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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　薬学的にまたは化粧品学的に許容される担体と、化合物またはその薬学的にまたは化粧
品学的に許容される塩、溶媒和物または水和物とを含む薬学的組成物であって、ここにお
いて、当該化合物が、ＡＶ２６およびＡＶ３８からなる群より選択される式ＩＩ：
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【化１】

である組成物。
【請求項２】
　癌治療のための請求項１に記載の薬学的組成物。
【請求項３】
　血管形成の阻害のための請求項１の薬学的組成物。
【請求項４】
　インテグリンαｖβ３アンタゴニストである請求項１に記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、2005年11月14日に提出された米国仮出願第60/736,780の優先権を主張するも
のであり、その内容は、その全体において参照することにより本明細書において組み込ま
れる。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、一般的にインテグリン結合小分子に関する。更に詳しくは、本発明は、新規
組成物およびこれらの組成物を種々の疾患の治療のために使用する方法を提供する。
【０００３】
　発明の背景
　インテグリン、即ち、膜貫通接着受容体のファミリーは、細胞付着、遊走、分化および
生存の主な媒介物質である1。構造的に、インテグリンは、各サブユニットとして大きな
細胞外ドメイン、1つの膜貫通へリックス、および小さな細胞内ドメインで構成されるヘ
テロ二量体である2。これらの受容体は、α-及びβ-サブユニットからなり、これらは非
共有結合的に示された組合せで結合する。現在までのところ、18 α-サブユニットおよび
8 βサブユニットが確認されており、これらは結合し、選択的に少なくとも24のインテグ
リンを形成する。それらの接着性機能に加えて、インテグリンは、多様な情報伝達経路を
介してメッセージを伝達し、並びに腫瘍細胞および活性化された内皮細胞の増殖およびア
ポトーシスに影響を与える３，４。細胞表面におけるインテグリンの独特の組合せは細胞
が種々の細胞外リガンドを認識し、その後にそれに対して応答することを可能にする。イ
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ンテグリンαｖβ３はインテグリンファミリーの中でも突出したものである。それは、悪
性腫瘍の病理生理学的において関連付けられており、腫瘍血管形成5のために必要であり
、新血管における内皮細胞および攻撃性の高いヒト癌腫において発現が高い。インテグリ
ン αｖβ３は、種々の細胞外マトリックスタンパク質における腫瘍細胞の接着を媒介し
、これらの細胞が浸潤中の遊走および血管外遊走を可能にする６，７。乳癌において、α

ｖβ３は、このインテグリンが浸潤性腫瘍および遠位転移において上方制御されるように
、転移性表現形を特徴づける８－１０。従って、インテグリン αｖβ３のアンタゴニス
トは、転移性および浸潤性の癌の治療のための新しいアプローチを提供すると期待される
１１，１２。αｖβ３アンタゴニストと従来の治療様式との組合せは、余分な毒性を伴わ
ずに、転移性癌治療の有効性を増大可能であった。当該αｖβ３受容体は、フィブリノー
ゲン、フィブロネクチン、オステオポンチン、スロンボスポンジンおよびビトロネクチン
を含む種々の細胞外マトリックスタンパク質に対して、大部分は、当該Arg-Gly-Asp（RGD
）トリペプチド配列との相互作用を介して結合する１３、１４。以前に、種々のペプチド
ミメチックス小分子αｖβ３アンタゴニストが同定されており、その幾つかは、疾患モデ
ル、例えば、骨粗鬆症および骨格転移性乳癌において活性である１２、１５－１８。
【０００４】
　当該αｖβ３ アンタゴニストは、マウス異種移植モデルおよび転移モデルを含む多く
の動物モデルにおいて強力に血管形成を抑制する。mABsおよびサイクリックRGDペプチド
によるαｖβ３活性の阻害が、内皮のアポトーシスを誘導し、血管形成を阻害することが
示されている１９、２０。当該αｖβ３ アンタゴニストは、活性化された内皮細胞ばか
りではなく、αｖβ３陽性腫瘍細胞においてもアポトーシスを誘導することができ、腫瘍
細胞における直接的な細胞毒性効果を結果として引き起こす２１。αｖβ３活性のアンタ
ゴニストは、乳癌細胞異種移植およびメラノーマ異種移植における腫瘍増殖を結果的に減
少する２２，２３。転移性癌のための臨床試験におけるシレンジタイド（Cilengitide）
、サイクリックRGDペプチドが24、攻撃的な乳癌モデルにおいて試験されており、そこに
おいて、シレンジタイドと放射免疫療法との併用が、何れかの薬剤での単一様式療法に比
べて、更なる特性を伴わずに、著しく有効性が増強され、且つアポトーシスを増大しする
ことが示された25。これは、併用抗癌療法において、シレンジタイドおよび一般的なαｖ

β３アンタゴニストの実際の治療学的なポテンシャルを明確に示唆するものである。
【０００５】
　当該αｖβ３受容体はまた、骨再吸収において中心的な役割を果たす。種々の試験は、
αｖβ３受容体が破骨細胞における最も豊富なインテグリンであることを示している26-2

9。αｖβ３抗体、RGDペプチドおよびペプチドミメティックアンタゴニストは、著しい有
害作用を伴わずにインビボにおける骨再吸収の阻害を示した30-34。これらの試験および
初期の臨床的試験からの結果の基礎に、αｖβ３アンタゴニストは骨粗鬆症の治療および
予防のために大きな見込みを示すものである。
【０００６】
　発明の概要
　本発明は、少なくとも一部分において、以下に記載の小分子化合物がインテグリンに結
合し、それにより、種々の疾患および状態を診断および治療するために使用できるという
予期しない発見に基づく。
【０００７】
　従って、１側面において、本発明は、化合物または薬学的若しくは薬用化粧品学的に許
容されるその塩、その溶媒和物またはその水和物を含む組成物が特徴であり、ここで、当
該化合物は、1のH結合供与体（HBD）、1のH結合受容体（HBA）、2の疎水性芳香族基（HAR
1およびHAR2）および1の陰性イオン性基（NI）を含み、およびここで、当該化合物は化合
物 A、BまたはCではない；
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【化４】

【０００８】
。
【０００９】
　当該組成物は、薬学的または薬用化粧品学的に許容された担体を更に含んでもよい。
【００１０】
　一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Ａに従う立体配置で
あり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.81±1 Åでり、当該HBDとHBAの距離は7.52±1 
Åであり、当該HBDとNIの距離は17.67±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は7.52±1 Å
であり、当該HRA1とHRA2の距離は9.41±1 Åであり、当該HBAとNIの距離は 10.20±1 Å
であり、および当該HRA2とNIの距離は5.88±1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2
.81 Åであってよく、当該HBDとHBAとの距離は7.52 Åであってよく、当該HBDとNIの距離
は17.67 Åであってよく、当該HRA1とHBAの距離は7.52 Åであってよく、当該HRA1とHRA2
の距離は9.41 Åであってよく、当該HBAとNIの距離は10.20 Åであってよくおよび当該HR
A2とNIの距離は5.88 Åであってよい。
【００１１】
　他の態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2,およびNIは、図８Bに従う立体配置であ
り、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.80±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離は7.34±1 
Åであり、当該HBDとNIの距離は16.92±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は5.20±1 Å
であり、当該HRA1とNI の距離は14.34±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距離は4.69±1 Å
であり、当該HBAとNIの距離は9.85±1 Åであり、および当該HRA2とNI の距離は5.66±1 
Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2.80 Åでよく、当該HBDとHBAの距離は7.34 Å
でよく、当該HBDとNI の距離は16.92 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åでよく、
当該HRA1とNIの距離は14.34 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.69 Åでよく、当該HBA
とNIの距離は9.85 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離は5.66 Åでよい。
【００１２】
　もう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Cに従う立体配
置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.79±1 Åであり、当該HBDとHRA2の距離は11
.94±1 Åであり、当該HBDとNI の距離は16.28±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は5.2
0±1 Åであり、当該HRA1とNIの距離は14.64±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距離は4.72
±1 Åであり、および当該HRA2とNIの距離は5.63±1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の
距離は2.79 Åでよく、当該HBDとHRA2の距離は11.94 Åでよく、当該HBDとNIの距離は16.
28 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åでよく、当該HRA1とNI の距離は14.64 Åで
よく、当該HBAとHRA2の距離は4.72 Åでよく、および当該HRA2とNI の距離は5.63 Åでよ
い。
【００１３】
　例えば、本発明の化合物は、式 I、II、III,またはIV：
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【化５】

【００１４】
でよい。
【００１５】
　式I、IIおよびIIIにおいて、それぞれ、R1およびR3 は、脂肪族、芳香族またはヘテロ
環基； R2 は置換基；およびX はN、OまたはSである。式 IVにおいて、それぞれ、R1およ
びR2 は水素またはハロゲン、ヒドロキシル、スルフヒドリル、アルコキシ、アリールオ
キシ、カルボキシル、ニトロ、シアノ、アミノ、アミドまたはスルホニル基または何れか
の数の炭素原子を含む何れか他の有機官能基； R3 は水素、ヒドロキシル、アルコキシ、
アリールオキシ、芳香族またはヘテロ環基または何れかの数の炭素原子の脂肪族鎖；それ
ぞれ、R4およびR5 はヒドロキシルまたはアミノ基； X は C、N、OまたはSであり； m は
炭素、窒素、酸素または硫黄原子を伴う 0 から 3 原子リンカー基；およびn は炭素、窒
素、酸素または硫黄原子を伴う0 から 5 原子リンカー基である。
【００１６】
　特に、式I、IIおよびIIIにおいて、それぞれ、R1およびR3 はアルキル、置換されたア
ルキル、アルケニル、置換されたアルケニル、アルキニル、置換されたアルキニル、フェ
ニル、置換されたフェニル、アリール、置換されたアリール、ヘテロアリールまたは置換
されたヘテロアリール基であってよく； R2 は、水素またはハロゲン、ヒドロキシル、ス
ルフヒドリル、アルコキシ、カルボキシル、ニトロ、シアノ、アミノ、アミドまたはスル
ホニル基または何れかの数の炭素原子を含む何れか他の有機官能基またはそれらの組合せ
であってよい。R1またはR3における、当該置換されたアルキル、アルケニル、アルキニル
、フェニル、アリールまたはヘテロアリール基は、ハロ、ヒドロキシル、スルフヒドリル
、アルコキシ、カルボキシル、カルボニル、ニトロ、シアノ、アミノ、アミド、スルホニ
ル、または置換されたヘテロ環基により置換されたアルキル、アルケニル、アルキニル、
フェニル、アリール、またはヘテロアリール基であってよい。式 IVにおいて、R4またはR

5における当該アミノ基は、脂肪族、芳香族またはヘテロ環基で置換されてよい。本発明
の化合物の例は、AV1-11、AV14-15、AV17-32およびAV34-38を含む。
【００１７】
　もう一つの側面において、本発明は、第一の化合物（即ち、上で記載された通りの本発
明の化合物）、またはその薬学的若しくは薬用化粧品学的に許容される塩、溶媒和物また
は水和物と、１または１以上の第二の化合物とを含む、またはからなる組成物を特徴とし
、ここで第二の化合物は治療剤、イメージング財またはその組合せである。
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【００１８】
　例えば、当該第二の化合物は、血管増殖阻害剤（例えば、TNF-アルファ、アンジオスタ
チン、ベバシザン（Bevacizumab）、アレステン(Arresten)、カンスタチン(Canstatin)、
コンブレタスタチン、エンドスタチン、NM-3、サリドマイド、スロンボスポンジン(Throm
bospondin)、タムスタチン(Tumstatin)、2-メトキシエストラジオールおよびビタキシン(
Vitaxin））、関節リウマチを治療するための治療剤、放射線治療剤、化学療法剤（例え
ば、シスプラチン、ドキソルビシン、ビンクリスチン、シクロホスファミド、トポテカン
、パクリタキセル,および他の化学療法剤）、骨転移を治療するための治療剤骨転移を治
療するための治療剤、骨粗鬆症を治療するための治療剤（例えば、ホセマックス(Fosemax
）、アレジア(Aredia)、アクトネル(Actonel)、ジンドロネル(Dindronel)、コメタ(Comet
a)、プレマリン(Premarin)、クリマラ(Climara)、エストラ(Estrae)、ビベラ(Vivelle)、
エストラダーム(Estraderm)、プレモプロ(Prempro)、プラムフェーズ(Premphase)、フェ
マート(Femhrt)、プレフェスト(Prefest)、コンビパッチ(Combipatch)、エビスタ(Evista
)、カルシトニン(Calcitonin)、ミアカルシン(Miacalcin)およびカルシトニン）、再狭窄
を治療するための治療剤、血管イメージング剤（例えば、放射性核種）またはその組み合
わせであってよい。
【００１９】
　幾つかの態様において、当該第一の化合物は、実施可能に少なくとも１の当該第二の化
合物に実施可能に連結されている。
【００２０】
　本発明は、更に、当該発明は、インテグリンと本発明の化合物またはその薬学的若しく
は薬用化粧品学的に許容される塩、溶媒和物または水和物とを接触させることを具備する
、インテグリンを化合物に対して結合する方法を提供する。
【００２１】
　一つの態様において、当該インテグリンはαｖβ３である。もう一つの態様において、
当該インテグリンは細胞上に、例えば、癌細胞、良性腫瘍細胞、間質細胞、炎症に反応す
る、炎症を媒介する、または炎症を調節する細胞（例えば、白血球、マクロファージおよ
び樹状細胞）、免疫系の細胞（例えば、白血球、マクロファージおよび樹状細胞）、血管
機能に関与する細胞（例えば、内皮細胞、内皮細胞に関与する細胞および平滑筋細胞）、
骨芽細胞、破骨細胞またはウイルス（例えば、アデノウイルス（アデノビリダエ；Adenov
iridae）、コックサッキーウイルス(Coxackievirus、Picornaviridae）、エコウイルス(E
chovirus、Picornaviridae）、口蹄疫ウイルス（Picornaviridae）、ハンタウイルス（Bu
riyaviridae）、ヒトパレコウイルス（Picornaviridae）、ヒト免疫不全ウイルス 1（Ret
roviridae）およびロタウイルス（Reoviridae））に感染した細胞上にある。
【００２２】
　当該方法は、更に、当該細胞と１または１以上の治療剤、イメージング剤またはその組
合せとを接触させることを具備する。当該治療剤およびイメージング剤は、上で記載した
。当該インテグリンおよび当該細胞は、同時にまたは経時的に接触してよい。当該化合物
は、少なくとも１の薬剤と混合されてもよく、または実施可能に連結されてもよい。
【００２３】
　また、本発明において、本発明は、対象においてインテグリンを化合物に対して結合す
る方法であって、それを必要とする対象において本発明の化合物またはその薬学的若しく
は薬用化粧品学的に許容される塩、溶媒和物または水和物の有効量を投与することを具備
する方法である。当該インテグリンはαｖβ３であってよく、および当該対象は、動物ま
たはヒトであってよい。
【００２４】
　一つの態様において、当該対象は、癌、例えば、悪性固形腫瘍の組織学的種類、例えば
、肉腫または癌腫または高いレベルの血管形成および血管原性因子に関連する血液学的悪
性度、例えば、急性または慢性白血病、多発性骨髄腫、骨髄増殖性疾患、非-ホジキンリ
ンパ腫またはホジキン病、に罹患する、またはそれらの発展のリスクに面している。
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【００２５】
　もう一つの態様において、当該対象は、良性腫瘍、例えば、良性腫瘍または高い血管新
生に関連する新生物発生前の状態、尋常性疣贅、化膿性 肉芽腫、酒さ、ケロイド瘢痕,ま
たは脈絡叢に関連する眼部腫瘍または虹彩新血管新生に罹患している、またはそれらの発
展のリスクに面している。
【００２６】
　更なるもう一つの態様において、当該対象は、炎症性疾患、例えば、炎症性腸疾患、例
えば、クローン病または潰瘍性大腸炎；特発性炎症性ミオパチーなどの多発性筋炎（PM）
、皮膚筋炎（DM）または増大した血管新生に関連する状態；他の眼部炎症性疾患；増大し
た炎症に関連する疾患または状態、例えば、歯肉炎または粘膜炎；ざ瘡；または特に慢性
的な炎症状態に関連する胃腸管疾患、例えば、胃炎または十二指腸炎など、に罹患してい
る、またはそれらの発展のリスクに面している。粘膜炎の例は、放射線または化学療法誘
導粘膜炎である。
【００２７】
　更なるもう一つの態様において、当該対象は、免疫または自己免疫疾患、例えば、関節
リウマチ； 乾癬性関節炎；乾癬；多発性硬化症；気管支喘息またはアレルギー；湿疹ま
たは皮膚炎；または他の皮膚または皮下組織の炎症性状態、例えば、紅斑性扁平皮膚症、
斑不全角化、脂漏性皮膚炎、頭部脂漏症、他の脂漏性皮膚炎、アトピー性皮膚炎または関
連する状態、紅斑、ベニエ痒疹、神経皮膚炎、接触性皮膚炎または他の湿疹、水疱性皮膚
疾患、紅斑性状態、苔癬、掻痒症または関連する状態、疱疹状皮膚炎、疱疹状皮膚症、デ
ューリング病、疱疹状皮膚炎、角層下膿疱症、スネッドン-ウィルキンソン病、若年性疱
疹状皮膚炎、若年性天疱瘡、疱疹状膿痂疹、多巣性紅斑、紅斑虹彩、疱疹虹彩、ライル症
候群、エリトマトーデス、他の特定の紅斑性状態、苔癬化またはハイド病に罹患している
、またはそれらの発展の危険に面している。当該接触性皮膚炎および他の湿疹の例は、内
部に取り込まれた物質のための皮膚炎、皮膚との接触における化学薬品、薬物および医薬
品のための皮膚炎、日射のための皮膚炎、日焼け、ベルロック皮膚炎、光アレルギー反応
皮膚炎、光毒性反応皮膚炎、多形性 光性発疹、播種性 浅在性 光線性 汗孔角化症（DSAP
）、化粧品のための皮膚炎、赤外線のための皮膚炎、紫外線のための皮膚炎および電離放
射線による治療のための皮膚炎を含む。当該他の特定の紅斑性状態は、リッター病、新生
児剥脱性皮膚炎および紅斑間擦疹を含む。
【００２８】
　更なるもう一つの態様において、当該対象は、血管性疾患、例えば、子宮内膜症；機能
性障害性の子宮性出血；子宮内膜過形成；骨髄線維症； 血管腫；動脈硬化症；急性また
は慢性移植拒絶反応または移植脈管障害；眼部新血管新生により特徴付けられる眼部疾患
、例えば、加齢関連横斑性変性（AMD）、増殖性糖尿病網膜症（PDR）、未熟児網膜症（RO
P）、ネオ血管緑内障、網膜芽細胞腫、水晶体後線維増殖症、ルベオーシス、ブドウ膜炎
、横斑性変性または角膜移植新血管新生；不適当な血小板活性化、補充、凝集または血栓
症により媒介される状態、例えば、冠動脈疾患または障害、心筋梗塞または心筋梗塞に続
く障害、脳卒中、不安定狭心症、子癇前症、塞栓症、血小板関連虚血性疾患、経皮的冠動
脈インターベンションに続く再狭窄、血栓性疾患、血栓症に続く再閉塞、深在性静脈血栓
症（DVT）、肺塞栓症（PE）、一過性虚血性発作(transient ischemic attack；TIA）また
は血管閉塞が共通する基本をなす特徴である他の状態；心筋の血管新生；出血性関節；血
管癒着；敗血症；成人呼吸困難症候群；末梢血管拡張；または創傷肉芽形成に罹患してお
り、またはそれらの発展するリスクに面している。当該血小板関連虚血性疾患の例は、肺
虚血、冠血管虚血および脳虚血を含む。当該経皮的冠動脈インターベンションの例は、血
管形成術、アテレクトミー、ステント設置およびバイパス手術を含む。当該血栓性疾患の
例は、冠動脈血栓症、脳動脈血栓症、心臓内血栓症、末梢動脈血栓症、静脈血栓症および
血栓症および外来性に対する露出または損傷された組織表面に関連する凝固障害を含む。
【００２９】
　更なるもう一つの態様において、当該対象は、または病理学的骨再吸収に主に関連する
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疾患、例えば、骨粗鬆症、骨のパジェット病または副甲状腺ホルモン（PTHrP）媒介高カ
ルシウム血症に罹患している、またはそれらの発展のリスクに面している。
【００３０】
　更なるもう一つの態様において、当該対象は、ウイルス感染、例えば、an infection b
y アデノウイルス（Adenoviridae）、コックサッキーウイルス（Picornaviridae）、エコ
ウイルス（Picornaviridae）、口蹄疫ウイルス（Picornaviridae）、ハンタウイルス（Bu
riyaviridae）、ヒトパレコウイルス（Picornaviridae）、ヒト免疫不全ウイルス 1（Ret
roviridae）,またはロタウイルス（Reoviridae）による感染に罹患している、またはそれ
らの発展のリスクに面している。
【００３１】
　当該方法は、更に、当該対象に対して、有効量の1または1以上の治療剤、イメージング
剤またはその組合せを投与することを具備してよい。当該治療剤およびイメージング剤は
、上で記載した通りである。当該化合物および当該薬剤は、同時または経時的に投与され
てよい。当該化合物は、少なくとも１の薬剤と混合されてもよく、実施可能に連結されて
もよい。
【００３２】
　化合物、治療剤、イメージング剤またはその組合せは、非経口、皮内、皮下、経口、経
皮、経粘膜,または直腸に投与されてよい。
【００３３】
　幾つかの態様において、当該対象は、血管形成方法（例えば、バルーン血管形成術；レ
ーザー血管形成術；冠血管アテレクトミーまたは同様の技術；頚動脈動脈膜切除；血管グ
ラフトの吻合；血栓形成の高リスクを有する外科手術、例えば、冠血管バイパス手術およ
び補綴バルブまたは血管の挿入；アテレクトミー；ステント設置；慢性心血管装置の設置
、例えば、インドルエリングカテーテル、補綴バルブまたは血管； 臓器移植；およびバ
イパス手術）、放射線治療または化学療法（例えば、有効量のシスプラチン、ドキソルビ
シン、ビンクリスチン、シクロホスファミド、トポテカン、パクリタキセルまたは他の化
学療法剤を当該対象に投与することを含む化学療法）で処置されてもよい。
【００３４】
　本発明は、更に、ファルマコフォアの提示を具備するコンピュータ読み取り可能媒体で
あって、ここで、当該ファルマコフォアは1の H結合供与体（HBD）、1のH結合受容体（HB
A）、2の疎水性芳香族基s（HAR1およびHAR2）および1の陰性イオン性基（NI）の特徴を含
むコンピュータ読み取り可能媒体を提供する。
【００３５】
　一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Aに従う立体配置で
あり、ここで、当該HBDとHRA1の距離が2.81±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離が7.52±1
 Åであり、当該HBDとNIの距離が17.67±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離が7.52±1 Å
であり、当該HRA1とHRA2の距離が9.41±1 Åであり、当該HBAとNIの距離が10.20±1 Åで
あり、および当該HRA2とNIの距離が5.88±1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2.8
1 Åでよく、当該HBDとHBA の距離は7.52 Åでよく、当該HBDとNIの距離は17.67 Åでよ
く、当該HRA1とHBAの距離は7.52 Åでよく、当該HRA1とHRA2 の距離は9.41 Åでよく、当
該HBAとNI の距離は10.20 Åでよく、および当該HRA2とNI の距離は5.88 Åでよい。
【００３６】
　もう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Bに従う立体配
置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は 2.80±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離は7.
34±1 Åであり、当該HBDとNIの距離は16.92±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は5.20
±1 Åであり、当該HRA1とNI の距離は14.34±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距離は4.69
±1 Åであり、当該HBAとNI の距離は9.85±1 Åであり、および当該HRA2とNI の距離は5
.66±1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2.80 Åでよく、当該HBDとHBAの距離は7
.34 Åでよく、当該HBDとNIの距離は16.92 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åで
よく、当該HRA1とNIの距離は14.34 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.69 Åでよく、当
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該HBAとNIの距離は9.85 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離は5.66 Åでよい。
【００３７】
　更なるもう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Cに従う
立体配置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.79±1 Åであり、当該HBDとHRA2の距
離は11.94±1 Åであり、当該HBDとNIの距離は16.28±1 Åであり、当該HRA1と
HBAの距離は5.20±1 Åであり、当該HRA1とNIの距離は14.64±1 Åであり、当該HBAとHRA
2の距離は4.72±1 Åであり、および当該HRA2とNIの距離は5.63±1 Åである。特に、当
該HBDとHRA1の距離は2.79 Åでよく、当該HBDとHRA2の距離は11.94 Åでよく、当該HBDと
NIの距離は16.28 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åでよく、当該HRA1とNI の距
離は14.64 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.72 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離
は5.63 Åでよい。
【００３８】
　本発明のもう一つの特徴は、インテグリン結合小分子を同定する方法である。当該方法
は、上述のファルマコフォアの三次元構造と化合物の三次元構造を比較すること、当該化
合物が、当該ファルマコフォアの特徴と一致する場合に、当該化合物を選択することを具
備する。
【００３９】
　以下の詳細な説明、添付の図面との組合せを参照することにより、上述および本発明の
他の特徴およびそれらを得るおよび使用する方法がより明確になるであろうし、最も浴理
解されるであろう。当該図面は、本発明の典型的な態様を示すものであり、その範囲を制
限するためのものではない。
【００４０】
　発明の詳細な説明
　インテグリン αｖβ３は、腫瘍の進行、転移および破骨細胞骨再吸収の複数の面にお
いて関連している。多くの腫瘍は、αｖβ３を高発現しており、この発現は、メラノーマ
、神経膠腫、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、並びに他の癌における腫瘍の進行に関連している
。当該αｖβ３受容体は、新規抗癌剤のための治療上の標的として評価されている。我々
は、化学官能基を基礎にした共通の特徴のファルマコフォアモデル（ケミカル・ファンク
ション・ベース・コモン・フューチャー・ファルマコフォア・モデル）を使用して構造的
に多用な小分子αｖβ３アンタゴニストのシリーズを発見した。当該三次元(3D)ファルマ
コフォアモデルは、３つの最近報告されたαｖβ３受容体アンタゴニストの訓練用セット
を使用して作成した。αｖβ３受容体の公知のアンタゴニストのデータベースを使用した
バリデーションにおいて、高判別能を有する当該ファルマコフォアモデルが、新規の構造
骨格および所望の化学的特徴を有する検索する化合物に対して3D照会として使用された。
Hypo5を使用する約600,000化合物のデータベースの検索により832化合物を得た。構造的
新規性、計算された物理化学的な性質およびサンプルの有用性を基礎にして、38化合物が
選択されαｖβ３受容体結合アッセイにおいてスクリーニングされた。αｖβ３受容体特
異的結合アッセイにおいて試験された29化合物のうち、4つの化合物がナノモーラーで結
合する親和性を示した。活性物質（AV26）の1つにおける有限構造活性相関分析(limited 
structure-activity relationship analysis)は、ナノモーラーからサブナノモーラー結
合親和性を有する2つの強力な非RGDミメティックアンタゴニストの発見に結果として至っ
た。がん細胞株のパネルにおいて評価された全ての活性化合物は、AV26を除いて、低マイ
クロモーラー濃度で、細胞毒性を示さず、AV26は、乳癌細胞株において考慮すべき細胞毒
性を示した。我々の新規小分子化合物は、αｖβ３陽性転移性癌に対して選択的に送達す
るためにパクリタキセルなどの抗癌剤と結合することが可能である。
【００４１】
　組成物
　従って、本発明は、化合物またはその薬学的または薬用化粧品学的に許容される塩、溶
媒和物または水和物を含む組成物であって、ここで、当該化合物は、1のH結合供与体（HB
D）、1のH結合受容体（HBA）、2の疎水性芳香族基（HAR1およびHAR2）および1の陰性イオ
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ン性基（NI）を含み、およびここで、当該化合物は化合物 A、B,またはCではない組成物
を提供する。
【００４２】
　当該組成物は、更に、薬学的または薬用化粧品学的に許容される担体を含んでよい。「
薬学的または薬用化粧品学的に許容される担体」は、薬学的または薬用化粧品学的投与に
適合する溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤
などを含む。
【００４３】
　一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2,およびNIは、図８Aに従う立体配置で
あり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.81±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離は7.52±1
 Åであり、当該HBDとNIの距離は17.67±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は7.52±1 Å
であり、当該HRA1とHRA2の距離は9.41±1 Åであり、当該HBAとNIの距離は10.20±1 Åで
あり、および当該HRA2とNIの距離は5.88±1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2.8
1 Åでよく、当該HBDとHBAの距離は7.52 Åでよく、当該HBDとNIの距離は17.67 Åでよく
、当該HRA1とHBAの距離は7.52 Åでよく、当該HRA1とHRA2の距離は9.41 Åでよく、当該H
BAとNIの距離は10.20 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離は5.88 Åでよい。
【００４４】
　もう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Bに従う立体配
置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.80±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離は7.3
4±1 Åであり、当該HBDとNIの距離は16.92±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は5.20±
1 Åであり、当該HRA1とNIの距離は14.34±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距離は4.69±1 
Åであり、当該HBAとNIの距離は9.85±1 Åであり、および当該HRA2とNIの距離は5.66±1
 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2.80 Åでよく、当該HBDとHBAの距離は7.34 Å
でよく、当該HBDとNIの距離は16.92 Åでよく、当該HRA1とHBA の距離は5.20 Åでよく、
当該HRA1とNI の距離は14.34 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.69 Åでよく、当該HBA
とNIの距離は9.85 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離は5.66 Åでよい。
【００４５】
　更なるもう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Cに従う
立体配置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.79±1 Åであり、当該HBDとHRA2の距
離は11.94±1 Åであり、当該HBDとNI の距離は16.28±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距
離は5.20±1 Åであり、当該HRA1とNIの距離は14.64±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距離
は4.72±1 Åであり、および当該HRA2とNIの距離は5.63±1 Åである。特に、当該HBDとH
RA1の距離は2.79 Åでよく、当該HBDとHRA2の距離は11.94 Åでよく、当該HBDとNI の距
離は16.28 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åでよく、当該HRA1とNI の距離は14.
64 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.72 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離は5.63 
Åでよい。
【００４６】
　本発明の化合物は、式 I、II、IIIまたはIVの化合物であってよい。
【００４７】
　式I、IIおよびIIIにおいて、それぞれ、R1およびR3 は脂肪族、芳香族またはヘテロ環
基； R2 は置換基；およびX は N、OまたはSである。幾つかの態様において、それぞれ、
R1およびR3は、アルキル、置換されたアルキル、アルケニル、置換されたアルケニル、ア
ルキニル、置換されたアルキニル、フェニル、置換されたフェニル、アリール、置換され
たアリール、ヘテロアリールまたは置換されたヘテロアリール 基； R2 は水素またはハ
ロゲン、ヒドロキシル、スルフヒドリル、アルコキシ、カルボキシル、ニトロ、シアノ、
アミノ、アミドまたはスルホニル基または何れかの数の炭素原子を含む何れか他の有機官
能基；またはその組み合わせである。他の態様において、R1またはR3における当該置換さ
れたアルキル、アルケニル、アルキニル、フェニル、アリールまたはヘテロアリール基は
、ハロ、ヒドロキシル、スルフヒドリル、アルコキシ、カルボキシル、カルボニル、ニト
ロ、シアノ、アミノ、アミド、スルホニルまたは置換されたヘテロ環基により置換された
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アルキル、アルケニル、アルキニル、フェニル、アリール,またはヘテロアリール基であ
る。
【００４８】
　式 IVにおいて、それぞれ、R1およびR2 は水素またはハロゲン、ヒドロキシル、スルフ
ヒドリル、アルコキシ、アリールオキシ、カルボキシル、ニトロ、シアノ、アミノ、アミ
ドまたはスルホニル基または何れかの数の炭素原子を含む何れか他の有機官能基； R3 は
水素、ヒドロキシル、アルコキシ、アリールオキシ、芳香族またはヘテロ環基または何れ
かの数の炭素原子の脂肪族鎖；それぞれ、R4およびR5 はヒドロキシルまたはアミノ基； 
X はC、N、OまたはS； m は、炭素、窒素、酸素または硫黄原子を伴う 0 から 3 原子リ
ンカー基であり；およびn は炭素、窒素、酸素または硫黄原子を伴う0 から 5 原子リン
カー基である。幾つかの態様において、R4またはR5における当該アミノ基は、脂肪族、芳
香族またはヘテロ環基で置換されている。
【００４９】
　本発明の化合物の例は、AV1-11、AV14-15、AV17-32およびAV34-38を含む。
【００５０】
　本発明の化合物は、当該技術分野において公知の方法を使用して化学合成により、また
は市販の供給源から得てもよい。本発明の組成物は、以下に記載する疾患の診断および治
療のために使用される。
【００５１】
　幾つかの態様において、本発明の化合物は、1または1以上の治療剤、イメージング剤お
よびその組合せとの併用において使用されてよい。当該治療剤は、しかしながらこれらに
限定するものではないが、何れかの小分子薬物、抗体、FCフラグメント、タンパク質ベー
スの薬物、オリゴヌクレオチド、siRNA、アプタマーまたはアンキリンリピートを含む。
当該治療剤の詳細な例は、血管増殖阻害剤（例えば、TNF-アルファ、アンジオスタチン、
ベバシザン、アレステン、カンスタチン、コンブレタスタチン、エンドスタチン、NM-3、
サリドマイド、スロンボスポンジン、タムスタチン、2-メトキシエストラジオールおよび
ビタキシン）、関節リウマチを治療するための治療剤、放射線治療剤、化学療法剤（例え
ば、シスプラチン、ドキソルビシン、ビンクリスチン、シクロホスファミド、トポテカン
、パクリタキセルおよび他の化学療法剤）、骨転移を治療するための治療剤、骨粗鬆症を
治療するための治療剤（例えば、ホセマックス、アレジア、アクトネル、ジンドロネル、
コメタ、プレマリン、クリマラ、エストラ、ビベラ、エストラダーム、プレモプロ、プレ
ムフェーズ、フェマート、プレフェスト、コンビパッチ、エビスタ、カルシトニン、ミア
カルシンおよびカルシトニン）および再狭窄を治療するための治療剤を含む。当該イメー
ジング剤は、これらに限定するものではないが、放射性核種（すなわち、イメージング可
能なガンマ線またはポジトロン放出を生成する放射性金属イオン）を含む。
【００５２】
　本発明の化合物は、少なくとも１の治療またはイメージング化合物と実施可能に連結し
、複合体を形成してよい。「実施可能に連結される」により、本発明の化合物と治療剤ま
たはイメージング剤が、当該化合物が細胞においてインテグリンに対して結合するように
、且つ治療剤またはイメージング剤の機能が妨害されないように結合することを意味する
。
【００５３】
　現在広く使用される大部分の癌化学療法は、これに限定するものではないが、癌細胞に
殆ど選択性を有さないシスプラチン、ドキソルビシン、ビンクリスチン、シクロホスファ
ミド、トポテカンおよびパクリタキセルを含む。同様の問題は、非癌的兆候、例えば、関
節リウマチなどのために使用される多くの治療に伴って生じ、そこにおいて、副作用が、
特に延長された治療過程で生じる。多くの場合、これは望まれない副作用、および正常組
織に対する高い毒性を引き起こす。正常組織に対する毒性の結果として、多くの抗癌化学
療法並びに非癌性薬物は、多くの場合、至適以下の用量で投与されるか、または当該治療
が妨害されてしまい、その結果として効果が低減され、最終的に治療が失敗する。これは
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、薬物抵抗性を発生することにより伴う可能性がある。広く引用されたこの例は、アント
ラサイクリンによる用量を制限する心毒性である。問題の薬物の選択的毒性は、疾患に犯
された組織に届く薬物の用量の増加することにより、または正常組織に届く用量を減少す
ることの何れかにより、または、その両方によって増加する。
【００５４】
　薬物の標的細胞への送達は、薬物と、正常組織とは相対的に当該標的細胞において独自
に発現または過剰発現されたかの何れかの抗原または受容体に結合する分子との関連によ
り選択的に増大できる。これにより、薬物の当該標的細胞への特異的な送達が可能になる
。例えば、αｖβ３インテグリンは、腫瘍の新生血管および炎症疾患性のあいだ、並びに
破骨細胞において過剰発現されていることが知られているので、本発明の複合体はこれら
の細胞を選択的に標的にするために使用することが可能である。
【００５５】
　本発明の複合体は、当該技術分野において周知の何れかの方法を用いて構成されてよい
。これらの方法の詳細な説明は、例えば、以下に見出すことが可能である：「Bioconjuga
te Techniques」 by G.T. Hermanson、Academic Press、San Diego、1996、これらの内容
は、参照することにより、その全体において本明細書に組み込まれる。
【００５６】
　例えば、問題の他の分子（例えば、抗体、薬物、DNAおよびsiRNA分子など）に対する本
発明の化合物の複合体は、一般的に入手可能な技術および公開されている技術を用いて化
学的に架橋結合により最も容易に実施されてよい。架橋結合は、2またはそれ以上の分子
を共有結合により化学的に結合する方法である。架橋結合剤は、タンパク質または他の分
子における特異的な官能基（例えば、一級アミン、スルフヒドリルなど）に対する反応性
末端を含む。反応のための標的であり得るタンパク質およびペプチドにおける幾つかの化
学基の有効性のために、タンパク質およびペプチドは、容易に結合され、且つ別の架橋結
合法を使用して試験されている。クロスリンカーは、また、一般的に核酸、薬物および固
体表面を修飾するために使用される。それらはまた、抗体-酵素複合体、免疫毒素および
他の標識されたタンパク質試薬を用意するために有用である。当該リガンド（例えば、本
発明の化合物）との接触の前または後でクロスリンカーにより受容体を誘導体化すること
により、受容体-リカ゛ント゛複合体の単離が可能である。放射ヨウ素標識クロスリンカ
ーの使用は、オートラジオグラフィー検出により特定の受容体を同定することを可能にす
る。クロスリンカーは、それらの化学的反応性（即ち、特定の官能基に対する特異性）お
よび応用を伴う反応の適合性を基礎に選択される。特異的な適用のために使用される最も
好ましいクロスリンカーは、経験的に決定されるべきである。クロスリンカーは、以下の
特徴を基に選択される：化学的特異性、スペーサーの腕の長さ、水溶解性および細胞膜透
過性、同じ（ホモ二機能性）または異なる（ヘテロ二機能性）反応性基、自発的反応性基
または光反応性基、および切断性（cleavability）。クロスリンカーは、少なくとも2の
反応性基を含む。架橋のために標的とされ得る官能基は、一級アミン、スルフヒドリル、
カルボニル、カルボ水和物およびカルボン酸を含む（表A）。カップリングもまた、光反
応性フェニルアジドクロスリンカーを使用して非選択的である。
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【表Ａ】

　多くの場合、異なるスペーサーの腕の長さが要求され、これは、立体効果が架橋のため
の潜在的な反応部位の間の距離を要求するためである。通常、短い(4～8Å)スペーサーの
腕を有するクロスリンカーが、第一におよび決定された架橋の程度で使用される。より長
いスペーサーの腕を有するクロスリンカーは、次に最適化された架橋高率のために使用さ
れ得る。短いスペーサーの腕は、多くの場合、分子内架橋研究において使用され、分子間
の架橋は、長いスペーサーの腕を含むクロスリンカーを好む。多くの適用において、タン
パク質の天然の構造を維持する必要があり、そのために架橋は、最も多くの場合、穏やか
なpHと緩衝液条件を使用して実施される。更に、反応のために最適なクロスリンカー対タ
ンパク質のモル比が決定される。適用に依存して、複合の程度が重要な因子である。例え
ば、免疫原複合体を用意する場合、抗原の免疫原性を高めるために高い程度の複合が望ま
れる。しかしながら、抗体または酵素のための複合は、低度または中程度の複合が、タン
パク質の生物学的な活性を保持するために至適であり得る。当該タンパク質表面における
官能基の数もまた、考慮のために重要である。仮に多数の標的基がある場合、より低いク
ロスリンカー対タンパク質の比が使用される。制限された数の潜在的な標的のためには、
より高いクロスリンカー対タンパク質の比が要求される。更に、多くの成分は、最小限に
維持されるべきであり、それは2以上の成分からなる複合体は、分析することが困難であ
り、タンパク質サブユニットの空間的な配置における少ない情報しか提供されないためで
ある。水溶解性および膜透過性もまた、カップリングのための最適なクロスリンカーを選
択する上で重要な問題である。多くのクロスリンカーは、それらの疎水性のスペーサーの
腕によって、水溶液における溶解度が制限される。これらのクロスリンカーは、一般的に
DMFまたはDMSOに溶解され、次に生物系または架橋されるべき生体分子の溶液に添加され
る。疎水性のクロスリンカーは、細胞膜およびオルガネラ膜を通過することが可能であり
、膜の外側表面、および膜と結合した空間内の両方における架橋に影響を及ぼす。多くの
場合、生物系のための架橋手順に有機溶媒を導入することは都合が悪いか、または望まし
くない。また、多くの場合、細胞またはオルガネラの内側を変化させることなく、細胞膜
またはオルガネラ膜の外側表面だけにおける架橋に影響を及ぼすことが望ましく、そのよ
うな場合において、幾らかの水溶解、膜不透過のクロスリンカーが利用できる。幾つかの
クロスリンカーは、ポリエチレングリコール(PEG)サブユニットから形成されるスペーサ
ーの腕を含み、結果として大量の酸素原子と共にポリエチレンオキシド(PEO)を生じて水
溶解性を与える。これらのクロスリンカーは、それらの名称に(PEO)nが示され、水可能性
であり、且つ生物膜透過できない。それらは、架橋化された複合体に対してそれらの親水
性のスペーサーを移行する更なる利点を提供し、従って、当該複合体の凝集および沈殿を
減少する。他のクロスリンカーは、当該スペーサーの何れかの末端で荷電反応性基によっ
て、それらの水溶解性および膜不透過性を含む。荷電反応記、例えば、スルホ-NHSエステ
ルまたはイミドエステルなどは、当該架橋試薬に対して水溶解性を与えるが、当該反応性
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基は最終複合体の一部分ではないので、当該架橋された複合体には与えない。
【００５７】
　説明の目的のために、2つの例として、NVX-188（即ち、AV38）複合体を構成することを
以下に示す。
【００５８】
　例１：カルボイル反応性化学を使用することによるNVX-188および類似体のカルボキシ
ル基のカップリング
　NVX-188基の幾つかは、種々のクロスリンカーのためのカップリングパートナーとして
役立つカルボキシル基を含む。カルボジイミドは、一級アミンまたはヒドラジンに対して
カルボキシルを結合し、結果としてアミドまたはヒドラゾン結合を形成する。カルボジイ
ミドは、結合される分子の間にスペーサーが存在しない他の結合反応とは異なる。タンパ
ク質のカルボキシ末端、並びにグルタミン酸およびアスパラギン酸側鎖もまた、標的とさ
れ得る。この例において、EDC(製品#22980、22981、Pierce)はカルボン酸基と反応し、カ
ルボキシル基を活性化し、活性O-アシルイソウレア中間体を形成し、当該反応混合物にお
ける当該アミノ基に対する結合を可能にする。EDC副産物は、可溶性尿素誘導体として、
求核試薬による排除の後に放出される。当該O-アシルイソウレア中間体は水溶液中で不安
定であり、N-ヒドロキシスクシンイミドを使用する中間体の安定性を増加することなく、
2つの工程の複合体手順においてそれを無効にする。この中間体は、一級アミンと反応し
、アミド誘導体を形成する。アミンとの反応ができないということは、結果として当該中
間体の加水分解、当該カルボキシルの再生およびN-非置換ウレアの放出を生じる。当該架
橋反応は、通常、pH4.5～5の間で実施され、多くの適用のために数分しか必要としない。
しかしながら、当該反応の終了は、pH4.5～7.5で同様である。EDCの加水分解は、カップ
リング中競合的反応であり、温度、pHおよび緩衝液組成物に依存する。4-モルホリノエタ
ンスルホン酸(MES、製品#28390、Pierce)は有効なカルボジイミド反応緩衝液である。リ
ン酸緩衝液は、EDCの反応効率を低下するが、EDCの量を増加することで、低下した効率を
代償できる。トリス、グリシンおよびアセテート緩衝液は、結合緩衝液として使用されな
い。NHS（製品 # 24500、Piercebiotechnology）またはその水可溶性類似体 スルホ-NHS
（製品# 24510、Pierce）は、多くの場合、EDCカップリングプロトコールを含み、効率を
改善する。EDCは、NHSをカルボキシルに対して結合し、結果として、分子におけるNHS活
性化部位を生じる。形成された当該NHS-エステルと、当該カルボジイミドのO-アシルイソ
ウレア中間体は、アミン反応性である；しかしながら、NHS-エステルは、僅かに酸性また
は中性近くのpH状態において非常に高い安定性を有する。水中で、NHS-エステルは、温度
、pHおよび当該クロスリンカーの構造に依存して1～数時間、または数日までもの半減期
を有するが、O-アシルイソウレア中間体は、酸性または中性pH状態で秒単位で測定される
半減期を有する。分子のEDC媒介カップリングは、多くの適用において、NHSまたはスルホ
-NHSなしで良好に働き、これらは、一般的に必要とされるタンパク質濃度が非常に低い場
合でない限り必要とされない。多量に過剰なEDCがNHSを伴わずに使用される場合には、し
ばしば、EDC/NHS系への変換の際に当該EDC量を減少させ、過剰な架橋と可能な沈殿を防止
する必要がある。
【００５９】
　例２：非特異的化学(アリールアザイド)を使用するNVX-188および類似体のカップリン
グ
　光反応試薬は、紫外線または可視光に暴露された場合に、反応性となる化学的に不活性
な試薬である。少しの例外はあるが、これらの試薬における当該光反応基は、アリールア
ザイドである。アリールアザイドがUV光に曝されたとき、それは、二重結合との更なる反
応、C-HおよびN-H部位への挿入、または続く求核試薬（例えば、一級アミン）と反応する
ための環拡大を開始することが可能なニトレン基を形成する。当該サンプルに一級アミン
が存在する場合、後者の反応経路が支配する。チオール含有還元剤（例えば、DTTまたは2
-メルカプトエタノールなど）は、光反応前および光反応中における全ての工程の間に当
該サンプル溶液中から避けられるべきである。これらの試薬は、アミンに対するアザイド
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官能基を減少し、光活性化を妨げるであろう。反応は、種々のアミン非含有緩衝液条件に
おいて実施され得る。ヘテロ二機能性光反応性クロスリンカーと作業する場合、緩衝液は
、当該試薬の化学的反応性と適合可能に使用されるべきである。当該化学反応は、ホイル
で覆われた反応容器で光を遮った中で実施される。当該光活性化は、当該反応容器上約1
～2インチ(約2.54～5.08センチメートル)で明るいカメラフラッシュまたは紫外線ハンド
ホルダーランプを用いて実施される。明るいカメラフラッシュ右派、ニトロ-およびヒド
ロキシ置換アリールアザイドと共に良好に機能する。非置換のアリールアザイドは、紫外
線光または多数のフラッシュを必要とするかもしれない。
【００６０】
　本発明の組成物は、その意図される投与経路に適合するように形成される。例えば、米
国特許第 6,756,196を参照されたい。投与経路の例は、非経口、例えば、静脈内、皮内、
皮下、経口（例えば、吸入）、経皮（局所的）、経粘膜および直腸投与を含む。非経口、
皮内または皮下適用のために使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含んでよい：
滅菌希釈剤、例えば、注射用の水、整理食塩溶液、特定のオイル、ポリエチレングリコー
ル、グリセリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒；抗菌剤、例えば、ベンジル
アルコールまたはメチルパラベン；抗酸化剤、例えば、アスコルビン酸または亜硫酸ナト
リウム；キレート剤、例えば、エチレンジアミンテトラ酢酸；緩衝液、例えば、アセテー
ト、クエン酸塩、リン酸塩；張度の調整のための薬剤、例えば、塩化ナトリウムまたはデ
キストロース。pHは、酸または塩基、例えば、塩酸または水酸化ナトリウムなどで調整で
きる。
【００６１】
非経口製剤は、ガラスまたはプラスチックで作られたアンプル、ディスポシリンジまたは
多用量バイアルに入れることが可能である。
【００６２】
　注射に使用するために適切な組成物は、滅菌水溶液（水溶液中）または懸濁液および滅
菌注射溶液または分散剤の即席製剤のための滅菌パウダーを含む。静脈投与のための適切
な担体は、生理的食塩水、滅菌水、クレモフォア(Cremophor) EL(登録商標)(BASF
、Parsippany、NJ)またはリン酸緩衝化生理食塩水(PBS)を含む。全ての場合において、当
該組成物は、滅菌されるべきであり、簡単にシリンジに存在可能な範囲の流体であるべき
である。それは、製造および貯蔵の条件下で安定であるべきであり、細菌および真菌など
の微生物の活性を混入作用に反して保存されるべきである。当該担体は、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および液体ポリエ
チレングリコールなど）、および適切なその混合物を含む溶媒または分散剤であってよい
。その適切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングなどの使用により、分散剤
の場合においては、必要とされる粒子サイズの維持により、および界面活性剤の使用によ
り維持される。微生物の作用の阻止は、種々の抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン
、クロルブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサル(thimerosal)などにより
達成される。多くの場合において、当該組成物において、等張剤、例えば、糖、ポリアル
コール、例えば、マンニトール、ソルビトールまたは塩化ナトリウムが含まれることは好
ましいであろう。注射用組成物の延長された吸収は、アルミニウムモノステアレートおよ
びゼラチンなどの吸収を遅延する薬剤を当該組成物に含ませることにより、凡そ達成され
得る。
【００６３】
　滅菌注射溶液は、所望に応じて、1のまたは上で列記した成分の組合せと共に適切な溶
媒に必要量で当該化合物を組み込み、続いてフィルター滅菌することにより製造できる。
一般的に、分散剤は、基本的な分散媒および上で列記したものからの所望の他の成分を含
む滅菌媒体に当該化合物を組み込むことにより製造される。滅菌注射溶液の製造のための
滅菌パウダーの場合において、好ましい製造の方法は、予めフィルター滅菌されたその溶
液から活性成分と更なる所望の成分を得る減圧乾燥および凍結乾燥である。
【００６４】
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　経口組成物は、一般的に不活性な希釈液または可食担体を含む。経口治療投与の目的の
ために、当該化合物は、賦形剤と共に組み込まれ、錠剤、トローチまたはカプセル、例え
ば、ゼラチンカプセルなどの形態において使用される。経口組成物はまた、マウスウォッ
シュとして使用されるための流体担体を使用して製造されてもよい。薬学的または薬用化
粧品学的に適合する結合剤および／またはアジュバント物質が当該組成物の一部分として
含まれてもよい。当該錠剤、ピル、カプセル、トローチなどは、以下の成分または同様の
天然の化合物の何れかを含んでもよい：結合剤、例えば、微小結晶性セルロース、トラガ
カントゴムまたはゼラチン；賦形剤、例えば、デンプンまたはラクトース、崩壊剤、例え
ば、アルギン酸、プリモゲル(Primogel)またはトウモロコシデンプン；潤滑剤、例えば、
ステアリン酸マグネシウムまたはステロート(Sterotes)；グリダント(glidant)、例えば
、コロイド状シリコンジオキシド；甘味剤、例えば、ショ糖またはサッカリン；または香
味剤、例えば、ペパーミント、メチルサリチル酸塩、またはオレンジ香料。
【００６５】
　吸入による投与のための当該組成物は、適切な噴霧剤、例えば、ガス、例えば、二酸化
炭素を含むプレッシャーコンテナまたはディスペンサーまたはネブライザーからのエアロ
ゾルスプレーの形態で送達される。
【００６６】
　全身投与もまた、経粘膜または経皮手段により行われてよい。経粘膜または経皮投与の
ために、透過されるべき障壁に対して適切な貫通刺激が製剤において使用される。そのよ
うな貫通刺激は、当該分野において一般的に公知であり、例えば、経粘膜投与、界面活性
剤、胆汁塩、フシジン酸誘導体などが含まれる。経粘膜投与は、経鼻スプレーまたは坐剤
の使用を介して達成されてよい。経粘膜投与のために、本発明の化合物が、当該技術分野
において一般的に公知の軟膏(ointment)、軟膏(salves)、ゲルまたはクリームに製剤化さ
れる。
【００６７】
　本発明の組成物はまた、坐剤の形態（例えば、ココアバターおよび他のグリセリドなど
を基剤する通常の坐剤）、または直腸送達のための維持浣腸の形態に製造されてよい。
【００６８】
　一つの態様において、当該組成物は、生体からの急速な消失に対して当該化合物を保護
する担体と共に製造され、例えば、制御放出製剤、例えば、インプラントおよび微小被包
性送達系などを含む形態に製造される。生分解性の生体適合性重合体、例えば、エチレン
ビニルアセテート、ポリアンヒドライド、ポリグリコール、コラーゲン、ポリオルトエス
テルおよびポリ乳酸などが使用されてよい。そのような製剤の製造方法は、当業者に明白
であろう。当該材料も、Alza Corporation および Nova Pharmaceuticals,Incから商業的
に得ることが可能である。リポソームの懸濁液（ウイルス性抗原に対するモノクローナル
抗体を伴う感染細胞に対して標的するリポソームを含む）も、薬学的または薬用化粧品学
的に許容される担体として使用されてよい。これらは、当業者に公知の方法に従って、例
えば、米国特許第 4,522,811に従って製造される。
【００６９】
　投与が容易且つ均一な用量のために単位投与量での経口または非経口組成物が製剤化さ
れることも有利である。ここで使用される「単位投与量形態」は、治療されるべき対象の
ための単位投与量として適切な物理的に分離した単位をいう：各単位は、必要とされる薬
学的または薬用化粧品学的担体と共に所望の治療学的または薬用化粧品学的効果を生ずる
ことが計算された活性化合物の予め決定された量を含む。
【００７０】
　本発明の組成物は、容器、パックまたはディスペンサーに含まれて、投与のための指示
と共にパッケージされた製品を形成してもよい。他の活性化合物もまた、本組成物と組み
合わされてもよい。
【００７１】
　組成物の使用
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　処理の方法
　本発明の１つの目的は、インビトロまたはインビボにおいて化合物に対してインテグリ
ンを結合し、それによりインテグリンの活性を調節するための方法を提供する。当該方法
は、インテグリンを本発明の化合物またはその薬学的若しくは薬用化粧品学的に許容され
る塩、溶媒和物または水和物と接触することを具備する。
【００７２】
　インテグリンは、細胞接着およびシグナリング受容体を形成する糖タンパク質のファミ
リーである。少なくとも25のインテグリン受容体では、アルファおよびベータサブユニッ
トのヘテロダイマーにより形成される各々が確認されている。αｖβ３インテグリンは、
インテグリンファミリーの突出したものである。
【００７３】
　インテグリンは、細胞死、増殖、遊走および組織リモデリングを含む細胞応答を調節す
る細胞外マトリックスからの指示に対して応答する。シグナリングは、FAKおよびSrcファ
ミリーからのチロシンキナーゼの補充を介して調節される。これは、MAPキナーゼおよびP
I3K伝達カスケードの活性を調節する。細胞外マトリックスに対するインテグリン媒介接
着の欠如は内皮細胞におけるアポトーシスを引き起こす。多くのインテグリンは、多くの
細胞外タンパク質において見出されているRGDトリペプチドモチーフ(Arg-Gly-Asp)に対し
て特異的に結合する。
【００７４】
　αｖβ３の発現は、殆どの組織において低いが、リモデリングまたは増殖組織において
は非常に高い。αｖβ３は、細胞外マトリックスタンパク質、フィブロネクチン、フィブ
リノーゲン、オステオポンチン、スロンボスポンジンおよびビトロネクチンのRGDモチー
フに対して結合する。それは、腫瘍の増殖および転移、骨再吸収、ある炎症性疾患および
血管構造（血管形成）において重要な役割を演じている。αｖβ３インテグリンの生物学
的活性は、症状の範囲において、選択的αｖβ３アンタゴニストを使用する治療学的およ
び薬用化粧品学的介入のための基礎を提供する。これらの症状は、しかしながらこれらに
限定するものではないが、癌、骨粗鬆症、関節リウマチおよび加齢関連横斑性変性を含む
。
【００７５】
　従って、一つの態様において、本発明の化合物は、細胞、例えば、癌細胞、良性腫瘍細
胞、間質細胞、炎症に反応する、炎症を媒介する、または炎症を調節する細胞（例えば、
白血球、マクロファージおよび樹状細胞）、免疫系の細胞（例えば、白血球、マクロファ
ージおよび樹状細胞）、血管機能に関与する細胞（例えば、内皮細胞、内皮細胞に関与す
る細胞および平滑筋細胞）、骨芽細胞、破骨細胞またはウイルスに感染した細胞（例えば
、アデノウイルス（Adenoviridae）、コックサッキーウイルス（Picornaviridae）、エコ
ウイルス（Picornaviridae）、口蹄疫ウイルス（Picornaviridae）、ハンタウイルス（Bu
riyaviridae）、ヒトパレコウイルス（Picornaviridae）、ヒト免疫不全ウイルス 1（Ret
roviridae）およびロタウイルス（Reoviridae））においてインテグリンと接触する。
【００７６】
　本発明は更に、それを必要とする対象を処置するための予防学的および治療学的の両方
または薬用化粧品学的方法のために有効量の上記の化合物を提供する。
【００７７】
　ここで使用される「対象」は、ヒト、または以下を含む動物、全ての脊椎動物、例えば
、哺乳類、例えば、霊長類（特に、高等霊長類(higher primates)）、ヒツジ、イヌ、げ
っ歯類（例えば、マウスまたはラット）、モルモット、ヤギ、ブタ、ネコ、ウサギ、ウシ
；および非哺乳類、例えば、ニワトリ、両生類、爬虫類などをいう。好ましい態様におい
て、当該対象はヒトである。もう一つの態様において、当該対象は動物である。
【００７８】
　処置されるべき対象は、例えば、当該分野に公知の診断方法を使用して、疾患または以
下に記載の状態に罹患しているか、またはそれらの進展のリスクに面しているかが同定さ
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れてもよい。当該対象は、対象またはヘルスケアのプロフェッショナルの判断により同定
されてもよく、主観的に（例えば、見解）または客観的に（例えば、検査または診断方法
により測定可）であってもよい。
【００７９】
　本明細書に使用される、用語「処置」は、当該疾患、疾患の症状または疾患に向かう素
因を治療、治癒、緩和、軽減、変化、療法、寛解、改善するまたはそれらに影響する目的
を伴って、治療剤または化粧剤の対象への適用または投与、または対象から単離された組
織または細胞株への治療剤または化粧剤の適用または投与、（ここで、当該対象は、疾患
、疾患の症状または疾患に向かう素因を有する）と定義される。
【００８０】
　「有効量」は、処置される対象において、本明細書において描写された通りの医学的ま
たは薬用化粧品学的所望の血管を生じることが可能である治療剤または化粧剤の量である
。当該医学的または薬用化粧品学的所望の結果は、（即ち、幾つかの試験またはマーカー
により測定可能な）客観的または（即ち、対象が効果の兆候を示す、または効果を感じる
）主観的なものであってよい。
【００８１】
　本発明の特性および治療学的または薬用化粧品学的有効性は、細胞培養物または実験動
物において、例えば、LD50（集団の50％までの致死的用量）およびED50（集団の50％にお
いて治療学的または薬用化粧品学的に有効な用量）を決定するための標準的な薬学的また
は薬用化粧品学的手続により決定されてよい。毒性と治療学的または薬用化粧品学的有効
性の間の当該用量比は、治療学的指標であり、LD50/ED50 比と表される。高い治療学的ま
たは薬用化粧品学的指標を示す化合物が好ましい。有毒な副作用を示す化合物が使用され
てよい一方で、非感染細胞への可能な障害を最少化し、それにより副作用を低減するため
に、そのような化合物を患部組織の部位に対して向ける送達系を設計する配慮がなされる
べきである。
【００８２】
　細胞培養アッセイおよび動物実験から得られたデータは、ヒトにおいて使用するための
用量の範囲を決定することにおいて使用できる。当該化合物の投与量は、好ましくは殆ど
毒性がないか、全く毒性のないED50を含む循環濃度の範囲内に位置する。当該投与量は、
使用される投与量形態および利用される投与経路に依存するこの範囲内で変動してよい。
本発明の方法において使用される幾つかの化合物については、当該治療学的または薬用化
粧品学的有効用量は、細胞培養アッセイから初期に推定され得る。用量は、動物モデルに
おいて、細胞培養において決定されたようなIC50(即ち、症状の最大半減阻害を達成する
化合物の濃度)を含む循環血漿濃度範囲を達しするために処方されてよい。そのような情
報は、ヒトにおいて有用な用量をより正確に決定するために使用され得る。血漿における
レベル、例えば、高速液体クロマトグラフィにより測定されてよい。
【００８３】
　本発明の化合物の治療学的または薬用化粧品学的有効量（即ち、有効投与量）は、例え
ば、キログラム当たり約1 マイクログラムからキログラム当たり約500 ミリグラム、キロ
グラム当たり約100 マイクログラムからキログラム当たり約5 ミリグラム、またはキログ
ラム当たり約1 マイクログラムからキログラム当たり約50 マイクログラムの範囲であっ
てよい。当該化合物は、例えば、約1から10週間の間、好ましくは2から8週間の間、より
好ましくは約3から7週間の間、より更に好ましくは約4、5または6週間に亘り、1週当たり
1回投与され得る。慢性疾患、例えば、関節炎または骨粗鬆症に罹患する対象に置いては
、長期間に亘る治療、例えば、1日に1回または好ましくは1週間に1回などが必要であって
よい。更に、化合物の適切な用量は、当該化合物の効力に依存することが理解される。こ
れらの化合物の1または1以上が対象（例えば、動物またはヒト）に対して投与される場合
、医師、獣医師または研究者が、例えば、最初は相対的に低用量で、引き続いて、適切な
応答が得られるまで当該用量を増加して処方してよい。加えて、何れかの特定の対象のた
めの当該具体的な用量レベルは、使用される具体的な化合物の活性、当該患者の年齢、体
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重、一般的な身体の状態、性別および食事制限、投与の時間、投与経路、排出率、何れか
の薬物の併用、疾患または障害の重症度、以前の治療および他の疾患の存在を含む多様な
因子に依存するであろうことは理解される。更に、当該化合物の治療学的または薬用化粧
品学的有効量での対象の処置は、単一の処置を含み、または好ましくは一連の処置を含む
。
【００８４】
　本発明の方法は、多数の適用を有する。当該適用の１つの例は、これらに限定するもの
ではないが、全ての組織学的種類の悪性固形腫瘍、例えば、肉腫および癌腫および高レベ
ルの血管形成および血管原性因子に関連する血液学的悪性物、例えば、急性および慢性白
血病、多発性骨髄腫、骨髄増殖性疾患、非ホジキンリンパ腫およびホジキン病を含む癌の
処置である。
【００８５】
　腫瘍の増殖＆転移：　αvβ3 インテグリンは、悪性メラノーマ、乳癌、卵巣癌および
神経膠腫および大腸癌を含む多くの腫瘍により発現されている。これらの腫瘍における過
剰発現は、浸潤および転移を含む悪性進行と関連する。癌治療のためのαｖβ３インテグ
リンアンタゴニストの潜在的な役割についての実験的サポートは以下を含む：
　αｖβ３インテグリンアンタゴニストで治療されるマウスにおける、マウス大腸癌細胞
の注入に続く肝転移の低下、
　サイクリックRGDペンタペプチドに対する暴露に続く、インビトロでの脳腫瘍細胞にお
けるアポトーシスの誘導、
　マウスにおけるメラノーマ異種移植の増殖のオリゴペプチドαｖβ３インテグリンアン
タゴニストによる阻害、
　マウスにおける乳癌異種移植の腫瘍アポトーシスの増加および治療率に対する放射免疫
療法およびシレンジタイド（サイクリックRGDペプチド）の相乗効果、
　αｖβ３インテグリンに対するモノクローナル抗体によるSCIDマウスにおけるヒト皮膚
移植における乳癌腫の増殖阻害（および血管形成の減少）、
　メラノーマ、神経膠腫、乳癌および卵巣癌を含む幾つかの腫瘍タイプにおける腫瘍進行
とαｖβ３インテグリンの発現の相関、
　αｖβ３インテグリンの変異体（常時活性型）変種と関連するMDA-MB 435乳癌細胞の転
移可能性の増加、および
　高レベルのαｖβ３インテグリン発現に形質転換された腫瘍からの骨転移の発生率の増
加、およびマウスにおけるMDA-MB 435乳癌異種移植のαｖβ３インテグリンアンタゴニス
トによる治療での骨転移の抑制。
【００８６】
　αｖβ３インテグリンは、腫瘍細胞浸潤および腫瘍細胞核酸において重要な役割を果た
していることから、αｖβ３インテグリンアンタゴニスト、特に毒性プロフィールを伴わ
ずに、細胞外マトリックスタンパク質に対する結合から浸潤している癌細胞をブロックす
ることが可能なもの、例えば、NVX-188、は、この適用のために特別に興味深く、また、
併用治療戦略のために良好に適しているようである。
【００８７】
　血管新生：　αｖβ３インテグリンは、新血管新生の間に血管平滑筋細胞において発現
する。血管発生におけるαｖβ３インテグリンの中心的役割は、実験において証明されて
いる。これらの実験において、（即ち、腫瘍における）新たな血管増殖は実質的にαｖβ

３インテグリンアンタゴニストによりブロックされた。癌における当該αｖβ３インテグ
リンアンタゴニストの治療的利点は、直接的に腫瘍を殺すことに由来するものではなく、
腫瘍血管新生を阻害することに由来するものである。例えば、動物モデルにおけるメラノ
ーマ細胞による肺転移発生は、αｖβ３インテグリンアンタゴニストにより防止できるこ
とが示されている。これは、当該メラノーマ細胞がαｖβ３インテグリンを発現していな
いのだが生じた。従って、非細胞障害性のαｖβ３ブロッカーは、癌治療において潜在的
な血管形成阻害適用を有する。
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【００８８】
　標的治療：　転移性癌細胞における重要な細胞表面受容体へのNVX-188の高特異性は、
複合性（composite）の標的癌化学療法学の発達において利用され得る。これらの化合物
は、標的細胞に高い親和性を有する特異的標的剤、例えば、NVX-188などに結合し、当該
細胞を殺傷することが可能な細胞障害性の薬剤を伴う。当該2つの成分は、ナノ粒子表面
をコートするNVX-188を有するナノ粒子として共有結合または処方され、特異的な取り込
みを亢進する。それから当該細胞障害性薬剤が当該ナノ粒子に被包される。
【００８９】
　本発明の方法のもう一つの例示的適用は、良性腫瘍および新生物発生前の高い血管新生
に関連する状態、尋常性疣贅、化膿性肉芽腫、酒さ、ケロイド瘢痕の治療である。脈絡叢
または光彩新血管新生に関連する眼部疾患（腫瘍）もまた、本発明に従い治療され得る。
【００９０】
　加えて、本発明の方法は、炎症性疾患の治療のために使用され得る。そのような疾患の
例は、これらに限定するものではないが、炎症性腸疾患、例えば、クローン病および潰瘍
性大腸炎；多発性炎症性ミオパシー、例えば、多発性筋炎（PM）、皮膚筋炎（DM）および
高い血管新生に関連する状態；および他の眼部炎症性疾患を含む。
【００９１】
　高い炎症と関連する疾患または状態、例えば、歯肉炎および粘膜炎（例えば、放射線お
よび化学療法に誘導される粘膜炎）もまた、本発明の方法により治療されてよい。これら
の適用において、本発明の化合物、例えば、NVX-188および類似体は、局所的に適用され
、例えば、口腔粘膜炎などのためのマウスウォッシュ溶液であってよい。ざ瘡の治療のた
めには、本発明の化合物、例えば、NVX-188および類似体は単独、または抗細菌剤または
他の抗起炎性療法と組み合わせて適用されてよい。特に慢性的な炎症状態に関連する胃腸
管疾患、例えば、胃炎または十二指腸炎は、本発明の方法を使用して治療されてよく、本
発明の化合物（例えば、NVX-188および類似体）の経口処方を適用することこにより最も
効率的に治療されてよい。
【００９２】
　関節リウマチの中心的な特徴は、患部の関節における軟骨および骨の破壊を引き起こす
慢性的な炎症である。この炎症は、サイトカイン系の活性化に起因する。これは、炎症細
胞により、特に活性かれたマクロファージによる腫瘍壊死因子産生、IL-1およびIL-6を介
して調節される。これらのマクロファージは、それらの表面においてαｖβ３インテグリ
ンを発現する。αｖβ３阻害剤は、従って、関節リウマチ治療のために有用である。
【００９３】
　本発明の方法を使用して治療されるべき免疫および自己免疫疾患は、これらに限定うす
るものではないが、関節リウマチ、乾癬性関節炎、乾癬、多発性硬化症、気管支喘息およ
びアレルギーおよび皮膚の他の炎症性状態および皮下組織を含む。
【００９４】
　関節リウマチ（RA）は、関節における広範な骨および軟骨破壊に関連する衰弱性、全身
性、自己免疫疾患である。αｖβ３インテグリンが、RAの病因において重要な役割を果た
していることを見解を支持する実質的なデータがある。これらの役割には、活性化マクロ
ファージ依存性炎症、破骨細胞の発達、骨再吸収および炎症性血管形成を含む。RAは、活
性化された血管形成およびαvβ3 インテグリン脈管構造発現を伴う炎症性疾患である。
【００９５】
　ヒトにおいて関節リウマチを擬態した関節炎を誘導されたウサギおよびラットの実験モ
デルにおけるαｖβ３阻害剤の動物実験は、アルスロジェニック（arthrogenic）変化の
減少を示した。これらの変化は、ウサギにおける滑膜血管形成阻害、細胞浸潤の減少、パ
ンヌス形成および軟骨侵食、およびラットにおける骨、軟骨および軟組織の有意な保護を
含む。
【００９６】
　乾癬は、免疫媒介疾患であると主に考えられているにも拘わらず、また、過剰な血管形
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成により特徴付けられる。そのため、NVX-188および類似体などの本発明の化合物は、全
身的のみならず、好ましく局所的にのみ、または乾癬の治療に現在使用される他の薬物と
併用して使用されてもよい。これらの薬物は、例えば、皮膚および頭皮のための局所的な
ローション、軟膏、クリーム、ゲルおよびジャンプーとして添加されてもよい。FDAに承
認された乾癬治療のための処方局所剤は、コルチコステロイド、レチノイド、カルシポト
リエン（calcipotriene）およびコールタール製品を含む。
【００９７】
　多発性硬化症（MS）は、もう一つの自己免疫仮定により媒介される衰弱性疾患である。
中枢神経系におけるMS病変は、αｖβ３インテグリンを含むラミニン受容体発現における
変化を示す。NVX-188などの発明の化合物は、αｖβ３インテグリン受容体に結合する特
異的なリガンドとして潜在的に有用である。
【００９８】
　本発明の方法を使用して値幼され得る皮膚および皮下組織の他の炎症性状態には、これ
らに限定するものではないが、紅斑性扁平皮膚症、アトピー性皮膚炎および関連状態、接
触性皮膚炎および他の湿疹、内部に取り込まれた物質のための皮膚炎、水疱性皮膚疾患、
紅斑性状態、苔癬および掻痒症および関連する状態が含まれる。
【００９９】
　本発明の化合物、例えば、NVX-188および類似体は、全身的にでも、更に好ましくは局
所的のみでも、または現在使用されている他の薬剤との組合せにおいての何れにおいても
使用されてよい。これらの薬剤は、例えば、皮膚および頭皮のための局所的ローション、
軟膏、クリーム、ゲルおよびシャンプーとして添加されてもよい。治療されてよい状態の
例は以下である： 紅斑性扁平皮膚症、斑不全角化、脂漏性皮膚炎、頭部脂漏症、他の脂
漏性皮膚炎、紅斑性扁平皮膚症、アトピー性皮膚炎および関連状態、紅斑、アトピー性皮
膚炎、ベニエ痒疹、湿疹：（アトピー性、曲性（flexural）、内因性（アレルギー性））
、神経皮膚炎、接触性皮膚炎および皮膚炎を含む他の湿疹（接触性、職業性）、内部に取
り込まれた物質のための皮膚炎、皮膚に接触した薬物性および医薬性、皮膚炎（アレルギ
ー性）、例えば、皮膚に適用された何れかの薬物性または他の化学製品性、日射のための
皮膚炎、日焼け、ベルロック皮膚炎、光アレルギー反応皮膚炎、光毒性反応皮膚炎、多形
性 光性発疹、播種性浅在性光線性汗孔角化症（DSAP）、化粧品性皮膚炎、他の放射線、
例えば、赤外線、紫外線などによる皮膚炎および電離放射線での治療による皮膚炎、水疱
性皮膚疾患、疱疹状皮膚炎、疱疹状皮膚症、デューリング病、疱疹状皮膚炎、角層下膿疱
症、スネッドン-ウィルキンソン病、若年性 疱疹状皮膚炎、若年性天疱瘡、疱疹状膿痂疹
、多巣性紅斑、紅斑 虹彩、疱疹 虹彩、ライル症候群、エリトマトーデス、他の特定の紅
斑性状態、例えば、リッター病、新生児剥脱性皮膚炎、紅斑間擦疹、苔癬、苔癬化および
ハイド病、神経皮膚炎（限局性）（局所性）、他の特定の掻痒症および掻痒症。
【０１００】
　更に、本発明の方法は、血管性疾患を治療するために有用である。当該関連する血管性
疾患は、これらに限定するものではないが、子宮内膜症、機能性障害性の子宮性出血、子
宮内膜過形成、骨髄線維症、血管腫、動脈硬化症、急性および慢性移植拒絶反応および移
植脈管障害、加齢関連 横斑性変性（AMD）を含む眼部 新血管新生を特徴とする眼部障害
、増殖性糖尿病網膜症（PDR）、未熟児網膜症（ROP）、新血管緑内障、網膜芽細胞腫、水
晶体後線維増殖症、ルベオーシス、ブドウ膜炎、横斑性変性および角膜移植新血管新生を
含む。
【０１０１】
　加齢関連横斑性変性（AMD）は、高齢者において共通する失明の原因である。最も重篤
な形態は、網膜の患部領域における広範な新血管の形成を含む。この理由のために、抗血
管形成性化合物が有効に投与され、血管の内殖を阻害し、視覚を保存している。αｖβ３

インテグリンアンタゴニストの血管形成阻害能は、本化合物がAMDの治療において価値が
あり得ることを示唆する。
【０１０２】
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　本発明の方法に従い治療され得る不適当な血小板活性化、補充、凝集または血栓症によ
り媒介される状態の中には、冠動脈疾患または障害、心筋梗塞または心筋梗塞に続く障害
、脳卒中、不安定狭心症、子癇前症、塞栓症、血小板関連虚血性疾患、例えば、肺虚血、
冠血管虚血および脳虚血、血管形成術、アテレクトミー、ステント設置,およびバイパス
手術を含む経皮的冠動脈インターベンションに続く再狭窄、血栓性疾患、例えば、冠動脈
血栓症、脳動脈血栓症、心臓内血栓症、末梢動脈血栓症、静脈血栓症、血栓症および外来
性に対する露出または損傷された組織表面に関連する凝固障害および血栓症に続く再閉塞
、深在性静脈血栓症（DVT）、肺塞栓症（PE）、一過性虚血性発作（TIAs）および血管閉
塞が共通する基本をなす特徴である他の状態がある。幾つかの態様において、本発明に従
う方法は、血栓形成または再形成、進行型の冠動脈疾患または閉塞、再閉塞、血管の狭窄
または再狭窄または脳卒中のハイリスクにある個体において使用される。他の態様におい
て、本発明に従う方法は、血管形成方法、例えば、バルーン血管形成術、レーザー血管形
成術、冠血管アテレクトミーまたは同様の技術、頚動脈動脈膜切除、血管グラフトの吻合
、血栓形成の高リスクを有する外科手術（すなわち、冠血管バイパス手術、補綴バルブま
たは血管の挿入など）、アテレクトミー、ステント設置、慢性心血管装置の設置、例えば
、インドルエリングカテーテルまたは補綴バルブまたは血管、臓器移植またはバイパス手
術と組み合わせて使用される。
【０１０３】
　本発明の方法を使用して治療され得る他の疾患および状態は、心筋の血管新生、出血性
関節s、血管癒着、敗血症、成人呼吸困難症候群、末梢血管拡張および創傷肉芽形成を含
む。
【０１０４】
　骨再吸収は、本発明の方法が適用され得る他の領域である。骨再吸収、例えば、骨粗鬆
症において見られるように、骨マトリックスへの破骨細胞の接着に関連する。この重要な
接着は、インテグリンにより媒介される。高レベルのαｖβ３インテグリンの発現は、骨
再吸収する破骨細胞において注目されている。αｖβ３アンタゴニストによる破骨細胞接
着の破損は、インビトロおよびインビボの両方における骨再吸収を阻害する。
【０１０５】
　病理学的骨再吸収と主に関連する疾患は、これらに限定するものではないが、骨粗鬆症
、骨のパジェット病および副甲状腺ホルモン（PTHrP）媒介高カルシウム血症を含む。
【０１０６】
　αｖβ３アンタゴニストは、骨粗鬆症の予防および治療のために評価されている。それ
らは、注目すべき有害作用を伴わずに骨減少の阻害を示している。この状態における長期
治療のために必要なものは、何れの治療も非常に低毒性のプロフィールを有することが示
される。非常に低い容量で投与できるNVX-188の高結合親和性およびその明らかに毒性を
欠くということは、この化合物、同時に本発明の他の化合物をこの適用において魅力的に
している。
【０１０７】
　感染した生物体における標的細胞との相互作用のための受容体としてαｖβ３インテグ
リンを使用するウイルス感染は、本発明の方法により治療されてよい。例示的なウイルス
感染は、これらの限定するものではないが、アデノウイルス（Adenoviridae）、コックサ
ッキーウイルス（Picornaviridae）、エコウイルス（Picornaviridae）、口蹄疫ウイルス
（Picornaviridae）、ハンタウイルス（Buriyaviridae）、ヒトパレコウイルス（Picorna
viridae）、ヒト免疫不全ウイルス 1（Retroviridae）およびロタウイルス（Reoviridae
）を含む。
【０１０８】
　本発明の化合物は、単体で使用されてもよく、または他の薬剤、例えば、上述の治療剤
およびイメージング剤と組み合わせて使用されてもよい。当該インテグリンおよび当該細
胞は、同時にまたは経時的に当該化合物および混合されたまたは個々の投与量としての薬
剤と接触されてもよい。当該化合物は、少なくとも１の上述の薬剤と混合されてもよく、
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または実施可能に結合されてもよい。化合物、治療剤、イメージング剤またはその組合せ
は、非経口、皮内、皮下、経口、経皮、経粘膜または直腸に投与されてよい。
【０１０９】
　診断法
　本発明の方法は、標的領域をイメージングする、例えば、癌のインテグリン受容体イメ
ージングするために有用である。治療学的放射性医薬品は、治療学的に有用な放射性核種
、例えば、β粒子、α粒子およびオージェまたはコスター-クロニッグ電子（Coster-Kron
ig electrons）などの電離放射線を放射する放射活性金属イオンから構成される医薬であ
る。放射性核種に実施可能に結合される本発明の化合物は、インテグリンを発現している
細胞に対して放射線核種をターゲティングすることを促進する。それから、イメージング
は、患部領域、例えば、心または肢などの標準的な技術を使用して、実行することが可能
であり、それにより疾患の存在を検出したり、または疾患の進行または治療学的処置の結
果ををモニターしたりすることが可能である。
【０１１０】
　スクリーニング法
　本発明の1つの目的は、インテグリン結合化合物を同定する方法を提供することである
。従って、本発明は、ファルマコフォアの提示を具備するコンピュータ読み取り可能媒体
を提供し、ここで、当該ファルマコフォアは、1のH結合供与体（HBD）、1のH結合受容体
（HBA）、2の疎水性芳香族基（HAR1およびHAR2）および1の陰性イオン性基（NI）の特徴
を含む。
【０１１１】
　一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Aに従う立体配置で
あり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.81±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離は7.52±1
 Åであり、当該HBDとNIの距離は17.67±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は7.52±1 Å
であり、当該HRA1と HRA2の距離は9.41±1 Åであり、当該HBAとNIの距離は10.20±1 Å
であり、および当該HRA2とNIの距離は5.88±1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2
.81 Åでよく、当該HBDとHBAの距離は7.52 Åでよく、当該HBDとNIの距離は17.67 Åでよ
く、当該HRA1とHBA の距離は7.52 Åでよく、当該HRA1とHRA2の距離は9.41 Åでよく、当
該HBAとNIの距離は10.20 Åでよく、および当該
HRA2とNI の距離は5.88 Åでよい。
【０１１２】
　もう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2,およびNIは、図８Bに従う立体配
置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は2.80±1 Åであり、当該HBDとHBAの距離は7.3
4±1 Åであり、当該HBDとNIの距離は16.92±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距離は5.20±
1 Åであり、当該HRA1とNIの距離は14.34±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距離は4.69±1 
Åであり、当該HBAとNI の距離は9.85±1 Åであり、および当該HRA2とNIの距離は5.66±
1 Åである。特に、当該HBDとHRA1の距離は2.80 Åでよく、当該HBDとHBAの距離は7.34 
Åでよく、当該HBDとNIの距離は16.92 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åでよく
、当該HRA1とNIの距離は14.34 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.69 Åでよく、当該HB
AとNIの距離は9.85 Åでよく、および当該HRA2とNIの距離は5.66 Åでよい。
【０１１３】
　更なるもう一つの態様において、当該HBD、HBA、HAR1、HAR2およびNIは、図８Cに従う
立体配置であり、ここで、当該HBDとHRA1の距離は 2.79±1 Åであり、当該HBDとHRA2の
距離は11.94±1 Åであり、当該HBDとNIの距離は16.28±1 Åであり、当該HRA1とHBAの距
離は5.20±1 Åであり、当該HRA1とNI の距離は14.64±1 Åであり、当該HBAとHRA2の距
離は4.72±1 Åであり、および当該HRA2とNIの距離は5.63±1 Åである。特に、当該HBD
とHRA1の距離は2.79 Åでよく、当該HBDとHRA2の距離は11.94 Åでよく、当該HBDとNIの
距離は16.28 Åでよく、当該HRA1とHBAの距離は5.20 Åでよく、当該HRA1とNIの距離は14
.64 Åでよく、当該HBAとHRA2の距離は4.72 Åでよく、および当該HRA2とNI の距離は5.6
3 Åでよい。
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【０１１４】
　本明細書に使用される、「コンピュータ読み取り可能媒体」は、コンピュータにより直
接的に読まれるおよびアクセスされることが可能な何れかの媒体をいう。そのような媒体
は、これらに限定するものではないが、磁気記憶媒体、例えば、フロッピー（登録商標）
ディスク、ハードディスク記憶媒体、および磁気テープ；光学記憶媒体、例えば、CD-ROM
；電気的記憶媒体、例えば、RAMおよびROM；およびこれらのカテゴリーのハイブリッド、
例えば、磁気／光学記憶媒体などを含む。当業者は、当該分野において周知の何れかの方
法を用いて、本発明のファルマコフォアの表示をそこにおいて記憶されたコンピュータ読
み取り媒体を容易に作ることが可能である。
【０１１５】
　コンピュータ読み取り可能形態において、本発明のファルマコフォアの表示を提供する
ことにより、当業者は、多様な目的のためにファルマコフォアの情報にルーチンとしてア
クセスすることが可能である。例えば、当業者は、コンピュータ読み取り可能形態中の本
発明のファルマコフォアを、データ保管手段中に格納されている化合物情報と比較するた
めに使用することが可能である。そのような手段は、当該ファルマコフォアの特徴とマッ
チする化合物を同定し、それにより、インテグリン結合分子の候補を出すために使用され
る。
【０１１６】
　従って、本発明は、インテグリン結合小分子を同定する方法を提供する。当該方法は、
化合物の三次元構造と本発明のファルマコフォアの三次元構造とを比較すること、および
もし当該化合物が当該ファルマコフォアの特徴と一致した場合に、当該化合物を選択する
ことを具備する。
【０１１７】
　続く例は、本発明の範囲を説明することが目的であるが、これを制限するものではない
。このような例は、典型的に、使用され得るものの典型的なものでり、当業者にとって公
知の他の手順は、変更可能に利用されてよい。実際、当業者は、過度の実験を行うことな
しに、本明細書の教示を基に更なる態様を容易に思い描くことおよび作製することが可能
である。
【０１１８】
　例Ｉ
　小分子インテグリンの発見
新規抗癌剤としてのαｖβ３アンタゴニスト
　実験部門
　ファルマコフォア仮定の発生およびバリデーション。トレーニングセット化合物（A-C
）の構造が、組み立てられ、カタリスト（Catalyst（Accelrys、Inc.））を使用して徹底
的に最小化された４０。各化合物の到達可能なコンフォメーションフレキシビリティが探
索できた独特のコンフォメーションのセットが、カタリストのキャットコンフォモデル（
Catconf module）を使用して生じた。当該カタリストにおいて実行された当該ポーリング
アルゴリズム（poling algorithm）が使用され、コンフォメーションを生じた。当該ポー
リングアルゴリズムは、高いコンフォメーションの変化を促進し、低いエネルギーのコン
フォメーションスペースの広い適用範囲を保証する４９－５１。当該共通の特徴ファルマ
コフォア仮説が、カタリストのヒップホップアルゴリズム（HipHop algorithm）を使用し
て生じた。ヒップホップは、そのデフォルトセッティングを有する10のファルマコフォア
を生じる。ヒップホップは、トレーニングセット分枝のコンフォメーションモデルの収集
物および化学的特徴の選択を得て、当該トレーニングセット分子の共通する立体配置を同
定する。化合物Aは、ファルマコフォア仮説発生例における主要な化合物とみなされる。
当該トレーニングセット化合物の構造およびαｖβ３活性部位特徴の化学的特徴を基本に
、ファルマコフォア的特徴のセットが当該ファルマコフォア発生例の最初に選択される。
公知のαｖβ３アンタゴニストの検索可能なマルチコンフォーマーデータベースは、カタ
リストデータベースサーバーを使用して発生される。このデータベースは、当該ファルマ
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コフォアモデルをバリデーションするために使用される。
【０１１９】
　ドッキング試験。ドッキングは、ゴールド（GOLD）プログラム（Genetic Optimization
 for Ligand Docking）のバージョン1.2を使用して行った４２。ゴールドは、遺伝子アル
ゴリズムを使用する自動化ドッキングプログラムであり、活性部位の部分的なフレキシビ
リティを有するリガンドコンフォメーションフレキシビリティを探索する５２。当該アル
ゴリズムは、ブルックタンパク質データベース（the Brookhaven Protein DataBank）か
ら抽出された300以上の複合体のデータセットにおいて試験される。ゴールドは、当該リ
ガンドの実験的結合コンフォメーションを再現することにおいて70％よりも多くのケース
において成功した５３。ゴールドは、ユーザーの定義した結合部位を必要とする。それは
、定義された領域内の空洞を探索し、定義された領域において全ての溶媒到達可能な原子
を活性部位原子とみなす。適切なプロトン化状態は、酸性および塩基性アミノ酸残基のた
めに割り当てる。当該受容体において存在する全ての水分子は除去され、水素原子がイン
テグリンαｖβ３受容体に対して与えられた。各分子の全てのコンフォマーは、αｖβ３

受容体活性部位にドッキングした。各実行の終点で、ゴールドは、適応度スコアおよび二
乗平均平方根距離（RMSD）を基に全ての生じた結合コンフォメーションを分離し、ランク
付けする。全てのドッキングの実行は、集合サイズ100、最大数100,000操作、変異および
クロスオーバー率95を伴う標準デフォルトセッティングを使用して実行された。ゴールド
において実行された当該適合度機能は、H-結合、複合体エネルギーおよびリガンド内部エ
ネルギー期間（terms）をからなる。当該ドッキング試験は、24-CPU シリコン・グラフィ
ックス・オニックス・ワーク（24-CPU Silicon Graphics Onyx workstation）において実
行した。
【０１２０】
　細胞培養。ヒト乳癌細胞（MCF-7、αｖβ３-、過剰発現野生型p53、ER+； MDA-MB 468
、p53 変異体、ER+；およびMDA-MB-435、αｖβ３+、p53 変異体、ER-）および非小細胞
肺癌細胞H1975をザ・アメリカン・タイプ・セル・カルチャー（the American Type Cell 
Culture（Rockville、MD Q4））から入手した。天然にシスプラチン（CDDP）に対して耐
性である当該HEYヒト卵巣癌腫細胞系は、ドクター・デュビュー（Dr. Dubeau（Universit
y of Southern California Norris Cancer Center））から快く提供された。細胞は、単
層培養物として、10%のウシ胎仔血清（Gemini-Bioproducts、WoodlおよびCA）および2mmo
l/L L-グルタミンを添加したRPMI 1640中で、37℃で、5%CO2の加湿した雰囲気において維
持した。継代および計数のために当該フラスコから接着細胞を剥がすために、細胞をカル
シウムまたはマグネシウム非含有のPBSで洗浄し、少量の0.25％のトリプシン-EDTA溶液（
Sigma、St. Louis、MO）で5分～10分間インキュベートし、培地で洗浄し、遠心した。全
ての実験は、指数関数的な細胞増殖における細胞を使用して行った。
【０１２１】
　薬物。全ての化合物の10mMストック溶液を、DMSO中で調製し、-20で保存した。更なる
希釈は、PBS中で新鮮に作製した。
【０１２２】
受容体結合アッセイ。NCI-H1975細胞の表面における全ての化合物の結合親和性は、変更
を加えた文献に記載の準じて、125I-標識エキスタチン（echistatin）を放射性リガンド
として使用し競合的結合実験において決定した４１。即ち、NCI-H1975 細胞を収集し、2
回PBSで洗浄し、結合緩衝液（20 mMトリス、pH 7.4、150 mM NaCl、2 mM CaCl2、1 mM Mg
Cl2、1 mM MnCl2、0.1% BSA）中に再懸濁（2 x 106 cells/mL）した。96-ウェルマルチス
クリーンDVプレート(フィルターポアサイズ：0.65μｍ、ミリポア、Billerica, MA)を、
αｖβ３アンタゴニストの大濃度の存在下で125I-エキスタチンインキュベートした。総
インキュベート量は、200μLに調整した。当該細胞を3時間室温でインキュベートした後
に、当該プレートをマルチスクリーン減圧マニフォールドを介して濾過し、2回冷結合緩
衝液で洗浄した。親水性のPVDFフィルターを回収し、その放射能をNaI（TI）ガンマカウ
ンター(Packard、Meriden、CT)で測定した。最も適合したIC50値をグラフィックパッド・
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プリズム(GraphPad Prism（GraphPad Software、Inc.、San Diego、CA）)を使用した非線
形回帰により当該データを適合させることにより計算した。実験は、トリプリケイトサン
プルで実施した。
【０１２３】
　細胞毒性試験。細胞毒性は、3-（4,5-ジメチルチアゾール-2-イル）-2,5-ジフェニルテ
トラゾリウムブロミド（MTT）アッセイで以前に記載した通りに評価した４１、５４。即
ち、細胞を96ウェルマイクロタイタープレートに播種し、接着させる。細胞を次に、連続
して72時間に亘り対応する薬物に暴露した。MTT 溶液（最終濃度0.5 mg/mL）を各ウェル
に添加し、細胞を4時間37℃でインキュベートした。培地の除去後、DMSOを添加し、570nm
で吸光度を測定した。全てのアッセイは、トリプリケイトで行った。次に、そのIC50 は
各薬物について対数（薬物濃度）対細胞死滅パーセンテージとして測定した。
【０１２４】
　結果および考察
　インテグリンαｖβ３アンタゴニストの設計。RGDペプチドを使用した以前の試験は、
αｖβ３は、RGDトリペプチド配列の重要なグアニジン(Arg)およびカルボン酸（Asp）基
（ArgとAsp残基のCβ原子の間の距離）の間の短い全体的な分離を認識することを示唆し
た３５、３６。バックボーンコンフォメーションにおいて捩れを伴う環状RGDペプチドは
、他のインテグリンよりもαｖβ３の対してより選択性を示した２４。このサイクリック
RGDペプチド-αｖβ３相互作用モデルは、多様な小分子ペプチドミメティックアンタゴニ
ストの発見のための開始点を提供する。αｖβ３の細胞外セグメントの結晶構造およびそ
のサイクリックRGDペプチドとの複合体は、以前に報告されている３７、３８。我々は、
共通の特徴ファルマコフォアモデルを産生するための最近報告された小分子αｖβ３アン
タゴニストのセットを利用し、それらは次に、638の公知のαｖβ３アンタゴニストのデ
ータベースに対してバリデートした３９。当該バリデーションしたファルマコフォアモデ
ルを、新規構造骨格および所望の化学的特徴を有する分子を検索するために探索照会（se
arch queries）として使用した。新規αｖβ３アンタゴニストを同定し、設計するための
我々の戦略は、図１に模式的に示す。
【０１２５】
　共通の特徴ファルマコフォアモデルの発生。一般に、共通の特徴ファルマコフォアモデ
ルの発生のためのトレーニングセットは、同様な活性プロフィールおよび活性部位結合メ
カニズムを有する化合物を含むべきであり、それによりこれらのトレーニング化合物がそ
れらの生物学的活性を招く比較できる特徴の３D配置を有する可能性を高める。カタリス
ト・ソフトウェア・パッケージにおける当該ヒップホップアルゴリズムは、共通する特徴
ファルマコフォアモデルを引き出すために、30から49nM（図２）の範囲におけるαｖβ３

インテグリンに匹敵する結合親和性を有する最近報告された3つのαｖβ３インテグリン(
A、BおよびC)のアンタゴニストからなるトレーニングセットに対して適用される３９、４

０。当該トレーニングセット化合物は、類似体をより集め、同様の結合コンフォメーショ
ンにおけるαｖβ３受容体の活性部位における同様の部位に対する結合を予測する。当該
ファルマコフォアの特徴は、（１）トレーニングセットアンタゴニストの構造および化学
的特徴、（２）αｖβ３受容体活性部位の構造、および（３）サイクリックRGDペプチド(
PDB1L5G)と複合したαｖβ３受容体の共結晶構造におけるサイクリックRGDペプチドと突
出したαｖβ３受容体活性残基との間で観察される重要な相互作用を基礎に選択される３

７。ファルマコフォアモデル発生実験において考慮される特徴は、H結合供与体（HBD）、
H結合受容体（HBA）、環芳香族（HYR）、疎水性（HYA）および陰性イオン性基（negative
ly ionizable（NI））特徴である。ピップホップは、10 5の特徴とする（10 five-featur
ed）ファルマコフォア仮定を生じた。これらの仮定がそれらのファルマコフォアの特徴に
おいて同様である一方で、種々の特徴の相対的な配向、位置およびベクター方向は異なる
。カタリストプログラムにおいて入手可能な階層的完全連関法（hierarchical complete 
linkage method）を使用した10仮定のクラスター解析は、3つのクラスターを産生した。
これらのクラスターのそれぞれからの代表的なモデル（ファルマコフォア仮定 Hypo1、Hy
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po5およびHypo9）を更なる解析およびバリデーションのために選択した。
【０１２６】
　共通する特徴ファルマコフォアのバリデーション。内部のバリデーションとして、トレ
ーニングセット化合物A-Cを、3つのファルマコフォア上にマッピングした。トレーニング
セット化合物（表１）のマッピングされたコンフォメーションの適合度スコアおよび関連
するエネルギーは、化合物AおよびBのためにはHypo1またはHypo9よりもHypo5の方が低い
エネルギーを産生したが、化合物Cのためには相対的に高いエネルギーを産生した。図３
に示すように、化合物AへのHypo5のマッピングは、この化合物の重要な化学的特徴と当該
ファルマコフォアとの間の良好な一致を確認した。
【表１】

【０１２７】
　不活性化合物からの強力なアンタゴニストの分離における、これらのファルマコフォア
の判別可能な能力を評価するために、当該3つの代表的なファルマコフォアを3D照会とし
て使用し、公知のαｖβ３受容体アンタゴニストのデータベースを検索した。このデータ
ベースは、αｖβ３受容体に対する広い範囲の活性プロフィールを有する計638化合物を
有する。当該638化合物のうち、αｖβ３重要対阻害をIC50値≦20nMで示す303が、強力な
αｖβ３アンタゴニストとみなされた。検索結果を表２に要約する。147化合物を検索し
た他の2つのファルマコフォアよりも良好に実行されたHypo5の88（～60％）化合物がαｖ

β３の強力なアンタゴニストであった。Hypo9はより活性な化合物を検索したが、強力と
みなされた化合物の存在は、Hypo5よりも低かった（～54％）。強力なアンタゴニストを
選択する優れた能力を有するHypo5および3つのトレーニングセット化合物の2つに対するH
ypo5のマッチを基に、このファルマコフォアが次の工程のために選択された：新規構造骨
格および所望の特徴を有する化合物の検索のための我々の構内のデータベースのサブセッ
トを探索するための3D照会。

【表２】

【０１２８】
　データベース検索および化合物選択。238,819化合物のNCI12000データベースのHypo5を
使用する探索は、684ヒット得た。Hypo5により検索された684化合物のうち、分子量≦500
を有する282化合物が、更なる物理化学的性質解析のために考えられ、残りは処分された
。359,224化合物のケミカル・ダイバーシティ(ChemDiv、Inc、San Diego、CA)データベー
スの検索は148ヒットを生じた。物理化学的性質フィルターを使用し、インビトロスクリ
ーニングの前に薬物様性質を有していない化合物を排除した４１。ファルマコフォア適合
値、計算物理化学的性質およびサンプル有効性を基に、8 化合物をNCI化合物レポジトリ
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ティ(Chemical Diversity)から購入した。
【０１２９】
　αｖβ３ 結合。　非小細胞肺癌 NCI-H1975 細胞の表面における全ての化合物の受容体
結合親和性は、125I-標識エキスタチンを放射性リガンドとして使用する競合結合実験で
測定し、結果を表３に示す。試験された29の化合物のうち、4つの化合物は、顕著なαｖ
β３結合親和性（AV3 = 52 nM、AV26 = 240 nM、AV27 = 18 nM、AV32 = 605 nM）を示し
た。2つの化合物、AV3およびAV27 は、トレーニング化合物A-Dと同様の範囲の結合親和性
を示した（30 － 49 nM）３９。バリデーション解析において得られた通り、Hypo5 は、
ナノモーラーの結合親和性を有する構造的に多様な強力なアンタゴニストの検索において
成功した。これらの化合物は、多様な構造骨格を有するアンタゴニストの新規セットを意
味する。当該トレーニングセット化合物とは異なって、当該化合物は、親水性質の幾つか
の官能基を有する。これは、αｖβ３のRGDペプチド結合領域の高い静電気的性質を考慮
する重要な特徴である。当該RGDペプチドは、αｖβ３サイクリックRGDペプチド複合体結
晶構造におけるαｖβ３を有するその2つの負荷末端を介する強い静電気的相互作用を形
成する。化合物AV3、AV27およびAV32は、RGDミメティックアンタゴニストの範疇に大まか
に含まれ、これはそれらがαｖβ３と同様の静電気的相互作用を確立することができる何
れかの末端にカルボキシル基またはアミン／アミド基を有するからである。加えて、これ
らの化合物における幾つかの親水性官能基の存在は、αｖβ３のRGD結合部位の高い静電
気的領域との相互作用に助力する。これらの興味深い特徴が得られたので、我々は、AV27
およびAV32の構造学的に近い更なる類似体を試験した。しかしながら、我々の構内データ
ベースにおけるこれらの化合物のコア骨格を使用する下部構造検索照会では、近い類似体
は得られない。これらの2つの化合物のコア骨格周辺の構造－活性研究は、αｖβ３に向
かうそれらの結合親和性を更に最適化するための代替オプションであってよい。独特な構
造的特徴を有しているために、AV26は、αｖβ３アンタゴニストの新規種類の非RGDミメ
ティックを代表する。我々は、我々の結合アッセイにおいて化合物AV34からAV38を試験す
ることにより、化合物AV26における制限された構造活性相関（SAR）分析を実施した（表
３）。検索照会としてAC26のコア骨格を使用する下部構造探索は、359,224化合物の我々
の構内データベースから幾つかの化合物を検索した。当該類似体AV34からAV38は、ケミカ
ル・ダイバーシティ(Chemical Diversity（San Diego、CA）)から購入し、αｖβ３結合
親和性をスクリーニングした。このSAR試験から、我々は2つの新規化合物を発見した：AV
35 はIC50 値が24 nMであり、親化合物AV26よりも10倍高い親和性を示した。AV38 はIC50
 値が0.03 nMであり、最も強力であり、親AV26よりも800倍高い親和性を示した。化合物 
AV26、AV35およびAV38は、通常のRGDミミックαｖβ３アンタゴニストから構造学的に逸
脱しており、それらが新規な機序の相互作用を有するαｖβ３の非RGDミミックアンタゴ
ニストの新規種類を代表するものであることが示唆される。我々の知識に対して、これら
の化合物は、これまでに記載された最も強力なαｖβ３アンタゴニストの中に含まれる。
併せて、我々の6つの化合物は、小分子αｖβ３アンタゴニストを代表するものであり、
研究は、抗癌剤としてのそれらのインビボでの有効性を示すために進行中である。また、
研究は、共有結合を介してαｖβ３の過剰発現癌に対する選択的送達細胞障害剤、例えば
、パクリタキセルなどに対しても進行中である。
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　癌細胞系のパネルにおける選択された化合物の細胞毒性。最初に、我々は、全ての化合
物を、高および低αｖβ３発現する2つの乳癌細胞系MDA-MB-435およびMCF7、並びに天然
でシスプラチンに対する抵抗性のHEY卵巣癌細胞系において試験した。20μM（表４）での
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した（表５）。我々は、これらの細胞に対する当該化合物の幾つかについて、顕著な特異
性を観察した。例えば、AV26は、MCF7、NIH3T3,およびCRL5908 細胞に比較して、MDA-MB-
435細胞に対して60倍の選択性を示し、HEY細胞よりも40倍近くの選択性を示した。同様の
経口が、しかし程度は小さいが、化合物AV34で観察された。一方、AV30は、MDA-MB-435、
HEYおよびNIH3T3細胞においてはまさに同様のプロフィールが示されたが、MCF-7およびNC
I-H1975細胞に対しては有意に活性が低かった。興味深いことに、AV26を除く当該新規ア
ンタゴニストの何れか１項に記載のもが、注目すべき細胞毒性を示さず、これは、これら
の新規のアンタゴニストは、治療非細胞毒性メカニズムを基礎とする抗癌治療として有用
性を有していることを示す。αｖβ３が癌細胞の遊走、接着およびアポトーシスを媒介す
るという事実を考慮すると、これらの新規の高親和性アンタゴニストと通常の細胞障害性
薬物との組合せが、更なる毒性のない改良された治療学的な利点を示すものである。
【表４】
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【表５】

【０１３０】
　ドッキング試験。　我々の新規アゴニストの配向に結合することを確認するために、我
々は、化合物A、AV3、AV26、AV27およびAV38を当該αｖβ３ RGD 結合領域にゴールドを
使用してドッキングさせた４２。当該αｖβ３RGD結合領域内側での化合物A、AV3、AV26
、AV27およびAV38の当該予測される結合コンフォメーションは、図５ａ－ｅに示す。コー
ルドは、各化合物について、幾つかの可能な結合コンフォメーションを生じ、それらの適
応度スコアに従って、それらをランク付けした。最も有利なエネルギーを有する結合コン
フォメーションが最高の結合配向であると考えられた。サイクリックRGDペプチドと複合
したαｖβ３受容体の結晶構造において、サイクリックRGDペプチドの1つのAspカルボキ
シル化酵素がαｖβ３受容体のβ鎖におけるMIDAS（Metal Ion-Dependent Adhesion Site
）でMn2+と相互作用する一方で、そのArg グアニジニウム基は、αｖβ３受容体(PDB1L5G
)β鎖のD218およびα鎖のD150と相互作用する。化合物 A、AV3、AV26およびAV27は、MIDA
SのMn2+を有するそれらのカルボキシ末端で同様に結合する相互作用を確立し、同様に、
アミノ酸残基S121およびS123の側鎖のヒドロキシル基との幾つかのH-結合相互作用の形成
を確立する。当該サイクリックRGDペプチドのArg側鎖の結合配向に対比して、化合物 A、
AV3、AV27の当該アミン／アミド関連末端およびAV26のヒドロキシル関連フェニル基は、
β鎖のD218から離れた空洞を占領するが、α鎖のD150には近い。この空洞は、αｖβ３の
β鎖からのアミノ酸残基Y166、P170、D179、R214、N215およびR216およびα鎖のアミノ酸
残基 K119、E121、D148、D150、Y178,およびR248により囲まれている。著しく、最も強力
な非RGDミメティックアンタゴニストAV38は、逆向きの結合配向を採用し、αｖβ３のサ
イクリックRGDペプチド結合領域において種々のアミノ酸残基と強い静電気的相互作用の
セットを確立した。化合物 A、AV26,およびAV38と当該αｖβ３RGDペプチド結合部位での
種々のアミノ酸残基との間の観察された重要な相互作用の略図の提示は図６に示す。AV38
の当該ジメトキシ関連フェニル基は、MIDASのMn2＋および2つの、Mn2+に対応するメトキ
シ酸素原子の近くの領域を占める。3つのH結合相互作用が当該メトキシ酸素原子とアミノ
酸残基S121およびS123のヒドロキシル基の間に観察された。当該カルボキシル化関連フェ
ニル基は、αｖβ３のβ鎖からのアミノ酸残基 Y116、P170、D179、R214およびR216およ
びα鎖からのD148、A149、D150およびY178により囲まれる領域を占めた。当該カルボキシ
ル化酸素原子は、R216グアニジニウム基、A149の主鎖NHおよびY166のヒドロキシル基と、
幾つかの強いH結合相互作用を形成した。最も強力なアンタゴニストAV38を除いて、一貫
したパターンが、全てのアンタゴニストの予測された結合配向において観察された。同様
の化学的性質を有するこれらのアンタゴニストの当該官能性基は、αｖβ３RGDペプチド
結合領域における同様の領域を占め、Mn2+と他のアミノ酸残基との同様な相互作用を形成
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した。これは、我々のドッキング試験により予測されたこれらのアンタゴニストの結合コ
ンフォメーションの質を支持するものである。幾つかの矛盾が、以前に予測されたRGDミ
メティックペプチドミメティックおよび非ペプチド小分子アンタゴニストの結合配向にお
いて見出されている４３－４７。非ペプチド小分子アンタゴニストを使用しない以前に報
告されたドッキング試験もまた、この試験において予測された配向に対して非常に類似す
る結合配向を予測した４３，４５。しかしながら、ドッキング試験は、αｖβ３－RGD複
合体結晶構造におけるサイクリックRGDの結合コンフォメーションに対して同様な結合配
向を生成したサイクリックRGD類似体およびRGDミメティックにおいて行った４６，４７。
我々の新規アンタゴニストの予測された結合配向とαｖβ３ーRGD複合体結晶構造におけ
るサイクリックRGDペプチドの結合コンフォメーションとの間で観察された矛盾は、当該
サイクリックRGDペプチドとこれらの新規アンタゴニストの間の有意な構造上の相違のた
めである。他方、観察された矛盾は、我々のドッキング手順におけるアーチファクトの結
果かもしれない。しかしながら、我々の最も強力な非RGDミメティックアンタゴニストAV3
8により示された高結合親和性（親AV26よりも800倍高い）は、その予測される結合配向に
おいて見出される新規な結合相互作用により説明される。この予測される結合配向におい
て、AV38は、幾つかの強いH結合相互作用を形成し、明らかな相補性が、その官能基の化
学的性質とαｖβ３におけるその結合部位の周辺の種々のアミノ酸残基の間で見いだされ
た。更なる構造研究は、この非RGDミメティックアンタゴニストおよびそのαｖβ３との
相互作用により及ぼされる高結合親和性の説明を保証するものである。
【０１３１】
　最後に、ノックアウトマウスでの遺伝的結果と、全ての報告されているアンタゴニスト
による薬理学的効果との間の分野における最近の矛盾を説明するために、我々は、リチャ
ード・へネス（Richard Hynes）によるモデル（彼は、β３インテグリンを遺伝的にノッ
クアウトしたマウスが増強された血管形成を示した理由を考察している）に言及する（図
７）４８。彼は、RGDペプチドは、実際に「アンタゴニスト」の代わりに「アゴニスト」
と称されるべきであると主張している。仮に、当該文言アゴニストが使用された場合、当
該遺伝子学的モデルは、薬理学的モデルに一致する。この明細書を通して、我々は、最も
以前の報告において使用していたように文言「アンタゴニスト」を使用しているが、我々
は、これらの化合物は実際にはアゴニストとして働く可能性に気付いている。どんなメカ
ニズムであっても、我々の化合物は高度に強力であり、αｖβ３陽性細胞に対して選択的
に送達するための種々の化学療法剤に対して複合化するために非常に適切である。
【０１３２】
　我々は、構造的に多様なインテグリンαｖβ３アンタゴニストのシリーズを、小分子薬
物様化合物のデータベースのファルマコフォアスクリーニングを介して同定してきた。共
通の特徴3Dファルマコフォアモデルは、公知のインテグリン αｖβ３アンタゴニストの
セットを利用して発生させた。バリデーションされたファルマコフォアモデルは、当該フ
ァルマコフォアモデルを生じるために使用したトレーニングセット化合物よりも高い効力
を有する構造学的に新規な化合物をうまく検索した。更に、1つの強力なアンタゴニスト
における制限された構造活性相関解析は、非RGDミメティックαｖβ３アンタゴニストと
してサブナノモーラーの効力を有する高い効力の化合物を発見した。受け入れられる構造
骨格を有するこれらの小分子アンタゴニストは、強力な非RGDミメティックαｖβ３アン
タゴニストとして更に最適化するために役立つ手がかりを提供する。我々は、我々の最近
の原稿に記載したとおり、当該3つの強力なアンタゴニストとパクリタキセルを複合化し
ている４１。これらの新規の薬剤のαｖβ３陽性癌細胞への標的送達についての詳細な薬
理学的性質を示す（Figure 7）。
【０１３３】
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【０１３４】
　例II
　NVX-188（AV38）研究
　NVX-188とαvβ3 インテグリンの立体的相互作用
　NVX-188は、新規種類の非RGDミメティックのαｖβ３アンタゴニストを代表するもので
ある。αｖβ３インテグリンとのNVX-188のドッキング立体配置は、ゴールドソフトウェ
アパッケージを使用してモデル化した。図９に示す通り、NVX-188とαｖβ３インテグリ
ンの当該最小エネルギードッキングコンフォメーションは、当該2つのサブユニットのジ
ャンクション近くの活性結合部位で溝を占有していることを示す。
【０１３５】
　図１０における代替的な表現により、予測されるNVX-188（水色）のドッキングを、細
胞外リガンドタンパク質（藤色）のRGDペプチドの予測される位置と比較して示す。赤色
の球は、αｖβ３インテグリンの活性結合領域において抱埋されるMn2+イオンを示す。こ
のコンフォメーションにおけるNVX-188により、当該RGDトリペプチド結合部位が効率的に
ブロッキングされる。機能性アッセイは、αｖβインテグリンに対するNVX－188の結合が
どのようにインテグリンの生物学的機能に影響を与えるかを決定するために必要である。
NVX-188が直接的には、αｖβ３インテグリンとの立体相互作用においてRGDペプチドを擬
態していないという観察は、NVX-188がアゴニスト（活性化剤）としてよりもアンタゴニ
スト（ブロッキング剤）として作用することを示唆する。それは、当該αｖβ３受容体に
関連するおよびそのRGD結合部位に関連する小分子の配向であり、新規および異なる種類
としてαｖβ３結合剤のNVX-188を特徴付けるものである。
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【０１３６】
　NVX-188は、αｖβ３インテグリン受容体へのその結合親和性が著しく、ピコモーラー
濃度で活性化される。NVX-188クラスの他の化合物は、NVX-188の開発中に同定され（上記
を参照されたい）、実質的に低い親和性を示す。それらの親和性は、公知のαｖβ３イン
テグリンアンタゴニストについての文献において報告された親和性を有する系においてよ
り大きい。
【０１３７】
　NVX-188の高親和性についての基礎は、図１１から明らかである。図１１は、NVX-188と
αｖβ３ヘテロダイマーにおけるアミノ酸の間に形成される水素結合を示す。NVX-188の
高結合親和性（以下を参照されたい）は、当該小分子および当該タンパク質の間で形成さ
れた比較的多くの水素結合に起因する可能性がある。
【０１３８】
　αvβ3 結合する親和性
　NVX-188の受容体結合親和性をNCI-H1975細胞において125I-放射性標識エキスタチンを
使用した競合結合実験を介して決定した。NVX-188の濃度の増加を、エキスタチンの固定
した量に加えて行い、当該細胞表面におけるαｖβ３インテグリンへの結合するエキスタ
チンを50％阻害するNVX-188の濃度を決定する（即ち、IC50）。
【０１３９】
　当該αｖβ３インテグリン／NVX-188結合親和性は、0.03nM(30pM)であると測定された
。これは他の文献に報告されている一般的にナノモーラーレンジで結合を示すαｖβ３ア
ンタゴニストに比較して有用である。
【０１４０】
　細胞毒性（細胞障害性）アッセイ
　NVX-188 を、乳癌細胞系、高αｖβ３インテグリン発現を有するMDA-MB-435および低α

ｖβ３インテグリン発現を有するMCF7、卵巣癌細胞系、HEY（これは細胞増殖阻害証明の
ための試験に使用した）におけるMTTアッセにより細胞障害性について試験した。NVX-188
 は、肺癌細胞系、NCI-H1975およびマウス繊維芽細胞、NIH3T3において更に評価した。NV
X-188は、試験された最高濃度においても細胞障害性を示さなかった（20 uM）。

【表Ｂ】

　例III
　αｖβ３ アンタゴニストの新規種類
　関節リウマチの治療について
　背景
　関節リウマチにおけるαｖβ３ インテグリンの主な役割。　インテグリン、膜貫通接
着受容体のファミリーは、細胞の接着、遊走、分化および生存の主なメディエーターであ
る1 。インテグリンは、ヘテロダイマータンパク質であり、それぞれ1つのαおよび1つの
βサブユニットで構成され、これらは組合せにおいて非共有結合的に結合している。デー
タに対して、少なくとも18の異なるα-と、8のβ-サブユニットが同定されており、少な
くとも24の機能的に多様なインテグリンを形成する。当該インテグリン αｖβ３はビト
ロネクチン受容体として公知であり、125kDaのαｖサブユニットと105kDaのβ3サブユニ
ットからなる。幾つかの異なる病態生理学的な過程、特に、関節リウマチおよび他の新血
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管新生に関連する疾患、炎症およびは骨細胞活性の増加などにおけるその主な役割のため
にそれは集中的な探索の焦点である。それらの良好に記載された細胞接着についての機能
に加えて、αｖβ３インテグリンは、種々のシグナル伝達経路（MAP-キナーゼ、Akt-キナ
ーゼ、VEGFR,およびその他）を調節し、それにより、破骨細胞、内皮細胞および腫瘍細胞
の増殖およびアポトーシスに影響を及ぼす3-12 。フィブリノーゲン、ビトロネクチン、
オステオポンチンおよびスロンボスポンジンを含む種々の細胞外マトリックスタンパク質
（ECM）に対して結合する当該αｖβ３受容体は、大部分は、Arg-Gly-Asp（RGD）トリペ
プチド配列との相互作用を介する13、14 。リガンド結合モチーフの配列を基に、多様な
ペプチドミメチック賞分子αｖβ３アンタゴニストが種々の疾患モデルにおける活性を有
して合成されている12、15-25 。当該αｖβ３ 受容体は、破骨細胞による骨再吸収にお
いて中心的な役割を果たしており、αｖβ３アンタゴニストは、注目すべき有害作用を伴
わずにインビボにおいて骨再吸収を阻害することが示されている26-34 。
【０１４１】
　まとめると、インテグリン αｖβ３ の役割は、破骨細胞形成および骨再吸収、マクロ
ファージの遊走および活性化、および血管形成に関連して最も広く研究されている。αｖ

β３ は、活性化されたマクロファージおよび破骨細胞において過剰発現され、これは関
節リウマチ患者における骨破壊部位で多数見られる。これらの患者において、成熟した破
骨細胞数は、関節周辺および全身性骨損失の両方に関連して高い。動物関節炎モデルから
のデータを含む実質的に膨大な数のエビデンスが、現在、存在し、決定的ではないが、α

ｖβ３が活性化されたマクロファージ依存の炎症、破骨細胞の進展および遊走、骨再吸収
、並びに炎症性形成において重要な役割を果たしているという知見を支持している。その
ため、このエビデンスおよびリウマチ様疾患の進行した段階のための有効な治療学的選択
の欠乏が、αｖβ３を標的とする新規化合物の開発がこの疾患のために大いに理性的、選
択的および潜在的な有効なアプローチであるということを強く支持している35。
【０１４２】
　新しい種類のαｖβ３ アンタゴニストの発見
　予備データ。　我々は最近、化学的機能ベースの共通特徴ファルマコフォアモデルを使
用して新規小分子αｖβ３アンタゴニストのシリーズを発見した36。三次元ファルマコフ
ォアモデルを3つの現在報告されているαｖβ３受容体アンタゴニストのトレーニングセ
ットを使用して生成した。当該αｖβ３受容体の公知のアンタゴニストの化学的データベ
ースを使用するバリデーションにおいて、高い識別能力を有するファルマコフォアモデル
を新規構造骨格と所望の化学的特徴を有する化合物を検索するための三次元照会として使
用した。600,000化合物を超える化学的データベースのコンピュータによる探索により、
αｖβ３アンタゴニストとして特有の構造学的特徴を有する800よりも多い化合物が得ら
れた。構造学的新規性および計算された物理化学的および薬物様性質を基に、化合物のパ
ネルを更なるインビトロスクリーニングのために選択した。αｖβ３受容体特異的競合結
合アッセイにおいて最終的に試験された29の化合物のうち、幾つかの化合物がナノモーラ
ーからピコモーラーレンジの結合親和性を示した（例Iの表３）36。これらの化合物の１
つ（AV38）が、新規にNVX-188と命名され、ピコモーラー濃度での高親和性結合特性のた
めにリード化合物として選択された。
【０１４３】
　実験プラン
　あらまし
　一般的考察および目的。　上記の予備データからのエビデンスの通り、高親和性結合特
性および優れた「薬物様性質」を示す6つの化合物が同定された。これらの化合物は、優
れた特異的結合特性を有しているのみならず、それらは作用様式は、現存のαｖβ３アン
タゴニストとは異なるようである。NVX-188は、リード化合物として定義されると同時に
、それにも拘らず、このグループの他の化合物はインビトロアッセイにおいてより都合の
よい機能的性質を有することが可能である。リード化合物のグループについての更なる詳
しい記載（例１の表３）は、最近我々のグループによりthe Journal of Medicinal 化学
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に公開された36。αｖβ３機能に批判的に依存する細胞ベースのアッセイは、更なるこれ
らの化合物の特徴付けるために利用できる。これらのアッセイは、更なる前臨床および臨
床開発にための最高の候補を効果的に選択するための基礎を提供する。インシリコ（in s
ilico）で最適化され、結合パイロット試験において評価されたこれらのリード化合物は
、例えば、続くインビトロおよびインビボモデル系を使用して試験されてよい：
　　αｖβ３阻害剤の最も重要な標的組織のためのバリデーションモデルインビトロ試験
　　初代ヒト内皮細胞（HUVEC）
　　初代破骨細胞/骨芽細胞
　　αｖβ３を発現する骨肉腫（SAOS-2）細胞株
　　ラットにおけるαｖβ３薬物候補の薬物動態学的および毒物学的特徴における重要な
データを得ることに焦点を当てたインビトロ試験。
【０１４４】
　材料および方法
　新規αｖβ３阻害薬物候補。　当該新規薬物候補（NVX-188および類似体）は、ChemDiv
(San Diego、CA)により合成、およびChemDiv(San Diego、CA)から購入した。化合物は、D
MSO中で1mM のストック溶液で-20℃で使用時まで所蔵した。
【０１４５】
　試薬および抗体。　ウシゼラチン、ウシ血漿フィブロネクチン、ヒト結成ビトロネクチ
ン、ラットコラーゲンI、BSA、マウスラミニン、およびポリ-L-リジンはシグマから得た(
Sigma-Aldrich Co.)。抗ヒトアクチン抗体はシグマから得た。機能ブロッキングmAbs： F
B12（抗-α1）、P1E6（抗-α2）、P1B5（抗-α3）,およびLM609（抗αｖβ３）は、Chemi
con(Temecula、CA）から； mAbs Lia1/2（抗-β1）、mAb GI9（抗-α2）、Sam-1（抗-α5

）およびGoH3（抗-α6）は、Beckman Coulter（Nyon、Switzerland）から得た。プロテア
ーゼ阻害剤混合物は、4-（2-アミノエチル）-ベンゼンスルホニルフルオライド、アプロ
チニン、ロイペプチン、べスタチン、ペプスタチン AおよびE-64を含み、これは、シグマ
から得た。エキスタチンはBachem California Inc.（Torrance、CA）から得た。
【０１４６】
　細胞培養および処理。　当該ヒト骨肉腫細胞株SAOS-2をthe American Type Culture Co
llection（ATCC、Manassas、VA）から得て、および現在、我々の研究室において使用して
いる。興味深いことに、それは最近、αｖβ３インテグリン発現が、特異的に肺に対する
遊走を当該細胞に可能にすることを増強することによりSAOS-2細胞の転移の可能性におい
て役割を担っていることを示している37。骨肉腫細胞の転移の可能性およびビトロネクチ
ンに対する細胞接着に関連するαｖβ３ 発現は、強力なαｖβ３アンタゴニストである
と良好に記載されているエキスタチンでの処理の後に減少した。αｖβ３ インテグリン 
は、従って、骨肉腫のための新しい標的である可能性がある。αｖβ３を発現している正
常なヒト骨芽細胞は、Promocell（Heidelberg、Germany）から得た。PromoCellの骨芽細
胞培養系は、正常なヒト骨芽細胞と、最適化された骨芽細胞成長用培地と継代用試薬と組
み合わせて提供されるように開発された。正常ヒト内皮細胞（HUVEC）は、Promocellから
入手し、製造者の示唆どおりに培養した。破骨細胞培養および破骨細胞分化アッセイは、
以下により詳細に記載した。
【０１４７】
　毛細血管形成アッセイ。　血管形成（管構築の範囲）における阻害剤の効果のインビト
ロアッセイのために、商業的に入手可能なアッセイキットをChemiconから入手し、使用し
た。このアッセイキットは、血管形成のシンプルなモデルを代表するものであり、そこに
おいて、外来性シグナルによる管形成の誘導または阻害が簡単にモニター可能である。環
形成の阻害または刺激をアッセイするために、内皮細胞懸濁液を異なる濃度の試験される
べき化合物と共にインキュベートし、次に、当該細胞に特殊分化されたマトリックスの上
層に細胞を添加した。the Engelbreth Holm-Swarm（EHS）マウス腫瘍から調製された基底
タンパク質の固体ゲルである当該マトリックスにおいて培養した場合、内皮細胞は整列し
、中空管様の構造を形成した。管形成は、複数の工程、即ち、細胞接着、遊走、分化およ
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び成長を含む工程である。当該アッセイを、使用し、種々の内皮細胞、例えば、ヒト臍帯
静脈細胞(HUVEC)およびウシ毛細血管内皮(BCE)細胞におけるαｖβ３阻害剤の存在におい
て管構築の範囲をモニターした。
【０１４８】
　αｖβ３シグナリングの影響。αｖβ３シグナリングにおける阻害剤の効果を測定する
ために、細胞をトリプシン処理し、阻害剤含有または非含有であり、αｖβ３結合タンパ
ク質の存在または非存在の10％血清を含む培地に懸濁した。異なる時間(5-30分)の後に、
総細胞性タンパク質を得て、アッセイを行った。限局性接着キナーゼ（FAK）の免疫沈降
アッセイのために、FAK を300μgから１mtの総タンパク質から免疫沈降させた。最終的に
ウエスタンブロットをリン酸化トリプシンおよびFAKについて以下の通りに行った。関連
するが、g別々の実験においては、ビトロネクチンコートフラスコで成長されたHUVECを10
ng/mlのVEGF含有または非含有の10％FBS-含有培地中で1時間インキュベートした。次に、
阻害剤を5から30分間添加し、タンパク質を細胞ライセートから採取する。ウエスタンブ
ロットアッセイは、総およびリン酸化形態のVEGFRおよびAktについて行った。幾つかの方
向は、マイトジェン活性化タンパクキナーゼ（MAPK）が、PI3キナーゼシグナルカスケー
ドと同様に、インテグリン阻害剤により調節されることを示している。MAPKおよびAktシ
グナリング経路において研究されている幾つかの工程のための抗体は、幾つかの会社から
入手した（例えば、Cell SignallingおよびUpstat）。種々のリン酸化（活性化）段階を
示す異なる抗体はも、入手可能であり（Cell Signalling および/または Upstatから）、
総ライセート並びに免疫組織化学的分析のために使用してよい。
【０１４９】
　細胞接着アッセイおよびコーティング。　内皮細胞は、トリプシン消化により回収し、
血清非含有M199培地に2 x 104 cells/well（96-ウェルプレート）または12または24-ウェ
ルプレートには1-2 x 105 cells/well で播種した。ブロッキング抗インテグリンmAbsは
、この工程で添加される（10 μg/ml）。37℃での1時間の後、やさしくPBSで洗浄し、4％
パラホルムアルデヒド（Fluka Chemie、Buchs、Switzerland）で接着細胞を固定化し、0.
5％のクリスタルバイオレットで染色した。各ウェルの吸光度を620nmでプレートリーダー
で読む。結果は、トリプリケート判定の平均値±S.Dで示す。培養プレートは、実験の種
類に依存して、PBS中のフィブロネクチン(3μg/ml)、ゼラチン（0.5％）、コラーゲンI（
10μg/ml）、ラミニン（10μg/ml）またはビトロネクチン(1μg/ml)で1時間37℃でプレコ
ートされた。次にそれらを、0.5％の熱不活性脂肪酸非含有ウシ血清アルブミンで1時間37
℃でブロックし、リン酸緩衝化生理食塩水(PBS)で洗浄される。実験において、ECMタンパ
ク質が世ゆえ記に添加された実験においては、細胞をトリプシン処理により回収し、PBS
で洗浄し、血清非含有のM199培地に再懸濁し１から2時間37℃でインキュベートする。ECM
タンパク質を次に、上記で示された濃度で添加し、細胞を更に30から60分間懸濁液中でイ
ンキュベートする。細胞接着における阻害剤の効果を測定するために、細胞は96ウェルプ
レートに阻害剤あり、またはなしで、播種される。60分後に、細胞を洗浄し、接着細胞を
カウントする。
【０１５０】
　処理細胞の増殖、アポトーシスおよびクローン原性細胞死。　HUVEC、骨肉腫細胞およ
び骨芽細胞を、ECMタンパク質コート（細胞の種類に依存してビトロネクチン、フィブリ
ノーゲン、オステオポンチン）フラスコに播種し、48時間インキュベートし、血清含有培
地において最終的に60から80％のコンフルエントにする。阻害剤を、適切な濃度で同時に
添加する。浮遊および接着細胞を8および24時間後に採取し、血清含有培地に再懸濁し、
カウントする。アポトーシスは、ヘキスト染料(Hoechst dye)で染色することにより測定
する。ECMPコートプレートについて、阻害剤は、播種の後3時間の細胞が良好に付着また
は広がったところ添加する。即ち、当該細胞の処理の後、浮遊細胞および付着細胞を採取
し、FCSエンリッチの実験媒地中で１時間37℃でインキュベートし、次に、アネキシンV／
ヨウ化プロピジウム(PI)染色をモレキュラー・プローブ・アンドからのアネキシンV－ア
レキシア・フルオア488とシグマからのPIを使用して行った。得られた蛍光をフローサイ
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トメトリーにより測定する。アネキシンVおよびPIにより染色された細胞は非アポトーシ
ス細胞（アネックスV-/PI-）、早期アポトーシス細胞（アネックスV+／PI-）、後期アポ
トーシス細胞（アネックスV-／PI-）、ネクローシス細胞（アネックスV-/PI+）と決定さ
れる。細胞カウントおよび生存度の測定は、トリパンブルー排除により実行される。
【０１５１】
　SDS PAGEおよびウエスタンブロット。　指示処理に続き、細胞を4％SDS、20％のグリセ
ロールおよび200mMのTRISを含有するLaemmli緩衝液(pH6.8)に溶解する。タンパク質濃度
ををBCAアッセイ（シグマ）を使用して測定する。等量の総タンパク質をSDS-PAGEで分離
し、次に、一次抗体に依存してPVDFまたはニトロセルロース膜にブロットする。膜は、PB
S中の5％スキムミルクでブロックし、次に、目的の一次抗体とハイブリダイズする。膜を
PBSで洗浄し、適切な二次抗体をハイブリダイズする。抗マウスおよび抗ラビットペルオ
キシダーゼまたはアルカリフォスファターゼ複合二次抗体を5％のスキムミルク含有のPBS
で希釈した。PBSでの洗浄の後、膜上の免疫複合体を、増強された化学発光により検出す
る（Pierce、Rockford、IL、USA）。
【０１５２】
　破骨細胞形成のエクスビボによる測定のための破骨細胞の調製。　破骨細胞は、マウス
脾臓から、ナイロンメッシュ(70μm)を使用して5mlのPBS中で２つの脾臓をホモジナイズ
することにより得る。Cellsを次に、15mlのチューブに移し、1200U/minで10分間延伸する
ことにより回収する。PBSでの洗浄の後、30ng/mlのM-CSFを含有する15mlのアルファMIM（
10％PBS）中に再懸濁し、37℃で o.n.で培養し、採取する。PBSでの洗浄の後、細胞を30m
lの総容量中での15mlのフィコール上に置き、1420U/minで8℃で30分間遠心する。内相の
細胞を回収し、PBSで2回洗浄し、再懸濁し、カウントする。適切な数の細胞を次に、αｖ

β３シグナリングおよび／または受容体結合のモジュレータの存在または非存在の48ウェ
ルプレートに配置する。破骨細胞分化における阻害剤の影響を測定するために、マウス脾
臓細胞を、一晩、配置し、非接着細胞は回収し、24ウェルプレートに(１ウェル当たり106

 cells)でM-CSF(20 ng/ml)含有、誘導物質、例えば、RANKL(50 ng/ml)存在または非存在
で、αｖβ３インテグリン特異的阻害剤の存在または非存在下に配置する。破骨細胞分化
の範囲は、白血球アシッドフォスファターゼキットを使用してTRAP染色により培養4日後
に評価する。3以上の核を有する全てのTRAT陽性細胞を破骨細胞としてカウントされる。
【０１５３】
　薬物動態学的および毒物学的試験。　要するに、ベーシックな抽出およびLC-MSまたはL
C-MS/MS 分析方法を各化合物に使用するだろう。薬物動態学的試験は、化合物の経口およ
び静脈内投与について行った。投与に続いて、経口経路により処置した各ラットについて
血液を７時点（0.5、1、2、4、6、8および12 時間）、および９点（5 min、15 min、30 m
inおよび1、2、4、6、8および12 時間）で採取した。薬物動態学的なパラメータ（Cmax、
Tmax、Vd,および生物学的利用能）は、個々のラットについて、WinNonlin(Pharsight Cor
p)を使用した非コンパートメント分析を使用して行った。更に、全体的な血算と、肝臓お
よび腎臓血液パラメータを各動物について測定した。
【０１５４】
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【図面の簡単な説明】
【０１５５】
【図１】図１は、新規αｖβ３アンタゴニストのファルマコフォアにより導かれる設計お
よび発見の模式図である。
【図２】図２は、トレーニングセット化合物A-Cの構造を示す。
【図３】図３。（ａ）共通特徴ファルマコフォアHypo5。（b）Hypo5 はトレーニングセッ
ト化合物Aの1つに位置づけられる。化合物Aの重要な化学的特徴は、Hypo5のファルマコフ
ォアの特徴により位置付けられる。ファルマコフォア特徴は、マゼンタのH結合供与体(HB
D)、緑色のH結合受容体(HBA)、茶色の疎水性芳香族(HAR1-HAR2)および青色の陰性イオン
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【図４】図４は、新規αｖβ３ 受容体 アンタゴニスト AV3（a）およびAV26（b）へのHy
po5の位置づけを示す。Hypo5のファルマコフォア的特徴は、適度に当該アンタゴニストの
重要な化学的特徴に位置づけされている。当該ファルマコフォアの特徴はマゼンタのH結
合供与体、緑色のH結合受容体、茶色の疎水性芳香族および青色の陰性イオン化特徴とし
て示される。
【図５】図５は、αｖβ３RGDペプチド結合部位の内部におけるアンタゴニストA（a）、A
V3（b）、AV26（c）、AV27（d）およびAV38（e）の 予測される二重結合コンフォメーシ
ョンを示す。黄色および赤色部分は、αｖβ３受容体のαおよびβ鎖を示す。突出した活
性部位アミノ酸残基は、当該受容体表面におけるスティックモデルとして示した。当該緑
色のスティックモデルは、サイクリックRGDペプチド(PDB1L5G)の結合配向を示す。当該活
性部位Mn2+(MIDAS)は青緑色の球として示す。
【図６】図６は、アンタゴニストA（a）、AV26（b）およびAV38（c）とαｖβ３RGDペプ
チド結合部位における突出したアミノ酸残基との間に得られた相互作用を示す模式図であ
る。ダッシュの線はH結合相互作用を示す。H結合距離はÅで表す。
【図７】図７は、4つの内皮アポトーシスモデルを図示する。（a）古典的モデル； そこ
においてリガンドによるインテグリン結合が生存シグナルを提供するために必要である。
阻害剤がリガンドの結合をブロックし、それにより、生存シグナルがブロックされる。（
b）カスパーゼ活性化モデル；そこにおいて、RGDペプチドは直接にカスパーゼを活性化し
、インテグリンの如何なる介入もなしにアポトーシスを引き起こす。（c）非ライゲーシ
ョンモデルまたは「インテグリン-媒介細胞死」；そこにおいて結合していないインテグ
リンが、直接に結合し、カスパーゼ-8を活性化する。ECM リガンドはこれをブロックする
が、それらがインテグリンを活性化することが知られて入るが、RGD ペプチドおよび同じ
インテグリンに対して結合する抗体はそのようなことはしない。（d）例えば、パクリタ
キセルなどの細胞毒性剤に対して一旦結合したαｖβ３ アンタゴニストは、αｖβ３陽
性癌細胞に対して、および腫瘍新生血管におけるαｖβ３陽性内皮細胞に対して効率的に
送達される（Richard Hynesから改変された、参考文献 48）。
【図８】図８は、共通する特徴のファルマコフォア Hypos 1（A）、5（B）および9（C)を
示す。当該ファルマコフォア特徴は、H結合供与体（HBD）はマゼンタで、H結合受容体（H
BA）は緑色で、疎水性芳香族（HAR1-HAR2）は茶色で、および陰性イオン化特徴（NI）は
青色で示す。当該特徴間の距離はÅで示す。
【図９】図 9は、NVX-188の予測される結合コンフォメーションを示す。
【図１０】図10 は、αｖβ３インテグリン上のNVX-188（水色）および当該RGDトリペプ
チド（藤色）の予測されるドッキングを示す。
【図１１】図１１は、当該αｖβ３ヘテロダイマーにおけるアミノ酸に対するNVX-188（
右側）およびRGD-ミメティック小分子(左側)の関係を示す。
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