. Microbiol.7：1418-1431（2005））。「H.8」と称されるタンパク質
エピトープは、病原性のナイセリア（Neisseria）種間で保存されており、H.8と命名され
たモノクローナル抗体の結合によって検出される。2つの異なった淋菌遺伝子、lazおよび
lipは、H.8モノクローナル抗体と交差反応するタンパク質をコードする。（Hayashi & Wu
, J. Bioenerg. Biomembr. 22：451-471（1990））。
【０００９】
　多くの病原体は、アズリン様タンパク質を有するが、ナイセリアは、それに付着された
H.8領域を有することにおいて特有である。LazおよびLipは、淋菌外表面タンパク質であ
り、シグナルペプチドリポタンパク質共通配列を含み、この配列は、細菌酵素シグナルペ
プチターゼIIによって認識され、これがその配列をプロセスして脂肪酸およびグリセロー
ルを有するシステイン残基のN末端のアシル化を生じる。（Hayashi & Wu, 同上；Yamada,
 et al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431 （2005））。約6.3 kDaのLipリポタンパク質
は、ほぼ完全にモチーフAla-Ala-Glu-Ala-Pro（AAEAP（配列番号25））の5残基ペプチド
の繰り返しからなり、一方、約17 kDaのLazリポタンパク質は、不完全なAAEAP（配列番号
25）の繰り返しを含むN末端の39アミノ酸の領域を含む。（Gotschlich & Seiff, 同上；K
awula、et al., 同上；Woods et al., Mol. Microbiiol. 3：43-48 （1989））。Lazにお
けるこの39アミノ酸のN末端領域の他に、緑膿菌（P. aeruginosa）アズリンに対して高度
に相同的である127アミノ酸領域がある。（Cannon、Clin. Microbiol. Rev. 2：S1-S4（1
989））。Lazは、酸化的ストレスおよび銅毒性に対する防御に関与し、エキソビボでの初
代培養ヒト子宮腟部上皮アッセイ法での生存率を増大させる。（Wu, et al. Infect. Imm
un. 73：8444-8448（2005））。
【００１０】
　第三の淋菌（N. gonorrhoeae）外膜タンパク質であるPan 1も、AAEAP（配列番号25）5
残基ペプチドの繰り返しモチーフを有する。（Hoehn and Clark, Infection and Immunit
y,（60）：4704-4708（1992））。Lipのサイズは、異なるナイセリア株では変化する。FA
1090株において、Lipは、AAEAP（配列番号25）の13回の繰り返しおよび繰り返しの部分で
はない6アミノ酸を有する長さ71アミノ酸である。R10株において、Lipは、14回のAAEAP（
配列番号25）の繰り返しを有する長さ76アミノ酸である。（Cannon, 同上）。精製された
Lipペプチドは、不死化したヒト子宮頚管内上皮細胞によるケモカインであるインターロ
イキン-8（IL-8）およびサイトカインであるIL-6の放出、並びにtoll様受容体2をトラン
スフェクトしたヒト胚腎臓293細胞によるIL-8の産生および転写因子NF-κBの活性化を誘
導することができる強力な炎症性メディエーターである。（Fisette、et al., J. Biol. 
Chem. 278：46252-46260（2003））。
【００１１】
　脳および脊髄の深刻な障害をもつ世界中の多くの患者を考慮すると、必要なことは、親
水性分子および高分子がBBBを超えることができる輸送系である。好ましくは、この送達
系は、高度の特異性を有して、一般に漏出性のBBBをもたらすことなく薬物を脳にターゲ
ットすることができるであろう。さらに、良好な送達系は、一般に害のないものであり、
望ましくない副作用を伴わずに患者にその系を繰り返し使うことができるであろう。場合
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によっては、良好な送達系は、脳の全ての領域に同程度に薬物を送達するであろう。その
他の場合には、送達系は、脳癌細胞に特異的に薬物を送達するであろう。
【００１２】
　発明の要約
　本発明は、付着され、もしくは結合された積荷化合物の脳癌細胞内への、および／また
は血液脳関門を越えた血液脳関門を越えた輸送を促進することができるナイセリア外膜タ
ンパクに由来する輸送ペプチドを提供する。また、輸送ペプチドとその積荷化合物との複
合体も提供し、同様に脳癌を診断し、および治療するための、並びに脳に関連したその他
の状態を診断し、および治療するための、複合体および輸送ペプチドの両者の使用方法を
提供する。最後に、本発明は、輸送ペプチドおよび／もしくは複合体を含むキット、並び
に／または前述のものをコードする核酸を提供する。
【００１３】
　本発明の一つの側面は、ナイセリア由来のLaz、LipもしくはPan 1の変異体、誘導体ま
たは構造的同等物であり、かつ哺乳動物脳癌細胞内への、または血液脳関門を越えた連結
された分子の侵入を促進する単離された輸送ペプチドである。LazのH.8領域（配列番号24
）は、これらの輸送ペプチドに対して少なくとも90%のアミノ酸同一性を有していてもよ
い。一部の態様において、輸送ペプチドは、配列番号24である。その他の態様において、
輸送ペプチドは、血流におけるペプチドの半減期を延長し、または最適化するように修飾
されていてもよい。
【００１４】
　本発明のもう一つの側面は、Ala-Ala-Glu-Ala-Pro（配列番号25）の少なくとも4つの不
完全なリピートまたは完全なリピートからなる領域を含み、かつ全長あたり少なくとも約
50%のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピートを有する輸送ペプチドである。一部の
態様において、不完全または完全なリピートの領域は、同数のAla-Ala-Glu-Ala-Pro（配
列番号25）のリピートを含むペプチドと少なくとも約90%同一である。一部の態様におい
て、これらの輸送ペプチドは、合成である。その他の態様において、これらの輸送ペプチ
ドは、血流におけるペプチドの半減期を延長し、または最適化するように修飾されていて
もよい。
【００１５】
　本発明のもう一つの側面は、Ala-Ala-Glu-Ala-Pro（配列番号25）の少なくとも4つの不
完全または完全なリピートからなる領域を含む輸送ペプチドに連結された少なくとも１つ
の積荷化合物を含む複合体であって、この領域がペプチドの約50%以上を含む複合体であ
る。本発明のもう一つの側面は、化合物が、ナイセリア由来のLaz、LipもしくはPan 1の
変異体、誘導体または構造的同等物に連結された少なくとも１つの積荷を含む複合体であ
り、これは、哺乳動物脳癌細胞への連結された分子の、または血液脳関門を越えた侵入を
促進する。一部の態様において、積荷化合物は、アズリン、プラストシアニン、ルスチシ
アニン、シュードアズリン、オーラシアニンおよびアズリン様タンパク質などのクプレド
キシン、および特に緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）由来のアズリンである。その他の
態様において、複合体は、血流におけるペプチドの半減期を延長し、または最適化するよ
うに修飾されている。加えて、この複合体は、クプレドキシンに由来する輸送ペプチドを
含む。
【００１６】
　この複合体の積荷化合物は、タンパク質、リポタンパク質、多糖体、核酸、色素、微小
粒子、ナノ粒子、毒素および薬物であってもよい。一部の態様において、積荷化合物は、
タンパク質であり、かつ複合体は、融合タンパク質である。その他の態様において、積荷
化合物は、毒素である。積荷化合物は、鬱病、情動障害、慢性痛、てんかん、アルツハイ
マー病、脳卒中／神経保護、脳および脊髄損傷、脳癌、脳のHIV感染症、種々の運動失調
を生じる障害、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、ハンチントン病、脳に影響を及ぼす小児期
先天性遺伝子エラー、パーキンソン病および多発性硬化症のための治療薬であってもよい
。積荷化合物は、蛍光定量法、顕微鏡観察、X線CT、MRIおよび超音波によって検出可能な
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ものなどの検出可能な物質であってもよい。
【００１７】
　一部の態様において、複合体は、薬学的に適切な担体中にある。薬学的に適切な担体は
、静脈内投与ためのものであってもよい。その他の態様において、薬学的に許容される担
体は、脳室内または脳内注射に適している。
【００１８】
　本発明のもう一つの側面は、ナイセリア由来のLaz、LipもしくはPan 1の変異体、誘導
体または構造的同等物に連結された少なくとも１つの積荷化合物を含む複合体であって、
哺乳動物脳癌細胞への連結された分子の、または血液脳関門を越えた侵入を促進するもの
と細胞を接触させることを含む方法である。細胞は、中枢神経系の腫瘍、具体的には星細
胞腫、グリア芽細胞腫、髄膜腫、乏突起細胞腫（oligodentroglioma）、オリゴ星細胞腫
、神経膠腫、上衣細胞腫、脊髄腫瘍、神経節細胞神経膠腫、神経細胞腫および髄芽腫由来
であってもよい。
【００１９】
　本発明のもう一つの側面は、癌患者を治療する方法であって、治療上有効量の本発明の
複合体が患者に投与される方法である。一部の態様において、複合体は、静脈内に、局所
的に、皮下に、筋肉内に、または細胞もしくは腫瘍に投与される。その他の態様において
、複合体は、別の癌治療と共に同時投与される。
【００２０】
　本発明のもう一つの側面は、患者の癌のイメージングのための方法であって、患者に対
して検出可能な積荷化合物との複合体を投与することと、患者内の積荷化合物の位置を検
出することとを含む方法である。場合によっては、積荷化合物は、X線CTによって検出さ
れるX線造影剤である。その他の場合において、積荷化合物は、MRIによって検出される磁
気共鳴映像造影剤である。その他の場合において、積荷化合物は、超音波画像診断によっ
て検出される超音波造影剤である。
【００２１】
　本発明のもう一つの側面は、本発明の複合体と接触させた細胞を、検出可能な積荷化合
物と接触させることと、積荷化合物を検出することとを含む癌を含む方法である。
【００２２】
　本発明のもう一つの側面は、ナイセリア由来のLaz、LipもしくはPan 1の変異体、誘導
体または構造的同等物であり、かつ哺乳動物脳癌細胞への連結された分子の、または血液
脳関門を越えた侵入を促進する単離された輸送ペプチドと共に試薬を含むキットである。
一部の態様において、キットは、薬学的に許容される担体を含む試薬をさらに含む。その
他の態様において、キットは、試薬の投与のための媒体を含む。
【００２３】
　本発明のもう一つの側面は、核酸分子である。一部の態様において、核酸は、ナイセリ
ア由来のLaz、LipもしくはPan 1の変異体、誘導体または構造的同等物であり、かつ哺乳
動物脳癌細胞への連結された分子の、または血液脳関門を越えた侵入を促進する単離され
た輸送ペプチドをコードする。その他の態様において、核酸は、Ala-Ala-Glu-Ala-Pro（
配列番号25）の少なくとも4つの不完全な、または完全なリピートからなる領域を含む輸
送ペプチドであって、この領域がペプチドの約50%以上を含む輸送ペプチドをコードする
。その他の態様において、核酸は、輸送ペプチドに連結された少なくとも１つのタンパク
質積荷化合物を含む融合タンパク質を含む複合体をコードする。
【００２４】
　本発明のもう一つの側面は、脳に関連した状態がある患者を治療または診断するための
方法であって、本発明の輸送ペプチドと少なくとも１つの積荷化合物とを前記患者に同時
投与することを含む方法である。その他の態様において、クプレドキシンに由来する輸送
ペプチドが、輸送ペプチドおよび／または積荷化合物と共に同時投与される。
【００２５】
　配列の簡単な説明
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　配列番号1は、淋菌laz遺伝子、Genbankアクセッション番号Y00530のゲノムDNAコード配
列である。
【００２６】
　配列番号2は、緑膿菌アズリン遺伝子のゲノムDNAコード配列である。
【００２７】
　配列番号3は、淋菌laz遺伝子のH.8領域のゲノムDNAコード配列である。
【００２８】
　配列番号4は、淋菌のLazをコードする遺伝子（laz）をPCR増幅するためのフォワードプ
ライマーである。
【００２９】
　配列番号5は、淋菌のLazをコードする遺伝子（laz）をPCR増幅するためのリバースプラ
イマーである。
【００３０】
　配列番号6は、pUC18-lazの3.1kbの断片をPCR増幅するためのフォワードプライマーであ
る。
【００３１】
　配列番号7は、pUC18-laz.の3.1kbの断片をPCR増幅するためのリバースプライマーであ
る。
【００３２】
　配列番号8は、pUC19-paz.の0.4kbの断片をPCR増幅するためのフォワードプライマーで
ある。
【００３３】
　配列番号9は、pUC19-paz.の0.4kbの断片をPCR増幅するためのリバースプライマーであ
る。
【００３４】
　配列番号10は、pUC19-paz.の3.3kbの断片をPCR増幅するためのフォワードプライマーで
ある。
【００３５】
　配列番号11は、pUC19-paz.の3.3kbの断片をPCR増幅するためのリバースプライマーであ
る。
【００３６】
　配列番号12は、pUC18-laz.の0.13kbの断片をPCR増幅するためのフォワードプライマー
である。
【００３７】
　配列番号13は、pUC18-laz.の0.13kbの断片をPCR増幅するためのリバースプライマーで
ある。
【００３８】
　配列番号14は、pGEX-5X-3由来のGSTコードする遺伝子をPCR増幅するためのフォワード
プライマーである。
【００３９】
　配列番号15は、pGEX-5X-3由来のGSTコードする遺伝子をPCR増幅するためのリバースプ
ライマーである。
【００４０】
　配列番号16は、pUC18-laz.TS由来のlazのシグナルペプチドおよびH.8コードする領域を
PCR増幅するためのフォワードプライマーである。
【００４１】
　配列番号17は、pUC18-laz.由来のlazのシグナルペプチドおよびH.8コードする領域をPC
R増幅するためのリバースプライマーである。
【００４２】
　配列番号18は、pUC18-laz.由来のH.8コードする領域をPCR増幅するためのフォワードプ
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ライマーである。
【００４３】
　配列番号19は、pUC18-laz.由来のH.8コードする領域をPCR増幅するためのリバースプラ
イマーである。
【００４４】
　配列番号20は、pGEX-5X-3-H.8.由来のGST-H.8融合領域をPCR増幅するためのフォワード
プライマーである。
【００４５】
　配列番号21は、pGEX-5X-3-H.8.由来のGST-H.8融合領域をPCR増幅するためのリバースプ
ライマーである
　配列番号22は、淋菌株F62 Lazタンパク質、Genbankアクセッション番号Y00530のアミノ
酸配列である。
【００４６】
　配列番号23は、緑膿菌アズリンのアミノ酸配列である。
【００４７】
　配列番号24は、淋菌F62 Lazタンパク質由来のH.8領域のアミノ酸配列である。
【００４８】
　配列番号25は、ヘプタペプチド（peptapeptide）モチーフのアミノ酸配列である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４９】
　本態様の詳細な説明
　定義
　本明細書に使用される「細胞」という用語は、具体的に「単一細胞」と記述されない限
り、本用語の単数または複数の両方を含む。
【００５０】
　本明細書に使用される「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用
語は、交換可能に使用され、アミノ酸残基の重合体をいう。本用語は、1つまたは複数の
アミノ酸残基が対応する天然に存在するアミノ酸の人工の化学物質類似体であるアミノ酸
重合体に適用される。また、本用語は、天然に存在するアミノ酸重合体にも適用される。
また、「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、グリコシル
化、脂質付着、硫酸化、グルタミン酸残基のγ-カルボキシル化、ヒドロキシル化およびA
DPリボシル化を含むが、限定されない修飾も含む。ポリペプチドが必ずしも完全に直鎖状
であるわけではないことが認識されるであろう。例えば、ポリペプチドは、ユビキチン結
合の結果として分枝していてもよく、これらは、一般に天然のプロセシングイベントおよ
び天然に存在しないヒト操作によってもたらされるイベントを含む翻訳後イベントの結果
として（枝分れの有無にかかわらず）環状であってもよい。環状の、分枝の、および分枝
の環状のポリペプチドは、同様に非翻訳天然プロセスによって、および完全な合成法によ
って合成されてもよい。合成ペプチドは、細胞成分を用いずに作製されたものである。ペ
プチドを作製するための合成法は、当該技術分野において周知であり、市販されている。
さらに、本発明は、本発明のタンパク質のメチオニンを含むアミノ末端変異体およびメチ
オニンのないアミノ末端変異体の使用を想定する。
【００５１】
　本明細書に使用される「状態」という用語には、身体機能の性能を妨げ、または変更さ
せる、生きている動物またはその一部の正常状態の機能障害を構成する、正常型からの解
剖的および生理学的異常を含む。
【００５２】
　本明細書に使用される「細胞増殖を阻害する」という用語は、細胞分裂および／または
細胞増殖の緩徐化または中止を意味する。また、この用語には、細胞発生の阻害または細
胞死の増大を含む。
【００５３】
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　本明細書に使用される「罹患する」という用語は、状態の症候を現在示すこと、観察可
能な症候さえない状態を有すること、状態から回復中および状態から回復したことを含む
。
【００５４】
　本明細書に使用される「治療」という用語は、状態もしくは治療される状態と関連する
症候の進行または重症度を防げ、低下させ、止め、または逆転させることを含む。したが
って、「治療」という用語には、適切な場合、医学的、治療的および／または予防的な投
与を含む。
【００５５】
　「治療上有効量」は、治療される被験体に対して、特定の状態の既存の症候の発症を防
げ、低下させ、止め、もしくは逆転させるために、または部分的もしくは完全に軽減する
ために有効な量である。治療上有効量の決定は、十分に当業者の能力の範囲内である。
【００５６】
　本明細書に使用される「実質的に純粋な」という用語は、本発明のタンパク質またはそ
の他の細胞産物を修飾するために使用されたときに、例えば実質的にその他のタンパク質
および／または活性な阻害性化合物を含まないか、または純粋な形態の、増殖培地または
細胞内容物から単離されたタンパク質をいう。「実質的に純粋な」という用語は、単離さ
れた画分の乾燥重量の少なくとも約75%の量の、または少なくとも「75%実質的に純粋な」
因子をいう。より具体的には、「実質的に純粋な」という用語は、乾燥重量の少なくとも
約85%の、または少なくとも「85%実質的に純粋な」活性化合物の化合物をいう。最も具体
的には、「実質的に純粋な」という用語は、乾燥重量の少なくとも約95%の、または少な
くとも「95%実質的に純粋な」活性化合物の化合物をいう。また、「実質的に純粋な」と
いう用語は、例えば合成タンパク質が合成反応の試薬および副産物から単離されている場
合に、合成でつくられた本発明のタンパク質または化合物を修飾するために使用してもよ
い。
【００５７】
　本明細書に使用される「医薬品等級」という用語は、本発明のペプチドまたは化合物を
いうときに、通常、合成試薬および副産物を含むその天然の状態において見いだされるま
まの物質を伴う成分から実質的に、もしくは本質的に単離され、および製剤としてのその
使用を損なうであろう成分から実質的に、または本質的に単離されたペプチドまたは化合
物である。たとえば、「医薬品等級」ペプチドは、任意の発癌物質から単離されていても
よい。ある場合には、「医薬品等級」は、組成物が、患者に対する静脈内投与のために適
さないになってしまうであろう任意の物質から実質的に、もしくは本質的に単離されたペ
プチドまたは化合物を特定するために、「静脈内医薬品等級」などの意図された投与方法
によって修飾してもよい。たとえば、「静脈内医薬品等級」ペプチドは、SDSなどの洗浄
剤およびアジドなどの抗細菌薬から単離されていてもよい。
【００５８】
　「単離された」、「精製されて」または「生物学的に純粋である」という句は、通常そ
の天然の状態において見いだされるままの物質を伴う成分を実質的に、または本質的に含
まない物質をいう。したがって、本発明に従った単離されたペプチドは、好ましくは、通
常これらのインサイチュー環境においてペプチドに付随する物質を含まない。「単離され
た」領域とは、該領域が由来するポリペプチドの全部の配列を含まない領域をいう。「単
離された」核酸、タンパク質またはこれらのそれぞれの断片は、ヌクレオチド配列決定、
制限消化、部位特異的変異誘発および核酸断片のための発現ベクターへのサブクローニン
グ、並びに実質的に純粋な量のタンパク質またはタンパク質断片を得ることなど（しかし
、限定されない）、当業者がこれを操作し得るように、そのインビボの環境から実質的に
除去されている。
【００５９】
　ペプチドに関して本明細書に使用される「変異体」という用語は、野生型ポリペプチド
と比較して、置換され、欠失され、または挿入されたアミノ酸を有し得るアミノ酸配列変
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異体をいう。変異体は、野生型ペプチドの切り詰め型であってもよい。「付加」は、野生
型のタンパク質内からの1つまたは複数のアミノ酸の除去であるが、一方、「切りつめ」
は、野生型のタンパク質の1つまたは複数の末端からの1つまたは複数のアミノ酸の除去で
ある。したがって、変異体ペプチドは、ポリペプチドをコードする遺伝子の操作によって
作製されてもよい。変異体は、ポリペプチドの基本的組成または特徴を変化させるが、少
なくともその基本的活性のいくつかは、変化させないことによって作製してもよい。たと
えば、ナイセリア輸送ペプチドの「変異体」は、それがBBBを越えて、および／または脳
癌細胞に侵入する能力を保持した変異ナイセリア輸送ペプチドであってもよい。場合によ
っては、変異体ペプチドは、ε-（3,5-ジニトロベンゾイル）-Lys残基などの非天然アミ
ノ酸で合成される（Ghadiri & Fernholz, J. Am. Chem. Soc., 112:9633-9635 （1990）
）。一部の態様において、変異体は、野生型ペプチドと比較して、置換され、欠失され、
または挿入されたアミノ酸を20、19、18、17または16を越えて有さない。一部の態様にお
いて、変異体は、野生型ペプチドと比較して、置換され、欠失され、または挿入されたア
ミノ酸を15、14、13、12または11を越えて有さない。一部の態様において、変異体は、野
生型ペプチドと比較して、置換され、欠失され、または挿入されたアミノ酸を10、9、8ま
たは7を越えて有さない。一部の態様において、変異体は、野生型ペプチドと比較して、
置換され、欠失され、または挿入されたアミノ酸を、6つを越えて有さない。一部の態様
において、変異体は、野生型ペプチドと比較して、置換され、欠失され、または挿入され
たアミノ酸を5つまたは4つを越えて有さない。一部の態様において、変異体は、野生型ペ
プチドと比較して、置換され、欠失され、または挿入されたアミノ酸を3つ、2つまたは1
つを越えて有さない。本明細書に使用される「アミノ酸」という用語は、任意の天然に存
在するか、もしくは天然に存在しない、または合成のアミノ酸残基、すなわち1、2、3つ
以上の炭素原子、典型的には1つの（α）炭素原子によって直接連結された少なくとも１
つのカルボキシル残基および少なくとも１つのアミノ残基を含む任意の部分を含むアミノ
酸部分を意味する。
【００６０】
　ペプチドに関して本明細書に使用される用語「誘導体」は、被験体ペプチドに由来する
ペプチドをいう。誘導体化には、ペプチドがなおもその基本的活性の一部を保持するよう
にペプチドを化学修飾することを含む。たとえば、ナイセリア輸送ペプチドの「誘導体」
は、それがBBBを越えて、および／または脳癌細胞に侵入する能力を保持した化学修飾さ
れたナイセリア輸送ペプチドであってもよい。関心対象の化学修飾には、ペプチドのアミ
ド化、アセチル化、硫酸化、ポリエチレングリコール（PEG）修飾、リン酸化またはグリ
コシル化を含むが、限定されない。加えて、誘導体ペプチドは、別のペプチド、薬物分子
またはその他の治療的もしくは薬学的薬剤または検出可能プローブなどの化学物質に対す
るポリペプチドまたはその断片の融合物であってもよい。
【００６１】
　「パーセント（%）アミノ酸配列同一性」という用語は、2つの配列を整列させたときに
、候補配列のアミノ酸残基と同一であるポリペプチドのアミノ酸残基の割合として定義さ
れる。%アミノ酸同一性を決定するためには、配列を整列させ、必要な場合は、ギャップ
を導入して最大%配列同一性を達成し；保存的置換は、配列同一性の一部とみなさない。
パーセント同一性を決定するアミノ酸配列整列法は、当業者に周知である。BLAST、BLAST
2、ALIGN2またはMegalign（DNASTA（登録商標））ソフトウェアなどのたいてい一般公開
されているコンピュータソフトウェアを使用してペプチド配列を整列させる。具体的態様
において、長い計算量フィルタ、予想10、ワードサイズ3、存在11および伸長1のデフォル
トパラメーターを使用してBlastp（National Center for Biotechnology Information, B
ethesda MDから入手可能）を使用する。
【００６２】
　アミノ酸配列を整列させたときに、所与のアミノ酸配列Bへの、Bとの、またはBに対す
る所与のアミノ酸配列Aの%アミノ酸配列同一性（所与のアミノ酸配列Bへ、Bと、またはB
に対して一定の%アミノ酸配列同一性を有し、または含む所与のアミノ酸配列Aと言い表す
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こともできる）は：
　% アミノ酸配列同一性= X／Y*100
　　（式中、Xは、AおよびBの配列整列プログラムの、またはアルゴリズムの整列による
同一マッチとして記録されるアミノ酸残基の数であり、およびYは、Bにおけるアミノ酸残
基の総数である。）
として算出することができる。
【００６３】
　アミノ酸配列Aの長さがアミノ酸配列Bの長さと同じではない場合、Bに対するAの%アミ
ノ酸配列同一性は、Aに対するBの%アミノ酸配列同一性と同じではないだろう。より長い
配列をより短い配列と比較するときは、より短い配列が「B」配列となる。たとえば、切
断されたペプチドを対応する野生型ポリペプチドと比較するときに、切断されたペプチド
が「B」配列である。
【００６４】
　一般
　本発明は、血液脳関門（BBB）を越えて、および／または脳癌細胞内に積荷化合物を送
達するための方法および材料、並びに哺乳動物脳の癌、および脳および中枢神経系のその
他の状態の治療のための材料および方法に関連する。本明細書に開示したとおり、モチー
フAAEAP（配列番号25）の繰り返しで構成されるペプチド領域は、結合されたか、または
融合されたペプチドおよびその他の積荷化合物を、血液脳関門を越えて、および／または
哺乳動物脳癌細胞内に輸送することができるということが、今回分かる。より具体的には
、淋菌タンパク質LazのH.8領域は、結合されたか、または融合されたタンパク質およびそ
の他の積荷化合物を、BBBを越えて、および／または脳癌細胞内に輸送するために使用す
ることができる。加えて、Lipタンパク質の一部または全体およびPan 1タンパク質の一部
または全体などの（両方とおも淋菌由来）、AAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピー
トの使用におけるH.8領域に類似のペプチドも、BBBを越えた、および／または脳癌細胞内
へのタンパク質およびその他の積荷化合物の輸送に使用することができると考えられる。
本発明によって送達される積荷化合物には、タンパク質、リポタンパク質、多糖体、アン
チセンス核酸を含む核酸、色素、蛍光タグおよび放射性タグ、微小粒子またはナノ粒子、
毒素、無機および有機分子、小分子、並びに薬物を含むが、限定されない。一部の態様に
おいて、薬物および／または毒素は、腫瘍細胞を死滅させる。その他の態様において、積
荷化合物は、脳の種々の状態を治療する。
【００６５】
　緑膿菌アズリンなどの多くのクプレドキシンタンパク質は、多くのタイプの哺乳動物癌
細胞に特異的に侵入して死滅させる能力を有することが知られている（Yamada et al., C
ell. Biol. 7:1418-1431 （2005）; Hiraoka et al., PNAS 101:6427-6432 （2004）; Hi
raoka et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 338:1284-1290 （2005））。緑膿菌アズ
リンは、グリア芽細胞腫細胞などの脳癌細胞に対して細胞毒がないことも分かる。実施例
2を参照されたい。驚くべきことに、淋菌およびその他のナイセリア種由来のアズリン様
タンパク質であるLazタンパク質は、グリア芽細胞腫細胞などの脳癌細胞、並びにその他
の腫瘍に特異的に侵入して死滅させることができることが今回分かる。実施例2および7を
参照されたい。さらにまた、Lazタンパク質のH.8領域は、そのN末端またはC末端に融合し
たときに、緑膿菌アズリンに対してグリア芽細胞腫細胞に侵入して死滅させる能力を与え
ることができることが今回分かる。実施例2および3を参照されたい。
【００６６】
　また驚くべきことに、H.8領域は、グリア芽細胞腫細胞に侵入する能力をそのタンパク
質に与えるために、アズリンなどの同時投与されたタンパク質に対して物理的に付着する
必要がないことが今回分かる。実施例5を参照されたい。H.8およびGSTのN末端に融合され
たH.8は、両方ともアズリン単独と比較して、グリア芽細胞腫細胞内への物理的に独立し
たアズリンの侵入を増加したが、GSTのC末端に融合されたH.8は、効果がなかった。さら
に、H.8およびGSTのN末端に融合されたH.8は、アズリンと共に同時投与されたときに、両
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方ともグリア芽細胞腫細胞に対するアズリンの細胞障害性を増強した。実施例5を参照さ
れたい。
【００６７】
　驚くべきことに、LazのH.8ドメインは、それが融合されたタンパク質に対し、生きたマ
ウスの血液脳関門を越えて脳に局在化させる能力を与えることが分かる。実施例6を参照
されたい。
【００６８】
　最後に、H.8領域は、大腸菌における融合タンパク質の表面提示の役割を担うことが今
回分かる。実施例7を参照されたい。GSTおよびH.8がC末端に融合されたGSTは、両方とも
これらを発現する大腸菌の細胞膜周辺腔に蓄積するが、H.8がN末端に融合されたGSTは、
大腸菌細胞の表面に輸送される。いずれの作用機序に本発明を限定することも意図しない
が、H.8領域が細菌細胞の表面への融合タンパク質の輸送を生じさせる能力は、H.8領域が
融合タンパク質にBBBを越えさせる能力に関連があるのであろう。髄膜炎菌（N. meningit
idis）などの髄膜炎菌は、BBBを越えて脳髄膜に侵入するため（Nassif、et al., 同上；H
uang & Jong、同上）、このような細菌は、表面に曝露された細胞成分を使用してBBBを崩
壊させる可能性が高い。髄膜炎菌のIV型線毛は、脳微絨毛様の膜前突の形成に関与してお
り、このような線毛の後退は、ナイセリアとヒト細胞との間の相互作用の中心的役割を果
たすことが公知である（Pujol et al., PNAS 96:4017-4022 （1999）; Merz et al., Nat
ure 407: 98-102 （2002））。しかし、IV型線毛は、線毛を媒介したその他の細胞との接
触形成に続いて退縮することが公知であり、髄膜炎菌のさらなる未知の表面成分がBBBを
越える役割を担うと考えられる。（Nassif et al.,同上）。したがって、表面提示された
H.8領域は、ナイセリアがBBBを越えてヒト脳癌細胞と相互作用させるのに直接関与する可
能性がある。
【００６９】
　Laz H.8領域は、不完全なAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピートを含むLazのN末
端の39アミノ酸領域である。このAAEAP（配列番号25）リピート単位は、BBBを越えて、お
よび／または脳癌細胞内に積荷を輸送するペプチドをデザインするために使用することが
できると考えられる。さらに、AAEAP（配列番号25）リピートをもつ淋菌および髄膜炎菌
由来のその他の外膜タンパク質のアミノ酸配列を、BBBを越えて、および／または脳癌細
胞内に積荷を輸送するペプチドをデザインするために使用することができると考えられる
。関心対象のその他のナイセリア外膜タンパクには、LipおよびPan 1を含むが、限定され
ない。（Trees et al., J. Clin. Microbiol. 38:2914-2916 （2000）; Hoehn and Clark
, Infection and Immunity 60:4704-4708 （1992））。
【００７０】
　本発明は、血液脳関門を越えて脳内に、および／または脳癌細胞内に積荷化合物を送達
するための方法および材料に関連する。本発明に従った積荷化合物の送達は、適切な輸送
ペプチドを使用することによって達成される。本発明の一つの態様において、積荷化合物
は、ナイセリアまたは本発明のAAEAP輸送ペプチドに連結される。もう一つの態様におい
て、積荷化合物は、ナイセリアまたは本発明のAAEAP輸送ペプチドと同時投与される。も
う一つの態様において、積荷化合物は、クプレドキシンに由来する輸送ペプチドおよびナ
イセリアまたは本発明のAAEAP輸送ペプチドに連結される。
【００７１】
　一つの態様において、積荷化合物は、脳癌細胞などの癌細胞の細胞増殖を阻害するため
に送達される。このような癌細胞は、たとえば、星細胞腫、グリア芽細胞腫、髄膜腫、乏
突起細胞腫（oligodentroglioma）、オリゴ星細胞腫、神経膠腫、上衣細胞腫、脊髄腫瘍
、神経節細胞神経膠腫、神経細胞腫および髄芽腫由来であることができる。たとえば、積
荷化合物は、とりわけp53などの細胞周期制御タンパク質；p16、p21またはp27などのサイ
クリン依存性キナーゼ阻害剤；チミジンキナーゼまたはニトロ還元酵素などの自殺タンパ
ク質；インターロイキン1、インターロイキン2もしくは顆粒球マクロファージコロニー刺
激因子（GM-CDF）などのサイトカインまたはその他の免疫調節タンパク質；または緑膿菌
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外毒素Aなどの毒素であってもよい。一部の態様において、上記の化合物のクラスの1つの
生物学的に活性な断片が送達される。もう一つの態様において、積荷化合物は、標的組織
のイメージを作製するために送達される。たとえば、標的組織は、癌であってもよく、積
荷化合物は、一般にX線CT（CT）、磁気共鳴映像法（MRI）および超音波による検出のため
にイメージを作製するために使用されるものであることができる。これらの態様では、積
荷化合物は、ガンマ線もしくはポジトロンを放射する放射性同位元素、磁気共鳴映像造影
剤、X線造影剤および／または超音波造影剤であってもよい。その他の態様において、積
荷化合物は、脳に関連した状態を治療するために送達してもよい。
【００７２】
　ナイセリアおよびAAEAP輸送ペプチド
　本発明は、非癌細胞ではなく哺乳動物脳癌細胞内に、および／またはBBBを越えて、連
結され、または結合された積荷を輸送することができる輸送ペプチドを提供する。Lazな
どのナイセリア外膜タンパク質は、タンパク質輸送ドメインであるH.8ドメインを含み、
これが哺乳動物脳癌細胞内への、および／またはBBBを越えた連結された積荷の侵入を促
進することが発見された。本発明は、ナイセリア外膜タンパク質に由来するナイセリア輸
送ペプチドを提供する。本発明は、哺乳動物脳癌細胞内への、および／またはBBBを越え
た連結され、または結合された積荷の輸送に使用され得るAAEAP（配列番号25）ペンタペ
プチドのリピートを含む天然または合成の輸送ドメインをさらに提供する。
【００７３】
　「ナイセリア輸送ペプチド」という用語は、脳癌細胞内への、および／またはBBBを越
えた積荷の侵入のために必要とされるアミノ配列を含むナイセリア外膜タンパク質の全て
または断片をいう。適切なナイセリア外膜タンパク質には、淋菌由来のLaz、LipまたはPa
n 1を含むが、限定されない。髄膜炎菌および淋菌由来のLazは、特に興味がもたれる。脳
癌細胞内への、またはBBBを越えた積荷の侵入のために必要とされるアミノ配列を含む外
膜タンパク質の決定は、BBBを越えた、および／または脳癌細胞内への侵入のために必要
とされるペプチドを同定するいずれの方法によって行ってもよい。このような方法では、
ナイセリア外膜タンパク質の全てまたは断片をマーカー物質に連結して、ナイセリア外膜
タンパク質の全てまたは断片が脳癌細胞内に、および／またはBBBを越えて入るかどうか
を決定するために試験を行う。適切なナイセリア外膜タンパク質またはこれらの断片を同
定するために使用してもよい方法は、実施例4および7に見いだされる。本発明に使用して
もよい適切なナイセリア外膜タンパク質は、H.8抗体によって認識され、および／またはA
AEAP（配列番号25）モチーフのいくつかの完全または不完全なリピートで構成されるナイ
セリア種の外膜タンパクを含む。一部の態様において、ナイセリア輸送ペプチドは、H.8
抗体によって認識される。タンパク質またはペプチドがH.8抗体によって認識されるかど
うかを決定するための方法論およびパラメーターは、Cannon et al., Infection and Imm
unity 43:994-999 （1984）に記述されている。
【００７４】
　また、本発明は、AAEAP輸送ペプチドであって、ペプチドが連結され、または結合され
た積荷化合物を哺乳動物脳癌細胞内に、および／またはBBBを越えて輸送する複数のAAEAP
（配列番号25）モチーフの完全または不完全なリピートで構成されるAAEAP輸送ペプチド
を提供する。本明細書に使用される「不完全な」リピートは、5アミノ酸の少なくとも1つ
がAAEAP（配列番号25）モチーフの一部ではないAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドのリ
ピートとして定義される。その他の態様において、不完全なリピートは、AAEAP（配列番
号25）ペンタペプチドの一部でないアミノ酸を1、2、3または4つを越えて有さないであろ
う。一部の態様において、ナイセリア輸送ペプチドは、Lazタンパク質のアミノ酸1～39（
配列番号24）である。一部の態様において、ナイセリア輸送ペプチドは、少なくとも約20
アミノ酸の長さ、少なくとも約40アミノ酸の長さ、少なくとも約60アミノ酸の長さまたは
少なくとも約80アミノ酸の長さである。その他の態様において、ナイセリア輸送ペプチド
は、約40以下のアミノ酸の長さ、約100以下のアミノ酸の長さ、約200以下のアミノ酸の長
さまたは約400以下のアミノ酸の長さである。一部の態様において、ナイセリア輸送ペプ
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チドは、配列番号22などのナイセリア外膜タンパク質に対して、少なくとも約90%のアミ
ノ酸配列同一性、少なくとも約95%のアミノ酸配列同一性または少なくとも約99%のアミノ
酸配列同一性を有する。
【００７５】
　「AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド」という用語は、完全および／または不完全なAAE
AP（配列番号25）ペンタペプチドリピートの領域を含むペプチドをいう。AAEAP（配列番
号25）輸送ペプチドは、標準的方法によって合成してもよく、または細胞に基づいた発現
系によって再生されてもよい。一部の態様において、AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド
は、少なくとも2つのAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、少なくとも4つのAAE
AP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、少なくとも6つのAAEAP（配列番号25）ペンタ
ペプチドリピート、少なくとも8つのAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、少な
くとも10個のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、少なくとも15個のAAEAP（配
列番号25）ペンタペプチドリピートまたは少なくとも20個のAAEAP（配列番号25）ペンタ
ペプチドリピートで構成される。一部の態様において、AAEAP（配列番号25）輸送ペプチ
ドは、10以下のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、20以下のAAEAP（配列番号
25）ペンタペプチドリピートで、30以下のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート
または40以下のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピートで構成される。一部の態様
において、AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドは、完全なAAEAP（配列番号25）ペンタペプ
チドリピートのみ、不完全なAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピートのみ、または
完全および不完全なAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピートの混合物で構成される
。
【００７６】
　一部の態様において、AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドは、AAEAP（配列番号25）ペン
タペプチドリピートのみからなる。その他の態様において、AAEAP（配列番号25）輸送ペ
プチドは、全長あたり少なくとも約95%のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、
全長あたり少なくとも約90%のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、全長あたり
少なくとも約80%のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピート、全長あたり少なくとも
約50%のAAEAP（配列番号25）ペンタペプチドリピートからなる。一部の態様において、リ
ピートの領域は、同数のAla-Ala-Glu-Ala-Pro（配列番号25）のリピートを含むペプチド
と少なくとも約70%同一、少なくとも約80%同一、少なくとも約90%同一または少なくとも
約95%同一である。
【００７７】
　一部の態様において、ナイセリア輸送ペプチドおよび／またはAAEAP（配列番号25）輸
送ペプチドは、選択的に脳癌細胞内への、および／またはBBBを越えて連結された積荷の
輸送を促進するために使用することができる。その他の態様において、ナイセリア輸送ペ
プチドおよび／またはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドは、脳癌細胞内への、および／
またはBBBを越えて同時投与された積荷を輸送するために使用することができる。
【００７８】
　ナイセリアまたはAAEAP輸送ドメインの修飾
　本発明のその他の態様において、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）
輸送ペプチドを化学的に修飾し、または遺伝子改変して、脳癌細胞内への、またはBBBを
越えて積荷化合物を輸送する能力を保持する変異体および誘導体を産生する。ナイセリア
輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドの変異体は、標準的技術によって
合成してもよい。誘導体は、直接天然のアミノ酸から、または修飾もしくは部分的置換に
よって形成されるアミノ酸配列である。変異体は、天然の化合物に類似するが、同一では
ない構造を有するが、一定の成分または側鎖に関してそれと異なるアミノ酸配列である類
似体であってもよい。類似体は、合成しても、または異なる進化の起源由来であってもよ
い。変異体は、誘導体または類似体が修飾されたアミノ酸を含む場合、全長であっても、
または全長以外であってもよい。
【００７９】
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　本発明は、野生型ポリペプチドと比較して置換され、欠失され、または挿入されたアミ
ノ酸を有するナイセリア輸送ペプチドのアミノ酸配列変異体を提供する。本発明の変異体
は、ナイセリア輸送ペプチドの切り詰めであってもよい。本明細書に使用されるポリペプ
チドの「切り詰め」は、ポリペプチド配列の少なくとも１つの末端からの少なくとも１つ
のアミノ酸残基の除去により生じるペプチドである。一部の態様において、切り詰めペプ
チドは、ポリペプチド配列の一方または両方の末端からの少なくとも少なくとも１つのア
ミノ酸残基、少なくとも5つのアミノ酸残基、少なくとも10個のアミノ酸残基、少なくと
も50個のアミノ酸残基、少なくとも100個のアミノ酸残基、少なくとも120個のアミノ酸残
基または少なくとも150個のアミノ酸残基の除去により生じる。一部の態様において、組
成物は、全長ナイセリア輸送ペプチドではないナイセリア輸送ペプチドの領域からなるペ
プチドを含む。一部の態様において、組成物は、切り詰められたナイセリア輸送ペプチド
の約10個を超える残基、約15個を超える残基または約20個を超える残基からなるペプチド
を含む。一部の態様において、組成物は、切り詰められたナイセリア輸送ペプチドの約10
0個以下の残基、約70個以下の残基、約50個以下の残基、約40個以下の残基または約30個
以下の残基からなるペプチドを含む。
【００８０】
　ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドの変異体は、ナイセ
リア輸送ペプチド（配列番号24）またはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドに対して同一
サイズのアミノ酸配列全体で、または相同性アルゴリズムによって整列を行った整列配列
と比較したときに、少なくとも約65%、70%、75%、85%、90%、95%、98%または99%の同一性
まで実質的に相同的である領域を含む分子を含むが、限定されない。ナイセリア輸送ペプ
チドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドと候補配列との間の「パーセント（%）アミ
ノ酸配列同一性」という用語は、2つの配列を整列させたときに、候補配列のアミノ酸残
基と同一であるナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドのアミ
ノ酸残基の割合として定義される。
【００８１】
　また、変異体には、天然に存在しない合成アミノ酸で作製されたペプチドを含む。たと
えば、天然に存在しないアミノ酸を変異体ペプチドに組み込んで、血流における組成物の
半減期を延長し、または最適化してもよい。このような変異体には、D,L-ペプチド（ジア
ステレオマー）（Futaki et al., J. Biol. Chem. 276（8）:5836-40 （2001）; Papo et
 al., Cancer Res. 64（16）:5779-86 （2004）; Miller et al, Biochem. Pharmacol. 3
6（1）:169-76, （1987））；異常アミノ酸を含むペプチド（Lee et al., J. Pept. Res.
 63（2）:69-84 （2004））および非天然アミノ酸、続いて炭化水素ステープリングを含
むオレフィン（Schafmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122:5891-5892 （2000）; Wal
enski et al., Science 305:1466-1470 （2004））およびε-（3,5-ジニトロベンゾイル
）-Lys残基を含む（conprising）ペプチドを含むが、限定されない。
【００８２】
　その他の態様において、本発明のペプチドは、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（
配列番号25）輸送ペプチドの誘導体である。輸送ペプチドの誘導体は、ペプチドがなおも
その基本的活性の一部を保持するようなペプチドの化学修飾である。たとえば、輸送ペプ
チドの「誘導体」は、それがBBBを越えて、および／または脳癌細胞内に侵入する能力を
保持する化学修飾された輸送ペプチドであることができる。ナイセリア輸送ペプチドまた
はAAEAP輸送ペプチド活性の変化を生じる誘導体化は、このような活性の喪失がかなりの
ものでない限り、本発明の一部として想定される。本明細書に使用される「かなりの喪失
」とは、変更のないペプチドと比較して、約50%を超える活性である。関心対象の化学修
飾には、ペプチドのアミド化、アセチル化、硫酸化、ポリエチレングリコール（PEG）修
飾、リン酸化およびグリコシル化を含むが、限定されない。加えて、誘導体ペプチドは、
別のペプチド、薬物分子またはその他の治療的もしくは薬学的薬剤または検出可能プロー
ブなどの化学物質に対する誘導体ペプチドまたはその変異体、誘導体もしくは構造的同等
物の融合物であってもよい。
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　関心対象の誘導体には、化学修飾を含み、これにより、ペプチド環状化（Monk et al.,
 BioDrugs 19（4）:261-78, （2005）; DeFreest et al., J. Pept. Res. 63（5）:409-1
9 （2004））N-およびC-末端修飾（Labrie et al., Clin. Invest. Med. 13（5）:275-8,
 （1990））並びに非天然アミノ酸、続いて炭化水素ステープリングを含むオレフィン（S
chafmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122:5891-5892 （2000）; Walenski et al., S
cience 305:1466-1470 （2004））を含む当業者に周知のいくつかの方法などによって、
本発明のペプチドおよび組成物の血流における半減期を延長し、または最適化することが
できる。
【００８４】
　本発明の輸送ペプチドは、ナイセリア輸送ペプチドもしくはAAEAP（配列番号25）輸送
ペプチドの変異体、誘導体および／または構造的同等物であってもよいことが想定される
。たとえば、ペプチドは、PEG化された（PEGylated）ナイセリア輸送ペプチドの切り詰め
であり、こうしてこれを変異体および誘導体の両方にしてもよい。一つの態様において、
本発明のペプチドは、オレフィンを有する繋留、続いてルテニウム触媒オレフィン複分解
による全ての炭化水素「ステープル」を含むα,α二置換された非天然のアミノ酸で合成
される（Scharmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122:5891-5892 （2000）; Walensky 
et al., Science 305:1466-1470 （2004））。加えて、ナイセリア輸送ペプチドの構造的
同等物であるペプチドは、その他のペプチドに融合し、こうして構造的同等物および誘導
体の両方であるペプチドを作製してもよい。これらの例は、本発明を単に例証するためで
あり、限定しない。
【００８５】
　ナイセリア輸送ペプチドもしくはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドが脳癌細胞内に、
および／またはBBBを越えて積荷化合物を輸送する能力を無効にしない、ナイセリア輸送
ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドのアミノ配列の変化を引き起こす変更
をナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドに導入することがで
きる。「非必須」アミノ酸残基は、脳癌細胞内に、および／またはBBBを越えて積荷化合
物を輸送するその能力を無効にせずに、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号2
5）輸送ペプチドの配列から変化させることができる残基であるが、「必須」アミノ酸残
基は、このような活性のために必要とされる。
【００８６】
　「保存的」置換を行うことができるアミノ酸は、当該技術分野において周知である。有
用な保存的置換を表1の「好ましい置換」に示してある。1つのクラスのアミノ酸を同じク
ラスのもう一つのアミノ酸で置換することによる保存的置換は、置換がナイセリア／AAEA
P輸送ペプチドの活性を無効にしない限り、本発明の範囲内になる。変化されたナイセリ
ア／AAEAP輸送ペプチド活性を生じるこのような交換は、このような活性の喪失がかなり
のものでない限り、本発明の一部として想定される。本明細書に使用される「かなりの喪
失」とは、変更のないペプチドと比較した活性の約50%を超えるものである。
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【表１】

　（1）βシートまたはαヘリックス高次構造などのポリペプチドバックボーンの構造、
（2）電荷、（3）疎水性または（4）標的部位の側鎖の大きさに影響を及ぼす「非保存的
」置換により、ナイセリア／AAEAP輸送ペプチド機能を修飾することができる。残基は、
表2に示したような一般的側鎖特性に基づいてグループに分けられる。非保存的置換には
、これらのクラスの１つのメンバーを別のクラスに交換することを伴う。
【００８７】
　1つのクラスのアミノ酸が異なるクラスの別のアミノ酸と置換されることによる非保存
的置換は、置換によりナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチド
の活性が無効にならない限り、本発明の範囲内である。ナイセリア輸送ペプチドまたはAA
EAP（配列番号25）輸送ペプチド活性の変化を生じるこのような交換は、このような活性
の喪失がかなりのものでない限り、本発明の一部として想定される。
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【表２】

　その他の態様において、本発明は、淋菌Lazアミノ酸残基1～39（配列番号24）に対して
有意な構造類似性を有するナイセリア輸送ペプチドの構造的同等物またはAAEAP（配列番
号25）輸送ペプチドを想定する。具体的には、ナイセリア輸送ペプチドの構造的同等物と
淋菌Lazアミノ酸残基1～39（配列番号24）との間の有意な構造相同性は、VASTアルゴリズ
ムを使用することにより決定してもよい（Gibrat et al., Curr Opin Struct Biol 6:377
-385 （1996）; Madej et al., Proteins 23:356-3690 （1995））。具体的態様において
、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドの構造的同等物と淋
菌Lazアミノ酸残基1～39（配列番号24）との構造比較によるVAST確率値は、約10-3未満、
約10-5未満または約10-7未満である。その他の態様において、ナイセリア輸送ペプチドの
構造的同等物と淋菌Lazアミノ酸残基1～39（配列番号24）との間の有意な構造相同性は、
DALIアルゴリズム使用することにより決定することができる（Holm & Sander, J. Mol. B
iol. 233:123-138 （1993））。具体的態様において、対での構造比較のためのDALIスコ
アは、少なくとも約3.5、少なくとも約7.0または少なくとも約10.0である。
【００８８】
　ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドに対する修飾は、オ
リゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニン走査およびPCR突然変異誘
発などの当該技術分野において公知の方法を使用して行うことができる。ナイセリア／AA
EAP輸送ペプチド変異体をコードする核酸を産生するために、部位特異的変異誘発（Carte
r, Biochem J. 237:1-7 （1986）; Zoller and Smith, Methods Enzymol. 154:329-50 （
1987））、カセット突然変異誘発、制限選択突然変異誘発（Wells et al., Gene 34:315-
23 （1985））またはその他の公知技術をクローン化したDNAに対して行うことができる。
加えて、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチド変異体をコー
ドするヌクレオチドは、当該技術分野において周知方法によって合成してもよい。
【００８９】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド－積荷化合物複合体
　本発明のもう一つの局面において、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP輸送ペプチド
が少なくとも積荷化合物上のものと複合体を形成している輸送ペプチド-積荷複合体が提
供される。これらの複合体の輸送ペプチドは、ナイセリア輸送ペプチド、AAEAP（配列番
号25）輸送ペプチドまたはいずれかの変異体、誘導体もしくは構造的同等物のいずれであ
ってもよい。本発明によって送達される積荷化合物は、タンパク質、リポタンパク質、多
糖体、アンチセンス核酸、色素、微小粒子またはナノ粒子、毒素、有機および無機分子を
含む核酸、小分子、並びに薬物を含むが、限定されない。このような輸送ペプチド-積荷
複合体は、脳および／または脳癌細胞および一般に癌細胞に薬物を送達するために治療目
的で、脳癌細胞および一般に癌細胞にイメージング化合物を送達するために診断目的で、
並びに脳へ、および／または脳癌細胞への特異的化合物の送達を必要とする任意のその他
の目的で使用してもよい。積荷化合物は、輸送ペプチドのC末端またはN末端に付着させて
もよい。
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【００９０】
　一部の態様において、ナイセリア輸送ペプチドまたはAAEAP輸送ペプチドは、クプレド
キシンに由来する輸送ペプチドと複合体形成される。クプレドキシンに由来する輸送ペプ
チドは、2005年10月6日に出願の米国特許出願第11/244,105号に提供されており、参照に
より明白に本明細書により援用される。一部の態様において、クプレドキシンに由来する
輸送ペプチドは、緑膿菌アズリンの50～77アミノ酸領域を含み、その変異体、誘導体また
は構造的同等物である。
【００９１】
　本明細書に使用される、「複合体を形成した」、「複合体を形成する」または「連結さ
れた」という用語は、複合体が形成される構成成分間の物理的な結合をいう。場合によっ
ては、物理的結合は、直接でなくてもよく、連結基または別の成分によって媒介されてい
てもよい。構成成分は、とりわけタンパク質、その他の有機分子または無機分子であって
もよい。構成成分間の物理的結合は、共有結合、疎水結合および／またはファンデルワー
ルス力または物理的結合で構成成分を保持する任意のその他の手段によってもよい。本発
明の種々の態様において、積荷化合物には、その他のアズリンおよびアズリン様タンパク
質の中で、アズリン：緑膿菌（配列番号24）（「wt-アズリン」）由来；ラン藻ホルミジ
ウム・ラミノサム（Phormidium laminosum）由来のプラストシアニン；鉄酸化細菌由来の
ルスチシアニン；アクロモバクター・シクロクラステス（Achromobacter cycloclastes）
由来のプソイドアズリンシュードモナス・シリンガ（Pseudomonas syringa）、髄膜炎菌
、腸炎ビブリオ菌（Vibrio parahaemolyticus）、気管支敗血症菌（Bordetella bronchis
eptica）由来のアズリン、クロロフレキサス・オウラチアカス（Chloroflexus aurantiac
us）または淋菌由来のオーラシアニンAおよびBなどの癌細胞に細胞毒であるクプレドキシ
ンを含んでいてもよい。その他の態様において、積荷化合物は、緑膿菌由来のチトクロム
c551などのチトクロムcであってもよい。その他の態様において、積荷化合物は、癌細胞
におけるその細胞障害性を保持する上記の任意の変異体であってもよい。
【００９２】
　一つの態様において、積荷化合物は、検出可能な物質、たとえば緑色蛍光タンパク質な
どの蛍光物質；発光物質；β-ガラクトシダーゼなどの酵素；または放射標識され、また
は細胞に検出可能な表現型を与えるために送達されるビオチン化されたタンパク質であっ
てもよい。同様に、検出可能な物質、たとえば蛍光物質で標識された微小粒子またはナノ
粒子を送達することもできる。適切なナノ粒子の１つの例は、2002年5月7日に発行された
米国特許第6,383,500号において見いだされ、これは参照により明白に本明細書に援用さ
れる。多くのこのような検出可能な物質が当業者に公知である。
【００９３】
　一部の態様において、積荷化合物は、X線CT、磁気共鳴映像法、超音波画像診断または
放射性核種シンチグラフィーのために適した検出可能な物質であってもよい。これらの態
様では、診断のために積荷化合物が患者に投与される。造影剤は、X線CT、MRIおよび超音
波によって得られるイメージを増強する積荷化合物として投与される。種々の態様におい
て、積荷化合物は、ガンマ線またはポジトロンを放射する放射性同位元素、磁気共鳴映像
造影剤（contruct agent）、X線造影剤および／または超音波造影剤である。
【００９４】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを介して脳腫瘍組織にターゲットされ
る放射性核種積荷化合物の投与は、クプレドキシンに由来する輸送ペプチドの有無にかか
わらず、放射性核種シンチグラフィー（scinitigraphy）のために使用することができる
。一部の態様において、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドは、積荷化合物
の有無にかかわらず、放射性ヌクレオチドを含んでいてもよい。米国特許公開第2006/003
9861号は、放射性核種造影剤として使用するための、ペプチドにターゲットされる多量体
造影剤を提供する。X線イメージングのために適した市販の積荷化合物には、GE Healthca
re （Chalfont St. Giles, United Kingdom）から入手可能なVisipaque（登録商標）（イ
オジキサノール）、Omnipaque（登録商標）（イオヘキソール）およびImagopaque（登録
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【００９５】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを介して脳腫瘍組織にターゲットされ
る超音波造影剤積荷化合物の投与は、クプレドキシンに由来する輸送ペプチドの有無にか
かわらず、超音波画像診断のために使用することができる。積荷化合物として使用に適し
た超音波造影剤には、生体適合性気体の微小な泡、液体担体および界面活性物質微粒子を
含むが、限定されず、ターゲティング部分と微小な泡との間に随意の連結部分Lnをさらに
含む。関心対象の微小な泡には、表3に提供したものを含むが、限定されない。この状況
において、液体担体という用語は、水溶液を意味し、界面活性物質という用語は、溶液に
おける界面張力の減少を生じる任意の両親媒性物質を意味する。界面活性物質微粒子の形
成のために適した界面活性物質の一覧は、EP0727225A2に開示されており、参照により明
白に本明細書に援用される。界面活性物質微粒子という用語には、ナノ球、リポソーム、
小胞その他を含む。一部の態様において、超音波造影剤は、リポソームまたはデキストラ
ンである。生体適合性気体は、空気またはC3-C5過フルオロアルカンなどの過フッ化炭化
水素であってもよく、これは、エコー源性の相違を、したがって超音波画像診断における
コントラストを提供する。気体は、任意に連結基を介して、ナイセリア／AAEAP（配列番
号25）輸送ペプチドが付着された微粒子にカプセル化しても、または含まれていてもよい
。付着は、共有結合性、イオン性またはファンデルワールス力によっることができる。
【００９６】
　表3。超音波造影剤として使用される微小な泡およびこれらの組成物
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【表３】

　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを介して脳腫瘍組織にターゲットされ
るX線造影剤積荷化合物の投与は、クプレドキシンに由来する輸送ペプチドの有無にかか
わらず、X線CTおよびX線イメージングのその他の形態のために使用することができる。積
荷化合物として使用するために適した現在市販されているX線造影剤は、2つのカテゴリー
に分類することができる：1）イオン性のカルボキシル基を有するイオン性造影剤、およ
び2）いずれのイオン性の基も含まない非イオン性造影剤。市販のイオン性造影剤の例に
はHypaque（登録商標）（ダイアトリゾエート）およびHexabrix（登録商標）（イオキサ
グラート）を含み、一方、非イオン薬には、Omnipaque（登録商標）（イオヘキソール）
、Isovue（登録商標）（イオパミドール）、Optiray（登録商標）（イオベルソル）およ
びVisipaque（登録商標）（イオジキサノール）を含む。積荷化合物として使用するため
に適したその他のX線造影剤には、原子番号20以上の1つまたは複数のX線吸収原子または
「重い」原子を含むが、限定されず、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドとX
線吸収原子との間の随意の連結部分Lnをさらに含む。X線造影剤に頻繁に使用される重原
子は、ヨウ素である。金属キレートで構成されるX線造影剤（たとえば、米国特許第5,417
,959号）および複数の金属イオン（たとえば、米国特許第5,679,810）で構成されるポリ
キレートが開示されている。多核クラスター複合体は、X線造影剤として開示されている
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（たとえば、米国特許第5,804,161号、PCT 国際公開代91/14460号およびPCT国際公開第92
/17215号）。その他のX線造影が当業者に公知であり、本発明の積荷化合物と同様に使用
することができる。
【００９７】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを介して脳腫瘍組織にターゲットされ
るMRI造影剤積荷化合物の投与は、クプレドキシンに由来する輸送ペプチドの有無にかか
わらず、MRIイメージングのために使用することができる。積荷化合物として使用するた
めに適したMRI造影剤には、1つまたは複数の常磁性の金属イオンを含むが、限定されず、
ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドと常磁性金属イオンとの間に随意の連結
部分Lnをさらに含む。金属キレートの金属イオンは、常磁性イオンであってもよい。適切
な金属イオンには、22-29（含む）、42、44および58-70（含む）の原子番号を有するもの
を含み、および+2または+3の酸化状態を有する。このような金属イオンの例は、クロム（
III）、マンガン（II）、鉄（II）、鉄（III）、コバルト（II）、ニッケル（II）、銅（
II）、プラセオジム（III）、ネオジム（III）、サマリウム（III）、ガドリニウム（III
）、テルビウム（III）、ジスプロシウム（III）、ホルミウム（III）、エルビウム（III
）およびイッテルビウム（III）である。積荷化合物として使用するために適した市販のM
RI造影剤は、GE Healthcare （Chalfont St. Giles, United Kingdom）由来のOmniscan（
登録商標）（gadodiamide）およびTeslascan（登録商標）を含むが、限定されない。
【００９８】
　もう一つの態様において、積荷化合物は、脳癌細胞またはその他の癌細胞などの細胞を
死滅させ、または細胞の増殖を阻害するために送達される。たとえば、積荷化合物は、p5
3などの細胞周期制御タンパク質；p16、p21またはp27などのサイクリン依存性キナーゼ阻
害剤；チミジンキナーゼまたはニトロ還元酵素などの自殺タンパク質；インターロイキン
1、インターロイキン2もしくは顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（GM-CDF）などの
サイトカインもしくはその他の免疫調節性タンパク質；または緑膿菌外毒素Aなどの毒素
であってもよい。その他の態様において、化合物の上記のクラスの1つの生物学的に活性
な断片を送達してもよい。
【００９９】
　さらにもう一つの態様において、積荷化合物は、癌を治療するために使用される薬物で
ある。このような薬物には、たとえば、5-フルオロウラシル；インターフェロンα；メト
トレキセート；タモキシフェン；およびビンクリンスチンを含む。癌治療のために適した
その他の積荷化合物には、ナイトロジェンマスタード、アルキルスルホナート、ニトロソ
尿素、エチレンイミンおよびトリアゼンなどのアルキル化薬；葉酸アンタゴニスト、プリ
ン類似体およびピリミジン類似体などの抗代謝剤；アントラサイクリン、ブレオマイシン
、マイトマイシン、ダクチノマイシンおよびプリカマイシンなどの抗生物質；L-アスパラ
ギナーゼなどの酵素；ファルネシル-タンパク質トランスフェラーゼ阻害剤；5α-レダク
ターゼ阻害剤；17β-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ3型の阻害剤；糖質コルチコ
イド、エストロゲン／抗エストロゲン、アンドロゲン／抗アンドロゲン、プロゲスチンお
よび黄体形成ホルモン放出ホルモンアンタゴニスト、オクトレオチドアセテートなどのホ
ルモン薬；エクテイナシジンまたはこれらの類似体および誘導体などの微小管破壊薬；タ
キサン、たとえばパクリタキセル（タキソール（商標））、ドセタキセル（タキソテール
（商標））およびこれらの類似体などの微小管安定化剤、並びにエポシロンA-Fおよびこ
れらの類似体エポシロン；ビンカアルカロイド、エピポドフィロトキシン、タキサンなど
の植物に由来する産物；並びにトポイソメラーゼ阻害剤；プレニル-タンパク質トランス
フェラーゼ阻害剤；並びにヒドロキシ尿素、プロカルバジン、ミトタン、ヘキサメチルメ
ラミン、シスプラチンおよびカルボプラチンなどの白金配位化合物などの種々の薬剤；並
びに生体応答調節剤、成長因子などの抗癌剤および細胞障害性薬として使用されるその他
の薬剤；免疫変調成分およびモノクローナル抗体を含むが、限定されない。抗癌剤および
細胞障害性薬のこれらのクラスの代表例には、塩酸メクロレタミン、シクロホスファミド
、クロランブシル、メルファラン、イホスファミド、ブスルファン、カルムスチン、ロム
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スチン、セムスチン、ストレプトゾシン、チオテパ、ダカルバジン、メトトレキセート、
チオグアニン、メルカプトプリン、フルダラビン、ペンタスタチン、クラドリビン、シタ
ラビン、フルオロウラシル、塩酸ドキソルビシン、ダウノルビシン、イダルビシン、硫酸
ブレオマイシン、マイトマイシンC、アクチノマイシンD、サフラシン、サフラマイシン、
キノカルシン、ディスコデルモライド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、酒石酸ビノレ
ルビン、エトポシド、リン酸エトポシド、テニポシド、パクリタキセル、タモキシフェン
、エストラムスチン、リン酸エストラムスチンナトリウム、フルタミド、ブセレリン、ロ
イプロリド、プテリジン、ジイネセス（diyneses）、レバミゾール、アフラコン（aflaco
n）、インターフェロン、インターロイキン、アルデスロイキン、フィルグラスチム、サ
ルグラモスチム、リツキシマブ、BCG、トレチノイン、塩酸イリノテカン、ベタメタゾン
、塩酸ゲムシタビン、アルトレタミンおよびトポテカン（topoteca）並びにこれらの任意
の類似体または誘導体を含むが、限定されない。積荷化合物として有用なその他の抗癌剤
および細胞障害性薬の例には、以下の：ドイツ特許第4138042.8号において見いだされる
ようなエポシロン誘導体；国際公開第97/19086号、国際公開第98/22461号、国際公開第98
/25929号、国際公開第98/38192号、国際公開第99/01124号、国際公開第99/02224号、国際
公開第99/02514号、国際公開第99/03848号、国際公開第99/07692号、国際公開第99/27890
号、国際公開第99/28324号、国際公開第99/43653号、国際公開第99/54330号、国際公開第
99/54318号、国際公開第99/54319号、国際公開第99/65913号、国際公開第99/67252号、国
際公開第99/67253号および国際公開第00/00485号；国際公開第99/24416号において見いだ
されるものなどのサイクリン依存性キナーゼ阻害剤（また、米国特許第6,040,321号も参
照されたい）；並びに国際公開第97/30992号および国際公開第98/54966号において見いだ
されるものなどのプレニル-タンパク質トランスフェラーゼ阻害剤；並びに米国特許第6,0
11,029号に一般的に、および具体的に記述されたものなどの薬剤を含み、これらの化合物
は、ARモジュレーター、ERモジュレーターなどの任意のNHRモジュレーターと共に、特に
癌の治療において、LHRHモジュレーターと共に使用することができる。
【０１００】
　積荷化合物のその他の例には、脳に都合よく送達することができるものを含む。このよ
うな積荷化合物には、脳に関連した状態を治療するための薬物およびその他の治療を含む
。このような脳に関連下状態には、鬱病、情動障害、慢性痛、てんかん、アルツハイマー
病、脳卒中／神経保護、脳および脊髄損傷、脳癌、脳HIV感染症、種々の運動失調を生じ
る障害、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、ハンチントン病、脳に影響を及ぼす小児期先天性
遺伝子エラー、パーキンソン病および多発性硬化症を含むが、限定されない。
【０１０１】
　鬱病および情動障害を治療するための積荷化合物として使用してもよい抗鬱薬には、ノ
ルトリプチリン、ベンラファキシン（Effexor（登録商標））およびネファゾドン（nefaz
adone）（Serzone（登録商標））などの三環系抗鬱薬；フルオキセチン（Prozac（登録商
標））、セルトラリン（Zoloft（登録商標））、フルボキサミン（Luvox（登録商標））
、パロキセチン（Paxil（登録商標））およびシタロプラム（Celexa（登録商標））など
の選択的セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）、鎮静剤ミルトラザピン（mirtazepine）
（Remeron（登録商標））、およびより活性化するブプロピオン（Wellbutrin（登録商標
））を含むが、限定されない。また、エルゴタミン、ジヒドロエルゴタミン、ケトプロフ
ェン、プロプラノロール、チモロール、アテノロール、メトプロロールおよびナドロール
を含むが、限定されない頭痛および片頭痛薬物適用も関心がもたれる。
【０１０２】
　慢性痛を治療するための積荷化合物として使用することができる薬物には、アセトアミ
ノフェン（Tylenol（登録商標））などの一般的鎮痛剤；アスピリンなどの抗炎症剤；イ
ブプロフェン（Advil（登録商標）、Motrin（登録商標））およびナプロキセン（Aleve（
登録商標））などの非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）；モルヒネ様オピオイなどのオピ
オイド疼痛薬適用；抗鬱薬および抗てんかん発作薬適用を含むが、限定されない。てんか
んを治療するための積荷として使用することができる薬物には、フェノバルビタール、ジ
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フェニルヒダントイン、トリメタジオン（Tridione（登録商標））、ジアゼパム（Valium
（登録商標））、カルバマゼピン（Tegretol（登録商標））、バルプロ酸（Depakene（登
録商標））、Emeside（登録商標）（エトサクシミド）、Zarontin（登録商標）、エトサ
クシミド、トリレプタール、カルバマゼピン、Keppra（登録商標）、レベチラセタム、ラ
ミクタール、アセタゾラミド、トリアガビン（triagabine）、バルプロ酸ナトリウム、プ
レガバリン、クロナゼパム、カルバマゼピン、トピラメート、バルプロ酸、ラモトリジン
、エトサクシミド、クロバザム、ビガバトリン、レベチラセタム、ガバペンチン、ゾニサ
ミド、プリミドン、フェニトインおよびオキスカルバゼピンを含むが、限定されない。ア
ルツハイマー病を治療するための積荷化合物として使用することができる薬物には、Raza
dyne（登録商標）（以前には、Reminyl（登録商標）として公知）（ガランタミン）、Exe
lon（登録商標）（リバスチグミン）、Aricept（登録商標）（ドネペジル）、Cognex（登
録商標）（タクリン）およびN-メチルD-アスパラギン酸（NMDA）アンタゴニストの（Name
nda（登録商標）（メマンチン））などのコリンエステラーゼ阻害剤を含むが、限定され
ない。脳卒中を治療するための、または神経保護のための積荷化合物として使用すること
ができる薬物には、Gavestinel（登録商標）、エリスロポエチン（EPO）、トロンボポエ
チン、TNF-α、エストロゲン、メラトニンおよびカンナビノイドを含むが、限定されない
。
【０１０３】
　脳のHIV感染症を治療するための積荷化合物として使用することができる薬物には、デ
ラバルジン、エファビレンツおよびネビラピンなどの非核酸系逆転写酵素阻害剤（NNRTI
）；アバカビル、アバカビル、ラミブジン、アバカビル、ラミブジン、ジドブジン、ジダ
ノシン、エムトリシタビン、エムトリシタビン、テノフォビルDF、ラミブジン、ラミブジ
ン、ジドブジン、スタブジン、テノフォビルDF、ザルシタビンおよびジドブジンなどのヌ
クレオシド逆転写酵素阻害剤（NRTI）；アンプレナビル、アタザナビル、フォサムプレナ
ビル（fosamprenavir）、インジナビル、ロピナビル、リトナビル、ネルフィナビル、リ
トナビル、サキナビルおよびチプラナビルなどのプロテアーゼ阻害剤（PI）；並びにエン
フュービルタイドなどの融合阻害剤を含むが、限定されない。
【０１０４】
　筋萎縮性側索硬化症（ALS）を治療するための積荷化合物として使用することができる
薬物には、クレアチン、Myotrophin（登録商標）、Celebrex（登録商標）、Neotrogin（
登録商標）、NAALADase、ニューロデクス、Rilutek（登録商標）、オキサンドロロン、補
酵素Q10、トピラメート（Topamax（登録商標））、ザリプロデン、インジナビル、ミノサ
イクリンおよびブスピロンを含むが、限定されない。
【０１０５】
　ハンチントン病を治療するための積荷化合物として使用することができる薬物には、ハ
ロペリドールなどの抗精神病薬またはクロナゼパムなどの他剤、フルオキセチン、セルト
ラリンおよびノルトリプチリンなどの抗降下剤；トランキライザおよびリチウム；ミノサ
イクリン、シタロプラムおよびEthyl-EPA（Miraxion（登録商標））を含むが、限定され
ない。
【０１０６】
　パーキンソン病を治療するための積荷化合物として使用することができる薬物は、抗コ
リン作用剤またはアマンタジン、レボドパ（Ｌ-ドーパ）ブロモクリプチン、ペルゴリド
、プラミペキソール、ロピニロール、セレジリンおよびアマンタジンを含むが、限定され
ない。多発性硬化症を治療するための積荷化合物として使用することができる薬物は、副
腎皮質刺激ホルモン（ACTHとしてより周知）、プレドニゾン、プレドニゾロン、メチルプ
レドニゾロン、ベタメタゾン、デキサメサゾン、βインターフェロン（Avonex（登録商標
）、Betaseron（登録商標）およびRebif（登録商標））αインターフェロン、Novantrone
（登録商標）（ミトキサントロン）、シクロスポリン（Sandimmune（登録商標））、シク
ロホスファミド（Cytoxan（登録商標））、メトトレキセート、アザチオプリン（Imuran
（登録商標））およびクラドリビン（Leustatin（登録商標））を含むが、限定されない
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。
【０１０７】
　さらにもう一つの態様において、積荷化合物は、化合物の上記のクラスのも1つをコー
ドする核酸である。
【０１０８】
　上記の例は、例示目的のために提供してあり、多くのその他のこのような化合物が当業
者に公知である。
【０１０９】
　ナイセリア輸送ドメインもしくはAAEAP輸送ドメイン、または積荷化合物に連結された
いずれかのものをコードする核酸
　もう一つの側面において、本発明は、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド
およびその変異体または積荷化合物がタンパク質である積荷化合物に連結されたナイセリ
ア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを含む融合タンパク質をコードする核酸分子を提
供する。本発明にしたがった核酸分子は、当該技術分野において公知の技術の組み合わせ
によって調製することができる。これらの核酸に使用されるコード配列は、特定のペプチ
ドをコードする天然のゲノムDNAにおいて見いだされるものであってもよく、または公知
のコドンからデザインしてもよい。また、これらのコード配列は、ペプチドを発現させる
生物体における代わりのコドン選択性および好ましいコドン選択性を考慮してデザインし
てもよい。ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドおよび輸送ペプチド-積荷複合
体のための核酸配列は、化学合成またはクローニングすることによって個々に調製しても
よい。次いで、関心対象の核酸分子を与えるために、核酸配列をリガーゼで共に結合して
もよい。
【０１１０】
　ナイセリアまたはAAEAP輸送ドメインを使用して積荷化合物を送達する方法
　本発明の組成物を、たとえば細胞型の検出またはイメージング、特に中枢神経系もしく
は脳の癌の治療、または脳に関連した状態の治療に使用することができる。組成物は、治
療上有効量で投与してもよい。典型的には、宿主生物は、ヒトまたは動物などの哺乳類で
ある。一部の態様において、積荷化合物は、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプ
チドと複合体を形成して送達され、一方で、その他の態様において、積荷化合物は、ナイ
セリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドと同時投与されるが、それと複合体形成され
ていない。複数の積荷化合物を、ナイセリア／AAEAP輸送ペプチドと同時投与してもよい
。積荷化合物の同時投与は、同じ医薬品製剤中か、または輸送ペプチド投与の約1時間以
内に投与される別の医薬品製剤中のいずれかで、輸送ペプチドの投与と同時であってもよ
い。加えて、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドおよび積荷化合物の同時投
与には、積荷化合物の投与から約1時間以上約2時間、4時間、6時間、12時間、または24時
間未満に行われるナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドの投与を含んでもよい
。一部の態様において、ナイセリア／AAEAP輸送ペプチド、積荷化合物およびクプレドキ
シン由来の輸送ペプチドを同時投与してもよい。その他の態様において、ナイセリア／AA
EAP輸送ペプチドを、積荷化合物複合体を形成したクプレドキシン由来の輸送ペプチドと
同時投与してもよい。
【０１１１】
　本発明のその他の種々の態様において、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチ
ドは、インビトロ、エキソビボまたはインビボにおいて積荷化合物を細胞に送達する。た
とえば、送達は、生検など、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドと積荷化合
物との複合体を細胞培養に添加することによってインビトロで達成してもよい。あるいは
、送達は、患者から除去した試料、たとえば血液、組織または骨髄に複合体を添加するこ
と、および治療した試料を患者に戻すことによってエキソビボで達成してもよい。また、
送達は、患者に直接複合体を投与することによって達成してもよい。本発明の方法は、治
療的、予防的、診断的または研究目的のために使用してもよい。
【０１１２】
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　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを含む複合体を含むナイセリア／AAEAP
（配列番号25）輸送ペプチドを含む組成物は、任意の適切な経路によって、たとえば経口
、口内、吸入、舌下、直腸、膣、経尿道、経鼻、局所的、皮膚すなわち経皮もしくは非経
口的（静脈内、筋肉内、皮下および動脈内投与を含む）によって、または脳室内もしくは
脳内注射によって投与してもよい。本発明の組成物およびその医薬品製剤は、その意図さ
れた目的を達成するために有効な任意の量で投与することができる。癌または治療を必要
とする他の任意の状態を治療するために投与される場合、組成物は、治療上有効量で投与
される。種々の積荷化合物の投薬量および投与計画のための手引きは、医師机上便覧（PD
R）などの治療または診断におけるこのような化合物の使用を記述する多くの参照文献か
ら集めてもよいし、または当業者によって他に決定されたものでもよい。
【０１１３】
　本発明の組成物は、従来の周知の滅菌技術によって滅菌してもよいし、または濾過滅菌
しもよい。生じる水性溶液は、そのまま使用するために包装しても、または凍結乾燥して
もよく、凍結乾燥製剤は、投与前に滅菌溶液と組み合わされる。静脈内の様式で、本発明
のナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド、積荷化合物および/または輸送ペプチ
ド-積荷化合物複合体を投与するときは、点滴静注または断続注入によって投与してもよ
い。
【０１１４】
　正確な処方、投与の経路および投薬量は、患者の状態からみて、世話をしている健康ケ
ア提供者または医師によって決定される。投薬量および間隔は、治療効果を維持するため
に十分な本発明の組成物の血漿レベルを提供するように個々に調整することができる。一
般に、意図された投与経路および標準的薬学的実務を考慮して、所望の組成物が選択され
た薬学的な担体との混合物で投与される。
【０１１５】
　適切な投薬量は、たとえば使用されるナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド
を含む化合物、積荷化合物、宿主、投与様式、並びに治療または診断される状態の性質お
よび重症度に応じて変更してもよい。しかし、本発明の方法の一つの態様において、ヒト
における満足な治療結果は、約0.001～20 mg/kg体重のナイセリア／AAEAP（配列番号25）
輸送ペプチドまたはナイセリア／AAEAP輸送ペプチド複合体を含む化合物の1日投薬量にて
得られることが示される。一つの態様において、示されたヒトにおける治療のための１日
投薬量は、約0.7 mg～約1400 mgの範囲の、都合よく投与されるナイセリア／AAEAP（配列
番号25）輸送ペプチドまたはナイセリア／AAEAP輸送ペプチド複合体、たとえば1日用量、
1週用量、1月用量および/または連続投薬であってもよい。１日用量は、1日あたり1～12
回異常の別々の投薬量であることができる。あるいは、用量は、1日毎、3日毎、4日毎、5
日毎、6日毎、1週毎、および同様に1日ずつ増加して31日以上で投与することができる。
投薬は、錠剤、パッチ、静脈内投与その他を含む任意の適用できる投薬形態を使用して連
続的、断続的または単一用量であることができる。より具体的には、組成物は、治療上有
効量で投与される。具体的態様において、治療上有効量は、約0.01～20 mg/kg体重である
。具体的態様において、用量レベルは、約10 mg/kg/日、約15 mg/kg/日、約20 mg/kg/日
、約25 mg/kg/日、約30 mg/kg/日、約35 mg/kg/日、約40 mg/kg/日、約45 mg/kg/日また
は約50 mg/kg/日である。
【０１１６】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを含む組成物またはナイセリア／AAEAP
輸送ペプチド複合体を患者に導入する方法は、いくつかの態様において、癌を治療するた
めの公知の他の薬物との同時投与である。このような方法は、当該技術分野において周知
である。具体的態様において、ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを含む組
成物またはナイセリア／AAEAP輸送ペプチド複合体は、癌を治療するためのその他の薬物
を含むか、もしくはと共にカクテルまたは同時投薬の一部である。このような薬物は、癌
の治療のための本明細書に収載された任意の積荷化合物を含む。
【０１１７】
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　本発明のに従って使用される本発明の組成物を含む医薬組成物は、治療的に使用するこ
とができる製剤中に、組成物の加工を容易にする賦形剤および補助物質を含む1つまたは
複数の生理学的に許容される担体、組成物の分泌を阻害または刺激する活性薬剤、または
それらの混合物を使用して、従来の方法で製剤化することができる。
【０１１８】
　ナイセリア／AAEAP輸送ペプチドまたは輸送ペプチドおよび積荷化合物および／または
クプレドキシン由来の輸送ペプチドのいずれかと結合された融合タンパク質をコードする
核酸分子をベクターに挿入して、遺伝子療法ベクターとして使用することができる。遺伝
子療法ベクターは、たとえば静脈内注射、局所投与（米国特許第5,328,470号）によって
、または定位注射によって被験体に送達することができる。（Chen et al., Proc Natl A
cad Sci USA, 91：3054-57（1994））。遺伝子療法ベクターの医薬品製剤には、許容され
る希釈剤を含むことができ、または遺伝子送達媒体が包埋された徐放性基質を含むことが
できる。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターを組換え細胞から無処置で作成することが
できる場合、たとえばレトロウイルスベクターの場合、医薬品製剤は、遺伝子送達系を産
生する1つまたは複数の細胞を含むことができる。
【０１１９】
　一つの側面において、組成物は、複合体がインサイチューで産生されるように、DNAと
して送達される。一つの態様において、DNAは、たとえば、Ulmer et al., Science 259：
1745-49（1993）に記述され、Cohen, Science 259 1691-92（1993））によって概説され
ているように「裸である」。裸のDNAの取り込みは、担体、たとえば細胞内に効率的に輸
送される生体分解性ビーズなどのに対してDNAをコーティングすることによって増大させ
てもよい。このような方法において、DNAは、核酸発現系、細菌およびウイルス発現系を
含む当業者に公知の任意の種々の送達系内に存在していてもよい。DNAをこのような発現
系に組み込むための技術は、当業者に周知である。たとえば、国際公開公報第90/11092号
、国際公開公報第93/24640号、国際公開公報第93/17706号および米国特許第5,736,524号
を参照されたい。
【０１２０】
　生物体間で遺伝物質を輸送するために使用されるベクターは、2つの一般的分類に分け
ることができる：クローニングベクターは、適切な宿主細胞における増殖のために必須で
はない領域を有し、かつその中に外来性DNAが挿入された複製するプラスミドまたはファ
ージである；外来性DNAは、あたかもそれがベクターの構成成分であるかのように複製さ
れ、増殖される。発現ベクター（プラスミド、酵母または動物ウイルスゲノムなど）は、
組成物のDNAなどの外来性DNAを転写し、翻訳するために、外来性遺伝物質を宿主細胞また
は組織内に導入するために使用される。発現ベクターでは、導入されたDNAは、挿入され
たDNAを転写するように宿主細胞に信号を送るプロモーターなどのエレメントに作動可能
に連結されている。特異的因子に応答して遺伝子の転写を調節する誘導性プロモーターな
どのいくつかのプロモーターは、ことのほか有用である。誘導性プロモーターに組成物ポ
リヌクレオチドを作動可能に連結することにより、ナイセリア／AAEAP輸送ペプチド組成
物のポリペプチドまたは断片の発現を制御することができる。古典的な誘導性プロモータ
ーの例には、α-インターフェロン、熱ショック、重金属イオン、並びに糖質コルチコイ
ドおよびテトラサイクリンなどのステロイドに応答するものが含まれる（Kaufman, Metho
ds Enzymol. 185：487-511（1990））。その他の望ましい誘導性プロモーターには、構築
物が導入される細胞にとって内因性のものではないが、誘導剤が外因的に供給された時に
、これらの細胞において応答性であるものも含まれる。一般に、有用な発現ベクターは、
たいていプラスミドである。しかし、ウイルスベクター（たとえば、複製できないレトロ
ウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）などの発現ベクターのその他の形
態も想定される。
【０１２１】
　ベクターの選択は、使用される生物体または細胞、並びに所望のベクターの運命によっ
て規定される。一般に、ベクターは、シグナル配列、複製開始点、マーカー遺伝子、エン
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【０１２２】
　ナイセリア輸送ドメインを含む医薬組成物
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドまたは積荷化合物に連結されたナイセ
リア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチドの複合体を含む本発明の医薬組成物は、任意の
従来の様式で、たとえば従来の混合、溶解、顆粒化、糖衣化、乳化、カプセル化、封入化
または凍結乾燥過程によって製造することができる。ナイセリア／AAEAP輸送ペプチド複
合体は、当該技術分野において周知の薬学的に許容される担体と容易に組み合わせること
ができる。このような担体により、製剤を錠剤、丸剤、糖衣、カプセル、液体、ゲル、シ
ロップ、スラリー、懸濁液、その他として製剤化することができる。また、適切な賦形剤
には、たとえば充填剤およびセルロース製剤を含んでいてもよい。その他の賦形剤には、
たとえば香料剤、着色剤、非粘着付与剤、増粘剤およびその他の許容される添加物、アジ
ュバントまたは結合剤を含むことができる。
【０１２３】
　種々の態様において、組成物には、担体および賦形剤（緩衝液、炭水化物、マンニトー
ル、タンパク質、ポリペプチドまたはグリシンなどのアミノ酸、抗酸化剤、静菌薬、キレ
ート剤、懸濁剤、濃化剤および／または防腐剤を含むが、限定されない）、水、油、食塩
水、デキストロース水溶液およびグリセリン溶液、緩衝剤、浸透圧調整剤、湿潤剤その他
などの生理学的条件に近くするために必要とされるその他の薬学的に許容される補助物質
を含む。当業者に公知の任意の適切な担体を本発明の組成物を投与するために使用しても
よいが、一方で、担体のタイプは、投与様式に応じて変更してもよいことが認識されるで
あろう。また、化合物は、周知技術を使用してリポソーム内にカプセル化してもよい。ま
た、生体分解性の微粒子を本発明の組成物のための担体として使用してもよい。適切な生
体分解性の微粒子は、たとえば米国特許第4,897,268号、第5,075,109号、第5,928,647号
、第5,811,128号、第5,820,883号、第5,853,763号、第5,814,344号および第5,942,252号
に示されている。本明細書に使用される「化合物」は、本発明のペプチド、アミノ酸配列
、積荷化合物および複合体、並びに核酸を含む。
【０１２４】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ペプチド、積荷および輸送ペプチド-積荷複合体
、並びに核酸を投与するための医薬組成物を調製する際に使用するための輸液は、クリス
タロイド（crystalloid）またはコロイドから構成されていてもよい。本明細書に使用さ
れるクリスタロイドは、ミネラル塩またはその他の水溶性分子の水溶液である。本明細書
に使用されるコロイドには、ゼラチンなどのより大きな不溶性分子を含む。輸液は、無菌
であってもよい。
【０１２５】
　静脈内投与のために使用してもよいクリスタロイド液は、表4に記載したような、通常
の塩類溶液（0.9%の濃度の塩化ナトリウムの溶液）、リンゲル乳酸またはリンゲル液およ
びしばしばD5Wと呼ばれる5%のデキストロース水溶液を含むが、限定されない。
【０１２６】
表４：一般のクリスタロイド液の組成
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【表４】

【０１２７】
　リンゲル乳酸は、28mmol/L乳酸、4mmol/L K+および3mmol/L Ca2+も有する
　本発明の組成物の血流における半減期は、ペプチド環状化（Monk et al., BioDrugs 19
（4）：261-78, （2005）；DeFreest et al., J. Pept. Res. 63（5）：409-19（2004）
）、D,L-ペプチド（ジアステレオマー）（Futaki et al., J. Biol. Chem. 2月23日；276
（8）：5836-40（2001）；Papo et al., Cancer Res. 64（16）：5779-86 （2004）；Mil
ler et al., Biochem. Pharmacol. 36（1）：169-76, （1987））、異常アミノ酸を含む
ペプチド（Lee et al., J. Pept. Res. 63（2）：69-84（2004））並びにびN-およびC-末
端修飾（Labrie et al., Clin. Invest. Med. 13（5）：275-8, （1990））を含むが限定
されない当業者に周知のいくつかの方法によって、半減期を延長し、または最適化するこ
とがでる。d-異性化（置換）およびD-置換またはL-アミノ酸置換によるペプチド安定性の
修飾は、特に興味がもたれる。
【０１２８】
　投与が注射によるときは、組成物を水溶液中に、好ましくはハンクス液、リンゲル液ま
たは生理食塩水緩衝液などの生理的に適合性のある緩衝液中に製剤化してもよい。溶液に
は、懸濁剤、安定化剤および/または分散剤などの製剤化剤を含んでいてもよい。あるい
は、組成物は、使用前に適切な媒体、たとえば無菌の発熱性物質を含まない水で構成する
ための粉末形態であってもよい。
【０１２９】
　投与が吸入法によるときは、組成物を適切な高圧ガス、例えばジクロロジフルオロメタ
ン、トリクロロフルオロメタン、二酸化炭素またはその他の適切なガスを用いた加圧パッ
クまたは噴霧器からエアゾールスプレーの形態で送達してもよい。加圧エアゾルの場合、
用量単位は、定量を送達するバルブを設けることにより決定され得る。吸入器または通気
器に使用するための、たとえばゼラチンのカプセルおよびカートリッジは、タンパク質と
乳糖またはデンプンなどの適切な粉末基材との粉末混合物を含んで製剤化してもよい。
【０１３０】
　投与が局所的投与によるときは、当該技術分野において周知のように、組成物を溶液、
ゲル、軟膏、クリーム、懸濁液およびその他として製剤化してもよい。一部の態様におい
て、投与は、経皮パッチによる。投与が坐薬（たとえば、直腸または経膣）によるときは
、組成物は、また、従来の坐剤基剤を含む組成物中に製剤化してもよい。
【０１３１】
　投与が経口のときは、組成物を当該技術分野において周知の薬学的に許容される担体と
組み合わせて容易に製剤化することができる。マンニトール、乳糖、ステアリン酸マグネ
シウム、その他などの固形担体を使用してもよく；このような担体により、ケモタキシン
を、治療される被験体による経口摂取のための錠剤、丸剤、糖衣、カプセル、液体、ゲル
、シロップ、スラリー、懸濁液その他として製剤化することができる。例えば粉末、カプ
セルおよび錠剤などの経口固体製剤については、適切な賦形剤には、糖、セルロース製剤
、造粒剤および結合剤などの充填剤を含む。
【０１３２】
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　また、その他の便利な担体には、当該技術分野において周知のように、細菌莢膜多糖、
デキストランまたは遺伝子操作されたベクターなどの多価の担体を含む。加えて、組成物
を含む徐放性製剤により、長期間に及ぶ組成物の放出が可能となり、その結果、徐放性製
剤を伴わないと、治療効果を誘発もしくは増強する前に、組成物が被験体の系から除去さ
れて、および/またはたとえばプロテアーゼおよび単純な加水分解によって分解されるだ
ろう。
【０１３３】
　ナイセリア／AAEAP（配列番号25）輸送ドメインを含むキット
　もう一つの側面において、本発明は、パッケージまたは容器内に以下の1つまたは複数
を含むキットを提供する：（1）積荷化合物に連結されたナイセリアまたはAAEAP（配列番
号25）輸送ペプチドの複合体を含む試薬；（2）薬学的に許容されるアジュバントまたは
賦形剤を含む試薬；（3）注射器などの投与のための媒体；（4）投与のための説明書。構
成成分（1）～（4）の2つ以上が同じ容器において見いだされるような態様も想定される
。その他の態様において、キット構成成分には、ナイセリアまたはAAEAP（配列番号25）
輸送ペプチドを含む試薬および積荷化合物を含む独立した試薬を含んでいてもよい。その
他の態様において、キットには、ナイセリアまたはAAEAP（配列番号25）輸送ペプチドを
含むが、積荷化合物を含む試薬を含まない。その他の態様において、試薬は、静脈内投与
のために製剤化されてもよく、および/または投与の媒体は、静脈内投与に適している。
一部の態様において、キットは、クプレドキシン由来の輸送ペプチド、特に緑膿菌アズリ
ンを含んでいてもよい。その他の態様において、キットは、積荷化合物をナイセリア／AA
EAP輸送ペプチドまたはクプレドキシン由来の輸送ペプチドに対して連結するための試薬
を含んでいてもよい。
【０１３４】
　キットが供給されるときに、組成物の異なる成分を独立した容器に包装して、使用直前
に混合してもよい。このように成分を別々に包装することにより、活性成分の機能を失う
ことなく、長期貯蔵が可能となるであろう。キットに含まれる試薬は、異なる構成成分の
寿命が保たれて、容器の材料に吸着されず、または変化されないように、任意の種類の容
器においても供給することができる。たとえば、密封されたガラスアンプルは、凍結乾燥
されたポリペプチドもしくはポリヌクレオチド、または窒素などの中性非反応性ガスの下
でパックされた緩衝液を含んでもよい。アンプルは、任意の適切な材料から成っていても
よく、それはガラスや、ポリカーボネート、ポリスチレンなどの有機ポリマー、セラミッ
ク、金属または同様の試薬を保持するために典型的に使用されるその他の任意の材料であ
ってもよい。適切な容器のその他の例には、アンプルと同様の物質から製造され得る単純
な瓶およびアルミニウムまたは合金などの箔の並ぶ内部で構成され得る封筒を含む。その
他の容器には、試験管、バイアル、フラスコ、瓶、注射器またはその他を含む。容器は、
皮下注射針を突き通すことができる栓を有する瓶などの無菌接触口を有していてもよい。
その他の容器は、容易に着脱可能な膜によって仕切られ、その除去により成分を混合する
ことができる2つのコンパートメントを有していてもよい。着脱可能な膜は、ガラス、プ
ラスチック、ゴムなどであってもよい。
【０１３５】
　また、キットは、説明用材料と共に供給してもよい。説明書は、紙またはその他の基体
に印刷されていてもよく、および/またはフロッピー（登録商標）ディスク、CD-ROM、DVD
-ROM、ジップディスク、ビデオテープ、録音テープ、フラッシュメモリ装置などの電子読
み込み可能な媒体として供給してもよい。詳細な説明書は、キットと物理的に付随してい
なくてもよく；その代わりに、使用者は、キットの製造業者または卸売業者によって特定
されるインターネットウェブサイトに指示されてもよく、または電子メールとして供給さ
れてもよい。
【０１３６】
　本発明のより完全な理解は、以下の具体例を参照することによって得ることができる。
実施例は、例証のみのために記述してあり、本発明の範囲を限定することは意図されない
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される。特異的用語が本明細書で使用されているにもかかわらず、このような用語は、説
明的な意味で意図されるものであり、限定する目的ではない。先に記載したとおりの本発
明の修正変更は、これらの精神および範囲から逸脱することなく行うことができ、したが
って、付随する態様によって示されるように、このような制限のみが課されるべきである
。
【実施例】
【０１３７】
　実施例1 LazおよびH.8-アズリン融合遺伝子のクローニングと発現
　淋菌由来のlaz遺伝子を、その公知の配列（配列番号1）に基づいてクローニングした（
図1A）。paz（図1B）と称される緑膿菌アズリン遺伝子（配列番号2）および淋菌由来のla
zのH.8エピトープの配列（配列番号3）を使用して、後述するように、H.8-paz（図1C）を
産生するためにpazの5'末端に、またはpaz-H.8（図1D）を産生するためにpazの3'末端に
、H.8エピトープ遺伝子のインフレームでクローニングした。
【０１３８】
　株化細胞および試薬。ヒト癌細胞、菌株およびプラスミドは、表5に収載した。ヒト乳
癌MCF-7細胞および脳腫瘍LN-229細胞は、シカゴのイリノイ大学（UIC）の外科腫瘍学科の
保存培養コレクションからのものである。細胞は、2 mM L-グルタミン、0.1 mM MEM必須
アミノ酸を含み、10% 熱不活性化したウシ胎児血清、100単位/ml ペニシリンおよび100 
μg/mlストレプトマイシンを補ったイーグル塩を含むMEM中で培養した。全ての細胞は、5
% CO2中で37℃にて生育した。（Yamada、et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99：1409
8-14103（2002）；Punj、et al., Oncogene 23：2367-2378（2004））。
【０１３９】
　表5　癌細胞、菌株および遺伝的な構築物
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【表５】

【０１４０】
　Ap、アンピシリン；Km、カナマイシン；GST、グルタチオンS-トランスフェラーゼ。
【０１４１】
　pazおよびlaz 遺伝子のクローニングおよび発現。アズリン遺伝子のクローニングおよ
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び高発現は、記述されている。（Yamada、et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99：140
98-14103（2002）；Punj、et al., Oncogene 23：2367-2378（2004））。淋菌のLazをコ
ードする遺伝子（laz）は、鋳型DNAとして淋菌F62株のゲノムDNAでのPCRにより増幅した
。使用したフォワードおよびリバースプライマーは、5'-CCGGAATTCCGGCAGGGATGTTGTAAATA
TCCG-3'（配列番号4）および5'-GGGGTACCGCCGTGGCAGGCATACAGCATTTCAATCGG-3'（配列番号
5）であり、追加として導入したEcoRIおよびKpnIの制限酵素部位には、それぞれ下線を引
いてある。EcoRIおよびKpnIで消化した1.0 kbの増幅DNA断片を、laz遺伝子がlacプロモー
ターの下流に配置されて発現プラスミドpUC18-laz（表5、図1）が得られるように、pUC18
ベクター（Yanisch-Perron、et al., Gene 33：103-119（1985））の対応する部位に挿入
した。
【０１４２】
　淋菌のLazのH.8および緑膿菌のアズリン（Paz）の融合物を発現するプラスミドは、鋳
型としてpUC19-pazおよびpUC18-lazでのPCRによって構築した。H.8-Paz融合物については
、3.1 kbの断片を鋳型としてのpUC18-lazおよびSalI部位に下線を引いたプライマーの5'-
（リン酸化）GGCAGCAGGGGCTTCGGCAGCATCTGC-3'（配列番号6）および5'-CTGCAGGTCGACTCTA
GAGGATCCCG-3'（配列番号7）によって増幅した。PCRで増幅された0.4kbの断片は、鋳型と
してのpUC19-pazおよびXhoI部位に下線を引いたプライマーの5'-（リン酸化）GCCGAGTGCT
CGGTGGACATCCAGG-3'（配列番号8）および5'-TACTCGAGTCACTTCAGGGTCAGGGTG-3'（配列番号
9）から得た。pUC18-lazからのSalI消化したPCR断片およびpUC19-pazからのXhoI消化した
PCR断片をクローニングして、発現プラスミドpUC18-H.8-paz（表5、図1）を得た。
【０１４３】
　Paz-H.8融合物については、3.3 kbの断片を鋳型としてのpUC19-pazおよびBamHI部位に
下線を引いたプライマーの5'-CTTCAGGGTCAGGGTGCCCTTCATC-3'（配列番号10）および5'-CT
GCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCG-3'（配列番号11）によって増幅した。0.13 kbの断片は、鋳型
としてのpUC18-lazおよびBamHI部位に下線を引いてあり、かつ追加として導入した細菌遺
伝子終止コドンに対応するTTAをイタリック体にしたプライマー、5'-（リン酸化）TGCTCT
CAAGAACCTGCCGCGCCTGC-3'（配列番号12）および5'-TAGGATCCTTAGGCAGCAGGGGCTTCGGCAGCAT
CTGC-3'（配列番号13）によって増幅した。2つのBamHI消化したPCR断片をクローニングし
て、発現プラスミドpUC19-paz-H.8（表5）を得た。
【０１４４】
　大腸菌JM109を、アズリンおよびその誘導体遺伝子の発現のための宿主株として使用し
た。組換え大腸菌株は、アズリンタンパク質を産生するために、37℃にて16時間、100μg
/mlアンピシリン、0.1 mM IPTGおよび0.5m M CuSO4を含む2×YT培地中で培養した。
【０１４５】
　融合GSTタンパク質のためのプラスミド構築。グルタチオンSトランスフェラーゼ（GST
）をコードする遺伝子は、鋳型DNAとしてのpGEX-5X-3（GE Healthcare Bio-Science Corp
., Piscataway、NJ）でのPCRにより増幅した。使用したフォワードおよびリバースプライ
マーは、5'-CGAGCTCATGTCCCCTATACTAGGTTATTGG-3'（配列番号14）および5'-CCCAAGCTTTCA
GGGGATCCCACGACCTTCGATCAGATCC-3'（配列番号15）であり、それぞれ追加として導入したS
acIおよびHindIIIの制限酵素部位に下線を引いてあり、かつ追加として導入した細菌遺伝
子終止コドンに対応するTCAをイタリック体にした。SacIおよびHindIIIで消化した1.0 kb
の増幅DNA断片をpET29aベクターの対応する部位に挿入して、発現プラスミドpET29a-gst
（表5）を得た。
【０１４６】
　H.8-GST融合物については、lazのシグナルペプチドおよびH.8コード領域は、鋳型DNAと
してpUC18-lazでのPCRによって増幅した。使用したフォワードおよびリバースプライマー
は、5'-GGAATTCATATGAAAGCTTATCTGGC-3'（配列番号16）および5'-CCGGAATTCGGCAGCAGGGGC
TTCGGC-3'（配列番号17）であり、それぞれ追加として導入したNdeIおよびEcoRIの制限酵
素部位に下線を引いてある。NdeIおよびEcoRIで消化した0.1 4kbの増幅DNA断片をpET29a-
gstベクターの対応する部位に挿入して、発現プラスミドpET29a-H.8-gst（表5）を得た。
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【０１４７】
　GST-H.8融合物については、H.8コード領域を鋳型DNAとしてpUC18-lazでのPCRにより増
幅した。使用したフォワードおよびリバースプライマーは、5'-CGGGATCCCCTGCTCTCAAGAAC
CTGCCGCGCC-3'（配列番号18）および5'-CGGAATTCTTAGGCAGCAGGGGCTTCGGCAGCATCTGCAGG-3'
（配列番号19）であり、追加として導入したBamHIおよびEcoRIの制限酵素部位に下線を引
いてあり、導入した細菌遺伝子終止コドンTTAは、イタリック体にしてある。BamHIおよび
EcoRIで消化した0.14 kbの増幅DNA断片をpGEX-5X-3ベクターの対応する部位に挿入して、
pGEX-5X-3-H.8を得た。次いで、GST-H.8融合物の領域を、鋳型DNAとしてpGEX-5X-3-H.8で
のPCRによって増幅した。使用したフォワードおよびリバースプライマーは、5'-CGAGCTCA
TGTCCCCTATACTAGGTTATTGG-3'（配列番号20）および5'-CCGCTCGAGTCAGGCAGCAGGGGCTTCGGCA
G-3'（配列番号21）であり、追加として導入したSacIおよびXhoIの制限酵素部位に下線を
引いてあり、導入した細菌遺伝子終止コドンTCAは、イタリック体にしてある。SacIおよ
びXhoIで消化した1.1 kbの増幅DNA断片をpET29aベクターの対応する部位に挿入し、発現
プラスミドpET29a-gst-H.8（表5）を得た。
【０１４８】
　大腸菌BL21（DE3）をgstおよびその誘導融合物の発現のための宿主株として使用した。
【０１４９】
　アズリンについて記述したように、これらのプラスミドを収容する大腸菌株をIPTGの存
在下で培養して、細胞を溶解して、タンパク質を精製したときは（Yamada、et al., Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 99：14098-14103（2002）；Punj、et al., Oncogene 23：2367-
2378（2004）；Yamada、et al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431（2005））、種々のア
ズリン誘導体が単一成分としてSDS-PAGE上で移動した（図1E）にもかかわらず、H.8を含
むタンパク質（約17kDa）は、以前に示したように異常な移動を示した（Cannon et al., 
同上；Fisette et al., 同上）。
【０１５０】
　実施例2。H.8は、乳癌細胞ではなく、グリア芽細胞腫に対する緑膿菌アズリンの細胞毒
性を増強する
　癌細胞に対する優先的なPazの侵入（Yamada、et al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431
（2005））、並びにヒト黒色腫（Yamada、et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99：140
98-14103（2002））および乳癌（Punj, et al., Oncogene 23：2367-2378（2004））に対
するインビトロおよびインビボの両方の細胞障害性が報告されている。しかし、グリア芽
細胞腫などの脳腫瘍に対するPazまたはLazの効果は、公知ではない。ここで、グリア芽細
胞腫（LN-229株化細胞）および乳癌（MCF-7株化細胞）細胞の両方に対するPaz、Laz、H.8
-Paz（PazのN末端のH.8エピトープ）およびPaz-H.8（PazのC末端のH.8エピトープ）の効
果を、研究した。
【０１５１】
　タンパク質の調製。緑膿菌のアズリン（Paz）、淋菌のLaz、Paz-H.8およびH.8-Pazを、
既に記述されているように精製した。（Yamada、et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
9：14098-14103（2002）；Punj, et al., Oncogene 23：2367-2378（2004）；Yamada, et
 al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431（2005））。全ての組換えGST融合物の誘導体を前
述のように精製した。（Yamada、et al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431（2005））。
化学合成した39アミノ酸のH.8ペプチドを購入した。
【０１５２】
　細胞障害性アッセイ法。　3-（4,5-ジメチルチアゾール-2-yl-2,5-ジフェニル）テトラ
ゾリウムブロミド（MTT）アッセイ法を行って、癌細胞に対する細胞障害性を決定した。
細胞（ウェルあたり5×103）を5% CO2で37℃にて、培地の100：1となるように96ウェル培
養プレートに播種した。一晩インキュベーションしたの後、上清を除去し、明記した種々
の濃度のタンパク質を含む新鮮な培地を付着細胞に添加した。これらの細胞を、明記した
種々の時間インキュベートした後、10μlの5 mg/ml MTT（Sigma-Aldrich、St. Louis MO
）溶液を培養細胞に添加し、37℃にて2時間インキュベーションすることによるMTTアッセ
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イ法によって生細胞の数を決定した。40 mM塩酸のイソプロパノール溶液を100μl添加す
ることによってMTT反応を停止した。形成されたMTTホルマザンを、Mosmannによって記述
された方法に従って、分光光度計で測定した（J. Immunol. Methods 65：55-63（1983）
）。
【０１５３】
　合成H.8ペプチドは、LN-229（図2A）または乳癌MCF-7（図2B）細胞に対してごくわずか
な細胞障害性しか有さなかった。アズリン（Paz）の効果は、乳癌（図2B）細胞でなくグ
リア芽細胞腫（図2A）において、アズリン濃度が10μM～40μMに上昇するにつれて細胞障
害性が増加し、低いながらも用量依存的であった。細胞障害性は、6時間のインキュベー
ション期間にわたってわずかに増加するだけであった。グリア芽細胞腫および乳癌細胞に
おけるPaz、Paz-H.8、H.8-PazおよびLazの細胞障害性の相違は、最も顕著であった。Paz
、Paz-H.8、H.8-PazおよびLazは、種々のインキュベーション期間についてのMCF-7細胞の
全ての用量にて本質的に同一の細胞障害性を有するものの（図2B）、Pazは、グリア芽細
胞腫細胞に対してPaz-H.8、H.8-PazまたはLazよりも、特により短いインキュベーション
期間（6時間）にて、非常に低い細胞障害性を有していた。したがって、H.8部分は、それ
自体では細胞障害性を欠いているものの、グリア芽細胞腫細胞に対してだけではなく乳癌
細胞に対してもPazの細胞障害性を増強しているようであった。
【０１５４】
　実施例3。Pazに存在するH.8エピトープまたはLazは、グリア芽細胞腫細胞におけるアズ
リンの取り込みを促進する
　Pazと比較したグリア芽細胞腫細胞に対するPaz-H.8、H.8-PazおよびLazの細胞障害性の
増強により、H.8部分がいくらかグリア芽細胞腫細胞のアズリンの摂取を促進するかどう
かという問題が生じた。Alexa fluor（登録商標）568標識した赤色蛍光タンパク質（Invi
trogen-Molecular Probe Corp., Carlsbad CA）を使用して、グリア芽細胞腫細胞および
乳癌細胞内部へのこれらのタンパク質の内部移行を決定した。この技術は、MCF-7細胞に
おいてアズリンの内部移行を証明するために以前使用した（Punj, et al., Oncogene 23
：2367-2378（2004）；Yamada、et al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431 （2005））。
【０１５５】
　共焦点顕微鏡法。顕微鏡試料の調製のためには、細胞を5% CO2下で37℃にて、カバーガ
ラス上で一晩培養した。予め37℃に暖めた新鮮な培地を、赤色蛍光標識（Alexa fluor（
登録商標） 568）したアズリンまたはGST融合物の誘導体と混合して、細胞と共に示した
時間インキュベーションした。細胞をPBSで洗浄して、メタノールで-20℃にて5分間固定
した。PBSで3回洗浄し、核染色用の1.5 mg/ml 4,6-ジアミジノ-2-フェニルインドール（D
API）を含むマウント媒体（VECTASHIELDR, Vector Laboratories, Burlingame CA）を添
加した後、Carl Zeiss LSM510レーザー走査共焦点顕微鏡を使用することによってイメー
ジを取り込んだ。（Yamada、et al., Cell. Microbiol. 7：1418-1431 （2005））。
【０１５６】
　アズリン（Paz）は、Paz-H.8、H.8-PazおよびLazよりも減少した効率で内部移行し、神
経グリア芽細胞腫LN-229細胞（図3Aおよび4A）におけるPazの侵入については障壁がある
ことを示している。対照的に、Pazは、以前に報告されたようにPaz-H.8、H.8-PazまたはL
azと同等またはいくらか高い効率で、乳癌MCF-7細胞において効率的に内部移行した（図3
Bおよび4B）。（Punj、et al., Oncogene 23：2367-2378（2004）；Yamada、et al., Cel
l. Microbiol. 7：1418-1431（2005））。LN-229細胞におけるLaz侵入の用量依存性によ
り、37℃にて30分間のインキュベーションの間に約16μMの最適濃度が証明され（図3Cお
よび4C）、それ以上インキュベーションしてもさらなる増強はなかった（データ示さず）
。10μM濃度では、大量のLazが約10～20分でLN-229細胞にに内部移行されたものの（図3D
および4D）、Pazの内部移行は、このような条件下で最小であり（図3E）、Pazの内部移行
がLN-229細胞において本質的に非効率的であったことを示唆している。Paz-H.8およびH.8
-Pazの有意な内部移行は、Lazと同様に、しかしLN-229細胞におけるPazとは対照的に（図
3Aおよび4A）、PazのN末端またはC末端のいずれかにおけるH.8部分の相対位置は、グリア
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芽細胞腫細胞におけるPaz部分の内部移行を増する能力に影響を及ぼさなかったことを示
唆するように見えた。
【０１５７】
　実施例4。H.8部分は、乳癌細胞ではなくグリア芽細胞腫細胞におけるPaz侵入を促進す
る
　H.8エピトープが、Lazと同様にPazの一部分であることを必要とするかどうか、または
それが単独でグリア芽細胞腫細胞へのPaz侵入を促進するように機能することができるか
を決定するために、H.8単独に加えて種々のH.8融合タンパク質を使用した（where）。39
アミノ酸の合成H.8部分などの小ペプチドは、溶液中で低安定性を有するので、本発明者
らは、Paz-H.8またはH.8-Pazと同様に、H.8部分を有するグルタチオンSトランスフェラー
ゼ（GST）融合物を、H.8をGSTのN末端に（H.8-GST）またはGSTのC末端に（GST-H.8）組み
込むように構築した。GST融合物ペプチドの構築は、実施例1の下に記述してある。
【０１５８】
　赤色蛍光を発するAlexa fluor（登録商標）568抱合Pazを、非標識の合成H.8ペプチド、
GST、GST-H.8およびH.8-GST融合タンパク質と別々に、対照としてのリン酸塩緩衝食塩水
（PBS）と共にインキュベーションして、37℃にて30分間インキュベーションの後にLN-22
9細胞における20μM Paz混合物の内部移行を決定した。合成H.8ペプチドは、Pazと共に別
々に導入したときに、PBS（図5E）、GST（図5B）またはGST-H.8（図5C）と比較して、Paz
の内部移行を増強した（図5A）。蛍光の定量化により、H.8ペプチドがPaz侵入を2.1倍刺
激することが示された。しかし、H.8-GSTの存在は、Pazの内部移行を有意に増強した（3
倍を超える）（図5D）。一方で、GST-H.8は、軽度の刺激のみを示した（図5C）。Paz自体
は、グリア芽細胞腫細胞にゆっくりと侵入しただけであり（5E図）、脳腫瘍細胞における
侵入は、H.8によって媒介されることを証明している。H.8単独では、グリア芽細胞腫細胞
に侵入しなかったが（図3A）、Pazが内部移行を刺激する能力は（図5A）、脳腫瘍細胞へ
のタンパク質の侵入を促進する能力を反映している。
【０１５９】
　実施例5。グリア芽細胞腫細胞におけるH.8-GST存在下でのPazの内部移行の増強により
、このような細胞により高い細胞障害性が導かれる
　本発明者らは、合成H.8ペプチド、GST、GST-H.8およびH.8-GSTタンパク質（それぞれ20
μM）をLN-229細胞と共に、20μM Pazの有無において24時間インキュベーションし、次い
で24時間後にMTTアッセイ法によって生存可能なグリア芽細胞腫細胞を測定することによ
り、細胞障害性の程度を測定した。Paz非存在下では、H.8ペプチド、GSTまたはGST融合タ
ンパク質のいずれも、いかなる有意な細胞障害性も示さなかった（図5F、－Paz）。20μM
 Pazの存在下では、それ自体がH.8ペプチドまたはPBS存在下での低細胞障害性を示し、H.
8-GSTの存在下においてのみ、かなりの細胞障害性の増強が観察されたが（図5F、+ Paz）
、GST自体またはGST-H.8では、いくらかの細胞障害性の増強が示された（図5F、+ Paz）
。合わせると、これらのデータは、H.8部分が、Pazなどのタンパク質の一部として存在す
るか、またはタンパク質の存在下にあるときに、このような細胞内部へのPazの輸送を促
進して、細胞障害性の増強を生じることを示唆している。
【０１６０】
　実施例6。H.8は、BBBの横断を媒介して脳内に侵入することができる
　H.8エピトープが、グリア芽細胞腫LN-229細胞において融合物または個々のタンパク質
の内部移行を増強させる能力（図3A、4Aおよび5D）により、H.8-PazまたはLazのN末端の
一部としてのH.8がBBBの横断を促進して、末梢循環から脳細静脈へのこれらのタンパク質
の輸送を可能にするかどうかという疑問が生じた。
【０１６１】
　オデッセイ（登録商標）アッセイ法。全てのタンパク質は、製造業者によって推奨され
る条件下でIRDye（登録商標）800CW（LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska）を使用
して標識した。IRdye（登録商標）800CWと抱合させた500μg のPaz、H.8-PazおよびLazを
ヌードマウスの腹腔内に注射した。24時間後、マウスを屠殺して、脳を取り出し、脳イメ
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ージをLI-COR Odyssey（登録商標）Infrared Imaging System（84μmの分解能、1mmのオ
フセット）で検出した。次いで、マウス脳を水平に切断して、標識されたタンパク質の存
在を検出するために吻側中脳領域のイメージを得た。
【０１６２】
　アズリンタンパク質の蛍光の定量化。蛍光の定量化は、以下の通りにAdobe（登録商標
）Photoshop（登録商標）を使用することによって測定した：一つの細胞をPhotoshop（登
録商標）のLasso Toolによって選択し、平均値をイメージメニューの赤色ヒストグラムか
ら得た。少なくとも3つの異なる細胞を一つの試料につき測定し、標準偏差を算出した。
【０１６３】
　赤外色素IRdye（登録商標）800 CW（LI-CO Bioscience）で標識した500μg のPaz、H.8
-PazおよびLazタンパク質を生きているヌードマウスの腹腔内に注射した。24時間後、マ
ウスを屠殺して、脳を単離し、LI-COR Odyssey（登録商標） Infrared Imaging systemを
使用してイメージを得た。Pazは脳細静脈に少量侵入することが見いだされたものの、よ
り多くのLaz、特にH.8-Paz（4倍を超える）が、このような条件下で脳内部に検出され（
図6）、脳への融合タンパク質の侵入を可能にするというH.8エピトープの明らかな役割を
証明している。
【０１６４】
　実施例7。H.8 エピトープは、N末端に存在するときに、周辺質タンパク質の細菌表面提
示を可能にする。　
　LazにおけるH.8エピトープがN末端に局在することが、その表面提示に寄与するかどう
かを調べるために、H.8融合物の誘導体を、実施例1に記載されているように、GST（図5）
およびPaz（図2および図3A/Bおよび4A/B）のN-およびC末端に構築した。
【０１６５】
　大腸菌における表面露出されたタンパク質の局在。　pET29a-gst、pET29a-H.8-gstまた
はpET29a-gst-H.8を収容する大腸菌BL21（DE3）株およびpUC19-paz、pUC19-paz-H.8、pUC
18-H.8-pazまたはpUC18-lazを収容する大腸菌JM109株を0.4 mM イソプロピルβ-D-チオガ
ラクトシド（IPTG）と共に37℃で培養した。これらの細菌培養液の1 mlずつを遠心し、生
じるペレットを回収した。PBSで2回洗浄後、GST誘導体については抗GST抗体（1：2000）
またはアズリン誘導体については抗アズリン抗体（1：500）を含む1 mlの1% FBS-PBSを添
加した。細胞懸濁液を1時間氷上でインキュベーションして、次いでPBSで2回洗浄した。G
ST誘導体についてはFITC抱合した抗ウサギIgGまたはアズリン誘導体についてはFITC抱合
した抗ウサギ抗体を加え、30分間氷上でインキュベーションした。結合していない抗体を
除去するために、細胞をPBSで2回洗浄して、氷上にてエタノールで固定した。次いで、DA
PIで処理した大腸菌試料を共焦点顕微鏡下で観察した。
【０１６６】
　H.8融合タンパク質を精製した（図1Eおよび図7A）。GSTの細胞局在、並びにNおよびC末
端における2つのH.8融合物（H.8-GSTおよびGST-H.8）を図7Bに示してある。3つの全ての
タンパク質は、抗GST抗体を使用するウエスタンブロットで検出したときに、大腸菌にお
いて高発現されており、大腸菌の細胞全体の可溶化液中に存在していた（図7B）。周辺質
画分を大腸菌から単離して、3つのタンパク質の存在を調べたときに、GSTおよびGST-H.8
タンパク質が有意な量で検出されたが（図7B、周辺質画分のレーン1および3）、少量のH.
8-GSTをこのような周辺質画分において検出することができただけであった（図7B、周辺
質画分のレーン2）。
【０１６７】
　残りのH.8-GST融合タンパク質が大腸菌細胞の表面へ輸送されたかどうかを調べるため
に、3つのタンパク質を高発現する細胞を培養して回収し、洗浄し、あらゆる表面に露出
したGSTに結合するための抗GST抗体で処理し、再び洗浄し、FITC抱合した二次抗体によっ
て処理した。GSTが表面に露出された場合、抗GST抗体はそれらに結合し、次いでそれらは
、FITCが結合した二次抗体によって検出されるであろう。実際は、H.8-GSTを収容する大
腸菌細胞だけが、FITCが発生する緑色蛍光を示し（図7C、H.8-GST）、GSTのN末端にH.8エ
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ピトープが存在すると細胞表面への輸送が促進されることを示唆している。GSTのC末端に
H.8部分が存在（GST-H.8）すると、並びにGST自体は、何ら表面提示することなく、主に
周辺質および細胞内に留まっていた（図7C、GSTおよびGST-H.8）。
【０１６８】
　上記のものと同じ技術を使用して、本発明者らは、PazおよびPaz-H.8が細胞内のままで
あるが（図7D、PazおよびPaz-H.8）、一方のH.8-PazおよびLazが共に表面提示を示すこと
を決定し、おそらく脂質化のための遊離のシステインを必要とするN末端におけるH.8の存
在は、外膜を通過して表面に到達するような融合タンパク質の輸送のために重要であるこ
とを確認した。
【０１６９】
　実施例8。癌に罹患している患者の治療
　H.8-Paz融合物（研究対象薬）の第I/II相臨床試験は、癌に罹患する患者において行わ
れるであろう。具体的には、淋菌のLazをコードする遺伝子（laz）由来のH.8ドメインお
よび積荷化合物は、緑膿菌由来のアズリン（paz）であり、融合タンパク質「H.8-paz」を
作製する。この融合タンパク質は、実施例1にて例証したように構築されるであろう。
【０１７０】
　組織学的に検証された脳癌を有する49人の成人の患者であって、現在利用可能なFDA認
可の化学療法剤および治療計画による適切な治療の後に、臨床的およびX線撮影的な進行
または再発が示された患者を、研究対象薬を投与する多施設共同前向き研究に登録する。
この研究への登録に適格であるためには、全ての患者は、承認された化学療法治療計画の
経過の完了後に、測定可能な腫瘍の体積が増加していることを証明する。持続的な転移病
巣の証拠および/または大きさもしくは体積の連続的な増大が組織学的に確立されなけれ
ばならない。この組織学的証明は、微細針吸引（FNA）生検によって得ることができる。
【０１７１】
　治療プログラムは、イリノイ大学、シカゴの施設内倫理委員会およびFDAに従って全て
の患者からのインフォームドコンセントを得た後に開始される。患者は、提唱された療法
の効果の適切な評価の妨げとなるかもしれないその他の悪性腫瘍、以前の悪性腫瘍歴、血
液疾患、インシュリン依存性糖尿病またはその他の深刻な心臓血管疾患などの併発症を有
しないであろう。肝機能研究（LFT）を含む基礎となる血液研究（完全血液検査[CBC］お
よび血清化学）が療法の開始前に行われる。全ての適格患者が、治験の期間の間に同時に
任意の癌化学療法を受けなければならないというわけではない。
【０１７２】
　研究対象薬は、研究対象薬の薬学的に許容される製剤を毎日、静注によって12週間投与
して、任意の用量限定毒性について被験体を観察する。10 mg/kg/日でで開始して、50 mg
/kg/日の極量まで5 mg/kg/日ずつ増加する7用量レベルであるだろう。それぞれの服用レ
ベルの有効性を進行性の測定可能な癌を有する7人の患者において記録する。
【０１７３】
　反応を2次元（aおよびb）で測定可能な腫瘍を測定することによって見積もる。1）標的
腫瘍の総消失は、完全寛解（CR）とみなし；2）75%減少は、優秀な部分的応答（PR）とみ
なし；および3）優れた反応（PR）は、50%までの治療後縮小である。4）サイズの25%減少
は、安定疾患（SD）とみなし、および5）25%以下の減少は、無反応（NR）とみなす。病気
の進行を示す患者では、その治療が中断されることもあるが、さらに12週間続けられるで
あろう。
【０１７４】
　標的腫瘍の総消失およびいかなるサイズ縮小も、H.8-アズリン治療が癌を治療するため
に有効であることを示すであろう。H.8-アズリン治療が有効であるというその他の指標は
、新たな脳腫瘍の出現の減少率および腫瘍と関連する血管形成の減少である。
【０１７５】
　記述した本発明の実施例および系の種々の修正変更は、本発明の範囲および精神から離
れることなく、当業者には明白であろう。本発明は、具体的態様と関連して記述したが、
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請求した本発明は、このような具体的態様に過度に限定されるべきでないことが理解され
るべきである。実際に、関連分野における当業者にとって明らかである本発明を実施する
ために記述された様式の種々の修正も、特許請求の範囲の範囲内であることが意図される
。
【図面の簡単な説明】
【０１７６】
【図１】淋菌（A）由来のlazおよび緑膿菌（B）由来のpazの概略図を示す。大腸菌におい
てクローニングおよび高発現するための緑膿菌アズリン遺伝子は、アズリン遺伝子（paz
）自体およびその周辺質の位置を決定するシグナルペプチド（psp）配列（B）からなった
。lazのH.8領域は、ナイセリアのシグナル配列nsp（pUC18-H.8-paz）を含むpaz遺伝子（C
）の5’末端に、またはpaz遺伝子（D）（pUC19-paz-H.8）の3'末端にてフレームにクロー
ニングした。構築物を調製するための詳細な手順は、実施例1に示してある。naz、laz遺
伝子に存在する淋菌のアズリン様配列；nsp、ナイセリアシグナルペプチド配列。シグナ
ルペプチド配列は、いずれの場合においても、切断されて成熟したPaz（周辺質の）およ
びLaz（表面曝露された）タンパク質を産生する。（E）、Laz、Pazおよび融合タンパク質
のSDS-PAGE。Laz、H.8-PazまたはPaz-H.8（全て約17kDa）などのH.8融合タンパク質の異
常な泳動は、石化した（lapidated）H.8含むタンパク質で以前に有名であった（Cannon, 
Clin. Microbiol. Rev. 2:S1-S4 （1989））。
【図２】H.8-Paz融合タンパク質が種々の癌細胞に対して細胞毒である程度を図示するグ
ラフを示す。（A）グリア芽細胞腫LN-229細胞に向けた、合成H.8ペプチド、Paz、Lazおよ
びPaz（Paz-H.8）のカルボキシ末端およびPaz（H.8-Paz）のアミノ末端でのH.8融合物の
細胞傷害性。細胞を3つの異なる濃度（10、20および40μM）で、6、12および24時間にて
、タンパク質で処理した。MTTアッセイ法を行って、細胞障害性（パーセント細胞死）の
根拠となる生細胞の程度を測定した。パーセンテージ細胞障害性を算出するために、無処
置の生細胞の値を100%であるように記録し、生細胞の数は、Paz、LazおよびH.8-融合タン
パク質で処理した試料において決定した。次いで、細胞障害性の程度（%）を死細胞の数
から決定した。（B）ヒト乳癌MCF-7細胞に向けたH.8ペプチド、Paz、Paz-H.8、H.8-Pazお
よびLazの細胞障害性。全ての処理条件は、上記（A）と同様である。
【図３】グリア芽細胞腫LN-229および乳癌MCF-7細胞に対する種々の蛍光標識されたアズ
リン結合タンパク質の侵入を示す。（A）Alexa fluor（登録商標）568と抱合させたH.8ペ
プチド、Paz、Paz-H.8、H.8-PazおよびLaz（それぞれ20μM）をLN-229細胞と共にカバー
ガラス上で37℃にて30分間インキュベートし、その後イメージを撮った。（B）共焦点顕
微鏡観察によって視覚化した、および（A）について記述した、Alexa fluor（登録商標）
568と抱合させた種々のタンパク質のMCF-7細胞内への内部移行。（C）Lazの内部移行は、
共焦点顕微鏡観察によって視覚化した。種々の濃度（2、4、8および16μM）の蛍光標識し
たLazをLN-229細胞と共に37℃にて30分間インキュベートした。核は、DAPI（4,6-ジアミ
ジノ-2-フェニルインドール）で青く標識される。（D）Alexa fluor（登録商標）568と抱
合させたLaz（10μM）をLN-229細胞と共に37℃にて種々の時間（5、10、20および30分）
インキュベートした。内部移行は、共焦点顕微鏡観察によって視覚化した。（E）Alexa f
luor（登録商標）568と抱合させたPaz（10μM）をLN-229細胞と共にカバーガラス上で37
℃にて種々の時間インキュベートし、その後イメージを撮った。（E）では、ごくわずか
な測定可能な蛍光しか検出されなかった。
【図４】図3A～Dの共焦点顕微鏡イメージで見いだされる蛍光の定量化を示す棒グラフを
示す。（A）図3Aのイメージの蛍光の定量化。アズリンタンパク質の蛍光の定量化は、Ado
be（登録商標）Photoshop（登録商標）を使用することにより行った。エラーバーは、単
一試料における3回の異なる細胞の蛍光の標準偏差を表す。（B）図3Bのイメージの蛍光の
定量化。定量化は、図4Aのように行った。（C）図3Cのイメージの蛍光の定量化。定量化
は、図4Aのように行った。（D）図3Dのイメージの蛍光の定量化。定量化は、図4Aのよう
に行った。
【図５】H.8-GST融合タンパク質と組み合わせた処理は、グリア芽細胞腫LN-229細胞へのA
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lexa fluor（登録商標）568で標識したPazの摂取を促進する。非標識の20μMの（A）H.8
、（B）GST、（C）GST-H.8、（D）H.8-GST、（E）PBS緩衝液およびAlexa fluor（登録商
標）568と抱合させた20μM PazをLN-229細胞と共に37℃にて30分間インキュベートした。
内部移行は、共焦点顕微鏡観察によって視覚化した。（F）Pazの有無における合成H.8ペ
プチド、GSTおよびGST-H.8／H.8-GST融合誘導体の細胞障害性。およそ5×103 LN-229細胞
を96ウェル培養プレートに播種して、20μM Pazと共に（+Paz）、または伴わずに（-Paz
）、20μMのそれぞれのH.8ペプチド、GST、GST-H.8、H.8-GSTまたは同体積のPBS緩衝液で
24時間処理した。
【図６】IRdye（登録商標）800CW（LI-COR Biotechnology、Lincoln、Nebraska）と抱合
させたPaz、H.8-PazおよびLazを注射したマウスの脳のイメージを示す。（A）生きている
マウス由来の脳イメージ。IRdye（登録商標）800CWと抱合させた500μgのPaz、H.8-Pazお
よびLazを生きているヌードマウスの腹腔内に注射した。24時間後、マウスを屠殺して、
脳を摘出し、蛍光を検出して、LI-COR Odyssey（登録商標） Infrared Imaging Systemで
測定した。（B）（A）のように処理したヌードマウス脳の頭側中脳領域イメージ。マウス
脳を水平に切断してイメージを撮った。
【図７】図８は、大腸菌におけるH.8-Gst融合タンパク質の局在化のSDS-PAGE、ウエスタ
ンブロット法および共焦点顕微鏡イメージを示す。（A）.クローン化されたgst、H.8-gst
またはgst-H.8遺伝子を有する大腸菌BL21（DE3）細胞を0.1mM IPTGと共に37℃にて培養し
た。細胞ペレットをPBSで2回洗浄し、細胞全体の可溶化液をSDS-PAGEで泳動した。タンパ
ク質の検出のためにクマシーブルー染色を使用した。（B）.上記手順を繰り返したが、今
回は、細胞全体の可溶化液および細胞膜周辺腔の内容物の両方を別々に単離して、SDS-PA
GE（20μgタンパク質）で泳動し、GSTまたはGST-H.8融合タンパク質をモノクローナル抗-
GST抗体でのウエスタンブロット法によって検出し、タンパク質の総能動および周辺質濃
度を決定した。（C）.クローン化されたgst、H.8-gstまたはgst-H.8遺伝子を有する大腸
菌株BL21（DE）細胞（表5）を37℃にて0.4mM IPTGと共に培養した。1mlのこれらの細菌培
養のそれぞれを遠心し、生じる細菌ペレットを収集した。PBSで2回洗浄した後に、抗GST
抗体（1：2000）を含む1mlの1%のFBS-PBSを適用した。細胞懸濁液を1時間インキュベート
し、次いでPBSで2回洗浄した。細菌細胞を1%のFBS-PBS中でFITC抱合抗ウサギIgGと共に30
分間インキュベートした。結合していない抗体を除去するために、細胞を再び洗浄して、
氷上のエタノールで固定した。DAPIで処理した大腸菌試料（青い呈色を与える）を共焦点
顕微鏡観察（×100対物レンズ）下で観察し、単一細胞を撮影した。（D）.pUC19-paz（緑
膿菌アズリン）、pUC19-laz（ナイセリア）、pUC18-H.8-pazまたはpUC18-paz-H.8を有す
る大腸菌細胞を0.1mM IPTGの存在において37℃にて一晩培養した。このような培養の0.5m
lを遠心分離して、生じる細菌ペレットを冷却したPBSで2回洗浄した。1mlの1%のFBS-PBS
中の抗アズリン抗体（1：500）を適用して、氷上で1時間インキュベートしたPBSで。2回
洗浄後、FITC抱合抗ウサギ抗体を適用し、氷上で30分間インキュベートして、PBSで2回洗
浄し、冷却エタノールで固定した。細菌試料を共焦点顕微鏡観察（×100対物レンズ）に
よって観察した。
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