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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｃＭｅｔ又はｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体に結合する単離されたポリペプチドであ
って、配列番号１～１１、１３～３４、３６～４５、４８～７２、７４～８１、８３～９
９、１０２～２１２、２１４～３３２、３３４～３７３、３７５～３８７、３９０～４０
４、及び４４９～４９６から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、前記ポリペプチ
ド。
【請求項２】
　多量体である、請求項１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項３】
　標識又は治療剤に結合している、請求項１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項４】
　標識又は治療剤が、リンカーを介してポリペプチドに結合している、請求項３に記載の
単離されたポリペプチド。
【請求項５】
　超音波バブル、微粒子、ミクロスフェア、乳濁液、又はリポソーム内に取り込まれる、
請求項１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項６】
　診断検出に適した標識に結合して画像診断造影剤を形成する、請求項３に記載の単離さ
れたポリペプチド。
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【請求項７】
　標識が、酵素、蛍光性化合物、超音波造影剤、リポソーム、及び光学色素から成る群よ
り選択される、請求項６に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項８】
　標識が：
（ｉ）　１８Ｆ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、７７Ｂｒ、７６Ｂｒ、９９ｍＴｃ、５

１Ｃｒ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、４７Ｓｃ、１６７Ｔｍ、１４１Ｃｅ、１１１Ｉｎ、１６８

Ｙｂ、１７５Ｙｂ、１４０Ｌａ、９０Ｙ、８８Ｙ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１６５Ｄｙ
、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、９７Ｒｕ、１０３Ｒｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２

０３Ｐｂ、２１１Ｂｉ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２１４Ｂｉ、１０５Ｒｈ、１０９Ｐｄ
、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１６１Ｔｂ、１７７Ｌｕ、１９８Ａｕ、及び１９９Ａｕか
ら成る群より任意に選択される放射性標識；又は
（ｉｉ）　Ｇｄ３＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｅｕ３＋、
Ｄｙ３＋、Ｐｒ３＋、Ｃｒ３＋、Ｃｏ３＋、Ｆｅ３＋、Ｔｉ３＋、Ｔｂ３＋、Ｎｄ３＋、
Ｓｍ３＋、Ｈｏ３＋、Ｅｒ３＋、Ｐａ４＋、及びＥｕ２＋から成る群より選択される常磁
性金属イオン、
である、請求項３に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項９】
　ｃＭｅｔ又はｃＭｅｔとＨＧＦとの複合体を、それを必要とする対象内で画像化するた
めの組成物であって、請求項１に記載のポリペプチドを含む、前記組成物。
【請求項１０】
　対象が、過剰増殖性障害、又は血管新生若しくは新血管形成に関連した障害を有するこ
とが疑われるヒト患者である、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
　画像化を、核磁気共鳴画像、超音波画像、光学画像、音ルミネセンス画像、光音響画像
、Ｘ線画像、又は放射性核種画像により行う、請求項９に記載の組成物。
【請求項１２】
　ｃＭｅｔ又はｃＭｅｔとＨＧＦとの複合体を、それを含有する溶液から精製する方法で
あって：
（ａ）　該溶液を、固体支持体上に固定されている請求項１に記載の少なくとも１つのポ
リペプチドと接触させ；そして
（ｂ）　該溶液からポリペプチドを分離する、
ことを含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、３５ＵＳＣ　§１１９（ｅ）に基づいて、２００３年３月３日に提出された
米国仮特許出願第６０／４５１，５８８号の優先権を主張し、その全体が本明細書におい
て援用される。
【背景技術】
【０００２】
背景技術
　肝細胞増殖因子（スキャター（ｓｃａｔｔｅｒ）因子としても知られている）は、胚形
成、創傷治癒および血管新生のごとき多様な生理学的過程に関与する、多機能性増殖因子
である。ＨＧＦは、その高親和性レセプター（ｃＭｅｔ）との相互作用を通して、腫瘍増
殖、浸潤および転移に関与することが明らかになっている。実際、調節不全のｃＭｅｔ発
現（例えば、正常粘膜と比較されるような、直腸結腸腺腫の新生物性上皮および他の癌腫
におけるｃＭｅｔの過剰発現）および／または活性、ならびにＨＧＦによる自己分泌ルー
プを通したｃＭｅｔレセプターの機能亢進が、多様な腫瘍組織で示されており、そして特
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別の細胞株の発癌性形質転換を誘導する。
【０００３】
　一般に、ＨＧＦは、多くの上皮腫瘍の一部を形成する間質細胞により産生される；しか
しながら、腫瘍細胞それ自身によるＨＧＦの産生は、特別の腫瘍の過剰増殖を導く主経路
を含んでいると信じられている。ＨＧＦ／ｃＭｅｔ自己分泌刺激経路が、グリア細胞腫、
骨肉腫、および乳腺癌、前立腺癌、乳癌、肺癌および他の癌腫で検出されている。
【０００４】
　ＨＧＦのｃＭｅｔレセプターとの相互作用を妨害すると、動物モデルにおける腫瘍進行
を遅くする。ｃＭｅｔの活性化を通した特定の癌細胞の増殖を刺激することに加え、ＨＧ
Ｆはまた、過剰増殖表現型に感受性を有する多様な細胞株（例えば乳癌）における、ＤＮ
Ａ－損傷剤－誘導細胞毒性を保護する。それ故、ＨＧＦがｃＭｅｔへ結合するのを妨げる
ことで、特定の癌細胞が特定の薬剤の細胞毒性を受け易くすることが可能であろう。
【０００５】
　過剰増殖障害に加え、ｃＭｅｔは血管新生とも関連づけられている。例えば、ｃＭｅｔ
は血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）の産生を導き、それは順に、血管新生を刺激する。加え
て、ｃＭｅｔの刺激は創傷治癒の促進にも関係している。
【０００６】
　過剰増殖障害、血管新生および創傷治癒のための治療標的としてｃＭｅｔレセプターを
同定することに加え、新生物と対応する正常組織の発現レベル間の大きな矛盾は、ｃＭｅ
ｔが過剰増殖障害に関する画像化応用のための魅力的な標的であることを示唆している。
【発明の概要】
【０００７】
発明の概要
　本発明は、ｃＭｅｔへ結合し、そしてＨＧＦがｃＭｅｔへ結合するのを妨げることによ
り、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）活性に拮抗する能力を有する、ペプチド、ペプチド複合体
および組成物に関する。加えて、本発明は、このレセプターを検出しおよび標的化し、Ｈ
ＧＦ拮抗特性とは無関係にｃＭｅｔ活性を阻害するために、および画像診断のために、ｃ
Ｍｅｔへ結合する能力を有するこうしたペプチド、ペプチド複合体および組成物に関する
。細胞増殖、創傷治癒および血管新生を含めた多様な細胞機能におけるＨＧＦ／ｃＭｅｔ
軸の関与は、癌のごとき過剰増殖性疾患を導くが、本発明は、ＨＧＦ仲介性生理学的事象
を中断すること、物質を標的化すること、例えば、放射線治療を含めたこうした部位への
治療、そして細胞過剰増殖の重要部位を画像化することに特に有用である。
【０００８】
　例えば過剰増殖および／または血管新生を検出し、局在化し、画像化し、測定し、そし
て可能ならば阻害しまたは影響を及ぼすための改良された物質および方法に対する要求に
応えて、驚くべきことに、１２クラスの非天然ポリペプチドがｃＭｅｔへ特異的に結合す
ることが発見された。こうしたポリペプチドの適切な標識化は、ｃＭｅｔ発現細胞または
ＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体を提示する細胞へ、例えば高濃度で結合することが可能な検出可
能な造影剤を提供し、細胞増殖部位および／または血管新生部位に特異的な造影剤を提供
する。したがって、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドは、こうした過剰増殖関連障害お
よび／または血管新生関連障害の検出および診断に使用することが可能である。こうした
ポリペプチドとｃＭｅｔ阻害剤または殺腫瘍性剤との結合または融合も、例えば結合物ま
たは融合物の活性増殖部位および／または血管新生部位への「回帰」をひき起こすことに
より病原性腫瘍を処置するために使用可能であり、それにより、過剰増殖および／または
血管新生に関係する病態を処置するために有効な手段を提供する。
【０００９】
　本発明はｃＭｅｔ結合ポリペプチドに関するものであり、単量体としてまたは多量体若
しくは重合体構築物における単一結合ポリペプチドの使用、ならびに多量体または重合体
構築物における１より多くの本発明の結合ポリペプチドの使用を含むものである。本発明
の結合ポリペプチドは、ｃＭｅｔ、またはポリペプチド結合部位を保持するその断片を結
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合し、阻害し、検出しまたは単離することが好都合な任意の応用において有用である。こ
うした結合ポリペプチドの特に重要な側面は、ｃＭｅｔ結合に関するＨＧＦとの競合を通
した、またはＨＧＦが結合しているかどうかに関係なくｃＭｅｔ活性を直接阻害すること
による、ｃＭｅｔ活性の阻害である。例えば、いくつかの場合において、ｃＭｅｔシグナ
ル伝達は、ＨＧＦ結合が存在しなくとも生じることが可能であり、こうした状況において
は、ＨＧＦが結合しているかどうかに関係なくｃＭｅｔシグナル伝達活性を阻害する結合
ポリペプチドが、ｃＭｅｔシグナル伝達を阻害することにおいて有用であろう。
【００１０】
　本明細書に開示された結合ポリペプチドの、他の特に有利な使用は、インビボで細胞増
殖および／または血管新生を画像化する方法におけるものである。本方法は細胞増殖部位
および／または血管新生部位を検出するために本発明の特異的結合ポリペプチドの使用を
必要とし、ここにおいて結合ポリペプチドは、核磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）造影剤、Ｘ線
造影剤、放射性医薬品造影剤、超音波造影剤および光学造影剤を含めた造影剤として使用
するために検出可能なように標識されている。
【００１１】
　本明細書に開示された結合ポリペプチドの、さらに他の特に有利な使用は、過剰増殖お
よび／または血管新生、またはｃＭｅｔを発現している他の組織へ、（治療効果、放射線
治療効果または細胞毒性効果を提供することが可能な化合物を含んだ）治療剤を標的化し
、または治療のための（薬剤、遺伝子物質などを含んだ）媒体を送達することである。
【００１２】
　ｃＭｅｔレセプターは、シグナル伝達分子であるレセプターチロシンキナーゼファミリ
ーの一部である。本発明の目的のために、レセプターチロシンキナーゼ機能は：レセプタ
ーのオリゴマー化、レセプターリン酸化、レセプターのキナーゼ活性、下流シグナル伝達
分子の動員、遺伝子の誘導、細胞増殖の誘導、細胞遊走の誘導、またはこれらの組み合わ
せの任意の１つを含むことが可能である。本明細書において「ヘテロマー」とは、ヘテロ
マー分子の各々の結合ペプチドがｃＭｅｔの異なった部位、例えば「エピトープ」に結合
するように、１より多くの本明細書に記載のようなｃＭｅｔ結合ペプチドを含有する分子
を指しており、これらも本発明に包含されている。例えば、本明細書で提供される結合ポ
リペプチドのヘテロマー構築物は、例えば、１つの結合ペプチドを介して例えばｃＭｅｔ
のＨＧＦ結合部位へ結合することができ、一方、ヘテロマー分子の他の結合ペプチドは、
ｃＭｅｔの異なった高親和性結合部位へ結合する。単一結合構築物によってｃＭｅｔ上に
ある２以上の別個のエピトープを標的化することにより、ＨＧＦ結合および／またはレセ
プター機能を阻害する構築物の能力を大きく改良することが可能である（こうした阻害は
ＨＧＦ結合に関係なくｃＭｅｔの直接阻害により起こすことが可能である）。レセプター
活性を阻止する能力が弱い結合ペプチドであっても、ＨＧＦ依存性およびＨＧＦ非依存性
レセプター機能を阻止する能力が改良されたヘテロマー構築物を作成するために使用する
ことが可能である。
【００１３】
　従って、本発明は、少なくともその１つはｃＭｅｔと結合する２以上の結合ポリペプチ
ドを含む多量体分子を産生するための手段を含む構築物を指向している。１つの態様にお
いて、多量体構築物は、２以上の単一結合ポリペプチドのコピー、または２以上の単一結
合ポリペプチドのコピーをコードするヌクレオチド配列を含む。別の態様において、本発
明の多量体構築物は、構築物中の結合ポリペプチドの少なくとも２つがｃＭｅｔの異なっ
たエピトープに特異的であるように、２以上の結合ポリペプチド、または２以上の結合ポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。これらの構築物は、本明細書において
「ヘテロマー構築物」、「ヘテロ多量体」などとも称される。本発明の構築物はまた、関
連のないペプチドまたは対照ペプチドを含むことも可能である。構築物は、２以上の、３
以上の、または４以上の結合ポリペプチド、またはこうしたポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列を含むことも可能である。本明細書で提供される技術に基づいて、当業者
は、本明細書で提供される結合ポリペプチドを多量体構築物へ組み立てること、および標
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的分子へ結合する改良された能力、またはレセプターチロシンキナーゼ機能を阻害する改
良された能力のごとき、改良された特性を有する多量体構築物を選択することが可能であ
る。こうした改良された特性を有する多量体構築物は本発明に含まれている。
【００１４】
　環状／直鎖状ペプチドライブラリーのスクリーニングに由来する共通配列は、表６に示
した１２クラスの特異的ｃＭｅｔ結合ポリペプチドに基づいて決定された。具体的態様に
おいて、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドは、１以上のこれらの配列を含む。こうした
好ましいｃＭｅｔ結合ポリペプチドは、含まれている不変のシステイン残基間で環状構造
またはループ構造を形成する可能性があるポリペプチドを含んでいる。
【００１５】
　本明細書に記載のポリペプチドは、Ｎ末端およびＣ末端のいずれかまたは両方に付着し
た追加のアミノ酸を有することが可能である。好ましい態様において、本発明の結合ポリ
ペプチドは、結合ポリペプチドを単離したファージ選択物のディスプレー構築物の隣接ペ
プチドに対応する１以上の、好ましくは２つのアミノ酸のＮ末端および／またはＣ末端隣
接ペプチドを有するように調製することが可能である。好ましいＮ末端隣接ペプチドには
、Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－（ＴＮ６配列に対して最も好ましい）、Ａｌａ－Ｇｌｙ－（ＴＮ８お
よびＴＮ９配列に対して最も好ましい）、Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－（ＴＮ１０およびＴＮ１１配
列に対して最も好ましい）、Ｇｌｙ－Ａｓｐ－（ＴＮ１２配列に対して最も好ましい）、
Ａｌａ－Ｇｌｎ－（直鎖状配列に対して最も好ましい）が含まれる。好ましいＣ末端隣接
ペプチドには、－Ａｌａ－Ｐｒｏ（ＴＮ６配列に対して最も好ましい）、－Ｇｌｙ－Ｔｈ
ｒ（ＴＮ８およびＴＮ９配列に対して最も好ましい）、－Ａｌａ－Ｐｒｏ（ＴＮ１０およ
びＴＮ１１配列に対して最も好ましい）、－Ａｓｐ－Ｐｒｏ（ＴＮ１２配列に対して最も
好ましい）、－Ａｓｐ－Ｐｈｅ（直鎖状配列に対して最も好ましい）が含まれる。単一末
端アミノ酸も本発明の結合ポリペプチドへ付加することが可能であり、好ましい末端アミ
ノ酸は親ファージディスプレー構築物と一致するであろう。例えば、最も好ましくは、Ｎ
末端アミノ酸は、Ｇｌｙ－（ＴＮ６、ＴＮ８およびＴＮ９配列に対して最も好ましい）、
Ｓｅｒ－（ＴＮ１０およびＴＮ１１配列に対して最も好ましい）、Ａｓｐ－（ＴＮ１２配
列に対して最も好ましい）およびＧｌｎ－（直鎖状配列に対して最も好ましい）から選択
されるであろうし、そして最も好ましくは、Ｃ末端アミノ酸は、－Ｇｌｙ（ＴＮ６、ＴＮ
８およびＴＮ９、および直鎖状配列に対して最も好ましい）、－Ａｌａ（ＴＮ１０および
ＴＮ１１配列に対して最も好ましい）および－Ａｓｐ（ＴＮ１２配列に対して最も好まし
い）から選択されるであろう。こうした隣接アミノ酸に対する保存的置換（即ち、以下の
グループ内で選択される置換アミノ酸）も企図される：｛Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ｝、｛
Ｇｌｕ、Ａｓｐ｝、｛Ａｓｎ、Ｃｙｓ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ｝、｛
Ａｌａ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｔｒｐ、Ｖａｌ｝。
【００１６】
　ループ構造を形成する可能性のあるポリペプチドを含んでいるライブラリー単離物（例
えばＴＮ６、ＴＮ８、ＴＮ９、ＴＮ１０、ＴＮ１１およびＴＮ１２と命名されたライブラ
リー；数字はシステインからシステインまでの配列中のアミノ酸数を示している；加えて
、直鎖状ディスプレーライブラリーＬＮ２０もスクリーニングした）からの配列情報およ
び結合データの試験から、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの更なるシリーズが同定された。共
通モチーフはＴＮ９ライブラリー（ＣｘＧｐＰｘＦｘＣ；配列番号５１２）の最初のスク
リーニングから得られた。共通配列は表６に収載した配列から誘導した。この共通配列に
加えて、直鎖状ペプチドライブラリーから同定されたｃＭｅｔ結合ペプチド中の配列傾向
を、２次スクリーニングで使用した第２世代ライブラリーを設計するために使用した。両
方のスクリーニングからの配列を、表６に収載した１２クラスのｃＭｅｔ結合モチーフを
同定するために使用した。
【００１７】
　本発明の別の側面は、本発明のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を検出可
能なように標識することにより、特異的な細胞増殖および／または血管新生の造影剤を提
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供するための、本発明のポリペプチドの修飾に関する。こうした検出可能な標識は、放射
性標識、酵素標識またはＭＲ常磁性キレートまたは微粒子での標識；超音波バブル、微粒
子、ミクロスフェア、乳濁液またはリポソーム内への取り込み；または光学色素との結合
を含むことができる。
【００１８】
　本発明の別の側面においては、本結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を
使用したｃＭｅｔ発現細胞の単離方法を提供する。
　加えて、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物は、医薬
として受容可能な組成物において、単独で、または他の治療剤と結合させて（または組み
合わせて）、治療剤として使用することが可能である。組成物は、細胞増殖、血管新生お
よび／または創傷治癒に関する疾患または状態を処置するために使用することが可能であ
る。
【００１９】
　治療剤として使用する場合、ペプチドの血清滞留時間を増強することが有利であろう。
このことは：ａ）血清アルブミンのごとき血清タンパク質上の遊離スルフヒドリル基と反
応するマレイミドのごとき部分とペプチドを結合させること、ｂ）血清タンパク質、特に
血清アルブミンへ非共有結合的に結合する脂肪酸のごとき部分とペプチドを結合させるこ
と、ｃ）血清滞留時間を増強することが知られているポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
のごとき重合体とペプチドを結合させること、およびｄ）ｃＭｅｔ結合ペプチドをコード
するＤＮＡを、ヒト血清アルブミンまたは抗体のごとき血清タンパク質をコードするＤＮ
Ａへ融合させ、コードされている融合タンパク質を発現させること、により達成すること
が可能である。
【００２０】
　本発明の別の側面において、標的を発現する細胞へ結合する能力についてファージディ
スプレーで同定されたポリペプチドをスクリーニングする方法を提供する。これらの方法
は、標準的細胞結合アッセイで評価するにはあまりにも単量体親和性が低いポリペプチド
を含めたポリペプチドの結合能力の迅速なスクリーニングを可能にする。加えて、これら
の方法は、血清存在下でのペプチドの安定性を迅速に査定するために使用することが可能
である。
【００２１】
　１つの態様において、本発明はＣｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－
Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合
体へ結合する能力を有するポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物に関するもので
あり、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のアミノ酸であり得る。特定の態様におい
て、Ｘ２はＰｒｏである。
【００２２】
　別の態様において、本発明のポリペプチドは、１以上のアミノ酸のＮ末端および／また
はＣ末端隣接ペプチドをさらに含む。例えば、ポリペプチドは：アミノ酸置換、およびア
ミド結合置換、Ｄ－アミノ酸置換、グリコシル化アミノ酸、ジスルフィド模倣置換、アミ
ノ酸転位、レトロ－インベルソ（ｒｅｔｒｏ－ｉｎｖｅｒｓｏ）ペプチド、ペプトイド、
レトロ－インヴェルソペプトイドおよび合成ペプチドから成る群より選択される修飾を含
むことが可能である。別の態様において、本明細書に記載したポリペプチドのいずれも、
検出可能標識または治療剤へ結合することが可能であり、場合により、ポリペプチドと検
出可能標識または治療剤との間にリンカーまたはスペーサーをさらに含む。特定の態様に
おいて、検出可能標識または治療剤は：酵素、蛍光性化合物、リポソーム、光学色素、常
磁性金属イオン、超音波造影剤および放射性核種から成る群より選択される。特定の態様
において、治療剤または検出可能標識は放射性核種を含む。例えば、放射性核種は：１８

Ｆ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１２３Ｉ、７７Ｂｒ、７６Ｂｒ、９９ｍＴｃ、５１

Ｃｒ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、４７Ｓｃ、５１Ｃｒ、１６７Ｔｍ、１４１Ｃｅ、１１１Ｉｎ
、１６８Ｙｂ、１７５Ｙｂ、１４０Ｌａ、９０Ｙ、８８Ｙ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１
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６５Ｄｙ、１６６Ｄｙ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、９７Ｒｕ、１０３Ｒｕ、１８６

Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２０３Ｐｂ、２１１Ｂｉ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２１４Ｂｉ、１

０５Ｒｈ、１０９Ｐｄ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１６１Ｔｂ、１７７Ｌｕ、１９８Ａ
ｕおよび１９９Ａｕから成る群より選択される１以上の核種であることが可能である。別
の態様において、治療剤または検出可能標識はさらにキレート剤を含む。例えば、キレー
ト剤は：式２０、２１、２２、２３ａ、２３ｂ、２４ａ、２４ｂおよび２５から成る群よ
り選択される化合物を含むことが可能である。特定の態様において、放射性核種は９９ｍ

Ｔｃまたは１１１Ｉｎである。別の態様において、放射性核種は１７７Ｌｕ、９０Ｙ、１

５３Ｓｍおよび１６６Ｈｏから成る群より選択される。別の態様において、検出可能な標
識は超音波造影剤を含む。例えば、超音波造影剤は、気体、例えばフッ素化気体を含む、
リン脂質安定化マイクロバブルまたはマイクロバルーンを含むことが可能である。別の態
様において、検出可能な標識は、常磁性金属イオンおよびキレート剤を含む。本発明の別
の側面は、本発明のいずれかのポリペプチドに関しするものであり、ここにおいて、治療
剤は：生物活性剤、細胞毒性剤、薬剤、化学療法剤または放射線治療剤から成る群より選
択される。他の態様において、ポリペプチドは約１０μＭ未満、約１．０μＭ未満、約０
．１μＭ未満、または約１ｎＭ未満のｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体のｃＭｅｔに対するみかけ
のＫＤを有している。
【００２３】
　１つの態様において、本発明は、下記のクラスのうちの１つのアミノ酸配列を含む、ｃ
ＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体へ結合する能力を有するポリペプチドまた
は多量体ポリペプチドに関するものである：クラス１：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４

－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｃｙｓ－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ１０（ＴＮ６）、式中、Ｘ１はＰｈｅ、Ｌ
ｅｕ、Ｓｅｒ、Ｔｒｐ、ＴｙｒまたはＭｅｔであり；Ｘ２はＩｌｅ、Ｔｙｒ、Ｈｉｓ、Ｔ
ｈｒまたはＡｓｎであり；Ｘ３はＩｌｅ、Ｌｅｕ、Ａｓｐ、Ｍｅｔ、ＰｈｅまたはＳｅｒ
であり；Ｘ４はＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、ＰｒｏまたはＴｒｐであり；Ｘ５はＧｌｕ、Ｇ
ｌｙ、Ｌｅｕ、Ｐｒｏ、Ｔｈｒ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；Ｘ６はＡｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇ
ｌｕ、Ｇｌｙ、Ｐｈｅ、Ｓｅｒ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；Ｘ７はＡｌａ、Ａｒｇ、Ａ
ｓｎ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；Ｘ８はＧｌｙ、Ａｓｎ、Ｈ
ｉｓ、Ａｒｇ、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、Ａｓｐ、ＶａｌまたはＴｈｒであり；Ｘ９はＳｅｒ、Ｌ
ｙｓ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｈｒ、ＡｓｐまたはＬｅｕであり；そしてＸ１０はＳｅｒ、Ｐ
ｒｏ、Ｔｈｒ、Ｌｅｕ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、ＧｌｕまたはＴｒｐである；またはク
ラスＩＩ：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｃｙｓ－
Ｘ１０－Ｘ１１－Ｘ１２（ＴＮ８）、式中、Ｘ１はＧｌｙ、Ｖａｌ、Ｔｒｐ、Ｔｈｒ、Ｌ
ｙｓまたはＧｌｎであり；Ｘ２はＴｒｐ、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、ＰｈｅまたはＴｈｒであり；
Ｘ３はＴｒｐ、Ｇｌｕ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、ＬｅｕまたはＳｅｒであり；Ｘ４はＡｓｎ、Ｇ
ｌｎまたはＧｌｕであり；Ｘ５はＬｅｕ、ＧｌｕまたはＴｒｐであり；Ｘ６はＧｌｕ、Ｓ
ｅｒまたはＴｙｒであり；Ｘ７はＧｌｕ、ＭｅｔまたはＰｒｏであり；Ｘ８はＭｅｔ、Ｓ
ｅｒまたはＴｒｐであり；Ｘ９はＬｅｕ、ＰｈｅまたはＶａｌであり；Ｘ１０はＡｓｐ、
ＧｌｕまたはＴｒｐであり；Ｘ１１はＭｅｔ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；そしてＸ１２

はＧｌｎ、ＬｅｕまたはＴｒｐである；またはクラスＩＩＩ：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ
－Ｘ４－Ｇｌｙ－Ｘ５－Ｐｒｏ－Ｘ６－Ｐｈｅ－Ｘ７－Ｃｙｓ－Ｘ８－Ｘ９（ＴＮ９）、
式中、Ｘ１はＧｌｕ、Ｓｅｒ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；Ｘ２はＰｈｅ、Ｔｈｒまたは
Ｔｒｐであり；Ｘ３はＨｉｓ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；Ｘ４はＡｌａ、Ｌｙｓ、Ｓｅ
ｒまたはＴｈｒであり；Ｘ５はＰｒｏまたはＴｒｐであり；Ｘ６はＳｅｒまたはＴｈｒで
あり；Ｘ７はＧｌｕまたはＳｅｒであり；Ｘ８はＩｌｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；そ
してＸ９はＧｌｕ、Ｍｅｔ、ＴｒｐまたはＴｙｒである；またはクラスＩＶ－１：Ｘ１－
Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｘ５－Ｐｈｅ－Ｘ６－Ｃｙｓ－Ｔ
ｒｐ－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ１０－Ｘ１１（ＴＮ９）、式中、Ｘ１はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ａ
ｓｎ、ＩｌｅまたはＳｅｒであり；Ｘ２はＬｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、ＴｒｐまたはＶａｌ
であり；Ｘ３はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｅｕ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；Ｘ４はＬ
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ｅｕ、ＬｙｓまたはＳｅｒであり；Ｘ５はＡｌａ、Ｓｅｒ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；
Ｘ６はＬｅｕ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；Ｘ７はＬｅｕ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；
Ｘ８はＰｈｅまたはＴｙｒであり；Ｘ９はＡｓｐ、Ｇｌｕ、ＧｌｙまたはＶａｌであり；
Ｘ１０はＭｅｔ、Ｐｒｏ、ＴｈｒまたはＳｅｒであり；そしてＸ１１はＧｌｕまたはＧｌ
ｙである；またはクラスＩＶ－２：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－Ｔｒｐ－Ｘ５－ＣＹｓ－Ｘ

６－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｔｒｐ－Ｘ７－Ｘ８（
ＴＮ９）、式中、Ｘ１はＡｓｐ、ＧｌｕまたはＶａｌであり；Ｘ２はＡｌａ、Ａｓｐ、Ｇ
ｌｙ、ＳｅｒまたはＶａｌであり；Ｘ３はＡｓｐ、Ｇｌｙ、ＳｅｒまたはＶａｌであり；
Ｘ４はＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、ＳｅｒまたはＴｈｒであり；Ｘ５はＧｌｎまたはＨｉｓ
であり；Ｘ６はＡｓｎ、ＬｙｓまたはＳｅｒであり；Ｘ７はＳｅｒまたはＴｒｐであり；
そしてＸ８はＰｈｅまたはＴｙｒである；またはクラスＶ：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－
Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ１０－Ｘ１１－Ｃｙｓ－Ｘ１２－Ｘ１３－Ｘ１

４（ＴＮ１０）、式中、Ｘ１はＨｉｓ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；Ｘ

２はＡｌａ、Ａｒｇ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ、ＬｙｓまたはＰｈｅであり；Ｘ３はＭｅｔ、Ｐｈ
ｅ、Ｐｒｏ、ＴｈｒまたはＶａｌであり；Ｘ４はＨｉｓ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅまたは
Ｔｒｐであり；Ｘ５はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、ＭｅｔまたはＴｒｐであり；Ｘ

６はＧｌｕ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｙｓ、ＰｈｅまたはＰｒｏであり；Ｘ７はＡｓｐ、Ｐｈ
ｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；Ｘ８はＡｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ｐｈ
ｅまたはＳｅｒであり；Ｘ９はＡｌａ、Ｇｌｎ、Ｇｌｙ、ＬｅｕまたはＰｈｅであり；Ｘ

１０はＧｌｎ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；Ｘ１１はＡｒｇ、
Ａｓｐ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；Ｘ１２はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ
、ＩｌｅまたはＴｈｒであり；Ｘ１３はＡｌａ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、ＧｌｕまたはＨｉｓで
あり；そしてＸ１４はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、ＨｉｓまたはＶａｌである；またはクラ
スＶＩ：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ１０－Ｘ

１１－Ｘ１２－Ｃｙｓ－Ｘ１３－Ｘ１４－Ｘ１５、式中、Ｘ１はＧｌｎ、Ｇｌｙ、Ｍｅｔ
、ＰｈｅまたはＳｅｒであり；Ｘ２はＡｓｎ、Ｇｌｎ、ＬｅｕまたはＭｅｔであり；Ｘ３

はＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、ＨｉｓまたはＩｌｅであり；Ｘ４はＡｓｎ、Ａｓｐ、Ｌｅｕ
、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；Ｘ５はＡｒｇ、Ｇｌｎ、Ｔｈｒ、ＴｙｒまたはＶａｌであ
り；Ｘ６はＧｌｕ、Ｇｌｙ、Ｌｅｕ、ＭｅｔまたはＴｈｒであり；Ｘ７はＡｌａ、Ａｓｎ
、Ａｓｐ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、ＬｅｕまたはＳｅｒであり；Ｘ８はＡｒｇ、Ｇｌｎ、Ｓｅｒ
、ＴｈｒまたはＴｙｒであり；Ｘ９はＡｓｐ、Ｇｌｙ、ＩｌｅまたはＰｈｅであり；Ｘ１

０はＧｌｎ、ＰｈｅまたはＴｈｒであり；Ｘ１１はＧｌｎ、Ｈｉｓ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓ
ｅｒまたはＴｙｒであり；Ｘ１２はＡｓｎ、Ａｓｐ、Ｐｈｅ、ＰｒｏまたはＳｅｒであり
；Ｘ１３はＡｌａ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、ＬｅｕまたはＳｅｒであり；Ｘ１４はＡｒｇ、Ｐｒ
ｏ、ＳｅｒまたはＶａｌであり；そしてＸ１５はＡｓｐ、Ｇｌｕ、ＬｅｕまたはＭｅｔで
ある；またはクラスＶＩＩＩ：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ

８－Ｘ９－Ｘ１０－Ｘ１１－Ｘ１２－Ｘ１３－Ｃｙｓ－Ｘ１４－Ｘ１５－Ｘ１６、式中、
Ｘ１はＡｌａ、Ｈｉｓ、Ｌｅｕ、ＰｈｅまたはＴｙｒであり；Ｘ２はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ｌ
ｅｕ、ＳｅｒまたはＴｙｒであり；Ｘ３はＧｌｕ、ＭｅｔまたはＴｒｐであり；Ｘ４はＡ
ｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、ＰｈｅまたはＳｅｒであり；Ｘ５はＧｌｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅまた
はＴｒｐであり；Ｘ６はＡｓｎ、ＡｓｐまたはＳｅｒであり；Ｘ７はＡｓｎ、Ａｓｐまた
はＬｅｕであり；Ｘ８はＡｓｐ、ＧｌｕまたはＬｙｓであり；Ｘ９はＧｌｙ、Ｐｈｅまた
はＴｈｒであり；Ｘ１０はＧｌｙ、Ｐｈｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；Ｘ１１はＧｌｕ
、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；Ｘ１２はＧｌｕ、Ｐｈｅ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；Ｘ

１３はＧｌｕ、Ｌｙｓ、ＴｈｒまたはＶａｌであり；Ｘ１４はＧｌｕまたはＴｒｐであり
；Ｘ１５はＡｓｐ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；そしてＸ１６はＡｌａ
、ＡｓｎまたはＩｌｅである；またはクラスＩＸ－１：Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｘ１－Ｃｙｓ－
Ｘ２－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｔｒｐ－Ｃｙｓ－Ｔ
ｙｒ－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５、式中、Ｘ１はＡｓｎ、ＨｉｓまたはＴｙｒであり；Ｘ２はＧｌ
ｙまたはＳｅｒであり；Ｘ３はＡｌａ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＧｌｙまたはＳｅｒであり；Ｘ
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４はＳｅｒまたはＴｈｒであり；そしてＸ５はＡｓｐまたはＧｌｕである；またはクラス
ＩＸ－２：Ｇｌｕ－Ｘ１－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｈｉｓ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－
Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘ３、式中、Ｘ１は
Ａｌａ、Ｇｌｕ、ＧｌｙまたはＳｅｒであり；Ｘ２はＰｈｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり
；そしてＸ３はＰｈｅまたはＴｙｒである。
【００２４】
　別の態様において、本発明はアミノ酸配列を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦと
を含む複合体へ結合する能力を有するポリペプチドまたは多量体ポリペプチドに関するも
のであり、ここにおいてアミノ酸配列は配列番号１～５１１から成る群より選択される配
列由来の連続９アミノ酸ストレッチのうち少なくとも６アミノ酸を含む。特定の態様にお
いて、単量体として、または多量体構築物中に使用されるポリペプチドは、配列番号１～
５１１、配列番号１～１０、配列番号１１～４７、配列番号４８～１０１、配列番号１０
２～３６４、配列番号３６５～３７０、配列番号３７１～３８７、配列番号３８８または
配列番号３９９、配列番号３９０～４０４、配列番号４０５～４４７、配列番号４４８、
配列番号４４９～４９６および配列番号４９７～５１１から成る群より選択することが可
能である。
【００２５】
　別の態様において、本発明は、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体を結合
するファージを単離するための方法に関するものであり、前記方法は、固体支持体上にｃ
ＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体を固定し；潜在的ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ
／ＨＧＦ複合体結合ファージのライブラリーを固体支持体と接触させて、ライブラリー中
のｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体結合ファージを結合させ；そして、固体支持体
からファージライブラリーの非結合部分を除去し、それによりｃＭｅｔまたはｃＭｅｔと
ＨＧＦとを含む複合体を結合するファージを単離する、工程を含む。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、動物またはヒト対象におけるｃＭｅｔまたはｃＭｅｔと
ＨＧＦとを含む複合体を検出し、場合により、動物またはヒト対象の少なくとも一部を画
像化する方法に関しており、前記方法は、Ｃｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－
Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列であって、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は
任意のアミノ酸であり得る配列を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体
へ結合する能力を有するポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を検出可能なよう
に標識し；標識したポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を対象に投与し；そし
て、対象中の標識したポリペプチドまたは構築物を検出する、そして場合により、画像を
構築し、それによりｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体を検出する、工程を
含む。
【００２７】
　特定の態様において、本発明の方法は、標識が：酵素、蛍光性化合物、超音波造影剤、
リポソームおよび光学色素から成る群より選択され、標識は場合によりさらにリンカーお
よび／またはスペーサーを含む方法を包含している。特定の態様において、超音波造影剤
は気体、例えばフッ素化気体を含むリン脂質安定化マイクロバブルまたはマイクロバルー
ンである。他の態様において、標識は放射性標識または常磁性金属原子であり、場合によ
りさらにリンカーまたはスペーサーを含む。別の態様において、放射性標識は：１８Ｆ、
１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１２３Ｉ、７７Ｂｒ、７６Ｂｒ、９９ｍＴｃ、５１Ｃｒ
、６７Ｇａ、６８Ｇａ、４７Ｓｃ、５１Ｃｒ、１６７Ｔｍ、１４１Ｃｅ、１１１Ｉｎ、１

６８Ｙｂ、１７５Ｙｂ、１４０Ｌａ、９０Ｙ、８８Ｙ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１６５

Ｄｙ、１６６Ｄｙ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、９７Ｒｕ、１０３Ｒｕ、１８６Ｒｅ
、１８８Ｒｅ、２０３Ｐｂ、２１１Ｂｉ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２１４Ｂｉ、１０５

Ｒｈ、１０９Ｐｄ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１６１Ｔｂ、１７７Ｌｕ、１９８Ａｕお
よび１９９Ａｕから成る群より選択される放射性核種を含む。別の態様において、放射性
標識はさらにキレート剤を含み、例えばキレート剤は：式２０、２１、２２、２３ａ、２
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３ｂ、２４ａ、２４ｂおよび２５から成る群より選択される。別の態様において、放射性
核種は９９ｍＴｃまたは１１１Ｉｎである。特定の態様において、常磁性標識は：Ｍｎ２

＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｇｄ３＋、Ｅｕ３＋、Ｄｙ３＋、Ｐｒ３

＋、Ｃｒ３＋、Ｃｏ３＋、Ｆｅ３＋、Ｔｉ３＋、Ｔｂ３＋、Ｎｄ３＋、Ｓｍ３＋、Ｈｏ３

＋、Ｅｒ３＋、Ｐａ４＋およびＥｕ２＋から成る群より選択される常磁性金属原子を含む
。別の態様において、常磁性標識はさらにキレート剤を含み、例えばキレート剤は：ＤＴ
ＰＡ、ＤＯ３Ａ、ＤＯＴＡ、ＥＤＴＡ、ＴＥＴＡ、ＥＨＰＧ、ＨＢＥＤ、ＮＯＴＡ、ＤＯ
ＴＭＡ、ＴＥＴＭＡ、ＰＤＴＡ、ＴＴＨＡ、ＬＩＣＡＭおよびＭＥＣＡＭから成る群より
選択される。特定の態様において、標識されたポリペプチドまたは多量体構築物の検出は
過増殖性障害の指標である。他の態様において、標識されたポリペプチドまたは多量体構
築物の検出は血管新生または新血管新生の指標である。特定の態様において、標識は、Ｓ
Ｆ６フレオン、ＣＦ４、Ｃ２Ｆ６、Ｃ３Ｆ８、Ｃ４Ｆ１０、ＣＢｒＦ３、ＣＣｌ２Ｆ２、
Ｃ２ＣｌＦ５、ＣＢｒＣｌＦ２および過フルオロ炭素から成る群より選択されるフッ素化
気体を含む超音波造影剤である。特定の態様において、超音波造影剤は、式ＣｎＦｎ＋２

を有し、式中、ｎは１～１２である過フルオロ炭素気体を含む。
【００２８】
　別の態様において、本発明は、動物またはヒト対象におけるｃＭｅｔまたはｃＭｅｔと
ＨＧＦとを含む複合体を検出し、そして場合により、動物またはヒト対象の少なくとも一
部を画像化する方法に関しており、前記方法は、配列番号１～５１１から成る群より選択
される配列由来の連続９アミノ酸ストレッチのうち少なくとも６アミノ酸を含むアミノ酸
配列を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体へ結合する能力を有する、
ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を検出可能なように標識し；標識されたポ
リペプチドまたは構築物を対象に投与し；そして、対象中の標識されたポリペプチドまた
は構築物を検出し、そして場合により、画像を構築し、それによりｃＭｅｔまたはｃＭｅ
ｔとＨＧＦとを含む複合体を検出する、工程を含む。
【００２９】
　別の態様において、本発明はｃＭｅｔの活性化が関与する状態を処置する方法に関して
おり、前記方法は、こうした状態の処置を必要とする動物またはヒト対象に、Ｃｙｓ－Ｘ

ｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含み、Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およ
びＸ４は任意のアミノ酸であり得るアミノ酸配列を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧ
Ｆとを含む複合体へ結合する能力を有する、ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築
物を含む組成物を投与することを含む。別の態様において、本発明はｃＭｅｔの活性化が
関与する状態を処置する方法に関しており、前記方法は、こうした状態の処置を必要とす
る動物またはヒト対象に、配列番号１～５１１から成る群より選択される配列由来の連続
９アミノ酸ストレッチのうち少なくとも６アミノ酸を含むアミノ酸配列を含む、ｃＭｅｔ
またはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体へ結合する能力を有する、ポリペプチドまたは多
量体ポリペプチド構築物を含む組成物を投与することを含む。特定の態様において、状態
とは固形腫瘍増殖であり、例えば、ここにおいて腫瘍は乳癌、グリア芽細胞腫、前立腺癌
、悪性中皮腫、直腸結腸癌、肝細胞癌、肝胆道癌、腎臓癌、骨肉腫および子宮頚部癌から
成る群より選択される。特定の態様において、ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構
築物は殺腫瘍性剤と結合することが可能である。
【００３０】
　別の態様において、本発明は、本明細書に記載した１以上のポリペプチドまたは多量体
ポリペプチド構築物を提示し、またはファージがｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含
む複合体へ結合する能力を有するように本明細書に記載した１以上の共通配列を有する組
換えバクテリオファージに関しており、ここにおいて、ポリペプチドは組換えバクテリオ
ファージの表面上に示されている。別の態様において、本発明は、核磁気共鳴映像法造影
剤に関しており、前記造影剤は、Ｃｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－
Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列を含み、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のアミ
ノ酸であり得、または式中、アミノ酸配列は、配列番号１～５１１から成る群より選択さ
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れる配列由来の連続９アミノ酸ストレッチのうち少なくとも６アミノ酸を含む、ｃＭｅｔ
またはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体へ結合する能力を有するポリペプチドを含む組成
物を含む。特定の態様において、核磁気共鳴映像法造影剤はさらに、少なくとも１つの常
磁性金属原子、例えば、ＤＴＰＡ、ＤＯＴＡ、ＥＤＴＡ、ＴＥＴＡ、ＥＨＰＧ、ＨＢＥＤ
、ＮＯＴＡ、ＤＯＴＭＡ、ＴＥＴＭＡ、ＰＤＴＡ、ＴＴＨＡ、ＬＩＣＡＭおよびＭＥＣＡ
Ｍから成る群より選択される少なくとも１つのキレート剤を含む。特定の態様において、
キレート剤は、ジエチレントリアミン、テトラアザシクロドデカンおよびそのカルボキシ
メチル置換誘導体から成る群より選択される。他の態様において、常磁性金属原子は、Ｍ
ｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｇｄ３＋、Ｅｕ３＋、Ｄｙ３＋、Ｐ
ｒ３＋、Ｃｒ３＋、Ｃｏ３＋、Ｆｅ３＋、Ｔｉ３＋、Ｔｂ３＋、Ｎｄ３＋、Ｓｍ３＋、Ｈ
ｏ３＋、Ｅｒ３＋、Ｐａ４＋およびＥｕ２＋から成る群より選択される。特定の態様にお
いて、多価カチオンはＧｄ３＋である。
【００３１】
　別の態様において、本発明は、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体を同定するため
の方法に関しており、前記方法は、Ｃｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ
－Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列を含み、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のア
ミノ酸であり得る、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体へ結合する能力を有
する、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチ
ド構築物を利用して、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体標的との複合体を形成させ
；複合体と１以上の潜在的ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体結合化合物を接触させ
；そして潜在的ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合体結合化合物がｃＭｅｔまたはｃＭ
ｅｔ／ＨＧＦ複合体結合ポリペプチドと競合して、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ複合
体標的との複合体を形成するかどうかを決定する、工程を含む。
【００３２】
　１つの態様において、本発明は画像診断造影剤に関しており、前記造影剤は、Ｃｙｓ－
Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列を含み、
式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のアミノ酸であり得、または式中、アミノ酸配列
は、配列番号１～５１１から成る群より選択される配列由来の連続９アミノ酸ストレッチ
のうち少なくとも６アミノ酸を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体へ
結合する能力を有する、ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を含む。
【００３３】
　別の態様において、本発明は医学画像の方法に関しており、前記方法は、動物またはヒ
ト対象に、Ｃｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含むア
ミノ酸配列を含み、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のアミノ酸であり得るｃＭｅ
ｔまたは複合体へ結合する能力を有する少なくとも１つのポリペプチドまたは多量体ポリ
ペプチド構築物を含む造影剤の医薬製剤を投与し、そして、磁気共鳴映像法、超音波画像
、光学画像、音ルミネセンス画像、光音響画像および核画像から成る群より選択される方
法により造影剤を画像化する、工程を含む。別の態様において、アミノ酸配列は、配列番
号１～５１１から成る群より選択される配列由来の連続９アミノ酸ストレッチのうち少な
くとも６アミノ酸を含み、そして、磁気共鳴イ映像法、超音波画像、光学画像、音ルミネ
センス画像、光音響画像および核画像から成る群より選択される方法により造影剤を画像
化する。
【００３４】
　別の態様において、本発明は放射線治療の方法に関しており、前記方法は、こうした治
療を必要とする動物またはヒト対象に、放射線治療に有用な放射線核種と結合させた、Ｃ
ｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列を
含み、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のアミノ酸であり得、または式中、アミノ
酸配列は、配列番号１～５１１から成る群より選択される配列由来の連続９アミノ酸スト
レッチのうち少なくとも６アミノ酸を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複
合体へ結合する能力を有する、少なくとも１つのポリペプチドまたは多量体構築物を含む
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、化合物を投与することを含む。特定の態様において、化合物はさらにキレート剤を含み
、例えば化合物は、式２０、２１、２２、２３ａ、２３ｂ、２４ａ、２４ｂおよび２５か
ら成る群より選択される。別の態様において、化合物はさらにスペーサーまたはリンカー
を含む。特定の態様において、放射線核種は１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１７７Ｌｕ、９０

Ｙ、１５３Ｓｍまたは１６６Ｈｏであることが可能である。
【００３５】
　別の態様において、本発明は放射線医薬の調製のためのキットに関しており、前記キッ
トは、Ｃｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ
酸配列を含み、式中Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は任意のアミノ酸であり得、または式中
、アミノ酸配列は、配列番号１～５１１から成る群より選択される配列由来の連続９アミ
ノ酸ストレッチのうち少なくとも６アミノ酸を含む、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦと
を含む複合体へ結合する能力を有する、ポリペプチドまたは多量体構築物、放射線核種の
ためのキレート剤および還元剤を含む。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、遺伝子物質をｃＭｅｔ発現細胞へ標的化する方法に関し
ており、前記方法は、こうした遺伝子物質を必要とする動物またはヒトへ、遺伝子物質ま
たはこうした遺伝子物質を含む送達媒体と結合または会合した、Ｃｙｓ－Ｘｌ－Ｇｌｙ－
Ｘ２－Ｐｒｏ－Ｘ３－Ｐｈｅ－Ｘ４－Ｃｙｓを含むアミノ酸配列を含み、式中Ｘ１、Ｘ２

、Ｘ３およびＸ４は任意のアミノ酸であり得、または式中、アミノ酸配列は、配列番号１
～５１１から成る群より選択される配列由来の連続９アミノ酸ストレッチのうち少なくと
も６アミノ酸を含む、ｃＭｅｔまたは複合体へ結合する能力を有する、ポリペプチドまた
は多量体構築物を投与することを含む。
【００３７】
　別の態様において、本発明は、ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔ／ＨＧＦ標的を発現する細胞へ
結合する能力についてファージディスプレイにより同定された結合ポリペプチドをスクリ
ーニングする方法に関しており、前記方法は、１以上の結合ポリペプチドを含む多量体構
築物を調製し；多量体構築物と標的を発現している細胞を接触させ、そして標的へ結合す
る多量体構築物の能力を評価する工程を含む。特定の態様において、標的を発現するよう
に、組換えＤＮＡ技術により細胞を工学処理することが可能である。別の態様において、
多量体構築物は検出可能なように標識することが可能である。別の態様において、標的へ
結合する多量体構築物の能力は血清存在下で評価する。別の態様において、多量体構築物
は、アビジン、ストレプトアビジンまたはニュートラビジンと複合体形成されたビオチニ
ル化結合ポリペプチドを含むことが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１Ａ】図１Ａは模倣物の表示であり、それらは構造的モチーフおよび回転特性を模倣
するために用いることが可能であり、そして同時に、タンパク質分解に対する安定性を提
供しそして他の特性を促進する（構造１Ａ：Ｈａｒｔ，Ｓ．およびＥｔｚｋｏｒｎ，Ｆ．
、１９９９．Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．、６４：２９９８－２９９９）。
【図１Ｂ】図１Ｂは模倣物の表示であり、それらは構造的モチーフおよび回転特性を模倣
するために用いることが可能であり、そして同時に、タンパク質分解に対する安定性を提
供しそして他の特性を促進する（構造１Ｂ：Ｈａｎｅｓｓｉａｎ，Ｓ．およびＭｃＮａｕ
ｇｈｔｏｎ－Ｓｍｉｔｈ，Ｇ．、分子医学法、第２３巻：ペプチドミメティクス　プロト
コール中、「多目的ペプチド模倣体骨格の合成」、Ｗ．Ｋａｚｍｉｅｒｓｋｉ、監修（Ｈ
ｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．、トトワ、Ｎ．Ｊ．、１９９９）、１０章、ｐｐ．１
６１－１７４）。
【図１Ｃ】図１Ｃは模倣物の表示であり、それらは構造的モチーフおよび回転特性を模倣
するために用いることが可能であり、そして同時に、タンパク質分解に対する安定性を提
供しそして他の特性を促進する（構造１Ｃ：ＷＯ０１／１６１３５）。
【図２】図２はアミノアルコール官能性を含んでいるアミノ酸（４）、およびアルコキシ
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アミノ官能性を含んでいるアミノ酸（５）の表示である。
【図３】図３は、ペンダントブロモアセトアミド官能性を有するシステインの環化を描い
ている表示である（このプロセスは本明細書において「スキーム１」と称される）。
【図４】図４は、２環性ペプチドの形成を生じるチアゾリジンを提供するための、適切に
位置された近接アミノメルカプタン官能性およびアルデヒド官能性の分子内環化を示して
いる表示であり、その１つの環は主鎖中の残基により形成され、そして第２の環はチアゾ
リジン環で存在している（このプロセスは本明細書において「スキーム２」と称される）
。
【図５】図５は、標準ペプチドカップリング試薬（ＨＡＴＵ、ＰｙＢＯＰその他のごとき
）を経る分子内カップリングにより利用可能なラクタム官能基がどのように、ジスルフィ
ドのための代用物として作用することができるかを示している表示である。Ｄｄｅ／Ｄｍ
ａｂアプローチが示されている（そして本明細書において「スキーム３」と称される）。
【図６】Ｇｒｕｂｂｓ反応（本明細書において「スキーム４」と称される）を示している
表示である。
【図７Ａ】図７Ａはリン脂質部分の化学構造である。
【図７Ｂ】図７Ｂはリン脂質部分の化学構造である。
【図８Ａ】図８Ａは好ましい金属キレート剤の構造を描いている。
【図８Ｂ】図８Ｂは好ましい金属キレート剤の構造を描いている。
【図８Ｃ】図８Ｃは好ましい金属キレート剤の構造を描いている。
【図８Ｄ】図８Ｄは好ましい金属キレート剤の構造を描いている。
【図８Ｅ】図８Ｅは好ましい金属キレート剤の構造を描いている。
【図８Ｆ】図８Ｆは好ましい金属キレート剤の構造を描いている。
【図９】図９は、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドを同定するために用いられた選択戦略のスキ
ーム的表示である。ＴＥＡ＝トリエチルアミン、ビーズ感染＝ｃＭｅｔ－Ｆｃ／プロテイ
ン－Ａビーズに結合されて残っている非溶出ファージの捕捉。
【図１０】図１０は、ｃＭｅｔ結合ペプチド配列番号３６５の増殖阻害特性を示している
。
【図１１】図１１は、６－ＰｎＡＯ－Ｇｌｕｔ部分へ結合した配列番号５１４の製造のた
めのスキーム的図を示している（本明細書において「スキーム５」と称される）。
【図１２】図１２は、Ｋ（ＰｎＡＯ６－Ｇｌｕｔ）リンカーにより連結された配列番号５
１４および５１５を含んでいるヘテロ２量体の製造のためのスキーム的図を示している（
本明細書において「スキーム５」と称される）。
【図１３Ａ】図１３Ａは、以下のようなヘテロ２量体の化学構造を示している：図１３Ａ
は配列番号５１５へ連結された配列番号５１４を示している（Ａｃ－ＧＳＰＥＭＣＭＭＦ
ＰＦＬＹＰＣＮＨＨＡＰＧＧＧＫ｛ＰｎＡＯ６－Ｇｌｕｔ－Ｋ［Ａｃ－ＧＳＦＦＰＣＷＲ
ＩＤＲＦＧＹＣＨＡＮＡＰＧＧＧＫＪＪ－Ｇｌｕｔ］－ＮＨ２｝－ＮＨ２）。
【図１３Ｂ】図１３Ｂは、以下のようなヘテロ２量体の化学構造を示している：図１３Ｂ
は配列番号５１６へ連結された配列番号５１５を示している（Ａｃ－ＧＳＦＦＰＣＷＲＩ
ＤＲＦＧＹＣＨＡＮＡＰＧＧＧＫ｛ＰｎＡＯ６－Ｇｌｕｔ－Ｋ［Ａｃ－ＡＱＥＷＥＲＥＹ
ＦＶＤＧＦＷＧＳＷＦＧＩＰＨＧＧＧＫ（ＪＪ－Ｇｌｕｔ）－ＮＨ２］｝－ＮＨ２）。
【図１３Ｃ】図１３Ｃは、以下のようなヘテロ２量体の化学構造を示している：図１３Ｃ
は配列番号５１７へ連結された配列番号５１４を示している（Ａｃ－ＧＳＰＥＭＣＭＭＦ
ＰＦＬＹＰＣＮＨＨＡＰＧＧＧＫ｛ＰｎＡＯ６－Ｇｌｕｔ－Ｋ［Ａｃ－ＧＤＹＳＥＣＦＦ
ＥＰＤＳＦＥＶＫＣＹＤＲＤＰＧＧＧＫ（ＪＪ－Ｇｌｕｔ）－ＮＨ２］｝－ＮＨ２）。
【図１４】図１４は、異なったスペーサー長およびビオチンを有する配列番号５１４の誘
導体の結合を示しているグラフ表示である。誘導体は、標的化配列およびビオチン間に、
各々、なし、１つのＪおよび２つのＪスペーサーを有している。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
発明の詳細な説明
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　本発明の好ましい態様の説明を以下に記載する。
　本発明は、肝細胞増殖因子レセプター（「ＨＧＦｒ」または「ｃＭｅｔ」）へ結合する
新規結合部分を提供する。こうした結合部分は、上方制御されたｃＭｅｔ発現を示す活性
化細胞、そしてｃＭｅｔへのＨＧＦの結合の効率よい検出、画像化および限局化を可能に
する。こうした活性化細胞は、細胞増殖のイニシエーターであり、従って、本明細書に記
載したポリペプチドは、増殖部位を検出し、モニタリングしおよび限局化する手段を提供
する。特に、ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物を含む、本発明の結合部分は
、適切に標識された場合、腫瘍または調節不全細胞増殖から生じる他の増殖性障害（例え
ば癌）を検出し、モニタリングしおよび限局化するために有用である。それ故、本発明の
結合ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物は、新生物腫瘍増殖または他の増殖性
障害を診断し処置するための、多様な診断剤および治療剤を形成するために使用すること
が可能である。加えて、結合ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物は、それら自
身、治療剤として使用することが可能である。
【００４０】
　本発明に従った具体的ｃＭｅｔ結合ポリペプチドは、ファージディスプレイライブラリ
ー、即ち、その表面に外因性ペプチドを発現するように形質転換された組換えバクテリオ
ファージの集団のスクリーニングにより最初に単離された。ｃＭｅｔのごとき特定標的の
ための新規ポリペプチド結合部分を単離するためには、例えば、ファージディスプレイ技
術を使用する、大きなペプチドライブラリーのスクリーニングが特に有利であり、そこに
おいては、非常に大きな数（例えば５×１０９）の潜在的結合体を試験することが可能で
あり、そして短い時間で好結果の結合体が単離された。
【００４１】
　ｃＭｅｔ結合ポリペプチドおよび／またはｃＭｅｔへ結合したＨＧＦを含む複合体へ結
合するポリペプチドのごとき結合ポリペプチドをスクリーニングするための、提示ポリペ
プチドのファージライブラリーを調製するため、候補結合ドメインを、ライブラリーで提
示されるべきペプチドのための構造鋳型として働くように選択する。ファージライブラリ
ーは、非常に多数の親ドメインまたは鋳型の類似体で作られている。結合ドメイン鋳型は
、天然に存在するかまたは合成のタンパク質、またはタンパク質の領域またはドメインで
あることができる。結合ドメイン鋳型は、結合ドメイン鋳型および結合標的間の既知の相
互作用の知識に基づいて選択することが可能であるが、それは決定的ではない。実際、そ
れはライブラリーのために鋳型として働くように選択されたドメインには必須ではなく、
または標的に対する親和性を少しも有していない；その目的は、多数（ライブラリー）の
類似の構造を有するポリペプチド（類似体）を発生することが可能である構造を提供する
ことであり、その多数の類似体は、所望の結合特性（そして、スクリーニングする任意の
他の特性）を示す１以上の類似体を含んでいるであろう。
【００４２】
　ライブラリーの斑入り（variegated）アミノ酸配列の基礎となる親結合ドメインまたは
鋳型の選択において、重要な考慮は、どのように斑入りペプチドドメインが標的に提示さ
れるか、即ち、ペプチド類似体のいかなるコンホメーションが標的と接触するようになる
のかである。ファージディスプレイ方法論においては、例えば、ファージ内への類似体を
コードする合成ＤＮＡの挿入により類似体を発生させ、ファージ表面上での類似体のディ
スプレーを生じる。多様な異なったポリペプチドを示する、Ｍ１３ファージのごときファ
ージのこうしたライブラリーは、例えば、本明細書に援用されている、Ｋａｙら、ペプチ
ド及びタンパク質のファージディスプレイ：実験室マニュアル（アカデミックプレス社、
サンディエゴ、１９９６）および米国特許第５，２２３，４０９号（Ｌａｄｎｅｒら）に
記載されている技術を使用して調製することが可能である。
【００４３】
　本発明に従った具体的ポリペプチドの単離において、ＴＮ６、ＴＮ７、ＴＮ８、ＴＮ９
、ＴＮ１０、ＴＮ１１、ＴＮ１２と命名された７つの環状ペプチド（または「ループ」）
、およびＬＮ２０と命名された線状ライブラリーを最初にスクリーニングした。各々のラ
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イブラリーは、Ｍ１３ファージ上の多様化されたポリペプチドの発現のために構築した。
「ＴＮ」命名を有する７つのライブラリーは、Ｍ１３ファージの表面上、タンパク質ＩＩ
Ｉのアミノ末端に、各々、６、７、８、９、１０、１１または１２アミノ酸の、短い、斑
入り外因性ペプチドループを示すように命名された。ライブラリーはＴＮ６（３．３×１
０１２アミノ酸配列多様性の可能性を有する）、ＴＮ７（１．２×１０１４アミノ酸配列
多様性の可能性を有する）、ＴＮ８（２．２×１０１５アミノ酸配列多様性の可能性を有
する）、ＴＮ９（４．２×１０１６アミノ酸配列多様性の可能性を有する）、ＴＮ１０（
３．０×１０１６アミノ酸配列多様性の可能性を有する）、ＴＮ１１（１．５×１０１９

アミノ酸配列多様性の可能性を有する）、ＴＮ１２（４．６×１０１９の配列多様性を有
する）およびＬＮ２０（３．８×１０２５アミノ酸配列多様性の可能性を有する）と命名
された。
【００４４】
　ＴＮ６ライブラリーは、１２アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ルー
プを示すように構築した。ＴＮ６ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｃｙ
ｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｃｙｓ－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａ
ａ１２の鋳型配列を利用した。鋳型の２、３、５、６、７、８、１０および１１位のアミ
ノ酸はシステイン（Ｃｙｓ）を除く任意のアミノ酸を許容するように変化させた。鋳型の
１および１２位のアミノ酸は、システイン（Ｃｙｓ）、グルタミン酸（Ｇｌｕ）、イソロ
イシン（Ｉｌｅ）、リジン（Ｌｙｓ）、メチオニン（Ｍｅｔ）およびスレオニン（Ｔｈｒ
）を除く任意のアミノ酸を許容するように変化させた。
【００４５】
　ＴＮ７ライブラリーは、１３アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ルー
プを示すように構築した。ＴＮ７ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｃｙ
ｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｘａａ９－Ｃｙｓ－Ｘａａ１１－Ｘａａ
１２－Ｘａａ１３の鋳型配列を利用した。鋳型の１、２、３、５、６、７、８、９、１１
、１２および１３位のアミノ酸はシステイン（Ｃｙｓ）を除く任意のアミノ酸を許容する
ように変化させた。
【００４６】
　ＴＮ８ライブラリーは、１４アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ルー
プを示すように構築した。ＴＮ８ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｃｙ
ｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｃｙｓ－Ｘａａ
１２－　Ｘａａ１３－Ｘａａ１４の鋳型配列を利用した。鋳型の１、２、３、５、６、７
、８、９、１０、１２、１３および１４位のアミノ酸はシステイン（Ｃｙｓ）を除く任意
のアミノ酸を許容するように変化させた。
【００４７】
　ＴＮ９ライブラリーは、１５アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ルー
プを示すように構築した。ＴＮ９ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｃｙ
ｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｃ
ｙｓ－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１５の鋳型配列を利用した。鋳型の１、２、３、
５、６、７、８、９、１０、１１、１３、１４および１５位のアミノ酸はシステイン（Ｃ
ｙｓ）を除く任意のアミノ酸を許容するように変化させた。
【００４８】
　ＴＮ１０ライブラリーは、１６アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ル
ープを示すように構築した。ＴＮ１０ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－
Ｃｙｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１
－Ｘａａ１２－Ｃｙｓ－Ｘａａ１４－Ｘａａ１５－Ｘａａ１６の鋳型配列を利用した。鋳
型の１、２、１５および１６位のアミノ酸は１０アミノ酸：Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ｒ
、Ｓ、ＷまたはＹ、の群から選択される任意のアミノ酸を許容するように変化させた。鋳
型の３および１４位のアミノ酸は１４アミノ酸：Ａ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ｑ、
Ｒ、Ｓ、Ｖ、ＷまたはＹ、の群から選択される任意のアミノ酸を許容するように変化させ
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た。鋳型の５、６、７、８、９、１０、１１および１２位のアミノ酸はシステイン（Ｃｙ
ｓ）を除く任意のアミノ酸を許容するように変化させた。
【００４９】
　ＴＮ１１ライブラリーは、１７アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ル
ープを示すように構築した。ＴＮ１１ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－
Ｃｙｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１
－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｃｙｓ－Ｘａａ１５－Ｘａａ１６－Ｘａａ１７の鋳型配列を
利用した。鋳型の１から３、５から１３および１５から１７位のアミノ酸はシステイン（
Ｃｙｓ）を除く任意のアミノ酸を許容するように変化させた。
【００５０】
　ＴＮ１２ライブラリーは、１８アミノ酸鋳型に含まれている単一微小タンパク質結合ル
ープを示すように構築した。ＴＮ１２ライブラリーは、Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－
Ｃｙｓ－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１
－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｃｙｓ－Ｘａａ１６－Ｘａａ１７－Ｘａａ１８
の鋳型配列を利用した。鋳型の１、２、１７および１８位のアミノ酸は１２アミノ酸：Ａ
、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ｒ、Ｓ、ＷまたはＹ、の群から選択される任意のアミノ
酸を許容するように変化させた。３、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１
４および１６位のアミノ酸はシステイン（Ｃｙｓ）を除く任意のアミノ酸を許容するよう
に変化させた。
【００５１】
　ＬＮ２０ライブラリーはファージの表面上に、多線状ペプチドを示すために構築した。
しかしながら、各々のファージは同一配列の多コピーを示している。それ故、単一のファ
ージは、例えば、異なった配列の５コピーその他を示すであろう。線状ペプチドは２０ア
ミノ酸鋳型で提供した。鋳型中の各々の位置でのアミノ酸は、システイン（Ｃｙｓ）を除
く任意のアミノ酸を許容するように変化させた。
【００５２】
　本明細書に提供された結合ポリペプチドは、Ｎおよび／またはＣ末端に付加または切断
を含むことが可能である。こうした修飾結合ポリペプチドは、ｃＭｅｔへ結合すると期待
される。例えば、－ＧＧＧＫリンカー（配列番号５１３）が本明細書に提供された結合ポ
リペプチドのＮ末端に存在することが可能である。－ＧＳＧＫ（配列番号５５１）または
－ＧＳＧＳＫ（配列番号６５２）のごとき他のリンカーを使用することができる。鋳型の
ループ部分および本明細書に提供された配列を含む結合ポリペプチドは、ｃＭｅｔへ結合
することが期待され、そして本発明にまた包含されている。鋳型のループ部分および配列
は、ジスルフィド結合を形成すると期待される２つのシステイン残基を含むその間の配列
を含んでおり、それにより、ペプチドループ構造を発生させている。さらに、本発明の結
合ポリペプチドは、Ｎおよび／またはＣ末端に追加のアミノ酸残基を含むことが可能であ
る。
【００５３】
　ファージディスプレイライブラリーは、ポリペプチド鋳型のためのコード配列内に設計
された一連の変異（mutation）または変動（variation）を作ることにより作り出し、ペ
プチド類似体をコードしている各々の変異体は全体の構造において、鋳型の配列中に１以
上のアミノ酸変動を有していることを除いて、鋳型に対応している。新規斑入り（変異）
ＤＮＡは配列多様性を提供し、そして各々の形質転換体ファージは、ＤＮＡによりコード
された当初の鋳型アミノ酸配列の１つの変異体を示し、莫大な数の異なったしかし構造的
に関連したアミノ酸配列を示すファージ集団（ライブラリー）を導いている。アミノ酸変
動は、少なくともほとんどの置換で、その構造を有意に改変することなく、結合ペプチド
またはドメインの結合特性を改変することが期待される。変動のために選択されたアミノ
酸位置（可変アミノ酸位）は、表面アミノ酸位、即ち、ドメインがその最も安定なコンホ
メーションにある場合、ドメインの外部表面（即ち、溶液に暴露されている表面）に現れ
る、ドメインのアミノ酸配列中の位置であろう。最も好ましくは、変動されるべきアミノ
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酸位置は、置換の効果を最大にするように、お互いに隣接しているかまたは近接している
であろう。
【００５４】
　前に示したように、Ｋａｙら、ペプチド及びタンパク質のファージディスプレイ：実験
室マニュアル（アカデミックプレス社、サンディエゴ、１９９６）および米国特許第５，
２２３，４０９号に議論されている技術は、選択された親鋳型に対応する潜在的結合体の
ライブラリーの調製において特に有用である。上で議論したようなライブラリーを、こう
した技術に従って調製し、そしてそれらを以下の実施例で説明するように、固定化した標
的に対してｃＭｅｔ結合ポリペプチドをスクリーニングした。
【００５５】
　典型的スクリーニングにおいて、ファージライブラリーは標的またはその特定の副成分
と接触させ、そして結合させる。結合体および非結合体の分離を容易にするため、標的を
固形支持体上に固定化することが都合がよい。標的結合部分を有しているファージは固形
支持体上の標的と複合体を形成し、一方、非結合ファージは溶液中に残り、そしてそれは
過剰の緩衝液で洗い流すことが可能である。結合されたファージは次に、極端なｐＨ（ｐ
Ｈ２またはｐＨ１０）へ緩衝液を変化させることにより、緩衝液のイオン強度を変化させ
ることにより、変性剤を加えることにより、または他の既知の手段により、標的から遊離
させる。本発明のポリペプチドを示している結合ファージを単離するため、タンパク質溶
離を行う。即ち、いくらかのファージは、ＨＧＦ溶液を使用して標的から溶離する（競合
溶離）。加えて、例えば、ＨＧＦでの１晩インキュベーションの間に競合溶離できない、
非常に高い親和性結合ファージは、大腸菌細胞感染のための基質へまだ結合されているフ
ァージを使用することにより捕捉した。
【００５６】
　次に回収されたファージは、細菌細胞感染を通して増幅可能であり、そして非結合体が
枯渇されて結合体が濃縮されている新しいプールを用いてスクリーニングプロセスを繰り
返すことが可能である。ほんの少数の結合ファージの回収でさえも、プロセスを完了させ
るまで行うのに十分である。数ラウンドの選択後、結合プール中の選択されたファージク
ローンから誘導された結合部分をコードしている遺伝子配列を、以下に記載した慣用的方
法により決定し、標的へのファージの結合親和性を与えるペプチド配列を明らかにする。
選択プロセスが働いている場合、集団の配列多様性は、所望の結合体が残るまで、選択の
各々のラウンドで減少する。配列は少数の関連結合体、典型的には各々のライブラリーか
らの、約１０９～１０１０の最初の候補の中から１０～５０へ収斂する。選択の各々のラ
ウンドで回収されたファージ数の増加、そしてもちろん、密接に関連した配列の回収は、
ライブラリーの収斂がスクリーニングで起こったことの良好な指標である。結合ポリペプ
チドのセットを同定した後、配列情報は、追加の所望の特性を有しているメンバーのため
の偏った、他の２次ファージライブラリーを設計するために使用することが可能である。
【００５７】
　ジスルフィド結合ループの形成は、こうしたペプチドへの親和性および特異性を増加さ
せることを導くので都合がよい。しかしながら、血清において、ジスルフィド結合は遊離
システインまたは他のチオール含有分子により解離し得る。従って、ジスルフィド架橋を
別のより低い反応性の結合で置き換えるようにシステイン残基を修飾するのが有用であろ
う。－ＣＨ２－Ｓ－Ｓ－ＣＨ２－架橋は、硫黄間の２面角が９０度に近い、好ましい幾何
学的配置を有しているが、正確な幾何学的配置は、他の側基および分子の結合状態の状況
により決定される。結合ループの架橋を閉じる好ましい修飾は、全体の結合の長さおよび
角度をできるだけ保存しようとするであろう。適した、こうした代替架橋には－ＣＨ２－
Ｓ－ＣＨ２－ＣＨ２－、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ－ＣＨ２－、－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｓ－ＣＨ

２－ＣＨ２－のごときチオエーテル結合；－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ２－および－ＣＨ

２－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－のごときラクタムまたはアミド結合；－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－
ＣＨ２－ＣＨ２－のごときエーテル結合；－（ＣＨ２）ｎ－（式中、ｎ＝４、５または６
）のごときアルキレン架橋；結合－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－、および当該技
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術分野で知られている同様の基が含まれる。
【００５８】
　安定なジスルフィド連結結合ループを含むポリペプチドが最も好ましいが、例えば１方
または両方のシステイン残基の置換により、前記の配列から誘導される線状ポリペプチド
を容易に調製することが可能であり、それはジスルフィド結合を含有している本来のポリ
ペプチドの少なくともいくらかのｃＭｅｔ結合活性を保持することができる。Ｃｙｓに関
するこうした置換の作製においては、アミノ酸Ｇｌｙ、ＳｅｒおよびＡｌａが好ましく、
そして、ポリペプチドが２量体化することができる、または溶液中の他の遊離チオール基
と反応することができる１つのＣｙｓを残さないように、両方のＣｙｓ残基を置換するの
も好ましい。ｃＭｅｔ結合特性を保持するこうした線状化誘導体のすべてが、本発明の範
囲内である。
【００５９】
　本発明のポリペプチドの直接合成は、固相ペプチド合成、液相合成その他を含む慣用的
技術を使用して達成することが可能である。固相ペプチド合成が好ましい（例えば本明細
書において援用される、Ｓｔｅｗａｒｔら、固相ペプチド合成（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ
　Ｃｏ．、サンフランシスコ、１９８９）；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．、１９６３、Ａ
ｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、８５：２１４９－２１５４；ＢｏｄａｎｓｚｋｙおよびＢｏｄ
ａｎｓｚｋｙ、ペプチド合成の実践（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、ニューヨーク、
１９８４）を参照されたい）。
【００６０】
　本発明に従ったポリペプチドはまた、サービスとしてペプチド合成を提供している会社
によって商業的に調製することも可能である（例えば、ＢＡＣＨＥＭ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅ，Ｉｎｃ．、キングオブプロシア、ＰＡ；Ｑｕａｌｉｔｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．、ホプキントン、ＭＡ）。
【００６１】
　パーキン－エルマー　アップライド　バイオシステムズにより製造されているごとき自
動化ペプチド合成機もまた利用可能である。
　ポリペプチド化合物は好ましくは、化学的または組換え技術により単離または合成され
た後に精製する。精製目的には、使用可能な多くの標準法が存在しており、Ｃ４－、Ｃ８

－またはＣ１８－シリカのごときアルキル化シリカカラムを使用する、逆相高速液体クロ
マトグラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）が含まれる。例えば、通常少量のトリフルオロ酢酸を
含む、水性緩衝液中のアセトニトリルのような、有機含有量を増加させる濃度勾配移動相
を、一般的に精製を達成するために使用する。イオン交換クロマトグラフィーもまた、ペ
プチドの電荷に基づいて、ペプチドを分離するために使用することが可能である。ポリペ
プチドの純度の程度は、ＨＰＬＣでの主たる大きなピークの同定を含む、多様な方法によ
り決定することが可能である。ＨＰＬＣカラム上、投入物質の少なくとも９５％である、
単一ピークを生じるポリペプチドが好ましい。さらにより好ましいのは、ＨＰＬＣカラム
上、投入物質の少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％、またはさらに
９９．５％以上である、単一ピークを生じるポリペプチドである。
【００６２】
　上記のいずれかの技術を使用して得られたペプチドが、本発明の組成物における使用の
ための所望のペプチドであることを確かめるため、ペプチド成分の分析を実施することが
できる。こうした成分分析は、ペプチドの分子量を決定するための高分解能質量分析法を
使用して行うことが可能である。あるいは、水性酸中でペプチドを加水分解し、そしてＨ
ＰＬＣまたはアミノ酸分析機を使用して、混合物の成分を分離し、同定しそして定量する
ことにより、ペプチドのアミノ酸含量を確認することが可能である。ペプチドを逐次的に
分解し、そして順にアミノ酸を同定する、タンパク質配列決定装置もまたペプチドの配列
を決定するために使用することが可能である。
【００６３】
　本発明に従ったｃＭｅｔ結合ポリペプチドはまた、本発明に従ったポリペプチドをコー



(19) JP 6374913 B2 2018.8.15

10

20

30

40

50

ドしている核酸（ポリヌクレオチド）を利用し、そして次に、組換え的にそれらを発現さ
せる、即ち、宿主細胞が所望のｃＭｅｔ結合ポリペプチドを産生するように、既知の方法
で外因性核酸分子を導入することで宿主細胞を操作することによる、組換えＤＮＡ技術を
使用して産生することも可能である。こうした方法は、当業者の能力内である（例えば本
明細書において援用される、Ｄａｖｉｓら、分子生物学の基本法（１９８６）を参照され
たい）。本明細書に記載したような短いペプチドの組換え産生は、直接合成と比較して実
際的ではないであろう。しかしながら、本発明のｃＭｅｔ結合部分がハイブリッドポリペ
プチドまたは融合タンパク質に取り込まれている場合は、産生の組換え手段は非常に有利
でありうる。
【００６４】
　本発明の実施において、別のタンパク質または標的と相対的なｃＭｅｔに対するｃＭｅ
ｔ結合部分の親和性の決定は有用な尺度であり、そしてｃＭｅｔに対する特異性と称され
る。結合を定量しそして親和性を決定するための標準アッセイには、平衡透析法、平衡結
合法、ゲル濾過法または、結合部分およびその標的の相互作用で生じる多数の分光学的変
化（蛍光偏光における変化のごとき）のモニタリングが含まれる。これらの技術は、リガ
ンド（またはタンパク質）濃度の関数として、結合および遊離リガンドの濃度を測定する
。結合ポリペプチドの濃度（［結合］）は、以下の式に記されているように、遊離ポリペ
プチドの濃度（［遊離］）およびポリペプチド、即ち、ｃＭｅｔ上の結合部位の濃度（Ｎ
）に関連している：
　［結合］＝Ｎ×［遊離］／（（１／Ｋａ）＋［遊離］）
　この方程式の解は、結合親和性の定量的尺度である会合定数Ｋａを与える。会合定数Ｋ

ａは、解離定数ＫＤの逆数である。ＫＤが親和性の尺度としてより頻繁に報告されている
。好ましいｃＭｅｔ結合ポリペプチドは、例えば、１ナノモル（ｎＭ）未満、１ｎＭ～１
００マイクロモル（μＭ）（これには１０ｎＭ未満、２０ｎＭ未満、４０ｎＭ未満、６０
ｎＭ未満、８０ｎＭ未満、１μＭ未満、５μＭ未満、１０μＭ未満、２０μＭ未満、４０
μＭ未満、６０μＭ未満、および８０μＭ未満のＫＤ値を含んでいる）の範囲のｃＭｅｔ
に対するＫＤを有している。
【００６５】
　ｃＭｅｔ結合部分が造影剤として用いられる場合、結合特異性の他の側面が重要になる
；造影剤は、標的（例えば活性化細胞上のｃＭｅｔ）に対する造影剤の結合が、画像化過
程を通して安定な平衡状態ではないであろう動的なシステムで作用する。例えば、造影剤
が最初に注射された時、造影剤および造影剤－標的複合体の濃度は急速に増加する。しか
しながら、注射のすぐ後、循環している（遊離）造影剤は腎臓または肝臓を通して排除さ
れ始め、そして造影剤の血漿濃度は低下し始める。血漿中の遊離造影剤濃度のこの低下は
、ついには造影剤－標的複合体の解離をひき起こす。造影剤の有用性は、造影剤の排除速
度と相対的な造影剤－標的解離の速度の相違に依存している。理想的には、解離速度が排
除速度と比較して遅いであろうし、それにより長い造影時間を生じ、その間、血漿中では
高い濃度の造影剤－標的複合体および低い濃度の遊離造影剤（バックグラウンド信号）が
存在している。
【００６６】
　解離速度の定量的測定は、光ファイバー蛍光定量（例えば、ＡｎｄｅｒｓｏｎおよびＭ
ｉｌｌｅｒ、１９８８、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．、３４：１４１７－２１、を参照されたい
）、表面プラスモン共鳴（例えば、Ｍａｌｍｂｏｒｇら、１９９６、Ｊ．Ｉｍｍｎｕｎｏ
ｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、１９８：５１－７；およびＳｃｈｕｃｋ、１９９７、Ｃｕｒｒ．Ｏ
ｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、８：４９８－５０２、を参照されたい）、共鳴鏡、および
ゲート開閉共役平面導波（例えば、Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ、１９９５、Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．、３：４７－５４、を参照されたい）のごとき、当該技術分野では既
知のいくつかの方法を使用して実行することが可能である。自動化バイオセンサーが結合
速度論を測定するために商業的に利用可能である：ＢＩＡｃｏｒｅ表面プラスモン共鳴セ
ンサー（Ｂｉａｃｏｒｅ　ＡＢ、ウプサラ　ＳＥ）、ＩＡｓｙｓ共鳴鏡センサー（Ｆｉｓ
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ｏｎｓ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｅｎｓｏｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ケンブリッジ　ＧＢ）
、ＢＩＯＳ－１ゲート共役平面導波センサー（Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　Ｓｅｎｓｏｒ　Ｉ
ｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、チューリッヒ　ＣＨ）。
【００６７】
　標的発現細胞へ結合する能力で、ファージディスプレイにより同定されたポリペプチド
をスクリーニングする方法
　本発明の別の側面において、標的を発現している細胞へ結合する能力で（標的を発現し
ていない細胞へは結合しない）、ファージディスプレイにより同定された結合ポリペプチ
ドをスクリーニングする方法を提供する。これらの方法は、ファージディスプレイにより
同定されたペプチドのスクリーニングに付随する重大な問題に取り組んでいる：しばしば
、そのようにして同定されたペプチドは、慣用的アッセイにおいて、標的発現細胞に対し
、スクリーニングされるべき標的への十分な親和性を有していない。しかしながら、標的
を発現する細胞へファージディスプレイ同定ペプチドが結合することを（そして発現しな
い細胞へは結合しないことを）確かめることは、それらが単量体としてまたは多量体構築
物の一部として使用されているにせよ、潜在的インビボ標的化部分である結合ペプチドの
同定において、決定的な情報の一部である。本方法は、多価結合に付随する親和性および
結合活性（avidity）の増加を利用し、そして標的発現細胞に対する低い親和性を有する
ポリペプチドのスクリーニングを可能にする。
【００６８】
　本方法は一般的に、１以上の結合ポリペプチドを含んでいる多量体構築物の製造および
スクリーニングから成っている。例えば、標的への結合でファージディスプレイにより同
定されたポリペプチドをビオチニル化し、そしてアビジン、ストレプトアビジンまたはニ
ュートラビジンと複合体形成させて、４量体構築物を形成させる。これらの４量体構築物
は次ぎに、所望の標的を発現する細胞および発現しない細胞とインキュベートし、そして
４量体構築物の結合を検出する。結合は、当該技術分野では既知の任意の検出法を使用し
て検出することが可能である。例えば、結合を検出するため、アビジン、ストレプトアビ
ジンまたはニュートラビジンを検出可能なマーカー（例えば、放射性標識、蛍光標識、ま
たはＨＲＰ（西洋ワサビペルオキシダーゼ）、ＴＭＢ（テトラメチルベンジジン）または
アルカリ性ホスファターゼのごとき色変化を起こす酵素標識）と結合することができる。
【００６９】
　ビオチニル化ペプチドは、好ましくはニュートラビジン－ＨＲＰと複合体形成させる。
ニュートラビジンは、ニュートラビジン中にレクチン結合炭化水素部分および細胞接着レ
セプター－結合ＲＹＤドメインが存在しないため、他の代替物よりも、分子に対するより
低い非特異的結合を示す（Ｈｉｌｌｅｒ，Ｙ．ら、１９８７．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．、２
４８：１６７－１７１；Ａｌｏｎ，Ｒ．ら、１９９０．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ
．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、１７０：１２３６－４１）。
【００７０】
　４量体構築物は、標的を天然に発現する細胞、または標的を発現するように組換えＤＮ
Ａ技術により工学処理されている細胞（例えば、トランスフェクト体、形質転換体その他
）に対してスクリーニングすることが可能である。標的を発現するようにトランスフェク
トされた細胞が使用され、偽トランスフェクト細胞（即ち、標的をコードする遺伝子物質
なしでトランスフェクトされた細胞）を対照として使用することが可能である。
【００７１】
　４量体複合体は、所望により血清存在下でスクリーニングすることが可能である。それ
故、アッセイは、標的へのペプチドの結合に対する血清の影響を迅速に評価するためにも
使用することが可能である。
【００７２】
　本明細書に記載した方法は、２以上の結合ポリペプチドを含む、２量体または多量体標
的化構築物で使用のための、別個の結合ポリペプチドの組み合わせを調製する、そして評
価することにおいて特に有用である。ビオチン／アビジン複合体の使用は、１～４の異な



(21) JP 6374913 B2 2018.8.15

10

20

30

40

50

った結合ポリペプチドを含んでいる４量体構築物の比較的容易な調製を可能にする。さら
に、標的化構築物の親和性および結合活性は、同一の標的上の異なったエピトープへ結合
する２以上の標的化部分の包含により増加可能であることが現在見出されている。本明細
書に記載したスクリーニング法は、こうした多量体構築物中に含まれている場合、親和性
を増加させることができる結合ポリペプチドの組み合わせを同定することにおいて有用で
ある。
【００７３】
　好ましい態様において、本明細書に記載したスクリーニング法は、本明細書で記載した
ようなｃＭｅｔ結合ポリペプチドのごとき、ファージディスプレイにより同定されたｃＭ
ｅｔ結合ポリペプチドをスクリーニングするために使用することが可能である。これらの
方法は、ｃＭｅｔを発現する、またはｃＭｅｔを発現するように工学処理された細胞に対
するｃＭｅｔ結合ポリペプチドの特異的結合を評価するために使用することが可能である
。本発明のビオチニル化ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの４量体複合体、および、例えば、ニ
ュートラビジン－ＨＲＰは調製可能であり、ｃＭｅｔを発現するようにトランスフェクト
された細胞、ならびに、ｃＭｅｔを発現しない偽トランスフェクト細胞をスクリーニング
することが可能である。
【００７４】
　本アッセイは、ポリペプチドの単座ＫＤが２００ｎＭ～３００ｎＭである場合でさえも
、ｃＭｅｔ発現細胞へ結合する（そしてｃＭｅｔを発現しない細胞へは結合しない）ｃＭ
ｅｔ結合ポリペプチドを同定するために使用することが可能である。本アッセイは、本発
明の単一ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの４つのコピーを含んでいるホモ４量体、ならびにヘ
テロ４量体（２以上の異なったｃＭｅｔ結合ポリペプチドを含んでいる構築物）をスクリ
ーニングするために使用することが可能である。本明細書に記載した方法は、多量体構築
物で使用するためのｃＭｅｔ結合ポリペプチドの組み合わせ、特に、ｃＭｅｔの異なった
エピトープへ結合する２以上のｃＭｅｔ結合ポリペプチドを含んでいる構築物を評価する
ために特に有用である。
【００７５】
　ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの修飾または最適化
　議論したように、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの修飾または最適化は本発明の範囲内であ
り、そして修飾または最適化されたポリペプチドは「ｃＭｅｔ結合ポリペプチド」の定義
に含まれる。特に、ファージディスプレイにより同定されたポリペプチド配列は、その効
力、薬物動態学的挙動、安定性および／または他の生物学的、物理的および化学的特性を
修飾して最適化することが可能である。
【００７６】
　アミノ酸残基の置換
　例えば、生じたポリペプチドが上記の特質と同様なまたは改良されたプロフィールを有
するであろうことを期待して、親ポリペプチド配列中の、以下の同じ立体的配置のおよび
／または保存的アミノ酸変化を行うことが可能である。
【００７７】
　アルキル置換疎水性アミノ酸の置換：分枝、環状および直鎖アルキル、アルケニルまた
はアルキニル置換を含んだ、Ｃ１～１０炭素脂肪族側鎖により置換された、アラニン、ロ
イシン、イソロイシン、バリン、ノルロイシン、Ｓ－２－アミノ酪酸、Ｓ－シクロヘキシ
ルアラニンまたは他の単純α－アミノ酸を含む。
【００７８】
　芳香族置換疎水性アミノ酸の置換：フェニルアラニン、トリプトファン、チロシン、ビ
フェニルアラニン、１－ナルチルアラニン、２－ナルチルアラニン、２－ベンゾチエニル
アラニン、３－ベンゾチエニルアラニン、ヒスチジン、前に掲げた芳香族アミノ酸の、ア
ミノ、アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、アザ、ハロゲン化（フルオロ、クロロ、ブロ
モ、ヨード）またはアルコキシ（Ｃ１～Ｃ４）－置換形、を含み、その実例となる例は以
下のものである：２－、３－または４－アミノフェニルアラニン、２－、３－または４－
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クロロフェニルアラニン、２－、３－または４－メチルフェニルアラニン、２－、３－ま
たは４－メトキシフェニルアラニン、５－アミノ－、５－クロロ－、５－メチル－または
５－メトキシトリプトファン、２’－、３’－または４’－アミノ－、２’－、３’－ま
たは４’－クロロ－、２、３または４－ビフェニルアラニン、２’－、３’－または４’
－メチル－２、３または４－ビフェニルアラニンおよび２－または３－ビリジルアラニン
。
【００７９】
　塩基性機能を含んでいる置換アミノ酸：アルギニン、リジン、ヒスチジン、オルニチン
、２，３－ジアミノプロピオン酸、ホモアルギニン、前記のアミノ酸のアルキル、アルケ
ニルまたはアリール置換（Ｃ１～Ｃ１０、分枝、線状または環状）誘導体、置換基はヘテ
ロ原子（α窒素または遠位窒素または複数の窒素のごとき）上であるかまたは、α炭素上
（例えば、プロ－Ｒ位の）、を含む。実例となる例には、Ｎ－イプシロン－イソプロピル
－リジン、３－（４－テトラヒドロピリジル）－グリシン、３－（４－テトラヒドロピリ
ジル）－アラニン、Ｎ，Ｎ－γ，γ’－ジエチル－ホモアルギニンが含まれる。アルキル
基がα炭素のプロ－Ｒ位を占有する、αメチルアルギニン、αメチル２，３－ジアミノプ
ロピオン酸、αメチルヒスチジン、αメチルオルニチンのごとき化合物もまた含まれる。
アルキル、芳香族、ヘテロ芳香族（ここにおいて、ヘテロ芳香族基は、１以上の窒素、酸
素または硫黄原子を、単独でまたは組み合わせて有する）カルボン酸、または任意の多く
の既知の活性化誘導体（塩化物、活性エステル、活性アゾライドおよび関連誘導体のごと
き）およびリジン、オルニチンまたは２，３－ジアミノプロピオン酸、から形成されたア
ミドもまた含まれる。
【００８０】
　酸性アミノ酸の置換：グルタミン酸、ホモグルタミン酸、チロシン、２，４－ジアミノ
プロピオン酸、オルニチンまたはリジンのアルキル、アリール、アリールアルキルおよび
ヘテロアリール　スルホンアミド、およびテトラゾール置換アルキルアミノ酸を含む。
【００８１】
　側鎖アミド残基の置換：アスパラギン、グルタミン、およびアスパラギンまたはグルタ
ミンのアルキルまたは芳香族置換誘導体を含む。
　ヒドロキシ含有アミノ酸の置換：セリン、スレオニン、ホモセリン、２，３－ジアミノ
プロピオン酸、およびセリンまたはスレオニンのアルキルまたは芳香族置換誘導体を含む
。上に掲げた各々の分類内のアミノ酸は、同一の基のもう１つで置換することが可能なこ
とも理解されている。
【００８２】
　アミド結合の置換
　本発明の範囲内である別の型の修飾は、ポリペプチドの主鎖内のアミド結合を置換する
ものである。例えば、血清安定性を弱め、生物活性の減少させるまたは破壊する、望まれ
ないタンパク質分解または他の分解経路を減少させるまたは排除するため、または、コン
ホメーション融通性を制限するまたは増加させるため、存在しているコンホメーションを
模倣するまたは望まれる様式にコンホメーションを改変する官能性で、ポリペプチドの主
鎖中のアミド結合を置換することが可能である。こうした修飾は、増加した結合親和性ま
たは改良された薬物動態学的挙動を生み出すことが可能である。ペプチドの分野における
これらの知識から、生じたペプチドは、同一または改良された活性を有することができる
ことを期待して、２つのアミノ酸を連結している任意のアミド結合に、以下のアミド結合
変形を行うことが可能であることが理解されている：α－Ｎ－メチルアミドまたはペプチ
ドアミド主鎖チオアミドの挿入、同族２級アミンを産生するためのカルボニルの除去、セ
ミカルバゾン誘導体を産生するための１つのアミノ酸のアザアミノ酸による置き換え、ア
ミド結合代用物としてのＥ－オレフィンおよび置換Ｅ－オレフィンの使用。
【００８３】
　Ｄ－アミノ酸の導入
　本発明の範囲内の別のアプローチは、不安定なペプチド結合に対して遠位のまたは近位
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の、Ｄ－アラニンまたは他のＤ－アミノ酸の導入である。この場合、こうしたＤ－アミノ
酸置換は、置き換えられているＬ－アミノ酸の側鎖に対し、その側鎖が保存的置換ではな
いＤ－アミノ酸で行うことが可能であり、そして時には、そうしなければならないことも
当業者には理解されている。このことは、キラリティーにおける、そしてその故に、側鎖
配向の相違のためであり、それは、置き換えられたＬ－アミノ酸の側鎖により供されるも
のとは異なった電荷、疎水性、立体的要求の部分を有する、標的の結合部位のあらかじめ
探索されていない領域へアクセスすることを生じることがありうる。
【００８４】
　薬物動態学的または薬物動力学的特性を改良するための修飾
　特定の応用における１以上のｃＭｅｔ結合ポリペプチドの使用は、薬物動態学的または
薬物動力学的挙動を改良するためのペプチドの修飾またはペプチドの処方により利するこ
とができることも理解されている。ペプチドの特性を、所望の物理的または化学的特性を
もたらすことが予期される部分の結合により変化できることが期待される。こうした部分
は、ペプチドのＮまたはＣ末端へ、または適切に位置したリジンまたはリジン誘導体、２
，３－ジアミノプロピオン酸、オルニチンまたはペンダント（pendant）アミノ基または
ペンダントアルコキシアミンまたはヒドラジン基を有する、ペプチド中の他のアミノ酸の
ペンダントアミノ基へ、酸またはアミンを使用して、各々、アミド結合または尿素結合を
経て、付け加えることが可能である。逆に、ＡｓｐまたはＧｌｕの側鎖のごとき酸性アミ
ノ酸側鎖は、所望の修飾官能性を有しているアミンで選択的にアンマスクし、そしてアミ
ド化することが可能であり、またはそれらはペプチド鎖内への取り込み前に、この様式で
修飾可能である。導入された部分は、問題とするペプチド、およびその特性の修飾ための
実存の要求に依存して、親水性、塩基性または非極性アルキルまたは芳香族の基である基
でありうる。
【００８５】
　アミノ酸残基のグリコシル化
　本発明の範囲内のさらに別の修飾は、ｃＭｅｔ結合ポリペプチド中の１以上のアミノ酸
残基（例えば、セリンまたはスレオニン残基）のグリコシル化である。標準条件を使用し
て実行することが可能なグリコシル化は、溶解性を促進するため、薬物動態学および薬物
動力学を改変するため、またはグリコシド部分が関与する特異的または非特異的相互作用
を経た結合を促進するために使用することが可能である。
【００８６】
　塩の形成
　水溶解性を増加させるまたは減少させる、またはこれらのペプチドの処方を容易にする
ことができる、異なった塩を形成するのも本発明の範囲内である。これらには、限定する
わけではないが、Ｎ－メチルグルカミン（メグルミン）、酢酸塩、シュウ酸塩、アスコル
ビン酸塩その他を含むことができる。
【００８７】
　構造的特性を保持した構造修飾
　本発明の範囲内のさらに別の修飾は、環状ポリペプチドの切断である。本発明の多くの
ポリペプチドの環状性は、特に環内でペプチド配列が利用できるコンホメーションの空間
を限定している。それ故、Ｎ末端かまたはＣ末端領域での、環に対して遠位またはさらに
は近位の１以上の残基によるペプチドの切り詰めは、類似のまたは改良された生物学的活
性を有する切り詰めペプチドを提供することができる。結合活性の原因である、アミノ酸
の独特の配列は、３アミノ酸ほど小さくても、ＲＧＤペプチドで記述されているように同
定することが可能である（Ｐｌｏｗ，Ｅ．ら、１９８７．Ｂｌｏｏｄ、７０：１１０－５
；Ｏｌｄｂｅｒｇ，Ａ．ら、１９８８．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６３：１９４３３
－１９４３６；Ｔａｕｂ，Ｒ．ら、１９８９．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６４：２５
９－６５；Ａｎｄｒｉｅｕｘ，Ａ．ら、１９８９．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６４：
９２５８－６５；および米国特許第５，７７３，４１２号および第５，７５９，９９６号
、これらの各々は本明細書において援用される）。
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【００８８】
　大きなペプチド環は、無関係のアミノ酸を除去しても実質的に決定的結合残基を含んで
いるように、実質的に短くすることが可能であることが文献に示されている。本明細書に
おいて援用される、米国特許第５，５５６，９３９号を参照されたい。
【００８９】
　短くされた環状ペプチドは、ジスルフィド結合、または適当に位置したカルボン酸基お
よびアミノ基のアミド結合を使用して形成することが可能である。
　さらに、回転特性を安定化するために（特にグリシンの場合）、ペプチド配列へＤ－ア
ミノ酸を加えることが可能である。別のアプローチにおいて、α、β、γまたはδジペプ
チドまたは回転模倣体（α、β、γまたはδ回転模倣体のごとき）を、そのいくつかは図
１Ａ～１Ｃに示されている、ペプチドの構造モチーフおよび回転特性を模倣し、そして同
時にタンパク質分解に対する安定性を提供し、そして、例えば、コンホメーション安定性
および溶解性のごとき他の特質を促進するために用いることが可能である（構造１Ａ：Ｈ
ａｒｔら、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．、６４、２９９８－２９９９（１９９９）；構造１Ｂ
：Ｈａｎｅｓｓｉａｎら、分子医学法、第２３巻：ペプチドミメティクス　プロトコール
中、「多目的ペプチド模倣体骨格の合成」、Ｗ．Ｋａｚｍｉｅｒｓｋｉ、監修（Ｈｕｍａ
ｎａ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．、トトワ、ニュージャージー、１９９９）、第１０章、ｐｐ
．１６１－１７４；構造１Ｃ：ＷＯ０１／１６１３５号）。
【００９０】
　ジスルフィド模倣体の置換
　本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチド内のジスルフィド結合に対するジスルフィド模倣体
の置換もまた、本発明の範囲内である。
【００９１】
　９９ｍＴｃに基づいた放射性医薬品、または他の同位元素に基づいた他の有用な放射性
医薬品の発生にジスルフィド含有ペプチドが用いられた場合、重大な問題はジスルフィド
結合の存在である。例えば、ジスルフィド結合の完全性は、ペルテクネテートイオンの還
元、そして続いての、Ｔｃ特異的キレート基を有している物質内への還元型Ｔｃ種の取り
込みに頼っている経路を経て９９ｍＴｃを取り込むように設計された過程の間、維持する
ことは困難である。これは、放射性医薬品の１工程製造のために考案されたキットで普通
に使用される還元剤により、ジスルフィド結合がかなり容易に還元されるためである。そ
れ故、ジスルフィド結合がＴｃキレート化の間に還元されることがありうる容易さは、ジ
スルフィド結合の模倣体での置換を必要とするであろう。従って、本発明の範囲内の別の
修飾は、本明細書に記載されている方法、または当業者には既知である方法を利用してジ
スルフィド部分を模倣体で置換し、一方、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドの活性およ
び他の所望の特性を維持することである。
【００９２】
　１）オキシムリンカー
　多くの状況において、オキシム部分がリンカーとして研究者により用いられてきた（Ｗ
ａｈｌ，Ｆ．およびＭｕｔｔｅｒ，Ｍ．、１９９６．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ
．、３７：６８６１－６８６４）。図２に示したように、アミノアルコール官能性を含ん
でいるアミノ酸４、およびアルコキシアミノ官能性を含んでいる５を、ペプチド鎖内に取
り込むことが可能である（ペプチド鎖の末端である必要性はない）。ペプチド形成後、側
鎖保護基を取り除くことが可能である。アルデヒド基を次ぎに、アンマスクし、そしてオ
キシム結合を形成させる。
【００９３】
　２）ランチオニンリンカー
　ランチオニンは環状スルフィドであり、ジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ）が炭素-硫黄（－
Ｓ）結合で置き換えられている。それ故、還元に対する不安定性ははるかに低い。ランチ
オニンは、以下に議論する方法を含む、多数の方法により製造することが可能である。
【００９４】
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　１）ブロモアセチル化ペプチドを使用するランチオニンの製造
　ランチオニンは既知の方法を使用して容易に製造することが可能である（Ｒｏｂｅｙ，
Ｆ．およびＦｉｅｌｄｓ，Ｒ．、１９８９．Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、１７７：３７
３－３７７；Ｉｎｍａｎ，Ｊ．ら、１９９１．Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ　Ｃｈｅｍ．、２：４
５８－４６３；Ｐｌｏｉｎｓｋｙ，Ａ．ら、１９９２．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、３５：
４１８５－４１９４；Ｍａｙｅｒら、第１５回米国ペプチドシンポジウム会報中、「ペプ
チド、ペプチド科学のフロンティア」、ＴａｍおよびＫａｕｍａｙａ（監修）、１９９５
年６月１４－１９日、ナッシュビル、テネシー（Ｋｌｕｍｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕ
ｂ．、ボストン）、ｐｐ．２９１－２９２；Ｗａｋａｏら、日本公開特許公報ＪＰ０７３
００４５２　Ａ２（１９９５））。Ｂｏｃ自動化ペプチド合成を使用してのペプチドの製
造、続いての、ペプチド末端とブロモ酢酸とのカップリングは、ブロモアセチル化ペプチ
ドを好収率で与えた。ペプチドの切断および脱保護は、ＨＦ／アニソールを使用して達成
することが可能である。もしペプチド鎖がシステイン基を含んでいれば、その反応性は低
ｐＨで制御することが可能である。もし媒質のｐＨが６～７へ上昇すると、その時はペプ
チドの重合化かまたは環化のいずれかが起こる。重合化は高濃度（１００ｍｇ／ｍＬ）で
有利であり、一方、環化、例えば、６は７へ環化する（図３に示したように、本明細書に
おいて「スキーム１」と称される）、は低濃度（１ｍｇ／ｍＬ）で有利である。Ｉｎｍａ
ｎらは、Ｂｏｃペプチド合成で用いることができるブロモアセチル基の坦体としてのＮａ
－（Ｂｏｃ）－Ｎｅ－［Ｎ－（ブロモアセチル）－β－アラニル］－Ｌ－リジンの使用を
示しており、従って、配列中の任意の場所での、ブロモアセチル運搬部分の配置を可能に
している。予備的実験において、システインから４～６のアミノ酸離れているブロモアセ
チル－リジンを有するペプチドが環化する傾向があることが見出されており、この戦略の
潜在的有用性を示している。
【００９５】
　２）アクリルアミドへのシステインチオール付加を経たランチオニンの製造
　この戦略のいくつかの変法を実行することが可能である。樹脂結合セリンを、ブロム化
－デヒドロブロム化－チオール付加シークエンス、かまたはジスクシンイミジルカーボネ
ートによる脱水、続いてのチオール付加、を使用して樹脂上にランチオニン環を製造する
ために使用することが可能である。アクリルアミドへのチオールの共役付加は詳細に示さ
れており、そしてアクリルアミドへの２－メルカプトエタノールの付加についての参考文
献が提供されている（Ｗａｋａｏら、日本公開特許公報ＪＰ０７３００４５２　Ａ２、１
９９５）。
【００９６】
　３）アリールボロン酸およびチロシンの分子内環化からのジアリールエーテルまたはジ
アリールアミン結合
　酢酸第２銅存在下、空気雰囲気下、室温、ジクロロメタン中で、塩基としてピリジンか
またはトリエチルアミンを使用し、非対称ジアリールエーテルおよび関連するアミンを好
収率（９８％ほどの高さ）で提供する、アリールボロン酸とフェノール、アミンおよびヘ
テロ環式アミンとの反応が報告されている（Ｅｖａｎｓ，Ｄ．ら、１９９８．Ｔｅｔｒａ
ｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．、３９：２９３７－２９４０；Ｃｈａｎ，Ｄ．ら、１９９８．
Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．、３９：２９３３－２９３６；Ｌａｍ，Ｐ．ら、１
９９８．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．、３９：２９４１－２９４４）。フェノー
ル成分としてＮ－保護チロシン誘導体の場合も、収率は９８％もの高さであった。このこ
とは、アミノ酸アミド（ペプチド）は転換に対して安定であること、および収率が高いこ
とが期待される。ラクタムへのペプチドの容易な分子内環化を考慮した、分子内反応の前
例が存在しており、分子内ビアリールエーテル形成はＳＮＲｒ反応、そして高希釈条件下
または樹脂上、ここにおいて偽希釈効果が高希釈条件を模倣している、での分子内環化反
応の普遍性に基づいていた。
【００９７】
　４）ペプチドアルデヒドとシステイン部分の分子内反応を経た、チアゾリジン結合での
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環状ペプチドの形成
　用いることができる別のアプローチには、適切に位置された隣接アミノメルカプタン官
能性（通常、線状配列の末端の、または例えば、リジンの側鎖窒素を経て配列に繋ぎ止め
られたシステインの配置から誘導される）およびアルデヒド官能性の分子内環化が含まれ
て、２環式ペプチドの形成を生じるチアゾリジンを提供し、その１つの環は主鎖中の残基
により形成された環であり、そして第２の環はチアゾリジン環で存在している。スキーム
２（図４）は例を提供している。必要とされるアルデヒド官能性は、適切に位置された隣
接アミノアルコール官能基のメタ過ヨウ素酸ナトリウム切断により発生することが可能で
あり、それは、リジン部分の側鎖アミノ基への付加物により、鎖へ繋ぎ止められている非
保護セリンとして存在することが可能である。いくつかの場合において、必要とされるア
ルデヒド官能基は、鎖のＣ末端またはＮ末端での、保護アルデヒド誘導体のアンマスキン
グにより発生する（Ｂｏｔｔｉ，Ｐ．ら、１９９６．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１
１８：１００１８－１００３４）。
【００９８】
　５）ペンダントアミノ基と樹脂上のカルボキシル基の分子内環化に基づいたラクタム
　大環状ペプチドは、頭－尾によるかまたはペンダント基環化によるラクタム形成により
製造することが可能である。基本的戦略は、選択的に除去することが可能なアミン保護基
およびカルボキシ保護基が存在する、完全に保護されたペプチドを製造することである。
直交保護スキームが開発されている。開発された方法の内、アリル、トリチルおよびＤｄ
ｅ法がほとんど用いられてきた（Ｍｅｌｌｏｒら、Ｆｍｏｃ固相合成：実践アプローチ中
、「修飾されたペプチドの合成」、ＷｈｉｔｅおよびＣｈａｎ（監修）（オックスフォー
ド大学出版、ニューヨーク、２０００）、第６章、ｐｐ．１６９－１７８）。Ｄｄｅアプ
ローチは、カルボン酸官能基（Ｄｍａｂエステル）およびアミノ基（Ｄｄｅ基）の両方に
類似の保護基を利用するので、興味を引かれる。両方ともＤＭＦ中、室温にて、２～１０
％ヒドラジンで除去される。もしくは、Ｄｄｅをアミノ基に対して使用でき、そしてアル
ル基をカルボキシルに対して使用できる。
【００９９】
　標準ペプチドカップリング試薬（ＨＡＴＵ、ＰｙＢＯＰその他のごとき）を経る分子内
カップリングにより利用できるラクタム官能基は、ジスルフィド結合の代用物として作用
することが可能である。Ｄｄｅ／Ｄｍａｂアプローチはスキーム３（図５）に示されてい
る。
【０１００】
　従って、例えば、Ｄｄｅ保護リジンおよびＤｍａｂエステルを含んでいる線状配列は、
低い充填での（～０．１－０．２ミリモル／ｇ）Ｔｅｎｔａｇｅｌに基づいたＲｉｎｋア
ミド樹脂上で製造することが可能である。ヒドラジンによる両方の官能基の脱保護、続い
ての樹脂上での環化により、所望の生成物を得る。続いて、樹脂からの切断および精製も
実施することができる。ペプチドのＮ末端の官能化のためには、トランス－４－（ｉｖ－
Ｄｄｅ）メチルアミノシクロヘキサンカルボン酸または４－（ｉｖ－Ｄｄｅ）メチルアミ
ノ安息香酸のごときジアミノ酸が必要とされることが理解されている。代替のシナリオは
、樹脂からの切断の間、分子内ラクタム形成に安全な捕捉法を用いることである。
【０１０１】
　６）オレフィンメタセシス（ｍｅｔａｔｈｅｓｉｓ）に基づいた環状ペプチド
　Ｇｒｕｂｂｓ反応（スキーム４、図６）は、オレフィン結合のメタセシス／環化を含ん
でいる（Ｓｃｈｕｓｔｅｒら、１９９７．Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄｎ　Ｅｎ
ｇｌ．、３６：２０３６－２０５６；Ｍｉｌｌｅｒら、１９９６．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．
Ｓｏｃ．、１１８：９６０６－９６１４）。もし出発物質がジオレフィン１６であれば、
得られる生成物は環状化合物１７であろうことが容易にわかる。本反応は、オレフィン官
能化ペプチドからの環の創造に応用されてきた（Ｐｅｒｎｅｒｓｔｏｒｆｅｒら、１９９
７．Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．、２０：１９４９－５０；Ｃｌａｒｋら、１９９９．Ｃｈ
ｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．、５：７８２－７９２；Ｂｌａｃｋｗｅｌｌら、１９９８．Ａｎｇｅ
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ｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．、３７：３２８１－３２８４；Ｒｉｐｋａ，Ａ．ら、１９
９８．Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．、８：３５７－３６０；Ｍｉｌｌｅ
ｒら、１９９６．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１８：９６０６－９６１４；Ｃｌａ
ｒｋら、１９９５．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１７：１２３６４－１２３６５；
Ｍｉｌｌｅｒら、１９９５．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１７：５８５５－５８５
６）。ジスルフィド結合含有ペプチドの代用物としての炭素－架橋環状ペプチドを製造す
るため、Ｃ－アリル化アミノ酸かまたは可能であればＮ－アリル化アミノ酸を製造し、そ
してそれらをこの反応に用いることが可能である。
【０１０２】
　また、オレフィン基を有する新規化合物も製造することが可能である。オレフィン含有
テザー（ｔｅｔｈｅｒ）によるチロシンヒドロキシルの官能化は１つの選択肢である。リ
ジンε－アミノ基は別の選択肢であり、例えば、アシル化部分の一部としてのオレフィン
含有単位という利点を有している。もし代わりにリジン側鎖アミノ基がオレフィン含有テ
ザーでアルキル化されていたら、それは同様にレポーターのための付着点として機能する
ことが可能である。リジン、オルニチンまたはジアミノプロピオン酸側鎖アミノ基のため
のアシル化剤としての５－ペンタン酸の使用は、別の可能性である。オレフィン含有テザ
ーの長さはまた、構造活性相関を探求するために変化させることも可能である。
【０１０３】
　ペプチド配列の操作
　本発明の範囲内の他の修飾には、同様のまたは改良された生物学的特質を有するペプチ
ドを得ることが期待できる、ペプチド配列の操作が含まれる。これらには、アミノ酸転位
（配列中のアミノ酸の交換）、本来の配列または修飾された本来の配列に代えたレトロ－
インヴェルソペプチド、ペプトイドおよびレトロ－インヴェルソペプトイド配列が含まれ
る。特異的残基がペプチド性の代わりにペプトイドである構造（それは完全にペプチド性
でも完全にペプトイドでもないハイブリッド分子を生じる）も同様に予測される。
【０１０４】
　リンカー
　追加として、本発明内の修飾には、結合部分または結合ポリペプチドの標的化配列と、
検出可能標識または治療剤の間に、リンカーまたはスペーサーの導入が含まれる。例えば
、こうしたリンカー／スペーサーの使用は、結合ペプチドの関連した特性を改良すること
が可能である（例えば血清安定性を増加させる、その他）。これらのリンカーには、限定
されるわけではないが、置換または非置換アルキル鎖、ポリエチレングリコール誘導体、
アミノ酸スペーサー、糖、または当該技術分野においては普通の脂肪族または芳香族スペ
ーサーが含まれる。
【０１０５】
　例えば、適したリンカーには、ホモ２官能性およびヘテロ２官能性架橋分子が含まれる
。ホモ２官能性分子は、同一である、少なくとも２つの反応性官能基を有している。ホモ
２官能性分子上の反応性官能基には、例えば、アルデヒド基および活性エステル基が含ま
れる。アルデヒド基を有しているホモ２官能性分子には、例えば、グルタルアルデヒドお
よびスベルアルデヒドが含まれる。
【０１０６】
　少なくとも２つの活性エステルを有しているホモ２官能性リンカー分子は、ジカルボン
酸およびＮ－ヒドロキシスクシンイミドのエステルを含んでいる。こうしたＮ－スクシン
イミジルエステルのいくつかの例には、ジスクシンイミジル　スベラートおよびジチオ－
ビス－（スクシンイミジル　プロピオナート）およびナトリウムおよびカリウム塩のごと
き、その可溶性ビス－スルフィン酸およびビス－スルホン酸塩が含まれる。
【０１０７】
　ヘテロ２官能性リンカー分子は、少なくとも２つの異なった反応性基を有する。反応性
ジスルフィド結合を含んでいるヘテロ２官能性試薬のいくつかの例には、Ｎ－スクシンイ
ミジル　３－（２－ピリジル－ジチオ）プロピオナート（Ｃａｒｌｓｓｏｎら、１９７８
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．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．、１７３：７２３－７３７）、ナトリウム　Ｓ－４－スクシンイ
ミジルオキシカルボニル－α－メチルベンジルチオスルファートおよび４－スクシンイミ
ジルオキシカルボニル－α－メチル－（２－ピリジルジチオ）トルエンが含まれる。Ｎ－
スクシンイミジル　３－（２－ピリジル－ジチオ）プロピオナートが好ましい。チオール
基と反応する２重結合を有している反応性基を含むヘテロ２官能性試薬のいくつかの例に
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
ラートおよびスクシンイミジル　ｍ－マレイミドベンゾアートが含まれる。他のヘテロ２
官能性分子には、スクシンイミジル　３－（マレイミド）プロピオナート、スルホスクシ
ンイミジル　４－（ｐ－マレイミド－フェニル）ブチラート、スルホスクシンイミジル　
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、マレイミドベ
ンゾイル－５Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミドエステルが含まれる。
【０１０８】
　さらに、上記の分子および／または部分の組み合わせであるリンカーもまた、ペプチド
の特性に特別な利点を与えるために用いることが可能である。リンカーを有する脂質分子
は、超音波バブル、リポソームまたは凝集に基づいた構築物の処方を可能にするために結
合させることができる。こうした構築物は、診断レポーター、治療剤（例えば、治療のた
めの化学的「弾頭」）またはこれらの組み合わせの標的化および搬送のための剤として用
いることが可能である。
【０１０９】
　ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの多量体構築物
　本発明の１以上のｃＭｅｔ結合ポリペプチドの２量体、多量体または重合体を用いてい
る構築物もまた企図される。実際、低効力ペプチドまたは小分子の結合を、２量体および
多量体の形成により実質的に増加させることが可能であるという、十分な文献的証拠があ
る。それ故、２量体および多量体構築物（均質および異質の両方）は本発明の範囲内であ
る。２量体構築物中のポリペプチド配列は、そのＮまたはＣ末端で、または適切に配置さ
れたリジン部分のＮ－イプシロン窒素（またはペンダントオキシアミノまたは他の求核基
のごとき選択的に誘導体化可能基を有している別の官能基）で付着することが可能であり
、または、適切な付着化学を用い、１以上のリンカー（例えば、本明細書において議論さ
れたリンカー）を経て連結することが可能である。このカップリング化学は、アミド、尿
素、チオ尿素、オキシムまたはアミノアセチルアミド（クロロまたはブロモアセトアミド
誘導体から、しかしそのように限定されるわけではない）を含むことが可能である。例え
ば、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドも２量体または多量体構築物を製造するための方
法は、少なくとも以下に議論される方法を含んでいる。
【０１１０】
　方法Ａ
　完全保護ｃＭｅｔ結合ペプチドは、Ｅｌｌｍａｎ型安全捕捉樹脂上、自動化または手動
Ｆｍｏｃペプチド合成プロトコールを使用して組み上げることが可能である（Ｂａｃｋｅ
ｓら、１９９６．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１８：３０５５－５６）。別に、ペ
プチド合成の分野では既知の標準法を使用して、ジ－リジン誘導体を２－クロロトリチル
樹脂上で構築することが可能である（Ｆｉｅｌｄｓら、合成ペプチド、ユーザーガイド中
、「固相合成の原理および実際」、Ｇｒａｎｔ、監修（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｃｏ．
、ニューヨーク、１９９２）、第３章、ｐｐ．７７－１８３；Ｂａｒｌｏｓら、Ｆｍｏｃ
固相ペプチド合成中、「コンバージェント（ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｔ）ペプチド合成」、Ｃ
ｈａｎ，Ｗ．Ｃ．およびＷｈｉｔｅ，Ｐ．Ｄ．、監修（オックスフォード大学出版、ニュ
ーヨーク、２０００）、第９章、ｐｐ．２１５－２２８）。側鎖保護基の除去なしの２－
クロロトリチル樹脂からの遊離、カルボキシル基の活性化、そして任意のアミン官能化標
識基へのカップリングは、ジ－リジン誘導体を提供し、その保護ペンダント窒素原子はア
ンマスクできて、２つの遊離アミノ基を与える。前述の安全捕捉樹脂を活性化し、そして
所望のＮ－脱保護標識基－官能化ジ－リジン誘導体を活性化安全捕捉樹脂へ加える。ペン
ダントアミノ基は安全捕捉樹脂－結合ペプチドのカルボキシ末端によりアシル化され、そ
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れはここで樹脂から脱離され、そしてジ－リジン構造の肝要な部分に相当している。ジ－
リジン構築物のアミノ基の完全な反応を保証するため、大過剰の安全捕捉樹脂－結合ペプ
チドを用いることが可能である。このスキームにおける反応パートナーの比の最適化は、
収率を最適化する。ｃＭｅｔ結合ペプチド上の保護基は、トリフルオロ酢酸に基づいた切
断プロトコールを用いて除去する。
【０１１１】
　１つの構築物に２以上のｃＭｅｔ結合ペプチドが存在する、２量体および多量体構築物
の合成は容易に達成される。直交保護スキーム（１つの窒素上のアリルオキシカルボニル
基および他のものの上にあるＦｍｏｃ基、または、例えば、他のものの上にあるｉＶ－Ｄ
ｄｅ保護基と共にＦｍｏｃ基を用いて）を、前に記載したジ－リジン誘導体のペンダント
窒素原子を識別するために用いることが可能である。アミノ基の１つのアンマスキング、
続いての、生じた生成物と前記のような活性化安全捕捉樹脂－結合ｃＭｅｔ結合ペプチド
のカップリングは、結合された単一のｃＭｅｔ結合ペプチドを有しているジ－リジン構築
物を提供する。第２の保護基の除去は、残っている窒素をアンマスクする（Ｍｅｌｌｏｒ
ら、Ｆｍｏｃ固相ペプチド合成中、「修飾されたペプチドの合成」、Ｃｈａｎ，Ｗ．Ｃ．
およびＷｈｉｔｅ，Ｐ．Ｄ．監修（オックスフォード大学出版、ニューヨーク、２０００
）、第６章、ｐｐ．１６９－１７６）。生じた生成物は、完全に保護されたホモ２量体構
築物を提供するため、別のｃＭｅｔ結合ペプチドを有している第２の安全捕捉樹脂と反応
させることが可能であり、それはトリフルオロ酢酸で保護基の除去後、所望の物質を提供
する。
【０１１２】
　方法Ｂ
　ｃＭｅｔ結合ペプチドを、通常Ｆｍｏｃペプチド合成プロトコールを用いる、自動化ま
たは手動ペプチドカップリング法により、Ｒｉｎｋ－アミド樹脂上で組み立てる。ペプチ
ドは、リンカーで官能化したＣ末端またはＮ末端、または、例えば、リジン部分のε－ア
ミノ基のごとき追加の求核基を有することができる、リンカー－標識基構築物を有するこ
とが可能である。保護基の切断は、ペプチドの性質に依存した適切な調節剤と共にトリフ
ルオロ酢酸を用いて達成される。完全脱保護ペプチドは次ぎに、大過剰の、商業的に入手
可能なグルタール酸　ビス－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（Ｔｙｇｅｒ　Ｓｃ
ｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．、プリンストン，ＮＪ）のごとき、２官能性親電子剤と反応
させる。生じたモノアミド化物、グルタール酸のモノ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル
エステルは次ぎに、追加の当量の同一ペプチド、または当量の異なったｃＭｅｔ結合ペプ
チドで処理する。生じた物質のＨＰＬＣによる精製で、適した標識基を有する所望のホモ
２量体構築物が得られる。
【０１１３】
　方法Ｃ
　モジュラー（ｍｏｄｕｌａｒ）スキームを、前に定義したような適した標識基を有する
２量体またはより高度な多量体を製造するために用いることが可能である。簡単な例示に
おいては、ｆｍｏｃ部分を除去するため、ｆｍｏｃ－リジン（ｉＶ－Ｄｄｅ）Ｒｉｎｋア
ミド樹脂をピペリジンで処理する。次ぎに、ビオチン、５－カルボキシフルオレセインま
たはＮ，Ｎ－ジメチル－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ（Ｏ－ｔ－Ｂｕ）－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）－Ｇｌｙ－
ＯＨのごとき、標識官能基を窒素原子へカップリングする。樹脂は次ぎに、ｉＶ－Ｄｄｅ
基を除去するために、ヒドラジンで処理する。十分に洗浄後、樹脂に結合された１官能化
ジクロロトリアジンを提供するため、ＤＭＦ、ＮＭＰまたはジクロロメタンのごとき適し
た溶媒中、樹脂を塩化シアヌルおよびジイソプロピルエチルアミンのごときヒンダード（
ｈｉｎｄｅｒｅｄ）塩基で処理する。続いての２当量のｃＭｅｔ結合ペプチドによる、残
存する塩素原子の連続的置換は、樹脂－結合ホモ－２量体標識基－官能化構築物を提供す
る（Ｆａｌｏｒｎｉ，Ｍ．ら、１９９８．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．、３９：
７６０７－７６１０；Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｃ．ら、１９９８．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ、５
４：４０９７－４１０６；Ｓｔａｎｋｏｖａ，Ｍ．およびＬｅｂｌ，Ｍ．、１９９６．Ｍ
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ｏｌ．Ｄｉｖｅｒｓ．、２：７５－８０）。入来ペプチドは、状況の正当な理由として保
護されまたは保護されないことが可能である。保護基の切断は、前述のようなトリフルオ
ロ酢酸に基づいた脱保護試薬を用いることにより達成され、そして所望の物質を高速液体
クロマトグラフィーにより精製する。
【０１１４】
　これらの方法の各々において、多量体の多重性を増加させるため、リジン誘導体を連続
的に用いることができることが理解されている。ｃＭｅｔ結合ペプチド間の距離を変化さ
せるための足場として働くために、構築物の剛性を増加させるために（お互いのおよびレ
ポーターに関するｃＭｅｔ結合ペプチドの動きおよび相対的位置を束縛することにより）
、必要とされる数のマスクされた、または直交的に保護された窒素原子を有する、関連し
た、より硬い分子の使用は、完全に方法Ａ－Ｃ、および本明細書に記載された全ての他の
方法の範囲内である。上で引用された参考文献は、その全体が本明細書において援用され
る。
【０１１５】
　ｃＭｅｔ結合ポリペプチドおよび多量体ペプチド構築物の使用
　本発明のｃＭｅｔ結合部分はまた、細胞増殖に付随する疾患状態（例えば、過剰増殖、
例えば、癌）を含む、多様な疾患状態の処置においても有用性を有している。本発明のｃ
Ｍｅｔ結合部分（例えば、ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物）はそれ自身を
治療剤として使用することが可能であり、または、細胞増殖の部位を含む、ｃＭｅｔ発現
細胞へ、１以上の治療剤（例えば、化学治療剤、放射線治療剤、遺伝子物質その他）を局
在化するために使用できる。ｃＭｅｔをアッセイするまたは画像化する任意の方法も用い
ることが可能である。本発明に従ったｃＭｅｔ結合部分は、インビトロまたはインビボで
のｃＭｅｔの検出および／または画像化に、そして特に、本明細書において説明したよう
に、ＨＧＦおよびｃＭｅｔが本質的に関与する血管新生部位の検出および／または画像化
に有用である。
【０１１６】
　インビトロ
　溶液中でのＨＧＦまたはｃＭｅｔの検出のため、本発明に従った結合ポリペプチドまた
は多量体ポリペプチド構築物を検出可能に標識（例えば、蛍光的に標識、酵素的に標識ま
たは放射性または常磁性金属での標識）することが可能であり、次ぎに、溶液と接触させ
、そしてその後、結合ポリペプチドおよびｃＭｅｔ標的間の複合体の形成を検出すること
が可能である。例として、蛍光的に標識されたｃＭｅｔ結合ペプチドを、インビトロｃＭ
ｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体検出アッセイに使用することが可能であり、ここにお
いて、結合が起こることを可能にする条件下、ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体が
試験されるべき溶液へ、ペプチドを加える。蛍光的に標識されたｃＭｅｔ結合ペプチドお
よびｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体標的間の複合体は、例えば、遊離ペプチドと
比較して、ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体－結合ペプチドから生じる増強された
蛍光偏光を測定することにより、検出するおよび定量することが可能である。
【０１１７】
　もしくは、サンドイッチ型「ＥＬＩＳＡ」アッセイを使用することが可能であり、ここ
においては、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドを、プラスチックチューブまたはウェルのごとき
固形支持体上に固定し、次ぎにｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体標的を含んでいる
と疑われる溶液を固定化された結合部分と接触させ、結合していない物質を洗い流し、そ
して複合体形成したポリペプチドを、ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体を認識する
モノクローナル抗体のごとき適した検出試薬を使用して検出する。モノクローナル抗体は
、当該技術分野で既知の慣用的手段により検出可能であり、例えば、放射性標識され、西
洋ワサビペルオキシダーゼなどのごとき酵素と結合され、または蛍光的に標識されるなど
、検出可能なように標識されている。
【０１１８】
　溶液中または溶液からの、可溶性ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体の検出または
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精製のため、本発明の結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物は、クロマトグ
ラフ支持体または他のマトリックス物質のごとき固形物質上に固定化することが可能であ
り、次ぎに、結合ポリペプチド／ｃＭｅｔ複合体の形成に適した条件下、固定化された結
合体に溶液を添加または接触させることが可能である。溶液の非結合部分は除去可能であ
り、そして複合体は、例えば、抗ＨＧＦまたは抗ＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体抗体、または抗
結合ポリペプチド抗体を使用して検出することが可能であり、またはｃＭｅｔまたはＨＧ
Ｆ／ｃＭｅｔ複合体標的を、適切な溶離条件で結合部分から放出させることも可能である
。
【０１１９】
　細胞増殖の生物学およびそれを開始するおよび維持することにおけるＨＧＦおよびｃＭ
ｅｔの役割は、多くの研究者により探求されてきており、そして研究および開発の活性な
分野であり続けている。こうした研究および開発の推進において、大量のｃＭｅｔまたは
ＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体を純粋な形で精製する方法が望ましく、そして本発明に従った結
合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物は、前述の一般精製方法論を使用するそ
の目的には特に有用である。
【０１２０】
　インビボ
　画像診断
　本発明に従ったポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物の特に好ましい利用法は
、例えば、過剰増殖を示す新生物腫瘍のごとき、ｃＭｅｔ発現組織の視覚的に読み取り可
能な画像を作成することである。本明細書において開示されたｃＭｅｔ結合ポリペプチド
および多量体ポリペプチド構築物は、ポリペプチドを診断検出に適切な標識、所望により
リンカー、と結合することにより、画像化試薬へ変換することが可能である。好ましくは
、他の血清タンパク質よりもｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔに対してより高い特異性を
示しているペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物を、用いられるべき検出方法論に適
切な標識へ結合または連結する。例えば、ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体結合ポ
リペプチドは、リンカーとまたはリンカーなしで磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）に適した常磁
性キレートと、Ｘ線、ポジトロン放出断層撮影（ＰＥＴ）またはシンチグラフィー画像に
適した放射性標識と、超音波検出に適した超音波造影剤（例えば、安定化マイクロバブル
、マイクロバルーン、ミクロスフェアーまたは気体充填「リポソーム」として称されてき
たもの）と、または光学画像化色素と結合することが可能である。
【０１２１】
　適したリンカーは本明細書に議論したものを含むことができ、置換または非置換アルキ
ル鎖、アミノ酸鎖（例えば、ポリグリシン）、ポリエチレングリコール、ポリアミド、お
よび当該技術分野で既知の他のリンカーが含まれる。
【０１２２】
　一般に、検出可能なように標識されたｃＭｅｔ結合部分を使用する技術は、標識が患者
の体の外側で検出可能である信号を発生するという前提に基づいている。例えば、検出可
能なように標識されたｃＭｅｔ結合部分が、例えば、過剰増殖を検出することが望ましい
患者に投与された場合、ｃＭｅｔに対するｃＭｅｔ結合部分の高親和性が、結合部分が過
剰増殖の部位へ結合し、そしてその部位に標識が蓄積することを起こす。標識された結合
部分が過剰増殖の部位に局在化するために十分な時間が与えられる。標識されたペプチド
を、使用された標識の型に従って異なるであろう走査装置により検出し、そして次ぎに、
信号を増殖部位の画像へ変換する。
【０１２３】
　別の態様において、検出可能標識または放射線治療構築物により、ｃＭｅｔ結合ポリペ
プチドまたは多量体ポリペプチド構築物を直接的に標識することよりもむしろ、本発明の
１以上のペプチドまたは構築物を、例えば、アビジン、ビオチンまたは検出可能標識また
は放射治療剤を結合するであろう抗体または抗体断片と結合することが可能である。例え
ば、１以上のｃＭｅｔ結合ペプチドを、ｃＭｅｔ発現細胞へのインビボ結合のために、ス
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トレプトアビジン（多価結合を発生させる可能性を有する）と結合することが可能である
。非結合標的化構築物を体内から排出した後、ビオチニル化検出可能標識または放射線治
療構築物（例えば、放射性金属と複合体形成したキレート分子）を注入でき、そして標的
化構築物が結合されている部位で濃縮されるであろう。いくつかの状況において、このア
プローチは、検出可能標識の投与後、画像化が行えるまでに必要とされる時間を短縮する
ことが可能である。それはまた、標的部位における信号雑音比を増加させることができ、
そして必要とされる検出可能標識または放射治療構築物の用量を減少させることができる
。このことは、骨髄、腎臓および肝臓のごとき、体内の正常ではあるが放射線感受性であ
る部位へ送達される放射線の量を減少させるので、放射性標識または放射治療剤が使用さ
れる場合に特に有用である。しばしばプレ標的化または２工程と称されるこのアプローチ
、または３工程アプローチは、本明細書において援用される、Ｑ．Ｊ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ
．、４０：２３４－２５１（１９９６）において、Ｓ．Ｆ．Ｒｏｓｅｂｒｏｕｇｈにより
概説されている。
【０１２４】
　Ａ．磁気共鳴映像法
　本発明のｃＭｅｔ結合部分は、ＭＲＩで使用のための造影剤を形成するため、常磁性金
属キレートと都合よく結合可能である。好ましい常磁性金属イオンは、２１～２９、４２
、４４または５７～８３の原子番号を有している。これは、１つ、そしてより好ましくは
５以上、の不対電子、そして少なくとも１．７ボーア磁子の磁気モーメントを有する、遷
移金属またはランタニド系列のイオンを含んでいる。好ましい常磁性金属には、限定する
わけではないが、クロム（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ）、マンガン（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ
）、鉄（ＩＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、プラセオジム（
ＩＩＩ）、ネオジム（ＩＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、ガドリニウム（ＩＩＩ）、テル
ビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）、ホルミウム（ＩＩＩ）、エルビウム（Ｉ
ＩＩ）、ユーロピウム（ＩＩＩ）およびイッテルビウム（ＩＩＩ）、クロム（ＩＩＩ）、
鉄（ＩＩＩ）およびガドリニウム（ＩＩＩ）が含まれる。３価カチオン、Ｇｄ３＋は、そ
の高い緩和度および低い毒性のためにＭＲＩ造影剤に特に好ましく、患者による金属の望
ましくない代謝分解を最小にする、１つのみの生物学的に利用できる酸化状態でしか存在
しないというさらなる利点も有している。別の有用な金属は、比較的安価であるＣｒ３＋

である。Ｇｄ（ＩＩＩ）キレートは１９８８年から臨床および放射線学的ＭＲ応用に使用
されてきており、そして約３０％のＭＲ試験で、ガドリニウムに基づいた造影剤が現在用
いられている。
【０１２５】
　従業者は、細胞増殖を検出するために必要とされる用量に従って、そして対象への金属
の毒性のごとき他の因子を考慮して金属を選択するであろう。Ｔｗｅｅｄｌｅら、核磁気
共鳴映像法（第２版）、第１巻、Ｐａｒｔａｉｎら、監修（Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　
Ｃｏ．１９８８）、ｐｐ．７９６－７９７、を参照されたい。一般に、個々の金属に対し
て望まれる用量は、体内分布により改変されたその緩和度、金属の薬物動態学および代謝
に比例するであろう。
【０１２６】
　常磁性金属キレート剤は、常磁性金属のリガンドとして働く１以上の極性基を有してい
る分子であり、常磁性金属と複合体形成する。適したキレート剤が当該技術分野で知られ
ており、そしてメチレンホスホン酸基、メチレンカルボヒドロキサミン酸基、カルボキシ
エチリデン基またはカルボキシメチレン基を有する酸が含まれる。キレート剤の例には、
限定されるわけではないが、ジエチレントリアミン５酢酸（ＤＴＰＡ）、１，４，４，７
，１０－テトラアザシクロ－テトラデカン－１，４，７，１０－４酢酸（ＤＯＴＡ）、１
－置換１，４，７，－トリカルボキシメチル－１，４，７，１０－テトラアザシクロドデ
カン（ＤＯ３Ａ）、エチレンジアミン４酢酸（ＥＤＴＡ）および１，４，８，１１－テト
ラ－アザシクロテトラデカン－１，４，８，１１－４酢酸（ＴＥＴＡ）、が含まれる。追
加のキレート形成リガンドは、エチレン　ビス－（２－ヒドロキシ－フェニルグリシン）
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（ＥＨＰＧ）および５－Ｃｌ－ＥＨＰＧ、５－Ｂｒ－ＥＨＰＧ、５－Ｍｅ－ＥＨＰＧ、５
－ｔ－Ｂｕ－ＥＨＰＧおよび５－ｓｅｃ－Ｂｕ－ＥＨＰＧを含むその誘導体；ベンゾジエ
チレントリアミン５酢酸（ベンゾ－ＤＴＰＡ）およびジベンゾ－ＤＴＰＡ、フェニル－Ｄ
ＴＰＡ、ジフェニル－ＤＴＰＡ、ベンジル－ＤＴＰＡおよびジベンジル－ＤＴＰＡを含む
その誘導体；ビス－２（ヒドロキシベンジル）－エチレン－ジアミン２酢酸（ＨＢＥＤ）
およびその誘導体；少なくとも３つの炭素原子、より好ましくは少なくとも６つ，そして
少なくとも２つのヘテロ原子（Ｏおよび／またはＮ）を含む大環状化合物の部類、その大
環状化合物は、１つの環、またはヘテロ環要素で一緒に連結された２つまたは３つの環か
ら成ることができ、例えば、ベンゾ－ＤＯＴＡ、ジベンゾ－ＤＯＴＡおよびベンゾ－ＮＯ
ＴＡ（ここで、ＮＯＴＡは１，４，７－トリアザシクロノナン　Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’－３酢
酸である）、ベンゾ－ＴＥＴＡ、ベンゾ－ＤＯＴＭＡ（ここで、ＤＯＴＭＡは１，４，７
，１０－テトラアザシクロテトラデカン－１，４，７，１０－テトラ（メチル４酢酸）で
ある）およびベンゾ－ＴＥＴＭＡ（ここで、ＴＥＴＭＡは１，４，８，１１－テトラアザ
シクロテトラデカン－１，４，８，１１－（メチル４酢酸）である）；１，３－プロピレ
ン－ジアミン４酢酸（ＰＤＴＡ）およびトリエチレンテトラアミン六酢酸（ＴＴＨＡ）の
誘導体；１，５，１０－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’－トリス（２，３－ジヒドロキシベンゾイル）
－トリカテコラート（ＬＩＣＡＭ）；および１，３，５－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’－トリス（２
，３－ジヒドロキシベンゾイル）アミノメチルベンゼン（ＭＥＣＡＭ）。本発明での使用
に好ましいキレート剤はＤＴＰＡであり、そしてＤＯ３Ａの使用が特に好ましい。本発明
により企図された代表的キレート剤およびキレート形成基は、ＷＯ９８／１８４９６号、
ＷＯ８６／０６６０５号、ＷＯ９１／０３２００号、ＷＯ９５／２８１７９号、ＷＯ９６
／２３５２６号、ＷＯ９７／３６６１９号、ＰＣＴ／ＵＳ９８／０１４７３号、ＰＣＴ／
ＵＳ９８／２０１８２号およびＵＳ４，８９９，７５５号、ＵＳ５，４７４，７５６号、
ＵＳ５，８４６，５１９号およびＵＳ６，１４３，２７４号、これらの全ては本明細書に
おいて援用される、に記載されている。
【０１２７】
　本発明に従うと、ＭＲＩ造影剤のキレート剤は、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドへ結合され
ている。キレートの位置取りは、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの結合親和性または特異性を
妨害しないように選択すべきである。好ましくは、キレートはＮ末端かまたはＣ末端のい
ずれかに付け加えられるであろう、しかしながら、キレートはまた配列内のどこにでも結
合することも可能である。好適な態様において、遊離中央カルボン酸基を有しているキレ
ート剤（例えば、ＤＴＰＡ－Ａｓｐ（β－ＣＯＯＨ）－）ＯｔＢｕ）を、アミド結合の形
成により、ペプチドのＮ末端へ結合させるのは容易である。キレートはまた、リンカーの
助けにより、Ｃ末端へ結合させることも可能である。もしくは、適切なイソチオシアナー
ト基を有するＤＴＰＡを、ペプチド配列内の任意の場所の遊離アミノ基へ連結する方法と
して、イソチオシアナート結合化学を用いることが可能である。
【０１２８】
　一般に、ｃＭｅｔ結合部分は金属キレート剤（または他の検出可能標識）へ、直接また
は共有結合で結合することができ、または、限定ではないが、アミド、尿素、アセタール
、ケタール、２重エステル、カルボニル、カルバメート、チオ尿素、スルホン、チオエス
テル、エステル、エーテル、ジスルフィド、ラクトン、イミン、ホスホリルまたはホスホ
ジエステル結合；置換または非置換飽和または不飽和アルキル鎖；単一アミノ酸または異
なったアミノ酸の線状、分枝または環状アミノ酸鎖（例えば、ｃＭｅｔ結合部分のＮまた
はＣ末端の伸長）；誘導体化または非誘導体化ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリ
オキシエチレンまたはポリビニルピリジン鎖；置換または非置換ポリアミド鎖；誘導体化
または非誘導体化ポリアミン、ポリエステル、ポリエチレンイミン、ポリアクリラート、
ポリ（ビニルアルコール）、ポリグリセロールまたはオリゴサッカリド（例えば、デキス
トラン）鎖；交互ブロック共重合体；マロン酸、コハク酸、グルタール酸、アジピン酸お
よびピメリン酸；カプロン酸；単純ジアミンおよびジアルコール；本明細書において開示
されている、任意の他のリンカー；または当該技術分野で知られている、任意の他の単純



(34) JP 6374913 B2 2018.8.15

10

20

30

40

50

重合体性リンカー（例えば、ＷＯ９８／１８４９７号およびＷＯ９８／１８４９６号を参
照されたい）でありうるリンカーを使用して、金属キレート剤へカップリングまたは結合
することが可能である。好ましくは、リンカーの分子量はしっかりと制御することが可能
である。分子量は、１００未満～１０００を超えるサイズの範囲であることが可能である
。好ましくは、リンカーの分子量は１００未満である。加えて、本発明の画像化試薬のた
めの有効な排泄経路を提供するため、インビボで生分解可能であるリンカーを利用するこ
とが望ましい。リンカー内のその位置に依存して、こうした生分解可能な官能性は、エス
テル、２重エステル、アミド、リン酸エステル、エーテル、アセタールおよびケタール官
能性を含むことが可能である。
【０１２９】
　一般に、こうしたリンカーを使用して、金属キレートおよびｃＭｅｔ結合部分を結合す
るためには、既知の方法を使用することが可能である（ＷＯ９５／２８９６７号、ＷＯ９
８／１８４９６号、ＷＯ９８／１８４９７号および本明細書における議論）。ｃＭｅｔ結
合部分は、アミド結合を経たＮまたはＣ末端を通して、例えば、金属キレートの金属配位
主鎖窒素、または金属キレートそれ自身のアセテート腕へ連結することが可能である。本
発明は、毒性を最小にするため、金属キレートが金属を強固に結合する能力を保持すると
いう条件で、任意の位置でキレートを連結することを企図している。同様に、ｃＭｅｔ結
合部分は、修飾または伸長がｃＭｅｔを結合するその能力を消去しないという条件で、金
属キレートの付着のための座位を発生させるため、修飾または伸長することが可能である
。
【０１３０】
　本明細書の開示に従って調製されたＭＲＩ造影試薬は、同一の様式で慣用的ＭＲＩ造影
試薬として使用することが可能である。過剰増殖の部位を画像化する場合、特定のＭＲ技
術およびパルス系列が、バックグラウンド血液および組織に対する前記部位のコントラス
トを促進するために好ましいであろう。これらの技術には（限定されるわけではないが）
、例えば、ファストスピンエコー系列（Ａｌｅｘａｎｄｅｒ，Ａ．ら、１９９８．Ｍａｇ
ｎ．Ｒｅｓｏｎ．Ｍｅｄ．、４０：２９８－３１０）のごとき、血液を黒くするように探
索するブラックブラッド（ｂｌａｃｋ　ｂｌｏｏｄ）血管造影法系列、およびフロー－ス
ポイルドグラジエントエコー（ｆｌｏｗ－ｓｐｏｉｌｅｄ　ｇｒｒａｄｉｅｎｔ　ｅｃｈ
ｏ）系列（Ｅｄｅｌｍａｎ，Ｒ．ら、１９９０．Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ、１７７：４５－５
０）が含まれる。これらの方法にはまた、血管新生腫瘍とバックグラウンド組織間のコン
トラストを増加させるであろう、インバージョン－リカバリープレペアード（ｉｎｖｅｒ
ｓｉｏｎ－ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｐｒｅｐａｒｅｄ）またはサチュレーション－リカバリー
プレペアード（ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ－ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｐｒｅｐａｒｅｄ）のごとき
、コントラストの相違を増強するフロー非依存性技術も含まれる。最後に、マグネタイゼ
ーション　トランスファー　プリパレーション（ｍａｇｎｅｔｉｚａｔｉｏｎ　ｔｒａｎ
ｓｆｅｒ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）もまたこれらの剤でコントラストを改良できる（Ｇ
ｏｏｄｒｉｃｈ，Ｋ．ら、１９９６．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｒａｄｉｏｌ．、３１：３２３－３
２）。
【０１３１】
　標識された試薬は、患者に注射可能組成物の形で投与する。ＭＲＩ造影剤の投与法は、
好ましくは、非経口、静脈内、動脈内、くも膜下腔内、組織間腔または腔内である。活性
血管新生を画像化するためには、静脈内または動脈内投与が好ましい。ＭＲＩには、対象
は血管新生部位でのＭＲ信号を少なくとも１０％増強するために十分な造影剤の投与量を
受けるであろうことが企図される。ｃＭｅｔ結合部分－含有ＭＲＩ試薬を注射した後、過
剰増殖の部位の位置を決定するため、患者をＭＲＩ装置で走査する。治療的設定において
は、過剰増殖（例えば、腫瘍）の部位を同定したうえで、殺腫瘍性剤または抗過剰増殖剤
（例えば、ＨＧＦの阻害剤）が直ちに投与でき、必要に応じ、そして腫瘍退行または血管
新生の停止を可視化するため、患者を続けて走査することが可能である。
【０１３２】
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　Ｂ．超音波画像
　超音波が物質を通って伝達する場合、物質の音響特性は伝達の速度および物質の密度に
依存するであろう。音響特性の変化は、異なった物質（固体、液体、気体）の界面で最も
顕著であろう。超音波造影剤は、剤および周りの組織間の音響差異のため、強い音波反射
物である。気体含有または気体発生超音波造影剤は、液体（例えば、血液）および気体含
有または気体発生超音波造影剤間の音響差異のため、特に有用である。そのサイズのため
、マイクロバブル、マイクロバルーンなどを含む超音波造影剤は、注射後、他の検出可能
部分よりも血流中により長く留まることが可能である；標的化ｃＭｅｔ特異性超音波造影
剤はそれ故、過剰増殖（例えば、癌）および血管新生の部位の優れた画像を示すことがで
きる。
【０１３３】
　本発明のこの側面において、ｃＭｅｔ結合部分は、超音波画像に有用である物質へ連結
することが可能である。例えば、１以上のｃＭｅｔ結合ポリペプチドまたは多量体ポリペ
プチド構築物は、小胞（例えば、マイクロバブル、マイクロバルーン、ミクロスフェアー
など）または検出可能標識として機能する液体または気体含んでいる乳濁液（例えば、エ
コー源性気体またはエコー源性気体を発生することが可能な物質）を形成するために用い
られる物質へ連結することが可能である。こうした小胞の調製のための物質には、界面活
性剤、脂質、スフィンゴ脂質、オリゴ脂質、リン脂質、タンパク質、ポリペプチド、炭水
化物および合成または天然の重合性物質が含まれる（ＷＯ９８／５３８５７号、ＷＯ９８
／１８４９８号、ＷＯ９８／１８４９５号、ＷＯ９８／１８４９７号、ＷＯ９８／１８４
９６号およびＷＯ９８／１８５０１号、その全体が本明細書において援用される）。
【０１３４】
　安定化されたマイクロバブルの懸濁疫を含む造影剤（好適な態様）のためには、リン脂
質、そして特に飽和リン脂質が好ましい。適したリン脂質の例には、１つまたは２つの（
同一でも異なっていても）脂肪酸分子およびリン酸を有するグリセロールのエステルが含
まれ、ここにおいてリン酸残基は順に、コリン、セリン、イノシトール、グリセロール、
エタノールアミンおよびその他の基のごとき、親水性基へ結合されている。リン脂質中に
存在する脂肪酸は、一般に、飽和されているかまたは１以上の不飽和を含むことができる
、典型的には１２～２４の、好ましくは１４～２２の炭素原子を含んでいる、長鎖脂肪族
酸である。適した脂肪酸の例は、ラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン
酸、アラキドン酸、ベヘン酸、オレイン酸、リノール酸およびリノレン酸である。リン脂
質のモノエステルもまた「リソ」として当該技術分野で知られており、リン脂質を形成す
る。リン脂質のさらなる例は、ホスファチジン酸（即ち、グリセロール－リン酸と脂肪酸
のジエステル）、スフィンゴミエリン（即ち、脂肪酸とのグリセロールジエステルの残基
がセラミド鎖により置き換えられている、ホスファチジルコリン類似体）、カルジオリピ
ン（即ち、１，３－ジホスファチジルグリセロールと脂肪酸のエステル）、ガングリオシ
ド、セレブラシドなどである。
【０１３５】
　本明細書において、用語「リン脂質」は、個別かまたは混合物として用いることが可能
である、天然に存在する、半合成的にまたは合成的に製造された生成物を含んでいる。
　天然に存在するリン脂質の例は、典型的には大豆または卵黄レシチンのごとき、天然レ
シチン（ホスファチジルコリン（ＰＣ）誘導体）である。
【０１３６】
　合成リン脂質の例は、例えば、ジラウリロイル－ホスファチジルコリン（「ＤＬＰＣ」
）、ジミリストイルホスファチジルコリン（「ＤＭＰＣ」）、ジパルミトイルホスファチ
ジルコリン（「ＤＰＰＣ」）、ジアラキドイルホスファチジルコリン（「ＤＡＰＣ」）、
ジステアロイルホスファチジルコリン（「ＤＳＰＣ」）、１－ミリストイル－２－パルミ
トイルホスファチジルコリン（「ＭＰＰＣ」）、１－パルミトイル－２－ミリストイルホ
スファチジルコリン（「ＰＭＰＣ」）、１－パルミトイル－２－ステアロイルホスファチ
ジルコリン（「ＰＳＰＣ」）、１－ステアロイル－２－パルミトイルホスファチジルコリ
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ン（「ＳＰＰＣ」）、ジオレイルホスファチジルコリン（「ＤＯＰＣ」）、１，２－ジス
テアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－エチルホスホコリン（エチル－ＤＳＰＣ）、ジラウリ
ロイル－ホスファチジルグリセロール（「ＤＬＰＧ」）およびそのアルカリ金属塩、ジア
ラキドイルホスファチジルグリセロール（「ＤＡＰＧ」）およびそのアルカリ金属塩、ジ
ミリストイルホスファチジルグリセロール（「ＤＭＰＧ」）およびそのアルカリ金属塩、
ジパルミトイルホスファチジルグリセロール（「ＤＰＰＧ」）およびそのアルカリ金属塩
、ジステアロイルホスファチジルグリセロール（「ＤＳＰＧ」）およびそのアルカリ金属
塩、ジオレオイルホスファチジルグリセロール（「ＤＯＰＧ」）およびそのアルカリ金属
塩、ジミリストイルホスファチジン酸（「ＤＭＰＡ」）およびそのアルカリ金属塩、ジパ
ルミトイルホスファチジン酸（「ＤＰＰＡ」）およびそのアルカリ金属塩、ジステアロイ
ルホスファチジン酸（「ＤＳＰＡ」）、ジアラキドイルホスファチジン酸（「ＤＡＰＡ」
）およびそのアルカリ金属塩、ジミリストイル　ホスファチジル－エタノールアミン（「
ＤＭＰＥ」）、ジパルミトイル　ホスファチジル－エタノールアミン（「ＤＰＰＥ」）、
ジステアロイル　ホスファチジル－エタノールアミン（「ＤＳＰＥ」）、ジミリストイル
　ホスファチジルセリン（「ＤＭＰＳ」）、ジアラキドイル　ホスファチジルセリン（「
ＤＡＰＳ」）、ジパルミトイル　ホスファチジルセリン（「ＤＰＰＳ」）、ジステアロイ
ルホスファチジルセリン（「ＤＳＰＳ」）、ジオレオイルホスファチジルセリン（「ＤＯ
ＰＳ」）、ジパルミトイル　スフィンゴミエリン（「ＤＰＳＰ」）およびジステアロイル
　スフィンゴミエリン（「ＤＳＳＰ」）。好適な態様において、リン脂質部分の少なくと
も１つは、図７Ａまたは７Ｂに示されたような、そして本明細書において援用されるＵＳ
５，６８６，０６０号に記載されているような構造を有している。
【０１３７】
　他の好ましいリン脂質には、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジパルミトイルホ
スファチジン酸およびジパルミトイルホスファチジルセリンが含まれる。組成物はまたＰ
ＥＧ－４０００および／またはパルミチン酸も含むことが可能である。本明細書に開示さ
れた、または当業者には既知の任意の気体を用いることが可能である；しかしながら、Ｓ
Ｆ６またはＣＦ４、Ｃ３Ｆ８およびＣ４Ｆ１０のごとき不活性気体が好ましい。
【０１３８】
　本発明の好ましい気体充填マイクロバブルは、例えば、以下の特許の任意の１つに記載
されている方法によるごとく、当該技術分野では既知の手段により調製することが可能で
ある：ＥＰ５５４２１３号、ＵＳ５，４１３，７７４号、ＵＳ５，５７８，２９２号、Ｅ
Ｐ７４４９６２号、ＥＰ６８２５３０号、ＵＳ５，５５６，６１０号、ＵＳ５，８４６，
５１８号、ＵＳ６，１８３，７２５号、ＥＰ４７４８３３号、ＵＳ５，２７１，９２８号
、ＵＳ５，３８０，５１９号、ＵＳ５，５３１，９８０号、ＵＳ５，５６７，４１４号、
ＵＳ５，６５８，５５１号、ＵＳ５，６４３，５５３号、ＵＳ５，９１１，９７２号、Ｕ
Ｓ６，１１０，４４３号、ＵＳ６，１３６，２９３号、ＥＰ６１９７４３号、ＵＳ５，４
４５，８１３号、ＵＳ５，５９７，５４９号、ＵＳ５，６８６，０６０号、ＵＳ６，１８
７，２８８号およびＵＳ５，９０８，６１０号、これらはその全体が本明細書において援
用される。
【０１３９】
　本発明の好ましいマイクロバブル懸濁液は、適した溶媒中、粗リン脂質の溶液の凍結乾
燥または噴霧乾燥のごとき既知のプロセスを使用して、またはＥＰ５５４２１３号；ＵＳ
５，４１３，７７４号；ＵＳ５，５７８，２９２号；ＥＰ７４４９６２号；ＥＰ６８２５
３０号；ＵＳ５，５５６，６１０号；ＵＳ５，８４６，５１８号；ＵＳ６，１８３，７２
５号；ＥＰ４７４８３３号；ＵＳ５，２７１，９２８号；ＵＳ５，３８０，５１９号；Ｕ
Ｓ５，５３１，９８０号；ＵＳ５，５６７，４１４号；ＵＳ５，６５８，５５１号；ＵＳ
５，６４３，５５３号；ＵＳ５，９１１，９７２号；ＵＳ６，１１０，４４３号；ＵＳ６
，１３６，２９３号；ＥＰ６１９７４３号；ＵＳ５，４４５，８１３号；ＵＳ５，５９７
，５４９号；ＵＳ５，６８６，０６０号；ＵＳ６，１８７，２８８号；およびＵＳ５，９
０８，６１０号（これらはその全体が本明細書において援用される）に示されているプロ
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セスを使用してリン脂質から調製することが可能である。最も好ましくは、リン脂質を有
機溶媒に溶解し、そして溶液はリポソーム形成段階を通り越さないように乾燥する。この
ことは、親水性安定化剤物質または有機溶媒および水の両方に溶解する化合物と一緒に、
リン脂質を適した有機溶媒に溶解し、そして溶液を凍結乾燥または噴霧乾燥することによ
り行うことが可能である。この態様において、親水性安定化剤の選択に使用された基準は
、選択された有機溶媒におけるその溶解度である。水および有機溶媒に可溶な親水性安定
化剤化合物の例は、例えば、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリビニルアルコール（
ＰＶＡ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などのような重合体、リンゴ酸、グリコー
ル酸、マルトールなどのである。こうした親水性化合物はまた、マイクロバブルサイズ分
布の均質化の助けとなり、そして保存中の安定性を促進する。続いての乾燥を容易にする
ため、沸点が十分低くそして融点が十分に高い限りは、任意の適した有機溶媒が使用でき
る。典型的な有機溶媒には、例えば、ジオキサン、シクロヘキサノール、３級ブタノール
、テトラクロロジフルオロエチレン（Ｃ２Ｃｌ４Ｆ２）または２－メチル－２－ブタノー
ルが含まれる。２－メチル－２－ブタノールおよびＣ２Ｃｌ４Ｆ２が好ましい。
【０１４０】
　水性坦体中での分散によるマイクロバブルの懸濁液の形成に先だって、凍結乾燥または
噴霧乾燥したリン脂質粉末を、空気または別の気体と接触させる。水性坦体と接触した場
合、その構造が破壊されていた粉末化リン脂質は、分散された気体のマイクロバブルを安
定化するであろう、ラメラ化または積層化されたセグメントを形成するであろう。この方
法は、長期保存した場合でも安定である、マイクロバブルの懸濁液の産生を可能にし、そ
れは、乾燥積層化リン脂質を単純に溶解させることにより得られ、振盪または激しく撹拌
することなく、所望の気体下で保存した。
【０１４１】
　特別の保存条件で必要とされることが知られている、過分極した気体を含むことなしに
、凍結乾燥した（lyophilized）または凍結乾燥した（freeze-dried）残渣は、その環境
の温度調節を必要とせずに保存および輸送が可能であり、そして特に、病院および医者へ
（こうした使用者が特別の保存設備を有していなくとも）、すぐに使える投与可能懸濁液
への現場処方製剤として供給することが可能である。
【０１４２】
　好ましくは、こうした場合において、それは２成分キットの形で提供することが可能で
ある。２成分キットは、２つの別々の容器、または２重チャンバー容器を含むことができ
る。前者の場合、好ましくは、容器は慣用的セプタムシール化バイアルであり、ここにお
いて、工程ｂ）の凍結乾燥残渣を含んでいるバイアルはセプタムで封じられており、それ
を通して坦体液体を、所望により前もって充填されている注射器を使用して注入すること
が可能である。こうした場合において、第２の成分の容器として使用された注射器はまた
、次ぎに造影剤を注射するためにも使用する。後者の場合、好ましくは、２重チャンバー
容器は２重チャンバー注射器であり、ひとたび凍結乾燥物／凍結乾燥残渣が再構築され、
そして適切に混合または穏やかに振盪されれば、容器は造影剤を注射するために直接使用
することが可能である。両方の場合において、容器の内容物内へ、十分なバブル形成エネ
ルギーの適用を指示するまたは許すための手段を提供する。しかしながら、前に記述した
ように、安定化された造影剤において、気体マイクロバブルのサイズは、再構築された乾
燥生成物へ適用される撹拌エネルギーの量とは実質的に無関係である。従って、一貫した
マイクロバブルサイズを有する再現可能な製品を得るためには、穏やかな手による振盪の
みが一般的に必要とされる。
【０１４３】
　乾燥粉末と水性溶液を無菌様式で混合することができる、他の２チャンバー再構築シス
テムもまた本発明の範囲内であることが、当業者により認められるであろう。こうしたシ
ステムにおいて、製品の有効期間を長くするため、もし水不溶性気体および環境間に水を
差し挟むことが可能であれば、特に有利である。造影剤を形成するために必要な物質がま
だ容器中に存在しないとすると（例えば、リン脂質へ連結されるべき本発明のｃＭｅｔ結
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合部分は再構築の間に）、それはキットの他の成分と共に、好ましくはキットの他の成分
との準備された配合を容易にするように適合された形または容器で、包装することが可能
である。
【０１４４】
　特別の容器、バイアルまたは接合システムは必要とされない；本発明は慣用的容器、バ
イアルおよびアダプターを使用することが可能である。ただ１つに要求は、栓および容器
間の良好なシールである。それ故、シールの品質は第１級の関心事になる；シール完全性
のどんな低下も、望ましくない物質がバイアルへ入ることを可能にできる。無菌性を保証
することに加え、安全で適切な再構築を確かにするために周囲のまたは減じた圧力で栓を
された製品に対して、真空保持は必須である。栓はどうかといえば、それはポリ（イソブ
チレン）またはブチルゴムのごときエラストマーに基づいた化合物または多成分調合物で
あることができる。
【０１４５】
　もしくは、マイクロバブルは、例えば、ＷＯ９７／２９７８３号に開示されているよう
に、高撹拌速度で水性溶液中へ気体を浮遊させることによって調製することが可能である
。マイクロバブルを調製するためのさらなるプロセスは、本明細書において援用される、
同時係属中の欧州特許出願第０３００２３７３号に記載されており、それは、リン脂質存
在下、水性媒質中で有機溶媒の乳濁液を調製し、そしてその後、随意の洗浄および／また
は濾過工程後に前記乳濁液を凍結乾燥することを含む。
【０１４６】
　当業者には既知の添加物を、安定化マイクロバブルの懸濁液中に含ませることが可能で
ある。例えば、ポリオキシプロピレングリコールおよびポリオキシエチレングリコールお
よび類似の化合物ならびに多様なその共重合体を含む非薄膜形成表面活性剤；ミリスチル
酸、パルミチン酸、ステアリン酸、アラキドン酸またはその誘導体のごとき脂肪酸、エル
ゴステロール、フィトステロール、シトステロール、ラノステロール、トコフェロール、
没食子酸プロピル、アスコルビルパルミタートおよびブチル化ヒドロキシトルエンを加え
ることができる。これらの非薄膜形成表面活性剤の量は、表面活性剤の総量の重量で通常
５０％まで、しかし好ましくは０～３０％の間である。
【０１４７】
　超音波応用において、リン脂質安定化マイクロバブルにより形成された造影剤は、例え
ば、注入されるリン脂質の量は、０．１～２００μｇ／ｋｇ体重の範囲、好ましくは約０
．１～３０μｇ／ｋｇであるように、投与することが可能である。
【０１４８】
　他の気体含有懸濁液には、例えば、その全体が本明細書において援用されるＵＳ５，７
９８，０９１号、ＷＯ９７／２９７８３号またＥＰ８８１　９１５号に開示されているも
のが含まれる。これらの剤はＵＳ５，７９８，０９１号またはＷＯ９７／２９７８３号に
記載されているように調製することが可能である。
【０１４９】
　別の好ましい超音波造影剤はマイクロバルーンを含む。用語「マイクロバルーン」とは
、境界または包膜を有する気体充填体を指している。マイクロバルーン処方および製造方
法についてより詳しいことは、その内容が本明細書において援用される、ＥＰ３２４　９
３８号（ＵＳ４，８４４，８８２号）；ＵＳ５，７１１，９３３号；ＵＳ５，８４０，２
７５号；ＵＳ５，８６３，５２０号；ＵＳ６，１２３，９２２号；ＵＳ６，２００，５４
８号；ＵＳ４，９００，５４０号；ＵＳ５，１２３，４１４号；ＵＳ５，２３０，８８２
号；ＵＳ５，４６９，８５４号；ＵＳ５，５８５，１１２号；ＵＳ４，７１８，４３３号
；ＵＳ４，７７４，９５８号；ＷＯ９５／０１１８７号；ＵＳ５，５２９，７６６号；Ｕ
Ｓ５，５３６，４９０号；およびＵＳ５，９９０，２６３号に見ることができる。
【０１５０】
　好ましいマイクロバルーンは、生分解性で生理学的に適合性の重合体または生分解性固
体脂質を含んでいる包膜を有している。本発明のマイクロバルーン調製に有用な重合体は
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、以下のいずれかの特許に記載されているもののごとき、生分解性で生理学的に適合性の
重合体から選択される：ＥＰ４５８７４５号；ＵＳ５，７１１，９３３号；ＵＳ５，８４
０，２７５号；ＥＰ５５４２１３号；ＵＳ５，４１３，７７４号；およびＵＳ５，５７８
，２９２号、その全内容は本明細書において援用される。特に、重合体は、低い水溶解性
のポリサッカリド、ポリラクチド（polylactide）およびポリグリコリド（polyglycolide
）そしてその共重合体、ｅ－カプロラクトン、γ－バレロラクトンおよびポリペプチドの
ごときラクチド（lactide）およびラクトンの共重合体、のごとき生分解性で生理学的に
適合性の重合体から選択することができる。他の適した重合体には、ポリ（オルト）エス
テル（例えば、ＵＳ４，０９３，７０９号；ＵＳ４，１３１，６４８号；ＵＳ４，１３８
，３４４号；ＵＳ４，１８０，６４６号を参照されたい）、ポリ乳酸およびポリグリコー
ル酸そしてその共重合体、例えば、ＤＥＸＯＮ（Ｈｅｌｌｅｒ，Ｊ．、１９８０．Ｂｉｏ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ，１：５１－５７）；ポリ（ＤＬ－ラクチド－ｃｏ－ｅ－カプロラク
トン）、ポリ（ＤＬ－ラクチド－ｃｏ－γ－バレロラクトン）、ポリ（ＤＬ－ラクチド－
ｃｏ－γ－ブチロラクトン）、ポリアルキルシアノアクリラート；ポリアミド、ポリヒド
ロキシブチラート；ポリジオキサノン；ポリ－β－アミノケトン（Ｐｏｌｙｍｅｒ、２３
：１６９３（１９８２））；ポリホスファゼン（Ａｌｌｃｏｃｋ，Ｈ．、１９７６．Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ、１９３：１２１４－１２１９）；およびポリ酸無水物、が含まれる。本発明
のマイクロバルーンはまた、本明細書において援用される、ＷＯ９６／１５８１５の方法
に従っても調製することが可能であり、そこでは、マイクロバルーンは、好ましくはモノ
－、ジ－、トリ－グリセリド、脂肪酸、ステロール、ワックスおよびその混合物から選択
される生分解性脂質、を含む生分解性膜から作成される。好ましい脂質はジ－またはトリ
－グリセリド、例えば、トリ－ミリスチン、－パルミチンまたは－ステアリン、特にトリ
パルミチンまたはトリステアリンである。
【０１５１】
　マイクロバルーンは、当業者には既知の、本明細書に開示されている任意の気体を用い
ることが可能である；しかしながら、フッ素化気体のごとき不活性気体が好ましい。マイ
クロバルーンは、当業者には既知の随意の添加物、そして安定剤と共に医薬として受容可
能な液体坦体に懸濁することが可能である。
【０１５２】
　マイクロバルーン含有造影剤は典型的には、壁形成重合体または脂質の量が約１０μｇ
／ｋｇ～約２０μｇ／ｋｇ体重、であるように投与する。
　他の気体含有造影剤には、中に含まれた、またはさもなければ会合されている（表面上
に吸着されているおよび／または空隙、空洞または孔内に含まれている）気体を有する、
微粒子が含まれる。これらの剤の調製法は、その全体が本明細書において援用される、Ｅ
Ｐ０１２２６２４号；ＥＰ０１２３２３５号；ＥＰ０３６５４６７号；ＵＳ５，５５８，
８５７号；ＵＳ５，６０７，６６１号；ＵＳ５，６３７，２８９号；ＵＳ５，５５８，８
５６号；ＵＳ５，１３７，９２８号；ＷＯ９５／２１６３１号またはＷＯ９３／１３８０
９号に記載されている。
【０１５３】
　これらの超音波組成物はまた、可能な限り、血液と等張であるべきである。この故、注
射前、少量の等張剤を、いずれの上記超音波造影剤懸濁液にも加えることが可能である。
等張剤は、医学において普通に使用される生理学的溶液であり、それらは水性塩溶液（０
．９％　ＮａＣｌ）、２．６％グリセロール溶液、５％デキストロース溶液その他を含む
。加えて、超音波組成物は、例えば、乳化剤、粘性調節剤、凍結保護物質、溶解保護物質
、充填剤を含む、標準の医薬として受容可能な添加物を含むことができる。
【０１５４】
　任意の生物適合性気体を、本発明において有用な超音波造影剤に使用することが可能で
ある。本明細書において、用語「気体」とは、正常ヒト体温で実質的に気体形である任意
の物質（混合物を含む）を含んでいる。それ故気体は、例えば、空気、窒素、酸素、ＣＯ

２、アルゴン、キセノンまたはクリプトン、フッ素化気体（例えば、過フルオロ炭素、Ｓ
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Ｆ６，ＳｅＦ６を含んで）、低分子量炭化水素（例えば、１～７の炭素原子を含んでいる
）、例えば、メタン、エタン、プロパン、ブタンまたはペンタンのごときアルカン、シク
ロプロパン、シクロブタンまたはシクロペンタンのごときシクロアルカン、エチレン、プ
ロペン、プロパジエンまたはブテンのごときアルケン、またはアセチレンまたはプロピン
のごときアルキン、および／またはその混合物、を含むことができる。フッ素化気体には
、ＳＦ６、フレオン（１以上の炭素原子およびフッ素を含んでいる有機化合物、即ち、Ｃ
Ｆ４、Ｃ２Ｆ６、Ｃ３Ｆ８、Ｃ４Ｆ８、Ｃ４Ｆ１０、ＣＢｒＦ３、ＣＣｌ２Ｆ２、Ｃ２Ｃ
ｌＦ５およびＣＢｒＣｌＦ２）および過フルオロ炭素のごとき、少なくとも１つのフッ素
原子を含む物質が含まれる。用語「過フルオロ炭素」とは、炭素およびフッ素のみを含ん
でいる化合物を指し、特に飽和、不飽和および環状過フルオロ炭素を含んでいる。通常好
ましい飽和過フルオロ炭素は、式ＣｎＦｎ＋２（式中、ｎは１～１２、好ましくは２～１
０、最も好ましくは３～８、そしてさらにもっと好ましくは３～６である）を有している
。適した過フルオロ炭素には、例えば、ＣＦ４、Ｃ２Ｆ６、Ｃ３Ｆ８、Ｃ４Ｆ３、Ｃ４Ｆ

１０、Ｃ５Ｆ１２、Ｃ６Ｆ１２、Ｃ７ＦＩ４、Ｃ８Ｆ１８およびＣ９Ｆ２０が含まれる。
最も好ましくは、気体または気体混合物は、ＳＦ６、またはＣ３Ｆ８、Ｃ４Ｆ８、Ｃ４Ｆ

１０、Ｃ５Ｆ１２、Ｃ６Ｆ１２、Ｃ７Ｆ１４、Ｃ８Ｆ１８から成る群より選択される過フ
ルオロ炭素（Ｃ４Ｆ１０が特に好ましい）を含む。ＷＯ９７／２９７８３号、ＷＯ９８／
５３８５７号、ＷＯ９８／１８４９８号、ＷＯ９８／１８４９５号、ＷＯ９８／１８４９
６号、ＷＯ９８／１８４９７号、ＷＯ９８／１８５０１号、ＷＯ９８／０５３６４号、Ｗ
Ｏ９８／１７３２４号、もまた参照されたい。
【０１５５】
　特定の状況において、気体性物質の前駆体（例えば、インビボで気体へ変換されること
が可能な物質、しばしば「気体前駆体」と称される）を含むのが望ましいことがありうる
。好ましくは、気体前駆体およびそれが産生する気体は生理学的に受容可能である。気体
前駆体は、ｐＨ活性化、光活性化、温度活性化などでありうる。例えば、特定の過フルオ
ロ炭素を、温度活性化気体前駆体として使用することが可能である。過フルオロペンタン
のごときこれらの過フルオロ炭素は、室温（または剤が製造および／または保存される温
度）より上の、しかし体温より下の液体／気体相転移温度を有している；それ故、それら
はヒト体内で相変化を行い、そして気体へ変換される。
【０１５６】
　気体は、気体の混合物を含むことが可能である。以下の組み合わせが特に好ましい気体
混合物である：気体（Ａ）および（Ｂ）の混合物、ここにおいて、容量で０．５～４１％
の量で存在する気体（Ｂ）の少なくとも１つは、８０ダルトンより大きな分子量を有して
おり、そしてフッ素化気体であり、そして（Ａ）は、空気、窒素、２酸化炭素およびこれ
らの混合物から成る群より選択され、混合物のバランスは気体Ａである。
【０１５７】
　超音波小胞は、本明細書に記載した他の検出可能標識よりも大きいことが可能であるの
で、それらは剤の標的化効率を増加させるため、多数のｃＭｅｔ結合ポリペプチドまたは
多量体ポリペプチド構築物へ連結または結合することが可能である。前記の（または当業
者には既知の）超音波造影剤の結合は、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドおよび小胞を作製する
ために使用された物質間の直接共有結合を経るか、または、前に記載したようなリンカー
を経るものであろう。例えば、一般に、２官能性ＰＥＧリンカーへのペプチドの結合の記
述にはＷＯ９８／５３８５７を参照されたく、それは次ぎにリポソーム組成物と反応させ
る（Ｌａｎｚａ，Ｇ．ら、１９９７．Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．、２３
：８６３－８７０）。これらの化合物の構造は典型的には下記のものを含む：
ａ）疎水性部分、小胞の包膜中の化合物の有効な取り込みを可能にするため、マイクロバ
ブルの、またはマイクロバルーンの包膜を形成している物質と適合性である；前記部分は
典型的には脂質部分である（例えば、ジパルミチン、ジステアロイル）；
ｂ）スペーサー（典型的には、異なった分子量のＰＥＧ）、それはある場合は任意である
ことができ（例えば、もしスペーサーがあまりにも長ければ、マイクロバブルを凍結乾燥



(41) JP 6374913 B2 2018.8.15

10

20

30

40

50

するのが困難であると証明することができる）、またはある場合は好ましい（例えば、ペ
プチドは、短いスペーサーでマイクロバルーンに結合した場合、活性が低いことがあり得
る）；
ｃ）結合されるべきペプチド上の、対応する反応性部分と反応することが可能な反応性基
（例えば、マレイミドとシステインの－ＳＨ基）。
【０１５８】
　多くの方法を、ｃＭｅｔ結合ポリペプチドへ結合されたマイクロバブルの懸濁液を調製
するために使用することが可能である。例えば、５％（ｗ／ｗ）のＮ－ＭＰＢ－ＰＥ（１
，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－４－（ｐ－マレ
イミド－フェニルブチルアミド）（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ－　Ｌｉｐｉｄｓ，Ｉｎｃ
．、アラバスター，ＡＬ）をリン脂質処方に取り込むことにより、マレイミド誘導体化マ
イクロバブルを調製することが可能である。次ぎに、脱アセチル化溶液（５０ｍＭリン酸
ナトリウム、２５ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５Ｍヒドロキシルアミン．ＨＣｌ、ｐＨ７．５）
中でインキュベートされたメルカプトアセチル化ｃＭｅｔ結合ペプチドの溶液（１０ｍｇ
／ｍＬ、ＤＭＦ溶液）を、マレイミド活性化マイクロバブル懸濁液へ加える。穏やかに撹
拌して暗所でインキュベーション後、ペプチド結合化マイクロバブルは、遠心分離により
精製することが可能である。
【０１５９】
　あるいは、ｃＭｅｔ結合ポリペプチド結合化マイクロバブルは、ビオチン／アビジンを
使用して調製することが可能である。例えば、アビジン結合化マイクロバブルは、前記の
ように調製されたマレイミド活性化リン脂質マイクロバブル懸濁液を使用して調製するこ
とが可能であり、それをメルカプトアセチル化アビジン（脱アセチル化溶液中でインキュ
ベートされた）へ加える。ビオチニル化ｃＭｅｔ結合ペプチド（本明細書に記載したよう
に調製された）を、アビジン結合化マイクロバブルの懸濁液へ加えると、ｃＭｅｔ結合ペ
プチドへ結合したマイクロバブルの懸濁液を得る。
【０１６０】
　本発明に従って使用することが可能な超音波画像技術には、カラードップラー、パワー
ドップラー、ドップラー振幅、刺激音響画像、および２または３次元画像技術のごとき既
知の技術が含まれる。画像化は高調波（共鳴周波数）または基礎的モードで行うことがで
きるが、２倍の高調波が好ましい。
【０１６１】
　Ｃ．光学画像、音ルミネセンスまたは光音響画像
　本発明に従うと、対象に光学的に標識したｃＭｅｔ結合ポリペプチドを注射後、インビ
ボ光画像で、ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体の位置を決定するために、多数の光
学パラメーターを用いることが可能である。画像の調製において、検出されるべき光学パ
ラメーターには、透過放射、吸収、蛍光またはリン光発光、光反射、吸光度振幅または極
大の変化、および弾性散乱放射を含むことができる。例えば、生物学的組織は、６５０～
１０００ｎｍの範囲の近赤外（ＮＩＲ）波長の光に対して比較的半透明である。ＮＩＲ放
射は数センチメートルまで組織を透過することが可能であり、ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃ
Ｍｅｔ複合体のインビボ光学画像のための、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドまたは多
量体ポリペプチド構築物の使用を可能にしている。
【０１６２】
　ｃＭｅｔ結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物は、例えば、広範な非局在
化環システムを有し、そして４００～１５００ｎｍの範囲に吸収または発光を有する、有
機発色団または蛍光団を含んでいる光学色素のごとき光標識と結合することが可能である
。ｃＭｅｔ結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物はもしくは、生体発光分子
で誘導体化することが可能である。光標識の吸収極大の好ましい範囲は、ヘモグロビンか
らの信号による妨害を最小にするため、６００～１０００ｎｍの間である。好ましくは、
光吸収標識は、大きなモル吸光係数（例えば、１０５ｃｍ－１Ｍ－１より大きな）を有し
ており、一方、蛍光光学色素は高い量子収量を有するであろう。光学色素の例には、限定
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されるわけではないが、ＷＯ９８／１８４９７号、ＷＯ９８／１８４９６号、ＷＯ９８／
１８４９５号、ＷＯ９８／１８４９８号、ＷＯ９８／５３８５７号、ＷＯ９６／１７６２
８号、ＷＯ９７／１８８４１号、ＷＯ９６／２３５２４号、ＷＯ９８／４７５３８号およ
びそれらに引用されている参考文献に記載されているものが含まれる。光標識は、前に記
載したように、ｃＭｅｔ結合ペプチドへ直接共有結合で連結するか、またはリンカーを経
てｃＭｅｔ結合ペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物へ連結することが可能である。
【０１６３】
　光学的に標識されたｃＭｅｔ結合部分の注射後、剤中に用いられた光標識に適切な波長
範囲の、１以上の光源（例えば、レーザー）で患者を走査する。使用される光は、単色ま
たは多色、そして連続的またはパルスでもよい。放射された、散乱されたまたは反射され
た光は、対象中のｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体の位置を決定するために、１つ
または多数の波長に同調された光検出器を経て検出する。光学パラメーターの変化は、時
間を通してモニターすることが可能であり、過剰増殖の部位での光学的に標識された試薬
の蓄積を検出する。標準画像処理および検出装置が、本発明の光学画像化試薬に関連して
使用することが可能である。
【０１６４】
　前記光学画像化試薬はまた、光学標識造影剤で実行された超音波光学または音ルミネセ
ンス画像にも使用することが可能である（ＵＳ５，１７１，２９８号、ＷＯ９８／５７６
６６号、およびそれらに引用されている参考文献を参照されたい）。超音波光学において
は、超音波放射を対象に適用し、そして透過した、放射されたまたは反射された光に影響
を及ぼす。音ルミネセンス画像においては、適用された超音波が実際に検出される光を発
生する。こうした技術を使用する、適した画像化法はＷＯ９８／５７６６６号に記載され
ている。
【０１６５】
　Ｄ．核画像（放射性核種画像）および放射線治療
　ｃＭｅｔ結合部分は、シンチグラフィー、ＳＰＥＣＴ、またはＰＥＴ画像に適切な放射
性核種と、および／または放射線治療に適切な放射性核種と結合することが可能である。
ｃＭｅｔ結合部分が、画像診断に有用な放射性核種のためのキレート剤、および放射線治
療に有用なキレート剤の両方と結合されている構築物は、本発明の範囲内である。
【０１６６】
　ＰＥＴ剤として使用するためには、ペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物は、５１

Ｍｎ、５２Ｆｅ、６０Ｃｕ、６８Ｇａ、７２Ａｓ、９４ｍＴｃまたは１１０Ｉｎのごとき
多様な陽電子放射金属イオンと複合体形成されている。本発明の結合部分はまた、１８Ｆ
、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１２３Ｉ、７７Ｂｒおよび７６Ｂｒのごとき放射性核
種を使用するハロゲン化により標識することも可能である。シンチグラフィーまたは放射
線治療に好ましい金属放射線核種には、９９ｍＴｃ、５１Ｃｒ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、４

７Ｓｃ、５１Ｃｒ、１６７Ｔｍ、１４１Ｃｅ、１１１Ｉｎ、１６８Ｙｂ、１７５Ｙｂ、１

４０Ｌａ、９０Ｙ、８８Ｙ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１６５Ｄｙ、１６６Ｄｙ、６２Ｃ
ｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、９７Ｒｕ、１０３Ｒｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２０３Ｐｂ
、２１１Ｂｉ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２１４Ｂｉ、１０５Ｒｈ、１０９Ｐｄ、１１７

ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１６１Ｔｂ、１７７Ｌｕ、１９８Ａｕおよび１９９Ａｕが含まれる
。金属の選択は、所望の治療または診断応用に基づいて決定されるであろう。例えば、診
断目的のためには、好ましい放射線核種として６４Ｃｕ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、９９ｍＴ
ｃおよび１１１Ｉｎが含まれる。治療目的のためには、好ましい放射線核種として６４Ｃ
ｕ、９０Ｙ、１０５Ｒｈ、１１１Ｉｎ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１５３Ｓｍ、１６１

Ｔｂ、１６６Ｄｙ、１６６Ｈｏ、１７５Ｙｂ、１７７Ｌｕ、１８６／１８８Ｒｅおよび１

９９Ａｕが含まれる。９９ｍＴｃは、その低い価格、入手可能性、画像化特性および高い
比活性のため、診断応用に特に好ましい。９９ｍＴｃの核および放射性特性は、この同位
元素を理想的なシンチグラフィー造影剤となしている。この同位元素は１４０ｋｅＶの単
一光子エネルギーを、そして約６時間の放射性半減期を有し、そして９９Ｍｏ－９９ｍＴ
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ｃ発生装置から容易に入手可能である。
【０１６７】
　金属放射線核種は、例えば、線状、大環状、テルピリジンおよびＮ３Ｓ、Ｎ２Ｓ２また
はＮ４キラント（ｃｈｅｌａｎｔ）によりキレートすることができ（また、ＵＳ５，３６
７，０８０、ＵＳ５，３６４，６１３号、ＵＳ５，０２１，５５６号、ＵＳ５，０７５，
０９９号、ＵＳ５，８８６，１４２号も参照されたい）、当該技術分野で既知の他のキレ
ート剤には、限定されるわけではないが、ＨＹＮＩＣ、ＤＴＰＡ、ＥＤＴＡ、ＤＯＴＡ、
ＤＯ３Ａ、ＴＥＴＡおよびビスアミノ　ビスチオール（ＢＡＴ）キレート剤が含まれる（
また、ＵＳ５，７２０，９３４号も参照されたい）。例えば、Ｎ４キレート剤はＵＳ６，
１４３，２７４号；ＵＳ６，０９３，３８２号；ＵＳ５，６０８，１１０号；ＵＳ５，６
６５，３２９号；ＵＳ５，６５６，２５４号；およびＵＳ５，６８８，４８７号に記載さ
れている。特定のＮ３Ｓキレート剤は、ＰＣＴ／ＣＡ９４／００３９５号、ＰＣＴ／ＣＡ
９４／００４７９号、ＰＣＴ／ＣＡ９５／００２４９号およびＵＳ５，６６２，８８５号
；ＵＳ５，９７６，４９５号；およびＵＳ５，７８０，００６号に記載されている。キレ
ート剤はまた、Ｎ３Ｓを含むメルカプト－アセチル－アセチル－グリシル－（ＭＡＧ３）
およびＭＡＭＡ（モノアミドモノアミンジチオール）のごときＮ２Ｓ２システム、ＤＡＤ
Ｓ（Ｎ２Ｓ　ジアミンジチオール）、ＣＯＤＡＤＳなどのキレート化リガンドの誘導体を
含むことも可能である。これらのリガンドシステムおよび多様な他のものは、例えば、Ｌ
ｉｕ，Ｓ．およびＥｄｗａｒｄｓ，Ｄ．、１９９９．Ｃｈｅｍ　Ｒｅｖ．、９９：２２３
５－２２６８およびその中の参考文献に記載されている。
【０１６８】
　キレート剤はまた、４座配列で金属に供与しないリガンド原子を含んでいる複合体も含
むことが可能である。これらには、その開示が全体として本明細書に援用される、ＵＳ５
，１８３，６５３号；ＵＳ５，３８７，４０９号；およびＵＳ５，１１８，７９７号に記
載されているごとき、テクネチウムおよびレニウムジオキシムのボロン酸付加物が含まれ
る。
【０１６９】
　別の態様においては、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドのジスルフィド結合を、９９

ｍＴｃのごとき放射性核種のキレート形成のための２つのリガンドとして使用する。この
方法において、ペプチドループはＴｃの導入により拡大される（ペプチド－Ｓ－Ｓ－ペプ
チドはペプチド－Ｓ－Ｔｃ－Ｓ－ペプチドへ変化する）。この方法はまた、文献（Ｃｈｅ
ｎ，Ｊ．ら、２００１．Ｊ．Ｎｕｃａｌ　Ｍｅｄ．、４２：１８４７－１８５５）で他の
ジスルフィド含有ペプチドで使用されており、一方、生物学的活性は維持している。Ｔｃ
のための他のキレート化基は、主鎖アミド窒素、別のシスチンアミノ酸または他のアミノ
酸の修飾により供給することが可能である。
【０１７０】
　特に好ましい金属キレート剤には、図８Ａ～８Ｆに示した式２０、２１、２２、２３ａ
、２３ｂ、２４ａ、２４ｂおよび２５のキレート剤が含まれる。式２０－２２は常磁性Ｇ
ｄ３＋のごときランタニド、および１７７Ｌｕ、９０Ｙ、１５３Ｓｍ、１１１Ｉｎまたは
１６６Ｈｏのごとき放射性ランタニドに対して特に有用である。式２３ａ～２４ｂは、放
射性核種９９ｍＴｃ、１８６Ｒｅまたは１８８Ｒｅに対して特に有用である。式２５は、
９９ｍＴｃ対して特に有用である。これらおよび他の金属キレート化基は、その全体が本
明細書において援用される、ＵＳ６，０９３，３８２号およびＵＳ５，６０８，１１０号
に記載されている。加えて、式２２のキレート化基は、例えば、ＵＳ６，１４３，２７４
号に記載されている；式２４のキレート化基は、例えば、ＵＳ５，６２７，２８６号およ
びＵＳ６，０９３，３８２号に記載されている；および式２５のキレート化基は、例えば
、ＵＳ５，６６２，８８５号；ＵＳ５，７８０，００６号；およびＵＳ５，９７６，４９
５号に記載されている。
【０１７１】
　図８Ｅの式２４ａおよび２４ｂ、式中、ＸはＣＨ２かまたはＯであり；ＹはＣ１～Ｃ１
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０分枝または非分枝アルキル、アリール、アリールオキシ、アリールアミノ、またはＣ１

～Ｃ１０分枝または非分枝アルキル基、ヒドロキシまたはＣ１～Ｃ１０分枝または非分枝
ポリヒドロキシアルキル基、Ｃ１～Ｃ１０分枝または非分枝ヒドロキシまたはポリアルコ
シキアルキルまたはポリヒドロキシ－ポリアルコキシアルキル基、を含むアリールアルキ
ルであり；ＪはＣ（＝Ｏ）－、ＯＣ（＝Ｏ）－、ＳＯ２－、ＮＣ（＝Ｏ）－、ＮＣ（＝Ｓ
）－、Ｎ（Ｙ）、ＮＣ（＝ＮＣＨ３）－、ＮＣ（＝ＮＨ）－、Ｎ＝Ｎ－、合成または天然
に存在するアミノ酸に由来するホモポリアミドまたはホモポリアミンであり；ｎは１～１
００である。これらの構造の他の変異体は、例えば、ＵＳ６，０９３，３８２号に記載さ
れている。各々の前述の特許、出願および参考文献の開示は、その全体が本明細書におい
て援用される。
【０１７２】
　キレート剤は、ｃＭｅｔ結合部分または多量体ポリペプチド構築物へ直接、共有結合で
、前記のようにリンカーを経てｃＭｅｔ結合ポリペプチドへ連結することが可能であり、
そしてその後、選択された放射性金属で直接標識する（ＷＯ９８／５２６１８、ＵＳ５，
８７９，６５８号およびＵＳ５，８４９，２６１号を参照されたい）。
【０１７３】
　放射性テクネチウムの複合体は画像診断に特に有用であり、そして放射性レニウムの複
合体は放射線治療に特に有用である。放射性テクネチウムと本発明の試薬との複合体の形
成において、テクネチウム複合体、好ましくは９９ｍＴｃ過テクネチウム酸の塩を、還元
剤存在下で試薬と反応させる。好ましい還元剤はジチオナイト、スズおよび鉄イオンであ
り；最も好ましい還元剤は塩化第１スズである。こうした複合体を調製する手段は、標識
されるべき本発明の前もって決定された量、および９９ｍＴｃで試薬を標識するために十
分な量の還元剤を含んでいる密封バイアルを含むキット形で都合よく提供される。あるい
は、適切なキレート剤と結合した本発明のペプチドと、前もって形成されたテクネチウム
の不安定複合体および転移（transfer）リガンドとして知られている別の化合物を反応さ
せることにより、前記複合体を形成させることが可能である。このプロセスはリガンド交
換として知られており、当業者にはよく知られている。不安定複合体は、こうした転移リ
ガンドとして、例えば、酒石酸、クエン酸、グルコナートまたはマンニトールを使用する
ことにより形成することが可能である。本発明で有用な９９ｍＴｃ過テクネチウム酸塩に
は、ナトリウム塩、またはアンモニウム塩または低級アルキルアンモニウム塩が含まれる
。
【０１７４】
　金属が放射性レニウムである本発明の複合体の調製は、＋５または＋７酸化状態のレニ
ウム出発物質を使用して達成することが可能である。レニウムがＲｅ（ＶＩＩ）状態であ
る化合物の例は、ＮＨ４ＲｅＯ４またはＫＲｅＯ４である。Ｒｅ（Ｖ）は、例えば、［Ｒ
ｅＯＣｌ４］（ＮＢｕ４）、［ＲｅＯＣｌ４］（ＡｓＰｈ４）、ＲｅＯＣｌ３（ＰＰｈ３

）２およびＲｅＯ２（ピリジン）４＋（式中、Ｐｈはフェニルであり、そしてＢｕはｎ－
ブチルである）として入手可能である。レニウム複合体を形成することができる他のレニ
ウム試薬もまた使用可能である。
【０１７５】
　本発明により提供される放射性的に標識されたシンチグラフィー造影剤には、適した量
の放射能を有するものが包含される。一般には、投与されるべき単位服用量は、約０．０
１ｍＣｉ～約１００ｍＣｉ、好ましくは１ｍＣｉ～２０ｍＣｉの放射能を有している。単
位剤形として注射されるべき溶液は、約０．０１ｍＬ～約１０ｍＬである。９９ｍＴｃ放
射性複合体の形成においては、ｍＬ当たり約０．０１ｍＣｉ～約１００ｍＣｉの濃度で放
射能を含んでいる溶液中で放射性複合体を形成させるのが一般的に好ましい。
【０１７６】
　本発明に従った放射性核種標識ｃＭｅｔ結合造影剤の典型的投与量は、１０～２０ｍＣ
ｉで供給される。ｃＭｅｔ特異的放射性核種造影剤を患者内に投与後、造影剤中に取り込
まれた核種のγ線エネルギーのために較正されたγカメラを、剤の取り込みの範囲を画像
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化する、そして部位中に存在する放射能量を定量するために使用する。インビボでの部位
の画像化は、約数分で行うことが可能である。しかしながら、画像化は、場合により、患
者内へ放射標識ペプチドを注射した後、数時間以内にまたはより後に行うことが可能であ
る。ほとんどの例において、投与された量の内の十分な量が、画像化されるべき領域に約
１０分の１時間以内に蓄積し、シンチ写真を撮ることを可能にするであろう。
【０１７７】
　本発明の放射線治療化合物の適切な投与スケジュールは当業者には既知である。本化合
物は、標的化ｃＭｅｔ発現組織の損傷または消失を起こすために十分であるが、しかし非
標的（正常組織）に実質的な損傷を起こすほどは多くない放射能量を使用して、限定され
るわけではないが、１回または多数回ＩＶまたはＩＰ注射を含む多くの方法を使用して投
与することが可能である。必要とされる投与量は、異なった構築物、使用された同位元素
のエネルギーおよび半減期に依存して、取り込みの程度および体からの剤のクリアランス
、および腫瘍の大きさで異なっている。一般には、投与量は、約３０～５０ｍＣｉの１回
用量から約３Ｃｉまでの蓄積用量の範囲でありうる。
【０１７８】
　本発明の放射線治療組成物は、生理学的に受容可能な緩衝液を含むことが可能であり、
そして注射に先立った化合物の放射線分解損傷を防止するための放射線安定剤が必要とさ
れる。放射線安定剤は当業者には既知であり、そして例えば、パラ－アミノ安息香酸、ア
スコルビン酸、ゲンチジン酸などを含むことが可能である。
【０１７９】
　放射性核種以外の、本発明の複合体を調製するために必要とされる全ての成分を含む単
一または多バイアルキットはこの発明の不可欠な部分である。
　単一バイアルキットは、好ましくはキレート化リガンド、第１スズ塩源または他の医薬
として受容可能な還元剤を含んでおり、そしてｐＨ値を約３から約９へ調整するため、医
薬として受容可能な酸または塩基で適切に緩衝化されている。使用される還元剤の量およ
び型は、形成されるべき交換複合体の性質に依存するであろう。適切な条件は、当業者に
はよく知られている。キット内容物は凍結乾燥された形であることが好ましい。こうした
単一バイアルキットは、所望により、グルコヘプトナート、グルコナート、マンニトール
、リンゴ酸塩、クエン酸または酒石酸のごとき不安定または交換リガンドを含むことが可
能であり、そして最終生成物の放射化学的純度および安定性を改良するために働く、ジエ
チレントリアミン－５酢酸（ＤＰＴＡ）、エチレンジアミン４酢酸（ＥＤＴＡ）またはα
、βまたはγシクロデキストリンのごとき反応修飾剤も含むことが可能である。キットは
また、安定剤、凍結乾燥過程を助けるために設計されたマンニトールのごとき充填剤、お
よび当業者には既知の他の添加物も含むことが可能である。
【０１８０】
　多バイアルキットは、好ましくは、同一の一般成分を含んでいるが、放射性医薬の再構
築における１以上のバイアルを用いている。例えば、１つのバイアルは、過テクネチウム
酸塩の添加で不安定Ｔｃ（Ｖ）複合体を形成するために必要とされる全ての成分を含んで
いる（例えば、第１スズ源または他の還元剤）。過テクネチウム酸塩をこのバイアルに添
加し、そして適当な期間待った後、このバイアルの内容物を、リガンドならびにそのｐＨ
を最適な値に調整するために適切な緩衝液を含む、第１のバイアルに加える。約５～６０
分の反応時間後、本発明の複合体が形成される。この多バイアルキットの両方のバイアル
の内容物は凍結乾燥されていることが便利である。前記のように、反応修飾剤、交換リガ
ンド、安定化剤、充填剤などが片方または両方のバイアルに存在することが可能である。
【０１８１】
　治療応用
　本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物は、限定されるわ
けではないが、ｃＭｅｔ活性に関連した疾患を含むｃＭｅｔに付随した疾患を示す、処置
する、または望まれない細胞増殖（新生物性腫瘍、例えば、癌のごとき；ｃＭｅｔに対す
る親和性そして例えば、上皮細胞のごとき増殖細胞上のＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体での滞留
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時間を提供するまたは改良することにより）に対する、抗増殖または殺腫瘍性剤のごとき
治療剤の活性を改良するために使用することが可能である。本発明のこの側面において、
ハイブリッド剤を、本発明に従ったｃＭｅｔ結合ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド
構築物と治療剤を結合することにより提供する。治療剤は上で議論した放射線治療剤、薬
剤、化学療法剤または殺腫瘍剤、遺伝子物質または遺伝子搬送媒体などであり得る。結合
体のｃＭｅｔ結合ポリペプチド部分は、治療剤がｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体
の部位（即ち、活性化上皮細胞）の「回帰」ことを起こし、そして結合体の治療活性が細
胞増殖の部位により局在化および濃縮されるように、内皮に対する結合の親和性を改良す
る。加えて、これらのｃＭｅｔ結合部分は、ＨＧＦのｃＭｅｔに対する結合を阻止するこ
とにより、ＨＧＦ媒介シグナル伝達事象を阻害することが可能である。こうした結合は、
ヒトを含む哺乳動物において、過剰増殖性障害、特に新生物性腫瘍増殖の処置において有
用である。本方法は、治療剤と結合された、本発明に従ったｃＭｅｔ結合ポリペプチドま
たは多量体ポリペプチド構築物の有効量を哺乳動物に投与することを含む。本発明はまた
、ヒトを含む哺乳動物における、血管新生関連疾患の処置のための医薬の製造における、
こうした結合体の使用も提供する。
【０１８２】
　本発明のこの側面における使用のために適した治療剤には、限定されるわけではないが
、白金化合物（例えば、スピロプラチン、シスプラチンおよびカルボプラチン）、メトト
レキセート、アドリアマイシン、ミトマイシン、アンサミトシン、ブレオマイシン、サイ
トシン、アラビノシド、アラビノシルアデニン、メルカプトポリリジン、ビンクリスチン
、ブスルファン、クロラムブシル、メリファラン（例えば、ＰＡＭ、Ｌ－ＰＡＭまたはフ
ェニルアラニンマスタード）、メルカプトプリン、ミトタン、プロカルバジン塩酸塩、ダ
クチノマイシン（アクチノマイシンＤ）、ダウノルブシン塩酸塩、ドキソルビシン塩酸塩
、タキソール、ミトマイシン、プリカマイシン（ミトラマイシン）、アミノグルテチミド
、エストラムスチンリン酸ナトリウム、フルタミド、ロイプロリド酢酸塩、メゲストロー
ル酢酸塩、タモキシフェンクエン酸塩、テストイアクトン、トリロスタン、アムサクリン
（ｍ－ＡＭＳＡ）、アパラギナーゼ（Ｌ－アパラギナーゼ）、エルウィナ　アパラギナー
ゼ、エトポシド（ＶＰ－１６）、インターフェロンＣＸ－２ａ、インターフェロンＣＸ－
２ｂ、テニポシド（ＶＭ－２６）、ビンブラスチン硫酸塩（ＶＬＢ）、ビンクリスチン硫
酸塩、ブレオマイシン硫酸塩、アドリアマインおよびアラビノシルのごとき抗新生物剤；
ＳＵ５４１６およびＳＵ６６６８（Ｓｕｇｅｎ／ＰｈａｒｍａｃｉａおよびＵｐｊｏｈｎ
）、エンドスタチン（ＥｎｔｒｅＭｅｄ）、アンギオスタチン（ＥｎｔｒｅＭｅｄ）、コ
ムブレスタチン（Ｏｘｉｇｅｎｅ）、シクロスポリン、５－フルオロウラシル、ビンブラ
スチン、ドキソルビシン、パクリタキセル、ダウノルブシン、免疫毒素のごとき、血管新
生および／または腫瘍増殖に重要なシグナル伝達分子に対して活性を有するチロシンキナ
ーゼ阻害剤のごとき抗血管新生剤；凝固因子；アシクロビル、アマンタジン　アジドチミ
ジン（ＡＺＴまたはジドブジン）、リバビリンおよびビダラビン１水和物（アデニン　ア
ラヒノシド、ａｒａ－Ａ）のごとき抗ウイルス剤；クロロキン、ヒドロキシクロロキン、
メトロイダゾール、キニンおよびメグルミンアンチモン酸塩のごとき抗生物質、抗マラリ
ア剤、抗原虫剤；ジフルミサール、イブプロフェン、フェニルブタゾン、ピロキシカム、
スリンダック、トルメチン、アスピリンおよびサリチル酸塩のごとき抗炎症剤、が含まれ
る。
【０１８３】
　本発明の１つの態様において、治療剤は超音波造影剤組成物と会合させることが可能で
あり、そこにおいて、本発明のｃＭｅｔ結合部分は、本明細書に記載したように、小胞を
形成するために用いられた物質へ連結されている。超音波造影剤の投与およびｃＭｅｔま
たはＨＧＦ／ｃＭｅｔ複合体を発現している組織へ結合された造影剤の随意の画像化後、
微小胞を破裂またはバーストするために、組織をエネルギービーム（好ましくは超音波、
例えば、０．３～３ＭＨｚの周波数）で照射することが可能である。このように、治療剤
の治療効果を、微小胞の破裂により放出されるエネルギーにより促進することが可能であ
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り、特に、標的化組織への治療剤の有効な搬送を引き起こしている。例えば、治療剤は標
的化超音波造影剤と会合させ、本明細書において援用されるＵＳ６，２５８，３７８号に
記載されているように搬送することが可能である。
【０１８４】
　本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドおよび多量体ポリペプチド構築物はまた、遺伝子物
質をｃＭｅｔ発現細胞へ標的化するためにも使用することが可能である。それ故、それら
は遺伝子治療、特に過剰増殖性障害の処置に有用であることができる。この態様において
、過剰増殖性障害を処置することにおいて有用な遺伝子物質または１以上の遺伝子物質を
含んでいる媒体を、本発明の１以上のｃＭｅｔ結合部分へ結合し、そして患者に投与する
ことができる。遺伝子物質は、天然の、または組換えＲＮＡおよびＤＮＡおよびアンチセ
ンスＲＮＡおよびＤＮＡを含む合成起源の、ＲＮＡまたはＤＮＡのごとき核酸を含むこと
が可能である。遺伝子物質の型は、例えば、プラスミド、コスミド、酵母人工染色体（Ｙ
ＡＣ）および欠陥または「ヘルパー」ウイルスのごとき発現ベクターを運んでいる遺伝子
、アンチジーン核酸、１本鎖および２本鎖両方のＲＮＡおよびＤＮＡ、およびホスホロチ
オエートおよびホスホロジチオエート　オリゴデオキシヌクレオチドのごときその類似物
を含むことが可能である。加えて、遺伝物質を、例えば、脂質、タンパク質または他の重
合体と組み合わせることが可能である。遺伝子物質の搬送媒体は、例えば、ウイルス粒子
、レトロウイルスまたは他の遺伝子治療ベクター、リポソーム、脂質（特にカチオン性脂
質）と遺伝子物質の複合体、デキストラン誘導体と遺伝子物質の複合体などを含むことが
可能である。
【０１８５】
　本発明の構築物の好ましい態様は、過剰増殖性障害の処置のための遺伝子治療に利用さ
れる。この態様において、遺伝子物質または遺伝子物質を含んでいる１以上の搬送媒体（
例えば、過剰増殖性障害の処置において有用な）は、本発明の１以上のｃＭｅｔ結合ポリ
ペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物と結合でき、そして患者に投与することが可能
である。
【０１８６】
　遺伝子物質および本発明のｃＭｅｔ結合部分を含んでいる構築物は、特に、増殖してい
る癌細胞（例えば、上皮細胞）内へ遺伝子を選択的に導入するために使用することが可能
であり、癌を処置するために有用であり得る。
【０１８７】
　治療剤および本発明のｃＭｅｔ結合部分は、所望により本出願の別の場所で議論された
リンカーと同一の型を使用して、既知の方法で連結または融合することが可能である。好
ましいリンカーは、置換または非置換アルキル鎖、アミノ酸鎖、ポリエチレングリコール
鎖および当該技術分野で既知の他の単純な重合体リンカーであろう。より好ましくは、も
し治療剤が、コードＤＮＡ配列が知られているタンパク質それ自身であれば、治療タンパ
ク質およびｃＭｅｔ結合ポリペプチドを、前に記載したように、組換えＤＮＡ技術を使用
して作成された同一合成遺伝子から同時発現することが可能である。ｃＭｅｔ結合ポリペ
プチドのコード配列を、治療タンパク質のアミノまたはカルボキシ末端で、または末端の
間に配置して（もしこうした配置が治療タンパク質かまたはｃＭｅｔ結合ポリペプチドの
必要とされる生物学的機能を破壊しないことが決定されたら）発現するように、治療タン
パク質の読み枠内へ融合することが可能である。この一般的アプローチの特別な利点は、
多、縦列配置ｃＭｅｔ結合ポリペプチドのコンカタメリゼーション（concatamerization
）が可能であることであり、それにより、各々の治療タンパク質に会合されたｃＭｅｔ結
合部位の数および濃度を増加させる。この様式において、ｃＭｅｔ結合活性が増強され、
それは組換え治療融合タンパク質の有効性を改良することが期待される。
【０１８８】
　加えて、本発明のｃＭｅｔ結合ポリペプチドを含んでいる構築物は、それ自身、ｃＭｅ
ｔ活性に関係する多くの疾患を処置するための治療剤として使用することが可能である。
例えば、タンパク質または他の分子（例えば、増殖因子、ホルモンなど）の結合が疾患過
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程に必要であるかまたは寄与し、そして結合部分がこうした結合を阻害する場合、こうし
た結合部分を含んでいる構築物は、治療剤として有用であることができる。同様に、結合
部分の結合それ自身が疾患過程を阻害する場合、こうした結合部分を含んでいる構築物は
また、治療剤として有用であることができる。
【０１８９】
　ｃＭｅｔへのＨＧＦの結合は、多数の細胞内シグナル伝達経路の活性化を生じ、多様な
細胞の過剰増殖を導いている。それ自身、１つの態様において、ｃＭｅｔへのＨＧＦの結
合を阻害する（または、さもなければｃＭｅｔの活性化を阻害する）ｃＭｅｔ結合ポリペ
プチドを含んでいる構築物は、抗新生物剤として使用することが可能である。加えて、血
管新生活性に、ＨＧＦの結合およびｃＭｅｔの活性化が示唆されているので、別の態様に
おいて、ｃＭｅｔへのＨＧＦの結合を阻害するｃＭｅｔ結合ポリペプチドを含んでいる構
築物は、抗血管新生剤として使用することが可能である。ｃＭｅｔの活性化を阻害する単
量体、多量体およびヘテロ多量体を含んでいる本発明の特定の構築物が、実施例に議論さ
れており、そして、例えば、配列番号３６５（図１０）を含んでいる。本発明の結合ポリ
ペプチドおよびその構築物は、ｃＭｅｔを発現している内皮および／または上皮細胞が関
与する状態を処置するための治療剤として有用である。内皮の重要な機能は血管新生であ
るので、ポリペプチドおよびその構築物は、血管新生および／または過剰増殖を含む状態
を処置するために特に有用である。血管新生が関与する状態の例には、例えば、固形腫瘍
、腫瘍転移および良性腫瘍が含まれる。ｃＭｅｔ活性化によりそして血管新生を通して起
こされる腫瘍は、当該技術分野でよく知られており、そして、例えば、乳房、甲状腺、グ
リア芽細胞腫、前立腺、悪性中皮腫、直腸結腸、肝細胞、肝胆道、腎臓、骨肉腫および頚
部が含まれる。追加の腫瘍および関連する障害は、Ｍｏｓｅｓらにより２０００年２月１
５日に発行された米国特許第６，０２５，３３１号、その教示は本明細書において援用さ
れる、の表Ｉに収載されている。良性腫瘍には、例えば、血管腫、聴神経腫、神経線維腫
、トラコーマおよび発熱性肉芽腫が含まれる。血管新生および／または過剰増殖が関与す
る他の関連する疾患には、例えば、関節リウマチ、乾癬および糖尿病性網膜症、未熟児網
膜症、黄斑変性、角膜移植拒絶、新生血管緑内障、水晶体後線維増殖症のごとき眼疾患、
オスラー－ウェーバー症候群、心筋血管新生、プラーク新血管新生、末梢血管拡張、血友
病関節症、血管線維腫および創傷肉芽が含まれる。血管成長が関与する他の関連する疾患
または状態には、腸管癒着症、アテローム性動脈硬化症、強皮症および肥厚性瘢痕および
潰瘍が含まれる。さらに、本発明の結合ポリペプチドおよびその構築物は、着床に必要と
される子宮新血管新生を減少させるまたは防止するために、例えば、受胎調節剤として使
用することが可能である。
【０１９０】
　結合ペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびその構築物結合体は、状態の性質およ
び所望の結果に依存して、適した時間経過で個体へ投与することが可能である。結合ポリ
ペプチドおよびその構築物は、予防的に、例えば、状態が診断される前に、または状態に
なりやすい個体に投与することが可能である。結合ポリペプチド多量体ポリペプチド構築
物および結合体およびその構築物は、個体が状態の症状を示している間に、または症状が
去った、またはさもなければ解放された後（腫瘍の除去後のごとき）に投与することが可
能である。加えて、本発明の結合ポリペプチドおよびその構築物は、維持的療法の一部と
して、例えば、症状または状態の再発を防止するまたは減らすために投与することが可能
である。以下に記載するように、本発明の結合ポリペプチド多量体ポリペプチド構築物お
よび結合体およびその構築物は、全身的にまたは局所的に投与することが可能である。
【０１９１】
　投与される物質の量は状態の重度に依存するであろう。例えば、過剰増殖の処置には、
例えば、新生物性腫瘍増殖の場合、腫瘍の位置およびサイズが投与されるべき物質の量に
影響するであろう。用いられるべき正確な投与量および投与様式は、苦情の質を考慮して
、処置を監督している医者が情況に従って、必然的に決定しなければならない。一般に、
剤を結合した本発明のポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物および結合体の投与量は
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、その標的に対する本発明の結合ポリペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物の改良さ
れた親和性が標準投与量を減少させることができるであろうが、治療剤単独に対して日常
的である投与量に従うであろう。
【０１９２】
　こうした結合医薬組成物は、好ましくは非経口投与、そして最も好ましくは静脈内また
は動脈内投与のために処方する。一般に、そして投与が静脈内または動脈内である場合は
特に、２回以上の服用量として離れた時間での大量瞬時投与、または一定または非線形流
量注入として医薬組成物を与えることが可能である。
【０１９３】
　本明細書において、用語「治療」とは、既定の状態の症状の少なくとも一部の軽減を含
んでいる。本発明の結合ポリペプチド、多量体構築物およびその構築物結合体は、有用で
あるべき、症状の完全な軽減を生み出さなくてもよい。例えば、個体の処置は、腫瘍また
は疾患領域のサイズの減少、または腫瘍または疾患領域のサイズの増加防止を生じること
ができる。処置はまた、主腫瘍の転移性増殖の数またはサイズを防止するまたは減らすこ
とができる。
【０１９４】
　軽減することができる症状は、ｃＭｅｔ活性のごとき生理学的特徴を含んでいる。本発
明の結合ポリペプチド多量体ポリペプチド構築物および結合体およびその構築物は、ｃＭ
ｅｔへ結合し、そしてその活性を阻害することにより、もしくはｃＭｅｔへ結合し、そし
てこのレセプターを活性化するＨＧＦを阻害することにより、ｃＭｅｔおよびその同族体
の活性を阻害することができる。こうした阻害は、例えば、結合ポリペプチドまたはその
構築物の存在下または処理後に、レセプターのリン酸化状態を測定することにより、検出
することが可能である。本明細書に提供された教示に基づいて、当業者は本明細書に提供
されたような結合ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物および結合体またはその構築
物の適した量を投与し、そして目的のパラメーターに対する処置の効果を測定する、やり
方およびそれが可能であることを知るであろう。例えば、目的の領域（例えば、腫瘍また
は病変）のサイズを処置前後に測定することが可能である。細胞またはｃＭｅｔそれ自身
、試料から単離でき、そして本明細書に記載したアッセイで使用できる。
【０１９５】
　ポリペプチド多量体ポリペプチド構築物および結合体およびその構築物の投与量は、個
体の年齢、性、健康状態および体重、ならびに状態の性質および全体の処置計画に依存し
なければならない。ポリペプチド多量体ポリペプチド構築物および結合体およびその構築
物の生物学的効果は、本明細書に記載されている。それ故、本明細書において提供された
結合ポリペプチド多量体ポリペプチド構築物および結合体およびその構築物の生物学的効
果、および処置の所望の結果に基づいて、好ましい投与量が、日常的最適化手法を通して
当業者により決定される。典型的には、１日の投与計画は、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約１ｍ
ｇ／ｋｇの範囲である。
【０１９６】
　本明細書で提供された、結合ポリペプチド部分およびその構築物結合体は、単独の活性
成分として、所望により医薬として受容可能な賦形剤と一緒に投与することが可能であり
、もしくは、他の結合ポリペプチドおよびその構築物、他の治療剤またはその組み合わせ
と一緒に（例えば、同時にまたは連続的に）投与することが可能である。加えて、結合ポ
リペプチド部分およびその結合体構築物を、例えば、特異性、体における滞留時間または
治療効果を改良するため、治療剤へ結合することが可能である。こうした他の治療剤には
、例えば、他の抗増殖化合物および殺腫瘍性化合物が含まれる。治療剤はまた、抗体を含
むことが可能である。さらに、本発明の結合ポリペプチド多量体ポリペプチド構築物およ
びその構築物を、癌細胞回帰装置として使用することも可能である。従って、結合ポリペ
プチドまたはその構築物を、核酸を間質細胞へ標的化するため、例えば、治療ポリペプチ
ドをコードしている核酸へ結合することができる。核酸コンジュゲート結合ポリペプチド
部分またはその結合体へ暴露されると、間質細胞は結合核酸を内部移行しそして発現する
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ことができ、それにより治療ペプチドを標的細胞へ搬送する。
【０１９７】
　結合ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびコンジュゲートおよびそのコンジ
ュゲートは、任意の適した経路により、局所的にまたは全身的に投与することが可能であ
る。投与の適した経路には、限定されるわけではないが、局所適用、経皮、非経口、消化
管、膣内および経肺胞が含まれる。所望の投与経路のための組成物は、医薬分野でよく知
られた方法、例えば、レミントン：薬学の科学と実践、第２０版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ
，ＷｉｌｌｉａｍｓおよびＷｉｌｋｉｎｓ、２０００、のいずれかにより調製することが
可能である。
【０１９８】
　局所適用には、結合ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそのコンジュゲー
トを、例えば、ポリペプチドまたは構築物が、全身搬送のために皮膚へ浸透するおよび血
流中へ入る、もしくは、局所的搬送のために目的とする領域に接触することを許容するク
リーム、ゲルまたはリンス液に懸濁することが可能である。局所適用に適した組成物には
、ポリペプチドまたは構築物が少なくとも最小限には可溶である、任意の医薬として受容
可能な基剤が含まれる。
【０１９９】
　経皮投与のためには、ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそのコンジュゲ
ートを、適した経皮装置または「パッチ」と一緒に、医薬として受容可能な懸濁液中で適
用することが可能である。本発明のポリペプチドまたは構築物の投与のために適した経皮
装置の例は、例えば、Ｆｏｌｄｖａｒｉらにより２０００年１２月２６日に発行された米
国特許第６，１６５，４５８号、Ｓｉｎｔｏｖらにより２００１年８月４日に発行された
米国特許第６，２７４，１６６Ｂ１号、それらの教示は本明細書において援用される、に
記載されている。
【０２００】
　非経口投与のためには、ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそのコンジュ
ゲートを、静脈内、筋肉内、腹腔内または皮下に注射することが可能である。典型的には
、静脈内投与のための組成物は、無菌、等張水性緩衝液の溶液である。他の医薬として受
容可能な坦体には、限定されるわけではないが、無菌水、食塩液および緩衝化食塩水（リ
ン酸塩または酢酸塩のような緩衝液を含んで）、アルコール、植物油、ポリエチレングリ
コール、ゼラチン、ラクトース、アミロース、ステアリン酸マグネシウム、タルク、ケイ
酸、パラフィンなどが含まれる。必要な所では、組成物はまた、活性化合物を害するよう
に反応しない限り、可溶化剤、そして注射の部位での痛みを楽にするため、リドカインの
ごとき局所麻酔剤、保存剤、安定化剤、湿潤剤、乳化剤、塩、滑沢剤などを含むことも可
能である。同様に、慣用的賦形剤、即ち、活性化合物を害するように反応しない、非経口
、経腸または鼻腔内適用に適した、医薬として受容可能な有機または無機担体物質を含む
。一般に、活性単位で活性剤の量を示しているアンプルまたはサシェット（sachette）の
ごとき、密封された容器中に、例えば、凍結乾燥粉末または水を含まない濃縮物として、
別々にあるいは一緒に混合された単一剤形で、成分は供給されるであろう。組成物が注入
により投与されるべきであるところでは、無菌医薬品グレードの「注射用水」または食塩
水を含んでいる注入瓶で調剤することが可能である。組成物が注射により投与されるべき
であるところでは、成分が投与に先立って混合できるような、無菌注射用水または食塩水
のアンプルを提供することが可能である。
【０２０１】
　消化管および膣内投与のためには、ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそ
のコンジュゲートを、医薬として受容可能な粉末、ピルまたは液体、そして直腸または膣
投与のための座剤内へ取り込ませることが可能である。
【０２０２】
　経肺胞、頬側または肺投与のためには、ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およ
びそのコンジュゲートを、エアロゾル化および吸入に、または洗口液として適した医薬と
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して受容可能な賦形剤に懸濁することが可能である。噴霧器および気化器のごとき経肺胞
に適した装置は、本発明の範囲内に含まれる。頬側または肺経路を使用する、ポリペプチ
ドなどのエアロゾル搬送に適した処方は、例えば、その教示が本明細書において援用され
る、Ｐａｎｋａｊ　Ｍｏｄｉにより２００１年１１月６日に発行された、米国特許第６，
３１２，６６５Ｂ１号にみることができる。
【０２０３】
　加えて、本発明のポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそのコンジュゲート
は、鼻腔内または眼に投与することが可能であり、ここにおいて、ポリペプチドまたは構
築物は滴下様式投与に適した、医薬として受容可能な液体剤に懸濁する。
【０２０４】
　本発明のポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそのコンジュゲートは、ポリ
ペプチドなどが個体において長期間に渡って放出されるように（徐放性または制御放出）
投与することが可能である。例えば、ポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそ
のコンジュゲートは、１回投与が少なくとも１週間、あるいは１年またはそれ以上に渡る
ポリペプチドなどの搬送を提供するように、組成物内へ処方することが可能である。制御
放出システムには、一体化したまたは貯蔵器型マイクロカプセル、デポーインプラント、
浸透圧ポンプ、小胞、ミセル、リポソーム、経皮パッチおよびイオン泳動的装置が含まれ
る。１つの態様において、本発明のポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびその
コンジュゲートは、徐々に分解する、無毒性重合体中でカプセルに詰めるかまたは混合さ
れる。本明細書に提供されたポリペプチド、多量体ポリペプチド構築物およびそのコンジ
ュゲートの制御放出に適した追加の処方は、その教示が本明細書において援用される、Ｆ
ｏｌｋｍａｎらにより１９８３年７月５日に発行された米国特許第４，３９１，７９７号
に記載されている。
【０２０５】
　個体へ本発明のポリペプチドを搬送するための別の適した方法は、ポリペプチドのイン
ビボ産生を経るものである。ポリペプチドをコードしている遺伝子を、コードされたポリ
ペプチドが発現されるように個体へ投与することが可能である。特定の態様において、ポ
リペプチドをコードしている遺伝子を、患者から得られた細胞内へトランスフェクトする
（生体外遺伝子治療と称されている方法）。ポリペプチドを発現している細胞を次ぎに、
患者の体へ戻す。生体外遺伝子治療の方法は当該技術分野ではよく知られており、例えば
、その教示が本明細書において援用される、Ａｎｄｅｒｓｏｎらにより１９９８年３月２
１日に発行された、米国特許第４，３９１，７９７号に記載されている。
【０２０６】
　ｃＭｅｔ結合部分ポリペプチドの単離および本発明に従ったｃＭｅｔ結合部分およびそ
のコンジュゲートの調製および使用が、以下の実施例でさらに例示されるであろう。以下
の実施例に含まれている具体的パラメーターは、本発明の実施を例示することを意図して
おり、そしてそれらは本発明の範囲をどのような様式においても限定するために示されて
いるのではない。
【実施例】
【０２０７】
　実施例１：ｃＭｅｔ結合ポリペプチドの同定法
　多様なペプチド展示ファージライブラリーを使用する４叉選択戦略を、ｃＭｅｔ結合ポ
リペプチドをスクリーニングするために利用した。ｃＭｅｔレセプターの細胞外ドメイン
（Ｆｃ融合タンパク質として発現される）および、その細胞表面に高レベルのｃＭｅｔを
発現する結腸直腸癌細胞株、ＤＬＤ－１の両方を、選択のための道具として使用した。
【０２０８】
　簡単には、選択は、標的として可溶性ｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質かまたはＤＬＤ－
１細胞を使用することを含んでいた。ＨＧＦによる特異的溶離（低および高親和性ｃＭｅ
ｔ結合体の両方を同定するため、最初に１時間、そして次ぎに１晩）を実行した。加えて
、可溶性ｃＭｅｔレセプターを使用すると同時に、リガンド結合部位へは結合しないが、
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それにもかかわらず、造影剤に発展する可能性があるペプチドを同定するため、レセプタ
ーに結合されて残ったすべてのペプチド展示ファージを採取した。図９は、用いられた選
択戦略を示している。簡単には、２１の異なった選択作戦／溶離の組み合わせを、各々の
ライブラリープールで実施した。可溶性Ｍｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質を使用し、ラウンド
３および４で表される追加の１０の選択作戦もまた実施した。ＨＧＦ溶離は、１００ｎｇ
／ｍＬの濃度であった。
【０２０９】
　実施例２：可溶性ｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質へ結合するペプチド展示ファージの決
定「タンパク質ファージＥＬＩＳＡ」
　多様な選択作戦から単離されたペプチド展示ファージを使用するタンパク質ファージＥ
ＬＩＳＡを、非相関Ｆｃ－融合タンパク質（ＴＲＡＩＬ－Ｆｃ）に対する、ｃＭｅｔのた
めのペプチドの特異性を決定するために実施した。簡単には、３８４ウェルプレートを０
．５μｇ／ｍＬのｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質またはＴＲＡＩＬ－Ｆｃ融合タンパク質
（バックグラウンド）を用い、４℃で１晩被覆した。プレートは、０．０５％（ｖ／ｖ）
のＴｗｅｅｎ－２０を含んでいるＰＢＳ（ＰＢＳＴ）に溶解した３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを
用いて、３７℃で２時間ブロックした。プレートをＰＢＳＴで洗浄し、そして各々のウェ
ルに１００μＬのペプチド展示ファージを加えた。プレートを２時間室温でインキュベー
トし、そしてＰＢＳＴで洗浄した。ｃＭｅｔ結合ペプチド展示ファージはＨＲＰ結合抗Ｍ
１３抗体を使用して検出した。
【０２１０】
　ＴＲＡＩＬ－Ｆｃ融合タンパク質に対して、ｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質へ＞３倍の
結合を示すペプチド展示ファージを、本明細書においては「陽性ヒット」と称する。前記
スクリーニングで同定された陽性ヒットのＤＮＡ配列決定を行った。続いての配列分析か
ら、１８７の独特なペプチド配列を同定した。ｃＭｅｔ結合ファージ展示ペプチドの対応
するアミノ酸配列は、表１に収載されている（配列番号００１～１０１、３６５～３８７
、３９０～４０４、４４９～４９６）。
【０２１１】
　実施例３：細胞モデルにおけるｃＭｅｔ結合の決定
　陽性ヒットが細胞表面発現ヒトｃＭｅｔへの特異的結合を示すかどうかを評価するため
、全細胞ＥＬＩＳＡを実施した。
【０２１２】
　全細胞ＥＬＩＳＡは、ヒトｃＭｅｔを過剰発現する３Ｔ３細胞を使用して実施した。ｃ
Ｍｅｔを発現しない３Ｔ３細胞（「非発現細胞」）を対照細胞株として使用した。簡単に
は、９６ウェルプレートにウェル当たり１０５の細胞を播種した。プレートを１６００ｒ
ｐｍで５分間遠心分離して細胞をペレット化した。生じた細胞層を、０．１％（ｖ／ｖ）
グルタルアルデヒドを用い、３７℃で１２分間固定した。細胞をＰＢＳで洗浄し、そして
続いて３％ＢＳＡのＰＢＳＴ溶液を用い、３７℃で１時間ブロックした。ペプチド展示フ
ァージもまた前記溶液中、３７℃で１時間ブロックした。１００μＬのブロックされたフ
ァージを各々のウェルに加え、そしてプレートを室温で１時間インキュベートした。プレ
ートはＰＢＳＴで洗浄した。ｃＭｅｔ結合ペプチド展示ファージは、ＨＲＰ結合抗Ｍ１３
抗体を使用して検出した。
【０２１３】
　実施例４：ＨＧＦ競合タンパク質ＥＬＩＳＡ
　ＨＧＦ競合タンパク質ＥＬＩＳＡは、ｃＭｅｔ結合ペプチドのいずれが、ｃＭｅｔ上の
同様の結合部位に対してＨＧＦと競合するかどうかを決定する試みにおいて実施した。こ
の競合ＥＬＩＳＡは、ＨＧＦ仲介シグナル伝達事象（例えば、増殖）をブロックするペプ
チド、「ＨＧＦ拮抗ペプチド「として働くペプチドを同定する。これらのアッセイは、最
初の選択そして第１世代ペプチドライブラリーを使用するスクリーニング作戦で発見され
たペプチド展示ファージを使用して行った。簡単には、９６ウェルプレートを０．５μｇ
／ｍＬのｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質またはＴＲＡＩＬ－Ｆｃ融合タンパク質（バック
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グラウンド）を用い、４℃で１晩被覆した。プレートは、３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡのＰＢＳ
Ｔ溶液を用いて、３７℃で２時間ブロックした。プレートをＰＢＳＴで洗浄し、そして各
々のウェルに１００μＬのＨＧＦ（１００ｎｇ／ｍＬかまたは５００ｎｇ／ｍＬのＰＢＳ
Ｔ溶液）を加えた。プレートを２時間室温でインキュベートし、その後プレートをＰＢＳ
Ｔで洗浄し、そして７０μＬのＨＧＦ（１４３ｎｇ／ｍＬまたは７１４ｎｇ／ｍＬ）また
は７０μＬのＰＢＳＴを各々のウェルに加えた。これに続き、各々のウェルに３０μＬの
ペプチド展示ファージ１晩培養物を加えた。プレートを２時間室温でインキュベートし、
ＰＢＳＴで洗浄し、そしてｃＭｅｔ結合ペプチド展示ファージはＨＲＰ結合抗Ｍ１３抗体
を使用して検出した。
【０２１４】
　タンパク質ＥＬＩＳＡ、全細胞ＥＬＩＳＡおよびＨＧＦ競合実験のデータは、表７に示
されている。
【０２１５】
　実施例５：ペプチド合成および蛍光標識
　陽性ファージ単離物に相当する、選択された番号のｃＭｅｔ結合ペプチドを、９－フル
オレニルメトキシカルボニル　プロトコールを使用して固相マトリックス上で合成した。
これらのペプチドは逆相クロマトグラフィーで精製した。ペプチド質量は、エレクトロス
プレー質量分析により確認し、そして２８０ｎｍでの吸光度を測定することによりペプチ
ドを定量した。合成のため、ペプチドが切り出されたファージベクター配列からの２つの
Ｎ末端および２つのＣ末端アミノ酸を保持し、そしてリンカー、例えば、－Ｇｌｙ－Ｇｌ
ｙ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－ＮＨ２（配列番号５１３）を各々のペプチドのＣ末端に付加した。
各々のペプチドのＮ末端をアセチル化した。選択されたリジン残基は、適切な場所で、１
－（４，４－ジメチル－２，６－ジオキシシクロヘキサ－１－イリデン）－３－メチルブ
チル（ｉｖＤｄｅ）で保護した。保護基はＣ末端リジンへの選択的カップリングを可能に
し、ペプチド切断の間は除去されないが、カップリング後、２％ヒドラジンＤＭＦ溶液ま
たは０．５Ｍヒドロキシルアミン、ｐＨ８、水溶液で除去することが可能である。
【０２１６】
　各々のペプチドは、フルオレセイン（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル誘導体）
またはフルオレセイン　イソチオシアナート（ＦＩＴＣ）の２％ジイソプロピルエチルア
ミン（ＤＩＰＥＡ）含有ＤＭＦ溶液を使用し、Ｃ末端リジンをフルオレセインで標識した
。ペプチドがｉｖＤｄｅ保護リジンを含んでいた場合、遊離ＮＨＳ－フルオレセインと反
応し、内部保護基を除去する２％ヒドラジンの添加で反応を停止させた。全ての他のペプ
チドに対しては、等量の０．５Ｍヒドロキシルアミン、ｐＨ８の添加により、反応を停止
した。停止させた反応液は次ぎに１０％ＤＭＦ未満になるように水で希釈し、次ぎにＣ１
８逆相クロマトグラフィーを使用して精製した。ペプチドは、ＬＣ－ＭＳシステム（イン
ラインＳＣＩＥＸ　ＡＰ１５０単一４重極質量分析計を備えたＨＰ１１００　ＨＰＬＣ）
を使用し、それらの期待される質量を分析することにより確認し、そしてペプチドの純度
を決定した。
【０２１７】
　実施例６：蛍光異方性測定
　蛍光異方性測定は、３８４ウェルマイクロプレート中、１０μＬの結合緩衝液（ＰＢＳ
、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ７．５）を用い、Ｔｅｃａｎ　Ｐｏｌａｒｉｏｎ蛍
光偏光プレートリーダー（カラカス、ベネズエラ）を使用して実施した。フルオレセイン
標識ペプチドの濃度を一定（２０ｎＭ）に保ち、そしてｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質（
または同様の標的）の濃度を変化させた。結合混合物は、測定前、マイクロプレート中、
３０℃で１０分間平衡化した。観察された異方性の変化は、非線形回帰を経て以下の式へ
当てはめ、見掛けのＫＤを得た。この式（１）は、合成ペプチドおよびｃＭｅｔが溶液中
、１：１の化学量論で可逆複合体を形成することを仮定している。
【０２１８】
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【数１】

【０２１９】
式中、ｒｏｂｓは観察された異方性であり、ｒｆｒｅｅは遊離ペプチドの異方性であり、
ｒｂｏｕｎｄは結合されたペプチドの異方性であり、ＫＤは見掛けの解離定数であり、ｃ
Ｍｅｔは総ｃＭｅｔ濃度であり、そしてＰは総フルオレセイン標識ペプチド濃度である。
ＫＤは直接結合アッセイで計算され（ＫＤ，Ｂ）、そしてそれ故、これらの値はフルオレ
セイン標識ペプチドへのｃＭｅｔ結合を表している。
【０２２０】
　実施例７：ペプチド競合蛍光偏光アッセイ
　ペプチド競合蛍光偏光アッセイは、ｃＭｅｔへの結合に対し、どのペプチドがお互いに
競合するかを決定するために実施した。これは、個々のペプチド単独よりも、ｃＭｅｔレ
セプターに対してより高い親和性を示す、潜在的ヘテロマーペプチド複合体を同定するで
あろう。
【０２２１】
　簡単には、ｃＭｅｔ結合ペプチドの交叉競合を、３μＬの総反応液中、Ｃａｒｔｅｓｉ
ａｎ液体ハンドラー（アーヴィン、ＣＡ）で実施した。フルオレセイン標識ペプチドを２
０ｎＭの最終濃度に希釈し、そして非標識競合ペプチドを１０ｎＭの最終濃度に希釈した
。ｃＭｅｔ－Ｆｃ融合タンパク質は、反応液中の各々のフルオレセイン標識ペプチドに対
するＫＤまで希釈した。結合混合物は、異方性の変化を測定する前に、マイクロプレート
中、３０℃で１０分間平衡化した。これらの研究から、３つの対のｃＭｅｔ結合ペプチド
が、非競合物であり、そしてヘテロマーｃＭｅｔ結合ペプチド複合体の理想的な候補を代
表すると同定された（表９を参照されたい）。
【０２２２】
　実施例８：ヘテロマーｃＭｅｔ結合ペプチド複合体製造のための一般法
　各々の２量体は配列を有しているＴｃ－キレート化６－ＰｎＡＯ（一般にＡと称される
）および官能化されたスペーサー（スペーサー＝ＪＪ；Ｊ＝８－アミノ－３，６－ジオキ
サオクタン酸）部分（一般にＢと称される）から成っている。化合物Ｂを、ＤＭＦ中、室
温で３０分、１０倍過剰のグルタール酸ビスＮＨＳエステル（Ｔｙｇｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ、プリンストン、ＮＪ）および約２０倍過剰のジイソプロピルエチルアミンで処
理した。反応混合物をエーテル（容量で１５倍）で希釈すると、グルタリル化ペプチドの
モノＮＨＳエステルが沈殿した。エーテルをデカントし、固形物をエーテルでさらに３回
洗浄すると、未反応のグルタール酸ビスＮＨＳエステルの痕跡が除去される。得られた固
形物を乾燥ＤＭＦに再懸濁し、そして化合物Ａ（１当量）、続いてジイソプロピルエチル
アミン（２０当量）を加え、混合物を室温で２４時間撹拌した。混合物を水（５０倍）で
希釈し、そして混合物を直接逆相ＨＰＬＣカラムにかけ、それは水（０．１％ＴＦＡ）か
らアセトニトリル（０．１％ＴＦＡ）への濃度勾配で溶出した。所望の生成物を含んでい
る分画を合わせ、凍結乾燥すると所望の物質を得た。
【０２２３】
　特別の実施例：ヘテロ２量体ｃＭｅｔ結合ペプチド複合体の製造
　１）ＰｎＡＯＧ－Ｇｌｕｔ修飾配列番号５１４ペプチド（Ａ型化合物）の製造
　６－グルタリル－ＰｎＡＯ（４０ｍｇ、０．１ミリモル）の乾燥ＤＭＦ（０．２ｍＬ）
溶液へ、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ、１４ｍｇ、０．１２ミリモル）および
ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ、１５ｍｇ、０．１２ミリモル）を加え、４時間
室温で撹拌した。エーテル：ヘキサン（５ｍＬ、１：１）を反応混合物へ加えた。混合物
を撹拌し、そして上清をデカンテーションにより除去し、フラスコにペーストを残した。
ペーストはエーテル：ヘキサン（１：１）で洗浄し（３×５ｍＬ）、そして乾燥ＤＭＦ（
０．２ｍＬ）に溶解した。この溶液に、Ｋ－（ｉｖＤｄｅ）－修飾配列番号５１８（５０
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ｍｇ、０．０１７ミリモル）およびジイソプロピルエチルアミン（ＤＩＥＡ、１０ｍｇ、
０．０８ミリモル）を加え、生じた混合物を、１８時間撹拌した。ヒドラジン（１０μＬ
）を加え、そして溶液を３０分撹拌した。反応混合物を水（２０ｍＬ）で希釈し、逆相（
Ｃ１８）ＨＰＬＣカラムに加え、水（０．１％ＴＦＡ）－アセトニトリル（０．１％ＴＦ
Ａ）系で溶出した。必要とされる生成物を含んでいる分画（＞９５％純度）を集め、そし
て凍結乾燥すると、配列番号５１８－（６－ＰｎＡＯ－Ｇｌｕｔ）（図１１に示されたよ
うなスキーム５を参照されたい）を無色のふわふわした固形物として得た。収量は２５．
１ｍｇ（４７．４％）であった。
【０２２４】
　２）配列番号５１５に連結された配列番号５１４を含んでいる２量体の製造
　配列番号５１５（Ｂ型化合物）（１０ｍｇ、０．００３４ミリモル）およびジイソプロ
ピルエチルアミン（１０ｍｇ、０．０８ミリモル）を含んでいるペプチドの乾燥ＤＭＦ（
０．２ｍＬ）溶液へ、ジスクシンイミジルグルタラート（１０ｍｇ、０．０３１ミリモル
）を加え、室温で３０分撹拌した。反応混合物をエーテル（３ｍＬ）で希釈して撹拌した
。上清をデカントし、フラスコに半固形物を残した。反応生成物を洗浄するこの過程をエ
ーテルで繰り返した（３×５ｍＬ）。こうして得られた半固形物を乾燥ＤＭＦ（０．２ｍ
Ｌ）に溶解し、そしてペプチド配列番号５１４－（６－ＰｎＡＯ－Ｇｌｕｔ）（１０ｍｇ
、０．００３２ミリモル）およびジイソプロピルエチルアミン（１０ｍｇ、０．０８ミリ
モル）を加え、反応混合物を２４時間室温で撹拌した。反応混合物を水（２０ｍＬ）で希
釈し、逆相（Ｃ１８）ＨＰＬＣカラムに加え、水（０．１％ＴＦＡ）－アセトニトリル（
０．１％ＴＦＡ）系で溶出した。必要とされる生成物を含んでいる分画（＞９５％純度）
を集め、そして凍結乾燥すると、６－ＰｎＡＯ－Ｇｌｕｔ結合を経て配列番号５１５に連
結された配列番号５１４を有しているヘテロ２量体（図１２に示されたようなスキーム６
を参照されたい）を無色のふわふわした固形物として得た。収量６．７ｍｇ（３３％）。
このおよび他のヘテロ２量体の構造は、図１３Ａ～１３Ｃに示されている。
【０２２５】
　実施例９：細胞増殖アッセイ
　細胞増殖アッセイは、ＨＧＦ刺激増殖に拮抗するｃＭｅｔ結合ペプチドを同定するため
に実施した。これらのインビトロ研究は、細胞がＨＧＦに応答して増殖する、レオミオ肉
腫細胞株、ＳＫ－ＬＭＳ－１を利用した。ＳＫ－ＬＭＳ－１細胞を、９６ウェルプレート
上、２０００細胞／ウェルの密度で播種した。３７℃で２４時間のインキュベーション後
、１０％ウシ胎児血清の代わりに０．１％ＢＳＡを含んでいる培養培地中、３７℃で３６
時間飢餓状態にした。ｃＭｅｔ結合ペプチド（１０μＭ）を含むまたは含んでいない、新
鮮な飢餓培地を各々のウェルに加え、そして細胞を３７℃で２時間インキュベートした。
ＤＭＦを対照媒質として使用し、そしてそれはｃＭｅｔ結合ペプチドを含んでいない。５
０ｎｇ／ｍＬかまたは１００ｎｇ／ｍＬの濃度でＨＧＦを次ぎに加え、そして細胞をさら
に３７℃で１２時間インキュベートした。製造元により説明されているように、ＢｒｄＵ
（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、サンディエゴ、ＣＡ）の取り込みを測定することにより、増殖
を評価した。結果は配列番号３６５に対して示されている（図１０）。
【０２２６】
　実施例１０：第２世代ｃＭｅｔ結合ペプチドライブラリーの設計
　線状および環状ペプチドライブラリーからの最初の選択は、ｃＭｅｔに対する多数の陽
性ヒットを同定した。ＴＮ９ヒットは高度に保存されたモチーフを含んでいた（ＣｘＧｐ
ＰｘＦｘＣ、配列番号５１２、‘ｐ’は、大文字のアミノ酸ほど強くは選択されない）ラ
イブラリーは環状および線状メンバー両方を有しており、そして、遺伝子ＩＩＩスタンプ
（ｓｔｕｍｐ）ディスプレイを有しているファージ中で築かれた。
【０２２７】
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【表１－１】

【０２２８】
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【０２２９】
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【０２３０】
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【表１－４】

【０２３１】
　実施例１１：９４－Ｅ０８およびｃＭｅｔを結合するために選択された他の線状ペプチ
ドの分析
　線状単離物９４－Ｅ０８（配列番号４５４）はｃＭｅｔに対して高い親和性を有してい
るが、さらに、９４－Ｅ０８にいくらかの相同性を有する、そして非常に短い領域に渡っ
て非常に限られた同一性を有する、いくつかの他のペプチド単離物が存在した。従って、
９４－Ｅ０８に基づいて３つの可変オリゴヌクレオチドを作製した：（１）最後の７を一
定に保ちながら、最初の１３コドンを変化させる；（２）他の単離物といくらかの類似性
を示した５を固定して保ちながら、最初の１８の内の１３を変化させる；（３）最初の５
を固定して保ちながら、最後の１３コドンを変化させる、下記表４を参照されたい。
【０２３２】
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【表２－１】

【０２３３】
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【０２３４】
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【表２－３】

【０２３５】
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【表２－４】

【０２３６】
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【表２－５】

【０２３７】
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【表２－６】

【０２３８】
　実施例１２：第２世代ｃＭｅｔ結合ペプチドライブラリーの構築
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　ファージベクターＤＶ３Ｐ８２をＮｈｅＩおよびＮｃｏＩで消化し、精製しそしてアル
カリ性ホスファターゼで処理した。１０の鋳型、ＣＭ２－Ｖ１からＣＭ２－Ｖ７、加えて
ＣＭ２－Ｖ８ｖｇ、ＣＭ２－Ｖ９ｖｇおよびＣＭ２－Ｖ１０ｖｇ、を下記表５に収載した
プライマー対を使用し、別々に増幅した。
【０２３９】
【表３】

【０２４０】
各々の試料は別々にＮｈｅＩおよびＮｃｏＩで消化し、フェノール／クロロホルムで抽出
し、そしてライゲーションを実施する前に等モル比で混合した。１：５のベクター：挿入
物比を使用した。ライゲートされたＤＮＡ構築物は、ＤＨ５α細胞内へ電気穿孔した。生
じたライブラリーサイズは１．１２×１０８の異なった形質転換体であった。
【０２４１】
　実施例１３：ｃＭｅｔへのペプチド２量体の結合の測定
　ＢＩＡｃｏｒｅの器械を使用し、固定化ｃＭｅｔ－Ｆｃへのペプチド２量体（図１３Ａ
～１３Ｃに示されている）結合についての結合定数を決定した。
【０２４２】
　３つの密度のｃＭｅｔ－Ｆｃ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を、標準アミンカップリング
法によりＣＭ５センサーチップの表面のデキストランへ架橋した（３μＭ溶液を、５０ｍ
Ｍアセテート、ｐＨ５．５、で１：１００、１：５０または１：２０に希釈）。フローセ
ル１を活性化し、そして次ぎに、対照減算として働くようにブロックした。
達成された最終固定化レベル：
ＲＬ　Ｆｃ　２　ｃＭｅｔ－Ｆｃ　＝　２５８２
ＲＬ　Ｆｃ　３　ｃＭｅｔ－Ｆｃ　＝　５０４８
ＲＬ　Ｆｃ　４　ｃＭｅｔ－Ｆｃ　＝　９７２１。
【０２４３】
　実験はＰＢＳＴ緩衝液（５．５ｍＭリン酸塩、ｐＨ７．６５、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ＋
０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ－２０）中で実施した。ペプチド２量体を脱イオンＨ２

Ｏに、１ｍｇ／ｍＬ溶液になるように溶解した。２量体は５０ｎＭまでＰＢＳで希釈した
。２５、１２．５、６．２５および３．１２５ｎＭ溶液が得られるように連続的希釈を実
施した。すべての試料は２重に注入した。会合のためには、ｋｉｎｊｅｃｔプログラムを
使用し、２量体を３０μＬ／分で３分間注入した。１０分の会合後、４Ｍ　ＭｇＣｌ２を
５０μＬ／分で２分間、の２回の急速注入で、残存するペプチドをｃＭｅｔ表面から剥が
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した。センソグラムは、ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアー３．１を使用して分
析した。ヘテロ２量体、Ａｃ－ＧＳＰＥＭＣＭＭＦＰＦＬＹＰＣＮＨＨＡＰＧＧＧＫ｛Ｐ
ｎＡＯ６－Ｇｌｕｔ－Ｋ［Ａｃ－ＧＳＦＦＰＣＷＲＩＤＲＦＧＹＣＨＡＮＡＰＧＧＧＫＪ
Ｊ－Ｇｌｕｔ］－ＮＨ２｝－ＮＨ２（配列番号５１５へ連結された配列番号５１４）、が
０．７９ｎＭのＫＤを示した。
【０２４４】
　実施例１４：ｃＭｅｔ結合ペプチドの血清滞留の促進：マレイミドへの結合
　マレイミドおよびチオールと反応可能な他の基を含む化合物は、化合物が注射された場
合、血清タンパク質、特に血清アルブミン上のチオールと反応することが当該技術分野で
知られている。付加物は血清アルブミンと同等の血清寿命、例えば、ヒトにおいては１４
日を超える、を有している。
【０２４５】
　本発明に包含されるマレイミド標識線状ペプチドの直接合成を可能にする方法が利用可
能である（Ｈｏｌｍｅｓ，Ｄ．ら、２０００．Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ　Ｃｈｅｍ．、１１：
４３９－４４４）。
【０２４６】
　ジスルフィドを含むペプチドは、いくつかの方法の１つを用い、マレイミドで誘導体化
することが可能である。例えば、第３のシステインをカルボキシ末端に付加することが可
能である。付加されたシステインを、ジスルフィドを形成するシステインのために使用さ
れた基の型に対して直交性である保護基で保護する。ジスルフィドは、意図されたシステ
インを選択的に脱保護し、そしてペプチドを酸化することにより形成させる。最後のシス
テインを次ぎに脱保護し、そしてペプチドを大過剰モルのビスマレイミドと反応させる。
生じた化合物は、血清アルブミンまたは他のチオール含有血清タンパク質と自由に反応す
るための１つのマレイミドを有している。
【０２４７】
　あるいは、本発明の環状ペプチドは、－ＧＧＧＫ（配列番号５１３）のごとき、リジン
含有Ｃ末端伸長を有するように合成する。ｃＭｅｔ結合モチーフのリジンをｉｖＤｄｅで
保護し、そしてＣ末端リジンを脱保護する。このリジンをＮ－［ｅ－マレイミドカプロイ
ルオキシ］スクシンイミドエステル（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ロッ
クフォード、ＩＬ）またはＮ－［ａ－マレイミドアセトキシ］スクシンイミドエステル（
Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）のごとき、マレイミド含有化合物と反応さ
せる。
【０２４８】
　実施例１５：ｃＭｅｔ結合ペプチドの血清滞留の促進：非共有結合的に血清を結合する
部分への結合
　５０～６０ｋＤａ未満の分子量を有しているポリペプチドは、迅速に排泄される。脂肪
酸のごとき多くの小分子は、血清アルブミンへ結合する。ペプチドへの脂肪酸または他の
血清アルブミン結合部分の付着は、ペプチドが血清アルブミンへ非共有結合的に結合する
ことを起こし、そして血清滞留を非常に延長することができる。本発明のペプチドへ付着
された脂肪酸は、少なくとも１２の炭素、好ましくは少なくとも１４の炭素、より好まし
くは少なくとも１６の炭素を含んでいなければならない。脂肪酸は直鎖でもまたは分枝鎖
でもよい。脂肪酸は飽和でもまたは不飽和でもよい。パルマート（ＣＨ３－（ＣＨ２）１

４－ＣＯ－は好ましい脂肪酸である。血清におけるこの結合は、排出の速度を減少させる
ことが可能である（Ｋｎｕｄｓｅｎ，Ｌ．ら、２０００．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、４３
：１６６４－１６６９）。当該技術分野で既知の方法を使用し、血清アルブミン結合部分
を、本明細書に開示されているペプチドまたは多量体ポリペプチド結合構築物の任意の１
つに結合することが可能である。血清アルブミン結合部分は、リンカーを通してｃＭｅｔ
結合ペプチドへ連結することが可能である。リンカーはペプチド性またはＰＥＧのごとき
他のものであることが可能である。０～約３０のリンカーが好ましい。リンカーは親水性
であることが好ましい。血清アルブミン結合部分は、末端でかまたは付加されたアミノ酸



(68) JP 6374913 B2 2018.8.15

10

20

30

40

50

の側基を通してｃＭｅｔ結合ペプチドまたは構築物へ結合することが可能である。適した
側基にはリジンおよびシステインが含まれる。こうした化合物はまた、本明細書において
議論したような、例えば、放射性核種のためのキレート剤、または他の検出可能な標識ま
たは治療構築物を含むことが可能である。血清アルブミン結合部分へ連結されたｃＭｅｔ
ペプチドまたは構築物はｃＭｅｔを結合するであろう。
【０２４９】
　実施例１６：ｃＭｅｔ結合ペプチドの血清滞留の促進：ＰＥＧへの結合
　タンパク質およびペプチドへのＰＥＧの付着は、これらの分子の血清滞留を促進する。
ｃＭｅｔ結合ペプチドまたは多量体ポリペプチド構築物へのＰＥＧ（直鎖状または分枝）
の付着は、血清滞留時間の実質的な促進を与えることが期待される。ＰＥＧの分子量は、
少なくとも１０ｋＤａ、より好ましくは少なくとも２０ｋＤａ、そして最も好ましくは少
なくとも３０ｋＤａまたはそれ以上であるべきである。ＰＥＧはＮまたはＣ末端に付着す
ることが可能である。ペプチドへＰＥＧを付着させる方法は当該技術分野ではよく知られ
ている。ＰＥＧは、リジンまたはシステインのごとき、反応性側基へ付着することが可能
である。
【０２５０】
　実施例１７：ｃＭｅｔ結合ペプチドの血清滞留の促進：血清タンパク質との融合
　血清アルブミン（ＳＡ）を含むタンパク質およびその他のタンパク質は、増強された血
清滞留時間を有している。ヒトＳＡ（ｈＳＡ）のアミノ酸配列が表１０に示されている。
表１１は、配列番号６５７、成熟ｈＳＡおよび配列番号６５８を含む融合タンパク質を示
している。ｃＭｅｔ結合ペプチドは成熟ｈＳＡから、融通性のあるスペーシング（ｓｐａ
ｃｉｎｇ）を可能にするためのグリシンに富んだリンカーにより分離されている。増強さ
れた血清滞留時間を有するであろう注射可能タンパク質を得るために、ｈＳＡの全てを使
用する必要はない。マレイミドおよびαブロモカルボキシラートのごとき化学基は不対の
システイン（残基３４）と反応して、安定な付加体を形成する。従って、付加体が放射性
核種を結合するように、ｈＳＡ融合タンパク質へ１つのキレート剤を結合することが可能
である。マレイミド基を有するキレート剤を製造し、そしてｈＳＡまたはｈＳＡ誘導体と
カップリングすることが可能である。もしくは、ｈＳＡまたはｈＳＡ誘導体をビスマレイ
ミドと反応させることができ、そして反応性チオールを運んでいるキレート剤をビスマレ
イミド誘導体化ｈＳＡと反応させることができる。
【０２５１】
　既定のアミノ酸配列をコードする遺伝子の構築は、当該技術分野で知られている。サッ
カロミセス　セレビジエにおけるｈＳＡ融合物の発現も当該技術分野で知られている。
【０２５２】
　実施例１８：ｃＭｅｔ発現腫瘍への放射能または毒素のプレ標的化
　慣用的放射免疫癌療法は２つの問題に悩まされている。一般に達成可能な標的化比（血
液中に循環している投与量に対する腫瘍に局在化している投与量の比、あるいは、骨髄に
移動している投与量に対する腫瘍に局在化している投与量の比）が低い。また、腫瘍へ搬
送された放射線または治療剤の絶対量が、多くの場合、有意な腫瘍応答を惹起するには不
十分である。腫瘍に対する標的化比および絶対量の改良は、癌治療のためには非常に重要
であろう。
【０２５３】
　本発明は、哺乳動物レシピエントの標的細胞部位での活性剤局在化を増加させる方法を
提供する。本方法は、例えば、ａ）標的化部分およびリガンド－抗－リガンド結合対のメ
ンバーを含む融合タンパク質をレシピエントへ投与し；ｂ）その後、レシピエントの肝細
胞レセプターを経て、循環している融合タンパク質のクリアランスを方向付けることが可
能なクリアリング剤を、レシピエントへ投与し；そしてｃ）続いて、リガンド／抗リガン
ド結合対メンバーを含む活性剤を、レシピエントへ投与する。
【０２５４】
　ヘキソース、特にヘキソースガラクトース、グルコース、マンノース、マンノース－６
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－リン酸、Ｎ－アセチルグルコサミン、ペンタマンノシルリン酸、Ｎ－アセチルガラクト
サミン、ガラクトースのチオグリコシド、およびその混合物は、肝クリアランスを起こす
ことに有効であることが知られている。しかしながら、肝臓レセプターへの糖の結合は、
分子を肝臓へ方向付ける唯一の手段ではない。
【０２５５】
　循環系からの癌胎児性抗原（ＣＥＡ）のクリアランスは、肝臓中のクッパー細胞への結
合による。我々は、クッパー細胞へのＣＥＡの結合は、ＣＥＡ配列のアミノ酸１０７－１
１２に示されているペプチド配列ＹＰＥＬＰＫを経て起こることを示した。このペプチド
はＮ末端および第１の免疫グロブリン様ループドメイン間の領域に位置している。天然の
ＣＥＡおよびヘテロ２官能性架橋剤と複合体形成されたこの配列を含んでいるペプチド、
およびビオチニル化ＣＥＡおよびＮＣＡでのリガンドブロッティングを使用し、我々はク
ッパー細胞上の８０ｋＤａタンパク質への結合を示した。この結合タンパク質は肝臓転移
の開発に重要であろう。（Ｔｈｏｍａｓ，Ｐ．ら、１９９２．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、１８８：６７１－６７７）。
【０２５６】
　クリアランス剤としてＹＰＥＬＰＫ（配列番号６５５）を使用するため、この配列を、
リンカーを経て、融合タンパク質（Ａｂ）を結合する部分へ融合する。例えば、もしＡｂ
がＤＯＴＡ／Ｒｅに対する親和性を有していれば、ＤＯＴＡ／Ｒｅへ結合されたＹＰＥＬ
ＰＫを有している誘導体を作製するであろう；例えば、ｒｖＹＰＥＬＰＫｐｓＧＧＧ－Ｄ
ＯＴＡ。‘ｒｖＹＰＥＬＰＫｐｓ’はＣＥＡの断片であり、それはＴｈｏｍａｓら（前記
文献）により同定されたＹＰＥＬＰＫ配列を含んでいる。ＤＯＴＡ上の任意の都合のよい
点を結合に使用することが可能である。ＲＶＹＰＥＬＰＫＰＳＧＧＧ－ＤＯＴＡ／コール
ドＲｅ（配列番号６５６）がクリアリング剤として使用されるであろう。融合Ａｂに相当
するＦａｂは、Ｋｄ＜１００ｎＭ、好ましくはＫｄ＜１０ｎＭ、そしてより好ましくはＫ
ｄ＜１ｎＭのクリアリング剤に対する親和性を有するであろう。
【０２５７】
　治療剤はＤＯＴＡ／１８５Ｒｅを含んでいるであろう。好ましい態様において、治療剤
は、腫瘍上に固定化されたＡｂが高い結合活性でビス－ＤＯＴＡ化合物を結合するように
、２以上のＤＯＴＡ部分を含むであろう。２つのＤＯＴＡ部分は好ましくは、１０～３０
ユニットのＰＥＧの親水性リンカーで連結されるであろう。ＰＥＧは分解せず、溶解性を
促進するので、好ましいリンカーである。１０～３０ユニットのＰＥＧは、ビスＤＯＴＡ
化合物に非常に長い血清滞留時間を与えるには十分ではない。３０分～１０時間の半減期
が受容可能である。ほとんどの放射線が腫瘍または外部環境へ搬送されるように、血清半
減期は使用された放射性核種の放射性半減期よりも長くあるべきである。
【０２５８】
　１つの態様において、本発明の「融合タンパク質」は、ヒト抗体の軽鎖（ＬＣ）かまた
は重鎖（ＨＣ）のいずれかのアミノ末端またはカルボキシ末端へ融合された少なくとも１
つのｃＭｅｔ結合ペプチドを含む。所望によりおよび好ましくは、２以上のｃＭｅｔ結合
ペプチドを抗体へ融合する。抗体は、放射性にできるまたは結合された毒素を有すること
ができる小分子に対する高い親和性を有するように選択する。好ましくは、Ａｂに対応す
るＦａｂの親和性は、小分子に対して１００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満、そ
して最も好ましくは１ｎＭ未満のＫｄの親和性を有している。小分子は、有用な放射性原
子を結合可能なキレート剤であることができ、その多くは本明細書に収載されている。小
分子は、ペプチドの結合特性に強く影響することなく放射性ヨウ素が結合できる１以上の
チロシンを有しているペプチドであることができる。
【０２５９】
　本発明の任意のｃＭｅｔ結合ペプチドは、小さな放射性化合物の結合が可能である、抗
体のいずれかの鎖のいずれかの末端へ融合することが可能である。有用な態様には以下の
ものが含まれる：
１）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ：：ＬＣ／ＨＣ、
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２）ＬＣ：：ｌｉｎｋ：：ＣＭＢＰ＃ｌ／ＨＣ、
３）ＬＣ／ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ：：ＨＣ、
４）ＬＣ／ＨＣ：：ｌｉｎｋ：：ＣＭ＃１、
５）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＬＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２／ＨＣ、
６）ＬＣ／ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＨＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２、
７）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＬＣ／ＣＭＢＰ＃２：：ｌｉｎｋ２：：ＨＣ、
８）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＬＣ／ＨＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２、
９）ＬＣ：：ｌｉｎｋ１：：ＣＭＢＰ＃１／ＣＭＢＰ＃２：：ｌｉｎｋ２：：ＨＣ、
１０）ＬＣ：：ｌｉｎｋ１：：ＣＭＢＰ＃１／ＨＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２、
１１）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＬＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２／ＣＭＢＰ
＃３：：ｌｉｎｋ３：：ＨＣ、
１２）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＬＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２／ＨＣ：：
ｌｉｎｋ３：：ＣＭＢＰ＃３、
１３）ＣＭＢＰ＃３：：ｌｉｎｋ３：：ＬＣ／ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＨＣ：：
ｌｉｎｋ２：：ＣＭ＃２、
１４）ＬＣ：：ｌｉｎｋ３：：ＣＭＢＰ＃３／ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＨＣ：：
ｌｉｎｋ２：：ＣＭ＃２、および
１５）ＣＭＢＰ＃１：：ｌｉｎｋ１：：ＬＣ：：ｌｉｎｋ２：：ＣＭＢＰ＃２／ＣＭＢＰ
＃３：：ｌｉｎｋ３：：ＨＣ：：ｌｉｎｋ４：：ＣＭＢＰ＃４。
（５）－（１５）の場合、リンカー（「ｌｉｎｋ１」、「ｌｉｎｋ２」、「ｌｉｎｋ３」
および「ｌｉｎｋ４」として示されている）は、同一でもまたは異なっていてもよく、ま
たは非存在でもよい。これらのリンカーは、もし存在すれば、好ましくは親水性、プロテ
アーゼ耐性、無毒、非免疫原性および可動性である。好ましくは、リンカーは、グリコシ
ル化部位または肝クリアランスを起こすことが知られている配列を含んでいない。０から
１５のアミノ酸の長さが好ましい。ｃＭｅｔ結合ペプチド（ＣＭＢＰ＃１、＃２、＃３お
よび＃４）は同一でもまたは異なっていてもよい。もしコードされたアミノ酸配列が同一
であれば、これらの配列をコードしているＤＮＡは異なっている。
【０２６０】
　抗体は２量体であるので、各々の癒合タンパク質は、融合ペプチドの各々の２つのコピ
ーで存在するであろう。（１５）の場合、８つのＣＭＢＰが存在するであろう、そしてｃ
Ｍｅｔ展示細胞への結合は高度に強くあるべきである。腫瘍浸透は、最大のｃＭｅｔ親和
性よりむしろ、ＣＭＢＰの各々における中程度のｃＭｅｔ親和性により促進されるであろ
う。
【０２６１】
　融合タンパク質を、ＨＣの定常部分がグリコシル化されるであろうように、真核細胞中
で産生する。好ましくは、細胞はＣＨＯ細胞のごとき哺乳動物細胞である。
　融合タンパク質を患者に注射し、融合タンパク質が腫瘍に蓄積されるように時間を与え
る。腫瘍に固定化されなかった融合タンパク質がクリアランスされるであろうように、ク
リアリング剤を注射する。前のプレ標的化法においては、抗体合併部位が腫瘍を標的化す
るために使用され、そしてビオチン／アビジンまたはビオチン／ストレプトアビジンが、
固定化された抗体へ放射性または毒性剤を結合するために使用された。ビオチン／アビジ
ンまたはストレプトアビジン結合は本質的に不可逆である。それ故、我々は、放射性また
は毒性剤を結合するように選択された抗体へ、標的結合ペプチドを融合した。融合タンパ
ク質は２、４、６または８のＣＭＢＰを含んでいるので、腫瘍への融合タンパク質の結合
は非常に強い。腫瘍で固定化されていない融合タンパク質のクリアランスを起こすであろ
うクリアリング剤は、融合タンパク質注射の２～４８時間後に投与することが可能である
。クリアランス剤は、抗体へ結合する部分では単量体性であるので、クリアランス剤と固
定化融合タンパク質の複合体は、非常に長い寿命を持ってはいないであろう。クリアラン
ス剤を注射して４～４８時間以内に、固定化された抗体は、そこに結合されたいかなるク
リアランス剤も失うであろう。活性剤は、好ましくは、融合剤を結合する部分で２量体性
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である。活性剤は、クリアランス剤の注射後、２～約４８時間の間に注射する。
【０２６２】
　実施例１９：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞へのｃＭｅｔ結合ペプチド／アビジンＨＲＰ複
合体の結合
　ｃＭｅｔ発現ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞へのｃＭｅｔ結合ペプチドのビオチニル化誘導
体の結合に必要とされるスペーサー長を決定した。ペプチドおよびビオチン間に配置され
るべきスペーサー長を決定するため、スペーサーを有しない、１つのスペーサー（Ｊ）お
よび２つのスペーサー（ＪＪ）を有する誘導体を合成した。ｃＭｅｔ結合ペプチド配列番
号５１４のこれら３つの異なった誘導体は、ｃＭｅｔ発現ＭＢ－２３１細胞へ結合する能
力について、ニュートラビジンＨＲＰとの４量複合体として試験した。ｃＭｅｔ結合ペプ
チドの４量複合体の３つ全てが、対照ペプチドと比較してＭＢ－２３１細胞へ結合した；
しかしながら、ＪＪスペーサーを有するペプチドが最良のＫＤ（１２．６２ｎＭ）を示し
た。このことは、ｃＭｅｔ結合ペプチドおよびビオチン間での２つのスペーサー（ＪＪ）
の包含は、１つのスペーサーまたはスペーサー無しよりも良好であることを示唆している
。
【０２６３】
　細胞培養：ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞はＡＴＣＣから得、そして推薦培地に１ｍＬ／Ｌの
ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ（インビトロジェン、カールスバッド、ＣＡ）を加えて、単層培養物
として増殖させた。細胞は、アッセイ前日に分割し、９６ウェルの各々のウェルへ３５０
００細胞を加えた。
【０２６４】
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞へのペプチド／ニュートラビジンＨＲＰの結合
　対照ペプチドおよび前記配列番号５１４誘導体とニュートラビジン－ＨＲＰの複合体を
、前記のように製造し、そしてＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞に結合する能力を試験した。ペ
プチド／ニュートラビジン－ＨＲＰ複合体の製造の間、ニュートラビジン上の４つのビオ
チン結合部位全てが占有されることを確かにするため、ニュートラビジン－ＨＲＰより７
．５倍過剰のビオチニル化ペプチドを使用した。複合体形成後、遊離ビオチニル化ペプチ
ドおよびニュートラビジン－ＨＲＰ複合体形成ビオチニル化ペプチド間のいかなる競合も
避けるため、過剰の遊離ビオチニル化ペプチドを、軟放出アビジン－セファロースを使用
して除去した。実験は、Ｊスペーサーなしのおよび単一Ｊスペーサーを有する誘導体の飽
和結合曲線を発生させるために０．２８ｎＭ～３３．３３ｎＭの（図１４）、ＪＪスペー
サーを有する誘導体の飽和結合曲線を発生させるために０．２８ｎＭ～１６．６５ｎＭの
（図１４）、ペプチド／ニュートラビジン－ＨＲＰのいくつかの異なった濃度で実施した
。飽和結合曲線を描くため、試験された各々の濃度について、ニュートラビジン－ＨＲＰ
との複合体中の配列番号５１４誘導体の結合から、対照ペプチド／ニュートラビジン－Ｈ
ＲＰ複合体のバックグラウンド結合を差し引いた。それ故、図１４のＹ軸の吸光度は異な
った吸光度であり（ｃＭｅｔ結合ペプチドマイナス対照ペプチド）、そして絶対吸光度で
はない。Ｇｒａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェアー（バージョン３．０）を使用し
た図中の飽和結合データの分析は、ＪＪスペーサーを有する４量体誘導体に対して１２．
６２ｎＭ（±３．１６）、Ｊスペーサーを有する４量体誘導体に対して１５５．４ｎＭ（
±８６．５６）、そしてスペーサーを有しないペプチド複合体に対して１２３．８ｎＭ（
±３７．７１）のＫＤを与えた。これらの結合定数は、予測されたように、関連単座ペプ
チド配列番号５１４についてＦＰにより測定された値（８８０ｎＭ）よりも低かった。
【０２６５】
　結果：ＪＪスペーサーを有する誘導体は、バックグラウンド結合（ｎ＝１）として対照
ペプチドの結合を差し引いた後に１２．６２ｎＭのＫＤを有し、他の２つの誘導体のいず
れよりもＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞上のｃＭｅｔへ、より良好な結合を示したことが、図
１４から明らかである。このことは、細胞上の複数の異なった結合部位へ到達できるため
には、特定の最小スペーサー長が必要とされ、そしてその故に多量体結合が達成されるこ
とを示唆している。この最小スペーサー長は、細胞上の異なった標的分子間のスペーシン
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ァージディスプレイで同定されたビオチニル化ペプチドによるニュートラビジン－ＨＲＰ
アッセイは、単量体結合配列の親和性がＥＬＩＳＡ型アッセイ（結合後の洗浄工程を有す
る）でうまく働くにはあまりにも低い場合でさえも、固定化標的への結合が可能なペプチ
ドを同定するために有用であった。
【０２６６】
【表４－１】

【０２６７】
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【０２６８】
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【表４－３】

【０２６９】
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【表４－４】

【０２７０】
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【表４－５】

【０２７１】
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【表４－６】

【０２７２】
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【表４－７】

【０２７３】
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【表４－８】

【０２７４】
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【表４－９】

【０２７５】
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【表４－１０】

【０２７６】
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【表４－１１】

【０２７７】
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【表４－１２】

【０２７８】
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【表４－１３】

【０２７９】
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【表４－１４】

【０２８０】
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【表４－１５】

【０２８１】
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【表４－１６】

【０２８２】
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【表４－１７】

【０２８３】
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【０２８４】
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【表４－１９】

【０２８５】
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【０２８６】
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【０２８７】
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【０２８８】
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【０２８９】
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【０２９０】
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【表５－２】

【０２９１】
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【表５－３】

【０２９２】
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【表５－４】
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【０２９５】
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【表５－７】

【０２９６】
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【表５－８】
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【表５－９】

【０２９８】
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【表５－１０】

【０２９９】
【表６－１】

【０３００】
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【表７】

【０３０２】
【表８】

【０３０３】
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【表９】

【０３０４】
　本発明を、その好ましい態様を参照して特別に示しそして説明したが、付随する特許請
求の範囲により包含された本発明の範囲から離れることなく、形式および詳細における多
様な変更をその中で行うことができることを当業者は理解するであろう。
　本発明の多くの態様が記載されているが、それにもかかわらず、本発明の精神及び範囲
を逸脱することなくさまざまな改変がなされ得ることが理解されるであろう。したがって
、他の態様も以下の請求の範囲の範囲内である。
［態様１］
　ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとを含む複合体を結合するポリペプチドまたは多量体
ペプチド構築物。
［態様２］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｃｙｓ－Ｘ８－
Ｘ９－Ｘ１０を含み、式中、
　Ｘ１はＰｈｅ、Ｌｅｕ、Ｓｅｒ、Ｔｒｐ、ＴｙｒまたはＭｅｔであり；
　Ｘ２はＩｌｅ、Ｔｙｒ、Ｈｉｓ、ＴｈｒまたはＡｓｎであり；
　Ｘ３はＩｌｅ、Ｌｅｕ、Ａｓｐ、Ｍｅｔ、ＰｈｅまたはＳｅｒであり；
　Ｘ４はＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、ＰｒｏまたはＴｒｐであり；
　Ｘ５はＧｌｕ、Ｇｌｙ、Ｌｅｕ、Ｐｒｏ、Ｔｈｒ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；
　Ｘ６はＡｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｐｈｅ、Ｓｅｒ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり
；
　Ｘ７はＡｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり
；
　Ｘ８はＧｌｙ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、Ａｓｐ、ＶａｌまたはＴｈ
ｒであり；
　Ｘ９はＳｅｒ、Ｌｙｓ、Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｔｈｒ、ＡｓｐまたはＬｅｕであり；そして
　Ｘ１０はＳｅｒ、Ｐｒｏ、Ｔｈｒ、Ｌｅｕ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、ＧｌｕまたはＴ
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ｒｐである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様３］
　配列番号１；配列番号２；配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号６；配列番
号７；配列番号９および配列番号１０から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、請
求項２に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様４］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｃ
ｙｓ－Ｘ１０－Ｘ１１－Ｘ１２を含み、式中、
　Ｘ１はＧｌｙ、Ｖａｌ、Ｔｒｐ、Ｔｈｒ、ＬｙｓまたはＧｌｎであり；
　Ｘ２はＴｒｐ、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、ＰｈｅまたはＴｈｒであり；
　Ｘ３はＴｒｐ、Ｇｌｕ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、ＬｅｕまたはＳｅｒであり；
　Ｘ４はＡｓｎ、ＧｌｎまたはＧｌｕであり；
　Ｘ５はＬｅｕ、ＧｌｕまたはＴｒｐであり；
　Ｘ６はＧｌｕ、ＳｅｒまたはＴｙｒであり；
　Ｘ７はＧｌｕ、ＭｅｔまたはＰｒｏであり；
　Ｘ８はＭｅｔ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ９はＬｅｕ、ＰｈｅまたはＶａｌであり；
　Ｘ１０はＡｓｐ、ＧｌｕまたはＴｒｐであり；
　Ｘ１１はＭｅｔ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；そして
　Ｘ１２はＧｌｎ、ＬｅｕまたはＴｒｐである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様５］
　配列番号１１；配列番号１２；配列番号１３；配列番号１４；配列番号１５；配列番号
１６；配列番号１７；配列番号１８；配列番号１９；配列番号２０；配列番号２１；配列
番号２２；配列番号２３；配列番号２４；配列番号２５；配列番号２６；配列番号２７；
配列番号２８；配列番号２９；配列番号３０；配列番号３１；配列番号３２；配列番号３
３；配列番号３４；配列番号３５；配列番号３６；配列番号３７；配列番号３８；配列番
号３９；および配列番号４０から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項４に
記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様６］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｇｌｙ－Ｘ５－Ｐｒｏ－Ｘ６－Ｐｈ
ｅ－Ｘ７－Ｃｙｓ－Ｘ８－Ｘ９を含み、式中、
　Ｘ１はＧｌｕ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ２はＰｈｅ－ ＴｈｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ３はＨｉｓ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；
　Ｘ４はＡｌａ、Ｌｙｓ、ＳｅｒまたはＴｈｒであり；
　Ｘ５はＰｒｏまたはＴｒｐであり；
　Ｘ６はＳｅｒまたはＴｈｒであり；
　Ｘ７はＧｌｕまたはＳｅｒであり；
　Ｘ８はＩｌｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；そして
　Ｘ９はＧｌｕ、Ｍｅｔ、ＴｒｐまたはＴｙｒである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様７］
　配列番号４８；配列番号４９；配列番号５０；配列番号５１；配列番号５２；配列番号
５３；配列番号５４；配列番号５５；配列番号５６；配列番号５７；配列番号５８；配列
番号５９；配列番号６０；配列番号６１；配列番号６２；配列番号６３；配列番号６４；
配列番号６５；配列番号６６；配列番号６７；配列番号６８；配列番号６９；配列番号７
０；配列番号７１；配列番号７２；配列番号７３；配列番号７４；配列番号７５；配列番
号７６；配列番号７９；配列番号８０；配列番号８１；配列番号８２；配列番号８３；配
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列番号８４；配列番号８５；配列番号８６；配列番号８７；配列番号８８；配列番号８９
；配列番号９０；配列番号９１；配列番号９２；配列番号９３；配列番号９４；配列番号
９５；配列番号９６；配列番号９７；配列番号９８；配列番号９９；配列番号１００；お
よび配列番号１０１から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項６に記載のポ
リペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様８］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｘ５－Ｐ
ｈｅ－Ｘ６－Ｃｙｓ－Ｔｒｐ－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ１０－Ｘ１１を含み、式中、
　Ｘ１はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、ＩｌｅまたはＳｅｒであり；
　Ｘ２はＬｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、ＴｒｐまたはＶａｌであり；
　Ｘ３はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、Ｌｅｕ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ４はＬｅｕ、ＬｙｓまたはＳｅｒであり；
　Ｘ５はＡｌａ、Ｓｅｒ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ６はＧｌｕまたはＳｅｒであり；
　Ｘ７はＬｅｕ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ８はＰｈｅまたはＴｙｒであり；
　Ｘ９はＡｓｐ、Ｇｌｕ、ＧｌｙまたはＶａｌであり；
　Ｘ１０はＭｅｔ、Ｐｒｏ、ＴｈｒまたはＳｅｒであり；そして
　Ｘ１１はＧｌｕまたはＧｌｙである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様９］
　配列番号１０３；配列番号１０４；配列番号１０６；配列番号１０８；配列番号１１１
；配列番号１１４；配列番号１１７；配列番号１１９；配列番号１２０；配列番号１２１
；配列番号１２８；配列番号１３０；配列番号１３２；配列番号１３３；配列番号１４０
；配列番号１４３；配列番号１４５；配列番号１４６；配列番号１４７；配列番号１５０
；配列番号１５１；配列番号１５３；配列番号１５５～配列番号１５８；配列番号１６３
；配列番号１６５；配列番号１６７；配列番号１６９；配列番号１７０；配列番号１７２
；配列番号１７３；配列番号１７８；配列番号１７９；配列番号１８４；配列番号１８５
；配列番号１８８；配列番号１８９；配列番号１９０；配列番号１９２；配列番号１９５
；配列番号１９８；配列番号２０１～配列番号２０４；配列番号２０８；配列番号２０９
；配列番号２１１；配列番号２１５；配列番号２１６；配列番号２１７；配列番号２１９
；配列番号２２１；配列番号２２４；配列番号２２６；配列番号２２７；配列番号２３０
～配列番号２３４；配列番号２３６；配列番号２３７；配列番号２３８；配列番号２４２
；配列番号２４６～配列番号２５４；配列番号２５６；配列番号２５９～配列番号２６４
；配列番号２６６；配列番号２６７；配列番号２６９～配列番号２７１；配列番号２７３
；配列番号２７５～配列番号２８２；配列番号２８４；配列番号２８５；配列番号２８７
；配列番号２８８；配列番号２９３～配列番号２９５；配列番号２９７；配列番号２９８
；配列番号３０１～配列番号３０３；配列番号３０５～配列番号３０８；配列番号３１１
；配列番号３１３～配列番号３２０；配列番号３２３；配列番号３２４；配列番号３２６
～配列番号３２８；配列番号３３１～配列番号３３５；配列番号３３７～配列番号３４１
；配列番号３４５；配列番号３４７；配列番号３４９；配列番号３５２；配列番号３５４
～配列番号３５７；および配列番号３６１～配列番号３６４から成る群より選択されるア
ミノ酸配列を含む、請求項８に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１０］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－Ｔｒｐ－Ｘ５－Ｃｙｓ－Ｘ６－Ｇｌｙ－Ｐｒ
ｏ－Ｐｒｏ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｔｒｐ－Ｘ７－Ｘ８を含み、式中、
　Ｘ１はＡｓｐ、ＧｌｕまたはＶａｌであり；
　Ｘ２はＡｌａ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、ＳｅｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ３はＡｓｐ、Ｇｌｙ、ＳｅｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ４はＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、ＳｅｒまたはＴｈｒであり；
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　Ｘ５はＧｌｎまたはＨｉｓであり；
　Ｘ６はＡｓｎ、ＬｙｓまたはＳｅｒであり；そして
　Ｘ７はＳｅｒまたはＴｒｐである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１１］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ

１０－Ｘ１１－Ｃｙｓ－Ｘ１２－Ｘ１３－Ｘ１４を含み、式中、
　Ｘ１はＨｉｓ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ２はＡｌａ、Ａｒｇ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ、ＬｙｓまたはＰｈｅであり；
　Ｘ３はＭｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＴｈｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ４はＨｉｓ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；
　Ｘ５はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、ＭｅｔまたはＴｒｐであり；
　Ｘ６はＧｌｕ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｙｓ、ＰｈｅまたはＰｒｏであり；
　Ｘ７はＡｓｐ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；
　Ｘ８はＡｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、ＰｈｅまたはＳｅｒであり；
　Ｘ９はＡｌａ、Ｇｌｎ、Ｇｌｙ、ＬｅｕまたはＰｈｅであり；
　Ｘ１０はＧｌｎ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；
　Ｘ１１はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ１２はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ、ＩｌｅまたはＴｈｒであり；
　Ｘ１３はＡｌａ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、ＧｌｕまたはＨｉｓであり；そして
　Ｘ１４はＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、ＨｉｓまたはＶａｌである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１２］
　配列番号３６５；配列番号３６６；配列番号３６７；配列番号３６８；配列番号３６９
；および配列番号３７０から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１１に記
載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１３］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ

１０－Ｘ１１－Ｘ１２－Ｃｙｓ－Ｘ１３－Ｘ１４－Ｘ１５を含み、式中、
　Ｘ１はＧｌｎ、Ｇｌｙ、Ｍｅｔ、ＰｈｅまたはＳｅｒであり；
　Ｘ２はＡｓｎ、Ｇｌｎ、ＬｅｕまたはＭｅｔであり；
　Ｘ３はＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、ＨｉｓまたはＩｌｅであり；
　Ｘ４はＡｓｎ、Ａｓｐ、Ｌｅｕ、ＴｈｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ５はＡｒｇ、Ｇｌｎ、Ｔｈｒ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ６はＧｌｕ、Ｇｌｙ、Ｌｅｕ、ＭｅｔまたはＴｈｒであり；
　Ｘ７はＡｌａ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、ＬｅｕまたはＳｅｒであり；
　Ｘ８はＡｒｇ、Ｇｌｎ、Ｓｅｒ、ＴｈｒまたはＴｙｒであり；
　Ｘ９はＡｓｐ、Ｇｌｙ、ＩｌｅまたはＰｈｅであり；
　Ｘ１０はＧｌｎ、ＰｈｅまたはＴｈｒであり；
　Ｘ１１はＧｌｎ、Ｈｉｓ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＳｅｒまたはＴｙｒであり；
　Ｘ１２はＡｓｎ、Ａｓｐ、Ｐｈｅ、ＰｒｏまたはＳｅｒであり；
　Ｘ１３はＡｌａ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、ＬｅｕまたはＳｅｒであり；
　Ｘ１４はＡｒｇ、Ｐｒｏ、ＳｅｒまたはＶａｌであり；そして
　Ｘ１５はＡｓｐ、Ｇｌｕ、ＬｅｕまたはＭｅｔである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１４］
　配列番号３７１；配列番号３７２；配列番号３７３；配列番号３７４；配列番号３７５
；配列番号３７６；配列番号３７７；配列番号３７８；配列番号３７９；配列番号３８０
；配列番号３８１；配列番号３８２；配列番号３８３；配列番号３８４；配列番号３８５
；配列番号３８６；および配列番号３８７から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む
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、請求項１３に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１５］
　アミノ酸配列：Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｃｙｓ－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｘ７－Ｘ８－Ｘ９－Ｘ

１０－Ｘ１１－Ｘ１２－Ｘ１３－Ｃｙｓ－Ｘ１４－Ｘ１５－Ｘ１６を含み、式中、
　Ｘ１はＡｌａ、Ｈｉｓ、Ｌｅｕ、ＰｒｏまたはＴｙｒであり；
　Ｘ２はＡｒｇ、Ａｓｐ、Ｌｅｕ、ＳｅｒまたはＴｙｒであり；
　Ｘ３はＧｌｕ、ＭｅｔまたはＴｒｐであり；
　Ｘ４はＡｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、ＰｈｅまたはＳｅｒであり；
　Ｘ５はＧｌｕ、Ｉｌｅ、ＰｈｅまたはＴｒｐであり；
　Ｘ６はＡｓｎ、ＡｓｐまたはＳｅｒであり；
　Ｘ７はＡｓｎ、ＡｓｐまたはＬｅｕであり；
　Ｘ８はＡｓｐ、ＧｌｕまたはＬｙｓであり；
　Ｘ９はＧｌｙ、ＰｈｅまたはＴｈｒであり；
　Ｘ１０はＧｌｙ、Ｐｈｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；
　Ｘ１１はＧｌｕ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；
　Ｘ１２はＧｌｕ、Ｐｈｅ、ＴｙｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ１３はＧｌｕ、Ｌｙｓ、ＴｈｒまたはＶａｌであり；
　Ｘ１４はＧｌｕまたはＴｒｐであり；
　Ｘ１５はＡｓｐ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、ＳｅｒまたはＴｒｐであり；そして
　Ｘ１６はＡｌａ、ＡｓｎまたはＩｌｅである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１６］
　配列番号３９０；配列番号３９１；配列番号３９２；配列番号３９３；配列番号３９４
；配列番号３９５；配列番号３９６；配列番号３９７；配列番号３９８；配列番号３９９
；配列番号４００；配列番号４０１；配列番号４０２；配列番号４０３；および配列番号
４０４から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１５に記載のポリペプチド
または多量体ポリペプチド。
［態様１７］
　アミノ酸配列：Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｘ１－Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｔｈ
ｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｔｒｐ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５を含み、式中
、
　Ｘ１はＡｓｎ、ＨｉｓまたはＴｙｒであり；
　Ｘ２はＧｌｙまたはＳｅｒであり；
　Ｘ３はＡｌａ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＧｌｙまたはＳｅｒであり；
　Ｘ４はＳｅｒまたはＴｈｒであり；そして
　Ｘ５はＡｓｐまたはＧｌｕである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１８］
　配列番号４０５；配列番号４０６；配列番号４０７；配列番号４０８；配列番号４０９
；配列番号４１０；配列番号４１１；配列番号４１２；配列番号４１３；配列番号４１４
；配列番号４１５；配列番号４１６；配列番号４１７；配列番号４１８；配列番号４１９
；配列番号４２０；配列番号４２１；配列番号４２２；配列番号４２３；配列番号４２４
；配列番号４２５；配列番号４２６；配列番号４２７；配列番号４２８；配列番号４２９
；配列番号４３０；配列番号４３１；配列番号４３２；配列番号４３３；配列番号４３４
；配列番号４３５；配列番号４３６；配列番号４３７；配列番号４３８；配列番号４３９
；配列番号４４０；配列番号４４１；配列番号４４２；配列番号４４３；配列番号４４４
；配列番号４４５；配列番号４４６；および配列番号４４７から成る群より選択されるア
ミノ酸配列を含む、請求項１７に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様１９］
　アミノ酸配列：Ｇｌｕ－Ｘ１－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｈｉｓ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｇ
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ｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘ３を含み、
式中、
　Ｘ１はＡｌａ、Ｇｌｕ、ＧｌｙまたはＳｅｒであり；
　Ｘ２はＰｈｅ、ＴｒｐまたはＴｙｒであり；そして
　Ｘ３はＰｈｅまたはＴｙｒである、
請求項１に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド。
［態様２０］
　配列番号４０６；配列番号４１５；配列番号４２７；配列番号４４５および配列番号４
４７から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１９に記載のポリペプチドま
たは多量体ポリペプチド。
［態様２１］
　該ポリペプチドまたは多量体ポリペプチドのｃＭｅｔに対するＫｄが約１．０μＭ未満
である、請求項２～２０のいずれか１項に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド
。
［態様２２］
　配列番号５１６または配列番号５１７のアミノ酸配列をさらに含む、請求項１２に記載
の多量体ポリペプチド。
［態様２３］
　配列番号５１４または配列番号５１５のアミノ酸配列を含む、請求項２２に記載の多量
体ポリペプチド。
［態様２４］
　配列番号５１４および配列番号５１５を含む、請求項１２に記載の多量体ポリペプチド
。
［態様２５］
　動物またはヒト対象においてｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとの複合体を検出する方
法であって、
　標識された請求項１～２４のいずれかに記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチド
を提供し；
　標識ポリペプチドまたは多量体ポリペプチドを対象に投与し；そして
　対象中の標識ポリペプチドまたは多量体ポリペプチドを検出する、
ことを含む前記方法。
［態様２６］
　標識が放射性標識または常磁性標識である、請求項２５に記載の方法。
［態様２７］
　ｃＭｅｔの活性化が関与する状態を処置する方法であって、請求項１～２４のいずれか
に記載のポリペプチドまたは多量体ポリペプチドを含む組成物を動物またはヒト対象に投
与することを含む、前記方法。
［態様２８］
　疾患が固形腫瘍である、請求項２７に記載の方法。
［態様２９］
　腫瘍が、乳房、甲状腺、グリア芽細胞腫、前立腺、悪性中皮腫、直腸結腸、肝細胞、肝
胆道、腎臓、骨肉腫および頚部の腫瘍からなる群より選択される、請求項２８に記載の方
法。
［態様３０］
　ｃＭｅｔまたはｃＭｅｔとＨＧＦとの複合体を、それを含有する溶液から精製する方法
であって、
　該溶液を請求項１～２４のいずれかに記載の少なくとも１つのポリペプチドまたは多量
体ポリペプチドと接触させ；そして
　該溶液からポリペプチドまたは多量体ポリペプチドを分離する、
ことを含む前記方法。
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［態様３１］
　ポリペプチドがバクテリオファージの表面上に展示される、請求項１～２１のいずれか
に記載のポリペプチドをコードする外因性ＤＮＡを発現する組換えバクテリオファージ。
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要解决的问题：寻找与肝细胞生长因子受体（cMet）结合的新型结合部
分，并提供其使用方法。种类代码：A1与cMet结合的多肽（多聚体多肽
构建体）或与cMet和HGF的复合物结合的多肽，其中多肽通过接头与标
记物或治疗剂结合用于诊断检测形成合适的成像诊断成像剂和由特定氨
基酸序列组成的多肽。其中标记物或治疗剂通过接头与多肽连接，标记
物选自酶，荧光化合物，超声造影剂，脂质体和光学染料顺磁性金属离
子。


