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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　治療剤に対する細胞の感受性を予測する方法であって、
ａ）試験治療剤に曝露された試験細胞集団を、アポトーシス促進性のＢＨ３ドメインペプ
チドに接触させること；
ｂ）試験治療剤に暴露されていない対照細胞集団を、アポトーシス促進性のＢＨ３ドメイ
ンペプチドに接触させること；
ｃ）試験細胞集団における、ＢＨ３ドメインペプチドにより誘導されるミトコンドリア外
膜の透過化の量を測定すること；
ｄ）対照細胞集団における、ＢＨ３ドメインペプチドにより誘導されるミトコンドリア外
膜の透過化の量を測定すること；および
ｅ）試験細胞集団における、ＢＨ３ドメインペプチドにより誘導されるミトコンドリア外
膜の膜透過化の量を、前記治療剤に接触させていない対照細胞集団と比較すること
を含み、対照細胞集団と比較した、試験細胞集団におけるミトコンドリア外膜透過化の上
昇が、細胞が治療剤に対して感受性があることを示す、前記方法。
【請求項２】
　試験細胞集団が、ＢＨ３ドメインペプチドに接触させる前に、透過化される、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　ミトコンドリア外膜の膜透過化が、ｉ）電位差測定用の色素の発光、またはｉｉ）ミト
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コンドリア膜間腔からの分子の放出を測定することによって決定される、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項４】
　透過化された試験細胞集団を、電位差測定用の色素に接触させることをさらに含む、請
求項２に記載の方法。
【請求項５】
　電位差測定用の色素が、ＪＣ－１またはジヒドロローダミン１２３である、請求項３に
記載の方法。
【請求項６】
　透過化された試験細胞集団を、シトクロムＣ、ＳＭＡＣ／Ｄｉａｂｌｏ、Ｏｍｉ、アデ
ニル酸キナーゼ－２またはアポトーシス誘導因子に対する抗体に接触させることをさらに
含む、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　透過化された試験細胞集団を、細胞内のまたは細胞外のマーカーに対する抗体に接触さ
せることをさらに含む、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　試験細胞集団を、ミトコンドリア外膜透過化を測定する前に、固定液で固定することを
さらに含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　試験細胞集団が、固体表面上に固定される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ＢＨ３ドメインペプチドが、ＢＩＤ、ＢＩＭ，ＢＡＤ、ＮＯＸＡ、ＰＵＭＡ、ＢＭＦま
たはＨＲＫのポリペプチドの前記ＢＨ３ドメインに由来する、請求項１～９のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１１】
　ＢＨ３ドメインペプチドが、配列番号１～１４からなる群から選択される、請求項１～
１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　試験治療剤が、化学療法剤である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　試験治療剤が、標的化学療法剤である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　化学療法剤が、キナーゼ阻害剤である、請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　マルチウェルプレート、ここで各ウェルが、ＪＣ－１色素、オリゴマイシン、２－メル
カプトエタノール、ジギトニンおよび少なくとも１種のＢＨ３ペプチドを含有し、ミトコ
ンドリア緩衝液を含有するバイアル、ならびに、使用説明書を含む、請求項１～１４のい
ずれか一項に記載の方法を実施するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１２年９月１９日に出願された仮出願USSN61/702,967に対する優先権お
よびその利益を主張するものであり、その内容は全体として参照により本明細書中に組み
込まれる。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、一般に、化学療法および特に標的療法に対する反応を予測する方法に関する
。
【背景技術】
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【０００３】
本発明の背景
　より多くの標的療法が、種々のタイプのがんに対して承認されるにつれて、これらの療
法が、それらから最大の利益を得るであろう患者に対して進められ得るように、予測バイ
オマーカーに対するニーズが高まりつつあるが、残念なことに、がん治療に利用可能なバ
イオマーカーは充分ではない。近年、チロシンキナーゼインヒビター（ＴＫＩ）の開発に
よって、進行疾患を患う患者における処置が改善された。例えば、ＥＧＦＲにおける変異
を検出することは、ＥＧＦＲインヒビターを用いる初期治療のためのバイオマーカーとし
て、首尾よく使用されている。多くの標的薬剤は、遺伝子予測マーカーを欠いている。さ
らに、これらの薬に対する耐性は頻繁に出現しており、その耐性機序の多様性を考えると
、この耐性の出現の次にどのような処置を施すのが最も良いかが、しばしば不明である。
本発明は、より良好な薬が患者に当てがわれ得るようにするために、治療に対する反応を
予測する方法を提供する。
【発明の概要】
【０００４】
本発明の概要
　各種の態様において、本発明は化学療法に対する反応を予測する方法を提供する。
【０００５】
　各種の態様において、本発明は、試験治療剤に曝露された試験細胞集団をアポトーシス
促進性のＢＨ３ドメインペプチドに接触させ、試験細胞集団におけるＢＨ３ドメインペプ
チドに誘導されたミトコンドリア外膜の透過化の量を測定し、試験細胞集団におけるＢＨ
３ドメインペプチドに誘導されるミトコンドリア外膜の透過化の量を、治療剤に接触させ
ていない対照細胞集団と比較することにより、治療剤に対する細胞の感受性を予測する方
法を提供する。対照細胞集団と比較された、試験細胞集団におけるＢＨ３ドメインペプチ
ドに対するミトコンドリアの感受性の増大は、細胞が治療剤に対して感受性があることを
示す。各種の実施態様において、細胞は、ＢＨ３ドメインペプチドに接触させる前に、透
過化される。各種の態様において、方法は、透過化された細胞を電位差測定用の(potenti
ometric)色素に接触させることをさらに含む。電位差測定用の色素は、例えばＪＣ－１ま
たはジヒドロローダミン１２３、を含む。
【０００６】
　ミトコンドリア外膜の透過化は、例えば、ｉ）電位差測定用のまたは放射測定用の色素
の発光、またはｉｉ）ミトコンドリア膜間腔からの分子の放出、を測定することによって
決定される。
【０００７】
　ＢＨ３ドメインペプチドは、ＢＩＤ、ＢＩＭ、ＢＡＤ、ＮＯＸＡ、ＰＵＭＡ、ＢＭＦま
たはＨＲＫのポリペプチドのＢＨ３ドメインに由来する。典型的なＢＨ３ドメインペプチ
ドは、配列番号１～１４を含む。
【０００８】
　治療剤は、例えばキナーゼインヒビター等の化学療法剤である。
【０００９】
　別異に定義されない限り、本明細書中に使用される全ての技術的および科学的用語は、
本発明が属する技術分野における当業者によって、通常理解される意味と同じ意味を有す
る。本明細書中に記載される方法および物質と、類似のまたは同等の該方法および該物質
が、実際にまたは本発明の試験において使用され得るが、適切な方法および物質は以下に
記載されている。本明細書中に述べられている全ての出版物、特許出願、特許、および他
の参照は、全体として参照により組み込まれる。抵触する場合には、本明細書が、定義も
含めて、調整するであろう。加えて、物質、方法、および例は、単に具体例であり、限定
されるものではない。
【００１０】
　本発明の他の構成要件および利点は下記の詳細な説明および特許請求の範囲から明らか
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になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】ＮＳＣＬＣ細胞株ＰＣ９、ＰＣ９ＧＲおよびＰＣ９ＷＺＲにおけるダイナミック
ＢＨ３プロファイリング。（Ａ）プライミングを測定するためのＢｉｍペプチド（０．３
μＭ）反応に対するミトコンドリアの反応を使用する、薬に１６ｈ曝露された細胞におけ
るＢＨ３プロファイリング結果。（Ｂ）細胞死は、アネキシンＶ／ＰＩ染色を使用するＦ
ＡＣＳによって、７２ｈで測定された。
【００１２】
【図２】突然変異のＢＩＭであるＡＶペプチドは、本来のＢＩＭペプチドのように働く。
プライミングを測定するために、ＢＩＭのＢＨ３ペプチドＡｃ－ＭＲＰＥＩＷＩＡＱＥＬ
ＲＲＩＧＤＥＦＮＡ－ＮＨ２（配列番号１）（０．３μＭもしくは１μＭ）または点突然
変異されたＢＩＭであるＡＶのＢＨ３ペプチドＡｃ－ＭＲＰＥＩＷＩＡＱＥＬＲＲＩＧＤ
ＥＦＮＶ－ＮＨ２（配列番号２）（０．３μＭもしくは１μＭ）の反応を使用する、１μ
Ｍのゲフィチニブまたは１００ｎＭのＷＺ４００２に１６ｈ曝露された、細胞株（Ａ）Ｐ
Ｃ９、（Ｂ）ＰＣ９ＧＲおよび（Ｃ）ＰＣ９ＷＺＲにおけるダイナミックＢＨ３プロファ
イリング。
【００１３】
【図３】ＮＳＣＬＣ細胞株におけるダイナミックＢＨ３プロファイリング。（Ａ）プライ
ミングを測定するためにＢｉｍペプチド（１μＭ）反応を使用する、薬に１６ｈ曝露させ
た細胞におけるＢＨ３プロファイリングの結果。（Ｂ）細胞死は、アネキシンＶ／ＰＩ染
色を使用するＦＡＣＳによって７２ｈで測定された。（Ｃ）１μＭのＢｉｍを用いたΔ％
脱分極と７２ｈでの細胞死との間の相関関係、ｐ＝０．００１４；両側。
【００１４】
【図４】左に、数種のＢＨ３ペプチドを使用して、１μＭのイマチニブを用いて１６ｈお
よび８ｈ処置されたヒトＣＭＬ細胞株（Ａ）Ｋ５６２および（Ｂ）Ｋｕ８１２におけるＢ
Ｈ３プロファイリングの結果。右に、（Ｃ）０．１μＭのＢｉｍを用いたΔ％脱分極と（
Ｄ）アネキシンＶ／ＰＩ染色を使用するＦＡＣＳによる４８ｈでの細胞死との間の相関関
係。
【００１５】
【図５】ダイナミックＢＨ３プロファイリングは、ＣＭＬの初代のサンプルにおけるイマ
チニブ反応を予測する。慢性骨髄性白血病患者のサンプルにおけるＤＢＰの予測能力が試
験された。（Ａ）凍結フィコールで精製された骨髄の初代の慢性骨髄性白血病のサンプル
が、１および５μＭのイマチニブを用いて１６時間処置され、それからＤＢＰが行われた
。結果は、Δ％プライミングとして表現される。診療所においてイマチニブ処置に反応し
た患者から得られたそれらのサンプルは、再発した患者から得られたそれらのサンプルと
は対照的に、我々のＤＢＰ分析において、より有意に高いΔ％プライミングを表した。（
Ｂ）このサンプル一式に対して受診者動作特性曲線分析が行われた。ＲＯＣ曲線下の面積
は０．９４であり、ＤＢＰはＣＭＬ患者に対して、彼らがイマチニブ処置から利益を得ら
れるかどうかを予測するためのバイナリの予測因子(binary predictor)として使用され得
ることを示している。
【００１６】
【図６】ダイナミックＢＨ３プロファイリングは、標的療法に対する白血病細胞死の反応
を的確に予測する。（Ａ）Ｋ５６２骨髄性白血病細胞が、広範なキナーゼのインヒビター
の一団に１６時間曝露され、ダイナミックＢＨ３プロファイリングが行われた。ＢＩＭの
ＢＨ３ペプチドに続いて薬による処置によって引き起こされた脱分極における変化が表わ
される。有意な変化は、イマチニブ（ＢＣＲ－Ａｂ１インヒビター）、ＴＡＥ－６８４（
ＡＬＫ）およびＢＥＺ２３５（ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ）に対してしか見出されなかったこと
に留意する。（Ｂ）Ｋ５６２細胞は、同じ一団の薬に７２時間曝露され、細胞死反応が、
アネキシンＶ／ＰＩによって評価された。ダイナミックＢＨ３プロファイリングは、イマ
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チニブによる予想された死滅だけでなく、ＴＡＥ－６８４およびＢＥＺ２３５による予想
外の死滅もまた的確に予測したことに留意する。（Ｃ）ｐ２１０の有無によるＢａＦ３マ
ウス白血病細胞のダイナミックＢＨ３プロファイリングは、種々の薬によって１６時間曝
露された後に誘導された、異なるプライミングの変化を明らかにする。（Ｄ）４８時間曝
露後の細胞毒性（アネキシンＶ／ＰＩ）がダイナミックＢＨ３プロファイリングの予測を
裏付ける。（Ｅ）エピジェネティックな改変剤に曝露されたＡＭＬ細胞Ｋｕ８１２のダイ
ナミックＢＨ３プロファイリング（プロジェクト４から）。イマチニブは陽性対照である
。ＢＥＴインヒビターであるＪＱ１は、プライミングを増大させ、細胞死を引き起こすこ
とが予測されるが、化合物Ａ（ＤＯＴＩＬインヒビター）およびＢ（ＥＺＨ２インヒビタ
ー）は、そうではない。（Ｆ）イマチニブおよびＪＱ１は、ダイナミックＢＨ３プロファ
イリングによって予測されるように、細胞死を誘導するが、化合物Ａおよび化合物Ｂは、
そうではない。
【００１７】
【図７】ＤＢＰを使用して血液系悪性腫瘍における最適処置を同定すること。肝要な膜受
容体のいずれかを標的とする数種の薬：ゲフィチニブ（ＥＧＦＲインヒビター）、イマチ
ニブ（Ａｂ１インヒビター）、ラパチニブ（ＨＥＲ２インヒビター）、ＰＤ１７３０７４
（ＦＧＦＲインヒビター）およびＴＡＥ－６８４（Ａｌｋインヒビター）；または重要な
細胞内のキナーゼ：ＭＫ－２２０６（Ａｋｔインヒビター）、ＰＬＸ－４０３２（ＢＲａ
ｆＶ６００Ｅインヒビター）、ＡＺＤ－６２４４（ＭＥＫインヒビター）およびＢＥＺ－
２３５（ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲインヒビター）が選択され、それらは数種のヒト血液がん細
胞株：Ｋ５６２（慢性骨髄性白血病）、ＤＨＬ６（びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫）
、ＬＰ１（多発性骨髄腫）、ＤＨＬ４（びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫）およびＡＭ
Ｌ３（急性骨髄性白血病）において試験された。（Ａ）Δ％プライミングとして表現され
るＤＢＰ（１６時間インキュベーション）の結果および（Ｂ）Δ％細胞死として表現され
るアネキシンＶ／ＰＩ染色を使用する７２時間での細胞死の測定値が、（Ｃ）有意な相関
関係を表した。したがって、ＤＢＰは血液系悪性腫瘍の細胞株に対して最適処置を予測し
得る。
【００１８】
【図８】ＤＢＰを使用して固形腫瘍における最適処置を同定すること。図７において使用
された同じ一団のキナーゼインヒビターが、数種のヒト固形腫瘍細胞株：ＭＣＦ７（乳が
ん）、ＰＣ９（非小細胞肺がん）、Ｓｋ５ｍｅｌ（メラノーマ）、ＨＣＴ１１６（大腸が
ん）およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１（乳がん）に対して試験された。（Ａ）Δ％プライミン
グとして表現されるＤＢＰ（１６時間インキュベーション）の結果および（Ｂ）Δ％細胞
死として表現されるアネキシンＶ／ＰＩ染色を使用する７２～９６時間での細胞死の測定
値が、（Ｃ）有意な相関関係を表した。したがって、ＤＢＰはまた固形腫瘍の細胞株に対
しても、最適処置を予測できる。
【００１９】
【図９】ダイナミックＢＨ３プロファイリングは、優れたバイナリの予測因子である。（
Ａ）図７および図８を編集した結果であり、全ての細胞株に対してΔ％プライミングとΔ
％細胞死との間に有意な相関関係を表している。（Ｂ）受診者動作特性曲線分析が行われ
た。ＲＯＣ曲線下の面積は０．８７であり、細胞株における化学療法反応に対する優れた
バイナリの予測因子であることを示している。
【００２０】
【図１０】図１０は、本発明の方法を図式で説明している。
【００２１】
【図１１】図１１は、ｉＢＨ３が、混合集団とともに個々の亜集団のプロファイルを再現
できることを実証する一連の棒グラフである。個々に（図１１Ａに表されるように非混合
の）または複雑な混合物として（図１１Ｂに表されるように混合の）プロファイルされた
サンプルは、同じプロファイルを導出する。
【００２２】
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【図１２】図１２は、ｉＢＨ３がどのように細胞集団を定義し、プロファイリングに対す
る細胞の反応を測定するのかを表す一連のパネルである。代表的なＦＡＣＳデータは、図
１１の混合サンプル内の亜集団の単離を実証する。
【００２３】
【図１３】図１３は、顕微鏡観察によって測定された、ペプチド処置に反応したことによ
るシトクロムｃの消失を表す一連の蛍光顕微鏡画像である。細胞は、それらの核のＤＡＰ
Ｉ染色によって位置付けられ、ミトコンドリアは、ミトコンドリアマーカー（ＭｎＳＯＤ
）の染色によって、核のすぐ近傍に位置付けられ、シトクロムｃ染色は、ミトコンドリア
マーカー染色の領域と相関している。不活性な対照ペプチドは、ＭｎＳＯＤ染色の領域内
にシトクロムｃ染色を表す一方、ＢＩＭペプチドは、ＭｎＳＯＤ染色の全ての領域内から
、シトクロムｃのほぼ完全な消失を引き起こす。
【００２４】
【図１４】図１４は、ｍｉＢＨ３のプロファイルと知られているプロファイルとの相関関
係を表す一連の棒グラフである。ＳｕＤＨＬ４細胞株のｍｉＢＨ３のプロファイル（図１
４Ａ）は、ＢＨ３ペプチドに反応したことにより、シトクロムｃとＭｎＳＯＤチャンネル
との間の相関関係の消失を表す。シトクロムｃの放出ならびにＢＩＭ、ＢＩＤ、ＰＵＭＡ
およびＢＭＦのペプチドに対する相関関係の消失は、図１４Ｂに表される他のＢＨ３プロ
ファイリング方法によって測定されたシトクロムｃの消失と整合する。
【００２５】
【図１５】図１５は、予め作製された凍結プレートが、新たに調製されたプレートと同じ
ように機能を果たすことを表すグラフである。反応性の細胞（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１）は
、凍結のプレートおよび新たに調製されたプレートの両方において、ペプチド処置（ＢＡ
Ｄ）に対して、同程度の反応を表す。無反応性の細胞（ＳｕＤＨＬｌ０）は、非特異的な
ノイズの試験を行うために使用され、凍結プレートは、新たに調製されたプレートと同等
の反応を導出する。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
本発明の詳細な説明
　本発明は、がん細胞が死に対してどの程度「準備されている」のかを測定するものとし
てもまた知られている、がん細胞がプログラム細胞死（すなわち、アポトーシス）の閾に
どの程度近いのかを測定する技術、の発見に一部基づく。本発明の方法は、プログラム細
胞死の閾にがん細胞をより近づける（プライミングを最も増大させる）薬物の同定を可能
にする。本発明は、個々の臨床がんサンプルに適用され得ることによって、プログラム細
胞死の閾にそのサンプル中の細胞を最も近づける、その個々のサンプル用のそれらの薬物
を容易に同定することができる。そのように同定された薬物は、サンプルが由来した患者
に臨床的利益を提供する可能性が最も高い。したがって、本発明は、個々のがん患者に対
する個別化治療の方法を提供する。
【００２７】
　本技術は、本発明の方法が、個々のがんサンプルのミトコンドリアのプライミングに対
する、あらゆる個々の薬物またはそれらの組み合わせのダイナミックな効果の観察を可能
にする点で、US2008/0199890に記載された先の技術とは異なる。先の方法は、がんサンプ
ルのプライミングをベースライン時に単に測定しただけであり、一群の化学薬品のいずれ
にも撹乱されなかった。したがって、アポトーシスの閾に最も近いそれらの細胞は、死に
向けて最も準備されており、化学療法に対して最も反応性があることがおおよそ予測され
たが、細胞が、どの薬剤に対して最も感受性がある可能性が高いかを識別する能力はなか
った。対照的に、本発明の方法は、評価される特定の薬物に起因するプライミングの変化
を可能にして、よって化合物が、細胞をアポトーシスの閾により近づけさせるかどうかを
、決定する。さらに、本発明の方法は、特定の細胞が特定の治療剤に対して耐性になった
かどうかを決定する能力があるため、先の方法よりも優れている。本発明の方法は、本明
細書中でダイナミックＢＨ３プロファイリングと呼ぶ。
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【００２８】
ダイナミックＢＨ３プロファイリング
【００２９】
　様々な方法において、薬剤に対する細胞の感受性が決定される。方法は、試験細胞を試
験薬に接触させることを含む。試験薬に対する細胞の感受性は、試験薬に曝露された試験
細胞または試験細胞成分（例えば、ミトコンドリア等）を、アポトーシス促進性のＢＣＬ
－２ファミリーからの標準濃度のＢＨ３ドメインペプチドの一群に接触させることによっ
て決定される。アポトーシス促進性のＢＣＬ－２のＢＨ３タンパク質およびペプチドは、
以下：Bcl-2 interacting mediator of cell death（ＢＩＭ）；その突然変異体（ＢＩＭ
　ＡＶ）；BH3 interacting domain death agonist（ＢＩＤ）；Bcl-2-associated death
 promoter（ＢＡＤ）；ＮＯＸＡ；p53 up-regulated modulator of apoptosis（ＰＵＭＡ
）；Bcl-2-modifying factor（ＢＭＦ）およびharakiri（ＨＲＫ）を含む（表１を参照）
。ミトコンドリア外膜の透過化を誘導するＢＨ３ペプチドの能力は、試験集団（すなわち
、細胞または細胞成分（例えばミトコンドリア等））および試験薬に曝露されていない対
照集団（すなわち、細胞または細胞成分（例えばミトコンドリア等））において測定され
る。対照集団と比較された、試験集団におけるＢＨ３ペプチドにより誘導されたミトコン
ドリア外膜の透過化の増大は、細胞が、試験薬に対して反応性があるであろう（すなわち
、細胞死が誘導されるであろう）ことを示す。あるいは、対照集団と比較された、試験集
団におけるＢＨ３ペプチドにより誘導されたミトコンドリア外膜の透過化の無変化（また
は減少）は、細胞が、試験薬に対して耐性があるであろう（すなわち、細胞死が誘導され
ないであろう）ことを示す。
【００３０】
　細胞または細胞成分は、がん細胞もしくはがん性であると疑われる細胞である。細胞は
透過化されることによって、ＢＨ３ペプチドがミトコンドリアに接近することが可能にな
る。細胞は、当該技術分野において知られている方法によって透過化される。例えば、細
胞は、ジギトニン、または技術分野において承認されている他の界面活性剤および細胞透
過化剤に細胞を接触させること等によって透過化される。
【００３１】
　細胞が透過化された後に、細胞は、ＢＨ３ペプチドまたは試験薬で処置される。細胞が
処置された後に、ミトコンドリア外膜の透過化が測定される。外膜の透過化は、多数の方
法によって測定される。例えば、ミトコンドリアの膜電位の消失による外膜の透過化等。
ミトコンドリアの膜電位の消失は、例えば、電位差測定用または放射測定用の色素で細胞
を処置すること等により測定される。
【００３２】
　あるいは、外膜の透過化は、ミトコンドリア膜間腔からの分子の放出を測定することに
よって決定される。測定され得る分子の例は、シトクロムｃ、ＳＭＡＣ／Ｄｉａｂｌｏ、
Ｏｍｉ、アデニル酸キナーゼ－２またはアポトーシス誘導因子（ＡＩＦ）を含む。任意に
、細胞は、外膜の透過性を測定する前に固定される。細胞は、ホルムアルデヒド等のアル
デヒドを使用すること等の当該技術分野において知られている方法によって固定される。
【００３３】
　ミトコンドリア外膜の透過化は、単一細胞レベルまたは多細胞レベルで測定され得る。
加えて、本明細書中に開示される方法のいくつかは、細胞の亜集団のアッセイを可能にす
る。
【００３４】
　電位差測定用の色素の例は、蛍光ＪＣ－１プローブ（５，５'，６，６'－テトラクロロ
－１，１'，３，３'－テトラエチルベンズイミダゾリルカルボシアニンヨージド）もしく
はジヒドロローダミン１２３、またはテトラメチルローダミンメチルエステル（ＴＭＲＭ
）もしくはテトラメチルローダミンエチルエステル（ＴＭＲＥ）を含む。
【００３５】
　ＪＣ－１は、親油性で、カチオン性の色素であることによって、電位差に比例してミト
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コンドリア内膜を横切ってミトコンドリアに入る。ＪＣ－１は、低い膜濃度でモノマーと
して存在する。しかしながら、ＪＣ－１は、より高いミトコンドリア電位の条件下でミト
コンドリアマトリックス内に蓄積した。これらのより高い濃度で、ＪＣ－１は、赤色蛍光
の「Ｊ凝集体」を形成する。モノマーとして、色素は５２７ｎｍの吸収／発光極大を有す
る一方、高い膜電位では、発光極大は５９０ｎｍである。このように、このシアニン色素
の発光比率の測定は、ミトコンドリアの膜電位の高感度の測定として使用され得る。色素
は、核または細胞質の基準値の測定を必要としない色素濃度の二重測定を可能にする。単
離されたミトコンドリアを使用する研究は、モノマーのＪＣ－１からの５２７ｎｍの発光
は４６～１８２ｍＶの範囲の膜（Ｍ）電位に合わせてほぼ直線的に増大するが、５９０ｎ
ｍのＪ凝集体の発光は１４０ｍＶよりも負のＭ値に対して感受性がなく、１４０～１８２
ｍＶの範囲内の電位の値に対して強い感受性があることを表した（Di Lisa et al.,1995
）。フルオレセインおよびテトラメチルローダミンのために設計された光学フィルターは
、モノマーおよびＪ凝集体の形態をそれぞれ別々に可視化するために使用され得る。ある
いは、両形態は、標準フルオレセインロングパス光学フィルターセットを使用して同時に
観察され得る。
【００３６】
　ジヒドロローダミン１２３は、酸化によって、蛍光性のレーザー色素であるローダミン
１２３（Ｒ１２３）に変換され得る無電荷の非蛍光性の薬剤である。
【００３７】
　ミトコンドリア膜間腔からの分子の放出は、当該技術分野において知られている方法に
よって測定され得る。例えば、測定される分子に対する抗体、すなわちシトクロムｃ、Ｓ
ＭＡＣ／Ｄｉａｂｌｏ、Ｏｍｉ、アデニル酸キナーゼ－２またはアポトーシス誘導因子（
ＡＩＦ）に対する抗体を使用すること等による。検出は、例えば、ＥＬＩＳＡ、ＦＡＣＳ
、免疫ブロット、免疫蛍光法または免疫組織化学的検査等によって行われ得る。
【００３８】
　ミトコンドリア腔から放出される分子の測定に加えて、細胞内および細胞外の他のマー
カーも測定され得る。これは、細胞の亜集団間の差異を識別する能力を考慮に入れたもの
である。
【００３９】
　ダイナミックＢＨ３プロファイリングは、固体表面上に細胞を固定化することによって
単一細胞レベルで達成され得る。任意に、固体表面は、ポリアミンまたはポリリシンでコ
ートされる。固定化された細胞は、上述の通り透過化される。その後、細胞は、ＢＨ３ペ
プチドおよび／または試験薬に接触させられる。細胞が、例えば４５～９０分間等の所定
の期間処置された後、細胞は、当該技術分野において知られている方法によって、固定さ
れ、透過化される。例えば、細胞はホルムアルデヒドを用いて固定され、さらに、メタノ
ールまたはtriton x-100を用いて透過化される。外膜の透過化は、ミトコンドリア膜間腔
からの分子およびミトコンドリアマーカーの細胞内染色によって決定される。測定され得
る分子の例は、シトクロムｃ、ＳＭＡＣ／Ｄｉａｂｌｏ、Ｏｍｉ、アデニル酸キナーゼ－
２またはアポトーシス誘導因子（ＡＩＦ）を含む。ミトコンドリアマーカーはＭｎＳＯＤ
を含む。染色された細胞は、例えばＤＡＰＩ等の核染色剤を用いて対比染色され得る。任
意に、細胞内および細胞外の他のマーカーも測定され得る。細胞の分析は、核を位置付け
るために、顕微鏡を使用して手作業で達成され得るか、または例えばCellprofiler等のソ
フトウェアを使用すること等により自動化され得る。
【００４０】
　細胞は、がんを患っているか、またはがんを患っていると疑われることが知られている
対象由来である。対象は、好ましくは、哺乳動物である。哺乳動物は、例えばヒト、非ヒ
トの霊長類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマまたはウシ等である。対象は、がんを患
っていると以前に診断されており、おそらく既にがんに対する処置を受けている。あるい
は、対象は、がんを患っていると以前に診断されていない。
【００４１】
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　薬剤は、例えば化学療法剤等の治療剤である。例えば、薬剤は、キナーゼインヒビター
等の標的化学療法剤である。当業者は、その薬剤が、本発明の方法によって、毒性に対し
スクリーニングされ得ることを充分に理解するであろう。
【００４２】
　アポトーシス、すなわち細胞死は、知られている方法によって同定される。例えば、細
胞が、収縮し、それらの上に泡様のブレブを発達させ、それら核内のクロマチン（ＤＮＡ
およびタンパク質）を分解させ、ならびに、シトクロムｃの放出、ミトコンドリアの膜電
位の消失、膜に包まれた小フラグメントへの断片化を伴い、それらミトコンドリアを崩壊
させるか、または、普段は細胞膜内に隠れているホスファチジルセリンが、表面上に曝露
される。
【００４３】
　試験薬に接触させていない細胞と比較した、試験薬に接触させた細胞の、ＢＨ３ペプチ
ドによって誘導された膜透過化レベルの差は、統計学的に有意である。統計学的に有意と
は、変更が、偶然によってのみ起こると予想され得るものよりも大きいことを意味する。
統計学的な有意差は、当該技術分野において知られている方法によって決定される。例え
ば、統計学的な有意差は、Ｐ値等によって決定される。Ｐ値は、実験中の群間の差が偶然
に起きた可能性の度合いである（Ｐ（ｚ≧ｚｏｂｓｅｒｖｅｄ））。例えば、０．０１の
Ｐ値は、結果が偶然に生じた確率が１００分の１であることを意味する。Ｐ値が低いほど
、群間の差が処置によって引き起こされたという可能性はより高くなる。変更は、Ｐ値が
０．０５以下である場合、統計学的に有意である。好ましくは、Ｐ値は、０．０４、０．
０３、０．０２、０．０１、０．００５、０．００１またはそれ未満である。
【００４４】
アポトーシス促進性のＢＣＬ－２のＢＨ３ドメインペプチド
　アポトーシス促進性のＢＣＬ－２のＢＨ３ドメインペプチドは、長さ１９５アミノ酸未
満、例えば、長さ１５０、１００、７５、５０、３５、２５または１５アミノ酸以下等で
ある。アポトーシス促進性のＢＣＬ－２のＢＨ３ドメインペプチドは、Bcl-2 interactin
g mediator of cell death（ＢＩＭ）；BH3 interacting domain death agonist（ＢＩＤ
）；Bcl-2-associated death promoter（ＢＡＤ）；ＮＯＸＡ；p53 up-regulated modula
tor of apoptosis（ＰＵＭＡ）；Bcl-2-modifying factor（ＢＭＦ）およびharakiri（Ｈ
ＲＫ）を含む。ＢＨ３ドメインペプチドは、配列ＮＨ２－ＸＸＸＸＸＸＸＸＸＸＬＸＸＸ
ＸＤＸＸＸＸ－ＣＯＯＨ（配列番号１６）を（完全または部分的に）含むペプチドを含む
。本明細書中において使用されるＸは、いずれのアミノ酸であってもよい。あるいは、Ｂ
Ｈ３ドメインペプチドは、配列番号１６の、少なくとも５個、６個、７個、８個、９個、
１５個またはそれより多いアミノ酸を含む。
　例えば、アポトーシス促進性のＢＣＬ－２のＢＨ３ドメインペプチドは、表１に表した
配列番号１～１４の配列を含む。ＰＵＭＡ２Ａ（配列番号１５）は陰性対照である。
【００４５】
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【表１】

【００４６】
　ＢＨ３ドメインペプチドは、標準的な改変を使用することによって改変され得る。改変
は、アミノ（Ｎ）末端で、カルボキシ（Ｃ）末端で、内部で、または前述のいずれの組み
合わせで生じていてもよい。本明細書中に記載のある側面において、ポリペプチド上に１
以上のタイプの改変があってもよい。改変は、これらに限定されないが、以下：アセチル
化、アミド化、ビオチン化、シンナモイル化、ファルネシル化、ホルミル化、ミリストイ
ル化、パルミトイル化、リン酸化（Ｓｅｒ、ＴｙｒまたはＴｈｒ）、ステアロイル化、ス
クシニル化、スルフリル化および環化（ジスルフィド架橋またはアミド環化を経て）、な
らびにＣｙｓ３またはＣｙｓ５による修飾を含む。本明細書中に記載のＧＣＲＡペプチド
はまた、２，４－ジニトロフェニル（ＤＮＰ）、ＤＮＰ－リシンによっても、７－アミノ
－４－メチル－クマリン（ＡＭＣ）、フルオレセイン、ＮＢＤ（７－ニトロベンズ－２－
オキサ－１，３－ジアゾール）、ｐ－ニトロ－アニリド、ローダミンＢ、ＥＤＡＮＳ（５
－（（２－アミノエチル）アミノ）ナフタレン－１－スルホン酸）、ｄａｂｃｙｌ、ｄａ
ｂｓｙｌ、ダンシル、テキサスレッド、ＦＭＯＣおよびＴａｍｒａ（テトラメチルローダ
ミン）による改変によっても、改変されてよい。
【００４７】
　任意に、ＢＨ３ドメインペプチドは、形質導入ドメインに付着される。形質導入ドメイ
ンは、それが存在するペプチドを、所望の細胞目的地へ方向付ける。このように、形質導
入ドメインは、例えば細胞外から細胞膜を通り、細胞質内へ等、細胞膜を横切ってペプチ
ドを方向付け得る。それの代わりに、またはそれに加えて、形質導入ドメインは、細胞内
の所望の場所、例えば核、リボソーム、ＥＲ、ミトコンドリア、リソソームまたはペルオ
キシソーム等にペプチドを方向付け得る。
【００４８】
　いくつかの態様において、形質導入ドメインは、知られている膜輸送配列に由来する。
あるいは、形質導入ドメインは、例えばポリエチレングリコール、コレステロール部分、
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オクタン酸およびデカン酸等の、膜への取り込みを容易にすることが知られている化合物
である。
【００４９】
　例えば、輸送ペプチドは、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）１のＴＡＴタンパク質から
の配列を含んでもよい。このタンパク質は、例えば、U.S.Patent No.5,804,604および5,6
74,980等に記載されており、それぞれが、参照により本明細書中に組み込まれる。ＢＨ３
ドメインペプチドは、ＴＡＴタンパク質を構成する全８６アミノ酸のうちのいくつかまた
は全てと繋がられる。例えば、８６アミノ酸より少ないＴＡＴタンパク質の細胞内への取
り込みを現すために機能上有効なフラグメントまたは一部等が使用され得る。例えば、“
Vives et al, J.Biol.Chem., 272(25):16010-17(1997)”等を参照し、その全体は参照に
より本明細書中に組み込まれる。細胞内への移行および取り込みを媒介する領域を含むＴ
ＡＴペプチドは、知られている技術を使用してさらに定義され得る。例えば、Franked et
 al, Proc.Natl.Acad.Sci,USA 86:7397-7401(1989)等を参照。輸送配列の他の供給源は、
例えば、ＶＰ２２（例えば、WO 97/05265；Elliott and O’Hare, Cell 88:223-233(1997
)等に記載されている）、ショウジョウバエのアンテナペディア（Ａｎｔｐ）のホメオテ
ィックの転写因子、ＨＳＶ、ポリアルギニン、ポリリシン、または非ウイルスタンパク質
（Jackson et al, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89:10691-10695(1992)）等を含む。
【００５０】
　形質導入ドメインは、ＢＨ３ドメインペプチドのＮ末端またはＣ末端のいずれと繋がら
れてもよい。２個のプロリン残基のヒンジは、完全な融合ペプチドを創出するために、形
質導入ドメインとＢＨ３ドメインペプチドとの間に加えられてもよい。任意に、形質導入
ドメインは、形質導入ドメインが細胞内または細胞成分への侵入時にＢＨ３ドメインペプ
チドから放出されるように、ＢＨ３ドメインペプチドと繋がられる。
【００５１】
　形質導入ドメインは、輸送タンパク質中に存在する単一の（すなわち連続する）アミノ
酸配列とすることができる。あるいは、それは、２種または３種以上のアミノ酸配列とす
ることができ、それらは、タンパク質中に存在するが、天然起源のタンパク質中の他のア
ミノ酸配列によって分離されている。
【００５２】
　天然起源の輸送タンパク質のアミノ酸配列は、改変タンパク質を作製するために、例え
ば、天然起源のタンパク質中に存在する少なくとも１個のアミノ酸の付加、欠失および／
または置換によって改変され得る。増大または低減された安定性を有する改変された輸送
タンパク質は、知られている技術を使用することによって製造され得る。いくつかの態様
において、輸送タンパク質またはペプチドは、天然起源のタンパク質またはその一部のア
ミノ酸配列と実質的に似ているが同一ではないアミノ酸配列を含む。加えて、コレステロ
ールまたは他の脂質の誘導体は、膜への溶解性を増大させた改変タンパク質を製造するた
めに、輸送タンパク質に加えられ得る。
【００５３】
　ＢＨ３ドメインペプチドおよび形質導入ドメインは、当該技術分野において知られてい
るいずれの好適な方法における化学的なカップリングによって繋がられ得る。多くの知ら
れている化学的な架橋の方法は非特異的であり、すなわちそれらは、輸送ポリペプチドま
たはカーゴ高分子上の特定の部位のいずれにもカップリングの位置を方向付けていない。
結果として、非特異的な架橋剤の使用は、機能的な部位を攻撃もし、活性部位を立体的に
ブロックもし得、複合型のタンパク質を生物学的に不活性にし得る。
【００５４】
　カップリングの特異性を増大させるための１つの手段は、架橋されるべき一方または両
方のポリペプチド中、たった１個または数個見出される官能基と直接化学的にカップリン
グさせることである。例えば、多くのタンパク質において、チオール基を含有する唯一の
タンパク質アミノ酸であるシステインは、たった数個だが存在する。また、例えば、ポリ
ペプチドがリシン残基を含有していない場合、第一級アミンに対して特異的な架橋試薬は
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、そのポリペプチドのアミノ末端に選択的であろう。カップリングの特異性を増大させる
このアプローチを首尾よく利用するには、ポリペプチドが、分子の生物学的活性の消失を
伴わずに変更されてもよい分子領域において、好適に数が少なく反応性の高い残基を有す
ること、を必要とする。
【００５５】
　システイン残基は、それらがポリペプチド配列の一部に存在するときに置換されてもよ
く、そうでなければ、架橋反応へのそれらの関与によって、生物学的活性を妨げる可能性
が高くなるであろう。システイン残基が置換されるとき、その結果生じるポリペプチドの
フォールディングの変化を最小限にすることが、典型的には望ましい。ポリペプチドのフ
ォールディングの変化は、置換物が化学的および立体的にシステインと類似しているとき
、最小になる。これらの理由から、セリンが、システインに対する置換物として好ましい
。後述の例で実証されるように、システイン残基は、架橋させる目的でポリペプチドのア
ミノ酸配列中に導入されてもよい。システイン残基が導入されるとき、アミノ末端もしく
はカルボキシ末端で、またはその近くへの導入が好ましい。従来の方法は、着目するポリ
ペプチドの製造が化学合成であろうとも組み換えＤＮＡの発現であろうとも、かかるアミ
ノ酸配列の改変に利用可能である。
【００５６】
　２種の成分のカップリングは、カップリング剤または複合化剤を介して達成され得る。
利用され得る数種の分子内架橋試薬があり、例えばMeans and Feeney, Chemical Modific
ation of Proteins, Holden-Day, 1974, pp.39-43等を参照。これらの薬剤には、例えば
、Ｊ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオナート（ＳＰＤＰ）または
Ｎ，Ｎ’－（１，３－フェニレン）ビスマレイミド（両方ともスルフヒドリル基に対して
非常に特異的で、不可逆的な連結を形成する）；Ｎ、Ｎ’－エチレン－ビス－（ヨードア
セトアミド）または６～１１個の炭素のメチレン橋を有する他のかかる試薬（スルフヒド
リル基に対して相対的に特異的である）；および、ｌ，５－ジフルオロ－２，４－ジニト
ロベンゼン（アミノ基およびチロシン基と不可逆的な連結を形成する）等がある。この目
的において有用な他の架橋試薬は、以下：ｐ，ｐ’－ジフルオロ－ｍ，ｍ’－ジニトロジ
フェニルスルホン（アミノ基およびフェノール基と不可逆的な架橋を形成する）；アジプ
イミド酸ジメチル（アミノ基に対して特異的である）；フェノール－１，４－ジスルホニ
ルクロリド（主にアミノ基と反応する）；ヘキサメチレンジイソシアナートもしくはジイ
ソチオシアナート、またはアゾフェニル－ｐ－ジイソシアナート（主にアミノ基と反応す
る）；グルタルアルデヒド（数種の異なる側鎖と反応する）およびジスジアゾベンジジン
（主にチロシンおよびヒスチジンと反応する）を含む。
【００５７】
　架橋試薬は、ホモ二官能性(homobifunctional)であってもよく、すなわち同じ反応を起
こす２つの官能基を有していてもよい。好ましいホモ二官能性の架橋試薬は、ビスマレイ
ミドヘキサン（「ＢＭＨ」）である。ＢＭＨは、穏やかな条件（ｐＨ６．５～７．７）下
で、スルフヒドリル含有化合物と特異的に反応する２つのマレイミド官能基を含有する。
２つのマレイミド基は、炭化水素鎖によって接続されている。したがって、ＢＭＨは、シ
ステイン残基を含有するポリペプチドの不可逆的な架橋にとって有用である。
【００５８】
　架橋試薬はまた、ヘテロ二官能性(heterobifunctional)であってもよい。ヘテロ二官能
性の架橋剤は、遊離のアミンおよびチオールをそれぞれ有する２種のタンパク質を架橋す
るであろう２種の異なる官能基、例えばアミン反応基およびチオール反応基等、を有する
。ヘテロ二官能性の架橋剤の例は、スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シク
ロヘキサン－１－カルボキシラート（「ＳＭＣＣ」）、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－
ヒドロキシスクシンイミドエステル（「ＭＢＳ」）、およびスクシンイミド４－（ｐ－マ
レイミドフェニル）ブチラート（「ＳＭＰＢ」）、鎖が延長されたＭＢＳのアナログであ
る。これらの架橋剤のスクシンイミジル基は、第一級アミンと反応し、チオールに反応性
の高いマレイミドは、システイン残基のチオールと共有結合を形成する。
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【００５９】
　架橋試薬はしばしば水への溶解度が低い。例えばスルホン酸基等の親水性部分は、架橋
試薬に加えられて、その水溶性を改善してもよい。スルホ－ＭＢＳおよびスルホ－ＳＭＣ
Ｃは、水溶性のために改変された架橋試薬の例である。
【００６０】
　多くの架橋試薬は、細胞条件下で本質的に開裂不可能な複合体を生み出す。しかしなが
ら、いくつかの架橋試薬は、細胞条件下で開裂可能な、例えばジスルフィド等の共有結合
を含有する。例えば、トラウト試薬であるジチオビス（スクシンイミジルプロピオナート
）（「ＤＳＰ」）およびＮ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピナート
（「ＳＰＤＰ」）は、周知の開裂可能な架橋剤である。開裂可能な架橋試薬の使用によっ
て、カーゴ部分が、標的細胞の中への送達後に輸送ペプチドから分離することが可能にな
る。直接的なジスルフィド連結もまた有用であり得る。
【００６１】
　前述のものを含む数多くの架橋試薬は、商業的に入手可能である。それらの使用のため
の詳細な使用説明書は、商業的な供給元から容易に入手可能である。タンパク質の架橋お
よび複合体の調製の一般的な参考文献は、以下：Wong, Chemistry Of Protein Conjugati
on And Cross-Linking, CRC Press(1991)である。
【００６２】
　化学的な架橋は、スペーサーアームの使用を含んでもよい。スペーサーアームは、分子
内の可動性を提供するか、または複合された部分同士間の分子内距離を調節し、それによ
って、生物学的活性を保存するために役立ち得る。スペーサーアームは、例えばプロリン
等のスペーサーアミノ酸を含むポリペプチド部分の形態であってもよい。あるいは、スペ
ーサーアームは、架橋試薬の一部、例えば「長鎖のＳＰＤＰ」（Pierce Chem.Co., Rockf
ord, IL., cat.No.21651 H）等の中にあってもよい。
【００６３】
　ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドは、Ｌ－アミノ酸、
Ｄ－アミノ酸のポリマー、または両方の組み合わせであり得る。例えば、様々な態様にお
いて、ペプチドは、Ｄレトロインベルソ型の(retro-inverso)ペプチドである。「レトロ
インベルソ型の異性体」という用語は、配列方向が逆で、各アミノ酸残基のキラル性が反
転された直鎖状ペプチドの異性体を指す。例えば、Jameson et al., Nature, 368, 744-7
46(1994)；Brady et al., Nature, 368, 692-693(1994)等を参照。Ｄ－エナンチオマーお
よび逆方向の合成の最終結果は、各アルファ炭素での側鎖基の配置は保存されるが、各ア
ミド結合におけるカルボニル基およびアミノ基の配置は交換されることになる。明示的に
別段の定めをした場合を除き、本発明のいかなるＬ－アミノ酸配列も、ネイティブのＬ－
アミノ酸配列に対応する逆配列を合成することによって、Ｄレトロインベルソ型のペプチ
ドになるものと推定される。
【００６４】
　あるいは、ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドは環状ペ
プチドである。環状ペプチドは、当該技術分野において知られている方法によって調製さ
れる。例えば、大環状化は、ペプチドのＮ末端とＣ末端との間、側鎖とＮ末端もしくはＣ
末端との間［例えば、ｐＨ８．５でＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６を用いて等］（Samson et al., E
ndocrinology, 137: 5182-5185 (1996)）、または、２つのアミノ酸側鎖の間に、アミド
結合を形成することによって、しばしば達成される。例えば、DeGrado, Adv Protein Che
m, 39: 51-124 (1988)等を参照。
【００６５】
　ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドは、最新のクローニ
ング技術を使用して容易に調製されるか、または固相法もしくは部位特異的変異誘発によ
って合成されてもよい。ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチ
ドは、ドミナントネガティブ型のポリペプチドを含んでもよい。ある態様において、ネイ
ティブのＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドは、標準的な
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タンパク質精製技術を使用する適切な精製スキームによって、細胞または組織の供給源か
ら単離され得る。別の態様において、ＢＨ３ドメインポリペプチドおよび／または形質導
入ドメインペプチドは、組み換えＤＮＡ技術によって製造される。組み換え発現に代わっ
て、ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドは、標準的なペプ
チド合成技術を使用して、化学的に合成され得る。
【００６６】
　様々な態様において、ＢＨ３ペプチドは、例えばα－へリックス構造等の、その二次構
造を維持する。へリックスの安定化の方法は、当該技術分野において知られている。
【００６７】
　好ましくは、ＢＨ３ペプチドは、安定性のあるペプチドである。「安定性のある」とは
、ペプチドが、生産を可能にするのに充分な安定性を保有し、本明細書中に詳述された目
的において有用であるのに充分な期間、化合物の完全性を維持することを意味する。例え
ば、ペプチドは、極性のおよび／または不安定な架橋を使用して共有結合的に安定化され
る（Phelan et al. 1997 J.Am.Chem.Soc.119:455；Leuc et al. 2003 Proc.Nat’l.Acad.
Sci.USA 100:11273；Bracken et al., 1994 J.Am.Chem.Soc. 116:6432；Yan et al. 2004
 Bioorg.Med.Chem.14:1403）。あるいは、ペプチドは、アルキルテザーを含有するアルフ
ァ，アルファ－二置換された非天然のアミノ酸を利用したメタセシスをベースとしたアプ
ローチを使用して安定化される（Schafmeister et al., 2000 J.Am.Chem.Soc. 122:5891
；Blackwell et al. 1994 Angew Chem.Int.Ed.37:3281）。好ましくは、ペプチドは、炭
化水素ステープリング(stapling)を使用して安定化される。ステープルされたペプチドは
、それらの形状、したがってそれらの活性が回復および／または維持されるように、化学
的に補強されるか、または「ステープルされた」ペプチドである。少なくとも２種の改変
されたアミノ酸を有するポリペプチドを安定に架橋させること（「炭化水素ステープリン
グ」と呼ばれるプロセス）は、そのペプチドのネイティブの二次構造を、立体構造的に授
けるために役立てることができる。例えば、アルファ－へリックスの二次構造を有する性
質のあるポリペプチドを架橋させることは、ポリペプチドにそのネイティブのアルファ－
へリックスの立体構造を束縛することができる。束縛された二次構造は、タンパク質分解
的切断に対するポリペプチドの耐性を増大させ得、疎水性もまた増大させ得る。ステープ
ルされたＢＨ３ペプチドは、例えばWO05044839A2等に記載されたとおりに製造され、その
内容は全体として参照により本明細書中に組み込まれる。あるいは、ＢＨ３ペプチドは環
状ペプチドである。環状のペプチドは、当該技術分野において知られている方法によって
調製される。例えば、大環状化は、ペプチドのＮ末端とＣ末端との間、側鎖とＮ末端もし
くはＣ末端との間［例えば、ｐＨ８．５でＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６を用いて等］（Samson et 
al., Endocrinology, 137: 5182-5185 (1996)）、または、２つのアミノ酸側鎖の間に、
アミド結合を形成することによって、しばしば達成される。例えばDeGrado, Adv Protein
 Chem, 39:51-124 (1988)等を参照。
【００６８】
　「単離された」もしくは「精製された」タンパク質または生物学的に活性なその一部に
は、ＢＨ３ドメインペプチドが由来する細胞または組織の供給源からの細胞の材料または
混入した他のタンパク質が実質的に入っていないか、あるいは、化学的に合成されたとき
の原料となる化学物質もしくは他の化学薬品が実質的に入っていない。「細胞の材料が実
質的に入っていない」という言葉は、ＢＨ３ペプチドおよび／または形質導入ドメインペ
プチドの調製物を含み、該調製物において、タンパク質は、細胞の細胞成分から分離され
ており、該タンパク質は、該細胞成分から単離されるか、または組み換えて製造される。
ある態様において、「細胞の材料が実質的に入っていない」という言葉は、約３０％未満
（乾燥重量で）の非ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または非形質導入ドメインペプチド
（本明細書中「混入したタンパク質」とも呼ばれる）、より好ましくは約２０％未満の非
ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または非形質導入ドメインペプチド、さらに好ましくは
約１０％未満の非ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または非形質導入ドメインペプチド、
ならびに最も好ましくは約５％未満の非ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または非形質導
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入ドメインペプチドを有する、ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメイン
ペプチドの調製物を含む。ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプ
チドあるいは生物学的に活性なその一部が組み換えて製造されるとき、それはまた、好ま
しくは培地も実質的に入っていない、すなわち培地が調製物のうち約２０％未満、より好
ましくは約１０％未満、ならびに最も好ましくは約５％未満の体積である。
【００６９】
　「原料となる化学物質または他の化学薬品が実質的に入っていない」という言葉は、タ
ンパク質が、タンパク質の合成に関わる、原料となる化学物質または他の薬品から、分離
される、ＢＨ３ペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドの調製物を含む。ある
態様において、「原料となる化学物質または他の化学薬品が実質的に入っていない」とい
う言葉は、約３０％未満（乾燥重量で）の、原料となる化学物質あるいは非ＢＨ３ドメイ
ンペプチドおよび／または非形質導入ドメインペプチドの化学薬品、より好ましくは約２
０％未満の、原料となる化学物質あるいは非ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または非形
質導入ドメインペプチドの化学薬品、さらに好ましくは約１０％未満の、原料となる化学
物質あるいは非ＢＨ３ドメインペプチドおよび／または非形質導入ドメインペプチドの化
学薬品、ならびに最も好ましくは約５％未満の、原料となる化学物質あるいは非ＢＨ３ド
メインペプチドおよび／または非形質導入ドメインペプチドの化学薬品を有する、ＢＨ３
ドメインペプチドおよび／または形質導入ドメインペプチドの調製物を含む。
【００７０】
　「生物学的に同等の」という用語は、本発明の組成物が、ヒト、ラットまたはマウス起
源のｃＤＮＡライブラリーから同定された、または組み換え発現の兆候から製造された配
列から推定されるＢＨ３ドメインポリペプチドと同程度である必要はないが、いくつかの
または全ての同じアポトーシスの調節作用、すなわちシトクロムＣの放出またはＢＡＫの
オリゴマー形成を実証することが可能であることを意図している。
【００７１】
　保存パーセントは、同一残基のパーセンテージを、２残基が保存的置換となる配置のパ
ーセンテージ（PAM250 residue weight tableにおいて０．３以上の対数オッズ値を有す
ると定義される）に加えることによって、上記のアライメントから計算される。保存は、
同一性比較のために上に示された配列に対して参照される。この必要条件を満たす保存的
アミノ酸は、以下：Ｒ－Ｋ；Ｅ－Ｄ、Ｙ－Ｆ、Ｌ－Ｍ；Ｖ－Ｉ、Ｑ－Ｈである。
【００７２】
　ＢＨ３ドメインペプチドはまた、ＢＨ３ドメインペプチドの誘導体も含むことができ、
該誘導体は、ＢＨ３ドメインペプチドのハイブリッドおよび改変型を含むことを意図して
おり、該ＢＨ３ドメインペプチドは、融合タンパク質およびＢＨ３ドメインペプチドのフ
ラグメントならびにハイブリッドおよび改変型を含み、該ハイブリッドおよび改変型にお
いては、あるアミノ酸が欠失または置換および改変され、該改変は、ハイブリッドまたは
改変型がＢＨ３ドメインペプチドの生物学的活性を保持する限りにおいて、１個以上のア
ミノ酸が、改変されたアミノ酸または異常アミノ酸およびグリコシル化等の改変に変化等
したものである。生物学的活性を保持することによって、細胞死は、ＢＨ３ポリペプチド
によって誘導されることが意図され、ヒトまたはマウスから同定された天然起源のＢＨ３
ドメインポリペプチドの能力と同じレベルである必要はないが、ＢＨ３ドメインポリペプ
チドは、例えば組み換え等により製造され得る。誘導される、および促されるという用語
は、本明細書を通して互換的に使用される。
【００７３】
　好ましい異型は、１個または２個以上の予測される非必須アミノ酸残基においてなされ
た保存的アミノ酸置換を有するものである。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が
類似の側鎖を有するアミノ酸残基に置換されることである。類似の側鎖を有するアミノ酸
残基のファミリーは、当該技術分野において定義されている。これらのファミリーは、塩
基性側鎖（例えばリシン、アルギニン、ヒスチジン等）、酸性側鎖（例えばアスパラギン
酸、グルタミン酸等）、無電荷極性側鎖（例えばグリシン、アスパラギン、グルタミン、
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セリン、スレオニン、チロシン、システイン等）、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン
、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン
等）、ベータ分枝状側鎖（例えばスレオニン、バリン、イソロイシン等）および芳香族側
鎖（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン等）を有するアミ
ノ酸を含む。このように、ＢＨ３ドメインポリペプチドにおいて予測された非必須アミノ
酸残基は、同じ側鎖ファミリーからの別のアミノ酸に置換される。あるいは、別の態様に
おいて、突然変異は、例えば飽和突然変異誘発等によって、ＢＨ３をコードする配列の全
部または一部にランダムに導入され得、結果として得られる突然変異体は、活性を保持す
る突然変異体を同定するためにスクリーニングされ得る。
【００７４】
　「実質的に相同である」の意味にはまた、本明細書中に記載されるＢＨ３ドメインペプ
チドに対する抗体との交差反応によって単離されてもよく、またはゲノムＤＮＡ、ｍＲＮ
ＡもしくはｃＤＮＡを含むＢＨ３ドメインペプチドをコードするヌクレオチド配列が、ゲ
ノムもしくはサブゲノムのヌクレオチド配列と相補的な配列または本明細書中のＢＨ３ド
メインペプチドのｃＤＮＡもしくはそのフラグメントとのハイブリダイゼーションにより
単離されてもよい、ＢＨ３ドメインペプチドのいずれも含まれる。
【００７５】
キット
【００７６】
　本発明にはまた、完全な細胞を使用して、ＢＨ３プロファイリングを行うためのキット
も含まれる。キットは、ミトコンドリア緩衝液中に染色成分を含有するマルチウェルプレ
ート、ならびに分析のためにプレートの中に細胞を懸濁および分配するためのミトコンド
リア緩衝液のチューブからなる。マルチウェルプレートの各ウェルは、ＪＣ－１色素、オ
リゴマイシン、２－メルカプトエタノール、ジギトニンおよびペプチドまたは小分子の混
合物を、それらの最終濃度の２倍で含有する。任意に、プレートおよび懸濁用緩衝液のチ
ューブは、懸濁用緩衝液チューブとともに、後の使用のために凍結され得る。使用のため
に、プレートおよび緩衝液のチューブは解凍されて、室温にされる。細胞は、緩衝液中で
懸濁され、プレートのウェルの中に分配され、５４５ｎｍでの励起により５９０ｎｍでの
ＪＣ－１の赤色蛍光を使用して、蛍光プレートリーダーにおいて分析される。
【００７７】
　本発明は、以下の非限定的な例において、さらに説明されるであろう。
【００７８】
例１：ダイナミックＢＨ３プロファイリングはゲフィチニブおよびＷＺ４００２に対する
感受性を予測する
【００７９】
　我々は、ダイナミックＢＨ３プロファイリングが、ＴＫＩであるゲフィチニブ（イレッ
サ）および非可逆性のピリミジンＥＧＦＲキナーゼインヒビターであるＷＺ４００２(Ｔ
７９０Ｍ突然変異が存在するときでさえも、ＥＧＦＲを阻害する）に対する感受性を、Ｎ
ＳＣＬＣ細胞株ＰＣ９の親と獲得耐性を持つものと（Zhou et al., Nature 2009）におい
て予測するのに有効であることを、in vitroで見出した。
【００８０】
　３種の異なる細胞株を使用した：ＰＣ９、ＰＣ９ゲフィチニブ耐性（ＰＣ９ＧＲ、突然
変異Ｔ７９０Ｍを含む）およびＷＺ４００２に耐性があるＰＣ９ＧＲ（ＰＣ９ＷＺＲ）。
我々の仮説の試験として、我々は、７２時間の遅い時点での細胞毒性を、明らかな細胞毒
性を観察し得る充分前の時間である、１６時間の早い時点でのミトコンドリアのプライミ
ングにおけるシフトによって、予測し得るかどうか問うた。我々は、２種のＥＧＦＲキナ
ーゼインヒビターであるゲフィチニブ（１μＭ）およびＷＺ４００２（１００ｎＭ）によ
り細胞株を１６時間処置して、ダイナミックＢＨ３プロファイリング分析を行った。我々
は、低濃度でのＢＨ３ペプチドＢｉｍが、このモデルにおけるプライミングの変化を観察
するのに最適であることを観察した。
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【００８１】
　親ＰＣ９は、ゲフィチニブおよびＷＺ４００２の両方に対して感受性があり、プライミ
ングの増大を表した。ＰＣ９ＧＲは、ゲフィチニブに対して非感受性であったが、ＷＺ４
００２に対しては感受性があり、プライミングの増大を伴った反応もした。そして最後に
ＰＣ９ＷＺＲは、両方の薬物に対して非感受性であったが、キナーゼインヒビターの組み
合わせ（ＭＥＫインヒビターであるＣＩ－１０４０と組み合わせたＷＺ４００２)に対し
て反応した。プライミングのこの増大は、７２時間で観察される細胞死と極めて密接に調
和し（図１）、かつ有意であった（ｐ＝０．００５２；両側）。
【００８２】
　我々は、配列Ａｃ－ＭＲＰＥＩＷＩＡＱＥＬＲＲＩＧＤＥＦＮＡ－ＮＨ２（配列番号１
）を有する、０．３または１μＭの濃度でのＢＨ３ペプチドＢｉｍが化学療法に対する細
胞死反応を予測するために最適であることを観察した。配列Ａｃ－ＭＲＰＥＩＷＩＡＱＥ
ＬＲＲＩＧＤＥＦＮＶ－ＮＨ２（配列番号２）を有する、点突然変異させたＢｉｍである
ＡＶのＢＨ３ペプチドは、これらの同じ細胞株において同等の反応を誘導した（図２）。
【００８３】
　我々は、ダイナミックＢＨ３プロファイリングと細胞死との間の同等の有意な相関関係
を、数種の療法および数種のＮＳＣＬＣ株を使用して見出した（図３）。このように、本
技術を、ＮＳＣＬＣにおいて化学療法の反応を予測するために、in vitroで使用し得る。
【００８４】
例２：ダイナミックＢＨ３プロファイリングはイマチニブに対する感受性を予測する
【００８５】
　種々のタイプのがんにおいて化学療法の反応を予測するその可能性を証明するために、
我々はまた、細胞株モデルの慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）においても我々の仮説を試験し
た。まず我々は、マウスＢａ／Ｆ３細胞株の親株と、ＣＭＬを患う９５％の患者に存在し
、ＴＫＩであるグリベック（イマチニブ）により有効に処置され得るＢＣＲ－ＡＢＬ融合
タンパク質（ｐ２１０）を発現する該株とを使用した。我々は、１μＭのイマチニブを用
いて両方の細胞株を処置し、我々は、ダイナミックＢＨ３プロファイリング分析を行った
（図６Ｃおよび６Ｄ）。
【００８６】
　例１と同じこのアプローチを使用して、我々は、ＢＣＲ－ＡＢＬを恒常的に発現する２
種のヒトＣＭＬ細胞株、Ｋ５６２およびＫｕ８１２を分析し、それらをイマチニブに曝露
し、ダイナミックＢＨ３プロファイリング分析を行った（図４）。
【００８７】
　Ｋ５６２およびＫｕ８１２の両細胞株は、ＮＳＣＬＣおいて以前観察された以外に、使
用した数種のペプチドにおいてプライミングの増大を表し、良好な相関関係を、低濃度（
０．１μＭ）でＢｉｍを使用したときのプライミングの増大と４８ｈでの細胞死との間に
観察した。このように、ＣＭＬに対してもまた、ダイナミックＢＨ３プロファイリングは
、化学療法の反応を予測するために、使用することができるものである。
【００８８】
　本発明の適用の重要な部分は、in vivoでの治療に対する反応の予測である。図５にお
いて、我々は、３名の患者の慢性骨髄性白血病サンプルの処置前分析は、２つがイマチニ
ブに対して反応し、１つがイマチニブに対して反応しないであろうことを、ダイナミック
ＢＨ３プロファイリングを使用して、正確に同定することを表す。
【００８９】
例３：ダイナミックＢＨ３プロファイリングは白血病細胞において複数の薬剤に対する感
受性を予測する
【００９０】
　モデルとして様々な白血病細胞を使用して、我々は、選択的に細胞死を引き起こす薬剤
を同定するためのダイナミックＢＨ３プロファイリングの能力を試験した（図６）。我々
は、ダイナミックＢＨ３プロファイリングが、複数の薬物および細胞株にわたって、細胞
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死を引き起こすであろう薬物を正確に同定することを見出した。　　　
【００９１】
例４：ＢＨ３プロファイリングは慢性骨髄性白血病を患う患者においてイマチニブに対す
る臨床反応を予測する
【００９２】
　ダイナミックＢＨ３プロファイリングの有用性に必須の実証は、それが、実際に初発の
患者のがん細胞の試験において臨床反応を予測することである。図５において、我々は、
ＣＭＬを患う患者から得られた２４個のサンプルに対しダイナミックＢＨ３プロファイリ
ングを行った。５Ａにおいて、我々は、我々のダイナミックＢＨ３プロファイリング結果
を臨床反応と比較する。図５Ｂにおいて、我々は、受診者動作特性曲線を使用することに
よって、ダイナミックＢＨ３プロファイリングが、高い感受性および特異性を伴ってＣＭ
Ｌ患者におけるイマチニブに対する反応を予測することを実証する。
【００９３】
例５：ＢＨ３プロファイリングは複数のがん細胞株にわたり複数の薬剤に対する感受性を
予測する
【００９４】
　図７において、我々は、９種の薬剤を使用することによって、１６時間の薬物への曝露
を使用して、血液の悪性腫瘍に由来する５種の細胞株に対しダイナミックＢＨ３プロファ
イリングを行う。１６時間でのダイナミックＢＨ３プロファイリング（７Ａ）は、大きな
統計学的有意性（７Ｃ）を伴って、７２時間での細胞毒性（７Ｂ）を予測した。図８にお
いて、我々は、９種の薬剤を使用することによって、１６時間の薬物への曝露を使用して
、固形腫瘍に由来する５種の細胞株に対しダイナミックＢＨ３プロファイリングを行う。
１６時間でのダイナミックＢＨ３プロファイリング（８Ａ）は、大きな統計学的有意性（
８Ｃ）を伴って、７２時間での細胞毒性（８Ｂ）を予測した。
【００９５】
例６：ｉＢＨ３：保持されたシトクロムｃのＦＡＣＳによる直接測定によるＢＨ３プロフ
ァイリング
【００９６】
　ｉＢＨ３は、肝要な固定化段階を、ＢＨ３プロファイリングのための事前のプロトコル
に加えたものである。これによって、より良好なシグナルが導出され、サンプルの安定性
が増大され、複雑な臨床サンプルにおけるサブセットを識別するための染色が改善された
。初代組織または初代細胞の培養物を、単一細胞浮遊液へ分離し、任意に細胞表面マーカ
ーに対して染色し、ＤＴＥＢミトコンドリア緩衝液に懸濁する（BH3 Profiling in whole
 cells by fluorimeter or FACS. Method. 2013 Apr 20. Epub ahead of print)。その後
、懸濁した細胞を、サンプル管またはプレート内で調製し凍結しても差し支えないジギト
ニン（透過化剤）とペプチドまたは小分子のいずれかとで補充したＤＴＥＢを含有するウ
ェルへ加えることによって、該分子またはペプチドがミトコンドリアに接近できるように
なり、透過化されたミトコンドリアからのおよび細胞からのシトクロムｃの自由な拡散が
可能になる。細胞を、一定時間ペプチド／小分子に曝露した後、短いアルデヒド固定を行
い、続いてＴｒｉｓ／グリシン緩衝液を用いて中和する。その後、抗シトクロムｃ抗体を
、サポニン、ウシ胎仔血清およびウシ血清アルブミンとともに、濃縮物として各ウェルに
加えることによって、細胞に保持されたシトクロムｃを染色する。細胞内標的に対する他
の抗体は、このときに加えることができる。細胞をＦＡＣＳにより分析することによって
、診断反応サインを提供するための、ペプチドまたは小分子による撹乱後のシトクロムｃ
の単一細胞測定値が提供される。図８において、ｉＢＨ３は、混合集団内の個々の亜集団
のプロファイルを忠実に再現する。個々にプロファイルされた（非混合の）サンプルまた
は複雑な混合物としての（混合の）サンプルは、同じプロファイルを導出する。亜集団を
識別するこの能力は、細胞の内外にかかわらず、いずれの抗原またはシグナルに対しても
適用することができる。
【００９７】
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　これは、それがサンプル内の亜集団を分析することができることから、ＥＬＩＳＡベー
スのＢＨ３プロファイリングに比べて改善されており、それは、細胞外マーカーおよび細
胞内マーカーの両方を使用したときのプロファイリングを可能にする唯一の方法である。
さらに、それは、ハイスループット形式において本分析を行うことを可能にするものであ
り、それを、電位差測定用の色素を使用する生ミトコンドリアの電位測定の時間的感度に
関係なく、予め作製された凍結試験プレートとともに使用することができる。
【００９８】
例７：ミクロＢＨ３：免疫蛍光顕微鏡観察による単一細胞のＢＨ３プロファイリング
【００９９】
　ミクロＢＨ３（ｍｉＢＨ３）は、ＢＨ３ペプチドのミトコンドリアへの影響の測定を、
顕微鏡によって個々の細胞上で行う、ＢＨ３プロフィリング方法である。これを達成する
ため、細胞を、ポリアミンまたはポリリジンでコートした表面上に固定化し、ミトコンド
リア緩衝液中のジギトニンを低濃度で処置することによって、細胞を破壊せずに、原形質
膜を透過化させて、ミトコンドリアへ接近する機会を与える。一定濃度のＢＨ３ペプチド
または化合物を、一定時間、一般に４５～９０分間、加えておいた後、シトクロムｃおよ
びミトコンドリアマーカー（例えばＭｎＳＯＤ等）の細胞内染色のため、ホルムアルデヒ
ドで固定し、メタノールおよび／またはトリトンＸ１００により透過化させる。染色され
た細胞を、例えばＤＡＰＩ等の核染色剤を用いて対比染色して、蛍光画像を、核の、ミト
コンドリアの、およびシトクロムｃのチャンネルにおいて、得る。自動分析を、核を位置
付け、ミトコンドリアを有する核の近傍の領域を定義し、その後シトクロムｃの存在をミ
トコンドリアの位置と相関させるために、例えばCellprofilter等のソフトウェアを使用
して行う。局在の消失は、シトクロムｃの消失とペプチドまたは化合物に対する反応を示
す。本方法は、ＢＨ３ペプチドまたは化合物に対する細胞の反応を許容し、それらのアポ
トーシス傾向またはプライミングを単一細胞レベルで決定する。電位差測定用の蛍光色素
を使用してミトコンドリアの完全性を分析する従来の方法は、無傷で透過化されていない
細胞を使用するものであり、それらが細胞浸透性ではないため、ＢＨ３ペプチドとともに
使用され得ない。電位感受性に処置された透過化された細胞は、変形し、必要な時間経過
の間に焦点を維持することが難しく、タイミングに敏感である。本方法により固定された
細胞は、固定段階で容易に中断することができ、取得後数週間して分析することも、必要
に応じて容易に再分析することもできる。
【０１００】
他の態様
　本発明はその詳細な説明と併せて記載されているが、前記載は、説明を目的としている
のであって、添付のクレームの範囲によって定義される本発明の範囲を限定することを目
的としていない。他の側面、利点および変更は、以下のクレームの範囲内である。
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