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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ガン性細胞の死を誘導する能力がある化学物質を同定する方法であって、
　(i)第1のガン性細胞のミトコンドリアに試験化合物を導入し、第2のガン性細胞にガン
細胞死を誘導しないことがわかっているコントロール化合物を導入し；次いで、
　(ii)ミトコンドリア複合体IIへの化合物の結合および第1および第2のガン性細胞内での
活性酸素種の生成をアッセイし、試験化合物およびコントロール化合物によるガン性細胞
の死をアッセイする；
［ここで、コントロール化合物と比較しての試験化合物による複合体II結合、活性酸素種
の生成および第1のガン性細胞の死は、細胞死を誘導する能力がある化学物質が同定され
たことを示す］
ステップを含む方法。
【請求項２】
　試験化合物が、置換クロマノール環のＣ６位における機能的ドメイン、置換クロマノー
ル環を含むシグナル伝達ドメイン、および疎水性ドメインを含むプロオキシダントビタミ
ンE類縁体である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　試験化合物が、
　[(N’-アミジノヒドラジノ)-(4-メトキシフェニル)-メチル]ホスフィン酸；
　N-(4-メトキシ-6-メチル-ピリミジン-2-イル)ベンゼンスルホンアミド；
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　4,6-ジメチル-3-メチルスルホニル-2-プロピルスルホニル-ピリジン；
　(4-ホルミル-5-ヒドロキシ-6-メチル-3-ピリジル)メトキシホスホン酸(ピリドキサルホ
スフェート)；
　3-(5-プロポキシ-2-スルフォフェニル)プロパン酸；
　3-[ヒドロキシ-[(メチル-メチルスルホニル-アミノ)メチル]ホスホリル]プロパン酸；
　(エトキシカルボニル-(2-エトキシカルボニルエチル)アミノ)メチルホスフィン酸；
　1-[2-(3,7-ジメチル-2,6-ジオキソ-プリン-1-イル)エチリデンアミノ]グアニジン；
　8-スルホキノリン-2,4-ジカルボン酸；
　2-(2-カルボキシエチル-ヒドロキシ-ホスホリル)-3-(2-フリル)プロパン酸；
　3-[2S,4S,5R)-5,6-ジクロロ-2,4-ジメチル-1-オキソヘキシル]-4-ヒドロキシ-5,6-ジメ
トキシ-2(1H)-ピリジノン(アツペニンA5)；
　2,3-ジメトキシ-5-ゲラニル-6-メチル-1,4-ベンゾキノン(ユビキノン-2)；
　2-(1-メチルヘキシル)-4,6-ジニトロフェノール(ジニトロフェノール-17)；
　5,6-ジヒドロ-2-メチル-1,4-オキサチイン-3-カルボキシアニリド(カルボキシン)；
　4,4,4-トリフルオロ-1-(2-チエニル)-1,3-ブタンジオン(2-テノイルトリフルオロアセ
トン)；および
　非天然ユビキノン基質；
から選ばれる化合物である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIのユビキノン結合部位に結合する能力がある化学物質を
同定または設計する方法であって、
　(i)呼吸鎖複合体IIと、複合体IIに結合してユビキノンへの電子流を妨げる少なくとも1
つのビタミンE類縁体との間の相互作用をコンピューターモデリングし（ここで、ビタミ
ンE類縁体は、Ｃ６位における置換されるか、または非置換のクロマノール環、クロマノ
ール環を含むシグナル伝達ドメイン、および疎水性ドメインを含む）；次いで、
　(ii)コンピューターモデリングによって作成されたデータを用いて、複合体IIに結合し
てユビキノンへの電子流を妨げる能力を有する化学物質を同定または設計する；
ステップを含む方法。
【請求項５】
　ビタミンE類縁体が、置換クロマノール環のＣ６位における機能的ドメイン、置換クロ
マノール環を含むシグナル伝達ドメイン、および疎水性ドメインを含むプロオキシダント
ビタミンE類縁体である請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　ビタミンE類縁体が、α-TOSである請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ガン性細胞の死を誘導する能力がある化学物質を同定する方法であって、
　(i)ガン性細胞のミトコンドリアに試験化合物を導入し；次いで、
　(ii)ミトコンドリアの複合体IIのユビキノン結合部位の天然のユビキノン基質の置換を
アッセイし、ガン性細胞の死をアッセイする；
［ここで、試験化合物による天然のユビキノン基質の置換およびガン性細胞の死は、細胞
死を誘導する能力がある化学物質が同定されたことを示す］
ステップを含む方法。
【請求項８】
　試験化合物が、置換クロマノール環のＣ６位における機能的ドメイン、置換クロマノー
ル環を含むシグナル伝達ドメイン、および疎水性ドメインを含むプロオキシダントビタミ
ンE類縁体である請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　試験化合物が、
　[(N’-アミジノヒドラジノ)-(4-メトキシフェニル)-メチル]ホスフィン酸；
　N-(4-メトキシ-6-メチル-ピリミジン-2-イル)ベンゼンスルホンアミド；
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　4,6-ジメチル-3-メチルスルホニル-2-プロピルスルホニル-ピリジン；
　(4-ホルミル-5-ヒドロキシ-6-メチル-3-ピリジル)メトキシホスホン酸(ピリドキサルホ
スフェート)；
　3-(5-プロポキシ-2-スルフォフェニル)プロパン酸；
　3-[ヒドロキシ-[(メチル-メチルスルホニル-アミノ)メチル]ホスホリル]プロパン酸；
　(エトキシカルボニル-(2-エトキシカルボニルエチル)アミノ)メチルホスフィン酸；
　1-[2-(3,7-ジメチル-2,6-ジオキソ-プリン-1-イル)エチリデンアミノ]グアニジン；
　8-スルホキノリン-2,4-ジカルボン酸；
　2-(2-カルボキシエチル-ヒドロキシ-ホスホリル)-3-(2-フリル)プロパン酸；
　3-[2S,4S,5R)-5,6-ジクロロ-2,4-ジメチル-1-オキソヘキシル]-4-ヒドロキシ-5,6-ジメ
トキシ-2(1H)-ピリジノン(アツペニンA5)；
　2,3-ジメトキシ-5-ゲラニル-6-メチル-1,4-ベンゾキノン(ユビキノン-2)；
　2-(1-メチルヘキシル)-4,6-ジニトロフェノール(ジニトロフェノール-17)；
　5,6-ジヒドロ-2-メチル-1,4-オキサチイン-3-カルボキシアニリド(カルボキシン)；
　4,4,4-トリフルオロ-1-(2-チエニル)-1,3-ブタンジオン(2-テノイルトリフルオロアセ
トン)；および
　非天然ユビキノン基質；
から選ばれる化合物である請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　ガンを有する患者が、プロオキシダント化合物の投与を含む療法に反応する可能性があ
るかどうかをインビトロで試験する方法であって、
　(i)該患者由来のガン性細胞のミトコンドリアにプロオキシダント化合物をインビトロ
で導入し；次いで、
　(ii)ミトコンドリアの複合体IIのユビキノン結合部位へのプロオキシダント化合物の結
合をアッセイし、ガン性細胞の死をアッセイする；
［ここで、プロオキシダント化合物の結合およびプロオキシダント化合物によるガン性細
胞の死は、患者が、療法に反応する可能性があることを示す］
ステップを含む方法。
【請求項１１】
　プロオキシダント化合物が、置換クロマノール環のＣ６位における機能的ドメイン、置
換クロマノール環を含むシグナル伝達ドメイン、および疎水性ドメインを含むプロオキシ
ダントビタミンE類縁体である請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　プロオキシダントビタミンE類縁体が、α-TOSである請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIまたはその1つ以上のサブユニットに結合したプロオキ
シダントビタミンE類縁体（ここで、プロオキシダントビタミンE類縁体は、置換クロマノ
ール環のＣ６位における機能的ドメイン、置換クロマノール環を含むシグナル伝達ドメイ
ン、および疎水性ドメインを含む）を含む単離または精製された複合体。
【請求項１４】
　ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIに結合したプロオキシダントビタミンE類縁体（ここで
、プロオキシダントビタミンE類縁体は、置換クロマノール環のＣ６位における機能的ド
メイン、置換クロマノール環を含むシグナル伝達ドメイン、および疎水性ドメインを含む
）を含む結晶または結晶可能な組成物。
【請求項１５】
　ガンを予防または治療するための医薬の製造における、治療有効量の3-ブロモピルビン
酸エステル(3-BP)と組み合わせての、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユ
ビキノン結合部位に結合して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダン
ト化合物であるα-トコフェリルコハク酸エステルの使用。
【請求項１６】
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　患者におけるガンの予防または治療用の医薬組成物または獣医用組成物であって、治療
有効量のα-トコフェリルコハク酸エステルおよび該α-トコフェリルコハク酸エステルと
相乗的に相互作用する治療有効量の3-ブロモピルビン酸エステル(3-BP)を含む組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗ガン化合物およびガンの治療または予防方法に関する。さらに詳しくは、
本発明は、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIと選択的に相互作用し、反応性
酸素種を生成し、それらの細胞のアポトーシスを誘導する、ビタミンEのプロオキシダン
ト型などのプロオキシダント抗ガン化合物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　理想的抗ガン薬は、ガン細胞の内部においてのみ活性であり、ガン細胞の本質的な成分
を標的とするか、またはその本質的な過程を破壊する薬物である。細胞エネルギーの大部
分およびアポトーシスの重要な制御因子を供給するミトコンドリアは、抗ガン療法に望ま
れる細胞選択性を提供しうる有効な標的として浮かび上がっている(Don and Hogg、2004
、Armstrong、2006)。
【０００３】
　動物実験において報告されているように(Koら、2004)、ガン細胞内のミトコンドリアに
選択的に影響を及ぼすことによって作用する細胞毒性薬物である「マイトカン(マイトカ
ン)（抗ガン成分）」は、副作用が少ないか、あるいは副作用のない強力な抗ガン剤とし
て働くので、ガンの治療にとって非常に興味をそそるものであることがわかっている。マ
イトカンは、ガン細胞ミトコンドリアのエネルギー生成システムを破壊し、ガン細胞内部
での活性酸素種(ROS)の増加およびミトコンドリア依存性細胞死シグナル伝達経路の活性
化をもたらす。
【０００４】
　マイトカンとして、以下のミトコンドリア関連活性に影響を及ぼす薬物が挙げられる：
ヘキソキナーゼインヒビター；電子輸送／呼吸鎖ブロッカー；ミトコンドリア膜透過性転
移孔標的化構成タンパク質サブユニット、電位依存性アニオン選択的チャネル(VDAC)また
はアデニンヌクレオチドトランスポーター(ANT)のいずれかのアクチベーター；Bcl-2抗ア
ポトーシスファミリータンパク質およびBax/Bidアポトーシス促進性模倣体のインヒビタ
ー。副作用が少ないか、あるいは副作用のないマイトカンの2つの主な例は、3-ブロモピ
ルビン酸エステル(3-BP)およびα-トコフェリルコハク酸エステル(α-TOS)であり、それ
らの両方が、非常に大きい有効性で、ガン細胞においてアポトーシスを誘導する(Koら、2
004、Geschwindら、2002、Xuら、2005、Neuzilら、2001、2004)。
【０００５】
　マイトカンの1つのグループとして、ビタミンEのロオキシダント類縁体が挙げられる(W
angら 2006)。α-TOSによって代表されるプロオキシダントビタミンE類縁体の抗ガン剤と
しての有望性は、それらが悪性腫瘍を抑制することを明らかにした、ヌードマウスで増殖
するヒト意趣移植片などの実験的に作成されたガンを用いた研究に起因する(Neuzilら、2
004に概説)。このような研究として、結腸直腸(Neuzilら、2001、Weberら、2002)および
肺ガン(Quinら、2005)、黒色腫(Malafaら、2002)ならびに中皮腫(Tomasettiら、2004、St
apelbergら、2005)が挙げられる。α-TOSが、乳ガンの休止状態を促進すること(Malafaら
、2000)および結腸ガンのへの転移を抑制することも明らかにされている(Barnettら、200
2)。
【０００６】
　ビタミンE(α-トコフェロール、α-TOH)は、細胞において強力な抗酸化剤として作用す
るけれども、ビタミンEのエステル化された酸化還元サイレントおよびプロオキシダント
類縁体であるα-TOSは、特徴的性質を有する。α-TOHとは対照的に、α-TOSは、種々のガ
ン細胞系の範囲においてROSの急速な生成を引き起こす強力な細胞ストレッサーとして作
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用する(Neuzilら、2004、Weberら、2003、Wangら、2005、Swettenhamら、2005、Stapelbe
rgら、2005)。α-TOSは、Bcl-2/Bcl-xLに結合し、それらを阻害する能力を有する(Dongら
、2006)。今までの証拠は、正常な細胞は、より大きい抗酸化防御に恵まれており(Allen 
and Balin、2003、Saffordら、1994、Churchら、1993)、および／またはコハク酸エステ
ル部分を放出することにより酸化還元活性、非アポトーシス性α-TOHを産生することによ
ってα-TOSを不活性化する高濃度のエステラーゼを含む(Farissら、2001、Neuzilら、200
4、Neuzil and Massa、2005)ので、α-TOSのガン細胞特異的性質および正常な細胞におけ
る毒性作用の欠如が起こることを示唆している。
【０００７】
　天然のビタミンEは、クロマノール環のメチル化パターン(α-、β-、γ-、δ-トコフェ
ロール)およびフィチル側鎖の二重結合の数(α-、β-、γ-、δ-トコトリエノール)によ
って相異する8種の化合物の混合物からなる。インビトロおよびインビボでの親油性抗酸
化剤としてのこれらの分子の役割は、広く受け入れられている。さらに、VEファミリーの
メンバーの非抗酸化特性も研究されている(Azziら、2002)。
【０００８】
　ビタミンE分子は、3つの異なるドメインに分割することができる。機能的ドメイン(I)
は、クロマノール環のC6位における置換パターンから生じる。遊離のヒドロキシ基は、ビ
タミンEが抗酸化剤として機能するために必須であるので、この位置は、分子が酸化還元
活性または酸化還元サイレントとして振る舞うかどうかを決定する。文書で十分に立証さ
れた、4種のトコフェロール異性体の抗酸化特性は、ガン臨床試験への適用をもたらした
。これらの研究は、ガンの予防における遊離トコフェロールの使用に関して肯定的な結果
を明らかにしなかった(Pham and Plakogiannis、2005)。しかし、C6における特定の化学
的修飾は、強力な抗腫瘍剤であること立証されたエーテル(RO-)、エステル(RCOO-)および
アミド(RCONH-)をもたらした。下記第1表を参照。
【０００９】
　第1表
　ビタミンE類縁体の抗増殖活性
　化合物は、シグナル伝達ドメインによって分類される。
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【表１】

【００１０】
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【表２】

　a無効；b細胞増殖の阻害；cα-TOSよりも細胞毒性が高い；d54よりも高価が低い；eエ
ーテル類縁体がα-TOS自体よりも効果が低い；fα-TOSと同程度；gEC50 [μg/ml]；hα-T
OSよりも効率的。
【００１１】
　第2表
　修飾疎水性ドメインを有するビタミンE類縁体の抗増殖活性
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【表３】

　a無効；b50 μMにおいて弱い阻害；c10 μMにおいて82%阻害。
【００１２】
　第3表
　ビタミンE類縁体の抗増殖活性
　化合物は、シグナル伝達ドメインによって分類される。
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【表４】

【００１３】
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【表５】

　a0-40 μMの範囲において細胞毒性；b非常に強力；c完全阻害；dα-TOSと同程度；eγ-
トコトリエノールよりも2倍強力；f細胞増殖の阻害。
【００１４】
　シグナル伝達ドメイン(II)と称される第2のドメインは、トコフェロールの抗酸化特性
とは無関係である活性を示す。これらの特性は、芳香環のメチル化パターンに由来する。
たとえば、α-トコフェロールは、ジアシルグリセロール(DAG)レベルを低下させることに
よってタンパク質キナーゼC(PKC)を阻害することが報告されているが、同様の抗酸化能力
を有する他のトコフェロール(たとえば、β-トコフェロール)は、PKCを阻害しない。した
がって、α-トコフェロールのPKC阻害活性は、その鉱産か能力とは無関係である(Tasinat
oら、1995；Kunisakiら、1995)。しかし、いくつかの場合、種々のトコフェロールの生物
活性は、実際に特定の種に対する抗ガン活性において重大な影響を有する、シグナル伝達
ドメインにおける構造的差異によって影響を及ぼされる。たとえば、γ-トコフェロール
は、α-トコフェロールよりも非常によい活性酸化窒素種（たとえば、ペルオキシ亜硝酸
）のスカベンジャーである。したがって、C5にメチル基を欠いているγ-分子は、その部
位において容易にニトロ化される(Mortonら、2002；Christenら、1997)。
【００１５】
　ビタミンE異性体の親油性側鎖は、飽和イソプレニルユニットを有するトコフェロール
と飽和イソプレニルユニットを有するトコトリエノールを区別する。疎水性ドメイン(III
)は、分子がリポタンパク質および膜にそれぞれ結合することができるかどうか、または
第1相酵素によって分解されうるかどうかを決定する(Birringerら、2002；Neuzil and Ma
ssa、2005)。
【００１６】
　修飾ヒドロキシル基を有する多くのトコフェロール誘導体が、それらのアポトーシス促
進活性について試験されている(第1表)。試験されたもののうち最も優れた誘導体は、ク
ロマノール環のC6位にスクシニルエステルを有するα-TOS(エントリー1)である。その低
いpKa(＜6)により、α-TOSは、生理的条件下で完全に脱プロトン化され、ミトコンドリア
膜を不安定にし、複合体IIにおける効果を有する界面活性剤様分子をもたらす。トコフェ
ロールのジカルボン酸エステルは、構造と活性の関係(SAR)について最もよく研究された
化合物を提供する。強いアポトーシス性化合物として、コハク酸α-トコフェロール(1)、
シュウ酸トコフェロール(10)、およびマロン酸トコフェロール(11)が挙げられ、後の2つ
は、黒色腫細胞を接種されたマウスにおいて非選択的細胞毒性を誘導する(Kogureら、200
5)。さらに大きいアポトーシス促進活性が、不飽和ジカルボン酸様α-トコフェリルマレ
エート(3)(Birringerら、2003)およびα-トコフェリルフマレートに観察されている。ジ
カルボン酸の鎖長の増加は、グルタミン酸(5)、メチル化グルタル酸(6、7、8)(Birringer
ら、2003)において明らかにされたように活性の低下をもたらし、ピメリン酸(24)(Kogure
ら、2004)はまったく活性を示さかった。
【００１７】
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　全α-TOS分子が、その完全なアポトーシス誘導活性に必要であることが確立されている
(Birringerら、2003)。遊離カルボキシル基のエステル化は、アポトーシス促進活性のな
い非荷電誘導体(9、25)をもたらす。酢酸トコフェリルおよびプロピオン酸トコフェリル(
19)などの脂肪族カルボン酸は、それぞれ、メチルエーテル(18)と同様に不活性であった
。α-TOSは腸内エステラーゼによって切断されるので、この化合物の経口投与は効果的で
はない(Wuら、2004b；Cheesemanら、1995)。エステル結合切断の問題を解消するために、
エステル結合を加水分解に耐性があるのでエーテル結合と置き換えて、化合物(20、21)お
よび側鎖切断型(truncated)誘導体(42)が合成されている(Wuら、2004b；Nishikawaら、20
03；Shunら、2004；Shiauら、2006)。メチレン基によるエーテル結合の置き換えは、アポ
トーシスを促進するのに十分であることに留意すべきである(22)(Sandersら、2001)。
【００１８】
　エステル結合をアミド結合と置き換える場合、さらに増強されたアポトーシス促進活性
が観察された(12、13、37、38)(Tomic-Vaticら、2005)。また、不飽和アミド(13、38)は
、飽和アミドよりも優れていた。エステル結合の代わりにアミド結合を導入する理論的根
拠は、アニリンアミドは、対応するフェノールエステルよりも加水分解する傾向がほとん
どないという十分に確立された事実に基づいていた。これらのトコフェリルエステル誘導
体の安定性を増強することは、インビボにおいてこれらの分子を保護し、より長く無傷で
いることを可能にし、そのことによってそれらのバイオアベイラビリティが増加する。ア
ミドによるエステルのイソステリック置換は、その連結を酵素加水分解しにくくもする。
いつかの非特異的エステラーゼは、腸内粘膜細胞および血液中に存在する。対照的に、ペ
プチドは、より狭い特異性を示す。たとえば、アミド結合にアミノ酸を有するプロドラッ
グは、腸および血液内で、それらの対応するエステル類縁体よりも安定である(Sugawara
ら 2000)。
【００１９】
　化合物の最後のグループは、一連のプラスに荷電したN-末端を有するリシンα-トコフ
ェリルエステルからなった(15-17)。親水性アンモニウム官能基は、そのカルボキシレー
ト対応物と同様のアポトーシス促進効果を発揮したが、一般的モチーフが、親油性側鎖お
よび親水性頭部基からなる活性にとって必要であることを示唆する。しかし、長鎖脂肪族
アルコールのスクシニルエステル(たとえば、フィトールおよびオレオール)は、どのよう
な活性も示さなかった(Birringerら、2003)。
【００２０】
　一般的な構造と活性の関係は、第1表に示すデータから引き出すことができる。
　1．絶大なプロオキシダントおよびアポトーシス促進活性を得るために、機能的ドメイ
ンIの修飾は、解離した酸または荷電したアンモニウム基からなる親水性頭部基を要求し
た。
　2．機能的ドメインの鎖長および不飽和の程度が、アポトーシス活性を決定した。コン
ホメーション的制限が、活性を増強するように見えた。
　3．機能的ドメインの化学結合は、エステルに限定されず、他の官能基は、誘導体の酵
素的分解を防止した。
【００２１】
　クロマノール環の置換パターンは、トコフェロールの抗酸化特性に関係するのみではな
いことが多い(Azziら、2002)。異なる生化学的観察が、シグナル伝達および代謝過程にお
けるα-トコフェロールの役割を強調している。したがって、α-トコフェロールは、肝臓
内で、他のトコフェロールおよびトコトリエノールと比べてα-トコフェロールに高い親
和性をもつ32 kDaのタンパク質であるα-トコフェロールトランスファータンパク質(α-T
TP)によって選択的に認識される。α-TTPへの相対的親和性は、クロマノール環のメチル
バイオアベイラビリティの損失とともに減少する (α-トコフェロール 100 %、β-トコフ
ェロール 38%、γ-トコフェロール 9%およびδ-トコフェロール 2%)(Hosomiら、1997)。
近年発見されたトコフェロール関連タンパク質(TAPs)は、トコフェロール結合に同様の優
先傾向を示している(Yamauchiら、2001)。内皮細胞において、トロンビン誘発PKC活性化
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およびエンドセリン分泌は、α-トコフェロールによって阻害されるが、β-トコフェロー
ルによっては阻害されない(Martin-Nizardら、1998)。転写レベルにおいて、α-トコフェ
ロールは、α-トロポミオシン発現のアップレギュレーション(Aratriら、1999)ならびにL
DLスカベンジャー受容体SR-AおよびCD36のダウンレギュレーションを引き起こすが、β-
トコフェロールは、効果はない(Ricciarelliら、2000；Devarajら、2001)。さらに、細胞
培養において、γ-およびδ-トコフェロールは、α-またはβ-トコフェロールよりも、よ
り速く分解されるので(Birringerら、2001)、置換パターンは、側鎖分解の速度に関与す
ると思われる。4つのトコフェロール異性体のスクシニル化は、化合物1、32、33および35
を生成する。これらのα-TOS(1)が、最も高いアポトーシス活性を有し、β-TOS(32)、γ-
TOS(33)と続き、δ-TOS(35)が最も効果が低いことは驚くには当たらない(Birringerら、2
001)。一般に、トコフェロールファミリーのメチル化の程度の高いメンバーが、最も強力
であるが、この傾向は、トコトリエノールでは逆である(後記参照)。
【００２２】
　短縮された側鎖を有する水溶性ビタミンE誘導体であるトロロックスのスクシニル化は
、アポトーシス促進活性の完全な損失をもたらした。前立腺ガン細胞において、最高レベ
ルのアポトーシス活性を示した、切断されたフィトール側鎖を有する種々のコハク酸トコ
フェロールの構造と活性の関係の実験（第2表、43、44、45）は、側鎖長が2つのイソプレ
ニルユニットである誘導体から得られた。コンピューターを使った分子モデリングおよび
免疫共沈降実験は、Bcl-xLおよびBcl-2へのBak BH3ペプチドの結合が、トコフェロール類
縁体によって阻害されたことを示した(Shiauら、2006)。抗腫瘍活性のための中心的要求
は、クロマノール環のスクシニル化および1つのイソプレニルユニットの最短の鎖長であ
った(42、46)。ドメインIII側鎖に結合したエーテル／エステルを有する一連のトコフェ
リルリシンエステルは、鎖長とIC50(47-50)との間に負の相関関係を示した(Aryaら、1998
)。
【００２３】
　トコトリエノールは、効率的な抗ガン剤であり、そのアポトーシス促進特性は、タンパ
ク質のRasファミリーの不活性化に関連する。トコトリエノールは、機能的ドメインの修
飾することなく、そのアポトーシス促進活性を示す。シグナル伝達ドメインにおける階層
も逆転され、δ-トコトリエノール(59)をマウスB16-F10黒色腫細胞モデルにおける最も強
力な作用剤にし、次に、γ-(56)およびα-トコトリエノール(53)が続く(第3表；Heら、19
97)。興味深いことに、すべての芳香族メチル基を欠いているデスメチルトコトリエノー
ル(60)は、IC50が0.9 μMという幾分高い活性を示す。この化合物は、米ぬかから単離さ
れている(Qureshiら、2000)。Rasタンパク質の膜係留システインが、通例の構造エレメン
トであるファルネシル鎖によって修飾されるので、トコトリエノールの直接阻害作用が提
案されている。したがって、活性化しているras突然変異を含むヒト肺腺ガン細胞系であ
るA549細胞において、トコトリエノールによって、Rasファルネシル化およびRhoAプレニ
ル化が阻害された(Yanoら、2005)。トコトリエノールの短いインビボ半減期を延ばすため
に、機能的ドメインが導入されている。これらの修飾は、分子の抗増殖活性も増強した(5
4、57、58)。側鎖の切断もまた、化合物55について見られたのと同様に、活性を改良した
。
【００２４】
　機能的ドメインに修飾が行われた化合物の多くは、抗増殖活性を示し、さらなる特殊化
された特性を提供した。たとえば、α-トコフェリルポリエチレングリコールコハク酸エ
ステル(23)は、ドラッグデリバリーシステムのためのビヒクルとして用いられている。こ
の化合物は、ヌードマウスに移植されたヒト肺ガン細胞に対する抗ガン活性を有すること
が明らかにされた。この化合物のアポトーシス誘導効果は、その細胞への取り込みの増加
によるものではなく、むしろ、活性酸素種を生成する能力の増大によるものであった(You
kら、2005)。α-トコフェリルホスフェート(30)は、トコフェロール関連シグナル伝達中
に起こる代謝から得られると考えられている(Negisら、2005)。30およびジ-α-トコフェ
リルホスフェート(31)の混合物は、ラット大動脈平滑筋細胞およびヒトTHP-1単球白血病
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細胞の増殖を阻害した(Munteanuら、2004)。著者らは、コハク酸トコフェリルおよびマレ
イン酸トコフェリルが、リン酸トコフェリルを模倣し、置換することによって、ガンにお
いて作用し、それによって細胞シグナル伝達の持続的活性化を引き起こすことを提案した
。
【００２５】
　すべての-transレチノイン酸(28)および9-cisレチノイン酸(29)という2つの実験的α-
トコフェリルエステルをそれぞれ用いて、急性前骨髄球性白血病細胞の増殖を減少させて
いる(Makishimaら、1998)。レチノイド受容体反応性リポーター構築物を用いるトランス
活性化実験は、これらの化合物の両方が、レチノイン酸受容体(RARs)に対するアゴニスト
として作用したことを明らかにした。尿中に分泌されているのが見出されることが多いγ
-トコフェロールの分解産物であるカルボキシエチルヒドロキシクロマン(52)は、サイク
リンD1発現を阻害することによってPC-3前立腺ガン細胞の細胞増殖を低下させることがで
きる(Galliら、2004)。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２６】
　本発明者らは、特に、呼吸鎖の複合体II(コハク酸ユビキノン酸化還元酵素)を標的化す
ることを手段として、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖に沿った電子の伝達を選択的に
破壊することが、ROSの生成およびこれらの細胞の死をもたらしうることを見出した。さ
らに詳しくは、本発明者らは、ビタミンEのプロオキシダント型が、ガン性細胞の複合体I
Iのユビキノン結合部位からユビキノンを選択的に置き換え、電子の正常な伝達を遮断す
る能力がある有効な抗ガン化合物であることを見出した。
【課題を解決するための手段】
【００２７】
（発明の詳細な記載）
　本発明の第1の態様にしたがって、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体II(コハ
ク酸ユビキノン酸化還元酵素)と相互作用して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があ
る、ガン性細胞の死を選択的に誘導するためのプロオキシダント化合物を提供する。
【００２８】
　本発明の第2の態様にしたがって、ガン性細胞のミトコンドリア複合体IIと選択的に相
互作用して、細胞内に活性酸素種を生成する能力がある、ガンを予防または治療するため
のプロオキシダント化合物を提供する。
【００２９】
　本発明の第3の態様にしたがって、ガン性細胞のミトコンドリア複合体IIと選択的に相
互作用して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダント化合物の治療有
効量を患者に投与するステップを含む、患者においてガン性細胞の死を誘導する方法を提
供する。
【００３０】
　本発明の第4の態様にしたがって、ガン性細胞のミトコンドリア複合体IIと選択的に相
互作用して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダント化合物の治療有
効量を患者に投与するステップを含む、患者におけるガンを予防または治療する方法を提
供する。
【００３１】
　本発明の第5の態様にしたがって、ガン性細胞の死を選択的に誘導するための医薬の製
造における、ガン性細胞のミトコンドリア複合体IIと選択的に相互作用して、細胞内に活
性酸素種を生成する能力があるプロオキシダント化合物の使用を提供する。
【００３２】
　本発明の第6の態様にしたがって、ガンの予防または治療のための医薬の製造における
、ガン性細胞のミトコンドリア複合体IIと選択的に相互作用して、細胞内に活性酸素種を
生成する能力があるプロオキシダント化合物の使用を提供する。
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【００３３】
　本発明の第7の態様にしたがって、ガン性細胞の存在を検出し、ガン性細胞の死を選択
的に誘導するプロオキシダント化合物であって、該化合物が、ガン性細胞のミトコンドリ
ア複合体IIと相互作用して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があり、ガン性細胞内で
該化合物の検出を可能にする検出可能な部分を有する化合物を提供する。
【００３４】
　本発明の第8の態様にしたがって、患者においてガン性細胞の存在を検出し、ガン性細
胞の死を選択的に誘導するための方法であって、ガン性細胞のミトコンドリア複合体IIと
相互作用して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があり、ガン性細胞内で該化合物の検
出を可能にする検出可能な部分を有するプロオキシダント化合物の治療有効量を患者に投
与するステップを含む方法を提供する。
【００３５】
　いすれかの適当なタイプのプロオキシダント化合物を用いることができ、該化合物は、
ミトコンドリア複合体IIといずれかの適当な手段で相互作用することができる。好ましく
は、化合物は、複合体IIのユビキノン結合部位に結合し、複合体IIと優先的に相互作用す
る天然の基質ユビキノン、ユビセミキノンまたはユビキノール(コエンザイムQ)またはそ
の他のユビキノンもしくは関連化合物を容易に置き換えることができる。このような基質
は、たとえば、Briereら、2004、Tanら、1993、and Espostiら、1996において特定化され
ている。
【００３６】
　本発明の第9の態様にしたがって、ガン性細胞の死を選択的に誘導するための、ガン性
細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユビキノン結合部位と結合して、細胞内に活性
酸素種を生成する能力があるプロオキシダント化合物を提供する。
【００３７】
　本発明の第10の態様にしたがって、ガンを予防または治療するための、ガン性細胞のミ
トコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユビキノン結合部位と結合して、細胞内に活性酸素種を
生成する能力があるプロオキシダント化合物を提供する。
【００３８】
　本発明の第11の態様にしたがって、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユ
ビキノン結合部位と結合して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダン
ト化合物の治療有効量を患者に投与するステップを含む、患者においてガン性細胞の死を
誘導する方法を提供する。
【００３９】
　本発明の第12の態様にしたがって、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユ
ビキノン結合部位と結合して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダン
ト化合物の治療有効量を患者に投与するステップを含む、患者におけるガンを予防または
治療する方法を提供する。
【００４０】
　本発明の第13の態様にしたがって、ガン性細胞の死を選択的に誘導するための医薬の製
造における、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユビキノン結合部位と結合
して、細胞内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダント化合物の使用を提供す
る。
【００４１】
　本発明の第14の態様にしたがって、ガンの予防または治療のための医薬の製造における
、ガン性細胞のミトコンドリア呼吸鎖の複合体IIのユビキノン結合部位と結合して、細胞
内に活性酸素種を生成する能力があるプロオキシダント化合物の使用を提供する。
【００４２】
　本発明の第15の態様にしたがって、本発明の第1、第2、第9または第10の態様のプロオ
キシダント化合物またはその生理的に許容しうる塩および生理的に許容しうる担体を含む
医薬組成物または獣医用組成物を提供する。
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【００４３】
　アポトーシスは、ガン性細胞のミトコンドリアにおける活性酸素種のレベルの増加の結
果として単独に起こってもよく、または該化合物は、細胞内のミトコンドリア依存性細胞
死シグナル伝達経路の活性化を目的として、さらにアポトーシス促進性であってもよい。
好ましくは、該化合物は、複合体IIへの結合を目的として活性酸素種を生成し、さらにミ
トコンドリア依存性細胞死シグナル伝達経路の活性化を目的としてアポトーシス促進性で
ある。
【００４４】
　好ましくは、プロオキシダント化合物は、プロオキシダント活性を欠いている無害な形
体へと、非ガン性細胞内で切断、処置または代謝される。
【００４５】
　好ましくは、化合物は、プロオキシダントビタミンE類縁体である。本発明者らは、プ
ロオキシダントビタミンE類縁体が、複合体IIを結合し、ユビキノンへの電子伝達を中断
させることができることを見出している。本発明者らは、プロオキシダントビタミンE類
縁体が、アポトーシス促進性であることも見出している。本発明者らは、プロオキシダン
トビタミンE類縁体が、非ガン性細胞において、無害な抗酸化剤に処置されうることをさ
らに見出している。
【００４６】
　対照的に、これも複合体IIに結合するテノイルトリフルオロアセトン(TTFA) (Sunら、2
005)は、すべての細胞にとって毒性である(Zhangら、2001b)。3-BPもまた、複合体IIに結
合するが、プロオキシダント活性を有すると特徴づけられっていない。
【００４７】
　「プロオキシダントビタミンE類縁体」は、ガン性細胞のミトコンドリアに位置する場
合、酸化還元サイレントであり、複合体IIのユビキノン結合部位に結合して、細胞にダメ
ージを引き起こす代謝の酸素副産物の生成の引き金をひく能力があるビタミンE類縁体と
して定義づけられる。プロオキシダントビタミンE類縁体の例は、α-トコフェリルコハク
酸エステル(α-TOS)である。
【００４８】
　一方、「抗酸化剤ビタミンE類縁体」は、ガン性細胞のミトコンドリアに位置する場合
、たとえば、α-トコフェロール(α-TOH)などの抗酸化(酸化還元)活性があるビタミンE類
縁体である。したがって、プロオキシダントビタミンE類縁体と抗酸化ビタミンE類縁体の
生物活性は、正反対である。
【００４９】
　特に好ましいプロオキシダントビタミンE類縁体の例を上記第1－3表、下記第4－5表に
示し、本明細書の従来技術の欄で議論する。
　あるいは、化合物は、以下から選ぶことができる：
　[(N’-アミジノヒドラジノ)-(4-メトキシフェニル)-メチル]ホスフィン酸；
　N-(4-メトキシ-6-メチル-ピリミジン-2-イル)ベンゼンスルホンアミド；
　4,6-ジメチル-3-メチルスルホニル-2-プロピルスルホニル-ピリジン；
　(4-ホルミル-5-ヒドロキシ-6-メチル-3-ピリジル)メトキシホスホン酸(ピリドキサルホ
スフェート)；
　3-(5-プロポキシ-2-スルフォフェニル)プロパン酸；
　3-[ヒドロキシ-[(メチル-メチルスルホニル-アミノ)メチル]ホスホリル]プロパン酸；
　(エトキシカルボニル-(2-エトキシカルボニルエチル)アミノ)メチルホスフィン酸；
　1-[2-(3,7-ジメチル-2,6-ジオキソ-プリン-1-イル)エチリデンアミノ]グアニジン；
　8-スルホキノリン-2,4-ジカルボン酸；
　2-(2-カルボキシエチル-ヒドロキシ-ホスホリル)-3-(2-フリル)プロパン酸；
　3-[2S,4S,5R)-5,6-ジクロロ-2,4-ジメチル-1-オキソヘキシル]-4-ヒドロキシ-5,6-ジメ
トキシ-2(1H)-ピリジノン(アツペニンA5)；
　2,3-ジメトキシ-5-ゲラニル-6-メチル-1,4-ベンゾキノン(ユビキノン-2)；
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　2-(1-メチルヘキシル)-4,6-ジニトロフェノール(ジニトロフェノール-17)；
　5,6-ジヒドロ-2-メチル-1,4-オキサチイン-3-カルボキシアニリド(カルボキシン)；
　4,4,4-トリフルオロ-1-(2-チエニル)-1,3-ブタンジオン(2-テノイルトリフルオロアセ
トン)；および
　Gu LQら、1990；He DYら、1994、Yang Fら、1991、Yankovskayaら、1996、およびYabun
akaら、2002に記載のユビキノン誘導体(これらは、全体として相互参照することにより本
発明に援用される)。
【００５０】
　化合物は、たとえば、肺、肝臓、腎臓、脳、前立腺、乳房、卵巣、リンパ、皮膚、眼、
結腸、胃、口腔扁平および造血系などの患者におけるいずれかの型のガン性細胞の死を誘
導するために用いることができる。
【００５１】
　驚いたことに、化合物α-TOSは、erbB2-低または高ガン細胞を効率的に殺すことが本発
明者らによって見出されている。化合物α-TOSは、中皮腫を治療することも本発明者らに
よって見出されている。
【００５２】
　驚いたことに、化合物α-TOSは、正常酸素圧および低酸素性の両方のガン性細胞の死を
誘導することが本発明者らによって見出されている。したがって、化合物は、患者におけ
る早期および後期段階の両方の腫瘍の死を誘導することができるという利点を有する。
【００５３】
　治療の対象は、ヒト、哺乳類または動物であってよい。好ましくは、患者は、ヒトまた
は他の哺乳類である。
【００５４】
　化合物は、組成物中に、その医薬的にまたは獣医学的に許容しうる誘導体として含まれ
てもよい。本明細書で用いる本発明化合物の「誘導体」は、塩、Mn2+およびZn2+などの金
属イオンとの配位錯体、インビボ加水分解可能エステルなどのエステル、遊離酸もしくは
塩基、水和物またはプロドラッグが包含される。リン酸または硫酸などの酸性基を有する
化合物は、Na、K、MgおよびCaなどのアルカリまたはアルカリ土類金属およびトリエチル
アミンおよびトリス(2-ヒドロキシエチル)アミンなどの有機アミンとの塩を形成すること
ができる。塩は、アミンなどの塩基性基と、塩酸、リン酸または硫酸などの無機酸と、ま
たは酢酸、クエン酸、安息香酸、フマル酸または酒石酸などの有機酸を有する化合物との
間に形成されることができる。酸性および塩基性基を有する化合物は、内部塩を形成する
ことができる。
【００５５】
　エステルは、当業者に公知の技術を用いて、化合物内に存在する水酸基またはカルボン
酸基と適当なカルボン酸またはアルコール反応パートナーとの間に形成されることができ
る。
【００５６】
　組成物は、考慮中である特定の状況に必要な予防有効量または治療有効量のいずれかで
患者に投与することができる。組成物中の化合物の実際の量および組成物の投与の速度お
よび経時経過は、治療または予防を必要とするガンの性質および重篤度に応じて変わる。
用量の決定などの治療の処方は、患者の介護に責任を負うべき医師または獣医によってな
される。しかし、典型的には、ヒトの患者に投与するための組成物は、約0.01～100 mgの
化合物／体重kg、より好ましくは、約0.1～10 mg/体重kgである。α-トコフェリルスクシ
ネートまたは他の類縁体が、ヒト患者に経皮適用される場合、化合物の血清レベルは、IC

50値の近辺、約40-50 μMであるのが好ましい。
【００５７】
　組成物は、非経口、局所、経口、吸入スプレー、直腸内、経鼻、バッカル、膣内または
埋め込み貯蔵器などの適当な経路で患者に投与することができる。本明細書で用いる用語
「非経口」は、皮下、静脈内、筋肉内、動脈内、滑液内、胸骨内、髄腔内、肝内、病巣内
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および頭蓋内注射または輸液技術を包含する。
【００５８】
　担体は、いずれかの適当な希釈剤、アジュバント、賦形剤、緩衝剤、安定化剤、等張剤
、保存剤または抗酸化剤を含むことができる。担体が、非毒性であり、本発明化合物の有
効性を妨げないべきであるのは当然のことである。担体または組成物へのいずれかの他の
添加剤の正確な性質は、投与経路および必要とされる治療の型に応じて変わる。たとえば
、Alfonso R．Gennaro．Remington：The Science and Practice of Pharmacy、20th Edit
ion．Baltimore、MD：Lippincott Williams & Wilkins、2000、and Goodman and Gilman
’s The Pharmaceutical Basis of Therapeutics、Pergamon Press、New York、NYを参照
のこと(これらは、全体として参照することにより本発明に援用される)。医薬組成物は、
たとえば、従来の混合、溶解、造粒、糖衣形成、磨り潰し、乳化、カプセル化、封入また
は凍結乾燥処置によって製造することができる。
【００５９】
　組成物の滅菌注射剤形は、水性または油性懸濁液であってよい。このような剤形は、当
業者には公知である。処置するのが望ましい部位での静脈内、皮膚または皮下注射用には
、組成物は、適当なpH、等張性および安定性を有する非経口的に許容しうる水性溶液の剤
形であってよい。
【００６０】
　組成物の経口的に許容しうる投与剤形として、カプセル剤、錠剤、丸剤、散剤、リポソ
ーム、顆粒剤、スフィア、糖衣錠、液剤、ゲル剤、シロップ剤、スラリー剤、懸濁剤など
が挙げられる。適当な経口剤形は、当業者には公知である。錠剤は、ゼラチンなどの固体
担体、アジュバントまたは不活性希釈剤を含むことができる。液体医薬組成物は、一般に
、水、石油、動物または植物油、鉱物油または合成油などの液体担体を含む。生理食塩水
、またはエチレングリコール、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
のグリコールを含んでもよい。このような組成物および製剤は、与えられた担体における
その溶解度に応じて、一般に、少なくとも、0.1 重量%の化合物、好ましくは、約25 重量
%の化合物を含む。
【００６１】
　組成物は、特に治療の標的が、眼、皮膚または下部消化管のガンなどの局所適用によっ
て容易に到達可能である領域または器官である場合に、局所投与されてよい。組成物は、
液体、懸濁液、エマルジョン、軟膏、クリーム、ローション、ペースト、ゲル、泡または
エアロゾルの剤形で適用されてよい。適当な局所剤形は、当業者には公知である。
【００６２】
　組成物は、生物学的効力を損失することなく、化合物を特定の器官、組織またはガンの
型にデリバリーするため、および／または、化合物が、たとえば皮膚を通して吸収される
か、または消化管を介して摂取されることができるのを確実にするために、デリバリービ
ヒクルを含んでもよい。デリバリービヒクルは、たとえば、脂質、ポリマー、りぽそーむ
、エマルジョン、抗体および／またはタンパク質であってよい。たとえば、中皮腫を治療
するために皮膚を介して化合物をデリバリーするには、リポソームが特に好ましい。
【００６３】
　化合物を含む固体疎水性ポリマー半透性物質などの持続放出システムを用いて、組成物
をデリバリーすることができる。様々な持続放出物質が、入手可能であり、当業者には周
知である。持続放出カプセル剤は、約1～20週間化合物を放出する。
【００６４】
　化合物は、プロドラッグの形態であってもよい。プロドラッグは、組成物がたとえば経
口などで摂取される場合に化合物の活性が損なわれないように保護基を有することができ
る。プロドラッグは、特定の器官または細胞型に活性化合物をデリバリーすることができ
る。適当なプロドラッグ剤形および保護基は、当業者には公知であろう。受容体であるチ
ロシンキナーゼerbB2を過剰発現しているガン細胞を標的化するために、α-TOSのアダク
トが、ヘプタペプチドLTVSPWYに結合するのが好ましい。
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【００６５】
　患者は、化合物とともに最適予防または治療効果を達成するために1種以上の他の活性
成分を含む組成物を投与されてもよい。活性成分は、たとえば、アルキル化剤、血管新生
抑制薬、抗アンドロゲン薬、抗エストロゲン薬、代謝拮抗剤、アポトーシス剤、アロマタ
ーゼインヒビター、細胞周期制御薬、細胞ストレッサー、細胞障害剤、細胞保護剤、ホル
モン剤、免疫療法薬、キナーゼインヒビター、モノクローナル抗体、白金薬、呼吸抑制剤
、レチノイド、シグナル伝達阻害剤、タキサンおよびトポイソメラーゼインヒビターであ
ってよい。特に好ましい作用剤として、2-デオキシグルコースおよび3-BPなどの解糖イン
ヒビターが挙げられる。他の特に好ましい作用剤として、TRAILおよびAkt1インヒビター
ならびにRalph SJら、2006、Neuzil J、Tomasettiら、2007およびNeuzil J、Dongら、200
7(これらは、全体として相互参照することにより本発明に援用されるに概説される)他の
マイトカンが挙げられる。
【００６６】
　本発明者らは、たとえば、ガン細胞が、α-TOSと3-BPとの併用(ならびに他の複合薬)に
よって、いずれかの薬物を単独で用いる場合と比べて、殺傷に対してより感受性が高くな
ることを見出している。
【００６７】
　組成物は、非経口または局所投与されるのが好ましい。特に好ましいプロオキシダント
ビタミンE類縁体は、α-トコフェリルコハク酸エステル、α-トコフェリルマレイン酸エ
ステル、α-トコフェリルマレイルアミドおよび2,5,7,8-テトラメチル-2R-(4R,8R,12-ト
リメチルトリデシル)-クロマン-6-イルオキシ酢酸(α-トコフェリルオキシ酢酸)である。
エステルであるα-トコフェリルコハク酸エステル、α-トコフェリルマレイン酸エステル
およびα-トコフェリルマレイルアミドのための好ましい担体は、リポソームベースクリ
ーム「Lipoderm」などの経皮適用可能なクリームである。非加水分解性エーテル類縁体で
あるα-トコフェリルオキシ酢酸が、経口デリバリーに好ましい。
【００６８】
　検出可能な部分のいずれかの適当なタイプを用いることができ、化合物をいずれかの適
当な方法で検出することができる。検出可能な部分は、蛍光色素(たとえば、ローダミン1
23など)または放射性標識カチオンである。このような検出可能な部分は、たとえば、光
線力学療法などの付加的抗ガン療法の同時実践を可能にする。
【００６９】
　本発明の第16の態様にしたがって、ガン性細胞の死を誘導する能力がある化学物質を同
定する方法であって、
　(i)第1のガン性細胞のミトコンドリアに試験化合物を導入し、第2のガン性細胞にガン
細胞死を誘導しないことがわかっているコントロール化合物を導入し；次いで、
　(ii)ミトコンドリア複合体IIへの化合物の結合および第1および第2のガン性細胞内での
活性酸素種の生成をアッセイし、試験化合物およびコントロール化合物によるガン性細胞
の死ををアッセイする；
［ここで、コントロール化合物と比較しての試験化合物による複合体II結合、活性酸素種
の生成および第1のガン性細胞の死は、細胞死を誘導する能力がある化学物質が同定され
たことを示す］
ステップを含む方法を提供する。
【００７０】
　好ましくは、化学物質は、複合体IIのユビキノン結合部位に結合するプロオキシダント
ビタミンE類縁体である。
【００７１】
　好ましくは、試験化合物を同時にスクリーニングすることができるハイスループットス
クリーニングを用いる。
【００７２】
　本発明の第17の態様にしたがって、本発明の第16の態様の方法によって同定される化学
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物質を提供する。
【００７３】
　本発明の第18の態様にしたがって、ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIまたは1種以上のそ
のサブユニットに結合した本発明の第1、第2、第9または第10の態様の化合物を含む単離
または精製された複合体を提供する。
【００７４】
　好ましくは、化合物が、α-TOSなどのプロオキシダントビタミンE類縁体である。好ま
しくは、ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIが、哺乳類由来であり、より好ましくは、ヒト由
来である。
【００７５】
　本発明の第19の態様にしたがって、ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIまたは1種以上のそ
のサブユニットに結合した本発明の第1、第2、第9または第10の態様の化合物を含む結晶
または結晶化可能な組成物を提供する。
【００７６】
　好ましくは、化合物が、α-TOSなどのプロオキシダントビタミンE類縁体である。好ま
しくは、ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIが、哺乳類由来であり、より好ましくは、ヒト由
来である。
【００７７】
　本発明の第20の態様にしたがって、ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIのユビキノン結合部
位に結合する能力がある化学物質を同定または設計する方法であって、
　(i)呼吸鎖複合体IIと、複合体IIに結合してユビキノンへの電子流を妨げる少なくとも1
つのビタミンE類縁体との間の相互作用をコンピューターモデリングし；次いで、
　(ii)コンピューターモデリングによって作成されたデータを用いて、複合体IIに結合し
てユビキノンへの電子流を妨げる能力を有する化学物質を同定または設計する；
ステップを含む方法を提供する。
【００７８】
　好ましくは、α-TOSなどの少なくとも1つのビタミンE類縁体が、プロオキシダント活性
を有し、活性酸素種の生成を促進する。より好ましくは、複合体IIに結合してユビキノン
への電子流を妨げる複数のビタミンE類縁体をステップ(i)で用いる。
【００７９】
　好ましくは、ミトコンドリア呼吸鎖複合体IIが、哺乳類由来であり、より好ましくは、
ヒト由来である。
【００８０】
　本発明の第21の態様にしたがって、本発明の第20の態様によって同定または設計された
化学物質を提供する。
【００８１】
　好ましくは、化学物質が、ユビキノンに等しいか、またはより大きい複合体II結合親和
性を有するプロオキシダントビタミンE類縁体であるか、または以下から選ばれる化学物
質である：
　[(N’-アミジノヒドラジノ)-(4-メトキシフェニル)-メチル]ホスフィン酸；
　N-(4-メトキシ-6-メチル-ピリミジン-2-イル)ベンゼンスルホンアミド；
　4,6-ジメチル-3-メチルスルホニル-2-プロピルスルホニル-ピリジン；
　(4-ホルミル-5-ヒドロキシ-6-メチル-3-ピリジル)メトキシホスホン酸(ピリドキサルホ
スフェート)；
　3-(5-プロポキシ-2-スルフォフェニル)プロパン酸；
　3-[ヒドロキシ-[(メチル-メチルスルホニル-アミノ)メチル]ホスホリル]プロパン酸；
　(エトキシカルボニル-(2-エトキシカルボニルエチル)アミノ)メチルホスフィン酸；
　1-[2-(3,7-ジメチル-2,6-ジオキソ-プリン-1-イル)エチリデンアミノ]グアニジン；
　8-スルホキノリン-2,4-ジカルボン酸；
　2-(2-カルボキシエチル-ヒドロキシ-ホスホリル)-3-(2-フリル)プロパン酸；
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　3-[2S,4S,5R)-5,6-ジクロロ-2,4-ジメチル-1-オキソヘキシル]-4-ヒドロキシ-5,6-ジメ
トキシ-2(1H)-ピリジノン(アツペニンA5)；
　2,3-ジメトキシ-5-ゲラニル-6-メチル-1,4-ベンゾキノン(ユビキノン-2)；
　2-(1-メチルヘキシル)-4,6-ジニトロフェノール(ジニトロフェノール-17)；
　5,6-ジヒドロ-2-メチル-1,4-オキサチイン-3-カルボキシアニリド(カルボキシン)；
　4,4,4-トリフルオロ-1-(2-チエニル)-1,3-ブタンジオン(2-テノイルトリフルオロアセ
トン)；および
　Gu LQら、1990；He DYら、1994、Yang Fら、1991、Yankovskayaら、1996、およびYabun
akaら、2002に記載のユビキノン誘導体。
【００８２】
　本発明の第22の態様にしたがって、ガン性細胞の死を誘導する能力がある化学物質を同
定する方法であって、
　(i)ガン性細胞のミトコンドリアに試験化合物を導入し；次いで、
　(ii)ミトコンドリアの複合体IIのユビキノン結合部位の天然のユビキノン基質の置換を
アッセイし、ガン性細胞の死をアッセイする；
［ここで、試験化合物による天然のユビキノン基質の置換およガン性細胞の死は、細胞死
を誘導する能力がある化学物質が同定されたことを示す］
ステップを含む方法を提供する。
【００８３】
　本発明の第23の態様にしたがって、本発明の第22の態様によって同定された化学物質を
提供する。
【００８４】
　ヒト神経悪性腫瘍、褐色細胞腫および傍神経節腫、ならびに平滑筋腫および腎細胞ガン
の特定の型の研究は、それによってガン細胞がそれら自身の生存を促進する1つの保護装
置への洞察力を提供した。この過程は、ガンの低酸素性の発達のための通常の経路とは区
別して、「偽性低酸素」として知られるようになっている。これは、これらのガンが、酸
素のレベルが正常であっても細胞があたかも低酸素性であるかのように振る舞うようにす
る突然変異を示すからである。したがって、偽性低酸素性ガンにおいて、体細胞変異は、
細胞質ゾルにおけるグルコース代謝とミトコンドリアにおける酸化的ホスホリル化との間
のトリカルボン酸(TCA)回路連鎖の一部である酵素であるコハク酸デヒドロゲナーゼ(SDH)
またはフマル酸ヒドラターゼ(FHまたはフマラーゼ)のいずれかにおいて起こる。SDHAは、
ユビキノン酸化還元酵素複合体IIの3つの他のサブユニットであるSDHB、SDHCおよびSDHD
に関連する膜結合タンパク質として内部ミトコンドリア膜のマトリッククス側に位置する
酵素サブユニットをコードする。SDHB、SDHCまたはSDHD遺伝子における遺伝性または体細
胞突然変異は、褐色細胞腫または傍神経節腫に関連するが、FH遺伝子におけるそのような
変異は、平滑筋腫、平滑筋肉腫または人材棒ガンを引き起こす(Gottlieb EおよびTomlins
on IP、2005；King Aら、2006；Astuti Dら、2003；Bayley JPら、2006)。
【００８５】
　SDHまたはFHをコードする遺伝子における突然変異の結果としてSDHまたはFHの酵素活性
が低下するので、代謝中間体であるスクシネートおよびフマレートが、これらのガン細胞
の内側で上昇することになる。SDHの酵素活性の低下の結果として、このようなガンは、
α-TOSなどのプロオキシダント化合物による治療への感受性が高まるか、または低くなる
。SDHまたはFHサブユニットをコードする遺伝子に突然変異を含むことが疑われる褐色細
胞腫または傍神経節腫、平滑筋腫または腎細胞ガンのタイプのガンは、それらのSDHまた
はFH酵素活性のレベルについての診断試験によって分析することができる。SDHの酵素活
性は、600 nmにて測定された、細胞または肝臓ミトコンドリア調合液の存在下におけるCI
I基質であるDCPIPの測定に基づいて、King、TS、1967に記載されるような標準的手順に基
づくことができる。反応混合物は、0.5 mM NADH、5 mMスクシネート、10 mM KCN、50 μM
 DCPIPおよび50 μM PMSを含む。別法として、たとえば、Berridge MVおよびTan AS、199
3に概略された、そして、Berridge MVら、2005に概説された、複合体IIのSDH活性を分析
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するためのいずれかのテトラゾリウム色素還元アッセイがある。
【００８６】
　別法として、このような異常を検出するために、SDH突然変異の分子または免疫組織化
学解析を用いることができる。方法は、PCRベースDNA配列決定、RFLP解析、遺伝子アレイ
発現解析およびvan Nederveen FHら、 2007、Pollard PJら、2005およびBayley JPら、20
06に記載の例のような同様の技術を包含する。
【００８７】
　本発明の第24の態様にしたがって、ガンを有する患者が、本発明の第1または第2の態様
のプロオキシダント化合物の投与を含む療法に反応する可能性があるかどうかを試験する
方法であって、
　(i)該患者由来のガン性細胞のミトコンドリアにプロオキシダント化合物を導入し；次
いで、
　(ii)ミトコンドリアの複合体IIのユビキノン結合部位へのプロオキシダント化合物の結
合をアッセイし、ガン性細胞の死をアッセイする；
［ここで、プロオキシダント化合物の結合およびプロオキシダント化合物によるガン性細
胞の死は、患者が、療法に反応する可能性があることを示す］
ステップを含む方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００８８】
【図１】α-TOS、3-BPおよびTRAILは、乳ガン細胞においてATPの還元を引き起こす。示し
た濃度および示した期間において、α-TOS、3-BPまたはTRIALによって、MDA-MB-453、MCF
-7およびNeuTL乳ガン細胞を処置した。次いで、「一般的材料および方法」に記載のATP生
物発光アッセイキットを用いて、ATPレベルを評価した。示したデータは、平均値±S.D.(
n=5)を表す。記号「*」は、非処置グループと比較しての細胞のATPのレベルにおける有意
な差(p＜0.05)を意味する。
【図２】α-TOSおよび3-BPによる乳ガン細胞系におけるアポトーシスの誘導。正常酸素圧
または低酸素のいずれかにおいて、示した濃度で24時間、α-TOSまたは3-BPに、MCF-7(A
、B)およびMDA-MB-453細胞(C、D)を曝露し、アネキシンV-FITC法を用いてアポトーシスを
評価した。示したデータは、平均値±S.D.(n=3)を表す。記号「*」は、非処置グループと
比較しての処置された細胞のアポトーシスのレベルにおける有意な差(p＜0.05)を意味す
る。
【図３】MDA-MB-453細胞でのアポトーシス誘導におけるα-TOSおよび3-BPの併用効果。正
常酸素圧または低酸素のいずれかにおいて、示した濃度にて、α-TOSまたは3-BP単独で、
あるいはα-TOS＋3-BPの併用で、MDA-MB-453細胞を24時間処置した。時間、α-TOSまたは
3-BPに、MCF-7(A、B)およびMDA-MB-453細胞(C、D)を曝露し、アネキシンV-FITC法を用い
てアポトーシスを評価した。示したデータは、平均値±S.D.(n=3)を表す。記号「*」は、
単独薬物処置と比較してのα-TOS＋3-BPの併用によって処置された細胞のアポトーシスの
レベルにおける有意な差(p＜0.05)を意味する。
【図４】Akt1ノックダウンは、MDA-MB-453細胞をα-TOS、3-BPおよびTRAILに対して感受
性にする。60 pM Akt1 siRNAで、50%コンフルエントにおけるMDA-MB-453細胞を24時間前
処置した後、示した濃度にて、α-TOS、TRAILまたは3-BPで、さらに24時間処置した。ア
ネキシンV-FITC法を用いてアポトーシスを評価した。2つの独立した実験を行った。結果
を平均値±S.D.で示す。
【図５】NeuTL細胞のMTTを還元する能力における3NPA、BP、TTFAおよびα-TOSの効果。(A
)示した濃度にて用いた3NPAまたは3-BPの存在下、4時間の共インキュベーション後、PBS
中でのMTT還元を評価した。(B)MitoQで細胞を60分間プレインキュベートした後、示した
濃度にて3-BPを添加し、2時間インキュベートした後、PBS中でMTTを還元する能力を評価
した。20 mMコハク酸(pH 7.4)を含むRPMI中でのMTTを還元する能力について、MitoQで60
分間前処置した細胞を、示した濃度の(C)TTFAまたは(D)α-TOSの存在下で2時間インキュ
ベートした後に評価した。結果を、コントロール(非処置)±S.D.と比較してのMTTの平均
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還元％で表す。記号「*」は、有意な差(p＜0.05)を意味する。
【図６】単離されたラット肝臓ミトコンドリア(A、C)またはパラコッカス・デニトリフィ
カンス(B、D)における、α-TOSによるSDH/複合体II活性の阻害。「一般的材料および方法
」に概略したように細胞を分画し、ラット肝臓由来のミトコンドリアまたはパラコッカス
・デニトリフィカンス由来の膜の調合液を、ミトコンドリアSDH/複合体II活性を促進し、
インジケーター色素DCIP＋PMSを含む反応体積中でインキュベートした。AおよびB中のサ
ンプルは、スクシネートを含み、示したように100または300 μMのα-TOSのいずれかで処
置した。コントロール反応物は、希釈液DMSO単独の等価の添加を受けた。波長600 nmにお
ける吸光度を測定し、酵素活性(μmol/分/ml)における変化として表した。棒グラフAおよ
びBにおける結果は、平均値±S.D.(n=3)を表す。記号「*」は、コントロールからの有意
な差(p＜0.05)を意味する。パネルCおよびDは、100または300 μMのα-TOSの不在または
存在下で、示されたスクシネートの異なる濃度下で測定された反応速度(μmol/分)におけ
る変化を示す。
【図７】α-TOSによるアポトーシス誘導は、CII機能不全細胞において抑制される。ヒトC
ybL(B9rec)でのトランスフェクションによる複合体II再構築の後に、親(B1)、CI-機能不
全(B10)、CII-機能不全(CybL-突然変異；B9)およびCybL-突然変異細胞を、示した濃度お
よび時間にてα-TOSに曝露し、収穫し、ROS蓄積(A)、基質としてのスクシネートによるMT
T還元に基づいて全細胞において評価されたSDH活性(B)およびアポトーシス(C)について評
価した。CybLまたは非特異的(NS)siRNAでMCF7細胞を前処置し、示したようにα-TOSに曝
露し、ROS蓄積(D)、SDH活性(E)およびアポトーシス誘導(F)について評価した。パネルGは
、ヒトSDHCSDHCプライマーを用いるB1、B10、B9またはB9rec細胞ならびにsiRNA処置MCF細
胞のRT-PCR解析の結果を示す。パネルHは、ヒトモノクローナル抗-SDHC IgGB1を用いる、
B10、B9およびB9rec細胞のウエスタンブロッティングの結果を示す。ウエスタンブロッテ
ィングは、異なるSDHC siRNA二本鎖およびNS siRNA(I)で処置したMCF7細胞におけるSDHC
のレベルを記録するためにも示し、アクチンバンド(J)と比較して評価した。結果は、平
均値±S.D.(n=3)を表し、画像は、3つの独立した実験の代表である。記号「*」は、コン
トロールからの有意な差(p＜0.05)を意味する。
【図８Ａ】分子モデリング。複合体II結晶構造におけるQP結合部位に結合したα-TOS構造
と比較してのUbQ分子の最良のドッキングポーズ。画像は、棒線画として表した結合した
薬物を有する空間充填モードにおける複合体IIの横断面図／浮き彫りとして示す。同定の
ために様々な成分をラベル付けする。
【図８Ｂ】分子モデリング。棒線画様式での複合体II結晶構造から引き出されたこの部位
のための相対的UbQ構造と比較してのQP結合部位へのα-TOSの最良のドッキングポーズ。
結合に関わる複合体IIの重要なアミノ酸残基を同定し、それぞれについてそれらのサブユ
ニット鎖および残基数にしたがってコード付する。α-TOS構をハイライトし、より暗い棒
線画としてラベル付する。
【図８Ｃ】分子モデリング。重要なアミノ酸残基および複合体II QP結合ポケットとα-TO
Sの相互作用に関与するそれらの側基の空間分布の三次元視覚化を提供する(B)から誘導さ
れた立体画像。驚いたことに、α-TOSが、UbQ分子よりもポケットにより深く貫通し、水
素結合を提供するSDHC(CybL)サブユニットのセリン42への結合を調和させるのを見ること
ができる。
【図８Ｄ】分子モデリング。α-TOSの最良結合コンホメーションと結合にとって重要なQP
結合部位アミノ酸残基との間の主な相互作用を示すLigplot図。
【図８Ｅ】ポケットの正面を横切って伸びる複合体IIの一部によって形成された橋(半透
明の形式)を示す、分子モデリング。QD結合部位へのα-TOSの最良ドッキングポーズ；ポ
ケットの内部に包まれているUbQと比較してのα-TOSの結合。
【図８Ｆ】分子モデリング。α-TOSの最良結合コンホメーションと結合にとって重要なQP
結合部位アミノ酸残基との間の主な相互作用を示すLigplot図。複合体IIのQdポケットに
おけるα-TOSの結合相互作用に関与する重大な意味を持つ空間分布。注：TOSのスクシニ
ル基と複合体II SDHDサブユニットのリシン残基D128、D135との間の水素結合(点線)。
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【図８Ｇ】分子モデリング。UbQ5およびα-TOSの化学構造ならびに複合体IIのQPおよびQD
部位に結合する構造のそれぞれについて計算された相互作用エネルギー。注：パネルAお
よびEは、Astex Viewer(Hartshorn、2002)を用いて作製したが、パネルDおよびFは、Ligp
lot(Wallaceら、1995)を用いて作製した。
【図９】第4表および第5表(後記)からの異なるTOS類縁体の生物活性と、複合体IIのQp部
位へのそれらの計算された結合親和性との相関関係を示すグラフ。IC50：インビトロにお
いてガン細胞の50%死亡を誘導するために特定の薬物について必要なマイクロモルで表す
濃度。－log Kd：特定の薬物の結合親和性の逆対数。
【図１０】分子モデリング－複合体II活性部位および他の化学種。ミトコンドリアの複合
体II Qp活性部位に強力に結合する分子モデリングによって同定された10個の最良化学種
の詳細。
【図１１】共役ペプチドLTVSPWY-α-TOSは、乳ガンを抑制する。超音波画像化(USI)によ
って検出される乳ガンの7ヶ月齢以上のFVB/N202 c-neu雌性マウスを、示した時点でビヒ
クルまたはトウモロコシ油／エタノール(100：5、v/v)に可溶化したLTVSPWY-α-TOSの5 
μmol／マウス／投与の腹腔内注射で処置した。USIを用いて腫瘍を視覚化し、定量し、処
置(A)の開始時におけるそれらの体積と比較して表す。パネルBは、実験の第15日における
コントロールマウス(左)および処置動物(5 μmol LTVSPWY-α-TOS ／投与／マウス)(右)
由来の腫瘍の画像を表し、それぞれ402.1および34.8 mm3の腫瘍体積を示す。体積は、両
方の腫瘍について、実験の開始時において～40 mm3であった、示したデータは、平均値±
SD(n=4-6)であるUSI画像は、各グループ由来の腫瘍の代表である。
【図１２】α-TOSによるマウスモデルにおける乳ガンの阻害。(A)ヌードマウスにMCF-7細
胞を接種し、腫瘍が確立された後、3日に1回、腹腔内(i.p.)注射により動物を10 μモル
／マウスのDMSOに溶解したα-TOSまたはDMSO単独で処置した。キャリパーを用いて腫瘍サ
イズを測定し、治療の開始時のガンのサイズと相関させた。各グループにおいて4匹の動
物を用いた。示した結果は、平均値±S.E.である。記号「*」は、有意な差(p＜0.05)を意
味する。(B)触知可能な腫瘍を有する雌性FVB/N erbB2マウス(「一般的材料および方法」
を参照)に、3日に1回、腹腔内注射により、トウモロコシ油／4%エタノールに可溶化した1
0 μモルのα-TOS (n=11)もしくはトウモロコシ油／4%エタノール単独(コントロール、n=
9)か、または腫瘍部位に毎日、0.2 μモルの3-BP(n=8)／PBSのいずれかを与えた。キャリ
パーを用いて、腫瘍サイズを記録した。2つの独立した実験を行った。結果は、平均値±S
.E.で表す。記号「*」は、3-BPおよびα-TOS曲線の間の分散解析における有意な差(p＜0.
05)を意味する。
【発明を実施するための形態】
【００８９】
　本発をより良く理解することができるように、以下の実施例によって説明する。これら
の実施例は、説明のみを目的とするものであり、いかなる方法においても本発明の範囲を
限定するものと解釈されるべきではない。
【００９０】
　一般的材料および方法
　細胞培養および処置
　erbB2を低レベルで発現するヒト乳ガン細胞系MCF-7および高レベルで発現するヒト乳ガ
ン細胞系MDA-MB-453、ならびにFVB/N202ラットc-neuトランスジェニックマウス株由来のe
rbB2を高レベルで発現するマウス乳ガン細胞系NeuTL(Guyら、1992)をこの実験に用いた。
湿気のある5% CO2環境において、37℃にて、10% FCS、100 U/mlのペニシリンおよび100 
μg/mlのストレプトマイシンを加えたDMEM中で、細胞を培養した。10% FCS、10 g/mlのグ
ルコースおよび非必須アミノ酸を加えたDMEM中で、ミトコンドリア複合体I欠損(Breenお
よびScheffler 1979；DeFrancescoら 1976；Schefflerら 2004)および複合体II欠損細胞(
Albayrakら 2003；Oostveenら 1995)を成長させた。
【００９１】
　約70%のコンフルエントにて、正常酸素圧または低酸素条件下で50 μM以下のα-TOS(Si
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gma)、100 μM以下の3-BP(Aldrich)または30 ng/mlのヒト組換え腫瘍壊死因子関連アポト
ーシス誘導リガンド(TRAIL)(Weberら、2002)で細胞を処置した。低酸素のために、窒素パ
ージ培地で覆った細胞を、大量の窒素を予め流した低酸素室に置いた。次いで、細胞を入
れた低酸素室を、要求に応じてインキュベーター内に置いた。α-TOSをエタノールに溶解
し、細胞培養培地における最終エタノール濃度が≦0.1%(v/v)になるようにして用いた。
使用前に3-BPの貯蔵溶液をPBS中で調製した。
【００９２】
　ATP測定
　1.2x105個／mlのMDA-MB-453およびNeuTL細胞を、96ウエル組織培養マイクロタイタープ
レートに播き、使用前に一夜回復させた。上述のように、正常酸素圧または低酸素下で、
α-TOSまたは3-BPとともに6または24時間、細胞をインキュベートした。次いで、使用説
明書にしたがって生物発光アッセイキットHS11(Roche Applied Science)を用いて、ATPレ
ベルを測定した。簡単に述べると、室温にて細胞溶解試薬とともに5分間インキュベート
した後に、コントロールまたは処置細胞を黒いマイクロタイタープレートに移した。ルシ
フェラーゼ試薬を加え、Flurostar Optimaプレートリーダー(BMG Labtech)を用いてシグ
ナルを迅速に検出した。各条件について三組みウエルを読み、既知の濃度のATPで作成し
た標準的較正曲線を用いてデータを評価した。
【００９３】
　ROS蓄積の評価
　フローサイトメトリーにより、プローブとしてジヒドロエチジニウム(DHE)(Molecular 
Probes)(Weberら、2003)を用いて、あるいは、電子常磁性共鳴(EPR)分光分析(Weberら、2
003)を用いる5,5-ジメチル-1-ピロリン N-オキシド(DMPO；Sigma)でのトラッピングによ
って、細胞ROSを検出した。いくつかの実験において、2 μMのMitoQ(Jamesら、2005 )で
細胞を1時間前処置するか、またはSOD(PEG-SOD、750 units/ml；Sigma)で共インキュベー
トした。
【００９４】
　アポトーシス評価
　アポトーシスの早期に外面化されたホスファチジルセリンを検出するV-FITC法を用いて
、アポトーシスを定量した(Boersmaら、1996)。簡単に述べると、細胞を一夜療養し、α-
TOSもしくは3-BP単独または併用で処置した後、24ウエルプレートに105個／ウエルにて細
胞を播く。浮いている細胞および付着した細胞を採集し、PBSで洗浄し、0.2 mlの結合緩
衝液(10 mM Hepes、140 mM NaCl、5 mM CaCl2、pH 7.4)に再懸濁し、2 μlのアネキシンV
-FITC(PharMingen)とともに4℃にて30分間インキュベートし、50 μg/mlのヨウ化プロピ
ジウム(PI；Sigma)200 μlを補足し、アネキシンV-FITC 結合についてチャネル1を用い、
PI染色についてチャネル2を用いるフローサイトメトリー(FACScalibur、Becton Dickinso
n)によって分析した。アネキシンV結合およびPI染色の増加した細胞のパーセンテージと
して、細胞死を定量した。
【００９５】
　RNA干渉(RNAi)
　Akt1に特異的な3’-dTdTオーバーハングをもつ短い干渉RNA(siRNA)オリゴヌクレオチド
をQiagenによって合成した。配列は、以下のとおりである：標的配列：CCT GCC CTT CTA 
CAA CCA GGA；siRNA二本鎖配列：センス - r(UGC CCU UCU ACA ACC AGG A)dTdT、アンチ
センス - r(UCC UGG UUG UAG AAG GGC A)dTdT。使用説明書にしたがって、OligofectAmin
e(Invitrogen)およびOptiMEMを用いて、培養した細胞のsiRNAによるトランスフェクショ
ンを行った。簡単に述べると、細胞を50%コンフルエントに到らせ、OligofectAmineとと
もに前インキュベートし、OptiMEMで覆った60 pMのsiRNAを補足する。24時間後に細胞をP
BSで洗浄し、完全DMEMで覆い、さらに24時間後、要求に応じて処置した。
【００９６】
　MTTアッセイ
　2.5 mg/mlの3-(4,5-ジメチル-2,5-ジフェニル 2H-テトラゾリウムブロミド(MTT)(Sigma
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)をPBS単独または20 mMコハク酸、pH 7.4を含むフェノールレッド-フリーRPMI培地に溶解
することによって、MTT溶液を使用前に調製した。エタノール中の3-ニトロプロピオン酸(
3NPA)、DMSO中のテノイルトリフルオロアセトン(TTFA)、PBS中の3-BP、DMSO中のα-TOS、
およびエタノール中のMitoQ(Allevaら、2003、Jamesら、2005)の貯蔵溶液を調製した。ア
ッセイした希釈液ごとに4-8組みウエルを用い、96ウエルマイクロタイタープレートにて
指数増殖期に培養したNeuTL細胞において薬物を試験した。MitoQのMTT還元を回復する能
力を評価するために、2または5 μM MitoQとともに細胞を60分間前インキュベートした。
培養物中のエタノールまたはDMSOの最終濃度は、≦0.1%であった。処置およびコントロー
ル細胞は、37℃および5% CO2にて、2～4時間、MTTを還元してブルーホルマザン結晶にす
ることができた。インキュベーション後、30 μl以外の培養上清を除去した後、150 μl
のDMSOを加えることによってホルマザン結晶を溶解し、Fluorostar Optimaプレートリー
ダーを用い、570 nmにて吸光度の値を測定した。
【００９７】
　単離されたラット肝臓からのサブミトコンドリア粒子(SMPs)の調製
　RiceおよびLindsay、1997の変更法にしたがって、分画遠心法によってラット肝臓ミト
コンドリアを調製した。2 mlのミトコンドリアペレットを15 mlの20 mM KH2PO4 pH 7.4に
再懸濁し、80 Wattで3x15秒間超音波処置した。次いで、超音波処置溶液を6,500xgにて7
分間遠心分離した。上清画分を氷上に保持し、残留ペレットを再懸濁し、再度超音波処置
した。超音波処置溶液を前述のように遠心分離し、第2の遠心分離ステップから除去した
上清を第1の遠心分離からのものと合わせた。合わせた上清を108,000xgにて1時間再遠心
分離した。SMPsのペレットを5 mlの20 mM KH2PO4 pH 7.4に再懸濁し、使用するまで－20
℃にて凍結保存した。
【００９８】
　パラコッカス・デニトリフィカンスからの膜小胞の調製
　パラコッカス・デニトリフィカンスCCM 982(NCIB 8944)を、炭素源として50 mMスクシ
ネートおよび最終受容体として10 mMナイトレートを含む培地中で30℃にて嫌気的に増殖
させた。Burnellら(1975)にしたがって、リゾチームで処置することによって採集した細
胞から膜を調製した。約20 mg/mlの最終濃度になるまで0.1 M リン酸Na、pH 7.3中に希釈
した後、使用するまで1 mlのアリコートにて膜を－20℃にて保存した。ビシンコニン酸法
およびiEMSプレートリーダー(Labsystem、Finland)を用いて、タンパク質濃度を決定した
。
【００９９】
　ミトコンドリア複合体IIおよび複合体I活性の測定
　1 mlの反応体積を有する1 cmキュベットにおける600 nmでの吸光度を測定することによ
って、ミトコンドリア調製物による複合体II基質2,6-ジクロロフェノールインドフェノー
ル(DCIP)の還元のための経時変化を追跡した(ε600＝21x103 M-1cm-1)。反応成分は、NAD
H、0.5 mM；スクシネート、5 mM；KCN、10 mM；DCIP、50 μM；PMS、50 μMを含んだ。各
アッセイポイントにおいて、0.5 mgのサンプルタンパク質を用い、示したように100また
は300 μMにてα-TOSを加えた。分光光度計(UVIKON XL、Secomam)を用いて、DCIPの吸光
度における変化を測定し、繰り返しサンプルをアッセイした(n=3)。複合体I(NADHデヒド
ロゲナーゼ活性)を測定する場合、PMSを除外した。α-TOSを含まないコントロール反応に
ついて、採集濃度＜0.1%(v/v)であるように希釈液DMSOを加えた。
【０１００】
　分子モデリング－複合体IIおよびビタミンE類縁体
　Brookhaven Protein Databank(code 1ZOY)(Sunら、2005)から、ブタ心臓由来のミトコ
ンドリア呼吸膜タンパク質複合体IIの結晶構造を入手した。複合体は、4個のタンパク質
を含む。この複合体における3個のサブユニットである鉄イオウタンパク質(鎖B)、大(鎖C
)および小(鎖D)膜貫通タンパク質は、UbQへの結合に関与する。NCBIウェブサイトからのB
LAST調査は、ブタおよびヒト複合体IIの間の配列同一性が、鉄イオウタンパク質について
97%、大膜貫通タンパク質について90%および小膜貫通タンパク質について94%と非常に高
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いことを示した。
【０１０１】
　最初に除去されるヘテロ原子で、AutoDock Tools(Sanner、1999)を用いて、ドッキング
のために、タンパク質構造を作成した。該構造に極性水素を付加し、タンパク質原子のた
めにKollman United Atomチャージを用いた。InsightII (Accelrys、2001)を用いて、結
合したUbQ(1ZOY)の結晶構造配位からUbQ5を構築した。再びInsightIIを用い、α-TOSの環
系についてのサブ構造調査によって、Cambridge Structural Database(Allen、2002)から
検索された結晶構造MOPHLB01からα-TOSを構築した。次いで、非極性水素を融合し、Gast
eigerチャージを割り当て、回転可能な結合を決定することを含む、AutoDock Toolsによ
って、ドッキングのために、両方のリガンドを作成した。
【０１０２】
　Autodock 3.0.5.(Morrisら、1998)において実施されたように、Lamarckian Genetic Al
gorithmを用いて、ドッキングを行った；2つのドッキンググリッドを作成した。両方は、
0.375オングストロームのグリッドペーシングである126x126x126ポイントであり、第1の
ものは、QP部位におけるTyr173(鎖B)を中心とし、第2のものは、QD部位におけるTrp134(
鎖D)を中心とした。以下のもの以外は、対象のリガンドに存在する回転可能な結合の相対
的に高い数(UbQ5＝16、α-TOS =17)によって増加する、デフォルトパラメーターを用いた
：- ga_run＝250、ga_pop_size＝250、ga_num_evals＝10,000,000。また、計算の分析相
中に、より管理可能なクラスターを生み出すために、パラメーターrmstolを、2.5に増加
した。各ドッキング計算は、2 GHz G5 PowerPC Macintoshを用いて、49時間を僅かに越え
た。AutoDockで提供されたスクリプトを用いて、結果の分析を行い、Astex Viewer(Harts
horn、2002)を用いて、ドッキングした構造を視覚化した。
　第4表に示す他のビタミンE類縁体のAutodockingも、上述のとおり行った。
【０１０３】
　分子モデリング－複合体II Qp部位および他の化学物質
　ZINC Database project(http：//blaster.docking.org/zinc/)から65,000個の商業上入
手可能な化合物のバーチャルライブラリーをダウンロードした。これらの化合物を、計算
された物理的特性に基づくさらに大きなデータベースから検索条件を追加したので、それ
らは、大変似ているドラッグリード様候補である(Teague、SJら、1999)。次いで、最終的
データベースを作成するために、それらを多様性解析に付した。バーチャルスクリーニン
グ実験中のDOCK 6.1(http：//dock.compbio.ucsf.edu/DOCK_6/index.htm)を用いて、これ
らの化合物のそれぞれをブタ複合体II(1ZOY)の結晶構造にドッキングさせ、相互作用エネ
ルギーに基づいてトップ1000個の化合物を同定した。次いで、再度DOCK 6.1を用いて、こ
れらの最終化合物をより厳密なドッキング実験に付し、視覚化プログラムChimera (http
：//www.rbvi.ucsf.edu/chimera/)を用いて、最もブタ複合体IIと相互作用する可能性の
ある化合物として10個の化合物を同定した。
【０１０４】
　マウス腫瘍実験
　MCF-7細胞(2x106細胞/マウス)をヌードマウスに皮下接種した。腫瘍が発達した後(直径
3-7 mm)、DMSO中の10 μモルのα-TOSを3日毎に、マウスに腹腔内注射した。コントロー
ルマウスには、等量(100 μl)のDMSOのみを注射した。デジタルキャリパーで測定するこ
とによって、腫瘍サイズを評価した。H-2q FVB/Nバックグラウンド上のMMTVプロモーター
によって誘発されたラットHER-2/neu プロトオンコジーンを有するトランスジェニックFV
B/N202ラットc-neuマウスのコロニー(Guyら、1992)を、Griffith University Animal Fac
ilityにて確立し、厳密な同系交配条件下に維持した。PCRによって、トランスジーンの存
在をルーチン的に確認した。約70%の雌性マウスが、平均潜伏時間10ヶ月で同時の乳ガン
を発達させた。平均直径10±5 mmの徐々に増殖する腫瘍を有する雌性トランスジェニック
FVB/N202ラットc-neuマウスをコントロールまたは処置グループにランダムに割り当てた
。デジタルキャリパーで腫瘍サイズを測定した。α-TOS療法のために、マウスは、3日毎
に腹腔内投与で投与されるトウモロコシ油／4%エタノール単独での処置（コントロール）
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、またはトウモロコシ油／4%エタノール中の10 μモルのα-TOSでの処置を受けた。3-BP
療法のために、1日当たり、0.2 μモルの薬物が腫瘍内に注射された。使用した3-BPの薬
物用量は、以前の報告(Koら、2004)に基づいたものであり、この薬物をラット(平均体重
～300 g)に適用し、マウスに対して、低体重(～30 g)を考慮した。
【０１０５】
　統計的分析
　グループ比較間の対応のないスチューデントt検定を用いて、アポトーシスの平均パー
センテージ、ATPおよびMTT還元±SDを比較した。共変動として日数を用いる共分散分析(A
NCOVA)を用いて、平均相対腫瘍サイズ±SEMにおける差異を審査した。SPSS(登録商標) 10
.0分析ソフトウェア(SPSS、Chicago、USA)を用いて統計的分析を行った。差異は、p＜0.0
5である場合に統計的に有意であるとみなした。
【実施例１】
【０１０６】
　3-BP、α-TOSまたはTRAILは、乳ガン細胞のATPレベルを低下させる。
　3-BPは、従来、使用した薬物の特定の用量に応じて、処置の数時間後に起こる、細胞AT
Pレベルを枯渇させる活性の高い作用剤として報告されていた(Koら、2004、Xuら、2005)
。さらに、細胞ATPレベルの減少が、3-BP薬物誘発性ガン細胞死の出現の前に起こること
が示された(Xuら、2005)。低下したATPレベルは、次いで、アポトーシス促進性Bax分子が
ミトコンドリアに移行するのを可能にしてアポトーシスシグナル伝達経路を活性化させる
、pBadホスホリル化の損失と相関した(Xuら、2005)。
　したがって、本発明者らは、ヒト乳ガンMDA-MB-453(erbB2-高)およびMCF-7(erbB2-低)
細胞系における細胞ATPの産生における3つの薬物α-TOS、3-BPおよびTRAILの効果を比較
するために、それらの比較に着手した。さらに、FVB/Nラットc-neuトランスジェニックマ
ウス由来のマウス乳ガン細胞系NeuTLにおいて、薬物を試験した。
【０１０７】
　結果
　(図1A)は、6時間以内に、MDA-MB-453細胞が、ATPレベルを有意に低下したことを示す。
24時間までに、すべての3つの細胞系は、ATPレベルの低下を示したP(図1B-D)。3-BPおよ
びTRAILは、試験した異なる濃度の範囲にわたって、α-TOSよりも強力なインヒビターで
あることが分かった。α-TOSのみが、50 μMという高濃度で付加した場合に、細胞ATPレ
ベルを有意に低下させた(図1)。細胞は、低酸素または正常酸素圧下のいずれかでインキ
ュベートした場合に、細胞ATPを枯渇させることにおいて、3つの薬物の作用に対して、同
じように反応性であった。
【実施例２】
【０１０８】
　高度にerbB2-陽性である乳ガン細胞は、3-BPによって誘導されたアポトーシスに耐性が
あるが、α-TOSによって誘導されたアポトーシスには耐性がない。
　高レベルのerbB2発現を示している乳ガン細胞は、いくつかのガン治療によって誘導さ
れたアポトーシスに対する関連するより大きい耐性を有する(Burstein、2005)。これらの
発見と一致して、本発明者らは、近年、高度にerbB2-陽性であるMDA-MB-453細胞系が、弱
くerbB2-陽性であるMCF-7細胞系におけるその効果と比較した場合に、死受容体アクチベ
ーターTRAILによって誘導されるアポトーシスに対してより耐性があることを観察してい
る。しかし、MDA-MB-453細胞は、α-TOS誘導アポトーシスに反応性であることが分かった
(Wangら、2005)。この実験において、本発明者らは、2つのミトコンドリア影響性薬物、
α-TOSおよび3-BPを、高および低erbB2-発現乳ガン細胞系における、そして異なる酸素条
件下でのアポトーシスインデューサーとしてのそれらの相対的効力について比較した。
【０１０９】
　結果(図2)は、MDA-MB-453およびMCF-7細胞系の両方が、正常酸素圧および低酸素下の両
方で、α-TOSによって誘導されるアポトーシスに対して感受性があり、MCF-7細胞がわず
かにより影響を受けやすいことを示した。MDA-MB-453細胞は、100 μMという高濃度でさ
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えも、3-BPによる殺傷に著しく耐性があることが見出された。α-TOSに関しては、反応性
MCF-7細胞が、正常酸素圧よりも低酸素下において、3-BPによる殺傷に対して、より感受
性があることが見出された(図2)。
【実施例３】
【０１１０】
　3-BPおよびα-TOSの併用は、高erbB2-陽性細胞において、アポトーシスを増強する。
　この実験において、本発明者らは、α-TOSおよび3-BPが、オーバーラップするかどうか
、またはそれらが3-BP-耐性MDA-MB-453乳ガン細胞の殺傷を増強することができるかどう
かを決定した。この実験は、これらの薬物が、同様のメカニズムで働くか、あるいは他方
とは独立しているかどうかを理解する手がかりとなる。3-BPが、スクシネートであるデヒ
ドロゲナーゼの活性部位に結合することによって、複合体IIのインヒビターとして作用す
ることが知られている(Sanbornら 1971)。したがって、それらの両方が違いにオーバーラ
ップする可能性があった。
【０１１１】
　図3は、MDA-MB-453細胞においてアポトーシスを誘導するためのα-TOSおよび3-BPの併
用効果の結果を示す。事実、MDA-MB-453細胞は、驚いたことに、それぞれの薬物単独での
使用と比較して、α-TOSおよび3-BPの併用による殺傷に対して、感受性を高め、薬物併用
を用いた場合のガン細胞アポトーシスの程度は、有意(p＜0.05)に増強された。さらに、
併用で増強された効果は、細胞培養条件が正常酸素圧か低酸素かどうかにかかわらず起こ
った。したがって、これらの結果から、2つの異なる薬物が、互いに独立して作用し、α-
TOS処置が、3-BP耐性MDA-MB-453細胞を、3-BPの細胞毒性効果に対して感受性があるよう
にするという並はずれた発見を提供することが明らかとなった。
【実施例４】
【０１１２】
　Akt siRNAは、3-BPへのMDA-MB-453細胞の反応性を回復し、α-TOSおよびTRAILへの感受
性を増加する。
　過去の研究は、高レベルのerbB2発現が、Bad(Zhaoら、2004)およびカスパーゼ-9(Cardo
neら、1998)などの多くの異なる細胞標的をホスホリル化するAktの活性化をもたらすこと
を明らかにしている。このように、ガン細胞は生存の増加を示し、薬物治療によって誘導
されるアポトーシスに対して耐性ができる(Westら、2002、Osakiら、2004、Fresnoら、20
04、Grandageら、2005)。実際、アンチセンスRNAアプローチを用いるAktの細胞発現を阻
害することが、薬物療法へのガン細胞の感受性を回復させるための一般的方法として提案
されている(Kimら、2004)。さらに、近年、Aktに対してsiRNAが、ガン細胞においてAkt発
現をダウンレギュレートすることのガン細胞の生存に及ぼす効果を調査するいくつかの研
究において用いられている(Takeuchiら、2005、Yoeli-Lernerら、2005)。したがって、本
発明者らは、Akt1発現を低下させて、このことが、erbB2-陽性 3-BP-およびTRAIL-耐性MD
A-MB-453細胞を2つの作用剤に対して反応性にするかどうか、ならびに、このことが、α-
TOS媒介性アポトーシスに対する該細胞の感受性を高めるかどうかを決定する手段として
、RNAi技術を活用している。
【０１１３】
　OligofectAmineおよびOptiMEMを用いて、siRNAsによるMDA-MB-453細胞のトランスフェ
クションを行った。簡単に述べると、細胞を～50%コンフルエントに到達させ、Oligofect
Amineとともにプレインキュベートした60 pmol/l siRNAを補足し、OptiMEMで覆った。24
時間後にPBSで細胞を洗浄し、完全DMEMで覆い、さらに24時間、48時間培養し、ウエスタ
ンブロッティングを用いてトランスジーン発現を確認した後、次の実験に用いた。
【０１１４】
　結果(図4)は、Akt1 siRNAによるMDA-MB-453細胞の前処置が、試験する3つの薬物それぞ
れに対する感受性を増加させることにおいて有効であり、3-BPに対する細胞毒性反応にお
いて特に目覚ましい増加を生み出すことを示した。この証拠は、高レベルAkt活性をもつ
乳ガンが、3-BP治療への耐性をもつ傾向があり、このことが、分子操作によって効率的に
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調節されうることを示唆する。
【０１１５】
　3-BPへの細胞反応性におけるAkt siRNAの効果およびα-TOS/3-BP併用治療によるアポト
ーシスの増加は、α-TOSが、Akt活性にも影響を及ぼし、そのことによって、Akt siRNAと
同様の、3-BPへのガン細胞の感受性の増加を提供するという可能性を引き起こす。
【実施例５】
【０１１６】
　α-TOSは、複合体II上のUbQ-結合ポケットを標的とする。
　本発明者らによる過去の研究(Neuzilら、2004に概説)は、ミトコンドリアが、ガン細胞
におけるα-TOSの作用のメカニズムの中心をなし、ミトコンドリアアポトーシスシグナル
伝達経路の活性化をもたらすことを明らかにした。近年そのBcl-2/Bcl-xL阻害活性の発見
まで、α-TOSは「オーファンドラッグ」状態を保持している。しかし、ガン細胞へのα-T
OSの付加の早くも1時間後にROS生成をもたらすこの薬物のための特異的ミトコンドリア標
的およびアポトーシス促進性経路の次の開始(Weberら、2002、Stapelbergら、2005)は、
明確ではない(Zhangら、2001)。
【０１１７】
　この目的を達成するために、本発明者らは、α-TOSが、複合体IIにおいてUbQ結合を妨
げるかどうかを詳細に調べた。全細胞における複合体II活性を特に測定するために、テト
ラゾリウム塩MTTの還元に基づく短時間(1-2時間)アッセイを用いた(Maeharaら、1988)。
したがって、ミトコンドリア呼吸が複合体IIを介して全細胞において最適に進行特するの
を確実にする特定の条件を用いた。このために、マウスNeuTL乳ガン細胞の酸化呼吸を高
レベルのスクシネート(20 mM)で持続させ、それによって、複合体IIのSDH活性を促進した
(Maeharaら、1988)。次いで、高スクシネート条件下で複合体II/SDH依存性活性の特異的
インジケーターになる、MTTを酵素的に還元する能力について、1-2時間以内に細胞をアッ
セイした(Maeharaら、1988、Berridge and Tan、1993)。
【０１１８】
　過去の研究は、3-BP(Sanbornら、1971)および3NPA(Scalletら、2003)の両方が、SDH活
性の強力なインヒビターとして作用することを明らかにしており、3NPAは、細胞への付加
の4時間以内と比較的迅速にMTT還元を阻害する能力がある(Scalletら、2003)、SDHの特異
的自殺型インヒビターである(Huangら、2006)ことを近年明らかにされている。2つのSDH
インヒビター、3-BPおよび3NPAがNeuTL細胞において直接MTT還元を害するかどうかを決定
するために、3-BPおよび3NPAを用い、別な方法でこれらのインヒビターと競合する追加の
スクシネートの不在下にて初期実験を行った。結果(図5A)は、3-BPおよび3NPAが両方とも
、複合体II-媒介性MTT還元の強力なインヒビターであり、したがって、アッセイが、SDH
活性の効果を定量するという我々の目的に適していることを確認した。
【０１１９】
　複合体IIの電子伝達流に関与するUbQ結合部位を標的とする特異的インヒビターとして
、テノイルトリフルオロアセトン(TTFA)が確立されている(Berridge and Tan、1993、Sun
ら、2005)。これらの部位は、電子を複合体IIIに送るために、UbQに電子を伝達する状態
にある、複合体IIの膜貫通領域におけるSDH反応中心の下に存在する。興味深いことに、T
TFAは、すべての細胞に対して毒性である(Zhangら、2001b)。SDH酵素インヒビターである
3-BPおよび3NPAと同様に、TTFAもまた、2,3時間以内に、乳ガン細胞によるMTTの酵素的還
元を有意に阻害した(図5C)。事実、3-BP、α-TOSまたはTTFAのいずれかによる処置は、処
置の早くも2,3時間後に、これらの細胞によるMTT還元のレベルにおいて生じる有意な減少
をもって用量依存的変化を示した(図5B-D)。しかし、UbQのミトコンドリア的に標的化さ
れた形態であるMitoQとともに細胞を1時間プレインキュベートすること(Kelsoら、2001、
Jamesら、2005)は、MitoQが、TTFA(図5C)またはα-TOS(図5D)のいずれかによって引き起
こされたMTT還元における阻害に打ち勝つことができるが、3-BP(図5B)によって引き起こ
された阻害には打ち勝つことができないことを示した。ここでの理論的解釈は、もし、こ
れらの薬物のいずれかが、複合体IIのUbQ部位への結合によって活性化しているならば、
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増加したレベルのUbQ活性類縁体であるMitoQで細胞を充填することは、複合体IIによるMT
T還元の薬物媒介性阻害の程度を低下させるであろうということであった。MTT還元におけ
る3-BPの阻害効果は、SDH頭部基を阻害することによって作用し、複合体IIの下流膜貫通U
bQ部位を介さない3-BPと一致して、異なる濃度のMitoQ(図5B)の存在または不在下で細胞
を処置した場合、有意には異ならなかった。しかし、TTFA(図5C)およびα-TOS(図5D)の付
加によって引き起こされる阻害は、MitoQと細胞とのプレインキュベーションによって有
意に打ち勝たれた。特に、α-TOSは、MitoQの存在下でのスクシネート駆動MTT還元を阻害
することにおいて、有効性は低かったが、これも、近年、ミトコンドリア酸化還元鎖の複
合体IIへの結合に対して特異的であることが明らかにされている(Jamesら、2005)。
【実施例６】
【０１２０】
　α-TOSが、ミトコンドリア呼吸複合体II活性を阻害することの検証。
　ミトコンドリア 呼吸複合体II活性を阻害することにおけるα-TOSの役割のためのさら
なる裏付けは、ラット肝臓から細胞内フラクションを含んでいるミトコンドリ調合液、な
らびにパラコッカス・デニトリフィカンスから膜フラクションを単離することによって探
求された。これらの研究にとって、SDH/複合体II活性のアッセイ法は、フェナジンメト硫
酸塩(PMS)およびインジケーター色素として末端電子受容体である2,6-ジクロロインドフ
ェノール(DCIP)を用い、それが高スクシネート条件下で駆動されるSDHによって還元され
るための600 nmにおける吸光度の減少を用いるKing(1967)の研究に基づいたものであった
。結果(図6A,B)は、ラット肝臓ミトコンドリアおよびパラコッカス・デニトリフィカンス
調合液の両方において、コントロールサンプルと比較して、DCIPの還元の速度が、α-TOS
処置後に、急速および有意に低下したことを示した。したがって、結果は、複合体IIのUb
Q部位で直接作用し、PMSおよびDCIPへの電子流を妨げるα-TOSを強く裏付ける。SDH活性
についてのα-TOSの選択性は、NADHデヒドロゲナーゼ(複合体I)活性においてビタミンE類
縁体の効果がないことを示す結果によって裏付けられる(データ示さず)。
【実施例７】
【０１２１】
　複合体Iおよび複合体II欠損細胞を用いる、α-TOSがミトコンドリア呼吸複合体II活性
を阻害することの検証。
　複合体Iおよび複合体II欠損細胞を上記実施例６のインビトロの結果を確認するために
も用いた。CI機能不全細胞(B10細胞)(Seo、B.B.ら、1998)、CII機能不全細胞(突然変異チ
トクロームb大を有するB9細胞、CybL)および親チャイニーズハムスター肺線維芽細胞(B1
細胞)(Oostveen、F.G.ら、1995)を、10% FCS、抗生物質、10 mg/mlのグルコースおおよび
非必須アミノ酸を補足したDMEM中で増殖させた。α-TOSは、親チャイニーズハムスター肺
線維芽細胞(B1細胞)、CI機能不全細胞(B10細胞)およびCII機能不全(SDHCサブユニットを
コードする遺伝子において突然変異有するB9細胞、CybL)においてアポトーシスを開始し
た。B9細胞は、親(B1)またはB10細胞と比較して、α-TOSへの反応性が低く、ROS蓄積のレ
ベルが低く(図7A)、SDH活性が減少した(図7B)。これらの発見に一致して、B9細胞は、VE
類縁体によって誘導されるアポトーシスに対して相対的に耐性があった(図7C)。CybL突然
変異(B9)細胞におけるCIIの差異構築は、SDH活性を正常化し(図7B)、α-TOS誘導殺傷への
細胞感受性を回復させた(図7C)。
【０１２２】
　CII欠損(B9)および再構築B9細胞により得られたデータを、CybLに対する4つの異なる短
い干渉RNAs(siRNA)でのMCF7細胞の処置により、独立して検証した。二本鎖1、3および4は
、実質的にCII活性を抑制した(図7D)。CybLにおける突然変異は、ROS蓄積およびSDH活性
を阻害し、α-TOSによって媒介されるアポトーシスのレベルを低下させた(図7D-F)。
【０１２３】
　ヒトモノクローナルSDHC抗体、B1、B9およびB10、ならびにCII再構築チャイニーズハム
スター肺線維芽細胞(B9rec)の使用により、SDHCの存在を探った。ウエスタンブロッティ
ング分析(図7H、I)は、B1、B9およびB10細胞におけるヒトSDHCの不在、ならびにSDHC siR
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NAsで処置したMCF-7細胞においてそのレベルが低いことを示した。再構築CIIを有するB9
細胞は、SDHCの再出現を示した。デンシトメトリーの評価によって示されたように、MCF7
細胞のsiRNA処置は、SDHCタンパク質のレベルを50-80%まで低下させた(図7J)。これらの
データは、CII再構築細胞におけるヒトSDHC mRNAの存在、ならびにSDHC siRNAで処置され
たMCF7細胞における転写物の低レベルを示すRT-PCRの結果と一致した(図7G)。SDHC処置MC
F7細胞におけるSDHBサブユニットタンパク質のレベルにおけるいずれかの変化が、観察さ
れなかったので、siRNAアプローチはSDHCに対して特異的であった(データ示さず)。
【実施例８】
【０１２４】
　分子モデリングは、UbQ自体に対してよりも、複合体II活性部位へのα-TOSのより強力
な結合を示した。
　α-TOSがUbQ結合部位を介してミトコンドリア複合体IIと相互作用することを示してい
る上記の結果を理論的に説明するのを助けるために、本発明者らは、AutoDock(Morrisら
、1998)を用いて、このシステムの分子モデリング研究を企てた。近年、ブタ心臓ミトコ
ンドリア複合体IIの結晶構造が報告されており(Sunら、2005)、ヒトミトコンドリア複合
体IIとの高い配列同一性ゆえに、本発明者らは、それらのAutoDock研究のための基準とし
てこの構造(1ZOY)を用いることを決定した。構造は、近位のUbQ結合部位(QP)を明確に示
し、結合したインヒビターTTFAをもつ関連構造(1ZP0)は、提案された遠位のUbQ結合部位(
QD)の位置を示唆する。
【０１２５】
　このシステムを研究するためにAutoDockを用いることの実現可能性を試験するために、
最初に彼らは、QPおよび提案されたQD結合部位の両方にUbQ5をドッキングさせるためにそ
れを用いた。UbQ5は、α-TOSと同様のサイズであり(図8)、同様の数の回転可能な結合を
含む(それぞれ16および17)ので、選択された。UbQの部分について観察される位置よりわ
ずかに深い位置へQPにドッキングしたUbQ5は、Sunら(2005)によって公開された結晶構造
で解決した。興味深いことに、このより深いドッキング位置は、大腸菌由来の複合体IIの
結晶構造にUbQ2をドッキングさせるためにドッキングプログラムGOLDが用いられる近年の
研究において観察された(Horsefieldら、2006)。結合部位の正面に位置しているUbQ環お
よび該部位の内側に位置する疎水性尾部をもつUbQ5もまた、提案されたQD部位にドッキン
グすることが見出された。AutoDock(図8)によって計算された相互作用エネルギーは、UbQ
5が、提案されたQD部位よりも強くQP部位と相互作用することを示唆する。このことは、
提案されたQD部位においてUbQ結合が観察されないという事実とよく相関し、QP部位が、U
bQ5との最も強い相互作用を提供することを示唆した。
【０１２６】
　図8A-Dに見られるように、AutoDockは、QPおよびQD部位の両方においてα-TOS結合を示
した。QP部位において、α-TOSの環系は、UbQ環と同じ結合ポケットに位置するが、反対
側に傾斜する。驚いたことに、コハク酸エステル部位が、結合ポケット内により深く伸び
、補欠分子ヘム基の位置に向かって下方に伸びることが見出された。カルボキシル基は、
このポケットに適切にフィットし、Ser42(C)との二座水素結合に関与する(図8B,C,D)。Se
r42(C)もまた、α-TOSのエステル酸素と相互作用する。α-TOS分子の残部の疎水性性質に
適しているので、該タンパク質とのすべての他の相互作用は、疎水性である。炭化水素側
鎖は、周囲で輪になり、bQ5のイソプレノイド側鎖がドッキングするのが示される同じチ
ャネルに沿ってQP部位からU伸びる。QD部位において、α-TOSの環系は、結晶構造におい
て認識できるリン脂質の頭部基に観察される様式と同じ様式で該部位の底部まで伸びてい
るコハク酸エステル部分をもち、結合部位の底部に向かって位置する。コハク酸部分は、
Lys135(D)and Lys128(D)に水素結合するのが見られる(図8E)。
炭化水素側鎖は、結合部位の内側の周りで輪になる。
【０１２７】
　α-TOSのドッキングしたコンホメーション(図8F)についての相互作用の計算されたエネ
ルギーは、それが、QPまたはQD部位のいずれかにおいて結合することができるが、QD部位
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において結合が優先されることを示唆した。QP部位におけるα-TOSの結合エネルギーは、
UbQ5よりもわずかに小さいが、α-TOSは、UbQ5と確実に競合することができる。QD部位に
おいて、α-TOSは、UbQ5よりも良好な結合エネルギーを示し、この結合部位から置き換え
ることができるはずである。
【０１２８】
　まとめると、これらの発見は、α-TOSが、ユビキノン(UbQ)結合と相互作用し、呼吸鎖
における複合体IIの膜ドメインによってUbQの還元を遮断することを示す。結果として、
電子は、もはやFAD上のコハク酸デヒドロゲナーゼ親水性頭部の下に伝達されず、[4Fe-4S
]を介してUbQへ中継されるが、代わりに、ミトコンドリア中に漏出し、最終的にガン細胞
のアポトーシスを誘導する増加したレベルのROSを生成する。
【０１２９】
　上記と同じプロトコルを用いて、下記の第表および第5表に示すのビタミンE類縁体のオ
ートドッキングを行い、予測した相互作用エネルギーを各表の最後の欄に提示した。
【０１３０】
　第4表
　近位コエンザイムQ結合部位(Qp)におけるビタミンE類縁体の相互作用エネルギー。化合
物は、シグナル伝達ドメインによって分類される。



(33) JP 5396274 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

【表６】

【表７】

　a最初の値は、cis-、第2の値は、trans-についてである。
　b2つの値は、キラル炭素における2つのエナンチオマーを意味する。
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【０１３１】
　第5表
　修飾された疎水性ドメインとの、遠位コエンザイムQ結合部位(Qp)におけるビタミンE類
縁体の相互作用エネルギー。
【表８】

【０１３２】
　上記ビタミンE類縁体は、AutoDock 3.0.5および前に述べたものと同じプロトコルを用
い、ブタ複合体IIの結晶構造(近位ユビキノン結合部位)にドッキングする。相互作用の予
測されたエネルギーおよび生成したコンホメーションの数を比較することによって、結合
において重要であるα-TOSテンプレートへの変化に関する以下の観察が得られる：
　1．末端電荷。α-TOSテンプレートは、その末端カルボン酸による負の電荷を有する。
この電荷の消滅は、相互作用エネルギーを減少したが、正の電荷とそれを置き換えること
が、同様の相互作用エネルギーを維持した。この荷電した基がドッキングする領域は、極
性アミノ酸残基(ヒスチジンおよびセリン)によって囲まれているが、荷電した残基はない
。最も近い電荷は、近くのヘム基のカルボキシ基から来る。このことは、正または負の荷
電した基のいずれかの蓄積を可能にする。
　2．エステル結合。スクシネート部分を元のビタミンE骨格に連結するエステル結合は、
相互作用エネルギーにおいてほとんど変化がないアミド結合と置き換えることができる。
　3．スクシネート部分は、(二重結合における立体配置がtransに維持される限り)フマレ
ート部分と置き換えることができ、良好な相互作用エネルギーをなお維持することができ
る。
　4．α-TOSの芳香環上のメチル基は、近位ユビキノン結合部位内で物質を位置決定する
ことにとって重要である。それらを除去すると、相互作用のエネルギーが低下する。
【０１３３】
　図9において、本発明者らは、ユビキノン部位へのビタミンE類縁体の結合親和性と、ガ
ン細胞のアポトーシスを引き起こすことにおけるそれらの生物活性との間の相関関係を解
析した。結果は、該部位への結合親和性と、ガン細胞を殺傷する能力との間の直接的関係
を示す。ドッキングと、結果のリストとの間に観察される際は、複合体II標的部位に到達
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する化合物の生物学的近接可能性を反映する。したがって、IC50は、部位に結合する類縁
体の能力のみならず、細胞膜を横切って進入し、ミトコンドリアマトリックスへの接近を
獲得する能力も反映する。IC50測定のために、本発明者らは、細胞ベースアッセイを用い
たので、いくつかの化合物が、複合体IIと相互作用するためにミトコンドリア内に入るか
どうかを評価することができない。最良の比較は、Autodockの結果と、市販の精製複合体
IIキット(MS201 複合体II IMMUNOCAPTURE KIT MitoScience LLC、1850 Millrace Drive、
Suite 3A、Eugene、OR 97403、USA、http：//www.mitosciences.com) を用いる酵素アッ
セイとを比較することによってなされる。
【０１３４】
　このキットを用いて、ヒト、マウス、ラットおよびウシの組織および細胞系から精製複
合体IIを単離し、次いで、King TE、1967に概略されたDCPIPおよびPMSアッセイ反応を用
いるか、または競合放射性ユビキノン結合アッセイを用いて、類縁体による活性および阻
害についてスクリーニングすることができる。
【実施例９】
【０１３５】
　分子モデリングは、複合体II Qp部位に結合する能力がある化学物質を示す。
　この実施例において、コンピューターモデリング研究を用いて、ユビキノンQp結合部位
に大きい親和性で結合し、電子伝達を中断させる能力を潜在的に有する化学物質を同定し
た。このような物質は、ガン性細胞を殺傷する能力を潜在的に有する。
【０１３６】
　ZINC Database projectから65,000個の商業上入手可能な化合物のバーチャルライブラ
リーをダウンロードし、ブタ複合体II(1ZOY)の結晶構造に対して、望ましい特性を有する
サブセットをドッキングさせた。相互作用エネルギーに基づいたトップ1000個の化合物を
より厳密なドッキング実験に付し、最もブタ複合体IIと相互作用する可能性のある化合物
として、最終的な10個の化合物を同定した。このような化合物を図10に示す。
【０１３７】
　分子モデリングおよび生物アッセイからの化合物のリストおよび結合データに基づいて
、複合体IIのQ部位への最良の結合に望ましい／有利な化学物質は、酸素がイオン化され
るようになる能力があるかもしれないか、またはないかもしれない酸素含有側基をもつ疎
水性化合物を包含する。コアの疎水性基として、トコフェロールおよびその同族体、ピリ
ドキサール誘導体、ユビキノン誘導体、キニノリン誘導体、ベンゾスルホンアミドなどの
ベンジル基、ピリジル/ピリジン、プリンおよびピリミジン、パルテノライド、レチナミ
ド、セスキテルペンラクトンが挙げられる。疎水性コア化合物の側基への置換修飾として
、スルフェート、ホスフェート、ホスフィン酸、スルホンアミド、スルホニル基、プロパ
ン酸、カルボキシレートおよびメトキシ、ジオキシまたはプロポキシ置換が挙げられる。
【実施例１０】
【０１３８】
　共役ペプチドLTVSPWY-α-TOSは、乳ガンを抑制する。
　この実施例は、受容体チロシンキナーゼerbB2を過剰発現しているガン細胞へのα-TOS
プロドラッグの標的化を記載する。α-TOSのアダクトを、erbB2を過剰発現しているガン
細胞を標的化することが知られているヘプタペプチドLTVSPWYに結合した。受容体への結
合に続いて、プロドラッグが取り込まれ、酸性ペプチダーゼによって加水分解されて、ア
ポトーシス性α-TOSが得られることが見出されている。図11に見られるように、アダクト
は、erbB2の高発現の結果として自然発生した乳腫瘍を特徴とするFVB/N MMTVラットc-neu
マウスにおいて乳ガンを効率的に抑制した。事実、処置された腫瘍のサイズは、非処置コ
ントロールと比較して、予想外の90%の相対的減少があった。したがって、このプロドラ
ッグ／アダクトは、ガンの治療に特に有用である。
【実施例１１】
【０１３９】
　α-TOSは、erbB2の状態にかかわりなく腫瘍の増殖を阻害する。
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　インビボ研究のために、ヒト乳ガンの三分の一までが、高レベルのこの受容体チロシン
キナーゼを発現することを考えれば(Slamonら、1989)、本発明者らは、α-TOSが、erbB2
を低発現している乳ガンの動物モデルにおいて腫瘍増殖を抑制することができるかどうか
を最初に決定した。この研究のために、ヌードマウスに低発現MCF-7細胞異種移植し、次
いで、直径約5mmの腫瘍として確立されるようにした後、α-TOSで処置した(図12A)。結果
は、コントロールマウスにおける腫瘍は、安楽死が必要になる時点までに、その初期のサ
イズの5倍まで増殖したが、ことを示したが、α-TOSは、マウスの処置グループにおいて
腫瘍の増殖を抑制し、腫瘍のサイズは減少した。
【０１４０】
　次に、本発明者らは、7ヶ月齢以上で、直径～10 mmの認識できる乳ガンを明確に提示し
ている自然発生トランスジェニックマウスモデルであるFVB/N MMTV-rat c-neuを用いるer
bB2高ポジティブ乳ガンの治療に対する反応に興味をもった(Guyら、1992)。2つの薬物、3
-BPおよびα-TOSを、腫瘍増殖のリプレッサーとしての、その相対的効力について比較し
た。結果(図12B)は、コントロール動物と比較して、処置マウスにおける腫瘍は、増殖停
止または部分退行のいずれかを示すことが明らかになった。α-TOSは、これらの動物にお
ける乳腫瘍の増殖の退行を誘導することにおいて、3-BPと比べて、統計的により効果的で
あり、処置2週間で約30-40%まで腫瘍の平均サイズの低下をもたらすること(共分散分析に
よりp＜0.05)が見出された。
【０１４１】
　異種移植およびトランスジェニックマウスの乳腫瘍の増殖におけるα-TOSおよび3-BPの
効果(図12参照)は、ヒト患者での臨床試験におけるそれらの提案された適用を裏付ける。
しかし、本研究は、erbB2高発現細胞の3-BPへの耐性を示した。受容体は、ヒト乳ガンに
おいて、通例、上昇するレベルで発現されるので(Slamonら、1989)、このことは、erbB2
高ポジティブ患者の処置について問題を提供する。この問題は、Akt siRNAの同時投与、
または3-BPとα-TOSの併用によって克服することができるかもしれないということが提案
される。
【０１４２】
　乳ガンを治療するためにα-TOSおよび類似する作用剤を用いることの利点は、以下のと
おりである：α-TOSは、HER2-低(乳ガン患者の70%)およびHER2-高乳腫瘍(乳ガン患者の30
%)の両方に対して、すなわち、HER-2発現に無関係に効率的である。このステージにおい
て、HER2-低乳ガン患者を治療するための現在のアプローチは非常に効果的とはいえず、
上記および本願発明を通して記載したように、α-TOSはガンの前臨床モデルにおいて選択
的で、非常に効率がよい。HER2-高ガン患者に関して、現在の化学療法レジメンを補完す
るただ1つの治療のみが存在し、これは、HER2に対するヒト化抗体、ヘルセプチンの適用
である。再度、α-TOSは、いくつかの理由から大いに融合である：ヘルセプチンのみが、
非常に高レベルのHER2発現を有する乳ガンに対して有効である(蛍光インシトゥハイブリ
ダイゼーションによる3＋)が、α-TOSは、HER2発現が高レベルであろうと低レベルであろ
うと、乳腫瘍細胞を殺傷し、実験的乳ガンの有意な低下を引き起こす；ヘルセプチンは、
心臓毒性であるが、心筋細胞(心臓筋肉細胞)は、α-TOSをアポトーシスサイレントビタミ
ンEに加水分解するという傾向を有するので、α-TOSは毒性でない；ヘルセプチンは、は
なはだしく高価：患者1名の治療の年間費用はAU$50,000であるが、α-TOSは比較的安価で
ある；最後に、ヘルセプチンは、広範囲の乳ガン細胞のアポトーシス引き起こさず、むし
ろ、ヘルセプチンによる治療の中止後腫瘍が再発することができるように腫瘍細胞増殖を
停止するにすぎない。対照的に、乳ガンの前臨床モデルを用いるα-TOSによる実験は、有
意な縮小をを示し、続いて、TOS類縁体の適切な製剤での長期処置および最適投与レジメ
ンの使用によって、乳ガンの完全な療法を達成する可能性があることを期待することがで
きる。
【実施例１２】
【０１４３】
　中皮腫の治療におけるα-TOSの使用
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　α-TOSを用いて、ヒトガン患者において中皮腫を治療した。様々な化学療法およびその
他の薬物による過去の失敗した試みにもかかわらず、α-TOSは、非常に効果的に働き、現
在、患者はその生活の質を取り戻している。血漿レベルをモニターしたところ、血漿中の
α-TOSのレベルは、長期間にわたって50 μMを達成した。これは、インビトロ分析に基づ
いてガン細胞を殺傷するのに十分すぎるほどである。
【０１４４】
　臨床研究の概要：
　これまでに5種の異なる細胞毒性作用剤を用いて治療を受けたが、改善を示すことがで
きなかった末期中皮種を有する60歳の女性患者。患者は、最初は、高用量のアヘン剤投薬
療法、神経障害性痛投薬療法、在宅酸素療法を受けており、余命6～8週間と予測されてい
た。α-TOSで治療した後、患者は、もはや鎮痛または酸素を必要としなかった。α-TOを
開始する前の患者は、触診可能な前胸壁腫瘤を有していたが、α-TOSでの療法により、劇
的に縮小した。α-TOS療法は、目に付くような副作用がなく、非毒性であり、耐容性良好
であった。
【０１４５】
　病歴：
　2001年7月に、患者は、最初に胸の痛みを発症し、2002年5月初旬に、生検によつ中皮腫
であると診断された。患者は、重篤な痛みの管理のために苦痛緩和医療に付託され、2002
年6月に、傍脊椎腫瘤に深部X線放射線療法を受けた。2002年7月に、シスプラチン、ゲム
シタビンおよびタリドミドの併用による化学療法が開始された。
【０１４６】
　重篤な末梢神経障害および毒性の問題および継続する吐き気により、2003年2月に、治
療は中止された。2003年2月に、アリムタおよびカルボプラチンによる治療が開始された
。骨髄抑制をともなう重篤な毒性ならびに継続する吐き気および嘔吐により、2003年9月
に、治療は中止された。2003年9月に、経口定用量のフェノキソジオール(Novogen SAS薬
物)による治療が開始され、2005年3月まで安定していた。しかし、フェノキソジオールに
ともなう継続する重篤な神経障害により、治療は再中止された。
【０１４７】
　2005年3月に、中皮腫は、さらなる進行を明らかにし、再度前進した。患者は、ゲムシ
タビンの2用量による療法を開始したが、許容できない程度の毒性が再度生み出された。2
005年8月に、患者は、ビノレルビンの2用量による療法を開始したが、末梢神経障害の重
篤な症状の悪化が見られた。
【０１４８】
　2005年12月に、患者は、基剤クリーム調製され、ジメチルスルホキシド(DMSO)で可溶化
されたα-TOSの経皮デリバリーを受けることを開始した。患者は、約8週間の治療期間中
、製剤の適用を続けたが、DMSOに続発する広範囲の皮膚反応問題(治癒に4週間を要するや
けど)が発生した。中皮腫は、臨床反応を示したが、皮膚反応により、治療を中止しなけ
ればならなかった。
【０１４９】
　2006年3月に、ガンは、神経根圧迫を引き起こす傍脊椎腫瘤とともに急速な進行を示し
た。患者は、コラムシン(SAS薬物、Soblec WA)による治療前に、さらなるDXRTを受けた。
ガンは、6ヶ月間安定した反応を示したが、次いで、再度進行した。
【０１５０】
　2006年11月に、患者は、アリムタ－アバスチン併用療法を再開したが、4ヶ月間療法を
続けた後、吐き気、抑制されない下痢および神経障害の増加などの重篤な副作用をもつ合
併症が現れ、治療を中止した。
【０１５１】
　2007年4月に、リポダーマル(lipodermal)クリームと混合した変更製剤を用いるα-TOS
による療法を再開した。この時点で、中皮腫は、右肺を包み込む疾患の拡散を示し、両肺
に多発性転移がCTスキャンによって視認された。さらに、触診可能な病変が、肋骨および
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右前胸壁の間で増殖するのが視認された。患者は、皮質脳波が低い非常に悪い状態であり
、瀕死であったため、α-TOS治療を開始する時点でCTスキャンを行うことはできなかった
。
【０１５２】
　リポダーマル製剤を4週間適用した後、患者は、CTスキャンでは50％まで前胸壁腫瘤が
減少し、非常に改善された回復を示し、継続中のα-TOS療法により、患者は、臨床的改善
を続けた。
【０１５３】
　α-TOS製剤：病院の薬局で混合された500gのリポダーマルクリーム＋60gmsのα-TOS 化
合物。2,3日ごとに約30gの混合された混合物を投与し、吸収を改善するために、上半身を
プラスチックフィルム(サランラップ)で覆った。
【０１５４】
　副作用：抗ヒスタミンで改善される軽いかゆみは別として、α-TOS療法には明らかな副
作用はなかった。神経障害学的または他の薬害反応についての血液マーカーおよび他のサ
インのためのすべての実験室試験は、正常なままである。
【０１５５】
　前記の実施態様は、本発明の原理の一例にすぎず、様々な変更および変化は、当業者に
とって容易になしうることである。本発明は、様々な様式および他の実施態様において実
践し、実行することができる。本明細書で用いた専門用語が、記載を目的とするためであ
り、限定とみなされるべきではないことも理解されよう。
【０１５６】
　用語「含む」および「含んでいる」などのその変形は、本明細書において、述べられた
完全体または述べられた完全体群の包含を意味するために用いられるものであり、文脈ま
たは用法において、用語の排他的解釈が必要でない限り、いずれかの他の完全体またはい
ずれかの他の完全体群を排除するものではない。
【０１５７】
　本明細書に引用したいずれかの文献への言及は、開示がオーストラリアまたは他所にお
ける通例の一般的知識を構成するという承認ではない。
【０１５８】
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