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(57)【要約】
本発明は、腫瘍性増殖疾患、特に、慢性リンパ性白血病
の治療剤を調製するためのマルトリオースで被覆された
第四世代ポリプロピレンイミドデンドリマーの使用を提
供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍性増殖性疾患、特に、慢性リンパ性白血病の治療薬を製造するための、マルトトリ
オースで被覆された第四世代ポリプロピレンイミンデンドリマーＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍ
ａｌ－ＩＩＩ（ここで、前記デンドリマーは、パターン１で定義され、そのＲ成分は、マ
ルトトリオース粒子を意味する）の使用。
【化１】

【請求項２】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーが、第四世代ポリプロピレンイミン
デンドリマー粒子ＰＰＩ－Ｇ４のアミノ基に対して、８０～９５％、より好ましくは、９
０％のマルトトリオース粒子（Ｍａｌ－ＩＩＩ）を含有し、ＰＰ１－Ｇ４デンドリマーの
高密度コートＤＳ（高密度シェル）を形成することを特徴とする、請求項１に記載の使用
。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マルトトリオースで被覆された第四世代ポリプロピレンイミンデンドリマー
ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩの使用に関するものであり、そのＲ成分（マルトト
リオース粒子（３つのα－グルコース残基からなる三糖）を意味する）と共にパターン１
で定義され、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩ（ここで、ＰＰＩ－Ｇ４は、ポリプロ
ピレンイミンデンドリマーの第四世代を意味し、ＤＳ（高密度シェル（dense shell））
は、オープン高密度コート（open dense coat）を意味し、およびＭａｌ－ＩＩＩは、マ
ルトトリオースを意味する）と略称される。
【背景技術】
【０００２】
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　血液悪性腫瘍を治療するための新しい有効な薬を探索するために、長年にわたり広範囲
の研究が行われてきた。何年にもわたり、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）の標準治療は、
第一選択薬であるナイトロジェンマスタード、シクロホスファミドまたはクロラムブシル
などのアルキル化薬物の使用に基づくものであった。１９８０年代において、いわゆるプ
リン類似体（ＡＮＰ）群に属する最初の化合物が合成された。それらのうち２つ、すなわ
ち、クラドリビン（２－クロロデオキシアデノシン，２－ＣｄＡ）およびフルダラビン（
ＦＡ）は、他の骨髄およびリンパ増殖性疾患と同様に、通常、ＣＬＬの治療で用いられる
。近年、数種類のモノクローナル抗体およびイムノトキシンがＣＬＬの治療に導入されて
いる。ＡＮＰと組み合わせて投与されるモノクローナル抗体（例えば、リツキシマブ）は
ＣＬＬ治療の有効性を高める。
【０００３】
　このように多くの種類の抗白血病薬が存在するにもかかわらず、ＣＬＬはいまだ治療不
可の病気である。それゆえ、この疾患を抑えうる新規な治療薬への研究が進められ、その
治療の有効性において飛躍的な進歩が大いに期待されている。
【０００４】
　腫瘍性疾患において、増殖メカニズム（すなわち、細胞を増殖する生体の能力）は、腫
瘍細胞の場合、傷害のある細胞の無制限かつ制御不能な増殖であり、結果として、その生
物内で腫瘍形成過程を生じる。特に、白血病リンパ球は、比較的短時間に生物中のリンパ
球数の増加を生じる増殖メカニズムの亢進を示し、血液循環中の有害なＢリンパ球の蓄積
（リンパ球増加症）および腫瘍性疾患の急速な発症を引き起こすものとされる。慢性リン
パ性白血病（ＣＬＬ）について一般的に知られている事実（パラダイム）は、プログラム
化された細胞死、すなわち、ヒトに存在する白血病リンパ球のアポトーシスの自然過程の
欠如（傷害）を生じることである。
【０００５】
　腫瘍性疾患の世界規模での発症の増加により、我々は、ヒトにとって非常に危険である
腫瘍性疾患（慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）を含む）を排除する新しい有効な薬または薬
成分を開発する必要に迫られている。よって、白血病リンパ球においてアポトーシスを誘
導する能力を示し、それらの増殖（無制限な増殖）を阻害し、同時に他の健常な血液細胞
に対して毒性を示さないＣＬＬに対する薬成分／薬を一刻も早く研究開発することが求め
られている。
【０００６】
　２１世紀において、ナノテクノロジーは急速に発展している研究分野である。それゆえ
、腫瘍に対して有効でありうる物質の研究は、この特定分野において行われている。最近
知られてきている生物学的に適用されるナノ粒子は、デンドリマーの名が付されている分
岐構造を有する化学ポリマー化合物である。これらは、抱合またはカプセル化による抗癌
薬の担体として用いられる。
【０００７】
　Omidi Y, Hollins A.I, Drayton RM, Akhtar S. J Drug Target (2005), 13 : 43 1-44
3の文献では、（肺および皮膚の腫瘍を生じる）腫瘍形成株における遺伝子（公知配列の
ＤＮＡ断片）のトランスフェクション（細胞への導入）に用いられる第二および第三世代
のポリプロピレンイミンデンドリマー（ＰＰＩ）が発表された。腫瘍細胞に導入された遺
伝子により、アポトーシス関連遺伝子においても内在性の遺伝子発現（細胞中に予め存在
しているもの）の変化が研究された。これは、治療結果（遺伝子治療）について非常に有
利な影響を与え、腫瘍形成細胞の死を引き起こす。また、腫瘍細胞に導入されたＰＰＩベ
クターがアポトーシスのメカニズムを誘導する遺伝子を活性化することが観察されている
。
【０００８】
　D. Appelhans, U. Oertel,  R. Mazzeo, H. omber, J. Hoffmann, S. Weidner, B. Bru
tschy, B. Voit and M. F. Ottaviani, Dense shell glycodendrimers: UV/Vis and elec
tronic paramagnetic resonance study of metal ion complexation. Proc R Soc A 2010
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; 466: 1489-1513の文献では、ほぼ全体がマルトトリオースで修飾された表面を有するＰ
ＰＩ－Ｇ４デンドリマー（ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩ）の使用が、ＰＰＩで修
飾された様々な世代（３～５）のデンドリマーを有する銅イオン錯体研究（ＣｕＩＩ）に
おいて初めて発表された。
【０００９】
　特定の病期における薬物適用の研究において、それらが投与されるか否かを決定するた
めの重要な判断基準は、ヒト細胞に対するそれらの毒性レベルである。ＰＰＩ－Ｇ４ポリ
プロピレンイミンデンドリマーは非常に高い毒性を示す。よって、生物医学研究および医
学的な治療の両方で有用であるような低い毒性のデンドリマーを合成する試みがなされて
いる。
【発明の概要】
【００１０】
　デンドリマーなどのナノ粒子の将来の発展および利用可能性を考慮して、本発明者らは
、白血病細胞においてアポトーシスのメカニズムを誘導することによって作用でき、同時
に、血液の他の構成成分に対して低い毒性を示しうる低分子量化合物を発明するために広
範囲にわたる研究を行った。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】マルトトリオースの高密度コートを有するＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩ
と略称される第四世代ポリプロピレンイミンデンドリマーの粒子を示す。
【図２】デンドリマーで処理していないコントロール白血病Ｂリンパ球、およびＰＰＩ－
Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーで処理し、試験した白血病Ｂリンパ球の２種類
の「ドットプロット」型ヒストグラムを示す。ＣＬＬの白血病リンパ球を用いた二重染色
法（ヨウ化プロピジウムおよびアネキシンＶ）において、プログラム化細胞死の様々な段
階（初期アポトーシス、後期アポトーシス、ネクローシス）にある細胞が観察される。
【図３】デンドリマーで処理していない健常なコントロール白血病Ｂリンパ球、およびＰ
ＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーで処理し、試験した健常な白血病Ｂリン
パ球の２種類の「ドットプロット」型ヒストグラムを示す。ＣＬＬの白血病リンパ球を用
いた二重染色法（ヨウ化プロピジウムおよびアネキシンＶ）において、プログラム化細胞
死の様々な段階（初期アポトーシス、後期アポトーシス、ネクローシス）にある細胞が観
察される。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明の特定事項は、増殖性腫瘍性疾患、特に、慢性リンパ性白血病の治療薬を製造す
るためのマルトトリオースで被覆された第四世代のポリプロピレンイミンデンドリマーの
使用であって、そのＲ成分（マルトトリオース粒子を意味する）と共にパターン１で定義
され、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩ（ここで、ＰＰＩ－Ｇ４は、ポリプロピレン
イミンデンドリマーの第四世代を意味し、ＤＳ（高密度シェル）は、高密度コートを意味
し、およびＭａｌ－ＩＩＩは、マルトトリオース（３つのα－グルコース残基からなる三
糖）を意味する）と略称される。
【００１３】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、第四世代のポリプロピレンイミ
ンデンドリマー粒子ＰＰＩ－Ｇ４のアミノ基に対して、８０～９５％、より好ましくは、
９０％のマルトトリオース粒子－Ｍａｌ－ＩＩＩを含有し、ＰＰ１－Ｇ４デンドリマーの
高密度コート（高密度シェル）を形成するものであることが好ましい。
【００１４】
　このようなマルトトリオースで被覆された第四世代のポリプロピレンイミンデンドリマ
ーであるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩは、アポトーシスのメカニズムに障害のあ
る増殖性腫瘍性疾患（慢性リンパ性白血病を含む）の治療薬を製造するために本発明に用
いられ、アポトーシス（すなわち、白血病Ｂリンパ球の死）を引き起こす活性物質として



(5) JP 2016-501260 A 2016.1.18

10

20

30

40

50

驚くべき有効性を示す。白血病Ｂリンパ球が死滅するアポトーシスのメカニズムを引き金
とし、続いて生体から障害のある白血病細胞として除去され、それゆえＰＰＩ－Ｇ４－Ｄ
Ｓ－Ｍａｌ－ＩＩｌデンドリマーを用いた治療が有効な効果を生じるものである。
【００１５】
　さらに、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、血液の他の構成成分に
ついて毒性を示さず、血中のより有効な生体内分布を示す。
【００１６】
　単独で用いられるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーについてのＩＣ５

０は、１０ｍｇ／ｍｌであり、これは、その弱まった抗アポトーシス作用を示す。デンド
リマー表面上のマルトトリオース基が多ければ、ナノ粒子の毒性も低くなる。Ｍａｌ－Ｉ
ＩＩで９０％被覆されたデンドリマーは、白血病細胞においてアポトーシス経路を開始さ
せるために多くの時間を必要とし；その明確な効果はインキュベーション４８時間後に見
られる。さらに、ミトコンドリア電位の低下は、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデ
ンドリマーの影響下での白血病リンパ球において低くなる。必ずしも全ての患者が強力で
速効性のある薬に適応できる生物であるわけではない。ある生物は、長期の適応時間、例
えば、２４時間を要し、このような時間が経った後にのみ、薬物の作用が効き始める。そ
して、このような場合において、増殖性腫瘍性疾患（慢性リンパ性白血病を含む）のＰＰ
Ｉ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー関連治療が強く推奨される。
【００１７】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩ（マルトトリオースで被覆された第四世代のポリ
プロピレンイミンデンドリマー）は、本発明で用いられ、デンドリマー表面構造中にマル
トトリオース粒子（Ｍａｌ－ＩＩＩ）を含有し、Appelhans D, Oertel U, Mazzeo R et a
l, Proc R Soc A 2010; 466: 1489- 1513（その合成と特性の記載を含む）による文献で
開示され、一方で、Chem Eur J (2008), 14: 7030-7041 Klajnert B, Appelhans D, Komb
er H et al.では、１ＨＮＭＲ分光分析法（水素原子（１Ｈ）について５００．１３ＭＨ
ｚの周波数を読み取った）を用いて磁気共鳴法で決定されたＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ
－ＩＩＩデンドリマーのモル質量（ＭＭ）が開示された。図１および表１に示されるよう
に、ＰＰＩ－Ｇ４デンドリマーの表面アミノ基は、（５８）～９０％の範囲においてマル
トトリオースで飽和されて（Ｍａｌ－ＩＩＩ）、ＤＳと表記される高密度デンドリマーコ
ート（高密度シェルを有するＤＳ）を形成する。マルトトリオースによるデンドリマーの
被覆は、ドイツのライブニッツ・ポリマー研究所ドレスデンで行う。該製品は販売されて
いない。しかしながら、第四世代ＰＰＩデンドリマー（ＰＰＩ－Ｇ４）は、オランダ、ア
イントホーベンのＳｙｍｏ－Ｃｈｅｍから販売されている。
表１．市販のＰＰＩ－Ｇ４および合成したＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩの分子量
（ＭＭａ）；表面マルトトリオース基の数および割合。
【００１８】
【表１】

【００１９】
　本発明で用いられるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、毒性指標で
あるＩＣ５０（ＭＮＣの５０％の細胞毒性を生じたデンドリマー濃度として規定）の試験
にかけた。単独で用いたＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーについてのＩ
Ｃ５０は、４８時間培養で１０ｍｇ／ｍｌであった。ＩＣ５０の算出は、アポトーシスメ
カニズムに障害のある増殖性腫瘍性疾患（慢性リンパ性白血病の場合）の治療時の抗腫瘍
治療に必要な薬物中のＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーの用量を調整し
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、一般的で公知の方法による様々な医薬形態で薬剤を製造することを可能にする。
【００２０】
　本発明は、下記の実施例で説明される。本発明の特定事項は図で示されるものであって
：
　図１は、マルトトリオースの高密度コートを有するＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩ
Ｉと略称される第四世代ポリプロピレンイミンデンドリマーの粒子を示し、
　図２は、デンドリマーで処理していないコントロール白血病Ｂリンパ球、およびＰＰＩ
－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーで処理し、試験した白血病Ｂリンパ球の２種
類の「ドットプロット」型ヒストグラムを示す。ＣＬＬの白血病リンパ球を用いた二重染
色法（ヨウ化プロピジウムおよびアネキシンＶ）において、プログラム化細胞死の様々な
段階（初期アポトーシス、後期アポトーシス、ネクローシス）にある細胞が観察され、
　図３は、デンドリマーで処理していない健常なコントロール白血病Ｂリンパ球、および
ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーで処理し、試験した健常な白血病Ｂリ
ンパ球の２種類の「ドットプロット」型ヒストグラムを示す。ＣＬＬの白血病リンパ球を
用いた二重染色法（ヨウ化プロピジウムおよびアネキシンＶ）において、プログラム化細
胞死の様々な段階（初期アポトーシス、後期アポトーシス、ネクローシス）にある細胞が
観察され、
　示された実施例からの実験結果は表に記載され、
　表２は、４種類の試験濃度のＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーの影響
下でアポトーシスまたはネクローシスを誘導したインビトロ培養における白血病リンパ球
の平均割合の結果を示し；さらに、この結果は、各平均値に対する標準偏差および統計学
的解析を提供する。
　表３は、４種類の試験濃度のＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーの影響
下でアポトーシスまたはネクローシスを誘導したインビトロ培養における健常なリンパ球
の平均割合の結果を示し；さらに、この結果は、各平均値に対する標準偏差および統計学
的解析を提供する。
　表４は、３種類の試験濃度のＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーの影響
およびＣＬＬ治療でよく用いられる２つの薬物、すなわち、フルダラビン（プリン類似体
）およびリツキシマブ（モノクローナル抗体）の影響下でのインビトロ培養におけるミト
コンドリア電位の低下した白血病リンパ球の平均割合の結果を示す。
【実施例１】
【００２１】
実施例１
　マルトトリオースで被覆された第四世代ポリプロピレンイミンデンドリマー（マルトト
リオースを９０％含有）であるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩを用いて、白血病リ
ンパ球においてアポトーシス過程を誘導する能力および前記細胞におけるこのデンドリマ
ーの細胞毒性をインビトロ実験で検証した。
【００２２】
ａ）インビトロでのＭＮＣ単核細胞（白血病リンパ球）の単離および培養
　実験材料は、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）について初期に治療されておらず、ポーラ
ンドのウッチ医科大学の外来診療および血液内科の患者として登録された１５人の患者（
３９－８５歳の８人の女性（Ｋ）および７人の男性（Ｍ）（平均年齢は６３．８であった
））から採取した末梢血を使用した。ポーランドのウッチ医科大学の倫理委員会は、この
研究を認可した（ＲＮＮ／７５／１０／ＫＥ）。研究に関わる全ての患者からインフォー
ムドコンセントを取得した。
【００２３】
　単核細胞（ＭＮＣ）の大半（約９０％）は、白血病Ｂリンパ球であり、抗凝固薬として
のジナトリウムベネセネート－ＥＤＴＡ上に採取した末梢血から単離した。続いて、血液
を試験管内のＨｉｓｔｏｐａｑｕｅ　１０７７（Ｓｉｇｍａ，セントルイス，米国）上で
層にし、２００ｇの加速度（ここで、「ｇ」は、重力加速度を意味する）で２０分間の密
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度濃度にて遠心分離した。層の境界から得られたＭＮＣの環を単離し、ＲＰＭＩ－１６４
０培地（ＰＡＡ，独国）で２回洗浄した。得られたＭＮＣを、１ｘ１０６細胞／ｍｌの濃
度のＲＰＭＩ－１６４０培地中で懸濁し；続いて下記を加えた：２０％の不活性化された
ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）および抗生物質、例えば、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン
（５００ｍｌの培地あたり５ｍｌの抗生物質の混合物）（ＰＡＡ，独国）、および試験し
た所定濃度（濃度を下記に記載）のＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー（
９０％のマルトトリオースを含有）。ＲＰＭＩ－１６４０培地で１ｍｌの最終体積で培養
を行った。ＭＮＣの培養物を生物インキュベータ内（９８％の湿度において３７℃で５％
　ＣＯ２の流入下）で２４時間インキュベートした。インキュベーション工程後、ＭＮＣ
のアポトーシスおよび細胞毒性の定量および定性評価を行った。
【００２４】
　前記アッセイを用いて、リンパ球ＭＮＣを下記の体積で３５％含有するＰＰＩ－Ｇ４－
ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーと共に培養して試験した：
－４ｍｇ／ｍｌの培地、
－６ｍｇ／ｍｌの培地、
－８ｍｇ／ｍｌの培地、
－１０ｍｇ／ｍｌの培地。
【００２５】
　さらに、リンパ球ＭＮＣの培養物についての試験を４８時間のインキュベーション時間
で行った。
【００２６】
　９０％のマルトトリオースを含有するＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマ
ーを含まない同一条件で行った培養物をコントロールとした。
【００２７】
ｂ）アポトーシスおよび細胞毒性の評価－アネキシンＶおよびヨウ化プロピジウム試験
　インキュベーション後、ＭＮＣ白血病リンパ球を、冷やした緩衝食塩溶液（ＰＢＳ－塩
化ナトリウムおよびリン酸ナトリウムを含有する生理食塩水溶液）で２回洗浄し、続いて
、該細胞を、５μｌのアネキシンＶ（Ａｎｎ－Ｖ）と抱合させたＦＩＴＣ（フルオレセイ
ンイソチオシアネート色素）および１０μｇ／ｍｌのヨウ化プロピジウム（ＩＰ）を含有
する結合緩衝液中で懸濁させた。続いて、該試料を室温にて暗室で１５分間インキュベー
トし、それらの蛍光を、フローサイトメーター（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ　Ｂｅｃｔｏｎ
　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）（波長は、ＦＬ１　４９０”±２０ｎｍおよびＦＬ３　５３０”
±２０ｎｍ）を用いてすぐに評価した。
【００２８】
　ヨウ化プロピジウム（ＩＰ）は、細胞膜の統合性を保ちつつ、健常な細胞によって積極
的に排除される自己蛍光を示す陽イオン性溶液である（ＩＰ細胞－陰性，ＩＰ－）。アネ
キシンＶは、細胞膜の統合性を変化させて、ホスファチジルセリンを細胞膜の外部単層へ
配置させる。前記化合物の細胞毒性は、環境へのＩＰ放出の異常により示される（ＩＰ－
陽性細胞，ＩＰ＋）。
【００２９】
　アポトーシス指標（ＡＩ）を算出するために、アネキシンＶで染色された細胞（Ａｎｎ
Ｖ＋ＩＰ－およびＡｎｎＶ＋／ＩＰ＋）を評価した。３５％のマルトトリオースデンドリ
マーを含有するＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩの細胞毒性は、ＩＰで染色された白
血病リンパ球ＭＮＣの生存率を測定することによって評価した。
【００３０】
ｃ）ミトコンドリアの膜電位の評価（アポトーシスの初期マーカー）
　ミトコンドリアの膜電位は、アポトーシスの初期の指標である。ＣＭＸＲｏｓ、すなわ
ち、クロロメチル－Ｘ－ロサミン（米国、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓによる試薬
名Ｍｉｔｏ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ　ＣＭＸＲｏｓ）、およびＦＩＴＣと抱合させたグ
リコホリンＡに対するモノクローナル抗体（デンマークのＤａｋｏによる抗グリコホリン
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Ａ　ＦＩＴＣの試薬名）をこの評価に用いた。ＣＭＸＲｏｓは、ミトコンドリア膜の内部
表面上に電気陰性負荷が存在する場合に生存細胞中のミトコンドリアのマトリックスに蓄
積する脂溶性カチオン性色素である。内部ミトコンドリア膜に沿ったプロトンのこの非対
称局在は、生存細胞において高いミトコンドリア膜電位（ΔΨｍ）を生じる。低下したミ
トコンドリア電位ΔΨｍは、アポトーシス誘導過程中の最初の症状の１つであり、ミトコ
ンドリアのＣＭＸＲｏｓの取り込みが低下する。
【００３１】
　ストックのＣＭＸＲｏｓ溶液は、９４μ１のＤＭＳＯ（ジメチルスルホキシド）中に製
造業者によって供給される物質を希釈することによって調製し、２０℃で保存した。続い
て、ワーキング溶液は、ＤＭＳＯ（１：１０）を用いて調製し、４℃で保存した。１ｘ１
０６ＭＮＣ／ｍｌ濃度での単核細胞（すなわち、白血病リンパ球）を、ＣＭＸＲｏｓ（５
００μｌのＲＰＭＩ１６４０培地中で２．５μ１のワーキング溶液）と３７℃で３０分間
インキュベートした。正確に１５分後、５μ１のＦＩＴＣを抱合させたグリコホリンＡに
対するモノクローナル抗体を加えて、低いミトコンドリア電位のために擬陽性となりうる
試料中の付随する赤血球を取り除いた。続いて、該試料を、フローサイトメトリーを用い
て測定した。低いミトコンドリア電位を伴う抗グリコホリンＡ－ＦＩＴＣに結合しなかっ
た細胞（ΔΨｍｌｏｗ／ＧＩｙ－Ａ－細胞）を算出した。
【００３２】
　全ての蛍光測定は、アルゴンレーザー４８８ｎｍおよびコンピュータプログラムＣｅｌ
ｌＱｕｅｓｔＰｒｏ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，米国）を搭載したフローサイ
トメーターＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，米国）によっ
て行った。各回１００００細胞を評価した。該蛍光は、標準的な発光フィルター：緑色－
ＦＬ１（波長λ＝５３０±２０ｎｍ）および赤色－ＦＬ３（λ＞６００ｎｍ）を用いて測
定した。
【００３３】
ｄ）統計学的解析
　白血病リンパ球（ＭＮＣ）の培養で得た結果（ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデ
ンドリマー（９０％のマルトトリオースを含有）を本発明およびコントロールの培養のよ
うに加えた場合、このようなＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーを加えな
い場合）の間の統計学的な有意な差は、イルコクソンの順位検定を用いて、統計学的に有
意な差を、有意なレベルがｐ＜０．０５であるものと推定して比較した。
【００３４】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーのＩＣ５０毒性指標は、白血病リン
パ球（ＭＮＣ）の５０％の細胞毒性を引き起こしたデンドリマーの濃度として定義した。
ＩＣ５０を算出することにより、抗腫瘍療法に必要とされるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ
－ＩＩＩデンドリマーを含有する薬物用量を調整することができる。薬物の単一用量が、
対象とする細胞の１００％を破壊する程度の毒性を必要とする場合、このような薬物の用
量において、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー濃度は、５０％の白血病
細胞の死滅を引き起こす濃度の２倍である。これは、迅速な治療効果が推奨されるであろ
う進行性疾患に罹っている患者についての薬物用量（短期間で付与するより少ない錠剤）
に適用する。弱っている患者（例えば、高齢患者）の場合、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ
－ＩＩＩデンドリマーを含有する薬物の用量は、白血病リンパ球を破壊するための半分量
まで減らした濃度に設定されるべきである。治療は時間をかけるべきであり、細胞の崩壊
過程に対する応答としていくつかの有害な効果が存在するが；最終的な治療効果が達成さ
れるべきである（患者により長い時間をかけて多くの錠剤を摂取させれば、治療効果が達
成される）。
【００３５】
ｅ）得られた結果
　２４時間および４８時間のインキュベーション後に各濃度でのＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍ
ａｌ－ＩＩＩデンドリマーによって誘導されるアポトーシスＭＮＣの割合は、自然のアポ
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トーシス白血病細胞の割合より有意に高かった（ｐ＜０．０１）（表２）。アポトーシス
を起こすＣＬＬ細胞のサイトメトリー解析を図２に示す。アポトーシスを起こす細胞のよ
り高い割合は、２４時間と比較して４８時間のインキュベーション時間で観察された。後
期アポトーシス細胞（Ａｎｎ－Ｖ＋ＩＰ＋）についての最も大きな相違は、８ｍｇ／ｍｌ
のデンドリマー濃度（ｐ＝０．０２）で４８時間のインキュベーション後に示されたが、
２４時間のインキュベーション後では、コントロール間の相違もまた顕著であった（ｐ＝
０．００７）（表２）。
【００３６】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、３種類の濃度、すなわち、４ｍ
ｇ／ｍｌ、６ｍｇ／ｍｌおよび８ｍｇ／ｍｌ（各々、ｐ＝０，０４；ｐ＝０．００５；ｐ
＝０．００５）での２４時間のインキュベーション後、ならびに前記に記載の濃度（各々
、ｐ＝０，０４；ｐ＝０，０２；ｐ＝０，００７）での４８時間後において、ＣＬＬ細胞
の初期アポトーシス（Ａｎｎ－Ｖ＋ＩＰ－）を著しく誘導した。ＣＬＬネクローシス細胞
の割合については、２４時間培養または４８時間培養のいずれのコントロール培養と比較
しても統計学的に有意な差は見られなかった。このことは、試験したデンドリマーがアポ
トーシスのメカニズムを誘導することによりＣＬＬ細胞の死を引き起こし、統合性を妨げ
ることにより細胞膜に直接的に作用するものではないことを示す。単独で用いたＰＰＩ－
Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーについてのＩＣ５０は、１０ｍｇ／ｍｌであっ
た。
【００３７】
　ＣＬＬ細胞におけるアポトーシスのメカニズムを介するＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－
ＩＩＩデンドリマーの活性を確認する別の方法は、ミトコンドリアの電位の評価である。
デンドリマーの３種類の濃度（すなわち、４ｍｇ／ｍｌ、６ｍｇ／ｍｌ、８ｍｇ／ｍｌ）
での２４時間の培養において、アポトーシス細胞数は、対象培養物における細胞数より著
しく増加した。アポトーシス細胞の割合は、デンドリマー濃度の上昇に比例して増加した
。プリン類似体（ＦＡ，フルダラビン）を１．６μΜの濃度でインキュベートした後のア
ポトーシス細胞率は、８ｍｇ／ｍｌのＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー
濃度についてのアポトーシス細胞の割合に相当する。１０μｇ／ｍｌの濃度でのモノクロ
ーナル抗体である抗ＣＤ２０（Ｒｉｔ，リツキシマブ）により、（コントロール試料にお
いて）自然アポトーシスの順序でアポトーシス誘導作用が示された。デンドリマーとの細
胞培養４８時間後に、細胞ΔΨｍｌｏｗ／ＧＩｙ－Ａ－の割合は、コントロール培養にお
ける細胞の割合（２８．３％）より極めて高かった（６７．１－９１．９％）。結果を表
４に示す。
【実施例２】
【００３８】
実施例２
　マルトトリオースで被覆された第四世代ポリプロピレンイミンデンドリマー（９０％の
マルトトリオースを９０％含有）ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩを用いて、健常な
血液細胞におけるアポトーシス過程を誘導する能力および前記細胞におけるこのデンドリ
マーの細胞毒性をインビトロ実験で検証した。
【００３９】
ａ）健常なボランティアからのＭＮＣにおけるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデン
ドリマーのアポトーシス誘導および細胞毒性の評価
　実験材料は、２５～６５歳（平均年齢は３８．００±１０．８０であった）の５人の健
常なボランティア（３人の女性および２人の男性）から採取した末梢血であった。単核細
胞（ＭＮＣ）の単離、細胞培養、またはアポトーシスおよび細胞毒性の評価は、実施例１
と同一の方法を用いて行った。
【００４０】
　健常な単核細胞におけるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーの効果は無
視できるが；コントロール培養物と、デンドリマーとの培養物との間の相違は、統計学的
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な差を示す。６ｍｇ／ｍｌおよび８ｍｇ／ｍｌ（ｐ＝０．０３）のＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－
Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー濃度について高い割合でアポトーシス細胞が観察されたのが
４８時間後のみであった。２４時間のインキュベーション後にＩＰ染色された死滅細胞の
割合は、８ｍｇ／ｍｌのＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー濃度について
１２．９％と同等であり、デンドリマーで処理していない細胞については１２．３８％で
あった。これらの結果により示されるように、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデン
ドリマーは、健常なリンパ球に対して毒性を示さない（表３、図３）。
【００４１】
ｂ）ＭＮＣリンパ球増殖の阻害または誘導におけるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－ＭａＩＩＩデン
ドリマーの影響
　ＭＮＣは、健常なボランティアの血液からの密度勾配法（実施例１で示されるような）
を用いて単離した。ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーによるリンパ球の
増殖の阻害または誘導を評価するために、細胞は、試験試料またはコントロール試料であ
るかどうかに応じて、前記デンドリマーの存在または非存在下で、フィトヘマグルチニン
（ＰＨＡ－Ｍ）の存在または非存在下でインキュベートした。７２時間のインキュベーシ
ョン後、試料は、ＭＴＴ（３－（４，５－ジメチル－２－チアゾリル）－２，５－ジフェ
ニル－２Ｈ－テトラゾリウムブロミド）を用いて質量分析法で分析した。ＰＨＡ－Ｍの最
終濃度は１０μｌ／ｍｌであり、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩｌデンドリマーは、
０．２、０．０４、および０．００８ｍｇ／ｍｌの濃度で使用した。ＭＮＣ懸濁物（培地
中で１０μｌ／ｍｌ濃度のＰＨＡ－Ｍ溶液を含有）を陽性（増殖コントロール）とし、Ｍ
ＮＣ懸濁物（ＰＢＳ緩衝液中）を陰性（非増殖コントロール）とした。
【００４２】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、健常なリンパ球の細胞増殖をわ
ずかに抑制した。この効果は生物学的観点からあまり重要なものではない。
【００４３】
ｃ）赤血球溶血におけるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーの影響
　試験にかけた試料において、溶血レベルを、３７℃のインキュベーション前、２、４、
１６、および２４時間後に、１０００ｇで５分間の遠心分離で上澄み液に放出されたヘモ
グロビン（ＨＧＢ）に基づいて調べた。コントロール（１００％溶血）については、赤血
球を蒸留水で処理した。ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、修飾して
いないデンドリマー（ＰＰＩ－Ｇ４）と比較して赤血球の溶血を生じなかった。上記結果
から、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー（９０％のマルトトリオースを
含有）は赤血球に対して安全であり；それらの細胞膜を破壊しないことが明らかである。
【００４４】
ｄ）血小板（ＰＬＴ）凝集におけるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－ＭａＩ－ＩＩＩデンドリマーの
影響
　健常なドナーからの血液は、ＣＰＤＡ－１抗凝血剤（１００ｍＭ　グルコース；５５ｍ
Ｍ　マンニトール；２５．８ｍＭ　Ｋ２ＨＰＯ４；１４．７ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４；１７，
９ｍＭ　クエン酸カリウム）；（ｍＭ－モル量）において収集した。血漿を３６０ｇ（ｇ
－重力加速度）で５分間遠心分離した。ＰＬＴペレット（遠心分離後に上澄みを除いた細
胞の塊）をＴｒｉｓ（ＴＲＩＳ－ＥＤＴＡ（０．１２Ｍ　ＮａＣｌ，０．０１５４Ｍ　Ｋ
Ｃ１，０．００６ｇ　グルコース，０．００１５Ｍ　Ｎａ２ＥＤＴＡ，０．０１３３Ｍ　
Ｔｒｉｓ；ｐＨ６．５）（Ｍ－Ｍｏｌ）を含有するｔｒｉｓ（ヒドロキシメチル）アミノ
メタン緩衝液）中に懸濁した。該懸濁物を３６０ｇで５分間遠心分離した。該ペレットを
、前記緩衝液に２．０ｘ１０９細胞／ｍｌ（ＴＲＩＳ緩衝液）の濃度で再懸濁した。ＰＬ
Ｔの凝集は、自動血小板凝集計ＡＰ２１１０を用いて調べた。１μｇ／ｍｌの濃度でトリ
プシンをＰＬＴに陽性コントロールとして加えた。
【００４５】
　ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマーは、いずれの試験濃度においてもＰ
ＬＴ凝集を生じなかった。
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【００４６】
　上記に記載されるように、ＣＬＬリンパ球へのＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデ
ンドリマーの添加は、これらの細胞においてアポトーシスのメカニズムを著しく誘導し、
それらの増殖および生存を著しく減少させた。このことにより、ＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍ
ａｌ－ＩＩＩデンドリマーを薬物として用いて、増殖性腫瘍性疾患、特に、慢性リンパ性
白血病（ＣＬＬ）を治療する有益な治療効果が予想されうることが証明された。同時に、
本発明で提示される方法で適用されるＰＰＩ－Ｇ４－ＤＳ－Ｍａｌ－ＩＩＩデンドリマー
は、他の構成成分（赤血球、血小板）に非毒性であることが示され、ヒトの使用に安全で
あることが確認された。
－１５頁－表２
－１５頁－表３
－１７頁－表４
【００４７】
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【表２】

【００４８】
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【表３】

【００４９】
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【表４】
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