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(57)【要約】
本発明は、タンパク質キナーゼ阻害剤に関し、より具体的にはタンパク質キナーゼｃ‐Ｊ
ｕｎアミノ末端キナーゼの阻害剤に関する。さらに、本発明は、ＪＮＫ阻害剤配列、キメ
ラペプチド、およびそれらをコードする核酸、ならびにＪＮＫのシグナル伝達に関連する
病態生理を治療するための薬理学的組成物を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　長さが１５０アミノ酸よりも短いＪＮＫ阻害剤配列であって、前記阻害剤配列は配列番
号１、２、３、もしくは４に記載のアミノ酸配列の少なくとも１つ、またはその断片、誘
導体、もしくは変異体を含んでいるか、あるいは、上記アミノ酸の少なくとも１つ、また
はそれらの断片、誘導体、もしくは変異体から成るＪＮＫ阻害剤配列。
【請求項２】
　前記ＪＮＫ阻害剤配列のアミノ酸残基の範囲が、５‐１５０、より好ましくは１０‐１
００、さらに好ましくは１０‐７５、および最も好ましくは１５‐５０である、請求項１
に記載のＪＮＫ阻害剤配列。
【請求項３】
　前記ＪＮＫ阻害剤配列がｃ‐Ｊｕｎアミノ端末キナーゼ（ＪＮＫ）と結合する、請求項
１または２の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列。
【請求項４】
　前記ＪＮＫ阻害剤配列は、ＪＮＫ阻害剤配列がＪＮＫを発現する細胞に存在するときに
、ＪＮＫが標的とする転写因子の少なくとも１つの活性化を阻害する、請求項１～３の何
れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列。
【請求項５】
　前記ＪＮＫが標的とする転写因子が、ｃ‐Ｊｕｎ、ＡＴＦ２、およびＥｌｋｌから成る
群より選ばれる、請求項１～４の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列。
【請求項６】
　前記ＪＮＫ阻害剤配列は、ペプチドがＪＮＫを発現する細胞に存在するときに、ＪＮＫ
の効果を変える、請求項１～５の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列。
【請求項７】
　共有結合により連結した少なくとも１つの第１ドメインおよび少なくとも１つの第２ド
メインを含んでいるキメラペプチドであって、前記第１ドメインは輸送配列を含んでおり
、前記第２ドメインはＪＮＫ阻害剤配列を含んでいる、キメラペプチド。
【請求項８】
　前記輸送配列が、ヒト免疫不全ウィルスのＴＡＴポリペプチドのアミノ酸配列を含んで
いる、請求項７に記載のペプチド。
【請求項９】
　前記輸送配列が、配列番号５、６、７、または８に記載のアミノ酸配列を含んでいる、
請求項７または８の何れか１項に記載のペプチド。
【請求項１０】
　前記輸送配列が、ペプチドの細胞取り込みを増大させる、請求項７～９の何れか１項に
記載のペプチド。
【請求項１１】
　前記輸送配列が、ペプチドの核局在化を方向づける、請求項７～９の何れか１項に記載
のペプチド。
【請求項１２】
　前記ＪＮＫ阻害剤配列が、請求項１～６の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列を含ん
でいる、請求項７～１１の何れか１項に記載のペプチド。
【請求項１３】
　前記ペプチドが、配列番号９、１０、１１、または１２の何れか１項に記載のアミノ酸
配列、あるいはその断片または変異体を含んでいる、請求項７～１２の何れか１項に記載
のペプチド。
【請求項１４】
　請求項１～６の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列、または請求項７～１３の何れか
１項に記載のキメラペプチドをコードする単離された核酸。
【請求項１５】
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　請求項１４に記載の核酸を含んでいるベクター。
【請求項１６】
　請求項１５に記載のベクターを含んでいる細胞。
【請求項１７】
　請求項１～６の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列、または請求項７～１３の何れか
１項に記載のキメラペプチドと、免疫特異的に結合する抗体。
【請求項１８】
　請求項１～６の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列、または請求項７～１３の何れか
１項に記載のキメラペプチド、または請求項１４に記載の核酸、および薬理学的に許容可
能な担体を含んでいる薬理学的組成物。
【請求項１９】
　被検体におけるＪＮＫの活性化と関連する病態生理を治療するための薬理学的組成物を
調製するための、請求項１～６の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列または請求項９～
１３の何れか１項に記載のキメラペプチドの使用。
【請求項２０】
　前記病態生理は、
　肺、乳房、リンパ組織、胃腸および尿生殖路の悪性腫瘍、ならびに、
　大腸癌、腎細胞癌、前立腺癌、肺の非小細胞癌、小腸の癌および食道癌のような悪性腫
瘍を含んでいる腺癌、ならびに、
　白血病、発癌性形質転換に関係する疾患または病態生理、およびＢｃｒ‐Ａｂｌにより
発癌性形質転換された癌、
　乾癬、増殖性天疱瘡、ベーチェット症候群、急性呼吸窮迫候群（ＡＲＤＳ）、虚血性心
疾患、透析後症候群、関節リウマチ、後天性免疫不全症候群、血管炎、敗血症ショックか
ら選ばれる、悪性ではない、または免疫に関係している細胞増殖性の病気、
　再狭窄、聴力損失、耳の傷害、虚血、脳梗塞から選ばれる、細胞におけるＪＮＫの活性
化に関連する病態生理、および／または、
　免疫細胞の成熟および分化に関連している疾患もしくは病態生理、再かん流傷害、低酸
素症、アポトーシスが関連している病気、ストレス刺激に対する反応、ならびに、炎症性
サイトカインを用いた治療に起因する副次的効果に関連している疾患もしくは病態生理、
　糖尿病もしくは細胞のせん断応力に関連する影響であって、（ｉ）心肥大および心臓肥
大、動脈硬化性病変を含む動脈性高血圧により誘導される病理状態、ならびに、血管の分
岐部における動脈性高血圧により誘導される病理状態、（ｉｉ）放射線療に用いられる電
離放射線、および紫外線（紫外線光）により誘導される病理状態、（ｉｉｉ）化学療法薬
を含むＤＮＡに損害を与える作用物質に由来するフリーラジカルにより誘導される病理状
態、（ｉｖ）虚血／再かん流傷害により誘導される病理状態、（ｖ）低酸素により誘導さ
れる病理状態、（ｖｉ）高体温および低体温により誘導される病理状態から選ばれる、影
響、あるいは、
　炎症性疾患、自己炎症性疾患、免疫疾患、自己免疫疾患、変性疾患、ミオパチー、心筋
ミオパチー、および拒絶反応を阻害するための病理状態、
である請求項１９に記載の使用。
【請求項２１】
　薬理学的組成物が、腹腔内送達、経鼻送達、静脈内送達、経口送達、およびパッチ送達
から成る群より選択される投与経路により、投与される、請求項１９または２０の何れか
１項に記載の使用。
【請求項２２】
　請求項７～１３の何れか１項に記載のキメラペプチドを調製するための方法であって、
（ａ）キメラペプチドの発現を提供する条件下において請求項１４に記載の核酸を含んで
いる細胞を培養する工程、および（ｂ）発現したペプチドを回収する工程を含んでいる方
法。
【請求項２３】
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　（ｉ）請求項１～６の何れか１項に記載のＪＮＫ阻害剤配列、および／または、（ｉｉ
）請求項７～１３の何れか１項に記載のキメラペプチド、および／または、（ｉｉｉ）請
求項１４に記載の核酸、および／または、（ｉｖ）請求項１５に記載のベクター、および
／または、（ｖ）請求項１６に記載の細胞、および／または、（ｖｉ）請求項１７に記載
の抗体を含んでいるキット。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、タンパク質キナーゼ阻害剤、より具体的にはタンパク質キナーゼｃ‐Ｊｕｎ
アミノ末端キナーゼの阻害剤に関する。さらに、本発明は、ＪＮＫ阻害剤配列、キメラペ
プチド、およびそれらをコードする核酸、ならびに、ＪＮＫのシグナル伝達に関係する病
態生理を治療するための薬理学的組成物を提供する。
【０００２】
　ｃ‐Ｊｕｎアミノ末端キナーゼ（ＪＮＫ）は、マイトジェン活性化タンパク質（ＭＡＰ
）キナーゼのストレス活性化グループの一員である。これらのキナーゼは、細胞増殖およ
び分化の調節、および、より一般的には、環境刺激に対する細胞の反応にかかわる。ＪＮ
Ｋシグナル伝達経路は、環境ストレスに反応して活性化し、細胞表面受容体の様々な分類
の関与により活性化する。これらの受容体はサイトカイン受容体、蛇行形受容体、チロシ
ンキナーゼ受容体を含むことができる。哺乳類細胞において、ＪＮＫは、発癌性形質転換
、および、環境ストレスに対する適応反応を調節するなど生物過程にかかわっている。ま
た、ＪＮＫは、免疫細胞の成熟および分化を含んでいる免疫反応を調節する、その上に免
疫機構による破壊に関して同定された細胞におけるプログラム細胞死をもたらすことに関
係している。この特異的な特性は、ＪＮＫのシグナル伝達を、薬理学的介入を促進するた
めの有望な標的にする。ＪＮＫのシグナル伝達は、様々な神経障害に共通して、特に虚血
性脳梗塞およびパーキンソン病にかかわる。
【０００３】
　ＪＮＫのシグナル伝達に非常に関連する病気と立ち向かう１つのアプローチは、ＪＮＫ
のシグナル伝達経路の阻害剤を供給することである。そのような阻害剤は、従来技術にお
いて知られている。なお、前記技術は、例えばタンパク質キナーゼのＡＴＰ‐結合部位と
競合することによりキナーゼの活性に直接作用する、上流キナーゼ阻害剤（例えば、ＣＥ
Ｐ‐１３４７）、ＪＮＫの低分子量化学阻害剤（SP600125およびAS601245）、および、Ｊ
ＮＫとその基質の間の相互作用を阻害するペプチド阻害剤（Ｄ‐ＪＮＫＩ、Ｉ‐ＪＩＰ）
を、特に含んでいる（例えば、「Kuan ら, Current Drug Targets - CNS & Neurological
 Disorders, February 2005, vol. 4, no. 1 , pp. 63-67(5)」を参照）。
【０００４】
　上流キナーゼ阻害剤ＣＥＰ‐１３４７（KT7515）は、キナーゼファミリー系統を合わせ
た半合成阻害剤である。ＣＥＰ‐１３４７（KT7515）を、一次胚培養物および栄養供給を
停止した後に分化したＰＣ１２細胞において、ならびに１‐メチル‐４‐フェニルテトラ
ヒドロピリジン処理したマウスにおいて、ｃ‐Ｊｕｎアミノ末端キナーゼ（ＧＮＫｓ）の
活性化を阻害するという用量で用いれば、神経生存を促進する。さらに、ＣＥＰ‐１３４
７（KT7515）は、培養されたニワトリ胚の後根神経節、交感神経、毛様態神経および運動
神経の長期生存を促進することができる（例えば、「Borasio ら, Neuroreport. 9(7): 1
435-1439, May 11th 1998」を参照）。
【０００５】
　ＪＮＫの低分子量化学阻害剤ＳＰ６００１２５は、（ｉ）ｃ‐Ｊｕｎのリン酸化のレベ
ルを減らす、（ｉｉ）ドーパミン作動性神経のアポトーシスを保護する、および、（ｉｉ
ｉ）Ｃ５７ＢＬ／６Ｎマウスにおいて、ＭＰＴＰに誘導されるＰＤにおけるドーパミンの
レベルを部分的に回復することが発見された（「Wang ら, Neurosci Res. 2004 Feb; 48(
2); 195-202」）。これらの結果により、（ｉ）ＪＮＫ経路は、インビボにおいてＭＰＴ
Ｐの神経毒性作用の主要な媒介物である、（ｉｉ）ＪＮＫ活性を阻害することは、ＰＤを
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治療するための新しく効果的な戦略である、ことをさらに示す。
【０００６】
　さらに、低分子量化学阻害剤の例は、前述のＪＮＫ‐阻害剤ＡＳ６０１２４５である。
ＡＳ６０１２４５は、ＪＮＫのシグナル伝達経路を阻害し、且つ、脳虚血が生じた後の細
胞生存を促進する。インビボにおいて、ＡＳ６０１２４５は、一過性の全虚血のアレチネ
ズミモデルにおいて、海馬ＣＡ１神経細胞の遅延性の損失に対する顕著な保護を提供する
。この効果は、ＪＮＫ阻害剤により媒介され、したがって、ｃ‐Ｊｕｎの発現およびｃ‐
Ｊｕｎのリン酸化により媒介される（例えば、「Carboni ら, J Pharmacol Exp Ther. 20
04 JuI; 310(1):25-32. Epub 2004 Feb 26th」を参照）。
【０００７】
　ＪＮＫのシグナル伝達経路の阻害剤の第３分類は、上記のような、ＪＮＫとその基質と
の間の相互作用を阻害するペプチド阻害剤を示す。そのようなＪＮＫ阻害剤ペプチドのコ
ンストラクションのための起点として、野生型のＪＮＫタンパク質の配列アライメントが
用いられていてもよい。一般的には、これらのタンパク質は、ＪＮＫ結合領域（ＪＢＤ）
を含み、ＩＢ１およびＩＢ２のような様々なインスリン結合（ＩＢ）タンパク質に存在し
ている。そのような模範的な配列アライメントの結果は、例えば、ＩＢ１（配列番号１３
）、ＩＢ２（配列番号１４）、ｃ‐Ｊｕｎ（配列番号１５）、および、ＡＴＦ２（配列番
号１６）のＪＮＫ結合領域の間の配列アライメントである（図１Ａ‐Ｃを参照）。そのよ
うなアライメントにより、部分的に保存された８アミノ酸配列が明らかになった（図１Ａ
を参照）。さらに、ＩＢ１およびＩＢ２のＪＢＤ同士を比較すれば、２つの配列の間にお
いて高く保存されている７アミノ酸および３アミノ酸の２つのブロックが明らかになる。
【０００８】
　そのようなアライメントに基づいてコンストラクトされた配列は、例えば、国際公開公
報第０１／２７２６８号パンフレットに公開されている。特に、（ｉ）ＨＩＶ‐ＴＡＴタ
ンパク質の塩基性輸送配列に由来する、いわゆるＴＡＴ細胞透過配列、および（ｉｉ）Ｉ
Ｂ１の最小２０アミノ酸阻害性配列を含んでいる低分子量の透過性細胞融合ペプチドが、
国際公開公報第０１／２７２６８号公報に公開されている。両者は、お互いに共有結合し
ている。国際公開公報第０１／２７２６８号公報に公開されたＭＡＰＫ‐ＪＮＫのシグナ
ル伝達経路の模範的な（およびそれだけ存在している）阻害剤は、例えば、Ｌ‐ＪＮＫＩ
１（Ｌアミノ酸で構成されたＪＮＫ阻害剤ペプチド）またはプロテアーゼ耐性のＤ‐ＪＮ
ＫＩ１ペプチド（非天然Ｄアミノ酸で構成されたＪＮＫ阻害剤ペプチド）である。これら
のＪＮＫ阻害剤（ＪＮＫＩ）ペプチドは、ＪＮＫ（ＪＮＫ１、ＪＮＫ２、およびＪＮＫ３
）に対して特異的である。上記のような低分子量化合物阻害剤と比べて、国際公開公報第
０１／２７２６８号明細書に公開された阻害剤配列、例えばＪＮＫＩ１は、ＪＮＫとその
基質との間の相互作用をむしろ阻害する。ＴＡＴに由来するその塩基性輸送配列により、
融合ペプチドは、効果的に細胞に輸送される。輸送組成物により得られた新規特性が原因
で、融合ペプチドは細胞内に積極的に輸送される。そして、該細胞内において、融合ペプ
チドはタンパク分解されるまで、効果を発揮する。
【０００９】
　しかし、国際公開公報第０１／２７２６８号パンフレットに開示のペプチドは、ホスホ
リラーゼ（キナーゼ）により、さらに容易に接近される。キナーゼのための標的として機
能するペプチドの任意のアミノ酸は（従って、該アミノ酸はリン酸化してもよいよい）、
そのようなペプチドを不活性にするための重要な要素を示す。従って、ホスホリラーゼ（
キナーゼ）対する安定性を増やすことを提供するのではなく、国際公開公報第０１／２７
２６８号パンフレットに公開されたようなペプチドの機能特性を保持する、ＪＮＫのシグ
ナル伝達経路に関する新しい種類の阻害剤を提供することが本発明の第１目的である。
【００１０】
　さらに、国際公開公報第０１／２７２６８号パンフレットに開示の阻害剤配列は、特に
、大規模な量において調製する場合（例えば、工業生産のためなど）、費用のかかる回収
および精製法を必要とする。従って、最先端のそれらよりも、費用効率の高い生産および
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回収をより容易にする阻害剤配列を提供することが本発明の第２目的である。
【００１１】
　上記に述べた目的は、１５０アミノ酸よりも短い長さを含んでいるＪＮＫ阻害剤配列に
より解消される。ここで、ＪＮＫ阻害剤配列は、配列番号１、２、３、または、４に記載
のアミノ酸配列の少なくとも１つ、あるいは、その変異体、断片、または誘導体を含んで
いるか、または、上記アミノ酸配列の少なくとも１つ、あるいは、その変異体、断片、ま
たは誘導体から成る。
【００１２】
　本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、ＪＮＫと結合することが好ましく、および／または、該
ＪＮＫ阻害剤配列は、ＪＮＫにより活性化される転写因子の少なくとも１つの活性化を阻
害することが好ましい。上記転写因子としては、例えば、ｃ‐ＪｕｎまたはＡＴＦ２（例
えば、それぞれ配列番号１５および配列番号１６を参照）、またはＥＩｋ１が挙げられる
。
【００１３】
　一般的に、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、１５０アミノ酸残基よりも短い全長を含み、
好ましくは５‐１５０アミノ酸残基、より好ましくは１０‐１００アミノ酸残基、さらに
好ましくは１０‐７５アミノ酸残基、最も好ましくは１５‐５０アミノ酸残基の範囲を含
んでいる。
【００１４】
　本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、配列番号１、２、３、または４に記載のアミノ酸配列の
少なくとも１つ、あるいはその変異体、断片、または誘導体を含んでいるか、または、上
記アミノ酸配列の少なくとも１つ、あるいはその変異体、断片、または誘導体から成るこ
とが好ましい。より好ましくは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、配列番号１、２、３、ま
たは４に記載のアミノ酸配列、あるいはその変異体、断片、または誘導体を、１、２、３
、４もしくはそれ以上のコピー数で含んでいてもよい。１コピーよりも多く存在する場合
、配列番号１、２、３、または４に記載のこれらの本発明のアミノ酸配列、あるいはその
変異体、断片、または誘導体を、任意のリンカー配列を用いずに、または１‐１０アミノ
酸、好ましくは１‐５アミノ酸を含んでいるリンカー配列を介して、お互いに直接結合し
てもよい。リンカー配列を形成するアミノ酸は、アミノ酸残基としてグリシンまたはプロ
リンから選ばれることが好ましい。より好ましくは、配列番号１、２、３、または４に記
載のこれらの本発明のアミノ酸配列、あるいはその変異体、断片、または誘導体は、２つ
、３つまたはそれ以上のプロリン残基のヒンジにより、お互いに分離されていてもよい。
【００１５】
　上記に定義したような本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、Ｌ‐アミノ酸、Ｄ‐アミノ酸、ま
たは両方の組み合わせで構成されていてもよい。好ましくは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列
は、少なくとも１つのＤ‐および／またはＬ‐アミノ酸、好ましくは少なくとも３つのＤ
‐および／またはＬ‐アミノ酸、より好ましくは少なくとも６つのＤ‐および／またはＬ
‐アミノ酸、さらに好ましくは少なくとも１０のＤ‐および／またはＬ‐アミノ酸を含ん
でいる。ここで、Ｄ‐および／またはＬ‐アミノ酸は、ブロック様式、非ブロック様式、
または、代替案の様式で本発明のＪＮＫ阻害剤配列に配置されていてもよい。
【００１６】
　１つの好ましい実施の形態によれば、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、Ｌ‐アミノ酸のみ
から構成されてもよい。それから、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、配列番号１または配列
番号３に記載の少なくとも１つの「天然のＪＮＫ阻害剤配列」を含むか、または、該「天
然ＪＮＫ阻害剤配列」から成る。ここで、用語「天然」または「天然のＪＮＫ阻害剤配列
」は、配列番号１または配列番号３の何れかに記載の本発明の改変されていないＪＮＫ阻
害剤配列のことであり、完全にＬ‐アミノ酸から構成されている。
【００１７】
　しがたって、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、少なくとも１つの（天然）アミノ酸配列 N
H2-Xn

b-Xn
a-RPTTLXLXXXXXXXQD-Xn

b-COOH（配列番号３）を含んでいるか、または、（天然
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）アミノ酸配列NH2-Xn
b-Xn

a-RPTTLXLXXXXXXXQD-Xn
b-COOH（配列番号３）から成ってもよ

い。ここで、各Ｘはアミノ酸残基を示し、任意の（天然）アミノ酸残基から選択されるこ
とが好ましい。Ｘｎ

ａは、１つのアミノ酸残基を示し、セリンまたはスレオニンを除く任
意のアミノ酸残基から選択されることが好ましく、ｎは０または１を表す。さらに、各Ｘ

ｎ
ｂは、任意のアミノ酸残基から選ばれていてもよく、ｎは０‐５、５‐１０、１０‐１

５、１５‐２０、２０‐３０、またはそれ以上を表す。ただし、ｎが、Ｘｎ
ａに関して０

である場合、そのＣ‐末端にセリンまたはスレオニンを含まないように、Ｘｎ
ｂは、その

Ｃ‐末端にセリンまたはスレオニンを含まないようにしなければならない。Ｘｎ
ｂは、配

列番号１または配列番号３に由来するペプチド残基の連続した伸展を示すことが好ましい
。より好ましくは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、少なくとも１つの（天然）アミノ酸配
列NH2-RPKRPTTLNLFPQVPRSQD-COOH（配列番号１）をさらに含んでいるか、または、（天然
）アミノ酸配列NH2-RPKRPTTLNLFPQVPRSQD-COOH（配列番号１）からさらに成ってもよい。
なお、Ｘｎ

ａおよびＸｎ
ｂは、Ｄ‐アミノ酸か、Ｌ‐アミノ酸のどれかを示す。

【００１８】
　他の好ましい実施の形態によれば、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、部分的にまたは完全
にＤ‐アミノ酸から構成されてもよい。さらに好ましくは、Ｄ‐アミノ酸から構成される
これらの本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、上記の（天然）ＪＮＫ阻害剤配列に関する非‐天
然Ｄレトロ‐インベルソ配列である。用語「レトロ‐インベルソ配列」は、配列の方向は
、前記アイソマーの逆であり、各アミノ酸残基のキラリティーが、前記アイソマーに反転
している直鎖ペプチド配列のアイソマーのことである（例えば、「Jameson ら, Nature, 
368,744-746 (1994); Brady ら, Nature, 368,692-693 (1994)」を参照）。Ｄ‐鏡像異性
体を結合することおよび逆合成の長所は、各α炭素に側鎖基の位置が保存されている間に
、各アミド結合におけるカルボニル基およびアミノ基の位置が交換されるということであ
る。別のことを具体的に述べない限り、本発明の任意の与えられたＬ‐アミノ酸配列また
はペプチドは、天然Ｌ‐アミノ酸配列またはペプチドに一致するための配列またはペプチ
ドを逆に合成することによりＤレトロ‐インベルソ配列またはペプチドに転換されていて
もよい、ということが推定される。
【００１９】
　上記に定義されたような本発明のＤレトロ‐インベルソ配列は、有益な性質を数多く有
している。例えば、本発明のＤレトロ‐インベルソ配列が本発明のＬ‐アミノ酸配列と同
様の効率で細胞に浸入し、本発明のＤレトロ‐インベルソ配列は対応するＬ‐アミノ酸配
列よりも安定である。
【００２０】
　したがって、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、アミノ酸配列NH2-Xn

b- DQXXXXXXXLXLTTPR-
Xn

a-Xn
b-COOH（配列番号４）に記載のＤレトロ‐インベルソ配列を少なくとも１つ含んで

いるか、またはＤレトロ‐インベルソ配列の少なくとも１つから成ってもよい。ここで、
Ｘ、Ｘｎ

ａ、およびＸｎ
ｂは、上記に定義されているものである（Ｄ‐アミノ酸を示して

いることが好ましい）。なお、Ｘｎ
ｂは、配列番号２または配列番号４に由来する残基の

連続した伸展を示すことが好ましい。より好ましくは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、ア
ミノ酸配列NH2- DQSRPVQPFLNLTTPRKPR-COOH（配列番号２）に記載のＤレトロ‐インベル
ソ配列を少なくとも１つの含んでいるか、または該Ｄレトロ‐インベルソ配列の少なくと
も１つから成ってもよい。
【００２１】
　上記に公開されたような本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、表１に示されている（配列番号
１‐４）。表１は、本発明のＪＮＫ阻害剤配列の名称、ならびにＪＮＫ阻害剤配列の配列
識別番号、ＪＮＫ阻害剤配列の長さ、および、アミノ酸配列を示す。それに加えて、国際
公開公報第０１／２７２６８号パンフレット（配列番号１７‐２６）の先行技術の配列は
、比較のためにも提供している。これらの先行技術の配列は、本発明のＪＮＫ阻害剤配列
、または本発明のキメラペプチドとして本明細書に公開しておらず、従って免責条項を通
して、本発明の範囲から明確に排除されている。
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【００２２】
【表１】

【００２３】
　もう１つ別の実施の形態によれば、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、上記に定義した配列
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番号１、２、３、または４に記載の本発明の天然または非天然アミノ酸配列の、少なくと
も１つの変異体、断片、および／または誘導体を含んでいるか、または、該変異体、断片
、および／または誘導体から成ってもよい。これらの変異体、断片、および／または誘導
体は、上記に公開された本発明の天然または非天然ＪＮＫ阻害剤配列、特に配列番号１、
２、３、または４に記載の天然または非天然アミノ酸配列の生物活性を保持することが好
ましく、すなわち、ＪＮＫと結合する、および／または、少なくとも１つのＪＮＫにより
活性化される転写因子（例えば、ｃ‐Ｊｕｎ、ＡＴＦ２またはＥＩｋ１）の活性化を阻害
する。機能性は、様々なテスト（例えば、その標的分子に対するペプチドの結合テスト）
、または、生物物理学的方法（例えば、分光法、コンピュータモデリング、構造解析など
）によりテストされていてもよい。特に、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、あるいは、その変
異体、断片、および／または、誘導体は、親水性解析によって解析されていてもよい（例
えば、「Hopp and Woods, 1981. Proc Natl Acad Sci USA 78: 3824-3828」を参照）。な
お、親水性解析は、ペプチドの疎水性領域および親水性領域を同定するのに利用すること
ができるので、実験操作（結合実験など）、または、抗体の合成のための基質の設計に役
立つ。また、２次構造解析は、特異的な構造モチーフを想定するＪＮＫ阻害剤配列（本発
明）の領域、あるいは、その変異体、断片、および／または誘導体の領域を同定するのに
行われていてもよい（「Chou and Fasman, 1974, Biochem 13: 222-223」を参照）。マニ
ピュレーション、翻訳、２次構造予測、親水性および疎水性プロフィール、オープンリー
ディングフレーム予測およびプロッティング、ならびに、配列相同性の決定を、技術的に
利用できるコンピュータソフトウェアプログラムを用いて成し遂げていてもよい。構造解
析に関する他の方法は、例えば、Ｘ線回折法（例えば、「Engstrom, 1974. Biochem Exp 
Biol 1 1 : 7-13」を参照）、質量分析、およびガスクロマトフラフィー（例えば、「MET
HODS IN PROTEIN SCIENCE, 1997, J. Wiley and Sons, New York, NY」を参照）を含んで
おり、コンピュータモデリング（例えば、「Fletterick and Zoller, eds., 1986. Compu
ter Graphics and Molecular Modeling, In: CURRENT COMMUNICATIONS IN MOLECULAR BIO
LOGY, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY」）を用いてい
てもよい。
【００２４】
　したがって、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、配列番号１、２、３、または４に記載の（
天然または非天然）アミノ酸の変異体の少なくとも１つを含んでいるか、または、該変異
体の少なくとも１つから成ってもよい。ここで、「配列番号１、２、３、または４に記載
の（天然または非天然）アミノ酸配列の変異体」は、配列番号１、２、３、または４に記
載の配列の何れかに由来する配列であり、前記変異体は、配列番号１、２、３、または４
に記載のアミノ酸配列のアミノ酸改変を含んでいることが好ましい。一般的に、前記アミ
ノ酸改変は、配列番号１、２、３、または４に記載のアミノ酸の１‐２０、好ましくは１
‐１０、そしてより好ましくは１‐５の置換、添加、および／または欠失を含んでいる。
なお、前記変異体は、配列番号１、２、３、または４に記載の配列の何れかと、少なくと
も約３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、またはさらに９９％の
配列同一性を示す。
【００２５】
　特定のアミノ酸配列の置換により、配列番号１、２、３、または４に記載の本発明の（
天然または非天然）アミノ酸配列の変異体が得られる場合、前記特異アミノ酸配列の置換
は、保存アミノ酸置換を含んでいることが好ましい。保存アミノ酸置換は、グループのメ
ンバー間の置換が分子の生物活性を維持するように、類似の物理化学的性質を十分に備え
ているグループ内に同義的アミノ酸残基を含んでいてもよい（例えば、「Grantham, R. (
1974), Science 185, 862-864」を参照）。また、（特に、挿入および／または欠失が少
しのアミノ酸（例えば２０アミノ酸、好ましくは１０アミノ酸よりも少ない）に関係して
いるだけであり、且つ、機能活性にとって極めて重要であるアミノ酸を除去しないまたは
置き換えない場合）、アミノ酸は、上記に定義した配列において、これらの機能を変える
ことなく挿入および／または欠失されていてもよいことが当業者に知られている。さらに
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、インビボまたはインビトロにおいて、本発明のＪＮＫ阻害剤配列または本発明のキメラ
ペプチドの不活性化を避けるために、本発明の変異体において、ホスホリラーゼ（好まし
くはキナーゼ）が接近しやすいアミノ酸の位置にスレオニンを添加する置換を避けるべき
である。
【００２６】
　同じグループに分類された、および、保存アミノ酸置換により一般的に交換可能である
好ましい同義的アミノ酸残基は、表２に定義されている。
【００２７】
【表２】

【００２８】
　本発明の配列番号１、２、３、または４の変異体の特定の形態は、配列番号１、２、３
、または４に記載の本発明の（天然または非天然）アミノ酸配列の断片である。前記特定
の形態は、一般的に、配列番号１、２、３、または４と比較したときに、少なくとも１つ
の欠失により改変されている。断片は、配列番号１、２、３、または４の何れかの少なく
とも４個の連続したアミノ酸を含んでいる。一般的に、長さは、これらの配列の何れかに
由来するエピトープの特異的認識を可能にするほど十分な長さである。より一層好ましく
は、断片は、配列番号１、２、３、または４の何れかの４‐１８個の連続したアミノ酸、
４‐１５個の連続したアミノ酸、最も好ましくは４‐１０個の連続したアミノ酸を含んで
いる。配列番号１、２、３、または４の何れかの位置に、好ましくはＮ‐またはＣ‐末端
において、アミノ酸が削除されていてもよい。特に、配列番号２（DQSRPVQPFLNLTTPRKPR
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）のペプチドは、１、２、３、４、または５個のアミノ酸だけ、配列番号２のＮ‐および
／またはＣ‐末端において、削除されていてもよい。すなわち、配列番号２の短くなった
変形型は、QSRPVQPFLNLTTPRKPR、SRPVQPFLNLTTPRKPR、RPVQPFLNLTTPRKPR、PVQPFLNLTTPRK
PR、または、VQPFLNLTTPRKPR、あるいは、それぞれDQSRPVQPFLNLTTPRKP、DQSRPVQPFLNLTT
PRK、DQSRPVQPFLNLTTPR、DQSRPVQPFLNLTTP、DQSRPVQPFLNLTT、または、QSRPVQPFLNLTTPRK
P、SRPVQPFLNLTTPRKP、SRPVQPFLNLTTPRK、RPVQPFLNLTTPRKP、RPVQPFLNLTTPRK、またはPVQ
PFLNLTTPの配列を備えていることが好ましい。用いた本発明のペプチド配列が短いほど、
その非特異的な細胞毒性が低くなる。いくつかの実施の形態において、用いたペプチドは
、生物学的機能（例えば、ＪＮＫ阻害性機能）を未だ保持する、可能なだけ短い配列を備
えなければならない。
【００２９】
　さらに、配列番号１、２、３、または４に記載の本発明の（天然または非天然）アミノ
酸配列の断片は、配列番号１、２、３、または４に記載の配列の何れかと、少なくとも約
３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、またはさらに９９％の配列
同一性を共有する配列として定義されていてもよい。
【００３０】
　さらに、本発明のＪＮＫ阻害剤配列は、配列番号１、２、３、または４に記載の（天然
または非天然）アミノ酸配列の誘導体の少なくとも１つを含んでいるか、または、該誘導
体の少なくとも１つから成ってもよい。ここで、「配列番号１、２、３、または４に記載
の（天然または非天然）アミノ酸配列の誘導体」は、配列番号１、２、３、または４に記
載の配列の何れかに由来するアミノ酸配列であることが好ましい。なお、前記誘導体は、
少なくとも１つの修飾されたＬ‐またはＤ‐アミノ酸（非天然アミノ酸を形成する）、好
ましくは１‐２０個、より好ましくは１‐１０個、および、さらに好ましくは１‐５個の
修飾されたＬ‐またはＤ‐アミノ酸を含む。また、変異体または断片の誘導体も、本発明
の範囲に含まれる。
【００３１】
　本明細書に公開されたペプチドの何れかは、該ペプチドの末端が（Ｃ‐末端またはＮ‐
末端か、その両方のどれかの末端に）修飾されていてもよい。Ｃ‐末端は、アミド修飾に
より修飾されていてもよいことが好ましいが、それに対して、Ｎ‐末端は、例えばアシル
化など、任意の適したＮＨ２‐保護基により修飾されていてもよい。
【００３２】
　この点において、「修飾されたアミノ酸」は、例えば、様々な生物における異なるグル
コシル化による、リン酸化による、または特異アミノ酸を標識することにより、変化した
任意のアミノ酸であってもよい。そのとき、そのような標識は、一般的に、（ｉ）放射性
標識（すなわち放射性リン酸化）、または硫黄、水素、炭素、窒素などを有する放射性標
識、（ｉｉ）有色色素（例えば、ジゴキシゲニンなど）、（ｉｉｉ）蛍光性基（例えば、
フルオレセインなど）、（ｉｖ）化学発光基、（ｖ）固相に対する固定化のための基（例
えば、His-tag、ビオチン、strep-tag、flag-tag、抗体、抗原など）、ならびに（ｖｉ）
上記（ｉ）～（ｖ）に言及した２以上の標識から組み合わせを含んでいる標識基から選ば
れる。
【００３３】
　ここで、本発明の検索アミノ酸配列に対して例えば、少なくとも９５％以上の「配列同
一性を共有している」配列を備えているアミノ酸配列は、検索アミノ酸配列の各１００ア
ミノ酸あたり最大で５つアミノ酸を変更していてもよいことを除いて、目的アミノ酸配列
の配列が検索配列に一致している、ということを意味する。言い換えれば、検索アミノ酸
配列に対して、少なくとも９５％以上同一性の配列を備えているアミノ酸配列を得るため
に、目的配列におけるアミノ酸残基の最大５％までは、他のアミノ酸に挿入または置き換
えられる、あるいは、省略されていてもよい（１００アミノ酸あたり５個までアミノ酸を
変更していてもよい）。
【００３４】
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　正確に対応していない配列同士に関して、第１配列の「％同一性」は、第２配列に対し
て決定されていてもよい。一般的に、比較されるためのこれらの２つの配列は、配列間の
相互関係が最大になるように整列される。これは、整列の度合いを強化するために、１つ
の配列か、両方の配列のどちらかにおいて、「ギャップ」を挿入することを含んでいても
よい。それから、％同一性は、比較される各配列の全長上（いわゆる、グルーバルアライ
メント）において、または、各配列の短く定義された長さ（いわゆる、ローカルアライメ
ント）において決定されていてもよい。なお、全長は特に同じまたは類似の長さに適して
おり、短く定義された長さは、不揃いな長さの配列に、より適している。
【００３５】
　２以上の配列の同一性および相同性を比較するための方法は、技術的によく知られてい
る。従って、一例として、バージョン９．１のウィスコシン配列解析パッケージにおいて
利用可能なプログラム、例えばプログラムＢＥＳＴＦＩＴおよびＧＡＰを、２つのポリヌ
クレオチド間の％同一性、および、２つのポリペプチド配列間の％同一性および％相同性
を決定するために用いてもよい（Devereuxら, 1984, Nucleic Acids Res. 12, 387-395.
）。ＢＥＳＲＦＩＴは、（ｉ）（Smith and Waterman (1981 ), J. MoI. Biol. 147, 195
-197.）の「ローカル相同性」アリゴリズムを用いて、（ｉｉ）２つの配列間に見られる
類似点の最良の単一領域を見つける。また、配列間の同一性および／または類似点を決定
するための他のプログラムは、技術的に知られ、例えば、プログラムのＢＬＡＳＴファミ
リー（Altschul ら, 1990, J. MoI. Biol. 215, 403-410）およびＦＡＳＴＡ（Pearson (
1990), Methods Enzymol. 183, 63-98; Pearson and Lipman (1988), Proc. Natl. Acad.
 Sci. U. S. A 85, 2444- 2448.）などである。なお、ＢＬＡＳＴは、ＮＣＢＩのホーム
ページを通して利用可能である（world wide web site ncbi.nlm.nih.gov）。
【００３６】
　本発明のＪＮＫ阻害剤配列を、技術的に知られている方法、例えば、化学合成による、
または、本明細書に記載の遺伝子組み換え方法により、得てもよいし、または生産しても
よい。例えば、前記ＪＮＫ阻害剤配列の所望の領域を含む、または、インビトロまたはイ
ンビボにおいて、所望の活性を媒介する本発明のＪＮＫ阻害剤配列の一部に相当するペプ
チドを、ペプチドシンセサイザーを用いて合成していてもよい。
【００３７】
　第２態様によれば、本発明は、少なくとも１つの第１ドメインおよび少なくとも第２ド
メインを含んでいるキメラペプチドを提供する。なお、第１ドメインは輸送配列を含み、
一方、第２ドメインは上記に定義したような本発明の阻害剤配列を含む。
【００３８】
　一般的に、本発明のキメラペプチドは、少なくとも２５アミノ酸残基の長さを備えてお
り、例えば、２５‐２５０アミノ酸残基、より好ましくは２５‐２００アミノ酸残基、さ
らに好ましくは２５‐１５０アミノ酸残基、２５‐１００アミノ酸残基、および、最も好
ましくは２５‐５０アミノ酸残基である。
【００３９】
　第１ドメインのように、本発明のキメラペプチドは、輸送配列を含むことが好ましく、
該輸送配列は、一般的にペプチド（輸送配列が存在しているペプチド）を所望の細胞の目
的地へ誘導するアミノ酸の任意の配列から選ばれるものである。それから、本明細書に用
いたように、一般的に輸送配列は、ペプチドが原形質膜を横切るように方向づける、例え
ば、細胞の外から、原形質膜を通って、次に細胞質に浸入する。もう１つの方法として、
または、それに加えて、輸送配列は、２つの構成要素の組み合わせ（例えば、細胞透過性
のための構成要素、および、核内局在のための構成要素）、または、例えば細胞膜輸送の
性質、および、標的輸送（例えば核内輸送）を備えている１つの単一構成要素によって、
ペプチドを細胞内の所望の位置（例えば、核、リボソーム、小胞体（ＥＲ）、リソソーム
、またはペルオキシソーム）へ誘導してもよい。さらに、輸送配列は、細胞質の構成要素
、または任意の他の構成要素、あるいは、細胞の区域（例えば、小胞体、ミトコンドリア
、グローム器官（gloom apparatus）、リソソーム小嚢）に結合することが可能な他の構
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成要素を含んでいてもよい。従って、例えば、第１ドメインの輸送配列および第２ドメイ
ンのＪＮＫ阻害剤配列は、細胞質、または、任意の細胞の他の区域に配置されていてもよ
い。これにより、取り込みに応じて、細胞におけるキメラペプチドの局在を決定すること
ができる。
【００４０】
　好ましくは、輸送配列（本発明のキメラペプチドの第１ドメインに含まれている配列）
は、５‐１５０アミノ酸配列の長さを備えており、より好ましくは５‐１００、最も好ま
しくは５‐５０、５‐３０、または、さらに５‐１５アミノ酸の長さである。
【００４１】
　より好ましくは、輸送配列（本発明のキメラペプチドの第１ドメインに含まれている配
列）は、第１ドメインにおいて、連続したアミノ酸配列の伸展（stretch）のように生じ
ていてもよい。代わりに、第１ドメインの輸送配列は、２以上の断片に切断されていても
よい。なお、これらの断片の全てが全体の輸送配列に似ており、１‐１０アミノ酸、好ま
しくは１‐５アミノ酸だけ、お互いから切り離されていてもよい。ただし、そのような輸
送配列は、上記に公開したようなその運搬体の性質を保持している。輸送配列の断片を切
り離すこれらのアミノ酸は、例えば、輸送配列とは異なるアミノ酸配列から選ばれていて
もよい。代わりに、第１ドメインは、１つよりも多い構成要素から成る輸送配列を含んで
いてもよい。なお、各構成要素は、第２ドメインのカーゴＪＮＫ阻害剤配列を、例えば特
定の細胞区域に輸送するのためのそれ自身の機能を有する。
【００４２】
　上記に定義したような輸送配列は、Ｌ‐アミノ酸、Ｄ‐アミノ酸、または、両方の組み
合わせから構成されていてもよい。好ましくは、本発明の輸送配列は、少なくとも１個の
Ｌ‐アミノ酸および／またはＤ‐アミノ酸、好ましくは少なくとも３個のＬ‐アミノ酸お
よび／またはＤ‐アミノ酸、より好ましくは６個のＬ‐アミノ酸および／またはＤ‐アミ
ノ酸、およびさらに好ましくは１０個のＬ‐アミノ酸および／またはＤ‐アミノ酸を含ん
でいる。ここで、Ｌ‐アミノ酸および／またはＤ‐アミノ酸は、ブロック様式、非ブロッ
ク様式、または代替案の様式における、本発明のＪＮＫ輸送配列に整列されていてもよい
。
【００４３】
　別の実施の形態によれば、本発明のキメラペプチドの輸送配列は、Ｌ‐アミノ酸のみか
ら構成されていてもよい。より好ましくは、本発明のキメラペプチドの輸送配列は、上記
に定義したような少なくとも１つの「天然」輸送配列を含んでいるか、または、該「天然
」輸送配列から成る。ここで、用語「天然」は、変更されていない輸送配列のことであり
、完全にＬ‐アミノ酸から構成されている。
【００４４】
　もう１つ別の代替案の実施の形態によれば、本発明のキメラペプチドの輸送配列は、完
全にＤ‐アミノ酸のみから構成されていてもよい。本発明のキメラペプチドの輸送配列は
、上記に記載したような配列のＤレトロ‐インベルソペプチドを含んでいてもよいことが
、より好ましい。
【００４５】
　本発明のキメラペプチドの第１ドメイン輸送配列を、自然に生じる源から得ていてもよ
いし、または、遺伝子組み換え技術または化学合成を用いることにより生産することがで
きる（例えば、「Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T. (1989) Molecular clon
ing: A laboratory manual. 2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
 Spring Harbor, N. Y.」を参照）。
【００４６】
　第１ドメインの輸送配列のための源として、例えば、天然タンパク質、ＶＰ２２（例え
ば、国際公開公報第97/05265号パンフレット; 「Elliott and O’Hare, Cell 88 : 223-2
33 (1997)」に記載されている）、非ウィルスタンパク質（「Jacksonら Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 89 : 10691 -10695 (1992)」）、アンテナペディア（例えば、アンテナペデ
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ィア担体配列）または塩基性ペプチドに由来する輸送配列を用いてもよい。なお、天然タ
ンパク質は、例えばＴＡＴタンパク質（例えば、米国特許第5,804,604号および5,674,980
号。それぞれの参考文献は参照により本明細書に組み込まれている）などである。塩基性
タンパク質は、５‐１５アミノ酸、好ましくは１０‐１２アミノ酸の長さを備えており、
少なくとも８０％、より好ましくは８５％、またはさらに９０％の塩基性アミノ酸（例え
ば、アルギニン、リシン、および／またはヒスチジン）を含んでいるペプチドである。さ
らに、輸送配列として用いられた天然タンパク質の変異体、断片、および誘導体は、本明
細書に公開されている。変異体、断片、および誘導体に関しては、ＪＮＫ阻害剤配列に関
して上記の提供された定義を参照されたい。変異体、断片、および誘導体は、ＪＮＫ阻害
剤配列に関して上記に説明したように同様に定義されている。特に、輸送配列に関して、
変異体または断片または誘導体は、上記に定義されたような輸送配列として用いられた１
つの天然タンパク質のうちの１つと、少なくとも３０％、５０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、９８％、またはさらに９９％の配列同一性を共有する配列として定義されて
いてもよい。
【００４７】
　本発明のキメラペプチドの好ましい実施の形態において、第１ドメインの輸送配列は、
ヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）１ＴＡＴタンパク質に対する配列（特に、ＴＡＴタンパ
ク質を構成する８６アミノ酸のいくつかまたは全てに由来する配列）を含んでいるか、ま
たは、該配列から成る。
【００４８】
　本発明の輸送配列に関して、全長ＴＡＴタンパク質の一部の配列は、ＴＡＴタンパク質
の機能的に有効な断片（すなわち、細胞への浸入および取り込みを媒介する領域を含むＴ
ＡＴペプチド）を形成するために用いられていてもよい。そのような配列が機能的に有効
な断片であるかどうかに関して、公知の技術を使用して決定することができる（例えば、
「Frankedら, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 86 : 7397-7401 (1989)」を参照）。それか
ら、本発明のキメラペプチドの第１ドメインにおける輸送配列は、８６アミノ酸よりも少
ないアミノ酸を含み、且つ、細胞への取り込み、および必要に応じて細胞核への取り込み
を示す、（ｉ）機能的に有効な断片、または（ｉｉ）ＴＡＴタンパク質配列の一部に由来
してもよい。より好ましくは、細胞膜を横切って、キメラペプチドの浸透作用を媒介する
ための運搬体として使用されるＴＡＴの一部の配列（断片）は、ＴＡＴ全長の塩基性領域
（アミノ酸４８‐５７またはアミノ酸４９‐５７）を含むことを意図とされている。
【００４９】
　より好ましい実施の形態によれば、本発明の輸送配列は、４８‐５７のＴＡＴ残基また
は４９‐５７のＴＡＴ残基を含んでいるアミノ酸配列を含んでいるか、または、該アミノ
酸配列から成ってもよい。そして、本発明の輸送配列は、最も好ましくは一般式で表され
たＴＡＴ配列NH2-Xn

b-RKKRRQRRR-Xn
b-COOH（配列番号７）（ここで、Ｘｎ

ｂは上記に定義
されているようなものである）である。代わりに、本発明の輸送配列は、例えば、アミノ
酸配列NH2-GRKKRRQRRR-COOH（配列番号５）を含んでいるペプチドを含んでいるか、また
は、アミノ酸配列NH2-GRKKRRQRRR-COOH（配列番号５）を含んでいるペプチドから成って
もよい。
【００５０】
　もう１つ別のより好ましい実施の形態によれば、本発明の輸送配列は、上記に示したよ
うな配列のＤレトロ‐インベルソペプチドを含んでいてもよい。すなわち、配列NH2- Xn

b

-RRRQRRKKR-Xn
b-COOH（配列番号８）を備えている一般式で表されたＴＡＴ配列のＤレト

ロ‐インベルソ配列を含んでいてもよい。ここで、Ｘｎ
ｂは上記に定義されているような

ものである（Ｄアミノ酸を示すことが好ましい）。さらに、配列番号７‐８の何れかにお
ける「Ｘｎ

ｂ」残基の数は、示されているものに限定されず、上記に記載したように変化
してもよい。最も好ましくは、本発明の輸送配列は、Ｄレトロ‐インベルソ配列NH2-RRRQ
RRKKRG-COOH（配列番号６）を含んでいてもよい。
【００５１】
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　もう１つ別の実施の形態によれば、本発明の輸送配列は、上記に定義したような輸送配
列を含んでいるか、または、上記に定義したような輸送配列から成ってもよい。「輸送配
列の変異体」は、上記に定義したような輸送配列に由来する配列であることが好ましい。
なお、変異体は、上記に定義したような輸送配列に存在する少なくとも１つのアミノ酸の
修飾、例えば添加、（内側の）欠失（断片を引き起こす欠失）、および／または置換を含
む。一般的には、そのような修飾は、アミノ酸の１‐２０個、好ましくはアミノ酸の１‐
１０個、より好ましくはアミノ酸の１‐５個の置換、添加、および／または欠失を含む。
さらに、変異体は、上記に定義したような輸送配列（より好ましくは配列番号５‐８の何
れか）と、少なくとも３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、また
はさらに９９％の配列同一性を示すことが好ましい。
【００５２】
　そのような輸送配列の修飾により、輸送配列の安定性を増加または減少することができ
る。代わりに、輸送配列の変異体を、本発明のキメラペプチドの細胞内の局在を変えるた
めに設計することができる。外から加えられるときに、上記に定義したような変異体は、
一般的には、細胞を浸入するための輸送配列の能力が保持されるように設計される（すな
わち、輸送配列の変異体の細胞への取り込みが、輸送配列を用いた天然タンパク質の細胞
への取り込みと実質的に同じである）。例えば、核への局在に関して重要であると考えら
れる塩基性領域（例えば、Dang and Lee, J. Biol. Chem. 264 : 18019-18023 (1989); H
auber ら, J. Virol. 63 : 1 181 -1 187 (1989) ; et al., J. Virol. 63 : 1 -8 (1989
)を参照）を変更することにより、輸送配列を細胞質へ、または部分的に細胞質へ局在さ
せることができる。このため、本発明のキメラペプチドの構成要素としてのＪＮＫ阻害剤
配列を、細胞質へ、または部分的に細胞質へ局在させることができる。上記に加えて、コ
レステロールまたは他の脂質部分と輸送配列とを結合することにより、さらなる修飾を変
異体に導入し、膜可溶性を増加した輸送配列を生産してもよい。一般的には、本発明の輸
送配列の上記に公開された変異体の何れかは、当業者が公知の技術を用いて生産すること
ができる（例えば、Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T. (1989) Molecular cl
oning: A laboratory manual. 2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spr
ing Harbor, N.Y.を参照）。
【００５３】
　第２ドメインとして、本発明のキメラペプチドは、上記に定義したような本発明のＪＮ
Ｋ阻害剤配列の何れかから選ばれる本発明のＪＮＫ阻害剤配列を一般的に含んでいる。ま
た、本発明のキメラペプチドは、該ＪＮＫ阻害剤配列の変異体、断片および／または誘導
体を含んでいる。
【００５４】
　本発明のキメラペプチドの両方のドメイン（すなわち第１ドメインおよび第２ドメイン
）は、機能ユニットを形成するように連結されていてもよい。第１ドメインと第２ドメイ
ンとを連結するための、一般に公知の任意の方法を適用してもよい。
【００５５】
　１実施の形態によれば、本発明のキメラペプチドの第１ドメインおよび第２ドメインは
、共有結合により連結されていることが好ましい。本明細書において定義される共有結合
は、例えばペプチド結合であってもよい。また該ペプチド結合は、本発明のキメラタンパ
ク質を融合タンパク質として発現させることにより得られてもよい。本明細書に記載され
る融合タンパク質を、以下に記載されているような標準の組み換えＤＮＡ技術に類似の方
法、または該技術からすぐに適用できる方法により形成することができるし、それら方法
に用いることができる。しかし、両方のドメインは、側鎖を介して連結されてもよいし、
化学リンカー部分により連結されてもよい。
【００５６】
　本発明のキメラペプチドの第１ドメインおよび／または第２ドメインは、１以上のコピ
ー数で本発明のキメラペプチドに存在してもよい。両方のドメインが１コピーで存在する
場合、第１ドメインは第２ドメインのＮ末端またはＣ末端のどちらかに連結されてもよい
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。また、両方のドメインが複数のコピーで存在する場合、第１ドメインおよび第２ドメイ
ンは、任意の実現可能な順番で並べられてもよい。例えば、本発明のキメラペプチドにお
ける第１ドメインのコピー数が、複数（例えば２、３またはそれ以上）であるとき（なお
このとき、該第１ドメインは連続して並べられていることが好ましい）、第２ドメインは
、１コピーで第１ドメインを含んでいる配列のＮ末端またはＣ末端に存在してもよい。代
わりに、第２ドメインが複数のコピー数（例えば２、３またはそれ以上）で存在し、第１
ドメインが１コピーで存在してもよい。両方の代替案によれば、第１ドメインおよび第２
ドメインを、任意の場所に連続した配列で配置することができる。典型的な配列を以下に
示す；例えば、第１ドメイン‐第１ドメイン‐第１ドメイン‐第２ドメイン；第１ドメイ
ン‐第１ドメイン‐第２ドメイン‐第１ドメイン；第１ドメイン‐第２ドメイン‐第１ド
メイン‐第１ドメイン；または、例えば、第２ドメイン‐第１ドメイン‐第１ドメイン‐
第１ドメイン。これらの例は、説明のために挙げられているのであり、本発明の範囲を限
定しないことを当業者は十分理解する。したがって、コピー数および配列を、最初に定義
したように変えてもよい。
【００５７】
　好ましくは、第１ドメインおよび第２ドメインは、任意のリンカーを用いることなく互
いに直接連結されてもよい。代替案では、それらは、１～１０アミノ酸（好ましくは１～
５アミノ酸）を含んでいるリンカー配列を介して互いに連結されてもよい。リンカー配列
を形成しているアミノ酸は、アミノ酸残基としてのグリシンまたはプロリンから選ばれる
ことが好ましい。より好ましくは、第１ドメインおよび第２ドメインは、第１ドメインと
第２ドメインとの間に設けられた２、３またはそれ以上のプロリン残基を含んでいるヒン
ジにより、互いに分離されてもよい。
【００５８】
　少なくとも１つの第１ドメインと少なくとも１つの第２ドメインとを含んでいる、上記
に定義したような本発明のキメラペプチドは、Ｌ‐アミノ酸、Ｄ‐アミノ酸、またはそれ
らの組み合わせで構成されてもよい。この点から、（用いられるリンカーと同様に）各ド
メインは、Ｌ‐アミノ酸、Ｄ‐アミノ酸、またはそれらの組み合わせ（例えばＤ‐ＴＡＴ
およびＬ‐ＩＢ１またはＬ‐ＴＡＴおよびＤ‐ＩＢ１など）で構成されてもよい。好まし
くは、本発明のキメラペプチドは、少なくとも１、好ましくは少なくとも３、より好まし
くは少なくとも６、さらに好まくしは少なくとも１０のＬ‐アミノ酸および／またはＤ‐
アミノ酸を備えており、Ｄ‐アミノ酸および／またはＬ‐アミノ酸は、本発明のキメラペ
プチドにおいて、ブロック様式（ｂｌｏｃｋｗｉｓｅ）、非ブロック様式、または代わり
の様式にて並べられてもよい。
【００５９】
　特定の実施の形態によれば、本発明のキメラペプチドは、一般式で表されたＬ‐ＴＡＴ
‐ＩＢペプチド［ＮＨ２‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＫＫＲＲＱＲＲＲ‐Ｘｎ
ｂ‐Ｘｎ

ａ‐ＲＰＴＴＬＸ
ＬＸＸＸＸＸＸＸＱＤ‐Ｘｎ

ｂ‐ＣＯＯＨ、配列番号１０］を含んでいるか、または該ペ
プチドから成る。なお、Ｘ、Ｘｎ

ａおよびＸｎ
ｂは、上記に定義したようなものが好まし

い。より好ましくは、本発明のキメラペプチドは、Ｌ‐アミノ酸のキメラペプチド、Ｌ‐
ＴＡＴ‐ＩＢ１［ＮＨ２‐ＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＰＰＲＰＫＲＰＴＴＬＮＬＦＰＱＶＰＲ
ＳＱＤ‐ＣＯＯＨ、配列番号９］を含んでいるか、または該ペプチドから成る。
【００６０】
　代わりの特定の実施の形態によれば、本発明のキメラペプチドは、上記に開示されたＬ
‐アミノ酸のキメラペプチドに関してのＤ‐アミノ酸のキメラペプチドを含んでいるか、
または該Ｄ‐アミノ酸のキメラペプチドから成る。本発明の典型的なＤレトロ‐インベル
ソキメラペプチドは、例えば、一般式で表されたＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢペプチド［ＮＨ２‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＤＱＸＸＸＸＸＸＸＬＸＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ‐Ｘｎ

ｂ‐ＣＯＯＨ、配列番号１２］である。なお、Ｘ、Ｘｎ
ａおよびＸｎ

ｂは、上記に定義し
たようなものが好ましい（Ｄアミノ酸を表していることが好ましい）。より好ましくは、
本発明のキメラペプチドは、ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドに則ったＤアミノ酸のキメラペプチ
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ド［ＮＨ２‐ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲＰＰＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ‐ＣＯ
ＯＨ、配列番号１１］を含んでいるか、または該ペプチドから成る。しかし、（ＰＰの代
わりに）第１ドメインおよび第２ドメインの連結部分は、上記に定義したような‐Ｘｎ

ａ

‐Ｘｎ
ｂ‐，から構成されてもよい。具体的には、最終的に（ＰＰ）の代わりに‐Ｘｎ

ａ

‐Ｘｎ
ｂ‐を有している配列番号１１の第２ドメインは、そのＮ末端および／またはＣ末

端において、１、２、３、４または５アミノ酸だけ削除されてもよい。別の好ましい実施
の形態では、配列番号１１の第１ドメインは、そのＮ末端および／またはＣ末端において
、１または２アミノ酸だけ削除されてもよい。このような削除は、第２ドメインの末端の
アミノ酸残基について開示された、削除と組み合わされてもよい。したがって、配列番号
１１の好ましい変異体は、例えば、第２ドメインのＮ末端および／またはＣ末端において
削除が起こっている以下の配列である：それぞれ、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ
Ｒ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘ

ｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲ

ＲＱＲＲＫＫＲＧ、または、ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱ
ＲＲＫＫＲＧ、あるいは、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐Ｒ

ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱ
ＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ

ＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱ
ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、あるいは、ＱＳＲ

ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰ
ＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬ

ＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ
‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、あるいは、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐Ｒ

ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ。第１ドメインの末端のみにおいて削除が起こっている好ましい実施
の形態は、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ

Ｒ、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＱＳ
ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＱＳＲＰＶ

ＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬ
ＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴ

ＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲ、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ
‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫである。第１ドメインおよび第２ドメインにおいて削除

が起こっている組み合わせは、例えば、それぞれ、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ
Ｒ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ

‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲ
ＲＫＫＲ、または、ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ

Ｒ、あるいは、それぞれ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐Ｒ
ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲ

ＲＫＫＲ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、
ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＤＱＳＲＰＶ

ＱＰＦＬＮＬＴＴ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、または、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬ
ＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ

ＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐
ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫ

ＫＲ、または、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＱＳＲ
ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＳＲＰＶＱＰＦ

ＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴ
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ＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐
Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、または、ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐
Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、あるいは、それぞれ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ
Ｐ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ

‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐Ｒ

ＲＲＱＲＲＫＫ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ
、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、または、ＱＳＲ

ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＳＲＰＶＱＰＦＬ
ＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ

Ｋ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＲＱＲ

ＲＫＫ、または、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＲＱＲＲＫＫ、ＱＳＲ
ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＳＲＰＶＱＰＦ

ＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ
ＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、または、ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、あるいは、それぞれ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐
Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱ

ＲＲＫＫＲ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、Ｄ
ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、または、ＱＳＲＰＶ

ＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬ
ＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ

‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲ

ＲＫＫＲＧ、または、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、
ＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰ

ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘ

ｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲ
ＲＫＫＲＧ、または、ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫ

ＲＧ、あるいは、それぞれ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐
ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲ

ＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ
、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰ

ＶＱＰＦＬＮＬＴＴ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、または、ＱＳＲＰＶＱＰＦ
ＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴ

ＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘ

ｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ

‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＲＱＲＲＫ
ＫＲＧ、または、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＱＳ

ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰ
ＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴ

ＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘ

ｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、または、ＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰＲ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘ

ｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、あるいは、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐
Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐Ｒ
ＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲ

Ｇ、ＤＱＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＤＱＳＲＰ
ＶＱＰＦＬＮＬＴＴ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、または、ＱＳＲＰＶＱＰＦＬ
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ＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲ
ＫＰ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＳＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐
Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲ
ＲＫＫＲＧ、ＲＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰＲＫ‐Ｘｎ

ａ‐Ｘｎ
ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ、また

は、ＰＶＱＰＦＬＮＬＴＴＰ‐Ｘｎ
ａ‐Ｘｎ

ｂ‐ＲＱＲＲＫＫＲＧ。なお、ペプチドが短
くなれば、該ペプチドの（非特異的な）細胞毒性は低くなる。しかし、ペプチドは、生物
機能（すなわち、該ペプチドの細胞膜透過性（第１ドメイン）、および、該ペプチドのＪ
ＮＫ阻害機能（第２ドメイン））を保っている必要がある。
【００６１】
　上記に定義したような本発明のキメラペプチドの第１ドメインおよび第２ドメインは、
技術的に知られている任意の適切な様式において実施される化学カップリングまたは生物
化学カップリングによって（例えば、第１ドメインと第２ドメインとの間にペプチド結合
を設けることによって、第１ドメインと第２ドメインとを融合タンパク質として発現させ
ることによって、または、本発明のキメラペプチドの第１ドメインと第２ドメインとを架
橋することによって）、互いに連結されてもよい。
【００６２】
　公知の化学架橋方法は非特異的である。すなわち、これらの方法では、カップリングの
位置が、輸送ポリペプチドまたはカーゴ高分子における任意の特定の部位に設定されない
。その結果、非特異的な架橋剤を使用することにより、機能部位が攻撃されるか、または
活性部位が立体的に妨害されることがあり、接合されたタンパク質が生物的に不活性にな
る。したがって、第１ドメインおよび第２ドメインを、より特異的にカップリングできる
架橋方法を用いることが好ましい。
【００６３】
　カップリングの特異性を向上するための１つの方法は、架橋される第１ドメインおよび
第２ドメインの１つまたは両方において、１度だけもしくは数回存在する官能基に直接化
学カップリングすることである。例えば、チオール基を含んでいる唯一のアミノ酸である
システインは、多くのタンパク質において、数回だけ存在する。また、例えば、ポリペプ
チドがリジン残基を含んでいない場合、第１アミンに特異的な架橋試薬は、該ポリペプチ
ドのアミノ末端に、選択的であるといえる。カップリングの特異性を向上させるためのこ
のアプローチの利用を成功させるためには、ポリペプチドの領域内であって、ポリペプチ
ドの生物学的活性を失うことなく変えられてもよい領域内に、適当に希有で且つ反応性の
ある残基が存在していることが必要である。
【００６４】
　システイン残基は、該システイン残基がポリペプチド配列の一部に存在し、架橋反応に
該システイン残基が参加することによって、生物活性が妨害される恐れがある場合は、置
き換えられてもよい。システイン残基を置き換えるときは、それによって引き起こされる
ポリペプチドの折りたたみの変化を最小限にすることが、一般的に望ましい。ポリペプチ
ドの折りたたみの変化は、システインと化学的および立体的に同様のものが置き換えられ
たときに、最小になる。これらの理由のために、システインと置き換えられるものとして
は、セリンが好ましい。下記の実施例において実証しているように、システイン残基が、
架橋を目的として、ポリペプチドのアミノ酸配列に導入されてもよい。
【００６５】
　システイン残基が導入されるときは、アミノ末端またはカルボキシ末端において、ある
いは、アミノ末端またはカルボキシ末端の近傍に導入されることが好ましい。そのような
アミノ酸配列の改変には、興味のあるポリペプチドが、化学合成によって、または組み換
えＤＮＡの発現を経て生産されるという従来の方法を利用することができる。
【００６６】
　また、第１ドメインおよび第２ドメインのカップリングを、カップリング剤または接合
剤を用いて達成することができる。利用可能な分子内架橋試薬がいくつか知られている（
例えば、「Means and Feeney, CHEMICAL MODIFICATION OF PROTEINS, Holden-Day, 1974,
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 pp. 39-43」を参照のこと）。これらの試薬の例として、例えば、Ｎ‐サクシンイミジル
３‐（２‐ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、または、Ｎ，Ｎ’‐（１，３
‐フェニレン）ビスマレイミド（両者は、スルヒドリル基に対して高い特異性を示し、不
可逆的結合を形成する）；Ｎ，Ｎ’‐エチレン‐ビス‐（ヨードアセトアミド）、または
、炭素数６～１１のメチレン架橋を有している試薬（これらは、スルヒドリル基に対して
比較的に高い特異性を示す）；および、１，５‐ジフルオロ‐２，４‐ジニトロベンゼン
（これは、アミノ基およびチロシン基と不可逆結合を形成する）が挙げられる。この目的
のために有用な他の架橋試薬として、例えば、ｐ，ｐ’‐ジフルオロ‐ｍ，ｍ’‐ジニト
ロジフェニルスルホン（これは、アミノ基およびフェノール系の基と不可逆結合を形成す
る）；ジメチル・アジプイミデート（dimethyl adipimidate）（これは、アミノ基に対し
て特異性を示す）；フェノール‐１，４ジスルホニルクロライド（これは、アミノ基と主
に反応する）；ヘキサメチレンジイソシアネート、ジイソチオシアネート、またはアゾフ
ェニル‐ｐ‐ジイソシアネート（これは、アミノ基と主に反応する）；グルタルアルデヒ
ド（これは、いくつかの異なる側鎖と反応する）およびジスジアゾベンジジン（disdiazo
benzidine）（これはチロシンおよびヒスチジンと主に反応する）が挙げられる。
【００６７】
　架橋試薬は、ホモ２機能性であってもよい、すなわち同じ反応を受ける２つの官能基を
有していてもよい。好ましいホモ２機能性の架橋試薬は、ビスマレイミドへキサン（「Ｂ
ＭＨ」）である。ＢＭＨは、２つのマレイミド官能基を含んでおり、これらマレイミド官
能基は、スルヒドリルを含んでいる化合物と、穏やかな条件下（ｐＨ６．５～７．７）に
おいて特異的に反応する。上記２つのマレイミド基は、炭化水素鎖により連結されている
。したがって、ＢＭＨは、システイン残基を含んでいるペプチドを不可逆的に架橋するこ
とに有用である。
【００６８】
　また、架橋試薬は、ヘテロ２機能性であってもよい。ヘテロ２機能性の架橋剤は、２つ
の異なる官能基を有している。該架橋剤としては、例えば、アミンに反応する基およびチ
オールに反応する基を有している架橋剤が挙げられる。この架橋剤により、遊離アミンお
よび遊離チオールを有している２つのタンパク質が、それぞれ架橋される。
【００６９】
　ヘテロ２官能性の架橋剤としては、例えば、スクシンイミジル４‐（Ｎ‐マレイミドメ
チル）シクロヘキサン‐１‐カルボキシレート（「ＳＭＣＣ」）、ｍ‐マレイミドベンゾ
イル‐Ｎ‐ヒドロキシスクシンイミドエステル（「ＭＢＳ」）、および、ＭＢＳの鎖が延
長している類似体であるスクシンイミド４‐（ｐ‐マレイミドフェニル）ブチレート（Ｓ
ＭＰＢ）が挙げられる。これらの架橋剤のスクシンイミジル基は、一級アミンと反応し、
チオールに反応するマレイミドは、システイン残基のチオールと共有結合を形成する。
【００７０】
　架橋試薬の多くは、水に対する溶解度が低い。そこで、架橋試薬の水溶性を改善するた
めに、架橋試薬に親水性部分（例えばスルホン酸基）を加えてもよい。この観点から、水
溶性が改変された架橋試薬としては、例えば、スルホ‐ＭＢＳおよびスルホ‐ＳＭＣＣが
挙げられ、これらを本発明にしたがって用いてもよい。
【００７１】
　多くの架橋試薬を用いると、細胞環境下において基本的に開裂することができない接合
体が生産される。しかし、いくつかの架橋試薬は、細胞環境下において開裂することがで
きる共有結合（ジスルフィド結合など）を含んでいる。例えば、トラウト試薬（Traut’s
 reagent)、ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）（「ＤＳＰ」）、および、
Ｎ‐スクシンイミジル３‐（２‐ピリジルジチオ）プロピーネート（「ＳＰＤＰ」）は、
公知の開裂可能なクロスリンカーである。開裂可能な架橋試薬を用いることにより、標的
細胞内に送達されたときに、カーゴ部分を輸送ポリペプチドから分離することができる。
また、直接的なジスルフィド結合も有用である。
【００７２】
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　上述した架橋試薬を含む非常に多くの架橋試薬は、市販されている。それらの詳細な使
用説明書は、市販品を取り扱う業者から容易に入手することができる。タンパク質の架橋
および接合体の調製に関しては、一般的に、「Wong, CHEMISTRY OF PROTEIN CONJUGATION
 AND CROSSLINKING, CRC Press (1991)」を参照のこと。
【００７３】
　化学架橋は、スペーサーアームの使用を含んでいてもよい。スペーサーアームにより、
分子内を柔軟にするか、または、接合部分間の分子内距離が調節され、これにより生物学
的活性の維持が助長されてもよい。スペーサーアームは、スペーサーアミノ酸（例えばプ
ロリン）を含んでいるポリペプチド部分の形態であってもよい。あるいは、スペーサーア
ームは、「長鎖SPDP」(Pierce Chem. Co., Rockford, IL.,カタログ番号21651 H）におけ
るような架橋試薬の一部であってもよい。
【００７４】
　また、先に開示したキメラペプチドのうちの１つの変異体、断片または誘導体が、本明
細書に開示されている。断片および変異体に関しては、ＪＮＫ阻害剤配列に関する上記の
定義を、一般的に参照されたい。
【００７５】
　特に、本発明において「キメラペプチドの変異体」は、配列番号９～１２に記載の配列
の何れかに由来する配列であることが好ましい。該キメラ変異体は、配列番号９～１２に
記載の本発明のキメラペプチドのアミノ酸変異を含んでいる。そのような変異では、配列
番号９～１２に記載のアミノ酸が、１～２０個、好ましくは１～１０個、より好ましくは
１～５個、置換、付加および／または欠失（断片を誘導する）され、変異した本発明のキ
メラペプチドは、配列番号９、１０、１１、または１２に記載の配列の何れかと、少なく
とも約３０％、５０％、７０％、８０％、９５％、９８％または９９％の配列同一性を示
す。好ましくは、これらの変異体は、本発明のキメラペプチドに含まれているような第１
ドメインおよび第２ドメインの生物活性を保っていることが好ましい。すなわち、上記変
異体は、上述したような第１ドメインの輸送活性、ならびに、ＪＮＫに結合するための、
および／または、少なくとも１つのＪＮＫにより活性化された転写因子の活性化を阻害す
るための第２ドメインの活性を保っていることが好ましい。
【００７６】
　したがって、本発明のキメラペプチドは、上記本発明のキメラペプチド（特に、配列番
号９、１０、１１または１２に記載の本発明のキメラペプチドの配列）の断片を含んでい
る。このように、本発明のコンテクストでは、「本発明のキメラペプチドの断片」は、配
列番号９、１０、１１または１２に記載の配列の何れかに由来する配列であり、上記断片
は、配列番号９、１０、１１または１２の何れかの少なくとも４個の連続したアミノ酸を
含んでいる。この断片は、これらの配列の何れかに由来する特定のエピトープの認識を可
能にするのに十分で且つ、配列を細胞内、核内、もしくはさらに好ましい位置に輸送する
のに十分な長さを含んでいることが好ましい。上記断片は、配列番号９、１０、１１また
は１２の何れかの４～１８個、４～１５個、もしくはより好ましくは４～１０個の連続し
たアミノ酸を含んでいる。また、本発明のキメラペプチドの断片は、配列番号９、１０、
１１または１２に記載の配列の何れかと、少なくとも３０％、５０％、７０％、８０％、
９５％、９８％または９９％の配列同一性を共有している配列として、定義されてもよい
。
【００７７】
　最終的に、本発明のキメラペプチドは、上記本発明のキメラペプチド（特に配列番号９
、１０、１１または１２に記載の本発明のキメラペプチド配列）の誘導体を含んでいても
よい。
【００７８】
　さらに、本発明は、上記に定義したような本発明のＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラ
ペプチド、またはそれらの断片、変異体もしくは誘導体をコードする核酸配列に関する。
本発明のＪＮＫ阻害剤配列をコードする好ましく適切な核酸は、ヒトＩＢ１核酸（GenBan
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k Accession No. (AF074091)）、ラットＩＢ１核酸（GenBank Accession No. AF 108959
）、または、ヒトＩＢ２（GenBank Accession No AF218778）から選択される。
【００７９】
　本発明のＪＮＫ阻害剤配列またはキメラペプチドをコードする核酸は、技術的に知られ
ている任意の方法により得られてもよい。そのような方法としては、例えば、上記配列の
３’末端および５’末端にハイブリダイズすることができる合成プライマーを用いたＰＣ
Ｒ増幅、および／または、所定の遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレオチド配列を用いた
、ｃＤＮＡライブラリーもしくはゲノムライブラリーからのクローニングが、挙げられる
。
【００８０】
　また、上記に定義したような（野生型の）本発明のＪＮＫ阻害剤配列またはキメラペプ
チドをコードする適切な鎖と、ストリンジェントな条件下においてハイブリダイズする核
酸配列は、本発明に開示されている。そのような核酸配列は、特異的にハイブリダイズす
るために十分な長さを有している少なくとも６個の連続した核酸を含んでいることが好ま
しい。そのような核酸配列は、６～３８個の連続した核酸を含んでいることがより好まし
く、６～３０個の連続した核酸を含んでいることがさらに好ましく、６～２０個または６
～１０個の連続した核酸を含んでいることが最も好ましい。
【００８１】
　「ストリンジェントな条件」は、配列に依存し、環境が異なると異なる。一般的に、ス
トリンジェントな条件は、確定したイオン強度およびｐＨにおける特異的な配列に関する
融点の温度（ＴＭ）よりも約５℃低いように選択されてもよい。該ＴＭは、確定したイオ
ン強度およびｐＨにおいて、完全に一致するプローブに標的配列の５０％がハイブリダイ
ズする温度である。通常、ストリンジェントな条件では、塩濃度がｐＨ７において少なく
とも約０．０２モル濃度であり、温度が少なくともが約６０℃である。他の因子（特に、
塩基の組成、および相補鎖の大きさなど）がハイブリダイゼーションのストリンジェンシ
ー、有機溶媒の存在、および塩基ミスマッチの程度に影響を与えるので、パラメーターの
組み合わせが、どれか１つの絶対測定よりも重要である。
【００８２】
　「高ストリンジェンシー条件」は、以下の工程を含んでいてもよい。すなわち、工程１
：ＤＮＡを含んでいるフィルターを、８時間から一晩６５℃で、６×ＳＳＣ、５０ｍＭＴ
ｒｉｓ‐ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭＥＤＴＡ、０．０２％ＰＶＰ、０．０２％Ｆｉｃ
ｏｌｌ、０．０２％ＢＳＡおよび５００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含んでいる緩衝
液中において前処理する工程。工程２：フィルターを、４８時間６５℃で、１００ｍｇ／
ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡおよび５～２０×１０６ｃｐｍの３２Ｐにより標識されたブロー
ブが添加された上記プレハイブリダイゼーション混合液中においてハイブリダイズさせる
工程。工程３：フィルターを１時間３７℃で、２×ＳＳＣ、０．０１％ＰＶＰ、０．０１
％Ｆｉｃｏｌｌおよび０．０１％ＢＳＡを含んでいる溶液中において洗浄し、その後、０
．１×ＳＳＣ中において５０℃で４５分間洗浄する工程。工程４：フィルターをオートラ
ジオグラフする工程。用いられてもよい高ストリンジェンシーの他の条件は、技術的に公
知である（例えば、「Ausubelら, (eds.), 1993, Current Protocols in Molecular Biol
ogy, John Wiley」および「Sons, NY; and Kriegler, 1990, Gene Transfer and Express
ion, a Laboratory Manual, Stockton Press, NY」を参照のこと）。
【００８３】
　「穏やかなストリンジェンシー条件」は、以下の工程を含んでいてもよい。工程１：Ｄ
ＮＡを含んでいるフィルターを、６時間５５℃で、６×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０
．５％ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含んでいる溶液中において前
処理する工程。工程２：フィルターを、１８～２０時間５５℃で、５～２０×１０６ｃｐ
ｍの３２Ｐで標識されたプローブが添加された同じ溶液中においてハイブリダイズさせる
工程。工程３：フィルターを１時間３７℃で、２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳを含んでいる
溶液中において洗浄し、その後、１×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳを含んでいる溶液中に
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おおける６０℃で３０分間の洗浄を２回行う工程。工程４：フィルターを乾燥させて、オ
ートラジオグラフィーに露光する工程。用いられてもよい穏やかなストリンジェンシーの
他の条件は、技術的に公知である（例えば、「Ausubelら, (eds.), 1993, Current Proto
cols in Molecular Biology, John Wiley」および「Sons, NY; and Kriegler, 1990, Gen
e Transfer and Expression, a Laboratory Manual, Stockton Press, NY」を参照のこと
）。
【００８４】
　最後に、「低ストリンジェンシー条件」は、以下の工程を含んでいてもよい。工程１：
ＤＮＡを含んでいるフィルターを、６時間４０℃で、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、
５０ｍＭＴｒｉｓ‐ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭＥＤＴＡ、０．１％ＰＶＰ、０．１％
Ｆｉｃｏｌｌ、１％ＢＳＡおよび５００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含んでいる溶液
中において前処理する工程。工程２：フィルターを、１８～２０時間４０℃で、０．０２
％ＰＶＰ、０．０２％Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％ＢＳＡ、１００μｇ／ｍｌサケ精子ＤＮＡ
、１０％（ｗｔ／ｖｏｌ）硫酸デキストランおよび５～２０×１０６ｃｐｍ３２Ｐで標識
されたプローブが添加された同じ溶液中においてハイブリダイズさせる工程。工程３：フ
ィルターを１．５時間５５℃で、２×ＳＳＣ、２５ｍＭＴｒｉｓ‐ＨＣｌ（ｐＨ７．４）
、５ｍＭＥＤＴＡおよび０．１％ＳＤＳを含んでいる溶液中において洗浄し、その後、洗
浄溶液を新鮮な溶液に替えて、さらに１．５時間６０℃でインキュベートする工程。工程
４：フィルターを乾燥させて、オートラジオグラフィーに露光する工程。必要に応じて、
フィルターを２０分間６５～６８℃で洗浄し、フィルムに再度露光する。用いられてもよ
い低ストリンジェンシーの他の条件は、技術的に公知である（例えば、異種間のハイブリ
ダイゼーションに用いられているようなものがある）。例えば、「Ausubelら, (eds.), 1
993, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley」、および「Sons, NY; and
 Kriegler, 1990, GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUAL, Stockton Pre
ss, NY」を参照のこと。
【００８５】
　解析、特徴付け、または治療上の使用のために、本発明により提供される核酸配列を用
いて、本発明のペプチド（本発明のＪＮＫ阻害剤配列または本発明キメラペプチド）を、
発現させることができる。つまり、恒常的に、組織の分化もしくは発生の特定の段階に、
または病気の状態の何れかにおいて、対応する（本発明の）ペプチドが選択的に発現する
組織についてのマーカーとして、本発明のペプチドを発現させるために、本発明により提
供される核酸配列を用いることができる。上記核酸に関する他の使用には、例えば、核酸
の電気泳動に基づく解析の分子量マーカーが含まれる。
【００８６】
　本発明の他の実施の形態によれば、上記に定義したような１以上の本発明のＪＮＫ阻害
剤配列および／またはキメラペプチドを、組み換え発現させるための発現ベクターが提供
される。本明細書において用いられる用語「発現ベクター」は、環状または直鎖状のＤＮ
ＡもしくはＲＮＡのどちらかを示す。該ＤＮＡもしくはＲＮＡは、２本鎖または１本鎖の
どちらかである。また、上記発現ベクターは、宿主細胞、単細胞の宿主生物または多細胞
の宿主生物内に導入されるための少なくとも１つの本発明の核酸を含んでいる。本発明の
発現ベクターは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、またはその断片もしくは変異体、あるいは
、本発明キメラペプチド、またはその断片もしくは変異体コードしている本発明の核酸を
含んでいることが好ましい。さらに、本発明の発現ベクターは、発現を支援するための適
切な要素を含んでいることが好ましい。上記要素としては、例えば、様々な調節要素（ウ
ィルス、細菌、植物、哺乳類などに由来するエンハンサー／プロモーターなど）、および
挿入されたポリヌクレオチドの発現を宿主細胞において促進させる他の真核性の源（絶縁
体、境界要素、ＬＣＲ、またはマトリックス／スカッフォールド付着領域など）が含まれ
る。なお、上記ＬＣＲは、例えば「Blackwood and Kadonaga (1998), Science 281, 61-6
3」に記載されており、上記マトリックス／スカッフォールド付着領域は、例えば「Li, H
arju and Peterson, (1999), Trends Genet. 15, 403-408」に記載されている。いくつか
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の実施の形態では、調節要素は、異種である（すなわちネイティブな遺伝子のプロモータ
ーではない）。代わりに、必要な転写シグナルおよび翻訳シグナルが、ネイティブなプロ
モーターによって、遺伝子および／または該遺伝子の隣接領域に、提供されてもよい。
【００８７】
　本明細書において用いられる用語「プロモーター」は、１以上の本発明の核酸配列の転
写を制御するために機能し、且つ、ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼの結合部位の存在、
およびプロモーターの機能を調節するために相互作用する他のＤＮＡ配列の存在によって
構造的に同定されるＤＮＡ領域のことをいう。機能的な発現を促進するプロモーター断片
は、プロモーターとしての活性を保有している短くなった、または切り取られたプロモー
ター配列である。プロモーター活性は、技術的に知られている任意のアッセイ（例えば、
「Wood, de Wet, Dewji, and DeLuca, (1984), Biochem Biophys. Res. Commun. 124, 59
2-596」;および「Seliger and McElroy, (1960), Arch. Biochem. Biophys. 88, 136-141
」を参照のこと）、および、Ｐｒｏｍｅｇａ（登録商標）から市販されているアッセイに
よって測定されてもよい。
【００８８】
　本発明の発現ベクターにおいて用いられる「エンハンサー領域」は、１以上の遺伝子の
転写を増加させるために機能するＤＮＡの領域のことを、通常いう。より具体的には、本
明細書において用いられる用語「エンハンサー」は、発現される遺伝子についての位置お
よび配向性に関係なく遺伝子の発現を、増強、増大、向上、または改良し、且つ、１つよ
りも多いプロモーターの発現を増強、増大、向上、または改良していてもよいＤＮＡ調節
要素のことである。
【００８９】
　上記に定義したような、本発明の発現ベクターのためのプロモーター／エンハンサー配
列は、植物、動物、昆虫、または菌類の調節配列を利用してもよい。例えば、酵母または
他の菌類に由来するプロモーター／エンハンサー要素を、用いることができる（例えば、
ＧＡＬ４　プロモーター、アルコールデヒドロゲナーゼプロモーター、ホスホグリセロー
ルキナーゼプロモーター、アルカリホスファターゼプロモーター）。代わりに、もしくは
さらに、上記プロモーター／エンハンサー配列は、動物の転写制御領域を含んでいてもよ
い。該転写制御領域としては、例えば、（ｉ）脾臓β細胞内において活性な、インスリン
遺伝子制御領域（例えば、「Hanahanら, 1985. Nature 315: 115-122」を参照のこと）、
（ｉｉ）リンパ系細胞内において活性な、免疫グロブリン遺伝子制御領域（例えば、「Gr
osschedlら, 1984, Cell 38 : 647-658」を参照のこと）、（ｉｉｉ）肝臓において活性
な、アルブミン遺伝子制御領域（例えば、「Pinckertら, 1987. Genes and Dev 1: 268-2
76」を参照のこと）、（ｉｖ）脳のオリゴデンドロサイト内において活性な、ミエリン塩
基性タンパク質遺伝子制御領域（例えば、「Readheadら, 1987, Cell 48: 703-712」を参
照のこと）、および、（ｖ）視床下部内において活性な、性腺刺激ホルモン放出ホルモン
遺伝子制御領域（例えば、「Masonら, 1986, Science 234: 1372-1378」を参照のこと）
などが挙げられる。
【００９０】
　さらに、本発明の発現ベクターは、増幅マーカーを含んでいてもよい。該増幅マーカー
は、例えば、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ
）、多剤耐性遺伝子（ＭＤＲ）、オルニチンデカルボキシラーゼ（ＯＤＣ）、および、Ｎ
‐（ホスホンアセチル）‐Ｌ‐アスパラギン酸耐性（ＣＡＤ）からなる群から選択されて
もよい。上記に定義したようなタンパク質の遺伝子（すなわち興味のあるタンパク質（Ｐ
ＯＩ）および／または本発明の誘導タンパク質）を増幅することにより、細胞に導入され
た上記ベクターから発現するこれらのタンパク質の発現レベルを増加させることができる
（「Kaufmanら(1985), Mol. Cell Biol. 5, 1750-1759」を参照のこと）。
【００９１】
　本発明に適切な典型的な発現ベクターまたは該発現ベクターの誘導体としては、特に、
ヒトまたはヒト以外の動物に感染するウィルス（例えば、ワクシニアウィスルまたはアデ
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ノウィルス）、昆虫に感染するウィルス（例えばバキュロウィルス）、酵母ベクター、バ
クテリオファージベクター（例えばラムダファージ）、プラスミドベクターおよびコスミ
ドベクターなどが挙げられる。
【００９２】
　さらに、本発明は、上記に定義したような本発明の核酸の配列にコードされたペプチド
を発現させるために利用してもよい、宿主‐ベクターシステムを提供する。該宿主‐ベク
ターシステムには、例えば、（ｉ）ワクシニアウィルスおよびアデノウィルスなどにより
感染される哺乳類細胞システム、（ｉｉ）バキュロウィルスなどにより感染される昆虫細
胞システム、（ｉｉｉ）酵母ベクターを含む酵母、（ｉｖ）バクテリファージＤＮＡ、プ
ラスミドＤＮＡ、またはコスミドＤＮＡによりトランスフォームされる細菌が含まれるが
、これらに限定されない。利用される宿主‐ベクターシステムに応じて、数ある適切な転
写要素および翻訳要素のうちの何れか１つを用いてもよい。
【００９３】
　そのような宿主‐ベクターシステムに適切な宿主細胞株は、好ましくは、挿入された興
味のある配列の発現を調整するか、または、発現したペプチド（上記配列によりコードさ
れている）を、所望の特定の様態で修飾もしくは加工する宿主細胞株から選択されてもよ
い。さらに、特定のプロモーターからの発現は、選択された宿主株内の特定の誘導物質の
存在下において増強されてもよい。これにより、遺伝子組み換えペプチドの発現の制御が
容易になる。さらに、異なる宿主細胞は、発現されるペプチドの翻訳の際ならびに翻訳後
の加工および修飾（グリコシル化およびリン酸化など）に関する、特徴的で且つ特異的な
機構を備えている。したがって、適切な細胞系または宿主システムは、外来のペプチドへ
の所望の修飾および加工が確実に実現されるように選択されてもよい。例えば、細菌のシ
ステム内でのペプチドの発現を用いて、グリコシル化されていないコアペプチドを製造す
ることができる。これに対し、哺乳類細胞内での発現は、異種ペプチドの「ネイティブ」
グリコシル化を確実する。
【００９４】
　また、本発明は、本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチドに
対する抗体を提供する。また、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、または該阻害剤配列を含んで
いる本発明のキメラペプチドに特異的な抗体を製造するための効率的な手段を提供する。
【００９５】
　本発明によれば、ＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチド、ならびに
それらの断片、変異体または誘導体を、これらペプチドの構成要素に免疫特異的に結合す
る抗体を発生させるための免疫原として利用してもよい。そのような抗体としては、例え
ば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、Ｆａｂ断片、
およびＦａｂ発現ライブラリーを含んでいる。特定の実施の形態では、本発明は、上記に
定義したような本発明のキメラペプチドまたはＪＮＫ阻害剤配列に対する抗体を提供する
。これらの本発明の抗体を製造するためには、技術的に知られている様々な手法を用いて
もよい。
【００９６】
　一例として、ポリクローナル抗体を製造するために、上記に定義したような任意の本発
明のキメラペプチドまたはＪＮＫ阻害剤配列を注射することにより、様々な宿主動物を免
疫してもよい。免疫反応を増加させるために、様々なアジュバントを用いてもよい。該ア
ジュバントとしては、例えば、フロイント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバ
ント、ミネラルゲル（例えば水酸化アルミニウム）、界面活性物質（例えばリゾレシチン
、プルロニックポリオール（pluronic polyol）、ポリアニオン、ペプチド、油乳濁液、
ジニトロフェノールなど）、ＣｐＧ、ポリマー、プルオニクス（Pluronics）、およびヒ
トのアジュバント（バシルカルメッテ‐グエリン（Bacille Calmette-Guerin）およびコ
リネバクテリウム・パルヴムCorynebacterium parvum）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００９７】
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　上記に定義したような本発明のキメラペプチドまたはＪＮＫ阻害剤配列に対するモノク
ローナル抗体を調製するために、細胞系を連続的に培養することにより、抗体分子が産生
される任意の技術を利用してもよい。そのような技術としては、ハイブリドーマの技術（
「Kohler and Milstein, 1975. Nature 256: 495-497」を参照のこと）、トリオーマの技
術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマの技術（「Kozborら, 1983, Immunol Today 4: 72」を参
照のこと）、およびヒトモノクローナル抗体を製造するためのＥＢＶハイブリドーマの技
術（「Coleら, 1985. In: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, 
Inc., pp. 77-96」を参照のこと。）が挙げられるが、これらに限定されない。ヒトモノ
クローナル抗体を、本発明の実施に際して利用してもよい。また、ヒトモノクローナル抗
体を、ヒトハイブリドーマを用いて製造してもよいし（「Coteら, 1983. Proc Natl Acad
 Sci USA 80: 2026-2030」を参照のこと）、インビトロにおいて、エプスタインバーウイ
ルスによりヒトＢ細胞をトランスフォームすることによって、製造してもよい（「Coleら
,1985. In: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy (Alan R. Liss, Inc., pp. 77-
96)」を参照のこと）。
【００９８】
　本発明によれば、本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチドに
特異的な一本鎖抗体を製造するための技術を、適用することができる（例えば米国特許第
４，９４６，７７８号明細書を参照のこと）。さらに、Ｆａｂ発現ライブラリーを構築す
るための方法を適用することができる（例えば「Huseら, 1989. Science 246: 1275-1281
」を参照こと）。このＦａｂ発現ライブラリーにより、上記に定義したようなこれらの本
発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチドに対する、所望の特異性
を有するモノクローナルＦａｂ断片を迅速且つ効率よく同定することができる。非ヒト抗
体を、技術的によく知られている技術により「ヒト化」することができる（例えば米国特
許第５，２２５，５３９号明細書を参照のこと）。ＪＮＫ阻害剤配列および／または本発
明のキメラペプチドに対するイディオタイプを含んでいる抗体の断片を、公知の技術によ
り製造してもよい。上記抗体の断片には、例えば（ｉ）抗体分子をペプシンを用いて消化
することによって製造されるＦ（ａｂ’）２断片、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断片のジスル
フィド結合を還元することによって生成するＦａｂ断片、（ｉｉｉ）パパインおよび還元
剤を用いて、抗体分子を処置することによって生成するＦａｂ断片、ならびに（ｉｖ）Ｆ
ｖ断片が含まれる。
【００９９】
　本発明の１実施の形態では、所望の特異性を有している本発明の抗体をスクリーニング
する方法には、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）および技術的に知られている他の免疫を介
した技術が含まれるが、これらに限定されない。特定の実施の形態では、本発明のＪＮＫ
阻害剤配列および／または本発明キメラペプチドの特定のエピトープ（例えば、５～２０
アミノ酸、好ましくは８～１８アミノ酸、最も好ましくは８～１１アミノ酸を一般的に含
んでいるそれらの断片）に特異的な抗体の選抜は、そのようなエピトープを有している本
発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチドの断片に結合するハイブ
リドーマの産出により容易になる。また、上記に定義したようなエピトープに特異的なこ
れらの抗体も本発明は提供する。
【０１００】
　例えば、適切な生理学的試料中の上記ペプチドのレベルの測定、診断方法、または、ペ
プチドのイメージングなどに用いるために、本発明のＪＮＫ阻害剤配列（および／または
対応する本発明のキメラペプチド）の局在および／または量に関する技術的に知られてい
る方法に、本発明の抗体を用いてもよい。
【０１０１】
　本発明のＪＮＫ阻害剤配列、キメラペプチド、および／または本発明の核酸を薬学的組
成物に調合することができ、該組成物も本発明に含まれる。該組成物は、以下の物質のう
ちの１つをさらに含んでいてもよい；薬理学的に許容可能な賦形剤、担体、緩衝物、安定
剤、または当業者に公知の他の材料。そのような材料は、無毒であるべきであり、活性成
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分の効能を妨げるべきではない。担体または他の材料の正確な性質は、投与経路に依存し
てもよい。上記投与経路としては、例えば、経口経路、静脈内経路、皮膚経路、皮下経路
、経鼻経路、筋内経路、腹腔内経路、またはパッチ（ｐａｔｃｈ）経路が挙げられる。
【０１０２】
　経口投与のための薬学的組成物は、錠剤、カプセル、粉末または液体の形態であっても
よい。錠剤は、ゼラチンまたはアジュバントなどの固体の担体を含んでいてもよい。液体
の薬学的組成物は、水、石油、動物油、植物油、鉱油、または合成油などの液体の担体を
、一般的に含んでいる。生理食塩水、デキストロースもしくは他の糖類の溶液、またはグ
リコール（エチレングリコール、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコールな
ど）が、含まれていてもよい。
【０１０３】
　静脈内注射、皮膚注射、もしくは皮下注射、または患部における注射に関しては、活性
成分は、発熱物質を有しておらず、且つ適切なｐＨ、等張性および安定性を有している非
経口的に投与される水溶液の形態である。当業者は、例えば等張性のある媒体（塩化ナト
リウム注射、リンゲル注射、乳酸リンゲル注射）を用いて適切な溶液を適切に調製するこ
とができる。防腐剤、安定剤、緩衝剤、抗酸化剤および／または他の添加剤が、必要に応
じて含まれていてもよい。個々に与えられる本発明の薬理学的に有益な他の化合物が、ポ
リペプチドであろうと、ペプチドであろうと、または核酸分子であろうと、予防のために
有効な量、または治療のために有効な量で投与されることが好ましい。（場合によっては
）上記量を用いれば、上記個々に利益が十分もたらされる。投与される実際の量、投与速
度、投与の時間経過は、治療されるものの性質および重症度に依存する。
【０１０４】
　治療の処方（例えば用量の決定）は、一般開業医および他の医師の責任の範囲内であり
、通常は、治療される疾患、個々の患者の状態、送達部位、投与方法、および開業医に知
られている他の要因が考慮される。上述した技術およびプロトコールの例は、「REMINGTO
N’S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 16th edition, Osol, A. (ed), 1980」に記載されてい
る。
【０１０５】
　代わりに、（ターゲッティング）抗体または細胞特異的リガンドなどのターゲッティン
グシステムを用いることによって、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、キメラペプチド、および
本発明の核酸を、特定の種類の細胞により特異的に送達するために、ターゲッティング療
法を用いてもよい。ターゲッティングのための抗体は、通常、以下に定義されたような疾
患の何れかに関連している細胞の細胞表面タンパク質に特異的である。例えば、これらの
抗体は、細胞表面の抗体を対象としていてもよい。上記細胞表面の抗体としては、例えば
、ＭＨＣクラスＩＩＤＲタンパク質などのＢ細胞に関連した表面タンパク質、ＣＤ１８（
ＬＦＡ‐１ベータ鎖）、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４０またはＢｇｐ９５、あるいは、例えばＣ
Ｄ２、ＣＤ２、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ８、ＣＤ９、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ１
６、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２４、ＣＤ２５、ＣＤ３
０、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ３９、ＣＤ４、ＣＤ４３、ＣＤ４５、ＣＤ５２
、ＣＤ５６、ＣＤ６８、ＣＤ７１およびＣＤ１３８などから選ばれる細胞表面タンパク質
が挙げられる。ターゲッティングコンストラクトは、通常、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、
キメラペプチドおよび核酸を、細胞表面タンパク質に共有結合させることにより、または
、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、キメラペプチドおよび核酸を、細胞特異的なリガンドに結
合させることにより、調製されてもよい。タンパク質を、ペプチド結合によって、または
化学カップリング、もしくは架橋などによって、そのような抗体に結合もしくは付着させ
てもよい。それから、薬学的に有効な量のターゲッティングコンストラクトを、患者に、
以下に定義したような投与経路の何れかににより投与することによって、ターゲッティン
グ療法を実行してもよい。投与経路としては、すなわち、腹腔内送達経路、経鼻送達経路
、静脈内送達経路、経口送達経路、およびパッチ送達経路などが挙げられる。上記に定義
したようなターゲッティング抗体または細胞特異的なリガンドに付着している、本発明の
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ＪＮＫ阻害剤配列、キメラペプチド、または本発明の核酸を、インビトロまたはインビボ
において、例えば共有結合の加水分解によって、ペプチダーゼによって、または、任意の
他の適切な方法によって、放出してもよい。代わりに、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、キメ
ラペプチド、本発明の核酸が、小さい細胞特異的なリガンドに付着している場合は、リガ
ンドが放出されなくてもよい。細胞表面に存在する場合、本発明のキメラペプチドは、そ
の輸送配列の活性により、細胞内に侵入してもよい。ターゲッティングは、様々な理由（
例えば、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、キメラペプチド、および本発明の核酸が、許容でき
ない毒性を有している場合、または、その他に、あまりにも多くの用量を必要とする場合
）から望ましいことがある。
【０１０６】
　本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチドを直接投与する代わ
りに、細胞内に導入されたコードしている遺伝子から（例えば投与されるウィルスベクタ
ーから）、それらを発現させることによって、それらを標的細胞内に製造することができ
る。上記ウィルスベクターは、通常本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキ
メラペプチドをコードしている。該ベクターは、治療される特異的な細胞を標的にするこ
とができる。さらに、該ベクターは、定義された調節に基づいて標的細胞によって選択性
をより高くまたはより低く変えられる、調節要素を含んでいてもよい。この技術は、成熟
したタンパク質を、該タンパク質の前躯体型の代わりに利用するＶＤＥＰＴ（ウィルス特
異的酵素のプロドラッグ療法）技術の改良型の１つである。
【０１０７】
　代わりに、本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／またはキメラペプチドを、抗体またはウ
ィルスを用いて、前躯体型で投与することができる。その後、本発明のＪＮＫ阻害剤配列
および／またはキメラペプチドは、治療される細胞において製造される活性化剤、または
該細胞を標的とする活性化剤によって活性な形態に変換されてもよい。この種類のアプロ
ーチは、ＡＤＥＰＴ（抗体特異的酵素プロドラック療法）、ＶＤＥＰＴ（ウィルス特異的
酵素プロドラッグ療法）として呼ばれることがある。前者は、細胞特異的な抗体に接合す
ることによって活性化剤の対象を細胞に設定する工程を含んでおり、後者は、ウィルスベ
クター内のコードしているＤＮＡから発現させることによって、ベクター内に活性化剤を
製造する工程を含んでいる（例えば、欧州特許出願公開第４１５７３１号明細書および国
際公開公報第９０／０７９３６号パンフレットを参照のこと）。
【０１０８】
　また、本発明は、被検体におけるＪＮＫの活性化に関連した細胞増殖性の疾患（「ＪＮ
Ｋ関連疾患」）を予防および／または治療するための、例えば上記に定義したような薬理
学的組成物を調製するための、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラペプチドおよ
び／または本発明核酸配列の使用を含んでいる。通常、本発明にしたがって用いられるそ
のような薬理学的組成物は、活性成分として、例えば、
（ｉ）本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明キメラペプチド、ならびに／ある
いは、それらの変異体、断片または誘導体の何れかを１以上、ならびに／あるいは、
（ｉｉ）本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチド、ならびに／
あるいは、それらの変異体、断片または誘導体をコードする核酸、ならびに／あるいは、
（ｉｉｉ）本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチド、ならびに
／あるいは、それらの変異体、断片または誘導体の何れかを１以上含んでいる細胞、なら
びに／あるいは、
（ｉｖ）本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチド、ならびに／
あるいは、それらの変異体、断片または誘導体をコードするベクターおよび／または核酸
によりトランスフェクトされた細胞、
を含んでいる。
【０１０９】
　本発明の予防および／または治療は、通常、上記に定義したような本発明の薬理学的組
成物の投与を含んでいる。用語「調整」は、ＪＮＫが過剰発現しているときに、ＪＮＫの
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発現を抑制することを含んでいる。また、用語「調整」は、例えば、細胞において、野生
型のｃ‐ｊｕｎ、ＡＴＦ２およびＮＦＡＴ４結合部位の競合阻害剤として配列番号１～４
および／または９～１２の何れかの１以上のペプチドを用いたｃ‐ｊｕｎ、ＡＴＦ２また
はＮＦＡＴ４のリン酸化の抑制を含んでいる。また、用語「調整」は、例えばｃ‐ｊｕｎ
、ＡＦＴ２およびｃ‐ｆｏｓで構成されているＡｐ１‐複合体などの、ｃ‐ｊｕｎ、ＡＴ
Ｆ２またはＮＦＡＴ４、およびそれらの関連するパートナーで構成されている転写因子の
ヘテロマー複合体およびホモマー複合体の抑制を含んでいる。細胞増殖性疾患がＪＮＫの
過剰発現と関連しているとき、上述した抑制効果を有するＪＮＫ阻害剤配列を、細胞に導
入してもよい。例えば、「調整」は、例えばＩＢペプチドに特異的な抗体を用いた、ＪＮ
Ｋの発現の増加を含んでいてもよい。上記抗体は、ＩＢペプチドとＪＮＫとの結合を妨害
し、これにより、ＩＢに関連したペプチドによるＪＮＫの阻害が防がれる。
【０１１０】
　上記に開示されたような本発明の薬理学的組成物を用いた、被検体の予防および／また
は治療を、通常、被検体に、（治療のために有効な）量の上記薬理学的組成物を（インビ
ボにおいて）投与することによって、達成されてもよい。ここで、上記被検体は、例えば
任意の哺乳類、例えばヒト、霊長類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウシ、ウマまたはブ
タであってもよい。用語「治療のために有効な」は、上記薬理学的組成物の活性成分の量
が、ＪＮＫ関連疾患を改善するのに十分な量であるということを意味する。
【０１１１】
　上記において用いられているような用語「細胞増殖性疾患」または「ＪＮＫ関連疾患」
は、ＪＮＫのレベルが異常であることを一般的に特徴とし、周囲の組織から形態的におよ
び機能的に異なるように見えることが頻繁にある、インビトロおよびインビボにおける悪
性ではない細胞集団、ならびに悪性の細胞集団のことを通常意味する。「ＪＮＫのレベル
が異常である」は、治療される被検体の一部におけるＪＮＫのレベルが、疾患を有してい
ない被検体の影響を受けていない類似部分におけるＪＮＫのレベルと比べて、増加してい
ること、または減少していることを意味する。
【０１１２】
　例えば、
（ｉ）ＪＮＫが活性化していることが頻繁に実証されている、様々な臓器系（肺、乳房、
リンパ組織、胃腸および尿生殖路など）の悪性腫瘍、ならびに、
（ｉｉ）悪性腫瘍（大部分の大腸癌、腎細胞癌、前立腺癌、肺の非小細胞癌、小腸の癌お
よび食道癌など）を含んでいる腺癌、
を予防および／または治療することに、本発明薬理学的組成物を用いてもよい。また、白
血病、発癌性形質転換に関係する疾患または病態生理、ならびにＪＮＫの活性化を明らか
に必要とするＢｃｒ‐Ａｂｌにより発癌性形質転換された癌、も含まれる。
【０１１３】
　また、本発明の薬理学的組成物を、悪性ではない、もしくは免疫に関係している細胞増
殖性の病気の予防および／または治療に適用することができる。悪性ではない、もしくは
免疫に関係している細胞増殖性の病気としては、例えば、乾癬、増殖性天疱瘡、ベーチェ
ット症候群、急性呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）、虚血性心疾患、ポストジアリシスシンド
ローム（post-dialysis syndrome）、関節リウマチ、後天性免疫不全症候群、血管炎、敗
血症性ショック、ならびに他の種類の急性炎症、および脂質性組織球増殖症が挙げられる
。特に好ましい病気は、免疫病理学的な疾患である。特に、ＪＮＫキナーゼ活性と病因学
的に関連している任意の疾患が、予防または治療に有効であると考えられる。上記疾患と
しては、例えば、上記に定義されたような、１以上の細胞におけるＪＮＫの活性化に関連
している疾患もしくは病態生理（再狭窄（restenosis）、聴力損失、耳の傷害、虚血、脳
梗塞）、ならびに／あるいは、免疫細胞の成熟および分化に関連している疾患もしくは病
態生理、再かん流傷害、低酸素症、アポトーシスが関連している病気（例えば、ウィルス
感染において発生する病気（ＡＩＤＳなど）、自己免疫疾患、神経変性傷害（脳梗塞、脳
損傷、脊髄損傷、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、ハンチントン病、アルツハイマー病お
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よびパーキンソン病など）、循環器疾患、骨粗しょう症および老化）、ストレス刺激に対
する反応、ならびに、炎症性サイトカインなどを用いた治療に起因する副次的効果に関連
している疾患もしくは病態生理が挙げられる。また、本発明の薬理学的組成物を用いて、
動脈性高血圧（心肥大および心臓肥大、動脈硬化性病変など）により誘導される病理状態
、および、血管の分岐部における動脈性高血圧により誘導される病理状態など、放射線療
に用いられる電離放射線、および紫外線（紫外線光）により誘導される病理状態、ＤＮＡ
に損害を与える作用物質（化学療法薬など）に由来するフリーラジカルにより誘導される
病理状態、虚血／再かん流傷害により誘導される病理状態、低酸素により誘導される病理
状態、および／または高体温および低体温により誘導される病理状態における、糖尿病も
しくは細胞のせん断応力に関連する影響を治療もしくは予防してもよい。最後に、上述し
た病気、疾患または病態生理のコンテクストにおいて、本発明の薬理学的組成物を用いて
、活性なＪＮＫポリペプチドの存在下において発現が増加している遺伝子の発現を阻害し
てもよい。該遺伝子および遺伝子産物は、通常、例えば、炎症性サイトカインを含んでい
る。そのようなサイトカインは、炎症性疾患、自己炎症性疾患、免疫疾患、自己免疫疾患
、変性疾患、ミオパチー、心筋ミオパチー、および拒絶反応の全ての種類において発見さ
れる。
【０１１４】
　さらに、ＪＮＫおよびその全てのアイソフォームが、病理状態の進行および確立、また
はそれらの経路に参加しているために、ＪＮＫの活性の阻害が望まれる任意の状況に、本
発明ＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラペプチドまたは本発明核酸配列を用いてもよい。
そのような使用は、インビトロ、エクスビボ、およびインビボでの適用を含んでいてもよ
い。
【０１１５】
　したがって、活性化したＪＮＫのシグナル経路を、遺伝子療法により調整するための（
好ましくは、上記に定義したような状態、病気および／または疾患のうちの１つを治療す
るための）本発明の特定の実施の形態に、上記に定義したような本発明の核酸を利用して
もよい。このコンテクストでは、遺伝子療法は、特定の本発明の核酸を被検体に、上記に
定義したような薬理学的組成物などを介して投与することにより実施される療法のことを
いう。ここで上記本発明の核酸は、Ｌ‐アミノ酸のみを含んでいる。本発明のこの実施の
形態では、上記核酸から、それにコードされたペプチドが生産され、その後、該ペプチド
が、病気または疾患の機能を調整することにより治療効果をもたらす。技術的に利用可能
な遺伝子療法に関係する方法の何れかを、本発明の実施に際して使用してもよい（例えば
、「Goldspielら, 1993. Clin Pharm 12: 488-505」を参照のこと）。
【０１１６】
　好ましい実施の形態では、遺伝子療法に用いられる本発明の核酸は、本発明のＩＢに関
係したペプチド（すなわち本発明のＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプ
チド、あるいはそれらの断片または誘導体）の何れかを１以上、適切な宿主内に発現する
発現ベクターの一部である。特定の実施の形態では、そのような発現ベクターは、ＪＮＫ
阻害剤配列のコード領域に作動可能に連結されたプロモーターを有している。上記プロモ
ーターは、上記のように定義されてもよい。例えば、該プロモーターは、誘導性であるか
、または恒常性であり、必要に応じて組織特異的である。
【０１１７】
　もう１つ別の特定の実施の形態では、本発明の核酸分子であって、本発明の核酸分子の
コード配列（およびそれの任意の他の所望の配列）が、ゲノムの所望の部位における相同
組み換えを促進する領域に隣接されている核酸分子を、遺伝子療法に用いる。これによれ
ば、核酸を染色体内から発現することができる（例えば、「Koller and Smithies, 1989.
 Proc Natl Acad Sci USA 86: 8932-8935」を参照のこと）。
【０１１８】
　遺伝子療法を行うために、本発明の核酸分子を患者に直接的に送達してもよいし、間接
的に送達してもよい。直接的に送達するとは、患者を核酸または核酸を含んでいるベクタ
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ーに直接晒すことであり、間接的に送達するとは、初めに、核酸を用いてインビトロにお
いて細胞を形質転換させ、その後患者に移植することである。これら２つのアプローチは
、それぞれインビボ遺伝子療法またはエクスビボ遺伝子療法として知られている。本発明
の特定の実施の形態では、核酸は、コードされている産物を製造するために該核酸が発現
する場所へ、インビボにおいて直接的に投与される。このことは、技術的に知られている
多くの方法の何れかにより達成してもよい。そのような方法としては、例えば、適切な核
酸発現ベクターの一部として核酸をコンストラクトし、以下のようにして該核酸発現ベク
ターを投与するという方法が挙げられる。すなわち、例えば、該核酸発現ベクターが細胞
内に存在するような方法により（例えば、欠陥ウィルスまたは弱毒化ウィルスあるいは他
のウィルスベクターを用いて（米国特許第４，９８０，２８６号明細書を参照のこと））
；直接的に裸のＤＮＡを注入して；微粒子銃（例えば「ジーンガン」Biolistic, DuPont
）を用いて；核酸を脂質により被覆して；関連した細胞表面受容体／トランスフェクショ
ン試薬を用いて；リポソーム、微粒子またはマイクロカプセル内に封入して；核に侵入す
ることが知られているペプチドが連結している上記核酸発現ベクターを投与して、または
、受容体を介してエンドサイトーシスされる傾向にあるリガンドが連結している上記核酸
発現ベクターを投与することによって（これにより、興味のある受容体を特異的に発現し
ている細胞種を「標的」とすることができる（例えば「Wu and Wu, 1987.J Biol Chem 26
2: 4429-4432」を参照のこと）、該核酸発現ベクターを投与する。
【０１１９】
　本発明の実施の際における遺伝子療法に関する別のアプローチは、インビトロの組織培
養物における細胞内に遺伝子を、エレクトロポレーション、リポフェクション、リン酸カ
ルシウムを用いたトランスフェクション、ウィスル感染などの方法によって、導入する工
程を含んでいる。一般的に、導入方法は、選択マーカーを細胞に同時に移動させることを
含んでいる。その後、細胞を淘汰圧（例えば抗生物質に対する耐性）下におく。これによ
り、導入される遺伝子を取り込み、且つ該遺伝子を発現している細胞の単離が容易になる
。その後、該細胞を患者に送達する。特定の実施の形態では、生じた組み換え細胞をイン
ビボにおいて投与する前に、核酸を、技術的に知られている任意の方法によって細胞内に
導入する。該方法としては、例えば、エレクトロポレーション、マイクロインジェクショ
ン、興味のある核酸配列を含んでいるウィルスもしくはバクテリオファージベクターを用
いた感染、細胞融合、染色体を介した遺伝子導入、マイクロセルを介した遺伝子導入、ス
フェロプラスト融合、および、同様の方法であって、受容細胞の成長上および生理的に必
要な機能が、導入によって妨害されないことが確実である方法（例えば、「Loeffler and
 Behr, 1993. Meth Enzymol 217 : 599-618」を参照のこと）が挙げられる。選ばれた技
術により、核酸が細胞へ安定して導入されるはずであり、このため、核酸が細胞によって
発現され得る。好ましくは、導入された核酸は、子孫細胞に受け継がれ且つ発現され得る
。
【０１２０】
　本発明の好ましい実施の形態では、生じた組み換え細胞を、技術的に知られている様々
な方法によって、患者に送達してもよい。該方法としては、上皮細胞を（例えば皮下に）
注射する方法、植皮として組み換え皮膚細胞を患者に適用する方法、および組み換え血液
細胞（例えば造血幹細胞、または造血前駆細胞）を静脈注射する方法が挙げられる。使用
を想定される細胞の総量は、所望の効果、患者の状態などに依存する。さらに該総量を、
当業者が決定してもよい。遺伝子療法のために核酸が導入される細胞には、任意の所望の
利用可能な細胞種が含まれ、さらに該細胞は異種、同系、またはオートジェネイック（au
togeneic）であってもよい。細胞種には、分化した細胞（上皮細胞、内皮細胞、ケラチノ
サイト、線維芽細胞、筋細胞、肝細胞、および血液細胞）、または様々な幹細胞もしくは
前駆細胞（特に、胚心筋細胞、肝臓の幹細胞（国際公開公報第９４／０８５９８号パンフ
レット）、神経幹細胞（「Stemple and Anderson, 1992,Cell 71 : 973-985」）、造血幹
細胞もしくは造血前駆細胞）が含まれるが、これらに限定されない。造血幹細胞もしくは
造血前駆細胞は、例えば、骨髄、臍帯血、末梢血、および胎児肝臓などから得られる。好



(32) JP 2009-507502 A 2009.2.26

10

20

30

40

50

ましい実施の形態では、遺伝子療法のために利用される細胞は、患者自身の細胞である。
【０１２１】
　別の実施の形態によれば、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラペプチド、本発
明の核酸配列、あるいは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列または本発明のキメラペプチドに対
する抗体を、上記に定義したような様々な状態、病気および／または疾患を検出、予測、
診断もしくは監視するか、あるいは、それらの治療を監視するための（インビトロにおけ
る）アッセイ（例えば免疫測定法）に利用してもよい。患者に由来する試料を、本発明の
ＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラペプチド、または本発明の核酸に対する抗体に、免疫
特異的な結合が起こってもよい条件下において接触させる工程、その後、上記抗体による
任意の免疫特異的な結合の量を検出または測定する工程を含んでいる方法によって、免疫
測定法を実施してもよい。特定の実施の形態では、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、本発明の
キメラペプチドまたは本発明の核酸配列に特異的な抗体を用いて、患者の組織または血清
の試料を、ＪＮＫまたはＪＮＫ阻害剤配列の存在について解析してもよい。ここで、ＪＮ
Ｋの異常なレベルが病気の状態の指標となる。利用されてもよい免疫測定法には、ウェス
タンブロット、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、「サンドイ
ッチ」免疫測定法、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル内沈降反応、免疫拡散アッセイ、
凝集アッセイ、蛍光免疫測定法、補体結合アッセイ、免疫放射定量測定法、およびプロテ
インＡを用いた免疫測定法などの技術を用いた、競合アッセイシステムおよび非競合アッ
セイシステムが含まれるが、これらに限定されない。代わりに、本発明のＪＮＫ阻害剤配
列、本発明のキメラペプチド、本発明の核酸配列、あるいは、本発明のＪＮＫ阻害剤配列
または本発明のキメラペプチドに対する抗体を、標的細胞に送達して、当業者に一般的に
知られている生物物理学的方法により細胞の反応を監視することによって、（インビトロ
における）アッセイを実施してもよい。なお、上記標的細胞は、通常、例えば、動物の培
養細胞、ヒトの細胞、または微生物から選択される。本明細書において用いられる標的細
胞は、（インビトロにおける）培養細胞、またはインビボにおける細胞（すなわち、生き
ているヒト以外の動物またはヒトの臓器もしくは組織を構成している細胞、あるいは、生
きているヒト以外の動物もしくはヒトの中に発見される微生物を構成している細胞）であ
ってもよい。
【０１２２】
　さらに、本発明は、本発明のＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラペプチド、本発明の核
酸配列、および／または、本発明のＪＮＫ阻害剤配列もしくは本発明のキメラペプチドに
対する抗体（例えば抗ＪＮＫ阻害剤配列抗体）を含んでいる１以上の容器、ならびに、必
要に応じて上記抗体に対する標識された結合パートナーを具備している診断または治療に
用いるためのキットを提供する。上記結合パートナーにより上記抗体に組み込まれる標識
には、化学発光部分、酵素分析用部分、蛍光部分、比色分析用部分または放射性部分が含
まれてもよいが、これらに限定されない。もう１つ別の特定の実施の形態では、本発明の
ＪＮＫ阻害剤配列および／または本発明のキメラペプチドをコードする核酸か、またはこ
れらに相補的な核酸を含んでいる１以上の容器を具備している診断のために使用されるキ
ットが提供される。また必要に応じて、これらの核酸に対する標識された結合パートナー
も提供される。別の特定の実施の形態では、キットは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ、
例えば「Innisら, 1990. PCR PROTOCOLS, Academic Press, Inc., San Diego, CA」を参
照のこと）、リガーゼ連鎖反応、およびサイクリックプローブ反応など、または本発明の
核酸のコンテクストに用いられる技術において知られている他の方法のための増幅プライ
マーとして機能することができる、オリゴヌクレオチドプライマーの対（例えば各プライ
マーの長さは６‐３０ヌクレオチドである）を含んでいてもよい。さらに、上記キットは
必要に応じて、診断用の標準または対照としてアッセイに用いるために精製された本発明
のＪＮＫ阻害剤配列、本発明のキメラペプチドまたはこれらをコードする核酸を、含んで
いてもよい。
【０１２３】
　本発明は、本明細書に記載された特定の実施の形態によって範囲が限定されるものでは
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ない。本明細書に記載されたものに加えて、本発明の様々な改変が、前述の記載および添
付の図面から当業者にとって確かに明らかになる。そのような改変は、添付の特許請求の
範囲内にある。
【０１２４】
　様々な刊行物を本明細書において引用したが、それらの開示の全ては参照によって本明
細書に援用される。
【０１２５】
　他に定義しない限り、本明細書において用いられた全ての技術用語および科学用語は、
本発明が属する技術における通常の技量を有する者によって共通に理解されるものと同じ
意味を有している。本明細書に記載された方法および材料と同様または同等のものを、本
発明の実施または試験の際に用いることができるが、適切な方法および材料が以下に記載
されている。全ての刊行物、特許出願、特許、および本明細書において言及された参考文
献の内容は、参照によって援用される。矛盾がある場合は、（定義を含む）現明細書は調
整される。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
明らかになる。
【０１２６】
　〔図面の説明〕
　図１Ａ‐Ｃは、示された転写因子における保存されたＪＢＤドメイン領域のアライメン
トを示す図である。ＪＮＫ阻害剤配列を、これらの配列のアライメントを精査することに
よって同定した。このアライメントの結果を、図１Ａ～１Ｃに例として示す。図１Ａは、
ＩＢ１、ＩＢ２、ｃ‐ＪｕｎおよびＡＴＦ２のＪＤＢ同士の間において、最も高い相同性
がある領域を示している。パネルＢは、Ｌ‐ＩＢ１およびＬ‐ＩＢ１のＪＢＳのアミノ酸
配列を、比較するために示している。完全に保存されている残基を、アスタリスクで示す
。また、ＧＦＰ‐ＪＢＤ２３Ｍｕｔベクターにおいてアラニンに変化した残基を、白丸で
示す。図１Ｃは、ＪＮＫ阻害剤配列および輸送配列を含んでいるキメラタンパク質のアミ
ノ酸配列を示している。示された例では、輸送配列は、ヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）
のＴＡＴポリペプチドに由来し、ＪＮＫ阻害剤配列は、ＩＢ１ポリペプチドに由来する。
ヒト、マウスおよびラットの配列が、パネルＢおよびＣにおいて示されている。
【０１２７】
　図２は、ヒト、マウスおよびラットに由来する一般式で表されたＴＡＴ‐ＩＢ融合ペプ
チドの配列を示す図である。
【０１２８】
　図３は、永久的なＭＣＡＯモデルにおける、局所性脳虚血に対する神経防護作用を評価
した結果を示す図である。異なる用量（図３を参照のこと）における防護の有効性を、決
定した。図３によれば、少なくとも１１ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇお
よび０．０３ｍｇ／ｋｇの用量において、脳が防護された。用量が０．０３ｍｇ／ｋｇの
ときに、最高の防護が観察された。
【０１２９】
　図４は、一過性のＭＣＡＯモデルにおける、配列番号１１に記載の本発明のキメラペプ
チドを静脈内投与した後の、該キメラペプチドによる局所性脳虚血に対する神経防護作用
の評価を説明する図である。成体マウスに虚血を誘発した後、マウスを再かん流から４８
時間後に殺害した。連続クリオスタット切片を調製し、梗塞堆積を計算した。図４によれ
ば、本発明のキメラペプチドは、神経防護効果を奏する。
【０１３０】
　図５は、ＮＭＤＡ刺激の後のＬＤＨ放出を測定することにより実施された、神経培養物
におけるアッセイの結果を示す図である。この結果によれば、対照と比べてＬＤＨの放出
が顕著に抑制されていることから分かるように、ＮＭＤＡの暴露に起因する変性変化が完
全に阻害されているので、本発明のキメラＤ‐ＪＮＫ１１ペプチド（配列番号１１）の神
経防護効果が明らかに示されている。
【０１３１】
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　図６は、ワンウェルアプローチ（one-well approach）において、配列番号９および１
１に記載された本発明の融合ペプチドを用いて、ＨｅｐＧ２細胞における内在性のＪＮＫ
活性を阻害した結果を示す図である。図６（特に図６のパネルｄ）によれば、配列番号１
１に記載のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１（図６ではＤ‐ＪＮＫＩと省略する）は、配列番号９に記
載のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢＩ（図６では、Ｌ‐ＪＮＫＩと省略する）よりも、ＪＮＫ活性を非
常に効果的に阻害した。
【０１３２】
　図７は、永久的な聴力損失に対するＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１防護の防護効果を示す図である
。騒音（６ｋＨｚにおける１２０ｄＢ、３０分間）による外傷を受けてから２０分後（一
時的な閾値の変化（ＴＴＳ）、灰色）、および１５日後（永久的な閾値の変化）のモルモ
ットにおいて、８ｋＨｚ（衝撃を最も与える周波数）における聴力の閾値（ｄＢ音圧レベ
ル）の変化を、測定した。騒音により外傷を受ける３０分前、３０分後、または４時間後
の何れかにおいて、モルモットの蝸牛窓の膜上に、Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１を含むヒアルロン
酸ゲルを沈着した。これにより、モルモットにＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１を与えた。対照として
未処置の耳を設けた。ＴＴＳを騒音により外傷受けた２０分後に測定した。また、ＰＴＳ
（黒色）（永久的な聴力損失に対応する）を１５日後に測定した。図７によれば、Ｄ‐Ｔ
ＡＴ‐ＩＢ１は、予防のために騒音暴露の前に適用されていれば、騒音による外傷により
永久的な聴力損失が起こることを実質的に防ぐだけでなく、騒音による外傷の後に投与さ
れれば、聴力損失が起こることを時間に依存した様式で実質的に防ぐことが分かった。未
処置の対照の耳よりも、処置された耳におけるＰＴＳは、騒音により外傷を受けた３０分
後および４時間後のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１の投与に関して、顕著に低かった。
【０１３３】
　〔実施例〕
　＜実施例１：ＪＮＫ阻害剤の配列の同定＞
　ＪＮＫと効率的に相互作用するために重要なアミノ酸配列を、公知のＪＢＤ同士の配列
アライメントにより、同定した。ＩＢ１（配列番号１３）、ＩＢ２（配列番号１４）、ｃ
‐Ｊｕｎ（配列番号１５）、および、ＡＴＦ２（配列番号１６）というＪＢＤ同士の配列
を比較することにより、弱く保存された８アミノ酸配列（図１Ａ）が明らかになった。Ｉ
Ｂ１およびＩＢ２というＪＢＤのＪＮＫに対する結合力は、ｃ‐ＪｕｎまたはＡＴＦ２の
ＪＮＫに対する結合力よりも、１００倍強いので（「Dickens ら Science 277 :693(1977
)」）、ＩＢ１とＩＢ２との間に保存された残基は、最大結合を付与することにとって重
要であるに違いない、という結論が導かれた。ＩＢ１およびＩＢ２というＪＢＤ同士を比
較することで、２つの配列の間において高く保存されている７アミノ酸および３アミノ酸
の２つのブロックが明らかになった。
【０１３４】
　これらの２つのブロックは、Ｌ‐ＩＢ１（配列番号１）における１９アミノ酸のペプチ
ド配列内に含まれており、また、ＩＢ１（配列番号１７）に由来する２３ａａのペプチド
配列における根拠を比較するために示されている。これらの配列は図１Ｂに示されている
。Ｌ‐ＩＢ１配列におけるダッシュは、Ｌ‐ＩＢ１の保存残基を整列させるための配列に
おけるギャップを示す。
【０１３５】
　＜実施例２：ＪＮＫ阻害剤融合タンパク質の調整＞
　配列番号９に記載の本発明のＪＮＫ阻害剤融合タンパク質を、２つのプロリン残基から
成るリンカーを介して、配列番号１に記載のＣ‐末端と、配列番号５に記載のＨＩＶ‐Ｔ
ＡＴ４ｇ ５７(「Vives ら, J Biol. Chem. 272: 16010 (1997)」)に由来するＮ‐末端１
０アミノ酸長担体ペプチドとを共有結合させることにより合成した。前記リンカーを、柔
軟性を最大にするためおよび二次的構造の好ましくない変化を防ぐために使用した。また
、基本コンストラクトは、Ｌ‐ＩＢ１（配列番号１）およびＬ‐ＴＡＴ（配列番号５）を
それぞれ調製および設計された。
【０１３６】
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　従って、配列番号１１に記載のＡｌｌ‐Ｄ レトロ‐インベルソペプチドが合成された
。また、基本コンストラクトは、Ｄ‐ＩＢ１（配列番号２）およびＤ‐ＴＡＴ（配列番号
６）をそれぞれ調製および設計された。
【０１３７】
　配列番号９、１０、１１、および１２に記載の本発明の全てのＤおよびＬ融合ペプチド
を、古典的フモック合成（Fmock synthesis）によって生産し、その後マススペクトル法
により解析した。これらを、最終的に液体クロマドグラフ（ＨＰＬＣ）により精製した。
プロリンリンカーの効果を決定するために、２種類のＴＡＴペプチド（すなわち２つのプ
ロリンを設けられているＴＡＴペプチドおよび２つのプロリンが設けられていないＴＡＴ
ペプチド）を生産した。２つのプロリンを添加した場合、ＴＡＴペプチド細胞内の浸入ま
たは局在性が改変するようには見られなかった。保存されたアミノ酸残基を示す一般式で
表されたペプチドは、図２に記載されている。
【０１３８】
　＜実施例３：ＪＢＤ１９による細胞死の阻害＞
　ＪＮＫの生物活性に対するＩＢ１の１９ａａ長ＪＢＤ配列の効果を、研究した。１９ａ
ａ配列は、Ｎ‐末端において緑蛍光性タンパク質と結合させた（ＧＦＰ ＪＢＤ１９コン
ストラクト）。そして、ＩＬ１によって誘導された膵臓β細胞アポトーシスに対する前記
コンストラクトの効果を、評価した。このアポトーシスの形態は、ＪＢＤ１‐２８０のト
ランスフェクションすることにより妨害されることを予め示したが、ＥＲＫ１／２または
ｐ３８に特異的な阻害剤により、防がれなかった（上記のAmmendrup らを参照）。
【０１３９】
　ＪＢＤ１９に対応するオリゴヌクレオチド、１９アミノ酸の保存配列を含んでいるオリ
ゴヌクレオチド、および、完全な保存領域において変異が生じている配列を合成し、そし
て、緑蛍光性タンパク質（ＧＦＰ）（Clontech）をコードするｐＥＧＦＰ‐Ｎ１ベクター
のEcoRIおよびSalI部位に直接挿入した。インスリンを生産するβＴＣ‐３細胞を、１０
％ウシ胎仔血清、１００μｇ／ｍＬストレプトマイシン、１００ユニット／ｍＬペニシリ
ン、および、２ｍＭグルタミンが添加されたＲＰＭＩ１６４０培地において培養した。イ
ンスリンを生産するβＴＣ‐３細胞に示されたベクターをトランスフェクションし、ＩＬ
‐１β（１０ｎｇ／ｍｌ）を細胞培養液に添加した。アポトーシスした細胞の数は、ＩＬ
‐Ｉβを添加した後の４８時間に、インバータ蛍光顕微鏡を使用して計測した。アポトー
シスを起こした細胞を、細胞質の「ブレブビングアウト（blebbing out）」という特徴に
より正常細胞から区別して、２日後に計測した。
【０１４０】
　ＧＦＰは、対照として使用された緑蛍光性タンパク質発現ベクターである。ＪＢＤ１９
は、ＩＢ１のＪＢＤに由来する１９ａａ配列に結合したキメラＧＦＰを発現するベクター
である。ＪＢＤ１９Ｍｕｔは、ＧＦＰ‐ＪＢＤ１９と同じベクターであるが、図１Ｂに示
された４つの保存残基に変異が生じているＪＢＤを有しているベクターである。ＪＢＤ１

‐２８０は、完全なＪＢＤ（ａａ１‐２８０）に結合したＧＦＰベクターである。ＧＦＰ
‐ＪＢＤ１９を発現するコンストラクトは、完全なＪＢＤ１‐２８０よりも効率良くＩＬ
‐Ｉβに誘導される膵臓β細胞のアポトーシスを抑制した。
【０１４１】
　対照を追加したときに、完全に保存されたＩＢ１残基に変異が生じた配列は、アポトー
シスを抑制する能力を非常に減らした。
【０１４２】
　＜実施例４：ＴＡＴ‐ＩＢＫの細胞性導入＞
　細胞に浸入するための、（ｉ）ＴＡＴペプチドおよび（ｉｉ）ＴＡＴ-ＩＢ１ペプチド
（ＴＡＴ‐ＩＢペプチド）のＬ‐およびＤ‐鏡像異性体の能力を評価した。Ｌ‐ＴＡＴ、
Ｄ‐ＴＡＴ、本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１、および本発明のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチド
（それぞれ配列番号５、６、９、および１２）を、蛍光色素に接合されたグリシン残基を
Ｎ‐末端に付加することにより、標識した。標識ペプチド（１μＭ）を、実施例３に記載
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したように培養されているβＴＣ‐３細胞の培養物に添加した。所定時間において細胞を
ＰＢＳで洗浄し、次に、蛍光顕微鏡の下に検査する前に、氷冷のメタノール‐アセトン（
１：１）に５分間固定した。フルオレセインで標識したＢＳＡ（１μＭ、１２モル/モル
ＢＳＡ）を、対照として使用した。上記の全てのフルオレセインで標識されたペプチドは
、培地に添加されると、効率的に、且つ、迅速に細胞に浸入した（５分間よりも短い）と
いう結果が得られた。反対に言えば、フルオレセインで標識されたウシ血清アルブミン（
１μＭ ＢＳＡ、１２モルフルオレセイン／モルＢＳＡ）は、細胞に浸入しなかった。
【０１４３】
　時間経過研究により、Ｌ‐鏡像異性体ペプチドに関する蛍光信号の強度が、２４時間後
に７０％だけ減少したことが示された。４８時間後の時点で微かな蛍光信号が存在してい
た。それに対して、Ｄ‐ＴＡＴおよび本発明のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１は、細胞の内側におい
て極めて安定していた。
【０１４４】
　これらのａｌｌ‐Ｄ レトロ‐インベルソペプチドからの蛍光信号は、１週間後でも非
常に強く、前記蛍光信号は、処理から２週間後に、少しだけ減少していた。
【０１４５】
　＜実施例５：インビトロにおけるｃ‐ＪＵＮ、ＡＴＦ２およびＥｌｋ１のリン酸化の阻
害＞
　標的転写因子のＪＮＫｓに媒介されるリン酸化に対するペプチドの効果を、インビトロ
において研究した。活性化していない組み換えＪＮＫ１、ＪＮＫ２、およびＪＮＫ３を、
転写・翻訳ウサギ赤血球溶解液キット（Promega）を用いて、生産した。ｃ‐Ｊｕｎ、Ａ
ＴＦ２およびＥｌｋ１（単独か、またはグルタチオン‐Ｓ‐トランスフェラーゼ（ＧＳＴ
）と融合したもののどちらか）を基質として用いて固相キナーゼアッセイに使用した。本
発明のＬ‐ＴＡＴまたはＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチド（０‐２５μＭ）を、反応緩衝液（
２０ ｍＭ Ｔｒｉｓ‐ａｃｅｔａｔｅ、１ｍＭ ＥＧＴＡ、１０ｍＭ ｐ‐ニトロフェニル
‐ホスフェート（ｐＮＰＰ）、５ｍＭピロリン酸ナトリウム、１０ｍＭ ｐ‐グリセロホ
スフェト、１ｍＭジチオスレイトール）において、組み換えＪＮＫ１キナーゼ、ＪＮＫ２
キナーゼ、または、ＪＮＫ３キナーゼと２０分間混合して、用量反応研究を行った。それ
から、１０ｍＭ ＭｇＣｌ２、ならびに、５ｐＣｉ ３３Ｐ‐γ‐ｄＡＴＰ、およびＧＳＴ
‐Ｊｕｎ（ａａ １‐８９）、ＧＳＴ‐ＡＦＴ２（ａａ １‐９６）、またはＧＳＴ‐ＥＬ
Ｋ１（ａａ ３０７‐４２８）のどれかを１μｇ添加することにより、キナーゼ反応を開
始させた。ＧＳＴ‐融合タンパク質を、ストラタジーン社（La JoIIa, CA）から購入した
。
【０１４６】
　また、前記混合液に１０μＬグルタチオン‐アガロースビーズを添加した。それから、
反応生成物を、変性１０％ポリアクリルアミドゲルにおいてのＳＤＳ‐ＰＡＧＥすること
により、分離した。ゲルを乾燥し、Ｘ線フィルム（Kodak）に暴露した。ＪＮＫｓによる
、ｃ‐Ｊｕｎ、ＡＴＦ２およびＥｌｋの１リン酸化をほぼ完全な阻害は、本発明のＴＡＴ
‐ＩＢペプチドの用量が２．５μＭであっても観察された。しかしながら、ＪＮＫ３によ
るＥｌｋ１のリン酸化が、ＴＡＴ‐ＩＢ１により阻害されなかったという際立った例外が
あった。
【０１４７】
　全体的に見て、本発明のＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドは、ＪＮＫファミリーにより標的とさ
れる上記転写因子のリン酸化を阻害することについて、優れた効果を示した。組み換えＪ
ＮＫ１、ＪＮＫ２、およびＪＮＫ３によるＧＳＴ‐Ｊｕｎ（ａａ １‐７３）のリン酸化
を阻害するための、Ｄ‐ＴＡＴ、本発明のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１および本発明のＬ‐ＴＡＴ
‐ＩＢ１ペプチドの能力を、上記に記載したように解析した（０‐２５０μＭ間で用量を
変えて研究した）。全体的に見て、Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドにより、ＪＮＫにより媒
介されるｃ‐Ｊｕｎのリン酸化が減少したが、Ｌ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１よりも、おおよそ１０
‐２０倍のレベルで効果が少なかった。
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【０１４８】
　＜実施例６：活性化ＩＮＫｓによるｃ‐ＪＵＮリン酸化の抑制＞
　ストレス刺激により活性化したＪＮＫｓに対する、Ｌ‐ＴＡＴまたは本発明のＬ‐ＴＡ
Ｔ‐ＩＢ１ペプチドの効果を、ＪＮＫｓをプルダウンするためのＧＳＴ‐Ｊｕｎを使用し
て、紫外光線を照射したＨｅＬａ細胞、または、ＩＬ‐１βを用いて処理されたＰＴＣ細
胞から評価した。ＰＴＣ細胞を、上記のように培養した。ＨｅＬａ細胞を、１０％ウシ胎
仔血清、１００μｇ／ｍＬスレプトマイシン、１００ユニット／ｍｌペニシリン、および
、２ｍＭグルタミンを追加したＤＭＥＭ培地に、培養した。細胞抽出物調製のために使用
される１時間前に、ＨｅＬａ細胞を紫外線（２０Ｊ／ｍ２）により活性化し、ＰＴＣ細胞
は上記のようにＩＬ‐１βと一緒に活性化した。細胞抽出物を、溶解緩衝液（２０ｍＭ 
Ｔｒｉｓ‐ａｃｅｔａｔｅ、１ｍＭ ＥＧＴＡ、１％ ＴｒｉｔｏｎＸ‐１００、１０ｍＭ
 ｐ‐ニトロフェニル‐ホスフェート、５ｍＭピロリン酸ナトリウム、１０ｍＭ Ｐ‐グリ
セロホスフェート、１ｍＭジチオスレイトール）中で細胞培養をスクレーピングすること
により、対照、紫外光線を照射したＨｅＬａ細胞、および、ＩＬ‐１βを用いて処理され
たβＴＣ‐３細胞から調製した。残骸物（debris）を、ＳＳ‐３４ベックマンローターに
おいて、１５，０００ｒｐｍで５分間遠心分離することにより除去した。１‐１００μｇ
抽出物を、１μｇのＧＳＴ‐ｊｕｎ（アミノ酸１‐８９）および１０μＬのグルタチオン
‐アガロースビーズ（Sigma）と一緒に、室温で１時間インキュベーションした。スクレ
ーピング緩衝液と一緒に４回洗浄した後、前記ビーズを、Ｌ‐ＴＡＴまたは本発明のＬ‐
ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチド（２５μＭ）が添加されている同じ緩衝液に２０分間再懸濁した
。それから、１０ｍＭＭｇＣｌ２および５ ｐＣｉ３３Ｐ‐γ‐ｄＡＴＰを添加してキナ
ーゼ反応を開始させて、３０℃で３０分間インキュベーションした。
【０１４９】
　それから、反応生成物を、１０％変性ポリアクリルアミドゲルにおいてのＳＤＳ‐ＰＡ
ＧＥすることにより、分離した。ゲルを乾燥し、Ｘ線フィルム（Kodak）に暴露した。こ
れらの実験では、本発明のＴＡＴ‐ＩＢペプチドは、活性化したＪＮＫｓによるｃ‐Ｊｕ
ｎのリン酸化を効果的に抑制した。
【０１５０】
　＜実施例７：インビボにおける、本発明のＴＡＴ‐ＩＢペプチドによるｃ‐ＪＵＮのリ
ン酸化の阻害＞
　本発明の細胞透過性ペプチドがインビボにおいてＪＮＫのシグナル伝達を防ぐことがで
きるかどうかを決定するために、非相同のＧＡＬ４システムを使用した。上記のように培
養されたＨｅＬａ細胞を、ＧＡＬ４ ＤＮＡ結合ドメインに連結したｃ‐Ｊｕｎの活性化
ドメイン（アミノ酸１‐８９）を含んでいるＧＡＬ‐Ｊｕｎ発現コンストラクト（Strata
gene）と、５ｘＧＡＬ‐ＬＵＣのレポーターベクターと一緒に同時トランスフェクション
した。直接の上流キナーゼであるＭＫＫ４およびＭＫＫ７（「Whitmarshら., Science 28
5: 1573 (1999)」を参照）を発現するベクターの同時トランスフェクションにより、ＪＮ
Ｋを活性化させた。つまり、製造者の説明書によりＤＯＴＡＰ（Boehringer Mannheim）
を使用して、３×１０５細胞に、３．５ｃｍのディッシュにプラスミドをトランスフェク
ションした。ＧＡＬ‐Ｊｕｎに関する実験のために、上記プラスミド（２０ｎｇ）、レポ
ータープラスミドであるｐＦＲ‐Ｌｕｃ（Stratagene）（１μｇ）、および、ＭＫＫ４か
ＭＫＫ７を発現するプラスミド（０．５μｇ）を一緒にトランスフェクションした。トラ
ンスフェクションから３時間後、培養液を変えて、ＴＡＴおよびＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチド
（１μＭ）を添加した。１６時間後に、タンパク質の含有量に対して正規化を行った後、
ルシフェラーゼ活性を、「２重報告システム（Dual Reporter System）」（Promega）を
使用して測定した。ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドを添加することにより、ＭＫＫ４およびＭＫ
Ｋ７に媒介されるＪＮＫの活性化によるｃ‐Ｊｕｎの活性化が防止された。ＨｅＬａ細胞
は、ＪＮＫ１およびＪＮＫ２のアイソフォームを発現しているが、ＪＮＫ３のアイソフォ
ームは発現していないので、ＪＮＫ３を細胞にトランスフェクションした。また、ＴＡＴ
‐ＩＢペプチドは、ＪＮＫ２に媒介されるｃ‐Ｊｕｎの活性化を抑制した。
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【０１５１】
　＜実施例８：ＴＡＴ‐ＩＢペプチドによるＩＬ‐１βに誘導される膵臓β細胞死の阻害
＞
　ＩＬ‐１により誘発されたβ細胞のアポトーシスの促進に対する本発明のＬ‐ＴＡＴ‐
ＩＢペプチドの効果を研究した。βＴＣ‐３細胞培養物を、本発明の１μＭのＬ‐ＴＡＴ
‐ＩＢ１ペプチドと一緒に３０分間インキュベーションし、その後１０ｎｇ／ｍＬ ＩＬ
‐１を添加した。２回目のペプチド（１μＭ）の添加は、２４時間後に行った。ＩＬ‐１
βと一緒に２日間インキュベーションした後に、染色法のプロピジウムヨウ化物（赤く染
色された細胞は死細胞である）およびＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２（青く染色された細胞
は無傷の原形質膜である）を用いて、アポトーシスを起こした細胞を計測した。本発明の
ＴＡＴ‐ＩＢペプチドを添加することにより、２日間ＩＬ‐１βの存在下において培養さ
れたβＴＣ‐３細胞のＩＬ‐１に誘導されるアポトーシスが抑制された。
【０１５２】
　ペプチドおよびＩＬ‐１βを有する細胞のインキュベーションを、１２日間行ったこと
以外は上記のようにしてβＴＣ‐３を処理することにより、ＩＬ‐１誘発細胞死の長期阻
害を研究した。ペプチド（１μＭ）を毎日さらに添加し、ＩＬ‐１β（１０ｎｇ／ｍＬ）
をさらに２日毎に添加した。本発明のＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドは、これらの条件における
アポトーシスに対する保護を与える。これらをもとに、これらの実験により、本発明のＴ
ＡＴ‐ＩＢペプチドが、細胞運命に対するＪＮＫ伝達の効果を防ぐことができる生物活性
を有する分子であることが証明された。
【０１５３】
　＜実施例９：本発明のａｌｌ‐Ｄ‐レトロ‐インベルソＩＢペプチドの合成＞
　本発明のペプチドは、タンパク質の自然分解を防ぐために、反対に合成されたａｌｌ‐
Ｄ‐アミノ酸ペプチドであってもよい（すなわち、ａｌｌ‐Ｄ‐レトロ‐インベルソペプ
チド）。本発明のａｌｌ‐Ｄ‐レトロインベルソペプチドは、天然ペプチドに類似の機能
特性を有するペプチドを提供する。なお、アミノ酸の構成要素の側基は、天然ペプチドア
ライメントに相当するであろうが、プロテアーゼ耐性のバックボーンを保有しているであ
ろう。
【０１５４】
　本発明のレトロ‐インベルソペプチドは、レトロ‐インベルソペプチド類似体のアミノ
酸の配列が、モデルとしての選択されたペプチドのアミノ酸の配列と厳密に反対になるよ
うに、Ｄ‐アミノ酸を用いて、ペプチド鎖に該アミノ酸を結合させることにより合成され
た類似体である。例証するために、自然に生じるＴＡＴタンパク質（Ｌ‐アミノ酸で形成
されたタンパク質）が、配列GRKKRRQRRR（配列番号５）を備える場合、このペプチドのレ
トロ‐インベルソペプチド類似体（Ｄ‐アミノ酸で形成された類似体）は、配列RRRQRRKK
RG（配列番号６）を備える。レトロ‐インベルソペプチドを形成するためのＤ‐アミノ酸
の鎖を合成する工程に関する手法は、技術的に知られている（例えば、Jameson ら., Nat
ure, 368,744-746 (1994); Brady ら, Nature, 368,692- 693 (1994); Guichard ら, J. 
Med. Chem. 39,2030-2039 (1996)を参照）。具体的には、レトロ‐ペプチドを、古典的フ
モック（F-moc）合成により生産し、さらに質量分析法により解析した。レトロ‐ペプチ
ドを、最終的にクロマトグラフィーにより精製した。
【０１５５】
　天然ペプチドの生来の問題は、天然プロテアーゼによる分解および生来の免疫原性であ
るため、本発明のヘテロ２価化合物または多価化合物を、所望のペプチドの「レトロ‐イ
ンベルソアイソマー」を含有するように、調製する。従って、タンパク質の自然分解から
ペプチドを保護することは、半減期を長引かせること、および積極的にペプチドを粉砕す
ることを目的としている免疫反応の程度を減少させることによって、特異的なヘテロ２価
化合物または多価化合物の有効性を増加させるはずである。
【０１５６】
　＜実施例１０：本発明のａｌｌ‐Ｄ‐レトロ‐インベルソＩＢペプチドの長期生物活性
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＞
　実施例５に記載したように、天然プロテアーゼによる分解から本発明のＤ‐ＴＡＴ‐Ｉ
Ｂペプチドが保護されるために、天然Ｌ‐アミノ酸類似体と比較したときに、ペプチドヘ
テロ接合を含んでいる本発明のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢレトロ‐インベルソの生物活性が長続き
することを、予想できた。
【０１５７】
　本発明のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドによるＩＬ‐１βに誘導された膵臓β細胞死の阻
害を、解析した。上記のように、示されたペプチド（１μＭ）を１回添加して、βＴＣ‐
３細胞を３０分間インキュベーションし、それからＩＬ‐１（１０ｎｇ／ｍｌ）を添加し
た。
【０１５８】
　それから、ＩＬ‐１βと一緒に２日間インキュベーションした後に、プロピジウムヨウ
化物、および、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２の染色を用いて、アポトーシスを起こした細胞
を、計測した。各実験につき最低でも１，０００細胞を計測した。標準誤差（ＳＥＭ）を
示す。（ｎ＝５）と表示した。Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドは、Ｌ‐ＴＡＴ‐ＩＢペプチ
ドと同程度、ＩＬ‐１誘導アポトーシスを減少させた。
【０１５９】
　また、Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１によるＩＬ‐１Ｐに誘導される細胞死の長期阻害を、解析し
た。上記のように、示されたペプチド（１μＭ）を１回添加して、βＴＣ‐３細胞を３０
分間インキュベーションした。それから、ＩＬ‐１β（１０ｎｇ／ｍｌ）を添加し、その
後、２日毎にサイトカインを添加した。それから、ＩＬ‐１と一緒に１５日間インキュベ
ーションした後に、アポトーシスを起こした細胞を、プロピジウムヨウ化物、および、Ｈ
ｏｅｃｈｓｔ３３３４２の染色を用いて計測した。ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドを１回添加し
ただけででは、長期保護が付与されないということに注意されたい。各実験につき最低で
も１，０００細胞を計測した。その結果、本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ではなく、本発明
のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１が、長期保護（１５日）を付与できた。
【０１６０】
　＜実施例１１：ＴＡＴ‐ＩＢペプチドによる放射線に誘導される膵臓β細胞死の阻害＞
　ＪＮＫは電離放射線によっても活性化する。本発明のＴＡＴ‐ＩＢペプチドが、放射線
に誘導されるＪＮＫ損傷に対する保護を提供するかどうかを決定するために、Ｄ‐ＴＡＴ
、本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドまたは本発明のＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドが存
在する場合と、存在しない場合とについて、「ＷｉＤｒ」細胞に放射線を浴びせた（３０
Ｇｙ）。なお、上記ペプチドが存在する場合は、放射線を浴びせる３０分前に、上記ペプ
チドを１μＭ添加した。対照細胞（ＣＴＲＬ）は、放射線を浴びていかった。細胞を、上
記のように、Ｐ１およびＨｏｅｃｈｓｔ３３４２の染色を用いて４８時間後に解析した。
標準誤差（ＳＥＭ）を示す（ｎ＝３）。本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドおよびＤ‐
ＴＡＴＩＢペプチドは、両方とも、このヒトの結腸癌細胞株における放射線に誘導される
アポトーシスを防ぐことができる。
【０１６１】
　＜実施例１２：本発明のＴＡＴ‐ＩＢペプチドによる電離放射線に対する放射線防護＞
　本発明のＴＡＴ‐ＩＢペプチドの放射線防護の効果を決定するために、フィリップＲＴ
 ２５０ Ｒ‐ｒａｙを用いて、０．７４Ｇｙ／ｍｉｎ（１７ｍＡ、０．５ｍｍ 銅フィル
タ）の線量率で放射線を、Ｃ５７Ｂ１／６マウス（２～３月齢）放射線に照射した。照射
する３０分前に、ＴＡＴ、本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチド、または本発明のＤ‐Ｔ
ＡＴ‐ＩＢ１ペプチドのどれかを、前記マウスの腹腔内に注射した（１ｍＭ溶液の３０１
）。つまり、次のようにマウスに照射した。（ｉ）マウスの頭を小さなプラスチック箱の
外に横たわらす状態で、マウスを該箱に配置した。（ｉｉ）前記マウスを、照射器の下に
マウスを仰向けにして配置し、つぎに、（ｉｉｉ）マウスの頭を正しい位置に維持できる
ように、マウスの首を小さなプラスチック性のトンネルに固定した。（ｉｖ）マウスの体
を鉛で保護した。
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【０１６２】
　照射前では、マウスをマウスの標準ペレット飼料で飼育し、一方、照射後では、マウス
を毎日補充される半流動食で飼育した。
【０１６３】
　それから、唇粘膜の反応を、Parkins ら（Parkins ら, Radiotherapy & Oncology, 1 :
 165-173, 1983）により改良された採点法に従って、別々の２人の観察者により記録した
（なお、紅斑状態、ならびに、水腫、脱皮、および分泌物の存在を前記採点法に引用した
）。さらに、紅斑／水腫状態をそれぞれ記録する前に、マウスの重さを量った。
【０１６４】
　これらの実験の結果により、本発明のＴＡＴ‐ＩＢペプチドが、電離放射線に関連する
体重減少および紅斑／水腫を防ぐことができる、ということが示された。
【０１６５】
　＜実施例１３：本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドによるＪＮＫ転写因子の抑制＞
　ゲルリターデイションアッセイを、ＡＰ‐１ 二重標識プローブ（5’- CGC TTG ATG AG
T CAG CCG GAA-3’（配列番号２７））を用いて行った。上記のように５ｎｇ／ｍｌのＴ
ＮＦ‐αにより１時間処理されたまたは処理されていないＨｅＬａ細胞核を抽出する。Ｔ
ＡＴおよび本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドを、ＴＮＦ‐αにより処理する３０分前
に添加した。特異的なＡＰ‐１ ＤＮＡ複合体（非標識の特異的な競合物および標識され
た非特異的な競合物を用いた競合実験により実証されるようなＡＰ‐１ ＤＮＡ複合体）
を有するゲルの部分だけを示す。
【０１６６】
　本発明のＬ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１ペプチドは、ＴＮＦ‐αの存在下において、ＡＰ‐１ Ｄ
ＮＡ結合複合体の形成を減少する。
【０１６７】
　＜実施例１４：恒久的なＭＣＡＯモデルにおける局所性脳虚血に対する神経防護の評価
‐異なる用量における、保護の有効性の決定。（図３を参照）＞
　局所性脳虚血は、１２日齢のラットに引き起こされた。幼若ラットを、２％イソフルレ
ンを用いて誘導チェンバーにおいて麻酔した。そして、手術の間、麻酔を、２％イソフル
レン未満のマスクを用いて維持した。ＭＣＡＯを、中大脳動脈（ＭＣＡ）の主枝を電気凝
固することにより引き起こした。ラットを右側を下にして配置し、耳と目との間において
、皮膚を斜めに切開した。側頭筋を切除した後、頭蓋骨を、前頭縫合線から頬骨弓より下
の部位まで除去した。左のＭＣＡが嗅脳溝上に現れたあとに、該ＭＣＡを露出させた。そ
して、前頭枝と前頂枝とに二分岐する前のＭＣＡにおいて、下大脳静脈の段階で、ＭＣＡ
を恒久的に電気凝固した。それから、頭蓋の皮膚切開部分を閉じた。それから、幼若ラッ
トが目覚めるまで、３７℃を維持した保温器に配置し、ラットの母親に委ねた。
【０１６８】
　ラットの母親に委ねてから６時間後、配列番号１１に記載の本発明のキメラＤ‐ＴＡＴ
‐ＩＢ１ペプチドを、腹腔内に注射した。凝血してから２４時間後、ラットを抱水クロラ
ールを用いて麻酔した。そして、上行大動脈を通して、４％パラホルムアルデヒド‐ＰＢ
Ｓをかん流させた。それから、脳を除去し、同じ固定液中に２時間保ち、３０％サッカロ
ース勾配のＰＢＳに、４℃で約１５時間配置した。－４０℃のイソペンタンにおいて脳を
冷凍し、次に、－２０℃で保管した。５０μｍの冠状クリオスタット切片を、ガラススラ
イドに回収した。前記切片をクレシルバイオレットを用いて染色した。各１０番目の切片
を解析し、病変の総体積を、ニューロレウシダプログラム（Neuroleucida programme）を
用いて、計算した。対照グループＡにおける平均病変体積は、２１．４７ｍｍ３であった
。処理されたグループの全ては、対照グループＡよりも平均値が低かった。統計的有意差
は、グループＡと、グループＣ、グループＥ、およびグループＦとの間に見られた（片側
ｔ検定、それぞれｐ＝０．０３０、ｐ＝ ０．００２、ｐ＝０．００１を示す）。その結
果は、図４に示されている。
【０１６９】
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　結果として、これらの値は、配列番号１１に記載の本発明のキメラＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１
ペプチド（１１ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、および０．０３３ｍｇ／
ｋｇの用量で投与された）が脳の保護を助長する、という結論を裏付ける。食塩水グルー
プと比較して１ｍｇ／ｋｇ、０．００３ｍｇ／ｋｇ、および０,０００３の用量の結果に
より、全ての試料は有意差に達するほどの大きさではないことを示している。脳における
最良の保護は、０．３ｍｇ／ｋｇの用量から観察された。
【０１７０】
　＜実施例１５：一過性のＭＣＡＯモデルにｉｖを投与した後の本発明のキメラペプチド
による、局所性脳虚血に対する神経防護の評価（図４を参照）＞
　『成体マウスにおける一過性虚血』。雄マウスＩＣＲ‐ＣＤ１（６週齢；１８‐３７ｇ
；ハーラン（Harlan））を用いて、（ｉ）内頚動脈へ、総頚動脈から微細繊維を導入し、
（ｉｉ）動脈輪へ、該微細繊維を進行させ、それによって、（ｉｉｉ）中大脳動脈を塞ぐ
ことにより、虚血を誘発した。再かん流から１０分後まで、頭蓋骨を固定するプローブを
用いてレーザードップラー流量測定法により、虚血の全域にわたって局所脳血流を測定し
た。
【０１７１】
　直腸温を測定し、かつ３７℃に維持した。マウスを再かん流から４８時間後に殺害した
。ニューロルシーダプログラム（neurolucida program）（MicroBrightField）に備え付
けられたコンピュータ‐マイクロスコープシステム（computer-microscope system）を用
いて、連続クリオスタット切片２０μｍの厚さをトレースし、ニューロエクスプローラプ
ログラムを用いて、虚血エリアおよび脳全体の体積を目隠し試験にて計算した。
【０１７２】
　「ＸＧ‐１０２ ０．３」は０．３ ｍｇ／ｋｇを表し、「ＸＧ‐１０２ １」は１ ｍｇ
／ｋｇを表し、「ＸＣ‐１０２ ５」は５ ｍｇ／ｋｇを表す。
【０１７３】
　プラシーボの静脈内ボーラス投与後の梗塞体積の大きさ（ｍｍ３）、および、成体マウ
スにおける再かん流（３０分間クランプで締めた）から６時間後のＸＧ１０２（０．３ｍ
ｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ）を、下記に示した。
【０１７４】
　梗塞　　　　　　　　　　　　平均値　　　標準偏差
対照　　　　　　　ｎ＝５　　　７２　　　　１７
ＸＧ１０２ ０．３ ｎ＝５　　　１６　　　　４
ＸＧ１０２ １　　 ｎ＝１　　　１６
ＸＧ１０２ ３　　 ｎ＝５　　　１５　　　　５
【０１７５】
　＜実施例１６：ＮＭＤＡによる刺激後のＬＤＨの放出の測定による神経培養のアッセイ
（図５を参照）＞
　１００μＭ ＮＭＤＡに継続的に照射される前に、示された濃度のペプチドまたはＭＫ
‐８０１を用いて３０分間予め処置された姉妹培養物における、一般式で表されたＤ‐Ｔ
ＡＴ‐ＩＢ／Ｄ‐ＪＮＫｌ１ペプチド（配列番号１２）の神経防護の効果を評価した。対
照と比べてＬＤＨの放出が顕著に抑制されていることから分かるように、ＮＭＤＡ処理か
ら１２時間後、一般式で表された５μＭのＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ／Ｄ‐ＪＮＫｌ１を用いて予
め処理された培養物において、ＮＭＤＡの暴露に起因する変性変化が完全に阻害された（
図５）。形態学的な外見、数および分布は対照と変わらなかった。
【０１７６】
　『皮質ニューロンの培養』。２日齢の幼若ラットの脳から、小さな皮質の断片を切り取
り、該断片を３４℃、３０分間、２００単位のパパインと一緒にインキュベーションし、
それから、１００μｇ／ｍｌポリ‐Ｄ‐リジンにより予め被覆されたディッシュ上におよ
そ１×１０６細胞／プレートの密度でニューロンを播種した。プレーティング培養液は、
０．５ｍＭグルタチオン、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、および１００ｕｇ／ｍｌスレプト
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マイシンが添加されたＢ２７／Neurobasal（Life Technologies, Gaithersburg, MD）か
ら成っていた。
【０１７７】
　『乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）細胞毒性のアッセイ』。ＮＭＤＡ投与から１２時間
、２４時間、および４８時間後、バッシング培養液（bathing medium）に放出したＬＤＨ
を、シトトックス ９６ 非放射線細胞毒性アッセイキット（Cytotox 96 non-radioactive
 cytotoxicity assay kit）（Promega, Wl）を用いて測定した（図５を参照）。
【０１７８】
　＜実施例１７：ワンウェルアプローチを用いたＨｅｐＧ２細胞における内在性のＪＮＫ
活性の抑制（図６を参照）＞
　ＨｅｐＧ２細胞を、実験前日に、３，０００細胞／ウェルで接種した。それから、ＪＮ
Ｋを活性させるために、インターロイキン‐１β［ＩＬ‐１β（ν）］、または腫瘍壊死
因子α［ＴＮＦα（●）］のどれかの濃度を増やしながら３０分間添加した（ａ）。細胞
を、２０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、０．５％Ｔｗｅｅｎ ｐＨ７．４の溶液に溶かし、そして、ア
ルファスクリーン（AlphaScreen）ＪＮＫ用に処理した。（ｂ）ＪＮＫ活性に関するＺ’
を、１０ｎｇ／ｍｌ ＩＬ‐１βにより誘導した、および３８４ウェル／プレート（ｎ＝
９６）において測定した。（ｃ）キメラＪＮＫ阻害剤［スタウロスポリン（○）およびＳ
Ｐ６００１２５（●）］を用いた内在性のＩＬ‐１βに誘導されるＪＮＫ活性の抑制を示
す。（ｄ）ＩＬ‐１α依存性のＪＮＫ活性に対する、（ｉ）配列番号９に記載のペプチド
阻害剤Ｌ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１（図６ではＬ‐ＪＮＫｉ（ν）と省略する）、（ｉｉ）配列番
号１１に記載のペプチド阻害剤Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１（図６ではＤ‐ＪＮＫｉ（◆）と省略
する）、および（ｉｉｉ）ＪＢＤ（●）（ＴＡＴ配列を有していないＬ‐ＪＮＫ１に相当
する）の効果を示す。すべてのパネルは、３つの独立な実験を表す（ｎ＝３）。
【０１７９】
　‐方法：アルファスクリーンのキナーゼアッセイ－
　理論：アルファスクリーン（AlphaScreen）（登録商標）は、マイクロプレートフォー
マットにおいて、生体分子相互作用を研究するために用いられる、非放射活性ビーズに基
づく技術である。ＡＬＰＨＡの頭文字は、増幅ルミネッセンス近接ホモジニアスアッセイ
法（Amplified Luminescence Proximity Homogenous Assay）を意味している。それは、
ごく近くに、「ドナー」および「アクセプタ」ビーズをもたらす生物学的な相互作用に関
する。それから、化学反応のカスケードが作用して、増幅したシグナルが生産される。６
８０ｎｍにおけるレーザー励起により、「ドナー」ビーズにおける光線感作物質（フタロ
シアニン）は、周囲の酸素を励起一重項状態に転換させる。４μｓｅｃ半減期内に、一重
項酸素分子は、溶液において、およそ２００ｎｍまで拡散することができる。アクセプタ
ビーズがその近接の範囲内であれば、一重項酸素は、「アクセプタ」ビーズにおけるチオ
キソ誘導体と反応する。これにより、該「アクセプタ」ビーズに含まれたフルオロフォア
をさらに活性させる３７０ｎｍの化学発光が生じる。励起状態のフルオロフォアは、その
後に５２０‐６２０ｎｍの光を放出する。アクセプタビーズがない場合、一重項酸素は基
底状態に下降し、シグナルは発生されない。
【０１８０】
　キナーゼ試薬（Ｂ‐ＧＳＴ‐ｃＪｕｎ、抗Ｐ‐ｃＪｕｎ抗体および活性なＪＮＫ３）を
、最初にキナーゼ緩衝液（２０ｍＭ Ｔｒｉｓ‐ＨＣｌ ｐＨ７．６、１０ｍＭ ＭｇＣｌ

２、１ｍＭ ＤＴＴ、１００μＭ Ｎａ３ＶＯ4、０．０１％Ｔｗｅｅｎ‐２０）に希釈し
、次にウェル（１５μｌ）に添加した。それから、２３℃、１時間、１０μＭ ＡＴＰの
存在下において、反応溶液をインキュベートした。検出緩衝液（２０ｍＭＴｒｉｓ‐ＨＣ
ｌ ｐＨ７．４、２０ｍＭ塩化ナトリウム、８０ｍＭ ＥＤＴＡ、０．３％ ＢＳＡ）に希
釈された、１０μｌのビーズミックス（プロテインＡアクセプタ２０μｇ／ｍｌ、ストレ
プトアビジンドナー２０μｇ/ml）を反応溶液に加え、その後暗所において、２３℃で１
時間さらにインキュベートして、検出を行った。内在性のＪＮＫ活性の測定に関して、キ
ナーゼアッセイを、上記のように実行した。ただし、活性なＪＮＫ３を、細胞溶解物によ
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ＧＳＴ‐ｃｊｕｎおよびＰ‐ｃＪｕｎ抗体を、同じ濃度で使用し、ＡＴＰを１０μＭの代
わりに５０μＭの濃度で使用した。アルファスクリーンのシグナルを、フージョンまたは
エン・ビジョン（En Vision）において直接解析した。
【０１８１】
　＜実施例１８：騒音によって外傷を受けた耳の治療＞
　モルモットの３グループ（各グループには６匹の動物が含まれる）は、１００μＭの濃
度で、蝸牛窓の膜上に沈着された、２μｌの２．６％の緩衝化したヒアルロン酸（Hylume
d, Genzyme Corp.）ゲル中に含まれるＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１を、騒音（６ｋＨｚにおける１
２０ｄＢ、３０分間）による外傷を受ける３０分前、３０分後、または４時間の何れかに
受け取った。対照として未処置の耳を設けた。騒音によって外傷を受けてから２０分間後
（一時的な閾値の変化、ＴＴＳ）および１５日後（永久的な閾値の変化、ＰＴＳ）の聴覚
脳幹反応測定により、聴力の閾値の変化を評価した。前記未処置の耳と比較して、Ｄ‐Ｔ
ＡＴ‐ＩＢ１の投与をすることで、たとえ、過剰な騒音を晒した後に適用したとしても、
永久的な聴力損失が防がれた。騒音によって外傷を受けた後に、Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１を早
く投与すればするほど、防護効果が高かった。従って、騒音によって外傷を受けることに
ついて、Ｄ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１は、非常に有効な耳を保護する化合物である。
【０１８２】
　前述の本発明の特定の実施の形態の詳細な説明から、独特の細胞透過性を有する生物活
性キメラペプチドおよびＪＮＫ阻害剤配列が記載されていることが明らかになったはずで
ある。特定の実施の形態が本明細書に詳細に開示されているが、これは、実施例を用いて
、説明のみを目的としてなされたものであり、次の添付の特許請求の範囲を制限すること
を意図していない。特に、特許請求の範囲により定義されたような本発明の精神と範囲と
から逸脱することなく、様々な置換、変更、修飾を本発明にしてもよいということを、本
発明の発明者は考慮している。
【図面の簡単な説明】
【０１８３】
【図１】示された転写因子における保存されたＪＢＤドメイン領域のアライメントを示す
図である。
【図２】ヒト、マウスおよびラットに由来する一般式で表されたＴＡＴ‐ＩＢ融合ペプチ
ドの配列を示す図である。
【図３】永久的なＭＣＡＯモデルにおける、局所性脳虚血に対する神経防護作用を評価し
た結果を示す図である。
【図４】一過性のＭＣＡＯモデルにおける、配列番号１１に記載の本発明のキメラペプチ
ドを静脈内投与した後の、該キメラペプチドによる局所性脳虚血に対する神経防護作用の
評価を説明する図である。
【図５】ＮＭＤＡ刺激の後のＬＤＨ放出を測定することにより実施された、神経培養物に
おけるアッセイの結果を示す図である。
【図６】ワンウェルアプローチにおいて、配列番号９および１１に記載された本発明の融
合ペプチドを用いて、ＨｅｐＧ２細胞における内在性のＪＮＫ活性を阻害した結果を示す
図である。
【図７】永久的な聴力損失に対するＤ‐ＴＡＴ‐ＩＢ１防護の防護効果を示す図である。
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本发明涉及蛋白激酶抑制剂，更具体地涉及蛋白激酶c-Jun氨基末端激酶的抑制剂。另外，本发明提供JNK抑制剂序列，嵌合肽，
编码其的核酸以及用于治疗与JNK信号传导相关的病理生理学的药物组合物。
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