
(57)【要約】

本発明は、白金錯体であるCPA-1、CPA-3、CPA-7、式（I

、II、III）を用いてSTAT生物学的機能を阻害するため

の方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 白 金 錯 体 、 ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 、 Stat3
転 写 因 子 を 発 現 す る 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 Stat3転 写 因 子 を 阻 害 す る た め の 方 法
：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 が 腫 瘍 細 胞 、 癌 細 胞 、 ま た は 形 質 転 換 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 が 哺 乳 類 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 哺 乳 類 細 胞 が ヒ ト 細 胞 、 サ ル 細 胞 、 チ ン パ ン ジ ー 細 胞 、 類 人 猿 細 胞 、 イ ヌ 細 胞 、 ネ コ 細
胞 、 ウ マ 細 胞 、 ウ シ 細 胞 、 ま た は ブ タ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 白 金 錯 体 が リ ポ ソ ー ム 部 分 に 封 入 さ れ る か 、 ま た は 白 金 錯 体 が 、 細 胞 へ の 白 金 錯 体 の 送
達 を 標 的 化 す る タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 白 金 錯 体 が 以 下 で あ る か 、 ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 ：
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ７ 】
　 白 金 錯 体 が 以 下 で あ る か 、 ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 ：
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 米 国 国 立 癌 研 究 所 助 成 金 番 号 5 P01 CA78038-03の 下 で 政 府 の 支 援 を 受 け て 行
わ れ た 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 保 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 そ れ ぞ れ の 開 示 の 全 内 容 物 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2003年
8月 13日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/481,226号 、 2003年 10月 30日 に 提 出 さ れ た 米 国
特 許 仮 出 願 第 60/515,580号 、 2003年 11月 25日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/525,295号
、 お よ び 2003年 11月 14日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/519,943号 の 恩 典 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 増 殖 因 子 お よ び サ イ ト カ イ ン に 対 す る 細 胞 の 反 応 は 、 細 胞 質 転 写 因 子 の シ グ ナ ル 伝 達 転
写 活 性 化 （ STAT） フ ァ ミ リ ー の 活 性 化 を 特 徴 と す る （ Darnell, 1997； Darnellら 、 1994；
Schindlerら 、 1995； Starkら 、 1998； Smithgallら 、 2000； Akira、 2000； Hiranoら 、 2000
； Brombergら 、 1996； Fukudaら 、 1996； Kotenkoら 、 2000） 。 STATは 、 増 殖 因 子 受 容 体 の
タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 受 容 体 関 連 ヤ ー ヌ ス キ ナ ー ゼ （ Jaks） 、 ま た は Srcキ ナ ー
ゼ フ ァ ミ リ ー に よ っ て 誘 導 さ れ る チ ロ シ ン リ ン 酸 化 に よ る 伝 達 経 路 の 非 常 に 初 期 段 階 に お
い て 活 性 化 さ れ る 。 次 に 、 こ れ は 二 つ の STAT単 量 体 の あ い だ の ホ ス ホ チ ロ シ ン （ pTyr） -S
H2相 互 作 用 お よ び 二 量 体 形 成 を 誘 導 し 、 こ れ ら が 核 に 移 動 し て 、 特 異 的 DNA反 応 エ レ メ ン
ト に 結 合 し て 、 細 胞 増 殖 、 分 化 、 発 達 、 お よ び 生 存 に と っ て 必 須 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 正 常 な STAT活 性 化 は 、 厳 密 に 制 御 さ れ て 短 期 間 で あ り 、 外 部 刺 激 に 対 す る 反 応 を 開 始 す
る と い う 正 常 な 細 胞 の 必 要 条 件 と 一 致 し て い る 。 し か し 、 特 異 的 STATタ ン パ ク 質 、 特 に St
at3お よ び Stat5の 持 続 的 な 活 性 化 は 、 い く つ か の 腫 瘍 に お い て 高 頻 度 で 起 こ り 、 持 続 的 に
活 性 な Stat3は 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 頭 頚 部 扁 平 上 皮 癌 細 胞 、 リ ン パ 腫 、 な ら び に 白
血 病 細 胞 を 含 む 、 形 質 転 換 細 胞 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 を 促 進 す る こ と に よ っ て
、 悪 性 の 形 質 転 換 に お い て 原 因 的 役 割 を 有 す る （ Brombergら 、 1999； Turksonら 、 1998； B
rombergら 、 1998； Catlett-Falconeら 、 1999a； Garciaら 、 2001； Grandisら 、 2000a； Gra
ndisら 、 1998； Nielsenら 、 1997； Nielsenら 、 1999； Epling-Burnetteら 、 2001； Bowman
ら 、 2000aに お け る 論 評 ； Turksonら 、 2000； Songら 、 2000； Cofferら 、 2000； Linら 、 200
0； Catlett-Falconeら 、 1999b； Garciaら 、 1998） 。 臨 床 的 に 重 要 で あ る の は 、 持 続 的 に
活 性 な Stat3を 含 む 悪 性 細 胞 ま た は 腫 瘍 全 体 に お け る Stat3シ グ ナ ル 伝 達 を 遮 断 す る と 、 ア
ポ ト ー シ ス お よ び 腫 瘍 の 退 縮 を 誘 導 す る 点 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 シ ス プ ラ チ ン の プ ロ ト タ イ プ で あ る 白 金 錯 体 は 、 精 巣 癌 、 卵 巣 癌 、 膀 胱 癌 、 頭 頚 部 癌 、
お よ び 肺 の 非 小 細 胞 癌 を 含 む 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 に お い て 、 活 性 な 抗 癌 剤 と し て 広 く 用 い ら れ
て い る （ Ardizzoniら 、 1999； Nitiss、 2002） 。 シ ス プ ラ チ ン お よ び 他 の 白 金 含 有 化 合 物
に よ る 治 療 の 転 帰 は 、 DNAに 及 ぼ す そ の ア ル キ ル 化 作 用 に 強 く 関 連 し て い る 。 し か し 、 細
胞 の シ グ ナ ル 伝 達 に 及 ぼ す 白 金 錯 体 に 基 づ く 治 療 の 影 響 の 可 能 性 、 お よ び そ の よ う な 相 互
作 用 の 治 療 的 重 要 性 は ま だ 、 研 究 さ れ て い な い 。 シ ス プ ラ チ ン が 、 薬 剤 誘 発 性 の ア ポ ト ー
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シ ス に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る マ イ ト ゲ ン 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ （ MAPK） 経 路 （ Pe
rsonsら 、 1999； Sanchez-Perezら 、 1998） の メ ン バ ー の 活 性 化 を 誘 導 す る こ と を 示 す 報 告
が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 簡 単 な 概 要
　 本 発 明 は 、 白 金 錯 体 を 用 い て STATタ ン パ ク 質 機 能 を 阻 害 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 一 つ
の 態 様 に お い て 、 白 金 錯 体 を 、 STATタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 に 接 触 さ せ る 。 STATタ ン パ
ク 質 は 、 例 え ば stat3と な り う る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 開 示
　 本 発 明 は 、 STATタ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 に お い て 有 用
な 白 金 錯 体 を 以 下 に 示 す 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
本 発 明 の 白 金 錯 体 は 、 標 準 的 な 化 学 合 成 法 お よ び 当 技 術 分 野 で 公 知 の 材 料 を 用 い て 調 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 に は ま た 、 本 発 明 の 白 金 錯 体 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 が 含 ま れ る 。 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 塩 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の 本 発 明 の 錯 体 に お い て 認 め ら れ る 特 定
の 置 換 基 に 応 じ て 、 酸 ま た は 塩 基 に よ っ て 調 製 さ れ た 本 発 明 の 白 金 錯 体 の 塩 を 意 味 す る 。
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 基 付 加 塩 の 例 に は 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ア ン モ ニ
ウ ム 、 ま た は マ グ ネ シ ウ ム 塩 が 含 ま れ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 付 加 塩 の 例 に は 、 塩 酸 塩
、 臭 化 水 素 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 炭 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 お よ び 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 安 息
香 酸 、 コ ハ ク 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ ン デ ル 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 ク エ ン 酸 、 酒 石 酸 、 マ レ イ ン 酸 等 の
よ う な 有 機 酸 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 通 常 の 技 術 を 用
い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 白 金 錯 体 は 、 立 体 異 性 体 を 生 じ う る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 非 対 称 に 置 換
さ れ た 炭 素 原 子 を 含 ん で も よ い こ と は 当 業 者 に 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 は 、 エ ナ ン チ
オ マ ー お よ び ジ ア ス テ レ オ マ ー 、 お よ び そ の ラ セ ミ 混 合 物 を 含 む 混 合 物 を 含 む 、 そ の よ う
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な 全 て の 立 体 異 性 体 に 及 ぶ と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 白 金 錯 体 は 、 STAT活 性 の 強 力 か つ 選 択 的 破 壊 物 質 で あ る 。 例 と し て の 化 合 物 IS
SCPA-1（ 本 明 細 書 に お い て CPA-1と も 呼 ば れ る ） お よ び ISSCPA-7（ 本 明 細 書 に お い て CPA-7
と も 呼 ば れ る ） は 、 Stat3活 性 を 強 く 破 壊 し て そ の コ ン セ ン サ ス 結 合 配 列 に 対 す る そ の 結
合 能 を 妨 害 す る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 は 、 持 続 的 に 活 性 な STATを 有 す る 形 質 転 換 細 胞 お よ び
腫 瘍 細 胞 に お い て 、 細 胞 増 殖 阻 害 お よ び ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 。 異 常 な ま た は 構 成 的 な
STATシ グ ナ ル 伝 達 を 有 す る 悪 性 細 胞 は 、 本 発 明 の 白 金 錯 体 に 対 し て 非 常 に 感 受 性 が 高 い 。
本 発 明 の 白 金 錯 体 の 正 常 細 胞 に 対 す る 一 般 的 毒 性 は 、 最 小 で あ る か ま た は な い 。 例 と し て
の 化 合 物 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7が 、 異 常 な Stat活 性 を 含 む 形 質 転 換 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 増
殖 お よ び 複 製 を 選 択 的 に 遮 断 す る が 、 異 常 な Stat3活 性 を 有 し な い 細 胞 の 増 殖 は 遅 ら せ る
に 過 ぎ な い と い う 知 見 は 、 非 常 に 重 要 で あ る 。 さ ら に 、 持 続 的 に 活 性 な STATシ グ ナ ル 伝 達
を 有 す る 悪 性 細 胞 に お い て 、 本 発 明 の 白 金 化 合 物 に よ っ て 強 い ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ 、
こ の こ と は こ れ ら の 細 胞 に お け る 異 常 な STAT活 性 の 抑 制 と 相 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 白 金 錯 体 は ま た 、 イ ン ビ ボ で 黒 色 腫 お よ び 結 腸 腫 瘍 に お い て 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す
。 本 発 明 の 白 金 錯 体 に よ っ て 処 置 し た 腫 瘍 に お け る 構 成 的 に 活 性 な STATの 消 失 は 、 イ ン ビ
ト ロ お よ び 細 胞 全 体 の 双 方 に お け る STAT活 性 に 対 す る そ の 影 響 と 一 致 し 、 こ れ ら は 共 に 、
こ れ ら の 化 合 物 の STATに 基 づ く 抗 腫 瘍 効 果 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る か ま た は そ う で な け れ ば 細 胞 内 で 提 供 さ れ る 本
発 明 の 白 金 錯 体 を 、 STATを 発 現 す る 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 STATの 機 能 を 阻 害 す
る 段 階 を 含 む 。 例 と し て の 態 様 に お い て 、 白 金 錯 体 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7は 、 Stat3の D
NA結 合 ド メ イ ン と 物 理 的 に 相 互 作 用 し て 、 そ れ に よ っ て DNAに 対 す る そ の 結 合 能 を 破 壊 す
る 。 Src形 質 転 換 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 と 共 に 、 構 成 的 Stat3活 性 を 含 む 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 お よ
び 肺 癌 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 、 な ら び に マ ウ ス 黒 色 腫 細 胞 に お い て 、 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7は
い ず れ も 、 Stat3シ グ ナ ル 伝 達 機 能 を 消 失 さ せ て 、 そ れ に よ っ て 細 胞 の 増 殖 阻 害 お よ び ア
ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 Stat1ま た は Stat3の よ う な STATを 異 常 ま た は 構 成 的 に 発 現 す る 細
胞 の 機 能 お よ び ／ ま た は 増 殖 、 な ら び に 複 製 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て
、 方 法 は 本 発 明 の 白 金 錯 体 を 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 は
腫 瘍 細 胞 、 癌 細 胞 、 ま た は 形 質 転 換 細 胞 で あ る 。 細 胞 は 、 ヒ ト 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー 、 類
人 猿 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ま た は ブ タ を 含 む 哺 乳 類 の 細 胞 と な り う る 。 本 発 明 の 白
金 錯 体 は 、 細 胞 と の 直 接 接 触 を 通 し て 、 ま た は 担 体 手 段 に よ っ て 細 胞 に 送 達 す る こ と が で
き る 。 組 成 物 を 細 胞 に 送 達 す る 担 体 手 段 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 部
分 に 白 金 錯 体 を 封 入 す る こ と が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 を 細 胞 に 送 達 す る も う 一 つ の
手 段 は 、 標 的 細 胞 へ の 送 達 の た め に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 に 、 白 金
錯 体 を 結 合 さ せ る 段 階 を 含 む 。 公 表 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 20030032594号 お よ び 第 2002012
0100号 は 、 も う 一 つ の 組 成 物 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 組 成 物 を 生 体 膜 を 超 え て 転 移 さ せ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 開 示 し て い る 。 公 表 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 20020035243号 は ま た 、 細 胞
内 送 達 の た め に 細 胞 膜 を 超 え て 生 物 学 的 部 分 を 輸 送 す る た め の 組 成 物 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 白 金 錯 体 お よ び そ れ ら を 含 む 組 成 物 の 治 療 的 応 用 は 、 当 業 者 に 現 在 公 知 で あ る
か 、 公 知 と な る 見 通 し で あ る 任 意 の 適 し た 治 療 法 お よ び 技 術 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
本 発 明 の 白 金 錯 体 は 、 例 え ば 経 口 、 鼻 腔 内 、 直 腸 内 、 お よ び 非 経 口 投 与 経 路 を 含 む 、 当 技
術 分 野 に お け る 如 何 な る 適 し た 経 路 に よ っ て も 投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て
用 い ら れ る よ う に 、 非 経 口 と い う 用 語 に は 、 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 お よ
び 注 射 に よ る よ う な 胸 骨 内 投 与 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 の 投 与 は 、 当 業 者 に よ っ て
容 易 に 決 定 さ れ う る よ う に 、 連 続 的 ま た は 不 連 続 な 間 隔 と な り う る 。 当 業 者 は 、 患 者 の 特
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定 の 病 態 、 疾 患 、 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め に 有 効 で あ る 、 患 者 に 投 与 さ れ る 本 発 明 の 白
金 錯 体 の 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な 化 合 物 は 薬 学 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る 公 知 の 方 法 に 従
っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 製 剤 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ っ て 容 易 に 入 手 で き る 多 数 の 起 源
に お い て 詳 細 に 記 述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 E.W. Martinに よ っ て 記 述 さ れ る 「 Remington's
 Pharmaceutical Science」 は 、 本 発 明 に 関 連 し て 用 い る こ と が で き る 製 剤 に つ い て 記 述
し て い る 。 一 般 的 に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 生 物 活 性 白 金 錯 体 の 有 効 量 が 組 成 物 の 有 効 な 投
与 を 促 進 す る た め に 適 し た 担 体 と 組 み 合 わ せ ら れ る よ う に 調 製 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の
方 法 に お い て 用 い ら れ る 組 成 物 は ま た 、 多 様 な 製 剤 と な り う る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 錠 剤
、 丸 剤 、 粉 剤 、 液 体 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 坐 剤 、 注 射 剤 お よ び 注 入 溶 液 、 な ら び に 噴 霧 剤 の
よ う な 、 固 体 、 半 固 体 、 お よ び 液 体 投 与 剤 形 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 剤 形 は 、 意 図 さ れ る 投
与 様 式 お よ び 治 療 応 用 に 依 存 す る 。 組 成 物 に は ま た 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 通 常 の 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 お よ び 希 釈 剤 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 と 共 に 用 い ら れ る 担 体 ま た は
希 釈 剤 の 例 に は 、 エ タ ノ ー ル 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 、 グ リ セ ロ ー ル 、 ア ル ミ ナ 、 デ ン プ
ン 、 な ら び に 同 等 の 担 体 お よ び 希 釈 剤 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 望 ま し い 治 療 的 治 療 の た め の
そ の よ う な 用 量 の 投 与 を 提 供 す る た め に 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 担 体 ま た は 希 釈 剤 を
含 む 総 組 成 物 の 重 量 に 基 づ い て 、 本 発 明 の 白 金 錯 体 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 を 全 体 の 重 量 で
、 約 0.1～ 99％ 、 特 に 1～ 15％ を 含 む こ と が 都 合 が よ い で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム 技 術 、 徐 放 性 カ プ セ ル 、 埋 め 込 み 型 ポ ン プ 、 お よ び
生 体 分 解 性 容 器 を 利 用 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 送 達 法 は 、 均 一 な 用 量 を 一 定
期 間 に わ た っ て 都 合 よ く 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 は ま た 、 そ の 塩 誘 導 体
型 ま た は 結 晶 型 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 言 及 ま た は 引 用 さ れ た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 仮 出 願 、 お よ び 刊 行 物
は 、 本 明 細 書 の 明 白 な 教 示 と そ れ ら が 矛 盾 し な い 程 度 に 、 全 て の 図 面 お よ び 表 を 含 む そ の
全 内 容 物 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
材 料 お よ び 方 法
細 胞 、 プ ラ ス ミ ド 、 お よ び 他 の 試 薬
　 Stat3レ ポ ー タ ー を 安 定 に 発 現 す る v-Src形 質 転 換 （ NIH3T3/v-Src） お よ び 誘 導 相 対 物 、
pLucTKS3（ NIH3T3/v-Src/pLucTKS3） ま た は Stat3非 依 存 的 プ ラ ス ミ ド 、 pRLSRE（ NIH3T3/v
-Src/pRLSRE） 、 お よ び Ras形 質 転 換 （ NIH3T3/v-Ras） 線 維 芽 細 胞 、 ヒ ト 乳 癌 MDA-MB-231、
MDA-MB-435、 MDA-MB-453、 お よ び MDA-MB-468、 黒 色 腫 B16細 胞 、 前 立 腺 癌 細 胞 、 DU145、 な
ら び に PC3と 共 に 、 ヒ ト 肺 癌 A459細 胞 に つ い て は 既 に 記 述 さ れ て い る （ Garciaら 、 2001； T
urksonら 、 2001； Yuら 、 1995； Johnsonら 、 1985） 。 プ ラ ス ミ ド pLucTKS3（ フ ァ イ ア フ ラ
イ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る ） お よ び pRLSRE（ ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ
遺 伝 子 （ Promega） の 発 現 を 促 進 す る ） に つ い て は 、 既 に 記 述 さ れ て い る （ Turksonら 、 20
01； Turksonら 、 1999） 。 細 胞 は 、 G418を 含 む ま た は 含 ま な い 5％ 鉄 含 有 仔 ウ シ 胎 児 血 清 （
BCS） を 含 む ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） に お い て 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
細 胞 質 抽 出 物 調 製 物 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 関 し て 、 線 維 芽 細 胞 か ら の ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 Sf-9
昆 虫 細 胞 か ら の 細 胞 質 溶 解 物 調 製 に つ い て は 既 に 記 述 さ れ て い る （ Turksonら 、 1998； Tur
ksonら 、 2001； Turksonら 、 1999； Zhangら 、 2000） 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ は 供 給 元 （
Promega） の マ ニ ュ ア ル に 概 要 が 示 さ れ て い る 通 り に 行 い 、 ル ミ ノ メ ー タ ー に よ っ て 測 定
し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
核 抽 出 物 調 製 お よ び ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ
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　 核 抽 出 物 は 、 既 に 記 述 さ れ て い る よ う に 細 胞 株 か ら 調 製 し て EMSAの た め に 用 い た （ Turk
sonら 、 1998； Yuら 、 1995； Garciaら 、 1997） 。 場 合 に よ っ て は 、 細 胞 を 回 収 前 に 表 記 の
時 間 、 白 金 錯 体 に よ っ て 前 処 置 し た 。 細 胞 を EGF（ 6 ng/ml） に よ っ て 刺 激 す る 場 合 、 処 置
時 間 は 15分 で あ っ た 。 核 抽 出 物 を 化 合 物 と 共 に 室 温 で 30分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
放 射 標 識 プ ロ ー ブ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 用 い た 3 2 P放 射 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ は 、 Stat1お よ び Stat3の 双 方 に 結 合 す る hSIE（ 高 親 和 性 sis誘 導 エ レ メ ン ト 、 m67変
種 、
　
　
（ Garciaら 、 1997； Wagnerら 、 1990） 、 Stat1お よ び Stat5の 双 方 に 結 合 す る MGFe（ ウ シ β
カ ゼ イ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー か ら の 乳 腺 因 子 エ レ メ ン ト 、
　
　
（ Gouilleuxら 、 1995； Seidelら 、 1995） 、 NF-κ B結 合 オ リ ゴ
　
　
、 な ら び に E2F1に 結 合 す る DHFRプ ロ モ ー タ ー か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
細 胞 増 殖 と TUNEL染 色
　 増 殖 し つ つ あ る 細 胞 を 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 を 用 い て 生 存 細 胞 に 関 し て 位 相 差 顕 微 鏡 に
よ っ て 計 数 し た 。 TUNEL染 色 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る た め に 供 給 元 の 説 明 書 に 従
っ て 行 っ た 。 細 胞 （ NIH3T3ま た は NIH3T3/v-Src） を ま ず 、 化 合 物 と 共 に 、 ま た は 化 合 物 を
含 ま ず に 24～ 48時 間 し た 後 、 染 色 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 の 実 践 の た め の 技 法 を 説 明 す る 実 施 例 で あ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 制 限 的
に 解 釈 し て は な ら な い 。 百 分 率 は 全 て 重 量 で あ り 、 溶 媒 混 合 比 は 全 て 、 特 に 明 記 し て い な
け れ ば 容 積 比 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 1－ ISSPCA複 合 体 に よ る イ ン ビ ト ロ Stat3 DNA結 合 活 性 の 阻 害
　 白 金 化 合 物 を 、 イ ン ビ ト ロ で の STAT DNA結 合 に 対 す る 阻 害 活 性 に 関 し て 評 価 し た 。 Stat
1、 Stat3、 お よ び Stat5を 活 性 化 す る 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ EGF） 刺 激 線 維 芽 細 胞 か ら 調 製 し
た 核 抽 出 物 の EMSAに よ る 分 析 で は 、 3 2 P標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
前 に 、 異 な る 濃 度 の ISSCPA-1、 ISSCPA-3（ CPA-3と も 呼 ば れ る ） 、 ま た は ISSCPA-7と （ 等
し い 総 蛋 白 質 の 抽 出 物 を ） 30分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 、 m67高 親 和 性 sis誘 導 エ
レ メ ン ト （ hSIE） プ ロ ー ブ （ hSIEは Stat1お よ び Stat3に 結 合 す る ） に よ り 、 Stat3お よ び S
tat1の DNA結 合 活 性 レ ベ ル の 用 量 依 存 的 な 減 少 が 起 こ り （ 図 1A） 、 化 合 物 は Stat1よ り Stat
3に 対 し て 2倍 強 力 で あ る （ 表 1お よ び 表 2に 示 す 低 い マ イ ク ロ モ ル 濃 度 で の IC 5 0 値 ） こ と を
示 し て い る 。 対 照 的 に 、 核 抽 出 物 を 化 合 物 に よ っ て 同 様 に 処 置 す る と 、 そ れ ら の Stat5 DN
A結 合 活 性 の 阻 害 作 用 は か な り 低 い こ と が 示 さ れ （ 図 1B） 、 ISSCPA-1、 ISSCPA-3お よ び ISS
CPA-7が Stat3お よ び Stat1活 性 を 選 択 的 に 破 壊 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7の 双 方 に お け る 白 金 の 原 子 価 は 4で あ る ； こ の よ う に 、 認 め ら
れ た 効 果 が 白 金 （ IV） に 関 連 す る か 否 か を 決 定 し た 。 こ の 目 的 に 関 し て 塩 化 白 金 （ IV） を
類 似 の ア ッ セ イ に お い て 評 価 し た 。 EMSAに よ っ て 分 析 す る と 、 結 果 は 、 塩 化 白 金 （ IV） に
よ っ て 核 抽 出 物 を 前 処 置 す る と 、 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7に 関 し て 認 め ら れ た よ う に Stat
3の DNA結 合 活 性 を 同 様 に 破 壊 す る こ と を 示 し て い る （ 図 1A、 最 後 の 6レ ー ン ） 。 Stat3に 関
す る 化 合 物 の 選 択 性 を 決 定 す る た め に 、 E2F1お よ び NF-κ Bを 含 む 他 の タ ン パ ク 質 に 及 ぼ す
影 響 を 調 べ た 。 EMSAに よ る 分 析 か ら 、 二 つ の 非 STAT関 連 転 写 因 子 の DNA結 合 活 性 が 、 評 価
さ れ る 化 合 物 に よ っ て 有 意 に 変 化 し な い こ と が 示 さ れ る （ 図 1Cお よ び 1D） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 （ 表 １ ） イ ン ビ ト ロ で の STAT DNA結 合 活 性 の 破 壊 に 関 す る IC50値 （ μ M）
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ 表 ２ ） 細 胞 増 殖 の 阻 害 に 関 す る IC50値 （ μ M）
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
実 施 例 2－ 白 金 錯 体 は DNA配 列 の 完 全 性 を 調 節 し な い
　 シ ス プ ラ チ ン お よ び そ の 類 似 体 が ア ル キ ル 化 に よ っ て DNA配 列 を 変 性 さ せ る こ と が で き
る こ と は 公 知 で あ る 。 本 発 明 の 白 金 錯 体 が DNAの 完 全 性 を 破 壊 す る か 否 か を 調 べ る た め に
、 実 施 例 1に 記 述 の イ ン ビ ト ロ DNA結 合 ア ッ セ イ に お い て 行 っ た よ う に 、 白 金 錯 体 に よ っ て
同 様 に 前 処 置 し た コ ー ル ド の hSIEオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 、 非 ア ニ ー リ ン グ お よ び 再
ア ニ ー リ ン グ 試 験 を 行 い 、 再 ア ニ ー ル し た オ リ ゴ を 1.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お い て 分 析 し
て 、 バ ン ド を エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド に よ る ゲ ル の 染 色 に よ っ て 可 視 化 し た 。 ISSCPA-1、 IS
SCPA-7、 ま た は PtCl 4 を 処 置 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 本 発 明 の 化 合 物 を 処 置 し て
い な い 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 の 移 動 パ タ ー ン お よ び バ ン ド の 鮮 明 度 を 示 し た （ 図
2） 。 こ の 知 見 は 、 hSIEオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 本 発 明 の 白 金 化 合 物 に よ っ て 処 置
し て も 、 変 性 作 用 を 示 さ な い こ と を 示 し 、 本 発 明 の 白 金 化 合 物 が イ ン ビ ト ロ DNA結 合 ア ッ
セ イ に お い て hSIEプ ロ ー ブ の Stat3結 合 配 列 を 変 化 さ せ な い 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て
い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
実 施 例 3－ ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7に よ る 形 質 転 換 お よ び 腫 瘍 細 胞 に お け る 構 成 的 Stat3シ
グ ナ ル 伝 達 の 消 失
　 Src形 質 転 換 線 維 芽 細 胞 お よ び ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に お け る Stat3の 持 続 的 な 活 性 化 に 及 ぼ す 白
金 錯 体 の 影 響 を 調 べ た 。 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7を 処 置 し た 細 胞 に 関 し て 、 核 抽 出 物 に お
け る イ ン ビ ト ロ Stat3 DNA結 合 活 性 の EMSA分 析 は 、 構 成 的 Stat3活 性 化 の 強 い 阻 害 を 示 し （
図 3） 、 化 合 物 が 構 成 的 な Stat3活 性 化 を 遮 断 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 試 験 を 、
Stat3転 写 活 性 に 及 ぼ す 白 金 錯 体 の 影 響 を 評 価 す る よ う に 拡 大 し た 。 ISSCPA-1お よ び ISSCP
A-7は い ず れ も 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー の Stat3依 存 的 誘 導 を 有 意 に 抑 制 し た が （ 図 4
） 、 Stat3非 依 存 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 誘 導 に 対 し て ほ と ん ど ま た は 全 く 影 響 を 及 ぼ さ
な か っ た （ 図 4） 。 対 照 的 に 、 白 金 錯 体 ISSCPA-3お よ び シ ス プ ラ チ ン に よ る 構 成 的 Stat3活
性 化 の 阻 害 は 中 等 度 で あ る か 、 無 視 で き る 程 度 で あ っ た （ 図 3お よ び 4） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 白 金 錯 体 が 広 範 な イ ン ビ ボ 作 用 を 有 す る か 否 か を 調 べ る た め に 、 他 の シ グ ナ ル
伝 達 経 路 の 変 化 を 調 べ た 。 MAPK、 PI-3キ ナ ー ゼ 、 お よ び タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ C経 路 の 誘 導
に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 評 価 し た 。 EGFに よ っ て 刺 激 し た Src形 質 転 換 NIH3T3/v-Srcお よ び
NIH3T3/hEGFRに お い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 析 し た と こ ろ 、 本 発 明 の 白
金 錯 体 に よ る 処 置 に よ っ て 、 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 変 化 し な い （ 図 5A）
。 同 様 に 、 EGFに よ る MAPキ ナ ー ゼ Erk1ま た は ERk2の 誘 導 は 、 化 合 物 に よ る 処 置 を 有 意 に 変
化 さ せ な か っ た （ 図 5B） 。 こ れ ら の 知 見 は 共 に 、 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7が 形 質 転 換 お よ
び 腫 瘍 細 胞 に お け る Stat3の 構 成 的 活 性 化 な ら び に Stat3媒 介 遺 伝 子 発 現 の 強 力 な 阻 害 剤 で
あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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実 施 例 4－ 白 金 錯 体 に よ る 細 胞 増 殖 の 阻 害 と 細 胞 生 存 率 の 減 少
　 [ 3 H]チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 し た 細 胞 増 殖 に 及 ぼ す 白 金 錯 体 の 影 響 を 調 べ た 。
ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7に よ る 処 置 は 、 Src形 質 転 換 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 と 共 に ヒ ト 乳 癌 お
よ び 肺 の 非 小 細 胞 癌 細 胞 株 の 増 殖 を 強 く 阻 害 し た （ 図 6） 。 対 照 的 に 、 構 成 的 に 活 性 な Sta
t3を 含 ま な い 正 常 な マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 ま た は ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に 同 様 の 処 置 を 行 っ て も 、 処 置
細 胞 の 増 殖 速 度 の 減 少 と し て 認 め ら れ る が 、 増 殖 阻 害 性 で は な い 、 ご く わ ず か な 作 用 を 有
す る に 過 ぎ な か っ た （ 図 6） 。 細 胞 増 殖 に お け る Stat3の 重 要 な 役 割 と 一 致 し て 、 こ の デ ー
タ は 、 構 成 的 に 活 性 な Stat3の 阻 害 が 細 胞 増 殖 停 止 を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
実 施 例 5－ 白 金 化 合 物 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導
　 研 究 は 、 形 質 転 換 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 生 存 に お け る 構 成 的 Stat3シ グ ナ ル 伝 達 の 重 要 な 役
割 を 確 立 し た （ Catlett-Falconeら 、 1999a； Grandisら 、 2000a； Epling-Burnetteら 、 200
1； Bowmanら 、 2000b； Grandisら 、 2000b； Horiguchiら 、 2002） 。 悪 性 細 胞 の 生 存 率 お よ
び 生 存 に 及 ぼ す 本 発 明 の 白 金 化 合 物 の 影 響 を 評 価 し た 。 構 成 的 に 活 性 な Stat3の 本 発 明 の
化 合 物 に よ る 阻 害 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス が 起 こ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Src形 質 転 換
お よ び 正 常 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 を 本 発 明 の 白 金 化 合 物 に よ っ て 処 置 し て 、 ア ポ ト ー シ ス の 証
拠 に 関 し て TUNEL染 色 を 行 っ た 。 図 7に お け る 結 果 は 、 ISSCPA-1お よ び ISSCPA-7が Src形 質
転 換 NIH3T3線 維 芽 細 胞 に お い て 強 い ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た こ と を 示 し て い る 。 対 照 的 に
、 同 様 に 処 置 し た 正 常 線 維 芽 細 胞 で は ご く 軽 微 な 程 度 の ア ポ ト ー シ ス を 認 め た に 過 ぎ な か
っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 白 金 錯 体 に よ っ て Stat3依 存 的 形 質 転 換 細 胞 に お い て ア
ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
実 施 例 6－ 塩 化 白 金 （ IV） に よ る 黒 色 腫 お よ び 結 腸 腫 瘍 の 退 縮 の 誘 導
　 黒 色 腫 お よ び 結 腸 腫 瘍 の マ ウ ス モ デ ル を 用 い て 本 発 明 の 塩 化 白 金 （ IV） の 抗 腫 瘍 有 効 性
を 評 価 し た 。 確 立 さ れ た 腫 瘍 に 、 塩 化 白 金 （ IV） の 用 量 を 直 接 注 射 し て 、 そ の 後 の 腫 瘍 の
大 き さ を モ ニ タ ー し た 。 黒 色 腫 お よ び 結 腸 腫 瘍 の 双 方 に 関 し て 、 結 果 は 、 塩 化 白 金 （ IV）
に よ る 処 置 後 に 完 全 な 退 縮 を 示 す （ 図 8B） が 、 無 処 置 対 照 腫 瘍 は 増 殖 し 続 け た 。 平 行 な 試
験 に お い て 、 処 置 し た 腫 瘍 を 抽 出 し て 、 EMSAに よ っ て 分 析 し た DNA結 合 活 性 に 基 づ い て Sta
t3活 性 を 決 定 し た 。 本 発 明 の 塩 化 白 金 （ IV） に よ っ て 処 置 し た 腫 瘍 に お い て 、 構 成 的 に 活
性 な Stat3は 強 く 減 弱 し た （ 図 8A） 。 知 見 は 共 に 、 塩 化 白 金 （ IV） に よ る 構 成 的 に 活 性 な S
TATの 阻 害 に よ っ て 黒 色 腫 お よ び 結 腸 腫 瘍 の 退 縮 が 起 こ る こ と を 支 持 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 の 実 施 例 お よ び 態 様 は 説 明 す る 目 的 に 限 ら れ 、 そ れ に 照 ら し て 様 々 な 改
変 ま た は 変 更 が 当 業 者 に 示 唆 さ れ る で あ ろ う が 、 そ れ ら も 本 出 願 の 趣 旨 お よ び 範 囲 、 な ら
び に 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る と 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 特 許 ま た は 出 願 書 は 、 カ ラ ー で 作 製 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 図 面 を 含 む 。 カ ラ ー 図 面
を 含 む 本 特 許 ま た は 特 許 出 願 刊 行 物 の コ ピ ー は 、 請 求 し て 必 要 な 料 金 を 支 払 え ば 特 許 庁 に
よ っ て 提 供 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 １ 】 図 1A～ 1Dは 、 白 金 錯 体 の DNA結 合 活 性 お よ び 作 用 に 関 す る EMSA分 析 を 示 す 写 真 で
あ る 。 活 性 化 Stat1、 Stat3、 お よ び Stat5を 含 む 核 抽 出 物 を 、 表 記 の 濃 度 の 白 金 錯 体 ISSCP
A-1、 ISSCPA-3、 ISSCPA-7、 ま た は PtCl 4 に よ っ て 室 温 で 30分 間 処 置 し て か ら 、 放 射 標 識 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 図 1Aは 、 hSIEプ ロ ー ブ に 対 す る St
at1お よ び Stat3の 結 合 活 性 を 示 し 、 図 1Bは MGFeプ ロ ー ブ に 対 す る Stat1お よ び Stat5の 結 合
活 性 を 示 し 、 図 1Cは 、 プ ロ ー ブ と し て の DHFR配 列 に 対 す る E2F1の 結 合 を 示 し 、 お よ び 図 1D
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は 、 プ ロ ー ブ と し て の α 2マ ク ロ グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー に お け る 結 合 配 列 に 対 す る NFκ B
の 結 合 を 示 す 。 ゲ ル に お け る STAT、 E2F1、 ま た は NFκ B（ p65、 p50） と DNAと の 複 合 体 の 位
置 を 表 示 す る 。 対 照 レ ー ン は 白 金 錯 体 と 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し て い な い 核 抽 出 物 を 表 す 。
【 図 ２ 】 白 金 錯 体 を 処 置 し た ま た は 処 置 し な か っ た DNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す
写 真 で あ る 。 白 金 錯 体 処 置 hSIEオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び DMSO処 置 対 照 オ リ ゴ を 70℃ で 10
分 間 加 熱 し て 巻 き 戻 し し て 、 室 温 で 一 晩 冷 却 す る こ と に よ っ て 再 ア ニ ー ル さ せ 、 UV可 視 化
の た め に エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む 2％ ア ガ ロ ー ス で の ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 し た
。 ゲ ル に お い て hSIEに 対 応 す る バ ン ド の 位 置 を 示 す 。
【 図 ３ 】 EMSAに よ っ て 分 析 し た Stat3活 性 化 に 及 ぼ す 白 金 錯 体 の 効 果 の 評 価 を 示 す 写 真 で
あ る 。 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た Stat3を 含 み 、 白 金 錯 体 を 表 記 の 時 間 処 置 し た 悪 性 細 胞 か ら
調 製 し た 核 抽 出 物 を 、 hSIEオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て EMSAに よ っ て 分 析 し た 。
抽 出 物 は 、 v-Src形 質 転 換 NIH3T3/v-Src； ヒ ト 乳 癌 MDA-MB-231； MDA-MB-435； お よ び MDA-M
B-2468か ら 調 製 し た 。 ゲ ル に お け る Stat3： DNA複 合 体 の 位 置 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4A～ 4Bは 、 無 傷 の 細 胞 に お け る 白 金 錯 体 に よ る Stat3媒 介 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を
示 す 。 Stat3依 存 的 （ NIH3T3/v-Src/pLucTKS3） お よ び Stat3非 依 存 的 （ NIH3T3/v-Src/pRLS
RE） ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー を 安 定 に 発 現 す る v-Src形 質 転 換 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 を 、 表
記 の 時 間 白 金 錯 体 に よ っ て 処 置 し た 。 Stat3依 存 的 フ ァ イ ア フ ラ イ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （
図 4A） 、 お よ び Stat3非 依 存 的 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 測 定 （ 図 4B） の た め に 、 細 胞
質 抽 出 物 を 細 胞 か ら 調 製 し た 。 値 は 独 立 し た ア ッ セ イ 5回 の 平 均 値 お よ び S.D.で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5A～ 5Cは 、 シ グ ナ ル 分 子 に 及 ぼ す 白 金 錯 体 の 影 響 を 示 す 写 真 で あ る 。 EGF受 容
体 を 過 剰 発 現 す る 線 維 芽 細 胞 （ NIH3T3/Hegfr） お よ び そ の v-Src形 質 転 換 相 対 物 （ NIH3T3/
v-Src） を 白 金 錯 体 に よ っ て 24時 間 処 置 し て 、 EGFの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 5分 間 刺 激 し
た 。 全 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し て 、 5％ SDS-PAGEに お い て 分 析 し て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ
レ ン に 転 写 し 、 （ パ ネ ル A） 抗 pTyr抗 体 （ 4G10） ま た は MAPKフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 活 性 化
型 に 対 す る 抗 体 、 （ パ ネ ル B） ERK、 お よ び （ パ ネ ル C） p38mapkを 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に よ っ て プ ロ ー ビ ン グ し た 。
【 図 ６ 】 図 6Aお よ び 6Bは 、 細 胞 増 殖 お よ び 生 存 率 に 及 ぼ す 白 金 錯 体 の 影 響 を 示 す 。 図 6Aは
、 白 金 錯 体 を 表 記 の 時 間 処 置 し た 培 養 正 常 ま た は v-Src形 質 転 換 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 、 お よ
び 顕 微 鏡 下 で 可 視 化 し て ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 に よ っ て 計 数 し た 生 存 細 胞 数 を 示 す 。 図
6Bは 、 白 金 錯 体 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 24～ 48時 間 処 置 し て 、 [ 3 H]チ ミ ジ ン 取 り 込 み の
程 度 に 関 し て 分 析 し た 正 常 お よ び Src形 質 転 換 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 、 ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 と 共
に 、 乳 腺 腫 瘍 細 胞 （ MDA-MB-231； MDA-MB-435； MDA-MB-453、 お よ び MCF-7） 、 肺 癌 （ A549
） 、 お よ び 前 立 腺 癌 （ DU145） を 示 す 。 値 は 独 立 し た 3～ 4回 の 測 定 の 平 均 値 お よ び S.D.で
あ る 。
【 図 ７ 】 白 金 錯 体 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 示 す 写 真 で あ る 。 正 常 NIH3T3線 維 芽 細 胞 お
よ び そ の v-Src形 質 転 換 相 対 物 を 白 金 錯 体 に よ っ て 48時 間 処 置 し て 、 TUNEL染 色 キ ッ ト を 用
い て DNA損 傷 の 証 拠 に 関 し て 分 析 し た 。
【 図 ８ 】 図 8A～ 8Cは 、 塩 化 白 金 （ IV） に よ っ て 誘 導 さ れ た 腫 瘍 の 退 縮 を 示 す 。 そ の い ず れ
も 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た Stat3を 有 す る B16黒 色 腫 お よ び CT26結 腸 腫 瘍 を 用 い た マ ウ ス に お
け る 腫 瘍 モ デ ル を 、 塩 化 白 金 （ IV） の 用 量 を 腫 瘍 内 注 射 す る こ と に よ っ て 処 置 し 、 腫 瘍 の
大 き さ を 9日 ま で 1日 お き に モ ニ タ ー し た 。 図 8Aは 、 イ ン ビ ト ロ DNA結 合 ア ッ セ イ お よ び EMS
A分 析 に お け る Stat3活 性 に 関 し て 分 析 し た 、 抽 出 さ れ た 腫 瘍 組 織 を 示 す 写 真 で あ る 。 図 8B
お よ び 8Cは 、 処 置 日 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 、 キ ャ リ パ ー に よ っ て モ ニ タ ー し た 腫 瘍 の 大 き
さ を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
配 列 の 簡 単 な 説 明
　 （ 配 列 番 号 ： １ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
　 （ 配 列 番 号 ： ２ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
　 （ 配 列 番 号 ： ３ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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