
JP 5963443 B2 2016.8.3

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
患者における乳がん細胞の成長を阻害するための組成物であって、ヒトプロラクチン受容
体拮抗薬Ｇ１２９Ｒの有効量を含み、がん細胞がエストロゲン受容体、プロゲステロン受
容体およびＨｅｒ２／ｎｅｕを発現しない、組成物。
【請求項２】
患者体内での請求項１に記載されるがん細胞の転移の進行を阻害するための組成物であっ
て、ヒトプロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９Ｒの有効量を含む、組成物。
【請求項３】
患者体内での請求項１に記載されるがん細胞のアルデヒド・デヒドロゲナーゼ１（ＡＬＤ
Ｈ１）の活性を低下させるための組成物であって、ヒトプロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２
９Ｒの有効量を含む、組成物。
【請求項４】
患者体内の請求項１に記載されるがん細胞のがん幹細胞の数を低下させるための組成物で
あって、ヒトプロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９Ｒの有効量を含む、組成物。
【請求項５】
前記ヒトプロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９Ｒが、毒素、放射性同位体および蛍光染料か
ら成る一群から選定される薬剤に共役される、請求項１、２、３、または４の組成物。
【請求項６】
前記組成物が化学療法剤と同時または連続的に投与されるものであることを特徴とする、
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請求項１、２、３、または４の組成物。
【請求項７】
前記組成物が非経口、皮下、腹腔内、静脈内、リンパ管内、髄腔内、心室内または肺内投
与から成る一群から選定される経路によって投与されるものであることを特徴とする、請
求項１、２、３、または４の組成物。
【請求項８】
前記組成物ががんの切除後に投与されるものであることを特徴とする、請求項１、２、３
、または４の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００９年２月２６日に提出された米国仮出願第６１／１５５，６２４号の
利益を請求し、その内容を参照により本明細書に組み込む。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、一般にはがん診断および治療の分野、特にＨＥＲ２＋乳がん細胞や、エスト
ロゲン受容体、プロゲステロン受容体またはＨＥＲ２／ｎｅｕを発現しないトリプルネガ
ティブ乳がん細胞、および幹様特性を持つがん細胞を排除する上で有益な組成物および方
法に関連する。本発明の組成物および方法はまた、転移性乳がんの管理、および患者の体
内における乳がん細胞の可視化にも有益でありうる。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　乳がんは、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体およびＨｅｒ２／ｎｅｕを発現
するかしないかによって亜類型に分類される。がん治療の開始前に、一部の薬物はエスト
ロゲン受容体を発現するがん細胞を標的とする一方、他の薬物は他の受容体を発現するが
ん細胞を標的とするため、患者のがん亜類型を特定しておくことが重要である。ＨＥＲ２
／ｎｅｕ遺伝子は、哺乳類の腫瘍形成、腫瘍増殖および転移と因果関係があるとされてき
た。ＨＥＲ２／ｎｅｕはヒト乳がんの２０～３０％で増幅し、乳がんのＨＥＲ２陽性亜類
型は進行性の高い転移性疾患と関連付けられる。（Ｋｏｒｋａｙａ　ｅｔ　ａｌ．　２０
０８．　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ）。本発明は、ＨＥＲ２陽性乳がん細胞の排除に使用できる新
しい組成物および方法を提供することで、ＨＥＲ２陽性乳がんの治療に有益でありうる。
【０００４】
　最近、乳がん細胞の新しい亜類型が特定された。これらのがん細胞はエストロゲン受容
体、プロゲステロン受容体またはＨｅｒ２／ｎｅｕを発現しないため、トリプルネガティ
ブ乳がん細胞と呼ばれている。（非特許文献１（Ｄｅｎｔ　ｅｔ　ａｌ．　２００７．　
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１３：　４４２９－４４３４））
。Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ＵＫ（２００７年）によれば、トリプルネガティブ
乳がんの症例は乳がんの全症例の約１５％を占める。他の既知の乳がん亜類型と比べて、
トリプルネガティブ亜類型はより進行性が高く、標準治療に対する反応が低く、患者の予
後全体の不良とも関連付けられる。（非特許文献１（Ｄｅｎｔ　ｅｔ　ａｌ．　２００７
．　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１３：　４４２９－４４３４
））。そのため、トリプルネガティブ乳がん患者を診断・治療する組成物および方法に対
する必要性が依然として存在する。
【０００５】
　最近の研究では、乳がんを含むさまざまながんは、自己複製経路の脱制御を通して一部
のがん幹細胞（ＣＳＣ）から生じると指摘されている。幹細胞様特性を持つ乳がん細胞の
亜母集団はＣＤ４４およびＣＤ１３３陽性、ＣＤ２４陰性であり、アルデヒド・デヒドロ
ゲナーゼ１（ＡＬＤＨ１）を発現することが報告されている。（Ｃｒｏｃｋｅｒ　ｅｔ　
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ａｌ．　２００８．　Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ）。幹細胞様特性を持つ乳がん細胞
の亜母集団を特定・根絶するための組成物および方法に対する必要性が、依然として存在
する。
【０００６】
　プロラクチン（「ＰＲＬ」）は、成長ホルモンに、また程度は下がるがインターロイキ
ンファミリーの員に、構造的に関連している２３－ｋＤａ神経内分泌ホルモンである（非
特許文献２（Ｒｅｙｎｏｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７，　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．
　１３８：５５５５－５５６０）、非特許文献３（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．
，　１９９０，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７：１４６１－１４６５）、非特許文献４（Ｗｅ
ｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９３，　Ｒｅｃｅｎｔ　Ｐｒｏｇ．　Ｈｏｒｍ．　Ｒｅｓ
．　４８：２５３－２７５））。プロラクチン受容体は、乳腺、卵巣、下垂体、心臓、肺
、胸腺、脾臓、肝臓、膵臓、腎臓、副腎、子宮、骨格筋、皮膚および中枢神経系の領域に
存在している。非特許文献５（『Ｍａｎｃｉｎｉ　Ｔ．　（２００８），　”Ｈｙｐｅｒ
ｐｒｏｌａｃｔｉｎｅｍｉａ　ａｎｄ　Ｐｒｏｌａｃｔｉｎｏｍａｓ，”　Ｅｎｄｏｃｒ
ｉｎｏｌｏｇｙ　＆　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　Ｃｌｉｎｉｃｓ　ｏｆ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍ
ｅｒｉｃａ　３７：　６７』）。プロラクチンがその受容体と結合すると、他のプロラク
チン受容体と二量体化する原因となり、これがＪＡＫ－ＳＴＡＴ　経路を開始するチロシ
ンキナーゼであるヤヌスキナーゼ２の活性化を招く。プロラクチン受容体の活性化はまた
、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼおよびＳｒｃキナーゼマイトジェンの活性化も
招く。非特許文献５（『”Ｈｙｐｅｒｐｒｏｌａｃｔｉｎｅｍｉａ　ａｎｄ　Ｐｒｏｌａ
ｃｔｉｎｏｍａｓ，”　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　＆　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　Ｃｌ
ｉｎｉｃｓ　ｏｆ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ　３７：　６７』）。「プロラクチン受
容体拮抗薬」は、プロラクチンのシグナル伝達経路を妨害するプロラクチンの一形態を意
味する。かかるプロラクチン受容体拮抗薬は、発明者Ｗ．　ＣｈｅｎおよびＴ．　Ｗａｇ
ｎｅｒに交付された米国特許出願第２００７／００６０５２０号（特許文献１）で過去に
記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００７／００６０５２０号明細書
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｄｅｎｔ　ｅｔ　ａｌ．　２００７．　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１３：　４４２９－４４３４
【非特許文献２】Ｒｅｙｎｏｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７，　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏ
ｌ．　１３８：５５５５－５５６０
【非特許文献３】Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９０，　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２４７：１４６１－１４６５
【非特許文献４】Ｗｅｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９３，　Ｒｅｃｅｎｔ　Ｐｒｏｇ．
　Ｈｏｒｍ．　Ｒｅｓ．　４８：２５３－２７５
【非特許文献５】『Ｍａｎｃｉｎｉ　Ｔ．　（２００８），　”Ｈｙｐｅｒｐｒｏｌａｃ
ｔｉｎｅｍｉａ　ａｎｄ　Ｐｒｏｌａｃｔｉｎｏｍａｓ，”　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇ
ｙ　＆　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　Ｃｌｉｎｉｃｓ　ｏｆ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ　
３７：　６７』
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　（発明の要約）
　本発明は、患者においてエストロゲン受容体、プロゲステロン受容体またはＨｅｒ２／
ｎｅｕを発現しない乳がんトリプルネガティブ細胞の成長を阻害する方法を提供し、これ
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はヒトプロラクチン受容体拮抗薬の患者への投与を含む。本方法において有益なヒトプロ
ラクチン受容体拮抗薬は、位置１２９のグリシンが別のアミノ酸、例えばアルギニンなど
で置換されるものを含む。本方法において有益な他のヒトプロラクチン受容体拮抗薬は、
位置１２９のグリシンが下記のアミノ酸によって置換されるものを含む。バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、セリン、トレオニン、プロリン、チロシン、システイン、メチオニン
、アルギニン、ヒスチジン、トリプトファン、フェニルアラニン、リシン、アスパラギン
、グルタミン、アスパラギン酸またはグルタミン酸。
【００１０】
　また他の実施態様において、本発明は、乳がん患者における転移の進行を阻害する方法
を提供し、これはヒトプロラクチン受容体拮抗薬の患者への投与を含む。本方法において
有益なヒトプロラクチン受容体拮抗薬には、位置１２９のグリシンが別のアミノ酸、例え
ばアルギニンによって置換されるものを含む。本方法において有益な他のヒトプロラクチ
ン受容体拮抗薬には、位置１２９のグリシンが下記のアミノ酸によって置換されるものを
含む。バリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、トレオニン、プロリン、チロシン、シ
ステイン、メチオニン、アルギニン、ヒスチジン、トリプトファン、フェニルアラニン、
リシン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸またはグルタミン酸。
【００１１】
　本発明はまた、乳がん患者におけるアルデヒド・デヒドロゲナーゼ１（ＡＬＤＨ１）の
活性を低下させる方法にも関連しており、これはヒトプロラクチン受容体拮抗薬の患者へ
の投与を含む。本方法において有益なヒトプロラクチン受容体拮抗薬には、位置１２９の
グリシンが別のアミノ酸、例えばアルギニンで置換されるものを含む。本方法において有
益な他のヒトプロラクチン受容体拮抗薬には、位置１２９のグリシンが下記のアミノ酸に
よって置換されるものを含む。バリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、トレオニン、
プロリン、チロシン、システイン、メチオニン、アルギニン、ヒスチジン、トリプトファ
ン、フェニルアラニン、リシン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸またはグル
タミン酸。
【００１２】
　本発明はまた、乳がん患者のがん幹細胞の数を低下させる方法にも関連しており、これ
はヒトプロラクチン受容体拮抗薬の患者への投与を含む。本方法において有益なヒトプロ
ラクチン受容体拮抗薬には、位置１２９のグリシンが別のアミノ酸、例えばアルギニンで
置換されるものを含む。本方法において有益な別のヒトプロラクチン受容体拮抗薬には、
位置１２９のグリシンが下記のアミノ酸によって置換されるものを含む。バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、セリン、トレオニン、プロリン、チロシン、システイン、メチオニン
、アルギニン、ヒスチジン、トリプトファン、フェニルアラニン、リシン、アスパラギン
、グルタミン、アスパラギン酸またはグルタミン酸。本発明のいずれの方法も、毒素、放
射性同位体、蛍光染料およびタンパク質から成る一群から選択される薬剤に共役されるプ
ロラクチン受容体拮抗薬とともに実践されうる。また他の実施態様において、本発明の方
法は、化学療法剤と同時または連続的なプロラクチン受容体拮抗薬の投与によって実施さ
れうる。かかる化学療法剤は、下記の化合物またはその組み合わせを含んでもよい。オー
ルトランス型レチノイン酸、アザシチジン、アザチオプリン、ブレオマイシン、カルボプ
ラチン、カペシタビン、シスプラチン、クロラムブシル、シクロホスファミド、シタラビ
ン、ダウノルビシン、ドセタキセル、ドキシフルリジン、ドキソルビシン、エピルビシン
、エポチロン、エトポシド、フルオロウラシル、ゲムシタビン、ヒドロキシウレア、イダ
ルビシン、イマチニブ、メクロレタミン、メルカプトプリン、メトトレキサート、ミトキ
サントロン、オキサリプラチン、パクリタキセル、ペメトレキセド、テニポシド、チオグ
アニン、バルルビシン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシンおよび酒石酸ビノ
レルビン。
【００１３】
　プロラクチン受容体拮抗薬は、非経口、皮下、腹腔内、静脈内、リンパ管内、髄腔内、
心室内または肺内を含むがこれらに限定されない、さまざまな投与経路によって患者に送
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達されうる。本発明の方法において、プロラクチン受容体拮抗薬は乳がんの切除の前およ
び／または後に投与されうる。
【００１４】
　本発明はまた、患者の体内においてがん細胞を局在化し、転移を特定する方法にも関し
ている。この目標を達成するため、放射性同位体、蛍光染料または他の標識製剤に共役し
たプロラクチン受容体拮抗薬が患者に投与され、次に患者は、拮抗薬が局在化された領域
を特定する手順を受ける。共役したプロラクチン受容体の局在化に使用されうる手順には
、コンピューター断層撮影法、コンピューター断層撮影法、磁気共鳴映像法および核磁気
共鳴映像法が含まれる。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
ヒトプロラクチン受容体拮抗薬の有効量の患者への投与を含み、がん細胞がエストロゲン
受容体、プロゲステロン受容体およびＨｅｒ２／ｎｅｕから成る一群から選定される受容
体を発現せず、さらに、該がん細胞が卵巣がん細胞、子宮（子宮内膜）がん細胞、子宮頸
がん細胞および乳がん細胞から成る一群から選定される、患者におけるがん細胞の成長を
阻害する方法。
（項目２）
ヒトプロラクチン受容体拮抗薬の有効量の患者への投与を含み、患者が乳がん患者、卵巣
がん患者、子宮（子宮内膜）がん患者および子宮頸がん患者から成る一群から選定される
、患者体内での転移の進行を阻害する方法。
（項目３）
ヒトプロラクチン受容体拮抗薬の有効量の患者への投与を含み、患者が乳がん患者、卵巣
がん患者、子宮（子宮内膜）がん患者および子宮頸がん患者から成る一群から選定される
、患者体内でのアルデヒド・デヒドロゲナーゼ１（ＡＬＤＨ１）の活性を低下させる方法
。
（項目４）
ヒトプロラクチン受容体拮抗薬の有効量の患者への投与を含み、患者が乳がん患者、卵巣
がん患者、子宮（子宮内膜）がん患者および子宮頸がん患者から成る一群から選定される
、患者体内のがん幹細胞の数を低下させる方法。
（項目５）
プロラクチン受容体拮抗薬がヒトプロラクチンであり、位置１２９でのグリシン残基が別
のアミノ酸で置換される、項目１、２、３、または４の方法。
（項目６）
アミノ酸がバリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、トレオニン、プロリン、チロシン
、システイン、メチオニン、アルギニン、ヒスチジン、トリプトファン、フェニルアラニ
ン、リシン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸およびグルタミン酸から成る一
群から選定される、項目５の方法。
（項目７）
プロラクチン拮抗薬がＧ１２９Ｒである、項目１、２、３、または４の方法。
（項目８）
プロラクチン受容体拮抗薬が、毒素、放射性同位体および蛍光染料から成る一群から選定
される薬剤に共役される、項目１、２、３、または４の方法。
（項目９）
プロラクチン受容体拮抗薬が化学療法剤と同時または連続的に投与される、項目１、２、
３、または４の方法。
（項目１０）
プロラクチン受容体拮抗薬が非経口、皮下、腹腔内、静脈内、リンパ管内、髄腔内、心室
内または肺内投与から成る一群から選定される経路によって投与される、項目１、２、３
、または４の方法。
（項目１１）
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プロラクチン受容体拮抗薬ががんの切除後に投与される、項目１、２、３、または４の方
法。
（項目１２）
　ａ）検知可能な標識に共役されたがん患者にヒトプロラクチン受容体拮抗薬を投与する
、
　ｂ）患者体内での共役ヒトプロラクチン受容体拮抗薬の局在化を検知する、
　ｃ）プロラクチン受容体発現組織の通常の分布を背景にして局在化のパターンを分析す
る、および
　ｄ）健康な組織では異常な局在化のパターンを特定し、ここで、患者体内の共役された
ヒトプロラクチン受容体拮抗薬の異常な局在化はがん細胞の領域を示す、ことを含む、
乳がん、卵巣がん、子宮（子宮内膜）がんまたは子宮頸がん患者のがん細胞を検知する方
法。
（項目１３）
手順ｂ）がコンピューター断層撮影法、磁気共鳴映像法または核磁気共鳴映像法によって
達成される、項目１２の方法。
（項目１４）
がん細胞が転移した、項目１２の方法。
（項目１５）
検知可能な標識が放射性同位体、蛍光染料、タンパク質、常磁性標識およびビオチンから
成る一群から選定される、項目１２の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】プロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９Ｒによるトリプルネガティブ乳がん細胞の治
療は、ＡＬＤＨ１活性の低下を招く。
【図２】プロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９ＲによるＨＥＲ２＋／ｎｅｕ乳腫瘍を持つマ
ウスの治療は、腫瘍細胞内のＡＬＤＨ１活性を低下する。
【図３】プロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる一次ＨＥＲ２＋／ｎｅｕ乳がん細胞
の治療は、ＡＬＤＨ１活性の低下を招く。
【図４】プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒは、ＨＥＲ２＋／ｎｅｕ乳腫瘍を持つ哺乳動物に
おける転移の進行を阻害する。
【図５】プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒは、哺乳動物におけるＨＥＲ２＋／ｎｅｕ腫瘍の
成長を抑制する。
【図６】プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療は、哺乳動物の原発および二次性腫瘍
におけるＨＥＲ２＋／ｎｅｕ　タンパク質のリン酸化反応を抑制する。
【図７】プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療に対する体内でのＨＥＲ２＋腫瘍の用
量依存的反応。
【図８】プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療に対する体内でのＨＥＲ＋腫瘍の時間
依存的反応。
【図９】ヒトプロラクチンのアミノ酸配列。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　（発明についての詳細な説明）
　ヒトプロラクチンのアミノ酸配列を図９に示す。本明細書での「プロラクチン（ＰＲＬ
）」という用語は、ヒトおよびヒト以外の動物のホルモンプロラクチンを意味する。（Ｃ
ｏｏｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，　２５６：４００７　（１
９８１）、Ｃｏｏｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，　２２５：６
５０２　（１９８０）、Ｋｏｈｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．，　１３８：２２７　（１９８４）、Ｔｓｕｂｏｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎ
ｔ．　Ｊ．　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．，　２５：４４２　（１９８５
）、Ｂｏｎｄａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　ＧｅｎＢａｎｋ登録番号＃Ｘ６３２３５　（１９９
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１）、Ｓａｓａｖａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２５７：６
７８　（１９８２）、Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．　１０７
：８５１　（１９８０）、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｒｃｈ．　ＢｉｏＣｈｅｍ．　Ｂｉ
ｏｐｈｙｓ．　１４１：７０５　（１９７０）、Ｌｉ，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｐｅｐｔｉｄ
ｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．，　８：２０５　（１９７６）、Ｍａｒｔｉｎａｎｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ａｃｔａ，　１０７７：３３９　
（１９９１）、Ｌｅｈｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．，　３１：５４４　（１９８８）、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎ
ｔ．　Ｊ．　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．，　３３：６７　（１９８９）
、Ｈａｎｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　ＭｏＩ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，　２：２１
　（１９８９）、Ｗａｔａｈｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，
　２６４：５５３５　（１９８９）、Ｋａｒａｔｚａｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃｌ．　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，　１８：３０７１　（１９９０）、Ｙａｓｕｄａ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｇｅｎ．　Ｃｏｍｐ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，　８０：３６３　（１９９０）、
Ｎｏｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｎｕｃｌ．　Ｒｅｓ．，
　３９：２５０、Ｂｕｃｋｂｉｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａ
ｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．，　９０：３８２０　（１９９３）、Ｔａｋａｈａｓ
ｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　ＭｏＩ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，　５：２８１、Ｙａｍ
ａｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，　２６３：９１１３　
（１９８８）、Ｒｅｎｔｌｅｒ－　Ｄｅｌｒｕｅ　ｅｔ　ａｌ．，　ＤＮＡ，　８：２６
１、Ｙａｓｕｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎ．　Ｃｏｍｐ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，
　６６：２８０　（１９８７）、Ｃｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　ＧｅｎＢａｎｋ登録番号
＃Ｘ６１０４９　（１９９１）、Ｃｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　ＧｅｎＢａｎｋ登録番号
＃Ｘ６１０５２　（１９９１）、Ｙａｓｕｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｒｃｈ．　ＢｉｏＣ
ｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．，　２４４：５２８　（１９８６）、Ｋｕｗａｎａ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ａｇｒｉｃ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，　５２：１０３３　（１９８８）、
Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　１７２：２７９　（
１９８８）、Ｍｅｒｃｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　ＤＮＡ　８：１１９　（１９８９）も参
照のこと）
【００１７】
　「プロラクチン受容体拮抗薬」という用語は、プロラクチンのシグナル伝達経路を妨害
するプロラクチンの一形態を意味する。好適なプロラクチン受容体拮抗薬は、挿入、欠失
、および／または置換によって少なくとも一つのアミノ酸がその自然発生する配列から変
更されたプロラクチンを含む。Ｇ１２９Ｒという用語は、例えば位置１２９のグリシンが
アルギニンによって置換される、図９に記載のプロラクチン受容体拮抗薬を意味する。
【００１８】
　プロラクチン受容体拮抗薬がその受容体でＰＲＬの作用に拮抗する能力は、ＰＲＬによ
って媒介される効果を阻害する変異体の能力と定義される。プロラクチン受容体拮抗薬は
、公表された米国特許出願第２００５／０２７１６２６号に記載の内容を含み、その全体
を参照により本明細書に組み込む。
【００１９】
　プロラクチン受容体拮抗薬は、ＰＲＬとＰＲＬ変異体の両方が存在するときに、ＰＲＬ
がその受容体を介して作用する能力を阻害するプロラクチン変異体（「ＰＲＬ変異体」）
の能力を決定することにより特定されうる。ＰＲＬがその受容体を介して作用する能力は
、細胞増殖の変化の監視によって、またＭＡＰ－キナーゼおよびＨＥＲ２／ｎｅｕシグナ
ル伝達経路における下流ターゲットのリン酸化反応／活性化としても測定されうる。
【００２０】
　位置１２９のグリシン残基が別のアミノ酸によって置換されるプロラクチン変異体が、
本発明の方法において使用されうる。置換（簡略してＧ　１２９＊で示される置換）（＊

はグリシン以外の自然発生または合成アミノ酸）は、自然発生する配列からの唯一の変形
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またはいくつかの変更の一つ（他のアミノ酸の挿入、欠失、および／または置換を含む）
であってもよい。置換アミノ酸は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、フェニ
ルアラニン、プロリン、メチオニンなどの中性極性アミノ酸、セリン、トレオニン、チロ
シン、システイン、トリプトファン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸などの
中性非極性アミノ酸、アスパラギン酸またはグルタミン酸などの酸性アミノ酸、およびア
ルギニン、ヒスチジンまたはリシンなどの塩基性アミノ酸であってもよい。本発明の好適
な実施態様において、ｈＰＲＬの位置１２９でのグリシンは、バリン、ロイシン、イソロ
イシン、セリン、トレオニン、プロリン、チロシン、システイン、メチオニン、アルギニ
ン、ヒスチジン、トリプトファン、フェニルアラニン、リシン、アスパラギン、グルタミ
ン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸によって置換されてもよい。本発明の一つの実
施態様において、置換は、位置１２９でのグリシンをアルギニン（Ｇ１２９Ｒ）によって
置き換える。また別の実施態様において、本発明は位置１２９でのグリシンが欠失するプ
ロラクチン変異体を提供する。
【００２１】
　プロラクチン受容体拮抗薬は、融合タンパク質の一部として別のタンパク質に結合され
うる。例えば、プロラクチン拮抗薬は、例えば米国特許第７，４２５，５３５号などに記
載される内容から選択される、インターロイキン２、緑色蛍光タンパク質、βガラクトシ
ダーゼまたは孔形成タンパク質に結合されてもよい。また別の実施態様において、プロラ
クチン受容体拮抗薬は化合物に共役される。かかる化合物には、蛍光染料、放射性同位体
、または細胞アポトーシスを誘発できる小分子などの細胞毒素を含むがこれらに限定はさ
れない。
【００２２】
　本発明のプロラクチン受容体拮抗薬は、化学合成または組み換えＤＮＡ技術によって調
製されてもよい。一般に、ＰＲＬのｃＤＮＡは、標準ＰＣＲ増幅技法、ＰＲＬを生成する
細胞（下垂体細胞など）から調製されるテンプレートとしてのＲＮＡまたはｃＤＮＡ、お
よび既知のＰＲＬ核酸またはアミノ酸配列に基づき設計されたオリゴヌクレオチドプライ
マーを用いて調製されてもよい。ｃＤＮＡをコードするＨＰＲＬの調製の非制限的な例は
、公表された米国特許第７，１１５，５５６号（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）に記載さ
れている。次に、ランダムにまたは定方向突然変異誘発によって、ＰＲＬ　ｃＤＮＡに変
更が導入されてもよい。
【００２３】
　プロラクチン受容体拮抗薬が組み換え技術によって生成される場合、ＰＲＬ変異体をコ
ードする核酸は、適切なプロモーター／エンハンサー配列に操作可能に結合されている発
現ベクターに組み込まれてもよい。発現ベクターはさらに、転写終結部位、ポリアデニル
化部位、リボソーム結合部位、信号配列など、ＰＲＬ変異体の発現を支援する一つ以上の
要素を含んでもよい。適切な発現システムは、哺乳類細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵母細
胞、粘菌、および有機体（遺伝子組み換え植物および遺伝子組み換え動物を含む）を含む
。適切な発現ベクターには、ｐＨＳＶｌなどの単純ヘルペスウイルスに基づくベクター（
Ｇｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．
Ｓ．Ａ．　８７：８９５０－８９５４　（１９９０））、ＭＦＧなどのレトロウイルスベ
クター（Ｊａｆｆｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５３：２２２１－２
２２６　（１９９３））、および特にＬＮ、ＬＮＳＸ、ＬＮＣＸ、ＬＸＳＮなどのＭｏｌ
ｏｎｅｙレトロウイルスベクター（Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｒｏｓｍａｎ，　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ，　７：９８０－９８９　（１９８９））、ＭＶＡなどのワクチンウイ
ルスベクター（Ｓｕｔｔｅｒ　ａｎｄ　Ｍｏｓｓ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ
．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．　８９：１０８４７－１０８５１　（１９９２））、ｐＪＭ
１７などのアデノウイルスベクター（ＡＩｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ　１：３６７－３８４　（１９９４）、Ｂｅｒｋｅｒ，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
　６：６１６－　６２４　（１９８８）、Ｗａｎｄ　ａｎｄ　Ｆｉｎｅｒ，　Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２：７１４－７１６　（１９９６））、ＡＡＶ／ｎｅｏなどのア
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デノ関連ウイルスベクター（Ｍｕｒａ－Ｃａｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎ
ｏｔｈｅｒ．，　１１：２３１－２３７　（１９９２））、レンチウイルスベクター（Ｚ
ｕｆｆｅｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１５：
８７１－８７５　（１９９７））、ｐＣＤＮＡ３およびｐＣＤＮＡｌなどのプラスミドベ
クター（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＥＴ　１１ａ、ｐＥＴ３ａ、ｐＥＴ１１ｄ、ｐＥＴ
３ｄ、ｐＥＴ２２ｄ、およびｐＥＴ１２ａ（Ｎｏｖａｇｅｎ）、プラスミドＡＨ５（ＳＶ
４０起源およびアデノウイルス主要後期プロモーターを含む）、ｐＲＣ／ＣＭＶ（ＩｎＶ
ｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＣＭＵ　ＩＩ（Ｐａａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．，　ＥＭＢＯ　Ｊ．，　
５：１９２１　－１９２７　（１９８６））、ｐＺｉｐＮｅｏ　ＳＶ（Ｃｅｐｋｏ　ｅｔ
　ａｌ．，　Ｃｅｌｌ，　３７：１０５３－１０６２　（１９８４））、ｐＳＲ．ａｌｐ
ｈａ．（ＤＮＡＸ、カリフォルニア州パロアルト）およびｐＢＫ－ＣＭＶ、およびｐ２Ｂ
ａｃ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ）などのバキュロウイルス発現ベクター（Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ
　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＡＣＵＬＯＶＩＲＵＳ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＶＥＣＴＯＲＳ，
　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ　（１９９５））。
【００２４】
　次に、組み換え発現システムにおいて生成されたプロラクチン受容体拮抗薬は、電気泳
動、クロマトグラフィー（親和性クロマトグラフィーを含む）、および限外ろ過を含む標
準技法によって精製されてもよい。プロラクチン受容体拮抗薬は、放射性同位体または蛍
光染料と共役されたペプチドとして生成されうる。ビオチン化または放射性標識されたプ
ロラクチン受容体拮抗薬は、変異体の遺伝子がＳＰ６プロモーターの下でクローンされ、
次にビオチンまたは放射性標識が存在する中でＳＰ６転写酵素およびウサギの網状赤血球
を用いてタンパク質が生成される生体外での転写／翻訳システムにおいて合成されうる。
生体外の転写／翻訳システムはＱＩＡＧＥＮより市販されている。あるいは、共役プロラ
クチン受容体拮抗薬は、放射性標識された、蛍光標識されたまたはビオチン化アミノ酸が
存在する中での細菌細胞または哺乳類細胞内でも生成されうる。関連分野の当業者によく
公知の標識されたタンパク質を合成する他の方法も、放射性同位体、蛍光染料、常磁性標
識またはビオチンと共役されるプロラクチン受容体拮抗薬を生成するために使用されうる
。
【００２５】
　本発明は、プロラクチン受容体拮抗薬がトリプルネガティブ乳がん細胞またはＨｅｒ２
＋乳がん細胞の増殖を阻害するのに使用されうる方法および組成物を提供している。一部
の実施態様において、乳がん患者は、生検を取得してがん細胞がエストロゲン受容体、Ｈ
ＥＲ２＋および／またはプロゲステロン受容体を発現するかどうかを可視化させるマーカ
ーで取得された乳がん細胞を染色するという手段によって、乳がんがトリプルネガティブ
乳がん亜類型またはＨＥＲ２陽性亜類型かどうかを判断するために診断を受ける。患者が
トリプルネガティブ乳がん細胞またはＨＥＲ２＋乳がん細胞を持つと判断される場合には
、プロラクチン受容体拮抗薬を用いて患者の治療を行う。
【００２６】
　治療に対するプロラクチン受容体拮抗薬の有効量を決定するために、用量反応試験など
の標準方法を用いることができる。次に患者は、プロラクチン受容体拮抗薬による治療を
毎日受ける。治療に対する患者の反応を監視することができ、トリプルネガティブ乳がん
細胞またはＨＥＲ２陽性細胞の数の低下は治療に対する陽性反応を示す。患者はさらに、
各回の治療後の必要性および一般的な改善状況次第により、それ以降も一連の治療を受け
てもよい。
【００２７】
　本発明はまた、プロラクチン受容体拮抗薬が卵巣、子宮（子宮内膜）、および子宮頸が
んの治療に使用されうる方法および組成物を提供している。治療に対するプロラクチン受
容体拮抗薬の有効量を決定するために、用量反応試験などの標準方法を用いることができ
る。患者はさらに、各回の治療後の必要性および一般的な改善状況次第により、それ以降
も一連の治療を受けてもよい。
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【００２８】
　本発明はまた、プロラクチン受容体拮抗薬が転移を示す患者における二次性腫瘍細胞の
根絶に使用されうる方法および組成物を提供している。これらの方法において、乳がん手
術中に患者の腫瘍から生検が取得される。次に生検は、患者のがん亜類型がトリプルネガ
ティブまたはＨＥＲ２陽性かどうかを判断するために分析される。次に患者は、手術から
回復する猶予を与えられてから、例えば２週間にわたるＧ１２９Ｒなどのプロラクチン受
容体拮抗薬による治療を受ける。１～２週間後、次に患者はさらに数回の治療を受ける。
プロラクチン受容体拮抗薬による治療は、例えば化学療法および／または放射線などの他
の方法と同時に投与されうる。
【００２９】
　本発明はまた、プロラクチン受容体拮抗薬が幹細胞様特性を持つ乳がん細胞の根絶に使
用されうる方法および組成物を提供している。一部の実施態様において、患者は上述のプ
ロラクチン受容体拮抗薬による治療を受ける。
【００３０】
　本発明はまた、プロラクチン受容体拮抗薬が患者において幹細胞様特性を持つ乳がん細
胞を可視化するために使用されうる方法および組成物を提供している。一部の実施態様に
おいて、プロラクチン拮抗薬はまず蛍光染料または放射性同位体などの検知可能な標識に
共役され、その次に患者に投与される。その後、患者体内の拮抗薬の局在化を、分野で公
知の手順によって可視化する。かかる手順には、例えばコンピューター断層撮影法、磁気
共鳴映像法および核磁気共鳴映像法がある。
【００３１】
　本発明の方法において、プロラクチン受容体拮抗薬は乳がんの治療に適切な他の薬剤と
連続的または組み合わせた治療計画で投与してもよい。非制限的な例として、組み合わせ
た投与計画に使用される追加の薬剤には、化学療法剤、ＨＥＲ２／ｎｅｕシグナル伝達経
路を非活性化させる薬剤（ハーセプチンなど）、抗アンドロゲンおよび／または抗エスト
ロゲン（タモキシフェンなど）がある。
【００３２】
　治療の応用として、本発明の組成物は、ボーラスとしての静脈内投与、または一定期間
の連続的注入、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、動脈内、滑液嚢内、髄腔内、経口、局
所、または吸入の経路を含めて製薬上許容される剤形で、哺乳動物、望ましくはヒトに投
与される。本発明の組成物はまた、局所効果そして全身効果を及ぼすために、腫瘍内、腫
瘍周辺、病巣内または病変部近傍の経路によっても相応に投与される。腹腔内経路は、さ
まざまながんおよび転移性病変の治療において特に有益であると予想される。
【００３３】
　本発明の組成物は、製薬上有益な組成物を調製するための公知の方法に従って調剤され
、それにより組成物の薬剤は製薬上許容される担体との混合物中で混合される。他のヒト
タンパク質、例えばヒト血清アルブミンを含む適切な担体およびその製剤は、例えばＲＥ
ＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ（１６ｔｈ　ｅ
ｄ．，　Ｏｓｏｌ，　Ａ．，　ｅｄ．，　Ｍａｃｋ，　Ｅａｓｔｏｎ　Ｐａ．　（１９８
０））に記載されている。効果的投与にとって適切な製薬上許容される組成物を形成する
ために、かかる組成物は担体の適切な量と併せて本発明の一つ以上のタンパク質の有効量
を含む。より具体的には、有効量（量）とは、ＨＥＲ２＋乳がん細胞またはトリプルネガ
ティブ乳がん細胞の増殖を阻害するために必要なプロラクチン受容体拮抗薬の量を意味す
る。有効量は、実施例８に記載の用量反応および時間反応アッセイを用いて決定してもよ
い。治療上の有効量の決定は特に、薬物の毒性および効力といった要素に左右される。毒
性は、当該技術分野および前述文献においてよく公知の方法を用いて決定されうる。効力
は、下記の実施例に記載の方法と併せて同じ指針を用いて決定してもよい。そのため治療
上の有効量は、臨床者によって毒物学的に許容されるが効力があると見なされる量である
。効力は例えば、標的の腫瘤の質量の低下によって測定されうる。
【００３４】
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　乳がん、卵巣がん、子宮（子宮内膜）がんまたは子宮頸がんを持つ患者は、プロラクチ
ン受容体拮抗薬の組成物による治療を受けることができる。患者は、患者のがん細胞にお
けるＡＬＤＨ１活性の低下を監視することで、幹様特性を持つがん細胞の数の低下につい
て監視を受けることができる。その後、プロラクチン受容体拮抗薬による一連の治療は、
幹様特性を持つがん細胞のさらなる根絶のために反復されうる。本発明の一つの実施態様
において、患者は１～６回の一連の治療を処方することができ、各回は１～１０日間であ
る。
【００３５】
　プロラクチン受容体拮抗薬は、乳がん、卵巣、子宮（子宮内膜）または子宮頸がんの幹
様特性を持つ細胞の可視化に使用されうる。一つの実施態様において、プロラクチン受容
体拮抗薬は緑色蛍光タンパク質との融合として投与されうる。また他の実施態様において
、プロラクチン受容体拮抗薬は蛍光染料または放射性同位体と共役されてから患者に投与
される。次に患者は、体内でのプロラクチン受容体拮抗薬の局在化について監視を受ける
。
【００３６】
　本発明に従って使用される組成物は、従来の方法で、一つ以上の薬理学的に許容できる
担体または賦形剤を用いて製剤されてもよい。そのため、これらは吸引または気体注入（
口または鼻経由）または経口、口腔、非経口または直腸投与による投与用に製剤されても
よい。
【００３７】
　経口投与のための調製は、活性化合物の徐放を与えるように相応に製剤してもよい。口
腔投与のために、組成物は従来の方法で製剤された錠剤またはドロップ剤という形態をと
ってもよい。吸引投与については、本発明に従った組成物は、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、ジクロロテトラフルオロエタン、
二酸化炭素または他の適切なガスの使用による加圧パックまたは噴霧器からのエアゾール
噴霧剤という形態で便利に送達される。高圧エアゾールの場合、用量単位は計量された量
を送達する弁を提供することで決定されてもよい。吸入剤または吸入器に使用する例えば
ゼラチンの錠剤およびカートリッジは、化合物の粉末混合物とおよびラクトースまたはで
んぷんなどの適切な粉末ベースを含むように製剤されてもよい。
【００３８】
　本発明の組成物は、注射、例えばボーラス注射または連続注入によって非経口投与のた
めに製剤されてもよい。注射用の製剤は、防腐剤を添加して、例えばアンプルまたは多用
量容器における単位剤形で提示してもよい。組成物は、油性または水性の懸濁液、溶液ま
たは担体中の乳剤という形態をとってもよく、懸濁剤、安定剤および／または分散剤など
の製剤化剤を含んでもよい。あるいは、活性成分は、使用前に例えば滅菌性の発熱物質の
ない水などの適切な担体と構成するために粉末状であってもよい。組成物はまた、例えば
ココアバターまたは他のグリセリドなどの従来の坐剤の基剤を含む坐剤または停留かん腸
などの直腸組成物として製剤されてもよい。前述の製剤に加え、本発明の組成物はまた、
持効性製剤として製剤されてもよい。かかる長期間作用型製剤は、移植（例えば皮下また
は筋肉内）または筋肉内注射によって投与してもよい。そのため、例えばプロラクチン変
異体および／またはＨＥＲ２／ｎｅｕシグナル伝達経路を非活性化する薬剤は、適切なポ
リマー材料または疎水性材料（例えば、許容できる油中の乳剤として）またはイオン交換
樹脂とともに、または例えば難溶性塩などの難溶性誘導体として製剤されてもよい。
【００３９】
　望む場合、組成物は、活性成分を含有した一つ以上の単位剤形を含むパックまたはディ
スペンサー装置で提示してもよい。パックは例えば、ブリスターパックなどの金属または
プラスチックフォイルから構成されうる。パックまたはディスペンサー装置には、投与指
示説明書が付属する。
【００４０】
　さらに、本発明の組成物はまた、被験者に生じた免疫反応および他のクリアランス機序
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から組成物を保護することで、より長いクリアランス率を持ってバイオアベイラビリティ
を高めるようにも修正されうる。例えば、ＰＥＧ化された化合物は、免疫原性および抗原
性の低下を示し、共役されないタンパク質よりも相当長い期間血流内を循環する。ＰＥＧ
（ポリエチレン・グリコール）ポリマー鎖は、『Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｄ
ｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌ．　Ｒｅｖ．，　５４（４）：４５９－７６　（２００２）』に
記載されるＰＥＧ化手順などの当該技術分野で公知の方法によってプロラクチン変異体／
プロラクチン受容体拮抗薬に付着してもよい。しかし、本発明の治療組成物の半減期の排
除を長期化させうる他の薬剤は当業者に公知であり、本明細書で企図されるものである。
【００４１】
　事実、本明細書に記載の組成物はまた、ヒドロキシエチルでんぷん（ＨＥＳ）によって
修正されうる。ＨＥＳは、自然発生するアミロペクチンの誘導体であり、体内においてα
－アミラーゼによって分解する。ＨＥＳ－タンパク質の共役を生成する方法は、当業者に
公知である。例えば、ＥＰ　１３９８３２２、ＤＥ　２６１６０８６およびＤＥ　２６４
６８５４を参照のこと。
【００４２】
　クリアランス時間を長期化し、発明の組成物の半減期を高めるために、プロラクチン受
容体拮抗薬を血清アルブミンに結合する薬剤も本発明で企図されている。かかる薬剤は公
表された米国特許第２００７／０１６０５３４号（その内容を参照により本明細書に組み
込む）で開示されているが、本発明のプロラクチン受容体拮抗薬に共役されうる血清アル
ブミンに親和性のある他のペプチドリガンドもまた、本明細書での使用に適切だと考えら
れる。
【００４３】
　本発明はさらに下記の実施例に言及して記載されるが、これらは説明目的でのみ提供さ
れる。本発明は実施例のみに限定されず、むしろ本明細書の教示内容から明らかなすべて
のバリエーションを含む。
【実施例１】
【００４４】
　ヒトプロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒの調製
　ヒトＰＲＬは逆転写（ＲＴ）その後にポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）を用いてクローン
された。手短に、ヒト下垂体ｐｏｌｙＡ　ＲＮＡ（ＣｌｏｎｅＴｅｃｈ，　Ｉｎｃ．、カ
リフォルニア州パロアルト）をテンプレートとして用いた。ＨＰＲＬアンチセンスプライ
マーは、ｈＰＲＬ　ｃＤＮＡ（５’－ＧＣＴＴＡＧＣＡＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＧ－３’
、配列番号：１）の終始コドン（ＴＡＡ）の２つの塩基から開始するように設計され、セ
ンスプライマーはＡＴＧ（５’－ＡＴＧＡＡＣＡＴＣＡＡＡＧＧＡＴ－３’、配列番号：
２）から設計された。ＲＴ／ＰＣＲは、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　Ｃｅｔｕｓ，　Ｉｎ
ｃ．（コネティカット州ノーウォーク）からのキットを用いて実行された。結果的に得ら
れるｈＰＲＬのヌクレオチド配列は、修飾Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｓｅｑｕｅｎａｓ
ｅ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ）を用いたジデオキシチェー
ンターミネーション法によって決定され、コドン２１でサイレント変異になった（ＣＴＧ
　－＞　ＣＴＣ）１つの塩基の違いを除けばＧｅｎＢａｎｋで報告された内容と同一であ
ることが判明した。ｐＵＣＩＧ－Ｍｅｔ発現ベクターの調製を含めて、クローニング過程
の略図が公表された米国特許出願第２００３　００２２８３３号（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．）によって要約されており、その全体を参照により本明細書に組み込む。
【００４５】
　ｈＰＲＬ　ｃＤＮＡおよびＭｌ３　Ｆｌ複製起点を含む親プラスミドは、大腸菌（ＣＪ
２３６）に形質転換された。ウリジンを含む一本鎖プラスミドＤＮＡは、ヘルパーバクテ
リオファージＭ１３ｋ０７を用いて形質転換されたＣＪ２３６　細菌から分離した。Ｇ１
２９Ｒ変異を方向付ける配列を含むオリゴヌクレオチド６　ｐｍｏｌを、７０°Ｃで５分
間加熱した後ゆっくり冷却して、アニール緩衝液（２００　ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２
０　ｍＭ　ＭｇＣｌ．ｓｕｂ．２、１００　ｍＭ　ＮａＣｌ）中の一本鎖ＤＮＡ　０．２
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　ｐｍｏｌとアニールした。一本鎖ＤＮＡをテンプレートとして用いて、Ｇ１２９Ｒ変異
をコードするオリゴヌクレオチド（５’－ＣＧＧＣＴＣＣＴＡＧＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧ
ＣＴ－３’、配列番号：３）を、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼによって触媒されるＤＮＡの
相補鎖のプライマーを合成するために使用した。合成後、二本鎖ＤＮＡを用いて大腸菌（
ＤＨ５ａ）を形質転換した。個別のクローンを分離し、ＤＮＡヌクレオチド配列によって
ｈＰＲＬ－Ｇ１２９Ｒをスクリーニングした。
【００４６】
　ｈＰＲＬおよびＧ１２９Ｒをコードする核酸は各々、ｃＤＮＡの転写がマウスのメタロ
チオネインエンハンサー／プロモーター配列およびｂＧＨ　ｐｏｌｙ　Ａ追加信号によっ
て制御される哺乳類細胞の発現ベクターに挿入された（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．
　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，　２６６：２２５２－２２５８　（１９９１）、Ｃｈｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，　１２９：１４０２－１４０８　（１９９１
）、Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．，　５：１８４５－
１８５２　（１９９１）、Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，
　２６９：１５８９２－１５８９７　（１９９４））。ｈＰＲＬおよびｈＰＲＬＡを生成
する安定したマウスＬ細胞株を確立するために、マウスＬ細胞［チミジンキナーゼ陰性（
ＴＫ）およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ陰性（ＡＰＲＴ）］を生体外の
発現システムとして選択した。ＨＰＲＬ（陽性対照群として使用される）およびヒトプロ
ラクチン拮抗薬（約５～１０　ｍｇ／１／２４時間／百万細胞）を発現する安定した細胞
株を調製した。
【００４７】
　『Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２６９：１５８９２－
１５８９７　（１９９４）』に記載の技法を用いて、膜限外ろ過を使用して、ｈＰＲＬお
よびヒトプロラクチン拮抗薬を条件付けされた細胞培地から部分精製・濃縮化した。分離
は、相対的な分子の大きさや膜の孔のサイズに基づいた。限外ろ過膜は、Ａｍｉｃｏｎ，
　Ｉｎｃ．（マサチューセッツ州ノースボロー）から入手した。二種類の膜ＹＭ１０およ
びＹＭ１００を用いた。２０　ｐｓｉａ膜貫通圧でＡｍｉｃｏｎ　ＹＭ１００と攪拌した
細胞２００　ｍｌを最初に用いて、培地から大型の不純物の削除を行った。パーミエイト
（ｈＰＲＬの＞９０％の回復）を第二のろ過プロトコルに適用したが、これには溶液の容
積を低下させてタンパク質を濃縮化するためにＹＭ１０膜を用いた。ＨＰＲＬまたはヒト
プロラクチン拮抗薬の濃度は、Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｃｏｒｐ．（
カリフォルニア州ロサンゼルス）からの免疫放射定量測定法（ＩＲＭＡ）キットを用いて
決定した。
【実施例２】
【００４８】
　プロラクチン受容体拮抗薬Ｇ１２９Ｒによるトリプルネガティブ乳がん細胞の治療は細
胞におけるＡＬＤＨ１活性の低下を招く
　ヒトトリプルネガティブ乳がん細胞ＭＤＡ－ＭＢ－２３１および対照群の乳がん細胞Ｔ
－４７Ｄを１ｘ１０５細胞／ｍｌで６ウェルプレートに配置し、培地基において２４時間
付着させ、その後、無血清培地を２時間枯渇させた。次に細胞をプロラクチン（１００ｎ
ｇ／ｍｌ）またはＧ１２９Ｒ（１０ｕｇ／ｍｌ）のない状態（対照群）またはある状態で
３日間培養した。次に細胞を回収し、ＡＬＤＨ－１活性（この酵素はがん幹細胞のマーカ
ーである。『Ｇｉｎｅｓｔｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　２
００７　１（５）：　５５５－５６７』を参照）をＡＬＤＥＦＬＵＯＲ(R)蛍光分析（Ｓ
ｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）によって測定した。図１に示すように、プ
ロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療は、トリプルネガティブ乳がん細胞におけるＡＬ
ＤＨ１活性を有意に低下させた。
【実施例３】
【００４９】
　プロラクチン受容体拮抗薬による治療は腫瘍細胞におけるＡＬＤＨ１活性を低下させる
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　ＭＭＴＶ／ｎｅｕ遺伝子組み換えマウスは、マウス哺乳類の腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）
プロモーターによって決定される活性化ｃ－ｎｅｕがん遺伝子を持ち、哺乳類のＨＥＲ２
＋腺がんを発症する（Ｍｕｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ　１９８８．　Ｃｅｌｌ．　５４（ｌ）
：１０５－１５）。哺乳類の腫瘍を持つＭＭＴＶ／ｎｅｕ遺伝子組み換えマウスを、ＰＢ
Ｓ（ｎ＝４）またはＧ１２９Ｒで５（ｎ＝２）または１０（ｎ＝３）日間（１０ｍｇ／ｋ
ｇ、ｉ．ｐ．）治療した。腫瘍は治療後に分離し、単個細胞懸濁液に消化して、ＡＬＤＨ
１活性レベルを比較した。図２に示すように、ＡＬＤＨ１活性は、Ｇ１２９Ｒで治療した
動物から分離されるがん細胞において有意に低下した。Ｇ１２９Ｒで１０日間治療を受け
たがん細胞においては実質的に、ＡＬＤＨ１活性は検知されなかった。
【実施例４】
【００５０】
　プロラクチン受容体拮抗薬によるがん細胞の治療はＡＬＤＨ１活性の低下を招く
【００５１】
　一次哺乳類の腫瘍細胞は、ＭＭＴＶ／ｎｅｕ遺伝子組み換えマウスから分離し、Ｇ１２
９Ｒ（１０ｕｇ／ｍｌ）またはＰＲＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）の存在下で２４、４８、７２
、または９６時間培養した。特に、ＭＭＴＶ－ｎｅｕマウスから削除した腫瘍は、単個細
胞懸濁液に消化して、１ｘ１０５細胞／ｍｌで１２ウェルプレートに配置した。細胞は培
地基において２４時間付着させ、その後、無血清培地を２時間枯渇させた。次に細胞は、
プロラクチン（１００　ｎｇ／ｍｌ）またはＧ１２９Ｒ（１０　ｕｇ／ｍｌ）のない状態
（対照群）またはある状態で治療した。治療後２４、４８、７２、または９６時間目に細
胞を回収し、ＡＬＤＨ－１活性を測定した。図３に示すように、Ｇ１２９Ｒに暴露された
一次ＭＭＴＶ／ｎｅｕ腫瘍細胞の経時経過研究はＡＬＤＨ１活性の安定した低下を示し、
最終レベルは対照群のレベルよりも有意に低かった（９６時間目で９２．３％の低下）。
【実施例５】
【００５２】
　プロラクチン拮抗薬は哺乳動物における転移の進行を阻害する
　一次乳腫瘍をＭＭＴＶ／ｎｅｕ遺伝子組み換えマウスから削除した。次にマウスをＰＢ
ＳまたはＧ１２９Ｒ（２００ｕｇ／日、ｉ．ｐ．）で４０日以上治療した。二次性腫瘍（
再発）が特定の大きさにまで成長した時、マウスを犠牲にし、肺を切除してブアン固定液
で固定した上で転移を観察した。図４は、Ｇ１２９Ｒ治療の場合と対照群で肺転移があっ
た動物の割合を示している（有意性を決定するためにカイ二乗検定を用いた）。図４に示
すように、Ｇ１２９Ｒ治療群において肺転移があった動物の割合は、未治療の対照群と比
べて有意に低下した＊＊（Ｐ＜０．０５）。
【実施例６】
【００５３】
　プロラクチン拮抗薬は哺乳動物における腫瘍の成長を抑制する
　二つの別々の実験において、腫瘍をメス遺伝子組み換えマウスから分離し、同等の大き
さの切片に分けて、年齢の一致するレシピエントのメス遺伝子組み換えマウスに移植した
。移植から１０日後、マウスを対照群（ｎ＝３－４）またはＧ１２９Ｒ治療群（ｎ＝４、
１０ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｐ．　毎日）に無作為割付した。マウスは毎日５０日間治療を受け
、対照群および治療群の腫瘍容積を監視した。図５に示すように、最終的な腫瘍容積は、
対照群と比較して二つのＧ１２９Ｒ治療群で６７．１％（±９．１８　ＳＥＭ）または７
１．５％（±１４．９　ＳＥＭ）小さかった。図５に示すように、最終的な腫瘍量は、対
照群と比較してＧ１２９Ｒ治療群では６１．３％（±１８．４　ＳＥＭ）または６２．５
％（±７．０７　ＳＥＭ）低下した。
【実施例７】
【００５４】
　プロラクチン拮抗薬による治療は哺乳動物における原発腫瘍および二次性腫瘍内のＨＥ
Ｒ２＋／ｎｅｕタンパク質のリン酸化反応を抑制する
　ＭＭＴＶ／ｎｅｕマウス（原発腫瘍および二次性腫瘍を持つ）を、ＰＢＳ（対照群）ま
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回目の治療後２４時間経ってから削除し、ウェスタンブロッティングのために処理した。
図６に示すように、Ｇ１２９Ｒで治療した動物から分離された原発腫瘍内のリン酸化Ｎｅ
ｕタンパク質には有意に低下が見られた。Ｇ１２９Ｒで治療した動物からの二次性腫瘍は
また、ｎｅｕのリン酸化反応の低下を示した。しかし、一部のリン酸化ｎｅｕタンパク質
はＧ１２９Ｒで治療したマウスの二次性腫瘍において依然として検出され（図６を参照）
、プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療は原発腫瘍および二次性腫瘍に違う形で影響
を与えていることを示唆している。
【実施例８】
【００５５】
　プロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療への生体内でのＨＥＲ＋腫瘍の用量依存的反
応およびプロラクチン拮抗薬Ｇ１２９Ｒによる治療への生体内でのＨＥＲ＋腫瘍の時間依
存的反応
　生体内でのＨＥＲ＋／ｎｅｕのリン酸化反応の低下に必要なＧ１２９Ｒの最低用量を決
定するために、ＭＭＴＶ／ｎｅｕ遺伝子組み換えマウスの腫瘍から生検を取り出し、自己
対照ベースラインとして使用した。次にマウスをｉ．ｐ．で１０日間、ＰＢＳまたはＧ１
２９Ｒで下記の濃度で治療した。５０、１００、２００または４００　ｕｇ／日（Ｇ１２
９Ｒを２．５　ｍｇ／ｋｇ／日、５　ｍｇ／ｋｇ／日、１０　ｍｇ／ｋｇ／日、または２
０　ｍｇ／ｋｇ／日）。次に腫瘍を培養し、ウェスタンブロッティングのために処理した
。次にウェスタンブロットを、リン酸化ＨＥＲ２／ｎｅｕタンパク質を検出する抗体と、
ゲルローディングとウェスタンブロッティング転写の対策としてβチューブリンに対する
抗体を使用した。図７に示すように、ＨＥＲ＋／ｎｅｕのリン酸化反応上でのＧ１２９Ｒ
の阻害効果は、５　ｍｇ／ｋｇ／日ほどのＧ１２９Ｒ用量でも観察された。
【００５６】
　Ｇ１２９Ｒによる治療の最適な期間を決定するために、ＭＭＴＶ担がんマウスを２００
　ｕｇ　Ｇ１２９Ｒで５日間または１０日間治療した。腫瘍は最後の治療から２４時間後
に取り出し、ウェスタンブロット分析のために処理した。図８に示すように、Ｇ１２９Ｒ
での５日間の治療（１０ｍｇ／ｋｇ／日、ｉ．ｐ．）を受け取る１４匹のマウスのうち、
５匹のマウスからの腫瘍は対照群のマウス（ｎ＝８）と比較してリン酸化ＨＥＲ２／ｎｅ
ｕタンパク質の大幅な低下を示し、４匹はリン酸化ＨＥＲ２／ｎｅｕタンパク質の顕著な
低下を示しつつ軽度の反応を示し、５匹は反応を示さなかった。図８に示すように、Ｇ１
２９Ｒでの１０日間の治療（１０ｍｇ／ｋｇ／日、ｉ．ｐ．）を受け取る１０匹のマウス
のうち、３匹のマウスの腫瘍は高い反応を示し、これらの腫瘍においてリン酸化ＨＥＲ２
／ｎｅｕは実質的に検知されず、５匹のマウスは軽度の反応を示し、２匹のマウスが反応
を示さなかった。
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