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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記工程を含む、細胞におけるリガンドの内在化を検出する方法：
　ｉ）細胞がリガンドを内在化可能な条件下で、前記リガンドと、前記リガンドに非共有
結合することが可能なレポーターと、前記細胞とを接触させる工程；
　ｉｉ）前記細胞に内在化されていないリガンドから前記レポーターを分離し、さらに分
離したレポーターを前記細胞の表面から取り除く工程であって、前記細胞に内在化されて
いないリガンドが前記細胞の表面に結合した状態のままである、該工程；及び
　ｉｉｉ）前記細胞内のレポーターの存在が、前記リガンドが前記細胞に内在化されたこ
とを示す、前記細胞内の前記レポーターを検出する工程。
【請求項２】
　前記接触工程が、エピトープタグを含むリガンドと前記細胞を接触させること、及び前
記エピトープタグと結合する成分部分を含むレポーターと前記リガンドとを接触させるこ
とを含む請求項１の方法。
【請求項３】
　前記リガンドが細胞表面レセプターと結合するリガンドである請求項１の方法。
【請求項４】
　前記リガンドがペプチドである請求項１の方法。
【請求項５】
　前記リガンドが、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ、モノクローナル抗体、サイトカインおよび
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増殖因子から成る群から選択される請求項１の方法。
【請求項６】
　前記レポーターがエピトープタグによってリガンドと非共有結合されている請求項１の
方法。
【請求項７】
　前記エピトープタグが、Ｈｉｓ－タグ、Ｆｌａｇ－タグ、ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグお
よびＤＹＫＤＤＤＤＫエピトープから成る群から選択される、請求項６の方法。
【請求項８】
　前記レポーターが、酵素、比色標識、蛍光標識、化学発光標識、放射性標識、ナノ粒子
およびリポソームから成る群から選択される、請求項１の方法。
【請求項９】
　前記エピトープタグがヘキサヒスチジン（Ｈｉｓ6）タグであり、前
記レポーターがニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ）脂質またはイミノ二酢酸（ＩＤＡ）脂質を含
有するリポソームである請求項２の方法。
【請求項１０】
　前記リガンドが抗体であり、さらに前記エピトープタグが、プロテインＡまたはプロテ
インＧとの共有結合を介して前記抗体と結合する請求項２の方法。
【請求項１１】
　前記細胞が癌細胞である請求項１の方法。
【請求項１２】
　前記細胞に内在化されたリガンドを特定する工程をさらに含む請求項１の方法。
【請求項１３】
　前記特定工程が、前記細胞によって内在化されたリガンドのアミノ酸配列を決定する工
程または前記リガンドをコードする核酸の配列を決定する工程を含む請求項１２の方法。
【請求項１４】
　前記レポーターがエフェクターを含む請求項１の方法。
【請求項１５】
　前記リガンドが、細胞によって内在化されることが判明しているリガンドである請求項
１の方法。
【請求項１６】
　前記リガンドがリガンドのコンビナトリアルライブラリーの構成要素である請求項１の
方法。
【請求項１７】
　前記リガンドのコンビナトリアルライブラリーが少なくとも１０００の異なる構成要素
を含む請求項１６の方法。
【請求項１８】
　前記コンビナトリアルライブラリーがコンビネーション化学合成ライブラリー、リコン
ビナントライブラリーまたはファージディスプレーライブラリーである請求項１６の方法
。
【請求項１９】
　前記ファージディスプレーライブラリーが繊維状ファージを用いる請求項１８の方法。
【請求項２０】
　前記細胞がレセプターを過剰発現することが判明している請求項１１の方法。
【請求項２１】
　前記リガンドを内在化させた細胞を単離することをさらに含む請求項１の方法。
【請求項２２】
　前記コンビナトリアルライブラリーが複数のリガンドを含むリガンドライブラリーであ
り、前記リガンドは該ライブラリー構成要素間で多様に変化しており、前記エピトープタ
グは一定である請求項１８の方法。
【請求項２３】
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　前記リガンドがエピトープタグを介してレポーターと非共有結合されている請求項２２
の方法。
【請求項２４】
　前記コンビナトリアルライブラリーが少なくとも１０5の異なるリ
ガンドを含む請求項２２の方法。
【請求項２５】
　前記リガンドがペプチドである請求項２３の方法。
【請求項２６】
　前記リガンドが、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ、モノクローナル抗体、サイトカイン、酵素
、ホルモンおよび増殖因子から成る群から選択される請求項２３の方法。
【請求項２７】
　前記エピトープタグが、Ｈｉｓ－タグ、Ｆｌａｇ－タグ、ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグお
よびＤＹＫＤＤＤＤＫ（配列番号：１）エピトープから成る群から選択される、請求項２
３の方法。
【請求項２８】
　前記レポーターが、酵素、比色標識、蛍光標識、化学発光標識、放射性標識、ナノ粒子
およびリポソームから成る群から選択されるレポーターである請求項２３の方法。
【請求項２９】
　前記エピトープタグがヘキサヒスチジン（Ｈｉｓ6）タグであり、
前記レポーターがニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ）脂質またはイミノ二酢酸（ＩＤＡ）脂質を
含有するリポソームである請求項２３の方法。
【請求項３０】
　前記リガンドが抗体であり、前記エピトープタグが、プロテインＡまたはプロテインＧ
との共有結合を介して前記抗体と結合される請求項２３の方法。
【請求項３１】
　前記ライブラリーの構成要素が前記リガンドに対して多価である請求項２３の方法。
【請求項３２】
　さらに
　ｉｖ）前記細胞内において前記レポーターと結合しているリガンドを特定または回収す
る工程；及び
　ｖ）前記リガンドと結合するレセプターを特定する工程
　を含む、請求項１の方法。
【請求項３３】
　前記レセプターの特定工程がアフィニティークロマトグラフィーまたは免疫組織化学に
よって実施される請求項３２の方法。
【請求項３４】
　内在化機能を有するレセプターのデータベースに前記レセプターの認証特性を入力する
ことをさらに含む請求項３２の方法。
【請求項３５】
　下記工程を含む、細胞内へのリガンドの内在化を調節する能力について薬剤をスクリー
ニングする方法：
　前記レポーターが、前記細胞によって内在化されることが判明しているリガンドに非共
有結合されていること；
　前記接触工程が、前記細胞を第一または第二の濃度のテスト薬剤と接触させる工程を含
むこと；及び
　前記第一の濃度のテスト薬剤と接触したときに前記細胞によって内在化されるレポータ
ーの量と、前記第二の濃度のテスト薬剤と接触した細胞によって内在化されるレポーター
の量との間の差異が、前記テスト薬剤が前記細胞による前記リガンドの内在化を調節する
ことを示すことを特徴とする、請求項１の方法。
【請求項３６】
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　前記低濃度が、前記テスト薬剤の非存在である請求項３５の方法。
【請求項３７】
　前記レポーターが１）脂質、親水性ポリマー、およびキレート基を含有する金属キレー
ト脂質　及び　２）前記金属キレート脂質と結合したエフェクター　を含み、ここで前記
キレート基は、前記親水性ポリマーと結合しており、かつ、エピトープタグと、キレート
結合を形成することができること、及び
　前記リガンドが前記エピトープタグを含み、ここで前記細胞は特異的に前記リガンドと
結合し、場合によって前記リガンドを内在化すること
　を特徴とする、請求項１の方法。
【請求項３８】
　前記脂質がリポソームを含み、前記リポソームが前記エフェクターを含有するかまたは
前記エフェクターと複合体を形成している請求項３７の方法。
【請求項３９】
　前記細胞が癌細胞である請求項３７の方法。
【請求項４０】
　前記エピトープタグがオリゴヒスチジンタグを含み、前記非共有結合が前記レポーター
と前記オリゴヒスチジンタグとの間のキレート結合を含む、請求項６の方法。
【請求項４１】
　前記レポーターが、ニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ）、イミノ二酢酸（ＩＤＡ）、ＮＴＡ誘
導体及びＩＤＡ誘導体からなる群より選択されるキレーターと錯体を形成した金属イオン
を含有する、請求項１の方法。
【請求項４２】
　前記金属イオンがＣｕ、Ｎｉ、ＺｎまたはＣｏのいずれかの二価イオンを含む、請求項
４１の方法。
【請求項４３】
　前記リガンドと、前記レポーターと、前記細胞とを接触させる工程が、
前記リガンド及び前記レポーターと、前記細胞とが接触するより前に、前記リガンドと前
記レポーターが結合して非共有結合を形成する工程
を含む、請求項２の方法。
【請求項４４】
　前記リガンドと、前記レポーターと、前記細胞とを接触させる工程が、
前記リガンド及び前記レポーターと、前記細胞とが接触している間に、前記リガンドと前
記レポーターが結合して非共有結合を形成する工程
を含む、請求項２の方法。
【請求項４５】
　前記検出工程が、シンチログラフィーまたはオートラジオグラフィーの実施を含む、請
求項１の方法。
【請求項４６】
　前記検出工程が、蛍光測定法、フローサイトメトリーまたは蛍光顕微鏡による検出を含
む、請求項１の方法。
【請求項４７】
　前記検出工程が、細胞の増殖の検出または細胞死亡率の測定を含む、請求項１の方法。
【請求項４８】
　前記検出工程が、内在化されたリガンドを含有する細胞を単離することを含む、請求項
１の方法。
【請求項４９】
　前記検出工程が、
　ａ）前記細胞に内在化されていないリガンドから前記レポーターを分離するより前に第
一の検出工程を実施すること；及び
　ｂ）前記細胞に内在化されていないリガンドから前記レポーターを分離した後に第二の
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検出工程を実施すること
を含む、請求項１の方法。
【請求項５０】
　前記接触工程が、少なくとも２種類の相異なるリガンドと、前記細胞とを接触させるこ
とを含む、請求項１の方法。
【請求項５１】
　前記工程ｉ）、ｉｉ）及びｉｉｉ）が、複数の細胞に対して実施される、請求項１の方
法。
【請求項５２】
　前記検出工程が、前記レポーターを含有する一つまたは複数の細胞を検出することを含
む、請求項５１の方法。
【請求項５３】
　前記レポーターが蛍光標識を含むこと、及び、前記一つまたは複数の細胞がフローサイ
トメトリー、または蛍光顕微鏡により検出されることを含む、請求項５２の方法。
【請求項５４】
　前記レポーターが磁性ビーズを含むこと、及び、前記一つまたは複数の細胞が磁力測定
または磁性分離により検出されることを含む、請求項５２の方法。
【請求項５５】
　前記レポーターが放射性標識を含むこと、及び、前記一つまたは複数の細胞がオートラ
ジオグラフィーにより検出されることを含む、請求項５２の方法。
【請求項５６】
　内在化されたリガンドを含有する細胞を単離する工程をさらに含む、請求項５１の方法
。
【請求項５７】
　前記検出工程が、前記細胞内に存在する前記レポーターを定量することを含む、請求項
５１の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
関連出願の相互引用
本出願は、ＵＳＳＮ６０／２４１２７９（2000年10月18日出願）（前記文献は参照により
本明細書に含まれる）の優先権を主張する。
連邦政府の研究開発補助により達成された発明の権利に関する記載
本研究は、米国国防省乳癌研究プログラム（Department of Defense Breast Cancer Rese
arch Program）グラント番号DAMD17-94-J-4433およびDAMD17-98-1-8189によって部分的に
補助された。合衆国政府は本発明に関して一定の権利を有する。
【０００２】
【従来技術】
最初のヒトゲノム配列決定プロジェクトの実質的な完了とともに、多様なＤＮＡ配列の生
物学的機能の決定に多大な関心が向けられてきた。本研究（しばしば“ゲノム機能学”と
称される）はゲノム分析の新しい局面の典型である。特に、ゲノム機能学は、ゲノム構造
学によって提供される情報および試薬を使用することによって、遺伝子の機能を評価する
ために包括的な（遺伝子全体のまたはシステム全体の）実験的アプローチを開発および応
用することに関連する。本研究は、典型的には、得られた結果の統計分析およびコンピュ
ータ解析を伴う高処理または大規模実験方法を特徴とする。
【０００３】
ゲノム機能学的アプローチにおける基本的戦略の１つは、生物学的研究の範囲を、単一遺
伝子またはタンパク質を研究することから全ての遺伝子またはタンパク質を系統的態様で
一度に研究することに拡張することである。コンピュータ生物学は、前記分野において重
要で幅広い役割を果たすであろう。ゲノム構造学はデータ管理を特徴とするが、一方、ゲ
ノム機能学は特に重要な情報を求めてデータセットを掘り出すことを特徴とする。ゲノム
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機能学は、配列と機能の間のギャップを急速に縮小し、生物学的システムの動態に対して
新規な解釈を得るために、きわめて有望である。
【０００４】
遺伝子の重要なクラスの１つには、細胞表面分子およびレセプターをコードするものが含
まれる。レセプターは典型的にはリガンドと結合し、シグナルを細胞内に伝達する（シグ
ナリング）。これにより細胞の成長、細胞の複製、細胞の死などを含む（ただしこれらに
限定されない）多数の生物学的機能がもたらされる。他のレセプターは特定の分子の細胞
外から細胞質への移動（エンドサイトーシスまたは内在化（internalization））を仲介
する。エンドサイトーシスはまた、レセプターシグナリングを仲介する重要なメカニズム
である。種々の細胞タイプが、定量的および定性的に異なる表面レセプターを有し、レセ
プター発現パターンは、細胞および／または組織の発育および／または分化、および／ま
たは疾病の発生および／または進行とともに劇的に変化するであろう。
【０００５】
前記レセプターの特定および特異的なレセプターリガンドの開発は、レセプターの機能お
よびレセプター発現の時間的場所的パターンの決定に関する研究を可能にするであろう。
例えば、前記のリガンドを用いて、薬剤曝露時または疾患の発生時における種々の細胞タ
イプのレセプター発現パターンを明らかにすることができる。さらに、細胞特異的レセプ
ターリガンド、より好ましくは内在化機能を有する細胞に特異的なレセプターリガンドを
用いて、例えば治療のために薬剤またはマーカーを細胞表面または細胞質内に誘導するこ
とができる。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、リガンドと結合し、これを内在化する細胞を特定する方法を提供する。さらに
本発明は、リガンドを内在化させることができるレセプターを特定する方法およびリガン
ド内在化の調節物質をスクリーニングする方法を提供する。
ある実施態様において本発明は、細胞内に内在化されるリガンドを特定する方法を提供す
る。前記方法は以下の工程を含む。ｉ）リガンドに非共有結合させたエフェクター（例え
ばレポーター）と、前記細胞とを接触させる工程；ｉｉ）前記リガンドから前記レポータ
ーを分離し、さらに分離したレポーターを前記細胞の表面から取り除く工程；ｉｉｉ）レ
ポーターが細胞内に存在する場合は、前記細胞内の前記レポーターを検出する工程。ここ
で細胞内のレポーターの存在は、リガンドが内在化機能を有するレセプターと結合し、内
在化されたことを示す。ある実施態様では、前記接触工程は、エピトープタグを含むリガ
ンドと細胞を接触させる工程、及び前記エピトープタグと結合する成分部分を含むレポー
ターと前記細胞を接触させる工程を含む。好ましい実施態様では、前記リガンドは、細胞
表面レセプターと結合するリガンドである。好ましいリガンドには、ペプチド（例えばｓ
ｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ、モノクローナル抗体、サイトカイン、ケモカイン、増殖因子など
）、核酸、炭水化物、糖類などが含まれるが、これらに限定されない。特に好ましいペプ
チドリガンドは、コンビネーション化学合成（combinatorial chemical synthesis）また
はファージディスプレーライブラリーを用いて（例えば繊維状ファージを用いて）組換え
によって生成される。
【０００７】
ある種の好ましい実施態様では、前記エフェクター（例えばレポーター）は、エピトープ
タグ（例えばＨｉｓ－タグ、Ｆｌａｇ－タグ、ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグ、ＤＹＫＤＤＤ
ＤＫ（配列番号：１）エピトープなど）によってリガンドに非共有結合している。前記エ
フェクターがレポーターの場合、好ましいレポーターには、酵素、比色標識、蛍光標識、
化学発光標識、放射性標識、リポソーム、または標識含有リポソームが含まれるが、これ
らに限定されない。ある種の特に好ましい実施態様では、前記エピトープタグはヘキサヒ
スチジン（Ｈｉｓ6）タグで、前記リポーターは、脂質またはリポソームに結合されてあ
るＨｉｓ6タグと結合する試薬（例えばニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ））を含むリポソーム
である。ある種の特に好ましい実施態様では、前記脂質またはリポソームとの結合は典型
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的には金属キレート結合（例えばＮｉ（２＋）キレート結合）による。別の好ましい実施
態様では、前記リガンドは抗体であり、前記エピトープタグは、プロテインＡとの共有結
合を介して前記抗体と結合される。
【０００８】
本発明の方法で使用される好ましい細胞には、植物細胞、動物細胞および細菌細胞が含ま
れるが、これらに限定されない。特に好ましい細胞には哺乳類細胞、より好ましくは正常
または病理学的ヒト細胞（例えば癌細胞）が含まれる。ある実施態様では、前記細胞は、
１つまたは２つ以上のレセプターを過剰発現する細胞、および／または異種レセプターを
発現または過剰発現する細胞である。
前記方法はさらに、前記細胞内に内在化されたリガンドを単離する工程を含む。ある実施
態様では、前記“単離”工程は、細胞によって内在化されたリガンドのアミノ酸配列を決
定する工程か、または前記リガンドをコードする核酸配列を決定する工程を含みうる。
【０００９】
別の実施態様では、本発明はリガンドの内在化について細胞をスクリーニングする方法を
提供する。前記方法は好ましくは下記工程を含む：ｉ）内在化されることが判明している
リガンドと非共有結合させたレポーターと、細胞とを接触させる工程；ｉｉ）前記リガン
ドから前記レポーターを分離し、分離したレポーターを前記細胞表面から取り除く工程；
ｉｉｉ）前記細胞内のレポーターの存在が、前記リガンドが前記細胞に内在化されたこと
を示す、前記レポーターが前記細胞内に存在する場合に前記細胞内のレポーターを検出す
る工程。もっとも一般的には、細胞内にリガンドが内在化されるということは、細胞がリ
ガンドに対するレセプターを表出し、前記レセプターが内在化機能を有するレセプターで
あることを示している。前記方法はさらに、リガンドを内在化させた細胞からリガンドを
内在化させていない細胞を単離する工程を含むことができる。
【００１０】
特に好ましい実施態様では、リガンドは、リガンドライブラリーの構成要素（member）で
ある。好ましいライブラリーは少なくとも１０００、より好ましくは少なくとも１０００
０、もっとも好ましくは少なくとも１０００００の異なる構成要素を含む。好ましいリガ
ンドには、ペプチド（例えばｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ、モノクローナル抗体、サイトカイ
ン、ケモカイン、増殖因子など）、核酸、炭水化物、糖類などが含まれるが、これらに限
定されない。特に好ましいペプチドリガンドは、コンビネーション化学合成またはファー
ジディスプレーライブラリーを用いて（例えば繊維状ファージを用いて）遺伝子組換えに
よって生成される。
【００１１】
ある好ましい実施態様では、エフェクター（例えばレポーター）は、エピトープタグ（例
えばＨｉｓ－タグ、Ｆｌａｇ－タグ、ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグ、ＤＹＫＤＤＤＤＫ（配
列番号：１）エピトープなど）によってリガンドに非共有結合している。前記エフェクタ
ーがレポーターの場合、好ましいレポーターには、酵素、比色標識、蛍光標識、化学発光
標識、放射性標識、リポソーム、または標識含有リポソームが含まれるが、これらに限定
されない。特に好ましいある実施態様では、前記エピトープタグはヘキサヒスチジン（Ｈ
ｉｓ6）タグで、前記リポーターは、脂質またはリポソームに結合されている、Ｈｉｓ6タ
グと結合する試薬（例えばニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ））を含むリポソームである。別の
好ましい実施態様では、前記リガンドは抗体であり、前記エピトープタグは、プロテイン
Ａとの共有結合を介して前記抗体と結合される。特に好ましい細胞は茲に記載されている
。
ある種の実施態様では、前記方法はさらに、前記細胞内に内在化されるリガンドを単離す
る工程を含む。前記リガンドの配列を決定するか、または前記リガンドをコードする核酸
の配列を決定することができる。前記方法はさらに、再度内在化機能を有するレセプター
に付せんを付ける（tag）ために、またはこれを単離するために細胞を標識リガンドと接
触させることを含む。
【００１２】
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さらに別の実施態様では、本発明は内在化機能を有するレセプターを特定する方法を提供
する。前記方法は下記工程を含む：ｉ）リガンドに非共有結合させたレポーターと、細胞
とを接触させる工程；ｉｉ）前記リガンドから前記レポーターを分離し、分離したレポー
ターを前記細胞表面から取り除く工程；ｉｉｉ）前記細胞内のレポーターの存在が、前記
リガンドが内在化機能を有するレセプターと結合し、内在化されたことを示すことを特徴
とする、前記レポーターが前記細胞内に存在する場合に前記細胞内のレポーターを検出す
る工程；ｉｖ）レポーターと結合した前記細胞内リガンドを特定するか、または回収する
工程；及びｖ）前記リガンドと結合したレセプターを特定する工程。特に好ましい実施態
様では、前記レセプターは、アフィニティークロマトグラフィーまたは免疫組織化学を含
む方法（ただしこれらに限定されない）によって特定される。前記方法は、さらに、前記
内在化機能を有するレセプターの認証特性（identity）を内在化機能を有するレセプター
のデータベースに入力することを含む。
【００１３】
さらに本発明は、細胞内へのリガンドの内在化を調節する能力について薬剤をスクリーニ
ングする方法を提供する。前記方法は好ましくは下記工程を含む：ｉ）前記細胞によって
内在化されることが判明しているリガンドに非共有結合させたレポーターと、細胞とを接
触させる工程；ｉｉ）細胞をテスト薬剤と接触させる工程；ｉｉｉ）リガンドからレポー
ターを分離し、分離したレポーターを細胞表面から取り除く工程；及びｉｖ）低濃度の前
記テスト薬剤と接触したときに前記細胞によって内在化されるレポーターの量と、前記テ
スト薬剤と接触した細胞によって内在化されたレポーターの量との間の差異が、前記テス
ト薬剤が前記細胞による前記リガンドの内在化を調節することを示すことを特徴とする、
前記レポーターが細胞内に存在する場合に前記細胞内のレポーターを検出する工程。好ま
しい実施態様では、前記低濃度のテスト薬剤とは、テスト薬剤が存在しないものである。
好ましいテスト薬剤には有機小分子が含まれる。ある種の実施態様では、前記テスト薬剤
は抗体またはペプチドを含むが、一方、ある実施態様では前記テスト薬剤は核酸、抗体ま
たはペプチドを含まない。
【００１４】
また別の実施態様では、前記方法は、細胞を第一の濃度のテスト薬剤と接触させる工程；
ｉｉ）前記細胞に内在化することが判明しているリガンドに非共有結合させたレポーター
と、細胞とを接触させる工程；ｉｉｉ）リガンドからレポーターを分離し、分離したレポ
ーターを細胞表面から取り除く工程；ｉｖ）細胞内のレポーターを検出して、細胞によっ
て内在化されたレポーター／リガンド構築物の量を表示する第一の測定値を得る工程；ｖ
）前記細胞を、前記第一の濃度よりも高い第二の濃度の前記薬剤と接触させる工程；ｖｉ
）工程ｉｉ）～ｉｖ）を繰り返して、第二のより高濃度の薬剤による影響を受けた細胞に
よって内在化されたレポーター／リガンド構築物の量を表示する第二の測定値を得る工程
；及びｖｉｉ）前記第一の測定値と前記第二の測定値が異なる場合は、前記薬剤が前記細
胞内で前記リガンドの内在化を調節しているとする、前記第一の測定値と前記第二の測定
値を比較する工程。
【００１５】
ある種の好ましい実施態様では、第一の低濃度テスト薬剤の濃度はゼロである（すなわち
テスト薬剤は存在しない）。好ましいテスト薬剤には有機小分子が含まれる。ある実施態
様では、テスト薬剤は抗体またはペプチドを含むが、一方、ある実施態様では前記テスト
薬剤は核酸、抗体またはペプチドを含まない。
さらに別の実施態様では、本発明は、本発明の方法（例えば内在化レセプターについて細
胞をスクリーニングする方法）で使用される構築物を提供する。好ましい構築物は、エフ
ェクター（例えばレポーター）とエピトープタグを介して非共有結合したリガンドを含む
。好ましい構築物では、前記リガンドには、ペプチド（例えばｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ、
モノクローナル抗体、サイトカイン、ケモカイン、増殖因子など）、核酸、炭水化物、糖
類などが含まれるが、これらに限定されない。特に好ましいペプチドリガンドは、コンビ
ネーション化学合成によってまたはファージディスプレーライブラリーを用いて（例えば
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繊維状ファージを用いて）組換えによって生成される。
【００１６】
ある好ましい構築物では、エフェクター（例えばレポーター）は、エピトープタグ（例え
ばＨｉｓ－タグ、Ｆｌａｇ－タグ、ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグ、ＤＹＫＤＤＤＤＫ（配列
番号：１）エピトープなど）によってリガンドに非共有結合している。エフェクターがレ
ポーターの場合、好ましいレポーターには、酵素、比色標識、蛍光標識、化学発光標識、
放射性標識、リポソーム、または標識含有リポソームが含まれるが、これらに限定されな
い。特に好ましいある種の実施態様では、前記エピトープタグはヘキサヒスチジン（Ｈｉ
ｓ6）タグで、前記リポーターは、脂質またはリポソームに結合されている、Ｈｉｓ6タグ
と結合する試薬（例えばニトリロトリ酢酸（ＮＴＡ））を含むリポソームである。別の好
ましい実施態様では、前記リガンドは抗体であり、前記エピトープタグは、プロテインＡ
との共有結合を介して前記抗体と結合される。ある好ましい実施態様では、前記構築物は
リガンドに対して多価である。
【００１７】
本発明はまた、本発明の方法で使用されるリガンドライブラリーを提供する。好ましいラ
イブラリーは、本明細書に記載するような複数の構築物を含み、前記ライブラリーの構成
要素は各々リガンドおよびエピトープタグを含み、前記リガンドはライブラリーの構成要
素間で多様な変化を有し、さらに前記エピトープタグは前記ライブラリーの構成要素間で
一定である。前記ライブラリー構成要素のリガンド／エフェクター（例えばレポーター）
成分は前もって組み立てられるか、またはそれらが（例えば細胞の存在下で）一緒に結合
されるときに組み立てられる。好ましいライブラリーは少なくとも１０5の種々のリガン
ドを含む。
【００１８】
さらに別の実施態様では、本発明は、内在化機能を有するレセプターについて細胞をスク
リーニングするキットを提供する。好ましいキットは本明細書に記載したような構築物ま
たは構築物ライブラリーを含む。好ましいキットはさらに、リガンドを内在化させる細胞
を特定する目的、または細胞によって内在化されたリガンドを特定する目的で前記ライブ
ラリーを使用することについて説明する指示物をさらに含む。
さらにまた別の実施態様では、本発明は、細胞によるリガンドの結合および内在化を検出
する方法を提供する。前記方法は下記工程を含む：ｉ）リガンドに非共有結合させたエフ
ェクター（例えばレポーター）と、細胞とを接触させる工程；ｉｉ）細胞と結合しないエ
フェクター部分を取り除く工程；ｉｉｉ）細胞表面と結合し前記細胞によって内在化され
たリガンドの総量を示す第一の読みを得るために、細胞と結合したレポーターを検出する
工程；ｉｖ）前記レポーターをリガンドから分離し、分離したレポーターを細胞表面から
除去する工程；ｖ）内在化されたリガンド量を示す第二の読みを得るために、細胞に残存
するレポーターを検出する工程；及びｖｉ）細胞表面に結合しているリガンド量を示す差
を得るために、第二の読みを第一の読みから差し引く工程。いくつかの事例では、前記接
触工程の後で、例えば細胞の温度を低下させる（典型的には４℃）ことによって、または
細胞を有効量の代謝阻害剤（例えばアンヒドログルコースまたはアジ化ナトリウム）で処
理することによって、内在化プロセスの進行を停止させることが有利である。
【００１９】
ある種の実施態様では、接触工程は、エピトープタグを含むリガンドと細胞を接触させ、
さらに細胞をエピトープタグと結合する成分部分を含むレポーターと接触させることを含
む。好ましい実施態様では、前記リガンドは、細胞表面レセプターと結合するリガンドで
ある。好ましいリガンドには、ペプチド（例えばｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ、モノクローナ
ル抗体、サイトカイン、ケモカイン、増殖因子など）、核酸、炭水化物、糖類などが含ま
れるが、これらに限定されない。特に好ましいペプチドリガンドは、コンビネーション化
学合成またはファージディスプレーライブラリーを用いて（例えば繊維状ファージを用い
て）遺伝子組換えによって生成される。
【００２０】
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ある種の好ましい実施態様では、エフェクター（例えばレポーター）は、エピトープタグ
（例えばＨｉｓ－タグ、Ｆｌａｇ－タグ、ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグ、ＤＹＫＤＤＤＤＫ
（配列番号：１）エピトープなど）によってリガンドに非共有結合される。前記エフェク
ターがレポーターの場合、好ましいレポーターには、酵素、比色標識、蛍光標識、化学発
光標識、放射性標識、リポソーム、または標識含有リポソームが含まれるが、これらに限
定されない。特に好ましい実施態様の１つでは、前記エピトープタグはヘキサヒスチジン
（Ｈｉｓ6）タグで、前記リポーターは、例えば金属キレート結合（例えばＮｉ（＋２）
キレート結合）を介して脂質またはリポソームに結合されているＨｉｓ6タグ（例えばニ
トリロトリ酢酸（ＮＴＡ））と結合する試薬を含むリポソームである。別の好ましい実施
態様では、前記リガンドは抗体であり、前記エピトープタグは、プロテインＡまたはプロ
テインＧとの共有結合を介して前記抗体と結合される。
【００２１】
本発明の方法で使用される好ましい細胞には、植物細胞、動物細胞および細菌細胞が含ま
れるが、これらに限定されない。特に好ましい細胞には哺乳類細胞、より好ましくは正常
または病理学的ヒト細胞（例えば癌細胞）が含まれる。ある種の実施態様では、前記細胞
は、１つまたは２つ以上のレセプターを過剰発現する細胞、および／または異種レセプタ
ーを発現または過剰発現する細胞である。
本発明はまた、ステロールを含み、エピトープタグ（好ましくはヘキサヒスチジンタグ）
と金属キレート結合を形成することができる金属キレート脂質を提供する。より好ましく
は、コレステロール共役ＮＴＡ金属錯体を含む金属キレート脂質が提供される。
【００２２】
本発明はまた、脂質、親水性ポリマーおよび前記親水性ポリマーと結合したキレート基を
含む金属キレート脂質を提供する。好ましくは、本発明は、末端に結合した金属キレート
基を含むポリ（エチレングリコール）－脂質共役物を提供する。より好ましくは、ポリ（
エチレングリコール）－脂質と、エピトープタグ（例えばオリゴヒスチジンタグ）とのキ
レート結合を形成することができる末端に付加された金属キレート基とを含む、前記共役
物が提供される。特定の実施態様では、ポリ（エチレングリコール）－脂質はポリ（エチ
レングリコール）－共役ＤＳＰＥであり、キレート基はＮＴＡである。
【００２３】
本発明はまた、金属キレート脂質を含む組成物を提供し、ここで該金属キレート脂質は、
脂質、親水性ポリマー、および、前記親水性ポリマーと結合されており、エピトープタグ
とキレート結合を形成することができるキレート基を含む。本発明はさらに前記細胞と、
（ｉ）金属キレート脂質及び（ｉｉ）リガンドを接触させることを含む、細胞にエフェク
ターを配送する方法であって、前記金属キレート脂質（ｉ）が、脂質、親水性ポリマー、
およびキレート基を含有し、ここで前記キレート基は、前記親水性ポリマーと結合してお
り、かつ、エピトープタグ、及び前記金属キレート脂質と結合したエフェクターと、キレ
ート結合を形成することができることを特徴とし、前記リガンド（ｉｉ）が前記エピトー
プタグを含み、ここで前記細胞は特異的に前記リガンドと結合し、場合によって前記リガ
ンドを内在化することを特徴とする、前記方法を提供する。前記組成物は、好ましくはリ
ポソームを含み、前記リポソームは前記金属キレート脂質および前記エフェクターを含む
。
【００２４】
【課題を解決する手段】
定義
“ポリペプチド”、“オリゴペプチド”、“ペプチド”および“タンパク質”という用語
は、本明細書では互換的に用いられアミノ酸残基ポリマーを指す。前記用語は、１つまた
は２つ以上のアミノ酸残基が天然に存在するアミノ酸の対応する人工的類似体であるアミ
ノ酸ポリマーにも、天然に存在するアミノ酸ポリマーと同様に適用される。前記用語はま
た、ポリペプチドを構成するアミノ酸を連結する従来のペプチド結合に関する変種も含む
。タンパク質にはまた糖タンパク質（例えばヒスチジン富裕糖タンパク質（ＨＲＧ）、ル
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イスＹ抗原（ＬｅY）など）も含まれる。
【００２５】
“核酸”または“オリゴヌクレオチド”という用語は、本明細書では共有結合によって一
緒に連結された少なくとも２つのヌクレオチドを指す。本発明の核酸は一本鎖または二本
鎖で、一般的にはホスホジエステル結合を含むが、いくつかの事例では下記に概略するよ
うに、また別の、例えば以下の骨格をもつ核酸類似体が含まれる：ホスホルアミド（Beau
cage et al.(1993) Tetrahedron 49(10):1925およびその中の参考文献；Letsinger (1970
) J. Org. Chem. 35:3800; Sprinzl et al.(1977) Eur. J. Biochem. 81:579; Letsinger
 et al.(1986) Nucl. Acids Res. 14:3487; Sawai et al.(1984) Chem. Lett. 805; Lets
inger et al.(1988) J. Am. Chem. Soc. 110:4470; Pauwels et al.(1986) Chemica Scri
pta 26:1419）、ホスホロチオエート（Mag et al.(1991) Nuvleic Acids Res. 19:1437; 
米国特許第5,644,048号）、ホスホロジチオエート（Briu et al.(1989) J. Am. Chem. So
c. 111:2321）、ｏ－メチルホスホロアミダイト結合（Eckstein, "Oligonucleotides and
 Analogues: A Practical Approach", Oxford University Press）、並びにペプチド核酸
骨格および結合（Egholm (1992) J. Am. Chem. Soc. 114:1895; Meier et al.(1992) Che
m. Int. Ed. Engl. 31:1008; Nielsen (1993) Nature, 365:566; Carlsson et al.(1996)
 Nature 380:207）。他の類似体核酸には以下が含まれる：陽イオン性骨格をもつもの（D
ency et al.(1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6097）、非イオン性骨格をもつもの
（米国特許第5,386,023号; 同5,637,684号; 同5,602,240号; 同5,216,141号; 同4,469,86
3号; Letsinger et al.(1988) J. Am. Chem. Soc. 110:4470; Letsinger et al.(1994) N
ucleoside & Nucleotide 13:1597; ACS Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifica
tions in Antisens Research"(Chapter 2 and 3), Ed. Y.S. Sanghui and P. Dan Cook; 
Mesmaeker et al.(1994) Bioorganic & Medicinal Chem. Leet. 4:395; Jeffs et al.(19
94) J. Biomolecular NMR 34:17; Tetrahedron Lett. 37:743(1996)）、および非リボー
ス骨格（以下の文献に記載されたものを含む：米国特許第5,235,033号および同5,034,506
号並びにACS Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisens Resear
ch"(Chapter 6 and 7), Ed. Y.S. Sanghui and P. Dan Cook）。１つまたは２つ以上の炭
素環式糖を含む核酸もまた前記核酸の定義内に含まれる（例えば以下の文献を参照された
い：Jenkins et al.(1995) Chem. Soc. Rev. pp169-176）。いくつかの核酸類似体が文献
（C. Rawls & E. News June 2, 1997 pages 35）に記載されている。リボース－リン酸骨
格の上述の改変は、また別の成分部分（例えば標識）の付加を促進するために、またはそ
のような分子の生理学的環境における安定性および半減期を高めるために実施することが
できる。
【００２６】
本明細書で用いられるように、“残基”という用語は、天然、合成または改変アミノ酸を
指す。
本明細書で用いられるように、“抗体”という用語は、実質的に免疫グロブリン遺伝子ま
たはそのフラグメントによってコードされた１つまたは２つ以上のポリペプチドから成る
。認定されている免疫グロブリン遺伝子には、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デル
タ、イプシロンおよびミュー定常領域遺伝子が、多数の免疫グロブリンの可変領域遺伝子
とともに含まれる。軽鎖はカッパまたはラムダのどちらかに分類される。重鎖は、ガンマ
、ミュー、アルファ、デルタまたはイプシロンとして分類され、前記は順次ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥ免疫グロブリンクラスをそれぞれ規定する。
典型的な免疫グロブリン（抗体）の構造ユニットは四量体を含むことが判明している。各
四量体は同一な２対のポリペプチド鎖で構成され、各対は１つの“軽”鎖（約２５ｋＤ）
および１つの“重”鎖（約５０－７０ｋＤ）を有する。各鎖のＮ－末端は、約１００から
１１０またはそれ以上のアミノ酸であって主として抗原認識に必要な可変領域を規定する
。可変軽鎖（ＶL）および可変重鎖（ＶH）という用語は、それぞれ前記の軽鎖および重鎖
を指す。
【００２７】
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抗体は完全な免疫グロブリンとして存在するか、または種々のペプチダーゼの消化によっ
て生じた性状が明らかな多数のフラグメントとして存在する。したがって例えば、ペプシ
ンは、ヒンジ領域内のジスルフィド結合の下部で抗体を消化して、Ｆ（ａｂ）´2を生じ
る。Ｆ（ａｂ）´2は、軽鎖がＶH－ＣH１とジスルフィド結合によって結合されたＦａｂ
の二量体である。Ｆ（ａｂ）´2は穏やかな条件下で還元されてヒンジ領域内のジスルフ
ィド結合が破壊され、それによって（Ｆａｂ）´2二量体はＦａｂ´単量体に変換される
。前記Ｆａｂ´単量体は本質的にはＦａｂでヒンジ領域の一部分を有する（他の抗体フラ
グメントについてのさらに詳細な記述は以下の文献を参照されたい："Fundamental Immun
ology, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993)）。
【００２８】
種々の抗体フラグメントが完全な抗体の消化という観点から定義されるが、前記のＦａｂ
´フラグメントは、化学的にまたはリコンビナントＤＮＡ手法を用いてde novoに合成で
きることは当業者には理解されよう。したがって、本明細書で用いられるように抗体とい
う用語はまた、完全な抗体の改変によって製造されるか、またはリコンビナントＤＮＡ手
法を用いてde novoに合成された抗体フラグメントも含む。好ましい抗体には、単鎖抗体
（単一のポリペプチド鎖として存在する抗体）、より好ましくは単鎖Ｆｖ抗体（ｓＦｖま
たはｓｃＦｖ）が含まれる。後者では、可変重鎖および可変軽鎖が一緒に（直接またはペ
プチドリンカーを介して）結合され連続したポリペプチドが生成されている。前記単鎖Ｆ
ｖ抗体は共有結合によって連結されたＶH－ＶL異種二量体であり、ＶHおよびＶLコード配
列（直接連結されてあるか、またはペプチドコードリンカーによって連結されてある）を
含む核酸から発現させることができる（Huston et al.(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, 85:5879-5883）。ＶHおよびＶLは単鎖ポリペプチドとして互いに連結されているが、
ＶHドメインおよびＶLドメインは非共有結合によって結合されてある。繊維状ファージの
表面で発現された最初の機能性抗体分子は単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）であったが、また別の発
現手法も成功した。例えば、Ｆａｂ分子は、鎖の一方（重鎖または軽鎖）がｇ３キャプシ
ドタンパク質と融合され、相補鎖が可溶性分子としてペリプラズムに搬出される場合、フ
ァージ上でディスプレーさせることができる。前記２つの鎖は同じレプリコンでコードさ
れても、または異なるレプリコンでコードされてもよいが、重要な点は、各Ｆａｂ分子内
の前記２つの抗体鎖は翻訳後に合体し、二量体は、前記鎖の一方と例えばｇ３ｐとの結合
を介してファージ粒子内に取り込まれるということである（例えば米国特許第5,733,743
号を参照されたい）。前記ｓｃＦｖ抗体および他の多くの構造物が当業者に知られている
が、後者は、天然の状態では凝集しているが、化学的に分離させた抗体のＶ領域由来軽鎖
および重鎖ポリペプチドを、抗原結合部位の構造と実質的に同様な三次元構造に折り畳ま
れた分子に変換されてある（例えば米国特許第5,091,513号、第5,132,405号および第4,95
6,778号を参照されたい）。特に好ましい抗体には、ファージ上でディスプレーされた全
てが含まれるべきである（例えば、ｓｃＦｖ、Ｆａｂおよびジスルフィド結合により連結
されたＦｖである（Reiter et al.(1995) Protein Eng. 8:1323-1331））。
【００２９】
本明細書で用いられるように、“特異的に結合する”とは、生物学的分子（タンパク質、
核酸、抗体など）についていう場合は、異種分子集団（例えばタンパク質および他の生物
学的物質）内の生物学的分子の存在を決定することができる結合反応を指す。したがって
、指定の条件下で（例えば抗体の場合のイムノアッセイ条件または核酸の場合のストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件下で）、特定のリガンドまたは抗体はその固有の
“標的”分子と結合し、サンプルに存在する他の分子と顕著な量では結合しない。
“リガンド”という用語は、別の分子と特異的に結合および／または搬送されるか、また
は可能な分子を指す。好ましいリガンドには、ペプチド、核酸、炭水化物、糖、ホルモン
などが含まれるが、ただしこれらに限定されない。リガンドとリガンドが結合する分子と
は結合対を形成し、前記結合対において各構成要素は他方の構成要素に対してリガンドと
みなされる。結合対の明白な例には、抗体／抗原、抗体／ハプテン、酵素／基質、酵素／
インヒビター、酵素／補助因子、結合タンパク質／基質、担体タンパク質／基質、トラン
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スポータータンパク質／基質、レクチン／炭水化物、レセプター／ホルモン、レセプター
／調節物質、ポリヌクレオチドの相補鎖、タンパク質／核酸リプレッサー（インダクター
）、レセプター／ウイルスなどが含まれる。
【００３０】
本明細書における“ナノ粒子”とは、エフェクター（例えば検出可能なレベルの、薬剤、
サイトトキシン、等）と複合可能またはエフェクターを含有可能な“担体“を指す。好ま
しいナノ粒子はリガンドとの（直接またはリンカーを介した）非共有結合または切断可能
な共有結合を備える。
【００３１】
“エフェクター”とは、任意の分子または分子の組合せであって、その活性を細胞内に内
在化させることが所望されるものを指す。エフェクターには標識、サイトカイン、酵素、
増殖因子、転写因子、薬などが含まれるが、ただしこれらに限定されない。
“レポーター”とは、検出可能なシグナルを提供するエフェクターである（例えば検出可
能な標識である）。ある種の実施態様では、前記レポーターは、それ自体は検出可能なシ
グナルを提供する必要はないが、その後すぐに検出可能な標識と結合することができる成
分部分を単に提供するだけでよい。
“調節する”という用語は、リガンドの内在化の調節に関して用いられるときは、内在化
されるリガンドの総量、および／または内在化速度のアッピレギュレーションまたはダウ
ンレギュレーションを指す。ある種の実施態様では、特にリガンドの流出がアッセイされ
ないか、または制御されない場合には、調節はリガンドの流出速度を変化させることによ
って発生し、細胞によるリガンド取込みの正味速度または正味量に影響を与えることがで
きる。
【００３２】
“テスト薬剤”という用語は、所望の活性（例えば細胞によるリガンドの内在化を調節す
る能力または変化させる能力）についてスクリーニングされるべき任意の薬剤を指す。“
テスト組成物”は、場合によって適切な担体中の任意の分子または分子混合物であろう。
“テスト細胞”という用語は、本発明の方法が適用される任意の細胞を指す。
“有機小分子”という用語は、一般的に製薬で用いられる有機分子に匹敵するサイズを有
する分子を指す。前記用語では生物学的巨大分子（例えばタンパク質、核酸など）は除外
される。好ましい有機小分子のサイズは約５０００Ｄａまで、より好ましくは２０００Ｄ
ａまで、もっとも好ましくは約１０００Ｄａまでの範囲である。
【００３３】
“検出する”という用語は検出または定量を意味する。
“キレート結合”という用語は、エフェクターと電子対ドナーとの間の結合であって、前
記電子対ドナーと金属イオンとの間で誘引力を生じる、前記電子対ドナーと前記金属イオ
ンの配位部位との間の相互作用を伴うものを指す。
“リポソーム”という用語は、両親媒性脂質で構成された自己封入層（self-enclosed la
yer）を含むナノ粒子を指す。典型的には、前記の層は、疎水性部分および親水性部分を
含む分子によって形成された二重層で、疎水性部分は水性媒体中で結合して前記層の内側
部分を形成し、一方、親水性部分は媒体と接触状態にある。前記層は内部を取囲んでこれ
を封入し、前記内部は、全体的にまたは部分的に水相、固体、ゲル、気相または非水性液
を含むことができる。エフェクター、例えばレポーターはリポソームの前記内部、脂質層
内に含まれているか、または前記脂質層の外側表面に結合されてあってもよい。
【００３４】
本発明は、細胞内に内在化されるリガンドを特定する方法、またはリガンドを細胞内に内
在化させることができる内在化機能を有するレセプターを特定する方法を提供する。前記
方法は、リガンドの精製を必要とすることなく、エフェクター（例えばレポーター分子な
ど）を含有するナノ粒子に非共有結合的に（例えばエピトープタグを介して）リガンドを
結合させることを含む。精製を必要としないので、ナノ粒子に結合させたリガンドにテス
ト細胞を曝露する前でも後でも、細胞結合および内在化を高処理態様で容易にアッセイす
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ることができる。
【００３５】
　一般的には、前記方法は、リガンド（例えばコンビナトリアルライブラリーで生成され
たリガンド）と非共有結合させたエフェクター（例えばレポーター）を提供することを必
要とする。前記エフェクター／リガンドを、“テスト”細胞“（例えばリガンドを内在化
させる能力についてアッセイされるべき細胞）と接触させる。エフェクター／レポーター
を前記リガンドから分離し、分離したレポーターを前記細胞の表面から除去する。好まし
い実施態様では、前記レポーター／エフェクターは前記細胞内で検出され、前記レポータ
ー／エフェクターが細胞内に存在するということは、前記リガンドが内在化されたことを
示す。より一般的には、リガンドの内在化は、前記細胞が、前記リガンドと結合する内在
化機能を有するレセプターをディスプレーしていることを意味する。前記方法はさらに、
例えば診断または治療を目的として、リガンドを内在化させた細胞を特定および／または
単離することを含むことができる。この場合、前記細胞は、患者の組織標本または体液標
本、例えば血液、尿、唾液または組織生検にそのような細胞が存在するか否かを決定する
ための病理学的細胞（例えば癌細胞）である。別の例では、ＤＮＡのトランスフェクショ
ンの結果としてその表面に内在化機能を有するエピトープを発現する、遺伝子工学により
操作された細胞が検出および単離されるであろう。表面に結合したエフェクターは、細胞
の完全性を保護する細胞保全条件下で分離され除去されるので、単離された細胞の維持お
よび増殖が可能で、安定なトランスフェクタントの有用なクローンを得ることができる。
【００３６】
別の実施態様では、本発明は、内在化機能を有するレセプターを特定する方法を提供する
。好ましい実施態様では、前記方法は、内在化されたリガンドを例えば上記で述べた方法
にしたがって特定することを必要とする。前記内在化されたリガンドを細胞から回収およ
び／または特定する。続いて、前記回収および／または特定したリガンドを用いて、前記
リガンドを内在化させたレセプターを、例えばin situで標識するか、またはアフィニテ
ィー精製することによって特定することができる。
さらに別の実施態様では、本発明の方法を用いて、リガンドを内在化させる細胞の能力を
調節する薬剤をスクリーニングすることができる。好ましい実施態様では、前記方法は、
本明細書に記載するようにリガンドの内在化についてスクリーニングすることを必要とす
る。この場合、細胞をエフェクター／リガンド構築物と接触させる前に、または接触させ
ている間に、それら細胞をスクリーニングされるべき薬剤と接触させる。例えばテスト薬
剤を低濃度で含むか、またはテスト薬剤を含まない陰性コントロールと比較したとき、テ
スト薬剤と接触させた細胞によるリガンド内在化の差異は、前記テスト薬剤が問題のリガ
ンドの内在化を調節する（例えば増加または減少させる）ことを示す。
【００３７】
本発明はまた、細胞によるリガンドの結合および内在化を検出する方法を提供する。前記
方法は以下のｉ）からｖｉ）の工程を含む：ｉ）リガンドと非共有結合させたエフェクタ
ー（例えばレポーター）と細胞を接触させ；ｉｉ）細胞と結合していないエフェクターの
部分を取り除き；ｉｉｉ）細胞と結合したレポーターを検出し、細胞表面と結合し前記細
胞によって内在化されたリガンドの総量を示す第一の測定値を得て；ｉｖ）前記レポータ
ーをリガンドから分離し、分離したレポーターを細胞表面から除去し；ｖ）細胞内に残存
するレポーターを検出し、内在化されたリガンド量を示す第二の測定値を得て；ｖｉ）第
二の測定値を第一の測定値から差し引き、細胞表面に結合しているリガンド量を示す差を
得る。
【００３８】
リガンドに非共有結合したエフェクターの提供
好ましい実施態様では、本発明の方法は、リガンドに非共有結合させた（典型的には“ナ
ノ粒子”と複合体を形成させるか、またはナノ粒子内に局在化させる）エフェクターを利
用する。ある種の実施態様では、エフェクターは切断可能な共有結合によってリガンドと
結合させることができる。
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エフェクターと共役させるためのリガンド
実質的にいずれのリガンドも本発明の方法で使用するために適している。特に好ましい実
施態様では、本発明の方法はペプチドを利用するが、一方、核酸、糖、種々の炭水化物、
脂質および任意の有機分子をリガンドとして用いることが可能である。
【００３９】
　ある種の実施態様では、単リガンドを用いて、リガンドを内在化させることができる細
胞および／またはレセプターを特定することができる。他の実施態様では、マルチリガン
ドを用いて、内在化機能を有するレセプターおよび／または特定の細胞によって内在化さ
れるリガンドを特定することができる。特に好ましい実施態様では、前記リガンドは、多
数の異なるリガンドを含むライブラリー（時にコンビナトリアルライブラリー（combinat
orial libraries）と称される）の成分として提供される。多数の異なるリガンドを含む
大きなリガンドライブラリーを使用することによって、特定の細胞によって内在化される
リガンドを特定できる可能性が高まる。
【００４０】
　好ましいライブラリーは、少なくとも２個、好ましくは少なくとも５個、より好ましく
は少なくとも１０個、もっとも好ましくは少なくとも１００個、または少なくとも１００
０個の異なるリガンドを含む。さらに大きなライブラリーも可能であり、しばしば好まし
い。そのような大きなライブラリーは少なくとも１００００個の異なるリガンド、好まし
くは少なくとも１０００００個の異なるリガンド、または少なくとも約１００００００個
もしくはそれ以上のリガンドすら含む。
　コンビネーションペプチドライブラリーを製造する方法は当業者には周知である。前記
ペプチドライブラリーは化学的に合成するか、または核酸発現ライブラリーによって製造
することができる。コンビナトリアルライブラリーの構築における最初の研究は化学的な
ペプチド合成を中心とした（Furka et al.(1991) Int. J. Peptide Protein Res. 37:487
-493; Houghton et al.(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5131-5135; Geysen et a
l.(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Fodor et al.(1991) Science 251
:767）。
【００４１】
しかしながら、リコンビナントＤＮＡ技術を用いてペプチドライブラリーを作製する方法
が極めて一般的になりつつある。したがって、例えばファージディスプレーライブラリー
などの使用によって、単鎖抗体ライブラリーまたは他のペプチドリガンドライブラリーの
作製が可能である。前記のような大きなライブラリーを発現させるために、ポリペプチド
または抗体フラグメント遺伝子がファージの表面タンパク質（ｐＩＩＩ）をコードする遺
伝子に挿入され、ポリペプチド－ｐＩＩＩ融合タンパク質が前記ファージの表面でディス
プレーされる（McCafferty et al.(1990) Nature, 348:552-554; Hoogenboom et al.(199
1) Nucleic Acids Res. 19:4133-4137）。前記遺伝子は、ｐＩＩＩタンパク質から所望の
ように前記ペプチドを分離することを可能にする酵素切断部位を含むことができる。
【００４２】
タンパク質をコードする核酸は１つまたは２つ以上の領域で高度な縮退を有し、それによ
って文字通り数千のペプチドライブラリーを提供することができる（例えば米国特許第5,
198,346号、第5,096,815号、第4,946,778号などを参照されたい）。１０００００個また
は１００００００個すら越える異なる構成要素を含むライブラリーが構築された（例えば
以下の文献を参照されたい：Yang & Craik (1998) J. Mol. Biol., 279:1001-1011）。
ファージディスプレー法はペプチドライブラリーの唯一の作製方法ではない。ファージ以
外のベクターを用いて大きなペプチドライブラリーを作製することが可能である。
【００４３】
ある種の実施態様では、本発明で利用されるリガンドは“ランダムに”作製されるが、別
の実施態様ではリガンドはペプチド“リード”の周辺に多様性を構築することを含むこと
ができる。このアプローチでは、特定のペプチド配列（リード）から開始される。前記リ
ードは、上記で述べたような他のランダムペプチドアプローチによって選択されたもの（
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例えばファージアプローチによるもの）であってもよい。続いて、前記リードペプチドの
コード配列をベースにしたオリゴヌクレオチド群をin vitro（例えばＤＮＡ自動合成装置
により）で合成する。前記オリゴヌクレオチド群の各構成要素はオリジナル配列から一定
の度合いで変化する。リードの供給源には以下が含まれる：（１）例えばファージディス
プレーライブラリーで作製された、準ランダムペプチド；（２）天然リガンド遺伝子に由
来する小型ペプチドをコードするＤＮＡ；（３）多様性を導入するために小型ペプチドコ
ードＤＮＡフラグメントをシャフリングしたもの（例えば米国特許第6,132,970号、第6,1
17,679号、第6,096,548号を参照されたい）；（４）ペプチド多様性の細胞間生成及び機
能しうる転写トランスアクチベーターの再構築を通じたペプチド－タンパク質相互作用の
検出に関する、他のペプチド多様性及び特徴の供給源に由来するペプチドリード（例えば
以下を参照されたい：Field & Song, (1989) Nature 340(6230):245-246）；および（６
）構造的に拘束されている特定分子の骨格の周囲に構築された多様なペプチド（例えば以
下の文献を参照されたい：Yang & Craik (1998) J. Mol. Biol., 279:1001-1011）。
【００４４】
選択したランダムペプチドベクターを多様化させるためのさらに別のアプローチは、回収
ベクタープールまたはサブセットの突然変異誘発を必要とする。スクリーニングによって
特定した、ベクターで形質転換したリコンビナントホスト細胞をプールし単離する。細胞
を例えば亜硝酸、ギ酸、ヒドラジンで処理することによって、またはミューテーター株（
例えばｍｕｔＤ５）（例えば以下の文献を参照されたい：Schaaper (1988) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 85:8126-8130）を使用することによって、ベクターＤＮＡまたはベクタ
ーＤＮＡの一部分に突然変異を誘発する。前記の処置によって多様な変異がベクターＤＮ
Ａに生じる。前記可変性ペプチドをコードする配列を含むセグメントを、場合によって前
記可変性領域に接する部位に特異的な制限ヌクレアーゼで切断して単離し、続いて無傷の
ベクターＤＮＡで再クローニングすることができる。また別には、前記のランダムペプチ
ドコード配列を再クローニングすることなく前記突然変異誘発ベクターを用いてもよい。
【００４５】
さらにまた、低ストリンジェント条件下でポリメラーゼ連鎖反応を用い、選択したペプチ
ドのコード配列に誤ったヌクレオチド変化を取り込ませることによって、選択ペプチドを
多様化させることができる（ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）；米国特許第4,683,202号
、第4,683,195号および第4,965,188号を参照されたい）。文献（Leung et al.(1989) Tec
hnique 1:11-15）に記載されたプロトコルは、ヌクレオチド比率を変更し、さらにマンガ
ンを添加して変異頻度を顕著に高めている。
【００４６】
さらにまた、強力な突然変異誘発を用い、（リードとはほとんどまたは全く相違をもたな
いペプチドを生成するとともに）前記リードとは極めて多数の相違を有する多数のペプチ
ドを生成することができる。別のアプローチでは、ペプチド内のただ１つのアミノ酸置換
が所望され、その目的は、結合を失わせるかまたは顕著に結合を改善する多数の単一アミ
ノ酸変化を見つけることである。例えば、あるアプローチは４つのヌクレオチド混合物を
合成することを含む。前記混合物の各々は、４つのヌクレオチドの１つを８５％で含み、
他の３つのヌクレオチドはそれぞれ５％で含む。したがって、固相化学合成時に各位置で
“正確な”ヌクレオチドが取り込まれる確率は８５％で、他の３つのヌクレオチドが取り
込まれる確率は１５％（各々については５％の確率）である。したがって、平均すれば１
００塩基の長さのオリゴヌクレオチドを合成する場合、平均的分子でヌクレオチド配置の
８５％が正確で（すなわちリード配列とマッチし）、配置の１５％が、オリジナル配列と
比較して不正確なヌクレオチドを取り込んでいるであろう。選択した不正確取込み基準に
対応して、生成された種々のオリゴヌクレオチド混合物は、例えば９７％１％１％１％不
正確取込み様式に従うことによって出発コア配列に極めて類似し、また例えば５５％１５
％１５％１５％不正確取込み様式に従うことによってリード配列から平均して顕著に異な
るであろう。
【００４７】
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上記に述べたアプローチは単なる例示である。他のペプチドライブラリーの作製も当業者
にはよく知られている（例えば以下の文献を参照されたい：5,010,175; Furka (1991) In
t. J. Pept. Prot. Res., 37:487-493; Houghton et al.(1991) Nature 354:84-88など）
。
本発明の方法で使用されるリガンドはペプチドリガンドに限定されない。エフェクター／
レポーターと非共有結合することができるかぎり、実質的にはいずれのリガンドも用いる
ことができる。さらにまた、リガンドが特定のエフェクター／レポーターと非共有結合に
より結合することができるように、例えば特定のペプチドエピトープ用いてリガンドを誘
導することができる。適切な非ペプチドリガンドには、核酸（ＲＮＡもしくはＤＮＡまた
はその類似体）、糖、炭水化物、脂質、小型の有機分子などが含まれるが、ただしこれら
に限定されない。
【００４８】
コンビネーション化学合成ライブラリーの範囲はペプチド合成以外にも拡張されてきた。
ポリカルバメートおよびＮ－置換グリシンライブラリーが合成され、構造的にペプチドに
類似するが、強力なタンパク分解耐性、吸収および薬理学的動態特性を有する化学物質を
含むライブラリーが作製された（Cho et al. (1993) Science 261:1303-1305; Simon et 
al.(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:9367-9371）。さらにまた、ベンゾジアゼピ
ン、ピロリドンおよびジケトピペラジンライブラリーが合成され、コンビネーション化学
の範囲が拡大され複素環物質も含まれるようになった（Bunin et al. (1992) J. Am. Che
m. Soc. 114:10997-10998; Murphy et al. (1995) J. Am. Chem. Soc. 117:7029-7030; G
ordon et al.(1995) Biorg. Medicinal Chem. Lett. 5:47-50）。
化学的および／または生物学的合成方法（多数の化学的に作られた“ビルディングブロッ
ク”を組み合わせることによる）によって、極めて複雑で多様性を有するライブラリーを
作製することができる。例えば、ある研究者は、１００個の互換性を有するビルディング
ブロックを系統的に組み合わせて混合することによって、理論的には１億個の四量体化合
物または１００億個の五量体化合物が合成されることを観察した（Gallop et al.(1994) 
37(9):1233-1250）。
【００４９】
既知のコンビネーション化学ライブラリーには以下が含まれる（ただしこれらに限定され
ない）：ペプトイド（ＰＣＴ公開番号WO91/19735、1991年12月26日）；ランダムバイオオ
リゴマー（ＰＣＴ公開番号WO92/00091、1992年1月9日）；ベンゾジアゼピン（米国特許第
5,288,514号）；ダイバーソマー（diversomer）、例えばヒダントイン、ベンゾジアゼピ
ンおよびジペプチド（Hobbs et al.(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909-6913）
；ビニローグポリペプチド（Hagihara et al.(1992) J. Amer. Chem. Soc.114:6568）；
ベータ－Ｄ－グルコース骨格を有する非ペプチド性模造ペプチド（Hirschmann et al.(19
92) J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-9218）；小型化合物ライブラリーと同様な有機合成
（Chen et al.(1994) J. Amer. Chem. Soc. 116:2661）；オリゴカルバメート（Cho et a
l.(1993) Science 261:1303）；および／またはペプチジルホスホネート（Campbell et a
l.(1994) J. Org. Chem. 59:658）（概括的には以下の文献を参照されたい：Gordon et a
l.(1994) J. Med. Chem. 37:1385）；核酸ライブラリー（Strategene Corp.）；ペプチド
核酸ライブラリー（例えば米国特許第5,539,083号を参照されたい）；抗体ライブラリー
（例えば以下を参照されたい：Vaughn et al.(1996) Nature Biotechnology 14(3):309-3
14; PCT/US96/10287）；炭水化物ライブラリー（Liang et al.(1996) Science 274:1520-
1522; 米国特許第5,593,853号）；および小型有機分子ライブラリー［例えばベンゾジア
ゼピン（Baum (1993) C&EN, Jan. 18, p.33）、イソプレノイド（米国特許第5,569,588号
）、チアゾリジノンおよびメタチアザノン（米国特許第5,549,974号）、ピロリジン（米
国特許第5,525,735号および第5,519,134号）、モルホリノ化合物（米国特許第5,506,337
号）、ベンゾジアゼピン（米国特許第5,288,514号）、ピリミジンジオン（米国特許第6,0
25,371号）］など。
【００５０】
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　コンビナトリアルライブラリーを調製する装置は市販されている［例えば３５７ＭＰＳ
、３９０ＭＰＳ（Advanced Chem Tech; Louisville KY.）；Ｓｙｍｐｈｏｎｙ（Raini; W
obun, MA）；４３３Ａ（Applied Biosystems; Foster City, CA）；９０５０Ｐｌｕｓ（M
illipore; Bedford, MA）］。
　液相化学合成のために周知の多数の自動システムもまた開発されている。 前記システ
ムには以下のような自動化ワークステーションが含まれる（ただしこれらに限定されない
）：武田薬品工業（株）（大阪）が開発した自動合成装置およびロボットアームを用いる
自動システム（ザイメート（Zymate）ＩＩ（Zymark Corporation; Hopkinton, Mass）.；
オルカ（Orca）（ヒューレットパッカード；Palo Alto, CA）、前記は研究者による手動
合成操作に類似するものである）およびベンチャーＴＭプラットフォーム（初めから終わ
りまで５７６から９６００の同時反応を進行させることができる超高速処理合成装置（Ad
vanced ChemTech, Inc.; Louisville, KY））。上記の装置のいずれも本発明での使用に
適している。本明細書で述べたように前記装置を操作することができるように、（必要な
場合には）前記装置に加えるべき改変の特性およびその実施は当業者には明白であろう。
さらに、コンビナトリアルライブラリー自体も多数市販されている（ComGenex; Princeto
n, N.J.；Asinex; Moscow, Ru；Tripos, Inc.; St. Louis, MO；ChemStar, Ltd; Moscow,
 Ru；3D Pharmaceuticals; Exton, PA；Martek Biosciences; Columbia, MDなど）。
【００５１】
エフェクター／ナノ粒子組合わせ
好ましい実施態様では、リガンドはエフェクターに非共有結合されている。前記結合は直
接的結合であっても、エフェクターを“搬送する”担体（例えばナノ粒子）との結合であ
ってもよい。本明細書で用いられるように、エフェクターとは、その活性を細胞内に内在
化させることが所望される任意の分子または分子の組合せを指す。エフェクターには、例
えば標識、サイトカイン、酵素、成長因子、転写因子、核酸、薬などの分子が含まれるが
、ただしこれらに限定されない。エフェクターとして特に適切な薬は、細胞毒性抗癌剤で
ある。細胞毒性抗癌剤の例は、アンタサイクリン（例えばドキソルビシン）、ツルニチニ
チソウのアルカロイド（例えばビンクリスチン、ビンブラスチン、ビノレルビン）、ホレ
ート類似体（例えばメトトレキセート、エダトレキセート）、ヌクレオチド類似体（例え
ばアラビノシルシチジン、アザチミジン）、白金錯体（例えばシスプラチン、カルボプラ
チン）、およびアルキル化剤（例えばニトロソウレア、メルファラン、シクロホスファミ
ド）である。
【００５２】
特に好ましい実施態様では、エフェクターは検出可能な標識を含む。本発明の使用に適し
た検出可能な標識には、分光測定的、光化学的、電気化学的、生化学的、免疫化学的、磁
気的、電気的、光学的、または化学的手段によって検出できる任意の組成物が含まれる。
本発明で有用な標識には、標識ストレプトアビジン共役物で染色されるビオチン、磁性ビ
ーズ［例えばダイナビーズ（Dynabeads）（登録商標）］、蛍光染料［例えばフルオレセ
イン、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質など（Haugland (1996) "Handb
ook of Fluorescent Probes and Research Chemicals", 6th Ed., Molecular Probes, Eu
gene, Oregon, USA）］、放射性標識（例えば3Ｈ、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃまたは32Ｐ）、酵
素（例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼおよびＥＬＩＳＡ
で一般的に使用されるその他の酵素）、および比色標識、例えば金コロイド（例えば直径
サイズが４０－８０ｍｍの金粒子は高い効率で緑色光を散乱させる）または着色ガラスも
しくはプラスチック（例えばポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックスなど）ビーズが
含まれる。前記の標識の使用を開示する特許には、米国特許第3,817,837号、第3,850,752
号、第3,939,350号、第3,996,345号、第4,277,437号、第4,275,149号および第4,366,241
号が含まれる。
【００５３】
蛍光標識が好ましい。なぜならば、蛍光標識は非常に強いシグナルを提供し、バックグラ
ウンドは低いからである。さらにまた、蛍光標識は迅速な走査方法により高い分解能およ
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び感度で光学的に検出することができる。望ましくは、蛍光標識は約３００ｎｍ、好まし
くは約３５０ｎｍ、より好ましくは約４００ｎｍを越える光を吸収するべきで、通常は吸
収した光の波長よりも約１０ｎｍ以上の波長を放出する。結合させた染料の吸収および放
出特性は未結合染料とは異なることは特記されるべきである。したがって、染料の種々の
波長レンジおよび特性をいうときは、任意の溶媒中の未結合染料についてではなく使用さ
れている染料を示すことを意図している。
【００５４】
検出可能なシグナルはまた、化学発光源および生物発光源によっても提供される。化学発
光源には、化学反応によって電子的に励起され、続いて検出可能なシグナルとして機能す
るか、または蛍光受容体にエネルギーを供与する光を放出することができる化合物が含ま
れる。また別には、ルシフェリンをルシフェラーゼまたはルシゲニンと一緒に用いて生物
発光を提供することができる。
スピン標識は、不対電子対をもつレポーター分子によって提供され、前記は電子スピン共
鳴（ＥＳＲ）分光法によって検出することができる。典型的なスピン標識には、遊離有機
ラジカル、遷移金属錯体（特にバナジウム、銅、鉄およびマンガン）などが含まれる。典
型的なスピン標識にはニトロオキシド遊離ラジカルが含まれる。
【００５５】
蛍光標識は、単一の有機分子種に限定されることは無く、無機分子、有機および／または
無機分子の多分子混合物、結晶、ヘテロポリマーなども含まれることは理解されよう。し
たがって、例えば、シリカの殻に封入されたＣｄＳｅ－ＣｄＳの核－殻ナノクリスタルを
生物学的分子との結合を目的として容易に製造することができる（Bruchez et al.(1998)
 Science 281:2013-2016）。同様に、強い蛍光を発する量子小片（硫化亜鉛キャップドセ
レン化カドミウム）を生物分子に共有結合させて、超高感度の生物学的検出のために用い
られた（Warren and Nie (1998) Science, 281:2016-2018）。
他の好ましい標識には放射性標識が含まれる。放射性標識をナノ粒子に導入し、続いて前
記ナノ粒子をエフェクターに非共有結合させる。例えば、同位元素125Ｉ、131Ｉ、99mＴ
ｃ、67Ｇａ、111Ｉｎ、14Ｃ、3Ｈ、35Ｓおよび14Ｐが放射性標識として一般的に用いられ
る。例えば67Ｇａ、111Ｉｎのような放射性金属イオンを、ＩＤＡ、ＮＴＡなどとの混合
キレート型としてエピトープタグに非共有結合させることができる。放射性標識の検出方
法は当技術分野では周知である。
【００５６】
磁性ビーズもまた別の好ましい検出可能標識である。細胞と適合する多様な磁性ビーズが
当技術分野で知られている。例えばＰＣＴ特許出願PCTWO90/01,295号、米国特許第4,101,
435号、第5,262,176号、第4,698,302号、第5,069,216号およびWeissleder et al., Radio
logy, 175:489-493(1990)を参照されたい。磁力感度が強化されたサブミクロンサイズの
ポリマー被覆生物適合磁性ビーズが米国特許第5,411,730号（Kirpotin, Chan, Bunn）に
記載されている。前記ビーズは典型的には磁鉄鉱または超常磁性酸化鉄を含み、５ｎｍ（
超磁性ビーズ）から数ミクロンのサイズを有する。１つまたは２つ以上のリガンドを非共
有結合または切断可能な共有結合によって前記ビーズに結合させる。磁性ビーズをリガン
ド（例えば抗体）と結合させる技術は一般的に知られている（Weissleder et al.(1992) 
Radiology, 182:381-385）。細胞とのインキュベーションの後で、内在化されなかったビ
ーズ（表面結合ビーズを含む）を、例えば洗浄することによって細胞から分離し除去する
。リガンドを内在化させることができる細胞、したがって前記リガンドと結合した磁性ビ
ーズを内在化させた細胞は、磁力測定によって検出することができる。また別には、磁場
を用いて（例えばハイグラディエント磁性分離（Miltenyi Biotech AG）によって）細胞
を分離する。磁性ビーズの生体適合性により、分離されたリガンド内在化細胞は生命力を
有し、その後の研究または医療的使用のために、例えば細胞培養として生かしておくこと
ができる。
【００５７】
２種類以上のリガンドを非共有結合または切断可能な共有結合によりエフェクター（例え
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ばレポーターまたはレポーターを搬送するナノ粒子）に結合させることができ、したがっ
て同じ細胞バッチで多数のタイプのリガンドの内在化について細胞を同時に選別および検
出することが可能なことは理解されよう。
ある種の実施態様では、エフェクター（例えばレポーター／エフェクター）はリガンドに
非共有結合により直接連結され、一方、他の実施態様では、前記エフェクターはナノ粒子
内に含まれるか、および／またはナノ粒子と複合体を形成し、前記ナノ粒子がリガンドと
非共有結合で連結される。本明細書で用いられるように、ナノ粒子とは、エフェクターと
複合体を形成するか、またはエフェクターを含有することができ、さらにリガンドに非共
有結合を提供することができる任意の“担体”である。
【００５８】
“ナノ粒子”として広範囲の物質が適切で、これらには多孔性ミクロビーズ（例えば孔制
御ガラス）、脂質とリポソーム、種々のポリマー、種々のデンドリマーなどが含まれるが
、ただしこれらに限定されない。適切なリポソームには、小型の単層小胞、大型の単層小
胞および多層小胞を含む（ただしこれらに限定されない）種々のリポソームが含まれる。
リポソームを生成する種々の技術が文献に記載されている。前記技術には加圧押出し、洗
剤透析、脱水－再水和、逆相蒸発、リモートローディング、超音波処理および他の方法が
含まれるが、ただしこれらに限定されない（例えば以下の文献を参照されたい：New(1990
) Preparation of Liposomes. In: R.R.C. New (ed.) Liposomes: A Practical Approach
. I.R.L. Press, Oxford, pp.33-10413）。また別には、エフェクター分子と脂質で単純
に複合体を形成させることができる。
【００５９】
さらに別の実施態様では、エフェクターは、種々のポリマー（例えば薬剤の担体として用
いられるもの）などと結合される。適切なポリマーの例にはポリビニルピロリドン、ピラ
ンコポリマー、ポリヒドロキシプロピル－メタクリルアミド－フェノール、ポリヒドロキ
シエチルアスパルトアミドフェノール、またはパルミトイル残基で置換されたポリエチレ
ンオキシド－ポリリジンが含まれるが、ただしこれらに限定されない。前記物質はまた、
薬剤の制御放出の実施に有用な生物分解性ポリマーと結合させてもよい。適切なポリマー
には、ポリ酢酸、ポリグリコール酸、ポリ酢酸とポリグリコール酸とのコポリマー、ポリ
エプシロンカプロラクトン、ポリヒドロキシ酪酸、ポリオルトエステル、ポリアセタール
、ポリジヒドロピラン、ポリシアノアシレートおよびヒドロゲルの架橋または両親媒性ブ
ロックコポリマーが含まれる。
【００６０】
さらに他の実施態様では、エフェクターは種々のデンドリマーと複合体を形成する。デン
ドリマーとは三次元の高度な秩序を有するオリゴマーおよび／またはポリマー化合物で、
典型的にはコア分子またはイニシエーターと称されるものにオリゴマーおよび／またはポ
リマーを付加し、さらに陽性に荷電した外側表面を提供する反復連続反応によって形成さ
れる。前記デンドリマーは下記文献に記載されたように製造できる：PCT/US83/02052およ
び米国特許第4,507,466号、第4,558,120号、第4,568,737号、第4,587,329号、第4,631,33
7号、第4,694,064号、第4,713,975号、第4,737,550号、第4,871,779号、第4,857,599号。
【００６１】
典型的には、デンドリマーのポリカチオンはコア分子を構成し、前記コア分子上にポリマ
ーが付加される。前記ポリマーはオリゴマーでもポリマーでもよく、前記は典型的には電
荷を獲得できる末端基を含む。適切なコア分子は少なくとも２つの反応残基を含み、前記
はオリゴマーおよび／またはポリマーとコア分子の結合に利用することができる。前記反
応性残基の例は、とりわけヒドロキシル、エステル、アミノ、イミノ、イミド、ハライド
、カルボキシル、カルボキシハライド、マレイミド、ジチオピリジルおよびスルフヒドリ
ルである。好ましいコア分子は、とりわけアンモニア、トリス－（２－アミノエチル）ア
ミン、リジン、オルニチン、ペンタエリスリトールおよびエチレンジアミンである。前記
残基の組合せもまた他の反応残基と同様に適切である。
【００６２】
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エフェクター／ナノ粒子とリガンドとの非共有結合
好ましい実施態様では、リガンドはエフェクターおよび／またはエフェクターを含むナノ
粒子に非共有結合される。前記非共有結合は、イオン性相互作用、配位結合（例えばキレ
ート結合）および／または水素結合および／または疎水性相互作用などの手段による。特
に好ましい実施態様では、前記非共有結合はエピトープタグの手段による。
本明細書で用いられるようにエピトープタグとは、抗体または他の結合パートナーによっ
て特異的に認識される分子または分子の領域を指す。したがって、例えばエピトープ／抗
体相互作用で認識されるエピトープの他に、エピトープタグはまた、他の結合分子によっ
て認識される“エピトープ”（例えばレセプターと結合するリガンド）、他のリガンドと
結合してヘテロダイマーまたはホモダイマーを形成するリガンド、２から８個のヒスチジ
ン残基を有するオリゴヒスチジン配列（例えばＮｉ－ＮＴＡと結合したＨｉｓ6）などを
含む。
【００６３】
エピトープタグは当業者には周知である。さらにまた、多様なエピトープタグに特異的な
抗体が市販されている。前記には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：ＤＹ
ＫＤＤＤＤＫ（配列番号：１）エピトープに対する抗体、ｃ－ｍｙｃ抗体（シグマ（Sigm
a, St. Louis）から入手できる）、ＨＮＫ－１炭水化物エピトープ、ＨＡエピトープ、Ｈ
ＳＶエピトープ、Ｈｉｓ4、Ｈｉｓ5およびＨｉｓ6エピトープ（Ｈｉｓエピトープ特異抗
体（例えばQiagen）で認識される）など。さらに、エピトープ付随タンパク質のためのベ
クターも市販されている。したがって、例えばｐＣＭＶ－Ｔａｇ１ベクターは、哺乳類細
胞で遺伝子を発現させるためにデザインされたエピトープ付随ベクターである。ｐＣＭＶ
－Ｔａｇ１ベクターに挿入される標的遺伝子は、ＦＬＡＧ（登録商標）エピトープ（Ｎ－
末端、Ｃ－末端または内部付せん用）、Ｃ－ｍｙｃエピトープまたはＦＬＡＧ（Ｎ－末端
用）とｃ－ｍｙｃ（Ｃ－末端用）の両方を用いて付せんを付けることができる。
【００６４】
特に好ましい実施態様では、リガンドにはヒスチジンエピトープ（Ｈｉｓ6）タグの付せ
んを付けることができる。前記タグは、キレーター基のＣｕ、Ｎｉ、ＺｎまたはＣｏ錯体
と結合する。好ましいキレーター基には、イミノ二酢酸（ＩＤＡ）およびニトリロ三酢酸
（ＮＴＡ）誘導体が含まれる。Ｈｉｓ6タグと結合する特に好ましい錯体はＮｉ－ＮＴＡ
で、前記はエフェクターおよび／またはエフェクターを含むナノ粒子と容易に結合される
（例えば実施例１を参照されたい）。
エフェクター／ナノ粒子の重要な事例の１つはリポソームである。リポソームは数百また
は数千のエフェクター分子（例えばレポーター）を含むことができる。前記によって本発
明の方法の感度を高めることができる。リポソームの作製方法および種々の物質（例えば
エフェクター、特にレポーター）をロードする方法は、当分野では公知で、種々の文献に
記載されている（例えば以下を参照されたい：Liposome Technology, Ed. G. Gregoriadi
s, vol.I-III, CRC Press, Boca Raton, Florida, 1993; D. Lasic (1993) Liposomes: F
rom Physics to Applications. Elsvier, Amsterdam, 575pp）。リガンドが結合したリポ
ソームはある種の細胞と結合および／または内在化されることが判明している（Park et 
al.(1997) Adv. Pharmacology, 40:399-435）。本発明のエフェクター／リガンド構築物
を生成するために、例えばＮＴＡ－およびＩＤＡ－共役脂質を含むリポソームを用いるこ
とができる。
【００６５】
脂質小胞に取り込ませることができる金属キレート脂質共役物は、以下の文献に概括的に
記載されている：米国特許第4,707,453号（Wagner et al.）。高い安定性を有する金属キ
レートと異なり、本発明は、好ましい実施態様では、中等度（または低い）安定性を有し
、さらに典型的には例えばＮＴＡ－またはＩＤＡ－基の場合のように前記金属よりも配位
部位が少ない金属錯体を生じるキレート脂質共役物を用い、それによって、錯体中の金属
イオンの錯体配位圏が不完全となり、金属と前記リガンドのエピトープタグとの間で金属
キレート結合の形成を可能にする。前記のようなキレート結合は、強い金属結合力を有す
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る、一般的に使用される細胞保全性キレーター／金属結合薬剤、例えばジエチレントリア
ミンペンタアセテート（ＤＴＰＡ）のエチレンジアミンテトラアセテート（ＥＤＴＡ）の
作用によって容易に分離させることができる。
【００６６】
好ましい実施態様では、前記脂質は、ヘキサヒスチジンエピトープとＮＴＡもしくはＩＤ
Ａまたは他のキレート基との間で金属キレート結合を形成することができるように共役さ
れる。典型的には、これら共役物は、中間体、Ｎ－（５－アミノ－１－カルボキシアルキ
ル）－イミノ二酢酸を用いて調製される（例えば米国特許第5,047,513号を参照されたい
）。そのようなＮＴＡ脂質およびＩＤＡ脂質の例は、Ｎ－（５－（１，２－ジオレオイル
－ｓｎ－グリセロ－３－スクシニルアミド）－１－カルボキシペンチル）イミノ二酢酸（
ＤＯＧＳ－ＮＴＡ）（Avanti Polar Lipids, Inc., Alabama, USA）、１－（Ｎ，Ｎ－ジ
カルボキシメチルアミノ）－３，６－ジオキサオクチル－２，３－ジステアリルグリセリ
ルエーテル（ＩＤＡ－ＴＲＩＧ－ＤＳＧＥ）（Northern Lipids, Inc., Vancouver, Cana
da）、１，２－ジ－Ｏ－ヘキサデシル－ｓｎ－グリセロ－３－（１´－（２´－（Ｒ）－
ヒドロキシ－３´－Ｎ－（５－アミノ－１－カルボキシペンチル）－イミノ二酢酸（ＤＨ
ＧＮ）（Barklis et al.(1997) EMBO J., 16:1199-1213）、Ｎα，Ｎα－ビス（カルボキ
シメチル）－Ｎε－（（１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノー
ルアミド）－スクシニル）－Ｌ－リジン（ＮＴＡ－ＤＰＰＥ）、およびＮα，Ｎα－ビス
（カルボキシメチル）－Ｎε－（Ｎ，Ｎ－ジオクタデシル）スクシニル）－Ｌ－リジン（
ＮＴＡ－ＤＯＤＡ）（Schmitt et al.(1994) J. Amer. Chem. Soc., 116:8485-8491）で
あるが、ただしこれらに限定されない。エピトープタグ（例えばＨｉｓ－タグ）とキレー
ト結合を形成できる金属キレート基と連結されたステロール（例えばコレステロール）を
含む脂質が、本発明で提供される。
【００６７】
リポソームエフェクター／ナノ粒子を作製するために特に好ましい脂質は、疎水性脂質部
分、前記脂質部分と結合した親水性ポリマー、および前記親水性ポリマーと結合したキレ
ート基を含む金属キレート脂質である。前記疎水性脂質部分はリポソームの脂質層内に吸
収されてあり、細胞と接触している間、金属キレート脂質とリポソームとの結合を維持す
ることができる“固定装置”として機能する。前記のような疎水性部分の例は、一般にリ
ポソームを生成するために用いられるタイプのもので、すなわち以下のものである：リン
脂質、例えばホスファチジルエタノールアミン；ステロイド、例えばコレステロール；糖
脂質；スフィンゴリピド；長鎖モノ－およびジアルキルアミン；長鎖ジアルキルカルボン
酸またはエステル；ポリヒドロキシアルコール（例えばグリセロール）のエステルなど。
キレート基は、好ましくはエピトープタグ（例えばヘキサヒスチジンタグ）と結合する基
である。前記のような基の例は、ニトリロ三酢酸、イミノ二酢酸、およびそれらのＣ－置
換誘導体で、遷移金属イオン（例えばＮｉ、Ｃｏ、ＣｕおよびＺｎの二価イオン）と錯体
を形成してあるものである。親水性ポリマーは、典型的にはポリビニルピロリドン、ポリ
ビニルアルコール、ポリビニルメチルエーテル、ポリオキサゾリンまたはその置換誘導体
、ポリアクリル酸、アミド、Ｎ－置換アミドまたはそのエステル、ポリメタクリル酸、Ｎ
－置換アミドアミドまたはそのエステル、ヒドロキシアルキルセルロース、ポリ（オキシ
アルキレン）、ポリグリセロール、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、水溶性多糖類、ポリ（
アンヒドログルコース）、ポリアスパルトアミド、または親水性ペプチド配列である。脂
質－親水性ポリマー共役物はリポソーム成分として一般的に知られている（例えば、米国
特許第5,631,018号、第5,395,619号、第5,013,556号、第4,534,899号を参照されたい）。
【００６８】
前記ポリマーは典型的には約４００から約２００００００ダルトンの分子量を有する。適
切なポリマーの分子量の範囲は、前記ポリマーを構成するモノマー単位の分子量に左右さ
れ、前記ポリマーは４つ以上、好ましくは５つ以上、もっとも好ましくは少なくとも６つ
のモノマーユニットを含むことができる。特定の理論に拘束されないが、エピトープタグ
に向かってキレート基が自由に接近できるようなポリマー鎖の自由運動のためには、ポリ
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マーの鎖の長さは典型的には、運動セグメントの長さと等しいかまたはそれを越えるであ
ろうと考えられる。前記のセグメントは、可撓性親水性ポリマーの場合は典型的には４か
ら６モノマーユニットまたはそれ以上を含む。
【００６９】
金属キレート基は、好ましくはエピトープタグ（好ましくはヘキサヒスチジンタグ）と結
合する基である。前記のような基の例は、ニトリロ三酢酸、イミノ二酢酸、およびそれら
のＣ－置換誘導体で、遷移金属イオン（例えばＮｉ、Ｃｏ、ＣｕおよびＺｎの二価イオン
）と錯体を形成してあるものである。前記の脂質－ポリマー－キレート基共役物を調製す
るために、ポリマー鎖を形成する１つまたは２つ以上の結合物が反応性化学基を有する脂
質－ポリマーから始めることができる。前記反応性化学基は、例えばカルボン酸、カルボ
ン酸活性エステル（例えばＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル）、混合無水物、イソ
チオシアネート、アミン、チオール、ハロイドアルキル、アルファ－ハロイドアルカノイ
ル、塩化シアヌル、Ｎ－マレイミジル、カルボニル、ヒドラジド、アジド、またはヒドロ
キシルアミノ基である。前記反応基は当業者には公知である（例えば以下の文献を参照さ
れたい：Hermanson (1996) Bioconjugate Techniques. Academic Press, New York, 785p
p.）。
【００７０】
好ましい実施態様では、前記キレート基は、メチレン基の１つに官能化アルキル置換基を
有するニトリロ三酢酸基を用いて結合されている（例えば米国特許第5,047,513号を参照
されたい）。前記官能化置換基は典型的には（Ｃ2－Ｃ6）－アルキルであり、ポリマーの
反応基と反応する官能基、例えばアミノ、チオールまたはヒドロキシ基を有する。ＮＴＡ
－官能化ポリマーの製造方法は例えばＰＣＴ出願PCT/US97/18104（Seed et a.）、WO98/1
5293を参照されたい。イミノ二酢酸基は、例えばニトリロ三酢酸のカルボキシル基の１つ
をポリマーのアミンまたはヒドロキシル基と共役させるか、またはポリマーのアミノ基と
アルカリ性媒体中のブロモ酢酸との間の反応によって結合させる。ある実施態様では、本
発明は、エピトープタグとキレート結合を形成することができる金属キレート基が末端に
結合されてあるポリ（エチレングリコール）－脂質共役物を提供する。約３００から約５
００００の分子量、好ましくは約５００から約２００００、もっとも好ましくは約１００
０から約５０００の分子量を有するポリ（エチレングリコール）が適切である。
【００７１】
リポソームを生成するために一般的に使用される脂質、例えばジ（Ｃ10－Ｃ22）アルキル
－（またはアルケニル－）ホスファチジルエタノールアミン、ジ（Ｃ10－Ｃ22）アルキル
－（またはアルケニル－）ホスファチジン酸、ジ（Ｃ10－Ｃ22）アルキル－（またはアル
ケニル－）ホスファチジルグリセロール、ジ（Ｃ10－Ｃ22）アルキル－、アルケニル－、
アルカノイルまたはアルケノイル、グリセロール、スフィンゴリピド、グリコホスホリピ
ド、ステロール、それらの誘導体の他に、合成脂質“固定装置”、例えばジ（Ｃ10－Ｃ22

）アルキル－（またはアルケニル－）アミン、もしくは同様なアルカノイルアミドが適し
ている。脂質－ポリマー－キレーター共役物は、リポソーム形成の前または後で、リポソ
ーム－脂質の０．１から５０モル％、好ましくは０．５から１０モル％、もっとも好まし
くは０．５から５モル％の量で、（予め生成されてあるたリポソームと一緒にインキュベ
ートすることによって）リポソームの脂質マトリックスに取り込まれる。特定の実施態様
では、ポリ（エチレングリコール）－脂質はポリ（エチレングリコール）－共役ＤＳＰＥ
で、キレート基はＮＴＡである。
【００７２】
エフェクターリポソームにエピトープ結合基（例えば金属キレート基）を、脂質－ポリマ
ー－エピトープ結合基共役物の形態で備えつけることによって、いくつかの新規で有利な
利点が提供される。ポリマーに結合させたエピトープ結合基は、リポソームの表面から十
分に離れてあり、さらにポリマー鎖の可撓性のために、巨大分子（例えばリコンビナント
タンパク質）内のエピトープタグとアクセスし易く、それにより本発明の方法の感度が改
善される。重要なことには、脂質－ポリマー－ＮＴＡ－Ｎｉ共役物はミセルとして水性媒
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体に溶解し、前記共役物とリポソームとを単に水性緩衝液中で一緒にインキュベートする
だけでエフェクター（例えばサイトトキシンまたはレポーター）が未だロードされていな
い予備生成中のリポソームに“捕捉”させることができる。
【００７３】
エフェクターリポソームと一緒にインキュベートした後、リポソームに捕捉された脂質－
ポリマー－ＮＴＡ－Ｎｉ2+共役物のエピトープ（例えばヘキサヒスチジン）タグ結合活性
は極めて良好に保存されていたということは、本発明の驚くべき発見であった。前記は、
ヘキサヒスチジンエピトープタグを有する抗ＨＥＲ２ｓｃＦｖ抗体の存在下で、前記のリ
ポソームに含まれるサイトトキシンがＨＥＲ２－レセプター含有細胞に選択的に内在化さ
れることによって証明された（下記実施例４を参照されたい）。リポソームの表面から離
れた位置で（例えばポリマーのスペーサーによって）エピトープ結合基が結合しているリ
ポソームは、ポリマー誘導脂質の前記リポソームへの同時包含を可能にした。前記ポリマ
ー誘導脂質は、リポソームの凝集を減少させ、リポソームの細胞へのバックグラウンド結
合（非特異的結合）を減少させ、さらに身体に適用されたとき、血液循環内のリポソーム
の長期存続を延長し（米国特許第5,013,556号）、in vivoで“テスト”細胞とエフェクタ
ー／リガンド構築物とのより良好な結合を提供する。典型的には、凝集を減少させるため
には総脂質の０．１から０．９モル％の量の脂質－親水性ポリマー共役物で十分であり、
一方、血液循環中での長期存続性の延長のためには総脂質の１から２０モル％の濃度が要
求される（米国特許第5,013,556号）。ポリマースペーサーを介して結合させたエピトー
プ結合基（例えばＮＴＡ）を使用することによって、エフェクター（例えばサイトトキシ
ン、ドキソルビシン）をリポソームにローディングしてエフェクターリポソームを得るこ
とが顕著に改善されるという予期せぬ結果が得られた（実施例４を参照されたい）。
【００７４】
ある種の実施態様では、エフェクターはリガンドに共有結合によって結合させることがで
きるが、ただし前記結合は容易におよび／または特異的に切断できることが条件である。
好ましくは、前記切断は、細胞の構造的完全性が保存され、切断の過程でまたは切断の結
果として内在化されたエフェクター（例えばレポーター）が細胞から離脱することがない
ような条件下で発生する。前記切断可能な結合は当業者には周知である。例えば、ある実
施態様では、核酸制限部位またはプロテアーゼ認識部位を含むリンカーは、適切なエンド
ヌクレアーゼまたはプロテアーゼを用いて容易に切断することができる。
【００７５】
他の切断可能なリンカーも当業者にはよく知られている（例えば米国特許第4,618,492号
、第4,542,225号および第4,625014号を参照されたい）。前記リンカー基から薬剤を遊離
させる方法には、例えば光感受性結合の照射および酸触媒加水分解が含まれる。切断可能
なリンカーの例には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：エナミン、ヒドラ
ゾン、オキサゾリジン、ケタール、アセタール、炭酸のオルトエステル、チオエステル、
２－アルキルもしくは２，３－ジアルキル置換マレイン酸の置換ヘミエステルおよびヘミ
アミド、およびｐＨ３から６の生理学的な水溶液中で加水分解により分離するビニルエー
テル；ｐＨおよび塩濃度について生理学的条件下にある水溶液中でチオ開裂剤（システイ
ン、メルカプトエタノール、ジチオスレイトール、トリス－カルボキシメチルメチルホス
フィンなど、典型的には０．１から１０ｍＭの濃度）の存在下で分離するジスルフィド結
合；ｐＨ７から９の水性生理的緩衝液中で塩基触媒または酵素触媒加水分解によって切断
されるエステル結合；および光分解反応によって切断される結合、例えば２－ニトロベン
ジル誘導体（Haugland (1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemical
s. Molecular Probes, Inc., Eugene, OR. 6th Ed.）。
【００７６】
細胞とリガンド／エフェクターとの接触
好ましい実施態様では、１つまたは２つ以上の“テスト”細胞（例えばリガンドを内在化
させる能力についてスクリーニングされるべき細胞）を、リガンドと非共有結合させたエ
フェクター（例えばレポーター）と接触させる。１つの細胞がしばしば多数の異なるリガ
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ンド／エフェクターの組合せと接触させられるであろう。接触は、典型的には、前記細胞
がリガンドを内在化させることができる条件下で、すなわち内在化機能を有するレセプタ
ーが機能を発揮できる条件下で実施される。哺乳類細胞の場合には、わずかに高い温度で
（３０から４０℃）生理的に均衡させた塩および細胞栄養物を含む水溶液中で接触させる
ことが好ましい。典型的には、細胞を培養状態でリガンド／エフェクター構築物と接触（
インキュベート）させるが、前記のような接触は急性／新鮮調製物に由来する細胞の場合
である。
【００７７】
前記のような接触は典型的にはex vivoで達成されるが、ある種の実施態様では、接触はi
n vivoで実施してもよいことは理解されよう。特に、米国特許第6,068,829号は選択され
た器官にin vivoで帰巣する分子を特定する方法を開示している。前記方法は、生物にリ
ガンドライブラリーをトランスフェクトし、特定の組織に局在するリガンドを特定するこ
とを含む。前記特許はしたがって不均質なリガンドと細胞をin vivoで接触することの実
現可能性を示している。
特に好ましい実施態様では、リガンドおよびエフェクターはエピトープタグを介して結合
される。前記のような実施態様では、（リガンドとエフェクター間の）非共有結合の形成
および細胞とリガンド／エフェクター構築物との接触は、容易に単一の工程にまとめるこ
とができる。例示すれば、実施例１では、ＮＴＡ－リポソーム（すなわち表面結合Ｎｉ－
ＮＴＡ基を有するリポソーム）（０．５から１ｍＭの総リン脂質）の接触は、（Ｈｉｓ）

6含有リガンド（約２０μg／ｍL）とともに細胞を１００μLの組織培養液（１０％ＦＣＳ
補充）中で３７℃で４時間インキュベートすることによって実施された。前記のような条
件下では、リガンドはエフェクターと非共有結合を形成し細胞内に内在化された。
【００７８】
実質的に任意の細胞を本発明の方法で用いることができる。そのような細胞には真核細胞
および原核細胞の両方が含まれる。細菌細胞、真菌細胞、藻類細胞、植物細胞、動物細胞
も全て本発明の方法に十分に適している。特に好ましい実施態様では、細胞は、脊椎動物
細胞、より好ましくは哺乳類細胞もっとも好ましくはヒトの細胞である。細胞はex vivo
で培養されてあっても、新鮮な調製物から得られたものでも、組織培養のものでも、また
はin vivoの組織のものでもよい。高処理スクリーニングで用いる場合は、培養細胞がも
っとも好ましい。
【００７９】
リガンドからエフェクターの分離
好ましい方法では、リガンドを内在化させるために十分な時間、リガンド／エフェクター
構築物を細胞と接触させた後、非共有結合を解離させることによって前記エフェクターを
リガンドから分離させる。前記は、当業者に周知の多数の任意の方法によって実施される
。前記のような非共有結合を破壊する方法には、解離因子および／または解離剤、例えば
熱、酸、カオトロピズム誘発薬剤、高塩、キレート剤などが含まれるが、ただしこれらに
限定されない。特に好ましいものは細胞保全的方法で、この場合、細胞の完全性が保存さ
れ、分離後、内在化されたリガンドおよび／またはエフェクターは本質的に細胞内に残留
する。エフェクターおよびリガンドが、（例えばＮｉ－ＮＴＡ基とＨｉｓ6－エピトープ
タグ間の）金属キレート結合によって連結されている場合、前記解離剤は、好ましくは二
価遷移金属イオンと結合する試薬、例えばＥＤＴＡ（典型的には０．２から５ｍＭの低濃
度）、弱い金属錯体形成試薬、例えばイミダゾール（高濃度、典型的には１００から３０
０ｍＭ）、またはジチオール化合物、例えば２，３－ジメルカプトスクシネート（典型的
には０．２から１０ｍＭ）で、中性生理学的緩衝食塩水中で実施される。金属イオン（例
えばＮｉ2+）の結合に対してリガンド－リポソームキレート結合と競合することによって
、前記解離剤は金属イオンの結合を奪い、前記結合の崩壊をもたらす。ある好ましい実施
態様では、実施例１に示したように細胞表面結合リポソーム／リガンド複合体を分離し、
分離したリポソームは細胞を３から４回解離緩衝液で洗浄することによって除去した。解
離緩衝液は、前記の場合は生理学的リン酸緩衝食塩水（２ｍＭのＭｇＣｌ2、２ｍＭのＣ
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ａＣｌ2、および１ｍＭのＥＤＴＡを含む）または２５０ｍＭのリン酸緩衝イミダゾール
（ｐＨ７．４）である。内在化リポソーム／リガンド複合体は解離緩衝液がアクセスする
ことができないので、内在化リポソームは細胞内に残留し、その存在および内在化された
リガンド／リポソーム構築物の量を示す検出可能なシグナルを提供する。
【００８０】
分離工程は、遊離させたエフェクターを細胞から洗い流すことができるように、ナノ粒子
を破壊することによってエフェクター（例えばレポーター）をナノ粒子から遊離させるこ
とを含む。ナノ粒子がリポソームの場合、前記遊離緩衝液はリポソーム脱安定化因子を含
むことができる。化学的または物理的因子（例えばｐＨ４から６での短時間曝露、チオ開
裂剤、中等度の温度（４２から４５℃）または光による）によってリポソームから被包化
薬剤の遊離が開始されることについては当技術分野では公知である（例えば以下の文献を
参照されたい：Gerasimov et al.(1995) Vesicles, Ch. 17, p.679-746; Kirpotin et al
. (1996) FEBS Lett., 388:115-118）。ナノ粒子（例えばリポソーム）を破壊することに
よって、エフェクターがリガンドから分離されたとき、リガンドは両親媒性共役物（例え
ば脂質－または脂質－親水性ポリマー共役物）の形態で存在することができ、その場合リ
ガンドとエフェクターとの間の非共有結合は疎水性相互作用によるものである。
【００８１】
リガンドとエフェクター間の切断可能な共有結合もまた細胞保全的態様で破壊することが
できる。例えば、カルボニルヒドラゾン結合は、レポーター（例えばリポソーム）または
磁性ナノ粒子と結合したカルボキシ酸ヒドラジド基と、リコンビナントタンパク質／ペプ
チドリガンド中に創出されたＮ－末端のセリンまたはスレオニンの過ヨウ素酸酸化によっ
て生成されるケトンまたはアルデヒド基との間に形成される。酸性水性環境下では（ｐＨ
３から６）、前記結合は加水分解されてレポーターを遊離させる。
【００８２】
内在化されたリガンドの検出
内在化されたリガンドは、当業者に周知の方法に従って検出される。リガンドは直接（例
えば種々の精製技術により）検出することができるが、好ましい実施態様では、リガンド
はリガンドに結合した（または付随した）エフェクター分子を検出することによって検出
される。エフェクターがレポーター（検出可能な標識）である場合は、エフェクターは同
種の標識を検出するために典型的に用いられる方法によって検出される。したがって、エ
フェクターが放射性核種である場合は、検出は、例えばシンチログラフィーまたはオート
ラジオグラフィーの手段による。エフェクターが比色タグである場合には検出は光学手段
による。エフェクターが蛍光タグである場合は、検出は、例えば蛍光測定法、フローサイ
トメトリーまたは蛍光顕微鏡による。エフェクターが磁性粒子のときは、検出は磁力測定
による。
エフェクターがサイトトキシンであるときは、内在化の検出は細胞死亡率の測定を必要と
する。逆に、エフェクターが増殖因子またはマイトジェンの場合は、検出は細胞の増殖ま
たは分裂の検出を必要とする。
【００８３】
リガンド内在化のためのアッセイは、好ましくは陰性コントロールと比較して、内在化さ
れたエフェクター由来のシグナルを検出できる場合は典型的には陽性として記される。好
ましい実施態様では、陽性の結果が記録されるためには、内在化の“テスト”アッセイと
（通常は陰性の）コントロールとの間の相違は、提供されたデータに適した任意の統計検
査［例えばｔ検定、自由度分析（ANOVA）、セミパラメーター法、非パラメーター法（例
えばWilcoxon Mann-Whitney Test; Wilcoxon Signed Ranks Test; Sign Test; Kruskal-W
allis Testなど）］を用いて調べたとき統計的に有意である（例えば８０％を越える、好
ましくは約９０％を越える、より好ましくは約９８％を越える、もっとも好ましくは約９
９％を越える信頼度レベルである）。もっとも好ましい“陽性”アッセイは、陰性コント
ロールとは少なくとも１．２倍、好ましくは少なくとも１．５倍、より好ましくは少なく
とも２倍、もっとも好ましくは少なくとも４倍、または１０倍すら相違する。
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【００８４】
種々のリガンドの内在化性能に関してそれらリガンド間のより正確な比較が実施できるよ
うに、検出には内在化リガンドの定量的測定（定量）を含むことができる。エフェクター
分子（例えばサイトフェクチン、酵素、蛍光、光の吸収、放射能活性または磁性物質）の
定量方法は当業者には公知である（例えば以下の文献を参照されたい：Spector et al."C
ells. A Laboratory Manual, vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988）
。
【００８５】
内在化機能を有するレセプターの特定
上記に述べたアッセイはまた、（例えば以前には知られていなかった）内在化機能を有す
るレセプターを特定するためにも用いることができる。好ましい実施態様では、そのよう
な方法は、内在化されたリガンドを上述の方法にしたがって特定することを伴う。内在化
されたリガンドは細胞から回収されおよび／または特定される。続いて、回収および／ま
たは特定されたリガンドを用いて、前記リガンドを内在化させたレセプターを特定するこ
とができる。
内在化されたリガンドを回収する方法は当業者には周知である。前記方法は、細胞を溶解
し標準的な精製方法を実施して、標識された（エフェクター結合）リガンドを単離するこ
とを含む。細胞に由来する分子の精製方法は当業者には周知である。典型的な精製方法に
は、ゲル電気泳動、陰イオン交換クロマトグラフィー［例えばモノ－Ｑカラム（Pharmaci
a-LKB, Piscataway, New Jersey, USA）］、または逆相高性能液体クロマトグラフィー（
ＨＰＬＣ）が含まれるが、ただしこれらに限定されない。標準的な技術に関する概論につ
いては以下を参照されたい：
Methods in Enzymology, vol.182: Guide to Protein Purification, M. Deutscher, ed.
 (1990), p619-626。
【００８６】
また別には、細胞を溶解した後、リガンドをエフェクターから分離し、続いて前記リガン
ド上のエフェクターを用いてアフィニティークロマトグラフィーによりリガンドを回収す
ることができる。したがって、例えばリガンドがＨｉｓ6タグを用いてアフィニティータ
グを付されている場合、前記リガンドは、Ｎｉ－ＮＴＡアフィニティーカラム、Ｎｉ－Ｎ
ＴＡゲル、またはＮｉ－ＮＴＡ共役磁性ビーズによって回収することができる（例えば以
下を参照されたい：QIA express（登録商標）Detection and Assay Handbook, Qiagen）
。
【００８７】
リガンドを内在化させる細胞の検出
エフェクター（例えばレポーターまたはナノ粒子）をリガンドから分離させる工程の後で
、本発明の方法を用いてリガンドを内在化させる細胞を検出するとき、細胞内のリガンド
の存在は当業者に公知の任意の手段によって検出できる（上記の“内在化されたリガンド
の検出”の項を参照されたい）。ある種の好ましい実施態様では、前記検出方法は、個々
の細胞の検査を必要とする。そのような方法の例には以下が含まれる：蛍光性レポーター
の場合はフローサイトメトリーおよび蛍光顕微鏡法、放射性核種のレポーターの場合はオ
ートラジオグラフィーなど。
【００８８】
細胞内に内在化されたリガンドの検出は、リガンドの内在化が検出できない細胞からリガ
ンドを内在化させる機能を有する細胞を単離することを必要とする。エフェクター（例え
ばレポーターまたはナノ粒子）のリガンドからの分離に続いて、前記リガンドを内在化さ
せる細胞は、例えば蛍光性レポーターの場合は蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）によって
、またはレポーターが磁性ビーズの場合はハイグラディエント磁性分離によって単離でき
る。続いて前記単離細胞を精査して、例えば研究、工業的または医療目的に利用する。
本方法の特に好ましいある実施態様は、患者から得た身体組織または液体サンプル中の悪
性細胞の検出を含む。この場合には、悪性細胞に選択的に内在化されるリガンドが用いら
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れる。本明細書および同時係属中の米国特許第09/249,529号に記載されているように、例
えば抗体（例えばｓｃＦｖ）を悪性細胞または他の病理学的細胞への特異的内在化のため
に選択し、本発明にしたがって患者の身体組織または液体サンプル中の病理学的細胞の検
出および／または選別のために用いることができる。
【００８９】
細胞によるリガンドの結合および内在化の検出
本発明の方法はまた、細胞によるリガンドの表面結合および内在化の両方の検出に用いる
ことができる。好ましい実施態様では、本方法は、細胞をリガンド／エフェクター（例え
ばリガンド／レポーター）構築物と接触させ、細胞と結合しなかった前記構築物部分（す
なわち表面に結合せず細胞によって内在化もされなかった構築物）を除去し、さらに細胞
と結合しているレポーターを検出し、細胞表面に結合したリガンドおよび細胞内に内在化
されたリガンドの総量を示す第一の読みを得ることを含む。レポーターの細胞非結合部分
の除去は、好ましくは、非解離条件下で細胞を除去することによって達成されるリガンド
／レポーター構築物の除去による。前記非解離条件は、例えばリン酸緩衝食塩水、緩衝塩
溶液（リンゲル、ハンクス溶液）、細胞培養液、または解離剤を含まない他の生理学的媒
体を用いることによる。したがって、前記解離剤の非存在下では、細胞表面結合リガンド
／エフェクター構築物は細胞上に完全なままで残留し、細胞に付随する全リガンドの第一
の測定値を提供するエフェクターから検出されるシグナルに寄与するであろう。
【００９０】
続いて、表面結合リガンド／エフェクター構築物のエフェクターをリガンドから分離し、
分離したエフェクターを細胞表面から、例えばＮＴＡ－Ｎｉ－Ｈｉｓ6－結合リガンド／
エフェクターの場合には本明細書に記載したように二価金属イオン結合剤を含む生理学的
緩衝液で細胞を洗浄することによって除去する。続いて、細胞内に残留するレポーターを
、内在化されたリガンド／エフェクター構築物量の第二の測定値を提供することによって
検出する。第一の測定値と第二の測定値との間の差異は、細胞表面に結合したが内在化さ
れなかったリガンドの量に一致する。いくつかの事例では、第一の測定値を得る前に、細
胞を崩壊させることなく内在化プロセスを停止させることが好ましい。前記は、細胞を代
謝抑制剤（例えばアンヒドログルコースまたはアジ化ナトリウム）で処理するか、または
（１０℃未満、典型的には約０から４℃に）温度を下げる（氷上で冷却する）ことによっ
て容易に実施できる。
【００９１】
内在化の調節因子のスクリーニング
本発明の方法はまた、リガンドの内在化を調節する薬剤のスクリーニングに用いることが
できる。好ましい実施態様では、前記方法は本明細書で述べたようにリガンドの内在化に
ついてスクリーニングすることを含み、この場合、細胞をエフェクター／リガンド構築物
と接触させる前、および／またはその間、および／またはその後で前記細胞をスクリーニ
ングされるべきテスト薬剤と接触させる。例えば濃度の低いテスト薬剤を含むかまたはテ
スト薬剤を含まない陰性コントロールと比較したとき、テスト薬剤と接触した細胞による
リガンドの内在化における差異は、前記テスト薬剤が対象のリガンドの内在化を調節する
（例えば増加または低下させる）ことを示す。内在化されるリガンドの増加は、テスト薬
剤が内在化をアップレギュレートすることを示し、一方、内在化されるリガンドの減少は
、テスト薬剤が内在化をダウンレギュレートすることを示す。
【００９２】
アッセイの持続時間にしたがって、前記の増減は、内在化されるリガンドの全リガンドに
おける増減または内在化速度（すなわち単位時間当たりの内在化されるリガンド量）にお
ける増減を表す。さらに別の実施態様では、内在化のタイムコースを変化させる能力につ
いて、前記リガンドをスクリーニングすることができる。
調節物質の活性のアッセイは典型的には陽性のスコアとして記される。この場合、テスト
薬剤が存在する場合に観察される活性とコントロール（通常は陰性コントロール）との間
に差異が存在し、この場合、好ましくは前記差異は統計的に有意である（例えば８０％を
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越える、好ましくは約９０％を越える、より好ましくは約９８％を越える、もっとも好ま
しくは約９９％を越える信頼度レベルである）。もっとも好ましい“陽性”アッセイは、
陰性コントロール（テスト薬剤が存在しないか、またはより低い濃度で存在するもの）と
は少なくとも１．２倍、好ましくは少なくとも１．５倍、より好ましくは少なくとも２倍
、もっとも好ましくは少なくとも４倍、または１０倍すら相違する。
【００９３】
高処理スクリーニング
本発明の方法は高処理スクリーニングに極めて適切である。特にエピトープタグを用いて
リガンドがエフェクターに連結される場合は、前記アッセイは本質的に、リガンドおよび
／またはエフェクターの複雑な精製を必要としない“単工程”様式で実施される。実施例
１に示すように、対象細胞をリガンドおよびエフェクターと適切な“インキュベーション
”条件下で一緒にするだけで十分である。リガンドはエフェクターと結合し、細胞が対応
する内在化機能を有するレセプターを有する場合は、前記リガンドは結合されているエフ
ェクター（例えば標識）とともに細胞内に内在化される。
本発明の方法で用いられる細胞を、リガンドおよび／またはただ１つのテスト薬剤と一度
に接触させる必要は無い。反対に、高処理スクリーニングを促進するために、ただ１つの
細胞を少なくとも２つ、好ましくは少なくとも５つ、より好ましくは少なくとも１０、も
っとも好ましくは少なくとも２０、少なくとも５０、または少なくとも１００個のリガン
ドまたはテスト薬剤と接触させることができる。細胞が陽性スコアを示したら、活性を有
するテスト薬剤、または内在化リガンドが特定されるまで、続いてサブセットの前記リガ
ンドまたはテスト薬剤を用いてテストすることができる。
【００９４】
種々のレポーター遺伝子生成物のための高処理アッセイは当業者には周知である。例えば
、マルチウェルを有するフルオリメーターが市販されている（例えば、Perkin-Elmer）。
他の高処理スクリーニングシステムも市販されている（例えば、Zymark Corp., Hopkinto
n, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH; Beckman Instruments, Inc., Fullerto
n, CA; Precision Systems, Inc., Natick, MAなど）。前記システムは、典型的には、全
サンプルおよび試薬のピペット操作、液体分注、設定時間でのインキュベーション、およ
びアッセイに適した検出装置でのマイクロプレートの最終的読み取りを含む全工程が自動
化されている。前記の構成組み立てが可能なシステムは、高処理性能および迅速な開始と
ともに高度の融通性およびカスタマイズ性を提供する。前記システムの製造業者は、種々
の高処理のための詳細なプロトコルを提供している。したがって、例えばザイマーク社（
Zymark Corp.）は、遺伝子転写、リガンド結合などの調節を検出するスクリーニングシス
テムを記載した技術広報誌を提供している。
高処理スクリーニングは、当業者に公知の多数の様式で実施することができる。好ましい
実施態様では、高処理スクリーニングはマイクロタイタープレート様式を利用する（例え
ば９６ウェル様式、４８０ウェル様式、９６０ウェル様式など）
【００９５】
エフェクターの細胞内配送
ある種の実施態様では、本発明は、エフェクターを細胞内に配送する組成物を提供する。
前記組成物は以下の（ｉ）および（ｉｉ）を含む：（ｉ）疎水性脂質部分、前記脂質部分
と結合した親水性ポリマー、および前記親水性ポリマーと結合したキレート基（ここで前
記キレート基は金属イオンと錯体を形成しエピトープタグと結合する）を含む金属キレー
ト脂質、および（ｉｉ）前記エピトープタグを含むリガンド（ここで前記エピトープタグ
は少なくとも２つの隣り合うヒスチジン残基（ヒスチジンタグ）を含む）。さらに、前記
組成物ではエフェクターは前記金属キレート脂質と結合している。前記タグは、好ましく
は６つの隣接するヒスチジン残基を含む（ヘキサヒスチジンタグ）。好ましい組成物は、
金属キレート脂質とエフェクターがリポソーム内に含まれるものである。本明細書に記載
したいずれのエフェクターおよび／またはリガンドも適切である。前記エフェクターは、
例えばレポーター、サイトトキシン、薬または核酸である。前記リガンドは典型的にはタ
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ンパク質、炭水化物、核酸、または小有機分子である。リガンドは天然でも合成でもよい
。好ましいタンパク質リガンドは、抗体（例えば免疫グロブリンおよびそのフラグメント
）の抗原結合配列を含むもので、天然または組換えによって生成されたもので単鎖フラグ
メントを含む。前記リポソームはさらに脂質－ポリマー共役物、特に脂質－ポリ（エチレ
ングリコール）共役物を含むことができる。前記リポソームでは、金属キレート脂質は典
型的には０．１モル％から５０モル％、好ましくは０．２モル％から１０モル％を構成す
る。場合によって、前記脂質ポリマー共役物（金属キレート基を含まない）はリポソーム
脂質の２０モル％まで含まれてあってもよい。
【００９６】
内在化機能を有するリガンドおよび／またはレセプターのデータベース
ある種の実施態様では、本発明の方法はさらに特定された内在化機能を有するレセプター
を内在化レセプター特定データベースに収めること、および／またはそのようなデータベ
ースにリガンド内在化の調節物質を収めることを含む。データベースという用語は情報を
記録しさらに情報を取り出す手段を指す。好ましい実施態様では、前記データベースはま
た、保存された情報の分類および／または検索のための手段を提供する。前記データベー
スは以下を含む（ただしこれらに限定されない）任意の都合のよい媒体を含むことができ
る：ペーパーシステム、カードシステム、機械システム、電子システム、光学システム、
磁気システム、またはその組合せ。好ましいデータベースには電子（例えばコンピュータ
支援）データベースが含まれる。データベースの保存および操作で使用されるコンピュー
タシステムは当業者には周知で、“パーソナルコンピュータシステム”、メーンフレーム
システム、ネット間またはネット内連絡拠点（distributed nodes on an inter- or intr
a-net）、特殊化ハードウェアに保存されたデータまたはデータベースなどが含まれるが
、ただしこれらに限定されない。
【００９７】
キット
別の実施態様では、本発明は、本明細書に記載した方法を実施するための材料を含むキッ
トを提供する。ある好ましい実施態様では、前記キットは、エフェクター（例えばレポー
ター）とエピトープタグを介して非共有結合されたリガンドを収納する容器を含む。前記
キットは、１つのタイプのリガンドを含む“単一”構築物、または多数の異なるリガンド
を提供する構築物ライブラリーを含むことができる。また別には、エフェクター（例えば
レポーターまたはナノ粒子）は、（別々の容器の）１つまたは２つ以上のリガンドと一緒
に提供することができる。それによって提供された指示および特定の用途に合わせて、前
記エフェクターおよびリガンドを使用者が混合したとき、エフェクター／リガンド構築物
が生成されるであろう。
【００９８】
前記キットは場合によって、本発明の方法を実施するための他の装置および／または試薬
を含むことができる。前記の試薬および装置には、マイクロタイタープレート、細胞、緩
衝液、蛍光標識検出用フィルター、高処理ロボットシステムでアッセイを実施するために
必要なソフトウェアなどが含まれるが、ただしこれらに限定されない。
さらに、キットは、本発明の方法のための一般的な指示および／または固有のプロトコル
を提供する指示物を含むことができる。前記指示物は典型的にはタイプまたは印刷された
ものを含むが、ただしそのようなものに限定されない。前記の指示を保存し、さらに前記
指示を最終使用者に伝達することができるいずれの媒体も本発明に包含される。前記媒体
には、電子保存媒体（例えば磁性ディスク、テープ、カートリッジ、チップ）、光学媒体
（例えばＣＤＲＯＭ）などが含まれるが、ただしこれらに限定されない。前記媒体には、
前記の指示物を提供するインターネットのサイトのアドレスを含むことができる。
【００９９】
【実施例】
実施例
以下の実施例は例示であって、本発明の請求の範囲を制限しようとするものではない。
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実施例１
金属キレートリポソームを用いる抗体の内在化をモニターする新規なアッセイ
序
抗体および抗体フラグメントは、多様な薬剤（例えば薬、遺伝子、毒素または放射性核種
）を抗原発現細胞に配送することができる。細胞内部への前記抗体フラグメントのエンド
サイトーシスは多くの場合、前記治療薬の治療効果を高めることができる。薬のデリバリ
ールートとしてのレセプター仲介エンドサイトーシスの主要な利点は、治療薬剤がレセプ
ターを過剰発現している標的細胞に特異的に配送され、それによって効能が高められ、一
方、全身的毒性は減少させることができるということである。例えば、抗ＥｒｂＢ２抗体
を用いて、ドキソルビシン含有リポソーム（Park et al.(1995) Proc. Natl. Acad. Sci.
, USA, 92:1327-1331）、またはシュードモナス外毒素（イムノトキシン）（King et al.
(1996) Semin Cancer Biol 7:79-86）が腫瘍細胞の内部に誘導された。
【０１００】
免疫反応によって生成される抗体の大半は、エンドサイトーシスを惹起するような態様で
はレセプターと結合しない（Hurwitz et al.(1995) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 92:3
353-3357）。したがって、所望の反応を惹起させることができる抗体についてスクリーニ
ングできることが所望される。リガンドおよび抗体の細胞内内在化をモニターするもっと
も一般的な方法は、タンパク質の放射性標識を必要とし、さらに表面結合抗体を分離させ
るために低ｐＨ緩衝液（通常はグリシン－ＨＣｌ、ｐＨ２．８）を用いる。しかしながら
、いくつかの研究室の報告は、いくつかの事例では前記緩衝液は抗原－抗体複合体を部分
的に分離させるだけで、したがって内在化実験に多くの不正確さをもたらすことを示唆し
た（Matzku et al.(1990) Br. J. Cancer Suppl. 10:1-5; Tsaltas and Ford (1993) Imm
unol. Invest. 22:1-12）。
【０１０１】
また別には、抗体をＮＨＳ－ＳＳ－ビオチンによりビオチン付加し、生細胞とともにイン
キュベートすることができる。還元剤による細胞表面結合抗体のビオチン基の特異的還元
後に、イムノブロッティングによって内在化を定量することができる（Liu et al.(1998)
 Cancer Res. 58:4055-4060）。しかしながら、前記方法の正確さもまた細胞表面結合抗
体からビオチンを完全に除去できるか否かによって左右される。これらの方法のまた別の
欠点は、これら方法は、内在化についてスクリーニングされるべき種々の抗体の数を制限
させるような各リガンドタンパク質の困難な標識を必要とするということである。さらに
またタンパク質の直接標識は、しばしば抗体またはリガンドの結合活性の低下をもたらす
。さらに、前記方法で細胞表面から物質を除去するために要求される厳しい条件は細胞の
生存能力に影響を及ぼすであろう。
【０１０２】
本実施例では、“キレート化リガンド内在化アッセイ”（ＣＬＩＡ）（Chelated Ligand 
Internalization Assay） と称する新規な内在化アッセイを報告する。リポソームを（Ｈ
ｉｓ）6付せん付きタンパク質と結合できるＮｉ2+－ＮＴＡ－脂質を用いて製剤化した。
ＮＴＡ含有リポソームに蛍光染料をロードし、多数の異なる（Ｈｉｓ）6含有抗レセプタ
ー抗体フラグメントまたは（Ｈｉｓ）6付せん付きプロテインＡと複合体を形成した完全
な抗体と混合した。プロテインＡとは弱く結合する抗体の場合、代わって抗体Ｇを用いて
もよい。ＥＤＴＡを用いて細胞表面結合複合体からリポソームを穏やかに除去してから、
ｓｃＦｖ／リポソーム／レセプター複合体を蛍光顕微鏡または蛍光測定法によって検出し
た。前記複合体の細胞取込みは、ｓｃＦｖの特異性とともに抗体フラグメントの内在化誘
発能力に依存し、検出には＜５００００レセプター／細胞を必要とする。本アッセイには
ほんの微量の抗体フラグメントが必要なだけで、さらにまた、抗体フラグメントを発現し
ている大腸菌の未精製の粗上清を用いて実施した。
【０１０３】
方法
リポソームの調製：リポソームは、１－パルミトイル－２－オレオイル－ホスファチジル
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コリン（ＰＯＰＣ）およびコレステロール（６：４モル比）並びに種々の量のＮＴＡ－Ｄ
ＯＧＳ（Avanti Lipids）（０．５から５モル％のＰＯＰＣ）から、３５ｍＭの８－ヒド
ロキシピレン－１，３，５－トリスルホン酸ナトリウム塩（ＨＰＴＳ）（Molecular Prob
es Inc., Oregon, USA）を含む溶液（ｐＨ７．０）（ＮａＣｌで浸透圧を２８０ｎｍｏｌ
／ｋｇに調整）中で脂質フィルムの水和によって調製される。いくつかの事例では、前記
リポソームは、１，２－ジステアロイル－ホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）をＰＯＰＣ
の代わりに用いて作製し、親油性蛍光標識ＤｉＩＣ18（３）－ＤＳおよびＤｉＩＣ8（５
）－ＤＳ（リポソームリン脂質の０．１－１モル％）をＨＰＴＳの代わりに用い、同じ結
果を得た。前記の事例では、水和は、５から２０ｍＭの４－（Ｎ－２－ヒドロキシエチル
－ピペラジノ）エチルスルホン酸ナトリウム塩（ＨＥＰＥＳ）でｐＨ７．２から７．４に
緩衝させた１４０ｍＭのＮａＣｌ水溶液中で５５から６０℃で実施される。水和後、文献
（Kirpotin et al.(1997) Biochemistry 36:66-75）の記載にしたがって２つの０．１μ
ｍのポリカーボネートメンブレン（Corning）から膜押出しによってリポソームを形成す
る。続いて非被包化ＨＰＴＳを架橋デキストランビーズ（セファデックスＧ－２５）（Ph
armacia Amersham, New Jersey, USA）上でのゲルろ過によって分子した。
【０１０４】
ＳｃＦｖの発現と精製：ｓｃＦｖ、Ｃ６．５（抗ＨＥＲ２）（Schier et al.(1995) Immu
notechnology 1:73-81）およびＦ５（抗ＨＥＲ２）（PCT/US99/07395）を発現ベクターｐ
ＵＣ１１９ｍｙｃＨｉｓ（Schier et al.(1995) Immunotechnology 1:73-81）でクローニ
ングし、大腸菌ＴＧ１で発現させた。簡単に記せば、０．７５Ｌの培養液（１００μｇ／
ｍＬのアンピシリンおよび０．１％のグルコースを含む２×ＴＹ）に一晩培養を１／１０
０で接種した。前記培養をＡ600で０．９まで増殖させ、イソプロピル－β－Ｄ－チオガ
ラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）を最終濃度０．５ｍＭとなるように添加して発現を誘発し
た。続いて前記培養を３０℃でさらに４時間インキュベートした。
【０１０５】
細胞を遠心分離（４０００×ｇ、２０分）によって採集し、ペレットを１００μｇ／ｍＬ
のデオキシヌクレアーゼを含むペリプラズム抽出緩衝液（ＰＰＢ）（３０ｍＭトリス、２
ｍＭのＥＤＴＡ、２０％シュクロース、ｐＨ８）に再浮遊させ、氷上で３０分インキュベ
ートした。細菌を５０００×ｇで２０分遠心分離してペレットにした。前記ペレットを浸
透圧ショック緩衝液（５ｍＭのＭｇＳＯ4）に再浮遊し、さらに２０分氷上でインキュベ
ートした。前記細菌を沈澱させ（７０００×ｇ、２０分）、さらにＰＢＢ分画およびＭｇ
ＳＯ4分画の上清を一まとめにし、１００００ｒｐｍで３０分４℃で遠心分離して清澄に
した。得られた溶液をＰＢＳで透析した（４ＬのＰＢＳ（ｐＨ８）で２回液交換）。固定
金属アフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）（Qiagen）で精製し、続いて架橋デ
キストランゲルエクスクルージョンＰＤ１０カラム（Pharmacia Amersham, New Jersey, 
USA）で脱塩して全分子を精製した。タンパク質濃度を分光光度法により２８０ｎｍでの
吸収（Ａ280）から求めた（１ｃｍのキュベットで１ｍｇ／ｍＬのタンパク質溶液につい
て１．４の吸収値を用いた）。
【０１０６】
マイクロタイタープレートで誘発する場合は、１００μｇ／ｍＬのアンピシリンおよび０
．１％のグルコースを含む２×ＴＹ、１５０μＬを有するウェルに、ｓｃＦｖを含むプラ
スミドをもつ大腸菌ＴＧ１の一晩培養を接種した。培養をＡ600で約１まで増殖させ、Ｉ
ＰＴＧを最終濃度１ｍＭに添加してｓｃＦｖの発現を誘発した。細菌を３０℃で一晩増殖
させ、遠心分離で細胞を除去し、ｓｃＦｖを含む上清３０μＬを内在化アッセイに直接用
いた。
【０１０７】
プロテインＡ－（Ｈｉｓ）6共役物の調製：二価性試薬、ｍ－マレイミドベンゾイル－N－
ヒドロキシスルホスクシンイミドエステル（スルホ－ＭＢＳ；Pierce）を用いて、プロテ
インＡを（Ｈｉｓ）6含有ペプチドＣＧＧＧＨＨＨＨＨＨ（配列番号：２）に共役させた
。２ｍｇのプロテインＡをＰＢＳ中の０．２ｍｇのスルホ－ＭＢＳで室温で１時間処理し
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た。未反応のスルホ－ＭＢＳをゲルろ過で除去し、続いて前記タンパク質をＰＢＳ中の２
ｍｇの（Ｈｉｓ）6含有ペプチドで室温で１時間処理し、未反応ペプチドをゲルろ過で除
去した。
【０１０８】
アッセイ方法：ヒト乳癌細胞ＳＫＢＲ３、ＳＫＯＶ３、ＢＴ４７４、ＭＣＦ７、ＭＤＡ－
ＭＢ－４５３、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８（米国菌培養収集所、ＡＴＣＣ）を、１０％のウシ
胎児血清（ＦＣＳ）を補充したＡＴＣＣ推奨培養液タイプを用いて８０から９０％の融合
密度まで増殖させ、標準的方法でトリプシン処理によって採集した。細胞を９６ウェルの
プレートに１００００細胞／ウェルで播種し、３７℃で一晩インキュベートした。次の日
、ＮＴＡリポソーム（総リン脂質０から１ｍＭ）を、１００μＬの組織培養液（１０％Ｆ
ＣＳ補充）中の（Ｈｉｓ）6含有リガンド（別に指定しない場合は２０μｇ／ｍＬ）とと
もに細胞と４時間インキュベートした。誘発大腸菌の培養上清をアッセイに用いるときは
、１０％血清を含む６５μＬの細胞培養液およびＮＴＡ－リポソームを３５μＬの上清と
混合した。モノクローナル抗体（（Ｈｉｓ）6－タグを含まない）の内在化をテストする
ために、１０μｇ／ｍＬのプロテインＡ－（Ｈｉｓ）6を用いて、４０μｇ／ｍＬのヒト
化リコンビナント抗ＨＥＲ２モノクローナルＩｇＧ、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（Genentech, I
nc., California, USA）と複合体を形成した。非内在化リポソーム／リガンド複合体のリ
ポソームを細胞表面から剥がすために、細胞を１７０μＬのＰＢＳ（２ｍＭのＭｇＣｌ2

、２ｍＭのＣａＣｌ2、および１ｍＭのＥＤＴＡを含む）または２５０ｍＭのリン酸緩衝
イミダゾール（ｐＨ７．４）で３から４回洗浄した。４６０／５３０ｎｍでＲＣ４マイク
ロフルオリメーター（BIOTEK）で蛍光を読み取る前に、細胞を５０μＬの０．０１ＭのＮ
ａＯＨで溶解した。
【０１０９】
細胞表面の結合の測定：細胞は標準的な技術を用いてトリプシン処理によって採集した。
前記Ｆ５を３組ずつ、Ｖ字型のウェルを有する９６ウェルプレートで１×１０5細胞と表
示の濃度で２時間インキュベートした。細胞との結合は室温で、総容積２００μＬのＰＢ
Ｓ（２％ＦＣＳおよび０．１％アジ化ナトリウムを含む）中で実施した。２００μＬのＰ
ＢＳで２回洗浄した後、結合ｓｃＦｖを１００μＬ（１０μｇ／ｍＬ）のＦＩＴＣ標識抗
ＦＬＡＧモノクローナル抗体Ｍ１（Sigma）を添加して検出した。室温で３０分インキュ
ベートした後、細胞を２回洗浄し、４％のパラホルムアルデヒドを含むＰＢＳに再懸濁し
た。蛍光は、ファックソート（FACSort; Becton-Dickinson）を用いフローサイトメトリ
ーで測定し、平均蛍光（Ｆ）はセルケスト（Cellquest）ソフトウェア（Becton-Dickison
）を用いて計算し、バックグラウンド蛍光を差し引いた。
【０１１０】
結果
リポソーム製剤：リポソームは０、０．５、２および５モル％のＮＴＡ－脂質を用いて製
剤化し、Ｃ－末端（Ｈｉｓ）6タグを含むように組換え操作を施した抗ＥｒｂＢ２ｓｃＦ
ｖ抗体（Ｆ５）を用いＳＫＢＲ３腫瘍細胞への内在化についてテストした。４時間の内在
化反応の後、細胞をＰＢＳ中の１ｍＭＥＤＴＡで洗浄し、さらに前記細胞を塩基中で溶解
し、マイクロフルオリメーターで蛍光の読みを得た。シグナル強度は、調べた範囲では高
ＮＴＡ－脂質組成物で劇的に増加した（図１）。内在化は、ｓｃＦｖがｈｉｓ－タグを含
まないとき、またはリポソームをＮＴＡ含有脂質無しで製剤化したときには生じなかった
（図２）。前記アッセイの有用性を完全長のモノクローナル抗体にまで広げるために、二
価性試薬スルホ－ＭＢＳを用いてプロテインＡをペプチドＣＧＧＧＨＨＨＨＨＨ（配列番
号：２）と共役させた（前記試薬は前記ペプチド内のチオール基をプロテインＡの第一ア
ミンと架橋させる）。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析で約１０ｋＤａの分子量の明瞭なシフトが示
されたことによって明らかなように、プロテインＡ１分子につき多数のペプチドが共役で
きることが確認された（データは示されていない）。ＳＫＢＲ３細胞をプロテインＡ－（
Ｈｉｓ）6および抗ＥｒｂＢ２モノクローナル抗体ヘルセプチンと一緒にインキュベート
したとき、ＮＴＡ－リポソームは特異的にエンドサイトーシスにより内在化された（図２
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）。プロテインＡ－（Ｈｉｓ）6またはヘルセプチン単独ではＮＴＡ－リポソームの取込
みは増加せず、内在化はヘルセプチン／プロテインＡ－（Ｈｉｓ）6複合体によって仲介
されることを示した（図２）。
【０１１１】
アッセイの最適化：反応でリポソーム濃度を高めることの影響を、抗ＥｒＢ２ｓｃＦｖ抗
体（Ｆ５）または無関係の抗体（ＳＫＢＲ３細胞で発現しない血管抗原と結合する）を用
いて調べた。リポソームの細胞による取込みは反応中のリポソーム濃度に比例した。調べ
た０から８００μＭのリン脂質範囲では、非特異的な抗体はバックグラウンド以上にはリ
ポソームを内在化させなかった（図４）。
アッセイの感度：アッセイの感度は、ＳＫＢＲ３細胞で異なるエピトープに対する種々の
濃度の抗体を用いてテストした（図４）。Ｆ５ｓｃＦｖ抗体（抗ＥｒＢ２抗体）のみが複
合体の内在化をもたらした。興味深いことには、無関係の抗体（４Ｇ７）および非内在化
抗ＥｒｂＢ２抗体（Ｃ６．５）は、ＮＴＡ－リポソームの内在化を仲介しなかった（図５
）。この結果は、Ｆ５およびＣ６．５の内在化について共焦点顕微鏡分析によって我々が
得た以前の結果と一致する。ＳＫＢＲ３細胞でＦ５ｓｃＦｖを用いたアッセイの検出レベ
ルは精製抗体１μｇ／ｍＬ以下であった。
【０１１２】
アッセイは抗体の精製を必要としない：（Ｈｉｓ）6－タグとリポソーム上のＮＴＡとの
特異的相互反応のゆえに、本アッセイは未精製ｓｃＦｖの使用を可能にし、多数のｓｃＦ
ｖ分子を内在化についてアッセイできるはずである。これをテストするために、可溶性ｓ
ｃＦｖの発現を９６ウェル培養プレートで大腸菌から誘発し、前記上清を５モル％ＮＴＡ
リポソームを用いてＳＫＢＲ３生細胞上で活性をテストした。以前の実験（結果は示され
ていない）によれば、ＳＫＢＲ３細胞は５０％の細菌培養上清でも２４時間まで耐えられ
ることが示された。Ｆ５ｓｃＦｖを発現している大腸菌の上清を、１０％の血清および抗
生物質を５００μＭのＮＴＡリポソームとともに含有する細胞培養液で１：３に混合し、
ＳＫＢＲ３生細胞とインキュベートした。結果は、同様な特性を有する２０μｇ／ｍＬの
精製ｓｃＦｖを用いて得られた結果と同様であった（図６）。
【０１１３】
腫瘍細胞の抗体内在化プロフィール：ＥＧＦＲに対するｓｃＦｖ抗体（Ｃ１０）を用いて
乳癌細胞株群を分析した（図７）。細胞株ＭＤ－ＭＤＡ４６８およびＥＧＦＲをトランス
フェクトしたＣＨＯ細胞のみが顕著な量のＮＴＡ－リポソームを内在化させた。本アッセ
イの特異性は、ＭＤ－ＭＤＡ４６８およびＥＧＦＲをトランスフェクトしたＣＨＯにＣ１
０が内在化されることによって実証された。ＥＧＲＦトランスフェクトＣＨＯ細胞への蛍
光ＮＴＡリポソームの取り込みは非トランスフェクト細胞のそれの１６５倍であった。
【０１１４】
Ｆ５内在化についてのプロフィールは、Ｆ５抗体を用いてＦＡＣＳで測定したとき、Ｅｒ
ｂＢ２の細胞表面発現とほぼ相関していた（図８）。しかしながら、細胞株ＳＫＯＶ３は
、その細胞表面ＥｒｂＢ２発現レベルから期待されるようなリポソームの取込みを示さな
かった。前記細胞株への貧弱なＥｒＢ２の内在化は以前にも報告された（Kirpotin et al
.(1997) Biochemistry 36:66-75）。同じ細胞株群への全取込みをＦ５－リポソーム（こ
の場合、抗体は切断できない結合を介して脂質と共有結合されてある）を用いて決定した
とき、ＦＡＣＳによるＦ５ｓｃＦｖ結合に関する矛盾の存在は不明瞭になった。これはお
そらく細胞表面結合Ｆ５－リポソームによるものであり、したがって、切断できない共有
結合がリガンドとエフェクターの間に存在するとき、本アッセイは内在化を有効に測定す
ることができない。
【０１１５】
実施例２
リポソームとリガンドのエピトープ仲介非共有結合共役のための
脂質－ＮＴＡ共役物
６－（１，２－ジパルミトイルグリセロール－３－スクシニル）アミド－２－（Ｎ，Ｎ－
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ジカルボキシメチルアミノ）－ヘキサン酸ニッケル塩（ＤＰＧＳ－ＮＴＡ－Ｎｉ）
６－アミノ－２－（Ｎ，Ｎ－ビス－カルボキシメチルアミノ）ヘキサン酸（Ｉ）をＮ（イ
プシロン）－ＣＢＺ－リジンおよびブロム酢酸から文献（Schmitt et al.(1994) J. Amer
. Chem. Soc. 116:8485-8491）にしたがって合成した。ただし、カルボベンゾキシ保護基
の除去は４ＭのＨＢｒ／氷酢酸混合物中で一晩実施し、ヒドロブロミドとして（Ｉ）を回
収した。
１，２－ジパルミトイル－３－スクシニル－ｒａｃ－グリセロール（ＩＩ）は、１，２－
ジパルミトイル－グリセロール、無水コハク酸、および４－ピロリジノピリジンから文献
（Silvius & Leventis (1987) Biochemistry 26:3297）にしたがって調製した。
【０１１６】
ＤＰＧ－ＮＴＡ－Ｎｉ（ＩＩＩ）：３３５ｍｇ（０．５ｍｍｏｌ）の（ＩＩ）を２．５ｍ
Ｌのクロロホルム無水物および１．２５ｍＬのジメトキシエタン無水物に溶解した。攪拌
しながら、６６ｍｇ（０．５７５ｍｍｏｌ）のＮ－ヒドロキシスクシンイミドを添加し、
続いて０．６ｍＬのクロロホルム中の１０８ｍｇ（０．５２５ｍｍｏｌ）のジシクロヘキ
シルカルボジイミド（ＤＣＣ）の溶液を添加した。室温で４時間攪拌した後、沈澱した尿
素をろ過し、ロ液を減圧下で乾燥させた。前記乾燥残留物を１ｍＬのクロロホルムおよび
３ｍＬのメタノール無水物の混合物に懸濁し、さらに２５０ｍｇの（Ｉ）のヒドロブロミ
ドを添加し、続いて０．３５ｍＬ（５ｍｍｏｌ）のトリエチルアミンを加えた。前記混合
物を５０℃にし、浮遊した固形物を溶解させ、さらに室温で一晩攪拌した。前記混合物を
１０ｍＬのクロロホルムで希釈し、４０ｍＬの５０％メタノール水溶液（０．５ＭのＮａ
Ｃｌを含む）で３回洗浄した。クロロホルム層を０．２６％の硫酸第一ニッケル６水和物
の水溶液とともに振盪し、硫安無水物上で乾燥させ、さらに真空下で乾燥させた。前記乾
燥残留物を２ｍＬのヘキサンに溶解し、ＧＦ／Ｃガラス繊維フィルター（Whatman）でろ
過した。ヘキサンを蒸発させて０．３３４ｇ（理論的収量６６％）の生成物を灰色の固体
として得た。前記はヘキサンおよびクロロホルムに容易に溶解する。ＴＬＣ：Ｒｆ０．１
６（シリカ；ＣＨＣｌ3－ＭｅＯＨ－Ｈ2Ｏ＝６５：２５：４）。意図した構造であること
はＰＭＲによって確認された。
【０１１７】
　６－（コレステリル－スクシニル）アミノ－２－（Ｎ，Ｎ－ビス－カルボキシメチルア
ミノ）－ヘキサン酸ニッケル塩（Ｃｈｏｌ－ＮＴＡ－Ｎｉ）（ＩＶ）
　化合物（ＩＩＩ）について記載した方法と同じ方法で、２４４ｍｇのコレステリルヘミ
スクシネート（Sigma Chemical Co., USA）をＮ－ヒドロキシスクシンイミドおよびＤＣ
Ｃと反応させ、さらに化合物（Ｉ）のヒドロブロミドと反応させた。硫酸第一ニッケルの
添加に際して、緑色のペーストが生成された。前記ペーストを数回クロロホルム－メタノ
ール混合物（容積で５：１）で抽出した。前記抽出物を硫安無水物上で乾燥させ、ＧＦ／
Ｃガラス繊維フィルターでろ過し、真空中で乾燥させた。１１９．５ｍｇ（理論的収量３
０％）の緑色の固形物が得られ、前記はクロロホルムに容易に溶解して青緑色の溶液を生
じる。ＴＬＣ：Ｒｆ０．１２（シリカ；ＣＨＣｌ3－ＭｅＯＨ－Ｈ2Ｏ＝６５：２５：４）
。意図した構造であることはＰＭＲによって確認された。
【０１１８】
６－（１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロホスホリル－エタノールアミノカルボニ
ル）ポリ（オキシエチレン）－（オキシカルボニル）アミノ－２－（Ｎ，Ｎ－ビス－カル
ボキシメチルアミノ）－ヘキサン酸ニッケル塩（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ－ＮＴＡ－Ｎｉ）（Ｖ
）
分子量が３４００のポリ（エチレングリコール）から調製した１９８ｍｇ（０．０４４５
ｍｍｏｌ）のジステアロイルホスファチジルエタノールアミノカルボニル－ポリ（エチレ
ングリコール）－プロピオン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル（ＮＨＳ－ＰＥ
Ｇ－ＤＳＰＥ；Shearwater Polymers, Alabama, USA）を、１ｍＬのエタノール無水物お
よび０．５ｍＬのクロロホルム無水物の混合物に溶解し、さらに０．５ｍＬのエタノール
無水物および０．１５ｍＬ（１．０８ｍｍｏｌ）のトリエチルアミンの混合物中の（Ｉ）
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のヒドロブロミド４０．８ｍｇ（０．１２０ｍｍｏｌ）の溶液と混合し、６０℃で２時間
攪拌した。前記反応混合物を乾燥させ、０．１４ＭのＮａＣｌ水溶液の３ｍＬに溶解した
。前記混合物を１５５００×ｇで５分遠心分離して清澄にし、さらに透明な上清を真空中
で乾燥させた。残留物を２．５ｍＬの０．１４４ＭのＮａＣｌに溶解し、ｐＨを１ＮのＮ
ａＯＨで６．８に調節し、０．１２ｍＬの１ＭのＮｉＳＯ4を添加した。架橋デキストラ
ンビーズ（セファデックスＧ－７５；Pharmacia Amersham, USA）の１３ｍＬのカラムで
０．１４４ＭのＮａＣｌを溶離液として用いて前記溶液でクロマトグラフィーを実施した
。ボイド容積（合計４ｍＬ）で出現する分画を集め、一晩凍結乾燥して乾燥させた。前記
凍結乾燥固形物を２ｍＬのエタノール無水物および０．２ｍＬのクロロホルムの混合物で
抽出し、不溶物質を遠心分離で除去し、透明な溶液を真空中で乾燥させた。残留物を０．
１ｍＬのクロロホルムを含む２ｍＬのエタノールに再度溶解し、前記溶液を遠心分離（１
５．５×ｇ、５分）によって清澄にし、さらに真空中で乾燥させた。青色の固形物をクロ
ロホルム－メタノール混合物（容積で６０：４０）に溶解した。水に溶解した場合淡青色
の溶液を生じた。意図した構造であることはＰＭＲで確認した。
【０１１９】
リポソームへの製剤化：化合物ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖをリポソーム脂質の０．５モル％、１モ
ル％、２モル％または５モル％の量で、ＰＯＰＣおよびコレステロール（３：２のモル比
）から調製した、蛍光レポーターＨＰＴＳを含有する小さな単層のリポソームに製剤化し
、ＨＥＲ２過剰発現ＳＫＢＲ－３細胞およびヘキサヒスチジンタグをもつリコンビナント
抗ＨＥＲ２ｓｃＦｖ（Ｆ５）を用いて、上記実施例１で述べたようにＣＬＩＡアッセイで
テストした。結果は、ＤＯＧＳ－ＮＴＡ－Ｎｉを用いた実施例１で述べた結果と同様であ
った。
【０１２０】
実施例３
Ｎｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥおよびＨｉｓ付せん付きｓｃＦｖ抗体を
用いた細胞毒性リポソームの細胞内デリバリー
ＤＳＰＣ、コレステロール、メトキシポリ（エチレングリコール）－ＤＳＰＥ誘導体（Ｐ
ＥＧ（２０００）－ＤＳＰＥ、ＰＥＧ分子量２０００；Avanti Polar Lipids, Alabama, 
USA）および化合物Ｖ（Ｎｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥ）（モル比＝３：２：０．０５
：０．０６）の脂質組成を有するリポソームを、脂質フィルム水和法（lipid film hydra
tion）およびポリカーボネートトラックエッチング処理膜（polycarbonate track-etched
 membrane）（０．１μｍ、１０回）押出し法を０．２５Ｍの硫安水溶液中で５５℃で実
施して調製した。架橋デキストランビーズ（セファデックスＧ－７５；Pharmacia, New J
ersey, USA）を用いてゲルクロマトグラフィーを実施して、未被包化硫安を除去し、５％
デキストロース、５ｍＭモルホリノエタンスルホン酸（ＭＥＳ）緩衝液（ｐＨ５．５、Ｎ
ａＯＨで調節）に移した後、リポソームを１０ｍｇ／ｍＬの二酒石酸ビノレルビン溶液Ｕ
ＳＰ（Glaxo Wellcome, USA）と混合してモル比５：１の薬剤／脂質とし、５５℃で３０
分インキュベートした。非被包化ビノレルビンを上記のようにゲル－クロマトグラフィー
で除去した。典型的には＞８０％の薬剤が、前記のようにして得られたＮｉ－ＮＴＡ－Ｐ
ＥＧ－ＤＳＰＥ含有リポソームに被包化されたままであった。コントロールリポソームは
、Ｎｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥの代わりにＰＥＧ－ＤＳＰＥを用いて調製した。共有
結合４Ｇ７含有リポソームは、ビノレルビン付加コントロールリポソームを両親媒性リン
カーと共役させた４Ｇ７共役物、マレイミド－ＰＥＧ－ＤＳＰＥとともにインキュベート
して調製した（米国特許第6,210,707号（Papahadjopoulos et al.））。血管内皮増殖因
子（ＶＥＧＦ）レセプターを発現しているウシの内皮細胞（ＢＥＮＤ－３）を、遊離（す
なわち非被包化）ビノレルビン０．０３から９０μｇ／ｍＬまたは、ヘキサヒスチジンタ
グおよび末端システイン基を有する内在化（機能を有する）抗ＶＥＧＦＲｓｃＦｖ抗体０
．０２ｍｇ／ｍＬを含む、もしくは含まないＮｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥリポソーム
に被包化したビノレルビンを含有する増殖培養液中でインキュベートした。前記細胞を前
記薬剤を含まない増殖培養液でさらに７２時間ポストインキュベートし、細胞の生存度を
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通常のテトラソリウム（ＭＴＴ）アッセイで決定した。細胞毒性中央値用量（ＩＣ50）（
すなわち、未処理コントロールの５０％まで細胞生存度を減少させる用量）は以下のとお
りであった：遊離ビノレルビン、０．６７μｇ／ｍＬ；４Ｇ７ｓｃＦｖを含まないＮｉ－
ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥリポソーム中のビノレルビン、＞１００μｇ／ｍＬ（ＩＣ50に
達せず）；コントロールリポソーム＋４Ｇ７ｓｃＦｖ、＜１００μｇ／ｍＬ（ＩＣ50に達
せず）；共有結合４Ｇ７を含むリポソーム中のビノレルビン、２．５μｇ／ｍＬ；Ｎｉ－
ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥリポソーム＋４Ｇ７ｓｃＦｖ、１．４μｇ／ｍＬ。したがって
、レセプター特異的ｓｃＦｖがヘキサヒスチジンタグを介して結合したＮｉ－ＮＴＡ－Ｐ
ＥＧ－ＤＳＰＥ含有リポソームによって、血管上皮細胞にビノレルビンが特異的に配送さ
れることが観察された。
【０１２１】
実施例４
Ｎｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥリポソームおよびヘキサヒスチジン
付せん付き抗体による癌細胞へのメトトレキセートの誘導配送
文献（Szoka and Papahadjopoulos (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:4134-4178
）に記載された逆相蒸発法によって、ＤＳＰＣ、コレステロールおよびＰＥＧ（２０００
）－ＤＳＰＥ（モル比、３：２：０．０２５）並びにＮ－４－ヒドロキシエチル－ピペラ
ジノ－エチルスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）ナトリウム塩（ｐＨ７．２）の１０ｍＭ緩衝溶液
中のメトトレキセートナトリウム溶液（１００ｍｇ／ｍＬ）からメトトレキセート含有リ
ポソームを調製した。溶離液として２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１４４ｍＭ塩化ナトリウム（
ＨＢＳ緩衝液）を用いてゲル－クロマトグラフィーによって非被包化メトトレキセートを
分離した。リポソームのリン脂質１ｍｍｏｌ当たり１５０±７ｍｇのメトトレキセートを
含む生成されたリポソームを、ＨＢＳ緩衝液に溶解したＮｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥ
とともにリポソームのリン脂質の２モル％の量でインキュベートした（５５℃、３０分）
。リポソームから薬剤の漏出は前記インキュベーション中には検出されなかった。４Ｇ７
ｓｃＦｖ含有、非含有の前記リポソームおよび遊離メトトレキセートの毒性中央値用量（
ＩＣ50）は、実施例３に記載したようにＢＥＮＤ３細胞培養で決定し、以下のとおりであ
った：遊離メトトレキセート、＞９０μｇ／ｍＬ（ＩＣ50に達せず）；抗体を含まないＮ
ｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥリポソーム中のメトトレキセート、＞９０μｇ／ｍＬ（Ｉ
Ｃ50に達せず）；ヘキサヒスチジン付せん付き４Ｇ７ｓｃＦｖ存在下でのＮｉ－ＮＴＡ－
ＰＥＧ－ＤＳＰＥリポソーム中のメトトレキセート、９μｇ／ｍＬ。したがって予め生成
したメトトレキセートリポソームへのＮｉ－ＮＴＡ－ＰＥＧ－ＤＳＰＥの取込みによって
、ヒスチジン付せん付き抗体を含む内在化され得る構築物を形成するメトトレキセート含
有リポソームが得られた。
【０１２２】
実施例５
種々のＮｉ－ＮＴＡ脂質を含むリポソームへの細胞毒性薬剤の付加
リポソーム中のＮｉ－ＮＴＡ脂質の性質は、トランスメンブレングラディエント法による
サイトトキシンノ被包化効率に予期せぬ影響を示した。０．２５Ｍの硫安を捕捉したリポ
ソームを以下の組成を有する脂質マトリックスを用いて調製した：ＤＳＰＣ、コレステロ
ール（Ｃｈｏｌ）およびＰＥＧ－ＤＳＰＥ（モル比、３：２：０．０３）、調製物Ａ；Ｄ
ＳＰＣ、Ｃｈｏｌ、ＰＥＧ－ＤＳＰＥおよびＮｉ－ＮＴＡ－ＤＯＧＳ（モル比、３：２：
０．０３：０．０６）、調製物Ｂ；およびＤＳＰＣ、Ｃｈｏｌ、およびＮｉ－ＮＴＡ－Ｐ
ＥＧ－ＤＳＰＥ（化合物Ｖ）（モル比、３：２：０．０３：０．０６）、調製物Ｃ。リポ
ソームを５％デキストロース、５ｍＭのＭＥＳ－Ｎ緩衝液（ｐＨ５．５）（ＭＥＳ－デキ
ストロース）に入れた後、ビノレルビン（ＶＮＲ）またはドキソルビシン（ＤＯＸ）を、
リポソームのリン脂質１ｍｍｏｌ当たり１５０ｍｇの薬剤のインプット薬剤／脂質比で前
記リポソームとインキュベートした（５５℃、３０分）。リポソームを氷上で冷却し、さ
らに、ＭＥＳ－デキストロース緩衝液を用いてゲル－クロマトグラフィーで非被包化薬剤
を分離した。リポソームのリン脂質の濃度は、リポソームの酸性消化後にモリブデート－
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アスコルビン酸法によって分光光度法で決定した。リポソームの薬剤の濃度は、８０％メ
タノール水溶液（ビノレルビン、３７０ｎｍでの吸収）または７０％イソプロパノール－
０．１Ｍ塩酸水溶液（ドキソルビシン、４８５ｎｍでの吸収）中にリポソームを溶解した
後、標準曲線との比較によって分光光度法で決定した。ローディング効率はローディング
のために添加した全薬剤に対する被包化薬剤の百分率として算出した。結果を表１に示す
。
【０１２３】
【表１】

【０１２４】
Ｎｉ－ＮＴＡ－脂質の性質は、脂質水和媒体の直接除去による被包化（例えば逆相蒸発）
にほとんど影響を及ぼさない（ＨＰＴＳ、ＭＴＸ）。しかしながら直接除去は、ほぼ定量
的な被包化を提供するグラディエント法と比較して非効率的である（ＭＴＸローディング
効率は２８．７から２９．５％）。したがって、予期に反して、ポリマー結合ＮＴＡ脂質
のみが、有利なトランスメンブレングラディエント様式の方法によって薬剤の効率的なロ
ーディングを提供した。
本明細書に示した実施例および実施態様は単なる例示であって、種々の改変および変更が
当業者によって提唱されるであろうが、それらは本発明の範囲内に包含されることは理解
されよう。本明細書に引用した全ての刊行物、特許および特許出願は参照により本明細書
に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、Ｈｉｓ6エピトープタグを有する細胞内在化リガンドの存在下におけ
るリポソームの細胞中への内在化に対する、前記リポソーム内Ｎｉ－ＮＴＡ－脂質の影響
を示す。被包化蛍光マーカーを含む小さな単層リポソームを、０．５モル％（四角）、２
モル％（ダイアモンド）または５モル％（丸）のＮＴＡ－脂質（ＤＯＧＳ－ＮＴＡ－Ｎｉ
（Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL））（リポソームリン脂質のモル％として
測定）を含む脂質マトリックスを用いて調合し、Ｃ－末端（Ｈｉｓ）6－タグを含むよう
に人工操作を施した抗ＥｒｂＢ２ｓｃＦｖ抗体（Ｆ５）の２０μｇ／ｍＬを用いて、Ｅｒ
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ｍＭのＥＤＴＡを含む生理食塩水で洗浄し、塩基中で溶解し、ミクロフルオリメーターで
蛍光の読みを得た。
【図２】　図２はＣＬＩＡアッセイの特異性を示す。ＳＫＢＲ３腫瘍細胞をＮＴＡ－リポ
ソーム（５モル％のＮｉ－ＮＴＡ－ＤＯＧＳ）および（Ｈｉｓ）6－タグのない抗Ｅｒｂ
Ｂ２抗体Ｆ５、または非内在化抗ＥｒｂＢ２抗体（Ｃ６．５）とともに、またはｓｃＦｖ
非存在下でインキュベートした。また別に、ＮＴＡ－ＤＯＧＳ脂質無しで調製した蛍光標
識リポソームとともに、（Ｈｉｓ）6－タグを含むＦ５ｓｃＦｖを一緒にインキュベート
した。４時間の内在化反応の後、細胞を１ｍＭのＥＤＴＡを含む生理的緩衝食塩水で洗浄
し、塩基中で溶解し、ミクロフルオリメーターで蛍光の読みを得た。
【図３】　図３は、プロテイン－Ａ－（Ｈｉｓ）6化学共役物を用いた、ＣＬＩＡによる
モノクローナル抗体の内在化をモニターしたものである。ＳＫＢＲ３細胞を、（Ｈｉｓ）

6タグをもつ抗ＥｒｂＢ２抗体Ｆ５、抗ＥｒｂＢ２モノクローナル抗体ヘルセプチン（Her
ceptin）、プロテインＡ－（Ｈｉｓ）6単独、またはヘルセプチンとプロテインＡ－（Ｈ
ｉｓ）6との混合物とともにインキュベートした。４時間の内在化反応の後で、細胞を塩
基中で溶解し、ミクロフルオリメーターで蛍光の読みを得た。
【図４】　図４は、ＣＬＩＡアッセイでのリポソーム濃度の影響を示す。２０μｇ／ｍＬ
の抗ＥｒｂＢ２抗体Ｆ５とともに（四角）またはその非存在下で（丸）、被包化した蛍光
マーカーを含む種々の濃度のＮｉ－ＮＴＡ－リポソームとともにＳＫＢＲ３細胞をインキ
ュベートした。４時間の内在化反応の後で、細胞を１ｍＭのＥＤＴＡを含む生理的緩衝食
塩水で洗浄し、塩基中で溶解し、細胞に結合したリポソーム脂質量をミクロフルオリメー
ターでの蛍光の読みから決定した。
【図５】　図５は、ＣＬＩＡアッセイにおける抗体濃度の影響を示す。種々の濃度の抗Ｅ
ｒｂＢ２抗体Ｆ５（実線と丸）、コントロール抗体（四角）、または無抗体（点線、丸）
および２モル％のＮｉ－ＮＴＡ－ＤＯＧＳを含むＮＴＡ－リポソームとともにＳＫＢＲ３
細胞を一緒にインキュベートした。４時間の内在化反応の後で、細胞を１ｍＭのＥＤＴＡ
を含む生理的食塩水で洗浄し、塩基中で溶解し、ミクロフルオリメーターで蛍光の読みを
得た。
【図６】　図６は、ＣＬＩＡアッセイにおける培養上清の使用を示す。ｓｃＦｖ抗体Ｃ１
０、非内在化ｓｃＦｖ抗体Ｃ６．５、抗ＥｒｂＢ２ｓｃＦｖ抗体Ｆ５を発現している大腸
菌の培養上清、またはｓｃＦｖを発現していない大腸菌の培養上清をＮＴＡ－リポソーム
と一緒に用い、ＳＫＢＲ３細胞を同時にインキュベートした。４時間の内在化反応の後、
細胞を１ｍＭのＥＤＴＡを含む生理的緩衝食塩水で洗浄し、塩基中で溶解し、ミクロフル
オリメーターで蛍光の読みを得た。
【図７】　図７は、抗ＥＧＦＲｓｃＦｖ抗体による腫瘍細胞の分析を示す。抗ＥＧＦＲ抗
体Ｃ１０を蛍光標識ＮＴＡリポソームとともに、種々の量のＥＧＦＲ：ＳＫＢＲ３、ＳＫ
ＯＶ３、ＢＴ４７４、ＭＣＦ７、ＭＤ－ＭＢＡ４５３、ＭＤ－ＭＤＡ４６８、ＣＨＯ－Ｅ
ＧＦＲ、またはＣＨＯを発現している細胞株上で一緒にインキュベートした。取り込みは
全細胞タンパク質に対して標準化した。
【図８】　図８は、フローサイトメトリーによる抗ＥｒｂＢ２蛍光染色の比較、共有結合
させたリポソームの取込み、およびＣＬＩＡアッセイを示す。腫瘍細胞を抗ＥｒｂＢ２ｓ
ｃＦｖ抗体Ｆ５とインキュベートし、ＦＩＴＣ標識抗ＦＬＡＧ抗体で検出し、フローサイ
トメトリーで蛍光を定量した。また別には、被包化蛍光マーカーＨＰＴＳを含むリポソー
ムに共有結合させたＦ５ｓｃＦｖを含むイムノリポソームと腫瘍生細胞をインキュベート
した。ＣＬＩＡアッセイは、Ｆ５ｓｃＦｖおよびＮＴＡ－リポソームとの同時インキュベ
ーションによって実施した。リポソームの蛍光はミクロフルオリメーターで読み取った。
【配列表】



(40) JP 4208568 B2 2009.1.14

10

【図１】

【図２】

【図３】



(41) JP 4208568 B2 2009.1.14

【図４】 【図５】

【図６】

【図７】

【図８】



(42) JP 4208568 B2 2009.1.14

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/48     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/48    　　　Ｍ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/566    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｙ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/577    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/566   　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/58     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/577   　　　Ｂ          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  31/519    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/58    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｋ  31/519   　　　　          　　　　　

(74)代理人  100085279
            弁理士　西元　勝一
(72)発明者  マークス、ジェームズ、ディー．
            アメリカ合衆国　９４７０７　カリフォルニア州　ケンジントン　アドモア　ロード　１０７
(72)発明者  ニールセン、アルリク、ビー．
            アメリカ合衆国　８２４４６　マサチューセッツ州　ブルックリン　ケント　ストリート　１４３
(72)発明者  カーポティン、ドミトリ、ビー．
            アメリカ合衆国　９４１２１　カリフォルニア州　サンフランシスコ　フォーティーサード　アベ
            ニュー　４３５

    審査官  白形　由美子

(56)参考文献  特表２０００－５０６１６６（ＪＰ，Ａ）
              国際公開第００／０４３７７９（ＷＯ，Ａ１）
              国際公開第００／０５３６３１（ＷＯ，Ａ１）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  33/48-33/98
              A61K   9/127
              A61K  45/00
              A61K  47/34
              A61P  35/00
              C12Q   1/02
              G01N  33/15
              PubMed
              JSTPlus(JDreamII)
              JMEDPlus(JDreamII)



专利名称(译) 具有高通量内化功能的抗体筛选方法

公开(公告)号 JP4208568B2 公开(公告)日 2009-01-14

申请号 JP2002536414 申请日 2001-10-17

[标]申请(专利权)人(译) 加利福尼亚大学董事会

申请(专利权)人(译) 加州大学董事会

当前申请(专利权)人(译) 加州大学董事会

[标]发明人 マークスジェームズディー
ニールセンアルリクビー
カーポティンドミトリビー

发明人 マークス、ジェームズ、ディー.
ニールセン、アルリク、ビー.
カーポティン、ドミトリ、ビー.

IPC分类号 G01N33/50 A61K9/127 A61K45/00 A61K47/34 A61P35/00 C12Q1/02 G01N33/15 G01N33/48 G01N33
/53 G01N33/566 G01N33/577 G01N33/58 A61K31/519 C40B30/04 G01N33/68

CPC分类号 A61P35/00 C40B30/04 G01N33/5008 G01N33/5011 G01N33/5432 G01N33/566 G01N33/6845 G01N33
/6854 G01N33/6863

FI分类号 G01N33/50.ZNA.Z A61K9/127 A61K45/00 A61K47/34 A61P35/00 C12Q1/02 G01N33/15.Z G01N33/48.
M G01N33/53.D G01N33/53.Y G01N33/566 G01N33/577.B G01N33/58.Z A61K31/519

代理人(译) 中岛敦

审查员(译) 白形 由美子

优先权 60/241279 2000-10-18 US

其他公开文献 JP2004526940A
JP2004526940A5

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及一种金属螯合脂质。 金属螯合脂质包括脂质，亲水性聚合物
和连接至亲水性聚合物的金属螯合基团。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/bf6dd031-b189-4497-8b6b-58c87cb67753
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/022910020/publication/JP4208568B2?q=JP4208568B2

