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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　変異体ＩＤＨがんの処置に使用するための医薬組成物であって、ブレキナルを含み、変
異体ＩＤＨは：
（ａ）ＩＤＨ１タンパク質若しくはＩＤＨ１遺伝子；又は
（ｂ）ＩＤＨ２タンパク質若しくはＩＤＨ２遺伝子、
の変異である、前記医薬組成物。
【請求項２】
　がんにおいて変異体ＩＤＨ遺伝子又は変異体タンパク質の存在が検出される、請求項１
に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　腫瘍細胞の生存又は増殖を、前記腫瘍細胞をブレキナルと接触させることにより阻害す
ることができるか否かを決定するための方法であって、前記腫瘍細胞において変異体ＩＤ
Ｈ１若しくはＩＤＨ２遺伝子又は変異体ＩＤＨ１若しくはＩＤＨ２タンパク質の存在を決
定することを含み、前記変異体ＩＤＨ１若しくはＩＤＨ２遺伝子又は変異体ＩＤＨ１若し
くはＩＤＨ２タンパク質の存在は、前記腫瘍細胞の生存又は増殖をブレキナルにより阻害
できることを示す、前記方法。
【請求項４】
　腫瘍細胞の特性決定方法であって、前記腫瘍細胞において変異体ＩＤＨ１若しくはＩＤ
Ｈ２遺伝子又は変異体ＩＤＨ１若しくはＩＤＨ２タンパク質の存在を決定することを含み
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、変異体ＩＤＨ１若しくはＩＤＨ２遺伝子又は変異体ＩＤＨ１若しくはＩＤＨ２タンパク
質の存在は、前記腫瘍細胞の生存又は増殖をブレキナルにより阻害できることを示す、前
記方法。
【請求項５】
　変異体ＩＤＨが、ＩＤＨ１タンパク質又はＩＤＨ１遺伝子の変異である、請求項１に記
載の医薬組成物。
【請求項６】
　該変異が、Ｇ９７Ｄ、Ｒ１３２Ｈ、Ｒ１３２Ｃ、Ｒ１３２Ｌ、Ｒ１３２Ｖ、Ｒ１３２Ｓ
、及びＲ１３２Ｇから成る群より選択されるアミノ酸置換である、請求項５に記載の医薬
組成物。
【請求項７】
　変異体ＩＤＨが、ＩＤＨ２タンパク質又はＩＤＨ２遺伝子の変異である、請求項１に記
載の医薬組成物。
【請求項８】
　該変異が、Ｒ１４０Ｑ、Ｒ１４０Ｗ、Ｒ１４０Ｌ、Ｒ１７２Ｋ、及びＲ１７２Ｇから成
る群より選択されるアミノ酸置換である、請求項７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　変異体ＩＤＨがんが、神経膠腫、骨髄異形成症候群、骨髄増殖性腫瘍、急性骨髄性白血
病、黒色腫、軟骨肉腫、及び血管免疫芽球性非ホジキンリンパ腫から選択される請求項１
、２及び５～８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】
　本願は、２０１５年１２月３０日提出の米国特許出願第６２／２７３１３５号の優先権
を主張するものであり、本明細書にその全体を援用する。
　本発明は、がん患者の処置方法及び診断方法を対象とする。より詳細には、本発明は、
代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬での処置が有効である患者の決定方法を対象とする。
【背景技術】
【０００２】
　イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（ＩＤＨ）は、イソシトレートから２－オキソグルタレ
ート（すなわちα－ケトグルタレート）への酸化的脱炭酸を触媒する。これらの酵素は２
つの異なるサブクラスに属し、その一方は電子受容体としてＮＡＤ（＋）を利用し、他方
はＮＡＤＰ（＋）を利用する。５つのイソクエン酸デヒドロゲナーゼが報告されている：
３つはＮＡＤ（＋）依存性イソクエン酸デヒドロゲナーゼで、これはミトコンドリア基質
に集中しており、２つはＮＡＤＰ（＋）依存性イソクエン酸デヒドロゲナーゼで、その一
方はミトコンドリア性、他方は主に細胞質性である。各ＮＡＤＰ（＋）依存性アイソザイ
ムはホモ２量体である。
【０００３】
　ＩＤＨ１（イソクエン酸デヒドロゲナーゼ１（ＮＡＤＰ＋）、細胞質性）は、ＩＤＨ；
ＩＤＰ；ＩＤＣＤ；ＩＤＰＣ又はＰＩＣＤとしても知られる。この遺伝子によってコード
されるタンパク質は、細胞質及びペルオキシソームに見いだされるＮＡＤＰ（＋）依存性
イソクエン酸デヒドロゲナーゼである。それは、ＰＴＳ－１ペルオキシソーム標的シグナ
ル配列を含有する。ペルオキシソーム中のこの酵素の存在は、２，４－ジエノイル－Ｃｏ
Ａから３－エノイル－ＣｏＡへの変換のようなペルオキシソーム内還元のためのＮＡＤＰ
Ｈの再生における役割のほか、２－オキソグルタレートを消費するペルオキシソーム反応
、すなわち、フィタン酸のα－ヒドロキシル化における役割を示唆している。細胞質酵素
は、細胞質ＮＡＤＰＨ産生において重要な役割を果たす。ヒトＩＤＨ１遺伝子は、４１４
アミノ酸のタンパク質をコードする。ヒトＩＤＨ１に関するヌクレオチド及びアミノ酸配
列は、それぞれ遺伝子バンク登録ＮＭ＿００５８９６．２及びＮＰ＿００５８８７．２と
して見いだすことができる。ＩＤＨ１に関するヌクレオチド及びアミノ酸配列はまた、例
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えば、Ｎｅｋｒｕｔｅｎｋｏら、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｅｖｏｌ．１５：１６７４－１６８
４（１９９８）；Ｇｅｉｓｂｒｅｃｈｔら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：３０５２
７－３０５３３（１９９９）；Ｗｉｅｍａｎｎら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１１：４２２
－４３５（２００１）；Ｔｈｅ　ＭＧＣ　Ｐｒｏｊｅｃｔ　Ｔｅａｍ、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒ
ｅｓ．１４：２１２１－２１２７（２００４）；Ｌｕｂｅｃら、ＵｎｉＰｒｏｔＫＢに提
出（２００８年１２月）；Ｋｕｌｌｍａｎｎら、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋ／ＤＤＢＪデ
ータベースに提出（１９９６年１月）；及びＳｊｏｅｂｌｏｍら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１
４：２６８－２７４（２００６）に記載されている。
【０００４】
　ＩＤＨ２（イソクエン酸デヒドロゲナーゼ２（ＮＡＤＰ＋）、ミトコンドリア性）は、
ＩＤＨ；ＩＤＰ；ＩＤＨＭ；ＩＤＰＭ；ＩＣＤ－Ｍ；又はｍＮＡＤＰ－ＩＤＨとしても知
られる。この遺伝子によってコードされるタンパク質は、ミトコンドリアに見いだされる
ＮＡＤＰ（＋）依存性イソクエン酸デヒドロゲナーゼである。それは、中間代謝及びエネ
ルギー産生において役割を果たす。このタンパク質は、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合
体と密接に関連又は相互作用することができる。ヒトＩＤＨ２遺伝子は、４５２アミノ酸
のタンパク質をコードする。ＩＤＨ２に関するヌクレオチド及びアミノ酸配列は、それぞ
れ遺伝子バンク登録ＮＭ＿００２１６８．２及びＮＰ＿００２１５９．２として見いだす
ことができる。ヒトＩＤＨ２に関するヌクレオチド及びアミノ酸配列はまた、Ｈｕｈら、
ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋ／ＤＤＢＪデータベースに提出（１９９２年１１月）；及びＴ
ｈｅ　ＭＧＣ　Ｐｒｏｊｅｃｔ　Ｔｅａｍ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１４：２１２１－２
１２７（２００４）に記載されている。
【０００５】
　非変異型、例えば野生型のＩＤＨ１及びＩＤＨ２は、例えば正反応において、イソシト
レートからα－ケトグルタレートへの酸化的脱炭酸と、これによるＮＡＤ＋（ＮＡＤＰ＋

）からＮＡＤＨ（ＮＡＤＰＨ）への還元を触媒する：
イソシトレート ＋ NAD+ (NADP+)　→　α-KG ＋ CO2 ＋ NADH (NADPH) ＋ H+

　特定のがん細胞中に存在するＩＤＨ１及びＩＤＨ２の変異により、α－ケトグルタレー
トからＲ（－）－２－ヒドロキシグルタレート（２ＨＧ）へのＮＡＰＨ依存性還元を触媒
する、酵素の新規能力がもたらされることが発見されている。２ＨＧの産生は、がんの形
成及び進行に寄与すると考えられている（Ｄａｎｇ，Ｌら、Ｎａｔｕｒｅ　２００９，４
６２：７３９－４４）。
【０００６】
　ジヒドロオロト酸デヒドロゲナーゼ（ＤＨＯＤＨ）は、ヒトにおいて１６番染色体上の
ＤＨＯＤＨ遺伝子によってコードされる酵素である。この遺伝子によってコードされるタ
ンパク質は、ｄｅ　ｎｏｖｏピリミジン生合成の４番目の酵素段階、すなわちユビキノン
が介在するジヒドロオロテートからオロテートへの酸化を触媒する。このタンパク質は、
ミトコンドリア内膜（ＩＭＭ）の外表面上に位置するミトコンドリアタンパク質である。
ＤＨＯＤＨは、補因子の含量、オリゴマー状態、細胞内局在性、及び膜の関連性において
多様であり得る。これらＤＨＯＤＨ変異体の全体的な配列アラインメントは、２つのクラ
スのＤＨＯＤＨ、すなわち細胞質クラス１及び膜結合クラス２を提供する。クラス１のＤ
ＨＯＤＨでは塩基性システイン残基が酸化反応を触媒するが、クラス２ではセリンがこの
触媒機能を果たす。構造的に、クラス１のＤＨＯＤＨは２つのサブクラスに分けることも
でき、その一方はホモ２量体を形成し、フマル酸を電子受容体として用い、他方はヘテロ
４量体を形成し、ＮＡＤ＋を電子受容体として用いる。この第２のサブクラスは、鉄－硫
黄クラスター及びフラビンアデニンジヌクレオチド（ＦＡＤ）を含有する追加サブユニッ
ト（ＰｙｒＫ）を含有する。一方、クラス２のＤＨＯＤＨは、酸化に酵素Ｑ／ユビキノン
を利用する。高等真核生物では、このクラスのＤＨＯＤＨは、約３０残基のカチオン性両
親媒性ミトコンドリア標的配列及び疎水性膜貫通配列を含むＮ末端両方向性シグナルを含
有する。標的配列は、おそらく、移入装置を採用することから、ミトコンドリアの内膜及
び外膜を通過するΔΨによって推進される輸送に介在することまで、ＩＭＭへのこのタン
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パク質の局在性に関与するが、膜貫通配列は、ＩＭＭへのタンパク質の挿入に必須である
。この配列は、短いループによって接続されている１対のα－ヘリックス、α１及びα２
に隣接している。同時に、この対形態は、Ｃ末端におけるＦＭＮ結合キャビティとともに
、ユビキノンの挿入部位として働くと示唆される疎水性ファネルを形成する。それら２つ
の末端ドメインは、伸長ループによって直接的に接続している。Ｃ末端ドメインは、２つ
のうち大きい方であり、８つのαヘリックスに囲まれた８つの平行なβストランドのコア
を有する保存されたα／β－バレル構造に折り畳まれる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｅｖｏｌ．１５：１６７４－１６８４（１９９８）
【非特許文献２】Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：３０５２７－３０５３３（１９９９
）
【非特許文献３】Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１１：４２２－４３５（２００１）
【非特許文献４】Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１４：２１２１－２１２７（２００４）
【非特許文献５】Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１４：２６８－２７４（２００６）
【非特許文献６】Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１４：２１２１－２１２７（２００４）
【非特許文献７】Ｎａｔｕｒｅ　２００９，４６２：７３９－４４
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、被験者におけるＩＤＨ変異の存在を特徴とするがんの処置方法であって、被
験者に治療的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与することを含む、前記方法
を提供する。
【０００９】
　本発明は、腫瘍細胞の生存又は増殖を、前記腫瘍細胞を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害
薬と接触させることにより阻害することができるか否かを決定するための方法であって、
前記腫瘍細胞においてＩＤＨの状態を決定することを含み、ＩＤＨ変異の存在は、前記腫
瘍細胞の生存又は増殖を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬により阻害できることを示す、
前記方法を提供する。
【００１０】
　他の観点では、本発明は、変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を決定することを
含む腫瘍細胞の特性決定方法であって、変異ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在は、前記
腫瘍細胞の生存又は増殖を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬により阻害できることを示す
、前記方法を提供する。
【００１１】
　他の観点では、本発明は、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬に対する腫瘍の反応性の決
定方法であって、前記腫瘍の試料において変異ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を決定
することを含む方法を提供するものであり、ここで、変異ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の
存在は、前記腫瘍が代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬に対し反応性であることを示す。
【００１２】
　他の観点では、本発明は、腫瘍試料において変異ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を
測定するための試薬を含むキットを提供するものであり、前記キットは、治療的有効量の
代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与するための使用説明書をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１Ａ及び図１Ｂは、ＤＨＯＤＨ阻害薬ブレキナルで３日間（図１Ａ）及び７日
間（図１Ｂ）処理した後のＩＨＤ野生型（丸）、変異体ＩＤＨ１　Ｒ１３２Ｈ（四角）、
及び変異体ＩＤＨ２　Ｒ１４０Ｑ（三角）ＴＦ１細胞の増殖の線グラフを示す。ブレキナ
ルは、変異体ＩＤＨ１（Ｒ１３２Ｈ）及び変異体ＩＤＨ２（Ｒ１４０Ｑ）細胞株を、それ
ぞれ１．３μＭ及び１．６μＭのＩＣ５０で阻害した。
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【図２Ａ】図２Ａは、ブレキナルで処理したＴＦ１細胞において、ＡＴＰ倍率変化（０日
目に対する３日目）として表される代謝活性の低下が、変異体ＩＤＨ１及び変異体ＩＤＨ
２細胞にウリジンを８μＭの濃度で３日間添加することにより改善したことを例示する。
【図２Ｂ】図２Ｂは、ｍＩＤＨ１及びｍＩＤＨ２細胞において、１０００μＭの濃度のウ
リジンにより代謝活性の低下が改善したことを例示する。
【図３】図３は、メトトレキサートで処理したＴＦ１細胞において、ＡＴＰ倍率変化（０
日目に対する３日目）として表される代謝活性の低下を例示する。代謝活性は、ｍＩＤＨ
１及びｍＩＤＨ２　ＴＦ１細胞にフォリン酸を３日間添加することにより改善した。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　変異体ＩＤＨ１又は変異体ＩＤＨ２を組み込んだ赤白血病ＴＦ１細胞株の代謝プロファ
イリングは、プリン及びピリミジン中間体のレベルが約５分の１に低下したことを示し、
変異体ＩＤＨ１又は変異体ＩＤＨ２が、代謝拮抗薬化合物及びＤＨＯＤＨ阻害薬による阻
害に対し予想外の感受性を示すという発見につながった。この観察結果は、腫瘍増殖に対
する代謝拮抗薬化合物及びＤＨＯＤＨ阻害薬の効果を予測するための有益な新規診断方法
の基礎となっており、患者に最も適した処置の選択を助ける追加的ツールを腫瘍学者にも
たらしている。
【００１５】
　したがって、本発明は、被験者における変異体ＩＤＨがんの処置方法であって、被験者
に治療的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与することを含む方法を提供する
。他の観点では、本発明は、被験者における変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を
特徴とするがんの処置方法であって、被験者に治療的有効量の代謝拮抗薬化合物又はＤＨ
ＯＤＨ阻害薬を投与することを含む、前記方法を提供する。
【００１６】
　本発明の他の観点では、がん細胞の生存又は増殖を、前記がん細胞を代謝拮抗薬又はＤ
ＨＯＤＨ阻害薬と接触させることにより阻害することができるか否かを決定するための方
法であって、前記腫瘍細胞において変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を決定する
ことを含み、変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在は、前記がん細胞の生存又は増殖
を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬により阻害できることを示す、前記方法を提供する。
本発明の他の観点では、がん細胞の特性決定方法であって、前記がん細胞中の変異体ＩＤ
Ｈ遺伝子又はタンパク質の存在を決定することを含み、変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク
質の存在は、前記がん細胞の生存又は増殖を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬により阻害
できることを示す、前記方法を提供する。
【００１７】
　本発明の他の観点では、変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を特徴とするがん細
胞の増殖又は生存を阻害する方法であって、前記がん細胞を有効量の代謝拮抗薬又はＤＨ
ＯＤＨ阻害薬と接触させることを含む、前記方法を提供する。他の観点では、本発明は、
患者における腫瘍の診断方法であって、前記腫瘍試料において変異ＩＤＨ遺伝子又はタン
パク質の存在を決定し、前記患者に治療的に許容しうる量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻
害薬を投与することを含む、前記方法を提供する。
【００１８】
　特定の態様では、がんは、変異体ＩＤＨ１遺伝子又はタンパク質の存在を特徴とする。
１つの態様では、変異体ＩＤＨ１タンパク質は、アミノ酸残基Ｇ９７における置換を含む
。１つの態様では、変異体ＩＤＨ１遺伝子は、アミノ酸残基Ｇ９７における置換を含むタ
ンパク質をコードする。１つの態様では、アミノ酸置換はＧ９７Ｄである。１つの態様で
は、変異体ＩＤＨ１タンパク質は、アミノ酸残基Ｒ１３２における置換を含む。１つの態
様では、変異体ＩＤＨ１遺伝子は、アミノ酸残基Ｒ１３２における置換を含むタンパク質
をコードする。１つの態様では、アミノ酸置換は、Ｒ１３２Ｈ、Ｒ１３２Ｃ、Ｒ１３２Ｌ
、Ｒ１３２Ｖ、Ｒ１３２Ｓ、及びＲ１３２Ｇから成る群より選択される。１つの態様では
、アミノ酸置換はＲ１３２Ｈである。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１３２Ｃである
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。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１３２Ｌである。１つの態様では、アミノ酸置換は
Ｒ１３２Ｖである。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１３２Ｓである。１つの態様では
、アミノ酸置換はＲ１３２Ｇである。
【００１９】
　特定の態様では、がんは、変異体ＩＤＨ２遺伝子又はタンパク質の存在を特徴とする。
１つの態様では、変異体ＩＤＨ２タンパク質は、アミノ酸残基Ｒ１４０における置換を含
む。１つの態様では、変異体ＩＤＨ２遺伝子は、アミノ酸残基Ｒ１４０における置換を含
むタンパク質をコードする。１つの態様では、アミノ酸置換は、Ｒ１４０Ｑ、Ｒ１４０Ｗ
又はＲ１４０Ｌである。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１４０Ｑである。１つの態様
では、アミノ酸置換はＲ１４０Ｗである。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１４０Ｌで
ある。１つの態様では、変異体ＩＤＨ２タンパク質は、アミノ酸残基Ｒ１７２における置
換を含む。１つの態様では、変異体ＩＤＨ１遺伝子は、アミノ酸残基Ｒ１７２における置
換を含むタンパク質をコードする。１つの態様では、アミノ酸置換は、Ｒ１７２Ｋ又はＲ
１７２Ｇから成る群より選択される。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１７２Ｋである
。１つの態様では、アミノ酸置換はＲ１７２Ｇである。
【００２０】
　「代謝拮抗薬」は、正常な細胞代謝の一部である化学物質である代謝産物の使用を阻害
する化学物質を意味する。そのような物質は、葉酸の使用を妨げる抗葉酸剤など、それら
が妨げる代謝産物と構造が似ていることが多い。本発明では、代謝拮抗薬は、細胞増殖及
び細胞分裂を停止させるなど、細胞に対し毒性作用を有し、したがって、がんの化学療法
として有用である。特定の代謝拮抗薬としては、プリン類似体（アザチオプリン、６－メ
ルカプトプリン、チオプリン、例えば、チオグアニン、フルダラビン、ペントスタチン、
及びクラドリビン）、ピリミジン類似体（例えば、５－フルオロウラシル、フロクスウリ
ジン、シタラビン、６－アザウラシル）、ヌクレオシド類似体、改変核酸塩基を有するヌ
クレオシド、改変糖成分を有するヌクレオシド、ヌクレオチド類似体、及び抗葉酸剤（メ
トトレキサート及びペメトレキセドなど）が挙げられる。特定の態様では、代謝拮抗薬は
ジヒドロ葉酸レダクターゼ阻害薬である。特定の態様では、代謝拮抗薬はメトトレキサー
トである。本発明の方法の特定の態様では、代謝拮抗薬とＤＨＯＤＨ阻害薬を同時に又は
連続的に投与する。
【００２１】
　哺乳類の「がん」は、無制限増殖、不死性、転移能、急速な増殖、及び増殖速度、並び
に特定の特徴的な形態学的状態など、がんに特有の特徴を有する細胞の存在を表す。本明
細書中では、がん及び腫瘍という用語を互換的に用いる。がん細胞は充実性腫瘍の形態に
あることが多いが、そのような細胞は動物内に単独で存在することができ、又は白血病細
胞などの独立細胞として血流中を循環することができる。１つの態様では、がんはさらに
、ジヒドロオロテートのレベル低下によって特徴付けられる。本発明の方法では、がん細
胞は任意の組織タイプ、例えば、胆管がん、膵臓、肺、膀胱、乳房、食道、結腸、卵巣で
あり得る。他の態様では、がんは、膠芽腫（神経膠腫）、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）、
骨髄増殖性腫瘍（ＭＰＮ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、肉腫、黒色腫、非小細胞性肺
がん、軟骨肉腫、胆管がん、及び血管免疫芽球性リンパ腫から成る群より選択される。他
の態様では、がんは、神経膠腫、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）、骨髄増殖性腫瘍（ＭＰＮ
）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、黒色腫、軟骨肉腫、又は血管免疫芽球性非ホジキンリ
ンパ腫（ＮＨＬ）である。がんは、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬の投与により部分的
又は完全に処置することができる任意のがんであることが好ましい。がんは、例えば、肺
がん、非小細胞性肺（ＮＳＣＬ）がん、細気管支肺胞細胞肺がん、骨肉腫、膵臓がん、皮
膚がん、頭部又は頚部のがん、皮膚又は眼内黒色腫、子宮がん、卵巣がん、直腸がん、肛
門部の癌、胃がん(stomach cancer)、胃がん(gastric cancer)、結腸がん、乳がん、子宮
がん、卵管がん、子宮内膜がん、子宮頚がん、膣がん、外陰がん、ホジキン病、食道がん
、小腸がん、内分泌系のがん、甲状腺がん、副甲状腺がん、副腎がん、軟部組織肉腫、尿
道がん、陰茎がん、前立腺がん、膀胱がん、腎臓又は尿管のがん、腎細胞がん、腎盂がん
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、中皮腫、肝細胞がん、胆管がん、慢性又は急性白血病、リンパ球性リンパ腫、中枢神経
系（ＣＮＳ）の腫瘍、脊髄軸腫瘍、脳幹神経膠腫、多形性膠芽種、星状細胞腫、神経鞘腫
、上衣腫、髄芽腫、髄膜腫、扁平上皮がん、下垂体腺腫、及び上記がんのいずれかの不応
性バージョン、又は上記がんの１以上の組み合わせであり得る。前がん性の病態又は病変
としては、例えば、口腔白板症、光線性角化症（日光性角化症）、結腸又は直腸の前がん
性ポリープ、胃上皮異形成、腺腫様異形成、遺伝性非ポリポーシス結腸がん症候群（ＨＮ
ＰＣＣ）、バレット食道、膀胱異形成、及び子宮頚部の前がん病態が挙げられる。
【００２２】
　本明細書において「処置する」という用語は、特記しない限り、患者において腫瘍増殖
、腫瘍転移、又は他の発がん性細胞若しくは新生物細胞を、部分的又は完全に、克服する
か、軽減するか、その進行を阻害するか、防止することを意味する。本明細書において「
処置」という用語は、特記しない限り、処置の行為を表す。「がんの処置方法」は、動物
においてがん細胞の数を低減若しくは削減させるか、がんの症状を緩和するように設計さ
れている行為の手順又は経過を表す。
【００２３】
　「有効量」という用語は、組織、系、又は動物、例えばヒトの求められている生物学的
又は医学的応答を生じさせる、代謝拮抗薬若しくはＤＨＯＤＨ阻害薬化合物又は他の薬物
との組み合わせの量を意味する。１つの態様では、該応答は、腫瘍容積又は経時的な腫瘍
容積の増加率の抑制、例えば、ほとんど変化しない容積又は容積の減少である。他の態様
では、有効量は、がん細胞数を減少させるか、がん細胞数の増加率を低下させる、代謝拮
抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬の量である。他の態様では、有効量は、がん細胞の少なくとも
一部の分化、例えば血液学的腫瘍の場合、未分化芽球細胞から機能的好中球への変換を引
き起こすのに足る代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬の量である。治療的有効量は、がん細
胞が完全に排除されるか、又は細胞数がゼロ若しくは検出不能になるまで減少するか、又
はがんの症状が十分に緩和されることを必ずしも意味するわけではない。
【００２４】
　腫瘍又は腫瘍細胞中の変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在は、標準的技術を用い
て、例えば、免疫ブロット分析において、オリゴヌクレオチドプローブを用い、抗体、例
えば、腫瘍細胞株又は原発腫瘍検体から単離した変異体ＩＤＨタンパク質（野生型ＩＤＨ
タンパク質に対し）に特異的なポリクローナル抗血清を用いて、決定することができる。
あるいは、変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在は、がん代謝物２－ヒドロキシグル
タレート（２ＨＧ）のレベルを測定することにより決定することができる。２ＨＧは、組
織から直接的に、又は、例えば磁気共鳴分光法（ＭＲＳ）により分光学的に、測定するこ
とができる。１つの態様では、被験者をＭＲＳに付し、評価は、磁気共鳴によって決定さ
れる、２ＨＧ、例えばＲ－２ＨＧに相関するか対応するピークの存在又は増加した量の評
価を包含する。例えば、腫瘍細胞、腫瘍試料、又は腫瘍を有する疑いがある患者を、約２
．５ｐｐｍのシグナルの存在及び／又は強度について分析して、２ＨＧの存在及び／又は
量を決定することができる。２ＨＧのレベルの上昇は、腫瘍細胞又は腫瘍が変異体ＩＤＨ
遺伝子又はタンパク質を包含することを示している。
【００２５】
　「ＤＨＯＤＨ阻害薬」は、ジヒドロオロト酸からオロト酸への変換におけるＤＨＯＤＨ
の正常な酵素機能を阻害する化合物を意味する。あるいは、ＤＨＯＤＨ阻害薬は、ＤＨＯ
ＤＨ遺伝子の転写又は翻訳を阻害する。特定の態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬は、例えばＤ
ＨＯＤＨ核酸（すなわちＤＮＡ又はｍＲＮＡ）に結合して阻害することにより、ＤＨＯＤ
Ｈ遺伝子の発現又は産生活性を抑制するオリゴヌクレオチドである。特定の態様では、Ｄ
ＨＯＤＨ阻害薬は、オリゴヌクレオチド、例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓ
ｈＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ、又はアプタマーである。１つの態様では、Ｄ
ＨＯＤＨ阻害薬は、ＤＨＯＤＨ酵素機能に結合して調整する小分子である。ＤＨＯＤＨ阻
害薬の例としては、ブレキナル、ビドフルジムス(vidofludimus)、レフルノミド、及びテ
リフルノミドが挙げられる。特定の態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬はブレキナルである。１
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つの態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬はビドフルジムスである。１つの態様では、ＤＨＯＤＨ
阻害薬はレフルノミドである。他の態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬はテリフルノミドである
。他の態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬は、式：
【００２６】
【化１】

【００２７】
［Ａは、芳香族又は非芳香族の５又は６員炭化水素環であって、１個以上の炭素原子は、
Ｓ、Ｏ、Ｎ、ＮＲ４、ＳＯ２、及びＳＯから成る群より独立して選択されるＸ基によって
置換されていてもよく；
　Ｌは、単結合又はＮＨであり；
　Ｄは、Ｏ、Ｓ、ＳＯ２、ＮＲ４、又はＣＨ２であり；
　Ｚ１は、Ｏ、Ｓ又はＮＲ５であり；
　Ｚ２は、Ｏ、Ｓ、又はＮＲ５であり；
　Ｒ１は、独立して、Ｈ、ハロゲン、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル
、ハロアルカニルオキシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアルキニルオキシ、－ＣＯ２Ｒ”
、－ＳＯ３Ｈ、－ＯＨ、－ＣＯＮＲ＊Ｒ”、－ＣＲ”Ｏ、－ＳＯ２－ＮＲ＊Ｒ”、－ＮＯ

２、－ＳＯ２－Ｒ”、－ＳＯ－Ｒ＊、－ＣＮ、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、ア
ルキニルオキシ、アルカニルチオ、アルケニルチオ、アルキニルチオ、アリール、－ＮＲ
”－ＣＯ２－Ｒ’、－ＮＲ”－ＣＯ－Ｒ＊、－ＮＲ”－ＳＯ２－Ｒ’、－Ｏ－ＣＯ－Ｒ＊

、－Ｏ－ＣＯ２－Ｒ＊、－Ｏ－ＣＯ－ＮＲ＊Ｒ”、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキ
ル、アルカニルアミノ、アルケニルアミノ、アルキニルアミノ、ヒドロキシアルカニルア
ミノ、ヒドロキシアルケニルアミノ、ヒドロキシアルキニルアミノ、－ＳＨ、ヘテロアリ
ール、アルカニル、アルケニル、又はアルキニルを表し；
　Ｒ＊は、独立して、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテ
ロシクロアルキル、アミノアルカニル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、アルカニ
ルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、－ＯＨ、－ＳＨ、アルカニルチオ、ア
ルケニルチオ、アルキニルチオ、ヒドロキシアルカニル、ヒドロキシアルケニル、ヒドロ
キシアルキニル、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ハロアルカニルオ
キシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアルキニルオキシ、アリール、又はヘテロアリールを
表し；
　Ｒ’は、独立して、Ｈ、－ＣＯ２Ｒ”、－ＣＯＮＲ”Ｒ”’、－ＣＲ”Ｏ、－ＳＯ２Ｎ
Ｒ”、－ＮＲ”－ＣＯ－ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、－ＮＯ２、
－ＮＲ”－ＳＯ２－ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、－ＮＲ”－ＳＯ

２－アルカニル、－ＮＲ”－ＳＯ２－アルケニル、－ＮＲ”－ＳＯ２－アルキニル、－Ｓ
Ｏ２－アルカニル、－ＳＯ２－アルケニル、－ＳＯ２－アルキニル、－ＮＲ”－ＣＯ－ア
ルカニル、－ＮＲ”－ＣＯ－アルケニル、－ＮＲ”－ＣＯ－アルキニル、－ＣＮ、アルカ
ニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アミノアルカ
ニル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、アルカニルアミノ、アルケニルアミノ、ア
ルキニルアミノ、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、シクロアル
キルオキシ、－ＯＨ、－ＳＨ、アルカニルチオ、アルケニルチオ、アルキニルチオ、ヒド
ロキシアルカニル、ヒドロキシアルケニル、ヒドロキシアルキニル、ヒドロキシアルカニ
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ルアミノ、ヒドロキシアルケニルアミノ、ヒドロキシアルキニルアミノ、ハロゲン、ハロ
アルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ハロアルカニルオキシ、ハロアルケニル
オキシ、ハロアルキニルオキシ、アリール、アラルキル、又はヘテロアリールを表し；
　Ｒ”は、独立して、水素、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ヒドロ
キシアルカニル、ヒドロキシアルケニル、ヒドロキシアルキニル、アルカニル、アルケニ
ル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、ヘテロアリール、
アミノアルカニル、アミノアルケニル、又はアミノアルキニルを表し；
　Ｒ”’は、独立して、Ｈ又はアルカニルを表し；
　Ｒ２は、Ｈ、又はＯＲ６、ＮＨＲ７、ＮＲ７ＯＲ７であるか；あるいは、
Ｒ２は、Ｒ８に結合している窒素原子と一緒になって、５～７員、好ましくは５又は６員
ヘテロ環式環を形成し、ここで、Ｒ２は－［ＣＨ２］ｓであり、Ｒ８は存在せず；
　Ｒ３は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロア
ルキル、アリール、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、－Ｏ－ア
リール；－Ｏ－シクロアルキル、－Ｏ－ヘテロシクロアルキル、ハロゲン、アミノアルカ
ニル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、アルカニルアミノ、アルケニルアミノ、ア
ルキニルアミノ、ヒドロキシルアミノ、ヒドロキシルアルカニル、ヒドロキシルアルケニ
ル、ヒドロキシルアルキニル、ハロアルカニルオキシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアル
キニルオキシ、ヘテロアリール、アルカニルチオ、アルケニルチオ、アルキニルチオ、－
Ｓ－アリール；－Ｓ－シクロアルキル、－Ｓ－ヘテロシクロアルキル、アラルキル、ハロ
アルカニル、ハロアルケニル、又はハロアルキニルであり；
　Ｒ４は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロア
ルキル、アリール、又はヘテロアリールであり；
　Ｒ５は、Ｈ、ＯＨ、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、Ｏ－ア
リール、アルカニル、アルケニル、アルキニル、又はアリールであり；
　Ｒ６は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロア
ルキル、アリール、ヘテロアリール、アラルキル、アルカニルオキシアルカニル、アルカ
ニルオキシアルケニル、アルカニルオキシアルキニル、アルケニルオキシアルカニル、ア
ルケニルオキシアルケニル、アルケニルオキシアルキニル、アルキニルオキシアルカニル
、アルキニルオキシアルケニル、アルキニルオキシアルキニル、アシルアルカニル、（ア
シルオキシ）アルカニル、（アシルオキシ）アルケニル、（アシルオキシ）アルキニルア
シル、非対称（アシルオキシ）アルカニルジエステル、非対称（アシルオキシ）アルケニ
ルジエステル、非対称（アシルオキシ）アルキニルジエステル、又はジアルカニルホスフ
ェート、ジアルケニルホスフェート、若しくはジアルキニルホスフェートであり；
　Ｒ７は、Ｈ、ＯＨ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、アリール、アルカニルオキ
シ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、－Ｏ－アリール、シクロアルキル、ヘテロシ
クロアルキル、－Ｏ－シクロアルキル、又は－Ｏ－ヘテロシクロアルキルであり；
　Ｒ８は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、又はアルキニルであり；
　Ｅは、アルカニル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシク
ロアルキル、又はシクロアルキル基であるか、あるいは、
縮合２環式又は３環式環系であって、１つのフェニル環が、１つ若しくは２つの単環式シ
クロアルキル若しくはヘテロシクロアルキル環又は１つの２環式シクロアルキル若しくは
ヘテロシクロアルキル環に縮合しているか、２つのフェニル環が、単環式シクロアルキル
若しくはヘテロシクロアルキル環に縮合しているものであり、ここで、単環式及び２環式
シクロアルキル及びヘテロシクロアルキル環は本明細書中で定義したとおりであり、上記
基はすべて、１以上の置換基Ｒ’によって置換されていてもよく；
　Ｙは、Ｈ、ハロゲン、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ハロアルカ
ニルオキシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアルキニルオキシ、アルカニル、アルケニル、
アルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシクロアルキル、又はシクロアルキル基
であるか、あるいは、
縮合２環式又は３環式環系であって、１つのフェニル環が、１つ若しくは２つの単環式シ
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ヘテロシクロアルキル環に縮合しているか、２つのフェニル環が、単環式シクロアルキル
若しくはヘテロシクロアルキル環に縮合しているものであり、ここで、上記基はすべて、
１以上の置換基Ｒ’によって置換されていてもよく；あるいは、
Ｙは、
【００２８】
【化２】

【００２９】
であり、
　ｍは０又は１であり；
　ｎは０又は１であり；
　ｐは０又は１であり；
　ｑは０又は１であり；
　ｒは０又は１であり；
　ｓは０～２であり；そして
　ｔは０～３である］
の化合物である。
【００３０】
　特定の態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬は：
【００３１】
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【００３２】



(12) JP 6961879 B2 2021.11.5

10

20

30

40

50

【化３－２】

【００３３】
から成る群より選択される化合物である。
　他の態様では、ＤＨＯＤＨ阻害薬は、式：
【００３４】

【化４】

【００３５】
の化合物又は医薬的に許容し得るその塩である
［式中、
　Ｒ１は、ヒドロキシ又はアミノであり；
　Ｒ２は、置換されていてもよいアリール、置換されていてもよいヘテロシクリル、又は
－Ｏ－（ＣＨ２）１－２アリールであり；ここで、各場合の置換基は、１～４個のＲ４で
あり；
　Ｒ３は、水素、ハロゲン、アルキル、アルコキシ、アミノ、アミド、シアノ、カルボキ
シ、又はヒドロキシルであり；
　Ｒ４は、ハロゲン又は－ＮＨＣ（Ｏ）シクロアルキルであり；
　ｎは、１～４の整数である］。
【００３６】
　１つの態様では、化合物は：
２－（４’－（シクロプロパンカルボキサミド）－［１，１’－ビフェニル］－４－イル
）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（４’－（シクロプロパンカルボキサミド）－［１，１’－ビフェニル］－４－イル
）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボキサミド；
２－（［１，１’－ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン
－７－カルボン酸；
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２－（［１，１’－ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン
－７－カルボキサミド；
２－（３－フルオロ－［１，１’－ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５
－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（３－フルオロ－［１，１’－ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５
－ｂ］ピリジン－７－カルボキサミド；
２－（４’－（シクロプロパンカルボキサミド）－３－フルオロ－［１，１’－ビフェニ
ル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（２’，３－ジフルオロ－［１，１’－ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ
［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（４’－（シクロプロパンカルボキサミド）－２’，３－ジフルオロ－［１，１’－
ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（４’－（シクロプロパンカルボキサミド）－２’，３－ジフルオロ－［１，１’－
ビフェニル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボキサミ
ド；
２－（２’－（シクロプロパンカルボキサミド）－３－フルオロ－［１，１’－ビフェニ
ル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（２’－（シクロプロパンカルボキサミド）－３－フルオロ－［１，１’－ビフェニ
ル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボキサミド；
２－（３’－（シクロプロパンカルボキサミド）－３－フルオロ－［１，１’－ビフェニ
ル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（３’－（シクロプロパンカルボキサミド）－３－フルオロ－［１，１’－ビフェニ
ル］－４－イル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボキサミド；
２－（２－フルオロ－４－（２－オキソ－１，２，３，４－テトラヒドロキノリン－７－
イル）フェニル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７－カルボン酸；
２－（４－（ベンジルオキシ）フェニル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７
－カルボン酸）；
２－（４－（ベンジルオキシ）フェニル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－７
－カルボキサミド；及び
２－（４－（６－オキソ－３，４，５，６－テトラヒドロ－１Ｈ－アゼピノ［５，４，３
－ｃｄ］インドール－２－イル）フェニル）－３Ｈ－イミダゾ［４，５－ｂ］ピリジン－
７－カルボン酸；
から成る群より選択される。
【００３７】
　本発明の方法では、腫瘍細胞中の変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在は、当分野
で公知の標準的バイオアッセイ手順、例えば、以下でより詳細に記載する、ＥＬＩＳＡ、
ＲＩＡ、免疫沈降法、免疫ブロット法、免疫蛍光顕微鏡検査法、ＲＴ－ＰＣＲ、ｉｎ　ｓ
ｉｔｕハイブリッド形成法、ｃＤＮＡマイクロアレイなどを用いて評価することができる
。
【００３８】
　生体試料中の変異体ＩＤＨタンパク質又は核酸の存在を検出するための代表的方法は、
被験者から生体試料（例えば、腫瘍関連体液）を得て、該生体試料をポリペプチド又は核
酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ、又はｃＤＮＡ）を検出することができる化合物又
は作用物質と接触させることを包含する。したがって、本発明の検出方法は、例えばｉｎ
　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏの生体試料では、ｍＲＮＡタンパク質、ｃＤＮＡ、又は
ゲノムＤＮＡの検出に用いることができる。例えば、ｍＲＮＡを検出するためのｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ技術としては、ノーザンハイブリッド形成法及びｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形
成法が挙げられる。バイオマーカータンパク質を検出するためのｉｎ　ｖｉｔｒｏ技術と
しては、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット法、免疫沈降法
、及び免疫蛍光が挙げられる。ゲノムＤＮＡを検出するためのｉｎ　ｖｉｔｒｏ技術とし
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ては、サザンハイブリッド形成法が挙げられる。ｍＲＮＡを検出するためのｉｎ　ｖｉｖ
ｏ技術としては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ノーザンハイブリッド形成法、及び
ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成法が挙げられる。さらに、バイオマーカータンパク質を
検出するためのｉｎ　ｖｉｖｏ技術としては、タンパク質又はそのフラグメントを対象と
する標識抗体を被験者に導入することが挙げられる。例えば、抗体は、被験者内での存在
及び位置を標準的画像化技術によって検出することができる放射性マーカーで標識するこ
とができる。
【００３９】
　そのような診断及び予測アッセイの一般的原理は、変異体ＩＤＨ遺伝子及びプローブを
含有し得る試料又は反応混合物を、適切な条件下、変異体ＩＤＨ遺伝子及びプローブが相
互作用して結合し、これにより、反応混合物中で除去及び／又は検出することができる複
合体を形成することが可能になるのに十分な時間にわたり、調製することを包含する。こ
れらのアッセイは、さまざまな方法で実施することができる。例えば、そのようなアッセ
イの実施方法の１つは、変異体ＩＤＨ遺伝子若しくはそのフラグメント又はプローブを、
基材ともよばれる固相支持体上に定着させ、固相上に定着した標的ＩＤＨ遺伝子／プロー
ブ複合体を反応終了時に検出することを包含する。そのような方法の１つの態様では、変
異体ＩＤＨ遺伝子の存在についてアッセイすることになっている被験者からの試料を、キ
ャリヤー又は固相支持体上に定着させることができる。他の態様では、逆の状態が可能で
あり、プローブを固相に定着させることができ、被験者からの試料を、アッセイの非定着
成分として反応させることができる。
【００４０】
　アッセイ成分を固相に定着させるための方法は数多く確立されている。これらとしては
、限定されるものではないが、ビオチン及びストレプトアビジンの結合を介して固定され
る変異体ＩＤＨ遺伝子若しくはそのフラグメント又はプローブ分子が挙げられる。そのよ
うなビオチン化アッセイ成分は、当分野で公知の技術（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉ
ｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、イリノイ州ロックフォード）を用いてビオチン－ＮＨＳ
（Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド）から調製し、ストレプトアビジンをコーティングし
た９６ウェルプレート（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固定することがで
きる。特定の態様では、固定化アッセイ成分を有する表面は、あらかじめ調製して保管す
ることができる。周知の支持体又はキャリヤーとしては、限定されるものではないが、ガ
ラス、ポリスチレン、ナイロン、ポリプロピレン、ナイロン、ポリエチレン、デキストラ
ン、アミラーゼ、天然及び変性セルロース、ポリアクリルアミド、斑れい岩、及び磁鉄鉱
が挙げられる。
【００４１】
　上記アプローチでアッセイを実施するために、非固定化成分を固相に加え、その上に第
２の成分を定着させる。反応終了後、形成したあらゆる複合体が固相上に固定されたまま
になるような条件下で、複合体を形成していない成分を除去してもよい（例えば洗浄によ
り）。固相に定着している変異体ＩＤＨ遺伝子／プローブ複合体の検出は、本明細書中で
概説するいくつかの方法で遂行することができる。１つの態様では、プローブが非定着ア
ッセイ成分である場合、アッセイで検出し読み出すために、本明細書中で検討し、当業者
に周知の検出可能な標識で、プローブを直接的又は間接的に標識することができる。変異
体ＩＤＨ遺伝子／プローブ複合体形成を、さらなる操作又はいずれかの成分（遺伝子又は
プローブ）の標識を行うことなく、例えば、蛍光共鳴エネルギー移動（すなわちＦＲＥＴ
、例えば、Ｌａｋｏｗｉｃｚら、米国特許第５６３１１６９号；Ｓｔａｖｒｉａｎｏｐｏ
ｕｌｏｓ，ら、米国特許第４８６８１０３号を参照）の技術を利用することにより、直接
的に検出することも可能である。第１の「供与体」分子上のフルオロフォア標識は、適切
な波長の入射光での励起によりその放出蛍光エネルギーが第２の「受容体」分子上の蛍光
標識によって吸収され、この第２の分子が吸収エネルギーにより蛍光を発することができ
るように選択する。あるいは、「供与体」タンパク質分子は、単純にトリプトファン残基
の天然蛍光エネルギーを利用することができる。「受容体」分子の標識を「供与体」の標
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識と区別することができるように、異なる波長の光を発する標識を選択する。標識間のエ
ネルギー移動の効率は、分子を隔てる距離に関連するので、分子間の空間的関係を評価す
ることができる。分子間で結合が生じる状態では、アッセイにおける「受容体」分子標識
の蛍光発光は最大になるはずである。ＦＲＥＴ結合事象は、当分野で周知の標準的蛍光検
出手段により（例えば蛍光光度計を用いて）好都合に測定することができる。
【００４２】
　他の態様では、プローブがバイオマーカーを認識する能力の決定は、リアルタイム生体
分子間相互作用解析（ＢＩＡ）（例えば、Ｓｊｏｌａｎｄｅｒ，Ｓ．及びＵｒｂａｎｉｃ
ｚｋｙ，Ｃ．、１９９１、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６３：２３３８－２３４５、並びにＳｚ
ａｂｏら、１９９５、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．５：６９９－７０
５を参照）のような技術を利用することにより、いずれかのアッセイ成分（プローブ又は
ＩＤＨ遺伝子）を標識することなく遂行することができる。本明細書において、「ＢＩＡ
」又は「表面プラズモン共鳴」は、いずれの反応体（例えばＢＩＡコア）も標識すること
なく、生体特異的相互作用をリアルタイムで試験するための技術である。結合表面（結合
事象を示す）での質量変化は、表面付近における光の屈折率の変化をもたらして（表面プ
ラズモン共鳴（ＳＰＲ）の光学現象）、生体分子間のリアルタイムの反応の指標として用
いることができる検出可能なシグナルを生じさせる。
【００４３】
　あるいは、他の態様では、類似の診断及び予測アッセイを、変異体ＩＤＨ遺伝子及びプ
ローブを液相の溶質として用いて実施することができる。そのようなアッセイでは、複合
体化したバイオマーカー及びプローブを、いくつかの標準的技術のいずれか、例えば、限
定されるものではないが、分画遠心分離、クロマトグラフィー、電気泳動、及び免疫沈降
により、非複合体化成分から分離する。分画遠心分離では、変異体ＩＤＨ遺伝子／プロー
ブ複合体を、それらの異なるサイズ及び密度に基づく複合体の異なる沈降平衡によって、
一連の遠心分離段階を介して非複合体化アッセイ成分から分離することができる（例えば
、Ｒｉｖａｓ，Ｇ．及びＭｉｎｔｏｎ，Ａ．Ｐ．、１９９３、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ　Ｓｃｉ．１８（８）：２８４－７を参照）。標準的クロマトグラフィー技術も、非
複合体化分子から複合体化分子を分離するのに利用することができる。例えば、ゲル濾過
クロマトグラフィーでは、サイズに基づき、カラム形態中の適切なゲル濾過樹脂を利用す
ることによって分子が分離され、例えば、比較的大きな複合体を、比較的小さな非複合体
化成分から分離することができる。同様に、非複合体化成分と比べて相対的に異なる変異
体ＩＤＨ遺伝子／プローブ複合体の電荷特性を利用して、例えばイオン交換クロマトグラ
フィー樹脂を用いることにより、複合体と非複合体化成分を識別することができる。その
ような樹脂及びクロマトグラフィー技術は当業者に周知である（例えば、Ｈｅｅｇａａｒ
ｄ，Ｎ．Ｈ．、１９９８、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ．Ｗｉｎｔｅｒ　１１（１－６
）：１４１－８；Ｈａｇｅ，Ｄ．Ｓ．及びＴｗｅｅｄ，Ｓ．Ａ．、Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏ
ｇｒ　Ｂ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｓｃｉ　Ａｐｐｌ、１９９７、Ｏｃｔ　１０；６９９（１－２
）：４９９－５２５を参照）。ゲル電気泳動も、複合体化アッセイ成分を非結合成分から
分離するために採用することができる（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ＆Ｓｏｎｓ、ニューヨーク、１９８７－１９９９を参照）。この技術では、タンパク質
又は核酸複合体が、例えばサイズ又は電荷に基づいて分離される。電気泳動プロセス中に
結合相互作用を維持するために、非変性ゲルマトリックス材料のほか、還元剤が存在しな
い条件が典型的には好ましい。特定のアッセイ及びその成分に適切な条件は、当業者に周
知であろう。
【００４４】
　特定の態様では、変異体ＩＤＨ　ｍＲＮＡのレベルを、当分野で公知の方法を用いて、
生体試料のｉｎ　ｓｉｔｕ及びｉｎ　ｖｉｔｒｏ形態の両方により決定することができる
。「生体試料」という用語は、被験者から単離した組織、細胞、生体液、及びその単離物
のほか、被験者内に存在する組織、細胞、及び体液を包含することを意図している。多く
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の発現検出法では単離ＲＮＡが用いられる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ法の場合、ｍＲＮＡの単離
に不利な選択を行わない任意のＲＮＡ単離技術を利用して、腫瘍細胞からＲＮＡを精製す
ることができる（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、ニュー
ヨーク、１９８７－１９９９を参照）。加えて、多数の組織試料を、当業者に周知の技術
、例えばＣｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉの１段階ＲＮＡ単離プロセス（１９８９、米国特許第４
８４３１５５号）などを用いて、容易に処理することができる。単離したｍＲＮＡは、ハ
イブリッド形成又は増幅アッセイ、例えば、限定されるものではないが、サザン若しくは
ノーザン分析、ポリメラーゼ連鎖反応分析、及びプローブアレイに用いることができる。
ｍＲＮＡを検出するための特定の診断方法の１つは、単離したｍＲＮＡを、検出される遺
伝子によってコードされているｍＲＮＡとハイブリッド形成することができる核酸分子（
プローブ）と接触させることを包含する。核酸プローブは、例えば、完全長ｃＤＮＡ又は
その一部、例えば、長さが少なくとも７、１５、３０、５０、１００、２５０、又は５０
０ヌクレオチドで、ストリンジェントな条件下で、ＩＤＨをコードするｍＲＮＡ又はゲノ
ムＤＮＡと特異的にハイブリッド形成するのに十分なオリゴヌクレオチドであり得る。本
発明の診断アッセイでの使用に適した他のプローブは、本明細書中に記載されている。ｍ
ＲＮＡとプローブとのハイブリッド形成は、変異体ＩＤＨ遺伝子が発現していることを示
す。１つの形態では、例えば、単離ｍＲＮＡをアガロースゲルに泳動し、ｍＲＮＡをゲル
からニトロセルロースなどの膜に転写することにより、ｍＲＮＡを固体表面上に固定して
プローブと接触させる。他の形態では、プローブを固体表面上に固定し、例えばＡｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ　ｇｅｎｅ　ｃｈｉｐアレイにおいて、ｍＲＮＡをプローブと接触させる。
当業者であれば、公知のｍＲＮＡ検出方法を容易に適合させて、ＩＤＨ遺伝子にコードさ
れるｍＲＮＡのレベルの検出に使用することができる。
【００４５】
　試料中の変異体ＩＤＨ　ｍＲＮＡを検出するための他の方法は、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ
（実験の態様はＭｕｌｌｉｓ、１９８７、米国特許第４６８３２０２号に記載されている
）、リガーゼ連鎖反応（Ｂａｒａｎｙ、１９９１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ、８８：１８９－１９３）、自律配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉら、１９９０、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８７４－１８７８）、転写増
幅システム（Ｋｗｏｈら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８６：１１７３－１１７７）、Ｑβレプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、Ｂｉｏ
／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：１１９７）、ローリングサークル複製（Ｌｉｚａｒｄｉら
、米国特許第５８５４０３３号）、又は任意の他の核酸増幅法による核酸増幅プロセスと
、これに続く、当業者に周知の技術を用いた増幅分子の検出を包含する。これらの検出ス
キームは、核酸分子が非常に少数しか存在しない場合の核酸分子の検出に特に有用である
。本明細書において、増幅プライマーは、遺伝子の５’又は３’領域にアニールすること
ができ（それぞれプラス及びマイナス鎖、又はその逆）、その間に短い領域を含有する、
１対の核酸分子であると定義される。一般に、増幅プライマーは長さが約１０～３０ヌク
レオチドであり、長さが約５０～２００ヌクレオチドの領域をフランキングする。適した
条件下で適した試薬を用いると、そのようなプライマーにより、プライマーによってフラ
ンキングされたヌクレオチド配列を含む核酸分子の増幅が可能になる。
【００４６】
　ｉｎ　ｓｉｔｕ法の場合、検出前に腫瘍細胞からｍＲＮＡを単離する必要はない。その
ような方法では、細胞又は組織試料を、公知の組織学的方法を用いて調製／処理する。そ
の後、試料を支持体、典型的にはガラススライド上に固定した後、バイオマーカーをコー
ドするｍＲＮＡとハイブリッド形成することができるプローブと接触させる。
【００４７】
　本発明の他の態様では、変異体ＩＤＨタンパク質を検出する。変異体ＩＤＨタンパク質
の検出に好ましい作用物質は、ＩＤＨタンパク質又はそのフラグメントに結合することが
できる抗体、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体はポリクローナルで
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あり得、より好ましくはモノクローナルである。無傷抗体又はそのフラグメント若しくは
誘導体（例えばＦａｂ又はＦ（ａｂ’）２）を用いることができる。プローブ又は抗体に
関して、「標識した」という用語は、検出可能な物質をプローブ又は抗体にカップリング
（すなわち物理的に連結）させることによるプローブ又は抗体の直接的標識のほか、直接
標識されている他の試薬との反応性によるプローブ又は抗体の間接的標識を包含すること
を意図する。間接的標識の例としては、蛍光標識２次抗体を用いた１次抗体の検出、及び
、蛍光標識ストレプトアビジンでの検出を可能にするためのビオチンによるＤＮＡプロー
ブの末端標識が挙げられる。
【００４８】
　変異体ＩＤＨタンパク質は、当業者に周知の技術を用いて腫瘍細胞から単離することが
できる。採用されるタンパク質単離方法は、例えば、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ（Ｈａｒ
ｌｏｗ及びＬａｎｅ、１９８８、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ、ニューヨーク州コールド・スプリング・ハーバー）に記載されているような方法であ
り得る。所定の抗体と結合するタンパク質が試料に含有されているか否かを決定するため
に、さまざまな形態を採用することができる。そのような形態の例としては、限定される
ものではないが、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、ウェスタンブ
ロット分析、及び酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）が挙げられる。当業者であれ
ば、公知のタンパク質／抗体の検出法を容易に適合させて、腫瘍細胞が本発明のバイオマ
ーカーを発現するか否かの決定に使用することができる。１つの形態では、抗体又は抗体
のフラグメント若しくは誘導体をウェスタンブロット又は免疫蛍光検査などの方法に用い
て、発現した変異体ＩＤＨタンパク質を検出することができる。そのような使用では、一
般に、抗体又は変異体ＩＤＨタンパク質のいずれかを固体支持体上に固定することが好ま
しい。適した固相支持体又はキャリヤーとしては、抗原又は抗体を結合することができる
任意の支持体が挙げられる。周知の支持体又はキャリヤーとしては、ガラス、ポリスチレ
ン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デキストラン、ナイロン、アミラーゼ、天然及び変
性セルロース、ポリアクリルアミド、斑れい岩、及び磁鉄鉱が挙げられる。当業者でれば
、抗体又は抗原を結合するのに適したキャリヤーが他にも多く存在することを理解し、そ
のような支持体を本発明で使用するために適合させることができるであろう。例えば、腫
瘍細胞から単離した変異体ＩＤＨタンパク質をポリアクリルアミドゲル電気泳動に付し、
ニトロセルロースなどの固相支持体上に固定することができる。その後、支持体を適した
緩衝液で洗浄した後、検出可能に標識した抗体で処理することができる。その後、緩衝液
で固相支持体の２回目の洗浄を行って、結合していない抗体を除去することができる。そ
の後、固体支持体上の結合標識の量を、従来の手段により検出することができる。
【００４９】
　ＥＬＩＳＡアッセイの場合、特異的結合対は免疫性又は非免疫性タイプであり得る。免
疫性の特異的結合対の例は、抗原－抗体系又はハプテン／抗ハプテン系である。フルオレ
セイン／抗フルオレセイン、ジニトロフェニル／抗ジニトロフェニル、ビオチン／抗ビオ
チン、ペプチド／抗ペプチドなどを挙げることができる。特異的結合対の抗体メンバーは
、当業者に周知の慣例的方法により生産することができる。そのような方法は、特異的結
合対の抗原メンバーで動物を免疫することを包含する。特異的結合対の抗原メンバーが免
疫原性でない、例えばハプテンである場合、それをキャリヤータンパク質に共有結合的に
カップリングさせて免疫原性にすることができる。非免疫性結合対としては、２つの成分
が互いに天然の親和性を共有するが、抗体ではない系が挙げられる。代表的な非免疫対は
、ビオチン－ストレプトアビジン、内因子－ビタミンＢ１２、葉酸－葉酸結合タンパク質
などである。
【００５０】
　抗体を特異的結合対のメンバーで共有結合的に標識するために、さまざまな方法が利用
可能である。方法は、特異的結合対のメンバーの性質、望ましい連結のタイプ、及びさま
ざまなコンジュゲーション化学に対する抗体の耐容性に基づき選択する。ビオチンは、市
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販の活性誘導体を利用することにより、抗体に共有結合的にカップリングさせることがで
きる。これらのいくつかは、タンパク質上のアミン基に結合するビオチン－Ｎ－ヒドロキ
シ－スクシンイミド；カルボジイミドカップリングにより炭水化物部分、アルデヒド及び
カルボキシル基に結合するビオチンヒドラジド；並びに、スルフヒドリル基に結合するビ
オチンマレイミド及びヨードアセチルビオチンである。フルオレセインは、フルオレセイ
ンイソチオシアネートを用いてタンパク質アミン基とカップリングさせることができる。
ジニトロフェニル基は、２，４－ジニトロベンゼンスルフェート又は２，４－ジニトロフ
ルオロベンゼンを用いてタンパク質アミン基とカップリングさせることができる。他の標
準的コンジュゲーション法、例えば、ジアルデヒド、カルボジイミドカップリング、ホモ
官能性架橋、及びヘテロ２官能性架橋を採用して、モノクローナル抗体を特異的結合対の
メンバーとカップリングさせることができる。カルボジイミドカップリングは、１つの物
質上のカルボキシル基を他の物質上のアミン基とカップリングさせるのに有効な方法であ
る。カルボジイミドカップリングは、市販の試薬１－エチル－３－（ジメチル－アミノプ
ロピル）－カルボジイミド（ＥＤＡＣ）を用いることにより促進することができる。
【００５１】
　２官能性イミドエステル及び２官能性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを含むホ
モ２官能性架橋剤は市販されており、１つの物質上のアミン基を他の物質上のアミン基と
カップリングさせるために採用される。ヘテロ２官能性架橋剤は、異なる官能基を持つ試
薬である。最も一般的な市販のヘテロ２官能性架橋剤は、官能基の１つとしてアミン反応
性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、及び第２の官能基としてスルフヒドリル反応
性基を有する。最も一般的なスルフヒドリル反応性基は、マレイミド、ピリジルジスルフ
ィド、及び活性ハロゲンである。官能基のうち１つは、照射によりさまざまな基と反応す
る光活性アリールニトレンであることができる。
【００５２】
　検出可能に標識した抗体、又は検出可能に標識した特異的結合対のメンバーは、放射性
同位体、酵素、蛍光発生性、化学発光性、又は電気化学的材料であり得るレポーターとカ
ップリングさせることにより調製される。２つの一般に用いられている放射性同位体は、
１２５Ｉ及び３Ｈである。標準的な放射性同位体による標識手順としては、１２５Ｉの場
合はクロラミンＴ、ラクトペルオキシダーゼ、及びボルトン・ハンター法、並びに３Ｈの
場合は還元的メチル化が挙げられる。「検出可能に標識した」という用語は、標識固有の
酵素活性によるか、容易に検出することができる他の成分の標識への結合によって、容易
に検出可能に標識した分子を表す。本発明における使用に適した酵素としては、限定され
るものではないが、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、β－ガラ
クトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ホタル及びレニラを含むルシフェラーゼ、β－
ラクタマーゼ、ウレアーゼ、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、及びリゾチームが挙げ
られる。酵素標識は、抗体と特異的結合対のメンバーとのカップリングについて上記した
ようなジアルデヒド、カルボジイミドカップリング、ホモ２官能性架橋剤、及びヘテロ２
官能性架橋剤を用いることにより促進される。
【００５３】
　選択する標識方法は、標識される酵素及び材料上の利用可能な官能基、並びにコンジュ
ゲーション条件に対する両者の耐容性に依存する。本発明で用いられる標識方法は、限定
されるものではないが、現在採用されている任意の従来法、例えば、Ｅｎｇｖａｌｌ及び
Ｐｅａｒｌｍａｎｎ、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　８、８７１（１９７１）；Ａｖ
ｒａｍｅａｓ及びＴｅｒｎｙｎｃｋ、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　８、１１７５（
１９７５）；Ｉｓｈｉｋａｗａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　４（３）：２０９－３
２７（１９８３）；並びにＪａｂｌｏｎｓｋｉ、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１４８：１
９９（１９８５）に記載されている方法の１つであり得る。標識は、スペーサー又は特異
的結合対の他のメンバーを用いるような間接的方法により遂行することができる。これの
１例は、非標識化ストレプトアビジン及びビオチン化酵素を有するビオチン化抗体の検出
であり、ストレプトアビジン及びビオチン化酵素は逐次的又は同時に加えられる。したが
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って、本発明によれば、検出に用いられる抗体は、レポーターで直接的に、又は特異的結
合対の第１のメンバーで間接的に、検出可能に標識することができる。抗体を特異的結合
対の第１のメンバーとカップリングさせる場合、抗体－特異的結合対の第１のメンバー複
合体を、上記のように標識したか標識していない結合対の第２のメンバーと反応させるこ
とにより、検出を行うことができる。さらに、非標識検出抗体は、非標識抗体を、非標識
抗体に特異的な標識抗体と反応させることにより、検出することができる。この場合、先
に用いた「検出可能に標識した」は、非標識抗体に特異的な抗体を結合させることができ
るエピトープを含有することを意味するとみなす。そのような抗－抗体は、上記アプロー
チのいずれかを用いて直接的又は間接的に標識することができる。例えば、抗－抗体は、
上記ストレプトアビジン－西洋ワサビペルオキシダーゼ系との反応により検出されるビオ
チンとカップリングさせることができる。本発明の１つの態様では、ビオチンを利用する
。同様に、ビオチン化抗体をストレプトアビジン－西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体と
反応させる。オルトフェニレンジアミン、４－クロロ－ナフトール、テトラメチルベンジ
ジン（ＴＭＢ）、ＡＢＴＳ、ＢＴＳ、又はＡＳＡを用いると、発色検出を行うことができ
る。
【００５４】
　本発明を実施するための免疫学的アッセイの１つの形態では、捕捉試薬が従来技術を用
いて支持体の表面上に固定されているフォワードサンドイッチアッセイが用いられる。ア
ッセイに用いられる適した支持体としては、ポリプロピレン、ポリスチレン、置換ポリス
チレン、例えばアミノ化若しくはカルボキシル化ポリスチレン、ポリアクリルアミド、ポ
リアミド、ポリ塩化ビニル、ガラスビーズ、アガロース、又はニトロセルロースなどの合
成ポリマー支持体が挙げられる。
【００５５】
　他の観点では、本発明は、腫瘍試料において変異ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を
測定するための試薬を含むキットを提供するものであり、前記キットはさらに、治療的有
効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与するための使用説明書を含む。そのような
キットを用いると、被験者が、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬による阻害の影響を受け
やすい腫瘍を患っているか又はそのような腫瘍の発症リスクが高いかを決定することがで
きる。例えば、キットは、生体試料中の変異体ＩＤＨタンパク質又は核酸を検出すること
ができる標識化合物又は作用物質（例えば、タンパク質若しくはそのフラグメントに結合
する抗体、又はタンパク質をコードするＤＮＡ若しくはｍＲＮＡと結合するオリゴヌクレ
オチドプローブ）を含むことができる。キットは、該キットを用いて得られる結果を解釈
するための使用説明書も包含することができる。抗体に基づくキットの場合、キットは、
例えば、（１）変異体ＩＤＨタンパク質と結合する第１の抗体（例えば、固体支持体に付
着しているもの）；及び所望により（２）タンパク質又は第１の抗体のいずれかに結合し
、検出可能な標識にコンジュゲートする、第２の異なる抗体；を含むことができる。
【００５６】
　オリゴヌクレオチドに基づくキットの場合、キットは、例えば、（１）オリゴヌクレオ
チド、例えば、ＩＤＨタンパク質をコードする核酸配列とハイブリダイズする、検出可能
に標識したオリゴヌクレオチド、又は（２）ＩＤＨ核酸の増幅に有用な１対のプライマー
、を含むことができる。キットは、例えば、緩衝剤、防腐剤、又はタンパク質安定剤を含
むこともできる。キットは、検出可能な標識（例えば酵素又は基材）の検出に必要な成分
をさらに含むことができる。キットは、アッセイして試験試料と比較することができる対
照試料又は一連の対照試料を含有することもできる。キットの各成分は個々の容器内に入
っていることができ、いくつかの容器のすべてが、本キットを用いて実施されるアッセイ
の結果を解釈するための使用説明書と一緒に、単一パッケージ内にあることができる。
【００５７】
　本発明はさらに、患者における腫瘍の処置方法であって、ＩＤＨの状態、すなわち、Ｉ
ＤＨタンパク質又は遺伝子が本明細書中に記載するように変異しているか否かを評価する
ことにより、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬に対する患者の推定される反応性を診断す
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る段階と、前記患者に治療的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与する段階と
を含む、前記方法を提供する。この方法では、ＩＤＨ阻害薬に対する患者の推定される反
応性を予想した投与する医師が適切であると判断する場合、個々の患者に適切な任意の追
加的状況と組み合わせて、１以上の追加的な抗がん剤又は処置を、代謝拮抗薬又はＤＨＯ
ＤＨ阻害薬と同時又は逐次的に一緒に投与することができる。
【００５８】
　医療従事者であれば、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬に対する患者の推定される反応
性の診断後に、前記患者に治療的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与する正
確な方法が、担当医の判断に任されることを理解するであろう。投与量、他の抗がん剤と
の組み合わせ、投与のタイミング及び頻度などを含む投与方法は、代謝拮抗薬又はＤＨＯ
ＤＨ阻害薬に対する患者の推定される反応性の診断のほか、患者の状態及び既往歴の影響
を受ける可能性がある。
【００５９】
　本発明の文脈において、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬は、細胞毒性薬、化学療法薬
又は抗がん剤、例えば、アルキル化剤又はアルキル化作用を有する作用物質、例えば、シ
クロホスファミド（ＣＴＸ；例えばＣＹＴＯＸＡＮ（登録商標））、クロラムブシル（Ｃ
ＨＬ；例えばＬＥＵＫＥＲＡＮ（登録商標））、シスプラチン（ＣｉｓＰ；例えばＰＬＡ
ＴＩＮＯＬ（登録商標）、ブスルファン（例えばＭＹＬＥＲＡＮ（登録商標））、メルフ
ァラン、カルムスチン（ＢＣＮＵ）、ストレプトゾトシン、トリエチレンメラミン（ＴＥ
Ｍ）、マイトマイシンＣなど；抗生物質、例えば、アクチノマイシンＤ、ドキソルビシン
（ＤＸＲ；例えばＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮ（登録商標））、ダウノルビシン（ダウノマイシ
ン）、ブレオマイシン、ミトラマイシンなど；アルカロイド、例えば、ビンクリスチン（
ＶＣＲ）、ビンブラスチンなどのようなビンカアルカロイド；並びに他の抗腫瘍薬、例え
ば、パクリタキセル（例えばＴＡＸＯＬ（登録商標））及びパクリタキセル誘導体、細胞
増殖抑制剤、デキサメタゾン（ＤＥＸ；例えばＤＥＣＡＤＲＯＮ（登録商標））のような
グルココルチコイド及びプレドニゾンのようなコルチコステロイド、ヒドロキシウレアの
ようなヌクレオシド酵素阻害薬、アスパラギナーゼのようなアミノ酸除去酵素、ロイコボ
リン及び他の葉酸誘導体、並びに同様の多種多様な抗腫瘍薬などと組み合わせて投与する
ことができる。以下の作用物質も、追加的作用物質として用いることができる：アミフォ
スチン（例えばＥＴＨＹＯＬ（登録商標））、ダクチノマイシン、メクロレタミン（ナイ
トロジェンマスタード）、ストレプトゾシン、シクロホスファミド、ロムスチン（ＣＣＮ
Ｕ）、ドキソルビシンリポ（例えばＤＯＸＩＬ（登録商標））、ゲムシタビン（例えばＧ
ＥＭＺＡＲ（登録商標））、ダウノルビシンリポ（例えばＤＡＵＮＯＸＯＭＥ（登録商標
））、プロカルバジン、マイトマイシン、ドセタキセル（例えばＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録
商標））、アルデスロイキン、カルボプラチン、オキサリプラチン、クラドリビン、カン
プトテシン、ＣＰＴ１１（イリノテカン）、１０－ヒドロキシ７－エチル－カンプトテシ
ン（ＳＮ３８）、フロクスウリジン、フルダラビン、イホスファミド、イダルビシン、メ
スナ、インターフェロンβ、インターフェロンα、ミトキサントロン、トポテカン、ロイ
プロリド、メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、プリカマイシン、ミトタ
ン、ペガスパルガーゼ、ペントスタチン、ピポブロマン、プリカマイシン、タモキシフェ
ン、テニポシド、テストラクトン、チオグアニン、チオテパ、ウラシルマスタード、ビノ
レルビン、クロラムブシル。
【００６０】
　本発明はさらに、患者において腫瘍を処置するための前記方法であって、患者に、治療
的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬に加え、１以上の抗ホルモン剤を同時又は逐
次的に投与することを含む、前記方法を提供する。本明細書において「抗ホルモン剤」と
いう用語は、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害するように働く天然又は合成の有
機化合物又はペプチド化合物を包含する。抗ホルモン剤としては、例えば、以下が挙げら
れる：ステロイド受容体アンタゴニスト、抗エストロゲン薬、例えば、タモキシフェン、
ラロキシフェン、アロマターゼ阻害性４（５）－イミダゾール、他のアロマターゼ阻害薬
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、４２－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、ＬＹ１１７０
１８、オナプリストン、及びトレミフェン（例えばＦＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標））；抗
アンドロゲン薬、例えば、フルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド、及び
ゴセレリン；及び上記のいずれかの医薬的に許容しうる塩、酸、又は誘導体；卵胞刺激ホ
ルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄体形成ホルモン（ＬＨ）、及
びＬＨＲＨ（黄体形成ホルモン放出ホルモン）など糖タンパク質ホルモンのアゴニスト及
び／又はアンタゴニスト；ＺＯＬＡＤＥＸ（登録商標）（アストラゼネカ）として市販さ
れているＬＨＲＨアゴニストのゴセレリン酢酸塩；ＬＨＲＨアンタゴニストのＤ－アラニ
ンアミドＮ－アセチル－３－（２－ナフタレニル）－Ｄ－アラニル－４－クロロ－Ｄ－フ
ェニルアラニル－３－（３－ピリジニル）－Ｄ－アラニル－Ｌ－セリル－Ｎ６－（３－ピ
リジニルカルボニル）－Ｌ－リシル－Ｎ６－（３－ピリジニルカルボニル）－Ｄ－リシル
－Ｌ－ロイシル－Ｎ６－（１－メチルエチル）－Ｌ－リシル－Ｌ－プロリン（例えばＡＮ
ＴＩＤＥ（登録商標）、アレス・セローノ）；ＬＨＲＨアンタゴニストのガニレリクス酢
酸塩；ステロイド性抗アンドロゲン薬の酢酸シプロテロン（ＣＰＡ）及びＭＥＧＡＣＥ（
登録商標）（ブリストル・マイヤーズ　オンコロジー）として市販されている酢酸メゲス
トロール；ＥＵＬＥＸＩＮ（登録商標）（シェーリング社）として市販されている非ステ
ロイド性抗アンドロゲン薬のフルタミド（２－メチル－Ｎ－［４，２０－ニトロ－３－（
トリフルオロメチル）フェニル］プロパンアミド）；非ステロイド性抗アンドロゲン薬の
ニルタミド、（５，５－ジメチル－３－［４－ニトロ－３－（トリフルオロメチル）－４
’－ニトロフェニル］－４，４－ジメチル－イミダゾリジン－ジオン）；並びに、他の非
許容受容体に対するアンタゴニスト、例えば、ＲＡＲ、ＲＸＲ、ＴＲ、ＶＤＲなどに対す
るアンタゴニスト。
【００６１】
　化学療法レジメンにおける上記細胞毒性薬及び他の抗がん剤の使用は、一般にがん治療
技術分野で十分に特徴付けられており、本明細書中でのそれらの使用は、耐容性及び有効
性のモニタリング、並びに若干の調整を伴う投与経路及び投与量の制御に関し、同様に検
討される。例えば、細胞毒性薬の実際の投与量は、組織培養法を用いて決定される患者の
培養細胞の応答に応じて変動させることができる。一般に、投与量は、追加的な他の作用
物質の非存在下で用いられる量と比較して減少させる。有効な細胞毒性薬の典型的な投与
量は、製造業者によって推奨される範囲にあることができ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの応答又
は動物モデルでの応答によって示されている場合、濃度又は量を最大約１桁低減すること
ができる。したがって、実際の投与量は、医師の判断、患者の状態、及び、初代培養悪性
細胞若しくは組織培養された組織試料のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの反応性、又は適した動物モ
デルで観察される応答に基づく治療法の有効性に依存する。
【００６２】
　本発明はさらに、患者において腫瘍又は腫瘍転移を処置するための前記方法であって、
患者に、治療的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬、及び１以上の血管新生阻害薬
を同時又は逐次的に投与することを含む、前記方法を提供する。血管新生阻害薬としては
、例えば以下が挙げられる：ＳＵ－５４１６及びＳＵ－６６６８（Ｓｕｇｅｎ　Ｉｎｃ．
、米国カリフォルニア州サウス・サンフランシスコ）、又は、例えば、ＷＯ９９／２４４
４０、ＷＯ９９／６２８９０、ＷＯ９５／２１６１３、ＷＯ９９／６１４２２、ＷＯ９８
／５０３５６、ＷＯ９９／１０３４９、ＷＯ９７／３２８５６、ＷＯ９７／２２５９６、
ＷＯ９８／５４０９３、ＷＯ９８／０２４３８、ＷＯ９９／１６７５５、及びＷＯ９８／
０２４３７、並びに米国特許第５８８３１１３号、第５８８６０２０号、第５７９２７８
３号、第５８３４５０４号、及び第６２３５７６４号に記載されているような、ＶＥＧＦ
Ｒ阻害薬；ＩＭ８６２（Ｃｙｔｒａｎ　Ｉｎｃ．、米国ワシントン州カークランド）など
のＶＥＧＦ阻害薬；アンギオザイム、Ｒｉｂｏｚｙｍｅ（コロラド州ボルダー）及びＣｈ
ｉｒｏｎ（カリフォルニア州エメリービル）からの合成リボザイム；及びＶＥＧＦに対す
る抗体、例えばＶＥＧＦに対する組換え型ヒト化抗体であるベバシズマブ（例えば、ＡＶ
ＡＳＴＩＮＴＭ、ジーンテック、カリフォルニア州サウス・サンフランシスコ）；αｖβ
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３、αｖβ５、及びαｖβ６インテグリン並びにそれらのサブタイプなどに対するインテ
グリン受容体アンタゴニスト及びインテグリンアンタゴニスト、例えばシレンギチド（Ｅ
ＭＤ１２１９７４）、又は抗インテグリン抗体、例えばαｖβ３特異的ヒト化抗体（例え
ばＶＩＴＡＸＩＮ（登録商標））など；ＩＦＮ－αのような因子（米国特許第第４１５３
０９０１号、第４５０３０３５号、及び第５２３１１７６号）；アンジオスタチン及びプ
ラスミノゲンのフラグメント（例えば、クリングル１～４、クリングル５、クリングル１
～３（Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ，Ｍ．Ｓ．ら（１９９４）Ｃｅｌｌ　７９：３１５－３２８；Ｃ
ａｏら（１９９６）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：２９４６１－２９４６７；Ｃａｏ
ら（１９９７）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：２２９２４－２２９２８）；エンドス
タチン（Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ，Ｍ．Ｓ．ら（１９９７）Ｃｅｌｌ　８８：２７７；及びＷＯ
９７／１５６６６）；トロンボスポンジン（ＴＳＰ－１；Ｆｒａｚｉｅｒ（１９９１）Ｃ
ｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．３：７９２）；血小板第４因子（ＰＦ４）；プ
ラスミノゲン活性因子／ウロキナーゼ阻害薬；ウロキナーゼ受容体アンタゴニスト；ヘパ
リナーゼ；ＴＮＰ－４７０１のようなフマギリン類似体；スラミン及びスラミン類似体；
血管新生抑制ステロイド；ｂＦＧＦアンタゴニスト；ｆｌｋ－１及びｆｌｔ－１のアンタ
ゴニスト；ＭＭＰ－２（マトリックス－メタロプロテイナーゼ２）阻害薬及びＭＭＰ－９
（マトリックス－メタロプロテイナーゼ９）阻害薬などの抗血管新生薬。有用なマトリッ
クスメタロプロテイナーゼ阻害薬の例は、ＷＯ９６／３３１７２、ＷＯ９６／２７５８３
、ＷＯ９８／０７６９７、ＷＯ９８／０３５１６、ＷＯ９８／３４９１８、ＷＯ９８／３
４９１５、ＷＯ９８／３３７６８、ＷＯ９８／３０５６６、ＷＯ９０／０５７１９、ＷＯ
９９／５２９１０、ＷＯ９９／５２８８９、ＷＯ９９／２９６６７及びＷＯ９９／０７６
７５、欧州特許第８１８４４２号、第７８０３８６号、第１００４５７８号、第６０６０
４６号、及び第９３１７８８号；英国特許第９９１２９６１号、並びに米国特許第５８６
３９４９号及び第５８６１５１０号に記載されている。好ましいＭＭＰ－２阻害薬及びＭ
ＭＰ－９阻害薬は、ＭＭＰ－１の阻害活性をほとんど又はまったく有さないものである。
より好ましくは、他のマトリックス－メタロプロテイナーゼ（すなわち、ＭＭＰ－１、Ｍ
ＭＰ－３、ＭＭＰ－４、ＭＭＰ－５、ＭＭＰ－６、ＭＭＰ－７、ＭＭＰ－８、ＭＭＰ－１
０、ＭＭＰ－１１、ＭＭＰ－１２、及びＭＭＰ－１３）と比較して、選択的にＭＭＰ－２
及び／又はＭＭＰ－９を阻害するものである。
【００６３】
　本発明はさらに、患者において腫瘍を処置するための前記方法であって、患者に、治療
的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬、及び１以上の腫瘍細胞プロアポトーシス又
はアポトーシス促進剤を同時又は逐次的に投与することを含む、前記方法を提供する。本
発明はさらに、患者において腫瘍を処置するための前記方法であって、患者に、治療的有
効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬、及び１以上のシグナル伝達阻害薬を同時又は逐
次的に投与することを含む、前記方法を提供する。シグナル伝達阻害薬としては、例えば
以下が挙げられる：ｅｒｂＢ２受容体に結合する有機分子又は抗体のようなｅｒｂＢ２受
容体阻害薬、例えばトラスツズマブ（例えばＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標））；他のタ
ンパク質チロシンキナーゼの阻害薬、例えばイミチニブ(imitinib)（例えばＧＬＥＥＶＥ
Ｃ（登録商標））；ｒａｓ阻害薬；ｒａｆ阻害薬（例えば、ＢＡＹ　４３－９００６、オ
ニキス・ファーマシューティカルズ／バイエル・ファーマシューティカルズ）；ＭＥＫ阻
害薬；ｍＴＯＲ阻害薬；サイクリン依存性キナーゼ阻害薬；タンパク質キナーゼＣ阻害薬
；並びにＰＤＫ－１阻害薬（そのような阻害薬のいくつかの例、及びがんを処置するため
の臨床試験におけるそれらの使用の説明については、Ｄａｎｃｅｙ，Ｊ．及びＳａｕｓｖ
ｉｌｌｅ，Ｅ．Ａ．（２００３）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
　２：９２－３１３を参照）。ＥｒｂＢ２受容体阻害薬としては、例えば以下が挙げられ
る：ＧＷ－２８２９７４（グラクソ・ウェルカムｐｌｃ）のようなＥｒｂＢ２受容体阻害
薬、ＡＲ－２０９（米国、テキサス州ザ・ウッドランス、Ａｒｏｎｅｘ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．）及び２Ｂ－１（カイロン）のようなモノクローナル抗体、
並びにＷＯ９８／０２４３４、ＷＯ９９／３５１４６、ＷＯ９９／３５１３２、ＷＯ９８
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／０２４３７、ＷＯ９７／１３７６０、及びＷＯ９５／１９９７０、並びに米国特許第５
５８７４５８号、第５８７７３０５号、第６４６５４４９号、及び第６５４１４８１号に
記載されているようなｅｒｂＢ２阻害薬。
【００６４】
　本発明はさらに、患者において腫瘍を処置するための前記方法であって、患者に、治療
的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬、及び１以上の追加的な抗増殖剤を同時又は
逐次的に投与することを含む、前記方法を提供する。追加的な抗増殖剤としては、例えば
以下が挙げられる：タンパク質ファルネシルトランスフェラーゼの阻害薬及び受容体チロ
シンキナーゼＰＤＧＦＲの阻害薬、例えば、米国特許第６０８０７６９号、第６１９４４
３８号、第６２５８８２４号、第６５８６４４７号、第６０７１９３５号、第６４９５５
６４号、第６１５０３７７号、第６５９６７３５号、及び第６４７９５１３号、及びＷＯ
０１／４０２１７に開示され特許請求されている化合物。
【００６５】
　本発明はさらに、患者において腫瘍を処置するための前記方法であって、患者に、治療
的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与すること、及び放射線又は放射性医薬
品での処置を同時又は逐次的に行うことを含む、前記方法を提供する。放射線源は、処置
される患者の外部又は内部のいずれかであることができる。放射線源が患者の外部にある
場合、治療は外照射療法（ＥＢＲＴ）として知られる。放射線源が患者の内部にある場合
、処置は小線源治療（ＢＴ）とよばれる。本発明の文脈で用いる放射性原子は、限定され
るものではないが、ラジウム、セシウム－１３７、イリジウム－１９２、アメリシウム－
２４１、金－１９８、コバルト－５７、銅－６７、テクネチウム－９９、ヨウ素－１２３
、ヨウ素－１３１、及びインジウム－１１１を包含する群より選択することができる。本
発明に従ったＤＨＯＤＨ阻害薬が抗体である場合、該抗体をそのような放射性同位体で標
識することも可能である。放射線療法は、切除不能又は手術不能な腫瘍及び／又は腫瘍転
移を制御するための標準的処置である。放射線療法を化学療法と組み合わせたときに、改
善された結果が得られている。放射線療法は、標的領域に送達される高線量照射線は、腫
瘍組織及び正常組織の両方で生殖細胞を死滅させるという原理に基づいている。放射線量
レジメンは、一般に放射線吸収線量（Ｇｙ）、時間、及び分割という用語で規定され、が
ん専門医によって慎重に規定される必要がある。患者が受ける放射線の量は、さまざまな
検討事項に依存するが、最も重要な２つの点は、体の他の危険な構造又は臓器に対する腫
瘍の位置と、腫瘍が広がっている範囲である。放射線療法を受けている患者の典型的な処
置過程は、１～６週間にわたり、週５日、１日１回、約１．８～２．０Ｇｙの分割量で総
量１０～８０Ｇｙを患者に投与する処置スケジュールである。本発明の好ましい態様では
、ヒト患者における腫瘍を本発明と放射線の併用療法で処置すると、相乗作用が認められ
る。換言すれば、本発明の組み合わせを含む作用物質による腫瘍増殖の阻害は、放射線、
及び所望により追加的な化学療法薬若しくは抗がん剤と組み合わせたときに増強される。
補助放射線療法のパラメータは、例えば、ＷＯ９９／６００２３に記載されている。
【００６６】
　本発明はさらに、患者において腫瘍又は腫瘍移転を処置するための前記方法であって、
患者に、治療的有効量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与すること、及び抗腫瘍免
疫反応を増強することができる１以上の作用物質での処置を同時又は逐次的に行うことを
含む、前記方法を提供する。抗腫瘍免疫反応を増強することができる作用物質としては、
例えば以下が挙げられる：ＣＴＬＡ４（細胞傷害性リンパ球抗原４）抗体（例えばＭＤＸ
－ＣＴＬＡ４）及びＣＴＬＡ４を遮断することができる他の作用物質。本発明に用いるこ
とができる特異的ＣＴＬＡ４抗体としては、米国特許第６６８２７３６号に記載されてい
るものが挙げられる。
【００６７】
　本明細書において「患者」という用語は、好ましくは、何らかの目的で代謝拮抗薬又は
ＤＨＯＤＨ阻害薬による処置を必要とするヒト、より好ましくは、がん、又は前がん病態
若しくは前がん病変を処置するためにそのような処置を必要とするヒトを表す。しかしな
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がら、「患者」という用語は、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬による処置を必要とする
非ヒト動物、好ましくは、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、及び特に非ヒト霊長
類などの哺乳類を表すこともできる。
【００６８】
　代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬は、当分野で公知のように、典型的には、患者が処置
を受けているがんの（有効性及び安全性の観点から）最も有効な処置を提供する用量レジ
メンで患者に投与される。本発明の処置方法の実施では、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害
薬は、処置するがんのタイプ、用いるＤＨＯＤＨ阻害薬のタイプ（例えば、小分子、抗体
、ＲＮＡｉ、リボザイム、又はアンチセンス構築体）、及び、例えば公開されている臨床
試験の結果に基づいた処方医師の医学的判断に応じて、当分野で公知の任意の有効な方法
、例えば、経口、局所、静脈内、腹腔内、筋肉内、関節内、皮下、鼻腔内、眼内、経膣、
直腸内又は皮内経路によって、投与することができる。
【００６９】
　投与される代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬の量及び投与のタイミングは、処置する患
者のタイプ（種、性別、年齢、体重など）及び病態、処置する疾患又は病態の重症度、並
びに投与経路に依存する。例えば、代謝拮抗薬又は小分子ＤＨＯＤＨ阻害薬は、患者に、
１日又は１週間につき０．００１～１００ｍｇ／体重１ｋｇの用量を単回若しくは分割投
与で、又は持続注入により、投与することができる。抗体に基づくＤＨＯＤＨ阻害薬、又
はアンチセンス、ＲＮＡｉ、若しくはリボザイム構築体は、患者に、１日又は１週間につ
き０．１～１００ｍｇ／体重１ｋｇの用量を単回若しくは分割投与で、又は持続注入によ
り、投与することができる。場合により、前記範囲の下限未満の投与量レベルで十分すぎ
る可能性があるが、他の場合では、さらに多い用量を１日を通して投与するために最初に
いくつかの小用量に分割するという条件で、そのような多い用量を有害な副作用を引き起
こすことなく採用することができる。
【００７０】
　代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬は、さまざまな医薬的に許容しうる不活性キャリヤー
と一緒に、錠剤、カプセル、ロゼンジ、トローチ、ハードキャンディー、粉末、スプレー
、クリーム、軟膏(salve)、坐剤、ゼリー、ゲル、ペースト、ローション、軟膏剤(ointme
nt)、エリキシル剤、シロップなどの形態で、投与することができる。そのような剤形の
投与は、単回又は複数回投与で実施することができる。キャリヤーとしては、固体希釈剤
又は増量剤、滅菌水性媒体、及びさまざまな非毒性有機溶媒などが挙げられる。経口医薬
組成物は、適切に甘味及び／又は香味を加えることができる。活性作用物質は、さまざま
な医薬的に許容しうる不活性キャリヤーと一緒に、スプレー、クリーム、軟膏、坐剤、ゼ
リー、ゲル、ペースト、ローション、軟膏剤などの形態で組み合わせることができる。そ
のような剤形の投与は、単回又は複数回投与で実施することができる。キャリヤーとして
は、固体希釈剤又は増量剤、滅菌水性媒体、及びさまざまな非毒性有機溶媒などが挙げら
れる。タンパク質活性作用物質を含むすべての製剤は、活性作用物質の生物学的活性の変
性及び／又は分解、及び損失が回避されるように選択すべきである。
【００７１】
　医薬組成物の調製方法は当分野で公知であり、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ、ペンシルバニア州イーストン、第１８版（１９９０）に記載されている。経
口投与の場合、活性作用物質の一方又は両方を含有する錠剤を、微結晶質セルロース、ク
エン酸ナトリウム、炭酸カルシウム、リン酸二カルシウム、及びグリシンなどの賦形剤、
デンプン（好ましくはトウモロコシ、ジャガイモ、又はタピオカデンプン）、アルギン酸
、及び特定の複合シリケートなどのさまざまな崩壊剤、ポリビニルピロリドン、スクロー
ス、ゼラチン、及びアカシアのような造粒促進剤とともに組み合わせる。加えて、ステア
リン酸マグネシウム、ラウリル硫酸ナトリウム、及びタルクなどの潤滑剤は、錠剤化の目
的に非常に有用であることが多い。同様のタイプの固体組成物は、ゼラチンカプセルの増
量剤として採用することもできる；これに関連して好ましい材料としては、ラクトース又
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は乳糖、及び高分子量ポリエチレングリコールが挙げられる。水性懸濁液及び／又はエリ
キシル剤が経口投与に望ましい場合、阻害薬を、水、エタノール、プロピレングリコール
、グリセリン、及びそれらのさまざまな組み合わせなどの希釈剤と一緒に、さまざまな甘
味剤又は香味剤、着色物質又は染料、並びに必要に応じて乳化剤及び／又は懸濁化剤と組
み合わせてもよい。活性作用物質のいずれか又は両方を非経口投与する場合、ゴマ油若し
くは落花生油のいずれか又は水性プロピレングリコール中の溶液のほか、活性作用物質又
はその対応する水溶性塩を含む滅菌水溶液を、採用することができる。そのような滅菌水
溶液は適切に緩衝されていることが好ましく、例えば十分な生理食塩水又はグルコースで
等張性にすることも好ましい。これらの特定の水溶液は、静脈内、筋肉内、皮下、及び腹
腔内注射の目的に特に適している。油性溶液は、関節内、筋肉内、及び皮下注射の目的に
適している。滅菌条件下でのこれらの溶液すべての調製は、当業者に周知の標準的医薬技
術により容易に達成される。タンパク質性阻害薬の投与に選択される非経口製剤はいずれ
も、阻害薬の生物学的活性の変性及び損失が避けられるように選択すべきである。
【００７２】
　加えて、活性作用物質のいずれか又は両方を、標準的な薬学業務に従って、例えば、ク
リーム、ローション、ゼリー、ゲル、ペースト、軟膏剤、軟膏などにより局所投与するこ
とが可能である。例えば、約０．１％（重量／体積）～約５％（重量／体積）濃度でＤＨ
ＯＤＨ阻害薬を含む局所製剤を調製することができる。
【００７３】
　獣医学的目的の場合、活性作用物質は、上記形態のいずれかを用い、上記経路のいずれ
かにより、別個又は一緒に動物に投与することができる。好ましい態様では、阻害薬を、
カプセル、ボーラス、錠剤、液体飲薬(liquid drench)の形態か、注射によるか、又は埋
込物として投与する。あるいは、阻害薬は動物飼料と一緒に投与することができ、この目
的の場合、標準的な動物飼料の代わりに濃縮飼料添加物又はプレミックスを調製すること
ができる。そのような製剤は、標準的な獣医学的業務に従った従来法で調製される。
【００７４】
　モノクローナル抗体及び抗体フラグメントの生産及び単離技術は当分野で周知であり、
Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ、１９８８、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ、コールド・スプリング・ハーバー研究所；及びＪ．Ｗ．Ｇｏｄｉｎｇ
、１９８６、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａ
ｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、ロンドンに記載されている。
ヒト化抗ＤＨＯＤＨ抗体及び抗体フラグメントも、Ｖａｕｇｈｎ，Ｔ．Ｊ．ら、１９９８
、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１６：５３５－５３９及びその引用文献に記載されて
いるような公知の技術に従って調製することができ、そのような抗体又はそのフラグメン
トも、本発明を実施するのに有用である。
【００７５】
　あるいは、本発明に用いるためのＤＨＯＤＨ阻害薬は、アンチセンスオリゴヌクレオチ
ド構築体に基づいていることができる。アンチセンスＲＮＡ分子及びアンチセンスＤＮＡ
分子を含むアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＤＨＯＤＨ　ｍＲＮＡに結合することに
よってその翻訳を直接遮断し、このようにしてタンパク質の翻訳を妨げるかｍＲＮＡの分
解を増大させ、こうして、細胞中のＤＨＯＤＨタンパク質レベル、したがって活性を低下
させするように働く。例えば、少なくとも約１５塩基で、ＤＨＯＤＨをコードするｍＲＮ
Ａ転写産物配列のユニーク領域に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば従
来のホスホジエステル技術により合成し、例えば静脈内への注射又は注入により投与する
ことができる。配列が公知の遺伝子の遺伝子発現を特異的に阻害するためのアンチセンス
技術の使用方法は、当分野で周知である（例えば、米国特許第６５６６１３５号；第６５
６６１３１号；第６３６５３５４号；第６４１０３２３号；第６１０７０９１号；第６０
４６３２１号；及び第５９８１７３２号を参照）。
【００７６】
　低分子阻害ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）も、本発明で使用するための阻害薬として機能するこ
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とができる。ＤＨＯＤＨ遺伝子発現は、腫瘍、被験者、又は細胞を、低分子２本鎖ＲＮＡ
（ｄｓＲＮＡ）か、低分子２本鎖ＲＮＡを産生するベクター又は構築体と接触させ、ＤＨ
ＯＤＨの発現を特異的に阻害する（すなわち、ＲＮＡ干渉又はＲＮＡｉ）ことにより、減
少させることができる。配列が公知の遺伝子に関する適したｄｓＲＮＡ又はｄｓＲＮＡを
コードするベクターの選択方法は、当分野で周知である（例えば、Ｔｕｓｃｈｉ，Ｔ．ら
（１９９９）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１３（２４）：３１９１－３１９７；Ｅｌｂａｓｈｉ
ｒ，Ｓ．Ｍ．ら（２００１）Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４９４－４９８；Ｈａｎｎｏｎ，Ｇ
．Ｊ．（２００２）Ｎａｔｕｒｅ　４１８：２４４－２５１；ＭｃＭａｎｕｓ，Ｍ．Ｔ．
及びＳｈａｒｐ，Ｐ．Ａ．（２００２）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓ　３：７３７－７４７；Ｂｒｅｍｍｅｌｋａｍｐ，Ｔ．Ｒ．ら（２００２）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２９６：５５０－５５３；米国特許第６５７３０９９号及び第６５０６５５９号；
並びにＷＯ０１／３６６４６、ＷＯ９９／３２６１９、及びＷＯ０１／６８８３６を参照
）。
【００７７】
　リボザイムも、本発明で使用するためのＤＨＯＤＨ阻害薬として機能することができる
。リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒することができる酵素的ＲＮＡ分子である。
リボザイムの作用メカニズムは、リボザイム分子と相補的標的ＲＮＡとの配列特異的ハイ
ブリダイゼーションと、これに続くエンドヌクレアーゼ的切断を包含する。したがって、
ｍＲＮＡ配列のエンドヌクレアーゼ的切断を特異的かつ効率的に触媒する工学的ヘアピン
又はハンマーヘッドモチーフリボザイム分子は、本発明の範囲内で有用である。任意の潜
在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、最初に、典型的には以下の配列、ＧＵ
Ａ、ＧＵＵ、及びＧＵＣを包含するリボザイム切断部位について、標的分子を走査するこ
とにより同定する。同定後、切断部位を含有する標的遺伝子領域に対応する約１５～２０
リボヌクレオチドの短いＲＮＡ配列を、オリゴヌクレオチド配列を不適切にし得る予想さ
れる構造的特徴、例えば２次構造について、評価することができる。標的候補の適合性は
、例えばリボヌクレアーゼ保護アッセイを用いて、相補的オリゴヌクレオチドとのハイブ
リダイゼーションの可能性を試験することにより評価することもできる。
【００７８】
　阻害薬として有用なアンチセンスオリゴヌクレオチド及びリボザイムは、ともに公知の
方法によって調製することができる。これらとしては、例えば固相ホスホロアマダイト(p
hosphoramadite)化学合成などによる化学合成技術が挙げられる。あるいは、アンチセン
スＲＮＡ分子は、ＲＮＡ分子をコードするＤＮＡ配列のｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉ
ｖｏ転写によって生じさせることができる。そのようなＤＮＡ配列は、Ｔ７又はＳＰ６ポ
リメラーゼプロモーターなどの適したＲＮＡポリメラーゼプロモーターを包含する多種多
様なベクターに組み込むことができる。細胞内での安定性及び半減期を増大させる手段と
して、本発明のオリゴヌクレオチドにさまざまな修飾を導入することができる。考えうる
修飾としては、限定されるものではないが、分子の５’及び／又は３’末端にリボヌクレ
オチド又はデオキシリボヌクレオチドのフランキング配列を加えること、又はオリゴヌク
レオチド主鎖内でホスホジエステラーゼ結合ではなくホスホロチオエート結合又は２’－
Ｏ－メチル結合を使用することが挙げられる。
【００７９】
　「医薬的に許容しうる塩」という用語は、医薬的に許容しうる非毒性塩基又は酸から調
製される塩を表す。活性作用物質が酸性である場合、その対応する塩は、医薬的に許容し
うる非毒性塩基、例えば無機塩基及び有機塩基から、好都合に調製することができる。そ
のような無機塩基から誘導される塩としては、アルミニウム、アンモニウム、カルシウム
、銅（第２銅及び第１銅）、第２鉄、第１鉄、リチウム、マグネシウム、マンガン（第２
マンガン及び第１マンガン）、カリウム、ナトリウム、亜鉛などの塩が挙げられる。とり
わけ好ましいのは、アンモニウム、カルシウム、マグネシウム、カリウム、及びナトリウ
ム塩である。医薬的に許容しうる有機非毒性塩基から誘導される塩としては、第１級、第
２級、及び第３級アミン、並びに環状アミン、及び置換アミン、例えば、天然に存在する
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置換アミン及び合成置換アミンの塩が挙げられる。塩を形成することができる他の医薬的
に許容しうる有機非毒性塩基としては、イオン交換樹脂、例えば、アルギニン、ベタイン
、カフェイン、コリン、Ｎ’，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、ジエチルアミン、２
－ジエチルアミノエタノール、２－ジメチルアミノエタノール、エタノールアミン、エチ
レンジアミン、Ｎ－エチルモルホリン、Ｎ－エチルピペリジン、グルカミン、グルコサミ
ン、ヒスチジン、ヒドラバミン(hydrabamine)、イソプロピルアミン、リシン、メチルグ
ルカミン、モルホリン、ピペラジン、ピペリジン、ポリアミン樹脂、プロカイン、プリン
、テオブロミン、トリエチルアミン、トリメチルアミン、トリプロピルアミン、トロメタ
ミンなどが挙げられる。
【００８０】
　本発明で用いる活性作用物質が塩基性である場合、その対応する塩は、医薬的に許容し
うる非毒性酸、例えば無機及び有機酸から、好都合に調製することができる。そのような
酸としては、例えば、酢酸、ベンゼンスルホン酸、安息香酸、カンファースルホン酸、ク
エン酸、エタンスルホン酸、フマル酸、グルコン酸、グルタミン酸、臭化水素酸、塩酸、
イセチオン酸、乳酸、マレイン酸、リンゴ酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、ムチン酸
、硝酸、パモ酸、パントテン酸、リン酸、コハク酸、硫酸、酒石酸、ｐ－トルエンスルホ
ン酸などが挙げられる。とりわけ好ましいのは、クエン酸、臭化水素酸、塩酸、マレイン
酸、リン酸、硫酸、及び酒石酸である。
【００８１】
　活性成分を含む本発明で用いられる医薬組成物は、医薬的に許容しうるキャリヤー及び
所望により他の治療的成分又はアジュバントを包含することができる。他の治療薬として
は、先に挙げたような細胞毒性薬、化学療法薬若しくは抗がん剤、又はそのような作用物
質の効果を増強する作用物質を挙げることができる。該組成物は、経口投与、直腸内投与
、局所投与、及び非経口投与（皮下、筋肉内、及び静脈内投与を含む）に適した組成物を
包含するが、ある任意の場合に最も適した経路は、特定の宿主、並びに活性成分が投与さ
れる病態の性質及び重症度に依存する。医薬組成物は単位剤形で好都合に提供することが
でき、薬学技術分野で周知の任意の方法により調製することができる。
【００８２】
　実際、本発明の作用物質は、従来の医薬調合技術に従って、密な混合物における活性成
分として医薬キャリヤーと組み合わせることができる。キャリヤーは、投与、例えば経口
又は非経口（静脈内を含む）投与に望ましい調合剤の形態に応じて、多種多様な形態を取
ることができる。したがって、本発明の医薬組成物は、所定量の活性成分をそれぞれ含有
するカプセル、カシェ剤、又は錠剤のように、経口投与に適した別個の単位として提供す
ることができる。さらに、該組成物は、粉末、顆粒、溶液、水性液体中の懸濁液、非水性
液体、水中油型エマルション、又は油中水型液体エマルションとして提供することができ
る。上記の一般的剤形に加えて、活性作用物質（その各成分の医薬的に許容しうる塩を含
む）は、制御放出手段及び／又は送達装置により投与することもできる。組成物の組み合
わせは、任意の薬学的方法により調製することができる。一般に、そのような方法は、活
性成分を、１以上の必要な成分を構成するキャリヤーと関連させる段階を包含する。一般
に、組成物は、活性成分を、液体キャリヤー又は微粉化した固体キャリヤー又はその両方
と、均一かつ密接に混ぜ合わせることにより調製する。その後、生産物を望ましい体裁に
好都合に付形することができる。
【００８３】
　本発明に用いられる活性作用物質（医薬的に許容しうるその塩を含む）は、１以上の他
の治療的活性化合物との組み合わせで医薬組成物に包含させることもできる。他の治療的
活性化合物としては、上記のような、細胞毒性薬、化学療法薬若しくは抗がん剤、又はそ
のような作用物質の効果を増強する作用物質を挙げることができる。したがって、本発明
の１つの態様では、医薬組成物は、代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を抗がん剤との組み
合わせで含むことができ、ここで、前記抗がん剤は、アルキル化剤、微小管阻害薬、ポド
フィロトキシン、抗生物質、ニトロソウレア、ホルモン療法薬、キナーゼ阻害薬、腫瘍細
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胞アポトーシス活性化薬、及び血管新生阻害薬から成る群より選択されるメンバーである
。採用される医薬キャリヤーは、例えば、固体、液体又は気体であることができる。固体
キャリヤーの例としては、ラクトース、白土、スクロース、タルク、ゼラチン、寒天、ペ
クチン、アカシア、ステアリン酸マグネシウム、及びステアリン酸が挙げられる。液体キ
ャリヤーの例は、糖シロップ、落花生油、オリーブ油、及び水である。気体キャリヤーの
例としては、二酸化炭素及び窒素が挙げられる。経口剤形のための組成物の調製では、任
意の医薬媒体を採用することができる。例えば、水、グリコール、油、アルコール、香味
剤、防腐剤、着色剤などを用いて、懸濁液、エリキシル剤、及び溶液などの経口液体調合
剤を形成することができる；一方、デンプン、糖、微結晶質セルロース、希釈剤、顆粒化
剤、潤滑剤、結合剤、崩壊剤などのキャリヤーを用いて、粉末、カプセル、及び錠剤など
の経口固体調合剤を形成することができる。投与が容易なため錠剤及びカプセルが好まし
い経口投薬単位であり、このため固体医薬キャリヤーが採用される。所望により、錠剤を
標準的な水性又は非水性技術によりコーティングしてもよい。本発明に用いられる組成物
を含有する錠剤は、所望により１以上の補助的成分又はアジュバントと一緒に、圧縮又は
成形により調製することができる。圧縮錠剤は、適した機械で、粉末又は顆粒などのさら
さらした形態の活性成分を、所望により結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤、界面活性剤、又
は分散剤と混合して、圧縮することにより調製することができる。成形錠剤は、不活性液
体希釈剤で湿らせた粉末化合物の混合物を、適した機械で成形することにより、作製する
ことができる。各錠剤は約０．０５ｍｇ～約５ｇの活性成分を含有することが好ましく、
各カシェ剤又はカプセルは、約０．０５ｍｇ～約５ｇの活性成分を含有することが好まし
い。例えば、ヒトへの経口投与を意図した製剤は、約０．５ｍｇ～約５ｇの活性作用物質
を含有することができ、全組成物の約５～約９５％で変えることができる適切で好都合な
量のキャリヤー材料と調号される。単位剤形は、一般に、約１ｍｇ～約２ｇ、典型的には
、２５ｍｇ、５０ｍｇ、１００ｍｇ、２００ｍｇ、３００ｍｇ、４００ｍｇ、５００ｍｇ
、６００ｍｇ、８００ｍｇ、又は１０００ｍｇの活性成分を含有する。
【００８４】
　非経口投与に適した本発明で用いられる医薬組成物は、活性化合物の水性溶液又は懸濁
液として調製することができる。適した界面活性剤、例えばヒドロキシプロピルセルロー
スなどを包含させることができる。分散液は、グリセロール、液体ポリエチレングリコー
ル、及び油性のそれらの混合物中で調製することもできる。さらに、微生物の有害な増殖
を妨げるために、防腐剤を包含させることもできる。注射可能な用途に適した本発明で用
いられる医薬組成物は、滅菌水溶液又は分散液を包含する。さらに、組成物は、そのよう
な滅菌された注射可能な溶液又は分散液を即時調製するために、滅菌粉末の形態であるこ
とができる。すべての場合において、最終的な注射可能な形態は滅菌されていなければな
らず、注射針の通過を容易にするのに効果的な流体でなければならない。医薬組成物は、
製造及び保存条件下で安定でなければならない；したがって、好ましくは、細菌及び真菌
などの微生物の汚染作用に対して保護される必要がある。キャリヤーは、例えば、水、エ
タノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、及び液体ポリエ
チレングリコール）、植物油、及びそれらの適した混合物を含有する、溶媒又は分散媒で
あることができる。本発明の医薬組成物は、局所使用に適した形態、例えば、エアゾール
、クリーム、軟膏剤、ローション、散粉剤などの形態であることができる。さらに、組成
物は、経皮的機器での使用に適した形態であることができる。これらの製剤は、代謝拮抗
薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬（医薬的に許容しうるその塩を含む）を使用して、従来の処理法
により調製することができる。１例として、クリーム又は軟膏剤は、親水性材料及び水を
約５重量％～約１０重量％の化合物と一緒に混ぜ合わせて、望ましい粘稠度を有するクリ
ーム又は軟膏剤を生産することにより調製する。
【００８５】
　本発明の医薬組成物は、直腸内投与に適した形態であることができ、この場合、キャリ
ヤーは固体である。混合物は、単位用量の坐剤を形成することが好ましい。適したキャリ
ヤーとしては、ココアバター及び当分野で一般に用いられている他の材料が挙げられる。
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坐剤は、最初に、軟化又は溶融させたキャリヤーと組成物を混ぜ合わせ、その後、型の中
で冷却して付形することにより、好都合に形成することができる。上記キャリヤー成分に
加え、上記医薬組成物は、必要に応じて、１以上の追加的キャリヤー成分、例えば、希釈
剤、緩衝剤、香味剤、結合剤、界面活性剤、増粘剤、潤滑剤、防腐剤（酸化防止剤を含む
）などを包含することができる。さらに、製剤を所定の受容者の血液と等張にするために
、他のアジュバントを包含させることができる。代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬（医薬
的に許容しうるその塩を含む）を含有する組成物は、粉末又は液体濃縮物の形態で調製す
ることもできる。
【実施例】
【００８６】
　本発明は、以下の実施例により、さらに理解されるであろう。しかしながら、当業者で
あれば、後術の特許請求の範囲にさらに詳細に記載するように、検討した特定の方法及び
結果は本発明の例示に過ぎず、決してこれらに限定されると考えるべきではないことを、
容易に理解するであろう。
【００８７】
　野生型及び変異体ＩＤＨ細胞株の増殖アッセイ
　ＲＰＭＩ、１０％ＦＢＳ、Ｇ４１８、及びＧＭ－ＣＳＦ中に、ＴＦ１－ｐＬＶＸ（野生
型）細胞は、２０ｋ／ｍＬ、９０μＬ／ウェルでｐＬＶＸプレーティングし、ＴＦ１／Ｒ
１３２Ｈ２７（ｍＩＤＨ１）及びＴＦ１／Ｒ１４０Ｑ１１（ｍＩＤＨ２）細胞は、８０ｋ
／ｍＬ、９０μＬ／ウェルでプレーティングした。試験化合物を０日目に加え、Ｃｅｌｌ
Ｔｉｔｅｒ－Ｇｌｏ（登録商標）アッセイ（プロメガ）を３／４日目及び７日目に実施し
た。培地は７日間の培養中に交換しなかった。ブレキナルは、Ｒ１３２Ｈ　ＩＤＨ１及び
Ｒ１４０Ｑ　ＩＤＨ２変異体細胞株をそれぞれ１．３μＭ及び１．６μＭのＩＣ５０で阻
害した。
【００８８】
　ブレキナルの作用が標的上にあることを実証するために、５つの濃度：０、８、４０、
２００、及び１０００μＭのウリジン及びオロテート±単回用量のブレキナル（２μＭ、
７日目のおよそのＩＣ９０）を細胞培地に別個に加えた。データを、０日目に対する３日
目のＡＴＰ倍率変化として表した。図２Ａは、ｍＩＤＨ１（７３％）及びｍＩＤＨ２（５
２％）の代謝活性の低下が、濃度８μＭのウリジンにより回復したことを示している。図
２Ｂは、ｍＩＤＨ１（７７％）及びｍＩＤＨ２（４７％）の代謝活性の低下が、濃度１０
００μＭのウリジンにより回復したことを示している。
【００８９】
　援用
　本明細書に開示するすべての特許、公開されている特許出願、及び他の参考文献を、本
明細書で明示的に援用する。
【００９０】
　等価物
　当業者であれば、単なる日常的実験を用いて、本明細書に具体的に記載した本発明の特
定の態様の多くの等価物を認識し、又は確認することができるであろう。そのような等価
物は、以下の特許請求の範囲に包含されることが意図される。
　本願は以下の発明を包含する。
［項目１］　被験者における変異体ＩＤＨがんの処置方法であって、被験者に治療的有効
量の代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与することを含む、前記方法。
［項目２］　がんにおける変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を検出することをさ
らに含む、項目１に記載の方法。
［項目３］　腫瘍細胞の生存又は増殖を、前記腫瘍細胞を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害
薬と接触させることにより阻害することができるか否かを決定するための方法であって、
前記腫瘍細胞において変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在を決定することを含み、
変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存在は、前記腫瘍細胞の生存又は増殖を代謝拮抗薬
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又はＤＨＯＤＨ阻害薬により阻害できることを示す、前記方法。
［項目４］　腫瘍細胞の特性決定方法であって、前記腫瘍細胞において変異体ＩＤＨ遺伝
子又はタンパク質の存在を決定することを含み、変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質の存
在は、前記腫瘍細胞の生存又は増殖を代謝拮抗薬又はＤＨＯＤＨ阻害薬により阻害できる
ことを示す、前記方法。
［項目５］　変異体ＩＤＨが、ＩＤＨ１タンパク質又は遺伝子の変異である、項目１に記
載の方法。
［項目６］　変異が、Ｇ９７Ｄ、Ｒ１３２Ｈ、Ｒ１３２Ｃ、Ｒ１３２Ｌ、Ｒ１３２Ｖ、Ｒ
１３２Ｓ、及びＲ１３２Ｇから成る群より選択されるアミノ酸置換である、項目５に記載
の方法。
［項目７］　変異体ＩＤＨが、ＩＤＨ２タンパク質又は遺伝子の変異である、項目１に記
載の方法。
［項目８］　変異が、Ｒ１４０Ｑ、Ｒ１４０Ｗ、Ｒ１４０Ｌ、Ｒ１７２Ｋ、及びＲ１７２
Ｇから成る群より選択されるアミノ酸置換である、項目１に記載の方法。
［項目９］　代謝拮抗薬が、アザチオプリン、６－メルカプトプリン、チオグアニン、フ
ルダラビン、ペントスタチン、及びクラドリビン、５－フルオロウラシル、フロクスウリ
ジン、シタラビン、６－アザウラシル、メトトレキサート、又はペメトレキセドである、
項目１に記載の方法。
［項目１０］　代謝拮抗薬がメトトレキサートである、項目９に記載の方法。
［項目１１］　ＤＨＯＤＨ阻害薬が、ブレキナル、ビドフルジムス、レフルノミド、又は
テリフルノミドである、項目１に記載の方法。
［項目１２］　ＤＨＯＤＨ阻害薬が、式：
【化５】

［Ａは、芳香族又は非芳香族の５又は６員炭化水素環であって、１個以上の炭素原子は、
Ｓ、Ｏ、Ｎ、ＮＲ４、ＳＯ２、及びＳＯから成る群より独立して選択されるＸ基によって
置換されていてもよく；
　Ｌは、単結合又はＮＨであり；
　Ｄは、Ｏ、Ｓ、ＳＯ２、ＮＲ４、又はＣＨ２であり；
　Ｚ１は、Ｏ、Ｓ、又はＮＲ５であり；
　Ｚ２は、Ｏ、Ｓ、又はＮＲ５であり；
　Ｒ１は、独立して、Ｈ、ハロゲン、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル
、ハロアルカニルオキシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアルキニルオキシ、－ＣＯ２Ｒ”
、－ＳＯ３Ｈ、－ＯＨ、－ＣＯＮＲ＊Ｒ”、－ＣＲ”Ｏ、－ＳＯ２－ＮＲ＊Ｒ”、－ＮＯ

２、－ＳＯ２－Ｒ”、－ＳＯ－Ｒ＊、－ＣＮ、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、ア
ルキニルオキシ、アルカニルチオ、アルケニルチオ、アルキニルチオ、アリール、－ＮＲ
”－ＣＯ２－Ｒ’、－ＮＲ”－ＣＯ－Ｒ＊、－ＮＲ”－ＳＯ２－Ｒ’、－Ｏ－ＣＯ－Ｒ＊

、－Ｏ－ＣＯ２－Ｒ＊、－Ｏ－ＣＯ－ＮＲ＊Ｒ”、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキ
ル、アルカニルアミノ、アルケニルアミノ、アルキニルアミノ、ヒドロキシアルカニルア
ミノ、ヒドロキシアルケニルアミノ、ヒドロキシアルキニルアミノ、－ＳＨ、ヘテロアリ
ール、アルカニル、アルケニル、又はアルキニルを表し；
　Ｒ＊は、独立して、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテ
ロシクロアルキル、アミノアルカニル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、アルカニ
ルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、－ＯＨ、－ＳＨ、アルカニルチオ、ア
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ルケニルチオ、アルキニルチオ、ヒドロキシアルカニル、ヒドロキシアルケニル、ヒドロ
キシアルキニル、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ハロアルカニルオ
キシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアルキニルオキシ、アリール、又はヘテロアリールを
表し；
　Ｒ’は、独立して、Ｈ、－ＣＯ２Ｒ”、－ＣＯＮＲ”Ｒ”’、－ＣＲ”Ｏ、－ＳＯ２Ｎ
Ｒ”、－ＮＲ”－ＣＯ－ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、－ＮＯ２、
－ＮＲ”－ＳＯ２－ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、－ＮＲ”－ＳＯ

２－アルカニル、－ＮＲ”－ＳＯ２－アルケニル、－ＮＲ”－ＳＯ２－アルキニル、－Ｓ
Ｏ２－アルカニル、－ＳＯ２－アルケニル、－ＳＯ２－アルキニル、－ＮＲ”－ＣＯ－ア
ルカニル、－ＮＲ”－ＣＯ－アルケニル、－ＮＲ”－ＣＯ－アルキニル、－ＣＮ、アルカ
ニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アミノアルカ
ニル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、アルカニルアミノ、アルケニルアミノ、ア
ルキニルアミノ、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、シクロアル
キルオキシ、－ＯＨ、－ＳＨ、アルカニルチオ、アルケニルチオ、アルキニルチオ、ヒド
ロキシアルカニル、ヒドロキシアルケニル、ヒドロキシアルキニル、ヒドロキシアルカニ
ルアミノ、ヒドロキシアルケニルアミノ、ヒドロキシアルキニルアミノ、ハロゲン、ハロ
アルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ハロアルカニルオキシ、ハロアルケニル
オキシ、ハロアルキニルオキシ、アリール、アラルキル、又はヘテロアリールを表し；
　Ｒ”は、独立して、水素、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ヒドロ
キシアルカニル、ヒドロキシアルケニル、ヒドロキシアルキニル、アルカニル、アルケニ
ル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、ヘテロアリール、
アミノアルカニル、アミノアルケニル、又はアミノアルキニルを表し；
　Ｒ”’は、独立して、Ｈ又はアルカニルを表し；
　Ｒ２は、Ｈ、又はＯＲ６、ＮＨＲ７、ＮＲ７ＯＲ７であるか；あるいは、
Ｒ２は、Ｒ８に結合している窒素原子と一緒になって、５～７員、好ましくは５又は６員
ヘテロ環式環を形成し、ここで、Ｒ２は－［ＣＨ２］ｓであり、Ｒ８は存在せず；
　Ｒ３は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロア
ルキル、アリール、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、－Ｏ－ア
リール、－Ｏ－シクロアルキル、－Ｏ－ヘテロシクロアルキル、ハロゲン、アミノアルカ
ニル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、アルカニルアミノ、アルケニルアミノ、ア
ルキニルアミノ、ヒドロキシルアミノ、ヒドロキシルアルカニル、ヒドロキシルアルケニ
ル、ヒドロキシルアルキニル、ハロアルカニルオキシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアル
キニルオキシ、ヘテロアリール、アルカニルチオ、アルケニルチオ、アルキニルチオ、－
Ｓ－アリール、－Ｓ－シクロアルキル、－Ｓ－ヘテロシクロアルキル、アラルキル、ハロ
アルカニル、ハロアルケニル、又はハロアルキニルであり；
　Ｒ４は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロア
ルキル、アリール、又はヘテロアリールであり；
　Ｒ５は、Ｈ、ＯＨ、アルカニルオキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、Ｏ－ア
リール、アルカニル、アルケニル、アルキニル、又はアリールであり；
　Ｒ６は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロア
ルキル、アリール、ヘテロアリール、アラルキル、アルカニルオキシアルカニル、アルカ
ニルオキシアルケニル、アルカニルオキシアルキニル、アルケニルオキシアルカニル、ア
ルケニルオキシアルケニル、アルケニルオキシアルキニル、アルキニルオキシアルカニル
、アルキニルオキシアルケニル、アルキニルオキシアルキニル、アシルアルカニル、（ア
シルオキシ）アルカニル、（アシルオキシ）アルケニル、（アシルオキシ）アルキニルア
シル、非対称（アシルオキシ）アルカニルジエステル、非対称（アシルオキシ）アルケニ
ルジエステル、非対称（アシルオキシ）アルキニルジエステル、又はジアルカニルホスフ
ェート、ジアルケニルホスフェート、若しくはジアルキニルホスフェートであり；
　Ｒ７は、Ｈ、ＯＨ、アルカニル、アルケニル、アルキニル、アリール、アルカニルオキ
シ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、－Ｏ－アリール、シクロアルキル、ヘテロシ
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クロアルキル、－Ｏ－シクロアルキル、又は－Ｏ－ヘテロシクロアルキルであり；
　Ｒ８は、Ｈ、アルカニル、アルケニル、又はアルキニルであり；
　Ｅは、アルカニル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシク
ロアルキル、又はシクロアルキル基であるか、あるいは、
縮合２環式又は３環式環系であって、１つのフェニル環が、１つ若しくは２つの単環式シ
クロアルキル若しくはヘテロシクロアルキル環又は１つの２環式シクロアルキル若しくは
ヘテロシクロアルキル環に縮合しているか、２つのフェニル環が、単環式シクロアルキル
若しくはヘテロシクロアルキル環に縮合しているものであり、ここで、単環式及び２環式
シクロアルキル及びヘテロシクロアルキル環は本明細書中で定義したとおりであり、上記
基はすべて、１以上の置換基Ｒ’によって置換されていてもよく；
　Ｙは、Ｈ、ハロゲン、ハロアルカニル、ハロアルケニル、ハロアルキニル、ハロアルカ
ニルオキシ、ハロアルケニルオキシ、ハロアルキニルオキシ、アルカニル、アルケニル、
アルキニル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシクロアルキル、又はシクロアルキル基
であるか、あるいは、
縮合２環式又は３環式環系であって、１つのフェニル環が、１つ若しくは２つの単環式シ
クロアルキル若しくはヘテロシクロアルキル環又は１つの２環式シクロアルキル若しくは
ヘテロシクロアルキル環に縮合しているか、２つのフェニル環が、単環式シクロアルキル
若しくはヘテロシクロアルキル環に縮合しているものであり、ここで、上記基はすべて、
１以上の置換基Ｒ’によって置換されていてもよく、あるいは、
Ｙは、
【化６】

であり、
　ｍは０又は１であり；
　ｎは０又は１であり；
　ｐは０又は１であり；
　ｑは０又は１であり；
　ｒは０又は１であり；
　ｓは０～２であり；そして
　ｔは０～３である］
の化合物である、項目１１に記載の方法。
［項目１３］　化合物が：
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【化７】

から成る群より選択される、項目１２に記載の方法。
［項目１４］　変異体ＩＤＨ遺伝子又はタンパク質を検出するための試薬と、治療的有効
量の代謝拮抗薬化合物又はＤＨＯＤＨ阻害薬を投与するための使用説明書とを含むキット
。
［項目１５］　変異体ＩＤＨが、ＩＤＨ１タンパク質又は遺伝子の変異である、項目１４
に記載のキット。
［項目１６］　変異が、Ｇ９７Ｄ、Ｒ１３２Ｈ、Ｒ１３２Ｃ、Ｒ１３２Ｌ、Ｒ１３２Ｖ、
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Ｒ１３２Ｓ、及びＲ１３２Ｇから成る群より選択されるアミノ酸置換である、項目１５に
記載のキット。
［項目１７］　変異体ＩＤＨが、ＩＤＨ２タンパク質又は遺伝子の変異である、項目１４
に記載のキット。
［項目１８］　変異が、Ｒ１４０Ｑ、Ｒ１４０Ｗ、Ｒ１４０Ｌ、Ｒ１７２Ｋ、及びＲ１７
２Ｇから成る群より選択されるアミノ酸置換である、項目１７に記載のキット。
［項目１９］　試薬が、変異体ＩＤＨタンパク質に特異的な抗体を含む、項目１４に記載
のキット。
［項目２０］　変異体ＩＤＨ遺伝子の配列決定又は増幅のための試薬を含む、項目１４に
記載のキット。
［項目２１］　試薬が、ＰＣＲによって変異体ＩＤＨ遺伝子を検出する、項目１４に記載
のキット。

【図１】 【図２Ａ】
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