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(57)【要約】
本発明は、ダンシル－カルバゾール化合物を投与するこ
とを含む、被験体の癌の処置のための方法を提供する。
一態様において、本発明は、癌の処置を必要とする被験
体に、被験体の癌を処置するためのダンシル－カルバゾ
ールＫＥＤ－４－６９を含む組成物の治療有効量を投与
することを含む、被験体の癌を処置するための方法を提
供する。一態様において、本発明は、かかる処置を必要
とする被験体に、被験体の癌を処置するためのダンシル
－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む組成物の治療有
効量を投与することを含む癌を有する被験体の処置のた
めの、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９の使用
を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
構造：
【化１８】

を有するダンシル－カルバゾール化合物。
【請求項２】
被験体の癌を処置するための方法であって、
　かかる処置を必要とする被験体に、該被験体の癌を処置するための請求項１に記載の化
合物を含む組成物の治療有効量を投与すること
を含む、方法。
【請求項３】
前記処置により、前記癌のさらなる増殖が抑制される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記処置により、前記癌の退縮がもたらされる、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
前記癌が、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少している
癌細胞を含むものである、請求項２～４いずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現を、ＲＡＳＳＦ１Ａのプロ
モーターのメチル化の増大によって減少させる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
前記組成物の投与により、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現
を増大させる、請求項５または請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記癌が前立腺癌である、請求項２～７いずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
細胞を、細胞の増殖を抑制するための請求項１に記載の化合物を含む組成物と接触させる
こと
を含む、細胞の増殖を抑制するための方法。
【請求項１０】
前記細胞は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少してい
るものである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
細胞を、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を低下させるための請求項１
に記載の化合物を含む組成物と接触させること
を含む、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を低下させるための方法。
【請求項１２】
ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を、ＤＮＭＴ－３ｂ活性を低下させることにより低
下させる、請求項１１に記載の方法。
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【請求項１３】
ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を、ＤＮＭＴ－３ｂを細胞質に隔離することにより
低下させる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
細胞を、細胞においてＲＡＳＳＦ１Ａ発現を増大させるための請求項１に記載の化合物を
含む組成物と接触させること
を含む、細胞においてＲａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現を増
大させるための方法。
【請求項１５】
前記細胞が、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少してい
るものである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記細胞が癌細胞である、請求項９～１５いずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
前記癌細胞が前立腺癌細胞である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記細胞が被験体内に存在している、請求項９～１７いずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
細胞を請求項１に記載の化合物を含む組成物と接触させることを含み、該化合物が該細胞
内に保持されている場合、該細胞は、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が減少していると同定される、
Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少している細胞を同定
するための方法。
【請求項２０】
該細胞が被験体内に存在している、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
被験体から１つ以上の細胞を採取すること、
　該１つ以上の細胞を、請求項１に記載の化合物を含む組成物と接触させること、
　該１つ以上の細胞の蛍光を測定すること、
を含み、
　該１つ以上の細胞の蛍光によって請求項１に記載の化合物の存在が示された場合、該１
つ以上の細胞は癌細胞であると同定される、
被験体の１つ以上の細胞が癌細胞であるかどうかを判定する方法。
【請求項２２】
該１つ以上の細胞の蛍光を対照細胞と比較する、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
請求項１に記載の化合物および薬学的に許容され得る担体を含む医薬組成物。
【請求項２４】
さらに、１種類以上のさらなる抗癌化合物を含む、請求項２３に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
治療有効量の請求項１に記載の化合物を含む医薬組成物、ならびに該医薬組成物の調製お
よび／または投与のための使用説明書を備えるキット。
【請求項２６】
さらに、薬学的に許容され得る担体を含む、請求項２５に記載のキット。
【請求項２７】
さらに、１種類以上のさらなる抗癌化合物を含む、請求項２５または２６に記載のキット
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連する出願）
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　本願は、米国特許法§１１９（e）に基づき「ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＴ　ＲＥＧＵＬＡ
ＴＯＲＳ　ＯＦ　ＲＡＳＳＦ！Ａ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＡＮＤ　ＨＵＭＡＮ　ＣＡＮ
ＣＥＲ　ＣＥＬＬ　ＰＲＯＬＩＦＥＲＡＲＩＯＮ」と題された、２００８年８月１５日に
出願された、米国仮特許出願第６１／１８９，０５９号の利益を主張する。この仮特許出
願の全教示は、参照により、本明細書中に援用される。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　近年、前立腺癌の発生率は１４２％増大した。米国癌協会によれば、およそ１８０，０
００名の男性が、毎年、前立腺癌と診断される（非特許文献１）。前立腺癌腫は非常に浸
潤性であり、米国では、男性の癌による死亡原因の第２位である（非特許文献２）。前立
腺癌の初期段階では、前立腺癌細胞の増殖はアンドロゲン依存性であり、外科的方法また
は薬理学的方法のいずれかの使用によるホルモン除去によって有効に処置され得る（非特
許文献３）。しかしながら、ホルモン除去療法では、前立腺腫瘍の一時的な退縮がもたら
されるにすぎず、６～１８ヶ月経つと、腫瘍は必ずアンドロゲン非依存性となる（非特許
文献４；非特許文献５）。したがって、アンドロゲン遮断は、前立腺癌処置の正解ではな
い。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｌａｎｄｉｓ，ＳＨら　ＣＡ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ（１９９９
）４９：８－３１
【非特許文献２】Ｂｏｒｉｎｇ，ＣＣら　ＣＡ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ（１９９３
）４３：７－２６
【非特許文献３】Ｈｕｇｇｉｎｓ，Ｃら　Ａｒｃｈ　Ｓｕｒｇ（１９４１）４３：２０９
－２２３
【非特許文献４】Ｐｆｅｉｆｅｒ　ＧＰら　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ（２００２）３８３：９
０７－１４
【非特許文献５】Ｉｓａａｃｓ，ＪＴ　Ｖｉｔａｍ　Ｈｏｒｍ（１９９４）４９：４３３
－５０２
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　（発明の概要）
　一態様において、本発明は、被験体の癌の処置のための方法、細胞の増殖を抑制する方
法、および被験体の１つ以上の細胞が癌細胞であるかどうかを判定する方法を提供する。
【０００５】
　一態様において、本発明は、式：
【０００６】
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【化１】

を有するダンシル－カルバゾール化合物を提供する。
【０００７】
　一態様において、本発明は、癌の処置を必要とする被験体に、被験体の癌を処置するた
めのダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む組成物の治療有効量を投与すること
を含む、被験体の癌を処置するための方法を提供する。一態様において、本発明は、かか
る処置を必要とする被験体に、被験体の癌を処置するためのダンシル－カルバゾールＫＥ
Ｄ－４－６９を含む組成物の治療有効量を投与することを含む癌を有する被験体の処置の
ための、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９の使用を提供する。一態様において、
本発明は、かかる処置を必要とする被験体に、被験体の癌を処置するためのダンシル－カ
ルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む組成物の治療有効量を投与することを含む癌を有する
被験体の処置のための医薬の調製における、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９の
使用を提供する。本明細書において提供する方法および使用の一部の実施形態では、該処
置により、さらなる癌の増殖が抑制される。本明細書において提供する方法および使用の
一部の実施形態では、該処置により、癌の退縮がもたらされる。本明細書において提供す
る方法および使用の一部の実施形態では、癌は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（
ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少している癌細胞を含むものである。一部の実施形態では、Ｒ
ａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現を、ＲＡＳＳＦ１Ａのプロモ
ーターのメチル化の増大によって減少させる。一部の実施形態では、該組成物の投与によ
り、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が増大する。一部の実
施形態では、癌は前立腺癌である。一部の実施形態では、マハニン類似体またはＫＥＤ－
４－６９の類似体を投与する。
【０００８】
　一態様において、本発明は、細胞を、細胞の増殖を抑制するための請求項１に記載の化
合物を含む組成物と接触させることを含む、細胞の増殖を抑制するための方法を提供する
。一部の実施形態では、該細胞は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１
Ａ）発現が減少しているものである。一部の実施形態では、該細胞は癌細胞である。一部
の実施形態では、癌細胞は前立腺癌細胞である。一部の実施形態では、該細胞は被験体内
に存在している。一部の実施形態では、該細胞をマハニン類似体またはＫＥＤ－４－６９
の類似体と接触させる。
【０００９】
　一態様において、本発明は、細胞を、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活
性を低下させるためのダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む組成物と接触させ



(6) JP 2012-500197 A 2012.1.5

10

20

30

40

50

ることを含む、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を低下させるための方
法を提供する。一部の実施形態では、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を、ＤＮＭＴ
－３ｂ活性を低下させることにより低下させる。一部の実施形態では、該メチルトランス
フェラーゼ活性を、ＤＮＭＴ－３ｂを細胞質に隔離することにより低下させる。一部の実
施形態では、該細胞は癌細胞である。一部の実施形態では、癌細胞は前立腺癌細胞である
。一部の実施形態では、該細胞は被験体内に存在している。一部の実施形態では、該細胞
をマハニン類似体またはＫＥＤ－４－６９の類似体と接触させる。
【００１０】
　一態様において、本発明は、細胞を、細胞においてＲＡＳＳＦ１Ａ発現を増大させるた
めのダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む組成物と接触させることを含む、細
胞においてＲａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現を増大させるた
めの方法を提供する。一部の実施形態では、該細胞は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー
１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少しているものである。一部の実施形態では、該細胞は
癌細胞である。一部の実施形態では、癌細胞は前立腺癌細胞である。一部の実施形態では
、該細胞は被験体内に存在している。一部の実施形態では、該細胞をマハニン類似体また
はＫＥＤ－４－６９の類似体と接触させる。
【００１１】
　一態様において、本発明は、細胞を、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む
組成物と接触させることを含み、該化合物が該細胞内に保持されている場合、該細胞は、
ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が減少していると同定される、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ
（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少している細胞を同定するための方法を提供する。一部の実
施形態では、該細胞は被験体内に存在している。一部の実施形態では、該細胞をマハニン
類似体またはＫＥＤ－４－６９の類似体と接触させる。
【００１２】
　一態様において、本発明は、被験体から１つ以上の細胞を採取すること、該１つ以上の
細胞を、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を含む組成物と接触させること、該１
つ以上の細胞の蛍光を測定することを含み、該１つ以上の細胞の蛍光によってダンシル－
カルバゾールＫＥＤ－４－６９の存在が示された場合、該１つ以上の細胞は癌細胞である
と同定される、被験体の１つ以上の細胞が癌細胞であるかどうかを判定する方法を提供す
る。一部の実施形態では、該１つ以上の細胞の蛍光を対照細胞と比較する。一部の実施形
態では、該１つ以上の細胞をマハニン類似体またはＫＥＤ－４－６９の類似体と接触させ
る。
【００１３】
　一態様において、本発明は、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９と薬学的に許容
され得る担体を含む医薬組成物を提供する。一部の実施形態では、医薬組成物は、さらに
、１種類以上のさらなる抗癌化合物を含む。
【００１４】
　一態様において、本発明は、治療有効量のダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を
含む医薬組成物、ならびに該医薬組成物の調製および／または投与のための使用説明書を
備えるキットを提供する。一部の実施形態では、キットは、さらに、薬学的に許容され得
る担体を含む。一部の実施形態では、キットは、さらに、１種類以上のさらなる抗癌化合
物を含む。
【００１５】
　一部の態様において、本発明は、個体の癌の処置のための方法を提供する。一部の実施
形態では、本発明は、個体の前立腺癌の処置のための方法を提供する。一部の実施形態で
は、本発明は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が一部また
は全部の癌細胞で減少している癌の処置のための方法を提供する。一部の実施形態では、
本発明は、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ（ＤＮＭＴ）活性が一部または全部の癌細胞
で増大している癌の処置のための方法を提供する。一部の実施形態では、該処置方法は、
ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９の投与を含む。
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【００１６】
　一部の実施形態では、本発明は、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９を用いた癌
の診断方法を提供する。一部の実施形態では、本発明は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリ
ー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）が後成的にサイレンシングされた細胞の同定方法を提供する。
一部の実施形態では、該Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）の細胞
の同定方法は、細胞をダンシル－カルバゾール（ＫＥＤ－４－６９）と接触させることを
含む。
【００１７】
　また、本発明は、研究用ツールおよび／または研究用試薬としてのダンシル－カルバゾ
ールＫＥＤ－４－６９の使用を包含する。
【００１８】
　本出願人らは、ダンシル－カルバゾール化合物ＫＥＤ－４－６９を合成し、該化合物が
ＰＣ３前立腺癌細胞の増殖をインビトロで阻害することを実証した。また、本明細書に記
載のように、ダンシル－カルバゾール化合物は、ヒト前立腺癌細胞においてＲＡＳＳＦ１
Ａの発現を誘導する。さらに、本明細書において、ダンシル－カルバゾール化合物での処
理により、前立腺癌細胞においてサイクリンＤ１の転写活性が抑制されることを示す。Ｒ
ＡＳＳＦ１Ａの発現は、サイクリンＤ１の活性の低下と関連している。
【００１９】
　本発明の一態様によれば、式：
【００２０】
【化２】

を有するダンシル－カルバゾール化合物が提供される。
【００２１】
　本発明の別の態様によれば、細胞において、後成的にサイレンシングされた遺伝子であ
るＲａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）の発現を誘導する方法が提供
される。該方法は、細胞を、図１Ａに示した化合物と接触させることを含む。一部の実施
形態では、細胞はヒトの癌細胞である。一部の好ましい実施形態では、癌細胞は前立腺癌
細胞である。細胞は、個体内に存在しているものであってもよい。
【００２２】
　本発明の別の態様によれば、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）
が後成的にサイレンシングされた癌について、個体を処置する方法が提供される。該方法
は、個体に治療有効量の図１Ａに示した化合物を投与することを含み、個体の癌細胞また
は前癌細胞においてＲＡＳＳＦ１Ａの発現を誘導し、それにより、ＲＡＳＳＦ１Ａが後成
的にサイレンシングされた癌が該個体に発生する程度を制限する、またはＲＡＳＳＦ１Ａ



(8) JP 2012-500197 A 2012.1.5

10

20

30

40

50

が後成的にサイレンシングされた癌を該個体において（一部もしくは完全に）逆転させる
。ＲＡＳＳＦ１Ａが後成的にサイレンシングされた癌は、前立腺癌、皮膚癌、肺癌、膵臓
癌、結腸癌、乳癌、卵巣癌であり得、または別の癌であってもよい。
【００２３】
　本発明の別の態様によれば、人間の前立腺癌の処置方法が提供される。該方法は、人間
に、治療有効量の図１Ａに示した化合物を投与し、それにより、後成的にサイレンシング
されたＲＡＳＳＦ１Ａの発現を誘導し、前立腺癌が発生する程度を、図１Ａに示した化合
物の投与なしの場合よりも低くすることを含む。該化合物は、非経口経路、例えば、皮下
、筋肉内、眼窩内、包内、脊髄内、胸骨内など、または静脈内経路によって投与され得る
。一部の実施形態では、該化合物は、経腸的（強制経口投与などによる経口投与が挙げら
れる）に投与される。
【００２４】
　本発明の別の態様によれば、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ（ＤＮＭＴ
）活性を抑制または阻害する方法が提供される。該方法は、細胞を図１Ａに示した化合物
と接触させることを含む。一部の実施形態では、ＤＮＭＴ活性は、ＤＮＭＴ－３ｂ活性を
低下させることにより低下させる。一部の実施形態では、細胞は、個体内に存在している
。
【００２５】
　本発明の別の態様によれば、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）
が後成的にサイレンシングされた細胞の同定方法が提供される。該方法は、細胞を図１Ａ
に示した化合物と接触させることを含み、該化合物が該細胞内に保持されている場合、該
細胞は、ＲＡＳＳＦ１Ａが後成的サイレントであると同定される。一部の実施形態では、
該細胞は被験体内に存在している。
【００２６】
　一態様において、本発明は、構造：
【００２７】
【化３】

を有するダンシル－カルバゾール化合物を提供する。
【００２８】
　一態様において、本発明は、細胞を図１Ａのダンシル－カルバゾール化合物と接触させ
ることを含む、細胞において、後成的にサイレンシングされた遺伝子であるＲａｓ－関連
ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）の発現を誘導する方法を提供する。一部の実
施形態では、細胞はヒトの癌細胞である。一部の実施形態では、ヒトの癌細胞は前立腺癌
細胞である。一部の実施形態では、細胞は個体内に存在している。
【００２９】
　一態様において、本発明は、個体に治療有効量の、個体の癌細胞または前癌細胞におい
てＲＡＳＳＦ１Ａの発現を誘導する図１Ａの化合物を投与することを含み、、それにより
、ＲＡＳＳＦ１Ａが後成的にサイレンシングされた癌が該個体に発生する程度を制限する
、またはＲＡＳＳＦ１Ａが後成的にサイレンシングされた癌を該個体において（一部もし
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くは完全に）逆転させる、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）が後
成的にサイレンシングされた癌について、個体を処置する方法を提供する。一部の実施形
態では、癌は、前立腺癌、皮膚癌、肺癌、膵臓癌、結腸癌、乳癌、卵巣癌または他のＲＡ
ＳＳＦ１Ａが後成的にサイレンシングされた癌である。
【００３０】
　一態様において、本発明は、人間に治療有効量の図１Ａの化合物を投与し、それにより
、後成的にサイレンシングされたＲＡＳＳＦ１Ａの発現を誘導し、前立腺癌が発生する程
度を、図１Ａの化合物の投与なしの場合よりも低くすることを含む、人間の前立腺癌の処
置方法を提供する。一部の実施形態では、図１Ａの化合物は、非経口経路、例えば、皮下
、筋肉内、眼窩内、包内、脊髄内、胸骨内など、または静脈内経路によって投与される。
【００３１】
　一態様において、本発明は、細胞を図１Ａの化合物と接触させることを含む、細胞にお
いてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ（ＤＮＭＴ）活性を抑制または阻害する方法を提供
する。一部の実施形態では、細胞におけるＤＮＭＴ活性は、ＤＮＭＴ－３ｂ活性を低下さ
せることにより低下させる。一部の実施形態では、細胞は個体内に存在している。
【００３２】
　一態様において、本発明は、細胞を図１Ａの化合物と接触させることを含み、該化合物
が該細胞内に保持されている場合、該細胞は、ＲＡＳＳＦ１Ａが後成的サイレントである
と同定される、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）が後成的にサイ
レンシングされた細胞の同定方法を提供する。一部の実施形態では、該細胞は被験体内に
存在している。
【００３３】
　本発明の各限定には、本発明の種々の実施形態が包含され得る。したがって、任意の１
つの要素または要素の組合せを伴う本発明の各限定が、本発明の各態様に含まれ得ること
が予測される。本発明は、本出願書類において、以下の説明に記載または図面に図解する
要素の構成および配置の詳細に限定されない。本発明は、他の実施形態が可能であり、種
々の様式で実行または実施され得る。また、本明細書で用いる語句用法および用語法は、
説明目的のためのものであり、限定とみなされるべきでない。本明細書における「含む（
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「有する」、「含有する
」、「伴う」およびその変化形の使用は、これらの語の後に続く記載項目およびその均等
物ならびにさらなる項目を包含することを意図する。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
　図面は、単なる例示にすぎず、本明細書において開示した本発明の実施可能性の要件で
はない。
【図１】図１Ａ～Ｂは、本発明のダンシル－カルバゾール（すなわち、ＫＥＤ－４－６９
、化合物６ａ）（Ａ）およびマハニン（Ｂ）の構造を示す。
【図２】図２は、ＤＮＡ合成の減少が、ダンシル－カルバゾール化合物ＫＥＤ－４－６９
（すなわち、化合物６ａ）などのマハニン類似体で処理した化合物において観察されるこ
とを示す。ＰＣ－３細胞を９６ウェルプレート内で平板培養し、５μＭの化合物で処理し
た。２４時間後、細胞を、ＢｒｄＵ標識について、Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏ
ｎ　ＥＬＩＳＡ　ＢｒｄＵキット（Ｒｏｃｈｅ製）を用いてアッセイした；バックグラウ
ンドＢｒｄＵ取込みレベル（抗ＢｒｄＵ－ペルオキシダーゼ溶液なし）を差し引き、値を
対照未処理細胞に対して標準化した。
【図３】図３は、マハニン類似体がＲＡＳＳＦ１Ａ発現を誘導し、サイクリンＤ１を下方
調節することを示す。３回繰り返した実験の代表的な写真。ＰＣ－３細胞を２４時間、１
５μＭの化合物６、７、７ａ、８、９、１０または５μＭの化合物ＫＥＤ－４－６９（化
合物６ａ）のいずれかで処理した後、ＲＮＡ抽出およびＲＴ－ＰＣＲ増幅を行なった。
【図４Ａ】図４Ａ～Ｄは、蛍光化合物６ａが、ＰＣ－３細胞の細胞質のみに見られ、ＤＮ
ＭＴ３ｂを細胞質内に隔離するようであることを示す。（Ａ）化合物６ａの蛍光スペクト
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ル。
【図４Ｂ】図４Ａ～Ｄは、蛍光化合物６ａが、ＰＣ－３細胞の細胞質のみに見られ、ＤＮ
ＭＴ３ｂを細胞質内に隔離するようであることを示す。（Ｂ）ＰＣ－３細胞を化合物６ａ
の５μＭの溶液で１時間処理した後、固定し、ヨウ化プロピジウムおよびＤＮＭＴ３ｂ抗
体で染色した。各画像の組のフレームは、左から右、上から下に：ヨウ化プロピジウム；
クリアな視野；ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ３ｂ（ＤＮＭＴ３ｂ）；化合物６ａまた
はビヒクル；およびマージである。化合物６ａは、多光子レーザーにより７２５ｎｍで励
起し、５００～５５０ｎｍフィルターを用いてイメージングした。矢印は、ＤＮＭＴ３ｂ
が細胞質内のみに存在している代表的な細胞を示す。
【図４Ｃ】図４Ａ～Ｄは、蛍光化合物６ａが、ＰＣ－３細胞の細胞質のみに見られ、ＤＮ
ＭＴ３ｂを細胞質内に隔離するようであることを示す。（Ｃ）細胞を化合物６ａの５μＭ
の溶液で６時間処理した後、固定した。各画像の組のフレームは、左から右、上から下に
：ヨウ化プロピジウム；クリアな視野；ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ３ｂ（ＤＮＭＴ
３ｂ）；化合物６ａまたはビヒクル；およびマージである。化合物６ａは、多光子レーザ
ーにより７２５ｎｍで励起し、５００～５５０ｎｍフィルターを用いてイメージングした
。矢印は、ＤＮＭＴ３ｂが細胞質内のみに存在している代表的な細胞を示す。
【図４Ｄ】図４Ａ～Ｄは、蛍光化合物６ａが、ＰＣ－３細胞の細胞質のみに見られ、ＤＮ
ＭＴ３ｂを細胞質内に隔離するようであることを示す。（Ｄ）細胞をＤＭＳＯの５μＭの
溶液で６時間処理した後、固定した。各画像の組のフレームは、左から右、上から下に：
ヨウ化プロピジウム；クリアな視野；ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ３ｂ（ＤＮＭＴ３
ｂ）；化合物６ａまたはビヒクル；およびマージである。化合物６ａは、多光子レーザー
により７２５ｎｍで励起し、５００～５５０ｎｍフィルターを用いてイメージングした。
矢印は、ＤＮＭＴ３ｂが細胞質内のみに存在している代表的な細胞を示す。
【図５】図５は、化合物６ａおよび７ａの合成スキームを示す。試薬：（ａ）Ｋ２ＣＯ３

、ＭｅＣＮ；（ｂ）酢酸パラジウム、Ｋ２ＣＯ３、ＰＥＧ；（ｃ）ＰＰｈ３、１，３－ジ
クロロベンゼン；（ｄ）Ｐｄ／Ｃ（５％ｗｔ）、ギ酸アンモニウム、ＭｅＯＨ；（ｅ）塩
化ダンシル、ＴＥＡ、ＤＣＭ。
【図６】図６は、化合物１０の合成スキームを示す。試薬：（ａ）シトラール、ピリジン
。
【図７】図７は、ＲＡＳＳＦ１Ａを上方調節するマハニン類似体が、ＤＮＡメチルトラン
スフェラーゼ活性の阻害も行なうことを示す。黒色バー：ＰＣ－３細胞を７２時間、５μ
Ｍのマハニンもしくは化合物６ａまたは１５μＭの化合物６、７、７ａ、８もしくは９の
いずれかで処理し、次いで、ＤＮＭＴ活性について、ＤＮＭＴ活性キット（Ｅｐｉｇｅｎ
ｔｅｋ製）を用いてアッセイした。データは、３回の独立した実験の平均±ＳＥＭである
。灰色バー：マハニン処理によって再発現されたＲＡＳＳＦ１Ａ　ｍＲＮＡの量を１００
％に標準化したＲＴ－ＰＣＲブロットのデンシトメトリー。
【図８】図８は、化合物６ａでの処置により、ヒト前立腺異種移植片腫瘍の体積が縮小す
ることを示す。雄胸腺欠損Ｂａｌｂ／ｃヌードマウスにＰＣ－３細胞を注射し、得られた
腫瘍を１週間培養した後、１０ｍｇ／ｋｇの化合物６ａまたはＤＭＳＯ対照（１：１のＰ
ＥＧ／ＰＢＳ中）を、１日１回、隔日でＩＰ投与した。データを平均±ＳＥＭで示す（ｎ
＝４）。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
発明の詳細な説明
　本発明は、本出願書類において、以下の説明に記載または図面に図解する要素の構成お
よび配置の詳細に限定されない。本発明は、他の実施形態が可能であり、種々の様式で実
行または実施され得る。また、本明細書で用いる語句用法および用語法は、説明目的のた
めのものであり、限定とみなされるべきでない。本明細書における「含む（ｉｎｃｌｕｄ
ｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「有する」、「含有する」、「伴う」
およびその変化形の使用は、これらの語の後に続く記載物およびその均等物ならびにさら
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なる物を包含することを意図する。
【００３６】
　一態様において、本発明は、被験体の癌を処置するための方法を提供する。一部の実施
形態では、該方法は、かかる処置を必要とする被験体に、該被験体の癌を処置するための
カルバゾール化合物を含む組成物の治療有効量を投与することを含む。一部の実施形態で
は、該カルバゾール化合物は、図１Ａのダンシル－カルバゾール化合物（すなわち、ＫＥ
Ｄ－４－６９または化合物６ａ）である。一部の実施形態では、該処置により、さらなる
癌の増殖が抑制される、および／または癌の退縮がもたらされる。一部の実施形態では、
癌は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少している癌細
胞を含むものである。一部の実施形態では、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡ
ＳＳＦ１Ａ）発現を、ＲＡＳＳＦ１Ａのプロモーターのメチル化の増大によって減少させ
る。一部の実施形態では、該組成物の投与により、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ
（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が増大する。一部の実施形態では、癌は前立腺癌である。
【００３７】
　一部の態様において、本発明は、個体の癌の処置のための方法を提供する。一部の実施
形態では、本発明は、個体の前立腺癌の処置のための方法を提供する。一部の実施形態で
は、本発明は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が一部また
は全部の癌細胞で抑制されている癌の処置のための方法を提供する。一部の実施形態では
、本発明は、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ（ＤＮＭＴ）活性が一部または全部の癌細
胞で増大している癌の処置のための方法を提供する。一部の実施形態では、該処置方法は
、ダンシル－カルバゾールＫＥＤ－４－６９の投与を含む。
【００３８】
　ヒトの腫瘍によく見られる異常は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ
１Ａ）遺伝子のプロモーターのメチル化である（ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｗｅｙｄｅｎ，Ｌ．ら
　Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．２００７，１７７６，５８－８５）。染
色体３ｐ２１．３上に存在しているため、ＲＡＳＳＦ１遺伝子座は７種類の異なる転写物
をコードしており、ＲＡＳＳＦ１Ａは、正常細胞に見られる２つの主要なアイソフォーム
のうちの１つである。このようなＲａｓエフェクタータンパク質は、保存されたモチーフ
ＲａｌＧＤＳ／ＡＦ６　Ｒａｓ関連ドメインを共有しており、そのＲａｓ媒介性の増殖お
よびアポトーシスに対する効果によって癌抑制因子となっていることが示されている。過
剰メチル化（後成的）サイレンシングに起因するＲＡＳＳＦ１Ａタンパク質発現の減少は
、細胞周期制御を破壊し、遺伝的不安定性を誘導し、細胞運動を高め、癌細胞においてア
ポトーシス抵抗性をもたらす。しかしながら、ＲＡＳＳＦ１Ａの異所性発現により、この
腫瘍形成性表現型の逆転が誘導され得る（ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｗｅｙｄｅｎ，Ｌ．ら　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．２００７，１７７６，５８－８５；Ｄｏｎｎｉ
ｎｇｅｒ，Ｈ．ら　Ｊ．ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．２００７，１２０，３１６３－３１７
２）。
【００３９】
　ヒト前立腺癌腫の病因は、多くが未確定のままである。しかしながら、種々の癌抑制遺
伝子の後成的不活化は、前立腺癌などの種々の癌の発生に枢要な役割を果たしていること
が明らかになってきている。かかる癌抑制因子の一例は、Ｒａｓ－関連ドメインファミリ
ー１（ＲＡＳＳＦ１）遺伝子である。ＲＡＳＳＦ１の２つの主要なアイソフォームＡおよ
びＣは、染色体３ｐ２１．３上のヒトＲＡＳＳＦ１遺伝子から生成される（１，２）。Ｒ
ＡＳＳＦ１Ａのアミノ末端には、ジアシルグリセロール結合ドメインが存在している。Ｒ
ＡＳＳＦ１Ａのカルボキシ末端に、Ｒａｓ－関連ドメインが含まれている。ＲＡＳＳＦ１
Ａの生物学的機能は、多くが不明である。ＲＡＳＳＦ１Ｃは、アミノ末端Ｃ１ドメインが
欠失した小さい方のタンパク質（５０個のアミノ酸）である。ＲＡＳＳＦ１Ｃは、ＲＡＳ
媒介性の細胞活動に役割を果たしていると考えられている（３）。前立腺癌では、高頻度
で、ＲＢ１などの古典的癌抑制遺伝子の機能減少がみられない；しかしながら、ＲＡＳＳ
Ｆ１Ａプロモーター領域は、原発性前立腺腫瘍の７１％でメチル化されている。より侵襲
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性の前立腺腫瘍（グリーソンのスコア７～１０）のみを考慮すると、ＲＡＳＳＦ１Ａメチ
ル化の発生率はほぼ８５％まで増大する（Ｌｉら，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａ
ｃｔａ，２００４，１７０４：８７－１０２）。対照的に、ＲＡＳＳＦ１Ａプロモーター
のメチル化は、前立腺の正常な上皮および間質の一次細胞では見られない（Ｋｕｚｍｉｎ
ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００２，６２：３４９８－３５０２）。
【００４０】
　ＲＡＳＳＦ１Ａは、おそらく、これまでヒトの癌で報告されている最も高頻度にメチル
化される遺伝子である（４，５）。ＲＡＳＳＦ１Ａ遺伝子のメチル化は、少なくとも３７
の腫瘍型で報告されている。例えば、ＲＡＳＳＦ１Ａのメチル化は、小細胞肺癌の８０％
（２，６）、乳房腫瘍の６０％超（２，７，８）、肝臓癌の９０％（９～１１）、膵臓腫
瘍の６３％（１２）、非回腸腫瘍の４０％（１２）、回腸腫瘍の６９％（１２）、原発性
鼻咽腔癌の７０％（１３）、原発性腎細胞癌腫の９１％（１４）、６２％膀胱腫瘍（１５
）および前立腺癌の７０％超（１６～１８）で見られる。
【００４１】
　内因性ＲＡＳＳＦ１Ａ転写物のない癌細胞株におけるＲＡＳＳＦ１Ａの異所性発現では
、インビトロおよびヌードマウスで該細胞の増殖の低下がもたらされ、ＲＡＳＳＦ１Ａの
癌抑制遺伝子としての役割を裏付ける（１，２，１４，１６，１９～２１）。ＲＡＳＳＦ
１ＡおよびＮＯＲＥ１（新規なＲａｓエフェクター１）の両方とアポトーシス促進性キナ
ーゼＭＳＴｌ（哺乳動物のｓｔｅｒｉｌｅ　２０様１）との関連により、アポトーシスの
誘導がもたらされることが示されている（２２）。他の試験では、ＲＡＳＳＦ１Ａが、微
小管を安定化させることができる微小管結合タンパク質であること、およびその過剰発現
により、後期促進複合体の成分と相互作用することによって中期の停止が引き起こされる
ことが示された（２３～２６）。また、ＲＡＳＳＦ１Ａは、ｃ－Ｊｕｎ－ＮＨ２－キナー
ゼ経路を抑制し、細胞周期の進行の阻止をもたらすことが示された（３０）。したがって
、ＲＡＳＳＦ１Ａは、細胞周期の調節において役割を果たしている。
【００４２】
　ＲＡＳＳＦ１Ａ　ＫＯ－マウスは、生存可能であり、生殖能があったが、予想どおり、
高齢（１８～２０ヶ月）では、自然発生的に腫瘍が形成される傾向にあった（リンパ腫、
白血病、肺腺腫、乳房腺癌、直腸パピローマ）（２７）。Ｓｈｉｖａｋｕｍａｒおよび共
同研究者らにより、ヒト肺癌細胞（Ｈ１２９９）において、ＲＡＳＳＦ１Ａを外因的に発
現させると、サイクリンＤ１の下方調節と関連しているＧ１期で細胞周期の停止が誘導さ
れることが示された（２８）。また、ＲＡＳＳＦ１Ａは、サイクリンＡ発現の負のモジュ
レータであるｐ１２０Ｅ４Ｆとも相互作用する（２９）。
【００４３】
　腫瘍細胞株においてＲＡＳＳＦ１Ａ発現が回復すると、その腫瘍形成性が障害され（１
４，１６）、したがって、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現を回復させることにより、癌の予防および
処置のための方法が提供される。
【００４４】
　本明細書に記載のように、本発明の化合物は、ヒト前立腺癌細胞において、後成的にサ
イレンシングされた癌抑制遺伝子ＲＡＳＳＦ１Ａの発現を誘導する。また、本発明の化合
物は、サイクリンＤ１を下方調節することが示された。ＲＡＳＳＦ１Ａ経路を介した本発
明の化合物によるサイクリンＤ１の転写抑制によって、新たな癌処置法を提供する。
【００４５】
　サイクリンＤ１遺伝子の転写は、そのプロモーターのＤＮＡ配列が相違することにより
、多様な有糸分裂促進性および発癌性のシグナル伝達経路、例えば、Ｒａｓ、Ｓｒｃ、Ｓ
ｔａｔ３、Ｓｔａｔ５およびＥｒｂｂ２によって誘導される（３７）。ＣＲＥＢ、ＡＰ－
１、β－カテニン／Ｔｃｆ－１などのいくつかの転写因子は、サイクリンＤ１プロモータ
ーと相互作用することが示されている（３５，３８）。このようなシグナル伝達経路およ
び転写因子の１種類以上が、ＲＡＳＳＦ１ＡによるサイクリンＤ１の転写調節に関与して
いる可能性が高い。サイクリンＤ１遺伝子の転写の活性化は、Ｒａｓ、Ｒａｆ、マイトジ
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ェン活性化型プロテインキナーゼ－キナーゼ（ＭＥＫ１およびＭＥＫ２）、Ａｋｔの活性
化に依存性であり、細胞外シグナルの持続的活性化によりプロテインキナーゼ（ＥＲＫ）
が調節される（３７）。他方において、サイクリンＤ１の分解は、リン酸化誘発性ユビキ
チン依存性タンパク質分解によって媒介される（３９）。グリコゲンシンターゼキナーゼ
３β（ＧＳＫ－３β）は、サイクリンＤ１のＴｈｒ２８６に対するリン酸化を触媒し、該
タンパク質を核から細胞質に再指向させる（３９）。
【００４６】
　サイクリンＤ１の過剰発現は、前立腺癌などの種々の形態の癌に共通する事象である（
４０～４２）。サイクリンＤ１の過剰発現により、マウスにおいて器官成長の増強がもた
らされる（４３）。サイクリンＤ１で肝細胞を一過性トランスフェクションすると、激し
く増殖し、６日以内で肝臓質量が５０％より大きく増加する（４４）。逆に、サイクリン
Ｄ１ノックアウトマウスは野生型マウスよりも小さく、ｐ２７遺伝子（これは、サイクリ
ンＤ１／Ｃｄｋ４／６複合体を阻害する）のホモ接合型欠失を有するマウスは、巨人症お
よび器官サイズの増大を示す（４５）。さらに、神経膠腫細胞において、サイクリンＤ１
の発現によって、マトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ－２およびＭＭＰ－９）の活
性および運動が増大することにより浸潤能が調節される（４６）。さらに、サイクリンＤ
１の過剰発現は、骨に転移性の前立腺癌と関連している（４７）。この所見は、サイクリ
ンＤ１が、細胞周期の進行における充分に規定された役割に加えて、細胞増殖および転移
の調節に重要な役割を果たしていることを示す。
【００４７】
　一態様において、本発明は、被験体の癌を処置するための方法を提供する。一態様にお
いて、本発明は、細胞を、細胞の増殖を抑制するための図１Ａの化合物（すなわち、ＫＥ
Ｄ－４－６９または化合物６ａ）を含む組成物と接触させることを含む、細胞の増殖を抑
制するための方法を提供する。一部の実施形態では、該細胞は、Ｒａｓ－関連ドメインフ
ァミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少しているものである。
【００４８】
　一態様において、本発明は、細胞を、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活
性を低下させるための図１Ａの化合物（すなわち、ＫＥＤ－４－６９または化合物６ａ）
を含む組成物と接触させることを含む、細胞においてＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活
性を低下させるための方法を提供する。一部の実施形態では、ＤＮＡメチルトランスフェ
ラーゼ活性を、ＤＮＭＴ－３ｂ活性を低下させることにより低下させる。一部の実施形態
では、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を、ＤＮＭＴ－３ｂを細胞質に隔離すること
により低下させる。
【００４９】
　一態様において、本発明は、細胞を、細胞においてＲＡＳＳＦ１Ａ発現を増大させるた
めの図１Ａの化合物（すなわち、ＫＥＤ－４－６９または化合物６ａ）を含む組成物と接
触させることを含む、細胞においてＲａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１
Ａ）発現を増大させるための方法を提供する。一部の実施形態では、該細胞は、Ｒａｓ－
関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発現が減少しているものである。一部の
実施形態では、該細胞は、癌細胞、前立腺癌細胞である、および／または被験体内に存在
している。
【００５０】
　本明細書において、本発明の化合物は、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現の回復を促進させ、それに
より癌の治療方法としての機能を果たし得る事象となるＤＮＭＴ活性の抑制を行なうこと
が示された。プロモーターの過剰メチル化は、さまざまなヒトの癌でのＲＡＳＳＦ１Ａ遺
伝子サイレンシングの主な原因であることが示されている（２，４～１８）。細胞内での
ＤＮＡのメチル化は、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ（ＤＮＭＴ）によって行なわれる
。細胞には、酵素的に活性な３種類のＤＮＭＴバリアント（ＤＮＭＴ－１、－３ａおよび
－３ｂ）が含まれており、これらのうち、ＤＮＭＴ－３ｂは唯一、核に加えて細胞質にも
見られる（Ｍａｊｕｍｄｅｒ，Ｓ．ら　Ｊ．ｏｆ　Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２００２，２７
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７，１６０４８－１６０５８）。本発明の化合物は、蛍光化合物６ａの局在によって示さ
れるように、ＤＮＭＴ－３ｂに結合することによってメチル化を抑制している可能性が非
常に高い。ＰＣ－３細胞をこの化合物と接触させると、蛍光画像により、該化合物がＰＣ
－３細胞の細胞質のみに存在していることが示される。この所見は、化合物６ａがＤＮＭ
Ｔ－３ｂと相互作用することを示す。したがって、ダンシル－カルバゾール化合物は、ア
イソフォーム特異的作用様式を有する。本発明のダンシル－カルバゾール化合物のアイソ
フォーム特異的作用のため、ヌクレオシドＤＮＭＴインヒビターと関連している細胞傷害
性が、おそらく回避される（Ｌｙｋｏ，Ｆ．ら　Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ
．２００５，９７，１４９８－１５０６）。
【００５１】
　本出願人らは、いくつかのマハニン類似体（図５参照）を合成し、これらの化合物が、
ＰＣ３前立腺癌細胞の増殖を阻害することを実証した（例えば、図２参照）。また、本明
細書に記載のように、これらのマハニン類似体は、ヒト前立腺癌細胞においてＲＡＳＳＦ
１Ａの発現を誘導するとともに、ＤＮＭＴ活性を抑制する（例えば、図７参照）。さらに
、本明細書において、マハニン類似体での処理により、前立腺癌細胞においてサイクリン
Ｄ１の転写活性も抑制されることを示す（例えば、図２参照）。ＲＡＳＳＦ１Ａの発現は
、前立腺癌細胞において、サイクリンＤ１のメッセージおよびタンパク質レベルの減少な
らびにＧ０／Ｇ１細胞周期の停止と関連している。すなわち、ＲＡＳＳＦ１Ａとサイクリ
ンＤ１間では発現に逆の関係が存在する。ＲＡＳＳＦ１Ａは、サイクリンＤ１の転写を、
そのプロモーター活性を阻害することにより抑制し、ＲＡＳＳＦ１Ａ　ｓｉＲＮＡを添加
すると、この阻害が抑制される。
【００５２】
　本発明の化合物は、本明細書においてマハニン類似体とも称するが、これは、同じカル
バゾール構造を主体としているためである。天然産物であるマハニンは、アンドロゲン非
依存性ヒト前立腺癌細胞の強力な増殖インヒビターである（例えば、ＰＣＴ／ＵＳ２００
７／０２２４１（これは、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる）参照）。マハ
ニン処理ＰＣ－３細胞では、サイクリンＤ１　ｍＲＮＡのレベルの減少に加えて、ＲＡＳ
ＳＦ１Ａ　ｍＲＮＡのレベルの増大が観察された。これは、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現の増大に
よってサイクリンＤ１が下方調節され、細胞増殖の阻害がもたらされるという以前の所見
と整合する（Ｓｈｉｖａｋｕｍａｒ，Ｌ．ら　Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．２００２，
２２，４３０９－４３１８）。また、本出願人らは、以前に、前立腺癌細胞において、マ
ハニンがＡｋｔを不活性化させることを示した（３３）。活性化型のＡｋｔは、リン酸化
によってＧＳＫ－３βを不活性化させる。したがって、ＲＡＳＳＦ１Ａによるサイクリン
Ｄ１の転写抑制に加え、ダンシル－カルバゾール化合物がＡｋｔを不活性化させ、これに
よっても、最終的に、ＧＳＫ－３βが不活性化されてサイクリンＤ１が分解され得るとい
うことが考えられ得る。
【００５３】
　マハニンの抗増殖活性は、ＰＣ－３細胞において、そのＤＮＡメチルトランスフェラー
ゼ（ＤＮＭＴ）活性の阻害と関連している。ＲＡＳＳＦ１Ａプロモーター領域は、原発性
前立腺腫瘍の７１％でメチル化されているが、より侵襲性の腫瘍（グリーソンのスコア７
～１０のもの；Ｌｉｕ，Ｌ．ら　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ．２００２，２１，６８３５－６８４
０）のみを考慮した場合では８３％まで増大する。おそらく、マハニンによるＤＮＭＴ活
性の阻害によって、ＲＡＳＳＦ１Ａ遺伝子の過剰メチル化、続いてサイレンシングが抑制
される。ＲＡＳＳＦ１Ａおよび他の過剰メチル化遺伝子のかかる後成的調節は、これまで
に、前立腺癌などのさまざまな細胞株で観察されている（Ｂｒｕｅｃｋｎｅｒ，Ｂ．ら　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００５，６５，６３０５－６３１１；Ｌｉ，Ｌ．ら　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．２００４，１７０４，８７－１０２；Ｂｅａｕｌｉ
ｅｕ，Ｎ．ら　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２００２，３１，２８－１７６－２８１８１）
。
【００５４】
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　マハニンと同様、本明細書において開示した化合物は、前立腺癌細胞での実験によって
証明されたように、癌細胞の増殖を抑制する能力を有する。本明細書において開示した化
合物の一例である化合物６ａは、マハニンと比較した場合、前立腺癌細胞の増殖阻害にお
いて、５倍高い活性を有する（表１参照）。化合物６ａは、マハニンよりも低い用量でヒ
ト前立腺細胞の増殖を阻害することに加え、マハニンよりも細胞傷害性が低い。本発明の
化合物は、該タンパク質の抑制因子タンパク質であるＲＡＳＳＦ１Ａを上方調節し、サイ
クリンＤ１を下方調節し、ＤＮＭＴ活性を抑制するものであり、化合物６ａが最も強い効
果を示す。
【００５５】
　一態様において、本発明は、細胞を、蛍光マハニン類似体を含む組成物と接触させるこ
とを含み、該化合物が該細胞内に保持されている場合、該細胞は、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が
減少していると同定される、Ｒａｓ－関連ドメインファミリー１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）発
現が減少している細胞を同定するための方法を提供する。一部の実施形態では、蛍光マハ
ニン類似体は、図１Ａの化合物（すなわち、ＫＥＤ－４－６９または化合物６ａ）である
。一部の実施形態では、該細胞は被験体内に存在している。
【００５６】
　一態様において、本発明は、被験体から１つ以上の細胞を採取すること、該１つ以上の
細胞を、蛍光マハニン類似体を含む組成物と接触させること、該１つ以上の細胞の蛍光を
測定することを含み、該１つ以上の細胞の蛍光によって蛍光マハニン類似体の存在が示さ
れた場合、該１つ以上の細胞は癌細胞であると同定される、被験体の１つ以上の細胞が癌
細胞であるかどうかを判定する方法を提供する。一部の実施形態では、蛍光マハニン類似
体は、図１Ａの化合物（すなわち、ＫＥＤ－４－６９または化合物６ａ）である。一部の
実施形態では、該蛍光を対照細胞と比較する。対照細胞は、野生型の対照細胞（すなわち
、蛍光マハニン類似体を保持していることが予測されない陰性対照）、またはＲＡＳＳＦ
１Ａ発現が減少している癌細胞（すなわち、蛍光マハニン類似体の存在を示す蛍光をもた
らす陽性対照）のどちらであってもよい。
【００５７】
　本出願人ら（ａｕｔｈｏｒｓ）は、マハニン類似体がＤＮＭＴ３ｂに結合することがで
き、ＤＮＭＴ３ｂを細胞質内に隔離することができることを示した。したがって、蛍光マ
ハニン類似体（化合物６ａなど）により、細胞内でのＤＮＭＴ３ｂの動きをモニタリング
する方法が可能になる。また、蛍光マハニン類似体により、ＤＮＭＴ（ＤＮＭＴ３ｂで示
される）がＲＡＳＦＦ１のメチル化の重要な因子である細胞の同定が可能になる。したが
って、本発明の蛍光マハニン類似体により、ＲＡＳＳＦ１が下方調節されている細胞（前
立腺癌細胞など）の同定が可能になる。したがって、本発明の蛍光マハニン類似体は、細
胞の「癌」状態のインビトロおよびインビボでの判定のための診断ツールを提供する（例
えば、細胞でＲＡＳＳＦ１が下方調節されている場合、該細胞は、おそらく癌細胞である
）。また、本発明の蛍光マハニン類似体は、ＲＡＳＳＦ１および／またはＤＮＭＴ３ｂの
活性ならびにＤＮＭＴ３ｂの局在を調べることが重要であるさまざまなアッセイ、例えば
、創薬などにおいて有用である。
【００５８】
　本明細書に記載の実施形態の任意の１つ以上において、該方法は、カルバゾール化合物
を含む組成物を、被験体に投与すること、または細胞と接触させることを含む。一部の実
施形態では、該カルバゾール化合物は、ヘテロアリール基を含むカルバゾール化合物であ
る。一部の実施形態では、該カルバゾール化合物は、ダンシル－カルバゾールである。一
部の実施形態では、ダンシル－カルバゾール化合物は、下記の構造：
【００５９】
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【化４】

を有する。上記のダンシル－カルバゾール化合物は、本明細書において、「ＫＥＤ－４－
６９」、「化合物６ａ」、「図１Ａの化合物」または「図１Ａに示した化合物」とも称す
る。
【００６０】
　カルバゾール化合物は、当該技術分野で知られており、５員の含窒素環のいずれの側に
も縮合された２つの６員のベンゼン環からなる三環式構造を含む芳香族複素環式有機化合
物と定義される。一部の実施形態では、該カルバゾール化合物は、マハニン（図１Ｂ）、
化合物６ａ（図１Ａ）化合物６、化合物７、化合物７ａ、化合物８、化合物９または化合
物１０である（図５および図６参照）。本明細書に開示する化合物は、マハニン類似体ま
たは本発明の化合物とも称する。
【００６１】
　一部の実施形態では、該カルバゾール化合物は、アリール基置換基を含むカルバゾール
化合物である。一部の実施形態では、該化合物は、少なくとも１つのベンジル基置換基を
含み、該ベンジル基はフェニル環を含む。一部の場合において、該フェニル環は、任意選
択で、少なくとも１つのＯＨ、ＮＨ２、ＮＨＲ９、ＯＣＨ３、またはアルキル基で置換さ
れていてもよく、Ｒ９は、Ｈ、アルキル、Ｃ＝Ｏ、またはＳ＝Ｏである。一部の実施形態
では、該カルバゾール化合物は化合物６ａである（図５参照）。
【００６２】
　一部の実施形態では、該カルバゾール化合物は、ヘテロアリール基置換基を含むカルバ
ゾール化合物である。ヘテロアリール基は、アリール基に結合された非炭素分子（ヘテロ
基）を含む。一部の実施形態では、ヘテロ基は、ＳＯ２、ＳＯ、ＣＯ、ＮＨまたはＰＯ３

である。一部の実施形態では、そのアリール基は、１つ以上のフェニル環を含む。一部の
実施形態では、該アリール基は、少なくとも１つのＯＨ、ＮＨ２、ＮＲ１Ｒ２、ＮＨＲ１

、ＯＣＨ３、ＯＣＨＲ１Ｒ２、ＯＣＨ２Ｒ１、ＯＣＲ１Ｒ２Ｒ３、Ｃ＝Ｏ、またはＳ＝Ｏ
で置換されており、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３はアルキル基である。一部の実施形態では、ヘ
テロアリール基はダンシル基である。一部の実施形態では、ヘテロアリール基は蛍光基で
ある。一部の実施形態では、ダンシル－カルバゾール化合物は図１Ａの化合物（すなわち
、ＫＥＤ－４－６９または化合物６ａ）である。
【００６３】
　一部の実施形態では、本明細書に記載の化合物は、「任意選択で置換されている」もの
であってもよい、すなわち、該化合物は置換されても非置換であってもよい。「置換」ま
たは「～で置換されている」が、かかる置換が、置換原子および置換基の許容される価数
に従うものとするという含意を含むこと、ならびに該置換は、安定な化合物をもたらすも
のであること（例えば、転位、環化、脱離などによる変換を自発的に起こさない、など）
は理解されよう。
【００６４】
　本明細書で用いる場合、用語「置換されている」は、許容されるあらゆる有機化合物置
換基を包含することを想定する。広い一態様において、許容される置換基は、非環式およ
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び環式、分枝および非分枝、炭素環式および複素環式、芳香族および非芳香族の有機化合
物置換基を包含する。許容される置換基は、１つ以上であってもよく、適切な有機化合物
に対して同じであっても異なっていてもよい。本発明の解釈上、窒素などのヘテロ原子は
、水素置換基および／またはヘテロ原子の価数を満足する本明細書に記載の許容される任
意の有機化合物置換基を有するものであり得る。本発明を、なんら、該許容される有機化
合物置換基に限定することを意図しない。
【００６５】
　また、本発明は、ＫＥＤ－４－６９類似体を包含する。ＫＥＤ－４－６９類似体は、Ｋ
ＥＤ－４－６９の化学修飾異形である。一部の実施形態では、ＫＥＤ－４－６９類似体は
、１つ以上のＫＥＤ－４－６９活性（本明細書に記載）、例えば、抗癌活性を有する。該
１つ以上の活性は、好ましくは、ＫＥＤ－４－６９類似体に有意な量で、例えば、それぞ
れ、ＫＥＤ－４－６９の活性の１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０
％、８０％、または９０％より多くで存在する。より好ましくは、該１つ以上の活性は、
好ましくは、ＫＥＤ－４－６９類似体に、ＫＥＤ－４－６９の活性の１００％、１１０％
、１２０％、１３０％、１４０％、１５０％、１６０％、１７０％、１８０％、１９０％
、２００％、またはそれ以上より多くで存在する。ＫＥＤ－４－６９類似体は、ＫＥＤ－
４－６９の活性の全てを有しないものであってもよい。しかしながら、ＫＥＤ－４－６９
のいずれの活性も有意な量で有しない非活性ＫＥＤ－４－６９類似体は、本発明の方法に
は有用でない。
【００６６】
　また、本発明は、ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９類似体および本明細書において
開示したその他のマハニン類似体のプロドラッグを包含する。ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ
－４－６９類似体およびマハニン類似体のプロドラッグは、ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－
４－６９類似体およびマハニン類似体の非修飾異形と比べて、安定性および／または取り
扱い性が改善されたものであり得るＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９類似体およびマ
ハニン類似体の修飾異形である。ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９類似体およびマハ
ニン類似体のプロドラッグは、インビボで代謝されると、それぞれ、ＫＥＤ－４－６９、
ＫＥＤ－４－６９類似体およびマハニン類似体をもたらす。
【００６７】
　ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９の類似体、マハニン類似体およびＫＥＤ－４－６
９のプロドラッグ、ＫＥＤ－４－６９の類似体のプロドラッグおよびマハニン類似体のプ
ロドラッグは、本明細書において、本発明の化合物とも称する。
【００６８】
　本発明で、ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９の類似体もしくはマハニン類似体の投
与方法、または細胞をＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９の類似体もしくはマハニン類
似体と接触させる方法に言及している場合はいつでも、本発明において、ＫＥＤ－４－６
９のプロドラッグ、ＫＥＤ－４－６９の類似体のプロドラッグもしくはマハニン類似体の
プロドラッグの投与または該プロドラッグと細胞を接触させることも包含していることを
認識されたい。
【００６９】
　また、本発明は、ＫＥＤ－４－６９のプロドラッグ、ＫＥＤ－４－６９類似体のプロド
ラッグおよびマハニン類似体のプロドラッグの投与も包含する。用語「プロドラッグ」は
、本明細書で用いる場合、生物学的系に投与されると、自発的な化学反応（１つもしくは
複数）、酵素触媒型化学反応（１つもしくは複数）および／または代謝による化学反応（
１つもしくは複数）、あるいはこれらの反応の２つ以上の組合せの結果、生物学的に活性
な化合物（すなわち、ＫＥＤ－４－６９、ＫＥＤ－４－６９類似体またはマハニン類似体
）を生成させる任意の化合物をいう。標準的なプロドラッグは、その薬物と関連している
官能基（例えば、ＨＯ－、ＨＳ－、ＨＯＯＣ－、Ｒ２Ｎ－）に結合され、インビボで開裂
される基を用いて形成される。標準的なプロドラッグとしては、限定されないが、該基が
アルキル、アリール、アラルキル、アシルオキシアルキル、アルコキシカルボニルオキシ



(18) JP 2012-500197 A 2012.1.5

10

20

30

40

50

アルキルであるカルボン酸エステル、ならびに該基をアシル基、アルコキシカルボニル、
アミノカルボニル、リン酸基または硫酸基に結合させたヒドロキシル、チオールのエステ
ルおよびアミンが挙げられる。実例として挙げた該基は例示であって、排他的でなく、当
業者であれば、他の既知のさまざまなプロドラッグを調製することができよう。プロドラ
ッグは、なんらかの形態の化学変換を受けて、生物学的に活性である化合物または生物学
的に活性な化合物の前駆体である化合物を生成させ得るものである。一部の場合において
、プロドラッグは生物学的に活性であるが、通常、その薬物自体よりは活性が低く、経口
バイオアベイラビリティ、薬力学的半減期などを改善することによって薬物の有効性また
は安全性を改善する機能を果たす。化合物のプロドラッグ形態は、例えば、バイオアベイ
ラビリティを改善するため、被験体による許容性を改善するため（不快な特性（苦味もし
くは胃腸に対する刺激など）をマスキングもしくは低下させることなどにより）、可溶性
を改変するため（静脈内使用のためなど）、長期もしくは持続的放出もしくは送達をもた
らすため、製剤化のし易さを改善するため、または化合物の部位特異的送達をもたらすた
めに利用され得る。プロドラッグは、例えば、Ｔｈｅ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　ｏｆ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｃｔｉｏｎ，ｂｙ　Ｒｉｃ
ｈａｒｄ　Ｂ．Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，１９９２．第８章：“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ”ｐｐ．３５２－４０１；Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｄｒｕｇｓ，　Ｈ．
Ｂｕｎｄｇａａｒｄ編，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，１９
８５；Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅ
ｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　Ｐｒｏｄｒｕｇｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｓ，Ｅ．Ｂ．Ｒｏｃｈｅ
編，Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，Ｗａ
ｓｈｉｎｇｔｏｎ，１９７７；およびＤｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｒ
．Ｌ．Ｊｕｌｉａｎｏ編，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９８
０に記載されている。
【００７０】
　本発明の化合物は有効量で投与される。有効量は、医学的に望ましい結果がもたらされ
るのに充分な該化合物の投薬量である。有効量は、処置対象の具体的な病状または疾患の
発症を遅延させる、進行を阻害する、または発症もしくは進行を完全に停止させるのに必
要な量を意味する。例えば癌の処置では、有効量は、一般に、例えば、癌細胞の複製を阻
害する、癌細胞負荷を低減させる、または癌の１つ以上の徴候もしくは症状を低減させる
のに必要な量である。被験体に投与する場合、有効量は、もちろん、処置対象の具体的な
癌；癌の重症度；個々の患者のパラメータ（例えば、年齢、体調、体格および体重）、併
用処置、処置頻度、ならびに投与様式に依存する。このような要素は当業者に充分わかり
、常套的な範囲内の実験手法によって対処され得る。一部の実施形態では、妥当な医学的
判断に従って最も安全性の高い用量を使用することが好ましい。
【００７１】
　一態様において、本発明は、被験体の癌の処置のための方法を提供する。「被験体」は
、本明細書で用いる場合、ヒトまたは他の脊椎動物である哺乳動物であり、限定されない
が、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、または非ヒト霊長
類が挙げられる。用語「被験体」および「個体」は、本明細書で用いる場合、互換的に用
いていることがあり得る。一部の実施形態では、被験体は人間である。
【００７２】
　「処置を必要とする被験体」は、本明細書で用いる場合、処置を必要とする状態である
と同定された被験体を意味する。例えば、癌の処置を必要とする被験体は、癌を有する、
または癌が発生するリスクがあると同定された被験体である。被験体は、医療従事者によ
って、および／または１種類以上の診断アッセイを行なうことにより処置を必要とする状
態であると診断され得る。例えば、癌の処置を必要とする被験体は、医療従事者によって
、癌または癌のリスクがあると診断された被験体であり得る。被験体が癌を有するかどう
か、または癌が発生するリスクがあるかどうかを評価するための診断アッセイは当該技術
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分野で知られている。
【００７３】
　本明細書で用いる場合、「癌を処置すること」としては、限定されないが、癌の発生を
予防または低減させること、癌の症状を低減させること、確立された癌の増殖を抑制また
は阻害すること、既に存在している癌の転移および／または浸潤を抑制すること、癌の退
縮を促進または誘導すること、癌性細胞の増殖を阻害または抑制すること、血管新生を低
減させること、あるいはアポトーシス性癌細胞の量を増加させることが挙げられる。一部
の実施形態では、本発明の化合物は、癌が発生するリスクがある被験体に、癌の発生リス
クを低下させる目的で投与される。
【００７４】
　一部の実施形態では、本発明は、特定の癌を処置するための方法を提供する。一部の実
施形態では、本発明は、前立腺癌を処置するための方法を提供する。一部の実施形態では
、本発明は、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が減少している癌細胞を含む癌を処置するための方法を
提供する。この癌は、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が減少している細胞のみからなるものであって
もよく、該癌に、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が減少している細胞の亜集団が含まれていてもよい
。用語「ＲＡＳＳＦ１Ａ発現が減少している」は、本明細書で用いる場合、野生型（すな
わち、非癌）細胞と比較した場合、ＲＡＳＳＦ１Ａ発現のレベルが減少している細胞をい
う。ＲＡＳＳＦ１Ａ発現のレベルまたは活性化状態を検出することができるアッセイは当
該技術分野で知られており、ウエスタンブロットおよびタンパク質アレイ解析が挙げられ
る。野生型と比較したときのレベル減少としては、ＲＡＳＳＦ１Ａが、野生型と比較した
とき、１％以下、５％以下、１０％以下、２０％以下、５０％以下、１００％以下である
ことが挙げられる。
【００７５】
　一部の実施形態では、本発明の化合物は、治療有効量で使用され得る。用語「治療有効
量」または「有効量」は、互換的に用いていることがあり得、所望の治療効果（例えば、
腫瘍の縮小、細胞増殖の阻害または抑制）を実現させるために必要または充分な量をいう
。有効量は、典型的には、約０．００１ｍｇ／ｋｇ～約１０００ｍｇ／ｋｇ、約０．０１
ｍｇ／ｋｇ～約７５０ｍｇ／ｋｇ、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約５００ｍｇ／ｋｇ、約１．０
ｍｇ／ｋｇ～約２５０ｍｇ／ｋｇ、約１０．０ｍｇ／ｋｇ～約１５０ｍｇ／ｋｇを、１日
に１回以上の用量の投与で、１日または数日間（投与過程の様式および上記の要素に応じ
て）と種々である。他の好適な用量範囲としては、１ｍｇ～１００００ｍｇ／日、１００
ｍｇ～１００００ｍｇ／日、５００ｍｇ～１００００ｍｇ／日、および５００ｍｇ～１０
００ｍｇ／日が挙げられる。一部の特定の実施形態において、該量は、１０，０００ｍｇ
未満／日（１日あたり７５０ｍｇ～９０００ｍｇの範囲）である。
【００７６】
　また、本発明の主題は、（１）少なくとも、本明細書において提示した化合物、および
（２）適切な（薬学的に有用な）担体を含む組成物（医薬組成物または製剤など）である
。本発明の医薬組成物中の活性成分の実際の投薬量レベルは、具体的な患者、組成物、お
よび投与様式で所望の治療応答が達成される有効な活性化合物量が得られるように変更さ
れ得る。選択される投薬量レベルは、具体的な化合物の活性、投与経路、処置対象の病状
の重症度、処置対象の患者の体調、これまでの病歴に依存する。しかしながら、該化合物
の用量を、所望の治療効果の達成に必要とされるレベルより低いレベルで開始し、所望の
効果が達成されるまで投薬量を漸増させることは、当業者の技能の範囲である。
【００７７】
　一部の実施形態では、ＫＥＤ－４－６９を、他の治療用薬剤と併せて投与してもよい。
ＫＥＤ－４－６９および他の治療用薬剤は、同時に投与しても、逐次投与してもよい。該
他の治療用薬剤を同時に投与する場合、同じ製剤で投与しても別々の製剤で投与してもよ
いが、同時に投与する。該他の治療用薬剤は、該他の治療用薬剤とＫＥＤ－４－６９の投
与が時間的に離れている場合、互いに、およびＫＥＤ－４－６９と逐次投与される。これ
らの化合物の投与の時間的隔離は、数分程度であってもよく、より長くてもよい。
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【００７８】
　一部の実施形態では、該他の治療用薬剤は抗癌化合物である。本明細書で用いる場合、
「抗癌化合物」は、癌を処置する目的で被験体に投与される薬剤をいう。抗癌化合物とし
ては、限定されないが、抗増殖性化合物、抗新生物形成化合物、抗癌増強性補助薬剤、お
よび放射性薬剤が挙げられる。当業者は、さまざまな抗癌剤を熟知しているか、または医
学分野において癌を処置するために使用される薬剤を、常套的な技術にて見い出すことが
できよう。
【００７９】
　一部の実施形態では、本発明の化合物は、抗癌治療とともに投与される。抗癌治療とし
ては、限定されないが、抗癌化合物、放射線および外科処置の施与が挙げられる。
【００８０】
　本発明の化合物および医薬組成物は被験体に、任意の適当な経路によって投与され得る
。例えば、組成物は、経口（例えば、舌下）、直腸経由、非経口、大槽内、膣内、腹腔内
、局所的および経皮（散剤、軟膏もしくは滴剤などによる）、頬内、または経鼻投与され
得る。用語「非経口」投与は、本明細書で用いる場合、胃腸管を経由するもの以外の投与
様式をいい、静脈内、筋肉内、腹腔内、胸骨内、乳房内、眼内、眼球後、肺内、髄腔内、
皮下および関節内注射および注入が挙げられる。また、外科的埋入、例えば、本発明の組
成物を体内（例えば、脳内、腹腔内、脾膜下、脳、または角膜内など）に包埋することな
ども想定される。
【００８１】
　また、本発明の化合物はリポソームの形態で投与され得る。当該技術分野で知られてい
るように、リポソームは、一般的に、リン脂質または他の脂質物質から得られる。リポソ
ームは、水性媒体中に分散させた単層または多層状の含水液晶によって形成されている。
リポソームを形成することができる任意の無毒性で生理学的に許容され得る代謝可能な脂
質が使用され得る。リポソーム形態の本発明の組成物には、本発明の化合物に加えて、安
定剤、保存料、賦形剤などが含有され得る。好ましい脂質は、リン脂質およびホスファチ
ジルコリン（レシチン）（天然および合成どちらも）である。リポソームの形成方法は、
当該技術分野で知られている。例えば、Ｐｒｅｓｃｏｔｔ編，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，第ＸＩＶ巻，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ，Ｎ．Ｙ．（１９７６），ｐ．３３（以下参照）を参照のこと。
【００８２】
　本発明の化合物の局所投与のための投薬形態としては、本明細書に記載のような散剤、
スプレー剤、軟膏、および吸入剤が挙げられる。活性化合物は、滅菌条件下で、薬学的に
許容され得る担体および任意の必要な保存料、緩衝剤、または噴射剤（必要であれば）と
混合される。眼科用製剤、眼用軟膏、散剤および液剤もまた、本発明の範囲に含まれるこ
とが想定される。
【００８３】
　非経口注射のための本発明の医薬組成物は、薬学的に許容され得る滅菌された水性また
は非水性の液剤、分散液、懸濁剤または乳剤、ならびに使用直前に滅菌注射用液剤または
分散剤に再構成するための滅菌散剤を構成する。適当な水性および非水性の担体、希釈剤
、溶媒またはビヒクルの例としては、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、ポリエチレングリコールなど）、およびその適当な混合物、
植物油（オリーブ油など）、ならびに注射用有機エステル（オレイン酸エチルなど）が挙
げられる。適切な流動性は、例えば、コーティング材料（レシチンなど）の使用、分散液
の場合は必要とされる粒径の維持、および界面活性剤の使用によって維持され得る。
【００８４】
　また、組成物には、保存料、湿潤剤、乳化剤および分散剤などの佐剤が含有され得る。
微生物の作用の抑制は、種々の抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノ
ール、フェノール、ソルビン酸などを含めることによって確保され得る。また、例えば、
糖類、塩化ナトリウムなどの等張剤を含めることが望ましい場合があり得る。注射用医薬
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形態の長期吸収は、吸収を遅延させる薬剤（モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチ
ンなど）を含めることによってもたらされ得る。
【００８５】
　一部の場合において、薬物の効果を長期化させるため、皮下または筋肉内注射からの薬
物の吸収を遅滞させることが望ましい。この結果は、水溶性が不充分な結晶性または非晶
質物質の液状懸濁剤の使用によって達成され得る。そのため、薬物の吸収速度は、結晶の
大きさおよび結晶性形態に依存し得る溶解速度に依存する。あるいはまた、非経口投与さ
れた薬物形態（ｆｒｏｍ）の吸収遅延は、薬物を油性ビヒクルに溶解または懸濁させるこ
とにより達成される。
【００８６】
　注射用デポー形態は、生分解性ポリマー（例えば、ポリラクチド－ポリグリコリド）中
で薬物のマイクロカプセル封入マトリックスを形成することにより作製される。ポリマー
に対する薬物の比率および使用される具体的なポリマーの性質に応じて、薬物放出速度は
制御され得る。他の生分解性ポリマーの例としては、ポリ（オルトエステル）およびポリ
（無水物）が挙げられる。また、デポー注射用製剤は、薬物を、身体組織と適合性である
リポソームまたはマイクロエマルジョン内に封鎖することにより調製される。
【００８７】
　注射用製剤は、例えば、細菌－もしくはウイルス－保持フィルターに通して濾過するこ
と、または滅菌固形組成物の形態の滅菌剤（これは、使用直前に、滅菌水もしくは他の滅
菌注射用媒体に溶解もしくは分散させ得る）を組み込むことによって滅菌され得る。
【００８８】
　本発明は、本発明の医薬組成物の経口投与のための方法を提供する。経口固形投薬形態
は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１
８版，１９９０（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．Ｅａｓｔｏｎ　Ｐａ．１８０
４２）の第８９章に一般的に記載されている。経口投与のための固形投薬形態としては、
カプセル剤、錠剤、丸剤、散剤、トローチ剤またはロゼンジ剤、カシェ剤、ペレット剤、
および顆粒剤が挙げられる。また、リポソームまたはプロテイノイド封入も、本発明の組
成物の製剤化に使用され得る（例えば、米国特許第４，９２５，６７３号に報告されたプ
ロテイノイドミクロスフェアとして）。リポソーム封入体としては、種々のポリマーを用
いて誘導体化されるリポソームが挙げられ得る（例えば、米国特許第５，０１３，５５６
号）。一般に、製剤は、本発明の化合物と、生物学的に活性な物質を胃内では分解を保護
し、腸内では放出を可能にする不活性成分とを含むものである。
【００８９】
　かかる固形投薬形態において、活性化合物は、少なくとも（ａ　ｌｅａｓｔ）１種類の
不活性な薬学的に許容され得る賦形剤もしくは担体と混合されるか、または該賦形剤もし
くは担体を含むように化学的に修飾される。賦形剤または担体は、好ましくは、（ａ）タ
ンパク質分解の阻害、および（ｂ）胃または腸からの血流への取込みを可能にするもので
ある。より好ましい実施形態では、賦形剤または担体は、該化合物の取込み、該化合物の
全体的な安定性および／または体内での該化合物の循環時間を増大させるものである。賦
形剤および担体としては、例えば、クエン酸ナトリウムもしくはリン酸二カルシウムおよ
び／または（ａ）充填剤もしくは増量剤（デンプン、ラクトース、スクロース、グルコー
ス、セルロース、改質デキストラン、マンニトールなど）、およびケイ酸、ならびに無機
塩（三リン酸カルシウム、炭酸マグネシウムおよび塩化ナトリウムなど）、および市販の
希釈剤（ＦＡＳＴ－ＦＬＯ（登録商標）、ＥＭＤＥＸ（登録商標）、ＳＴＡ－ＲＸ　１５
００（登録商標）、ＥＭＣＯＭＰＲＥＳＳ（登録商標）およびＡＶＩＣＥＬ（登録商標）
など）、（ｂ）結合剤（例えば、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（ｐｒｏｐｙｈｎ）エチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、ガム（例えば
、アルギネート、アカシア）、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、およびスクロースなど
）、（ｃ）保湿剤（グリセロールなど）、（ｄ）崩壊剤（寒天－寒天、炭酸カルシウム、
イモまたはタピオカデンプン、アルギン酸、ある種のケイ酸塩、炭酸ナトリウム、デンプ
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ン（デンプン系の市販の崩壊剤を含む）、ＥＸＰＬＯＴＡＢ（登録商標）、デンプングリ
コール酸ナトリウム、ＡＭＢＥＲＬＩＴＥ（登録商標）、カルボキシメチルセルロースナ
トリウム、ウルトラミロペクチン（ｕｌｔｒａｍｙｌｏｐｅｃｔｉｎ）、ゼラチン、オレ
ンジピール、カルボキシメチルセルロース、天然海綿、ベントナイト、不溶性カチオン交
換樹脂、および粉末ガム（寒天、カラヤまたはトラガカントなど）など）；（ｅ）溶解遅
延剤（パラフィンなど）、（ｆ）吸収促進剤（第４級アンモニウム化合物ならびに脂肪酸
（例えば、オレイン酸、リノール酸およびリノレン酸）など）（ｇ）湿潤剤（例えば、セ
チルアルコールおよびグリセロールモノステアレート、アニオン性デタージェント界面活
性剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム、ジオクチルスルホコハク酸ナトリウム、および
ジオクチルスルホン酸ナトリウム）、カチオン性デタージェント（塩化ベンザルコニウム
または塩化ベンゼトニウムなど）、非イオン性デタージェント、例えば、ラウロマクロゴ
ール４００、ポリオキシ４０ステアレート、ポリオキシエチレン水添ヒマシ油１０、５０
および６０、グリセロールモノステアレート、ポリソルベート４０、６０、６５および８
０、スクロース脂肪酸エステル、メチルセルロースおよびカルボキシメチルセルロースな
ど）；（ｈ）吸収剤（カオリンおよびベントナイトクレイなど）、（ｉ）滑沢剤（タルク
、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウム、固形ポリエチレングリコール、
ラウリル硫酸ナトリウム、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、液状パラフィン、
植物油、ワックス、ＣＡＲＢＯＷＡＸ（登録商標）４０００、ＣＡＲＢＯＷＡＸ（登録商
標）６０００、ラウリル硫酸マグネシウム、およびその混合物など）；（ｊ）製剤化の際
に薬物の流動特性を改善し、圧縮中の再配列を補助する流動促進剤（デンプン、タルク、
焼成シリカ、および水和型アルミノケイ酸塩が挙げられる）が挙げられる。カプセル剤、
錠剤および丸剤の場合、投薬形態には、緩衝剤も含まれ得る。
【００９０】
　また、同様の型の固形組成物も、軟質および硬質充填ゼラチンカプセル剤における充填
剤として、例えば、ラクトースまたは乳糖ならびに高分子量ポリエチレングリコールなど
の賦形剤を用いて使用され得る。
【００９１】
　固形投薬形態である錠剤、糖衣丸、カプセル剤、丸剤、および顆粒剤は、医薬製剤化技
術分野でよく知られたコーティングおよび殻（腸溶性コーティングなど、および他のコー
ティング）を用いて調製され得る。これらには、任意選択で乳濁剤が含有され得、また、
活性成分（１種類または複数種）のみを、または優先的に、腸管の一部に、任意選択で遅
延様式で放出する組成のものであってもよい。例示的な物質としては、ｐＨ感受性の可溶
性を有するポリマー（ＥＵＤＲＡＧＩＴ（登録商標）として入手可能な物質など）が挙げ
られる。使用され得る包埋組成物の例としては、ポリマー系物質およびワックスが挙げら
れる。
【００９２】
　また、活性化合物は、適切な場合は、１種類以上の上記の賦形剤とともに、マイクロカ
プセル封入された形態であってもよい。
【００９３】
　経口投与のための液状投薬形態としては、薬学的に許容され得る乳剤、液剤、懸濁剤、
シロップ剤、およびエリキシル剤が挙げられる。活性化合物に加えて、液状投薬形態には
、当該技術分野で一般的に使用されている不活性希釈剤、例えば、水または他の溶媒、可
溶化剤および乳化剤など、例えば、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エ
チル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１
，３－ブチレングリコール、ジメチルホルムアミド、油類（特に、綿実油、ラッカセイ油
、コーン油、胚芽油、オリーブ油、ヒマシ油およびゴマ油）、グリセロール、テトラヒド
ロフルフリル（ｆｌｉｒｆｕｒｙｌ）アルコール、ポリエチレングリコール、ソルビタン
の脂肪酸エステルなど、ならびにその混合物が含有され得る。
【００９４】
　不活性希釈剤の他に、経口組成物にはまた、湿潤剤、乳化剤および懸濁化剤、甘味剤、
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着色剤、フレーバー剤、ならびに香味剤などの佐剤を含めてもよい。経口組成物は、食用
製品（飲料など）に製剤化されたもの、および食用製品を含むものであり得る。また、経
口組成物は強制経口投与によって投与されるものであり得る。
【００９５】
　懸濁剤には、活性化合物に加えて、懸濁化剤、例えば、エトキシル化イソステアリルア
ルコール、ポリオキシエチレンソルビトールおよびソルビタンエステル、微晶質セルロー
ス、メタ水酸化アルミニウム、ベントナイト、寒天－寒天、トラガカントなど、ならびに
その混合物が含有され得る。
【００９６】
　また、本明細書において、本発明の化合物の肺内送達が想定される。該化合物は、吸入
の際に哺乳動物の肺に送達され、それにより、肺上皮内層を横断して血流へと促される。
Ａｄｊｅｉら，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　７：５６５－５６９
（１９９０）；Ａｄｊｅｉら，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　６３：１３５－１４４（１９９０）（酢酸ロイプロリド）；
Ｂｒａｑｕｅｔら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌｏｇｙ　１３（増補版５）：ｓ．１４３－１４６（１９８９）（エンドセリン－
１）；Ｈｕｂｂａｒｄら，Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　
３：２０６－２１２（１９８９）（α１－抗トリプシン）；Ｓｍｉｔｈら，Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｎｖｅｓｔ．８４：１１４５－１１４６（１９８９）（α１－プロテアーゼ）；Ｏｓ
ｗｅｉｎら，“Ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，”Ｐｒｏｃｅ
ｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　Ｄｒｕｇ　
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ＩＩ，Ｋｅｙｓｔｏｎｅ，Ｃｏｌｏｒａｄｏ，Ｍａｒｃｈ，１９９０
（組換えヒト成長ホルモン）；Ｄｅｂｓら，Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　１４０：３４８２－３４８８（１９８８）（インターフェロン－γおよび腫
瘍壊死因子α）ならびにＰｌａｔｚら，米国特許第５，２８４，６５６号（顆粒球コロニ
ー刺激因子）を参照のこと。
【００９７】
　本発明の実施における使用には、治療用製剤の肺内送達用に設計された広範な機械的デ
バイスが想定され、限定されないが、ネブライザー、定量吸入器、および散剤吸入器が挙
げられ、これらはすべて当業者に熟知されている。
【００９８】
　本発明の実施に適した具体的な市販のデバイスの一例は、ＵＬＴＲＡＶＥＮＴ（登録商
標）ネブライザー（Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ，Ｉｎｃ．（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）製
）；ＡＣＯＲＮ　ＩＩ（登録商標）ネブライザー（Ｍａｒｑｕｅｓｔ　Ｍｅｄｉｃａｌ　
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ（Ｅｎｇｌｅｗｏｏｄ，ＣＯ．）製）；ＶＥＮＴＯＬ（登録商標）定量
吸入器（Ｇｌａｘｏ　Ｉｎｃ．（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ，Ｎ．
Ｃ．）製）；およびＳＰＩＮＨＡＬＥＲ（登録商標）散剤吸入器（Ｆｉｓｏｎｓ　Ｃｏｒ
ｐ．（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）製）である。
【００９９】
　かかるデバイスはすべて、本発明の化合物の分散に適した製剤の使用が必要とされる。
典型的には、各製剤は、使用されるデバイスの型に特異的であり、治療に有用な希釈剤、
佐剤、および／または担体に加えて、適切な噴射剤物質の使用を伴うものであってもよい
。
【０１００】
　該組成物は、好ましくは、１０μｍ未満、最も好ましくは、０．５～５μｍ（肺遠位へ
の送達に最も有効）の平均粒径を有する微粒状形態に調製される。
【０１０１】
　担体としては、トレハロース、マンニトール、キシリトール、スクロース、ラクトース
、およびソルビトールなどの炭水化物が挙げられる。製剤における使用のための他の成分
としては、脂質（ＤＰＰＣ、ＤＯＰＥ、ＤＳＰＣおよびＤＯＰＣなど）、天然または合成
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界面活性剤、ポリエチレングリコール（該インヒビター自体の誘導体化における使用とは
別でさえ）、デキストラン（シクロデキストランなど）、胆汁酸塩、ならびに他の関連向
上剤、セルロースおよびセルロース誘導体、ならびにアミノ酸が挙げられ得る。
【０１０２】
　また、リポソーム、マイクロカプセルもしくはミクロスフェア、封入体複合体、または
他の型の担体の使用も想定される。
【０１０３】
　ネブライザー（ジェット式または超音波式のいずれか）での使用に適した製剤は、典型
的には、水に、約０．１～２５ｍｇの生物学的に活性なタンパク質／ｍＬ溶液の濃度で溶
解させた本発明の化合物を含む。また、該製剤に、緩衝剤および単糖を含めてもよい（例
えば、タンパク質の安定化および浸透圧の調節のため）。また、ネブライザー用製剤には
、エーロゾル形成時の液剤の噴霧化によって引き起こされるインヒビター組成物の表面誘
導型凝集を低減または抑制するための界面活性剤も含有され得る。
【０１０４】
　定量吸入器デバイスでの使用のための製剤は、一般的に、界面活性剤の補助を伴って噴
射剤中に懸濁させたインヒビター化合物を含有する微細化散剤を含む。噴射剤は、この目
的に使用される任意の慣用的な物質、例えば、クロロフルオロカーボン、ヒドロクロロフ
ルオロカーボン、ヒドロフルオロカーボンなど、もしくは炭化水素、例えば、トリクロロ
フルオロメタン、ジクロロジフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタノール、およ
び１，１，１，２－テトラフルオロエタンなど、またはその組合せであり得る。好適な界
面活性剤としては、ソルビタントリオレエートおよび大豆レシチンが挙げられる。また、
オレイン酸も界面活性剤として有用であり得る。
【０１０５】
　散剤吸入器デバイスからの分配のための製剤は、該インヒビターを含有する微細化乾燥
散剤を含み、また、増量剤（ラクトース、ソルビトール、スクロース、マンニトール、ト
レハロース、またはキシリトールなど）を、デバイスからの散剤の分散を容易にする量（
例えば、製剤の５０～９０重量％）で含めてもよい。
【０１０６】
　また、本発明の化合物および組成物の経鼻送達も想定される。経鼻送達により、鼻への
治療用製剤の投与後、肺内に該製剤を堆積させる必要なく、該化合物または組成物が血流
に直接進むことが可能になる。経鼻送達のための製剤としては、デキストランまたはシク
ロデキストランを伴うものが挙げられる。また、他の粘膜通過輸送による送達も想定され
る。
【０１０７】
　経直腸または経膣投与のための組成物は、好ましくは坐剤であり、これは、本発明の化
合物を、適当な非刺激性賦形剤または担体（ココアバター、ポリエチレングリコール、ま
たは坐剤用ワックスなど）と混合することにより調製され得、該担体は、室温では固形で
あるが、体温では液状となり、したがって、直腸または膣腔内で融解して活性化合物を放
出させるものである。
【０１０８】
　細胞および／または核の膜を通過する化合物送達を助長するためには、比較的疎水性が
高い組成物が好ましい。化合物は、疎水性を増大させる様式で修飾され得るか、または疎
水性の増大をもたらす疎水性の担体または溶液中にカプセル封入され得る。
【０１０９】
　一態様において、本発明は、１種類以上の本発明の化合物を含む医薬組成物と、該医薬
組成物の投与のための使用説明書を備えるキットを提供する。本発明の一部の態様では、
キットは、医薬調製用バイアル、医薬調製用希釈剤のバイアル、および本発明の化合物を
含むものであり得る。希釈剤のバイアルには、本発明の化合物の濃縮液または凍結乾燥粉
末であり得るものを希釈するための生理食塩水などの希釈剤が内包される。一部の実施形
態では、使用説明書は、特定量の希釈剤を特定量の濃縮医薬調製物と混合し、それにより
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、最終の注射または注入用製剤を調製するための使用説明を含む。一部の実施形態では、
使用説明書は、シリンジまたは他の投与デバイスにおける使用のための使用説明を含む。
一部の実施形態では、使用説明書は、患者を有効量の本発明の化合物で処置するための使
用説明を含む。また、調製物を内包する容器には、該容器がボトル、隔壁を有するバイア
ル、隔壁を有するアンプル、注入バッグなどのいずれであれ、該調製物がオートクレーブ
処理または別の方法での滅菌処理がなされると色が変化する慣用的なマークなどの印が含
まれていてもよいことは理解されよう。
【０１１０】
　本発明を、以下の実施例によってさらに説明するが、実施例は、なんら、さらなる限定
を意図するものであると解釈されるべきでない。本出願の至る箇所で引用したすべての参
考文献（例えば、資料参考文献、発行特許、公開特許出願、および同時係属中の特許出願
）の全内容は、引用により明示的に、特に、本明細書において上記に言及した教示のため
に本明細書に組み込まれる。
【実施例】
【０１１１】
実施例
　材料および方法１：化学
　試薬および溶媒はすべて、市販の供給元から購入し、受領した状態のまま使用した。融
点は、電熱式融点装置上の開口毛細管内で測定した。較正はしない。１Ｈおよび１３Ｃ　
ＮＭＲスペクトルは、２２．５℃でＣＤＣｌ３またはＤＭＳＯ－ｄ６中の溶液状態の化合
物に対し、Ｖａｒｉａｎ　４００Ｍｚ分光計（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）で測定した。
質量スペクトルは、Ｆｉｎｎｅｇａｎ　ＬｃＱ　Ｃｌａｓｓｉｃ（Ｔｈｅｒｍｏ，Ｗａｌ
ｔｈａｍ，ＭＡ）で取得した。元素分析は、Ａｔｌａｎｔｉｃ　Ｍｉｃｒｏｌａｂｓ（Ｎ
ｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ）によって行ない、ミクロ解析データは、特に記載のない限り、計
算値±０．４％以内とした。
【０１１２】
　１－（ベンジルオキシ）－４－ヨード－２－メチルベンゼン（図５：化合物３）。５０
ｍＬのＤＭＦ中で、４－ヨード－２－メチルフェノール（５．００ｇ，２１．４ｍｍｏｌ
）と無水炭酸カリウム（１４．８ｇ，１０６．８ｍｍｏｌ）を合わせた。１０分間攪拌後
、臭化ベンジル（７．６１ｍＬ，６４．１ｍｍｏｌ）を添加した。混合物を９０℃まで加
熱し、終了するまで（ＴＬＣによる）（１～２時間）攪拌した。冷却したら、反応液をセ
ライトプラグに通して濾過し、酢酸エチルで洗浄した。ＤＭＦの大部分を圧力下で除去し
た後、水を添加し（５０ｍＬ）、水層を２×５０ｍＬの酢酸エチルで抽出した。有機層を
３×５０ｍＬの飽和塩化リチウム水溶液で洗浄し、次いで、硫酸マグネシウム上で乾燥さ
せた。溶媒を除去し、得られた残渣をエタノールとヘキサン中で再結晶させ、保護型アル
コールを、光沢のあるオフホワイト色結晶（４．９２ｇ，７１％）として得た。
【０１１３】
【化５】

；ｍｐ　５８℃。
【０１１４】
　４’－（ベンジルオキシ）－４－メトキシ－３’－メチル－２－ニトロビフェニル（図
５：化合物５）。真空下、ＰＥＧ　４６００（７０．９ｇ，１５．４ｍｍｏｌ）を１２０
℃まで２４時間加熱した。窒素雰囲気に切り替え、化合物３（５．００ｇ，１５．４ｍｍ
ｏｌ）、４－ブロモ－３－ニトロアニソール（７．１６ｇ，３０．８ｍｍｏｌ）、無水炭
酸カリウム（４．２６ｇ，３０．８ｍｍｏｌ）および酢酸パラジウム（０．１７ｇ，０．
７７ｍｍｏｌ）を添加し、反応液を１２０℃でさらに４８時間攪拌した。この混合物を冷
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却すると、褐色固形物が生じ、これを乳鉢と乳棒を用いて粉砕し、ソックスレー抽出装置
を用いてエーテルで抽出した。溶媒を除去し、得られた黄色残渣をカラムクロマトグラフ
ィーによって精製し、生成物を明黄色結晶（２．１６ｇ，４０％）として得た。
【０１１５】
【化６】

；ｍｐ　１１９℃。
【０１１６】
　２－（ベンジルオキシ）－７－メトキシ－１－メチル－９Ｈ－カルバゾール（図５：化
合物６）および２－（ベンジルオキシ）－７－メトキシ－３－メチル－９Ｈ－カルバゾー
ル（図５：化合物７）。化合物５（０．５０ｇ，１．４ｍｍｏｌ）を、２ｍＬの１，３－
ジクロロ（ｃｈｏｌｏｒｏ）ベンゼン（１，３－ＤＣＢ）に溶解させた。この溶液に窒素
をパージし、窒素雰囲気下に置いた。これに、トリフェニルホスフィン（０．９４ｇ，３
．６ｍｍｏｌ）を添加し、反応液を４８時間還流した。１，３－ＤＣＢを真空除去し、残
渣をクロロホルムに再溶解させ、シリカゲルに含浸させた。カラムクロマトグラフィーに
よる精製によって、両環化生成物：（化合物６）を黄色がかった固形物（０．２２ｇ）と
して
【０１１７】

【化７】

；ｍｐ　１６７～１６８℃。（Ｃ２１Ｈ１９ＮＯ２）Ｃ，Ｈ，Ｎ．Ｃ：計算値７９．４７
；実測値７７．９８；および化合物７を淡黄褐色固形物（０．２０ｇ）として、全収率９
２％で得た。
【０１１８】
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【化８】

；ｍｐ　２５０～２５１℃。（Ｃ２１Ｈ１９ＮＯ２）Ｃ，Ｈ，Ｎ．Ｃ：計算値７９．４７
；実測値７８．６０。
【０１１９】
　７－メトキシ－１－メチル－９Ｈ－カルバゾール－２－オール（図５：化合物８）。５
ｍＬのメタノールに、化合物６（０．０５１ｇ，０．１６ｍｍｏｌ）を溶解させた。この
溶液に窒素をパージし、窒素雰囲気下に置いた。ギ酸アンモニウム（０．１０ｇ，１．６
ｍｍｏｌ）を、一匙のパラジウム担持活性炭（５重量％）とともに添加した。混合物を３
時間攪拌後、これをセライトプラグに通して濾過し、メタノールおよび酢酸エチルで洗浄
した。溶媒を真空除去し、得られた残渣を２０ｍＬの酢酸エチルに再溶解させ、３×２０
ｍＬの水で洗浄した。有機層を硫酸マグネシウム上で乾燥させ、溶媒を除去した。カラム
クロマトグラフィーにより、生成物を黄色がかった黄褐色固形物（０．０３８ｇ，１００
％）として得た。
【０１２０】

【化９】

；ｍｐ　２００～２０２℃（分解）。（Ｃ１４Ｈ１３ＮＯ２）Ｃ，Ｈ，Ｎ．Ｃ：計算値７
３．９９；実測値７３．４３。
【０１２１】
　７－メトキシ－３－メチル－９Ｈ－カルバゾール－２－オール（図５：化合物９）。化
合物７（０．１１ｇ，０．３５ｍｍｏｌ）を使用し、上記の手順に従った。カラムクロマ
トグラフィーにより、生成物をオフホワイト色のチョーク様固形物（０．０８２ｇ，１０
０％）として得た。
【０１２２】
【化１０】

；ｍｐ　２３８－２４０℃（分解）。（Ｃ１４Ｈ１３ＮＯ２）Ｃ，Ｈ，Ｎ．Ｃ：計算値７
３．９９；実測値７３．４５。
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　７－メトキシ－１－メチル－９Ｈ－カルバゾール－２－イル５－（ジメチルアミノ）ナ
フタレン－１－スルホネート（図５：化合物６ａ）。化合物８（０．１５ｇ，０．６６ｍ
ｍｏｌ）をＤＣＭに溶解させ、次いで、ＴＥＡ（０．１８ｍＬ，１．３ｍｍｏｌ）を添加
し、反応液を１時間攪拌した。塩化ダンシル（０．１８ｇ，０．６６ｍｍｏｌ）を添加し
、３時間後、溶媒を除去し、残渣をシリカゲルに含浸させた。カラムクロマトグラフィー
により、ダンシル化生成物を綿毛状の黄色固形物（０．３０ｇ，９９％）として得た。
【０１２４】
【化１１】

；ｍｐ　１７４℃。Ａｎａｌ．（Ｃ２６Ｈ２４Ｎ２Ｏ４Ｓ）Ｃ，Ｈ，Ｎ。
【０１２５】
　７－メトキシ－３－メチル－９Ｈ－カルバゾール－２－イル５－（ジメチルアミノ）ナ
フタレン－１－スルホネート（図５：化合物７ａ）。化合物９（０．０２０ｇ，０．９０
ｍｍｏｌ）を使用し、上記の手順に従った。カラムクロマトグラフィーにより、ダンシル
化生成物を黄色固形物（０．０３２ｇ，７９％）として得た。
【０１２６】
【化１２】

；ｍｐ　２４２℃。
【０１２７】
　メチル保護型メチル－ダウンマハニン（図５：化合物１０）。１ｍＬのピリジン中で、
化合物８（０．０６１ｇ，０．２６ｍｍｏｌ）と、シトラール（０．０９ｍＬ，０．５３
ｍｍｏｌ）とを合わせた。反応液を一晩還流させ、次いで溶媒を真空除去した。得られた
残渣をＤＣＭに再溶解させ、３×１０ｍＬの水で洗浄した。有機層を硫酸マグネシウム上
で乾燥させ、カラムクロマトグラフィーによって精製し、生成物を黄色固形物（０．００
４０ｇ，４％）として得た。
【０１２８】
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；ｍｐ℃。
【０１２９】
　材料および方法２：生物学
　細胞株および細胞増殖アッセイ。ヒト前立腺癌細胞株ＰＣ－３を、Ａｍｅｒｉｃａｎ　
Ｔｙｐｅ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ
）から入手した。フェノールレッド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
を含まず、１０％ウシ胎仔血清、２ｍＭグルタミン、１００Ｕ／ｍＬのペニシリンＧナト
リウム、および１００μｇ／ｍＬの硫酸ストレプトマイシン（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ）を含むＩＭＥＭ中で、５％ＣＯ２の存在下、３７℃で細胞を増殖させた。こ
の細胞増殖実験では、ＰＣ－３細胞を６ウェルプレート内に３連で播種し、初期密度を２
×１０３細胞／ウェルとした。播種の２４時間後、付着細胞をビヒクル（ＤＭＳＯ）また
は１、５、１５、３０および６０μＭの化合物で処理した。さらに２４時間後、細胞を１
×ＰＢＳで洗浄し、トリプシン処理し、完全増殖培地中に再懸濁させた。この細胞懸濁液
にトリパンブルー（０．４％）を添加し、生細胞と死細胞を、ともに血球計を用いて計数
した。
【０１３０】
　ＢｒｄＵ標識。ＢｒｄＵ実験では、ＰＣ－３細胞を９６ウェルプレート内に２×１０３

細胞／ウェルの密度で播種し、５μＭの化合物で２４時間処理し、Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉ
ｆｅｒａｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡ　ＢｒｄＵ（化学発光）（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃｓ，ＩＮ）キットを製造業者のプロトコルに従って使用し、ＢｒｄＵをアッセイした
。簡単には、１０μＬの１００μＭのＢｒｄＵ標識溶液を培養細胞に添加し、３７℃で１
時間インキュベートし、標識溶液を除去し、キットに備えられたＦｉｘＤｅｎａｔ溶液を
３０分間添加し、室温でインキュベートした。次いで、細胞を、ペルオキシダーゼにコン
ジュゲートさせた抗ＢｒｄＵ（１：１５００）とともに６０分間インキュベートした。最
後に、プレートを洗浄し、各ウェルに１００μＬの基質溶液を添加し、光の放射を、マイ
クロプレート照度計（Ｈａｒｔａ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅｒ
ｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を用いて測定した。
【０１３１】
　逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）。１５μＭの化合物６、７、７ａ
、８、９、１０または５μＭのＫＥＤ－４－６９（化合物６ａ）のいずれかとともに２４
時間インキュベートしたＰＣ－３細胞から、ＲＮＡを、ＴＲＩｚｏｌ溶液（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を用いて抽出し、目的の遺伝子を、５００ｎｇの全
ＲＮＡを用いて増幅させ、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）をランダムヘキサマーとともに用いてｃＤＮＡに逆転写した。ヒト特異的プライマーを
、Ｐｒｉｍｅｒ　Ｑｕｅｓｔプログラムを用いて設計し、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，ＩＡ）から購入した。
その配列および生成物のバンドサイズは：サイクリンＤ１フォワードプライマー
【０１３２】



(30) JP 2012-500197 A 2012.1.5

10

20

30

40

50

【化１４】

（配列番号：１）、
サイクリンＤ１リバースプライマー
【０１３３】
【化１５】

（配列番号：２）（４７５ｂｐ）
およびＧＡＰＤＨフォワードプライマー：
【０１３４】
【化１６】

（配列番号：３）、
ＧＡＰＤＨリバースプライマー：
【０１３５】
【化１７】

（配列番号：４）（５９８ｂｐ）である。ＰＣＲは９４℃で開始し、２分間の後、９４℃
で１分間、アニーリング温度で１分間、７２℃で１分間を２８サイクル、および７２℃で
５分間の最終伸長とした。サイクリンＤ１およびＧＡＰＤＨのアニーリング温度は６０℃
とした。ＲＡＳＳＦ１Ａに対するプライマーおよびＰＣＲ条件は、Ｒｏｎｇら（Ｏｎｃｏ
ｇｅｎｅ．２００４，２３，８２１６－８２３０）に記載のとおりに使用する。増幅後、
ＰＣＲ産物を、１．５％アガロースゲル上で分離し、臭化エチジウム蛍光によって、Ｆｕ
ｊｉ　ＬＡＳ－１０００　Ｉｍａｇｅｒを用いて可視化した。画像を取得し、Ａｄｏｂｅ
　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐに取り込んだ。バンド強度を、ＩｍａｇｅＪソフトウェア（ＮＩＨ
，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）を用いることによって定量した。
【０１３６】
　ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性のアッセイ。ＰＣ－３細胞を完全増殖培地中に平
板培養し、２μＭのマハニンもしくは化合物６ａ、または１５μＭの化合物６、７、７ａ
、８、９、１０のいずれかで３日間処理し、次いで収集した。核抽出物は、製造業者のプ
ロトコル（核抽出キット，Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ）に従って調製した。ＤＮＭＴ活性を、Ｅ
ｐｉＱｕｉｋ　ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性アッセイキット（Ｅｐｉｇｅｎｔｅ
ｋ）を用いて測定した。結果は、ＤＭＳＯ対照（１００％とする）と比較したときのＤＮ
ＭＴ活性の割合で表示した。
【０１３７】
　多光子レーザーイメージング。スライドをフィブロネクチン／コルタクチン溶液ととも
に３０分間インキュベートした後、ＰＣ－３細胞をスライド上で平板培養し、一晩インキ
ュベートした。次いで、細胞を化合物６ａの５μＭ溶液またはＤＭＳＯ対照で処理し、１
～６時間インキュベートした後、ＰＢＳで洗浄した。スライドを４％ホルムアルデヒド溶
液で固定し、ＰＢＳで洗浄し、次いで、ヨウ化プロピジウム（核局在）およびＤＮＭＴ３
ａまたはＤＮＭＴ３ｂで処理した。化合物を多光子レーザーにより７２５ｎｍで励起し、
５００～５５０ｎｍのフィルターを用いてイメージングした。
【０１３８】
　動物。Ｂａｌｂ／ｃマウスおよび胸腺欠損Ｂａｌｂ／ｃヌードマウスを米国立癌研究所
（ＮＣＩ）から購入した。動物を、上面にマイクロアイソレータを有するケージ１つあた
り４～６匹で収容し、食物（Ｆｕｒｉｎａマウス飼料）と水を随意に摂取させた。光サイ
クルは自動で調節し（１２時間の明／暗サイクル）、温度は２３±１℃に維持した。動物
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はすべて、実験操作前に、この環境に１週間馴化させた。動物試験はすべて、米国立衛生
研究所で採用されているガイドラインに従って、ジョージタウン大学の動物実験委員会に
より承認された。
【０１３９】
　異種移植片の細胞培養。ＰＣ－３細胞株（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）は、Ｌ
－グルタミン（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．，Ｈｅｒｄｏｎ，ＶＡ）を有し、５％ウシ
胎仔血清（ＦＢＳ）、２．５ｍＭ　Ｌ－グルタミンを含有するＲＰＭＩ－１６４０中で、
３７℃および５％ＣＯ２で培養した。
【０１４０】
　異種移植片試験。雄胸腺欠損Ｂａｌｂ／ｃヌードマウス（１８－２２ｇ）に、３×１０
６（０．３ｍＬ）のヒト前立腺癌細胞（ＰＣ－３）を注射した。ヒト前立腺癌細胞は、マ
ウスの右腋窩領域の皮下組織内に注射した。注射の１週間後、マウスを無作為に、１群あ
たり４匹のマウスの２つの群に分けた。化合物６ａのストック溶液を、１ｍｇの化合物を
１μｌのＤＭＳＯに溶解させることにより得た。このストックを、１：１の比率のポリエ
チレングリコール４００（ＰＥＧ）（Ｈａｍｐｔｏｎ）とＰＢＳに添加した。試験濃度は
、ＰＥＧ／ＰＢＳで希釈することにより得た。腫瘍を有するマウスに、１０ｍｇ／ｋｇの
６ａまたはビヒクル対照のいずれかの腹腔内注射（ＩＰ）を隔日で４週間与えた。同時に
、各マウスの腫瘍サイズをカリパスによって測定し、式：長さ×幅×高さ／２によって計
算した。
【０１４１】
　統計解析。データはすべて、少なくとも３回の独立した実験により取得し、統計解析は
、Ｐｒｉｓｍ　３　ＧｒａｐｈＰａｄソフトウェア（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）を用いて
行なった（ｃｏｎｄｕｃｅ）。値は平均±ＳＥＭで示した。有意性レベルは、一元配置分
散解析（ＡＮＯＶＡ）、続いて（ｆｏｌｌｏｗｅｄ　ｂｅ）ダネットポスト試験を用いて
計算し、割当信頼区間は９５％とした。ｐ値＜０．０５を有意とみなした。
【０１４２】
　実施例１：ＲＡＳＳＦ１Ａインヒビターの合成
　新たなＲＡＳＳＦ１Ａインヒビターを求め、合成のチャレンジと一般的でないカルバゾ
ール構造のため、カルバゾール骨格の修飾（ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆｆ）を第
一焦点として選択した。合成的には、本発明者らは、ビアリール系の環化によるカルバゾ
ール部分の形成を想定した。それぞれ官能基化した化合物３および４の変形体のクロスカ
ップリングの、多くの典型的なカップリング反応（ネギシ、スズキ、クマダ）（不成功に
終わる）を試みた後（図５）、Ｗａｎｇ，Ｌ．らの基質特異的反応が、本発明者らのアリ
ールハライド系に適用可能であることがわかった（化合物５；Ｗａｎｇ，Ｌ．ら　Ｊ．Ｏ
ｒｇ．Ｃｈｅｍ．２００６，７１，１２８４－１２８７）。次いで、得られたビアリール
５を、Ｆｒｅｅｍａｎ，Ａ．Ｗ．らの手順にて環化し、おそらく２つの位置異性体である
化合物６と７を得た（Ｆｒｅｅｍａｎら　Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．２００５，７０，５０
１４－５０１９）。本発明者らは、溶媒とトリフェニルホスフィン（ＰＰｈ３）当量を変
えることにより、化合物６と７が異なる比率で得られることを見い出した。１，３－ジク
ロロベンゼン（ＤＣＢ）および２．５当量のＰＰｈ３の使用により、立体障害性が高い方
の化合物６が過剰に得られた（６０：４０）が、１，２－ＤＣＢと３～５当量のＰＰｈ３

では、立体障害性が低い方の化合物７がわずかに過剰に得られた（４５：５５）。化合物
６と７のベンジル基のパラジウム担持炭素媒介型脱保護により、アルコール化合物８と９
を得、これをダンシル保護して蛍光類似体の化合物６ａおよび７ａを得た。化合物８をシ
トラールで環化することにより、ラセミ化合物であるマハニン類似体の化合物１０を得た
（図６）。化合物１０では、マハニン中に存在する遊離アルコールがメチル保護され、メ
チル基と環状エーテル部分の相対位置がマハニンのものと入れ替わっている。
【０１４３】
　実施例２：マハニン前駆体および類似体はヒト前立腺細胞の増殖を阻害する
　化合物６～１０を、増殖阻害について、ＰＣ－３ヒト前立腺癌細胞において既報の方法
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を用いてスクリーニングした（表１；Ｓｉｎｈａら　Ｔｈｅ　Ｐｒｏｓｔａｔｅ．２００
６，６６，１２５７－１２６５）。化合物６ならびにその誘導体である化合物６ａおよび
８は、化合物７および７ａと比べ、メチル基の位置しか異ならないにもかかわらず（１位
と３位）、阻害の著しい改善を示す。これは、マハニンのメチル部分が３位であるため、
予期しないことであった。ＧＩ５０値が化合物６系列（化合物６、６ａ、８）のものと近
く、２位に脱保護型ヒドロキシル基を有する化合物９では、２位の立体的嵩高さを低減さ
せれば、３位のメチルによってもたらされるどのような障害も、一部解消され得ることが
示唆される。実際、マハニンの構造を調べると、エーテル環の拘束によって、２位の見か
け上の嵩高さの充分な低減がもたらされ得、３位のメチルが適度になっている。また、化
合物６系列で比較的低い値がもし示された場合、エーテル環系によって、１位にメチル基
に相当するものが配置され、これも、マハニンの低μＭの活性を補助している可能性があ
る。さらに、化合物１０の構造を同じ基準に基づいて解析すると、１位のメチルは依然と
して、化合物７および７ａよりも良好な活性をもたらすが、３位のエーテル環の二重結合
炭素とともに２位の嵩高さ（ｂｕｌｋ　ｏｆｆ）により、マハニンと比べて増殖阻害が低
いことが説明され得る。
【０１４４】
　総合すると、評価した化合物のうち、化合物６ａのみが、マハニンよりも大きな阻害効
果をもたらした。また、マハニンは、高用量（５μＭより上）で細胞傷害性であることが
観察されたが、化合物６ａは、純粋に細胞増殖抑制性であり、２４時間後、３０μＭまで
の濃度で、時間点ゼロの初期細胞数を維持していることが示された（データ表示せず）。
したがって、化合物６ａは、高用量で細胞において毒性がない。
【０１４５】
　表１．ヒト前立腺癌の処理細胞におけるマハニンおよび合成化合物のＧＩ５０値ａ

【０１４６】
【表１】

　ａＰＣ３細胞において５０％増殖阻害に必要とされる濃度。細胞は３連でウェルに平板
培養し、種々の濃度（０、１、５、１５、３０、６０μＭ）の各化合物に曝露した。２４
時間の処理後、生存細胞（トリパンブルー色素排除アッセイによって評価）を、血球計を
用いて計数した。値は、３つの独立した観察結果の平均±ＳＥＭである。
【０１４７】
　実施例３：活性化合物はＤＮＡ合成能の減少を示す
　マハニンで処理した細胞内でのＤＮＡ合成レベルを、化合物６～１０で処理したものと
比較して評価するため、２４時間の処理後、培養細胞を、標準的な手順に従って５－ブロ
モ－２－デオキシ－ウリジン（ＢｒｄＵ）で処理した（図２）。３つの合成化合物：化合
物６、６ａおよび９のみが、マハニンと同等にＤＮＡ合成能の減少を引き起こした。ＤＮ
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Ａ合成能は細胞増殖と関連しているため、化合物６および６ａで処理した細胞が、５μＭ
の化合物７または７ａで処理したものよりも少ない増殖を示すことは、後者の２つの化合
物の方が阻害濃度値が高いことを考慮すると、驚くべきことではなかった。しかしながら
、化合物で処理した細胞でＤＮＡ合成能に変化がないことは、該細胞がなお再生性である
ことを示すため、化合物９と同等または低い阻害濃度を有する化合物８および１０の増殖
阻害は、増殖に対する効果（あれば）とは別のものであると思われることは注目に値する
。
【０１４８】
　実施例４：ＲＡＳＳＦ１Ａの上方調節およびサイクリンＤ１の下方調節
　ＲＡＳＳＦ１ＡのｍＲＮＡレベルがそのタンパク質発現レベルと相関していることが報
告されている（Ｒｏｎｇら　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００４，２３：８２１６－８２３０）
。ＲＡＳＳＦ１ＡおよびサイクリンＤ１の発現に対する該合成化合物の効果を調べるため
、処理細胞におけるそれぞれのｍＲＮＡのレベルを、対照と比較して解析した（図３）。
化合物６と６ａは、マハニンと同一のプロフィール：ＲＡＳＳＦ１Ａの有意な増大ととも
に対応するサイクリンＤ１の減少を示した。この同じ増大／減少は化合物８と９でも観察
されたが、程度は低かった。サイクリンＤ１の過剰発現は、さまざまな腫瘍（例えば、前
立腺癌）における腫瘍形成性および増殖と関連しているため、この下方調節により癌処置
法が提供される（Ｃｈｅｎ，Ｙ．ら　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ．１９９８，１６，１９１３－１
９２０；Ｍｕｓｇｒｏｖｅ，Ｅ．Ａ．ら　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｉ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ．１９９４，９１，８０２２－８０２６）。化合物７、７ａおよび１０は、対照との発
現レベルの変化を示さない。
【０１４９】
　実施例５：合成化合物はＤＮＡメチルトランスフェラーゼ活性を阻害する
　処理済および未処理の前立腺癌細胞におけるＤＮＭＴ活性レベルを、Ｅｐｉｇｅｎｔｅ
ｋ製のＤＮＭＴアッセイキットを用いて測定した。ＤＮＭＴ活性の有意な阻害が、マハニ
ンならびに化合物６および６ａで観察され、化合物６ａで最も強力な阻害が引き起こされ
た（図７，黒色バー）。また、化合物８と９でも、わずかなＤＮＭＴ活性の減少を伴った
。このようなＤＮＭＴ活性の低下は、上記のＲＡＳＳＦ１Ａ誘導パターンと相関している
（図７，灰色バー）。このデータは、ＤＮＭＴの阻害により、ＲＡＳＳＦ１Ａプロモータ
ー領域の過剰メチル化が抑制され、その結果、ＲＡＳＳＦ１Ａが回復されることを示唆す
る。
【０１５０】
　実施例６：蛍光類似体により、細胞内送達が確認され、細胞内局在が示される
　化合物６ａ内に存在するダンシル部分は、３７０ｎｍで励起すると、５５２ｎｍで蛍光
が見られる（図４Ａ）。ＰＣ－３細胞を化合物６ａで処理した後、多光子レーザーを用い
て化合物を励起し、細胞内部からの放射を共焦点顕微鏡検査によって観察した（図４Ｂ～
Ｄ）。細胞の核のヨウ化プロピジウム染色により、化合物６ａが細胞の細胞質内に存在す
るが、核内には存在しないことが明らかである（図４Ｂ，Ｃ）。化合物６ａとＤＮＭＴと
の相互作用が最終的なＲＡＳＳＦ１Ａの上方調節に重要な要素であるという仮説をさらに
確認するため、細胞試料を、核と細胞質間でＤＮＭＴ３ａおよびＤＮＭＴ３ｂをシャトリ
ングさせることがわかっているＤＮＭＴアイソフォームに対する抗体で染色した（Ｋｉｍ
ら，ＥＭＢＯ　Ｊ，２００２，２１：４１８３－４１９５；Ｍａｊｕｍｂｅｒら，ＪＢＣ
，２００２，２７７：１６０４８－１６０５８）。興味深いことに、ＤＮＭＴ３ｂは対照
細胞の細胞質と核の両方に存在するが（図４Ｄ）、処理細胞の集団では、１時間後、ＤＮ
ＭＴ３ｂは細胞質内のみにみられた（図４Ｂ，矢印）。６時間までは、この効果は非常に
顕著であり、処理細胞の大部分はＤＮＭＴ３ｂを細胞質のみに有する（図４Ｃ）。ＤＮＭ
Ｔ３ａでは対応する効果は見られず（データ表示せず）、核への到達の完全な阻害である
ことは考えにくい。したがって、ＤＮＭＴ３ｂの細胞質内隔離が化合物６ａの作用様式で
あることが示唆される。
【０１５１】



(34) JP 2012-500197 A 2012.1.5

10

20

　実施例７：インビボ試験により、化合物６ａで処理したマウスにおいて、大きな治療指
数およびヒト前立腺異種移植片腫瘍の有意な体積縮小が示される
　急性経口毒性のアップダウン手順を用いると、化合物６ａでは、野生型Ｂａｌｂ／ｃマ
ウスにおいて、５５０ｍｇ／ｋｇの用量まで毒性は観察されなかった（Ａｃｕｔｅ　Ｏｒ
ａｌ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ（ＡＯＴ）Ｕｐ－Ａｎｄ－Ｄｏｗｎ－Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ；ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｐａ．ｇｏｖ／ｏｐｐｆｅａｄｌ／ｈａｒｍｏｎｉｚａｔｉｏｎ）
。この場合、１０ｍｇ／ｋｇの出発有効性用量で、＞５５という充分な治療指数が示され
た。ヒト前立腺腫瘍異種移植片を有する胸腺欠損Ｂａｌｂ／ｃヌードマウスに、腹腔内注
射によって１０ｍｇ／ｋｇの化合物６ａを、１日１回、隔日で２５日間投与した。対照マ
ウスにはビヒクル単独を投与した。化合物６ａでは対照と比べ、２５日間で腫瘍体積がほ
ぼ４０％縮小した（図８）。この結果により、ヒト前立腺腫瘍体積を低減させるための化
合物６ａの使用が実証される。
【０１５２】
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【数６】

　均等物
　上述の詳細事項は、当業者が本発明を実施することが可能であるために充分であると考
えられる。提供した実施例は、本発明の一態様の単なる例示を意図し、他の機能的に同等
の実施形態は本発明の範囲に含まれるため、本発明は該実施例の範囲に限定されない。本
明細書において図示および記載したものに加え、本発明の種々の変形例が、前述の記載か
ら当業者に自明となり、添付の特許請求の範囲に含まれる。本発明の利点および目的は、
必ずしも、本発明の各実施形態に包含されているとは限らない。
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