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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がん哺乳動物の重量を、HDAC阻害剤AR-42を与えない哺乳動物と比較し実質的に維持す
るのに効果的な量の、がん哺乳動物の悪液質を抑制する医薬の製造のためのHDAC阻害剤AR
-42の使用。
【請求項２】
　前記哺乳動物の重量が、AR-42での処置後最初の約15日後に約6％超減少することはない
、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　前記がんが、膵臓、結腸、頭部、頸部、胃、および食道からなる群より選択される、請
求項１に記載の使用。
【請求項４】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項１に記載の使用。
【請求項５】
　AR-42を前記哺乳動物の約1mg/kg～約100mg/kgの量で投与する、請求項１に記載の使用
。
【請求項６】
　AR-42を一日に少なくとも1回投与する、請求項５に記載の使用。
【請求項７】
　AR-42を前記哺乳動物の約50mg/kgの量で一日に2回投与する、請求項６に記載の使用。
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【請求項８】
　IL-6レベルがAR-42を与えない哺乳動物と比較し約56％低減する、請求項１に記載の使
用。
【請求項９】
　LIFレベルがAR-42を与えない哺乳動物と比較し約88％低減する、請求項１に記載の使用
。
【請求項１０】
　Atrogin-1 mRNAの発現がAR-42を与えない哺乳動物と比較し基礎値まで回復する、請求
項１に記載の使用。
【請求項１１】
　MuRF1 mRNAの発現がAR-42を与えない哺乳動物と比較し基礎レベルまで回復する、請求
項１に記載の使用。
【請求項１２】
　悪液質が誘発するIL-6Ra mRNAレベルの増加が、AR-42を与えない哺乳動物と比較し約85
％減少する、請求項１に記載の使用。
【請求項１３】
　悪液質が誘発する脂肪組織の減少が、AR-42を与えない哺乳動物と比較し実質的に回復
する、請求項１に記載の使用。
【請求項１４】
　悪液質が誘発する骨格筋線維サイズの縮小が、AR-42を与えない哺乳動物と比較し実質
的に回復する、請求項１に記載の使用。
【請求項１５】
　少なくとも15日という期間で、HDAC阻害剤AR-42を与えない哺乳動物と比較しがん哺乳
動物の骨格筋重量の少なくとも約90％を維持するのに効果的な量の、がん哺乳動物の骨格
筋重量を維持する医薬の製造のためのHDAC阻害剤AR-42の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2013年11月20日出願の米国仮特許出願第61/906,738号の優先権を主張する。
上記参考出願は、全体を再記述するかのように、参考として本明細書に組み込まれる。特
許および特許出願を含むが、それに限定されない本明細書で引用する全ての参考文献は、
その全体が本明細書に参考として組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　がん関連悪液質とは、がん患者における筋量の低下、疲労、衰弱、および食欲の低下に
関連した消耗状態のことである。悪液質は筋衰弱を含む重篤な臨床結果にも関連し、これ
は歩行困難および肺合併症を招き得る。悪液質はがん患者の死の主な要因である。
【０００３】
　悪液質は骨格筋量の減少を特徴とし、これは標準的な栄養補給で食い止めることはでき
ず、患者の罹患率および死亡率に深刻な影響を与える、顕著な体重低下につながる。それ
は、胃がん、膵臓がん、および食道がんの患者の80％に、頭頸部がんの患者の70％に、な
らびに、肺がん、大腸がん、および前立腺がんの60％に起きる。例えば、Muscle (2012) 
3, 245-51を参照のこと。悪液質のがん患者の死亡率への影響力をよそに、悪液質の進行
を防ぐ、または、遅らせる効果的な治療は開発されてこなかった。例えば、初期段階の患
者を含む膵臓がん患者の85％超は、病前の体重の平均14％が減ると推測されている。例え
ば、BMC Cancer. 2010 Jul 8;10:363を参照のこと。悪液質の膵臓がん患者はしばしば衰
弱し、疲れ、治療に対する耐性はより低く、手術に対する転帰はより悪い。その結果とし
て、悪液質は膵臓がんにおける死の主なドライバとなる。悲しいことに、膵臓がんの5年
生存率はここ40年の間6％のままであり、これは全ての悪性腫瘍のうち最も低い。
【０００４】
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　悪液質の要因およびその骨格筋に対する影響を特定するための新しいツールの出現で、
悪液質の分野は最近、がんおよび他の慢性疾患での筋委縮を調節する発症機序を理解する
ことにおいて大きく進歩した。結果として、我々は現在、サイトカインおよび全身性炎症
が、筋原線維の内部から機能する主要なシグナル伝達経路に作用することにより、如何に
して筋委縮を調節するかについて理解している。しかしながら、これらの発見を効果的な
療法に変換することは難しく、本明細書に記載の態様以前に悪液質に対する効果的な処置
はなかった。
【０００５】
　骨格筋量は部分的に、タンパク質調節に対するタンパク質合成の相対比率により調節さ
れる。Alamdari, Nら（Acetylation and deacetylation - novel factors in muscle was
ting, Metabolism. Jan 2013; 62(1): 1-11）を参照のこと。骨格筋量の減少は、タンパ
ク質分解の速度がタンパク質合成より速い場合に起きる（同書）。タンパク質のアセチル
化およびデアセチル化は転写因子と遺伝子転写を調整し、これはタンパク質を分解しやす
くする、または、分解しにくくすることにより、筋量に影響を及ぼし得る（同書）。ヒス
トンアセチラーゼ（HAT）およびヒストンデアチラーゼ（HDAC）は、タンパク質のアセチ
ル化およびデアセチル化の調節において役割を果たす。
【０００６】
　しかしながら、筋消耗および悪液質に対するこれらの分子の影響は、相反することが分
かっている。証拠が、例えば、HDAC阻害剤（例えば、トリコスタチンA（TSA））の使用は
、筋消耗および悪液質の増大につながるタンパク質分解を増大し得る、高アセチル化をま
ねくことを示唆する。相反する結果がNarverら（Sustained improvement of spinal musc
ular atrophy mice treated with trichostatin A plus nutrition. Ann Neurol. 2008;6
4:465-70）により発見されたが、これらの結果は、TSAでの処置は積極的な栄養補給も伴
うことから疑問がもたれている。［０００５］のAlamdariらを参照のこと。したがって、
HDAC阻害剤は、悪液質を低減するより増大すると考えられていたか、または、その使用は
矛盾し相反する結果をもたらしていた。
【０００７】
　がん悪液質の発症と進行は、筋組織の腫瘍に対する複雑で多元的な病態生理学的反応に
より引き起こされる。これまで、悪液質の患者における筋消耗の進行を防ぐ、または、阻
むのに使用可能であるFDAに認証された治療はない。これまで、悪液質の病因の種々の態
様を標的にしたいくつかの被験薬が人体試験を受けたが、臨床転帰は異なった。例えば、
Novartis社のBYM38（bimagrumab）、つまり、ミオスタチンとアクチビンがタイプIIアク
チビン受容体へ結合することをブロックするmAbは、FDAの画期的治療薬指定を受けたが、
GTx社の筋消耗薬であるenobosarm、つまり、選択的アンドロゲン受容体モジュレータは後
期臨床試験で落ちた。
【０００８】
　コアヒストンのアセチル化は、DNAのヌクレオソームパッケージングを制御することで
、遺伝子転写の調節において重要な役割を果たす。ヒストンのデアセチル化は、転写因子
のDNA標的に対するアクセスを制限することにより、ヌクレオソームの密なパッケージン
グおよび転写抑制をもたらす。ヒストンのアセチル化はヌクレオソーム構造を緩和し、転
写因子へのより多量のアクセスを可能にする。ヒストンのデアセチル化とアセチル化のバ
ランスは、ヒストンデアセチルトランスフェラーゼ（HDAC）およびヒストンアセチルトラ
ンスフェラーゼ（HAT）により調節される。これらの要因の異常なバランスは、本明細書
にその全体が参考に組み込まれる米国特許第8,318,808号明細書に記載のように、異常な
細胞成長およびいくつかのがん形態と相関性がある。HDAC阻害剤は特に、アセチル化とデ
アセチル化のバランスを変え、多くの腫瘍細胞タイプで成長停止、分化、およびアポトー
シスをまねく。例えば、前掲米国特許第8,318,808号明細書を参照のこと。
【０００９】
　18個のHDACがヒトで確認されており、亜鉛依存性またはニコチンアミド・アデニン・ジ
ヌクレオチド（NAD）依存性であることを特徴とし（Discov Med 10(54):462-470, Novemb
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er 2010）、以下のclass、つまりclass I （HDAC 1、2、3、および8）; class II （HDAC
 4、5、6、7、9、および10）; class III （サーチュイン1-7 （SIRT））; ならびにclas
s IV（HDAC 11）に関連付けられている（同書）。
【００１０】
　本明細書で特に関係するのは、HDAC阻害剤であり、これは、米国特許第8,318,808号明
細書に記載され、例えば、芳香族Ω-アミノ酸リンカーを介してZn2+-キレートモチーフと
結合した脂肪酸を基にする。種々の態様において、HDAC阻害剤は以下の化学式であり得る
。
【００１１】
【化１】

【００１２】
　式中、XはHおよびCH3から選択し、Yはnが0～2である(CH2)nであり、Zはmが0～3である(
CH2)mおよび(CH)2から選択し、Aはヒドロカルビル基であり、Bはo-アミノフェニル基また
はヒドロキシル基であり、Qはハロゲン、水素、またはメチルである。特定の（N-ヒドロ
キシ-4-(3-メチル-2-フェニル-ブチリルアミノ)-ベンズアミド）というHDAC阻害剤は、AR
-42としても知られている。一態様において、AR-42の構造は以下である。
【００１３】
【化２】

【００１４】
　AR-42は、ボリノスタット（つまり、SAHA）と比較すると、固形腫瘍および血液悪性腫
瘍においてより高い効力と活性を示す、ヒストンタンパク質および非ヒストンタンパク質
の両方の広域デアセチラーゼ阻害剤である。例えば、Lu YSら（Efficacy of a novel his
tone deacetylase inhibitor in murine models of hepatocellular carcinoma, Hepatol
ogy. 2007 Oct;46(4):1119-30）、Kulp SKら（Antitumor effects of a novel phenylbut
yrate-based histone deacetylase inhibitor, (S)-HDAC-42, in prostate cancer, Clin
 Cancer Res. 2006 Sep 1;12(17):5199-206）を参照のこと。
【００１５】
　AR-42は追加のヒストン独立機構も有し、これはその治療プロファイルに寄与する。例
えば、Chen MCら（Novel mechanism by which histone deacetylase inhibitors facilit
ate topoisomerase IIα degradation in hepatocellular carcinoma cells, Hepatology
. 2011 Jan;53(1):148-59）、Chen CSら（Histone acetylation-independent effect of 
histone deacetylase inhibitors on Akt through the reshuffling of protein phospha
tase 1 complexes, J Biol Chem. 2005 Nov 18;280(46):38879-87）、Yoo CBら（Epigene
tic therapy of cancer: past, present and future, Nat Rev Drug Discov. 2006 Jan;5
(1):37-50）を参照のこと。
【００１６】
　AR-42は腫瘍において阻害効果を示し、該腫瘍には乳房、前立腺、卵巣、血液細胞（例
えば、リンパ腫、骨髄腫、および白血病）、肝臓、ならびに脳を含むが、これらに限定さ
れるものではない。例えば、Mims Aら（Increased anti-leukemic activity of decitabi
ne via AR-42-induced upregulation of miR-29b: a novel epigenetic-targeting appro
ach in acute myeloid leukemia, Leukemia. 2012 Nov 26. doi: 10.1038/leu.2012.342.
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 [Epub ahead of print]）、Burns SSら（Histone deacetylase inhibitor AR-42 differ
entially affects cell-cycle transit in meningeal and meningioma cells, potently 
inhibiting NF2-deficient meningioma growth, Cancer Res. 2013 Jan 15;73(2):792-80
3）、Lu YSら（Radiosensitizing effect of a phenylbutyrate-derived histone deacet
ylase inhibitor in hepatocellular carcinoma, Int J Radiat Oncol Biol Phys. 2012 
Jun 1;83(2)）、Zimmerman Bら（Efficacy of novel histone deacetylase inhibitor, A
R42, in a mouse model of, human T-lymphotropic virus type 1 adult T cell lymphom
a, Leuk Res. 2011 Nov;35(11):1491-7）、Zhang Sら（The novel histone deacetylase 
inhibitor, AR-42, inhibits gp130/Stat3 pathway and induces apoptosis and cell cy
cle arrest in multiple myeloma cells, Int J Cancer. 2011 Jul 1;129(1):204-13）を
参照のこと。
【発明の概要】
【００１７】
　本明細書に記載の態様は、HDAC class 1およびclass 2b阻害剤をがん哺乳動物に投与す
るステップを含む、がん哺乳動物の悪液質を抑制する方法を提供する。一態様は、HDAC c
lass 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳動物に投与して、該がん哺乳動物の
重量を、HDAC class 1およびclass 2b阻害剤を与えない哺乳動物と比較し実質的に維持す
ることにより、がん哺乳動物の悪液質を抑制する方法を提供する。別の態様では、HDAC c
lass 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳動物に投与し、少なくとも15日とい
う期間で前記哺乳動物の重量の少なくとも約90％を実質的に維持する。別の態様では、HD
AC class 1およびclass 2b阻害剤はAR-42である。さらに別の態様では、がん哺乳動物は
少なくとも1つの腫瘍があり、該腫瘍体積はAR-42での処置後最初の約15日間で6％超減少
することはない。
【００１８】
　本明細書に記載の他の態様は、AR-42をがん哺乳動物に投与することにより悪液質を抑
制する方法を提供し、がん悪液質での筋委縮の複数のメディエータ（例えば、IL-6、IL-6
Rα、LIF、MuRF1、Atrogin-Iなどの悪液質促進ドライバ）の発現を、AR-42で処置してい
ないがん哺乳動物と比較し減少させる。
【００１９】
　さらなる態様は、AR-42をがん哺乳動物に投与することにより悪液質を抑制する方法を
提供し、悪液質が誘発する脂肪組織の減少および骨格筋線維サイズの縮小を、AR-42を与
えない哺乳動物と比較し実質的に回復させる。
【００２０】
　本明細書に記載の態様は、HDAC class 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳
動物に投与し、少なくとも15日という期間で、HDAC class 1およびclass 2b阻害剤を与え
ない哺乳動物と比較し、前記がん哺乳動物の骨格筋重量の少なくとも約90％を維持するこ
とによりがん哺乳動物の骨格筋重量を維持する方法を提供する。
【００２１】
　さらなる態様は、HDAC class 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳動物に投
与し、がん哺乳動物の生存期間を、HDAC class 1およびclass 2b阻害剤を与えない哺乳動
物と比較し実質的に延長することにより、がん哺乳動物の生存期間を延長する方法を提供
する。
【００２２】
　本明細書に記載するように、AR-42は、筋消耗を抑制、低減、またはブロックし、がん
悪液質の動物モデルの生存期間を延長することに対し、in vivoで有効性を示す。加えて
、AR-42のがん関連悪液質に対する効果は、AR-42の腫瘍負荷を低減することに対する効果
とは無関係である。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１Ａ】媒体処置腫瘍なしマウス（対照）と、媒体（媒体）または一日おきに50mg/kg



(6) JP 6473152 B2 2019.2.20

10

20

30

40

50

の経口AR-42（AR-42）で処置する腫瘍ありマウスを比較した15日間の研究における、C-26
腫瘍ありマウスでがんが誘発する悪液質の典型的な抑制を示す図であり、総重量（左、腫
瘍含む）および体重（中央、腫瘍含まず）の変化を描く。矢印はAR-42の処置時点を示す
。右は、C-26腫瘍ありマウスにおいて、腫瘍成長に対するAR-42の抑制効果はないことを
示す。データは平均±標準偏差で示す。P値：a, 0.045; b, 0.0027; c, 0.049; d, 0.004
8
【図１Ｂ】腫瘍量を有する、各群の代表マウスの写真であり、がん悪液質に対するAR-42
の治療効果を示す。
【図１Ｃ】研究過程における、3つの処置群の典型的な一日の平均摂餌量を示す図である
。データは平均±標準偏差（n = 8）で示す。
【図１Ｄ】腫瘍なしマウスおよび腫瘍ありマウスの両方における、腓腹筋、前脛骨筋、お
よび大腿四頭筋（P値：a, < 0.001; b, 0.0042; c, 0.0046）を含む後肢筋の重量に対す
るAR-42の典型的な効果を、媒体処置腫瘍ありマウスおよび媒体処置腫瘍なしマウスのそ
れと比較して示す図である（n = 8）。
【図１Ｅ】腫瘍なしマウスおよび腫瘍ありマウスの両方における、心臓、脂肪組織、およ
び脾臓（P値：a, < 0.001; b, 0.0059; c, 0.001; d, 0.009）に対するAR-42の典型的な
効果を、媒体処置腫瘍ありマウスおよび媒体処置腫瘍なしマウスのそれと比較した図であ
る（n = 8）。
【図２Ａ】C-26腫瘍ありマウスの筋線維サイズの典型的な維持を示す図である。左には、
媒体またはAR-42で処置した、腫瘍なし対照マウスと腫瘍ありマウスの腓腹筋の、H&E染色
セクションの顕微鏡写真を示す。スケールバーは100μmである。右には、腓腹筋の筋線維
の断面積を、有意性が(P < 0.001)である頻度ヒストグラムで表す。データは平均±標準
偏差で示す。
【図２Ｂ】媒体、ボリノスタット（50mg/kg、経口投与、毎日）、ロミデプシン（0.6mg/k
g、腹腔内投与、週2回）、またはAR-42（50mg/kg、経口投与、一日おき）で処置した腫瘍
ありマウスの、典型的なカプラン・マイヤー生存率曲線を示す図である。生存期間は、体
重減少（腫瘍を除く）が開始時の体重の20％に達した時点と定義し、これは研究から除く
人道的な終点となる（*，P < 0.001、媒体対AR-42；n = 8）。
【図２Ｃ】各群の代表マウスの典型的な写真であり、姿勢、被毛、および身体状態により
明らかな、腫瘍ありマウスのがん悪液質に対するAR-42の治療効果を、ボリノスタットお
よびロミデプシンと比較して示す。
【図２Ｄ】腫瘍細胞注入後15日目に、媒体処置腫瘍なしマウス（n = 6）、および、AR-42
（n = 8）、ボリノスタット（n = 8）、またはロミデプシン（n = 5）で処置した腫瘍あ
りマウスの骨格筋における、Atrogin-1//MAFbxおよびMuRF1の典型的なmRNA相対発現レベ
ルを、媒体処置腫瘍ありマウス（n = 8）のそれと比較して示す図である。データは平均
±標準偏差で示す。Ｐ値：a, < 0.001; b, 0.016; c, 0.0063
【図３Ａ】グルコース代謝の解糖および代替経路と関連する中間体レベルに対する、典型
的な効果を示す図である。
【図３Ｂ】腫瘍なしマウスおよび腫瘍ありマウス（各群につきn = 8）の腓腹筋における
、グリコーゲン代謝に対するAR-42の典型的な効果を示す図である。腫瘍ありマウスの媒
体またはAR-42での処置（50mg/kg、経口投与、一日おき）を、腫瘍細胞注入後6日目で開
始し、17日目で終えた。腫瘍なし対照マウスを、並行して媒体またはAR-42で処置した。
データは箱髭図で示す。箱の上下はそれぞれ第一四分位および第三四分位を表し、箱内の
「+」記号および帯はそれぞれ平均値と中央値を意味する。髭の終端は各群の最大値およ
び最小値を表す。
【図４】C-26腫瘍ありマウスの筋において、悪液質が誘発する、神経伝達に関わる遊離ア
ミノ酸およびアミノ酸の代謝物のレベルと、インスリン抵抗性バイオマーカのレベルの変
化を、AR-42がブロックすることを示す図である。分析用試料は図３Ａおよび３Ｂに関し
て記載した実験より生成した。データは図３Ａおよび３Ｂに関して記載した箱髭図で示す
。
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【図５Ａ】腫瘍なしマウスの血清における、悪液質促進サイトカインであるIL-6レベル（
左）およびLIFレベル（右）に対するAR-42の典型的な効果を、C-26腫瘍ありマウスと比較
して示す図（上側）と、腫瘍なしマウスの骨格筋におけるIL-6RaのmRNA発現に対するAR-4
2の効果を、C-26腫瘍ありマウスと比較したqPCR分析を示す図（下側）である。データは
平均±標準偏差で示す。P値：a,< 0.001; b, 0.006; c, 0.012（n = 3）。マウスは図３
に関連して記載したように処置した。
【図５Ｂ】RNA-seqデータの典型的な主成分分析を示す図（左）と、4つの処置群の間で異
なって発現する遺伝子を示すベン図（右）である。TFは腫瘍なし、Tは腫瘍あり、vehは媒
体での処置、ARはAR-42での処置である。マウスは図３に関して記載したように処置した
。
【図５Ｃ】6つの主要な悪液質促進ドライバの転写レベルに対するAR-42の効果についての
、RNA-seqによる典型的な分析を示す図である。（P値：a, 0.024; b, 0.028; c, 0.015; 
d, 0.007; e, 0.024; f, 0.026; g, 0.01; h, 0.012; i, < 0.001; j, 0.014; n = 3）マ
ウスは図３に関して記載したように処置した。
【図５Ｄ】4つの処置群のマウスの骨格筋における、6つの主要な悪液質促進ドライバの転
写レベルに対するAR-42の効果についての、qPCRによる典型的な分析を示す図である（*, 
P < 0.001; n = 6）。データは平均±標準偏差で示す。マウスは図３に関して記載したよ
うに処置した。
【図６Ａ】AR-42での処置を腫瘍および悪液質の後期まで遅らせることによる、C-26腫瘍
ありマウスにおけるがん悪液質の抑制を示す図である。媒体処置腫瘍なし対照マウス（T/
F、Veh）および媒体処置腫瘍ありマウス（T、Veh）の、18日間の研究過程における体重（
腫瘍を除く）の変化を、経口AR-42での処置を6日目（T、AR42/D6）、10日目（T、AR42/D1
0）、または12日目（T、AR42/D12）で開始したマウスと比較する（左に示す）。P値：a, 
0.0015; b, 0.023 (n = 8)。矢印はAR-42処置を開始した時点を示す。データは平均を示
す。明確に表示するため、各データ点の標準偏差バーは示していない。右には、処置を遅
らせた実験において、C-26腫瘍ありマウスの腫瘍成長に対するAR-42の抑制効果はないこ
とを示す結果がある。データは平均±標準偏差で示す（n = 8）。
【図６Ｂ】処置が遅いにも関わらず、AR-42は腫瘍ありマウスのがん悪液質に対し治療効
果があることを示す典型的な写真である。これは、大きい腫瘍量にも関わらず、正常な姿
勢、滑らかな被毛、および、より良い身体状態を有することから明らかである。
【図６Ｃ】図６Ａに記載のように疾患進行の異なるステージで開始したAR-42処置の、C-2
6腫瘍ありマウスの腓腹筋、前脛骨筋、および大腿四頭筋を含む後肢筋の重量に対する典
型的な効果を示す図である。データは平均±標準偏差で示す（n = 8; *, P < 0.001）。
【図６Ｄ】15日目と16日目において、媒体処置腫瘍なし対照および媒体処置腫瘍あり対照
と比較した、腫瘍ありマウスの握力に対するAR-42の効果を示す図である。データは平均
±標準偏差で示す（n = 8; P値: a, 0.01; b, 0.022; c, < 0.001; d, 0.0019）。Nはニ
ュートンである。
【図７】AR-42は、LLCマウス悪液質モデルにおけるがん誘発筋消耗を防ぐことを示す図で
ある。腫瘍なしマウスと腫瘍ありマウス両方の、腓腹筋、前脛骨筋、および大腿四頭筋を
含む後肢筋の質量を、媒体処置腫瘍ありマウスのそれと比較し、媒体と比較したAR-42の
典型的な効果を示す。マウスは、腫瘍細胞注入後20日目で殺処分した点を除き、図１Ａで
記載したのと同じ方法で処置した。データは平均±標準偏差で示す（n = 8）。
【図８】リアルタイムRT-PCRに使用するプライマーの典型的なシーケンスを示す図である
。
【図９】AR-42処置C-26腫瘍ありマウスと媒体処置C-26腫瘍ありマウスの間で異なって（
≧4倍）発現する筋疾患または筋機能に関連した遺伝子についての、典型的なIngenuity P
athway Analysis（IPA）（QIAGEN社）を示す図である（n = 6）。
【図１０】媒体又はAR-42で処置した、腫瘍なしマウスおよびC-26腫瘍ありマウスの血清
試料についての、典型的なサイトカインプロファイル分析を示す図である（平均±標準偏
差、各群につきn = 3）。
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【図１１】AR-42処置C-26腫瘍ありマウスの筋において、媒体処置C-26腫瘍ありマウスと
比較し異なって（≧ 4倍）発現する遺伝子についての、典型的なRNA-seq分析を示す図で
ある（n = 3）。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本明細書に記載のいくつかの典型的な態様を記載する前に、本発明は以下の記載に明記
した構成またはプロセス段階の詳細に限定されるものではないことを理解すべきである。
本明細書に記載の態様は、種々の方法で実践または実行することが可能である。
【００２５】
　本明細書に記載の態様は、がん悪液質のCD2F1マウス結腸（colon）26（C-26）腫瘍モデ
ルにおいて、悪液質が誘発する体重減少および骨格筋の委縮を減じ、生存期間を延長する
経口AR-42の効果を開示する。マウスCD2F1悪液質モデルは、例えば、その全体が本明細書
に参考として組み込まれるBMC Cancer. 2010 Jul 8;10:363に記載されている。観察され
た抗悪液質効果は、細胞代謝を再プログラムする、ならびに、罹患筋組織においてIL-6レ
ベルを下方制御して筋消耗および他の悪液質に関連する影響を抑制するという、腫瘍負荷
を減少させることに対するAR-42の効果とは無関係のAR-42の機能に関連するものであった
。
【００２６】
　本明細書に記載の態様は、がん悪液質のルイス肺がん（Lewis Lung Carcinoma、LLC）
腫瘍モデルにおいて、悪液質が誘発する体重減少および骨格筋の委縮を減じ、生存期間を
延長する経口AR-42の効果を開示する。例えば、Expert Opin Drug Discov. Nov 1, 2009;
 4(11): 1145-1155を参照のこと。
【００２７】
　米国特許第8,318,808号明細書に記載のHDAC阻害剤は、本明細書に記載の種々の方法で
使用することが可能である。このHDAC阻害剤は、例えば、芳香族Ω-アミノ酸リンカーを
介してZn2+-キレートモチーフと結合した脂肪酸を基にする。種々の態様において、HDAC
阻害剤は以下の化学式であり得る。
【００２８】

【化３】

【００２９】
　式中、XはHおよびCH3から選択し、Yはnが0～2である(CH2)nであり、Zはmが0～3である(
CH2)mおよび(CH)2から選択し、Aはヒドロカルビル基であり、Bはo-アミノフェニル基また
はヒドロキシル基であり、Qはハロゲン、水素、またはメチルである。
【００３０】
　別の態様では、本明細書に記載の方法は、以下の化学構造を持つ、(S)-N-ヒドロキシ-4
-(3-メチル-2-フェニルブタンアミド)ベンズアミドとしても知られる、AR-42を利用する
。
【００３１】
【化４】

【００３２】
　さらに別の態様では、AR-42は塩、溶媒化合物、水和物、無水物、共結晶、および他の
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結晶形および組み合わせを含む。AR-42は、安定性を増した、バイオアベイラビリティ、
徐放性、および他の特性を増した種々の剤形に配合することが可能である。
【００３３】
　一態様において、HDAC阻害剤は亜鉛依存性またはニコチンアミド・アデニン・ジヌクレ
オチド（NAD）依存性であること（Discov Med 10(54):462-470, November 2010）を特徴
として分類し、そのHDAC基質に基づいて18個のファミリーサブタイプを持つ４つのclass
に分ける。つまり、class I（HDAC 1、2、3、および8）、class II（HDAC 4、5、6、7、9
、および10）、class III（サーチュイン1-7（SIRT））、ならびにclass IV（HDAC 11）
である（同書）。別の態様では、HDAC阻害剤は、ボリノスタット（SAHA）（class Iおよ
びclass II阻害剤）、デプシペプチドclass I阻害剤、およびAR-42（class Iおよびclass
 IIb阻害剤）を含むが、これらに限定されるものではない。例えば、Strahl, B.D.および
Allis, C.D.(2000)（Nature 403:41-45）を参照のこと。他のHDAC阻害剤（例えば、トリ
コスタチンA、つまりTSA）はclass 1およびclass 2のHDACを阻害する。HDAC阻害剤用基質
は、classおよびサブタイプで異なる。
【００３４】
　別の態様では、HDAC阻害剤はclass 1およびclass 2bのHDACを阻害する。さらに別の態
様では、HDAC阻害剤はAR-42である。
【００３５】
　がん悪液質の結腸26（C-26）腫瘍モデルにおいて、C26腫瘍の断片を同質遺伝子型のBAL
B/cマウスに移植すると、該マウスは未分化がんを発症する。骨格筋委縮（筋力および疲
労に対する抵抗性により測定する）は観察される生化学的変化と相関性があり、該モデル
は「がん悪液質についての研究用に、十分に標準化された実験用モデル」と呼ぶ。BMC Ca
ncer. 2010 Jul 8;10:363
【００３６】
　一態様において、HDACのclass 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳動物に
投与し、該哺乳動物の重量を、HDACのclass 1およびclass 2b阻害剤を与えない哺乳動物
と比較して実質的に維持することにより該哺乳動物の悪液質を抑制する方法を提供する。
別の態様では、HDAC阻害剤はAR-42である。
【００３７】
　さらに別の態様では、哺乳動物の重量は、AR-42での処置後最初の約15日後に6％超減少
することはない。
【００３８】
　別の態様では、がんは、膵臓、結腸、頭部、頸部、胃、および食道からなる群より選択
する。別の態様では、哺乳動物はヒトである。
【００３９】
　AR-42は哺乳動物の約1mg/kg～約100mg/kgの量で投与することが可能であり、少なくと
も一日に1回投与することが可能である。別の態様では、AR-42は哺乳動物の重量の約50mg
/kgの量で一日に2回投与する。
【００４０】
　さらに別の態様では、IL-6レベルは、AR-42を与えない哺乳動物と比較し約56％低減す
る。別の態様では、白血病抑制因子（LIF）レベルは、AR-42を与えない哺乳動物と比較し
約88％低減する。別の態様では、Atrogin-1のmRNA発現は、AR-42を与えない哺乳動物と比
較し基礎値まで回復する。
【００４１】
　一態様において、MuRF1のmRNA発現は、AR-42を与えない哺乳動物と比較し基礎レベルま
で回復する。別の態様では、悪液質が誘発するIL-6RαのmRNAレベルの増加は、AR-42を与
えない哺乳動物と比較し約85％減少する。
【００４２】
　さらに別の態様では、悪液質が誘発する脂肪組織の減少は、AR-42を与えない哺乳動物
と比較し実質的に回復する。別の態様では、悪液質が誘発する骨格筋線維サイズの縮小は
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、AR-42を与えない哺乳動物と比較し、AR-42により回復する。
【００４３】
　HDACのclass 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳動物に投与して、少なく
とも15日という期間で、HDACのclass 1およびclass 2b阻害剤を与えない哺乳動物と比較
し前記哺乳動物の骨格筋重量の少なくとも約90％を維持するステップを含む、がん哺乳動
物の骨格筋重量維持方法も提供する。
【００４４】
　別の態様では、HDACのclass 1およびclass 2b阻害剤を効果的な量でがん哺乳動物に投
与して、HDACのclass 1およびclass 2b阻害剤を与えない哺乳動物と比較し前記哺乳動物
の生存期間を実質的に延長するステップを含む、がん哺乳動物の生存期間延長方法を提供
する。さらに別の態様では、哺乳動物は該哺乳動物にAR-42を投与後、少なくとも約21日
間は生存する。
【００４５】
　別の態様では、AR-42の投与は哺乳動物において悪液質が誘発する体重減少および骨格
筋委縮を減じ、生存期間を延長した。理論に縛られることなく、抗悪液質効果は、細胞代
謝を再プログラムする、ならびに、罹患筋組織におけるIL-6レベルを下方制御して筋消耗
および他の悪液質に関連する影響を抑制するという、腫瘍負荷を減少させることに対する
AR-42の効果とは無関係のAR-42の機能と関連すると考えられる。
【００４６】
　一態様において、AR-42の抗悪液質効果は種々の技法により測定され、該技法には、が
んの筋委縮について実証されたメディエータの発現に関するqRT-PCT分析（例えば、Cance
r Cell. 2008 Nov 4;14(5):369-81）、血清および腓腹筋組織における抗炎症サイトカイ
ンレベルの測定（Am J Pathol. 2011 Mar;178(3):1059-68）、メタボロームプロファイリ
ング分析（J Cachexia Sarcopenia Muscle. 2013 Jun;4(2):145-55）、筋組織における遊
離アミノ酸レベル測定（J Cachexia Sarcopenia Muscle. 2013 Jun;4(2):145-55; Am J P
hysiol Endocrinol Metab. 2007 Feb;292(2):E501-12）、解糖経路に関連した生化学レベ
ル測定による悪液質筋の「糖分解特徴」測定（Cachexia Sarcopenia Muscle. 2013 Jun;4
(2):145-55）、悪液質筋組織におけるグリコーゲン貯蔵レベル測定（Cell Death Differ.
 2012 Oct;19(10):1698-708）、悪液質筋における分枝鎖アミノ酸代謝分析（Int J Bioch
em Cell Biol. 2013 Oct;45(10):2163-72）、ならびに、悪液質性筋における2-ヒドロキ
シブチレートおよびオフタルミン酸のレベル測定（PLoS One. 2010 May 28;5(5):e10883;
 Int J Cancer. 2010 Feb 1;126(3):756-63）が含まれる。
【００４７】
　本明細書に記載のHDAC阻害剤は、処置を必要とする患者（例えば、がんがあり、悪液質
の症状を呈する患者）に投与することが可能である。一態様において、ある特定のがんは
特に悪液質と関連し、該がんには膵臓、胃、頭部、頸部、および食道を含むが、これらに
限定されるものではない（「悪液質関連がん」）。別の態様では、class 1、class 2bのH
DAC阻害剤（例えば、AR-42）を、処置を必要とする患者に投与する。
【００４８】
　本明細書で使用する「実質的」という用語は、例えばがんのない哺乳動物の重量または
総量の「多く」、「大部分」、つまり、少なくとも50％、60％、70％、80％、および90％
を意味する。
【００４９】
　本明細書で使用する「処置する」、「低減する」、「抑制する」、「阻害する」、「防
止する」、または同様の用語は、100％の、または、完全な、処置または防止を必ずしも
意味するわけではない。むしろこれらの用語は、当技術分野で有益であると認められる、
特定の疾患の種々の程度の処置または防止（例えば、100％、90％、80％、70％、60％、5
0％、40％、30％、20％、10％、5％、または1％）を意味する。
【００５０】
　「処置」または「防止」という用語はまた、しばらくの間疾患の開始を遅らせること、
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または、無期限に開始を遅らせることを意味する。「処置（treatment）」または「処置
すること（treating）」という用語は、患者に薬物または処置を施すこと、もしくは、薬
物を（例えば、医師、看護師、または他の医療専門家が）患者に処方し、該患者または第
三者（例えば、介護者、家族、またはヘルスケア専門家）が該薬物または処置を施すこと
を意味する。「効果的な量」という用語は、疾患または病気（例えば悪液質）を処置し、
低減し、抑制し、阻害し、防止する薬物または処置の量、もしくは、疾患または病気の哺
乳動物の生存期間を延長する薬物または処置の量を意味する。
【００５１】
　本明細書で使用する「延長する（prolong）」または「延長すること（prolonging）」
という用語は、処置を受けない哺乳動物と比較して、処置を受けた哺乳動物の生存期間の
時間が延びることを意味する。この面において、「延長された生存期間」は、哺乳動物の
寿命が、例えば、がんのない哺乳動物の寿命の1％、5％、10％、20％、30％、40％、50％
、60％、70％、80％、または90％延びることを意味し得る。
【００５２】
　本明細書に記載のHDAC阻害剤のいずれも、経口的に、非経口的に（IV、IM、デポ-IM、S
Q、およびデポ-SQ）、舌下に、鼻腔内に（吸入）、髄腔内に、局所的に、または直腸に、
投与することが可能である。当業者に知られた剤形は、本明細書に記載のHDAC阻害剤の送
達に適切である。
【００５３】
　一態様において、典型的なHDAC阻害剤を経口剤形（ピル、カプセル、カプレット、また
は錠剤など）で悪液質に関連するがん（例えば、膵臓、膀胱、胃、頭頸部）と診断された
患者に投与する。
【００５４】
　HDAC阻害剤は、経口投与に適切な、錠剤、カプセル、もしくはエリキシル剤などの医薬
品、または、非経口投与に適切な、滅菌溶液または懸濁液に配合することが可能である。
本明細書に記載のHDAC阻害剤は、当技術分野で周知の技法および手順を用いて医薬組成物
に配合することが可能である。
【００５５】
　一態様において、約0.1～1000mg、約5～約100mg、もしくは約10～約50mgのHDAC阻害剤
（例えば、AR-42）、または、生理学的に容認可能な塩、もしくはエステルは、生理学的
に容認可能な媒体、担体、賦形剤、結合剤、防腐剤、安定剤、着香料などと共に、容認さ
れた薬務により要求される単位剤形に混合することが可能である。HDAC阻害剤を含む組成
物または製剤における有効成分の量は、指示範囲の適切な投薬量が得られる量である。
【００５６】
　別の態様では、組成物は単位剤形に配合し、各投薬量は約1～約500mg、または、約10～
約100mgの有効成分を含むことが可能である。「単位剤形」という用語は、ヒト対象また
は他の哺乳動物の単位投薬量として適切な、物理的に分離した単位を意味し、各単位は、
適切な医薬品賦形剤と共同して望ましい治療効果を生むように計算された所定量の活物質
を含む。
【００５７】
　一態様において、1つ以上のHDAC阻害剤を、適切で医薬的に容認可能な担体と混ぜて組
成物を形成する。化合物を混ぜる、または、追加して結果として生じる混合物は、溶液、
懸濁液等であってよい。リポソーム懸濁液またはその他のナノ粒子送達システムも、医薬
的に容認可能な担体として使用することができる。これらは、当業者に知られている方法
により調製することができる。結果として生じる混合物の形態は、意図する投与方式、お
よび、選択した担体または媒体における化合物の溶解度などの因子の数に左右される。一
態様において、有効濃度は、処置する疾患、不調、病気の少なくとも１つの症状を軽くす
る、または、改善するのに十分であり、経験的に決めることができる。
【００５８】
　さらに別の態様において、AR-42はC-26およびLLC腫瘍の悪液質モデルで見られるような
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、悪液質での筋消耗を抑制する。炎症性サイトカインであるIL-6およびTNFは、2つのモデ
ルにおける悪液質促進因子を表す（31、32）。サイトカインプロファイル分析は、AR-42
はC-26腫瘍ありマウスの血清TNFレベルに対しては効果がないが、血清IL-6レベルおよび
筋内IL-6RαのmRNA発現レベルを減らすことを示した。それでもなお、AR-42で処置したこ
れらのC-26腫瘍ありマウスはまだ、腫瘍なしマウスと比較して血清IL-6レベルおよびIL-6
RαのmRNA発現の上昇を示し、これは、IL-6シグナル伝達の減少が、AR-42が媒介する筋消
耗抑制の唯一の原因ではないことを示唆する。
【００５９】
　機構的に、AR-42の抗悪液質効果は独特である。これは、HDAC阻害剤であるバルプロ酸
およびトリコスタチン-Aが、ミオスタチン／フォリスタチン軸を調節する機能を持つにも
関わらず、C-26腫瘍ありマウスの筋力低下を食い止めることができなかったためである（
33）。同様に当社の発見は、ボリノスタットおよびロミデプシンは、AR-42と異なり、C-2
6モデルで悪液質が誘発する体重減少を減じることに無効であったことを示す。この相違
は、腫瘍ありマウスの筋においてE3リガーゼであるAtrogin-1およびMuRF1のmRNA発現を抑
制するという、AR-42のより優れた機能に起因するものであり、これは、骨格筋における
全遺伝子発現を調節する各々の機能の違いを反映する。最新の知見は、悪液質関連遺伝子
の機能不全発現をまねく、罹患筋での異常なアセチル化／転写因子の発現と筋消耗の間の
機構的関連性を示唆する［レビュー：（34）］。p300/CBPのヒストンアセチルトランスフ
ェラーゼ活性が骨格筋においてFoxoファミリー転写因子の転写活性および核局在性を異な
って調節すること（35）、および、class IのHDAC類、特にHDAC1は、Foxoおよびその標的
であるAtrogin-1およびMuRF1の発現を調節することにより、栄養枯渇または筋の不使用が
誘発する筋委縮の媒介に重要な役割を果たすこと（22）が報告された。
【００６０】
　RNA-seq分析により、遺伝子発現において腫瘍が誘発するシフトを食い止めるというAR-
42の機能が明らかになった。合計677個の遺伝子が、AR-42処置腫瘍ありマウスと媒体処置
腫瘍ありマウスの間で4倍以上異なって発現することが確認された。この多数の、異なっ
て発現する遺伝子は、転写活性、および／または、複数の転写因子／制御因子の発現に対
するAR-42の効果から生じると考えられる。Foxo1に加え、AR-42はまた、C/EBPδ、Fos、J
un-b、DAXX、ERN1、HIF3α、MAFF、MAFK、およびMef2cなど他の多くの転写因子／制御の
発現を調節する（図１１）。これらの転写因子のうち、骨格筋、心筋、および平滑筋の発
達におけるMef2cの重要性は十分に裏付けられており（36）、AP-1シグナル伝達カスケー
ドはがんに関連した筋消耗に関与している（37）。
【００６１】
　C-26腫瘍ありマウスの悪液質筋は、高い解糖率を特徴とするワールブルグ腫瘍生理機能
を示すことが提案された（38）。当社のメタボロームデータは、C-26腫瘍ありマウスにお
ける骨格筋代謝の明白な再プログラミングを明らかにし、これはAR-42により完全に食い
止められた。さらに、インスリン抵抗性用バイオマーカ（17）および酸化ストレス用バイ
オマーカ（18）である、2-ヒドロキシブチレートおよびオフタルム酸の生成に対するAR-4
2の抑制効果は、注目に値する。これは、実質的証拠により、インスリン抵抗性（39、40
）と酸化ストレス（41）が悪液質と関連付けられたからである。
【００６２】
　機構的に、腫瘍ありマウスにおいて骨格筋の完全性を維持するというAR-42の機能は、
複数の転写プログラムおよび代謝表現型において腫瘍が誘発する変化に対する、その様々
な累積的効果より生じる。腫瘍成長末期でのAR-42の経口投与が、依然として、C-26腫瘍
ありマウスの筋消耗の進行を減速するのに効果的であることは治療的に重要である。総合
すると、これらの発見は、HDAC阻害剤（例えば、AR-42）は、本明細書に記載するように
がん悪液質の包括的治療方針の一部として使用することが可能であることを示す。
【００６３】
　本明細書に記載の、HDAC阻害剤の投与に適切な医薬担体または媒体には、特定の投与方
式に適切な担体を含む。加えて、活物質は、望ましい作用を弱めない他の活物質と、また
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は、望ましい作用を補う、もしくは、他の作用を有する物質と混ぜることも可能である。
化合物は、単独の医薬的有効成分として組成物に配合するか、または、他の有効成分と組
み合わせることができる。
【００６４】
　別の態様では、HDAC阻害剤が十分な溶解度を示さない場合、溶解する方法を用いること
ができる。該方法は既知であり、ジメチルスルホキシド（DMSO）などの共溶媒を用いるこ
と、TWEENなどの界面活性剤を用いること、および、含水重炭酸ナトリウムに溶解するこ
とを含むが、これらに限定されるものではない。塩またはプロドラッグなど、化合物の誘
導体も、効力のある医薬組成物を配合するのに用いることができる。
【００６５】
　化合物の濃縮は、化合物を投与する不調の少なくとも１つの症状を軽くする、または、
改善する投与量を送達するのに有効である。典型的に、組成物は、１回の用量投薬向けに
配合する。
【００６６】
　別の態様では、本明細書に記載のHDAC阻害剤は、時限放出製剤またはコーティングなど
、それが身体から迅速に除去されることを防ぐ担体と共に調製することができる。該担体
には、マイクロカプセル化送達システムなどの制御放出製剤を含むが、これらに限定され
るものではない。活性化合物は、処置する患者において望ましくない副作用がない場合、
治療的に有用な効果を示すのに十分な量で、医薬的に容認可能な担体に含めることが可能
である。治療的に効果的な濃度は、処置する不調について既知のin vitroおよびin vivo
モデルシステムで該化合物をテストすることにより、経験的に求めることができる。
【００６７】
　別の態様では、本明細書に記載のHDAC阻害剤および組成物は、複数回投与用容器または
一回投与用容器に封入することが可能である。封入した化合物および組成物は、例えば、
使用のために組み立てることが可能な成分を含むキットで提供することが可能である。例
えば、凍結乾燥形状のAR-42および適切な希釈剤を、使用前に組み合わせる別個の成分と
して提供することができる。キットは、同時投与用に、AR-42と第2の治療薬を含むことが
できる。AR-42および第2の治療薬は、別個の成分として提供することが可能である。キッ
トは複数の容器を含み得、各容器は本明細書に記載の化合物を１以上の単位容量で収容す
る。一態様では、該容器は望ましい投与方式に適応させることが可能である。該投与方式
には、経口投与向けの、錠剤、ゲルカプセル、徐放性カプセル剤等、および、非経口投与
向けの、デポ製品、プレフィルドシリンジ、アンプル、バイアル等、および、局所投与向
けの、パッチ、メディパッド、クリーム等を含むが、これらに限定されるものではない。
【００６８】
　医薬組成物における典型的なHDAC阻害剤の濃度は、当業者に既知の要因のみならず、活
性化合物の吸収、不活化、および排出速度、投与スケジュール、ならびに投与量に左右さ
れよう。
【００６９】
　別の態様では、有効成分は一度で投与するか、または、多くの、より小さい用量に分け
、間隔を空けて投与することができる。正確な投薬量および処置期間は処置する疾患に応
じて異なり、既知のテストプロトコルを用いて、または、in vivoまたはin vitroのテス
トデータからの推測により経験的に求めることができると理解される。濃度値および投薬
量値はまた、軽減すべき病気の重症度により異なることに注意すべきである。さらに、任
意の特定の対象に対し、個別の投薬計画は、個々の要求、および、組成物を投与する、ま
たは、組成物の投与を管理する人間の専門的な判断に応じて経時的に調節すべきであるこ
と、ならびに、本明細書で述べる濃度範囲はただの例示であり、特許請求する組成物の範
囲または実施を限定することを意図しているわけではないことを理解すべきである。
【００７０】
　経口投与を望む場合、化合物は、胃の酸性環境からそれを守る組成物で提供することが
可能である。例えば、組成物は、胃においてその完全性を維持し、活性化合物を腸に放出
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する腸溶性コーティングに配合することが可能である。組成物はまた、制酸剤または他の
そのような成分と組み合わせて配合してよい。
【００７１】
　経口組成物は、概して不活性希釈剤または食用担体を含み、錠剤に圧縮する、または、
ゼラチンカプセルに封入することができる。経口治療投与を目的に、活性化合物または化
合物を賦形剤と組み合わせ、錠剤、カプセル、またはトローチ剤の形態で使用することが
可能である。医薬的に相溶性のある結合剤および補助物質を組成物の一部として含むこと
が可能である。
【００７２】
　錠剤、ピル、カプセル、トローチ剤等は、同様の性質を持つ以下の成分または化合物、
つまり、結合剤、賦形剤、崩壊剤、潤滑剤、流動促進剤、甘味剤、着香剤のいずれかを含
むことが可能である。該結合剤は、トラガカントゴム、アカシア、コーンスターチ、また
はゼラチンなどであるが、これらに限定されるものではない。該賦形剤は微結晶性セルロ
ース、デンプン、または乳糖などである。該崩壊剤はアルギン酸およびコーンスターチな
どであるが、これらに限定されるものではない。該潤滑剤はステアリン酸マグネシウムな
どであるが、これに限定されるものではない。該流動促進剤はコロイド状二酸化ケイ素な
どであるが、これに限定されるものではない。該甘味剤はスクロースまたはサッカリンな
どである。該着香剤はペパーミント、サリチル酸メチル、またはフルーツ香料などである
。
【００７３】
　投薬量単位の形態がカプセルである場合、それは、上記のタイプの物質に加え、脂肪油
などの液体担体を含むことが可能である。加えて、投薬量単位形態は、種々の他の物質を
含むことが可能であり、これは投薬量単位の物理的形態、例えば、糖衣および他の腸溶性
コーティングを調整する。化合物はまた、エリキシル剤、懸濁液、シロップ、ウエハ、チ
ューインガム等の成分として投与することが可能である。シロップは、活性化合物に加え
、甘味剤およびある程度の防腐剤としてのスクロース、染料および着色剤、ならびに、香
料を含んでよい。
【００７４】
　活物質はまた、望ましい作用を損ねない他の活物質と、または、望ましい作用を補う物
質と混ぜることが可能である。HDAC阻害剤は、例えば、抗腫瘍剤、ホルモン、ステロイド
、またはレチノイドと組み合わせて使用することが可能である。抗腫瘍剤は、アルキル化
剤、代謝拮抗剤、ホルモン剤、抗生物質、コルヒチン、ビンカアルカロイド、L-アスパラ
ギナーゼ、プロカルバジン、ヒドロキシウレア、ミトタン、ニトロソウレアまたはイミダ
ゾールカルボキサミドなど多数の化学療法剤の1つであってよい。適切な薬剤には、チュ
ーブリンの脱分極を促進する薬剤を含む。例には、ビンブラスチンおよびビンクリスチン
などのコルヒチンおよびビンカアルカロイドが含まれる。
【００７５】
　別の態様では、本明細書に記載のHDAC阻害剤をワクチンと共に投与する、または、ワク
チンを予防接種する前後で投与して、ワクチンに対する免疫反応を高めることが可能であ
る。一態様において、該ワクチンはDNAワクチン、例えば、HPVワクチンである。
【００７６】
　一態様において、非経口適用、皮内適用、皮下適用、または局所適用向けに使用する溶
液または懸濁液は、以下の成分のいずれかを含むことが可能である。該成分とは、注射用
水などの殺菌希釈剤か、食塩液か、固定油か、ごま油、ココナッツ油、ピーナッツ油、お
よび綿実油等などの天然由来の植物油か、オレイン酸エチル等などの合成脂肪媒体か、ポ
リエチレングリコールか、グリセリンか、プロピレングリコールか、または他の合成溶媒
；ベンジルアルコールおよびメチルパラベンなどの抗菌剤；アスコルビン酸および亜硫酸
水素ナトリウムなどの抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸（EDTA）などのキレート剤；酢
酸塩、硝酸塩、およびリン酸塩などの緩衝液；ならびに、塩化ナトリウムおよびデキスト
ロースなどの張性を調整するための薬剤である。非経口製剤は、ガラス、プラスチック、
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または他の適切な物質でできた、アンプル、使い捨てシリンジ、または複数回投与バイア
ルに封入することが可能である。緩衝液、防腐剤、抗酸化剤等は必要に応じて組み込むこ
とが可能である。
【００７７】
　静脈内に投与する場合、適切な担体には、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）
、ならびに、グルコース、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコールなどの増
粘剤および可溶化剤を含む溶液と、その混合物を含むが、これらに限定されるものではな
い。組織標的化リポソームを含む、リポソーム懸濁液またはその他のナノ粒子送達システ
ムも、医薬的に容認可能な担体として適切である。これらは当技術分野で既知の方法で調
製することができる。
【００７８】
　別の態様では、HDAC阻害剤は、時限放出製剤またはコーティングなど、化合物が身体か
ら迅速に除去されることを防ぐ担体と共に調製することができる。そのような担体は制御
放出製剤および生分解可能で生体適合性のあるポリマーを含む。該制御放出製剤は、イン
プラント送達システムおよびマイクロカプセル化送達システムなどであるが、これらに限
定されるものではなく、該生分解可能で生体適合性のあるポリマーは、コラーゲン、エチ
レン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸
等である。そのような製剤の調製方法は当業者に既知である。
【００７９】
　さらに別の態様では、開示の方法で用いる化合物は経腸的に、または、非経口的に投与
することができる。経口的に投与する場合、開示の方法で用いる化合物は、当業者には周
知である経口投与向けの通常剤形で投与することが可能である。これらの剤形には、溶液
、懸濁液、およびエリキシル剤などの液体剤形ばかりでなく、タブレット錠およびカプセ
ルという通常の固形単位剤形が含まれる。固形剤形を用いる場合、それらは、本明細書に
記載の方法で使用する化合物が毎日1度か2度投与する必要があるように、徐放性タイプと
することが可能である。
【００８０】
　経口剤形は、毎日1回、2回、3回、または4回、患者に投与することが可能である。本明
細書に記載のHDAC阻害剤は、3回またはより少ない回数で、つまり毎日1回または2回のい
ずれかで投与することさえ可能である。従って、開示の方法で用いるHDAC阻害剤化合物は
、経口剤形で投与する。いかなる経口剤形を用いても、それは、本明細書に記載の方法で
用いる化合物を胃の酸性環境から守るように設計することが可能である。腸溶性コーティ
ングタブレット錠は当業者に周知である。加えて、小さい小球を充填したカプセルで、各
々コーティングして酸性胃から守るようにしたものも、当業者には周知である。
【００８１】
　「治療的に効果のある量」および「治療的に効果のある期間」という用語は、腫瘍性細
胞の成長を低減するのに効果のある投薬量および期間での処置を意味するのに使用する。
上述したように、このような投与は、非経口、経口、舌下、経皮、局所、鼻腔内、または
直腸内とすることが可能である。一態様において、全身的に投与する場合、治療組成物は
、約0.1μM～約100mMという血中化合物濃度を達成するのに十分な投薬量で投与すること
が可能である。局所投与の場合、これよりはるかに低い濃度で効果的であり得、はるかに
高い濃度も許容し得る。当業者は、このような、HDAC阻害剤またはAR-42の有効濃度がよ
り低い治療の効果は、処置する組織、器官、または、特定の動物もしくは患者に応じてか
なり異なり得ることを理解しよう。また、患者は1回分の用量で開始してよいが、該用量
は患者の病気の変化につれ変わり得ることも理解されよう。
【００８２】
　正確な投与量および投与の頻度が、開示した投与方法で用いる特定の化合物、処置する
特定の病気、処置する病気の重症度、年齢、体重、特定の患者の通常の体調、および、個
人が服用している場合がある、当業者である投与する医師は周知の他の薬物に左右される
ことは、当業者に明らかなはずである。
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【実施例】
【００８３】
　以下の非限定実施例は本明細書に記載の態様を示すものである。
【００８４】
（実施例１）
がん悪液質モデル
C-26モデル
　一態様において、腫瘍を、C-26細胞（0.1mL中0.5×106細胞）をオスのCD2F1マウス（生
後約6週間、Harlan Laboratories社、インディアナ州インディアナポリス）の右脇腹に皮
下注入することにより設けた（11）。非悪液質対照となる腫瘍なしマウスと同様に、腫瘍
ありマウスを無作為にグループに分け、AR-42（50mg/kg、胃管栄養法による経口投与、一
日おき、Arno Therapeutics社、ニュージャージー州フレミントン）、または、媒体（滅
菌水に溶解した0.5％メチルセルロース（w/v）および0.1％Tween-80（v/v））のいずれか
での処置を、細胞注入後6日目に開始した。遅延処置の効果を調べるため、薬物および／
または媒体での処置をがん細胞注入後6日目、10日目、および12日目に開始した。
【００８５】
　別の態様では、AR-42の効果を他のHDAC阻害剤と比較した。この態様では、C-26腫瘍あ
りマウスの追加グループをボリノスタット（50 mg/kg、経口投与、毎日1回）とロミデプ
シン（0.6 mg/kg、腹腔内投与、週2回）で処置した（ChemieTek社（インディアナ州イン
ディアナポリス））。
【００８６】
LLCモデル
　別の態様では、皮下腫瘍を、0.5×106LLC細胞を右脇腹に注入することによりオスのC57
BL/6マウス（生後約6週間、Harlan社）に設けた。AR-42および媒体での処置をC-26モデル
について行い、該処置は細胞注入後6日目に開始した。両モデルにおいて、体重および摂
餌量を毎日監視し、腫瘍のサイズを2日ごと以上の頻度で測定した。マウスは殺処分する
前の2時間は絶食させ、殺処分時に後肢筋、心臓、脾臓、精巣上体脂肪、および血液を回
収し、固形組織の重量を測定した。筋試料は、液体窒素で冷却した2-メチルブタンで凍ら
せ、それから分析まで-80℃で保管した。
【００８７】
（実施例２）
握力測定
　マウスの前肢の握力を、デジタル握力メータ（Digital Grip Strength Meter）（Colum
bus Instruments社、オハイオ州コロンバス）を用いて測定した。各マウスから５個の測
定値をとり、その平均を該マウスの握力とした。
【００８８】
筋線維サイズの形態学的分析
　10mMのセクションを凍結した骨格筋試料よりcryostat（Leica社）を用いて切り取り、
その後、H&Eで染色した。画像を、オリンパスBX51顕微鏡（Olympus America社）を用いて
撮り、筋線維の断面積をオリンパスCellSens 1.11ソフトウェアを用いて求めた。測定値
は、各グループの5匹のマウスそれぞれの筋の、5つの異なるセクションより得た。
【００８９】
（RNA分離、qRT-PCRおよびRNA-seq分析）
　全RNAを均質化腓腹筋（n = 3／群）よりTRIzol（登録商標）reagent（Life Technologi
es社、カリフォルニア州カールスバッド）を用いて分離し、その後RNAeasy Mini Kit（Qi
agen社、カリフォルニア州バレンシア）を用いて精製した。qRT-PCRを、上述のように、i
Q SYBR（登録商標）Green Supermix付きBio-Rad CFX96リアルタイムPCR解析システム（Bi
o-Rad社、カリフォルニア州ハーキュリーズ）を用いることで行った（42）。プライマー
シーケンスを図８に列記する。RNA-seqライブラリの生成とデータ分析を、オハイオ州立
大学総合がんセンター（The Ohio State University Comprehensive Cancer Center、OSU
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CCC）Nucleic Acid Shared Resourceで行った。
【００９０】
メタボロームファイリングおよびサイトカインプロファイリング
　腓腹筋および血清を、細胞注入後17日目に各処置グループ（n = 8／群）より回収した
。筋は、270個の代謝中間体を専用の質量分析プラットフォームによりメタボローム解析
するため、Metabolon社（ノースカロライナ州ダーラム）に提出した。血清は、32個のサ
イトカインをマウスサイトカインアレイ（mouse cytokine array）（32-plexパネル）を
用いて分析するため、Eve Technologies社（カナダ国アルバータ州）に提出した。
【００９１】
統計分析
　データ分析を、SAS 9.3ソフトウェア（SAS社、ノースカロライナ州ケーリー）を用いて
行った。複数の測定を行った実験については、データを混合効果モデルにより分析し、各
対象に観測依存性を組み込んだ。独立群を含む他の実験については、データをANOVAによ
り分析した。時間事象実験（図２Ｂ）では、生存期間関数における違いをログランク検定
により比較した。多重性をホルムの方法により調整し、全体のファミリーワイズエラー率
を0.05に制御した。RNA-seqデータをIngenuity Pathway Analysis（IPA）ソフトウェア（
Ingenuity Systems社、カリフォルニア州レッドウッドシティ）を用いて分析した。＞4倍
変化およびP＜0.05の遺伝子のみ経路解析（pathway analysis）用に選択した。
【００９２】
（実施例３）
AR-42はC-26結腸がんモデルにおけるがん悪液質を抑制する
　一態様において、マウスは、C-26細胞を注入し触診できる腫瘍が形成された6日後より
、胃管栄養法により、一日おきに、AR-42（50mg/kg）または媒体で経口処置した。媒体群
は、体重の大幅な減少が12日目に始まったが、AR-42処置マウスは腫瘍なし対照と同等の
レベルで体重を維持した（図１Ａ、左）。研究終点（15日目）までに、腫瘍の質量を差し
引いた後の体重減少の大きさ（体積1cm3= 質量1グラム）は、媒体処置群で＞20％、AR-42
処置マウスで6％に達した（中）。この効果が腫瘍量の減少に起因するはずはない。これ
は、一日の平均摂餌量はAR-42処置群と媒体処置群で同等かつ腫瘍なしマウスの一日の平
均摂餌量未満であったことから（図１Ｃ）、AR-42は、媒体（右）または摂餌量増と相関
して腫瘍成長を変えることはなかったためである。AR-42処置マウスはその大きな腫瘍量
にも関わらず機敏で反応が速く、活発で、この研究の終点までに媒体処置対照で観察され
た猫背の姿勢および荒れた被毛は見られなかった（図１Ｂ）。
【００９３】
（実施例４）
AR-42は悪液質が誘発する委縮に対し筋を保護する
　体重の維持と同じく、AR-42処置腫瘍ありマウスにおいて骨格筋量は維持された。媒体
処置腫瘍あり（腫瘍あり／媒体）マウスは悪液質の兆候を示し、その腓腹筋、前脛骨筋、
および大腿四頭筋の重量は、腫瘍なし対照マウスの対応する筋と比較して各々20.6％、10
.5％、および18.1％減少したが、AR-42処置腫瘍ありマウス（腫瘍あり／AR-42）のそれら
は各々9.6％、0.8％、および5.8％減少した（図１Ｄ）。
【００９４】
　腫瘍あり／媒体マウスは、心臓、および、特に脂肪組織の質量の著しい減少（腫瘍なし
対照の29.3±6.0％）など、悪液質の他の際立った特徴を示したが、これは、AR-42の処置
により改善した（図１Ｅ、上）。興味深いことに、AR-42は、腫瘍なしマウスにおいて脂
肪組織の質量を約50％減少させたが、腫瘍ありマウスの脂肪組織質量の減少は腫瘍なし／
AR-42マウスのそれと同等のレベルまで回復させた。二分された結果は、脂質ホメオスタ
シスを維持するというそれの機能を示唆する。
【００９５】
　別の態様では、C-26腫瘍ありマウスは、腫瘍なし対照マウスと比較し著しく肥大した脾
臓を呈したが（11）、これはAR-42で改善されなかった（図１Ｅ、下）。C-26腫瘍ありマ
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ウスにおける脾腫は、脾臓にある骨髄由来抑制細胞および他の免疫細胞の増殖に起因する
ことから（12）、この発見は、AR-42は免疫学的機序を介してというより主に筋に作用し
ていることを示唆する。
【００９６】
　筋消耗に対するAR-42の予防効果は、悪液質が誘発する骨格筋線維サイズの減少の抑止
により明らかになった。腫瘍あり／媒体マウスの筋線維の平均断面積は、15日目に腫瘍な
し対照と比較して48.2％の減少を示し（1297.6±638.8対2503.5±917.5μm2）、これはAR
-42により回復した（2146.3±923.4μm2）（図２Ａ、左）。腫瘍あり／媒体マウスの悪液
質筋における、線維サイズ分布のより小さい断面積への顕著な移行は、AR-42により食い
止められた（図２Ａ、右）。
【００９７】
AR-42はC-26腫瘍ありマウスの生存期間を延長する
　AR-42の効果を、C-26腫瘍ありマウスにおいて他のHDAC阻害剤（つまり、ボリノスタッ
トおよびロミデプシン）と比較した。腫瘍細胞注入後6日目に開始し、毎日の体重測定お
よび腫瘍質量の減算により求める体重減少が開始時の重量の20％に達するまで、マウスを
、AR-42（50mg/kg、一日おき、経口投与）、ボリノスタット［50mg/kg、一日に1回、経口
（13）］、ロミデプシン［0.6mg/kg、週2回、腹腔内投与（14）］、または媒体で継続し
て処置した。図のように、経口AR-42はこれらのマウスを腫瘍関連消耗から守るのに効果
的で、腫瘍体積が安楽死のしきい値に達した21日目の累積生存率は１００％だった（図２
Ｂ）。対照的に、ボリノスタットおよびロミデプシンは、体重に対する防止効果が限定的
だったか、または、目に見えるほどの防止効果を見せなかった。さらに、腫瘍あり／AR-4
2マウスは、腫瘍細胞注入後21日目において、媒体（15日目）、ロミデプシン（16日目）
、およびヴォリノスタット（18日目）で処置したマウスとは対照的に機敏で反応が速く、
活発で、健康そうに見えた（図２Ｃ）。
【００９８】
（実施例３）
骨格筋タンパク質代謝回転の調節における異なる効果
　骨格筋量は、タンパク質の合成と分解の間のバランスにより調節される。理論に縛られ
ることなく、ボリノスタットおよびロミデプシンに対し異なるAR-42の抗悪液質効果は、
タンパク質代謝回転を支配する経路を調節する機能の差に起因し得る。これは、Atrogin-
1/MAFbxおよびMuRF1という、ユビキチンが媒介する骨格筋タンパク質分解に関与する、2
つのE3リガーゼのmRNA発現に対するAR-42の抑制効果により立証される（15、16）（図２
Ｄ）。
【００９９】
　腓腹筋のqPCR分析により、悪液質筋（腫瘍あり／媒体；n = 8）において、腫瘍なし／
媒体対照（n = 6）と比較し、Atrogin-1およびMuRF1のmRNAレベルが著しく増加すること
が明らかになった（それぞれ、29.4±3.5倍および25.8±3.9倍）。AR-42は、Atrogin-1（
2.7±0.7倍）およびMuRF1（1.1±0.2倍）のmRNA発現を基礎レベルまで回復させることが
できた（n = 8）。ボリノスタット（n = 8）およびロミデプシン（n = 5）も悪液質筋に
おいてこれら2つのE3リガーゼのmRNA発現を著しく減少させたが、AR-42よりも小幅だった
（Atrogin-1/MuRF1：ボリノスタット、9.6±1.8/5.5±1.1倍；ロミデプシン、19.6±3.1/
14.6±3.3倍）（図２Ｄ）。
【０１００】
　AR-42の抗悪液質活性はC-26モデルに限定されるものではないことを確認するため、LLC
モデルにおいても評価した。皮下にLLC腫瘍のあるC57BL/6マウスをAR-42で処置した（50m
g/kg、経口投与、一日おき）。該処置は腫瘍細胞注入後6日目に開始し、後肢筋を殺処分
時に摘出する20日目まで続けた。図７に示すように、AR-42はLLC腫瘍ありC57Bl/6マウス
を、筋量の減少から守った（腓腹筋：媒体、非悪液質対照の81.7±3.7％；AR-42、92.2±
3.5％；前脛骨筋：媒体、80.3±4.0％；AR-42、93.4±3.9％；大腿四頭筋：媒体、84.4±
4.6％；AR-42、93.4±4.8％；全P値＜0.05、n = 8）。
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【０１０１】
（実施例４）
AR-42は腫瘍ありマウスの筋の代謝完全性を維持する
　悪液質がある場合、骨格筋は、腫瘍／宿主に由来する炎症ストレッサーおよび神経内分
泌ストレッサーに反応して複雑な代謝変化を起こす（1）。従って、当社は代謝プロファ
イリング分析を行い、骨格筋の代謝表現型で悪液質が誘発する、移行に対するAR-42の効
果を調べた。腫瘍なしマウスおよびC-26腫瘍ありマウスを、上述のように媒体またはAr-4
2で処置し、腓腹筋を17日目にメタボローム解析用に回収した。4群（n = 8／群）間の筋
の生化学的プロファイル比較は、骨格筋で悪液質が誘発する代謝変化を回復させるという
AR-42の機能を明らかにした。これを以下のようにまとめる。
【０１０２】
解糖
　腫瘍あり／媒体マウスの悪液質筋は、グルコースレベルと主要な糖分解中間体のレベル
が、腫瘍なし対照より著しく低いことを示した（図３Ａ）。AR-42はこれらの代謝変化を
食い止め、筋内のグルコースレベルおよび中間体レベルを腫瘍なし／媒体マウスで見られ
る基礎線レベルまで、または、該基礎線レベルを上回るまで回復させた。さらに、増加し
たグルコースは、ソルビトール－フルクトース生合成およびペントースリン酸経路に分流
し、ソルビトール、フルクトース、および、ペントースリン酸経路に由来する代謝物であ
るリボースの生成の増加につながった。
【０１０３】
グリコーゲン貯蔵
　腫瘍あり／媒体マウスの筋は、短鎖マルトオリゴ糖およびグルコース-1-リン酸におけ
る著しい減少を示し（図３Ｂ）、悪液質筋におけるグリコーゲン貯蔵の枯渇を示唆した。
AR-42処置は、これらのグリコーゲン代謝中間体を著しく補充した。
【０１０４】
遊離アミノ酸
　筋消耗の特徴であるタンパク質分解の増加に合わせ、多くの遊離アミノ酸が、腫瘍あり
／媒体マウスの悪液質筋において腫瘍なし／媒体マウスのそれと比較して著しく上昇し（
図４）、悪液質の表現型であることを示した。同様に、神経伝達物質として機能する、キ
ヌレニン、N-アセチル-アスパルチル-グルタメート、及びγ-アミノブチラートなどのい
くつかのアミノ酸誘導体／代謝物が上昇した。対照的に、筋から放出され肝臓の糖新生を
補助するアラニンは、悪液質筋では減少した。この悪液質表現型はAR-42処置により食い
止められ、筋のタンパク質分解をブロックするというその機能を示した。
【０１０５】
有機酸
　アミノ酸代謝物である2-ヒドロキシブチレートおよびオフタルム酸は、それぞれインス
リン抵抗性用バイオマーカ（17）および酸化ストレス（18）用バイオマーカである。腫瘍
あり／媒体マウスの筋におけるこれら2つの有機酸の増加（図４）は、悪液質はインスリ
ン抵抗性と酸化ストレスを促進することを示唆し、これは次に、筋消耗を悪化させる。AR
-42は2つのバイオマーカを、腫瘍なしマウスで測定されたのと同等のレベルまで劇的に減
少させた。
【０１０６】
（実施例５）
AR-42は、複数の悪液質促進ドライバを標的にすることによりがん悪液質を抑制する
　AR-42がその抗悪液質効果を媒介する機序を明らかにするため、媒体処置の、または、A
R-42処置の、腫瘍なしマウスおよびC-26腫瘍ありマウスの血清および腓腹筋を、サイトカ
インプロファイリング分析およびホールショットガン配列決定法（RNA-seq）でそれぞれ
使用した。
【０１０７】
サイトカインプロファイル
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　調べた32個のサイトカインのうち（図１０）、2つのよく知られた悪液質ドライバであ
るIL-6および白血病阻止因子（LIF）（19）は、腫瘍あり／媒体マウスの血清において腫
瘍なし／媒体マウスのそれと比較し著しく増加したが（IL-6；230±105対2.9±1.3pg/ml
；LIF、19.7±9.3対1.7±1.5pg/ml）（図５Ａ、上）、他のサイトカインについて著しい
差は見られなかった。AR-42は、腫瘍ありマウス（IL-6、102±38pg/ml；LIF、3.8±1.6pg
/ml）において、媒体処置対照と比較しIL-6レベルおよびLIFレベルをそれぞれ56％、88％
低減した。悪液質に関連したIL-6の増加を鈍くするという、AR-42の機能を鑑みて、当社
は、AR-42の、IL-6受容体α鎖（IL-6Rα）の筋内mRNAレベルに対する効果を調べた。IL-6
RαのmRNAは、腫瘍あり／媒体マウス（n = 9）の筋において、腫瘍なしマウス（n = 6）
のそれと比較し著しく上昇した（13±1.4倍）。AR-42は、この、悪液質が誘発する増加を
85％低減した（2.0±0.2倍；n = 10）（図５、下）。これらの発見は、AR-42は、IL-6シ
グナル伝達をブロックすることにより筋消耗をある程度抑えることを示唆する。
【０１０８】
RNA-seq分析
　RNA-seqデータの主成分分析により、腫瘍なし／媒体対照と比較した、腫瘍あり／媒体
マウスの筋の全般的遺伝子発現パターンに対するC-26腫瘍の顕著な効果が明らかになった
（図５Ｂ、左）。AR-42は、腫瘍なしマウスの非悪液質筋における遺伝子発現パターンに
対しては目に見えるほどの効果はなかったが、悪液質筋の遺伝子発現で腫瘍が誘発する移
行は、腫瘍なしマウスのそれに近い状態まで食い止めた。これに従い、当社は、腫瘍あり
／媒体マウスと他の3つの処置群の間で異なって発現する遺伝子を一対分析し、この結果
をベン図に表した（図５Ｂ、右）。対にした分析間で大きく重なる領域は、AR-42は、全
般的遺伝子発現で腫瘍が誘発する変化をかなり回復することを示唆する。
【０１０９】
　媒体処置腫瘍ありマウスおよびAR-42処置腫瘍ありマウスの筋における遺伝子発現の一
対比較により、全部で677個の遺伝子の発現は4倍以上異なることが明らかになった（376
個は上方制御され、301個は下方制御された）（図１０）。Ingenuity Pathway Analysis
（IPA）を用いた、これらの遺伝子データの機能および疾病関連性についての分析は、異
なって発現するこれらの遺伝子のうち66個は、委縮、収縮、発達、および筋形態、および
骨格筋細胞サイズ、筋細胞死、およびタンパク質異化のカテゴリーに注釈を付けることを
明らかにした（図１１）。
【０１１０】
　これらの筋機能―および疾病関連遺伝子のうち以下の6つの遺伝子に対するAR-42の効果
は、これらが示すがん誘発悪液質との関連を鑑みると注目に値する。これらには、（Fork
head box protein O1をコード化する）Foxo1（20～23）ならびにその標的遺伝子であるTr
im63（MuRF1）およびFbxo32（Atrogin-1）（24、25）と、PNPLA2［脂肪組織トリグリセリ
ドリパーゼ（adipose triglyceride lipase、ATGL）］（26、27）と、UCP3（脱共役タン
パク質3）（28、29）と、Mef2c［筋原性転写因子（myogenic transcription factor）筋
細胞増強因子（myocyte enhancer factor）］（30）が含まれる（図５Ｃ）。これら6つの
遺伝子に関するRNA-seqデータのqRT-PCRによる検証は、4つの処置群において、相対的mRN
A発現レベルについてのデータセット間に相関関係があることを示した（図５Ｄ）。
【０１１１】
（実施例６）
AR-42での遅延処理は、筋消耗を抑制するのに依然として効果的である
　上述の発見は、骨格筋の代謝プロファイルおよび遺伝子発現プロファイルを回復させる
ことによりがん関連筋消耗を抑制する際、経口AR-42が有効であることを示す。これらの
実験において、処置は、消耗の明らかな兆候が見られない場合は悪液質の進行初期に開始
した。AR-42処置をより遅く開始することが悪液質を依然として防ぐか否かを調べるため
、AR-42でのC-26腫瘍ありマウスの処置（50mg/kg、経口投与、一日おき）を腫瘍細胞注入
後6日目、10日目、および12日目に開始した。
【０１１２】
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　当社の先のデータ（図１）と同じく、腫瘍あり／媒体マウスは17日目までに体重を19％
減少させた（腫瘍を除く）。対照的に、6日目（D6）、10日目（D10）、または12日目（D1
2）で開始したAR-42での処置は、腫瘍成長に目に見えるほどの影響を与えることなく（図
６Ａ、右）、重量減少をそれぞれ6％、11％、および12％に抑えた（n = 8）（図６Ａ、左
）。さらに、AE-42処置マウスは、その媒体処置対照よりより健康であるという兆候を示
した（図６Ｂ）。AR-42のこの予防効果は腓腹筋重量の維持に反映され、前脛骨筋および
大腿四頭筋の重量の維持には、より少ない程度で反映された（図６Ｃ）。筋量に対する予
防効果と同じく、握力測定は、AR-42は15日目と16日目において、全ての薬物処置群で媒
体処置対照と比較し前肢の筋力維持に役立つことを示した（図６Ｄ）。
【０１１３】
（実施例７）
　腫瘍あり／媒体マウスは、心臓、および、特に脂肪組織の質量の著しい減少（腫瘍なし
対照の29.3±6.0％）などの、悪液質の他の際立った特徴を示したが、これは、AR-42の処
置により改善した（図１Ｅ、上）。興味深いことに、AR-42は腫瘍なしマウスにおいて脂
肪組織の質量を約50％減少させたが、腫瘍ありマウスの脂肪組織質量の減少は腫瘍なし／
AR-42マウスのそれと同等のレベルまで回復させた。二分された結果は、脂質ホメオスタ
シスを維持するというAR-42の機能を示す。
【０１１４】
　C-26腫瘍ありマウスは、腫瘍なし対照マウスと比較し著しく肥大した脾臓を呈したが（
11）、これはAR-42で改善されなかった（図１Ｅ、下）。C-26腫瘍ありマウスにおける脾
腫は、脾臓にある骨髄由来抑制細胞および他の免疫細胞の増殖に起因することから（12）
、この発見は、AR-42は免疫学的機序を介してというより主に筋に作用していることを示
唆する。
【０１１５】
　筋消耗に対するAR-42の予防効果は、悪液質が誘発する骨格筋線維サイズの減少の抑止
により明らかになった。腫瘍あり／媒体マウスの筋線維の平均断面積は、15日目に腫瘍な
し対照と比較して48.2％の減少を示し（1297.6±638.8対2503.5±917.5μm2）、これはAR
-42により回復した（2146.3±923.4μm2）（図２Ａ、左）。腫瘍あり／媒体マウスの悪液
質筋における、線維サイズ分布のより小さい断面積への顕著な移行は、AR-42により食い
止められた（図２Ａ、右）。
【０１１６】
（実施例８）
骨格筋タンパク質代謝回転の調節における異なる効果
　骨格筋量は、タンパク質の合成と分解の間のバランスにより調節されるため、ボリノス
タットおよびロミデプシンに対するAR-42の特異的な抗悪液質効果は、タンパク質代謝回
転を支配する経路を調節する機能の差に起因し得る。これは、Atrogin-1/MAFbxおよびMuR
F1という、ユビキチンが媒介する骨格筋タンパク質分解に関与する２つのE3リガーゼの、
mRNA発現に対するAR-42の抑制効果により立証される（15、16）（図２Ｄ）。予想通り、
腓腹筋のqPCR分析により、悪液質筋（腫瘍あり／媒体；n = 8）において、腫瘍なし／媒
体対照（n = 6）と比較し、Atrogin-1およびMuRF1のmRNAレベルが著しく増加すること（
それぞれ、29.4±3.5倍および25.8±3.9倍）が明らかになった。AR-42は、Atrogin-1（2.
7±0.7倍）およびMuRF1（1.1±0.2倍）のmRNA発現を基礎レベルまで回復させることがで
きた（n = 8）。ボリノスタット（n = 8）およびロミデプシン（n = 5）も、悪液質筋に
おいてこれら2つのE3リガーゼのmRNA発現を著しく減少させたが、AR-42よりも小幅だった
（Atrogin-1/MuRF1：ボリノスタット、9.6±1.8/5.5±1.1倍；ロミデプシン、19.6±3.1/
14.6±3.3倍）（図２Ｄ）。
【０１１７】
（実施例９）
細胞
　培養したC-26細胞およびLLC細胞を、37℃、5％CO2の加湿インキュベータ内で、ウシ胎
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児血清（FBS）-追加（10％）RPMI1640培地およびDMEM培地（Invitrogen社、カリフォルニ
ア州カールスバッド）それぞれに維持した。がん悪液質モデル用マウスに注入するため、
細胞をトリプシン処理し、FBS-追加培養基においてペレット状にし、その後、5×106細胞
／mLの濃度で無菌PBSに再懸濁することにより収集した。
【０１１８】
マウス
　CD2F1マウスおよびC57BL/6マウスを、光周期（12時間明／12時間暗）、温度、および湿
度が一定という条件下で、水と通常の食餌には自由にアクセスできるようにして集団飼育
した。マウスは、経口胃管栄養法により薬物（AR-42、ボリノスタット、媒体）を投与す
る間、一時的に麻酔した。摂餌量は、各ケージの餌を毎日検量し、ケージにいるマウスの
数で毎日の餌の減少を除算することにより推定した。腫瘍体積は、キャリパー測定により
基準式（長さ×幅2×π/6）を用いて算出した。
【０１１９】
握力測定
　前肢の握力を測定するため、各マウスをその尾の付け根でつかみ、その前肢でプルバー
をつかむまで装置の上で下降させた。マウスをその後、該マウスがバーを放すまで握力計
から真っ直ぐ並行にそっと引き離し、得られる最大力を記録した。5回の測定を各マウス
で行い、その平均をマウスの握力と指定した。
【０１２０】
RNA-seqライブラリ作成およびデータ分析パイプライン
　RNAの質を、ピコRNAチップを用いてAgilent 2100 Bバイオアナライザで評価し、RNAの
総投入量をAgilent社のQubit（登録商標）RNAアッセイを用いて評価した。トランスクリ
プトームライブラリをIllumina社のTruSeq RNA Sample Preparation Kit V2を用いて作成
した。結果として生じるライブラリの量と質を、Agilent社のQubit（登録商標）DNAアッ
セイおよびPerkinElmer社のLabchip（登録商標）DNA GX分析をそれぞれ用いて評価した。
全ライブラリを均等な割合で混ぜ合わせ、Illumina社のHiSeq 2500シーケンサで配列決定
する際、約4000万個のフィルタ通過リードを生む試料のプールを生成した。Illumina社の
HiSeq CASAVAパイプラインの生シーケンスデータの質を、FastQC、RNASeQC、およびRSeQC
ソフトウェアを用いて評価した。それに続く分析は次の通りだった。デマルチプレックス
した（demultiplexed）フィルタ通過シーケンスリードをTopHat 2 (v2.0.7) RNAseqアラ
イナを用いてGRCm38/mm10に整列させ、整列させたリードをUCSCのmm10遺伝子アノテーシ
ョンにアセンブルするためにCuffLinks 2 (c2.1.1)を使用し、CuffCompareおよびCuffMer
geを使用して整列させたリードをmm10遺伝子にコンパイルし、アセンブルした転写をまと
めてカスタム遺伝子アノテーションにし、CuffDiffを使用して、各処置群に関連する異な
る遺伝子発現を比較した。
【０１２１】
（実施例１０）
　AR-42の抗悪液質活性はC-26モデルに特異的なものではないことを確認するため、LLCモ
デルにおいても評価した。皮下に11個のLLC腫瘍があるC57BL/6マウスを、AR-42で処置し
た（50mg/kg、経口投与、一日おき）。該処置は腫瘍細胞注入後6日目に開始し、後肢筋を
殺処分時に摘出する20日目まで続けた。
【０１２２】
　図７に示すように、AR-42はLLCマウス悪液質モデルでがんが誘発する筋消耗を防ぐ。腫
瘍なしマウスと腫瘍ありマウス両方の、腓腹筋、前脛骨筋、および大腿四頭筋を含む後肢
筋の質量を、媒体処置腫瘍ありマウスのそれと比較し、媒体と比較したAR-42の効果。マ
ウスは、腫瘍細胞注入後20日目で殺処分した点を除き、図１Ａで記載したのと同じ方法で
処置した。データは平均±標準偏差で示す（n = 8）（腓腹筋：媒体、非悪液質対照の81.
7±3.7％；AR-42、92.2±3.5％；前脛骨筋：媒体、80.3±4.0％；AR-42、93.4±3.9％；
大腿四頭筋：媒体、84.4±4.6％；AR-42、93.4±4.8％；全P値<0.05、n = 8）。
【０１２３】
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【０１２４】
　上記記載は特定の態様について言及するが、これらの態様は単に例示であることを理解
すべきである。種々の修正および変形を本明細書に記載の方法に施すことが可能であるこ
とは、当業者には明白であろう。従って、本明細書は、添付の特許請求の範囲およびその
同等物の範囲内の修正および変形を含むことが意図される。
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