
JP 6273552 B2 2018.2.7

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者がアザシチジン治療耐性であるかを判定するｉｎ　ｖｉｔｒｏの方法であって、前
記患者由来の生体液に含まれるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質、ならびに該ＢＣＬ２Ｌ１０タ
ンパク質と特異的に結合する生体分子を使用し、以下：
・前記患者由来の生体液に含まれる全細胞でＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現するパーセ
ンテージを計算する；
・該計算したパーセンテージを参照閾値と比較する、該閾値は２０～６０％である；およ
び
・前記生体液で該ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞のパーセンテージが該参照値
よりも高い患者を、アザシチジン治療耐性であると判断する、
ことを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記生体液は、骨髄であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記参照閾値は、５０％であることを特徴とする、請求項１または２の１項に記載の方
法。
【請求項４】
　前記生体液中の前記ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞の前記パーセンテージの
前記測定は、フローサイトメトリーにより、疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ



(2) JP 6273552 B2 2018.2.7

10

20

30

40

50

）により、または定量的ポリメラーゼ連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により、好ましくはフロー
サイトメトリーにより行なわれることを特徴とする、請求項１から３のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項５】
　前記ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質に特異的に結合する前記生体分子は、前記ＢＣＬ２Ｌ１
０タンパク質に特異的な抗体であることを特徴とする、請求項１から４のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項６】
　患者がアザシチジン治療耐性であるかを判定するｉｎ　ｖｉｔｒｏの方法であって、患
者由来の生体液に含まれるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の過剰発現を検出することによって
行なわれ、以下：
・該ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の該過剰発現を検出することにより、前記生体液に含まれる全
細胞でＢＣＬ２Ｌ１０を発現するパーセンテージを計算する；
・該計算したパーセンテージを参照閾値と比較する、該閾値は２０～６０％である；およ
び
・前記生体液でＢＣＬ２Ｌ１０を発現する細胞のパーセンテージが該参照閾値よりも高い
患者を、アザシチジン治療耐性であると判断する、
を特徴とする、方法。
【請求項７】
　前記ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の前記過剰発現の前記検出は、比較ゲノムハイブリダイゼー
ションＣＧＨ法、フローサイトメトリー法、ＥＬＩＳＡ法、ＤＮＡチップ法、または定量
的重合化連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行なわれることを特徴とする、請求項６に記載の
方法。
【請求項８】
　前記ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の前記過剰発現の前記検出は、比較ゲノムハイブリダイゼー
ションＣＧＨ法、ＤＮＡチップ法、または定量的重合化連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行
なわれることを特徴とする、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の前記過剰発現の前記検出は、ＤＮＡチップ法により、また
は定量的重合化連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行なわれることを特徴とする、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　患者の生体液由来の細胞中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質と特異的に結合する生体分子を
含む、アザシチジン治療耐性を予測するためのｉｎ　ｖｉｔｒｏの分析キットであって、
前記生体液中の該ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞のパーセンテージが、２０～
６０％の参照閾値よりも高い患者を、アザシチジン治療耐性であると予測することを特徴
とする分析キット。
【請求項１１】
　前記生体液は、骨髄であることを特徴とする、請求項１０に記載の分析キット。
【請求項１２】
　以下からなる群：
・ＢＣＬ２Ｌ１０断片を増幅することができる１対のプライマー、および
・ＢＣＬ２Ｌ１０の存在を検出することができるプローブ、
より選択される少なくとも１種の試薬を含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析キットであって、該
生体液中のＢＣＬ２Ｌ１０を発現する細胞のパーセンテージが、２０～６０％の参照閾値
よりも高い患者を、アザシチジン治療耐性であると予測することを特徴とする分析キット
。
【請求項１３】
再発を予測する目的で、アザシチジン治療を観察する方法を実施するための、請求項１０
から１２のいずれか１項に記載のキットの使用。
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【請求項１４】
　前記患者の反応に応じて前記治療を適合させることを可能にすることを特徴とする、請
求項１３に記載のキットの使用。
【請求項１５】
　前記患者は、骨髄異形成症候群および／または急性骨髄性白血病であることを特徴とす
る、請求項１３または１４に記載のキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、患者のアザシチジン治療耐性をｉｎ　ｖｉｔｒｏで診断することを可能にす
る分析方法に関する。本発明は、患者のアザシチジン治療耐性を予測することを可能にす
るｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析キット、ならびにそのようなキットの使用にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　アザシチジンは、以下の式を有する化合物であるが：
【０００３】

【化１】

【０００４】
造血幹細胞移植対象外の、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）および急性骨髄性白血病（ＡＭＬ
）の患者にとって、現在、唯一の承認された治療薬である。アザシチジンは、これらの疾
患の治療用に、ビダーザ（登録商標）の商品名でも市販されている
【０００５】
　アザシチジン（ＡＺＡ）は、これら２種の疾患において、４０％～６０％の反応をひき
出す低メチル化剤である。
【０００６】
　骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）および急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）は、骨髄幹細胞から生
じる骨髄性血液疾患であり、そのような骨髄幹細胞として、白血球に相当する顆粒球系列
の前駆体、赤血球に相当する赤芽球系列の前駆体、血小板に相当する巨核球系列の前駆体
、および組織球単球系列の前駆体が含まれる。ＭＤＳは、顆粒球系列、赤血球系列、およ
び巨核球系列という３つの骨髄細胞系列の全てまたはそのうち１つの、顕著な成熟障害を
特徴とし、この障害が血球減少の原因となっている。ＭＤＳは、急性白血病（ＡＬ）にも
進展する可能性がある。伝統的に、診断は、細胞遺伝学および分子生物学に基づき血液お
よび骨髄を細胞学的に調査することで行なわれる。ＭＤＳとして、様々な種類の貧血また
は難治性血球減少、ならびに５ｑ－症候群が挙げられる。
【０００７】
　ＡＭＬは、顆粒球系列、赤血球系列、および巨核球系列という３つの系列の骨髄前駆体
の急激な増殖を特徴とし、この増殖は、血液および骨髄中の未熟細胞蓄積を引き起こして
、正常な造血を破壊する。ＡＭＬの診断は、ＭＤＳと同じ技術に基づいて行なわれる。Ａ
ＭＬとして、未分化型ＡＭＬ、最未分化型ＡＭＬ、骨髄芽球性白血病、単芽球性白血病、
骨髄単芽球性白血病、ならびに急性赤白血病および急性巨核球性白血病が挙げられる。原
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発性または続発性ＡＭＬは、様々な器官および組織（肌、神経節、乳房、消化管、脾臓な
ど）の腫瘍の原因となり、骨髄肉腫（緑色腫または顆粒球性肉腫とも呼ばれる）を生じさ
せる可能性がある。骨髄肉腫は、急性白血病として表れる可能性があり、悪性リンパ腫の
診断上の難問となっている。
【０００８】
　アザシチジンで治療されるＭＤＳまたはＡＭＬの患者は、アザシチジン耐性（「ＡＺＡ
耐性」）であるか、またはアザシチジン感受性（「ＡＺＡ感受性」）である。しかしなが
ら、「ＡＺＡ感受性」患者であっても、長期間または短期間経過後に、体系的に再発する
可能性があると思われる。
【０００９】
　言い換えると、たとえ、アザシチジンで治療された患者のうち４０％が直ちに耐性を示
し、患者の６０％程度が最初の数ヶ月間は感受性であったとしても、短期または中期のあ
いだに、患者全員がこの治療に耐性を生じるだろう。この現象は、伝統的に、再発と称さ
れており、患者が以前は感受性を示した治療に対して耐性を獲得することを示す。
【００１０】
　最近では、低メチル化剤で治療された患者の全生存期間を予測および予後診断すること
を可能にする予後評価システムが登場している。そうしたシステムは、患者の亜集団で査
定した予後診断スコアを利用する。患者の核型およびある種の臨床特性の調査により定義
されるリスク集団が存在する。しかしながら、そうした評価システムに関連した結果は、
反応予測の判断材料としては頼りない。
【００１１】
　ＭＤＳの患者の半数は、正常な核型を有し、同一の染色体異常を持つ患者であっても、
臨床的には異質であることが多い。体細胞点変異は、ＭＤＳにおいて共通する。遺伝子Ｔ
Ｐ５３、ＥＺＨ２、ＥＴＶ６、ＲＵＮＸ１、およびＡＳＸＬ１の変異は、他の確立された
危険因子とは無関係に、ＭＤＳ患者の全生存期間が短いと予測させる判断材料である。
【００１２】
　しかしながら、現在のシステムでは、患者にアザシチジン治療を行なうことなく患者の
アザシチジン感受性を診断できるような、適切な結果が得られない。
【００１３】
　現在のところ、患者がアザシチジン治療に耐性であるかどうかを判断する唯一の既知の
方法は、患者にこの治療を少なくとも６ヶ月間行なって治療が有効であるかどうかを判断
することである。
【００１４】
　まさにこの方法を用いて、患者における再発を同定する。実際、現在のところ、患者に
おける再発を同定する唯一の方法は、アザシチジン治療がその患者にとってもはや効果が
ないという時点を決定することである。再発に関連する症候が現れる前にこの再発の時点
を予測することを可能にする方法はない。
【００１５】
　ＭＤＳおよび／またはＡＭＬの患者にアザシチジン治療を行なうことが推奨される場合
、アザシチジンは、７日間毎日、腕の先、大腿、または腹部から皮下注射され、続いて２
１日間の休薬期間が取られる。アザシチジン治療は、様々な重篤度の多数の副作用（頭蓋
内出血、敗血症、血圧の変化、嗜眠、全身の倦怠感、および抜け毛など）を引き起こす可
能性がある。また、アザシチジン治療の費用は、かなりの額になる。その費用は、治療一
年あたり８０，０００ユーロ前後である。したがって、今日、患者がアザシチジン治療に
対して感受性なのか耐性なのか、信頼できる診断を安価に下す方法はない。
【００１６】
　また、現在、アザシチジン治療が有効でないのが投与開始時からなのか数ヶ月後患者が
耐性を生じたからなのかに関わらず、有効ではない患者にアザシチジンを投与することを
避ける目的で、アザシチジン治療に対する患者の耐性を予測することが求められている。
実際、耐性患者にそのような治療を行なうことは、制約があり、患者に危害が及ぶ可能性
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があり、しかも不要な多額の出費を招く可能性がある。このことは、ＭＤＳおよび／また
はＡＭＬの患者に推奨されるアザシチジン治療の場合にも、全ての治療目的のアザシチジ
ン治療にも当てはまる。実際アザシチジン耐性はアザシチジン分子に関連するものであっ
て、アザシチジンの投与の仕方に関連するのではない。
【００１７】
　直ちに耐性を示す患者、ならびに最初は感受性を示す患者の再発時点をより迅速に同定
することができれば、そうした患者に、臨床症状が悪化する前に他の臨床試験を提案する
ことが可能になるので、やはり有利である。
【００１８】
　したがって、患者がこの先もアザシチジン治療に感受性であるかどうかを可能なかぎり
初期に診断できること、および患者の再発時点を予測できることが、最も重要である。
【００１９】
　意外にも、本出願人は、患者から採取した生体液試料中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の
発現レベルとこの患者のアザシチジン治療に対する感受性の関連性を実証するのに成功し
た。
【００２０】
　本明細書全体を通じて、ＢＣＬ２Ｌ１０という総称は、ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子、ＢＣＬ
２Ｌ１０のＲＮＡ転写物、またはＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質に相当するとして定義される
。
【００２１】
　ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子は、Ｂｃｌ－２ファミリーの一員であり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗
アポトーシス効果を有する。ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質は、Ｂｃｌ－２タンパク質ファミ
リーと、ＢＨ１ドメイン、ＢＨ４ドメイン、およびＢＨ２ドメインを共有する。ＢＨ３ド
メインは、Ｂｃｌ－２ファミリーに特徴的なアポトーシス促進性因子であるが、これはＢ
ＣＬ２Ｌ１０タンパク質には存在しない。しかしながら、ＢＣＬ２Ｌ１０がアポトーシス
促進性なのか抗アポトーシス性なのかに関して、文献では結果が未だに矛盾しており、こ
れは特に、マウスにおいてＢＣＬ２Ｌ１０の相同分子種と想定されるものが、アポトーシ
ス促進活性を有するとも記載されているためである。
【００２２】
　ＢＣＬ２Ｌ１０は、様々な状況でアポトーシスを制御する目的で、Ｂｃｌ－２ファミリ
ーに属するタンパク質、特にＢｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘＬ、およびＢａｘと相互作用するこ
とができる。文献の中には、ＢＣＬ２Ｌ１０を抗アポトーシス性遺伝子と表示するものも
ある（例えば、論文「Ｌｏｓｓ　ｏｆ　ＢＣＬ２Ｌ１０　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　ａｓ　ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ　ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ　ｆｏｒ　ｐｏｏｒ　ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ｉｎ　ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ，　Ｈｉｓ
ｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　２０１０，　５７，　８１４－８２」（非特許文献１）など）
。
【００２３】
　ＢＣＬ２Ｌ１０の過剰発現は、ミトコンドリアのシトクロムＣ放出を阻害することによ
りアポトーシスを抑制すると記載されている。
【００２４】
　最近になって、低メチル化剤デシタビンが、アポトーシス、ならびにＢＣＬ２Ｌ１０を
含む多数の遺伝子の正の調節（「上向き調節」とも言う）の引き金を引くことが実証され
た。今日では、ある種の抗癌治療に対する患者の耐性とＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子発現の関連
性が実証されており、特に、特開２０１０－１６２０３１号公報（特許文献１）では、Ｂ
ＣＬ２Ｌ１０遺伝子の増幅が、カンプトテシンを利用した治療に対する癌細胞耐性を検出
可能にする可能性があるという事実が記載されている。同様に、米国特許出願公開第２０
０９１４３２３６号明細書（特許文献２）は、ある種の遺伝子（特に、ＢＣＬ２Ｌ１０な
ど）の増幅調査によりある種の薬物に対する耐性獲得を検出する方法を記載している。し
かしながら、これら２つの特許出願において、耐性について評価を受ける抗癌剤は、アザ
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シチジンに関係しない。
【００２５】
　米国特許出願第２０１１／０１２９８３３号明細書（特許文献３）は、患者においてＢ
ｃｌ－２ファミリーの遺伝子の発現が増加することは、その患者が化学療法に反応する見
込みが低下することと相関することを示している。しかしながら、この特許出願において
、そのような結論がアザシチジンを利用した治療にも当てはまることを示唆するものは、
なにもない。
【００２６】
　論文「Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ＢＣＬ２Ｌ１０　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ＴＥＴ２
　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｈｉｇｈｅｒ　ｒｉｓｋ　ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉ
ｃ，　Ｌｅｕｋｅｍｉａ．　２０１１　Ｄｅｃ；　２５　（１２）」（非特許文献２）に
は、アザシチジン耐性現象が記載されている。この文書は、ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子プロモ
ーターのメチル化とアザシチジン耐性に関連性があると記載する。具体的には、ＢＣＬ２
Ｌ１０遺伝子プロモーターの過剰メチル化は、胃癌患者の生存率の低下と相関する。この
文献は、ＢＣＬ２Ｌ１０プロモーターが多くメチル化されている患者は、ＭＤＳの危険性
が高く、エピジェネティック治療（アザシチジン治療など）に反応する可能性も低いこと
を教示する。しかしながら、この文献において、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現レベル
が高いことも同じ結論に到達すると教示するものは、なにもない。
【００２７】
　そうではなく、この文献は、アザシチジンに反応する可能性が低いことと相関するのは
ＢＣＬ２Ｌ１０の発現レベルが低いことであると示唆している。また、ＢＣＬ２Ｌ１０の
メチル化レベルが高いことがアザシチジン治療耐性と本当に関連していたとしても、この
データを、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現レベルと相関させることは不可能であった。
実際、遺伝子のメチル化レベルは、その遺伝子に由来するタンパク質の発現と必ずしも関
連しない。これは、特にＢＣＬ２Ｌ１０の場合にそうである。
【００２８】
　また、上記の先行技術を考慮すると、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現レベルとアザシ
チジン耐性現象に関連性があることを示唆するものは、なにもない。さらに、ＢＣＬ２Ｌ
１０タンパク質の高レベルの発現とアザシチジン耐性に関連性があることを示唆するもの
にいたっては、まったくない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２９】
【特許文献１】特開２０１０－１６２０３１号公報
【特許文献２】米国特許出願公開第２００９１４３２３６号明細書
【特許文献３】米国特許出願第２０１１／０１２９８３３号明細書
【非特許文献】
【００３０】
【非特許文献１】Ｌｏｓｓ　ｏｆ　ＢＣＬ２Ｌ１０　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉ
ｏｎ　ａｓ　ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ　ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ　ｆｏｒ　ｐｏｏｒ　ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ｉｎ　ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ，　Ｈｉｓｔｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　２０１０，　５７，　８１４－８２
【非特許文献２】Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ＢＣＬ２Ｌ１０　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　
ＴＥＴ２　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｈｉｇｈｅｒ　ｒｉｓｋ　ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌ
ａｓｔｉｃ，　Ｌｅｕｋｅｍｉａ．　２０１１　Ｄｅｃ；　２５　（１２）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００３１】
　対象となっている問題の解決策は、患者のアザシチジン治療耐性を診断することを可能
にするｉｎ　ｖｉｔｒｏの分析方法に関するもので、この患者から採取された生体液試料
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に含まれるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質、ならびにＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質と特異的に結
合する生体分子を使用し、以下を特徴とする：
・生体液試料を、患者から採取する；
・この生体液に含まれる全細胞でＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現するパーセンテージを
計算する；
・この計算したパーセンテージを参照閾値と比較する、この閾値は２０～６０％である；
および
・この生体液でＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞のパーセンテージがこの参照値
よりも高い患者を、アザシチジン治療耐性であると診断する。
【００３２】
　意外にも、出願人は、患者の生体液のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞の割合とアザ
シチジン耐性に関連性があることを実証できた。
【００３３】
　このパーセンテージに対する参照閾値（この値を超えると患者はアザシチジン耐性であ
ると結論づけることができる値）の決定は、これまで一度も示唆されてこなかった。
【００３４】
　この方法により、アザシチジン分子を患者に投与する前であっても、このアザシチジン
に対する患者の耐性を診断することが可能になる。またこの方法により、有利なことに、
以前はアザシチジン治療感受性であった患者の再発を予測することも可能になる。
【００３５】
　本発明による分析方法により、アザシチジンを用いた患者の治療で不要なものはなんで
も回避することができる。したがって、本方法は、患者の健康および適切な治療という点
で、ならびに経済的側面から、有利である。本発明の第二の対象は、本発明によるｉｎ　
ｖｉｔｒｏ分析方法を行なうことを可能にするｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析用キットに関し、こ
のキットは、患者から採取した生体液から得られる細胞中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質と
特異的に結合する生体分子を含む。
【００３６】
　最後に、本発明の第三の対象は、再発を予測する目的でアザシチジン治療を観察する方
法を遂行するための、本発明によるｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析用キットの使用に関する。
【００３７】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのアザシチジン耐性に関連した機構をより深く理解するため、本発
明者らは、ＡＺＡ－ＲまたはＳＫＭ１－Ｒと称するアザシチジン耐性ＳＫＭ１骨髄細胞を
作成した。対照的に、ＡＺＡ－ＳまたはＳＫＭ１－Ｓは、アザシチジン感受性細胞である
。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
　添付の図面を参照して書かれた、以下の限定ではない説明を読むことで、本発明をより
深く理解できるだろう。図において：
【００３９】
【図１】図１は、Ｂｃｌ－２タンパク質を発現するＳＫＭ１細胞株から得られた細胞をス
クリーニングした結果を示す。ＳＫＭ１－Ｓ細胞およびＳＫＭ１－Ｒ細胞を１μΜのアザ
シチジンで２４時間処理する。次いで、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－ｘｌ、および
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質量を見積もる目的で、ウエスタンブロット実験を行なう。添加
対照として、抗ＨＳＰ６０抗体を用いた。
【図２】図２は、ＡＭＬ細胞株であるＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞株における、
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現を示す。図２では、ＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細
胞中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質レベルを、フローサイトメトリーにより数量化する。
【図３】図３は、ＡＭＬ細胞株であるＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞株における、
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現を示す。図３では、ＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細
胞中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質レベルを、フローサイトメトリーにより数量化する。
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【図４】図４は、ＡＭＬ細胞株であるＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞株における、
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現を示す。図４では、ＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細
胞中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質レベルを、フローサイトメトリーにより数量化する。
【図５】図５は、ＡＭＬ細胞株であるＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞株における、
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現を示す。図５は、逆転写酵素重合化連鎖反応法（ＲＴ－
ＰＣＲとも称する）による、ＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞のｍＲＮＡの分析結果
を示す。
【図６】図６は、ＡＭＬ細胞株であるＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞株における、
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現を示す。図６は、ＳＫＭ１－ＳおよびＳＫＭ１－Ｒ細胞
中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質レベルを見てわかるようにする、ウエスタンブロットの結
果を示す。
【図７】図７は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞のアザシチジンに対する再感作、続いてＢＣＬ２Ｌ１
０遺伝子の発現の消衰を示す。ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の発現の消失は、一般に「ノックダ
ウン」と称され、この場合はＢＣＬ２Ｌ１０ノックダウンとなる。ＳＫＭ１－ＳおよびＳ
ＫＭ１－Ｒ細胞に、干渉ＲＮＡ（Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡ、ＢＣＬ２Ｌ１０　ｓｉＲＮＡ、ま
たはＢｃｌ－２　ｓｉＲＮＡ）を形質移入する。形質移入から７２時間後、細胞を１μＭ
のアザシチジンで刺激する。図７では、刺激から２４時間後にＸＴＴ試験（キシロース負
荷試験）により、細胞の代謝率を測定する。示される結果は、３つの独立した実験を４回
行った平均±標準偏差（±ＳＥＭ）に対応する。
【図８】図８は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞のアザシチジンに対する再感作、続いてＢＣＬ２Ｌ１
０遺伝子の発現の消衰を示す。ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の発現の消失は、一般に「ノックダ
ウン」と称され、この場合はＢＣＬ２Ｌ１０ノックダウンとなる。ＳＫＭ１－ＳおよびＳ
ＫＭ１－Ｒ細胞に、干渉ＲＮＡ（Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡ、ＢＣＬ２Ｌ１０　ｓｉＲＮＡ、ま
たはＢｃｌ－２　ｓｉＲＮＡ）を形質移入する。形質移入から７２時間後、細胞を１μＭ
のアザシチジンで刺激する。図８は、１μＭのアザシチジンを添加して２４時間後、フロ
ーサイトメトリーにより示されるカスパーゼ３標識化の結果を示す。
【図９】図９は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞のアザシチジンに対する再感作、続いてＢＣＬ２Ｌ１
０遺伝子の発現の消衰を示す。ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の発現の消失は、一般に「ノックダ
ウン」と称され、この場合はＢＣＬ２Ｌ１０ノックダウンとなる。ＳＫＭ１－ＳおよびＳ
ＫＭ１－Ｒ細胞に、干渉ＲＮＡ（Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡ、ＢＣＬ２Ｌ１０　ｓｉＲＮＡ、ま
たはＢｃｌ－２　ｓｉＲＮＡ）を形質移入する。形質移入から７２時間後、細胞を１μＭ
のアザシチジンで刺激する。図９は、１μＭのアザシチジンを添加して２４時間後、フロ
ーサイトメトリーにより示されるヨウ化プロピジウム（ＰＩ）標識化の結果を示す。
【図１０】図１０は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞のアザシチジンに対する再感作、続いてＢＣＬ２
Ｌ１０遺伝子の発現の消衰を示す。ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の発現の消失は、一般に「ノッ
クダウン」と称され、この場合はＢＣＬ２Ｌ１０ノックダウンとなる。ＳＫＭ１－Ｓおよ
びＳＫＭ１－Ｒ細胞に、干渉ＲＮＡ（Ｌｕｃ　ｓｉＲＮＡ、ＢＣＬ２Ｌ１０　ｓｉＲＮＡ
、またはＢｃｌ－２　ｓｉＲＮＡ）を形質移入する。形質移入から７２時間後、細胞を１
μＭのアザシチジンで刺激する。図１０は、ＢＣＬ２Ｌ１０およびＢｃｌ－２の発現阻害
を決定する目的で、１μＭのアザシチジンを添加して２４時間後に行なわれたウエスタン
ブロットの結果を示す。
【図１１】図１１において、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現は、アザシチジン耐性の患者
で特に増加することが示される。図１１は、７人の健康な患者、７人のアザシチジン感受
性患者、および５人のアザシチジン耐性患者から採取した「新鮮な」骨髄試料で行なった
ウエスタンブロットにより検出されたＢＣＬ２Ｌ１０、Ｂｃｌ－２、およびＥＲＫタンパ
ク質の発現を示す。ウエスタンブロットの結果は、各サブグループから患者２人ずつにつ
いて示す。
【図１２】図１２において、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現は、アザシチジン耐性の患者
で特に増加することが示される。図１２は、ＩｍａｇｅＪソフトウェアプログラム（Ｉｍ
ａｇｅＪは、米国国立衛生研究所（ＮＩＨ）によるＪａｖａで書かれた画像処理用フリー
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ソフトウェアプログラムである）を用いて分析したＢＣＬ２Ｌ１０およびＥＲＫタンパク
質の発現、ならびにＥＲＫ発現に対するＢＣＬ２Ｌ１０発現の比の数量化を示す。
【図１３】図１３において、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現は、アザシチジン耐性の患者
で特に増加することが示される。図１３は、ＩｍａｇｅＪソフトウェアプログラムを用い
て分析したＢＣＬ２Ｌ１０およびＥＲＫタンパク質の発現の数量化、ならびにＥＲＫ発現
に対するＢＣＬ２Ｌ１０発現の比の数量化を示す。
【図１４】図１４は、アザシチジン耐性のＭＤＳ患者またはＡＭＬ患者において、骨髄中
のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージが増加しているという事実を示す
。図１４では、アザシチジン治療を受けている３２人のＭＤＳまたはＡＭＬの患者および
８人の健康な患者（全員、コホート１に属する）におけるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現
細胞のパーセンテージを、フローサイトメトリーにより数量化する。
【図１５】図１５は、アザシチジン耐性のＭＤＳ患者またはＡＭＬ患者において、骨髄中
のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージが増加しているという事実を示す
。図１５では、ＭＤＳの危険性が低い１４人の患者、ＭＤＳまたはＡＭＬの危険性が高く
アザシチジン治療を受けている３１人の患者（全員、コホート２に属する）から採取しＤ
ＭＳＯに入れて凍結させた試料におけるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテ
ージを、フローサイトメトリーにより数量化する。
【図１６】図１６は、アザシチジン耐性のＭＤＳ患者またはＡＭＬ患者において、骨髄中
のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージが増加しているという事実を示す
。図１６に示すとおり、ＭＤＳの危険性が高い、すなわち診断中の１６人の患者から採取
しＤＭＳＯに入れて凍結させた試料におけるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセ
ンテージを、フローサイトメトリーにより数量化する。
【図１７】図１７は、アザシチジン耐性のＭＤＳ患者またはＡＭＬ患者において、骨髄中
のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージが増加しているという事実を示す
。図１７に示すとおり、ＭＤＳまたはＡＭＬの危険性が高い１５人の患者（全員アザシチ
ジン治療を受けている）から採取しＤＭＳＯに入れて凍結させた試料におけるＢＣＬ２Ｌ
１０タンパク質発現細胞のパーセンテージを、フローサイトメトリーにより数量化する。
【図１８ａ】図１８ａは、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージと治療を
受けたＭＤＳまたはＡＭＬ患者の全生存期間の相関関係を示す。ＡＺＡで治療したＭＤＳ
またはＡＭＬ患者の全生存期間、ならびに患者たちの骨髄中のＢＣＬ２Ｌ１０発現細胞の
パーセンテージについて、移植を行なった場合との比較を、カプラン・マイヤー法により
解析した。
【図１８ｂ】図１８ｂは、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージと治療を
受けたＭＤＳまたはＡＭＬ患者の全生存期間の相関関係を示す。ＡＺＡで治療したＭＤＳ
またはＡＭＬ患者の全生存期間、ならびに患者たちの骨髄中のＢＣＬ２Ｌ１０発現細胞の
パーセンテージについて、移植を行なった場合との比較を、カプラン・マイヤー法により
解析した。
【図１９】図１９は、フローサイトメトリーによるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質数量化技術
の正当性を実証できるものである。図１９では、ＨＥＫ２９３株由来の細胞に、Ｎ末端部
分にＭｙｃエピトープタグおよびＢＣＬ２Ｌ１０を組み込むＤＮＡ３発現プラスミド、ま
たはＮ末端部分にＭｙｃエピトープタグのみを組み込むＤＮＡ３発現プラスミドのいずれ
かで形質移入した。ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現レベルをフローサイトメトリーで数量
化した。この実験の結果を図１９に示す。
【図２０】図２０は、フローサイトメトリーによるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質数量化技術
の正当性を実証できるものである。図２０では、ＨＥＫ２９３株由来の細胞に、干渉ｓｉ
Ｌｕｃ　ＲＮＡまたは干渉ｓｉ－ＢＣＬ２Ｌ１０　ＲＮＡいずれかで形質移入する。ＢＣ
Ｌ２Ｌ１０タンパク質発現レベルをフローサイトメトリーで数量化した。この実験の結果
を図２０に示す。
【図２１】図２１は、フローサイトメトリーによるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質数量化技術
の正当性を実証できるものである。図２１は、ウエスタンブロットで検出されたＢＣＬ２
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Ｌ１０タンパク質レベルを示す。添加対照として、抗ＨＳＰ６０抗体を用いた。
【図２２】図２２は、フローサイトメトリーによるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質数量化技術
の正当性を実証できるものである。図２２は、ウエスタンブロットで検出されたＢＣＬ２
Ｌ１０タンパク質レベルを示す。添加対照として、抗ＨＳＰ６０抗体を用いた。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　本発明は、特に、生体液の全細胞によるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現の数量化を行な
うことによる、患者のアザシチジン治療耐性をｉｎ　ｖｉｔｒｏで診断することを可能に
する分析方法に関する。
【００４１】
　本発明に従って、患者はヒトである。有利なことに、本分析方法は、悪性血液疾患（骨
髄性の血液疾患など）の患者に特に適している。さらにより具体的には、患者はＡＭＬま
たはＭＤＳを患っている。
【００４２】
　本発明に従って、生体液は、ヒトの身体から得られる液体である。生体液の例として、
骨髄、血液、脳脊髄液、および尿が挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、
本発明による生体液は骨髄である。
【００４３】
　本発明に従って、「全細胞」という用語は、収集した生体液中に存在する全ての細胞を
包含する。収集した生体液が骨髄ならば、全細胞には、特定の造血幹細胞（ＨＳＣ）およ
び骨髄間質の細胞（造血細胞である）が含まれる。
【００４４】
　本発明に従って、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質に特異的に結合する生体分子とは、ＢＣＬ
２Ｌ１０タンパク質に特異的に結合することができる分子である。有利なことに、そのよ
うな分子は、モノクローナルもしくはポリクローナル抗体、溶解性受容体、またはアプタ
マーであり、好ましくはモノクローナルもしくはポリクローナル抗体である。同じく好ま
しくは、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質に特異的に結合する生体分子とは、モノクローナル抗
体である。ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質に特異的に結合する生体分子として、「Ｃｅｌｌ　
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ」社の抗ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質（参
照番号＃３８６９）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４５】
　本発明に従って、参照閾値（「カットオフ」値とも称する）は、生体液中のＢＣＬ２Ｌ
１０陽性細胞のパーセンテージ、すなわちＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞のパ
ーセンテージに相当する。
【００４６】
　採取した生体液の全細胞におけるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージ
の値がこの「カットオフ」値よりも大きい場合、検査された患者は、アザシチジン耐性で
あると診断される。反対に、得られた値がこの「カットオフ」値より小さい場合、検査さ
れた患者は、アザシチジン感受性であると診断される。
【００４７】
　本発明に従って、参照閾値は、２０～６０％、好ましくは３０～５５％、より好ましく
は、この参照閾値は５０％である。
【００４８】
　本発明による分析方法は、患者のアザシチジン治療耐性を診断することを可能にする。
アザシチジンで治療されるこの患者は、一般に、その治療中１ヶ月、３ｋ月、および６ヶ
月ごと、その後、３ヶ月ごとに骨髄穿刺を受けなければならない。つまり、従来のアザシ
チジン治療観察の一部として採取されるこの骨髄を、本発明による分析方法にも用いるこ
とができる。したがって、アザシチジン治療耐性を診断するこの方法に関して、患者に専
用の骨髄穿刺を行なうことは必ずしも不可欠ではない。
【００４９】
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　言い換えると、患者のアザシチジン耐性の診断を可能にするｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析法が
、従来の治療法の流れで穿刺された骨髄試料で行なわれることを考慮すると、患者は追加
の検査を受ける必要がないのだから、患者にとって有利である。
【００５０】
　本発明に従って、生体液中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージの測
定は、フローサイトメトリー（免疫表現型検査）により、疎水性相互作用クロマトグラフ
ィー（ＨＩＣ）により、または定量的ポリメラーゼ連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行なわ
れる。好ましくは、この測定は、フローサイトメトリー（免疫表現型検査）により行なわ
れる。
【００５１】
　本発明は、患者から採取された生体液試料に含まれるＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の過剰発現
を検出することによる、患者のアザシチジン治療耐性を診断可能にするｉｎ　ｖｉｔｒｏ
分析方法にも関し、以下を特徴とする：
・生体液試料を患者から採取する；
・ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の過剰発現を検出することにより、この生体液に含まれる全細胞
でＢＣＬ２Ｌ１０を発現するパーセンテージを計算する；
・この計算したパーセンテージを参照閾値と比較する、この閾値は２０～６０％である；
および
・この生体液でＢＣＬ２Ｌ１０を発現する細胞のパーセンテージがこの参照閾値よりも高
い患者を、アザシチジン治療耐性であると診断する。
【００５２】
　好ましくは、ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の過剰発現の検出は、比較ゲノムハイブリダイゼー
ション（ＣＧＨ法）、フローサイトメトリー法、ＥＬＩＳＡ法、ＤＮＡチップ法により、
または定量的重合化連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行なわれる。より好ましくは、ＢＣＬ
２Ｌ１０遺伝子の過剰発現の検出は、比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ法）に
より、ＤＮＡチップ法により、または定量的重合化連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行なわ
れる。さらにより好ましくは、ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の過剰発現の検出は、ＤＮＡチップ
法により、または定量的重合化連鎖反応法（ｑＰＣＲ）により行なわれる。
【００５３】
　本発明は、患者から採取された生体液試料由来の細胞中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質と
特異的に結合する生体分子を含むｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析キットにも関し、本キットにより
、この生体液中のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞のパーセンテージが、２０～
６０％の参照閾値よりも高い患者を、アザシチジン治療耐性であると予測できる。
【００５４】
　本発明は、以下からなる群より選択される少なくとも１種の試薬：
・ＢＣＬ２Ｌ１０断片を増幅することができる１対のプライマー、および
・ＢＣＬ２Ｌ１０の存在を検出することができるプローブ、
を含む、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析キットにも関し、本キットにより、この生体液中のＢＣＬ
２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞のパーセンテージが、２０～６０％の参照閾値よりも
高い患者を、アザシチジン治療耐性であると予測できる。
【００５５】
　本発明の別の対象は、再発を予測する目的で、アザシチジン治療を観察する方法を実施
するための、本発明によるキットまたは方法の使用に関する。
【００５６】
　本発明の特定の実施形態に従って、本発明によるキットまたは方法の使用により、患者
の反応に基づいて治療を適合させることもできる。
【００５７】
　本発明の特定の実施形態に従って、患者、特に骨髄異形成症候群および／または急性骨
髄性白血病の患者がアザシチジン治療耐性であると診断された場合、少なくとも１種の抗
腫瘍剤および／または抗炎症剤を含む代替療法も、この患者に投与される。
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【００５８】
　好ましくは、アルキル化剤、代謝拮抗剤、植物アルカロイド、トポイソメラーゼ阻害剤
、および抗腫瘍性抗生物質から選択される抗腫瘍化合物が、この患者に投与される。
【００５９】
　本発明により使用することができる抗腫瘍剤の例として、特に、アカデシン（アカデシ
ン誘導体の５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミド－１－β－Ｄ－リボフラノシド
はＡＩＣＡＲとも称される）、アクチノマイシンＤ、アムサクリン、アントラサイクリン
（ドキソルビシンまたはダウノルビシンなど）、アラシチン、ＡＴＲＡ（オールトランス
レチノイン酸）、ブレオマイシン、ボルテゾミブ、ブスルファン、カンプトテシン誘導体
、シスプラチン、カルボプラチン、クロラムブシル、デシタビン、デパキン、ドセタキセ
ル、エピポドフィロトキシン誘導体、エルロチニブ、エトポシド、５－フルオロウラシル
（５ＦＵ）、フルダラビン、ハイドレア、イホスファミド、ヒストンデアセチラーゼ（Ｈ
ＤＡＣ）阻害剤、レナリドミド、メトトレキセート、マイトマイシンＣ、パクリタキセル
、プリカマイシン、プリントール、チオテパ、ビンクリスチン、ビンブラスチン、および
ビノレルビンを挙げることができるが、これらに限定されない。同じく例として、異なる
腫瘍病態に用いられるチロシンキナーゼ阻害剤（ＴＫＩ）、例えば、イマチニブ、ダサチ
ニブ、ニロチニブ、およびスニチニブなどを挙げることができる。
【００６０】
　使用可能なアカデシン誘導体は、好ましくは、以下の一般式：
【００６１】
【化２】

【００６２】
式中：
・Ｒ１は、以下から選択され
　・フラン型の環状五炭糖基で、含有するＯＨ基は、遊離型であるか、あるいは１つ以上
の、モノ－、ビ－、もしくはトリリン酸基（またはそのプロドラッグ）、アセチル、イソ
プロピリデン、ベンゾイル、またはｐ－トルオイルで随意に置換される、
　・ピラン型の六炭糖で、含有するＯＨ基は、遊離型であるか、あるいは１つまたは複数
のモノ－、ビ－、もしくはトリリン酸基（またはそのプロドラッグ）またはアセチルで随
意に置換される、
　・ナフチル基、この基は、炭素原子を１～４個有する１つ以上の置換アルキルまたはア
ミノ基で随意に置換される、
　・ベンジル基、この基は、炭素原子を１～４個有する１つ以上の置換アルキルまたはア
ミノ基で随意に置換される、
　・フェニル基、ビフェニル基、およびヘテロアリール基；
・Ｒ２は、以下から選択され
　・アミド基である－ＣＯＮＨ２、－ＣＯＮＨＭｅ、－ＣＯＮＨＥｔ、－ＣＯＮ（Ｍｅ）

２、－ＣＯＮ（Ｅｔ）２、
　・酸もしくはエステル基である－ＣＯ２Ｈ、ＣＯ２Ｍｅ、ＣＯ２Ｅｔ、シアノもしくは
アミジン基である－ＣＮ、－Ｃ（ＮＨ２）ＮＨ、－Ｃ（ＮＨＭｅ）ＮＨ、－Ｃ（ＮＨＥｔ
）ＮＨ、
　・フェニル基、この基は、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、およびＦから選択されるハロゲンで随意に
置換される、
　・チオフェン基、
　・炭素原子を３～１０個有する直鎖または分岐の炭素鎖、または
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・Ｒ３は、以下から選択される：
　・ハロゲン基、
　・フランもしくは－ＣＯ－フラン基、
　・チオフェンもしくは－ＣＯ－チオフェンもしくは－Ｃ≡Ｃ－チオフェン基、
　・トルオイル基、
　・アセチレン基、
　・－ＣＯ－（ＣＨ２）ｎ－ＣＨ３基、ただしｎは２～９である、
　・フェニルもしくは－Ｃ≡Ｃ－フェニル基、この基はハロゲンで随意に置換される、
　・－Ｃ≡Ｃ－ＣＯ２Ｍｅ、－Ｃ≡Ｃ－ＣＯ２Ｅｔ、－Ｃ≡Ｃ－ＣＯＮＨ２基、
　・－Ｃ≡Ｃ－（ＣＨ２）６ＣＨ３基、または
　・－Ｃ≡Ｃ－２－メトキシナフタレン基；
を有するもの、そのラセミ体、鏡像異性体、およびジアステレオ異性体、ならびにその混
合物、その互変異性体、ならびにその薬学的に許容可能な塩である。
【００６３】
　より好ましくは、アカデシン誘導体は、以下の一般式：
【００６４】
【化３】

【００６５】
式中、Ｒ１は、
【００６６】
【化４】

【００６７】
β－Ｄ－リボース
または
【００６８】

【化５】

【００６９】
トリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボース
または
【００７０】
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【化６】

【００７１】
４－メチルベンジル
または
【００７２】

【化７】

【００７３】
２－ナフチル（ナフタレン－２－イルメチル）
であり、かつ
・Ｒ１がβ－Ｄ－リボース基の場合：
　・Ｒ２＝ＣＯＮＨ２かつＲ３＝Ｃｌ、ＣＯ－フラン、ＣＯ－チオフェンもしくはトルオ
イル；
　または
　・Ｒ２＝ＣＯ２ＭｅかつＲ３＝Ｉもしくはアセチレン；
　または
　・Ｒ２＝フェニルかつＲ３＝Ｉであり；
・Ｒ１がトリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボース基の場合：
　・Ｒ２＝ＣＯ２ＥｔかつＲ３＝ＣＯ－（ＣＨ２）５－ＣＨ３、ＣＯ－フラン、トルオイ
ル、－Ｃ≡Ｃ－ＣＯ２Ｅｔ、チオフェンもしくはフェニル；
　または
　・Ｒ２＝フェニルかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－フェニル；
　または
　・Ｒ２＝チオフェンかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－チオフェン；
　または
　・Ｒ２＝（ＣＨ２）６ＣＨ３かつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－（ＣＨ２）６ＣＨ３；
　または
　・Ｒ２＝ｐ－フルオロフェニルかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－ｐ－フルオロフェニル；
または
　・Ｒ２＝２－メトキシナフタレンかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－２－メトキシナフタレンであり
；
・Ｒ１が４－メチルベンジル基の場合：
　・Ｒ２＝ＣＯ２ＥｔかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－ＣＯ２Ｅｔ；
　または
　・Ｒ２＝フェニルかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－フェニルであり；
・Ｒ１が２－ナフチル（ナフタレン－２－イル－メチル）基の場合：
　・Ｒ２＝ＣＯ２ＥｔかつＲ３＝Ｉ；
　または
　・Ｒ２＝ＣＯ２ＥｔかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－ＣＯ２Ｅｔ；
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　または
　・Ｒ２＝フェニルかつＲ３＝－Ｃ≡Ｃ－フェニルである；
を有する化合物、そのラセミ体、鏡像異性体、およびジアステレオ異性体、ならびにその
混合物、その互変異性体、ならびにその薬学的に許容可能な塩である。
【００７４】
　使用可能なアカデシン誘導体の例として、以下の化合物を挙げることができるが、それ
らに限定されない：
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－ヨード－［１，２，３］－トリアゾール－１－
イル）－２’，３’，５’－トリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボフラノース；
・１’－（４－カルバモイル－５－ヨード－［１，２，３］－トリアゾール－１－イル）
－β－Ｄ－リボフラノース；
・１’－（４－メトキシカルボニル－５－エチニル－［１，２，３］－トリアゾール－１
－イル）－β－Ｄ－リボフラノース；
・１－（ナフチル－２－メチル）－４－エトキシカルボニル－５－ヨード－１，２，３－
トリアゾール；
・１－（ナフチル－２－メチル）－４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート
－１，２，３－トリアゾール；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－［１，２，３］－トリ
アゾール－１－イル）－２’，３’，５’－トリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボフラノー
ス；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－（２－チエニル）－［１，２，３］－トリアゾ
ール－１－イル）－２’，３’，５’－トリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボフラノース；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－フェニル－［１，２，３］－トリアゾール－１
－イル）－２’，３’，５’－トリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボフラノース；
・１－（４－メチルベンジル）－４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－
１，２，３－トリアゾール；
・１’－（４－ヘプチル－５－（ノナ－１－イン－１－イル）－［１，２，３］－トリア
ゾール－１－イル）－２’，３’，５’－トリ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－リボフラノース
；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－［１，２，３］－トリ
アゾール－１－イル）－２’，３’，５’－トリ－Ｏ－ベンゾイル－β－Ｌ－リボフラノ
ース；
・２’－デオキシ－１’－（４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－［１
，２，３］－トリアゾール－１－イル）－３’，５’－ジ－Ｏ－（ｐ－トルオイル）－α
－Ｄ－リボフラノース；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－［１，２，３］－トリ
アゾール－１－イル）－２’，３’，４’，６’－テトラ－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－グル
コピラノース；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－［１，２，３］－トリ
アゾール－１－イル）－２’，３’－Ｏ－イソプロピリデン－β－Ｄ－リボフラノース；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－エチルプロピオラート－［１，２，３］－トリ
アゾール－１－イル）－２’，３’－Ｏ－イソプロピリデン－５’－Ｏ－アセチル－β－
Ｄ－リボフラノース；
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－（２－チエニル）－［１，２，３］－トリアゾ
ール－１－イル）－２’，３’－Ｏ－イソプロピリデン－β－Ｄ－リボフラノース；およ
び
・１’－（４－エトキシカルボニル－５－（２－チエニル）－［１，２，３］－トリアゾ
ール－１－イル）－２’，３’－Ｏ－イソプロピリデン－５’－Ｏ－アセチル－β－Ｄ－
リボフラノース。
【００７５】
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　研究を行なうことで、本発明の利点がいくつか実証された。それら研究の結果を以下の
実施例に示す。
【実施例１】
【００７６】
　ＢＣＬ２Ｌ１０の検出に関するサイトメトリー技法の検証。
　アポトーシスおよびオートファジープロセスの両方が不完全であるアザシチジン（ＡＺ
Ａ）耐性のＳＫＭ１細胞（「ＳＫＭ１－Ｒ」と称する）を製造した。それらのＡＺＡ感受
性同族体（「ＳＫＭ１－Ｓ」と称する）と比較したところ、ＳＫＭ１－Ｒ細胞は、Ｂｃｌ
－２ファミリーの中で抗アポトーシス性であるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質（Ｂｃｌ－Ｂ）
の発現増加を示すが、Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘＬ、およびＭｃｌ－１タンパク質について
は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞とＳＫＭ１－Ｓ細胞は、同等なレベルを示す（図１に示すとおり）
。
【００７７】
　ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現の増加は、限界希釈法を行なう前のＳＫＭ１－Ｒ細胞の
塊でも見られ、このことは、ＢＣＬ２Ｌ１０の過剰発現が、アザシチジン（ＡＺＡ）耐性
と関連性があるのであって、クローン効果によるものではないことを示している。ＢＣＬ
２Ｌ１０のタンパク質発現を分析するため、ＨＥＫ２９３細胞でのサイトメトリー試験法
を構築した。
【００７８】
　このため、ＨＥＫ２９３細胞を、最初にＭｙｃタグ付きＢＣＬ２Ｌ１０構築物「Ｍｙｃ
－ＢＣＬ２Ｌ１０」で形質移入し、抗Ｍｙｃ抗体を用いて形質移入の効率を見積もった（
図１９に示すとおり）。ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現は、抗ＢＣＬ２Ｌ１０モノクロ
ーナル抗体を用いてウエスタンブロットにより確認した（図２１に示すとおり）。
【００７９】
　フローサイトメトリー実験を検証するため、特異的ｓｉＲＮＡを用いて、ＨＥＫ２９３
細胞におけるＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子の発現を消失させた。
【００８０】
　この条件下では、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現もＢＣＬ２Ｌ１０の標識化も、それ
ぞれウエスタンブロットまたはフローサイトメトリーにより検出されなかった（それぞれ
図２２および図２０に示すとおり）。このことは、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の検出に基
づく本発明者らのサイトメトリー実験の有効性を実証する。
【実施例２】
【００８１】
　ＳＫＭ１細胞のアザシチジン耐性に関与するＢＣＬ２Ｌ１０の過剰発現。
　図１９～図２２に記載したアッセイを用いて、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現するの
が、ＳＫＭ１－Ｓ細胞では３９％だけであるのに比べて、ＳＫＭ１－Ｒ細胞では７３％で
あることがはっきりした（図２～図４に示すとおり）。ＢＣＬ２Ｌ１０のｍＲＮＡおよび
ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質の発現の増加は、ＲＴ－ＰＣＲおよびウエスタンブロットによ
っても検出された（それぞれ、図５および図６に示すとおり）。
【００８２】
　ＢＣＬ２Ｌ１０過剰発現がアザシチジン耐性の結果ではなく原因であるのかどうかを決
めるため、ＳＫＭ１－Ｓ細胞およびＳＫＭ１－Ｒ細胞を、対照ｓｉＲＮＡまたはＢＣＬ２
Ｌ１０タンパク質とＢｃｌ－２タンパク質の一方もしくは他方を指向するｓｉＲＮＡで形
質移入し、次いでアザシチジン有無のいずれかで２４時間処理してから、細胞生存率およ
びアポトーシスを測定した。図７は、アザシチジンがＳＫＭ１－Ｓ細胞で細胞代謝の減少
を導いたことを示すが、ＳＫＭ１－Ｒ細胞では導かなかった（図５に示すとおり）。ＢＣ
Ｌ２Ｌ１０遺伝子発現の消衰は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞のアザシチジン感受性を回復させ、こ
のことは、アザシチジン耐性現象におけるＢＣＬ２Ｌ１０の重要な役割を示唆する。また
、アポトーシスは、ＢＣＬ２Ｌ１０遺伝子発現の消衰が、活性カスパーゼ３の量の増加に
よるアザシチジン感作を可能にするための主要な機構であった。
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　また、ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）での標識化が、ＢＣＬ２Ｌ１０　ｓｉＲＮＡで処理
したＳＫＭ１－Ｒ細胞で検出された（図８および図９に示すとおり）。この効果は、ＢＣ
Ｌ２Ｌ１０に特異的であった、なぜならＢｃｌ－１タンパク質を指向するｓｉＲＮＡでは
、同一条件下でそうできなかったからである（図８および図９に示すとおり）。最後に、
図１０では、２つのｓｉＲＮＡがそれぞれの標的の発現を非常に効果的に遮断することが
、ウエスタンブロットにより実証された。まとめると、本発明者らのデータにより、ＢＣ
Ｌ２Ｌ１０タンパク質の過剰発現は、ＳＫＭ１－Ｒ細胞のアザシチジン耐性の原因である
と確立することができた。
【実施例３】
【００８４】
　ＢＣＬ２Ｌ１０の過剰発現によりＭＤＳ患者のアザシチジン耐性を予測することができ
る。
　ＢＣＬ２Ｌ１０発現を、患者から採取した試料の量が分析するのに十分な場合に、その
試料のウエスタンブロットによっても分析した。図１１～図１３に示す結果から、ＢＣＬ
－２レベルに対するＢＣＬ２Ｌ１０レベルは、患者によって様々であることがわかる。Ｅ
ＲＫタンパク質を、各患者試料の内部標準に用いた。これにより、ＥＲＫに対するＢＣＬ
２Ｌ１０のタンパク質発現は、健康な患者では非常に低いことを示すことができた（図１
２に示すとおり）。反対に、Ｂｃｌ－２タンパク質の発現は、３つの群の患者で有意差が
ない（図１３に示すとおり）。この結果は、ＢＣＬ２Ｌ１０の発現により、ＭＤＳ患者の
アザシチジン耐性を予測することができることを示唆する。
【実施例４】
【００８５】
　ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現はＭＤＳ患者のアザシチジン耐性の生体マーカーである
。
　８人の健康な患者、２４人のアザシチジン感受性患者、および８人のアザシチジン耐性
患者の骨髄におけるＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージを、コホート１
でフローサイトメトリー実験を行なうことにより求めた。各患者の臨床的特徴を、以下の
表１、表２Ａ、および表２Ｂに示す：
【００８６】
　表１（感受性患者）：
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【００８７】
　表２Ａ（耐性患者）：
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【表２】

【００８８】
　表２Ｂ（健康な患者）：
【表３】

【００８９】
　図１４に示すとおり、健康な患者およびアザシチジン感受性患者から単離したばかりの
骨髄試料について、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞の平均値は、それぞれ、０
％（値の範囲は０～１８％）、および８％（値の範囲は０～４０％）であるが、一方アザ
シチジン耐性患者の骨髄細胞については、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質を発現する細胞の平
均値は、８５％（値の範囲は５７％～９９％）であり、ｐ値は０．０００１未満である（
図１１に示すとおり）。１４人の低リスクＭＤＳ患者から採取した試料を、２１人のアザ
シチジン感受性患者および１０人のアザシチジン耐性患者の試料それぞれと比較した場合
（全てコホート２の患者）、低リスクＭＤＳ患者は、ＢＣＬ２Ｌ１０発現細胞の中央値が
０％であり、最低最高値は０および１１％であることがわかる。図１５はまた、アザシチ
ジン耐性患者のＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージがもっとずっと高く
、感受性患者が１０％であるのに比べて、３３％（ｐ＜０．０００１）になることも示す
。また、図８に記載の患者の群に基づいて、分析のサブグループを作る。「最初から」ア
ザシチジン難治性であった１０人の検査患者は、ＢＣＬ２Ｌ１０発現細胞のパーセンテー
ジが２９％であり、診断でアザシチジン感受性であった６人の検査患者の値（１０％）よ
り高い。これらの結果を図１６に示す（ｐ＝０．０２３）。再発時、「最初から」アザシ
チジン感受性であった４人の検査患者は、ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセン
テージが２３％である、すなわち、アザシチジン感受性で治療中の１１人の検査患者（Ｂ
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示す（図１７に示すとおり）（ｐ＝０．０００２）。
【実施例５】
【００９０】
　ＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞のパーセンテージは、ＭＤＳ患者およびＡＭＬ患者
の全生存期間を予測する。
　生体液の全細胞のうちＢＣＬ２Ｌ１０タンパク質発現細胞は５０％であるという参照閾
値（「カットオフ」値とも呼ぶ）を用いると、本検査により、優れた正負の予測を行なう
ことができる。一般に、本検査の感度および特異性は、それぞれ、８０％および８５％で
あった。
【００９１】
　中央値４ヶ月（最短最長期間は０．１および７．５ヶ月）の観察期間で、ＢＣＬ２Ｌ１
０の数量化データから、コホート１についての全生存期間（ＯＳ）は、ＢＣＬ２Ｌ１０発
現の少ないサブグループにおいての方が、ＢＣＬ２Ｌ１０発現の多いサブグループにおい
てよりも有意に良好であった（ｐ＝０．００１６）（図１８ａに示すとおり）。図１８ｂ
に示すグラフから、さらに長期間（６ヶ月程度に対して１５ヶ月程度）にわたって、ＢＣ
Ｌ２Ｌ１０発現細胞のパーセンテージとアザシチジン治療を受けたＭＤＳまたはＡＭＬ患
者の全生存期間（ＯＳ）に相関があることがわかる。この図１８ｂは、骨髄中のＢＣＬ２
Ｌ１０発現細胞のパーセンテージが５０％超か未満かで２つの群に分けた、ＡＺＡ治療を
受けたＭＤＳまたはＡＭＬ患者の、それぞれの群の全生存期間のカプラン・マイヤー曲線
を示す。
【００９２】
　３ヶ月の全生存期間は、ＢＣＬ２Ｌ１０発現の少ないサブグループにおいて９５％と見
積もられたのに対して、ＢＣＬ２Ｌ１０発現の多いサブグループについては５１％であっ
た。ＢＣＬ２Ｌ１０発現の多いサブグループの患者全員について、疾患は進行した。
【図１】 【図２】

【図３】
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【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】

【図１３】

【図１４】



(22) JP 6273552 B2 2018.2.7

【図１５】

【図１６】
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【図１８ｂ】

【図１９】
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