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(57)【要約】
　本発明は、以下のような式（Ｉ）の化合物またはその
薬学的な塩に関し、式中、ＲはＨ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５

ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であ
り、Ｒ１は、交差する断続線がＲｉを式（Ｉ）の分子に
連結して形成される結合を示すところであり、Ｒ２およ
びＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２お
よびＲ３は同時にＯＨではなく、Ｒ４は、Ｈ５Ｒ５Ｃ（
Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ
（Ｏ）であり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく
、Ｒ５は、一般式：ＣＨ３－（ＣＨ２）ｎ－（ＣＨ＝Ｃ
Ｈ－ＣＨ２）ｍ－ＣＨ＝ＣＨ－（ＣＨ２）ｋ－を有し、
ｋは０～７の整数であり、ｍは０～２の整数であり、ｎ
は０～１０の整数である。これらの化合物の製造および
使用方法も開示される。
【化１】
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（Ｉ）
【化１】

（式中、
　ＲはＨ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であり
、
　Ｒ１は、
【化２】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示し、
　Ｒ２およびＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２およびＲ３は同時にＯＨ
ではなく、
　Ｒ４は、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）で
あり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく、
　Ｒ５は、一般式：
　ＣＨ３－（ＣＨ２）ｎ－（ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ２）ｍ－ＣＨ＝ＣＨ－（ＣＨ２）ｋ－を有
し、
　ｋは０～７の整数であり、
　ｍは０～２の整数であり、
　ｎは０～１０の整数である）
の化合物またはその薬学的な塩。
【請求項２】
　ｋが４である、請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　ｎが１０である、請求項２に記載の化合物。
【請求項４】
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　Ｒ１が、
【化３】

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項５】
　Ｒ４がＨである、請求項４に記載の化合物。
【請求項６】
　ＲがＲ５Ｃ（Ｏ）であり、Ｒ１が、

【化４】

であり、Ｒ２がＨであり、Ｒ３がＯＨであり、Ｒ４がＨであり、ｋが４であり、ｍが０で
あり、ｎが１０である、請求項１に記載の化合物。
【請求項７】
　請求項１に記載の化合物、ならびに薬学的な賦形剤、希釈剤、および／またはキャリア
を含む医薬組成物。
【請求項８】
　新生物状態について対象を治療する方法であって、
　新生物状態を有する対象を選択することと、
　式：
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【化５】

（式中、
　ＲはＨ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であり
、
　Ｒ１は、

【化６】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示し、
　Ｒ２およびＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２およびＲ３は同時にＯＨ
ではなく、
　Ｒ４は、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）で
あり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく、
　Ｒ５は、一般式：
　ＣＨ３－（ＣＨ２）ｎ－（ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ２）ｍ－ＣＨ＝ＣＨ－（ＣＨ２）ｋ－を有
し、
　ｋは０～７の整数であり、
　ｍは０～２の整数であり、
　ｎは０～１０の整数である）
の化合物またはその薬学的な塩を、前記対象において新生物状態を治療するために有効な
条件下で前記対象に投与することと
を含む方法。
【請求項９】
　前記新生物状態が癌性疾患である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記癌性疾患が、固形腫瘍または血液癌または悪性腫瘍である、請求項９に記載の方法
。
【請求項１１】
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　前記癌性疾患が、白血病、リンパ腫、多発性骨髄腫、または骨髄異形成症候群である、
請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記固形腫瘍が、乳房、卵巣、前立腺、脳、膀胱、および肺からなる群から選択される
組織の癌である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　ｋが４である、請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　ｎが１０である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　Ｒ１が
【化７】

である、請求項８に記載の方法。
【請求項１６】
　Ｒ４がＨである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　ＲがＲ５Ｃ（Ｏ）であり、Ｒ１が、

【化８】

であり、Ｒ２がＨであり、Ｒ３がＯＨであり、Ｒ４がＨであり、ｋが４であり、ｍが０で
あり、ｎが１０である、請求項８に記載の方法。
【請求項１８】
　炎症状態について対象を治療する方法であって、
　炎症状態を有する対象を選択することと、
　式：
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【化９】

（式中、
　Ｒは、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であ
り、
　Ｒ１は、

【化１０】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示し、
　Ｒ２およびＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２およびＲ３は同時にＯＨ
ではなく、
　Ｒ４は、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）で
あり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく、
　Ｒ５は、Ｃ３～Ｃ２６アルケニルであり、ここでＲ５は、一般式：
　ＣＨ３－（ＣＨ２）ｎ－（ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ２）ｍ－ＣＨ＝ＣＨ－（ＣＨ２）ｋ－を有
し、
　ｋは０～７の整数であり、
　ｍは０～２の整数であり、
　ｎは０～１０の整数である）
の化合物またはその薬学的な塩を、前記対象において炎症状態を治療するために有効な条
件下で前記対象に投与することと
を含む方法。
【請求項１９】
　前記炎症状態が、肺、結合組織、胃腸管、または脈管構造の炎症状態である、請求項１
８に記載の方法。
【請求項２０】
　ｋが４である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
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　ｎが１０である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　Ｒ１が、
【化１１】

である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２３】
　Ｒ４がＨである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　ＲがＲ５Ｃ（Ｏ）であり、Ｒ１が、

【化１２】

であり、Ｒ２がＨであり、Ｒ３がＯＨであり、Ｒ４がＨであり、ｋが４であり、ｍが０で
あり、ｎが１０である、請求項１８に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、参照によってその全体が本明細書に援用される２００７年９月２６日に出願
された米国仮特許出願第６０／９７５，４３７号の利益を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、アザシチジン類似体およびその使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　ＤＮＡおよびＲＮＡの構成要素として見出される天然ヌクレオシドの誘導体であるヌク
レオシド類似体は初期には抗結核阻として評価されていたが、このような化合物は、人間
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上の間市場において登録されており、現在、約３５の製品が日常的に使用されている。以
下の表１に示される天然ヌクレオシドは、２種類の窒素塩基、すなわちプリン（アデニン
およびグアニンで例示される）およびピリミジン（チミン、ウラシル、およびシトシンで
例示される）と、単糖のリボースまたはデオキシリボースとで構成される。
【０００４】
【表１】

【０００５】
　天然ヌクレオシドは全て、以下の式Ａに示されるように、いわゆるβ－Ｄ配置で存在す
る。糖環の窒素塩基およびヒドロキシ－メチル側鎖は、両方とも糖環平面の同じ側（ｃｉ
ｓ）にある。



(9) JP 2010-540556 A 2010.12.24

10

20

30

40

50

【化１】

【０００６】
　抗癌または抗ウイルス活性を有するヌクレオシド誘導体を得るために、窒素塩基および
／または単糖のいずれかにおける化学修飾が行われている。例えば、窒素塩基における、
ハロゲン原子または他の官能基の付加、追加の窒素原子の挿入、もしくはリボースからア
ラビノースへの単糖環の立体化学的変化またはデオキシリボースのためのヒドロキシル基
の除去によって、潜在的な治療利益を有する製品をもたらすことができる。多くの製品で
は単糖環は保存されているが、一方で、糖環が鎖に変化されている製品もある。ヌクレオ
シド類似体は、中位～優れた水溶解度を有する小分子である。
【０００７】
　世界的なＡＩＤＳの蔓延のためにヌクレオシド類似体の分野に投入された広範な研究お
よび開発努力は、作用のメカニズム、化学修飾による活性プロファイルの変化などの基礎
知識および理解を支持し、癌治療の分野にも関連する。
【０００８】
　ヌクレオシド類似体を含む多くの薬物に関する一般的な弱点は、問題となっている実際
の疾患の治療のための活性が低く、特異性が劣ることである。これらの問題のいくつかは
原薬自体の固有の活性に関係し、いくつかは特定の耐性メカニズム（患者に固有であるか
、あるいは治療中に獲得される、例えば、癌治療における多剤耐性（ＭＤＲ））に関係し
得る。いくつかの問題は、特定のあまり良くない輸送または細胞取り込み、および活性化
メカニズムに関係し得る。いくつかの問題は、薬物の急速な不活性化および／または排泄
に関係し得る。
【０００９】
　ヌクレオシド類似体の効力は、大部分は、天然ヌクレオシドを模倣するその能力に依存
し、従って、ウイルスおよび／または細胞酵素と相互作用し、核酸の代謝における重要な
過程を妨害または阻害する。その抗ウイルスまたは抗癌活性を発揮するために、ヌクレオ
シド類似体は、ウイルスおよび／または細胞キナーゼの作用によって、その一リン酸およ
び二リン酸を介してその対応する三リン酸に転換されなければならない。原則として、三
リン酸は活性剤であるが、いくつかの製品、例えばゲムシタビンについては、二リン酸で
も臨床的に有意な効果を発揮し得る。
【００１０】
　病的、癌性またはウイルス感染の細胞または組織に到達するために、経腸投与または非
経口投与の後、ヌクレオシド類似体は有利な薬物動態学的特性を有さなければならない。
投与された薬物の急速な排泄に加えて、多くのヌクレオシド類似体は、血流中および組織
内の両方において非活性化され得る。例えば、シトシン誘導体は、一リン酸レベルでも、
デアミナーゼと呼ばれる種類の酵素の作用により急速に脱アミノ化されて、不活性ウラシ
ル類似体になり得る。多くのヌクレオシド類似体の細胞取り込み、そしてそれにより良好
な治療効力は、膜結合型ヌクレオシド輸送タンパク質（濃縮型および拡散型ヌクレオシド
トランスポーターと呼ばれる）に強く依存する。従って、このような特異的な取り込みメ
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カニズムに依存しない化合物が探求される。特に抗癌分野におけるさらにもう１つの活性
制限因子は、細胞修復メカニズムである。抗癌性ヌクレオシド類似体一リン酸は、細胞Ｄ
ＮＡに取り込まれる際に、ｐ５３タンパク質に関連されるエキソヌクレアーゼ活性のため
に癌細胞ＤＮＡから除去されてはならない。しかしながら、正常細胞のＤＮＡからのヌク
レオシド類似体の除去は、薬物の副作用を制限するために有益である。
【００１１】
　長年にわたって、活性制限特性のいくつかまたは多くをかなりの程度まで克服する多く
のヌクレオシド類似体が開発されてきた。一例として、アシクロビル（ＡＣＶ）は、高い
特異性を有する化合物として例示することができる。ＡＣＶ－一リン酸はウイルスキナー
ゼによってのみ形成することができ、これは非感染細胞ではＡＣＶを活性化できないこと
を意味する。この事実にもかかわらず、ＡＣＶは、特に活性な製品ではない。ヌクレオシ
ド類似体の活性化における頻繁な律速段階を回避するために、ヌクレオシド類似体一リン
酸、シドホビルなどのいくつかのホスホン酸塩、さらに一リン酸製品の細胞内形成が開発
されている。経口取込みを容易にするため、または体内での有利な薬物動態を確実にする
ために、ヘプセラなどの特定のプロドラッグが作られている。
【００１２】
　臨床的有用性の増強を促進するためにヌクレオシド類似体に成された構造変化に加えて
、活性を改善するためにさらなる修飾が行われている。脂質部分の付加から得られる修飾
ヌクレオシド類似体のいくつかの例がある（米国特許第６，１５３，５９４号、同第６，
５４８，４８６号、同第６，３１６，４２５号、および同第６，３８４，０１９号、欧州
特許出願公開第Ａ－５６２６５号および同Ａ－３９３９２０号、ならび国際公開第９９／
２６９５８号パンフレット）。これは、例えば、エステル、アミド、カルボネート、また
はカルバメート結合による脂肪酸の連結によって達成することができる。ヌクレオシド類
似体のリン脂質誘導体などのより精巧な製品を作ることができる。Eur J Pharm Sci 11b 
Suppl 2: 15-27(2000)、欧州特許第５４５９６６号、カナダ特許第２４６８０９９号、な
らびに米国特許第６，３７２，７２５号および同第６，６７０，３４１号を参照されたい
。このような類似体は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはレトロウイルスによって生じる感染症の
治療および予防に特に適した抗ウイルス活性を有することが記載されている。これらは、
悪性腫瘍の治療にも適している。ヌクレオシド類似体の脂質誘導体は、いくつかの目的を
果たすことができる。これらは、デアミナーゼに対する基質ではないプロドラッグと見な
すことができ、それにより、血流中での輸送の間、ヌクレオシド類似体は非活性化から保
護される。また脂質誘導体は、細胞膜を横切ってより効率的に輸送することもでき、その
結果、ヌクレオシド類似体の細胞内濃度が高められる。また脂質誘導体は、腫瘍ターゲテ
ィングのために設計された皮膚調製物、経口製品（米国特許第６，５７６，６３６号およ
び国際公開第０１／１８０１３号パンフレットを参照）、またはリポソームなどの特定の
製剤（米国特許第５，２２３，２６３号を参照）において使用するためにもより適してい
る。
【００１３】
　単糖環の保存β－Ｄ配置を有するヌクレオシド類似体、または非環状側鎖を有するヌク
レオシド類似体に関して、抗ウイルスまたは抗癌活性は、一価不飽和ω－９Ｃ１８および
Ｃ２０脂肪酸の脂質誘導体の形成によって最も効率的に改善され得ることが実証されてい
る。Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol., 53-61(1999)、Cancer Research 59
: 2944-2949(1999)、Gene Therapy, 5: 419-426(1998)、Antiviral Research, 45: 157-1
67(2000)、およびBiochemical Pharmacology, 67: 503-511(2004)を参照されたい。好ま
しい一価不飽和誘導体は多価不飽和対応物よりも活性であるだけでなく、より結晶性であ
ると共に脂質鎖の酸化に対して化学的に安定である。従って、これらは、化学的および薬
学的な製造の観点からより有利な化合物である。また、一価不飽和ω－９Ｃ１８およびＣ
２０脂肪酸は、多数の生物学的に活性な非ヌクレオシド化合物の治療活性の改善に適して
いることも実証されている（欧州特許第０９７７７２５号を参照されたい）。
【００１４】
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　ヌクレオシド類似体の比較的新しいサブグループは、いわゆるａｚａ－Ｃ誘導体である
。この種類の化合物では、ピリミジン塩基の５位のＣＨ基は、以下の式Ｂに示されるよう
に窒素原子と交換されている。
【化２】

【００１５】
　異常なＤＮＡメチル化によって発現停止された腫瘍抑制遺伝子は、これらの新規の化学
療法薬による再活性化のための潜在的なターゲットである。ＤＮＡメチル化の強力な阻害
剤および抗白血病剤のアザシチジンおよび５－アザ－２’－デオキシシチジン誘導体（５
－ａｚａ－Ｃ、５－ａｚａ－ＣｄＲ、デシタビン）は、サイレント腫瘍抑制遺伝子を再活
性化することができる。高濃度において、化合物は細胞毒性であるが、より低い濃度では
、低メチル化が細胞株の分化をもたらす。化合物は、デオキシシチジンキナーゼによる代
謝活性化を必要とし、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼの阻害を生じる。これらの誘導体
の治癒可能性の１つの障害は、シチジンデアミナーゼ（ＣＤ）によるインビボでのその急
速な不活性化である。水溶液中での不安定性およびその副作用プロファイルも臨床活性を
限定する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明は、従来技術におけるこれらのおよびその他の欠点を克服することに関する。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
発明の概要
　本発明の１つの態様は、式（Ｉ）
【化３】

の化合物またはその薬学的な塩に関し、式中、Ｒは、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ
（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であり、Ｒ１は、
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【化４】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示し、Ｒ

２およびＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２およびＲ３は同時にＯＨでは
なく、Ｒ４は、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ
）であり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく、Ｒ５は、一般式：
ＣＨ３－（ＣＨ２）ｎ－（ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ２）ｍ－ＣＨ＝ＣＨ－（ＣＨ２）ｋ－を有し
、ｋは０～７の整数であり、ｍは０～２の整数であり、ｎは０～１０の整数である。
【００１８】
　本発明のもう１つの態様は、式（Ｉ）の化合物、ならびに薬学的な賦形剤、希釈剤、お
よび／またはキャリアを含む医薬組成物に関する。
【００１９】
　本発明のさらなる態様は、新生物状態について対象を治療する方法に関する。この方法
は、新生物状態を有する対象を選択することと、上記のような式（Ｉ）の化合物またはそ
の薬学的な塩を、対象の新生物状態を治療するために有効な条件下で対象に投与すること
とを含む。
【００２０】
　本発明のさらなる態様は、炎症状態について対象を治療する方法に関する。この方法は
、炎症状態を有する対象を選択することと、上記のような式（Ｉ）の化合物またはその薬
学的な塩を、対象の炎症状態を治療するために有効な条件下で対象に投与することを含む
。
【００２１】
　緩衝液および血漿中でのＡｚａ－Ｃの不安定性はよく知られている（参照によってその
全体が本明細書に援用されるIsraili et al., Cancer Research 36, 1453-1461(1976)、R
udek et al., J Clin Oncol, 23:17, 3906-3911(2005)、Rustum et al., J Chromat, 421
: 12, 387-91(1987)、Zhao et al., J Chromat B, 813, 81-88(2004)を参照）。臨床血漿
サンプル中で１．５０±２．３０時間の平均末端半減期が、Ａｚａ－Ｃについて報告され
ている（参照によってその全体が本明細書に援用されるRudek et al., J Clin Oncol, 23
:17, 3906-3911(2005)を参照）。インビトロでは、－６０℃でも４．５日貯蔵した後には
２０％のＡｚａ－Ｃの損失が示され、室温で貯蔵したときには０．５時間以内に１０％の
損失が示される（参照によってその全体が本明細書に援用されるZhao et al., J Chromat
 B , 813, 81-88(2004)を参照）。Ａｚａ－Ｃの主な不安定性は、５－アザ－ピリミジン
環の急速な（第１段階は可逆的である）開環（その後、ギ酸の脱離を伴う）によるものと
考えられる（参照によってその全体が本明細書に援用されるChan et al., J Pharma Sci,
 68;7, 807-12(1979)を参照）。その他の分解経路は４位のアミノ基の脱アミノ化および
グリコシド結合の加水分解であると考えられ、Ｄ－リボースおよび５－アザシトシンが得
られる。意外にも、好ましいＡｚａ－Ｃ脂質誘導体は、Ａｚａ－Ｃ自体よりも著しく良好
な血漿安定性プロファイルを有することが分かった。化合物は、実験条件下、室温で少な
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存パーセント）、血漿タンパク質の沈殿後、抽出後の上澄み中に有意な分解産物は観察さ
れなかった。好ましい脂質化合物の血漿安定性は、さらに、３７℃で貯蔵した場合にも実
験した。脂質側鎖がＡｚａ－Ｃに結合されると、化合物のＡｚａ部分の開環または他の分
解は著しく低減されることが示される。
【００２２】
　Ａｚａ－Ｃの急速な分解は、Ａｚａ－Ｃの臨床用途における難点である。Ａｚａ－Ｃ自
体よりも脂質誘導体の血漿安定性を高めると、高くそして持続した脂質誘導体の患者血漿
レベルを与えることができる。これにより、Ａｚａ－Ｃ自体よりも良好な組織／器官／腫
瘍分布、ならびに薬物への細胞暴露および薬物の取込みがまず得られ、続いて、Ａｚａ－
Ｃ－５’－エステル結合の細胞内加水分解の後に、より良好なＡｚａ－Ｃへの腫瘍細胞Ｄ
ＮＡ暴露を得ることができる。
【００２３】
　本発明の実施形態は、アザシチジンおよびデオキシシチジン（例えば、５－アザ－２’
－デオキシシチジン）の修飾により、アザシチジンおよびデオキシシチジン（例えば、５
－アザ－２’－デオキシシチジン）と比較して驚くほど異なる特性を有する新規の分子を
作る。これは、血液悪性腫瘍に限定されるアザシチジンおよびデオキシシチジン（例えば
、５－アザ－２’－デオキシシチジン）の抗癌活性を遥かに超える活性を有する一連の化
合物を作る。これらの新規の化合物は、乳癌および子宮頸癌を含む広範囲の固形腫瘍に対
して抗癌効力を有する。また化合物は治療耐性を有する癌に対しても驚くほど活性であり
、従って、現在の治療選択肢が限定されている固形腫瘍において治療上の利点を提供する
ことができる。本発明の実施形態は、選択肢および効力が限定されている癌を治療し、満
たされない要求をかなえるための治療用途を有する。
【００２４】
　これらの化合物は、限られた暴露の後、より早期の活性の発現を示し、そのため、臨床
環境においてほんの短い治療期間の後に有効であり得る。これは、親薬物と比較して短く
、頻度の少ない治療的暴露および薬物関連毒性の低下につながり得る。これは、治療指数
の向上を提供し得る。
【００２５】
　脂質（エステル、アミド、カルバメートおよびカルボネートを含む）成分の添加による
構造の変化はアゾールシチジン環を保存し、従って、エピジェネティックメカニズムにお
ける分子の効果も保存する。エピジェネティック調節は、癌および炎症における遺伝子発
現を変更するための重要なメカニズムを提供する。これらの新規の化合物はアザシチジン
よりも低い濃度で活性を有し、従ってより強力である。活性スペクトルが変化されたこれ
らの化合物は、固形腫瘍および炎症性疾患におけるエピジェネティックターゲットを調節
することができる。
【００２６】
　エピジェネティックメカニズムは、炎症誘発状態（肺、結合組織、胃腸管および脈管構
造の炎症状態を含むがこれらに限定されない）において重要である。これらの化合物は、
エピジェネティックメカニズムのターゲッティングにより、これらの疾患の原因である炎
症過程を低減または逆戻りさせることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】Ａｚａ－ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の細胞毒活性についての
時間プロファイルを示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
発明の詳細な説明
　本発明の１つの態様は、式（Ｉ）
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【化５】

の化合物またはその薬学的な塩に関し、式中、Ｒは、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ
（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であり、Ｒ１は、

【化６】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示し、Ｒ

２およびＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２およびＲ３は同時にＯＨでは
なく、Ｒ４は、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ
）であり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく、そしてＲ５は、一般式：
ＣＨ３－（ＣＨ２）ｎ－（ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ２）ｍ－ＣＨ＝ＣＨ－（ＣＨ２）ｋ－を有し
、ｋは０～７の整数であり、ｍは０～２の整数であり、ｎは０～１０の整数である。
【００２９】
　好ましい実施形態では、ｋは４であり、そしてｎは１０である。特定の実施形態では、
Ｒ１は、

【化７】
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であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示す。い
くつかの実施形態では、Ｒ４はＨでよい。特定の実施形態では、ＲはＲ５Ｃ（Ｏ）であり
、ｋは４であり、ｍは０であり、ｎは１０であり、Ｒ２はＨであり、Ｒ３はＯＨであり、
そしてＲ４はＨである。
【００３０】
　本発明のより広範な態様は、式（Ｉ）’
【化８】

の化合物またはその薬学的な塩に関し、式中、ＲはＨ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（
Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）であり、Ｒ１は、
【化９】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）’の分子に連結して形成される結合を示し、
Ｒ２およびＲ３は、独立してＯＨまたはＨであり、ただしＲ２およびＲ３は同時にＯＨで
はなく、Ｒ４は、Ｈ、Ｒ５Ｃ（Ｏ）、Ｒ５ＣＨ２ＯＣ（Ｏ）、またはＲ５ＣＨ２ＮＨＣ（
Ｏ）であり、ただしＲおよびＲ４は同時にＨではなく、そしてＲ５は、Ｃ３～Ｃ２６アル
ケニルである。
【００３１】
　式（Ｉ）’の化合物の好ましい実施形態では、ｋは４であり、そしてｎは１０である。
特定の実施形態では、Ｒ１は、
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【化１０】

であり、交差する断続線は、Ｒ１を式（Ｉ）’の分子に連結して形成される結合を示す。
いくつかの実施形態では、Ｒ４はＨでよい。その他の実施形態では、ＲはＲ５Ｃ（Ｏ）で
あり、ｋは４であり、ｍは０であり、ｎは１０であり、Ｒ２はＨであり、そしてＲ３はＯ
Ｈである。特定の実施形態では、Ｒ５はＣ９～Ｃ２６アルケニルである。
【００３２】
　本発明のもう１つの態様は、式（Ｉ）の化合物、ならびに薬学的な賦形剤、希釈剤、お
よび／またはキャリアを含む医薬組成物に関する。
【００３３】
　本発明の剤は、経口で、非経口、例えば皮下、静脈内、筋肉内、腹腔内で、鼻腔内点滴
注入によって、あるいは粘膜（鼻、咽喉、および気管支などの）への塗布によって投与す
ることができる。これらは単独で投与されても、適切な薬学的キャリアと共に投与されて
もよく、錠剤、カプセル、粉末、溶液、懸濁液、または乳剤などの固体または液体形態で
あり得る。
【００３４】
　本発明の活性剤は例えば不活性希釈剤または同化可能な食用キャリアと共に経口投与さ
れてもよいし、あるいはハードまたはソフトシェルカプセルに包まれてもよいし、あるい
は錠剤に圧縮されてもよいし、あるいは食餌療法の食物に直接加えられてもよい。治療的
な経口投与の場合、これらの活性剤は賦形剤と合わせられ、錠剤、カプセル、エリキシル
剤、懸濁液、シロップなどの形態で使用され得る。このような組成物および調製物は、少
なくとも０．１％の活性剤を含有しなければならない。これらの組成物中の活性剤の割合
は当然ながら変わり得るが、単位重量の約２％～約６０％の間が便利であり得る。このよ
うな治療的に有用な組成物中の活性剤の量は、適切な投薬量が得られるようなものである
。本発明に従う好ましい組成物は、経口投薬単位が約１～２５０ｍｇの間の活性剤を含有
するように調製される。
【００３５】
　錠剤やカプセルなどは、トラガカントガム、アカシア、コーンスターチ、またはゼラチ
ンなどの結合剤、リン酸二カルシウムなどの賦形剤、コーンスターチ、じゃがいもデンプ
ン、アルギン酸などの崩壊剤、ステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤、およびスクロー
ス、ラクトース、またはサッカリンなどの甘味剤を含有してもよい。投薬単位形態がカプ
セルの場合、上記の種類の材料に加えて脂肪油などの液体キャリアを含有してもよい。
【００３６】
　その他の種々の材料はコーティングとして、あるいは投薬単位の物理的な形態を変更す
るために存在し得る。例えば、錠剤は、セラック、糖、またはその両方でコーティングす
ることができる。シロップは、活性成分に加えて、甘味剤としてのスクロース、防腐剤と
してのメチルおよびプロピルパラベン、染料、ならびにチェリーまたはオレンジフレーバ
ーなどの風味料を含有し得る。
【００３７】
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　これらの活性剤は非経口投与されてもよい。これらの活性剤の溶液または懸濁液は、ヒ
ドロキシプロピルセルロースなどの界面活性剤と適切に混合された水中で調製することが
できる。グリセロール、液体ポリエチレングリコール、および油中のこれらの混合物にお
いて分散液を調製することもできる。実例となる油は石油、動物、植物、または合成起源
のものであり、例えばピーナッツ油、大豆油、または鉱油である。一般に、水、生理食塩
水、デキストロースおよび関連の糖の水溶液、ならびにプロピレングリコールまたはポリ
エチレングリコールなどのグリコールは、特に注射可能な溶液のために好ましい液体キャ
リアである。通常の貯蔵および使用条件下では、これらの調製物は、微生物の成長を防止
するために防腐剤を含有する。
【００３８】
　注射可能な用途に適した医薬品形態には、無菌水溶液または分散液と、注射可能な無菌
溶液または分散液の即時調製のための無菌粉末とが含まれる。全ての場合において、形態
は無菌でなければならず容易な注射可能性が存在する範囲で流体でなければならない。製
造および貯蔵条件下で安定でなければならず、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に
対して保護されなければならない。キャリアは、例えば、水、エタノール、ポリオール（
例えば、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）、
これらの適切な混合物、および植物油を含有する溶媒または分散媒体であり得る。
【００３９】
　本発明の剤は、エアロゾルの形態で直接気道に投与されてもよい。エアロゾルとして使
用するために、溶液または懸濁液中の本発明の剤は、適切な推進剤、例えばプロパン、ブ
タン、またはイソブタンのような炭化水素推進剤および従来の補助剤と一緒に、加圧エア
ロゾル容器内に充填され得る。また本発明の材料は、ネブライザーまたはアトマイザーな
どにおいて非加圧形態で投与されてもよい。
【００４０】
　本発明のさらなる態様は、新生物状態について対象を治療する方法に関する。この方法
は、新生物状態を有する対象を選択することと、上記のような式（Ｉ）の化合物またはそ
の薬学的な塩を、対象の新生物状態を治療するために有効な条件下で対象に投与すること
とを含む。
【００４１】
　特定の実施形態では、新生物状態は癌性疾患である。癌性疾患は、固形腫瘍または血液
癌または悪性腫瘍であり得る。癌性疾患は、白血病、リンパ腫、多発性骨髄腫、または骨
髄異形成症候群であり得る。
【００４２】
　特定の実施形態では、固形腫瘍は、乳房、卵巣、前立腺、脳、膀胱、および肺組織など
の組織の癌であり得る。
【００４３】
　本発明のさらなる態様は、炎症状態について対象を治療する方法に関する。この方法は
、炎症状態を有する対象を選択することと、上記のような式（Ｉ）の化合物またはその薬
学的な塩を、対象の炎症状態を治療するために有効な条件下で対象に投与することとを含
む。
【００４４】
　特定の実施形態では、炎症状態は、肺、結合組織、胃腸管、または脈管構造の炎症状態
である。
【００４５】
　本明細書において他で定義されない限り、本出願に関連して使用される科学および技術
用語は、当業者によって一般に理解される意味を有するものとする。さらに、文脈によっ
て他に必要とされない限り、単数形の用語は複数を含むものとし、複数形の用語は単数を
含むものとする。
【実施例】
【００４６】
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実施例１－試薬、細胞株、および細胞培養
　細胞増殖試薬ＷＳＴ－１は、Roche Applied Science（Manheim, Germany）から入手し
、ＰＩおよびAnnexin V-FITCアポトーシスキットはBD Biosciences（Palo Alto, CA）か
ら購入し、５－アザシチジン（５－ＡｚａＣ）、臭化エチジウム（ＥＢ）、アクリジン・
オレンジ（ＡＯ）、ニトロ・ブルー・テトラゾリウム（ＮＢＴ）、１３－酢酸１２－ミリ
スチン酸ホルボール（ＴＰＡ）は、Sigma Chemical Co（St.Louis, MO）から購入した。
【００４７】
　ヒト前骨髄球性白血病細胞株ＨＬ６０、ヒト組織球性リンパ腫Ｕ９３７、ヒト慢性骨髄
性白血病Ｋ５６２、ヒト急性Ｔ細胞ジャーカット、乳腺癌ＭＣＦ－７、膀胱癌５６３７、
前立腺癌ＤＵ－１４５は、American Type Culture Collectionから購入した。ジャーカッ
トを除く全ての細胞株は、３７℃で５％ＣＯ２の雰囲気中、１０％の熱失活ウシ胎仔血清
（ＦＣＳ）、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、および１００ｍｇ／ｍｌのストレプトマイシ
ンを補充したＲＰＭＩ１６４０培地（Gibco（Glasgow, UK））中に保持した。ジャーカッ
ト細胞は、１．５ｇ／Ｌの重炭酸ナトリウム、４．５ｇ／Ｌのグルコース、１０ｍＭのピ
ルビン酸ナトリウム、および１０％のＦＣＳ、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、および１０
０ｍｇ／ｍｌのストレプトマイシンを補充したＲＰＭＩ１６４０培地中で培養した。
【００４８】
実施例２－細胞毒性アッセイ
　５－アザシチジン脂質の細胞毒性は、生存細胞におけるミトコンドリアデヒドロゲナー
ゼによるテトラゾリウム塩ＷＳＴ－１（４－［３－（４－ロドフェニル）－２－（４－ニ
トロフェニル）－２Ｈ－５－テトラゾリオ］－１，３－ベンゼンジスルホネート）の切断
に基づく比色分析アッセイによって決定した。種々の濃度の５－アザシチジン脂質を含む
または含まない培地中、１×１０６／ｍｌ（ＨＬ６０細胞）または１．２５×１０５／ｍ
ｌ（Ｕ９３７、Ｋ５６２およびジャーカット）の初期濃度で、細胞を９６ウェル平底マイ
クロプレートに播種し、２４～７２時間培養した。ＭＣＦ－７、ＤＵ－１４５、および５
６３７細胞（１×１０４／ｍｌ）をプレーティングし、２４時間付着および延展させた。
種々の濃度の５－アザシチジン脂質を添加し、さらに２４～７２時間培養物を維持した。
培養物をＷＳＴ－１試薬と共に１時間インキュベートした。マイクロプレートリーダー（
Bio-Tek Instruments、Ｅｌｘ８００）により、６５０ｎｍの参照波長を用いて４５０ｎ
ｍでホルマザンの産生を測定した。成長阻害は、未処理の細胞と比較して決定した（％）
。ＩＣ５０値は、CalcuSynソフトウェア（Biosoft）を用いて計算した。
【００４９】
実施例３－アポトーシス細胞の定量化
　Annexin V-FITCによる染色の後、形態学的基準および蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）
を用いてアポトーシス細胞を定義した。形態学的分析のために、１００μｇ／ｍｌのＡＯ
および１００μｇ／ｍｌのＥＢを含有する１μｌの保存液を２５μｌの細胞懸濁液に添加
した。蛍光顕微鏡を用いてアポトーシス細胞およびアポトーシス小体を分析した。合計３
００の細胞をカウントした後、アポトーシス細胞の割合を計算した。ＦＡＣＳ分析のため
に、２×１０５～５×１０６の細胞をＰＢＳで洗浄し、次に、製造業者により提供される
Annexin V-FITCアポトーシス検出キットの使用説明書に従って培地結合試薬（medium-bin
ding reagent）中のAnnexin V-FICSおよびヨウ化プロピジウム（ＰＩ）によって標識化し
た。FACSCAN（Becton Dickinson（San Jose, CA））において、ＦＩＴＣおよびＰＩの蛍
光シグナルをそれぞれ５１８ｎｍおよび６２０ｎｍで検出した。Annexin V-FITC蛍光の対
数をＸ軸に表示し、ＰＩ蛍光の対数をＹ軸に表示した。CellQuestプログラム（Becton Di
ckinson）によってデータを分析した。各分析について１０，０００の細胞事象を記録し
た。
【００５０】
実施例４－細胞周期
　遠心分離によって細胞をペレット状にし、ＰＢＳで２回洗浄し、７０％（ｖ／ｖ）冷エ
タノール（－２０℃）で固定し、４℃で少なくとも２４時間貯蔵した。細胞をＰＢＳ中で
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洗浄した。細胞ペレットをＰＩ／ＲＮａｓｅ染色溶液で染色した。細胞懸濁液を室温で３
０分間、暗所でインキュベートした。FACSCaliburフローサイトメトリー（Becton Dickin
son（Mount View, CA））を用いて、ＤＮＡ含量を決定した。細胞周期のＳｕｂ－Ｇ１、
Ｇ１、ＳおよびＧ２／Ｍ段階における細胞の割合は、ＤＮＡヒストグラム－フィッティン
グプログラム（Becton Dickinson）により決定した。１つのサンプルにつき最低１０，０
００の事象を記録した。
【００５１】
実施例５－Ａｚａ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸エステルの合成
　ペトロセリン酸（１．７５ｍｍｏｌ、４９４ｍｇ）をトルエン（３ｍｌ）中に溶解した
。ＤＭＦ（１０μｌ）を添加した後、塩化オキサリル（３．６ｍｍｏｌ、４５７ｍｇ）を
室温で１０分かけて添加した。３時間後、トルエンを真空除去した。
【００５２】
　Ａｚａ－Ｃ（１．５７ｍｍｏｌ、４２７ｍｇ）をＤＭＡ（６ｍｌ）中に懸濁させ、ＨＣ
ｌ（Ｅｔ２Ｏ中１Ｍ、２．０ｍｍｏｌ、２．０ｍｌ）を添加し、室温で５分後にＥｔ２Ｏ
を真空除去した。得られた濁った溶液を氷水浴中で冷却し、ＤＭＡ（２ｍｌ）中に溶解し
た酸クロリドを４０分かけて添加した。反応混合物を一晩攪拌しながら、温度をゆっくり
室温にした。２４時間後、約０．１ｍｂａｒで溶媒を除去した。残渣を飽和ＮａＨＣＯ３

水およびＥｔＯＡｃ（各々２５ｍｌ）間で分配させた。水相をさらに３×２５ｍｌのＥｔ
ＯＡｃで抽出した。有機相を合わせ、塩水で洗浄し、そして乾燥させた（ＭｇＳＯ４）。
溶媒を真空除去した後、フラッシュクロマトグラフィー（ＳｉＯ２、２．５、５、および
１０％のＭｅＯＨを含むＣＨ２Ｃｌ２）によって粗生成物（６００ｍｇ）を精製した。最
後に、生成物を約０．２５ｍｂａｒで一晩乾燥させた。収量：２１０ｍｇ（２４％）。
【００５３】
実施例６－Ａｚａ－Ｃ－５’－ペトロセライジン酸エステルの合成
　ペトロセライジン酸（１．７７ｍｍｏｌ、５００ｍｇ）をトルエン（３ｍｌ）中に溶解
した。ＤＭＦ（１０μｌ）を添加した後、塩化オキサリル（３．６ｍｍｏｌ、４５７ｍｇ
）を室温で１０分かけて添加した。３時間後、トルエンを真空除去した。
【００５４】
　Ａｚａ－Ｃ（１．７５ｍｍｏｌ、４２７ｍｇ）をＤＭＡ（６ｍｌ）中に懸濁させ、ＨＣ
ｌ（Ｅｔ２Ｏ中１Ｍ、２．０ｍｍｏｌ、２．０ｍｌ）を添加し、室温で５分後にＥｔ２Ｏ
を真空除去した。得られた濁った溶液を氷水浴中で冷却し、ＤＭＡ（２ｍｌ）中に溶解し
た酸クロリドを２時間かけて添加した。反応混合物を一晩攪拌しながら、温度をゆっくり
室温にし、次に３０℃で２時間加熱した。室温まで冷却した後、反応混合物を飽和ＮａＨ
ＣＯ３水およびＥｔＯＡｃ（各々２５ｍｌ）間で分配させた。水相をさらに３×２５ｍｌ
のＥｔＯＡｃで抽出した。有機相を合わせ、水および塩水で洗浄し、そして乾燥させた（
ＭｇＳＯ４）。溶媒を真空除去した後、白色粉末としてエステルを得た。収量：５００ｍ
ｇ。
【００５５】
実施例７－ヒトプール血漿における５－アザ－５’－ペトロセリン酸エステルの代謝安定
性
　５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸エステルを、５つの濃度レベル（それぞれ、０．
１、１、３、１０、および３０μＭ）においてヒトプール血漿中に加えた。３７℃におい
て振とうするウォーターバッチ中で混合物をインキュベートした。計画されたインキュベ
ーション時間（０、１５、３０、６０、および１２０分）に、インキュベーション溶液の
一定分量（１００μｌ）を３重（ｎ＝３）で抜き取り、０．１％のギ酸（３００μｌ）を
含有するアセトニトリルを用いて血漿タンパク質を直ちに沈殿させた。インキュベーショ
ンの１つの濃度（１μＭ）において、アッセイ緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ７．４）中で試験化
合物およびＡｚａ－Ｃを用いて負の対照を調製した。遠心分離の後、ＬＣ－ＭＳ－ＭＳ分
析のために上澄みを直接導入した。表１を参照されたい。
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【表２】

【００５６】
実施例８－Ａｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の細胞毒性
　Ａｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の細胞毒性は、乳癌細胞株ＭＴ
－３およびアドリアブラスチン（adriablastin）耐性細胞株ＭＴ－３／ＡＤＲにおいて決
定した。ＭＴ－３／ＡＤＲは、ＭＤＲ－１／ｐ－糖タンパク質を過剰発現する。２ｍＭの
グルタミンおよび１０％のＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地中、１つのウェルにつき５
×１０３の細胞で、細胞を９６ウェルプレートに播種した。細胞を２４時間インキュベー
トした。試験化合物をＤＭＳＯに溶解し、使用の直前に培地中にさらに希釈した。１つの
試験濃度につき６ウェルを用いた。細胞を試験化合物と共に２４時間インキュベートした
。２０μｌの新たに調製したＭＴＴ溶液を各ウェルに添加し、４時間インキュベートした
。０．０１μＭから１００μＭの範囲の８つの異なる濃度に基づいてグラフで示される成
長曲線からＩＣ５０値を決定した。結果は、表１に示される。ＭＴ－３乳癌細胞株ではＡ
ｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸について同様の活性が得られたが、
ＭＴ－３／ＡＤＲ耐性細胞株では、Ａｚａ－Ｃの活性が失われた。１００μＭまでの試験
した濃度範囲において活性は観察されなかったが、５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸
は活性なままであり、耐性細胞株対非耐性ＭＴ－３株において同様のＩＣ５０値を有した
。表２を参照されたい。

【表３】

【００５７】
実施例９－Ａｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の抗増殖活性
　Ａｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の抗増殖活性は、Ｈｅｌａ変異
子宮頸癌細胞株において２４および７２時間暴露して決定した。２ｍＭのグルタミンおよ
び１０％のＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地中、１つのウェルにつき５×１０３の細胞
で、細胞を９６ウェルプレートに播種した。細胞を２４および７２時間インキュベートし
た。試験化合物をＤＭＳＯに溶解し、使用の直前に培地中にさらに希釈した。１つの試験
濃度につき６ウェルを用いた。ＭＴＴアッセイを用いて細胞毒性を決定し、２０μｌの新
たに調製したＭＴＴ溶液を各ウェルに添加し、４時間インキュベートした。０．０１μＭ
から１００μＭの範囲の８つの異なる濃度に基づいてグラフで示される成長曲線からＩＣ
５０値を決定した。２つの化合物について７２時間の長時間暴露では同様の細胞毒活性が
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得られたが、意外にも、５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の細胞毒性効果は、２４時
間暴露の後に既に存在していた。Ａｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸
に対して異なる時間プロファイルが観察され、５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸につ
いては細胞毒性効果が急速に発現される。図１を参照されたい。
【００５８】
実施例１０－Ａｚａ－Ｃおよび５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸について、癌細胞に
おける細胞毒活性に対するヌクレオシドトランスポーター阻害の影響
　細胞毒活性に対するヌクレオシドトランスポーター阻害の影響は、Ａｚａ－Ｃおよび５
－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸について、Ｈｅｌａ変異子宮頸癌細胞において評価し
た。拡散型ヌクレオシドトランスポーターｈＥＮＴ１およびｈＥＮＴ２の阻害剤としてジ
ピリダモールを用いた。２ｍＭのグルタミンおよび１０％のＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４
０培地中、１つのウェルにつき５×１０３の細胞で、細胞を９６ウェルプレートに播種し
た。細胞を２４時間プレインキュベートした。試験化合物を添加する３０分前にジピリダ
モール（１０μＭ）を細胞に添加した。試験化合物をＤＭＳＯに溶解し、使用の直前に培
地中にさらに希釈した。１つの試験濃度につき６ウェルを用いた。細胞を試験化合物と共
に７２時間インキュベートした。２０μｌの新たに調製したＭＴＴ溶液を各ウェルに添加
し、４時間インキュベートした。０．０１μＭから１００μＭの範囲の８つの異なる濃度
に基づいてグラフで示される成長曲線からＩＣ５０値を決定した。結果は、表３に示され
る。ヌクレオシドトランスポート阻害剤ジピリダモールの添加によりＡｚａ－Ｃの活性は
３倍低減され、これにより、Ｈｅｌａ細胞におけるＡｚａ－Ｃの流入および流出が、ヌク
レオシドトランスポーターｈＥＮＴ１およびｈＥＮＴ２にある程度依存することが示され
た。５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸の細胞毒活性は保持されただけでなく、ｈＥＮ
Ｔ１およびｈＥＮＴ２ヌクレオシドトランスポーターをジピリダモールの使用により遮断
すると１０倍に増大された。これは、ヌクレオシドトランスポーターの発現の欠如のため
にＡｚａ－Ｃの活性が存在しない患者において特に重要であり得る。表３を参照されたい
。
【表４】

【００５９】
実施例１１－アザシチジンまたは５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸による処理後の乳
癌細胞株におけるエストロゲン受容体β（ＥＲβ）の遺伝子発現
　エストロゲン受容体ベータの遺伝子発現（ＲＮＡレベルで決定）は、定量的リアルタイ
ムＰＣＲ（TaqMan）によって決定した。ＭＣＦ－７乳癌細胞をエストロゲン欠乏培地（２
％のグルタミンおよび１０％のチャコール－デキストラン処理ウシ胎仔血清を含む無フェ
ノールレッドＲＰＭＩ）中で成長させた。細胞を２５ｃｍ２のフラスコ内に播種し、１μ
Ｍのアザシチジンまたは５－アザ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸による処理の前に２４時間
付着させた。１つの未処理対照を対照として含ませた。化合物の暴露の５日後に細胞を回
収し、これらをトリプシン処理（trypsination）により回収し、洗浄し、そして液体窒素
中でショック凍結した。
【００６０】
　約１０６のショック凍結ＭＣＦ－７細胞から全ＲＮＡを抽出し、ＲＮＡ濃度および純度
を測定し、TaqMan逆転写試薬（Ｎ８０８－０２３４）を用いてＲＮＡをｃＤＮＡに転写し
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た。標準プロトコールおよび予混合したＰＣＲ試薬を用いてリアルタイム定量化を実施し
た。プライマー－プローブミックスはApplied Biosystemsで注文した。ＥＲβ（ＩＤＨｓ
００２３０９５７＿ｍ１）およびハウスキーピング遺伝子ヒドロキシルメチルビランシン
ターゼＨＭＢＳ（ＩＤＨｓ００６０９２９７＿ｍ１）。比較デルタデルタＣｔ法を用いて
遺伝子発現を計算した。表４に示すように、５－Ａｚａ－Ｃ－５’－ペトロセリン酸に暴
露後のＥＲβの発現の誘発は、アザシチジンに暴露後のわずか２．５１倍と比較して４．
１４倍である。これは、ホルモン感受性を修復できる耐ホルモン性腫瘍において高い関連
性を有し得る。表４を参照されたい。
【表５】

【００６１】
　好ましい実施形態が本明細書において詳細に描写および説明されたが、本発明の趣旨か
ら逸脱することなく種々の修飾、付加、置換などを行うことができ、従って、これらが以
下の特許請求の範囲において定義される本発明の範囲内にあると考えられることは当業者
に明白であろう。

【図１】
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