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(57)【要約】
　本発明は、インビボ酵素プロファイリングに関連する
方法および製品に関する。特に、インビボで酵素活性、
特にプロテアーゼ活性を定量的に検出することができる
バイオマーカーナノ粒子を記載する。これらのナノ粒子
は、アフィニティ捕捉アッセイによって、特にラテラル
フロー免疫アッセイ試験ストリップを介してインビボの
酵素活性を検出するために用いることができる。本発明
はまた、本発明の方法に用いるための製品、キットおよ
びデータベースに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　バイオマーカーナノ粒子が酵素感受性検出可能マーカーに連結したキャリアドメインを
有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに連結し
た酵素感受性ドメインから構成されていることにより、酵素に暴露されたときに、検出可
能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出することができ、かつ検出可能マーカーが
リンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含む、対象にバイオマーカ
ーナノ粒子を投与すること； 
　生体試料が、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出する身体部位から離
れた身体部位にある、マーカーの検出のための生体試料を同定すること；および
　生体試料における検出可能マーカーの存在が対象内に活性型で存在する酵素を示す、検
出可能マーカーの存在を検出するために捕捉アッセイを用いて生体試料を分析すること
を含む方法。
【請求項２】
　捕捉リガンドが酵素感受性ドメインに連結している、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　検出リガンドが酵素感受性ドメインに連結している、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　捕捉アッセイがアフィニティ剤に対する捕捉リガンドの結合を含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項５】
　捕捉リガンドがタンパク質、ペプチド、多糖、核酸、蛍光分子または小分子である、請
求項４に記載の方法。
【請求項６】
　捕捉リガンドがビオチンであり、かつアフィニティ剤がストレプトアビジンである、請
求項５に記載の方法。
【請求項７】
　リンカーが、ＰＥＧなどのポリマー、タンパク質、ペプチド、多糖、核酸または小分子
である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　リンカーが、１０～１００アミノ酸長のタンパク質またはペプチドである、請求項７に
記載の方法。
【請求項９】
　リンカーがＧｌｕＦｉｂ （配列番号１）である、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　検出リガンドが、タンパク質、ペプチド、多糖、核酸、蛍光分子または小分子である、
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　検出リガンドまたは捕捉リガンドが、ストレプトアビジン、アレクサ４８８、ＴＡＭＲ
Ａ、ＤＮＰ、フルオレセイン、オレゴングリーン、テキサスレッド、ダンシル、ボディピ
、アレクサ４０５、カスケードブルー、ルシファーイエロー、ニトロチロシン、ＨＡタグ
、ＦＬＡＧタグ、Ｈｉｓタグ、Ｍｙｃタグ、Ｖ5タグ、Ｓタグ、ビオチンからなる群から
選択される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　捕捉アッセイが、蛍光、比色、生物発光および化学発光のＥＬＩＳＡを含むＥＬＩＳＡ
、ペーパー試験ストリップ、ビーズベースの蛍光アッセイ、ならびに表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選択される検出工程を含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項１３】
　アフィニティ剤が、抗体、抗体断片、アプタマー、Ａｂにコンジュゲートした磁気ビー
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ズ、アフィニティカラム上のタンパク質またはペプチドからなる群から選択される、請求
項４に記載の方法。
【請求項１４】
　アフィニティ剤が表面に固定されている、請求項４に記載の方法。
【請求項１５】
　表面がビーズである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　アフィニティ剤が溶液にある、請求項４に記載の方法。
【請求項１７】
　バイオマーカーナノ粒子が、静脈内に、経口で、経皮でまたはインプラントを介して投
与される、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　キャリアがタンパク質、ペプチドまたは多糖である、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　キャリアが合成ポリマーである、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　酵素が癌に関連する酵素である、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　酵素がプロテアーゼまたはグリコシダーゼである、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　尿、血液、唾液または粘液性分泌物である生体試料を対象から採集することをさらに含
む、請求項１～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　複数の酵素感受性検出可能マーカーを有する複数のバイオマーカーナノ粒子が対象に投
与される、請求項１～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　バイオマーカーナノ粒子が複数の酵素感受性検出可能マーカーを有する、請求項１～２
１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　複数の酵素感受性検出可能マーカーが複数の捕捉リガンドと単一タイプの検出リガンド
とを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　複数の捕捉リガンドが２～１，０００の異なる捕捉リガンドを含む、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２７】
　複数の捕捉リガンドが２～１００の異なる捕捉リガンドを含む、請求項２４に記載の方
法。
【請求項２８】
　複数の酵素感受性検出可能マーカーが単一タイプの捕捉リガンドと複数の検出リガンド
とを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２９】
　酵素感受性検出可能マーカーが、疾患または状態に関連する酵素による改変に感受性が
ある、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　酵素感受性検出可能マーカーが、疾患または状態に関連するプロテアーゼよる切断に感
受性がある、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　酵素感受性検出可能マーカーが、疾患または状態に関連する酵素による検出可能要素の
付加に感受性がある、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
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　酵素感受性検出可能マーカーが、疾患または状態に関連しないが正常状態に関連する酵
素による改変に感受性がある、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　酵素感受性検出可能マーカーが、疾患または状態に関連しないが正常状態に関連するプ
ロテアーゼによる切断に感受性がある、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　疾患または状態が、癌、心血管疾患、関節炎、ウイルス感染症、細菌感染症、寄生虫感
染症もしくは真菌感染症、アルツハイマー病気腫、血栓症、血友病、卒中、臓器機能不全
、任意の炎症状態、血管疾患、実質性疾患または薬理学的に誘発された状態である、請求
項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　分析方法が多重分析方法である、請求項１～３４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　検出可能マーカーを生体試料における他の要素から単離する精製工程をさらに含む、請
求項１～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　対象において疾患を診断するための方法であり、対象における検出可能マーカーの存在
が疾患を有する対象を示す、請求項１～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　対象において疾患を診断するための方法であり、対象における検出可能マーカーの非存
在が疾患を有する対象を示す、請求項１～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　検出シグナルを正規化するために遊離レポーターを対象に投与することをさらに含む、
請求項１～３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　対象にバイオマーカーナノ粒子が投与されており、バイオマーカーナノ粒子が酵素感受
性検出可能マーカーに連結したキャリアドメインを有するモジュール構造を含み、酵素感
受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに連結した酵素感受性ドメインから構成されて
いることにより、酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子
から放出することができ、かつ検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガ
ンドと検出リガンドとを含む、障害または状態を有することが疑われる対象から尿試料を
採集すること；および
　捕捉アッセイが、アフィニティ剤が捕捉リガンドに結合するアフィニティ工程と、リガ
ンドマーカーの存在を検出するために検出リガンドを検出する検出工程とを含み、生体試
料におけるリガンドマーカーの存在または非存在が対象内の障害または状態を示す、捕捉
アッセイによる分析方法に尿試料を供試すること
を含む方法。
【請求項４１】
　検出工程が、化学発光ＥＬＩＳＡおよび生物発光ＥＬＩＳＡを含むＥＬＩＳＡアッセイ
、ペーパー試験ストリップ、ビーズベースの蛍光アッセイ、ならびに表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選択される、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　アフィニティ剤が、抗体、抗体断片、アプタマー、Ａｂにコンジュゲートした磁気ビー
ズ、アフィニティカラム上のタンパク質またはペプチドからなる群から選択される、請求
項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　疾患または状態を処置するために対象に治療剤を投与することをさらに含む、請求項４
０に記載の方法。
【請求項４４】
　薬物送達区画を有する経皮パッチを含む組成物であって、薬物送達区画がバイオマーカ
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ーナノ粒子を含み、バイオマーカーナノが酵素に暴露されたときにバイオマーカーナノ粒
子から放出することができる酵素感受性検出可能マーカーに連結したキャリアドメインを
有するモジュール構造を含む、前記組成物。
【請求項４５】
　酵素感受性検出可能マーカーが、検出可能マーカーに連結した酵素感受性ドメインから
構成されており、かつ検出可能マーカーが、リンカーによって接続された捕捉リガンドと
検出リガンドとを含む、請求項４４に記載の組成物。
【請求項４６】
　バイオマーカーナノ粒子が酵素感受性検出可能マーカーに連結したキャリアドメインを
有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに連結し
た酵素感受性ドメインから構成されていることにより、酵素に暴露されたときに、検出可
能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出することができ、かつ検出可能マーカーが
リンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含み、バイオマーカーナノ
粒子を含む試薬。
【請求項４７】
　捕捉リガンドが酵素感受性ドメインに連結している、請求項４６に記載の試薬。
【請求項４８】
　検出リガンドが酵素感受性ドメインに連結している、請求項４６に記載の試薬。
【請求項４９】
　捕捉アッセイがアフィニティ剤に対する捕捉リガンドの結合を含む、請求項４６に記載
の試薬。
【請求項５０】
　バイオマーカーナノ粒子が、酵素および遊離レポーターに暴露されたときにバイオマー
カーナノ粒子から放出することができる酵素感受性検出可能マーカーに連結したキャリア
ドメインを有するモジュール構造を含み、バイオマーカーナノ粒子を含む組成物。
【請求項５１】
　酵素感受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに連結した酵素感受性ドメインから構
成されており、かつ検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガンドと検出
リガンドとを含む、請求項５０に記載の組成物。
【請求項５２】
　遊離レポーターがタンパク質、ペプチドまたは多糖である、請求項５０に記載の組成物
。
【請求項５３】
　バイオマーカーナノ粒子が、酵素感受性検出可能マーカーに連結したキャリアドメイン
を有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに連結
した酵素感受性ドメインから構成されていることにより、酵素に暴露されたときに、検出
可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出することができ、かつ検出可能マーカー
がリンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含む、バイオマーカーナ
ノ粒子を収容する容器；および
　対象にナノ粒子を投与するための、および対象の生体試料を分析してナノ粒子の投与に
よって発生したリガンドマーカーの存在または非存在を捕捉アッセイによって検出するた
めの指示書、
を含むキット。
【請求項５４】
　遊離レポーターを収容する容器をさらに含む、請求項５３に記載のキット。
【請求項５５】
　アフィニティ剤を収容する容器をさらに含む、請求項５３に記載のキット。
【請求項５６】
　アフィニティ試薬が、抗体、抗体断片、アプタマー、Ａｂにコンジュゲートした磁気ビ
ーズ、アフィニティカラム上のタンパク質またはペプチドからなる群から選択される、請
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求項５５に記載のキット。
【請求項５７】
　検出試薬を収容する容器をさらに含む、請求項５３に記載のキット。
【請求項５８】
　検出試薬が、化学発光ＥＬＩＳＡおよび生物発光ＥＬＩＳＡを含むＥＬＩＳＡアッセイ
、ペーパー試験ストリップ、ビーズベースの蛍光アッセイ、ならびに表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選択されるアッセイのための試薬である、請求
項５７に記載のキット。
【請求項５９】
　酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出する、
マイクロドーズのバイオマーカーナノ粒子を対象に投与すること；および
　生体試料における検出可能マーカーの存在が、対象内に活性型で存在する酵素を示す、
検出可能マーカーの存在を検出するために捕捉アッセイを用いて生体試料を分析すること
を含む方法。
【請求項６０】
　マイクロドーズが１００マイクログラム未満である、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　生体試料が、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出する身体部位から離
れた身体部位にある、請求項５９に記載の方法。
【請求項６２】
　生体試料が尿である、請求項５９に記載の方法。
【請求項６３】
　バイオマーカーナノ粒子が酵素感受性検出可能マーカーに連結したキャリアドメインを
有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに連結し
た酵素感受性ドメインから構成されている、請求項５９に記載の方法。
【請求項６４】
　検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含む
、請求項５９に記載の方法。
【請求項６５】
　検出試薬が結合する規定領域を有する膜と、生体試料が膜に送達され、かつ膜に沿って
移動することができるように生体試料を膜と接触させて収容することができるリザーバー
と、膜上にコンジュゲートパッドとを含むハウジング（housing）を含み、
捕捉リガンドに結合するアフィニティ剤がコンジュゲートパッドに関連しており、生体試
料が妊娠タンパク質を含まない、物品。
【請求項６６】
　膜がニトロセルロース膜である、請求項６５に記載の物品。
【請求項６７】
　アフィニティ剤が金ナノ粒子に結合したストレプトアビジンである、請求項６５に記載
の物品。
【請求項６８】
　捕捉リガンドがビオチンである、請求項６５に記載の物品。
【請求項６９】
　リザーバーがセルロースパッドである、請求項６５に記載の物品。
【請求項７０】
　検出試薬が検出リガンドに特異的な抗体である、請求項６５に記載の物品。
【請求項７１】
　抗体がａ‐ＦＡＭ抗体である、請求項６５に記載の物品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本願は、２０１３年６月７日に提出された「リガンドをコードする合成バイオマーカー
のアフィニティベースの検出」("AFFINITY-BASED DETECTION OF LIGAND-ENCODED SYNTHET
IC BIOMARKERS")というタイトルの米国仮出願第61/832,766号に対して米国合衆国法典第
３５巻１１９（ｅ）条（35 U.S.C. § 119(e)）による優先権を主張する。
【０００２】
　本発明は、アフィニティアッセイを用いてインビボでプロテアーゼ活性を検出すること
およびモニタすることに関連する方法および製品に関する。それら方法および製品は、超
高感度診断プラットホームの基礎を形成し、超高感度診断プラットホームとして用いられ
得る。本発明はまた、本発明の方法に用いるための製品、キットおよびデータベースに関
する。
【背景技術】
【０００３】
　尿には、生じる状態をモニタするためのソースとして、奥深く、長年の臨床の歴史があ
り、依然として健康診断の不可欠な要素となっている［１］。１００をはるかに上回る試
験が、妊娠［２］、糖尿病［３］、腎臓病［４］、代謝異常、その他疾患など多種多様な
状態を示すために実行され得る。数分以内に何リットルもの血液を選択的に濾過して生物
学的プロセスの副産物を除去する能力を進化させた腎臓系の見事な生理機能に触発され、
我々は、近年、「合成バイオマーカー（synthetic biomarker）」と呼ばれる、プロテア
ーゼ感受性ナノ粒子という類のものを開発した。この「合成バイオマーカー」は、病気の
部位における無調節のプロテアーゼ活性に応答して循環系にレポーターを放出し、次いで
、レポーターは、検出のための質量分析法などの多重化の手法を用いた非侵襲的モニタリ
ングのためのホストの尿中に濃縮される［６］。癌におけるプロテアーゼの調節異常は、
細胞シグナリングにおいて重大な結果をもたらし、癌細胞の増殖、浸潤、血管新生、アポ
トーシスの回避、および転移を推進するのを助ける。肝線維症および癌のマウスモデルに
おいて、合成尿バイオマーカーにより、コア生検による固形臓器の侵襲的モニタリングの
必要性がなくなり、腫瘍分泌血液バイオマーカーと比較して癌の早期検出を顕著に向上さ
せた。
【発明の概要】
【０００４】
　いくつかの側面における本発明は、バイオマーカーナノ粒子が酵素感受性検出可能マー
カーに結合したキャリアドメインを有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マ
ーカーが検出可能マーカーに結合した酵素感受性ドメインから構成されていることにより
、酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出するこ
とができ、かつ検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガ
ンドとを含む、対象にバイオマーカーナノ粒子を投与すること；生体試料が、検出可能マ
ーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出する身体部位から離れた身体部位にある、マー
カーの検出のための生体試料を同定すること；および生体試料における検出可能マーカー
の存在が対象内に活性型で存在する酵素を示す、検出可能マーカーの存在を検出するため
に捕捉アッセイを用いて生体試料を分析すること、を伴う方法である。
【０００５】
　いくつかの態様において、捕捉リガンドは酵素感受性ドメインに結合している。他の態
様において、検出リガンドは酵素感受性ドメインに結合している。リンカーは、例えば、
ＰＥＧ等のポリマー、タンパク質、ペプチド、多糖、核酸または小分子であってもよい。
いくつかの態様において、リンカーは、１０～１００アミノ酸長のタンパク質である。他
の態様において、リンカーはＧｌｕＦｉｂ（配列番号１）である。
【０００６】
　いくつかの態様における捕捉アッセイは、蛍光、比色、生物発光および化学発光のＥＬ
ＩＳＡを含むＥＬＩＳＡ、ペーパー試験ストリップ、ビーズベースの蛍光アッセイ、なら
びに表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選択される検出工程を
伴う。捕捉アッセイは、例えば、アフィニティ剤に対する捕捉リガンドの結合を伴っても
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よい。いくつかの態様における捕捉リガンドは、タンパク質、ペプチド、多糖、核酸、蛍
光分子または小分子である。例えば、捕捉リガンドがビオチンであり、かつアフィニティ
剤がストレプトアビジンであるか、または捕捉リガンドがストレプトアビジンであり、か
つアフィニティ剤がビオチンであってもよい。いくつかの態様における分析方法は多重分
析方法である。
【０００７】
　いくつかの態様において、検出リガンドはタンパク質、ペプチド、多糖、核酸、蛍光分
子または小分子である。他の態様において、検出リガンドまたは捕捉リガンドは、アレク
サ４８８（Alexa488）、ＴＡＭＲＡ、ＤＮＰ、フルオレセイン、オレゴングリーン（Oreg
on Green）、テキサスレッド（Texas Red）、ダンシル（Dansyl）、ボディピ（BODIPY）
、アレクサ４０５（Alexa405）、カスケードブルー（Cascade Blue）、ルシファーイエロ
ー（Lucifer Yellow）、ニトロチロシン、ＨＡタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｈｉｓタグ、Ｍｙｃ
タグ、Ｖ5タグ、Ｓタグ、ビオチンからなる群から選択される。
【０００８】
　アフィニティ剤は、抗体、抗体断片、アプタマー、Ａｂにコンジュゲートした磁気ビー
ズ、アフィニティカラム上のタンパク質またはペプチドからなる群から選択されてもよい
。いくつかの態様において、アフィニティ剤は、例えばビーズ等の表面に固定されている
。他の態様において、アフィニティ剤は溶液にある。
【０００９】
　バイオマーカーナノ粒子は、任意の経路によって対象に投与すればよい。例えば、バイ
オマーカーナノ粒子は、静脈内に、経口で、経皮でまたはインプラントを介して投与され
得る。
【００１０】
　いくつかの態様におけるキャリアは、ナノ粒子などの粒子、タンパク質、ペプチドまた
は多糖または合成ポリマーである。
【００１１】
　いくつかの態様において、酵素は癌に関連する酵素である。他の態様において、酵素は
プロテアーゼまたはグリコシダーゼである。
【００１２】
　方法はまた、対象から生体試料を採集する工程を含んでもよく、この場合、生体試料は
、尿、血液、唾液または粘液性分泌物である。
【００１３】
　いくつかの態様において、複数の酵素感受性検出可能マーカーを有する複数のバイオマ
ーカーナノ粒子を対象に投与する。他の態様において、バイオマーカーナノ粒子が複数の
酵素感受性検出可能マーカーを有する。例えば、いくつかの態様において、複数の酵素感
受性検出可能マーカーが複数の捕捉リガンドと単一タイプの検出リガンドとを含む。複数
の捕捉リガンドは２～１，０００、２～１００または２～１０の異なる捕捉リガンドを含
む。他の態様において、複数の酵素感受性検出可能マーカーが単一タイプの捕捉リガンド
と複数の検出リガンドとを含む。
【００１４】
　いくつかの態様において、酵素感受性検出可能マーカーが疾患または状態に関連する酵
素による改変、プロテアーゼよる切断または酵素による検出可能要素の付加に感受性があ
る。他の態様において、酵素感受性検出可能マーカーが、疾患または状態に関連しないが
正常状態に関連する酵素による改変、プロテアーゼによる切断または酵素による検出可能
要素の付加に感受性がある。
【００１５】
　いくつかの態様において、疾患または状態が、癌、心血管疾患、関節炎、ウイルス感染
症、細菌感染症、寄生虫感染症もしくは真菌感染症、アルツハイマー病気腫、血栓症、血
友病、卒中、臓器機能不全、いずれか任意の炎症状態、血管疾患、実質性疾患または薬理
学的に誘発された状態である。



(9) JP 2016-520327 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

【００１６】
　いくつかの態様において、方法は、検出可能マーカーを生体試料における他の要素から
単離する精製工程を伴う。
【００１７】
　他の態様において、方法は対象において疾患を診断するための方法であり、対象におけ
る検出可能マーカーの存在が疾患を有する対象を示し、対象における検出可能マーカーの
非存在が疾患を有しない対象を示す。
【００１８】
　他の態様において、方法は検出シグナルを正規化するために遊離レポーターを対象に投
与することを伴う。
【００１９】
　本発明の側面によれば、対象にバイオマーカーナノ粒子が投与されており、バイオマー
カーナノ粒子が酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメインを有するモジュ
ール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーが検出可能マーカーに結合した酵素感受性
ドメインから構成されていることにより、酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーを
バイオマーカーナノ粒子から放出することができ、かつ検出可能マーカーがリンカーによ
って接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含む、障害または状態を有することが疑
われる対象から尿試料を採集すること；および捕捉アッセイが、アフィニティ剤が捕捉リ
ガンドに結合するアフィニティ工程と、リガンドマーカーの存在を検出するために検出リ
ガンドを検出する検出工程とを伴い、生体試料におけるリガンドマーカーの存在または非
存在が対象内の障害または状態を示す、捕捉アッセイによる分析方法に尿試料を供試する
こと、を伴う方法が提供される。
【００２０】
　いくつかの態様における検出工程は、化学発光ＥＬＩＳＡおよび生物発光ＥＬＩＳＡを
含むＥＬＩＳＡアッセイ、ペーパー試験ストリップ、ビーズベースの蛍光アッセイ、なら
びに表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選択される。他の態様
において、アフィニティ剤は、抗体、抗体断片、アプタマー、Ａｂにコンジュゲートした
磁気ビーズ、アフィニティカラム上のタンパク質またはペプチドからなる群から選択され
る。他の態様において、方法は疾患または状態を処置するために対象に治療剤を投与する
ことを伴う。
【００２１】
　本発明の他の側面によれば、酵素に暴露されたときにバイオマーカーナノ粒子から放出
することができる酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメインを有するモジ
ュール構造を含むバイオマーカーナノ粒子を含む薬物送達区画を有する経皮パッチを含む
組成物が提供される。酵素感受性検出可能マーカーは、検出可能マーカーに結合した酵素
感受性ドメインから構成されており、かつ検出可能マーカーは、リンカーによって接続さ
れた捕捉リガンドと検出リガンドとを含んでもよい。
【００２２】
　本発明の他の側面によれば試薬が提供される。試薬は、バイオマーカーナノ粒子を含み
、バイオマーカーナノ粒子は酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメインを
有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーは検出可能マーカーに結合し
た酵素感受性ドメインから構成されていることにより、酵素に暴露されたときに、検出可
能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出することができ、かつ検出可能マーカーが
リンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含む。
【００２３】
　いくつかの態様において、捕捉リガンドは酵素感受性ドメインに結合しており、他の態
様において、検出リガンドが酵素感受性ドメインに結合している。捕捉アッセイがアフィ
ニティ剤に対する捕捉リガンドの結合を伴ってもよい。
【００２４】
　本発明の他の側面によれば組成物が提供される。組成物は、バイオマーカーナノ粒子を
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含み、バイオマーカーナノ粒子は酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメイ
ンを有するモジュール構造を含み、酵素および遊離レポーターに暴露されたときに、酵素
感受性検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出することができる。酵素感受
性検出可能マーカーが検出可能マーカーに結合した酵素感受性ドメインから構成されても
よく、かつ検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンド
とを含む。いくつかの態様において、遊離レポーターはタンパク質、ペプチドまたは多糖
である。
【００２５】
　さらなる他の側面において、本発明は、バイオマーカーナノ粒子が、酵素感受性検出可
能マーカーに結合したキャリアドメインを有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出
可能マーカーが検出可能マーカーに結合した酵素感受性ドメインから構成されていること
により、酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出
することができ、かつ検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガンドと検
出リガンドとを含む、バイオマーカーナノ粒子を収容する容器；および対象にナノ粒子を
投与するための、および対象の生体試料を分析してナノ粒子の投与によって発生したリガ
ンドマーカーの存在または非存在を捕捉アッセイによって検出するための指示、を有する
キットである。
【００２６】
　いくつかの態様において、キットは、遊離レポーターと、例えば抗体、抗体断片、アプ
タマー、Ａｂにコンジュゲートした磁気ビーズ、アフィニティカラム上のタンパク質また
はペプチド等のアフィニティ剤と、例えば化学発光ＥＬＩＳＡおよび生物発光ＥＬＩＳＡ
を含むＥＬＩＳＡアッセイ、ペーパー試験ストリップ、ビーズベースの蛍光アッセイ、お
よび表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選択されるアッセイの
ための試薬等の検出試薬とを収容する１つまたは２つ以上の容器をさらに含む。
【００２７】
　別の側面において、本発明は、酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーをバイオマ
ーカーナノ粒子から放出する、マイクロドーズのバイオマーカーナノ粒子を対象に投与す
ること；および生体試料における検出可能マーカーの存在が、対象内に活性型で存在する
酵素を示す、検出可能マーカーの存在を検出するために捕捉アッセイを用いて生体試料を
分析すること、を伴う方法である。いくつかの態様において、マイクロドーズは１００マ
イクログラム未満である。他の態様において、生体試料は、例えば尿等、検出可能マーカ
ーをバイオマーカーナノ粒子から放出する身体部位から離れた身体部位にある。さらなる
他の態様において、バイオマーカーナノ粒子は酵素感受性検出可能マーカーに結合したキ
ャリアドメインを有するモジュール構造を含み、酵素感受性検出可能マーカーは検出可能
マーカーに結合した酵素感受性ドメインから構成されている。任意に、検出可能マーカー
はリンカーによって接続された捕捉リガンドと検出リガンドとを含む。
【００２８】
　他の側面において、本発明は、本願明細書において記載される用途のいずれかのための
組成物である。組成物は、本願明細書に記載される組成物のいずれかであり、例えば、検
出可能マーカーを有するバイオマーカーナノ粒子のマイクロドーズ、または、バイオマー
カーナノ粒子が酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメインを有するモジュ
ール構造を含み、酵素および遊離レポーターに暴露されたときに、酵素感受性検出可能マ
ーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出することができる、バイオマーカーナノ粒子が
挙げられる。
【００２９】
　本発明の態様のそれぞれは、本願明細書において為された各種記述を包含し得る。した
がって、任意の１のエレメントまたはエレメントの組合せを伴う本発明の記述のそれぞれ
は、任意に、本発明の各側面に含まれ得る。
【図面の簡単な説明】
【００３０】



(11) JP 2016-520327 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

【図１】図１Ａ～図１Ｄは、（Ａ）アプローチの模式図を示す。リガンドコードレポータ
ーにタンデムに繋いだトロンビン感受性基質にコンジュゲートしたＮＷから構成される合
成マーカー。これらの剤は、凝血塊の形成に関して血管系を調査するものであり、凝血塊
においてトロンビン活性によりレポーターが切断され、ＥＬＩＳＡによる分析のための尿
の中に放出される。（Ｂ）プロテアーゼ活性を検出するための蛍光ＮＷアッセイの模式図
。（Ｃ）凝固プロテアーゼ応答における蛍光活性のキネティクス（状態当たりｎ＝３）。
Thr：トロンビン；Bival：ビバリルジン。（Ｄ）凝固を活性化するためにＣａＣｌ２を添
加した後の血漿中の蛍光活性のキネティクス（状態当たりｎ＝３）。
【００３１】
【図２】図２Ａ～図２Ｄは、ＥＬＩＳＡによるリガンドコードレポーターの検出を示す。
（Ａ）関連するリガンドの化学構造と共にリガンドコードレポーターＲ１およびＲ２の設
計。（Ｂ）ＥＬＩＳＡサンドイッチ複合体およびコントロール尿試料に添加したＲ１およ
びＲ２の特異的検出を示す開発した９６ウェルプレートの写真。（Ｃ）尿中のＲ１、Ｒ１

＋Ｒ２およびＲ２の段階希釈を検出するために用いる抗Ｆｌｓｃ抗体で被覆したウェルの
吸光度値（λ＝４５０ｎｍ）（状態当たりｎ＝３、ｓ．ｄ．）。（Ｄ）濃度を増加させた
トロンビンと共にインキュベートした後にＮＷから放出された、切断されたレポーター（
Ｒ１）レベルの定量（状態当たりｎ＝３、ｓ．ｄ．）。
【００３２】
【図３】図３Ａ～図３Ｄは、トロンボプラスチン誘導血栓形成の特徴を示す。（Ａ）トロ
ンボプラスチン（２μｇ／ｇｂ.ｗ.）またはＰＢＳの静脈内注射の後にＶＴ７５０標識フ
ィブリノゲンの沈着をモニタするための摘出臓器の近赤外蛍光スキャン。（Ｂ）血栓形成
マウスおよびコントロールマウスから採取した臓器に沈着したＶＴ７５０フィブリン（フ
ィブリノゲン）レベルの定量（＊Ｐ＜０．０５、＊＊Ｐ＜０．０１、＊＊＊Ｐ＜０．００
５、スチューデントのt検定;群当たりｎ＝３、ｓ．ｄ．）。（Ｃ）肺のヘマトキシリンお
よびエオシンによる染色（スケールバー＝１００μｍ）。青色の矢印はフィブリン凝塊を
示す。（Ｄ）トロンボプラスチンの投与量上昇に応答して肺に沈着したフィブリンの定量
。Bival：ビバリルジン（＊Ｐ＜０．０５、＊＊Ｐ＜０．０１、＊＊＊Ｐ＜０．００５、
テューキーポスト検定を伴う一元配置分散分析（one-way ANOVA with Tukey post test）
；ｎ＝マウス３～５匹、ｓ．ｅ．）。
【００３３】
【図４】図４Ａ～図４Ｅは、肺塞栓の非侵襲的な尿による検出。（Ａ）トロンボプラスチ
ンまたはＰＢＳで処置したマウスから摘出した臓器におけるＶＴ７５０標識ＮＷ分布の定
量（ｎ＝マウス３匹、ｓ．ｄ．）。（Ｂ）マウスにクエンチした基質（ＶＴ７５０で標識
）にコンジュゲートしたＮＷと、トロンボプラスチンまたはＰＢＳとの混合物を注入した
後の臓器の蛍光シグナルの定量(＊＊Ｐ＜０．０１、スチューデントのt検定;ｎ＝マウス
３匹、ｓ．ｄ．）。挿入図は、腎臓および肺の代表蛍光スキャンを示す。（Ｃ）トロンボ
プラスチンを投与したマウスの膀胱に局在する蛍光シグナル増加を示す、ＮＷ投与後のイ
ンビボ蛍光イメージ。（Ｄ）トロンボプラスチンに応答した正規化尿レポーターレベル（
Ｒ１／Ｒ２）。Bival：ビバリルジン（＊＊＊Ｐ＜０．００５、ボンフェローニポスト検
定を伴う二元配置分散分析（two-way ANOVA with Bonferroni post test）； ｎ＝マウス
５匹、ｓ．ｅ．）。（Ｅ）正規化尿バイオマーカーレベルに対する肺におけるＶＴ７５０
フィブリン（フィブリノゲン）沈着のグラフ。
【００３４】
【図５】図５Ａ～図５Ｃは、（Ａ）抗Ｆｌｓｃ捕捉抗体または（Ｂ）抗ＡＦ４８８捕捉抗
体を用いた、尿に添加したＲ１、Ｒ１＋Ｒ２、およびＲ２の比色検出の写真を示す。（Ｃ
）４５０ｎｍで測定した（Ｂ）由来の抗ＡＦ４８８ＥＬＩＳＡプレートの吸光度値（状態
当たりｎ＝３、ｓ．ｄ．）。
【００３５】
【図６】図６は、ＮＷにコンジュゲートしたビオチン‐ｅＧｖｎｄｎｅｅＧｆｆｓａｒ（
Ｋ－Ｆｌｓｃ）ＧＧｆＰＲＳＧＧＧＣ（配列番号２）の構造を示す。
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【００３６】
【図７】図７は、トロンボプラスチンの投与３０分後にマウスから採取した臓器切片のヘ
マトキシリンおよびエオシンによる染色を示す（スケールバー＝１００μｍ）。
【００３７】
【図８】図８は、トロンボプラスチン投与量増加、ならびにビバリルジンによるその阻害
に応答して肺に沈着したＶＴ７５０フィブリン（フィブリノゲン）レベルの近赤外蛍光ス
キャンを示す。
【００３８】
【図９】図９は、トロンボプラスチン誘導血栓形成後の臓器におけるＶＴ７５０‐ＮＷ分
布の近赤外スキャンを示す。
【００３９】
【図１０】図１０は、トロンボプラスチン誘導血栓形成後の臓器におけるＶＴ７５０‐基
質‐レポーター（Ｒ１）分布の近赤外スキャンを示す。
【００４０】
【図１１】図１１は、トロンボプラスチン誘導血栓形成後の肺切片の免疫蛍光染色を示す
。肺におけるフィブリン沈着、Ｒ１蓄積および核の染色を示す（スケールバー＝１００μ
ｍ）。
【００４１】
【図１２】図１２Ａ～図１２Ｂは、尿中のレポーターレベルに対する水分補給状態の影響
を示す。（Ａ）ＥＬＩＳＡを介した非水分補給マウス対水分補給マウス由来の尿における
Ｒ２の定量（＊＊＊ｐ ＜ ０．００５、スチューデントのt検定；ｎ＝マウス５匹)。（Ｂ
）非水分補給マウス対体重１０％相当量のＰＢＳを皮下注射して水分を補給したマウスか
ら投与２時間後に採集した尿容量（＊＊＊ｐ ＜ ０．００５, スチューデントのt検定；
ｎ＝マウス５匹）。
【００４２】
【図１３】本発明使用のバイオマーカーナノ粒子および方法の模式図を示す。ハプテンを
コードするタンデムペプチドがナノウォーム（ｎａｎｏｗｏｒｍ）（ＮＷ）ナノ粒子にコ
ンジュゲートしている。それら剤を、静脈内に投与すると、疾患部位に蓄積し、ＥＬＩＳ
Ａまたはペーパーベースの試験ストリップ等の低コストアフィニティアッセイによる検出
のための尿の中にレポーターを放出する。
【００４３】
【図１４】図１４Ａ～図１４Ｄは、プロテアーゼ感受性ナノ粒子が尿から疾患を検出する
ことを示す。（ＡおよびＢ）は、トロンビンまたはＭＭＰ９（Ｂ）（Ｂ７）に特異的なフ
ルオロフォア標識ペプチド基質（Ａ）（Ｂ６）で被覆されたナノ粒子、それらのプロテア
ーゼ耐性ｄ‐体（ｄＢ６、ｄＢ７）、ならびにプロテアーゼ阻害剤（アルガトロバンおよ
びマリマスタット）の存在下のタンパク質分解を示すグラフのセットである。（Ｃ）は方
法を示す模式図である。（Ｄ）側腹部腫瘍を保有するマウスにおける切断ペプチドの尿中
の蓄積を示す動物全体の蛍光イメージング。
【００４４】
【図１５】図１５Ａ～図１５Ｆは、合成尿バイオマーカーのアフィニティベースの検出を
示す。（Ａ）抗体およびハプテンレポーターのサンドイッチ複合体、ならびにｐＭ感度を
示す検出下限の模式図。（Ｂ）４つの異なるハプテンコードレポーターに対する吸着させ
た抗体の特異性を示す、開発した９６ウェルプレートの写真。（Ｃ）プレートアッセイの
光学定量により、非同族抗体‐ハプテンのペアー間ではごく僅かな交差反応性が明らかと
された。（Ｄ）ペーパーベースのラテラルフローアッセイの模式図。（Ｅ）ペーパー上に
おける単一レポーターの検出下限の定量（上）、ならびにその強度プロファイル（下）。
（Ｆ）異なるレポーターを添加した異なる尿サンプルに暴露した空間的にコード化したペ
ーパー試験ストリップ。試験ラインは特異抗体を印刷した領域のみ現れた。
【００４５】
【図１６】図１６Ａ～図１６Ｂは、合成尿バイオマーカーが疾患を区別することを示す。
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ＮＷ注射を受けたマウス由来の尿試料のＥＬＩＳＡ分析により、健全コントロールに対し
て血栓形成（Ａ）または癌（Ｂ）を検出した尿バイオマーカーの上昇が示された。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
　生物学的プロセスまたは生物学的システムに関する情報を評価するための迅速、簡易か
つ信頼性のあるアッセイが、本発明により提供される。被検体の生理学的状態のステータ
スは、酵素活性に関連する分子特性を同定することによる本発明の方法を用いて評価され
得る。この事は、ここで、質量分析ほど制限がない、広く利用可能なアッセイという意味
で本発明の方法を用いて達成され得る。酵素活性の検出は、癌、血栓形成、線維症、感染
性疾患、関節リウマチおよび動脈硬化等の疾患を診断するために、ならびに予後指標のた
めに有用である。用途としてはまた、キナーゼ、ホスファターゼ、ヌクレアーゼ等の酵素
活性およびその他のものをモニタすることを含む。医療介入に対する大抵の癌の反応は、
現在、身体検査および各種臨床画像診断法によってモニタされている。前立腺や卵巣癌等
のいくつかの癌は、血液における単一のバイオマーカーを用いることによってモニタされ
る。このような診断技術は、例えば特定の疾患状態において活性化される分子マーカーの
蛍光検出を用いて達成される。より複雑なアッセイは、典型的には、質量分析等で見られ
るような精緻な技術および機器の使用を伴う。したがって、本発明は、分子診断（例えば
、早期癌検出）において、ならびに基礎科学リサーチ（例えば、プロテアーゼ活性のプロ
ファイリング）において広範囲の商業アプリケーションを有する。例えば、癌に対するＥ
ＬＩＳＡ試験は、早期スクリーニングまたは再発モニタリングのための即時の臨床アプリ
ケーションを有し得る。同様に、ペーパーの試験は、（家庭用妊娠試験と同様の）家庭用
モニタリングのための、ならびにグローバルヘルスのための低価格診断法を提供するため
の多くの商業アプリケーションを有し得る。概して、本発明は、現在の技術および方法に
よって実現不可能な商業アプリケーションを可能にする。
【００４７】
　循環し、局所的な微小環境を感知するバイオマーカーナノ粒子の能力を利用することに
よって、我々は、インビボで酵素活性を検出し、かつ生理学的プロセスを非侵襲的に定量
し得る合成バイオマーカーを作り出した。例えば、本明細書の例に示されるように、活性
血塊の凝固量を決定するためにトロンビン活性を評価することができる。局在化シグナル
を生成することによって機能する他のナノ粒子センサ［９～１０、２３］とは異なり、本
発明の組成物は、対象とする部位で局所的にレポーターを放出することによってプロテア
ーゼ活性を感知する。即ち、対象とする部位において、血栓が形成されるが、その後、血
栓は濾過され、尿から遠隔的に検出される。異なるリガンドとそれらの同族結合分子とを
用いることによって、我々の過去の研究［６］に記載される質量分析を必要とすることな
く、標準化された９６ウェルプレートアッセイ等のアッセイを用いて検出することができ
るヘテロ二官能化レポーターのパネルも開発した。このシステムは、追加のリガンド‐捕
捉剤ペアーを組み込むことによって容易に拡張可能であり、ケアの時点におけるペーパー
ベースの試験ストリップ（ラテラルフローアッセイ）、ビーズベースのアッセイ（例えば
、免疫沈降）を含むアッセイ、表面プラズモン共鳴、ナノエレクトロニクス（例えば、ナ
ノワイア）等を含むその他の方法による検出に適応可能である。
【００４８】
　本発明の方法には、従来技術の方法に対して多数の有利な点を有する。例えば、本発明
の方法を用いると、対象においてマイクロドージング（microdosing）を可能にする超高
感度検出プラットホームを用いて生きた対象において酵素活性を検出することが可能にな
る。現在、マイクロドージング研究が実施されているが、マイクロドージング研究におい
て、微量な薬物（通常、薬理学的投与量の１／１００から最大１００μｇ）をヒト対象に
投与され、前臨床動物モデルを用いても取得不可能であるクリアランス、臓器分布、血漿
半減期、その他のもの等の基本パラメータを得る。マイクロドーズで対象または患者に投
与する大抵の薬物は安全である。その結果、「フェース０」の研究を、従来のＦＤＡ指導
臨床試験と比較して少ない規制で行うことができる。しかしながら、マイクロドージング
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研究を可能にするために、超高感度分析法が、標的分析を検出するのに必要とされる。本
発明の方法は、既に確立した、および新たな高感度分析プラットホームによって容易に検
出することができるリガンドコードレポーターのプラットホームを提供する。インビボで
酵素活性を検出するための質量分析ベースの方法を伴う、本発明者らの過去の成果は、マ
イクロドージングに十分な感度を有しない。例えば、その質量分析ベースの方法は、正確
な検出には１ｍｇ/ｋｇの投与のベースラインが必要となる。本発明の方法は、このベー
スラインレベルの１／１００未満はもちろん、極めて正確な結果を伴いつつ１００マイク
ログラムをはるかに下回るレベルの投与を可能にする。これらの結果は、実に予想外のも
のである。
【００４９】
　本発明のアッセイの感度は、いくつかの側面において、バイオマーカーナノ粒子の独特
な構造と捕捉‐検出技術との組合せに由来する。バイオマーカーナノ粒子の構造は、マー
カーで修飾されたコアまたはキャリア要素から構成されており、マーカーは、リンカーに
よって互いに接続しかつ酵素感受性要素を介してキャリアに接続する二重リガンドを有す
る構造を有する。マーカーは、インビボでの機能する酵素に対する暴露によって、キャリ
アから切断されかつ分離される。マーカーは、その後、尿などの末梢身体部位に移行し、
そこで本発明の手法を用いて捕捉され、検出され得る。捕捉工程は、捕捉試薬とリガンド
のうちの１つとの結合相互作用を伴う。その他のリガンドが、その後、様々な方法によっ
て検出され得る。マーカーの放出を促進し、次いで単純な容易にアクセス可能なアッセイ
を用いてマーカーを捕捉し、かつ検出する能力により、本明細書に記載される超高感度技
術が可能になる。
【００５０】
　現在、生物体におけるプロテアーゼ活性の検出は、典型的には、ペプチド切断に続いて
蛍光シグナルを発するように設計された「活性ベースの」プローブを用いて実行される(B
aruch et al. Trends Cell Biol 2004, Blum et al. Nat Chem Biol 2007, Nomura et al
. Nat Rev cancer 2010)。同時に異なる切断イベントをモニタするこれら剤の能力、また
は多重化は、それらの発光スペクトルを区別し得るようにかつ近赤外窓（６００～９００
ｎｍ）内で設計し、組織散乱によるシグナル減衰を最小化する挑戦によって部分的に制限
される。驚くべきことに、本発明の方法を用いて、何百ものユニークにコードされた剤を
作り出す能力、したがって多くの新規診断試験が実現した。
【００５１】
　本発明者は、過去に、ナノ粒子を標識し、質量分析によってプロテアーゼ活性の多重モ
ニタリングを可能にする質量「バーコード」を利用する方法を開発した。現代の質量分析
機器は、複雑な試料の中で数百の異なるペプチドの存在を容易に検出することができるが
（即ち、多重化は基本的な制限ではない。）、それら機器は、高価であり、特別な技術的
専門知識を必要とし、大抵の臨床現場において容易に利用可能ではない。本発明により、
インビボ酵素ステータスの高感度で迅速な検出のためのナノ粒子ベースのシステムが、Ｅ
ＬＩＳＡやラテラルフローアッセイ（lateral flow aassy；ＬＦＡ）等のアフィニティベ
ースアッセイを用いて達成され得ることを発見された。
【００５２】
　本明細書においてペーパー試験ストリップアッセイとも称されるラテラルフローアッセ
イ（ＬＦＡ）は、妊娠の標準試験として４０年近く用いられている。ＬＦＡの追加の利点
としては、それらは、実験室のインフラを必要としない点である。該アッセイは、試料パ
ッドに試料を適用することをユーザーに要求するのみで、試験ストリップ上で自動化され
、結果は、区別できる着色ストライプの検査によって肉眼で読み取ることができる。これ
らの理由により、 ＬＦＡは、ほとんどあらゆる状況において用いることができる。先進
国では、１つの潜在的な実施としては、クリニックにおいてバイオマーカーナノ粒子を注
射し、その後、自宅で患者によって測定することが挙げられる。ＬＦＡ、または迅速診断
試験ＲＤＴは、マラリヤやエイズを含む多数の疾患に対して開発された。しかしながら、
発展途上国のほとんどについては、感染性疾患の負担は減少しているのに対し、癌等の非
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伝染性疾患が増加している。残念なことに、多くの疾患に対するＬＦＡは、内因性バイオ
マーカーが低レベルであることに起因して依然として捕捉が難しいままである。ＬＦＡを
用いてプロテアーゼ感受性合成プローブを測定する本発明の方法は、農業地帯のインドや
中国のような場所において顕著に早く癌を診断できるまたとない機会を提供するものであ
るが、そのような場所において、医療インフラの欠如により、それ以外の方法では、早め
の診断を困難にさせるであろう。
【００５３】
　本発明は、疾患の進行および再発の両方、ならびに治療に対する応答をモニタする方法
として、疾患または状態に特異的酵素レパートリの機能的特性化評価のためのプラットホ
ームに関する。方法は、現在の技術より、桁違いに大量のインビボ酵素‐基質情報を提供
し、または質量分析の手法を考慮すると、より簡単で効率的な方法を提供する。プラット
ホームは、機能的に癌およびその他疾患の進行ならびに治療に対する応答をモニタするま
たとない機会を提供する。プラットホームは、長期治療計画に特に有用であり、長期治療
計画において、予後機能的シグネチャ（prognostic functional signature）の発見が介
入を多大に補助し、かつ酵素シグネチャが治療効果に直接相関する。
【００５４】
　疾患の動物モデルに、外来の検出可能な基質ライブラリー等のバイオマーカーナノ粒子
を投与することによって、癌、心血管疾患、関節炎等の疾患およびその他のものと関連す
る基質特異的酵素活性に関する情報を取得することが可能である。この技術は、例えば、
バイオマーカーナノ粒子と称される化合物の例である、シャペロンされる酵素感受性検出
可能化合物を用いて、インビボで数百の酵素‐基質活性の同時プロファイリングを潜在的
に可能にする。方法は、モジュラー構造および任意に親水性である小マーカーペプチドの
区別できる薬物動態（それぞれ、ＲＥＳおよび腎クリアランス）を活用する。バイオマー
カーナノ粒子は、長い循環時間を有し、したがって循環系に留まり、または多孔質の血管
新生血管網を介して腫瘍に透過し、血管新生血管網において、酵素（ＭＭＰ、カリクレイ
ン、カテプシン、プラスミノゲン活性化因子、ＡＤＡＭ）等の局所分子が、バイオマーカ
ーナノ粒子の酵素感受性領域にアクセスし、または基質がバイオマーカーナノ粒子の酵素
にアクセスする。
【００５５】
　バイオマーカーナノ粒子は、例えば酵素感受性ドメインを含む試薬は、酵素、例えばプ
ロテアーゼに暴露されるときには、試薬が切断され、その結果、本明細書において酵素感
受性検出可能マーカーと称されるマーカーが放出される。マーカーは、腎臓で除去され、
その結果、酵素活性の「メッセンジャー」として機能する。尿分析は、癌酵素活性等のバ
ーコードに構成されるデータを生成し得る。酵素活性が非存在の場合、バイオマーカーナ
ノ粒子は未切断のままとなり、検出可能マーカーを含む試薬全体は、ＲＥＳ臓器（肝臓、
脾臓およびリンパ節）を通して除去される。本発明の捕捉アッセイを用いて基質を同定す
れば、迅速かつ超低用量で１，０００を超える基質をアッセイできる可能性とともに、利
用可能性と使いやすさを伴った、前例のない多重化能力を実現する。
【００５６】
　このように、いくつかの側面における本発明は、対象にバイオマーカーナノ粒子を投与
すること、検出可能マーカーを検出する対象から生体試料を同定すること、任意に試料を
採集すること；および１つまたは２つ以上の検出可能マーカーの存在を検出するために分
析方法に生体試料を供試することを伴う。生体試料における検出可能マーカーの存在は、
対象内の活性酵素または基質を示す。本発明は、本明細書においてインビボで酵素の存在
を検出するためのキャリアに含まれる酵素感受性ドメインに関して説明されているが、本
発明の方法のそれぞれは、インビボで基質を検出することが望まれるときにもまた有用で
ある。その場合、酵素基質反応が検出可能マーカーの放出を生じさせるならば、酵素感受
性ドメインは、インビボで基質に作用する能力を有する酵素を含有するだろう。例えば、
インビボ基質との反応に際し、酵素が、検出可能マーカーの放出を生じさせる構造変化を
受けたとすると、マーカーは、基質の存在のシグナルとして検出され得る。
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【００５７】
　例えば、いくつかの側面における本発明は、バイオマーカーナノ粒子が酵素感受性検出
可能マーカーに結合したキャリアドメインを有するモジュール構造を含み、酵素感受性検
出可能マーカーが検出可能マーカーに結合した酵素感受性ドメインから構成されているこ
とにより、酵素に暴露されたときに、検出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放
出することができ、かつ検出可能マーカーがリンカーによって接続された捕捉リガンドと
検出リガンドとを含む、対象にバイオマーカーナノ粒子を投与すること；生体試料が、検
出可能マーカーをバイオマーカーナノ粒子から放出する身体部位から離れた身体部位にあ
る、マーカーの検出のための生体試料を同定すること；および生体試料における検出可能
マーカーの存在が対象内に活性型で存在する酵素を示す、検出可能マーカーの存在を検出
するために捕捉アッセイを用いて生体試料を分析することを含む方法を伴う。
【００５８】
　バイオマーカーナノ粒子は、酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメイン
を有するモジュラー構造を含む。本明細書においてモジュラー構造とは、多数のドメイン
を有する分子をいう。
【００５９】
　酵素感受性検出可能マーカーは、キャリアに接続したモジュラー構造の一部である。そ
れは、検出可能マーカーに結合した酵素感受性ドメインから構成される。
【００６０】
　検出可能マーカーは、インビボで酵素に暴露されたときにバイオマーカーナノ粒子から
放出することができる。一度放出された検出可能マーカーは、検出のための遠隔部位に自
由に移行する。遠隔部位とは、本明細書において、酵素反応が生じる酵素を収容する身体
組織と区別できる身体の部位をいうのに用いられる。検出可能マーカーは、リンカーによ
って接続した捕捉リガンドと検出リガンドとから構成される。
【００６１】
　捕捉リガンドは、結合パートナーによって捕捉され得る能力を有する分子である。検出
リガンドは、様々な方法のいずれかによって検出され得る能力を有する分子である。捕捉
リガンドと検出リガンドとは、特定の検出可能マーカーにおいて互いに区別できるもので
あるが、我々が捕捉リガンドおよび検出リガンドとする分子の種類は顕著にオーバーラッ
プする。例えば、多くの分子が、捕捉されかつ検出され得る能力を有する。いくつかの場
合において、それら分子は、捕捉されることによって、またはプローブを捕捉することに
よって検出されてもよい。捕捉リガンドと検出リガンドとは、それぞれ独立に、タンパク
質、ペプチド、多糖、核酸、蛍光分子または小分子の１つまたは２つ以上であってもよい
。いくつかの態様において、検出リガンドまたは捕捉リガンドは、アレクサ４８８（Alex
a488）、ＴＡＭＲＡ、ＤＮＰ、フルオレセイン、オレゴングリーン（Oregon Green）、テ
キサスレッド（Texas Red）、ダンシル（Dansyl）、ボディピ（BODIPY）、アレクサ４０
５（Alexa405）、カスケードブルー（Cascade Blue）、ルシファーイエロー（Lucifer Ye
llow）、ニトロチロシン、ＨＡタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｈｉｓタグ、Ｍｙｃタグ、Ｖ5タグ
、Ｓタグ、ビオチンまたはストレプトアビジンのうちの１つであってもよいが、これらに
限定されるものではない。
【００６２】
　捕捉リガンドと検出リガンドはリンカーによって接続している。リンカーの目的は、２
つのリガンドの間の立体障害を防止することにある。したがって、リンカーはこの事を達
成するいずれかのタイプの分子であり得る。リンカーは、例えば、ＰＥＧ等のポリマー、
タンパク質、ペプチド、多糖、核酸または小分子であってもよい。いくつかの態様におい
て、リンカーは、１０～１００アミノ酸長のタンパク質である。他の態様において、リン
カーは、ＧｌｕＦｉｂ（配列番号１）である。任意に、リンカーの長さは８ｎｍ～１００
ｎｍ、６ｎｍ～１００ｎｍ、８ｎｍ～８０ｎｍ、ｌ０ｎｍ～ｌ００ｎｍ、１３ｎｍ～１０
０ｎｍ、１５ｎｍ～５０ｎｍまたは１０ｎｍ～５０ｎｍであってもよい。
【００６３】
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　キャリアドメインは、単一タイプの酵素感受性ドメインおよび／または検出可能マーカ
ー等、単一タイプの酵素感受性検出可能マーカーを含んでもよく、または、キャリアドメ
インは、異なる酵素感受性ドメインおよび検出可能マーカー等、多数タイプの酵素感受性
検出可能マーカーを含んでいてもよい。例えば、各キャリアは、１つのタイプの酵素感受
性検出可能マーカーを含んでもよく、または、２～１，０００の異なる酵素感受性検出可
能マーカーを含んでもよく、またはそれらの間のいずれかの整数のものであってもよい。
あるいは、各キャリアは１，０００を超える酵素感受性検出可能マーカーを含んでもよい
。バイオマーカーナノ粒子の複数のコピーを対象に投与する。バイオマーカーナノ粒子の
いくつかの混合物は、酵素である酵素感受性検出可能マーカーを含んでもよいし、ほかの
ものは、酵素感受性ドメインであってもよく、他は、それら２つの混合物であってもよい
。加えて、複数の異なるバイオマーカーナノ粒子を対象に投与して多数の酵素および／ま
たは基質が存在するか否かを決定してもよい。その場合には、複数の異なるバイオマーカ
ーナノ粒子は複数の検出可能マーカーを含み、その結果、各酵素感受性ドメインが特定の
検出可能マーカーまたは分子に関連する。
【００６４】
　キャリアドメインは、ナノ粒子のコアとして機能してもよい。キャリアドメインの目的
は、酵素感受性検出可能マーカーのプラットホームとして機能することにある。そのよう
なものとして、キャリアは、キャリアまたはプラットホームとして機能し得るかぎり、い
ずれかの材料またはサイズであり得る。好ましくは、材料は、非免疫原性のものであり、
即ち、それを投与する対象の身体において免疫反応を引き起さない。別の目的としては、
それは組織、細胞または分子に対してモジュラー構造をターゲティングするターゲティン
グ手段として機能し得ることである。いくつかの態様において、キャリアドメインは粒子
である。ナノ粒子等の粒子は、例えば、循環によって腫瘍に対する受動的なターゲティン
グを生じさせてもよい。他のタイプのキャリアは、例えば、組織、細胞または分子に対し
て能動的なターゲティングを引き起こす化合物を含む。キャリアの例としては、マイクロ
粒子、ナノ粒子、アプタマー、ペプチド（ＲＧＤ、ｉＲＧＤ、ＬｙＰ－1、ＣＲＥＫＡ等
）、タンパク質、核酸、多糖、ポリマー、抗体または抗体断片（例えばハーセプチン、セ
ツキシマブ、パニツムマブ等）、および小分子（例えば、エルロチニブ、ゲフィチニブ、
ソラフェニブ等）が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００６５】
　本明細書において「粒子」という用語は、ナノ粒子およびマイクロ粒子を含む。ナノ粒
子は、直径１．０μｍ未満の粒子として定義される。ナノ粒子の製剤は、直径１．０μｍ
未満の平均粒子サイズを有する粒子を含む。マイクロ粒子は、直径が１．０μｍより大き
く、１ｍｍ未満の粒子である。マイクロ粒子の製剤は、直径が１．０μｍより大きい平均
粒子サイズを有する粒子を含む。したがって、マイクロ粒子は、５～１０ミクロン、５～
１５ミクロン、５～２０ミクロン、５～３０ミクロン、５～４０ミクロン、または５～５
０ミクロンの範囲のサイズを含む、少なくとも５ミクロン、少なくとも１０ミクロン、少
なくとも２５ミクロン、少なくとも５０ミクロンまたは少なくとも７５ミクロンの直径を
有してもよい。粒子の組成物は、１０ｎｍからｍｍサイズにわたる、異質なサイズ分布を
有してもよい。いくつかの態様において、直径は、約５ｎｍ～約５００ｎｍである。他の
態様において、直径は、約１００ｎｍ～約２００ｎｍである。他の態様において、直径は
、約１０ｎｍ～約１００ｎｍである。
【００６６】
　鉄、セラミック、金属、天然ポリマー材料(脂質、糖類、キトサン、ヒアルロン酸等を
含む)、合成ポリマー材料(ポリ‐ラクチド‐コグリコリド、ポリ‐グリセロールセバシン
酸等)、および非ポリマー材料を含む、様々な材料、またはそれらの組合せから構成され
ていてもよい。
【００６７】
　粒子は、全部または一部においてポリマーまたは非ポリマー材料料から構成されていて
もよい。非ポリマー材料料を、例えば、粒子の調製において利用してもよい。例示の材料
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としては、アルミナ、炭酸カルシウム、硫酸カルシウム、カルシウムホスホシリケート、
リン酸ナトリウム、アルミン酸カルシウム、リン酸カルシウム、ヒドロキシアパタイト、
リン酸三カルシウム、リン酸二カルシウム、リン酸三カルシウム、リン酸四カルシウム、
非晶質リン酸カルシウム、リン酸オクタカルシウム、およびケイ酸塩が挙げられる。特定
の態様において、粒子は、炭酸カルシウム等のカルシウム塩、二酸化ジルコニウム等のジ
ルコニウム塩、酸化亜鉛などの亜鉛塩、ケイ酸マグネシウム等のマグネシウム塩、二酸化
ケイ素等のシリコン塩、または酸化チタンもしくは二酸化チタン等のチタン塩を含んでも
よい。
【００６８】
　多数の生分解性や非生分解性の生体適合性ポリマーが、ポリマー生体材料、薬物放出制
御、および再生医療の分野で知られている（例えば、バカンティ（Vacanti）に対する米
国特許第6,123,727号;米国特許第5,804,178号; 米国特許第5,770,417号; 米国特許第5,73
6,372号;米国特許第5,716,404号；シャストリ（Shastri）に対する米国特許第6,095,148
号; 米国特許第5,837,752号;アンセス(Anseth)に対する米国特許第5,902,599号;ミコス（
Mikos）に対する米国特許第5,696,175号; 米国特許第5,514,378号; 米国特許第5,512,600
号;バレラ（Barrera）に対する米国特許5,399,665;ドム(Domb)に対する米国特許第5,019,
379;ロン（Ron）に対する米国特許第5,010,167号; ダモーレ（d'Amore）に対する米国特
許第4,946,929号;およびコーン（Kohn）に対する米国特許第4,806,621号; 米国特許第4,6
38,045号を参照; Langer, Acc. Chem. Res. 33:94, 2000; Langer, J. Control Release 
62:7, 1999; and Uhrich et al., Chem. Rev. 99:3181, 1999も参照;これらのすべてが参
照により本明細書に組み込まれる。）。
【００６９】
　ポリマーは、ポリアミド、ポリカーボネート、ポリアルキレン、ポリアルキレングリコ
ール、ポリアルキレンオキサイド、ポリアルキレンテレフタレート、ポリビニルアルコー
ル、ポリビニルエーテル、ポリビニルエステル、ポリビニルハライド、ポリグリコリド、
ポリシロキサン、ポリウレタン、およびそれらの共重合体、アルキルセルロース、ヒドロ
キシアルキルセルロース、セルロースエーテル、セルロースエステル、ニトロセルロース
、アクリル酸エステルとメタクリル酸エステルとのポリマー、メチルセルロース、エチル
セルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒ
ドロキシブチルメチルセルロース、セルロースアセテート、セルロースプロピオネート、
セルロースアセテートブチレート、セルロースアセテートフタレート、カルボキシエチル
セルロース、セルローストリアセテート、セルロース硫酸ナトリウム塩、ポリ(メチルメ
タクリレート)、ポリ（エチルメタクリレート)、ポリ（ブチルメタクリレート）、ポリ（
イソブチルメタクリレート)、ポリ（ヘキシルメタクリレート）、ポリ（イソデシルメタ
クリレート）、ポリ（ラウリルメタクリレート)、ポリ（フェニルメタクリレート）、ポ
リ（メチルアクリレート）、ポリ（イソプロピルアクリレート)、ポリ（イソブチルアク
リレート)、ポリ（オクタデシルアクリレート）、ポリエチレン、ポリプロピレンポリ(エ
チレングリコール)、ポリ（エチレンオキサイド）、ポリ（エチレンテレフタレート）、
ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニルアセテート）、ポリビニルクロリド、ならびに
ポリスチレンが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００７０】
　非生分解性ポリマーの例としては、エチレンビニルアセテート、ポリ（メタ）アクリル
酸、ポリアミド、共重合体、およびそれらの混合物が挙げられる。
【００７１】
生分解性ポリマーの例としては、乳酸とグリコール酸とのポリマー、ポリアンヒドリド、
ポリ（オルト）エステル、ポリウレタン、ポリ（酪酸）、ポリ（吉草酸）、ポリ（カプロ
ラクトン）、ポリ（ヒドロキシブチレート)、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド)（poly(l
actide-co-glycolide)）、およびポリ（ラクチド－コ－カプロラクトン）poly(lactide-c
o-caprolactone)等の合成ポリマー、ならびにアルギネート、およびデキストランやセル
ロースを含むその他多糖、コラーゲン、それらの化学誘導体（アルキル、アルキレン等の
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化学基の置換、付加、ヒドロキル化、酸化、ならびに当業者によって通常どおり為される
その他改変）、アルブミン、およびその他親水性タンパク質、ゼインおよびその他プロラ
ミン、および疎水性タンパク質、共重合体、ならびにそれらの混合物等の天然ポリマーが
挙げられる。一般に、これら材料は、インビボにおいて酵素による加水分解または水への
暴露のどちらかによって、表面浸食または内部浸食によって分解する。上記材料は、単独
で用いてもよいし、物理的な混合物（配合物）として用いてもよいし、または共重合体と
して用いてもよい。いくつかの態様において、ポリマーは、ポリエステル、ポリアンヒド
リド、ポリスチレン、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、および乳酸とグリコール酸との共重
合体、ならびにそれらの配合物である。
【００７２】
　ＰＶＰは、およそ１０，０００～７００，０００にわたる平均分子量を有し、かつ化学
式（Ｃ６Ｈ９ＮＯ）［ｎ］を有する非イオン生成親水性ポリマーである。ＰＶＰはまた、
ポリ［l-(2-オキソ-l-ピロリジニル)エチレン]、Povidone（商標）、Polyvidone（商標）
、RP 143（商標）、Kollidon（商標）、Peregal ST（商標）、Periston（商標）、Plasdo
ne（商標）、Plasmosan（商標）、Protagent（商標）、Subtosan（商標）およびVinisil
（商標）としても知られている。ＰＶＰは、無毒であり、高吸湿性であり、かつ水または
有機溶剤に容易に溶解する。
【００７３】
　ポリ（オキシエチレン）グリコールとしても知られるポリエチレングリコール(ＰＥＧ)
は、一般化学式ＨＯ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）［ｎ］Ｈを有するエチレンオキサイドと水との縮
合ポリマーである。
【００７４】
　ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）は、ポリビニルアセテートから、アセテート基を水酸
基で置換することによって調製されるポリマーであり、式(ＣＨ２ＣＨＯＨ)［ｎ］を有す
る。ほとんどのポリビニルアルコールは水に可溶である。
【００７５】
　ＰＥＧ、ＰＶＡおよび ＰＶＰは、Sigma Chemical Company (St. Louis, Mo.)等の化学
製品供給業者から商業的に入手可能である。
【００７６】
　特定の態様において、粒子は、乳酸－グリコール酸共重合体（poly(lactic-co-glycoli
c acid)（ＰＬＧＡ）を含んでもよい。
【００７７】
　キャリアは、無機材料から構成されていてもよい。無機材料としては、例えば磁気材料
、導電材料および半導体材が挙げられる。
【００７８】
　粒子に加えて、キャリアは、細胞、ウイルス、細菌等の生物学的および生きたキャリア
、ならびに生きていない有機キャリアを含むいずれかの有機キャリア、または疾患におけ
る酵素（細胞外酵素、膜結合酵素、および細胞内酵素を含む）に対する酵素基質の暴露を
可能にするいずれかの組成物から構成されていてもよい。
【００７９】
　いくつかの態様において、粒子は多孔性である。多孔性粒子は、その外表面から粒子の
コアの中へ伸長する１つまたは２つ以上のチャネルを有する粒子であり得る。いくつかの
態様において、チャネルは、その両端が粒子の表面に位置するように、粒子を通して伸長
するものであってもよい。これらのチャネルは、典型的には、粒子中にチャネル形成試薬
を含有させ、その後に除去することによって粒子の合成の間に形成される。
【００８０】
　孔のサイズは、粒子のサイズに依存し得る。特定の態様において、孔は、１５ミクロン
未満、１０ミクロン未満、７．５ミクロン未満、５ミクロン未満、２．５ミクロン未満、
１ミクロン未満、０．５ミクロン未満または０．１ミクロン未満の直径を有する。多孔性
粒子における多孔度(degree of porosity)は、粒子容積の０％超～１００％未満にわたっ
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てもよい。多孔度は、１％未満、５％未満、１０％未満、１５％未満、２０％未満、２５
％未満、３０％未満、３５％未満、４０％未満、４５％未満または５０％未満であっても
よい。多孔度は、多数の方法で決定することができる。例えば、多孔度は、キャリアの合
成プロトコルに基づいて(例えば、水溶液またはその他チャンネル形成試薬の容量に基づ
いて)決定することができ、あるいは合成後にキャリアの顕微鏡検査によって決定するこ
とができる。
【００８１】
　複数の粒子は、１つまたは２つ以上のパラメータまたは特徴に関して均一であってもよ
い。いくつかの場合において、所定のパラメータに関して均一である複数は、複数の内の
粒子が、パラメータの所定の定量的基準の約＋／－１０％以下、好ましくは約＋／－５％
以下、最も好ましくは約＋／－１％以下しか互いに違いがないことを意味する。例として
、粒子は、均一な多孔性であってもよい。この事は、複数の粒子内における多孔度が、平
均多孔率(average porosity)の多くて＋/－１０％だけ異なることを意味する。その他の
場合において、均一である複数は、複数の内のすべての粒子が、いずれの粒子が最終的に
すべて同じ特性を有するか否かに関わらず、例えば同じ剤への暴露等を含め、同じ方法で
処理されまたは加工されたことを意味する。さらに他の態様において、均一である複数は
、粒子の少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９
５％が、所定のパラメータに関して同一であることを意味する。
【００８２】
　複数の粒子は、１つまたは２つ以上のパラメータまたは特徴に関して不均一であっても
よい。所定のパラメータに関して不均一である複数は、いくつかの場合において、複数の
内の粒子が、約＋／－２０％超を含め、約＋/－１０％超、平均から逸脱していることを
意味する。不均一粒子は、それらのサイズまたは直径、それらの形状、それらの組成、そ
れらの表面電荷、それらの分解プロファイル、ある剤が粒子に含まれているか否か、およ
び粒子にいかなるタイプの剤が含まれているか、剤の位置（例えば、表面上か、または内
部か）、粒子に含まれている剤の数等を含む多数のパラメータに関して異なっていてもよ
い。本発明において、各種タイプの粒子を別々に合成し、次いでそれら粒子を試料との接
触の前に、所与の比率の多数のうちのいずれか１つで組み合せることも考慮される。例と
して、一の態様において、粒子は、形状に関して均一であってもよいが(例えば、少なく
とも９５％の形状は球形である)、サイズ、分解プロファイル、および／またはその中に
含まれる剤に関して不均一であってもよい。
【００８３】
　粒子サイズ、形状、および放出キネティクスはまた、粒子形成条件を調節することによ
って制御することもできる。例えば、粒子形成条件を最適化して、より小さい粒子または
より大きい粒子を産生することもできるし、あるいは全体のインキュベーション時間また
はインキュベーション温度を増加させて、長時間の放出キネティクスを有する粒子を生じ
させることもできる。
【００８４】
　粒子はまた、１つまたは２つ以上の安定化物質で被覆されていてもよく、そのような安
定化物質は、非経口投与による長期持効性のために、または粒子を溶解させることなく胃
または腸を通過させることによる経口デリバリーのために特に有用であり得る。例えば、
経口デリバリーを対象とする粒子は、ムチン、腸の杯状細胞、顎下腺およびその他粘液腺
細胞によって産生される、ムコ多糖を含有する分泌物などの物質による被覆で安定化して
もよい。
【００８５】
　デリバリーを強化するために、粒子を、例えばリポソーム、ビロソーム、陽イオン性脂
質、またはその他脂質ベース構造の中に組み込んでもよい。「陽イオン性脂質」という用
語は、生理的ｐＨで正味の正電荷を保持する脂質をいう。そのような脂質としては、ＤＯ
ＤＡＣ、ＤＯＴＭＡ、ＤＤＡＢ、ＤＯＴＡＰ、ＤＣ‐Ｃｈｏｌ、およびＤＭＲＩＥが挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。加えて、陽イオン性脂質の市販製剤が多数
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利用可能である。これらは、例えば、リポフェクチン（LIPOFECTIN）（登録商標）(ＧＩ
ＢＣＯ/ＢＲＬ、グランドアイランド、ニューヨーク、米国から市販されている、ＤＯＴ
ＭＡおよびＤＯＰＥを含む陽イオン性リポソーム)；リポフェクタミン（LIPOFECTAMINE）
（登録商標）(ＧＩＢＣＯ/ＢＲＬから市販されている、ＤＯＳＰＡおよびＤＯＰＥを含む
陽イオン性リポソーム)；ならびにトランスフェクタム（TRANSFECTAM）（登録商標）(プ
ロメガ社、マディソン、ウィスコンシン、米国から市販されている、エタノールにＤＯＧ
Ｓを含む陽イオン脂質)が挙げられる。様々な方法が、リポソームを調製するために利用
可能であり、例えば、米国特許第4,186,183号、第4,217,344号、第4,235,871号、第4,261
,975号、第4,485,054号、第4,501,728号、第4,774,085号、第4,837,028号、第4,946,7874
号；ＰＣＴ公報第WO 91/17424号が挙げられる。粒子は、全体または一部においてＧＲＡ
Ｓ成分から構成されていてもよい。即ち、ＧＲＡＳ成分とは、米国ＦＤＡによって、一般
的に安全と扱われている（Generally Regarded As Safe(ＧＲＡＳ)）ものである。粒子材
料として有用なＧＲＡＳ成分としては、セルロース等の非分解性の食物ベースの粒子を含
む。
【００８６】
　キャリアドメインは、いくつかの機能を果たし得る。上記で説明したとおり、キャリア
ドメインは、組織等の特異的領域に産物をターゲティングするために有効であり得る。そ
の場合、糖タンパク質、抗体、または結合タンパク質などのターゲティング剤を含み得る
。
【００８７】
　さらに、キャリアドメインのサイズを、バイオマーカーナノ粒子の特定の使用に基づい
て調節してもよい。例えば、キャリアドメインは、５ｎｍより大きいサイズを有するよう
に設計されてもよい。例えば５ｎｍより大きい粒子は、尿に入ることができないが、むし
ろ、細網内皮系（reticuloendothelial system；ＲＥＳ;肝臓、脾臓およびリンパ節)を通
じて除去される。腎臓を通じた除去から除外されることによって、解析工程の間に、いず
れかの未切断バイオマーカーナノ粒子は検出されない。加えて、血液において、またはよ
り大きい粒子が血管系を通じてより容易に往復される腫瘍部位において粒子を維持するた
めに有用であり得る。いくつかの態様において、キャリアドメインは、５００ミクロン～
５ｎｍ、２５０ミクロン～５ｎｍ、１００ミクロン～５ｎｍ、１０ミクロン～５ｎｍ、１
ミクロン～５ｎｍ、１００ｎｍ～５ｎｍ、１００ｎｍ～１０ｎｍ、５０ｎｍ～１０ｎｍ、
またはそれらの間におけるいずれかの整数によるサイズ範囲である。他の場合において、
キャリアドメインのサイズは５ｎｍ未満である。そのような場合、バイオマーカーナノ粒
子は、尿中に除外される。しかしながら、遊離検出可能マーカーの存在は、依然として、
例えば質量分析を用いて検出され得る。いくつかの態様において、キャリアドメインは、
ｌ～５ｎｍ、２～５ｎｍ、３～５ｎｍまたは４～５ｎｍである。
【００８８】
　任意に、キャリアドメインは、生物学的剤を含んでもよい。一の態様において、生物学
的剤はキャリアドメインに組み込まれてもよいし、キャリアドメインを構成するものであ
ってもよい。例えば、生物学的剤は、タンパク質分解ドメインを付着させる骨格またはプ
ラットホームを形成してもよい。したがって、本発明の組成物は、診断方法と治療剤の送
達という２つの目的を同時に達成し得る。いくつかの態様において、生物学的剤は、酵素
阻害因子であってもよい。そのような場合、生物学的剤は、局所部位においてタンパク質
分解活性を阻害することができ、作用部位においてその特定の治療活性を試験するのに検
出可能マーカーを用いることができる。ＨＩＶは、活性プロテアーゼがモニタされ得る疾
患の例である。この態様において、組成物は、プロテアーゼ阻害因子を保持するマイクロ
粒子または送達デバイスを含んでもよい。プロテアーゼ感受性部位は、特定のプロテアー
ゼ阻害因子の活性に関してフィードバックが提供され得るように、ＨＩＶプロテアーゼに
対して感受性を有し得る。
【００８９】
　生物学的剤は、診断剤、化粧剤および治療剤、例えば放出可能薬物を含む。したがって
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、いずれかの生物学的剤を、粒子内に組み込むことができ、粒子は、対象に対する投与ま
たは適用の後、組み込まれた材料を局所的にまたは全身に送達するかまたは維持すること
ができる。すべての生体適合性の、または薬学的に許容し得る物質を、当業者に知られて
いる技術を用いて粒子中に組み込ませるか、または粒子の孔中にトラップすることができ
る。生物学的剤は、治療上、予防上、化粧上または診断上の活性を有する合成の無機化合
物および有機化合物、タンパク質およびペプチド、多糖およびその他の糖、脂質、ならび
にＤＮＡおよびＲＮＡ核酸配列を含むが、これらには限定されるものではない。核酸配列
は、遺伝子、プラスミド、ベクター、相補的ＤＮＡに結合して転写を阻害するアンチセン
ス分子、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡおよびリボザイムを含む。
【００９０】
　特定の場合において、生物学的剤は抗微生物剤である。本明細書における抗微生物剤は
、感染性の微生物を死滅させるかまたは阻害することができる、天然に存在するかまたは
合成の化合物を指す。本発明により有用な抗微生物剤のタイプは、対象が感染しているか
または感染するリスクがある微生物のタイプに依存する。抗微生物剤は、抗細菌剤、抗ウ
イルス剤、抗真菌剤および抗寄生虫剤を含むが、これらには限定されるものではない。「
抗感染症剤」、「抗細菌剤」、「抗ウイルス剤」、「抗真菌剤」、「抗寄生虫剤」および
「寄生虫駆除剤」などの語句は、通常の当業者に十分に確立された意味を有し、標準的な
医学の教科書中に定義されている。
【００９１】
　成長因子をまた、キャリア中に組み込んでもよい。本明細書において成長因子という用
語は、細胞の増殖および／または分化を刺激するいずれかの剤を指す。成長因子は、線維
芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、インスリン様成長因子（
ＩＧＦ）ＩおよびＩＩ、ＴＧＦ－β、ＴＧＦ－α、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）（例えば
ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－３、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－６またはＢＭＰ－７）、ヘッジホッグタ
ンパク質、増殖分化因子、造血コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、血管内皮成長因子（ＶＥＧ
Ｆ）、類骨誘導因子（ＯＩＦ）、アンジオゲニン、エンドセリン、肝細胞増殖因子、ケラ
チノサイト増殖因子、ＡＤＭＰ－１、インターロイキン（ＩＬ）（例えばＩＬ－３および
ＩＬ－６）、上皮細胞増殖因子、デキサメタゾン、レプチン、ソーティリン、トランスグ
ルタミナーゼ、プロスタグランジンＥ、１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ３、アスコル
ビン酸、プロコラーゲン、リン酸グリセロール、ＴＡＫ－７７８、スタチン、成長ホルモ
ン、造血幹細胞因子（ＳＦ）、アクチビンＡ（ＡＣＴ）、レチノイン酸（ＲＡ）、上皮増
殖因子（ＥＧＦ）、造血成長因子、ペプチド成長因子、エリスロポエチン、腫瘍壊死因子
（ＴＮＦ）、インターフェロン（ＩＦＮ）、ヘパリン結合性増殖因子（ＨＢＧＦ）、神経
成長因子（ＮＧＦ）ならびに筋肉形態形成因子（ＭＭＰ）を含むが、これらには限定され
るものではない。
【００９２】
　生物学的剤はまた、抗癌治療であり得る。抗癌治療は、例えば放射線療法、化学療法、
アジュバント療法または上述のもののいずれかの組み合わせを含む。
【００９３】
　キャリアドメインをまた、それを分析の間に身体において検出することができるように
構成してもよい。例えば、ＭＲＩを用いてバイオマーカーナノ粒子を追跡して、非侵襲性
のイメージングデータを提供できるように酸化鉄を粒子中に組み込むことができる。
【００９４】
　キャリアは、酵素感受性検出可能マーカーに結合している。本明細書における酵素感受
性検出可能マーカーは、対象において酵素反応を促進し、検出可能マーカーの放出を引き
起こすモジュール構造の部分である。酵素感受性検出可能マーカーは、検出可能マーカー
に結合した酵素感受性ドメインである。
【００９５】
　酵素感受性部位は、特異的な疾患状態において活性である酵素に依存する。例えば、腫
瘍は、特定のセットの酵素に関連する。分析されている疾患状態が腫瘍である場合には、
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産物は、腫瘍または他の罹患した組織によって発現される酵素のものとマッチする酵素感
受性部位で設計される。あるいは、酵素特異的部位は、通常は存在するが、特定の疾患状
態では欠如する酵素に関連するものであってもよい。この例では、疾患状態は、欠如もし
くは酵素に関連するシグナル、または正常参照と比較したシグナルレベルの低下に関連す
るだろう。
【００９６】
　本願明細書における酵素とは、生物体の代謝プロセスを加速するかまたは触媒する、生
存細胞において産生される多数のタンパク質のいずれかをいう。酵素は、基質に対して作
用する。基質は、酵素によって触媒される反応が起こる直前に、活性部位と呼ばれる位置
において酵素に結合する。酵素は、プロテアーゼ、グリコシダーゼ、リパーゼ、ヘパリナ
ーゼ、ホスファターゼを含むが、これらには限定されるものではない。
【００９７】
　酵素感受性部位を最適化して、両方の高い触媒活性（または他の酵素活性）を特定され
た標的酵素に提供してもよいし、また検出のために最適化された検出可能マーカーを放出
してもよい。患者の転帰は、個々の疾患の表現型に分子レベルで依存し、これはしばしば
、酵素の発現において反映される。バイオインフォマティクスの最近の急増は、ヒト組織
における遺伝子発現の複雑なパターンの探査が容易化した(Fodor, S.A. Massively paral
lel genomics. Science 277, 393-395 (1997))。発現プロファイリングによって生成され
る膨大なデータセットを用いて、腫瘍の分子診断が可能な高性能のコンピュータアルゴリ
ズムが近年開発された(Khan J, Wei JS, Ringner M, Saal LH, Ladanyi M, Westermann F
, et al. Classification and diagnostic prediction of cancers using gene expressi
on profiling and artificial neural networks. Nat Med 2001;7:673-679.)。特定の疾
患と関連する酵素および基質を同定するために、この情報にアクセスすることができる。
この情報に基づいて、当業者は、バイオマーカーナノ粒子に組み込むべき適切な酵素また
は基質を同定することができる。表１は、（正常に対して増大したかまたは減少した）疾
患と関連する酵素、およびいくつかの場合における特異的な基質の非限定的なリストを提
供する。表２は、疾患またはその他状態と関連する基質の非限定的なリストを提供する。
特定の疾患または状態に関連する多数の他の酵素／基質の組み合せが、当業者に知られて
おり、本発明によれば有用である。
【００９８】
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【表２－２】

【０１００】
　上記の酵素／基質のいくつかは、以下の刊行物に記載されており、それら刊行物のすべ
ては参照によりそれら全体が本明細書に組み込まれる：Parks, W. C. and R. P. Mecham 
(Eds): Matrix metalloproteinases. San Diego: Academic Press; 1998; Nagase, H. an
d J. F. Woessner, Jr. (1999) J. Biol. Chem. 274:21491; Ito, A. et al. (1996) J. 
Biol. Chem. 271:14657; Schonbeck, U. et al. (1998) J. Immunol. 161: 3340; Rajah,
 R. et al. (1999) Am. J. Cell Mol. Biol. 20:199; Fowlkes, J. L. et al. (1994) En
docrinology 135:2810; Manes, S. et al. (1999) J. Biol. Chem. 274:6935; Mira, E. 
et al. (1999) Endocrinology 140:1657; Yu, Q. and I. Stamenkovic (2000) Genes Dev
. 14:163; Haro, H. et al. (2000) J. Clin. Invest. 105:143; Powell, C. P. et al. 
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(1999) Curr. Biol. 9:1441; Suzuki, M. et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:31730; Le
vi, E. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7069; Imai, K. et al. (1997) 
Biochem. J. 322:809; Smith, M. M. et al. (1995) J. Biol. Chem. 270:6440; and Dra
noff, G. (2004) Nat. Rev. cancer 4: 11-22.
【０１０１】
　酵素感受性検出可能マーカーを、直接キャリアに付着させてもよい。例えば、それを、
既知の手法を用いてマイクロ粒子の表面上に直接被覆してもよい。あるいは、キャリアが
タンパク質材料である場合には、それを、ペプチド結合を介して直接接続してもよい。加
えて、酵素感受性検出可能マーカーをキャリアドメインに、リンカーを用いることによっ
て接続してもよい。本願明細書において「結合した」または「結合」は、２つの構成要素
が任意の物理化学的手段によって互いに結合していることを意味する。通常の当業者に知
られているすべての結合、即ち共有結合または非共有結合が包含される。したがって、い
くつかの態様において、キャリアは、外面に付着したリンカーを有し、それを用いて、酵
素感受性検出可能マーカーを結合させることができる。他の分子をまた、リンカーに付着
させることもできる。
【０１０２】
　酵素感受性検出可能マーカーは、好ましくは、複数の化学単位から構成されるポリマー
である。本願明細書における「化学単位」は、直接または間接的に他の構成ブロックまた
はモノマーに結合してポリマーを形成し得る構成ブロックまたはモノマーである。いくつ
かの態様において、酵素感受性検出可能マーカーは、酵素による切断に感受性があるかま
たは疾患もしくは状態と関連する基質の切断を生じるペプチドである。タンパク質分解切
断部位がペプチドであるときの多数の例が、上記の表に提示されている。
【０１０３】
　酵素感受性ドメインはまた、多糖であってもよい。いくつかの多糖特異的分解酵素は、
腫瘍、血管新生およびその他の状態と関連している。「多糖」は、結合した糖類または糖
単位で構成されるバイオポリマーである。タンパク質分解感受性ドメインとして用いられ
る多糖を、単離するかまたは新たに合成してもよい。例えば、多糖は、天然の供給源から
、例えば切断およびゲル分離によって精製するなど、単離してもよく、あるいは、化学合
成によるなどして合成してもよく、バイオマーカーナノ粒子に組み込んでもよい。
【０１０４】
　例えば、ＨＳＧＡＧ分解酵素は、本発明の方法によって分析することができる酵素であ
る。ＨＳＧＡＧ分解酵素は、ヘパリナーゼ‐Ｉ、ヘパリナーゼ‐ＩＩ、ヘパリナーゼ‐Ｉ
ＩＩ、Ｄ‐グルクロニダーゼおよびＬ‐イズロニダーゼを含む。ヘパリナーゼは、ウロン
酸の前にグリコシド結合において切断する。ヘパリナーゼＩは、２‐Ｏ硫酸化イズロン酸
の前のグリコシド結合において切断する。ヘパリナーゼ‐ＩＩＩは、硫酸化されていない
グルクロン酸の前のグリコシド結合において切断する。ヘパリナーゼ‐ＩＩは、Ｈｅｐ‐
ＩおよびＨｅｐ‐ＩＩＩの切断可能部位の両方において切断する。グルクロニダーゼおよ
びイズロニダーゼは、それらの名称が示唆するように、それぞれグルクロン酸およびイズ
ロン酸の後のグリコシド結合において切断する。亜硝酸は、Ｎ－硫酸化ヘキソサミンの後
のグリコシド結合においてランダムに切断し、６員環のヘキソサミン環を５員環のアンヒ
ドロマンニトール環に変換する。適切な酵素感受性ドメインを、これらの酵素の既知の基
質および切断部位に基づいて設計してもよい。
【０１０５】
　バイオマーカーナノ粒子はまた、モジュール構造を収容する埋め込み型マイクロ送達デ
バイス(microdelivery device)を含んでいてもよい。埋め込み型マイクロ送達デバイスは
、身体中に移植するための大きさであり、モジュール構造を保持することができるいずれ
かのタイプのデバイスである。例えば、デバイスは、その中に収容されるモジュール構造
を含有する埋め込み型カプセルであり得る。カプセルは、半透膜を有してもよく、その結
果、モジュール構造が膜を通過することができないが、膜が、酵素や基質等の内在性分子
、ならびに検出可能マーカーに対して透過性を有するものであってもよい。あるいは、埋
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め込み型マイクロ送達デバイスは、それに付着したモジュール構造を有するチップであっ
てもよい。埋め込み型マイクロ送達デバイスの例は、埋め込み型カプセル、チップ、徐放
性製剤、マルチパルス(multi-pulse)薬物送達再吸収可能ポリマーマイクロチップデバイ
ス（multi-pulse drug delivery resorbable polymeric microchip device）(Grayson et
 al. Nature Materials, VOL 2, Nov 2003, p. 767)および放出制御マイクロチップ(Sant
ini et al Nature, vol 397, 1999, p.335)を含むが、これらに限定されるものではない
。これらのデバイスは、本明細書中に記載したポリマー材料の多くを含む多くの材料から
作製され得る。好ましくは、埋め込み型デバイスは、生体適合性かつ無毒である。
【０１０６】
　酵素感受性ドメインの酵素によるインビボでの改変の結果、検出可能マーカーが生じる
。あるいは、酵素感受性検出可能マーカーが酵素であるときには、酵素は、内在性基質を
切断し、検出可能マーカーを内在性基質から産生する。検出可能マーカーは、検出可能な
分子である。それは、酵素感受性ドメインの部分、例えば切断の際に放出されるかもしく
は付加される断片であり得、または別個の構成要素であり得る。好ましくは、検出可能マ
ーカーは、上述のとおり、リンカーによって結合した２つのリガンドから構成される。検
出可能マーカーは、例えば、最適な検出を促進するコードされた特徴を有する、ペプチド
、核酸、小分子、フルオロフォア／クエンチャー、炭水化物、粒子、放射性標識、ＭＲＩ
活性化合物、無機材料、有機材料の１つまたは２つ以上から構成されてもよい。
【０１０７】
　捕捉／検出工程を達成するために、任意の既知の検出方法によって検出可能マーカーを
検出してもよい。多様な方法が、検出可能マーカーの性質に応じて用いられ得る。検出可
能マーカーは、捕捉に続いて、光学密度、放射性放射、非放射性エネルギー移動を介して
直接検出してもよく、または検出可能マーカーは、抗体コンジュゲート、アフィニティカ
ラム、ストレプトアビジン－ビオチンコンジュゲート、ＰＣＲ分析、ＤＮＡマイクロアレ
イ、および蛍光分析を用いて間接的に検出してもよい。
【０１０８】
　いくつかの態様における捕捉アッセイは、蛍光、比色、生物発光、および化学発光によ
るＥＬＩＳＡを含むＥＬＩＳＡ、ペーパー試験ストリップもしくはＬＦＡ、ビーズベース
の蛍光アッセイ、および表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）等の無標識検出からなる群から選
択される検出工程を伴う。捕捉アッセイは、例えば、アフィニティ剤に対する捕捉リガン
ドの結合を伴ってもよい。
【０１０９】
　分析行程は、生体試料に対して直接実行してもよく、またはシグネチャ要素を、最初に
ある程度まで精製してもよい。例えば、精製工程は、生体試料中の他の要素から検出可能
マーカーを単離することを伴ってもよい。精製工程は、アフィニティークロマトグラフィ
ー等の方法を含む。本願明細書における「単離した分子」または「精製した分子」は、そ
の天然環境からある程度まで単離した検出可能マーカーである。単離したまたは精製した
分子は、分析の前に、１００％純粋である必要はなく、あるいは実質的に純粋である必要
すらない。
【０１１０】
　検出可能マーカーの存在を同定することによって検出可能マーカーを分析する方法を用
いて、分子の定性的評価（例えば検出可能マーカーが存在するか、もしくは存在しないか
）または定量的評価（例えば酵素の相対活性レベルを示す、存在する検出可能マーカーの
量）を提供してもよい。定量的数値は、例えば試料中に存在する各画分のパーセント相対
量を決定することによる等、いずれかの手段によって計算してもよい。これらのタイプの
計算を行う方法は、当該分野において知られている。
【０１１１】
　検出可能マーカーが核酸であるときには、それをＰＣＲおよびマイクロアレイを用いて
も分析することもできる。ＰＣＲ法は、当該分野において周知である。例えば、Mullis e
t al.に対して発行された米国特許第5,333,675号には、自動化ＰＣＲを実行するための装
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置および方法が記載されている。一般に、ＰＣＲ法を実行すると、各々がＤＮＡの選択領
域内で一方のストランドの一部と相補的である２つのＤＮＡプライマーを提供することに
よって、ＤＮＡの選択領域の増幅が生じる。プライマーは、デオキシリボヌクレオチド三
リン酸（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰ）ならびにＤＮＡポリメラーゼ等
の鎖伸長酵素の存在下で、核酸の鋳型ストランドに対してハイブリダイズされる。プライ
マーは、分離したストランドとハイブリダイズされ、それらが二本鎖を形成する、プライ
マーとハイブリダイゼーションした領域を除いて、一本鎖であるＤＮＡ分子を形成する。
二本鎖領域が、鎖伸長酵素（例えばＤＮＡポリメラーゼ）の作用によって伸長され、最初
の２種のプライマー間に伸長した二本鎖分子を形成する。二本鎖ＤＮＡ分子は分離され、
一本鎖を生成し、それら一本鎖は、次いでプライマーと再びハイブリダイズされ得る。こ
のプロセスが、多数のサイクルにわたって繰り返され、プライマーの間の同一ヌクレオチ
ド配列を有し、かつプライマーを含む、一連のＤＮＡストランドを生成する。
【０１１２】
　鎖伸長酵素は、当該分野において周知であり、例えば大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩ、大
腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片、Ｔ４ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７ ＤＮＡポリ
メラーゼ、組換え改変Ｔ７ ＤＮＡポリメラーゼ、逆転写酵素およびその他酵素が挙げら
れる。熱安定酵素が、自動化された熱サイクル機器において有用であるため特に好ましい
。熱安定ポリメラーゼは、例えばbacillus stearothermophilus(Bio-Rad)、thermus ther
mophilous（フィンザイム(finzyme)、ＡＴＣＣ番号２７６３４）、thermus属種（ＡＴＣ
Ｃ番号３１６７４）、thermus aquaticusＴＶ１１５１８株（ＡＴＣＣ番号２５１０５）
、Bukhrashuili et al., Biochem. Biophys. Acta., 1008:102-07 (1909)によって記載さ
れているsulfolobus acidocaldarius、thermus filiformus（ＡＴＣＣ番号４３２８０）
から単離されたＤＮＡポリメラーゼ、Perkin-Elmer-Cetus (Norwalk, Conn.)、Promega (
Madison, Wis.) およびStratagene (La Jolla, Calif.)から商業的に入手できるＴａｑ 
ＤＮＡポリメラーゼ、ならびにAmpliTaq（商標）ＤＮＡポリメラーゼ、即ちPerkin-Elmer
-Cetusから入手可能であり、米国特許第4,889,818号に記載されている組換え型thermus e
quitus　Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼが挙げられる。
【０１１３】
　好ましくは、本発明によるＰＣＲベースの方法は、自動化されており、サーマルサイク
ラーを用いて実施される。多くのタイプのサーマルサイクラーが、当該分野において周知
である。例えば、M.J. Research (Watertown, Mass)は、ペルチェ熱ポンプを有するサー
マルサイクラーを提供してサーマルサイクラーにおいて正確な均一温度制御を提供する；
Ericomp (San Diego, CA)からのデルタサイクラー（DeltaCycler）サーマルサイクラーも
また、ペルチェに基づいており、自動傾斜制御、時間／温度伸長プログラミングおよびチ
ューブまたはマイクロプレート構成の選択を含む。ストラタジーン（Stratagene） (La J
olla, CA)によるロボサイクラー（RoboCycler）（商標）は、ロボット工学を組み込んで
おり、サイクリングの間の迅速な温度移行と、試料間の各ウェルにわたる均一性を提供し
；特に好ましいサイクラーは、パーキン・エルマー・アプライド・バイオシステムズ（Pe
rkin-Elmer Applied Biosystems）(Foster City, CA) のＡＢＩプリズム（ABI Prism）（
商標）８７７インテグライテッド・サーマルサイクラーであり、それは、液体の取り扱い
、ならびに蛍光ＤＮＡシーケンシングおよびＰＣＲ反応のためのサーモサイクリングプロ
セスを自動化する、プログラミング可能なインターフェースによって作動する。
【０１１４】
　対象中の酵素の存在または非存在はまた、ハイブリダイゼーション手法を用いて決定し
てもよい。マイクロアレイ技術の標準的なハイブリダイゼーション手法を利用して、生体
試料中の核酸の存在を評価する。ＤＮＡチップ技術、遺伝子チップ技術および固相核酸ア
レイ技術を含む他の名称により知られているマイクロアレイ技術は、技術の当業者に周知
であり、固定された基質に対して同定された核酸プローブのアレイを得ること、標的分子
をレポーター分子（例えば、放射性タグ、化学発光タグまたはフルオレセイン、Ｃｙｅ３
－ｄＵＴＰまたはＣｙｅ５‐ｄＵＴＰ等の蛍光タグ）で標識すること、プローブに対して
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標的核酸をハイブリダイズさせること、ならびに標的‐プローブハイブリダイゼーション
を評価することに基づくが、これらには限定されるものではない。標的配列と完全にマッ
チする核酸配列を有するプローブによれば、一般に、より完全でないマッチを有するプロ
ーブよりも、より高いレポーター分子シグナルが検出される。核酸マイクロアレイ技術に
おいて利用される多くの要素および手法は、The Chipping Forecast, Nature Genetics, 
Vol.21、１９９９年１月に提示されており、その全内容は、本明細書中に参照によって組
み込まれる。
【０１１５】
　本発明によれば、マイクロアレイ基材は、ガラス、シリカ、アルミノケイ酸塩、ホウケ
イ酸塩、アルミナや酸化ニッケル等の金属酸化物、各種粘土、ニトロセルロースまたはナ
イロンを含み得るが、これらには限定されるものではない。すべての態様において、ガラ
ス基材が好ましい。本願明細書における「アレイ」は、表面に対して特定の順序で配置し
た分子のセットである。好ましくは、アレイは表面に付着するポリヌクレオチドで構成さ
れる。オリゴヌクレオチドアレイを、検出可能マーカーで標識され得る標的核酸に関して
核酸試料をスクリーニングするための用いることができる。標的核酸と基材に結合したオ
リゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションから生じる蛍光シグナルにより、アレイ中
のオリゴヌクレオチドの基材上での位置を参照することによって、標的核酸の同一性に関
する情報が提供される。このようなハイブリダイゼーションアッセイによれば、異なるシ
グナルの強さを示す数千のシグナルが発生され得る。これらのシグナルは、アレイの特定
のオリゴヌクレオチドに対応する。異なるシグナルの強さが、アレイのオリゴヌクレオチ
ドとハイブリダイズした標識標的核酸の量に基づいて生じる。
【０１１６】
　最適なハイブリダイゼーションのための条件は既知である。一般のハイブリダイゼーシ
ョン条件は、当該分野において一般的に用いられているものであり、例えばSambrook et 
al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, (1989), 第２版、Cold Spring Har
bor, NY；Berger and Kimmel, “Guide to Molecular Cloning Techniques”, Methods i
n Enzymology, (1987), Volume 152, Academic Press, Inc., San Diego, CA；およびYou
ng and Davis, (1983), PNAS (USA) 80:1194に記載されているものが挙げられる。一般に
、核酸のハイブリダイゼーションのためのインキュベーション温度は、約２０℃～７５℃
の範囲である。１７個のヌクレオチド残基またはそれより長いプローブに関し、ハイブリ
ダイゼーションのための好ましい温度範囲は、約５０℃～５４℃である。より長いプロー
ブについてのハイブリダイゼーション温度は、好ましくは約５５℃～６５℃であり、より
短いプローブについては５２℃未満である。再ハイブリダイゼーションは、多様な時間枠
で実行され得る。好ましくは、ＳＮＰおよびＲＣＧのハイブリダイゼーションは、少なく
とも３０分間で実行する。
【０１１７】
　検出可能マーカーを標識してもよい。例えば、標識は、単離した検出可能マーカーがＰ
ＣＲに供試されるときに、核酸に直接付加されてもよい。例えば、標識したプライマーま
たは標識したヌクレオチドを用いて実施するＰＣＲ反応により、標識された産物が産生さ
れる。標識されたヌクレオチド（例えばフルオレセインで標識したＣＴＰ）は、商業的に
入手可能である。核酸に標識を付着させる方法は、当業者に周知であり、ＰＣＲ法に加え
て、例えばニックトランスレーションおよび末端標識が挙げられる。
【０１１８】
　本発明の方法において用いるのに好適な標識は、標準的な手段によって検出可能な任意
のタイプの標識を含み、それらには、分光法、光化学的方法、生化学的方法、電気的方法
、光学的方法または化学的方法が含まれる。好ましいタイプの標識は、例えばフルオレセ
イン等の蛍光標識を含む。蛍光標識は、少なくとも１つのフルオロフォアを含む化合物で
ある。商業的に入手できる蛍光標識は、例えばフルオレセインホスホラミダイド、例えば
フルオレプライム（fluoreprime）(Pharmacia, Piscataway, NJ)、フルオレダイト（fluo
redite）(Millipore, Bedford, MA)、FAM (ABI, Foster City, CA)、ローダミン、ポリメ
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タジン(polymethadine)色素誘導体、リン光(phosphore)、テキサスレッド(Texas red)、
緑色蛍光タンパク質、ＣＹ３およびＣＹ５を含む。ポリヌクレオチドは、１つまたは２つ
以上のスペクトル上区別できる蛍光標識で標識され得る。「スペクトル上区別できる」蛍
光標識は、１つまたは２つ以上のそれらの特徴的吸収スペクトル、発光スペクトル、蛍光
存続期間等に基づいて互いに区別され得る標識である。スペクトル上区別できる蛍光標識
は、それらを組み合わせて用いる（「多重化する」）ことができるという利点を有する。
３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３２Ｐ等の放射性核種もまた、本発明の方法によ
れば有用な標識である。複数種の放射活性上区別可能な放射性核種を用いることができる
。そのような放射性核種は、例えば放射性核種によって発せられる放射線のタイプ（例え
ば、α線、β線またはδ線）に基づいて区別することができる。３２Ｐシグナルを、現在
約５０ミクロンの分解能を有するホスホイメージャー(phosphoimager)を用いて検出する
ことができる。化学発光または比色法（酵素的色反応）等のその他既知の手法も用いるこ
とができる。
【０１１９】
　「ドナー」フルオロフォアが、酵素のための結合部位である短い架橋によって「アクセ
プター」発色団に結合されるクエンチャー組成物を用いてもよい。ドナーフルオロフォア
のシグナルは、共鳴エネルギー移動（ＲＥＴ）を伴うと考えられるプロセスを介して、ア
クセプター発色団によってクエンチされる。ペプチドの切断の結果、発色団およびフルオ
ロフォアの分離、クエンチの除去、ならびにドナーフルオロフォアから測定される、その
後のシグナル発生が生じる。
【０１２０】
　データが、例えば二次元画像として得られれば、コンピュータを用いることで、特定の
位置における光放射の強度に応じて色が変化する表示画像にデータを変換することができ
る。このタイプのデータ分析を実行できる任意のタイプの市販のソフトウェアを用いるこ
とができる。一般に、データ分析は、基材上での位置に応じて発せられた蛍光の強度を決
定する工程、外れ値を除外する工程、および相対結合親和性を計算する工程を伴う。標識
に対応するシグナルの存在、非存在および強度の１つまたは２つ以上を用いて、検出可能
マーカーの存在または非存在を評価する。１つまたは２つ以上の検出可能マーカーの存在
および非存在を用いて、酵素の存在または非存在に基づいて個体の疾患ステータスを決定
することができる。
【０１２１】
　データはまた、手動で観察または分析してもよい。例えば、データから診断情報または
予後情報を提供するために、蛍光標識の存在または非存在を観察してもよい。
【０１２２】
　本発明の方法により評価した疾患または状態は、酵素と関連する任意の疾患または状態
である。例えば、癌、心血管疾患、関節炎、ウイルス感染、細菌感染、寄生虫感染もしく
は真菌感染、アルツハイマー病気腫、血栓形成、血友病、卒中、臓器機能不全、任意の炎
症状態、血管疾患、実質性疾患または薬理学的に誘導された状態はすべて、酵素に関連す
ることが知られている。薬理学的に誘導された状態は、酵素阻害因子およびその他剤が酵
素活性に直接または間接的に影響する状態である。したがって、これらのそれぞれを、本
発明の方法により評価するかまたはモニタするかまたは研究することができる。
【０１２３】
　転移が、癌患者における処置の失敗の主な原因であることから、非転移性原発性腫瘍を
転移性腫瘍と区別できるようにすることは有用である。転移を早期に検出することができ
る場合、疾患の進行を遅延させるために転移を積極的に処置することができる。転移は、
原発性腫瘍からの細胞の離脱、循環を通した細胞の移動、ならびに局所組織部位または遠
隔組織部位における腫瘍細胞の最終的な定着を伴う複雑なプロセスである。加えて、モニ
タリングおよび早期の処置を開始し得るように、特定の癌の発達のための素因を検出する
ことをできるようにすることが所望される。例えば、リンパ腫や白血病等の血液系腫瘍の
広範な細胞遺伝学的分析が記載されている。例えば、Solomon et al., Science 254, 115
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3-1160, 1991を参照。本発明の非侵襲的な方法を用いた早期の検出またはモニタリングは
有用であり得る。
【０１２４】
　固形腫瘍は、腫瘍形成から転移ステージを経て、いくつかの異なる活性プロテアーゼが
関与し得るステージに進行する。腫瘍が次のステージに進行し得るように、つまり増殖上
の優位性、薬物耐性もしくは血管新生増強を生じさせる能力、タンパク質分解、または転
移能力を付与することによって腫瘍を次のステージに進行し得るように、いくつかのプロ
テアーゼが腫瘍を変化させるものと考えられる。
【０１２５】
　アルツハイマー病が進行性認知症を引き起こし、結果としてアミロイドプラーク、神経
原線維変化、神経膠症およびニューロン脱落の形成を生じる。当該疾患は、遺伝子的形態
と孤発性形態との両方において発生し、その臨床的経過および病理学的特徴は、極めて類
似している。変異したときにアルツハイマー病の常染色体優性型を生じる３つの遺伝子が
現在までに発見されている。これらは、アミロイドタンパク質前駆体（ＡＰＰ）および２
つの関連するタンパク質、即ちプレセニリン－１（ＰＳ１）およびプレセニリン－２（Ｐ
Ｓ２）をコードする。３つのタンパク質のいずれかにおける変異が、ＡＰＰのタンパク質
分解処理を、アミロイドベータペプチド（Ａβペプチド）、即ちアルツハイマー病におけ
るアミロイドプラークの主要な要素である４０～４２個のアミノ酸長のペプチドを産生す
る細胞内経路を介して増強することが観察された。それぞれα－セクレターゼ部位に対し
てＮ末端およびＣ末端に位置するβ－およびγ－セクレターゼ部位におけるＡＰＰの病理
学的処理によって、α部位における処理とは極めて異なる結果が得られる。β－およびγ
－セクレターゼ部位における連続的処理によって、Ａβペプチド、即ち場合によってはア
ルツハイマー病の発症機序において極めて重要であるペプチドが放出される。アスパルチ
ルプロテアーゼ２（Ａｓｐ２）と呼ばれるβセクレターゼ酵素は、この処理を媒介すると
考えられる。Ａｓｐ２活性の存在は、アルツハイマー病の診断および予後に重要である。
この酵素およびその基質をまた、本発明の方法において用いて、治療がアルツハイマー病
の進行を遅延するにあたり機能する能力をモニタリングすることができる。
【０１２６】
　方法は、トロンビン活性を分析することによって対象において血塊の存在を検出するの
に有用であり得る。ＭＲＩまたは超音波は、血液凝固の相対量および解剖学的位置を正確
に解像するが、それらは、現在、生物学的に活性な血塊を安定なものから区別することは
できない。例えば、ＤＶＴを示す患者は、彼らの血塊が拡大しているというエビデンスが
ある場合、つまり、数週にわたり彼らの血塊量を連続的にモニタリングすることが必要と
される診断（この事は血栓が線溶療法に対して最も応答する早期ステージにおいてトロン
ビン活性の上昇によって潜在的に予測され得る）がある場合には、抗凝固剤が処方される
［２７］。アテローム性動脈硬化プラークのイメージングの関連研究によれば、トロンビ
ン活性を測定すると、安定なプラークから重度のプラークを病期分類し、区別し得ること
を十分に予測し得ることが示されているが、このようなプラークは、解剖学的特徴のみに
基づくと区別できなかった［９ｃ］。
【０１２７】
　本願明細書において、対象とは、ヒト、非ヒト霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤ
ギ、イヌ、ネコまたは齧歯動物である。すべての態様において、ヒト対象が好ましい。癌
診断に関連する本発明の側面において、一般に対象は、好ましくは癌を有することが疑わ
れるヒト、または以前に癌を有すると診断されたヒトである。癌を有することが疑われる
対象を確認する方法は、理学的検査、対象の家族の病歴、対象の病歴、生検または多種の
画像化技術、例えば超音波検査法、コンピュータ断層撮影法、磁気共鳴画像、磁気共鳴分
光法または陽電子放出断層撮影を含み得る。
【０１２８】
　本願明細書において、生体試料とは、組織試料である。生体試料を、身体において、例
えば標識を組織の部位にて、即ち尿中で検出することによって試験してもよい。あるいは
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また、生体試料を対象から採集し、インビトロで試験してもよい。生体試料は、尿、血液
、唾液または粘膜分泌を含むが、これらには限定されない。好ましい態様において、組織
試料を、非侵襲的に、例えば尿中で得る。
【０１２９】
　本願全体を通して用いられる、エレメントが「複数」とは、そのエレメントが２つまた
は３つ以上あることをいう。
【０１３０】
　本発明のバイオマーカーナノ粒子を、酵素活性を検出するのに有効な量で対象に投与す
る。「有効量」は、例えば、酵素の存在下で検出可能なレベルの検出可能マーカーの放出
をもたらすのに必要であるかまたは十分な量である。本願明細書に記載した本発明の化合
物の有効量は、用いる特定の化合物、化合物の送達の方式およびそれを単独で用いるか組
み合わせて用いるかに依存して変動し得る。任意の特定の用途に有効な量はまた、評価さ
れるかもしくは処置される疾患、投与する特定の化合物、対象の大きさ、または疾患もし
くは状態の重篤度および検出方法などの要因に依存して変動し得る。通常の当業者は、本
発明の特定の分子の有効な量を、過度の実験を必要とせずに経験的に決定することができ
る。本明細書中に提供した教示と組み合わせて、多様な活性化合物の中から選択し、効力
、相対的生物学的利用能、患者の体重、有害な副作用の重篤度および投与の好ましい方式
などの要因を比較検討することによって、有効なレジメンを計画することができる。
【０１３１】
　本発明の医薬組成物は、薬学的に許容し得る担体中に溶解したかまたは分散させた有効
な量の１つまたは２つ以上の剤を含む。「薬学的に、または薬理学的に許容し得る」の語
句は、動物、例えばヒトに適切であるように投与した場合に有害反応、アレルギー応答ま
たは他の有害な反応を発生しない分子構成要素および組成物を指す。さらに、動物（例え
ばヒト）への投与のために、製剤が無菌性、発熱性、一般的安全性およびFDA Office of 
Biological Standardsによって必要とされる純度基準を満たさなければならないことが理
解される。
【０１３２】
　本明細書中で用いる「薬学的に許容し得る担体」は、通常の当業者に知られている任意
のおよびすべての溶媒、分散媒体、コーティング、界面活性剤、酸化防止剤、保存剤（例
えば抗細菌剤、抗真菌剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩、保存剤、薬物、薬物安定化剤、ゲ
ル、結合剤、賦形剤、崩壊剤、潤滑剤、甘味剤、香味剤、色素、そのような同様の材料お
よびそれらの組み合わせを含む（例えばRemington’s Pharmaceutical Sciences (1990)
を参照、本明細書中に参照によって組み込まれる）。任意の慣用の担体が活性成分と不適
合性である場合を除いて、治療組成物または医薬組成物におけるその使用を熟考する。当
該剤は、それを固体、液体またはエアゾールのいずれの形態で投与するべきであるか、お
よびそれが注射などの投与の経路のために無菌であることが必要であるか否かに依存して
、異なるタイプの担体を含み得る。
【０１３３】
　好ましくは、材料を身体中に注入するが、また他の経路によって投与することができる
。例えば、本発明の化合物を、静脈内に、皮内に、動脈内に、病巣内に、腫瘍内に、頭蓋
内に、関節内に、前立腺内に(intraprostaticaly)、胸膜内に、気管内に、鼻腔内に、硝
子体内に、膣内に、直腸内に、局所的に、腫瘍内に、筋肉内に、腹腔内に、皮下に、結膜
下の、小胞内に(intravesicularlly)、粘膜に、心膜内に、臍内に、眼内に(intraoculara
lly)、経口的に、局所的に、局在的に、吸入（例えばエアゾール吸入）、注射、注入、持
続点滴、標的細胞を直接浴びせる局在化された灌流、カテーテルを介して、洗浄によって
、クリームにおいて、脂質組成物（例えばリポソーム）において、もしくは他の方法によ
って、または通常の当業者に知られている前記のいずれかの組み合わせによって投与する
ことができる(例えばRemington’s Pharmaceutical Sciences (1990)を参照、本明細書中
に参照によって組み込まれる)。
【０１３４】
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　ある態様において、医薬組成物は、例えば少なくとも約０．１％の活性化合物を含んで
いてもよい。他の態様において、活性化合物は、例えば単位の重量の約２％～約７５％ま
たは約２５％～約６０％およびそこから誘導可能ないずれかの範囲を含んでいてもよい。
【０１３５】
　剤を、遊離塩基、中性または塩形態の組成物に処方してもよい。薬学的に許容し得る塩
は、酸付加塩、例えばタンパク質性組成物の遊離のアミノ基と共に生成したもの、または
無機酸、例えば塩酸もしくはリン酸、または有機酸、例えば酢酸、シュウ酸、酒石酸もし
くはマンデル酸と共に生成したものを含む。遊離のカルボキシル基と共に生成した塩もま
た、無機塩基、例えば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化
カルシウムもしくは水酸化第二鉄；または有機塩基、例えばイソプロピルアミン、トリメ
チルアミン、ヒスチジンもしくはプロカインから誘導することができる。
【０１３６】
　組成物が液体形態にある態様において、担体は、水、エタノール、ポリオール（例えば
グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコールなど）、脂質（例え
ばトリグリセリド、植物油、リポソーム）およびそれらの組み合わせを含むがこれらには
限定されない溶媒または分散媒体であり得る。適切な流動性を、例えばコーティング、例
えばレシチンを用いることによって；担体、例えば液体ポリオールもしくは脂質中の分散
体によって所要の粒径を維持することによって；界面活性剤、例えばヒドロキシプロピル
セルロースを用いることによって；またはそれらのそのような方法の組み合わせによって
維持することができる。多くの場合において、等張剤、例えば糖、塩化ナトリウムまたは
それらの組み合わせを含むのが好ましい。
【０１３７】
　本発明の方法によれば、化合物を、医薬組成物において投与してもよい。一般的に、医
薬組成物は、本発明の化合物および薬学的に許容し得る担体を含む。ペプチド、モノクロ
ナール抗体および抗体断片のための薬学的に許容し得る担体は、当業者に周知である。本
明細書中で用いる薬学的に許容し得る担体は、活性成分の生物学的活性の有効性を妨げな
い無毒性物質を意味する。
【０１３８】
　薬学的に許容し得る担体は、希釈剤、充填剤、塩、緩衝物質、安定化剤、可溶化剤およ
び当該分野において周知の他の材料を含む。ペプチドのための例示的な薬学的に許容し得
る担体は、特に米国特許第5,211,657号に記載されている。そのような製剤は、塩、緩衝
剤、保存剤、相溶性担体および任意に他の治療剤をルーティンとして含んでいてもよい。
医薬において用いる場合には、塩は薬学的に許容し得なければならないが、薬学的に許容
し得ない塩を好都合に用いて、その薬学的に許容し得る塩を調製してもよく、本発明の範
囲から除外されない。そのような薬理学的および薬学的に許容し得る塩は、以下の酸：塩
酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸、マレイン酸、酢酸、サリチル酸、クエン酸、ギ酸
、マロン酸、コハク酸などから調製されたものを含むが、それらには限定されない。また
、薬学的に許容し得る塩を、アルカリ金属またはアルカリ土類金属塩、例えばナトリウム
、カリウムまたはカルシウム塩として調製することができる。
【０１３９】
　本発明の化合物を、固体、半固体、液体または気体形態、例えば錠剤、カプセル、粉末
、顆粒、軟膏、溶液、保管所、吸入薬および注射、ならびに経口、非経口または外科的投
与のための通常の方法における製剤に処方してもよい。本発明はまた、例えば移植による
局所的投与のために処方された医薬組成物を包含する。
【０１４０】
　経口投与に好適な組成物を、別個の単位、例えばカプセル、錠剤、トローチ剤として提
示してもよく、各々は、所定量の活性剤を含む。他の組成物は、水性液体または非水性液
体に懸濁させた懸濁液、例えばシロップ、エリキシル剤またはエマルジョンを含む。
【０１４１】
　本発明の化合物を、組織に直接投与してもよい。直接の組織投与を、直接注射によって
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達成してもよい。化合物を１回投与してもよく、または代わりにそれらを、複数の投与に
おいて投与してもよい。複数回投与する場合には、当該化合物を、異なる経路を介して投
与してもよい。例えば、第１（または最初の数回）の投与を、罹患した組織中に直接行っ
てもよく、一方後の投与を、全身的に行ってもよい。
【０１４２】
　経口投与のために、化合物を、活性化合物を当該分野において周知の薬学的に許容し得
る担体と混ぜ合わせることによって容易に処方することができる。そのような担体によっ
て、本発明の化合物を、処置するべき対象による経口摂取のための錠剤、丸薬、糖衣錠、
カプセル、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸濁液などとして処方するのが可能になる
。経口使用のための医薬製剤を、得られた混合物を任意に粉砕し、所望により好適な補助
剤を加えた後に顆粒の混合物を加工して、錠剤または糖衣錠コアを得て、固体賦形剤とし
て得ることができる。好適な賦形剤は、特に充填剤、例えばラクトース、スクロース、マ
ンニトールまたはソルビトールを含む糖；セルロース調製物、例えばトウモロコシデンプ
ン、小麦デンプン、米デンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガカントゴム、メ
チルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナ
トリウムおよび／またはポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）である。所望により、崩壊剤、
例えば架橋ポリビニルピロリドン、寒天もしくはアルギン酸、またはその塩、例えばアル
ギン酸ナトリウムを加えてもよい。任意に、経口処方物をまた、内部の酸性状態を中和す
るための生理食塩水もしくは緩衝液中に処方してもよいか、またはいかなる担体をも伴わ
ずに投与してもよい。
【０１４３】
　糖衣錠コアには、好適なコーティングを設ける。この目的のために、濃縮糖溶液を用い
てもよく、それは、任意にアラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、carbopolゲル
、ポリエチレングリコールおよび／または二酸化チタン、ラッカー溶液および好適な有機
溶媒または溶媒混合物を含んでいてもよい。染料または顔料を、識別のために、または異
なる組み合わせの活性化合物用量を特徴づけるために、錠剤または糖衣錠コーティングに
加えてもよい。
【０１４４】
　経口的に用いることができる医薬組成物は、ゼラチン製の押し込み型カプセル、ならび
にゼラチンおよび可塑剤、例えばグリセロールまたはソルビトール製の柔軟な密封された
カプセルを含む。押し込み型カプセルは、活性成分を、充填剤、例えばラクトース、結合
剤、例えばデンプン、および／または潤滑剤、例えばタルクもしくはステアリン酸マグネ
シウムおよび任意に安定剤との混合物において含むことができる。柔軟なカプセルにおい
て、活性化合物を、好適な液体、例えば脂肪油、流動パラフィンまたは液体ポリエチレン
グリコールに溶解するかまたは懸濁させてもよい。さらに、安定剤を加えてもよい。また
、経口投与のために処方された微小球もまた、用いてもよい。そのような微小球は、当該
分野において十分に定義されている。経口投与のためのすべての製剤は、そのような投与
に好適な投与量でなければならない。
【０１４５】
　頬側投与のために、当該組成物は、慣用の方式で処方した錠剤またはトローチ剤の形態
を採り得る。
【０１４６】
　吸入による投与のために、本発明により用いるための化合物を、エアゾールスプレー提
示の形態で加圧した包装または噴霧器から、好適な推進剤、例えばジクロロジフルオロメ
タン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素または他
の好適なガスの使用を伴って好都合に送達してもよい。加圧されたエアゾールの場合にお
いて、投薬単位を、弁を提供することによって決定して、計量された量を送達してもよい
。化合物の粉末混合物および好適な原料粉末、例えばラクトースまたはデンプンを含む、
吸入器または注入器における使用のための例えばゼラチンのカプセルおよびカートリッジ
を、処方してもよい。エアゾール送達系を調製するための手法は、当業者に周知である。
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一般的に、そのような系は、活性剤の生物学的特性を顕著に損なわない成分を用いなけれ
ばならない（例えばSciarra and Cutie, “Aerosols,” in Remington’s Pharmaceutica
l Sciences, 第１８版、1990, pp 1694-1712を参照；参照によって組み込まれる）。当業
者は、エアゾールを製造するための多様なパラメータおよび条件を、過度の実験に依存せ
ずに容易に決定することができる。
【０１４７】
　化合物を全身的に送達することが所望される場合には、注射による、例えばボーラス注
入または持続点滴による非経口投与用にそれらを処方してもよい。注射のための製剤を、
単位剤形において、例えばアンプルにおいて、または複数投与(multi-dose)容器において
、保存剤を加えて提示してもよい。組成物は、油性のまたは水性のビヒクル中の懸濁液、
溶液またはエマルジョンなどの形態を採り得、処方剤(formulatory agent)、例えば懸濁
剤、安定剤および／または分散剤を含んでいてもよい。
【０１４８】
　非経口的投与のための製剤は、無菌の水性の、または非水性の溶液、懸濁液およびエマ
ルジョンを含む。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、
植物油、例えばオリーブ油、および注射可能な有機エステル、例えばオレイン酸エチルで
ある。水性担体は、水、アルコール性／水性溶液、エマルジョンまたは懸濁液を含み、生
理食塩水および緩衝された媒体を含む。非経口ビヒクルは、塩化ナトリウム溶液、リンゲ
ルのデキストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸リンゲル、または固定
油を含む。静脈内ビヒクルは、流体および栄養素補充薬、電解質補充薬（例えばリンゲル
のデキストロースに基づくもの）などを含む。保存剤および他の添加剤、例えば抗微生物
剤、酸化防止剤、キレート剤および不活性ガスなどもまた、存在してもよい。より低い用
量は、投与の他の形態、例えば静脈内投与から生じる。対象における応答が適用された初
期用量にて不十分である場合には、より高い投与量（または異なる、より局所化された送
達経路による有効により高い投与量）を、患者の耐容性が許容する程度に用いてもよい。
１日あたりの複数回投与を熟考して、適切な全身的な濃度の化合物を達成する。
【０１４９】
　本発明により発生するデータを、任意にバーコードまたは他の人間もしくは機械で読み
取り可能な形態に変換してもよい。例えば、バーコードの各々の線は、特定の対象につい
ての特異的な酵素または特異的な酵素の群の存在または非存在を示し得る。バーコードデ
ータを、他の対象に関する情報のデータベースまたは疾患に関する情報と比較して、試験
対象の診断、予後または他の分析において補助することができる。
【０１５０】
　本発明の１つの態様において、ここで発生したデータを用いて、癌のための臨床的処置
パラダイムを選択する。処置の選択肢は、本明細書中に記載したように、以下のものを含
み得るが、これらには限定されない：放射線療法、化学療法、アジュバント療法または前
述の方法のいずれかの組み合わせ。変動し得る処置の側面は、以下のものを含むが、これ
らには限定されない：用量、投与のタイミング、または持続時間もしくは療法；また投与
量、タイミングまたは持続時間において変動し得る他の処置と組み合わせても組み合わせ
なくてもよい。癌のための他の処置は、手術であり、それを、単独で、または前述の処置
方法のいずれかとの組み合わせで用いることができる。医療分野における通常の当業者は
、適切な処置パラダイムを、本明細書中に記載した方法によって発生したデータの評価に
基づいて決定することができる。
【０１５１】
　特定の態様において、本明細書中に記載したデータを計算し、処理するためのソフトウ
ェアを、データ発生デバイス、例えば質量分析計、マイクロアレイ読取機またはＰＣＲ機
器へのデータ結合によって接続したコンピュータ上に提供することができる。任意の標準
的なデータ結合を用いることができ、それは、直列の、または並列のケーブル、無線周波
数または赤外線のテレメトリー結合、ＬＡＮ接続、ＷＡＮ接続などを含む。あるいはまた
、データを、コンピュータ可読媒体（例えば磁気媒体または光媒体）によって転送し、ソ
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フトウェアによって読み取ることができる。データをまた、使用者によって使用者インタ
ーフェース、例えばキーボード、モニター、マウス、グラフィカルユーザーインターフェ
ース、例えばタッチスクリーンなどを介して直接入力することができる。コンピュータを
、データ発生デバイス内に包含させ、未加工のデータを発生させ、比率を計算し、そのよ
うな比率を表示するための集積システムを提供してもよい。１つまたは２つ以上のコンピ
ュータをまた、１または２以上のデータ発生デバイスおよび１つまたは２つ以上のディス
プレイデバイスに、例えばローカルエリアネットワークまたは広域ネットワークにおいて
結合させてもよい。
【０１５２】
　本発明の１つの態様において、視覚的表示を用いて、分類、診断、予後および／または
治療的モニタリングの予測のためのデータを表示する。視覚的表示を、グラフィカルユー
ザーインターフェース、例えばモニター、またはプリンターとすることができる。
【０１５３】
　データを、個別に、またはコンピュータによって処理することができる。例えば、１組
の検出可能マーカーの定量的数値を表す、コンピュータ可読媒体において明白に統合され
たデータ構造を発生させるためのコンピュータで実行する方法を、本発明によって行うこ
とができる。定量的数値を、参考データベースと比較することができる。あるいはまた、
定性的パターンを、参考データベースと比較することができる。
【０１５４】
　コンピュータプログラムとして上記のことを実行することができるコンピュータシステ
ムは、典型的には、情報を使用者に対して表示する出力デバイスおよび使用者からの入力
を受信する入力デバイスの両方に接続された主要装置を含み得る。主要装置は一般的に、
メモリシステムに相互接続機構を介して接続されたプロセッサを含む。入力デバイスおよ
び出力デバイスをまた、プロセッサおよびメモリシステムに相互接続機構を介して接続し
てもよい。
【０１５５】
　１つまたは２つ以上の出力デバイスを、コンピュータシステムに接続することができる
。例示的な出力デバイスは、陰極線管（ＣＲＴ）ディスプレイ、液晶ディスプレイ（ＬＣ
Ｄ）、プリンター、モデムなどの通信デバイス、および音声出力を含む。１または２以上
の入力デバイスもまた、コンピュータシステムに接続することができる。例示的な入力デ
バイスは、キーボード、キーパッド、トラックボール、マウス、ペンおよびタブレット、
通信デバイス、ならびにセンサなどのデータ入力デバイスを含む。本明細書中で開示した
主題は、コンピュータシステムと組み合わせて用いる特定の入力もしくは出力デバイス、
または本明細書中に記載したものに限定されない。
【０１５６】
　コンピュータシステムは、コンピュータプログラミング言語、例えばC++、Java（登録
商標）、または他の言語、例えばスクリプト言語もしくはアセンブリ言語を用いてプログ
ラム可能な汎用コンピュータシステムであり得る。コンピュータシステムはまた、特別に
プログラムされた特殊目的のハードウェア、例えばApplication-Specific Integrated Ci
rcuit（ＡＳＩＣ）を含んでいてもよい。汎用コンピュータシステムにおいて、プロセッ
サは典型的には、商業的に入手できるプロセッサであり、その中で、Intelから入手でき
るシリーズｘ８６、CeleronおよびPentium（登録商標）プロセッサ、AMDおよびCyrixから
の同様のデバイス、Motorolaから入手できる６８０Ｘ０シリーズマイクロプロセッサ、Ｉ
ＢＭからのPowerPCマイクロプロセッサおよびDigital Equipment CorporationからのAlph
aシリーズプロセッサが、例である。多くの他のプロセッサが入手できる。そのようなマ
イクロプロセッサは、オペレーティングシステムと呼ばれるプログラムを実行し、その中
でWindows（登録商標） NT、リナックス（登録商標）、UNIX（登録商標）、DOS、VMSおよ
びOS8が例であり、それは、他のコンピュータプログラムの実行を制御し、スケジューリ
ング、デバッギング、入力／出力制御、計算、コンパイル、記憶割り当て、データ管理お
よびメモリ管理、ならびに通信制御および関連するサービスを提供する。プロセッサおよ
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びオペレーティングシステムは、高水準プログラミング言語におけるアプリケーションプ
ログラムを書くことができるコンピュータプラットホームを定義する。
【０１５７】
　メモリシステムは、典型的にはコンピュータ可読かつ書き込み可能な不揮発性の記録媒
体を含み、その中で、磁気ディスク、フラッシュメモリおよびテープが例である。ディス
クは、「フロッピー（登録商標）ディスク」のようにリムーバブルであるか、またはハー
ドドライブとして知られるように常設であり得る。ディスクは、多数のトラックを有し、
ここでシグナルは、典型的には二進法、即ち１および０の列として示された形態で記憶さ
れる。そのようなシグナルは、マイクロプロセッサによって実行されるべきアプリケーシ
ョンプログラム、またはアプリケーションプログラムによって処理されるべきディスク上
に記憶された情報を定義することができる。典型的には、作動にあたり、プロセッサは、
データを不揮発性の記録媒体から、典型的には揮発性のランダムアクセスメモリ、例えば
ダイナミックランダムアクセスメモリ（ＤＲＡＭ）またはスタティックメモリ（ＳＲＡＭ
）である集積回路メモリ素子に読み込ませる。集積回路メモリ素子によって、典型的には
プロセッサによる情報へのディスクより迅速なアクセスが可能になる。プロセッサは、一
般的に集積回路メモリ内のデータを操作し、次に、処理が完了した後にデータをディスク
にコピーする。ディスクと集積回路メモリ素子との間のデータ移動を管理するための多様
な機構が、知られており、本明細書中に開示した主題は、そのような機構に限定されない
。さらに、本明細書中に開示した主題は、特定のメモリシステムに限定されない。
【０１５８】
　本明細書中に開示した主題は、特定のコンピュータプラットホーム、特定のプロセッサ
、または特定の高水準プログラミング言語に限定されない。さらに、コンピュータシステ
ムは、マルチプロセッサコンピュータシステムであり得るか、またはコンピュータネット
ワーク上に接続された複数のコンピュータを含み得る。各々のモジュールがコンピュータ
プログラムの別個のモジュールであり得るか、または別個のコンピュータプログラムであ
り得ることを、理解するべきである。そのようなモジュールは、別個のコンピュータにお
いて作動可能であり得る。データを、メモリシステム中に記憶させるか、またはコンピュ
ータシステム間で伝送してもよい。本明細書中に開示した主題は、ソフトウェアもしくは
ハードウェアもしくはファームウェア、またはそれらのいずれかの組み合わせを用いるい
かなる特定の履行にも限定されない。システムの多様なエレメントは、個別に、または組
み合わせて、コンピュータプロセッサによる実行のための機械可読な記憶デバイスにおい
て明白に統合されたコンピュータプログラム産物として実装され得る。プロセスの多様な
ステップを、コンピュータ可読媒体上に明白に統合されたプログラムを実行するコンピュ
ータプロセッサによって行って、入力の際に作動し、出力を発生させることによって機能
を発揮してもよい。そのようなシステムを実装するのに好適なコンピュータプログラミン
グ言語は、手続き型プログラミング言語、オブジェクト指向プログラミング言語、および
２つの組み合わせを含む。
【０１５９】
　本発明はさらに、インビボで活性な剤のための薬理作用剤またはリード化合物を特定す
る効率的な方法を提供する。一般的に、選別方法は、インビボでの酵素活性を有益に変化
させる化合物についてアッセイすることを伴う。本発明によるそのような方法は、化合物
の自動化されたハイスループットスクリーニングに適合可能である。
【０１６０】
　当該方法を、任意の対象において用いることができる。例えば、疾患の動物モデルを用
いて、複数種の推定の治療剤を選別して、推定の治療剤の疾患と関連する特定の酵素に対
する活性レベルを評価することができる。例えば、キャリアと関連する異なる推定の治療
剤を有するバイオマーカーナノ粒子のライブラリーを、動物モデルに投与することができ
る。各々の治療剤が独特の検出可能マーカーと関連する場合には、推定の治療剤の活性を
、本明細書中に記載したように検出可能マーカーの尿中の濃度を分析することによって評
価することができる。
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【０１６１】
　加えて、当該方法を、個別化医療の前進のために用いてもよい。例えば、各々の治療剤
が目立たない検出可能マーカーと関連する複数の治療剤を有する１組のバイオマーカーナ
ノ粒子を、疾患を有する対象に投与して、いずれの治療剤が当該個別の対象において最も
有効であるかを評価することができる。データに基づいて、適切な治療ストラテジーを設
計することができる。この例を、ＨＩＶにおいて見ることができる。プロテアーゼ阻害剤
を、治療的に用いて、ＨＩＶ生存および活性と関連する決定的に重要なプロテアーゼの活
性を阻害する。異なる酵素阻害剤をキャリアまたはキャリアの一部として有する１組のバ
イオマーカーナノ粒子を、生成することができる。各々の酵素阻害剤は、特定の検出可能
マーカーと関連しており、したがって特定の阻害剤の酵素に対する活性を、シグネチャの
尿中の濃度をモニタリングすることによって評価することができる。例えば、特に活性な
阻害剤によって、低下したレベルの検出可能マーカーが尿に輸送される。
【０１６２】
　典型的には、既知の活性治療剤は、負のコントロールとしての役割を果たし得、即ち既
知の治療剤は、バイオマーカーナノ粒子中に組み込まれている。また本明細書中で候補剤
と呼ぶ推定の治療剤は、多種の化学的群を包含するが、典型的にはそれらは有機化合物で
ある。好ましくは、候補の薬理作用剤は、小さい有機化合物、即ち５０より大きいが約２
５００より小さい、好ましくは約１０００より小さい、より好ましくは約５００より小さ
い分子量を有するものである。候補剤は、ポリペプチドおよび／または核酸との構造的相
互作用に必要な官能性化学基を含み、典型的には少なくともアミン、カルボニル、ヒドロ
キシルまたはカルボキシル基、好ましくは少なくとも２種の官能性化学基およびより好ま
しくは少なくとも３種の官能性化学基を含む。候補剤は、上記で特定した官能基の１つま
たは２つ以上で置換された環状炭素構造もしくは複素環構造および／または芳香族もしく
は多環芳香族構造を含むことができる。候補剤はまた、生体分子、例えばペプチド、糖類
、脂肪酸、ステロール、イソプレノイド、プリン、ピリミジン、上記のものの誘導体もし
くは構造的類似体、またはそれらの組み合わせなどであり得る。剤が核酸である場合には
、剤は、典型的にはＤＮＡまたはＲＮＡ分子であるが、本明細書中で定義した修飾された
核酸もまた、熟考される。
【０１６３】
　候補剤を、合成の、または天然の化合物のライブラリーを含む多様な供給源から得る。
例えば、多数の手段が、多様な有機化合物および生体分子のランダムの、かつ指示された
合成のために利用可能であり、それは、ランダム化されたオリゴヌクレオチド、合成の有
機的なコンビナトリアルライブラリー、ランダムペプチドのファージディスプレイライブ
ラリーの発現などを含む。あるいはまた、細菌、真菌、植物および動物抽出物の形態の天
然化合物のライブラリーが、入手可能であるかまたは容易に製造される。さらに、天然の
、および合成的に作製されたライブラリーおよび化合物を、慣用の化学的、物理的および
生化学的手段によって容易に修飾することができる。さらに、既知の薬理作用剤に、指示
されたかまたはランダムな化学的修飾、例えばアシル化、アルキル化、エステル化、アミ
ド化(amidification)などを施して、剤の構造的類似体を製造してもよい。
【０１６４】
　本発明はまた、バイオマーカーナノ粒子を収容した容器を有するキットを含み、ここで
バイオマーカーナノ粒子は、酵素感受性検出可能マーカーに結合したキャリアドメインを
含む。キットはまた、分析試薬を収容する第２の容器を含んでいてもよい。
【０１６５】
　また物品と呼ばれるキットは、本発明の医薬化合物または診断階級の化合物を、１つま
たは２つ以上の容器中に含む。当該物品は、本発明の化合物の使用を促進するかまたは説
明する指示書またはラベルを含んでいてもよい。例えば、当該キットは、バイオマーカー
ナノ粒を対象に投与するための、および対象の生体試料中のバイオマーカーナノ粒子の検
出可能マーカーを分析するための指示書を含んでいてもよい。
【０１６６】
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　本明細書中で用いる「促進された」は、本発明の組成物に関与する、教育、病院および
他の臨床的指示、医薬販売を含む医薬産業活動、および任意の形態の書面、口頭および電
子的な通信を含む任意の広告または他の販売促進活動を含む、商取引を行うすべての方法
を含む。
【０１６７】
　「指示書」は、促進の要素を定義することができ、典型的には本発明の組成物の包装に
関する、またはこれに関連する書面での指示書を伴う。指示書はまた、任意の方法におい
て提供された任意の口頭の、または電子的な指示書を含むことができる。
【０１６８】
　したがって、本明細書中に記載した剤を、いくつかの態様において医薬キットまたは診
断キットもしくは研究キットに組み立てて、治療的、診断的または研究的用途におけるそ
れらの使用を容易にしてもよい。キットは、本発明の要素および使用のための指示書を収
容する１つまたは２つ以上の容器を含んでいてもよい。特に、そのようなキットは、本明
細書中に記載した１つまたは２つ以上の剤を、意図された治療的用途およびこれらの剤の
適切な投与を記載した指示書と共に含んでいてもよい。いくつかの態様において、キット
中の剤は、特定の用途および剤の投与の方法に好適な薬学的処方および投与量であり得る
。
【０１６９】
　キットを、本明細書中に記載した方法の医師による使用を容易にするように設計するこ
とができ、多くの形態を採ることができる。当該キットの組成物の各々を、適切な個所に
おいて、液体形態（例えば溶液）または固体形態（例えば乾燥粉末）において提供しても
よい。特定の場合において、組成物の数種は、例えば、好適な溶媒または他の種（例えば
水もしくは細胞培養培地）を加えることによって構成可能であるかまたは他の方法で加工
可能であり得（例えば活性形態に）、それにまた、キットを提供してもよいかまたは提供
しなくてもよい。本明細書中で用いる「指示書」は、指示および／または販売促進の要素
を定義することができ、典型的には本発明の包装に対する、またはそれと関連する書面で
の指示書を伴う。指示はまた、使用者が、指示書がキットと関連するべきであることを明
確に認識するような任意の方式、例えば視聴覚的（例えばビデオテープ、ＤＶＤなど）、
インターネットおよび／またはウェブに基づく通信などにおいて提供された、任意の口頭
の、または電子的な指示を含むことができる。書面での指示書は、医薬または生物学的製
品の製造、使用または販売を規制する行政機関によって規定された形態であり得、当該指
示書はまた、ヒトに投与するための製造、使用または販売の機関による承認を反映するこ
とができる。
【０１７０】
　キットは、本明細書中に記載した要素のいずれか１つまたは２つ以上を１つまたは２つ
以上の容器中に含んでいてもよい。例として、１つの態様において、キットは、キットの
１種または２種以上の要素を混合し、かつ／または試料を単離し、混合し、対象に適用す
るための指示書を含んでいてもよい。キットは、本明細書中に記載した剤を収容する容器
を含んでいてもよい。剤を無菌的に調製し、シリンジ中に包装し、冷蔵保存して輸送して
もよい。あるいはまた、それを、保存のためにバイアルまたは他の容器中に収容してもよ
い。第２の容器は、無菌的に調製した他の剤を有してもよい。あるいはまた、キットは、
シリンジ、バイアル、管または他の容器中で予混合され、輸送された活性剤を含んでいて
もよい。
【０１７１】
　キットは、多様な形態、例えばブリスター小袋、収縮包装された小袋、真空の密封可能
な小袋、密封可能な熱成形されたトレイ、または同様の小袋もしくはトレイ形態を、小袋
、１つまたは２つ以上の管、容器、箱または袋内でゆるく包装された付属物と共に有して
いてもよい。キットを、付属物を加えた後に殺菌し、それによって容器中の個別の付属物
を他の方法で包装を解くのを可能にしてもよい。キットを、任意の適切な滅菌手法、例え
ば放射線滅菌、加熱滅菌または当該分野において知られている他の滅菌法を用いて殺菌す
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ることができる。キットはまた、特定の用途に依存して、他の要素、例えば容器、細胞培
地、塩、緩衝液、試薬、シリンジ、針、殺菌剤を適用するかまたは除去するための織物、
例えばガーゼ、使い捨て手袋、投与前の剤のための担体などを含んでいてもよい。
【０１７２】
　キットの組成物を、任意の好適な形態として、例えば液体溶液として、または乾燥粉末
として提供してもよい。提供された組成物が乾燥粉末である場合には、粉末を、好適な溶
媒を加えることによって再構成してもよく、それもまた提供することができる。組成物の
液体形態を用いる態様において、液体形態は、濃縮されているかまたは直ちに使用可能で
あり得る。溶媒は、化合物および使用または投与の様式に依存する。薬物組成物に適する
溶媒は、周知であり、文献において入手可能である。溶媒は、化合物および使用または投
与の様式に依存する。
【０１７３】
　キットは、態様の１つの組において、区分されているキャリア手段を含んで、１つまた
は２つ以上の容器手段、例えばバイアル、管などを密接な閉じ込めにおいて受けてもよく
、容器手段の各々は、当該方法において用いるべき別個のエレメントの１つを含む。例え
ば、容器の１つは、アッセイのための正のコントロールを含むことができる。さらに、キ
ットは、他の要素、例えばアッセイにおいて有用な緩衝液のための容器を含んでいてもよ
い。
【０１７４】
　本発明はまた、完成し包装され、ラベルが付与された医薬製品を包含する。この製造物
品は、適切な単位剤形を、適切な器もしくは容器、例えばガラスバイアル、または密閉さ
れた他の容器中に含む。非経口投与に適する剤形の場合において、活性成分は、無菌であ
り、粒子状の遊離した溶液としての投与に適する。言い換えると、本発明は、非経口溶液
および凍結乾燥した粉末を共に包含し、各々は無菌であり、後者は、注射の前の再構成に
適する。あるいはまた、単位剤形は、経口、経皮、局所的または粘膜の送達に適する固体
であってもよい。
【０１７５】
　好ましい態様において、単位剤形は、静脈内、筋肉内または皮下送達に適する。したが
って、本発明は、各々の送達経路に適する好ましくは無菌の溶液を包含する。
【０１７６】
　他の好ましい態様において、本発明の組成物を、レシチン、タウロコール酸およびコレ
ステロールを含むがこれらには限定されない生体適合性洗剤；またはガンマグロブリンお
よび血清アルブミンを含むがこれらには限定されない他のタンパク質と共に、容器中に保
存する。
【０１７７】
　任意の医薬製品のように、包装材料および容器を、製品の保存および輸送の間の安定性
を保護するように設計する。さらに、本発明の製品は、問題の疾患または障害をいかにし
て適切に予防または処置するかに関して医師、技術者または患者に助言する使用のための
指示または他の情報的材料を含む。言い換えると、製造物品は、実際の用量、モニタリン
グ手順を含むがこれらには限定されない投与レジメンを示すかまたは示唆する指示手段を
含む。
【０１７８】
　さらに特に、本発明は、包装材料を含む製造物品、例えば箱、ビン、管、バイアル、容
器、噴霧器、注入器、静脈内（ｉ．ｖ．）袋、包装材料など；および前記包装材料内に含
まれる医薬剤の少なくとも１つの単位剤形を提供する。本発明はさらに、好ましくは無菌
形態で包装された、処方物の注射のための針もしくはシリンジ、および／または包装され
たアルコールパッドを含む製造物品を提供する。
【０１７９】
例
　例１　方法
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バイオマーカーナノ粒子の合成
　酸化鉄ナノウォーム(ＮＷ)を、過去に発表されたプロトコル［１２］に従って合成した
。トロンビン感受性基質-レポーターペプチド (ビオチン-eGvndneeGffsar(K-Flsc)GGfPRS
GGGC、配列番号２、小文字＝Ｄ体)を、タフツ大学コア・ファシリティ・ペプチド合成サ
ービス（the Tufts University Core Facility peptide synthesis service）によって合
成した。アミン末端ＮＷを、最初に、ヨード酢酸N-スクシンイミジル（Pierce）と反応さ
せてスルフヒドリル反応性ハンドル（sulfhydryl-reactive handles）を導入した。次い
で、システイン末端ペプチドと２０ＫＤａポリエチレングリコール‐ＳＨ（Laysan Bio.)
とを、室温（ＲＴ）、１時間、ＮＷと混合し(９５：２０：１のモル比)、高速タンパク質
液体クロマトグラフィー（fast protein liquid chromatography）によって精製した。ス
トック液は、４℃で、ＰＢＳで保存した。薬物動態研究のために、ＮＷは、上記のＰＥＧ
化の前に、最初にＶＴ７５０（PerkinElmer)と反応させた。蛍光アッセイのために、ペプ
チドは、リガンドコードレポーターの代わりにフルオレセインを用いて合成した。インビ
ボでプロテアーゼ活性をモニタするために、ペプチドは、Ｎ末端ビオチンの代わりにＶＴ
７５０を用いて合成した。
【０１８０】
　Ｃ末端に捕捉リガンド（フルオレセイン、ジニトロフェニル、テトラメチルローダミン
、またはアレクサフロー４８８)を用い、かつ反対の末端に検出リガンド（ビオチン）を
用いてグルタメート‐フィブリノペプチドＢ（Glutamate-Fibrinopeptide B）を誘導体化
することによって、ヘテロ二官能化リガンドコードレポーターＲ１－４を合成した。ナノ
ウォーム（ＮＷ，約６０ｎｍ）は、過去に記載されたとおり［２８、２９］、塩化鉄(III
)六水和物および塩化鉄(II)四水和物とデキストラン（１５－２５ｋＤａ）との反応によ
り合成した。アミノ化ＮＷは、ヨード酢酸Ｎ‐スクシンイミジルを用いて誘導体化し、ス
ルフヒドリル末端プロテアーゼ感受性レポーターと反応させた。レポーター価数は、（約
２０‐３０）であり、吸光度またはＥＬＩＳＡによって定量した。
【０１８１】
　ＮＨＳ-フルオロセイン(R1、Pierce)、ＮＨＳ-ローダミン(R3、Pierce)またはＮＨＳ‐
アレクサフロー４８８(R4、Invitrogen)を用い、グルタメート‐フィブリノペプチドＢ‐
ビオチン（Glutamate-Fibrinopeptide B-biotin）(GluFib-ビオチン、配列=eGvndneeGffs
ar-ビオチン、配列番号１、小文字＝Ｄ体、New England Peptide)を１：１０のペプチド
：色素の比で誘導体化することによって、ヘテロ二官能化リガンドコードレポーターＲ１
－４を合成し、あるいはヘテロ二官能化リガンドコードレポーターＲ１－４を合成した(R
2、New England Peptide)。Ａ４８８‐マレイミド（インビトロジェン）とＮＨＳ‐ビオ
チン（Pierce）およびＮＨ２‐ＰＥＧ‐チオール(5kDa、Laysan)との１０：１０：１の色
素：ビオチンＰＥＧの比による反応によりアレクサフロー488-PEG-ビオチン(R4、PEG)を
合成し、イラストラＮＡＰ－２５カラム（illustra NAP-25 columns 、GE Healthcare)を
用いて精製した。得られたコンジュゲートはＨＰＬＣ（Gilson)によって精製した。レポ
ーター濃度は、プレートリーダー(Molecular Devices SpectraMax Plus)により、９６ウ
ェルプレートにおける色素特異的吸光係数による吸光度によって定量した。
【０１８２】
　ナノウォーム(ＮＷ)は、過去に記載されたとおり［２８、２９］、塩化鉄(III)六水和
物および塩化鉄(II)四水和物（Sigma）とデキストラン(Mr 15-25kDa、Fluka)との反応に
よって形成した。動的光散乱（dynamic light scattering,DLS; Malvern Instruments Na
no ZS90)による平均流体力学的サイズは６０ｎｍであった。
【０１８３】
　アミノ化ＮＷを、５０ｍＭホウ酸ナトリウム、ｐＨ８．３、５ｍＭ ＥＤＴＡで、２０
℃、オーバーナイトで５００倍モル過剰のヨード酢酸Ｎ‐スクシンイミジル(SIA, Pierce
)とオーバーナイトで反応させ、スルフィドリル末端ペプチドに対する結合を促進させた
。高速液体クロマトグラフィー（fast-performing liquid chromatography；FPLC, GE He
althcare)による精製の後、ＳＩＡ誘導体化ＮＷを、同じホウ酸バッファーにおいて、２
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０℃、オーバーナイトで、基質コンジュゲートレポーター（MIT Swanson Biotechnology 
Center、Tufts University peptide synthesis core facility、New England Peptide)お
よびｍＰＥＧチオール(20 kDa; Laysan)と１：９５：２０のＮＷ：ペプチド：ＰＥＧの比
で反応させた。レポーターコード基質官能化ＮＷは、再び精製し、ＦＰＬＣによって１×
ＰＢＳ中に交換し、４℃で保存した。ＮＷ上の基質‐レポーター価数（典型的には２０～
３０）は、吸光度またはＥＬＩＳＡ（下記）によって定量した。
【０１８４】
インビトロプロテアーゼアッセイ
　ＮＷ（ペプチドに基づいて２００ｎＭ)を、メーカーの指示に従って、活性バッファー
において、３７℃、３８４ウェルプレートで、ヒトトロンビン（２μＭ）、ＦＶＩＩａ(
１０ｎＭ)、ＦＩＸａ（９０ｎＭ）、ＦＸａ（１６０ｎＭ）、ＦＸＩａ（３１ｎＭ）およ
び活性化タンパク質Ｃ(６０ｎＭ、Haematologic Technologies)と混合し、マイクロプレ
ートリーダ（SpectroMax Gemini EM)を用いてモニタした。血漿による研究のために、Ｎ
Ｗを、蛍光発生をモニタする前に、コントロールヒト血漿(Thermo Scientific) ５０μＬ
および８０ｍＭＣａＣｌ２ (Sigma)またはＰＢＳ５０μＬと混合した。トロンビン阻害実
験のために、ビバリルジン(Anaspec)を、終濃度５ｍｇ/ｍＬで添加し、ＮＷの添加前に２
分間、プレインキュベートした。ＥＬＩＳＡ分析のために、ＮＷ（ペプチドに基づいて１
００ｎＭ)を３７℃、１０min.トロンビンと共にインキュベートし、遠心サイズ濾過（cen
trifugal size filtration）によって、ＮＷから、切断されたレポーター（Ｒ１）を精製
した。
【０１８５】
　蛍光レポーター結合トロンビン感受性ＮＷ、または蛍光レポーターＭＭＰ感受性ＮＷ（
それぞれ、基質はＰＬＧＬＲＳＷ、配列番号３またはＰＬＧＶＲＧＫ、配列番号４）を、
(それぞれ)組換トロンビンまたはＭＭＰ９に導入した。タンパク質分解の際のホモクエン
チされたフルオロフォアの放出を、３７℃で、プレートリーダーによって蛍光増加として
読み取った。阻害剤のアルガトロバン（Argatroban）またはマリマスタット（Marimastat
）を、１００μＭで、プロテアーゼ‐ＮＷカクテルと共にインキュベートした。ＬＦＡに
よってレポーター放出を定量するために、レポーター官能化ＮＷを、同族プロテアーゼと
共にインキュベートし、３０ｋＤａ ＭＷカットオフフィルターを通過させ、ＬＦＡによ
り定量し、マン・ホイットニー(Mann-Whitney)検定によって分析した。
【０１８６】
　フルオレセイン官能化ＭＭＰ感受性ＮＷまたはフルオレセイン官能化トロンビン感受性
ＮＷ(ペプチドに基づいて２．５μＭ)を、メーカーの指示で３８４ウェルプレートにおい
て、１００μＬの最終容量で１％ＢＳＡ（ｗ／ｖ）（Sigma）において、組換トロンビン
（15nM;Haematologic Technologies)またはＭＭＰ９(15nM; R&D Systems)と混合し、 ホ
モクエンチされたレポーターの酵素による放出に起因する蛍光シグナルの増加を３７℃で
モニタした(SpectroMax Gemini EM microplate reader)。アルガトロバン(Sigma)または
マリマスタット(Tocris)を、終濃度１００μＭで、ＮＷ‐プロテアーゼカクテルと共にイ
ンキュベートした。ＬＦＡによってタンパク質分解によるレポーター放出をアッセイする
ために、レポーター官能化酵素感受性ＮＷを、３７℃で、４時間、上記ＭＭＰ９またはト
ロンビンと共にインキュベートし、３０ｋＤａ ＭＷカットオフ遠心フィルタを通過させ
た。濾過したレポーターは、ＬＦＡダイナミックレンジ内で希釈し、後述のとおりＬＦＡ
によりアッセイした。１００μＬ最終容量で、ＢＳＡ１％（ｗ／ｖ）において上記の組換
トロンビンまたはＭＭＰ９（両方とも１５ｎＭ）と混合したレポーター３（１μＭ）を用
いてレポーター安定性実験を実施し、３７℃で１時間インキュベートした。この後、レポ
ーターを上記３０ｋＤａ ＭＷカットオフ遠心フィルタに通過させ、Ｒ３ ＥＬＩＳＡによ
ってアッセイした。
【０１８７】
二官能化レポーターのＥＬＩＳＡによる検出
　９６ウェルプレート(Thermo Scientific)を、ＰＢＳで希釈した抗Flsc(GeneTex、GTX19
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224) ０．８μｇ/ｍＬまたは抗Alex Fluor 488 (Invitrogen, A11094)０．４μｇ/ｍＬの
いずれかを用いて４℃、オーバーナイトでインキュベートした。プレートは、試料１００
μＬを添加する前に、ＰＢＳの１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン(Sigma)を用いて、１
時間、ブロッキングした。次いで、プレートに捕捉されたレポーターを、０．２μｇ/ｍ
Ｌのニュートラアビジン‐ＨＲＰ(Pierce)１００μＬを添加することによって検出したが
、これはＴＭＢ溶液(Thermo Scientific)５０μＬを用いて５～１５分間発色し、ウェル
の吸光度をマイクロプレート分析(SpectraMax Plus, Molecular Devices)により４５０ｎ
ｍで決定する前に、ＨＣｌ５０μＬでクエンチした。特に断わりのない限り、プレートを
各ステップの間においてＰＢＳＴで３回洗浄し、インキュベーションはＲＴで行った。
【０１８８】
トロンボプラスチン誘導血栓症の特性評価
　トロンボプラスチン(ウサギ脳由来、Sigma)３～４ｍｇを含有する各バイアルをＰＢＳ
２ｍＬで溶解した。フィブリン沈着を定量するために、ウシフィブリノゲン（Sigma）を
３倍モル過剰量のＶＴ７５０と、１時間、ＲＴで反応させ、遠心サイズ濾過（サイズカッ
トオフ、Millipore）によって精製した。スイスウェブスターマウス（Swiss Webster mic
e；Taconic）を、イソフルランで軽く麻酔し、尾の静脈注射を介してＶＴ７５０‐フィブ
リノゲン（ＶＴ７５０に基づいて１ｎｍｏｌ）とトロンボプラスチンとの混合物を投与し
た（ｎ＝投与当たりマウス３匹）。３０分後、マウスをＣＯ２による窒息によって安楽死
させ、臓器を、ＬＩ－ＣＯＲオデッセイ赤外イメージングシステム（LI-COR Odyssey Inf
rared Imaging System）上でスキャンした。各臓器におけるフィブリン（フィブリノゲン
）による蛍光を、イメージＪソフトウェア（ImageJ software、NIH)を用いて定量した。
トロンビン阻害を試験するために、マウスに、トロンボプラスチンの混注の５分前に、ビ
バリルジン（１０ｍｇ／ｋｇ）を静脈投与した。組織学的検査のために、肺を４％パラホ
ルムアルデヒドで膨張させ、その他すべての臓器は４％パラホルムアルデヒドにＲＴで１
～２時間インキュベートした。すべての臓器は、パラフィン包埋、切片化、および染色(K
och Institute Histology Core)を行うまで、７０％エタノールに保存した。
【０１８９】
ＮＷの薬物動態
　ＮＷとペプチドの薬物動態を分析するために、マウスに、トロンボプラスチン（投与量
）と共に、ＶＴ７５０標識ＮＷ、またはＶＴ７５０標識ペプチドとコンジュゲートしたＮ
Ｗ(ペプチドに基づいて６００ｎＭ)のいずれか一方を与え、摘出した臓器をＩＶＩＳイメ
ージングシステム(Xenogen)上でイメージングした。免疫染色によって組織切片を分析す
るために、ＮＷ（ペプチドに基づいて６００ｎＭ）およびトロンボプラスチン（２μＬ/
ｇ b.w.)をマウスに投与し、３０分後に主要な臓器を採取した。肺は、ＯＣＴにおいて凍
結および切片化する前に、４％パラホルムアルデヒドで膨張させた。代表切片は、蛍光顕
微鏡法（Nikon Eclipse Ti)による分析の前に、ＮＷ(抗Flsc一次, Genetex GTX19224), 
フィブリン (Nordic GAM/Fbg/Bio)およびヘキスト(Invitrogen, H3569)について染色した
。
【０１９０】
尿中濃度に対する水分補給状態の影響
　遊離レポーターＲ２(ビオチン-eGvndneeGffsar(K-AF488)、配列番号１)を、タフツ大学
のコア・ファシリティ・ペプチド合成サービス（Tufts University Core Facility pepti
de synthesis service）により合成した。マウス(ｎ＝マウス５匹)を麻酔し、それら体重
の１０％に相当するＰＢＳボーラスを皮下注射した。２時間後に、マウスに尾の静脈注射
を介してＲ２（１２５ｎｍ）を投与した。マウスは、ＮＷ注射の後３０分間、円筒状スリ
ーブで囲まれた９６ウェルプレート上にマウスを配置し、マウスに排尿させた。尿試料は
、ＥＬＩＳＡ分析まで－８０℃で保存した。
【０１９１】
血栓症の尿によるモニタリング
　実験は、対のセットアップで行った。トロンビン感受性ＮＷ(ペプチドに基づいて６０
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０ｎＭ)およびＲ２（１２５ｎＭ）を健常マウス（ｎ＝マウス５～１０匹）に混注してバ
ックグランドレベルのプロテアーゼ活性（０日目）を決定し、９６ウェルプレート上に配
置して尿を採集した。５日後、ＮＷ注射３０分後にマウスから尿を採取する前に、マウス
にＮＷ、Ｒ２、およびトロンボプラスチンを再び投与した。トロンビン阻害実験のために
、ＮＷ／Ｒ２注射の５分前に、マウスにビバリルジン（１０ｍｇ/ｋｇ）を静脈内投与し
た。尿試料は、ＥＬＩＳＡ分析まで－８０℃で保存した。
【０１９２】
統計分析
　分散分析（ＡＮＯＶＡ）およびスチューデントt検定は、グラフパッド５．０（GraphPa
d 5.0、Prism)を用いて計算を行った。ピアソンのr係数は、エクセル（Excel）（Microso
ft Office)を用いて計算した。
【０１９３】
インビボイメージング
　すべての動物による研究は、ＭＩＴの動物愛護委員会によって承認を得た(プロトコル0
411-036-14)。トロンビン感受性ＮＷまたはＭＭＰ感受性ＮＷは、赤外蛍光レポーターＶ
Ｔ‐７５０を用いて官能化した。タンパク質分解により放出された蛍光レポーターの膀胱
および／または肺における局在は、コントロールおよび罹患マウスにおいてイメージング
した。雌のスイスウェブスターマウスにおいて合成バイオマーカーと共にコラーゲンおよ
びエピネフリンを混注することによって血栓症を誘導し、雌ＮＣｒヌードマウスにおいて
ヒト細胞株ＬＳ １４７Ｔを皮下注射することによって側腹部の直腸結腸腫瘍（colorecta
l flank tumors）を誘導した。
【０１９４】
　インビボイメージングのための合成バイオマーカーは、ＭＭＰ感受性ＮＷまたはトロン
ビン感受性ＮＷ上の遊離アミン基（基質Ｎ末端およびＮＷ上の両方）をVivoTag 750-NHS 
(Perkin Elmer)と反応させることによって調製し、ＦＰＬＣによって精製した。
【０１９５】
　ヒトＬＳ１７４Ｔ直腸結腸癌細胞は、１０％ＦＢＳ(Gibco)と１％ペニシリン‐ストレ
プトマイシン(CellGro)を添加したダルベッコ改変イーグル培地（ＡＴＣＣ)で培養した。
雌ＮＣｒヌードマウス（４～６週齢；Taconic)に、５×１０６個のＬＳ１７４Ｔ細胞／側
腹部を接種し、およそ０．５ｃｍ３の全量(容量＝長さ×幅×深さ／２)まで生育させた。
腫瘍保有マウスおよび年齢をマッチさせたコントロールマウスに、VivoTag標識およびＦ
ＡＭ標識のＭＭＰ感受性ＮＷ（基質に基づいて１．６７μＭ）２００μＬを静脈内注入し
、注入の５～６０ｍ後、インビボイメージングシステム(IVIS, Xenogen)によって可視化
させた。組織学検査のために、マウスは、注入の１ｈ後に屠殺した。腫瘍を除去し、４％
パラホルムアルデヒドで固定し、ＯＣＴ(Tissue-Tek)で凍結し、切片化し、蛍光顕微鏡法
(Nikon Eclipse Ti)によるイメージングの前に、ラット抗ＣＤ３１(Santa Cruz), ＤＡＰ
Ｉ(Invitrogen)およびヤギ抗ＦＡＭ(GeneTex)を用いて染色した。
【０１９６】
　血栓症のモデルを作成するために、雌スイスウェブスター(４～６週齢;Taconic)マウス
にVivoTag標識およびＦＡＭ標識のトロンビン感受性ＭＷ（ペプチドに基づいて０．８４
μＭ）２００μＬ、エピネフリン１０μｇ／ｋｇ、ならびにコラーゲン（Chronolog）２
８０μｇ／ｋｇを混注した。誘導の１５分後、マウスを屠殺し、肺をＰＢＳで膨張させて
摘出した。肺の赤外蛍光イメージングは、ＬＩ－ＣＯＲオデッセイ赤外イメージャーを用
いて行った。ペプチド基質は、トロンビンに関してはＰＬＧＬＲＳＷ(配列番号３)であり
、ＭＭＰに関してはＰＬＧＶＲＧＫ（配列番号４）であった［３０］。
【０１９７】
ＥＬＩＳＡアッセイによる特性評価
　９６ウェルプレートに、捕捉抗体を吸着させ、１×ＰＢＳの１％ＢＳＡでブロッキング
した。レポーター標準を適用し、ニュートラアビジン－ホースラディッシュペルオキシダ
ーゼの添加によって検出した。１～５ｍ間の発色基質ＴＭＢの酸化により、レポーター濃
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度の定量が可能となった。すべてのインキュベーションは１ｈとし、各工程の間にプレー
トを０．５％（ｗ／ｖ）ツイーン２０（Tween 20）含有の１×ＰＢＳで洗浄した。尿の干
渉は、コントロールマウスの尿にＲ１を１：１００で添加することによってアッセイした
。アッセイの特異性は、すべてのレポーターに対する各抗体の捕捉特異性を定量し、同族
レポーターラダー(ladder)に対してシグナルを正規化することによって測定した。
【０１９８】
　マウス抗フルオレセイン抗体(GeneTex)、ウサギ抗ＤＮＰ抗体、およびウサギ抗Ａ４８
８抗体(Invitrogen)、ならびにマウス抗ローダミン抗体(Rockland)を、１×ＰＢＳで１ｈ
間、０．４～０．８μｇ／ｍＬの濃度で９６ウェルバクチプレート(96-well Bacti plate
)（Thermo）に吸着させた。次いで、プレートを１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ（Sigma）含有の１
×ＰＢＳで１ｈ間ブロッキングした。レポーター標準を、ブロッキングしたプレートに２
倍の連続希釈で、１００μＬの容量で１ｈ間適用し、アッセイの直線性の特性を評価した
。レポーターを検出するために、０．４μｇ／ｍＬのニュートラアビジン－ＨＲＰ（Pier
ce）１００μＬを１ｈ間適用した。結合したＨＲＰを、１～５ｍ間、ウルトラ‐ＴＭＢ(U
ltra-TMB、Pierce)５０μＬに暴露し、その後、１ＮのＨＣｌを５０μＬ用いてクエンチ
ングした。各工程の間、プレートは、０．５％（ｖ／ｖ）ツイーン２０（Tween 20、Sigm
a）含有の１×ＰＢＳを用いて３回洗浄した。４５０ｎｍにおける吸光度を測定し、既知
のレポーター濃度に対してプロットし、これを用いてアッセイの直線吸光度領域上の直線
フィットを生成した。検出のアッセイ限界（ＬＯＤ）は、平均バックグラウンドシグナル
を超える３つの標準偏差として計算した。
【０１９９】
　尿に起因する干渉を試験するために、無処置マウス由来の尿を、１：１００の希釈でＲ
１標準に添加した。アッセイの特異性を定量するために、各レポーターの直線領域のピー
クにおけるレポーター濃度を４つの捕捉抗体のそれぞれに適用し、ＥＬＩＳＡを通常どお
り遂行した。４つの捕捉抗体タイプのそれぞれに関するシグナルを、標準ラダーとの比較
によって定量化し、それらの同族抗体によって捕捉したレポーター由来の最大シグナルに
対して正規化した。
【０２００】
ペーパーラテラルフローアッセイの特性評価
　捕捉抗体(ＥＬＩＳＡに関するものと同じ)またはコントロール(α‐ストレプトアビジ
ン)抗体を、セルロースエステル膜上に、０．５ｍｍのピッチ、５０ｎＬの液滴で２ｍｍ
間隔のラインに印刷した。膜は、ガラス繊維コンジュゲートおよび吸収パッドと共に、プ
ラスチックの裏張りに積層した。得られた構造体は、４ｍｍのストリップに切断し、４℃
で保存した。尿に１：１で希釈したレポーターをコンジュゲートパッドに適用し、洗浄バ
ッファー（１％（ｗ/ｖ）ツイーン８０（Tween 80）含有の１×ＰＢＳ）で洗い流した。
レポーターは、４０ｎｍのストレプトアビジン‐金ナノ粒子を用いて検出した。乾燥した
ストリップをスキャンし、バンド強度を積分し、定量するカスタムスクリプトによって処
理した。
【０２０１】
　抗体（上記と同じ）をハイフロー・プラス・セルロースエステル膜(HiFlow Plus cellu
lose ester membrane、２４０ｓ/４ｃｍ流率、Millipore)上に、０．５ｍｍピッチ、５０
ｎＬの液滴を用いて２ｍｍの間隔を取ったラインに印刷した(Digilab MicroSys)。コント
ロールのラインは、０．５ｍｇ／ｍＬの抗ストレプトアビジン抗体（Abcam）であるのに
対して、レポーター捕捉抗体は、ＥＬＩＳＡのものと同じであり、１ｍｇ/ｍｌ（αＲ１
、αＲ３、αＲ４)または ２ｍｇ/ｍＬ（αＲ２)で適用した。セルロース膜（Millipore
）をプラスチックの裏張りに積層した。１０ｍｍのガラス繊維コンジュゲートパッド（Mi
llipore）をセルロース膜の試料側に積層し、２０ｍｍのセルロース繊維パッドをコンジ
ュゲートパッドの試料側とセルロース膜の流出端の両方に積層した。得られた構造体を４
ｍｍストリップに切断し、これを４℃で保存した。
【０２０２】
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　１：１でコントロール尿を添加した１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ含有１×ＰＢＳにおける２倍
希釈のマーカー標準を、コンジュゲートパッドに適用し、洗浄バッファー（１％（ｗ／ｖ
）ツイーン８０含有１×ＰＢＳ）２００μＬで試料パッド上を洗浄した。マーカーを検出
するために、ストレプトアビジンコンジュゲート金ナノ粒子（４０ｎｍ；ＢＢＩ Ｉｎｔ
ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）５μＬをコンジュゲートパッドに適用し、追加の洗浄バッファー
２００μＬで洗浄した。試験ストリップを乾燥させ、肉眼で見えるようにするか、または
スケーリングテンプレートに適用するか、またはスキャンするか（６００ｄｐｉ；Epson 
V330 Photo)、または携帯電話（Ｓａｍｓｕｎｇ Ｇａｌａｘｙ Ｎｅｘｕｓ）で画像化し
た。得られた画像は、ＭＡＴＬＡＢ（MathWorks)にロードし、各抗体ラインにわたるバッ
クグラウンドに対してシグナルを積分するカスタムスクリプトによって処理した。各抗体
によってレポーター捕捉を比較し、単一のレポーターを適用し、かつ各抗体ラインにわた
りバックグラウンドノイズに対してシグナルを定量することによって、マーカーの直交性
の特性を評価した。すべてのストリップは、少なくともトリプリケートで実行した。
【０２０３】
採集および尿ペプチドの分析
　合成バイオマーカーカクテル（遊離Ｒ４プラス血栓症を検出するためのＲ３官能化トロ
ンビン感受性ＮＷまたはＣＲＣを検出するためのＲ２官能化ＭＭＰ感受性ＮＷのいずれか
一方）を静脈内注入したマウスから、注射の後３０または６０ｍ間（それぞれ血栓形成ま
たはＣＲＣを検出するために）尿を採集した。尿の採集回数は、それら疾患モデルを用い
た過去の研究［３０、３１］から最適化したが、疾患の部位および酵素による基質切断の
率に依存するものである。未処理尿におけるレポーター濃度は、ＥＬＩＳＡについては１
：１０２～１０４で、ＬＦＡについては１：４～５で希釈した尿により上記プロトコルに
よってアッセイした。データは、受信者操作特性（ROC)曲線（両方）およびウィルコクソ
ンの符号順位検定（CRC)またはマン・ホイットニー検定（Mann-Whitney test）（血栓症
）を用いて分析した。
【０２０４】
　注射のコントロールとしてＲ４（A488-PEG-ビオチン、血栓症モデル：０．１２５μＭ
、ＣＲＣモデル：１μＭ）、ならびにＲ２官能化ＭＭＰ感受性ＭＷ(ペプチドに基づいて
１．６７μＭ；腫瘍容量約０．５ｃｍ３)またはＲ３官能化トロンビン感受性ＮＷ（ペプ
チドに基づいて０．８４μＭ；血栓症モデル）いずれか一方を含有するＰＢＳ２００μＬ
を、マウスに静脈内注入した。注入の直後、円筒状チューブによって囲まれた９６ウェル
プレート上にマウスを配置し、３０ｍ（血栓症モデル）または１ｈ（腫瘍モデル）の間、
尿を採集した。尿の採集回数は、それら疾患モデルを用いた過去の研究［３０、３１］か
ら最適化したが、疾患の部位および酵素による基質切断の率に依存するものである。尿は
、採集の直後に－８０℃で保存した。
【０２０５】
　未処理の尿は、１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ含有１×ＰＢＳで希釈し（１：１００～１：１０
，０００）、上述の標準を用いてＥＬＩＳＡ（少なくとも２つのレプリケート）によって
定量した。尿を、１：４（血栓症モデル）または１：５（ＣＲＣモデル）の希釈で、５μ
Ｌの容量でラテラルフロー試験ストリップに適用した。ラテラルフロー試験は、上述のと
おりトリプリケートで実行し、試験ストリップを乾燥させ、上述の自動化スクリプトによ
って定量した。ＥＬＩＳＡおよびＬＦＡのデータをウィルコクソンの符号順位検定（ＣＲ
Ｃ）およびマン・ホイットニー検定（Mann-Whitney test）（血栓症）を用いて分析した
。
【０２０６】
注射可能併用診断薬
　例示の合成バイオマーカーは、多様な商用目的の広く用いられている材料から設計した
。それら材料の多くは、薬物および医療製品において広く用いられており、容易かつ安価
に入手可能である（酸化鉄、デキストラン、ポリ (エチレングリコール)、フルオレセイ
ン、ビオチン、および固相合成に適合する２５-merのペプチド）。合成バイオマーカーの
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プラットホームの設計において、固相合成に適合する標準化されたカップリングストラテ
ジー（ペプチド上のチオール含有システイン残基を酸化鉄ナノウォーム上のアミノ化デキ
ストランに結合させるためのヘテロ二官能化クロスリンカーであるヨード酢酸N-スクシン
イミジル（ＳＩＡ）を用いた）。商業的に成功したペプチド薬物に起因したグローバル化
および合成容量の増加の結果、ペプチド合成のコストが急落した。ヒトの投与量は、マウ
スによる研究から、約０．１６ｍｇ／ｋｇと推定され得る。
【０２０７】
　本願明細書に記載される例示の合成バイオマーカーは、レポーター価数（酸化鉄コアに
基づいて０．４ｐｍｏｌ／ｋｇ）によって定量されるとおり、マウスにおいて約１２ｎｍ
ｏｌ／ｋｇ（２５ｇのマウスで２００μＬ中約１．５μＭ）で投与される。各合成バイオ
マーカーは、各１１５ｋＤａナノウォーム上でペプチド価数３０（それぞれ３ｋＤａ）、
および被覆ポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）価数１０（それぞれ２０ｋＤａ）を有
するように近似される。平均６２ｋｇの個人(Walpole et al. BMC Public Health 2012)
において、これは１０．０ｍｇの全投与量であり、そのうち２．９ｍｇがナノウォームで
り、５．０ｍｇがＰＥＧであり、２．２ｍｇがペプチドである。
【０２０８】
　例２　バイオマーカーナノ粒子は、血漿の複雑な環境内でトロンビンのタンパク質分解
活性を特異的に感知する。
　血管内における閉塞性凝血塊の形成を組織化するプロテアーゼ活性のカスケードの活性
化である急性血栓症に関して血管内部位を検査するために設計された合成バイオマーカー
を設計した（図１Ａ）。血栓は、急性冠症候群、卒中および静脈血栓塞栓症を含む多数の
血管疾患の重大な病態生理学的特徴である［７］。凝固カスケードにおいて最も重要なセ
リンプロテアーゼはトロンビンであり、トロンビンは、フィブリノゲンの、血塊の構造骨
格として機能するフィブリンへの変換を触媒するだけでなく、正および負のフィードバッ
ク回路を通じた止血も調節する［８］。今まで、多数の研究により、血栓形成ならびにア
テローム性動脈硬化症等のその他トロンビン依存性疾患の場合においてトロンビン活性を
検出する近赤外蛍光プローブの使用が説明されてきた［９］。つい最近、これらのプロー
ブは、イメージング剤の保持および検出シグナルの維持が向上するように、切断された後
に活性化される細胞透過メカニズムを備えるように改変されている［９ｃ、１０］。クリ
ニックにおいて、血液バイオマーカーＤダイマー、即ちフィブリン分解の副産物がしばし
ば、血栓症の指標として用いられるが、この試験は、採血によって導入されるアーチファ
クトに高度に感受性があり、特異性が低く、トロンビン活性よりもプラスミン（即ち、線
維素溶解）をより正確に反映するものである［１１］。
【０２０９】
　血栓に関してホストの血管系を検査するナノ粒子を開発した。トロンビン活性に応答し
て、本発明のそれらナノ粒子は、全身の血塊の凝固量の統合測定手段として尿中にレポー
ターを放出する。本願明細書において、標準化された９６ウェルプレートにおいて酵素結
合免疫吸着検査法（ＥＬＩＳＡ）による抗体ベースの検出を可能にする構造上区別される
リガンドでこれらレポーターをコードする方法が記載され、その方法によれば、このプラ
ットホームを臨床検査室における用途に容易に適合可能にする。
【０２１０】
　血栓症のための合成バイオマーカーの構築は、トロンビンによって切断可能であり、Ｅ
ＬＩＳＡによって検出可能な基質-リポータタンデムペプチドを用いて酸化鉄ナノウォー
ム（ＮＷ）の表面を改変することを伴う（図１Ａ）［６、１２]。本発明のバイオマーカ
ーナノ粒子の合成および用途の一般図を図１３に示す。好適な基質を最初に開発するため
に、トロンビン切断可能配列ｆＰＲ－ｘ－Ｓ (ｘ＝切断部位，ｋｃａｔ/Ｋｍ約９．３３
×１０６)［１３］を、グリシンスペーサーとＣ末端システインとを含むように拡張し、
スルフヒドリル化学を介してＮＷへの結合を可能にした［１２］。基質特異性を試験する
ための、ホモクエンチされた基質（ＮＷ当たり約４０ペプチド）を産生するのに十分な価
数でフルオロフォア標識誘導体をＮＷ上でコンジュゲートし、次いで精製したトロンビン



(51) JP 2016-520327 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

または血液凝固プロテアーゼ(FXa、APC、FIXa、FVIIa、FXIa)のパネルと共に、それぞれ
が血栓形成の間に最大生理的濃度となるように、ＮＷをインキュベートした（図１Ｂ）。
トロンビン活性によって放出された遊離発光ペプチド断片は、１０分以内に２５倍を超え
て試料の蛍光を増加させた（赤、図１Ｃ）。対照的に、非同族プロテアーゼのパネルから
は、ならびに臨床上承認された直接トロンビン阻害剤であるビバリルジン(Bival)の存在
下におけるトロンビンによって、ごくわずかなタンパク質分解を観察した。
【０２１１】
　血液からトロンビン活性を感知する能力をさらに調査するために、ＮＷをクエン酸ナト
リウム（補因子カルシウムをキレートする抗凝固剤)で不活性化したヒト血漿試料に添加
し、凝固を誘発するための過剰量の塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）またはコントロールと
してのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を添加した後に血漿の蛍光をモニタした。血漿の
蛍光は凝固カスケードの活性化に際して著しく増加したが、コントロール試料またはビバ
リルジンの存在下では増加しなかった(図１Ｄ)。まとめると、これらの結果により、血漿
の複雑な環境内でトロンビンのタンパク質分解活性を特異的に感知するＮＷの能力が確立
した。
【０２１２】
例３　本発明の構造物は、プロテアーゼ活性をモニタすることができる。
　我々は、多くの臨床検査の主要な検出プラットホームであるＥＬＩＳＡによる９６ウェ
ルフォーマットでプロテアーゼ活性の定量を可能にするリガンドコードレポーターのシス
テムを構築した。従来のＥＬＩＳＡは、検体上の区別できるエピトープに結合する２つの
アフィニティ剤から構成されるサンドイッチ複合体を介して標的分析物を検出する（図２
Ａ）。合成レポーターを組立てるために、プロテアーゼ耐性ペプチドであるグルタメート
‐フィブリノペプチドＢ（Glutamate-Fibrinopeptide B、Glu-fib、配列＝eGvndneeGffsa
r (配列番号１)、小文字＝Ｄ体）（我々は、これを腎クリアランス効率が高いので選択し
た［１４］）を、構造的に区別できるリガンド（即ち、FlscまたはAF488)とビオチンを用
いて末端で修飾した（それぞれ、標識されたＲ１およびＲ２；図２Ａ)。次いで、これら
レポーターを尿に添加し、ニュートラアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）の添加ならびに3,3′,5,5′-テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）に対するその触
媒作用による発色によりＲ１またはＲ２の存在を検出する前に、捕捉抗体(α-Flscまたは
α-AF488)で予め被覆した９６ウェルプレートに適用した。抗体の特異性から予測される
とおり、顕著な色の変化が、マッチした抗体‐リガンド対を含有するウェルのみで現れ（
＋／－または－／＋ウェル、図２Ｂ)、非同族レポーターの存在によって影響は受けなか
った（＋／＋ウェル)。両方の捕捉抗体（約３μＭ、図２Ｃ、図５)の検出限界において同
一の傾向が観察され、合成レポーターをタンパク質ベースのＥＬＩＳＡに匹敵する高い特
異性および感度で検出したことを示した［１５］。最適化したトロンビンおよびレポータ
ーシステムを所定位置に有した状態で、最終的なタンデムペプチドコンストラクト(配列
＝ビオチン‐eGvndneeGffsar(K-Flsc)GGfPRSGGGC、配列番号２、図６)で修飾したＮＷを
、次いで、トロンビンレベルを増加させてトロンビンと共にインキュベートしたところ、
溶液中に放出された切断産物の量（サイズ濾過によって単離）は、相応して投与量に依存
しており、ＥＬＩＳＡによってトロンビン活性をモニタする能力が確立したことがわかっ
た（図２Ｄ）。まとめると、これらの結果は、標準化された９６ウェルアッセイによって
プロテアーゼ活性をモニタするための直交レポーターのパネルを組立てるためにリガンド
‐抗体相互作用の特異性が用いられ得ることを示す。
【０２１３】
　例４　バイオマーカーナノ粒子はインビボで血栓形成を検出する。
　次に、我々は、生きたマウスにおいてトロンボプラスチンの静脈内(i.v.)投与を介して
誘導した血栓形成を検出する合成バイオマーカーの能力を調査した。このモデルは、血液
学の文献において、血栓形成に対するホストの感受性に役割の異なる血管受容体が関与し
することを探査し、また新たな抗血栓剤の有効性を探査するために探査されている。［１

６］トロンボプラスチンは、組織因子と第VII因子との複合体形成を介した外因経路を通
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じて凝固カスケードを誘発し、凝血塊が、肺に大規模に塞栓を形成し、肺塞栓（ＰＥ）の
生命を脅かす臨床状態を繰り返す。ＰＥ形成を定量するために、フィブリノゲンのトロン
ビン媒介タンパク質分解によるフィブリン凝固の形成が、臓器全体の蛍光分析によって定
量可能になるよう、マウスにトロンボプラスチンおよび凝固前駆体フィブリノゲン（近赤
外フルオロフォアＶＴ７５０で標識）を混注した（図３Ａ）。投与（投与量＝g b.w.当た
り２μｌ）の３０分以内に、６倍を超える増加が肺の中に沈着したフィブリン（フィブリ
ノゲン）のレベルで観察され、腎臓および肺において顕著な減少が観察され（スチューデ
ントt-検定によりＰ＜０．００５、ｎ＝マウス３匹；図３Ｂ）、i.v.投与で形成される血
栓を心臓から肺に直接輸送する静脈血流パターンと一致した。組織切片の組織化学分析は
、凝血塊が、肺切片には存在し（矢印、図３Ｃ）、他の主要な臓器（脳、心臓、腎臓、肝
臓および脾臓；図７）およびコントロール動物には欠如していることを明らかにすること
により、それらの発見を裏付けた。上昇させたが亜致死とした投与量（ＬＤ５０はｇ ｂ.
w.当たり約３μｌを観察）のトロンボプラスチンを与えられた動物は、投与量に比例して
肺にフィブリン（フィブリノゲン）を蓄積し、ビバリルジンで前処置した動物では、ＰＥ
は容易に防止され（テューキーのポスト検定を用いた一元配置分散分析によりＰ＜０．０
０５、ｎ＝マウス３～５匹；図３Ｄ、図８）、凝固形成はトロンビンの活性に大きく動か
されることを確かめた。要すれば、これらの結果により、静脈血栓形成の臨床病理を模倣
するモデル［１６ｂ、１７］において全血塊量を正確に制御する能力を確立した。動脈血
栓形成において、抗血小板治療による処置によって証明されているとおり、活性化された
血小板が、フィブリノゲンの動員においてトロンビンよりも、より大きい役割を有してい
る可能性がある［１８］。血小板主導型血栓形成に対する本プラットホームの適用可能性
は、コラーゲン／エピネフリンまたはＡＤＰなどの血小板凝固剤の全身注射に基づいたモ
デル［１６ｂ、１９］を利用することによって試験することができる。
【０２１４】
　例５　バイオマーカーナノ粒子は、トロンビン活性に関し血管系を全身にわたり調査し
、血栓形成部位でレポーターを放出することが可能であり、レポーターは次いで効率的に
ホストの尿中に除去される。
　次に、我々は、血栓形成の背景において合成バイオマーカーの薬物動態の特性を評価し
た。ＶＴ７５０で標識したＮＷの混合物およびトロンボプラスチンをマウスに直接注射し
たところ、トロンボプラスチン群とコントロール群との間で肺を含む摘出臓器のすべてに
おいて顕著な差異は観察されず、血栓形成はＮＷ構造の生体内分布を変化させないことを
示した（スチューデントt-検定によりＰ＞０．０５、ｎ＝マウス３匹；図４Ａ、図９）。
ペプチド切断および切断された断片の輸送をモニタするために、我々は、蛍光をクエンチ
させた基質（ＶＴ７５０で標識）にコンジュゲートしたＮＷを併用投与したところ、肺お
よび腎臓において、健常動物に対して、それぞれ約１．８倍および約２．５倍、蛍光の顕
著な増加を観察した（スチューデントt-検定によりＰ＞０．０１、ｎ＝マウス３匹；図４
Ｂ、図１０）。トロンボプラスチンが、ＮＷの生体内分布を変化させずに肺に局在する凝
血塊（即ち、凝固は腎臓では見られなかった）を誘導したことを示す我々の先の観察と併
せて、この発見は、肺におけるペプチド切断の証拠（それらの蛍光増加による）、および
自由に発光する断片の腎臓における蓄積を提供した。肺切片の免疫染色は、さらに、コン
トロール切片では存在しないフィブリンとのＮＷの同時局在、つまり凝固部位を示し（図
１１）、循環するＮＷが、局所血栓にアクセスできると言う仮説を支持した。ペプチド断
片のクリアランス効率を視覚化するために、インビボ蛍光イメージングによってマウスを
モニタしたところ、コントロールに対して血栓形成マウスの膀胱に局在する蛍光シグナル
に顕著な増加を観察した（図４Ｃ）。まとめると、データは、本発明のバイオマーカーナ
ノ粒子が、トロンビン活性に関して血管系を全身的に検査し、血栓形成部位にレポーター
を放出することが可能であり、次いで、レポーターは、ホストの尿に効率的に除去される
ことを示す。
【０２１５】
　例６　バイオマーカーナノ粒子は、生きたマウスでトロンビン活性をモニタし、ＥＬＩ
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ＳＡによって尿に由来する亜致死ＰＥの凝固量を定量的に測定できる。
　尿における分析物の濃度は、主に、ホストの水分補給状態(ヒトにおいて５０～１２０
０ｍＯｓｍ／ｋｇのＨ２Ｏの範囲)［２０］に依存し、多くの外部因子（例えば、サーカ
ディアンリズム、食物、活動およびその他）によって影響を受ける。尿の濃度を決定する
アプローチは、クレアチニン［２１］、安静時にまたはイヌリンのi.v.投与時に着実に尿
中に濾過される筋代謝の副産物［２２］、腎臓によって能動的に吸収または分泌されず、
尿における存在が尿産生の速度に直接関連する多糖のレベルを測定することを含む。遊離
レポーター（Ｒ１、Ｒ２）は、同様に生物学的に不活性であるＧｌｕ‐ｆｉｂ［１４］か
ら構築されるので、ｉ.ｖ.投与後の尿中へのそれらの濾過は、尿の濃度を示すであろうと
いう仮説が立てられる。これを試験するために、マウスにおいて過剰水分補給の状態を作
り出すために体重の１０％に相当する食塩水の皮下ボーラスを受けたマウスにおいて尿中
のＲ２レベルを測定したところ、適宜に飲むことが許容されてはいた非水分補給マウスと
比較して、それは約５０％だけ希釈されることが分かった（スチューデントt-検定により
Ｐ＜０．００５、図１２Ａ）。実験期間（約２．５ｈｒｓ）の間に採集した尿の容量もま
た、２．５倍増加し（スチューデントt-検定によりＰ＜０．００５、図１２Ｂ）、これと
併せて、遊離レポーターを用いると水分補給状態および動物の尿濃度をモニタできること
を示した。我々は、トロンビン活性に対する合成バイオマーカーの応答の尿分析によって
トロンボプラスチン誘導ＰＥをモニタすることを試みた。入院患者の状況でしばしばある
連続モニタリングをシミュレーションするために、我々は、最初に、トロンビン感受性Ｎ
Ｗと尿の正規化のための遊離レポーター（Ｒ２）をそれぞれ受けた健常コホートの動物に
おいて定常活性を決定した（図４Ｄ）。ＮＷが完全に除去させる５日後（半減期約６時間
）［６］、トロンボプラスチン、ＮＷおよびＲ２の混合物を同じマウスに投与し、ＥＬＩ
ＳＡによってレポーターレベルを定量した。それらの健常状態（第０日目）と比較すると
、ＰＥの誘導（第５日目）の結果、尿中の切断断片のレベルに最高３倍の顕著な上昇が生
じた（ボンフェローニのポスト検定を用いた二元配置分散分析によりＰ＜０．００５、ｎ
＝マウス５匹；図４Ｄ）。血栓形成のための投与(投与量＝g b.w.当たり２μｌ)の前にビ
バリルジンで処置したマウスでは、レポーターレベルは無効化され、トロンビン活性を阻
害し、ＰＥの形成を予防するビバリルジンの能力を示す先の発見と一致した。トロンボプ
ラスチンを投与したマウスの尿におけるバイオマーカーのマーカーレベルを第０日目から
採集したそれらの健常尿試料に対して正規化し（図１３）、トロンボプラスチンの同一投
与量で沈着したフィブリン（フィブリノゲン）の量（図３Ｄ）と直接比較すると、0.99の
相関係数により疾患負荷に対して特筆すべき相関が見られた(ピアソン（Pearson）のr、
図４Ｅ)。まとめると、それら発見により、合成バイオマーカーは、生きたマウスにおい
てトロンビン活性をモニタし、ＥＬＩＳＡによって尿から亜致死のＰＥの凝固量を定量的
に測定できることを示した。
【０２１６】
　例７　ＥＬＩＳＡを用いたインビボ特異的切断の実証
　プロテアーゼ感受性ナノ粒子を開発するために、我々は、トロンビンおよびＭＭＰ９に
特異的であると過去に報告した２つのペプチド基質（それぞれＢ６およびＢ７）を選択し
、蛍光ナノ粒子アッセイで組換プロテアーゼ（即ち、トロンビンおよびＭＭＰ９）による
切断に関する各能力を証明した（図１４ａ,ｂ）。凝固に関与する循環プロテアーゼであ
るトロンビンは、血栓形成の間に強く活性化されるのに対しマトリクス分解酵素であるＭ
ＭＰ９は、多くの固形癌において高頻度で調節異常となる。血栓形成または結腸直腸癌の
マウスモデルにおいて、トロンビンまたはＭＭＰ９に特異的なナノ粒子の静脈内注入の後
にホストの尿において蛍光標識切断断片の顕著な蓄積が観察された（図１４ｃ）。
【０２１７】
　リガンドベースレポーターを構築するために、我々は、タンパク質分解ペプチド構造の
グルタメート‐フィブリノペプチドＢ（Glutamate-Fibrinopeptide B）(GluFib、EGVNDNE
EGFFSAR、配列番号１)を、一方の末端はフルオレセイン（ＦＡＭ）で、他方の末端はビオ
チンで最初に改変して、レポーター１（Ｒ１）を作製した。ＦＡＭ等のハプテンは、抗体
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によって容易に捕捉され得るので、我々は、最初、ＥＬＩＳＡによってレポーターを検出
する能力を試験した（図１５ａ）。従来のサンドイッチアッセイと同様に、９６ウェルプ
レートをα‐ＦＡＭ抗体で被覆し、α‐ＦＡＭによる捕捉のためのＲ１上に積層し、ビオ
チンに結合するストレプトアビジン‐ＨＲＰの添加によりサンドイッチ複合体を完成させ
た。発色基質であるＴＭＢを用いたプレートの発色の後、ｐＭ未満の濃度のＲ１の存在が
検出され（図１５ａ）、リガンドで改変したレポーターのアフィニティアッセイを構築で
きる能力が確立された。直交レポーターのファミリーを組立てるために、独特なハプテン
（即ち、ＦＡＭ、ＴＡＭＲＡ、ＤＮＰまたはＡｌｅｘａ４８８）およびビオチン（それぞ
れＲ１－Ｒ４を標識した。図１５ｂ）で向かい合う末端を改変したＧｌｕＦｉｂの誘導体
を作製することによって４つの異なる剤を合成した。交差反応性を試験するために、Ｒ１
、Ｒ２、Ｒ３またはＲ４を添加した溶液を、α‐ＦＡＭ抗体、α‐ＤＮＰ抗体、α－ＴＡ
ＭＲＡ抗体またはα－Ａｌｅｘａ４８８抗体で特定の領域を被覆した９６ウェルプレート
に適用した。それらの特異性に一致して、最も高いシグナル強度が、マッチする抗体‐ハ
プテンの対を含有するウェルのみに現れたのに対し、マッチしない組合せのシグナル強度
は対照的にごく僅かであった（図１５ｂ、ｃ）。まとめると、これらの研究によれば、直
交レポーターのファミリーを組立てるためにハプテン‐抗体の相互作用の特異性を利用で
きることが示された。
【０２１８】
　例８　ペーパーベースアッセイを用いたインビボ特異的切断の実証
　ペーパーベースのラテラルフローアッセイ（ＬＦＡ）を本発明の方法によるレポーター
を検出するのに開発した。ＬＦＡの生化学は、ＥＬＩＳＡアッセイにおいて用いられるも
のと同様であることから、レポーター構造の変更は何ら必要とされなかった。ＬＦＡのた
めに、抗体は、プラスチックプレートの代わりにニトロセルロース膜に結合させ、ストレ
プトアビジンは、レポーターの光学的検出を容易にする金ナノ粒子に結合させた（図１５
ｄ）。最初に、レポーターを含有する試料をストリップの残部に試料を送達させるための
レザーバとして機能するセルロースパッドに適用した。試料は、ストレプトアビジンで被
覆された金ナノ粒子（直径１０～１００ｎｍ）を含有する「コンジュゲートパッド」を通
過する。レポーター上のビオチン部分はナノ粒子上のストレプトアビジンに結合した。ナ
ノ粒子‐レポーターコンジュゲートを含有する試料は、次いで、ストライプ状にα‐ＦＡ
Ｍ抗体を沈着させたニトロセルロース膜を下流に向けて移動した。試料がストライプの上
を通過すると、レポーター上のＦＡＭ部分はα‐ＦＡＭ抗体に結合し、ナノ粒子‐レポー
ターコンジュゲートはストライプの上に蓄積した。レポーターが十分な濃度で存在する場
合、肉眼でニトロセルロース膜上に赤いラインとして金ナノ粒子は視認可能となる。この
アッセイを用いて、Ｒ１を、ＬＦＡを用いて添加した試料において約１００ｎＭ濃度まで
検出した（図１５ｅ）。加えて、我々は、レポーターライブラリーにおいて各種ハプテン
に対する抗体を含有する複数の多数のストライプを用いることによって同じ試験ストリッ
プ（図１５ｆ）上で多数の直交レポーターを測定することに成功した。ＥＬＩＳＡフォー
マットに対して特異性の損失は何ら観察されず、ＬＦＡフォーマットは、「労力がない」
という利点を有する診断ツールとして同じように有効であることが示された。
【０２１９】
　アフィニティアッセイによって生きた動物においてプロテアーゼ活性を検出する能力を
実証するために、基質Ｂ６およびＢ７を、ナノ粒子に対してハプテンコードレポーターと
共にコンジュゲートさせた。ナノ粒子の投与の後、尿をＥＬＩＳＡまたはＬＦＡによって
分析したところ、健常動物に対して疾患の尿試料に存在する切断されたレポーターの量に
おいて著しい増加が検出され、尿から非侵襲的に疾患を区別する能力が示された（図１６
ａ、ｂ）。まとめると、これらの研究は、特許請求される発明の有用性を実証し、確立し
た安価なアフィニティアッセイによって容易に検出できるリガンドコード「合成バイオマ
ーカー」として用いることができる本発明の組成物の能力を強調するものである。
【０２２０】
　例９　泌尿器系疾患のモニタリングのためのプロテアーゼ感受性ナノ粒子
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　血栓形成および癌のための合成バイオマーカーを開発するために、プロテアーゼである
トロンビンおよびマトリックスメタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ９）の活性を感知するた
めのナノ粒子を最初に設計した。ポリ（エチレングリコール）を被覆した酸化鉄ナノウォ
ーム（ＮＷ）（共同研究者およびラボによって過去に特性を評価した長期循環型ナノ粒子
［２８、２９］）を、トロンビン切断可能基質およびＭＭＰ９切断可能基質（それぞれ、
ＰＬＧＬＲＳＷ、配列番号３、およびＰＬＧＶＲＧＫ、配列番号４［３０］)で、ＮＷ当
たり２０～３０のペプチドの表面価数で官能化して分子間クエンチングを誘導した（図１
Ａ）。トロンビン感受性ＮＷをトロンビンと共にインキュベートしたところ、溶液に放出
された切断ペプチド断片が自由に蛍光を発するにつれ試料の蛍光の急増が観察され、ペプ
チド分解の効率を試験した。直接トロンビン阻害剤であるアルガトロバン（Argatroban）
の存在下では、または基質が、プロテアーゼ耐性Ｄ‐立体異性体を用いて合成したときに
は、蛍光の増加は観察されず、ＮＷを活性化させるためにはトロンビン活性が必要である
ことが示された。ＭＭＰ感受性ＮＷをＭＭＰ９と共にインキュベートしたときには、試料
の蛍光において同様の増加が観察され、広域ＭＭＰ阻害剤であるマリマスタット（Marima
stat）またはＤ‐体基質を用いたときには、活性は何ら観察されなかった。まとめると、
これらの発見は、ＮＷの表面上のペプチドは、トロンビンまたはＭＭＰ９によって効率的
に切断され得ることを示した。
【０２２１】
　インビボ蛍光イメージングによってペプチドの輸送および切断をモニタするためのキャ
リアペプチド結合近赤外フルオロフォアで標識した基質を有するＮＷを合成した。ペプチ
ドであるグルタメート‐フィブリノペプチドＢ（GluFib、配列eGvndneeGffsar、配列番号
１)に近赤外フルオロフォアＶＴ７５０（Ｎ末端）をコンジュゲートさせたが、このペプ
チドはプロテアーゼ活性に対する安定性を付与し、腎クリアランスを促進し、基質のタン
パク質分解によって放出されるペプチド‐フルオロフォアレポーターのインビボ蛍光視覚
化を可能にするためにＤ‐アミノ酸（小文字）を用いて合成したものである［３０、３１

、３２］。
【０２２２】
　血栓形成のマウスモデルを選択したが、このマウスモデルにおいて、凝固の発生が、血
小板およびトロンビンを活性化させ、肺に塞栓を生じさせる凝血塊を形成するコラーゲン
およびエピネフリンのＩＶ投与によって制御される［３３］。過去の発見と一致して、コ
ラーゲンおよびエピネフリンを投与したマウスにＮＷを同時投与した結果、健常コントロ
ールに対して、尿および肺の蛍光が際立って増加し、ペプチドのインビボ切断および腎ク
リアランスが示された。ＣＲＣに提供するために、ＭＭＰ９を分泌する細胞株によって形
成したヒト結腸直腸腫瘍（ＬＳ １７４Ｔ）［３４］を皮下に保有するヌードマウスにＭ
ＭＰ９感受性ＮＷを注入したところ、膀胱に局在する蛍光において同様の増加が観察され
た。腫瘍切片の免疫蛍光染色により、血管系から腫瘍間質へのＮＷの溢出が確認された。
これらの結果は、疾患部位を探査し、切断されたペプチド断片をホストの尿中に放出する
合成バイオマーカーの能力を立証した。
【０２２３】
　例１０　サンドイッチ複合体によってリガンドコードレポーターを検出すること
　次に、我々は、タンパク質ベースのサンドイッチ複合体によって検出され得るリガンド
コードレポーターのパネルの設計を試みた。サンドイッチ複合体の形成には、標的抗原が
捕捉物資と検出物資とに別々に結合する２つの異なるエピトープを発現することが必要と
され、リガンドとなるフルオレセイン(ＦＡＭ；捕捉)およびビオチン(検出)を同一のＤ‐
立体異性体ＧｌｕＦｉｂのそれぞれ反対の末端にコンジュゲートさせ、合成ヘテロ二官能
化レポーターＲ１を構築した。ＧｌｕＦｉｂは、分子スペーサとして機能し、ＦＡＭとビ
オチンがそれらの同族タンパク質であるα‐ＦＡＭ抗体（ａ‐Ｒ１）およびストレプトア
ビジンにそれぞれ自由に結合することを可能にし、以前のとおり、ＧｌｕＦｉｂが生物学
的に不活性で、腎臓によって効率的に濾過されることから［３０、 ３１、３２］、レポ
ーターのクリアランスを促進する。Ｒ１を添加した尿試料が、臨床検査において用いられ
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る標準的なアッセイであるサンドイッチＥＬＩＳＡによって検出され得るか否かについて
最初に決定した。ニュートラアビジン‐ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＮＡ‐Ｈ
ＲＰ）を添加して発色基質3,3′,5,5′-テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）の発色を触媒
する前に、Ｒ１の段階希釈物を、Ｒ１を固定するａ‐Ｒ１抗体で被覆した９６ウェルプレ
ートに適用したところ、約６ｐＭから約０．１ｐＭの検出限界（ＬＯＤ）まで線形用量依
存性が明らかとなった。これは、前立腺特異的抗原［３５］等の天然に存在するバイオマ
ーカーがＥＬＩＳＡによって検出され得る感度のＬＯＤと較べて遜色がなく、リガンド‐
タンパク質相互作用を利用することによる合成サンドイッチアッセイを設計する能力を確
立した。異なるレポーターの直線領域の分析は、以下の表３に見出すことができる。
【０２２４】
【表３】

【０２２５】
　アプローチを一般化し、レポーターの多重化ライブラリーを構築するために、捕捉リガ
ンドとなるジニトロフェニル（ＤＮＰ）、テトラメチルローダミン（ＴＭＲ）およびアレ
クサフロー４８８（ＡＦ４８８）をビオチンと対にすることによってＧｌｕＦｉｂの追加
のヘテロ二官能化誘導体を合成し、それぞれレポーターＲ２～Ｒ４を作製した。フルオレ
セインと同様に、これらのリガンドは、生物体が十分に耐えられ、安定であり、強力な免
疫原に結合しない限り免疫反応を誘発しない［３６］ので選択した。それぞれＲ２、Ｒ３
またはＲ４を捕捉する抗体α－ＤＮＰ（α－Ｒ２）、α－ＴＭＲ（α－Ｒ３）またはα－
ＡＦ４８８（α－Ｒ４）を用いることによって独立したサンドイッチＥＬＩＳＡを開発し
、それぞれについてＬＯＤおよび機能する直線領域を同定したところ、それらはまたサン
ドイッチＥＬＩＳＡについて予想される典型的な値内にあった。特異性をアッセイしたと
ころ、マッチした抗体‐リガンドの対を含有するウェルの試料強度では増加が明らかとな
ったのに対し、マッチしないウェルでは、交差反応性は同族検出シグナルのＬＯＤ未満で
あった。これらの結果により、リガンドコードレポーターは、サンドイッチＥＬＩＳＡに
よって尿において感度良くかつ特異的に検出され得ることが示された。
【０２２６】
　例１１　プロテアーゼ活性の検出およびペーパーアッセイの開発
　家庭用の妊娠試験としてヒト絨毛性ゴナドトロピンを検出する、２０年よりも前に開発
されたペーパーベースのＬＦＡは、それ以来、病原体、薬物、ホルモンおよび代謝物質を
検出する多様なセッティングの用途に拡張されている［３７］。ＬＦＡは、サンドイッチ
複合体によって抗原を検出するものであり、捕捉抗体が、ニトロセルロース膜等の高度に
多孔質の試験ストリップに吸着されており、その試験ストリップは、サンプルパッドから
捕捉領域に液体を移動させ、分析物を輸送する働きをする。固定された分析物は、次いで
、酵素的な増幅なしに肉眼で検出可能な着色ラインを作り出すナノ粒子（典型的には金ま
たはラテックスのナノスフィア）に結合させた検出剤によって視覚化される。
【０２２７】
　ここで、我々は、リガンドコードレポーターがペーパー上で検出され得るか否か決定す
ることを試みた。低容量ロボット液体ハンドラーを用いて、ａ‐Ｒ１およびa-ストレプト
アビジン抗体をニトロセルロースペーパーストリップ上に沈着させ、試験ラインおよびコ
ントロールラインをそれぞれ作製した。Ｒ１を添加した未処理のマウス尿試料を次いでサ
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ンプルパッドに適用し、その後、金ナノ粒子コンジュゲートストレプトアビジンを含有す
る溶液を適用した。試験抗体が印刷された場所に着色ラインが現れ、尿からのＲ１捕捉お
よびサンドイッチ複合体としての検出が示された。Ｒ１の連続希釈を分析するのに用いた
ＬＦＡの定量スキャンによれば、約１ｎＭのＬＯＤおよび約１-７ｎＭの機能する直線領
域が明らかとなった。残りのレポーターにカスタマイズした別のＬＦＡについても同様の
性能基準が観察された。Ｒ１～４の標準曲線の直線領域に関する統計は、以下の表４に見
出すことができる。
【０２２８】
【表４】

【０２２９】
　捕捉抗体は、コントロールラインに対して、４本の平行試験ラインに印刷し、４つのレ
ポーターのうち１つを含有する尿試料を分析したところ、多重レポーター検出を可能にし
た。同族捕捉抗体を印刷した試験ラインのみが陽性シグナルを生じ、ＥＬＩＳＡ試験の結
果と同様に、ＬＦＡの特異性および単一の、間隔を空けてコードしたペーパーストリップ
を用いて異なるレポーターを検出する能力が強調された。
【０２３０】
　トロンビン感受性基質は、ＮＷ上にＲ３とタンデムにコンジュゲートし、ＬＦＡによっ
てプロテアーゼ活性を検出した。トロンビンによるインビトロ基質切断の後に、サイズ排
除濾過（size-exclusion filtration）によってペプチド断片を回収した。切断されたＲ
３は、ＬＦＡによって濾過液から容易に検出され、トロンビンに暴露しなかったコントロ
ール試料と比較して顕著に黒い試験ラインになった（ｐ＝０．００２２）。Ｒ２コードＭ
ＭＰ感受性ＮＷをＭＭＰ９と共にインキュベートした後に回収した濾過液をＬＦＡによっ
て分析した場合にも同様の結果が得られた（ｐ＝０．００２２）。これらの結果により、
異なるプロテアーゼをペーパーベースのＬＦＡによって検出できることが実証された。
【０２３１】
　例１２　合成尿バイオマーカーを用いたペーパー上における疾患検出
　尿濃度は、多くのホストおよび環境要因(例えば、食物、活動レベル、病歴、サーカデ
ィアンリズム)に依存するものであり、それゆえ、我々は、試験に関する正規化ストラテ
ジーの開発を試みた。同時投与された遊離レポーターは、疾患状態とは独立して尿中に入
り、プロテアーゼ活性によって放出されるレポーターのレベルを正規化するのに用いられ
得ることが仮説として立てられた。遊離Ｒ４およびトロンビン感受性ＮＷ（Ｒ３で標識）
の混合物を健常コホートまたは血栓症コホートのマウスに注入し、注入後３０ｍ間、すべ
ての尿を採集し、このアプローチを調査した。Ｒ４の尿中の濃度は、ＥＬＩＳＡによれば
、２つの群の間で統計的に同等であり、遊離レポーターの偏りのないクリアランスが示さ
れた（ｐ＝０．２５）。対照的に、トロンビン活性のレポーターであるＲ３の尿レベルは
、独立に定量したときには（ｐ＜１０－４）またはＲ４に対して正規化したときには（ｐ
＜１０－４）、血栓を保有するマウスで顕著に増加した。多数の捕捉抗体を印刷したペー
パーストリップを用いてＲ３およびＲ４の尿レベルを同時に分析したところ、同様に、健
常コントロールと比較して疾患尿試料ではＲ３／Ｒ４の比において統計的に優位な増加が
観察された（ｐ＝０．００１５）。真陽性（感度）および偽陽性（１－特異性）の比を、



(58) JP 2016-520327 A 2016.7.14

10

20

30

40

受信者操作特性（receiver-operating characteristic；ＲＯＣ）曲線によって分析した
ところ、多重化ペーパー試験は、曲線下面積（area under the curve，a.u.c）が０．９
２となり、コントロールマウスに対して血栓形成マウス由来の尿を正確に区別した（ｐ＝
０．００１５）。
【０２３２】
　遊離Ｒ４およびＲ２コードＭＭＰ感受性ナノ粒子を含有する溶液を皮下にＬＳ１７４Ｔ
直腸結腸腫瘍を保有するヌードマウスに注入し、注射後最大１時間のすべての尿を採集す
ることによる、血栓症に関して開発した正規化ストラテジーを、固形癌を検出する能力を
確立するために採用した。罹患マウスは、健常動物と統計的に同等の効率でＲ４を除去し
たのに対し（ｐ＝０．９２）、インビボＭＭＰ活性のレポーターであるＲ２の尿濃度、ま
たはその正規化した強度（Ｒ２／Ｒ４）が両方とも、ＥＬＩＳＡによると、腫瘍保有マウ
スの尿で顕著に上昇した（ｐ＝０.００３９、ｐ＝０．００９８）。ＲＯＣ分析によって
、この尿試験は、高度に正確であり、０．９０のa.u.cでＣＲＣを区別した（ｐ＝０．０
０２５）。ＬＦＡによる同じ尿試料の分析により、腫瘍保有マウスから採集した尿ではＲ
２／Ｒ４の比において顕著な増加が実証されたが、コントロールマウスから採集した尿で
はその比に顕著な増加は実証されなかった（ｐ＝０．００２）。これらの結果により、Ｌ
ＦＡは、尿から直接合成バイオマーカーを検出すると共に、顕著な予測能力により非伝染
性疾患を区別し得ることが示された。
【０２３３】
参考文献
【表５－１】
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【表５－２】
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【表５－３】

【０２３４】
　上記に記載した明細書は、当業者が本発明を実施することを可能にするのに十分である
と考えられる。本発明は、提供された例によって範囲において限定されるものではない。
なぜならば、それら例は、本発明の各種側面を例示することを意図し、他の機能的に同等
な態様が本発明の範囲内にあるからである。本発明の各種改変が、本願明細書において示
し、記載したものに加えて、当業者に上記の記載から明らかとなり、添付の特許請求の範
囲内にある。本発明の利点および目的は、必ずしも本発明の各態様によって包含されるわ
けではない。
【０２３５】
　本願において列挙したすべての参考文献、特許および特許公報は、それら全体が本明細
書中に参照によって組み込まれる。
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本发明涉及与体内酶谱分析有关的方法和产品。 特别地，描述了能够定
量检测体内酶活性，特别是蛋白酶活性的生物标志物纳米颗粒。 这些纳
米颗粒可用于通过亲和力捕获测定，尤其是通过侧向流免疫测定试纸条
来检测体内的酶活性。 本发明还涉及用于本发明方法的产品，试剂盒和
数据库。
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