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(57)【要約】
　本発明は、化学療法用組成物、該組成物を製造する方法、および腫瘍細胞のアポトーシ
スを誘発および／または腫瘍を阻止するための方法を記載する。該組成物は、薬学的担体
中の銀（Ｉ）などの細胞毒性金属と酒石酸などの掌性α－有機酸の金属配位錯体である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
薬学的担体中に少なくとも１つの細胞毒性金属および少なくとも１つの掌性α－有機酸の
金属配位錯体を含む組成物。
【請求項２】
前記細胞毒性金属が銀、白金、ゲルマニウム、ガリウム、ルテニウム、オスミウム、ロジ
ウム、イリジウム、またはこれらの混合物である、請求項１記載の組成物。
【請求項３】
前記掌性α－有機酸が酒石酸、リンゴ酸、または乳酸である、請求項１記載の組成物。
【請求項４】
前記掌性α－有機酸が酒石酸である、請求項１記載の組成物。
【請求項５】
前記掌性α－有機酸がＬ－（＋）－酒石酸である、請求項１記載の組成物。
【請求項６】
前記掌性α－有機酸が（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）－酒石酸である、請求項１記載の組成物。
【請求項７】
さらに、少なくとも１つのアミノ酸を含む、請求項１記載の組成物。
【請求項８】
前記アミノ酸がイソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、リジン、メチオニン、スレ
オニン、トリプトファン、バリン、アラニン、グリシン、アルギニン、ヒスチジン、ヒド
ロキシプロリン、γ－アミノ酪酸、アルパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタ
ミン酸、グルタミン、フェリルアラニン、プロリン、セリン、チロシン、またはこれらの
混合物である、請求項１記載の組成物。
【請求項９】
さらに、グルタミン酸を含む、請求項１記載の組成物。
【請求項１０】
さらに、少なくとも１つのＤＮＡ挿入剤、少なくとも１つの脈管形成阻止剤、または両者
を含む、請求項１記載の組成物。
【請求項１１】
前記金属配位錯体は、水溶性溶媒中で少なくとも１つの無機酸、少なくとも１つの界面活
性剤、少なくとも１つの掌性α－有機酸および少なくとも１つの金属塩を混合して形成さ
れる、請求項１記載の組成物。
【請求項１２】
前記薬学的担体中に銀（Ｉ）－掌性α－有機酸配位錯体を含む、請求項１記載の組成物。
【請求項１３】
前記銀（Ｉ）－掌性α－有機酸配位錯体の銀（Ｉ）は、コロイド状銀を含む、請求項１２
記載の組成物。
【請求項１４】
前記銀（Ｉ）－掌性α－有機酸配位錯体の銀（Ｉ）は、非コロイド状銀を含む、請求項１
２記載の組成物。
【請求項１５】
前記掌性α－有機酸は、酒石酸、リンゴ酸または乳酸である、請求項１２記載の組成物。
【請求項１６】
前記掌性α－有機酸がＬ－（＋）－酒石酸または（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）－酒石酸である
、請求項１２記載の組成物。
【請求項１７】
前記腫瘍細胞を請求項１記載の組成物と接触させることを含む、腫瘍細胞にアポトーシス
を誘発する方法。
【請求項１８】
前記方法は、前記腫瘍細胞を請求項１２記載の組成物と接触させることを含む、腫瘍細胞
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のアポトーシスを誘発する方法。
【請求項１９】
前記方法は、前記腫瘍細胞を請求項１６記載の組成物と接触させることを含む、腫瘍細胞
にアポトーシスを誘発する方法。
【請求項２０】
前記組成物は、さらにグルタミン酸を含む、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
前記方法は、有効量の請求項１の組成物を哺乳動物へ投与することを含む、哺乳動物の腫
瘍細胞の成長を阻止する方法。
【請求項２２】
前記方法は、有効量の請求項１２の組成物を哺乳動物へ投与することを含む、哺乳動物の
腫瘍細胞の成長を阻止する方法。
【請求項２３】
前記方法は、有効量の請求項１６の組成物を哺乳動物へ投与することを含む、哺乳動物の
腫瘍細胞の成長を阻止する方法。
【請求項２４】
有効量の請求項１記載の組成物を被検者に投与することを含む肝炎を治療する方法。
【請求項２５】
有効量の請求項１２記載の組成物を被検者に投与することを含む肝炎を治療する方法。
【請求項２６】
有効量の請求項１６記載の組成物を被検者に投与することを含む肝炎を治療する方法。
【請求項２７】
下記工程を含む、請求項１２記載の銀（Ｉ）掌性α－有機酸配位錯体を製造する方法；
（ａ）少なくとも１つの無機酸を水溶性溶媒に添加して、ｐＨ２．０またはそれ以下であ
る溶液を用意し、次いで、
（ｂ）工程（ａ）後の溶液に、少なくとも１つの界面活性剤を添加し、次いで、
（ｃ）工程（ｂ）後の溶液に、少なくとも１つの掌性α－有機酸を添加し、次いで、
（ｄ）工程（ｃ）後の溶液に、少なくとも１つの銀（Ｉ）塩を添加し、その際、掌性α－
有機酸と銀（Ｉ）塩からの塩（Ｉ）が相互作用して、銀（Ｉ）掌性α－有機酸錯体を形成
する。
【請求項２８】
水溶性溶媒中に存在する界面活性剤の量は、存在する銀（Ｉ）の量に対して等モル量より
大きくなく、かつ、水溶性溶媒中に存在する掌性α－有機酸の量は、存在する銀（Ｉ）の
量に対して等モル量の４倍より大きくない、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
前記界面活性剤はトリポリリン酸ナトリウムであり、無機酸はリン酸である、請求項２７
記載の方法。
【請求項３０】
前記掌性α－有機酸は酒石酸、リンゴ酸、乳酸またはこれらの混合物である、請求項２７
記載の方法。
【請求項３１】
工程（ｄ）後の組成物に、少なくとも１つのアミノ酸を添加する工程（ｅ）を含む、請求
項２７記載の方法。
【請求項３２】
少なくとも１つのアミノ酸は、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、リジン、メ
チオニン、スレオニン、トリプトファン、バリン、アラニン、グリシン、アルギニン、ヒ
スチジン、ヒドロキシプロリン、γ－アミノ酪酸、アスパラギン、アスパラギン酸、シス
テイン、グルタミン酸、グルタミン、フェリルアラニン、プロリン、セリン、チロシン、
またはこれらの混合物である、請求項３１記載の方法。
【請求項３３】
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下記工程を含む、請求項１記載の細胞毒性金属掌性α－有機酸配位錯体を製造する方法；
（ａ）少なくとも１つの無機酸を水溶性溶媒に添加して、ｐＨ２．０またはそれ以下であ
る溶液を用意し、次いで、
（ｂ）工程（ａ）後の溶液に、少なくとも１つの界面活性剤を添加し、次いで、
（ｃ）工程（ｂ）後の溶液に、少なくとも１つの掌性α－有機酸を添加し、次いで、
（ｄ）工程（ｃ）後の溶液に、少なくとも１つの細胞毒性金属を添加し、その際、掌性α
－有機酸と細胞毒性金属が相互作用して、細胞毒性金属掌性α－有機酸錯体を形成する。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００５年１月１１日出願の先の米国仮特許出願番号６０／６４２，８０５お
よび２００５年９月１３日出願の米国出願番号１１／２２５，５６５の優先権を主張し、
これらは本明細書中に参考として全体が導入される。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は受給者(recipient)にとって、好ましくは致命的、腐食性、および／または刺
激性でなく、そして好ましくはアポトーシスを生じることができる化学療法用薬剤に関す
る。本発明は固形および播種性腫瘍の両方における化学療法用薬剤として使用され得る。
【０００３】
　少量の金属の極微作用または抗菌作用は古くから公知であり、多くの金属配位錯体治療
薬の開発の基礎である。実際に、水銀（II）、カドミウム（II）、亜鉛（II）、ゲルマニ
ウム（II）、銅（II）、および銀（Ｉ）イオンなどの金属イオンが多くの感染症疾患の治
療において使用されている（Merluzzi, V.J.ら、Research Communications in Chemical 
Path. Pharmacol., 66, 425(1989); Slawson, R.M.ら、Plasmid, 27, 72(1992); Khurshi
d, H.Pak., J. Pharmacol. 13, 41(1996); Klasen, H.J. Burns, 26, 131(2000); Dibrov
, P.ら、A.A.C., 46, 2668(2002); Richard(III), J.W.ら、J. Burns and Surg. Wound C
are, 1, 11(2002)）（非特許文献１～６）。
【０００４】
　重金属の抗菌性薬剤としての使用のほかに、これらは化学療法用化合物の設計にも使用
されている。癌などの細胞増殖性疾患に対する現在の治療は、ＤＮＡ複製および細胞分割
を阻止する金属配位錯体を使用する。臨床的に有利であると証明されている細胞毒性薬剤
のもっとも優れ、かつ、将来有望なファミリーとしては重金属である白金を使用するもの
がある（Pil,P., & Lippard, S.in Encyclopedia of Cancer, ed. Bertino, J. R. (Acad
emic Press San Diego), pp.392-410(1997); Jakupec, M.ら、Rev. Physiol. Biochem. P
harmacol., 146, 1(2003)）（非特許文献７～８）。このファミリーに属する最も活性で
、かつ広域スペクトルの化学療法用薬剤の１つとしてはシスプラチン、シス－ヂアミンジ
クロロプラチナム（II）があり、これは精巣癌および卵巣癌などの上皮悪性腫瘍を治療す
るために使用されている（Pil.P., & Lippard. S. in Encyclopedia of Cancer ed. Bert
ino, J.R.(Academic Press, San Diego), pp.392-410 (1997); Jakupec, M., ら、Rec. P
hysiol. Biochem. Pharmacol., 146, 1(2003)）（非特許文献９～１０）。抗腫瘍剤のよ
うな思いもよらない発見に続いて、カルボプラチンなどの白金を使用する他の有用な化学
療法用薬剤もまた開発されている（Pil,P., & Lippard, S.in Encyclopedia of Cancer, 
ed. Bertino, J. R. (Academic Press San Diego), pp.392-410(1997)）（非特許文献１
１）。これらの興味が大きくなるにつれて、他の金属配位錯体も検討されている。このよ
うな金属の例としては、金、チタン、銅、イリジウム、およびロジウムがある（Haiduc. 
I., & Silvestru, C. In Vivo, 3, 285(1989); Caruso, F.ら、J. Med. Chem., 43, 3665
-(2000); Caruso, F.ら、J. med. Chem., 46, 1737(2003)）（非特許文献１２～１４）。
【０００５】
　イオン性銀物質は、銀が低濃度では毒性、突然変異性または発癌性を有していず、他の
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金属に比べて優れた臨床寛容性を示す事実により、人気が再びよみがえっている（Furst,
 A, & Schlauder M. J. Environ. Pathol. Toxicol., 1, 51(1987); Pedahzure, R., ら
、Wat. Sci. Tech., 31, 123(1995); Demerec, M.ら、Am. Nat., 85, 119(1951); Rossma
n, T. G., & Molina, M. Environ. Muagen., 8, 263(1986); Nishioka, H. Mutal. Res.,
 31, 185(1987)）（非特許文献１５～１９）。さらに、全ての生物中に存在する偏在性メ
タロチオネインは、金属チオレート・クラスタ構造の銀および他の金属と結合する性質を
示し、体内に入る必須および非必須微量金属を輸送、貯蔵および解毒する（Stillman, M.
J.ら、Metal-Based Drugs, 1, 375(1994)）（非特許文献２０）。
【０００６】
　投与された銀の量およびその化学形態が種々の体内組織への銀の分布を決定する。一度
、吸収されると、銀は肝臓を通って初回通過効果を生じ、胆汁中へ分泌され、組織への全
身的分布を減少させる（ＡＴＳＤＲ．(1990)、銀における毒物学的性質）。これはオンラ
イン：wwwdotastsdrdotcdcdotgov/toxprofiles/tp146-pdotpdfから入手可能である。ヒト
の長時間、高濃度銀への慢性的露呈から生じる唯一公知である状態とは、銀中毒、持続的
青灰色変色となる皮膚の良性状態である。銀中毒で観察される唯一の臨床効果は、審美的
効果であり、銀沈着から生じる病理学的変化または炎症性反応は存在しない（ＩＲＩＳ(1
987)、Silver）。これはオンライン：wwwdotepadotgov/iris/subst/0099dothtmから入手
可能である。銀アルスフェナミンの静脈注射を受けた患者によると、銀中毒におけるＬＯ
ＡＥＬ（最低観察副作用濃度）は、０．０１４ｍｇ／ｋｇ／日であると測定された（ＩＲ
ＩＳ．(1987)、Silver）。オンライン：wwwdotepadotgov/iris/subst/0099dothtm.（上記
インターネットアドレスは「．」を「dot」に置き換えているから、書かれたアドレスは
ハイパーリンクとして実行可能でない。）
【０００７】
　２００４年６月１４日出願の米国特許出願番号１０／８６７，２１４（本明細書中に参
考として全体を導入する）は、化学療法薬剤および抗菌剤として、有機金属錯体の使用を
記載する。ここに記載される技術は、一般的に２つの成分の組合せに関する。第１成分は
米国特許第６，２４２，００９号（特許文献１）および第６，６３０，１７２号（特許文
献２）（本明細書中に参考として全体を導入する）に記載されるように、有機（Ｒ）金属
（Ｍ）錯体（Ｒ－Ｍ）である。このＲ－Ｍ錯体は、補助因子を減少させる媒体を経由して
、１つまたは複数の活性酸素種（ＲＯＳ）を発生するための系と結合され得る。好ましく
は、細菌および／または癌性または前癌性細胞の破壊に非常に効果的である相乗効果を生
じる組合せとする。この組成物は、室温で水溶液中に金属塩化合物と無機酸を混合して、
溶液のｐＨを調整し、混合物を均質化しながら所定の金属の原子価に対して特定量のアミ
ノ酸または酒石酸カリウムナトリウムを添加し、そしてＲＯＳ発生系を添加する。その使
用に応じて、次いで、得られた溶液を直接に使用するか、あるいは蒸留水および／または
脱イオン水などの水溶液で希釈して、必要な細胞毒性および殺菌活性を提供する。米国出
願番号１０／８６７，２１４の発明は、ＲＯＳと組み合わせてＲ－Ｍ錯体を製造する方法
で調製され得る。より具体的には、引用された発明はまず、米国特許第６，２４２，００
９号および第６，６３０，１７２号（本明細書中に参考として全体を導入する）に記載さ
れる方法でＲ－Ｍ錯体を調製して製造し得る。錯体のＲ部分はイソロイシン、フェニルア
ラニン、ロイシン、リジン、メチオニン、スレオニン、トリプトファン、バリン、アラニ
ン、グリシン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、
グルタミン酸、グルタミン、フェリルアラニン、プロリン、セリン、チロシン、またはこ
れらの混合物などのアミノ酸または酒石酸カリウムナトリウムを示す。Ｍである錯体の他
の部分に関して、Ｍは少なくとも１つの１価または多価金属イオンまたはカチオンを示し
、これは抗癌性および／または少なくとも１つの微生物に対して殺菌性である。好ましく
は、金属イオンは抗癌性および／または多数の微生物に対して殺菌性である。金属イオン
の例としては、コロイド状銀を含む銀のカチオン、銅、亜鉛、水銀、マンガン、クロム、
ニッケル、カドミウム、ヒ素、コバルト、アルミニウム、鉛、鉄、ロジウム、イリジウム
、セレン、白金、金、チタン、スズ、バリウム、ビスマス、バナジウム、鉄、ストロンチ
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ウム、アンチモン、およびこれらの塩など、およびこれらの組合せが挙げられるが、これ
らに限定されない。
【０００８】
　ＲＯＳの生成速度は、単独で進行させてもよく、または酵素／補酵素または触媒／補助
因子などの化合物のような速度増加剤の使用により増大させてもよい。一般的に、補酵素
は金属触媒と接触し、還元させることができる。還元された金属触媒は、次いで、通常、
電子の寄与によりＲＯＳ発生種からＲＯＳの製造を促進するように機能する。多くの還元
型補助因子／補酵素が使用される。より具体的には、補酵素（還元体）、ニコチンアミド
・アデニン・ジヌクレオチオド（ＮＡＤＨ）、ニコチンアミド・アデニン・ジヌクレオチ
オホスフェート（ＮＡＤＰＨ）および／またはフラビン・アデニン・ジヌクレオチド（Ｆ
ＡＤＨ）が特に電子担体として効果的である。同様に、ＲＯＳを発生することが可能であ
る酸化型金属触媒／補助因子も使用され得る。より具体的には、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆ
ｅ３＋、Ｋ＋、Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｍｏ、Ｎｉ２＋、Ｓｅ、および／またはＺｎ２＋が
特に効果的な触媒である。これらの触媒は純粋な形態で使用してもよく、または塩と併用
してもよく、次いで、溶媒中へ導入する。ＲＯＳを製造する１つの方法は、ヒドロキシル
・ラジカルを生成するＨ２Ｏ２（過酸化水素）の分解により行う。
【０００９】
　現在の癌治療は、細胞分割およびＤＮＡ複製を阻止する細胞毒性重金属を使用する。た
とえ、種々の頑強な方法および技術が癌と戦うために使用されていても、癌治療に関連す
る氾濫する警告や種々の困難が存在する。今日、癌治療は化学療法、放射線、ホルモン治
療、免疫治療、および抗血管形成薬との組合せの複数の方法によるアプローチに関与する
。他方、手術は疾患組織の大部分を切除することに関連する。手術は例えば、乳房、大腸
、および皮膚のある部位に位置する固形腫瘍を切除するのに時には有効であるが、背骨な
どの他の領域に位置する腫瘍の治療または白血病などの播種性新生物の状態の治療には使
用できない。もしも、原発腫瘍の部分が切除され得ないか、または転移したと考えられる
なら、活性な分裂細胞を標的として、残りの癌性細胞を殺傷するために全身薬剤治療を行
う。
【００１０】
　効果的な治療はこれらの薬剤を癌性腫瘍の部位へ輸送する特異性の欠如および困難性に
よって妨害されるという、金属系癌性化合物に関連する困難性が存在する。腫瘍細胞にお
ける細胞毒性剤の特異性欠如および正常組織へ帰着した毒性は、そのアポトーシス効果の
さらなる活用を妨害する。これは固形新生物の血液療法薬剤および細胞毒性薬剤を使用す
る場合、特に真実である。なぜなら、新生物細胞の領域間内では、毛細血管のネットワー
クがこのような薬剤にとって非常に小さすぎて送達されない（Jain, R.K. Cancer Metast
asis Rev., 9, 253(1990); Forbes, N.S.ら、Cancer REs., 63 5188(2003); Znati, C.A.
ら、Clin. Cancer Res., 9, 5508(2003); Jain R.K. Nat. Med., 9, 685(2003); Jain, R
., & Booth, M.F. J.Clin. Invest., 112, 1134(2003); Jain, R.K. in Clinical Oncolo
gy, eds. Abeloff, M., Armitage, J., Niederhuber, J., Kastan, M., McKnna, W., 3rd
 ed., (Elsevier, Philadelphia), pp. 153-172(2004)）（非特許文献２１～２６）。こ
れらの領域は一般的に乳房、頭および首、膵臓、胃、卵巣、頚部、肺および前立腺の腫瘍
に関与するものなど、ほとんどの重要なタイプの固形腫瘍に存在する。
【００１１】
　これに加えて、このような薬剤の連続的、長期使用に抵抗を示す患者の問題がある。尿
細管の壊死、血小板減少症、貧血、吐き気、耳鳴り、視野の減少、末梢性および自律性神
経障害、蕁麻疹、紅斑、顔面浮腫、血球減少、悪液質、脱毛症、および血管性浮腫、およ
び肺、生殖、および内分泌に関連する他の多くのもの、および特に高濃度での心停止を含
む多くの副作用（そのうちのいくつかは不可逆的である）がシスプラチンには存在する（
Slapak, C.A., & Kufe, D.W. in Harrison's Principles of Internal Medicine, ed. Is
selbacker K.J. 14th ed. (McGraw-Hill, New York), pp.523-537 (1998); Sweetman, S.
C. Martindale: the Complete Drug Reference, 3rd ed., (Pharmaceutical Press, Lond
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on-Chicago), pp.525-527(2002)）（非特許文献２７～２８）。これらの誘発された副作
用は有意に患者の生活の質に影響し、しばしば、患者の治療法へのコンプライアンスに飛
躍的に影響を与える。これらの合併症は主要な用量規制毒性であり、患者の入院および痛
み軽減のための鎮痛の原因となる。
【００１２】
　さらに、化学療法用薬剤の設計上の２つの主要な問題、すなわち、正常細胞と腫瘍細胞
を区別する化学療法用薬剤の選択性の不足、および薬剤耐性腫瘍の一般的な発生を克服す
るために新規な方法が必要である。細胞毒性薬剤は襲撃に抵抗できるこれらの細胞のみを
選択するが、一方、抵抗細胞は影響されないまま残存する。結果として、これは指定され
た薬剤の完全な臨床上の有効性を取り除くであろう。現状を考えると、これらの障害を回
避できる細胞毒性薬剤を開発する早急の必要性が存在している。したがって、このような
分子の設計において中心的教義(central tenets)は、毒性の制御と特定癌性細胞に対する
金属の標的化である。
　したがって、上記不利な点を克服することができる新しい世代の化学療法用薬剤を開発
および設計する早急の必要性が存在する。
【特許文献１】米国特許第６，２４２，００９号
【特許文献２】米国特許第６，６３０，１７２号
【非特許文献１】Merluzzi, V.J.ら、Research Communications in Chemical Path. Phar
macol., 66, 425(1989)
【非特許文献２】Slawson, R.M.ら、Plasmid, 27, 72(1992)
【非特許文献３】Khurshid, H.Pak., J. Pharmacol. 13, 41(1996)
【非特許文献４】Klasen, H.J. Burns, 26, 131(2000)
【非特許文献５】Dibrov, P.ら、A.A.C., 46, 2668(2002)
【非特許文献６】Richard(III), J.W.ら、J. Burns and Surg. Wound Care, 1, 11(2002)
【非特許文献７】Pil,P., & Lippard, S.in Encyclopedia of Cancer, ed. Bertino, J. 
R. (Academic Press San Diego), pp.392-410(1997)
【非特許文献８】Jakupec, M.ら、Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol., 146, 1(2003)
【非特許文献９】Pil.P., & Lippard. S. in Encyclopedia of Cancer ed. Bertino, J.R
.(Academic Press, San Diego), pp.392-410 (1997)
【非特許文献１０】Jakupec, M., ら、Rec. Physiol. Biochem. Pharmacol., 146, 1(200
3)
【非特許文献１１】Pil,P., & Lippard, S.in Encyclopedia of Cancer, ed. Bertino, J
. R. (Academic Press San Diego), pp.392-410(1997)
【非特許文献１２】Haiduc. I., & Silvestru, C. In Vivo, 3, 285(1989)
【非特許文献１３】Caruso, F.ら、J. Med. Chem., 43, 3665-(2000)
【非特許文献１４】Caruso, F.ら、J. med. Chem., 46, 1737(2003)
【非特許文献１５】Furst, A, & Schlauder M. J. Environ. Pathol. Toxicol., 1, 51(1
987)
【非特許文献１６】Pedahzure, R., ら、Wat. Sci. Tech., 31, 123(1995)
【非特許文献１７】Demerec, M.ら、Am. Nat., 85, 119(1951)
【非特許文献１８】Rossman, T. G., & Molina, M. Environ. Muagen., 8, 263(1986)
【非特許文献１９】Nishioka, H. Mutal. Res., 31, 185(1987)
【非特許文献２０】Stillman, M.J.ら、Metal-Based Drugs, 1, 375(1994)
【非特許文献２１】Jain, R.K. Cancer Metastasis Rev., 9, 253(1990)
【非特許文献２２】Forbes, N.S.ら、Cancer REs., 63 5188(2003)
【非特許文献２３】Znati, C.A.ら、Clin. Cancer Res., 9, 5508(2003)
【非特許文献２４】Jain R.K. Nat. Med., 9, 685(2003)
【非特許文献２５】Jain, R., & Booth, M.F. J.Clin. Invest., 112, 1134(2003)
【非特許文献２６】Jain, R.K. in Clinical Oncology, eds. Abeloff, M., Armitage, J
., Niederhuber, J., Kastan, M., McKnna, W., 3rd ed., (Elsevier, Philadelphia), p
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p. 153-172(2004)
【非特許文献２７】Slapak, C.A., & Kufe, D.W. in Harrison's Principles of Interna
l Medicine, ed. Isselbacker K.J. 14th ed. (McGraw-Hill, New York), pp.523-537 (1
998)
【非特許文献２８】Sweetman, S.C. Martindale: the Complete Drug Reference, 3rd ed
., (Pharmaceutical Press, London-Chicago), pp.525-527(2002)
【発明の開示】
【００１３】
　本発明によれば、腫瘍細胞にアポトーシスを誘発し、かつ、腫瘍ができた動物を治療す
るための新規な組成物および方法が提供される。１つの広い態様では、本発明は薬学的担
体中に少なくとも１つの細胞毒性金属と少なくとも１つの掌性α－有機酸の金属配位錯体
を含む組成物に関する。本発明のこの態様は、さらに、下記特定の非制限態様を含んでい
てもよい；細胞毒性金属は銀、白金、ゲルマニウム、ガリウム、ルテニウム、オスミウム
、ロジウム、イリジウムまたはこれらの混合物である。掌性α－有機酸は酒石酸、リンゴ
酸または乳酸であり、特に酒石酸、より具体的には、Ｌ－（＋）－酒石酸または（２Ｒ，
３Ｒ）－（＋）－酒石酸である。
【００１４】
　他の広い態様では、本発明は薬学的担体中に銀（Ｉ）－掌性α－有機酸配位錯体を含む
組成物に関する。本発明のこの態様は、さらに下記特定の非制限態様を含んでいてもよい
：金属配位錯体は、水溶性溶媒中で少なくとも１つの無機酸、少なくとも１つの界面活性
剤、少なくとも１つの掌性α－有機酸、および少なくとも１つの金属塩を混合して、ｐＨ
２．０またはそれ以下のｐＨ条件で形成される。水溶性溶媒中に存在する界面活性剤の量
は、細胞毒性金属の量に対して、等モル量より大きくない。水溶性溶媒中に存在する掌性
α－有機酸の量は、細胞毒性金属の量に対して等モル量の４倍より大きくない。界面活性
剤はイオン性界面活性剤または非イオン性界面活性剤であり、例えば、トリポリリン酸ナ
トリウムである。無機酸は、例えばリン酸である。金属配位錯体は、まず、水溶性溶媒に
無機酸を添加し、次いで、界面活性剤を添加し、次いで、掌性α－有機酸を添加し、そし
て、次いで、金属塩を添加することによって形成される。銀（Ｉ）－掌性α－有機酸配位
錯体の銀（Ｉ）は、非コロイド形態またはコロイド形態であってよい。掌性α－有機酸は
、酒石酸、リンゴ酸または乳酸であり、特に、酒石酸であり、より具体的には、Ｌ－（＋
）－酒石酸または（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）－酒石酸である。さらに、組成物は少なくとも
１つのアミノ酸を含む。より具体的には、組成物はさらに、例えば、イソロイシン、フェ
ニルアラニン、ロイシン、リジン、メチオニン、スレオニン、トリプトファン、バリン、
アラニン、グリシン、アルギニン、ヒスチジン、ヒドロキシプロリン、γ－アミノ酪酸、
アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グルタミン、フェリルアラ
ニン、プロリン、セリン、チロシン、またはこれらの混合物から選択される少なくとも１
つのアミノ酸を含む。より具体的には、組成物はさらに、グルタミン酸を含む。組成物は
また、少なくとも１つのＤＮＡ挿入剤および／または少なくとも１つの脈管形成阻止剤を
含む。
【００１５】
　他の広い態様では、本発明は腫瘍細胞中にアポトーシスを誘発する方法および／または
哺乳動物の腫瘍細胞の成長を阻止する方法に関し、該方法は細胞毒性金属と少なくとも１
つの掌性α－有機酸の少なくとも１つの金属配位錯体を含む組成物を腫瘍細胞に投与また
は接触させることを含む。本発明のこの態様は、さらに下記特定の非制限態様を包含する
：掌性α－有機酸は、例えば、酒石酸、リンゴ酸、乳酸またはこれらの混合物、および特
に、酒石酸であり、より具体的には、Ｌ－（＋）－酒石酸または（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）
酒石酸である。細胞毒性金属は、銀、白金、ゲルマニウム、ガリウム、ルテニウム、オス
ミウム、ロジウム、イリジウムまたはこれらの混合物であり、そして、特に、銀（Ｉ）で
ある。該方法に使用される組成物は、さらに銀配位を向上させる少なくとも１つのアミノ
酸など、例えば、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、リジン、メチオニン、ス
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レオニン、トリプトファン、バリン、アラニン、グリシン、アルギニン、ヒスチジン、ヒ
ドロキシプロリン、γ－アミノ酪酸、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グル
タミン酸、グリタミン、フェリルアラニン、プロリン、セリン、チロシン、およびこれら
の混合物などの他の添加物を含み、例えば、該組成物はさらにグルタミン酸を含む。
【００１６】
　他の広い態様では、本発明は腫瘍細胞中にアポトーシスを誘発する方法および／または
哺乳動物で腫瘍細胞の成長を阻止する方法に関し、該方法はイオン性銀と少なくとも１つ
の掌性α－有機酸を含む少なくとも１つの銀（Ｉ）配位錯体を含む有効量の組成物を哺乳
動物に投与することを含む。本発明のこの態様は、さらに下記特定の非制限態様を含む：
掌性α－有機酸は酒石酸、リンゴ酸、乳酸またはこれらの混合物であり、そして、特に、
酒石酸であり、より具体的には、Ｌ－（＋）－酒石酸または（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）－酒
石酸である。該方法に使用される組成物は、さらに銀配位を向上させる少なくとも１つの
アミノ酸など、例えば、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、リジン、メチオニ
ン、スレオニン、トリプトファン、バリン、アラニン、グリシン、アルギニン、ヒスチジ
ン、ヒドロキシプロリン、γ－アミノ酪酸、アスパラギン、アスパラギン酸、システリン
、グルタミン酸、グリタミン、フェリルアラニン、プロリン、セリン、チロシン、および
これらの混合物などの他の添加物を含み、例えば、該組成物はさらにグルタミン酸を含む
。特定の非制限例としては、もしもグルタミン酸を錯体の調製に使用する場合、組成物を
哺乳動物に投与して、腫瘍細胞を銀（Ｉ）配位錯体中の濃度が約０．４８８μｇ／ｍｌよ
り小さく、または約１５．６２５μｇ／ｍｌより大きい銀に露呈する。特定の非制限例と
しては、もしもグルタミン酸を錯体の調製に使用しない場合、組成物は哺乳動物に投与し
て、銀（Ｉ）配位錯体中の濃度が約３．９０６μｇ／ｍｌより大きい銀に露呈する。
【００１７】
　他の広い態様では、本発明は、（ａ）水溶性溶媒に少なくとも１つの無機酸を添加して
、ｐＨ２．０またはそれ以下の溶液を用意し、次いで、（ｂ）工程（ａ）後の溶液に界面
活性剤を添加し、次いで、（ｃ）工程（ｂ）後の溶液に少なくとも１つの掌性α－有機酸
を添加し、次いで、（ｄ）工程（ｃ）後の溶液に銀（Ｉ）塩を添加し、その際、掌性α－
有機酸と銀（Ｉ）塩の銀（Ｉ）を相互作用させて、銀（Ｉ）掌性α－有機酸錯体を形成す
る工程を含む銀（Ｉ）掌性α－有機酸配位錯体の製造方法に関する。本発明のこの態様は
、さらに、下記特定の非制限態様を包含する：水溶性溶媒中に存在する界面活性剤の量は
、好ましくは、存在する銀の量に対して等モル量よりも大きくない。水溶性溶媒中に存在
する掌性α－有機酸の量は、好ましくは、存在する銀の量に対して等モル量の４倍より大
きくない。界面活性剤はイオン性界面活性剤または非イオン性界面活性剤であり、特に、
トリポリリン酸ナトリウムである。無機酸は、例えばリン酸である。掌性α－有機酸は酒
石酸、リンゴ酸、乳酸またはこれらの混合物であり、そして、特に酒石酸であり、より具
体的には、Ｌ－（＋）－酒石酸または（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）－酒石酸である。銀（Ｉ）
塩は硝酸銀である。
【００１８】
　他の広い態様では、銀は肝臓中の初回通過効果を生じて、胆汁中へ分泌されるから（Ａ
ＴＳＤＲ．(1990)、Silverにおける毒物学的性質）、（これはオンラインwww.atsdr.cdc.
gov/toxprofiles/tp146-p.pdf.から入手可能である。）本発明は全タイプの肝炎治療に使
用され得る。
【００１９】
　本発明の別な態様と利点は、以下の説明で部分的に開示され、そして、その説明から部
分的に明らかになるか、または本発明の実施によって学習されるであろう。本発明の目的
と他の利点は、その説明および添付される特許請求の範囲に、特に指摘される要件および
その組合せによって実現および達成されるであろう。
【００２０】
　先の一般的な議論および以下の議論は、本質的に説明および例として考えられ、特許請
求されるように、本発明の更なる利点をもたらすことが単に意図されると解釈されるべき
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である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　本発明は、一般的には、有機酸またはその塩が中心性銀（Ｉ）原子へ配位結合を形成す
ることができる無機銀（Ｉ）配位錯体の形成に関する。これらの錯体は、固形および播種
性腫瘍に起因する癌性または前癌性細胞の破壊に大いに効果がある化学療法用薬剤として
非常に効果的である。細胞毒性の機構は、好ましくはアポトーシスを経由している。アポ
トーシスは細胞サイクル機構の遺伝的チェックポイントが損なわれたときに生じて、細胞
の収縮、膜小疱形成、染色質の分解およびその溶解（核溶解）、核凝縮、ヌクレオソーム
間ＤＮＡ断片化、チトクロームｃの放出を伴うミトコンドリア分解となる。これはカスペ
ース・カスケード、または小さな膜包囲断片への細胞骨格の細胞破壊および切断の活性化
の中心である（Darzynkiewicz, Z.ら、Hum. Cell, 1, 3 (1998); Ferreira, C.ら、Clin.
 Cancer Res., 8, 2024 (2002)）。
【００２２】
　一般的には、本発明は、ヒドロキシル基（－ＯＨ）がカルボキシル基（－ＣＯＯＨ）に
直接に隣接する炭素原子上に存在する、一般構造式：Ｒ－ＣＨＯＨ－ＣＯＯ（Ａｇ）（式
中、Ｒはアルキル基を示す）を有する非対称または掌性α－有機酸を使用する無機銀（Ｉ
）配位錯体の形成に依存する。定義によれば、非対称または掌性分子とは、４つの異なる
基に結合した１つのｓｐ３混成炭素原子を含む分子である。無機銀（Ｉ）配位錯体は、蒸
留脱イオン水などの水溶性環境、リン酸などの無機酸、トリポリリン酸ナトリウムなどの
界面活性剤、酒石酸などの掌性α－有機酸および硝酸銀などの銀（Ｉ）塩から形成する。
この混合物は水溶液に添加して、好適な化学療法用薬剤を形成する。
【００２３】
　溶液の調製に使用される界面活性剤および掌性α－有機酸の量は、使用される界面活性
剤および掌性α－有機酸によって異なり得る。好ましくは、銀（Ｉ）に対して、界面活性
剤および掌性α－有機酸の等モル量の等（１．０）倍および４（１．０）倍より大きくな
く、それぞれ使用されるべきであり、そして、銀（Ｉ）の化学量論的量の少なくとも１０
分の１（０．１）および１倍半（１．５）を使用すべきである。
【００２４】
　本発明の無機銀（Ｉ）配位錯体は、好ましくは低ｐＨ条件（例えば、酸性条件）、好ま
しくはｐＨ２．０またはそれ以下のｐＨ条件のもとに錯体を形成することによって達成さ
れる。
【００２５】
　化学療法用処方を含む無機銀（Ｉ）配位錯体は、水溶性媒体中の少なくとも１つの無機
酸を用意し、次いで、その指定された量の界面活性剤と掌性α－有機酸を添加し、そして
、最後に銀（Ｉ）塩を溶解させて調製し得る。ここで提供された組成物は、より複雑な１
つの錯体および／または複数の錯体をともに生成する種々の錯体から調製してもよい。無
機銀（Ｉ）配位錯体の調製に使用される界面活性剤および掌性α－有機酸の量は、異なっ
ていてもよい。好ましくは、銀（Ｉ）に対して、等倍（１．０）および４倍（４．０）よ
り大きくない界面活性剤および掌性α－有機酸がそれぞれ使用される。塩の形態など、銀
（Ｉ）のいかなる原料も本発明で使用され得る。コロイド状銀も使用され得る。
【００２６】
　好ましくは、銀が本発明の調製において使用される。けれども、白金、ゲルマニウム、
ガリウム、ルテニウム、オスミウム、ロジウム、イリジウムおよびこれらの混合物などの
細胞毒性活性を示すことが公知である他の金属も使用され得る。
【００２７】
　本発明の無機銀（Ｉ）配位錯体は、好ましくは、少なくとも１つの無機酸、界面活性剤
、掌性α－有機酸および１つの銀塩化合物から調製され得る。本発明の無機銀（Ｉ）配位
錯体を製造する好ましい方法では、好ましくは、蒸留脱イオン水などの水溶性溶媒の存在
下に無機酸を添加し、この溶液に室温（例えば、２０～３０℃）で界面活性剤、掌性α－
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有機酸、銀塩を添加し、好ましくは、その間、混合物を均一化させる。この調製は、好ま
しくは、約２．０またはそれ以下などの低ｐＨ条件下に行う。得られた溶液は次いで、さ
らに水溶液で希釈するか、あるいは他の添加剤を添加して、本発明の化学療法用組成物を
生成することができる。このような水溶液の例としては、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ
）、ジメチルスルフォキシド（ＤＭＳＯ）、または製薬業界で一般に使用される他の生理
学的緩衝液がある。これらは、好ましくは、本発明の化学療法用組成物を生成するような
用途に認められている。水溶性媒体の化学組成物の添加を繰り返すことは、好ましくは、
上記した方法で行われる。すなわち、無機酸、次いで界面活性剤、掌性α－有機酸、そし
て最後に銀塩を添加し、溶液から銀が沈殿し、その化学療法効果をなくする危険を減少さ
せるために、混合を緩やかに行う。他の添加順序も使用され得る。
【００２８】
　無機酸については、いかなる無機酸も使用され得る。好ましくは、無機酸はリン酸など
である。１つ以上の無機酸が使用され得る。界面活性剤については、いかなるイオン性お
よび非イオン性界面活性も使用され得る。製薬業界で使用されるものなど、無害であると
考えられる界面活性剤、例えば、トリポリリン酸ナトリウムなどを使用してもよいと考え
られる。
【００２９】
　いかなる１つまたは複数の掌性α－有機酸も使用され得る。使用され得る掌性α－有機
酸の例としては、好ましくは酒石酸、リンゴ酸、乳酸、およびこれらの誘導体およびこれ
らの混合物が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３０】
　さらに、銀配位を高めるためにアミノ酸を添加することができる。アミノ酸の例として
は、イソロイシン、フェニルアラニン、ロイシン、リジン、メチオニン、スレオニン、ト
リプトファン、バリン、アラニン、グリシン、アルギニン、ヒスチジン、ヒドロキシプロ
リン、γ－アミノ酪酸、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グ
ルタミン、フェリルアラニン、プロリン、セリン、チロシンおよびこれらの誘導体および
これらの混合物などのα－アミノ酸が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３１】
　数種のＤＮＡ挿入剤、酵素トポイソメラーゼＩおよびトポイソメラーゼIIを害する能力
を付随しているものなども使用され得る。これらはＤＮＡ転写および複製、およびＤＮＡ
高次コイル化制御中に位相的状態の相互変換の原因となる。トポイソメラーゼＩ毒素の例
としては、プロトベルベリン・アルカロイドおよびその合成類似体、コラリン、ベンゾフ
ェナンスリジンアルカロイド、ニチジン(LaVoie, E.J.,ら、The Second Monroe Wall Sym
posium on Biodiversity, Natural Product Discovery and Biotechnology, Simon Boliv
ar University, Caracas, Venezuela, January 7-9(1998); Makheyら、Bioorg. & Med. C
hem., 4, 781(1996); Makheyら、Med. Chem. Res., 5, 1(1995);およびJaninら、J. Med.
 Chem., 18, 708(1975))、ならびに真菌代謝産物、ブルガレイン(Fujiiら、J. Biol. Che
m., 268, 13160(1993))、カンプトテシンおよびその誘導体、トポテカンおよびイリノテ
カンなど、ビ－およびターベンズイミダゾール(Bailly, C., CMC, 7, No.1, 39(2000); K
imら、J. Med. Chem., 1996, 39, 992(1996); Sunら、J. Med. Chem., 1995, 38, 3638(1
995);およびChenら、Cancer Res., 53, 1332(1993))、インドロカルバゾール誘導体(Bail
ly, C., CMC, 7, No.1, 39(2000)；およびYamashitaら、Biochemistry, 31. 12069(1992)
、およびセイントピン(Yamashitaら、Biochemistry, 30, 5838(1991))が挙げられる。他
のトポイソメラーゼI毒素としては、β－ラパコン、ジオスピリン、トポスタチン、トポ
スチン、ファボノイド、ヘキスト３３２５８など、およびこれらの混合物がある。トポイ
ソメラーゼII毒素としては、テニポシドまたはエピポドフィルロ毒素、ＶＰ－１６および
ＶＭ－２６、およびポドフィロ毒素－アクリジン共役体－ｐＡＣＲ６およびｐＡＣＲ８(R
othenborg-Jensenら、Anti-Cancer Drug Design, 16, 305(2001))など、およびこれらの
混合物がある。
【００３２】
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　本発明のある態様としては、例えば、通常の量のアンジオスタチン（O'Reillly　M.,ら
、Cell, 79, 315(1994)））およびエンドスタチン（O'Reilly, M.,ら、Cell, 88, 1(1997
)）、またはこれらの混合物などの血管形成阻止薬が挙げられる.
【００３３】
　組成物は種々のタイプの調剤機器を経て、ビン詰めまたは包装されて、さらにその有用
性を増すことができる。当業者にとって包装の他の形態は自明である。包装材料に関して
、その材料は好ましくは透明なガラス容器で作られるべきである。
【００３４】
　本明細書中に記載される錯体は、制御された放出メータリング機器を経て投与すること
ができる。この方法と装置としては、生分解性ポリマー、リポソーム、糖、抗体、シリン
ッジ、輸液装置などが挙げられる。
【００３５】
　本発明のさらに別の好ましい態様では、組成物は固形および播種性腫瘍に対して細胞毒
性を有する一方で、非毒性、非刺激性、および／または非腐食性である。
【００３６】
　得られた溶液は、次いで、水溶液、好ましくはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、ジメ
チルスルフォキシド（ＤＭＳＯ）または製薬業界で一般的に使用される他の生理学的緩衝
液でさらに希釈することができ、これは本発明のような化学療法用組成物を生成する用途
に承認される。本発明の組成物は、便宜上、液体担体中に用意される。いかなる液体担体
もそのような担体が不活性、すなわち、組成物の化学構成成分と化学的に干渉すべきでな
いように挙動すべきであるという条件でもって使用される。他の輸送ルートも当業者には
容易に明白であろう。
【００３７】
　本発明の組成物は、内皮、筋肉内、静脈内（i.v.）、または経腸内（i.p.）注射、また
は腫瘍部位への他の有効な径路を経て被検者に安全に投与される。好ましくは、投与径路
は治療される状態に直接に接触するように設計される。組成物はさらに、薬学的に許容さ
れる安定剤、アジュバント、希釈剤、抗ウイルス剤などの生体活性化学品、抗生物質また
はこれらの混合物、当業者に周知である他の成分、および製薬業界で一般的に使用される
他の成分を含むことができる。これらはその使用が認可されている。また、このような担
体は不活性に作用すべきである。
【００３８】
　他の実施態様では、本発明は非反応性状態で貯蔵し、次いで、記載される組成物の活性
化は使用者により適用部位で行われうる。
【００３９】
　ここで使用される用語、「化学療法」とは、本発明の有効量を投与することを含む治療
によって、ここに開示される組成物に対して感受性を有する癌性細胞の成長阻止と考えら
れる。好ましくは、このような治療はまた癌性細胞のいくらかの退行につながる。最も好
ましくは、このような治療は癌性細胞の完全に近いまたは完全な退行につながる。ここで
使用される用語、「細胞毒性」とは、生細胞に有毒であるものの程度であると考えられる
。
【００４０】
　本発明の濃度は治療の部位、組成物の作用の所望される反応と持続時間、および当業者
にとって明白である他の要因を含む多くの要因に依存する。
【００４１】
　本発明はさらに、次の代表的でかつ非制限の実施例によって説明される。これらの実験
はここに開示される本発明の実施態様のいくつかを構成する。これらの実施例の背後にあ
る主たる推進力は、単に説明を目的とし、なんら制限されるものではない。
【００４２】
方法論
【００４３】
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薬品
　無菌の二重蒸留脱イオン水を全ての細胞毒性分析および銀溶液および錯体の調製に使用
した。医薬品等級試薬は、Sigma-Aldrichから購入し、活性成分として５０ｍｇのシスプ
ラチン「Ebewe」を含む１００ｍＬのバイアルをEBEWE Arzneimittel Ges.m.b.H Laborato
ries (Unterach, Austria)から購入した。
【００４４】
腫瘍セルライン
　銀（Ｉ）配位錯体の化学療法活性は、Ｔ－４７Ｄヒト乳癌およびジャーカットＴ－細胞
急性リンパ芽球白血病で測定し、２５０μｇ／ｍＬ白金に相当する３８５μｇ／ｍＬのシ
スプラチン（Ｐｔ（ＮＨ３）２Ｃｌ２）と比較した。この濃度は下記実施例１および２に
記載される実験における銀で使用した濃度と同じである。２つの腫瘍セルラインは固形腫
瘍症（Ｔ－４７Ｄ）および播種性腫瘍症（ジャーカット）を含むように非常に注意深く選
択した。細胞は９６穴平底組織培養プレート中で５０，０００細胞／穴に播種する。実験
は段階希釈によって実施した。
【００４５】
　全てのセルラインを１０％ＦＢＳ、４０μｇ／ｍＬ　ＧＥＮ、ｐＨ＝７．２のＨＥＰＥ
Ｓ緩衝液、２ｍＭ　Ｌ－グルタミンおよびピルビン酸ナトリウムで補充した完全ＲＰＭＩ
－１６４０培地で成長させて試験した。２４時間、加湿インキュベーター中で３７℃、５
％ＣＯ２の存在下にプレートをインキュベートした。ヒト腫瘍細胞を２～３日毎、通常の
継代培養により対数期で維持した。
【００４６】
細胞毒性の評価
　腫瘍細胞の阻止％を評価するために、生存能力のある細胞の数を顕微鏡の血球計測器を
使用し、トリパンブルー色素排除法で計数し、濃度（細胞／ｍＬ）を調整した。簡単には
、各細胞を播種し、ＰＢＳで２回洗浄し、次いで、０．５ｍＬのトリプシン／ＥＤＴＡで
収集した。細胞を１ｍｌの培養培地で希釈し、トリパンブルー色素で染色した。
【００４７】
　培養培地と試験試薬との間の相互作用が存在するか否かを試験するために、試験培地も
また、いかなる薬剤も存在しない状態で本発明の試薬を播種した。全てのコントロールは
結果的には期待されるように、実際の実験の知見を確証する結果となった。全ての実験は
３回行い、その結果を平均して報告する。
【００４８】
アポトーシスの検出
　インサイチュー・アポトーシスの検出は、Promegaキット（Promega Corporation-2800 
Woods Hollow Road Madison WI53711-5399, USA）に記載されるように、培養細胞中のア
ポトーシス検出のためのDeadEnd Colorimetric TUNEL（ターミナル・デオキシヌクレオチ
ジルトランスフェラーゼ・ニック・エンド標識）によって実施した。簡単には、コントロ
ールとアポトーシス誘発細胞を遠心分離し、ＰＢＳで洗浄し、ポリ－Ｌ－リジン（Sigma-
Aldrich）を被覆したガラススライド上に固定した。室温で２５分間、１０％緩衝化ホル
マリン、４％パラホルムアルデヒド溶液中にスライドを浸漬して細胞を固定した。次いで
、固定された細胞を室温で５分間、新鮮なＰＢＳで２回、洗浄した。スライドを０．２％
トリトンＲＸ－１００のＰＢＳ溶液中に浸漬して細胞を膜透過処理した。次いで、スライ
ドを室温でそれぞれ５分間、ＰＢＳで２回、洗浄した。次いで、スライドをたたくことに
よって過剰な液体を除去し、細胞を１００μＬの平衡緩衝液で覆い、スライドを室温で８
分間、平衡化した。次いで、１００μＬのｒＴｄＴ反応混合物を添加し、平衡化領域の周
囲をブロットした。次いで、スライドを加湿器の内側で１時間、３７℃でインキュベート
した。次いで、反応を終了させ、スライドを洗浄し、０．３％過酸化水素、および他の試
薬および洗浄工程を製造者の指示書にしたがって実施した。次いで、スライドをアポトー
シス染色のための光学顕微鏡で観察した。比較の目的で、シスプラチンでもアポトーシス
研究を実施した。メトトレキセート（ＭＴＸ）を使用し、かつ、細胞毒性薬剤（ＮＥＧ）
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の存在しない状態で培地中に細胞をそれぞれ維持して、ポジティブおよびネガティブコン
トロールを使用した。
【００４９】
分子構造、熱的および熱重量分析の特性と純度
　錯体の構造的、熱的および熱重量分析の測定は、それぞれ、Ｘ線結晶解析（ＸＲＣ）、
示差走査熱量測定法（ＤＳＣ）および熱量重量分析（ＴＧ）で測定した。これらの測定は
専門の研究所、Chemir Analytical Services (2672 Metro Blvd, Maryland Heights, MO 
63043-USA; wwwdotchemirdotcom)で実施した。さらに、その構造はDr. Peter Y. Zavalij
 (Director, X-ray Crystallographic Laboratory: Department of Chemistry & Biochem
istry, 091 Chemistry Building University of Maryland-College Park, MD 20742-4454
)によって確認されている。錯体の炭素と水素の純度判定基準は、燃焼／熱量重量分析に
よって測定し、一方、銀は標準的原子吸光により測定した。
【００５０】
　単結晶ＸＲＣは、BrukerＳＭＡＲＴ１０００ＣＣＤ回折計で実施した。約０．２３×０
．２×０．１８ｍｍ３の大きさを有する無色単分光結晶を取り付け、一列に並べ、回折パ
ターンを集めた。Ｘ線強度データをグラファイトモノクロメーターおよびＭｏＫα線ファ
イン・フォーカス・シールド・チューブ（λ＝０．７１０７３Å）を使用して、Brucker 
ＳＭＡＲＴ１０００ＣＣＤ回折計で、１７０（２）Ｋで測定し、ユニットセルの大きさは
、最小二乗法細分化で得た。単一の高電子密度原子への銀原子のアサインメントは、デー
タセットのフェージングを可能とした。空間群、ユニットセルの大きさおよび他のパラメ
ーターを測定した。細分化構造から結合長さと角度、原子配位、および異方性パラメータ
ーを得た。プログラムＳＡＩＮＴを回折パターンの集積のために使用し、一方、構造は直
接ＳＨＥＬＸＳ－プラス・プログラム（SMART and SHELXTL-plus Software. Brucker AXS
 Inc. Madison WI, USA）によって解析した。非水素原子の全ては、連続的差フーリエ解
析中に位置していた。最終の細分化はＦ２の非水素原子における異方性熱的パラメーター
をもつフル・マトリックス・最小二乗分析でもって行われた。酸素に結合した水素原子は
、差フーリエマップから位置つけられ、一方、他のものは、その関係する原子に乗せて理
論的に配置し、一般的な等方性変位パラメーターで細分化した。
【００５１】
　ＤＳＣ測定を試料重量５．４ｍｇ、走査温度範囲２５～３００℃、加熱速度１０℃／分
、でPerkin-Elmer／ＤＳＣ　Ｓｅｒｉｅｓ７を使用して実施した。ＴＧ測定は、試料重量
１１．８７２ｍｇで、走査温度範囲２５～６００℃、加熱速度２０℃／分を使用し、ＴＡ
Ｃ７／ＤＸコントローラーを備えたPerkin-Elmer ＴＧＡ７で実施した。
【実施例１】
【００５２】
　銀（Ｉ）配位錯体（ＫＢ－Ａｇ（Ｉ））の調製
　室温で、かつ、最小光のもとに、０．５ｍｌの８５％Ｈ３ＰＯ４を４．０ｍｌの２回蒸
留脱イオン水に添加した。これに、０．２ｇのトリポリリン酸ナトリウムを攪拌しながら
添加し、次いで、１．９４ｇのＬ－（＋）－酒石酸または（２Ｒ，３Ｒ）－（＋）－酒石
酸を添加した。得られた溶液を均質化が達成されるまで緩やかに攪拌した。次いで、０．
７ｇの硝酸銀を緩やかに混合しながら添加した。これは、ｐＨが約１．７である僅かに色
がついた水溶液となった。この水溶液に、０．７ｇのグルタミン酸を添加し、緩やかに混
合した。銀配位を高めるためにグルタミン酸を使用した銀（Ｉ）－酒石酸配位錯体は、こ
こでは、「ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）」との名前で呼ぶ。（配位錯体は米国仮特許出願番号６０／
６４２，８０５では、「Ｔ－Ａｇ」との名前で呼ぶが、グルタミン酸をこの溶液に添加し
た。）ミクロピペットを使用して、この溶液２５．４μＬの１０ｍＬのリン酸緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）に添加した。これは、原子吸光法で確認したところ、初期銀濃度が２５０
μｇ／ｍＬであった。
【００５３】
結果
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【００５４】
Ｉ．抗癌活性
　細胞毒性について得られた結果を図１および２に示す。用語、「ＣＩＳ－Ｐｔ」および
「ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）」はそれぞれ、シスプラチンおよび銀（Ｉ）配位錯体をいう。定量目
的では、その結果はＰｔとＡｇをμｇ／ｍＬの量で表示する。
【００５５】
　ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）に関する図１および２のデータを注意深く検討すると、Ｔ－４７Ｄお
よびジャーカットにおける阻止の特徴は、両プロファイルが三相であることにおいて類似
している。一般的にはフェーズＩはナノ濃度範囲の細胞毒性を特徴とし、フェーズIIは中
間範囲の細胞毒性の欠如を特徴とし、そして、最後にフェーズIIIはミクロ濃度範囲の細
胞毒性を特徴とする。この挙動はジャーカットのものに比べて、特にＣＩＳ－Ｐｔに対し
て比べたとき、Ｔ－４７Ｄではより明白である。これらのフェーズはＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の
濃度が増加するにつれて、急激に生じる。ここで検討した濃度範囲では、これらのフェー
ズの開始は試験した各腫瘍セルラインで異なっている。Ｔ－４７Ｄの場合、フェーズＩ、
II、IIIの濃度範囲はそれぞれ、０．００１９～０．０３０５、０．０６１～７．８１２
および１５．６２５～１２５μｇ／ｍＬであり、ジャーカットでは、その範囲はそれぞれ
、０．００１９～０．４８８、０．９７７～７．８１２および１５．６２５～１２５μｇ
／ｍＬである。フェーズIIIの細胞毒性の発生が試験した両セルラインにおいて同じであ
るとここで観察したことは重要であり、以下に明らかになるように、この挙動の原因とな
る同じメカニズムが固形および播種性腫瘍において同じである（１５．６２５μｇ／ｍｌ
）と推察される。試験した両セルラインでは、フェーズIIは、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）がこれら
の濃度でもはや毒性でない領域と考えられる。この発見は細胞が前の状態にもどり、悪性
でなくなる細胞再分化を表す、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の細胞毒性の欠失という形で解釈され得
た。
【００５６】
　検討した濃度範囲の全体にわたって、その結果は固形腫瘍セルラインＴ－７Ｄはより低
い濃度で容易に阻止されるジャーカットに比べて、阻止にはより高濃度のＫＢ－Ａｇ（Ｉ
）を必要とすることを示す。この挙動はまた、ＣＩＳ－Ｐｔでも観察されるが、ＣＩＳ－
ＰｔによるＴ－４７Ｄの阻止はジャーカットに比べて、さらなる希釈により終わり、ジャ
ーカットはさらなる希釈によっても継続する（図１および２）。ＰｔおよびＡｇの両者の
濃度がＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の阻止％プロファイルがシフトし、有意に、特にＴ－４７Ｄ（細
胞毒性はフェーズＩのＣＩＳ－Ｐｔにおいて観察されない。図１）を改善するナノ範囲に
なるまで、同じ濃度のＰｔおよびＡｇではＣＩＳ－ＰｔはＫＢ－Ａｇ（Ｉ）よりもより良
い細胞毒性を示す。
【００５７】
　Ｔ－４７ＤにおけるＫＢ－Ａｇ（Ｉ）のプロファイルの特徴は、プロファイルがフェー
ズＩおよびIIIでそれ自体、低細胞毒性で始まり、濃度増加につれて増加することを繰り
返し、一方、ジャーカットでは、フェーズＩのプロファイルは０．１２２ｍ／ｍＬの濃度
までフェーズIIIのものを模倣し、次いで、釣鐘状曲線になるようにシフトする（図１お
よび２）。ＣＩＳ－Ｐｔの場合、細胞毒性は、それがＴ－４７Ｄにおいてその細胞毒性を
失うまで、非常に低濃度ですら存在し続ける（図１）。
【００５８】
　図１および２の０．００１９～０．０１５２μｇ／ｍＬ（１．９～１５．２ｎｇ／ｍＬ
）の範囲でＫＢ－Ａｇ（Ｉ）とＣＩＳ－Ｐｔを定量的に比較すると、この領域内では、Ｋ
Ｂ－Ａｇ（Ｉ）の平均阻止％がジャーカットではＣＩＳ－Ｐｔより２倍大きく（２５．４
％に対して４９．９％）、一方、Ｔ－４７Ｄでは、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の阻止％は、ＣＩＳ
－Ｐｔにおいて、０％であるのに比べて、３８．３％である。ここで、Ｋｂ－Ａｇ（Ｉ）
およびＣＩＳ－Ｐｔの濃度が減少するにつれて、ジャーカットでは、細胞毒性の差が後者
に比べて前者においてより顕著となる。
【００５９】
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　図１および２のＣＩＳ－ＰｔおよびＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の活性に関して、より定量的な薬
物動態学的－薬力学的予測を得るには、５０％最大阻止濃度（ＭＩＣ５０）に対する２４
時間にわたる濃度曲線下面積（ＡＵＣｔ>２４）の割合（ＡＵＣｔ>２４／ＭＩＣ５０）を
計算し、その結果を表１に示す。一次台形公式を使用して、両薬剤のＡＵＣｔ>２４値を
計算し、一方、ＣＩＳ－ＰｔおよびＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の両者によって生じた５０％最大反
応を阻止％濃度曲線から読み取った。ここで、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）ではフェーズＩおよびII
Iでは両セルラインにおいて２つのＭＩＣ５０が存在したことに注目すべきである。阻止
％と濃度との相関関係を評価するために、データに回帰モデルを適用した。多重曲線評価
手法を使用し、各モデルの相対フィットを相関係数、ｒ２の値をもとに測定し；１．０に
近いｒ２値を生じるフィットが選択された。次いで、回帰等式を各フェーズにおいて濃度
間隔にわたって集積し、その和をＡＵＣｔ>２４とした。
【００６０】
　ＣＩＳ－ＰｔおよびＫＢ－Ａｇ（Ｉ）におけるフェーズＩ、IIおよびIIIのＴ－４７Ｄ
の計算されたＡＵＣｔ>２４値は、それぞれ、０．０、２．０５および１０７、および０
．０１２９、０．０および５９．４ｃｆｕ．μｇ／ｍＬであり、一方、ジャーカットでは
、それぞれ、０．１５９、４．８９および１０８．１、および０．０９８９、０．０およ
び７７．６ｃｆｕ．μｇ／ｍＬである。ＣＩＳ－ＰｔにおけるＴ－４７Ｄの相対ＭＩＣ５

０は、１２．４μｇ／ｍＬであり、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）では０．０２５（フェーズＩ）およ
び５０μｇ／ｍＬ（フェーズIII）であり、一方、ＣＩＳ－Ｐｔにおけるジャーカットで
は１．２８μｇ／ｍＬであり、そして、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）では０．００７６（フェーズＩ
）および２７．４μｇ／ｍＬ（フェーズIII）である。
【００６１】
　表１：３つのフェーズにおけるＣＩＳ－ＰｔおよびＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の計算された比、
ＡＵＣｔ>２４／ＭＩＣ５０

【表１】

【００６２】
　表１の値を比較すると、これら２つの薬剤の活性に関して同じ結論が推論され得る。予
期されるように、ＣＩＳ－Ｐｔ化学療法活性はフェーズIIおよびIIIではＫＢ－Ａｇ（Ｉ
）よりもよいが、一方、フェーズＩでは逆である。フェーズＩ、IIおよびIIIでは、Ｔ－
４７ＤにおけるＣＩＳ－Ｐｔの活性に対するＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の活性の比を計算して、そ
れぞれ、∞の値、０および０．１３８を得るであろう。一方、ジャーカットではそれぞれ
、１０４．８、０および０．０３３５である。これらのデータを考察すると、ＫＢ－Ａｇ
（Ｉ）はＣＩＳ－Ｐｔに関する播種性ジャーカット腫瘍に比べて、固形Ｔ－４７Ｄ腫瘍に
おいて有意な活性を示すと結論され得る。これはＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の拡散の容易さにも起
因し、これはその構造的特質に関連する。ここで、もしも両腫瘍セルラインにおけるＫＢ
－Ａｇ（Ｉ）およびＣＩＳ－Ｐｔの表１の値、ＡＵＣｔ>２４／ＭＩＣ５０がＡｇおよび
Ｐｔの両方の濃度が癌の全身治療において興味ある範囲内にあるフェーズＩおよびIIにお
いて添加されるなら、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の値はＣＩＳ－Ｐｔにおける値よりもほぼ３．３
倍大きくなる（Ｔ－４７Ｄにおいて０．１６５に比べて０．５１６、およびジャーカット
において３．９４に比べて１３．０）。ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）がフェーズIIにおいていかなる
化学療法活性を示さなかったとしても、金属濃度スペクトルの低位端で、ＣＩＳ－Ｐｔよ
りなおも優れている。
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【００６３】
　したがって、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の細胞毒性は、特にＴ－４７Ｄ固形腫瘍セルラインにお
いてＣＩＳ－Ｐｔに比べて優れていて、両腫瘍セルラインでは、非常に低金属濃度で優れ
ている。本発明の結果が示すように、銀が白金よりもより安全な許容記録を有し、特に低
濃度でよりよい細胞毒性活性を示す事実を考慮すれば、本発明の銀錯体でもってシスプラ
チンなどの白金錯体を置換することは、有利であり、かつ、有益であろう。
【００６４】
II．細胞毒性のメカニズム
【００６５】
　生細胞は壊死「細胞殺人」またはアポトーシス「細胞自殺」のいずれかによって死ぬこ
とができる。壊死は外部損傷により生じ、かつ腫大した形態、原形質膜の溶解、炎症およ
び組織破壊を特徴とし、数秒内に生じ、細胞毒性薬剤の過剰摂取によって誘発され得る（
Darzynkiewicz, Z.ら、Hum. Cell., 1, 3(1998); Ferreira, C.ら、Clin. Cancer Res., 
8, 2024(2002)）。他方、アポトーシスは生細胞の遺伝的に制御されてコードされた自己
消化であり、発生および組織恒常性において重要である。これはイニシエーターの活性ま
たは毒性プロテアーゼの特異的シリーズによる低可逆的生化学プロセスを特徴とし、細胞
を死への非変換遂行(no-turn commitment)へ導く。このプロセスは細胞サイクル機構の遺
伝的チェックポイントが損なわれるときに生じて、細胞の収縮、膜小疱形成、染色質の分
解およびその溶解（核融解）、核凝縮、ヌクレオソーム間ＤＮＡ断片化、チトクロームｃ
の放出によるミトコンドリアの破壊となり、これはカスペース・カスケードの活性化、お
よび小さな膜包括断片への細胞骨格の細胞分裂および破損である（Darzynkiewicz, Z.ら
、Hum. Cell, 1, 3(1998); Ferreira, C.ら、Clin. Cancer Res., 8, 2024(2002)）。ア
ポトーシスは遺伝子制御現象であるから、変異により分裂を受けやすく、ウイルス感染お
よび癌などの多くの病理学的状態につながる（Hengartner, M. O.ら、Nat. 407, 770(200
2)）。化学療法薬剤は壊死（細胞毒性薬剤の過剰摂取）、アポトーシス、遺伝毒性物質（
ＤＮＡ損傷）、細胞膜損傷またはフリーラジカル形成を含む多くのメカニズムによる細胞
毒性活性を誘発することが十分に確立している。
【００６６】
　銀（Ｉ）錯体固有の化学療法活性の機序を考察するために、ポトーシスは上記したフェ
ーズＩ、IIおよびIIIにおける各セルライン研究におけるＴＵＮＥＬ分析によって検出し
た。フェーズ毎に１つ、すなわち３つの濃度を銀（Ｉ）錯体およびシスプラチンの両者の
アポトーシス研究において選択し、コントロールと比較した。選択された濃度は、フェー
ズＩ、IIおよびIIIにおいて、それぞれ、０．００７６、３．９０６、および１５．６２
５μｇ／ｍＬを選択した。Ｔ－４７Ｄにおける１８時間後、およびジャーカットにおける
６時間後のＴＵＮＥＬ分析結果は、図３Ａ～３Ｈおよび４Ａ～４Ｈに示される。１８およ
び６時間加熱時間は、銀（Ｉ）錯体のアポトーシスの誘発がこれらの２つのセルラインで
、これらの時間内であったという、この研究の先の実験で決定されていたから選択した。
【００６７】
　検討した両セルラインでは、矢印で示されるアポトーシス染色はＫＢ－Ａｇ（Ｉ）およ
びＣＩＳ－Ｐｔにおいて、これらの濃度で明白であることが図３および４から結論つけら
れる。細胞形態学の明白な変性および培養表面からの脱離が存在し、細胞は薄く、かつ丸
くなることが見られた。細胞収縮とヌクレオソーム間ＤＮＡ断片化は、アポトーシスの古
典的な特徴であり、壊死ではない。しかしながら、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）で処理したＴ－４７
Ｄおよびジャーカットでは、フェーズIIで、アポトーシスが存在せず（それぞれ、図３Ｆ
および４Ｆ）、両セルラインにおけるネガティブ（ＮＥＧ）のものと似ている(それぞれ
、図３Ｈおよび４Ｈ)。これは先の結果、すなわち、このフェーズでのＫＢ－Ａｇ（Ｉ）
の細胞毒性の欠如を実証する（図１および２）。ＣＩＳ－Ｐｔで処理したジャーカットで
は、アポトーシスは検討した３つの濃度で明白であり（それぞれ、図４Ａ、４Ｂおよび４
Ｃ）、一方、Ｔ－４７Ｄでは検討した最小濃度（Ｐｔが０．００７６μｇ／ｍＬ）ではア
ポトーシスが欠如して（図３Ｃ）、またも図１および２の先の結果を実証する。ここで、
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アポトーシスの頻度もまた、阻止％の結果を反映していることに注目することも重要であ
る。例えば、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）で処理したジャーカットの場合、Ａｇの濃度０．００７６
μｇ／ｍＬはＡｇの１５．６２５μｇ／ｍＬのものよりもより高い阻止に相当する（図２
、５０．５％と３８．９％を比較する）。これはアポトーシス結果で確認される(fingerp
rinted)（図４Ｅおよび４Ｇ）。
【実施例２】
【００６８】
銀配位錯体（ＫＢ'－Ａｇ（Ｉ））の調製
　アミノ酸添加の効果を検討するために、実施例１と同じ手法を繰り返したが、グルタミ
ン酸を添加しなかった。ジャーカット細胞について細胞毒性の比較を図５に示す。ここで
、ＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）はグルタミン酸を添加しないで調製した銀（Ｉ）－酒石酸配位複合
体を呼ぶ（この配位錯体は米国仮特許出願番号６０／６４２，８０５にＴ－Ａｇとして記
載される配位錯体と同じである）。Ａｇの濃度が３．９０６μｇ／ｍＬに低下するまで、
ＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）はＫＢ－Ａｇ（Ｉ）よりもよい細胞毒性活性を示すが、その活性は減
少することが明らかであり、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の活性が優れたものとなる。したがって、
ここで記載する銀（Ｉ）酒石酸配位錯体などの本発明の細胞毒性金属と掌性α－有機酸の
配位複合体の調製では、アミノ酸の添加はより低濃度で錯体の抗癌活性に顕著な増加を引
き起こすと結論され得る。ここで、遊離銀イオン溶液もまた、細胞毒性活性を検討し、Ｋ
Ｂ－Ａｇ（Ｉ）およびＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の結果を比較するために調製された。この遊離
銀イオン溶液は上記実施例１および２と全く同じ方法で調製したが、トリポリリン酸ナト
リウム、酒石酸またはグタミン酸を溶液に添加しなかった。ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）およびＫＢ
'－Ａｇ（Ｉ）の両者は遊離銀溶液と比較すると、平均して、Ｔ－４７Ｄおよびジャーカ
ットの両者で、元の細胞数の１桁の減少、すなわち１５．６２５μｇ／ｍＬ以下を誘発し
たと判断され、遊離銀イオン溶液はいかなる細胞毒性活性も示さなかった。
【００６９】
III．ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）およびＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）結晶の調製：
　ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の結晶を上記実施例１および２に記載した
手法と同じ手法によって調製したが、結晶が見られる暗所にて室温で２４時間、混合物を
静置させた。次いで、混合物を真空で濾過し、結晶を採取した、これはＫＢ－Ａｇ（Ｉ）
およびＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の清澄で無色の単結晶となった。
【００７０】
IV．ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の分子構造、熱的および熱重量分析特性
および純度：
　ここで、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）およびＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の両者に関する分子構造、熱的お
よび熱重量分析が細胞毒性を除いて同じであり、低銀濃度では前者がより高いと判断され
たことは、注目すべきことである（図５）。それ故、前述の議論はＫＢ－Ａｇ（Ｉ）によ
る銀（Ｉ）錯体にのみ適用される。
【００７１】
Ｉ．ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の分子構造
　原子番号の図式を含む表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の構造を図６Ａおよび６Ｂに示す。
図６Ａに示されるように、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の結晶状態の配位圏は、重合体鎖水和物構造
を示し、銀錯体分子と水の溶媒分子から構成され、それには課せられた対称は存在しない
。表記化合物の立体化学構造は、基本的には酒石酸環と水の２つの二座と２つの単座キレ
ート残基である、[Ａｇ（二座）２（単座）２]±。水分子は錯体に対して化学量論的に存
在し、これは図６Ｂに示されるように、銀原子に配位されている。中心の銀原子は６つの
配位子供与体酸素原子に６配位されて、酒石酸残基からの２つのヒドロキシル酸素供与体
と３つのカルボキシレート酸素供与体の全てと、Ｈ２Ｏからの１つの酸素供与体を有する
、ゆがんだ歪台形ビピラミッド形６配位幾何学を形成する。酒石酸残基はＡｇ（Ｉ）中心
に配位して、５－員および６－員配位環を形成する。５－員環配位は１つのカルボキシレ
ート酸素（Ｏ１、off of Ｃ１）および１つのヒドロキシル酸素（Ｏ３、off of Ｃ２）で
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あるが、一方、６－員環配位は１つのカルボキシレート酸素（Ｏ２、off of Ｃ１）およ
び１つのヒドロキシル酸素（Ｏ４、off of Ｃ３）であり、残りのカルボキシレート（Ｏ
５およびＯ６、off of Ｃ４）は銀に配位しないが、隣接するリガンド分子間の水素結合
に関与している（図７参照）。Ａｇ（１）－Ｏ（１）とＡｇ（１）－Ｏ（３）の距離は、
同値でなく、それぞれ、２．３５６（３）および２．４８９（３）Åである。しかしなが
ら、Ａｇと水の酸素との間の結合距離、Ａｇ（１）－Ｏ（７）は、Ａｇ（１）－Ｏ（１）
の距離とほとんど同値であり、２．３１６（３）Åである。
【００７２】
　Ａｇ－Ｏ６の距離は２．８５３Åであり、典型的な配位距離の範囲外と考えられる。こ
の挙動を説明するには、図７はＡｇの環境とカルボキシルＨ（Ｏ６－Ｈ６・・Ｏ２Ａ）の
Ｈ結合の状態を示す。擬一次元鎖構造はＯ６－Ｈ６・・・Ｏ２Ａ水素結合中に形成され、
カルボキシレートの水素Ｈ６は、図７にカルボキシレートＯ２Ａにより隣接錯体に破線で
結合する。Ｏ６－Ｏ２Ａ距離は２．５３７Åであり、これはＯ６が銀中心の配位圏の一部
ではないとの論点を支持する。角度、Ｏ６－Ａｇ－Ｏｘ（式中、ｘ＝１，２，３，４，５
および７）は、それぞれ、８７．７、１７１．１、８７．３、１０６．３、１１１．６お
よび６９．２°である。
【００７３】
　可能性ある一致性を見るために、ケンブリッジ結晶構造データベース（ＣＳＤ）探索を
実施した。その結果はＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の分子構造は、結合角度および長さの値を含む、
先に公表されている錯体に一致しているようである（Bott, R.ら、Zeitschrift Fur Kris
tallographie, 209, 803(1994)）。表記化合物、ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の詳細な結晶構造デー
タ、構造リファインメント、異方性パラメーター、結合距離および角度を含む包括的な構
造データは、下記表２～７に示される。ここで注目すべき興味ある点は、引用された研究
では、引用研究の錯体が調製された実験条件および方法が、ｐＨ、溶液の化学環境および
薬品の添加順序または調製工程を含めて、本発明で示されるものと相違する点である。引
用された研究の錯体は水中で調製するが、一方、本発明の錯体は高い酸性条件、ｐＨ<２
．０の下で、リン酸溶液中で調製する。また、化学的成分が相違する：引用された研究で
は硝酸銀と酒石酸のみを使用するが、一方、本発明では硝酸銀および酒石酸に加えて、リ
ン酸とトリポリリン酸ナトリウムもまた含める。ここで、引用された研究に記載される結
晶形状と本発明の結晶形状は、前者のプリズム針状（０．２６×０．１８×０．１２ｍｍ
３）であり、後者のプリズムは（０．２３×０．２×０．１８ｍｍ３）である。それ故に
、ここで、新規な抗癌剤である本発明の錯体ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）だけではなく、本発明では
この配位錯体の新規な調製方法を提供する。
【００７４】
　表２　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）における結晶構造データと構造リファインメント
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【表２】

【００７５】
　表３　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）における原子配位子（×１０４）および均等な等方
性転位パラメーター（Å２×１０３）
【表３】

Ｕ＊(eq)は、直交性Ｕijテンソルのトレースの３分の１として規定する。
【００７６】
　表４　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の結合長（Å）および角度（°）
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【表４】

等価原子を作成するために使用した対称変換　＃１：－ｘ－１、ｙ－１／２、－ｚ；およ
び＃２：－ｘ－１、ｙ＋１／２、－ｚ
【００７７】
　表５　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）における異等方性変位パラメーター（Å２×１０３

）

【表５】

【００７８】
　表６　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）における水素配位子（×１０４）および等方性変位
パラメーター（Å２×１０３）
【表６】

【００７９】
　表７　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）のねじれ角（°）
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【表７】

等価原子を作成するために使用した対称変換　＃１：－ｘ－１、ｙ－１／２、－ｚ；およ
び＃２：－ｘ－１、ｙ＋１／２、－ｚ
【００８０】
　Ａｇ－Ｏ結合のいくつかはソフトウェアが通常、結合長および角度を計算する配位圏の
外側にあった。銀中心のまわりのこれらの値は、手でもって誘導され、下記表８に示され
る。これらの結果のいくつかは表４に示されるものと同じである。
【００８１】
　表８　表記化合物ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）における選択された結合長（Å）および角度（°）
【表８】

【００８２】
II．ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の熱的および熱重量分析
　図８は試料重量５．４ｍｇのＫＢ－Ａｇ（Ｉ）結晶の温度プログラム速度１０℃／分、
２５～３５０℃でのＤＳＣ結果を示し、一方、図９は試料重量１１．８７２ｍｇでの温度
函数として、ＴＧデータの結果を示す。図８のプロファイルは３つの吸熱バンドと１つの
発熱バンドを示す。第１吸熱バンドはピークが１０７．５℃である１００．４５１～１２
０℃の間にあり、第２はピークが１５２．３３３℃である１４６．３２～１５６．５０６
℃の間にあり、最後に、第３はピークが１８０℃である１６８．２７１～１８９．８４８
℃の間にあり、一方、発熱バンドはピークが２２１．６６６℃である２１５．５８３～２
３３℃の間にある。２２１．６６６℃の最終発熱ピークは、図８のＤＳＣプロファイルに
見られるように、試料が突然、分解し、広がり、機器の内側に接触する熱的分解に相当す
る。温度範囲と重量損失％の両者（図８および９）は、高温現象がＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の分
解を暗示し、溶融でないことを示唆する。
【００８３】
　図８の１５２．３３３°の第２吸熱ピークは銀原子に結合した分子状水の脱水に起因す
る（図６）：
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【化１】

【００８４】
　この遅い脱水工程（質量の損失）は図９に見られるように、約１３０℃で始まり、約１
５０℃まで進行し、重量損失

【化２】

を伴う。１８０℃の第３吸熱ピークは約３％の重量損失を伴う融解を示し、１５０°～１
９５°の間でほぼ生じる（図９）。２２１．６６６℃の最終発熱ピークは熱分解に相当す
る。図９に見られるように、熱分解は約１９５℃で観察され、これは急速な重量損失％
【化３】

を伴うシャープなプロファイルによって示される。図８のＤＳＣプロファイルに見られる
ように、試料が分解温度に近づくにつれ、これは突然に分解し、広がり、そして機器の内
側に接触する。本データはＫＢ－Ａｇ（Ｉ）が約１４５℃まで安定であり、より高温で分
解し、融解と分解が始まることを示唆する。
【００８５】
III．ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の純度
　ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）の炭素および水素の純度は、リンドバーグ(Lindberg)Ｃ／Ｈ元素分析
装置を使用して、燃焼／重量分析法によって測定し、一方、銀にはパーキン・エルマー(P
erkin-Elmer)ＰＥ２１００ＡＡＳを使用する標準原子吸光法を利用した。ＫＢ－Ａｇ（Ｉ
）の炭素および水素の純度を確認するデータは、表９に示される。
【００８６】
　表９　ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）（Ｃ４Ｈ７ＡｇＯ７）の純度を確認する実験データの要約

【表９】

【００８７】
　このデータは±０．４％内で計算値と一致するから、元素分析は正しく、アメリカン・
ケミカル・ソサイエティー（ＡＣＳ）スタンダードと一致する。銀において見られた分析
値は３８．２２％であり、一方、計算値は３９．２３％であり、誤差は±１．０１％であ
った。この値は銀を測定するために使用した原子吸光分析法の実験誤差の範囲内であり、
±１．７％であった。
【００８８】
追加実験
　Ｄ－酒石酸、Ｌ－リンゴ酸およびＬ－乳酸などの他の掌性α－有機酸の細胞毒性もまた
検討した。実施例１と同じ手法を繰り返したが、グルタミン酸を添加しなかった。添加し
た各酸の量は溶液中の銀の濃度に対してその分子量に従った；添加した各酸のモル濃度は
上記実施例１および２の場合と同じであった。添加した銀の最初の量は全ての実験(run)
で同じであり、上記実施例１および２のものと等しい。各濃度および各酸において３回実
験を実施し、その結果を平均して報告する。濃度の函数として阻止％の用語で表示される
ジャーカット細胞に関する細胞毒性の結果を下記表１０に示す。ここで、Ｄ－ＴＡ、Ｌ－
ＭＡおよびＬ－ＬＡは、それぞれ、Ｄ－酒石酸、Ｌ－リンゴ酸およびＬ－乳酸を示す。比
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較のために、ＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）で得られた結果、グルタミン酸を添加しないＬ－酒石酸
（実施例２）も示す。表１０のデータを検討すると、Ｄ－ＴＡ、Ｌ－ＭＡおよびＬ－ＬＡ
における細胞毒性の一般的な傾向はＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）におけるものと同じであることに
注目することは興味深い。すなわち、細胞毒性の３つのフェーズは前述したように存在す
る。しかしながら、これらのフェーズの範囲は、ＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）またはＬ－ＴＡおよ
びＤ－ＴＡを除いて、検討した各酸において相違する。Ｌ－ＴＡはＤ－ＴＡよりもよい細
胞毒性を示すことに注目することは興味深い。平均して、細胞毒性の順位はＬ－ＭＡ>Ｋ
Ｂ'－ｇ（Ｉ）またはＬ－ＴＡ>Ｄ－ＴＡ>Ｌ－ＬＡである。
【００８９】
　表１０　ＫＢ'－ｇ（Ｉ）、Ｄ－ＴＡ、Ｌ－ＭＡおよびＬ－ＬＡにおける阻止％
【表１０】

【００９０】
さらなる参考資料
Batarseh, K.I., J. Antimicrob. Chemo., 54, 546(2004)
Bernes-Price, S.J.ら、Coord. Chem. Rev., 185-186, 823(1999)
Bernes-Price, S.J.ら、J. Inorg. Biochem., 33, 285(1988)
Bernes-Price, S.J.ら、Inorg. Chem., 25, 596(1986)
【００９１】
　本明細書中に記載する全ての刊行物、特許および特許出願明細書は、本特許出願の一部
であり、その全体を参考として本明細書中に導入する。
【００９２】
　出願人は特に、この詳細な説明の中に引用した全参考文献の全内容を導入する。さらに
、量、濃度、または他の値またはパラメーターがある範囲、好ましい範囲または好ましい
範囲の上限および加減のリストとして示される場合、これは範囲が別個に記載されている
か否かにかかわらず、いかなる上限範囲または好ましい値といかなる下限範囲または好ま
しい値との組合せから作られる全ての範囲を、特に開示するものと理解されるべきである
。ここで数値の範囲が記載される場合、特に断りがない限り、その範囲はその終末点、お
よび範囲内の全ての整数および分数を含むことを意図する。本発明の範囲は、範囲を規定
する場合、記載される範囲に限定されることを意図しない。
【００９３】
　ここに記載される先の説明、実施例、手法および具体的な特徴は、単に本発明の一般的
かつ、ある好ましい態様を提供することを意図する。すなわち、これらに代わって、種々
の変更および示唆は当業者によって実行され得る。これらは本明細書の本質的部分である
べきであり、前記説明の文字および精神、および本発明の真の範囲、利点および権限と一
致され得る。これは下記特許請求の範囲に示される。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】図１は、Ｔ－４７Ｄにおけるシスプラチン（ＣＩＳ－Ｐｔ）と銀（Ｉ）錯体（Ｋ
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Ｂ－Ａｇ（Ｉ））の阻止％を示す図である。
【図２】図２は、ジャーカットにおけるシスプラチン（ＣＩＳ－Ｐｔ）と銀（Ｉ）錯体（
ＫＢ－Ａｇ（Ｉ））の阻止％を示す図である。
【図３】図３Ａ～３Ｈは、Ｔ－４７Ｄ中の矢印で示されるインサイチュー・アポトーシス
染色を示す顕微鏡写真である。Ｔ－４７Ｄ細胞はシスプラチン（ＣＩＳ－Ｐｔ）と銀（Ｉ
）錯体（ＫＢ－Ａｇ（Ｉ））で処理されて、３つの異なった濃度、０．００７６、３．９
０６および１５．６２５μｇ／ｍＬでアポトーシスを誘発した。陽性および陰性コントロ
ールが、メトトレキセート（ＭＴＸ）を使用して、そして、細胞毒性薬剤（ＮＥＧ）の存
在しない培地中に細胞を保持して使用した。アポトーシスの検出は、Promegaキットに記
載されるように培養細胞中のアポトーシスの検出のためのDeadEnd　Colorimetric ＴＵＮ
ＥＬ（ターミナル・デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ・ニック・エンド標識）
分析によって実施した。図中のバーの長さは全て４０μｍであることを示す。各図と化合
物と濃度の関係は以下である。３A：ＣＩＳ－Ｐｔ　１５．６２５μｇ／ｍＬ３B：ＣＩＳ
－Ｐｔ　３．９０６μｇ／ｍＬ３C：ＣＩＳ－Ｐｔ　０．００７６μｇ／ｍＬ３D：ＭＴＸ
３E：ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）　１５．６２５μｇ／ｍＬ３F：ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）　３．９０６μ
ｇ／ｍＬ３G：ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）　０．００７６μｇ／ｍＬ３H：ＮＥＧ
【図４】図４Ａ～４Ｈは、ジャーカット中の矢印で示されるインサイチュー・アポトーシ
ス染色を示す顕微鏡写真である。ジャーカットはシスプラチン（ＣＩＳ－Ｐｔ）と銀（Ｉ
）錯体（ＫＢ－Ａｇ（Ｉ））で処理されて、３つの異なった濃度、０．００７６、３．９
０６および１５．６２５μｇ／ｍＬでアポトーシスを誘発した。陽性および陰性コントロ
ールが、メトトレキセート（ＭＴＸ）を使用して、そして、細胞毒性薬剤（ＮＥＧ）の存
在しない培地中に細胞を保持して使用した。アポトーシスの検出は、Promegaキットに記
載されるように培養細胞中のアポトーシスの検出のためのDeadEnd　Colorimetric TUNEL
（ターミナル・デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ・ニック・エンド標識）分析
によって実施した。図中のバーの長さは全て２０μｍであることを示す。各図と化合物と
濃度の関係は以下である。４A：ＣＩＳ－Ｐｔ　１５．６２５μｇ／ｍＬ４B：ＣＩＳ－Ｐ
ｔ　３．９０６μｇ／ｍＬ４C：ＣＩＳ－Ｐｔ　０．００７６μｇ／ｍＬ４D：ＭＴＸ４E
：ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）　１５．６２５μｇ／ｍＬ４F：ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）　３．９０６μｇ
／ｍＬ４G：ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）　０．００７６μｇ／ｍＬ４H：ＮＥＧ
【図５】図５は、ジャーカットにおけるグルタミン酸を添加した銀（Ｉ）錯体（ＫＢ－Ａ
ｇ（Ｉ））およびグルタミン酸を添加しない銀（Ｉ）錯体（ＫＢ'－Ａｇ（Ｉ））の阻止
％を示す図である。
【図６Ａ】図６Ａは、Ｘ線結晶学によって決定された錯体ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'
－Ａｇ（Ｉ）の分子構造を示す。
【図６Ｂ】図６Ｂは、化学量論的に示された錯体ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'－Ａｇ（
Ｉ）の分子構造である。
【図７】図７は、銀の環境と錯体ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）におけるカ
ルボキシルＨ（Ｏ６－Ｈ６・・・Ｏ２Ａ）のＨ結合を示す。
【図８】図８は、スキャン温度範囲２５～３５０℃、加熱速度１０℃／分で得られた錯体
ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の熱的結果を示すグラフである。
【図９】図９は、スキャン温度範囲２５～６００℃、加熱速度２０℃／分で得られた錯体
ＫＢ－Ａｇ（Ｉ）またはＫＢ'－Ａｇ（Ｉ）の熱重量分析結果を示すグラフである。
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