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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:9又はSEQ ID NO:11を含有する12～14のアミ
ノ酸長のペプチドからなることを特徴とするRHAMM結合ペプチド。
【請求項２】
　前記RHAMM結合ペプチドが、SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:9又はSEQ ID NO:
11からなるものである請求項１に記載のRHAMM結合ペプチド。
【請求項３】
　前記ペプチドがチューブリン由来ペプチドのものである請求項１又は２に記載のRHAMM
結合ペプチド。
【請求項４】
　前記ペプチドが、その１つのアミノ酸が類似の化学的特性を有する他のアミノ酸により
置換されているものである請求項１ないし３のいずれか１項に記載のRHAMM結合ペプチド
。
【請求項５】
　前記SEQ ID NO:14又はSEQ ID NO:12の内の１つのアミノ酸が、類似の化学的特性を有す
る他のアミノ酸により置換されている請求項１ないし３のいずれか１項に記載のRHAMM結
合ペプチド。
【請求項６】
　前記SEQ ID NO:14の１つのアミノ酸が、類似の化学的特性を有する他のアミノ酸により
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置換されている請求項５に記載のRHAMM結合ペプチド。
【請求項７】
　前記ペプチドがペグ化ペプチドである請求項１ないし６のいずれか１項に記載のRHAMM
結合ペプチド。
【請求項８】
　前記ペプチドが1又はそれ以上のD-アミノ酸からなる請求項１ないし７のいずれか１項
に記載のRHAMM結合ペプチド。
【請求項９】
　請求項１ないし６のいずれか１項に記載のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸。
【請求項１０】
　前記RHAMM結合ペプチドが細胞毒性分子又は放射性分子に共役している請求項１ないし
８のいずれか１項に記載のRHAMM結合ペプチド。
【請求項１１】
　請求項１～８および１０のいずれか１項に記載のペプチドの１又はそれ以上の有効量、
又は請求項９に記載の核酸の有効量と、薬理学的に許容し得るキャリアとを有してなる薬
剤組成物。
【請求項１２】
　前記の１又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド又は核酸が、リポソーム、イムノリポソー
ム又は脂質製剤内に提供されている請求項１１に記載の薬剤組成物。
【請求項１３】
　請求項１～８のいずれか１項に記載のRHAMM結合ペプチドと、検出可能なラベルとを具
備してなるプローブ。
【請求項１４】
　前記の検出可能なラベルがビオチンベースのラベル、磁気ラベル、放射性ラベル、フル
オレセインラベル、電子密度試薬、酵素、ジゴキシゲニン（digoxigenin）又はハプテン
（haptens）から選択されるものである請求項１３に記載のプローブ。
【請求項１５】
　前記のRHAMM結合ペプチドが検出可能なラベルと共役している請求項１３又は１４に記
載のプローブ。
【請求項１６】
前記プローブがSEQ ID NOs:35、33、29および31から選択されるものである請求項１３～
１５のいずれか１項に記載のプローブ。
【請求項１７】
　前記RHAMM結合ペプチドがGa-DOTAラベル又はRe(CO)３

＋ラベルに共役している請求項１
３～１５のいずれか１項に記載のプローブ。
【請求項１８】
　細胞内のRHAMMの存在を判定する方法であって、請求項１３に記載のプローブをin vitr
oにて細胞に接触させ、ついで該細胞内のラベルを検出するための画像化技法を適用する
ことを含み、ここで、細胞内のラベルの検出は細胞内のRHAMMの存在を示唆するものであ
る方法。
【請求項１９】
　腫瘍前駆細胞を画像化する方法であって、請求項１３に記載のプローブをin vitroにて
細胞に接触させること；前記細胞内のラベルを検出するための画像化技法を適用すること
を含み、ここで、前記細胞内のラベルの検出は腫瘍前駆細胞の存在を示唆するものである
方法。
【請求項２０】
　ガン患者についての予後を判定するため、又はガン患者についての治療コースを判定す
るためのキットの製造における請求項１３に記載のプローブの使用。
【請求項２１】
　ガン患者を診断するためのキットの製造における請求項１３に記載のプローブの使用。
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【請求項２２】
　ガン患者を治療するための薬剤の製造における請求項１～８のいずれか１項に記載のRH
AMM結合ペプチドの使用であって、該RHAMM結合ペプチドがRHAMMを発現する細胞に対し細
胞毒性であり得る分子に共役しているもの。
【請求項２３】
　RHAMMを発現する細胞の増殖を抑制する方法であって、請求項１～８のいずれか１項に
記載のRHAMM結合ペプチドの1又はそれ以上の有効量、又は1又はそれ以上のRHAMM結合ペプ
チドを符号化する核酸分子の有効量を、in vitroにて前記細胞に接触させる方法。
【請求項２４】
　RHAMMを発現する細胞の運動性を抑制する方法であって、請求項１～８のいずれか１項
に記載のRHAMM結合ペプチドの1又はそれ以上の有効量、又は1又はそれ以上のRHAMM結合ペ
プチドを符号化する核酸分子の有効量を、in vitroにて前記細胞に接触させる方法。
【請求項２５】
　RHAMMを発現する細胞の増殖を抑制するための薬剤の製造における請求項１～８のいず
れか１項に記載のRHAMM結合ペプチド又は該RHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の使
用。
【請求項２６】
　RHAMMを発現する細胞の運動性を抑制するための薬剤の製造における請求項１～８のい
ずれか１項に記載のRHAMM結合ペプチド又は該RHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の
使用。
【請求項２７】
　前記のRHAMMを発現する細胞がガン細胞である請求項２３又は２４に記載の方法、又は
請求項２５又は２６に記載の使用。
【請求項２８】
　ガンを有する患者における転移を防止するための薬剤の製造における請求項１～８のい
ずれか１項に記載のRHAMM結合ペプチドの使用。
【請求項２９】
　ガンの治療、改善又は予防のための薬剤の製造における請求項１～８のいずれか１項に
記載のRHAMM結合ペプチド、又は請求項９に記載の核酸の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は新規なペプチドおよびRHAMMを発現する細胞を特定する為の組成物および方法
でのその使用並びにRHAMM/配位子錯体（ligand complex）の形成から生じる疾患又は症状
の治療（treatment of disorder or conditions）の為の組成物および方法でのその使用
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本出願を通して、角括弧で種々の参照文献を引用しているが、これらは本発明に関係す
る技術の現状をより十分に説明するためのものである。
【０００３】
　ヒアルロナン（HA、グルクロン酸およびN-アセチルグルコサミンの繰返し単位からなる
アニオンポリマーである）は、ストロマの１つの細胞外マトリックス（ECM）成分であり
、これはガン進行に関連している：つまり、腫瘍HAの蓄積増加はガン患者の不良結果の前
兆を示している[1, 2, 3]。HAはin vitroにおいてガン細胞運動性を刺激し、そのことはi
n vivoにおけるガン細胞浸潤におけるその重要性を示唆している。ガン進行に関与する２
つのHA細胞レセプターは、CD44およびRHAMM（HA媒介運動性についてのレセプター）であ
る。
【０００４】
　前駆細胞（progenitor）又は“腫瘍開始細胞”は、今や白血病の腫瘍形成能に対し不均
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化的に寄与することが一般に認められている。同様の現象が乳癌(BC)および他の充実性腫
瘍（solid tumours）についてもごく最近記載されており、これらの腫瘍細胞亜集団の表
現型はCD44+/CD24-/ESA+として部分的に特徴づけられている。これらの細胞亜集団の臨床
結果に対する正確な関係は議論の余地があるが、初期BCからFACSにより選別されたCD44+
細胞は不良な臨床結果を予測させる遺伝子的特性を発現する。RHAMM mRNAおよびたんぱく
質ハイパー発現もヒトの初期乳腫瘍細胞亜集団に発生し、これらのRHAMMポジティブ細胞
亜集団の存在は不良な臨床結果およびBCにおける周辺転移の危険性の増加を予測させるも
のである。CD44は多くの正常な組織において発現するが、RHAMM発現はこれらの組織には
検出されず、傷修復のあと、並びにガン進行などの病理学的プロセスの間に現れる。従っ
て、CD44-ポジティブおよびRHAMM-ポジティブ腫瘍細胞亜集団の画像は不良な臨床結果の
危険性にある患者を識別することに関連するものとなると思われる。しかし、本文献（th
is document）の記載日以前においては、これら及び／又は他の腫瘍前駆細胞が直接画像
化されることがなかった。従って、前駆細胞の状態を非侵襲的に画像化する為の手段を提
供するため、RHAMMを標的とすることができる分子画像化プローブを見出すことは有益な
ことであると思われる。この標的方法は治療用薬剤を用いて、リガンド-レセプター相互
作用を介して直接的に、又は治療用ペイロードを標的細胞に移送することにより間接的に
、前駆細胞を選択的に標的にする方法を提供することもできる。例えば、前駆細胞に対し
アイソトープを放出させる粒子を移送させたり、この細胞に対し化学療法薬（例えば、シ
スプラチン）を移送させたりすることもできる。本発明はRHAMMを標的にするための新規
なペプチドリガンドを提供するものであり、これは従来報告されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許No.5,824,315
【特許文献２】米国特許No.6,184,204
【特許文献３】米国特許No.4,609,893
【特許文献４】米国特許No.4,713,325
【特許文献５】米国特許No.4,714,681
【特許文献６】米国特許No.4,716,111
【特許文献７】米国特許No.4,716,117
【特許文献８】米国特許No.4,720,459
【特許文献９】米国特許No.4,235,871
【特許文献１０】米国特許No.4,762,951
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Edward, M.ら、Tumour regulation of fibroblast hyaluronan express
ion: a mechanism to facilitate tumour growth and invasion. Carcinogenesis, 2005.
 26(7): p.1215-23.
【非特許文献２】Tammi, M.I., AJ. Day. and E.A. Turley, Hyaluronan and homeostasi
s: a balancing act. J Biol Chem, 2002. 277(7): p.4581-4.
【非特許文献３】Gotte, M. and G. W. Yip, Heparanase, hyaluronan, and CD44 in can
cers: a breast carcinoma perspective. Cancer Res, 2006. 66(21): p.10233-7.
【非特許文献４】Guo. Yan-Ting等.　International Journal of Peptide Research and 
Therapeutics 11: 159(2005).
【非特許文献５】Aniel A.等.　Rapid Comm Mass Spectr. 21:2237(2007).
【非特許文献６】J. Am. Chem. Assoc. 65:2149(1964).
【非特許文献７】J. Amer. Chem. Soc. 85:2149(1963).
【非特許文献８】Int. J. Peptide Protein Res. 35:161-214(1990).
【非特許文献９】Methods of Organic Chemistry, E. Wansch (Ed.) Vol. 15, pts. I an
d II, Thieme, Stuttgart (1987).
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【非特許文献１０】Sambrook ら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd ed.) 
Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory. (1987).
【非特許文献１１】Current Protocols in Molecular Biology, F. Ausubelら、ed.　Gre
ene Publishing and Wiley-Interscience, New York (1987).
【非特許文献１２】Larkin, M. A.; Blackshields, G.: Brown, N. P.; Chenna, R.; McG
ettigan, P. A.; McWilliam, H.; Valentin, F.; Wallace, I. M.; Wilm, A.; Lopez, R.
; Thompson, J. D.; Gibson, T. J.; Higgins, D. G. (2007) Clustal W and Clustal X 
version 2.0. Bioinformatics, 23(21), 2947-2948.
【非特許文献１３】Tolg, C.; Hamilton, S. J.; Morningstar, L.; Zhang, J.; Esguerr
a, K. V.; Telmer, P. G.; Luyt, L. G.; Harrison, R.; McCarthy, J. B.; Turley, E. 
A. (2010), RHAMM promotes interphase microtubule instability and mitotic spindle
 integrity trough MEK1/ERK1, 2 activity. J Biol. Chem., 285, 26461-26474.
【非特許文献１４】Maxwell, C. A.; Keats, J. J.; Crainie, M.; Sun, X.; Yen, T. Sh
ibuya, E.; Hendzel, M. Chan, G.; and Pilarski, L. M. (2003) RHAMM is a centrosom
al protein that interacts with dynein and maintains spindle pole stability. Mol.
 Biol. Cell., 14, 2262-2276.
【非特許文献１５】Chan, W. C.; White, P. D. (2000) Fmoc Solid Phase Peptide Synt
hesis; Chan, W. C.; White, P. D., Eds.; Oxford university Press: New York, pp 41
-76.
【非特許文献１６】Kaiser, E.; Colescott, R. L.; Bossinge, C. D.; Cook, P. I.(197
0) Color test for detection of free terminal amino groups in the solid phase syn
thesis of peptides. Biochem. 34, 595-598.
【非特許文献１７】Zhang, L.; Furst, EM; Kiick, KL. (2006) Manipulation of hydrog
el assembly and growth factor delivery via the use of peptide-polysaccharide int
eraction. J Control Release, 114, 130-42.
【非特許文献１８】Cross, D.; Dominguez, J.; Maccioni, R. B. (1991) MAP-1 AND MAP
-2 binding sites at the C-terminus of beta-tubulin. Studies with synthetic tubul
in peptides. Biochemistry, 30(17), 4362-4366.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明はRHAMMに対し結合し得る新規なペプチドを発見することである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　すなわち、1態様として、本発明は、少なくとも以下のアミノ酸配列：SEQ ID NO:1～SE
Q ID NO:17からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸配列からなる単離された
ペプチドを提供するものである。
【０００９】
　他の形態として、本発明は分離されたDNAを提供するものであり、このDNAはSEQ ID NO:
1～SEQ ID NO:17に従ってペプチドを符号化する核酸配列からなる。
【００１０】
　本発明は更に、RHAMMに対し特異性および親和性を以って結合するペプチドの発見に関
するものであり、ここで、このペプチドはチューブリンから得られるものである。1形態
として、本発明のRHAMM結合ペプチドはチューブリンのカルボキシ末端尾部から得られる
ものである。
【００１１】
　1態様として、本発明はRHAMM結合ペプチドを提供するものであり、ここで、このRHAMM
結合ペプチドはSEQ ID NO:1～SEQ ID NO:17からなる群から選択される少なくとも１つの
アミノ酸配列からなる。
【００１２】
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　他の態様として、本発明はRHAMM結合ペプチドを提供するものであり、このRHAMM結合ペ
プチドが、式、EEXEEZ(SEQ ID NO:18)を有する配列からなり、ここでXは、アラニン又は
グリシンから選択されるものであり、Zは、チロシン又はグルタミン酸から選択されるも
のであることを特徴とする。
【００１３】
　他の態様として、本発明は薬剤組成物を提供するものであり、これは本発明のRHAMM結
合ペプチドの1又は2種類以上の有効量と、薬理学的に許容し得るキャリアとを具備してな
ることを特徴とする。
【００１４】
　他の態様として、本発明はプローブを提供するものであり、これは本発明のRHAMM結合
ペプチドと、検出技法により検出され得る検出可能なラベルとを具備してなる。
【００１５】
　更に１つの態様として、本発明は被験者の組織又は器官においてRHAMM発現を画像化す
る方法を提供するものであり、その方法は、(a) 本発明のRHAMM結合ペプチドと、検出技
法により検出され得る検出可能なラベルとを具備してなるプローブを投与すること；(b) 
被験者の組織又は器官内のラベルを検出するための画像化技法を適用することからなるこ
とを特徴とする。
【００１６】
　他の態様として、細胞内のRHAMMの存在を判定する方法が提供され、これは本発明のRHA
MM結合ペプチドと、検出技法により検出され得る検出可能なラベルとを具備してなるプロ
ーブを、細胞に接触させ、ついで細胞内のラベルを検出するための画像化技法を適用する
ことからなり、ここで、細胞内のラベルの検出は細胞内のRHAMMの存在を示唆するもので
あることを特徴とする。
【００１７】
　更に１つの態様として、本発明は被験者（subject）の腫瘍前駆細胞を画像化する方法
を提供するものであり、その方法は、本発明のRHAMM結合ペプチドと、検出技法により検
出され得る検出可能なラベルとを具備してなるプローブを被験者に投与すること、被験者
内のラベルを検出するための画像化技法を適用することからなり、ここで、被験者内のラ
ベルの検出は被験者における腫瘍前駆細胞の存在を示唆するものであることを特徴とする
。
【００１８】
　更に１つの態様として、本発明は動物の細胞、組織又は器官の腫瘍前駆細胞を画像化す
る方法を提供するものであり、その方法は、本発明のRHAMM結合ペプチドと、検出技法に
より検出され得る検出可能なラベルとを具備してなるプローブを上記細胞、組織又は器官
と接触させること、上記細胞、組織又は器官内のラベルを検出するための画像化技法を適
用することからなり、ここで、上記細胞、組織又は器官内のラベルの検出は上記細胞、組
織又は器官における腫瘍前駆細胞の存在を示唆するものであることを特徴とする。
【００１９】
　更に１つの態様として、本発明はガン患者についての予後（prognosis）を判定する方
法を提供するものであり、その方法は、(a)患者から腫瘍組織のサンプルを得ること；(b)
 本発明のRHAMM結合ペプチドと、検出技法により検出され得る検出可能なラベルとを具備
してなるプローブを上記サンプルと接触させること；(c) 上記サンプル内のラベルを検出
するための画像化技法を適用すること；(d) 患者についての予後を判定すること、からな
り、ここで上記予後が患者のガンの攻撃性又は転移性の見込みを予測させるものであり、
上記サンプル内のRHAMM発現の検出が良くない予後を示唆するものであることを特徴とす
る。
【００２０】
　更に１つの態様として、本発明はガン患者についての治療（treatment）方針を判定す
る方法を提供するものであり、その方法は、(a)患者から腫瘍組織のサンプルを得ること
；(b) 本発明のRHAMM結合ペプチドと、検出技法により検出され得る検出可能なラベルと



(7) JP 6153467 B2 2017.6.28

10

20

30

40

50

を具備してなるプローブを上記サンプルと接触させること；(c) 上記サンプル内のラベル
を検出するための画像化技法を適用すること；(d) 患者についての予後を判定すること；
からなり、ここで上記予後が患者のガンの攻撃性の見込みを予測するものであり、上記サ
ンプル内のRHAMM発現の検出が良くない予後を示唆するものであり、この予後に基づいて
患者についての治療方針を指示することを特徴とする。
【００２１】
　更に１つの態様として、本発明は細胞内のRHAMM発現と関連する病気又は症状を有する
患者を診断する方法を提供するものであり、その方法は、(a)患者から組織のサンプルを
得ること；(b) 本発明のRHAMM結合ペプチドと、検出技法により検出され得る検出可能な
ラベルとを具備してなるプローブを上記サンプルと接触させること；(c) 上記サンプル内
のラベルを検出するための画像化技法を適用すること；からなり、ここで上記サンプル内
のRHAMM発現の検出が上記病気又は症状の確定診断を示唆するものであることを特徴とす
る。
【００２２】
　更に１つの態様として、本発明は細胞内のRHAMM発現と関連する病気又は症状を患って
いる患者を治療する方法を提供するものであり、その方法は、患者に対し、1又はそれ以
上のRHAMM結合ペプチド、又は1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子
の有効量と、薬理学的に許容し得るキャリアとからなる組成物の有効量を投与することか
らなり、ここで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドが式、EEXEEZ(SEQ ID NO:18)を
有する配列からなり、ここでXはアラニン又はグリシンから選択されるものであり、Zはチ
ロシン又はグルタミン酸から選択されるものであることを特徴とする。
【００２３】
　更に１つの態様として、本発明は細胞内のRHAMM発現と関連する病気又は症状を患って
いる患者を治療する方法を提供するものであり、その方法は、患者に対し、1又はそれ以
上のRHAMM結合ペプチド、又は1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子
の有効量と、薬理学的に許容し得るキャリアとからなる組成物の有効量を投与することか
らなり、ここで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドがSEQ ID NOs:1-17からなる群
から選択されるものであることを特徴とする。
【００２４】
　更に他の態様として、本発明はRHAMMを発現する細胞の増殖を抑制する方法を提供する
ものであり、その方法は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド、又は1又はそれ以上のRHA
MM結合ペプチドを符号化する核酸分子の有効量を、上記細胞に接触させことからなり、こ
こで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドが式、EEXEEZ(SEQ ID NO:18)を有する配列
からなり、ここでXはアラニン又はグリシンから選択されるものであり、Zはチロシン又は
グルタミン酸から選択されるものであることを特徴とする。
【００２５】
　更に他の態様として、本発明はRHAMMを発現する細胞の増殖を抑制する方法を提供する
ものであり、その方法は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド、又は1又はそれ以上のRHA
MM結合ペプチドを符号化する核酸分子の有効量を、上記細胞に接触させことからなり、こ
こで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドがSEQ ID NOs:1-17からなる群から選択さ
れるものであることを特徴とする。
【００２６】
　更に他の態様として、本発明はRHAMMを発現する細胞の運動性を抑制する方法を提供す
るものであり、その方法は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド、又は1又はそれ以上のR
HAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の有効量を、上記細胞に接触させことからなり、
ここで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドが式、EEXEEZ(SEQ ID NO:18)を有する配
列からなり、ここでXはアラニン又はグリシンから選択されるものであり、Zはチロシン又
はグルタミン酸から選択されるものであることを特徴とする。　
【００２７】
　更に他の態様として、本発明はRHAMMを発現する細胞の運動性を抑制する方法を提供す
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るものであり、その方法は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド、又は1又はそれ以上のR
HAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子を含有してなる組成物の有効量を、上記細胞に接
触させことからなり、ここで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドがSEQ ID NOs:1-1
7からなる群から選択されるものであることを特徴とする。
【００２８】
　本発明の形態において、上記のRHAMMを発現する細胞はガン細胞である。
【００２９】
　更に１つの態様として、本発明はガンを有する患者における転移を防止する方法を提供
するものであり、その方法は、患者に対し、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド、又は1
又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子を含有してなる組成物の有効量
を投与することからなり、ここで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドが式、EEXEEZ
(SEQ ID NO:18)を有する配列からなり、ここでXはアラニン又はグリシンから選択される
ものであり、Zはチロシン又はグルタミン酸から選択されるものであることを特徴とする
。
【００３０】
　更に１つの態様として、本発明はガンを有する患者における転移を防止する方法を提供
するものであり、その方法は、患者に対し、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド、又は1
又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子を含有してなる組成物の有効量
を投与することからなり、ここで上記の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドがSEQ ID NOs
:1-17からなる群から選択されるものであることを特徴とする。
【００３１】
　更に１つの態様として、本発明はRHAMM発現と関連する病気又は症状の治療、改善又は
予防におけるRHAMM結合ペプチドの使用を提供するものであり、ここで上記のRHAMM結合ペ
プチドが式、EEXEEZ(SEQ ID NO:18)を有する配列からなり、ここでXはアラニン又はグリ
シンから選択されるものであり、Zはチロシン又はグルタミン酸から選択されるものであ
ることを特徴とする。
【００３２】
　更に他の態様として、本発明はRHAMM発現と関連する病気又は症状の治療、改善又は予
防におけるRHAMM結合ペプチド又はRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の使用を提供
するものであり、ここで上記のRHAMM結合ペプチドがSEQ ID NOs:1-17からなる群から選択
されるものであることを特徴とする。
【００３３】
　本発明の形態において、上記のRHAMM発現と関連する病気又は症状が傷痕組織である。
本発明の形態において、上記のRHAMM発現と関連する病気又は症状がガンである。
【００３４】
　本発明の形態において、本発明のペプチドは付加されたものでもよい。すなわち、ペプ
チドの一方又は双方の末端にシステインを付加しジスルフィド結合形成により環化したも
の、含リン基およびアセチル基を付加したものなどである。
【００３５】
　更に本発明の範囲内に包含されるものは、本発明のペプチドの任意のものの機能性類似
化合物並びに本発明のペプチドの多量体（マルチマー（multimers））、例えば本発明の
ペプチドの二量体、三量体である。本発明におけるマルチマーは同一のペプチドの多重の
ものからなるホモマーであっても、あるいは異なるペプチドからなるヘテロマーであって
もよい。本発明におけるペプチドの特徴的アミノ酸配列はランダムなアミノ酸配列が側面
についていてもよい。その好ましいものは、ペプチドに対し安定化作用（stabilizing ef
fect）を奏する側面配列であり、それにより生物学的利用性を増大させるものである。側
面配列は薬物動態学的挙動を改善するのに使用することもできる。更に本発明の範囲内に
包含されるものは、代謝的安定性を改善し、生物利用性を増大させ、たんぱく質分解に対
する感受性を下げることができる融合ペプチドおよびペグ化ペプチドである。
【００３６】
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　更に本発明の範囲内に包含されるものは、少なくとも１つのアミノ酸が同様の化学的特
性を有する他のアミノ酸により置換されていること；少なくとも１つのアミノ酸が自然の
ものでないアミノ酸（例えば、N-メチル化アミノ酸、D-アミノ酸又は他の天然のものでな
いアミノ酸構造のもの）により置換されていること；少なくとも１つの付加的アミノ酸が
N-及び／又はC-末端に存在すること；少なくとも１つのアミノ酸が削除されていること；
又は少なくとも１つのアミノ酸が化学的に変性されていることにより特徴づけられている
ペプチドである。
【００３７】
　ここに記載した発明の詳細な説明並びに添付図面から本発明をよりいっそう理解できる
と思われるが、これらは説明のためだけのものであり、本発明の範囲を制限することを意
図したものではない。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１Ａ】RHAMM/ヒアルロナン(HA)相互反応に必要なHA結合ドメイン（アミノ酸残基718-
750, SEQ ID NO:19）を含む72 kDa RHAMMたんぱく質の模式図。
【図１Ｂ】プローブの設計および最適化を画像化した分子のフロー図。
【図２Ａ】(a)未変性チューブリン由来ペプチド、(b) N-アセチルシステインに共役した
チューブリン由来ペプチド、(c)フルオレセインイソチオシアネートに共役したチューブ
リン由来ペプチドのそれぞれの全体的構造を示す模式図。
【図２Ｂ－１】17のタイプの合成チューブリン由来ペプチドの表であって、これにはフル
オレセイン又は N-アセチルシステインで誘導したペプチド、チューブリンフラグメント
タイプ、計算された又は観測された質量分光分析m/z値（mは分子質量又は原子質量を表し
、ｚはイオンにより運ばれた素電荷の数を表す）、純度パーセントおよび結合定数Kdが含
まれる。図２B は更に順に、SEQ ID NOs:1, 24-25, 2-3, 26-27, 4-9, 28-29, 10-11, 30
-31, 12, 32-33, 13-14, 34-35, 15-17をそれぞれ示している。
【図２Ｂ－２】17のタイプの合成チューブリン由来ペプチドの表であって、これにはフル
オレセイン又は N-アセチルシステインで誘導したペプチド、チューブリンフラグメント
タイプ、計算された又は観測された質量分光分析m/z値（mは分子質量又は原子質量を表し
、ｚはイオンにより運ばれた素電荷の数を表す）、純度パーセントおよび結合定数Kdが含
まれる。図２B は更に順に、SEQ ID NOs:1, 24-25, 2-3, 26-27, 4-9, 28-29, 10-11, 30
-31, 12, 32-33, 13-14, 34-35, 15-17をそれぞれ示している。
【図３Ａ】表面プラズモン共鳴（SPR）センサープレートに対するRHAMM-CT不動態化のpH
依存性を示す表である。リガンド密度は6個の測定値の平均SPR応答から決定された。RHAM
M pl=10.1を用い、対照ランのため重炭酸ナトリウム緩衝剤（pH 9.7）を用いた。たんぱ
く質は、EDAC(100mM)およびスルホ-NHS(25mM)を使用したセンサープレートに結合させた
。
【図３Ｂ】高親和性リガンドを決定するため、RHAMMに対する精製チューブリン由来ペプ
チド（SEQ ID NOs:1-17）の表面プラズモン共鳴（SPR）ベースによるスクリーニングを示
すグラフ図。スクリーニングの結果は、RHAMMについて６個の高親和性リガンド（SEQ ID 
NOs:1, 3, 9, 11, 12および14）が見出された。
【図３Ｃ】SPRスクリーニングの後の６個のペプチド（SEQ ID NOs:1, 3, 9, 11, 12およ
び14）の親和性を実証するためのELISA結合検定であり、RHAMMに対する本発明のフルオレ
セインラベル付きペプチドの結合を示している。ネガティブな対照（不動態化RHAMMのな
いもの）は測定値のそれぞれから差し引かれている。
【図４Ａ】特定のペプチド- RHAMM相互作用のそれぞれに対する全体的適合を、ネガティ
ブな対照および参照センサーグラムプロットと共に示す7セットのセンサーグラムである
。抗RHAMM mAbがポジティブな対照として使用されている。センサーグラムの各セットは
不動態化ペプチドを相互作用する3つのRHAMM濃度（1000 nM, 750 nMおよび500 nM）の応
答に相当するものである。
【図４Ｂ】選択されたチューブリン由来ペプチド（SEQ ID NOs:1, 3, 9, 11, 12および14
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）およびRHAMMモノクローナル抗体（mAb）の運動プロフィールを示す表である。この表に
は計算された会合速度(K ON)、解離速度(K OFF)および結合定数(K D)が示されている。誤
差は平均K Dの標準偏差である。
【図５Ａ】本発明の６個の選択されたフルオレセインラベル付きRHAMM結合ペプチドSEQ I
D NOs:1, 3, 9, 11, 12および14（それぞれSEQ ID NOs:25, 27, 29, 31, 33および35に相
当する）の不動態化RHAMM-CTに対するHA(0, 1.25, 2.5, 5および10μg/mL)による競合転
置を示すグラフである。これらデータは２つの独立した実験における３つの測定値の平均
である。
【図５Ｂ】本発明の６個の選択されたラベルのないRHAMM結合ペプチド（SEQ ID NOs:1, 3
, 9, 11, 12および14）のHAによる不動態化RHAMM-CTに対する染料ラベル付きHAの競合転
置を示すグラフである。これらデータは２つの独立した実験における３つの測定値の平均
である。
【図５Ｃ】本発明の６個のフルオレセイン共役RHAMM結合ペプチドSEQ ID NOs:1, 3, 9, 1
1, 12および14（それぞれSEQ ID NOs:25, 27, 29, 31, 33および35に相当する）並びに精
製CD44又はRHAMM-CTのELISA結合検定を示すグラフである。これらデータは２つの独立し
た実験における３つの測定値の平均である。
【図６Ａ】乳房腫瘍細胞(MDA-MB-231)におけるフルオレセイン共役SEQ ID NO:14（SEQ ID
 NO: 35）の取込みを、蛍光画像により可視化したマイクロ写真図である。DAPIチャンネ
ルは細胞核を表し、FITCチャンネルはフルオレセインラベル付きペプチドの局在化を示し
ている。
【図６Ｂ】乳房腫瘍細胞(MDA-MB-231)におけるフルオレセイン共役SEQ ID NOs:1, 9およ
び14（SEQ ID NOｓ: 25, 29, 35）の取込みを定量化したグラフである。各バーは3つの実
験のそれぞれからの1048の測定値の平均を表している。全ての処置グループは、抗RHAMM 
処置を受けたグループと比較して有意に高い値（p<0.001）を示した。これらデータはANO
VAを使用して分析され、誤差は平均の標準偏差である。
【図７】乳房腫瘍細胞(MDA-MB-231)におけるFITC共役SEQ ID NO:1およびSEQ ID NO:9（SE
Q ID NOs: 25および29）の取込みを、蛍光画像により可視化したマイクロ写真図である。
DAPIチャンネルは細胞核を表し、FITCチャンネルはフルオレセインラベル付きペプチドの
局在化を示している。
【図８Ａ】RHAMMのHA結合ドメイン（aa 718-750, SEQ ID NO:19）のアミノ酸配列を示し
ている。HA結合に必要な塩基性アミノ酸残基は下線を施している。
【図８Ｂ】４つのRHAMM結合ペプチド（SEQ ID NOs:1, 3, 9および11）のアミノ酸配列整
合を示している。同一の配列は灰色で際立たせ、半保存的残基は白のボックス内に示され
ている。イオン結合を介してRHAMM上の塩基性アミノ酸残基と相互作用するかもしれない
酸性アミノ酸残基には下線が施されている。
【図９】SEQ ID NOs:1, 3, 9, 10, 12および14の血清安定性の研究結果を示すグラフであ
る。これらグラフは30分毎、11時間に亘る無傷ペプチド（RP-HPLCによる検出）のパーセ
ントを示している。これらデータは一次減衰曲線にフィットさせている。
【図１０Ａ】SEQ ID NO:1（SEQ ID NO: 25）のアラニン置換フルオレセイン共役ペプチド
の、RHAMM(左欄から右欄に亘ってそれぞれSEQ ID NOs: 1および36-47)に対する親和性を
示すグラフである。米印は観察された蛍光の有意な減少(p<0.01)を示しており、これはRH
AMM結合に重要な残基のアラニン置換によるものである（不動態化RHAMMのないもの（no i
mmobilized RHAMM）は測定値のそれぞれから差し引かれている。全てのデータは２つの独
立した実験における３つの測定値の平均である）。
【図１０Ｂ】12のSEQ ID NO:1（SEQ ID NO: 25）のアラニン置換フルオレセイン共役ペプ
チドの、不動態化RHAMM(左欄から右欄に亘ってそれぞれSEQ ID NOs: 1および36-47)に対
するHAによる競合転置を示すグラフである。ネガティブな対照（不動態化RHAMMのないも
の）は測定値のそれぞれから差し引かれている（全てのデータは２つの独立した実験にお
ける３つの測定値の平均である）。
【図１１】RHAMM結合ペプチドSEQ ID NO:1の異なる濃度（1μMおよび10μM）の存在下で
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のヒト上皮性卵巣ガンの増殖検定を示すグラフである。このグラフにおいて、細胞は1日
目に処置し、その後、増殖は6日間続けられた。
【図１２】本発明のRHAMM結合ペプチドSEQ ID NO:3による腹水由来ヒトEOC細胞の生存率
減少を示すグラフである（p<0.05）。
【図１３】卵巣腫瘍細胞におけるフルオレセイン共役ペプチドSEQ ID NO:1（SEQ ID NO: 
25）の取込みを示す蛍光顕微鏡によるマイクロ写真図である。DAPIチャンネルは細胞核を
表し、FITCチャンネルはフルオレセインラベル付きペプチドの局在化を示している。
【図１４Ａ】(a)本発明のフルオレセイン共役SEQ ID NO:9（SEQ ID NO: 29）の、PC3mLN4
ヒト前立腺ガン細胞による取込みを蛍光顕微鏡を用いて撮った状態、(b)フルオレセインS
EQ ID NO:9の取込みが特定の抗CD44mAbによりブロックされない状態、しかし、(c) フル
オレセイン共役SEQ ID NO:9が特定の抗RHAMM mAbによりブロックされる状態をそれぞれ示
す図。
【図１４Ｂ】PC3mLN4ヒト前立腺ガン細胞による本発明のSEQ ID NO:9取込みを定量化して
示す図。このデータは、抗体処置を受けない細胞(a)と、抗CD44でブロックされた細胞(b)
とにおいて統計学的差異を示していない。抗RHAMM抗体で処置した細胞においてプローブ
の取込みが劇的に減少した(c)。
【図１５】図１５Ａは、Ga-DOTA共役SEQ ID NO:1ペプチドの合成を示す模式図。図１５B
は、精製Ga-DOTA共役SEQ ID NO:1ペプチドの9.73分でのRP-HPLCクロマトグラム。図１５C
は、精製Ga-DOTA共役SEQ ID NO:1ペプチドのESI質量スペクトル。
【図１６】図１６Ａは、Re(CO)３

＋-配位結合SEQ ID NO:1ペプチドの合成を示す模式図。
図１６Bは、精製Re(CO)３

＋-配位結合SEQ ID NO:1ペプチドの11.06分でのRP-HPLCクロマ
トグラム。図１６Cは、精製Re(CO)３

＋-配位結合SEQ ID NO:1ペプチドのESI質量スペクト
ル。
【図１７Ａ】SEQ ID NO:14（SEQ ID NO: 35）のアラニン置換フルオレセイン共役ペプチ
ドの、RHAMM(左欄から右欄に亘ってそれぞれSEQ ID NOs: 48-55, 14および56-58)に対す
る親和性を示すグラフである。米印は観察された蛍光の有意な減少(p<0.01)を示しており
、これはRHAMM結合に重要な残基のアラニン置換によるものである（不動態化RHAMMのない
もの（no immobilized RHAMM）は測定値のそれぞれから差し引かれている。全てのデータ
は２つの独立した実験における３つの測定値の平均である）。
【図１７Ｂ】11のSEQ ID NO: 14（SEQ ID NO: 35）のアラニン置換フルオレセイン共役ペ
プチドの、不動態化RHAMM(左欄から右欄に亘ってそれぞれSEQ ID NOs: 48-55, 14および5
6-58)に対するHAによる競合転置を示すグラフである。ネガティブな対照（不動態化RHAMM
のないもの）は測定値のそれぞれから差し引かれている（全てのデータは２つの独立した
実験における３つの測定値の平均である）。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３９】
　定義
　アミノ酸残基（residues）についての以下の標準的1文字および3文字略語は本明細書全
体を通して使用されている。A, Ala-アラニン；　R, Arg-アルギニン；　N, Asn-アスパ
ラギン；　D, Asp-アスパラギン酸；　C, Cys-システイン；　Q, Gln-グルタミン；　E, 
Glu-グルタミン酸；　G, Gly-グリシン；　H, His-ヒスチジン；　I, Ile-イソロイシン
；　L, Leu-ロイシン；　K, Lys-リジン；　M, Met-メチオニン；　F, Phe-フェニルアラ
ニン；　P, Pro-プロリン；　S, Ser-セリン；　T, Thr-トレオニン；　W, Trp-トリプト
ファン；　Y, Tyr-チロシン；　V, Val-バリン。
【００４０】
　“類似化合物（analog）”には、本発明のRHAMM結合ペプチドの配列と実質的に同等の
アミノ酸残基配列を有する全てのペプチドが含まれ、その場合、１又はそれ以上の残基が
機能的に同様の残基で控えめに置換されていたり、HA結合ペプチドを模倣する能力を示す
ものが含まれる。
【００４１】
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　“誘導体（Derivative）”とは、官能性側基の反応により化学的に誘導された１又はそ
れ以上の残基を有するペプチドを指すものである。そのような誘導体分子には例えば、遊
離アミノ基が誘導されてアミン塩酸塩、p-トルエンスルホニル基、カルボベンゾキシ基、
t-ブチロキシカルボニル基、クロロアセチル基又はホルミル基を形成した分子が含まれる
。遊離カルボキシル基が誘導されて塩、メチルエステル、エチルエステル又は他のタイプ
のエステル又はヒドラジドを形成していてもよい。遊離ヒドロキシル基が誘導されてO-ア
シル又はO-アルキル誘導体を形成していてもよい。ヒスチジンのイミダゾール窒素が誘導
されN-im-ベンジルヒスチジンを形成していてもよい。更に、誘導体として含まれるもの
は、20の標準アミノ酸の1又はそれ以上の天然のアミノ酸誘導体を含むペプチドである。
例えば、4-ヒドロキシプロリンがプロリンの代わりに用いられていてもよい。5-ヒドロキ
シリジンがリジンの代わりに用いられていてもよい。3-メチルヒスチジンがヒスチジンの
代わりに用いられていてもよい。ホモセリンがセリンの代わりに用いられていてもよい。
オルニチンがリジンの代わりに用いられていてもよい。
【００４２】
　“フラグメント（fragment）”の用語は、アミノ酸残基配列がここに示されているペプ
チドよりも短いアミノ酸残基配列を有する任意の従属するペプチドを指している。
【００４３】
　“単離ペプチド”又は“単離DNA”の用語は、場合により、ペプチド分子又はDNA分子と
して定義されており、これはペプチド分子又はDNA分子に自然に伴うことがある他の細胞
成分から実質的に分離されたものである。この用語には、非限定的に、組換え又はクロー
ン化DNA単離体および化学的に合成された類似化合物又は異種系により生物学的に合成さ
れた類似化合物が含まれる。
【００４４】
　ここで使用されている“ペプチド”の用語は、所定の配列を通常有するアミノ酸残基の
連鎖として定義される。更に、ここで使用されている“ペプチド”の用語は、“ペプチド
”および“たんぱく質”の用語を相互的に包含するものである。
【００４５】
　本文献中において、“RHAMM”とは、ヒアルロン酸媒介運動性のためのレセプター(Rece
ptor for Hyaluronic Acid Mediated Motility)を指すもので、CD 168としても知られて
いる。RHAMMは非一体的細胞表面（CD 168）および細胞内ヒアルロナン結合たんぱく質で
あり、これはin vitroで細胞運動性を促進し、その発現は攻撃性腫瘍において強く上方規
制（upregulated）される[WO 2008/140587]。
【００４６】
　ここで使用されている“RHAMM結合ペプチド”の用語は、RHAMMを結合することのできる
ペプチドを意味する。
【００４７】
　“被験者”又は“患者”とは、症状、疾患又は病気の治療を必要とするヒトを含む動物
を指すものである。
【００４８】
　概要：
　本発明はペプチドおよびペプチドを符号化する核酸配列であってRHAMMを結合し得るも
のに関するものである。本発明は更に、細胞内のRHAMM発現と関連する病気、症状、疾患
の治療において、上記のRHAMM結合ペプチド並びにこのRHAMM結合ペプチドを符号化する核
酸配列を使用する方法に関する。本発明のRHAMM結合ペプチドはRHAMMを発現する細胞を認
識することのできるプローブに使用することができる。本発明は更に、RHAMMを発現する
細胞を含むサンプルの認識のためRHAMM結合ペプチドを使用する方法に関する。
【００４９】
　本発明の利点として以下のことが含まれる。(a)特異性を以ってRHAMMと結合する新規な
小さなペプチドが発見されたこと；(b)本発明者等の知る限り、腫瘍前駆細胞は直接、画
像化されることはなかった。この新規なペプチドは非侵襲的（non-invasively）に画像化
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するための分子画像化プローブとして使用することができる。(c) RHAMMを特異的に結合
する新規なペプチドの機能は、前駆細胞を選択的に標的として治療用薬剤と共に用いるべ
く開発することができる。これはリガンド-レセプター相互作用を介して直接的に、又は
治療用ペイロードを標的細胞に移送することにより間接的に行うことができる。(d) RHAM
Mに対する本発明のペプチドの結合はエピトープ露出（epitope exposure）および抗RHAMM
 Mab結合を増大させ、それにより画像化が向上し、かつ、RHAMM陽性細胞を治療的標的と
させることができる。
【００５０】
　本発明の他の特徴および利点は以下に記載の詳細な説明から明らかになるであろう。し
かし、この詳細な説明および具体的実施例は本発明の具体例を示すものであるが、これら
は説明のためだけのものである。なぜならば、当業者にとって明らかなように、この詳細
な説明から鑑みて本発明の趣旨および範囲内において種々の変更および改良が可能である
からである。
【００５１】
　RHAMM結合ペプチド：
　本発明者等は、約6乃至14のアミノ酸残基を有する新規なペプチドを単離し、配列させ
、特徴づけた。それにより、1具体例において、本発明はペプチドを符号化する単離され
たDNAを提供するものであり、このペプチドはSEQ ID NO:1～SEQ ID NO:17からなる群から
選択されるアミノ酸配列を有する。他の具体例において、本発明はSEQ ID NO:1～SEQ ID 
NO:17からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する単離されたペプチドを提供するも
のである。
【００５２】
　本発明の新規なペプチドはRHAMMと結合することができる。本発明の態様として、本発
明の新規なRHAMM結合ペプチドは特異的にRHAMMと結合することができる。本発明の態様と
して、本発明の新規なRHAMM結合ペプチドは実質的に高い親和性を以ってRHAMMと結合する
ことができる。本発明の態様として、本発明の新規なRHAMM結合ペプチドは実質的に高い
親和性を以って特異的にRHAMMと結合することができる。
【００５３】
　１具体例において、本発明の新規なRHAMM結合ペプチドは下記（１）の配列を有する。
【００５４】
　（１）　EEXEEZ　　（SEQ ID NO:18）
　ここで、XはA又はGから選択されるもの、ZはY又はEから選択されるものである。
【００５５】
　他の具体例において、本発明の新規なRHAMM結合ペプチドはSEQ ID NO:1～SEQ ID NO:17
から選択される配列を有するものでもよい。
【００５６】
　他の具体例において、本発明はRHAMM結合ペプチドを提供するものであり、ここでこの
ペプチドはSEQ ID NO:1、3, 9, 10, 11, 12および14からなる群から選択される。
【００５７】
　他の具体例において、本発明はRHAMM結合ペプチドを提供するものであり、ここでこの
ペプチドはSEQ ID NO:1, 9および14からなる群から選択される。
【００５８】
　1具体例において、本発明のペプチドはチューブリンのカルボキシ末端尾部(CTT)領域か
ら得られるものでもよい。他の具体例において、RHAMM結合ペプチドはチューブリンのCTT
領域に直接隣接する配列から得られるものでもよい。驚くことに、本発明者等は、RHAMM
が有糸分裂紡錘体の維持に必須であるたんぱく質と構造的および機能的類似性を共有する
ことを見出した。更に本発明者等は、RHAMMのHA結合ドメイン（領域）が、多くのキネシ
ンおよび微小管関連たんぱく質（MAPs）のチューブリン結合ドメイン（領域）に対し配列
相同性を示すことを見出した。チューブリンのCTT領域は従来のキネシンおよびMAPsと相
互作用することを示した。
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【００５９】
　例として、ヒト乳癌細胞ラインMDA-MB-231（RHAMMを発現するものとして知られている
）は、図6Aおよび図7に示すように、本発明の染料共役ペプチドで培養したとき、細胞内
蛍光を示した。抗RHAMMでブロックされた細胞は図6Bに示すように、細胞内蛍光が約65%な
いし約85%減少したことを示した。他のRHAMM発現ガン細胞（例えばPC3ｍLN4および患者由
来卵巣腫瘍細胞）も、図13および図14に示すように、本発明のRHAMMペプチドで培養した
とき、細胞内蛍光を示した。
【００６０】
　更に本発明者等は、RHAMMに対する本発明のRHAMM結合ペプチドの結合がエピトープ露出
および抗RHAMM モノクローン抗体(mAb)結合を増大させることを見出した。本発明のRHAMM
結合ペプチドのこの能力、つまり、抗RHAMM mabsに対しエピトープ露出を増大させる能力
は、治療的に、並びに画像化向上に利用することができる。従って、本発明のペプチドは
例えば、腫瘍（この病気に限定されないが）において利用可能なRHAMMを“活性化”させ
るのに使用することができる。ついで、治療的又は画像化（例えばFabフラグメント）抗R
HAMM mAbが施され、これはRHAMMを発現する（腫瘍）細胞を標的化するのにより効果的で
ある。
【００６１】
　ひとまとめで言うと、本発明は1組のRHAMM結合ペプチドを実証するものであり、これは
或る形態においてチューブリン配列のCTTから得られるものであり、他の形態において人
工のペプチド配列に基づくものである。
【００６２】
　本発明のペプチドはペプチドの一方又は双方の末端にシステイン残基を付加しジスルフ
ィド結合形成により環化することにより変性させることが出来る。更に、本発明のペプチ
ドはリン基およびアセチル基を付加することにより変性させることが出来る。リン酸化は
動物の細胞で発生する最も一般的なたんぱく質変性の１つである[4]。これは最も一般的
にトレオニン、セリンおよびチロシン残基において生じるものであり、多くの細胞上のプ
ロセス（例えば、細胞のサイクル、成長、アポトーシス、分化など）の規定において重要
な役割を果している[4]。この手法は可能である。なぜならば、本発明のペプチドの或る
ものはチロシンを有しているからであり、アシル基をN-末端アミノ酸に付加することがで
きるからである[5]。本発明のペプチドにおける芳香族アミノ酸、フェニルアラニン、ト
リプトファン、チロシンを他の芳香族アミノ酸で置換し、ペプチド活性に対するそれらの
作用を評価してもよい。同様に、本発明のペプチドにおける脂肪族アミノ酸、例えばグリ
シン、アラニン、バリン、イソロイシン、ロイシンを他の脂肪族アミノ酸で置換し、ペプ
チド活性に対するそれらの作用を評価してもよい。
【００６３】
　本発明のペプチドは、長さが約6乃至約14のアミノ酸のもので、その長さの範囲は当業
者に公知のように如何なるものでもよい（すなわち、6-13, 6-12, 6-11, 6-10, 6-9, 6-8
, 6-7, 7-13, 7-12, 7-11, 7-10, 7-9, 7-8, 8-13, 8-12, 8-11, 8-10, 8-9, 9-14, 9-13
, 9-12, 9-11, 9-10, 10-11, 10-12, 10-13, 10-14）。長さが約14のアミノ酸を超えるペ
プチドも本発明の範疇に包含される。ペプチドの長さはRHAMMに対する結合能力によって
のみ制限される。本発明のペプチドは更にペプチドの2量体および3量体並びに当業者にと
って自明の付加的安定化フランキング(flanking)配列を含むものであってよく、これらに
ついては米国特許No.5,824,315および米国特許No.6,184,204（その内容全体を参照として
組み込まれるものとする）に記載されている。本発明の多量体は同じペプチドの多重から
なるホモマーであっても、あるいは異なるペプチドからなるヘテロマーであってもよい。
上述のように、本発明のペプチドのアミノ酸配列はランダムアミノ酸配列が側面に位置す
るものでもよい。好ましいものは、ペプチドに対し安定化作用を奏するフランキング配列
であって、それにより生物学的利用性を増大させるものである。更に、他のペプチド模倣
体も本発明のペプチドにおいて有用である。本発明のペプチドは更に、燐酸化、グリコシ
ル化、ペグ化（pegylation）又は脂質化により変性されたペプチドも包含するものである
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。更に、本発明のペプチドは、本発明のペプチドに対して機能的に同等の変異体又は類似
体のものも包含される。従って、限定的ではないが、これらには部分的な配列相同性を有
するペプチド、１又はそれ以上の特定の保守的及び／又は非保守的なアミノ酸変質を有す
るペプチド、ペプチドの生物学的又は構造的特性を変更させない（すなわち、RHAMMに対
し結合する能力を有する）ペプチド共役体が含まれる。
【００６４】
　機能的類似性（functional analogues）について言うと、当業者に自明なように、生物
学的に機能的なペプチド類似体の本来の定義は、その分子の所定の部分内になし得る変化
の数には制限があるが、許容し得るレベルの同等の生物学的活性（この場合、RHAMMと結
合し得る能力が含まれる）を有する分子をもたらすものという考えである。異なる置換を
有する複数の独特なペプチド/たんぱく質を、本発明に従って容易に作成し、使用するこ
とができる。更に、或る種の残基はたんぱく質又はペプチドの生物学的又は構造的特性に
とって特に重要であることが理解される。つまり、レセプター認識領域における残基であ
り、このような残基は一般に交換されない。
【００６５】
　機能的類似体は保守的又は非保守的なアミノ酸置換により発生することができる。アミ
ノ酸置換は一般にアミノ酸の側鎖置換の相対的類似性に基づくものである。例えば、それ
らの疎水性、親水性、電荷、サイズなどである。従って、本発明の範囲内において、保守
的なアミノ酸の変化とは、当初に存在していたものと同じタイプのものの特定の位置での
アミノ酸の変化を意味する。すなわち、或る疎水性アミノ酸が別の疎水性アミノ酸と交換
されたり、或る塩基性アミノ酸が別の塩基性アミノ酸と交換されたりすることである。保
守的な置換の例としては、限定的ではないが、或る非極性（疎水性）残基（例えば、イソ
ロイシン、バリン、ロイシン、メチオニン）を他のものと代わっての置換、或る極性（親
水性）残基を他のものと代わっての置換、例えば、アルギニンとリジンとの間の置換、グ
ルタミンとアルパラギンとの間の置換、グリシンとセリンとの間の置換、或る塩基性残基
（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）を他のものと代わっての置換、或る酸性残
基（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）を他のものと代わっての置換、或る有枝鎖
アミノ酸（例えばイソロイシン、ロイシン、バリン）を他のものと代わっての置換、或る
芳香族アミノ酸（例えばフェニルアラニン、チロシン、トリプトファン）を他のものと代
わっての置換などが含まれる。このようなアミノ酸の変化は、ペプチドの全体的電荷及び
／又は配置を有意に変化させない機能的類似体をもたらすものとなる。このような保守的
な変化の例は当業者にとって公知のものであり、本発明の範囲に包含されるものである。
保守的な置換には更に、非誘導化残基に代わって化学的に誘導化した残基の使用が含まれ
る。但し、この場合、結果としてのペプチドが本発明のペプチドと生物学的および機能的
に同等のものであることを要する。従って、本発明のペプチドはSEQ ID NO:1～SEQ ID NO
:17とは異なるアミノ酸配列を有するペプチドを包含するものである。更に、本発明のペ
プチドは単一の突然変異によってSEQ ID NO:1～SEQ ID NO:17とは異なるアミノ酸配列を
有するペプチドを包含するものである。この場合、この単一の突然変異は、単一のアミノ
酸削除、挿入又は置換を表すものである。
【００６６】
　例えば、図１０Aおよび図１０Bは、RHAMM結合ペプチドSEQ ID NO:1の場合、1, 3, 5, 6
および11の位置でのアラニン置換はRHAMMに対する置換されたRHAMM結合ペプチドの特有の
結合に影響を及ぼすものでないことを示している。
【００６７】
　例えば、図１７Aおよび図１７Bは、RHAMM結合ペプチドSEQ ID NO:14の場合、1, 4, 7, 
8, 11および12の位置でのアラニン置換はRHAMMに対する置換されたRHAMM結合ペプチドの
特有の結合に影響を及ぼすものでないことを示している。
【００６８】
　RHAMM結合ペプチドの作成：
　本発明のペプチドは当業者に公知の方法により、特に又好ましくはたんぱく質の化学分
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野で周知の化学的合成手法により作成することができる。例えば、固相合成法[6, 7, 8、
これらは参照として組み込まれるものとする]又は均質溶液中での合成[9、これは参照と
して組み込まれるものとする]により合成たんぱく質を合成する方法である。
【００６９】
　その他、本発明のペプチドは当業者に公知の組換えDNA技法を利用して作成することが
できる。
【００７０】
　更に本発明はベクターを包含するものであり、これには本発明のペプチドの少なくとも
１つを符号化する核酸が含まれる。
【００７１】
　RHAMM結合ペプチドの単離：
　RHAMM結合ペプチドは、RHAMMに対し結合するペプチドについてサンプルを分析すること
により単離することができる。たんぱく質-たんぱく質相互作用を検出することができる
任意のシステム又は試験方法を利用することができる。例えば、限定的ではないが、共免
疫沈降法、架橋法、勾配又はクロマトグラフィーカラムを介しての共精製法などを利用す
ることができる。生体試料および市販のライブラリーをRHAMM結合ペプチドについてテス
トしてもよい。例えば、実施例１により詳述されているように、ラベル付きRHAMMをファ
ージディスプレイライブラリー(phage display libraries)を探るのに使用してもよい。
更に、本発明のペプチドに対し用意された抗体を使用してRHAMM結合親和性を有する他の
ペプチドを単離するのに使用してもよい。例えば、ラベル付き抗体を使用してファージデ
ィスプレイライブラリー又は生体試料を探るようにしてもよい。
【００７２】
　更に、RHAMMたんぱく質を符号化するDNA配列を使用して、HA結合たんぱく質を符号化す
る核酸についての生体試料又はライブラリーを探るようにしてもよい。
【００７３】
　組成物：
　1形態として、本発明は、in vivoでの投与に適した生体適合性の形態で被験者に投与す
るための本発明の1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを含む組成物を提供する。他の形態
として、本発明は、in vitroでサンプルを研究するために使用される1又はそれ以上のRHA
MM結合ペプチドを含む組成物を提供する。使用されるサンプルには細胞、組織および器官
が含まれるが、これらに限定されない。
【００７４】
　“in vivoでの投与に適した生体適合性の形態”とは、如何なる毒性作用も治療作用に
より覆されるよう投与される物質の形態を意味する。これらの物質は如何なる動物にも、
好ましくはヒトに投与され得るものである。本発明の薬剤組成物の治療活性量又は“有効
量”の投与とは、ヒトにおいて免疫応答を引き出すという所望の結果を達成するのに必要
な投与量および投与時間としての効果的な量と定義づけることができる。適当な投与経路
は、筋肉注射、皮下注射、静脈注射、腹膜内注射、経口又は鼻腔投与などである。
【００７５】
　許容し得るキャリア（担体）については当業者に周知のものでよく、例えば滅菌生理食
塩水、ラクトース、スクロース、燐酸カルシウム、ゼラチン、デキストリン、寒天、ペク
チン、落花生油、オリーブ油、ゴマ油、脱イオン水などである。
【００７６】
　更に、本発明の組成物は、1又はそれ以上の安定化剤、例えば炭水化物（ソルビトール
、マンニトール、澱粉、スクロース、デキストリン、グルコースなど）、たんぱく質（ア
ルブミン、カゼインなど）、緩衝剤（アルカリ性燐酸塩など）などを含有していてもよい
。更に、本発明の組成物は、本発明のペプチドの抗細胞増殖特性を向上させる1又はそれ
以上の補佐薬を含有していてもよい。
【００７７】
　注射のための組成物は、限定的な意味ではなく、本発明のペプチド又は核酸と、これに
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関連して1又はそれ以上の薬理学的に許容し得る賦形剤又は希釈剤を含み、適当なpH並び
に生理液と等浸透圧の緩衝溶液に溶解されたものである。注射のための組成物には、任意
の薬理学的に適当な希釈剤を使用することができる。例えば、蒸留水、生理液又は塩溶液
、及び／又は緩衝液である。注射用の組成物は従来の容積-重量手法により作ることがで
きる。上記ペプチドの或る量を、希釈剤又は溶媒を用いて必要な容量に希釈する。この溶
液はついで滅菌したフィルターを介してろ過され、ビン詰め又はアンプル化される。その
結果得られた溶液は安定な透明液であり、化学的又は他の不純物を全く含まないものであ
る。
【００７８】
　検出用プローブ：
　試料中（限定するものではないが、例えば、細胞、組織又は器官内）のRHAMM発現の検
出は適当なプローブにより行うことができる。このプローブには少なくとも本発明のRHAM
M結合ペプチドと、検出可能なラベルとが含まれる。この検出可能なラベルは検出手段に
より検出可能なものである。この検出手段は検出可能なラベルに対し測定可能な応答をお
こなうことができる任意の検出技法であればよい。本発明の形態として、この測定可能な
応答は画像の形で提供される。前記の検出可能なラベルは、適当な検出手段を用いてRHAM
M陽性細胞の位置の検出を可能にするものである。本発明のプローブはRHAMM陽性細胞の動
きおよび発達を追跡することを可能にする。従って、1形態として、本発明のプローブは
、限定的ではないが、診断並びに予後の方法においてRHAMM陽性細胞を検討するのに使用
することができる。
【００７９】
　プローブの作成方法は当業者に周知である[10, 11、これらは参照としてここに組み込
まれるものとする]。
【００８０】
　ラベリングの方法は当業者に周知である。好ましいラベルは、in vivo画像化で使用す
るのに適するものである。抗RHAMMプローブは検出の前に検出可能なようにラベル付けす
ることができる。その他、交雑形成物に結合する検出可能なラベルを使用することもでき
る。そのような検出可能なラベルとしては、限定的ではないが、検出可能な物理的又は化
学的特性を有し、免疫測定法の分野において満足に開発された物質が含まれる。本発明で
使用されるラベルは、検出手段により検出可能な組成物であればよい。この検出手段とし
ては、限定的ではないが、分光手段、光化学的手段、生化学的手段、免疫化学的手段、化
学的手段などが含まれる。
【００８１】
　本発明で使用されるラベルとしては、ビオチンベースのラベル、磁気ラベル（例えば、
DYNABEADS(登録商標)）、放射性ラベル（例えば、３H, 35S, 32P, 51Cr, 125I）、フルオ
レセインラベル（例えば、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッドなど）、電子密
度試薬（例えば金）、酵素（例えば、アルカリ性ホスファターゼ、セイヨウワサビペルオ
キシダーゼ、ELISAで一般に使用されている他のもの）、ジゴキシゲニン、ハプテン、た
んぱく質（これに対し抗血清又はモノクローン抗体が利用可能である）（例えば、本発明
のペプチドは、識別用放射性同位元素をペプチド内に組み込むことにより検出可能とする
ことができる。つまり、これをペプチドと特異的に反応する抗体を検出するのに使用する
）。本発明のRHAMM結合ペプチドはキャリア（例えば、ウシ血清アルブミン(BSA)又はキー
ホールリンペトヘモシアニンと結合したもの）と共に提供することができる。
【００８２】
　上記のRHAMM結合ペプチドは、金又はポリスチレンのミクロスフェア、スライドグラス
、チップなどの固体キャリアに、又はマイクロタイタープレートの壁面に共有結合的又は
非共有結合的に結合させることができる。このRHAMM結合ペプチドは、限定的ではないが
、ビオチン、フルオレセインおよび酵素（例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼなど）
から選択されるラベルで直接的に又は間接的にラベル付けすることができる。
【００８３】
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　使用される特定のラベルについては、RHAMM/RHAMM結合ペプチド錯体の形成に妨害しな
い限り、本発明にとって重要ではない。しかし、1態様として、RHAMM/RHAMM結合ペプチド
錯体および腫瘍前駆細胞のin vivo検出のためのSPECT、CTおよびPET画像化技法の使用の
容易性のため、画像化成分は放射性核種（例えば、１８F, １１C, １３N, ６４Cu, 68Ga,
  123I, 111In, 99mTcなど）であってもよい。SPECT又はPET画像化で使用される薬剤のた
めの適当な画像化成分についての決定は、放射性核種がジェネレータ又はサイクロトンに
より発生するか否か、又はこれらがキレータ又は有機/ハロゲン化物であるか否かにより
行われる。図１５および１６は、Ga-DOTA-共役ペプチドSEQ ID NO:1およびRe(CO)3

+-配位
結合ペプチドSEQ ID NO:1の合成および質量分光分析特性評価を示している。
【００８４】
　ここで使用されている直接ラベル付きプローブは、検出可能なラベルが付着されたプロ
ーブであってもよい。なぜならば、この直接ラベルが既にプローブに付着されているから
、プローブを検出可能なラベルで関連させるための後の工程を必要としないからである。
これと対照的に、間接ラベル付きプローブは、検出可能なラベルが後に（典型的には、RH
AMM結合ペプチドが標的RHAMMで交雑化された後に）結合される部分を有するものというこ
とができる。
【００８５】
　他の形態において、本発明のRHAMM結合ペプチドの任意のものを認識できるモノクロー
ン抗体（mAb）も作成することができ、これを試料中のRHAMM結合ペプチドの存在を検出す
るのに使用することができる。mAbは本発明の組成物をその品質についてテストするため
の迅速、かつ、簡単な方法を提供する。一般に、抗体の作成方法は周知である。例えば、
本発明のRHAMM結合ペプチドを特異的に認識するmAbを生産する方法は当業者にとって周知
である。一般に、ペプチドはフロイントアジュバント中でマウスに注射される。3週間に
亘って9回注射した後、マウスの脾臓が取除かれ、燐酸塩緩衝生理食塩水（PBS）中に再懸
濁される。この脾臓細胞はリンパ球源として役立ち、その或るものは適当な特異性の抗体
を生産する。ついで、これらは永久に生育する骨髄腫パートナー細胞で融解され、この融
解生産物は、HATのような選択剤の存在下で多数の組織培養ウェル中で培養される。これ
らのウェルはついでスクリーンにかけられ、有用な抗体を作る細胞を含有するものがELIS
Aにより識別される。ついで、これらは新しく培養される。生育期間の後、これらのウェ
ルは再びスクリーンにかけられ、抗体生産細胞が識別される。抗体生産について陽性であ
る単一のクローンを含有するウェルが90％を超えるまで、幾つかのクローニング法が実行
される。この手法により、mAbを生産する安定なクローンのライン（系統）が確立される
。ついで、このmAbはProtein A又はProtein Gセファロースを用いてアフィニティクロマ
トグラフィにより精製される（米国特許Nos.4,609,893; 4,713,325; 4,714,681; 4,716,1
11; 4,716,117; 4,720,459参照）。
【００８６】
　RHAMM結合ペプチドの適用：
　本発明は、検出、画像化、診断および治療手法を包含するものであり、これには、非限
定的に、本発明のRHAMM結合ペプチドを用いてRHAMMを標的として捉えることが含まれ、こ
れはリガンド- RHAMMが媒介する細胞運動性応答を刺激する役割を果たすRHAMM/リガンド
錯体の形成を粉砕させるものである。これらの方法は、他の公知の治療法、すなわち、病
原性症状、炎症および病原性感染に関連する症状を治療するための治療法との組合せで利
用することができる。
【００８７】
　１．RHAMM陽性細胞の検出
　図9を参照すると、本発明のRHAMM結合ペプチドが生物学的環境下において適度の安定性
を有することが示されている（約110ないし約250分の半減期）。これはin vitro又はin v
ivo画像化を容易にするのに十分な長さである。
【００８８】
　本発明の1態様として、RHAMM結合ペプチドを、RHAMM陽性細胞を識別するための方法に
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使用することができる。このRHAMM陽性細胞の識別方法は、細胞を本発明のプローブと接
触させ、この細胞内の検出可能なラベルを検出するための適当な検出技法を適用すること
が含まれる。RHAMM陽性細胞の識別は検出技法による検出可能なラベルの検出に基づいて
決定される。
【００８９】
　他の1態様として、被験者の組織又は器官内におけるRHAMM発現を検出する方法が提供さ
れる。この方法は、(a) 本発明のプローブを被験者に投与すること；(b) 被験者の組織又
は器官内のラベルを検出するための検出技法を適用することからなる。
【００９０】
　腫瘍形成性前駆細胞がRHAMM発現により特徴付けられるため、他の態様においては、本
発明のRHAMM結合ペプチドが、腫瘍生検のようなサンプルが腫瘍形成性前駆細胞（これは
ガン患者に転移を発展させる危険性を示唆させる）を含むか否かを判定するための診断方
法に使用される。このような診断方法は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを使用して
サンプル中のRHAMMの存在を検出することからなる。RHAMM陽性サンプルはサンプルがガン
前駆細胞を含むことを示唆するものである。
【００９１】
　本発明の1形態におけるガン患者の診断方法は、(a)患者から組織試料を得ること；(b)
この試料に本発明のプローブを接触させること；(c) 該試料中のプローブによる検出可能
なラベルを検出するため検出技法を適用することからなる。試料内のRHAMM発現の検出は
ガン診断を示唆するものとなる。
【００９２】
　本発明の他の形態におけるガン患者の診断方法は、(a) 本発明のプローブを被験者に投
与すること；(b) 被験者の組織又は器官内のプローブラベルを検出するための検出技法を
適用することからなる。被験者におけるRHAMMの検出はガン診断を示唆するものとなる。
【００９３】
　本発明の他の形態におけるガン患者の予後の判定方法は、(a)患者から腫瘍組織試料を
得ること；(b)この試料に本発明のプローブを接触させること；(c) 該試料中のプローブ
ラベルを検出するため検出技法を適用すること；(d) 患者の予後を判定することからなる
。この予後は、患者におけるガンの攻撃性又は転移の可能性を予測するものである。試料
内のRHAMM発現の検出は好ましくない予後を示唆するものとなる。
【００９４】
　他の形態として、本発明はガン患者のための治療方針を判定する方法を提供する。この
方法は、(a)患者から腫瘍組織試料を得ること；(b)この試料に本発明のプローブを接触さ
せること；(c) 該試料中のプローブラベルを検出するため検出技法を適用すること；(d) 
患者の予後を判定することからなる。この予後は、患者におけるガンの攻撃性又は転移の
可能性を予測するものである。試料内の測定可能なRHAMM発現の検出は好ましくない予後
を示唆するものとなり；この予後に基づいて患者のための治療方針を処方する。
【００９５】
　本発明の診断および予後の方法における1態様として、試料中のRHAMM発現が公知のネガ
ティブ対照又は公知の標準と比較される。この公知のネガティブ対照又は公知の標準との
対比での試料中の測定可能なRHAMM発現の検出は、場合に応じて、試料内のRHAMMの存在、
ガンの診断、又は好ましくない予後を示唆するものである。
【００９６】
　図6および7はフルオレセイン共役RHAMM結合ペプチドSEQ ID NO:14(図6A; SEQ ID NO:35
)およびSEQ ID NOs:1および9(図7; SEQ ID NOs:25および29)を使用したヒト乳癌細胞の可
視化を説明する図である。
【００９７】
　図13はフルオレセイン共役RHAMM結合ペプチドSEQ ID NO:1(SEQ ID NO:25)を使用したヒ
ト卵巣ガン細胞の可視化を説明する図であり、図14はフルオレセイン共役RHAMM結合ペプ
チドSEQ ID NO:9(SEQ ID NO:29)を使用したヒト前立腺ガン細胞の可視化を説明する図で
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ある。
【００９８】
　図14に示すように、PC3mLN4ヒト前立腺ガンライン（攻撃的に侵襲性で転移性のもの）
は蛍光染色について強い陽性を示し、HAペプチド模倣薬SEQ ID NO:9の急速な摂取を示唆
している。
【００９９】
　本発明のRHAMM結合ペプチドの細胞による摂取は、特定の抗RHAMM mAbによりブロックさ
れるが、特定の抗CD44 mAbによってはブロックされない。しかし、この抗CD44 mAbはCD44
に対するHAの結合をブロックする（図6, 7, 13, 14参照）。これらの結果は、本発明のHA
ペプチド模倣薬が、RHAMM依存機構により、前立腺ガン、乳癌および卵巣ガン細胞と関連
し、これらガンにより取り上げられることを示唆するものである。
【０１００】
　２．治療学
　図9を参照すると、本発明のRHAMM結合ペプチドが生物学的環境下において実質的に安定
であることが示されている（約110ないし約250分の半減期）。これは治療法におけるその
使用を容易にするのに十分な長さである。
【０１０１】
　本発明のRHAMM結合ペプチドは、哺乳類において、細胞ロコモーション（例えば、ガン
、炎症、自己免疫疾患）および組織外傷と関連する線維性疾患が関連する病状の予防又は
治療並びにそれらの回復に使用することができる。
【０１０２】
　本発明のRHAMM結合ペプチドは、RHAMM/リガンド錯体の形成から生じる病気又は疾患の
治療のための組成物および方法において使用することができ、これは、このRHAMM/リガン
ド錯体の形成を粉砕することによりなされる。
【０１０３】
　1態様として、本発明は細胞におけるRHAMMの発現と関連する病気又は症状から患ってい
る被験者を治療するための方法を提供する。この方法は、患者に対し、1又はそれ以上のR
HAMM結合ペプチド又はこの1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の有
効量と、薬理学的に許容し得るキャリアとからなる組成物の有効量を少なくとも投与する
ことからなる。
【０１０４】
　1形態として、本発明は組織傷痕を防止し、又は減少させる方法を提供する。この方法
は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド又はこの1又はそれ以上の本発明のRHAMM結合ペプ
チドを符号化する核酸分子の有効量を、必要とする患者に対して少なくとも投与すること
からなる。
【０１０５】
　ガン細胞の増殖を抑制するRHAMM結合ペプチドの能力は、腫瘍転移を防止する効果およ
びガン化学療法薬としての有用性を示唆するものである。従って、本発明は腫瘍転移を防
止ないし減少させる方法を提供するものであり、これはRHAMM結合ペプチド又は本発明のR
HAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の有効量を、これを必要とする被験者に投与する
ことからなる。
【０１０６】
　従って、本発明のRHAMM結合ペプチドは、RHAMM発現と関連するガンを治療するのに有用
である。このガンの例としては、限定的ではないが、肺、胃腸、胸部、膀胱などのガン、
皮膚ガン（黒色腫および非黒色腫）、並びに脳、頚部および白血病などのガンが含まれる
。従って、本発明は被験者におけるガンを防止乃至治療するための方法を提供するもので
ある。この方法は、1又はそれ以上のRHAMM結合ペプチド又は本発明のこの1又はそれ以上
のRHAMM結合ペプチドを符号化する核酸分子の有効量を、これを必要とする被験者に投与
することからなる。
【０１０７】
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　1形態として、本発明のRHAMM結合ペプチドは、ガンなどのRHAMM発現と関連する病気又
は症状を有する患者の罹患率および死亡率を減少させるため、現存する治療法との組合せ
で使用してもよい。従って、1態様として、本発明はRHAMM発現と関連する病気又は症状を
目的として被験者を治療する方法を提供するものである。この方法は、RHAMMと関連する
病気のための少なくとも１つの他の療法との組合せで、本発明のRHAMM結合ペプチドを被
験者に少なくとも投与することが含まれる。RHAMM結合ペプチドと、少なくとも１つの他
の療法との組合せは、病気治療の効能を高めるものとなる。例えば、ガン治療の場合、血
管形成を実質的に減少させることができる治療も被験者に施すすることができる。例えば
、小分子薬剤、siRNAs、アンチセンス（antisense）治療又はこれらの組合せであって、
血管形成スイッチとして作用する1又はそれ以上の成長因子を標的とするもの、又はトロ
ホブラスト（trophoblast）および内皮細胞についての増殖信号を提供するものを施すこ
とができる。成長因子は種々のガンの成長および生存に必要なもので、ガンの進行には必
須のものである。従って、RHAMM結合分子を使用する本発明の抗ガン治療法は、VEGF、FGR
およびhCGを含む1又はそれ以上の成長因子を標的とする治療法と組合わせることができる
。本発明のRHAMM結合ペプチドは更に、放射線療法又は化学療法とも組合わせることがで
きる。このような組合せ療法はガン治療に対する相乗作用に寄与するものとなる。
【０１０８】
　本発明者等は、例えば、本発明のRHAMM結合ペプチドがヒトの上皮性卵巣ガン(EOC)細胞
の増殖を抑制し得ることを示した（図11参照）。本発明者等は更に、本発明のRHAMM結合
ペプチドがヒトのEOC細胞の生存率を減少させることを示した（図12参照）。
【０１０９】
　前述のように、ガン前駆細胞を識別することにより、本発明の検出方法は、これらの前
駆細胞を選択的に死滅させたり、最終分化を強制させたりする新規な治療法の開発を可能
にすることになる。例えば、本発明の技法は、高い発がん性前駆細胞サブセットを含有す
る腫瘍のin vivo画像化に使用することができ、転移の危険のある患者と、その危険のな
い患者とを選別して治療することを可能にする。最も重要なことは、本発明の技法が、乳
癌などの原発性ガン内に存在する高い発がん性前駆細胞サブセットに対し抗がん薬を移送
するのに使用できることである。例えば、RHAMMを発現する細胞に対する細胞毒性薬の標
的移送を可能にするため、上記ペプチドを細胞毒性薬と共役させてもよい。同様の機構に
より、他の治療用エンティティ（entities）の移送も可能である。例えば、限定的ではな
いが、アルキル化剤、抗血管形成剤、抗有糸分裂剤、ホルモン治療薬、ヌクレオシド類似
体又はそれらのプロドラッグなどが用いられる。更に、放射線治療薬の使用も考えられる
。その場合、本発明のRHAMM結合ペプチドを放射性核種を発生する粒子に結合させ、それ
により細胞破壊性エンティティをRHAMM陽性細胞に対し選択的に移送するしくみ（mechani
sm）が提供される。治療用放射性核種の例としては、ベータ線放射の放射性核種（90Y, 1
85Reなど）、ベータ/ガンマー線放射の放射性核種（４７Sc, １５３Sm, １77Lu, １88Re
など）、アルファ線放射の放射性核種（２１３Bi, ２２３Ra,２２５Acなど）、オージェ
放射の放射性核種（６７Ga, 1１１Inなど）が含まれる。
【０１１０】
　３．投与および投与量
　本発明のプローブ及び／又はペプチドは当該分野で公知の任意の経路を介して哺乳動物
被験者に直接投与することができる。例えば、限定的ではないが、注射（静脈注射、腹腔
内注射、皮下注射、筋肉注射、皮内注射）、吸入、経皮投与、直腸投与、鼻腔投与、経口
投与などを利用することができる。1形態として、本発明の検出用プローブ及び／又はペ
プチドは皮下投与することができる。他の形態として、本発明の検出用プローブ及び／又
はペプチドは静脈内投与することができる。他の形態として、プローブ及び／又はRHAMM
結合ペプチドの有効量を非全身投与又は局部投与（例えば、末梢投与）を介して投与する
ことができる。これには、抹消筋肉内投与、腺内投与、皮下投与などの経路が含まれる。
これにより、プローブ及び／又はペプチドを数時間に亘ってin vivoでRHAMMを発現する細
胞および発ガン性細胞集団を有する部位に移送させることができる。
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【０１１１】
　本発明の他の形態において、RHAMM結合ペプチドが移植可能なデバイスを介して投与さ
れる。本発明の態様として、この移植可能なデバイスはRHAMM結合ペプチドを制御させな
がら放出させることができる。
【０１１２】
　本発明のRHAMM結合ペプチドは上述のように、全身的に提供することができる。当業者
に自明なように、本発明のRHAMM結合ペプチドは従来のリポソーム、特殊なリポソーム、
脂質製剤および免疫リポソームを用いて使用することができる。
【０１１３】
　これらのリポソームは、単層又は多層であってもよく、ホスファチジルコリン、ジパル
ミトイルホスファチジルコリン、コレステロール、ホスファチジルエタノールアミン、ホ
スファチジルセリン、デミリストイルホスファチジルコリンおよびこれらの組合せから選
択される成分から形成されたものでよい。多層リポソームには単層小胞に似た組成物の多
層小胞が含まれる。しかし、溶液又はエマルジョン中の銀成分が捕捉されている複数のコ
ンパートメント(区画)をもたらすように作成することができる。更に、他の補助剤および
モデファイアー（例えば、ポリエチレングリコール又は他の物質）をリポソーム製剤に含
めることもできる。
【０１１４】
　リポソーム製剤として、ジパルミトイルホスファチジルコリン：コレステロール（1:1
）が含まれるが、当業者に自明のように、任意の数のリポソーム二重層組成物を本発明の
組成物に使用することができる。これらリポソームは種々の公知の方法（米国特許No.4,2
35,871; RRC Liposome: A Practical Approach. IRL. Press, Oxford, 1990, 33-101頁、
これらは参照として組み込まれるものとする）で作成することができる。
【０１１５】
　RHAMM結合ペプチドを含有するリポソームは修正を有するものとすることができる。例
えば、非ポリマー分子がリポソームの外部に結合したものを有するものとすることができ
る。その例としては、ハプテン、酵素、抗体又は抗体フラグメント、サイトキン、ホルモ
ンおよび他の小たんぱく質、ポリペプチド又は非たんぱく質分子であってリポソームに所
望の酵素的又は表面認識特性を与えるものが含まれる。特定の器官又は細胞型に対し標的
としてリポソームを優先的に向ける表面分子としては、例えば、特定の抗原を有する細胞
を標的としてリポソームを向けさせる抗体が含まれる。そのような分子を結合させるため
の技法は当業者に公知である（例えば、米国特許No．4,762,951参照。これは参照として
組み込まれるものとする）。その他、あわせて、ポジティブ又はネガティブな正味荷電を
有する任意の数の脂質を、リポソーム皮膜の表面荷電又は表面荷電密度を変更させるため
に使用できることは当業者にとって自明であろう。
【０１１６】
　このリポソームは、脂質二重層の1成分として熱感応性又はpH感応性脂質を組み込み、
脂質小胞皮膜の劣化を制御するようにしてもよい。
【０１１７】
　本発明において、患者に対する投与量は、RHAMM/RHAMM結合リガンド錯体および発がん
性細胞集団の部位を十分な特異性を以って効果的に画像化するのに適した投与量とし、そ
れにより外科医がRHAMM/RHAMM結合ペプチド錯体の画像化により検出された腫瘍細胞集団
を取除くための生検又は他の手法を実行できるようにする。この投与量は使用される特定
のベクター(例えば、ペプチド又は核酸)および患者の症状、治療すべき患者の体重又は表
面領域などにより決定される。更に、投与量のサイズは、特定の患者におけるプローブの
投与に伴う悪い副作用の存在、性質および程度により決定される。
【０１１８】
　投与について言うと、本発明の検出用プローブは、ポリペプチド又は核酸のLD-50並び
に患者の質量および全体的健康を鑑みての種々の濃度でのポリペプチド又は核酸の副作用
を考慮し決定された割合で投与される。投与は単一又は分割された投与量で、例えば一定
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の期間（例えば、2，3，4，5、6日間又は1～3週間又はそれ以上）での規則的ベース(毎日
)で投与される投与量でなされる。
【０１１９】
　更なる態様において、ラベル付きプローブの約5乃至約2000 LD 50単位が、認められた
臨床基準およびプラクティスを用いて患者に投与される。
【０１２０】
　上述の開示は本発明を一般的に記載したものである。より完全な理解が以下の具体的実
施例を参照することにより得られるであろう。これらの実施例は全く説明のためのもので
あり、本発明の範囲を制限することを意図したものではない。形態の変更および均等物の
置換は状況により提示され好便となることも考えられる。ここでは特定の用語が使用され
ているが、これらは記載上の感覚によるもので制限を目的としたものではない。
【０１２１】
　実施例：
　以下の実施例は説明を目的としたものであり、本発明の範囲を制限することを意図した
ものではない。
【０１２２】
　実施例１－BLAST検索および配列アラインメント：
　RHAMM (SEQ ID NO:19)のHA結合ドメイン（aa 718-750）に相当する照合配列を基本検索
アラインメント検索ツール（BLAST）に使用し、配列相同性を示すたんぱく質のリストを
編集した。図1Bは分子画像化プローブの設計および最適化のフロー図である。HA結合ドメ
インはBLASTにおける照合配列として使用し、相同たんぱく質配列を決定した。ついで、
相同配列についての推定結合パートナー（リガンド）を解明した。ペプチドのライブラリ
ーはリガンド配列のトランケーションに基づいて合成し、表面プラズモン共鳴（SPR）結
合検定を用いてスクリーンにかけ、高親和性リガンドを決定した。候補のペプチドリガン
ドを更に、種々のin vitro結合検定を用いて評価した。
【０１２３】
　RHAMMと、MAPsの微小管結合ドメインと、キネシンとの一対比較の結果、RHAMMのHA結合
ドメインに対し、適度の配列相同（Clustal X2[12]を使用して計算して約17-24%）が示さ
れた。しかし、MAPsおよびRHAMMは、チューブリン結合部位のアミノ酸配列に関して同様
の物理化学的特性を分かち合っている。換言すれば、MAPsおよびRHAMMの双方は塩基性残
基のストレッチ（stretch)を有し、これがチューブリンに結合するものと仮定される。更
に、MAPsのチューブリン結合部位およびRHAMMのヒアルロナン結合部位の二次構造は同じ
程度のらせん度を有し、双方ともベイシックジッパードメイン（basic zipper domain）
として分類できる[13]。
【０１２４】
　RHAMMは細胞質ゾルにおいて、細胞外表面および微小管中のHAと関連するのに共通の結
合部位を使用すると報告されている[14]。微小管関連モータたんぱく質およびMAPsはチュ
ーブリンのCCTsへの直接結合を示すから、本発明者等は、RHAMMが、異なるチューブリン
亜型のCCTsを表す合成ペプチドとの直接的相互作用を示すことができるという仮説をたて
た。HAは、RHAMM上での負に帯電した基と、正に帯電した基と間での主なイオン相互作用
を介してRHAMMと相互作用するから、負の帯電の類似した分布を有する分子は原則としてH
A模倣体として役立つものとなる。例えば、チューブリンCCTs上のGluおよびAsp残基は、H
A上のカルボキシレートを模倣するものとなる。従って、RHAMMのHA結合ドメインに対する
合成CCTsの結合は、HA結合にとって重要であると思われる同じに荷電された側鎖を利用す
るものと思われる。
【０１２５】
　実施例２－RHAMM に対するチューブリン由来ペプチドのスクリーニング：
　物質：
　全ての溶媒は更なる精製なしに使用し、VWR, Fisher Scientific, 又はSigma Aldrich
社から購入した。フルオレニルメチロキシカルボニル(Fmoc)-Rink アミドMBHA(100-200メ
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ッシュ)樹脂、Fmocアミノ酸、Fmoc-保護アミノヘキサノン酸(Fmoc-Ahx)およびHBTU(2-(1H
-ベンゾトリアゾール 1-イル)-1,1,3,3-テトラメチルウロニウム・ヘキサフルオロホスフ
ェート)カップリング試薬（ペプチド合成のためのもの）は、Peptides International社
から購入した。N-(3-ジメチルアミノプロピル)-N'-エチルカルボジイミド塩酸塩（EDAC）
、N-ヒドロキシスルホスクシンイミド・ナトリウム塩(sulfo-NHS)、フルオレセイン・イ
ソチオシアナート（FITC）異性体Iおよびウシ胎仔血清(FBS)はSigma Aldrich社から購入
した。NHS-BiotinはNova BioChem社から購入した。抗RHAMM(Santa Cruz Biotechnology, 
USA)、抗CD44(Pharmigen)およびIgG ab(Santa Cruz Biotechnology, USA)のような抗体は
市販のものである。
【０１２６】
　ペプチドの合成：
　異なるチューブリン亜型のCTTおよびH12区域に相当する12のアミノ酸残基を有する17の
ペプチドを、Fmocプロトコルに従った固相ペプチド合成法を用いて合成させた。
【０１２７】
　リンク(rink)アミドMBHA樹脂(0.1 mmol)上のペプチド鎖の伸長を、自動化法(APEX 396
自動合成装置)及び／又は手動法を用いて行った。この場合、Fmoc脱保護およびアミノ酸
カップリングサイクルを関与させた標準固相ペプチド合成が用いられ、この各サイクルは
Kaiserテスト[15、16]を用いてモニターした。この合成を通しての繰返しFmoc脱保護（15
分および20分）は、N，N-ジメチルホルムアミド(DMF)中の20％ピペリジン溶液を用いて行
われた。全てのアミノ酸カップリングは30分および90分の間隔で、0.05M以上の濃度のFmo
c保護アミノ酸およびHBTU、DMF中のN，N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA)を用いて行
われた。各脱保護およびカップリング工程の後、樹脂をDMF(3x)およびジクロロメタン(DC
M) (3x)を用いて繰返し洗浄した。Fmoc-Ahxは同じパラメータを用いてカップリングした
。アミノ末端のアシル化はFmoc脱保護に続いてDMF中の10%無水酢酸を用いて行われた（１
５および１０分）。フルオレセインカップリングは4時間をかけて、ペプチドのアミノ基
をDMF中のFITC蛍光染料（4当量）およびDIPEA（2当量）と反応させることにより行われた
。
【０１２８】
　システイン含有ペプチドの完全な脱保護は、1.0-1.5時間に亘って、94% v/vトリフルオ
ロ酢酸(TFA)、 1% v/vトリイソプロピルシラン (TIPS)、2.5% v/vH2Oおよび2.5% v/v1,2-
エタンジチオール(EDT)からなる溶液を用いて達成された。他の全ての完全な脱保護は、2
-4時間に亘って、88% v/vTFA、5% v/v水、5% m/vフェノール、2 % v/v TIPSからなる溶液
を用いて行われた。ろ液を集め、冷tert-ブチルメチルエーテルを用いて析出させ、つい
で－5℃で10分間、3000rpmで遠心分離を介してペレット化させた。ついで、このペレット
を蒸留-脱イオン水に溶解させ、凍結乾燥させ固相粉体を得た。
【０１２９】
　たんぱく質の精製：
　この研究で使用された全てのペプチドは逆相HPLCにより92%を超えるよう精製され、こ
れはESI質量分析により特徴づけられた。
【０１３０】
　ペプチドの精製はH2O＋0.1%TFA(溶媒A)およびCH3CN＋0.1%TFA(溶媒B)からなる勾配溶媒
系を用い、分析用および分取用(preparative)HPLCにより線流速1.5 mL/分および20 mL/分
でそれぞれ行われた。分析用HPLCはGrace Vydacたんぱく質/ペプチドRP-C18カラム(4.6mm
 x 250μm, 5μm)を用いて行われ、分取用HPLCはGrace Vydacたんぱく質/ペプチドRP-C18
カラム(22.0mm x 250mm, 10μm)を用いて行われた。吸光度はWaters 2998 Photodiode Ar
ray検出器を用い、220nmおよび254nmの波長で検出された。精製の間、フラクションを集
め、凍結乾燥させ、ESI-MS(Waters Micromass Quattro MicroTMAPI)により分析した。
【０１３１】
　組換えたんぱく質RHAMM-CT（カルボキシ末端に対してのみ相応する切頭RHAMMであって
、HA結合ドメイン、アミノ酸-706-766, 配列：RDSYAQLLGH QNLKQKIKHV VKLKDENSQL KSEVS
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KLRSQ LVKRKQNELR LQGELDKALG I, M.W.　7.1 kDa, pl=10.1; SEQ ID NO:20を有するもの
）を、組換えプラスミドpPAL7-RHAMMを担持するE. coli BL21(D3)菌株から単離した。細
菌はアンピシリン（100μg/mL）および0.5%グルコースを含有するLB媒体中、37℃で一晩
生育させ、中期対数増殖期まで成長させた。組換えRHAMM遺伝子発現は2mM IPTGを用い37
℃で4時間に亘り誘起させ、細菌細胞は遠心分離（10,000 x g; 20分）により取得した。
この細菌細胞は溶解緩衝液(0.2M 燐酸ナトリウム、0.2M酢酸カリウム、1%トリトンX-100
および0.1%プロテアーゼインヒビターからなるもの、pH=7.0)中で再懸濁させ、超音波処
理(60秒、10秒/パルス)氏、遠心分離（4℃、12,000 x g; 20分）した。得られた上澄液を
きれいなチューブに移し、ろ過した（0.45μmフィルターを用いて）。eXactタグ付き組換
えRHAMMの精製は、製造者のプロトコルに従ってProfinity eXact(Bio-Rad USA)アフィニ
ティ樹脂を用いて行われた。この実験において、溶解物は、Profinity eXactアフィニテ
ィ樹脂（4mL樹脂、カラム15 x 1.5cm）を充填した重力カラムに詰め込み、洗浄用緩衝液(
0.2M 燐酸ナトリウム、pH=7.0)を用いて平衡化させた。このカラムを洗浄用緩衝液で洗浄
し、不純物を取除き、組換えRHAMMを溶出用緩衝液(0.2M 燐酸ナトリウム、0.1Mフッ化ナ
トリウムからなるもの、pH=7.0)を用いて溶出させた。ついで、0.2M 燐酸ナトリウムおよ
び0.2M酢酸カリウム(pH=7.0)からなる緩衝液(pH=7.0)中にてMilliporeフィルター（Milli
pore, USA, カットオフ 3kDa）を用いて、たんぱく質を透析し、濃縮させた。この単離さ
れたたんぱく質は1D SDS-PAGEに基づいて実証された。RHAMMの識別は、Westernブロット
分析による抗RHAMM抗体を用いて確認された。
【０１３２】
　SPR(表面プラズモン共鳴)スクリーイング検定：
　RHAMMに対する異なるチューブリン由来ペプチドの選択およびランク付けのためProteON
 XPR36システムを使用した。RHAMMの不動態化のため、ProteON GLCセンサーチップ表面を
、100 mM EDACおよび24mM sulfo-NHSを使用したアミンカップリングにより活性化させた
。RHAMM(重炭酸ナトリウム緩衝液中30μg/mL, pH=9.7)を30μL/分の流量で注入させた。
緩衝液サンプルは、参照として使用するための異なるセンサープレート上に注入した。つ
いで、エタノールアミンHCl(1M, pH=8.5)を、残存する表面の基を脱活性化するため注入
した。ペプチド(PBS-T中10μM, 2% DMSO)はRHAMM官能化表面に、50μL/分で3分間注入し
た。続いて、10分間の解離(すなわち、PBS-T緩衝液の注入)を行った。これらの表面は、
次のペプチドの注入の前に、1M NaClの30μLの2回の注入を用いて再生させた。全ての実
験において、参照サブトラクションは、参照プレート(RHAMM無し)およびRHAMM官能化プレ
ートから得られたデータを使用して行われた。
【０１３３】
　フルオレセインラベル付きペプチドを使用しての拮抗的ELISA実験：
　RHAMM との結合部位について、HAと競争するFITCラベル付きチューブリン由来ペプチド
の能力をテストするためELISAを行った。組換えRHAMM(100μL, 0.05M PBS中10μg/mL, pH
=9)を96ウェルELISAプレート(1μg/ウェルの最終濃度)上で不動態化し、4℃で一晩培養し
て1μg/ウェルのたんぱく質の最終量を得た。これらプレートを、(0.05%)PBS-Tween-20緩
衝液(200μL/ウェル)で3回洗浄し、ブロッキング緩衝液(5% 200μL/ウェル, PBS-Tween-2
0(1ウェル当り))で洗浄し、その後、室温で1時間培養した。上述のような3回の洗浄の後
、FITCラベル付きチューブリン由来ペプチド(1μg/mLの最終濃度)およびHA(100μL/ウェ
ル, M.W. 220 kDa, PBS中10μg/mL, HAについての連続的希釈=1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16
)をプレートに添加し、一晩4℃で培養した。これらプレートを上述のようにして洗浄し、
吸光度を485/535nmで測定した。
【０１３４】
　フルオレセインラベル付きRHAMMを使用しての拮抗的ELISA実験：
　RHAMMについて、染料(Alexa Fluor 647)共役HAと競争するラベル無しチューブリン由来
ペプチドの能力をテストするためELISAを行った。RHAMM(100μL, 0.05M PBS中10μg/mL, 
pH=9)を96ウェルELISAプレート(1μg/ウェルの最終量を達成するため)上で不動態化し、4
℃で一晩培養した。これらプレートを、(0.05%)PBS-Tween-20緩衝液(200μL/ウェル)で3



(26) JP 6153467 B2 2017.6.28

10

20

30

40

50

回洗浄し、ブロッキング緩衝液(200μL/ウェル, PBS中5% Tween-20)で、1時間室温で培養
した。上述のような3回の(0.05%)PBS-Tween-20緩衝液での洗浄の後、チューブリン由来ペ
プチド(10μg/mL)およびHA共役Alexa Fluor 647(100μL/ウェル, M.W. 220 kDa, PBS中10
μg/mLをプレートに添加し、一晩4℃で培養した。ネガティブ対照プレートは染料共役HA
を受けることがなく、全ての実験は3通り行った。これらプレートを上述のようにして洗
浄し、蛍光度を650nmで測定した。　
【０１３５】
　SPR(表面プラズモン共鳴)結合検定：
　ペプチドスクリーニングの後、GWC SPRimagerTMIIシステムを使用し、結合速度定数(bi
nding kinetic constants)を決定した。ミリQ水(milliQ water)中1nM濃度のチオール含有
ペプチドを3時間に亘ってマレイミド官能化金メッキチップ上で不動態化した。過剰のペ
プチドをミリQ水で洗浄することにより除去した。結合の研究のため、RHAMMの一連の濃度
のもの（500nM, 750nM, 1000nM）を不動態化ペプチド上に注入した。15分の解離段階の後
、センサーチップ表面を次のペプチドサンプル注入のため再生させた。これは100mL/分で
の再生用緩衝液(HBS-EP中2M NaCl、pH=7.4)の2回の10分パルス注入で処理することにより
行われる。この再生工程の後、ベースラインは当初の値に戻され、全ての結合された分析
対象物の除去が確認される。データが分析され、対応する解離定数(KD)をラングミュア結
合モデルへの非線形回帰フィッティングを介して得た[17]。全ての実験において、参照サ
ブトラクションは、参照プレート(ペプチド無し)およびペプチド官能化プレートから得ら
れたデータを使用して行われた。
【０１３６】
　血清安定性の検討：
　血清中のチューブリンCTTsの安定性が11時間までについて評価された。各ペプチドを予
熱（37℃、pH=7.3±0.1）ウシ胎仔血清(FBS)と混合させた(3mLの最終サンプル量および15
μMのペプチド濃度)。最初の時間を記録し、各30分の時点で、40μLアリコートを反応混
合物から取り出し、C18逆相（C18 Se－Pak）カートリッジを通過させた。ペプチドを、0.
1%TFAと共に3mLのエタノール(70% v/v)を用いてカートリッジから溶出させ、凍結乾燥さ
せ、分析用RP-HPLC(Grace Vydac Protein/Peptide RP-C18カラム 4.6 x 250mm, 5μm)を
用いて分析した。このシステムの使用された移動相は、水中の0.1%TFA(溶離剤A)およびCH

3CN中の0.1% TFA(溶離剤B)であった。20分に亘っての1.5mL/分の流量での溶離剤Bの10-95
%の直線勾配を各ペプチドサンプルについて使用した。無傷ペプチドのパーセントを、220
nmおよび254nmにセットさせたWaters 2998フォトダイオードアレイ検出器を用いて検出し
、ESI-MSを用いて識別した。ペプチドの半減期はGraphPad Prismバージョン5.01を用いて
決定された。
【０１３７】
　細胞取込みの研究：
　RHAMM-CTに対し高い親和性を示す候補のペプチドを蛍光染料(FITC)と共役させ、ガン細
胞（MDA-MB-231）を発現するRHAMMに対する特異性を細胞蛍光画像化検定を用いて評価し
た。
【０１３８】
　MDA-MB-231細胞をDMEM媒体および10%FBS中で90%密集度まで培養した。ついで、これら
の細胞を2x24-ウェル組織培養域（20000/ウェルの密集度）内のガラスカバースリップ(12
 x 12mm, 50μg/mLのフィブロネクチンでコーティングされた)上に播種した。播種後1日
目に、DMEM+0.1%FCSを用い37℃で一晩、飢餓工程を実行した。ついで、培養基を吸引し、
DMEM+0.1%FCSを用い37℃で一晩、濯いだ。ついで細胞をDMEM中3%BSA +0.1%FCSを用い、室
温で1時間ブロッキングした。このブロッキングの実験において、抗体(希釈1:100, マウ
スIgG ab, ヤギ, 抗RHAMM mAb, 又はマウス抗CD44 mAb、DMEM+0.1%FCS中)を添加し37℃で
1時間培養した。抗マウスIgGでブロックされた細胞はポジティブ対照として利用される。
なぜならば、この抗体はRHAMMに対し結合親和性を示さないからである。
【０１３９】
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　ついで、得られた培養基を吸引し、細胞をDMEM+0.1%FCSを用い室温で洗浄した。フルオ
レセイン共役ペプチド(50μg/mL)を添加し、37℃で30分間培養した。ついで、細胞をDMEM
+0.1%FCSで洗浄し、更にPBS (pH=7.6)で洗浄した。製造者のプロトコルに従いDAPI(Elect
ron microscopy science社、USA)を含有するFluoro-gel 11を用いて装着した。ついで、
オリンパス社のFluoView FV1000連結IX81電動倒立顕微鏡システムを用いて細胞を撮影し
た。Tiff画像はImageJ(v1.42q)ソフトウェアを用いて分析した。各画像を8－ビットフォ
ーマットに変換し、20および255の閾値に当てた。細胞体(n=15)に相当する関心の領域(RO
I)を選択した。次に、各ROIの平均蛍光度を8－ビット取得データを用いて計算した。デー
タはワンウェイANOVAのためのPrism(GraphPad Software, サンディエゴ、USA)統計プログ
ラムを用いて分析した。
【０１４０】
　結果：
　RHAMMに対するチューブリン由来ペプチドのスクリーニング：
　図2Aは非変性チューブリン由来ペプチド(図2Aa)の全体的構造、N-アセチルシステイン
に共役したペプチド(図2Ab) の全体的構造およびフルオレセインイソチオシアナート(図2
Ac)の全体的構造を示している。図2Bはこの研究のため作成された17の全てのペプチドを
記載した表である。17の合成ペプチドの配列は、異なるチューブリン亜型のCTTs並びに、
α1a-(SEQ ID NOs:6, 7, 8)およびβIIIa-CTT(SEQ ID NOs:13, 14)を直接隣接させた配列
を包含している。6炭素リンカーを使用して、ペプチドと、追加のペプチド変性体との間
の距離を増大させた。図2Bは更に、誘導体化ペプチドも含めている。誘導体化ペプチドは
、フルオレセイン(図2Bのペプチド1c, 3c, 9c, 11c, 12c, 14c; SEQ ID NOs:25, 27, 29,
 31, 33, 35)又はN-アセチルシステイン変性N-末端(図2Bのペプチド1b, 3b, 9b, 11b, 12
b, 14b; SEQ ID NOs:24, 26, 28, 30, 32, 34)を用いて作成された。
【０１４１】
　全てのペプチドはESI+質量分析法により特徴づけられ、逆相HPLCにより純度について分
析された。図2Bは、ESI－MSおよびRP HPLCを使用して、17の合成されたチューブリン由来
ペプチドを分析した結果を示す表である。計算され、観察されたm/z値は、ESIにより決定
された顕著な観察信号に基づくものである。純度は220nmで検出されたRP HPLCにより決定
された。
【０１４２】
　SPR(表面プラズモン共鳴)ベースのスクリーニング法は、RHAMMのHA結合ドメインを認識
することができる潜在的ペプチド候補の迅速、かつ、正確な決定を下すために利用された
。17のチューブリン由来ペプチドがスクリーニングされ、得られたセンサーグラムを使用
してRHAMMに対し親和性を示すペプチドを導出させた。スクリーニングの前に、リガンド
不動態化(この場合、RHAMM)のためのセンサープレートに対する最適条件を決定した。不
動態化緩衝液のための最適pHは、たんぱく質脱活性化を最小にしながら、センサープレー
トに対するたんぱく質の静電気引力と釣り合うものとなる。この研究において、不動態化
のための最適pHは、最高リガンド密度を生じさせるpHであるとして決定された。種々のpH
の重炭酸ナトリウム緩衝液を用い、30μL/分の流量で、かつ、EDACおよびsulfo-NHSの濃
度を一定にして、RHAMMをセンサープレートに結合させた。各pH不動態化条件についてのR
HAMMリガンド密度は、6個の測定値の平均SPR応答およびpH=9.7で生じた最大リガンド不動
態化から決定された（図3A）。リガンド不動態化は、一部、等電点でのRHAMM上の正味荷
電の損失により、pH=10.1のものよりも若干低かった。
【０１４３】
　SPRセンサーチップ上のRHAMMの不動態化の後、チューブリン由来ペプチドの一連の注入
が行われた。ペプチドのRHAMMとの会合は3分間おこなわれ、分析対象物無しの緩衝液内で
の解離を10分間おこなった。図3Bは10μMの濃度で得られた実験的センサグラム(sensorgr
am)を示している。各ペプチド注入について、対照センサーグラム(不動態化RHAMMの無い
ものおよび緩衝液注入)はテストセンサグラムから差し引き、如何なる残存する結合され
たペプチドをも除去するため、次のペプチド注入の前に、チップ表面を再生させた。17の
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ペプチドのスクリーニングにより、RHAMMに対し向上した親和性を実証した6つのペプチド
が得られた。すなわち、1a(SEQ ID NO:1), 3a(SEQ ID NO:3), 9a(SEQ ID NO:9), 11a(SEQ
 ID NO:11), 12a(SEQ ID NO:12)および14a(SEQ ID NO:14)である。
【０１４４】
　RHAMMに対する不動態化チューブリン由来ペプチドの親和性：
　先のセクションで導出された6つのペプチドのRHAMMに対する結合を定量化した。トラン
ケーション（truncation, 切頭）の研究により、CTT(すなわち、S－ペプチドの最後の12
のカルボキシ末端残基)は、MAP指示微小管アセンブリーを誘起させるのに十分であること
が示された[18]。従って、リンカー部分によりスペースが設けられたラベルをCTTのアミ
ノ末端基上に配置することが、ペプチド/たんぱく質相互作用に影響を及ぼすということ
はない。ペプチドはセンサープレート上で不動態化され、RHAMMは誘導体化表面上に異な
った濃度および一定の流量(100μL/分)で流された。図4Aは得られたセンサーグラムを示
している。再び、実行緩衝液と、サンプル溶液との間の屈折率差を考慮するため、参照セ
ンサーグラム(不動態化ペプチド無しのセンサーグラムから得たデータ)から各曲線を差し
引くことにより各センサーグラムを修正した。
【０１４５】
　実験のセンサーグラムに、1:1ラングミュア結合モデルについての動態モデルから生じ
る曲線を当てはめた。異なるRHAMM濃度から得られた6つのペプチドのKDについての平均値
が、各標準偏差と共に図4Bの表に示されている。ポジティブ対照として、抗RHAMM mAbの
動態プロフィールも測定され、その結果はRHAMMに対する5.53nM親和性を示した。ペプチ
ドSEQ ID NO:1(KD＝24nM)、SEQ ID NO:9(KD＝32nM)およびSEQ ID NO:14(KD＝30nM)は、低
いナノモル範囲の解離定数を示し、RHAMMに対する高い親和性を示唆した。
【０１４６】
　6つのペプチドの各々の相対結合親和度もELISAを用いて測定した。この検定において、
ペプチドにフルオレセインでラベル付けし、この染料はアミノヘキサノン酸リンカーの付
加によりペプチドから離された。図3Cに示すように、ELISAの結果は更に、ペプチドSEQ I
D NOs:1, 9および14が全ての濃度において最も高い相対結合親和性を示したことを示唆す
るものであった。ペプチドに対する蛍光色素変性がリガンド-RHAMM相互作用又は非特異性
結合に対し効果を奏するということができる。従って、SPRおよびELISAの結果は正確にマ
ッチしないかもしれない。
【０１４７】
　チューブリン由来ペプチドのHAによる競合的置換：
　RHAMMのHA結合ドメインに対するペプチドの選択性を判定するため、競合的ELISAをおこ
なった。この検定において、フルオレセインラベル付きペプチドを使用し、RHAMMに対す
るペプチドの結合をブロックするラベル無しHAの効能を評価した。フルオレセインラベル
付きペプチドSEQ ID NOs:1, 3, 9, 11, 12および14(図2Bのペプチド1c, 3c, 9c, 11c, 12
c, 14c(SEQ ID NOs:25, 27, 29, 31, 33, 35)に対応する)を、不動態化RHAMMを含有するE
LISAプレートに添加し、ついで、種々の濃度のHA(RHAMMの天然のリガンド)を添加した。H
Aがフルオレセインラベル付きペプチドを置換したとき（これらが同じ結合サイトについ
て競合したとき）、観察された蛍光度に減少が認められた。図5AはHAによる、RHAMMに対
するペプチド結合の競合的置換を示している。競合HA濃度が増加したとき、蛍光度の濃度
依存的減少が6つのリガンド全てについて観察された。ここで、最も効果的な相対的置換
はフルオレセインラベル付きペプチドSEQ ID NOs:1, 12および14(SEQ ID NOs:25, 33およ
び35)のときに生じた。ただし、SEQ ID NO:9(SEQ ID NO:29)も置換された。
【０１４８】
　ペプチドリガンドを更に評定するため、別の競合実験をおこなった。なぜならば、フル
オレセインラベルの存在がこれらの低分子量ペプチドの物理的特性並びに結果的結合能に
影響を及ぼすからである。ELISAを使用し、ラベル無しペプチドSEQ ID NOs:1, 3, 9, 11,
 12および14(図2Bのペプチド1a, 3a, 9a, 11a, 12a, 14aに対応する)を用いて染料ラベル
付きHAと競合させた。この検定は、染料ラベルとたんぱく質との間の相互作用又はペプチ
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ドリガンドへの粗大染料の付加により生じる親和性の変化から生起される混同する結果を
排除するものである。図5Bに示すように、チューブリンから得られる無蛍光ペプチドによ
るラベル付きHAの置換は蛍光信号の減少により容易に観察される。ラベル無しRHAMMリガ
ンド又はフルオレセインラベル付きリガンドSEQ ID NO:14およびラベル無しRHAMMリガン
ド又はフルオレセインラベル付きリガンドSEQ ID NO:9は結合について一貫してHAと特に
競合し得るものと思われる。従って、ペプチドのアミノ末端基での更なる変性がRHAMMに
対する結合について殆んど効果がないとする考えを強化するものである。しかし、配列SE
Q ID NO:1を含有するフルオレセインラベル付きα1a-CTT(ペプチド1c; SEQ ID NO:25)はH
Aとの競合において、SEQ ID NO:1の非変性ペプチドと比較して、より優れていると思われ
る。
【０１４９】
　RHAMM対CD44についての特異性：
　先の結果は、これらのペプチドがRHAMMのHA結合ドメインを標的とし得ることを示して
いる。しかし、これらのHA模倣体がRHAMMを特異的に標的とすることを示すためには、CD4
4のような他のヒアラデリン(hyaladerins)に対するペプチドの親和性をテストする必要が
ある。この目的のため、固相ペプチド結合検定（ELISA）が図5cに示すようにCD44官能化
表面を用いておこなわれた。上述のように、SEQ ID NOs:1, 3, 9, 11, 12および14(SEQ I
D NOs:25, 27, 29, 31, 33, 35)の各FITC共役ペプチドを各ヒアラデリン（RHAMM又はCD44
）に対し培養し、蛍光測定を行い、その結果を広範な洗浄プロトコルに続いて記録した。
予想通り、RHAMMおよびフルオレセインペプチドから生じた蛍光測定は最高の信号を示し
、そして、HAの添加に続いて蛍光度の著しい下落が示された。反対に、蛍光により示され
るように、CD44およびフルオレセイン-ペプチド相互作用はかなり低くなり、HAの添加の
後の蛍光測定の予想された減少を示さなくなる。すなわち、ペプチドの結合はRHAMMとの
特異的相互作用により生じるものであり、他方、これらはCD44との限定的相互作用を示す
ものとなる。
【０１５０】
　血清の安定性：
　標的体又は治療薬としてのこれらの能力をテストするため、生物学的環境でのRHAMM結
合ペプチドの安定性を検査する必要がある。ペプチドSEQ ID NOs:1, 3, 9, 11, 12および
14の各々のin vitro血清安定性を11時間に亘って評価した。残存する無傷のペプチドの定
量化をRP-HPLCを用いて導出した。この検定において、ペプチドは37℃でウシ胎仔血清に
さらし、アリコートを30分間隔で分取した。各時点において、トリフルオロ酢酸(TFA)を
用いて血清蛋白質を析出させることにより、反応を停止させた。遠心分離によりペプチド
を含有する粗製溶液を得た。この溶液をC18逆相カラム（C18 Sep－Pak)に通過させ低分子
量の不純物を除去した。無傷のペプチドをカラムから溶出させ、凍結乾燥させ、分析した
。図9に示すように、無変性のRHAMM結合ペプチドは、ほぼ2-4時間の妥当な半減期を有す
る血清安定性を示した。
【０１５１】
　細胞蛍光検定(MDA－MB－231摂取の研究）：
　本発明のチューブリン由来ペプチドのRHAMM発現細胞に対する特異性並びに標的体とし
てのそれらの可能性を判定するため、抗RHAMM抗体で処理したMDA－MB－231細胞を用いて
細胞蛍光検定をおこなった。MDA－MB－231胸部腫瘍細胞ラインはRHAMMレセプターの高い
発現を示すものであり、従って、この細胞ラインは合成チューブリンペプチドの標的性お
よび特異性を評価する上での理想的な選択であった。MDA－MB－231細胞を、フルオレセイ
ン共役ペプチドSEQ ID NOs:1, 9および14（SEQ ID NOｓ: 25, 29および35）を用いて培養
し、このプローブの細胞摂取を測定した。テストしたペプチドのすべてについての図6A(S
EQ ID NO:35について)および図7(SEQ ID NOｓ:25および29について)に示すように、蛍光
信号の蓄積がブロッキング処理を受けていない細胞並びに非特異性抗体(IgG抗体)で培養
された細胞においても観察された。これはフルオレセインラベル付きプローブの高い摂取
を示唆するものである。興味深いことに、抗CD44でブロックされた細胞は信号の減少を示



(30) JP 6153467 B2 2017.6.28

10

20

30

40

50

さなかった。しかし、抗RHAMM mAbでブロックされた細胞は細胞蛍光の可なりの減少を示
し、それによりRHAMMに対するペプチドSEQ ID NOs:1, 9および14の特異性が確認された（
p<0.001）。図6Bに示すように、抗RHAMM mAbでブロックされた細胞は細胞蛍光に関して約
65%ないし約85%の減少を示した（フルオレセインラベル付きSEQ ID NOs:1, 9および14は
細胞蛍光に関して約85%、約76%および約65%の減少をそれぞれ示した）。
【０１５２】
　検討：
　RHAMMは種々のガンにおいて過剰発現するガン遺伝子である。更に、RHAMM発現ガン細胞
内でのHA、RHAMMの細胞外リガンドの蓄積の増大は、良くない臨床結果についての予後因
子である。従って、結合についてHAと競合し得るものであって、RHAMMを標的にする低分
子量リガンドは診断並びに治療目的において有用であると言える。この研究において、本
発明者等は、RHAMMのHA結合ドメインを標的にし得るリガンドを識別することを探し求め
た。HA結合ドメインを有するRHAMMのカルボキシ末端が細胞内の微小管網（ネットワーク
）での局在性を媒介するから、データベース調査並びにRHAMMと、公知のチューブリン関
連たんぱく質（例えば、MAPｓ）の微小管結合ドメインとの間の対方式の比較をおこなう
ことが妥当であると本発明者等は考えた。更に、これらのたんぱく質がチューブリンのCT
Tsへの直接的結合を示すため、本発明者等は、RHAMMが、異なるチューブリン亜型のCTTs
を表す合成ペプチドと直接的相互作用を示すかもしれないと推論した。MAPｓのチューブ
リン結合ドメインと、RHAMMのHA結合ドメインとの間の適度の相同性のため、チューブリ
ンのどのペプチドフラグメントがRHAMMと相互作用するかについて判定する更なる調査が
おこなわれた。この研究において、RHAMMと、新規なリガンドとの間の特異的相互作用が
導出された。
【０１５３】
　異なるチューブリン亜型のカルボキシ末端ドメイン（すなわち、CTT領域）から由来す
るペプチドフラグメント並びに上記ドメインに直接隣接する配列が、固相ペプチド合成を
用いて合成された。得られたペプチドをRHAMMに対しスクリーニングにかけ、高親和性リ
ガンドを判定した。この目的のため、SPRスクリーニング法を用いた。この場合、RHAMMた
んぱく質をSPRセンサープレートに固定し、ペプチドを流して高親和性および特異性を有
するリガンドを見出した。この方法を利用した理由は、単一のRHAMM充填センサープレー
トを使用して高いスクリーニングスループットが可能となること、並びにSPR結合RHAMMが
、細胞レセプターとして自然な皮膜結合状態を反映するものとなることからである。この
スクリーニングにより6個の高親和性リガンドが得られた。これらはRHAMMのHA結合領域に
ついてHAと競合できるものであり、これはELISAにより決定される。これらのペプチドはC
D44(公知のヒアラデリン(hyaladerin)であって、これもHAと結合する)と比較して、より
高い対RHAMM特異性を示すことが更なる評価により判定された。
【０１５４】
　これらペプチドは生物学的環境(ウシ血清)において適度の安定性(約110-250分の半減期
)を示した。これはin vitro, ex vivo又はin vivo画像化を容易にするのに十分なもので
ある。RHAMMについてより高い親和性を示す3つのHAペプチド模倣体(SEQ ID NOs:1, 9及び
14)の特異性を、RHAMM発現ガン細胞中のリガンドの相対的摂取を定量化することにより分
析した。この目的のため、SEQ ID NOs:1, 9及び14のペプチドをフルオレセイン(SEQ ID N
Oｓ: 25, 29および35)と共役させ、MDA－MB－231細胞(RHAMMを過剰発現する細胞ライン)
を用いて培養した。細胞蛍光が3つの全てのペプチドについて観察され、摂取は抗CD44又
は非特異的抗体(すなわち、IgG抗体)の添加によって減少することはなかった。しかし、
抗RHAMM抗体の添加によりプローブ摂取の劇的な減少が観察され、プローブ摂取の特異的
ブロッキングが示唆された。このように、適度の安定性を合わせ持つプローブの高い特異
性により、RHAMM発現ガン細胞のための診断薬としての更なる開発が可能となる。
【０１５５】
　この明細書に示された上記結果は、チューブリンの可変性カルボキシ末端部分でのRHAM
MのHA結合ドメインについての共通サイトの存在を示唆している。繰返しのヘキサペプチ
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ドモチーフが殆んどの候補ペプチドで示された。この酸性カルボキシ末端セグメントを分
担するペプチドはRHAMMと相互作用した。このモチーフ、つまりEEXEEZ(ここで、XはA又は
G、ZはY又はE; SEQ ID NO:18)は、図8Bに示すように、合成αIa(SEQ ID NO:1)、αIIIa(S
EQ ID NO:3)、βIa(SEQ ID NO:9)およびβIV-CTT(SEQ ID NO:11)に存在している。この結
果は、先の報告、つまり、短い配列EEGEE (SEQ ID NO:21)(Paschal等、1989)はチューブ
リンおよびMAP結合(RHAMMに対し配列類似性を分かち合うたんぱく質の一族)に関与するで
あろうという先の報告と合致するものである。
【０１５６】
　HAおよびRHAMM相互作用における酸性官能基の役割にも拘わらず、これらの結果は以下
のことも示唆している。つまり、CTT領域内のこれらの酸性残基のランダムな発生又は増
大はRHAMM-チューブリン相互作用に直接影響を及ぼすとは思われないということを示唆し
ている。DEXEEZ(ペプチドSEQ ID NOs:2および4に見られる)(SEQ ID NO:22)およびEEXEDZ(
SEQ ID NO:10に見られる)(SEQ ID NO:23)モチーフを含有するペプチドが最初のスクリー
ニングに失敗したことは驚くべきことであり、これは1番目および5番目の配列内のAsp残
基が、このモチーフ内の同様の酸性Glu残基を置換できないことを示唆するものである。
これは更に、CTTのRHAMMとの相互作用が静電力および配座効果の双方により媒介されるこ
とを示唆している。
【０１５７】
　意義：
　この研究は少なくとも6個の新規なリガンド、つまりRHAMMのHA結合ドメインと相互作用
するリガンドの発見を開示するものである。これら6個のペプチドはRHAMMに対し強い親和
性を示し、内因性HAにより置換されることができる。このことはHA結合ドメインに対する
特異的標的性を実証するものである。更に、これらのリガンドのRHAMMとの結合における
より大きな性向(他のヒアラデリンCD44との比較において)（無細胞ベース（すなわち、EL
ISA）および細胞ベース（すなわち、細胞蛍光）の検定の双方において）は、標的用実体(
targeting entity)としてのそれらの可能性を実証するものである。RHAMMの過剰発現およ
びその結果もたらされるHAとの相互作用はガンの病理に関与するものである。従って、こ
れらのペプチドはRHAMM-HA相互作用をブロックできる、従ってRHAMMの形質転換能を制限
する拮抗薬として役立つものである。
【０１５８】
　実施例３－RHAMM に対するアラニン置換RHAMM結合ペプチドの親和性：
　物質：
　溶媒は更なる精製なしに使用し、VWR, Fisher Scientific, 又はSigma Aldrich社から
購入した。フルオレニルメチロキシカルボニル(Fmoc)-Rink アミドMBHA(100-200メッシュ
)樹脂、Fmocアミノ酸、Fmoc-保護アミノヘキサノン酸(Fmoc-Ahx)およびHBTU(2-(1H-ベン
ゾトリアゾール 1-イル)-1,1,3,3-テトラメチルウロニウム・ヘキサフルオロホスフェー
ト)カップリング試薬（ペプチド合成のためのもの）は、Peptides International社から
購入した。
【０１５９】
　ペプチドの合成：
　リンク(rink)アミドMBHA樹脂(0.1 mmol)上のペプチド鎖の伸長を、自動化法(APEX 396
自動合成装置)及び／又は手動法を用いて行った。この場合、Fmoc脱保護およびアミノ酸
カップリングサイクルを関与させた標準固相ペプチド合成が用いられた。この合成を通し
ての繰返しFmoc脱保護（15分および20分）は、N，N-ジメチルホルムアミド(DMF)中の20％
ピペリジン溶液を用いて行われた。全てのアミノ酸カップリングは30分および90分の間隔
で、0.05M以上の濃度のFmoc保護アミノ酸およびHBTU、DMF中のN，N-ジイソプロピルエチ
ルアミン(DIPEA)を用いて行われた。各脱保護およびカップリング工程の後、樹脂をDMF(3
x)およびジクロロメタン(DCM) (3x)を用いて繰返し洗浄した。Fmoc-Ahxは同じパラメータ
を用いてカップリングした。フルオレセインカップリングは4時間をかけて、ペプチドの
アミノ基をDMF中のFITC蛍光染料（4当量）およびDIPEA（2当量）と反応させることにより
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行われた。その後の樹脂は、88%のTFAおよび12%のスカベンジャー(5%の水、5%のトリイソ
プロピルシラン、2%のフェノールからなる)からなる劈開カクテルで処理した。得られた
樹脂を700 rpmで3時間攪拌し、RP－HPLCを介して精製した。
【０１６０】
　ELISA結合検定：
　RHAMMに対する結合に重要な残基を決定するため、フルオレセインラベル付きペプチドS
EQ ID NO:1（SEQ ID NO:25）又はフルオレセインラベル付きペプチドSEQ ID NO:14（SEQ 
ID NO:35）内のアラニン置換の作用をテストする酵素連結免疫吸着検定(ELISA)をおこな
った。組換えRHAMM(100μL, 0.05M PBS中10μg/mL, pH=9)を96ウェルプレート(1μg/ウェ
ルの最終濃度)に添加し、4℃で一晩培養した。これらプレートを、(0.05%)PBS-Tween-20
緩衝液(200μL/ウェル)で3回洗浄し、BSAブロッキング溶液を用い、室温で1時間培養した
。フルオレセインラベル付きペプチド（SEQ ID NO:25又はSEQ ID NO:35）(1μg/mLの最終
濃度)を添加し、(0.05%)PBS-Tween-20緩衝液(200μL/ウェル)で洗浄し、吸光度を485/535
nmで測定した。
【０１６１】
　拮抗的ELISA：
　拮抗的ELISAを用い、アラニン置換フルオレセインラベル付きSEQ ID NO:1（SEQ ID NO:
25）又はフルオレセインラベル付きSEQ ID NO:14（SEQ ID NO:35）の能力がHAを置換し、
RHAMMについて拮抗する能力を測定した。たんぱく質の不動態化および上述のような3回の
洗浄の後、フルオレセインラベル付きチューブリン由来ペプチド(1μg/mLの最終濃度)お
よびHA(100μL/ウェル, M.W. 220 kDa, PBS中10μg/mL、HA=1mg/mL, 5mg/mLおよび10mg/m
L)をプレートに添加し、4℃で一晩培養した。洗浄プロトコルの後、吸光度を485/535nmで
測定した。
【０１６２】
　結果：
　図10Aは、12のアラニン置換(アラニンスキャン)フルオレセイン共役ペプチドSEQ ID NO
:1（SEQ ID NO: 25）のRHAMMに対する親和性を示している。このデータは、SEQ ID NO: 1
の残基2, 4, 7-10および12がRHAMMに対する正しい結合にとって重要であることを示して
いる。図10Bは、SEQ ID NO:1（SEQ ID NO: 25）の12のアラニン置換フルオレセインラベ
ル付きペプチドの、HAによる拮抗的置換(不動態化RHAMM-CTに対する)を示している。デー
タは、位置2, 4, 7-10および12でのSEQ ID NO:1のアラニン置換が、HAと競合するペプチ
ドの能力を消滅させることを示している。ネガティブな対照（不動態化RHAMMのないもの
）は測定値のそれぞれから差し引かれている。又、全てのデータは２つの独立した実験に
おける３つの測定値の平均である。
【０１６３】
　図17Aは、11のアラニン置換フルオレセイン共役ペプチドSEQ ID NO:14（SEQ ID NO: 35
）の、RHAMMのHA結合領域に対する親和性を示している。このデータは、SEQ ID NO: 14の
残基2, 3, 5, 6, 9および10がRHAMMに対する正しい結合にとって重要であることを示して
いる。図17Bは、11のアラニン置換フルオレセインラベル付きSEQ ID NO:14（SEQ ID NO: 
35）の、HAによる拮抗的置換(不動態化RHAMM-CTに対する)を示している。データは、位置
2, 3, 5, 6, 9および10でのSEQ ID NO:14のアラニン置換が、HAと競合するペプチドの能
力を消滅させることを示している。ネガティブな対照（不動態化RHAMMのないもの）は測
定値のそれぞれから差し引かれている。又、全てのデータは２つの独立した実験における
３つの測定値の平均である。
【０１６４】
　実施例4－ヒトの上皮性卵巣がん細胞：
　物質：
　緩衝液および媒体は、Invitrogen社, Sigma社およびVWR社から購入した。AlamarBlue検
定キットはInvitrogen社から購入した。ジメチルスルフォキシド(DMSO)はAldrich社から
購入した。上皮性卵巣がん(EOC)細胞は、患者の同意を得て、London Regional Cancer Ce
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nterから得た。
【０１６５】
　増殖検定：
　１つのRHAMM結合ペプチド（SEQ ID NO:1）の能力、つまり、患者の上皮性卵巣がんの腫
瘍の増殖を制限する能力並びに他のRHAMM結合ペプチド（SEQ ID NO:3）の能力、つまり、
腹水由来のヒトのEOC細胞の生存力を減少させる能力について検査した。この検定におい
て、上皮性卵巣がん細胞(患者の腹水から得たもの)を96ウェルプレート中で5000細胞/ウ
ェルの密度で培養させ、37℃、5％CO2で24時間生育させた。ペプチド(1 uMおよび10uM)を
1日目に細胞に添加し、増殖を6日間測定した。1/10th量のAlamar Blue試薬を毎日、6日間
培養基中の細胞に直接添加した。蛍光を570/590nmで読み取った。データは2つの実験の平
均から採ったものである。DMSO(ジメチルスルフォキシド)のみで処置した細胞および“細
胞なし”対照サンプルをこの実験に含めた。
【０１６６】
　EOC細胞摂取の研究：
　EOC細胞をDMEM媒体＋10%FBS中で90%の密集度まで培養した。ついで、これらの細胞を2x
24ウェル組織培養プレートに接種させた（20,000細胞/ウェルの密集度）。次に、3%BSA(D
MEM中)＋0.1%FCSを用いて室温で1時間、細胞のブロッキングをおこなった。このブロッキ
ング実験において、抗体(希釈1:100, 抗IgG, ヤギ抗RHAMM mAb, 又はマウス抗CD44 mAb（
DMEM+0.1%FCS媒体中）)を添加し37℃で1時間培養した。ついで、得られた培養基を吸引し
、細胞をDMEM+0.1%FCSを用い室温で洗浄した。フルオレセイン共役ペプチド(SEQ ID NO:2
5; 50μg/mL)を添加し、37℃で30分間培養した。ついで、細胞をDMEM+0.1%FCSで洗浄し、
更にPBS (pH=7.6)で洗浄した。製造者のプロトコルに従いDAPI(Electron microscopy sci
ence社、USA)を含有するFluoro-gel 11を用いて装着した。ついで、オリンパス社のFluoV
iew FV1000連結IX81電動倒立顕微鏡システムを用いて細胞を撮影した。Tiff画像はImageJ
(v1.42q)ソフトウェアを用いて分析した。各画像を8－ビットフォーマットに変換し、20
および255の閾値に当てた。関心の領域(ROI)を選択し、平均細胞蛍光度を導出した。
【０１６７】
　ヒトの上皮性卵巣がん細胞の増殖：
　図11はヒトの上皮性卵巣がん(EOC)細胞におけるペプチドSEQ ID NO:1の増殖検定を示し
ている。EOC細胞は上皮性卵巣ガン患者の腹水から得たサンプルである。AlamarBlue検定
を用いて増殖レベルを測定した。SEQ ID NO:1のペプチドを1日目に添加し、時間経過での
作用を測定した。データは4つの患者OC細胞サンプル中の3つにおける増殖の抑制を示した
ものである。
【０１６８】
　図13は卵巣腫瘍細胞におけるフルオレセイン共役ペプチドSEQ ID NO:1（SEQ ID NO: 25
）の取込みを蛍光顕微鏡を用いて可視化したものを示している。予想した通り、EOC細胞
を抗RHAMMで培養したときフルオレセインラベル付きSEQ ID NO:1（SEQ ID NO: 25）の摂
取が減少し、細胞を抗IgG又は抗CD44で処理したときは、このプローブの摂取に影響を及
ぼすことはなかった。
【０１６９】
　図12はRHAMM結合ペプチドによる腹水由来ヒトEOC細胞の生存率減少を示すグラフである
（p<0.05）。患者のEOCサンプルからの初代細胞を24ウェル培養皿に接種し、24時間後にR
HAMM結合ペプチドSEQ ID NO:3（7および0.7uM濃度）又はDMSOベヒクル対照を用いて処置
を開始した。再投与を6日間毎日行い、細胞生存率を蛍光光度法により、AlamarBlueTM試
薬を用いて評定した(蛍光単位、FUで測定した)。
【０１７０】
　実施例５－PC3mLN4ヒトの前立腺がんライン：
　物質および方法：
　細胞摂取の研究：
　侵襲性/転移性前立腺腫瘍細胞により発現される2つのヒアルロナンレセプターはCD44お
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よびRHAMMである。従って、前立腺ガン細胞を選択的に標的にする本発明のペプチドの能
力が評価された。この検定において、PC3mLN4ヒトの前立腺がん細胞をDMEM媒体＋10%FBS
中で90%の密集度まで培養した。ついで、これらの細胞を、2x24-ウェル組織培養域（20,0
00細胞/ウェルの密集度）内のガラスカバースリップ(12 x 12mm, 50μg/mLのフィブロネ
クチンでコーティングされた)上に播種した。次に、3%BSA(DMEM中)＋0.1%FCSを用いて室
温で1時間、細胞のブロッキングをおこなった。このブロッキング実験において、抗体(希
釈1:100,ヤギ抗RHAMM mAb, 又はマウス抗CD44 mAb（DMEM+0.1%FCS媒体中）)を添加し37℃
で1時間培養した。ついで、得られた培養基を吸引し、細胞をDMEM+0.1%FCSを用い室温で
洗浄した。フルオレセイン共役ペプチド(SEQ ID NO:29; 50μg/mL)を添加し、37℃で30分
間培養した。ついで、細胞をDMEM+0.1%FCSで洗浄し、更にPBS (pH=7.6)で洗浄した。製造
者のプロトコルに従いDAPI(Electron microscopy science社、USA)を含有するFluoro-gel
 11を用いて装着した。ついで、オリンパス社のFluoView FV1000連結IX81電動倒立顕微鏡
システムを用いて細胞を撮影した。Tiff画像はImageJ(v1.42q)ソフトウェアを用いて分析
した。各画像を8－ビットフォーマットに変換し、20および255の閾値に当てた。関心の領
域(ROI)を選択し、平均細胞蛍光度を導出した。
【０１７１】
　PC3mLN4ヒトの前立腺がんラインにおけるペプチド摂取：
　図１４Aは、PC3mLN4ヒトの前立腺がんラインによる、HA模倣体（SEQ ID NO: 29）であ
るフルオレセイン共役ペプチドSEQ ID NO:9の取込み(摂取)を示している。このがんライ
ンは攻撃的に侵襲性、転移性のものである。共焦点顕微鏡を用い、腫瘍細胞内のフルオレ
セイン共役ペプチドを検出した（図14A(a)、しかし、RHAMMたんぱく質が抗RHAMM mAbでブ
ロックされたとき、FITC信号は減少した図14A(c)）。これは、プローブの摂取が特定の抗
RHAMMモノクローン抗体によりブロックされたことを示している。更に、フルオレセイン
共役HA模倣体の摂取は、細胞が抗CD44モノクローン抗体で処理去れたときには変化しない
（図14A(b))。これらの結果は、本発明のHAペプチド模倣体が、RHAMM依存機構により、前
立腺がん細胞と関連し、かつ、前立腺がん細胞により摂取されるということを示している
。摂取の定量化(図14B)は、抗体の処理を受けていない細胞(a)と、抗CD44でブロックされ
た細胞(b)との間で統計的な差異がないことを示している。抗RHAMM抗体で処理された細胞
においては(c)、プローブの摂取が劇的に減少した（p<0.001）。
【０１７２】
　実施例６－Ga-DOTA共役ペプチドの合成および特徴付け：
　物質：
　使用された溶媒は、VWR, Fisher Scientific, 又はSigma Aldrich社から購入した。Rin
k アミドMBHA樹脂(100-200メッシュ、0.56mmol/g)、標準Fmocアミノ酸およびHBTUカップ
リング試薬は、Peptides International社から購入した。1-ブロモヘキサノン酸、グリシ
ン、ブロモエチルアセテートおよび硝酸ガリウム(III)はSigma Aldrich社から購入した。
サイクレン（Cyclen）(1,4,7,10-テトラアザシクロドデカン)およびRe(CO)5BrはStrem Ch
emicals社から購入した。
【０１７３】
　ペプチドの合成：
　Fmoc脱保護およびアミノ酸カップリングサイクルが関与する標準固相ペプチド合成を使
用して、リンク(rink)アミドMBHA樹脂(0.1 mmol)上にペプチドを合成させた。この合成を
通して（15分および20分）、繰返しFmoc脱保護がおこなわれ、その際、N，N-ジメチルホ
ルムアミド(DMF)中の20％ピペリジン溶液が用いられた。全てのアミノ酸カップリングは3
0分および90分の間隔で、0.05M以上の濃度のFmoc保護アミノ酸およびHBTU、DMF中の5当量
のN，N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA)を用いて行われた。各脱保護およびカップリ
ング工程の後、樹脂をDMF(3x)およびジクロロメタン(DCM) (3x)を用いて繰返し洗浄した
。同じパラメータを使用して6-ブロモヘキサノン酸をカップリングさせた。DMF中のサイ
クレン（1,4,7,10-テトラアザシクロドデカン）（10当量）をピプチジル鎖の末端と3日間
反応させた。DMF中のエチルブロモアセテート（3当量/アミン）を24時間、サイクレンの
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第2アミンと反応させ、ガリウムキレータ(DOTA)を生成させた。ペプチドの精製は、88%TF
Aでの処理ののち、H2O＋0.1%TFA(溶媒A)およびCH3CN＋0.1%TFA(溶媒B)からなる勾配溶媒
系を用い、分析用および分取用(preparative)HPLCにより線流速1.5 mL/分および20 mL/分
でそれぞれ行われた。分析用HPLCはGrace Vydacたんぱく質/ペプチドRP-C18カラム(4.6mm
 x 250μm, 5μm)を用いて行われ、分取用HPLCはGrace Vydacたんぱく質/ペプチドRP-C18
カラム(22.0mm x 250mm, 10μm)を用いて行われた。吸光度はWaters 2998 Photodiode Ar
ray検出器を用い、220nmおよび254nmの波長で検出された。精製の間、フラクションを集
め、凍結乾燥させ、ESI-MS(Waters Micromass Quattro MicroTMAPI)により分析した。
【０１７４】
　Ga-69/71のラベリング：
　ガリウムコーディネーションは、６９/７１Ga(NO3)3を用い、アセテート緩衝液中、pH
＝5.5で15分間おこなった。生産物をC18逆相（C18 Sep－Pak）カートリッジを用いて単離
させた。生産物を、脱イオン水中30%アセトニトリルを1％トリフルオロ酢酸と共に使用し
て上記カートリッジから溶出させた。得られた製品は質量分光分析を用いて特徴付けられ
、純度はRP-HPLCを用いて分析された。
【０１７５】
　Ga-DOTA共役ペプチドの合成および特徴付け：
　６７/７１Ga-DOTA共役ペプチドSEQ ID NO:1を合成し、PET画像化のため、６８Ga-配位
放射線追跡子のための可能な非放射性サロゲート（代替物）として特徴づけられた。図15
AはDOTA共役ペプチドのガリウムラベリングを示している。図15Bは、9.73分での精製ガリ
ウム配位ペプチドのRP-HPLCクロマトグラムを示している。図15Cは、図15Aの化合物のESI
質量スペクトルを示している(観測値：936.7[M+2H]2+、計算値：934.87[M+2H]2+)。
【０１７６】
　実施例７－Re(CO)3

+配位ペプチドの合成および特徴付け：
　物質：
　使用された溶媒は、VWR, Fisher Scientific, 又はSigma Aldrich社から購入した。Rin
k アミドMBHA樹脂(100-200メッシュ、0.56mmol/g)、標準Fmocアミノ酸およびHBTUカップ
リング試薬は、Peptides International社から購入した。グリシン、ナトリウムシアノボ
ロハイドライドおよび3-ピリジンカルボキシアルデヒドはSigma Aldrich社から購入した
。Re(CO)5BrはStrem Chemicals社から購入した。
【０１７７】
　Re(CO)3

+キレータの合成([ビス(ピリジン-2-イルメチル)アミノ]酢酸)：
　10%酢酸(20mL)中のグリシン(0.602g、8.02mmol)溶液に対し、3-ピリジンカルボキシア
ルデヒド(4.28g、0.02mmol)を過剰に添加した。室温での1時間の攪拌後、ナトリウムシア
ノボロハイドライド(1.01g、0.016mmol)を添加し、得られた反応混合物を24時間攪拌した
。その結果得られた混合物をクロロホルム(3x40mL)を用いて抽出し、MgSO4を用いて乾燥
させた。ついで、揮発性物質を蒸発させて黄色油を得た。この粗製製品をシリカクロマト
グラフィ(90%クロロホルム; 10%メタノール)(1.67g、収量81%)を用いて精製した。
【０１７８】
　ペプチドの合成：
　Fmoc脱保護およびアミノ酸カップリングサイクルが関与する標準固相ペプチド合成を使
用して、リンク(rink)アミドMBHA樹脂(0.1 mmol)上にペプチドを合成させた。この合成を
通して（15分および20分）、繰返しFmoc脱保護がおこなわれ、その際、N，N-ジメチルホ
ルムアミド(DMF)中の20％ピペリジン溶液が用いられた。全てのアミノ酸カップリングは3
0分および90分の間隔で、0.05M以上の濃度のFmoc保護アミノ酸およびHBTU、DMF中の5当量
のN，N-ジイソプロピルエチルアミン(DIPEA)を用いて行われた。各脱保護およびカップリ
ング工程の後、樹脂をDMF(3x)およびジクロロメタン(DCM) (3x)を用いて繰返し洗浄した
。Fmoc-アミノヘキサノン酸および([ビス(ピリジン-2-イルメチル)アミノ]酢酸)を上述の
方法を用いてカップリングさせた。過剰の[Re(CO)3Br3](Net4)2を用いてレニウム配位を
実行した。固相支持体からの劈開は88%のトリフルオロ酢酸を用いて実行した。
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【０１７９】
　ペプチドの精製は、H2O＋0.1%TFA(溶媒A)およびCH3CN＋0.1%TFA(溶媒B)からなる勾配溶
媒系を用い、分析用および分取用(preparative)HPLCにより線流速1.5 mL/分および20 mL/
分でそれぞれ行われた。分析用HPLCはGrace Vydacたんぱく質/ペプチドRP-C18カラム(4.6
mm x 250μm, 5μm)を用いて行われ、分取用HPLCはGrace Vydacたんぱく質/ペプチドRP-C
18カラム(22.0mm x 250mm, 10μm)を用いて行われた。吸光度はWaters 2998 Photodiode 
Array検出器を用い、220nmおよび254nmの波長で検出された。精製の間、フラクションを
集め、凍結乾燥させ、ESI-MS(Waters Micromass Quattro MicroTMAPI)により分析した。
【０１８０】
　Re(CO)3

+配位ペプチドSEQ ID NO:1を合成し、そのSPECT画像化のため、９９Tc(CO)3
+-

配位放射線追跡子のための可能な非放射性サロゲート（代替物）として特徴づけられた。
図16AはRe(CO)3

+配位ペプチドSEQ ID NO:1の合成を示している。図16Bは、11.06分での精
製レニウム配位ペプチドのRP-HPLCクロマトグラムを示している。図16Cは、レニウム配位
ペプチドのESI質量スペクトルを示している(観測値：939.1[M+2H]2+、計算値：940.2[M+2
H]2+)。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】
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