
(57)【要約】
レセプターまたはリガンドとしての HSP90に適用するリガンド結合アッセイおよびそれに
有用な試薬、ならびに HSP90モジュレーターのアッセイ方法およびそれにより同定して得
られた生成物の使用方法を説明し、クレームする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 高 親 和 性 形 の HSP90を モ ジ ュ レ ー ト (修 飾 )す る 方 法 で あ っ て 、 該 高 親 和 性 形 と HSP90モ ジ
ュ レ ー タ ー を 接 触 さ せ る こ と に よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90を 修 飾 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し て 選 択 的 で あ る 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し 少 な く と も 2倍 よ り 選 択 的 で あ る 請
求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し 少 な く と も 10倍 よ り 選 択 的 で あ る 請
求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し 少 な く と も 50倍 よ り 選 択 的 で あ る 請
求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し 少 な く と も 100倍 よ り 選 択 的 で あ る
請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し 少 な く と も 500倍 よ り 選 択 的 で あ る
請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 低 親 和 性 形 の HSP90よ り 該 高 親 和 性 形 の HSP90に 対 し 約 30倍 ～ 500倍 よ り 選 択 的 で あ る 請
求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 in vitro法 、 所 望 に よ り 高 処 理 量 (ス ル ー プ ッ ト )ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 請 求 項 1ま た
は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 in vivo法 で あ る 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 in vivo法 が 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 と 該 モ ジ ュ レ ー タ ー を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 請 求 項 10
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 正 常 細 胞 も 該 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ る が 、 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 該 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞
に 対 し 比 較 的 よ り 選 択 的 で あ る 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 選 択 性 が 、 該 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 医 薬 的 に 有 効 で あ る が 、 該 正 常 細 胞 に 対 し て
は 有 効 で な い 量 で 投 与 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 選 択 性 が さ ら に 投 与 計 画 を 用 い て 提 供 さ れ る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が HSP90イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 11記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が HSP90ア ク チ ベ ー タ ー 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ま た は 部 分 的 ア ゴ ニ ス ト で あ
る 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 さ ら に HSP90を 含 む 試 料 に 対 す る HSP90リ ガ ン ド の 親 和 性 を 測 定 す る こ と に よ り 高 親 和 性
HSP90の 存 在 を 評 価 す る こ と を 含 む 診 断 法 で あ る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 HSP90介 在 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 HSP90介 在 性 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 高 親 和 性 形 の HSP90を 特 異 的 に 修 飾 す る こ と に よ り HSP90ク ラ イ ア ン ト タ ン パ ク 質 を 分 解
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 in vivo法 が 癌 の 治 療 ま た は 予 防 法 で あ る 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 HSP90が 組 換 え HSP90で あ る 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 HSP90が 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 か ら 単 離 ま た は 精 製 さ れ た 形 で 存 在 す る 請 求 項 17記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 が 熱 シ ョ ッ ク を 与 え ら れ て い る 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 HSP90が 別 の 化 合 物 と 結 合 し て い る 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 別 の 化 合 物 が ビ ス -ANSで あ る 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 別 の 化 合 物 が HSP90ク ラ イ ア ン ト タ ン パ ク 質 ま た は コ シ ャ ペ ロ ン (co-chaperone)で あ
る 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が プ リ ン も し く は プ リ ン 類 似 体 、 ア ン サ マ イ シ ン 、 ラ デ ィ シ コ ー ル 、
ゼ ア ラ ラ ノ ー ル (zearalanol)、 ATP類 似 体 、 イ ン ド ー ル 、 シ ャ ル コ ン 、 お よ び ベ ン ゾ イ ミ
ダ ゾ ー ル か ら な る 群 か ら 選 ば れ る メ ン バ ー で あ る 請 求 項 1～ 8の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 高 親 和 性 HSP90が 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 溶 解 物 中 に 存 在 す る 請 求 項 1～ 8の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 が ヒ ト の も の で あ る 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 高 親 和 性 HSP90が 溶 解 物 の 形 で 存 在 す る 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 中 に み い だ さ れ る 高 親 和 性 形 の HSP90を 提 供 し 、 該 HSP90形 を 所 定 の 化
合 物 と 接 触 さ せ 、 該 化 合 物 の 該 HSP90形 を 修 飾 す る 能 力 を 測 定 ま た は 評 価 す る こ と を 含 む H
SP90モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 in vitro法 で あ る 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 in vitro法 、 所 望 に よ り 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 in vivo法 で あ る 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 形 が 全 細 胞 も し く は 組 織 、 細 胞 溶 解 物 中 に 提 供 さ れ る か 、 ま た は 該 全 細 胞 、 組 織 ま た
は 細 胞 溶 解 物 か ら 単 離 も し く は 精 製 さ れ る 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 全 細 胞 、 組 織 ま た は 細 胞 溶 解 物 が 腫 瘍 性 も し く は 癌 性 で あ る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
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　 該 能 力 を 低 親 和 性 HSP90形 の 能 力 と 比 較 す る こ と を 含 む 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が HSP90イ ン ヒ ビ タ ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 33～ 39の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が HSP90ア ク チ ベ ー タ ー ま た は ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 33～ 39記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が プ リ ン も し く は プ リ ン 類 似 体 、 ア ン サ マ イ シ ン 、 ラ デ ィ シ コ ー ル 、
ゼ ア ラ ラ ノ ー ル 、 ATP類 似 体 、 イ ン ド ー ル 、 シ ャ ル コ ン 、 お よ び ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら
な る 群 か ら 選 ば れ る メ ン バ ー で あ る 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 医 薬 的 有 効 量 の 化 合 物 ま た は そ の 医 薬 的 に
許 容 さ れ る 塩 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む HSP90介 在 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 確 認 さ れ た 医 薬 的 有 効 量 の 化 合 物 ま た は そ
の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む HSP90介 在 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防
方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 疾 患 が 癌 ま た は 腫 瘍 で あ る 請 求 項 43ま た は 44に 記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 該 癌 ま た は 腫 瘍 が メ ラ ノ ー マ 、 も し く は 乳 ・ 肺 ・ 前 立 腺 癌 ま た は 腫 瘍 か ら 選 ば れ る 請 求
項 45記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 該 対 象 の 細 胞 が 過 剰 な レ ベ ル の Her-2転 写 物 ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 請 求 項 43ま た
は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 該 対 象 の 細 胞 が 過 剰 な レ ベ ル の HSP90ク ラ イ ア ン ト タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 請 求 項 43ま た
は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 該 疾 患 が ウ イ ル ス 感 染 症 で あ る 請 求 項 43ま た は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 投 与 が 経 口 ま た は 局 所 的 で あ る 請 求 項 43ま た は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 該 投 与 が 非 経 口 的 で あ る 請 求 項 43ま た は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 投 与 が in situで あ る 請 求 項 43ま た は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 対 象 が 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 43ま た は 44記 載 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 該 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 治 療 が 化 学 療 法 投 与 計 画 の 一 部 で あ る 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 、 抗 体 、 組 換 え 産 物 、 小 分 子 、 抗 腫 瘍 薬 、 ヘ ル セ プ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、
タ キ サ ン お よ び タ キ サ ン 誘 導 体 、 グ リ ベ ッ ク 、 ア ル キ ル 化 剤 、 抗 代 謝 薬 ； エ ピ ド フ ィ ロ ト
キ シ ン ； 抗 腫 瘍 酵 素 ； ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ； プ ロ カ ル バ ジ ン ； ミ ト キ サ ン ト ロ
ン ； プ ラ チ ナ 配 位 錯 体 ； 生 物 反 応 修 飾 物 質 /成 長 阻 害 剤 ； ホ ル モ ン 性 /抗 ホ ル モ ン 性 治 療 剤
お よ び 造 血 成 長 因 子 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 薬 、 ビ ン カ 薬 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ
ン 、 細 胞 毒 性 ヌ ク レ オ シ ド 、 テ ポ チ ロ ン 、 ジ ス コ デ ル モ リ ド 、 プ テ リ ジ ン 薬 、 ジ イ ネ ン 、
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ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ
セ ー ト 、 メ ト プ テ リ ン 、 ジ ク ロ ロ メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 ポ ル フ ィ ロ マ イ
シ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド
、 ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン 、 ポ ド -フ ィ ロ ト キ シ ン 誘 導 体 、 エ ト ポ シ ド 、 エ ト ポ シ ド ホ ス フ ェ
ー ト も し く は テ ニ ポ シ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ラ ウ ロ シ ジ
ン 、 ビ ン デ シ ン 、 ラ ウ ロ シ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 シ
ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 イ フ ォ サ ミ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ヘ
キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン 、 チ オ テ パ 、 シ タ ラ ビ ン 、 イ ダ ト レ キ セ ー ト 、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、
ダ カ ル バ ジ ン 、 L-ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 CPT-11、 ト ポ テ カ ン 、 ア ラ -C、 ビ
カ ル タ ミ ド 、 フ ル タ ミ ド 、 ロ イ プ ロ リ ド 、 ピ リ ド ベ ン ゾ イ ン ド ー ル 誘 導 体 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 医 薬 的 有 効 量 の 1ま た は そ れ 以
上 の 化 合 物 ま た は そ の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 請 求 項 55記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 HSP90モ ジ ュ レ ー タ ー に 高 親 和 性 の 結 合 を 示 す 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 か ら 得 ら れ る 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 該 構 造 が 約 30nMま た は そ れ 以 下 の 17-AAG IC50値 を 有 す る 請 求 項 57記 載 の 精 製 ま た は 単
離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 該 構 造 が 約 10nMま た は そ れ 以 下 の 17-AAG IC50値 を 有 す る 請 求 項 57記 載 の 精 製 ま た は 単
離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 該 構 造 が 一 部 熱 シ ョ ッ ク に よ り 生 成 さ れ る 請 求 項 57記 載 の 精 製 ま た は 単 離 さ れ た HSP90
調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 メ ラ ノ ー マ 、 乳 癌 、 ま た は 肺 癌 細 胞 中 に み い だ さ れ る 請 求 項 57記 載 の 精 製 ま た は 単 離 さ
れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 1%よ り 純 粋 な 請 求 項 57記 載 の 精 製 ま た は
単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 10%よ り 純 粋 な 請 求 項 57記 載 の 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 50%よ り 純 粋 な 請 求 項 63記 載 の 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 90%よ り 純 粋 な 請 求 項 64記 載 の 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 95%よ り 純 粋 な 請 求 項 65記 載 の 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 99%よ り 純 粋 な 請 求 項 66記 載 の 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 該 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る よ り 少 な く と も 99.9%よ り 純 粋 な 請 求 項 66記 載 の 精 製 ま
た は 単 離 さ れ た HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
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　 (a)請 求 項 57～ 68の い ず れ か に 記 載 の HSP90調 製 物 ま た は 複 合 体 、 お よ び (b)該 HSP90と 結
合 す る 化 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま た は そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 HSP90の 該 調 製 物 が 全 細 胞 の 形 で あ る 請 求 項 69記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 HSP90ア ク チ ベ ー タ ー お よ び HSP90イ ン ヒ ビ タ ー か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま た は そ れ 以
上 の メ ン バ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 69記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 17-AAGに 対 す る 比 較 的 低 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 別 個 の 構 造 中 に HSP90の 第 二 調 製 物 を さ
ら に 含 む 請 求 項 69記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 所 望 に よ り さ ら に 樹 脂 、 溶 解 用 緩 衝 液 、 標 識 HSP90リ ガ ン ド 、 お よ び プ ロ ト コ ー ル か ら
な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま た は そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 含 む 、 臨 床 使 用 す る た め の 請 求 項 69記
載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 該 標 識 HSP90リ ガ ン ド が ビ オ チ ン と 結 合 し た ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン で あ る 請 求 項 69記 載 の 診
断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 所 定 の 化 合 物 と 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み い だ さ れ る 特 定 の 形 の HSP90と の 結 合 を 測 定 す る
ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 競 合 結 合 ア ッ セ イ で あ る 請 求 項 75記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 該 競 合 結 合 ア ッ セ イ が さ ら に 該 所 定 の 化 合 物 と の 結 合 に 競 合 す る 標 識 HSP90リ ガ ン ド メ
ン バ ー を 使 用 す る 請 求 項 76記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 該 HSP90リ ガ ン ド メ ン バ ー が ビ オ チ ン 化 さ れ て い る 請 求 項 77記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 該 HSP90リ ガ ン ド メ ン バ ー が プ リ ン ま た は プ リ ン 類 似 体 , ア ン サ マ イ シ ン 、 ラ デ ィ シ コ
ー ル 、 ゼ ア ラ ラ ノ ー ル 、 ATP類 似 体 、 イ ン ド ー ル 、 シ ャ ル コ ン 、 お よ び ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー
ル か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 請 求 項 78記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 該 HSP90リ ガ ン ド が 以 下 の 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

で 示 さ れ る ア ン サ マ イ シ ン で あ る 請 求 項 78ま た は 79記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 該 ア ッ セ イ が さ ら に ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 成 分 を 使 用 す る 請 求 項 80記 載 の
ア ッ セ イ 。
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【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 固 体 支 持 体 と 結 合 し て い る 請 求 項 81記 載 の ア ッ セ
イ 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 下 記 反 応 式 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 含 む 請 求 項 80記 載 の ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 所 定 の 化 合 物 の HSP90と の 結 合 能 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 あ る ま た は そ の 他 の 該 HSP90
リ ガ ン ド メ ン バ ー お よ び 該 化 合 物 の 所 定 メ ン バ ー が 該 HSP90メ ン バ ー と 複 合 体 を 形 成 し 、
該 固 体 支 持 体 上 に 保 持 さ れ る に 十 分 な 条 件 下 で 、 固 体 支 持 体 上 に 一 緒 に HSP90メ ン バ ー 、 H
SP90リ ガ ン ド メ ン バ ー 、 お よ び 化 合 物 の 所 定 メ ン バ ー (該 メ ン バ ー の 1つ は 標 識 を 含 む )を
供 給 し 、
　 該 固 体 支 持 体 上 で 複 合 体 を 形 成 し て い な い か ま た は 該 支 持 体 と 結 合 し て い な い メ ン バ ー
を 除 去 し 、
　 該 化 合 物 の 所 定 メ ン バ ー の 該 HSP90メ ン バ ー と の 結 合 能 の 尺 度 と し て 該 固 体 支 持 体 に お
け る 該 標 識 の 存 在 を ア ッ セ イ す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 該 HSP90メ ン バ ー が 該 固 体 支 持 体 と 結 合 し て お り 、 該 HSP90リ ガ ン ド メ ン バ ー が 標 識 さ れ
て い る 請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 該 HSP90メ ン バ ー が ア ン サ マ イ シ ン お よ び プ リ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 請 求 項 85記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 該 HSP90リ ガ ン ド メ ン バ ー が ビ オ チ ン 化 さ れ て お り 、 式 5：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

で 示 さ れ る 構 造 を 含 み 、 ま た 、 実 際 に 該 標 識 が さ ら に 該 構 造 と 結 合 し た ア ビ ジ ン ま た は ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン 成 分 を 含 む 請 求 項 86記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 該 固 体 支 持 体 が 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト で あ る 請 求 項 84
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 該 マ ル チ プ レ ー ト が 複 数 個 の ウ ェ ル を 有 し 、 該 プ レ ー ト 上 の 2ま た は そ れ 以 上 の 該 複 数
個 の ウ ェ ル 間 に 異 な る 濃 度 の 1ま た は そ れ 以 上 の 該 メ ン バ ー が 存 在 す る 請 求 項 88記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 該 標 識 が 励 起 可 能 な 蛍 光 ま た は 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ト 分 子 を 含 み 、 工 程 (c)が 所 望 に よ り
該 標 識 を 検 出 す る た め の 分 光 蛍 光 光 度 計 ま た は 照 度 計 の 使 用 を 含 む 請 求 項 77に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 該 励 起 可 能 な 蛍 光 ま た は 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ト 分 子 が 、 所 望 に よ り 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
と 結 合 し た 、 波 長 485nmの エ ネ ル ギ ー で 励 起 可 能 で あ り 、 波 長 580nmの 放 射 を 生 じ る フ ィ コ
エ リ ス リ ン で あ る 請 求 項 90記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 標 識 ア ン サ マ イ シ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 該 標 識 ア ン サ マ イ シ ン が ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン で あ る 請 求 項 92記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 該 ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン が 式 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 包 含 す る 請 求 項 93記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
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　 所 望 に よ り 固 体 支 持 体 と 結 合 し た HSP90と 結 合 し た ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン を 含 む 複
合 体 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 該 ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン が 構 造 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 有 す る 請 求 項 95記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 該 ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン が 式 ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 包 含 す る 請 求 項 95記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 式 3：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

で 示 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
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　 下 記 反 応 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 包 含 す る 請 求 項 98記 載 の ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 式 7：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

で 示 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 下 記 反 応 式 ：
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【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 包 含 す る 請 求 項 100記 載 の ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 の 部 分 ま た は 細 胞 溶 解 物 で あ る 請 求 項 92-98、 ま た は 100の い ず れ か に 記 載
の 化 合 物 、 組 成 物 、 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 該 細 胞 ま た は 細 胞 溶 解 物 が ヒ ト の も の で あ る 請 求 項 102記 載 の 化 合 物 ま た は 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 該 HSP90が 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 、 ま た は 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 溶 解 物 中 に あ る 請 求 項 95記 載 の
複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 ビ ー ズ 、 ま た は 他 の 固 体 支 持 体 上 に 存 在 す る
請 求 項 95記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 ビ ー ズ 、 ま た は 他 の 固 体 支 持 体 上 に 存 在 す る
請 求 項 95記 載 の 複 合 体 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 リ ガ ン ド 結 合 お お び 結 合 親 和 性 を 評 価 す る た め の ア ッ セ イ 、 よ り 具
体 的 に は 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 90(「 HSP90」 )結 合 ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 以 下 の 説 明 に は 、 本 発 明 を 理 解 す る の に 有 用 と 思 わ れ る 情 報 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に 記
載 の あ ら ゆ る 情 報 が 、 先 行 技 術 で あ る か 、 本 発 明 に 関 連 が あ る か 、 ま た は 具 体 的 も し く は
暗 に 参 照 し て い る あ ら ゆ る 刊 行 物 が 先 行 技 術 で あ る こ と を 承 認 し な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 17-ア リ ル ア ミ ノ -ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (17-AAG)は 、 合 成 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 類 似 体 (GDM)で
あ る 。 両 分 子 は ア ン サ マ イ シ ン と し て 知 ら れ る 抗 生 物 質 分 子 の 広 い ク ラ ス に 属 す る 。 微 生
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物 の Streptomyces hygroscopicusか ら 最 初 に 単 離 さ れ た GDMは 、 最 初 は あ る 種 の キ ナ ー ゼ
の 強 力 な 阻 害 剤 と し て 同 定 さ れ 、 後 に キ ナ ー ゼ の 分 解 を 促 進 す る こ と に よ り 、 具 体 的 に は
、 「 分 子 シ ャ ペ ロ ン 」 、 例 え ば 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 90(HSP90)を 標 的 と す る こ と に よ り
作 用 す る こ と が 示 さ れ た 。 次 い で 、 種 々 の 他 の ア ン サ マ イ シ ン が 多 か れ 少 な か れ そ の よ う
な 活 性 を 示 し 、 最 も 有 望 な も の に 17-AAGが あ り 、 現 在 National Cancer Institute(NCI)に
よ り 集 中 的 に 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る 。 例 え ば 、 Federal Register, 66(129): 35443-354
44; Erlichmanら 、 Proc. AACR (2001), 42, 要 約 4474参 照 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 HSP90は 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 細 胞 周 期 制 御 、 お よ び 転 写 調 節 に 関 与 す る キ ー タ ン パ ク 質 を
含 む 広 範 囲 の タ ン パ ク 質 の ホ ー ル デ ィ ン グ 、 活 性 化 、 お よ び 構 築 に 関 与 す る 遍 在 性 シ ャ ペ
ロ ン タ ン パ ク 質 で あ る 。 HSP90シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 Raf-1、 EGFR、 v-Srcフ
ァ ミ リ ー キ ナ ー ゼ 、 Cdk4、 お よ び ErbB-2を 含 む ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン レ セ プ タ ー お よ び タ ン
パ ク 質 キ ナ ー ゼ の よ う な 重 要 な シ グ ナ リ ン グ タ ン パ ク 質 と 関 連 す る と 研 究 者 が 報 告 し て い
る (Buchner J.、 1999、 TIBS、 24:136-141; Stepanova、 L.ら 、 1996、 Genes Dev. 10:1491
-502; Dai,K.ら 、 1996、 J. Biol. Chem. 271:22030-4)。 研 究 は さ ら に 、 あ る 種 の コ シ ャ
ペ ロ ン (co-chaperone)、 例 え ば 、 Hsp70、 p60/Hop/Stil、 Hip、 Bagl、 HSP40/Hdj2/Hsj1、
イ ム ノ フ ィ リ ン 、 p23、 お よ び p50が そ の 機 能 に お い て HSP90を 補 助 す る か も 知 れ な い こ と
を 示 唆 し て い る (例 え ば 、 Caplan、 A.、 1999、 Trends in Cell Biol.、 9: 262-68参 照 )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ン サ マ イ シ ン 抗 生 物 質 、 例 え ば ヘ ル ビ マ イ シ ン A(HA)、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (GM)、 お よ
び 17-AAGは 、 HSP90の N末 端 ポ ケ ッ ト と 堅 く 結 合 す る こ と に よ り そ の 抗 癌 効 果 を 発 揮 す る と
考 え ら れ る (Stebbins、 C.ら 、 1997、 Cell、 89: 239-250)。 こ の ポ ケ ッ ト は 高 度 に 保 存 さ
れ て お り 、 DNAギ ラ ー ゼ の ATP結 合 部 位 と 弱 い 相 同 性 を 有 す る (Stebbins、 C.ら 、 上 記 ; Gre
nert、 J. P.ら 、 1997、 J. Biol. Chem.、 272: 23843-50)。 さ ら に 、 ATPお よ び ADPは 共 に
、 こ の ポ ケ ッ ト と 低 親 和 性 に 結 合 し 、 弱 い ATPア ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る (Pr
oromou、 C.ら 、 1997、 Cell、 90: 65-75; Panaretou、 B.ら 、 1998、 EMBO J.、 17: 4829-36
)。 in vitroお よ び in vivo試 験 は 、 こ の N末 端 ポ ケ ッ ト を ア ン サ マ イ シ ン お よ び 他 の HSP90
阻 害 剤 (イ ン ヒ ビ タ ー )が 占 有 す る と HSP90機 能 が 変 化 し 、 タ ン パ ク 質 の ホ ー ル デ ィ ン グ を
阻 害 す る こ と を 示 し た 。 よ り 高 濃 度 で ア ン サ マ イ シ ン お よ び 他 の HSP90阻 害 剤 は 、 タ ン パ
ク 質 基 質 の HSP90へ の 結 合 を 妨 げ る こ と が 示 さ れ た (Scheibel、 T.H.ら 、 1999、 Proc. Natl
. Acad. Sci. U S A 96: 1297-302; Schulte、 T. W.ら 、 1995、 J. Biol. Chem. 270: 245
85-8; Whitesell、 L.ら 、 1994、 Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 91: 8324-8328)。 ア ン サ
マ イ シ ン が 、 シ ャ ペ ロ ン 関 連 タ ン パ ク 質 基 質 の ATP依 存 性 放 出 を 阻 害 す る こ と も 立 証 さ れ
て い る (Schneider、 C.、 L.ら 、 1996、 Proc. Natl. Acad. Sci.U S A、 93: 14536-41; Sep
p-Lorenzinoら 、 1995、 J. Biol. Chem. 270:16580-16587)。 い ず れ に お い て も 、 該 基 質 は
プ ロ テ オ ソ ー ム 中 で ユ ビ キ チ ン 依 存 性 プ ロ セ ス に よ り 分 解 す る (Schneider、 C.、 L.、 上 記
; Sepp-Lorenzino、 L.ら 、 1995、 J. Biol. Chem.、 270: 16580-16587; Whitesell、 L.ら
、 1994、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 91: 8324-8328)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の 基 質 の 不 安 定 化 は 腫 瘍 お よ び 非 形 質 転 換 細 胞 な ど に 生 じ 、 シ グ ナ リ ン グ 調 節 物 質 の
サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば Raf(Schulte、 T. W.ら 、 1997、 Biochem. Biophys. Res. Commun. 239
: 655-9; Schulte、 T. W.ら 、 1995、 J. Biol. Chem. 270:24585-8)、 核 ス テ ロ イ ド レ セ プ
タ ー (Segnitz、 B.、 お よ び U. Gehring. 1997、 J. Biol. Chem. 272: 18694-18701; Smith
、 D. F.ら 、 1995、 Mol. Cell. Biol. 15: 6804-12)、 v-src(Whitesell、 L.ら 、 1994、 Pro
c. Natl. Acad. Sci. U S A 91: 8324-8328)、 お よ び あ る 種 の 貫 膜 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (Sep
p-Lorenzino、 L.ら 、 1995、 J. Biol. Chem. 270:16580-16587)、 例 え ば EGFレ セ プ タ ー (EG
FR)お よ び Her2/Neu(Hartmann、 F.ら 、 1997、 Int. J. Cancer 70: 221-9; Miller、 P.ら 、
1994、 Cancer Res. 54: 2724-2730; Mimnaugh、 E. G.ら 、 1996、 J. Biol. Chem. 271:227
96-801; Schnur、 R.ら 、 1995、 J. Med. Chem. 38: 3806-3812)、 CDK4、 お よ び 突 然 変 異 体
p53.(Erlichmanら 、 Proc. AACR(2001)、 42、 要 約 4474)に 対 し て 特 に 有 効 で あ る こ と が 示
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さ れ て い る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の ア ン サ マ イ シ ン 誘 発 性 損 失 は 、 あ る 種 の 調 節 経 路 の 選 択
的 崩 壊 を も た ら し 、 そ の よ う に 処 理 し た 細 胞 の 細 胞 周 期 の 特 定 の 期 で の 増 殖 停 止 (Muise-H
eimericks、 R. C.ら 、 1998、 J. Biol. Chem. 273: 29864-72)、 お よ び ア ポ プ ト ー シ ス 、
お よ び /ま た は 分 化 (Vasilevskaya、 A.ら 、 1999、 Cancer Res.、 59: 3935-40)を も た ら す
。 す な わ ち 、 ア ン サ マ イ シ ン お よ び HSP90リ ガ ン ド は 、 一 般 に 、 多 く の 種 類 の 癌 お よ び 増
殖 性 疾 患 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 に 大 い に 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 抗 癌 お よ び 抗 腫 瘍 作 用 に 加 え 、 HSP90阻 害 剤 は 、 抗 炎 症 剤 、 抗 感 染 性 疾 患 剤 、 自 己 免 疫
治 療 剤 、 虚 血 治 療 剤 、 お よ び 神 経 再 生 を 促 進 す る の に 有 用 な 薬 剤 と し て の 使 用 を 含 む 広 範
囲 の 他 の 有 用 性 に も 関 与 し て い た (例 え ば 、 Rosenら 、 WO02/09696; PCT/US01/23640; Degr
ancoら 、 WO99/51223; PCT/US99/07242; Gold、 米 国 特 許 6,210,974 B1参 照 )。 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 強 皮 症 、 多 発 性 筋 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 肝
硬 変 、 ケ ロ イ ド 形 成 、 間 質 性 腎 炎 、 お よ び 肺 繊 維 症 を 含 む 繊 維 形 成 誘 導 性 障 害 も 治 療 可 能
で あ る か も し れ な い こ と が 文 献 に 報 告 さ れ て い る (Strehlow、 WO 02/02123;PCT/US01/2057
8)。 さ ら な る HSP90調 節 、 モ ジ ュ レ ー タ ー お よ び そ の 使 用 は 、 PCT/US98/09805、 PCT/US00/
09512、 PCT/US01/09512、 PCT/US01/23640、 PCT/US01/46303、 PCT/US01/46304、 PCT/US02/
06518、 PCT/US02/29715、 PCT/US02/35069、 PCT/US02/35938、 60/293,246、 60/371,668、 6
0/331,893、 60/335,391、 06/128,593、 60/337,919、 60/340,762、 60/355,275、 60/367,05
5、 お よ び 60/359,484に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 近 、 Nicchittaら 、 WO 01/72779 (PCT/US01/09512)は 、 HSP90が 熱 シ ョ ッ ク お よ び /ま
た は フ ル オ ロ フ ォ ア の ビ ス -ANSに よ る 結 合 に よ っ て 種 々 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン (構 造 )を と
り う る こ と を 明 ら か に し た 。 具 体 的 に は 、 Nicchittaら は 、 こ の 誘 導 さ れ た 構 造 が 正 常 細
胞 に 優 勢 な 異 な る 形 の HSP90よ り あ る 種 の HSP90リ ガ ン ド に よ り 高 い 親 和 性 を 示 す こ と を 明
ら か に し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 HSP90リ ガ ン ド の 同 定 お よ び 評 価 に お け る 基 本 工 程 は 、 そ の HSP90に 対 す る 結 合 親 和 性 を
好 都 合 に ア ッ セ イ で き る こ と で あ る 。 種 々 の 非 同 位 体 法 (例 え ば 比 色 分 析 的 、 酵 素 的 、 お
よ び 濃 度 測 定 的 )は 、 健 康 お よ び 廃 棄 上 の 理 由 で 同 位 体 法 よ り 好 ま し い 他 の 状 況 に お い て
十 分 な 感 度 を 提 供 し 、 Chiosisら 、 Chemistry and Biology 8: 289-299 (2001)は 、 最 近 、
HSP90リ ガ ン ド の 能 力 を 評 価 す る た め の 方 法 を 記 載 し た 。 し か し な が ら 、 Chiosisの 方 法 は
、 ゲ ル を 操 作 し 、 ブ ロ ッ ト し 、 次 い で 抗 体 で プ ロ ー ブ す る 必 要 が あ る 観 点 か ら 煩 雑 で 時 間
が か か る 。 Chiosisア ッ セ イ は 、 さ ら に 高 処 理 量 （ ス ル ー プ ッ ト ） ス ク リ ー ニ ン グ を 好 都
合 に 支 持 す る そ の 能 力 に 制 限 が あ る 。 さ ら に 、 Chiosisら は 正 常 、 健 康 細 胞 に 特 徴 的 な 標
準 形 の HSP90を 用 い た よ う で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し た が っ て 、 HSP90と 結 合 す る 化 合 物 の 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 評 価 を 容 易 に す
る に は 、 別 の 、 好 ま し く は 単 純 化 さ れ た ア ッ セ イ が 必 要 で あ る 。 臨 床 試 験 を 裏 づ け る た め
の 異 常 細 胞 、 例 え ば 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 に み ら れ る も の に よ り 酷 似 す る か 、 よ く 似 た HSP90
の 形 も 必 要 で あ る 。
(発 明 の 要 約 )
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 HSP90リ ガ ン ド を 同 定 お よ び /ま た は 評 価 す る の に 好 都 合 な 結 合 ア ッ セ イ お よ
び 試 薬 を 特 徴 と す る 。 次 に 、 そ れ に よ り 同 定 さ れ た リ ガ ン ド を 用 い て 種 々 の HSP90介 在 性
疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 一 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 必 ず で は な い が 好 ま し く は 競 合 結 合 ア ッ セ イ で あ る ア
ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 該 ア ッ セ イ は 、 実 際 に HSP90と の 複 合 体 形 に お い て 第 二 HSP90リ ガ ン
ド に よ り 多 か れ 少 な か れ 置 換 さ れ る か 、 ま た は 該 リ ガ ン ド と 置 換 す る 、 標 識 さ れ た 第 一 HS
P90リ ガ ン ド を 特 徴 と す る 。 第 二 リ ガ ン ド は 標 識 さ れ て い な く て も 、 第 一 リ ガ ン ド と 別 の
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標 識 が な さ れ て い て も よ い 。 少 な く と も 1の リ ガ ン ド は 、 好 ま し く は 予 め HSP90リ ガ ン ド で
あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 HSP90に 対 す る そ の リ ガ ン ド 能 は 好 ま し く は 実 質 的 に 標 識 の 存
在 に 影 響 さ れ な い 。 第 二 リ ガ ン ド も 標 識 さ れ て い る 態 様 に お い て 、 HSP90に 対 す る そ の 結
合 能 も 、 好 ま し く は 実 質 的 に そ れ に 結 合 す る 標 識 の 存 在 に よ る 影 響 を 受 け な い 。 標 識 の 存
在 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 固 体 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 上 の HSP90:リ ガ ン ド 複 合 体 の 保 持 と
検 出 を 可 能 に す る こ と に よ り ア ッ セ イ を 好 都 合 に 簡 素 化 す る こ と が で き よ う 。 当 業 者 が 理
解 す る で あ ろ う よ う に 、 そ の よ う な 系 は 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に 十 分 役 立 ち 、 種 々 の 構
造 を と り う る 。 ラ ベ ル の 存 在 ま た は 非 存 在 の 相 対 量 は リ ガ ン ド 結 合 能 を 決 定 す る 。 こ れ は
、 所 定 の 化 合 物 が 適 切 な リ ガ ン ド で あ る か 否 か を 決 定 す る 診 断 的 、 定 量 的 ア プ ロ ー チ 、 そ
し て /ま た は 1ま た は そ れ 以 上 の 所 定 の リ ガ ン ド に 対 す る 正 確 な お よ び /ま た は 相 対 的 結 合
親 和 性 を 決 定 す る た め に 計 画 し た 定 量 的 ア プ ロ ー チ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 標 識 は 種 々 の 形 を と り う る 。 そ れ ら は リ ガ ン ド に 、 ま た 、 特 定 の 態 様 に 応 じ て HSP90(レ
セ プ タ ー )に も 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る こ と が で き よ う 。 直 接 ア プ ロ ー チ の 例 は 、 例
え ば 蛍 光 (fluor)、 色 素 、 酵 素 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 が リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ ー に 共
有 結 合 し 、 標 識 を も た ら す も の で あ る 。 間 接 ア プ ロ ー チ の 例 は 、 既 知 の コ ン ト ロ ー ル リ ガ
ン ド ま た は レ セ プ タ ー が ビ オ チ ン 化 さ れ た ビ オ チ ン ： ア ビ ジ ン ま た は ビ オ チ ン ： ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 結 合 で あ り 、 別 個 の ア ビ ジ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 成 分 は 、 技 術 的 に 別 の 分 子
上 に あ る が ビ オ チ ン 化 化 合 物 の 近 く に 取 り 込 ま れ 、 標 識 を 提 供 す る 。 標 識 は 、 放 射 性 、 蛍
光 的 、 比 色 分 析 的 、 酵 素 的 、 濃 度 測 定 的 、 お よ び /ま た は あ る リ ガ ン ド も し く は リ ガ ン ド
： レ セ プ タ ー 複 合 体 を 別 の リ ガ ン ド も し く は リ ガ ン ド ： レ セ プ タ ー 複 合 体 と 区 別 す る こ と
が で き る 他 の あ ら ゆ る も の で あ り 得 る 。 そ の よ う な 検 出 法 を 実 施 も し く は 助 け る 種 々 の 装
置 が 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 こ れ に は 例 え ば 分 光 蛍 光 光 度 計 、 分 光 光 度 計 、 質 量 分
析 計 お よ び 光 散 乱 装 置 、 濃 度 計 、 蛍 光 発 色 セ ル ソ ー タ ー (FACS)、 適 切 な カ ラ ー フ ィ ル タ ー
を 有 す る カ メ ラ お よ び デ ジ タ ル も し く は 非 デ ジ タ ル 画 像 装 置 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー 、 照 度 計 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 固 体 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス を 利 用 す る 態 様 に お い て 、 該 成 分 メ ン バ ー の 1つ で あ る リ ガ ン
ド ま た は レ セ プ タ ー は 、 対 応 す る 結 合 メ ン バ ー (ど ち ら の メ ン バ ー が 付 着 す る か に 応 じ て
、 レ セ プ タ ー ま た は リ ガ ン ド )と 複 合 体 を 形 成 す る 時 で も そ れ が 付 着 を 維 持 す る よ う に 固
体 支 持 体 と 付 着 さ せ る 。 付 着 お よ び 的 確 な 固 体 支 持 体 組 成 物 お よ び 構 造 は 当 該 分 野 で よ く
知 ら れ た 技 術 に し た が っ て 変 化 し 得 る 。 あ る 態 様 の 類 似 の 例 に は 、 抗 体 分 子 を 、 固 体 支 持
体 に 固 定 し 、 抗 原 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る (ま た は 反 対 も あ る )酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA)
が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 コ ン ト ロ ー ル (既 知 )リ ガ ン ド お よ び レ セ プ タ ー (HSP90)両 方 が 同 じ 標 識 で 標 識 さ れ る 可
能 性 が あ り 、 複 合 体 は 、 検 出 装 置 も し く は 手 段 を 閾 値 標 識 強 度 で 調 製 し 、 お よ び /ま た は
非 複 合 体 化 、 標 識 お よ び 付 着 ／ 結 合 成 分 に よ り 提 供 さ れ る 基 礎 強 度 を 引 く こ と に よ り 非 複
合 体 と 区 別 さ れ る 。 適 切 な 陽 性 お よ び /ま た は 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は こ れ を 容 易 に し 、 本 発
明 の ア ッ セ イ 法 に 含 め て よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 コ ン ト ロ ー ル (標 準 /既 知 )HSP90リ ガ ン ド は 、 こ の ま し く は HSP90の N末 端 ATP結 合 ポ ケ ッ
ト に 結 合 す る も の で あ り (Stebbins, C.ら 、 1997, Cell, 89:239-250)、 こ れ に は 限 定 さ れ
る も の で は な い が ア ン サ マ イ シ ン や プ リ ン の よ う な 分 子 が 含 ま れ る 。 第 一 の 例 に は 例 え ば
ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン が 含 ま れ 、 第 二 の 例 に は 例 え ば PU3が 含 ま れ る (例 え ば Chiosisら 、 上 記 )
。 当 業 者 は 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン お よ び PU3の 代 わ り に 置 き 換 え る こ と が で き る 多 く の 他 の
ア ン サ マ イ シ ン お よ び プ リ ン が 存 在 す る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ は 個 々 の 成 分 す べ て が 生 細 胞 の 外 部 に 存 在 す る in vitroア ッ セ イ で あ
り 得 る 。 あ る い は ま た 、 該 ア ッ セ イ は 、 レ セ プ タ ー お よ び リ ガ ン ド が 生 細 胞 と 接 触 す る か
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、 ま た は 生 細 胞 中 に 本 質 的 に 存 在 す る in vivoで な さ れ 得 る 。 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い
る よ う に 細 胞 は 、 種 々 の 固 体 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 付 着 さ せ る こ と も で き る 。 し た が っ て
、 溶 解 物 中 に 存 在 す る か ま た は 精 製 さ れ る HSP90分 子 ま た は 複 合 体 を 単 離 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 HSP90と 結 合 す る 所 定 の 化 合 物 の 能 力 を 評 価 す る 方 法 を
特 徴 と す る 。 該 方 法 は 、 固 体 支 持 体 上 で 3つ の メ ン バ ー (HSP90、 既 知 HSP90リ ガ ン ド 、 お よ
び 第 二 の 考 え ら れ る HSP90リ ガ ン ド )を 、 1ま た は そ れ 以 上 の レ セ プ タ ー ： リ ガ ン ド 複 合 体
が 形 成 さ れ 、 そ の 上 に 保 持 さ れ る よ う に 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 。 固 体 支 持 体 上 の 保
持 は 、 例 え ば 該 メ ン バ ー の 1つ 、 例 え ば 少 な く と も 1の 他 の メ ン バ ー に よ り 結 合 さ せ る こ と
が で き な が ら 、 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る よ う に 該 支 持 体 に 付 着 ま た は 結 合 し て い る
HSP90メ ン バ ー に よ り も た ら さ れ る 。 非 結 合 (非 付 着 )お よ び 非 複 合 体 化 成 分 を 支 持 体 か ら
好 都 合 に 洗 浄 除 去 し 、 支 持 体 上 の 複 合 体 の み お よ び 付 着 /結 合 部 分 の み を 残 し 、 次 い で 標
識 の 存 在 を 評 価 す る こ と が で き る 。 存 在 す る 標 識 の 量 は 、 特 定 の HSP90リ ガ ン ド の 善 し 悪
し を 決 定 す る 。 種 々 の 既 知 お よ び 未 知 HSP90リ ガ ン ド 間 の 比 較 お よ び 序 列 的 ラ ン キ ン グ も
い く つ か の 態 様 の た め に 検 討 さ れ る 。 特 許 請 求 の 範 囲 (ク レ ー ム )は 1つ の メ ン バ ー を 列 挙
す る が 、 そ の よ う な メ ン バ ー の 均 質 な ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン が そ の 中 に 存 在 し う る こ と 、 お よ
び 検 出 し た 標 識 は 固 体 支 持 体 上 に 保 持 さ れ る ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン の 標 識 さ れ た 種 の 総 数 を 代
表 す る こ と は 明 ら か で あ る 。 さ ら に 、 ク レ ー ム の 用 語 「 除 去 す る 」 は 必 ず し も 完 全 に 100%
除 去 す る こ と を 意 味 し な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 HSP90メ ン バ ー を 固 体 支 持 体 と 結 合 /付 着 さ せ 、 HSP90コ ン
ト ロ ー ル リ ガ ン ド メ ン バ ー を 標 識 し 、 リ ガ ン ド の 能 力 (所 定 の 化 合 物 )を 試 験 ま た は 評 価 す
べ き 化 合 物 を 他 か ら 区 別 す る こ と が で き る よ う に 別 に 標 識 す る か ま た は 標 識 し な い 。 い く
つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て コ ン ト ロ ー ル HSP90リ ガ ン ド メ ン バ ー は ビ オ チ ン 化 さ れ 、 式 5
：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

［ こ こ で 、 該 標 識 は 実 際 に は さ ら に 該 構 造 に 静 電 気 的 に 結 合 し た 独 立 し た ア ビ ジ ン ま た は
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 部 分 を 含 む 。 ］
で 示 さ れ る 構 造 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 は 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
ト で あ る 。 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 ま た は 非 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 で 当 業 者 が
利 用 で き る 固 体 支 持 体 の 種 々 の 組 成 物 お よ び 構 造 が 存 在 す る 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト を 有
す る あ る 態 様 に お い て 、 プ レ ー ト 上 の 2ま た は そ れ 以 上 の 異 な る ウ ェ ル 間 に 異 な る 濃 度 の 1
ま た は そ れ 以 上 の 結 合 メ ン バ ー が あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

で 示 さ れ る も の に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 当 業 者 は 、 ビ オ チ ン 標 識 は 、 特 定 の リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ ー 上 の 異 な る 位 置 に 生 じ う
る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 上 記 リ ガ ン ド 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン は 炭 素 17位 で ビ オ チ ン 化 を
示 し 、 他 の 誘 導 体 を 分 子 上 の こ の 特 定 の 位 置 で 作 る こ と も で き 、 例 え ば プ リ ン は ゲ ル ダ ナ
マ イ シ ン 上 の こ の 位 置 に 1-ピ レ ン ブ チ ル ア ミ ン (Pierce Biochemical)を 反 応 さ せ る こ と に
よ り ビ オ チ ン の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。 他 の 「 直 接 」 お よ び 「 間 接 」 標 識 を 、 こ の
お よ び 他 の 位 置 に 同 様 に 結 合 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 標 識 は 、 基 礎 リ ガ ン ド 、 こ こ で
は ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 、 か ら 当 該 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 異 な る リ ン カ ー に よ り 分 離 す る こ と
が で き よ う 。 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン /ビ オ チ ン の 態 様 で は 、 こ れ は 以 下 の ご と く 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 先 の 革 新 的 ア ッ セ イ 方 法 に 有 用 な ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ
シ ン 誘 導 体 の 種 々 の 製 造 方 法 を 特 徴 と す る 。 あ る 態 様 は 、 そ の よ う な 試 薬 を 合 成 す る た め
の 下 記 式 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 態 様 は 下 記 合 成 反 応 式 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 は 下 記 合 成 反 応 式 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 に み ら れ る HSP90の 精 製 、 単 離 、 ま た は
擬 似 構 造 、 調 製 物 、 ま た は 複 合 体 を 特 徴 と す る 。 出 願 人 は 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 、 癌 細 胞 、 ま
た は そ の 溶 解 物 中 に み ら れ る HSP90構 造 ま た は 複 合 体 は 、 正 常 細 胞 中 に み ら れ る HSP90構 造
、 熱 シ ョ ッ ク 正 常 細 胞 が 生 成 す る 構 造 、 お よ び 正 常 細 胞 HSP90と Nicchittaが 報 告 し た ビ ス
-ANSと の 結 合 に よ り 生 成 さ れ る 構 造 よ り 既 知 の HSP90モ ジ ュ レ ー タ ー 、 17-ア リ ル ア ミ ノ ゲ
ル ダ ナ マ イ シ ン (17-AAG)に 対 し て 比 較 的 高 親 和 性 を 示 す 。 具 体 的 に は 、 出 願 人 は あ る 種 の
腫 瘍 お よ び 癌 細 胞 構 造 が 熱 シ ョ ッ ク 構 造 よ り 約 5x良 好 に 、 ま た HSP90/ビ ス -ANS構 造 よ り 約
10x良 好 に 、 モ ジ ュ レ ー タ ー に よ り そ の ATP結 合 部 位 に 結 合 す る こ と を み い だ し た 。 こ れ は
、 HSP90、 特 に 異 常 細 胞 中 に 存 在 す る HSP90構 造 の 高 親 和 性 モ ジ ュ レ ー タ ー を よ り 容 易 に 同
定 す る 能 力 に 置 き 換 え ら れ る 。 当 業 者 は 、 正 常 細 胞 に 対 す る 作 用 を 最 小 限 に し た ま ま で 優
先 的 に そ れ ら 細 胞 お よ び 細 胞 種 を 効 果 的 に 標 的 化 す る そ の よ う な 細 胞 種 に 対 す る そ の よ う
な 化 合 物 の 有 効 量 を タ イ ト レ ー ト す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 異 常 細 胞 は メ ラ
ノ ー マ 、 乳 癌 、 ま た は 肺 癌 細 胞 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 高 親 和 性 構 造 は 、 異 常 細 胞 中
に 存 在 す る 状 態 に 対 し て 約 0.01%～ 99.9%に 精 製 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 該 構 造 は 粗 細
胞 溶 解 物 と し て 存 在 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 HSP90は 、 組 換 え HSP90で あ る (す な わ ち 、
組 換 え DNA技 術 を 用 い て 細 胞 株 に 導 入 さ れ て い る )。 癌 、 腫 瘍 、 ま た は 組 換 え 細 胞 か ら 単 離
も し く は 精 製 さ れ た HSP90を 特 徴 と す る あ る 態 様 に お い て 、 該 細 胞 は 熱 シ ョ ッ ク も 受 け て
い る 。 あ る 態 様 に お い て 、 HSP90は 、 全 部 の 複 合 体 が HSP90モ ジ ュ レ ー タ ー と よ り 容 易 に も
し く は 強 く 結 合 す る よ う に 別 の 化 合 物 と 共 有 ま た は 非 共 有 結 合 し て い る 。 そ の よ う な 「 さ
ら な る 」 化 合 物 は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 1ま た は そ れ 以 上 の HSP90ク ラ イ ア ン ト タ ン パ ク 質 ま
た は コ シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 の 形 を と り 、 例 え ば 、 他 の 細 胞 も し く は 細 胞 株 、 ま た は 同 じ
株 か ら 得 る か ま た は 精 製 し た 生 化 学 的 抽 出 物 を 用 い て 供 給 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 そ
の よ う な 複 合 体 お よ び 構 造 は 固 体 支 持 体 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 、 ウ ェ ル も し く は プ
レ ー ト 、 樹 脂 製 ビ ー ズ 、 ま た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 固 体 支 持 体 上 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 イ ン ヒ ビ タ ー も し く は ア ク チ ベ ー タ ー 、 ア ン タ ゴ
ニ ス ト も し く は ア ゴ ニ ス ト の 形 を と り 得 る HSP90モ ジ ュ レ ー タ ー の ア ッ セ イ に 用 い る こ と
が で き る 。 そ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 あ ら ゆ る 形 を 想 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 小 分
子 、 ペ プ チ ド 、 サ イ ク リ ッ ク 、 有 機 、 無 機 な ど で あ り 得 る 。 HSP90結 合 ま た は 調 節 活 性 を

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-520795 A 2005.7.14



ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 化 合 物 の 特 に 好 ま し い タ イ プ に は 、 プ リ ン ま た は プ リ ン
類 似 体 、 ア ン サ マ イ シ ン 、 ラ デ ィ シ コ ー ル 、 ゼ ア ラ ラ ノ ー ル 、 ATP類 似 体 、 イ ン ド ー ル 、
シ ャ ル コ ン 、 お よ び ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル が 含 ま れ 、 こ れ ら 化 合 物 タ イ プ は 当 該 分 野 で よ く
知 ら れ て い る 。 あ る 態 様 に お い て 、 該 ア ッ セ イ は 、 例 え ば HSP90モ ジ ュ レ ー タ ー が 溶 解 物
ま た は 精 製 形 で 生 細 胞 の 外 側 に 提 供 さ れ る in vitroア ッ セ イ で あ る 。 他 の ア ッ セ イ は 、 単
離 さ れ る か 組 織 ま た は 多 細 胞 宿 主 生 物 中 に 存 在 し た ま ま で あ る 、 例 え ば 生 細 胞 を 用 い る in
 vivoア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 HSP90の 高 親 和 性 形 を 調 節 す る 医 薬 的 有 効 量 の 化 合 物 ま
た は そ の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り HSP90介 在 性 疾 患 を 治 療 ま た
は 予 防 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 好 ま し い 物 質 は 、 正 常 細 胞 に み ら れ る 低 親 和 性 形 よ り 高 親
和 性 形 に 対 し て 選 択 的 で あ り 、 あ ら ゆ る 先 の 局 面 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に し た が っ て 同 定 す
る こ と が で き る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 治 療 ま た は 予 防 す べ き も の は 腫 瘍 ま た は 癌
で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 そ れ は ウ イ ル ス ま た は 細 菌 感 染 で あ る 。 さ ら に 他 の 態 様 に お
い て 、 そ れ を 用 い て 虚 血 ま た は 他 の 障 害 を 治 療 ま た は 処 置 す る 。 あ る 癌 細 胞 、 例 え ば あ る
種 の 乳 癌 細 胞 は 、 過 剰 レ ベ ル の Her-2転 写 物 ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て
お り 、 本 発 明 の あ る 方 法 の 態 様 に お い て 標 的 に さ れ る 。 治 療 ま た は 予 防 方 法 に は 、 例 え ば
経 口 、 非 経 口 、 局 所 、 ま た は in situ投 与 形 式 が 含 ま れ 得 る 。 治 療 対 象 は 好 ま し く は 哺 乳
動 物 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。 あ る 態 様 は 、 放
射 性 同 位 元 素 、 抗 体 、 組 換 え 産 物 、 小 分 子 、 抗 腫 瘍 薬 、 ヘ ル セ プ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 タ キ
サ ン お よ び タ キ サ ン 誘 導 体 、 グ リ ベ ッ ク 、 ア ル キ ル 化 剤 、 抗 代 謝 薬 ； エ ピ ド フ ィ ロ ト キ シ
ン ； 抗 腫 瘍 酵 素 ； ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ； プ ロ カ ル バ ジ ン ； ミ ト キ サ ン ト ロ ン ；
プ ラ チ ナ 配 位 錯 体 ； 生 物 反 応 修 飾 物 質 /成 長 阻 害 剤 ； ホ ル モ ン 性 /抗 ホ ル モ ン 性 治 療 剤 お よ
び 造 血 成 長 因 子 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 薬 、 ビ ン カ 薬 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、
細 胞 毒 性 ヌ ク レ オ シ ド 、 テ ポ チ ロ ン 、 ジ ス コ デ ル モ リ ド 、 プ テ リ ジ ン 薬 、 ジ イ ネ ン 、 ポ ド
フ ィ ロ ト キ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー
ト 、 メ ト プ テ リ ン 、 ジ ク ロ ロ メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン
、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド 、 ポ
ド フ ィ ロ ト キ シ ン 、 ポ ド -フ ィ ロ ト キ シ ン 誘 導 体 、 エ ト ポ シ ド 、 エ ト ポ シ ド ホ ス フ ェ ー ト
も し く は テ ニ ポ シ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ラ ウ ロ シ ジ ン 、
ビ ン デ シ ン 、 ラ ウ ロ シ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 シ ク ロ
フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 イ フ ォ サ ミ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ヘ キ サ
メ チ ル メ ラ ミ ン 、 チ オ テ パ 、 シ タ ラ ビ ン 、 イ ダ ト レ キ セ ー ト 、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、 ダ カ
ル バ ジ ン 、 L-ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 CPT-11、 ト ポ テ カ ン 、 ア ラ -C、 ビ カ ル
タ ミ ド 、 フ ル タ ミ ド 、 ロ イ プ ロ リ ド 、 ピ リ ド ベ ン ゾ イ ン ド ー ル 誘 導 体 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま た は そ れ 以 上 の メ ン バ ー の 投 与 を
さ ら に 含 む 併 用 法 ま た は 化 学 療 法 投 与 計 画 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 HSP90の 単 離 、 精 製 、 ま た は 模 擬 調 製 物 、 お よ び (b)
20nM以 下 、 好 ま し く は 約 10nMの IC50で HSP90と 結 合 す る 化 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま
た は そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 含 む 診 断 用 キ ッ ト を 特 徴 と す る 。 該 キ ッ ト は 、 全 細 胞 、 細 胞 溶
解 物 、 ま た は 精 製 抽 出 物 の 形 を と り う る HSP90の 単 離 、 精 製 、 ま た は 模 擬 調 製 物 を 含 む こ
と が で き る 。 さ ら に 、 既 知 の HSP90ア ク チ ベ ー タ ー 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お
よ び /ま た は ア ゴ ニ ス ト を 提 供 す る こ と が で き る 。 低 親 和 性 形 の HSP90を 、 例 え ば 陰 性 コ ン
ト ロ ー ル と し て 用 い る た め に 提 供 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 該 キ ッ ト は 、 樹 脂 、 ビ ー ズ
、 溶 解 用 緩 衝 液 、 標 識 HSP90リ ガ ン ド 、 お よ び プ ロ ト コ ー ル か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま た
は そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 特 徴 と し 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 HSP90リ ガ ン ド は 、 例 え ば 本
明 細 書 に 記 載 の ビ オ チ ン -ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 複 合 体 で 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 当 業 者 は 、 適 切 で あ れ ば 、 上 記 の 本 発 明 の 種 々 の 態 様 お よ び 局 面 を 組 み 合 わ せ る こ と が
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で き る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 お よ び 試 薬 は 、 例 え ば Chiosisら (上 記 )に 記 載 の 、 既 存 の HSP90結 合
ア ッ セ イ よ り 時 間 、 労 力 、 お よ び /ま た は 物 質 を 節 約 し 、 さ ら に 種 々 の 病 状 、 よ り 詳 細 に
は 罹 患 細 胞 と 関 連 す る 高 親 和 性 形 の HSP90と 結 合 す る リ ガ ン ド の 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ
お よ び 同 定 を 促 進 す る 。 こ れ は 将 来 の 臨 床 試 験 に お け る 優 れ た 有 用 性 を 予 言 す る 。 本 発 明
の 他 の 利 点 、 局 面 、 お よ び 態 様 は 、 以 下 の 図 、 詳 細 な 説 明 、 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明
ら か に な る で あ ろ う 。
(図 面 の 簡 単 な 説 明 )
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 1は 、 HSP90に 対 す る ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン の 競 合 結 合
を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 2は 、 HSP90に 対 す る 17-ア リ ル ア ミ ノ ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (17-AAG)お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ
ル ダ ナ マ イ シ ン の 競 合 結 合 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 3は 、 HSP90に 対 す る 遊 離 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 、 17-AAG、 お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ
シ ン の 競 合 結 合 を 示 す 。
　 図 4は 、 17-AAG(CF7)は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 測 定 す る と 、 正 常 細 胞 (繊 維 芽
細 胞 、 RPTEC)ま た は 精 製 HSP90単 独 よ り 腫 瘍 細 胞 (BT474)由 来 の HSP90で よ り 高 い 明 白 な 結
合 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 5は 、 17-AAG(CF7)は 、 正 常 細 胞 、 熱 シ ョ ッ ク HSP90、 ま た は ビ ス -ANS処 理 HSP90よ り 特
異 的 高 Her2発 現 細 胞 、 SKOV-3、 SKBR-3、 お よ び N87由 来 の HSP90で よ り 高 い 明 白 な 結 合 親 和
性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 6は 、 本 発 明 の あ る 種 の ア ッ セ イ 態 様 で 用 い た 種 々 の 被 検 化 合 物 の 結 果 を 示 す 。 用 い
た 細 胞 株 は MCF7で あ っ た 。 示 し た モ ジ ュ レ ー タ ー の 合 成 お よ び 使 用 は 、 米 国 特 許 出 願 60/3
67,055お よ び /ま た は PCT/US02/29715に 記 載 さ れ て い る 。
(発 明 の 詳 細 な 説 明 )
定 義
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 」 は 、 例 え ば 、 塩 を 形 成 す る こ と が で き る 官 能 性 、 例 え ば 酸 ま
た は 塩 基 官 能 性 を 有 す る 本 発 明 の 適 切 な 局 面 の あ ら ゆ る 化 合 物 で 製 造 す る こ と が で き よ う
。 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 有 機 酸 お よ び 塩 基 ま た は 無 機 酸 お よ び 塩 基 か ら 誘 導 す る こ と が
で き よ う 。 1ま た は そ れ 以 上 の 塩 基 性 官 能 基 、 例 え ば ア ミ ノ ま た は ア ル キ ル ア ミ ノ を 含 む
本 発 明 化 合 物 は 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 有 機 酸 お よ び 無 機 酸 と 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 形 成
す る こ と が で き る 。 こ れ ら 塩 は 、 本 発 明 化 合 物 の 最 終 的 単 離 お よ び 精 製 時 に 反 応 系 内 で 、
ま た は 遊 離 塩 基 の 形 の 精 製 さ れ た 本 発 明 化 合 物 と 適 切 な 有 機 酸 ま た は 無 機 酸 と 別 個 に 反 応
さ せ 、 次 い で 形 成 さ れ た 塩 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 適 切 な 酸 の 例 に
は 、 塩 化 水 素 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 過 塩 素 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 リ ン 酸 、
グ リ コ ー ル 酸 、 グ ル コ ン 酸 、 乳 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 コ ハ ク 酸 、 ト ル エ ン -p-ス ル ホ ン 酸 、 酒
石 酸 、 酢 酸 、 ク エ ン 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ギ 酸 、 安 息 香 酸 、 マ ロ ン 酸 、 ナ フ タ レ ン -2-
ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 1,2 エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (エ ジ シ レ ー ト )、 ガ ラ ク ト シ ル
-d-グ ル コ ン 酸 な ど が 含 ま れ る 。 シ ュ ウ 酸 の よ う な 他 の 酸 は そ れ 自 身 医 薬 的 に 許 容 さ れ る
も の で は な い が 、 本 発 明 化 合 物 お よ び そ の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 を 得 る 際 の 中 間 体
と し て 有 用 な 塩 の 製 造 に お い て 用 い る こ と が で き よ う 。 例 え ば 、 Bergeら 、 「 Pharmaceuti
cal Salts」 、 J. Pharm. Sci. 66: 1-19(1977)参 照 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 1ま た は そ れ 以 上 の 酸 性 官 能 基 を 含 む 本 発 明 化 合 物 は 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 基 と 医 薬
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的 に 許 容 さ れ る 塩 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 場 合 に 用 語 「 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩
」 は 、 本 発 明 化 合 物 の 比 較 的 無 毒 性 の 無 機 お よ び 有 機 塩 基 付 加 塩 を 表 す 。 同 様 に 、 こ れ ら
塩 は 、 該 化 合 物 の 最 終 的 単 離 お よ び 精 製 時 に 反 応 系 内 で 、 ま た は 遊 離 酸 の 形 の 精 製 化 合 物
を 適 切 な 塩 基 、 例 え ば 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 金 属 カ チ オ ン の 水 酸 化 物 、 カ ー ボ ネ ー ト 、 ま た
は ビ カ ー ボ ネ ー ト と 、 ま た は ア ン モ ニ ア も し く は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 有 機 第 1、 第 2、 ま た
は 第 3ア ミ ン と 別 個 に 反 応 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 代 表 的 ア ル カ リ ま た
は ア ル カ リ 土 類 塩 に は 、 リ チ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、
お よ び ア ル ミ ニ ウ ム 塩 な ど が 含 ま れ る 。 用 い る こ と が で き る 該 塩 基 の い く つ か の 代 表 例 に
は 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 コ リ ン 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム な ど が 含 ま れ る
。 塩 基 付 加 塩 を 形 成 す る の に 有 用 な 代 表 的 有 機 ア ミ ン に は 、 エ チ ル ア ミ ン 、 ジ エ チ ル ア ミ
ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン な ど が 含 ま
れ る 。 例 え ば 、 Bergeら 、 上 記 参 照 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 医 薬 組 成 物 」 は 、 1ま た は そ れ 以 上 の 本 明 細 書 に 記 載 の 化 合 物 、 ま た は そ の 医 薬 的 に
許 容 さ れ る 塩 と 他 の 化 学 成 分 、 例 え ば 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 賦 形 剤 の 混
合 物 を 表 す 。 医 薬 組 成 物 の 目 的 は 化 合 物 の 生 物 へ の 投 与 を 容 易 に す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い て い る 用 語 「 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 は 、 あ る 器 官 ま た は 身 体 の 部 分
か ら 別 の 器 官 ま た は 身 体 の 部 分 へ 対 象 薬 剤 を 運 ぶ か ま た は 輸 送 す る の に 関 与 す る 、 医 薬 的
に 許 容 さ れ る 物 質 、 組 成 物 ま た は ビ ー ク ル 、 例 え ば 液 体 ま た は 固 体 充 填 剤 、 希 釈 剤 、 賦 形
剤 、 溶 媒 、 ま た は 封 入 物 質 を 意 味 す る 。 各 担 体 は 、 製 剤 の 他 の 成 分 と 適 合 性 で あ る と い う
意 味 で 「 許 容 さ れ る 」 も の で な け れ ば な ら ず 、 患 者 に 有 害 で あ っ て は な ら な い 。 医 薬 的 に
許 容 さ れ る 担 体 と し て 用 い る こ と が で き る 物 質 の い く つ か の 例 に は 、 (1)糖 、 例 え ば 、 乳
糖 、 グ ル コ ー ス 、 お よ び シ ョ 糖 ； (2)デ ン プ ン 、 例 え ば コ ー ン ス タ ー チ お よ び ジ ャ ガ イ モ
デ ン プ ン ； (3)セ ル ロ ー ス お よ び そ の 誘 導 体 、 例 え ば ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 お よ び セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト ； (4)粉 末 ト ラ ガ カ ン ト ； (5)麦 芽
； (6)ゼ ラ チ ン ； (7)タ ル ク ； (8)賦 形 剤 、 例 え ば コ コ ア バ タ ー お よ び 坐 剤 用 ワ ッ ク ス ； (9)
油 ； 例 え ば ピ ー ナ ッ ツ 油 、 綿 実 油 、 ベ ニ バ ナ 油 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ 油 、 コ ー ン 油 、 お よ び
大 豆 油 ； (10)グ リ コ ー ル 、 例 え ば プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ； (11)ポ リ オ ー ル 、 例 え ば グ リ セ
リ ン 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ； (12)エ ス テ ル 、 例
え ば オ レ イ ン 酸 エ チ ル お よ び ラ ウ リ ン 酸 エ チ ル ； (13)寒 天 ； (14)緩 衝 剤 、 例 え ば 水 酸 化 マ
グ ネ シ ウ ム お よ び 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ； (15)ア ル ギ ン 酸 ； (16)発 熱 物 質 不 含 水 ； (17)等 張
生 理 食 塩 水 ； (18)リ ン ゲ ル 溶 液 ； (19)エ チ ル ア ル コ ー ル ； (20)リ ン 酸 緩 衝 溶 液 ； お よ び (2
1)医 薬 製 剤 に 用 い ら れ る 他 の 無 毒 性 適 合 物 質 が 含 ま れ る 。 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 生
物 に 重 大 な 刺 激 を も た ら す べ き で な く 、 投 与 し た 化 合 物 の 生 物 活 性 お よ び 特 性 を 排 除 し な
い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 賦 形 剤 」 は 、 化 合 物 の 投 与 を さ ら に 促 進 す る 医 薬 組 成 物 に 加 え る 不 活 性 物 質 を 表 す 。
賦 形 剤 の 例 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 種 々
の 糖 お よ び デ ン プ ン 類 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ゼ ラ チ ン 、 植 物 油 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 医 薬 的 有 効 量 」 は 、 治 療 お よ び /ま た は 予 防 効 果 を も た ら す こ と が で き る 量 を 意 味 す
る 。 治 療 お よ び /ま た は 予 防 効 果 を 得 る た め の 本 発 明 に 従 っ て 投 与 す る 化 合 物 の 特 定 用 量
は 、 も ち ろ ん 例 え ば 投 与 す る 特 定 の 化 合 物 、 投 与 経 路 、 治 療 す る 病 状 、 お よ び 治 療 す る 個
体 を 含 む 症 例 を 取 り 囲 む 特 定 の 環 境 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 典 型 的 な 1日 用 量 (単 回 ま
た は 分 割 し た 用 量 で 投 与 さ れ る )は 、 本 発 明 の 活 性 化 合 物 を 約 0.01mg/kg～ 約 50-100mg/kg
体 重 の 用 量 レ ベ ル で 含 む で あ ろ う 。 好 ま し い 1日 用 量 は 、 一 般 に 約 0.05mg/kg～ 約 20mg/kg
、 理 想 的 に は 約 0.1mg/kg～ 約 10mg/kgで あ ろ う 。 ク リ ア ラ ン ス 速 度 お よ び 半 減 期 お よ び 最
高 耐 量 (MTD)の よ う な 因 子 を さ ら に 決 定 し な け れ ば な ら な い が 、 当 業 者 は 標 準 的 方 法 を 用
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い て こ れ ら を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 あ る 方 法 の 態 様 に お い て 、 好 ま し い 治 療 効 果 は 、 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 乳 癌 に 特 徴 的 な 細
胞 の 増 殖 を あ る 程 度 ま で 阻 害 す る 。 治 療 効 果 は 、 通 常 、 細 胞 増 殖 ま た は 細 胞 塊 の サ イ ズ 以
外 の 、 1ま た は そ れ 以 上 の 症 状 も あ る 程 度 軽 減 す る で あ ろ う (軽 減 し な く て も よ い )。 治 療
効 果 に は 、 例 え ば 、 1ま た は そ れ 以 上 の 1)細 胞 数 の 減 少 ； 2)細 胞 サ イ ズ の 減 少 ； 3)例 え ば
癌 転 移 の 場 合 に 、 周 辺 臓 器 へ の 細 胞 浸 潤 の 阻 害 (す な わ ち 、 あ る 程 度 遅 く す る 、 好 ま し く
は 止 め る )； 4)細 胞 増 殖 の あ る 程 度 の 阻 害 ； お よ び /ま た は 5)該 疾 患 に 関 連 し た 1ま た は そ
れ 以 上 の 症 状 の あ る 程 度 の 軽 減 を 含 む こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の あ る 方 法 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 化 合 物 の 「 IC 5 0 」 値 は 増 殖 性 疾 患 を 示 す 細 胞
、 例 え ば 乳 癌 細 胞 よ り 正 常 細 胞 で 大 き く な り う る 。 該 値 は 用 い る ア ッ セ イ に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 標 準 」 に よ り 陽 性 ま た は 陰 性 コ ン ト ロ ー ル を 意 味 す る 。 HER-2発 現 レ ベ ル と の 関 連 に
お い て 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 例 え ば 正 常 細 胞 と 関 連 す る HER-2タ ン パ ク 質 の 量 を 有 す る 試
料 で あ る 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は HEP-2タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 試 料 も 含 ん で よ い 。 反 対 に 、
陽 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 好 ま し く は 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 乳 癌 に み ら れ る 過 剰 発 現 と 関 連 す る
量 の HEP-2タ ン パ ク 質 を 含 む 。 コ ン ト ロ ー ル は 細 胞 ま た は 組 織 試 料 由 来 で あ る か 、 ま た は
そ の 他 に 固 定 化 も し く は そ の 他 の 精 製 リ ガ ン ド (ま た は リ ガ ン ド な し )を 含 ん で い て よ い 。
あ る 態 様 に お い て 、 1ま た は そ れ 以 上 の コ ン ト ロ ー ル は 診 断 用 「 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 」 の
形 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 選 択 的 に 標 的 化 す る (targeting)」 に よ り 、 例 え ば 比 較 的 低 ま た は 正 常 Her-2レ ベ ル と
は 反 対 に 高 い レ ベ ル の 細 胞 の 場 合 に 、 あ る タ イ プ の 細 胞 に 対 し て 別 の も の に 対 す る よ り 影
響 が か な り 大 き い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 あ る 局 面 に お い て 、 そ の よ う な ア ッ セ イ で 有 用 な HSP90リ ガ ン ド お よ び 試 薬
を 同 定 お よ び /ま た は 評 価 す る た め の ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 あ る 局 面 に お い て 、 HSP90を
既 知 HSP90リ ガ ン ド 、 例 え ば ア ン サ マ イ シ ン 、 例 え ば ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン ま た は 17-AAGと 接
触 さ せ る 。 該 リ ガ ン ド は そ の HSP90と の 結 合 を 検 出 で き る よ う に 「 標 識 」 さ れ る 。 ア ッ セ
イ 中 、 標 識 リ ガ ン ド の HSP90と 結 合 し 、 ま た は 結 合 し た ま ま で い る 能 力 は 、 HSP90結 合 能 を
有 す る と 推 測 さ れ る か 、 ま た は そ の 能 力 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 所 定 の 化 合 物 が 同 時 に 存 在
す る こ と に よ り 競 合 す る 可 能 性 が あ る 。 所 定 の 化 合 物 の 結 合 能 お よ び 親 和 性 は 、 競 合 リ ガ
ン ド に よ り 示 さ れ る シ グ ナ ル の 量 に 基 づ く 。 標 識 は 、 好 ま し く は 固 体 支 持 体 、 例 え ば マ ル
チ ウ ェ ル 皿 ま た は プ レ ー ト 上 で 検 出 さ れ 、 そ の 検 出 は 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た 種 々 の 市 販
の 検 出 装 置 を 用 い て 助 け る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 識 が 励 起 お よ び 測 定 可 能 な 蛍 光 分 子 ま た は フ ル オ ル (f
luor)、 例 え ば フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ス リ ン 分 子 を 、 コ ン ト ロ ー ル HSP90リ ガ ン ド の 役 割 を 果 た す ビ
オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 化 合 物 と 結 合 さ せ る (ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン は HSP90と 結 合 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 )。 こ れ ら 分 子 の 別 の も の と の 結 合 (複 合 体 形 成 )能 は 、 HSP90結 合 能 を 試
験 す る 所 定 の 化 合 物 (お お よ そ の 程 度 に )を 置 換 す る か 、 ま た は 該 化 合 物 で 置 換 さ れ 得 る 所
定 の 非 標 識 ま た は 別 に 標 識 し た 化 合 物 を 用 い て 精 査 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 結 合 能 お よ
び 親 和 性 は 残 存 す る リ ガ ン ド 標 識 の 作 用 と し て 測 定 す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ を い か に
構 成 す る か に 応 じ て 所 定 の 結 合 親 和 性 の 化 合 物 に 対 す る 標 識 の 正 ま た は 逆 相 関 が あ る か も
し れ な い 。 複 合 体 が 固 体 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 張 り 付 く か
ま た は 生 じ る 態 様 に お い て 、 標 識 複 合 体 の 量 は 、 所 定 の 化 合 物 に よ る HSP90の 結 合 能 を 示
す た め に 検 出 お よ び /ま た は HSP90に 対 す る 親 和 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 そ の 有 用 性 が 前 記 局 面 に 照 ら し て 明 ら か で あ る 標 識 、 例 え ば ビ オ
チ ン 化 HSP90リ ガ ン ド を 特 徴 と す る 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は HSP90： 標 識 リ ガ
ン ド 複 合 体 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 特 定 の 実 施 例 の い く つ か お よ び 使 用 可 能 な 種 々 の ア ッ セ イ 成 分 お よ び 方 法 論 の 詳 細 を 以
下 に 示 す 。 当 業 者 は 、 過 度 な 実 験 を す る こ と な く 種 々 の 可 能 性 を 用 い る こ と が で き る 。
　 ア ン サ マ イ シ ン
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 記 載 し た 種 々 の ア ン サ マ イ シ ン は HSP90の 官 能 基 と 結 合 し 、 そ れ を 阻 害 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 用 語 「 ア ン サ マ イ シ ン 」 は 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て お り
、 芳 香 族 環 の 反 対 端 を 架 橋 す る 種 々 の 長 さ お よ び 構 造 の 脂 肪 族 環 お よ び そ の 還 元 等 価 物 を
特 徴 と す る 広 い ク ラ ス の 構 造 を 表 す 。 こ の 広 い ク ラ ス 内 に は ベ ン ゾ キ ノ ン ア ン サ マ イ シ ン
が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 ベ ン ゾ キ ノ ン ア ン サ マ イ シ ン 」 は 、 芳 香 族 環 構 造 と
し て ベ ン ゾ キ ノ ン を 有 し 、 こ れ に は 該 分 子 の ベ ン ゾ キ ノ ン 部 分 上 に ア ル コ キ シ 部 分 、 好 ま
し く は 、 好 ま し く は 求 核 原 子 で 置 換 す る こ と が で き る 17位 に メ ト キ シ を 有 す る 当 該 分 野 で
知 ら れ た あ ら ゆ る ベ ン ゾ キ ノ ン ア ン サ マ イ シ ン が 含 ま れ る 。 反 応 の 結 果 は 「 ベ ン ゾ キ ノ ン
ア ン サ マ イ シ ン 誘 導 体 」 の 形 成 で あ る 。 本 発 明 の ア ン サ マ イ シ ン お よ び ベ ン ゾ キ ノ ン ア ン
サ マ イ シ ン は 合 成 、 天 然 、 ま た は 2つ の 組 み 合 わ せ 、 す な わ ち 半 合 成 で あ っ て よ い 。 本 発
明 の 方 法 に 有 用 な 典 型 的 ベ ン ゾ キ ノ ン ア ン サ マ イ シ ン お よ び そ の 製 造 方 法 に は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 米 国 特 許 3,595,955 (ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン の 製 造 方 法 を 記 載 )、 4,261,98
9、 5,387,584、 お よ び 5,932,566に 記 載 の も の が 含 ま れ る 。 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン は 、 例 え ば C
N Biosciences (Merck KGaA, Darmstadt, Germanyの 関 連 会 社 で 、 San Diego, California
, USAに 本 社 が あ る )か ら も 市 販 さ れ て い る (cat. no. 345805)。 Streptomyces hygroscopi
cus (ATCC 55256)の 培 養 液 由 来 の 4,5-ジ ヒ ド ロ ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン お よ び そ の ヒ ド ロ キ ノ ン
の 生 化 学 的 精 製 は 、 国 際 出 願 PCT/US92/10189(Pfizer Inc.に 譲 渡 、 WO93/14215： 1993年 7
月 22日 公 開 、 発 明 者 ： Cullenら )に 記 載 さ れ て お り 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン の 触 媒 的 水 素 添 加
に よ る 4,5-ジ ヒ ド ロ ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン の 別 の 合 成 方 法 も 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Progress
 in the Chemistry of Organic Natural Products, Chemistry of the Ansamycin Antibi
otics, 33 1976, p.278参 照 。 出 願 人 は 、 最 近 、 同 時 係 属 出 願 60/367,055お よ び PCT/US02/
29715に お い て 多 く の 他 の ア ン サ マ イ シ ン タ イ プ の 化 合 物 の 製 造 に つ い て 記 載 し た 。
　 HSP90
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 HSP90タ ン パ ク 質 は 天 然 に 高 度 に 保 存 さ れ た 遍 在 性 の 細 胞 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 明 細 書
で 用 い て い る 用 語 「 HSP90」 ま た は 「 HSP90メ ン バ ー 」 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 以 下
の も の を 含 む 。 NCBI受 託 番 号 P07900お よ び XM004515 (そ れ ぞ れ 、 ヒ ト α お よ び β HSP90)、
P11499(マ ウ ス )、 AAB2369(ラ ッ ト )、 P46633(チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー )、 JC1468 (ニ ワ ト
リ )、 AAF69019 (ニ ク バ エ )、 AAC21566 (ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ )、 AAD30275 (サ ー モ ン )、 O020
75 (ブ タ )、 NP015084 (酵 母 )、 お よ び CAC29071(カ エ ル )。 さ ら に 、 定 義 に は 天 然 に 存 在 す
る か 、 ま た は 人 工 の そ の よ う な タ ン パ ク 質 の あ ら ゆ る 変 化 が 含 ま れ る 。 す べ て が 本 発 明 の
方 法 、 ア ッ セ イ お よ び リ ガ ン ド と 関 連 し て 、 す な わ ち 種 々 の HSP90リ ガ ン ド の 結 合 親 和 性
の 同 定 お よ び /ま た は 定 量 、 お よ び 臨 床 試 験 用 の 新 規 薬 剤 候 補 を 同 定 お よ び /ま た は そ れ に
優 先 順 位 を 付 け る の に 多 少 の 有 用 性 を 持 つ も の と 予 想 さ れ る 。 本 発 明 の あ る 局 面 は 、 癌 お
よ び 腫 瘍 細 胞 が 正 常 細 胞 よ り よ り 感 受 性 形 の HSP90を 有 す る と い う 出 願 人 の 発 見 を 利 用 す
る 。 リ ガ ン ド は 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 に み ら れ る HSP90と 、 該 タ ン パ ク 質 自 身 は 同 じ ア ミ ノ 酸
コ ン ス テ ィ ツ エ ン シ ー (constituency)を 有 す る に も 関 わ ら ず は る か に 強 く 結 合 す る 。 本 発
明 を 限 定 す る こ と な く 、 こ れ は 、 該 細 胞 中 に 存 在 す る 該 タ ン パ ク 質 の 異 な る 三 次 ま た は 四
次 構 造 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ 、 お そ ら く HSP90と 結 合 し 、 そ の よ う に ふ る ま わ せ る コ シ
ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 ま た は ク ラ イ ア ン ト タ ン パ ク 質 に よ り 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 標 識 お よ び 固 体 支 持 体 、 お よ び 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る 以 下 の 考 察 の 項 は 、 大
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部 分 を 米 国 特 許 6,203,989、 6,153,442、 6,096,508、 5,846,537、 お よ び 5,585,241か ら 借
用 し て い る 。 そ こ お よ び 以 下 に 記 載 の 方 法 は 、 本 発 明 の 新 規 で 自 明 で な い 特 徴 の 促 進 に 同
化 し 、 適 合 し 、 そ し て /ま た は そ れ を 満 た す 。
　 標 識 お よ び 標 識 付 け
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ビ オ チ ン ： (ス ト レ プ ト )ア ビ ジ ン 標 識 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ビ オ チ ン に 対 し て
天 然 の 高 親 和 性 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 利 用 す る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 、 卵 白 に み ら れ る
67キ ロ ダ ル ト ン (kD)の 糖 タ ン パ ク 質 で 、 ビ オ チ ン に 対 し て 極 め て 高 結 合 親 和 性  (K. sub. 
d=10. sup. -15M) を 有 す る ア ビ ジ ン に 関 連 し て い る 。  ア ビ ジ ン は そ れ ぞ れ が 1個 の ビ オ
チ ン 分 子 と 結 合 す る こ と が で き る 4個 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は Str
eptomyces avidiniiが 産 生 し 、 ア ビ ジ ン と 重 要 な 構 造 お よ び ア ミ ノ 酸 組 成 、 な ら び に ビ オ
チ ン に 対 す る 高 親 和 性 と 安 定 性 を 共 有 す る 。 ま た 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は グ リ コ シ ル 化 さ
れ て お ら ず 、 ア ビ ジ ン よ り 非 特 異 結 合 が 少 な い と 報 告 さ れ て お り 、 ほ と ん ど の ビ オ チ ン ベ
ー ス の 適 用 に 2つ の 優 れ た 選 択 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 B-複 合 体 ビ タ ミ ン の メ ン バ ー で あ る ビ オ チ ン は 、 天 然 に み ら れ 、 ア ミ ノ 酸 お よ び 脂 肪 酸
の 分 解 、 糖 新 生 、 お よ び 脂 肪 酸 合 成 に 必 須 で あ る 。 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン お よ び ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン の ビ オ チ ン 結 合 部 位 の 結 合 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 内 部 に ビ オ チ ン を 覆 い 隠 す 表
面 ポ リ ペ プ チ ド ル ー プ の オ ー ダ リ ン グ と 共 に 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン 間 の 非 共 有 水 素 結 合 お
よ び フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 の 結 果 で あ る 。 ビ オ チ ン は 予 め 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に カ
ッ プ リ ン グ し て お り 、 標 的 認 識 と の 干 渉 を 最 小 化 す る や り 方 で 生 体 分 子 を 広 範 囲 に プ ロ ー
ブ し 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン に 関 す る 本 明 細 書 に 記 載 の 結 果 は さ ら に こ れ を い か に 行 っ て よ い
か の 例 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン を 蛍 光 タ グ で 標 識 す る た め の 試 薬 は 市 販 さ れ て い る
。 例 え ば 、 試 薬 、 5(6)-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル  (
FLUOS)、 7-ア ミ ノ -4-エ チ ル -ク マ リ ン -3-酢 酸 -N'-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル  (AMC
A、 活 性 化 )、 お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC)は Boehringer Mannheim, 
Indianapolis, Indか ら 入 手 で き る 。 タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識 で 蛍 光 標 識 す る 方 法 、 お よ び
蛍 光 標 識 の 検 出 方 法 は 、 Howard, G. , Labeling Proteins with Fluorochromes, 「 Metho
ds in Nonradioactive Detection」 中 , G. Howard, Ed. , Appleton and Lange, Norwalk
, Conn. 1993, pp.39-68に 記 載 さ れ て い る (こ の 内 容 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 。 )。 さ
ら に 、 種 々 の 市 販 の 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ア ビ ジ ン 分 子 が あ る 。 例 に は 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン -金 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ル オ ロ ク ロ ー ム 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -AMCA、  
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン - フ ル オ レ セ イ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ス リ ン  (STPE)、
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ス ル ホ ル ホ ダ ミ ン (sulforhodamine)101、 ア ビ ジ ン -FITC、 お よ び ア
ビ ジ ン -テ キ サ ス レ ッ ド RTMが 含 ま れ 、 こ れ ら は Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind
. か ら 市 販 さ れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 試 薬 に お け る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ
リ ス リ ン の 使 用 の 実 施 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 標 識 系 。 出 願 人 は 、 他 の 標 識 ま た は 標 識 複 合 体 を 用 い て 結 合 お よ び /ま た は 非 結 合
標 識 の 量 に 関 連 す る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る こ と が で き る こ と を 予 期 す る 。 標 識
は 、 シ グ ナ ル を 生 じ る か ま た は シ グ ナ ル を 生 じ る よ う に 誘 導 さ れ 得 る あ ら ゆ る 分 子 で あ り
得 、 例 え ば 、 蛍 光 剤 、 放 射 性 標 識 、 酵 素 、 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 剤 (chemiluminescer)、 ま
た は 光 線 感 作 物 質 で あ っ て よ い 。 す な わ ち 、 標 識 態 様 に 応 じ て シ グ ナ ル は 、 場 合 に 応 じ て
酵 素 活 性 、 ル ミ ネ ッ セ ン ス 、 光 吸 収 、 ま た は 放 射 能 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 お よ び /ま
た は 測 定 す る こ と が で き る 。 前 記 の ご と く 、 非 放 射 性 適 用 が 好 ま し い が 、 特 許 請 求 の 範 囲
に 具 体 的 に 記 載 し て い な い 放 射 性 適 用 は 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 除 外 す べ き で は な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 使 用 で き る 特 定 の 標 識 は 、 典 型 的 に は 例 え ば 、 酵 素 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、
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グ ル コ ー ス -6-ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (「 G6PDH」 )お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー
オ キ シ ダ ー ゼ ； 色 素 ； 蛍 光 剤 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン
、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 o-フ タ ル デ ヒ ド 、 お よ び フ
ル オ レ ス カ ミ ン ； 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 剤 、 例 え ば イ ソ ル ミ ノ ー ル ； 増 感 剤 ； 補 酵 素 ； 酵 素
基 質 ； 放 射 性 標 識 、 例 え ば  sup. 125I、 sup. 131I、 sup. 14C、 sup. 3 H、 sup. 57Co、 お
よ び sup. 75Se； 粒 子 、 例 え ば ラ テ ッ ク ス ま た は 炭 素 粒 子 ； 金 属 ゾ ル ； ク リ ス タ ラ イ ト ；
リ ポ ソ ー ム ； 細 胞 な ど が 含 ま れ 、 こ れ は さ ら に 色 素 、 触 媒 ま た は 他 の 検 出 可 能 な 基 で 標 識
し て よ い 。 他 の 適 切 な 酵 素 お よ び 補 助 酵 素 は 、 Litmanら 、 米 国 特 許 4,275,149、 19-28欄 、
お よ び Boguslaskiら 、 米 国 特 許 4,318,980、 10-14欄 に 開 示 さ れ て お り 、 適 切 な 蛍 光 剤 お よ
び 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 剤 は Litmanら 、 米 国 特 許 4,275,149、 30お よ び 31欄 に 開 示 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 内 容 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 用 い る 標 識 は 直 接 シ グ ナ ル を 生 じ る こ と が で き よ う 。 あ る い は ま た 、 該 標 識 は 信 号 を 間
接 的 に 生 じ 、 さ ら な る 試 薬 お よ び /ま た は 物 理 的 刺 激 、 例 え ば 電 磁 エ ネ ル ギ ー に よ る 衝 撃
ま た は 化 学 基 質 ま た は 補 助 因 子 の 添 加 を 必 要 と す る こ と が あ る 。 蛍 光 剤 の 場 合 は 、 例 え ば
こ れ ら は 紫 外 線 お よ び 可 視 光 線 を 吸 収 す る こ と が で き 、 光 吸 収 は こ れ ら 分 子 に エ ネ ル ギ ー
を 伝 達 し 、 そ れ ら を 励 起 エ ネ ル ギ ー 状 態 に 高 め 、 次 い で 吸 収 さ れ た エ ネ ル ギ ー は 第 二 波 長
で 光 を 放 射 す る 。 反 対 に 、 シ グ ナ ル を 直 接 生 じ る 標 識 に は 、 例 え ば 放 射 性 同 位 元 素 お よ び
色 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 シ グ ナ ル を 生 じ る の に 他 の 試 薬 成 分 を 必 要 と す る 標 識 の 例 に は 、 例 え ば 基 質 お よ び 補 酵
素 (酵 素 標 識 用 )、 酵 素 生 成 物 、 触 媒 、 ア ク チ ベ ー タ ー 、 補 助 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ス カ ベ
ン ジ ャ ー 、 金 属 イ オ ン と 反 応 す る 基 質 、 お よ び シ グ ナ ル を 生 じ る 物 質 と 結 合 す る の に 必 要
な 特 異 的 結 合 基 質 が 含 ま れ る 。 適 切 な 標 識 系 に 関 す る さ ら な る 考 察 は 、 Ullmanら 、 米 国 特
許 5,185,243、 11-13欄 に み る こ と が で き る 。 こ の 内 容 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 。
　 固 体 支 持 体 お よ び 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 固 体 支 持 体 に は 、 多 く の 形 、 例 え ば ス ト リ ッ プ 、 ロ ッ ド 、 プ レ ー ト 、 ウ ェ ル 、
粒 子 、 ま た は ビ ー ズ の い ず れ か を 有 す る こ と が で き る 多 孔 性 ま た は 非 多 孔 性 の 水 に 不 溶 性
の 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 種 々 の 適 切 な 支 持 体 が Ullmanら 、 米 国 特 許 5,185,243、 10-11
欄 、 Kurnら 、 米 国 特 許 4,868,104、 6欄 、 21-42行 、 お よ び Milburnら 、 米 国 特 許 4,959,303
、 6欄 、 14-31行 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 内 容 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 固 体 支 持 体 表 面 は 、 親 水 性 、 ま た は 例 え ば 無 機 粉 末 、 例 え ば シ リ カ 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム
、 お よ び ア ル ミ ナ ； 天 然 の 重 合 物 質 、 特 に セ ル ロ ー ス 系 物 質 、 お よ び セ ル ロ ー ス 由 来 の 物
質 、 例 え ば 線 維 を 含 む 紙 （ ペ ー パ ー ） 、 例 え ば フ ィ ル タ ー ペ ー パ ー 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
用 ペ ー パ ー な ど ； 合 成 も し く は 修 飾 天 然 ポ リ マ ー 、 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス
ア セ テ ー ト 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 架 橋 デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 ポ
リ ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ (4-メ チ ル ブ テ ン )、 ポ リ ス チ レ ン
、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ (エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト )、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ (ビ ニ ル ブ チ レ
ー ト )な ど (そ れ 自 身 で ま た は 他 の 物 質 と 組 み 合 わ せ て 使 用 )； ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ク ス 、 金 属
な ど を 加 え る こ と に よ り 親 水 性 に す る こ と が で き る も の で あ り 得 る 。 本 発 明 の メ ン バ ー の
そ の よ う な 支 持 体 と の 結 合 は 、 例 え ば 「 Immobilized Enzymes」 、 Ichiro Chibata, Halst
ed Press, New York (1978)お よ び Cuatrecasas, J. Biol. Chem., 245: 3059 (1970)に 記
載 し て い る よ う な 、 文 献 中 の 一 般 に 利 用 可 能 な よ く 知 ら れ た 技 術 に よ り 達 成 す る こ と が で
き よ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 ま し い 固 体 支 持 体 に は 、 化 学 お よ び 生 物 分 子 の 合 成 お よ び 分 析 用 の 親 和 性 マ ト リ ッ ク
ス も し く は 支 持 体 と し て 用 い る あ ら ゆ る 物 質 、 例 え ば 限 定 さ れ る も の で は な い が ポ リ ス チ
レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ガ ラ ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 キ チ ン 、
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砂 、 軽 石 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 デ ン ド リ マ ー
、 バ ッ キ ー ボ ー ル 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、  Kieselguhr-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 非 共 有 合 成 物
、 ポ リ ス チ レ ン -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 共 有 合 成 物 、 ポ リ ス チ レ ン -PEG[ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル ]合 成 物 、 シ リ コ ン 、 ゴ ム 、 お よ び 固 相 合 成 、 ア フ ィ ニ テ ィ 分 離 お よ び 精 製 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 、 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び 他 の そ の よ う な 適 用 の た め に 支 持 体 と し て
用 い る 他 の 物 質 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 支 持 体 の 物 質 は 微 粒 子 で あ る か 、 ま た は 連 続 表 面
、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 ま た は ウ ェ ル 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 生 物 粒 子 も し く は 生 物 分 子
の 結 合 に 適 合 し た 表 面 を 有 す る シ リ コ ン チ ッ プ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス シ ー ト 、 ナ イ ロ ン メ ッ
シ ュ 、 ま た は 他 の そ の よ う な 物 質 の 形 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 用 い る 物 質 は 特 定 の 態 様 メ ン バ ー お よ び ア ッ セ イ 試 薬 と 互 換 性 で あ る べ き で あ り 、 用 い
る 特 定 メ ン バ ー の 同 一 性 お よ び 性 質 に 依 存 す る で あ ろ う 。 表 面 (通 常 、 固 体 )は 、 (単 に 例
示 目 的 で )プ ラ ス チ ッ ク 、 例 え ば ポ リ プ ロ ピ レ ン ま た は ポ リ ス チ レ ン ； セ ラ ミ ッ ク ； シ リ
コ ン ； (融 解 )シ リ カ 、 石 英 、 ま た は ガ ラ ス (例 え ば 顕 微 鏡 用 ガ ラ ス ス ラ イ ド ま た は ガ ラ ス
カ バ ー ス リ ッ プ の 厚 さ で あ り 得 る )； ペ ー パ ー 、 例 え ば フ ィ ル タ ー ペ ー パ ー ； ジ ア ゾ 化 セ
ル ロ ー ス ； ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー ； ナ イ ロ ン 膜 ； ま た は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド も し く
は 他 の タ イ プ の ゲ ル パ ッ ド 、 例 え ば 例 え ば あ ら ゆ る 種 々 の ル チ ー ン 的 、 常 套 的 方 法 に よ り
湿 ゲ ル を 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 製 造 さ れ る フ ィ ル ム を 含 む 高 多 孔 質 固 体 で あ る エ ア ロ ゲ ル
で で き た エ ア ロ パ ッ ド も し く は エ ア ロ ビ ー ズ を 含 む あ ら ゆ る 種 々 の 有 機 ま た は 無 機 物 質 ま
た は そ の 組 み 合 わ せ で あ り 得 る 。 光 透 過 性 の 基 質 は 、 ア ッ セ イ を 行 う 方 法 が 光 検 出 法 を 含
む 時 に 有 用 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 表 面 は 、 マ ル チ ウ ェ ル 、 例 え ば 組 織 培 養 皿
、 例 え ば 24-、 96-、 256-、 384-、 864-、 ま た は 1536-ウ ェ ル プ レ ー ト (例 え ば 、 修 飾 プ レ ー
ト 、 例 え ば Coming Costarプ レ ー ト )の プ ラ ス チ ッ ク 表 面 で あ る 。 ア ン カ ー は 、 表 面 と 直 接
結 合 (associated)、 例 え ば 結 合 (bound)さ せ る か 、 ま た は あ る タ イ プ の 表 面 、 例 え ば 順 に
、 マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 中 の プ ラ ス チ ッ ク 「 ウ ェ ル 」 内 の 第 二 表 面 と 接 触 し て 置 か れ る ガ ラ
ス と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 該 表 面 の 形 は こ の 場 合 も や は り 重 要 で は な い 。 例 え ば 、 そ
の 形 は 平 面 、 例 え ば 正 方 形 、 長 方 形 、 ま た は 円 ； 曲 面 ； ま た は 三 次 元 表 面 、 例 え ば ビ ー ズ
、 粒 子 、 ス ト ラ ン ド 、 沈 殿 物 、 チ ュ ー ブ 、 球 な ど で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 該 表 面 は 、 空 間 的 に 分 離 し 、 ア ド レ ス 可 能 な ま た は 特 定 可 能 な 領 域 を 持 ち う る 。 各 領 域
は 、 ア ン カ ー ま た は 結 合 部 位 の セ ッ ト を 含 む 。 該 領 域 を い か に 分 離 す る か 、 そ の 物 理 特 性
、 お よ び そ の あ る 別 の も の に 対 す る 相 対 的 方 向 は 、 あ る 態 様 で は 重 要 で な く 、 他 の 態 様 で
は 重 要 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 該 領 域 は 、 液 体 の 通 過 に 抵 抗 性 の あ ら ゆ る 物 理 的 バ リ
ア ー に よ り 互 い に 分 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 領 域 は 、 マ
ル チ ウ ェ ル (例 え ば 組 織 培 養 )皿 、 例 え ば 24-、 96-、 256-、 384-、 864-、 ま た は 1536-ウ ェ
ル プ レ ー ト の ウ ェ ル で あ り 得 る 。 あ る い は ま た 、 表 面 、 例 え ば ガ ラ ス 表 面 は 、 例 え ば 864
ま た は 1536の 分 離 し た 浅 い ウ ェ ル を 持 つ よ う エ ッ チ ン グ す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た
、 表 面 は 、 仕 切 り や ウ ェ ル を 持 た な い 領 域 、 例 え ば 平 面 、 例 え ば プ ラ ス チ ッ ク 、 ガ ラ ス 、
ま た は 紙 片 を 含 む こ と が で き 、 個 々 の 領 域 は さ ら に 分 離 し た 領 域 を 線 引 き す る 構 造 (例 え
ば プ ラ ス チ ッ ク や ガ ラ ス の よ う な も の )を か ぶ せ る こ と に よ り 規 定 す る こ と が で き る 。 所
望 に よ り 、 表 面 は 、 個 々 の 領 域 を 線 引 き す る 前 に 、 す で に ア ン カ ー も し く は リ ン カ ー と 結
合 し た ア ン カ ー の 1ま た は そ れ 以 上 の ア レ イ を 含 む こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 各
領 域 内 の ア ン カ ー の ア レ イ を 、 ア ン カ ー が 無 い 表 面 上 の 余 白 に よ る か 、 ま た は 化 学 的 境 界
、 例 え ば ワ ッ ク ス も し く は シ リ コ ン に よ り 互 い に 分 離 し 、 小 滴 の 広 が り を 防 ぐ こ と が で き
る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 該 領 域 は 、 例 え ば 、 Beattieら (1995). Clin. Chem. 4,700
-706に 開 示 の フ ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ 用 に 設 計 さ れ た チ ュ ー ブ ま た は 流 体 チ ャ ン ネ ル と 定 義
す る こ と が で き る 。 チ ュ ー ブ は あ ら ゆ る サ イ ズ で あ り 得 、 例 え ば キ ャ ピ ラ リ ー ま た は よ り
穴 の 広 い チ ュ ー ブ は 液 体 が 流 れ る の を 可 能 に す る か 、 ま た は ゲ ル 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス ま た
は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド で 部 分 的 ま た は 完 全 に 充 填 す る こ と が で き 、 こ れ を 通 し て 化 合 物 を
例 え ば 電 気 泳 動 に よ り 輸 送 (通 過 、 貫 流 、 ポ ン プ で 通 す )す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 方 法 は 、 固 体 支 持 体 、 例 え ば ELISA用 の マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 、 ま
た は 高 密 度 ま た は チ ッ プ ア レ イ ア ッ セ イ 用 の あ ら ゆ る 固 体 支 持 体 上 で 好 都 合 に 行 う こ と が
で き よ う 。 例 え ば 、 ELISAタ イ プ の 形 式 で は 、 リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ ー 分 子 を 固 体 支 持
体 、 例 え ば 96ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 付 着 さ せ る 。 対 応 す る 補 足 物 (場 合 に 応 じ て レ セ
プ タ ー ま た は リ ガ ン ド )を ウ ェ ル に 加 え 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 あ る い は ま た 、 複 合 体 を
最 初 に 形 成 し 、 次 い で 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ 、 別 の リ ガ ン ド ま た は 所 定 の 化 合 物 と 後 で 競
合 さ せ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 変 更 に お い て 、 少 な く と も そ の 1つ が 知 ら れ て お り 、 標 識
さ れ て い る 複 数 の リ ガ ン ド を HSP90存 在 下 で 一 緒 に 混 合 し 、 で き る だ け 非 複 合 体 化 お よ び
非 付 着 種 (固 体 支 持 体 態 様 に お い て )を 除 去 す る 。 次 に 、 標 識 量 を 検 出 装 置 を 用 い て 評 価 す
る 。 非 複 合 体 化 お よ び 非 付 着 種 の 除 去 は 、 洗 浄 工 程 お よ び あ る 態 様 で は 遠 心 分 離 に よ り 行
う こ と が で き る 。 非 結 合 リ ガ ン ド /レ セ プ タ ー を 洗 浄 除 去 し 、 次 い で 標 識 複 合 体 の 存 在 を
検 出 す る 。 多 く の 変 化 が あ り う る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 に 関 連 し て 使 用 で き る 検 出 用 ハ ー ド ウ エ ア 装 置 は 当 該 分 野 で よ く 知
ら れ て お り 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 濃 度 計 、 質 量 分 析 器 、 蛍 光 光 度 計 、 シ ン
チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 分 光 光 度 計 、 照 度 計 、 カ メ ラ 、 お よ び 他 の 画 像 も し く は 検 出 装
置 が 含 ま れ る 。
　 (HSP90結 合 お よ び 下 流 効 果 を 測 定 す る ア ッ セ イ )
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 革 新 に 加 え 、 HSP90に 対 す る 本 発 明 化 合 物 の 効 果 を 試 験 す る た め に 、
種 々 の in vitroお よ び in vivoア ッ セ イ が 利 用 可 能 で あ る 。 HSP90競 合 結 合 ア ッ セ イ お よ び
機 能 ア ッ セ イ は 、 本 発 明 化 合 物 に 置 き 換 え て 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 行 う こ と が で
き る 。 Chiosisら 、 Chemistry & Biology 8: 289-299(2001)は 、 こ れ を 行 う こ と が で き る
知 ら れ た 方 法 の い く つ か を 記 載 し て い る 。 例 え ば 、 例 え ば 、 HSP90の 競 合 結 合 阻 害 剤 と し
て の ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン ま た は 17-AAGを 用 い る 競 合 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 目 的 の 化 合 物 ま
た は 他 の 競 合 阻 害 剤 を ゲ ル ま た は 固 体 マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 化 し 、 HSP90を 他 の 阻 害 剤 と
プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 混 合 物 を ゲ ル ま た は マ ト リ ッ ク
ス に 通 し 、 次 い で ゲ ル ま た は マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て い る か ま た は 結 合 し て い な い HSP90
の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 本 発 明 化 合 物 の 相 対 HSP90親 和 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 下 流 効 果 は 、 例 え ば Raf1お よ び Her2を 含 む 種 々 の ス テ ロ イ ド レ セ プ タ ー お よ び シ グ ナ リ
ン グ タ ン パ ク 質 の 機 能 お よ び 安 定 性 に 対 す る HSP90阻 害 の 既 知 の 効 果 に 基 づ い て 評 価 す る
こ と も で き る 。 本 発 明 化 合 物 は 、 こ れ ら 分 子 の 用 量 依 存 的 分 解 を 誘 導 し 、 こ れ を 標 準 的 技
術 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 HSP90の 阻 害 は 、 HSP90お よ び 同 時 に 測 定 可 能 な 関 連 シ
ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 の 上 方 調 節 も も た ら す 。 種 々 の 癌 細 胞 系 に 対 す る 抗 増 殖 活 性 は 、 HSP9
0阻 害 に 関 連 し た 形 態 学 的 お よ び 機 能 的 分 化 同 様 に 測 定 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、
　 こ の よ う に 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し 、 細 胞 内 お よ び 液 体 試 料 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を
測 定 ま た は 予 測 す る た め の 、 多 く の 異 な る タ イ プ の 方 法 が 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 間 接
技 術 に は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR)を 用 い る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び
増 幅 が 含 ま れ る 。 こ れ ら 技 術 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Sambrook、 Fritsch & Ma
niatis、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual、 Second Edition(1989)Cold Spring 
Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N. Y.、 Ausubelら 、 Current Protocols
 in Molecular Biology、 John Wiley & Sons、 NY、 1994に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 米 国
特 許 4,699,877、 4,918,162、 4,968,603、 お よ び 5,846,749に お い て 患 者 試 料 中 の Her-2/ne
uの 定 量 、 検 出 、 お よ び 相 対 活 性 に 応 用 さ れ て い る 。 用 い る こ と が で き る 2つ の 一 般 技 術 の
簡 単 な 説 明 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 細 胞 が HER-2を 過 剰 発 現 す る か 、 ま た は 上 昇 し た レ ベ ル を 含 む か の 決 定 は 、 よ く 知 ら れ
た 抗 体 技 術 、 例 え ば イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ
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ィ ン グ 、 免 疫 沈 降 、 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA)、 お よ び HER-2に 対 す る 抗 体 を 用 い る 派 生 技 術
を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 乳 癌 細 胞 に お け る HER-2発 現 は 、 免 疫 組 織 化
学 ア ッ セ イ 、 例 え ば Dako Hercep(登 録 商 標 )試 験 (Dako Corp.、 Carpinteria、 CA)を 用 い て
決 定 す る こ と が で き る 。 Hercep(登 録 商 標 )試 験 は 、 腫 瘍 組 織 標 本 に お け る HER-2の 過 剰 発
現 を 検 出 す る た め に 設 計 し た 抗 体 染 色 ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 特 定 の ア ッ セ イ は 、 HER-2発
現 を 4つ の レ ベ ル ： 0、 1、 2、 お よ び 3に ラ ン ク 付 け し 、 レ ベ ル 3は HER-2発 現 の 最 高 レ ベ ル
を 表 す 。 例 え ば 、 Press、 M.ら 、 (2000)、 Modern Pathology 13: 225Aに 記 載 の Automated 
Cellular Imaging System(ACIS)を 用 い る こ と に よ り 厳 密 な 定 量 を 向 上 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 体 (ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル )は 種 々 の 商 品 供 給 業 者 か ら 購 入 す る こ と が
で き る か 、 ま た は Harlowら 、 Antibodies: A Laboratory Manual、 2ndEd ; Cold Spring H
arbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N. Y.(1988)に 記 載 の ご と く よ く 知 ら れ
た 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 HER-2タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 と そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 増 幅 の 間 に 高 い 相 関 が 報 告 さ
れ て い る の で 、 HER-2過 剰 発 現 を 核 酸 レ ベ ル で 測 定 す る こ と も で き る 。 こ れ を 試 験 す る 1つ
の 方 法 は RT-PCRを 用 い る こ と に よ る 。 HER-2の ゲ ノ ム お よ び cDNA配 列 が 知 ら れ て い る 。 特
異 的 DNAプ ラ イ マ ー を 、 よ く 知 ら れ た 標 準 技 術 を 用 い て 得 る こ と が で き 、 次 い で こ れ を 用
い て 細 胞 中 に す で に 存 在 す る 鋳 型 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 こ の 例 は Kurokawa、 Hら 、 Can
cer Res. 60: 5887-5894(2000)に 記 載 さ れ て い る 。 PCRは 、 正 常 細 胞 と 異 常 細 胞 、 例 え ば
癌 性 細 胞 お よ び 非 癌 性 細 胞 の 間 の よ う に 定 量 的 差 が 観 察 さ れ る よ う に 標 準 化 す る こ と が で
き る 。 例 え ば デ ン シ ト メ ト リ ー を 用 い る よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 、 PCRを 用 い て 増 幅 さ
れ た 核 酸 レ ベ ル を 定 量 お よ び /ま た は 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 同 様 に 、 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)ア ッ セ イ お よ び 他 の ア ッ セ イ 、 例
え ば ノ ー ザ ン お よ び /ま た は サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら は HER-2
遺 伝 子 ま た は mRNAと 上 記 PCRプ ラ イ マ ー に 対 す る も の と 同 じ か ま た は 同 様 の 方 法 で 設 計 す
る こ と が で き る 対 応 す る 核 酸 プ ロ ー ブ と の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る 。 例 え
ば 、 Mitchell MSお よ び Press MF.、 1999、 Semin.Oncol.,Suppl. 12: 108-16参 照 。 FISHで
は 、 こ の 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 好 ま し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 干 渉 し な い 、 蛍 光 分 子 、
例 え ば フ ル オ レ セ イ ン お よ び /ま た は ロ ー ダ ミ ン と 結 合 さ せ 、 次 い で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 後 の 蛍 光 を 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Kurokawa、 Hら 、 Cancer Res. 60: 5887-
5894(2000)参 照 (配 列 、 5'-FAM-核 酸 -TAMRA-p-3'配 列 を 有 す る 特 異 的 核 酸 プ ロ ー ブ に つ い
て 記 載 )。 上 記 の ACISベ ー ス の ア プ ロ ー チ を 用 い て ア ッ セ イ を よ り 定 量 的 に す る こ と が で
き る (de la Torre-Bueno、 J.ら 、 2000、 Modern Pathology 13: 221A)。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 免 疫 お よ び 核 酸 検 出 法 は 、 HSP90お よ び Her-2以 外 の タ ン パ ク 質 (そ れ に も か か わ ら ず 、
該 タ ン パ ク 質 は HSP90阻 害 に 応 じ て 影 響 を 受 け る )に 向 け る こ と も で き る 。
　 (医 薬 組 成 物 、 投 薬 、 お よ び 投 与 方 法 )
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 次 に 、 本 発 明 の ア ッ セ イ を 用 い て 有 望 と 確 認 さ れ た 化 合 物 を 医 薬 組 成 物 に 製 剤 化 し 、 次
い で 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 当 業 者 は 、 例 え ば Goodman and Gilman's、 The Pharmacological Basis of Therapeutic
s、 最 新 版 ; Pergamon Press;お よ び Remington's Pharmaceutical Sciences(最 新 版 ) Mack
 Publishing Co.、 Easton、 Paに 記 載 の よ う な 本 発 明 の 化 合 物 お よ び 方 法 を 用 い る こ と が
で き る 製 剤 技 術 お よ び 投 与 技 術 を よ く 知 っ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 化 合 物 は 、 標 準 的 薬 務 に 従 っ て 単 独 ま た は 医 薬 組 成 物 中 で 医 薬 的
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に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き よ う 。 該 化
合 物 は 、 経 口 的 に 、 ま た は 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 直 腸 内 、 お よ び 局 所 投 与 経 路
を 含 む 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 を 要 す る 領 域 に 局 所 投 与 す る
こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 外 科 手 術 時 の 局 所 注 入 、 局
所 適 用 、 例 え ば ク リ ー ム 、 軟 膏 、 注 射 、 カ テ ー テ ル 、 ま た は イ ン プ ラ ン ト (該 イ ン プ ラ ン
ト は 、 シ ア ラ ス テ ィ ッ ク (sialastic)膜 の よ う な 膜 、 ま た は 繊 維 を 含 む 多 孔 性 、 非 多 孔 性
、 ま た は ゲ ル 状 物 質 か ら 作 ら れ た )に よ り 達 成 す る こ と が で き よ う 。 投 与 は 、 腫 瘍 ま た は
新 生 物 性 も し く は 前 新 生 物 性 組 織 の 部 位 (ま た は 元 の 部 位 )に 直 接 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 化 合 物 ま た は 組 成 物 は 、 小 胞 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム を 用 い て 送 達 す る こ と
が で き る (例 え ば 、 Langer、 1990、 Science、 249：  1527-1533; Treatら 、 1989、 Liposome
s in the Therapy of Infectious Disease and Cancer、 Lopez-Bernsteinお よ び Fidler(e
ds.)、 Liss、 N. Y.、 pp.353-365参 照 )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 化 合 物 お よ び 医 薬 組 成 物 は 、 制 御 放 出 系 を 用 い て 送 達 す る こ と も
で き る 。 あ る 態 様 で は ポ ン プ を 用 い て よ い (Sefton、 1987、 CRC Crit. Ref. Biomed. Eng.
 14: 201; Buchwaldら 、 1980、 Surgery、 88: 507; Saudekら 、 1989、 N. Engl. J. Med.、
321: 574参 照 )。 さ ら に 、 制 御 放 出 系 は 、 治 療 標 的 の 近 傍 に 置 く こ と が で き る (Goodson、 1
984、 Medical Applications of Controlled Release、 Vol.2、 pp.115-138参 照 )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 を 、 経 口 使 用 に 適 し た 形 、 例 え ば 錠 剤 、
ト ロ ー チ 、 ロ ー ゼ ン ジ ー 錠 、 水 性 も し く は 油 性 サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 、 分 散 可 能 粉 末 も し く は
顆 粒 剤 、 エ マ ル ジ ョ ン 剤 、 硬 も し く は 軟 カ プ セ ル 剤 、 ま た は シ ロ ッ プ 剤 も し く は エ リ キ シ
ル 剤 と し て 含 む こ と も で き る 。 経 口 使 用 を 意 図 し た 組 成 物 は 、 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め
の 当 該 分 野 で 知 ら れ た あ ら ゆ る 方 法 に 従 っ て 製 造 し て よ く 、 そ の よ う な 組 成 物 は 、 医 薬 的
に 洗 練 さ れ た 味 の よ い 製 剤 を 提 供 す る た め 、 甘 味 料 、 香 味 料 、 着 色 料 、 お よ び 保 存 料 か ら
な る 群 か ら 選 ば れ る 1ま た は そ れ 以 上 の 物 質 を 含 ん で よ い 。 錠 剤 は 、 錠 剤 の 製 造 に 適 し た
無 毒 性 の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 混 合 し た 活 性 成 分 を 含 む 。 こ れ ら 賦 形 剤 は 、 例 え ば
不 活 性 希 釈 剤 、 例 え ば 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 乳 糖 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 も し
く は リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ； 顆 粒 化 剤 お よ び 崩 壊 剤 、 例 え ば 微 晶 質 セ ル ロ ー ス 、 ナ ト リ ウ ム ク
ロ ス カ ル セ ロ ー ス 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ま た は ア ル ギ ン 酸 ； 結 合 剤 、 例 え ば デ ン プ ン 、 ゼ ラ
チ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 も し く は ア カ シ ア 、 お よ び 潤 滑 剤 、 例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ
グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 、 も し く は タ ル ク で あ っ て よ い 。 錠 剤 は 、 コ ー ト さ れ て い な く
て も 、 ま た は 薬 剤 の 味 を 隠 す か ま た は 消 化 管 中 の 分 解 お よ び 吸 収 を 遅 ら せ て 長 期 に わ た る
持 続 作 用 を も た ら す た め の 知 ら れ た 技 術 に よ り コ ー ト す る こ と が で き よ う 。 例 え ば 、 味 を
隠 す た め の 水 溶 性 物 質 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ま た は ヒ ド ロ キ シ プ
ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は 時 間 遅 延 物 質 、 例 え ば エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は セ ル ロ ー ス ア
セ テ ー ト ブ チ レ ー ト を 適 切 に 用 い る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 経 口 使 用 の た め の 製 剤 は 、 活 性 成 分 が 不 活 性 固 体 希 釈 剤 、 例 え ば 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム 、 ま た は カ オ リ ン と 混 合 し て い る 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 剤 、 ま た は 活 性 成 分 が
水 溶 性 担 体 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル も し く は 油 状 媒 質 、 例 え ば ピ ー ナ ッ ツ 油 、 水
性 パ ラ フ ィ ン 、 も し く は オ リ ー ブ 油 と 混 合 し て い る 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 剤 と し て 存 在 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 水 性 サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 は 、 水 性 サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 を 製 造 す る の に 適 し た 賦 形 剤 と 混 合 し
た 活 性 物 質 を 含 む 。 そ の よ う な 賦 形 剤 に は 、 懸 濁 化 剤 、 例 え ば ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ
ル セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ル ギ ン 酸 ナ
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ト リ ウ ム 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ガ ム ト ラ ガ カ ン ト お よ び ガ ム ア カ シ ア が あ り 、 分 散 剤
ま た は 湿 潤 剤 は 天 然 の ホ ス フ ァ チ ド 、 例 え ば レ シ チ ン 、 ま た は ア ル キ レ ン オ キ シ ド と 脂 肪
酸 、 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ス テ ア レ ー ト と の 縮 合 生 成 物 、 ま た は エ チ レ ン オ キ シ ド と
長 鎖 脂 肪 酸 ア ル コ ー ル 、 例 え ば ヘ プ タ デ カ エ チ レ ン -オ キ シ セ タ ノ ー ル と の 縮 合 生 成 物 、
ま た は エ チ レ ン オ キ シ ド と 脂 肪 酸 か ら 誘 導 し た 部 分 エ ス テ ル 、 お よ び ヘ キ シ ト ー ル 、 例 え
ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ ト ー ル モ ノ オ レ エ ー ト と の 縮 合 生 成 物 、 ま た は エ チ レ ン オ キ
シ ド と 脂 肪 酸 か ら 誘 導 し た 部 分 エ ス テ ル 、 お よ び ヘ キ シ ト ー ル 無 水 物 、 例 え ば ポ リ エ チ レ
ン ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト と の 縮 合 生 成 物 で あ っ て よ い 。 水 性 サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 は 、 1
ま た は そ れ 以 上 の 保 存 料 、 例 え ば エ チ ル ま た は n-プ ロ ピ ル  p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 1
ま た は そ れ 以 上 の 着 色 料 、 1ま た は そ れ 以 上 の 香 味 料 、 お よ び 1ま た は そ れ 以 上 の 甘 味 料 、
例 え ば シ ョ 糖 、 サ ッ カ リ ン 、 も し く は ア ス パ ル テ ー ム を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 油 状 サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 は 、 植 物 油 、 例 え ば ラ ッ カ セ イ 油 、 オ リ ー ブ 油 、 ゴ マ 油 、 コ コ ナ
ッ ツ 油 、 ま た は 鉱 油 、 例 え ば 液 体 パ ラ フ ィ ン に 活 性 成 分 を 懸 濁 す る こ と に よ り 製 剤 化 す る
こ と が で き よ う 。 油 状 サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 は 、 増 粘 剤 、 例 え ば 密 蝋 、 硬 パ ラ フ ィ ン 、 ま た は
セ チ ル ア ル コ ー ル を 含 ん で い て よ い 。 上 記 し た よ う な 甘 味 料 お よ び 香 味 料 を 加 え て 味 の よ
い 経 口 用 製 剤 を 得 て よ い 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ
ー ル ま た は α -ト コ フ ェ ロ ー ル を 加 え る こ と に よ り 保 存 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 水 を 加 え る こ と に よ り 水 性 サ ス ペ ン ジ ョ ン を 製 造 す る の に 適 し た 分 散 可 能 な 粉 末 剤 お よ
び 顆 粒 剤 は 、 分 散 剤 も し く は 湿 潤 剤 、 懸 濁 化 剤 、 お よ び 1ま た は そ れ 以 上 の 保 存 料 と 混 合
し た 活 性 成 分 を 提 供 す る 。 適 切 な 分 散 剤 も し く は 湿 潤 剤 、 お よ び 懸 濁 化 剤 は 上 記 の も の に
よ り 例 示 さ れ る 。 さ ら な る 賦 形 剤 、 例 え ば 甘 味 料 、 香 味 料 、 お よ び 着 色 料 も 存 在 し て よ い
。 こ れ ら 組 成 物 は 、 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 を 加 え る こ と に よ り 保 存 す る こ と が
で き よ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 化 合 物 お よ び 医 薬 組 成 物 は 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン 剤 の 形 で あ っ て も
よ い 。 油 相 は 、 植 物 油 、 例 え ば オ リ ー ブ 油 も し く は ラ ッ カ セ イ 油 、 ま た は 鉱 油 、 例 え ば 液
体 パ ラ フ ィ ン 、 ま た は こ れ ら の 混 合 物 で あ っ て よ い 。 適 切 な 乳 化 剤 は 、 天 然 の ホ ス フ ァ チ
ド 、 例 え ば ダ イ ズ レ シ チ ン 、 お よ び 脂 肪 酸 か ら 誘 導 さ れ た エ ス テ ル ま た は 部 分 エ ス テ ル 、
お よ び ヘ キ シ ト ー ル 無 水 物 、 例 え ば ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト 、 お よ び 該 部 分 エ ス テ ル と
、 エ チ ル オ キ シ ド 、 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト と の 縮 合 生 成 物
で あ っ て よ い 。 エ マ ル ジ ョ ン 剤 は 、 甘 味 料 、 香 味 料 、 保 存 料 、 お よ び 抗 酸 化 剤 も 含 ん で い
て よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 シ ロ ッ プ 剤 お よ び エ リ キ シ ル 剤 は 、 甘 味 料 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ま た は シ ョ 糖 を 用 い て 製 剤 化 し て よ い 。 そ の よ う な 製 剤 は 、 緩 和 薬 、
保 存 料 、 香 味 料 お よ び 着 色 料 、 お よ び 抗 酸 化 剤 も 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 無 菌 注 射 可 能 水 性 溶 液 の 形 で あ っ て よ い 。 用 い る こ と が で き る 許 容 さ れ
る ビ ー ク ル お よ び 溶 媒 の 中 に は 水 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 お よ び 等 張 性 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が あ
る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 無 菌 注 射 可 能 製 剤 は 、 活 性 成 分 が 油 状 相 に 溶 解 し て い る 、 無 菌 注 射 可 能 油 中 水 ミ ク ロ エ
マ ル ジ ョ ン 剤 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 活 性 成 分 は 最 初 に ダ イ ズ 油 と レ シ チ ン の 混 合 物 に
溶 解 し て よ い 。 次 に 、 油 状 溶 液 を 水 と グ リ セ ロ ー ル の 混 合 物 に 導 入 し 、 加 工 し て ミ ク ロ エ
マ ル ジ ョ ン 剤 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 注 射 可 能 溶 液 剤 ま た は ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 剤 は 、 局 所 ボ ー ラ ス 注 射 に よ り 患 者 の 血 流 に
導 入 す る こ と が で き よ う 。 あ る い は ま た 、 本 化 合 物 の 一 定 の 循 環 濃 度 が 維 持 さ れ る よ う に
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溶 液 剤 ま た は ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 剤 を 投 与 す る こ と が 好 都 合 な こ と が あ る 。 そ の よ う な 一
定 濃 度 を 維 持 す る た め に 、 連 続 的 静 脈 送 達 装 置 を 用 い て よ い 。 そ の よ う な 装 置 の 例 に は De
ltec CADD-PLUS(登 録 商 標 )モ デ ル 5400静 脈 内 用 ポ ン プ が あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 筋 肉 内 お よ び 皮 下 投 与 用 の 無 菌 注 射 可 能 水 性 ま た は 油 脂 性 サ ス ペ ン ジ ョ
ン 剤 の 形 で あ っ て よ い 。 こ の サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 は 、 上 記 の そ れ ら 適 切 な 分 散 剤 ま た は 湿 潤
剤 お よ び 懸 濁 化 剤 を 用 い 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と が で き よ う 。 無 菌 注 射 可 能
製 剤 は 、 無 菌 の 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 ま た は 溶 媒 中 の 無 菌 注 射 可 能 溶 液 ま た は サ ス
ペ ン ジ ョ ン (例 え ば 、 1,3-ブ タ ン ジ オ ー ル 中 の 溶 液 の よ う な )で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 無 菌
不 揮 発 油 を 常 套 的 に 溶 媒 ま た は 懸 濁 化 媒 質 と し て 用 い る 。 こ の 目 的 に は 、 合 成 モ ノ -ま た
は ジ グ リ セ リ ド を 含 む あ ら ゆ る 無 刺 激 性 不 揮 発 油 を 用 い て よ い 。 さ ら に 、 オ レ イ ン 酸 の よ
う な 脂 肪 酸 は 、 注 射 可 能 剤 の 製 造 に 用 途 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 本 発 明 化 合 物 は 、 薬 剤 の 直 腸 内 投 与 用 の 坐 剤 の 形 で 投 与 す る こ と
も で き よ う 。 こ れ ら 坐 剤 は 、 該 阻 害 剤 と 通 常 の 温 度 で 固 体 で あ る が 直 腸 内 温 度 で 液 体 で あ
り 、 直 腸 内 で 溶 け て 薬 物 を 放 出 す る で あ ろ う 適 切 な 非 刺 激 性 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と に よ り
製 造 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 物 質 に は 、 コ コ ア バ タ ー 、 グ リ セ リ ン ゼ ラ チ ン 、 水 素
化 植 物 油 、 種 々 の 分 子 量 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 脂 肪 酸 エ
ス テ ル の 混 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 局 所 使 用 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 含 む ク リ ー ム 剤 、 軟 膏 、 ゼ リ ー 剤 、 溶 液
剤 、 ま た は サ ス ペ ン ジ ョ ン 剤 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 局 所 適 用
に は 洗 口 液 お よ び う が い 薬 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 化 合 物 は 、 適 切 な 鼻 内 ビ ー ク ル お よ び 送 達 装 置 の 局 所 使 用 を 介 し
て 経 鼻 形 で 、 ま た は 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 経 皮 的 皮 膚 パ ッ チ の 形 を 用 い る 経 皮 経 路 で 投 与
す る こ と が で き る 。 経 皮 送 達 系 の 形 で 投 与 す る に は 、 も ち ろ ん 、 投 薬 は 投 薬 計 画 を 通 し て
間 欠 的 よ り 連 続 的 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 、 化 合 物 、 お よ び 組 成 物 は 、 治 療 す る 病 状 に 対 し て 特 に 有 用 で あ る よ う に
選 ん だ 他 の よ く 知 ら れ た 治 療 剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 化 合 物 は 、
知 ら れ た 抗 癌 剤 お よ び 細 胞 毒 性 剤 と 組 み 合 わ せ る と 有 用 か も し れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の
方 法 お よ び 化 合 物 は 、 細 胞 表 面 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー と 核 シ グ ナ ル 開 始 細 胞 増 殖 を 結 び つ け
る シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 部 分 の 他 の 阻 害 剤 と 組 み 合 わ せ て も 有 用 か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 VEGFレ セ プ タ ー 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お
よ び エ ン ド ス タ チ ン を 標 的 と す る リ ボ ザ イ ム お よ び ア ン チ セ ン ス を 含 む VEGFレ セ プ タ ー 阻
害 剤 を 含 む 、 血 管 形 成 を 阻 害 す る こ と に よ り 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 お よ び 侵 襲 性 を 阻 害 す る 他 の
薬 剤 を 用 い て も 有 用 か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 お よ び 方 法 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 抗 新 生 物 薬 の 例 に は 、 一
般 に 、 適 切 な ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 薬 ； エ ピ ド フ ィ ロ ト キ シ ン ； 抗 新 生 物 酵 素 ； ト ポ イ
ソ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 ； プ ロ カ ル バ ジ ン ； メ ト キ サ ン ト ロ ン ； プ ラ チ ナ 配 位 複 合 体 ； 生 物 反 応
修 飾 物 質 お よ び 成 長 阻 害 剤 ； ホ ル モ ン ／ 抗 ホ ル モ ン 性 治 療 剤 、 お よ び 造 血 成 長 因 子 が 含 ま
れ る 。 抗 新 生 物 薬 の 典 型 的 な ク ラ ス に は 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン フ ァ ミ リ ー の 薬 剤 、 ビ ン カ
薬 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 細 胞 毒 性 ヌ ク レ オ シ ド 、 エ ポ チ ロ ン 、 ジ ス コ デ ル
モ リ ド 、 プ テ リ ジ ン フ ァ ミ リ ー の 薬 剤 、 ジ イ ネ ン 、 お よ び ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン が 含 ま れ る
。 そ れ ら ク ラ ス の 特 に 有 用 な メ ン バ ー に は 、 例 え ば 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン
、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 メ ト プ テ リ ン 、 ジ ク ロ ロ メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ
ト マ イ シ ン C、 ポ ル フ ィ ロ マ シ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ゲ ム シ タ
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ビ ン 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド 、 ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン も し く は ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン 誘 導 体 、
例 え ば 、 エ ト ポ シ ド 、 リ ン 酸 エ ト ポ シ ド ま た は テ ニ ポ シ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ
ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ラ ウ ロ シ ジ ン 、 ビ ン デ シ ン 、 ラ ウ ロ シ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル な ど が 含
ま れ る 。 他 の 有 用 な 抗 新 生 物 薬 に は 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ
ァ ミ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 イ フ ォ サ ミ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ヘ キ サ メ チ ル メ
ラ ミ ン 、 チ オ テ パ 、 シ タ ラ ビ ン 、 イ ダ ト レ キ セ ー ト 、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、 ダ カ ル バ ジ ン
、 L-ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 CPT-11、 ト ポ テ カ ン 、 ア ラ -C、 ビ カ ル タ ミ ド 、
フ ル タ ミ ド 、 ロ イ プ ロ リ ド 、 ピ リ ド ベ ン ゾ イ ン ド ー ル 誘 導 体 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 お よ び
イ ン タ ー ロ イ キ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 化 合 物 ま た は 組 成 物 を ヒ ト 対 象 に 投 与 す る と き 、 1日 用 量 は 、 通 常 担 当 医 師 が 決
定 し 、 用 量 は 一 般 に 個 々 の 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 お よ び 反 応 、 な ら び に 患 者 の 症 状 の 重 症 度
に 従 っ て 変 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 あ る 典 型 的 適 用 に お い て 、 適 切 な 用 量 の 化 合 物 を 、 癌 、 例 え ば 肺 癌 の 治 療 を 受 け る 哺 乳
動 物 に 投 与 す る 。 投 与 は 、 典 型 的 に は 約 0.01mg/kg体 重 ～ 約 100mg/kg体 重 /日 (単 回 ま た は
分 割 用 量 で 投 与 )、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 0.1mg/kg体 重 /日 で 行 う 。 特 定 の 治 療 用
量 に は 、 例 え ば 、 化 合 物 約 0.01mg～ 約 1000mg、 好 ま し く は 例 え ば 約 1mg～ 約 1000mgを 含 む
。 製 剤 の 単 位 用 量 中 の 活 性 化 合 物 の 量 は 、 特 定 の 適 用 に 従 っ て 約 0.1mg～ 1000mg、 好 ま し
く は 約 1mg～ 300mg、 よ り 好 ま し く は 10mg～ 200mgで 変 化 ま た は 調 節 し て よ い 。 投 与 す る 量
は 、 用 い る 化 合 物 の 特 定 の IC 5 0 値 、 お よ び 健 康 、 体 重 、 お よ び 年 齢 の よ う な 因 子 を 考 慮 し
た 担 当 医 師 の 判 断 に 応 じ て 変 化 す る で あ ろ う 。 該 化 合 物 が 単 一 の 活 性 成 分 で な い 組 み 合 わ
せ 適 用 で は 、 よ り 少 な い 量 の 化 合 物 を 投 与 し て ま だ 治 療 ま た は 予 防 効 果 が あ る 可 能 性 が あ
る か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 好 ま し く は 、 医 薬 製 剤 は 単 位 剤 形 で あ る 。 そ の よ う な 形 で は 、 製 剤 が 適 切 な 量 の の 活 性
成 分 、 例 え ば 所 望 の 目 的 を 達 成 す る た め の 有 効 量 を 含 む 単 位 用 量 に 小 さ く 分 割 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 用 い る 実 際 の 用 量 は 、 患 者 の 要 求 お よ び 治 療 す べ き 病 状 の 重 症 度 に 応 じ て 変 え て よ い 。
特 定 の 状 況 の た め の 適 切 な 用 量 の 決 定 は 当 該 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 一 般 に 、 治 療 (
処 置 )は 、 化 合 物 の 最 適 用 量 以 下 の よ り 低 用 量 で 開 始 さ れ る 。 し た が っ て 、 用 量 は そ の 環
境 下 で 最 適 効 果 に 達 す る ま で 小 量 ず つ 増 加 さ せ る 。 便 宜 上 、 総 1日 用 量 を 分 割 し 、 所 望 に
よ り 1日 の 間 に 部 分 に 分 け て 投 与 し て よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 本 発 明 の 化 合 物 お よ び 組 成 物 の 投 与 量 お よ び 投 与 頻 度 、 な ら び に
適 用 可 能 で あ れ ば 他 の 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 は 、 患 者 の 年 齢 、 病 状 、 お よ
び 大 き さ 、 な ら び に 治 療 す べ き 疾 患 の 重 症 度 と い っ た よ う な 因 子 を 考 慮 し て 担 当 臨 床 医 (
医 師 )の 判 断 で 調 節 さ れ よ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た 治 療 プ ロ ト コ ー ル に
従 っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 の 投 与 は 、 治 療 す べ
き 疾 患 、 お よ び 該 疾 患 に 対 す る 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 の 知 ら れ た 効 果 に 応
じ て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 熟 練 臨 床 医 の 知 識 に し た が っ て 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル
(例 え ば 、 投 与 量 お よ び 投 与 回 数 )を 患 者 に 対 し て 投 与 し た 治 療 薬 (す な わ ち 、 抗 新 生 物 薬
ま た は 放 射 線 )の 観 察 さ れ た 効 果 を 考 慮 し 、 投 与 し た 治 療 薬 に 対 す る 該 疾 患 の 観 察 さ れ た
反 応 を 考 慮 し て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 、 一 般 に 、 本 発 明 化 合 物 は 化 学 療 法 剤 と 同 じ 医 薬 組 成 物 で 投 与 す る 必 要 は な く 、 異
な る 物 理 化 学 的 特 性 の た め 異 な る 経 路 で 投 与 す る こ と が で き よ う 。 例 え ば 、 化 合 物 /組 成
物 は そ の 良 好 な 血 液 レ ベ ル を も た ら し 、 維 持 す る た め に 経 口 投 与 し て よ い が 、 化 学 療 法 剤
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は 静 脈 内 投 与 し て よ い 。 可 能 で あ れ ば 同 じ 医 薬 組 成 物 で の 投 与 方 法 お よ び 投 与 の 妥 当 性 は
、 十 分 に 熟 練 臨 床 医 の 知 識 内 で あ る 。 初 回 投 与 は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 確 立 さ れ た プ ロ ト コ
ー ル に 従 っ て 行 う こ と が で き 、 次 い で 観 察 さ れ た 効 果 に 基 づ い て 熟 練 臨 床 医 が 用 量 、 投 与
方 法 、 お よ び 投 与 回 数 を 修 正 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 化 合 物 (お よ び 適 切 で あ れ ば 化 学 療 法 お よ び /ま た は 放 射 線 )の 特 定 の 選 択 は 、 担 当 臨 床
医 の 診 断 、 お よ び 患 者 の 病 状 お よ び 適 切 な 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 判 定 に よ っ て 決 ま る で あ ろ
う 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 /組 成 物 (お よ び 適 切 で あ れ ば 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 )は 同 時 に
(例 え ば 、 同 時 に 、 実 質 的 に 同 時 に 、 ま た は 同 じ 治 療 プ ロ ト コ ー ル 内 で )、 ま た は 増 殖 性 疾
患 の 性 状 、 患 者 の 病 状 、 お よ び 該 化 合 物 /組 成 物 と 共 に (す な わ ち 単 一 の 治 療 プ ロ ト コ ー ル
内 で )投 与 す る 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 の 実 際 の 選 択 に 応 じ て 連 続 的 に 投 与 す る こ
と が で き よ う 。
【 ０ １ １ １ 】
　 組 み 合 わ せ 適 用 お よ び 使 用 に お い て 、 該 化 合 物 /組 成 物 お よ び 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は
放 射 線 を 同 時 、 ま た は 実 質 的 に 同 時 に 投 与 し な い 場 合 は 該 化 合 物 /組 成 物 、 お よ び 化 学 療
法 お よ び /ま た は 放 射 線 の 最 初 の 投 与 順 序 は 重 要 で な い か も し れ な い 。 す な わ ち 、 本 発 明
の 化 合 物 /組 成 物 を 最 初 に 投 与 し 、 次 い で 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 を 投 与 す る か 、
ま た は 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 を 最 初 に 投 与 し 、 次 い で 本 発 明 の 化 合 物 /組 成 物 を
投 与 す る こ と が で き よ う 。 こ の 交 互 投 与 を 単 一 の 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 間 に 反 復 し て よ い 。
治 療 プ ロ ト コ ー ル 中 の 各 療 法 剤 の 投 与 の 順 序 お よ び 投 与 の 反 復 回 数 の 決 定 は 、 治 療 す る 疾
患 お よ び 患 者 の 病 状 を 評 価 後 の 熟 練 臨 床 医 の 知 識 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 化 学 療 法 剤 お
よ び /ま た は 放 射 線 を 最 初 に 投 与 し (細 胞 毒 性 薬 で あ れ ば 特 に )、 次 い で 本 発 明 の 化 合 物 /組
成 物 の 投 与 に よ る 処 置 を 継 続 し 、 次 い で 好 都 合 と 判 断 し た ら 化 学 療 法 剤 お よ び /ま た は 放
射 線 の 投 与 を 行 う (以 下 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル が 完 結 す る ま で 同 様 )。
【 ０ １ １ ２ 】
　 す な わ ち 、 経 験 お よ び 知 識 に し た が っ て 、 担 当 医 師 は 、 治 療 の 進 行 に つ れ て 個 々 の 患 者
の 必 要 性 に し た が っ て 化 合 物 /組 成 物 を 投 与 す る た め の 各 プ ロ ト コ ー ル を 修 飾 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 担 当 臨 床 医 は 、 治 療 が 投 与 し た 用 量 で 有 効 で あ る か の 判 定 に お い て 、 患 者 の 一 般 的 な 健
康 問 題 、 お よ び よ り 明 確 な 徴 候 、 例 え ば 疾 患 関 連 症 状 の 軽 快 、 腫 瘍 増 殖 の 阻 害 、 腫 瘍 の 実
際 の 収 縮 、 ま た は 転 移 阻 害 を 考 慮 す る で あ ろ う 。 腫 瘍 の サ イ ズ は 標 準 的 方 法 、 例 え ば 放 射
線 学 的 研 究 、 例 え ば CATま た は MRIス キ ャ ン に よ り 測 定 す る こ と が で き 、 逐 次 測 定 を 用 い て
腫 瘍 の 増 殖 が 遅 延 し て い る か ま た は 逆 転 し て い る か 否 か を 判 定 す る こ と が で き る 。 疾 患 関
連 症 状 、 例 え ば 痛 み の 軽 減 、 お よ び 全 体 的 病 状 の 改 善 を 用 い て 治 療 効 果 の 判 定 を 助 け る こ
と も で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 単 に 例 示 で あ っ て 、 限 定 を 目 的 と す る も の で は な い 。 実 施 例 1-3は 、
式 /化 合 物 5の ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン の 別 の 製 造 方 法 を 示 す 。 実 施 例 4は 、 そ の よ う
な 化 合 物 が 他 の HSP90リ ガ ン ド 、 例 え ば 他 の ア ン サ マ イ シ ン 、 例 え ば 2GMお よ び 17-AAGを 用
い る 競 合 結 合 ア ッ セ イ に 有 用 で あ る こ と を 示 す 。 2GM、 17-AAG、 お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ
ナ マ イ シ ン の あ る 態 様 を 以 下 に 構 造 的 に 例 示 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

実 施 例 1
HSP90を 用 い る 競 合 結 合 試 験 に 有 用 な ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン の 合 成
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 反 応 式 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

［ 式 中 、 化 合 物 番 号 は 対 応 す る 構 造 の 下 に 示 し 、 合 成 の 詳 細 は 以 下 の ご と く で あ る 。 ］
に 従 う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 15:1 THF-H2O 3mL中 の (+)-ビ オ チ ニ ル -3,6-ジ オ キ サ オ ク タ ン ジ ア ミ ン 1、 50mg(0.134mm
ol)に 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 2、 29.9(0.053mmol)を 室 温 で 加 え た 。 反 応 物 を 一 夜 撹 拌 し 、 水 (
50mL)で 反 応 を 止 め 、 EtOAc 2x50mLで 抽 出 し た 。 EtOAc抽 出 物 を 混 合 し 、 H2O 2x50mL、 塩 水
1x50mLで 洗 浄 し 、 乾 燥 し (MgSO4)、 次 い で シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 精 製
し て 収 率 71%で 88mg(0.095mmol)の 3を 得 た 。 MP 113-117 oC。 MS 926 (M+Na)。
実 施 例 2
HSP90を 用 い る 競 合 結 合 試 験 に 有 用 な ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン の 合 成
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 反 応 式 ：
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

［ 式 中 、 化 合 物 番 号 は 対 応 す る 構 造 の 下 に 示 し 、 合 成 の 詳 細 は 以 下 の ご と く で あ る 。 ］
に 従 う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 15:1 THF-H2O 3mL中 の 5-(ビ オ チ ン ア ミ ド )ペ ン チ ル ア ミ ン 4、 50mg(0.152mmol)に 、 ゲ ル
ダ ナ マ イ シ ン 2、 28mg(0.050mmol)を 室 温 で 加 え た 。 反 応 物 を 一 夜 撹 拌 し 、 水 (50mL)で 反 応
を 止 め 、 EtOAc 2x50mLで 抽 出 し た 。 EtOAc抽 出 物 を 混 合 し 、 H2O 2x50mL、 塩 水 1x50mLで 洗
浄 し 、 乾 燥 し (MgSO4)、 次 い で シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 精 製 し て 収 率 75%
で 100mg(0.114mmol)の 5を 得 た 。 MP 143-147 oC。 MS 880(M+Na)。
実 施 例 3
HSP90を 用 い る 競 合 結 合 試 験 に 有 用 な ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン の 合 成
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 反 応 式 ：
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【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

［ 式 中 、 化 合 物 番 号 は 対 応 す る 構 造 の 下 に 示 し 、 合 成 の 詳 細 は 以 下 の ご と く で あ る 。 ］
に 従 う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 15:1 THF-H2O 3mL中 の (+)-ビ オ チ ニ ル -3,6,9-ト リ オ キ サ ウ ン デ カ ン ジ ア ミ ン 6、 50mg(0
.119mmol)に 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 2、 26.8mg(0.048mmol)を 室 温 で 加 え た 。 反 応 物 を 一 夜 撹
拌 し 、 水 (50mL)で 反 応 を 止 め 、 EtOAc 2x50mLで 抽 出 し た 。 EtOAc抽 出 物 を 混 合 し 、 H2O 2x5
0mL、 塩 水 1x50mLで 洗 浄 し 、 乾 燥 し (MgSO4)、 次 い で シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ で 精 製 し て 収 率 73%で 84mg(0.087mmol)の 7を 得 た 。 MP 103-104 oC。 MS 970(M+Na)。
実 施 例 4
　 ビ オ チ ン 化 ア ン サ マ イ シ ン を 用 い る HSP90結 合 ア ッ セ イ
【 ０ １ ２ ２ 】
　 精 製 天 然 HSP90を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 37℃ で 1hrイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り コ ー
ト し た 。 コ ー ト さ れ て い な い HSP90を 除 去 し 、 ウ ェ ル を 1xPBS(リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 )緩 衝
液 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 化 合 物 5 (ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン )を ウ ェ ル に 加 え 、 さ ら に 反
応 を 37℃ で 1hrイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ウ ェ ル を 1xPBSで 2回 洗 浄 し 、 次 い で 20ug/ml ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ス リ ン を 加 え 、 37℃ で 1hrイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ウ ェ ル
を 再 度 1xPBSで 2回 洗 浄 し た 。 次 に 、 蛍 光 を Gemini分 光 蛍 光 光 度 計 (Molecular Devices)に
て 励 起 485nmお よ び 放 射 580nmを 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 図 1-3は 、 種 々 の HSP90リ ガ ン ド を 用 い る ア ッ セ イ 態 様 を 示 す 。 ア ッ セ イ の 詳 細 は 以 下 の
通 り で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 図 1． 遊 離 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (GM)に よ る ビ オ チ ン 化 -GM(化 合 物 5)結 合 の 競 合 。 96ウ ェ ル
プ レ ー ト 上 を コ ー ト し た 天 然 Hsp90を 、 増 加 す る 濃 度 の 、 0nM(B3)、 100nM(C3)、 300nM(D3)
、 1000nM(E3)、 3000nM(F3)、 10,000nM(G3)、 お よ び 100,000nM(閉 ダ イ ア モ ン ド )の ゲ ル ダ
ナ マ イ シ ン と プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 5を 加 え た 。 5の 結 合 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン -フ ィ コ エ リ ス リ ン (励 起 ： 485nm、 放 射 ： 510-650nm)の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 検
出 し た 。 い か な る HSP90も 存 在 し な い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 (A3)は 最 小 で あ っ た 。 増 加 す
る 濃 度 の GMは 580nmの ピ ー ク 蛍 光 を 阻 害 す る 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 2． 17-ア リ ル ア ミ ノ ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (17-AAG)に よ る ビ オ チ ン 化 -GM(化 合 物 5)結 合 の
競 合 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 を コ ー ト し た 天 然 Hsp90を 、 増 加 す る 濃 度 の 、 0nM(B4)、 100nM(
C4)、 300nM(D4)、 1000nM(E4)、 3000nM(F4)、 10,000nM(G4)、 お よ び 100,000nM(閉 ダ イ ア モ
ン ド )の 17-AAGと プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 5を 加 え た 。 5の 結 合 を 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ス リ ン (励 起 ： 485nm、 放 射 ： 510-650nm)の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ
り 検 出 し た 。 い か な る HSP90も 存 在 し な い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 (A4)は 最 小 で あ っ た 。 増
加 す る 濃 度 の 17-AAGは 580nmの ピ ー ク 蛍 光 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 3． ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (GM)お よ び 17-ア リ ル ア ミ ノ ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (17-AAG)に よ る ビ
オ チ ン 化 -GM(化 合 物 5)結 合 の 競 合 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 を コ ー ト し た 天 然 Hsp90を 、 増 加
す る 濃 度 の 、 0～ 100,000nMの GMま た は 17-AAGと プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 5を 加
え た 。 5の 結 合 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ス リ ン (励 起 ： 485nm、 放 射 ： 580nm)の
蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 検 出 し た 。 い か な る HSP90も 存 在 し な い (HSP90な し )バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 蛍 光 は 最 小 で あ っ た 。 増 加 す る 濃 度 の GMま た は 17-AAGは 580nmの ピ ー ク 蛍 光 を 阻 害
す る 。
実 施 例 5
【 ０ １ ２ ７ 】
　 腫 瘍 細 胞 株 か ら 得 た HSP90は 既 知 の HSP90モ ジ ュ レ ー タ ー と よ り 強 く 結 合 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 溶 解 用 緩 衝 液 (20mM Hepes、 pH7.3、 1mM EDTA、 5mM MgCl2、 100mM KCl)を 用 い て 調 製 し
た 精 製 天 然 HSP90タ ン パ ク 質 (Stressgen)ま た は 細 胞 溶 解 物 を 、 CF7 (17-AAG)ま た は 被 検 化
合 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 4℃ 、 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に 、 ビ オ チ ン -ゲ
ル ダ ナ マ イ シ ン (ビ オ チ ン -GM)を 先 に 記 載 し た よ う に 該 混 合 物 に 加 え 、 反 応 物 を さ ら に 4℃
で 1hr回 転 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に 、 BioMag(登 録 商 標 )ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 磁 気 ビ ー ズ を 混 合 物 に 加 え 、 反 応 物 を 4℃ で さ ら に 1hr回 転 さ せ る こ と に よ り イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。 チ ュ ー ブ を 磁 気 ラ ッ ク 上 に お き 、 非 結 合 上 清 を 除 去 し た 。 磁 気 ビ ー ズ を
溶 解 用 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し 、 洗 浄 液 を 捨 て た 。 SDS-PAGE試 料 用 緩 衝 液 を ビ ー ズ に 加 え 、 95
℃ で 5minボ イ ル し た 。 試 料 を 10% SDSタ ン パ ク 質 ゲ ル (Novex)、 次 い で 抗 HSP90モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (Stressgen SPA-830)を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に お け る バ ン ド を Bio-rad Fluor-S Imagerを 用 い て 定 量 し 、 CF7ま た は 被 検 化 合 物 の
結 合 阻 害 %を 計 算 し た 。 報 告 し た IC50は 最 大 結 合 阻 害 の 半 分 を 生 じ る の に 必 要 な 化 合 物 の
濃 度 で あ る 。 熱 シ ョ ッ ク HSP90を 利 用 す る 実 験 で は 、 精 製 HSP90天 然 タ ン パ ク 質 を 50℃ で 15
minイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ビ ス -ANS処 理 HSP90を 用 い る 実 験 で は 、 精 製 HSP90タ ン パ ク
質 を ビ ス ANS (Molecular Probes)と 共 に 37℃ で 30minイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 結 果 を 図 4
-6に 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 前 記 実 施 例 は 本 発 明 の 種 々 の 局 面 お よ び 態 様 を 単 に 例 示 す る も の で あ っ て 、 限 定 す る も
の で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 の す べ て の 文 献 は 、 本 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 の 水 準 を 示 す 。
使 用 し た 試 薬 は 、 本 発 明 の そ れ ら 新 規 試 薬 以 外 は 市 販 さ れ て お り 、 そ し て /ま た は 過 度 な
努 力 な し に 当 業 者 が 容 易 に 合 成 す る か ま た は 得 る こ と が で き る 。 い ず れ の 文 献 も 先 行 技 術
で あ る と 認 め る も の で は な い が 、 各 文 献 の 開 示 は 、 そ の 全 体 が 個 々 に 本 明 細 書 の 一 部 を 構
成 す る の と 同 じ 程 度 に 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 が 対 象 を 実 施 し 、 記 載 し た 目 的 お よ び 利 点 な ら び に そ の 中 の 固 有 の も
の を 得 る た め に 十 分 適 合 し て い る こ と を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 記 載 し た 方 法 お よ び 組
成 物 は 好 ま し い 態 様 を 示 し 、 例 示 で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
あ る 種 の 修 飾 お よ び 他 の 使 用 を 当 業 者 が 思 い つ く で あ ろ う し 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 義 し た
本 発 明 の 精 神 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
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　 本 発 明 の 範 囲 と 精 神 か ら 離 れ る こ と な く 本 発 明 に 種 々 の 置 換 お よ び 修 飾 を 行 っ て よ い こ
と は 当 業 者 に 容 易 に わ か る で あ ろ う 。 す な わ ち 、 そ の よ う な さ ら な る 態 様 は 本 発 明 の 範 囲
お よ び 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 開 示 し て い な い あ ら ゆ る 要 素 、 限 定
な し に 適 切 に 実 施 す る こ と が で き よ う 。 す な わ ち 、 例 え ば 用 語 「 含 む (包 含 す る )」 、 「 実
質 的 に ～ か ら な る 」 、 お よ び 「 ～ か ら な る 」 は 、 ト ラ ン ジ シ ョ ン フ レ ー ズ と し て そ れ ぞ れ
異 な る 意 味 を 持 つ が 、 そ の よ う な 各 フ レ ー ズ は 本 発 明 の 種 々 の 局 面 ま た は 態 様 を 示 す た め
に そ の 他 の も の の 代 わ り に 用 い て よ い 。 用 い て い る 用 語 お よ び 表 現 は 、 説 明 の 用 語 と し て
用 い て お り 、 限 定 で は な く 、 示 し 、 記 載 し た 特 徴 の あ ら ゆ る 等 価 物 、 ま た は そ の 部 分 を 除
外 す る よ う な 用 語 お よ び 表 現 の 使 用 を 意 図 す る も の で は な い 。 本 発 明 の 範 囲 内 で 種 々 の 修
飾 が 可 能 で あ る と 認 識 さ れ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 を 好 ま し い 態 様 に よ り 具 体 的 に 開 示 し た
が 、 当 業 者 は 本 明 細 書 に 記 載 し た 概 念 の 所 望 の 特 徴 、 修 飾 、 お よ び 変 化 を 行 っ て よ く 、 そ
の よ う な 修 飾 お よ び 変 化 は 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 義 し た 本 発 明 の 範 囲 内
に あ る と 考 え ら れ る と 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 特 徴 お よ び 局 面 は マ ー カ ッ シ ュ グ ル ー プ ま た は 代 わ り の 他 の グ ル ー プ
分 け に よ り 説 明 さ れ て い る 場 合 は 、 当 業 者 は 、 本 発 明 は マ ー カ ッ シ ュ グ ル ー プ ま た は 他 の
グ ル ー プ の あ ら ゆ る 個 々 の メ ン バ ー も し く は メ ン バ ー の サ ブ グ ル ー プ に つ い て は そ れ に よ
っ て も 説 明 さ れ 、 個 々 の メ ン バ ー が 適 切 に も し く は 但 し 書 き に よ り 除 外 さ れ て い る と 認 識
す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 他 の 態 様 は 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ５ 】
【 図 １ 】 HSP90に 対 す る ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン の 競 合 結 合
を 示 す 。
【 図 ２ 】 HSP90に 対 す る 17-ア リ ル ア ミ ノ ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (17-AAG)お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ ル
ダ ナ マ イ シ ン の 競 合 結 合 を 示 す 。
【 図 ３ 】 HSP90に 対 す る 遊 離 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン 、 17-AAG、 お よ び ビ オ チ ン 化 ゲ ル ダ ナ マ イ
シ ン の 競 合 結 合 を 示 す 。
【 図 ４ 】 17-AAG(CF7)は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 測 定 す る と 、 正 常 細 胞 (繊 維 芽 細
胞 、 RPTEC)ま た は 精 製 HSP90単 独 よ り 腫 瘍 細 胞 (BT474)由 来 の HSP90で よ り 高 い 明 白 な 結 合
親 和 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 図 ５ 】 17-AAG(CF7)は 、 正 常 細 胞 、 熱 シ ョ ッ ク HSP90、 ま た は ビ ス -ANS処 理 HSP90よ り 特
異 的 高 Her2発 現 細 胞 、 SKOV-3、 SKBR-3、 お よ び N87由 来 の HSP90で よ り 高 い 明 白 な 結 合 親 和
性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の あ る 種 の ア ッ セ イ 態 様 で 用 い た 種 々 の 被 検 化 合 物 の 結 果 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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