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(57)【要約】
　本発明は、(ａ) ＤＮＡ傷害剤；および(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)
－２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)
－３－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズアミド(“ニロチニブ”)を含む組み合わせ
剤；該組み合わせ剤と、所望により少なくとも１種の薬学的に許容される担体を含む、特
に慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)を処置するための、同時に、別個にまたは連続して使用す
る医薬組成物；ＣＬＬを処置する医薬の製造における、該組み合わせ剤の使用；該組み合
わせ剤を含む商業用包装物または製品；および、温血動物、特にヒトの処置方法に関する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(ａ) ＤＮＡ傷害剤、および、(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)－２－ピ
リミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)－３－(ト
リフルオロメチル)フェニル]ベンズアミドを含む、同時に、別個にまたは連続して使用す
るための組み合わせ剤であって、有効成分(ａ)および(ｂ)が、それぞれの場合で、遊離形
または薬学的に許容される塩形で存在する、組み合わせ剤。
【請求項２】
　当該ＤＮＡ傷害剤が、ナイトロジェンマスタード・アナログである、請求項１に記載さ
れた組み合わせ剤。
【請求項３】
　当該ナイトロジェンマスタード・アナログが、クロラムブシル、クロルナファジン、エ
ストラムスチン、メクロレタミン、メクロレタミン オキシド塩酸塩、ナベンビキン、フ
ェネストリン、プレドニムスチン、トロホスファミド、シクロホスファミド、ウラムスチ
ン、メルファランおよびウラシルマスタードから選択される、請求項２に記載された組み
合わせ剤。
【請求項４】
　当該ナイトロジェンマスタード・アナログが、クロラムブシルである、請求項３に記載
された組み合わせ剤。
【請求項５】
　当該ナイトロジェンマスタード・アナログが、シクロホスファミドである、請求項３に
記載された組み合わせ剤。
【請求項６】
　当該ナイトロジェンマスタード・アナログが、ベンダムスチンである、請求項３に記載
された組み合わせ剤。
【請求項７】
　当該ＤＮＡ傷害剤が、フルダラビンである、請求項１に記載された組み合わせ剤。
【請求項８】
　化合物(ｂ)が、その一塩酸塩一水和物の形態で用いられる、請求項１～７の何れか１項
に記載された組み合わせ剤。
【請求項９】
　慢性リンパ性白血病の処置における、請求項１～８の何れか１項に記載された組み合わ
せ剤の使用。
【請求項１０】
　慢性リンパ性白血病を処置する医薬の製造における、請求項１～８の何れか１項に記載
された組み合わせ剤の使用。
【請求項１１】
　該慢性リンパ性白血病が、クロラムブシルに耐性である、請求項８または１０に記載さ
れた使用。
【請求項１２】
　慢性リンパ性白血病を有する温血動物を処置する方法であって、該動物に、請求項１～
８の何れか１項に記載された組み合わせ剤を、併用で治療有効量で投与することを含み、
該化合物がまた、その薬学的に許容される塩の形態で存在していてもよい、方法。
【請求項１３】
　(ａ) クロラムブシルが、０.２から０.８mg/kg体重/日の投与量で投与される、請求項
１２に記載された方法。
【請求項１４】
　請求項１～８の何れか１項に記載された組み合わせ剤、および、少なくとも１種の薬学
的に許容される担体を含む、医薬組成物。
【請求項１５】
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　慢性リンパ性白血病の処置において、同時に、別個にまたは連続して使用するための指
示書と共に、請求項１４に記載された医薬組成物を含む、商業用包装物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、(ａ) ＤＮＡ傷害剤および(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)－
２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)－
３－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズアミド(“ニロチニブ”)を含む組み合わせ剤
；特に慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)を処置するための、同時、個別または連続使用のため
の当該組み合わせ剤、および、所望により少なくとも１種の薬学的に許容される担体を含
む医薬組成物；ＣＬＬを処置する医薬の製造のための、当該組み合わせ剤の使用；当該組
み合わせを含む商業用包装物または製品；および温血動物、特にヒトを処置する方法に関
する。
【０００２】
　好ましくは、ＤＮＡ傷害剤は、ナイトロジェンマスタード・アナログである。さらに好
ましくは、ナイトロジェンマスタード・アナログは、クロラムブシル、クロルナファジン
、エストラムスチン、メクロレタミン、メクロレタミン オキシド塩酸塩、ナベンビキン(
navembichin)、フェネストリン(phenestrine)、プレドニムスチン、トロホスファミド、
ウラシルマスタード、シクロホスファミド、ウラムスチン(uramustine)、メルファランお
よびベンダムスチンからなる群から選択される。
【０００３】
　好ましくは、ＤＮＡ傷害剤は、ヌクレオチドアナログ、例えばプリンアナログまたはピ
リミジンアナログである。好ましくは、プリンアナログは、フルダラビンである。
【背景技術】
【０００４】
　慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)は、成人の白血病の最も頻発する型であり、全白血病の２
５％を占める(米国(ＵＳ)において毎年約１０,０００の新規ＣＬＬ症例)。米国において
、９５％のＣＬＬ症例が、Ｂ細胞表現型白血病である。約５０％のＣＬＬ患者が診断時に
無症候性である。病期は、進行度と相関している；０期では、生存期間中央値が＞１０年
であり、一方、Ｉ～II期では生存期間中央値が７年である。患者が症状を示すとき、通常
処置が開始される。
【０００５】
　ＣＬＬの処置に用いられる薬物の２つの主要なグループがある：(１)アルキル化剤、例
えばクロラムブシル(ＣＬＢ)またはシクロホスファミド；および(２)プリンアナログ、例
えばフルダラビン。通常、クロラムブシル(ＣＬＢ)が、標準的な初期治療であるが、フル
ダラビンおよびシクロホスファミド(ＣＴＸ)が、現在標準的な最先端治療となりつつある
。これらの薬物は、６０～７５％の患者において応答がある。近年の無作為化試験により
ＣＬＢと比較して、フルダラビンでは、応答率は上がるが、生存率に差異はないことが実
証された。何れの薬物も、ＣＬＬにおける最先端治療として許容される。他の薬物も治療
に利用可能である。最終的には、全ての患者が、薬物に耐性となる。この疾患を治癒でき
る治療はない(Kalil, N. and Cheson, B.D. The Oncologist 4:352-369, 1999)。PCT/IB 
03/05454 は、メシル酸イマチニブ、すなわちGleevec(登録商標)の有効成分がＢ－ＣＬＬ
リンパ球をＣＬＢに対して感受性とすることを開示している。ＣＬＢと組み合わせたイマ
チニブは、現在、ＣＬＬの処置においてフェーズＩ～II臨床試験中であるが、驚くべき事
に、ニロチニブが、ＣＬＬリンパ球をＣＬＢに感受性にする際に、イマチニブより高い効
果を有することが見出された。理論に束縛されないが、我々は、ニロチニブおよびイマチ
ニブの双方が、同様の方法で、ＣＬＢ誘発Rad51関連ＤＮＡ修復を阻害するが、ニロチニ
ブのみが、ＣＬＢ誘発γH2AXを増大させることを見出した。カスパーゼ－３の活性化の分
析により、ニロチニブと組み合わせてＣＬＢで処置された細胞においては、ＪＮＫ活性化
によって媒介されるアポトーシス経路が増大したが、イマチニブとの組み合わせでは増大
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しなかったことが示された。さらに、ニロチニブによるc-abl阻害は、生存Ｂ－ＣＬＬリ
ンパ球の維持に関連するＮＦκＢ経路の下方制御を引き起こす。
【０００６】
図：Ｂ－ＣＬＬ患者由来のリンパ球のＣＬＢ細胞毒性における、ニロチニブおよびイマチ
ニブの相乗効果
　ＣＬＢ細胞毒性における１、５および１０μＭのニロチニブおよびイマチニブの相乗効
果の評価を、ＭＴＴアッセイを用いて評価した。Ｉ値がＩ＜１であることは、ＣＬＢ＋ニ
ロチニブまたはイマチニブが、相乗的に作用することを示している。Ｉ値がＩ＞１である
とき、薬物は、拮抗的に作用する。
* : ｐ＜０.００１。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、同時に、別個に、または連続して使用するための、(ａ) ＤＮＡ傷害剤、お
よび(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)－２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[
５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)－３－(トリフルオロメチル)フェニル
]ベンズアミドを含む組み合わせ剤であって、有効成分(ａ)および(ｂ)が、それぞれの場
合で、遊離形または薬学的に許容される塩形で存在する組み合わせ剤を提供する。本発明
は、さらに、同時に、別個に、または連続して使用するための当該組み合わせ剤を提供す
る。好ましくは、当該ＤＮＡ傷害剤は、ナイトロジェンマスタード・アナログである。
【０００８】
　本発明は、(ａ) クロラムブシル、クロルナファジン、エストラムスチン、メクロレタ
ミン、メクロレタミン オキシド塩酸塩、ナベンビキン、フェネストリン、プレドニムス
チン、トロホスファミド、シクロホスファミド、ウラムスチン、ベンダムスチン、メルフ
ァランおよびウラシルマスタードからなる群から選択されるナイトロジェンマスタード・
アナログ、および、(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)－２－ピリミジニル]
アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)－３－(トリフルオロ
メチル)フェニル]ベンズアミドを含む組み合わせ剤であって、有効成分(ａ)および(ｂ)が
、それぞれの場合で、遊離形または薬学的に許容される塩形で存在する組み合わせ剤を提
供する。本発明は、さらに、同時に、別個にまたは連続して使用するための当該組み合わ
せ剤を提供する。
【０００９】
　好ましくは、本発明は、(ａ) クロラムブシル、(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピ
リジニル)－２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－
１－イル)－３－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズアミドを含む組み合わせ剤であっ
て、有効成分(ａ)および(ｂ)が、それぞれの場合で、遊離形または薬学的に許容される塩
形で存在する組み合わせ剤を提供する。本発明は、さらに、同時に、別個にまたは連続し
て使用するための組み合わせ剤を提供する。
【００１０】
　本発明は、(ａ) シクロホスファミド、(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)
－２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)
－３－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズアミドを含む組み合わせ剤であって、有効
成分(ａ)および(ｂ)が、それぞれの場合で、遊離形または薬学的に許容される塩形で存在
する組み合わせ剤を提供する。本発明は、さらに、同時に、別個にまたは連続して使用す
るための当該組み合わせ剤を提供する。
【００１１】
　本発明は、(ａ) ベンダムスチン、(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)－２
－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)－３
－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズアミドを含む組み合わせ剤であって、有効成分(
ａ)および(ｂ)が、それぞれの場合で、遊離形または薬学的に許容される塩形で存在する
組み合わせ剤を提供する。本発明は、さらに、同時に、別個にまたは連続して使用するた
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めの当該組み合わせ剤を提供する。
【００１２】
　本発明は、(ａ) フルダラビン、および、(ｂ) ４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニ
ル)－２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イ
ル)－３－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズアミドを含む組み合わせ剤であって、有
効成分(ａ)および(ｂ)が、それぞれの場合で、遊離形または薬学的に許容される塩形で存
在する組み合わせ剤を提供する。本発明は、さらに、同時に、別個にまたは連続して使用
するための当該組み合わせ剤を提供する。
【００１３】
　本発明は、ＣＬＢ、クロルナファジン、エストラムスチン、メクロレタミン、メクロレ
タミン オキシド塩酸塩、ナベンビキン、フェネストリン、プレドニムスチン、トロホス
ファミドまたはウラシルマスタードから選択されるナイトロジェンマスタード・アナログ
、特にＣＬＢおよびニロチニブを含む組み合わせ剤が、治療有効量のナイトロジェンマス
タード・アナログ単独、特にＣＬＢ単独またはニロチニブ単独の何れかを投与することに
よって得られるものよりも大きい治療効果を生じ得ることを報告する。より具体的には、
ニロチニブは、Ｂ－ＣＬＬリンパ球をＣＬＢでの処置に感受性とする。
【００１４】
　本発明は、(ａ) ナイトロジェンマスタード・アナログ、および、(ｂ) ニロチニブ(こ
こで、有効成分(ａ)および(ｂ)が、それぞれの場合で、遊離形または薬学的に許容される
塩形で存在する)、および、所望により少なくとも１種の薬学的に許容される担体を含む
、同時に、別個に、または連続して使用するための組み合わせ剤、例えば組み合わせ製剤
(combined preparation)または固定化された薬学的組み合わせ剤に関する。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　用語“組み合わせ製剤”は、本明細書で用いられるとき、特に、上で定義された組み合
わせパートナー(ａ)および(ｂ)が互いに独立して投与され得るか、あるいは区別された量
の組み合わせパートナー(ａ)および(ｂ)を含む異なる固定化された組み合わせ剤の使用に
よって、すなわち同時にまたは異なる時点で、投与され得るという意味で、“複数パーツ
のキット”を定義する。複数パーツのキットは、例えば、同時にまたは時間をずらして、
すなわち異なる時点で、複数パーツのキットのいずれかのパーツと同じまたは異なる時間
間隔で投与されてもよい。非常に好ましくは、時間間隔は、複数のパーツの組み合わされ
た使用で処置された疾患に対する効果が、組み合わせパートナー(ａ)および(ｂ)の何れか
一つのみの使用によって得られる効果より高いように選択される。組み合わせ製剤におい
て投与される組み合わせパートナー(ｂ)に対する組み合わせパートナー(ａ)の総量の割合
は、例えば、処置されるべき患者の副集団の必要性に対処するためにまたは一人の患者の
必要性に対処するために変更してもよく、この異なる必要性は患者の年齢、性別、体重な
どによるものであり得る。好ましくは、少なくとも１つの有益な効果があり、例えば組み
合わせパートナー(ａ)および(ｂ)の効果を相互に強化し、特に相乗作用があり、例えば１
個以上のさらなる効果があり、さらなる有益な効果があり、副作用が低く、組み合わせパ
ートナー(ａ)および(ｂ)の一方または両方が有効投与量でない投与量における組み合わさ
れた治療効果があり、非常に好ましくは、組み合わせパートナー(ａ)および(ｂ)の強い相
乗作用がある。
【００１６】
　用語“処置”は、組み合わせパートナーを、処置が必要な温血動物に、疾患を治癒する
目的で、あるいは、疾患の進行を遅らせる目的で、投与することを含む。
【００１７】
　用語“進行を遅らせる”は、本明細書で用いられるとき、疾患の進行が、処置によって
、少なくとも減速し、または、妨げられ、そして、患者が、処置されない患者より、また
は単剤治療で処置されている患者より、高い生存率を示すことを意味する。
【００１８】
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　“ナイトロジェンマスタード・アナログ”は、当業者に一般的に理解される通り、非特
異的にＤＮＡをアルキル化する細胞傷害性化学療法剤を言う。好ましくは、用語“ナイト
ロジェンマスタード・アナログ”は、ＣＬＢ、クロルナファジン、エストラムスチン、メ
クロレタミン、メクロレタミン オキシド塩酸塩、ナベンビキン、フェネストリン、プレ
ドニムスチン、トロホスファミド、ウラシルマスタード、シクロホスファミド、ウラムス
チン、ベンダムスチンおよびメルファランを含み、これらに限定されない化合物群を言う
。
【００１９】
　用語“クロラムブシル耐性慢性リンパ性白血病”は、本明細書で用いられるとき、特に
、ＣＬＢがもはや有効でないか、その治療有効性の減少を示す慢性リンパ性白血病を定義
する。
【００２０】
　ＣＬＢは、米国特許第3,046,301号に記載された工程に従って製造され得る。
　４－メチル－３－[[４－(３－ピリジニル)－２－ピリミジニル]アミノ]－Ｎ－[５－(４
－メチル－１Ｈ－イミダゾール－１－イル)－３－(トリフルオロメチル)フェニル]ベンズ
アミドはまた、国際一般名“ニロチニブ”でも知られている。それはWO 04/005281に記載
された通りに製造され、投与され得る。
　ニロチニブは、WO 2007/015870に開示された一塩酸一水和物の形態で用いられ得る。
【００２１】
　引用された活性な薬物の構造は、現行の版の標準的大要“The Merck Index”、または
、例えばPatents International (例えばIMS World Publications)などのデータベースか
ら取得され得る。対応するその内容は、言及することによって本明細書に組み込まれる。
当業者は、これらの記載に基づいて、十分に、製造することが可能であり、かつ、in vit
ro および in vivoの両方の標準的な試験モデルで、薬学的適応および薬学的性質を試験
することが可能である。
【００２２】
　本発明で開示された組み合わせ剤、例えば、有効成分が、それぞれの場合で、遊離形ま
たは薬学的に許容される塩形である(ａ) ナイトロジェンマスタード・アナログ、好まし
くはＣＬＢまたはシクロホスファミド、あるいは、(ａ) フルダラビンと、(ｂ) ニロチニ
ブと、所望により少なくとも１種の薬学的に許容される担体を含む組み合わせ剤は、以降
、本発明の組み合わせ剤と記載する。
【００２３】
　本発明の組み合わせ剤は、ＣＬＬの処置に有益な効果を示す。本発明の一つの好ましい
態様において、本発明の組み合わせ剤で処置される増殖性疾患は、ＣＬＢに耐性であるＣ
ＬＬである。
【００２４】
　驚くべきことに、本発明の組み合わせ剤はまた、ニロチニブまたはその薬学的に許容さ
れる塩の代わりにメシル酸イマチニブを用いた対応する組み合わせ剤よりも、ＣＬＬ患者
の耐容性が良い。
【００２５】
　本発明の組み合わせ剤が、本明細書で記載された有益な効果をもたらすことは、確立さ
れた試験モデルによって示され得る。当業者は、このような有益な効果を証明するための
関連の試験モデルを十分に選択し得る。本発明の組み合わせの薬理学的活性は、例えば、
臨床試験で、または、本質的に下で記載した試験手順で実証され得る。
【００２６】
　適当な臨床試験は、特に、後期ＣＬＬを有するＣＬＬ患者における、無作為化二重盲検
式並行試験である。当該試験は、特に、互いに独立に複数の有効成分を用いた単剤治療の
効果および本発明の組み合わせ剤を用いた治療の効果を比較するのに適当であり、特に本
発明の組み合わせ剤の複数の有効成分の相乗作用を証明するのに適当である。当該試験に
おける第１エンドポイントは、活動指数(performance status)、クォリティー・オブ・ラ
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イフ・スコア、または、疾患の無増悪期間であり得る。適当な試験設計において、患者は
、例えば、２週間の処置サイクルで、１日当たり５０から１０００mgの範囲の用量のニロ
チニブおよび０.２から１mg/kg/日の範囲の用量のＣＬＢを投与される。
【００２７】
　本発明の組み合わせ剤を含む、ＣＬＬに対して併用で治療有効量を含む医薬組成物を提
供することが、本発明の１つの目的である。この組成物において、組み合わせパートナー
(ａ)および(ｂ)は、一緒に投与されてもよく、一方の後に他方が投与されてもよく、ある
いは、１個の組み合わされた単位投与形で、または、２個の別個の単位投与形で別個に投
与されてもよい。単位投与形はまた、固定化された組み合わせであってもよい。
【００２８】
　本発明による医薬組成物は、それ自身既知の方法で製造されてもよく、また、ヒトを含
む哺乳動物(温血動物)への、経腸投与、例えば経口投与または直腸投与、および非経腸投
与に適当なものであり、少なくとも１種の薬理学的に活性な組み合わせパートナーのみを
含むか、または、特に経腸または非経腸適用に適当な１種以上の薬学的に許容される担体
と組み合わせて含む。本発明の一つの態様において、１種以上の有効成分が経口で投与さ
れる。
【００２９】
　特に、本発明の組み合わせ剤の、治療有効量の各組み合わせパートナーは、同時にまた
は連続して、何れかの順序で投与されてもよく、該複数の成分は、別個に投与されても、
固定化された組み合わせとして投与されてもよい。例えば、本発明によるＣＬＬの進行を
遅らせる方法またはＣＬＬを処置する方法は、同時にまたは何れかの順序で連続して、併
用で治療有効量で、好ましくは相乗的有効量で、例えば本明細書に記載された量に対応す
る１日投与量で、(i) 遊離形または薬学的に許容される塩形の第１の組み合わせパートナ
ーを投与すること、および、(ii) 遊離形または薬学的に許容される塩形の第２の組み合
わせパートナーを投与することを含み得る。本発明の組み合わせ剤の個々の組み合わせパ
ートナーは、治療の過程で、異なる時間で別個に投与されてもよく、分割されたまたは単
一の組み合わせ剤の形態で一緒に投与されてもよい。さらに、用語“投与”はまた、in v
ivoで組み合わせパートナー自身に変換される、組み合わせパートナーのプロドラッグの
使用を包含する。従って、本発明は、全ての同時または交互の処置のかかるレジメを包含
すると理解されるべきであり、用語“投与すること”もこれに従って解釈されるべきであ
る。
【００３０】
　本発明の組み合わせ剤で用いられる各組み合わせパートナーの有効投与量は、用いられ
る特定の化合物または医薬組成物、投与方法、処置されるＣＬＬの病期、および処置され
る状態の重症度に依存して変化し得る。従って、本発明の組み合わせ剤の投与レジメは、
投与経路および患者の腎臓および肝臓の機能を含む多様な要因に従って選択される。通常
の技術を有する医師、臨床医、または獣医は、状態の進行を予防し、留め、または阻止す
るのに必要な１個の有効成分の有効量を、容易に決定し、処方し得る。有効成分の濃度を
、毒性なしで効果が得られる範囲内に達成させるのに最適な精度は、標的部位への有効成
分の利用可能性の動力学に基づいたレジメを必要とする。このことは、複数の有効成分の
分布、平衡および排出に対する考察を含む。
【００３１】
　ＣＬＢは、０.１から１mg/kg/日の投与量範囲で、好ましくは０.２から０.８mg/kg/日
の投与量範囲で投与され得る。最も好ましくは、ＣＬＢは、０.６mg/kg/日の投与量で投
与される。
【００３２】
　種、年齢、個々の状態、投与方法および問題の臨床像に依存して、約５０から１０００
mgの１日投与量のニロチニブを、約７０kg体重の温血動物に投与する。
【００３３】
　本発明はまた、ＣＬＬに罹患しているヒト対象に、ニロチニブまたはその薬学的に許容
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される塩を投与する方法に関する。
【００３４】
　本発明の組み合わせ剤で用いられる組み合わせパートナーが、単剤として販売されてい
る形態で適用されるとき、その用量および投与方法は、本明細書で特記しない限り、本明
細書で記載される有益な効果をもたらすために各々の市販薬の添附文書に提供された情報
に従って行われ得る。
【００３５】
　本発明の組み合わせ剤は、組み合わせ製剤または医薬組成物であってもよい。
【００３６】
　さらに、本発明は、ＣＬＬの処置における、および、ＣＬＬを処置する医薬の製造にお
ける、本発明の組み合わせ剤の使用に関する。
【００３７】
　さらに、本発明は、ＣＬＬを処置する医薬の製造における、ニロチニブと組み合わせた
ＣＬＢの使用に関する。
【００３８】
　さらに、本発明は、ＣＬＬの処置において、同時に、別個に、または連続して使用する
ための指示書と共に、有効成分として本発明の組み合わせ剤を含む商業用包装物を提供す
る。
【実施例】
【００３９】
実施例Ｉ：ニロチニブがＣＬＬリンパ球をＣＬＢに感受性とする
Ａ) 物質および方法
Ａ－１) ＣＬＬリンパ球の単離および細胞培養
　ＣＬＬ患者の末梢血から、Ficoll Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Sweden) での沈降遠
心分離によって、以前に記載された通りに(Christodoulopolis G. et al., Cancer Resea
rch, 1999, 5:2178-84)、リンパ球を単離する。１×１０６細胞/mlを含むアリコートをＴ
リンパ球分析にかける。混入Ｔリンパ球のパーセンテージを、ＣＤ３抗体による蛍光活性
化細胞分類分析を用いて決定する。我々の母集団における混入Ｔリンパ球のパーセンテー
ジ(平均％±ＳＥとして表記)は、６.４±１.８である。
　WSU細胞株は、ＣＬＬ患者から誘導されたＢリンパ球細胞株である (Mohammad R.M., et
 al., Leukemia, 1996, 10:130-7)。
【００４０】
Ａ－２) 平板効率および投与
　リンパ球およびWSU CLLリンパ球を、９６ウェル・プレートに、１０％　ＦＢＳを加え
たＲＰＭＩ中それぞれ１.５×１０６リンパ球／mlおよび１.２５×１０５細胞/ml含む２
００μｌ懸濁液で播種する。直線的平板効率を有する用量応答のみを分析する。次いでリ
ンパ球を、３７℃で、種々の濃度のニロチニブ(０～１００μＭ)のみ、ＣＬＢ(０～１０
０μＭ)のみ、または種々の濃度の両方の薬物の存在下でインキュベートする。
【００４１】
Ａ－３) 細胞傷害アッセイ
　ＭＴＴアッセイを、先に記載された(Christodoulopolis G et al., Cancer Research, 
1998, 58:1789-92)とおりのプレーティング後７２時間で、２０μｌのＲＰＭＩ培地中５m
g/ml　ＭＴＴ(臭化 ３－[４,５－ジメチルチアゾール－２－イル]－２,５－ジフェニル－
テトラゾリウム)の溶液を、それぞれのウェルに添加することによって行う。ＣＬＢのみ
、ニロチニブのみ、またはニロチニブ存在下でのＣＬＢのＬＤ５０を、コントロール値の
５０％の吸光度測定値まで減少させるのに必要な薬物の濃度として定義する。ビークル処
置細胞(コントロール)に対する処置後の生存細胞のパーセンテージを、(ＯＤ処置細胞／
ＯＤ非処置細胞)×１００として計算する。式：ａ／Ａ＋ｂ／Ｂ＝Ｉによって、相乗作用
を決定する。ここで、ａは、コントロール値の５０％となるのに必要な、濃度ｂのニロチ
ニブを組み合わせたＣＬＢの濃度であり；Ａは、ニロチニブなしでＬＤ５０を生じるＣＬ



(9) JP 2011-507880 A 2011.3.10

10

20

30

40

50

Ｂの濃度であり；Ｂは、ＣＬＢの非存在下でＬＤ５０を生じるニロチニブの濃度である。
式に従うと、Ｉ＜１であるとき、相互作用は相乗的であり、Ｉ＝１であるとき、相互作用
は相加的であり、Ｉ＞１であるとき、拮抗的相互作用である。
【００４２】
Ａ－４)統計学的分析
　平均値間の差異を、両側ｔ検定によって評価する。相関分析および線形回帰分析は、EX
CEL Statistical Tool Packageを用いて行われる。
【００４３】
結果
　ニロチニブは、クロラムブシルに対するＣＬＬリンパ球(１６／１９サンプル)の感受性
化において、イマチニブよりも強い有効性を有した。
【００４４】
実施例II
患者
　モントリオールのJewish General HospitalでＢ－ＣＬＬと診断された２１人の患者が
、インフォームド・コンセント後、試験に参加した。患者は、臨床的に処置されていない
か(ｎ＝１３)、または種々の期間ＣＬＢで処置されている(ｎ＝８)かの何れかであった。
【００４５】
細胞毒性アッセイ
　Ficoll-Hypaque (Pharmacia)を用いて、末梢血からリンパ球を単離した。単離されたＢ
リンパ球群において、Ｔリンパ球の混入は、２.３０±２.０７であった(％平均値±S.D.
として表され、フローサイトメトリー分析によって決定された)。ＣＬＬリンパ球(３×１
０６細胞/ml)を、１０％　ＦＢＳを添加したRPMI 1640でプレーティングし、種々の濃度(
０～１００μＭ)のイマチニブ(Novartis)、ニロチニブ(Novartis)、クロラムブシルのみ(
Sigma-Aldrich Co)、または示された組み合わせの存在下でインキュベートした。コント
ロールのサンプルを、最大容積のＤＭＳＯと共にインキュベートした。先に記載された(C
hristodoulopoulos et al, Cancer Res, 58: 1789-1792, 199835)とおりの処置の７２時
間後、ＭＴＴアッセイを行った。式：ａ／Ａ＋ｂ／Ｂ＝Ｉによって相乗作用を決定した。
ここで、ａは、濃度ｂのイマチニブまたはニロチニブを組み合わせたＣＬＢのＩＣ５０(
コントロールの５０％をもたらす濃度)であり；Ａは、イマチニブまたはニロチニブなし
でのＣＬＢのＩＣ５０であり；Ｂは、ＣＬＢ非存在下でのイマチニブまたはニロチニブの
ＩＣ５０である。式に従うと、Ｉ＜１であるとき、相互作用は相乗的であり、Ｉ＝１であ
るとき、相互作用は相加的であり、Ｉ＞１であるとき、拮抗的相互作用である。
【００４６】
統計学的分析
　ＡＮＯＶＡおよびｔ検定による統計学的分析は、SigmaStat software (Systat Softwar
e Inc., San Jose, CA, USA)により行った。
【００４７】
結果
両方のｃ－ａｂｌ阻害剤ともＢ－ＣＬＬリンパ球をクロラムブシルに感受性とする
　合計２１人のＣＬＬ患者がこの試験に参加した。１３人の患者は、臨床的に処置されて
おらず(患者１から１３)、８人は予めクロラムブシルでの治療を受けていた(処置患者１
４から２１)。患者の年齢の中間値は７２才であり(４５才から９０才の範囲)、ＷＢＣ数
の中央値は８３.７×１０９細胞／Ｌ(３２.８７×１０９から２５６.２７×１０９細胞／
Ｌの範囲)であった。
【００４８】
　ＭＴＴアッセイを用いて、ＣＬＬ患者由来のリンパ球における、ＣＬＢのみ、イマチニ
ブのみ、ニロチニブのみまたはＣＬＢと１、５または１０μＭのイマチニブもしくはニロ
チニブの組み合わせの細胞毒性を決定した。
【００４９】
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　１、５または１０μＭで用いられるとき、ニロチニブは、試験された患者の８４.６％
、１００％および９０.５％で、それぞれ、ＣＬＬリンパ球をＣＬＢに対して感受性にし
た(相乗作用＋相加作用)。一方、イマチニブは、同じ濃度で、これらのサンプルの６６.
７％、６８.４％および３６.８％しか、ＣＬＢに対して感受性にしなかった。興味深いこ
とに、Ｂ－ＣＬＬリンパ球のＣＬＢへの感受性化は、５または１０μＭのニロチニブで、
イマチニブより統計学的に強力である(図)。
【００５０】
　さらに、２１人の患者のうち５人を、Ｂ－ＣＬＬリンパ球をＣＬＢに対して感受性にす
る能力で選択した。ＭＴＴアッセイを用いて、我々は、これら５人の患者由来の悪性Ｂリ
ンパ球における、ＣＬＢ細胞毒性へのニロチニブおよびイマチニブの効果を評価した。Ｉ
値が、Ｉ＜１またはＩ＞１であるとき、それぞれは、ＣＬＢおよびｃ－ａｂｌ阻害剤が、
相乗的にまたは拮抗的に作用することを示す。
【００５１】
表：

【表１】

【００５２】
結論：我々は、ここで、イマチニブよりも強力なc-abl阻害剤であるニロチニブは、Ｂ－
ＣＬＬリンパ球において、より高いＣＬＢ細胞傷害剤の相乗作用効果を有することを実証
する。
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