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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌細胞の成長を阻害するための単離又は精製されたペプチドであって、アミノ酸配列Ｒ
ｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）を含み（式中、Ｋ及びＲはそれぞれリジン及びアルギ
ニンアミノ酸残基であり、各ｘは、独立して、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、及びセリ
ン（Ｓ）からなる群から選択されるアミノ酸である）、且つ１０～４０アミノ酸の長さを
有するペプチド。
【請求項２】
　各ｘアミノ酸が、独立してアラニン（Ａ）又はバリン（Ｖ）である、請求項１に記載の
ペプチド。
【請求項３】
　各ｘアミノ酸がアラニン（Ａ）である、請求項１に記載のペプチド。
【請求項４】
　各ｘアミノ酸がバリン（Ｖ）である、請求項１に記載のペプチド。
【請求項５】
　アミノ酸配列ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）と５０％の配列同一性を有する請求
項１に記載のペプチド。
【請求項６】
　各ｘアミノ酸がセリンである、請求項１に記載のペプチド。
【請求項７】
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　アミノ酸配列ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）からなる、請求項１～６のいずれか
一項に記載のペプチド。
【請求項８】
　１０～２５アミノ酸の長さを有する、請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項９】
　ｃ－Ｓｒｃ及びＡｋｔ非特異的セリン／スレオニンプロテインキナーゼからなる群から
選択されるキナーゼを阻害する、請求項１～８のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１０】
　癌細胞の成長及び／又は増殖を阻害する薬剤であって、前記癌細胞の外側細胞膜を越え
て前記細胞の細胞質内に入る前記ペプチドの通過を促進するための促進部分とカップリン
グされた請求項１～９のいずれか一項に記載のペプチドを含む薬剤。
【請求項１１】
　キメラペプチドである、請求項１０に記載の薬剤。
【請求項１２】
　前記ペプチド又は薬剤を発現させるための、請求項１～９のいずれか一項に記載のペプ
チド又は請求項１０又は１１に記載の薬剤をコードする単離核酸。
【請求項１３】
　細胞において前記ペプチドを発現させるための、請求項１～９のいずれか一項に記載の
ペプチドをコードする核酸インサートを含む発現ベクター。
【請求項１４】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のペプチド、請求項１０又は１１に記載の薬剤、又
は請求項１３に記載の発現ベクターを、薬学的に許容可能な担体又は賦形剤と共に含む医
薬組成物。
【請求項１５】
　細胞における少なくとも１つのプロテインキナーゼの活性の阻害における使用のための
、請求項１～９のいずれか一項に記載のペプチド。
【請求項１６】
　前記キナーゼが、ｃ－Ｓｒｃ及びＡｋｔ非特異的セリン／スレオニンプロテインキナー
ゼファミリーの少なくとも１つのキナーゼからなる群から選択される、請求項１５に記載
のペプチド。
【請求項１７】
　前記ペプチドが、Ａｋｔ２及びＡｋｔ３の少なくとも一方の活性を阻害する、請求項１
６に記載のペプチド。
【請求項１８】
　哺乳動物における癌の予防又は治療に使用するための、請求項１～９のいずれか一項に
記載のペプチド。
【請求項１９】
　前記ペプチドが、癌の癌細胞の外側に配置された全ての膜を超えて前記細胞の細胞質内
に入る前記ペプチドの通過を促進する促進部分とカップリングされている、請求項１８に
記載のペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌細胞の成長及び／又は増殖を阻害する薬剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インテグリンは細胞接着受容体ファミリーに含まれ、細胞外マトリックスと細胞内シグ
ナル伝達分子との間の機能的及び構造的な架橋を提供するα／βヘテロ二量体サブユニッ
トから構成される（非特許文献１）。卵巣癌におけるαｖβ６インテグリンの発現は、卵
巣癌の浸潤能に寄与することができ（非特許文献２；非特許文献３）、結腸癌におけるα
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ｖβ６インテグリンの発現は、この疾患に罹患している患者の転帰の悪化に関する独立し
た予後指標として同定されている（非特許文献４）。β６インテグリンサブユニットの細
胞質テール内に位置する１５ｍｅｒのアミノ酸配列ＲＳＫＡＫＷＱＴＧＴＮＰＬＹＲ（配
列番号１）は細胞外シグナル調節キナーゼ２（ＥＲＫ２）と結合し、これが腫瘍成長に寄
与することが提唱されている（非特許文献３）。
【０００３】
　また、β６結合配列に由来する天然に存在しないペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列
番号２）が、癌細胞成長を阻害することも報告されており、この阻害は、少なくとも一部
には、このペプチドによるｃ－Ｓｒｃ活性の阻害に起因し得る（非特許文献５）。
【０００４】
　特に、この配列内には、βインテグリン細胞質ドメインに共通するＮＰｘＹ／Ｆ（配列
番号３）モチーフがあり、このモチーフはホスホチロシン結合（ＰＴＢ）ドメインのカノ
ニカルな認識配列の一部をなす。実際、ＮＰｘＹ／Ｆ（配列番号３）モチーフは、ＲＳＫ
ＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチドに対応するβ２、β３及びβ５インテグリンサブ
ユニット由来のアミノ酸配列に存在し、これらのインテグリンサブユニットもまた、全て
、抗癌ペプチドであってＥＲＫ２に結合することが示されており（（特許文献１）を参照
）、このモチーフの明らかな重要性を反映している。ＰＴＢドメインは、多種多様なシグ
ナル伝達及び細胞骨格タンパク質に存在するタンパク質モジュールである。例えば、ＮＰ
ｘＹ（配列番号４）モチーフ中のチロシン（Ｙ）残基のリン酸化が、形質膜の細胞質表面
における他のタンパク質とのインテグリン相互作用の調節様式を表し得ることが示唆され
ている（非特許文献６）。インテグリン介在機能の調節における高度に保存されたＮＰｘ
Ｙ（配列番号４）モチーフの基本的な役割が、Ｆｉｌａｒｄｏ及び共同研究者によって強
調されており、彼らは、β３細胞質テール内のＮＰｘＹ（配列番号４）モチーフが、メラ
ノーマ細胞の細胞遊走及び転移性表現型に関わるαｖβ３依存性リガンド結合後イベント
にとって必須であることを示した（非特許文献７）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２００５／０３７３０８号パンフレット
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｈｙｎｅｓ　ＲＯ，１９９２
【非特許文献２】Ａｈｍｅｄ　Ｎ．ｅｔ　ａｌ．，２００１
【非特許文献３】Ａｈｍｅｄ　Ｎ．ｅｔ　ａｌ．，２００２
【非特許文献４】Ｂａｔｅｓ　ＲＣ．ｅｔ　ａｌ．，２００５
【非特許文献５】Ａｇｒｅｚ　ＭＶ．ｅｔ　ａｌ．，２０１１
【非特許文献６】Ｔａｋａｄａ　Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，２００７
【非特許文献７】Ｆｉｌａｒｄｏ　ＥＪ，１９９５
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、β６インテグリンサブユニットに由来するペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（
配列番号２）内のＮＰｘＹ（配列番号４）モチーフが癌細胞成長の阻害活性に必須である
なか、ＮＰｘＹ（配列番号４）モチーフ並びに荷電アミノ酸アルギニン（Ｒ）及びリジン
（Ｋ）を除く他のアミノ酸残基が別のアミノ酸に置換されている修飾形態のペプチドが、
本質的に、ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチドそれ自体と同程度に癌細胞増殖
の阻害に有効であることが予想外にも見出されたことに関する。この驚くべき知見により
、本発明の少なくとも一部の実施形態において、細胞活性化経路に関与する複数のキナー
ゼ酵素の活性を阻害することのできる様々なペプチドの合成をもたらすことが可能となり
、癌の予防又は治療に新しい選択肢が提供される。
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【０００８】
　詳細には、本発明のある態様では、癌細胞の成長を阻害するための単離又は精製された
ペプチドが提供され、このペプチドは、アミノ酸配列ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５
）を含み（式中、Ｋ及びＲはそれぞれリジン及びアルギニンアミノ酸残基であり、各ｘは
独立してアミノ酸である）、且つこのペプチドはアミノ酸配列ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配
列番号２）と５０％以下のアミノ酸配列同一性を有する。
【０００９】
　少なくとも一部の実施形態において、ペプチドはアミノ酸配列ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（
配列番号２）と５０％の配列同一性を有する。他の実施形態において、ペプチドはＲＳＫ
ＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）と４０％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００１０】
　本発明により具体化されるペプチド中のｘアミノ酸は、互いに同じであっても又は異な
ってもよい。
【００１１】
　典型的には、各ｘアミノ酸は、独立して、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（
Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）、スレオニン（Ｔ）、及びセリン（Ｓ）アミノ酸残基からなる
群から選択されるアミノ酸残基である。
【００１２】
　典型的には、各ｘは、独立して非極性アミノ酸である。さらに典型的には、各ｘアミノ
酸は、独立してアラニン（Ａ）又はバリン（Ｖ）である。
【００１３】
　別の態様では、本発明により具体化されるペプチドをコードする単離核酸が提供される
。
【００１４】
　別の態様では、細胞においてペプチドを発現させるための、本発明により具体化される
ペプチドをコードする核酸を含む発現ベクターが提供される。
【００１５】
　本発明により具体化されるペプチド又は核酸は、癌細胞の外側細胞膜を越えて細胞内に
入るペプチド又は核酸の通過を促進するための促進部分とカップリングすることができる
。しかしながら、これは必須ではなく、様々な他の方法を用いてペプチド又は核酸の細胞
内への通過を促進することができる。或いは、本発明により具体化されるペプチドは、癌
細胞の外側細胞膜を通り越えて細胞質内に入る固有の能力を有してもよい。
【００１６】
　別の態様では、癌細胞の成長を阻害するための薬剤が提供され、この薬剤は、癌細胞の
外側細胞膜を越えて細胞内に入るペプチド又は核酸（ｎｕｃｌｅｉｃ）の通過を促進する
ための促進部分とカップリングされた、本発明により具体化されるペプチド又は核酸を含
む。
【００１７】
　別の態様では、本発明により具体化されるペプチド、核酸又は薬剤を、薬学的に許容可
能な担体又は賦形剤と共に含む医薬組成物が提供される。
【００１８】
　別の態様では、癌細胞の成長又は増殖を阻害する方法が提供され、この方法は、本発明
により具体化されるペプチド、核酸又は薬剤の有効量に細胞を接触させる工程を含む。
【００１９】
　本発明の別の態様では、哺乳動物において癌を予防又は治療する方法が提供され、この
方法は、本発明により具体化されるペプチド、核酸又は薬剤の有効量を哺乳動物に投与す
る工程を含む。
【００２０】
　本発明の別の態様では、哺乳動物において癌を予防又は治療する方法が提供され、この
方法は、本発明により具体化されるペプチド又は薬剤の有効量で哺乳動物を治療する工程
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を含む。この治療が、哺乳動物の癌細胞でこのペプチドを発現させるためペプチドをコー
ドする核酸の有効量を投与する工程を含み得ることは理解されるであろう。
【００２１】
　別の態様では、細胞における少なくとも１つのプロテインキナーゼの活性を阻害する方
法が提供され、この方法は、本発明により具体化される少なくとも１つのペプチド、核酸
又は薬剤で細胞を治療する工程を含む。
【００２２】
　典型的には、このキナーゼは、ｃ－Ｓｒｃ及びＡｋｔ非特異的セリン／スレオニンプロ
テインキナーゼファミリーの少なくとも１つのキナーゼからなる群から選択される。
【００２３】
　典型的には、ペプチドは、細胞におけるＡｋｔ２及びＡｋｔ３の少なくとも１つの活性
を阻害する。
【００２４】
　別の態様では、哺乳動物における癌の予防又は治療に使用される、本発明により具体化
されるペプチド、核酸又は薬剤が提供される。
【００２５】
　本発明のさらに別の態様では、哺乳動物における癌の予防又は治療用医薬の製造におけ
る、本発明により具体化されるペプチド、核酸又は薬剤の使用が提供される。
【００２６】
　用語「ペプチド」は、本明細書では「ポリペプチド」と同義的に使用される。
【００２７】
　用語「抗癌ペプチド」とは、癌細胞の成長及び／又は増殖を阻害することができるペプ
チドを意味する。一部の実施形態では、ペプチドは、癌細胞へのペプチドの侵入を促進す
るため、本明細書に記載されるとおりの促進部分とカップリングされて投与され得る。
【００２８】
　用語「癌」とは、任意の種類の悪性で制御されない細胞増殖を意味する。癌は、限定は
されないが、上皮細胞癌、癌腫、肉腫、リンパ腫、並びに骨髄性白血病、好酸球性白血病
及び顆粒球性白血病などの白血病を含む血液細胞癌からなる群から選択され得る。
【００２９】
　本発明の特徴及び利点が、以下の非限定的な実施形態の詳細な説明からさらに明らかと
なる。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）に
７２時間曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＲＫＫＲ（配列番号６）、ＡＳＡＡ
ＡＮＰＬＹＡ（配列番号７）及びＲＫＲＫ（配列番号８）と比較して示すグラフ。
【図２】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）に
７２時間曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＲＳＫＡＫＲ（配列番号９）、ＲＳ
ＫＡＫＮＰＬＡＲ（配列番号１０）及びＲＳＫＡＫＮＡＬＹＲ（配列番号１１）と比較し
て示すグラフ。
【図３】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）に
７２時間曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０Ａｌａ
）（配列番号１２）及びＲＡＡＫＡＡＲＡＡＫ（スクランブル１０Ａｌａ）（配列番号１
３）と比較して示すグラフ。
【図４】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０Ａｌａ）（
配列番号１２）に７２時間ペプチドに曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＫＡＫ
ＡＫＡＡＡＡＫ（配列番号１４）、ＲＡＲＡＫＡＡＡＡＫ（配列番号１５）及びＲＡＲＡ
ＲＡＡＡＡＲ（配列番号１６）と比較して示すグラフ。
【図５】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０Ａｌａ）（
配列番号１２）に７２時間曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＲＡＫＡＲＡＡＡ
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ＡＫ（配列番号１７）、ＫＡＲＡＲＡＡＡＡＫ（配列番号１８）及びＲβＡＫβＡＫβＡ
βＡβＡβＡＲ）（配列番号１２）と比較して示すグラフ。
【図６】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０Ａｌａ）（
配列番号１２）に７２時間曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＲＡＫＡＫ（配列
番号１９）、ＲＡＫＡＫＡＡＡＲ（配列番号２０）及びＲＡＫＡＫＡＡＡＡＡＲ（配列番
号２１）と比較して示すグラフ。
【図７】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０Ａｌａ）（
配列番号１２）に７２時間曝露されたＨＴ２９結腸癌細胞を、ペプチドＲＳＫＳＫＳＳＳ
ＳＲ（配列番号２２）、ＲＧＫＧＫＧＧＧＧＲ（配列番号２３）及びＲＶＫＶＫＶＶＶＶ
Ｒ（配列番号２４）と比較して示すグラフ。
【図８】無血清条件下で培養され、且つペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０　Ａｌａ）
（配列番号１２）に７２時間曝露された前立腺癌（ＤＵ１４５）、乳癌（ＭＣＦ－７）及
び卵巣癌（Ａ２７８０）細胞株を示すグラフ。
【図９】癌細胞によるＦＩＴＣ標識ペプチドＦＩＴＣ－ＫＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（ＦＩＴ
Ｃ－Ｋ１０（４）Ａｌａ）（配列番号２５）のインターナリゼーションを示す顕微鏡写真
。
【図１０】５％血清含有培地で培養され、且つペプチドＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲＲＲＲＲＲ
ＲＲＲ（１０　ＲＶＫ　Ａｒｇ）（配列番号２６）に４８時間曝露されたＭＤＡ４６８乳
癌細胞を、８ｍｅｒのポリアルギニンペプチドと比べて示すグラフ。
【図１１】５％血清含有培地で培養され、且つペプチドＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲＲＲＲＲＲ
ＲＲＲ（１０　ＲＶＫ　Ａｒｇ；塗り潰した菱形）（配列番号２６）、ＲＶＫＶＫＶＶＶ
ＶＲＲＲＲＲＲＲＲ（１０　ＲＶＫ　７Ａｒｇ；塗り潰した四角形）（配列番号２７）、
又はＲＲＲＲＲＲＲＲＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ（Ａｒｇ　１０　ＲＶＫ；塗り潰した三角形
）（配列番号２８）に４８時間曝露されたＭＤＡ４６８乳癌細胞を示すグラフ。
【図１２】５％血清含有培地で培養され、且つペプチドＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲＲＲＲＲＲ
ＲＲＲ（１０　ＲＶＫ　Ａｒｇ；塗り潰した菱形）（配列番号２６）、ＲＶＫＶＫＶＶＶ
ＶＲＲＲＲＲＲＲＲ（１０　ＲＶＫ　７Ａｒｇ；塗り潰した四角形）（配列番号２７）、
又はＲＲＲＲＲＲＲＲＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ（Ａｒｇ　１０　ＲＶＫ；塗り潰した三角形
）（配列番号２８）に４８時間曝露されたＤＵ１４５前立腺癌細胞を示すグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　細胞膜でチロシンキナーゼ受容体を介して活性化される主要な成長シグナル伝達経路の
一つは、ＰＩ３キナーゼ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ経路である。
【００３２】
　セリン／スレオニンＡｋｔ（プロテインキナーゼＢ（ＰＫＢ）としても知られる）サブ
ファミリーは、３つの哺乳類アイソフォームＡｋｔ１、Ａｋｔ２及びＡｋｔ３（それぞれ
ＰＫＢα、ＰＫＢβ及びＰＫＢγ）を含む。Ａｋｔは、細胞外（成長因子及びインスリン
）及び細胞内（受容体チロシンキナーゼＲａｓ及びＳｒｃ）発癌シグナルを伝達する基本
的なノード点として機能する。さらに、Ａｋｔ、特に構成的に活性化したＡｋｔの異所性
発現は、トランスジェニックマウスにおける細胞の発癌性形質転換及び腫瘍形成並びに化
学療法抵抗性を誘導するのに十分である（Ｃｈｅｎｇ　ＪＱ．ｅｔ　ａｌ．，２００５）
。活性化したＡｋｔは検出可能であり、多くの種類の癌について予後不良因子であること
が報告されている（Ｄｅｎｎｉｓ　ＰＡ，２００８）。また、Ａｋｔ３が、エストロゲン
受容体陰性乳癌及びアンドロゲン非感受性前立腺癌によって特徴付けられる高侵襲性の臨
床表現型に寄与し得ることも示唆されている（Ｎａｋａｔａｎｉ　Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，１
９９９）。実際、Ａｋｔ２は、細胞生存にとって必須で、且つ悪性形質転換において重要
であると考えられ、８０例中３２例の原発性乳癌でＡｋｔ２レベルの上昇が同定されてい
る（Ｓｕｎ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，２００１）。さらに、Ａｋｔ２推定癌遺伝子がある種の
ヒト卵巣癌及び膵癌で増幅されて過剰発現することが分かっている（Ｃｈｅｎｇ　ＪＱ．
ｅｔ　ａｌ．，１９９６）。
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【００３３】
　理論により制約するものではないが、本発明により具体化されるペプチドの抗癌活性は
、少なくとも部分的に、癌細胞における少なくとも一部のプロテインキナーゼを阻害する
能力に起因し得る。このペプチドは、キナーゼとのペプチドの直接的な相互作用を介する
か、又は間接的な機序を通じてキナーゼの活性を阻害し得る。しかしながら、本発明は、
任意の特定の種類の癌の治療に対するペプチドの使用に限定されず、且つ癌の細胞がキナ
ーゼの活性レベルの上方制御を呈するかどうかに関わらない。
【００３４】
　アミノ酸配列ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）のアミノ酸の１つ以上は、β－アミ
ノ酸、Ｄ－アミノ酸、又は合成アミノ酸であってよい。
【００３５】
　さらに、アミノ酸配列ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）における各ｘアミノ酸は、
独立して選択することができ、この遺伝コードに包含されないアミノ酸であってもよい。
【００３６】
　典型的には、各ｘアミノ酸は、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、イソ
ロイシン（Ｉ）、スレオニン（Ｔ）及びセリン（Ｓ）アミノ酸残基からなる群から選択さ
れ得るが、これらに限定されるものではない。
【００３７】
　典型的には、各ｘアミノ酸は、独立して、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（
Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）又はスレオニン（Ｔ）残基など、側鎖の末端メチル基がアミノ
酸残基のα炭素（Ｃα）に結合しているものである。
【００３８】
　典型的には、ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲペプチド（配列番号５）（Ｒｘ１Ｋｘ２Ｋｘ３ｘ４

ｘ５ｘ６Ｒと表記され得る）は、ｘ１位にセリン（Ｓ）又はスレオニン（Ｔ）（これらは
いずれも極性アミノ酸である）を有しない。
【００３９】
　典型的には、ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲペプチド（配列番号５）のｘ６位のアミノ酸は、ア
ラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、又はイソロイシン（Ｉ）から選択される
非極性アミノ酸である。
【００４０】
　最も典型的には、各ｘアミノ酸は、独立して、上記の群から選択される「非極性」アミ
ノ酸である。
【００４１】
　少なくとも一部の実施形態において、式ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）のペプチ
ドは僅か３種のアミノ酸、すなわちアルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）及びもう一つのアミ
ノ酸のみを含む。
【００４２】
　特に好ましい実施形態において、各ｘアミノ酸は、独立してアラニン（Ａ）又はバリン
（Ｖ）である。一部の実施形態では、ｘアミノ酸の全てがアラニン（Ａ）残基であり、一
方、他の実施形態では、ｘアミノ酸は全てバリン（Ｖ）残基である。さらに別の実施形態
において、ｘアミノ酸はアラニン（Ａ）及びバリン（Ｖ）アミノ酸の混合である。
【００４３】
　ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）アミノ酸配列の各ｘアミノ酸がアラニン残基であ
る場合、このペプチドはＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチドと（このペプチド
が既にアラニンアミノ酸（下線）を含むことを考慮すれば）５０％の配列同一性を有し得
る。ｘアミノ酸が全てバリンである場合など、他の場合には、本発明により具体化される
ペプチドはＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチドと４０％のアミノ酸配列同一性
を有し得る。ひいては、本明細書に記載されるとおりのペプチドは、ＲＳＫＡＫＮＰＬＹ
Ｒ（配列番号２）ペプチドと４０％又は５０％の配列同一性を有し得る。
【００４４】
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　少なくとも一部の実施形態において、本発明により具体化されるペプチドは、ＲｘＫｘ
ＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）配列の二量体を含み得る。一部のかかる実施形態において、
二量体は、各ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）配列のＮ端側末端に付加されたそれぞ
れのシステイン（Ｃ）残基間にジスルフィド架橋を形成することにより提供されてもよく
、これにより二量体は、全アミノ酸配列ＲｘｘｘｘＫｘＫｘＲＣ－ｓ－ｓ－ＣＲｘＫｘＫ
ｘｘｘｘＲ（配列番号２９）を有する（ジスルフィド架橋（ｂｒｉｎｇｅ）は－ｓ－ｓ－
により示される）。
【００４５】
　さらに、少なくとも一部の実施形態において、本発明におけるペプチドは、ペプチドの
Ｎ端側及び／又はＣ端側末端にカップリングされた１つ以上の正電荷アミノ酸残基を有し
得る。例えば、以下でさらに考察するとおりＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）ペプチ
ドのＮ端側及び／又はＣ端側末端に１～８個又はそれを超えるさらなる正電荷アミノ酸が
提供されてもよい。正電荷アミノ酸は、例えば、リジン、アルギニン及びヒスチジンから
独立して選択され得る。少なくとも一部の実施形態において、さらなる正電荷アミノ酸の
各々は各々リジン（Ｋ）残基である。他の実施形態では、単一のかかる正電荷アミノ酸を
、ペプチドのＮ端側及び／又はＣ端側末端それぞれにカップリングすることができる。正
電荷アミノ酸（例えばリジン）を付加することにより、フルオロイソチオシアネート（Ｆ
ＩＴＣ）又は他の標識とペプチドとの結合を促進し得る。
【００４６】
　本明細書に記載されるとおりのアミノ酸配列間の配列同一性は、比較を目的として配列
を最適にアラインメントしたときの配列中の各位置のアミノ酸を比較することにより決定
することができる。配列のアラインメントは、例えば、ニードルマン及びヴンシュのアル
ゴリズム（Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，１９７０）などの任意の好適な
プログラム又はアルゴリズムを使用して実施することができる。コンピュータ支援による
配列アラインメントは、ウィスコンシンパッケージ（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇ
ｅ）バージョン１０．１（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，米国ウィ
スコンシン州マディソン）の一部であるＧＡＰなどの標準ソフトウェアプログラムを使用
して、デフォルトのスコアリング行列を使用することによりギャップ挿入ペナルティを５
０及びギャップ伸長ペナルティを３として、好都合に実行することができる。比較のため
配列をアラインメントする他の方法もまた、限定はされないが、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗ
ａｔｅｒｍａｎ（１９８１）及びＰｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ（１９８８）の
アルゴリズム、かかるアルゴリズムのコンピュータ化された実装（例えば、ＢＥＳＴＦＩ
Ｔ、ＦＡＳＴＡ及びＢＬＡＳＴ）、並びに手動による配列のアラインメント及び検査によ
るなど、周知されている。
【００４７】
　本発明により具体化されるペプチドは、当業者に周知されている合成又は組換え技術に
よって提供されてもよい。さらに、本明細書に記載されるとおりのペプチドは、遺伝子コ
ードによりコードされない１つ又は複数のアミノ酸、すなわちアミノ酸類似体を組み込ん
でもよい。例えば、本発明により具体化されるペプチドは、Ｌ－アミノ酸よりむしろ１つ
以上のＤ－アミノ酸を含み得る。実際、本発明におけるペプチドは、部分的又は全体的に
Ｄアミノ酸からなってもよい。従って、一部の実施形態においてペプチドには、Ｌ－アミ
ノ酸、Ｄ－アミノ酸又はＬ－アミノ酸とＤ－アミノ酸との混合物が含まれ得る。Ｄ－アミ
ノ酸を含むペプチドを合成すると、ペプチダーゼ活性（例えばエンドペプチターゼ）が阻
害され、それにより対応するＬ－ペプチドと比較して生体内でのペプチドの安定性が高ま
り、半減期が増加し得る。
【００４８】
　同様に、本発明により具体化されるペプチドのＮ端側及び／又はＣ端側末端は、ペプチ
ダーゼによる生体内分解を保護又は阻害するように修飾することができる。例えば、ペプ
チドのＣ末端をアミド化してペプチダーゼ分解を保護することができる。本明細書に記載
されるとおりのポリペプチドのＮ端側又はＣ端側末端は、或いは（又はさらに）、複数の
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エチレングリコール単量体単位とペグ化することにより、生体内でのプロテアーゼによる
分解に対する耐性を高め、又は腎臓を介した循環からのそのクリアランスを阻害すること
ができる。ペプチドのペグ化方法は当該技術分野において公知であり、かかる方法は全て
明示的に包含される。典型的には、本発明により具体化される方法に使用されるペグ化ペ
プチドは、２個以上の単量体単位のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、概して約２～約
１１個のＰＥＧ単量体（すなわち（ＰＥＧ）ｎ（式中ｎは２～１１に等しい））とカップ
リングされ得る。最も通常は、ｎは２であり得る。
【００４９】
　本発明により具体化されるペプチドは、高い剛性が提供され、それにより生体内での安
定性が提供されるように環化されてもよく、及び／又は溶解性、親油特性を改良して細胞
による取込み、安定性又は生物学的半減期を増強する、細胞毒性を低下させる、又は例え
ば続く検出のための標識として働くなどする１つ以上の部分とカップリングされてもよい
。本明細書に記載されるとおりのペプチドはまた、翻訳後又は合成後修飾、例えば炭水化
物部分の結合か、又は構造変化をもたらす化学反応、例えばアミノ酸残基のアルキル化若
しくはアセチル化又は化学結合の形成が関わる他の変化により得られてもよい。
【００５０】
　一部の実施形態では、本発明の方法においてペプチドを癌細胞に送達するため、ペプチ
ドデンドリマーが用いられ得る。本発明の少なくとも一部の実施形態におけるペプチドデ
ンドリマーは、分枝状ポリアミノ酸骨格（典型的にはリジン分枝単位）にカップリングさ
れた本発明によるペプチドの単位を呈する。デンドリマーは、典型的には少なくとも３層
／世代のアミノ酸分枝単位を有することができ、本発明により具体化されるペプチドの単
位は最も外側の層／世代のアミノ酸分枝単位にカップリングされ、従ってデンドリマーは
少なくとも８単位以上のペプチド（例えば、８、９又は１０又は１２単位）を呈する。デ
ンドリマーが呈する本発明のペプチド活性の単位は、ペプチドの単量体単位、多量体単位
及び／又は単量体及び多量体単位の混合物であってよい。さらに、デンドリマーは、細胞
質において本発明により具体化される１つ又は複数のペプチドを放出するように設計され
てもよい。例えば、デンドリマー骨格が、本発明のペプチドを放出するため細胞内でプロ
テアーゼ酵素によって切断又は加水分解される部位を含んでもよい。
【００５１】
　本発明により具体化されるペプチドは、デンドリマーの骨格を形成するポリアミノ酸分
枝単位の最も外側の層／世代に結合させてもよく、又はデンドリマーのポリアミノ酸分枝
単位上に合成的に構築されてもよい。本発明により具体化される１つ以上の方法において
有用なデンドリマーの合成は、ダイバージェント又はコンバージェント合成戦略により達
成することができる。本明細書に記載されるとおりのポリペプチドをカップリングするこ
とができる好適なペプチドデンドリマー骨格、及びペプチドデンドリマーの提供方法は、
例えばＬｅｅ　ｅｔ　ａｌ，２００５；Ｓａｄｌｅｒ　ａｎｄ　Ｔａｍ，２００２；及び
Ｃｌｏｎｉｎｇｅｒ，２００２（これらの内容全てが全体として相互参照により本明細書
に援用される）に記載されている。本発明により具体化される方法で用いられるデンドリ
マーが呈するペプチドはまた、タンパク質分解から（例えば、アミド化、ペグ化などによ
り）保護されたＮ末端又はＣ末端であってもよい。
【００５２】
　本発明により具体化されるペプチドのペプチドミメティクスは、本明細書に明示的に包
含される。ペプチドミメティクスは、例えば、本発明により具体化されるペプチドのアミ
ノ酸の１つ以上の、アミノ酸類似体による置換を含んでもよく、このようなアミノ酸類似
体は、本質的に、ＭＴＴアッセイなどにより評価され得るとき本発明の親ペプチドの抗癌
活性を減弱させるものではない。
【００５３】
　典型的には、本発明により具体化されるペプチドは、約６０アミノ酸以下の長さを有し
得る。通常、ペプチドは、最大約５０アミノ酸、４５、４０、３５、３０、２５、２０又
は１５アミノ酸の長さを有し得る。例えば、ペプチドは、１０、１１、１２、１３、１４
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、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４又は２５アミノ酸以上
、例えば、最大３０、３５、４０、４５、５０又は６０アミノ酸の長さを有してもよい。
しかしながら、上記に特定される範囲内の全ての具体的な長さ及び長さ範囲のペプチドが
、明示的に包含されることは理解されるであろう（例えば、１０～１２アミノ酸、１０～
１３アミノ酸、１０～１４アミノ酸、１０～１５アミノ酸、１０～１６アミノ酸、１０～
１７アミノ酸、１０～１８アミノ酸、１０～１９アミノ酸、１０～２０アミノ酸、１０～
２１アミノ酸、１０～２２アミノ酸、１０～２２アミノ酸、１０～２３アミノ酸、１０～
２４アミノ酸、１０～２５アミノ酸など）。
【００５４】
　１０アミノ酸より長い本発明におけるペプチド又は本発明により具体化される方法で有
用なペプチドは、細胞内で切断されてＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）アミノ酸配列
を含むより短いペプチドを放出するように構成することができる。例えば、より長いペプ
チドが、宿主又は癌細胞内で切断されてより短いＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）配
列又はＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）配列を含むアミノ酸配列を放出するように、
酵素切断部位を含み得る。細胞において、又は細胞内でペプチドを放出するための酵素切
断部位を有する／有しない本発明により具体化されるペプチドを含むキメラタンパク質／
ポリペプチド（すなわち、融合タンパク質）は、本発明により明示的に提供される。
【００５５】
　本発明により具体化されるペプチド及び融合タンパク質は、化学的に合成されてもよく
、又は従来の組換え技術を使用して作製されてもよい。融合タンパク質をコードする核酸
は、例えば、平滑断端化された末端及びオリゴヌクレオチドリンカー、必要に応じてスタ
ッガード末端を提供する消化、及び付着末端のライゲーションを用いることにより、所望
のアミノ酸配列を有するペプチドをコードする別個のｃＤＮＡ断片をつなぎ合わせること
により提供されてもよい。或いは、続いて互いにライゲートすることができる相補的な末
端を有するアンプリコンを生じるプライマーを用いたＤＮＡ断片のＰＣＲ増幅を利用する
ことができる。
【００５６】
　本発明におけるペプチド及び融合タンパク質は、哺乳類対象への投与用にインビトロで
発現させて細胞培養物から精製してもよく、又は宿主細胞の細胞転写エレメント及び翻訳
リボソーム複合体を利用して核酸をインビボで発現させるため、ペプチド又は融合タンパ
ク質をコードする核酸を対象の標的細胞（例えば癌細胞）にトランスフェクトしてもよい
。
【００５７】
　本発明により具体化されるペプチド又は融合タンパク質をコードする核酸を発現させる
には、典型的には核酸が初めにクローニングベクターに導入され、宿主細胞で増幅された
後、核酸が切り出されて、細胞のトランスフェクションに好適な発現ベクターに導入され
る。発現ベクターは、宿主細胞のゲノムＤＮＡとは独立した核酸インサートの発現用に設
計されても、又は宿主細胞のゲノムＤＮＡ中への部位特異的、相同、又は非相同組換え用
に、続いて宿主細胞で核酸インサートが発現するように設計されてもよい。
【００５８】
　典型的なクローニングベクター（例えばコスミド）は、ベクターの効率的な複製を可能
にする複製起点（ｏｒｉ）、ベクターで形質転換された宿主細胞の選択を可能にするレポ
ーター又はマーカー遺伝子、並びに目的の核酸配列の挿入及び続く切出しを促進する制限
酵素切断部位を組み込む。好ましくは、クローニングベクターは、一連の制限部位を組み
込むポリリンカー配列を有する。マーカー遺伝子は、薬物耐性遺伝子（例えばアンピシリ
ン耐性のＡｍｐｒ）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）、β
－ラクタマーゼ、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）、アミノグリコシドホスホトランス
フェラーゼ（ＡＰＨ）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）、ハイグロマイシン－Ｂ
－ホスホトランスフェラーゼ（ＨＰＨ）、チミジンキナーゼ（ＴＫ）、又は例えば大腸菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）ｌａｃＺ遺伝子によりコードされるβ－ガラクトシダーゼ（ＬａｃＺ’
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）などの酵素をコードする遺伝子であってもよい。酵母レポーター遺伝子としては、イミ
ダゾールグリセロールリン酸デヒドラターゼ（ＨＩＳ３）、Ｎ－（５’－ホスホリボシル
）－アントラニル酸イソメラーゼ（ＴＲＰ１）及びβ－イソプロピルリンゴ酸デヒドロゲ
ナーゼ（ＬＥＵ２）が挙げられる。理解されるであろうとおり、本発明の発現ベクターは
また、かかるマーカー遺伝子も組み込み得る。
【００５９】
　用いられ得るクローニングベクターとしては、哺乳類細胞、酵母細胞及び昆虫細胞用の
クローニングベクターが挙げられる。適用が見出され得る特定のベクターとしては、ｐＢ
Ｒ３２２ベースのベクター及びｐＵＣベクター、例えばｐＵＣ１１８及びｐＵＣ１１９が
挙げられる。
【００６０】
　好適な発現ベクターには、ＤＮＡ（例えば、ゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡ）インサートの
発現能を有するプラスミドが含まれる。発現ベクターは、典型的には、挿入された核酸配
列が作動可能に連結される転写調節制御配列を含み得る。「作動可能に連結された」とは
、核酸インサートが、そのインサートのリーディングフレームのシフトなしに挿入配列の
転写が可能となるように転写調節制御配列に連結されていることを意味する。かかる転写
調節制御配列には、ＲＮＡポリメラーゼの結合による転写開始を促進するプロモーター、
リボソームと転写されたｍＲＮＡとの結合を可能にする発現制御エレメント、及びプロモ
ーター活性を調節するエンハンサーが含まれる。プロモーターは組織特異的プロモーター
であってもよく、これは核酸インサートの転写を特異的な細胞系統においてのみ促進し、
他の細胞型では促進しないか、又はかかる他の細胞型では比較的低レベルに促進するにと
どまる。発現ベクターの設計は、トランスフェクトされる宿主細胞、トランスフェクショ
ン方式、及び核酸インサートの所望の転写レベルに依存し得る。
【００６１】
　原核生物（例えば、細菌）又は真核生物（例えば、酵母、昆虫又は哺乳類細胞）のトラ
ンスフェクションに好適な多数の発現ベクターが、当該技術分野において公知である。真
核細胞のトランスフェクションに好適な発現ベクターとしては、ｐＳＶ２ｎｅｏ、ｐＥＦ
．ＰＧＫ．ｐｕｒｏ、ｐＴｋ２、ｐＲｃ／ＣＮＶ、ｐｃＤＮＡＩ／ｎｅｏ、ポリアデニル
化部位及び伸長因子１－αプロモーターを組み込む非複製アデノウイルスシャトルベクタ
ー、及びサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーターを最も好ましくは組み込むｐＡｄ
Ｅａｓｙベースの発現ベクターが挙げられる。昆虫細胞での発現には、バキュロウイルス
発現ベクターを利用してもよく、その例としては、ｐＶＬベースのベクター、例えばｐＶ
Ｌ１３９２、及びｐＶＬ９４１、及びｐＡｃＵＷベースのベクター、例えばｐＡｃＵＷ１
が挙げられる。本発明の実施形態における哺乳類細胞における核酸インサートの発現に好
ましい発現ベクターとしては、ＣＭＶ又は伸長因子１αプロモーターを含むプラスミド、
例えばｐＥＦ．ＰＧＫ．ｐｕｒｏ（Ｈｕａｎｇ，Ｄａｖｉｄ　Ｃ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，１
９９７）が挙げられる。ｐＥＦ．ＰＧＫ．ｐｕｒｏプラスミドは、ＳＶ４０起点、ＥＦ－
１αプロモーター、ポリクローニング部位及びポリＡ領域を含み、本発明におけるペプチ
ド又はキメラタンパク質をコードする核酸インサートの発現に特に好ましい。
【００６２】
　本明細書に記載されるとおり癌を予防又は治療するための、本発明により具体化される
ペプチド及び核酸の細胞内送達は、外側細胞膜／形質膜を越えて細胞の細胞質内及び／又
は核内に入るペプチド又は核酸の通過又は移行を促進する「促進部分」、例えばキャリア
ペプチドを利用して達成することができる。本明細書に記載されるとおりの促進部分は、
本発明により具体化されるペプチド、薬剤又は核酸が癌細胞に侵入するのを数多くの方法
のいずれによって促進してもよく、本発明は任意の特定の機構に限定されない。関与する
機構は、例えば、細胞への直接的な透過（例えば、細胞膜溶解性の増強又は細胞膜におけ
る一過性の孔の形成による）、エンドサイトーシス媒介性の細胞侵入（例えば、細胞表面
発現受容体との相互作用、又はマクロピノサイトーシスによる）、及び細胞膜上の一過性
構造の形成による細胞侵入を含み得る。用語「キャリアペプチド」には、その範囲内に細
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胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）が含まれる。当該技術分野において公知のキャリアペプチド
としては、ペネトラチン及びその変異体又は断片、ヒト免疫不全ウイルスＴａｔ由来ペプ
チド、トランスポータン由来ペプチド、カチオン性ペプチド（例えば、ポリアルギニン）
（さらには以下参照）、両親媒性ペプチド、例えばＭＰＧ及びＰＥＰ－１（例えば、米国
特許第６，８４１，５３５号明細書を参照）、シグナルペプチドが挙げられ、任意の好適
なかかるペプチド促進部分を用いることができる。特に好適なシグナルペプチドが、米国
特許第５，８０７，７４６号明細書（その内容は全体として本明細書に援用される）に記
載される。アミノ酸配列ＡＡＶＡＬＬＰＡＶＬＬＡＬＬＡ（配列番号３０）又はＡＡＶＡ
ＬＬＰＡＶＬＬＡＬＬＡＰ（配列番号３１）からなる、又はそれを組み込むカポジ線維芽
細胞成長因子（Ｋ－ＦＧＦ）のシグナルペプチドは、用いられ得るキャリアペプチドの特
定の例である。同様に、少なくとも一部の実施形態において、ＰＥＰ－１ペプチドを利用
することができる。本発明の方法で用いられるキャリアペプチドは完全なペプチドである
必要はなく、標的細胞内へと外側細胞膜を越えて通過し又は他の方法で移行することによ
る、細胞の細胞質内又は核内への結合したカーゴペプチド、核酸又は核酸コンストラクト
の送達を達成する能力を保持するその活性断片又は修飾若しくは変異形態を利用してもよ
い。
【００６３】
　促進部分はキャリアペプチドよりむしろ、脂質部分又は他の非ペプチド部分（例えば、
炭水化物部分）であってもよく、これは標的細胞の外側細胞膜を越えて通過するための本
発明における抗癌ペプチドの細胞膜溶解性を増進し、又はそれにより細胞へのペプチドの
侵入が促進されるものである。脂質部分は、例えば、混合トリグリセリド類を含むトリグ
リセリド類から選択され得る。脂肪酸、特にＣ１６～Ｃ２０脂肪酸もまた用いることがで
きる。典型的には、脂肪酸は飽和脂肪酸であり、最も通常はステアリン酸である。本発明
はいかなるかかる非ペプチド促進分子の使用にも限定されず、所望の細胞膜溶解性を提供
する、且つ生理学的に許容可能な任意の分子を使用することができる。
【００６４】
　なお別の実施形態において、本発明により具体化されるペプチドは、ペプチド検出用の
標識分子、シグナル伝達分子、又は他の分子（例えば、造影剤、イメージング剤、ビオチ
ン、ストレプトアビジン、放射性同位体、蛍光色素、化学発光剤、化学発光団、生物発光
剤、酵素又はその結合断片（例えば、Ｆａｂ及びＦ（ａｂ）２断片）、磁性粒子等）との
複合体を形成するためのコンジュゲーション剤とコンジュゲートされてもよい。理解され
るであろうとおり、本発明により具体化されるペプチドは、標的細胞へのペプチドの通過
を促進するための促進部分と、好適なイメージング技術（例えば磁気共鳴画像法（ＭＲＩ
））を利用した細胞内のペプチドの検出（ｄｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）用の標識、シグナル
伝達分子、放射性同位体などと複合体化された、又はそれと複合体化するためのコンジュ
ゲーション剤と共にカップリングすることができる。ＤＯＴＡ（１，４，７，１０－テト
ラアザシクロデカン－１，４，７，１０－四酢酸）は、用いられ得るコンジュゲーション
剤の例であり、モノクローナル抗体、放射性同位元素、及び金属カチオン（例えば、カル
シウム及びガドリニウム）などの、癌の治療及び診断に使用される様々な化合物と複合体
化することができる。特に好ましい実施形態において、本発明により具体化されるペプチ
ドは、標的細胞のイメージング用造影剤としてのガドリニウムと錯体化されたＤＯＴＡ（
Ｓｔｕｒｚｕ　Ａ　ｅｔ　ａｌ，２００８）とコンジュゲートすることができる。
【００６５】
　別の実施形態において、本発明によるペプチドは、イメージングのため、又は分岐金粒
子のレーザー照射による標的細胞の細胞死支援のため、典型的には１～３０ｎｍ径の金ナ
ノ粒子とコンジュゲートすることができる。原形質及び核膜を越える金ナノ粒子の移行が
報告されている（ｄｅ　ｌａ　Ｆｕｅｎｔｅ　Ｊ．Ｍ．ａｎｄ　Ｂｅｒｒｙ　Ｃ．Ｃ．，
２００５）。しかしながら、本発明により具体化されるペプチドは、ペプチドを検出する
ため、又は標的癌細胞に治療効果（例えば細胞傷害性）を及ぼすための標識分子、シグナ
ル伝達分子又は他の分子（例えば放射性同位体）で直接タグ標識されてもよい。
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【００６６】
　本発明により具体化されるペプチド又は核酸は、促進部分（例えば、ペプチド又はデン
ドリマー／デンドリマー骨格）及び／又はコンジュゲーション剤と、それぞれのリンカー
によるなど、任意の従来公知の方法で連結することができる。例えば、ペプチドは、アミ
ノ酸リンカー配列によってペプチド結合によるか、又は架橋試薬を使用した非ペプチド共
有結合を介して、キャリアペプチド又はデンドリマーと直接連結されてもよい。本発明に
より具体化されるペプチド又は核酸はまた、促進部分と静電相互作用又は疎水性相互作用
によってカップリングされてもよい。例えば、本明細書に記載されるとおりの核酸などの
負電荷を持つ「カーゴ」分子を、核酸の負電荷基とキャリアペプチド又はアミノ酸リンカ
ー配列の正電荷アミノ酸との間の電荷会合により、キャリアペプチド又はデンドリマーと
連結してもよい。また、化学的ライゲーション方法を用いて、キャリアペプチド又はリン
カー配列のカルボキシ末端アミノ酸と本発明により具体化されるペプチドとの間に共有結
合を生じさせてもよい。薬剤が、本発明のペプチドをコードする核酸を含む場合、本明細
書に記載されるとおりの促進部分はまた、真核細胞の核膜を通って細胞の核に入る核酸の
通過も促進し得る。例えば、哺乳類細胞へのＤＮＡの送達が、細胞透過性ペプチド（ＣＰ
Ｐ）と複合体化されると増強されることが報告されている（Ｋｉｍ，Ｈ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ
．，Ｉｎｔ．Ｊ．，２００７）。急速に増殖する癌細胞では、一般に癌特異的受容体が過
剰発現して栄養素又はビタミンの取込みが増進し、正常細胞と癌細胞との間のかかる内因
性の形態学的及び生理学的違いが、本発明により具体化されるペプチド、核酸及び薬剤を
癌細胞に標的化して送達する手段を提供する。詳細には、細胞の表面上で発現する分子（
例えばＥＧＦＲなどの受容体）に結合するリガンド、結合ペプチド、又は抗体若しくはそ
の結合断片（Ｆａｂ及びＦ（ａｂ）２断片など）の標的化部分を、促進部分（例えば、キ
ャリアペプチド、デンドリマー等）とカップリングするか、又は本発明により具体化され
るペプチド、核酸又は薬剤（例えば、融合タンパク質、デンドリマー等）と直接カップリ
ングすることにより、癌細胞の標的化を達成してもよい。利用し得る標的化部分としては
また、とりわけ、多価不飽和脂肪酸、トランスフェリン、ビオチン、葉酸、及びヒアルロ
ン酸も挙げられ、例えば、Ｏｊｉｍａ　Ｉ．ｅｔ　ａｌ．，２０１２（その内容全てが相
互参照によって本明細書に援用される）を参照のこと。
【００６７】
　本発明における一つの標的化手法は、促進部分－ペプチド複合体と、細胞外インテグリ
ンドメインを標的化するインテグリン受容体標的化ペプチドとのカップリングを用いる。
例えば、配列ＤＬＸＸＬ（配列番号３２）を含むペプチドリンカーを使用して、β６イン
テグリンサブユニットの細胞外ドメインを標的化することができる。β６発現がマトリッ
クスメタロプロテアーゼ－９（ＭＭＰ－９）による細胞表面での有効なタンパク質分解を
増進させることを考えると（Ａｇｒｅｚ　ＭＶ　ｅｔ　ａｌ，１９９９）、かかる標的化
手法には、細胞膜で複合体を放出させて複合体をインターナライズさせるためＭＭＰ－９
又は標的化部分と促進部分との間のＭＭＰ－９又は他のＭＭＰ切断部位を改変することが
含まれ得る。別の例として、αＶβ６インテグリンに対するリガンド認識モチーフＲＴＤ
ＬＤＳＬＲＴＹＴＬ（配列番号３３）を、改変したＭＭＰ（例えば、ＭＭＰ－９）切断部
位と併せて、又はそれなしに使用して、本明細書に記載されるとおりの促進部分－ペプチ
ド複合体を標的細胞の表面に送達してもよい。ＮＡＶＰＮＬＲＧＤＬＱＶＬＡＱＫＶＡＲ
Ｔ（配列番号３４）（Ｈｏｗａｒｄ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，２００７）などの、インテグリ
ンαｖβ６に対して高い親和性及び選択性を有する他の標的化ペプチドを利用してもまた
よく、これは本明細書に記載されるペプチドと直接、ここでもＭＭＰ切断部位の提供を伴
い又は伴わず、カップリングされ得る。
【００６８】
　促進部分が、本発明における癌細胞への標的化した送達を提供する働きとともに、結合
したカーゴの細胞内への侵入を促進する働きもまたし得ることは理解されるであろう。す
なわち、同じ部分が両方の役割を果たし得る。従って、本発明は、促進部分のみを含むか
又は標的化部分及び促進部分の両方を含む複合体にまで及ぶ。
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【００６９】
　細胞への複合体の侵入は、上記に記載したとおりいくつかの機構を介して起こることが
でき、例えばカテプシンリッチであるリソソームによるものが挙げられる。この場合、複
合体はカテプシン切断部位を含むことにより、複合体からカーゴ（例えば、本発明により
具体化されるペプチド、核酸又はデンドリマー）を細胞内放出して細胞の治療を達成し得
る。様々な酵素的に切断可能及び切断不可能なリンカーが当該技術分野において公知であ
り、１つ以上の好適な独立して選択されるかかるリンカーを、本発明における標的化部分
及び／又は促進部分との連結を生じさせるため複合体中に利用し得る。カテプシンにより
切断可能なもの以外の好適なリンカーとしては、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ
などの細胞内酵素により切断可能なジスルフィド（－Ｓ－Ｓ－）結合を提供するシステイ
ン残基を含むリンカーが挙げられる。特に好ましい実施形態において、複合体は、細胞内
で切断又は分解されることによって本発明により具体化されるカーゴペプチド、核酸又は
薬剤を癌細胞内に放出させるリンカーを含む。
【００７０】
　別の手法として、細菌由来のミニ細胞（例えば、Ｄｅ　Ｂｏｅｒ　ＰＡ，１９８９）、
リポソーム、幽霊細菌細胞、カベオスフェア（ｃａｖｅｏｓｐｈｅｒｅ）、合成高分子剤
、超遠心された（ｕｌｔｒａｃｅｎｔｉｆｕｇｅｄ）ナノ粒子及び他の無核ナノ粒子に、
本発明におけるデンドリマー、ペプチド、核酸又は発現ベクター（例えば、プラスミド）
を負荷し、癌細胞へのカーゴの（例えば、ミニ細胞又はリポソーム等にある二重特異性抗
体、標的化ペプチドなどを介した）標的化した送達に使用してもよい（例えば、ＭａｃＤ
ｉａｒｍｉｄ　Ｊ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，２００７も参照）。かかるシャトルは、注射用に
製剤化されても、又は胃の酸環境を通過し、小腸でペプチド、デンドリマーなどが放出さ
れて取り込まれる経口摂取用に製剤化されてもよい。本発明により具体化されるペプチド
が負荷された細菌由来のミニ細胞が、本明細書に記載される方法での使用に特に好ましい
。
【００７１】
　ミニ細胞は、正常な細胞分裂を制御する遺伝子の突然変異により産生され得るナノサイ
ズの細胞であり、細胞質を含み、従って親細胞のタンパク質発現のための細胞質成分を含
むが、非染色体性で、自己複製能を有しない。細胞分裂を制御する遺伝子の抑制解除（又
は上方制御）によるミニ細胞の生成が、静脈内注入で通常用いられ得るより大幅に少ない
用量で腫瘍に薬物送達する解決法を提供することが示されている（ＭａｃＤｉａｒｍｉｄ
，Ｊ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，２００７）。本発明との関連におけるミニ細胞は、関与する
細胞成分の１つ又は複数の遺伝子突然変異及び／又は阻害によるなど、細胞分裂プロセス
（例えば二分裂）の撹乱（ｐｅｒｔｕｂａｔｉｏｎ）又は妨害により生じ得るとおりの、
親細胞の異常な細胞分裂により産生される任意の非染色体性細胞であってよい。
【００７２】
　本明細書に記載されるとおりの方法で使用されるミニ細胞は、国際公開第０３／０３３
５１９号パンフレット、米国特許第７，１８３，１０５号明細書、及びＭａｃＤｉａｒｍ
ｉｄ，Ｊ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，２００７（これらの全ての内容が、相互参照により全体
として本明細書に明示的に援用される）に記載されるような、任意の従来公知の方法によ
って調製することができる。細胞分裂を制御する細菌遺伝子を不活性化することによる細
菌ミニ細胞の生成は、例えば、Ｄｅ　Ｂｏｅｒ，Ｐ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，「ミニ細胞遺
伝子座によりコードされる分裂阻害因子及びトポロジー特異性因子が大腸菌（Ｅ．ｃｏｌ
ｉ）における分裂隔壁の配置を決定する（Ａ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　
ａｎｄ　ａ　ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｆａｃｔｏｒ　ｃｏｄ
ｅｄ　ｆｏｒ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｉｎｉｃｅｌｌ　ｌｏｃｕｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　ｐ
ｌａｃｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｓｅｐｔｕｍ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌ
ｉ）」．Ｃｅｌｌ　５６，１９８９，ｐｐ．６４１－６４９にさらに記載される。密度勾
配遠心法（例えば、ＯｐｔｉＰｒｅｐ（商標）、Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ　ＰＬＣ，Ｄｕ
ｎｄｅｅ，Ｓｃｏｔｌａｎｄ）及びクロスフローろ過を利用するインタクトなミニ細胞の
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精製方法が、米国特許第７，６１１，８８５号明細書及び米国特許第８，００３，０９１
号明細書（これらの両方の内容もまた、相互参照により全体として本明細書に明示的に援
用される）に記載される。
【００７３】
　ミニ細胞は、細胞分裂に関与する遺伝子の発現の下方制御により得ることができるが、
ある種の遺伝子の過剰発現もまた、ミニ細胞の産生をもたらし得る。本明細書で有用なミ
ニ細胞を得ることのできる細菌細胞の例としては、細菌、例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）（Ｅ．ｃｏｌｉ）（例えば、ＭｉｎＡ、ＭｉｎＢ、ｃｙａ、
ｃｒｐ、ＭｕｋＡ１、又はＭｕｋｅＥに突然変異を含むか、又はｍｉｎＢ、ｍｉｎＥ、ｆ
ｌｓＺ、ｓｄｉを過剰発現するもの）、枯草菌種（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ
　ｓｐｐ．）（例えば、ｍｉｎＣ、ｍｉｎＤ、ｒｉｐＸに突然変異を含むか、又はｓｍｃ
突然変異若しくはＯｒｉＣ欠失を有するもの）、乳酸桿菌種（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｐｐ．）、淋菌種（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ　ｓｐｐ．）、
サルモネラ菌種（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｓｐｐ．）（例えば、ネズミチフス菌（Ｓａｌ
ｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ））、ヘリコバクター種（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃ
ｔｅｒ　ｓｐｐ）；シュードモナス種（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．）、（例えば
、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ））、リステリア菌種（Ｌｙ
ｓｔｅｒｉａ　ｓｐｐ．）（例えば、リステリア菌（Ｌｙｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔ
ｏｇｅｎｅｓ））及びカンピロバクター菌種（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．）
が挙げられる。細菌はグラム陽性であっても（例えば、リステリア菌（Ｌ．ｍｏｎｏｃｙ
ｔｏｇｅｎｅｓ））又はグラム陰性であってもよい（例えば、緑膿菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ））。その外膜にポーリンを有する細菌から分離されたミニ細胞（ｍｉｎｃｅｌ
ｌ）（すなわち、通常はグラム陰性菌だが、ある種のグラム陽性菌もまたポーリンを有す
る）が、標的細胞に送達しようとする本発明におけるペプチド、核酸、発現ベクター又は
他の薬剤（又は前述のものの混合物）のミニ細胞への負荷を促進するのに特に好ましい。
ミニ細胞はまた、古細菌又は真核細胞から得られてもよく、例えば米国特許第７，１８３
，１０５号明細書を参照のこと。しかしながら典型的には、細菌由来のミニ細胞、すなわ
ち細菌親細胞から得られたミニ細胞が利用され得る。
【００７４】
　ミニ細胞の癌細胞標的化は、任意の好適な標的化部分の使用により達成されてもよい。
標的化部分はミニ細胞の表面上に発現させることができ、又は例えば、ミニ細胞を１つ以
上の選択された標的化部分でタグ化又は標識してもよい。特に好ましい実施形態において
、当該の報告にあるミニ細胞の腫瘍細胞標的化が、ミニ細胞表面リポ多糖のＯ抗原成分と
、標的とする哺乳類細胞に特異的な細胞表面受容体（例えばＥＦＧＲ）とを認識する二重
特異性抗体複合体の形態の標的化部分を使用して実現されてもよく、この複合体の２つの
抗体は、プロテインＡ／Ｇの使用によりそれらのＦｃ領域を介して共に連結される（Ｍａ
ｃＤｉａｒｍｉｄ，Ｊ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，２００７及び国際公開第０３／０３３５１
９号パンフレットを参照。しかしながら、本発明はそれに限定されるものでなく、ミニ細
胞上で他の標的化部分を用いてもよい。例えば、標的化部分は、上記に記載したとおりの
インタクトな抗体よりむしろ、抗体結合断片を含み得る。他の実施形態では、標的細胞上
の結合パートナーに特異的なリガンド、結合ペプチド又は受容体がミニ細胞の外表面上に
発現してもよく、全ての好適なかかる別法が可能である。標的細胞が発現する受容体は、
数多くある中でもとりわけ、ホルモン受容体、神経伝達物質受容体、受容体チロシンキナ
ーゼ受容体、及びＧタンパク連結型受容体から選択されてもよい。ミニ細胞へのペプチド
又は核酸（又は他の薬剤、例えば、本発明における発現ベクター、デンドリマー等）の負
荷は、ペプチド、核酸又は他の薬剤を含有するインキュベーション培地でミニ細胞をイン
キュベートすることによる受動拡散によってもよい。負荷を促進するため、ミニ細胞を薬
剤に対して透過性にしてもよく（例えばミニ細胞を穿孔処理することによる）、又はその
他、従来技術を使用して薬剤に対するミニ細胞の透過性を増加若しくは増強させてもよい
。標的癌細胞へのミニ細胞の内容物の侵入は、ミニ細胞が標的細胞上に発現する細胞表面
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受容体と相互作用して生じる（例えば好中球及びマクロファージによる）食作用によるか
、又はエンドサイトーシス（クラスリン媒介性又はクラスリン非依存性エンドサイトーシ
スのいずれか）により標的細胞内にミニ細胞が移行し、続いてミニ細胞が分解され、ミニ
細胞の内容物が標的細胞の細胞質内へと（例えば、細胞内コンパートメント、例えばエン
ドソーム及び／又はリソソームから）放出されることによってもよい。
【００７５】
　少なくとも一部の実施形態において、本発明により具体化されるペプチドはまた、細菌
由来のミニ細胞上に存在するＬａｍＢポーリンによる輸送を目的として、炭水化物部分、
例えばグルコース（Ｄ又はＬ異性体）に連結することもできる。ポーリンスーパーファミ
リーは、グラム陰性菌の細胞外膜を横切る水で満たされた孔を形成する複数のホモ三量体
膜貫通タンパク質を含有する。ほとんどのポーリンが、環境変化により調節される一般的
な（ｇｅｎａｒａｌ）非特異的チャネルを形成する。ＬａｍＢポーリンとしても知られる
マルトポーリンは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞へのマルトース及びマルトデキストリン
の誘導拡散に関与する。詳細には、ＬａｍＢタンパク質はまた、グルコースの拡散を促進
することもでき（ｖｏｎ　Ｍｅｙｅｒｂｕｒｇ　Ｋ　ａｎｄ　Ｎｉｋａｉｄｏ　Ｈ，１９
７７）、試験した広範囲の糖類から、グルコースがインビトロでＬａｍＢタンパク質を越
える最も速い拡散率を有することが分かっている（Ｌｕｃｋｅｙ　Ｍ　ａｎｄ　Ｎｉｋａ
ｉｄｏ　Ｈ，１９８０）。
【００７６】
　カチオン性ペプチドの使用もまた、ＤＮＡ及びアミノ酸配列などの巨大分子を生細胞中
に移行させることに成功している。本発明における実施形態において、カチオン性ペプチ
ド及び本明細書に記載されるとおりの他の促進部分はまた、ペプチド、核酸及び他の薬剤
によるミニ細胞への侵入、及び例えば核酸の場合、核膜を越えた侵入を促進するために利
用することもできる。カチオン性ペプチドの例としては、ポリアルギニン、ポリヒスチジ
ン、及びポリリジンペプチド、並びにアルギニン、ヒスチジン及びリジンアミノ酸残基の
うち少なくとも２つの混合物からなるペプチドが挙げられる。例えば、１５ｍｅｒのアル
ギニンペプチドが、癌細胞株において緑色蛍光タンパク質及びβ－ガラクトシダーゼ遺伝
子をコードするＤＮＡの発現を媒介するのに好ましいアミノ酸残基数であることが報告さ
れている（Ｃｈｏｉ　ＨＳ．ｅｔ　ａｌ．，２００３）。また、９～３５ｍｅｒのカチオ
ン性及び／又は両親媒性ペプチドが、細胞外膜（ｏｕｔｙｅｒ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａ
ｎｅ）を越えて迅速にインターナライズされることも報告されている（Ｂｉｔｌｅｒ　Ｂ
．Ｇ．ａｎｄ　Ｓｃｈｒｏｅｄｅｒ　Ｊ．Ａ．，２０１０）。本発明は、本発明により具
体化されるペプチド又は細胞内でペプチドを発現させるためそのペプチドをコードする核
酸（例えばＤＮＡ）を標的癌細胞内に通過させるように促進する促進部分としてのかかる
カチオン性ペプチドの使用にまで及ぶ。カチオン性ペプチドは、本発明により具体化され
る方法における標的細胞へのペプチド又は核酸の侵入を促進する任意の好適な長さであっ
てよい。概して、カチオン性ペプチドは２０アミノ酸長未満であり、より通常は１５アミ
ノ酸長以下であり得る。典型的には、本発明により具体化されるペプチドの細胞への侵入
を促進するためのカチオン性ペプチド（例えば、ペプチドＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ（配列番
号２４）は、２～１０アミノ酸長、より一般的には５～８アミノ酸長であり得る。カチオ
ン性ペプチドがポリアルギニン又はポリリジンである場合、それは好ましくは約８アミノ
酸長であり得るが、ポリヒスチジンペプチドは、概して約５アミノ酸長であり得る。カチ
オン性ペプチドはＬ－及び／又はＤ－アミノ酸を含んでもよく、概してポリアルギニンペ
プチド（すなわち、完全にアルギニン残基から構成されるペプチド）であり得る。カチオ
ン性ペプチドはまた、ＲｘＫｘＫｘｘｘｘＲ（配列番号５）の「ｘ」アミノ酸が非極性ア
ミノ酸（例えば、アラニン（Ａ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）及びイソロイシン（Ｉ
）から選択される）であるか、又は主としてそれである場合に、本発明のペプチドの溶解
性を増加させることができる。
【００７７】
　それぞれ独立して選択されるカチオン性ペプチドは、本発明により具体化されるペプチ
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ドのＣ端側及び／又はＮ端側末端又は核酸と、例えばペプチド結合によるなど共有結合的
に、又はリンカーを介して、カップリングすることができる。リンカーを利用してカチオ
ン性ペプチドがペプチド又は核酸と連結される場合、リンカーは、上記に記載したとおり
酵素的に切断可能なリンカーであってよい。ポリヒスチジンペプチドを、さらなる促進部
分又はキャリアペプチド、例えばポリアルギニンペプチド、ＰＥＰ－１又はＴＡＴペプチ
ドと共に又はそれ無しに使用してもよく、ヒスチジンのイミダゾール基がエンドソームに
対するプロトン流入を促進し、エンドソームの破裂及び標的細胞の細胞質内へのカーゴペ
プチド若しくは核酸の放出をもたらし得る。すなわち、ヒスチジン残基がエンドソームエ
スケープ剤として働き得る（Ｌｉｕ，Ｂ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，２０１１）。これは、上記
に記載したとおりの細菌由来のミニ細胞を利用した標的細胞へのペプチド及び核酸の送達
、又は標的細胞が発現するＥＧＦＲに特異的なモノクローナル抗体などの標的化部分を利
用する標的細胞への直接（非封入）送達による送達に適用性を有する。
【００７８】
　様々な形態の発現ベクターが、上記に記載されるとおり当該技術分野において公知であ
り、任意の好適なかかる発現コンストラクトが、本発明においてこの目的に用いられ得る
。ウイルス移入方法もまた、本発明により具体化されるペプチド又は融合タンパク質をコ
ードする核酸の、インビトロ或いはインビボでの標的細胞（例えば癌細胞）への導入を達
成するために用いることができる。標的細胞に送達するため発現ベクターをパッケージン
グし得る好適なウイルスとしては、アデノウイルス、ワクチニアウイルス、鳥類、マウス
及びヒト起源のレトロウイルス、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）及びＥＢＶを含むヘル
ペスウイルス、ＳＶ４０などのパポバウイルス、及びアデノ随伴ウイルスが挙げられる。
本明細書に記載される方法において有用な特に好ましいウイルスとしては、複製欠損組換
えアデノウイルスが挙げられる。組換えウイルスは、局所投与又は全身投与することによ
り、ペプチド又は融合タンパク質をコードする核酸の標的細胞内への送達を達成し得る。
本発明におけるペプチド又は融合タンパク質をコードする核酸はまた、従来の低温ショッ
ク若しくは熱ショック技法、又は例えば、当該技術分野において公知のとおりのリン酸カ
ルシウム共沈殿法若しくは電気穿孔プロトコルを用いて、インビトロで細胞内送達されて
もよい。
【００７９】
　トランスフェクト細胞をスクリーニングすることにより、核酸インサートの安定した再
現性のある発現及び付随する本発明のペプチド又は融合タンパク質の産生を呈する培養物
又は細胞株を同定することができる。様々な宿主細胞内での核酸の安定した組込み及び発
現が、当該技術分野において周知されている。ポリペプチド又は融合タンパク質の発現に
使用することのできる宿主細胞としては、細菌及びプロバイオティクス細菌、例えば、大
腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、ラクトコッカス・ラクチス（
Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）、ストレプトミセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃ
ｅｓ）及びシュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、ブレビバクテリウム属（Ｂｒ
ｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）及び特にＢ．リンネス（Ｂ．ｌｉｎｅｎｓ）の細菌株、酵母
、例えばサッカロミセス属（Ｓａｃｃｈｒｏｍｙｃｅｓ）及びピキア属（Ｐｉｃｈｉａ）
、昆虫細胞、鳥類細胞及び哺乳類細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ
）、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、ＨａＲａｓ、ＷＩ３８、ＳＷ４８０、及びＮＩＨ３Ｔ３細胞が挙
げられる。宿主細胞は、導入された核酸の発現を促進する条件下で好適な培養培地におい
て培養された後、宿主細胞、及び／又は場合によっては上清から、標準的な精製技法を使
用して発現産物が精製される。
【００８０】
　本発明により具体化されるペプチド及び融合タンパク質は、音波処理又はデタージェン
トを使用した細胞膜の破壊、遠心による膜及び固形断片の除去、及び当該技術分野におい
て公知の方法によるアフィニティー又はイムノアフィニティークロマトグラフィーによる
溶液又は該当する場合上清からの精製によって細胞培養物から精製することができる。用
いられ得る好適なかかる固体担体及び支持体としては、限定はされないが、アガロース、
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セファロース及び他の市販の支持体（例えば、ラテックス、ポリスチレン、又はデキスト
ラン等のビーズ）が挙げられる。続く固体支持体からの溶出及び濃縮のため、本発明のペ
プチド又は融合タンパク質を固体支持体に固定化するための抗体、その結合断片又は他の
好適な結合分子は、共有結合的に一般に用いられるアミド又はエステルリンカーを利用し
て、又は吸着により、固体担体に結合させることができる。本発明におけるペプチド及び
融合タンパク質は、例えば、その精製を補助するための当該技術分野において公知のとお
りのタグ（例えば、ポリ－Ｈｉｓ（例えばヘキサヒスチジン）タグ）を伴い宿主細胞で発
現させることができる。ポリ－Ｈｉｓなどのタグが利用される場合、コードされるペプチ
ド又は融合タンパク質は、エンドペプチターゼを使用したタグの除去を促進する好適なア
ミノ酸配列をさらに含み得る（Ｎ末端Ｈｉｓ－タグが使用される場合には、かかるさらな
るアミノ酸配列は提供されなくてもよい）。同様に、本発明におけるペプチド又は融合タ
ンパク質をコードする核酸は、上記に記載したとおりアフィニティークロマトグラフィー
によるペプチド又は融合タンパク質の精製用に、宿主細胞からのペプチド又は融合タンパ
ク質の分泌を促進するためのシグナルペプチド配列をさらに含み得る。イムノアフィニテ
ィークロマトグラフィー及びアフィニティークロマトグラフィープロトコル用の固体担体
の調製プロトコルは、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－Ａｕｓｕｂｅｌ　ＦＭ．ｅｔ　ａｌ，Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅ
ｒｓｃｉｅｎｃｅ，１９８８及びその後続の改訂版に記載される。
【００８１】
　従って、本発明におけるペプチド、融合タンパク質、及び核酸は、単離又は精製された
形態で提供され得る。用語「精製された」は、本明細書で使用されるとき、本発明のペプ
チド、核酸又は薬剤の部分的な精製、例えば、電気泳動及び／又は他の技法により評価し
得るときに８０％純度又はそれを超える、又は少なくとも８５％、９０％、９５％、９６
％、９７％、９８％、又はそれを超える（例えば、９９％又はそれを超える）のレベルま
での精製を包含する。
【００８２】
　本発明により具体化されるペプチド又は薬剤の毒性プロファイルは、細胞に対する細胞
形態評価、トリパンブルー排除法、アポトーシス評価及び細胞増殖検査（例えば、細胞カ
ウント、３Ｈ－チミジン取込み及びＭＴＴアッセイ）によって決定することができる。
【００８３】
　本発明における１つ又は複数のペプチド（例えば、デンドリマー形態のものを含む）、
核酸又は他の薬剤は、アンチセンス療法又は１つ以上の従来の抗癌化合物若しくは薬物と
共投与することができる。「共投与される」とは、同じ又は異なる経路による同じ製剤又
は２つの異なる製剤での同時的な投与か、或いは同じ又は異なる経路による逐次的な投与
であって、それによりペプチド及び薬物が重複する治療有効時間域にわたりそれらの効果
を及ぼす投与を意味する。
【００８４】
　本発明の１つ以上の実施形態において用いられ得る従来の化学療法薬は、金属系及び非
金属系薬物からなる群から選択することができる。金属錯体は、有機、無機、又は混合リ
ガンド配位化合物又はキレートであってもよい。遷移金属錯体には、例えば白金、パラジ
ウム、銅、亜鉛、ロジウム及びルテニウムの錯体が含まれる。白金系化学療法薬の例には
、シスプラチン（ｃｉｓ－ジアンミンジクロロ白金（ＩＩ））、オキサリプラチン、（［
Ｐｔ（１）キサルト（ｘａｌｔｏ）（１Ｒ），（２Ｒ）－ジアミノシクロヘキサン］錯体
）、カルボプラチン（ｃｉｓ－ジアンミン（１，１－シクロブタンジカルボキシラト）白
金（ＩＩ）、及びブレオマイシンが含まれる。非金属化学療法薬の例には、パクリタキセ
ル、グリベック（Ｇｌｅｅｖｅｃ）、ドセタキセル、タキソール（Ｔａｘｏｌ）、５－フ
ルオロウラシル、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンクリスチン（オンコビン（
Ｏｎｃｏｖｉｎ））、ビンブラスチン、ビンデシン、カンプトテシン（Ｃａｍｐｌｏｔｈ
ｅｃｉｎ）、ゲムシタビン、アドリアマイシン、及びトポイソメラーゼ阻害薬、例えばイ
リノテカン（ＣＰＴ－１１）が含まれる。従って、本発明により具体化されるペプチドは
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、かかる従来の抗癌薬又は他の薬物の１つ以上と共投与することができる。
【００８５】
　薬剤耐性癌が治療されている場合に、本発明により具体化されるペプチド又は核酸が、
哺乳類対象に対し、癌の細胞が本来耐性を示す化学療法薬と組み合わせて、又はそれと併
せて共投与されてもよい。例えば、Ｓｒｃチロシンキナーゼの阻害は、薬剤感受性卵巣癌
細胞におけるシスプラチンなどの化学療法剤の細胞傷害性を増進し、且つ薬物耐性細胞に
おける感受性を回復することが示されている。
【００８６】
　細胞質膜結合型非受容体チロシンキナーゼのＳｒｃファミリーは、細胞活性の調節にお
いて重要な役割を果たす。このキナーゼファミリーは、マイトジェン活性化タンパク質（
ＭＡＰ）キナーゼの上流にその効果を及ぼし、ひいてはＥＲＫを活性化する。標的のｃ－
Ｓｒｃによるリン酸化は一方向性の様式で起こり、ｃ－Ｓｒｃと、多くの膜結合型受容体
及び上記に記載したとおりの形質膜近傍の細胞因子との間の相互作用により惹起される。
このように、ｃ－Ｓｒｃ及びＳｒｃファミリーメンバーは、複数の細胞型であらゆる癌進
行ステージ（発生から転移まで）を制御する複数のシグナル伝達経路の重要なメディエー
ターである。本発明における併用療法で用いられ得るｃ－Ｓｒｃの阻害薬としては、国際
特許出願第ＰＣＴ／ＡＵ２０１０／０００２０３号明細書（その内容全てが相互参照によ
って本明細書に援用される）に記載されるポリペプチド、デンドリマーなどが挙げられる
。利用し得るかかるｃ－Ｓｒｃ阻害薬の例としては、ペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配
列番号２）が挙げられる。
【００８７】
　本発明の方法により治療される癌は、例えば、癌腫、肉腫、リンパ腫、固形腫瘍、頭頸
部癌、血液細胞癌、白血病、骨髄性白血病、好酸球性白血病、顆粒球性白血病、並びに肝
癌、舌癌、唾液腺癌、歯肉癌、口腔底癌及び他の口領域の癌、中咽頭癌、鼻咽頭癌、下咽
頭癌及び他の口腔癌、食道癌、消化管癌、胃癌、小腸癌、十二指腸癌、結腸癌、結腸直腸
（ｃｏｌｏｎｒｅｃｔｕｍ）癌、直腸癌、胆嚢癌、膵癌、喉頭癌、気管癌、気管支癌、肺
癌（非小細胞肺癌を含む）、乳癌、子宮癌、子宮頸癌、卵巣癌、腟癌、外陰癌、前立腺癌
、精巣癌、陰茎癌、膀胱癌、腎癌、甲状腺癌、骨髄癌、及び皮膚癌（メラノーマを含む）
からなる群から選択され得る。典型的には、癌は上皮癌であり、最も通常は非皮膚癌であ
り得る。最も通常は、癌は、肺癌、結腸癌、膵癌、乳癌、結腸腺癌及び卵巣癌からなる群
から選択され得る。
【００８８】
　本発明により具体化されるペプチド、核酸（例えば、発現ベクター）又は他の薬剤（例
えば、融合タンパク質）は、典型的には、目的とする対象に投与するための薬学的に許容
可能な担体及び／又は賦形剤を含む医薬組成物で提供され得る。少なくとも一部の実施形
態において、ペプチド又は他の薬剤は、細菌由来のミニ細胞に負荷され得る。ペプチド、
薬剤又は医薬組成物は、経口的に、静脈内に、非経口的に、直腸内に、皮下に、注入によ
り、皮膚癌の治療などのように局所的に、筋肉内に、腹腔内に、鼻腔内に、又は適切であ
ると見なされる任意の他の経路で投与することができる。医薬組成物は、例えば、液体、
懸濁液、エマルション、シロップ、クリーム、経口摂取可能な錠剤、カプセル、丸薬、坐
薬、散剤、トローチ、エリキシル剤、又は選択された投与経路に適切な他の形態であって
もよい。
【００８９】
　本発明により具体化される医薬組成物には、水溶液が含まれる。注射用組成物は、注射
針通過性がある点で流体であり、典型的に、通常は所定の期間にわたり安定しており、製
造後の保管を可能にする。さらに、薬学的に許容可能な担体は、任意の好適な従来公知の
溶媒、分散媒、生理食塩水及び等張性の調製液若しくは溶液、並びに界面活性剤を含み得
る。好適な分散媒は、例えば、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピ
レングリコール、液体ポリエチレングリコールなど）、植物油及びこれらの混合物の１つ
以上を含有し得る。経口投与用には、任意の経口的に許容可能な担体を使用することがで
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きる。詳細には、ポリペプチドは、不活性希釈剤、吸収可能な食用担体と共に製剤化する
ことができ、又はそれは、硬質若しくは軟質シェルゼラチンカプセルに封入されてもよい
。内用又は外用のクリーム、ローション又は軟膏を形成するために従来使用される局所的
に許容可能な担体を用いることもできる。かかる組成物は、治療部位に直接適用してもよ
く、又は組成物を含浸させた包帯などを介して適用してもよい。
【００９０】
　本明細書に記載されるとおりの医薬組成物はまた、インビボ投与及び／又は局所投与に
好適な１つ以上の保存剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン
酸、及びチメロサールなどを含むこともできる。加えて、モノステアリン酸アルミニウム
及びゼラチンなどの、吸収を遅延させる薬剤を組成物中に使用することにより、組成物の
持続的な吸収がもたらされ得る。本発明により具体化されるペプチドを含有する錠剤、ト
ローチ、丸薬、カプセルなどは、以下の１つ以上もまた含有することができる：結合剤、
例えば、トラガカントゴム、アカシア、コーンスターチ又はゼラチン；崩壊剤、例えば、
コーンスターチ、ジャガイモデンプン又はアルギン酸；潤滑剤、例えばステアリン酸マグ
ネシウム；甘味剤、例えば、スクロース、ラクトース又はサッカリン；及び香味剤。
【００９１】
　医薬組成物中における上記に記載したとおりの成分及び媒体の使用は公知である。任意
の従来の媒体又は成分がデンドリマーと適合しない場合を除き、本明細書に記載されると
おりの治療及び予防組成物中でのそれらの使用は包含される。
【００９２】
　簡便な投与及び投薬量の均一化のため、投薬量単位形態で非経口組成物を製剤化するこ
とが特に好ましい。投薬量単位形態とは、本明細書で使用されるとき、治療する対象の単
位投薬量として適した物理的に個別の単位を意味するものと解釈されるべきであり、各単
位は、使用される関係のある担体及び／又は賦形剤に関連した、所望の治療的又は予防的
効果を生じるように計算された所定量の本発明により具体化される少なくとも１つのペプ
チドを含有する。投薬量単位形態が、例えばカプセル、錠剤又は丸薬である場合、様々な
成分をコーティングとして用いることで（例えば、シェラック、糖類又はその両方）、投
薬量単位の物理的形態を別様に改良し、又は対象への投与を促進してもよい。
【００９３】
　医薬組成物は、概して、少なくとも約１重量％のペプチドを含有し得る。この割合は当
然ながら異なることもあり、従来、約５％～約８０％ｗ／ｗの組成物又は製剤であり得る
。理解されるであろうとおり、組成物中における本発明により具体化されるペプチド又は
他の薬剤の量は、計画された投与経路を考慮して好適な有効投薬量が対象に送達され得る
ような量であり得る。本発明により具体化される好ましい経口組成物は、約０．１μｇ～
１５ｇのペプチドを含有し得る。
【００９４】
　ペプチド又は他の薬剤の投薬量は、ペプチドが予防用途で投与されるのか、それとも治
療用途で投与されるのか、ペプチド又は薬剤の投与が意図される病態、病態の重症度、対
象の年齢、並びに対象の体重及び全般的な健康状態を含む関係要因を含め、一般に認めら
れた原則に従い医師又は看護人により決定され得るとおり多くの要因に依存し得る。例え
ば、当初は低投薬量を与え、続いて個体の反応を評価した後、投与毎に増加させてもよい
。同様に、投与頻度を同じようにして、すなわち各投薬の合間に個体の反応を継続的にモ
ニタし、必要であれば投与頻度を増加させるか、或いは投与頻度を低下させることにより
、決定してもよい。
【００９５】
　典型的には、本発明により具体化されるペプチドは、本明細書に記載される方法により
、最大約１００ｍｇ／ｋｇ個体体重、さらに通常は最大約５０ｍｇ／ｋｇ体重までの範囲
、最も通常は約５ｍｇ／ｋｇ～４０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲のポリペプチドの投薬量を提供
するように投与され得る。少なくとも一部の実施形態において、ペプチドは、約５～２５
ｍｇ／ｋｇ体重の範囲、通常は約５ｍｇ／ｋｇ～約２０ｍｇ／ｋｇの範囲、さらに通常は
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１０ｍｇ／ｋｇ～約２０ｍｇ／ｋｇの範囲のペプチドの投薬量を提供するように投与され
得る。デンドリマー形態で経口投与される場合、最大約２０ｇのデンドリマーが１日当た
りに投与され得る（例えば、１日４経口用量で、各用量が５ｇのデンドリマーを含む）。
【００９６】
　静脈内経路に関して、特に好適な経路は、特定の臓器において治療する腫瘍又は癌に供
給する血管への注射によるものである。詳細には、ペプチド、デンドリマー、融合タンパ
ク質などは、任意の好適な注入法又は灌流法により摘出臓器、肢及び組織に送達すること
ができる。ペプチド又は他の薬剤（例えば、ミニ細胞に負荷される発現ベクター）はまた
、例えば胸膜腔若しくは腹膜腔などの空洞に送達してもよく、又は腫瘍組織に直接注入し
てもよい。
【００９７】
　本発明の方法において有用な好適なクローニング及び発現ベクター並びにそれらの調製
及び送達方法は、当業者に周知されているマニュアル及びハンドブックに記載されており
、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ＵＳＡ，Ｖｏｌ．１　ａｎｄ　２，
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９２；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ（１９
９８）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　１９８９，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ並びにそれらの再版及び改訂版（これら
の内容は全体として相互参照により本明細書に援用される）を参照のこと。同様に、本発
明の組成物に有用な好適な薬学的に許容可能な担体及び製剤は、例えば、「Ｒｅｍｉｎｇ
ｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ
（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，１９９５）」、並びにその任意の再版及び
改訂版などの当業者に周知されているハンドブック及びテキストを参照することができる
。細胞のトランスフェクション及び核酸インサートのインビボ発現の方法及びプロトコル
は、例えば、国際公開第２００６３１９９６号パンフレット、国際公開第２００６３１６
８９号パンフレット、国際公開第２００６２９９８１号パンフレット、国際公開第２００
６２９００５号パンフレット、米国特許出願公開第２００６００６３７３１号明細書、及
び米国特許出願公開第２００６００６３９２４号明細書に記載されている（上記に列挙す
る前述の刊行物、マニュアル及びハンドブックの全ての内容が、全体として相互参照によ
り本明細書に援用される）。
【００９８】
　哺乳動物は、本発明の方法により治療可能な任意の哺乳動物であってよい。例えば、哺
乳動物は、ウシ科、ブタ科、ヒツジ科又はウマ科のメンバー、実験動物、例えばマウス、
ウサギ、モルモット、ネコ又はイヌ、又は霊長類又はヒトであり得る。典型的には、哺乳
動物はヒトである。
【００９９】
　以下に、いくつかの非限定的な実施例を参照して本発明を説明する。
【実施例】
【０１００】
実施例１：癌細胞成長阻害試験
１．方法
１．１　細胞株及び培養条件
　ヒト結腸癌細胞株ＨＴ２９、卵巣癌細胞株Ａ２７８０、乳癌細胞株ＭＣＦ－７及びＭＤ
Ａ４６８、並びに前立腺癌細胞株（ＤＵ１４５）をインビトロ研究に使用した。細胞株は
、５％ＣＯ２を含む空気の下、３７℃で培養し、至適成長となるよう定期的に継代した。
細胞は、１０％ウシ胎仔血清を含有するＤＭＥＭ培地に維持した。全ての培養培地調製物
にペニシリン／ストレプトマイシン（１００μｇ／ｍｌ）をさらに補足し、及び
【０１０１】
１．２　インビトロ成長阻害ＭＴＴアッセイ
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　対数増殖期の細胞を９６ウェルプレートにおける１００μｌの血清含有培地中に、ウェ
ル当たり４０００細胞の密度で移した。２４時間後、先に加えた血清含有培地を除去し、
ペプチドを含む又は含まない２００μｌ無血清培地（ＳＦＭ）をトリプリケートウェルの
各々に加えた。細胞株に対し、種々の濃度のペプチド（５０ｎＭ～１００μＭ）を使用し
て薬物曝露実験を実施し、細胞を無血清培養培地中のペプチドに７２時間曝露した。成長
阻害効果をＭＴＴ（３－［４，５－ジメチルチアゾール－２－イル］２，５－ジフェニル
－テトラゾリウムブロミド）細胞成長アッセイにより評価し、５４０ｎｍで吸光度を読み
取った。対照細胞の成長は全インキュベーション期間にわたり指数関数的であった。各ペ
プチド／シスプラチン濃度について平均生存率±ＳＥＭ値（最低３件の別個の実験）を求
めた。
【０１０２】
１．３　ｃ－Ｓｒｃキナーゼ活性アッセイ
　製造者の指示どおりインビトロｃ－Ｓｒｃキナーゼ活性アッセイを実施した。簡潔に言
えば、２５μＬの最終反応容量中で、ｃ－Ｓｒｃ（ｈ）（５～１０ｍＵ）を８ｍＭ　ＭＯ
ＰＳ　ｐＨ７．０、０．２ｍＭ　ＥＤＴＡ、２５０μＭ　ＫＶＥＫＩＧＥＧＴＹＧＶＶＹ
Ｋ（配列番号３５）（Ｃｄｃ２ペプチド）、１０ｍＭ　酢酸Ｍｇ及び［γ－３３Ｐ－ＡＴ
Ｐ］（比活性約５００ｃｐｍ／ｐｍｏｌ）と共にインキュベートした。ＭｇＡＴＰミック
スを添加することにより反応を開始させた。室温で４０分間インキュベートした後、５μ
Ｌの３％リン酸溶液を添加することにより反応を停止させた。次に１０μＬの反応液をＰ
３０　ｆｉｌｔｅｒｍａｔにスポッティングし、７５ｍＭリン酸中で５分間３回、及びメ
タノール中で１回洗浄した後、乾燥させてシンチレーション計数した。
【０１０３】
１．４　Ａｋｔキナーゼ活性アッセイ
　インビトロＰＫＢキナーゼ活性アッセイを製造者の指示どおり実施した。簡潔に言えば
、２５ｕＬの最終反応容量中で、ＰＫＢ（ｈ）（５～１０ｍＵ）を８ｍＭ　ＭＯＰＳ　ｐ
Ｈ７．０、０．２ｍＭ　ＥＤＴＡ、３０ｕＭのＧＲＰＲＴＳＳＦＡＥＧＫＫ（配列番号３
６）、１０ｍＭ　酢酸Ｍｇ及び［γ３３Ｐ－ＡＴＰ］（比活性約５００ｃｐｍ／ｐｍｏｌ
、必要に応じた濃度）と共にインキュベートした。ＭｇＡＴＰミックスを添加することに
より反応を開始させた。室温で４０分間インキュベートした後、５ｕＬの３％リン酸溶液
を添加することにより反応を停止させた。次に１０ｕＬの反応混合液をＰ３０　ｆｉｌｔ
ｅｒｍａｔにスポッティングし、７５ｍＭリン酸中で５分間３回、及びメタノール中で１
回洗浄した後、乾燥させてシンチレーション計数した。
【０１０４】
２．結果
２．１　インビトロ細胞増殖に対するペプチド修飾の効果
　ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチド配列中のＮＰＬＹ（配列番号３７）モチ
ーフの欠損又は荷電アミノ酸残基（すなわち、ＲＫＫＲ）の欠損（例えば、ペプチド配列
ＡＳＡＡＡＮＰＬＹＡ）（配列番号７）が、ＨＴ２９細胞の増殖に対する完全長ＲＳＫＡ
ＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチドの細胞成長阻害効果（Ａｇｒｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，
２０１１）を無効にしたかどうかを決定する試験を行った。
【０１０５】
　図１に示されるとおり、ＮＰＬＹ（配列番号３７）モチーフ及び荷電残基ＲＫＫＲ（配
列番号６）の両方とも、細胞成長阻害効果に必須であり、しかしながら各々単独ではイン
ビトロ癌細胞増殖を完全長１０ｍｅｒペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）と同
程度まで阻害するのに不十分であることが分かった。１００ｕＭの最も高いペプチド濃度
では、スクランブル型のＲＫＫＲ（配列番号６）（すなわち、ＲＫＲＫ）（配列番号８）
は細胞成長の阻害効果が著しく低かった（図１）。
【０１０６】
　ＨＴ２９細胞の増殖の阻害におけるＮＰＬＹ（配列番号３７）モチーフの必要性をさら
に調べるため、細胞を１０ｍｅｒ　ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）の短い変異体、
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すなわちＮＰＬＹ（配列番号３７）モチーフが欠損しているＲＳＫＡＫＲ（配列番号９）
に曝露した。図２に示されるとおり、ＲＳＫＡＫＲ（配列番号９）ペプチドは、１００ｕ
Ｍの最も高い濃度であってもＨＴ２９細胞の増殖を阻害することができなかった。さらに
、ＮＰＬＹ（配列番号３７）モチーフ中の特定の残基プロリン及びチロシンをアラニンに
置換すると、親の１０ｍｅｒ　ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）（図２）の存在下で
認められた成長阻害効果が消失した。
【０１０７】
　ＮＰＬＹ（配列番号３７）モチーフが癌細胞成長の阻害に必要であったことをさらに確
認するため、ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）中の全ての非荷電残基をアラニンに置
き換え、得られたペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１０Ａｌａと命名される）（配列番号
１２）を、ＨＴ２９細胞の増殖に対するその効果について試験した。意外にも、図３で分
かるとおり、両ペプチドの細胞成長を阻害する能力は同程度であったが、一方、スクラン
ブルしたアラニン置換ペプチドＲＡＡＫＡＡＲＡＡＫ（Ｓｃｒａｍ　１０Ａｌａ）（配列
番号１３）は効果を有しなかった。
【０１０８】
　β６由来ペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）の成長阻害効果は、血清の存在
下ではインビトロで悪影響を受けることが以前に示されている。これは、ＲＳＫＡＫＮＰ
ＬＹＲ（配列番号２）のアミノ末端からのアミノ酸の切断に起因すると考えられる（Ａｇ
ｒｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）。本研究では、１０Ａｌａが同様に、血清含有培地中
で試験したときに悪影響を受けることが見出された（データは示さず）。
【０１０９】
　β６由来のペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）と有意な相同性を有するβ２
（すなわち、ＫＥＫＬＫＮＰＬＦＫ）（配列番号３８）、β３（すなわち、ＲＡＲＡＫＮ
ＰＬＹＫ）（配列番号３９）、及びβ５（すなわち、ＲＳＲＡＲＮＰＬＹＲ）（配列番号
４０）インテグリン細胞質ドメインに由来する１０ｍｅｒのペプチドもまた、インビトロ
で結腸癌細胞の増殖の阻害に有効であることが以前に報告されている（例えば、ＰＣＴ／
ＡＵ２０１０／０００２０３号明細書）。１０Ａｌａの成長阻害効果が、これらのペプチ
ドのアラニン置換相同体によってもまた反映され得るかどうかを決定するため、β２、β
３及びβ５由来ペプチドの非荷電残基をアラニンに置換し、ＨＴ２９細胞の成長に対する
それらの効果について調べた。得られたアラニン（Ａ）置換ペプチドは、以下のとおりで
あった：
　・ＫＡＫＡＫＡＡＡＡＫ（配列番号１４）（β２由来アラニン置換ペプチド）
　・ＲＡＲＡＫＡＡＡＡＫ（配列番号１５）（β３由来アラニン置換ペプチド）
　・ＲＡＲＡＲＡＡＡＡＲ（配列番号１６）（β５由来アラニン置換ペプチド）
【０１１０】
　図４に示されるとおり、１０Ａｌａは、β２、β３又はβ５インテグリン細胞質（ｃｙ
ｔｐｌａｓｍｉｃ）ドメインに由来する３つのアラニン置換ペプチドのいずれと比べても
、インビトロ細胞増殖の阻害効果が著しく高かった。
【０１１１】
　１０Ａｌａ内でのアルギニン及びリジンの位置が、癌細胞成長を阻害する１０Ａｌａの
能力に影響を及ぼしたかどうかを決定するため、一方又は両方のアルギニン及びリジン残
基の位置を逆にした１０Ａｌａペプチド（それぞれＲＡＫＡＲＡＡＡＡＫ（配列番号１７
）及びＫＡＲＡＲＡＡＡＡＫ（配列番号１８））の存在下でＨＴ２９細胞を培養した。図
５に示されるとおり、ペプチドが細胞成長を阻害する能力は、これにより著しく低下した
。さらに、全てのアラニン残基を異性体形態のβ－アラニンに変換すると、図５に示され
るとおり、ペプチドがＨＴ２９細胞の成長を阻害する能力は同様に低下した。
【０１１２】
　図６に示されるとおり、１０Ａｌａのより短い変異体、すなわちＲＡＫＡＫ（配列番号
１９）及びＲＡＫＡＫＡＡＡＲ（配列番号２０）は、ＨＴ２９細胞の増殖に対して最小限
の効果しか有しなかった一方、カルボキシ末端にもう１つ追加のアラニン残基を含んだ１
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１ｍｅｒのペプチドは、より短い変異体と比べると高い有効性であり、しかしなお、細胞
成長の阻害において１０Ａｌａほどの有効性はなかった（図６）。
【０１１３】
　アラニンの存在が成長阻害効果に特別な要件であったかどうかを決定するため、１０Ａ
ｌａ中のアラニン残基を、バリン（別の非極性アミノ酸）又はセリン及びグリシン（いず
れも極性アミノ酸）のいずれかに置き換えた。図７に示されるとおり、アラニンをグリシ
ンに置き換えると、最も高い濃度を除いてペプチドは有効性を失った一方、セリン置換は
より有効性が高く、とはいえ１０　Ａｌａと比べると著しく低かった。しかしながら、ア
ラニン残基をバリンに置き換えると、１０Ａｌａについて観察されるのと同程度のＨＴ２
９結腸癌細胞の成長阻害がもたらされた。細胞成長に対する１０Ａｌａの阻害効果を、他
の癌細胞型についても調べた。図８に示されるとおり、１０　Ａｌａは、インビトロでの
ヒト前立腺癌（ＤＵ１４５）、乳癌（ＭＣＦ－７）及び卵巣癌（Ａ２７８０）細胞株の成
長の阻害において等しく有効であった。
【０１１４】
２．２　癌細胞による１０Ａｌａの取込み
　１０　ＡｌａがＨＴ２９細胞の形質膜を通過する能力を、無血清培養条件下でフルオレ
セインイソチオシアネート（ｆｌｕｏｒｏｓｃｅｉｎｅ　ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ
）（ＦＩＴＣ）とコンジュゲートした１０Ａｌａに曝露された細胞の共焦点顕微鏡法を用
いて評価した。この研究で使用したペプチドは、アミノ末端に追加のリジン残基（これに
ＦＩＴＣ標識が付加される）を含む配列ＫＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（配列番号２５）（ＦＩ
ＴＣ－Ｋ１０（４）Ａｌａと特定される）を含んだ。培養下２４時間後、細胞の多くがペ
プチドの細胞質内局在を呈した。細胞の細胞質に対するＦＩＴＣ標識ペプチドの局在を示
す顕微鏡写真を、ＦＩＴＣ単独で処理した細胞と比較して図９に示す。
【０１１５】
２．３　タンパク質キナーゼ活性の効果
　β６由来のペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）、ＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（１
０Ａｌａ）（配列番号１２）、ＲＡＡＫＡＡＲＡＡＫ（Ｓｃｒａｍ　１０Ａｌａ）（配列
番号１３）、及び１０ｍｅｒバリン置換ペプチドＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ（配列番号２４）
がタンパク質キナーゼ活性を阻害する能力を、無細胞インビトロキナーゼアッセイを用い
て決定した。表１に示されるとおり、ＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ（配列番号１２）及びＲＶＫ
ＶＫＶＶＶＶＲ（配列番号２４）は、ｃ－Ｓｒｃ活性に対してＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配
列番号２）と同程度の効果を有し、しかしこのペプチドとは対照的に、Ａｋｔ２（ＰＫＢ
β）及びＡｔｋ３（ＰＫＢγ）活性の阻害において著しく有効性が高かった一方、スクラ
ンブル型（ｓｒａｍｂｌｅｄ　ｖｅｒｓｉｏｎ）の１０Ａｌａは本質的に効果がなかった
。
【０１１６】
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【表１】

【０１１７】
３．考察
　ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）アミノ酸配列を癌細胞増殖の阻害に有効なものと
するために、β６由来ペプチドＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）中のＮＰＬＹ（配列
番号３７）モチーフ、詳細にはチロシン（Ｙ）及びプロリン（Ｐ）残基が必須であること
を考えると、ＮＰＬＹ（配列番号３７）モチーフが欠損したＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列
番号２）の欠失変異体（すなわち、ＲＳＫＡＫＲ）（配列番号９）又はＮＰＬＹ（配列番
号３７）モチーフ中のプロリン若しくはチロシン残基のいずれかに単一のアラニン置換を
有する変異体（すなわち、それぞれＲＳＫＡＫＮＰＬＡＲ（配列番号４１）及びＲＳＫＡ
ＫＮＡＬＹＲ（配列番号４２））に細胞を曝露したときには認められなかった細胞増殖に
対する阻害効果が、アミノ末端セリンを含むアラニン残基によるＮＰＬＹ（配列番号３７
）モチーフの置換（ＲＡＫＡＫＡＡＡＡＲ；１０Ａｌａと命名される）（配列番号１２）
）によって回復するという発見は、全く予想外であった。
【０１１８】
　これは、アラニンが静電相互作用する可能性のない非極性の疎水性アミノ酸であること
を考えると、アラニンは受容体とは強力に結合しそうにないだけに、なおさら意外である
。対照的に、スクランブル型の１０Ａｌａは、図３に示されるとおり効果を有しなかった
ことから、１０Ａｌａ化合物の阻害効果が２つのアルギニン残基及び２つのリジン残基の
間隔及び並び方によって決定されたことが示唆される。
【０１１９】
　さらに、β－アラニンはアラニンと同じ四面体構造を保持するが、１０Ａｌａにβ－ア
ラニンを挿入する効果はペプチドの骨格を延ばすことであり、これにより癌細胞成長の阻
害におけるペプチドの有効性が低下する。これに加え、リジンとＣ末端アルギニンとの間
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にそれぞれ３個或いは５個のアラニン残基を含有するペプチドＲＡＫＡＫＡＡＡＲ（配列
番号２０）（９ｍｅｒ）及びＲＡＫＡＫＡＡＡＡＡＲ（配列番号２１）（１１ｍｅｒ）が
、両方とも、図６に示されるとおり１０Ａｌａと比較して結腸癌細胞の成長を阻害する効
果が著しく低いことが分かり、成長阻害効果に長さが関係することが確認された。
【０１２０】
　β６由来配列ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）中のＮＰｘＹ（配列番号４）モチー
フをアラニン残基に置き換えると、有効な抗癌化合物が得られた一方、β２、β３及びβ
５のそれぞれのインテグリン細胞質ドメインにおけるこのモチーフのアラニン置換は、細
胞成長の阻害に比較的効果がない化合物を生じたという知見により、インテグリン構造と
は関係がないことがさらに浮かび上がった。加えて、１０Ａｌａは、実質的な抗Ｓｒｃ活
性はなお保持しながらも、ＲＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）とは異なり、成長促進キ
ナーゼＡｋｔ３を阻害する（表１を参照）。さらに、１０ＲＶＫ（ＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ
）（配列番号２４）はｃ－Ｓｒｃ活性を阻害するのみならず、表１に示されるとおり、Ｒ
ＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）ペプチドとは異なり、Ａｋｔ２及びＡｋｔ３の両方の
阻害においても極めて有効である。まとめると、これらの知見が示すところによれば、１
０Ａｌａ及びその関連ペプチドをβインテグリン細胞質ドメインの誘導体に分類すること
はできない。
【０１２１】
　癌療法の主要な課題は、単一のキナーゼを標的化する場合に、腫瘍細胞が細胞に課され
た成長上の制約を逃れる能力である。多種多様なシグナルに応答するシグナル伝達タンパ
ク質の中でも、Ａｋｔ３は、細胞生存及び増殖の調節において中心的役割を担うものと思
われ、癌の治療に魅力的な治療標的となっている。例えば、Ａｋｔ３は乳癌及び前立腺癌
で過剰発現することが分かっており（Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８）、前
立腺癌では、Ａｋｔ３の基礎酵素活性が構成的に上昇することが分かっており、主要なＡ
ｋｔアイソフォームに相当する（Ｎａｋａｔａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。関連し
て、Ａｋｔ３の阻害が卵巣異種移植片マウスモデルにおいてＶＥＧＦの減少をもたらし、
それにより血管新生化が乏しい腫瘍をもたらすことも、最近になって示されている（Ｌｉ
ｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）。
【０１２２】
　Ｓｒｃファミリーキナーゼが成長促進性Ｒａｓ－ＭＡＰＫ経路の細胞内膜活性化に必要
であり、且つ結腸、肝臓、肺、乳房及び膵臓に由来する腫瘍の５０％以上でｃ－Ｓｒｃ活
性化が報告されていることを考えると、Ｓｒｃキナーゼの標的化もまた癌療法において重
要性がある（Ｂｉｖｏｎａ　Ｔ．Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。従って、本発明により
具体化されるペプチドと、ｃ－Ｓｒｃ阻害薬、例えばβ６インテグリン由来のペプチドＲ
ＳＫＡＫＮＰＬＹＲ（配列番号２）とによる治療は、有効な併用癌治療を提供し得る。
【０１２３】
　要約すれば、本明細書には新規抗癌ペプチドが提供され、これは、好ましい実施形態で
は僅か３種のアミノ酸のみを含むもので、これまでに癌細胞成長を阻害することが報告さ
れているインテグリンベースのペプチドとはユニークに異なっている。
【０１２４】
実施例２：ＭＤＡ４６８乳癌細胞の阻害
　８ｍｅｒのポリアルギニン配列がそのＣ端側末端にカップリングされた１０　ＲＶＫペ
プチド（ＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ）（配列番号２４）（すなわち、ＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲＲ
ＲＲＲＲＲＲＲ（配列番号２６）、本明細書において１０　ＲＶＫ　Ａｒｇと称される）
の様々な濃度でのＭＤＡ４６８乳癌細胞に対する成長阻害活性を、実施例１．２に記載さ
れるＭＴＴアッセイの変法により評価し、ここではウェル当たり３０００細胞を５％血清
を含有する培養培地で４８時間培養した。陰性対照は、８ｍｅｒのポリアルギニン（ｐｏ
ｌｙａｒｇｉｎｅ）ペプチド（８　Ａｒｇ）を使用した。図１０に示す結果は、各投薬量
につき３つのレプリケートウェルの平均である。見て分かるとおり、１０　ＲＶＫ　Ａｒ
ｇペプチド（塗り潰した菱形）は、５μＭ～５０μＭの濃度で癌細胞の成長を完全に阻害
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したが、８ｍｅｒ　Ａｒｇペプチドそれ自体（塗り潰した四角形）は、この濃度範囲では
何ら効果を示さなかった。
【０１２５】
　別の試験では、１０　ＲＶＫ　Ａｒｇペプチドは、ペネトラチンをそのＮ末端にカップ
リングした１０　ＲＶＫペプチド（すなわち、ＲＱＩＫＩＷＦＱＮＲＲＭＫＷＫＫＲＶＫ
ＶＫＶＶＶＶＲ）（配列番号４３）と比較して、５μＭ～１０μＭの濃度でのＭＤＡ４６
８乳癌細胞の治療、及び１０μＭ～５０μＭの濃度でのＤＵ１４５前立腺癌細胞の治療に
おいて、ＭＴＴアッセイによりアッセイするとき細胞成長阻害活性の増強を示した（結果
は図示せず）。
【０１２６】
実施例３：ＭＤＡ４６８乳癌細胞及びＤＵ１４５前立腺癌細胞の阻害
　ＭＤＡ４６８乳癌細胞及びＤＵ１４５前立腺癌細胞に対する種々の濃度の１０　ＲＶＫ
　Ａｒｇペプチドの成長阻害活性を、実施例２に記載されるとおり細胞を５％血清含有培
地で４８時間インキュベートすることを含むＭＴＴアッセイにより評価した。比較として
、７ｍｅｒのポリアルギニン配列がそのＣ端側末端にカップリングされた１０　ＲＶＫペ
プチド（すなわち、ＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲＲＲＲＲＲＲＲ（配列番号２７）、本明細書に
おいて１０　ＲＶＫ　７Ａｒｇと称される）及び８ｍｅｒポリアルギニン（ｐｏｌｙａｒ
ｇｉｎｅ）配列がそのＮ端側末端にカップリングされた１０　ＲＶＫペプチド（すなわち
、ＲＲＲＲＲＲＲＲＲＶＫＶＫＶＶＶＶＲ（配列番号２８）、本明細書においてＡｒｇ　
１０　ＲＶＫと称される）による細胞の成長阻害を評価した。乳癌細胞の阻害結果を図１
１に示し、一方、前立腺癌細胞の治療結果を図１２に示す。見て分かるとおり、これらの
ペプチドは、乳癌細胞及び前立腺癌細胞の両方の成長を０．５μＭ以上の濃度で顕著に阻
害し、互いに同様の活性プロファイルを示した。
【０１２７】
　好ましい実施形態をいくつか記載したが、当業者は、本発明から逸脱することなく多数
のさらなる実施形態が提供され得ることを理解するであろう。従って、記載される本実施
形態は、あらゆる点で例示的なものであり、限定するものではないと見なされるべきであ
る。
【０１２８】
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