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前立腺癌とホルモン受容体陽性乳癌はその増殖と生存を性ステロイドホルモンに依存するという

特徴を有している。前立腺癌は欧米において最も発症例数の多い固形癌であり、米国の癌死要因の第

2位に位置している(siege12016)。去勢によるアンドロゲンの除去に治療効果が認められたことか

ら、前立腺癌のホルモン依存性は 50年以上前に確立されている(HugginS194D 。それ以来、ホル

モン療法は前立腺全摘後の再発前立腺癌、手術が選択肢とならない局所進行癌や転移癌に対する薬物

療法の中心として用いられてきた。循環血中のアンドロゲンの多くは精巣由来なので、ほとんどの前

立腺癌は治療初期においては去勢療法によく反応する。去勢の方法としては、外科手術による精巣摘

出とゴナドトロピン放出ホルモン(gonad0廿OpinreleaS血gh0血one; Gn噸)アナログ投与がある。し

かしながら、治療開始後12から33ケ月以内に前立腺特異抗原(prostatespeC途Cantigen; PSA)の再上

昇で感知される去勢療法に対する抵抗性が出現する(He11erstedt2002)。このステージの前立腺癌は

去勢抵抗性前立腺癌(caS廿ation・resistant prostatecancer; CNC)と呼ばれる。臨床症状を伴う CUC

の予後は不良であり(AuclerC2000, smaⅡ2004)、従来、このような患者に対して全生存率を延長す

る唯一の化学療法薬としてドセタキセルが用いられてきた(Ta血Ock2004)。しかしながらその効果

は限定的であり、貧血、好中球数低下、下痢、感覚神経障害などの重度かつ高頻度の有害事象を伴う

(Ta血Ock2004)。そのため CNCに対する新たな治療選択肢が望まれている。

緒

現在まで前立腺癌における去勢抵抗性のメカニズムについて多くの議論がなされてきたが、最近の

研究でアンドロゲン受容体(androgenreceptor; AR)のシグナルの重要性が示された(scher2005)。

以下に示すいくつかのメカニズムが密接に関連しあって去勢抵抗性を獲得することが想定されてい

る。(A)副腎アンドロゲンから変換された testostemneあるいは腫傷内で denov0合成されたアンド

ロゲンによりARが1舌性化する(stanbrough2006、 Montgomery2008)。(B) AR蛋白質の高発現ある

いはコファクターの発現レベルの変化によりARの感受性が亢進する(chen2004、 Hara2003a)。(C)

ARの変異により種々のりガンドでARが活性化されるようになる(Hara 2003b, schuU血anS 1990,

Yoshida2005,EI01995,T即 1997)。(D)りガンド結合領域を欠損することでARがりガンド非存在下

で転写活性を持つようになる山ergerat2009, De1如 2008,GU02009, HU2009)。これらのメカニズム

のうち、(A)の副腎アンドロゲンから変換されたテストステロンあるいは腫傷内で denov0合成さ

れたアンドロゲンによるARの活性化が低分子化合物により最もターゲットしやすい。Gn矧アナログ

は Gn臨シグナルの脱感作による黄体ホルモン(Luteinizingh0血one;LH)の分泌抑制により精巣か

らのアンドロゲン産生を抑制する。副腎アンドロゲン産生はLHの支配下にないため(wieman1986)、

去勢後も副腎アンドロゲンは維持され、腫傷内でより高活性のアンドロゲンに変換される。副腎アン

ドロゲンを含むアンドロゲンはコレステロールから何段階かの酵素反応を受けて精巣および副腎で

合成される(Fig.1)。
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アンドロゲン合成に必須の酵素は CYP17A1が持っ17,20-1yase活性である(vasaitiS 20H, payne

2004)。この酵素反応を阻害すれば、すべてのアンドロゲンおよびその下流に存在するステロイド(エ

ストロゲンなど)の生合成を阻害することができる。したがって、この酵素活性の特異的な阻害薬は

新しい前立腺癌治療薬となることが期待される。

甲

乳癌は女性で最も櫂患率の高い悪性腫傷であり(siege12016)、50-80%の乳癌がエストロゲン受容

体を発現しており、閉経後の患者において乳癌細胞の増殖と生存を副腎アンドロゲンから変換された

エストロゲンに依存している(Nielsen2004,sainsbury2004, clark 1984)。最近まで抗エストロゲン薬

であるタモキシフェンによるエストロゲン受容体(estrogenreceptor;ER)の阻害を含む内分泌療法が

閉経後ホルモン受容体陽性乳癌に対する効果的な治療であった(Baum 1990, Early Breast cancer

Trialists' GrouP 1998)。現在では estradi01生合成を阻舌する anastrozoleを含む aromatase阻舌薬力§閉

経後ホルモン受容体陽性進行性乳癌に対するファーストライン療法として推奨されている山Urste血

201の。エストロゲンはアンドロゲンから合成されるため、アンドロゲン合成を阻害する薬剤も同様

に乳癌治療薬となる可能性がある。さらに血中の dehydroepiandrosteronesulfate(DHEA・S)濃度を測

定することにより、aromatase阻害薬投与で実現される低エストロゲン状態での病状の進展を予測で

き、また、病状進展後の aminoglutethimide療法や副腎摘出による血中 DHEA、S濃度の低下により病

状を安定化できるという臨床報告がなされている(MoniS20OD 。さらに副腎アンドロゲンとその代

謝物が血Vi仕0で直接 ERを活性化するという報告がある(Maggiolini1999)。したがって副腎性アン

ドロゲン産生を抑制する 17,20-1yase阻害薬は、 aromatase阻害薬に抵抗性となった乳癌の治療薬とな
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る可能性があると考えられる。

17,20-1yase活性は、副腎皮質に存在する薬物代謝酵素であるCYP17A功ゞ担っており、この酵素は

17,20-1yase活性とともにグルココルチコイド産生に必須である17・hydroxylase活性も有していること

が知られている(AuchuS2001)。また、17,20-1yase 活性発現には電子供給ではないメカニズム(Auchus

1998, Kok 201ので、 cytoC11rome b5の共存が必要であり(Akhtar2005)、 17,20-1yase活性のみを先天

的に欠損した症例が報告されている(Ge11er1997)。このCytoC11romeb5は副腎アンドロゲンが産生さ

れる霊長類の副腎皮質網状層にのみ高発現しており(MapeS1999)、 cytoC11romeb5変異を先天的に

有するとメトヘモグロビン血症と仮性半陰陽となることが報告されている(Giord飢01994)。これらの

報告から 17,20-1yase活性発現に必須なCYP17A1の立体構造が存在することが推定され、 17,20-1yase

阻害と17・hydroxylase阻害の間に選択性を持たすことができる可能性が考えられた。

CYP17A1はCYPファミリーに属し、このファミリーには多くの薬物代謝酵素やステロイド合成酵

素が含まれており、これらを阻害による副作用や薬物相互作用の発現が懸念される。そこで

17,20-1yase活性と阻害活性とともに十分な特異性を持つ化合物を探索し、 TAK・700 (0武eronebを見出

した(Fig.2, KakU 2011)。

Fig.2. chemicalstructⅡre oflAK・700 (orteroneD
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Abbreviations:

ACTH, adrenocorticotropic honnone

ATCC, American Type culture c011ection

CI, confidence interval

CRPC, castration・resistant prostate cancer

DHEA, dehydroepiandrosterone

DHEA・S, dehydroepiandrosterone sulfate

D・MEM, Dulbecco'S Modi丘ed Eagle Medium

D・MEM/F・12, Dulbecco'S Modified Eaele Medium: Nutrient Mixture F・12

hcG, human chorionic gonadotropin

hsG, human seNm gonadotropin

MEM, Minimum Essential Medium

PC, prostate cancer

RLへ、., radioimmunoassay

SCC, side chain cleavage

TLC,thin・1ayer C11romatography
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第1章 IAK・700によるアンドロゲン合成の阻害

緒論で述べたように CYP17ANよ17,20-1yase活性と17・hydroxylase活性を有し、アンドロゲン合成に

必須の酵素である(AuchuS2001)。両活性はそれぞれ17・hydroxypregnen010neを DHEAに、pre即en010ne

を17・hydroxypregn卵010neに変換する(Fig. D 。アンドロゲン生合成に関与する酵素のうち、 CYP17AI

は CRPC転移巣において非常に高発現していることが報告されている(M伽tgomery200幻。さらに

DHEAは、アンドロゲン感受性の細胞株MDApca2bから我々が新たに樹立した CRPCモデル細胞で

はアゴニスト作用を示すとともに増殖を促進し(Hara2003a)、細胞株 CWN2 及び LNcaP が有す

る変異 AR (それぞれH874Y,T幻7A;T帥1997)の転写活性を促進する。したがって、すべてのアン

ドロゲンの合成を抑制する 17,20-1yaseの阻害は、りガンドで活性化される ARをブロックするのに

最適な戦略であると考えられる。多くのステロイド合成酵素と薬物代謝酵素はCYP17A1と同じく活

性中心にへム鉄を有する CYPファミリーに属している。したがって副作用と薬物相互作用を避ける

ためには 17,20-1yase阻害薬は高い選択性を持つ必要がある。 17,20-1yase阻害活性を持つ

ketoconazole (Loose1983)は、かつて臨床で CNC治療に用いられたことがある。しかしながら

ketoconazoleの17,20-1yaseに対する選択性が低いことに起因する毒性のため、多くの症例において、

治療継続ができなかった(smaⅡ2004)。したがって選択性の高い17,20-1yase阻害薬を見出すことが

出来れば臨床において治療効果が期待できる。

17,20-1yaseの好適な基質は動物種によって異なることが知られている。ヒトでは△5 ステロイドで

ある 17・hydroxypregnen010neが△4 ステロイドである 17・hydroxyprogesteroneより50倍好適な基質と

なるが、ラットの場合は 17・hydroxyprogesteroneが好適な基質となる(AuchuS2001,Mi11er1997)。そ

こで、本実験では、ラット、サル、ヒトにおけるアンドロゲン合成に対する新規17,20-1yase阻害薬

TAK、700の阻害作用について、酵素レベル、細胞レベル、個体レベルで ketoconazole 及び転移の有

るCNC治療に用いられている abiraterone と比較検討した。

本
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1)化合物

IAK・700,6・[(7S)・フ・hydroxy・6,フ・dihydro-5H・pyn010[12・C]imidaz01-フ・yl]・Ⅳ・methyl-2・

n叩ht加mideはKakUらの方法(KakU2011)により武田薬品工業株式会社で合成された。ビカルタミド

はカソデックス錠として販売されているものを購入し、テトラヒドロフランを用いて抽出し、NMR、

元素分析、融点で確認した。 Abi松temne はPottaらの方法(pott引 1995)により武田薬品株式会社で

合成され、化学構造を元素分析と融点で確認した。その他の化合物は試薬レベルのものを購入した。

3H1票盲哉した 17α・hydroxypregnen010ne、 17α・hydroxyprogesterone及び ProgesteroneはAmershamネ士力、ら、

Pregnen010ne及び11・deoxycortis01はNEN社から購入した。

2)細胞

NCI・H295R細胞は ATCCから購入し、2.5%NU・se皿m1及び1%11S・PIUSを添加したDMEM/F.12培地

で培養を行った。

実験方法

3)動物

ま隹性 CD(SD)1GSラットはチャールズリバー社から購入した。 25でに温度管理され、 14時間の明期

と 10時間の暗期の明暗サイクル(5時点灯)に設定された飼育室で飼育した。餌と水を自由摂取さ

せた。

去勢していない雄性カニクイザルは 5-7歳の個体を複数のソースから購入した。26士2でに温度管

理され、12時間の明期と12時間の暗期の明暗サイクル(6時点灯)に設定された飼育室で飼育した。

去勢した雄性カニクイザルは 6-12歳の個体をケアリ社から購入した。 23士2でに温度管理され、12

時間の明期と12時問の暗期の明暗サイクル(7時点灯)に設定された飼育室で飼育した。すべての動

物試験は武田薬品工業株式会社の動物倫理規定に基づき承認を受けて実施した。

4) 17,20-1yase 活性の測定

組換ヒト CYP17Aνヒト NADPH cytoC11romecreductase/cytoC11rome b5のmixture、 5歳齢カニクイ

ザル副腎あるいは11週齢ま隹性CD(SD)1GSラット精巣から調製したミクロゾーム分画を活性測定に使

用した。ヒト及びサル酵素反応の基質として3Hでラベルした 5μM 17α・hydroxypregn伽010neを用い、

ラット酵素反応の基質として3Hで標識した 5μM 17α・hydroxyprogesteroneを用いた。ヒト酵素、サル

酵素およびラット酵素に対する反応時間は 37ででそれぞれ 60、120及び 40分とした。酵素反応後酢

酸エチルで抽出した基質及び反応生成物を薄層クロマトグラフィーで分離した。 BAS2000Ⅱバイオ

イメージアナライザーを使用し薄層プレート上の基質及び反応生成物のスポットの検出と相対放射

活性値(PSL 値として表示)の測定を行った。

5) 17・hydroxylase 活性の担11定

組換ヒト CYP17Aνヒト NADPH cytoC1辻omecreductase/cytocl)romeb5のmixture、 5歳齢カニクイ

ザル副腎あるいはⅡ週齢雄性 CD(SD)1Gラット精巣から調製したミクロゾーム分画を活性測定に使

用した。ヒト及びサル酵素反応の基質として3Hでラベルした 5μMpregnen010neを用い、ラット酵素
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反応の基質として3Hで標識した5μMprogesteroneを用いた。ヒト酵素、サル酵素およびラット酵素に

対する反応時間は 37てでそれぞれ120、5及び 120分とした。酵素反応後酢酸エチルで抽出した基質

及び反応生成物を薄層クロマトグラフィーで分離した。 BAS2000Ⅱバイオイメージアナライザーを

使用し薄層プレート上の基質及び反応生成物のスポットの検出と相対放射活性値(PSL 値として表

示)の測定を行った。

6 ) 11・hydroxylase 活性の測定

5歳齢カニクイザル副腎及びⅡ週齢雄性 CD(SD)1Gラット副腎からミトコンドリア分画を調製し酵

素活性測定に使用した。酵素反応の基質として 3Hで標識した2μM 11、deoxy、C0πis01を用いた。カニ

クイザル酵素及びラット酵素に対する反応時問は 37ででそれぞれ120 及び180分とした。酵素反応後

酢酸エチルで抽出した基質及び反応生成物を薄層クロマトグラフィーで分離した。 BAS2000Ⅱバイ

オイメージアナライザーを使用し薄層プレート上の基質及び反応生成物のスポットの検出と相対放

射活性値(PSL値として表示)の測定を行った。

フ)ラット精巣浮遊細胞におけるステロイド産生の測定

ラット精巣をコラゲナーゼ処理して調製した浮遊細胞を500,000 細胞n mUウェルの割合で48 ウ

エルプレートに分注した。培地として 0.5%仔牛血清を含む D、MEM を使用した。 1AK、700 (3

200,ooonM)添加10分後にHumanchorionicgonad0廿Opin(hcG;0.011U/mL)添加し、 37でで 5時間イ

ンキュベートした。その後、細胞を60てで30分間処理してステロイド産生を停止した後、上清を回収

し、ラジオイムノアッセイ(RIA)により各種ステロイド濃度を測定した。

8)ラット副腎浮遊細胞におけるステロイド産生の測定

ラット副腎をコラゲナーゼ処理して調製した浮遊細胞を 100,000細胞n mL/ウェルの割合で48 ウ

エルプレートに分注した。培地として D・MEM を使用した。 TAK・700(3-200,ooonM)添加10分後に

adrenocodicotropichonnone (ACIH ;10nM)を添加し、 37でで 3時間インキュベートした。その後、

細胞を 60でで 30分間処理してステロイド産生を停止した後、上清を回収し、 NAにより各種ステロ

イド濃度を測定した。

9)カニクイザル副腎浮遊細胞におけるステロイド産生の測定

7歳齢カニクイザルの副腎をコラゲナーゼ処理して調製した浮遊細胞を100,000 細胞/1 mUウェル

の割合で 48ウェルプレートに分注した。培地として D・MEM を使用した。 1AK、700 (0.1-100,000

nM)あるしWよ ketoconazole(0.1-100,ooonM)添加 10分後に ACTH aonM)を添加し、 37でで 3時

間インキュベートした。その後、細胞を60てで30分間処理してステロイド産生を停止した後、上清

を回収し、 NAにより各種ステロイド濃度を測定した。

10) NCI・H295R 細胞(ヒト副腎腫傷細胞)におけるステロイド産生の測定

H295R細胞を 50,000 細胞ノウェルの密度で 24穴プレートに播き、 3日後に20 μM forskolin,2.5%

NU、se川m 1および 1% 1TS,PIUSを含む D・MEM午、12培地に交換した。さらに2日後に細胞を 1%
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11S、PIUS補充 D、MENVF、12培地で2回洗い、 20 μM forskolin及び種々濃度の TAK、700, abirateroneあ

るいは ketoconazoleを含む1% 1TS、PIUS補充 D・MEM/F,12培地を添加した。24時間後に培地を回収し、

NAにより各種ステロイド濃度を測定した。

また、 1AK・700によるステロイド産生阻害の可逆性についての実験は、 TAK、700 (3-300ON)あ

るいは abiraterone (03 -30o nM)を含む 1% 1TS・PIUS補充 D・MEM加・12培地を添加して2時間後に

1% 11S、PIUS補充 D・MEM午・12培地で2回洗い、同じ濃度の化合物含む培地を添加するか、化合物を

含まない培地を添加した。 wash・out後3時間、 6時間、 24時間後に培地を回収し、 NAにより各種ス

テロイド濃度を測定した。

11)雄性ラットの血清ステロイド濃度の測定

9週齢 CD(SD)1GS の雄性ラットを1 群が 7匹となるように Vehicle(0.5% methylceⅡUlose)

投与群、 TAK・700、 30 mgAくg 投与群、 10omgA【g 投与群及び 30omgA【g 投与群の4群に分けた。採

血後経口投与を行ない、投与 2、4、8 及び24時間後に採血を行なった。血清 testosterone濃度は NA

により測定した。なお投与量はラット酵素阻害活性及びラット浮遊精巣細胞の testosterone産生阻害

活性がサル、ヒトの場合より弱いことから高めに設定した。

12)下垂体摘出雄性ラットの血清アンドロゲン及びコルチコイド濃度の測定

下垂体を摘出した6週齢CD(SD)1GS ラットを 1群が 7匹となるようにVehicle(0.5% methylceⅡUlose)

投与群、 TAK・70030mg永g 投与群、 10omgAくg 投与群及び30omgAくg 投与群の4群に分けた。アンド

ロゲン産生系に対する影響を調べる試験ではIAK、700の経口投与2時間後にhcG(50IU永g)を静脈

内投与し、さらに2時間後に採血した。コルチコイド産生系に対する影響を調べる試験では TAK、700

の経口投与3時間後にACIH(200昭永g)を静脈内投与し、さらに1時問後に採血した。血清testosterone、

androstenedione、 corticosterone及びaldosteroneの濃度1才RIA1こより祖11定した。なお投与^はラット酉孝素

阻害活性及びラット浮遊精巣細胞のtestosterone産生阻害活性がサル、ヒトの場合より弱いことから高

めに設定した。

13)雄性ラットのアンドロゲン依存性臓器の重量測定

8週齢雄性CD(SD)1GS を1群が7匹となるようにVehicle(0.5% methylce11Ulose)投与群、去勢Vehicle 投

与群、 TAK・700の112.5 mgA【g/day (37.5 mgnくg/回,1日3回)投与群、 450mgnくg/day a50 mgAくg/回,1日

3 回)投与群、 180o mgA(g/day (60o mgnくg/回,1日3回)投与群及び bicalutamide 50 mgA【g/day (1日 1

回)の6群に分けた。 1AK"700及びbicalutamideを4日間連日経口投与した翌日、前立腺及び精嚢腺重

量を測定した。なおIAK、700のラット酵素阻害活性及びラット浮遊精巣細胞のtestosterone産生阻害活

性がサル細胞及びヒト細胞株の場合より弱いことから投与量を高く設定した。

14)正常雄性カニクイザル単回経口投与試験

4 -7歳ま隹性カニクイザルを1群が4匹となるようにVehicle (0.5% methylceⅡUlose)投与群、 1AK、700

の03mg永g投与群、1mg八くg投与群、 3mg永g投与群及び10mg永呂投与群の5群に分けた。 TAK・700は経

口で単回投与した。 1AK,700投与48時間前,、 24時間前、投与直前、投与2、 5、 10、 24及び48時間後

に採血を行なった。血清DHEA、 C0丘is01及び testosterone濃度はNA によ川則定した。
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15)正常雄性カニクイザル 1週間反復経口投与試験

5-7 歳雄性カニクイザルを1群が5匹となるようにVehicle (0.5%methylce11Ulose)投与群、 1AK,700

の3 mg永g/回投与群、フ.5mgA(g/回投与群及び15mg永g/回投与群の4群に分けた。 1AK・700を1日2回(午

前10時及び午後10時、最終日は午前10時のみ)1週間反復経口投与した。採血は 1日2回(午後2時及

び7時)投与3日前から最終投与日の午後7時まで行った。血清 DHEA、 C0丘is01及びtestosterone濃度は

RIAにより測定した。

1田去勢雄性カニクイザル 1週間反復経口投与試験

6-12歳去勢雄性カニクイザルを1 群が3 匹となるように IAK、700の7.5mg永g/回投与群及び15

mg永gノ回投与群の 2群に分けた。 1AK・700を1日2回(午前8時及び午後部寺、最終日は午前部寺のみ)1

週間反復経口投与した。採血は 1日2回(午後12時及び 5時)投与 3日前から最終投与日の午後 7時

まで行なった。投与終了約 1ケ月後1頭を除く(健康状態悪化のため除外)全てのサルに Vehicle(0.5%

methylceⅡUlose)を投与し、同じスケジュールで採血を行なった。血清 DHEA,C0丘is01及び testosterone

濃度は NA により測定した。

17)統計処理

Invitro^験1こおし)ては、 testosterone、 androstenedione、 DHEA、 cortis01,、 corticosteroneあるし)は

aldosteroneに対するTAK、700の IC5。士 95%信頼区間(confidence血terval; CD は、10g変換した用

量反応曲線の直線的に下降している部分について線形回帰分析することで算出した。カニクイザルに

おいては血清ステロイド濃度は個体間の差が大きく、日内変動やストレスの影響を受けるので、単回

経口投与試験においては投与前の濃度の平均値(投与48時間前、24時問前、直前)に対する%で表し

た。非去勢のカニクイザルを用いた反復経口投与試験においては、最終投与日の午後2時における対

照群(溶媒投与群)と IAK・700投与群の統計学的有意差は DU血ett'stest(等分散の場合)あるいは

Steel'stest(不等分散の場合)で分析した。 P値が0.05以下の場合に統計学的に有意とした。

雄性ラットを用いたinviv0試験においては、対照群とTAK、700投与群の統計的有意差は DU血ett'S

test あるいは Steel'stestで検定した。対照群とbicalU仏mide投与群あるいは対照群と去勢群の統計学的

有意差は Unpairedstudent'st・testで検定した。 P値が0.05以下の場合に統計学的に有意とした。

雌性ラットを用いたin ⅥV0試験においては、対照群と TAK・700投与群の統計学的有意差は

DU帥ett's test あるいは Steel's testで検定した。対照群と飢aS廿Ozole投与群の統計学的有意差は

Unpairedstudent'st・testで検定した。 P値が0.05以下の場合に統計学的に有意とした。
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1 TAK・700による 17,20-1yase,17・hydroxylase 及び 11・hydroxylase 1舌性の阻害

TAK・700 はサル 17,20-1yase 及び 17・hydroxylase 活性をそれぞれ 27 (95% CI:24 -32) nM 及び 38

(95% CI:30 -48) nM の IC50値で阻害した(Table D。一方、同じアッセイ系での abiraterone の IC5。

値は、 16(95%CI:14-18)nM 及び 25(95%CI:23-28)nM であった。副腎アンドロゲンを低下させ

るために臨床において適用外使用で使用されてきた(smaⅡ 2004) ketoconazole の IC5。値はそれぞれ

750(95% CI:560-1,10の nM および> 10,ooonM であった。これらの結果は,1AK・700 と abiraterone

は 17,20-1yase and 17・hydroxylase の両方にほぼ同等の阻害活性を有し、それらの阻害活性は

ketoconazole より強いことを示している。 C0丘icosterone 及び Cortis01 の生合成に必須であるサルの

11・hydroxylase に対して IAK・700 の阻害は 10,ooo nM まで 50%に達しなかった(Table D。一方、

abiraterone と ketoconazole の IC50値はそれぞれ 600 (95% CI:480 -76の nM 及び 270 (95% CI:190 -

38のnMであった。

TAK・700 は、ヒト 17,20-1yase 及び 17・hydroxylase1舌性をそれぞれ 140 (95% CI:120-17のnM 及び

760(95% CI:640-91のnMのIC50値で阻害した(Table D。Abirateroneの IC5。値は、それぞれ 27(95%

CI:24-3の nM 及び 30(95% CI:27 -34) N であった。 Ketoconazole の IC5。値はそれぞれ HO(95%

CI:88 - Bの nM 及び 580 (95% CI:530 -64の nM であった。 Abiraterone がヒト 17,20-1yase 及び

17・hydroxylase に対して最も強い阻害作用を示したが、 TAK・700 は abiraterone と比較してヒト 17,

20-1yase をより選択的に阻害した。 Ketoconazole はサル 17,20-1yase と比較してヒト 17,20-1yase をよ

り強く阻害し、 17・hydroxylase と比較して 17,20-1yase に選択性が高かったが、サル 11・hydroxylase 活

性も強く阻害した(Table D。

TAK・700 のラット 17,20-1yase、 17・hydroxylase 及び H-hydroxylase 活性に対する IC50値はそれぞ

れ 1,200 (95% CI:1,100-1,30の nM,> 10,ooo nM 及び> 10,ooo nM であった(1able D 。他の酵素より

17,20-1yase により強い阻害活性を示した。一方、 abiraterone は 17,20-1yase 及び 17・hydroxylase の両

酵素活性をほぼ同等の強度で阻害した(Table D。Abiraterone は 3 つの化合物の中で 17,20-1yase及び

17・hydroxylase 活性を最も強力に阻害したが、 11・hydroxylase に対しても阻害活性を示した(Table D。

Ketoconazole による阻害は 17,20-1yase に選択性を示したが、 11・hydroxylase を最も強く阻害した

(Table D。 Abiraterone及び ketoconazole についての結果は、これまでに報告されている相対的な抑制

1舌性(Haid雛2003, RowlandS1995)とほぼ一致していた。

実験結果

以上、 TAK・700 はターゲット酵素であるヒト 17,20-1yase を高い選択性を持って阻害したが、

abiraterone 及び ketoconazole は TAK・700 と比較して H・hydroxylase を強く阻害した。
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Iable l.1nhibition of 17,20-1yase,17-hydroxylase, and 11-hydroxylase 血 d廿ferentspecies

by the 17,20-1yase inhibitors lAK-700, abiraterone, and ketoconazole.

Species Enzyme

Hulnan 17,20-1yase

17・hydroxylase

Monkey 17,20-1yase

17・hydroxylase

11・hydroxylase

17,20-1yase

17・hydroxylase

11・hydroxylase

IAK・700

Rat

140 a20-17の

760 (640-91の

IC50(95% CD, nM

27 (24-32)

38 (3048)

Abiraterone

27 (24-3の

30 (27-34)

>10,000

1,20o a,100-1,30の

16 (14-18)

25 (23-28)

Ketoconazole

>10,000

HO (88・Bの

600 (480-76の

>10,000

580 (530-64の

62 (4.フーフ.9)

750 (560-1,10の

92 (フ.9-1D

>10,000

550 (390-70の

270 (190-38の

2,30o a,900-3,10の

>10,000

69 (52-87)

Ⅱ



2 培養細胞及び浮遊細胞のステロイド産生に対するTAK・700による阻害

2.1 ラット精巣及び副腎浮遊細胞のステロイド産生に対するTAK、700による阻害

ラット精巣浮遊細胞の testosterone及び androstenedioneの産生は IAK.700によりそれぞれ 640

(95% a:510-810 nM)nMおよび 210(95% CI:140-310nM) nMの IC5。値で抑制された(Fig.3A, B)。

17・hydroxyprogesteroneの産生に対して、 1AK・700は1,ooonMまで増加作用を示したが、それ以上の濃

度では増加作用は濃度依存的に減弱した(Fig.3C)。 progesteroneの産生に対してTAK、700は、 100,000

nMまで濃度依存的に増加作用を示した(Fig.3D)。これらの結果から、 1AK、700は、低濃度では

17,20-1yase活性のみを阻害し、高濃度では 17・hydroxylaseも阻害することが示唆された。

TAK・700の 17,20-1yaseに対する高い選択性は、ラット副腎浮遊細胞において C0丘ico・sterone 産生

に対する IC5。値が>200,ooonMであり(F地.4A)、 aldosterone産生に対するIC5。値が 35,000(95%a

314のnM(Fig.4B)であることからも支持された。低濃度においては、 1AK・700は C0武icosterone及び

aldosterone濃度にほとんど影響を与えなかった。ラット副腎浮遊細胞における Progesterone産生に対

して、 TAK、700は30,ooonM以上の濃度でのみ増加させる傾向力靖忍められた(Fig.4の。

以上、 TAK、700 がラット 17,20-1yase1舌性に対して選択性の高い阻害活性を有しており、アンドロ

ゲン産生を抑制する濃度では C0武icosteroneあるいは aldosterone 産生にはほとんど影響しないこと

が示された。

12



A

120

100

80

60

40

20

0

C

B

10000

】0

100000

100

4000

TAK・700 (nM)

120

」000 10000

3000

100

】00000 1000000

80

2000

60

1000

40

20

0

0

Fig.3. Effect ofTAK・70o on hcG-snmulated production ofsteroid hormonesin rat

testicular ce11S.

TAK・70o was added lo min before hcG stimulation. The concentrations of (A) testosterone,(B)

androstenedione,(C) 17・hydroxyprogesterone, and (D) progesterone in conditioned media 5 h a丘er hcG stimulation

Were determined by NA. Mean 士 SEM, n=3.

10

】000000

】0

100

TAK.700 (nM)

100

70000

1000

TAK.700 (nM)

1000

60000

10000

10000

50000

100000 1000000

40000

】00000 1000000

30000

20000

10000

13

】0 100

TAK・700 (nM)

】 000

(
一
0
七
=
O
U
、
0
 
ゞ
)
U
■
0
岳
一
m
o
-
m
u
-

ー
'
,
ー
ー

(
一
0
=
女
0
0
、
0
四
0
)
U
号
」
U
一
の
U
普
ミ
勢
巳
又
'
・
ト
【

(
で
」
だ
0
0
』
0
0
＼
し
0
各
一
で
0
仁
U
一
功
巳
モ
く

ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
じ
 
D

0

(
一
0
」
一
■
0
0
、
0
 
四
0
)
U
に
巳
U
一
仂
U
如
0
」
、



御
140

120

100

80

60

40

20

0

(C)

(B)

10

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0

120

100 1000 '1し000

TAK.700 (nM)

100

80

100し00 10ooono

60

40

20

0

t

10

100 1000 10ono

TAK・700 (nM)

100 100しイ0〔地0

TAK・700 (nM)

更ig.4. Effect oflAK-70o on ACIH-stimulated production ofsteroid hormonesin rat

adrenal ce11S.

TAK・70o was added lo min before ACTH stimulation. The concentrations of(A) conicosterone,(B) aldosterone,

and (C) progesterone in cond北ioned media 3 h a丘erACTH stimulation were determined by NA. Mean 士 SEM, n=3.

100000 伯00000

1000001000000

14

{
一
0
」
E
0
り
↑
0
 
逑
Φ
に
0
」
Φ
一
の
0
で
一
く

(
一
0
.
一
仁
一
0
0
-
0
 
ゞ
)
Φ
に
0
お
一
仂
8
一
一
」
0
0

(
一
0
」
E
0
り
↑
0
 
ゞ
)
Φ
仁
0
」
Φ
一
の
Φ
窃
0
.
-
n



2.2 カニクイザル副腎浮遊細胞のステロイド産生に対するTAK、700による阻害

カニクイザル副腎浮遊細胞において、 TAK、700による前処置は ACIH刺激によるDHEA及び

androstenedione産生をそれぞれ 110 (95% CI:90 -14の nM 及び BO (95% CI:96 -17の nMの IC5。値

で阻害した(Fig.5A)。 C0蛯is01 及び aldosteroneの産生も TAK・700によりそれぞれ 310(95% CI:190-

45の nM 及び 4,400 (95% CI:3,600 -5,50の nMの IC5。値で抑制された(F地.5A)。 1AK・700は

C0丘icosterone 及び Progesteroneの産生を濃度依存的に増加させた(Fig.5B, C)が、 10,ooonM以上の濃

度では C0丘icosterone濃度は減少した。1AK・700は 17・hydroxyprogesterone濃度を30nMでわずかに上昇

させたが、 10onM以上の濃度では抑制した(Fig.5D)。これらの結果は TAK、700が 17,20-1yase活性を

11・hydroxylase及びaldosteronesynthase活性より強く阻害することを示している。

同キ隶の方t去でketoconazoleのイ乍用をキ貪言寸した。 Ketoconazoleは、 DHEA、 androstenedione、 cortis01 及

び aldosteroneの産生をそれぞれ 340(95% CI:290-40の N,580(95% CI:450-75の nM,340(95% CI:

240-48のnM 及び 350(95% CI:290-41の nMの IC5。値で抑制した(F喰.6A)。 corticosterone産生も

ketoconazoleにより 1,500 (95% CI:1,000-2,600; Fig.6B) nMの IC50値で抑制された。

17・hydroxyprogesteroneの産生は 1,ooonMの ketoconazole濃度でのみ顕著に増加したが、 3,000-10,000

nMの間では濃度依存的に抑制された(Fig.6C)。progesteroneの産生は 1,ooonMまで ketoconazoleによ

り増加したが、より高い濃度では減少した(Fig.6D)。これらの結果から、 ketoconazoleはサル

17,20-1yase1舌性の阻害に加えて、 11・あるいは 21・hydroxylase及び Sidechain cleavagee11Z川e(SCC)な

どの酵素も高濃度で阻害することが示唆された。

以上、 TAK・700は、 ketoconazoleと比較して、より強い17,20-1yase阻害作用を有するともに、より高

い選択性を持つことが示された。
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NCI・H295R 細胞のステロイド産生に対するTAK・700による可逆的阻害23

ヒト副腎皮質腫傷細胞株 NCI、H295R細胞は、ミネラルコルチコイド、グルココルチコイド及び副

腎アンドロゲンを産生する(cobb1996)。 TAK、700 は Na、H295R細胞による DHEA産生を 37(95%

CI:31-42)nM の IC5。値で強く抑制した(Fig.7A)。この値は invitr0 での 17,20-1yase 阻害の IC5。値

と同レベルであった(Table D。 TAK・700 は C0武is01 産生を 990(95% CI:720 -1,40の N の IC5。値

で抑制した。この結果から DHEA産生阻害の強度は Coms01産生阻害の強度より約27倍強いこと

が示された。CYP17Aが 17,20-1yase活性及び 17・hydroxylase活性の両方を有している(Nakajin 1981a,

Nakajin 1981b)が、 TAK・700 がセルフリーの酵素活性アッセイ系では 17,20-1yase 活性を

17、hydroxylase活性より 5.4倍低い IC5。値で阻害したことで部分的には説明できるかもしれない。17,

20-1yase1舌性のみを欠損する先天的欠損症の存在(AuchuS2002)と 17,20-1yase活性のみ、電子伝達

によらないメカニズムによって CytoC1Ⅱome b5 の存在が必要である(AuchuS 199幻ことから、

17・hydroxylase活性と 17,20-1yase活性発現に必要なコンフォメーションに違いがある可能性が考えら

れる。この選択性は 17・hydroxylase 活性と 17,20-1yase 活性発現に必要なコンフォメーションの違い

を反映しているのかもしれない。

また、 TAK・700 は他の副腎アンドロゲンである釦drostenedione の産生を 54(95% CI:48-6D nM

の IC5。値で濃度依存的に抑制した(Fig.8A)。濃度反応曲線は DHEAの濃度反応曲線に類似してい

た。 TAK・700 は 17・hydroxyprogesterone の産生を 1,700 (95% CI:1,100 -4,00の nM の IC5。値で抑制し

た(F地.8A)。 TAK・700 は 10nM で 17・hydroxyprogesterone の産生を増加させる傾向がみられた。この

結果は 17,20-1yase及び 17・hydroxylase活性阻害の間に一定の選択性が存在することを示唆している。

さらに Progesterone の産生は TAK・700 の添加により濃度依存的に増加した(Fig.9A)。これは

17・hydroxylase1舌性の阻害によるものと考えられる。Aldosterone の産生も TAK・700 の添加で濃度依存

的に増加したが、 3,ooonM以上の濃度でわずかに減少する傾向がみられた(Fig.9A)。 progesterone の

蓄積が aldosterone の産生増加に関与している可能性が考えられる。 Aldosterone、 codis01及び DHEA

の産生は副腎皮質の異なった層で起こるため、 aldosterone産生増加が inviv0でおこる可能性は低い

ものと想定される。球状層は主に aldosterone を産生し、 17,20-1yase 及び 17・hydroxylase の活性は、

束状層や網状層より低いことが報告されている(MapeS1999)。本実験に用いたNa、H295R細胞は、

これら 3 種類のステロイドホルモンをすべて産生することができる。 1AK、700 添加で生じるステロ

イドホルモン産生の変化はすべて 17,20-1yase及び 17・hydroxylase活性阻害で説明することができる。

Abirateroneは DHEA及び C0丘is01の産生をそれぞれ 27 (95%CI:2.5-29)nM及び23(95%CI:17ー

37)nM の IC5。値で抑制した(Fig.7B)。 Abirateroneが DHEA産生を阻害する活性は IAK・700 より強

いが、 DHEA 及び C0丘is01 産生阻害の IC釦値の比は TAK・700 よりわずかに低かった(8.5 VS 27)。

Abiraterone は釦drostenedione の産生を DI{AE産生阻害と同様に 2.9nM のIC釦値で濃度依存的に抑

制した(95% CI:2.フ-3.D (Fig.8B)。 17・hydroxyprogesterone の産生も 68 (95% CI:46-11の nM の IC50

値で濃度依存的に阻害した。この阻害曲線は C0血S01 産生阻害の曲線に類似していた(F地.8B)。

Abiraterone は 17・hydroxylase 活性を阻害することにより、 progesterone 産生を濃度依存的に増加させ

たと考えられる(Fig.9B)。 Aldosterone産生も TAK・700 の添加により濃度依存的に増加し、10onM以

18



上で若干の低下傾向を示したが、 aldosterone産生は 30onM でも対照群の値より高値であった(Fig

9B)。

Ketoconazoleは、 DHEA 及び C0丘is01の産生をそれぞれ 330(95% CI:280-40のnM 及び 490(95%

CI:350-63の nMの IC5。値で阻害した(Fig.7C)。実験に用いた 17,20-1yase阻害薬のうちで、

ketoconazoleの DHEA産生阻害の1舌性が最も低いとともに、 DHEA及び C0丘is01産生阻害の選択性

(1C5。ratio:1.5)も最も低かった。 Ketoconazoleは androstenedioneの産生を 250nM (95% CI:240-

270nM)のIC5。値で濃度依存的に阻害した(Fig.8の。この値は DHEA産生阻害の値とほぼ同様であっ

た。 Ketocon能oleは 17・hydroxyprogesterone産生も 820 (95% CI:460-3,80の nMの IC50値で濃度依存的

に阻害した(Fig.8の。これは C0丘is01産生の阻害曲線に類似していた。一方、 progesterone産生に対す

る ketoconazoleの濃度反応曲線は他の化合物とは異なっていた(Fig.9の。これは ketoconazoleの選択

性が低いことに起因していると考えられる(Loose1983)。さらに ketoconazoleは 3,00ONの濃度で

aldosteroneの産生を完全に阻害したが(Fig.9の、この値は DHEA産生阻害の IC5。値より約9倍高かっ

、-0
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TAK・700のターゲット蛋白質に対する結合の可逆性は、 TAK・700の化学構造(KakU 2011)から

も予想されることに加え、 abiraterone非可逆的な結合に必要とされる 16および17位間の二重結合

(Jarman 1998)に相当する構造的特徴も有していない。 TAK、700の阻害の可逆性をヒト副腎皮質

腫傷株である NCI・H295Rを用いて検討した。 Fig.10に実験のプロトコールを示した。 Abiraterone

は H295R細胞による DHEA産生を Wash・outの3時間後よりは弱くなっているものの 24時間後に

おいても強く抑制した(Fig.11A , B,の。この結果は abirateroneの阻害の非可逆性を示した報告

(Jarman 1998)と一致するものである。一方、 TAK・700による DHEA産生阻害は Wash・outの3

時間後には消失していた。この結果は TAK・700の阻害が可逆的であることを強く示唆している。

TAK・700は経口投与することを意図して選ばれた化合物であり、経口投与した場合、一般に血奬中

濃度は一過性に高い濃度(cm飢)に達し、その後、低下していくという推移をたどる。 cmaXが

17・hydroxylase活性の阻害濃度を上回っている場合、定常濃度では 17,20-1yase活性阻害と

17・hydroxylase活性阻害濃度の問に特異性があったとしても、非可逆的に結合すると in viv0で

DHEA濃度の低下と Cortis01濃度低下の間の特異性を期待することができなくなる。可逆性が示され

たことにより、本細胞系で示された DHEA産生阻害と Cortis01産生阻害の選択性を加Viv0でも期待

できると考えられる。
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3 . 雄性ラットの血清ステロイド濃度に対する作用

3.1 未処置正常雄性ラットの血清 testosterone濃度に対するTAK・700の効果

雄性ラットの血清 testosterone濃度は、 TAK・700 の100 及び30omg永gの投与量で投与4時間後に有意

に低下し(PSO.OD、投与 8時間後までその作用は持続した(Fig.12)。しかし、投与 24時間後には、

30mg永g 投与群では血清中 testosterone濃度は完全に回復し、 10omgA【gあるいは 30omgA【g 投与群

では回復傾向にあった(Fig.12)。1nvi廿0の実験系における酵素阻害が inviv0 に反映されたものと考

えられる。

140

120
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80

・イこ)- vehicle

・^ 30 mg/kg

、^ 10o mg/kg

、^ 30o mgハ(g

60

40

20

0

Fig.12. suppression ofserum testosterone levels by lAK-70o in intact male rats.

Male rats were treated ora11y with TAK・70o and the blood sample was obtained before and 2,4,8, and 24 h a介er

dosing to measure the serum testosterone levels. The pretreatment values of the vehicle,30 mg/kg TAK・700,100
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32 下垂体摘出雄性ラットにおけるアンドロゲン及びコルチコイド産生に対するTAK、700の作

用

TAK・700の in ⅥV0における作用と選択性を評価する目的で、下垂体摘出ま隹性ラットのアンドロゲ

ン及びコルチコイド産生系に対するIAK・700を経口で 30,100 及び 30o mg永gを投与して検討した。

血清ステロイドホルモン、特に実験によるストレスにより特にコルチコイドで起こりうる血清中濃度

の変動や日内変動を最小限にするため下垂体摘出ラットを用いた。細胞において得られた結果と一致

して、 hcGを静脈内投与した下垂体摘出ラットにおいて血清 testosterone 及び蝕drostenedione濃度は

すべての投与量において溶媒対照群と比較して有意に低下した(すべて P三0.OD(Fig.13A,B)。さら

に17・hydroxyprogesterone濃度の増加は 30mgAくgの投与量で最大であった(PSO.OD (Fig. BC)。一方、

TAK・700は Progesteroneの濃度を用量依存的に上昇させた(Fig. BD)。これらの結果は、 TAK、700が低

用量では 17,20-1yase活性を選択的に抑制し、高用量では 17・hydroxylase活性にも影響を与えている

ことを示唆している。臨床においてもIAK、700の投与で血中Progesterone濃度が上昇することが考えら

れるがProgesteroneの重篤な副作用は知られておらず、 5 alpha・reductase阻害によりアンドロゲン活性

を低下させることを示唆する報告がある(cassidenti1991)。これはTAK、700の治療効果に影響を与え

ない。ラット精巣細胞では、1-3μMの TAK・700が testosterone産生を対照群の 20-40%に抑制し、

方、 17・hydroxyprogesteroneの産生は対照群以上であった(Fig.3)。したがって、用量を慎重に決定す

れば、臨床において 17・hydroxylaseに対する作用を最小限にできると考えられる。対照的にACTHを

1主身寸した下匡垂イ本摘出ラット 1こおし、て血t青中 aldosterone, corticosterone及び Pr0今esterone濃度は

IAK・700のいずれの投与量においても大きな変動はみられなかった(Fig.14A,B,andc)。

ヒトと異なり、ラットの副腎には、 CYP17Aは発現されておらず、 C0丘is01ではなく C0丘icosterone

が主要なグルココルチコイドであることが知られている(V飢Weerd伽1992)。また、 Aldosterone及び

C0丘icosteroneの産生には 17・hydroxylationステップを必要としない。したがって、 17、hydroxylaseの阻

害はこれらのステロイドの産生に影響を与えない。これらの知見及び本実験の invitr0の実験系にお

ける酵素阻害の結果と細胞及び inⅥWでのステロイド産生に対する影響の結果から、TAK、700は in

Viv0でミネラルコルチコイドの産生につながるステロイド合成系に影響を与えずに 17,20-1yase活性

を抑制できることが示された。
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4 雄性ラットのアンドロゲン依存性臓器重量に対するTAK・700の影響

次に反復経口投与した TAK・700 (37.5,150及び60o mg永g/dose 1日3回)の非去勢雄ラットの前立腺

及び精嚢重量に対する効果を検討した。 TAK、700は前立腺及び精嚢重量を用量依存的に抑制した

(Fig.15A,B)。この結果は TAK・700の反復投与が正常雄性ラットのアンドロゲン合成を持続的に抑制

したことを示唆している。1,80omg永g/dayのTAK・700はアンドロゲン依存性臓器重量を 50mg永創day

の bicalutamide投与のレベルまで低下させた(Fig.15A)。この時の血清bicalutamide濃度は

bicalutamide 治療を受けている前立腺癌患者における濃度とほぼ同じである。この結果は臨床におい

て IAK、700は bicalU仏mideと同等あるいはそれ以上の強度で前立腺癌の増殖を抑制する可能性を示

唆している。 1AK・700はラット 17,20-1yase阻害活性と比較して、ヒト 17,20-1yase阻害活性が約17倍

強力であることから、ヒトにおける投与量がより低くなることが想定された。
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Fi套.15. suppression ofthe weight of androgen-dependent or容ans by lAK-700 加 intact male rats.

Male rats were treated ora11y with TAK-70o or bicalutamide for the consecutive 4 days and the (A) weight of

Prostate and (B) seminal vesicles was measured on the next day ofthe lasttreatment. Mean 士 SEM, n=フ.**P三0.01

Versus the vehicle・controlby DU血ett's test.##PSO.ol versus the vehicle・controlby unpaired student's ttest.
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ま佳性カニクイザルの血清ステロイドホルモン濃度に対するT飯・700の作用

5.1 正常ま隹性カニクイザルの血清ステロイドホルモン濃度に対する単回投与 TAK、700の効果

対照群(溶媒投与)カニクイザルにおいて、血清 DHEA濃度は、 10a.m.(投与直前)の血液採取

以降持続的に低下し、 8P.m.頃(投与 10時間)に最低値に達し、その後上昇するパターンを示した。

これは内因性の日内変動を反映しているものと考えられる(Fig.16A;ROS伽feld1975)。 1AK、700単回

経口投与(03-10.omg永g)後、血清中DHEA濃度は投与後 10時間まで速やかにかつ用量依存的に

低下し、投与後 24時問でも対照群と比較して低値を示した(Fig.16A)。 1AK"700のすべての投与群

において血清中 DHEA 濃度は投与後 48時間までに対照群のレベルまで回復した(Fig.16A)。

対照群において血清 Coms01濃度は DHEA でみられたものと同様の日内変動のパターンを示した

(Fig.16A, B; Krieger 1971)。 TAK・700 を単回経口投与(03-10.o mgA【g)後、血清 C0丘is01濃度も投

与後 10時間まで速やかにかつ用量依存的に低下した(Fig.16B)。しかし、 C0丘is01 の低下の程度は

DHEAの場合ほど大きくなく、すべての投与群において血清 C0血S01濃度は、投与後 24時間には投

与前のレベルまで回復していた(Fig.16B)。

血清 testosteroneの日内変動のパターンは、 DHEAあるいは C0此is01のパターンとは異なっていた

(Fig.16Aイ)。おそらく異なった下垂体ホルモン、すなわちACIHあるいは IuteiniZ血ghonnone(LH)が、

それぞれ DHENconis01あるいは testosteroneの分泌パターンを決定しているからと思われる

(Rosenfeld 1975, GaⅡagher1973)。対照群において、午後部寺ころ(投与10時問後)に血清 testosterone

濃度は最高値となった(Fig.16C)。 TAK・700単回経口投与(03-10.omgA(g)後、血清 testosterone濃

度は急速に低下し、投与後 10時間(溶媒対照投与群で最も高い血清 testosterone濃度を示す時問)で

最小値になる(3及び10mg永g投与群)か溶媒対照群より低値を示した(1mg永g投与群)(Fig.16C)。

以上、 1AK、700 は単回経口投与で血清 DHEA 及び testosterone濃度を低下させる傾向を示した。

TAK、700による血清 C0武is01濃度の低下作用はより軽度であった。
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52 正常雄性カニクイザルの血清ステロイドホルモン濃度に対するTAK、700の1 週間

反復経口投与の影響

単回投与試験でも観察されたように、対照群における血清 DHEA濃度は投与前と投与期間中明ら

かな日内変動を示した(Fig.17B)。しかし、 1AK・700 の 1日 2 回、 1週間の反復投与では日内変動は

明らかに低下し、投与期間中低いレベルに維持された(Fig.17A, B)。 1日 2 回 3,フ.5 及び 15 mg永g

投与群における投与期間中の平均血清中 DHEA 濃度は投与前の平均血清中濃度のそれぞれ 17.0%,

8.1%及び 6.5%であり(Fig.17B)、この低下は投与期間中は維持されていた(Fig.17A, B)。対照群

と各TAK・700投与群の間の DHEA濃度の差は、最終投与日の午後2時において有意であった(Fig

17A)。また、対照群においても若干の血清DHEA濃度の低下が観察された。

対照群において血清 C0丘is01濃度も投与前および投与期間中日内変動を示した(Fig.17D)。1AK、700

経口投与群(3,フ.5 あるいは 15mg永g1日 2 回)における血清 Conis01濃度は、投与前及び投与期間

中、同様な日内変動を示したが、C0血S01 濃度の絶対値と日内変動の大きさは投与によって減少し、

投与期間中、低値を維持した(Fig.17C および D)。 3,フ.5 及び 15 mgAくg の TAK.700 を 1日 2 回投

与した群における平均血清中 C0丘is01濃度は、投与開始前の平均血清 C0丘is01濃度のそれぞれ 46.5%,

28.1%及び23.6%であり、本実験で血清 DHEA濃度でみれた低下よりも軽度であった(Fig.17A, C)。

対照群と各IAK・700 投与群の間の C0血S01濃度の差は、最終投与日の午後2時において有意であっ

た(F喰.5C)。対照群の血清 C0丘is01濃度もDHEA濃度と同様にわずかな低下が観察された。

対照群における血清 testosterone濃度も同様に日内変動を示した(Fig.17F; okamot01971)。しかし、

血清中 DHEA濃度の日内変動と比べて顕著なものではなかった(Fig.17B)。単回経口投与試験の成

績と一致して、TAK、700 は投与初日(dayのにはすべての投与量で血清中 testosterone濃度を強く低下

させた(Fig.5E)。しかし、血清中 DHEA濃度と異なり、testosterone濃度低下作用は投与期間中徐々

に減弱していった(F地.17E)。これは本実験において視床下部・下垂体・性腺におけるフィードバック

機構力W舌性化されたことを反映しているものと考えられる(Fig.17E,F;Davidson19乃,Freeman1989)。

対照群と TAK・700 の7.5mg永g投与群の間でのみ最終投与日の午後 2時の testosterone濃度に有意差

がみられた(Fig.17E)。

以上、 1AK・700 は、反復経口投与期間中、血清 DHEA 濃度、血清 C0丘is01濃度及び血清 testosterone

濃度を低値に保った。その低下作用は血清 DHEA 濃度において最も顕著であった。カニクイザル副

腎浮遊細胞における DHEA 及び C0丘is01産生阻害の間には約2.8倍の選択性しか存在しないが、この

程度の選択性でも血清 DHEA濃度低下の程度は血清 C0血S01濃度低下の程度より大きかった。ヒトの

細胞系においてはさらに高い選択性が認められているので、臨床においてはカニクイザル以上の血清

DHEA 濃度及び血清 C0血S01濃度低下作用の選択性が期待できる。
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53 去勢雄性カニクイザルの血清ステロイドホルモン濃度に対するTAK・700の1 週間

反復経口投与の影響

去勢は精巣由来の testosteroneを除去することができるが DHEA及び C0丘is01濃度には影響を与え

ない。 CYP17A1 の 17,20-1yase 活性により産生される DHEA は副腎外で testosterone に変換される。

したがって去勢ば性腺外で産生される testosterone産生を変化させることができない。17,20-1yase活

性を阻害することにより、1AK・700 は効果的にDHEAの濃度を低下させ、性腺外における testosterone

の産生を停止させることが期待される。この可能性を評価するために去勢した雄性カニクイザルの血

清ステロイドホルモン濃度に対する TAK、700 の影響を検討した。このモデルは外科的に、あるいは

薬物により去勢した CRPC患者のホルモン環境をよく摸倣していると考えられる。

去勢カニクイザルに IAK・700 の 7.5 及び 15 mgAくg、 1日 2 回、 7日間反復経口投与すると、血清

DHEA濃度はそれぞれ投与前の DHEA濃度から91.0%及び 93.1%抑制された。さらに去勢カニクイ

ザルにおいて、この DHEA 濃度の低下は投与期間中維持された(Fig.18A)。同じサルに TAK、700

投与後に溶媒を投与すると血清 DHEA濃度は、非去勢雄カニクイザルで溶媒投与前、投与期間中観

察された日内変動と同様のパターンの日内変動が観察された(Fig.17B及び 18A)。

本モデルにおいて、血清 C0丘is01濃度も 7.5及び15mg永g (1日2回)の TAK、700の投与開始後に低

下した。フ.5及び 15mg八【g、 1日2回の IAK・700を7日間投与した群の平均血清 C0丘is01濃度は、投与開

始前の平均血清中 C0丘is01濃度からそれぞれ 74.0%及び 82.フ%低下し、この低値は投与期間中維持

された(Hg.18C)。溶媒を投与されたサルでは、予想通り、非去勢カニクイザルを用いた反復投与試

験で観察されたものと同様の C0丘is01濃度の日内変動が観察された(Fig.17D,18C)。

去勢レベルの血清 testosteroneは TAK・700の7.5あるいは 15mgnくg、 1日2回、 7日間の投与によりさ

らに低下し、この非常に低い testosterone濃度(02-03ng/mL)は非去勢カニクイザルの場合と異な

り投与期間中維持された(Fig.18E)。この条件で効果が持続したことは非去勢カニクイザルの場合と

異なり、血清 testosteroneは性腺由来ではなく、視床下部・下垂体、性腺経路による調節機構の支配下に

もないことを反映していると考えられる。この去勢カニクイザルにその後溶媒を投与すると血清

testostemne濃度は 02と 0.8ng/mL(Fig.18F)の間で変動し、投与前及び期間中に DHEA濃度で見られ

た日内変動に類似した日内変動が観察された(Fig.18B)。

以上、 1AK・700 は去勢雄カニクイザルにおいて反復経口投与期間中血清 DHEA 濃度、血清

C0丘is01濃度及び血清 testosterone濃度を低値に保った。その低下作用は血清 C0丘is01濃度よりも血清

DHEA濃度に対してより強力であった。去勢ま隹性カニクイザルにおいて血清中の testosteroneは

DHEAに由来するものと老えられるが、血清 testosterone濃度も血清 DHEA濃度の低下を反映して強

く抑制された。 TAK・700 と去勢との併用療法は去勢単独療法より強く血中 testosterone濃度を低下さ

せることが示され、前立腺癌に対し顕著な効果を発揮することが期待できる。
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多くの前立腺癌の増殖、生存及び浸潤は、去勢療法開始時においてはアンドロゲンに依存している

ことから去勢療法が標準療法となっている。去勢療法抵抗性癌へと進展した後も循環血中の副腎アン

ドロゲンあるいは Cholester01 から de nov0 合成されたアンドロゲン(Labrie 1995, Mostaghe1 2007,

Mostaghe12008,Yamaoka2010b)が前立腺癌の増殖と生存に重要な役割を担っていると考えられてい

る。 MontgomeW らは、最近、ホルモン療法抵抗性前立腺癌の転移巣において 17,20-1yase発現の亢進

が起こっており、それが癌組織中でのアンドロゲン合成を可能とし、ホルモン療法抵抗性癌が生存し

続けるに必要なアンドロゲンを供給している可能性を報告している(Montgomery2008)。さらに

DHEA投与がアンドロゲン療法抵抗性前立腺癌 Xenograftのヌードマウスにおける増殖を促進すると

いう報告(Hara2003a)もある。したがって副腎あるいは癌組織におけるアンドロゲンの産生を阻害

する治療薬は単剤あるいは去勢療法と組み合わせることで去勢療法抵抗性癌に効果を示す可能性が

想定される。アンドロゲン生合成の必須酵素は 17,20-1yaseである。

考察

IAK、700 は新規の非ステロイドの低分子化合物であり、 CYP17A1 の 17,20-1yase1舌性を選択的に

阻害するようにデザインされたものである(KakU2011)。この化合物の評価と開発の一環として

IAK、700の生化学的評価とともにカニクイザルとヒト副腎腫傷細胞の系で invitr0及び inⅥV0薬理

効果の評価を行った。酵素アッセイにおいて TAK、700 はカニクィザル副腎の 17,20-1yase及び

17・hydroxylase 活性に対して abiraterone に匹敵する強い阻害活性を示した。カニクイザル 17,20-1yase

及び 17・hydroxylase活性阻害強度力斗ぼぼ同じであることから、カニクィザルにおいて DHEA及び

C0丘is01産生における選択性が低い可能性が予想される。 TAK、700 によるカニクイザル 17,20-1yase

及びカニクィザル 17・hydroxylase活性の IC5。値の比は 27nM :38N絲勺 1:1.4)であるのに対してヒ

ト酵素に対しては 140nM:760nM(約 1:5.4)の IC5。値の比であり、さらに細胞系では、サル副腎

浮遊細胞の DHEA産生及び Comis01産生の IC5。値が、それぞれ 110nM及び 310nMであったのに

対して、ヒト副腎腫傷細胞では DHEA産生及びC0蹴is01産生の IC5。値が、それぞれ 37nM及び 990

nMであった。したがって、サルに比較してヒトにおいては 17、hydroxylase に対する阻害が弱く、血

中 C0丘is01濃度に対する影響が小さいことが期待できる。一方、 abiraterone はヒト 17,20-1yase と

17・hydroxylase に対する阻害の IC5。値の比は 27nM :30nM (約 1:1.1)であることから、 TAK、700

に比較して選択性が低く、 17・hydroxylase活性に対する影響が大きいことが予想される。さらに

abiraterone は C0丘is01産生を 23nM の IC5。値で強力に抑制し、その阻害は非可逆的であることが示さ

れている。以上の結果と一致して、臨床第ν2 試験の成績では、 TAK、700 の単剤投与は testosterone

の低下作用が認められる用量(30omg、 1日 2回)で臨床上意味のある C0丘is01の濃度低下は認めら

れていない(Dreicer2010)。一方、 abiraterone を単剤で投与すると血清中 C0丘is01濃度は半分に低下

すること力洋R告されている(Folkerd2009, Ryan2010)。しかしながら TAK・700 の 17,20lyase活性及

び 17・hydroxylase活性の阻害の差が臨床上意味を持つことを明確に示すには更なる検討が必要であ
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ると思われる。一般にグルココルチコイド活性が低下すると副腎不全という症状を惹起する。

低血糖、脱水、体重減少や見当識障害などの症状が現われ、ストレス対応が十分でなくなることが知

られている。 17・hydroxylaseが阻害されると血中の C0武is01濃度が低下するが、 feedback機構が働き、

C0丘is01産生を促進するためにACTHが分泌される。その状態で 17・hydroxylase を阻害する状態が続

くと Progesterone 力ゞ^ネ責し、'そオ1力、ら変1奥さ才1た dehydrocorticosterone や, corticosterone の1農1斐力ゞ」二昇

する。 C0丘icosterone はグルココルチコイド活性を有しているので C0武icosterone によりグルココルチ

コイド活性が部分的に代償される。ちなみに鶴歯類ではC0πis01は産生されず、 C0丘icosteroneが主用

なグルココルチコイドである(10uitoU 1990)。一方で dehydrocorticosterone や Corticosterone は

mineraloc0血Coid活性を持っているので血圧上昇と低カリウム血症が発症する。これを防ぐには

Prednisone を投与してグルココルチコイド活性を補充するかmineralocorticoid受容体の1吉抗薬である

eplerenone の投与が必要である。遺伝的に 17,20-1yase/17・hydroxylase活性を欠損した患者が存在する

が、この患者は仮性半陰陽と高血圧の症状を示す(AuchuS20OD。しかしながら生存には問題ないの

でfeedbackが正常に保たれた患者の場合は副作用の重篤度は低いと考えられる。抗真菌薬である

ketoconazole は CYP17A1 を阻害することから CRPC に対してしぱしば臨床で使用されてきた(smaⅡ

2004)が、酵素阻害に関して選択性がはるかに低い。11・hydroxylase 活性は、 C0丘is01及び Corticosterone

産生に必須であるが testosterone産生には必要ではない。 TAK、700のこの酵素に対する阻害活性は

abiraterone あるいは ketoconazole のそれと比較して明らかに低いことから、 TAK、700 が血清中アンド

ロゲンを低下させる用量でグルココルチコイド産生に与える影響はより小さいことが示唆された。

カニクイザル副腎浮遊細胞を用いた invitr0試験から DHEA及びandrostenedione産生は Ce11、free

酵素アッセイ系で得られた IC5。値とほぼ同等の IC5。値で阻害することが示された。 Aldosteroneの産

生は高濃度のTAK・700で抑制され、 C0丘icosterone及び Pmgestemne の産生は IAK・700 により増加し

た。 progesterone産生の上昇は 17・hydroxylase活性の阻害による基質の蓄積に起因し、この蓄積によ

つて Corticosterone濃度力ゞ上昇したと考えられる。これらの成系責は、11・hydroxylase活f生力ゞCOHicosterone

産生に必要であり、カニクィザルにおいて TAK・700 の 11・hydroxylase 及び aldosteronesynthase に対

する阻害作用が 17,20・1yase 阻害作用より弱いことを示唆している。一方、 ketoconazole はDHEA、

androstenedione、 cortis01及び aldosterone 産生を同等の IC50イ直で阻舌してし)ること力、ら、 ketoconazole

は 11・hydroxykase、 21・hydroxylase 及びイ則鎖切断(sidechauncleavage; SCC)酵素の活性も強く阻害

していうることが考えられる。これらの結果は TAK・700が ketoconazole に比較して CYP17活性を

より強力かつ選択的に阻害することを示唆している。

予備的な試験で、 1AK,700がヒト 3β、HSD活性を抑制しないことを確認している。この観察とー

致してサル副腎浮遊細胞における DHEA と androstenedioneの産生の濃度反応曲線はほぼ同一で、

TAK・700 による 3β・HSD活性阻害はあったとしてもごくわずかであることを示唆している。17β、HSD

には多くの isof0血があるため 17β・HSD活性阻害の検討を行っていない。ラット精巣浮遊細胞を用
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いた実験において、 1AK・700 は androstenedione合成を testosterone合成より強く抑制したので、

IAK、700によるこの変換に関わる 17β、HSD活性の阻害はあったとしてもわずかであると考えられる。

IAK・700 は、経口投与で良好なbioavalaviryty (BA)値を有することが報告されている。 03 10.0

mg永g の範囲の用量で単回単剤投与された TAK・700 はカニクイザル血清DHEA濃度を低下させた。

血清DHEA濃度は投与後約48時間まで対照群のレベルまで回復しなかった。正常カニクイザルに対

する反復投与試験において血清 DHEA 濃度は持続的に抑制されるものの血清 testosterone 濃度の抑

制は次第に減弱した。フィードバックによる LH分泌の亢進が示唆された。 TAK・700の lmg永g、単

回投与24時間後には testosterone濃度は投与前の濃度を上回った。これもフィードバックにより LH

分泌量が増加した結果であると考えられる。さらに去勢カニクイザルにおける反復投与試験では

DHEA濃度のみならずDHEAから変換されたと考えられる tesosterone濃度も投与期間中持続的に抑

制された。これらの結果から、 TAK・700 の効果を最大限に発揮するためには去勢と組み合わせるこ

とが望ましいと考えられる。

前立腺全摘術後の再発例において去勢療法が薬物療法の中心となってきたが、前立腺癌がこの療法

に抵抗性を獲得することを避けることができないのが現状である。この抵抗性獲得に関していくつか

のメカニズムが想定されている(EdwardS 2003, Holzbeierlein 2004, chen 2004, veldscholte 1990,

SchuU如anS 1990, EI01995, Hara 2003b, Yoshida 2005, Tan 1997, Montgomery 2008, Locke 2008)が、外科

的あるいは薬物による去勢療法後の前立腺癌の進展を循環血中のアンドロゲンが支えていることが

一般的に支持されている。したがって去勢療法後に残存する testosterone を低下させることは C即C

に対する効果的な治療法となりうると考えられる。現在、残存するアンドロゲンの作用を遮断するた

めに去勢療法に加えて抗アンドロゲン薬の bicalutamide が投与されることがある。しかしながら

bicalutamide による治療は、多くの場合 AR あるいは ARcofactor の発現上昇(ch伽2004,F伽g2009,

Fuse2007)、あるいは AR の変異(Hara2003b,Yoshida2005)により抵抗性発現を招くことが知られ

ている。CYP17A1 の 17,20-1yase及び 17・hydroxylase の両活性を阻害するステロイド性化合物である

abiraterone acetate の良好な臨床第ν2 相試験成績から(Ryan 2010, Danila 2010, Reid2010)、かなりの

部分の CNC の進展は性腺外で産生されたアンドロゲンに依存している可能性が示された(A伽rd

2009, de Bon02011, Ang2009,, shah2010)。本研究により、 TAK、700 がその強い活性と酵素選択性に

より去勢後に残存するアンドロゲンを低下し、それによって CNC の進展を抑制する新しい治療戦

略になる可能性がある。また IAK"700 は他の CYP 酵素である薬物代謝酵素に対する阻害も非常に

低いので、薬物相互作用も低く、使用しやすい薬剤になる可能性がある。

本研究から、 TAK・700 は 17,20-1yase活性を選択的にかつ可逆的に阻害することで精巣及び副腎か

らのアンドロゲン産生を阻害し、ラットの実験からアンドロゲン依存的臓器の重量を低下させる一方、

副腎におけるステロイド産生に与える影響は非常に小さいことが示された。本研究の結果はTAK、700

がホルモン感受性前立腺癌及びCNCに対して効果的な治療法となる可能性を示唆している。
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第2章 IAK・700によるエストロゲン合成の阻害

1)化合物

IAK・700及び anaS廿位oleは武田薬品工業株式会社で合成された。 Ketoconazole及び他の化合物は試

薬グレードのものを購入した。

2)細胞

ヒト綾毛膜癌株 JEG・3細胞は ATCCから購入し、 1mM sodiumpyNvate,0.1mM 非必須アミノ酸、

10%牛胎児血清を添加したEagle'S MEM培地で培養した。正G・3細胞は Progesteroneを産生し、前駆

体から estrone及び estradi01を産生することができる(Balm 1981)

3)動物

此隹性 W謹ar、1mamichiラットは 5週齢で動物繁殖研究所から購入した。 25ヤに温度管理され、 14時

問の明期と10時間の暗期の明暗サイクル(5時点灯)に設定された飼育室で飼育した。餌と水を自由

摂取させた。此隹性カニクイザルは 2.6-435kgの体重の個体をケアリ社から購入した。 23士2゜Cに温度

管理され、12時間の明期と 12時間の暗期の明暗サイクル(7時点灯)に設定された飼育室で飼育した。

実験方法

4)正G、3細胞のステロイド産生の測定

JEG・3細胞を 100,000 細胞/ウェルの密度で 2.5% NU・se川m 1および 1 % ns・PIUSを含む

D、MEM/F、12培地を用いて24穴プレートに播き、翌日 1 % 1TS、PIUSを含む D、MEM/F、12培地で2 回洗

浄後、種々濃度(TAK・700; 10 -10,00O N, ketoconazole; 10 -10,ooo nM, anastrozole;1 -10oo nM)と

1 % 1TS・PIUSをを含む D・MEM/F・12培地に交換した。estradi01産生実験ではさらにtestosteroneを10nM

添加した。 24時間後に培地を回収し、 estradi01およびProgesterone濃度をNAで測定した。

5)下垂体摘出雌性ラットにおける各種ステロイド産生の測定

下垂体を摘出した 6週齢 Wistar・1mamichi ラットを 1群が 7匹となるように Vehicle (0.5%

methylce11Ulose)投与群、 TAK・700の3 mgAくg 投与群、30 mgAくg 投与群、30o mgA【g 投与群及び aromatase

阻害薬 anastrozoleo.1mg永g 投与群の 5群に分けた。Estradi01産生系に対する影響を調べる試験では、

human chorionic gonadotropin (hcG,50 IUA【g)及び human seNm gonadotropin (hsG,50 IUAくg)を 1週間連

日皮下投与し、翌日 TAK・700及び anastrozoleの経口投与2時間後にhcG (50 IUAく幻及び hsG (50

IU永g)を静脈内投与し、さらに2時間後に採血を行った。コルチコイド産生系に対する影響を調べる

試験では IAK・700の経口投与 3時間後にACIH(200昭永g)を静脈内投与し、さらに 1時間後に採血

した。血.1青 estradi01、 testosterone、 androstenedione、 corticosterone、 aldosterone 及び Progesterone i農

度は NAにより測定した。なお TAK・700はラット酵素阻害活性及びラット浮遊精巣細胞の

testosterone産生阻害活性がサル、ヒトの場合より弱いことから投与量を高めに設定した。

6)正常此隹性カニクイザルの性周期における estradi01の一過性上昇

IAK、700の投与を開始する前に連続して3 回正常に性周期を示すことを確認した5-6 歳雌カニク
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イザルを 1群が 3匹となるように Vehicle(0.5% methylceⅡUlose)投与群、 TAK・700の7.5 mg江【g/回、 1日

2 回投与群及び anastrozoleo.1mg永g/回、 1日2 回投与群の3 群に分けた。黄体期の最初の日はRIA

でモニターしている血清 Progesterone濃度が一旦 03ng/mL 以下に低下した後2 回以上続けて 0.5

n創mL 以上になった最初の日と定義した。投与は黄体期開始10日後から開始し、投与前3 回の平均

性周期の1.5 倍の期間反復経口投与した。採血は週に3 回行い、血清 eS廿adi01及び Pmgestemne濃度

をNA により測定した。
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1 JEG・3細胞を用いた aromataseに対する IAK・700の阻害効果の評価

TAK・700がヒト aromataseを直接的に阻害するか否かについて検討した。ヒト綾毛膜癌細胞株の

JEG・3糸田月包1才、 de nov0合'j戎1こよりProgesteroneを匪萱生し、 aromataseのイ動きで testosterone 力、ら eS壮'adi01

を産生することができる(Balm 198D。

IAK・700は estradi01産生をわずかに抑制したが、そのIC5。値は 10,ooonM以上であった(Fig.19A,

T北le2)。 Ketoconazoleによる estradi01産生抑御1は IAK、700による産生抑制よりわずかに強く(Fig

19A)、その IC50値は 2,60onM (95% CI;2,500-2,800 ; Table2)であった。一方、 aromatase阻害薬で

ある anastrozoleはすでに報告されている通りJEG・3細胞における estradi01産生を 53 (CI:4.フ-6.0,

Fig.19A ; 1able2) nMの IC50値で強力に抑制した(Bhatnagar20OD。 ES訂'adi01は aromataseにより

testosteroneから変換されるので IAK・700は非常に高い濃度でのみ aromataseを阻害すると考えられ

る。 1AK・700は 10,ooonMの濃度まで JEG・3細胞の Progesterone産生を抑制しなかった。一方、

ketoconazoleは Progesteroneの産生を舛 nM (CI; 70 ・12のの IC5。値で抑制した(Fig.19B,1able2)。

実験結果
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Iable 2.1nhibition ofestradioland progesterone by lAK-700, ketoconazole, and

anastrozole in JEG・3 Ce11S

Estradi01

PTogesterone

IC50 and 95% clwere calculated using sAS S0介Ware overthe descending linearportion ofthe

10g dose・inhibition cuNes (the mean control values were taken as lo09"0). For this calculation,

more than t11ree points thatincluded two points in both sides of50ツ0 in the dose・inhibition culve

and gave the bestr value were selected.

TAK、700

>10,000

IC50 values(nM)

(95% CD

>10,000

Ketoconazole

2,600

(2,500-2,80の

94

(70-12の

AnaS壮'ozole

53

(4.フ-6.0)
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2 雌性ラットの血清ステロイドホルモン濃度に対するTAK・700の作用

hcG及び hsGで刺激した下垂体摘出雌ラットにおいて、 TAK、700は 3,30及び 30o mgA【gの投与量

で有意かつ用量依存的に血清 estradi01濃度(Fig.20A)、 testosterone濃度( Fig.3B)、 androstenedione濃

度( Fig.20の及び17・hydroxyprogesterone濃度( Fig.20D)を低下させた。 TAK・700は 30o mgAくgの用量

で anastrozoleと同程度まで血清 estradi01濃度を抑制した( Fig.20A)。また TAK・700は 30o mgnくgの

用量で Progesterone濃度を増加させた(Fig.20E)。これらの結果は TAK・700が下垂体摘出雌ラット卵

巣の CYP17A1活性を抑制したことを示唆している。 Anastrozoleは血清 estradi01濃度のみを低下させ

たことから(Fig.20A)、雌ラット卵巣の aromatase1舌性を選択的に阻害したことが示唆された。一方、

ACIHで刺激した下垂体摘出雌ラットにおいて血清 aldosterone、 corticosterone及び Progesterone濃度

は、 TAK・700のすべての投与群で有意な変化力荒忍められなかった( Fig.21Aく)が、 corticosterone濃

度は低下の傾向がみられた( Fig.21A)。 AnaS廿Ozoleは、 30o mgA【gの TAK・700と同様に血清

C0丘icosterone濃度を有意に抑制した( Fig.21A)。しかし、 C0丘icosterone 濃度低下の程度は IAK、700

の場合もanastrozoleの場合も estradi01 濃度低下の程度に比較すると小さいものであった(Fig.21A)。

以上、 1AK・700は、 CYP17A1活性を選択的に抑制し、下垂体摘出雌ラットにおいて anastrozoleと同

程度まで血清 estradi01濃度を抑制する作用があることが示された。
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the serum estradi01(A), testosterone (B), androstenedione (C),17・hydroxyprogesterone (D), and progesterone (E)

Ievels.1he seNm estradi01, testosterone, androstenedione,17-hydroxyprogesterone and progesterone levels in the

Vehicle・con廿ol group were 270 士 21 Pg/mL,1.1 士 0.15 ng/mL,13 士 0.18 ng/mL,2.5 士 020 ng/MI, and 22 士 12

ng/mL, respectively. Mean 士 SEM,JI =フ.*: P SO.05,**: P SO.ol versus the vehicle・control by Dunnett's test.桝: P

三0.ol versus the vehicle・control by unpaired student's t・test.
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3 此佑性カニクイザルの血清エストラジオール濃度のTAK、700よる低下作用

対照群に割り当てられた3頭の此隹性カニクイザル(N、1179,N、1065及び N、867)では正常な月経周

期とステロイドホルモンの産生変化が投与期問中観察された。

此隹性ザル N、1179 においては、投与前3サイクルにおける最大 estradi01濃度は557,342及び573Pg/mL

であり、投与期間中の最大 estradi01濃度は 544PgmLであった(Fig.22A)。投与前 3 サイクルの継

続時間は45,35 および 39日であり、そのうち黄体期はそれぞれ 15,15 および12日であった(Fig

23A)。投与期間中のサイクル継続時間は 30日でそのうち黄体期は15日であった。対照群の他の2

頭の雌性ザルも一般的に同様のステロイドホルモンの変化を示した(Fig.22Bく,F喰.23B-C)。

TAK・700 を投与した 3 頭の雌性ザルにおいて(N・1178,N・フ76 及びN・1173)、 15 mgAくg/day(フ.5

mg永g/廿eatment、1日 2 回)のIAK・700 は性周期の回転を抑制し、投与前の 3 回の性周期の平均継続時

間の 1.5 倍の投与期間中 estradi01の血中濃度の上昇を抑制した(Fig.22D-F,Fig.23D-F)。 TAK、700 は

投与期間中血清DHEA濃度も抑制した(da仏notshown)。黄体期の開始前の estradi01の一過的な上昇

はTAK・700投与で完全に消失し、一方、血清 Pmgestemne濃度は、ほぼ黄体期のレベルに等しいレ

ベルで維持された(Fig.22D-EFig.23D-F)。上昇した Progesterone濃度の一音Ⅲよ副腎由来と考えられ

る。臨床で流産を予防するためにμogestemneの筋肉内注射剤や膝用座剤が用いられているが、重篤

な副作用の報告はない。したがって乳癌治療の目的であればProgesteroneの上昇は許容されると考え

られる。投与前3 回の性周期の平均期間に基づくと予想されるestmdi01の一過的な上昇の日はそれぞ

れ 28,30および 27日となる(Fig.5D-F)。 TAK、700 の投与を中止するとただちに血清 estradi01濃度

が上昇するので estradi01濃度の抑制効果は可逆的であると考えられる(F地.22D,F)。此隹性ザル N、1178

においては、投与前3 サイクルの最大 estradi01濃度は 236,587および 455P創mLであり、投与期間

中は64.6Pg/mLであった(Fig.22D)。他の2頭のTAK・700投与群の此隹性ザルも全体的には同様なス

テロイドホルモンの変化を示した(Fig.22E,E23E,F)。

Aromatase 阻害薬である anastrozole の 02 mgAくg/day (0.1 mgA【g/treatment,1日 2 回)投与では、性周

期の遅延、 estradi01の一過的な上昇の抑御Rよ認められなかった(Fig.22G-D。以前の報告でこの投与

量の anastrozoleで末成熟雌ラットと雄ブタオザルのモデルで最大効果を示すことが報告されている

ΦUkeS1996)。しかしながら血隹性ザルを用いた報告がなく、臨床においても閉経前乳癌が適応疾患

になっていないことからestradi01の一過的な上昇を抑制するためにはさらに高い用量が必要なのか

もしれない。此隹性ザル N、フ70 において、投与前 3 サイクルの最大 estradi01濃度は 417,239及び 219

Pg/mL であり、 anastrozole 投与期間中の最大 estradi01濃度は 249Pg/mL であった(Fig.22G)。投与

前3サイクルの継続時間は 28,35及び 32日で、そのうち黄体期はぞれぞれ 12,12および14日であ

つた(Fig.22G及び23G)。投与期間中のサイクルの継続時間は 35日で、そのうち黄体期は 15日で

あった(Fig.22G、 23G)。 Anastrozole投与群の他の 2頭の雌性ザル(N、1060 及び N、1144)も全体的

には同様なステロイドホルモンの変化を示した(Fig.22H,上23H,D。
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以上、 15 mg永g/day(フ.5 mg永gノ廿eatment、 1日 2 回)の TAK・700 は、投与期間中黄体期開始に先立

つ estradi01の一過的な上昇を抑制した。
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乳癌は女性における癌死の最大の原因であり、乳癌に対する新たな治療薬の開発は重要な課題であ

る。乳癌のうち 50-80%はその増殖と生存を ERシグナルに依存しているので、アンドロゲンの合

成を抑制することによりエストロゲン合成を抑制するような薬剤は新たな治療薬となる可能性があ

ると考えられる。第 1章においてTAK・700が選択的にヒト CYP17AI、特にその 17,20-1yase活性を

阻害することを明らかにしたので、第2章では TAK、700 のラットの血清中 estradi01濃度に与える影

響と此隹性カニクイザルの血清estradi01濃度に与える影響を検討した。

JEG3 細胞による estradi01 合成に対する TAK・700 の IC5。値は 10,ooo nM 以上であり、一方、

TAK・700 は Na・H295R細胞の DHEA産生を 17,20-1yase活性阻害により 37nM の IC5。値で阻害し

た。 TAK・700 の 17,20-1yase活性と aromatase活性の阻害の間には約25 倍の酵素特異性が存在すると

老えられる。したがって TAK・700が直接的に aromatase活性を阻害して estradi01産生を抑制する可

能性は低いものと考えられた。本実験では TAK・700 は 10μM まで Progesteroneの産生を阻害しなか

つた。これらの結果は、 TAK・700 の 17,20-1yase に対する選択性を裏付けるものである。

考察

下垂体摘出雌ラットおいて TAK・700 は血清 estradi01濃度を anastrozole に匹敵する強度で抑制し

た。 1AK・700 は血清 testosterone 及び androstenedione 濃度も用量依存的に低下させたが、 progesterone

濃度は上昇させた。 30o mg永g の投与量は過剰なように見えるが、 TAK、700 のラット 17,20-1yase活

性に対する阻害は比較的弱く(ラット 17,20-1yase活性に対する TAK、700 の IC5。値は 120ON であ

り、ラット精巣浮遊細胞の testosterone産生に対する IC5。値は 640 nM である)、またラットのモテ

ルで CYP17A1活性を完全に抑制するためには 30mg永gを超える投与量が必要であるという結果が

本研究で得られている。これらのことからラットにはかなりの高用量が必要であると考えられた。

IAK・700 がラットモデルでアンドロゲン産生を抑制した結果とは対照的に独astrozole は血清

estradi01濃度のみを低下させた。 ACIHで刺激した下垂体摘出ラットにおいて、いずれの投与量にお

いても IAK・700 は血清aldosterone、C0丘icosterone及び Progesterone濃度を有意に低下させなかった。

しかし、有意ではないもののC0丘icosterone濃度の若干の低下が観察された。TAK、700は 11、hydroxylase

1舌性を 10 μM の濃度まで抑制しないので、 corticosterone 濃度の低下は 21・hydroxylase あるいは

11β・HSD活性の軽度の抑制に基づくものかもしれない。しかしながら anastrozole も Codicostemne濃

度を低下させるので C0血Costerone 濃度低下には未知のメカニズムが関与しているのかもしれない。

翻歯類は副腎に CYP17A1を発現していないので、この結果を臨床へ外挿することは困難であり、上

述の結果は inviv0 での酵素特異性を検証することに用いた。ラット副腎浮遊細胞では aldosterone

産生が C0丘icosterone産生よりも強く抑制されるデータが得られている。したがって Codicosteroneか

ら aldosteroneの変換に関わる酵素も高濃度のTAK、700 により阻害されている可能性がある。この雌

性ラットのモデルでは、 3mgAくg の投与量でも 17・hydroxyprogesterone濃度の有意な低下力荒忍められ
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ている。一方、基質である Progesteroneの蓄積は30omg永g の投与で初めて認められた。

此佑性ラットにおいて 30omgA〔g の TAK・700 を投与した時、 testosterone 及びandrostenedione の産生

が eS廿adi01の産生より強く抑制されたことは、長い半減期を持つ eS廿adi01前駆体が TAK、700 あるい

は anastrozole投与でも残存している estradi01濃度維持に寄与しているのかもしれない。あるいは単

に estradiolNAの感受性に起因している可能性も否定できない。

以上の結果は、TAK・700が下垂体摘出ラットの卵巣において CYP17A1の活性を選択的に阻害して

いることを示唆している。

正常な性周期とステロイドホルモンの変動を持つ雌カニクイザルにおいてTAK、700は投与前の性

周期の 1.5倍の期間黄体期に先立つ eS廿adi01の一過性上昇を持続的に抑制した。Estradi01濃度は投与

終了後速やかに上昇したので、estradi01濃度の抑制は可逆的である可能性が考えられる。雌性ザルの

性周期に対する anastrozole の評価はこれまで行われていない。雄性ブタオザルにおいて anastrozole

が estradi01濃度を低下させることが報告されているΦUkeS1996)が、此隹性カニクイザルを用いた本

実験では estradi01の一過性上昇の抑制や性周期の変化は認められなかった。

2つの動物モデルでTAK・700の効果が異なったのは、雌性ラットは下垂体除去を行っていたので

フィードバックの存在・非存在の違いに基づいているのかもしれない。霊長類とラットステロイド合

成の経路は 17,20-1yaseの性質により異なっているので、サルにおける eS廿adi01産生の阻害がより臨

床を反映していると考えられる。すなわち霊長類においては 17・hydroxyegnen010neから DHEAへ、

さらに estrogenへの変換が主要な経路であるのに対し、ラットでは 17・hydroxyprogresterone を介す

る経路が優勢であり(MiⅡer2011)、さらに詔歯類は副腎に CYP17A1 を発現していないことが知ら

れている。

ER陽性、 AR陽性乳癌に対するアンドロゲンの作用に関して多くの報告がなされているが、統一

した見解が得られていない。アンドロゲンは ERが仲介する転写と ER陽性乳癌細胞の増殖を抑制

することが報告されており(Maced02006,peterS2009)、 ARの発現が良好な予後と相関するとされて

いる(peterS2009,park20ID。一方で、 ER シグナルが遮断された場合乳癌細胞はその生存を AR シ

グナルに依存することが示唆されているΦeAmiciS2010)。さらに副腎アンドロゲンとその代謝物が

invitr0で直接 ER を活性化するという報告がある(Maggi0Ⅱini1999)。したがって現段階ですべての

ER陽性乳癌を対象とするのは適切ではないと考えられる。本研究において血清 Progesterone濃度が

TAK・700で上昇することが示された。同様にER陽性乳癌における Progesteroneの役割についても多

くの報告がなされている。 progesteroneの欠如が一部の女性において乳癌のりスク因子となっている

とのエビデンスがある(GambreⅡh 1987)。一方、いくつか研究において、特に ProgesteroneA受容

体を高発現している乳癌において細胞の増殖を促進し、細胞死を抑制することにより、 progesterone

が乳癌細胞数を増加することが示唆されている(MOON2004,Lanari2012)。17,20-1yase 阻害薬による
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治療により恩恵を受ける患者を選択するバイオマーカーの発見と臨床応用が必要であると考えられ

る。最近 ER陰性かつ肌陽性の乳癌のサブポピュレーションが腫傷増殖をアンドロゲンシグナル

に依存している可能性が報告された(Fa如er2005,Ni20ID。このサブポピュレーションは

"molecularapocrine"乳癌と名づけられており、かなりの部分 PAM50遺伝子発現シグニチャーで分類

された Her・2 ポピュレーションと重なるということである(Ni2011,peroU2000,sgrlie2001)。 17,

20-1yase阻害薬はこのサブポピュレーションの乳癌に対して効果を示す可能性がある。しかしながら

このサブポピュレーションに分類される細胞株は非常に限られているので、そのような細胞株を樹立

して、その細胞株を用いて 17,20-1yase阻害薬の前臨床の評価をすることが喫緊の課題であると考え

られる。
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前立腺癌の大部分と乳癌の半分以上は、その増殖と生存をそれぞれアンドロゲンとエストロゲンに

依存している。このため性ステロイドホルモンの作用を遮断するホルモン療法が薬物治療の中心に位

置づけられてきた。しかしながらホルモン療法に対する耐性の出現を避けることができないことから

別の治療選択肢が求められている。

前立腺癌の抵抗性のメカニズムとして、副腎アンドロゲンからの testosteroneへの変換、腫傷にお

ける de nov0 合成による testosterone産生、 AR変異により副腎アンドロゲンの転写イ足進活性が上昇

することなどがある。また乳癌の抵抗性のメカニズムとして、副腎アンドロゲン及びその下流のステ

ロイドが ER に作用することや乳癌が AR を発現してアンドロゲンが増殖を促進するようになるこ

となどがある。これらのメカニズムに対しては、精巣外でのアンドロゲン合成を阻害することが治療

戦略になると考えられる。エストロゲンはアンドロゲンから合成されるので薬物のターゲット酵素と

してアンドロゲン合成に必須の 17,20-1yaseが最適と考えられた。17,20-1yase活性は CYP17A1が担

つている。 CYP17A1 はConis01合成に必須な 17・hydroxylase1舌性も担っている。いくつかの報告から

17,20-1yase 活性と 17・hydroxylase 活性に必要なコンフォーメーションに差があることが想定された

ため、この両活性を区別できる化合物を探索した。加えてステロイド合成に関わる酵素や薬物代謝酵

素の多くは CYPファミリーに属するのでこれらに対する選択性もアッセイ系に加えて探索した。臨

床候補として選択されたのが TAK・700(orteronel)である(KakU20ID。

総括

TAK・700 は、 in vitr0 酵素アッセイ系でヒト 17,20-1yase に高い選択性を示し、 CYP ファミリーに

属する薬物代謝酵素もほとんど阻害しなかった(KakU20ID。すべてのステロイド合成酵素に対する

選択性を酵素アッセイで検討することは困難なので、本研究では、細胞レベル、個体レベルでステロ

イド合成酵素に対する選択性を薬効とともに検討した。得られた結果は、 1AK、700が 17,20-1yase を

invitr0及び inviv0 で 17,20-1yase を選択的に阻害することが明らかとなった。ラット、サルのモデ

ルにおいても TAK・700 は血中アンドロゲンや estradi01濃度を低下させた。霊長類のみが副腎アンド

ロゲンを産生するが、前臨床で副腎アンドロゲンを選択的 17,20-1yase 阻害薬が低下させるという報

告はなく、選択的 17,20-1yase阻害薬が estradi01の産生を阻害するという報告もなく、世界で最初の

報告である。抗癌薬としての臨床応用を目的としているので、本来は抗腫傷試験も実施することが望

まれるが以下の理由で困難であった。

D TAK・700 はマウス 17,20-1yase を阻害しない(Yamaoka2010a)ため Xenograft試験が困難であっ

、^0

2)臨床の前立腺癌、乳癌の特徴を保持した細胞株がほとんど存在しない。

3)サルで抗腫傷試験は困難である。したがってホルモンに対する効果のみを検討した。

E地alut如ide の治療で比較的早期に抵抗性が発現し、invi廿0 でそのような細胞に対してabiraterone
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が感受性を有すること力洋R告されている(Hoefer2016)。もしこれがCYP17A1阻害に基づくものな

らば enzalutamidefailure の患者をターゲットとする TAK・700 の臨床試験は可能であろう。Abiraterone

は ARに親和性を持つが IAK、700は親和性を持たないことをわれわれは見出している(未発表デー

タ)ので abirateroneが e地alut脚ide抵抗性細胞に効果を示すメカニズムが AR括抗作用である可能

性がある。歴史的に抗アンドロゲン薬は、 autamide/nilutamide から bicalutamide、そして e地alutamide

へと進化してきたが、そのすべてでは抗アンドロゲン薬がアゴニスト化する変異が報告されてきた。

Flutamide/nilutamide では T877A 変異(veldscholte 1992, F肌ton 1997)、 bicalutamide では W741C剛741L

変異(Hara2003b,Yoshida2005)、そして e地alutamide ではF877L 変異(coleman2016)がそれぞれの抗

アンドロゲン薬がアゴニスト化する変異として報告されている。AbirateroneがARに親和性を持つの

であれば同様にabirateroneがアゴニスト化する変異が出現する可能性があり、そのような癌細胞に対

してはabirateroneがアンドロゲンを低下させても abiraterone 自身がAR を刺激してしまう。このよ

うなメカニズムを持つ abiraterone抵抗性癌に対して TAK、700 は薬効を示す可能性がある。 TAK、700

は abiraterone と比較して C0武is01低下作用が低く、prednisone を併用しない投与方法も可能性がある。

Prednisoneを投与しない治療の方が臨床では望まれており、患者のメリットは大きいと老えられる。

また乳癌に対しても適切なバイオマーカーを見出すことができれば TAK、700臨床試験を開始できる

ことが期待される。
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