
(57)【要約】
本発明は、アポトーシス細胞に特異的に結合する部分と蛍光色素との結合体を用いた、ア
ポトーシスのインビボにおける画像化のための、結合体および方法に関連する。特定の態
様においては、蛍光色素は、近赤外域の蛍光を発光し、アポトーシス細胞に特異的に結合
する部分、例えばアネキシン A5またはシナプトタグミンのようなタンパク質に結合される
。本方法は、非侵襲的なものであり、例えばヒトのような哺乳動物のような生きた動物個
体の組織においてアポトーシス細胞の画像を得るために使用することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の 、 イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 に 使 用 す る た め の 、
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と そ の 部 分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素 と を 含 む
結 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の 、 イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 の た め の 薬 剤 の 製 造
に お け る 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と そ の 部 分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色
素 と を 含 む 結 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 部 分 が タ ン パ ク 質 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2記 載 の 結 合 体 ま た
は 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 タ ン パ ク 質 が ア ネ キ シ ン お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1
ま た は 請 求 項 2記 載 の 結 合 体 ま た は 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 活 性 断 片 が シ ナ プ ト タ グ ミ ン の C2ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2記 載 の 結 合 体
ま た は 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 部 分 が 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2記 載 の
結 合 体 ま た は 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 抗 体 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 結 合 体
ま た は 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 6記
載 の 結 合 体 ま た は 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 蛍 光 色 素 が 近 赤 外 領 域 の 蛍 光 を 発 す る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2記 載 の 結 合 体 ま た は 使 用
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 蛍 光 色 素 が 、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750
、 IRDye38、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue、 お よ び Licor N
IRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2記 載 の 結 合 体 ま た は 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の 、 イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 の た め の 薬 剤 の 調 製
に お け る 、 ア ネ キ シ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン 、 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 、 お よ び 抗 ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 、 そ の 活 性 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 部 分 、 な ら び
に 、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750、 IRDye38
、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue、 お よ び Licor NIRか ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 を 含 む 結 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 部 分 が ア ネ キ シ ン ま た は そ の 活 性 断 片 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 部 分 が シ ナ プ ト タ グ ミ ン ま た は そ の 活 性 断 片 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 部 分 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 部 分 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 を 含 む 、 請 求 項 11記
載 の 使 用 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 活 性 断 片 が シ ナ プ ト タ グ ミ ン の C2ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 11記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と そ の 部 分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素 と を 含
む 結 合 体 ； な ら び に
　 ア ポ ト ー シ ス の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 の 方 法 に お い て 、 結 合 体 を 使 用 す る た め
の 使 用 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 ；
　 蛍 光 色 素 ；
　 蛍 光 色 素 を 部 分 に 結 合 さ せ て フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体 を 形 成 さ せ る た め の 使 用 説 明 書 ； お
よ び
　 ア ポ ト ー シ ス の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 の 方 法 に お い て 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体
を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 部 分 が 、 ア ネ キ シ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン 、 ま た は 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 、 ま た は そ の 活
性 断 片 の う ち の 1つ で あ る 、 請 求 項 17ま た は 請 求 項 18記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 蛍 光 色 素 が 、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750
、 IRDye38、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue、 ま た は Licor N
IRの う ち の 1つ で あ る 、 請 求 項 17ま た は 請 求 項 18記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 に 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素 を 含 む 組 成 物 を 対 象 に
投 与 す る 段 階 ； お よ び
対 象 の 少 な く と も 一 部 の 蛍 光 画 像 を 得 て 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 検 出 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 部 分 が タ ン パ ク 質 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 が ア ネ キ シ ン お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 22
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 活 性 断 片 が シ ナ プ ト タ グ ミ ン の C2ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 部 分 が 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 体 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 体 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 25記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 蛍 光 色 素 が 近 赤 外 領 域 の 蛍 光 を 発 す る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 蛍 光 色 素 が 、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750
、 IRDye38、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue、 お よ び Licor N
IRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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　 対 象 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 対 象 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 哺 乳 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 投 与 が 、 経 口 に よ り 、 非 経 口 に よ り 、 吸 入 に よ り 、 局 所 的 に 、 直 腸 に 、 点 鼻 に よ り 、 口
腔 に 、 膣 内 に 、 移 植 さ れ た リ ザ バ ー を 介 し て 、 カ テ ー テ ル を 介 し て 、 ま た は 組 織 に 針 を 通
し て 行 わ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 画 像 を 得 る 段 階 が 近 赤 外 蛍 光 （ NIRF） 画 像 化 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 NIRF画 像 化 が 蛍 光 に よ る ト モ グ ラ フ ィ ー （ FMT） で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 NIRF画 像 化 が 鏡 面 反 射 画 像 化 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 NIRF画 像 化 で 内 視 鏡 を 使 用 す る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 ； お よ び
　 そ の 部 分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素
を 含 む 、 部 分 お よ び 蛍 光 色 素 が 少 な く と も 1： 2の 化 学 量 論 に て 存 在 す る 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 部 分 が ア ネ キ シ ン も し く は そ の 活 性 断 片 、 ま た は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン も し く は そ の 活 性
断 片 で あ る 、 請 求 項 39記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 部 分 が 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 39記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 蛍 光 色 素 が 近 赤 外 蛍 光 を 発 光 す る 、 請 求 項 39記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 蛍 光 色 素 が 、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750
、 IRDye38、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue、 お よ び Licor N
IRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ア ネ キ シ ン と 、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750、 IRDye38、 IRDy
e78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue、 お よ び Licor NIRか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 と を 含 む 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 シ ナ プ ト タ グ ミ ン ま た は 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 と 、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 ALEXA FLUOR 680
、 ALEXA FLUOR 700、 ALEXA FLUOR 750、 IRDye38、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ
リ ー ン 、 LaJolla Blue、 お よ び Licor NIRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 と を 含 む 結
合 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 が 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 45記 載
の 結 合 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 そ の 全 内 容 が 本 明 細 書 に よ り 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 、 2002年 4月 26日 に
出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 出 願 第 60/376,052号 に 対 し て 米 国 特 許 法 § 119条 (e)項 に お け る 優 先
権 を 主 張 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 光 学 的 画 像 化 に 関 連 し 、 よ り 特 定 的 に は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の イ ン ビ ボ で の
画 像 化 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 ア ポ ト ー シ ス 、 ま た は プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 は 、 正 常 な 発 生 に と っ て 、 お よ び 、 多 く
の 疾 患 状 態 に お い て 、 根 本 的 に 重 要 な 過 程 で あ る 。 生 き て い る 生 物 体 に お い て ア ポ ト ー シ
ス を 検 出 す る こ と に よ り 、 癌 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 他 の 疾 患 に
お け る 細 胞 死 の 程 度 、 な ら び に 、 こ れ ら の 疾 患 の 治 療 へ の 反 応 の 、 非 侵 襲 的 な 評 価 が 可 能
に な る 。 し か し 、 イ ン ビ ボ に お け る ア ポ ト ー シ ス の 画 像 化 は 挑 戦 的 で あ る こ と が わ か っ て
い る 。 真 の ア ポ ト ー シ ス は 通 常 、 ゲ ノ ム DNAの 断 片 化 、 核 の 緊 密 化 お よ び 断 片 化 、 な ら び
に 細 胞 の 激 的 な 緊 密 化 （ 細 胞 容 量 の 減 少 ） を 含 む 。 し か し 、 ア ポ ト ー シ ス の 早 期 の サ イ ン
は 、 通 常 は 原 形 質 膜 の 細 胞 質 側 （ 膜 の 二 重 膜 の 細 胞 質 側 の 単 分 子 層 ） に 残 る ア ミ ノ リ ン 脂
質 の 表 層 出 現 を 含 む 。 細 胞 ス ト レ ス の シ グ ナ ル と し て の こ れ ら の 前 ア ポ ト ー シ ス 変 化 は 、
完 全 に 可 逆 的 で あ る 可 能 性 が あ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 開 始 と マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 細 胞 の 除
去 と の 間 に は 限 ら れ た 時 間 し か な い ； し た が っ て 、 イ ン ビ ボ に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の
存 在 は 通 常 一 過 的 で あ る 。 ま た 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は し ば し ば 、 放 射 線 同 位 体 を 用 い た 検
出 法 の 分 解 能 よ り も 小 さ い 、 （ 血 管 の よ う な ） 比 較 的 小 さ な 構 造 体 に 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 部 分 的 に は 、 生 き て い る 動 物 個 体 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る た め に 、
あ る 非 放 射 性 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る と い う 発 見 に 基 づ く 。 し
た が っ て 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と 蛍 光 色 素 と の 非 放 射 性
結 合 体 を 用 い た 、 イ ン ビ ボ に お け る ア ポ ト ー シ ス の 画 像 化 の た め の 、 非 侵 襲 的 な 方 法 を 提
供 す る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 蛍 光 色 素 は 、 近 赤 外 域 の 蛍 光 を 発 光 し 、 ア ポ ト ー シ ス
細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 ま た は 分 子 、 例 え ば ア ネ キ シ ン （ 例 え ば ア ネ キ シ ン A5） 、 シ
ナ プ ト タ グ ミ ン （ 例 え ば シ ナ プ ト タ グ ミ ン I） の よ う な タ ン パ ク 質 の 1つ も し く は そ れ 以 上
の ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 （ 例 え ば 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 ま た
は 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 ） 、 ま た は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 も し く は ホ ス フ
ァ チ ジ ル セ リ ン -カ ル シ ウ ム 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る そ の 活 性 断 片 （ 例 え ば シ ナ プ ト タ
グ ミ ン の C2ド メ イ ン 、 ま た は 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 ） に 結 合 さ れ る 。 結 合 体 は 、 生 き て い る
ヒ ト お よ び 動 物 、 例 え ば 哺 乳 動 物 の よ う な 対 象 の 組 織 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す
る た め に 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 画 像 を 得 る た め に 使 用 さ れ う る 。 本 明 細 書 に お い て
説 明 さ れ る よ う な 結 合 体 は 、 例 え ば 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う な 、 ア ポ ト ー シ ス の
イ ン ビ ボ に お け る 画 像 化 の 方 法 の い ず れ か に お い て 使 用 す る た め の 薬 剤 の 調 製 用 に 使 用 さ
れ う る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 あ る 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲
的 な 画 像 化 に お い て 使 用 す る た め の 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と そ の 部
分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素 と を 含 む 結 合 体 を 特 徴 と す る 。 そ の 他 の 局 面 に お い て は 、 本
発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と そ の 部 分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素
と を 含 む 結 合 体 の 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 の た
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め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 使 用 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 部 分 は 、 ア ネ キ シ ン お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン も し く は シ ナ プ
ト タ グ ミ ン の C2ド メ イ ン の よ う な そ の 活 性 断 片 な ど の 、 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 活 性 断 片
、 ま た は 、 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 も し く は 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体
の よ う な 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 も し く は そ の 活 性 断 片 で あ り う る 。 　
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 蛍 光 色 素 は 近 赤 外 領 域 の 蛍 光 を 発 す る 。 例 え ば 、 蛍 光 色 素 は
、 Cy5（ 商 標 ） 、 Cy5.5（ 商 標 ） 、 Cy7（ 商 標 ） 、 も し く は Licor NIR（ 商 標 ） 、 ALEXA FLUO
R（ 登 録 商 標 ） 680、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 700、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 750、 IRDye3
8（ 商 標 ） 、 IRDye78（ 商 標 ） 、 IRDye80（ 商 標 ） 、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blu
e（ 商 標 ） 、 お よ び Licor NIR（ 商 標 ） の う ち の 1つ で あ り う る 、 ま た は 、 米 国 特 許 第 6,083
,875号 に お い て 開 示 さ れ る 蛍 光 色 素 の う ち の 1つ で あ り う る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ネ キ シ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン ま た は 例 え ば 抗 ホ
ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 も し く は 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 の よ う な 抗 ア ミ
ノ リ ン 脂 質 抗 体 、 ま た は 例 え ば シ ナ プ ト タ グ ミ ン の C2ド メ イ ン も し く は Fv、 Fab、 も し く
は F(ab') 2 の よ う な そ の 活 性 断 片 、 な ら び に 、 Cy5（ 商 標 ） 、 Cy5.5（ 商 標 ） 、 Cy7（ 商 標 ）
も し く は Licor NIR（ 商 標 ） 、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 680、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 70
0、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 750、 IRDye38（ 商 標 ） 、 IRDye78（ 商 標 ） 、 IRDye80（ 商 標 ）
、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue（ 商 標 ） 、 お よ び Licor NIR（ 商 標 ） か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 、 ま た は 、 米 国 特 許 第 6,083,875号 に お い て 開 示 さ れ る 蛍 光 色
素 の う ち の 1つ を 含 む 結 合 体 の 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス 部 位 の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的
な 画 像 化 の た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 使 用 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 と そ の 部 分
に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光 色 素 と を 含 む 結 合 体 ； お よ び 、 ア ポ ト ー シ ス の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲
的 な 画 像 化 の 方 法 に お い て 結 合 体 を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 有 す る キ ッ ト を 特 徴 と
す る 。 他 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 ； 蛍 光
色 素 ； 蛍 光 色 素 を 部 分 に 結 合 さ せ 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体 を 形 成 さ せ る 段 階 に つ い て の 使
用 説 明 書 ； お よ び 、 ア ポ ト ー シ ス の イ ン ビ ボ で の 非 侵 襲 的 な 画 像 化 の 方 法 に お い て フ ル オ
ロ フ ォ ア 結 合 体 を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む キ ッ ト を 特 徴 と す る 。 幾 つ か の 態 様 に
お い て は 、 部 分 は 、 ア ネ キ シ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン ま た は 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 ま た は そ
の 活 性 断 片 の う ち の 1つ で あ る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 蛍 光 色 素 は 、 Cy5（ 商 標 ） 、 Cy
5.5（ 商 標 ） 、 Cy7（ 商 標 ） も し く は Licor NIR（ 商 標 ） 、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 680、 A
LEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 700、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 750、 IRDye38（ 商 標 ） 、 IRDye78
（ 商 標 ） 、 IRDye80（ 商 標 ） 、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue（ 商 標 ） 、 お よ び L
icor NIR（ 商 標 ） の う ち の 1つ で あ る 、 ま た は 、 米 国 特 許 第 6,083,875号 に お い て 開 示 さ れ
る 蛍 光 色 素 の う ち の 1つ で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 蛍 光 結 合 体 を 用 い て イ ン ビ ボ に お い て ア ポ ト ー シ
ス を 画 像 化 す る た め の 、 非 侵 襲 的 な 、 放 射 線 同 位 体 を 用 い な い 方 法 を 特 徴 と す る 。 あ る 態
様 に お い て は 、 本 方 法 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 に 結 合 さ れ た 蛍 光 色
素 を 含 む 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 、 お よ び 、 対 象 の 少 な く と も 一 部 （ 例 え ば 、 乳 房 、
背 部 、 胸 部 、 胃 、 上 腕 、 脚 、 ま た は 他 の 特 定 の 器 官 ま た は 特 定 の 組 織 部 ） の 蛍 光 画 像 を 得
て 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 部 位 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 そ の 他 の 態 様 に お い て は 、
本 方 法 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 を 得 る 段 階 ； （ 例 え ば 、 1つ ま た は
そ れ 以 上 の 共 有 結 合 に よ り ） 蛍 光 色 素 を 部 分 に 付 着 ま た は 連 結 さ せ 、 結 合 体 を 形 成 さ せ る
段 階 ； 結 合 体 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 ； お よ び 、 対 象 の 少 な く と も 一 部 の 蛍 光 画 像 を 得 て 、
ア ポ ト ー シ ス の 部 位 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 結 合 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の
活 性 断 片 ） お よ び 蛍 光 色 素 を 含 み 、 こ こ で 蛍 光 色 素 は 例 え ば 共 有 結 合 に よ っ て 部 分 に 連 結
さ れ る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 部 分 は 、 例 え ば 実 質 的 に 精 製 さ れ た 形 態 に あ る 、 例 と
し て ア ネ キ シ ン も し く は そ の 活 性 断 片 、 ま た は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン も し く は そ の 断 片 の よ
う な 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は そ の 活 性 断 片 で あ り う る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 活 性
断 片 は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン の C2ド メ イ ン で あ る 。 ま た は 、 タ ン パ ク 質 は 抗 体 、 例 え ば 抗 ア
ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 も し く は そ の 活 性 （ 例 え ば 抗 原 結 合 性 の ） 断 片 、 例 え ば 抗 ホ ス フ ァ チ ジ
ル セ リ ン 抗 体 も し く は 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 、 ま た は 例 と し て Fv、 Fab
、 も し く は F(ab') 2 の よ う な そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 蛍 光 色 素 は 、 例 え ば 、 例 と し て 可 視 光 波 長 の 遠 赤 外 域 に お け る 励 起 後 に 、 近 赤 外 （ NIR
） 領 域 （ 600～ 1,100 nmの 範 囲 ） の 蛍 光 を 発 す る 蛍 光 色 素 で あ り う る 。 特 定 の 例 は 、 Cy5（
商 標 ） 、 Cy5.5（ 商 標 ） 、 Cy7（ 商 標 ） ま た は Licor NIR（ 商 標 ） 、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標
） 680、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 700、 ALEXA FLUOR（ 登 録 商 標 ） 750、 IRDye38（ 商 標 ） 、
IRDye78（ 商 標 ） 、 IRDye80（ 商 標 ） 、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue（ 商 標 ） 、
お よ び Licor NIR（ 商 標 ） 、 な ら び に 、 そ の 全 体 を 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
、 米 国 特 許 第 6,083,875号 に お い て 開 示 さ れ る 蛍 光 色 素 を 含 む 。 対 象 は 、 ヒ ト 、 ま た は 、
例 え ば ネ コ 、 イ ヌ 、 マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ブ タ あ る い は ウ シ の よ う な
哺 乳 動 物 ； 鳥 類 ； 爬 虫 類 ； も し く は 魚 類 の よ う な 動 物 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 結 合 体 は 、 例 え ば 経 口 に よ り 、 非 経 口 に よ り 、 吸 入 に よ り 、 局 所 的 に 、 直 腸 に 、 点 鼻 に
よ り 、 口 腔 に 、 膣 内 に 、 ま た は 移 植 さ れ た リ ザ バ ー （ reservoir） を 介 し て 投 与 す る こ と
が で き る 。 結 合 体 は 、 カ テ ー テ ル を 介 し て 、 ま た は 、 針 を 通 し て 任 意 の 組 織 に 投 与 さ れ る
こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 蛍 光 画 像 化 は 、 任 意 の 適 し た 画 像 化 カ メ ラ ま た は 装 置 を 用 い て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
深 部 の 組 織 に お い て NIR蛍 光 を 検 出 す る た め に 、 多 く の 反 射 画 像 化 シ ス テ ム お よ び ト モ グ
ラ フ ィ ー 画 像 化 シ ス テ ム が 開 発 さ れ て き た 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 蛍 光 画 像 は 、 例 え
ば 蛍 光 に よ る ト モ グ ラ フ ィ ー （ fluorescence mediated tomography、 FMT） ま た は 鏡 面 反
射 画 像 化 の よ う な 、 NIRF画 像 化 に よ る も の で あ る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 画 像 化 は 内
視 鏡 を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 （ 例 え
ば 、 ア ネ キ シ ン も し く は そ の 活 性 断 片 ま た は シ ナ プ ト タ グ ミ ン も し く は そ の 活 性 断 片 、 ま
た は 、 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 も し く は そ の 活 性 断 片 ） と 、 そ の 部 分 に 共 有 結 合 さ れ た 蛍 光
色 素 と を 含 み 、 例 え ば 対 照 と し て 有 用 な 「 不 活 性 」 結 合 体 の よ う な 、 部 分 と 蛍 光 色 素 と が
少 な く と も 1： 2の 化 学 量 論 に て 存 在 す る よ う な 、 結 合 体 を 特 徴 と す る 。 幾 つ か の 態 様 に お
い て は 、 蛍 光 色 素 は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う な 、 近 赤 外 領 域 の 蛍 光 を 発 す る 蛍
光 色 素 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ネ キ シ ン と 、 ALEXA FLUOR 680、 ALEXA FLUOR 7
00、 ALEXA FLUOR 750、 IRDye38、 IRDye78、 IRDye80、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla 
Blue、 お よ び Licor NIRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 と を 含 む 結 合 体 を 特 徴 と す る
。 本 発 明 は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン と 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る も の か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
蛍 光 色 素 と を 含 む 結 合 体 を 特 徴 と す る 。 他 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 抗 ホ ス フ
ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 ま た は 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 の よ う な 抗 ア ミ ノ リ ン
脂 質 抗 体 と 、 蛍 光 色 素 と を 含 む 結 合 体 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 蛍 光 色 素 （ fluorochrome） 」 お よ び 「 蛍 光 色 素
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体 （ fluorochrome dye） 」 と い う 用 語 は 双 方 と も 、 基 底 状 態 に お い て エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し
、 励 起 状 態 か ら 蛍 光 を 発 光 す る こ と が で き る 発 色 団 （ chromophores） を 指 す 。 発 色 団 は 、
他 の 分 子 （ 例 え ば 、 生 物 学 的 高 分 子 ） と 結 合 さ せ 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体 （ 例 え ば 、 NIR
蛍 光 プ ロ ー ブ の よ う な 、 画 像 化 プ ロ ー ブ と し て 有 用 な 結 合 体 ） を 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 幾 つ か の 利 点 を 提 供 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 結 合 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞
に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 し 、 循 環 か ら 迅 速 に 取 り 除 か れ る 。 ア ネ キ シ ン A5の よ う な タ ン パ
ク 質 と 蛍 光 色 素 と の 結 合 で は 、 タ ン パ ク 質 の 質 量 が 有 意 に 変 化 せ ず 、 高 い 親 和 性 が 保 存 さ
れ 、 か つ 、 組 織 深 部 に 透 過 す る 能 力 を 有 す る 非 電 離 放 射 線 を 利 用 す る 励 起 源 を 用 い て 検 出
さ れ う る 結 合 体 が 得 ら れ る と い う 点 で 、 天 然 タ ン パ ク 質 と 同 様 の 画 像 化 剤 が 生 じ る 。 　
【 ０ ０ １ ９ 】
　 新 し い 方 法 で は 、 ア ポ ト ー シ ス の 画 像 化 の た め に 、 非 電 離 放 射 線 、 NIR照 射 （ お よ そ 600
～ 1,100 nm） が 好 都 合 に 使 用 さ れ る 。 NIRは 、 数 十 セ ン チ メ ー ト ル ま で の 組 織 へ の 透 過 を
示 し 、 し た が っ て 内 部 組 織 を 非 侵 襲 的 に 画 像 化 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば
、 Wyatt, Phil.Trans.R.Soc.London B, 352： 701～ 706, 1997； お よ び Trombergら , Phil.
Trans.R.Soc.London B, 352： 661～ 667, 1997を 参 照 の こ と ） 。 非 侵 襲 的 で あ る こ と に 加
え て 、 NIR蛍 光 画 像 化 法 は 、 他 の 画 像 化 法 を 上 回 る 多 く の 利 点 を 提 供 す る ： 一 般 に 高 い 感
受 性 が 提 供 さ れ 、 （ 放 射 性 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 使 用 に よ っ て は 必 要 と な り う る よ う な
） 対 象 ま た は 研 究 者 の 電 離 放 射 線 へ の 曝 露 を 必 要 と せ ず 、 画 像 化 法 を 繰 り 返 し 頻 繁 に 使 用
す る 可 能 性 が 提 供 さ れ 、 （ 分 子 画 像 化 に お い て は 重 要 と な る ） 複 数 の 識 別 可 能 な 結 合 体 を
同 時 に 使 用 す る こ と が で き 、 （ 機 能 的 画 像 化 お よ び イ ン ビ ボ で の 顕 微 鏡 観 察 法 の 各 々 に お
い て は 重 要 と な る ） 高 い 一 時 的 な 空 間 解 像 能 が 提 供 さ れ る 。 結 合 体 は 非 常 に 安 定 で も あ る
； こ の 新 し い 方 法 に お い て 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 に は 、 好 都 合 な こ と に 、 画 像 化 前 の 標 識
を 、 試 験 を 処 方 す る 度 に 行 う 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 そ の 他 の 利 点 は 、 光 学 的 画 像 化 が 、 内 視 鏡 試 験 法 お よ び 内 視 鏡 画 像 化 法 と 高 度 に 適 合 性
で あ る と い う 点 で あ る 。 NIRF法 は 、 例 え ば 、 NIRF蛍 光 に よ る ト モ グ ラ フ ィ ー （ FMT） 全 身
イ メ ー ジ ャ ー （ 例 え ば 、 Ntziachristosら , Molecular Imaging, 1(2)： 82～ 88, 2002； Nt
ziachristosら , Nature Medicine, 8： 757～ 760, 2002に お い て 説 明 さ れ る も の と 同 様 の
も の ） と 共 に 、 ま た は 、 他 の NIRF内 視 鏡 検 査 法 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ア
ネ キ シ ン A5に 基 づ く ア ポ ト ー シ ス の 画 像 化 で は 、 例 え ば 患 者 の 病 歴 に よ り 定 め ら れ る 組 織
の よ う な 標 的 組 織 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を 定 量 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 に 定 義 付 け ら れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 的 用 語 お よ び 科 学
的 用 語 は 、 本 発 明 が 属 す る 当 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味
を 有 す る 。 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 に お い て は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る も の と 同 様
ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 適 し た 方 法 お よ び 材 料 が 下
記 に て 説 明 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び
他 の 参 照 は 、 そ の 全 体 を 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。 係 争 の 場 合 は 、 定 義 を 含 む 本 明 細 書
に よ っ て 統 制 さ れ る 。 加 え て 、 材 料 、 方 法 、 お よ び 実 施 例 は 、 説 明 の た め の も の に す ぎ ず
、 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 、 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か
と な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス の イ ン ビ ボ で の 画 像 化 の た め に 蛍 光 結 合 体 を 使 用 す る 方 法 を 指
向 す る も の で あ る 。 結 合 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 例 え ば タ ン パ ク 質
ま た は タ ン パ ク 質 断 片 （ 例 え ば 、 ア ネ キ シ ン A5ま た は シ ナ プ ト タ グ ミ ン ま た は そ の 活 性 断
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片 ） ま た は 他 の 分 子 の よ う な 部 分 を 含 み 、 （ 例 え ば 、 Cy5(商 標 )、 Cy5.5(商 標 )、 Cy7(商 標
） 、 ま た は Licor NIR(商 標 )、 ALEXA FLUOR(登 録 商 標 )680、 ALEXA FLUOR(登 録 商 標 )700、 A
LEXA FLUOR(登 録 商 標 )750、 IRDye38(商 標 )、 IRDye78(商 標 )、 IRDye80(商 標 )、 イ ン ド シ ア
ニ ン グ リ ー ン 、 LaJolla Blue(商 標 )、 お よ び Licor NIR(商 標 )の よ う な NIR蛍 光 色 素 、 な ら
び に 、 米 国 特 許 第 6,083,875号 に お い て 開 示 さ れ る 蛍 光 色 素 の よ う な ） 蛍 光 色 素 に 結 合 さ
れ た 部 分 を 含 む 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す
る 高 い 親 和 性 を 有 し 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 生 き て い る 細 胞 と の 混 合 集 団 に お い て は 、 ア ポ
ト ー シ ス 細 胞 に 優 先 的 に 結 合 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し か け て い る （ on-apoptotic） 細 胞
、 生 き て い る 細 胞 に は 実 質 的 に 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 方 法 は 、 例 え ば 、 動 物 個 体 に 結 合 体 を 投 与 す る 段 階 、 お よ び そ の 後 、 特 定 の 蛍 光 色 素
に つ い て 適 切 な 励 起 波 長 で 励 起 し た 後 に 、 動 物 個 体 の 周 辺 組 織 お よ び 深 部 組 織 に お い て （
例 え ば 、 表 面 か ら 数 ミ ク ロ ン ～ 数 セ ン チ メ ー ト ル の 深 さ か ら 、 例 え ば 、 少 な く と も 1 cm、
2 cm、 3 cm、 4 cm、 5 cm、 6 cm、 7 cm、 8 cm、 9 cm、 10 cm、 12 cm、 15 cmか ら ） 発 光 さ
れ る 光 子 を 検 出 す る 段 階 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 作 用 の い か な る 特 定 の 機 構 ま た は 理 論 に 縛 ら れ る こ と も 意 図 し な い が 、 通 常 は 細 胞 原 形
質 膜 の 細 胞 質 側 に 残 る ア ミ ノ リ ン 脂 質 の 表 層 出 現 が 、 ア ポ ト ー シ ス の 最 も 早 期 の サ イ ン で
あ り 、 結 合 体 は 、 細 胞 の 表 面 上 に 多 数 の ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 分 子 を 認 識 す る こ と に よ っ
て 、 ア ポ ト ー シ ス が 行 わ れ て い る 細 胞 を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。 細 胞 表 面 上 に お け る ア ミ
ノ リ ン 脂 質 の 発 現 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス の 効 率 の 良 い 検 出 が 可 能 に な る 。 例 え ば 、 ア ネ キ
シ ン A5は 、 早 期 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 細 胞 の 表 面 上 に 認 め ら れ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン -カ
ル シ ウ ム 複 合 体 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う な 結 合 体 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る ア
ポ ト ー シ ス の イ ン ビ ボ で の 画 像 化 の 方 法 の い ず れ か に お い て 使 用 す る た め の 薬 剤 の 調 製 用
に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 結 合 体 は 、 結 合 剤 の 存 在 下 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 選 択 的 に お よ び ／ も し く は 特
異 的 に 結 合 す る 部 分 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 分 子 ） と 、 光 学 的 画 像 化 蛍 光 性 色 素 も
し く は 蛍 光 色 素 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 色 素 も し く は 蛍 光 色 素 の 活 性 化
類 似 体 を 使 用 し 、 そ の 後 、 色 素 も し く は 蛍 光 色 素 を 反 応 さ せ て 、 タ ン パ ク 質 も し く は 他 の
分 子 と 色 素 も し く は 蛍 光 色 素 と の 間 に 結 合 も し く は 連 結 （ 例 え ば 、 共 有 結 合 ま た は イ オ ン
相 互 作 用 も し く は 疎 水 性 相 互 作 用 の よ う な 静 電 的 相 互 作 用 ） を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 、
調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 結 合 は 、 翻 訳 後 修 飾 の 結 果 と し て 、 色 素 ま た は 蛍 光 色 素 と 、
糖 類 、 リ ン 脂 質 、 脂 肪 酸 、 お よ び ／ ま た は 他 の 補 欠 分 子 族 の よ う な 、 タ ン パ ク 質 中 に 存 在
す る 基 と の 間 に 形 成 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 色 素 の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ
ド エ ス テ ル ま た は イ ソ チ オ シ ア ン 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 反 応 さ せ る こ と が 可 能 で
あ り 、 色 素 の マ レ イ ミ ド 基 は 、 タ ン パ ク 質 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と 反 応 さ せ る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 1つ ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 色 素 を 結 合 部 分 に 付 着 さ せ る た め に 、 リ ン カ ー 分 子 を 使 用 す
る こ と も 可 能 で あ る 。 適 し た リ ン カ ー は 、 ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 、 ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 末 端 ア
ミ ノ 官 能 基 を も つ ヘ テ ロ 二 官 能 基 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ビ ニ
ル ス ル ホ ネ ー ト 、 分 枝 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 特 に ア ミ ノ 化 デ キ ス ト ラ ン を 含 む
。 リ ン カ ー の 好 ま し い 分 子 量 範 囲 は 、 200～ 20,000 Dで あ る 。 結 果 的 に 生 じ る 結 合 体 は そ
の 後 精 製 し 、 遊 離 型 の 非 結 合 色 素 ま た は 非 結 合 蛍 光 色 素 を 結 合 体 か ら 分 離 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 過 剰 修 飾 さ れ た ア ネ キ シ ン 5Aを 用 い た 実 験 か ら は 、 複 数 の 大 イ ン ド シ ア ニ ン 残 基 の 存 在
が 、 ア ネ キ シ ン 5Aの ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン へ の 結 合 に 負 の 影 響 を 与 え る こ と が 示 さ れ る 。
こ の 問 題 に 対 処 す る た め に は 、 幾 つ か の ア プ ロ ー チ を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 例
と し て ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン リ ポ ソ ー ム
を 用 い て 、 結 合 部 位 を 可 逆 的 に 保 護 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン と キ ャ リ
ア タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン ） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ア ネ キ シ ン の cDNAが 融 合 タ ン パ ク 質 の N末 端 部 分 を コ ー ド し 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク
質 が そ の 融 合 タ ン パ ク 質 の C末 端 部 分 を コ ー ド す る よ う な 方 法 で 、 結 合 中 心 の ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る 、 ア ネ キ シ ン の cDNAま た は cDNA断 片 を 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の cDNAと ラ イ
ゲ ー シ ョ ン す る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 適 切 な 細 菌 宿 主 ま た は 昆 虫 ま
た は 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 標 準 の 生 化 学 的 方 法 （ 例 え ば 、 Hisタ グ ア プ ロ ー チ
） を 用 い て 精 製 さ れ う る 。 精 製 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 後 、 ア ネ キ シ ン 上 の 結 合 部 位 を 可 逆 的
に ブ ロ ッ ク す る 脂 質 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 蛍 光 性 色 素 活 性 化 類 似 体 を そ の 後 加 え
、 曝 露 さ れ る シ ス テ イ ン の ア ミ ノ 基 ま た は SH基 を 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 部
分 の 結 合 部 位 か ら フ ル オ ロ フ ォ ア を さ ら に 離 し て 維 持 す る た め に 、 リ ン カ ー 基 を 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 表 1は 、 市 販 の 近 赤 外 蛍 光 色 素 の 例 を 提 供 す る 。 加 え て 、 現 在 は 市 販 さ れ て は い な い 、
幾 つ か の 他 の 近 赤 外 蛍 光 色 素 が 説 明 さ れ て い る 。 Weisslederら の 米 国 特 許 第 6,083,486号
； Zabeerら , Molecular Imaging, 1: 354～ 364, 2002； Beckerら , Nature Biotechnol., 
19: 327～ 331, 2001； Lichaら , Bioconj Chem, 12: 44～ 50, 2001を 参 照 の こ と 。 近 赤 外
域 の 蛍 光 を 発 す る 量 子 ド ッ ト を 使 用 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Watsonら , BioTechnique
s, 34(2): 296～ 300, 302～ 3, 2003； Goldmanら , J.Am.Chem.Soc. 124(22): 6378～ 82, 2
002； Hanら , Nat.Biotechnol., 19(7): 631～ 5, 2001； Chanら , Science, 281(5385): 20
16～ 8, 1998を 参 照 の こ と ） 。 現 在 の と こ ろ 、 1つ の NIRF化 合 物 、 イ ン ド シ ア ニ ン グ リ ー ン
（ ICG） の み が 臨 床 試 験 ま た は 実 用 に お け る 使 用 を 承 認 さ れ て い る 。 当 業 者 に は 、 新 し い
方 法 に お い て は 、 異 な る 化 学 的 特 性 お よ び 光 学 的 特 性 を 有 す る 多 数 の 蛍 光 色 素 を 使 用 す る
こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ 表 １ ） NIRF蛍 光 色 素
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 は 、 ア ネ キ シ ン ま た は そ の 活 性 変 異 体 も し く
は 活 性 断 片 で あ り う る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 ア ネ キ シ ン 」 と い う 用 語
は 、 そ の 共 通 の 特 性 が リ ン 脂 質 へ の カ ル シ ウ ム 依 存 性 結 合 で あ る よ う な 、 構 造 的 に 関 連 す
る タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 指 す 。 フ ァ ミ リ ー に は 、 Aア ネ キ シ ン （ 例 え ば 、
ア ネ キ シ ン A1～ A13） 、 Bア ネ キ シ ン （ 例 え ば 、 ア ネ キ シ ン B12） 、 Cア ネ キ シ ン （ 例 え ば 、
ア ネ キ シ ン C1） 、 Dア ネ キ シ ン （ 例 え ば 、 ア ネ キ シ ン D） 、 お よ び Eア ネ キ シ ン （ 例 え ば 、
ア ネ キ シ ン E1～ E3） が 含 ま れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 ア ネ キ シ ン は ア ネ キ シ ン A5（ 本 明
細 書 に お い て は 「 ア ネ キ シ ン V」 と も 呼 ば れ る ； ゲ ン バ ン ク （ Genbank） ア ク セ ッ シ ョ ン 番
号 ： NM_001154； 配 列 番 号 ： 1） ま た は そ の 活 性 変 異 体 で あ る 。 例 え ば リ ン 脂 質 へ の 結 合 能
を 保 持 す る 断 片 の よ う な 、 ア ネ キ シ ン の 活 性 断 片 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン ま た は そ の 活 性 変 異 体
も し く は 活 性 断 片 で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 シ ナ プ ト タ グ
ミ ン 」 と い う 用 語 は 、 リ ン 脂 質 に 結 合 す る C2ド メ イ ン を 含 む 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー を 指 す 。 フ ァ ミ リ ー に は 、 Syt1～ 13が 含 ま れ る 。 ヒ ト に お い て は 、 フ ァ ミ
リ ー は 、 Syt1～ 7お よ び Syt12～ 13を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン は シ ナ
プ ト タ グ ミ ン I、 ま た は SYT1（ ゲ ン バ ン ク ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： M55047； 配 列 番 号 ： 2） 、
ま た は そ の 活 性 変 異 体 で あ る 。 例 と し て C2ド メ イ ン ま た は そ の 変 異 体 の よ う な 、 例 え ば リ
ン 脂 質 へ の 結 合 能 を 保 持 す る 断 片 の よ う な シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 活 性 断 片 を 使 用 す る こ と も
可 能 で あ る 。 イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス us.expasy.org/cgi-bin/prosite-search-ac?PS5000
4に お い て 挙 げ ら れ る C2ド メ イ ン を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 他 の C2ド
メ イ ン を 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 活 性 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 結 合 能 の よ
う な 関 連 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 天 然 タ ン パ ク 質 ま た
は 野 生 型 タ ン パ ク 質 ） の 変 異 体 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 変 異 体 は 、 1つ ま た は そ れ 以
上 の 残 基 に お い て 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら は 異 な っ て い て も よ く 、 例 え ば 、 1つ ま た
は そ れ 以 上 の 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し う る 。 変 異 体 は 、 例 え ば 自 然 界 に お い て 生 じ る
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ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 天 然 タ ン パ ク 質 ） の よ う に 、 天 然 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り う る
、 ま た は 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 で あ り う る 。 1つ の 例 と し て 、 ア ネ キ シ ン の 活 性 変
異 体 は 、 ア ネ キ シ ン の 配 列 、 例 え ば 、 リ ン 脂 質 へ の 結 合 能 を 保 持 す る 配 列 番 号 ： 1と 少 な
く と も 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ ま た は 99％ 同 一 で あ り う る 。 ア ネ キ シ ン の 活 性 変 異
体 は 、 少 な く と も 1つ の 保 存 さ れ た ア ネ キ シ ン -カ ル シ ウ ム ／ リ ン 脂 質 結 合 反 復 配 列 （ 例 え
ば リ ポ コ ル チ ン ド メ イ ン ） を 含 む べ き で あ る 。 1つ の 例 と し て 、 ア ネ キ シ ン の 活 性 変 異 体
は 、 例 え ば Taitら , Bioconjug Chem, 11, 918～ 925, 2000に お い て 開 示 さ れ る よ う な 、 遺
伝 的 に 改 変 さ れ た ア ネ キ シ ン 5Aで あ り う る 。 そ の 他 の 例 と し て は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 活
性 変 異 体 は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 配 列 、 例 え ば 、 リ ン 脂 質 へ の 結 合 能 を 保 持 す る 配 列 番 号
： 2と 少 な く と も 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 ま た は 99％ 同 一 で あ り う る 。 変 異 体 は
、 リ ン 脂 質 へ の 結 合 能 を 保 持 す る 、 例 え ば ア ネ キ シ ン ま た は シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 相 同 体 の
よ う な 相 同 体 を 含 み う る 。 配 列 間 の 相 同 性 ま た は 配 列 同 一 性 （ 本 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い
て は 交 換 可 能 な よ う に 使 用 さ れ る ） の 計 算 は 、 以 下 の よ う に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 2つ の 核 酸 配 列 の 同 一 性 パ ー セ ン ト を 決 定 す る た め に 、 最
適 な 比 較 の た め の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 行 う （ 例 え ば 、 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト の た め に 、
第 一 お よ び 第 二 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列 の 一 方 ま た は 双 方 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ
と が 可 能 で あ り 、 非 相 同 配 列 は 比 較 に つ い て は 無 視 す る こ と が で き る ） 。 あ る 態 様 に お い
て は 、 比 較 の た め に ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 参 照 配 列 の 長 さ は 、 参 照 配 列 の 長 さ の 少 な く
と も 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 ま た は 100％ で あ る 。 そ れ か ら 、 対 応
す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 比
較 す る 。 第 一 の 配 列 に お け る あ る 位 置 が 、 第 二 の 配 列 に お け る 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ
酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 占 め ら れ る 場 合 、 そ の 分 子 は そ の 位 置 に お い て 同 一 で
あ る （ 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 の 「 同 一 性 」 は 、 ア ミ ノ
酸 ま た は 核 酸 の 「 相 同 性 」 と 同 等 で あ る ） 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 2つ の 配
列 の 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の た め に 導 入 さ れ る こ と が 必 要 な ギ ャ ッ プ の 数 、 お よ び 、 各 ギ ャ
ッ プ の 長 さ を 考 慮 に 入 れ た 、 配 列 に よ っ て 共 有 さ れ る 同 一 な 位 置 の 数 の 関 数 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 2つ の 配 列 間 に お け る 配 列 の 比 較 お よ び 同 一 性 パ ー セ ン ト の 決 定 は 、 例 え ば 、 Blossum 6
2マ ト リ ッ ク ス ま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス の い ず れ か を 用 い て 、 お よ び ギ ャ ッ プ の 重 み 付
け 16、 14、 12、 10、 8、 6、 ま た は 4、 お よ び 長 さ の 重 み 付 け 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6を 用 い
て 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ ウ ェ ブ サ イ ト gcg.comに お い て 入 手 可 能 で あ る ） に お け
る GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Needlemanお よ び Wunsch（ (1970) J.Mol.Biol. 4
8: 444～ 453） の ア ル ゴ リ ズ ム の よ う な 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 達 成 す る こ と が で
き る 。 当 技 術 分 野 に お い て は 他 の 比 較 方 法 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ア ネ キ シ ン お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 核 酸 配 列 お よ び タ ン パ ク 質 配 列 は 、 例 え ば 変 異 体
を 同 定 す る た め に 、 公 共 の デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 探 索 を 行 う た め の 「 照 会 配 列 （ query se
quence） 」 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 探 索 は 、 Altschulら （ 1990） J.Mol.
Biol. 215: 403～ 10の NBLASTプ ロ グ ラ ム お よ び XBLASTプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） を 用
い て 行 う こ と が で き る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 探 索 は 、 参 照 核 酸 分 子 に 対 し て 相 同 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 得 る た め に 、 NBLASTプ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア  = 100、 ワ ー ド 長  = 12を 用 い て 行
う こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質 探 索 は 、 参 照 タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列
を 得 る た め に 、 XBLASTプ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア  = 50、 ワ ー ド 長  = 3を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 比 較 の た め に ギ ャ ッ プ を 入 れ た ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に は 、 Altschulら , Nuclei
c Acids Res., 25: 3389～ 3402, 1997に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 Gapped BLASTを 利 用 す
る こ と が で き る 。 BLASTお よ び Gapped BLASTプ ロ グ ラ ム を 利 用 し た 場 合 、 各 々 の プ ロ グ ラ
ム （ 例 え ば XBLASTお よ び NBLAST） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ウ ェ ブ サ イ ト ア ド レ ス ncbi.nlm.nih.gov.を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、
類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と 置 き 変 え ら れ る こ と の 1つ で あ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て 定 義 付 け ら れ て き た 。 こ れ ら の フ ァ
ミ リ ー は 、 塩 基 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、
酸 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 電 荷 を も た な い
極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ
オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 非 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 、 バ リ
ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ
ン ） 、 β 分 枝 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 、 お よ
び 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、
ヒ ス チ ジ ン ） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 活 性 断 片 」 と い う 用 語 は 、 関 連 生 物 学 的 活 性 、
例 え ば 結 合 能 を 保 持 す る 、 よ り 大 き な タ ン パ ク 質 の 部 分 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 例 え
ば 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン の 1つ の 活 性 断 片 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン へ の 結 合 能 を 保 持 す る C
2ド メ イ ン で あ る 。 活 性 断 片 は 、 変 異 体 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質
か ら は 1つ ま た は そ れ 以 上 の 残 基 が 異 な っ て い て も よ く 、 例 え ば 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 保
存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 は 、 例 え ば 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 も し
く は 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 抗 体 の よ う な 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 、 ま た は 、 そ
の 活 性 変 異 体 も し く は 活 性 断 片 で あ る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 当
技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 、 例 え ば 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る 方 法 に よ っ て 得 る こ と
が で き る 。 加 え て 、 多 く の そ の よ う な 抗 体 が 、 例 え ば コ ル ジ ェ ニ ッ ク ス 社 （ Corgenix,Inc
.） (Denver, CO)ま た は ミ ッ ド ウ エ ス ト ヘ モ ス タ シ ス ＆ ト ロ ン ボ シ ス ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 （ M
idwest Hemostasis and Thrombosis Laboratories, Inc.） (Muncie, IN)か ら 市 販 さ れ て
い る 。 抗 体 の 活 性 断 片 は 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル
ア ミ ン の よ う な 抗 原 へ の 結 合 能 を 保 持 す る 、 Fv、 Fabま た は F(ab') 2 で あ り う る 。 そ の よ う
な 断 片 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 十 分 に 確 立 さ れ た 技 術 を 用 い て 、 抗 体 か ら 作 製 す る こ と が
で き る （ 例 え ば 、 Rousseauxら , Methods Enzymol.,121: 663～ 69, 1986を 参 照 の こ と ） 。
例 え ば 、 F(ab') 2 断 片 は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン に よ る 分 解 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 F
ab断 片 は 、 F(ab') 2 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き
る 。 当 技 術 分 野 に お い て は 、 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 （ HAMA） 反 応 の よ う な 抗 抗 体 反 応 の リ ス ク
を 低 下 さ せ る た め に 抗 体 を ヒ ト 化 ま た は 脱 免 疫 化 す る た め の 、 多 く の 方 法 が 知 ら れ て い る
。 抗 ア ミ ノ リ ン 脂 質 抗 体 の 活 性 変 異 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 例 え ば 、
非 ヒ ト 抗 体 、 例 と し て マ ウ ス ま た は ウ サ ギ の 抗 体 の 、 ヒ ト 化 ま た は 脱 免 疫 化 し た 型 を 含 み
う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な （ 例 え
ば 抗 原 結 合 性 の ） 部 分 で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 断 片 の 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 、 例
え ば 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン の よ う な ア ミ ノ リ ン
脂 質 ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 し う る 抗 体 の 断 片 、 例 え ば Fv、 Fabま た は F(ab'
) 2 部 分 を 含 む 。 断 片 は 、 ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ
と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 で き る 抗 原 結 合 部 位 を た だ 1種 の
み 含 む 抗 体 分 子 の 集 団 を 指 す 。 し た が っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 、 典 型 的 に 、 そ
れ が 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 に つ い て 単 一 の 結 合 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
免 疫 化
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抗 体 を 作 製 す る 方 法



　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 切 な 免
疫 原 を 含 む 免 疫 原 性 調 製 物 を 用 い て 、 適 切 な 対 象 （ 例 え ば ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス ま た は 他
の 哺 乳 動 物 ） を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 免 疫 原 は 、 ホ ス フ ァ チ
ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ま た は 、 ホ ス ホ リ ル セ リ ン 基 ま た は
酸 化 不 飽 和 も し く は 多 不 飽 和 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン に よ っ て 共 有 結 合 修 飾 し た 人
工 タ ン パ ク 質 抗 原 （ 例 え ば ヘ モ シ ア ニ ン ） を 含 む 。 典 型 的 に は 、 免 疫 原 は ホ ス フ ァ チ ジ ル
セ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 対 象 に お い て 生 じ た 抗 体 を そ の 後 、 抗 体 が ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 結 合 す る か ど う か 決 定 す
る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ
れ る ア ッ セ イ 法 に お い て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の
抗 体 を ア ッ セ イ し 、 そ れ ら が 例 え ば ア ネ キ シ ン 5Aの よ う な ア ネ キ シ ン ま た は シ ナ プ ト タ グ
ミ ン と 同 様 の 結 合 パ タ ー ン を 示 す か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 望 ま し い 特 徴 を 有 す
る 抗 体 を 同 定 す る た め に 適 し た 方 法 は 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ て お り 、 当 技 術 分 野 に お
い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 免 疫 原 （ 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ） の 単 位
用 量 、 お よ び 、 免 疫 化 プ ロ グ ラ ム は 、 免 疫 化 さ れ る 対 象 、 そ の 免 疫 状 態 、 お よ び 対 象 の 体
重 に 依 存 す る 。 対 象 に お け る 免 疫 反 応 を 増 強 さ せ る た め に 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト
ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 免 疫 原 を 投 与 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 上 記 に て 説 明 さ れ る よ う な 免 疫 原 を 用 い た 対 象 の 免 疫 化 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 反 応 を 誘 導 す る 。 免 疫 化 さ れ た 対 象 に お け る 抗 体 価 は 、 固 定 化 抗 原 、 例 え ば ホ ス フ
ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 用 い た ELISAの よ う な 標 準 の 技
術 に よ っ て 経 時 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 抗 体 を 産 生 さ せ る 他 の 方 法 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を
発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い る 段 階 を 含 む （ 例 え ば 、 Woodら , PCT刊 行 物 国
際 公 開 公 報 第 91/00906号 、 Kucherlapatiら , PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 91/10741号 ； ま た
は 、 Lonbergら , PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 92/03918号 を 参 照 の こ と ） 。 ま た は 、 ヒ ト 抗 体
産 生 細 胞 ま た は 組 織 （ 例 え ば ヒ ト 骨 髄 細 胞 、 末 梢 血 リ ン パ 球 (PBL)、 ヒ ト 胎 児 リ ン パ 節 組
織 、 ま た は 造 血 幹 細 胞 ） を 移 植 さ れ た 免 疫 欠 損 マ ウ ス に 抗 原 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 SCID-huマ ウ ス （ Duc
hosalら , PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 93/05796号 ； 米 国 特 許 第 5,411,749号 ； ま た は McCune
ら , Science 241: 1632～ 1639, 1988を 参 照 の こ と ） ま た は Rag-1/Rag-2欠 損 マ ウ ス に お い
て 抗 体 を 産 生 さ せ る 段 階 を 含 む 。 ヒ ト 抗 体 -免 疫 欠 損 マ ウ ス は 市 販 さ れ て も い る 。 例 え ば
、 Rag-2欠 損 マ ウ ス は 、 Taconic Farms（ Germantown, NY） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 原 を 用 い て 対 象 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。 免 疫 化 後 適 切 な 時 点 に お い て 、 例 え ば 、 抗 体 価 が 十 分 に 高 い レ ベ ル に あ る 時 点 に
お い て 、 免 疫 化 動 物 個 体 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 採 集 し 、 標 準 の 技 術 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 産 生 細 胞 を 、 標 準 の 体 細
胞 融 合 法 に よ っ て 、 骨 髄 腫 細 胞 の よ う な 不 死 化 細 胞 と 融 合 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 作 製
す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え
ば 、 Kohlerお よ び Milstein（ Nature, 256: 495～ 497, 1975） に よ っ て 最 初 に 開 発 さ れ た
よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kozbarら , Immunology Toda
y, 4: 72, 1983） 、 お よ び 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の EBVハ イ ブ リ ド ー
マ 技 術 （ Coleら , Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., 77
～ 96(1985)） を 含 む 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る た め の 技 術 は よ く 知
ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る 、 適 切 な 抗 原 を 用 い て 免
疫 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 抗 体 産 生 細 胞 、 例 え ば 脾 細 胞 を 採 集 す る こ と に
よ っ て 作 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 脾 細 胞 は 、 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 、 ま た は
、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス （ EBV） に よ る 形 質 転 換 に よ っ て 、 不 死 化 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 説 明 さ れ て い る 、 ヒ ト B細 胞 ま た
は EBVハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Boyleら , 欧 州 特 許 刊
行 物 第 0 614 984号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 は 、 例 え ば ア ポ ト ー シ ス 細 胞 ま た は ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ
ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン の よ う な ア ミ ノ リ ン 脂 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 を 選 択 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に お い て 陽 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 培 養 培 地 に モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 分 泌 さ せ る た め に 、 し た が っ て 完 全 な 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 十 分 な 条 件 下 お よ
び 期 間 に お い て 、 栄 養 培 地 で 培 養 し て も よ い 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に 適 し た 組 織 培 養 技 術
お よ び 培 養 培 地 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 説 明 さ れ て い る （ 例 え ば 、 R.H.Kenneth, 
「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 生 物 学 的 解 析 に お け る 新 た な 次 元 （ Monoclonal Antibodies: A N
ew Dimension In Biological Analysis） 」 , Plenum Publishing Corp., New York, New 
York(1980)を 参 照 の こ と ） 。 抗 体 を 含 む 調 整 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を そ の 後 採 集 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 抗 体 ラ イ ブ ラ リ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し 、
適 切 な 抗 原 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 用 い
て そ の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 ・ ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば
、 Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, カ タ ロ グ 番 号 ： 27-9400-01； お よ び S
tratagene SurfZAP Phage Display Kit, カ タ ロ グ 番 号 ： 240612） 。 簡 潔 に 言 え ば 、 抗 体
ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 望 ま し い 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 発 現 す る フ ァ ー
ジ を 同 定 お よ び 単 離 す る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 ラ イ ブ ラ リ の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 固
定 化 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 用 い た ス ク リ ー ニ ン
グ に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 続 き 、 デ ィ ス プ レ イ フ ァ ー ジ を 単 離 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 を コ ー ド す る
核 酸 を デ ィ ス プ レ イ フ ァ ー ジ か ら （ 例 え ば フ ァ ー ジ ゲ ノ ム か ら ） 回 収 し 、 よ く 知 ら れ た 組
換 え DNA技 術 に よ っ て 他 の 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 核 酸 は 、
さ ら に 操 作 す る （ 例 え ば 、 付 加 的 な 定 常 領 域 の よ う な 付 加 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン を
コ ー ド す る 核 酸 に 連 結 す る ） こ と が 可 能 で あ る 、 お よ び ／ ま た は 、 宿 主 細 胞 に お い て 発 現
さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体
　 ヒ ト の 患 者 に よ る 抗 体 へ の 反 応 を 最 小 化 す る た め に 、 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体 の よ
う な 、 抗 体 の 組 換 え 形 態 を 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 非 ヒ ト 対 象 に お い て 作 製 さ れ た 抗
体 、 ま た は 、 非 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 の 発 現 に 由 来 す る 抗 体 が ヒ ト に お い て 治 療 的 に 使 用 さ れ る
場 合 、 そ れ ら は 様 々 な 程 度 で 外 来 の も の で あ る と 認 識 さ れ 、 患 者 に お い て 免 疫 反 応 が 生 じ
る 可 能 性 が あ る 。 こ の 免 疫 反 応 を 最 小 化 す る ま た は 排 除 す る 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 キ メ ラ
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抗 体 誘 導 体 、 即 ち 、 非 ヒ ト 動 物 の 可 変 領 域 と ヒ ト の 定 常 領 域 を 組 み 合 わ せ た 抗 体 分 子 を 作
製 す る も の で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 も と の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ 結 合 特 異
性 を 保 持 し て い る が 、 ヒ ト に 投 与 さ れ た 場 合 に 免 疫 原 性 が 低 い 可 能 性 が あ る た め 、 患 者 に
よ っ て 寛 容 さ れ る 可 能 性 が よ り 高 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 作 製
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 非 ヒ ト 抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 ヒ ト の 定
常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 置 換 す る （ Robinsonら , PCT特 許 刊 行 物 PCT/US86/02269； Aki
raら , 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； ま た は Taniguchi, M., 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 抗 原 結 合 に 関 与 し な い 可 変 領 域 の 部 分 を ヒ ト 可 変 領 域 に 由 来 す る 同 等 の
部 分 と 置 き 換 え る こ と に よ っ て さ ら に 「 ヒ ト 化 」 さ れ う る 。 「 ヒ ト 化 」 キ メ ラ 抗 体 の 一 般
的 な 総 説 は 、 Morrison, S.L.Science, 229: 1202～ 1207, 1985お よ び Oiら , BioTechnique
s, 4:214, 1986に よ っ て 提 供 さ れ て い る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 重 鎖 ま た は 軽 鎖 の 少 な く と
も 1つ か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 の 全 て ま た は 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 単 離 す る
段 階 、 操 作 す る 段 階 、 お よ び 発 現 さ せ る 段 階 を 含 む 。 ヒ ト 化 キ メ ラ 抗 体 を コ ー ド す る cDNA
ま た は そ の 断 片 を そ の 後 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ま た は
、 適 切 な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 置 換 （ 米 国 特 許 第 5,225,539号 ； Jone
sら , Nature, 321: 552～ 525, 1986； Verhoeyanら , Science, 239: 1534, 1988； お よ び B
eidlerら , J.Immunol., 141: 4053～ 4060, 1988を 参 照 の こ と ） に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 保 持 す る 「 ヒ ト 」 抗 体 ポ リ ペ プ
チ ド 二 量 体 を 作 製 す る た め に 、 エ ピ ト ー プ の イ ン プ リ ン テ ィ ン グ を 使 用 す る こ と も 可 能 で
あ る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 あ る 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 性 を 有 す る 非 ヒ ト 可 変 領 域 （ VH） お
よ び ヒ ト 定 常 領 域 （ CH1） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 大 腸 菌 に お い て 発 現 さ せ 、 ヒ ト Vλ Cλ 遺
伝 子 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 感 染 さ せ る 。 抗 体 断 片 を デ ィ ス プ レ イ し て い る フ ァ ー
ジ を そ の 後 、 40 kDaタ ン パ ク 質 へ の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ た ヒ ト V
λ 遺 伝 子 を 、 Vλ Cλ 鎖 を 発 現 さ せ る た め に 再 ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ ら の 鎖 を 有 す る 大 腸 菌
に 、 ヒ ト VHCH1遺 伝 子 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 感 染 さ せ 、 抗 原 で 被 覆 し た 管 を 用 い て 、 ラ
イ ブ ラ リ を 数 回 の ス ク リ ー ニ ン グ に 供 す る 。 Hoogenboomら , PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 93/
06213号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る 結 合 体 を 含 む 組 成 物 ま た は 薬 学 的 製 剤 を 形 成 さ せ る た め に
、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 賦 形 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 限 定 は し な い が 、 有 用 な 担 体 お よ び 賦 形 剤 は 、 イ オ ン 交 換 体 、 ア ル ミ ナ 、 ス テ ア リ ン 酸
ア ル ミ ニ ウ ム 、 レ シ チ ン 、 ア ル ブ ミ ン の よ う な 血 清 タ ン パ ク 質 、 リ ン 酸 の よ う な 緩 衝 物 質
、 グ リ シ ン 、 ソ ル ビ ン 酸 、 ソ ル ビ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン
（ 「 TRIS」 ） 、 脂 肪 酸 の 部 分 グ リ セ リ ド 混 合 物 、 水 、 塩 類 ま た は 電 解 物 、 リ ン 酸 水 素 二 ナ
ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 水 素 カ リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 亜 鉛 塩 類 、 コ ロ イ ド 状 シ リ カ 、 三 ケ イ
酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 セ ル ロ ー ス に 基 づ く 物 質 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ポ リ ア ク リ レ ー ト 、 ワ ッ ク ス 、 ポ リ エ チ
レ ン -ポ リ プ ロ ピ レ ン ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 グ ル コ ー ス の よ う な 糖 類 、 お よ び 適 切 な 凍 結
保 護 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る 結 合 体 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 注 射 可 能 な 滅 菌 調 製 物 の 形 態 に
あ る こ と が 可 能 で あ る 。 注 射 可 能 な 調 製 物 を 作 製 す る た め に 使 用 で き る 可 能 な 賦 形 剤 ま た
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は 溶 媒 は 、 水 、 リ ン ゲ ル 液 、 お よ び 等 張 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 お よ び 5％ D-グ ル コ ー ス 溶
液 （ D5W） を 含 む 。 加 え て 、 モ ノ グ リ セ リ ド ま た は ジ グ リ セ リ ド の よ う な 油 な ら び に オ レ
イ ン 酸 お よ び そ の 誘 導 体 の よ う な 脂 肪 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 結 合 体 お よ び 薬 学 的 組 成 物 は 、 経 口 に よ り 、 非 経 口 に よ り 、 吸 入 に よ り 、 局 所
的 に 、 直 腸 に 、 点 鼻 に よ り 、 口 腔 に 、 膣 内 に 、 ま た は 移 植 さ れ た リ ザ バ ー を 介 し て 投 与 す
る こ と が で き る 。 「 非 経 口 投 与 」 と い う 用 語 は 、 静 脈 内 、 筋 内 、 関 節 内 、 滑 液 包 内 、 胸 骨
内 、 髄 腔 内 、 腹 腔 内 、 槽 内 、 肝 臓 内 、 病 巣 内 、 お よ び 頭 蓋 内 注 射 ま た は 注 入 の 技 術 を 含 む
。 結 合 体 は 、 カ テ ー テ ル を 介 し て 、 ま た は 針 を 通 し て 、 任 意 の 組 織 に 投 与 す る こ と も 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 眼 に 使 用 す る た め に は 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を 、 等 張 の 、 pH調 整 さ れ た 、 滅 菌 食 塩 水
中 に 微 粒 化 さ れ た 懸 濁 液 と し て 処 方 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 組 成 物 は 、 ワ セ リ ン の よ
う な 軟 膏 剤 と し て 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 局 所 適 用 の た め に は 、 新 し い 薬 学 的 組 成 物 を 、 ワ セ リ ン の よ う な 適 切 な 軟 膏 剤 と し て 処
方 す る こ と が で き る 。 下 部 消 化 管 ま た は 膣 の た め の 局 所 適 用 は 、 坐 剤 処 方 ま た は 浣 腸 剤 処
方 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 結 合 体 の 処 方 は 、 抗 酸 化 剤 、 ま た は 、 ベ ー ス ラ イ ン 蛍 光 の 分 解 を 妨 げ る も し く は 減 少 さ
せ る 、 も し く は 限 定 は し な い が 量 子 収 率 、 蛍 光 寿 命 、 な ら び に 励 起 波 長 お よ び 発 光 波 長 を
含 む 蛍 光 特 性 を 保 存 す る 、 何 か 他 の 化 学 的 化 合 物 を も 含 み う る 。 こ れ ら の 抗 酸 化 剤 ま た は
他 の 化 学 的 化 合 物 に は 、 限 定 は し な い が 、 メ ラ ト ニ ン 、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル （ dTT） 、 デ
フ ェ ロ キ サ ミ ン （ DFX） 、 メ チ オ ニ ン 、 お よ び N-ア セ チ ル シ ス テ イ ン が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 投 与 は 、 装 置 の 感 受 性 を 含 む 多 く の 要 素 、 な ら び に 、 動 物 種 、 年 齢 、 体 重 、 投
与 様 式 、 性 別 、 食 事 、 投 与 期 間 、 お よ び 排 泄 率 を 含 む 、 対 象 に 関 連 し た 多 く の 変 数 に 依 存
す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 結 合 体 ま た は 任 意 の 薬 学 的 組 成 物 を 使 用 す る 前 に 、 対 象 は 、 画 像 化 の 工 程 を 増
強 す る た め に 、 あ る 作 用 物 質 ま た は 投 与 プ ロ グ ラ ム に よ っ て 処 置 さ れ う る 。 例 え ば 、 摂 取
さ れ た 食 物 か ら の あ ら ゆ る 自 家 蛍 光 ま た は 干 渉 を 減 少 さ せ る た め に 、 画 像 化 前 に 対 象 を 、
緑 色 野 菜 の よ う な あ る 食 物 に 由 来 す る 蛍 光 フ ェ オ ホ ル バ イ ト か ら の 干 渉 を 減 少 さ せ る た め
の 低 フ ェ オ ホ ル バ イ ト 食 の よ う な 特 別 な 食 事 プ ロ グ ラ ム 下 に 置 く こ と が 可 能 で あ る 。 ま た
は 、 結 腸 鏡 検 査 法 の 前 に 使 用 さ れ 、 Visicol（ 商 標 ） な ど の 作 用 物 質 の 使 用 を 含 む 清 浄 プ
ロ グ ラ ム の よ う な 清 浄 プ ロ グ ラ ム を 画 像 化 前 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 対 象 は 、 画 像 の 質 を 改 善 す る た め に 、 薬 学 的 修 飾 剤 に よ っ て 処 置 し て も よ い 。 例 え ば 、
低 用 量 の 酵 素 阻 害 剤 を 使 用 し て （ 二 次 的 に は 、 正 常 な 組 織 に お け る 既 に 低 い 酵 素 活 性 が 、
酵 素 的 に 活 性 な 病 的 組 織 よ り も 大 幅 に 比 例 的 に 下 が る ） 、 疾 患 の ス ク リ ー ニ ン グ 中 に お け
る 標 的 対 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 率 を 改 善 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 非 限 定 的 な 例 と し て 、
葉 酸 塩 に 基 づ く 標 的 化 送 達 と 組 み 合 わ せ た 、 異 常 な 組 織 （ 即 ち 、 代 謝 的 に 活 性 な 癌 ） に お
け る 取 り 込 み を 相 対 的 に 増 加 さ せ る た め の メ ト ト レ キ サ ー ト に よ る 前 処 理 を 使 用 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る イ ン ビ ボ で の 画 像 化 法 は 、 例 え ば 、 個 々 の 患 者 お よ び 臨 床
試 験 の 双 方 に お い て 、 対 象 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る た め に 、 お よ び 、 治 療 を 施 し
た 効 果 を 評 価 す る た め に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 例 え ば 、 経 時 的 に ア ポ ト ー
シ ス の 比 率 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 お よ び 、 損 傷 の 絶 対 レ ベ ル を 検 出 す る た め に 、 使
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用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 方 法 は 、 例 え ば 腫 瘍 に お け る ア ポ ト ー シ ス の よ う な ア ポ
ト ー シ ス の 早 期 の サ イ ン を 検 出 す る た め に 、 例 え ば 化 学 療 法 剤 、 放 射 線 治 療 、 ホ ル モ ン 剤
ま た は 抗 ホ ル モ ン 剤 、 お よ び 抗 血 管 形 成 療 法 の よ う な 癌 治 療 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 し
た が っ て 臨 床 ケ ア を 導 く た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 方 法 の 感 受 性 に よ り 、 ア ポ ト ー
シ ス の よ り 早 期 の 、 お よ び 迅 速 な 検 出 が 可 能 に な り 、 有 効 な 療 法 を 発 見 す る 可 能 性 が 高 ま
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 方 法 は 、 主 に リ ン パ 球 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス 過 程 に お け る 障 害 に よ っ て 特 徴 付 け
ら れ る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な 自 己 免 疫 状 態 を モ ニ タ リ
ン グ す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 急 性 ア ポ ト ー シ ス お よ び ／ ま た は 壊 死 、 例
え ば 発 作 ま た は 心 筋 梗 塞 の よ う な 低 酸 素 性 -虚 血 性 の 損 傷 に 関 連 す る 状 態 の 進 行 お よ び 治
療 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き 、 そ し て 例 え ば 治 療 の 選 択 を 導 く た め に 、 例 え ば 、 カ ス
パ ー ゼ 阻 害 剤 の よ う な 抗 ア ポ ト ー シ ス 薬 の 投 与 の 効 果 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 本
方 法 を 用 い て 、 移 植 後 の 急 性 臓 器 拒 絶 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と も 可 能 で あ り 、 そ し て 免 疫
抑 制 剤 ま た は 他 の 作 用 物 質 の 投 与 の 効 果 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 細 菌 お よ び ／
ま た は ウ イ ル ス 感 染 と 関 連 す る 細 胞 の 損 傷 を 評 価 す る こ と も 可 能 で あ り 、 選 択 さ れ る 治 療
（ 例 え ば ど の 作 用 物 質 ま た は 他 の 治 療 を 施 す べ き か ） 、 お よ び 治 療 の 有 効 性 が 評 価 さ れ る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 方 法 を 用 い て 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 変 性 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 、 お よ
び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 お よ び ハ ン チ ン ト ン 病 を 含 む 、 慢 性 ア ポ ト ー シ ス
に 特 徴 付 け ら れ る 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 損 傷 の
程 度 お よ び 局 在 を 決 定 す る こ と が で き 、 経 時 的 な 疾 患 の 進 行 、 な ら び に 、 治 療 薬 の 選 択 お
よ び 効 果 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 NIR蛍 光 （ 「 NIRF」 ） 画 像 化 に お い て は 、 励 起 光 源 は 一 般 に フ ィ ル タ ー に か け ら れ た 光
源 ま た は 定 め ら れ た 帯 域 を 有 す る レ ー ザ ー で あ る 。 励 起 光 は 体 組 織 中 を 進 行 す る 。 NIR蛍
光 分 子 （ 即 ち 「 造 影 剤 」 ） と 遭 遇 し た 場 合 、 励 起 光 は 吸 収 さ れ る 。 蛍 光 分 子 は そ の 後 、 例
え ば 検 出 可 能 な よ う に 異 な る ス ペ ク ト ル 特 性 を 有 す る 光 （ 例 え ば 、 若 干 長 い 波 長 ） を 励 起
光 か ら 発 光 す る 。 組 織 お よ び 血 液 は 、 可 視 光 と は 反 対 に 近 赤 外 域 （ 700～ 850 nm） に お い
て 高 い 透 過 率 を 有 す る た め 、 そ し て 水 も 多 く の 天 然 に 生 じ る 蛍 光 色 素 も こ の 領 域 に お い て
は 有 意 に 吸 収 を 行 わ な い た め 、 NIR技 術 で は 、 画 像 化 病 理 学 の た め の 独 特 の 利 点 が 提 供 さ
れ る 。 し た が っ て 、 NIR光 は 、 可 視 光 ま た は 赤 外 領 域 の 光 子 よ り も 効 率 良 く 組 織 を 透 過 す
る 。 加 え て 、 遠 赤 光 で は 散 乱 し た 励 起 光 の 干 渉 は よ り 低 い 。 そ の 結 果 、 組 織 の よ り 深 い 層
に お い て 励 起 さ れ た 蛍 光 シ グ ナ ル が 得 ら れ う る （ Hawryszお よ び Sevick-Muraca, Neoplasi
a, 2: 388～ 417, 2000に お い て 総 説 さ れ て い る ） 。 一 般 に 、 組 織 の 画 像 は 、 数 十 セ ン チ メ
ー ト ル ま で の 深 さ 、 例 え ば 、 少 な く と も 1 cm、 2 cm、 3 cm、 4 cm、 5 cm、 6 cm、 7 cm、 8 
cm、 9 cm、 10 cm、 12 cm、 15 cm、 18 cm、 ま た は 20 cmの 深 さ に お い て 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 は 、 新 規 の 方 法 に 関 す る も の で あ る が 、 蛍 光 画 像 、 光 学 的 画 像 の 入 手 、 お よ び 画
像 処 理 の 一 般 的 な 原 則 が 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 適 用 さ れ う る 。 光 学 的 画 像 化 技 術 の 総 説
に つ い て は 、 例 え ば 、 Alfanoら , Ann.NY Acad.Sci., 820: 248～ 270, 1997を 参 照 の こ と
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 な 画 像 化 シ ス テ ム は 、 典 型 的 に 、 3つ の 基 本 的 な 成 分 を 含 む
： （ 1） 近 赤 外 光 源 ま た は フ ル オ ロ フ ォ ア に 蛍 光 を も た ら す の に 適 し た 波 長 の 他 の 光 源 、
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（ 2） フ ル オ ロ フ ォ ア 励 起 の た め に 使 用 さ れ る 光 か ら 発 光 を 分 離 ま た は 識 別 す る た め の 装
置 、 お よ び （ 3） 検 出 系 。 例 え ば 、 Weisslederら , Nat.Biotechnol., 17: 375～ 8, 1999を
参 照 の こ と 。 例 え ば 、 コ ダ ッ ク （ Kodak） ImageStation440画 像 化 ス テ ー シ ョ ン お よ び 外 部
の 低 パ ワ ー の 励 起 源 を 用 い て 、 図 1に お い て 示 さ れ る よ う な 画 像 化 シ ス テ ム を 組 み 立 て る
こ と が で き る 。 こ の 鏡 面 反 射 蛍 光 （ SRF） 画 像 化 デ バ イ ス は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ
る イ ン ビ ボ に お け る デ ー タ を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ た 。 デ バ イ ス は 、 強 度 の 低 い （ 650 
nmに お い て 1μ W/cm 2 ） 光 を 生 じ る 白 色 ハ ロ ゲ ン 光 源 を 備 え る 。 鏡 面 反 射 画 像 化 に お い て は
、 蛍 光 色 素 を 励 起 す る た め に 必 要 と さ れ る 波 長 に お け る 光 が 、 プ ラ テ ン ガ ラ ス 上 に 配 置 さ
れ た 動 物 個 体 の 表 面 に 与 え ら れ 、 ス ト ー ク ス ・ シ フ ト （ Stokes-shifted） （ 「 蛍 光 」 ） 光
か ら 画 像 が 作 製 さ れ る 。 波 長 の 弁 別 に は バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 レ ー ザ ー か ら の 高 パ ワ ー レ ー ザ ー 励 起 （ 737 nmに お い て 1 mW/cm 2 ） 、 お よ び 他 の 波 長
に お け る 光 の た め の 水 銀 ラ ン プ 、 よ り 様 々 な フ ィ ル タ ー 、 お よ び 改 善 さ れ た CCDカ メ ラ を
特 徴 と す る 、 図 2に 示 さ れ る よ う な よ り 精 巧 な シ ス テ ム を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 典 型 的 に 、 光 源 は 、 NIRフ ル オ ロ フ ォ ア を 用 い た 場 合 に 、 単 色 の （ ま た は 実 質 的 に 単 色
の ） 近 赤 外 光 を 提 供 す る 。 光 源 は 、 適 切 に フ ィ ル タ ー に か け ら れ た 白 色 光 、 例 え ば 、 広 帯
域 源 か ら の バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー を か け た 光 で あ り う る 。 例 え ば 、 150ワ ッ ト の ハ ロ ゲ ン
ラ ン プ か ら の 光 は 、 オ メ ガ オ プ テ ィ カ ル （ Omega Optical） （ Brattleboro, VT） か ら 市 販
さ れ て い る バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー を 通 過 さ せ る こ と が で き る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、
光 源 は レ ー ザ ー で あ る 。 例 え ば 、 Boasら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 91: 4887～ 4891, 1
994； Ntziachristosら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 97: 2767～ 2772, 2000； Alexander, 
J.Clin.Laser Med.Surg., 9: 416～ 418, 1991を 参 照 の こ と 。 画 像 化 の た め の 近 赤 外 レ ー
ザ ー に つ い て の 情 報 は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト 上 に て （ 例 え ば imds.comに お い て ） 、 お よ び 、 様
々 な 他 の 既 知 の 情 報 源 に お い て 見 出 す こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 励 起 光 か ら 光 学 的 発 光 を 分 離 す る た め に 、 ハ イ パ ス フ ィ ル タ ー ま た は バ ン ド パ ス フ ィ ル
タ ー （ 700 nm） を 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な ハ イ パ ス フ ィ ル タ ー ま た は バ ン ド パ ス フ
ィ ル タ ー は 、 オ メ ガ オ プ テ ィ カ ル か ら 市 販 さ れ て い る 。 蛍 光 色 素 が 1つ ま た は そ れ 以 上 の
量 子 ド ッ ト か ら な る 場 合 、 （ 異 な る 活 性 化 部 位 を 有 す る ） 単 一 の プ ロ ー ブ ま た は 複 数 の プ
ロ ー ブ 上 の 複 数 の 異 な る 蛍 光 色 素 を 励 起 す る た め に 単 一 の 励 起 波 長 を 使 用 す る こ と が で き
、 一 連 の バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー 、 回 折 格 子 、 ま た は 他 の 方 法 を 用 い た ス ペ ク ト ル の 分 離 を
、 異 な る 活 性 化 を 独 立 に 読 み 取 る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 般 に 、 光 検 出 系 は 、 集 光 ／ 像 形 成 お よ び 光 検 出 ／ 画 像 記 録 の 成 分 を 含 み う る 。 光 検 出
系 は 、 双 方 の 成 分 を 組 み 入 れ る 単 一 の 統 合 デ バ イ ス で あ り う る が 、 集 光 ／ 像 形 成 お よ び 光
検 出 ／ 画 像 記 録 の 成 分 は 別 々 に 議 論 さ れ る 。 し か し 、 記 録 デ バ イ ス は 、 画 像 の 代 わ り に 、
単 一 の （ 時 間 に よ っ て 変 化 す る ） ス カ ラ ー 強 度 を 単 に 記 録 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 カ テ ー テ ル に 基 づ く 記 録 デ バ イ ス は 、 複 数 の 部 位 か ら の 情 報 を 同 時 に （ 即 ち 画 像 を ） 記
録 し う る 、 ま た は 、 （ 透 視 検 査 法 に よ っ て 検 査 さ れ る カ テ ー テ ル チ ッ プ に お け る 放 射 線 不
透 過 性 （ radio-opaque） マ ー カ ー の よ う な ） 他 の 方 法 に よ っ て 、 位 置 と 相 関 す る ス カ ラ ー
シ グ ナ ル 強 度 を 記 録 し う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 NIRFお よ び 他 の 画 像 化 に ト モ グ ラ フ ィ ー に よ る ア プ ロ ー チ を 使 用 す る こ と も で き る 。 一
般 に 、 ト モ グ ラ フ ィ ー 法 で は 、 均 一 に 散 乱 す る 環 境 に 置 か れ た 動 物 個 体 を 通 し て 指 向 さ れ
る レ ー ザ ー 光 パ ル ス を 利 用 す る ； 動 物 個 体 を 通 過 し た 散 乱 光 お よ び 蛍 光 光 は 、 多 数 の 位 置
に お い て 記 録 さ れ る 。 媒 体 に お け る 励 起 光 源 を 位 置 付 け る た め に 、 複 雑 な モ デ リ ン グ ア ル
ゴ リ ズ ム が そ の 後 適 用 さ れ る 。 FMT（ 蛍 光 に よ る ト モ グ ラ フ ィ ー ） と 呼 ば れ る 本 ア プ ロ ー
チ は 、 Ntziachristosら , Molecular Imaging, 1(2): 82～ 88, 2002お よ び Ntziachristos
ら , Nature Medicine, 8:757～ 760, 2002に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 特 に 有 用 な 集 光 ／ 像 形 成 成 分 は 、 内 視 鏡 で あ る 。 腹 膜 （ Gahlenら , J.Photochem.Photob
iol., B 52: 131～ 135, 1999） 、 卵 巣 癌 （ Majorら , Gynecol.Oncol., 66: 122～ 132, 199
7） 、 結 腸 （ Mycekら , Gastrointest.Endosc., 48: 390～ 394, 1998； Steppら , Endoscopy
, 30: 379～ 386, 1998） 、 胆 管 （ Izuishiら , Hepatogastroenterology, 46: 804～ 807, 1
999） 、 胃 （ Abeら , Endoscopy 32: 281～ 286, 2000） 、 膀 胱 （ Kriegmairら , Urol.Int., 
63: 27～ 31, 1999； Riedlら , J.Endourol., 13: 755～ 759, 1999） 、 お よ び 脳 （ Ward, J.
Laser Appl.,10: 224～ 228, 1998） を 含 む 、 多 く の 組 織 お よ び 器 官 の イ ン ビ ボ に お け る 光
学 的 画 像 化 の た め に 使 用 さ れ て き た 内 視 鏡 デ バ イ ス お よ び 技 術 を 本 発 明 の 実 施 に お い て 使
用 す る こ と も で き る 。 蛍 光 内 視 鏡 も 当 技 術 分 野 に お い て は 知 ら れ て い る （ Bhunchetら , Ga
strointest.Endosc., 55, 562～ 571, 2002； Kobayashiら , Cancer Lett., 165, 155～ 159
, 2001） 。 当 業 者 に は 、 例 え ば 特 定 の 器 官 ま た は 組 織 部 の 画 像 化 に お け る 使 用 の た め に デ
バ イ ス の 発 光 ス ペ ク ト ル お よ び 検 出 ス ペ ク ト ル を 最 適 化 す る た め に 、 必 要 と さ れ う る 任 意
の 改 変 を 認 識 し 、 作 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 、 他 の タ イ プ の 集 光 成 分 は 、 光 フ ァ イ バ ー デ バ イ ス を 含 む 、 カ テ
ー テ ル に 基 づ く デ バ イ ス で あ る 。 そ の よ う な デ バ イ ス は 、 脈 管 内 の 画 像 化 に 特 に 適 し て い
る 。 例 え ば 、 Tearneyら , Science, 276: 2037～ 2039, 1997； Boppartら , Proc.Natl.Acad
.Sci. USA, 94: 4256～ 4261, 1997を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 方 法 の 実 施 に お い て は 、 フ ェ イ ズ ド ア レ イ 技 術 （ Boasら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA,
 91: 4887～ 4891, 1994； Chance, Ann.NY Acad.Sci., 838: 29～ 45, 1998） 、 光 拡 散 ト モ
グ ラ フ ィ ー （ Chengら , Optics Express, 3: 118～ 123, 1998； Siegelら , Optic Express,
 4: 287～ 298, 1999） 、 生 体 内 顕 微 鏡 検 査 （ Dellianら , Br.J.Cancer, 82: 1513～ 1518, 
2000； Monskyら , Cancer Res., 59: 4129～ 4135, 1999； Fukumuraら , Cell, 94: 715～ 72
5, 1998） 、 お よ び 共 焦 点 画 像 化 （ Korlachら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 96: 8461～ 846
6, 1999； Rajadhyakshaら , J.Invest. Dermatol., 104: 946～ 952, 1995； Gonzalezら , J
.Med., 30: 337～ 356, 1999） を 含 む 、 な お も 他 の 画 像 化 技 術 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 任 意 の 適 し た 光 検 出 ／ 画 像 記 録 成 分 、 例 え ば 、 電 荷 結 合 素 子 （ CCD
） 系 ま た は 写 真 用 フ ィ ル ム を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 光 検 出 ／ 画 像 記 録 成 分 の 選 択 は
、 使 用 さ れ る 集 光 ／ 像 形 成 成 分 の 型 を 含 む 要 素 に 依 存 す る 。 適 し た 成 分 を 選 択 す る 段 階 、
そ れ ら を 近 赤 外 画 像 化 シ ス テ ム に 組 み 立 て る 段 階 、 お よ び シ ス テ ム を 操 作 す る 段 階 は 、 当
業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 説 明 さ れ る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 請 求 項 に お い て
説 明 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ア ネ キ シ ン A5を 、 実 質 的 に 米 国 特 許 第 6,323,313号 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 精 製 し た
。 簡 潔 に 言 え ば 、 ア ネ キ シ ン A5を 発 現 す る 大 腸 菌 ク ロ ー ン ACL3（ 大 腸 菌 株 BL21(DE3)、 プ
ラ ス ミ ド pET12a.PAPIを 含 む ） を 、 50μ g/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 む 500 mlの TB（ Terrific Br
oth） に お い て 、 37℃ 、 200 rpmに て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 2,500× g、 4℃ に て 10分 間 遠 心 し た
後 、 20 mMの ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH 7.2お よ び 150 mMの NaClを 含 む 溶 液 500 mlに よ っ て
細 胞 を 洗 浄 し 、 そ の 後 同 じ 条 件 下 に お い て ス ピ ン ダ ウ ン し た 。 そ れ か ら 細 胞 を 、 20 mMの
ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び 10 mMの CaCl 2 を 含 む 溶 液 500 ml中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 結 果 的 に
生 じ る 懸 濁 液 の 10画 分 を 、 6つ 毎 に 、 50 ml管 中 に て 音 波 処 理 し 、 氷 上 に て 、 8 Wに 設 定 し
た Fisher Scientific Dismembranator 60（ 登 録 商 標 ） を 用 い た 1分 間 の 処 理 を 行 い 、 そ の
後 、 22,500× g、 4℃ に て 20分 間 遠 心 し た 。 氷 上 に て 、 20 mMの ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH 7.
2お よ び 20 mMの EDTAを 含 む 溶 液 60 ml中 に 沈 殿 を 再 懸 濁 し 、 そ の 後 、 22,500× g、 4℃ に て 2
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実 施 例
実 施 例 1． ア ネ キ シ ン A5の 調 製



0分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 、 20 mMの ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH 8.0に 対 し て 4℃ で 一 晩 透 析 し
（ 膜 分 子 量 カ ッ ト オ フ 値 ： 12～ 14 kDa） 、 そ の 後 、 0.45μ mの フ ィ ル タ ー を 通 し て ろ 過 し
た 。 ろ 液 を HiTrap Qカ ラ ム （ Pharmacia, Piscataway, NJ） に 注 ぎ 、 20 mMの ト リ エ タ ノ ー
ル ア ミ ン pH 8.0を 含 む 、 0～ 1 M勾 配 の NaCl 100 mlを 用 い て ア ネ キ シ ン A5を 溶 出 し た （ お
よ そ 0.22 M NaClに お け る 溶 出 ） 。 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気
泳 動 （ SDS-PAGE） （ Laemmli, 1970） に 基 づ い て 画 分 を プ ー ル し 、 そ の 後 濃 縮 し 、 Centrip
rep 10（ 商 標 ） カ ラ ム （ 3,000× g、 4℃ ） を 用 い て 、 0.1 Mの 重 炭 酸 pH 8.0に 対 し て 透 析 し
た 。 SDSゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 評 価 し た 純 度 は 97％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 1 mgの ア ネ キ シ ン A5の 3 mg/ml溶 液 を 調 製 し 、 3,000× g、 4℃ に て 、 Centriprep（ 商 標 ）
10カ ラ ム （ Millipore, Milford MA） を 用 い て 、 0.1 M 重 炭 酸 pH 8.0に 対 し て 透 析 し た 。 C
y5.5標 識 ア ネ キ シ ン Vを 合 成 す る た め に 、 333μ lの ア ネ キ シ ン V（ 3.0 mg/ml、 0.1 M 重 炭
酸 pH 8.0に 対 し て 透 析 し た ） を Cy5.5 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Amersham-P
harmacia, Piscataway NJ） 1バ イ ア ル に 加 え た 。 室 温 に お け る 20分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 後 、 混 合 物 を 第 二 の Cy5.5バ イ ア ル に 移 し 、 室 温 に て さ ら に 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 PBS pH 7.4を 用 い て 平 衡 さ せ た BioGel P6（ Bio-Rad, Hercules CA） に お け る 二 重 の ス
ピ ン カ ラ ム 分 離 に よ っ て 、 ア ネ キ シ ン A5と Cy5.5と の 結 合 体 （ Cy-ア ネ キ シ ン ） を 分 離 し た
。 最 初 に 、 カ ラ ム を 1,000× gに て 2分 間 遠 心 し 、 そ の 後 、 ア ネ キ シ ン -Cy5.5を カ ラ ム に 加
え 、 カ ラ ム を 1,000× gに て 5分 間 、 再 度 ス ピ ン し た 。 溶 出 液 を 収 集 し 、 BioGel P6を 充 填 し
た 別 の カ ラ ム 上 に お い て 精 製 を 繰 り 返 し た 。 Cy5.5色 素 濃 度 を 675 nmに お い て 分 光 光 度 法
で 決 定 し （ E 6 7 8  = 250,000 M

- 1 cm - 1 ） 、 BCAア ッ セ イ 法 （ Pierce-Endogen, Rockford IL）
を 用 い て タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し 、 Cy5.5／ ア ネ キ シ ン モ ル 比 率 を 計 算 し た 。 活 性 Cy5.5-
ア ネ キ シ ン で は 、 平 均 し て 、 ア ネ キ シ ン 1モ ル 当 た り 1.1モ ル の Cy5.5分 子 が 結 合 し て い た
。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 あ る 範 囲 の 色 素 対 タ ン パ ク 質 比 率 を 有 す る ア ネ キ シ ン -Cy5.5結 合 体 を 合 成 す る た め に 、
7μ lの DMSOを 用 い て Cy5.5を 可 溶 化 し 、 1.0、 2.0、 ま た は 4.0μ lの ア リ コ ー ト を 30μ gの ア
ネ キ シ ン A5（ 0.1 M 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 8.0） に 加 え 、 最 終 容 量 20μ lを 与 え た 。 室
温 に て 1.5時 間 反 応 管 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 30μ lの PBS、 pH 7.4を 加 え た 後 、 PBS pH 7.
4に よ っ て 平 衡 さ せ た 1 ml Biospin P6カ ラ ム （ Bio-Rad） を 用 い た 、 2回 の 連 続 し た ス ピ ン
分 離 に よ っ て 、 未 反 応 色 素 か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 高 い Cy5.5含 量 を 有 す る 結 合 体 （ タ ン パ ク 質 1モ ル 当 た り 2.4モ ル の Cy5.5、 「 不 活 性 ア ネ
キ シ ン 」 ） は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 し て 結 合 親 和 性 を も た な か っ た た め 、 腫 瘍 細 胞 の バ
イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ に お け る 差 異 を 説 明 す る た め の 優 れ た 対 照 を な す 。 ア ネ キ シ ン A5お
よ び Cy5.5の 分 子 量 は 、 各 々 36 kDaお よ び 0.9 kDaで あ る た め 、 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン [総 質 量
 = 1.1(0.900) + 36 kDa]と 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン [総 質 量  = 2.4(0.90) + 36 kDa]は 、 1.3
5 kDaだ け 異 な る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 活 性 ア ネ キ シ ン お よ び 不 活 性 ア ネ キ シ ン の 試 料 を 、 お よ そ 等 し い 濃 度 （ 500 nM） の Cy5.
5色 素 に お い て ト リ プ シ ン 処 理 し （ 100μ g/ml、 37℃ に お い て 2時 間 ） 、 Cy5.5の 蛍 光 強 度 を
、 ト リ プ シ ン 処 理 の 前 後 に λ ex 675 nm/λ em 694 nmに お い て 測 定 し た 。 処 理 に よ っ て 、
双 方 の 場 合 に お い て 、 2,500 AUか ら 12,500 AUま で の Cy5.5蛍 光 の 増 加 が も た ら さ れ た こ と
か ら 、 タ ン パ ク 質 の 修 飾 の 程 度 に 関 わ ら ず 、 色 素 の タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に よ っ て 同 じ 程 度
の 蛍 光 消 光 が 生 じ た こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 Cy7標 識 ア ネ キ シ ン A5を 合 成 す る た め に 、 5μ lま た は 10μ l（ DMSO 400μ l中 に Cy7 200μ
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実 施 例 2． 近 赤 外 イ ン ド シ ア ニ ン 色 素  Cy5.5と 結 合 さ せ た 活 性 ア ネ キ シ ン A5の 合 成

実 施 例 3． 近 赤 外 イ ン ド シ ア ニ ン 色 素 Cy5.5と 結 合 さ せ た 不 活 性 ア ネ キ シ ン A5の 合 成

実 施 例 4． 近 赤 外 イ ン ド シ ア ニ ン 色 素 Cy7と 結 合 さ せ た 活 性 ア ネ キ シ ン A5の 合 成



g） の Cy7 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Amersham-Pharmacia, Piscataway NJ）
を 333μ lの ア ネ キ シ ン A5（ 0.1 M 重 炭 酸 pH 8.0に 対 し て 透 析 し た 3.0 mg/ml） に 加 え た 。
反 応 物 を 室 温 に て 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10 mLの BioGel P6カ ラ ム （ Bio-Rad, Hercu
les CA） を PBS pH 7.4に お い て 用 い た 、 2回 の 連 続 し た ス ピ ン 分 離 に よ っ て 、 未 反 応 色 素
か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 。 Cy7色 素 濃 度 を 分 光 光 度 法 で 決 定 し た （ E 7 4 7  = 200,000 M

- 1 c
m - 1 ） 。 BCA法 （ Bio-Rad, Richmond, CA） に よ っ て タ ン パ ク 質 を 決 定 し た 。 結 合 体 は 、 1モ
ル の ア ネ キ シ ン A5当 た り に 0.8モ ル お よ び 1.6モ ル の Cy7が 付 着 し て い た 。 双 方 と も そ の 結
合 能 を 保 持 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 不 活 性 Cy7標 識 ア ネ キ シ ン A5を 合 成 す る た め に 、 333μ lの ア ネ キ シ ン A5（ 0.1 Mの 炭 酸 水
素 ナ ト リ ウ ム pH 8.0に 対 し て 透 析 し た 3.0 mg/ml） を Cy7（ 1 mg） N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド エ ス テ ル （ Amersham-Pharmacia, Piscataway NJ） の 1バ イ ア ル に 加 え た 。 反 応 混 合 物
を 室 温 に て 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10 mlの BioGel P6カ ラ ム （ Bio-Rad, Hercules CA
） を PBS pH 7.4に お い て 用 い た 2回 の 連 続 し た ス ピ ン 分 離 に よ っ て 、 未 反 応 色 素 か ら タ ン
パ ク 質 を 分 離 し た 。 Cy7色 素 濃 度 を 分 光 光 度 法 で 決 定 し た （ E 7 4 7  = 200,000 M

- 1 cm - 1 ） 。 B
CA法 （ Bio-Rad, Richmond, CA） を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し た 。 不 活 性 結 合 体 で
は 、 ア ネ キ シ ン A5 1モ ル 当 た り に 4.9モ ル の Cy7が 付 着 し て い た 。 化 合 物 は 膜 の ホ ス フ ァ チ
ジ ル セ リ ン に 対 し て 親 和 性 を も た な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 1 mgの ア ネ キ シ ン A5の 3 mg/ml溶 液 を 調 製 し 、 3,000 g、 4℃ に お い て 、 Centriprep（ 商
標 ） 10カ ラ ム （ Millipore, Milford MA） を 用 い て 、 0.1 Mの 炭 酸 ナ ト リ ウ ム pH 8.7に 対 し
て 透 析 し た 。 IR38イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ LI-COR, Lincoln NE） 2 mgを DMSO 40μ l中 に 溶 解
し 、 ア ネ キ シ ン A5溶 液 に 加 え 、 混 合 し 、 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS pH 7.4
を 用 い て 平 衡 さ せ た BioGel P6（ Bio-Rad, Hercules CA） 上 に お け る 二 重 の ス ピ ン カ ラ ム
分 離 に よ っ て 、 ア ネ キ シ ン A5と IR38と の 結 合 体 （ ア ネ キ シ ン -IR38） を 分 離 し た 。 最 初 に
、 1,000× gに お い て 2分 間 、 カ ラ ム を 遠 心 し 、 カ ラ ム 中 の ゲ ル の 先 端 に ア ネ キ シ ン -IR38を
加 え 、 そ の 後 、 1,000× gに お い て 5分 間 、 カ ラ ム を 再 度 ス ピ ン し た 。 溶 出 液 を 収 集 し 、 Bio
Gel P6を 充 填 し た 別 の カ ラ ム 上 に て 精 製 を 繰 り 返 し た 。 分 光 光 度 法 で 、 778 nmに お い て IR
38色 素 濃 度 を 決 定 し た （ E 7 7 8  = 179,000 M

- 1 cm - 1 ） 。 BCAア ッ セ イ 法 （ Pierce-Endogen,Ro
ckford IL） を 用 い て タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し 、 IR38／ ア ネ キ シ ン モ ル 比 率 を 計 算 し た 。
活 性 ア ネ キ シ ン -IR38で は 、 平 均 し て 、 ア ネ キ シ ン 1モ ル 当 た り 1.0～ 1.5モ ル の IR38分 子 が
結 合 し て い る こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 最 初 に 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン Iの 組 換 え C2ド メ イ ン （ 11 kDa、 C2） を 標 準 法 を 用 い て 精 製
す る 。 Cy5.5標 識 C2を 合 成 す る た め に 、 300μ lの C2（ 0.1 Mの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム  pH 8.0
に 対 し て 透 析 し た 1.0 mg/ml） を Cy5.5 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Amersham-
Pharmacia, Piscataway NJ） 1バ イ ア ル に 加 え る 。 室 温 に て 20分 後 、 第 二 の Cy5.5バ イ ア ル
に 混 合 物 を 移 し 、 室 温 に て さ ら に 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 10 mlの BioGel P6カ ラ ム （
Bio-Rad, Hercules CA） を PBS pH 7.4中 用 い て 、 2回 の 連 続 し た ス ピ ン 分 離 に よ っ て 未 反
応 色 素 か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 。 Cy7色 素 濃 度 を 分 光 光 度 法 で 決 定 し （ E 6 7 8  = 250,000 
M - 1 cm - 1 ） 、 BCA法 （ Bio-Rad, Richmond, CA） を 用 い て タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 Cy5.5標 識 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 を 合 成 す る た め に 、 500μ lの ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ
ン 抗 体 （ 0.1 Mの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム pH 8.0中 に お い て 1 mg/ml） を Cy5.5 N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Amersham-Pharmacia, Piscataway NJ） １ バ イ ア ル に 加 え る 。 反
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実 施 例 6． 近 赤 外 色 素 IR38と 結 合 さ せ た 不 活 性 ア ネ キ シ ン A5の 合 成

実 施 例 7． 近 赤 外 イ ン ド シ ア ニ ン 色 素 Cy5.5と 結 合 さ せ た シ ナ プ ト タ グ ミ ン Iの C2ド メ イ ン
の 合 成

実 施 例 8． Cy5.5標 識 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 抗 体 の 合 成



応 混 合 物 を 室 温 に て 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 1 mLの BioGel P6カ ラ ム （ Bio-Rad
, Hercules CA） を PBS pH 7.4中 用 い て 、 2回 の 連 続 し た ス ピ ン 分 離 に よ っ て 未 反 応 色 素 か
ら タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 。 実 施 例 6に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 タ ン パ ク 質 ／ Cy比 率 を 決
定 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 生 物 学 的 親 和 性 を 試 験 す る た め に 、 カ
ン プ ト テ シ ン を 用 い た 処 理 に よ っ て 、 Jurkat T細 胞 リ ン パ 腫 細 胞 （ Clone E6-1, ATCC #TI
B-152） に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 付 加 的 な 胎 児 ウ シ 血 清 （ FBS、 Vitacell #30-2
021） （ 最 終 濃 度 10％ ） を 加 え た RPMI 1640培 地 （ Vitacell #30-2001） に お い て 、 Jurkat 
T細 胞 を 増 殖 さ せ た 。 2日 ま た は 3日 毎 に 培 地 を 交 換 し た 。 培 養 培 地 1 ml当 た り に 7μ lの カ
ン プ ト テ シ ン （ DMSO中 に 1 mM） を 用 い た 細 胞 の 処 理 に よ っ て 、 5～ 6時 間 ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 し た 。 洗 浄 し 、 Ca 2 + 含 有 結 合 緩 衝 液 （ BB, 1.8 mM CaCl 2 , 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 
5 mM KCl, pH 7.4） を 用 い て 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム お よ び ア ネ キ シ ン A5-FITC（ ApoAlert 
ア ネ キ シ ン A5-FITCア ポ ト ー シ ス キ ッ ト , Clontech） に よ っ て 染 色 し た 後 、 FACS-Calibur
（ 登 録 商 標 ） サ イ ト メ ー タ ー （ Becton Dickinson） を 用 い て 細 胞 を 解 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5の 合 成 お よ び 精 製 の 質 を 解 析 す る た め に 、 SDS-PAGEタ ン パ ク 質 ゲ ル
電 気 泳 動 を 行 っ た （ 図 3A～ 図 3C） 。 図 3Aは 、 レ ー ン 1（ 約 36 kDaに お い て バ ン ド が 現 れ た
） の 非 標 識 ア ネ キ シ ン A5、 レ ー ン 2の ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5、 お よ び レ ー ン 3の タ ン パ ク 質 サ
イ ズ マ ー カ ー を 含 む ゲ ル の タ ン パ ク 質 銀 染 色 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 は 高 度 に 精 製 さ れ て い る
と 考 え ら れ 、 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5は 、 非 標 識 ア ネ キ シ ン A5と 比 較 し て 若 干 遅 く 泳 動 さ れ た
。 図 3Bに お け る 同 じ ゲ ル の 近 赤 外 蛍 光 画 像 で は 、 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5に 対 応 す る 1つ の バ
ン ド が 示 さ れ た 。 図 3Cに お い て は 、 図 3Aと 図 3Bの ネ ガ が 合 わ せ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5の 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 非 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 識 別 す る 能 力 を 、 カ
ン プ ト テ シ ン 処 理 し た 、 ア ポ ト ー シ ス の 一 般 的 な モ デ ル で あ る Jurkat T細 胞 リ ン パ 腫 細 胞
の FACS解 析 に よ っ て 評 価 し た 。 図 4Aは 、 ア ネ キ シ ン A5-FITCに よ っ て 染 色 し た 、 非 処 理 T細
胞 （ 灰 色 域 ） お よ び カ ン プ ト テ シ ン 処 理 T細 胞 （ 白 色 域 ） の 、 FACS-Calibur装 置 の 蛍 光 チ
ャ ネ ル 1（ FL1） に お け る FACSヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 低 い ア ネ キ シ ン -FITC蛍 光 を 有 す る M1
領 域 は 、 非 処 理 の 健 常 な 対 照 細 胞 の 93％ を 含 ん で い た が 、 一 方 、 カ ン プ ト テ シ ン 処 理 細 胞
の 43％ は 、 高 い ア ネ キ シ ン A5-FITC 蛍 光 を 有 し て い た た め 、 ア ポ ト ー シ ス 画 分 を 表 し て い
る 。 図 4Bは 、 装 置 の NIR蛍 光 チ ャ ネ ル 4（ FL4） に お い て 測 定 さ れ た ア ネ キ シ ン -Cy5.5に つ
い て の 類 似 の 実 験 を 示 す 。 ア ネ キ シ ン -Cy5.5も 、 健 常 な 細 胞 と ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と の 間 の
非 常 に 明 ら か な 識 別 を 可 能 に す る が 、 近 赤 外 域 に お い て で あ る 。 非 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 と の 間 の シ グ ナ ル の 差 は 、 非 処 理 細 胞 の M1領 域 と 処 理 細 胞 の M2領 域 の メ ジ
ア ン の 除 算 の 商 の 整 数 部 を 求 め る 関 数 （ quotient） に よ っ て 評 価 さ れ た （ 図 4Aお よ び 図 4B
） 。 双 方 の ヒ ス ト グ ラ ム に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 双 方 の 標 識 に つ
い て 有 意 に よ り 高 い ア ネ キ シ ン A5シ グ ナ ル を 有 し て い た 。 ア ネ キ シ ン A5-FITCお よ び ア ネ
キ シ ン -Cy5.5に つ い て の 結 果 は 、 図 5Aお よ び 図 5Bに お い て 示 さ れ 、 対 照 細 胞 の M1領 域 と カ
ン プ ト テ シ ン 処 理 JurkatT細 胞 の M2領 域 の メ ジ ア ン （ 図 4） が 比 較 さ れ る 。 活 性 不 可 能 な 結
合 体 に つ い て は 、 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5（ 図 5B） は 非 常 に 高 い シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 率 を 有 し
て い る が （ 即 ち 41； ア ポ ト ー シ ス 細 胞 対 非 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 ） 、 こ れ は 、 ア ネ キ シ ン A5-F
ITCの も の （ 図 5A） （ 即 ち 136） と 比 べ て 低 い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の FACS実 験 に お い て は 、 非 処 理 細 胞 お よ び カ ン プ ト テ シ ン 処 理 細 胞 を 、 ア ネ キ シ ン A5
-FITCお よ び ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5に よ っ て 二 重 に 標 識 し た 。 蛍 光 チ ャ ネ ル 1お よ び 4か ら 結
果 的 に 生 じ た ド ッ ト プ ロ ッ ト が 、 図 6Aお よ び 図 6Bに お い て 示 さ れ る 。 カ ン プ ト テ シ ン 処 理
細 胞 の 58.9％ は 右 上 の 象 限 （ quadrant） に あ り 、 ア ネ キ シ ン A5陽 性 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を
含 ん で い た （ 図 6B； 36％ が 左 下 の 象 限 に あ っ た ） 。 健 常 な 細 胞 に 対 応 す る 、 左 下 の 象 限 は
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、 非 処 理 の 対 照 細 胞 を 92％ を 含 ん で い た が 、 一 方 、 右 上 の 象 限 は 非 処 理 細 胞 の 7.4％ の み
を 含 ん で い た （ 図 6A） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ア ネ キ シ ン A5の 結 合 能 に つ い て 、 Cy5.5色 素 を 結 合 す る 強 さ を 、 FACS競 合 ア ッ セ イ 法 に
お い て 評 価 し た 。 カ ン プ ト テ シ ン 処 理 T細 胞 を 、 ア ネ キ シ ン 分 子 当 た り Cy5.5を 含 ま な い 、
ま た は Cy5.5色 素 の 比 率 が 増 加 し て い る （ 1.1～ 2.4に 渡 る ） 、 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5の 異 な
る 調 製 物 の 10倍 過 剰 量 を 用 い て 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ネ キ シ ン A5-FITCを 加
え 、 さ ら に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 FITCチ ャ ネ ル （ FACSチ ャ ネ ル FL1） に お け る FAC
S解 析 を 行 っ た （ 図 7Aの ヒ ス ト グ ラ ム ） 。 競 合 、 お よ び し た が っ て 結 合 親 和 性 が 、 ア ネ キ
シ ン A5に 結 合 さ れ た Cy5.5の 量 が 増 加 す る に つ れ 著 し く 低 下 す る こ と が 認 め ら れ た 。 最 高
比 率 の Cy5.5 2 . 4 -ア ネ キ シ ン A5（ 2.4モ ル 色 素 ／ モ ル タ ン パ ク 質 ） に よ り 、 何 も 加 え な い ア
ネ キ シ ン A5に つ い て の 参 照 値 1.0と 比 較 し て 、 0.98の 非 常 に 低 い 置 換 が も た ら さ れ た （ 蛍
光 ピ ー ク 高 さ は 競 合 剤 を 使 用 し な い 試 料 に お け る も の と ほ と ん ど 同 じ 高 さ で あ る ） （ 図 7B
の 図 ） 。 タ ン パ ク 質 1モ ル 当 た り に 2.4モ ル の Cy5.5色 素 を 有 す る ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5の 相
対 蛍 光 の メ ジ ア ン （ 即 ち 1265） は 、 競 合 剤 を 使 用 し な い 試 料 の も の （ 即 ち 1286） と 非 常 に
似 て い た こ と か ら 、 結 合 親 和 性 が 非 常 に 低 い こ と が 示 さ れ る 。 し た が っ て 、 Cy5.5 2 . 4 -ア
ネ キ シ ン A5は 、 「 不 活 性 Cy5.5-ア ネ キ シ ン A5」 と 呼 ば れ る 。 対 照 的 に 、 Cy5.5 1 . 1 -ア ネ キ
シ ン A5で は 、 非 標 識 ア ネ キ シ ン A5に つ い て の 参 照 値 0.17と 比 較 し て 、 0.32の 置 換 が も た ら
さ れ 、 本 明 細 書 に お い て は 「 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン A5」 と 呼 ば れ る 。 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン は
対 照 と し て 使 用 さ れ 、 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン に つ い て イ ン ビ ボ で 得 ら れ た NIRFが 非 特 異 的 な
蓄 積 よ り も PS結 合 を 反 映 し て い る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 Hind IIIお よ び Not I エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 、 pDsRed2-1ベ ク タ ー （ Clontech, P
alo Alto, CA） か ら DNAイ ン サ ー ト を 切 り 出 す こ と に よ っ て 、 DsRed2を コ ー ド す る cDNAを
得 、 真 核 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3（ Invitrogen, Carlsbad, CA） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Maxfec
t（ 商 標 ） （ Molecula Research, Herndon, VA, USA） を 1μ g DNA： 3μ g Maxfect（ 商 標 ）
試 薬 の 比 率 で 用 い て 、 50～ 60％ コ ン フ ル エ ン ト な 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 ま た は 72時 間 後 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 FACSVantage（
商 標 ） （ Beckton-Dickinson） を 用 い て ソ ー テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 10％ の FCS、 1 mg/mlの G418（ Invitrogen-Gibco BRL, Grand Island, NY） を 加 え た DMEM
に お い て 、 DsRed2で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 系 を 維 持 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 25μ lの 血 清 を 含 ま な い 細 胞 培 養 培 地 中 の 2× 10 5 個 の 細 胞 を 、 麻 酔 し た 動 物 個 体 の 適 切
な 位 置 に 皮 下 注 射 す る こ と に よ っ て 、 nu/nuマ ウ ス に お い て GFPま た は DsRed2を 発 現 す る 腫
瘍 を 増 殖 さ せ た 。 動 物 個 体 は 接 種 後 7～ 10日 目 に 、 腫 瘍 が 直 径 3～ 4 mmに 達 し た と き に 評 価
し た 。 光 学 的 画 像 化 前 に 、 蛍 光 -ア ネ キ シ ン A5結 合 体 を ア ネ キ シ ン A5 75μ g/動 物 個 体 を 超
え な い 用 量 に お い て 、 即 ち ア ネ キ シ ン A5 3.1 mg/kg未 満 に お い て 、 尾 部 静 脈 を 介 し て 静 脈
内 注 射 し た 。 170 mg/kgの 単 回 腹 腔 内 注 射 と し て 与 え ら れ た シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ CPA, Me
ad Johnson, Princeton, NJ） の 投 与 に よ っ て 腫 瘍 の ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ た 。 動 物 個
体 は 麻 酔 し 、 化 学 療 法 を 施 し た 24時 間 後 に NIRF画 像 化 に 供 し た 。 ハ ロ ゲ ン ラ ン プ ま た は 他
の 適 し た NIR励 起 源 な ら び に GFP、 DsRed2お よ び Cy5.5、 Cy7お よ び IR38（ Omega Optical, B
rattleboro, VT） の た め に 適 し た 励 起 フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 備 え た 防 光 室 を 用 い て 光 学 的 反
射 NIRF 画 像 化 を 行 っ た （ 図 1を 参 照 の こ と ） 。 励 起 光 は 、 光 デ ィ フ ー ザ ー を 用 い て 視 野 数
（ FOV） に 渡 っ て 分 布 さ せ る 。 励 起 源 か ら の 固 定 さ れ た 距 離 に お け る 動 物 個 体 の 再 現 性 の
あ る 画 像 化 を 可 能 に す る 鋳 型 を 用 い て 、 麻 酔 し た 動 物 個 体 を プ ラ テ ン ガ ラ ス 上 に 置 い た 。
プ ラ テ ン ガ ラ ス 表 面 に 面 し て い る 腫 瘍 と 動 物 個 体 を 画 像 化 し た 。 f/1.2 12.5～ 75 mmの ズ
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実 施 例 10． DsRed2を 用 い た 細 胞 の 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

実 施 例 11． 動 物 モ デ ル に お け る イ ン ビ ボ で の 近 赤 外 蛍 光 画 像 化 を 用 い た 、 腫 瘍 に お け る ア
ポ ト ー シ ス の ス ク リ ー ニ ン グ ： 一 般 的 方 法



ー ム レ ン ズ お よ び 発 光 フ ィ ル タ ー （ Omega Optical） を 備 え た CCD（ Kodak, Rochester, NY
ま た は 同 様 の も の ） を 用 い て 蛍 光 画 像 を 収 集 し た 。 以 下 の 手 順 に お い て 、 麻 酔 し た 動 物 個
体 に お け る 光 学 的 画 像 を 得 た ： 1） （ 動 物 個 体 の 輪 郭 を 描 く た め の ） 可 視 光 画 像 、 2） 腫 瘍
マ ー カ ー （ GFPま た は DsRed2） の 蛍 光 画 像 、 3） バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 射 画 像 を 得 る た め の 、
NIRF-ア ネ キ シ ン 結 合 体 を 注 射 す る 前 の NIRFチ ャ ネ ル に お け る 蛍 光 画 像 、 お よ び 4） NIRF-
ア ネ キ シ ン 結 合 体 を 注 射 し た 後 の 様 々 な 時 点 で の NIRFチ ャ ネ ル に お け る 蛍 光 画 像 。 TIFFフ
ァ イ ル と し て 画 像 を 得 、 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 処 理 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 注 射
前 ） シ グ ナ ル を 差 し 引 く こ と に よ っ て 、 蛍 光 シ グ ナ ル の 変 化 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 GFPを 構 成 的 に 発 現 す る 9L-GFP神 経 膠 肉 腫 腫 瘍 系 を DMEM/10％ FCSに お い て 増 殖 さ せ た 。 5
× 10 5 細 胞 /0.025 mlを 右 耳 の 耳 介 に 接 種 す る こ と に よ っ て 、 皮 下 腫 瘍 を nu/nuマ ウ ス （ 25
～ 28 g； Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine） に 移 植 し た 。 式 V = p(X× Y× X)/6
を 用 い て 、 3つ の 直 交 す る 直 径 （ X,Y,Z） の カ リ パ ス 測 定 に よ っ て 腫 瘍 容 量 を 決 定 し た 。 腫
瘍 の 局 在 の 独 立 し た 光 学 的 マ ー カ ー と し て GFP発 現 を 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 9L-GFPを 有 す る 全 て の マ ウ ス （ n = 4） を 2群 に 分 け た ： a) CPA 170 mg/kgの 単 回 IP腹 腔
内 注 射 に よ る 処 理 群 （ n = 2） ； お よ び b)対 照 、 食 塩 水 に よ る 処 理 群 （ n = 2） 。 投 与 直 前
に 、 滅 菌 食 塩 水 溶 液 で シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ MeadJohnson） を 17 mg/mlま で 希 釈 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 第 0日 目 に お い て 、 上 記 に 説 明 さ れ る よ う に 、 CPAま た は 食 塩 水 を 動 物 個 体 に 注 射 し た 。
第 1日 目 に お い て 、 腫 瘍 を 有 す る 全 動 物 個 体 を 麻 酔 し 、 蛍 光 結 合 体 の 投 与 前 に 、 可 視 光 、 G
FP、 お よ び NIRFチ ャ ネ ル を 用 い て 光 学 的 画 像 化 を 行 っ た 。 改 良 型 化 学 発 光 画 像 化 シ ス テ ム
（ Eastman Kodak, Rochester, NY） を 用 い て 画 像 化 を 行 っ た 。 第 一 の 画 像 化 の 後 、 活 性 ア
ネ キ シ ン A5-Cy5.5結 合 体 を 動 物 個 体 の 尾 部 静 脈 に 注 射 し た 。 注 射 直 後 に 、 お よ び 1.5時 間
、 3時 間 、 お よ び 24時 間 後 の 時 点 に お い て 、 NIRF-結 合 体 投 与 後 の 画 像 化 を 行 っ た 。 一 連 の
各 画 像 化 の 前 に 、 動 物 個 体 を 麻 酔 し た 。 IP Labス ペ ク ト ル ソ フ ト ウ ェ ア （ Scanalytics, I
nc., Fairfax, VA） を 用 い て 画 像 を 解 析 し た 。 腫 瘍 の 周 縁 を 局 在 す る た め に 、 GFP画 像 化
デ ー タ を 用 い て 、 関 心 対 象 の 領 域 （ ROI） を 選 択 し 、 腫 瘍 に お け る NIRFシ グ ナ ル 強 度 を 測
定 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 CPA処 理 群 お よ び 対 照 群 の 双 方 に お い て 、 活 性 Cyア ネ キ シ ン の 注 射 後 最 初 の 200分 の 間 で
は 、 NIRFチ ャ ネ ル に お い て 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 時 間 依 存 的 な 増 加 が 明 ら か で あ っ た 。 し
か し 、 CPA処 理 動 物 個 体 に お い て は 、 薬 剤 代 謝 産 物 に よ っ て 腫 瘍 に お け る 細 胞 死 率 の 上 昇
が 誘 導 さ れ 、 こ の 効 果 は 、 ア ネ キ シ ン 注 射 後 に 蛍 光 強 度 値 を 測 定 す る こ と に よ っ て 確 証 さ
れ た （ 図 8） 。 対 照 腫 瘍 に 対 し て CPA処 理 腫 瘍 で は 、 全 体 で 30～ 40％ 高 い 蛍 光 強 度 が 測 定 さ
れ た 。 両 側 性 ル イ ス （ Lewis） 肺 癌 モ デ ル を 用 い た 別 個 の 実 験 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 C
PA処 理 後 の 腫 瘍 シ グ ナ ル 強 度 の 目 に 見 え る 強 い 増 強 を 観 察 し た （ 図 9Aお よ び 図 9B） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 図 10は 、 独 立 し た 実 験 か ら の 2つ の 動 物 個 体 を 示 す （ 右 図 お よ び 左 図 ） 。 緑 色 蛍 光 タ ン
パ ク 質 シ グ ナ ル か ら は 、 腫 瘍 周 縁 の 輪 郭 が 与 え ら れ た （ 列 A） 。 活 性 ア ネ キ シ ン 5Aの 注 射
前 の NIRFは 列 Bに お い て 示 さ れ る 。 ル イ ス 肺 癌 に つ い て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て 、 シ ク ロ
ホ ス フ ァ ミ ド 処 理 （ 列 D） に よ っ て 、 処 理 前 の 動 物 個 体 に つ い て 得 ら れ る も の （ 列 C） よ り
も 高 い 腫 瘍 の NIRFが も た ら さ れ た 。 9L-GFPの 組 織 学 的 解 析 か ら は 、 こ れ ら の 腫 瘍 に お け る
実 質 的 な 数 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 腫 瘍 の 血 管 の 内 皮 細 胞 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ は
、 蛍 光 抗 CD31（ 抗 PECAM-1） 抗 体 を 用 い た ア ネ キ シ ン A5陽 性 細 胞 の 共 染 色 に よ っ て 確 か め
ら れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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実 施 例 12． 近 赤 外 （ NIRF） 画 像 化 を 用 い た 、 癌 動 物 モ デ ル に お け る 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド
に よ る イ ン ビ ボ に お け る 処 理 後 の 腫 瘍 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 検 出 ： 神 経 膠 肉 腫

実 施 例 13． 近 赤 外 （ NIRF） 画 像 化 を 用 い た 、 癌 動 物 モ デ ル に お け る 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド



　 両 側 性 腫 瘍 モ デ ル に お い て 、 活 性 Cyア ネ キ シ ン お よ び 不 活 性 Cyア ネ キ シ ン を イ ン ビ ボ に
お い て 試 験 し た 。 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ CPA） 感 受 性 ル イ ス 肺 癌 腫 瘍 （ LLC） お よ び シ ク ロ
ホ ス フ ァ ミ ド 抵 抗 性 ル イ ス 肺 癌 腫 瘍 （ CR-LLC） を 移 植 し た ヌ ー ド マ ウ ス に 、 NIRF標 識 ア ネ
キ シ ン A5を 注 射 し 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 鏡 面 反 射 法 を 用 い て 画 像 化 し た 。
図 11Bお よ び 図 11Cに お い て 示 さ れ る よ う に 、 化 学 療 法 感 受 性 の LLC腫 瘍 は 、 化 学 療 法 抵 抗
性 の CR-LLC腫 瘍 よ り も は る か に 高 い 蛍 光 を 有 し て お り 、 不 活 性 Cyア ネ キ シ ン は シ グ ナ ル を
全 く 与 え な か っ た た め 、 活 性 Cyア ネ キ シ ン に つ い て 得 ら れ た 腫 瘍 NIRFは PS結 合 を 反 映 す る
も の で あ っ た （ 図 11Bお よ び 図 11Dを 比 較 の こ と ） 。 図 11A～ 図 11Fの 著 し い 視 覚 的 効 果 を 裏
付 け る た め に 、 付 加 的 な 動 物 個 体 を 用 い た さ ら な る 実 験 を 行 っ た 。 図 12は 、 LLC腫 瘍 お よ
び CR-LLC腫 瘍 を 有 す る 、 4つ の 付 加 的 な 動 物 個 体 に お い て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 CPAに よ る
処 理 の 後 、 CR-LLC に つ い て の 1.89± 0.19と 比 較 し て 、 化 学 療 法 感 受 性 の LLCは 2.56± 0.29
の 特 定 的 な シ グ ナ ル を 有 し て お り 、 こ れ ら は 有 意 に 異 な っ て い た （ p = 0.002） 。 し た が
っ て 、 CPA処 理 後 の 腫 瘍 シ グ ナ ル は 、 腫 瘍 の 化 学 療 法 感 受 性 の 関 数 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 CPA処 理 は 、 LLC腫 瘍 と CR-LLC腫 瘍 の 双 方 の 腫 瘍 シ グ ナ ル を 有 意 に 増 加 さ せ 、 こ の 増 加 の
統 計 的 有 意 性 は 、 CR-LLC腫 瘍 よ り も LLC腫 瘍 に つ い て 高 か っ た 。 CPA処 理 は 、 化 学 療 法 感 受
性 の LLC腫 瘍 の 腫 瘍 蛍 光 を 増 加 さ せ た （ 1.22± 0.34か ら 2.56± 0.29、 p = 0.001、 対 応 の な
い ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 ） 一 方 、 化 学 療 法 抵 抗 性 の CR-LLC腫 瘍 で は 、 よ り 穏 や か な シ グ
ナ ル 増 加 が 認 め ら れ た （ 1.43± 0.53か ら 1.89± 0.19、 p = 0.183、 対 応 の な い ス チ ュ ー デ
ン ト の t検 定 ） 。 CPA処 理 し て 、 ま た は CPA処 理 せ ず に 、 LLC腫 瘍 お よ び CR-LLC腫 瘍 を 有 す る
動 物 個 体 に 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン を 注 射 し た 場 合 、 腫 瘍 NIRF／ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド NIRF値 は 0
.99～ 1.17に 渡 っ て お り 、 非 腫 瘍 シ グ ナ ル 強 度 の 大 き さ （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ） は 活 性 Cy-ア
ネ キ シ ン を 用 い て も 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン を 用 い て も 同 様 で あ っ た （ 図 11D） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 DsRed2マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 化 学 療 法 感 受 性 の ル
イ ス 肺 癌 に お い て 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 処 理 後 の 腫 瘍 NIRFシ グ ナ ル 強 度 の 時 間 依 存 性 を 調
べ た （ 図 13； 白 い 棒 グ ラ フ ： シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (CPA)処 理 ／ 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン (n = 3
)； 点 を 施 し た 棒 グ ラ フ ： CPA処 理 な し ／ 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン V(n = 6)； 黒 い 棒 グ ラ フ ： CPA
処 理 ／ 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン (n = 6)） 。 動 物 個 体 は シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド の 単 回 投 与 に よ っ て
処 理 し 、 そ の 後 、 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン ま た は 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン を 注 射 し た （ 図 11A～ Fお
よ び 図 12） 。 DsRed2蛍 光 に よ っ て 定 め ら れ る 関 心 対 象 の 領 域 か ら の シ グ ナ ル 強 度 を 測 定 し
、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 差 し 引 い た メ ジ ア ン シ グ ナ ル と し て 表 す 。 結 果 は 平 均 ± SDと し
て 示 す 。 Cy-ア ネ キ シ ン の 注 射 後 の 様 々 な 時 点 に お い て シ グ ナ ル 強 度 を 測 定 し た 。 活 性 Cy-
ア ネ キ シ ン A5の 注 射 後 、 腫 瘍 NIRFは 時 間 に 伴 っ て 増 加 し 、 注 射 75～ 285分 後 に プ ラ ト ー に
達 し た 。 図 12に お け る よ う に 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 処 理 に よ っ て 腫 瘍 NIRFが 増 加 し 、 不 活
性 Cy-ア ネ キ シ ン は 、 腫 瘍 に お け る ア ネ キ シ ン の 非 特 異 的 な 蓄 積 に つ い て の 対 照 と し て 役
立 っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
他 の 態 様
　 本 発 明 は そ の 詳 細 な 説 明 に 関 し て 説 明 さ れ た が 、 前 述 の 説 明 は 説 明 す る こ と を 意 図 す る
も の で あ り 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 め ら れ る 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の で は
な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 他 の 局 面 、 利 点 、 お よ び 改 変 は 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ
る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ 】 150 Wの ハ ロ ゲ ン 光 源 、 610～ 650 nmの バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー 、 冷 却 し た CCD、 700
 nmの ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー 、 お よ び 画 像 化 ソ フ ト ウ ェ ア を 備 え た コ ン ピ ュ ー タ ー を 含 む
、 NIRF画 像 化 装 置 の 概 略 図 で あ る 。
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を 用 い た イ ン ビ ボ に お け る 処 理 後 の 腫 瘍 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 検 出 ： 両 側 性 ル イ ス 肺 癌 モ
デ ル



【 図 ２ 】 737 nm/1.5 Wレ ー ザ ー 、 レ ー ザ ー 光 エ ク ス パ ン ダ ー 、 画 像 化 ソ フ ト ウ ェ ア を 備 え
た コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る カ メ ラ コ ン ト ロ ー ラ ー を 介 し て 制 御 さ れ る CCDカ メ ラ 、 水 銀 ラ ン
プ 、 水 銀 ラ ン プ 光 エ ク ス パ ン ダ ー 、 適 切 な フ ィ ル タ ー 、 お よ び 対 象 を 入 れ る た め の 防 光 暗
室 を 含 む 、 NIRF画 像 化 装 置 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 精 製 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5に 対 応 す る 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ゲ ル を 示 す 一 連 の も の で あ り 、 レ ー ン 1は 非 標 識 ア ネ キ シ ン A5（ 約 36 kD
aに お い て バ ン ド が 現 れ た ） 、 レ ー ン 2は ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5、 レ ー ン 3は タ ン パ ク 質 の サ
イ ズ マ ー カ ー で あ る 。 図 3Aは 、 BIO-RAD（ 登 録 商 標 ） 銀 染 色 後 の ゲ ル の 写 真 の 複 製 で あ る
； 図 3Bは 、 同 じ ゲ ル の 近 赤 外 蛍 光 画 像 で あ る ； 図 3Cは 、 図 3Aと 図 3Bの ネ ガ を 重 ね 合 わ せ た
も の で あ る 。
【 図 ４ 】 FACS解 析 に よ る 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る ア ネ キ シ ン  A5-FITC（ 4A） お よ び ア
ネ キ シ ン A5-Cy5.5（ 4B） の 特 異 性 を 比 較 し た 一 連 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る ； ヒ ス ト グ ラ ム の
灰 色 の 部 分 は 、 非 処 理 対 照 Jurkat T細 胞 に 対 応 し 、 白 い 部 分 は 、 カ ン プ ト テ シ ン 処 理 細 胞
に 対 応 す る 。
【 図 ５ 】 非 ア ポ ト ー シ ス T細 胞 お よ び ア ポ ト ー シ ス T細 胞 の 蛍 光 ピ ー ク 高 さ を 比 較 し た 棒 グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 ア ネ キ シ ン A5-FITCお よ び ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5に よ っ て 二 重 標 識 し た 一 連 の ド ッ
ト プ ロ ッ ト で あ る ； 図 6Aは 、 非 処 理 の 対 照 細 胞 が ア ネ キ シ ン A5-FITCお よ び ア ネ キ シ ン A5-
Cy5.5陰 性 の 非 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 高 い 画 分 を 有 す る （ 左 下 の 象 限 92.0％ 、 右 上 7.4％ ） こ
と を 示 す 。 一 方 、 図 6Bに お け る カ ン プ ト テ シ ン 処 理 細 胞 は 、 ア ネ キ シ ン A5-FITCお よ び ア
ネ キ シ ン A5-Cy5.5陽 性 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 高 い 画 分 を 有 す る （ 左 下 の 象 限 36.0％ 、 右 上
58.9％ ） 。
【 図 ７ 】 タ ン パ ク 質 分 子 毎 に 異 な る 比 率 の Cy5.5色 素 を 有 す る ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5を 用 い
た 競 合 ア ッ セ イ 法 に 対 応 す る ヒ ス ト グ ラ ム （ 7A） お よ び 棒 グ ラ フ （ 7B） で あ る 。
【 図 ８ 】 9L-GFP腫 瘍 を 有 す る 処 理 動 物 個 体 お よ び 非 処 理 動 物 個 体 に お い て 測 定 さ れ た NIRF
シ グ ナ ル 強 度 の 時 間 依 存 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 ア ネ キ シ ン A5-Cy5.5を 注 射 し た 2時 間 後 に 、 CPA処 理 し た 両 側 性 ル イ ス 肺 癌 腫 瘍 （
矢 印 ） の 写 真 の 複 製 で あ る 。 9A： 可 視 光 ； 9B： NIRF画 像 。
【 図 １ ０ 】 独 立 し た 実 験 か ら の 2動 物 個 体 を 示 す （ 右 図 お よ び 左 図 ） 、 神 経 膠 肉 腫 腫 瘍 の
一 連 の 8つ の 写 真 の 複 製 で あ る 。 列 A： 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 シ グ ナ ル ； 列 B： 活 性 ア ネ キ シ
ン 5Aの 注 射 前 の NIRF画 像 ； 列 C： 活 性 ア ネ キ シ ン 5Aの 注 射 後 で あ る が 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ
ド 処 理 前 の NIRF画 像 ； 列 D： シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 処 理 後 の NIRF画 像 。
【 図 １ １ 】 化 学 療 法 抵 抗 性 の ル イ ス 肺 癌 腫 瘍 （ CR-LLC） お よ び 化 学 療 法 感 受 性 の ル イ ス 肺
癌 腫 瘍 （ LLC） の 写 真 の 複 製 で あ る 。 11A： 活 性 ア ネ キ シ ン 5Aの 注 射 後 の 可 視 光 画 像 ； 11B
： 11Aの NIRF生 画 像 ； 11C： 白 色 光 画 像 上 に 重 ね ら れ た NIRF強 度 の マ ッ プ ； 11D： 不 活 性 ア
ネ キ シ ン 5Aの 注 射 後 の 癌 の 生 画 像 ； 11E： LLC腫 瘍 の TUNEL解 析 ； 11F： CR-LLC腫 瘍 の TUNEL
解 析 。
【 図 １ ２ 】 NIRFに よ っ て 測 定 さ れ た 、 化 学 療 法 感 受 性 の ル イ ス 肺 癌 腫 瘍 （ LLC） お よ び 化
学 療 法 抵 抗 性 の ル イ ス 肺 癌 腫 瘍 （ CR-LLC） に 対 す る 、 CPAを 用 い た 処 理 の 効 果 を 示 す 棒 グ
ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 化 学 療 法 感 受 性 の Ds Red2ル イ ス 肺 癌 モ デ ル に つ い て の 、 腫 瘍 NIRFシ グ ナ ル 強
度 の 時 間 依 存 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 白 い 棒 グ ラ フ ： シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ CPA） 処 理
／ 不 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン （ n = 3） 。 点 を 施 し た 棒 グ ラ フ ： CPA非 処 理 ／ 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン
V（ n = 6） 。 黒 い 棒 グ ラ フ ： CPA処 理 ／ 活 性 Cy-ア ネ キ シ ン （ n = 6） 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 配 列 表 】
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