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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　上昇したレベルのＲａｓタンパク質を発現する細胞、または変異体Ｒａｓタンパク質を
発現する細胞において、変異体Ｒａｓタンパク質の活性を阻害するのに十分な量の、以下
の式を有する化合物、またはその塩を含む、Ｒａｓタンパク質の活性を阻害するための薬
学的組成物：

式中、
　Ｒ１は、水素であり；
　Ｒ２は、メタノール、アルデヒド、またはエステル、であり；
　Ｒ３は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ４は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ５は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
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　Ｒ６は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ７は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ８は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ９は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ１０は、ハロ、水素、またはアルキルであり；および
　Ｒ１１は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　ここで、Ｒ２が、アルデヒド、またはエステルである場合、前記化合物は、以下：

からなる群より選択され；
　または、前記化合物は以下：

である。
【請求項２】
　Ｒ３は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ４は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ５は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ６は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ７は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
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ンチルであり；
　Ｒ８は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ９は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ１０は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルであり；および
　Ｒ１１は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルである、
請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項３】
　Ｒ２がアルデヒド基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項４】
　Ｒ９がクロロ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項５】
　Ｒ９がブロモ基である、請求項３記載の薬学的組成物。
【請求項６】
　Ｒ３がハロ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項７】
　Ｒ４がハロである、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　Ｒ５がメチルである、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　Ｒ６がアルキル基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１０】
　Ｒ７がクロロまたはブロモ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１１】
　Ｒ８がクロロまたはブロモ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１２】
　Ｒ９がクロロ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１３】
　Ｒ１０がクロロまたはブロモ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　Ｒ１１がクロロ基である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１５】
　化合物が、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル］－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（
オンクラシン（Oncrasin）１）、
　１－（３－クロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２７）、
　１－（４－ブロモベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２９）、
　スルファニルアミド、Ｎ４－［（１－ベンジルインドール－３－イル）メチレン］－Ｎ
１－２－チアゾリル（オンクラシン４２）、
　［１－（３，４－ジクロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－イル］メタノール（オ
ンクラシン４９）、
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　［１－（２－フルオロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンク
ラシン５１）、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６０）、
　（１－［３－（トリフルオロメチル）ベンジル］－１Ｈ－インドール－３－イル）メタ
ノール（オンクラシン６３）、
　１－［（３－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６９）、
　１－［（４－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７１）、
　１－［（３－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７２）、または
　１－［（４－ブロモフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７３）である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１６】
　変異体Ｒａｓタンパク質が変異体Ｋ－Ｒａｓタンパク質である、請求項１記載の薬学的
組成物。
【請求項１７】
　Ｋ－Ｒａｓがアミノ酸のグリシン１２、グリシン１３、グルタミン６１、またはそれら
の組み合わせにおいて変異している、請求項１６記載の薬学的組成物。
【請求項１８】
　細胞が癌細胞である、請求項１記載の薬学的組成物。
【請求項１９】
　癌細胞が、膀胱、血液、骨、骨髄、脳、乳腺、結腸直腸、食道、胃腸管、頭部、腎臓、
肝臓、肺、鼻咽頭、頚部、卵巣、膵臓、前立腺、皮膚、胃、精巣、舌、または子宮細胞で
ある、請求項１８記載の薬学的組成物。
【請求項２０】
　細胞が第二の抗癌治療を施される、請求項１８記載の薬学的組成物。
【請求項２１】
　第二の抗癌治療が手術、化学療法、放射線療法、または免疫療法である、請求項２０記
載の薬学的組成物。
【請求項２２】
　癌細胞において、アポトーシスを誘導する、または癌細胞の成長を阻害するのに十分な
量の細胞障害性の化合物を含む、癌を処置するための薬学的組成物であって、細胞障害性
化合物、またはその塩が以下の式を有する、薬学的組成物：

式中、
　Ｒ１は、水素であり；
　Ｒ２は、メタノール、アルデヒド、またはエステルであり；
　Ｒ３は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ４は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ５は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ６は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
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　Ｒ７は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ８は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ９は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ１０は、ハロ、水素、アルキルであり；および
　Ｒ１１は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　ここで、Ｒ２が、アルデヒド、またはエステルである場合、前記化合物は、以下：

からなる群より選択され；
　または、前記化合物は以下：

である。
【請求項２３】
　Ｒ３は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ４は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ５は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ６は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ７は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
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　Ｒ８は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ９は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ１０は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルであり；および
　Ｒ１１は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルである、
請求項２２記載の薬学的組成物。
【請求項２４】
　化合物が、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル］－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（
オンクラシン（Oncrasin）１）、
　１－（３－クロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２７）、
　１－（４－ブロモベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２９）、
　スルファニルアミド、Ｎ４－［（１－ベンジルインドール－３－イル）メチレン］－Ｎ
１－２－チアゾリル（オンクラシン４２）、
　［１－（３，４－ジクロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－イル］メタノール（オ
ンクラシン４９）、
　［１－（２－フルオロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンク
ラシン５１）、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６０）、
　（１－［３－（トリフルオロメチル）ベンジル］－１Ｈ－インドール－３－イル）メタ
ノール（オンクラシン６３）、
　１－［（３－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６９）、
　１－［（４－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７１）、
　１－［（３－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７２）、または
　１－［（４－ブロモフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７３）である、請求項２２記載の薬学的組成物。
【請求項２５】
　細胞において、細胞経路を調節するのに十分な量の、以下の式を有するオンクラシン化
合物またはその塩を含む、細胞における細胞経路を調節するための薬学的組成物であって
、経路が細胞におけるＰＫＣ活性、細胞におけるＮＦκＢ活性化、細胞におけるＲＮＡ転
写、細胞におけるＲＮＡスプライシング、および細胞におけるＲａｆ－１活性からなる群
より選択される、薬学的組成物：
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式中、
　Ｒ１は、水素であり；
　Ｒ２は、メタノール、アルデヒド、またはエステルであり；
　Ｒ３は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ４は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ５は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ６は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ７は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ８は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ９は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ１０は、ハロ、水素、またはアルキルであり；および
　Ｒ１１は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　ここで、Ｒ２が、アルデヒド、またはエステルである場合、前記化合物は、以下：

からなる群より選択され；
　または、前記化合物は以下：

である。
【請求項２６】
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　Ｒ３は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ４は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ５は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ６は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ７は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ８は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ９は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ１０は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルであり；および
　Ｒ１１は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルである、
請求項２５記載の薬学的組成物。
【請求項２７】
　化合物が、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル］－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（
オンクラシン（Oncrasin）１）、
　１－（３－クロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２７）、
　１－（４－ブロモベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２９）、
　スルファニルアミド、Ｎ４－［（１－ベンジルインドール－３－イル）メチレン］－Ｎ
１－２－チアゾリル（オンクラシン４２）、
　［１－（３，４－ジクロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－イル］メタノール（オ
ンクラシン４９）、
　［１－（２－フルオロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンク
ラシン５１）、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６０）、
　（１－［３－（トリフルオロメチル）ベンジル］－１Ｈ－インドール－３－イル）メタ
ノール（オンクラシン６３）、
　１－［（３－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６９）、
　１－［（４－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７１）、
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　１－［（３－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７２）、または
　１－［（４－ブロモフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７３）である、請求項２５記載の薬学的組成物。
【請求項２８】
　ＰＫＣ活性がＰＫＣι活性である、請求項２５記載の薬学的組成物。
【請求項２９】
　癌細胞の成長を阻害するのに十分な量の、以下の式を有する化合物、またはその薬学的
に許容される塩、および薬学的に許容される担体を含む、癌細胞の成長を阻害するための
薬学的組成物：

式中、
　Ｒ１は、水素であり；
　Ｒ２は、メタノール、アルデヒド、またはエステルであり；
　Ｒ３は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ４は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ５は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ６は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ７は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　Ｒ８は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ９は、ハロ、水素、アルキル、ニトロ、またはトリフルオロメチルであり；
　Ｒ１０は、ハロ、水素、またはアルキルであり；および
　Ｒ１１は、ハロ、水素、またはアルキルであり；
　ここで、Ｒ２が、アルデヒド、またはエステルである場合、前記化合物は、以下：

からなる群より選択され；
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　または、前記化合物は以下：

である。
【請求項３０】
　Ｒ３は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ４は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ５は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ６は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ７は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ８は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ９は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソペ
ンチルであり；
　Ｒ１０は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルであり；および
　Ｒ１１は、クロロ、ブロモ、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチ
ル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、またはイソ
ペンチルである、
請求項２９記載の薬学的組成物。
【請求項３１】
　化合物が、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル］－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（
オンクラシン（Oncrasin）１）、
　１－（３－クロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２７）、
　１－（４－ブロモベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンクラシ
ン２９）、
　スルファニルアミド、Ｎ４－［（１－ベンジルインドール－３－イル）メチレン］－Ｎ
１－２－チアゾリル（オンクラシン４２）、
　［１－（３，４－ジクロロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－イル］メタノール（オ
ンクラシン４９）、
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　［１－（２－フルオロベンジル）－１Ｈ－インドール－３－カルボアルデヒド（オンク
ラシン５１）、
　１－［（４－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６０）、
　（１－［３－（トリフルオロメチル）ベンジル］－１Ｈ－インドール－３－イル）メタ
ノール（オンクラシン６３）、
　１－［（３－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン６９）、
　１－［（４－ニトロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７１）、
　１－［（３－クロロフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７２）、または
　１－［（４－ブロモフェニル）メチル－１Ｈ－インドール－３－メタノール（オンクラ
シン７３）である、請求項２９記載の薬学的組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
I．発明の分野
　本発明は一般的に、癌の処置に関し、より具体的には、癌細胞、特にRas変異体および
腫瘍形成性癌細胞の細胞死を誘導する、および／または細胞成長を抑制する低分子に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
II．背景
　3つの腫瘍形成性ras遺伝子、H-ras、K-ras、およびN-rasの活性化に至る変異は、90％
の膵臓腫瘍、50％の結腸直腸腫瘍、および50％の肺腺癌、甲状腺腫瘍の50％、ならびに30
％の骨髄性白血病を含む様々な腫瘍タイプにおいて頻繁に見いだされたが、これらの変異
は、正常細胞には存在しない。3つのras遺伝子の中で、K-ras変異は、膵臓（70～90％）
、結腸（50％）および肺（50％）の腺癌を含む腫瘍において最も頻繁に見いだされる。自
然発生組み換えによって活性化されうるK-rasの対立遺伝子を保有するマウス系統は、広
範囲の腫瘍タイプ、主に初期発生肺癌に対して高い素因を有する。HRAS（V12）またはKRA
S（V12）変異体遺伝子の付加は、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（hTERT）の触媒サブユニ
ットおよびSV40初期ゲノム領域によって不死化されたヒト卵巣表面上皮細胞に、ヌードマ
ウスにおいて腫瘍を形成させるのに十分となりうる。その上、ドキシサイクリン誘導型腫
瘍形成性H-rasまたはK-rasを除去すると、腫瘍細胞においてアポトーシスを誘導して、ト
ランスジェニックマウスの腫瘍の退縮を引き起こしうる。したがって、ras遺伝子の変異
は、腫瘍形成および悪性表現型の維持において重要な役割を果たし、ras遺伝子のこれら
の変異は、抗癌治療の重要な標的として役立つ。その上、活性なras機能は、レオウイル
ス、B型肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、コクサッキーウイルス、およびいくつかのア
デノウイルスのようないくつかのウイルスの複製にとって必要であることから、ras機能
を抑制する物質は抗ウイルス治療薬として用いられる可能性がある。
【０００３】
　rasタンパク質は、それらが多様な膜受容体と相互作用して、細胞成長、増殖、分化お
よび死亡を支配する多様なシグナル伝達経路のシグナル伝達を調節するためには、形質膜
の内部小葉に移動しなければならないことから、形質膜へのrasの移動にとって必要な翻
訳後修飾を妨害する物質が、ras機能の抑制に関して集中的に研究されている。たとえば
、ファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤（FTI）は、前臨床および臨床癌治療において
集中的に研究されている。しかし、このアプローチは、形質膜へのH-rasの移動を妨害す
るためには有効である可能性があるが、K-rasおよびN-rasでは有効ではなく、その理由は
FTIの存在下では、N-およびK-Rasタンパク質は、ゲラニルゲラニル化されて、膜に移動す
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るためである。いくつかのフェーズIIおよびフェーズIII試験からの臨床試験によっても
、FTIが肺癌、膵臓癌、結腸直腸癌、膀胱癌、および前立腺癌において有意な単剤活性を
示すことができないことが示された。このように、Ras変異体細胞の細胞死を特異的に誘
導するまたは細胞増殖を抑制する新規化合物は、抗癌治療にとって望ましい。
【０００４】
　癌治療における主要な難題は、悪性細胞または悪性組織において高度に特異的である治
療物質を同定することである。悪性細胞は、正常細胞と同じ代謝経路を有すること、およ
び悪性細は、それらが多数の変異を含むにもかかわらず、「自己細胞」として採用される
ことから、今日用いられる全ての抗癌剤は、正常および癌様細胞によって共有される細胞
標的に影響を及ぼす。その結果、従来の化学療法および放射線療法を用いることは、通常
、低い治療指数によって限定される。実際に、今日用いられるほとんどの抗癌剤は、イン
ビトロで急速に分裂する癌細胞を殺す能力があるために発見されており、このように、骨
髄造血前駆細胞および消化管粘膜上皮細胞のような、急速に分裂する正常細胞に対しても
毒性である（Kaelin, 2005（非特許文献1））。それにもかかわらず、癌細胞における遺
伝的および後成的変化のために、癌細胞を殺すが正常細胞を殺さない化合物に関する合成
致死スクリーニングによって、腫瘍選択的細胞障害性物質を同定することが可能である。
【０００５】
【非特許文献１】Kaelin, 2005
【発明の開示】
【０００６】
発明の概要
　本発明の態様は、癌細胞、特に腫瘍形成性のK-Rasおよび／または異型タンパク質キナ
ーゼCを有する癌細胞に対して合成致死効果を有する化合物群（オンクラシン（Oncrasin
）、腫瘍形成性Ras阻害化合物）に向けられる。オンクラシン化合物は、K-Ras変異を有す
る多様な肺、結腸、および膵臓癌細胞を、低いマイクロモルまたはナノモル濃度で有効に
殺すことができるが、正常レベルの野生型K-Rasを有する正常細胞は殺さなかった。細胞
障害性効果はアポトーシスの誘導に相関した。オンクラシン化合物の処置によって、異型
タンパク質キナーゼCι（PKCiまたはPKCι）の異常な細胞内分布、RNAスプレオソームの
凝集、またはRNAプロセシングの機能異常に至った。siRNAによるK-RasまたはPKCιのノッ
クダウンは、癌細胞におけるオンクラシン誘導性アポトーシスを減損させ、オンクラシン
誘導性アポトーシスがK-Rasおよび／またはPKCιの活性を必要とすることを示唆している
。オンクラシン化合物はまた、Raf-1発現およびTNFα誘導性NFκB活性化を抑制すること
ができる。オンクラシン化合物のインビボ投与は、検出可能な毒性なく、ヌードマウスに
おけるヒト異種移植腫瘍の成長を抑制して、腫瘍を有する動物の生存を延長した。試験し
た100を超える類似体の中で、約30のオンクラシン化合物が多様な癌細胞株における細胞
障害性の誘導において有効である。この毒性は、合成致死またはRasタンパク質もしくはR
as関連経路の誘導であると企図される。合成致死は、変異Rasタンパク質の存在に依存す
る必要はなく、野生型または変種Rasを有する細胞、すなわち病的な結末を有しない、こ
のように「変異体」であると見なされない細胞において有効であってもよい。このように
、オンクラシン化合物は、癌、炎症、および感染疾患の処置に関する有望な可能性がある
物質となりうるであろう。
【０００７】
　前述を考慮して、ras変異体癌細胞を特異的に殺すことができる化合物を探索するため
に、本発明の方法の態様は、腫瘍細胞を選択的に殺すことができる化合物に関する化学ラ
イブラリ（たとえば、ChemBridge Corporationライブラリ）をスクリーニングするために
、不死化ヒト卵巣表面上皮細胞（T29と呼ばれる）および変異体H-ras（T29H）または変異
体K-ras（R29K）のいずれかによって形質転換したその腫瘍形成性誘導細胞を用いること
ができる。T29K、T29H、またはその双方を選択的に殺すことができるが、親T29細胞を殺
さないいくつかの化合物を同定することができる。T29Kに対して高度に特異的である1つ
の化合物（1-[(4-クロロフェニル)メチル]-1H-インドール-3-カルボアルデヒド、またはC
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を有するいくつかの肺癌細胞株に関して非常に有効である。この化合物は、33μM（調べ
た最高濃度）でT29、T29H、およびH322（肺癌細胞、ras野生型）に対して毒性ではないが
、K-ras変異体T29KまたはH460（肺癌細胞）をそれぞれ、10μMおよび1μMで有効に殺すこ
とができる。オンクラシン-1はまた、ヨウ化プロピジウム（PI）またはアネキシンV染色
細胞の劇的な増加、カスパーゼ-3の切断、およびカスパーゼ-8の切断によって証明される
ように、ras変異体細胞においてアポトーシスを誘導する。オンクラシン-1は、腫瘍細胞
のrar-媒介増殖および生存において枢要な役割を果たすセリン／トレオニンキナーゼであ
るraf-1を劇的に低減させる。さらに、オンクラシン-1の類似体のいくつかは、より強力
なKras-選択的細胞障害性効果を誘導することができることが決定された。併せて、これ
らの結果は、オンクラシン-1およびその類似体が、正常な機能を行うことができるRas、
たとえば野生型およびその変種を有する細胞に対して最小の毒性で、癌細胞において腫瘍
形成性ras-選択的細胞障害性効果を誘導することができることを証明している。
【０００８】
　本発明の態様には、毒性のリスクが低減されて治療的となりうる化合物および方法が含
まれる。典型的に化合物は式Iによって表される一般式または構造を有するであろう。

【０００９】
　特定の態様において、基R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、および／またはR

11はそれぞれ独立して、-H、ヒドロキシ、アミノ、シアノ、ハロ、ブロモ、クロロ、ニト
ロ、メルカプト、またはC1～C15-アルキル、C2～C15-アルケニル、C2～C15-アルキニル、
C6～C15-アリール、C7～C15-アラルキル、C1～C15-ヘテロアリール、C2～C15-ヘテロアラ
ルキル、C1～C15-アシル、C1～C15-アルコキシ、C2～C15-アルケニルオキシ、C2～C15-ア
ルキニルオキシ、C6～C15-アリールオキシ、C7～C15-アラルコキシ、C1～C15-ヘテロアリ
ールオキシ、C2～C15-ヘテロアラルキルオキシ、C1～C15-アシルオキシ、C1～C15-アルキ
ルアミノ、C2～C15-アルケニルアミノ、C2～C15-アルキニルアミノ、C6～C15-アルールア
ミノ、C7～C15-アラルキルアミノ、C1～C15-ヘテロアリールアミノ、C2～C15-ヘテロアラ
ルキルアミノ、C2～C15-アミド、C1～C15-アルキルチオ、C6～C15-アリールチオ、C7～C1
5-アラルキルチオ、C1～C15-ヘテロアリールチオ、C2～C15-ヘテロアラルキルチオ、C1～
C15-アシルチオ、もしくはC0～C15-シリルの置換型もしくは非置換型である。
【００１０】
　特定の態様において、R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、および／またはR11
は、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、アラルキル、ヘテロアリール、ヘテ
ロアラルキル、アシル、アルコキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、アリールオ
キシ、アラルコキシ、ヘテロアリールオキシ、ヘテロアラルキルオキシ、アシルオキシ、
アルキルアミノ、アルケニルアミノ、アルキニルアミノ、アリールアミノ、アラルキルア
ミノ、ヘテロアリールアミノ、ヘテロアラルキルアミノ、またはアミドの置換型または非
置換型である。
【００１１】
　特定の局面において、R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、および／またはR11
はそれぞれ独立して、
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である。
【００１２】
　特定の局面において、R1は、ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキル、メチル、エチル
、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペン
チル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメチル、カルボキシエチル、カルボキシプロ
ピル、カルボキシブチル、カルボニル、アルデヒド、エステル、またはケトン基であり；
R2は、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、
sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメチル、カ
ルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブチル、アルコール、メタノール、エ
タノール、プロパノール、ブタノール、カロニル（caronyl）、アルデヒド、エステル、
ケトン、ベンジル、またはアリールであり；R3は、ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキ
ル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、
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tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメトイル（carboxymethoy
l）、カルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブチル、カロニル、アルデヒ
ド、エステル、またはケトンであり；R4は、ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキル、メ
チル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-
ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメトイル、カルボキシエチル、
カルボキシプロピル、カルボキシブチル、カロニル、アルデヒド、エステル、ケトン、ア
リール、ヘテロアリール、フラニル、インドリル、チオフェニル、チアゾリル、イミダゾ
リル、イソオキサゾリル、オキサゾリル、ピラゾリル、ピロリル、ピラジニル、ピリジル
、ピリミジル、ピリミジニル、プリニル、シノリニル、ベンゾフラニル、ベンゾチエニル
、ベンゾトリアゾリル、ベンゾオキサゾリル、キノリン、イソオキサゾリル、イソキノリ
ン、シクロアルキル、アルケニル、シクロアルケニル、フェニル、またはピリジルである
；R5は、ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプ
ロピル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソ
ペンチル、カルボキシメトイル、カルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブ
チル、アミド、アミン、カロニル、アルデヒド、エステル、またはケトンであり；R6は、
ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、
n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル
、カルボキシメトイル、カルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブチル、カ
ロニル、アルデヒド、エステル、またはケトンであり；R7は、ハロ、クロロ、ブロモ、水
素、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、se
c-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメトイル、カ
ルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブチル、カロニル、アルデヒド、エス
テル、またはケトンであり；R8は、ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキル、メチル、エ
チル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、
ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメトイル、カルボキシエチル、カルボキ
シプロピル、カルボキシブチル、カロニル、アルデヒド、エステル、またはケトンであり
；R9は、ハロ、クロロ、ブロモ、水素、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプ
ロピル、n-ブチル、イソブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソ
ペンチル、カルボキシメトイル、カルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブ
チル、カロニル、アルデヒド、エステル、またはケトンであり；R10は、ハロ、クロロ、
ブロモ、水素、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソ
ブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメ
トイル、カルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブチル、カロニル、アルデ
ヒド、エステル、またはケトンであり、および／またはR11は、ハロ、クロロ、ブロモ、
水素、アルキル、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピル、n-ブチル、イソブチル、
sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソペンチル、カルボキシメトイル、
カルボキシエチル、カルボキシプロピル、カルボキシブチル、カロニル、アルデヒド、エ
ステル、またはケトンである。
【００１３】
　特定の局面において、R1はハロ基であり、特にR1はクロロまたはブロモ基である。さら
なる局面において、R2は、ヒドロキシ、アルコキシ、アルデヒド、カルボキシ、またはカ
ルボニル基であり、特にR2はアルデヒドである。なおさらなる局面において、R9はクロロ
基、特にR9はブロモ基である。なおさらなる局面において、R3はハロ基である。特定の局
面において、R4は、ハロ、メチルエステル、またはメチルキノリンエステル基である。さ
らなる局面において、R5は、メチルまたはアミド基である。なおさらなる局面において、
R6はアキル基である。なおさらなる局面において、R7は、クロロまたはブロモ基である。
特定の局面において、R8は、クロロまたはブロモ基である。さらなる局面において、R9は
クロロ基である。なおさらなる局面において、R10はクロロまたはブロモ基である。なお
さらなる局面において、R11は、クロロ基である。
【００１４】
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　式または構造における文字「n」は、0、1、2、3、4、5、または6となりうる。
【００１５】
　いくつかの態様において、化合物の薬学的に許容される塩またはプロドラッグが提供さ
れる。本発明はまた、式または構造によって定義される化合物の光学異性体を提供する。
特定の態様において、式または構造によって定義される化合物の光学異性体は他の光学異
性体を実質的に含まない。他の態様において、2つまたはそれ以上の光学異性体が同じ組
成物に存在する。これらの態様の一定において、2つの光学異性体はほぼ等量で存在する
。いくつかの態様において、本発明は、化合物のエナンチオマー対のラセミ混合物を提供
する。
【００１６】
　特定の態様において、化合物は、l-[(4-クロロフェニル)メチル]-lH-インドール-3-カ
ルボアルデヒド（オンクラシン1）、l-(3-クロロベンジル)-lH-インドール-3-カルボアル
デヒド（オンクラシン27）、l-(4-ブロモベンジル)-lH-インドール-3-カルボアルデヒド
（オンクラシン29）、スルファニリアミド、N4-[(l-ベンジルインドール-3-イル)メチレ
ン]-N1-2-チアゾリル（オンクラシン42）、[l-(3,4-ジクロロベンジル)-lH-インドール-3
-イル]メタノール（オンクラシン49）、[l-(2-フルオロベンジル)-lH-インドール-3-カル
ボアルデヒド（オンクラシン51）、l-[(4-クロロフェニル)メチル-lH-インドール-3-メタ
ノール（オンクラシン60）、(l-[3-(トリフルオロメチル)ベンジル]-lH-インドール-3-イ
ル)メタノール（オンクラシン63）、l-(3-ニトロベンジル)-lH-インドール-3-カルボアル
デヒド（オンクラシン68）、l-[(3-ニトロフェニル)メチル-lH-インドール-3-メタノール
（オンクラシン69）、l-[(4-ニトロフェニル)メチル-lH-インドール-3-メタノール（オン
クラシン71）、l-[(3-クロロフェニル)メチル]-lH-インドール-3-メタノール（オンクラ
シン72)、および／またはl-[(4- ブロモフェニル)メチル-lH-インドール-3-メタノール（
オンクラシン73）である。
【００１７】
　本発明のいくつかの方法において、癌細胞は腫瘍細胞である。さらに、インビトロ、イ
ンビボ、またはエクスビボで、細胞に本発明の組成物を投与してもよい。このように、癌
細胞は患者に存在してもよい。患者は固形腫瘍を有してもよい。そのような場合、態様は
さらに、腫瘍の全てまたは一部を切除することによるように、患者に手術を行うことを伴
ってもよい。組成物は、手術の前、後、または同時に患者に投与してもよい。さらなる態
様において、患者にはまた、直接、内視鏡によって、気管内、腫瘍内、静脈内、病変内、
筋肉内、腹腔内、領域内、経皮、局所、動脈内、嚢内、または皮下に投与してもよい。組
成物は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20回
またはそれ以上投与してもよく、組成物は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、1
3、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24時間毎、1、2、3、4、5、6、7日毎、1
、2、3、4、5週間毎、または1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12ヶ月毎に投与して
もよい。
【００１８】
　癌を処置する方法にはさらに、化学療法または放射線療法を患者に施す段階が含まれて
もよく、それらは複数回施してもよい。化学療法には、シスプラチン（CDDP）、カルボプ
ラチン、プロカルバジン、メクロレタミン、シクロホスファミド、カンプトテシン、イフ
ォスファミド、メルファラン、クロラムブシル、ビスルファン、ニトロソウレア、ダクチ
ノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、プリコマイシン、マイ
トマイシン、エトポシド（VP16）、タモキシフェン、タキソテール、タキソール、トラン
スプラチナ、5-フルオロウラシル、ビンクリスチン、ビンブラスチン、メソトレキセート
、ゲンシタビン、オキサリプラチン、イリノテカン、トポテカン、またはその任意の類似
体もしくは誘導体変種が含まれるがこれらに限定されるわけではない。放射線治療には、
X-線照射、UV-照射、γ-照射、電子線照射、またはマイクロ波が含まれるがこれらに限定
されるわけではない。その上、細胞または患者に、本発明の方法の一部として、タキサン
が含まれるがこれらに限定されるわけではない微小管安定化剤を投与してもよい。化合物
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および／またはその誘導体または類似体のいかなるものも、これらの併用療法と共に用い
ることができると具体的に企図される。
【００１９】
　いくつかの態様において、そのような組成物を投与される癌細胞は、膀胱、血液、骨、
骨髄、脳、乳腺、結腸直腸、食道、胃腸管、頭部、腎臓、肝臓、肺、鼻咽頭、頚部、卵巣
、膵臓、前立腺、皮膚、胃、精巣、舌、または子宮細胞であってもよい。
【００２０】
　特定の局面において、Rasタンパク質は、変異体Rasタンパク質であり、特に変異体K-Ra
sタンパク質である。K-Rasは、タンパク質における任意のアミノ酸で変異を有することが
でき、特にアミノ酸のグリシン12、グリシン13、グルタミン61、またはそれらの組み合わ
せにおいて変異を有しうる。
【００２１】
　本発明によって企図される他の方法には、細胞障害性化合物またはその塩、代謝物、も
しくはプロドラッグである、癌細胞に対して細胞障害性である化合物を、癌細胞のアポト
ーシスを誘導するためにまたは成長を阻害するのに十分な量で投与する段階を含む、癌を
処置する方法が含まれる。ウイルスに感染したまたはウイルスに感染するリスクを有する
対象に、本明細書に記述の化合物から選択される抗ウイルス化合物を、対象におけるウイ
ルスの複製を低減させる、またはウイルスの増殖を阻害するのに十分な量で投与する段階
を含む、ウイルス感染症を処置する方法。
【００２２】
　本明細書において用いられるように、「IC50」という用語は、得られる最大反応の50％
が起こる阻害用量を指す。
【００２３】
　本発明の態様にはまた、細胞におけるPKC活性、たとえばPKCζおよび／またはPKCι活
性；細胞におけるNFκB活性化；細胞におけるRNA転写；細胞におけるRNAスプライシング
；細胞におけるタンパク質代謝；細胞におけるタンパク質合成；細胞におけるタンパク質
分解；細胞におけるRaf-1活性等が含まれるがこれらに限定されるわけではない様々な細
胞経路を調節する方法が含まれうる。
【００２４】
　同様に、癌細胞成長もしくはウイルス複製を阻害するため、または細胞における細胞経
路を調節するのに十分な量の、本明細書に記述され、式を有する1つまたは複数の化合物
またはその薬学的に許容される塩もしくはエステルと、薬学的に許容される担体とを含む
薬学的組成物も企図される。
【００２５】
　本出願を通して、本発明の他の態様が考察される。本発明の1つの局面に関して考察さ
れるいかなる態様も、本発明の他の局面およびその逆に当てはまる。実施例の章における
態様は、本発明の全ての局面に応用可能である本発明の態様であると理解される。
【００２６】
　特許請求の範囲および／または明細書において用いる場合、「阻害する」、「低減させ
る」、もしくはは「予防」、またはこれらの用語の任意の変化形には、所望の結果を達成
するために任意の測定可能な減少または完全な阻害が含まれる。
【００２７】
　特許請求の範囲および／または明細書において「含む」という用語に結びつけて用いら
れる「１つの（a）」または「１つの（an）」という用語の使用は、「1」を意味する可能
性があるが、同様に「1つまたは複数」、「少なくとも1つ」、および「1つまたは1つより
多い」という意味と一致する。
【００２８】
　本明細書において考察されるいかなる態様も、本発明の任意の方法または組成物に関し
て実行されうると企図され、およびその逆も同じである。特定の癌、ウイルス感染症、ま
たは障害に関連して考察されるいかなる態様も、異なる癌、ウイルス感染症、または障害
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に関連して適用または実行されうる。さらに、本発明の組成物およびキットは、本発明の
方法を達成するために用いることができる。
【００２９】
　本明細書を通して、「約」という用語は、値を決定するために使用される装置または方
法に関する誤差の標準偏差が値に含まれることを示すために用いられる。
【００３０】
　特許請求の範囲における「または」という用語の使用は、代替えのみを指すこと、また
は代替えが相互に排他的であることを明白に示していない限り、「および／または」を意
味するために用いられるが、本開示は代替えのみおよび「および／または」を指す定義を
支持する。
【００３１】
　本明細書および請求項において用いられるように、「含む（comprising）」という用語
（ならびに「含む（comprise）」および「含む（comprises）」のような任意の型の含む
）、「有する（having）」（ならびに「有する（have）」および「有する（has）」のよ
うな任意の型の有する）、「含まれる（including）」（ならびに「含む（includes）」
および「含む（include）」のような任意の型の含まれる）、または「含有する（contain
ing）」（ならびに「含有する（contains）」および「含有する（contain）」のような任
意の型の含有する）は、包括的であるかまたは制限なしであり、さらなる引用されない要
素または方法の段階を除外しない。
【００３２】
　本発明の他の目的、特色、および長所は、以下の詳細な説明から明らかとなるであろう
。しかし、この詳細な説明から、本発明の趣旨および範囲に含まれる様々な変更および改
変が当業者に明らかとなるであろうことから、詳細な記述および特定の実施例は、本発明
の特定の態様を示しているが、説明のために限って示されると理解すべきである。
【００３３】
発明の詳細な説明
　本発明は、本発明の態様が示される添付の図面を参照して、より詳細に記述されるであ
ろう。しかし、本発明は多くの異なる型において具体化されてもよく、本明細書において
述べた態様に限定されると解釈してはならない。むしろ、これらの態様は、本開示が十分
かつ完全であるように、および本発明の範囲を当業者に十分に伝えるように提供される。
類似の数値は全体を通して類似の要素を指す。
【００３４】
I．RAS関連状態および経路
A．癌
　腫瘍形成性ras遺伝子、H-ras、K-ras、およびN-rasはしばしば、多様な腫瘍タイプにお
いて見いだされる。K-ras遺伝子は、2つのスプライシングイソ型、すなわち大きいK-Ras 
4Bおよび小さいK-Ras 4Aをコードする。K-Ras 4B、H-Ras、およびN-rasは至るところに発
現されるが、K-Ras 4Aは主に腎臓、肝臓、および消化管組織において発現される（Pells 
et al, 1997；Fiorucci and Hall, 1988）。低分子グアニンヌクレオチド結合タンパク質
のサブファミリーとして、Rasタンパク質は、活性なGTP結合型と非活性のGDP-結合型のあ
いだを循環する（Bar-Sagi and Hall, 2000；Colicelli, 2004）。RasとGTPとの結合は、
GDP放出の触媒を通してグアニンヌクレオチド交換因子によって促進され、これはRasが標
的タンパク質と相互作用するために必要である（Rossman et al., 2005）。GTPアーゼ活
性化タンパク質によって増強される内因性のGTPアーゼ活性（Bernards and Settleman, 2
004）は、GTPをGDPに変換して、それによってGDP結合型の不活性なRasに至る。GTPアーゼ
活性を減損させる、またはGDP結合能を減少させるRas変異によって、Rasは構成的に活性
なGTP結合状態となる。Rasタンパク質はまた、他のメカニズムによっても活性化されうる
。Ras変異の非存在下では、Rasタンパク質の活性の増加は、遺伝子増幅（Galinana et al
, 1995；Hoa et al, 2002；Filmus and Buick, 1985）、過剰発現（Algarra et al, 1998
；Coleman, 1994）、およびHer2のようなチロシンキナーゼ増殖因子受容体の上流のシグ
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ナルの増加（Ehrhardt et al., 2004；Rowley and Van Ness, 2002）により、ヒト癌にお
いて頻繁に検出される。
【００３５】
　サイトゾルにおいて合成されるRasタンパク質は、形質膜の内部小葉に移動して、そこ
でそれらは多様な膜受容体と相互作用して、細胞成長、増殖、分化、および死亡を支配す
る多様なシグナル伝達を実行する。カルボキシ末端CAAXモチーフのシステイン残基でのフ
ァルネシル化、AAXペプチドの除去、およびC-末端でのファルネシル-システインのメチル
化（Hancock, 2003）を含む、翻訳後修飾のいくつかの段階は、形質膜へのRasの移動にと
って肝要である。H-RasおよびN-Rasに関して、C-末端近傍でのシステイン残基上でのパル
ミトイル化も同様に膜へのRasの再局在にとって必要である。K-Rasに関して、C-末端に存
在する多価塩基性ドメインは、膜局在化のための第二のシグナルとして役立つ（Cadealla
der et al, 1994；Hancock et al, 1990）。Rasのファルネシル化はその生物機能にとっ
て肝要であることから、ファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤（FTI）は、前臨床およ
び臨床癌治療において集中的に研究されている（Sebti and Adjei, 2004；Zhu et al, 20
03；Baum and Kirschmeier, 2003）。しかし、このアプローチは、H-Rasの形質膜への移
動を妨害するために有効である可能性があるが、FTIの存在下では、N-およびK-Rasタンパ
ク質はゲラニルゲラニル化されて、膜へ移動することから、K-RasおよびN-Rasでは有効で
はない（James, et al., 1995；Whyte et al., 1997；James et al., 1996）。いくつか
のフェーズIIおよびフェーズIII臨床試験によっても、FTIが肺、膵臓、結腸直腸、膀胱、
および前立腺癌において有意な単剤活性を有しないことが示された（Sebti and Adjei, 2
004；Zhu et al., 2003；Baum and Kirschmeier, 2003）。したがって、腫瘍形成性のRas
は抗癌治療にとって理想的な標的となりうるが、腫瘍形成性のRasを標的とする有効な治
療物質はまだ臨床的に得られていない。
【００３６】
　Ras-変異体癌細胞を特異的に殺すことができる化合物に関する現在進行中の探索におい
て、ChemBridge Corporation（San Diego, CA）からの化学ライブラリをスクリーニング
するために、本発明者らは、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素の触媒サブユニットおよびSV40
初期ゲノム領域（T29と呼ばれる）によって不死化されたヒト卵巣表面上皮細胞、ならび
にM. D. Anderson Cancer Center（Liu et al., 2004）のJinsong Liu博士の研究室にお
いて確立された、それぞれの変異体H-Ras（T29Ht1）または変異体K-Ras（T29Kt1）によっ
て形質転換されたその腫瘍形成性誘導体細胞を用いた。細胞に基づく合成致死をスクリー
ニングに用いた。スクリーニングした化合物10,000個の中で、本発明者らは、オンクラシ
ン-1（腫瘍形成性Ras阻害化合物1）と呼ばれる化合物（1-[(4-クロロフェニル)メチル]-1
H-インドール-3-カルボアルデヒド）を同定し、これは広い範囲の用量においてT29Kt1細
胞に対して高度に選択的であった。この化合物は、調べたいかなる用量においてもT29ま
たはT29Ht1に対して毒性ではなかった。その上、オンクラシン-1は、K-ras変異を有する
いくつかのヒト肺癌、結腸癌、および膵臓癌細胞に対して有効であった。本発明者らはま
た、購入した、または本発明者の研究室において合成された、オンクラシン-1の構造と類
似の化学構造を有する100個を超える類似体を試験して、それらの30個より多くがK-Ras変
異を有する癌細胞に対して有効であることを見いだした。それらの約20個は、腫瘍形成性
のRas-特異的細胞障害性の誘導において、オンクラシン-1より有効であるか、または同等
に有効である。分子的研究から、オンクラシン化合物はアポトーシス、RNAスプレオソー
ムの凝集、およびPKCιの異常な細胞下分布、哺乳動物RNAポリメラーゼIIの最大のサブユ
ニットの脱リン酸化を誘導することが判明した。siRNAによるK-RasまたはPKCιのノック
ダウンによって、癌細胞におけるオンクラシン誘導性アポトーシスが減損し、オンクラシ
ン誘導性アポトーシスがK-Rasおよび／またはPKCιの活性を必要とすることを示唆してい
る。その上、オンクラシン化合物は、Rafタンパク質発現を抑制して、TNFα誘導性NFκB
活性化を阻害することができる。このように、オンクラシン化合物は、最小の毒性を有す
る、有用な新しいクラスの腫瘍形成性Ras-選択的抗癌剤となりうるであろう。
【００３７】
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　T29KまたはT29H細胞を選択的に殺す化合物の効果を調べるために、これらの細胞におけ
る用量反応を決定するために、これらの化合物のいくつかをChemBridge Corporationから
得た。調べた化合物6個中、1つの化合物（1-[(4-クロロフェニル)メチル]-1H-インドール
-3-カルボアルデヒド）（オンクラシン1）は、広範囲の用量においてT29Kに関して高度に
選択的であったが、他の化合物は限られた選択性または狭い選択的用量幅のいずれかを有
した（図1）。このように、そのK-Ras特異的化合物の抗腫瘍効果に対して集中して研究を
行った。経時的アッセイにより、オンクラシン-1がまたT29K細胞において時間依存型毒性
を引き起こすが、他の化合物は引き起こさないことが示された。化学的に、この化合物は
、癌の予防および処置のために試験されている多くの植物性食品の天然に存在する構成成
分であるインドール-3-カルビノール（I3C）と類似のコア構造を有する。しかし、I3Cは
、リード化合物に関して調べた同じ用量範囲で試験したところ、調べた3つの細胞株にお
いていかなる細胞毒性も誘導しなかった（データは示していない）。
【００３８】

【００３９】
　オンクラシン-1（式I、式中R2は、CH=Oであり；R9はClであり；およびR1、R3、R4、R5
、R6、R7、R8、R10、およびR11は水素である）の抗腫瘍活性をさらに評価するために、こ
の化合物の効果を、ras状態が異なる6個のヒト肺癌細胞株において試験した。結果は、オ
ンクラシン-1が肺癌細胞株H460、H212、およびA549に対して非常に有効であることを示し
た。これらの3つの細胞株は、Krasにおいてそれぞれ、Q61H、G12C、およびG12S変異を含
有する。オンクラシン-1はまた、ras状態が不明であるH226bに対しても有効である。オン
クラシン-1は、H322（ras野生型）、H1299（Nrasにおいて変異）、およびA549（K12にお
いて変異）に対して有効ではない。この結果は、オンクラシン-1がKras変異を有する卵巣
癌細胞に対して有効であるのみならず、Kras変異を有するいくつかの肺癌に対しても有効
であることを示唆した。
【００４０】
　オンクラシン-1誘導性抗腫瘍活性が、細胞増殖の抑制または殺細胞によって引き起こさ
れたか否かを調べるために、30μM（T29またはT29Kに関して）または3μM（H460に関して
）による処置後のT29、T29KおよびH460細胞のアネキシンV/ヨウ化プロピジウム（PI）染
色を行った。処置の12～24時間後、H460およびT29K細胞の70％～90％がアネキシンV、PI
、または双方のいずれかに対して染色陽性であり、細胞の大部分がオンクラシン-1による
処置によって殺されたことを示唆している。対照的に、H460およびT29K細胞の対照試料お
よびオンクラシン-1によって処置したT29細胞の試料は、アネキシンVおよび／またはPI陽
性細胞が10％未満であった。この結果は、オンクラシン-1がT29KおよびH460細胞において
殺細胞を有効に誘導することができることを示した。
【００４１】
　H460細胞におけるアポトーシス誘導も同様に分析した。H460細胞を1μMオンクラシン-1
によって6～24時間処置した。DMSOを処置した細胞を対照として用いた。次に、カスパー
ゼ-3およびカスパーゼ-8の切断を検出するために、細胞溶解物をウェスタンブロットアッ
セイのために用いた。結果は、オンクラシン-1がカスパーゼ-3およびカスパーゼ-8活性化
を有効に誘導できることを示し、このことは、オンクラシン-1がこれらの細胞においてア
ポトーシスを誘導できることを示している。オンクラシン-1による処置後に、Rasシグナ
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ル伝達経路に関係するいくつかの分子の発現も同様に評価した。ウェスタンブロット分析
により、オンクラシン-1によるH460の処置によって、腫瘍細胞のRAR媒介増殖および生存
において枢要な役割を果たし、抗癌療法の重要な標的として役立つセリン／トレオニンキ
ナーゼであるRaf-1の劇的な低減が起こることが示された。活性なRaf-1は、ミトコンドリ
アに移動して、そこでBadまたは他のタンパク質基質との相互作用によって抗アポトーシ
スシグナル伝達を実行することができる。Raf-1はまた、血管新生の際の内皮細胞生存の
枢要な調節物質でもある。Raf-1の除去により、細胞は細胞外シグナルによって調節され
るキナーゼの正常な調節にもかかわらず、アポトーシスに対して過敏となる。このように
、raf-1を抑制することによって抗腫瘍活性を誘導することが可能である。
【００４２】
　類似の抗腫瘍効果がオンクラシン-1の類似体によって誘導されうるか否かを調べるため
に、ChemBridge Corporationから4つの類似体を得て、H460、T29、およびT29K細胞におけ
るその細胞障害性効果を評価した。それらのうち3個はH460において非常に有効であった
。それらの2個は、T29K細胞に対して非常に有効であり、他の2個は、T29細胞と比較した
場合にT29KおよびT29H細胞に関して何らかの選択性を有するが効力は弱い。この結果は、
オンクラシン-1のいくつかの類似体が抗腫瘍物質として機能しうることを示唆した。
【００４３】
　低分子グアニンヌクレオチド結合タンパク質のサブファミリーとして、Rasは、活性なG
TP-結合型と不活性なGDP-結合型のあいだを循環する。RasのGTPへの結合は、GDP放出の触
媒を通してグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）によって促進され、これはRasと標的タ
ンパク質との相互作用にとって必要である。GTPアーゼ活性化タンパク質（GAP）によって
増強される内因性のGTPアーゼ活性は、GTPをGDPに変換して、それによってGDP結合型の不
活性なRasが得られる。GTPアーゼ活性を減損させる、またはGDP結合能を減少させるRas変
異によって、rasは構成的に活性なGTP-結合状態となる。興味深いことに、オンクラシン-
1は、グアニンと類似のコア構造を有する。オンクラシン-1が変異体rasタンパク質、また
は他のrasファミリーメンバーとの結合に関してGTPと競合するか否かは、明確でない。
【００４４】
　Rasは、膵臓癌、および結腸直腸癌においてしばしば変異していることから、化合物お
よびその類似体はそれらの癌の処置にとって有用となる可能性がある。オンクラシン-1お
よびその類似体の抗腫瘍活性は、それらの癌に由来する培養癌細胞において査定されるで
あろう。それらの化合物のインビボ抗腫瘍活性はまた、ヒト癌異種移植片を有するヌード
マウス、またはras遺伝子変異のために腫瘍を発症するトランスジェニックマウスにおい
ても研究されるであろう。
【００４５】
　腫瘍形成性のRas変異は、膵臓癌の90％ならびに肺癌および結腸癌の50％を含む、ヒト
癌の約30％において観察された。K-ras変異は、ヒト癌において最も頻繁である。ras機能
を阻害することができるファルネシレートトランスフェラーゼ阻害剤（FTI）が、癌の処
置のための臨床試験において現在試験中である。FTIはH-ras変異に関して有効であるが、
K-ras変異に関しては有効ではない。FTIに関するほとんどの臨床試験は、単独で用いた場
合、おそらくK-ras変異がヒト癌では一般的であって、H-ras変異は一般的でないために失
敗した。本明細書において記述される化合物は、K-ras変異体癌を有効に殺し、したがっ
て癌治療に関してFTIより有効であることが証明される可能性がある。いくつかのウイル
スは、Ras-活性細胞においてより有効に複製することが報告されている。このように、Ra
s-特異的細胞障害性化合物はまた、抗ウイルス治療のために用いられる可能性がある。
【００４６】
A．Rasシグナル伝達経路とオンクラシン誘導性アポトーシスの分子メカニズム
　アポトーシス誘導の分子メカニズムは細胞死を行うためにいくつかの経路およびタンパ
ク質を利用する。アポトーシスに関係するおよび／またはRasシグナル伝達経路に関係す
るタンパク質には、Bax、Bik、Bcl2、Bcl-XL、Raf-1、B-Raf、Akt、Mstl、ならびに異型
タンパク質キナーゼC（aPKC）ζおよびPKCιが含まれるがこれらに限定されるわけではな
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い。BaxおよびBikは前アポトーシスタンパク質であるが、Bcl2およびBclXLは抗アポトー
シスタンパク質である。それらの前および抗アポトーシスタンパク質の比は、アポトーシ
スの誘導または阻害に関する重要な決定因子であると報告されている（Oltvai et al., 1
993；Zhang et al., 2000）。Rafタンパク質は、Ras媒介シグナル伝達経路において枢要
な役割を果たすセリン／トレオニンキナーゼである（Jun et al., 1999；Wellbrock et a
l., 2004）。ヒトおよび他の脊椎動物において、A-Raf、B-Raf、およびC-Raf（Raf-1）を
コードする3つのRAF遺伝子がそれぞれ存在する（Wellbrock et al., 2004；Garnett and 
marais, 2004）。Rafは、Rasによって活性化され、次にマイトゲン活性化タンパク質キナ
ーゼキナーゼ（MEK）および細胞外シグナル調節キナーゼ（ERK）シグナル伝達カスケード
（Wellbrock et al., 2004）を活性化して、アポトーシスに対する抵抗性に至る。MEK/ER
K経路の活性化のほかに、活性なRaf-1はミトコンドリアに移動して、Badまたは他のタン
パク質基質との相互作用によって、抗アポトーシスシグナル伝達を実行する（von Gisse 
et al., 2001；Wang et al., 1996）。Raf-1はまた、哺乳動物のsterile-20 kinase（MST
2）の活性化を抑制することによってアポトーシスに対抗することができる（O'Neill et 
al., 2004）。最近、B-RAP遺伝子の様々な活性化変異が、悪性黒色腫（60～70％）、甲状
腺癌（36～50％）、結腸直腸癌（5～22％）、および漿液卵巣癌（30％）ならびに低い頻
度で広範囲の他のヒト癌（Davies et al., 2002；von Gise et al, 2001）を含む様々な
ヒト癌において同定されており、抗癌治療におけるRafの重要性を強調する。
【００４７】
　AKTおよび異型PKCs、PKCζ、およびPKCιはPI3K/PDK1経路によってRasによって活性化
される。他のタンパク質キナーゼCメンバーとは異なり、PKCζおよびPKCιは、ジアシル
グリセロール（DAG）、Ca2+、またはホルボルエステルによる調節に対して非感受性であ
るが、ホスホイノシトール-3-キナーゼ（PI3K）およびその脂質産物ホスファチジルイノ
シトール-3,4,5-三リン酸（PIP3）（Nakanishi et al., 1993）によって活性化される。a
PKCにおける3-ホスホイノシチド依存的タンパク質キナーゼ-1（PDK1）によるThr410（Thr
403）のリン酸化は、PI3K依存的であり、aPKCsに関する直接のオン／オフスイッチとして
役立つ（Le Good, 1998）。PDK1は構成的に活性なキナーゼであるが、その基質へのアク
セスはホスホイトシチドによって調節される（Pullen et al., 1998；Stephens et al., 
1998）。RasはGTP依存的にホスファチジルイノシトール-3-OHキナーゼ（PI3Ks）の触媒サ
ブユニットと直接相互作用してPI3Kを活性化し（Rodriguez- Viciana et al., 1994；Pac
old et al., 2000）、ホスファチジルイノシトール3,4,5-リン酸（PIP3）（Vivanco and 
Sawyers, 2002）のような短命な二次伝達物質産物の生成ならびにaPKC（Le Good et al.,
 1998）およびAkt（Alessi et al., 1997）を含む、多くのPI3K/PDK-1依存的キナーゼの
活性化に至る。その上、Rasタンパク質は、インビトロおよびインビボでaPKCと直接相互
作用することができ、aPKC活性を調節する（Diaz-Meco et al., 1994；Fedorov et al., 
2002）。証拠はまた、aPKCがRasシグナル伝達経路のシグナル伝達を媒介する（Fedorov e
t al., 2002；Berra et al., 1993）およびRas誘導性腫瘍形成にとって必要な（Murray e
t al., 2004）下流のRasエフェクターとして機能することを証明した。
【００４８】
II．オンクラシン化合物
オンクラシンおよびオンクラシン類似体
　化学的にオンクラシン-1は、癌の予防および処置のために調べられている多くの植物性
食品の天然に存在する成分であるインドール-3-カルビノールと同じコア構造を有する（B
rignall, 2001；Kelloff et al., 1996；Chinni et al., 2001）。オンクラシン-1はまた
、その双方が癌の処置のために前臨床および臨床的に評価されているスリンダク（Taylor
 et al., 2000；Sun et al., 2002）およびロニダミン（Ravagnan et al., 1999；Papald
o et al., 2003）と構造類似性を有する。しかし、インドール-3-カルビノール、スリン
ダク、およびロニダミンは、T29、T29Kt1、T29Ht1、およびH460細胞において、調べたい
かなる濃度（100μMまで；データは示していない）においてもいかなる細胞障害性効果も
有せず、それらがインドール-3-カルビノール、スリンダク、およびロニダミンとは異な
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る抗癌スペクトルまたは分子標的を有することを示唆している。オンクラシン化合物はま
た、同様にRas遺伝子変異体癌細胞において抗腫瘍活性を誘導するイソプレニルシステイ
ンカルボキシルメチルトランスフェラーゼ（Icmt）、2-[5-(3-メチルフェニル)-1-オクチ
ル-1H-インドール-3-イル]アセトアミド（シスメチニル）の低分子阻害剤としてのインド
ールコア構造を有する（Winter-Vann et al., 2005）。シスメチニルは、野生型マウス胚
線維芽細胞（MEF）においてIcmt依存的成長阻害を誘導するが、Icmt-ノックアウトMEF細
胞では成長阻害を誘導せず、ヒト結腸癌細胞の接着依存型成長を遮断すると報告されてい
る（Winter-Vann et al., 2005）。シスメチニルは市販されていないため、本発明者らは
、オンクラシン化合物がMEF細胞においてIcmt依存的成長阻害を誘導できるか否かを試験
した。結果は、オンクラシン-1が、MEF細胞においてIcmt依存的成長阻害を誘導しないこ
とを示した。野生型MEFおよびIcmt-/-MEF（Bergo et al., 2004）（University of Calif
ornia, San FranciscoのDr. SG Youngにより寄贈）はいずれもオンクラシン-1に対して抵
抗性であった。調べた最高濃度（100μM）において、オンクラシン-1のみが、双方の細胞
において類似および軽度の成長抑制を誘導し、オンクラシンがシスメチニルとは異なる作
用メカニズムを有することを示唆している。
【００４９】
　Chemical Abstract Serviceデータベース検索に基づいて、本発明者らは、オンクラシ
ン-1の100個を超える類似体を得た。これらの化合物は本発明者らによって合成されたか
、またはChemBridge Corporation、the National Cancer Institute [NCI] Drug Synthes
is and Chemistry Branchから、またはアメリカ、ロシア、およびウクライナの様々な他
の企業から得た。T29Kt1およびH460細胞において細胞毒性を誘導するが、T29細胞におい
て誘導しない30を超える化合物が同定された。これらの中で、20を超える化合物がT29Kt1
およびH460細胞における殺細胞活性においてオンクラシン-1と類似であるかまたはオンク
ラシン-1よりよい活性を示した。これらの細胞におけるIC50に基づく簡潔な構造／活性相
関（SAR）分析から、オンクラシン-1におけるインドールに付着した環構造がその活性に
必要であり、環はベンジル環または五員環となりうることが示された。環における様々な
置換によって、T29Kt1およびH460細胞におけるIC50が変化する；しかし、そのような変化
は定性的よりむしろ定量的である。インドールに付着したアルデヒド基をケトンまたは石
炭酸基に変化させると、活性の劇的な低減が起こったが、ヒドロキシル基または塩に変化
させると、特異性を失うことなく活性の増加に至った。調べた類似体、ならびにT29、T29
Kt1およびH460細胞におけるそのIC50を表1に記載する。表2は、様々な他の癌細胞におけ
るいくつかの活性なオンクラシン化合物のIC50を示す。
【００５０】
A．化合物の合成、精製、および品質の試験
　本明細書において言及されるように、調べた化合物の多くは、ChemBridge Corporation
から、またはNCI's Drug Synthesis and Chemistry Branchから得た。本発明者らはまた
、その研究所において数ダースの類似体、たとえばl-[l-(2-クロロベンジル)-lH-インド
ール-3イル]エタノン、l-[l-(3-クロロベンジル)-lH-インドール-3-イル]エタノン、1-[1
-(4-クロロベンジル)-1H-インドール-3-イル]エタノン、{1-[4-(トリフルオロメチル)ベ
ンジル]-lH-インドール-3-イル}メタノール、l-[3,5-ビス(トリフルオロメチル)ベンジル
]-lH-インドール-3-カルボアルデヒド、{l-[3,5-ビス(トリフルオロメチル)ベンジル]-lH
-インドール-3-イル}メタノール、l-(4-tert-ブチルベンジル)-lH-インドール-3-カルボ
ン酸、(l-(4-tert-ブチルベンジル)-lH-インドール-3-イル)メタノール、lH-インドール-
3-カルボアルデヒド、l-[(3-メトキシ-4-クロロフェニル)メチル]、lH-インドール-3-メ
タノール、l-[(3-クロロ-4-フルオロフェニル)メチル]、メタノール、1-[l-(b-D-グルコ
ピラノシルオキシ)-lH-インドール-3-イル]、lH-インドール-3-メタノール、l-(b-D-リボ
フラノシルオキシ)、およびlH-インドール-3-ビオシチン-ヒドラジド、l-[(4-クロロフェ
ニル)メチル]-(9CI)を合成した。典型的に、2つのアプローチを用いて、新規類似体また
は市販されていない類似体を合成した。1つのアプローチは、インドール-3-メタノールま
たはインドール-3-カルボン酸類似体を得るために、市販のインドール-3-カルボキシアル
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第二のアプローチは、図12において示される様々な化合物構築ブロックを用いて新しい化
合物を合成することであった。簡単に説明すると、構築ブロックA（インドールを含む）1
.0 mmolを無水DMSOに溶解して、NaH 1.1 mmolと混合した。室温で1時間撹拌後、構築ブロ
ックB（ハロゲン化ベンジル）1.2 mmolを加えて、混合物を室温でさらに2～4時間撹拌し
た。次に、蒸留水（DMSOの3倍容積）を加えた後、混合物をクロロホルムまたはジクロロ
メタンによって抽出した。有機相を10％NaClによって洗浄した。無水Na2SO4を加えること
によって水残渣を除去し、次にこれを濾紙を通して濾過することによって除去した。次に
、溶液をロータリー真空エバポレーションによって濃縮した。産物を、化合物の極性に基
づいて、溶出剤としてCH2Cl2：n-ヘキサン（1：1）もしくはCHCl3：メタノール（20：1）
を用いるシリカゲルカラムクロマトグラフィーによって、または様々な物質におけるその
溶解度に基づく結晶化によって分離および精製した。次に、有機溶出液を真空エバポレー
ションによって除去して最終産物を得た。最終産物の純度および分子量は、高速液体クロ
マトグラフィー-質量分析（HPLC-MS）（本発明者らの施設の薬剤開発センターで実施）に
よって決定した。化合物の同一性は、核磁気共鳴（NMR）分析によって決定した。合成お
よび精製後のオンクラシン-27のHPLC-MSおよびNMR分析の例を図13に示す。化合物のほと
んどは95～99％を上回る純度を有し、その分子量はHPLC-MSによって示されるように予測
分子量と一致した。HPLC-MSによって95％またはそれより高い純度が示された化合物のみ
を培養細胞における試験のために用いた。
【００５１】
　（表１）オンクラシン類似体、ならびにT29、T29K、またはH460細胞におけるIC50
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【００５２】
　（表２）異なる細胞株における活性（IC50(-LogM)）
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【００５３】
B．オンクラシン化合物の化学式
　オンクラシン化合物の化学式は一般的に、一般式または式Iの構造によって定義されう
る。
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　特定の態様において、基R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、および／またはR

11はそれぞれ独立して、-H、ヒドロキシ、アミノ、シアノ、ハロ、ブロモ、クロロ、ニト
ロ、メルカプト、またはC1～C15-アルキル、C2～C15-アルケニル、C2～C15-アルキニル、
C6～C15-アリール、C7～C15-アラルキル、C1～C15-ヘテロアリール、C2～C15-ヘテロアラ
ルキル、C1～C15-アシル、C1～C15-アルコキシ、C2～C15-アルケニルオキシ、C2～C15-ア
ルキニルオキシ、C6～C15-アリールオキシ、C7～C15-アラルコキシ、C1～C15-ヘテロアリ
ールオキシ、C2～C15-ヘテロアラルキルオキシ、C1～C15-アシルオキシ、C1～C15-アルキ
ルアミノ、C2～C15-アルケニルアミノ、C2～C15-アルキニルアミノ、C6～C15-アルールア
ミノ、C7～C15-アラルキルアミノ、C1～C15-ヘテロアリールアミノ、C2～C15-ヘテロアラ
ルキルアミノ、C2～C15-アミド、C1～C15-アルキルチオ、C6～C15-アリールチオ、C7～C1
5-アラルキルチオ、C1～C15-ヘテロアリールチオ、C2～C15-ヘテロアラルキルチオ、C1～
C15-アシルチオ、もしくはC0～C15-シリルの置換型もしくは非置換型である。
【００５５】
　特定の態様において、R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、および／またはR11
は、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、アラルキル、ヘテロアリール、ヘテ
ロアラルキル、アシル、アルコキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、アリールオ
キシ、アラルコキシ、ヘテロアリールオキシ、ヘテロアラルキルオキシ、アシルオキシ、
アルキルアミノ、アルケニルアミノ、アルキニルアミノ、アリールアミノ、アラルキルア
ミノ、ヘテロアリールアミノ、ヘテロアラルキルアミノ、またはアミドの置換型または非
置換型である。
【００５６】
　特定の局面において、R1、R2、R3、R4、R5、R6、R7、R8、R9、R10、および／またはR11
はそれぞれ独立して、
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である。
【００５７】
　式または構造における文字「n」は、0、1、2、3、4、5、または6となりうる。
【００５８】
　本明細書において用いられるように、「アミノ」は-NH2を意味し；「ニトロ」という用
語は、-NO2を意味し；「ハロ」という用語は、-F、-Cl、-Br、または-Iを表し；「メルカ
プト」という用語は-SHを意味し；「シアノ」という用語は-CNを意味し；「シリル」とい
う用語は-SiH3を意味し、および「ヒドロキシ」という用語は-OHを意味する。
【００５９】
　あるクラスの有機ラジカル（たとえば、アルキル、アリール、アシル等）を修飾するた
めに用いる場合の「置換された」という用語は、そのラジカルの1つまたは複数の水素原
子がヘテロ原子またはヘテロ原子含有基に置換されていることを意味する。特異的に置換
された有機ラジカルを以下により詳細に定義する。
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【００６０】
　あるクラスの有機ラジカル（たとえば、アルキル、アリール、アシル等）を修飾するた
めに用いる場合の「非置換」という用語は、そのラジカルのいかなる水素原子もヘテロ原
子またはヘテロ原子含有基に置換されていないことを意味する。炭素原子または炭素と水
素原子のみからなる基への水素原子の置換は、基を置換させるのに十分ではない。たとえ
ば、-C6H4C≡CHは、非置換アリール基の例であるが、-C6H4Fは、置換アリール基の例であ
る。特定の非置換有機ラジカルを以下により詳細に定義する。
【００６１】
　「非置換Cn-アルキル」という用語は、直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有
し、さらに炭素-炭素二重結合または三重結合を有しない、さらに全体で、その全てが非
芳香族であるn個の炭素原子、3個またはそれ以上の水素原子を有し、およびヘテロ原子を
有しないラジカルを指す。たとえば、非置換C1-C10アルキルは炭素原子1～10個を有する
。「アルキル」という用語には、直鎖のアルキル基、分岐アルキル基、シクロアルキル（
脂環式）基、アルキル置換シクロアルキル基、およびシクロアルキル置換アルキル基が含
まれる。基-CH3、-CH2CH3、-CH2CH2CH3、-CH(CH3)2、-CH(CH2)2、-CH2CH2CH2CH3、-CH(CH

3)CH2CH3、-CH2CH(CH3)2、-C(CH3)3、および-CH2C(CH3)3は全て、非置換アルキル基の例
である。
【００６２】
　「置換Cn-アルキル」という用語は、付着点として1個の飽和炭素原子を有し、炭素-炭
素二重結合または三重結合を有しない、さらに直鎖状または分岐、環状または非環状構造
を有し、さらに全体で、その全てが非芳香族であるn個の炭素原子、0、1、または複数の
水素原子、それぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より
独立して選択される少なくとも1つのヘテロ原子を有するラジカルを指す。たとえば、置
換C1-C10-アルキルは炭素原子1～10個を有する。以下の群は置換アルキル基の全ての例で
ある：トリフルオロメチル、

。
【００６３】
　「非置換Cn-アルケニル」という用語は、直鎖状または分岐、環状または非環状構造を
有し、さらに少なくとも１個の炭素-炭素二重結合を有し、全体で、その全てが非芳香族
であるn個の炭素原子、3個またはそれ以上の水素原子を有し、およびヘテロ原子を有しな
いラジカルを指す。たとえば、非置換C2-C10アルケニルは炭素原子2～10個を有する。非
置換アルケニル基には、-CH=CH2、-CH=CHCH3、-CH=CHCH2CH3、-CH=CHCH2CH2CH3、-CH=CHC
H(CH3)2、-CH=CHCH(CH2)2、-CH2CH=CH2、-CH2CH=CHCH3、-CH2CH=CHCH2CH3、-CH2CH=CHCH2
CH2CH3、-CH2CH=CHCH(CH3)2、および-CH2CH=CHCH(CH2)2が含まれる。
【００６４】
　「置換Cn-アルケニル」という用語は、付着点として1個の非芳香族炭素原子を有し、少
なくとも1個の非芳香族炭素-炭素二重結合を有するが、炭素-炭素三重結合を有しない、
さらに直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、さらに全体で、n個の炭素原子
、0、1、または複数の水素原子、およびそれぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si
、P、およびSからなる群より独立して選択される少なくとも1個のヘテロ原子を有するラ
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ジカルを指す。たとえば、置換C2-C10-アルケニルは、炭素原子2～10個を有する。基-CH=
CHF、-CH=CHCl、および-CH=CHBrは、置換アルケニル基の例である。
【００６５】
　「非置換Cn-アルキニル」という用語は、直鎖状または分岐、環状または非環状構造を
有し、さらに少なくとも1個の炭素-炭素三重結合を有し、全体で、その全てが非芳香族で
あるn個の炭素原子、少なくとも1つの水素原子を有し、およびヘテロ原子を有しないラジ
カルを指す。たとえば、非置換C2-C10-アルキニルは炭素原子2～10個を有する。基-C≡CH
および-C≡CCH3は非置換アルキニル基の例である。
【００６６】
　「置換Cn-アルキニル」という用語は、付着点として1個の非芳香族炭素原子を有し、少
なくとも1個の非芳香族炭素-炭素三重結合を有し、さらに直鎖状または分岐、環状または
非環状構造を有し、さらに全体で、n個の炭素原子、0、1、または複数の水素原子、およ
びそれぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して
選択される少なくとも1つのヘテロ原子を有するラジカルを指す。たとえば、置換C2-C10-
アルキニルは、炭素原子2～10個を有する。基-C≡CSi(CH3)3は、置換アルキニル基の例で
ある。
【００６７】
　「非置換Cn-アリール」という用語は、炭素原子のみを含む芳香環構造の一部である付
着点としての1個の炭素原子を有し、さらに全体でn個の炭素原子、5個またはそれ以上の
水素原子を有し、ヘテロ原子を有しないラジカルを指す。たとえば、非置換C6-C10-アリ
ールは炭素原子6～10個を有する。非置換アリール基の例には、フェニル、メチルフェニ
ル、ジ(メチル)フェニル、-C6H4CH2CH3、-C6H4CH2CH2CH3、-C6H4CH(CH3)2、-C6H4CH(CH2)

2、-C6H3(CH3)CH2CH3、-C6H4CH=CH2、-C6H4CH=CHCH3、-C6H4C≡CH、および-C6H4C≡CCH3
が含まれる。アリール基にはまた、ナフチル、キノリル、インドリル等のような多環式縮
合芳香族基が含まれる。
【００６８】
　「置換Cn-アリール」という用語は、炭素原子のみを含む芳香環構造の一部である付着
点としての炭素原子1個を有し、さらに全体で、n個の芳香族または非芳香族炭素原子、0
、1、または複数の水素原子、およびそれぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P
、およびSからなる群より独立して選択される少なくとも1個の非芳香族ヘテロ原子を有す
るラジカルを指す。たとえば、置換C6-C10-アリールは、炭素原子6～10個を有する。以下
の基、

は置換アリール基の例である。
【００６９】
　「非置換Cn-アラルキル」という用語は、付着点として1個の飽和炭素原子を有し、さら
に全体で、炭素原子の少なくとも6個が炭素原子のみを含む芳香環構造を形成するn個の炭
素原子、7個またはそれ以上の水素原子を有し、ヘテロ原子を有しないラジカルを指す。
たとえば、非置換C7-C10-アラルキルは、炭素原子7～10個を有する。「アラルキル」には
、アリール基に置換されたアルキルが含まれる。非置換アラルキルの例には、フェニルメ
チル(ベンジル)およびフェニルエチルが含まれる。
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【００７０】
　「置換Cn-アラルキル」という用語は、付着点として1個の飽和炭素原子を有し、さらに
全体で、炭素原子の少なくとも6個が炭素原子のみを含む芳香環構造を形成するn個の炭素
原子、0、1、または複数の水素原子、およびそれぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I
、Si、P、およびSからなる群より独立して選択される少なくとも1個のヘテロ原子を有す
るラジカルを指す。たとえば、置換C7-C10-アラルキルは、炭素原子7～10個を有する。
【００７１】
　「非置換Cn-へテロアリール」という用語は、付着点として1個の芳香族炭素原子または
1個の芳香族ヘテロ原子のいずれかを有し、さらに、全体でn個の炭素原子、少なくとも1
個の水素原子、および少なくとも1個のヘテロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個およ
びヘテロ原子の全てが1つまたは複数の芳香環構造に組み入れられ、さらにそれぞれのヘ
テロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して選択されるラジ
カルを指す。たとえば、非置換C1-C10ヘテロアリールは、炭素原子1～10個を有する。た
とえば、「ヘテロアリール」という用語には、以下の化合物に由来する基が含まれる：ピ
ロール、フラン、チオフェン、イミダゾール、オキサゾール、イソキサゾール、チアゾー
ル、イソチアゾール、トリアゾール、ピラゾール、ピリジン、ピラジン、ピリダジン、ピ
リミジン等。
【００７２】
　「置換Cn-へテロアリール」という用語は、付着点として1個の芳香族炭素原子または1
個の芳香族ヘテロ原子のいずれかを有し、さらに全体で、n個の炭素原子、少なくとも1個
の水素原子、および少なくとも2個のヘテロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個とヘテ
ロ原子の少なくとも1個は、1つまたは複数の芳香環構造に組み入れられ、さらにヘテロ原
子の少なくとも1個は1つまたは複数の芳香環構造の一部ではなく、さらに、それぞれのヘ
テロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して選択されるラジ
カルを指す。たとえば、置換C1-C10-ヘテロアリールは、炭素原子1～10個を有する。
【００７３】
　「非置換Cn-へテロアラルキル」という用語は、付着点として1個の飽和炭素原子を有し
、さらに全体で、n個の炭素原子、少なくとも3個の水素原子、および少なくとも1個のヘ
テロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個およびヘテロ原子の全てが芳香環構造を形成
し、さらに、それぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群よ
り独立して選択されるラジカルを指す。たとえば、非置換C2-C10ヘテロアラルキルは炭素
原子2～10個を有する。
【００７４】
　「置換Cn-へテロアラルキル」という用語は、付着点として1個の飽和炭素原子を有し、
さらに全体で、n個の炭素原子、0、1、または複数の水素原子、および少なくとも2個のヘ
テロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個とヘテロ原子の少なくとも1個が1つまたは複
数の芳香環構造に組み入れられ、さらにヘテロ原子の少なくとも1個が芳香環構造の一部
ではなく、さらに、それぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからな
る群より独立して選択されるラジカルを指す。たとえば置換C2-C10ヘテロアラルキルは炭
素原子2～10個を有する。
【００７５】
　「非置換Cn-アシル」という用語は、付着点としてカルボニル基の1個の炭素原子を有し
、さらに、直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、さらに全体で、n個の炭素
原子、1個または複数の水素原子、全体で1個の炭素原子を有し、およびさらなるヘテロ原
子を有しないラジカルを指す。たとえば、非置換C1-C10-アシルは、炭素原子1～10個を有
する。基-COH、-COCH3、-COCH2CH3、-COCH2CH2CH3、-COCH(CH3)2、-COCH(CH2)2、-COC6H5
、-COC6H4CH3、-COC6H4CH2CH3、-COC6H4CH2CH2CH3、-COC6H4CH(CH3)2、-COC6H4CH(CH2)2
、および-COC6H3(CH3)2は、非置換アシル基の例である。
【００７６】
　「置換Cn-アシル」という用語は、付着点でカルボニル基の一部である炭素原子1個を有
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し、さらに直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、さらに全体で、n個の炭素
原子、0、1、または複数の水素原子、およびカルボニル基の酸素のほかに、少なくとも1
個のさらなるヘテロ原子を有し、それぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、
Si、P、およびSからなる群より独立して選択されるラジカルを指す。たとえば、置換C1-C

10-アシルは、炭素原子1～10個を有する。置換アシルという用語には、カルバモイル、チ
オカルボキシレート、およびチオカルボン酸基が含まれる。以下の基、-COCH2CF3、-CO2H
、-CO2CH3、-CO2CH2CH3、-CO2CH2CH2CH3、-CO2CH(CH3)2、-CO2CH(CH2)2、-CONH2、-CONHC
H3、-CONHCH2CH3、-CONHCH2CH2CH3、-CONHCH(CH3)2、-CONHCH(CH2)2、-CON(CH3)2、-CON(
CH2CH3)CH3、-CON(CH2CH3)2、および-CONHCH2CF3は、置換アシル基の例である。
【００７７】
　「非置換Cn-アルコキシ」という用語は、構造-ORを有する基を指し、式中Rは、上記で
定義されている非置換Cn-アルキルである。非置換アルコキシ基には、-OCH3、-OCH2CH3、
-OCH2CH2CH3、-OCH(CH3)2、および-OCH(CH2)2が含まれる。
【００７８】
　「置換Cn-アルコキシ」という用語は、上記で定義されているように、Rが置換Cn-アル
キルである構造-ORを有する基を指す。たとえば-OCH2CF3は置換アルコキシ基である。
【００７９】
　「非置換Cn-アルケニルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Rが非置
換Cn-アルケニルである構造-ORを有する基を指す。
【００８０】
　「置換Cn-アルケニルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Rが置換Cn
-アルケニルである構造-ORを有する基を指す。
【００８１】
　「非置換Cn-アルキニルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Rが非置
換Cn-アルキニルである構造-ORを有する基を指す。
【００８２】
　「置換Cn-アルケニルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Rが置換Cn
-アルキニルである構造-ORを有する基を指す。
【００８３】
　「非置換Cn-アリールオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Arが非置
換Cn-アリールである構造-OArを有する基を指す。非置換アリールオキシ基の例は、-OC6H

5である。
【００８４】
　「置換Cn-アリールオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Arが置換Cn-
アリールである構造-OArを有する基を指す。
【００８５】
　「非置換Cn-アラルキルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Arが非
置換Cn-アラルキルである構造-OArを有する基を指す。
【００８６】
　「置換Cn-アラルキルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Arが置換C

n-アラルキルである構造-OArを有する基を指す。
【００８７】
　「非置換Cn-ヘテロアリールオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Ar
が非置換Cn-ヘテロアリールである構造-OArを有する基を指す。
【００８８】
　「置換Cn-ヘテロアリールオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Arが
置換Cn-ヘテロアリールである構造-OArを有する基を指す。
【００８９】
　「非置換Cn-ヘテロアラルキルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、A
rが非置換Cn-ヘテロアラルキルである構造-OArを有する基を指す。
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【００９０】
　「置換Cn-ヘテロアラルキルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Ar
が置換Cn-ヘテロアラルキルである構造-OArを有する基を指す。
【００９１】
　「非置換Cn-アシルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Acが非置換C

n-アシルである構造-OAcを有する基を指す。非置換アシルオキシ基には、アルキルカルボ
ニルオキシおよびアリールカルボニルオキシ基が含まれる。たとえば、-OCOCH3は非置換
アシルオキシ基の例である。
【００９２】
　「置換Cn-アシルオキシ」という用語は、上記で定義されているように、Acが置換Cn-ア
シルである構造-OAcを有する基を指す。置換アシルオキシ基には、アルコキシカルボニル
オキシ、アリールオキシカルボニルオキシ、カルボキシレート、アルキルカルボニル、ア
ルコキシカルボニル、アミノカルボニル、およびアルキルチオカルボニル基が含まれる。
【００９３】
　「非置換Cn-アルキルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さら
に窒素原子に付着した1個または2個の飽和炭素原子を有し、さらに直鎖状または分岐、環
状または非環状構造を有し、全体で、その全てが非芳香族であるn個の炭素原子、4個また
は複数の水素原子、全体で1個の窒素原子を含有し、さらなるヘテロ原子を含有しないラ
ジカルを指す。たとえば、非置換C1-C10-アルキルアミノは炭素原子1～10個を有する。ア
ルキルアミノ基には、ジアルキルアミノ基が含まれる。非置換アルキルアミノ基には、-N
HCH3、-NHCH2CH3、-NHCH2CH2CH3、-NHCH(CH3)2、-NHCH(CH2)2、-NHCH2CH2CH2CH3、-NHCH(
CH3)CH2CH3、-NHCH2CH(CH3)2、-NHC(CH3)3、-N(CH3)2、-N(CH3)CH2CH3、-N(CH2CH3)2、N-
ピロリジニル、およびN-ピペリジニルが含まれるであろう。
【００９４】
　「置換Cn-アルキルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さらに
窒素原子に付着した1個または2個の飽和炭素原子を有し、炭素-炭素二重結合または三重
結合を有しない、さらに、直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、全体で、そ
の全てが非芳香族であるn個の炭素原子、0、1、または複数の水素原子、および付着点の
窒素原子のほかに少なくとも1個のさらなるヘテロ原子を有し、それぞれのさらなるヘテ
ロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して選択されるラジカ
ルを指す。たとえば、置換C1-C10-アルキルアミノは炭素原子1～10個を有する。
【００９５】
　「非置換Cn-アルケニルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さ
らに直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、少なくとも1個の炭素-炭素二重結
合、全体で、その全てが非芳香族であるn個の炭素原子、4個または複数の水素原子、全体
で1個の窒素原子を含有し、さらなるヘテロ原子を含有しないラジカルを指す。たとえば
。非置換C2-C10アルケニルアミノは、炭素原子2～10個を有する。アルケニルアミノ基に
は、ジアルケニルアミノおよびアルキル（アルケニル）アミノ基が含まれる。
【００９６】
　「置換Cn-アルケニルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、少な
くとも1個の非芳香族炭素-炭素二重結合を有するが、炭素-炭素三重結合は有しない、さ
らに直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、さらに全体でn個の炭素原子、0、
1、または複数の水素原子、および付着点での窒素原子のほかに少なくとも1個のさらなる
ヘテロ原子を有し、それぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およ
びSからなる群より独立して選択されるラジカルを指す。たとえば、置換C2-C10-アルケニ
ルアミノは、炭素原子2～10個を有する。
【００９７】
　「非置換Cn-アルキニルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さ
らに直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、少なくとも1個の炭素-炭素三重結
合、全体で、その全てが非芳香族であるn個の炭素原子、少なくとも1個の水素原子、全体
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で1個の窒素原子を含有し、さらなるヘテロ原子を含有しないラジカルを指す。たとえば
、非置換C2-C10アルキニルアミノは、炭素原子2～10個を有する。アルキニルアミノ基に
は、ジアルキニルアミノおよびアルキル(アルキニル)アミノ基が含まれる。
【００９８】
　「置換Cn-アルキニルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さら
に少なくとも1個の非芳香族炭素-炭素三重結合を有し、さらに直鎖状または分岐、環状ま
たは非環状構造を有し、さらに全体でn個の炭素原子、0、1、または複数の水素原子、お
よび付着点での窒素原子のほかに少なくとも1個のさらなるヘテロ原子を有し、それぞれ
のさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して選
択されるラジカルを指す。たとえば置換C2-C10-アルキニルアミノは、炭素原子2～10個を
有する。
【００９９】
　「非置換Cn-アリールアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さら
に窒素原子に付着した少なくとも1個の芳香環構造を有し、芳香環構造は炭素原子のみを
含み、さらに全体でn個の炭素原子、6個またはそれ以上の水素原子、全体で1個の窒素原
子を有し、さらなるヘテロ原子を有しないラジカルを指す。たとえば、非置換C6-C10アリ
ールアミノは、炭素原子6～10個を有する。アリールアミノには、ジアリールアミノおよ
びアルキル(アリール)アミノ基が含まれる。
【０１００】
　「置換Cn-アリールアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さらに
窒素原子に付着した少なくとも1個の芳香環構造を有し、芳香族環構造は炭素原子のみを
含み、さらに全体でn個の炭素原子、0、1、または複数の水素原子、および付着点での窒
素原子のほかに少なくとも1個のさらなるヘテロ原子を有し、それぞれのさらなるヘテロ
原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して選択されるラジカル
を指す。たとえば、置換C6-C10-アリールアミノは、炭素原子6～10個を有する。
【０１０１】
　「非置換Cn-アラルキルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さ
らに窒素原子に付着した1個または2個の飽和炭素原子を有し、全体で、炭素原子の少なく
とも6個が炭素原子のみを含む芳香環構造を形成するn個の炭素原子、8個またはそれ以上
の水素原子、全体で1個の窒素原子を有し、およびさらなるヘテロ原子を有しないラジカ
ルを指す。たとえば、非置換C7-C10-アラルキルアミノは炭素原子7～10個を有する。アラ
ルキルアミノ基には、ジアラルキルアミノ、アルキル(アラルキル)アミノ、およびアリー
ル(アラルキル)アミノ基が含まれる。
【０１０２】
　「置換Cn-アラルキルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さら
に窒素原子に付着した少なくとも1個または2個の飽和炭素原子を有し、さらに全体で、炭
素原子の少なくとも6個が炭素原子のみを含む芳香環構造を形成するn個の炭素原子、0、1
、または複数の水素原子、および付着点での窒素原子のほかに少なくとも1個のさらなる
ヘテロ原子を有し、それぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およ
びSからなる群より独立して選択されるラジカルを指す。たとえば、置換C7-C10-アラルキ
ルアミノは炭素原子7～10個を有する。
【０１０３】
　「非置換Cn-ヘテロアリールアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し
、さらに全体で、n個の炭素原子、少なくとも1個の水素原子、付着点としての窒素原子の
ほかに少なくとも1個のさらなるヘテロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個とさらなる
ヘテロ原子の全てが1つまたは複数の芳香環構造に組み入れられ、さらにそれぞれのさら
なるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立して選択され
るラジカルを指す。たとえば非置換C1-C10-へテロアリールアミノは、炭素原子1～10個を
有する。ヘテロアリールアミノ基には、アルキル(ヘテロアリール)アミノおよびアリール
(ヘテロアリール)アミノ基が含まれる。
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【０１０４】
　「置換Cn-へテロアリールアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、
さらに全体で、n個の炭素原子、少なくとも1個の水素原子、付着点としての窒素原子のほ
かに少なくとも2個のさらなるヘテロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個およびさらな
るヘテロ原子の少なくとも1個が1つまたは複数の芳香環構造に組み入れられ、さらにさら
なるヘテロ原子の少なくとも1個が1つまたは複数の芳香環構造の一部ではなく、さらにそ
れぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立
して選択されるラジカルを指す。置換C1-C10ヘテロアリールアミノは、炭素原子1～10個
を有する。
【０１０５】
　「非置換Cn-へテロアラルキルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有
し、さらに窒素原子に付着した1個または2個の飽和炭素原子を有し、さらに全体で、n個
の炭素原子、少なくとも3個の水素原子、少なくとも1個のさらなるヘテロ原子を有し、炭
素原子の少なくとも1個とさらなるヘテロ原子の全てが芳香環構造を形成し、さらにそれ
ぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立し
て選択されるラジカルを指す。たとえば、非置換C2-C10ヘテロアラルキルアミノは、炭素
原子2～10個を有する。ヘテロアラルキルアミノ基には、アルキル(ヘテロアラルキル)ア
ミノおよびアリール(ヘテロアラルキル)アミノ基が含まれる。
【０１０６】
　「置換Cn-ヘテロアラルキルアミノ」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し
、さらに窒素原子に付着した1個または2個の飽和炭素原子を有し、さらに全体で、n個の
炭素原子、0、1、または複数の水素原子、付着点としての窒素原子のほかに少なくとも2
個のさらなるヘテロ原子を有し、炭素原子の少なくとも1個とさらなるヘテロ原子の少な
くとも1個が1つまたは複数の芳香環構造に組み入れられ、さらにヘテロ原子の少なくとも
1個は芳香環構造の一部ではなく、さらにそれぞれのヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、S
i、P、およびSからなる群より独立して選択されるラジカルを指す。たとえば、置換C2-C1
0ヘテロアラルキルアミノは炭素原子2～10個を有する。
【０１０７】
　「非置換Cn-アミド」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さらに窒素原
子に対してその炭素原子を通して付着したカルボニル基を有し、さらに直鎖状または分岐
、環状または非環状構造を有し、さらに全体で、n個の炭素原子、1個または複数の水素原
子、全体で1個の酸素原子、全体で1個の窒素原子を有し、さらなるヘテロ原子を有しない
ラジカルを指す。たとえば非置換C1-C10-アミドは、炭素原子1～10個を有する。アミド基
には、N-アルキル-アミド、N-アリール-アミド、N-アラルキル-アミド、アシルアミノ、
アルキルカルボニルアミノ、アリールカルボニルアミノ、およびウレイド基が含まれる。
基-NHCOCH3は非置換アミド基の例である。
【０１０８】
　「置換Cn-アミド」という用語は、付着点として1個の窒素原子を有し、さらに窒素原子
に対してその炭素原子によって付着したカルボニル基を有し、さらに、直鎖状または分岐
、環状または非環状構造を有し、さらに全体で、n個の芳香族または非芳香族炭素原子、0
、1、または複数の水素原子、カルボニル基の酸素のほかに少なくとも1個のさらなるヘテ
ロ原子を有し、それぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSか
らなる群より独立して選択されるラジカルを指す。たとえば置換C1-C10アミドは炭素原子
1～10個を有する。基-NHCO2O(CH3)3は、置換アミド基の例である。
【０１０９】
　「非置換Cn-アルキルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Rが非置換Cn
-アルキルである構造-SRを有する基を指す。基-SCH3は非置換アルキルチオ基の例である
。
【０１１０】
　「置換Cn-アルキルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Rが置換Cn-ア
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ルキルである構造-SRを有する基を指す。
【０１１１】
　「非置換Cn-アルケニルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Rが非置換
Cn-アルケニルである構造-SRを有する基を指す。
【０１１２】
　「置換Cn-アルケニルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Rが置換Cn-
アルケニルである構造-SRを有する基を指す。
【０１１３】
　「非置換Cn-アルキニルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Rが非置換
Cn-アルキニルである構造-SRを有する基を指す。
【０１１４】
　「置換Cn-アルケニルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Rが置換Cn-
アルキニルである構造-SRを有する基を指す。
【０１１５】
　「非置換Cn-アリールチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが非置換C

n-アリールである構造-SArを有する基を指す。基-SC6H5は非置換アリールチオ基の例であ
る。
【０１１６】
　「置換Cn-アリールチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが置換Cn-ア
リールである構造-SArを有する基を指す。
【０１１７】
　「非置換Cn-アラルキルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが非置
換Cn-アラルキルである構造-SArを有する基を指す。基-SCH2C6H5は非置換アラルキル基の
例である。
【０１１８】
　「置換Cn-アラルキルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが置換Cn-
アラルキルである構造-SArを有する基を指す。
【０１１９】
　「非置換Cn-へテロアリールチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが
非置換Cn-へテロアリールである構造-SArを有する基を指す。
【０１２０】
　「置換Cn-へテロアリールチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが置
換Cn-へテロアリールである構造-SArを有する基を指す。
【０１２１】
　「非置換Cn-へテロアラルキルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Ar
が非置換Cn-へテロアラルキルである構造-SArを有する基を指す。
【０１２２】
　「置換Cn-へテロアラルキルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Arが
置換Cn-へテロアラルキルである構造-SArを有する基を指す。
【０１２３】
　「非置換Cn-アシルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Acが非置換Cn-
アシルである構造-SAcを有する基を指す。基-SCOCH3は非置換アシルチオ基の例である。
【０１２４】
　「置換Cn-アシルチオ」という用語は、上記で定義されているように、Acが置換Cn-アシ
ルである構造-SAcを有する基を指す。
【０１２５】
　「非置換Cn-アルキルシリル」という用語は、付着点として1個のケイ素原子を有し、さ
らにケイ素原子に付着した1、2、または3個の飽和炭素原子を有し、さらに直鎖状または
分岐、環状または非環状構造を有し、全体でその全てが非芳香族であるn個の炭素原子、5
個またはそれ以上の水素原子、全体で1個のケイ素原子を含有し、さらなるヘテロ原子を
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含有しないラジカルを指す。たとえば、非置換C1-C10アルキルシリルは、炭素原子1～10
個を有する。アルキルシリル基の例には、ジアルキルアミノ基が含まれる。基-Si(CH3)3
および-Si(CH3)2C(CH3)3は非置換アルキルシリル基の例である。
【０１２６】
　「置換Cn-アルキルシリル」という用語は、付着点として1個のケイ素原子を有し、さら
にケイ素原子に付着した1、2、または3個の飽和炭素原子を有し、炭素-炭素二重結合また
は3重結合を有しない、さらに直鎖状または分岐、環状または非環状構造を有し、さらに
全体で、その全てが非芳香族であるn個の炭素原子、0、1、または複数の水素原子、およ
び付着点としてのケイ素原子のほかに少なくとも1個のさらなるヘテロ原子を有し、それ
ぞれのさらなるヘテロ原子がN、O、F、Cl、Br、I、Si、P、およびSからなる群より独立し
て選択されるラジカルを指す。たとえば、置換C1-C10-アルキルシリルは炭素原子1～10個
を有する。
【０１２７】
　本明細書において用いられる「薬学的に許容される塩」という用語は、生きている生物
に対して実質的に非毒性である本発明の化合物の塩を指す。典型的に薬学的に許容される
塩には、本発明の化合物に存在する置換基に応じて、本発明の化合物と無機もしくは有機
酸との反応、または有機塩基との反応によって調製された塩が含まれる。
【０１２８】
　薬学的に許容される塩を調製するために用いてもよい無機酸の例には：塩酸、リン酸、
硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸等が含まれる。薬学的に許容される塩を調製
するために用いてもよい有機酸の例には：シュウ酸、炭酸、クエン酸、コハク酸、フェニ
ル置換アルカン酸、脂肪族および芳香族硫酸等のようなモノおよびジカルボン酸が含まれ
る。無機または有機酸から調製された薬学的に許容される塩には、塩酸塩、臭化水素酸塩
、硝酸塩、硫酸塩、ピロ硫酸塩、重硫酸塩、亜硫酸塩、重硫酸塩、リン酸塩、一水素リン
酸塩、二水素リン酸塩、メタリン酸塩、ピロリン酸塩、ヨウ化水素酸塩、フッ化水素酸塩
、酢酸塩、プロピオン酸塩、ギ酸塩、シュウ酸塩、クエン酸塩、乳酸塩、p-トルエンスル
ホン酸塩、メタンスルホン酸塩、マレイン酸塩等が含まれる。他の適した塩は当業者に公
知である。
【０１２９】
　適した薬学的に許容される塩はまた、本発明の物質を、メチルアミン、エチルアミン、
エタノールアミン、リジン、オルニチン等のような有機塩基に反応させることによって形
成されてもよい。
【０１３０】
　薬学的に許容される塩には、本発明の化合物のいくつかにおいて見いだされるカルボキ
シレートまたはスルホネート基によって形成された塩、およびナトリウム、カリウム、ア
ンモニウム、またはカルシウムのような無機陽イオン、またはイソプロピルアンモニウム
、トリメチルアンモニウム、テトラメチルアンモニウム、およびイミダゾリウムのような
有機陽イオンによって形成された塩が含まれる。
【０１３１】
　本発明の任意の塩の一部を形成する特定の陰イオンまたは陽イオンは、塩が全体として
薬理学的に許容される限り、および陰イオンまたは陽イオンが望ましくない品質または効
果に寄与しない限り、重要ではないことを理解すべきである。さらに、さらなる薬学的に
許容される塩は当業者に公知であり、本発明の範囲内で用いられてもよい。薬学的に許容
される塩ならびにその調製および使用法に関するさらなる例は、参照により本明細書に組
み入れられる、Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use - A Handbook, 
by C. G. Wermuth and P. H. Stahl, Verlag Helvetica Chimica Acta, 2002において紹
介される。
【０１３２】
III．治療化合物の投与および製剤化
　さらなる態様において、本発明は、単独でまたは1つもしくは複数の第二の物質もしく
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は第二の治療と併用して、細胞、組織、動物、または患者に投与するための薬学的に許容
される溶液におけるオンクラシン化合物組成物の製剤化に関する。
【０１３３】
　本発明の水溶性薬学的組成物は、関心対象の標的タンパク質および／またはその関連す
る生物機能または活性を調節する化合物の有効量を有するであろう。そのような組成物は
一般的に、薬学的に許容される溶媒、担体、または水性媒体において溶解または分散させ
られるであろう。治療目的のための「有効量」は、対象の状態における臨床的に測定可能
な差を引き起こすその量であると定義される。この量は、条件、物質、患者の状態、処置
のタイプ等に応じて変化するであろう。
【０１３４】
　「薬学的」または「薬理学的に許容される」という句は、動物またはヒトに投与した場
合に、有意な有害、アレルギー、または他の望ましくない反応を生じない分子実体および
組成物を指す。本明細書において用いられるように、「薬学的に許容される担体」には、
任意のおよび全ての溶媒、分散培地、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤、吸
収遅延剤等が含まれる。薬学的に活性な物質に関してそのような培地および物質を用いる
ことは当技術分野において周知である。任意の通常の培地または物質が活性成分と適合性
である限り、治療組成物におけるその使用が企図される。他の治療物質のような補助活性
成分も同様に組成物に組み入れることができる。
【０１３５】
　静脈内または筋肉内注射のための化合物のような非経口投与のために製剤化される化合
物のほかに、他の薬学的に許容される剤形には、たとえば経口投与のための錠剤または他
の固体；遅延放出型カプセル剤；およびクリーム、ローション、吸入剤等を含む現在用い
られる他の任意の剤形が含まれる。
【０１３６】
　本発明の活性化合物は、非経口投与のために製剤化されうる、たとえば静脈内、筋肉内
、皮下、または腹腔内経路による注射のために製剤化されうる。オンクラシン化合物を単
独で、または活性成分として第二の治療物質と併用して含む組成物の調製は、本開示に照
らして当業者に公知であろう。典型的に、そのような組成物は、液体溶液または懸濁剤の
いずれかとして注射剤として調製されうる；注射前に液体を加えて溶液または懸濁液を調
製するために用いるために適した固体剤形も同様に調製することができ；調製物はまた乳
化されうる。
【０１３７】
　遊離の塩基または薬理学的に許容される塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロキシプ
ロピルセルロースのような界面活性剤と適切に混合した水において調製することができる
。分散剤はまた、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびその混合物、なら
びに油において調製されうる。通常の保存および使用条件で、これらの調製物は、微生物
の成育を防止するために保存剤を含む。
【０１３８】
　注射に適した薬学的剤形には、滅菌水溶液または分散液；脂質、ゴマ油、ピーナッツ油
、またはプロピレングリコール水溶液を含む製剤；および滅菌注射用溶液または分散液の
即時調製のための滅菌粉末が含まれる。多くの場合において、剤形は無菌的でなければな
らず、容易なシリンジ操作性が存在する程度に流動性でなければならない。これは製造お
よび保存条件で安定でなければならず、細菌および真菌のような微生物の混入作用に対し
て保護されなければならない。
【０１３９】
　活性化合物は、中性または塩の形で組成物へと製剤化されてもよい。薬学的に許容され
る塩には、たとえば塩酸塩もしくはリン酸塩のような無機酸によってまたは酢酸、シュウ
酸、酒石酸、マンデル酸等のような有機酸によって形成された酸付加塩が含まれる。形成
された塩はまた、たとえばナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水
酸化第二鉄のような無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリエチルアミン、ヒスチジ
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ン、プロカイン等のような有機塩基に由来しうる。
【０１４０】
　担体はまた、たとえば水、エタノール、DMSO、ポリオール（たとえば、グリセロール、
プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコール等）を含む溶媒または分散媒
体となりうる。適切な流動性は、たとえばレシチンのようなコーティングを用いることに
よって、分散剤の場合には必要な粒子径を維持することによって、および界面活性剤を用
いることによって維持することができる。微生物の作用の予防は、様々な抗菌剤および抗
真菌剤、たとえばパラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサル等
によってもたらされうる。多くの場合において、等張剤、たとえば糖または塩化ナトリウ
ムを含めることが好ましいであろう。注射用組成物の持続的な吸収は、吸収を遅らせる物
質、たとえばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組成物において用いること
によってもたらされうる。
【０１４１】
　滅菌注射溶液は、先に列挙した様々な他の成分と共に適当な溶媒において必要な量を活
性化合物に組み入れて、必要に応じて濾過滅菌することによって調製される。一般的に、
分散剤は、基礎分散培地と上記で列挙した必要な他の成分とを含有する滅菌媒体に様々な
滅菌活性成分を組み入れることによって調製される。滅菌注射溶液を調製するための滅菌
粉末の場合、好ましい調製法は、予め濾過滅菌したその溶液からの活性成分プラス任意の
さらなる所望の成分の粉末を生じる真空乾燥および凍結乾燥技術である。
【０１４２】
　製剤化において、溶液は、投与製剤と適合性であるように、治療的に有効な量で投与さ
れるであろう。製剤は、先に記述した注射溶液のタイプのような様々な投与剤形で容易に
投与され、薬物放出カプセルおよび類似の剤形を使用することができる。
【０１４３】
　水性または液体溶液における非経口投与の場合、たとえば溶液は、必要であれば適切に
緩衝作用を有するべきであり、液体希釈液は十分な生理食塩液またはグルコースによって
等張にされなければならない。これらの特定の水溶液は静脈内、筋肉内、皮下、および腹
腔内投与のために特に適している。これに関連して、使用することができる滅菌水性培地
は、本開示に照らして当業者に公知であろう。たとえば、1つの用量を等張NaCl溶液1 ml
に溶解して、皮下注入液1000 mlに加えるか、または提唱される注入部位で注入してもよ
い（たとえば、"Remington's Pharmaceutical Sciences" 1035-1038 and 1570-1580を参
照されたい）。そのような用量の変化は、処置される対象の状態に応じて必然的に起こる
であろう。投与の責任者は最終的に、個々の対象に関して適当な用量を決定するであろう
。
【０１４４】
　本発明の特定の局面において、治療組成物を投与する経路は非経口投与によって行って
もよい。非経口投与は静脈内注射、皮下注射、筋肉内、または腫瘍内注射、摂取、または
それらの組み合わせであってもよい。オンクラシン化合物を含む組成物は、そのあいだの
整数およびそれに由来する範囲を含む、用量あたり約0.01、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5、1.0、2、3、4、5、6、7、8、9から約10、20 、30、40 、50、60 、70、80、90、ま
たは100 ngまたはμg/kg体重で投与される。特定の局面において、オンクラシン化合物を
含む組成物は、用量あたり約1～約5 ngまたはμg/kg体重で投与される。特定の局面にお
いて、オンクラシン化合物を含む組成物は、約1.2～約2.4 ngまたはμg/kg体重で投与さ
れる。特定の局面において、用量あたり投与されるオンクラシン化合物の量は、約0.1、
約0.2、約0.3、約0.4、約0.5、約0.6、約0.7、約0.8、約0.9、約1.0、約1.1、約1.2、約1
.3、約1. 4、約1.5、約1.6、約1.7、約1.8、約1.9、約2.0、約2.1、約2.2、約2.3、約2.4
、約2.5、約2.6、約2.7、約2.8、約2.9、約3.0、約3.1、約3.2、約3.3、約3.4、約3 5、
約3.6、約3.7、約3.8、約3.9、約4.0、約4.1、約4.2、約4.3、約4.4、約4.5、約4.6、約4
. 7、約4.8、約4.9、約5.0、約5.1、約5.2、約5.3、約5.4、約5.5、約5.6、約5.7、約5.8
、約5.9、約6. 0、約6.1、約6.2、約6.3、約6.4、約6.5、約6.6、約6.7、約6.8、約6.9、
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約7.0、約7.1、約7.2、約7. 3、約7.4、約7.5、約7.6、約7.7、約7.8、約7.9、約8.0、約
8.1、約8.2、約8.3、約8.4、約8.5、約8. 6、約8.7、約8.8、約8.9、約9.0、約9.1、約9.
2、約9.3、約9.4、約9.5、約9.6、約9.7、約9.8、約9.9～約10.0、またはそれ以上ng/kg
体重、μg/kg体重、またはmg/kg体重であってもよい。
【０１４５】
　薬学的に許容される賦形剤および担体溶液の製剤は、たとえば経口、非経口、静脈内、
鼻腔内、および筋肉内の投与および製剤を含む多様な処置療法において本明細書に記述の
特定の組成物を用いるための適した用量および処置療法の開発と同様に、当業者に周知で
ある。
【０１４６】
A．栄養による送達
　「栄養による送達」という用語は、対象または患者に直接またはそうでなければ消化管
の一部に直接投与することを指す。「消化管」という用語は、食物の摂取および吸収、な
らびに食物残留物の排泄において機能し、口から肛門まで通っている管状の通路、および
その一部またはセグメントの任意および全て、たとえば口腔、食道、胃、小腸および大腸
ならびに結腸と共に、たとえば胃腸管のようなその混合部分を指す。「栄養による送達」
という用語は、経口、直腸、内視鏡および舌下／口腔内投与が含まれるがこれらに限定さ
れるわけではないいくつかの投与経路を含む。これらの投与様式に関する共通の必要条件
は、消化管のいくつかの部分または全てに対する吸収およびそのように投与された核酸の
効率的な粘膜浸透の必要性である。
【０１４７】
1．経口送達
　特定の用途において、本明細書に開示の薬学的組成物は、動物またはヒトに対する経口
投与によって送達されてもよい。そのため、これらの組成物は不活性希釈剤もしくは同化
可能な食用担体と共に製剤化されてもよく、それらを硬もしくは軟ゼラチンカプセルに封
入してもよく、それらを錠剤に圧縮してもよく、またはそれらは食事の食物と共に直接取
り込まれてもよい。
【０１４８】
　活性化合物は、摂取可能な錠剤、口腔内錠剤、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤
、懸濁剤、シロップ剤、ウェーハ等の剤形で投与されてもよい（その全内容物が参照によ
り具体的に本明細書に組み入れられる、Matbiowitz et al., 1997；Hwang et al., 1998
；米国特許第5,641,515号；同第5,580,579号および同第5,792,451号）。錠剤、トローチ
剤、丸剤、カプセル剤等はまた、以下を含んでもよい：トラガカントゴム、アカシア、コ
ーンスターチ、またはゼラチンのような結合剤；リン酸二カルシウムのような賦形剤；コ
ーンスターチ、ジャガイモデンプン、アルギン酸等のような崩壊剤；ステアリン酸マグネ
シウムのような潤滑剤；および蔗糖、乳糖、もしくはサッカリンのような甘味料を加えて
もよく、またはペパーミント、冬緑油、もしくはサクランボ香料のような香料を加えても
よい。投与単位剤形がカプセル剤である場合、これは上記のタイプの材料のほかに、液体
担体を含んでもよい。様々な他の材料がコーティングとして、または投与単位の物理的形
状を改変するために存在してもよい。たとえば、錠剤、丸剤、またはカプセル剤を、シェ
ラック、糖、またはその双方によってコーティングしてもよい。シロップまたはエリキシ
ル剤は、活性化合物、甘味料としての蔗糖、保存剤としてのメチルおよびプロピルパラベ
ン、色素、ならびにサクランボまたはオレンジ香料のような着香料を含んでもよい。当然
のこととして、任意の単位投与剤形を調製するために用いられるいかなる材料も、薬学的
に純粋で、使用される量において実質的に非毒性でなければならない。さらに、活性化合
物は、徐放性調製物および製剤に組み入れてもよい。
【０１４９】
　典型的に、これらの製剤は、少なくとも約0.1％またはそれより多くの活性化合物を含
んでもよいが、活性成分（複数）の百分率は当然、変化してもよく、簡便に、製剤全体の
重量または体積の約1または2％～約60％または70％またはそれより多くてもよい。天然に
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、それぞれの治療的に有用な組成物における活性化合物（複数）の量は、適した用量が化
合物の任意の所定の単位用量において得られるように調製されてもよい。溶解度、生物学
的利用率、生物学的半減期、投与経路、製品有効期間のような要因と共に、他の薬理学的
検討が、そのような薬学的製剤を調製する当業者によって企図され、そのために多様な投
与および治療計画が望ましい場合がある。
【０１５０】
2．内視鏡による投与
　消化管の内部部分への直接治療的送達のために内視鏡を用いることができる。たとえば
内視鏡的逆行性胆管膵管造影（ERCP）は、拡大胃鏡検査を利用して、胆管および膵管への
選択的アクセスを可能にする（Hirahata et al, 1992）。しかし、技法は患者にとって不
快であり、非常に熟練の高い人員を必要とする。
【０１５１】
3．直腸内投与
　経口経路によって投与される治療物質はしばしば、代わりに、下位経腸経路によって、
すなわち肛門を通して直腸または下位腸管の中に投与することができる。直腸内坐剤、保
持浣腸、または直腸カテーテルをこの目的のために用いることができ、そうでなければ患
者のコンプライアンスが達成するために困難である場合（たとえば、小児および老人での
適用、または患者が嘔吐するまたは意識がない場合）に好ましい可能性がある。直腸内投
与によって、経口経路より迅速かつ高い血液レベルが得られ、その逆も同様に当てはまる
可能性がある（Remington's Pharmaceutical Sciences, 711, 1990）。直腸から吸収され
る治療物質の約50％は肝臓を迂回することから、この経路による投与は、初回通過代謝の
可能性を有意に低減させる（Benet et al., 1996）。
【０１５２】
B.注射による送達
　特定の状況において、本明細書に開示の薬学的組成物は、米国特許第5,543,158号；同
第5,641,515号、および同第5,399,363号（そのそれぞれの全内容物が参照により具体的に
本明細書に組み入れられる）において記述されるように、非経口、静脈内、筋肉内、また
は腹腔内に送達することが望ましいであろう。遊離の塩基または薬理学的に許容される塩
としての活性化合物の溶液を、ヒドロキシプロピルセルロースのような界面活性剤と適切
に混合した水において調製してもよい。分散液も同様に、グリセロール、液体ポリエチレ
ングリコール、およびその混合物、ならびに油において調製してもよい。通常の保存およ
び使用条件において、これらの調製物は微生物の成育を防止するために保存剤を含む。
【０１５３】
　注射剤としての使用に適した薬学的剤形には、滅菌水溶液または分散液ならびに滅菌注
射溶液の即時調製のための滅菌粉末が含まれる（その全内容物が参照により本明細書に具
体的に組み入れられる米国特許第5,466,468号）。全ての場合において、製剤は無菌的で
なければならず、シリンジを容易に使用できる程度に流動性でなければならない。
【０１５４】
　水溶液での非経口投与に関して、溶液は必要であれば適切に緩衝作用を有しなければな
らず、液体希釈剤はまず、十分な生理食塩液またはグルコースによって等張にされなけれ
ばならない。これらの特定の水溶液は静脈内、筋肉内、皮下、および腹腔内投与にとって
特に適している（たとえば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 1035-1038 and 157
0-1580を参照されたい）。用量における何らかの変動は、処置される対象の状態に応じて
必然的に起こる可能性がある。投与の責任者はいずれにせよ、個々の対象に関する適当な
用量を決定するであろう。その上、ヒトでの投与に関して、調製物は、政府の規則および
基準によって必要とされる滅菌性、発熱物質、ならびに全般的安全性および純度の基準を
満たさなければならない。
【０１５５】
　「非経口送達」という用語は、消化管を通して以外の方法で動物に本発明の治療物質の
投与を指す。非経口薬学的組成物を調製および投与する方法は、当技術分野において公知
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である（たとえば、Remington's Pharmaceutical Sciences, pages 1545-1569, 1990を参
照されたい）。
【０１５６】
C．管内投与
　治療物質を、管状器官または組織（たとえば、動脈、静脈、尿管または尿道）の単離さ
れた部分に直接送達するための管内投与は、そのような臓器または組織の内腔に罹患する
疾患または状態を有する患者の処置にとって望ましい可能性がある。この投与様式を行う
ために、適当な手段によってカテーテルまたはカニューレを外科的に導入する。処置が求
められる管状臓器または組織の一部を単離した後、本発明の治療物質を含む組成物をカニ
ューレまたはカテーテルを通して注入する。約1～約120分インキュベートして、その間に
治療物質が血管の内腔の細胞に取り込まれる、または細胞に接触した後、注入カニューレ
またはカテーテルを除去して、そのセグメントの単離を行う結紮糸を除去することによっ
て管状臓器または組織内の流動を回復する（Morishita et al., 1993）。本発明の治療組
成物はまた、ハイドロゲル材料のような生体適合性のマトリクスと混合して、インビボで
血管組織に直接適用してもよい。
【０１５７】
D．鼻腔内送達
　特定の態様において、薬学的組成物は、鼻腔内スプレー、吸入、および／または他のエ
アロゾル送達媒体によって送達してもよい。遺伝子、核酸、およびペプチド組成物を鼻腔
内エアロゾルスプレーを通して肺に直接送達するための方法は、たとえば米国特許第5,75
6,353号および同第5,804,212号（それぞれの全内容物が参照により具体的に本明細書に組
み入れられる）において記述されている。同様に、鼻腔内微粒子樹脂（Takenaga et al.,
 1998）およびリゾホスファチジル-グリセロール化合物（その全内容物が参照により具体
的に本明細書に組み入れられる米国特許第5,725,871号）を用いる薬物の送達も同様に薬
学技術分野において周知である。同様に、ポリテトラフルオロエチレン支持マトリクスの
形状での経粘膜送達は、米国特許第5,780,045号（その全内容物が参照により具体的に本
明細書に組み入れられる）において記述される。
【０１５８】
E．表皮および経皮送達
　治療物質を含有する薬学的組成物が局所適用される表皮および経皮送達を用いて、局所
皮膚に吸収される、またはその下の組織によってそれぞれ、さらに浸透および吸収させる
ために薬物を投与することができる。薬剤を調製して局所投与する手段は当技術分野にお
いて公知である（たとえば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 1596-1609, 1990を
参照されたい）。
【０１５９】
F．リポソーム、ナノカプセル、および微粒子媒介送達
　特定の態様において、本発明者らは、適した宿主細胞または処置を必要とする対象に本
発明の組成物を導入するために、リポソーム、ナノカプセル、微粒子、ミクロスフェア、
脂質粒子、小胞等を用いることを企図する。特に、本発明の組成物は、脂質粒子、リポソ
ーム、小胞、ナノスフェア、またはナノ粒子等に封入された送達のために製剤化されても
よい。
【０１６０】
　そのような製剤は、本明細書に開示のオンクラシン化合物の薬学的に許容される製剤の
導入にとって好ましい可能性がある。製剤化およびリポソームの使用は一般的に当業者に
公知である（以下を参照されたい、ならびにたとえば、細胞内細菌感染症および疾患のた
めの標的化抗生物質治療におけるリポソームおよびナノカプセルの使用を記述する、Couv
reur et al., 1977；Couvreur, 1988；Lasic, 1998を参照されたい）。最近、血清安定性
および循環中の半減期が改善されたリポソームが開発された（そのそれぞれの全内容物が
参照により具体的に本明細書に組み入れられるGabizon and Papahadjopoulos, 1988；All
en and Chonn, 1987；米国特許第5,741,516号）。さらに、可能性がある薬物担体として
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のリポソームおよびリポソーム様調製物の様々な方法が論評されている（そのそれぞれの
全内容物が参照により具体的に本明細書に組み入れられるTakakura, 1998；Chandran et 
al., 1997；Margalit, 1995；米国特許第5,567,434号；同第5,552,157号；同第5,565,213
号；同第5,738,868号；および同第5,795,587号）。
【０１６１】
　リポソームは、水性媒体に分散され、マルチラメラ同心円二重層小胞を自然に形成する
リン脂質から形成される（マルチラメラ小胞（MLV）とも呼ばれる）。MLVは一般的に直径
25 nm～4μmを有する。MLVsの超音波処理によって、コアにおいて水溶液を含む直径200～
500Åの範囲の小さいユニラメラ小胞（SUV）が形成される。
【０１６２】
　静脈内に注射されたリポソームの運命および処分は、大きさ、流動性、および表面荷電
のようなその物理的特性に依存する。それらは、組織において数時間または数日間持続す
る可能性があり、血液中での半減期は、数分から数時間に及ぶ。MLVおよびLUVのようなよ
り大きいリポソームは、細網内皮系の貪食細胞によって速やかに取り込まれるが、循環系
の生理学により、ほとんどの部位でそのような大きい種の出口が制限される。それらは、
肝臓または脾臓の洞様毛細血管のような毛細管内皮細胞に大きい開口部または孔が存在す
る場合に限って外に出ることができる。このように、これらの臓器は主な取り込み部位で
ある。一方、SUVはより広い組織分布を示すが、それでもなお肝臓および脾臓において高
度に隔離されている。一般的に、このインビボ挙動により、リポソームをターゲティング
する可能性は、その大きい大きさに近づくことが可能なそれらの臓器および組織のみに制
限される。これらには、血液、肝臓、脾臓、骨髄、およびリンパ様臓器が含まれる。
【０１６３】
　または、本発明は、本発明の組成物の薬学的に許容されるナノカプセル製剤を提供する
。ナノカプセルは一般的に化合物を安定かつ再現可能に捕らえることができる（Henry-Mi
chelland et al., 1987；Quintanar- Guerrero et al., 1998）。これらの必要条件を満
たす生体分解性のポリアルキル-シアノアクリレートナノ粒子が、本発明において用いる
ために企図される。そのような粒子は、記述されるように（その全内容物が参照により具
体的に本明細書に組み入れられる、Couvreur et al., 1980；1988；zur Muhlen et al., 
1998；Zambaux et al., 1998；Pinto-Alphandary et al., 1995および米国特許第5,145,6
84号）容易に作成される可能性がある。
【０１６４】
G．脂質製剤
　本発明には、オンクラシン化合物または最適化薬物、および先に例示したものを含む当
技術分野において公知の任意のタイプの脂質組成物またはリポソームを含むリポソーム薬
物製剤が含まれる。本明細書において用いられるように、リポソームは水溶性の内部を封
入した脂質含有膜を有する構造である。リポソームは1つまたは複数の脂質膜を有しても
よい。本発明には、ユニラメラと呼ばれる単層リポソームと、マルチラメラと呼ばれる多
層リポソームの双方が含まれる。さらなる局面において、脂質組成物は、オンクラシン化
合物の送達が促進される限り、有意なレベルの構造を含む必要はない。
【０１６５】
1．リポソーム／脂質組成物
　本発明の脂質組成物には、たとえば両親媒性、中性、陽イオン、および陰イオン脂質を
含む多様な任意の異なる脂質が含まれてもよい。そのような脂質は単独または併用して用
いることができ、同様に、コレステロール、二重層安定化成分、たとえばポリアミドオリ
ゴマー（米国特許第6,320,017号を参照されたい）、ペプチド、タンパク質、洗浄剤、お
よびホスファチジルエタノールアミンに共役させたPEGおよびセラミドに共役させたPEGの
ような脂質誘導体（米国特許第5,885,613号を参照されたい）のようなさらなる成分が含
まれうる。
【０１６６】
　多数の態様において、両親媒性脂質には、本発明のリポソームに含まれる。「両親媒性
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脂質」は、脂質材料の疎水性部分が疎水性の相の方向に向き、親水性部分が水相の方向を
向く、任意の適した材料を指す。そのような化合物には、リン脂質、アミノ脂質、および
スフィンゴ脂質が含まれるがこれらに限定されるわけではない。代表的なリン脂質には、
スフィンゴミエリン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスフ
ァチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸、パルミトイルオレイ
ルホスファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、リゾホスファチジルエタノールア
ミン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジオレイルホスファチジルコリン、ジステ
アロイルホスファチジルコリン、またはジリノレオイルホスファチジルコリンが含まれる
。スフィンゴリピッド、グリコスフィンゴリピッドファミリー、ジアシルグリセロール、
およびt3-アシルオキシ酸のような他のリン欠損化合物も同様に用いることができる。さ
らに、そのような両親媒性脂質は、トリグリセリドおよびステロールのような他の脂質と
容易に混合されうる。
【０１６７】
　たとえば、ジアシホスファチジルコリン（diacyiphosphatidylcholine）、ジアシルホ
スファチジルエタノールアミン、セラミド、スフィンゴミエリン、セファリン、コレステ
ロール、セレブロシド、ジアシルグリセロール、およびステロールが含まれる、生理的pH
で非荷電または中性の両性イオン型のいずれかで存在しうる任意の数の脂質種を指す、任
意の数の中性脂質を含めることができる。
【０１６８】
　生理的pHで真の陽電荷を有する陽イオン脂質を、本発明において用いるためにリポソー
ムに容易に組み入れることができる。そのような脂質には、N,N-ジオレイル-N,N-ジメチ
ルアンモニウムクロリド（「DODAC」）；N-(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル-N,N-N-トリ
エチルアンモニウムクロリド（「DOTMA」）；N,N-ジステアリル-N,N-ジメチルアンモニウ
ムブロミド（「DDAB」）；N-(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモ
ニウムクロリド（「DOTAP」）：313-(N-(N',N'-ジメチルアミノエタン)-カルバモイル)コ
レステロール（「DC-Chol」）、N-(1 -(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル)-N-2-(スペルミ
ンカルボキサミド)エチル)-N, N-ジメチルアンモニウムトリフルオアセテート（「DOSPA
」）；ジオクタデシルアミドグリシルカルボキシスペルミン（「DOGS」）、1,2-ジオレイ
ル-sn-3-ホスホエタノールアミン（「DOPE」）、l,2-ジオレイル-3-ジメチルアンモニウ
ムプロパン（「t1DODAP」）、およびN-(l,2-ジミリスチルオキシプロプ-3-イル)-N,N-ジ
メチル-N-ヒドロキシエチルアンモニウムブロミド（「DMRIE」）が含まれるがこれらに限
定されるわけではない。さらに、たとえば、LIPOFECTIN（GIBCO/BRLから入手可能なDOTMA
およびDOPEを含む）、およびLIPOFECTAMINE（GIBCO/BRLから入手可能なDOSPAおよびDOPE
を含む）のような市販の多くの陽イオン脂質調製物を用いることができる。
【０１６９】
　本発明において用いるために適した陰イオン脂質には、ホスファチジルグリセロール、
カルジオリピン、ジアシルホスファチジルセリン、ジアシホスファチジン酸、N-ドデカノ
イルホスファチジルエタノールアミン、N-スクシニルホスファチジルエタノールアミン、
N-グルタリルホスファチジルエタノールアミン、リゾホスファチジルグリセロール、およ
び中性脂質に接合した他の陰イオン修飾基が含まれるがこれらに限定されるわけではない
。
【０１７０】
　1つの態様において、ポリアミドオリゴマー共役体およびPEG-脂質共役体のような、宿
主、免疫系によるリポソームの消失を低減させる偽装物質も同様に本発明のリポソームに
含めることができる（米国特許第5,820,873号、同第5,534,499号、および同第5,885,613
号を参照されたい）。
【０１７１】
　同様に、プログラム可能な融合脂質製剤も本発明に含まれるのに適している。そのよう
な製剤は、細胞膜に融合して所定のシグナル事象が起こるまでその負荷を送達する傾向を
ほとんど有しない。これによって、生物または疾患部位に注射後それが細胞と融合し始め
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る前に、脂質製剤をより均一に分配させることができる。シグナル事象はたとえばpH、温
度、イオン環境、または時間の変化となりうる。後者の場合、PEG-脂質共役体のような融
合遅延または「偽装」成分は単純に経時的なリポソームから交換することができる。製剤
が体に適切に分配される時間までに、リポソームは融合性となるのに十分な偽装物質を失
った。他のシグナル事象によって、炎症部位での温度の上昇のような疾患部位または標的
細胞に関連するシグナルを選択することが望ましい。
【０１７２】
　特定の態様において、本発明のリポソームはスフィンゴミエリン（SM）を含む。本明細
書において用いられるように、一般用語スフィンゴミエリン（SM）には、任意の鎖長の塩
基または脂肪酸鎖を有するSMが含まれる。天然に存在するSMは、長鎖塩基の炭素1上のヒ
ドロキシル基に連結されたホスホコリン頭部を有し、長鎖塩基上の炭素2上のアミド基に
連結した長い飽和アシル鎖を有する（Barenholz (1984)において論評）。培養細胞におい
て、SMの約90～95％がスフィンゴシン（1,3-ジヒドロキシ-2-アミノ-4-オクタデセン）を
含み、これは長鎖塩基としてC4とC5のあいだにトランス二重結合を含有するが、残りのほ
とんどは塩基としてスフィングアニン（1,3-ジヒドロキシ-2-アミノ-4-オクタデカン）を
有し、長鎖塩基の炭素4と5のあいだのトランス二重結合を欠損する。後者のSMはジヒドロ
スフィンゴミエリン（DHSM）と呼ばれる。DHSMは、脂肪酸鎖において1つまたは複数のシ
ス二重結合を含有してもよい。1つの態様において、DHSMは完全に飽和された脂肪酸鎖と
飽和した長い塩基鎖の双方を含む。SM、または具体的にDHSMを含むリポソームは、米国特
許仮出願第60/571,712号においてさらに詳細に記述されている。
【０１７３】
　特定の態様において、細胞タイプまたは組織に対して特異的であるターゲティング部分
を用いて本発明のリポソームをターゲティングすることが望ましい。リガンド、細胞表面
受容体、糖タンパク質、ビタミン（たとえば、リボフラビン）、およびモノクローナル抗
体のような多様なターゲティング部分を用いるリポソームのターゲティングが既に記述さ
れている（たとえば、米国特許第4,957,773号および同第4,603,044号を参照されたい）。
ターゲティング部分は、完全なタンパク質またはその断片を含みうる。多様な異なるター
ゲティング物質および方法が当技術分野において、たとえばSapra and Allen (2003)；お
よびAbra et al. (2002)において記述されている。
【０１７４】
　ターゲティングのために、ポリエチレングリコール（PEG）鎖のような親水性ポリマー
鎖の表面コーティングを有するリポソームを用いることが提唱されている（Allen, et al
., 1995；Blume, et al., 1993；Klibanov, et al., 1992；Woodle, 1991；Zalipsky, 19
93；Zalipsky, 1994；Zalipsky, 1995）。1つのアプローチにおいて、リポソームをター
ゲティングするために抗体のようなリガンドを、リポソームを形成する脂質の極性頭部に
連結させる。もう1つのアプローチにおいて、親水性ポリマーコーティングを形成するPEG
鎖の遠位末端にターゲティングリガンドを付着させる（Klibanov et al., 1992）。
【０１７５】
　標的物質を共役させるための標準的な方法を用いることができる。たとえば、標的物質
を付着させるために活性化されうるホスファチジルエタノールアミン、または脂質誘導体
化ブレオマイシンのような誘導体化脂肪親和性化合物を用いることができる（Renneisen.
, et al, J. Bio. Chem., 265:16337-16342 (1990)およびLeonetti, et al., Proc. Natl
. Acad. Sd. (USA), 87:2448-2451 (1990)を参照されたい）。抗体共役の他の例は、米国
特許第6,027,726号において開示されている。ターゲティング部分の例にはまた、新生物
または腫瘍に関連する抗原を含む、細胞成分に対して特異的な他のタンパク質が含まれる
。ターゲティング部分として用いられるタンパク質を、共有結合によってリポソームに付
着させることができる（Heath, Covalent Attachment of Proteins to Liposomes, 149 M
ethods in Enzymology 111-119 (Academic Press, Inc. 1987)を参照されたい）。他のタ
ーゲティング法には、ビオチン-アビジン系が含まれる。
【０１７６】
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2．調製法
　たとえば、Szoka, et al., (1980)；米国特許第4,186,183号、同第4,217,344号、同第4
,235,871号、同第4,261,975号、同第4,485,054号、同第4,501,728号、同第4,837,028号、
同第4,946,787号；PCT公開番号WO 91/1 7424；Deamer and Banghatm (1976)；Fraley, et
 al, (1979)；Hope, et al. (1985)；Mayer et al. (1986)；Williams et al. (1988)；O
stro (1983)；Hope et al (1986)；およびTorchilin et al. (2003)、ならびにその中で
引用されている参考文献において記述される方法を含む、リポソームを調製するための多
様な方法が当技術分野において公知である。適した方法には、その全てが当技術分野にお
いて周知である、超音波処理、押し出し、高圧／ホモジナイゼーション、微小流動化、洗
浄剤透析、小さいリポソーム小胞のカルシウム誘導性融合、およびエーテル注入法が含ま
れるがこれらに限定されるわけではない。
【０１７７】
　リポソームを調製するもう1つの方法も同様に利用可能である。たとえば、脂質粒子の
洗浄剤透析に基づく自己アセンブリを伴う方法は、米国特許第5,976,567号において開示
および請求されている。連続流水和を用いてリポソームを調製するさらなる方法が開発中
であり、これも最も効果的な大規模製造プロセスを提供しうる。
【０１７８】
　ユニラメラ小胞は超音波または押し出しによって調製されうる。超音波は一般的に氷浴
中でBransonチップ超音波装置のようなチップ超音波装置によって行われる。典型的に、
懸濁液を不連続な超音波サイクルに供する。
【０１７９】
　押し出しは、Lipex Biomembrane Extruderのような生体膜押し出し装置によって行って
もよい。押し出しフィルターにおける既定の孔径によって、特定の大きさのユニラメラリ
ポソーム小胞が生成される可能性がある。リポソームはまた、Norton Company, Worceste
r MAから販売されているCeraflow Microfilterのような非対称セラミックフィルターを通
しての押し出しによって形成してもよい。
【０１８０】
　ユニラメラ小胞はまた、エタノールにリン脂質を溶解した後、脂質を緩衝液に注入して
、それによって脂質が自然にユニラメラ小胞を形成することによって作製してもよい。同
様に、リン脂質は洗浄剤、たとえばコール酸塩、トライトンX、またはn-アルキルグルコ
シドに溶解することができる。溶解した脂質-洗浄剤ミセルに薬物を加えた後、透析、ゲ
ル濾過、アフィニティクロマトグラフィー、遠心、および超遠心を含む多くの可能性があ
る任意の方法によって洗浄剤を除去する。
【０１８１】
　リポソームの調製後、形成の際に一定の大きさに形成されなかったリポソームを所望の
大きさの範囲で、比較的狭いリポソームの大きさの分布が得られる大きさに形成する。約
0.2～0.4ミクロンの大きさの範囲であれば、リポソーム懸濁液を通常のフィルターを通し
て濾過滅菌することができる。
【０１８２】
　濾過滅菌法はリポソームの大きさを約0.2～0.4ミクロンまで小さくすればハイスループ
ットに基づいて行うことができる。
【０１８３】
　リポソームを望ましい大きさに形成するためにいくつかの技術が利用可能である。リポ
ソームの大きさを一定にするための一般的な方法には、米国特許第4,737,323号において
記述される方法を含む、超音波浴もしくは超音波プローブによる超音波、またはホモジナ
イゼーションが含まれる。リポソーム懸濁液を超音波浴または超音波プローブによって超
音波処理すると、大きさが約0.05ミクロンより小さいユニラメラ小胞まで進行的な大きさ
の低減が起こる。ホモジナイゼーションは、大きいリポソームを小さいリポソームに断片
化するために剪断エネルギーに依存するもう1つの方法である。典型的なホモジナイゼー
ション技法において、標準的な乳剤ホモジナイザーを通して、選択されるリポソームの大
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きさ、典型的に約0.1～0.5ミクロンが観察されるまで、ユニラメラ小胞を再循環させる。
リポソーム小胞の大きさは、参照により本明細書に組み入れられるBloomfield(1981)にお
いて記述されるように準電気光散乱（QELS）によって決定されてもよい。本発明に従って
任意の大きさのリポソームを用いてもよい。特定の態様において、本発明のリポソームは
直径約0.05ミクロン～約0.45ミクロン、約0.05～約0.2ミクロン、または0.08～0.12ミク
ロンの範囲の大きさを有する。他の態様において、本発明のリポソームは約0.45ミクロン
～約3.0ミクロン、約1.0～約2.5ミクロン、約1.5～約2.5ミクロン、および約2.0ミクロン
である。
【０１８４】
IV．併用療法
　本発明の状況において、オンクラシン療法は、癌またはウイルス感染症をより有効に処
置するためにさらなる治療物質と併用して用いてもよい。オンクラシン治療と併用して用
いることが企図されるさらなる治療物質には、従来の抗癌治療が含まれる。そのような抗
癌治療には、放射線療法、化学療法、遺伝子治療、ホルモン療法、または癌／腫瘍細胞を
標的とする免疫療法が含まれるがこれらに限定されるわけではなく、これらは以下に詳細
に記述される。
【０１８５】
　本発明の方法および組成物を用いて、細胞を殺すため、細胞周期の停止を誘導するため
、遊走を阻害するため、転移を阻害するため、生存を阻害するため、増殖を阻害するため
、またはそうでなければ癌細胞の悪性の表現型を逆転もしくは低減するために、一般的に
、細胞をさらなる治療と併用してオンクラシン治療に接触させるであろう。組成物／治療
は、癌またはウイルス感染症を阻害するために有効な併用量で提供されるであろう。この
プロセスは、同時にさらなる治療物質または方法と併用して、オンクラシン治療に癌細胞
または腫瘍を接触させる段階を必然的に伴う。これは、細胞／腫瘍を1つの組成物もしく
は方法に接触させることによって、1つがオンクラシン治療を含み、もう1つがさらなる物
質を含む異なる2つの組成物または方法に細胞を同時に接触させることによって行っても
よい。
【０１８６】
　またはオンクラシン治療による処置は、数分～数週間の範囲の間隔をあけてさらなる処
置の前または後に行ってもよい。さらなる治療が細胞に個別に適用される場合、一般的に
治療／物質がなおも細胞／腫瘍に対して有利な併用効果を発揮することができるように、
それぞれの送達または処置時間のあいだに有意な時間が経過しないように確保するであろ
う。そのような状況において、互いに約12～24時間以内に、より好ましくは互いに約6～1
2時間以内に双方の様相に細胞／腫瘍を接触させると企図され、遅延期間は約12時間のみ
であることが最も好ましい。このようにして、薬物の治療レベルが維持されるであろう。
いくつかの状況において、処置期間を有意に延長させることが望ましいかも知れない（た
とえば、毒性を低減させるため）。このように、それぞれの投与のあいだに数日（2、3、
4、5、6、または7日）から数週間（1、2、3、4、5、6、7、または8）が経過してもよい。
【０１８７】
　同様に、さらなる抗癌物質と併用したオンクラシン治療の複数回の投与が望ましいであ
ろうと想像される。様々な併用を使用してもよく、この場合以下に例示されるようにオン
クラシン治療は「A」であり、さらなる治療物質は「B」である。

【０１８８】
　他の併用が企図される。この場合も治療効果を得るために、双方の物質／処置は、所望
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の効果を達成するために有効な併用量で細胞に送達される。
【０１８９】
V．治療標的
A．癌
　本発明の態様は、癌またはウイルス感染症のような多様な疾患または病態を標的とする
ために用いることができる。本発明の方法および組成物によって評価される可能性がある
癌には、膀胱、血液、骨、骨髄、脳、乳腺、結腸、食道、胃腸管、歯肉、頭部、腎臓、肝
臓、肺、鼻咽頭、頚部、卵巣、膵臓、前立腺、皮膚、胃、精巣、舌、または子宮からの細
胞および癌細胞が含まれる癌細胞が含まれる。さらに、癌は具体的に以下の組織型の癌で
あってもよいが、これらに限定されない：悪性新生物；癌腫；未分化癌；巨細胞および紡
錘細胞癌；小細胞癌；乳頭癌；扁平上皮癌；リンパ上皮癌；基底細胞癌；毛質性上皮癌；
移行細胞癌；乳頭移行細胞癌；腺癌；悪性ガストリノーマ；胆管癌；肝細胞癌；混合型肝
細胞癌胆管癌；索状腺癌；腺様嚢胞癌；腺腫様ポリープにおける腺癌；大腸家族性ポリポ
ーシス腺癌；固形癌；悪性カルチノイド腫瘍；鰓-肺胞腺癌；乳頭腺癌；色素嫌性癌；好
酸性癌；酸親和性腺癌；好塩基球癌；明細胞腺癌；顆粒細胞癌；小胞状腺癌；乳頭小胞状
腺癌；非被包性硬化性癌；副腎皮質細胞癌；類内膜癌；皮膚付属器癌；アポクリン腺癌；
皮脂腺癌；耳垢腺癌；粘液性類表皮癌；嚢胞腺癌；乳頭嚢胞腺癌；乳頭漿液嚢胞腺癌；ム
チン嚢胞腺癌；ムチン腺癌；環状体細胞癌；浸潤性管癌；髄質癌；小葉癌；炎症性癌；乳
腺ページェット病；腺房細胞癌；腺扁平上皮癌；扁平化生を伴う腺癌；悪性胸腺腫；悪性
卵巣間質腫瘍；悪性莢膜腫；悪性顆粒層細胞腫瘍；悪性男性胚細胞腫；セルトリ細胞癌；
悪性ライディヒ細胞腫瘍；悪性脂質細胞腫瘍；悪性パラガングリオーマ；悪性乳腺外パラ
ガングリオーマ；褐色細胞腫；血管球血管肉腫；悪性黒色腫；メラニン欠乏性黒色腫；表
層進展性黒色腫；巨大色素性母斑における悪性黒色腫；類上皮細胞黒色腫；悪性青色母斑
；肉腫；線維肉腫；悪性線維性組織球腫；粘液肉腫；脂肪肉腫；平滑筋肉腫；横紋筋肉腫
；胎児性横紋筋肉腫；肺胞横紋筋肉腫；間質肉腫；悪性混合腫瘍；ミュラー混合腫瘍；腎
芽細胞腫；肝芽細胞腫；癌肉腫；悪性間葉腫；悪性ブレンナー腫瘍；悪性葉状腫瘍；滑膜
肉腫；悪性中皮腫；未分化胚細胞腫；胎児性癌；悪性奇形腫；悪性卵巣甲状腺腫；絨毛癌
；悪性中腎腫；血管肉腫；悪性血管内皮腫；カポジ肉腫；悪性血管周囲細胞腫；リンパ管
肉腫；骨肉腫；皮質近接部骨肉腫；軟骨肉腫；悪性軟骨芽細胞腫；間葉軟骨肉腫；骨の巨
細胞腫瘍；ユーイング肉腫；悪性歯原性腫瘍；エナメル上皮歯牙肉腫；悪性エナメル上皮
腫；エナメル上皮線維肉腫；悪性松果体腫；脊索腫；悪性神経膠腫；上衣腫；星状細胞腫
；原形質性星状細胞腫；線維性星状細胞腫；星状芽細胞腫；グリア芽細胞腫；乏突起神経
膠腫；乏突起膠芽細胞腫；始原神経外胚葉；小脳肉腫；節芽細胞腫；神経芽腫；網膜芽腫
；嗅神経腫瘍；悪性髄膜腫；神経線維肉腫；悪性神経鞘腫；悪性顆粒細胞腫瘍；悪性リン
パ腫；ホジキン病；ホジキンリンパ腫；側肉芽腫；小リンパ球性悪性リンパ腫；大細胞び
まん性悪性リンパ腫；小胞性悪性リンパ腫；菌状息肉腫；他の明記された非ホジキンリン
パ腫；悪性組織球腫；悪性骨髄腫；肥満細胞肉腫；免疫増殖性小腸疾患；白血病；リンパ
性白血病；プラズマ細胞白血病；赤白血病；リンパ肉腫細胞白血病；骨髄性白血病；好塩
基球性破白血病；好酸球性白血病；単球性白血病；肥満細胞白血病；巨核芽球性白血病；
骨髄肉腫；およびヘアリーセル白血病。その上、化生、異形成、および過形成のような前
癌状態においてRNAを評価することができる。
【０１９０】
B．ウイルス感染症
　ウイルス感染症は、社会全般に罹患する伝染病による病気の主因である。これらの中で
、A型およびB型を含むインフルエンザウイルスは、呼吸器症状と共に全身性の倦怠感を引
き起こすことに関与する有意な要因である；他の呼吸器ウイルスには、パラインフルエン
ザ1、2、3、および4型、RSウイルス、およびアデノウイルスが含まれる。インフルエンザ
ウイルスは、株の急速な変異を受けて、様々な程度のビルレンスおよび症状の重症度を有
する病原体を産生する。
【０１９１】
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　本発明の化合物および関連する方法はまた、他のウイルス感染症を処置するために用い
てもよい。ウイルス複製を阻害するためにオンクラシンを含む製剤を投与することができ
る。ウイルス感染症はRNAウイルスまたはDNAウイルスが原因となりうる。オンクラシンの
投与によって処置される可能性がある特定のウイルス疾患の例には、A型肝炎、B型肝炎、
C型肝炎、非A型肝炎、非B型肝炎、非C型肝炎、エプスタイン-バーウイルス感染症、HIV感
染症、ヘルペスウイルス（EB、CML、単純ヘルペス）、乳糖腫、ポックスウイルス、ピコ
ルナウイルス、アデノウイルス、ライノウイルス、HTLV I、HTLV II、およびヒトロタウ
イルスが含まれるがこれらに限定されるわけではない。患者を、第二の抗ウイルス剤によ
って同時処置してもよい。
【０１９２】
VI．RASターゲティング化合物のスクリーニング
　腫瘍細胞を特異的に殺すことができるがその正常相対細胞、たとえばT29、T29Kt1およ
びT29Ht1細胞は殺さない化合物をスクリーニングすることができる。細胞を多様な化学ラ
イブラリの化合物と同時に処置することができる。たとえば、T29細胞は、ヒトテロメラ
ーゼ逆転写酵素の触媒サブユニットおよびSV40初期ゲノム領域によって不死化された正常
なヒト卵巣表面上皮細胞である（Liu et al., 2004）。T29Kt1およびT29Ht1細胞はそれぞ
れ、腫瘍形成性H-RasおよびK-Rasを安定にトランスフェクトしたT29細胞から確立された
腫瘍に由来し（Liu et al., 2004）、非常に腫瘍形成性である。細胞を播種して、次に試
験物質によって処置する。細胞周期の状態、細胞死、または細胞成長の阻害を検出するア
ッセイを用いることによって致死効果を決定する。50％を超える標的細胞を殺すが非標的
細胞を殺さないことが見いだされた化合物を、知見を確認するためにさらなる分析に供す
る。選択された化合物のさらなる分析には、化合物に対するこれらの細胞の用量反応およ
び化合物の抗腫瘍効果が含まれる。
【０１９３】
VII．実施例
　以下の実施例は、本発明の様々な態様を例示する目的で与えられ、本発明をいかなるよ
うにも制限することを意味しない。当業者は本発明が、目的を行うためならびに言及され
た結果および長所と共に、本明細書において固有のそれらの目的、結果および長所を得る
ために十分に適合されることを容易に認識するであろう。本実施例は、現在好ましい態様
の代表である本明細書に記述の方法と共に、例示的であり、本発明の範囲に対する制限で
あると解釈されない。その変更および他の用途が当業者に思い浮かぶであろうが、それら
も特許請求の範囲によって定義された本発明の趣旨に含まれる。
【０１９４】
実施例1
オンクラシンファミリー化合物の同定および特徴付け
腫瘍形成性のRas-ターゲティング化合物のライブラリスクリーニング
　腫瘍細胞を特異的に殺すことができるがその正常相対細胞を殺さない化合物をスクリー
ニングするために、T29、T29Kt1およびT29Ht1細胞をChembridge Corporationから得た多
様な化学ライブラリにおける化合物と同時に処置した。T29細胞は、ヒトテロメラーゼ逆
転写酵素の触媒サブユニットおよびSV40初期ゲノム領域によって不死化された正常なヒト
卵巣表面上皮細胞である（Liu et al., 2004）。T29Ht1およびT29Kt1細胞はそれぞれ、腫
瘍形成性H-RasおよびK-Rasを安定にトランスフェクトしたT29細胞から確立された腫瘍に
由来し（Liu et al., 2004）、非常に腫瘍形成性である。96ウェルプレートに播種した細
胞を、それぞれの化合物によって最終濃度約5μg/ml（約20～30μM）で処置した。溶媒（
ジメチルスルホキシド、DMSO）を処置した細胞を対照として用いた。処置後4日目にスル
ホローダミンB（SRB）アッセイにおいて、致死効果を決定した（Rubinstein et al., 199
0）。50％を超えるT29KtlまたはT29Htl細胞を殺すがT29細胞は殺さないことが見いだされ
た化合物を、SRBアッセイ知見を確認するために、さらに2回の試験に供した。化合物10,0
00個のスクリーニングにおいて、T29KtlまたはT29Htl細胞のいずれかにおいて細胞障害性
効果を誘導したが、親T29細胞では誘導しなかった化合物6個を同定した。
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【０１９５】
　T29KtlまたはT29Htl細胞を選択的に殺した化合物の効果をさらに調べるために、化合物
6個に対するこれらの細胞の用量反応を決定した（図1A）。化合物4は、腫瘍選択的細胞障
害性を誘導することがこれまでに同定された（Wu et al., 2003；Zhu et al., 2004）。
それにもかかわらず、用量反応試験により、オンクラシン-1のみが広範囲の用量でT29Kt1
細胞に対して非常に選択的であることが示され、他は、限られた選択性を示したかまたは
狭い選択的用量幅を示した（図1B）。本発明者らは、この化合物の抗腫瘍効果の分析に重
点を置いた。オンクラシン-1は、T29Kt1細胞細胞においてIC50 2.5μMで用量依存的な細
胞障害性を誘導した。対照的に、T29またはT29Ht1では、調べた最高濃度である100μMま
で検出可能な細胞障害性を示さなかった。経時的アッセイにより、オンクラシン-1がT29K
t1細胞において時間依存的毒性を誘導するが、T29またはT29Ht1細胞では誘導しないこと
が示された（図1C）。
【０１９６】
ヒト癌細胞におけるオンクラシンの抗腫瘍活性
　本来のヒト癌細胞に及ぼすオンクラシン-1の効果を調べるために、ヒト肺癌細胞8個の
細胞生存率を、オンクラシン-1の様々な用量による処置後に評価した。結果は、オンクラ
シン-1がK-Ras変異体H460細胞（IC50 = 0.25 μM）、H2122（IC50 = 0.79）、およびA549
細胞（IC50 = 1.58μM）（FIG. 2）を有効に殺すことができることを示した。これらの3
つの細胞株は、K-Ras遺伝子においてそれぞれ、Q61H、G12C、およびG12S変異を含む。オ
ンクラシン-1はまた、Ras遺伝子の状態が不明であるH226B細胞を有効に殺す（IC50 = 1.2
μM）。しかし、オンクラシン-1は野生型Ras遺伝子を有するH322およびH1395細胞に対し
て最小の効果を有し、変異体N-Ras遺伝子を保有するH1299およびH2087細胞に対して最小
の効果を有する。この結果は、オンクラシン-1が変異体K-Ras遺伝子を有する卵巣癌細胞
に対して有効であるのみならず、変異体K-Ras遺伝子を有する肺癌細胞に対しても有効で
あることを示唆している。同様に、変異体K-Ras遺伝子を有するいくつかの膵臓癌細胞株
および結腸癌細胞株は、オンクラシン-1処置に対して感受性があることが見いだされた。
たとえば、膵臓癌細胞AsPC-1（K-Ras G12D変異）およびCapanc-1（K-Ras G12V変異）にお
けるオンクラシン-1のIC50はそれぞれ、0.04および0.42μMであった。結腸癌細胞株HCT11
6（K-RasにおいてG13D変異を有する）に関するIC50は3.1μMである。それらの結果は、オ
ンクラシンがK-Ras変異を有する多様な肺、結腸、および膵臓癌細胞に対して有効である
ことを示唆した。
【０１９７】
オンクラシンによるアポトーシスの誘導
　多くの抗腫瘍治療は、腫瘍細胞においてアポトーシスを誘導することによって作用する
（Fisher, 1994；Thompson, 1995）。オンクラシン-1の抗腫瘍活性が細胞増殖の抑制また
は殺細胞によるものであるか否かを決定するために、T29、T29Kt1、およびH460細胞を、3
0μM（T29またはT29Kt1細胞に関して）または3μM（H460細胞に関して）オンクラシン-1
による処置後にアネキシンV／ヨウ化プロピジウム（PI）によって染色した。12～24時間
後、H460およびT29Kt1細胞の70％～90％がアネキシンV、PI、または双方による染色を示
し（図3A）、細胞のほとんどがオンクラシン-1によって殺されることを示した。対照的に
、DMSOによって処置した対照H460およびT29Kt1細胞およびオンクラシン-1によって処置し
たT29細胞の10％未満がアネキシンVまたはPIによって染色された。この結果は、オンクラ
シン-1がT29Kt1およびH460細胞において殺細胞を有効に誘導できることを示した。ウェス
タンブロット分析から、1μMオンクラシン-1によるH460細胞の処置が、カスパーゼ-3およ
びカスパーゼ-8を有効に活性化することが示され（図3B）、癌細胞におけるその細胞障害
性効果がそのアポトーシスの誘導によるものであることを示している。
【０１９８】
K-Rasノックダウンはオンクラシン誘導性アポトーシスを阻害した
　オンクラシン誘導性細胞死におけるK-Ras遺伝子の役割をさらに調べるために、H460細
胞を200 pM K-Ras特異的siRNAまたは対照siRNAによって24時間処置した。次に、細胞をDM
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SOまたは1 μMオンクラシン-1によって処置した。さらに12時間後、細胞を蛍光活性化サ
イトメトリーアッセイによるアポトーシス検出のために採取した。細胞溶解物も同様に用
いて、K-Ras遺伝子発現を検出した。結果は、K-Ras特異的siRNAがH460細胞においてK-Ras
発現を抑制したが対照siRNAは抑制しなかったことを示した。対照siRNAによって処置した
細胞では、オンクラシン-1による処置によって、DMSO細胞と比較してアポトーシス細胞の
劇的な増加が起こった。対照的に、K-Ras siRNA処置細胞では、オンクラシン-1による処
置は、DMSO処置細胞と類似のレベルのアポトーシスを有する（図4）。この結果は、K-Ras
活性が実際にH460細胞においてオンクラシン-1誘導性アポトーシスにとって必要であるこ
とを証明した。
【０１９９】
Rasシグナル伝達経路とオンクラシン-誘導性アポトーシスの分子メカニズム
　オンクラシン化合物によるアポトーシス誘導の分子メカニズムを研究するために、Bax
、Bik、Bcl2、Bcl-XL、Raf-1、B-Raf、Akt、Mstl、ならびに異型タンパク質キナーゼC（a
PKC）ζおよびPKCιを含む、アポトーシスに関係するおよび／またはRasシグナル伝達経
路に関係するいくつかのタンパク質のレベルを決定した。どの分子がオンクラシン処置に
よって影響を受けるかを調べるために、T29、T29Kt1、およびH460細胞を、T29Kt1およびH
460細胞に関するIC60～IC80付近の最適な濃度のオンクラシン-1によって処置した。細胞
溶解物を処置後12時間目に回収して、ウェスタンブロット分析に供した。結果から、オン
クラシン-1による処置によって、Bax、Bik、Bcl-2、Bcl-XL、Mst1、B-Raf、PKCζおよびP
KCιレベルに認識可能な変化が起こらないことが示された。オンクラシン-1による処置に
よって、H460細胞におけるRaf-1およびAktのダウンレギュレーションが起こったが、T29
およびT29K細胞では起こらなかった。興味深いことに、オンクラシン-1による処置によっ
て、オンクラシン-1感受性細胞であるH460およびT29Kの双方においてリン酸化PKCιの増
加が起こったが、オンクラシン-1抵抗性T29細胞では起こらなかった（図5）。
【０２００】
PKCιの細胞下局在に及ぼす効果
　ウェスタンブロット分析は、オンクラシン誘導性アポトーシスのメカニズムに関して明
確な情報を提供しなかった。オンクラシン作用の分子メカニズムをさらに研究するために
、Rasおよび他のタンパク質の機能がその細胞下局在に直接関連していることから、本発
明者らは、Ras-シグナル伝達経路に関係するいくつかの分子の細胞下局在を調べた。この
目的に関して、T29Kt1またはH460細胞をカバーガラスに播種してDMSOまたはオンクラシン
-1によって12時間処置した。次に、細胞をパラホルムアルデヒドによって固定して、トラ
イトンX-100によって透過性にした後、免疫組織化学試験のために様々な抗体によって染
色した。オンクラシン処置は、Raf-1、Akt、PKCζ、PKCδ、およびp53の細胞下局在にお
いて明白な変化を誘導しなかった。それにもかかわらず、実質的な細胞下局在の変化が、
オンクラシン-1処置後にPKCιに関して検出された（図6）。H460およびT29Kt1細胞の双方
において、PKCιおよびPKCζはいずれも核における細胞膜上で高濃度で細胞において散在
性に分布しており、このことは、aPKCが核局在シグナル（NLS）および核輸送シグナル（N
ES）の双方を含有し、細胞質と核のあいだを規則的に往復して、これは分子内コンフォメ
ーションの変化、リン酸化、または増殖因子による処置によって調節されるというこれま
での報告と一致する（Perander et al., 2001；White et al., 2002；Neri et al., 1999
）。PBSまたはDMSOによる処置によって、aPKC細胞下分布に明白な変化が起こらなかった
。オンクラシン-1による処置によっても、PKCζの細胞下局在に明白な変化は起こらなか
った。興味深いことに、オンクラシン-1による処置によって、T29Kt1細胞およびH460細胞
の双方において核におけるより大きい巣状塊へのPKCιの凝集が起こった。PKCιのそのよ
うな凝集は、オンクラシン抵抗性のT29およびH1299細胞では観察されなかった。次に、本
発明者らは、核におけるPKCιの凝集が5-フルオロウラシル（5-FU）およびパクリタキセ
ルのような他の化学療法剤によって誘導されうるか否かを試験した。結果は、オンクラシ
ン-1と類似の殺細胞が起こる用量での化学療法剤5-FU、タキソール、または放射線による
T29Kt1の処置が、核におけるPKCιの凝集を誘導しないことを示した。PI3K阻害剤であるL
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Y294003 64による処置もまた、PKCι凝集を誘導せず、核におけるPKCι凝集が死につつあ
る細胞において起こる一般的な現象ではないことを示唆した。
【０２０１】
RNAスプライセオソームに及ぼす効果
　核におけるこのPKCι凝集物の性質を調べるために、RNAスプライシングおよびスプレオ
ソームのアセンブリにとって必要なタンパク質であるSC35（Fu et al., 1992；Vellard e
t al., 1992）、およびDNA修復に関係する相同なDNAリコンビナーゼであるRad51（Benson
 et al., 1994；Baumann et al., 1996）に及ぼすオンクラシン-1の効果を調べた。RNAプ
ロセシングおよびDNA修復は、核において実行される2つの重要な機能である。無処置また
はDMSO処置細胞において、SC35は、核において散在性に分布する、または顆粒クラスタと
して濃縮されたスペックルとして局在するが（Mistele et al., 1997）、Rad51は核内部
により均一に分布した。T29Kt1細胞をオンクラシン-1によって処置すると、いくつかの巣
状塊へのSC35の凝集が起こり、この現象はPKCιに関して認められたものと類似であった
（図8）。SC35のこの凝集は、オンクラシン-1による処置の際にオンクラシン抵抗性T29細
胞において観察されなかった。一方、放射線（10 gray）による処置によって、SC35に対
して顕著な効果を及ぼすことなく、核においてRad51の小さい巣状塊が形成された。それ
にもかかわらず、オンクラシン-1による処置は、Rad51に関して明白な効果を有しなかっ
た。PKCιおよびSC35の免疫組織化学同時染色により、オンクラシン-1の処置時に、PKCι
およびSC35がメガスプレオソームに同時局在することが示された。この結果は、共焦点顕
微鏡における検査によって確認された（図8B）。もう1つのスプレオソームタンパク質、
選択的スプライシング因子／スプライシング因子2（ASF/SF2）に及ぼすオンクラシンの効
果を調べた（Krainer et al., 1991）。SC35と同様に、オンクラシン-1による処置は、感
受性があるT29Kt1細胞における核内部でPKCιと重なり合うASF/SF2凝集を誘導した。しか
し、抵抗性のT29細胞では、そのような凝集は観察されない（図8C）。
【０２０２】
　SC35およびASF/SF2のようなスプライシング因子は、哺乳動物細胞の核においてスペッ
クルと呼ばれる区画に高濃度で存在する。電子顕微鏡下で、スペックルは、形態学的に異
なる2つの部分からなる：（1）転写に関して不活性であり、スプライシング因子の貯蔵プ
ールとして役立つ、染色質間顆粒クラスタ（IGC）と呼ばれる、より大きくより濃縮され
た領域；（2）新生転写物および活性スプレオソームを含有する、染色質周囲の原線維に
対応するIGCの末梢領域でより散在性に分布したスプライシング因子（Spector et al., 1
993；Fakan et al., 1978）。スプレオソームスペックルの形態は、IGCと染色質周囲の原
線維のあいだで動的に変化して、これはRNAポリメラーゼII媒介転写によって影響を受け
るプロセスである（Misteli et al., 1997）。アンチセンスオリゴまたは抗体（O'Keefe 
et al., 1994）によるRNAポリメラーゼII転写（Camo-Fonseca et al., 1992；Zeng et al
., 1997）またはプレ-mRNAスプライシングの阻害によって、スプライシング因子は再分布
して好ましくは染色質間顆粒クラスタに局在して、これは形状がより大きくより均一とな
るか、またはメガスプレオソームスペックルとなる。このように、SC35およびASF/SF2の
メガ巣状塊へのオンクラシン媒介凝集は、オンクラシン化合物がRNA転写またはスプライ
シングのいずれかを抑制する可能性があることを示唆した。併せて、上記の結果は、オン
クラシン化合物がDNA損傷物質ではないが、RNAプロセシング、転写、スプライシング、ま
たはその双方を中断する物質である可能性があることを示している。
【０２０３】
PKCιのノックダウンはオンクラシン媒介アポトーシスおよび細胞障害性を抑制した
　オンクラシン媒介細胞障害性におけるPKCιの推定される役割を調査するために、オリ
ゴリボヌクレオチドを用いてH460細胞においてPKCιをノックダウンした。H460細胞を200
 pM PKCιsiRNAによって24時間処置した後、DMSOまたは1μMオンクラシンによってさらに
12時間処置した。その後、蛍光活性化細胞ソーティング（FACS）によるアポトーシスの分
析のために、およびウェスタンブロット分析によるPKCιの発現のために細胞を採取した
。結果は、siRNAによるPKCιのノックダウンも同様に、H460細胞においてオンクラシン誘
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導性アポトーシスを劇的に抑制することを示した（図9A）。オンクラシン誘導性細胞障害
性における異型PKCの効果をさらに調べるために、本発明者らは、Origene Corporationか
らPKCιおよびPKCζsiRNAをコードするプラスミドを得て、安定なPKCιおよびPKCζノッ
クダウンT29Kt1細胞を作製した。図6Cにおいて示されるように、T29Kt1細胞におけるPKC
ιの安定なノックダウンにより、核におけるPKCιの巣状塊への凝集が消失した。細胞生
存率分析により、T29Kt1細胞におけるsiRNA構築物によるPKCιの安定なノックダウンによ
ってオンクラシン-1に対するほぼ完全な抵抗性が得られることが示された。PKCιノック
ダウンT29Kt1細胞におけるIC50は親T29K細胞より100倍高かった。この値は、オンクラシ
ン抵抗性T29細胞の値と同等である。対照的に、同じベクター系によるPKCιのノックダウ
ンによって、オンクラシンに対するT29Kt1細胞の感受性は変化しなかった。それらの結果
は、オンクラシン媒介細胞障害性がまたRas誘導性腫瘍形成にとって必要であると報告さ
れているPKCι活性にも関連することを示している（Murray et al., 2004）。最近、PKC
ι遺伝子は卵巣癌の約44％において増幅されること（Zhang et al., 2006）、ならびにPK
Cιの過剰発現が肺癌および卵巣癌患者における生存不良を予測すること（Regala et al.
, 2005；eder et al., 2005）が見いだされた。このように、PKCιの合成致死を有する化
合物は、それらの癌の処置にとって有用である可能性がある。
【０２０４】
オンクラシン-1によるRaf-1発現の抑制
　図5に示されるウェスタンブロット分析は、Raf-1発現がオンクラシン-1による処置後の
H460細胞においてダウンレギュレートされたことを示している。オンクラシン誘導性アポ
トーシスにおけるRaf-1の役割を解明するために、本発明者らは、異なる濃度のオンクラ
シン-1による処置後のH460細胞におけるRaf-1発現を評価した。ウェスタンブロット分析
から、オンクラシン-1によるH460細胞の処置によって、Raf-1産生が劇的に低減したこと
が示された（図10A）。逆転写酵素共役ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）分析はさらに、R
af-1 mRNAレベルがオンクラシン-1処置後に用量および時間依存的に減少することを示し
（図10B）、Raf-1のダウンレギュレーションがRNAレベルで起こることを示唆した。H460
細胞におけるRaf-1のこのダウンレギュレーションがRNAプロセシングの中断またはメガス
ペックルの形成に相関したか否かは明確ではない。しかし、ERKのリン酸化が同じ試料で
増加したことから、Raf-1のダウンレギュレーションによって、ERKの抑制は起こらなかっ
た。Raf-1は多様な経路によって抗アポトーシス機能を発揮する。本発明は、Raf-1のダウ
ンレギュレーションが、野生型Raf-1、構成的に活性なRaf-1、およびドミナントネガティ
ブRaf-1を安定にトランスフェクトしたH460細胞によるオンクラシン-1誘導性アポトーシ
スに関与するか否かを調べ、オンクラシン-1に対する反応に及ぼすその効果を調べた。用
いたプラスミド構築物はイントロンを含有しないことから、それらの構築物の発現はRNA
スプライシングによって影響を受けない可能性があった。それらの安定にトランスフェク
トした細胞に関する試験から、野生型または構成的に活性なRaf-1をトランスフェクトし
たH460細胞が親H460細胞よりオンクラシン-1に対する感受性が低いことが示された。しか
し、オンクラシン-1に対する抵抗性は、野生型Raf-1をトランスフェクトした細胞より、
構成的に活性なRaf-1をトランスフェクトした細胞においてより顕著であった（図10Cおよ
び10D）。対照的に、ドミナントネガティブ型のRaf-1のトランスフェクションにより、H4
60細胞はオンクラシン-1に対してより感受性となった。この結果は、Raf-1の細胞状態が
オンクラシン化合物に対する反応に劇的に影響を及ぼしうることを証明した。
【０２０５】
NFκBの抑制
　異なる試験において、NF-κB活性に及ぼすオンクラシン化合物の効果を査定した。核因
子-κB（NF-κB）/Relは、慢性および急性炎症疾患、自己免疫疾患および様々なタイプの
癌において重要な役割を果たす構造的に関連する、進化的に保存された転写因子の群を表
す（Karin and Neriah, 2000；Karin and Karin, 2006；Barnes et al., 1997）。非刺激
細胞において、ほとんどのNF-κB/Rel二量体はIκBsに結合して、細胞質に保持される。
様々な刺激下ではIκBsはリン酸化されて、急激に分解されてNF-κBを放出した後、核に
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入り転写機能を実行する。炎症疾患および癌の発生におけるその重要な役割のために、NF
κB経路はそれらの疾患の処置における重要な標的である（Karin et al., 2004）。スリ
ンダクおよびアスピリンのようないくつかの非ステロイド性抗炎症薬は、NFκB活性化を
阻害することができる（Yamamoto et al., 1999; Yin et al, 1998）。オンクラシン化合
物は、スリンダクと何らかの構造類似性を有することから、T29Kt1細胞における腫瘍壊死
因子α（TNFα）媒介NFκB活性化に及ぼすオンクラシン-1とスリンダクの効果を比較した
。T29Kt1細胞に、NFκBコンセンサス配列の4つのタンデムコピーおよびTATA様配列を含有
する合成プロモーターからのルシフェラーゼを発現するプラスミドpNFκB-Luc（Clontech
 Corp. San Diego, CAから）をトランスフェクトした。CMV-LacZを発現するプラスミドを
トランスフェクションの対照として用いた。トランスフェクションの24時間後、細胞を、
10μMオンクラシン-1または10μMスリンダクの存在下または非存在下でTNFα（1 ng/ml）
によって処置した。細胞を処置後8時間目に回収した。ルシフェラーゼ活性を決定して、
β-ガラクトシダーゼ活性によってトランスフェクションに関して標準化した。結果は、
オンクラシン-1がTNFα誘導性NFκB活性化の抑制においてスリンダクより活性であること
を示した（図11A）。NFκB活性化に及ぼすオンクラシン-1の効果をさらに試験するために
、H460およびT29Kt1細胞を、1 ng/ml TNFαの存在下または非存在下でDMSOまたは様々な
濃度のオンクラシン-1によって処置した。20時間後、細胞溶解物を回収して、既に記述さ
れたように（Zhu et al., 2005）核抽出物および電気泳動移動度シフトアッセイ（EMSA）
に供した。結果は1μMまたはそれより上の濃度でオンクラシン-1は、H460およびT29Kt1細
胞の双方においてTNFα媒介NFκB活性化を有効に抑制できることを示した（図11B）。NF
κBは癌の発達および進行において重要な役割を果たすのみならず、他の抗癌剤によるア
ポトーシス誘導に対する細胞の抵抗性においても重要な要因であることから（Karin and 
Karin, 2006）、NFκB活性化に及ぼす抑制効果は、オンクラシン-1が、他の抗癌剤との併
用療法にとって、または疼痛および悪液質の待機的処置にとって有用となりうることを示
している。
【０２０６】
実施例2
オンクラシンおよびオンクラシン類似体
　本発明者らは、様々な組織または臓器に由来する癌細胞株60個のパネルにおいて試験す
るために、2つの化合物、オンクラシン-27とオンクラシン-60を米国国立癌センター（NCI
）に提出した。NCIにおいて行われた試験から、オンクラシン-27とオンクラシン-60は類
似の抗癌スペクトルを有し、白血病、非小細胞肺癌、結腸癌、黒色腫、卵巣癌、腎臓癌お
よび乳癌に由来する多数の癌細胞株において活性であることが示された（表3Aおよび3Bを
参照されたい）。たとえば、調べた癌細胞株54個の中で、オンクラシン-60に関する50％
成長阻害（GI50）濃度の中央値は1.12μMである。細胞株17個（31％）は、GI50＜1μMを
有し；細胞株12個（22％）は0.1μMより低いGI50を有し；細胞株5個（9.3％）はGI50＜10
 nMを有する。それらの結果は、オンクラシン化合物が高い効力で様々な癌に対して有効
となりうることを証明した。NCIの60個の癌細胞株に関する遺伝子変異データに従って（s
anger.ac.uk/genetics/CGP/NCI60/）、本発明者らは感受性および抵抗性細胞株における
遺伝子変異を比較した。結果は、感受性細胞株の35％がK-Ras変異を有するのに対し、抵
抗性細胞株では14％であることを示した。感受性細胞の24％がPI3K触媒サブユニット（PI
K3CA）に変異を含むのに対し、抵抗性細胞では8％である。p53、p16、およびPTEN遺伝子
において変異を含有する細胞株の百分率は、感受性および抵抗性細胞において同等である
（表4Aおよび4B）。このように、それらのデータはまた、オンクラシン化合物がK-Rasま
たはPI3K変異を含む癌の処置にとって有用となる可能性があることを示唆した。同様に、
感受性癌細胞の65％が野生型K-Ras遺伝子を有することも興味深い。それらの細胞がRas活
性の増加またはPKCι活性の増加を有するか否かはなお明確ではない。それにもかかわら
ず、結果は、オンクラシン化合物が、たとえそれらがK-Ras遺伝子変異を有していなくと
もいくつかの癌に対して有効であることを示している。
【０２０７】
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　（表３Ａ）オンクラシン60

　（表３Ｂ）オンクラシン60
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　（表４Ａ）オンクラシン27
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　（表４Ｂ）オンクラシン27
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【０２０８】
実施例3
オンクラシン化合物のインビボ活性
　本発明者らは、いずれも比較的大規模で入手可能なオンクラシン-1およびオンクラシン
-27のようなオンクラシン化合物のインビボ抗腫瘍活性を研究した。H460細胞1.5×106個
を各マウスの背側脇腹に接種することによって、4～6週齢の雌性ヌードマウス（Charles 
River Laboratories Inc., Wilmington, MA）において皮下腫瘍を確立した。腫瘍が直径5
 mmまで成長した後、マウスを、用量100 mg/kg注射の用量でオンクラシン-1（10日間）も
しくはオンクラシン-27（3日間、化合物の入手が限られているため）の毎日腹腔内注射に
よって処置するか（物質を10％DMSO、10％Cremophor EL、および10％エタノールを含有す
る溶媒0.5 mlに溶解した）、またはそれらに溶媒単独の腹腔内注射を行った。式a×b2×0
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.5を用いて腫瘍の体積を計算し、式中aおよびbはそれぞれ長径および短径を表す（Gu et 
al., 2000；Terashi et al., 2005）。腫瘍が直径1.5 cmまで成長すると、マウスを屠殺
した。処置の毒性を評価するために、処置前、および最後の処置の2日後に尾静脈から血
液試料を採取して、血清アラニントランスアミナーゼ、アスパラギン酸トランスアミナー
ゼおよびクレアチニンレベルを他所で記述されているように決定した（Gu et al., 2000
；Terashi et al., 2005）。造血毒性は赤血球、白血球、および血小板を計数することに
よってモニターした（Gu et al., 2000；Terashi et al., 2005）。マウスを屠殺した後
、肺、心臓、肝臓、腸管、脾臓、および腎臓を採取して、これらの臓器に及ぼす双方の化
合物の毒性効果を試験した。M.D. Anderson癌センターの獣医内科および外科の組織学研
究室において組織病理分析を行った。結果は、オンクラシン-1およびオンクラシン-27が
腫瘍の成長を有意に抑制することを示した。溶媒と比較すると、オンクラシン-1およびオ
ンクラシン-27は、腫瘍体積の成長をそれぞれ、75.4％および76.3％抑制した（図14A）。
2つの物質は、生存期間も延ばした（図14B）。溶媒、オンクラシン-1およびオンクラシン
-27を処置したマウスの平均生存期間はそれぞれ、24、32、および34日であった。溶媒、
オンクラシン-1、またはオンクラシン-27を処置したマウスの体重に差は観察されなかっ
た。さらに血球計算は群において同じであり、全て正常範囲内であった。血清アラニンア
ミノトランスフェラーゼ（ALT）、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、お
よびクレアチニンレベルは、投与した処置によらず、調べた全てのマウスにおいて正常範
囲内であった（図15）。組織病理学検査はさらに、調べたいかなるマウスまたはいかなる
臓器（すなわち、肺、心臓、胃、小腸、肝臓、脾臓、膵臓、および腎臓）においても有意
な病変を認めないことを示し、観察可能な毒性なくインビボ抗腫瘍活性が達成されうるこ
とを示唆した。データはオンクラシン化合物が癌の処置にとって有用となる可能性がある
ことを証明した。
【０２０９】
実施例4
RNAプロセシングの調節
　SC35およびASF/SF2の細胞内分布に及ぼす試験は、オンクラシン化合物がスプライシン
グ因子の凝集を誘導できることを示し、このことはオンクラシンがRNAスプライシング、
転写、スプライシング、またはその双方に影響を及ぼす可能性があることを示唆している
。オンクラシン媒介抗腫瘍活性におけるRNA転写およびスプライシングの役割をさらに調
べるために、RNAポリメラーゼIIの最大のサブユニットのリン酸化およびスプライシング
因子を分析した。T29、T29Kt1、およびH460細胞を、T29Kt1およびH460細胞に関するIC60
～IC80付近の最適な濃度のオンクラシン-1によって処置した。処置後12時間目に細胞溶解
物を採取して、リン酸化RNAポリメラーゼII（H5, Covance Research Products, Inc., Be
rkeley, CA）およびSRタンパク質（1H4, Zymed、Invitrogen, Carlsbad, CAから得た）に
対して特異的な抗体によるウェスタンブロット分析に供した。結果は、オンクラシン-1に
よる処置によって、リン酸化RNAポリメラーゼIIおよび特定のSRタンパク質の劇的な抑制
が起こることを示し（図16Aを参照されたい）、オンクラシンによる処置が実際にRNAプロ
セシングを破壊することを証明する。しかし、興味深いことに、HeLa核抽出物（Promega,
 Madison, Wisconsin）によるインビトロ転写アッセイから、RNAポリメラーゼII阻害剤、
5,6-ジクロロ-1-β-D-リボフラノシルベンズイミダゾール（DRB）（Chodosh et al., 198
9；Zandomeni et al., 1984）とは異なり、オンクラシン-1がインビトロRNA転写を直接阻
害しないことが示され（図16B）、RNAポリメラーゼIIリン酸化に及ぼす効果が間接的とな
りうることを示唆している。
【０２１０】
　セリン-アルギニンに富む（SR）タンパク質は、スプライシングの操作および調節の双
方にとって必須であるSC35およびASF/SF2が含まれる約1ダースのポリペプチドファミリー
を構成する。SRタンパク質の特異的リン酸化は、スプライシング事象を調節するための重
要な決定因子の1つである。SRタンパク質キナーゼSRPK-1およびSRPK-2（Wang et al., 19
98）、CLK/STY（Colwill et al., 1996）、およびDNAトポイソメラーゼI（Rossi et al.,
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 1996）を含む、SRタンパク質リン酸化に関与するいくつかのキナーゼが同定され特徴付
けがなされている。過剰なおよび過少なリン酸化はいずれもSRタンパク質のスプライシン
グ活性を阻害することが報告された（Prasad et al., 1999）。より最近、SRPK阻害剤は
、HIV産生および伝搬を有効に阻害できることが報告された（Fukuhara et al., 2006）。
【０２１１】
　真核細胞RNAポリメラーゼIIの最大のサブユニットのC-末端ドメイン（CTD）は、酵母CT
Dにおいて26、および哺乳動物CTDにおいて52の配列YSPTSPSの多数のヘプタペプチド反復
を含む（Oelgeschlager and Oelgeschlager, 2002）。CTDにおけるセリンおよびトレオニ
ンは多様にリン酸化されて、これによってインビボでのRNAポリメラーゼIIの2つの型、す
なわちIIaと呼ばれる過剰リン酸化型とIIoと呼ばれる過少リン酸化型が得られる。3つの
主要なサイクリン依存的タンパク質キナーゼであるCDK7/サイクリンH（TFIIH）（laroche
lle et al., 2001；Shiekhattar et al., 1995）、CDK8/サイクリンC（Akoulitchev et a
l., 2000；Leclerc et al., 2000）およびCDK9/サイクリンT（P-TEFb）（Kim et al., 20
02）は、CTDをリン酸化することが知られている。CDKのほかに、DNA依存的タンパク質キ
ナーゼ（DNA-PK）（Peterson et al., 1995）、細胞外調節キナーゼ（ERK）（Bonnet et 
al., 1999）、およびc-ablチロシンキナーゼ（Baskaran et al., 1996；Baskaran et al.
, 1993）が含まれる、CTDを効率よくリン酸化する他のタンパク質キナーゼが存在する。C
TDのリン酸化は、効率的な転写の伸長にとって、ならびにRNA転写物の効率的なプロセシ
ングのために必要なキャッピング酵素およびスプライシング因子が含まれるmRNAプロセシ
ング因子の動員にとって必要である（McCracken et al., 1997；Misteli et al., 1999；
Mortillaro et al., 1996）。Pol IIは、そのCTD非リン酸化型（IIa型）との集合転写複
合体に入る。CDK7およびCDK9によるCTDのリン酸化は、Pol IIをIIo型に変換して、効率的
なRNA伸長およびプロセシングを可能にする（McCracken et al., 1997；Misteli et al.,
 1999）。転写サイクルの最後に、ポリメラーゼIIはホスファターゼFCP1によって脱リン
酸化される（Kamenski et al., 2004；Achambault et al., 1997）。FCP1は、イニシエー
ションコンピテントRNAポリメラーゼIIの再生にとって必要であり、同様に前イニシエー
ション複合体へのその動員の前にポリメラーゼIIのリン酸化によって転写を阻害するCDK8
の作用に拮抗する可能性がある（Hengartner et al., 1998）。
【０２１２】
　形質転換細胞が、腫瘍遺伝子誘導性アポトーシスに抵抗するためにはRNAポリメラーゼI
Iの持続的活性を必要とすることはまた、証拠によって示された（Koumenis et al., 1997
）。非形質転換細胞におけるポリメラーゼIIの阻害によって、アポトーシスではなくて成
長の停止が起こった。対照的にc-Mycによって細胞を形質転換すると、5,6-ジクロロ-1-β
-Dリボフラノシルベンズイミダゾール（DRB）に対する感受性をが劇的に増加して、RNAポ
リメラーゼII機能の阻害後のアポトーシスが腫瘍遺伝子の発現によって大きく増強される
ことを示している。CTDのリン酸化はまた、HIV（Wei et al., 1998）、および肝炎δウイ
ルス（Yamaguchi et al., 2001）の複製においても役割を果たす。最近の研究により、ヒ
トCDK7およびCDK9が、新生転写物上でTat、ヒト免疫不全ウイルス1（HIV-1）トランス活
性化タンパク質によってトランス活性化反応（TAR）と呼ばれるシス作用型の要素を通し
てHIV-1プロモーターに動員されて、CTDを過剰リン酸化することが示された。Tatは、ウ
イルスの長末端反復（LTR）におけるTAR RNAステムループに結合して、RNAポリメラーゼI
I（Pol II）による転写の伸長速度を増加させる（Kim et al., 2002；Cujec et al., 199
7）。DRBのようなRNAポリメラーゼII阻害剤（Chodosh et al., 1989；Zandomeni et al.,
 1984）は、インビトロおよびインビボにおいてHIV LTRからの長い転写物の産生を阻害す
るが（Critchfield et al., 1997；Marciniak et al., 1991）、基礎転写およびHTV LTR
からの短い転写物の産生はCTDとは無関係である。
【０２１３】
　併せて、オンクラシン化合物によるRNAポリメラーゼIIおよびSRタンパク質のリン酸化
の阻害は、それらが癌および／またはAIDSおよびD型肝炎のような特定のウイルス疾患の
処置にとって有用となりうることを示している。
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【図面の簡単な説明】
【０２１５】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成し、本発明の特定の局面をさらに実証するために
含まれる。本発明は、本明細書において提示した特定の態様の詳細な説明と共に、これら
の図面の1つまたは複数を参照することによってよりよく理解されうる。
【図１】（図1A）用量反応に関して試験した化合物6個の化学構造。（図1B）T29、T29Ht1
、およびT29Kt1細胞に及ぼすいくつかの化合物の用量効果。細胞を、Aにおいて記載され
る化合物の様々な濃度（0.1μM～33μM）によって処置した。細胞生存率はSRBアッセイに
よって決定した。対照細胞を溶媒（DMSO）によって処置して、その値を1に設定した。（
図1C）T29、T29Kt1およびT29Ht1細胞の、濃度33μMの化合物1による処置後の時間経過。S
RBアッセイによって細胞生存率を決定した。示した値は、1試料あたり4個ずつ行われた2
回のアッセイの平均値±SDである。
【図２】ヒト肺癌細胞に及ぼすオンクラシン-1の効果。（図2A）腫瘍形成性Ras遺伝子の
様々な状態を有するヒト肺癌細胞株を、様々な濃度のオンクラシン1によって処置した。
示した値は1試料あたり4個ずつ行われた2回のアッセイの平均値±SDである。（図2B）Ras
遺伝子変異の状態。
【図３】（図3A）オンクラシン-1によるアポトーシスの誘導。T29、T29Kt1およびH460細
胞を、30μM（T29またはT29Kt1に関して）または3μM（H460に関して）のオンクラシン-1
によって処置した後、12または24時間後に回収した。細胞死は、PIおよびアネキシンV染
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色によって検出した。H460およびT29Kt1細胞の70％～90％が、アネキシンV、PI、または
その双方によって染色された。（図3B）ウェスタンブロット分析。図のように、様々な時
間、1μMオンクラシン-1によって処置したH460細胞。カスパーゼ-3およびカスパーゼ-8の
活性化は、処置後12～24時間でウェスタンブロット分析によって検出した。
【図４】K-Rasノックダウンは、オンクラシン媒介アポトーシスを阻害した。（図4A）ヒ
ト肺癌細胞H460を対照siRNAまたはK-Ras siRFNAのいずれかによって処置した後、DMSOま
たはオンクラシン-1（1μM）によって12時間処置した。オンクラシン誘導性アポトーシス
細胞をFACS分析によって決定して、DMSO処置細胞に対して標準化した。値は2回の実験の
それぞれを表す。（図4B）siRNA媒介K-Rasノックダウンのウェスタンブロット分析。
【図５】耐性または感受性細胞における分子の変化。T29、T29Kt1、およびH460細胞を10
μM（T29およびT29Kt1に関して）または1μM（H460に関して）オンクラシン-1によって処
置した。12時間後、細胞を、パネルの右に示される分子に関するウェスタンブロット分析
のために回収した。DMSOを処置した細胞を対照（C）として用いた。T、オンクラシン-1に
よって処置した細胞。
【図６】PKCι（PKCI）のオンクラシン誘導性凝集。細胞をDMSOまたはオンクラシン-1に
よって12時間処置して、H460（図6A）およびT29Kt1（図6B）細胞におけるPKCζおよびPKC
ιを試験するために免疫組織化学染色を行った。（図6C）T29Kt1、T29、およびT29Kt1ノ
ックダウン細胞におけるPKCIの比較。
【図７】異なる抗癌剤によって処置したT29Kt1細胞におけるPKCιの細胞下局在。
【図８】オンクラシン-1によるメガ-スプライセオソームスペックルの誘導。（図8A）T29
Kt1細胞をオンクラシン-1または放射線によって処置して、SC35およびRad51の細胞下局在
を抗体染色によって決定した。（図8B）通常の蛍光顕微鏡および（図8C）共焦点顕微鏡下
で決定されたPKCιおよびSC35の同時局在。（図8D）T29Kt1およびT29細胞をDMSOまたはオ
ンクラシン-1によって処置した後、ASF/SF2抗体によって染色した。
【図９】オンクラシン誘導性細胞障害性におけるPKCιの効果。（図9A）H460細胞におけ
るPKCιの一過性のノックダウン。（図9B）T29Kt1細胞におけるPKCιの安定なノックダウ
ン。PKCζsiRNAベクターを対照として用いた。アポトーシス誘導および細胞生存率を、オ
ンクラシン-1処置を行った場合のノックダウンおよび対照細胞において比較した。
【図１０】Raf-1発現に及ぼすオンクラシン-1の効果。（図10A）H460細胞を様々な濃度の
オンクラシン-1によって処置して、ウェスタンブロット分析のために24時間後に回収した
。（図10B）逆転写に基づくポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）アッセイ。図のように、様
々な時間または様々な濃度で1μMオンクラシン-1によって24時間処置したH460細胞。（+
、-、陽性および陰性対照）。（図10C）ウェスタンブロット分析は、DMSOまたはオンクラ
シン-1（10μM）による処置後24時間で細胞におけるRaf-1発現が変化したことを示した。
（図10D）Raf-1プラスミドをトランスフェクトした安定な細胞株に及ぼすオンクラシン-1
の用量効果。親H460細胞および野生型Raf-1（Raf-1）、構成的Raf-1（Raf-1 C）、または
ドミナントネガティブRaf-1（Raf-1/DN）をトランスフェクトしたH460細胞を、オンクラ
シン-1の様々な濃度によって処置して、細胞生存率をSRBアッセイによって決定した。
【図１１】TNFα-誘導性NFκB活性化の抑制。NKκBレポータープラスミドアッセイ。T29K
細胞にpNFκB-LucおよびpCMV-lacZをトランスフェクトした。12時間後、細胞を、オンク
ラシン-1（10μM）（図11A）またはスリンダク（10μM）（図11B）の存在下または非存在
下でTNFα（1 ng/ml）によって処置した。処置後8時間目にルシフェラーゼ活性を決定し
て、β-gal活性によって標準化した。（図11C）図のように、H460およびT29K細胞を、TNF
α（1 ng/ml）の存在下または非存在下でDMSOまたは異なる濃度のオンクラシン-1によっ
て12時間処置した。NFκB活性をEMSAによって分析した。
【図１２】オンクラシン類似体の合成経路。化合物構築ブロックA（インドールを含む）
およびB（ハロゲン化ベンジル）を、触媒としてNaHを用いて反応させた。
【図１３】（図13A）合成および精製後のオンクラシン-27のHPLC-MS分析。（図13B）オン
クラシン-27のNMR試験。
【図１４】インビボでの抗腫瘍効果。（図14A）インビボでのH460腫瘍成長の抑制。H460
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細胞に由来する皮下腫瘍を有するマウスを、図のようにオンクラシン-1またはオンクラシ
ン-27によって処置した。腫瘍の体積を処置後経時的にモニターした。値は、1群あたりマ
ウス5匹からのデータの平均値±SDを表す。オンクラシン-1またはオンクラシン-27単独を
処置したマウスにおける平均腫瘍体積は、溶媒処置マウスの体積とは有意に異なった（p
＜0.05）。（図14B）平均生存日数。溶媒、オンクラシン-1、およびオンクラシン-27を処
置したマウスにおける平均生存日数はそれぞれ、24、32、および34日であった。
【図１５】インビボ毒性アッセイ。最後の処置後2日目に図14に記述される動物から血液
を採取して、（図15B）血清ALT、AST、および（図15A）クレアチニンレベルを決定した。
値は動物3匹の平均値を表す。
【図１６】RNAプロセシング機構に及ぼす効果。（図16A）T29、T29Kt1、およびH460細胞
を10μMオンクラシン-1（T29およびT29Kt1）または1μMオンクラシン-1（H460）によって
処置した。12時間後、細胞をRNAポリメラーゼIIおよびSRタンパク質のリン酸化に関する
ウェスタンブロット分析のために回収した。DMSOを処置した細胞を対照（C）として用い
た。（T）オンクラシン-1を処置した細胞。矢印はポリメラーゼII（pPolII）およびSRタ
ンパク質（pSR）のリン酸化の低減を示す。（図16B）HeLa細胞核抽出物（Promega）によ
るインビトロ転写アッセイ。アッセイは、製造元の説明書に従って行った。用いた濃度は
パネルの上部に示される。DRBは転写阻害のための陽性対照として用いた。
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