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(57)【要約】
化合物が、一般式（Ｉ）で示されるフラザノベンゾイミ
ダゾール化合物である、化合物に対する応答、好ましく
は被験体の癌などの疾患の耐性を予測するためのバイオ
マーカーとしてのＢＵＢＲ１の使用。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　化合物に対する応答を予測するためのバイオマーカーとしてのＢＵＢＲ１の使用であっ
て、該化合物が、一般式（Ｉ）：
【化２３】

［式中、
　Ｒは、フェニル、チエニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、シアノ、ハロゲン及
びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換されており；
そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、基Ｃ＝Ｙを表し、ここで、Ｙは、酸素、又はヒドロキシもしくは低級アルコキシ
により置換されている窒素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
で表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体であるか；又は
［式中、
　Ｒは、フェニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、ホルミル、シアノ、
ハロゲン及びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換さ
れており；そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
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　Ｘは、酸素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
で表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体（そして、ここで、接頭語の低級は
、最大７個、とりわけ、最大４個の炭素原子を有する基を意味する）である、使用。
【請求項２】
　応答が、被験体における疾患の応答であり、そして、バイオマーカーのＢＵＢＲ１が、
人体又は動物体から採取、好ましくは、人体から採取した試料（１つ又は複数）中、ex v
ivoで測定される、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　化合物が、
Ｒが、フェニル又はピリジニルを表し；
ここで、フェニルが、低級アルキル、低級アルコキシ、アミノ、アセチルアミノ、ハロゲ
ン及びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換されてお
り；
そして、ピリジニルが、アミノ又はハロゲンにより場合により置換されており；
Ｘが、基Ｃ＝Ｏを表し；
Ｒ１が、水素又はシアノ－低級アルキルを表し；
Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５及びＲ６が、水素を表す、
一般式（Ｉ）の化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体（そして、ここで、接頭語の低
級は、最大７個、とりわけ、最大４個の炭素原子を有する基を意味する）である、請求項
１又は２に記載の使用。
【請求項４】
　化合物が、下記式：
【化２４】

（式中、Ｒ、Ｙ及びＲ１は、以下のように定義される）
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【表１０】

又はその薬学的に許容しうる誘導体により示される、請求項１～３のいずれか一項に記載
の使用。
【請求項５】
　化合物が、以下：

【化２５】

又はその薬学的に許容しうる誘導体である、請求項１～４のいずれか一項に記載の使用。
【請求項６】
　薬学的に許容しうる誘導体が、請求項１～５のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）
の化合物の塩、溶媒和物、プロドラッグ、プロドラッグの塩、多形及び異性体からなる群
より選択される、請求項１～５のいずれか一項に記載の使用。
【請求項７】
　プロドラッグが、請求項１～５のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合物のＲ
基内に存在するアミノ基と、グリシン、アラニン又はリシンのカルボキシ基から形成され
るアミドである、請求項６に記載の使用。
【請求項８】
　化合物が、以下；
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【化２６】

又はその薬学的に許容しうる塩、好ましくは、その塩酸塩、最も好ましくは、その二塩酸
塩である、請求項１～７のいずれか一項に記載の使用。
【請求項９】
　前記化合物に対する被験体における疾患の耐性を予測するための、請求項１～８のいず
れか一項に記載の使用。
【請求項１０】
　疾患が、新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌である、請求項１～７のいずれ
か一項に記載の使用。
【請求項１１】
　疾患が、乳癌、前立腺癌、子宮頸癌、卵巣癌、胃癌、結腸直腸癌、膵臓癌、肝臓癌、脳
腫瘍、神経内分泌癌、肺癌、腎臓癌、血液悪性腫瘍、黒色腫及び肉腫からなる群より選択
され、好ましくは、癌が、卵巣癌、乳癌、胃癌、膵臓癌、大腸癌、肺癌及び子宮頸癌から
、特に好ましくは、肺癌又は胃癌からなる群より選択される、請求項１～１０のいずれか
一項に記載の使用。
【請求項１２】
　被験体からの試料中のＢＵＢＲ１のレベルが、標準値又は標準値のセットに対してより
低い場合に耐性であると予測される、請求項２～１１のいずれか一項に記載の使用。
【請求項１３】
　試料（１つ又は複数）中のＢＵＢＲ１のレベルが、
ｉ）同じ腫瘍組織型を有する被験体からの標準値又は標準値のセットに対して；又は
ｉｉ）処置開始後に採取したものと、処置開始前に同じ被験体から採取した試料（１つ又
は複数）を比較して；又は
ｉｉｉ）正常な細胞、組織又は体液からの標準値又は標準値のセットに対して；
より低い場合に、耐性であると予測される、請求項１２に記載の使用。
【請求項１４】
　バイオマーカーが、請求項１～８のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合物又
はその薬学的に許容しうる誘導体で処置するために、疾患、好ましくは、癌を患っている
又は患う傾向がある被験体を選択するために使用される、請求項１～１３のいずれか一項
に記載の使用。
【請求項１５】
　試料が、腫瘍組織、正常な組織、細胞株又は循環腫瘍細胞に由来し、好ましくは、腫瘍
組織に由来する、請求項２～１４のいずれか一項に記載の使用。
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【請求項１６】
　請求項１～８のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容
しうる誘導体に対する、被験体における疾患の応答を予測するための方法であって、
ａ）被験体から事前に得られた試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定して、このレベルを表
す値（１つ又は複数）を得る工程；及び
ｂ）工程ａ）からの値（１つ又は複数）と標準値又は標準値のセットを比較する工程
を含む、方法。
【請求項１７】
　予測される応答が、耐性であり、そしてＢＵＢＲ１のレベルの測定が、被験体から事前
に得た試料中でex-vivoで実施される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　被験体からの試料中のＢＵＢＲ１のレベルが標準値又は標準値のセットに対してより低
い場合に、耐性であると予測される、請求項１６又は１７に記載の方法。
【請求項１９】
　それを必要とする被験体において新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌を処置
する方法であって、被験体からの試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定して、このレベルを
表す値（１つ又は複数）を得る工程、及び前記試料中のＢＵＢＲ１のレベルが、標準値又
は標準値のセットより低くない場合、被験体を請求項１～８のいずれか一項に定義される
一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体で処置する工程を含む、方法。
【請求項２０】
　新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌の処置において使用するためのＢＵＢＲ
１であって、被験体からの試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定して、このレベルを表す値
（１つ又は複数）を得る工程、及びＢＵＢＲ１のレベルが、標準値又は標準値のセットよ
り低くない場合、被験体を請求項１～８のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合
物又はその薬学的に許容しうる誘導体で処置する工程を含む、新生物疾患又は自己免疫疾
患、好ましくは、癌の処置において使用するためのＢＵＢＲ１。
【請求項２１】
　ＢＵＢＲ１のレベルが標準レベル又は標準レベルのセットと比較してより低い試料を有
する被験体中のＢＵＢＲ１のレベルを最初に増加させて、次に、被験体を請求項１～８の
いずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体で処
置することにより、新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌を処置する方法。
【請求項２２】
　請求項１～８のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容
しうる誘導体に対する応答を予測するためのキットであって、試料中のＢＵＢＲ１のレベ
ルを測定するために必要な試薬を含み、好ましくは、試料中のＢＵＢＲ１のレベルを比較
するための標準値又は標準値のセットを含む比較測定基準（comparator module）をさら
に含む、キット。
【請求項２３】
　試薬が、ＢＵＢＲ１のための検出部を含む捕捉試薬及び検出試薬を含み、好ましくは、
捕捉試薬が、抗体である、請求項２２に記載のキット。
【請求項２４】
　キットが、下記式：
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【化２７】

で表される化合物又はその薬学的に許容しうる塩、特に、その二塩酸塩を含む、請求項２
２又は２３に記載のキット。
【請求項２５】
　請求項１～８のいずれか一項に定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容
しうる誘導体に対する応答を予測するための装置であって、試料中のＢＵＢＲ１のレベル
を測定するために必要な試薬、及び試料中のＢＵＢＲ１のレベルを比較するための標準値
又は標準値のセットを含む比較測定基準を含む、装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般式（Ｉ）の化合物、例えば、３－（４－｛１－［２－（４－アミノ－フ
ェニル）－２－オキソ－エチル］－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル｝－フラザン－
３－イルアミノ）－プロピオニトリル（ＢＡＬ２７８６２）に対する、新生物疾患又は自
己免疫疾患などの疾患、好ましくは、癌の応答を予測するためのバイオマーカーとしての
ＢＵＢＲ１の使用に関する。他の態様においては、本発明は、方法及びキットならびにバ
イオマーカーの使用を含む処置方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　微小管は、細胞骨格の構成成分の１つであり、α－チューブリンとβ－チューブリンの
ヘテロ二量体から構成されている。微小管を標的とする薬剤は、広域スペクトル活性を有
する最も効果的な細胞傷害性化学療法剤の１つである。微小管不安定化剤（例えば、ビン
クリスチン、ビンブラスチン及びビノレルビンなどのビンカアルカロイド）は、例えば、
リンパ芽球性白血病及びリンパ腫などの血液悪性腫瘍ならびに肺癌などの固形腫瘍のいく
つかのタイプの処置において使用される。微小管安定化剤（例えば、パクリタキセル、ド
セタキセルなどのタキサン類）は、例えば、乳癌、肺癌及び前立腺癌を含む固形腫瘍の処
置において使用される。
【０００３】
　しかし、これらの公知の微小管標的薬剤に対して耐性が生じる恐れがある。耐性は、本
来備わっているものか、又はこれらの薬剤に曝露された後に獲得されるものでありうる。
したがって、そのような耐性は、患者の生存率ならびに処置計画の選択に影響を及ぼす。
耐性のいくつかの潜在的メカニズムが特定されており、これには、タキサンの結合を減少
させることが知られている、β－チューブリンサブタイプＩＩＩのレベルの上昇及びβ－
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チューブリンサブタイプＩの突然変異の獲得などの微小管標的の欠陥が挙げられる。さら
に、他の細胞タンパク質の欠陥、例えば、ｐ－糖タンパク質（Ｐ－ｇｐポンプ、多剤耐性
タンパク質１又はＭＤＲ１としても知られている）の過剰発現が、特定の微小管標的薬剤
に対する耐性と関連していることが示唆されている。そのため、そのような因子を、これ
らの従来の微小管標的薬剤に対する耐性のバイオマーカーとして使用してもよい。
【０００４】
　比較的最近発見された微小管不安定化剤のクラスは、下記式：
【化１】

［式中、
　Ｒは、フェニル、チエニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、シアノ、ハロゲン及
びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換されており；
そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、基Ｃ＝Ｙを表し、ここで、Ｙは、酸素、又はヒドロキシもしくは低級アルコキシ
により置換されている窒素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
により包含される化合物及びその薬学的に許容しうる塩であるか；又は
［式中、
　Ｒは、フェニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、ホルミル、シアノ、
ハロゲン及びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換さ
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そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、酸素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
により包含される化合物及びその薬学的に許容しうる塩（そして、ここで、接頭語の低級
は、最大７個、とりわけ、最大４個の炭素原子を有する基を意味する）である。
【０００５】
　これらの化合物は、WO2004/103994 A1（相互参照により本明細書に組み入れられる）に
開示されている。これらの化合物は、腫瘍細胞増殖を停止させ、アポトーシスを誘導する
ことが示されている。
【０００６】
　式（Ｉ）の化合物の合成は、WO2004/103994 A1（相互参照により本明細書に組み入れら
れる）において、概要として、２９～３５ページに、具体的には、３９～５５ページに記
載されている。該化合物は、そこに開示されるように、又はそこに記載のプロセスと類似
の方法により調製してもよい。
【０００７】
　ＢＡＬ２７８６２として知られ、そして、WO2004/103994 A1の実施例５８として示され
るこのクラスの範囲内の化合物（具体的に参照により本明細書に組み入れられる）は、下
記構造式及び化学名を有する化合物：
【化２】

化学名：３－（４－｛１－［２－（４－アミノ－フェニル）－２－オキソ－エチル］－１
Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル｝－フラザン－３－イルアミノ）－プロピオニトリル
又は本明細書において、化合物Ａとして示される化合物である。
【０００８】
　WO2004/103994 A1の実施例５０及び７９としてそれぞれ例示されるさらなる化合物（ま
た、具体的に相互参照により本明細書に組み入れられる）は、下記構造式及び化学名を有
する化合物：
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【化３】

化学名：２－［２－（４－アミノ－フラザン－３－イル）－ベンゾイミダゾール－１－イ
ル］－１－（４－アミノ－フェニル）－エタノン
又は本明細書において、化合物Ｂとして示される化合物、及び
下記構造式及び化学名を有する化合物：

【化４】

化学名：３－（４－｛１－［２－（６－アミノ－ピリジン－３－イル）－２－オキソ－エ
チル］－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル｝－フラザン－３－イルアミノ）－プロピ
オニトリル
又は本明細書において、化合物Ｃとして示される化合物である。
【０００９】
　ＢＡＬ２７８６２は、広範な実験的固形腫瘍異種移植モデルに対する活性を実証した。
さらに、その活性は、従来の微小管標的薬剤（ビンカアルカロイド微小管不安定化剤なら
びに微小管安定剤のパクリタキセル及びエポチロンＢを含む）に対して耐性を有するもの
として選択された腫瘍モデルに対してもなお保持された。ＢＡＬ２７８６２の活性は、in
 vitroで試験したいずれのモデルにおいても、ヒトの乳腺腫瘍異種移植片においても、Ｐ
－ｇｐポンプの過剰発現により影響を受けなかった。また、ＢＡＬ２７８６２は、β－チ
ューブリンサブタイプＩＩＩのレベルの上昇及びチューブリンサブタイプＩの突然変異が
生じてもその活性を保持した。
【００１０】
　したがって、ＢＡＬ２７８６２の活性は、従来の微小管標的薬剤に対する耐性を付与す
る多くの因子により影響を受けない。
【００１１】
　さらに、一般式（Ｉ）の化合物は、細胞の表現型に対して、他の微小管標的薬剤（他の
微小管不安定化剤を含む）とは異なる効果を及ぼすことが知られている。図１に示される
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ように、様々な器官、例えば、肺、頸部及び乳房に由来する腫瘍細胞株を一般式（Ｉ）の
化合物で処置することによって、一貫した微小管表現型が誘導される。これらの細胞の微
小管を抗α－チューブリン抗体で染色すると、未処置細胞では有糸分裂紡錘体が可視化さ
れるが、処置細胞においてはドット様構造のみが可視化されることが示される。この同じ
効果は、肺癌細胞株Ａ５４９に対して、化合物Ｃ及びＢを使用することによっても示され
る（図２Ａ及び２Ｂ）。しかし、これは、図３Ｂ、３Ｃ、３Ｄ及び４にそれぞれ示される
ように、従来の微小管標的薬剤のビンブラスチン、コルヒチン、パクリタキセル及びノコ
ダゾールで観察されるものとは大きく異なっている。微小管を抗α－チューブリン抗体で
染色して、細胞を１０００×倍率で観察した（図３、４）。ＢＡＬ２７８６２で処置した
細胞では、複数のドット様構造が可視化されるが、全く対照的に、他の従来の薬物では、
フィラメント状の微小管構造又は高密度の微小管凝集構造が生成される。表現型レベルで
のこれらの相違は、増殖抑制作用について最適と考えられる化合物用量では、分子レベル
での作用機序の相違を示唆する。
【００１２】
　さらに、ＢＡＬ２７８６２が、他の微小管標的薬剤の存在下で優性な微小管表現型を導
くことが知られている。ビンブラスチン、コルヒチン、パクリタキセル又はノコダゾール
の単独処置では、これらの薬剤に特徴的な微小管表現型が誘導される（それぞれ、図５Ａ
、５Ｄ、５Ｇ、６Ｃ～６Ｆ）。しかし、最後の４時間、ＢＡＬ２７８６２と併用処置する
と、ビンブラスチン、コルヒチン、パクリタキセル又はノコダゾールが存在し続けている
にもかかわらず、これらの表現型が崩壊した（それぞれ、図５Ｂ、５Ｅ、５Ｈ、６Ｇ～６
Ｊ）。対照的に、最初にＢＡＬ２７８６２で処置し、続いて、ビンブラスチン、コルヒチ
ン、パクリタキセル又はノコダゾールと４時間併用処置しても、表現型に影響を及ぼさず
、ＢＡＬ２７８６２による処置と一致する表現型が生成した（それぞれ、図５Ｃ、５Ｆ、
５Ｉ、６Ｋ～６Ｎ）。
【００１３】
　これらの全てのデータは、ＢＡＬ２７８６２が従来の微小管標的薬剤とは異なる機序で
微小管生物学に影響を及ぼすことを実証している。
【００１４】
　したがって、従来の微小管標的薬剤に関する情報からは、特定の遺伝子が式（Ｉ）の化
合物の作用に関与しているかどうか、又はどのように関与しているかについて予測するこ
とができない。
【００１５】
　本発明の目的は、式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体に対する応答と
関連する因子を同定すること、例えば、下記で定義される一般式（Ｉ）の化合物、特に、
ＢＡＬ２７８６２又はその薬学的に許容しうる誘導体に対する耐性と関連する因子を同定
することである。
【００１６】
　驚くべきことに、ＢＵＢＲ１を、下記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学
的に許容しうる誘導体による処置に対する応答のバイオマーカーとして使用してもよいこ
とが見出された。
【００１７】
　本発明の１つの好ましい実施態様においては、試料中の比較的低いＢＵＢＲ１のレベル
は、以下に記載されるように、ＢＡＬ２７８６２に対する自然耐性及び獲得耐性と関連し
ている。
【００１８】
　ＢＵＢＲ１には、ヒト遺伝子命名委員（Human Gene Nomenclature Committee）識別番
号ＨＧＮＣ ＩＤ：１１４９及びEntrez Gene ＩＤ ７０１が割り当てられている。ヒトＢ
ＵＢＲ１に対応する配列は、国立生物工学情報センター（ＮＣＢＩ）参照番号NP_001202
により利用可能である（図１８、SEQ ID No. １、NP_001202.4）。
【００１９】
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　ＢＵＢＲ１は、ｈＢＵＢＲ１及びＢｕｂＲ１としても公知である；ベンズイミダゾール
無抑制性発芽１、出芽酵母（S. cerevisiae）、相同体、β；有糸分裂チェックポイント
遺伝子ＢＵＢ１Ｂ；ＢＵＢ１Ｂ；ＢＵＢ１ β；有糸分裂チェックポイントキナーゼＭａ
ｄ３Ｌ；ＭＡＤ３Ｌ；ＭＡＤ３－様タンパク質キナーゼ；及びＳＳＫ１。ＢＵＢ１Ｂとい
う名称は、一般的に、核酸配列と関連しているが、一方、タンパク質に焦点を当てた出版
物は、一般的に、ＢＵＢＲ１という用語を使用してきた。簡略化ために、ＢＵＢＲ１とい
う用語は、本明細書においては、上記全ての類義語を包含することとし、かつ必要に応じ
て核酸レベル及びタンパク質レベルの両方に対してこの実体を指すこととする。
【００２０】
　ベンズイミダゾール無抑制性発芽という名称は、Hoytらによってベノミルを用いて行っ
た実験にちなんで酵母相同体に命名された（Hoyt MA. et al., S. Cerevisiae Genes Req
uired for Cell Cycle Arrest in Response to Loss of Microtubule Function. Cell, V
ol. 66, 507-517, Aug. 9, 1991）。この出版物は、ベノミルに対して過敏症になってし
まった発芽酵母相同体の突然変異について記載している。
【００２１】
　ヒト相同体は、染色体１５ｑ１５に位置している。ヒトＢＵＢＲ１遺伝子の配列は、US
 6,593,098 B1で公開され、そしてそこにおいてヒトＢＵＢ１Ａとして同定されている。
該特許の実施例ＶＩは、内在性ＢＵＢ１Ａ（ＢＵＢＲ１）の活性が抗－ｈｕＢＵＢ１Ａ抗
体の微量注入により阻害された、ＨｅＬａ細胞中で実施された実験について記載している
。次に該注入された細胞が、微小管不安定化剤であるノコダゾールに曝されたとき、有糸
分裂を停止したままでいる該細胞の能力について試験した。該特許は、ｈｕＢＵＢ１ａ抗
体を注入された細胞がノコダゾールの存在下、有糸分裂の中途での退去の結果、有糸分裂
を停止するのを失敗しそしてアポトーシスへと進行すると述べている。
【００２２】
　Hoytの出版物と同様に、このことは、その後、ノコダゾールで処置された細胞中のＢＵ
ＢＲ１機能の喪失が、結果としてアポトーシスの割合を高めたことを示唆している。
【００２３】
　しかしながら、対照的に、本発明者らは、ＢＵＢＲ１発現の欠損は、一般式（Ｉ）の化
合物に応答して低下した細胞死レベルと、すなわちこれらの化合物に対する耐性と関連し
ていることを見出した。図３、４、５及び６にみられるような他の微小管不安定化剤を含
む他の微小管の薬剤と比較して、式（Ｉ）の化合物が細胞の表現型に対して異なる影響を
及ぼすということが再び強調されるべきである。一方ではUS 6,593,098 B1及びHoytの発
見と、他方では本発明者らの発見との間の矛盾により、従来の微小管の薬剤に関する情報
からは、特定の遺伝子が一般式（Ｉ）の化合物の作用に関与しているかどうか、又は特定
の遺伝子が一般式（Ｉ）の化合物の活性にどのように関与しているかについて予測をする
ことができない、ということは確かである。
【００２４】
　本発明の一態様は、化合物に対する応答を予測するためのバイオマーカーとしてのＢＵ
ＢＲ１の使用であって、該化合物が、一般式（Ｉ）：
【化５】
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［式中、
　Ｒは、フェニル、チエニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、シアノ、ハロゲン及
びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換されており；
そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、基Ｃ＝Ｙを表し、ここで、Ｙは、酸素、又はヒドロキシもしくは低級アルコキシ
により置換されている窒素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
で表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体であるか、又は
［式中、
　Ｒは、フェニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、ホルミル、シアノ、
ハロゲン及びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換さ
れており；そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、酸素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
で表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体（そして、ここで、接頭語の低級は
、最大７個、とりわけ、最大４個の炭素原子を有する基を意味する）である、使用に関す
る。
【００２５】
　好ましくは、応答は、被験体における疾患の応答でありうる。また、好ましくは、応答
は、処置に対する、すなわち、一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体
による処置に対する応答でありうる。
【００２６】
　バイオマーカーのＢＵＢＲ１は、人体又は動物体から採取、好ましくは、人体から採取



(14) JP 2014-505877 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

した試料（１つ又は複数）中、ex vivoで測定される。
【００２７】
　好ましい実施態様においては、本発明は、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又は
その薬学的に許容しうる誘導体に対する、被験体における疾患の耐性を予測するためのバ
イオマーカーとしてのＢＵＢＲ１の使用に関する。
【００２８】
　好ましくは、薬学的に許容しうる誘導体は、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物の
塩、溶媒和物、プロドラッグ、プロドラッグの塩、多形及び異性体からなる群より選択さ
れる。プロドラッグは、好ましくは、天然アミノ酸、低分子ペプチド又はペグ化ヒドロキ
シ酸のエステル及びアミドである。より好ましくは、プロドラッグは、一般式（Ｉ）の化
合物のＲ基内に存在するアミノ基と、グリシン、アラニン又はリシンのカルボキシ基から
形成されるアミドである。
【００２９】
　特に好ましくは、本化合物は、以下：

【化６】

又はその薬学的に許容しうる塩、好ましくは、その塩酸塩、最も好ましくは、その二塩酸
塩である。
【００３０】
　本発明の別の態様は、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容し
うる誘導体に対する、被験体における疾患の応答を予測するための方法であって、
ａ）　被験体から事前に得られた試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定して、このレベルを
表す値（１つ又は複数）を得る工程；及び
ｂ）　工程ａ）からの値（１つ又は複数）と標準値又は標準値のセットを比較する工程
を含む方法に関する。
【００３１】
　さらに好ましくは、予測される応答は、耐性である。
【００３２】
　ＢＵＢＲ１のレベル（１つ又は複数）の測定は、被験体から事前に得られた試料（１つ
又は複数）中、ex-vivoで実施される。「事前に得られた」は、試料が、バイオマーカー
のレベルの測定を含む、任意の方法に付する前に得られることを指し、そして、「事前に
得られた」は、処置に関連するものとして理解すべきではない。
【００３３】
　好ましい実施態様においては、被験体からの試料中のＢＵＢＲ１のレベルが標準値又は
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【００３４】
　また、好ましくは、疾患は、新生物疾患又は自己免疫疾患である。より好ましくは、疾
患は、癌である。とりわけ好ましくは、癌は、乳癌、前立腺癌、子宮頸癌、卵巣癌、胃癌
、結腸直腸癌（すなわち、大腸癌及び直腸癌を含む）、膵臓癌、肝臓癌、脳腫瘍、神経内
分泌癌、肺癌、腎臓癌、血液悪性腫瘍、黒色腫及び肉腫からなる群より選択される。さら
に、とりわけ好ましくは、癌は、乳癌、子宮頸癌、卵巣癌、胃癌、膵臓癌、大腸癌及び肺
癌からなる群より選択される。さらに、特に好ましくは、癌は、子宮頸癌、卵巣癌、胃癌
、膵臓癌、大腸癌及び肺癌からなる群より選択される。獲得耐性が決定される別の特に好
ましい実施態様においては、癌は、肺癌又は卵巣癌である。自然耐性が決定されるさらに
別の特に好ましい実施態様においては、癌は、子宮頸癌、乳癌、卵巣癌、胃癌、膵臓癌、
大腸癌及び肺癌から、より好ましくは、肺癌又は胃癌からなる群より選択される。
【００３５】
　さらなる態様においては、本発明は、それを必要とする被験体において新生物疾患又は
自己免疫疾患、好ましくは、癌を処置する方法であって、被験体からの試料中のＢＵＢＲ
１のレベルを測定して、このレベルを表す値（１つ又は複数）を得る工程、及び前記試料
中のＢＵＢＲ１のレベルが、標準値又は標準値のセットより低くない場合、被験体を上記
で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体で処置する工程を
含む、方法に関する。
【００３６】
　なおさらなる態様においては、本発明は、新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、
癌の処置において使用するためのＢＵＢＲ１であって、被験体からの試料中のＢＵＢＲ１
のレベルを測定して、このレベルを表す値（１つ又は複数）を得る工程、及びＢＵＢＲ１
のレベルが、標準値又は標準値のセットより低くない場合、被験体を上記で定義される一
般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体で処置する工程を含む、新生物疾
患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌の処置において使用するためのＢＵＢＲ１に関する
。
【００３７】
　ＢＵＢＲ１のレベルの測定は、被験体から事前に得られた試料中、ex-vivoで実施され
る。
【００３８】
　本発明は、また、別の態様においては、ＢＵＢＲ１のレベルが標準レベル又は標準レベ
ルのセットと比較してより低い試料を有する被験体中のＢＵＢＲ１のレベルを最初に増加
させて、次に、被験体を上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容し
うる誘導体で処置することにより、新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌を処置
する方法に関する。
【００３９】
　さらに別の態様においては、本発明は、試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定するために
必要な試薬を含む、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる
誘導体に対する応答を予測するためのキットに関する。より好ましくは、キットは、また
、試料中のＢＵＢＲ１のレベルを比較するための標準値又は標準値のセットを含む比較測
定基準（comparator module）を含む。
【００４０】
　よりさらに好ましくは、キットは、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬
学的に許容しうる誘導体を含む。とりわけ好ましい実施態様においては、キットは、下記
式の化合物又はその薬学的に許容しうる塩を含む：
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【化７】

化学名：Ｓ－２，６－ジアミノ－ヘキサン酸［４－（２－｛２－［４－（２－シアノ－エ
チルアミノ）－フラザン－３－イル］－ベンゾイミダゾール－１－イル｝－アセチル）－
フェニル］－アミド
【００４１】
　特に好ましい実施態様においては、薬学的に許容しうる塩は、二塩酸塩である。
【００４２】
　本発明の別のさらなる態様は、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的
に許容しうる誘導体に対する応答を予測するための装置であって、試料中のＢＵＢＲ１の
レベルを測定するために必要な試薬、及び試料中のＢＵＢＲ１のレベルを比較するための
標準値又は標準値のセットを含む比較測定基準を含む、装置に関する。
【００４３】
　好ましい実施態様においては、キット中の試薬又は装置中の試薬は、ＢＵＢＲ１のため
の検出部を含む捕捉試薬及び検出試薬を含む。とりわけ好ましくは、捕捉試薬は、抗体で
ある。また、好ましくは、疾患は、ＢＵＢＲ１が標準値又は標準値のセットに対してより
低いときに、前記化合物による処置に耐性であると予測される。好ましい実施態様におい
ては、比較測定基準は、キットの使用説明書に含まれる。別の好ましい実施態様において
は、比較測定基準は、表示装置の形態である。
【００４４】
　ここで、本発明の実施態様を、添付の図面を参照し、例を挙げて説明する。しかし、本
発明は、これらの実施態様に限定されるものと理解すべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１Ａ】図１は、５０nMのＢＡＬ２７８６２による異なる組織型からのヒト腫瘍細胞株
の処置を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、５０nMのＢＡＬ２７８６２又
はビヒクルコントロールによる処置の２４時間後に染色した。図１Ａ及び１Ｂ：Ａ５４９
 ＮＳＣＬＣ細胞；図１Ｃ及び１Ｄ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞；図１Ｅ及び１Ｆ：ＳＫＢＲ
３乳癌細胞。ビヒクルコントロール処置：図１Ａ、１Ｃ＆１Ｅ、ＢＡＬ２７８６２処置：
図１Ｂ、１Ｄ＆１Ｆ。
【図１Ｂ】図１は、５０nMのＢＡＬ２７８６２による異なる組織型からのヒト腫瘍細胞株
の処置を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、５０nMのＢＡＬ２７８６２又
はビヒクルコントロールによる処置の２４時間後に染色した。図１Ａ及び１Ｂ：Ａ５４９
 ＮＳＣＬＣ細胞；図１Ｃ及び１Ｄ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞；図１Ｅ及び１Ｆ：ＳＫＢＲ
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３乳癌細胞。ビヒクルコントロール処置：図１Ａ、１Ｃ＆１Ｅ、ＢＡＬ２７８６２処置：
図１Ｂ、１Ｄ＆１Ｆ。
【図１Ｃ】図１は、５０nMのＢＡＬ２７８６２による異なる組織型からのヒト腫瘍細胞株
の処置を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、５０nMのＢＡＬ２７８６２又
はビヒクルコントロールによる処置の２４時間後に染色した。図１Ａ及び１Ｂ：Ａ５４９
 ＮＳＣＬＣ細胞；図１Ｃ及び１Ｄ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞；図１Ｅ及び１Ｆ：ＳＫＢＲ
３乳癌細胞。ビヒクルコントロール処置：図１Ａ、１Ｃ＆１Ｅ、ＢＡＬ２７８６２処置：
図１Ｂ、１Ｄ＆１Ｆ。
【図１Ｄ】図１は、５０nMのＢＡＬ２７８６２による異なる組織型からのヒト腫瘍細胞株
の処置を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、５０nMのＢＡＬ２７８６２又
はビヒクルコントロールによる処置の２４時間後に染色した。図１Ａ及び１Ｂ：Ａ５４９
 ＮＳＣＬＣ細胞；図１Ｃ及び１Ｄ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞；図１Ｅ及び１Ｆ：ＳＫＢＲ
３乳癌細胞。ビヒクルコントロール処置：図１Ａ、１Ｃ＆１Ｅ、ＢＡＬ２７８６２処置：
図１Ｂ、１Ｄ＆１Ｆ。
【図１Ｅ】図１は、５０nMのＢＡＬ２７８６２による異なる組織型からのヒト腫瘍細胞株
の処置を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、５０nMのＢＡＬ２７８６２又
はビヒクルコントロールによる処置の２４時間後に染色した。図１Ａ及び１Ｂ：Ａ５４９
 ＮＳＣＬＣ細胞；図１Ｃ及び１Ｄ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞；図１Ｅ及び１Ｆ：ＳＫＢＲ
３乳癌細胞。ビヒクルコントロール処置：図１Ａ、１Ｃ＆１Ｅ、ＢＡＬ２７８６２処置：
図１Ｂ、１Ｄ＆１Ｆ。
【図１Ｆ】図１は、５０nMのＢＡＬ２７８６２による異なる組織型からのヒト腫瘍細胞株
の処置を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、５０nMのＢＡＬ２７８６２又
はビヒクルコントロールによる処置の２４時間後に染色した。図１Ａ及び１Ｂ：Ａ５４９
 ＮＳＣＬＣ細胞；図１Ｃ及び１Ｄ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞；図１Ｅ及び１Ｆ：ＳＫＢＲ
３乳癌細胞。ビヒクルコントロール処置：図１Ａ、１Ｃ＆１Ｅ、ＢＡＬ２７８６２処置：
図１Ｂ、１Ｄ＆１Ｆ。
【図２Ａ】図２は、化合物Ｂ及びＣによるＡ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の処置を示す。有糸
分裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、８０nM又は２０nMの化合物
Ｂ及びＣによる処置の２４時間後に染色した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図２Ａ：２０nMの化合物Ｃによる処置。図２Ｂ：８０nMの化合物Ｂによる処
置。
【図２Ｂ】図２は、化合物Ｂ及びＣによるＡ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の処置を示す。有糸
分裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、８０nM又は２０nMの化合物
Ｂ及びＣによる処置の２４時間後に染色した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図２Ａ：２０nMの化合物Ｃによる処置。図２Ｂ：８０nMの化合物Ｂによる処
置。
【図３Ａ】図３は、従来の微小管標的薬剤と比較したＢＡＬ２７８６２による細胞の処置
の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、５０nM
のＡ：ＢＡＬ２７８６２； Ｂ：ビンブラスチン； Ｃ：コルヒチン； Ｄ：パクリタキセ
ルによる処置の２４時間後に染色した。１μmごとに撮影した画像のスタックを、ImageJ 
softwareを使用することにより処理した。
【図３Ｂ】図３は、従来の微小管標的薬剤と比較したＢＡＬ２７８６２による細胞の処置
の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、５０nM
のＡ：ＢＡＬ２７８６２； Ｂ：ビンブラスチン； Ｃ：コルヒチン； Ｄ：パクリタキセ
ルによる処置の２４時間後に染色した。１μmごとに撮影した画像のスタックを、ImageJ 
softwareを使用することにより処理した。
【図３Ｃ】図３は、従来の微小管標的薬剤と比較したＢＡＬ２７８６２による細胞の処置
の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、５０nM
のＡ：ＢＡＬ２７８６２； Ｂ：ビンブラスチン； Ｃ：コルヒチン； Ｄ：パクリタキセ
ルによる処置の２４時間後に染色した。１μmごとに撮影した画像のスタックを、ImageJ 
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softwareを使用することにより処理した。
【図３Ｄ】図３は、従来の微小管標的薬剤と比較したＢＡＬ２７８６２による細胞の処置
の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、５０nM
のＡ：ＢＡＬ２７８６２； Ｂ：ビンブラスチン； Ｃ：コルヒチン； Ｄ：パクリタキセ
ルによる処置の２４時間後に染色した。１μmごとに撮影した画像のスタックを、ImageJ 
softwareを使用することにより処理した。
【図４Ａ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図４Ｂ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図４Ｃ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図４Ｄ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図４Ｅ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図４Ｆ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図４Ｇ】図４は、ノコダゾールと比較したＢＡＬ２７８６２によるＡ５４９ ＮＳＣＬ
Ｃ細胞の処置の比較を示す。有糸分裂又はＧ２／Ｍ停止細胞の微小管を、様々な濃度のノ
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コダゾール（Ｂ、Ｃ＆Ｄ）及びＢＡＬ２７８６２（Ｅ、Ｆ＆Ｇ）による処置の２４時間後
に染色した。Ａ：コントロール、Ｂ：５０nMのノコダゾール、Ｃ：１００nMのノコダゾー
ル、Ｄ：２００nMのノコダゾール、Ｅ：２０nMのＢＡＬ２７８６２；Ｆ：３０nMのＢＡＬ
２７８６２及びＧ：５０nMのＢＡＬ２７８６２。白色のスケールバーは、１０マイクロメ
ートルを表す。観察される微小管表現型の代表的な画像を示す。
【図５Ａ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｂ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｃ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｄ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
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時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｅ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｆ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｇ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図５Ｈ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
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パクリタキセルを含む。
【図５Ｉ】図５は、ＢＡＬ２７８６２と従来の微小管標的薬剤の併用処置を示す。有糸分
裂又はＧ２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置し
た後に染色した。５０nMのＢＡＬ２７８６２、５０nMのビンブラスチン、５０nMのコルヒ
チン及び２５nMのパクリタキセルを使用した。白色のスケールバーは、１０マイクロメー
トルを表す。図５Ａ：２４時間のビンブラスチン処置；図５Ｂ：２４時間のビンブラスチ
ン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｃ：２４時間のＢＡＬ２７８６
２処置、最後の４時間は、ビンブラスチンを含む；図５Ｄ：２４時間のコルヒチン処置；
図５Ｅ：２４時間のコルヒチン処置、最後の４時間は、ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｆ
：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、コルヒチンを含む；図５Ｇ：２４
時間のパクリタキセル処置；図５Ｈ：２４時間のパクリタキセル処置、最後の４時間は、
ＢＡＬ２７８６２を含む；図５Ｉ：２４時間のＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、
パクリタキセルを含む。
【図６Ａ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｂ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｃ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
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のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｄ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｅ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｆ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
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色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｇ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｈ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｉ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
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２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｊ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｋ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
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【図６Ｌ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｍ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
ノコダゾールを含む。
【図６Ｎ】図６は、ＢＡＬ２７８６２とノコダゾールの併用処置を示す。有糸分裂又はＧ
２／Ｍ停止Ａ５４９ ＮＳＣＬＣ細胞の微小管を、以下に表示する時間で処置した後に染
色した。２５nMのＢＡＬ２７８６２及び以下に示す濃度のノコダゾールを使用した。白色
のスケールバーは、１０マイクロメートルを表す。図６Ａ：２４時間のコントロール処置
；図６Ｂ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置；図６Ｃ：２４時間の５０nMのノコ
ダゾール処置；図６Ｄ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置；図６Ｅ：２４時間の１
５０nMのノコダゾール処置；図６Ｆ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置；図６Ｇ：
２４時間の５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含
む；図６Ｈ：２４時間の１００nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、２５nMのＢＡＬ
２７８６２を含む；図６Ｉ：２４時間の１５０nMのノコダゾール処置、最後の４時間は、
２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｊ：２４時間の２００nMのノコダゾール処置、最
後の４時間は、２５nMのＢＡＬ２７８６２を含む；図６Ｋ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２
７８６２処置、最後の４時間は、５０nMのノコダゾールを含む；図６Ｌ：２４時間の２５
nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１００nMのノコダゾールを含む；図６Ｍ：
２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、１５０nMのノコダゾールを
含む；図６Ｎ：２４時間の２５nMのＢＡＬ２７８６２処置、最後の４時間は、２００nMの
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ノコダゾールを含む。
【図７Ａ】図７は、ＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡプールを用いたトランスフェクション後のＢ
ＵＢＲ１発現のイムノブロット分析を示す。コントロール：媒体だけで処置した非トラン
スフェクション細胞； リポフェクタミン：トランスフェクション試薬のみで処置した細
胞； ＮＴＣ：非標的コントロールｓｉＲＮＡで処置した細胞； ＢＵＢＲ１：ＢＵＢＲ１
－特異的ｓｉＲＮＡプールで処置した細胞。αチューブリンレベルをローディングコント
ロールとして用いる。表示のようにCell Signaling（ＣＳ）ＢＵＢＲ１抗体又はBD Trans
duction Laboratories（ＢＤ）ＢＵＢＲ１抗体を用いた。図７Ａ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞
、図７Ｂ：Ｈ４６０肺癌細胞。
【図７Ｂ】図７は、ＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡプールを用いたトランスフェクション後のＢ
ＵＢＲ１発現のイムノブロット分析を示す。コントロール：媒体だけで処置した非トラン
スフェクション細胞； リポフェクタミン：トランスフェクション試薬のみで処置した細
胞； ＮＴＣ：非標的コントロールｓｉＲＮＡで処置した細胞； ＢＵＢＲ１：ＢＵＢＲ１
－特異的ｓｉＲＮＡプールで処置した細胞。αチューブリンレベルをローディングコント
ロールとして用いる。表示のようにCell Signaling（ＣＳ）ＢＵＢＲ１抗体又はBD Trans
duction Laboratories（ＢＤ）ＢＵＢＲ１抗体を用いた。図７Ａ：ＨｅＬａ子宮頸癌細胞
、図７Ｂ：Ｈ４６０肺癌細胞。
【図８】図８は、ＨｅＬａ細胞におけるＢＡＬ２７８６２に対する応答へのＢＵＢＲ１の
ｓｉＲＮＡプールの効果を示す。ＨｅＬａ細胞を播種し、そしてｓｉＲＮＡで処置した。
４８時間のインキュベーションの後、分析の前に、細胞を、ＤＭＳＯ単独で、又は５０nM
のＢＡＬ２７８６２で２４時間処置した。上のパネル：未処置表現型を示す１ウェルあた
りの細胞の割合（％表示）の柱状図。下のパネル：１ウェルあたりの細胞数の柱状図。エ
ラーバー： 標準偏差。陰性コントロール：非標的コントロールｓｉＲＮＡ。ＢｕｂＲ１
：ＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプール処置細胞。
【図９Ａ】図９は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞の応答へのＢＵＢＲ１のｓｉ
ＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長しているＨｅＬａ細胞を、媒体単独で処置した（
コントロール）、又はリポフェクタミン、非標的コントロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又は
ＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプールでトランスフェクトした。２４時間後、ＤＭＳＯビ
ヒクルをコントロールとして使用し、ＢＡＬ２７８６２を表示した濃度で加えた。処置の
４８時間後、ＨｅＬａ細胞増殖（図９Ａ）及び生存率（図９Ｂ）に対する効果を、YO-PRO
増殖アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現される。
【図９Ｂ】図９は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞の応答へのＢＵＢＲ１のｓｉ
ＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長しているＨｅＬａ細胞を、媒体単独で処置した（
コントロール）、又はリポフェクタミン、非標的コントロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又は
ＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプールでトランスフェクトした。２４時間後、ＤＭＳＯビ
ヒクルをコントロールとして使用し、ＢＡＬ２７８６２を表示した濃度で加えた。処置の
４８時間後、ＨｅＬａ細胞増殖（図９Ａ）及び生存率（図９Ｂ）に対する効果を、YO-PRO
増殖アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現される。
【図１０Ａ】図１０は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨ４６０細胞の応答へのＢＵＢＲ１の
ｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長しているＨ４６０細胞を、非標的コントロー
ル（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプールでトランスフェクトし
た。２４時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、ＢＡＬ２７８６２を表
示した濃度で加えた。処置の４８時間後、Ｈ４６０細胞増殖（図１０Ａ）及び生存率（図
１０Ｂ）に対する効果を、YO-PRO増殖アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任
意の単位として表現される。
【図１０Ｂ】図１０は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨ４６０細胞の応答へのＢＵＢＲ１の
ｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長しているＨ４６０細胞を、非標的コントロー
ル（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプールでトランスフェクトし
た。２４時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、ＢＡＬ２７８６２を表
示した濃度で加えた。処置の４８時間後、Ｈ４６０細胞増殖（図１０Ａ）及び生存率（図
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１０Ｂ）に対する効果を、YO-PRO増殖アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任
意の単位として表現される。
【図１１Ａ】図１１は、ＢＡＬ２７８６２に対するＭＣＦ－７細胞の応答へのＢＵＢＲ１
のｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長しているＭＣＦ－７細胞を、非標的コント
ロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプールで処置した。２４
時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、ＢＡＬ２７８６２を表示した濃
度で加えた。処置の４８時間後、ＭＣＦ－７細胞増殖（図１１Ａ）及び生存率（図１１Ｂ
）に対する効果を、YO-PRO増殖アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単
位として表現される。
【図１１Ｂ】図１１は、ＢＡＬ２７８６２に対するＭＣＦ－７細胞の応答へのＢＵＢＲ１
のｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長しているＭＣＦ－７細胞を、非標的コント
ロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡプールで処置した。２４
時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、ＢＡＬ２７８６２を表示した濃
度で加えた。処置の４８時間後、ＭＣＦ－７細胞増殖（図１１Ａ）及び生存率（図１１Ｂ
）に対する効果を、YO-PRO増殖アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単
位として表現される。
【図１２Ａ】図１２は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞、Ｐａｎｃ１細胞及びＨ
ＣＴ１１６細胞の応答へのＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長して
いる細胞を、非標的コントロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮ
Ａプールで処置した。２４時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、５０
nM（ＨｅＬａ、ＨＣＴ１１６）のＢＡＬ２７８６２、又は３０nM（Ｐａｎｃ１）のＢＡＬ
２７８６２を加えた。処置の４８時間後、ＨｅＬａ（図１２Ａ）、Ｐａｎｃ１（図１２Ｂ
）及びＨＣＴ１１６（図１２Ｃ）の細胞増殖に対する効果を、クリスタルバイオレット(C
rystal Violet)アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現さ
れる。
【図１２Ｂ】図１２は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞、Ｐａｎｃ１細胞及びＨ
ＣＴ１１６細胞の応答へのＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長して
いる細胞を、非標的コントロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮ
Ａプールで処置した。２４時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、５０
nM（ＨｅＬａ、ＨＣＴ１１６）のＢＡＬ２７８６２、又は３０nM（Ｐａｎｃ１）のＢＡＬ
２７８６２を加えた。処置の４８時間後、ＨｅＬａ（図１２Ａ）、Ｐａｎｃ１（図１２Ｂ
）及びＨＣＴ１１６（図１２Ｃ）の細胞増殖に対する効果を、クリスタルバイオレット(C
rystal Violet)アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現さ
れる。
【図１２Ｃ】図１２は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞、Ｐａｎｃ１細胞及びＨ
ＣＴ１１６細胞の応答へのＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡプールの効果を示す。急激に成長して
いる細胞を、非標的コントロール（ＮＴＣ）ｓｉＲＮＡ又はＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮ
Ａプールで処置した。２４時間後、ＤＭＳＯビヒクルをコントロールとして使用し、５０
nM（ＨｅＬａ、ＨＣＴ１１６）のＢＡＬ２７８６２、又は３０nM（Ｐａｎｃ１）のＢＡＬ
２７８６２を加えた。処置の４８時間後、ＨｅＬａ（図１２Ａ）、Ｐａｎｃ１（図１２Ｂ
）及びＨＣＴ１１６（図１２Ｃ）の細胞増殖に対する効果を、クリスタルバイオレット(C
rystal Violet)アッセイを使用して評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現さ
れる。
【図１３Ａ】図１３は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞の応答への個々のＢＵＢ
Ｒ１のｓｉＲＮＡの効果を示す。急激に成長している細胞を、非標的コントロール（ＮＴ
Ｃ）ｓｉＲＮＡ又は個々のＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡ（以下の実験方法の節で定義さ
れているようにｓｉＲＮＡ＃１、２、３及び４）で処置した。２４時間後、ＤＭＳＯビヒ
クルをコントロールとして使用し、５０nM ＢＡＬ２７８６２を加えた。処置の４８時間
後、ＨｅＬａ細胞増殖に対する効果（図１３Ａ）を、クリスタルバイオレットアッセイを
使用して評価し、ＢＵＢＲ１タンパク質発現に対する効果を、イムノブロット法（図１３
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Ｂ）によって評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現される。
【図１３Ｂ】図１３は、ＢＡＬ２７８６２に対するＨｅＬａ細胞の応答への個々のＢＵＢ
Ｒ１のｓｉＲＮＡの効果を示す。急激に成長している細胞を、非標的コントロール（ＮＴ
Ｃ）ｓｉＲＮＡ又は個々のＢＵＢＲ１－特異的ｓｉＲＮＡ（以下の実験方法の節で定義さ
れているようにｓｉＲＮＡ＃１、２、３及び４）で処置した。２４時間後、ＤＭＳＯビヒ
クルをコントロールとして使用し、５０nM ＢＡＬ２７８６２を加えた。処置の４８時間
後、ＨｅＬａ細胞増殖に対する効果（図１３Ａ）を、クリスタルバイオレットアッセイを
使用して評価し、ＢＵＢＲ１タンパク質発現に対する効果を、イムノブロット法（図１３
Ｂ）によって評価した。a.u.＝データは、任意の単位として表現される。
【図１４】図１４は、ＢＡＬ２７８６２に対する獲得耐性による腫瘍株におけるＢＵＢＲ
１タンパク質レベルの減少を示す。腫瘍細胞株は、ＢＡＬ２７８６２の存在下でのin vit
ro培養によって、ＢＡＬ２７８６２に対して耐性を有するものとして選択された。ＩＣ５

０決定に基づいて、親株に対するＢＡＬ２７８６２の耐性係数は：Ａ５４９（３．０倍）
；ＳＫＯＶ３（７．６倍～耐性１株）；Ｈ４６０（５．３倍）（表１を参照）。全細胞タ
ンパク質抽出を、親株及び耐性株から調製し、イムノブロットによりＢＵＢＲ１の発現を
分析した。アクチンレベルはローディングコントロールとして作用する。
【図１５】図１５は、ＢＵＢＲ１タンパク質レベルの低下が、耐性発現の間、ＳＫＯＶ３
腫瘍株で維持されることを示す。ＳＫＯＶ３腫瘍細胞は、ＢＡＬ２７８６２の存在下で培
養時間を増加させながらのin vitro培養によって、ＢＡＬ２７８６２に対して耐性を有す
るものとして選択された。ＩＣ５０測定に基づいて、親株に対するＢＡＬ２７８６２の耐
性係数は：ＳＫＯＶ３耐性１（７．６倍）、ＳＫＯＶ３耐性２（１１．６倍）であった（
表１を参照）。全細胞タンパク質抽出物を親株及び耐性株から調製し、イムノブロットに
よりＢＵＢＲ１の発現をBD Transduction Laboratories（ＢＤ）ＢＵＢＲ１抗体を使用し
て分析した。α－チューブリンレベルはローディングコントロールとして作用する。
【図１６】図１６は、腫瘍細胞のＢＵＢＲ１のレベルが、ex vivoのコロニー増殖分析に
よりＢＡＬ２７８６２耐性として定義された患者由来の異種移植腫瘍において減少するこ
とを示す。患者由来の異種移植腫瘍（ヌードマウスで維持した）を調製し、固定し、そし
て、免疫組織化学を使用してＢＵＢＲ１タンパク質の発現を染色した。ＢＡＬ２７８６２
、パクリタキセル及びビンブラスチン耐性及び感受性を表２に記載する。
【図１７Ａ】図１７は、ＢＵＢＲ１について、腫瘍細胞中のタンパク質レベルがそのＲＮ
Ａ発現レベルにより反映されることを示す。図１７Ａ：試料をＨｅＬａ及びＨ４６０細胞
株から調製し、ＲＮＡレベルを測定するために定量的ＲＴ－ＰＣＲをこれらの細胞株につ
いて実施した。ＨｅＬａの結果を１００％に設定し、そしてグラフは、ＨｅＬａ値に対す
るＨ４６０試料中のＲＮＡ発現レベルを示す。図１７Ｂ：全細胞タンパク質抽出物をＨｅ
Ｌａ及びＨ４６０細胞株の同じ継代から調製し、次にＢＵＢＲ１のタンパク質発現につい
てイムノブロット法によりBD Transduction Laboratories（ＢＤ）ＢＵＢＲ１抗体を使用
して分析した。α－チューブリンレベルはローディングコントロールとして作用する。
【図１７Ｂ】図１７は、ＢＵＢＲ１について、腫瘍細胞中のタンパク質レベルがそのＲＮ
Ａ発現レベルにより反映されることを示す。図１７Ａ：試料をＨｅＬａ及びＨ４６０細胞
株から調製し、ＲＮＡレベルを測定するために定量的ＲＴ－ＰＣＲをこれらの細胞株につ
いて実施した。ＨｅＬａの結果を１００％に設定し、そしてグラフは、ＨｅＬａ値に対す
るＨ４６０試料中のＲＮＡ発現レベルを示す。図１７Ｂ：全細胞タンパク質抽出物をＨｅ
Ｌａ及びＨ４６０細胞株の同じ継代から調製し、次にＢＵＢＲ１のタンパク質発現につい
てイムノブロット法によりBD Transduction Laboratories（ＢＤ）ＢＵＢＲ１抗体を使用
して分析した。α－チューブリンレベルはローディングコントロールとして作用する。
【図１８】図１８は、ＢＵＢＲ１の好ましいタンパク質配列（SEQ. ID No.１）を示す。
【図１９－１】図１９は、ＢＵＢＲ１の好ましい核酸配列（SEQ. ID No.２）を示す。
【図１９－２】図１９は、ＢＵＢＲ１の好ましい核酸配列（SEQ. ID No.２）を示す。
【００４６】
詳細な説明
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一般式（Ｉ）の化合物
　本発明の化合物は、一般式（Ｉ）：
【化８】

［式中、
　Ｒは、フェニル、チエニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、シアノ、ハロゲン及
びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換されており；
そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、基Ｃ＝Ｙを表し、ここで、Ｙは、酸素、又はヒドロキシもしくは低級アルコキシ
により置換されている窒素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
により表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体であるか、又は
［式中、
　Ｒは、フェニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、アルキル、ハロ－低級アルキル、ヒドロキシ－低級アルキル、低級
アルコキシ－低級アルキル、アシルオキシ－低級アルキル、フェニル、ヒドロキシ、低級
アルコキシ、ヒドロキシ－低級アルコキシ、低級アルコキシ－低級アルコキシ、フェニル
－低級アルコキシ、低級アルキルカルボニルオキシ、アミノ、モノアルキルアミノ、ジア
ルキルアミノ、低級アルコキシカルボニルアミノ、低級アルキルカルボニルアミノ、置換
アミノ（窒素上の２個の置換基が、窒素と一緒になって、ヘテロシクリルを形成する）、
低級アルキルカルボニル、カルボキシ、低級アルコキシカルボニル、ホルミル、シアノ、
ハロゲン及びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換さ
れており；そして、２個の隣接する置換基は、メチレンジオキシであり；
そして、ピリジニルは、低級アルコキシ、アミノ又はハロゲンにより場合により置換され
ており；
　Ｘは、酸素を表し；
　Ｒ１は、水素、低級アルキルカルボニル、ヒドロキシ－低級アルキル又はシアノ－低級
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　Ｒ２、Ｒ３及びＲ６は、水素を表し；
　Ｒ４及びＲ５は、互いに独立して、水素、低級アルキル又は低級アルコキシを表すか；
　又はＲ４及びＲ５は、一緒になって、メチレンジオキシを表す］
により表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体（そして、ここで、接頭語の低
級は、最大７個、とりわけ、最大４個の炭素原子を有する基を意味する）である。
【００４７】
　ヘテロシクリルは、好ましくは、窒素、酸素及び硫黄から選択される１、２又は３個の
ヘテロ原子を含む４～１０個の原子を含有する、飽和、部分飽和又は不飽和の単環式又は
二環式環を指し、ヘテロシクリルは、特に指定しない限り、炭素結合型又は窒素結合型で
あってもよく、その環窒素原子は、低級アルキル、アミノ－低級アルキル、アリール、ア
リール－低級アルキル及びアシルから選択される基により場合により置換されていてもよ
く、そして、その環炭素原子は、低級アルキル、アミノ－低級アルキル、アリール、アリ
ール－低級アルキル、ヘテロアリール、低級アルコキシ、ヒドロキシ又はオキソにより置
換されていてもよい。ヘテロシクリルの例は、ピロリジニル、オキサゾリジニル、チアゾ
リジニル、ピペリジニル、モルホリニル、ピペラジニル、ジオキソラニル及びテトラヒド
ロピラニルである。
【００４８】
　アシルは、例えば、アルキルカルボニル、シクロヘキシルカルボニル、アリールカルボ
ニル、アリール－低級アルキルカルボニル又はヘテロアリールカルボニルを指す。低級ア
シルは、好ましくは、低級アルキルカルボニルであり、特に、プロピオニル又はアセチル
である。
【００４９】
　好ましくは、本発明の一般式（Ｉ）の化合物は、Ｒ１が、水素、アセチル、ＣＨ２ＣＨ

２ＣＮ及びＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＯＨからなる群より選択されると定義される。
【００５０】
　１つの好ましい実施態様においては、本発明の一般式（Ｉ）の化合物及びその薬学的に
許容しうる誘導体は、以下からなる群より選択される：
４－（１－フェナシル－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル）－フラザン－３－イルア
ミン、
４－［１－（４－ブロモフェナシル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル］－フラザ
ン－３－イルアミンオキシム、
Ｎ－｛４－［１－（４－クロロフェナシル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル］－
フラザン－３－イル｝－アセトアミド、
４－［１－（４－クロロフェナシル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル］－フラザ
ン－３－イル－Ｎ－（２－シアノエチル）－アミン、
４－［１－（４－クロロフェナシル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル］－フラザ
ン－３－イル－Ｎ－（３－ヒドロキシプロピル）－アミン、
４－［１－（３－アミノ－４－クロロフェナシル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イ
ル］－フラザン－３－イルアミン、
４－［１－（３－メトキシ－４－メトキシメトキシ－フェナシル）－１Ｈ－ベンゾイミダ
ゾール－２－イル］－フラザン－３－イルアミン。
【００５１】
　別の好ましい実施態様においては、本発明の一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許
容しうる誘導体は、以下である：
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（式中、Ｒ、Ｙ及びＲ１は、以下のように定義される）
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【表１】
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　さらに別の好ましい実施態様においては、本発明の一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学
的に許容しうる誘導体は、以下からなる群より選択される：
４－（１－フェノキシメチル－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル）－フラザン－３－
イルアミン、
４－［１－（４－フルオロフェノキシメチル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イル］
－フラザン－３－イルアミン、
４－［１－（３，４－ジメチルフェノキシメチル）－１Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－イ
ル］－フラザン－３－イル－Ｎ－（２－シアノエチル）－アミン
及び下記式により表される化合物：
【化１０】

（式中、Ｒ及びＲ１は、下記のように定義される）
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【表２】
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【００５３】
　なおさらに別の好ましい実施態様においては、本発明の一般式（Ｉ）の化合物又はその
薬学的に許容しうる誘導体は、以下である：

【化１１】

（式中、Ｒ、Ｒ４及びＲ５は、下記のように定義される）
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【００５４】
　より好ましくは、本発明の化合物は、一般式（Ｉ）：
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【化１２】

［式中、
　Ｒは、フェニル又はピリジニルを表し
ここで、フェニルは、低級アルキル、低級アルコキシ、アミノ、アセチルアミノ、ハロゲ
ン及びニトロから独立して選択される１又は２個の置換基により場合により置換されてお
り；
そして、ピリジニルは、アミノ又はハロゲンにより場合により置換されており；
　Ｘは、基Ｃ＝Ｏを表し；
　Ｒ１は、水素又はシアノ－低級アルキルを表し；
　Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５及びＲ６は、水素を表す］
で表される化合物及びその薬学的に許容しうる誘導体（そして、ここで、接頭語の低級は
、最大７個、とりわけ、最大４個の炭素原子を有する基を意味する）である。
【００５５】
　とりわけ好ましくは、本発明の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体は、下記式：

【化１３】

（式中、Ｒ、Ｙ及びＲ１は、以下のように定義される）
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により表される。
【００５６】
　さらに、とりわけ好ましくは、本発明の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体は、
下記式：
【化１４】

（式中、Ｒ、Ｙ及びＲ１は、以下のように定義される）
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【表５】

により表される。
【００５７】
　特に好ましくは、本発明の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体は、以下である。
【化１５】

【００５８】
　一般式（Ｉ）の化合物の語句「薬学的に許容しうる誘導体（１つ又は複数）」中の誘導
体（１つ又は複数）という用語は、それらの塩、溶媒和物及び複合体、そして、それらの
塩の溶媒和物及び複合体、ならびにそれらのプロドラッグ、多形及び異性体（光学、幾何
及び互変異性体を含む）、また、それらのプロドラッグの塩に関する。さらに好ましい実
施態様においては、これは、それらの塩及びプロドラッグ、ならびにプロドラッグの塩に
関する。
【００５９】
　塩は、好ましくは、酸付加塩である。塩は、好ましくは、塩基性窒素原子を有する式（
Ｉ）の化合物から有機酸又は無機酸と形成され、とりわけ、薬学的に許容しうる塩である
。好適な無機酸は、例えば、塩酸などのハロゲン酸、硫酸又はリン酸である。好適な有機
酸は、例えば、カルボン酸、ホスホン酸、スルホン酸又はスルファミン酸、例えば、酢酸
、プロピオン酸、オクタン酸、デカン酸、ドデカン酸、グリコール酸、乳酸、フマル酸、
コハク酸、アジピン酸、ピメリン酸、スベリン酸、アゼライン酸、リンゴ酸、酒石酸、ク
エン酸、グルタミン酸又はアスパラギン酸などのアミノ酸、マレイン酸、ヒドロキシマレ
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イン酸、メチルマレイン酸、シクロヘキサンカルボン酸、アダマンタン-カルボン酸、安
息香酸、サリチル酸、４－アミノサリチル酸、フタル酸、フェニル酢酸、マンデル酸、ケ
イ皮酸、メタン－又はエタン－スルホン酸、２－ヒドロキシエタンスルホン酸、エタン－
１，２－ジスルホン酸、ベンゼンスルホン酸、２－ナフタレンスルホン酸、１，５－ナフ
タレン－ジスルホン酸、２－、３－又は４－メチル-ベンゼンスルホン酸、メチル硫酸、
エチル硫酸、ドデシル硫酸、Ｎ－シクロヘキシルスルファミン酸、Ｎ－メチル、Ｎ－エチ
ル－又はＮ－プロピル－スルファミン酸、あるいは、アスコルビン酸などの他の有機プロ
トン酸である。
【００６０】
　本発明の化合物は、人体又は動物体中で分解されて、式（Ｉ）の化合物を与えるプロド
ラッグの形態で投与してもよい。プロドラッグの例としては、式（Ｉ）の化合物のin viv
oで加水分解可能なエステル及びアミドが挙げられる。考慮される特定のプロドラッグは
、天然アミノ酸のエステル及びアミド、低分子ペプチド、特に、最大５個、好ましくは、
２個又は３個のアミノ酸からなる低分子ペプチドのエステル又はアミド、ならびにペグ化
ヒドロキシ酸、好ましくは、ヒドロキシ酢酸及び乳酸のエステル及びアミドである。プロ
ドラッグエステルは、アミノ酸の酸官能基又はペプチドのＣ－末端と式（Ｉ）の化合物中
の好適なヒドロキシ基から形成される。プロドラッグアミドは、アミノ酸のアミノ官能基
又はペプチドのＮ－末端と式（Ｉ）の化合物中の好適なカルボキシ基から形成されるか、
又はアミノ酸の酸官能基又はペプチドのＣ－末端と式（Ｉ）の化合物中の好適なアミノ基
から形成される。特に好ましくは、プロドラッグアミドは、式（Ｉ）のＲ基内に存在する
アミノ基から形成される。
【００６１】
　より好ましくは、プロドラッグは、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物のＲ基内に
存在するアミノ基、及びグリシン、アラニン又はリシンのカルボキシ基から形成されたア
ミドである。
【００６２】
　さらにより好ましくは、一般式（Ｉ）の化合物は、式：
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【化１６】

で表される化合物から選択されるプロドラッグの形態である。
【００６３】
　とりわけ好ましい実施態様においては、本発明の一般式（Ｉ）の化合物は、下記式：
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を有するプロドラッグの形態である。
【００６４】
　最もとりわけ好ましい実施態様においては、本発明の化合物は、下記式：

【化１８】

で表される化合物、又はその薬学的に許容しうる塩、好ましくは、塩酸塩、最も好ましく
は、二塩酸塩である。
【００６５】
　この場合のin vivoで薬学的に活性な代謝物は、ＢＡＬ２７８６２である。
【００６６】
　これらのプロドラッグは、それ自体公知のプロセス、特に、式（ＩＩ）： 
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【化１９】

（式中、Ｒ１は、式（Ｉ）のように定義され、そしてＺは、ＣＨ又はＮである）
で表される化合物、又は保護形態の官能基を含むそのような化合物の誘導体、
又はそれらの塩を、
（１）　式（ＩＩＩ）：

【化２０】

（式中、Ｒ１０は、水素（Ｇｌｙ）；メチル（Ａｌａ）及び保護アミノブチル（Ｌｙｓ）
から選択され、そしてＲ１１は、好適なアミノ保護基である）
で表されるアミノ酸でアシル化して、そして
（２）　得られた化合物の保護誘導体中の任意の保護基を除去して、上記で示されるプロ
ドラッグを得て、所望であれば、
（３）　前記プロドラッグを酸で処理することにより塩に変換するか、又は式（ＩＩ）の
化合物の塩を対応する式（ＩＩ）の遊離化合物に、又は別の塩に変換し、そして／又は異
性体生成化合物の混合物を個々の異性体に分離するプロセスにより調製してもよい。
【００６７】
　式（ＩＩＩ）のアミノ酸による式（ＩＩ）の化合物のアシル化は、それ自体公知の手法
によって、通常、好適な極性又は双極性非プロトン性溶媒の存在下、必要であれば、例え
ば、約－８０℃～約＋１５０℃、より好ましくは、－３０℃～＋１２０℃の温度範囲、と
りわけ、約０℃前後～使用する溶媒の還流温度の範囲で冷却又は加熱しながら実施される
。場合により、好適な塩基、特に、ピリジンもしくはコリジンのような芳香族塩基、又は
トリエチルアミンもしくはジイソプロピルエチルアミンなどの第三級アミン塩基、又は無
機塩基性塩、例えば、炭酸カリウムもしくは炭酸ナトリウムを加える。
【００６８】
　アシル化は、ペプチド化学において、それ自体公知のアミド形成に使用される条件下、
例えば、カルボキシ基の活性化剤、例えば、Ｎ，Ｎ’－ジエチル－、Ｎ，Ｎ’－ジプロピ
ル－、Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピル－、Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド及びＮ
－（３－ジメチルアミノイソプロピル）－Ｎ’－エチルカルボジイミド－塩酸塩（ＥＤＣ
）などのカルボジイミドを用いて、又は１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）
、ベンゾトリアゾール－１－イルオキシトリス（ジメチルアミノ）－ホスホニウムヘキサ
フルオロホスフェート（ＢＯＰ）、Ｏ－（７－アザ－ベンゾトリアゾール－１－イル）－
Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウムヘキサフルオロホスフェート（ＨＡＴＵ）
、２－（２－オキソ－１－（２Ｈ）－ピリジル）－１，１，３，３－テトラメチルウロニ
ウムテトラフルオロボレート（ＴＰＴＵ）などの試薬を用いて、場合により、好適な塩基
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、触媒又は共試薬の存在下で達成してもよい。カルボキシ基は、また、例えば、塩化チオ
ニル又は塩化オキサリルと反応させることにより、ハロゲン化アシル、好ましくは、塩化
アシルとして、あるいは、例えば、場合により、好適な塩基、触媒又は共試薬の存在下で
、クロロギ酸エチルなどのハロゲン化ギ酸エステルと反応させることにより、対称又は非
対称無水物として活性化してもよい。
【００６９】
　式（ＩＩ）又は（ＩＩＩ）の化合物中に１つ又は複数の他の官能基、例えば、カルボキ
シ、ヒドロキシ又はアミノが存在する場合又は保護される必要がある場合、これらを反応
に関与させないために、通常、アミド、特に、ペプチド化合物、セファロスポリン、ペニ
シリン、核酸誘導体及び糖の当業者に公知の合成に適用されるような保護基が存在する。
アミノ基の好適な保護基は、例えば、カルバミン酸ｔ－ブチル、カルバミン酸ベンジル又
はカルバミン酸９－フルオレニルメチルである。
【００７０】
　保護基は、前駆体中に既に存在していてもよく、そして、アルキル化、アシル化、エー
テル化、エステル化、酸化、加溶媒分解及び類似の反応などの望まない第二の反応に対し
て関係する官能基を保護すべきである。すなわち、望まない第二の反応を受けず、これら
がそれ自体、例えば、生理学的条件に似た条件下で、典型的には、加溶媒分解、還元、光
分解により、又は酵素活性により容易に除去されること、そして、これらが、最終生成物
中に存在しないことが保護基の特徴である。保護基が本明細書において上述及び後述され
る反応に適しているかどうかは、当業者にとって公知であり、又は容易に確証することが
できる。
【００７１】
　そのような保護基によるそのような官能基の保護、保護基自体及びそれらの除去反応は
、例えば、ペプチド合成の標準参考書及び保護基に関する専門書、例えば、J. F. W. McO
mie, "Protective Groups in Organic Chemistry", Plenum Press, London and New York
 1973, in "Methoden der organischen Chemie" (Methods of organic chemistry), Houb
en-Weyl, 4th edition, Volume 15/I, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974 及び T. W
. Greene, G. M. Wuts "Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley, New York, 
2006 に記載されている。
【００７２】
疾患
　本発明の一般式（Ｉ）の化合物は、細胞増殖を停止させ、且つアポトーシスを誘導する
ことが示された。
【００７３】
　細胞増殖の調節解除又は適切な細胞死の欠如は、広範な臨床的意義を有する。そのよう
な調節解除を伴う疾患の多くは、過剰増殖、炎症、組織再構築及び修復を引き起こす。こ
のカテゴリーでよく知られた適応症としては、癌、再狭窄、新生内膜過形成、血管新生、
子宮内膜症、リンパ増殖性疾患、移植関連病変（移植片拒絶）、ポリープ症、組織再構築
の症例での神経機能喪失などが挙げられる。
【００７４】
　癌は、異常な細胞増殖及び細胞死率を伴う。ほとんどの種類の増殖性新生物疾患でアポ
トーシスが阻害又は遅延されるので、アポトーシスの誘導は、癌、とりわけ、古典的な化
学療法、放射線療法及び免疫療法に耐性を示す癌タイプを処置するための選択肢の１つで
ある（Apoptosis and Cancer Chemotherapy, Hickman and Dive, eds., Blackwell Publi
shing, 1999）。また、自己免疫及び移植関連の疾患及び病変では、正常な細胞死プロセ
スを回復するためにアポトーシスを誘導する化合物を使用してもよく、それによって、そ
れらの症状を取り除くことができ、疾患を治癒することができる。さらに、アポトーシス
を誘導する化合物を、再狭窄、すなわち、動脈壁内の血管平滑筋細胞の蓄積、ならびに細
菌及びウイルス感染細胞の根絶に失敗することによって引き起こされる持続感染に適用し
てもよい。さらに、アポトーシスは、上皮細胞、内皮細胞、筋細胞及び細胞外マトリック
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スと接触していないその他の細胞において誘導又は再構築することができる。
【００７５】
　一般式（Ｉ）の化合物は、人体又は動物体の予防的処置、又はとりわけ治療的処置のた
めに、特に、新生物疾患、自己免疫疾患、移植関連病変及び／又は変性疾患を処置するた
めに使用してもよい。そのような新生物疾患の例としては、上皮性新生物、扁平上皮細胞
新生物、基底細胞新生物、移行細胞乳頭腫及び移行細胞癌、腺腫及び腺癌、付属器及び皮
膚付属器新生物、粘膜表皮新生物、嚢胞性新生物、粘液性及び漿液性新生物、導管性、小
葉性及び髄様新生物、腺房細胞新生物、複合上皮性新生物、特殊な性器新生物、傍神経節
腫及びグロムス腫瘍、母斑及び黒色腫、軟部組織腫瘍及び肉腫、線維腫性新生物、粘液腫
性新生物、脂肪腫性新生物、筋腫性新生物、複合性混合性新生物及び間質性新生物、線維
上皮性新生物、滑膜様新生物、中皮性新生物、胚細胞新生物、トロホブラスト性新生物、
中腎腫、血管腫瘍、リンパ管腫瘍、骨及び軟骨新生物、巨細胞腫、混合型骨腫瘍、歯原性
腫瘍、グリオーマ、神経上皮腫性新生物、髄膜腫、神経鞘性腫瘍、顆粒細胞性腫瘍及び胞
巣性軟部肉腫、ホジキン及び非ホジキンリンパ腫、他のリンパ網状新生物、形質細胞腫瘍
、肥満細胞腫瘍、免疫増殖性疾患、白血病、混合型骨髄増殖性疾患、リンパ増殖性疾患な
らびに骨髄異形成症候群が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７６】
　一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体は、自己免疫疾患を処置する
ために使用してもよい。そのような自己免疫疾患の例としては、全ての器官（皮膚、心臓
、腎臓、骨髄、目、肝臓、脾臓、肺、筋肉、中枢及び末梢神経系、結合組織、骨、血管及
びリンパ管、尿生殖器系、耳、軟骨、一次及び二次リンパ系（骨髄、リンパ節、胸腺を含
む）、胃腸管（口－咽頭、食道、胃、小腸、結腸及び直腸を含む）であって、上述の器官
の一部から単一細胞レベル及び下部構造、例えば、幹細胞までを含む）に関与する、全身
性、円板状又は亜急性皮膚エリテマトーデス、関節リウマチ、抗リン脂質症候群、ＣＲＥ
ＳＴ、全身性進行性硬化症、混合性結合組織疾患（Sharp症候群）、Reiter症候群、若年
性関節炎、寒冷凝集素病、本態性混合性クリオグロブリン血症、リウマチ熱、強直性脊椎
炎、慢性多発性関節炎、重症筋無力症、多発性硬化症、慢性炎症性脱髄性多発神経炎、Gu
illan-Barre症候群、皮膚筋炎／多発性筋炎、自己免疫性溶血性貧血、血小板減少性紫斑
症、好中球減少症、Ｉ型糖尿病、甲状腺炎（Hashimoto病及びGrave病を含む）、Addison
病、多腺性症候群、天疱瘡（尋常性、落葉状、皮脂性及び増殖性）、水疱性及び瘢痕性類
天疱瘡、妊娠性類天疱瘡、後天性表皮水疱症、線状ＩｇＡ病、硬化性萎縮性苔癬、Duhrin
g病、尋常性乾癬、滴状、汎発性膿疱性及び局所性膿疱性乾癬、白斑、円形脱毛症、原発
性胆汁性肝硬変、自己免疫性肝炎、全ての形態の糸球体腎炎、肺出血（グッドパスチャー
症候群）、ＩｇＡ腎症、悪性貧血及び自己免疫性胃炎、炎症性腸疾患（潰瘍性大腸炎及び
Crohn病を含む）、Behcet病、Celic-Sprue病、自己免疫性ブドウ膜炎、自己免疫性心筋炎
、肉芽腫性睾丸炎、睾丸炎を伴わない精子形成欠如、特発性及び続発性肺線維症、自己免
疫性病変の可能性のある炎症性疾患、例えば、壊疽性膿皮症、扁平苔癬、サルコイドーシ
ス（Lofgren及び皮膚／皮下型を含む）、環状肉芽腫、アレルギー性Ｉ型およびＩＶ型免
疫反応、気管支喘息、花粉症、アトピー性、接触性及び空中性皮膚炎（airborne dermati
tis）、大血管炎（巨細胞及び高安動脈炎）、中血管炎（結節性多発性動脈炎、川崎病）
、小血管炎（Wegener肉芽腫症、Churg Strauss症候群、顕微鏡的多発性血管炎、HenochSc
hoenlein紫斑病、本態性クリオグロブリン性血管炎、皮膚白血球破砕性血管炎）、過敏症
症候群、中毒性表皮壊死（Stevens-Johnson症候群、多形性紅斑）、薬物副作用による疾
患、Ｉ～ＶＩ型（Coombs分類）免疫学的反応形態による全形態の皮膚的、器官特異的及び
全身的影響、急性及び慢性の対宿主性移植片病及び対移植片性宿主病などの移植関連病変
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７７】
　特に好ましくは、本発明の疾患は、新生物疾患又は自己免疫疾患である。とりわけ好ま
しい実施態様においては、疾患は、癌である。
【００７８】
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　罹患した器官及び体の部位についての癌の例としては、乳癌、頸癌、卵巣癌、結腸癌、
直腸癌（結腸及び直腸、すなわち、結腸直腸癌を含む）、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺
癌、大細胞肺癌及び中皮腫を含む）、内分泌系癌、骨肉腫、副腎癌、胸腺癌、肝臓癌、胃
癌、腸（胃癌を含む）、膵臓癌、骨髄癌、血液悪性腫瘍（リンパ腫、白血病、骨髄腫又は
リンパ性悪性疾患など）、膀胱癌、尿路癌、腎臓癌、皮膚癌、甲状腺癌、脳腫瘍、頭部癌
、頸部癌、前立腺癌及び精巣癌が挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、癌
は、乳癌、前立腺癌、子宮頸癌、卵巣癌、胃癌、結腸直腸癌、膵臓癌、肝臓癌、脳腫瘍、
神経内分泌癌、肺癌、腎臓癌、血液悪性腫瘍、黒色腫及び肉腫からなる群より選択される
。とりわけ好ましくは、癌は、乳癌、子宮頸癌、卵巣癌、胃癌、膵臓癌、大腸癌及び肺癌
からなる群より選択される。さらに、とりわけ好ましくは、癌は、子宮頸癌、胃癌、卵巣
癌、膵臓癌、大腸癌及び肺癌からなる群より選択される。
【００７９】
試料
　ＢＵＢＲ１のレベルの測定は、被験体由来の生物組織の試料でin vitroで実施してもよ
い。試料は、例えば、正常な組織、腫瘍組織、細胞株、血漿、血清、全血、脳脊髄液、リ
ンパ液、循環腫瘍細胞、細胞溶解物、組織溶解物、尿及び吸引物などの身体から分離され
た任意の生体材料であってもよい。好ましくは、試料は、正常な組織、腫瘍組織、細胞株
、循環腫瘍細胞又は血液に由来する。より好ましくは、試料は、腫瘍組織又は循環腫瘍細
胞に由来する。１つの特に好ましい実施態様においては、試料は、腫瘍組織に由来する。
例えば、ＢＵＢＲ１のレベルは、新鮮な腫瘍組織試料、凍結した腫瘍組織試料又はホルマ
リン固定／パラフィン包埋した腫瘍組織試料で測定してもよい。
【００８０】
　試料は、試料をバイオマーカーのレベルの測定を含む方法の工程に供する前に、被験体
から事前に得られる。試料を取り出す方法は当技術分野においてよく知られており、例え
ば、生検、例えば、パンチ生検、コア生検又は微細針吸引生検、内視鏡生検又は擦過生検
によって被験体から取り出してもよい。血液試料は、静脈穿刺により採血して、標準的な
技術に従ってさらに処理してもよい。循環腫瘍細胞は、また、例えば、大きさ（例えば、
ＩＳＥＴ－上皮腫瘍細胞の大きさによる単離）又は免疫磁性細胞濃縮（例えば、CellSear
ch（登録商標）, Veridex, Raritan, NJ）に基づいて血液から得てもよい。
【００８１】
試料の比較
　本発明の被験体は、ヒト又は動物であってもよい。好ましくは、被験体は、ヒトである
。
【００８２】
　バイオマーカーのＢＵＢＲ１は、人体又は動物体から採取、好ましくは、人体から採取
した試料（１つ又は複数）中、ex vivoで測定される。試料（１つ又は複数）は、試料を
バイオマーカーのレベルの測定を含む方法の工程に供する前に、人体又は動物体から事前
に得られ、好ましくは、人体から事前に得られる。
【００８３】
　バイオマーカーは、一般的に、生物学的応答の指標として、好ましくは、所与の処置に
対する感受性の指標として使用される物質であり、該処置は、本願において、一般式（Ｉ
）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体による処置である。
【００８４】
　特に好ましい実施態様においては、試料中のＢＵＢＲ１のレベルが標準値又は標準値の
セットに対してより低い場合に、耐性であると予測される。本明細書において使用される
ように、標準レベル又は標準レベルのセットに対して、減少、又は比較的低い、又は低い
、又はより低いレベルは、試料中のバイオマーカーの量又は濃度が、標準レベル又は標準
レベルのセットに対して、試料において検出可能により少ないことを意味する。これは、
標準に対して少なくとも約１％の減少又はより低いレベル、好ましくは、標準に対して少
なくとも約５％の減少を包含する。より好ましくは、標準に対して少なくとも約１０％の
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減少又はより低いレベルである。さらに、特に好ましくは、標準に対して少なくとも約２
０％の減少又はより低いレベルである。例えば、そのような減少又はより低いレベルは、
標準に対して少なくとも約１％、約１０％、約２０％、約３０％、約５０％、約７０％、
約８０％、約９０％、又は約１００％の減少を含んでもよいが、これらに限定されない。
したがって、減少はまた、試料中の検出可能なＢＵＢＲ１が存在しないことを含む。
【００８５】
　好ましくは、試料（１つ又は複数）中のＢＵＢＲ１のレベルが、
ｉ）　同じ腫瘍組織型を有する被験体からの標準値又は標準値のセットに対して；又は
ｉｉ）　処置開始後に採取したものと、処置開始前に同じ被験体から採取した試料（１つ
又は複数）を比較して；又は
ｉｉｉ）　正常な細胞、組織又は体液からの標準値又は標準値のセットに対して；
より低い場合に、耐性であると予測される。
【００８６】
　ＢＵＢＲ１のレベルの測定は、被験体から事前に得られた試料中、ex-vivoで実施され
る。さらに好ましくは、予測される応答は、耐性である。
【００８７】
　より好ましくは、試料（１つ又は複数）中のＢＵＢＲ１のレベルが、
ｉ）　同じ腫瘍組織型を有する被験体からの標準値又は標準値のセットに対して；又は
ｉｉ）　処置開始後に採取したものと、処置開始前に同じ被験体から採取した試料（１つ
又は複数）を比較して；
より低い場合に、耐性であると予測される。
【００８８】
　とりわけ好ましくは、試料（１つ又は複数）中のＢＵＢＲ１のレベルが、同じ腫瘍組織
型を有する被験体からの標準値又は標準値のセットに対してより低い場合に、耐性である
と予測される。
【００８９】
　１つの好ましい実施態様においては、ｉ）測定が、試料（１つ又は複数）を、比較され
る試料と同じ腫瘍組織型を有する被験体からの試料からの標準値又は標準値のセットに対
して比較する場合、標準値又は標準値のセットは、その癌タイプを有する被験体集団から
の試料から確立される。これらの標準的な被験体からの試料は、試料の起源が標準と比較
される試料間で一致するならば、例えば、腫瘍組織由来、又は循環腫瘍細胞由来であって
もよい。
【００９０】
　別の好ましい実施態様においては、ｉｉ）測定が、処置開始後に採取した試料（１つ又
は複数）において比較し、処置開始前に同じ被験体から採取した試料（１つ又は複数）と
比較する場合、好ましくは、獲得耐性を予測するために測定される。試料は、同じ生物学
的起源からの細胞又は組織と比較される。獲得耐性が予測された場合、それは、本化合物
による処置を中断すべきであることを示す。したがって、バイオマーカーは、本化合物に
よるさらなる処置が獲得応答（例えば、異常細胞の減少）を与える可能性があるか否か、
又は細胞がそのような処置に非応答性又は耐性になったか否かをモニタリングするために
使用される。
【００９１】
　さらに別の好ましい実施態様においては、ｉｉｉ）測定が、試料（１つ又は複数）を、
正常な細胞、組織又は体液からの標準値又は標準値のセットに対して比較する場合、標準
値又は標準値のセットは、正常（例えば、非腫瘍性）細胞、組織又は体液の試料から確立
してもよい。そのようなデータは、標準値又は標準値のセットを構築するために被験体集
団から収集してもよい。
【００９２】
　標準値又は標準値のセットは、事前に得られた試料（少なくとも１つの被験体から、よ
り好ましくは、被験体（例えば、ｎ＝２～１０００以上）の平均からの細胞株、又は好ま
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しくは、生体材料からでありうる）からex-vivoで確立される。
【００９３】
　標準値又は標準値のセットは、次に、一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しう
る誘導体で処置するために、同じ細胞株又は同じ被験体の応答データと相関させてもよい
。この相関から、例えば、場合によりカットオフ又は閾値を含む、相対的なスケール又は
採点システムの形態の比較測定基準を確立して、それによって、式（Ｉ）の化合物又はそ
の薬学的に許容しうる誘導体に対する応答レベルのスペクトルと関連するバイオマーカー
のレベルを示すことができる。応答レベルのスペクトルは、化合物の治療活性に対する相
対感度（例えば、高感度～低感度）、ならびに治療活性に対する耐性を含んでもよい。好
ましい実施態様においては、この比較測定基準は、処置に対して耐性であると予測するカ
ットオフ値又は値のセットを含む。
【００９４】
　例えば、試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定するために免疫組織化学法を使用する場合
、標準値は、採点システムの形態であってもよい。そのようなシステムは、ＢＵＢＲ１が
染色された細胞のパーセントを考慮してもよい。そのシステムは、また、個々の細胞の染
色の相対強度を考慮してもよい。ＢＵＢＲ１のレベルの標準値又は標準値のセットは、そ
れから、式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体の治療活性に対する被験体
又は組織又は細胞株の応答、とりわけ、耐性を示すデータと相関させてもよい。そのよう
なデータは、それから、比較測定基準の一部を形成してもよい。
【００９５】
　応答は、一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体の活性、好ましくは
治療活性に対する、細胞株の、又は好ましくは、被験体の、又はより好ましくは、被験体
における疾患の反応である。応答レベルのスペクトルは、化合物の活性、好ましくは治療
活性に対する相対感度（例えば、高感度～低感度）、ならびに活性、好ましくは治療活性
に対する耐性を含んでもよい。応答データは、例えば、客観的応答割合、疾患が進行する
時間、無進行生存及び全生存についてモニタリングしてもよい。
【００９６】
　癌性疾患の応答は、例えば、非限定的に、以下の癌治療分野の当業者によく知られる基
準を使用することにより評価してもよい：
固形癌の治療効果判定のためのガイドライン(ＲＥＣＩＳＴ)、情報源：Eisenhauer EA, T
herasse P, Bogaerts J, Schwartz LH, Sargent D, Ford R, Dancey J, Arbuck S, Gwyth
er S, Mooney M, Rubinstein L, Shankar L, Dodd L, Kaplan R, Lacombe D, Verweij J.
 New response evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (ve
rsion 1.1). Eur J Cancer.2009; 45:228-47；
高悪性度グリオーマのＲＡＮＯ基準、情報源：Wen PY, Macdonald DR, Reardon DA, Clou
ghesy TF, Sorensen AG, Galanis E, Degroot J, Wick W, Gilbert MR, Lassman AB, Tsi
en C, Mikkelsen T, Wong ET, Chamberlain MC, Stupp R, Lamborn KR, Vogelbaum MA, v
an den Bent MJ, Chang SM．高悪性度グリオーマの最新の応答評価基準：神経腫瘍学ワー
キンググループの応答評価、J Clin Oncol. 2010;28(11):1963-72；
卵巣癌応答のCA-125 Rustin 基準、情報源： Rustin GJ, Quinn M, Thigpen T, du Bois 
A, Pujade-Lauraine E, Jakobsen A, Eisenhauer E, Sagae S, Greven K, Vergote I, Ce
rvantes A, Vermorken J. Re：固形腫瘍（卵巣癌）の処置のための応答を評価する新ガイ
ドライン、J Natl Cancer Inst. 2004; 96(6):487-8；及び
前立腺癌応答のＰＳＡワーキンググループ２基準、情報源：Scher HI, Halabi S, Tannoc
k I, Morris M, Sternberg CN, Carducci MA, Eisenberger MA, Higano C, Bubley GJ, D
reicer R, Petrylak D, Kantoff P, Basch E, Kelly WK, Figg WD, Small EJ, Beer TM, 
Wilding G, Martin A, Hussain M；前立腺癌の臨床試験ワーキンググループ。進行性前立
腺癌及びテストステロンの去勢レベルを有する患者の臨床試験のデザイン及びエンドポイ
ント：前立腺癌の臨床試験ワーキンググループの勧告、J Clin Oncol.2008 ; 26(7):1148
-59。
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【００９７】
　耐性は、下記の１つ又は複数の観察可能及び／又は測定可能な減少がないこと、又は存
在しないことと関連する：異常細胞、好ましくは、癌性細胞の数の減少；又は異常細胞、
好ましくは、癌性細胞の非存在；癌性疾患の場合：腫瘍サイズの減少；さらなる腫瘍成長
の阻害（すなわち、ある程度まで遅らせる、好ましくは、停止させる）；ＰＳＡ及びＣＡ
－１２５などの腫瘍マーカーのレベルの低下、他の器官への癌細胞浸潤（軟組織及び骨へ
の癌の拡大を含む）の阻害（すなわち、ある程度まで遅らせる、好ましくは、停止させる
）；腫瘍転移の阻害（すなわち、ある程度まで遅らせる、好ましくは、停止させる）；特
定の癌と関連する１つ又は複数の症状の緩和；ならびに罹患率及び死亡率の低下。
【００９８】
　好ましい実施態様においては、耐性は、下記の基準の１つ又は複数の観察可能及び／又
は測定可能な減少がないこと、又は存在しないことを意味する：腫瘍サイズの減少；さら
なる腫瘍成長の阻害、他の器官への癌細胞浸潤の阻害；及び腫瘍転移の阻害。
【００９９】
　さらに好ましい実施態様においては、耐性は、下記の基準の１つ又は複数を指す：腫瘍
サイズの減少がないこと；さらなる腫瘍成長の阻害がないこと、他の器官への癌細胞浸潤
の阻害がないこと；及び腫瘍転移の阻害がないこと。
【０１００】
　前述の耐性基準の測定は、癌性疾患の応答を測定する上記に列挙したような、癌治療分
野の当業者によく知られる臨床ガイドラインに従う。
【０１０１】
　応答は、また、細胞増殖及び／又は細胞死を評価することによりin vitroで確立しても
よい。例えば、細胞死又は増殖に対する効果は、下記の１つ又は複数の確立されたアッセ
イによりin vitroで評価してもよい：Ａ）Hoechst 33342色素による核の染色（アポトー
シスに特徴的な核形態学及びＤＮＡ断片化についての情報が得られる）。Ｂ）アネキシン
Ｖ結合アッセイ（細胞膜の外側の脂質二重層のホスファチジルセリン含量を反映する。こ
の事象は、アポトーシスの早期の特徴と見なされる）。Ｃ）ＴＵＮＥＬアッセイ（末端デ
オキシヌクレオチド転移酵素媒介ｄＵＴＰニック末端標識法。核酸の末端を標識してＤＮ
Ａ断片化を測定することにより、アポトーシス又は壊死を受けている細胞を評価する蛍光
法）。Ｄ）細胞の代謝活性を測定するＭＴＳ増殖アッセイ（生存細胞は代謝的に活性であ
るが、呼吸鎖異常の細胞は、この試験で低い活性を示す）。Ｅ）クリスタルバイオレット
染色アッセイ（細胞数に及ぼす効果が細胞成分の直接染色を介してモニタリングされる）
。Ｆ）ブロモデオキシウリジン（ＢｒｄＵ）の取り込みを介してＤＮＡ合成をモニタリン
グする増殖アッセイ（成長／増殖に及ぼす阻害効果を直接決定することができる）。Ｇ）
YO-PROアッセイ（細胞の生存を妨害することなく、死細胞（例えば、アポトーシスを起こ
した）を分析することが可能な、膜非透過性のシアニンモノマー核酸蛍光染色を含む。ま
た、細胞数に及ぼす全体の効果を、細胞透過化の後に分析することができる）。Ｈ）細胞
周期分布のヨウ化プロピジウム染色（細胞周期の異なる段階間の分布の変化を示す。細胞
周期停止点を決定することができる）。Ｉ）固定非依存性増殖アッセイ（例えば、軟寒天
中、単一細胞懸濁液がコロニーへ成長する能力を評価するコロニー成長アッセイ）。
【０１０２】
　in vitroでの耐性の決定に関する好ましい実施態様においては、耐性は、異常細胞の増
殖率の低下及び／又は異常細胞の数の減少がないことを意味する。より好ましくは、耐性
は、癌性細胞の増殖率の低下がない、及び／又は癌性細胞の数の減少がないことを意味す
る。異常細胞、好ましくは、癌性細胞の数の減少は、様々なプログラム及び非プログラム
細胞死メカニズムを介して起こりうる。アポトーシス、カスパーゼ非依存性プログラム細
胞死及びオートファジー細胞死は、プログラム細胞死の例である。しかし、本発明の実施
態様に含まれる細胞死の基準は、任意の１つの細胞死メカニズムに限定されるものと解釈
すべきではない。
【０１０３】
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ＢＵＢＲ１
　上記のように、ＢＵＢＲ１という用語は、全ての前述の同義語を包含するために本明細
書において使用し、かつ必要に応じて核酸レベル及びタンパク質レベルの両方に対するこ
の実体を指す。核酸レベルは、例えば、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ又はＤＮＡを指し、そしてタ
ンパク質という用語は、翻訳されたポリペプチド又はタンパク質配列及びそれらの翻訳後
修飾された形を含む。
【０１０４】
　ＢＵＢＲ１（ヒトＢＵＢＲ１）のタンパク質配列の好ましい例は、図１８のSEQ. ID No
.１に列記されている。しかし、ＢＵＢＲ１という用語はまた、この配列の相同体、突然
変異型、対立遺伝子変異体、イソタイプ、スプライス変異体及び等価体も包含する。好ま
しくは、それはまた、この配列のヒト相同体、突然変異型、対立遺伝子変異体、イソタイ
プ、スプライス変異体及び等価体を包含する。より好ましくは、それは、該配列に対して
、少なくとも約７５％の同一性、とりわけ好ましくは少なくとも約８５％の同一性、特に
好ましくは少なくとも約９５％の同一性、そしてさらに特に好ましくは約９９％の同一性
を有する配列を包含する。
【０１０５】
　とりわけ好ましい実施態様において、ＢＵＢＲ１は、核酸レベル又はタンパク質レベル
に対する実体であり、これはタンパク質レベルに対して、SEQ. ID No.１によって、又は
この配列と少なくとも９５％の同一性、好ましくは少なくとも９９％の同一性を有する配
列によって表される。特に好ましい実施態様において、ＢＵＢＲ１は、SEQ. ID No.１に
よって表される。
【０１０６】
　ＢＵＢＲ１（ヒトＢＵＢＲ１）の核酸配列の好ましい例は、ＮＣＢＩ参照配列 NM_0012
11により入手可能であり、そして図１９のSEQ. ID No.２（NM_001211.5）に列記されてい
る。ＢＵＢＲ１という用語はまた、修飾、該配列のより縮重した変異体、該配列の捕体、
及び該配列のうちの１つとハイブリッド形成するオリゴヌクレオチドも包含する。そのよ
うな修飾には、突然変異、挿入、欠失、及び１つ又は複数のヌクレオチドの置換が挙げら
れるが、これらに限定されない。さらに好ましくは、それは、該配列と少なくとも約７５
％の同一性、とりわけ好ましくは少なくとも約８５％の同一性、特に好ましくは少なくと
も約９５％の同一性、及びさらに特に好ましくは約９９％の同一性を有する配列を包含す
る。
【０１０７】
　さらに別の好ましい実施態様において、ＢＵＢＲ１は、核酸レベル又はタンパク質レベ
ルに対する実体であり、これは、SEQ. ID No.２によるか、又はこの配列と少なくとも約
９５％の同一性、好ましくは少なくとも９９％の同一性を有する配列によって核酸レベル
で表される。特に好ましい実施態様において、ＢＵＢＲ１は、SEQ. ID No.２によって表
される。
【０１０８】
ＢＵＢＲ１のレベル
　ＢＵＢＲ１のレベルは、当業者によく知られた技術手段により試料中でアッセイしても
よい。それは、転写レベル又は翻訳レベルでアッセイしてもよい。
【０１０９】
　一つの好ましい実施態様において、試料中のＢＵＢＲ１の核酸の、好ましくはＢＵＢＲ
１のｍＲＮＡのレベルを測定する。核酸レベルでＢＵＢＲ１のレベルを測定するために好
適な当技術分野において公知の遺伝子発現分析の方法の例としては、ｉ）ｍＲＮＡとハイ
ブリッド形成することができる標識プローブを使用すること；ｉｉ）ＢＵＢＲ１遺伝子配
列に基づく１つ以上のプライマーを含むＰＣＲを使用すること、例えば、標識プローブ（
例えば、蛍光発生的プローブ）を使用する定量的ＰＣＲ法（例えば、定量的リアルタイム
ＰＣＲ）を使用すること；ｉｉｉ）マイクロアレイ；ＩＶ）ノーザンブロット法；Ｖ）遺
伝子発現の連続分析（ＳＡＧＥ）法、ＲＥＡＤＳ（分解されたｃＤＮＡの制限酵素増幅）
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、ディファレンシャルディスプレー法及びマイクロＲＮＡ測定法が挙げられるが、これら
に限定されない。
【０１１０】
　好ましい実施態様において、タンパク質レベルでのＢＵＢＲ１のレベルを測定する。タ
ンパク質レベルでのＢＵＢＲ１のレベルを測定するために好適な当該技術において公知の
タンパク質発現分析の方法の例には、ｉ）免疫組織化学（ＩＨＣ）分析法；ｉｉ）ウエス
タンブロット法；ｉｉｉ）免疫沈殿法；ｉｖ）酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）；
ｖ）放射免疫測定法；ｖｉ）蛍光標示式細胞分取法（ＦＡＣＳ）；ｖｉｉ）マトリックス
支援レーザー脱離／イオン化（ＭＡＬＤＩ、例えばＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）及び表面増強レ
ーザー脱離／イオン化（ＳＥＬＤＩ、例えばＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ）を含む質量分析法が挙
げられるが、これらに限定されない。
【０１１１】
　上記方法のいくつかに含まれる抗体は、モノクローナルもしくはポリクローナル抗体、
抗体フラグメント、及び／又はキメラ抗体を含む様々なタイプの合成抗体であってもよい
。抗体は、例えば、標識された又は検出可能な結果を生成することが可能な二次抗体を使
用して、その抗体を検出できるように又は１つ以上のさらなる種との次の反応を検出可能
なように標識してもよい。ＢＵＢＲ１に特異的な抗体は、BD Transduction Laboratories
及びCell Signaling Technology, Inc.から市販品として入手するか、又は当業者に周知
の従来の抗体生成法を介して調製することができる。
【０１１２】
　タンパク質分析の好ましい方法は、ＥＬＩＳＡ、質量分析技術、免疫組織化学及びウエ
スタンブロット法であり、より好ましくは、ウエスタンブロット法及び免疫組織化学であ
る。イムノブロット法としても知られるウエスタンブロット法は、タンパク質レベルを評
価するために標識抗体を使用してもよく、その方法において、検出可能な標識からのシグ
ナルの強度はタンパク質の量に相当し、これを、例えば、密度測定により定量することが
できる。
【０１１３】
　免疫組織化学もまた、バイオマーカーの存在及び相対量を検出するために標識抗体を使
用する。これは、バイオマーカーが存在する細胞のパーセントを評価するために使用する
ことができる。これは、また、個々の細胞中のバイオマーカーの局在又は相対量を評価す
るために使用することができ、後者は、染色強度の関数と見なされる。
【０１１４】
　ＥＬＩＳＡは、特異的なタンパク質を検出するために抗体又は抗原に結合した酵素を使
用する、酵素結合免疫吸着法の略称である。ＥＬＩＳＡは、典型的には、以下のように実
施される（しかし、他の変法もある）：９６ウェルプレートなどの固体基板を、バイオマ
ーカーを認識する一次抗体でコートする。次に、結合したバイオマーカーを、バイオマー
カーに特異的な二次抗体により認識する。これを酵素に直接連結するか、又は酵素に連結
する三次抗免疫グロブリン抗体を使用してもよい。基質を加えると、酵素が反応を触媒し
て、特定の色を生成する。この色の光学密度を測定することにより、バイオマーカーの存
在及び量を決定することができる。
【０１１５】
バイオマーカーの使用
　一つの好ましい実施態様において、バイオマーカーは、上記で定義される一般式（Ｉ）
の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体に対する、被験体における疾患の自然耐性を
予測するために使用する。
【０１１６】
　別の好ましい実施態様において、バイオマーカーは、上記で定義される一般式（Ｉ）の
化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体に対する、被験体における疾患の獲得耐性を予
測するために使用する。
【０１１７】
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　バイオマーカーは、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しう
る誘導体で処置するために、疾患、好ましくは、癌を患っている又は患う傾向がある被験
体を選択するために使用してもよい。そのようなバイオマーカーのレベルは、そのような
薬剤による処置に応答する、又は応答しない、又は応答し続ける、又は応答し続けない可
能性がある患者を特定するために使用してもよい。不必要な処置計画を避けるために、患
者の層別化を実施してもよい。特に、バイオマーカーは、試料（１つ又は複数）が、標準
レベル又は標準レベルのセットに対して、より低いＢＵＢＲ１のレベルを示さない被験体
を特定するために使用してもよく、それによって、そのような被験体を上記で定義される
式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体で処置するために選択してもよい。
【０１１８】
　バイオマーカーは、また、投薬量及び投薬計画に関して処置計画の決定を補助するため
に使用してもよい。また、バイオマーカーは、被験体に与えられる、一般式（Ｉ）の化合
物（１つ又は複数）又はその薬学的に許容しうる誘導体と別の化学療法薬（細胞毒性薬）
（１つ又は複数）を含む、薬物併用の選択を補助するために使用してもよい。さらに、バ
イオマーカーは、一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体を、標的療法
、内分泌療法、放射線療法、免疫療法もしくは外科的介入又はこれらの組み合わせと併用
して投与するか否かを含む、被験体における治療方針の決定を補助するために使用しても
よい。
【０１１９】
　ＢＵＢＲ１は、また、一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体に対す
る応答を予測するため、そして、処置計画を決定するために他のバイオマーカーと組み合
わせて使用してもよい。これは、さらに、耐性を予測するため、そして、処置計画を決定
するために化学療法剤感受性試験と組み合わせて使用してもよい。化学療法剤感受性試験
は、一般式（Ｉ）の化合物に対する細胞の応答を決定するために、被験体、例えば、血液
悪性腫瘍又は接触可能な固形腫瘍、例えば、乳房、及び頭頸部癌、又は黒色腫を有する被
験体から採取した細胞に一般式（Ｉ）の化合物を直接適用することを含む。
【０１２０】
処置方法
　本発明は、また、いくつかの態様においては、処置方法及び処置方法において使用する
ためのＢＵＢＲ１を含み、最初に、ＢＵＢＲ１のレベルを、標準レベルもしくは標準レベ
ルのセット、又は処置開始前のレベルに対して確立して、次に、前記試料中のＢＵＢＲ１
のレベルが、それぞれ、標準値もしくは標準値のセットより低くない場合、又は処置開始
前のレベルに対して減少していない場合に、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又は
その薬学的に許容しうる誘導体を投与する。式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しう
る誘導体は、当業者によく知られているように、医薬組成物の形態で投与してもよい。好
適な組成物及び投薬量は、例えば、WO 2004/103994 A1（参照により本明細書に明確に組
み入れられる）の３５～３９ページに開示されている。温血動物、とりわけ、ヒトに対し
ては、腸内投与、例えば、鼻腔内、口腔、直腸又は、とりわけ、経口投与用の組成物、及
び非経口投与、例えば、静脈内、筋肉内又は皮下投与用の組成物がとりわけ好ましい。よ
り具体的には、静脈内投与用の組成物が好ましい。
【０１２１】
　本組成物は、活性成分及び薬学的に許容しうる担体を含む。組成物の例としては、以下
が挙げられるが、これらに限定されない：５０００個の軟ゼラチンカプセル剤（各々、活
性成分として一般式（Ｉ）の化合物の１つを０．０５ｇ含む）は、以下のように調製され
る：微粉化した活性成分２５０ｇを、Lauroglykol（登録商標）（ラウリン酸プロピレン
グリコール、Gattefosse S.A., Saint Priest, France）２リッターに懸濁し、湿式造粒
機中で製粉して、粒径約１～３μmの粒子を製造する。次に、カプセル充填機を用いて、
混合物を０．４１９ｇずつ軟ゼラチンカプセルに注入する。
【０１２２】
　本発明は、また、一態様においては、新生物疾患又は自己免疫疾患、好ましくは、癌を
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処置する方法であって、ＢＵＢＲ１のレベルが標準レベルもしくは標準レベルのセット、
又は処置開始前のレベルと比較してより低い試料を有する被験体中のＢＵＢＲ１のレベル
を最初に増加させて、次に、被験体を上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又は薬学的
に許容しうる誘導体で処置することによる方法に関する。ＢＵＢＲ１のレベルは、直接的
又は間接的な化学又は遺伝学的方法により増加させてもよい。そのような方法の例は、Ｂ
ＵＢＲ１の発現を増加させる薬物、及びウイルス、プラスミドもしくはペプチド構築物の
標的送達、又はＢＵＢＲ１のレベルをアップレギュレートする抗体もしくはｓｉＲＮＡも
しくはアンチセンスによる処置である。例えば、ウイルス又はプラスミド構築物を使用し
て、細胞中のＢＵＢＲ１の発現を増加させてもよい。次に、一般式（Ｉ）の化合物又はそ
の薬学的に許容しうる誘導体で被験体を処置してもよい。
【０１２３】
　一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体は、単独で又は１つもしくは
複数の他の治療薬と併用して投与することができる。可能な併用療法は、固定された組み
合せ剤の形態であるか、あるいは、本発明の化合物と１つもしくは複数の他の治療薬を交
互に又は互いに独立して投与する形態、あるいは、固定された組み合せ剤と１つもしくは
複数の他の治療薬の併用投与の形態であってもよい。
【０１２４】
　一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体は、さらに又は加えて、とり
わけ、化学療法（細胞傷害性療法）、標的療法、内分泌療法、放射線療法、免疫療法、外
科的介入又はこれらの組み合わせと併用して、腫瘍治療のために投与することができる。
長期療法は、上述するような他の処置方針に関連するアジュバント療法であるので同様に
可能である。他の可能な処置は、腫瘍退縮後の患者の状態を維持するための治療、又は例
えば、リスクを有する患者における化学予防治療である。
【０１２５】
キット及び装置
　一態様においては、本発明は、試料中のＢＵＢＲ１のレベルを測定するために必要な試
薬を含む、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に許容しうる誘導体に
対する被験体における応答、好ましくは、疾患の応答を予測するためのキットに関し、別
の態様においては、装置に関する。好ましくは、試薬は、ＢＵＢＲ１のための検出部を含
む捕捉試薬及び検出試薬を含む。
【０１２６】
　キット及び装置は、また、好ましくは、試料中のＢＵＢＲ１のレベルを比較するための
標準値又は標準値のセットを含む比較測定基準を含んでもよい。好ましい実施態様におい
ては、比較測定基準は、キットの使用説明書に含まれる。別の好ましい実施態様において
は、比較測定基準は、表示装置、例えば、縞模様のカラーコード化又は数値コード化され
た材料の形態であり、耐性レベルを表示するための試料測定の表示器の隣に位置するよう
に設計されている。標準値又は標準値のセットは、上述するように決定してもよい。
【０１２７】
　試薬は、好ましくは、ＢＵＢＲ１に選択的に結合する抗体又は抗体フラグメントである
。これらは、例えば、ＢＵＢＲ１に結合する１つの特異的一次抗体と、一次抗体に結合し
、且つ、それ自体検出のために標識されている二次抗体の形態であってもよい。一次抗体
は、また、直接検出のために標識してもよい。キット又は装置は、また、場合により、洗
浄後に、捕捉試薬に結合しているバイオマーカーを他のバイオマーカーよりも選択的に保
持することができる洗浄液を含有してもよい。そのようなキットは、次に、バイオマーカ
ーのレベルを検出するために、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット法、フローサイトメトリ
ー、免疫組織化学的方法又は他の免疫化学的方法において使用することができる。
【０１２８】
　試薬はまた、別の好ましい実施形態において、試料中のＢＵＢＲ１の核酸のレベルを測
定することが可能であるものであってもよい。適切な試料は、組織又は腫瘍組織試料、固
定及びパラフィン包埋もしくは凍結した組織又は腫瘍組織標本の薄切片、循環腫瘍細胞、
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ならびに血液及び体液由来の試料である。好ましくは、試薬は、試料中のＢＵＢＲ１の核
酸とハイブリッド形成するための標識プローブ又はプライマーを含む。ＰＣＲ増幅技術又
は標識プローブの検出のいずれかに基づく適切な検出システムは、試料中のＢＵＢＲ１の
核酸の定量化を可能にする。これは、ｉ）標本そのものに対してインサイツで、好ましく
はパラフィン包埋又は凍結した標本からの薄切片中で、ｉｉ）腫瘍、組織又は血液由来標
本からの抽出物中で、実行することができ、ここで、適切な試薬は選択的に核酸を濃縮す
る。キット又は装置は、下記の測定及び定量化を可能にする：ｉ）インサイツで標本にハ
イブリッド形成した標識プローブの量、又はｉｉ）プローブそのもの又はプライマーに結
合したレポーターの特異的物理化学的特性に基づく方法による、プライマーベースの増幅
産物の量。
【０１２９】
　さらに、装置は、測定シグナルをさらに処理し、これらを比較測定基準のスケールに変
換する撮像装置又は測定装置（例えば、非限定的に、蛍光の測定）を含んでもよい。
【０１３０】
　より好ましくは、キットは、上記で定義される一般式（Ｉ）の化合物又はその薬学的に
許容しうる誘導体を含む。次に、キットに含まれる試薬により測定される被験体からの試
料中のバイオマーカーのレベルに従って、この化合物を被験体に投与してもよい。したが
って、本発明のキットは、上記で定義される本発明の処置方法において使用してもよい。
とりわけ好ましい実施態様においては、キットは、下記式の化合物又はその薬学的に許容
しうる塩を含む。
【化２１】

【０１３１】
　キットの特に好ましい実施態様においては、塩は、二塩酸塩である。別の態様において
は、本発明は、上述するそのようなキットの使用に関する。
【０１３２】
　本明細書において、語「含む（comprise）」又は「含む（comprises）」又は「含む（c
omprising）」は、規定の項目又は項目群を包含するが、任意の他の項目又は項目群を包
含しないわけではないことを意図するものと理解されたい。
【実施例】
【０１３３】
実験手法
培養細胞の免疫蛍光染色
　Ａ５４９ヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ、ＡＴＣＣ参照番号ＣＣＬ－１８５）細胞、Ｈ
ｅＬａ子宮頸癌細胞（ＡＴＣＣ参照番号ＣＣＬ－２）及びＳＫＢＲ３乳癌細胞（ＡＴＣＣ
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参照番号ＨＴＢ－３０）を、円形の顕微鏡カバースリップ上に５０％の密度で播種し、１
０％ ＦＣＳ（ＦＢＳとも呼ばれる）を含有するＲＰＭＩ－１６４０中、３７℃、５％ Ｃ
Ｏ２で２４時間培養した。試験化合物をＤＭＳＯに溶解した。細胞培養培地を、希釈化合
物（パクリタキセル、ビンブラスチン、コルヒチン及びノコダゾールは、Sigma-Aldrich
から購入した）又はビヒクルを含有する培地に交換した。処置した後、カバースリップを
洗浄し、メタノール／アセトン（１：１）中、室温で５分間細胞を固定し、続いて、ブロ
ッキング緩衝液（ＰＢＳ中０．５％ ＢＳＡ及び０．１％ ＴＸ－１００）中、室温で３０
分間インキュベートした。次に、標本を、ブロッキング緩衝液中、抗α－チューブリン抗
体（Sigma、１：２０００）と室温で１時間インキュベートした。数回の洗浄工程の後、
細胞を、AlexaFluor－４８８ヤギ抗マウスＩｇＧ（Molecular Probes、１：３０００）と
室温で１時間インキュベートし、続いて、ブロッキング緩衝液で数回洗浄した。次に、標
本をProLong Gold antifade（Molecular Probes）で封入し、マニキュア液でシールして
、Leica免疫蛍光顕微鏡で観察した。冷却ＣＣＤカメラで撮像し、ImageJソフトウェアで
処理した。
【０１３４】
ｓｉＲＮＡトランスフェクション
　ＢＵＢＲ１が、耐性のバイオマーカーであることを示すために、ｓｉＲＮＡ実験を実施
した。腫瘍細胞表現型及び数に対する効果を評価するためのｓｉＲＮＡ実験（図８）のた
めに、ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ参照番号ＣＣＬ－２）子宮頸癌細胞を、１０％ ＦＣＳ（Invit
rogen）を含むＤＭＥＭ中、３７℃及び５％ ＣＯ２で培養した。１ウェルあたり１０００
ＨｅＬａ細胞を、ブラック３８４ウェルマルチタイタープレート（BD Falcon）に播種し
た。細胞を、２０nM非標的コントロールｓｉＲＮＡ（ON-Target-plus non-targeting poo
l D001810, Dharmacon）で、又は４種類のＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡ（ON-Target-plus Sma
rtpool L-004101, Dharmacon、下記の配列情報を参照のこと）の混合物で、Dharmafect1
（Dharmacon, Thermo）トランスフェクション試薬を用いて、逆トランスフェクションし
た。細胞播種及びｓｉＲＮＡトランスフェクションから４８時間後、ｓｉＲＮＡクローン
の１つの同型ペアをＢＡＬ２７８６２（５０nM、０．１％ ＤＭＳＯ）で、及び別の同型
ペアをコントロール溶液（０．１％ ＤＭＳＯ）で２４時間処置した。実験は、メタノー
ル－ベースの固定法（－２０℃、５分間）により、そして続くα－チューブリン（ＦＩＴ
Ｃ標識、１：５００、F2168、Sigma）及びアクチン（TRITC－ファロイジン、１：３００
０、P1951、Sigma）抗体ならびにＨｏｅ３３３４２ ＤＮＡ染色（１：８０００、Sigma）
を用いる免疫染色法（１時間、室温）により終了した。免疫染色法に基づき、処置細胞の
形態を、多様性解析手法（BD Pathway 855蛍光顕微鏡；２０倍対物レンズ）を用いて、適
切なソフトウエアで分析した。ウェルあたりの細胞の数もまた、核のＨｏｅ３３３４２染
色に基づいて算出した。これにより未処置（正常）表現型（％表示）を示している細胞の
割合の計算も可能になった。
【０１３５】
　イムノブロット法によるＢＵＢＲ１発現レベルに対する効果、ならびにYO-PROアッセイ
（図７、９、１０及び１１）、及びクリスタルバイオレットアッセイ（図１２及び１３）
を用いる腫瘍細胞増殖及び生存率に対する効果を評価するためのｓｉＲＮＡ実験のために
、細胞を適切な密度［ＨｅＬａ（子宮頸癌細胞；ＡＴＣＣ参照ＣＣＬ－２）：１ウェルあ
たり２．５Ｅ＋０４個の細胞（YO-PRO用）又は１ウェルあたり４．０Ｅ＋０４個の細胞（
クリスタルバイオレット用）、Ｈ４６０（ＮＳＣＬＣ細胞；ＡＴＣＣ参照ＨＴＢ－１７７
）：１ウェルあたり５．０Ｅ＋０４個の細胞、ＭＣＦ－７（乳癌細胞；ＡＴＣＣ参照ＨＴ
Ｂ－２２）：１ウェルあたり２．４Ｅ＋０５個の細胞、Ｐａｎｃ１（膵臓癌細胞、ＡＴＣ
Ｃ参照ＣＲＬ－１４６９）及びＨＣＴ１１６（大腸癌細胞、ＡＴＣＣ参照ＣＣｌ－２４７
）：１ウェルあたり８Ｅ＋０４個の細胞］で６ウェルプレートに播種し、そして細胞をＲ
ＰＭＩ－１６４０又は１０％ ＦＣＳ含有ＤＭＥＭ（完全培地）中、３７℃及び５％ ＣＯ

２で培養した。次の日、製造者の説明書に従って、Ｈ４６０、Ｐａｎｃ１及びＨＣＴ１１
６用にハイパーフェクト（Hiperfect）（Qiagen）、又はＨｅＬａ及びＭＣＦ－７用にリ
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ポフェクタミン2000（Lipofectamine 2000）（Invitrogen）を使用して、細胞を、４種類
のＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡの混合物（ON-Target-plus Smartpool L-004101, Dharmacon、
下記の配列情報を参照のこと）、４種類個別のＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡ（ON-Target-plus
 Set of four upgrade LU-004101）又は非標的コントロールｓｉＲＮＡ（ON-Target-plus
 non-targeting pool D001810, Dharmacon）でトランスフェクトした。ｓｉＲＮＡの最終
濃度は、１０nM（Ｈ４６０）又は２０～３０nM（ＨｅＬａ）又は２０nM（ＭＣＦ－７、Ｐ
ａｎｃ１、ＨＣＴ１１６）であった。細胞を３７℃及び５％ ＣＯ２で２４時間維持した
後、４８時間の化合物処理、続くYO-PRO分析、クリスタルバイオレットアッセイ又はイム
ノブロットアッセイのための抽出が続いた。ON-Target-plus ｓｉＲＮＡは、両鎖（dual-
strand）ｓｉＲＮＡであり、所望の標的に対する特異性を向上させるために化学的に修飾
されている。
【０１３６】
　用いた４種類のＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡの配列は下記であった：
【化２２】

【０１３７】
ｓｉＲＮＡ－処置細胞のYO-PROアッセイ
　ＤＭＳＯに溶解したＢＡＬ２７８６２を、完全培地中で希釈した後、表示した濃度（最
終濃度ＤＭＳＯ ０．５％）で細胞に添加した。細胞を４８時間インキュベートし、続い
てYO-PRO分析をした。
【０１３８】
　YO-PRO（登録商標）-1ヨウ化物は、細胞の生存能に干渉することなく、死亡（例えばア
ポトーシス）細胞の分析を可能にする、膜不浸透性、蛍光性、単量体のシアニン、核酸染
色である。
【０１３９】
　YO-PRO（登録商標）-1ヨウ化物（491/509）（Invitrogen/Molecular Probes, # Y-3603
；ＤＭＳＯ中１mM）１２．５μLを、５倍濃縮YO-PRO緩衝液（１００mM Ｎａ－クエン酸、
ｐＨ４．０；１３４mM ＮａＣｌ）１mLに加えて、YO-PRO混合物を生成した。細胞毒性／
アポトーシスの決定のため、１ウェルあたりYO-PRO混合物５００μLを、６ウェルプレー
ト（希釈 １：５）に加え、暗所にて室温で１０分間インキュベートした。細胞へのYO-PR
O色素の取り込みを、SpectraMax M2e プレートリーダー（Molecular Devices）を使用し
、励起４８５nm及び発光５３８nm（カットオフ５３０nmで）を用いて評価した。細胞成長
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／全細胞数に対する総合的効果の決定のため、１ウェルあたり溶解緩衝液（３０mM ＥＤ
ＴＡ；３０mM ＥＧＴＡ；０．６％ ＮＰ－４０；０．３３倍YO-PRO緩衝液中）５００μL
を加え、暗所にて室温で３０分間インキュベートした。蛍光読み取りを、SpectraMax M2e

 プレートリーダー（Molecular Devices）で、励起４８５nm及び発光５３８nm（カットオ
フ５３０nmで）を用いて実施した。死細胞の百分率は、全残存細胞数の百分率として算出
した。
【０１４０】
ｓｉＲＮＡ－処置細胞のクリスタルバイオレットアッセイ
　細胞を、完全培地で希釈したＤＭＳＯ又はＢＡＬ２７８６２（最終ＤＭＳＯ濃度０．５
％）で４８時間インキュベートした。培地を除去した後、細胞を固定し、そして１ウェル
あたりクリスタルバイオレット染色液（５０％メタノール中０．２％クリスタルバイオレ
ット）１mLを加えることにより染色した。プレートを室温で１時間インキュベートした。
その後、染色液をデカントし、プレートを再蒸留水で４回洗浄した。プレートを数時間風
乾させた。１ウェルあたり緩衝液（０．１MのTris（ｐＨ７．５）、０．２％ ＳＤＳ、２
０％エタノール）２mLを加え、そしてプレートを振盪することにより染色液を溶解した。
SpectraMax M2eプレートリーダー（Molecular Devices）を使用して５９０nmでの吸光度
を測定した。出発細胞の数を差し引くために、化合物を加えた同じ日にコントロールプレ
ートを固定しそして染色した。最終結果は、出発細胞の吸光度を、コントロール（ＤＭＳ
Ｏ）又は化合物処理細胞の吸光度から差し引いて算出した。０より少ない値は細胞死を示
す。
【０１４１】
コロニー成長アッセイ：
　患者由来の腫瘍異種移植片（ヌードマウスで維持した）の単一細胞懸濁液を調製した。
コロニー成長アッセイでは、Hamburger & Salmon（Primary bioassay of human tumour s
tem cells, Science, 1977, 197:461-463）により紹介されたアッセイに従って、細胞を
２４ウェルプレートの軟寒天にプレーティングした。０．４％寒天を含有する培地０．２
mL中の２．０Ｅ＋０４～６．０Ｅ＋０４個の細胞を、０．７５％寒天の最下層に沈着させ
た。試験化合物を培養培地０．２mL中に適用した。２４ウェルプレートごとに、未処理コ
ントロールと試料を３連で含めた。培養物を３７℃及び７．５％ ＣＯ２で５～２８日イ
ンキュベートした。分析の２４時間前に、元気なコロニーを代謝可能なテトラゾリウム塩
の溶液で染色し（Alley MC et al, Life Sci. 1982, 31:3071-3078）、自動画像解析シス
テム（Omnicon 3600, Biosys GmbH)でカウントした。
【０１４２】
　相対薬物効果を、処置ウェルとコントロールウェルにおけるコロニーの平均数の比で表
した。化合物濃度と相対コロニーカウントをプロットすることによりＩＣ７０値を決定し
た。
【０１４３】
定量的リアルタイムＰＣＲ
　ＨｅＬａ子宮頸癌及びＨ４６０ ＮＳＣＬＣ（ＡＴＣＣ、参照番号ＨＴＢ－１７７）細
胞を、細胞が８０％コンフルエンシーに到達するまで１０cm－皿で成長させ、続いてトリ
プシン処置、ペレット成形、そしてTrizol試薬（Invitrogen）１mL中で再懸濁を行った。
全ＲＮＡを、製造者の使用説明書に従って単離した。リアルタイムＰＣＲは、ABI Prism 
7000 Sequence Detection Systemを使用して、TaqMan RNA-to-Ct 1-step kit（Applied B
iosystems、参照番号４３９２９３８）及び遺伝子発現アッセイ（Applied Biosystems）
を用い、１反応あたりＲＮＡ １００ngで実施した。下記の遺伝子発現アッセイを用いた
：ＢＵＢＲ１の定量化のためのアッセイＩＤ Hs01084828_m1、又は１８Ｓ－ＲＮＡの定量
化のためのアッセイＩＤ HS99999901_s1。全ての試料を三連で分析した。データ分析は、
SDSソフトウェア（Applied Biosystems）を使用して実施した。ＢＵＢＲ１発現レベルを
、１８Ｓ－ＲＮＡに正規化した。
【０１４４】
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ＢＡＬ２７８６２耐性細胞株の生成及びクリスタルバイオレットアッセイ
　ヒト非小細胞肺癌（Ｈ４６０、ＡＴＣＣ参照ＨＴＢ－１７７；Ａ５４９、ＡＴＣＣ参照
ＣＣＬ－１８５）、卵巣癌（ＳＫＯＶ３、ＡＴＣＣ参照ＨＴＢ－７７）株のＢＡＬ２７８
６２耐性亜系株を、完全細胞培養培地（１０％ ＦＣＳを含有するＲＰＭＩ－１６４０；S
igma-Aldrich）中、ＢＡＬ２７８６２の濃度を段階的に増加させることによる長期選択に
より生成させた。３～１１．６の耐性係数（耐性細胞株と適切な野生型細胞株のＩＣ５０

の比）を達成するために、細胞株に応じて選択プロセスを８～１２ヶ月間実施した。耐性
亜系株を最大許容濃度のＢＡＬ２７８６２で増殖させ、その後、液体窒素中に凍結保存し
た。
【０１４５】
　細胞を９６ウェルプレートに以下の密度：Ａ５４９：２０００、Ｈ４６０：１０００、
ＳＫＯＶ３：２０００で播種し、２４時間インキュベートした後、完全培地で希釈したＤ
ＭＳＯ、ＢＡＬ２７８６２、コルヒチン、ノコダゾール、パクリタキセル又はビンブラス
チン（最終濃度ＤＭＳＯ max．０．５％）と７２時間インキュベートした。培地を除去し
た後、細胞を固定し、１ウェルあたりクリスタルバイオレット染色液（５０％メタノール
中０．２％クリスタルバイオレット）５０μLを加えることにより染色した。プレートを
室温で１時間インキュベートした。その後、染色液をデカントし、プレートを再蒸留水で
４回洗浄した。プレートを数時間風乾させた。１ウェルあたり緩衝液（０．１MのTris（
ｐＨ７．５）、０．２％ ＳＤＳ、２０％エタノール）１００μLを加え、そしてプレート
を振盪することにより染色液を溶解した。SpectraMax M2eプレートリーダー（Molecular 
Devices）を使用して５９０nmでの吸光度を測定した。GraphPad Prismソフトウェアを使
用して、濃度応答曲線から抗増殖ＩＣ５０値を算出した。耐性係数をＢＡＬ２７８６２耐
性株変異体のＩＣ５０と親株のＩＣ５０の比として算出した。
【０１４６】
タンパク質抽出
　腫瘍細胞抽出：細胞を、１mMのフッ化フェニルメチルスルホニル（ＰＭＳＦ）を含有す
る氷冷ＰＢＳで、ならびに５０mMのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、１５０mMのＮａＣｌ、２
５mMのβ－グリセロリン酸塩、２５mMのＮａＦ、５mMのＥＧＴＡ、１mMのＥＤＴＡ、１５
mMのピロリン酸塩、２mMのオルトバナジウム酸ナトリウム、１０mMのモリブデン酸ナトリ
ウム、ロイペプチン（１０μg/mL）、アプロチニン（１０μg/mL）及び１mMのフッ化フェ
ニルメチルスルホニル（ＰＭＳＦ）を含有する氷冷緩衝液で洗浄した。１％ ＮＰ－４０
を含有する同じ緩衝液中に、細胞を抽出した。ホモジナイズした後、溶解物を遠心分離に
より清澄化し、－８０℃で凍結した。
【０１４７】
イムノブロット法／ウエスタンブロット法
　１レーンあたり総タンパク質２０μgを使用して、イムノブロット法を実施した。総タ
ンパク質濃度は、BCA Protein Assay（Pierce）で決定した。タンパク質を７．５％ ＳＤ
Ｓゲルで分離し、半乾式ブロッティングを用いてＰＶＤＦメンブランに転写した（９０分
間、５０mA／ゲル）。イムノブロット法に使用する一次抗体は以下のとおりである：
【０１４８】
　ＢＵＢＲ１ Ａｂ．No １: ＢＵＢＲ１ＣＳ（Cell Signaling Technology, Incから入手
、参照番号４１１６）、起源：ウサギ、ポリクローナル、１：１０００希釈、緩衝液条件
：ＰＢＳ／０．１％ Tween中５％ミルク。
【０１４９】
　ＢＵＢＲ１ Ａｂ．No ２: ＢＵＢＲ１ＢＤ（BD Transduction Laboratoriesから入手、
参照番号６１２５０２）、起源：マウス、モノクロナール、１：５０００希釈、緩衝液条
件：ＰＢＳ／０．１％ Tween中３％ ＢＳＡ。
【０１５０】
　α－チューブリン：（Sigmaから入手、参照番号Ｔ５１６８）、起源：マウス、モノク
ロナール、１：１００００希釈、緩衝液条件：ＰＢＳ／０．１％ Tween中５％ミルク又は
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【０１５１】
　アクチン：（Chemiconから入手、参照番号ＭＡＢ１５０１）、起源：マウス、モノクロ
ーナル、１：５０００希釈、緩衝液条件：ＰＢＳ／０．１％ Tween中５％ミルク又は３％
 ＢＳＡ。
【０１５２】
　イムノブロット法に使用する二次抗体は、ペルオキシダーゼ結合ヤギ抗ウサギ又はヤギ
抗マウス（Jackson ImmunoResearch Laboratories INCから入手：参照番号１１１－０３
５－１４４ ＪＩＲ及び１１５－０３５－１４６ ＪＩＲ）、１：５０００希釈、緩衝液条
件：ＰＢＳ／０．１％ Tween中０．５％ミルクであった。標識バンドは、Raytest Stella
 3200 High Performance Imaging Systemを使用して明らかにした。
【０１５３】
免疫組織化学
　患者由来の腫瘍異種移植片（ヌードマウスで維持した）の固定は、４％ホルムアルデヒ
ドを含有する１０％中性緩衝ホルマリン中、室温で２０～２８時間実施した。固定した標
本を７０％エタノール溶液中に最大１週間維持した後、下記の条件を用いた標準プロセス
に従って脱水とパラフィン包埋を行った：
【０１５４】
【表６】

【０１５５】
　約２μmのパラフィン切片を切り取り、自動免疫染色装置Benchmark XT（登録商標）（R
oche）を使用し、標準プロセス工程を実行して処理した。特異的抗体染色の可視化は、発
色性基質としてＤＡＢ（３，３－ジアミノベンジジン）を用い、５mg/mLの濃度で行った
。以下の一次抗体及び処理条件を染色に使用した：
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【表７】

【０１５６】
詳細な実施例
実施例１：　一般式（Ｉ）の化合物により誘導される異なる有糸分裂表現型
　化合物Ａ（ＢＡＬ２７８６２）又は化合物Ｂ又は化合物Ｃによる処置は、全ての試験腫
瘍細胞株で高い再現性及び異なる微小管表現型を誘導した（Ａ５４９細胞、ＨｅＬａ細胞
及びＳＫＢＲ３細胞での化合物Ａについては図１、そして、Ａ５４９細胞での化合物Ｂ及
び化合物Ｃについては図２に示す）。分裂細胞では、有糸分裂紡錘体の明らかな崩壊が起
こり、ドット様構造の形成をもたらした（図１）。この表現型は、従来の微小管標的薬剤
、例えば、微小管安定化剤のパクリタキセルならびに微小管不安定化剤のビンブラスチン
及びコルヒチン（図３）及びノコダゾール（図４）を用いた場合に観察される表現型と異
なることが示された。
【０１５７】
実施例２：　ＢＡＬ２７８６２は、従来の微小管標的薬物により優性的に誘導される微小
管表現型に打ち勝つ
【０１５８】
　微小管に及ぼすその活性の独自性を示すために、Ａ５４９細胞を使用して、ＢＡＬ２７
８６２をビンブラスチン、コルヒチン及びパクリタキセル（図５）ならびにノコダゾール
（図６）と併用して試験した。ビンブラスチン、コルヒチン、パクリタキセル又はノコダ
ゾールの単独処置では、これらの薬剤に特徴的な有糸分裂微小管表現型を誘導した。しか
し、最後の４時間のＢＡＬ２７８６２との併用処置は、微小管構造の崩壊をもたらし；ビ
ンブラスチン、コルヒチン、パクリタキセル又はノコダゾールが継続的に存在していたに
もかかわらず、ＢＡＬ２７８６２の単独処置と一致する表現型を生成した。対照的に、最
初に、ＢＡＬ２７８６２で処置し、その後、ビンブラスチン、コルヒチン、パクリタキセ
ル又はノコダゾールと４時間併用処置したところ、観察される微小管表現型に影響を及ぼ
さず、その表現型は、ＢＡＬ２７８６２による処置と一致した。
【０１５９】
　これらのデータから、式（Ｉ）の化合物は、微小管生物学に常に影響を及ぼすが、従来
の微小管標的薬剤とは異なる機序で影響を及ぼすことが実証される。
【０１６０】
本発明の詳細な実施例
実施例３：　ＢＵＢＲ１発現のｓｉＲＮＡ－介在ダウンレギュレーションは、ＢＡＬ２７
８６２処置によって誘発された抗増殖性効果及び腫瘍細胞死を抑制する
　４種類のＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡのプールを使用して、イムノブロット分析（ＢＵＢＲ
１ Ａｂ．No.１及び２の両方を用いる）により、ＢＵＢＲ１発現のダウンレギュレーショ
ンは、ＨｅＬａ子宮頸部腫瘍及びＨ４６０ ＮＳＣＬＣ細胞株の両方において非常に効果
的であることが示された（図７）。
【０１６１】
　驚くべきことに、ＢＡＬ２７８６２の存在下でのＨｅＬａ細胞数及び正常な表現型を有
するＨｅＬａ細胞の割合に対するプールしたＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡ処置の効果の分析に
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よると、ＢＵＢＲ１が最適な効果のために必要であることを示した（図８）。YO-PROアッ
セイを用いて、ＨｅＬａ細胞増殖及び生存率に対するＢＵＢＲ１発現の減少の効果のさら
なる分析によると、ＢＵＢＲ１発現そのものの欠損は、増殖速度において僅かな減少を引
き起こしたが、ＢＡＬ２７８６２の抗増殖性効果は、劇的に減少したことを示した（図９
、上のパネル）。さらにＢＡＬ２７８６２－処置コントロールの数と比べて、観察された
腫瘍細胞死の増加はみられなかった（図９、下のパネル）。
【０１６２】
　Ｈ４６０（図１０）及びＭＣＦ７乳癌細胞（図１１）の処置の後で同じ観察が見られた
ので、この効果は、細胞株又は腫瘍－タイプ－特異的でないことが示された。さらに、細
胞増殖（クリスタルバイオレットアッセイ）を分析する代替方法を用いて、同じ効果が、
ＨｅＬａ、ならびに膵臓（Ｐａｎｃ１）及び大腸癌（ＨＣＴ１１６）細胞（図１２）にお
いても同様に観察された。
【０１６３】
　図７～１２で示された実験のために用いられたＢＵＢＲ１のｓｉＲＮＡプールの特異性
を制御するために、プール内に含まれている個別のｓｉＲＮＡも同様に評価した。すべて
の個別のｓｉＲＮＡでの処置により、ＢＡＬ２７８６２の細胞増殖に対する効果は減少し
た（クリスタルバイオレットアッセイにより分析したように）（図１３Ａ）。重要なこと
には、減少の程度が、各個別のｓｉＲＮＡによって引き起こされたＢＵＢＲ１タンパク質
ダウンレギュレーションの効率と関連していることであった（図１３Ａと１３Ｂを比較さ
れたし）。
【０１６４】
実施例４：　ＢＵＢＲ１発現のダウンレギュレーションは、ＢＡＬ２７８６２耐性のため
に選択された腫瘍株において観察される
【０１６５】
　ＢＡＬ２７８６２に対する耐性についてのin vitro選択は、親株に対して下記の耐性係
数を有する３種類の比較的耐性の腫瘍細胞株を生成させた（クリスタルバイオレットアッ
セイを使用したＩＣ５０測定に基づく）：Ａ５４９（３．０倍）；ＳＫＯＶ３耐性１（７
．６倍）；ＳＫＯＶ３耐性２（１１．６倍）；Ｈ４６０（５．３倍）（表１）。
【０１６６】
【表８】

【０１６７】
　一般的に、これらのＢＡＬ２７８６２耐性細胞は、他の微小管不安定化剤、例えば、コ
ルヒチン、ノコダゾール及びビンブラスチンに対して、ＢＡＬ２７８６２とは異なるレベ
ルの応答を示し；そして、全ての株で、微小管安定化剤のパクリタキセルに対する感受性
が実際に増加したことが観察された（表１）。
【０１６８】
　これらの株の抽出及びイムノブロット分析（ＢＵＢＲ１ Ａｂ．No.２、マウスモノクロ
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ナールを用いて）により、親株と比較して、ＢＵＢＲ１タンパク質の発現の減少を示した
（図１４）。これは、ＳＫＯＶ３細胞では耐性発現を通して維持された（図１５）。これ
らのデータから、ＢＵＢＲ１発現レベルの減少とＢＡＬ２７８６２に対する獲得耐性の関
連性が示される。
【０１６９】
実施例５：　低いＢＵＢＲ１の発現レベルとＢＡＬ２７８６２処置に耐性の患者由来の腫
瘍細胞の関連性
　コロニー成長アッセイに基づいて、マウスにおいて異種移植片として維持した患者由来
腫瘍に由来する腫瘍細胞を使用し、ＢＡＬ２７８６２に感受性又は比較的耐性の腫瘍細胞
を胃癌及び肺癌から同定した（表２を参照）。コントロールに対して７０％の成長阻害が
観察された濃度（ＩＣ７０）を表２に示す。この表では、ＢＡＬ２７８６２に感受性の腫
瘍細胞は、低いナノモル範囲のＩＣ７０値を有するが、ＢＡＬ２７８６２に耐性の腫瘍細
胞は、ＩＣ７０値＞６００ナノモルと確定される。同じex vivoアッセイを使用したパク
リタキセル及びビンブラスチンのデータはまた、すべての腫瘍モデルで利用できた。全て
が、パクリタキセルによる処置に耐性であったが、全ては、ビンブラスチンによる処置に
感受性であった。
【０１７０】
【表９】

【０１７１】
　異種移植片として維持した同じ腫瘍における腫瘍細胞ＢＵＢＲ１タンパク質発現を測定
するために、免疫組織化学分析を実施した。全腫瘍ＢＵＢＲ１のレベルの分析は、ＢＵＢ
Ｒ１のレベルが異なる腫瘍間で異なったことを示した（図１６）。
【０１７２】
　コロニー成長アッセイ及び同じＩＣ７０基準から、パクリタキセル又はビンブラスチン
耐性と、低いＢＵＢＲ１発現レベルとの関連性は認められなかった。これは、胃腫瘍タイ
プでは、両方のモデルがパクリタキセルに耐性であって、さらにＧＸＦ９７のＢＵＢＲ１
のレベルがＧＸＦ２５１よりも明らかに低かったことから明白である。これらの腫瘍の両
方がビンブラスチンに感受性であったことから、同じ関連性の欠如は、胃モデルのビンカ
アルカロイド、ビンブラスチンの場合にも当てはまった。この関連性の欠如は、肺腫瘍モ
デルにおいても同じであった。したがって、ＢＵＢＲ１のレベルは、患者由来の腫瘍モデ
ルにおいて、従来の微小管薬剤のパクリタキセル及びビンブラスチンに対する耐性の信頼
性の高いバイオマーカーとして不適当であることが示された。
【０１７３】
　それにひきかえ、驚くべきことに、ＢＡＬ２７８６２耐性データ（コロニー成長アッセ
イにより定義されている）をＢＵＢＲ１のレベルと比較した場合、ＢＵＢＲ１発現は、耐
性腫瘍においてのみ、より低く、そして、同じ腫瘍組織型由来の感受性腫瘍ではそうでな
いことが示された（図１６と表２とを比較されたし）。そのため、低いＢＵＢＲ１のレベ
ルは、ＢＡＬ２７８６２に対する耐性を一貫して示した。したがって、ＢＵＢＲ１のレベ
ルは、本発明の化合物であるＢＡＬ２７８６２に対する耐性のバイオマーカーであること
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が示された。
【０１７４】
実施例６：　ＢＵＢＲ１ ＲＮＡ発現レベル vs タンパク質発現レベル
　ＢＵＢＲ１ ＲＮＡ発現レベルがタンパク質発現レベルを反映していることを示すため
に、ＢＡＬ２７８６２に対する耐性の予測においてＲＮＡ発現レベルを用いることができ
るので、発現レベルを、ＲＮＡレベル及びタンパク質レベルの両方について以下のように
測定した。全細胞抽出タンパク質を、ＨｅＬａ及びＨ４６０細胞株から調製し、そしてＢ
ＵＢＲ１タンパク質発現についてイムノブロットにより分析した（図１７Ｂ）。ＲＮＡ試
料を同じ細胞継代から調製し、そして定量的ＲＴ－ＰＣＲを実施した（図１７Ａ）。イム
ノブロットデータ（図１７Ｂ）とＲＴ－ＰＣＲデータ（図１７Ａ）との比較は、これらの
株中のＢＵＢＲ１についてタンパク質発現レベルとＲＮＡ発現レベルとの間には良好な相
関関係があることを示した。
【０１７５】
略語のリスト
Ａ５４９　　　　　　　　ヒト非小細胞肺癌細胞株
ＢＣＡ　　　　　　　　　ビシンコニン酸
Ｂｃｌ－２　　　　　　　Ｂ細胞リンパ腫２タンパク質
ＢＲＣＡ１　　　　　　　１型乳癌感受性タンパク質
ＢｒｄＵ　　　　　　　　ブロモデオキシウリジン
ＢＳＡ　　　　　　　　　ウシ血清アルブミン
ＣＣＤ　　　　　　　　　電荷結合素子
ｃＤＮＡ　　　　　　　　相補的デオキシリボ核酸
ＣＡ－１２５　　　　　　癌抗原１２５
ＣＲＥＳＴ　　　　　　　局限性強皮症
ＤＡＢ　　　　　　　　　３，３－ジアミノベンジジン
ＤＭＳＯ　　　　　　　　ジメチルスルホキシド
ＤＭＥＭ　　　　　　　　ダルベッコ変法基本培地
ＤＮＡ　　　　　　　　　デオキシリボ核酸
ｄＵＴＰ　　　　　　　　２’－デオキシウリジン５’－三リン酸
ＥＤＴＡ／ＥＧＴＡ　　　エチレンジアミン四酢酸／エチレングリコール－ビス（β－ア
ミノエチル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸
ＥＬＩＳＡ　　　　　　　酵素結合免疫吸着アッセイ
ＥｒｂＢ－２　　　　　　ヒト上皮成長因子受容体２
ＥｔＯＨ　　　　　　　　エタノール
ＦＡＣＳ　　　　　　　　蛍光活性化細胞スキャン／選別法
ＦＣＳ／ＦＢＳ　　　　　ウシ胎児／ウシ胎仔血清
Ｇ２／Ｍ　　　　　　　　細胞周期のＧ２から分裂期への移行
ＧＸＦ２５１　　　　　　患者由来の胃腫瘍
ＧＸＦ９７　　　　　　　患者由来の胃腫瘍
ＨＣＴ１１６　　　　　　ヒト結腸直腸癌細胞株
ＨｅＬａ　　　　　　　　ヒト扁平上皮癌細胞株
ＨＥＰＥＳ　　　　　　　４－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジン－１－エタンスルホ
ン酸
Ｈｏｅ３３３４２　　　　２’－（４’－エトキシフェニル）－５－（４－メチルピペラ
ジン－１－イル）－２，５’－ビス－１Ｈ－ベンゾイミダゾール三塩酸塩三水和物
Ｈ４６０　　　　　　　　ヒト非小細胞肺癌細胞株
ＩｇＡ　　　　　　　　　免疫グロブリンＡ
ＩｇＧ　　　　　　　　　免疫グロブリンＧ
ＩＨＣ　　　　　　　　　免疫組織化学
ＩＳＥＴ　　　　　　　　上皮性腫瘍細胞のサイズによる単離
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ＬＸＦＡ６２９　　　　　患者由来の肺癌細胞
ＬＸＦＬ５２９　　　　　患者由来の肺癌細胞
ＭＡＬＤＩ　　　　　　　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化質量分析法
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　　　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化飛行時間型質量分析
法
ＭＣＦ－７　　　　　　　ヒト乳癌細胞株
ｍＲＮＡ　　　　　　　　メッセンジャーリボ核酸
ＭＴＳ　　　　　　　　　３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－５－（３－
カルボキシメトキシフェニル）－２－（４－スルホフェニル）－２Ｈ－テトラゾリウム
ＮａＣｌ　　　　　　　　塩化ナトリウム
ＮａＦ　　　　　　　　　フッ化ナトリウム
ＮＣＢＩ　　　　　　　　国立生物工学情報センター
ＮＳＣＬＣ　　　　　　　非小細胞肺癌
ＮＰ４０　　　　　　　　ノニデットＰ４０
ＮＴＣ　　　　　　　　　テンプレート以外のコントロール反応液
ＰＢＳ　　　　　　　　　リン酸緩衝生理食塩水
ＰＣＲ　　　　　　　　　ポリメラーゼ連鎖反応
Ｐ－ｇｐ　　　　　　　　Ｐ－糖タンパク質
ＰＭＳＦ　　　　　　　　フッ化フェニルメチルスルホニル
ＰＳＡ　　　　　　　　　前立腺特異的抗原
ＰＶＤＦ　　　　　　　　フッ化ポリビニリデン
ＲＡＮＯ　　　　　　　　高悪性度グリオーマの応答評価
ＲＥＣＩＳＴ　　　　　　固形腫瘍の応答評価基準
ＲＥＡＤＳ　　　　　　　分解ｃＤＮＡの制限酵素増幅
ＲＰＭＩ－１６４０　　　トランスフォーム及び非トランスフォーム真核細胞及び細胞株
の培養に使用される細胞培養培地
ＲＴ－ＰＣＲ　　　　　　リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応
ＳＡＧＥ　　　　　　　　遺伝子発現の連続分析（ＳＡＧＥ法）
ＳＤＳ　　　　　　　　　ドデシル硫酸ナトリウム
ＳＥＬＤＩ　　　　　　　表面増強レーザー脱離／イオン化質量分析法
ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ　　　表面増強レーザー脱離／イオン化飛行時間型質量分析法
ＳＥＱ．ＩＤ Ｎｏ．　　 配列識別番号
ｓｉＲＮＡ　　　　　　　低分子阻害性リボ核酸
ＳＫＢＲ３　　　　　　　ヒト乳癌細胞株
ＳＫＯＶ３　　　　　　　ヒト卵巣癌細胞株
ＴＵＮＥＬ　　　　　　　末端デオキシヌクレオチド転移酵素ｄＵＴＰニック末端標識法
ＴＸ－１００　　　　　　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００
ＹＯ－ＰＲＯ　　　　　　シアニンモノマー核酸蛍光染色
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