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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を含む、自己免疫炎症性疾患を治療する
ための医薬組成物であって、
　前記ＢＣＡＴ１阻害剤が、式（１）：
【化１】

（式中、Ｒ１は水素、直鎖又は環状アルキル基、アルコキシ基又はアルキルアミノ基であ
り、Ｘ＋が陽イオンを表す）で示される化合物群から選択される、医薬組成物。
【請求項２】
　前記陽イオンが、Ｈ＋、Ｎａ＋、Ｋ＋、及びＮＨ４

＋からなる群より選択される、請求
項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記ＢＣＡＴ１阻害剤が、４－メチル－５－オキソヘキサン酸又はその塩である、請求
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項１又は２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　ヒトに使用されるものである、請求項１～３のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記自己免疫炎症性疾患が、全身性エリテマトーデス、関節リウマチ（ＲＡ）、多発性
硬化症（ＭＳ）、乾癬、及び炎症性腸疾患からなる群より選択される、請求項１～４のい
ずれか一項に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　分岐鎖アミノ酸アミノトランスフェラーゼ（ＢＣＡＴ）は、ロイシン、イソロイシン、
及びバリン等の分岐鎖アミノ酸（ＢＣＡＡ）の代謝における最初のステップの触媒を担う
酵素である。このステップは、ＢＣＡＡの対応する分岐鎖α－ケト酸（ＢＣＫＡ）への可
逆的アミノ基転移を含む。ＢＣＡＴは２つの形態、即ち、サイトゾル型（ＢＣＡＴ１）及
びミトコンドリア型（ＢＣＡＴ２）で存在する。２つのアイソザイムは、明確に異なった
重複していない分布を呈する。ＢＣＳＴ２が遍在するとされるのに対し、ＢＣＡＴ１は限
定的な発現をし、胚組織、成人脳、卵巣及び胎盤、並びにｃ－ｍｙｃ誘導性脳腫瘍及びＴ
細胞リンパ腫においてのみ見られ、ｃ－ｍｙｃ誘導性乳腺腫瘍又はＢ細胞リンパ腫におい
ては見られないとされている（非特許文献１）。
【０００２】
　ＢＣＡＴ１をコードする遺伝子（Ｂｃａｔｌ／Ｅｃａ３９）の発現は、酵母における増
殖に関連しており、ヒトがんにおける転移能を高める。Schuldinerらは、出芽酵母（Sacc
haromyces cerevisiae）におけるＥｃａ３９ホモログの破壊により増殖の増大が生じるこ
とを示した（非特許文献２）。Eden及びBenvenistyは、ＢＣＡＴ１が、アポトーシスによ
る死を誘導することが示されているロイシン代謝産物であるα－ケトイソカプロエートの
産生を介して、増殖を阻害することを示唆した（非特許文献３）。
【０００３】
　より効果的ながん治療の設計における最近の進歩にもかかわらず、がんはアメリカ合衆
国における死亡原因の第２位のままであり、主な健康問題となっている。原発腫瘍増殖（
primary tumor growth）とは対照的に、転移性疾患は、通常、がんによる死亡原因である
。この周知の事実にもかかわらず、市場に参入する新たな抗がん薬の大半は、腫瘍量の低
減に的を絞っている。必要とされているのは、がんの浸潤（invasion）を予防し、がん転
移を阻害する新たな薬剤であることは明らかである。
【０００４】
　転移性のコロニー形成は、腫瘍細胞と、細胞外マトリクス（ＥＣＭ）及び線維芽細胞、
内皮細胞、又は浸潤する炎症細胞等の正常な細胞からなるその宿主の微小環境との互いの
相互作用（reciprocal interaction）により支配される。この相互作用の純粋な成果は、
成長因子、ケモカイン、及び血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）及び細胞外マトリクスメタロ
プロテイナーゼ（ＭＭＰ）等のプロテアーゼの産生であり、これらは、集団的に組織再形
成を促して転移性の増殖を可能とする。腫瘍及び宿主細胞によるＭＭＰの産生は、遍在的
に発現する細胞表面糖タンパク質であるＣＤ１４７によって大きく影響を受ける。また、
ＣＤ１４７は、ベイシジン又は細胞外マトリクスメタロプロテイナーゼ誘導因子（ＥＭＭ
ＰＲＩＮ）としても知られ、がんにおいて大幅に上方制御され、多くの機能を介して浸潤
、転移、増殖及び悪性細胞の生存を促進すると考えられている。具体的には、細胞表面に
発現されたＣＤ１４７は、ａ）腫瘍細胞、線維芽細胞、及び内皮細胞間の異型及び同型の
両方の細胞－細胞相互作用を調節して、結果としてＭＭＰ及びＶＥＧＦの合成及び分泌を
生じ、これらが腫瘍の血管新生を促進する、並びにｂ）がん細胞の足場非依存性の増殖を
支持し、プロアポトーシスタンパク質であるＢｉｍを下方制御することによって腫瘍細胞
にアノイキスに対する耐性を与える。また、ＣＤ１４７は、ａ）細胞骨格タンパク質と相
互作用し、細胞骨格再構築及び細胞運動性に加わる、並びにｂ）モノカルボン酸トランス
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ポーター（ＭＣＴ）と連携し、原形質膜へのそれらの輸送を促すことが知られている。
【０００５】
　外傷に対する生理学的反応である炎症の調節不全は、全身性エリテマトーデス、関節リ
ウマチ（ＲＡ）、多発性硬化症（ＭＳ）、乾癬、及び炎症性腸疾患が挙げられるが、これ
らに限定されない多くの自己免疫疾患の顕著な特徴である。自己免疫炎症性疾患（Autoim
mune inflammatory disease）は、しばしば、腫瘍壊死因子－アルファ（ＴＮＦ－α）、
インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、インター
ロイキン－１０（ＩＬ－１０）、及びインターフェロン－アルファ（ＩＦＮ－α）等の炎
症性サイトカインの上昇を特徴とする。また、同じサイトカインがこれらの疾患の発症機
序において役割を果たす可能性がある（非特許文献４）。
【０００６】
　ＲＡは、世界の成人人口の０．５％～１％（最も一般的には年齢が３０歳～５５歳の女
性）が発症する、慢性の全身性自己免疫炎症性疾患である。それは滑膜の顕著な変性を含
み、筋骨格能力の低下及び死亡リスク増大をもたらす。滑膜は、滑膜関節腔（cavity of 
synovial joints）を包む薄い細胞層であり、関節潤滑のため滑液を産生する。それは２
種の形態的に明らかに異なる細胞種、即ち、マクロファージ様滑膜細胞（ＭＬＳ）及び線
維芽細胞様滑膜細胞（ＦＬＳ）で構成される。ＲＡの間、ＣＤ４＋Ｔ細胞はマクロファー
ジと共に、またそれほど多くはないがＢ細胞、形質細胞、星状細胞及び肥満細胞と共に蓄
積して滑膜を介し侵入する（これらの細胞は、炎症性シグナルを分泌し、滑膜細胞の活性
化を補助する）。ＭＬＳからの炎症性サイトカインの分泌は、ＦＬＳの活性化をもたらす
。活性化されたＦＬＳは、単独で、又はＭＬＳと連携して攻撃的に細胞外マトリクスを分
解する。滑膜細胞の過形成は、滑膜表層の肥厚、及びそのパンヌス（関節軟骨及び軟骨下
骨へと侵入する組織塊）への転換を生じる。ＦＬＳの侵入は、ＭＭＰ及びカテプシンの分
泌を介して軟骨を分解する。さらに、活性化ＦＬＳ及びＴ細胞は、前駆体骨髄性細胞の破
骨細胞への最終的な分化を担うタンパク質であるＮＦ－κＢリガンドの受容体活性化因子
（ＲＡＮＫＬ）を放出する。進行性ＲＡにおいて、破骨細胞形成の増加は、骨浸食をもた
らす（非特許文献５）。
【０００７】
　非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤＳ）、非生物学的疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭ
ＡＲＤ）、及び生物学的ＤＭＡＲＤを含む、ＲＡの治療のための多数の選択肢が存在する
（非特許文献６）。しかしながら、これらの選択肢にはそれぞれ欠点がある。ＮＳＡＩＤ
は、疼痛及び硬直を迅速に緩和するが、この疾患の臨床的な進行を停止することはできな
い。ＴＮＦαの阻害を目的とするような生物学的ＤＭＡＲＤは、長いｔ１／２を呈する注
入可能で高価な薬剤であり、そのため、毒性に関しては容易に排除することができない。
ＤＭＡＲＤの使用に関連する毒作用として、生命を脅かすような感染症及び白血病の発症
が含まれる。望まれているのは、経口投与が可能かつ安価であり、さらに、短いｔ１／２

を呈する、新たな抗リウマチ薬の開発であることは明らかである。ＤＭＡＲＤの大半が骨
量減少に対する保護をせずに炎症を低減することによってＲＡを治療するため、骨損傷を
阻害しながら炎症を阻害することが可能な抗関節炎薬が必要とされていることが、より一
層明らかである。
【０００８】
　骨恒常性は、明らかに異なる２種の細胞集団、即ち、骨吸収をする破骨細胞、及び骨形
成をする骨芽細胞によって維持されている。正常な骨再形成は、ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ経
路を含むいくつかの因子によって影響を受ける。ＲＡＮＫＬは骨芽細胞によって放出され
、単球／マクロファージ等の前駆破骨細胞上に提示される、そのコグネイト受容体（cogn
ate receptor）ＲＡＮＫに結合し、それらを成熟破骨細胞へと分化誘導する（非特許文献
７）。ＲＡＮＫＬの過剰産生は、破骨細胞によって除去される骨と骨芽細胞によって形成
される骨の量に不均衡を生じ、骨格の完全性を低下し、骨折リスクを招く。ＲＡＮＫＬに
よって調節される骨疾患として、骨関節炎、骨粗鬆症、及び歯周病、骨巨細胞腫、並びに
慢性閉塞性肺疾患と関連する骨量減少が挙げられるが、これらに限定されない。これらの



(4) JP 6053768 B2 2016.12.27

10

20

30

40

50

病態は、循環ＲＡＮＫＬ濃度の上昇と関連することが多い。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Benvenisty N. et al., An embryonically expressed gene is a targe
t for c-Myc regulation via the c-Myc-binding sequence. Genes Dev. (1992) 6:2513-
2523
【非特許文献２】Schuldiner O. et al., ECA39, a conserved gene regulated by c-Myc
 in mice, is involved in Gl/S cell cycle regulation in yeast. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA (1996) 93:7743-7748
【非特許文献３】Eden A. and Benvenisty N., Involvement of branched-chain amino a
cid aminotransferase (Bcatl/Eca39) in apoptosis. FEBS Let. (1999) 457:255-261
【非特許文献４】Postal M, Appenzeller S, The role of tumor necrosis factor-alpha
 (TNF-α) in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus. Cytokine (2011) 5
6:537-543
【非特許文献５】Pettit AR et al., RANKL protein is expressed at the pannus-bone 
interface at sites of articular bone erosion in rheumatoid arthritis. Rheumatolo
gy (Oxford) (2006) 45: 1068-1076
【非特許文献６】Quan LD et al., Expert Opin Ther Pat (2008) 18(7):723-738
【非特許文献７】Silva I, Branco JC, Rank/Rankl/opg: literature review. Acta Rheu
matol. Port. (2011) 36(3):209-218
【発明の概要】
【００１０】
　第１の実施の形態において、本発明は、がんを治療する方法であって、治療的に有効な
量のＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を、がんを有する被験体に投与するこ
とを含む、方法を提供する。この実施の形態の態様において、ＢＣＡＴ１阻害剤は、式（
１）：
【００１１】

【化１】

【００１２】
（式中、Ｒ１は水素、直鎖又は環状アルキル基、アルキレン基、置換又は非置換の芳香環
、アルコキシ又はアルキルアミノ基であり、Ｘ＋はＮａ＋、Ｋ＋、及びＮＨ４

＋を含むが
これらに限定されない陽イオンを表す）
によって包含される化合物群から選択される化合物である。
【００１３】
　この実施の形態の態様において、がんはＣＤ１４７の過剰発現を特徴とし、よって、本
発明はＣＤ１４７を過剰発現するがんを治療する方法を提供する。本態様又は他の態様に
おいて、がんは、乳がん、前立腺がん、肺がん、脳腫瘍、卵巣がん、結腸直腸がん、膵臓
がん、腎臓がん、皮膚がん、肝臓がん、頭頸部がん、消化器がん、口腔癌及び白血病から
なる群より選択される。
【００１４】
　第２の実施の形態において、本発明は、自己免疫炎症性疾患を治療する方法であって、
治療的に有効な量のＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を、自己免疫炎症性疾
患を有する被験体に投与することを含む、方法を提供する。この実施の形態の態様におい
て、ＢＣＡＴ１阻害剤は、上記の式（１）により包含される化合物群から選択される化合
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物である。
【００１５】
　この実施の形態の態様において、自己免疫炎症性疾患は、全身性エリテマトーデス、関
節リウマチ（ＲＡ）、多発性硬化症（ＭＳ）、乾癬、及び炎症性腸疾患からなる群より選
択される。
【００１６】
　第３の実施の形態において、本発明は、被験体において病態を治療する方法であって、
ＲＡＮＫＬの過剰発現及び骨量減少を特徴とする病態を有する被験体に治療的に有効な量
のＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を投与することを含む、方法を提供する
。この実施の形態の態様において、ＢＣＡＴ１阻害剤は、上記の式（１）により包含され
る化合物群から選択される化合物である。
【００１７】
　この実施の形態の態様において、病態は、骨関節炎、骨粗鬆症、歯周病、骨巨細胞腫、
及び慢性閉塞性肺疾患に関連する骨量減少からなる群より選択される。
【００１８】
　各々の実施の形態の好ましい態様において、ＢＣＡＴ１阻害剤は、４－メチル－５－オ
キソヘキサン酸（ＭＯＨＡ）又はその塩である。各々の実施の形態の好ましい態様におい
て、被験体はヒトである。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】式（１）の化合物（Ｒ１がＣＨ３であり、ＸがＮａである）である、４－メチル
－５－オキソヘキサン酸（ＭＯＨＡ）のナトリウム塩によるＢＣＡＴ１の阻害を示す図で
ある。
【図２】ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞をＭＯＨＡで処理した後のＣＤ１４７の細胞表面での
発現の下方制御を示す図である。レーン１：表面ビオチン化タンパク質；０ｍＭのＭＯＨ
Ａで処理された細胞。レーン２：表面ビオチン化タンパク質；２５ｍＭのＭＯＨＡで処理
された細胞。レーン３：総タンパク質；０ｍＭのＭＯＨＡで処理された細胞。レーン４：
総タンパク質；２５ｍＭのＭＯＨＡで処理された細胞。
【図３】ＭＯＨＡで処理されたヒト皮膚線維芽細胞（ＨＤＦ）から分泌されたＭＭＰ２の
下方制御を示す図である。
【図４】ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５、及びＨＴ－２９が
ん細胞をＭＯＨＡで処理した後の細胞増殖の阻害を示す図である。
【図５】段階的に増加する用量のＭＯＨＡを投与した後の４Ｔ１乳癌を有するマウスにお
ける原発腫瘍増殖の阻害を示す図である。
【図６】ＭＯＨＡで処理した後のＴＨＰ－１由来マクロファージからのＴＮＦα分泌の阻
害を示す図である。
【図７】ＭＯＨＡで治療したマウスにおけるコラーゲン誘発関節炎の減少を示す図である
。
【図８】ＭＯＨＡで治療した後のコラーゲン誘発関節炎（ＣＩＡ）を有するマウスにおけ
る平均関節炎インデックス（ＡＩ）の減少を示す図である。
【図９】ＭＯＨＡで治療した後のＣＩＡを有するマウスにおける進行性関節炎と関連する
様々な組織学的パラメーターの減少を示す図である。
【図１０】ＭＯＨＡで治療した後のＣＩＡを有するマウスのＲＡＮＫＬ循環濃度の減少を
示す図である。
【図１１】ＭＯＨＡによる細胞処理の後のマウス前骨芽細胞株ＭＣ３Ｔ３から分泌された
ＲＡＮＫＬ濃度の減少を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明のその他の目的、特徴及び態様は、以下の発明を実施するための形態において開
示されているか、又はそれから自明である。当業者によれば、本発明の考察は例示的な実
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施形態の説明に過ぎず、本発明のより広い態様の制限を意図するものではなく、より広い
態様は例示的な解釈において具体化されることが理解される。
【００２１】
　第１の実施形態において、本発明は、がんを治療する方法であって、治療的に有効な量
のＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を、がんを有する被験体に投与すること
を含む、方法を提供する。この実施形態の態様において、ＢＣＡＴ１阻害剤は、式（１）
：
【００２２】
【化２】

【００２３】
（式中、Ｒ１は水素、直鎖又は環状アルキル基、アルキレン基、置換又は非置換の芳香環
、アルコキシ又はアルキルアミノ基であり、Ｘ＋はＮａ＋、Ｋ＋、及びＮＨ４

＋を含むが
これらに限定されない陽イオンを表す）
によって包含される化合物群から選択される化合物である。この実施形態の態様において
、がんはＣＤ１４７の過剰発現を特徴とし、よって、本発明はＣＤ１４７を過剰発現する
がんを治療する方法を提供する。特定の態様において、Ｄ１４７を過剰発現するがんは、
乳がん、前立腺がん、肺がん、脳腫瘍、卵巣がん、結腸直腸がん、膵臓がん、腎臓がん、
皮膚がん、肝臓がん、頭頸部がん、消化器がん、口腔癌及び白血病からなる群より選択さ
れるがんである。
【００２４】
　第２の実施形態において、本発明は、自己免疫炎症性疾患を治療する方法であって、治
療的に有効な量のＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を、自己免疫炎症性疾患
を有する被験体に投与することを含む、方法を提供する。この実施形態の態様において、
ＢＣＡＴ１阻害剤は、上記の式（１）により包含される化合物群から選択される化合物で
ある。この実施形態の態様において、自己免疫炎症性疾患は、全身性エリテマトーデス、
関節リウマチ（ＲＡ）、多発性硬化症（ＭＳ）、乾癬、又は炎症性腸疾患である。
【００２５】
　第３の実施形態において、本発明は、被験体において病態を治療する方法であって、Ｒ
ＡＮＫＬの過剰発現及び骨量減少を特徴とする病態を有する被験体に治療的に有効な量の
ＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体を投与することを含む、方法を提供する。
この実施形態の態様において、ＢＣＡＴ１阻害剤は、上記の式（１）により包含される化
合物群から選択される化合物である。この実施形態の態様において、病態は、骨関節炎、
骨粗鬆症、歯周病、骨巨細胞腫、又は慢性閉塞性肺疾患に関連する骨量減少である。
【００２６】
　また、本発明は、被験体においてがんを治療する医薬組成物の調製におけるＢＣＡＴ１
阻害剤及び薬学的に許容される担体の使用を含む。ＢＣＡＴ１阻害剤は、本明細書に示さ
れる式（１）によって包含される化合物群から選択される化合物である。がんは、ＣＤ１
４７の過剰発現を特徴とする。特定の態様において、がんは、乳がん、前立腺がん、肺が
ん、脳腫瘍、卵巣がん、結腸直腸がん、膵臓がん、腎臓がん、皮膚がん、肝臓がん、頭頸
部がん、消化器がん、口腔癌及び白血病からなる群より選択されるがんである。
【００２７】
　本発明は、被験体において自己免疫炎症性疾患を治療する医薬組成物の調製におけるＢ
ＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体の使用を更に含む。ＢＣＡＴ１阻害剤は、本
明細書に示される式（１）によって包含される化合物群から選択される化合物である。自
己免疫炎症性疾患は、全身性エリテマトーデス、関節リウマチ（ＲＡ）、多発性硬化症（
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ＭＳ）、乾癬、又は炎症性腸疾患である。
【００２８】
　また、本発明は、被験体においてＲＡＮＫＬの過剰発現及び骨量減少を特徴とする病態
を治療する医薬組成物の調製におけるＢＣＡＴ１阻害剤及び薬学的に許容される担体の使
用を更に含む。病態は、骨関節炎、骨粗鬆症、歯周病、骨巨細胞腫、又は慢性閉塞性肺疾
患に関連する骨量減少である。
【００２９】
Ｉ．定義
　本明細書で使用される数量を特定していない単数形（"a", "an" and "the"）の用語は
、１つ又は複数を意味すると定義され、文脈から不適当でない限り複数を包含する。
【００３０】
　「がん（cancer）」の用語は、ＣＤ１４７の過剰発現を特徴とする任意の制御不能な細
胞増殖に関連する。具体的な例として、乳房、前立腺、肺、脳、卵巣、結腸直腸、膵臓、
腎臓、皮膚、肝臓、頭頸部、消化器、口腔癌及び白血病が含まれるが、これらに限定され
ない。
【００３１】
　「阻害剤」の用語は、酵素の活性を阻止又は抑制する基質を指し、可逆的、不可逆的、
競合的及び非競合的な阻害剤を含む。
【００３２】
　「アルキル」の用語は、一価の炭化水素基を意味する。
【００３３】
　「アルキレン」の用語は、二価の炭化水素基を意味する。
【００３４】
　「アルコキシ」の用語は、－ＯＲ基（ここで、Ｒは上記のアルキルである）を意味する
。
【００３５】
　「アルキルアミノ」の用語は、－ＮＨＲ基（ここで、Ｒは上記のアルキルである）を意
味する。
【００３６】
　本明細書において使用される「治療する（treat）」、「治療している（treating）」
及び「治療（treatment）」の用語は、それらの通常かつ慣例の意味を有し、疾患症状の
緩和、疾患症状の再発の阻止又は緩和、疾患症状の重症度及び／又は頻度の減少のうち１
つ又は複数を含む。治療は、治療が施されていない被験体に対して約１％～約１００％緩
和すること、阻止すること、低減すること、減少すること又は阻害することを意味する。
好ましくは、緩和、阻止、低減、減少又は阻害は、約１００％、約９９％、約９８％、約
９７％、約９６％、約９５％、約９０％、約８０％、約７０％、約６０％、約５０％、約
４０％、約３０％、約２０％、約１０％、約５％又は約１％である。治療は、疾患の臨床
症状の前、臨床症状と同時、又は臨床症状の発現に際して開始されてもよい。したがって
、被験体は、疾患を有していてもよく、又は単に疾患に易罹患性であってもよい。治療の
結果は恒久的なものであってもよく、又は数日間（１日間、２日間、３日間、４日間、５
日間、６日間又は７日間）、数週間（１週間、２週間、３週間又は４週間）又は数か月（
１カ月間、２カ月間、３カ月間、４カ月間、５カ月間、６カ月間、又はそれ以上）に亘っ
て持続するものであってもよい。
【００３７】
　「被験体」の用語は、ヒト、並びにイヌ、ネコ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、及びウシ等の獣
医学上又は農業上重要な動物を含む、鳥類又は哺乳類等の動物を意味することが意図され
る。
【００３８】
　本発明の式（１）のＢＣＡＴ１阻害剤の１種又は複数種を、本明細書に記載される様々
な方法における阻害剤の使用に関する印刷された指示書と共に含むキットもまた、本発明
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の範囲内である。
【００３９】
ＩＩ．本発明を実施するための好適な方法
ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける腫瘍細胞増殖アッセイ
　ＢＣＡＴ１阻害剤のがんの成長を抑制する能力を、細胞増殖アッセイを使用してｉｎ　
ｖｉｔｒｏで評価する。細胞増殖アッセイは、典型的には、適切な培地中でコンフルエン
ト近くまで細胞株を通例の方法で培養することを含む。その後、細胞をトリプシン処理し
、１ウェル当たり２０００細胞又は５０００細胞で９６ウェルプレートに播種する。阻害
剤の存在下又は不在下において、細胞を４８時間～９６時間培養する。その後、分光光度
法（ＭＴＴアッセイ、ＢｒｄＵアッセイ）又は蛍光光度法（Ｃｙｑｕａｎｔアッセイ）を
使用して細胞増殖を決定する。
【００４０】
ｉｎ　ｖｉｖｏ転移アッセイ
　ＢＣＡＴ１阻害剤のがんの成長を抑制する能力を、転移性腫瘍の自然発症モデル（spon
taneous metastatic tumor model）を使用してｉｎ　ｖｉｖｏにおいて評価する。このモ
デルでは、転移誘発（pro-metastatic）細胞株（例えば、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１）の或る
特定の細胞数を胸腺欠損ヌードマウスに皮下注射する。腫瘍細胞を成長させ、腫瘍が触診
可能となった場合に治療を開始する。コントロール（治療されていない）マウスの平均腫
瘍体積は１０００ｍｍ３にまで達し、麻酔下で腫瘍を外科的に摘出し、傷を閉じる。治療
を更に数週間継続する。実験終了時に動物を屠殺し、標的器官を摘出して転移の存在を調
べる。
【００４１】
滑膜細胞の活性化
　ＲＡの病理は、滑膜細胞の持続的な活性による炎症性タンパク質の産生と関連する。抗
リウマチ薬を、ＬＰＳ等の炎症性刺激の存在下でのマクロファージ及び線維芽細胞からの
炎症性タンパク質の分泌を阻害する能力についてｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて試験する。実
験終了時に、ＥＬＩＳＡ又はウェスタン免疫ブロッティング等の免疫学的アッセイを通じ
て、細胞の馴化培地中に分泌タンパク質が検出される。
【００４２】
ＣＩＡモデル
　ＣＩＡは、ＲＡの動物炎症モデルとしてよく知られている。このモデルにおいて、関節
炎はアジュバント中の異種ＩＩ型コラーゲンによる免疫化を介してラット又はマウスにお
いて誘発され、動物の体肢における紅斑及び浮腫の存在によって臨床的に明らかとなる。
通常、抗リウマチ薬は、関節炎の発現時に又は臨床的な症状発現に際して投与される。実
験の間、動物は関節炎の存在をスコアリングされる。
【００４３】
投与
　上述の組成物は、局所、経口、直腸又は非経口（静脈、皮下または筋肉内）経路によっ
て投与されてもよい。また、徐放のため疾患部位に埋め込まれる生分解性ポリマーに組み
込まれてもよい。組成物の用量は、治療される病状、使用される薬物の活性、投与経路、
及び疾患の重症度及び患者の体重等のその他の臨床的因子に依存する。組成物は、具体的
な投与経路に適した方法で製剤化される。
【００４４】
　経口投与に適した製剤としては、所定量の活性成分を含有するカプセル、カシェー又は
錠剤、粉末又は顆粒、溶液、懸濁液、及び乳剤が挙げられる。口腔内の局所投与に適した
製剤としては、薬用キャンディー、トローチ剤、及び洗口液が挙げられる。皮膚への局所
投与に適した製剤としては、軟膏、クリーム、ゲル、ペースト、及び経皮貼布が挙げられ
る。直腸投与用製剤は、好適な基剤と共に坐剤として提供されてもよく、膣内投与用とし
ては、適当な担体中に活性成分を含むペッサリー、タンポン、クリーム、ゲル、ペースト
、フォーム、及びスプレーとして提供されてもよい。非経口投与に適した製剤としては、
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単位用量容器又は反復投与容器中に提供される水性又は非水性滅菌注射液が挙げられる。
また、上記成分に加え、本発明の製剤は、件の製剤タイプを考慮して当該分野において一
般的なその他の作用物質を含んでもよいことが理解されるべきである。
【００４５】
　本発明の各実施形態において、ＢＣＡＴ１阻害剤は、単独で、又は薬学的に許容される
賦形剤と組み合わせて投与されてもよい。単独で投与されるか、又は賦形剤と組み合わせ
て投与されるかにかかわらず、１つ又は複数のＢＣＡＴ１阻害剤を含む製剤は、特定の疾
患又は病状を治療するために有効な量で被験体に投与される。一般に、１つ又は複数のＢ
ＣＡＴ１阻害剤を含む製剤は、約０．１ｍｇ／体重ｋｇ～約１０ｍｇ／体重ｋｇの量で被
験体に投与される。また、許容される範囲として、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ
、０．１ｍｇ／ｋｇ～約４ｍｇ／ｋｇ、０．１ｍｇ／ｋｇ～約３ｍｇ／ｋｇ、０．１ｍｇ
／ｋｇ～約２ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ
／ｋｇ、１．５ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ及び２ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇが挙げら
れる。製剤中のＢＣＡＴ１阻害剤の具体的な用量としては、０．１ｍｇ／ｋｇ、０．２ｍ
ｇ／ｋｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、０．６ｍｇ／ｋｇ
、０．７ｍｇ／ｋｇ、０．８ｍｇ／ｋｇ、０．９ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、１．１ｍｇ
／ｋｇ、１．２ｍｇ／ｋｇ、１．３ｍｇ／ｋｇ、１．４ｍｇ／ｋｇ、１．５ｍｇ／ｋｇ、
１．６ｍｇ／ｋｇ、１．７ｍｇ／ｋｇ、１．８ｍｇ／ｋｇ、１．９ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／
ｋｇ、２．１ｍｇ／ｋｇ、２．２ｍｇ／ｋｇ、２．３ｍｇ／ｋｇ、２．４ｍｇ／ｋｇ、２
．５ｍｇ／ｋｇ、２．６ｍｇ／ｋｇ、２．７ｍｇ／ｋｇ、２．８ｍｇ／ｋｇ、２．９ｍｇ
／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、３．１ｍｇ／ｋｇ、３．２ｍｇ／ｋｇ、３．３ｍｇ／ｋｇ、３．
４ｍｇ／ｋｇ、３．５ｍｇ／ｋｇ、３．６ｍｇ／ｋｇ、３．７ｍｇ／ｋｇ、３．８ｍｇ／
ｋｇ、３．９ｍｇ／ｋｇ、４ｍｇ／ｋｇ、４．１ｍｇ／ｋｇ、４．２ｍｇ／ｋｇ、４．３
ｍｇ／ｋｇ、４．４ｍｇ／ｋｇ、４．５ｍｇ／ｋｇ、４．６ｍｇ／ｋｇ、４．７ｍｇ／ｋ
ｇ、４．８ｍｇ／ｋｇ、４．９ｍｇ／ｋｇ、及び５ｍｇ／ｋｇが挙げられる。しかしなが
ら、被験体に投与される製剤中のＢＣＡＴ１阻害剤の量は、疾患又は病状の位置、起源、
属性、範囲及び重症度、治療される個人の年齢及び状態等によって幅広い範囲で変化する
。最終的には、内科医が使用される適切な用量を決定する。また、１つ又は複数のＢＣＡ
Ｔ１阻害剤を含む製剤の投与頻度も、治療される疾患又は病状、及び投与様式を含む因子
により変化する。各製剤は、一日に４回、３回、２回独立して投与されるか、又は１日に
１回投与されてもよく、隔日、２日おき、３日おき、４日おき、５日おき、１週間に１回
、７日おき、８日おき、９日おき、隔週で、月に１回及び隔月で投与されてもよい。
【００４６】
　本発明は、その範囲に対して何らかの制限を課すものとは解釈されない、以下の非限定
的な実施例により更に理解される。一方、本明細書の記載を読めば、本発明の精神及び／
又は添付の特許請求の範囲から逸脱することなくそれら自身が当業者に示唆され得る、多
様なその他の実施形態、改良、及びそれらの等価物に対する手段を有し得ることが明確に
理解される。
【実施例】
【００４７】
実施例１
ＭＯＨＡによるＢＣＡＴ１酵素活性の阻害
　ＭＯＨＡのＢＣＡＴ１酵素活性を阻害する能力を、分光光度法により確認した。この実
験において、０．１ｍｇのＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍細胞において見出されるＢＣＡＴ１
を、０．２５μＬの抗ＢＣＡＴ１抗体及び５μＬのプロテインＡアガロースビーズ（Invi
trogen）を使用して免疫沈降した。ビーズをピリドキサール５’－リン酸（ＰＬＰ）５μ
Ｌ、硫酸アンモニウム５０ｍＭ、ＮＡＤＨ０．０５ｍＭ、ＤＴＴ５ｍＭ、α－ケトグルタ
ル酸５ｍＭ、ロイシン１０ｍＭ、及びロイシンデヒドロゲナーゼ（EMD Chemicals）０．
９５Ｕ、並びに様々な濃度のＭＯＨＡを含有する反応緩衝液９５μＬに添加した。ＢＣＡ
Ｔ１結合ビーズの反応混合物への添加は、ＮＡＤＨの消費を導き、これは分光光度法によ
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り測定された（励起：３３０ｎｍ～３７０ｎｍ；発光：４５０ｎｍ）。その後、１０分間
に亘って蛍光発光の変化率を推定した（１０サイクル；１サイクル／分）。アッセイを、
９６ウェルプレートにおいて３回繰り返し行った。図１は、ＭＯＨＡが＞１００ｎＭの濃
度でＢＣＡＴ１の酵素活性を阻害することを示している。
【００４８】
実施例２
ＣＤ１４７の細胞表面での発現の阻害
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を３５ｍｍ培養皿に播種し、約８０％培養密度になるまで成
長させた。その後、それらを２５ｍＭのＭＯＨＡで２４時間処理した。実験の終わりに、
細胞を、使用説明書に従ってＥＺ－Ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ－Ｂｉｏｔｉｎ（Pier
ce, Thermo Scientific）を使用した表面ビオチン化に供した。細胞溶解に続き、Ｉｍｍ
ｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎ　Ｂｉｏｔｉｎ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ（Pierce, Thermo Scientific）を使用して、ビオチン化タンパク質を等量（約０
．４ｍｇ）の細胞溶解物から免疫沈降させ、７５℃で１０分間加熱することによって還元
条件下でローディングバッファー中に溶出した。溶出されたビオチン化タンパク質を、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動、及びＣＤ１４７に対するウェスタン免疫ブロッティングに供し
た。また、この実験は、ＭＯＨＡ処理がん細胞に存在するＣＤ１４７の総濃度を決定する
手段として、非ビオチン化細胞溶解液０．２ｍｇを含んでいた。図２は、ＭＯＨＡで処理
されたＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞は、ＣＤ１４７の細胞表面での発現の下方制御を生じる
ことを示している。
【００４９】
実施例３
ＭＭＰ２分泌の阻害
　ヒト腫瘍におけるＭＭＰの大半が、腫瘍細胞よりも間質線維芽細胞により産生されるこ
とから、がんにおけるＭＭＰ産生に対するＢＣＡＴ１阻害剤の効果は、線維芽細胞を使用
することによってより良く理解される。９６ウェルプレートに播種されたコンフルエント
なＨＤＦ単層を、２％ＢＳＡを含有する無血清ＤＭＥＭ中において、０ｍＭ、１０ｍＭ、
又は２５ｍＭのＭＯＨＡで処理した。培養上清を２４時間後に採取した。存在する細胞数
に対して標準化した後、馴化培地を非還元条件下でゼラチン酵素電気泳動解析に供した。
５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝溶液（ｐＨ７．５）中の２．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００にお
いて短い（３０分の）インキュベーションを行って分解されたタンパク質を復元した後、
ゲルを１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ＣａＣｌ２　５ｍＭ及びＺｎＣｌ２　１０μΜを
含有する５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）において３７℃で１６時間インキュベートし
た。その後、ゲルをＢｌｕｅ　Ｓｔａｉｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Thermo Scientific）を使
用して染色した。濃く染色されたタンパク質バックグラウンドに対する消化されたゼラチ
ンの明るい領域として、ＭＭＰを可視化した。ＭＭＰ２は、分子量によって決定される、
ＨＤＦによって分泌される主要なゼラチナーゼである。図３は、２５ｍＭのＭＯＨＡでＨ
ＤＦを処理した後にＭＭＰ２の濃度が７０％まで減少していることを示している。
【００５０】
実施例４
がん細胞増殖の阻害
　ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５、又はＨＴ－２９がん細胞
を、１ウェル当たり２０００細胞の細胞密度で９６ウェルプレートに播種した。様々な濃
度のＭＯＨＡで処理する前に、細胞を一晩接着させた。その後、それらを７２時間に亘っ
て増殖させた。Ｃｙｑｕａｎｔ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｋｉｔ（Invitrogen）を
使用してアッセイの最後に細胞数を決定した。図４は、ＭＯＨＡが、５ｍＭ～１０ｍＭの
ＩＣ５０値で腫瘍細胞の細胞増殖を阻害することを示している。
【００５１】
実施例５
ＭＯＨＡによる治療後の４Ｔ１乳癌を有するマウスの腫瘍成長の抑制
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　Ｂａｌｂ／ｃ雌マウスの乳腺脂肪体に、２×１０５のマウス４Ｔ１乳がん細胞を注入し
た。腫瘍細胞の接種から３日後に治療を開始し、９日間に亘って継続した。この調査は２
つの動物群（ｎ＝８／群）を含む。コントロールマウスはビヒクル（ＰＢＳ）を受け、治
療マウスは表示される用量のＭＯＨＡの腹腔内投与を毎日受けた。腫瘍細胞の接種から１
２日後に治療を終了し、ＭＯＨＡの最後の処置から２日後に終わらせた。図５より、調査
の終了時において、ＭＯＨＡを受けたマウスは、約５０％にも及ぶ原発腫瘍増殖の低減を
経験していることが示された。
【００５２】
実施例６
ＭＯＨＡによる処理後のＬＰＳ刺激マクロファージのＴＮＦα分泌の阻害
　ヒト単球ＴＨＰ－１細胞（７．５×１０４細胞／９６ウェルプレートのウェル）に由来
するマクロファージを、２００ｎＭのＰＭＡで９６時間に亘って刺激した後に、ＭＯＨＡ
不在下及び種々の濃度のＭＯＨＡの存在下において無血清培地中で６時間に亘って１μｇ
／ｍＬのＬＰＳで活性化した。その後、馴化培地を採取し、細胞数当たりに標準化して、
Biolegendから入手したＥＬＩＳＡキットを使用してＴＮＦαの存在を解析した。図６は
、ＴＨＰ－１由来マクロファージをＭＯＨＡで処理した後のＴＮＦα分泌の抑制を示して
いる。
【００５３】
実施例７
ＣｙｐＡ活性化の存在下又は不在下におけるマクロファージのＭＯＨＡによる処理後のＭ
ＭＰ９分泌の阻害
　ヒト単球ＴＨＰ－１細胞に由来するマクロファージを、２００ｎＭのＰＭＡで９６時間
刺激した後に、２００ｎｇ／ｍＬのシクロスポリンＡ（ＣｙｐＡ）の不在下又は存在下に
おいて、無血清培地中で２４時間に亘り１０ｍＭのＭＯＨＡで処理した。接着した細胞に
等しい数に対応する馴化培地を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動、及びＭＭＰ９に対するウェ
スタン免疫ブロッティングに供した。タンパク質発現レベルを、Ｉｍａｇｅ　Ｊにより推
定した。図７は、１０ｍＭのＭＯＨＡで処理された後の非刺激及びＣｙｐＡ刺激ＴＨＰ－
１－由来マクロファージからのＭＭＰ９分泌の阻害を示している。
【００５４】
実施例８
ＭＯＨＡによる治療後のコラーゲン誘発関節炎（ＣＩＡ）を伴うマウスにおける関節炎の
阻害
　６～８週齢のＤＢＡ／１マウスの尾の付け根に、完全フロイントアジュバント中に乳化
されたウシＩＩ型コラーゲン１００ｍｇを皮下注射した。免疫化から２１日目に、マウス
に不完全フロイントアジュバント中に乳化されたウシＩＩ型コラーゲン１００ｍｇの追加
抗原注射を与えた。この実験には２つの群（ｎ＝１０）が含まれ、各群は４週間に亘って
週末を除き毎日、経口で１０００ｍｇ／ＫｇのＭＯＨＡ又はビヒクル（Ｃｒｅｍｏｐｈｏ
ｒ　Ｅｌ）コントロールを受けた。関節炎の臨床症状が視認され、疾患が確立した場合に
治療を開始した。
【００５５】
　関節炎の進行は隔日で評価され、以下の０～４のスケールに基づいてスコア付された：
０＝浮腫又は腫れがない、１＝僅かな浮腫、及び足又は足首に限定される紅斑、２＝中等
度から重度の浮腫、及び足又は足首に限定される紅斑、３＝浮腫及び手足全体の紅斑、並
びに４＝複数の関節を含む四肢の最大の炎症。動物当たりの関節炎の最大スコアは１６で
あった。
【００５６】
　試験の終わりに、最終的な血清を採取し、炎症性サイトカイン及び骨びらんに関与する
タンパク質の存在を解析した。さらに、組織学的評価のため各群より３本の前足及び４本
の後ろ足を選択した。切片を盲検的に評価し、ここに示されるスケールに従って炎症、パ
ンヌス浸潤、軟骨損傷、及び骨びらんをスコア付した。
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【００５７】
　炎症：０＝正常、１＝発症した関節の滑膜及び関節周囲組織における炎症細胞の最少の
浸潤、２＝手足が発症した関節に限定される場合、軽度の浸潤；３＝手足が発症した関節
に限定される場合、中等度の浮腫を伴う中等度の浸潤、４＝顕著な浮腫を伴うほとんどの
領域に影響を及ぼす顕著な浸潤、５＝重度の浮腫を伴う重度のびまん性浸潤。
【００５８】
　パンヌス：０＝正常；１＝軟骨及び軟骨下骨におけるパンヌスの最少浸潤；２＝発症し
た関節における硬組織の辺縁帯破壊を伴う軽度の浸潤；３＝発症した関節における中等度
の硬組織破壊を伴う中等度の浸潤；４＝関節構造の顕著な破壊を伴う顕著な浸潤、ほとん
どの関節；５＝全て又はそれに近い関節構造の破壊と関連する重度浸潤、全ての関節に影
響を及ぼす。
【００５９】
　軟骨損傷：０＝正常、１＝最少＝発症した関節における明白な軟骨細胞の減少又はコラ
ーゲン破壊を伴わないトルイジンブルー染色の最少から軽度の減少；２＝軽度＝発症した
関節における限局性の軽度の（表在性）軟骨細胞の減少及び／又はコラーゲン破壊を伴う
トルイジンブルー染色の軽度の減少；３＝中等度＝発症した関節における多発性の軽度の
（中間層までの深さ）軟骨細胞の減少及び／又はコラーゲン破壊を伴うトルイジンブルー
染色の中等度の減少；４＝顕著＝ほとんどの関節における多発性の顕著な（深層までの深
さ）軟骨細胞の減少及び／又はコラーゲン破壊を伴うトルイジンブルー染色の顕著な減少
；５＝重度＝全ての関節における多発性の重度の（石灰化線までの深さ）軟骨細胞の減少
及び／又はコラーゲン破壊を伴うトルイジンブルー染色の重度びまん性減少。
【００６０】
　骨再吸収：０＝正常；１＝最少＝小さい再吸収領域、低倍率ではすぐに明らかではない
、発症した関節において稀な破骨細胞；２＝軽度＝より多くの再吸収領域、低倍率ではす
ぐに明らかではない、発症した関節におけるより多くの破骨細胞；３＝中等度＝皮質にお
ける全層欠損を伴わない骨髄海綿（medullary trabecular）骨及び皮質骨の明白な再吸収
、一部の骨髄海綿骨の減少、低倍率で明らかな傷害、発症した関節におけるより多くの破
骨細胞；４＝顕著＝皮質骨における全層欠損、しばしば、残存する皮質表面のプロファイ
ルの歪みを伴う、髄骨の顕著な減少、多数の破骨細胞、ほとんどの関節に影響を及ぼす；
５＝重度＝皮質骨における全層欠損及び全ての関節の関節構造の破壊。
【００６１】
　図８は、ＭＯＨＡによる治療後のコラーゲン誘発関節炎ＣＩＡを伴うマウスにおける関
節炎の症状発現の実質的な阻害を示している。図９は、ＣＩＡを有するマウスのＭＯＨＡ
による治療後に検査された全ての組織学的パラメーターの実質的な阻害を示している。骨
再吸収に対するＭＯＨＡの効果は、最も明白であり、ＭＯＨＡが骨びらんの低減に特に効
果的であることを示している。図１０は、ＣＩＡを有するマウスのＭＯＨＡによる治療後
の循環ＲＡＮＫＬ濃度の減少を示す。
【００６２】
実施例９
ＭＯＨＡによる処理後のＭＣ３Ｔ３前駆破骨細胞のＲＡＮＫＬ分泌の阻害
　ＭＣ３Ｔ３前駆破骨細胞を、７．５×１０４細胞／ウェルの細胞密度で９６ウェルプレ
ートに播種し、一晩接着させた。その後、それらを１μｇ／ｍＬのＬＰＳで刺激し、種々
の濃度のＭＯＨＡで２４時間に亘って処理した。その後、馴化培地を採取し、細胞数当た
りに標準化し、Abcamから入手したＥＬＩＳＡキットを使用してＲＡＮＫＬの存在を解析
した。図１１は、ＭＯＨＡによる処理後のＬＰＳ刺激ＭＣ３Ｔ３細胞のＲＡＮＫＬ分泌の
阻害を示している。
【００６３】
　本明細書において参照される全ての記録、論文及び出版物には、書籍、学術論文、取扱
説明書、特許出願、公開特許出願及び特許が含まれ、その全体が引用することにより本明
細書の一部をなすものとする。
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