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(57)【要約】
　本発明は、ベンゾピリリウム色素とペプチドのような生物学的標的化部分とのコンジュ
ゲートを含んでなる、インビボ光学イメージングのために適したイメージング剤に関する
。また、医薬品組成物及びキット並びにインビボイメージング方法も開示される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類の身体のインビボ光学イメージングのために適したイメージング剤を生体適合性
キャリヤーと共に含んでなる、哺乳類への投与に適した形態の医薬品組成物であって、前
記イメージング剤が下記式Ｉのコンジュゲートを含んでいる医薬品組成物。
［ＢＴＭ］－（Ｌ）n－ＢｚｐM

（Ｉ）
（式中、
ＢＴＭは生物学的標的化部分であり、
ｎは０又は１の値を有する整数であり、
Ｌは式－（Ａ）m－（式中、ｍは１～２０の値を有する整数であり、各Ａは独立に－ＣＲ2

－、－ＣＲ＝ＣＲ－、－Ｃ≡Ｃ－、－ＣＲ2ＣＯ2－、－ＣＯ2ＣＲ2－、－ＮＲＣＯ－、－
ＣＯＮＲ－、－ＮＲ（Ｃ＝Ｏ）ＮＲ－、－ＮＲ（Ｃ＝Ｓ）ＮＲ－、－ＳＯ2ＮＲ－、－Ｎ
ＲＳＯ2－、－ＣＲ2ＯＣＲ2－、－ＣＲ2ＳＣＲ2－、－ＣＲ2ＮＲＣＲ2－、Ｃ4-8シクロヘ
テロアルキレン基、Ｃ4-8シクロアルキレン基、Ｃ5-12アリーレン基又はＣ3-12ヘテロア
リーレン基、或いはアミノ酸、糖又は単分散ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）構成単位
であり、各Ｒは独立にＨ、Ｃ1-4アルキル、Ｃ2-4アルケニル、Ｃ2-4アルキニル、Ｃ1-4ア
ルコキシアルキル及びＣ1-4ヒドロキシアルキルから選択される。）の合成リンカー基で
あり、
ＢｚｐMは下記式ＩＩのベンゾピリリウム色素である。
【化１】

（式中、
Ｙ1は下記式Ｙa又はＹbの基であり、
【化２】

Ｒ1～Ｒ4及びＲ9～Ｒ13はＨ、－ＳＯ3Ｍ
1（式中、各Ｍ1は独立にＨ又はＢcであり、Ｂcは

生体適合性陽イオンである。）、Ｈａｌ、Ｒa及びＣ3-12アリールから独立に選択され、
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Ｒ5はＨ、Ｃ1-4アルキル、Ｃ1-6カルボキシアルキル、Ｃ3-12アリールスルホニル又はＣ
ｌであり、或いは任意にはＲ6、Ｒ14、Ｒ15又はＲ16の１つと共に五員又は六員の不飽和
脂肪族環、不飽和ヘテロ脂肪族環又は芳香環を形成でき、
Ｒ6及びＲ16は独立にＲa基であり、
Ｒ7及びＲ8は独立にＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル又はＣ1-6ヒドロキシアルキル
であり、或いは任意にはＲ9及び／又はＲ10の一方又は両方と共に五員又は六員のＮ含有
複素環又はヘテロアリール環を形成でき、
Ｘは－ＣＲ14Ｒ15－、－Ｏ－、－Ｓ－、－Ｓｅ－、－ＮＲ16－又は－ＣＨ＝ＣＨ－（式中
、Ｒ14～Ｒ16は独立にＲa基である。）であり、
ＲaはＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル、Ｃ1-6カルボキシアルキル又はＣ1-6ヒドロ
キシアルキルであり、
ｗは１又は２であり、
Ｊは生体適合性陰イオンであり、
ＢｚｐMはＲ1～Ｒ16基から選択される１以上のスルホン酸置換基を含むことを条件とする
。））
【請求項２】
　ＢｚｐMが下記式ＩＩａを有する、請求項１記載の組成物。
【化３】

【請求項３】
　ＢｚｐMが下記式ＩＩｂを有する、請求項１記載の組成物。
【化４】

【請求項４】
　ＢｚｐMが２～４のスルホン酸置換基を含む、請求項１乃至請求項３のいずれか１項記
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【請求項５】
　ＢｚｐMが１以上のＣ1-4スルホアルキル置換基を含む、請求項１乃至請求項４のいずれ
か１項記載の組成物。
【請求項６】
　スルホアルキル置換基が式－（ＣＨ2）k－ＳＯ3Ｍ

1（式中、Ｍ1は独立にＨ又はＢcであ
り、ｋは１～４の値を有する整数である。）を有する、請求項５記載の組成物。
【請求項７】
　ｗが１である、請求項１乃至請求項６のいずれか１項記載の組成物。
【請求項８】
　Ｒ5がＨである、請求項１乃至請求項７のいずれか１項記載の組成物。
【請求項９】
　Ｘが－ＣＲ14Ｒ15－である、請求項１乃至請求項８のいずれか１項記載の組成物。
【請求項１０】
　ＢｚｐMが下記式ＩＩＩを有する、請求項１乃至請求項９のいずれか１項記載の組成物
。
【化５】

（式中、Ｙ1、Ｒ1～Ｒ4、Ｒ6、Ｒ14、Ｒ15及びＪは請求項１に定義した通りである。）
【請求項１１】
　下記式ＩＩＩｃ、ＩＩＩｄ又はＩＩＩｅを有する、請求項１記載の組成物。
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【化６】

（式中、
Ｍ1は請求項１に定義した通りであり、
Ｒ17及びＲ18は独立にＣ1-4アルキル及びＣ1-4スルホアルキルから選択され、
Ｒ19はＨ又はＣ1-4アルキルであり、
Ｒ20はＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル又はＣ1-6カルボキシアルキルであり、
Ｒ21はＣ1-4スルホアルキル又はＣ1-6カルボキシアルキルであり、
Ｒ22はＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル又はＣ1-6カルボキシアルキルであり、
Ｘ2、Ｘ3及びＸ4は独立にＨ又はＣ1-4アルキルである。）
【請求項１２】
　ＢＴＭが
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（ｉ）３～１００量体ペプチド、
（ｉｉ）酵素基質、酵素拮抗剤又は酵素阻害剤、
（ｉｉｉ）レセプター結合化合物、
（ｉｖ）オリゴヌクレオチド、及び
（ｖ）オリゴＤＮＡフラグメント又はオリゴＲＮＡフラグメント
から選択される、請求項１乃至請求項１１のいずれか１項記載の組成物。
【請求項１３】
　ＢＴＭが３～１００量体ペプチドである、請求項１２記載の組成物。
【請求項１４】
　下記式ＩＶａ又はＩＶｂを有する、請求項１３記載の組成物。
［ＢｚｐM］－（Ｌ）n－［ＢＴＭ］－Ｚ2　　　　　　　　（ＩＶａ）
Ｚ1－［ＢＴＭ］－（Ｌ）n－［ＢｚｐM］　　　　　　　　（ＩＶｂ）
（式中、
Ｚ1はＢＴＭペプチドのＮ末端に結合していて、Ｈ又はＭIGであり、
Ｚ2はＢＴＭペプチドのＣ末端に結合していて、ＯＨ、ＯＢc（式中、Ｂcは請求項１に定
義した通りである。）又はＭIGであり、
ＭIGは、生体適合性基である代謝抑制基であって、ＢＴＭペプチドの酵素代謝を阻止又は
抑制する基である。）
【請求項１５】
　Ｚ1及びＺ2の各々が独立にＭIGである、請求項１４記載の組成物。
【請求項１６】
　１人の患者用に適した用量を有し、適当な注射器又は容器に入れて供給される、請求項
１乃至請求項１５のいずれか１項記載の組成物。
【請求項１７】
　請求項１乃至請求項１６のいずれか１項記載の医薬品組成物を製造するためのキットで
あって、当該キットは請求項１乃至請求項１５に記載された式Ｉのコンジュゲートを無菌
固体形態で含んでいて、生体適合性キャリヤーの無菌供給物で再構成すれば溶解が起こっ
て所望の医薬品組成物が得られる、キット。
【請求項１８】
　無菌固体形態が凍結乾燥固体である、請求項１７記載のキット。
【請求項１９】
　下記式Ｉのコンジュゲート。
［ＢＴＭ’］－（Ｌ）n－ＢｚｐM

（Ｉ）
（式中、Ｌ及びｎは請求項１に定義した通りであり、ＢｚｐMは請求項１～請求項１１の
いずれか１項に定義した通りであり、ＢＴＭ’は請求項１２又は請求項１３に定義したＢ
ＴＭであると共に合成品である。）
【請求項２０】
　哺乳類の身体のインビボ光学イメージング方法であって、請求項１乃至請求項１６のい
ずれか１項記載の医薬品組成物を用いてインビボでＢＴＭの局在部位の画像を得る段階を
含んでなる方法。
【請求項２１】
　医薬品組成物が前記哺乳類の身体に予め投与されている、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　請求項２１記載の方法であって、
（ｉ）哺乳類の身体内の検査対象組織表面を励起光で照明する段階、
（ｉｉ）ＢｚｐMの励起によって生じるイメージング剤からの蛍光を蛍光検出器を用いて
検出する段階、
（ｉｉｉ）蛍光検出器によって検出された光を任意に濾光して蛍光成分を分離する段階、
及び
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段階
を含んでなる方法。
【請求項２３】
　段階（ｉ）の励起光が連続波（ＣＷ）の性質を有する、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　請求項２１記載の方法であって、
（ａ）不均質組成を有する前記哺乳類の身体の光散乱性生体組織を、所定の経時変動強度
を有する光源からの光に暴露してイメージング剤を励起する段階であって、組織が励起光
を多重散乱させる段階、
（ｂ）前記暴露に応答した組織からの多重散乱発光を検出する段階、
（ｃ）組織内の様々な位置における蛍光特性のレベルにそれぞれ対応する複数の値をプロ
セッサーで確定することにより、発光から組織全体の蛍光特性を定量化する段階であって
、蛍光特性のレベルが組織の不均質組成に応じて変化する段階、及び
（ｄ）段階（ｃ）の値に従って組織の不均質組成のマッピングを行うことで組織の画像を
生成する段階
を含んでなる方法。
【請求項２５】
　光学イメージング方法が蛍光内視鏡検査からなる、請求項２０乃至請求項２４のいずれ
か１項記載の方法。
【請求項２６】
　インビボ光学イメージングが、哺乳類の身体の疾患状態の検出、ステージング、診断、
疾患進行のモニタリング又は治療のモニタリングを支援するために使用される、請求項２
０乃至請求項２５のいずれか１項記載の方法。
【請求項２７】
　哺乳類の身体の疾患状態の検出、ステージング、診断、疾患進行のモニタリング又は治
療のモニタリングを行う方法であって、請求項２０乃至請求項２６のいずれか１項記載の
インビボ光学イメージング方法を含んでなる方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インビボ光学イメージングのために適したイメージング剤であって、ペンゾ
ピリリウム色素とペプチドのような生物学的標的化部分とのコンジュゲートを含んでなる
イメージング剤に関する。また、医薬品組成物及びキット並びにインビボイメージング方
法も開示される。
【背景技術】
【０００２】
　米国特許第６７５０３４６号には、下記式Ａ、Ｂ及びＣのレーザー適合性近赤外（ＮＩ
Ｒ）マーカー色素が開示されている。
【０００３】
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【化１】

式中、
ｎは１、２又は３であり、
Ｒ1～Ｒ14は同一又は異なるものであって、Ｈ、Ｃｌ、Ｂｒ並びに炭素原子数１２以下の
脂肪族基及び単核芳香族基から選択される。これらの基は、置換基として、Ｃ及びＨに加
えて４以下の酸素原子及び０、１若しくは２の窒素原子又は硫黄原子、或いは硫黄原子及
び窒素原子を含み得るか、或いはＨ又は（Ｃ、Ｈ及び２以下のスルホン酸基からなる群か
ら選択される）炭素原子数８以下の置換基の１以上が結合した窒素原子を有するアミノ官
能基を表す。
【０００４】
　米国特許第６７５０３４６号の色素は、好ましくはＲ1～Ｒ14の１以上が可溶化基又は
イオン化基を含むように選択される。かかる基は、シクロデキストリン、糖、ＳＯ3

-、Ｐ
Ｏ3

2-、ＣＯ2
-及びＮＲ3

+を含むと言われている。米国特許第６７５０３４６号は、かか
る色素及びそれから導かれる系（コンジュゲート）が、細胞特性診断のための光学的な（
特に蛍光光学的な）定性及び定量測定方法、バイオセンサー（ポイント・オブ・ケア測定
）並びにゲノム及び小型化技術の探求において使用できることを教示している。典型的な
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かかる用途は、サイトメトリー、細胞選別、蛍光相関分光法（ＦＣＳ）、超高スループッ
トスクリーニング（ＵＨＴＳ）、多色蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳ
Ｈ）並びにマイクロアレイ（遺伝子及びタンパク質チップ）の分野にある。
【０００５】
　米国特許第６９２４３７２号には、下記式Ｄ及びＥの非対称ポリメチン色素が開示され
ている。
【０００６】
【化２】

式中、
ｎは０、１、２又は３であり、
Ｒ1～Ｒ9は同一又は異なるものであって、Ｈ、アルキル、ｔｅｒｔ－アルキル、アリール
、カルボキシアリール、ジカルボキシアリール、ヘテロアリール、シクロアルキル、ヘテ
ロシクロアルキル、アルキルオキシ、アルキルメルカプト（「アルキル」及び「シクロア
ルキル」はオレフィン結合残基も含む）、アリールオキシ、アリールメルカプト、ヘテロ
アリールオキシ、ヘテロアリールメルカプト、ヒドロキシ、ニトロ又はシアノ残基であり
得ると共に、Ｒ1及びＲ2、Ｒ2及びＲ3、Ｒ3及びＲ4、Ｒ5及びＲ7は１以上の脂肪族環、ヘ
テロ脂肪族環又は芳香環を形成し得る。
【０００７】
　米国特許第６９２４３７２号のＲ1～Ｒ9置換基の１以上は、任意には可溶化置換基又は
イオン化置換基（例えば、ＳＯ3

-、ＰＯ3
2-、ＣＯ2Ｈ、ＯＨ、ＮＲ3

+、シクロデキストリ
ン又は糖）であり得るか、或いは任意には色素を別の分子に共有結合させる反応基（例え
ば、イソチオシアネート、ヒドラジン、活性エステル、マレイミド又はヨードアセトアミ
ド）であり得る。式Ｄ及びＥの色素は、細胞特性又はバイオセンサーの診断、通例はサイ
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トメトリー及び細胞選別において有用であるといわれている。
【０００８】
　Ｌｉｓｙ他［Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｏｐｔｉｃｓ，１１（６）０６４０１４（２００６）
］は、近赤外光学イメージング及び標識単球又はマクロファージを用いる腹膜炎の診断方
法を開示している。単球－マクロファージは、色素ＤＹ－６７６（Ｄｙｏｍｉｃｓ　Ｇｍ
ｂＨ）によってインビトロで標識できた。腹膜炎の動物モデルにおいて色素ＤＹ－６７６
自体をインビボで投与すると、腹膜炎の領域で蛍光の増加が生じた。著者らは、単球－マ
クロファージ標識がインビボで起こったと結論づけた。
【０００９】
　Ｌｉｓｙ他［Ｉｎｖｅｓｔ．Ｒａｄｉｏｌ．，４２（４）２３５－２４１（２００７）
］は、蛍光性マグネトソームで標識されたナノ粒子を含むバイモーダル（ＭＲＩ及び光学
）造影剤を開示している。蛍光性マグネトソームナノ粒子は、食作用のプロセスによって
マクロファージを標識するために使用された。マグネトソームを標識するために使用され
た色素は、やはりＤＹ－６７６であった。
【００１０】
　Ｄｙｏｍｉｃｓ　ＧｍｂＨのウェブサイト（ｗｗｗ．ｄｙｏｍｉｃｓ．ｃｏｍ）は、“
Ｖｉｓｕａｌｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ｉｎ　ａ　Ｒａｔ　ｂｙ　Ａ
ｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＹ－６７６　ｉｎ　Ｊｏｉｎｔｓ”と題するＩ．Ｈｉ
ｌｇｅｒの提供画像を含んでいる。それ以上の詳細は示されていない。
【００１１】
　国際公開第２００７／１３９８１５号は、前駆細胞に係るイメージング方法及び治療方
法を開示している。下記に示す式のコンジュゲートが開示されている。
ＡB－Ｘ
式中、
ＡBはＣＤ１３３+Ｆｌｋ１+内皮前駆細胞に結合するビタミン又は類似体を含み、
Ｘは定量化可能なマーカーである。
定量化可能なマーカーは、例えば放射性プローブ又は蛍光性プローブであり得る。好適な
蛍光性プローブは、フルオレセイン、ローダミン、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、フィコエリトリ
ン、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８...、Ｃｙ３、Ｃｙ５
、Ｃｙ７などであると述べられている。国際公開第２００７／１３９８１５号の実施例３
０は、５量体ペプチドリンカー（Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ）を介してフ
ォレートにコンジュゲートされたただ１種のベンゾピリリウム色素（ＤｙＬｉｇｈｔTM　
６８０）を開示している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
　欧州特許出願公開第１２８１４０５号明細書
【発明の概要】
【００１３】
　本発明は、生物学的標的化部分（ＢＴＭ）にコンジュゲートされた特定の部類のベンゾ
ピリリウム色素を含んでなる、インビボ光学イメージングのために適したイメージング剤
を提供する。本発明者らは、かかる共有結合ＢＴＭコンジュゲートの一部として、インビ
ボ光学イメージング用途のために適したスルホン化ベンゾピリリウム色素を確認した。
【００１４】
　本発明のベンゾピリリウム色素（ＢｚｐM）は下記のような性質の組合せを有し、した
がってインビボ光学イメージング用途のために有用である。
（ｉ）生物学的標的化分子（ＢＴＭ）へのコンジュゲーションの可能性、
（ｉｉ）水溶性、
（ｉｉｉ）電磁スペクトルの赤色、遠赤色又は近赤外部分での吸光及び発光、
（ｉｖ）高い吸光係数、
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（ｖｉ）高い光安定性及び輝度、
（ｖｉｉ）血液中における色素及び色素－ＢＴＭコンジュゲートの高い安定性、
（ｖｉｉｉ）インビボでの血液からの迅速なクリアランス、並びに
（ｉｘ）（Ｍｅｔｅｏｒ／Ｄｅｒｅｋ分析による）潜在的に危険な代謝産物の欠如。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　第１の態様では、本発明は、哺乳類の身体のインビボ光学イメージングのために適した
イメージング剤を生体適合性キャリヤーと共に含んでなる、哺乳類への投与に適した形態
の医薬品組成物であって、前記イメージング剤が下記式Ｉのコンジュゲートを含んでいる
医薬品組成物を提供する。
［ＢＴＭ］－（Ｌ）n－ＢｚｐM

（Ｉ）
式中、
ＢＴＭは生物学的標的化部分であり、
ｎは０又は１の値を有する整数であり、
Ｌは式－（Ａ）m－（式中、ｍは１～２０の値を有する整数であり、各Ａは独立に－ＣＲ2

－、－ＣＲ＝ＣＲ－、－Ｃ≡Ｃ－、－ＣＲ2ＣＯ2－、－ＣＯ2ＣＲ2－、－ＮＲＣＯ－、－
ＣＯＮＲ－、－ＮＲ（Ｃ＝Ｏ）ＮＲ－、－ＮＲ（Ｃ＝Ｓ）ＮＲ－、－ＳＯ2ＮＲ－、－Ｎ
ＲＳＯ2－、－ＣＲ2ＯＣＲ2－、－ＣＲ2ＳＣＲ2－、－ＣＲ2ＮＲＣＲ2－、Ｃ4-8シクロヘ
テロアルキレン基、Ｃ4-8シクロアルキレン基、Ｃ5-12アリーレン基又はＣ3-12ヘテロア
リーレン基、或いはアミノ酸、糖又は単分散ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）構成単位
であり、各Ｒは独立にＨ、Ｃ1-4アルキル、Ｃ2-4アルケニル、Ｃ2-4アルキニル、Ｃ1-4ア
ルコキシアルキル及びＣ1-4ヒドロキシアルキルから選択される。）の合成リンカー基で
あり、
ＢｚｐMは下記式ＩＩのベンゾピリリウム色素である。
【００１６】
【化３】

（式中、
Ｙ1は下記式Ｙa又はＹbの基であり、
【００１７】
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【化４】

Ｒ1～Ｒ4及びＲ9～Ｒ13はＨ、－ＳＯ3Ｍ
1（式中、各Ｍ1は独立にＨ又はＢcであり、Ｂcは

生体適合性陽イオンである。）、Ｈａｌ、Ｒa及びＣ3-12アリールから独立に選択され、
Ｒ5はＨ、Ｃ1-4アルキル、Ｃ1-6カルボキシアルキル、Ｃ3-12アリールスルホニル又はＣ
ｌであり、或いは任意にはＲ6、Ｒ14、Ｒ15又はＲ16の１つと共に五員又は六員の不飽和
脂肪族環、不飽和ヘテロ脂肪族環又は芳香環を形成でき、
Ｒ6及びＲ16は独立にＲa基であり、
Ｒ7及びＲ8は独立にＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル又はＣ1-6ヒドロキシアルキル
であり、或いは任意にはＲ9及び／又はＲ10の一方又は両方と共に五員又は六員のＮ含有
複素環又はヘテロアリール環を形成でき、
Ｘは－ＣＲ14Ｒ15－、－Ｏ－、－Ｓ－、－Ｓｅ－、－ＮＲ16－又は－ＣＨ＝ＣＨ－（式中
、Ｒ14～Ｒ16は独立にＲa基である。）であり、
ＲaはＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル、Ｃ1-6カルボキシアルキル又はＣ1-6ヒドロ
キシアルキルであり、
ｗは１又は２であり、
Ｊは生体適合性陰イオンであり、
ＢｚｐMはＲ1～Ｒ16基から選択される１以上のスルホン酸置換基を含むことを条件とする
。）
　「イメージング剤」という用語は、完全な（即ち、無傷の）哺乳類の身体の検査対象領
域のインビボ光学イメージングを行うために適した化合物を意味する。好ましくは、哺乳
類はヒトの患者である。イメージングは侵襲的（例えば、手術中検査又は内視鏡検査）で
あってもよいし、或いは非侵襲的であってもよい。イメージングは、任意には（例えば、
内視鏡器具の生検チャネルを通しての）生検又は（例えば、腫瘍縁の同定による手術処置
中の）腫瘍切除を容易にするために使用できる。
【００１８】
　「光学イメージング」という用語は、緑色乃至近赤外領域（波長５００～１２００ｎｍ
）の光との相互作用に基づいて、疾患の検出、ステージング又は診断、疾患進展の追跡或
いは疾患治療の追跡のための画像を形成する任意の方法を意味する。光学イメージングは
さらに、いかなる装置も使用しない直接可視化並びに各種スコープ、カテーテル及び光学
イメージング装置（例えば、断層撮影表示用のコンピューター支援ハードウェア）のよう
な装置の使用を伴う直接可視化のためのあらゆる方法を包含する。かかるモダリティ及び
測定技法には、特に限定されないが、ルミネセンスイメージング、内視鏡検査、蛍光内視
鏡検査、光学コヒーレンス断層撮影、透過率イメージング、時間分解透過率イメージング
、共焦点イメージング、非線形顕微鏡検査、光音響イメージング、音響光学イメージング
、スペクトル分析、反射スペクトル分析、干渉分析、コヒーレンス干渉分析、拡散光学断
層撮影及び蛍光媒介拡散光学断層撮影（連続波、時間ドメイン及び周波数ドメインシステ
ム）、並びに光の散乱、吸光、偏光、ルミネセンス、蛍光寿命、量子収量及び消光の測定
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がある。これらの技法のさらなる詳細は、Ｔｕａｎ　Ｖｏ－Ｄｉｎｈ（編）：“Ｂｉｏｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｐｈｏｔｏｎｉｃｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ”（２００３），ＣＲＣ　Ｐｒｅ
ｓｓ　ＬＣＣ、Ｍｙｃｅｋ　＆　Ｐｏｇｕｅ（編）：“Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｂｉｏ
ｍｅｄｉｃａｌ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ”（２００３），Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅ
ｒ，Ｉｎｃ．、Ｓｐｌｉｎｔｅｒ　＆　Ｈｏｐｐｅｒ：“Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏ
ｎ　ｔｏ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｏｐｔｉｃｓ”（２００７），ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　
ＬＣＣに示されている。
【００１９】
　緑色乃至近赤外領域の光は、好適には５００～１２００ｎｍ、好ましくは５５０～１０
００ｎｍ、最も好ましくは６００～８００ｎｍの波長を有する。光学イメージング方法は
、好ましくは蛍光内視鏡検査である。第６の態様の哺乳類の身体は、好ましくは人体であ
る。イメージング剤の好ましい実施形態は、第１の態様に関して（上記に）記載した通り
である。特に、使用するＢｚｐM色素は蛍光性であることが好ましい。
【００２０】
　「生体適合性キャリヤー」という用語は、組成物が生理学的に許容され得るようにして
（即ち、毒性又は過度の不快感なしに哺乳類の身体に投与できるようにして）イメージン
グ剤を懸濁又は溶解できる流体（特に液体）を意味する。生体適合性キャリヤーは、好適
には、無菌のパイロジェンフリー注射用水、（有利には注射用の最終生成物が等張性にな
るように平衡させ得る）食塩水のような水溶液、或いは１種以上の張度調整物質（例えば
、生体適合性対イオンを有する血漿陽イオンの塩）、糖（例えば、グルコース又はスクロ
ース）、糖アルコール（例えば、ソルビトール又はマンニトール）、グリコール（例えば
、グリセロール）又は他の非イオン性ポリオール物質（例えば、ポリエチレングリコール
、プロピレングリコールなど）の水溶液のような注射可能なキャリヤー液体である。好ま
しくは、生体適合性キャリヤーはパイロジェンフリー注射用水又は等張食塩水である。
【００２１】
　「コンジュゲート」という用語は、ＢＴＭ、（Ｌ）n基及びＢｚｐM色素が共有結合によ
って結合されていることを意味する。
【００２２】
　式Ｉのコンジュゲートはインビボイメージングのために適するが、それはインビトロ用
途（例えば、生物学的試料中のＢＴＭを定量するアッセイ又は組織試料中のＢＴＭの可視
化）も有し得る。好ましくは、イメージング剤はインビボイメージングのために使用され
る。
【００２３】
　「スルホン酸置換基」という用語は、式－ＳＯ3Ｍ

1（式中、Ｍ1はＨ又はＢcであり、Ｂ
cは生体適合性陽イオンである。）の置換基を意味する。－ＳＯ3Ｍ

1置換基は炭素原子に
共有結合され、炭素原子はアリール（即ち、Ｒ1又はＲ2が－ＳＯ3Ｍ

1である場合のような
スルホアリール）又はアルキル（即ち、スルホアルキル基）であり得る。「生体適合性陽
イオン」（Ｂc）という用語は、イオン化して負に帯電した基（この場合にはスルホネー
ト基）と共に塩を形成する正に帯電した対イオンを意味する。この場合、前記正に帯電し
た対イオンも無毒性であり、したがって哺乳類の身体（特に人体）への投与に適している
。好適な生体適合性陽イオンの例には、アルカリ金属であるナトリウム及びカリウム、ア
ルカリ土類金属であるカルシウム及びマグネシウム、並びにアンモニウムイオンがある。
好ましい生体適合性陽イオンはナトリウム及びカリウムであり、最も好ましくはナトリウ
ムである。
【００２４】
　「生体適合性陰イオン」（Ｊ）という用語は、イオン化して正に帯電した基（この場合
にはインドリニウム基）と共に塩を形成する負に帯電した対イオンを意味する。この場合
、前記負に帯電した対イオンも無毒性であり、したがって哺乳類の身体（特に人体）への
投与に適している。対イオン（Ｊ-）は、モル相当量で存在することでＢｚｐM色素上の正
電荷をバランスさせる陰イオンを表す。電荷をバランスさせる量が存在する限り、陰イオ
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ン（Ｊ）は好適には単一又は複数の電荷を有する。陰イオンは好適には無機酸又は有機酸
から導かれる。好適な陰イオンの例には、塩化物イオン又は臭化物イオンのようなハロゲ
ン化物イオン、硫酸イオン、硝酸イオン、クエン酸イオン、酢酸イオン、リン酸イオン及
びホウ酸イオンがある。好ましい陰イオンは塩化物イオンである。
【００２５】
　「生物学的標的化部分」（ＢＴＭ）という用語は、哺乳類の身体にインビボで投与した
後、前記哺乳類の身体の特定部位に選択的に取り込まれるか又は特定部位に局在する化合
物を意味する。かかる部位は、例えば、特定の疾患状態に関係するものであるか、或いは
器官又は代謝過程がいかに機能しているかを表すものであり得る。生物学的標的化部分は
、好ましくは、線状ペプチド、環状ペプチド又はこれらの組合せであり得る３～１００量
体ペプチド、ペプチド類似体、ペプトイド又はペプチド模倣体、或いは酵素基質、酵素拮
抗剤又は酵素阻害剤、合成レセプター結合化合物、オリゴヌクレオチド、又はオリゴＤＮ
Ａフラグメント若しくはオリゴＲＮＡフラグメントからなる。
【００２６】
　「ペプチド」という用語は、ペプチド結合（即ち、１つのアミノ酸のアミンを別のアミ
ノ酸のカルボキシルに連結するアミド結合）によって連結された（下記に定義するような
）２以上のアミノ酸を含む化合物を意味する。「ペプチド模倣体」又は「模倣体」という
用語は、ペプチド又はタンパク質の生物学的活性を模倣するが、化学的性質がペプチド的
でない（即ち、いかなるペプチド結合（つまり、アミノ酸間のアミド結合）も含まない）
生物学的活性化合物をいう。ここでは、ペプチド模倣体という用語は広い意味で使用され
、性質が完全にはペプチド的でない分子（例えば、プソイドペプチド、セミペプチド及び
ペプトイド）を包含する。「ペプチド類似体」という用語は、下記に記載するような１種
以上のアミノ酸類似体を含むペプチドをいう。“Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉ
ｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃｓ”，Ｍ．Ｇｏｏｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ
，Ｈｏｕｂｅｎ－Ｗｅｙｌ　Ｅ２２ｃ，Ｔｈｉｅｍｅも参照されたい。
【００２７】
　「アミノ酸」という用語は、Ｌ－又はＤ－アミノ酸、アミノ酸類似体（例えば、ナフチ
ルアラニン）或いはアミノ酸模倣体を意味し、これらは天然のもの又は純粋に合成由来の
ものであってよく、光学的に純粋なもの（即ち、単一の鏡像異性体）、したがってキラル
なものであるか、或いは鏡像異性体の混合物であってよい。本明細書中では、アミノ酸に
関する通常の三文字略語又は一文字略語が使用される。好ましくは、本発明のアミノ酸は
光学的に純粋なものである。「アミノ酸模倣体」という用語は、アイソスター（即ち、天
然化合物の立体構造及び電子構造を模倣するように設計されたもの）である天然アミノ酸
の合成類似体を意味する。かかるアイソスターは当業者にとって公知であり、特に限定さ
れないが、デプシペプチド、レトロ－インベルソペプチド、チオアミド、シクロアルカン
又は１，５－二置換テトラゾールを包含する［Ｍ．Ｇｏｏｄｍａｎ，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅ
ｒｓ，２４，１３７（１９８５）を参照されたい］。
【００２８】
　好適な酵素の基質、拮抗剤又は阻害剤には、グルコース及びグルコース類似体（例えば
、フルオロデオキシグルコース）、脂肪酸、或いはエラスターゼ、アンギオテンシンＩＩ
又はメタロプロテイナーゼ阻害剤がある。好ましい非ペプチドのアンギオテンシンＩＩ拮
抗剤はロサルタンである。好適な合成レセプター結合化合物には、エストラジオール、エ
ストロゲン、プロゲスチン、プロゲステロン及び他のステロイドホルモン、ドーパミンＤ
－１又はＤ－２レセプター用リガンド及びトロパンのようなドーパミン輸送体用リガンド
、並びにセロトニンレセプター用リガンドがある。レセプター結合化合物がフォレートで
ある場合、リンカー基は５量体ペプチドＡｓｐ－Ａｒｇ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｃｙｓを含ま
ないことが好ましい。最も好ましくは、レセプター結合化合物はフォレートでない。
【００２９】
　式ＩＩのベンゾピリリウム色素（ＢｚｐM）は、緑色乃至近赤外波長（５００～１２０
０ｎｍ、好ましくは５５０～１０００ｎｍ、さらに好ましくは６００～８００ｎｍ）の光
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好ましくは、ＢｚｐMは蛍光性を有する。
【００３０】
　式Ｉのリンカー基－（Ａ）m－の役割の１つは、ＢｚｐMをＢＴＭの結合部位から遠ざけ
ることにあると想定されている。これが特に重要であるのは、ＢｚｐMが比較的バルキー
であり、したがって不都合な立体相互作用が起こり得るからである。これは、ＢｚｐMが
結合部位から離れて位置する自由を与えるたわみ性（例えば、単純アルキル鎖）及び／又
はＢｚｐMを結合部位から離すように定位させる剛性（例えば、シクロアルキル又はアリ
ールスペーサー）を組み合わせることで達成できる。リンカー基の性質はまた、イメージ
ング剤の生体分布を調整するためにも使用できる。即ち、例えばリンカー中にエーテル基
を導入することは、血漿タンパク質結合を最小限に抑えるために役立つ。－（Ａ）m－が
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）構成単位又は１～１０のアミノ酸残基を有するペプチ
ド鎖からなる場合、リンカー基はインビボでイメージング剤の薬物動態及び血中クリアラ
ンス速度を調整するために機能し得る。かかる「バイオモディファイアー」リンカー基は
、バックグラウンド組織（例えば、筋肉又は肝臓）及び／又は血液からのイメージング剤
のクリアランスを促進することで、バックグラウンド妨害を少なくして一層良好な診断画
像を与えることができる。バイオモディファイアーリンカー基はまた、特定の排泄経路（
例えば、肝臓経由ではなく腎臓経由の排泄）を有利にするためにも使用できる。
【００３１】
　「糖」という用語は、単糖、二糖又は三糖を意味する。好適な糖には、グルコース、ガ
ラクトース、マルトース、マンノース及びラクトースがある。任意には、アミノ酸への容
易なカップリングを可能にするように糖を官能化することができる。即ち、例えばアミノ
酸のグルコサミン誘導体は、ペプチド結合を介して他のアミノ酸にコンジュゲートするこ
とができる。（ＮｏｖａＢｉｏｃｈｅｍ社から商業的に入手できる）アスパラギンのグル
コサミン誘導体はこれの一例である。
【００３２】
【化５】

　式Ｉは、－（Ｌ）n［ＢｚｐM］部分がＢＴＭの任意適宜の位置に結合し得ることを示し
ている。－（Ｌ）n［ＢｚｐM］部分に対して好適なかかる位置は、インビボで活性部位へ
の結合に係わるＢＴＭ部分から離れた位置にあるように選択される。式Ｉの［ＢＴＭ］－
（Ｌ）n部分は、式ＩＩのＢｚｐMの任意適宜の位置に結合し得る。［ＢＴＭ］－（Ｌ）n

－部分は、既存の置換基（例えば、Ｒ1～Ｒ16基の１つ）に取って代わるか、或いはＢｚ
ｐMの既存の置換基に共有結合する。［ＢＴＭ］－（Ｌ）n－部分は、好ましくはＢｚｐM

のカルボキシアルキル置換基を介して結合する。
【００３３】
　本発明の好適なイメージング剤は、ＢｚｐMが下記式ＩＩａ又は式ＩＩｂを有するもの
である。
【００３４】
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【化６】

式中、Ｘ、ｗ、Ｊ及びＲ1～Ｒ13は式ＩＩに関して定義した通りである。
【００３５】
　Ｒ5がＲ6／Ｒ14～Ｒ16の１つと共に五員又は六員の不飽和脂肪族環、不飽和ヘテロ脂肪
族環又は芳香環を形成する場合、好適なかかる芳香環には、フェニル、フラン、チアゾー
ル、ピリジル、ピロール及びピラゾール環がある。好適な不飽和環は、少なくともＲ5が
結合したＣ＝Ｃを含んでいる。
【００３６】
　Ｒ7及び／又はＲ8がＲ9及び／又はＲ10の一方又は両方と共に五員又は六員のＮ含有複
素環又はヘテロアリール環を形成する場合、好適なかかる環には、チアゾール、ピリジル
、ピロール及びピラゾール環並びにこれらの部分水素化変種がある。好ましくは、ピリジ
ル又はジヒドロピリジルである。
【００３７】
　別の実施形態では、式ＩＩｂの色素は、任意にはＲ1～Ｒ4の１以上がＦ又は－（ＣＦ2

）f－Ｆ（色素中、ｆは１～４の値を有する整数である。）であるように選択できる。
【００３８】
　医薬品組成物は、注射器又はカニューレによる溶液の追加及び抜取りを許しながら、無
菌保全性の維持、さらに任意には不活性ヘッドスペースガス（例えば、窒素又はアルゴン
）の維持を可能にする密封容器からなる適当なバイアル又は容器に入れた状態で供給され
る。好ましいかかる容器は、気密蓋を（通例はアルミニウムからなる）オーバーシールと
共にクリンプオン式セプタム封止バイアルである。蓋は、無菌保全性を維持しながら皮下
注射針による１回又は数回の穿刺に適したもの（例えば、クリンプオン式セプタムシール
蓋）である。かかる容器は、（例えば、ヘッドスペースガスの変更又は溶液のガス抜きの
ために）所望される場合には蓋が真空に耐え得ると共に、酸素又は水蒸気のような外部大
気ガスの侵入を許すことなしに減圧のような圧力変化にも耐え得るという追加の利点を有
している。
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【００３９】
　好ましい複数用量容器は、複数の患者用量を含む（例えば、容積１０～３０ｃｍ3の）
単一のバルクバイアルからなり、したがって臨床的状況に合わせて製剤の実用寿命中に様
々な時間間隔で１回分の患者用量を臨床グレードの注射器中に抜き取ることができる。予
備充填注射器は１回分のヒト用量又は「単位用量」を含むように設計され、したがって好
ましくは臨床用に適した使い捨て注射器又は他の注射器である。本発明の医薬品組成物は
、好ましくは１人の患者用に適した用量を有し、上述したような適当な注射器又は容器に
入れて供給される。
【００４０】
　かかる医薬品組成物は、抗菌防腐剤、ｐＨ調整剤、フィラー、安定剤又は重量オスモル
濃度調整剤のような追加賦形剤を任意に含むことができる。「抗菌防腐剤」という用語は
、潜在的に有害な微生物（例えば、細菌、酵母又はかび）の増殖を阻止する薬剤を意味す
る。抗菌防腐剤はまた、使用する用量に応じて多少の殺菌性を示すこともある。本発明の
抗菌防腐剤の主な役割は、医薬品組成物中におけるこのような微生物の増殖を阻止するこ
とである。しかし、抗菌防腐剤は、任意には投与に先立って前記組成物を製造するために
使用されるキットの１種以上の成分中における潜在的に有害な微生物の増殖を阻止するた
めにも使用できる。かかるキットは第２の態様（下記）で記載される。好適な抗菌防腐剤
には、パラベン類（即ち、メチル、エチル、プロピル又はブチルパラベン或いはこれらの
混合物）、ベンジルアルコール、フェノール、クレゾール、セトリミド及びチオメルサー
ルがある。好ましい抗菌防腐剤はパラベン類である。
【００４１】
　「ｐＨ調整剤」という用語は、組成物のｐＨがヒト又は哺乳類への投与のために許容し
得る範囲（およそｐＨ４．０～１０．５）内にあることを保証するために有用な化合物又
は化合物の混合物を意味する。好適なかかるｐＨ調整剤には、トリシン、リン酸塩又はＴ
ＲＩＳ［即ち、トリス（ヒドロキシルメチル）アミノメタン］のような薬学的に許容し得
る緩衝剤、及び炭酸ナトリウム、重炭酸ナトリウム又はこれらの混合物のような薬学的に
許容し得る塩基がある。組成物をキットの形態で使用する場合には、ｐＨ調整剤を任意に
は独立のバイアル又は容器に入れて供給することができ、その結果としてキットのユーザ
ーは多段操作の一部としてｐＨを調整することができる。
【００４２】
　「フィラー」という用語は、製造及び凍結乾燥中における材料の取扱いを容易にするこ
とができる薬学的に許容し得る増量剤を意味する。好適なフィラーには、塩化ナトリウム
のような無機塩、及びスクロース、マルトース、マンニトール又はトレハロースのような
水溶性糖又は糖アルコールがある。
【００４３】
　第１の態様の医薬品組成物は、無菌製造条件下で（即ち、クリーンルーム内で）製造し
て所望の無菌で非発熱性の生成物を得ることができる。基本構成部分、特に関連する試薬
並びにイメージング剤に接触する装置部品（例えば、バイアル）は無菌であることが好ま
しい。かかる構成部分及び試薬は、無菌濾過或いは（例えば、γ線照射、オートクレーブ
処理、乾熱又は（例えば、エチレンオキシドによる）化学処理を用いる）終末滅菌をはじ
めとする、当技術分野で公知の方法によって滅菌できる。一部の構成部分を予め滅菌して
おけば、最小数の操作を実施すれば済むので好ましい。しかし、予防策として、医薬品組
成物の製造における最終段階として少なくとも無菌濾過段階を含めることが好ましい。
【００４４】
　第１の態様の医薬品組成物は、好ましくは第２の態様に関して下記に記載するようなキ
ットから製造される。
【００４５】
　好ましい特徴
　イメージング剤の分子量は、好適には３００００ダルトン以下である。好ましくは、分
子量は１０００～２００００ダルトンの範囲内にあり、最も好ましくは２０００～１８０
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００ダルトンの範囲内にあり、２５００～１６０００ダルトンが特に好ましい。
【００４６】
　ＢＴＭは合成品又は天然品であり得るが、好ましくは合成品である。「合成品」という
用語はそれの通常の意味を有し、即ち、天然の供給源（例えば、哺乳類の身体）から単離
されるものではなく人造のものを意味する。かかる化合物は、それの製造及び不純物プロ
ファイルを完全に制御できるという利点を有している。したがって、天然由来のモノクロ
ーナル抗体及びそのフラグメントは、本明細書中で使用する「合成品」という用語の範囲
外にある。
【００４７】
　ＢＴＭは、好ましくは３～１００量体ペプチド、酵素基質、酵素拮抗剤及び酵素阻害剤
から選択される。ＢＴＭは、最も好ましくは３～１００量体ペプチド又はペプチド類似体
である。ＢＴＭがペプチドである場合、それは好ましくは４～３０量体ペプチドであり、
最も好ましくは５～２８量体ペプチドである。
【００４８】
　式Ｉの［ＢＴＭ］－（Ｌ）n－部分は、好ましくは式ＩＩのＢｚｐMのＲ5、Ｒ6、Ｒ14、
Ｒ15又はＲ16の位置、さらに好ましくはＲ6、Ｒ14、Ｒ15又はＲ16の位置、最も好ましく
はＲ6、Ｒ14又はＲ15の位置に結合している。結合を容易にするため、関連するＲ5、Ｒ6

、Ｒ14、Ｒ15又はＲ16置換基は好ましくはＣ1-6カルボキシアルキル、さらに好ましくは
Ｃ3-6カルボキシアルキルであり、カルボキシ基は活性エステルとして使用される。
【００４９】
　ベンゾピリリウム色素（ＢｚｐM）は、好ましくは２以上のスルホン酸置換基、さらに
好ましくは２～６のスルホン酸置換基、最も好ましくは２～４のスルホン酸置換基を有す
る。好ましくは、スルホン酸置換基の少なくとも１つはＣ1-4スルホアルキル基である。
かかるスルホアルキル基は、好ましくは式ＩＩのＲ6、Ｒ7、Ｒ8、Ｒ14、Ｒ15又はＲ16の
位置にあり、さらに好ましくはＲ6、Ｒ7、Ｒ8、Ｒ14又はＲ15の位置にあり、最も好まし
くはＲ7及びＲ8の一方又は両方と共にＲ6の位置にある。式ＩＩのスルホアルキル基は、
好ましくは式－（ＣＨ2）kＳＯ3Ｍ

1（式中、Ｍ1はＨ又はＢcであり、ｋは１～４の値を有
する整数であり、Ｂcは（上記に定義したような）生体適合性陽イオンである。）を有す
る。ｋは好ましくは３又は４である。
【００５０】
　式ＩＩ中、ｗは好ましくは１である。Ｒ5は好ましくはＨ又はＣ1-4カルボキシアルキル
であり、最も好ましくはＨである。Ｘは好ましくは－ＣＲ14Ｒ15－又は－ＮＲ16－であり
、最も好ましくは－ＣＲ14Ｒ15－である。
【００５１】
　好ましいＢｚｐM色素は下記式ＩＩＩを有する。
【００５２】
【化７】

式中、Ｙ1、Ｒ1～Ｒ4、Ｒ6、Ｒ14、Ｒ15及びＪは式ＩＩに関して定義した通りである。
【００５３】
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　式ＩＩＩの好適な色素は、下記式ＩＩＩａ又はＩＩＩｂを有する。
【００５４】
【化８】

　式ＩＩＩ、ＩＩＩａ及びＩＩＩｂの好ましいＲ1～Ｒ4及びＲ6～Ｒ13基は、式ＩＩａ及
びＩＩｂに関して上記に定義した通りである。式ＩＩＩ、ＩＩＩａ及びＩＩＩｂ中、Ｒ14

及びＲ15は好ましくは一方がＲb基でありかつ他方がＲc基であるように選択される。Ｒb

はＣ1-2アルキル、最も好ましくはメチルである。ＲcはＣ1-4アルキル、Ｃ1-6カルボキシ
アルキル又はＣ1-4スルホアルキル、好ましくはＣ3-6カルボキシアルキル又は－（ＣＨ2

）kＳＯ3Ｍ
1（式中、ｋは３又は４であるように選択される。）である。

【００５５】
　好ましくは、式ＩＩＩの色素は、ＢＴＭへの容易な共有結合を可能にするためにＣ1-6

カルボキシアルキル置換基を有する。
【００５６】
　式ＩＩ又はＩＩＩ中、Ｒ7及び／又はＲ8がＲ9及び／又はＲ10の一方又は両方と共に五
員又は六員のＮ含有複素環又はヘテロアリール環を形成する場合、好ましいかかる環はピ
リジル又はジヒドロピリジルである。Ｒ8基がＲ10と共に環化された好ましいかかるＹ1基
は、下記式Ｙcを有する。
【００５７】
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【化９】

Ｒ7及びＲ8基の両方が環化された好ましいかかるＹ1基は、下記式Ｙdを有する。
【００５８】
【化１０】

式中、Ｒ7、Ｒ9及びＲ11～Ｒ13は上記に定義した通りであり、各Ｘ1は独立にＨ又はＣ1-4

アルキルである。
【００５９】
　式Ｙc中、好ましくは下記の通りである。
各Ｘ1はＣＨ3であり、
Ｒ9＝Ｒ11＝Ｈであり、
Ｒ12はＨであり、
Ｒ12はＣＨ3又は－Ｃ（ＣＨ3）3、さらに好ましくは－Ｃ（ＣＨ3）3である。
【００６０】
　式Ｙd中、好ましくは下記の通りである。
Ｒ9はＨであり、
Ｒ12はＨであり、
Ｒ12は好ましくはＣＨ3又は－Ｃ（ＣＨ3）3、さらに好ましくは－Ｃ（ＣＨ3）3である。
【００６１】
　式ＩＩＩの－ＮＲ7Ｒ8基は下記のいずれかであることが好ましい。
（ｉ）この基は開鎖形態にある。即ち、Ｒ7／Ｒ8基はＲ9／Ｒ10の一方又は両方と共に環
化されていない。好ましいかかるＲ7及びＲ8基は、Ｃ1-4アルキル及びＣ1-4スルホアルキ
ルから独立に選択され、最も好ましくはエチル及びＣ3-4スルホアルキルから独立に選択
される。
（ｉｉ）この基は環化されて、式Ｙc又はＹd、さらに好ましくは式Ｙcの環状Ｙ1置換基を
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生じる。
開鎖形態（ｉ）が最も好ましい。
【００６２】
　式ＩＩＩの特に好ましい色素は、下記式ＩＩＩｃ、ＩＩＩｄ又はＩＩＩｅを有する。
【００６３】
【化１１】

式中、
Ｍ1及びＪは上記に定義した通りであり、
Ｒ17及びＲ18はＣ1-4アルキル及びＣ1-4スルホアルキルから独立に選択され、
Ｒ19はＨ又はＣ1-4アルキルであり、
Ｒ20はＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル又はＣ1-6カルボキシアルキルであり、
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Ｒ22はＣ1-4アルキル、Ｃ1-4スルホアルキル又はＣ1-6カルボキシアルキルであり、
Ｘ2，Ｘ3及びＸ4は独立にＨ又はＣ1-4アルキルである。
式ＩＩＩｄ、ＩＩＩｅ及びＩＩＩｆの色素は、好ましくはＲ20～Ｒ22の１以上がＣ1-4ス
ルホアルキルであるように選択される。
【００６４】
　式ＩＩＩｄの好ましい特定の色素は、次式のＤＹ－６３１及びＤＹ－６３３である。
【００６５】
【化１２】

　式ＩＩＩｅの好ましい特定の色素は、次式のＤＹ－６５２である。
【００６６】
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【化１３】

　好ましい特定の色素はＤＹ－６３１及びＤＹ－６５２であり、ＤＹ－６５２が最も好ま
しい。
【００６７】
　ＢＴＭがペプチドである場合、好ましいかかるペプチドには以下のものがある。
－ソマトスタチン、オクトレオチド及び類似体。
－ＳＴレセプターに結合するペプチド（ここで、ＳＴとは大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及び他
の微生物によって産生される耐熱性毒素をいう。）。
－ラミニンフラグメント、例えば、ＹＩＧＳＲ、ＰＤＳＧＲ、ＩＫＶＡＶ、ＬＲＥ及びＫ
ＣＱＡＧＴＦＡＬＲＧＤＰＱＧ。
－白血球集積部位を標的化するためのＮ－ホルミルペプチド。
－血小板第４因子（ＰＦ４）及びそれのフラグメント。
－例えば血管形成を標的化し得るＲＧＤ（Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ）含有ペプチド［Ｒ．
Ｐａｓｑｕａｌｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９９７　Ｊｕ
ｎ；１５（６）：５４２－６］、［Ｅ．Ｒｕｏｓｌａｈｔｉ，Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｔ．１
９９７　Ｍａｙ；５１（５）：１４１３－７］。
－α2－抗プラスミン、フィブロネクチン、β－カゼイン、フィブリノーゲン又はトロン
ボスポンジンのペプチドフラグメント。α2－抗プラスミン、フィブロネクチン、β－カ
ゼイン、フィブリノーゲン又はトロンボスポンジンのアミノ酸配列は、以下の参考文献中
に見出すことができる。α2－抗プラスミン前駆体［Ｍ．Ｔｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｂｉｏｃｈｅｍ，１０２，１０３３（１９８７）］、β－カゼイン［Ｌ．Ｈａｎｓｓｏｎ
　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｅ，１３９，１９３（１９９４）］、フィブロネクチン［Ａ．Ｇｕ
ｔｍａｎ　ｅｔ　ａｌ，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，２０７，１４５（１９９６）］、トロン
ボスポンジン１前駆体［Ｖ．Ｄｉｘｉｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８３，５４４９（１９８６）］、Ｒ．Ｆ．Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ａｎ
ｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，５３，１９５（１９８４）。
－アンギオテンシンＩＩ：Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－
Ｐｈｅ（Ｅ．Ｃ．Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，１９７９
，Ｖｏｌ　２２，９，１０３８－１０４４）及び［Ｓａｒ，Ｉｌｅ］アンギオテンシンＩ
Ｉ：Ｓａｒ－Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ（Ｒ．Ｋ．Ｔｕ
ｒｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９７２，１７７，１２０３）のようなアン
ギオテンシンの基質又は阻害剤であるペプチド。
－アンギオテンシンＩ：Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｐ
ｈｅ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ。
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【００６８】
　ＢＴＭがペプチドである場合、ペプチドの一方又は両方の末端（好ましくは両方の末端
）に代謝抑制基（ＭIG）がコンジュゲートされる。このようにして両方のペプチド末端を
保護することは、インビボイメージング用途のために重要である。さもないと、急速な代
謝の結果としてＢＴＭペプチドに対する選択的結合親和性が失われると予想されるからで
ある。「代謝抑制基（ＭIG）」という用語は、アミノ末端又はカルボキシ末端におけるＢ
ＴＭペプチドの酵素（特にカルボキシペプチダーゼのようなペプチダーゼ）代謝を阻止又
は抑制する生体適合性基を意味する。かかる基はインビボ用途のために特に重要であって
、これらは当業者にとって公知であり、好適にはペプチドアミン末端に関してはＮ－アシ
ル化基－ＮＨ（Ｃ＝Ｏ）ＲG（式中、アシル基－（Ｃ＝Ｏ）ＲGはＣ1-6アルキル基及びＣ3

-10アリール基から選択されるＲGを有するか、或いはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
構成単位を含む。）から選択される。好適なＰＥＧ基は、リンカー基（Ｌ）に関して下記
に記載される。好ましいかかるＰＥＧ基は、式Ｂｉｏ１又はＢｉｏ２（下記）のバイオモ
ディファイアーである。好ましいかかるアミノ末端ＭIG基はアセチル、ベンジルオキシカ
ルボニル又はトリフルオロアセチルであり、最も好ましくはアセチルである。
【００６９】
　ペプチドカルボキシル末端に関して好適な代謝抑制基には、カルボキサミド、ｔｅｒｔ
－ブチルエステル、ベンジルエステル、シクロヘキシルエステル、アミノアルコール及び
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）構成単位がある。ＢＴＭペプチドのカルボキシ末端ア
ミノ酸残基にとって好適なＭIG基は、アミノ酸残基の末端アミンをＣ1-4アルキル基（好
ましくはメチル基）でＮ－アルキル化したものである。好ましいかかるＭIG基はカルボキ
サミド又はＰＥＧであり、最も好ましいかかる基はカルボキサミドである。
【００７０】
　いずれか一方又は両方のペプチド末端がＭIG基で保護された場合、－（Ｌ）n［ＢｚｐM

］部分はＭIG基に任意に結合できる。好ましくは、少なくとも一方のペプチド末端はＭIG

基を有しておらず、その位置に－（Ｌ）n［ＢｚｐM］部分が結合することでそれぞれ下記
式ＩＶａ又はＩＶｂの化合物が得られる。
［ＢｚｐM］－（Ｌ）n－［ＢＴＭ］－Ｚ2　　　　　　　　（ＩＶａ）
Ｚ1－［ＢＴＭ］－（Ｌ）n－［ＢｚｐM］　　　　　　　　（ＩＶｂ）
式中、
Ｚ1はＢＴＭペプチドのＮ末端に結合していて、Ｈ又はＭIGであり、
Ｚ2はＢＴＭペプチドのＣ末端に結合していて、ＯＨ、ＯＢc（式中、Ｂcは（上記に定義
したような）生体適合性陽イオンである。）又はＭIGである。
【００７１】
　式ＩＶａ及びＩＶｂ中、Ｚ1及びＺ2は好ましくは共に独立にＭIGである。Ｚ1及びＺ2に
とって好ましいかかるＭIG基は、ペプチド末端に関して上記に記載した通りである。いず
れかのペプチド末端におけるＢＴＭペプチドの代謝抑制はこのように－（Ｌ）n［ＢｚｐM

］部分を結合することによっても達成できるが、－（Ｌ）n［ＢｚｐM］自体は本発明のＭ
IGの定義範囲外にある。
【００７２】
　ＢＴＭペプチドは、任意には、ＢｚｐMの容易なコンジュゲーションのために適した側
鎖を有しかつリンカー基（Ｌ）のＡ残基の一部をなす１以上の追加アミノ酸残基を含み得
る。好適なかかるアミノ酸残基には、アミン官能化ＢｚｐM色素とのコンジュゲーション
のためのＡｓｐ又はＧｌｕ残基、或いはカルボキシ官能化又は活性エステル官能化Ｂｚｐ
M色素とのコンジュゲーションのためのＬｙｓ残基がある。ＢｚｐMのコンジュゲーション
のための追加アミノ酸残基は、好適にはＢＴＭペプチドの結合領域から離れて位置してお
り、好ましくはＣ末端又はＮ末端に位置している。好ましくは、コンジュゲーションのた
めのアミノ酸残基はＬｙｓ残基である。
【００７３】
　合成リンカー基（Ｌ）が存在する場合、それは好ましくは［ＢＴＭ］及びＢｚｐMへの
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コンジュゲーションを容易にする末端官能基を含む。好適なかかる基（Ｑa）を以下に記
載する。Ｌが１～１０のアミノ酸残基を有するペプチド鎖からなる場合、アミノ酸残基は
好ましくはグリシン、リシン、アルギニン、アスパラギン酸、グルタミン酸及びセリンか
ら選択される。ＬがＰＥＧ部分からなる場合、それは好ましくは下記式Ｂｉｏ１又はＢｉ
ｏ２の単分散ＰＥＧ様構造のオリゴマー化で導かれる単位を含む。
【００７４】
【化１４】

かかるＰＥＧ様構造は、式Ｂｉｏ１（式中、ｐは１～１０の整数である。）の１７－アミ
ノ－５－オキソ－６－アザ－３，９，１２，１５－テトラオキサヘプタデカン酸であり得
る。別法として、式Ｂｉｏ２のプロピオン酸誘導体に基づくＰＥＧ様構造も使用できる。
【００７５】
【化１５】

式中、ｐは式Ｂｉｏ１に関して定義した通りであり、ｑは３～１５の整数である。式Ｂｉ
ｏ２中、ｐは好ましくは１又は２であり、ｑは好ましくは５～１２である。
【００７６】
　リンカー基がＰＥＧ又はペプチド鎖からなってない場合、好ましいＬ基は、２～１０の
原子、最も好ましくは２～５の原子、特に好ましくは２又は３の原子を含む－（Ａ）m－
部分を構成する結合原子の主鎖を有している。２つの原子を含む最小リンカー基主鎖は、
いかなる望ましくない相互作用も最小限に抑えられるようにＢｚｐMを十分に引き離すと
いう利点を与える。
【００７７】
　商業的に入手できないＢＴＭペプチドは、Ｐ．Ｌｌｏｙｄ－Ｗｉｌｌｉａｍｓ，Ｆ．Ａ
ｌｂｅｒｉｃｉｏ　ａｎｄ　Ｅ．Ｇｉｒａｌｄ；Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈｅ
ｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，１９９７に記載されているような固相ペプチド合成法によ
って合成できる。
【００７８】
　イメージング剤は次のようにして製造できる。
【００７９】
　ＢＴＭに対するＢｚｐMのコンジュゲーションを容易にするため、ＢｚｐMには好適には
反応性官能基（Ｑa）が結合されている。Ｑa基は、ＢＴＭの相補的な官能基と反応するこ
とでＢｚｐMとＢＴＭとの間に共有結合を形成するように設計されている。ＢＴＭの相補
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的な官能基は、ＢＴＭの固有部分であってもよいし、或いは当技術分野で公知のように二
官能性基での誘導体化の使用によって導入してもよい。表１は、反応基及びその相補的な
対応基を示している。
【００８０】
【表１】

　「活性化エステル」又は「活性エステル」という用語は、良好な脱離基であり、したが
ってアミンのような求核性化合物との一層容易な反応を可能にするように設計されたカル
ボン酸のエステル誘導体を意味する。好適な活性エステルの例は、Ｎ－ヒドロキシスクシ
ンイミド（ＮＨＳ）、ペンタフルオロフェノール、ペンタフルオロチオフェノール、ｐ－
ニトロフェノール及びヒドロキシベンゾトリアゾールである。好ましい活性エステルは、
Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド又はペンタフルオロフェノールエステルである。
【００８１】
　タンパク質、ペプチド、核酸、炭水化物などのＢＴＭ中に存在する官能基の例には、ヒ
ドロキシ、アミノ、スルフヒドリル、カルボニル（アルデヒド及びケトンを含む）並びに
チオホスフェートがある。好適なＱa基は、カルボキシル、活性化エステル、イソチオシ
アネート、マレイミド、ハロアセトアミド、ヒドラジド、ビニルスルホン、ジクロロトリ
アジン及びホスホラミダイトから選択できる。好ましくは、Ｑaはカルボン酸の活性化エ
ステル、イソチオシアネート、マレイミド又はハロアセトアミドである。
【００８２】
　相補基がアミン又はヒドロキシルである場合、Ｑaは好ましくは活性化エステルであり
、好ましいかかるエステルは上記のに記載した通りである。ＢｚｐM上の好ましいかかる
置換基は、５－カルボキシペンチル基の活性化エステルである。相補基がチオールである
場合、Ｑaは好ましくはマレイミド又はヨードアセトアミドである。
【００８３】
　色素を生物学的分子にコンジュゲートするための一般的方法は、Ｌｉｃｈａ他［Ｔｏｐ
ｉｃｓ　Ｃｕｒｒ．Ｃｈｅｍ．，２２２，１－２９（２００２）；Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄ
ｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．，５７，１０８７－１１０８（２００５）］によって記載されている
。本発明で使用するためのペプチド、タンパク質及びオリゴヌクレオチド基質は、末端位
置で標識することができ、或いは別法として１以上の内部位置で標識することができる。
蛍光色素標識試薬を用いるタンパク質標識の総説及び例に関しては、“Ｎｏｎ－Ｒａｄｉ
ｏａｃｔｉｖｅ　Ｌａｂｅｌｌｉｎｇ，ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉ
ｏｎ”，Ｇａｒｍａｎ，Ａ．Ｊ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９７、及び“Ｂ
ｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　－　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｕｐｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑ
ｕｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ”，Ａｓｌａｍ，Ｍ
．ａｎｄ　Ｄｅｎｔ，Ａ．，Ｍａｃｍｉｌｌａｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｌｔｄ．（１９
９８）を参照されたい。合成ペプチドにおいて部位特異的標識を達成するためのプロトコ
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ルが利用できる。例えば、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ．Ｔ．，“Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ”，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９６）を参照されたい
。
【００８４】
　好ましくは、イメージング剤の製造方法は、
（ｉ）ＢＴＭのアミン官能基を式Ｊ1－（Ｌ）n－［ＢｚｐM］の化合物と反応させるか、
（ｉｉ）ＢＴＭのカルボン酸又は活性化エステル官能基を式Ｊ2－（Ｌ）n－［ＢｚｐM］
の化合物と反応させるか、或いは
（ｉｉｉ）ＢＴＭのチオール官能基を式Ｊ3－（Ｌ）n－［ＢｚｐM］の化合物と反応させ
る
ことを含んでいる。式中、
ＢＴＭ、ＭIG、Ｌ、ｎ及びＢｚｐMは上記に定義した通りであり、
Ｊ1はカルボン酸基、活性化エステル基、イソチオシアネート基又はチオシアネート基で
あり、
Ｊ2はアミン基であり、
Ｊ3はマレイミド基である。
【００８５】
　Ｊ2は、好ましくは第一又は第二アミン基であり、最も好ましくは第一アミン基である
。段階（ｉｉｉ）では、ＢＴＭのチオール基は好ましくはシステイン残基に由来する。
【００８６】
　段階（ｉ）～（ｉｉｉ）では、ＢＴＭはＢｚｐM誘導体と反応する可能性がある他の官
能基を任意に有し得るが、これらは所望の部位のみで化学反応が選択的に起こるように適
当な保護基で保護される。「保護基」という用語は、望ましくない化学反応を阻止又は抑
制するが、分子の残部を変質させない程度に温和な条件下で問題の官能基から脱離させ得
るのに十分な反応性を有するように設計された基を意味する。脱保護後には所望の生成物
が得られる。アミン保護基は当業者にとって公知であり、好適にはＢｏｃ（ここでＢｏｃ
はｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニルである。）、Ｆｍｏｃ（ここでＦｍｏｃはフルオレ
ニルメトキシカルボニルである。）、トリフルオロアセチル、アリルオキシカルボニル、
Ｄｄｅ［即ち、１－（４，４－ジメチル－２，６－ジオキソシクロヘキシリデン）エチル
］及びＮｐｙｓ（即ち、３－ニトロ－２－ピリジンスルフェニル）から適宜に選択される
。好適なチオール保護基は、Ｔｒｔ（トリチル）、Ａｃｍ（アセトアミドメチル）、ｔ－
Ｂｕ（ｔｅｒｔ－ブチル）、ｔｅｒｔ－ブチルチオ、メトキシベンジル、メチルベンジル
及びＮｐｙｓ（３－ニトロ－２－ピリジンスルフェニル）である。さらに他の保護基の使
用は、‘Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ’，Ｔｈｅｏｄｏｒａ　Ｗ．Ｇｒｅｅｎｅ　ａｎｄ　Ｐｅｔｅｒ　Ｇ．Ｍ．Ｗｕｔｓ
（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９１）に記載されている。好ましいアミン
保護基はＢｏｃ及びＦｍｏｃであり、最も好ましくはＢｏｃである。好ましいチオール保
護基はＴｒｔ及びＡｃｍである。
【００８７】
　ＢＴＭへのコンジュゲーションに適するように官能化されたベンゾピリリウム色素（Ｂ
ｚｐM）は、Ｄｙｏｍｉｃｓ社（Ｄｙｏｍｉｃｓ　ＧｍｂＨ、Ｗｉｎｚｅｒｌａｅｒ　Ｓ
ｔｒ．２Ａ、Ｄ－０７７４５　Ｊｅｎｅ、ドイツ、ｗｗｗ．ｄｙｏｍｉｃｓ．ｃｏｍ）か
ら商業的に入手できる。この場合、反応性官能基（Ｑa）はＮＨＳエステル、マレイミド
、アミノ又はカルボン酸である。ベンゾピリリウム色素の合成のために適した前駆体は、
米国特許第５４０５９７６号に記載されたようにして製造することもできる。光学レポー
ター色素をアミノ酸及びペプチドにコンジュゲートする方法は、Ｌｉｃｈａ（上記参照）
並びにＦｌａｎａｇａｎ他［Ｂｉｏｃｏｎｊ．Ｃｈｅｍ．，８，７５１－７５６（１９９
７）］、Ｌｉｎ他［ｉｂｉｄ，１３，６０５－６１０（２００２）］及びＺａｈｅｅｒ［
Ｍｏｌ．Ｉｍａｇｉｎｇ，１（４），３５４－３６４（２００２）］によって記載されて
いる。リンカー基（Ｌ）をＢＴＭにコンジュゲートする方法は、色素のみをコンジュゲー
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トする方法（上記参照）と類似の化学作用を使用し、当技術分野で公知である。
【００８８】
　第２の態様では、本発明は、第１の態様の医薬品組成物を製造するためのキットであっ
て、当該キットは式１のコンジュゲートを無菌固体形態で含んでおり、生体適合性キャリ
ヤーの無菌供給物で再構成すれば溶解が起こって所望の医薬品組成物が得られるキットを
提供する。「コンジュゲート」及び「生体適合性キャリヤー」並びにこれらの好ましい実
施形態は、第１の態様に関して記載した通りである。
【００８９】
　キットに関しては、コンジュゲート及び上述したような他の任意賦形剤は、凍結乾燥粉
末として適当なバイアル又は容器に入れて供給できる。かかる粉末は、次いで所望の生体
適合性キャリヤーを用いて再構成することで、哺乳類への投与が可能な無菌で非発熱性の
形態の医薬品組成物を与えるように設計されている。
【００９０】
　コンジュゲートの好ましい無菌固体形態は凍結乾燥固体である。無菌固体形態は、好ま
しくは医薬品組成物に関して（上記に）記載したような医薬品用容器に入れて供給される
。キットを凍結乾燥する場合、配合物は糖類（好ましくはマンニトール、マルトース及び
トリシン）から選択される凍結保護剤を任意に含むことができる。
【００９１】
　第３の態様では、本発明は下記式Ｉのコンジュゲートを提供する。
［ＢＴＭ’］－（Ｌ）n－ＢｚｐM

（Ｉ）
式中、Ｌ及びｎは第１の態様に関して定義した通りであり、ＢｚｐMは上記に定義した式
ＩＩを有し、ＢＴＭ’は第１の態様に関して定義したＢＴＭであると共に、合成品であり
、
（ｉ）３～１００量体ペプチド、
（ｉｉ）酵素基質、酵素拮抗剤又は酵素阻害剤、
（ｉｉｉ）レセプター結合化合物、
（ｉｖ）オリゴヌクレオチド、及び
（ｖ）オリゴＤＮＡフラグメント又はオリゴＲＮＡフラグメント
から選択される。
【００９２】
　「合成品」という用語は上記に示した定義を有する。コンジュゲート中の式ＩＩのＢｚ
ｐMの好ましい実施形態は、第１の態様に関して上記に記載した通りである。（ｉ）～（
ｖ）のＢＴＭ’の好ましい態様は、これらのタイプのＢＴＭに関して第１の態様で記載し
た通りである。ＢＴＭ’は好ましくは３～１００量体ペプチドである。
【００９３】
　第３の態様のコンジュゲートは、本発明のイメージング剤医薬品組成物の製造に際して
有用である。かかるコンジュゲートは第１の態様に記載したようにして製造できる。
【００９４】
　第４の態様では、本発明は、哺乳類の身体のインビボ光学イメージング方法であって、
第１の態様の医薬品組成物を用いてインビボでＢＴＭ局在部位の画像を得ることを含んで
なる方法を提供する。
【００９５】
　「光学イメージング」という用語は、第１の態様に関して（上記に）定義した通りであ
る。
【００９６】
　第４の態様の方法では、イメージング剤医薬品組成物は好ましくは前記哺乳類の身体に
予め投与されている。「予め投与されている」とは、臨床医の関与の下でイメージング剤
を例えば静脈内注射によって患者に投与する段階がイメージングに先立って既に実施され
ていることを意味する。この実施形態は、ＢＴＭが関係している哺乳類の身体の疾患状態
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のインビボ光学イメージング用の診断剤を製造するために、第１の態様で定義したコンジ
ュゲートを使用することを含んでいる。
【００９７】
　第４の態様の好ましい光学イメージング方法は、蛍光反射イメージング（ＦＲＩ）であ
る。ＦＲＩでは、本発明のイメージング剤を診断すべき被験体に投与し、次いで被験体の
組織表面を励起光（通常は連続波（ＣＷ）励起）で照明する。光はイメージング剤のＢｚ
ｐM色素を励起する。励起光によって生じるイメージング剤からの蛍光を、蛍光検出器を
用いて検出する。好ましくは、戻る光を濾光することで蛍光成分を（単独に又は部分的に
）分離する。蛍光から画像を形成する。通常、最小限の処理が実施され（寿命、量子収量
などの光学パラメーターを計算するためのプロセッサーは使用されない）、画像は蛍光強
度をマップする。イメージング剤は、疾患領域に集中して高い蛍光強度を生み出すように
設計されている。したがって、疾患領域は蛍光強度画像中に正のコントラストを生み出す
。画像は好ましくはＣＣＤカメラ又はチップを用いて取得される結果、リアルタイムイメ
ージングが可能である。
【００９８】
　励起用の波長は使用する特定のＢｚｐM色素に応じて変化するが、本発明の色素に関し
ては通例５００～１２００ｎｍの範囲内にある。励起光を発生するための装置は、レーザ
ー（例えば、イオンレーザー、色素レーザー又は半導体レーザー）、ハロゲン光源或いは
キセノン光源のような通常の励起光源であり得る。任意には、各種の光学フィルターを用
いて最適の励起波長を得ることができる。好ましいＦＲＩ方法は下記の段階を含んでいる
。即ち、
（ｉ）哺乳類の身体内の検査対象組織表面を励起光で照明する段階、
（ｉｉ）ＢｚｐMの励起によって生じるイメージング剤からの蛍光を蛍光検出器を用いて
検出する段階、
（ｉｉｉ）蛍光検出器によって検出された光を任意に濾光して蛍光成分を分離する段階、
及び
（ｉｖ）段階（ｉｉ）又は（ｉｉｉ）の蛍光から前記検査対象組織表面の画像を形成する
段階
を含んでいる。段階（ｉ）では、励起光は好ましくは連続波（ＣＷ）の性質を有する。段
階（ｉｉｉ）では、検出される光は好ましくは濾光される。特に好ましいＦＲＩ方法は蛍
光内視鏡検査である。
【００９９】
　第６の態様の別のイメージング方法は、ＦＤＰＭ（周波数ドメイン光子移動）を使用す
る。これは、組織内における色素の検出深度が大きいことが重要である場合、連続波（Ｃ
Ｗ）方法に比べて利点を有する［Ｓｅｖｉｃｋ－Ｍｕｒａｃａ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｕｒｒ．
Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．，６，６４２－６５０（２００２）］。かかる周波数／
時間ドメインイメージングのためには、ＢｚｐMが、画像化すべき病変の組織深度及び使
用する計装のタイプに応じて変調できる蛍光特性を有するならば有利である。
【０１００】
　ＦＤＰＭ方法は下記のようなものである。即ち、
（ａ）不均質組成を有する前記哺乳類の身体の光散乱性生体組織を、所定の経時変動強度
を有する光源からの光に暴露してイメージング剤を励起する段階であって、組織は励起光
を多重散乱させる段階、
（ｂ）前記暴露に応答した組織からの多重散乱発光を検出する段階、
（ｃ）組織内の様々な位置における蛍光特性のレベルにそれぞれ対応する複数の値をプロ
セッサーで確定することにより、発光から組織全体の蛍光特性を定量化する段階であって
、蛍光特性のレベルは組織の不均質組成に応じて変化する段階、及び
（ｄ）段階（ｃ）の値に従って組織の不均質組成のマッピングを行うことで組織の画像を
生成する段階
を含んでいる。
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　段階（ｃ）の蛍光特性は、好ましくはイメージング剤の取込みに対応し、好ましくはさ
らにイメージング剤の投与前における組織の吸着係数及び散乱係数に対応する複数の量の
マッピングを含んでいる。段階（ｃ）の蛍光特性は、好ましくは蛍光寿命、蛍光量子効率
、蛍光収量及びイメージング剤取込みの１以上に対応する。蛍光特性は、好ましくは発光
強度に無関係であり、またイメージング剤濃度に無関係である。
【０１０２】
　段階（ｃ）の定量化は、好ましくは、（ｉ）値の推定値を設定し、（ｉｉ）推定値の関
数として計算発光を求め、（ｉｉｉ）計算発光を前記検出段階の発光と比較して誤差を求
め、（ｉｖ）誤差の関数として蛍光特性の修正推定値を得ることを含んでいる。定量化は
、好ましくは、組織の多重光散乱挙動をモデル化する数学的関係から値を求めることを含
んでいる。第１のオプションの方法は、好ましくはさらに、前記蛍光特性の変動を検出す
ることでインビボでの組織の代謝特性をモニターすることを含んでいる。
【０１０３】
　第４の態様の光学イメージングは、好ましくは哺乳類の身体の疾患状態の管理を支援す
るために使用される。「管理」という用語は、検出、ステージング、診断、疾患進行のモ
ニタリング又は治療のモニタリングでの使用を意味する。疾患状態は、好適にはイメージ
ング剤のＢＴＭが関係するものである。イメージング用途には、好ましくは、カメラに基
づく表面イメージング、内視鏡検査及び外科的誘導がある。好適な光学イメージング方法
のさらなる詳細は、Ｓｅｖｉｃｋ－Ｍｕｒａｃａ他［Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂ
ｉｏｌ．，６，６４２－６５０（２００２）］によって総説されている。
【０１０４】
　第５の態様では、本発明は、哺乳類の身体の疾患状態の検出、ステージング、診断、疾
患進行のモニタリング又は治療のモニタリングを行う方法であって、第４の態様のインビ
ボ光学イメージング方法を含んでなる方法を提供する。
【実施例】
【０１０５】
　以下に詳述する非限定的な実施例によって本発明を例証する。実施例１は、ｃＭｅｔに
対して結合する生物学的標的化ペプチド（ペプチド１）の合成法を示している。実施例２
は、本発明のＢｚｐM色素をペプチド（特にペプチド１）にコンジュゲートする方法を示
している。実施例３は、本発明のペプチド１のペプチドコンジュゲートがｃＭｅｔに対す
る親和性を保有すること（即ち、コンジュゲートした色素が生物学的結合及び選択性を妨
害しないこと）を実証するデータを示している。ヒト血清アルブミンに対する適度に低い
結合及び血漿中での高い安定性が実証された。実施例４は、本発明のペプチドコンジュゲ
ートが結腸直腸癌の動物モデルにおいて有用な腫瘍／バックグラウンド比を示すことを示
している。実施例５は本発明の色素に関する予測ソフトウェアの使用を記載しており、本
発明の色素がインビボで潜在的に危険な代謝産物を生じないことを実証している。実施例
６は化合物６の毒性試験を記載しており、予想される臨床用量がいかなる薬物関連の副作
用も生じることなく十分に許容されることを示している。
【０１０６】
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【表２】

　ＤＹ－７５２はＤＹ－６５２と同じ環及び置換基パターンを有するが、ＤＹ－６５２の
トリメチン結合の代わりにペンタメチン結合（即ち、ｗ＝２及びＲ5＝Ｈ）を有している
。
【０１０７】
　略語
　通常の三文字及び一文字アミノ酸略語を使用する。
Ａｃｍ：　　　　アセトアミドメチル
ＡＣＮ：　　　　アセトニトリル
Ｂｏｃ：　　　　ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル
ＤＭＦ：　　　　Ｎ，Ｎ’－ジメチルホルムアミド
ＤＭＳＯ：　　　ジメチルスルホキシド
Ｆｍｏｃ：　　　９－フルオレニルメトキシカルボニル
ＨＣｌ：　　　　塩酸
ＨＰＬＣ：　　　高速液体クロマトグラフィー
ＨＳＰｙＵ：　　Ｏ－（Ｎ－スクシンイミジル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチレン
　　　　　　　　ウロニウムヘキサフルオロホスフェート
Ｉｌｅ：　　　　イソロイシン
ＬＣ－ＭＳ：　　液体クロマトグラフィー質量分析法
ＴＦＡ：　　　　トリフルオロ酢酸
ＮＨＳ：　　　　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
ＮＭＭ：　　　　Ｎ－メチルモルホリン
ＮＭＰ：　　　　１－メチル－２－ピロリジノン
Ｐｂｆ：　　　　２，２，４，６，７－ペンタメチルジヒドロベンゾフラン－５－スルホ
　　　　　　　　ニル
ＰＢＳ：　　　　リン酸塩緩衝食塩水
ｔＢｕ：　　　　ｔ－ブチル
ＴＦＡ：　　　　トリフルオロ酢酸
Ｔｒｔ：　　　　トリチル
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ＴＳＴＵ：　　　Ｏ－（Ｎ－スクシンイミジル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウ
　　　　　　　　ロニウムテトラフルオロボレート
　実施例１：ペプチド１の合成
　下記の配列を有しかつ２つのＣｙｓ－Ｃｙｓ結合（Ｃｙｓ４－１６及びＣｙｓ６－１４
）を有する２６量体二環式ペプチドを使用した。
Ａｃ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－
Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ－Ｔｒｐ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－
Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－ＮＨ2（「ペプチド１」）
。
【０１０８】
【化１６】

　段階（ａ）：ペプチド１の保護線状前駆体の合成
　前駆体線状ペプチドは下記の配列を有している。
Ａｃ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－
Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）－Ｔｒｐ－Ｃｙｓ－
Ｔｙｒ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－
ＮＨ2。
【０１０９】
　０．１ｍｍｏｌのＲｉｎｋ　Ａｍｉｄｅ　Ｎｏｖａｇｅｌ樹脂から出発するＦｍｏｃ化
学を用いて、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３３Ａペプチド合成機上でペプ
チジル樹脂Ｈ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ（ｔＢｕ）－Ｃｙｓ（Ｔｒｔ）－Ｔｙｒ（ｔＢｕ
）－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）－Ｓｅｒ（ｔＢｕ）－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ（Ｐｂｆ）
－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ（ＯｔＢｕ）－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）－Ｔｒｐ（Ｂｏｃ）－Ｃｙｓ（Ｔｒｔ
）－Ｔｙｒ（ｔＢｕ）－Ｇｌｕ（ＯｔＢｕ）－Ｔｈｒ（ψMe,Meｐｒｏ）－Ｇｌｕ（Ｏｔ
Ｂｕ）－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ（ｔＢｕ）－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ（Ｂｏｃ）－ポリ
マーをアセンブルした。カップリング段階では、（ＨＢＴＵを用いて）予備活性化した過
剰量の１ｍｍｏｌアミノ酸を適用した。Ｇｌｕ－Ｔｈｒプソイドプロリン（Ｎｏｖａｂｉ
ｏｃｈｅｍ　０５－２０－１１２２）を配列中に組み込んだ。樹脂を窒素バブラー装置に
移し、無水酢酸（１ｍｍｏｌ）及びＮＭＭ（１ｍｍｏｌ）をＤＣＭ（５ｍＬ）に溶解した
溶液で６０分間処理した。濾過によって無水物溶液を除去し、樹脂をＤＣＭで洗浄してか
ら窒素流下で乾燥した。
【０１１０】
　２．５％のＴＩＳ、２．５％の４－チオクレゾール及び２．５％の水を含むＴＦＡ（１
０ｍＬ）中で、側鎖保護基の除去及び樹脂からのペプチド切断を２時間３０分にわたり同
時に実施した。樹脂を濾過によって取り除き、ＴＦＡを真空中で除去し、残留物にジエチ
ルエーテルを添加した。生じた沈殿をジエチルエーテルで洗浄し、空気乾燥することで、
２６４ｍｇの粗ペプチドを得た。
【０１１１】
　粗ペプチドを分取ＨＰＬＣ（勾配：４０分で２０～３０％Ｂ（ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０
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．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）、流量：１０ｍＬ／分、カラム：Ｐｈｅ
ｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　５μ　Ｃ１８（２）　２５０×２１．２０ｍｍ、検出：ＵＶ
２１４ｎｍ、生成物保持時間：３０分）によって精製することで、純粋なペプチド１の線
状前駆体１００ｍｇを得た。純生成物を分析ＨＰＬＣ（勾配：１０分で１０～４０％Ｂ（
ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）、流量：０．３
ｍＬ／分、カラム：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　３μ　Ｃ１８（２）　５０×２ｍ
ｍ、検出：ＵＶ２１４ｎｍ、生成物保持時間：６．５４分）によって分析した。さらに、
エレクトロスプレー質量分析法を用いて追加の生成物特性決定を実施した（ＭＨ2

2+計算
値：１４６４．６、ＭＨ2

2+実測値：１４６５．１）。
【０１１２】
　段階（ｂ）：Ｃｙｓ４－１６ジスルフィドブリッジの形成
　Ｃｙｓ４－１６；Ａｃ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）
－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ（Ａｃｍ）－Ｔｒ
ｐ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌ
ｙ－Ｌｙｓ－ＮＨ2。
【０１１３】
　段階（ａ）からの線状前駆体（１００ｍｇ）を５％ＤＭＳＯ／水（２００ｍＬ）に溶解
し、アンモニアを用いて溶液をｐＨ６に調整した。反応混合物を５日間撹拌した。次いで
、ＴＦＡを用いて溶液をｐＨ２に調整し、大部分の溶媒を真空中での蒸発によって除去し
た。生成物の精製のため、残留物（４０ｍＬ）を分取ＨＰＬＣカラム上に少しずつ注入し
た。
【０１１４】
　残留物を分取ＨＰＬＣ（勾配：０％Ｂを１０分間、次いで４０分で０～４０％Ｂ（ただ
し、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）、流量：１０ｍＬ／
分、カラム：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　５μ　Ｃ１８（２）　２５０×２１．２
０ｍｍ、検出：ＵＶ２１４ｎｍ、生成物保持時間：４４分）によって精製することで、純
粋なペプチド１の単環式前駆体７２ｍｇを得た。
【０１１５】
　（異性体Ｐ１乃至Ｐ３の混合物としての）純生成物を分析ＨＰＬＣ（勾配：１０分で１
０～４０％Ｂ（ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）
、流量：０．３ｍＬ／分、カラム：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　３μ　Ｃ１８（２
）　５０×２ｍｍ、検出：ＵＶ２１４ｎｍ、生成物保持時間：５．３７分（Ｐ１）、５．
６１分（Ｐ２）、６．０５分（Ｐ３））によって分析した。さらに、エレクトロスプレー
質量分析法を用いて追加の生成物特性決定を実施した（ＭＨ2

2+計算値：１４６３．６、
ＭＨ2

2+実測値：１４６４．１（Ｐ１）、１４６４．４（Ｐ２）、１４６４．３（Ｐ３）
）。
【０１１６】
　段階（ｃ）：Ｃｙｓ６－１４ジスルフィドブリッジの形成（ペプチド１）
　段階（ｂ）からの単環式前駆体（７２ｍｇ）を窒素ブランケット下で７５％ＡｃＯＨ／
水（７２ｍＬ）に溶解した。１Ｍ　ＨＣｌ（７．２ｍＬ）及びＡｃＯＨ中の０．０５Ｍ　
Ｉ2（４．８ｍＬ）をその順序で添加し、混合物を４５分間撹拌した。１Ｍアスコルビン
酸（１ｍＬ）を添加して無色の混合物を得た。大部分の溶媒を真空中で蒸発させ、残留物
（１８ｍＬ）を水／０．１％ＴＦＡ（４ｍＬ）で希釈し、分取ＨＰＬＣを用いて生成物を
精製した。残留物を分取ＨＰＬＣ（勾配：０％Ｂを１０分間、次いで４０分で２０～３０
％Ｂ（ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）、流量：
１０ｍＬ／分、カラム：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　５μ　Ｃ１８（２）　２５０
×２１．２０ｍｍ、検出：ＵＶ２１４ｎｍ、生成物保持時間：４３～５３分）によって精
製することで、５２ｍｇの純粋なペプチド１を得た。純生成物を分析ＨＰＬＣ（勾配：１
０分で１０～４０％Ｂ（ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％
ＴＦＡ）、流量：０．３ｍＬ／分、カラム：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　３μ　Ｃ
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１８（２）　５０×２ｍｍ、検出：ＵＶ２１４ｎｍ、生成物保持時間：６．５４分）によ
って分析した。さらに、エレクトロスプレー質量分析法を用いて追加の生成物特性決定を
実施した（ＭＨ2

2+計算値：１３９１．５、ＭＨ2
2+実測値：１３９２．５）。

【０１１７】
　実施例２：ベンゾピリリウム色素のペプチドコンジュゲートの合成
　一般コンジュゲーション方法
　実施例１からのペプチド１（４ｍｇ、１．４μｍｏｌ）のＤＭＦ（０．５ｍＬ）溶液に
、ＢｚｐM　ＮＨＳエステル（１ｍｇ、１μｍｏｌ）及びｓｙｍ－コリジン（８μＬ、６
０μｍｏｌ）のＤＭＦ（０．５ｍＬ）溶液を添加した。反応混合物を（マイクロ波支援に
より）６０℃で１時間加熱し、次いでＲＴで一晩放置した。次いで、反応混合物を２０％
ＡＣＮ／水／０．１％ＴＦＡ（７ｍＬ）で希釈し、分取ＨＰＬＣを用いて生成物を精製し
た。
【０１１８】
　精製及び特性決定
　粗ペプチドを分取ＨＰＬＣ（勾配：４０分で２０～４０％Ｂ（ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０
．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）、流量：１０ｍＬ／分、カラム：Ｐｈｅ
ｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　５μ　Ｃ１８（２）　２５０×２１．２ｍｍ、検出：ＵＶ２
１４ｎｍ）によって精製することで、純粋な［ペプチド１］－ＢｚｐMコンジュゲートを
得た。純生成物を分析ＨＰＬＣ（勾配：５分で１０～４０％Ｂ（ただし、Ａ＝Ｈ2Ｏ／０
．１％ＴＦＡ及びＢ＝ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ）、流量：０．６ｍＬ／分、カラム：Ｐｈ
ｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　３μ　Ｃ１８（２）　２０×２ｍｍ、検出：ＵＶ２１４ｎ
ｍ）によって分析した。さらに、エレクトロスプレー質量分析法を用いて追加の生成物特
性決定を実施した。
【０１１９】
　製造した化合物を表３に示す。
【０１２０】
【表３】

　実施例３：インビトロ蛍光偏光アッセイ
　蛍光偏光アッセイを用いて、ｃＭｅｔ標的に対するイメージング剤の結合親和性並びに
血漿タンパク質に関する結合特性を検査した。蛍光偏光法の原理を簡単に述べれば、以下
の通りである。
【０１２１】
　単色光が水平偏光フィルターを通過し、試料中の蛍光分子を励起する。垂直偏光面内に
正しく配向した分子のみが光を吸収し、励起され、次いで光を放出する。放出された光を
水平面内及び垂直面内で測定する。異方性値（Ａ）は、下記の式に従った光強度の比であ
る。
【０１２２】
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　蛍光異方性測定は、Ｅｘ６３５／Ｅｍ６７８ｎｍでＴｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅ蛍光偏光
プレートリーダー（Ｔｅｃａｎ社、米国）を使用しながら、３８４ウェルマイクロプレー
ト中において結合緩衝液（ＰＢＳ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ７．５）中１０μ
Ｌの体積で実施した。色素標識ペプチドの濃度を一定（５ｎＭ）に保つと共に、ヒトｃＭ
ｅｔ／Ｆｃキメラ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社）の濃度を０～２５０ｎＭの範囲内で変化
させた。結合混合物をマイクロプレート中において３０℃で１０分間平衡させた。観察さ
れた異方性の変化を下記の式に当てはめた。
【０１２３】
【数２】

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

は結合ペプチドの異方性であり、ＫDは解離定数であり、ｃＭｅｔは総ｃＭｅｔ濃度であ
り、Ｐは総色素標識ペプチド濃度である。この式は、合成ペプチド及びレセプターが溶液
中において１：１の化学量論比で可逆複合体を形成することを仮定している。Ｓｉｇｍａ
Ｐｌｏｔソフトウェアを用いて非線形回帰によりデータ当てはめを行うことでＫD値（一
部位結合）を得た。
【０１２４】
　ヒトｃＭｅｔ（Ｆｃキメラ）に対する結合に関して化合物１乃至化合物６を試験した。
結果（表４参照）は、ヒトｃＭｅｔに対するすべての試験化合物の結合に関するｎＭ単位
のＫDを示している。
【０１２５】
　偏光値の変化が小さいことはインビボ用途に適した低い結合性に関連しているので、偏
光値の変化を用いてヒト血清アルブミンに対する化合物の結合度を評価した。血漿タンパ
ク質結合度（ＰＰＢ）はＢｉａｃｏｒｅ測定によって確認した。血漿中でのイメージング
剤の安定性は、マウス血漿中において３７℃で２時間インキュベートした後に残留する化
合物の量を測定することで確認した。
【０１２６】
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【表４】

　実施例４：化合物２～６のインビボ試験
　（ａ）動物モデル
　この試験では雌のＢＡＬＢ　ｃ／Ａヌード（Ｂｏｍ）マウスを使用した。動物の使用は
地方倫理委員会によって承認された。ＢＡＬＢ　ｃ／Ａヌードは、他のヌードマウス系統
に比べてヒト腫瘍に対し高い生着率を有する、同系交配された免疫無防備状態のマウス系
統である。マウスは到着時に８週齢であり、試験の開始時には約２０グラムの体重を有し
ていた。動物は、ＨＥＰＡ濾過空気を備えた個別換気ケージ（ＩＶＣ、Ｓｃａｎｂｕｒ　
ＢＫ社）内に収容した。動物は、“Ｒａｔ　ａｎｄ　Ｍｏｕｓｅ　ｎｒ．３　Ｂｒｅｅｄ
ｉｎｇ”飼料（Ｓｃａｎｂｕｒ　ＢＫ社）及び１ｍＭのモル濃度にＨＣｌを添加して酸性
化した水道水（ｐＨ３．０）に随意にアクセスできた。
【０１２７】
　結腸癌細胞ＨＴ－２９はヒト結腸癌腫から導かれ、Ｚｅｎｇ他［Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｅｔａｓｔａｓｉｓ，２１，４０９－４１７（２００４）］によればｃＭｅｔを発現する
ことが報告されている。この細胞株は、ヌードマウスに皮下接種した場合に腫瘍を形成す
ることが判明した［Ｆｌａｔｍａｒｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，４０，
１５９３－１５９８（２００４）］。
【０１２８】
　１０％ウシ胎児血清及びペニシリン／ストレプトマイシンを補充したＭｃＣｏｙ’ｓ　
５ａ培地（Ｓｉｇｍａ　＃Ｍ８４０３）中でＨＴ－２９細胞を増殖させた。継代数４（Ｐ
４）で保存株を作成し、５％ＤＭＳＯを含むそれぞれの培地中における１０7細胞／バイ
アルの量を液体窒素中で凍結して貯蔵した。移植当日、細胞を３７℃の水浴中で急速に解
凍し（約２分間）、洗浄し、ＰＢＳ／２％血清中に再懸濁した（１２００ｒｐｍで１０分
間の遠心）。投与用注射器中に細胞を吸引する際には、常にバイアル内の細胞を完全に混
合してから行った。ファインボア注射針（２５Ｇ）を用いて０．１ｍｌの量の細胞懸濁液
を肩及び背中に皮下注射した。次いで、動物をケージに戻し、腫瘍を１３～１７日間増殖
させた。動物には、５日以上の順化期間を置いてから接種処置を施した。
【０１２９】
　（ｂ）処置
　すべての試験物質は、凍結乾燥粉末からＰＢＳを用いて再構成した。白色プリンター用
紙の小さな堆積物をイメージ化してフラットフィールド画像を得、これを用いて照明の不
均一性を補正した。光学イメージング処置中の不動化のため、酸素をキャリヤーガスとす
るイソフルラン（通例１．３～２％）により、動物を同軸オープンマスク内で軽い外科レ
ベル麻酔に麻酔した。動物を麻酔している間に、外科用鉗子及び微小はさみを用いて腫瘍
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及び隣接する筋肉の部分から小さい皮膚片（３～５ｍｍ）を取り除いた。これは、上方に
位置する皮膚組織の妨害なしに腫瘍及び筋肉からの信号を測定するために行った。創傷は
、液状の非蛍光性スプレー包帯（３Ｍ社、米国ミネソタ州）を適用することで覆った。
【０１３０】
　動物下方の空気圧センサー及び直腸温度プローブを用いるＢｉｏＶｅｔシステム（ｍ２
ｍ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．，米国ニュージャージー州）によって動物の呼吸及び体
温をモニターした。ＢｉｏＶｅｔシステムはまた、イメージング処置期間（２時間）中に
正常体温を維持するため、加熱マットセットを用いて４０℃に外部加熱することを可能に
した。造影剤投与のため、尾静脈中にＶｅｎｆｌｏｎカテーテルを配置した。各動物に１
回の造影剤注射を施した。注射量は０．１ｍｌの試験化合物であり、その直後に０．２ｍ
ｌの食塩水フラッシュを行った。注射の直前に蛍光画像を取得し、次いで２時間にわたり
３０秒ごとに取得した。
【０１３１】
　（ｃ）イメージング
　イメージングは、光源を用いてレポーターを励起しかつ濾光系を用いて蛍光成分を抽出
するように改造した臨床用腹腔鏡を通して実施した。レポーター分子の励起のためには６
３５ｎｍレーザーを使用した。検出器としてはＨａｍａｍａｔｓｕ　ＯＲＣＡ　ＥＲＧ　
ＣＣＤカメラを使用した。カメラは利得０の２×２ビンニングモードで動作させた。結腸
イメージング用の標準露光時間は４秒であった。画像中の強度分布は、システム較正デー
タにより、照明の不均一性について補正した。露出腫瘍及び正常筋肉バックグラウンドの
上方に位置する検査対象領域から標的／バックグラウンド比を計算した。
【０１３２】
　（ｄ）結果
　試験化合物は、下記の平均腫瘍：筋肉比を有していた（表５）。
【０１３３】
【表５】

　実施例５：代謝及び毒性予測
　Ｌｈａｓａ　Ｌｔｄ（２２－２３　Ｂｌｅｎｈｅｉｍ　Ｔｅｒｒａｃｅ，Ｌｅｅｄｓ　
ＬＳ２　９ＨＤ，英国）からソフトウェアツールＤｅｒｅｋ及びＭｅｔｅｏｒを入手した
。Ｄｅｒｅｋは、既知の構造依存毒性に基づいて新しい化学的実在物の毒性を予測するた
めに使用される。同様に、Ｍｅｔｅｏｒは新規化学物質から生じ得る代謝産物を予測する
。両ツールは、化合物に関する公表データ及び未公表（だが確認済みの）データに基づい
ている。色素ＤＹ－６５２の化学構造を入力した。インビボでの潜在的に危険な代謝産物
は予測されなかった。
【０１３４】
　実施例６：化合物６の毒性試験
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　前臨床イメージング用量（５０ｎｍｏｌ／ｋｇ体重）の１００倍での化合物６の許容性
を調べるため、限定急性用量毒性試験を行った。
【０１３５】
　雄ラットに化合物を静脈内注射し、注射後（ｐ．ｉ．）１日目、１４日目、２１日目及
び２８日目に屠殺した。検死時に、主要器官の肉眼的病理状態を検査し、以後の組織形態
学的評価のために腎臓を中性緩衝ホルマリン中に採取した。注射直後には皮膚の弱い青色
着色及び尿の中等度の青色着色が認められたが、注射後１日以内に消失した。検死時には
、腎臓は注射後１日目で全般的に緑色であった。光学顕微鏡検査によれば、腎臓には化合
物６に関連する所見は見られなかった。見られた他の小変化は偶発的なものであり、若い
実験用ラット成体では普通のものであった。腎臓における血管の強い蛍光染色が注射後１
日目に認められた。染色は注射後１４日目までに減少し、注射後２１日目には対照と識別
できなかった。
【０１３６】
　いずれの処理動物でも変性、壊死又は炎症の形跡は認められず、これは化合物の腎毒性
が低いことを示唆している。予想される臨床用量の１００倍で雄ラットに化合物６を１回
だけ静脈内投与することは、いかなる薬物関連の副作用も生じることなく十分に許容され
るという結論が得られた。
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