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(57)【要約】
本発明は、ＭＥＫ阻害剤とＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０とを含む、癌の治療に使
用される組み合わせに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３
０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌の治療での使用に適した組み合わ
せ。
【請求項２】
　ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３
０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌の相乗的治療に使用される組み合
わせ。
【請求項３】
　薬理学的に許容される賦形剤又は担体と共に請求項１に記載の組み合わせを含んでなる
、癌の治療での使用に適した医薬組成物。
【請求項４】
　ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３
０又はその薬理学的に許容される塩と、薬理学的に許容される賦形剤又は担体とを含んで
なる、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩及び薬理学的に許容される担体を含む第
１の組成物と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩及
び薬理学的に許容される賦形剤又は担体を含む第２の組成物とを含んでなる、請求項３に
記載の医薬組成物。
【請求項６】
　癌の治療を提供するために温血動物に投与される薬剤の製造における請求項１に記載の
組み合わせの使用。
【請求項７】
　ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３
０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌の相乗的治療での使用に適した組
み合わせ。
【請求項８】
　ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３
０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌の治療に使用される組み合わせ。
【請求項９】
　治療的有効量のＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と治療的有効量のＳｒｃ
キナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩との組み合わせの患者へ
の投与を含んでなる、そのような治療を必要とする患者における癌の治療方法。
【請求項１０】
　前記ＭＥＫ阻害剤がＭＥＫ阻害剤１又はＭＥＫ阻害剤２から選択される、請求項１に記
載の組み合わせ。
【請求項１１】
　前記ＭＥＫ阻害剤がＭＥＫ阻害剤１又はＭＥＫ阻害剤２から選択される、請求項３～５
のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　第１の側面では、本発明は、ＭＥＫ阻害剤と非受容体型チロシンキナーゼのＳｒｃファ
ミリーのための特定の阻害剤とを含む組み合わせに関する。本発明の組み合わせは癌の治
療方法に有用である。また、本発明は、そのような組み合わせを含む医薬組成物及び癌の
治療に使用される薬剤の製造又は癌の進行を遅らせるために使用される薬剤の製造におけ
る上記組み合わせの使用にも関する。
【背景技術】



(3) JP 2010-513446 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

【０００２】
　癌を治療するための現在の選択肢としては、外科的切除、外照射療法及び／又は全身化
学療法が挙げられる。これらはある種の癌では一部成功を収めているがその他の癌ではあ
まり成功していない。癌を治療するための新規治療法が明らかに必要とされている。
【０００３】
　近年では、ＤＮＡの一部が癌遺伝子、すなわち活性化されると悪性の腫瘍細胞の形成を
引き起こす遺伝子に形質転換されることによって細胞が癌化する可能性があることが見出
されている（Bradshaw, Mutagenesis, 1986, 1, 91）。悪性細胞の主因の一つは遊走及び
浸潤能力であり、周囲組織に遊走することにより宿主組織を破壊し、二次転移巣を形成す
る。これを達成するために、腫瘍細胞は、様々なシグナル伝達経路の成分の発癌活性化に
よる運動性及び浸潤性表現型を獲得しなければならない。癌遺伝子は増殖因子の受容体で
あるペプチドの産生を引き起こす。次いで、増殖因子と受容体の複合体が活性化されると
細胞の増殖、運動及び浸潤が促進される。癌遺伝子は、シグナル経路成分、例えば、受容
体型チロシンキナーゼ類、セリン－スレオニンキナーゼ類、又はｒａｓ遺伝子等の下流シ
グナル伝達分子の異常型をコード化することが多い。ｒａｓ遺伝子は、グアノシン三リン
酸（ＧＴＰ）を経てグアノシン二リン酸（ＧＤＰ）に加水分解する密接に関連する低分子
のグアニンヌクレオチド結合タンパク質をコードする。ｒａｓタンパク質はＧＴＰに結合
すると活性化して細胞の増殖、形質転換及び浸潤を促進し、ＧＤＰに結合すると不活性化
する。ｐ２１ｒａｓ変異体の形質転換はそれらのＧＴＰアーゼ活性において不完全であり
、したがって活性ＧＴＰ結合状態が維持される。ｒａｓ癌遺伝子は、特定の癌で重要な役
割を担うことが知られており、ヒトの癌の全症例の２０％以上の発生に寄与していること
が分かっている。
【０００４】
　増殖因子等のリガンドによって活性化されると、分裂促進応答と共役した細胞表面受容
体が連鎖反応を開始し、それによりｒａｓタンパク質に対するグアニンヌクレオチド交換
活性を活性化することができる。ｒａｓタンパク質が活性ＧＴＰ結合状態にある場合、複
数の他のタンパク質が細胞膜に存在するｒａｓと直接相互作用し、その結果、複数の個別
経路を経てシグナルが伝達される。特徴がもっとも明確なエフェクタータンパク質はｒａ
ｆ癌原遺伝子の産物である。ｒａｆとｒａｓの相互作用は細胞増殖の制御における主要な
調節段階である。次いで、ｒａｆのセリン－スレオニンキナーゼのｒａｓ媒介活性化によ
って二重特異性ＭＥＫ（ＭＥＫ１及びＭＥＫ２）が活性化される。このＭＥＫはマイトジ
ェン活性化タンパク質キナーゼ（細胞外シグナル調節タンパク質キナーゼ又はＥＲＫ１及
びＥＲＫ２として知られているＭＡＰＫ）の直接上流の活性化因子である。今日まで、Ｍ
ＥＫの基質はＭＡＰＫ以外には同定されていないが、最近の報告によればＭＥＫがＭＥＫ
Ｋ１及びＣｏｔ／Ｔｐｌ－２等の他の上流シグナルタンパク質によっても活性化され得る
。活性化されたＭＡＰＫが核内に移動して蓄積し、そこでＥｌｋ－１及びＳａｐ１ａ等の
転写因子をリン酸化して活性化し、それによりｃ－ｆｏｓ等の遺伝子の発現を促進するこ
とができる。また、活性化されたＭＡＰＫは他のキナーゼ、例えば、ｐ９０ＲＳＫ及び細
胞骨格タンパク質もリン酸化する。
【０００５】
　ｒａｓ依存型ｒａｆ－ＭＥＫ－ＭＡＰＫカスケードは、細胞表面から核へ分裂促進及び
浸潤シグナルを伝達する役割を担う主要なシグナル伝達経路の一つであり、それにより遺
伝子の発現及び細胞の運命が変わる。ｐ２１ｒａｓの変異体の形質転換は恒常的に活性で
あり、それによりｒａｆ、ＭＥＫ及びＭＡＰＫが活性化し、細胞が形質転換する。アンチ
センスｒａｆ、ドミナントネガティブＭＥＫ変異体又は選択的阻害剤ＰＤ０９８０５９の
いずれかによるＭＥＫ活性の阻害により、ｒａｓ形質転換線維芽細胞の増殖及び形態的形
質転換、細胞の運動及び浸潤が阻害されることが示されている。
【０００６】
　ｒａｆ、ＭＥＫ及びＭＡＰＫの活性化機序は、特異的セリン、スレオニン又はチロシン
残基のリン酸化による。活性化されたｒａｆ及び他のキナーゼは、Ｓ２１８及びＳ２２２
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上でＭＥＫ１を、Ｓ２２２及びＳ２２６上でＭＥＫ２をリン酸化する。その結果、ＭＥＫ
が活性化され、次いで、二重特異性ＭＥＫによってＴ１９０及びＹ１９２上でＥＲＫ１を
、Ｔ１８３及びＹ１８５上でＥＲＫ２がリン酸化及び活性化される。複数のタンパク質キ
ナーゼによってＭＥＫが活性化されると同時に、活性ＭＡＰＫによって、転写因子、他の
タンパク質キナーゼ及び細胞質タンパク質を含む複数の基質タンパク質がリン酸化及び活
性化される。それらのいくつかは浸潤過程に関与するが、ＭＥＫがＭＡＰＫの特異的かつ
唯一の活性化因子であり、クロスカスケード制御の中心として機能すると思われる。ＭＥ
Ｋ１及びＭＥＫ２のアイソフォームは、異常な特異性を示し、また、触媒サブドメインＩ
ＸとＸの間に、他の既知のＭＥＫファミリーメンバーのいずれにも存在しないプロリンに
富むインサートも含む。増殖及び浸潤シグナル伝達における、ＭＥＫと他のタンパク質キ
ナーゼとの間のこれらの差異は、ＭＥＫ（ＭＥＫ１、ＭＥＫ２）及び、つい最近ではＭＥ
Ｋ５の既知の役割と共に、増殖性かつ浸潤性の疾患で使用される治療薬としての選択的Ｍ
ＥＫ阻害剤を発見し使用することができる可能性を示唆している。
【０００７】
　従って、ＭＡＰＫキナーゼ経路阻害剤は、固形腫瘍性疾患の封じ込め及び／又は治療に
使用される抗増殖剤及び抗浸潤剤として有用なものでなければならないことが分かってい
る。
【０００８】
　また、例えば、いくつかの癌遺伝子がチロシンキナーゼ酵素をコード化することや、特
定の増殖因子受容体がチロシンキナーゼ酵素であることも知られている。同定された最初
のチロシンキナーゼ類の群は、そのようなウイルス性癌遺伝子、例えばｐｐ６０ｖ－Ｓｒ

ｃチロシンキナーゼ（別名ｖ－Ｓｒｃとして知られている）、及び正常細胞内の対応する
チロシンキナーゼ類、例えばｐｐ６０ｃ－Ｓｒｃチロシンキナーゼ（別名ｃ－Ｓｒｃとし
て知られている）から生じた。
【０００９】
　非受容体型チロシンキナーゼ類のＳｒｃファミリーは、細胞内に位置し、かつ腫瘍細胞
の運動、転移、浸潤及びその後の転移性腫瘍の増殖に影響を与えるシグナル等の生化学的
シグナルの伝達に関わる。Ｓｒｃファミリーのメンバーとしては、特にｃ－Ｓｒｃ、ｃ－
Ｙｅｓ、ｃ－ｌｃｋ及びｃ－Ｆｙｎが挙げられる。
【００１０】
　さらに、非受容体型チロシンキナーゼ類のＳｒｃファミリーは正常細胞内で高度に制御
されているため、細胞外刺激が存在しない場合にも、キナーゼが不活性高次構造に維持さ
れることも知られている。但し、いくつかのＳｒｃファミリーメンバー、例えば、ｃ－Ｓ
ｒｃチロシンキナーゼは、（正常細胞レベルと比較した場合）通常のヒトの癌では著しく
活性化されることが多い。
【００１１】
　従って、そのような非受容体型チロシンキナーゼ類の阻害剤は、腫瘍細胞の運動の選択
的阻害剤並びに哺乳類の癌細胞の転移及び浸潤の選択的阻害剤として有用であり、転移性
腫瘍増殖を阻害するものでなければならないことが分かっている。従って、ｃ－Ｓｒｃ非
受容体型チロシンキナーゼの主な役割は、局所腫瘍が血流内への転移、他の組織の浸潤及
び転移性腫瘍増殖の開始という段階を経て進行する際に必ず必要とされる細胞の運動を規
制することである。ｃ－Ｓｒｃキナーゼは、転移中の腫瘍細胞の浸潤及び遊走能力を引き
起こすシグナル伝達工程に関与する。
【００１２】
　従って、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤は、抗腫瘍剤、特に哺乳類の癌細胞の運動、転移及び浸
潤の選択的阻害剤として有用であり、転移性腫瘍増殖を阻害する。特に、Ｓｒｃキナーゼ
阻害剤は、固形腫瘍性疾患の封じ込め及び／又は治療における抗浸潤剤として有用である
。特に、そのような化合物は、転移中の腫瘍細胞の浸潤及び遊走能力を引き起こすシグナ
ル伝達工程に関与するｃ－Ｓｒｃキナーゼ等の多様な非受容体型チロシンキナーゼ類のう
ちの１つ又は複数の阻害に感受性を示す腫瘍の予防又は治療に有用であることが期待され
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ている。さらに、そのような化合物は、ｃ－Ｓｒｃ酵素の阻害によって単独又は部分的に
媒介されるこれらの腫瘍の予防又は治療に有用であることが期待されている。すなわち、
本化合物は、そのような治療を必要とする温血動物においてｃ－Ｓｒｃ酵素阻害作用を発
現させるために使用してもよい。具体的には、そのような化合物は固形腫瘍性疾患の予防
又は治療に有用であることが期待されている。
【００１３】
　従って、そのような非受容体型チロシンキナーゼ類の阻害剤は、腫瘍細胞の運動の選択
的阻害剤及び哺乳類の癌細胞の転移及び浸潤の選択的阻害剤として有用であり、転移性腫
瘍増殖を阻害するものでなければならないことが分かっている。特に、そのような非受容
体型チロシンキナーゼ類の阻害剤は、固形腫瘍性疾患の封じ込め及び／又は治療に使用さ
れる抗浸潤剤として有用なものでなければならない。
【発明の概要】
【００１４】
　国際公開ＷＯ０１／９４３４１号によれば、特定の５位置換キナゾリン誘導体がＳｒｃ
キナーゼ阻害活性を有しかつ様々な癌の治療に有用な抗浸潤剤であることが知られている
。この化合物、４－（６－クロロ－２，３－メチレンジオキシアニリノ）－７－［２－（
４－メチルピペラジン－１－イル）エトキシ］－５－テトラヒドロピラン－４－イルオキ
シキナゾリンはその明細書中の実施例１４に化合物Ｎｏ．７３として開示されている。上
記化合物は強力なＳｒｃキナーゼ阻害剤であり、本明細書ではコード番号ＡＺＤ０５３０
で識別されている。
【００１５】
　本発明の組み合わせは、特定のＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０をＭＥＫ阻害剤と
組み合わせることによって癌を処置するための改善された治療を提供することを目的とす
る。
【００１６】
　また、本発明は、国際公開ＷＯ０３／０７７９１４号、ＷＯ０５／０５１３０１号及び
ＷＯ０７／０４４０８４号に開示されている、特定のＮ３アルキル化ベンゾイミダゾール
、ピリドン、逆（reverse）ピリドン及びピリダジンのＭＥＫ阻害剤を利用する。
【００１７】
　国際公開ＷＯ０３／０７７９１４号には、そこに開示されているＭＥＫ阻害剤を単独療
法として投与してもよいこと又はその発明の化合物に加えて１つ又は複数の他の抗腫瘍物
質と組み合わせてもよいことが記載されている。しかし、本発明の特定の組み合わせや、
そのような組み合わせが驚くべきほど効果的な結果をもたらすことについては開示されて
いない。
【００１８】
　また、国際公開ＷＯ０５／０５１３０１号には、そこに開示されているＭＥＫ阻害剤を
単独療法として投与してもよいこと又はその発明の化合物に加えて従来の外科手術、放射
線療法又は化学療法と組み合わせてもよいことが記載されている。そのような化学療法は
、他の抗浸潤剤（例えば、マリマスタットのようなメタロプロテイナーゼ阻害剤及びウロ
キナーゼプラスミノーゲン活性化因子受容体機能阻害剤）等の複数の異なるカテゴリーの
抗腫瘍剤の１つ又は複数を含むことが記載されている。しかし、本発明の特定の組み合わ
せや、そのような組み合わせが驚くべきほど効果的な結果をもたらすことについては開示
されていない。
【００１９】
　また、国際公開ＷＯ０１／９４３４１号には、そこに開示されているＳｒｃキナーゼ阻
害剤を単独療法として投与してもよいこと又はそれらの発明のキナゾリン誘導体に加えて
従来の外科手術、放射線療法又は化学療法と組み合わせてもよいことが記載されている。
そのような化学療法は、他の抗浸潤剤（例えば、マリマスタットのようなメタロプロテイ
ナーゼ阻害剤及びウロキナーゼプラスミノーゲン活性化因子受容体機能阻害剤）等の複数
の異なるカテゴリーの抗腫瘍剤の１つ又は複数を含むことが記載されている。しかし、本
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発明の特定の組み合わせや、そのような組み合わせが驚くべきほど効果的な結果をもたら
すことについては開示されていない。
【００２０】
　本発明では、Ｓｒｃキナーゼ及びＭＥＫキナーゼの阻害によって細胞の浸潤が低下する
ことが示されている。意外なことに、国際公開ＷＯ０１／９４３４１号、ＷＯ０２／１６
３５２号、ＷＯ０３／０７７９１４号、ＷＯ０５／０５１３０１号及びＷＯ２００７／０
４４０８４号に記載されている併用療法の包括的開示内容からの特定の選択が非常に有効
であることが見出された。特に、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒ
ｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩との組み合わせが驚く
べきほど効果的な結果をもたらす。より具体的には、ＭＥＫ阻害剤とＳｒｃキナーゼ阻害
剤ＡＺＤ０５３０との組み合わせは、ＭＥＫ阻害剤又はＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５
３０の一方のみの投与によって得られる効果よりも高い効果をもたらす。
【００２１】
　国際公開ＷＯ０５／０５１３０１号には、そこに開示されているＭＥＫ阻害剤を抗浸潤
剤と組み合わせて使用してもよいことが開示されているが、その併用や、任意のそのよう
な組み合わせが驚くべきほど効果的な結果をもたらすことについては具体的には開示され
ていない。
【００２２】
　国際公開ＷＯ０１／９４３４１号には、そこに開示されているＳｒｃキナーゼ阻害剤を
他の抗浸潤剤又は抗増殖剤と組み合わせて使用してもよいことが開示されているが、ＭＥ
Ｋ阻害剤とＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０との併用や、任意のそのような組み合わ
せが驚くべきほど効果的な結果をもたらすことについては具体的には開示されていない。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】図１は、３Ｄマトリゲルの深さ６０～２００μｍ間に浸潤するＨＴ１０８０細胞
の割合（％）を示す。
【図２】図２は、３Ｄマトリゲルの深さ６０～２００μｍ間に浸潤するＨＴ１０８０細胞
の割合（％）を示す。
【図３】図３は、３Ｄコラーゲンの深さ６０～２００μｍ間に浸潤するＨＴ１０８０細胞
の割合（％）を示す。
【図４】図４は、３Ｄコラーゲンの深さ６０～２００μｍ間に浸潤するＨＴ１０８０細胞
の割合（％）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明によれば、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻
害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌の治療での使用
に適した組み合わせが提供される。
【００２５】
　なお、「組み合わせ」という用語は、組み合わせの各成分の同時、連続的又は個別投与
を想定している。本発明の一側面では、「組み合わせ」は、ＭＥＫ阻害剤及びＳｒｃ阻害
剤の同時投与を想定している。本発明のさらなる側面では、「組み合わせ」は、これらの
薬剤の連続的投与を想定している。本発明の別の側面では、「組み合わせ」は、これらの
薬剤の個別投与を想定している。これらの薬剤を連続的又は個別に投与する場合、２つ目
の成分の投与の遅れは、併用療法の相乗効果の利益を喪失するようなものであってはなら
ない。従って、誤解を回避するために述べるが、本発明は、癌の治療で同時、連続的又は
個別に使用される、あるいは、癌の進行を遅らせる場合に同時、連続的又は個別に使用さ
れるＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５
３０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる組み合わせを提供する。
【００２６】
　本発明は、癌の治療のために同時、連続的又は個別に使用される、ＭＥＫ阻害剤又はそ
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の薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に
許容される塩とを含んでなる、癌の治療での使用に適した組み合わせをさらに提供する。
【００２７】
　好適なＭＥＫ阻害剤としては、国際公開ＷＯ９９／０１４２６号、ＷＯ０２／０６２１
３号、ＷＯ０３／０７７９１４号、ＷＯ０５／０５１３０１号及びＷＯ２００７／０４４
０８４号に開示されている化合物が挙げられる。
【００２８】
　特定のＭＥＫ阻害剤としては、下記化合物が挙げられる。
６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－３Ｈ－
ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（２，３－ジヒドロキシ－プロポキシ）－アミド；
６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－（テトラヒドロ
－ピラン－２－イルメチル）－３Ｈ－ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（２－ヒドロ
キシ－エトキシ）－アミド；
１－［６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－
３Ｈ－ベンゾイミダゾル－５－イル］－２－ヒドロキシ－エタノン；
６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－３Ｈ－
ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（２－ヒドロキシ－１，１－ジメチル－エトキシ）
－アミド；
６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－（テトラヒドロ
－フラン－２－イルメチル）－３Ｈ－ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（２－ヒドロ
キシ－エトキシ）－アミド；
６－（４－ブロモ－２－フルオロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－３Ｈ
－ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（２－ヒドロキシ－エトキシ）－アミド；及び
６－（２，４－ジクロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－３Ｈ－ベンゾ
イミダゾール－５－カルボン酸（２－ヒドロキシ－エトキシ）－アミド。
【００２９】
　さらに特定のＭＥＫ阻害剤としては、
６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－３Ｈ－
ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（２－ヒドロキシ－エトキシ）－アミド（以下、Ｍ
ＥＫ阻害剤１という）；
２－［（２－フルオロ－４－ヨードフェニル）アミノ］－Ｎ－（２－ヒドロキシエトキシ
）－１，５－ジメチル－６－オキソ－１，６－ジヒドロピリジン－３－カルボキサミド（
以下、ＭＥＫ阻害剤２という）；及び
４－（４－ブロモ－２－フルオロフェニルアミノ）－Ｎ－（２－ヒドロキシエトキシ）－
１，５－ジメチル－６－オキソ－１，６－ジヒドロピリダジン－３－カルボキサミド、又
はそれらの薬理学的に許容される塩が挙げられる。
【００３０】
　従って、さらなる側面では、本発明は、ＭＥＫ阻害剤１又はその薬理学的に許容される
塩、あるいは、ＭＥＫ阻害剤２又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害
剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌の治療での使用に
適した組み合わせを提供する。
【００３１】
　ＭＥＫ阻害剤又はＡＺＤ０５３０の好適な薬理学的に許容される塩は、例えば、薬理学
的に許容される酸付加塩、例えば、塩酸、臭化水素酸、硫酸、トリフルオロ酢酸、クエン
酸、マレイン酸又はフマル酸等の無機又は有機酸との酸付加塩（例えば、モノ又はジフマ
ル酸塩）である。
【００３２】
　ＭＥＫ阻害剤がＭＥＫ阻害剤１である場合、好ましい塩は硫酸水素塩である。ＭＥＫ阻
害剤１の硫酸水素塩は、国際公開ＷＯ０７／０７６２４５号に記載の方法に従って合成す
ることができる。
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【００３３】
　本発明の癌治療は、奏功率(response rate)、疾患の進行時間及び／又は生存率等の従
来の手段によって評価され得る抗腫瘍作用を含む。本発明の抗腫瘍作用としては、腫瘍増
殖の阻害、腫瘍増殖の遅延、腫瘍の退行、腫瘍の収縮、治療停止時の腫瘍の再増殖までの
時間の増大及び疾患の進行の遅延が挙げられるが、それらに限定されない。例えば、本発
明の組み合わせを、固形腫瘍を含む癌の治療を必要とするヒト等の温血動物に投与する場
合に、本治療が、例えば抗腫瘍作用の程度、奏功率、疾患の進行時間及び生存率のうちの
１つ又は複数によって測定される有益な効果をもたらすことが期待されている。上述のよ
うに、本発明の組み合わせは、癌の治療又は予防に対して有益な効果又は相乗効果を与え
るか、又は癌の「相乗的治療」を提供すると思われる。本発明によれば、併用療法は、併
用療法の一方又は他方の成分を従来の用量で投与した際に達成可能な、例えば、応答の程
度、奏功率、疾患の進行時間又は生存期間によって測定される効果が治療的に優れている
場合、「相乗効果」又は「相乗的治療」を提供するものとして定義される。例えば、併用
療法の効果は、単独のＭＥＫ阻害剤又はＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０によって達
成可能な効果よりも治療的に優れている場合に相乗的である。さらに、組み合わせの効果
は、単独のＭＥＫ阻害剤又はＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５０３０に対して応答しない
（又は応答が乏しい）患者群において有益な効果が得られる場合に相乗的である。また、
併用療法の効果は、成分の一方を従来の用量で投与し、他方の成分を減らした用量で投与
し、かつ、例えば、応答の程度、奏功率、疾患の進行時間又は生存期間によって測定され
る治療効果が併用療法の成分の一方を従来の量で投与した際に達成可能な効果と比べて同
等又は優れている場合に相乗効果を与えるものとして定義される。特に、応答の程度、奏
功率、疾患の進行時間及び生存データの１つ又は複数、特に応答持続期間に悪影響を与え
ずに、従来の用量で各成分を使用した際に生じる副作用よりも小さい副作用で、ＭＥＫ阻
害剤又はＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０の従来の用量を減らすことができる場合に
相乗作用が存在すると見なされる。
【００３４】
　従って、さらなる側面では、本発明は、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩
と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでな
る、癌の相乗的治療に使用される組み合わせを提供する。さらなる側面では、本発明は、
ＭＥＫ阻害剤１又はその薬理学的に許容される塩、あるいは、ＭＥＫ阻害剤２又はその薬
理学的に許容される塩と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容
される塩とを含んでなる、癌の相乗的治療に使用される組み合わせを提供する。
【００３５】
　本発明の治療の組み合わせは、好適な医薬組成物の形態で投与してもよい。本発明のこ
の側面によれば、薬理学的に許容される賦形剤又は担体と共に上記組み合わせを含んでな
る、癌の治療での使用に適した医薬組成物が提供される。
【００３６】
　本明細書に記載する組成物は、経口投与に適した形態、例えば、錠剤又はカプセル、経
鼻又は吸入投与に適した形態、例えば、粉末又は溶液、注射剤（静脈、皮下、筋肉内、血
管内注射又は輸液を含む）に適した形態、例えば、無菌溶液、懸濁液又は乳濁液、局所投
与に適した形態、例えば、軟膏又はクリーム、直腸投与に適した形態、例えば、座薬であ
ってもよく、又は、投与経路は、腫瘍内への直接注入あるいは領域内（regional）送達又
は局所送達によるものであってもよい。本発明の他の態様では、併用療法のＭＥＫ阻害剤
及びＳｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０は、内視鏡により、あるいは気管、病巣、経皮
、静脈、皮下、腹腔内、又は腫瘍内を経て送達してもよい。好ましくは、ＭＥＫ阻害剤を
経口投与する。好ましくは、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０を経口投与する。一般
に、本明細書に記載する組成物は、従来の賦形剤を使用して従来の方法で調製することが
できる。本発明の組成物は単一の剤形で提供すると有利である。
【００３７】
　ＭＥＫ阻害剤は、分割投与が必要な場合、通常１日量が例えば体重当たり０．１ｍｇ／



(9) JP 2010-513446 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

ｋｇ～７５ｍｇ／ｋｇとなるように投与する。
【００３８】
　Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０は、分割投与が必要な場合、通常１日量が例えば
体重当たり０．１ｍｇ／ｋｇ～７５ｍｇ／ｋｇとなるように投与する。一般に、非経口投
与を行う場合には低用量で投与する。従って、例えば、静脈内投与では、例えば体重当た
り０．１ｍｇ／ｋｇ～３０ｍｇ／ｋｇの用量を通常使用する。同様に、吸入投与では、例
えば体重当たり０．０５ｍｇ／ｋｇ～２５ｍｇ／ｋｇの用量を通常使用する。
【００３９】
　上述の投与量及び計画は、特定の病状及び患者の全身の状態に応じて異なってもよい。
例えば、毒性を減らすために、併用療法の成分の上記用量を減らすことが必要又は望まし
い場合もある。投与計画は、専門的技術及び知識を使用して、任意の特定の患者を治療中
の医師によって決定することができる。
【００４０】
　当然のことながら、本発明に係る医薬組成物は、ＭＥＫ阻害剤と、Ｓｒｃキナーゼ阻害
剤ＡＺＤ０５３０と、薬理学的に許容される賦形剤又は担体とを含んでなる組成物を含む
。そのような組成物は、好都合には、癌の治療での同時投与のための本発明の併用治療薬
を提供する。
【００４１】
　本発明のこの側面によれば、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓｒｃ
キナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩と、薬理学的に許容され
る賦形剤又は担体とを含んでなる、癌の治療での使用に適した医薬組成物が提供される。
【００４２】
　また、本発明に係る医薬組成物は、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩及び
薬理学的に許容される賦形剤又は担体を含む第１の組成物と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺ
Ｄ０５３０又はその薬理学的に許容される塩及び薬理学的に許容される賦形剤又は担体を
含む第２の組成物とを含んでなる別々の組成物を含む。そのような組成物は、好都合には
、癌の治療での連続投与又は個別投与のための本発明の治療の組み合わせを提供するが、
該別々の組成物を同時に投与してもよい。
【００４３】
　好都合には、本発明のそのような医薬組成物は、ＭＥＫ阻害剤を含む好適な組成物を有
する第１の容器と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０を含む好適な組成物を有する第
２の容器をと含んでなるキットを含む。本発明のこの側面によれば、癌の治療に使用され
るキットであって：
ａ）第１の単位剤形（例えば、錠剤又はカプセル）中に薬理学的に許容される賦形剤又は
担体と共に含まれるＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩；
ｂ）第２の単位剤形中に薬理学的に許容される賦形剤又は担体と共に含まれるＳｒｃキナ
ーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩；及び
ｃ）該第１及び第２の単位剤形を含む容器手段
を含んでなるキットが提供される。
【００４４】
　本発明のさらなる側面によれば、癌の治療を提供するために温血動物に投与される薬剤
の製造における、上に定義した組み合わせの使用が提供される。
【００４５】
　本発明のさらなる側面によれば、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓ
ｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌
の相乗的治療での使用に適した組み合わせが提供される。
【００４６】
　本発明のさらなる側面によれば、癌の治療を必要とする温血動物への上に定義した組み
合わせの成分の有効量の投与を含んでなる、癌の治療方法が提供される。
【００４７】
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　本発明のこの側面によれば、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に
許容される塩の有効量の投与前、投与と同時又は投与後に、癌の治療を必要とする温血動
物への上に定義したＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩の有効量の投与を含ん
でなる、癌の治療方法も提供される。
【００４８】
　本発明のこの側面によれば、癌の治療を必要とする温血動物への上に定義した組み合わ
せの成分の有効量の同時、連続的又は個別投与を含んでなる、癌の治療方法も提供される
。
【００４９】
　本発明のこの側面によれば、癌の治療を必要とする温血動物への上に定義したＭＥＫ阻
害剤又はその薬理学的に許容される塩の有効量の投与と、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０
５３０又はその薬理学的に許容される塩の有効量の同時、連続的又は個別投与とを含んで
なる、癌の治療方法も提供される。
【００５０】
　本発明のさらなる側面によれば、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学
的に許容される塩の有効量の投与前、投与と同時又は投与後に、ヒト等の温血動物への上
に定義したＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩の有効量の投与を含んでなる、
該動物における悪性又は転移性黒色腫の治療方法が提供される。
【００５１】
　本発明のさらなる側面によれば、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学
的に許容される塩の有効量の投与前、投与と同時又は投与後に、ヒト等の温血動物への上
に定義したＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩の有効量の投与を含んでなる、
該動物における非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）の治療方法が提供される。
【００５２】
　本発明のさらなる側面によれば、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学
的に許容される塩の有効量の投与前、投与後又は投与と同時に、ヒト等の温血動物へのＭ
ＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩の有効量の投与を含んでなる該動物における
癌の治療方法であって、ＭＥＫ阻害剤及びＡＺＤ０５３０をそれぞれ場合に応じて薬理学
的に許容される賦形剤又は担体と共に投与し得る方法が提供される。
【００５３】
　本発明のさらなる側面によれば、ＭＥＫ阻害剤又はその薬理学的に許容される塩と、Ｓ
ｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０又はその薬理学的に許容される塩とを含んでなる、癌
の治療に使用される組み合わせが提供される。
【００５４】
　本発明の併用療法は、癌及びカポジ肉腫等の疾患の予防及び治療で特に有用であること
が期待されている。特に、本発明のそのような併用療法は、白血病等の血液悪性腫瘍、多
発性骨髄腫及びリンパ腫を含む、肺癌、頭頸部癌、脳腫瘍、結腸癌、直腸癌、食道癌、胃
癌、肝臓癌、胆道癌、甲状腺癌、腎臓癌、子宮頸部癌、卵巣癌、子宮癌、皮膚癌、乳癌、
膀胱癌、前立腺癌、膵癌等の癌の治療に有用であることが期待されている。特に、本発明
のそのような併用療法は、結腸、直腸、膵臓、脳、膀胱、卵巣、乳房、前立腺、肺、肝臓
及び皮膚等の原発性及び再発性固形腫瘍の進行を有利に遅らせることが期待されている。
本発明の併用療法は、悪性又は転移性黒色腫、結腸直腸癌、膵癌、肝細胞癌、及び非小細
胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌における腫瘍の進行を有利に遅らせることが期待されて
いる。本発明の併用療法は、悪性又は転移性黒色腫、結腸直腸癌、膵癌、及び非小細胞肺
癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌における腫瘍の進行を有利に遅らせることが期待されている
。特に、本発明の併用療法は、悪性又は転移性黒色腫における腫瘍の進行を有利に遅らせ
ることが期待されている。特に、本発明の併用療法は、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）にお
ける腫瘍の進行を有利に遅らせることが期待されている。特に、本発明の併用療法は、肝
細胞癌における腫瘍の進行を有利に遅らせることが期待されている。
【００５５】
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　上に定義した本発明の併用療法は、単独療法として投与してもよいし、外科手術又は放
射線療法あるいは化学療法剤の投与と組み合わせてもよい。場合に応じて本発明の併用療
法と共に使用される他の化学療法剤としては、国際公開ＷＯ０７／０７６２４５号に記載
されている薬剤が挙げられ、その開示内容は参照により本明細書に組み込まれる。そのよ
うな化学療法は以下のカテゴリーの薬剤のうちの１つを含むことができる。
（ｉ）血管新生阻害剤
（ｉｉ）血管標的薬剤
（ｉｉｉ）細胞増殖抑制剤
（ｉｖ）他の抗浸潤剤
（ｖ）増殖因子機能阻害剤
（ｖｉ）抗増殖薬／抗腫瘍薬
（ｖｉｉ）生物応答調節剤
（ｖｉｉｉ）抗体
（ｉｘ）アンチセンス療法
（ｘ）遺伝子療法
（ｘｉ）免疫療法
【実施例】
【００５６】
　ＭＥＫ阻害剤１（図ではＭＥＫ１で示す）は、６－（４－ブロモ－２－クロロ－フェニ
ルアミノ）－７－フルオロ－３－メチル－３Ｈ－ベンゾイミダゾール－５－カルボン酸（
２－ヒドロキシ－エトキシ）－アミドである。本化合物は、国際公開ＷＯ０３／０７７９
１４号の実施例１０に記載されている。
【００５７】
　ＭＥＫ阻害剤２（図ではＭＥＫ２という）は、２－［（２－フルオロ－４－ヨードフェ
ニル）アミノ］－Ｎ－（２－ヒドロキシエトキシ）－１，５－ジメチル－６－オキソ－１
，６－ジヒドロピリジン－３－カルボキサミドである。本化合物を以下の方法で調製した
。
【００５８】
　工程ａ：メチル ２－（２－フルオロ－４－ヨードフェニルアミノ）－１，５－ジメチ
ル－６－オキソ－１，６－ジヒドロピリジン－３－カルボキシラートの調製
　２－フルオロ－４－ヨードベンゼンアミン（０．０５８ｇ、０．３１ｍｍｏｌ）のＴＨ
Ｆ（２ｍＬ）溶液に、リチウムビス（トリメチルシリル）アミド（０．５６ｍＬ、０．５
６ｍｍｏｌ、１Ｍヘキサン溶液）を窒素下－７８℃で滴下した。その反応混合物を－７８
℃で１時間撹拌した。次いで、メチル ２－クロロ－１，５－ジメチル－６－オキソ－１
，６－ジヒドロピリジン－３－カルボキシラート（０．０６０ｇ、０．２８ｍｍｏｌ）の
ＴＨＦ（１ｍＬ）溶液を滴下し、その反応混合物を－７８℃で２５分間撹拌した。その反
応混合物をＨ２Ｏの添加によりクエンチし、ｐＨを０．１ＭのＨＣｌで調整した後、Ｅｔ
ＯＡｃ及び飽和ＮａＣｌで希釈して層を分離した。水層をＥｔＯＡｃで逆抽出した（１回
）。一緒にしたＥｔＯＡｃ層を乾燥し（Ｎａ２ＳＯ４）、減圧下で濃縮した。フラッシュ
カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：ＥｔＯＡｃ＝２０：１）で精製して白色の結
晶性固体として純粋な所望の生成物０．０８６ｇ（８４％）を得た。MS ESI (+) m/z 417
 (M+1)を検出; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9.56 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.49 (d, 1H
), 7.36 (d, 1H), 6.43 (t, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 2.15 (s, 3H)。
【００５９】
　工程ｂ：２－（２－フルオロ－４－ヨードフェニルアミノ）－１，５－ジメチル－６－
オキソ－Ｎ－（２－（ビニルオキシ）エトキシ）－１，６－ジヒドロピリジン－３－カル
ボキサミドの調製
　メチル ２－（２－フルオロ－４－ヨードフェニルアミノ）－１，５－ジメチル－６－
オキソ－１，６－ジヒドロピリジン－３－カルボキシラート（０．５００ｇ、１．２０ｍ
ｍｏｌ）のＴＨＦ（６０ｍＬ）溶液に、Ｏ－（２－ビニルオキシ－エチル）－ヒドロキシ
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ルアミン（０．１４９ｇ、１．４４ｍｍｏｌ）を添加した。その溶液を０℃に冷却し、リ
チウムビス（トリメチルシリル）アミド（４．８１ｍＬ、４．８１ｍｍｏｌ）（１Ｍヘキ
サン溶液）を滴下した。その反応混合物を室温に温めた。１０分間撹拌した後、その反応
混合物を１ＭのＨＣｌの添加によりクエンチし、ＥｔＯＡｃと飽和ＮａＣｌ間で分配した
。その層を分離し、有機層を乾燥し（Ｎａ２ＳＯ４）、減圧下で濃縮して未精製の黄色固
体を得た。その固体を、精製せずに次の工程に使用した。
【００６０】
　工程ｃ：２－（２－フルオロ－４－ヨードフェニルアミノ）－Ｎ－（２－ヒドロキシエ
トキシ）－１，５－ジメチル－６－オキソ－１，６－ジヒドロピリジン－３－カルボキサ
ミドの調製
　未精製の２－（２－フルオロ－４－ヨードフェニルアミノ）－１，５－ジメチル－６－
オキソ－Ｎ－（２－（ビニルオキシ）エトキシ）－１，６－ジヒドロピリジン－３－カル
ボキサミド（０．５８５ｇ、１．２０ｍｍｏｌ）のエタノール（１０ｍＬ）溶液に、２Ｍ
のＨＣｌ（３ｍＬ）水溶液を添加した。その反応混合物を室温で４５分間撹拌した。その
反応混合物のｐＨを１ＭのＮａＯＨでｐＨ７に調整した。その反応混合物をＥｔＯＡｃ及
びＨ２Ｏで希釈した。有機層を分離し、飽和ＮａＣｌで洗浄した。一緒にした水層をＥｔ
ＯＡｃで逆抽出した（１回）。一緒にした有機層を乾燥し（Ｎａ２ＳＯ４）、減圧下で濃
縮した。シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：ＭｅＯＨ＝１
５：１）で精製して淡黄色固体として２－（２－フルオロ－４－ヨードフェニルアミノ）
－Ｎ－（２－ヒドロキシエトキシル）－１，５－ジメチル－６－オキソ－１，６－ジヒド
ロピリジン－３－カルボキサミド（０．４２１ｇ、２段階で７６％）を得た。MS ESI (+)
 m/z 462 (M+1)パターンを検出; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9.77 (s, 1H), 8.50 (s, 
1H), 7.47 (d, 1H), 7.36 (d, 1H), 6.43 (t, 1H), 4.04 (br s, 2H), 3.85 (br s, 1H),
 3.74 (br s, 2H), 3.29 (s, 3H), 2.14 (s, 3H)。
【００６１】
　実施例
　生物学的試験の手順
　以下の試験方法を、Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０と組み合わせて使用した際の
ＭＥＫ阻害剤の活性を示すために用いることができる。
【００６２】
　細胞浸潤
　Ｓｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０、ＭＥＫ阻害剤１、ＭＥＫ阻害剤２、並びに、Ｓ
ｒｃキナーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０とＭＥＫ阻害剤１又はＭＥＫ阻害剤２との組み合わせ
による、ＨＴ１０８０細胞の３Ｄマトリゲル及び３Ｄコラーゲン基質内への浸潤に対する
阻害能力を以下の方法で測定した。
【００６３】
　ＨＴ１０８０細胞は、１９７１年に３５歳の白人男性から単離したヒトの線維肉腫細胞
株である。使用したＨＴ１０８０細胞はオルダリーパーク(Alderley Park)にあるTissue 
Culture Unitから入手したものである。その細胞を１０％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）及び２
ｍＭのＬ－グルタミンを添加したダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で通常に培
養する。
【００６４】
　線維性コラーゲン又はマトリゲル（商標）基底膜の一方からなる、浸潤アッセイに使用
するマトリックス基質を以下のように調製した。
ｉ）線維性コラーゲン
コラーゲン溶液を、以下の成分を室温で穏やかに混合することによって調製した。
Ｖｉｔｒｏｇｅｎ１００（コラーゲンＩ型）：２ｍＬ
１０倍ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）：０．５２５ｍＬ
無菌水：２．９ｍＬ
０．１規定ＮａＯＨ：０．５ｍＬ
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の上部チャンバーに添加した。トランスウェルインサート（コーニング社（Corning Inor
porated）製）は「２４ウェル」プレートフォーマットであった。各インサートは８μｍ
の細孔径を有するポリカーボネート膜からなり、膜の直径は６．５ｍｍであった。次いで
、これを３７ｏＣで２４時間無菌環境内に放置した。
ｉｉ）マトリゲル（商標）
マトリゲルを一晩かけて冷蔵庫内の氷上で解凍した。８０μｌをトランスウェルインサー
ト（２４ウェルプレートフォーマット）の上部チャンバーに添加した。次いで、これを無
菌環境内で３７ｏＣで９０分間インキュベートした。
【００６５】
　細胞接着アッセイ
　ＨＴ１０８０細胞を、ＤＭＥＭ（０．２％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）＋Ｌ－グルタミン）
培地中で１×１０５細胞／ｍＬとなるように細胞分離液（シグマ（Sigma）社）を使用し
て再懸濁した。化合物量（適量として、ＭＥＫ１を０．１μＭ、ＭＥＫ２を０．０１μＭ
及びＡＺＤ０５３０を１μＭ）を一定分量（１ｍＬ）の細胞懸濁液に添加した。ジメチル
スルホキシド（ＤＭＳＯ）（０．１％）を一定分量（１ｍＬ）の細胞懸濁液に添加してコ
ントロールを得た。
【００６６】
　化合物量（０．０１、０．１及び１μＭ）又は０．１％ＤＭＳＯ（コントロール）を添
加したＤＭＥＭ（１０％ＦＣＳ＋Ｌ－グルタミン）７５０μｌをトランスウェルインサー
トの下部チャンバーに添加した。細胞懸濁液で処理した一定分量（１００μｌ）（１×１
０４細胞）のコントロール及び化合物をマトリゲル及びコラーゲン含有トランスウェルイ
ンサートの上部チャンバーに添加した。次いで、トランスウェルインサートを３７℃で７
２時間インキュベートした。
【００６７】
　細胞核は、トランスウェルインサートを０．５ｍＬのＤＭＥＭ（１０％ＦＣＳ＋Ｌ－グ
ルタミン）＋１０μＭのヘキスト（Hoechst）３３３４２（インビトロジェン（Invitroge
n）社製）を含有する２４ウェルプレートに浸漬することによって標識した。次いで、０
．５ｍＬのＤＭＥＭ（１０％ＦＣＳ＋Ｌ－グルタミン）＋１０μＭのヘキストを上部チャ
ンバーに添加した後、トランスウェルインサートを含有するプレートを無菌条件下で３７
ｏＣで３０分間インキュベートした。次いで、プレートを－２０ｏＣのメタノール中に室
温で１０分浸漬することによってトランスウェルを固定した後、トランスウェルを傾けて
（tipped）拭い、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中で２回洗浄した。次いで、それらを共焦
点顕微鏡システムで分析するまで、４℃のＰＢＳ中に保存した。
【００６８】
　共焦点及び画像分析
　Bio-Rad Radiance 2000多光子共焦点顕微鏡の２０倍対物レンズを使用して、コラーゲ
ン（又はマトリゲル）のゲル表面の細胞及びコラーゲン（又はマトリゲル）のゲル内の連
続する２０μｍ断面に位置する浸潤した細胞の光学画像が得られた。画像をイメージプロ
プラス（Image-Pro-Plus）画像分析ソフトウェアにインポートし、各光学的断層像の画素
を計算して各断層像における細胞数の相対値を得た。データをマイクロソフトのエクセル
にエクスポートし、特定の距離（例えば、６０～２００μｍ）を超えて又は特定の距離（
例えば、６０μｍ）に浸潤している試料当たりの、すべての光学的断層像中で計算した細
胞の全数を割合で示した。３通りの試料からの平均値±標準偏差を計算した。Ｓｒｃキナ
ーゼ阻害剤ＡＺＤ０５３０をＭＥＫ阻害剤１又は２の一方と組み合わせて使用した場合に
、ＭＥＫ阻害剤１又は２あるいはＡＺＤ０５３０のみを使用した場合に見られる活性より
も高い活性が示された。
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