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(57)【要約】
　非環状ヌクレオシドアナログを使用するテロメラーゼ陽性癌細胞におけるテロメア短縮
化、G2停止およびアポトーシスの誘導が開示されている。また、非環状ヌクレオシドアナ
ログを使用して、腫瘍形成性テロメラーゼ陽性細胞が腫瘍へと成長する機会を得るのを低
減（impair）又は妨げる（prevent）ための方法および腫瘍退縮（定着腫瘍のサイズの減
少）を促進させるための方法が開示されている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　不適当もしくは病的に増殖している細胞または不死細胞の存在により引き起こされる障
害を予防または治療するための、あるいは哺乳動物またはヒトにおける癌を治療するため
の方法であって、該細胞においてテロメア短縮化を誘導する1以上の非環状ヌクレオシド
アナログまたはその製薬上許容される塩を含む組成物の治療的有効量を、該癌に罹患して
いるヒトに投与することを含んでなる方法。
【請求項２】
　該ヌクレオシドアナログが、アシクロビル（acyclovir）、ガンシクロビル（ganciclov
ir）およびペンシクロビル（penciclovir）またはそれらのプロドラッグよりなる群から
選ばれる、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　該癌が、骨癌、乳癌、前立腺癌、肝癌、膵癌、肺癌、脳癌、卵巣癌、子宮癌、精巣癌、
皮膚癌、白血病、黒色腫、食道癌、胃癌、結腸癌、網膜癌または膀胱癌よりなる群から選
ばれる、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　該組成物を経口、非経口、皮下、筋肉内または血管内投与する、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　2以上の該ヌクレオシドアナログを含む組成物を投与する、請求項2記載の方法。
【請求項６】
　投与する該ヌクレオシドアナログの1つが1日当たり約10mg/kg体重～約150mg/kg体重で
ある、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　該ヌクレオシドアナログを、3'-アジド-2',3'-ジデオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジ
デオキシイノシン（ddI）および2',3'-ジデヒドロ-3'-デオキシチミジン（d4T）よりなる
群から選ばれる異なるタイプのアナログと組合せて投与し、ここで、その異なるタイプの
アナログが、単独では癌の治療には不十分な低用量で存在する、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　テロメラーゼ陽性癌細胞においてテロメア伸長を減弱する方法であって、該細胞におい
てテロメア短縮化を誘導する非環状ヌクレオシドアナログの有効量を該細胞に投与するこ
とを含んでなる方法。
【請求項９】
　該ヌクレオシドアナログが、アシクロビル（acyclovir）、ガンシクロビル（ganciclov
ir）およびペンシクロビル（penciclovir）またはそれらのプロドラッグよりなる群から
選ばれる、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　該ヌクレオシドアナログを、3'-アジド-2',3'-ジデオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジ
デオキシイノシン（ddI）および2',3'-ジデヒドロ-3'-デオキシチミジン（d4T）よりなる
群から選ばれる異なるタイプのアナログと組合せて投与し、ここで、その異なるタイプの
アナログが、単独ではテロメアの伸長の終結には不十分な低用量で存在する、請求項9記
載の方法。
【請求項１１】
　該癌細胞が乳癌細胞、前立腺癌細胞、肝癌細胞、骨癌細胞、膵癌細胞、肺癌細胞、脳癌
細胞、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、精巣癌細胞、皮膚癌細胞、白血病細胞、食道癌細胞、胃
癌細胞、結腸癌細胞、網膜癌細胞もしくは膀胱癌細胞またはそのような細胞の組合せであ
る、請求項8記載の方法。
【請求項１２】
　テロメラーゼ陽性細胞の成長を妨げ又は阻害する方法であって、該細胞を十分な量の非
環状ヌクレオシドアナログと接触させて、該細胞におけるテロメア短縮化、G2停止および
アポトーシスの誘導を達成させることを含んでなる方法。
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【請求項１３】
　該細胞を約1.5μM～3.0μMの濃度のヌクレオシドアナログと接触させる、請求項12記載
の方法。
【請求項１４】
　該ヌクレオシドアナログが、アシクロビル（acyclovir）、ガンシクロビル（ganciclov
ir）もしくはペンシクロビル（penciclovir）またはそれらのプロドラッグである、請求
項12記載の方法。
【請求項１５】
　該テロメラーゼ陽性細胞が癌細胞であり、該癌細胞が、骨肉腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、
副腎皮質癌および黒色腫よりなる群から選ばれる、請求項12記載の方法。
【請求項１６】
　癌の予防を要するヒトにおける癌の予防方法であって、該癌が該ヒトの細胞におけるテ
ロメラーゼ活性によるものであり、該方法が、1以上の非環状ヌクレオシドアナログまた
はその製薬上許容される塩を含む組成物の治療的有効量を該ヒトに投与することを含んで
なり、腫瘍形成性テロメラーゼ陽性細胞が癌へと成長する機会を得るのを該ヌクレオシド
アナログが低減（impair）又は妨げる（prevent）、方法。
【請求項１７】
　該癌が、骨癌、乳癌、前立腺癌、肝癌、膵癌、肺癌、脳癌、卵巣癌、子宮癌、精巣癌、
皮膚癌、白血病、黒色腫、食道癌、胃癌、結腸癌、網膜癌または膀胱癌よりなる群から選
ばれる、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　テロメラーゼ陽性癌細胞においてアポトーシスを促進させる方法であって、該細胞にお
いてテロメア短縮化を誘導する1以上の非環状ヌクレオシドアナログまたはその製薬上許
容される塩を含む組成物の有効量を該細胞に投与することを含んでなる方法。
【請求項１９】
　該ヌクレオシドアナログがG2停止を誘導する、請求項18記載の方法。
【請求項２０】
　該癌細胞が乳癌細胞、前立腺癌細胞、肝癌細胞、骨癌細胞、膵癌細胞、肺癌細胞、脳癌
細胞、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、精巣癌細胞、皮膚癌細胞、白血病細胞、食道癌細胞、胃
癌細胞、結腸癌細胞、網膜癌細胞もしくは膀胱癌細胞またはそのような細胞の組合せであ
る、請求項19記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2005年3月25日付け出願の米国仮特許出願第60/665,105号の利益を主張する
ものであり、出願第60/665,105号の開示の全体を参照により本明細書に組み入れることと
する。
【０００２】
　本発明は癌治療の分野に関する。特に、本発明はテロメラーゼ陽性細胞におけるテロメ
ア伸長の調節に関する。さらに詳しくは、本発明は、テロメラ伸長の阻害、アポトーシス
の誘導およびテロメラーゼ陽性癌の治療または予防のための、ガンシクロビル（GCV）、
アシクロビル（ACV）およびそれらのエステルプロドラッグを含む非環状ヌクレオシドア
ナログの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　リーディング鎖およびラギング鎖の合成における対称性は、直鎖状ゲノムの複製に関す
る「末端問題（end problem）」を引き起こす1。この問題を克服するために、真核生物染
色体は、TTAGGG反復配列よりなる末端構造テロメアを専門化させている2。テロメラーゼ3

,4は、テロメアを伸長させ従って細胞倍加中の癌細胞の大多数における染色体安定性を維
持するリボ核タンパク質酵素である5。テロメアの末端からのDNAの漸減は体細胞の細胞増
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殖能の制御に関連づけられている6。
【０００４】
　正常培養ヒト細胞は、培養内で、限られた複製能しか有していない。培養内の正常細胞
は、それが、集団成長が終止する独立した点に達するまで、複製される。これは致死期（
mortality stage）1（M1期）と称され、細胞老化と呼ばれる成長停止を招くサイズへの少
数のテロメアの短縮により引き起こされる。この段階は、p53およびpRBヒト腫瘍抑制遺伝
子の機能の阻止により迂回されうる。ついで該細胞は、致死期2（M2期）または危機期（c
risis stage）と称される別のチェックポイントまで、テロメア長の更なる減少と共に増
殖し続ける。M2期における成長停止は細胞増殖および細胞死速度間の釣り合いにより生じ
る。この時期において、テロメアのほとんどが非常に短い場合、末端-末端融合および染
色体の破壊-融合が、著しい染色体異常およびアポトーシスを引き起こす。稀な状況下で
は、細胞はM2から逃れ、そのテロメラの長さを安定化することにより不死化する。これは
酵素テロメラーゼの活性化またはテロメア延長の代替メカニズム（ALT）により生じる7,8

。
【０００５】
　ヒト生殖系列9および癌細胞の大多数3はテロメラーゼを発現する。テロメラーゼは、テ
ロメアを伸長させ従って細胞倍加中の癌細胞の大多数における染色体安定性を維持するリ
ボ核タンパク質酵素である10。実際、テロメラーゼによる短縮化テロメアの伸長はヒト癌
細胞におけるテロメア維持の主要メカニズムである。テロメラーゼの阻害は、テロメア長
を減少させることによりヒトテロメラーゼ陽性癌細胞の成長を抑制する11。
【０００６】
　テロメラーゼによる短縮化テロメアの伸長は、ヒト癌細胞におけるテロメア維持の、よ
く知られたメカニズムである。生物学的観点からは、テロメラーゼは、細胞分裂中のテロ
メアの末端におけるTTAGGG型の反復DNA配列（テロメア配列）の付加によりテロメアを伸
長させる。この作用により、テロメラーゼは染色体安定性をもたらし、細胞を不死化する
。この酵素を研究するための有用な手段としての選択的インヒビターを得るための試みに
おいて、無細胞系においてヌクレオチドアナログの阻害効果が調べられている（Yamaguch
iら, 2001, Nucleic Acids Research Supplement No. 1 211-212）。癌細胞などの増殖中
の細胞はテロメラーゼ活性を発現するが、正常ヒト体細胞は、癌細胞で見られるような多
数の細胞分裂にわたってテロメア長を維持するのに十分なレベルのテロメラーゼ活性を発
現しないため、テロメラーゼは、癌を含む増殖性障害を治療するための良好な標的である
。
【０００７】
　現在、テロメラーゼ陽性細胞からの癌を選択的に治療するための方法は、アンチセンス
法、ドミナントネガティブ突然変異体または薬理学的因子によるTERT（テロメラーゼ逆転
写酵素）機能またはテロメアの長さの調節を含む（Bisoffiら, Eur J Cancer, 1998, 34:
1242-1249; Rothら, Leukemia, 2003, 17:2410-2417; Dammら, EMBO J., 2001, 20:6958-
6968; 米国特許第6,294,332号、第6,194,206号、第6,156,763号および第6,046,307号を参
照されたい）。癌を治療するためにヒトテロメラーゼ活性を阻害するために、ヌクレオシ
ドアナログ（例えば、AZT）の使用が試みられている。しかし、テロメラーゼ活性を修飾
するためにヌクレオシドアナログを投与する、先行技術において開示されている方法は、
満足しうるものではないか、あるいは臨床場面に適していない。なぜなら、それらの臨床
的有用性は、低い治療比（すなわち、有効量に対する毒性量の比）により限定されるから
である。
【０００８】
　AZTに対するテロメラーゼ陽性細胞系の長期曝露は、100μM（Murakami, J., Nagai. N.
, Shigemasa. K., Ohama. K. Inhibition of telomerase activity and cell proliferat
ion by a reverse transcriptase inhibitor in gynaecological cancer cell lines. Eu
r. J. Cancer 35, 1027-1034 (1999)）または更には800μM（Gomez DE, Tejera AM, Oliv
ero OA. Irreversible telomere shortening by 3'-azido-2',3'-dideoxythymidine (AZT
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) treatment. Biochem Biophys Res Commun. 1998; 246(1): 107-10; Tejera AM, Alonso
 DF, Gomez DE, Olivero OA. Chronic in vitro exposure to 3'-azido-2', 3'-dideoxyt
hymidine induces senescence and apoptosis and reduces tumorigenicity of metastat
ic mouse mammary tumor cells. Breast Cancer Res Treat. 2001;65(2):93-9）に等しい
薬物濃度で、有意なテロメア短縮化を誘導しなかった。
【０００９】
　300mgのAZTの1回の経口投与後のピーク血清濃度は10μM未満であり、それは0.5時間以
内に急速に吸収された（Morse GD, Olson J, Portmore A, Taylor C, Plank C, Reichman
 RC Pharmacokinetics of orally administered zidovudine among patients with hemop
hilia and asymptomatic human immunodeficiency virus (HIV) infection. Antiviral R
es. 1989 Mar;ll(2):57-65）。標準的なAZT治療は、Retrovir（登録商標）（AZT）の製造
業者の推奨によれば、成人では2または3分割量で500または600mg/日である。5μMの濃度
のAZTに対する短時間曝露は、in vitroおよびin vivoで哺乳類細胞に対して望ましくない
毒性効果を誘発すると報告されている（Roskrow M, Wickramasinghe SN. Acute effects 
of 3'-azido-3'-deoxythymidine on the cell cycle of HL60 cells. Clin Lab Haematol
. 1990; 12(2): 177-84）。これらの報告に基づけば、抗テロメラーゼおよび抗腫瘍効果
をもたらすのに十分に高いAZTのようなヌクレオシドアナログの用量は非常に毒性であり
、ヒトにおける重要な組織に対する損傷を引き起こしうると予想することが可能である。
したがって、ヒトテロメラーゼに対する調節または阻害活性を有する治療用ヌクレオシド
アナログの特定、ならびにテロメラーゼが不死および望ましくない増殖に寄与する癌の治
療方法の開発が必要とされている。
【発明の開示】
【００１０】
　発明の概要
　本発明は、抗ウイルスヌクレオシドアナログを含有する組成物、ならびに真核生物テロ
メラーゼ活性の調節、抑制または阻害および癌などの増殖性障害の治療におけるそれらの
使用方法を提供する。より詳しくは、本発明は、非環状ヌクレオシドアナログ、または抗
ヘルペスウイルスおよび抗サイトメガロウイルス物質として活性であるヌクレオシドアナ
ログが、癌細胞などの増殖している細胞におけるテロメラーゼ活性を修飾して、抗腫瘍物
質として機能しうることを開示する。本発明の1つの態様において、ガンシクロビルまた
はアシクロビルでのテロメラーゼ陽性細胞の処理は、進行性のテロメア喪失、G2期停止、
染色体異常および最終的な細胞死を誘導することが見出された。
【００１１】
　さらに、これらの抗腫瘍性ヌクレオシドアナログは、増殖中の細胞においてテロメラー
ゼ活性を抑制し細胞死を誘発するのに、臨床上許容されうるレベルで十分である点で、テ
ロメラーゼに対する驚くべき効果を有する。これらの知見は本発明において、テロメラー
ゼ活性により特徴づけられる癌（テロメラーゼ陽性癌）の治療または予防のための新規療
法への道を切り開くものである。
【００１２】
　現在のところ、非環状であり抗テロメラーゼ性であり抗腫瘍性であるヌクレオシドアナ
ログに基づく有用な治療用組成物は存在しない。本出願人は、非環状ヌクレオシドアナロ
グ（本明細書中ではテロメラーゼのインヒビターまたはアンタゴニストとも称される）を
使用するin vivoでのテロメラーゼの阻害が治療上有益であることを示す開示を初めて提
供するものである。さらに、この開示以前には、そのような操作が治療上の有用性を有す
ることが予測されうるという当業者による合意は存在しなかった。
【００１３】
　テロメアは細胞周期、細胞複製および老化の制御に関与しているため、本発明のヌクレ
オシドアナログ含有組成物は腫瘍細胞の不死および無制御な細胞成長を予防または制御し
うる。本発明の組成物は、細胞増殖性疾患、特に、テロメラーゼにより維持されるテロメ
アを有することにより特徴づけられるヒトの腫瘍の治療において特に有用である。
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【００１４】
　したがって、1つの態様においては、本発明は、テロメラーゼに関連した状態、特に細
胞内のテロメラーゼ活性のレベルの上昇に関連した状態の治療方法に関する。該方法は、
非環状であり抗テロメラーゼ性であり抗増殖性の物質である少なくとも1つのヌクレオシ
ドアナログの治療的有効量を含有する組成物を、治療を要するその細胞または哺乳動物に
投与することを含む。テロメラーゼ活性のレベルは、後記のとおりに又は任意の他の既存
方法もしくは同等の方法により測定されうる。テロメラーゼ活性の「レベルの上昇（上昇
したレベル）」は、個々の細胞におけるテロメラーゼ活性の絶対レベルが、その対象もし
くは個体における正常細胞の場合と比べて又は該状態に罹患していない他の対象もしくは
個体における正常細胞の場合と比べて上昇していることを意味する。そのような状態の例
には、癌状態、またはその個体に通常は存在しない細胞の存在に関連した状態が含まれる
。1つの実施形態においては、該組成物は、AZT、ddI、ddA、d4T（Strahl C, Blackburn E
H Effects of reverse transcriptase inhibitors on telomere length and telomerase 
activity in two immortalized human cell lines. Mol Cell Biol. 1996;16(l):53-65）
以外のヌクレオシドアナログを含有する。好ましくは、該組成物はGCVもしくはACVまたは
それらのプロドラッグを含有する。もう1つの実施形態においては、これらの組成物は更
に、臨床上許容されるレベルのAZTを含有しうる。これらのテロメラーゼインヒビター（
テロメラーゼ活性を直接的に阻害し又は間接的にテロメア内に取り込まれて、テロメアの
更なる伸長を妨げるもの）の利用は、テロメラーゼが活性である腫瘍における進行性のテ
ロメア短縮化をもたらす。テロメア長が臨界長まで短くなれば、腫瘍は危機的状態となり
、最終的には死亡する。正常細胞内のテロメラーゼ活性は一般には低いか又は検出不能で
あるため、これらのテロメラーゼインヒビターは正常体細胞にはほとんど又は全く影響を
及ぼさない。
【００１５】
　テロメラーゼ活性の阻害は直接的に細胞死をもたらしたり、あるいは最終的にアポトー
シスにより細胞を殺す化学療法剤の効果を増強しうる。特に、本発明は、テロメラーゼの
インヒビターおよびアンタゴニストを投与することにより、細胞数を連続的に増加させる
能力を有するテロメラーゼ発現細胞の増殖を阻害するための方法を提供する。ヌクレオシ
ドアナログの投与は、当業者によく知られた任意の望ましい手段により達成されうる。
【００１６】
　本発明の1つの実施形態においては、癌の予防を要する哺乳動物または対象（例えば、
ヒト）におけるテロメラーゼの発現により特徴づけられる癌の予防方法を提供する。該予
防方法は、組成物の治療的有効量を該哺乳動物に投与することを含む。該組成物は本発明
のテロメラーゼインヒビターまたはアンタゴニストを含有する。該インヒビターまたはア
ンタゴニストはテロメラーゼ陽性細胞におけるテロメアの延長を阻止し、それによりテロ
メラーゼ発現細胞の増殖を阻害する。該インヒビターは、非環状ヌクレオシドアナログま
たはそのようなアナログの製薬上許容される塩、あるいは該インヒビターまたはアンタゴ
ニストが強化（富化）された液体または固体食材である。該食品は、例えば、バター、マ
ーガリン、ビスケット、パン、ケーキ、キャンディー、菓子類、ヨーグルトまたは他の発
酵乳製品の形態の機能性食品、あるいはヒトによる消費に適した穀類でありうる。あるい
は、それは栄養補助食品（栄養サプリメント）、栄養素、医薬、食物、栄養剤（nutraceu
tical）、健康食品および／またはデザイナーフードでありうる。定期的に、テロメラー
ゼ陽性細胞の存在に関して該ヒトを試験する。テロメラーゼ陽性細胞がもはや該哺乳動物
において検出されなくなったら、インヒビターまたはアンタゴニストの使用を中止するこ
とが可能である。
【００１７】
　治療的態様に加えて、本発明は、テロメラーゼを発現する病的に増殖する細胞を検出す
るための診断方法およびキットをも提供する。本発明のこれら及び他の実施形態を以下に
更に詳しく説明する。
【発明を実施するための最良の形態】
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【００１８】
　発明の詳細な説明
　本発明は、哺乳類テロメラーゼ活性を阻害しうるヌクレオシドアナログの使用を含む組
成物および方法を提供する。特に、あるヌクレオシドアナログは、臨床上許容されるレベ
ルで細胞におけるテロメア／テロメラーゼ機能に影響を及ぼしうることが見出された。特
に、本発明の文脈においては、「ヌクレオシドアナログ」は、天然に存在するヌクレオシ
ドに対する構造類似性を有する化合物であるが、非環状であるアナログに限定される。本
発明において意図される非環状ヌクレオシドアナログは、尾部（例えば、グアニンに存在
する9-(l,3-ジヒドロキシ-2-プロポキシメチル）を伴うがヒドロキシル環状環（ペントー
ス）を欠くプリン（またはピリミジン）骨格を有するものである。本発明のアナログの具
体例には、限定的なものではないが以下のものが含まれる：アシクロビル（acyclovir）
、ガンシクロビル（ganciclovir）、ペンシクロビル（penciclovir）および対応するプロ
ドラッグ、すなわち、それぞれバラシクロビル（valacyclovir）、バルガンシクロビル（
valganciclovir）およびファムシクロビル（famciclovir）。アシクロビル12は、細胞DNA
成分であるグアニン（すなわち、DNAのAT-CGにおけるG）を模倣することにより作用する
。アシクロビル（9-[2(ヒドロキシメトキシ)-メチル]グアニン）は構造上はGに類似して
いるが、その尾部、すなわちヒドロキシル「環状」環（ペントース）を欠いており、した
がってそれは「非環状」である。ガンシクロビル（ganciclovir）13' 14' 15およびペン
シクロビル（penciclovir）16'17も、それらはヒドロキシル環状環を欠いているため、「
非環状」である。本発明の1つの実施形態においては、本発明の非環状ヌクレオシドアナ
ログの尾部は、ヌクレオシドの2'-デオキシリボース部分の3'-および5'-ヒドロキシル基
を模倣する少なくとも1つのヒドロキシル基を有する。本発明の非環状ヌクレオシドアナ
ログは、臨床上許容される程度の毒性で抗テロメラーゼおよび抗増殖特性を示すことが判
明している。非環状ヌクレオシドアナログであるアシクロビル、ガンシクロビル、ペンシ
クロビルおよび対応プロドラッグ、すなわち、バラシクロビル、バルガンシクロビルおよ
びファムシクロビルは全て、抗ウイルス薬としての臨床使用に関して承認されている。そ
れらの化学構造、およびウイルス感染に対処するための投与計画は、当業者によく知られ
ている。
【００１９】
　アシクロビル、ガンシクロビル、ペンシクロビルおよび対応プロドラッグはヘルペスウ
イルスおよび／またはCMV感染症の治療のための抗ウイルス薬としてよく知られているが
、増殖性疾患の療法におけるそれらの使用は公知ではない。また、これらの抗ヘルペスウ
イルス剤の標的酵素はDNAポリメラーゼであることが当技術分野で公知である。
【００２０】
　本発明において、該非環状抗ウイルス剤が増殖細胞および腫瘍における真核生物テロメ
ラーゼをも標的化しうることが示された。これらの物質は、増殖細胞内に入ると、リン酸
化（例えば、ジ-およびトリホスファート）形態となり、テロメラーゼ反応の天然基質（
例えば、dGTP）と競合すると考えられている。該リン酸化アナログは、成長中のテロメア
DNA鎖内への天然基質の取り込みを阻害することが可能であり、あるいはそれら自体がDNA
内に取り込まれてテロメラーゼ媒介重合活性を阻害することが可能であり、これは最終的
に鎖伸長の終結につながりうる。要するに、これらのヌクレオシドアナログは、鎖伸長の
終結により、テロメアDNAを損傷し、テロメアを短縮化し、アポトーシスを引き起こす。
テロメアに対する損傷は、迅速に増殖している（例えば、腫瘍）細胞に対して、正常細胞
に対してより有害である。
【００２１】
　該抗HIVおよび抗ヘルペスヌクレオシドアナログは、ヌクレオシドからヌクレオチド段
階へのそれらのリン酸化後においてのみ活性であると報告されている。したがって、リン
酸化は、それらの標的に対するヌクレオシドアナログの活性のための決定的に重要な要因
であるらしい。この点に関して、AZTは、それがテロメラーゼに対して活性となるために
は、3つの連続的なリン酸化を要すると報告されている。



(8) JP 2008-536822 A 2008.9.11

10

20

30

40

50

【００２２】
　本発明の非環状ヌクレオシドアナログは、AZTのような先行技術において公知の抗テロ
メラーゼヌクレオシドアナログより強力かつ選択的な抗テロメラーゼ物質である。臨床上
許容される用量18,19,20,21,22は、AZTのようなヌクレオシドアナログと比べて、抗テロ
メラーゼ活性およびアポトーシスまたは細胞死を得るのに十分なものである。
【００２３】
　ガンシクロビル（GCV）およびアシクロビル（ACV）処理後のテロメラーゼ陽性癌細胞に
おけるテロメア短縮化、G2/M停止（本明細書中ではG2停止とも称される）およびアポトー
シスの誘導は、後記のとおりに行った。
【００２４】
　2つの細胞系（HelaおよびNuTu-19）におけるテロメラーゼ比活性を検出するために、リ
アルタイムTRAPアッセイを行った。報告されているテロメラーゼ陽性細胞系（HeLa）を比
較のために使用した4。どちらの細胞系もこの試験で陽性であった（データ非表示）。
【００２５】
　テロメアDNA合成がテロメラーゼ陽性細胞内で阻害されてテロメア短縮化を誘導しうる
ことを示すために、該テロメラーゼ陽性細胞系を治療濃度のGCV（1.5μM）またはACV（3.
0μM）で処理した。GCVおよびACVで処理された細胞系ならびに未処理細胞系におけるテロ
メア長を、テロメア特異的ペプチド核酸（PNA）プローブ23,24を使用するフローサイトメ
トリーにより測定した。細胞周期分布を測定するために、細胞をヨウ化プロピジウム（PI
）で染色した23。両方の種類の処理の14日後、どちらの細胞系もテロメア短縮化、著しい
アポトーシスおよびG2停止を示した（図1および2）。
【００２６】
　細胞周期分布における変化を示すために、HeLaおよびNuTu-19細胞をGCVまたはACVで14
日間処理し、PIで染色し、フローサイトメトリーにより分析した（同時に行った）。結果
は細胞周期のG2停止を示している（図3）。変化は迅速でありACV処理の僅か14日後に検出
可能であったことに注目することが重要である。これとは対照的に、ヌクレオシドアナロ
グAZTは、高濃度、例えば100μMにおいてさえも、テロメラーゼ陽性細胞HeLaおよびNuTu-
19において、テロメア長にも細胞周期分布にも何ら影響を及ぼさなかった（データ非表示
）。
【００２７】
　同時に、PI染色は、より後の処理段階のGCVまたはACV処理細胞において、未処理細胞と
比べて、より高いDNA含量を示した。この事実の合理的な説明は、短いテロメアが染色体
の末端-末端連結を誘導したというものである。
【００２８】
　細胞系の起源は子宮頚（HeLa）および上皮卵巣（NuTu-19）である。細胞を、10％ウシ
胎児血清で補足されたD-MEM培地内で、5％ CO2の加湿雰囲気中、37℃で培養した。細胞を
GCVで処理するために、該培地を1.5μMのGCV（Cymevene, Hoffman-La Roche）で補足した
。細胞をACVで処理するために、該培地を3μMのアシクロビル（Aciclovir, TEVA Pharm. 
Lid. Ltd, Israel）で補足した。
【００２９】
　リアルタイムTRAPアッセイは、記載されているとおり（Wegeら, SYBR Green real-time
 telomeric repeat amplification protocol for the rapid quantification of telomer
ase activity. Nucleic Acids Res. 2003;31(2):E3-3）に行った。
【００３０】
　フローサイトメトリーによるテロメア長の測定のために、細胞をテロメア特異的FITC結
合(C3TA2)3 PNA（Applied Biosystems）プローブで染色し、0.06μg/ml PIで対比染色（c
ontrastain）した（Rufer, N., Dragowska, W., Thornbury G., Roosnek, E., Lansdorp 
P.M. Telomere length dynamics in human lymphocyte subpopulations were measured b
y flow cytometry. Nat. Biotechnol. 16, 743-747 (1998)に記載されているとおりに行
った）。
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【００３１】
　このようにして、ヌクレオシドアナログGCVおよびACVは、広く受け入れられているモデ
ル系内のテロメラーゼ陽性癌を明らかに抑制することが、本発明において示された。有用
なテロメラーゼ抑制性化合物は、前記において具体的に例示されている特定の化合物また
はヌクレオチドアナログおよび誘導体に何ら限定されるものではないと考えられる。実際
、本開示に照らして設計され合成される最も有用な薬理学的化合物は、第2世代誘導体ま
たは更に化学的に修飾された非環状ヌクレオシドアナログであるということになるかもし
れない。
【００３２】
　本発明により可能となる有利な用途を示唆するものではないが、エイズまたは他の免疫
不全の患者におけるCMV（サイトメガロウイルス）感染症を治療するためのGCVのこれまで
の投与は、GCVが癌患者に容易に投与されうることを意味している。
【００３３】
　さらに、HSVおよびCMV患者への多数の非環状ヌクレオシドアナログの現在の使用は、こ
れらのアナログが有意により低用量で使用可能なことと相まって、テロメラーゼにより誘
導および／または媒介される癌の治療におけるアシクロビル、ガンシクロビル、ペンシク
ロビルおよび対応プロドラッグ、すなわち、バラシクロビル、バルガンシクロビルおよび
ファミシクロビルの使用に関する規制機関の承認を加速するはずである。
【００３４】
　本発明はまた、種々の動物モデルの使用を含む。テロメラーゼを発現する細胞系を開発
または単離することにより、種々の実験動物における疾患モデルを作製することが可能で
ある。種々の病態を模擬するために、これらのモデルは細胞の皮下、正位（orthotopic）
または全身投与を用いることが可能である。例えば、HeLa細胞系をヌードマウス内に皮下
注射してテロメラーゼ陽性腫瘍を得ることが可能である。得られた腫瘍は、テロメア反復
増幅プロトコール（TRAP）アッセイにおいてテロメラーゼ活性を示すはずである。そのよ
うな動物モデルは、ヌクレオシドアナログを単独で又は組合せて試験するための有用な手
段となる。
【００３５】
　化合物のin vivoでの有効性の判定では、生存、腫瘍退縮、腫瘍の進行の停止または遅
延、腫瘍の消失および転移の抑制または予防を含む（これらに限定されるものではない）
多種多様な基準を用いることが可能である。
【００３６】
　試験化合物での動物の処理は、適当な形態の化合物または組成物を該動物に投与するこ
とを含むであろう。本発明の医薬組成物、抑制性または拮抗性物質は、経口、非経口、鼻
腔内、頬側、直腸、膣または局所を含む（これらに限定されるものではない）種々の方法
で投与されうる。あるいは、投与は気管内点滴、気管支点滴、皮内、皮下、筋肉内、腹腔
内または静脈内注射によるものでありうる。特に意図されるものとして、全身静脈内注射
、血液またはリンパ供給を介した局所投与、および腫瘍内注射が挙げられる。
【００３７】
　本発明の組成物は多数の態様において重要であろう。それらは、単独で投与される場合
にも、癌の治療の当業者に公知の化学および／または放射線療法と組合せて投与される場
合にも、テロメラーゼ関連癌の治療計画において重要であろう。あるいは、単にテロメラ
ーゼ活性を軽減することにより、これらの組成物は、癌細胞の、著しいアポトーシスを選
択的に誘導するのに役立つであろう。
【００３８】
　該ヌクレオシドアナログは、増殖性疾患などの治療のために、生理的に許容される又は
製薬上許容される担体中で宿主に投与されうる。製薬上許容される担体は、1つには、投
与される個々の組成物および該組成物を投与するために用いる個々の方法によって決まる
。
【００３９】
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　本発明の1つの態様においては、哺乳動物における不適当または病的に増殖する細胞ま
たは不死細胞の存在により引き起こされる障害の予防または治療方法を提供する。不適当
または病的に増殖する細胞または不死細胞は、細胞の正常な調節メカニズムには無関係に
存在し、増殖する。これらの細胞が病的なのは、それらが、細胞要素（すなわち、テロメ
ラーゼ）の活性の結果として、正常細胞から逸脱するからである。もちろん、本明細書中
で用いる「不適当に増殖する細胞」なる語は良性過増殖細胞でありうるが、特に示さない
限り、これらの細胞は、多種多様な腫瘍および癌に特徴的な悪性過増殖細胞を意味する。
【００４０】
　特に、テロメラーゼの発現により特徴づけられるヒト腫瘍の予防または治療方法を提供
する。該ヒト腫瘍には、胃癌、骨肉腫、肺癌、膵癌、副腎皮質癌または黒色腫、脂肪癌、
乳癌、卵巣癌、子宮頚癌、皮膚癌、結合組織癌、子宮癌、肛門性器（anogenital）癌、中
枢神経系癌、網膜癌、血液およびリンパ系癌、腎癌、膀胱癌、結腸癌および前立腺癌が含
まれる。本発明による障害の予防または治療は、本発明の非環状ヌクレオシドアナログ（
テロメラーゼのインヒビターまたはアンタゴニスト）の使用により達成される。本発明に
おいて使用するインヒビターまたはアンタゴニストは、テロメラーゼを直接的もしくは間
接的に妨げてその活性を阻害するもの、および／またはテロメラーゼは機能的なままであ
るが、テロメア内に取り込まれてテロメアの更なる伸長を妨げてテロメラーゼ発現細胞の
成長を阻害するものである。したがって、テロメラーゼのインヒビターまたはアンタゴニ
ストは、細胞の成長を妨げるために使用される。例えば、テロメラーゼのインヒビターま
たはアンタゴニストを患者に投与する場合、これらは、進行性のテロメア短縮化、細胞に
おける細胞周期停止、および／またはテロメラーゼ発現細胞の、著しいアポトーシスを引
き起こす。本発明においては、「成長を阻害（する）」または「成長の阻害」なる語は、
細胞分裂を軽減し又は妨げることをも意味する。本発明における、テロメラーゼを発現す
る細胞の成長の阻害は、約100％、または100％未満であるが0％ではないことが可能であ
る。例えば、該阻害は、対照細胞（テロメラーゼを発現するがインヒビターでもアンタゴ
ニストでも処理されていない対照細胞）の場合と比較して、約10％～約100％、好ましく
は少なくとも25％、より好ましくは少なくとも約50％、より一層好ましくは少なくとも約
90％、95％または厳密に100％でありうる。成長の阻害は、当技術分野で公知の任意の方
法により測定されうる。例えば、生体染色剤と共にインキュベートした後に測定した、処
理サンプルにおける生存可能細胞数を、対照サンプルにおける生存可能細胞数と比較する
ことが可能である。また、成長阻害は、in vitroまたはin vivoでの細胞増殖における減
少を検出しうるアッセイ、例えばトリチウム化水素取り込みアッセイ、BdU取り込みアッ
セイ、MTTアッセイ、フォーカス生成能の変化、足場依存性もしくは不死性喪失、腫瘍特
異性マーカーの喪失、および／または動物宿主内に注入された腫瘍の形成もしくは抑制の
不能性により測定されうる（Dorafsharら, 2003, J Surg Res.,114: 179-186; Yangら, 2
004, Acta Pharmacol Sin., 25:68-75）。
【００４１】
　単一の不死化細胞または数個のそのような細胞からの癌性腫瘍の発生はヒトにおいては
数ヶ月～数年を要する。しかし、本発明を実施することにより、癌を予防することが可能
である。なぜなら、テロメラーゼインヒビターで処理された腫瘍形成性テロメラーゼ陽性
細胞は、それらが腫瘍へと成長する機会を得る前に、それらの増殖能を喪失するからであ
る。さらに、癌の臨床的発現の前に腫瘍の進行を停止させるための、リスク群へのテロメ
ラーゼインヒビターまたはアンタゴニストの定期的な予防的投与は、新たな癌の症例の割
合を潜在的に有意に減少させうるであろう。
【００４２】
　該ヌクレオシド化合物は、単独で又は異なるアナログと組合せて、経口投与を含む任意
の投与経路により投与されうる。ヌクレオシドアナログACV、GCVまたはそれらのL-バリル
（L-valil）エステルであるバルガンシクロビル（V-GCV）およびバラシクロビル（V-ACV
）は、好ましいヌクレオシドアナログである。それらのすべては商業的に入手可能であり
、該製剤は多数の特許および刊行物に記載されている。
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【００４３】
　テロメラーゼ活性を有する細胞は選択的に標的化されるはずである。なぜなら、これら
の細胞は、テロメアを伸長または維持するためにはテロメラーゼに依存的であり、テロメ
アの伸長または維持は、ヌクレオシドおよび／またはそれらのアナログとテロメラーゼと
の相互作用を要するからである。抗癌作用を発現させるために該アナログを運搬するため
にいずれかの特異的標的化因子が望まれる場合には、本発明においては標的化ACVもしく
はGCVおよび／または他のアナログが想定される。したがって、いくつかの実施形態にお
いては、医薬組成物は、特定の標的細胞または核内の核部分への特異的運搬のための標的
化因子（例えば、ペプチド）に結合した活性化合物（この場合はACVおよびGCVまたは他の
ヌクレオシドアナログ）を含有することが可能である。
【００４４】
　ある与えられたテロメラーゼインヒビターまたはアンタゴニストの用量は、通常の実験
の実施により当業者により決定されうる。患者への投与の前に、標準的な実験動物モデル
において効力が示されうる。この場合、当技術分野で公知のテロメラーゼ誘発性癌に関す
る任意の動物モデルが使用されうる（Hahnら, 1999, Nature Medicine, 5(10): 1164-117
0; Yeagerら, 1999, Cancer Research, 59(17): 4175-4179）。本発明の方法を用いて処
理（治療）される対象または患者は、好ましくはヒトであり、胎児、小児または成人であ
りうる。処理（治療）されうる他の哺乳動物はマウス、ラット、ウサギ、サルおよびブタ
でありうる。
【００４５】
　該インヒビターまたはアンタゴニストは、単独で、または照射を含む他の化学療法剤（
すなわち、非ヌクレオシドアナログに基づく抗癌剤）と組合せて使用されうる。例えば、
テロメラーゼまたはいくつかの他の要因により誘発された癌を治療するために、テロメラ
ーゼ誘発性癌の療法を化学療法および／または放射線療法と組合せることが可能である。
当業者に公知の化学療法剤の具体例には、抗癌薬、例えばブレオマイシン（bleomycin）
、マイトマイシン（mitomycin）、ナイトロジェンマスタード（nitrogen mustard）、ク
ロラムブシル（chlorambucil）、5-フルオロウラシル（5-fluorouracil）（5-FU）、フロ
クスウリジン（floxuridine）（5-FUdR）、メトトレキセート（methotrexate）（MTX）、
コルヒシン（colchicine）およびジエチルスチルベストロール（diethylstilbestrol）（
DES）が含まれるが、これらに限定されるものではない。組合せ療法（併用療法）を実施
するためには、本発明のインヒビター化合物を別の抗癌因子（化学または放射線）と組合
せて、それらの組合された抗癌作用を該動物または患者において得るのに有効な様態で、
動物に単に投与することになろう。したがって、該因子は、標的細胞の領域におけるそれ
らの併存をもたらすのに有効な期間にわたり及び有効な量で与えられるであろう。この目
的を達成するためには、該因子を同時に投与することが可能であり、化学療法剤の場合に
は、単一の組成物中で、または異なる投与経路を用いて2つの異なる組成物として投与す
ることが可能である。あるいは、それらの2つの治療を、例えば数分～数時間または数日
の範囲の間隔をあけて、お互いの前または後に行うことが可能である。限定的なものでは
ないが一例としては、全身適用の場合のGCVの平均1日量はヒトの成人には1日当たり100mg
/kg、マウスおよびヒトの乳児には1日当たり50mg/kgでありうる。
【００４６】
　治療される対象の状態に応じて、投与量における或る程度の変動が生じうる。投与を担
当する医師は個々の患者のための適当な用量を決定し、問題の患者の年齢、状態、病歴な
どのような複数の要因を考慮しうるであろう。
【００４７】
　したがって、本発明の方法は、細胞のテロメラーゼ誘発性病的増殖に関連した状態およ
び疾患のための治療用途において使用されうる。本発明の治療用途から利益が得られる疾
患には、例えば充実性腫瘍および白血病ならびに非癌状態を含む、細胞の過増殖により特
徴づけられる全ての疾患が含まれる。さらに、本発明の方法は、in vivoの場合だけでな
くex vivoの状況においても癌細胞の成長を抑制するために使用されうると意図される。
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本発明の方法は、限定的なものではないがヒト癌細胞 - 骨肉腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、
副腎皮質癌または黒色腫を含む、ex vivoにおける病的に増殖するヒト細胞の成長を抑制
するのに特に有用である。骨髄パージング（bone marrow purging）は癌治療分野でよく
知られており、病的に増殖するヒト細胞の成長を抑制するためのex vivo治療の一例であ
る。
【００４８】
　本発明は、細胞内のテロメラーゼの発現により不適当、病的または異常に増殖する細胞
を特定するための方法およびキットを提供する。該方法は、患者からの組織におけるテロ
メラーゼの発現の存在（および／またはレベル）を決定することにより、患者における癌
性細胞または腫瘍の存在の診断を補助するスクリーニング方法として使用することが可能
であり、テロメラーゼ発現の存在は該患者における癌細胞または病的細胞増殖の指標とな
る。
【００４９】
　例えば、癌性腫瘍サンプルは、それが本発明の非環状ヌクレオシドアナログの存在下で
増殖し得ないことにより診断されうる。該診断は更に、核酸を使用するハイブリダイゼー
ション、ノーザンブロット法、in situハイブリダイゼーション、RNAマイクロアレイ、RN
Aプロテクションアッセイ、RT-PCR、リアルタイムRT-PCRまたはテロメラーゼ触媒サブユ
ニットコード化タンパク質の存在の測定［これは、限定的なものではないがウエスタンブ
ロット法、免疫沈降または免疫組織化学的方法またはテロメラーゼの酵素活性（TRAPアッ
セイおよびその変法4,26,27）を含む種々の方法により測定される］を含む（これらに限
定されるものではない）種々の方法により測定されるテロメラーゼ特異的mRNA発現の検出
を含みうる。
【００５０】
　好ましい実施形態においては、ヒト骨肉腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、副腎皮質癌または黒
色腫を含む初代癌細胞のような迅速な増殖が生じている組織におけるテロメラーゼ触媒サ
ブユニットRNAの存在および／またはそのmRNAレベルの増加を検出するために、テロメラ
ーゼ触媒サブユニットRNAに対する核酸プローブを使用することが可能である。したがっ
て、本発明は、癌細胞を含む病的に増殖している細胞を検出し特定するために、テロメラ
ーゼの部分配列に相補的な核酸プローブを使用する方法を提供する。例えば、病的に増殖
している細胞を特定するための方法は、試験細胞におけるhTERT mRNAの発現のレベルを対
照細胞におけるhTERT mRNAの発現のレベルと比較するためにhTERT mRNAに対する核酸プロ
ーブを使用することを含みうる。hTERT発現のレベルが対照細胞の場合と同様に観察され
た場合に、試験細胞は、病的に増殖している細胞として特定される。しかし、本発明の方
法において使用する核酸プローブはヒト、マウスまたは他の哺乳動物のhTERT mRNA配列に
実質的に相補的でありうる。
【００５１】
　病的に増殖している細胞（例えば、癌細胞）におけるhTERT mRNAを該核酸プローブが有
効に検出する能力に影響を及ぼさない置換を該核酸プローブ内に施しうることは当業者に
明らかであろう。したがって、そのような置換は本発明の範囲内である。本発明の方法に
おいて使用する核酸プローブは、DNAプローブまたは修飾プローブ、例えばペプチド核酸
プローブ、ホスホロチオアートプローブもしくは2'-Oメチルプローブでありうる。核酸プ
ローブの長さは約8または10～50ヌクレオチド、好ましくは約15～25ヌクレオチド長であ
りうる。本発明の方法は、ヒト、哺乳動物または他の脊椎動物からの細胞抽出物、培養細
胞または組織サンプルにおいて容易に実施することが可能である。
【００５２】
　本発明の方法は、in vitroの細胞、細胞培養ならびにヒト細胞および組織、例えば充実
性腫瘍および癌（例えば、ヒト骨肉腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、副腎皮質癌または黒色腫）
において、テロメラーゼの発現により不適当、病的または異常に増殖している細胞を検出
するのに有用である。
【００５３】
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　本発明は、過増殖細胞または癌細胞を検出および／または阻害するためのキットをも提
供する。該キットは、ACV、GCV、バルガンシクロビル、バラシクロビルまたは他の非環状
ヌクレオシドアナログを含有することが可能であり、および／またはhTERT mRNAの部分配
列に完全または実質的に相補的である核酸プローブを含有することが可能である。
【００５４】
　本発明の医薬組成物、阻害性または拮抗性物質は、経口、局所、非経口、例えば皮下、
腹腔内、ウイルス感染、血管内などを含む種々の方法で投与されうる。導入方法に応じて
、該化合物は種々の方法で製剤化されうる。経口投与に適した製剤は液体溶液でありうる
。非経口投与（例えば、関節内、心室内、鼻腔内、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内および
皮下経路）に適した製剤には、水性および非水性の等張無菌注射溶液が含まれる。本発明
の実施においては、例えば静脈内注入、経口、局所、非経口または腹腔内に組成物を投与
することが可能である。経口および非経口投与は、好ましい投与方法である。製剤化およ
び投与のための技術は当技術分野において通常のものであり、更なる詳細は例えばReming
ton's Pharmaceutical Sciences (2000), Gennaro AR(編), 20th edition, Maack Publis
hing Company, Easton, PAにおいて見出されうる。
【００５５】
　治療的有効量（または有効量）または薬理学的有効量は当技術分野において十分に認識
されている用語であり、意図される薬理学的結果をもたらすのに有効な物質の量を意味す
る。例えば、治療的有効量は、経時的に患者において有益な治療応答をもたらすのに（す
なわち、患者において治療されている疾患もしくは状態を治療し又は疾患の症状を改善す
るのに）十分な量である。非環状ヌクレオシドアナログ（またはその組成物）の治療的有
効量は、アッセイにおいて、未処理（未治療）細胞におけるレベルと比較して癌細胞にお
けるテロメア短縮化、G2停止および／または著しいアポトーシスを再現可能な様態で誘導
するのに有効な量である。非環状ヌクレオシドアナログ（またはその組成物）の治療的有
効量は、癌細胞の成長を減少させ軽減し阻害し又は妨げる非環状ヌクレオシドアナログの
量をも意味する。該量は、好ましくは、有意な副作用を伴うことなく所望の効果が得られ
る最適量である。後記で更に詳しく説明するとおり、該用量は、使用する個々のインヒビ
ターまたは拮抗物質の効力、治療する患者の状態ならびに患者の体重または体表面積によ
っても左右されうる。該用量のサイズは、例えば個々の患者への個々の物質、ベクターま
たは導入細胞型の投与に伴ういずれかの有害な副作用の存在、性質および程度によっても
左右されるであろう。
【００５６】
　テロメラーゼ誘発性癌を予防し阻害し又はその頻度を減少させうる物質の治療的有効量
は、本明細書中に開示されている細胞培養アッセイからの及び／又は動物モデルを使用す
るin vivoアッセイからのデータを用いて容易に決定されうる。該動物モデルは、ヒトに
おける適当な投与量範囲および投与経路を推定するためにも使用されうる。臨床環境へ移
行する前に適当な治療量を最適化するために、ヒト由来の充実性腫瘍を担持する実験動物
（または当技術分野で受け入れられている動物モデル）が頻繁に使用される。そのような
モデルは、有効な抗癌戦略を予想する場合に非常に信頼しうるものであることが公知であ
る。例えば、充実性腫瘍を担持するマウスは、当技術分野で受け入れられているマウスモ
デルであり、最小の毒性で有益な抗腫瘍効果をもたらす治療用物質の実施範囲を決定する
ために前臨床試験において広く使用されている。当技術分野で受け入れられているモデル
において既に示されている安全性により、少なくともテロメラーゼ誘発性癌の場合に使用
するヌクレオシドアナログに関しては、本発明の前臨床試験はむしろ通常の実験だといえ
るであろう。腫瘍形成（進行）の阻害、腫瘍退縮または転移などを測定するアッセイを用
いて、in vivo効力を予想することが可能である。
【００５７】
　ヒトHeLa癌細胞系から成長させたヌードマウス皮下（s.c．）腫瘍（すなわち、異種移
植片担持マウス）を癌モデルとして使用する、ACVおよび／またはGCVの抗腫瘍効力の典型
的なin vivoアッセイは、後記で説明する。
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【００５８】
　in vivoアッセイに必要なヒト癌性細胞は、例えば以下のとおりに調製することが可能
である。テロメラーゼ陽性HeLaヒト細胞系を公の入手源から入手することが可能である。
細胞を、10％ウシ胎児血清で補足されたD-MEM培地内で5％ CO2の加湿雰囲気中、37℃で維
持する。
【００５９】
　in vivoアッセイには、適当な宿主、例えば約5～7週齢のヌード（nu/nu）マウスを得、
発現物質非含有条件中で維持する。200μlの無血清培地内に含有された約1×106個のHeLa
細胞を、メトファン（Metofane）で手短に麻酔された全動物の脇腹に皮下（s.c.）注射に
より運搬する。ついで該マウスを実験群および対照群に分ける。
【００６０】
　1つの実施形態においては、定着腫瘍のサイズの減少ではなくs.c.腫瘍の成長または進
行までの時間の減少を評価する。この実施形態においては、第0日から、実験群のマウス
に飲用水中のGCVを任意量で投与する。水中のGCVの濃度は2mg/mlでありうる。GCVの新鮮
な溶液を3日ごとに供給する。対照群のマウスには飲用水のみを投与する。腫瘍を2～3日
ごとに測定する。腫瘍が1cm3を超えたらマウスを犠死させる。式4/3πr3（ここで、rは腫
瘍の半径である）を使用して、腫瘍体積を計算する。対照群の全てのマウスは腫瘍を発生
するはずであり、実験群の全てのマウスは腫瘍を含有しないままであるはずである。
【００６１】
　in vivo実験を以下のとおりに行った。in vivoにおけるテロメラーゼ陽性腫瘍の発生の
予防および治療を示すために、ヌードマウスにHeLa細胞（3×105個）を皮下（s.c.）注射
した。ヒト癌HeLa細胞培養をATCCから購入した。全部で12匹のCD1/-nuヌードマウスおよ
び12匹のNMRiI/-nuヌードマウスをCharles River Laboratories, Charles River Deutsch
land GmbHから購入した。これらのヌードマウスに3×105個のHeLa細胞を皮下注射した。
実験群に第0日から飲用水中のバルガンシクロビルを投与した。具体的には、第0日から実
験群のマウス（マウス6匹/系統）を飲用水中のValcyte（バルガンシクロビル）（1mg/ml
）にさらした。対照群および処理群の全てのマウスが腫瘍を発生していた。約14日のうち
に、全てのマウスが腫瘍を担持していた。処理群の1匹のマウスの腫瘍が退縮し始め、第3
0日までに、この腫瘍はVlacyteでの単独療法により消失した。処理群の他のマウスは腫瘍
成長（安定化）の遅延を示した。
【００６２】
　もう1つの実施形態においては、本発明の試薬および方法は、予め定着した腫瘍を担持
する免疫正常動物（immunocompetent animal）においてin vivoで腫瘍退縮を促進させる
ために使用することが可能である。すなわち、本発明の試薬は、既存の腫瘍を有する動物
を治療するために使用することが可能である。この場合、癌性の106個のNuTu-19細胞をFi
scherラットの脇腹に皮下注射して、腫瘍を定着させる。腫瘍細胞移植後に腫瘍が定着し
たら、実験群のラットには、GCV（またはACV）を含有する組成物（例えば、飲用水中の溶
液）の任意量を投与し、対照群のラットには、薬物を含有しないこと以外は同じ組成物（
例えば、蒸留水）を投与する。腫瘍の成長を2～3日ごとに監視する。GCV（またはACV）を
21～28日にこれらの腫瘍担持動物に投与した場合には、腫瘍成長の遅延が観察される。腫
瘍細胞成長のそのような阻害は対照群においては観察されない。処理の開始の数週間後、
GCV処理動物のみが100％の生存を示す。
【００６３】
　もう1つの実施形態においては、アポトーシスの促進を評価するin vivoアッセイを用い
ることも可能である。この実施形態においては、治療用組成物で処理された異種移植片担
持動物をアポトーシスフォーカスの存在に関して検査し、未処理対照異種移植片担持動物
と比較することが可能である。処理動物の腫瘍においてアポトーシスフォーカスが見出さ
れる度合は該組成物の治療効力の指標となる。
【００６４】
　前記の典型的なin vivoアッセイから、非ヌクレオシドアナログに基づく抗癌物質（例
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えば、前記で挙げたブレオマイシン、マイトマイシン、ナイトロジェンマスタード、クロ
ラムブシル、5-フルオロウラシル（5-FU）など）または照射を用いる組合せ治療は本発明
の要件ではないことが明らかなはずである。非環状ヌクレオシドアナログを単独で又は非
環状ではないヌクレオシドアナログと組合せて使用することで、癌細胞においてテロメア
短縮化、G2停止および／または著しいアポトーシスを誘導するのに十分であり、したがっ
て、腫瘍の単なる弱い成長遅延以上のものを達成するのに十分である（または腫瘍の成長
遅延を劇的に軽減するのに十分である）。したがって、いくつかの態様においては、本発
明は、非ヌクレオシドアナログに基づく抗癌物質または照射の使用を含まない。また、本
発明のいくつかの態様（腫瘍成長の治療または予防方法）においては、以下のヌクレオシ
ドアナログは除外されるか又は使用されない：HPMPC[(S)-1-[3-ヒドロキシ-2-(ホスホメ
トキシ)プロピル]シトシン]; アデニン誘導体であるHPMPA、または9-(2-[ホスホニルメト
キシエチル)のアデニン誘導体（PMEA, アデフォビル（adefovir））、グアニン誘導体（P
MEG）、2-6ジアミノプリン誘導体（PMEDAP）、シクロプロピルPMEDAP（c-Pr-PMEDAP）誘
導体。
【００６５】
　本発明は、当技術分野で公知の、皮膚、結合組織、脂肪、乳房、肺（小細胞肺癌および
非小細胞肺癌（NSCLC））、胃（胃癌）、膵臓、卵巣、子宮頚、子宮、腎臓、膀胱、結腸
、前立腺、肛門性器（anogenital）、中枢神経系（CNS）、網膜ならびに血液およびリン
パ（前駆体T細胞、前駆体B細胞、胚中心細胞、活性化T細胞またはリード・スターンバー
グ細胞内のCDK9/CYCLIN T1の発現から生じるリンパ腫）を冒す多種多様な腫瘍および癌な
らびにウイルス関連癌（HBV関連癌、EBV関連癌、HCV関連癌およびHPV関連癌）ならびに本
開示のどこかに記載されている他の癌に対する、テロメラーゼインヒビターに基づく癌療
法の使用を含む。しかし、1つの態様においては、本発明は、当技術分野で公知のウイル
ス関連癌の治療も予防も含まない。
【００６６】
　ヒトテロメラーゼ誘発性癌（初期段階の腫瘍および血管形成腫瘍の両方）を治療するた
めの物質の適当な用量の設計においては、臨床投与のための適当な用量に達するために、
本明細書に記載の動物研究から容易に推定を行うことが可能である。この変換を行うため
には、実験動物の単位質量当たりに投与する物質の質量を明らかにし、好ましくは、実験
動物とヒト患者との間の体表面積の相違を明らかにすることになろう。すべてのそのよう
な計算は当業者によく知られており、常套的なものである。したがって、治療的有効量の
決定は当業者の能力の範囲内に十分に含まれる。
【００６７】
　例えば、細胞培養アッセイおよびマウス研究において成功した、GCVまたはACV（V-GCV
またはV-ACV）の用量を採用し、質量および表面積に基づく標準的な計算を適用した場合
、成人患者に使用する有効量は患者当たり1日当たりGCVまたはACV約1000mg～約6000mg、
好ましくは、患者当たり1日当たり約500mg～約1000mgとなろう。したがって、この情報を
用いて、本発明においては、ヒトへの投与のための治療用物質（例えば、アシクロビル、
ガンシクロビル、ペンシクロビルならびに対応プロドラッグ、すなわち、バラシクロビル
、バルガンシクロビルおよびファムシクロビル）の低用量は患者当たり1日当たり約1、5
、10、20、25または約30mgなどであることが可能であり、ヒトへの投与のための治療用物
質の有用な高用量は患者当たり1日当たり約250、300、400、450、500または約600mgなど
であることが可能であると予想される。有用な中間用量は患者当たり約40～約200mgなど
の範囲となりうる。
【００６８】
　これらの記載されている範囲にもかかわらず、本明細書に記載のパラメータおよび詳細
な指針を考慮すれば、活性な又は最適な範囲内の更なる変動が本発明に含まれると理解さ
れるであろう。本発明の治療計画の意図は概ね、許容されない毒性を伴うレベル未満の用
量を維持したままで、有意な抗腫瘍効果を得ることにある。用量自体を変化させることに
加えて、治療戦略を最適化するために投与計画を適合化させることも可能である。現在好
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ましい治療戦略は、約1～500mg、好ましくは約10～100mgのテロメラーゼインヒビターも
しくはアンタゴンニストまたはそれらを含有する治療カクテルを約60日以内に～約4回投
与するというものである。例えば、おおよそ第1日、第3日または4日および第6日または7
日に投与を行うことになろう。投与は、1回量または分割量で、経口的に、または例えば
充実性腫瘍部位への直接的な投与により、または徐放製剤を使用して行うことが可能であ
る。投与を担当する医師は、本開示を考慮して、個々の対象に対する適当な用量、投与の
形態および経路を決定しうるであろう。そのような最適化および調節は当技術分野におい
て通常行われているものであり、決して過度な量の実験を要するものではない。個々の用
量自体を投与する場合には、好ましくは、無菌性、発熱性、純度およびヒト患者に対する
全身的な一般的安全性の規制基準に従う製薬上許容される組成物を与えることになろう。
もちろん、治療前および治療の1～数ヶ月後まで時々、身体検査、腫瘍の測定および臨床
検査を行うべきであり、そのような通常の手法の実施方法は当業者に公知であろう。臨床
応答は、いずれかの許容される尺度により定められうる。例えば、完全応答は、治療後の
或る期間内の全ての測定可能な腫瘍の消失により定められうる。
【００６９】
　以下の1～27の番号が付いた参考文献は前記の説明中に引用されており（対応する上付
き番号で示されている）、そのようなものとして、当業者は該参考文献を前記の本文中の
適当な上付き番号と対応させるであろう。
【００７０】
1. Olovnikov, A.M. Principle of marginotomy in template synthesis of polynucleot
ides. Dokl.Akad.Nauk SSSR 201, 1496-1499 (1971).
2. Allshire, R.C., Dempster, M., Hastie, N.D. Human telomeres contain at least t
hree types of G-rich repeat distributed non-randomly. Nucleic Acids Res. 17, 461
1-4627 (1989).
3. Greider, C.W., Blackburn, E.H. Identification of a specific telomere terminal
 transferase activity in Tetrahymena extracts. Cell 43, 405-413 (1985).
4. Morin GB .The human telomere terminal transferase enzyme is a ribonucleoprote
in that synthesizes TTAGGG repeats. Cell. 1989 Nov 3;59(3):521-9.
5. Kim, N. W., Piatyszek, M.A., Prowse, K.R., Harley, C.B., West, M.D. Specific 
association of human telomerase activity with immortal cells and cancer. Science
 266, 2011-2015 (1994).
6. Harley, CB. , Futcher, A.B., Greider, CW. Telomeres shorten during ageing of 
human fibroblasts. Nature 34, 458-460 (1990).
7. Bryan, T.M., Englezou, A., Dalla-Pozza, L., Dunham, M.A., Reddel, R.R. Eviden
ce for an alternative mechanism for maintaining telomere length in human tumors 
and tumor-derived cell lines. Nat. Med. 3, 1271-1274 (1997).
8. Reddel, R.R., Bryan, T.M., Colgin, L.M., Perrem, K.T., Yeager, T.R. Alternati
ve lengthening of telomeres in human cells. Radiat. Res. 155, 194-200 (2001).
9 .Wright, W.E., Piatyszek, M.A., Rainey, W.E., Byrd, W., Shay, J.W. Telomerase 
activity in human germline and embryonic tissues and cells. Dev. Genet. 18,173-1
79 (1996).
10. Greider CW Mammalian telomere dynamics: healing, fragmentation shortening an
d stabilization. Curr Opin Genet Dev. 1994;4(2):203-11..
11. Hahn, W. C et al. Inhibition of telomerase limits the growth of human cancer
 cells. Nat. Med. 5, 1164-1170 (1999). 
12. Elion, G. B.; Furman, P. A.; Fyfe, J. A.; de Miranda, P.; Beauchamp, L.; Sch
aeffer, H. J. Selectivity of Action of an Antiherpetic Agent, 9-(2- Hydroxyethox
ymethyl)guanine. Proc. Natl Acad. Sci U.S.A. 1977, 74, 5716-5720.
13. Martin, J. C; Dvorak, C. A.; Smee, D. F.; Matthews, T. R.; Julien, P. H.; Ve
rheyden, J. P. H. 9-[(l,3-Dihydroxy-2-propyloxy)methyl]guanine: A New Potent and
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14. Smee, D. F.; Martin, J. C; Verheyden, J. P. H.; Matthews, T. R. Antiherpesvi
rus Activity of the Acyclic Nucleosides 9-(1,3-Dihydroxy-2-propoxymethyl)guanine
. Antimicrob. Agents Chemother. 1983, 23, 676-682.
15. Field, E. K.; Davies, M. E.; DeWitt, C; Perry, H. C; Liou, R.; Germershausen
, J.; Karkas, J. D.; Ashton, W. T.; Johnston, D. B.; Tolman, R. L. 9-([2-Hydroxy
-l-(hydroxymethyl)ethoxy]methyl)guanine: A Selective Inhibitor of Herpes Group V
irus Replication. Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 1983, 80, 4139-4143.
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viral Activity of 9-[4-Hydroxy-3-(hydroxymethyl)but-l-yl]purines. J. Med. Chem. 
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17. Vere Hodge, R. A.; Perkins, R. M. Mode of Action of 9-(4-Hydroxy-3- hydroxym
ethylbut-1-yl) guanine (BRL 39123) against Herpes Simplex Virus in MRC- 5 Cells.
 Antimicrob. Agents Chemother. 1989, 33, 223-229.
18. de Miranda P, Whitley RJ, Blum MR, Keeney RE, Barton N, Cocchetto DM, Good S
, Hemstreet GP 3rd, Kirk LE, Page DA, Elion GB.Acyclovir kinetics after intraven
ous infusion. Clin Pharmacol Ther. 1979;26(6):718-28.
19. Van Dyke RB, Connor JD, Wyborny C, Hintz M, Keeney RE. Pharmacokinetics of o
rally administered acyclovir in patients with herpes progenitalis. Am J Med. 198
2;73(lA):172-5.
20. Lycke J, Malmestrom C, Stahle L.Acyclovir levels in serum and cerebrospinal 
fluid after oral administration of valacyclovir. Antimicrob Agents Chemother. 20
03; 47(8):2438-41. 
21. Piketty C, Bardin C, Gilquin J, Gairard A, Kazatchkine MD, Chast F.Monitorin
g plasma levels of ganciclovir in AIDS patients receiving oral ganciclovir as ma
intenance therapy for CMV retinitis. Clin Microbiol Infect. 2000;6(3): 117-20.
22. Brown F, Banken L, Saywell K, Arum I. Pharmacokinetics of valganciclovir and
 ganciclovir following multiple oral dosages of valganciclovir in HIV- and CMV- 
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at. Biotechnol. 16, 743-747 (1998).
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one, M.A., Bacchetti, S. Expression of mutant telomerase in immortal telomerase-
negative human cells results in cell cycle deregulation, nuclear and chromosomal
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27. real time TRAP (Wege et al., SYBR Green real-time telomeric repeat amplifica
tion protocol for the rapid quantification of telomerase activity. Nucleic Adds 
Res. 2003;31(2):E3-3).
【００７１】
　本明細書中に記載されている全ての刊行物、特許および特許出願は、本発明に関連した
当業者の技術水準を示すものである。全ての刊行物、特許および特許出願を、各個の刊行
物または特許出願が参照により本明細書に組み入れられると明示的かつ個別に示されてい
るのと同様に、参照により本明細書に組み入れることとする。前記の本発明は理解の明瞭
化のために例示および具体例によりかなり詳細に説明されているが、添付の特許請求の範
囲の範囲内で或る変更および修飾が実施されうることが明らかであろう。
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【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】図1は、1.5μMのGCVでのテロメラーゼ陽性HeLa細胞系の処理の10日後のテロメア
長の減少、著しいアポトーシスおよび細胞周期の変化を示すフローサイトメトリーデータ
を示す。未処理細胞 - 上パネル、処理細胞 - 下パネル。
【図２】図2は、3μMのACVでのテロメラーゼ陽性NuTu細胞系の処理の14日後のテロメア長
の減少、著しいアポトーシスおよび細胞周期の変化を示すフローサイトメトリーデータを
示す。未処理細胞 - 上パネル、処理細胞 - 下パネル。
【図３】図3は、1.5μMのGCVで10日間処理されたHeLa（上パネル）およびNuTu-19（下パ
ネル）細胞における細胞周期分布の変化を示すフローサイトメトリーデータを示す。未処
理細胞 - 上パネル、処理細胞 - 下パネル。

【図１】 【図２】
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【国際調査報告】
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