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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌を処置するための制限食パッケージであって、当該制限食パッケージは、被験者に第
１の期間に提供されるカロリー制限食を含み、前記カロリー制限食は１日当たり最大で１
０００ｋｃａｌであり、前記カロリー制限食が前記被験者に提供される前、その期間、ま
たはその後にキナーゼ阻害剤が前記被験体に投与され、前記カロリー制限食が短期間絶食
（ＳＴＳ）であり、前記キナーゼ阻害剤がラパマイシンであることを特徴とする制限食パ
ッケージ。
【請求項２】
　請求項１に記載の制限食パッケージにおいて、前記第１の期間が３～１０日であること
を特徴とする制限食パッケージ。
【請求項３】
　請求項１に記載の制限食パッケージにおいて、前記キナーゼ阻害剤が、前記第１の期間
中に投与されることを特徴とする制限食パッケージ。
【請求項４】
　請求項１に記載の制限食パッケージにおいて、前記キナーゼ阻害剤が、前記第１の期間
の後であるがその１週間以内に投与されることを特徴とする制限食パッケージ。
【請求項５】
　請求項１に記載の制限食パッケージにおいて、前記第１の期間後に前記被験体に化学療
法剤が投与されることを特徴とする制限食パッケージ。
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【請求項６】
　請求項５に記載の制限食パッケージにおいて、前記化学療法剤による処置が開始した後
の第２の期間、カロリー制限食が前記被験体に与えられることを特徴とする制限食パッケ
ージ。
【請求項７】
　請求項１に記載の制限食パッケージにおいて、前記被験体が黒色腫または神経芽細胞腫
または乳癌を有することを特徴とする制限食パッケージ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１４年３月６日に出願された米国仮特許出願第６１／９４８，７９２号
明細書の利益を主張するものであり、この仮特許出願の開示は、その内容全体が参照によ
り本明細書に組み込まれるものとする。
【０００２】
連邦支援の研究または開発に関する記載
　本発明は、国立衛生研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌ
ｔｈ）からの助成金第１ＰＯ１ＡＧ０３４９０６号の下で、政府の支援によりなされた。
政府は本発明に対して一定の権利を有する。
【０００３】
　少なくとも一態様では、本発明は、癌細胞を特異的に標的化し、死滅させ、かつ化学療
法の毒性作用を緩和する方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　癌は、哺乳動物、特にヒトが罹患する遍在性の疾患である。ほとんどの癌において非外
科的に治癒させることは実現されていないが、癌の処置は着実に進歩している。癌は、現
在完全には理解されていない多面的な病気であることが、研究から明らかになっている。
したがって、将来の処置プロトコールが、現在認識されていない経路を含むことは疑いな
い。
【０００５】
　癌を処置するための比較的新しい経路には、短期間絶食（ＳＴＳ）および絶食模倣食が
含まれる。短期間絶食および絶食模倣食は、差動ストレス感作（ＤＳＳ）による、化学療
法に対する種々の癌細胞型の感作に効果的である一方、差動ストレス抵抗性（ＤＳＲ）に
よる、正常な細胞および組織の保護にも効果的である。
【０００６】
　したがって、癌に罹患した被験体を処置するための改善された方法が必要とされている
。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、少なくとも一実施形態では、癌の症状および／または化学療法もしくはキナ
ーゼ阻害剤の効果を緩和または処置する方法を提供することによって、従来技術の１つま
たは複数の問題を解決する。この方法は、癌を有する被験体を特定するステップを含む。
カロリー制限食が、被験体に第１の期間与えられる。特徴として、カロリー制限食は、１
日当たり最大で１０００ｋｃａｌを提供する。キナーゼ阻害剤が被験体に投与される。
【０００８】
　別の実施形態では、癌を処置し、かつ／または化学療法の症状を緩和する方法が提供さ
れる。この方法は、癌を有する被験体を特定するステップを含む。カロリー制限食が、被
験体に第１の期間与えられる。特徴として、カロリー制限食は、１日当たり最大で１００
０ｋｃａｌを提供する。第１の期間の後に、化学療法剤が被験体に投与される。
【０００９】
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　別の実施形態では、キナーゼ阻害剤処置の副作用を緩和するための方法が提供される。
この方法は、キナーゼ阻害剤で処置されている被験体を特定するステップを含む。カロリ
ー制限食が、被験体に第１の期間与えられる。特徴として、カロリー制限食は、１日当た
り最大で１０００ｋｃａｌを提供する。キナーゼ阻害剤が被験体に投与される。
【００１０】
　有利には、本発明の実施形態では、キナーゼ阻害剤と併用したＳＴＳまたはＦＭＤは、
ａ）化学療法を用いない癌の処置において、安全で強力なツールを提供するために、ｂ）
癌処置において、化学療法剤と併用した短期間絶食の既知の有益な効果を増強するために
（図３および４）、またｃ）従来の化学療法剤とのみ併用したキナーゼ阻害剤の投与期間
中に観察される毒性作用を逆転させるために使用される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１Ａ】図１Ａは、ＳＴＳ、ラパマイシン、ならびにＳＴＳとラパマイシンで処置した
マウスの血糖レベルを示す図である。
【図１Ｂ】図１Ｂは、ＳＴＳ、ラパマイシン、ならびにＳＴＳとラパマイシンで処置した
マウスのケトン体レベルを示す図である
【図２Ａ】図２Ａは、１２週齢雌性Ｃ５７ＢＬ／６マウスに施される、ストレス抵抗性実
験のためのスケジュールを示す概略的なタイムラインである。
【図２Ｂ】図２Ｂは、図３Ａの実験について、２０日目（終了時点）における生存率の結
果を示す図である。
【図２Ｃ】図２Ｃは、図３Ａについて、ＳＴＳの有効性を確認するための血糖レベルを示
す図である。
【図３Ａ】図３Ａは、自由給餌またはＳＴＳの条件下で、ラパマイシンおよび化学療法剤
カクテルＴＶＤ（トポテカン＋ビンクリスチン＋ドキソルビシン）で処理したヒト神経芽
細胞腫細胞株の細胞生存率を示す図である。
【図３Ｂ】図３Ｂは、自由給餌またはＳＴＳの条件下で、ラパマイシンおよび化学療法剤
ドキソルビシン（ＤＸＲ）で処理したマウス乳癌（４Ｔ１）細胞株の細胞生存率を示す図
である。
【図３Ｃ】図３Ｃは、自由給餌またはＳＴＳの条件下で、ラパマイシンおよび化学療法剤
ドキソルビシン（ＤＸＲ）で処理したマウス黒色腫（Ｂ１６）細胞株の細胞生存率を示す
図である。
【図４Ａ】図４Ａは、カロリー制限食およびラパマイシンを含む腫瘍進行試験のスケジュ
ールを示すタイムラインである。
【図４Ｂ】図４Ｂは、ＤＸＲ投与と併用してラパマイシンおよび複数回のＳＴＳで処置し
たＢＡＬＢ／ｃマウスの４Ｔ１マウス乳癌モデルについての腫瘍体積対時間のプロットで
ある。
【図４Ｃ】図４Ｃは、図４Ｂの実験終了時点での腫瘍体積を示す棒グラフである。
【図４Ｄ】図４Ｄは、ＤＸＲ投与と併用してラパマイシンおよび複数回のＳＴＳで処置し
たＣ５７ＢＬ／６マウスのマウス黒色腫モデルについての腫瘍体積対時間のプロットであ
る。
【図４Ｅ】図４Ｅは、図４Ｄの実験終了時点での腫瘍体積を示す棒グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明の現在における好ましい組成物、実施形態、および方法に対する詳細について言
及がなされる。図は必ずしも一定の縮尺ではない。開示された実施形態は、種々のおよび
代替の形態で具体化され得る、本発明の単なる例示である。したがって、本明細書に開示
された具体的な詳細は、限定するものとして解釈されるべきではなく、本発明のあらゆる
態様の代表的な基礎として、かつ／または本発明を様々に使用するように当業者に教示す
るための代表的な基礎として解釈されるべきである。
【００１３】
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　実施例または他で明確に指示されている場合を除いて、物質量または反応および／もし
くは使用の条件を示す本明細書のすべての数量は、本発明の最も広範囲の記載において、
単語「約」によって修飾されるものと理解されるべきである。記述された数値範囲内での
実施が概ね好ましい。さらに、反することが明確に記述されていない限り、パーセント、
「部」、および比の値は重量基準であり；本発明に関連して所与の目的に適したまたは好
ましいとして、ある群またはクラスの物質を記載すると、その群またはクラスのメンバー
の任意の２つまたは複数の混合物も同等に適しているかまたは好ましく；化学用語での成
分の記載は、本明細書で指定された任意の組合せに対する添加時点での成分を指し、いっ
たん混合された混合物の成分間の化学的相互作用を必ずしも排除するものではなく；頭字
語または他の略語の最初の定義は、本明細書のおけるそれ以降の同じ略語のすべての使用
に適用され、最初に定義された略語の正規の文法的変化が必要な変更を加えて適用され；
かつ反することが明確に記述されていない限り、特性の測定は、同じ特性について以前に
またはそれ以降に言及されるものと同じ手法により行われることを意味する。
【００１４】
　特定の成分および／または条件は当然変動し得るので、本発明は、以下に記載の特定の
実施形態および方法に限定されるものではない。さらに、本明細書に使用される専門用語
は、本発明の特定の実施形態を記載する目的のためにのみ使用され、何ら限定することを
意図するものではない。
【００１５】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用される単数形「ａ」、「ａｎ」、お
よび「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他を指示しない限り、複数対象も含む。例えば、単数
形での成分の言及は、複数の成分を含むことを意図する。
【００１６】
　「必須アミノ酸」という用語は、生物が合成することができないアミノ酸を指す。ヒト
では、必須アミノ酸として、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルア
ラニン、スレオニン、トリプトファン、バリンが挙げられる。さらに、次のアミノ酸も、
特定の条件下ではヒトに不可欠である－ヒスチジン、チロシン、およびセレノシステイン
。
【００１７】
　「キロカロリー」（ｋｃａｌ）および「カロリー」という用語は、食物カロリーを指す
。「カロリー」という用語は、いわゆる小カロリーを指す。
【００１８】
　「被験体」という用語は、ヒトまたは動物、例えば、霊長類（特に高等霊長類）、ヒツ
ジ、イヌ、げっ歯類（例えば、マウスまたはラット）、モルモット、ヤギ、ブタ、ネコ、
ウサギ、およびウシなどのすべての哺乳動物を指す。
【００１９】
略語：
　「ＡＬ」は、自由に（ａｄ　ｌｉｂ）を意味する。
　「ＤＳＳ」は、差動ストレス感作を意味する。
　「ＤＸＲ」は、ドキソルビシンを意味する。
　「ＦＭＤ」は、絶食模倣食を意味する。
　「ＫＢ」は、ケトン体を意味する。
　「ｍＴＯＲ」は、哺乳動物のラパマイシン標的を意味する。
　「ＰＫＡ」は、プロテインキナーゼＡを意味する。
　「Ｒａｐａ」は、ラパマイシンを意味する。
　「ＳＴＳ」は、短期間絶食を意味する。
　「ＴＶＤ」は、トポテカン＋ビンクリスチン＋ドキソルビシンを意味する。
【００２０】
　一実施形態では、癌の症状および／または化学療法の副作用もしくはキナーゼ阻害剤の
副作用を緩和または処置する方法は、それを必要とする被験体を特定するステップを含む
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。カロリー制限食が、被験体に第１の期間与えられる。特徴として、カロリー制限食は、
１日当たり最大で１０００ｋｃａｌを提供する。キナーゼ阻害剤は、第１の期間の前、後
、またはその最中に投与される。
【００２１】
　別の実施形態では、キナーゼ阻害剤処置の副作用を緩和するための方法が提供される。
この方法は、キナーゼ阻害剤で処置されている被験体を特定するステップを含む。一洗練
形態では、キナーゼ阻害剤は、ｍＴＯＲプロテインキナーゼである。カロリー制限食が、
被験体に第１の期間与えられる。特徴として、カロリー制限食は、１日当たり最大で１０
００ｋｃａｌを提供する。キナーゼ阻害剤が被験体に投与される。一部の洗練形態では、
カロリー制限食を与えるステップと、キナーゼ阻害剤を投与するステップは、下記に示す
ように、複数回反復することができる処置サイクルを構成する。
【００２２】
　本発明のさらに別の実施形態では、癌を有し、かつ／または化学療法を受ける被験体が
特定される。キナーゼ阻害剤（例えば、ラパマイシン）は、カロリー制限食と共に被験体
に投与される。カロリー制限食は、短期間絶食（ＳＴＳ）であるか、または第１の期間与
えられる絶食模倣食（ＦＭＤ）のいずれかである。一洗練形態では、キナーゼ阻害剤は、
ｍＴＯＲプロテインキナーゼである。短期間絶食では、被験体は、１日当たり実質的に０
キロカロリーを提供される。一般に、ＦＭＤ制限食は、与えられる場合、１日当たり約１
０００キロカロリー未満を提供する。ＦＭＤ制限食の詳細は、以下により詳しく示される
。別の変形形態では、キナーゼ阻害剤と異なる化学療法剤も処置期間中に被験体に投与さ
れる。適切な化学療法剤の例としては、以下に限定されるものではないが、トポテカン、
ビンクリスチン、ドキソルビシン、およびそれらの組合せが挙げられる。化学療法剤の投
薬量は、そのような薬剤による種々の癌の処置に対して当技術分野で公知のものである。
本実施形態は、黒色腫、神経芽細胞腫、もしくは乳癌を有する被験体か、またはこれらの
症状に対する化学療法により処置されている被験体を処置するために特に有用であること
が見出されている。さらに、本実施形態の処置プロトコールにより、本明細書に示すカロ
リー制限食とキナーゼ阻害剤を併用しない化学療法剤による処置よりも腫瘍体積が小さく
なる。他の洗練形態では、カロリー制限食を与えるステップと、化学療法剤を投与するス
テップと、キナーゼ阻害剤を投与するステップは、複数回反復することができる処置サイ
クルを構成する。有利には、ＳＴＳまたはＦＭＤを含む本発明の方法は、ドキソルビシン
により誘導され、ドキソルビシンとラパマイシンの併用により悪化する死亡率を低下また
は完全に逆転させる。
【００２３】
　本実施形態の文脈では、ＩＧＦ－Ｉを含む因子ならびにｍＴＯＲおよびＰＫＡなどのシ
グナル伝達タンパク質のダウンレギュレーションを含む（ただし、排他的ではなく）、Ｓ
ＴＳおよびＦＭＤの期間中に分子レベルおよび生理学的レベルでの複数の変化が生じるこ
とを認識するべきである。有利には、本発明の方法は、種々のアミノ酸、インスリン、お
よびグルコースの減少をもたらす一方、ケトン体（ＫＢ）の増加をもたらす（下記に詳細
に記載される図１を参照のこと）。特に、本方法は、典型的には解糖系促進状態（ワール
ブルク効果）にある癌細胞を、エネルギー産生および生存のために呼吸に切り換えてそれ
に依存するように誘導する。これらの分子、アクター、およびタンパク質はすべて、セリ
ン／トレオニンプロテインキナーゼを調節することにより正常細胞の増殖を部分的に調整
する。事実上、癌細胞はすべて、癌遺伝子中に突然変異を有し、これらの突然変異は癌細
胞を外部変化に無反応にする。しかしながら、内部的には、癌細胞は、一部の場合に、別
経路に切り換えをすることができる。有利には、この現象は、ＳＴＳ／ＦＭＤと共にキナ
ーゼ阻害剤を投与するという発明概念を支持し、そこでは、ＳＴＳ／ＦＭＤが、別経路の
活性化を防止または阻害する。
【００２４】
　特定のキナーゼおよび他の増殖阻害剤は、特に、阻害剤が発癌性突然変異の下流に作用
する場合、癌進行を低減することができる。ＳＴＳおよびＦＭＤにより誘導される複数の
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変化は、キナーゼ阻害剤により標的化されない経路に影響を及ぼすことができる追加の増
殖阻害効果を促進する。特に、ＦＭＤは、ケトン体および脂肪酸などの他のものを顕著に
増加させると共に、多種多様の栄養素の顕著な減少をもたらす。したがって、キナーゼ阻
害剤とＳＴＳおよびＦＭＤとの併用は、キナーゼおよび細胞増殖に影響を及ぼす他のタン
パク質の阻害剤との相乗的な細胞死促進作用を提供する。これらの効果は、ＳＴＳ／ＦＭ
Ｄレジメンの最中に生じ得るが、化学療法によりさらに増強することができる（下記に記
載の図３および４を参照のこと）。さらに、キナーゼおよび他のシグナル伝達の阻害剤は
、癌増殖を遅延させることができるが、同時に正常細胞に深刻な副作用および死さえも引
き起こすことがある（図２Ｄ）。ＳＴＳまたはＦＭＤは、部分的に、正常細胞におけるキ
ナーゼ阻害剤により影響を受ける経路の活性を低減することにより、化学療法とキナーゼ
阻害剤の同時投与により誘導される死亡率の増加を逆転させる（下記に記載の図２を参照
のこと）。
【００２５】
　本実施形態で使用することができるＳＴＳおよびＦＭＤのプロトコールの例は、開示全
体が、参照により本明細書に組み込まれる、米国特許出願第１２／４３０，０５８号明細
書および同第１３／４８８，５９０号明細書に見出される。一変形形態では、カロリー制
限食は、低カロリー食またはノンカロリー食を提供する。制限食は、ヒト被検体に栄養を
提供することができる食材を含有する一方、１日当たり１０００ｋｃａｌ以下、特には、
１日当たり８１３～９５７ｋｃａｌを提供する。一変形形態では、カロリー制限食は、１
日当たり約１００～１０００ｋｃａｌを被験体に提供する。一洗練形態では、カロリー制
限食は、優先の順番で１日当たり最大で１０００、９５７、７００、５００、３００、ま
たは１００ｋｃａｌを提供する。さらに別の洗練形態では、制限食は、１日当たり０ｋｃ
ａｌを提供する。
【００２６】
　本明細書に示す実施形態の変形形態では、カロリー制限食は、１日当たり３０～３６ｇ
以下の量で被験体にタンパク質を提供する。一洗練形態では、カロリー制限食は、優先の
順番で１日当たり４０、３５、２０、１０、もしくは５ｇ以下、または０ｇの量で被験体
にタンパク質を提供する。炭水化物が食材にある場合、カロリー制限食のエネルギーの半
分以下は炭水化物にある。一洗練形態では、ＳＴＳ／ＦＭＤ制限食は、被験体が化学療法
に曝露される前連続して３～１０日間被験体に与えることができる。制限食はまた、曝露
後２４時間被験体に与えることもできる。好ましくは、制限食は、被験体が化学療法に曝
露される前連続して３～１０日間、および曝露後２４時間の両方の期間、被験体に与える
ことができる。
【００２７】
　本明細書に示す実施形態のそれぞれの変形形態では、キナーゼ阻害剤は、カロリー制限
食のサイクルの開始の１週間以内（すなわち、第１の期間）に投与することができる。さ
らに別の洗練形態では、キナーゼ阻害剤は、カロリー制限食のサイクルの開始の１、２、
３、４、または５日以内に投与することができる。別の変形形態では、キナーゼ阻害剤は
、カロリー制限食のサイクルの終了後であるがその１週間以内に投与される。さらに別の
洗練形態では、キナーゼ阻害剤は、カロリー制限食のサイクルの終了後であるがその１、
２、３、４、または５日以内に投与することができる。別の変形形態では、カロリー制限
食は、処置サイクル当たり３日～１４日の全期間与えられる。さらに別の洗練形態では、
カロリー制限食は、処置サイクル当たり３日～１０日の全期間与えられる。上記に示すよ
うに、カロリー制限食を与えるステップと、化学療法剤（使用する場合）を投与するステ
ップと、キナーゼ阻害剤を投与するステップは、所定間隔で複数回反復することができる
処置サイクルを構成する。例えば、この処置サイクルは、２週から２か月の間隔で反復す
ることができる。一洗練形態では、この処置サイクルは、２週から１か月の間隔で反復す
ることができる。
【００２８】
　本明細書で示す実施形態の他の変形形態では、カロリー制限食は栄養を提供する一方、
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１日当たり被験体のｋｇ体重当たり１１ｋｃａｌ以下（例えば、８、５、もしくは２ｋｃ
ａｌ以下、または０ｋｃａｌ）のエネルギー、および１日当たり動物またはヒトのｋｇ体
重当たり０．４ｇ以下（例えば、０．３、０．２、もしくは０．１ｇ、または０ｇ）のタ
ンパク質を提供する。炭水化物が制限食中にある場合、エネルギーの半分以下は炭水化物
にある。一部の実施形態では、制限食は、１日当たり７００ｋｃａｌ以下（例えば、６０
０、４００、もしくは２００ｋｃａｌ、または０ｋｃａｌ）の総エネルギーを提供するこ
とができる。被験体が化学療法に曝露される場合、癌細胞などの異常細胞はそうではない
が、動物またはヒトの正常細胞は保護される。例えば、制限食は、被験体の化学療法への
曝露前連続して３～１０日間動物またはヒトに与えることができる。制限食はまた、曝露
後２４時間被験体に与えることもできる。好ましくは、制限食は、被験体の化学療法への
暴露前連続して３～１０日間、および曝露後２４時間の両方の期間、被験体に与えること
ができる。
【００２９】
　別の変形形態では、カロリー制限食に使用されるＳＴＳ／ＦＭＤプロトコールには、絶
食模倣食が含まれる。例えば、癌に罹患する被検体は、１回の化学療法前４８～１４０時
間または化学療法後４～５６時間絶食することができる。好ましくは、癌に罹患する被検
体に、１回の化学療法前４８～１４０時間および化学療法後４～５６時間、ＦＭＤを与え
る。
【００３０】
　ＦＭＤ制限食の例は、米国特許出願第１４０６０４９４号明細書および同第１４１７８
９５３号明細書に見出される；これらの開示全体は参照により本明細書に組み込まれる。
典型的には、ＦＭＤプロトコールでは、被験体の制限食に所定の日数（すなわち、５日）
置き換えられる。この期間中、被験体は多量の水を摂取する。標準体重（肥満度指数すな
わちＢＭＩが１８．５～２５の間）の健常被検体の場合、制限食は、最初の３か月（制限
食を５日、普通食を２５～２６日）およびその後３か月ごとに（３か月ごとに５日）、月
１回摂取される。被験体の体重が測定され、被験体は、次のサイクルが開始する前に、制
限食期間中に失われた体重の少なくとも９５％を回復しなければならない。医師により推
奨および指導されない限り、ＢＭＩが１８．５未満の被験体はＦＭＤを試みるべきでない
。同じレジメン（３か月間月１回、その後３か月ごとに１回）は、特許出願に提示される
症状すべての処置のために、またはその処置の支援に採用することができる。米国特許出
願第１４１７８９５３号明細書は、ＦＭＤ制限食の低タンパク質バージョンを提供する。
【００３１】
　上記に示すように、本発明の実施形態は、キナーゼ阻害剤、特にｍＴＯＲキナーゼ阻害
剤の投与を必要とする。ラパマイシンは、特に有用なｍＴＯＲキナーゼ阻害剤の１つであ
る。典型的には、ラパマイシンは、１日当たり５～２０ｍｇの投薬量で投与される。他の
キナーゼ阻害剤の例としては、アファチニブ（ジロトリフ（Ｇｉｌｏｔｒｉｆ））（標的
は、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を処置するためのＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ２である－４０ｍ
ｇ、経口的に１日１回）；アキシチニブ（標的は、腎細胞癌を処置するためのＶＥＧＦＲ
１／ＶＥＧＦＲ２／ＶＥＧＦＲ３／ＰＤＧＦＲＢ／ｃ－ＫＩＴである－５ｍｇ、１日２回
）；ルキソリチニブ（標的は、骨髄線維症を処置するためのＪＡＫである－ＷＢＣ数に応
じて５～２５ｍｇの間、経口的に１日２回）；イマチニブ（グリベック）（標的は、慢性
骨髄性白血病（ＣＭＬ）を処置するためのＢｃｒ－Ａｂｌである－４００ｍｇ～６００ｍ
ｇ、１日１回）；ベムラフェニブ（ゼルボラフ）（標的は、後期黒色腫を処置するための
ＢＲＡＦである－９６０ｍｇ、１２時間ごと）；ボスチニブ（ボシュリフ）（標的は、慢
性骨髄性白血病を処置するためのＢｃｒＡｂｌ／ＳＲＣである－５００ｍｇ、食物と一緒
に１日１回）；およびそれらの組合せが挙げられる。
【００３２】
　哺乳動物の被験体、特にヒト用のＦＭＤは、癌患者の普通食の代わりに５～２１日間使
用されるが、ほとんどの患者の場合最大１７日間であり（以下を参照のこと）、その頻度
は他の処置の頻度および効力に基づいて決定され、他の処置が癌処置に効果的でない場合
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には使用頻度は高くなる。次のサイクルが開始する前に体重を回復する患者の能力も考慮
されなければならず、体重を回復することができる、より重篤な症状を有する患者は他の
処置と同じ頻度で制限食を給餌され、体重を回復しないか、または完全な制限食期間を受
けることができない患者は、標準体重（処置開始前の体重であって、ＢＭＩが１８を超え
る体重）に戻った後にのみＦＭＤが与えられる。ＦＭＤは、概ね安全と見なされる（ＲＧ
ＡＳ）成分からなる。カロリーは被験体の体重に応じて摂取される。１日目については、
総カロリー摂取量は、１ポンド当たり４．５～７カロリー（または１キログラム当たり１
０～１６カロリー）である。制限食は、少なくとも９０％を植物ベースとするべきである
。１日目制限食は、３０ｇ未満の糖、２８ｇ未満の植物ベースのタンパク質、２０～３０
グラムの植物ベースの一価不飽和脂肪、６～１０ｇの植物ベースの多価不飽和脂肪、およ
び２～１２ｇの植物ベースの飽和脂肪を含有するべきである。２～２１日目については、
総カロリー摂取量は、１ポンド当たり３～５カロリー（または１キログラム当たり７～１
１カロリー）である。２～２１日目制限食は、２０ｇ未満の糖、１８ｇ未満の植物ベース
のタンパク質、１０～１５ｇの植物ベースの一価不飽和脂肪、３～５ｇの植物ベースの多
価不飽和脂肪および１～６グラムの植物ベースの飽和脂肪、体重に基づいて１リットルの
水で希釈した１０～３０グラムのグリセロール／日（１００ポンドの人に対して１０グラ
ム、２００ポンドの人に対して２０グラム、３００ポンドの人に対して３０グラム）を含
有するべきである。制限食はまた、ビタミン、ミネラル＋必須脂肪酸のためのＲＤＡ（毎
日）の約５０％を含有する高い栄養にするべきである。最小期間は５日または６日であり
、また最大期間は２１日である（絶食クリニックでの安全性データおよび標準治療の実施
に基づいて）。
【００３３】
　以下の実施例は、本発明の範囲を説明することを意図するものであるが、それを限定す
ることを意図するものではない。このような実施例は、使用される可能性のあるものの典
型であるが、当業者に公知の他の手順も代替的に利用することができる。実際、当業者は
、本明細書の教示に基づいて、過度に実験することなく、さらなる実施形態を容易に想定
し、作製することができる。
【実施例】
【００３４】
ＤＳＳおよびＤＳＲの実験
　本発明の方法は、主として、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏのマウスモデルで
試験した。ＳＴＳおよびＦＭＤはまた、種々の臨床試験で試験されており、２つの食餌介
入の安全性および実現可能性が示されている。ＦＭＤ制限食は、ＤＳＳとＤＳＲの両方を
誘発する際にＳＴＳと同様に効果的であることが示されている。
【００３５】
　方法：短期間絶食（ＳＴＳ）または絶食模倣食（ＦＭＤ）をそれぞれ、４８時間または
４日間、隔週で与えた。食餌介入の終了は、静脈内注射によるドキソルビシンの投与と同
時であった。食餌介入の一サイクルと次のサイクルの間に体重を回復させるために、１０
～１２日を動物に与えた。ラパマイシンを、実験の全期間において、食餌介入期間中では
ない自由給餌期間中に毎日腹腔内投与した。循環するグルコース、ケトン体、およびＳ６
Ｋレベルなどの生理学的マーカーおよび分子マーカーを、処置の効力を検証するために観
察した。図１Ａに、ラパマイシン処置がインスリン抵抗性様の状態を誘導し、血糖の増大
をもたらすことを示す。Ｒａｐａ＋ＳＴＳ／ＦＭＤマウスにおける血糖低下は、Ｒａｐａ
およびＳＴＳ／ＦＭＤで処置したマウスがラパマイシン単剤で処置したマウスよりも抵抗
性であるという仮説を支持する。図１Ｂに、ケトン体（ＫＢ）レベルが、予想されるよう
に、ラパマイシン投与と併用しても併用しなくても、ＳＴＳ／ＦＭＤ期間中有意に増大し
たことを示す。一元配置分散分析検定を行ない、ｐ値＜０．０５の差を有意と見なした（
ｐ値＜０．０５、０．０１、および０．００１をそれぞれ、＊、＊、および＊＊＊として
示した）。
【００３６】
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　食餌（マウス）：マウスは、照射されたＴＤ．７９１２げっ歯類固形飼料（Ｈａｒｌａ
ｎ　Ｔｅｋｌａｄ）で維持した。手短に言えば、この食餌は、２５：５８：１７のパーセ
ント比のタンパク質、炭水化物、および脂肪により供給されるカロリーで、３．Ｔ５ｋｃ
ａｌ／ｇの可消化エネルギーを含有する。食物は自由給餌とした。平均して、対照群のマ
ウスは、１４．９ｋｃａｌ／日（または３．９ｇ／日）を摂取した。本発明者らの実験的
なＦＭＤ制限食は、低カロリー摂取の期間中に高い栄養を可能にする成分を同定した栄養
スクリーニングに基づいている（Ｂｒａｎｄｈｏｒｓｔ，Ｗｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１
３．Ｅｘｐ　Ｇｅｒｏｎｔｏｌ．２０１３　Ｏｃｔ；４８（１０）：１１２０－８．ｄｏ
ｉ：１０．１０１６／ｊ．ｅｘｇｅｒ．２０１３．０２．０１６．Ｅｐｕｂ　２０１３　
Ｆｅｂ　２１）。残りの固形飼料の給餌および食糞を回避するために、ＦＭＤ制限食を給
餌する前に、動物を新鮮ケージに移した。ＦＭＤ制限食は、１日目制限食および２～４日
目制限食と命名された２つの異なる成分からなり、これらはこの順序でそれぞれ給餌され
る。１日目制限食は、１．８８ｋｃａｌ／ｇを含有し、その後の給餌日期間中の低カロリ
ー摂取期間にマウスを適応させるように設計した。２～４日目制限食はすべての給餌日で
同一であり、０．３６ｋｃａｌ／ｇを含有する。１日目制限食および２～４日目制限食は
、自由給餌対照群の平均摂取量（約４ｇ）として、２週間ごとに給餌した。給餌したＦＭ
Ｄ制限食のカロリー密度が異なるため、このコホートのマウスは、１日目に摂取カロリー
が約５０％減少し、２～４日目では対照コホートの９．７％を摂取した。マウスは、ＦＭ
Ｄレジメンの毎日において給餌した食物をすべて摂取し、食物嫌悪の徴候を示さなかった
。２～４日目制限食の終了後、別のＦＭＤサイクルを開始する前に、ＴＤ．７９１２固形
飼料を１０日間自由給餌した。
【００３７】
　図２Ａ～Ｃに、マウスにおける誘発ストレス抵抗性を示す実験結果を示す。これらの実
験では、１２週齢雌性Ｃ５７ＢＬ／６マウスを以下の実験群に分けた；ａｄ　ｌｉｂ（自
由給餌）、ＳＴＳ／ＦＭＤ、ＤＸＲ、ＳＴＳ／ＦＭＤ＋ＤＸＲ（図２）。ラパマイシンを
含むまたは含まないあらゆる処置に対する応答を観察するために、各群を二つ組としたが
、一方のみにラパマイシン処置を行った。ラパマイシン投与は、１４日間行い、その最終
日に高用量のドキソルビシン（２４ｍｇ／ｋｇ／）をｉｖ投与した。ＳＴＳ＋ＤＸＲ群に
属する動物に、ドキソルビシンの注射前４８時間、超低カロリーでタンパク質不含のＦＭ
Ｄを給餌した。ドキソルビシン注射後、動物を毎日モニターし、生存を記録した（図２）
。図２Ａに、ストレス抵抗性実験のための処置スケジュールを示す。図２Ｂに、２０日目
の生存率データを示す。図２Ｃに、各実験群の血糖レベルのプロットを示す。さらに、化
学療法期間中にラパマイシンを投与すると、薬物に対してマウスが感作され、死亡率の増
大がもたらされることが観察された。しかしながら、図２Ｂの実験から、ＳＴＳは、ラパ
マイシンにより誘導される、正常組織の化学療法に対する感作を逆転させることができる
。
【００３８】
癌関連実験
　ＳＴＳおよび化学療法剤と併用したｍＴＯＲキナーゼ阻害剤ラパマイシンを、癌増殖を
遅延させ、生存率を改善するように、動物、ヒト被験体、または癌細胞に投与した。試験
した化学療法剤は、アントラサイクリン系ドキソルビシン単剤、または２つの他の化学療
法剤、トポテカンおよびビンクリスチンとの併用（ＴＶＤ）としたが、これらは、癌を有
する成人および小児を処置するために通常使用されるものである。
【００３９】
　図３Ａ～Ｂに、腫瘍増殖の低減における、ラパマイシンと併用したＳＴＳの効力を、ヒ
ト神経芽細胞腫（ＳＨ－ＳＹ５Ｙ）、マウス乳癌（４Ｔ１）、およびマウス黒色腫（Ｂ１
６）の細胞株について、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで試験した実験の結果を示す。図３Ａに、自由
給餌またはＳＴＳの条件下で、ラパマイシンおよび化学療法剤カクテルＴＶＤ（トポテカ
ン＋ビンクリスチン＋ドキソルビシン）で処理したヒト神経芽細胞腫細胞株の細胞生存率
のプロットを示す。図３Ｂに、自由給餌またはＳＴＳの条件下で、ラパマイシンおよび化
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学療法剤ドキソルビシン（ＤＸＲ）で処理した乳癌（４Ｔ１）細胞株の細胞生存率のプロ
ットを示す。図３Ｂに、自由給餌またはＳＴＳの条件下で、ラパマイシンおよび化学療法
剤ドキソルビシン（ＤＸＲ）で処理した黒色腫（Ｂ１６）細胞株の細胞生存率のプロット
を示す。これらの実験のそれぞれにおいて、細胞生存率は、試験したすべての細胞株につ
いてトリパンブルー染色により決定し、生存率に対する各処理の有効性は、スチューデン
トｔ検定を行うことにより判定した（ｐ値＜０．０５、０．０１、および０．００１をそ
れぞれ、＊、＊、および＊＊＊として示す）。これらの結果から、短期間絶食（ＳＴＳ）
は、複数の癌細胞株の細胞生存率の低減におけるラパマイシンおよび化学療法の効力を増
強することが示される。
【００４０】
　マウス乳癌（４Ｔ１）およびマウス黒色腫（Ｂ１６）のマウス同種移植モデルでは、Ｓ
ＴＳおよびラパマイシンが腫瘍進行の低減に相加効果を示すことが実証され、これにより
、ＳＴＳが癌細胞に対するｍＴＯＲキナーゼ阻害剤ラパマイシンの効果を増強することが
確認される。図４Ａ～Ｅに、腫瘍進行試験の結果を示す。図４Ａに、カロリー制限食およ
びラパマイシンを含む、腫瘍進行試験のスケジュールを示すタイムラインを示す。全体と
して、Ｂａｌｂ／ｃマウスおよびＣ５７ＢＬ／６マウスにそれぞれ、２×ｌ０５個の４Ｔ
１細胞またはＢ１６細胞を皮下注射した。いったん腫瘍が触知可能になったならば、マウ
スを群に分けて、ＤＸＴ投与と併用して複数サイクルのＳＴＳを実施した。図４Ｂに、Ｄ
ＸＲ投与と併用してラパマイシンおよび複数回のＳＴＳ（Ａの陰影バー）で処置したＢＡ
ＬＢ／ｃマウスの４Ｔ１マウス乳癌モデルについての腫瘍体積対時間のプロットを示す。
図４Ｃは、図４Ｂの実験終了時点での腫瘍体積を示す棒グラフである。図４Ｄに、ＤＸＲ
投与と併用してラパマイシンおよび複数回のＳＴＳで処置したＣ５７ＢＬ／６マウスのマ
ウス黒色腫モデルについての腫瘍体積対時間のプロットを示す。図４Ｅは、図４Ｄの実験
終了時点での腫瘍体積を示す棒グラフである。一元配置分散分析を行って腫瘍サイズの差
および試験した処置の有効性の有意性を判定した（ｐ値＜０．０５、０．０１、および０
．００１をそれぞれ、＊、＊、および＊＊＊として示す）。４Ｔ１マウス乳癌モデルの場
合には、雌性Ｂａｌｂ／ｃマウスに、２×１０５個の４Ｔ１癌細胞を右側腹部に皮下ｓ．
ｃ．注射し、腫瘍が触知可能になるまで標準食を自由給餌した。Ｂ１６マウス黒色腫モデ
ルの場合には、雌性Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、２×１０５個のＢ１６癌細胞を右側腹部に
皮下ｓ．ｃ．注射し、腫瘍が触知可能になるまで標準食を自由給餌した。この時点で、腫
瘍体積を測定し、マウスを以下の実験群に配置した；ａｄ　ｌｉｂ（自由給餌）、ＳＴＳ
／ＦＭＤ、ＤＸＲ、ＳＴＳ／ＦＭＤ＋ＤＸＲ。ラパマイシンを含むまたは含まないあらゆ
る処置に対する応答を観察するために、各群を二つ組としたが、一方のみにラパマイシン
処置を行った。毎日注射のラパマイシンおよび各サイクルを以下のように構成した複数サ
イクルの処置（合計３サイクル）にマウスを供した：ＳＴＳ／ＦＭＤおよびＳＴＳ／ＦＭ
Ｄ＋ＤＸＲの群に属するマウスに、自由摂水させながら４８～７２時間完全な摂食制限を
行い、次いで、失われた体重を回復させるために、サイクル間の約１０日間、標準固形飼
料食を再給餌した。ＳＴＳ／ＦＭＤ＋ＤＸＲ群の動物にはさらに、第１、第２、および第
３のサイクルの終了時点にそれぞれドキソルビシンを静脈内注射した。ＤＸＲ群の動物に
は自由給餌を行い、ドキソルビシンを同様に注射した。これらの実験から、絶食が腫瘍進
行の低減におけるラパマイシンの効果を増強することが示される。
【００４１】
　要約すると、ｍＴＯＲ阻害剤ラパマイシンとＳＴＳ／ＦＭＤの併用は、多種多様な癌細
胞および腫瘍の増殖および生存の阻害に相加効果を示す。この併用処置はまた、ラパマイ
シン単剤の投与によりもたらされる正常細胞の化学療法依存的な感作を防止する。これら
の結果から、ＳＴＳ／ＦＭＤは、ＡＫＴ－ＴＯＲ－Ｓ６ＫおよびＲａｓ－ｃＡＭＰ－ＰＫ
ＡおよびＭＡＰＫを含む栄養シグナル伝達経路の他の阻害剤の効果を増強することができ
ることが示唆される。細胞内外の種々の分子、増殖因子、および栄養素に対するＳＴＳま
たはそれに等価なＦＭＤの広範な／幅広い作用効果のため、ラパマイシンで観察された増
強効果は、癌処置に使用される多くの異なるキナーゼ／増殖阻害剤に対して当てはまるこ
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とが予想される。ラパマイシンおよび他の多くのキナーゼおよび／または増殖阻害剤がヒ
トにおける特定の腫瘍の処置に広く使用されているので、これらの結果は、それらの療法
の安全性および効力について重要な意義を有する。
【００４２】
　例示的な実施形態が上記に記載されるが、これらの実施形態は、本発明のあらゆる可能
な形態を記載することを意図するものではない。むしろ、本明細書で使用される言葉は、
限定ではなく説明の言葉であり、本発明の趣旨および範囲から逸脱することなく、種々の
変更がなされ得ることが理解されよう。さらに、種々の実行実施形態の特徴を組み合わせ
て、本発明のさらなる実施形態を形成することができる。
 

【図１】 【図２－１】
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