
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸及びそのエナンチオマー、並びにそれらの薬学的に許
容し得る塩。
【請求項２】
請求項１記載の化合物を含む、アルツハイマー病、パーキンソン病、ＡＬＳ、ハンティン
グトン病、脳卒中発作、糖尿病性ニューロパシー及び外傷からなる群より選択される神経
変性疾患の予防又は治療用医薬。
【請求項３】
請求項１記載の化合物のＳ－エナンチオマー。
【発明の詳細な説明】
関連出願に関する参照
本願は、１９９４年８月３０日出願の米国特許出願第０８／２９８，１０８号の一部継続
出願であり、これを参考のためここに援用する。
発明の分野
本発明は、神経変性及び増殖性疾患の予防及び／又は治療に有用な方法及び組成物を提供
するものである。本発明組成物は、ニューロン細胞の成熟を促進し、増殖を遅延させる。
詳細には、本発明は、血液脳関門を通過することによって治療効果を及ぼすことのできる
、非タンパク質性神経栄養性分子に関する。
背景
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神経系が適正に機能するには、ニューロン細胞の成熟と保持が必要である。また、シナプ
ス接合が適正に確立されることによって、異なるニューロン間での連絡が可能となる。ニ
ューロン生存、又はシナプス接合の保持能が失われることは、アルツハイマー病、ハンテ
ィングトン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、パーキンソン病、脳卒中発作、並びに糖
尿病性ニューロパシー及び外傷が原因のニューロン変性などの神経変性疾患と関連してい
る。
神経変性疾患の多くは、ニューロン細胞の特定のクラスの消失又は変性と関連している。
例えば、パーキンソン病においては、黒質のドパミン作動性ニューロンが変性する。一方
、ＡＬＳは、運動ニューロンの消失と関連している。ヴェルニッケ－コルサコフ症候群は
、通常、慢性アルコール症と関連しているが、乳頭体及び視床の背内側核への傷害による
記憶消失を惹起する。 Butters N., .（ 1984） 4:226-244。アルツハイマー
病は、ある種のコリン作動性ニューロンの変性と関連すると考えられる。外傷の結果とし
ての軸索の切断により、退行性の変性とニューロンの死が生じると考えられる。
神経変性と疾患の発症との間に関連があることにより、このような神経変性を遅延、予防
又は回復させることのできる神経栄養薬の研究が促進された。今日までに、この分野にお
ける研究は、神経栄養性ポリペプチドの同定と特徴付けに絞られている。例えば、神経成
長因子（ＮＧＦ）、毛様体神経栄養性因子（ ciliary neurotrophic factor、ＣＮＴＦ）
、脳欲求神経栄養性因子（ brain drive neurotrophic factor、ＢＤＮＦ）などの効果の
研究に関心が払われてきた。ＣＮＴＦの一般的神経栄養効果、及び特に運動ニューロンに
対するその栄養作用のため、ＡＬＳ及びそのほかの神経変性疾患の治療に有用な薬物とし
ての研究が行われるようになった。例えば、 Collins et al.の米国特許第５，１４１，８
５６号、及び MasiakowskiのＷＯ９１／０４３１６号を参照（これらは、参考のためここ
に援用する）。中枢のコリン作動性ニューロンからのニューロンの成長を促進することの
認められているＮＧＦは、アルツハイマー病の治療における有用な薬物であると示唆され
ている。今日までに認められている神経栄養性ポリペプチドのほとんどは、ニューロン細
胞の相対的に制限された集団に対して活性である。一方、ＣＮＴＦなどのそのほかの物質
は、より多数のニューロン細胞型に対して活性である。
培養中のニューロン細胞の成熟又は分化を誘導する物質は、その増殖もまた阻害すること
が一般に観察されている。正常に増殖している交感神経及び知覚神経ニューロンへの胚前
駆体は、ＮＧＦなどのある種の成長因子の存在下で、誘導されて成熟し、分割を停止する
。ニューロンの成熟又は分化と抗有糸分裂作用との間の関連は、神経栄養性因子に応答性
であるある種の新生物細胞でも観察されている。例えば、ラットの褐色細胞腫であるＰＣ
１２細胞は、ＮＧＦの存在下で長いニューリット（ neurites）を形成し、分割を停止する
。 Green LAand Tischler AS, （ 1976） 72: 2424-2428。その
ほかのニューロン細胞においても、同様の効果が観察されている。
神経系の細胞は、多くの、致死的である可能性のある新生物形成性疾患を惹起する。例え
ば、神経芽腫と褐色細胞腫は、神経堤に起源を有する細胞から発生すると考えられている
。グリア細胞、星状細胞及びシュヴァン細胞などの神経系の非ニューロン細胞もまた、異
なる型の腫瘍を惹起する。ニューロン細胞に関する化学療法に使用されるほとんどの薬物
は、細胞毒性であり、その特異性と浸透性は、比較的低い。成熟を惹起する薬物による新
生物形成性疾患の治療には、ゴールまでには更に研究が必要であろう。 Aaronson, S.A. 

（ 1991） 254: 1146-1153。
神経栄養性ポリペプチドは、最終的には、ある種の神経変性及び増殖性疾患の治療に有用
であることが認められるであろうが、これらはそのバイオアベイラビリティの低さを特徴
としており、これはそのサイズが比較的大きいために血液脳関門を通過しにくいためであ
る。関連する標的組織への浸透性の低さのため、中枢神経系の神経変性疾患及び新生物形
成性疾患の治療のためのこれらの使用が困難となっている。
抗痙攣薬であるバルプロ酸ナトリウム（ＶＰＡ）は、原発性の全身性発作、特にアプサン
ス型発作の治療に有効である、側鎖を有するカルボン酸である。 Pinder, R.M. et al., 

（ 1977） 13: 81-123。最近、ＶＰＡは、催奇形物質であることが報告されており、曝
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露された胎児の１％～２％で神経管欠損を惹起する可能性のあることが示唆されている（
Robert E. and Rosa F.W.,による「母体へのバルプロ酸及び神経管欠損」、 （ 1982
） 2: 937）。更に、妊娠中のバルプロ酸の投与により、そのほかの欠損もまた多数誘発さ
れる（ Nau et al. （ 1981） 219: 768-777）。特に重篤な出生
時欠損である開放二分脊椎もまた、動物モデルでは、バルプロ酸によって誘発される（ Eh
lers et al., 1992a, b）。神経栄養性ポリペプチドと同様に、バルプロ酸もまた、ヒト
の中枢神経系への移行は、非常に限られている（ Loescher et al., （ 1988） 29
: 311-316）。臨床的及び実験的バルプロ酸による奇形発生の総説については、 Nau et al
., （ 1991） 69: 310-321; Nau,  181, p
p. 615-664; Marcel Dekker, 1993を参照。
In vitroにおける研究により、バルプロ酸塩が、その治療のための血漿中濃度の範囲内の
濃度で、神経誘導細胞増殖の速度を強力に阻害することが証明されている（ Regan, C., 

（ 1985） 347: 394-398）。バルプロ酸塩の抗増殖作用は、細胞周期のＧ 1期にお
いて明らかにされている点に限定されている。 Martin M. and Regan C., （ 19
91） 554: 223-228。バルプロ酸塩の存在下では、細胞は、形態によって判断されるように
、分化した表現型となり、細胞－下層の接着性を高め、コンカナバリンＡレクチン被覆表
面に対する親和性を低下させる（ Martin et al., （ 1988） 2:43-48; Mart
in et al., （ 1988） 459: 131-137; Maguire and Regan, 

（ 1991） 9: 581-586; Regan, C., （ 1985） 347:394-398）。バルプロ酸
塩のこのような作用は、成長する神経管の細胞に限定されているようである。これは、 in
 vivo実験モデルでは、バルプロ酸塩が、神経管欠損の発生率を高め、感覚上皮へ特異的
に分離され、そこで細胞の混乱を生じさせることが示されているからである（ Dencker et
 al., （ 1990） 41: 699-706; Ehlers et al., （ 1992） 45: 145-15
1; Ehlers et al., （ 1992） 46: 117-130; Kao et al., 

（ 1981） 1: 367-382; Turner et al., （ 1990） 41: 421-442）。
高体温は、神経管欠損を誘発する（ Chernoff and Golden, （ 1988） 37: 37-42
; Edwards, （ 1986） 6: 563-582; Shiota, 

（ 1982） 12: 281-288; Finnell et al., （ 1986） 33: 247-252）が、
また、 in vivo及び in vitroの両方において細胞周期のＧ 1期における神経細胞を抑止し（
Martin et al. （ 1991） 554: 223-228; Walsh and Morris, （ 1989
） 40: 583-592）し；バルプロ酸塩で観察されるのと同様の前分化効果（ prodifferentiat
ive effects）を示す（ Martin and Regan, （ 1988） 459: 131-137）。したが
って、一致した抗増殖及び前分化作用により、神経管欠損を誘発することのできる薬物を
決定し、神経変性疾患の治療又は予防に有用な化合物の開発のための基礎を提供すること
ができよう。
催奇形性であるバルプロ酸塩関連化合物の構造活性相関の研究により、高度な催奇形性に
関する厳密な構造的要件が示唆されている。 Nau, H. et al. （ 19
91） 69: 310-321。構造活性相関の研究は、親薬物分子（少なくともバルプロ酸の場合に
おいて）が、その催奇形作用の原因であるが、その代謝物は原因ではないことを証明した
以前の研究の結果として可能であった（ Nau, ,（ 1986） 6: 662-668
）。高度に催奇形性である分子が、その最大の催奇形活性を示すには、α水素原子、遊離
カルボキシル官能基、そしてそれぞれ３個の炭素を有する２個の鎖により炭素原子２で分
岐していることが必要であることが報告されている（ Nau and Loescher, 1986; Nau and 
Scott, 1986）。これらの厳密な構造要件を満たさない物質は、非常に低い、又は無視で
きる程度の催奇形活性しか有さないが、幾つかの実験モデルでは、良好な抗痙攣活性を示
すことがある。したがって、これらの化合物は、有用な抗てんかん薬であろう（ Nau et a
l., （ 1984） 34: 400-402; Loescher and Nau, （ 1985） 24: 42
7-435;Wegner and Nau, （ 1992） 42（ Supp.5） : 17-24; Elmazar et al., 

（ 1993） 82: 1255-1258）。催奇形活性により、立体異性体による選択性のあ
ることが証明され、胚内での薬物と特異的構造との間の立体選択的相互作用が示唆された
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。
４－エン－ＶＰＡ（２－ｎ－プロピル－４－ペンテン酸）（ Hauck and Nau, 
（ 1989） 49: 41-48）及び４－イン－ＶＰＡ（２－ｎ－プロピル－４－ペンチン酸）（ Ha
uck and Nau, （ 1992） 9: 850-855）の場合では、Ｓ－エナンチオマーが、対
応するＲ－エナンチオマーよりも強力な催奇形性物質であることが証明されている。立体
選択的催奇形性は、エナンチオマーの内因性催奇形能の相違によるものであり、その薬動
力学の相違によるものではない。ある組み合わせの両方のエナンチオマーが標的組織に同
程度に達しても、一方が他方よりもより強力であったからである（ Hauck et al., 

（ 1992） 60: 145-153）。このほかの例によっても、催奇形性においては顕著な立
体選択性があるが、抗痙攣及び鎮静効果においてはそうではないことが支持されている（
Hauck et al., （ 1990） 46: 513-518; Nau et al., （ 1
991） 69:310-321）。バルプロ酸塩の炭素原子２に結合した炭素鎖が、３個の炭素原子よ
りも長くても短くても、その催奇形性は低下した。 Nau et al. 。バルプロ酸塩の抗有
糸分裂活性は、治療上の可能性のある利点としてではなく、むしろその催奇形性の可能性
と関連するものとして示唆されてきた。非催奇形性のバルプロミド（ valpromide）アナロ
グは、抗増殖性ではないからである（ Regan et al., （ 1991） 5: 77-82）
。バルプロ酸塩の催奇形性アナログは、ほとんど、又は全く副作用を有さない、より有望
な抗てんかん薬を製造する目的で、今日まで合成されてきており、そのほかの治療目的の
ために当然有用であるとは示唆されていない。
神経変性及び増殖性疾患の治療に有用な化合物を決定するために努力が続けられてきたに
もかかわらず、より高い有効性と効能を有する有用な化合物が、いまだ求められている。
発明の要約
本発明は、ニューロン機能を促進し、細胞の有糸分裂を阻害するために有用な化合物、医
薬組成物、及びその方法を提供するものである。したがって、本発明は、神経変性及び増
殖性疾患を予防及び治療する方法もまた提供するものである。
本発明の化合物は、一般式（Ｉ）：
　
　
　
［式中、
Ｒ 1は、－Ｃ≡ＣＨ、－ＣＨ＝ＣＨ 2又は－ＣＨ 2－ＣＨ 3であり、
Ｒ 2は、飽和又は不飽和であり、分岐している又は分岐していない、Ｃ 1－Ｃ 3 0アルキル基
（これは、場合により、Ｃ 3－Ｃ 9脂肪族もしくは芳香族性環式炭化水素基又は複素環基に
よって置換されている）であり、
Ｍは、水素又は金属原子である］
で示される。式（Ｉ）は、２－ｎ－プロピル－４－ペンチン酸（４－イン－ＶＰＡ）又は
２－ｎ－プロピル－４－ペンテン酸（４－エン－ＶＰＡ）ではなく、Ｒ 1が、－ＣＨ 2－Ｃ
Ｈ 3である場合、Ｒ 2は、Ｃ 5～Ｃ 3 0である。
本発明は、本発明化合物を調製する方法も提供するものである。
本発明は、細胞の有糸分裂を阻害し、及び／又はニューロン機能を促進するために有用で
あり、本発明の治療における使用に適した化合物の有効量を、個体への投与に適した医薬
担体と共に含有する医薬組成物も提供するものである。
更に、本発明は、ニューロンの機能及び／又は生存を促進する方法に関し、詳細には、神
経変性疾患を有する個体を治療する方法に関する。神経変性疾患の治療に有用な化合物と
しては、２－ｎ－プロピル－４－ペンテン酸及び２－ｎ－プロピル－４－ペンチン酸を含
む上記のような式（Ｉ）の化合物、並びに式（ II）：
　
　
　
［式中、
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Ｒ 3及びＲ 4は、互いに独立して、Ｃ 1－Ｃ 3 0の、飽和又は非飽和であり、分岐している及
び／又は分岐していない、脂肪族炭化水素（これは、場合により、Ｃ 3 - 9脂肪族もしくは
芳香族性環式炭化水素基又は複素環基によって置換されている）であり、
Ｍは、水素又は金属原子である］
で示される化合物が挙げられる。
神経栄養性である本発明化合物及び組成物は、ほかの場合であればその機能を失い、変性
し、又は死亡するニューロンの生存と機能を促進するために使用することができる。した
がって、神経変性疾患であると診断された個体の治療に加えて、本発明化合物及び組成物
は、神経変性疾患を発症する危険があると認められた個体におけるこのような疾患の発症
を予防又は遅延させるために、予防的に使用することもできる。
本発明の別の実施態様においては、神経変性疾患の治療に有用な化合物及び組成物は、増
殖性疾患の治療にも使用することができる。本化合物及び組成物の抗増殖活性は、本化合
物及び組成物を、治療を必要とするヒトに投与することによって各種腫瘍の形成を予防又
は遅延させるために使用することができる。この治療は、これらの化合物が、中枢神経系
（ＣＮＳ）に浸透するのであれば、ニューロン又はグリア起源の腫瘍の治療に特に有用で
ある。
ニューロン及びグリア細胞の生存率を高めるのに有用な神経栄養性化合物を提供すること
が、本発明の目的である。
成熟して機能するニューロン又はグリア細胞と関連した特徴の発現を促進するのに有用な
化合物及び組成物を提供することも、本発明の別の目的である。
ニューロン又はグリア細胞の生存及び機能を促進することによって、各種神経変性疾患の
予防及び／又は治療に有用な化合物及び組成物を提供することが、本発明の目的である。
本発明の別の目的は、ニューロン、グリア又は関連細胞の病理的増殖を阻害するのに有用
な化合物及び組成物を提供することである。
【図面の簡単な説明】
図１：２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸；及び２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸の抗増
殖効果の用量－応答相関。ニューロ－２ａ神経芽腫細胞を、試験物質の存在下、２５ cm2

のフラスコ中で４８時間培養した。４８時間後、細胞を観察し、写真を撮影し、血球計を
用いた計数のためにトリプシンと共に回収した。細胞数は、コントロール値の平均±ＳＥ
Ｍ（ｎ＝３）（％）として表示した。
図２：ニューロ－２ａ神経芽腫細胞のニューリット成長の誘導。神経芽腫細胞を、２－ｎ
－ブチル－４－ペンチン酸（１．０ mM、２ mM）；及び２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸
（０．３ mM、０．５ mM）の存在下で培養した。培養の２４時間後、試験物質を細胞に加え
、４８時間試験物質として保持し、その後、２．５％グルタルアルデヒド及び０．５Ｍリ
ン酸ナトリウム緩衝液中、４℃で一夜固定した。細胞を四酸化オスミウムで後固定（ post
fix）し、記載するように走査顕微鏡検査のために標本を作成した。固定し、染色した細
胞を、走査型電子顕微鏡により、加速電圧１５ kVで観察した。
図３：ニューロ－２ａ神経芽腫細胞における神経細胞接着分子（ＮＣＡＭ）の免疫蛍光。
パネルＡ。２－ｎ－ペンチルーペンチン酸（１．０ mM）の存在下における細胞成長により
、コントロール細胞と比較して、ＮＣＡＭに対する免疫蛍光の増強が示された。パネルＢ
。２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸及び２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸のその濃度を
上昇させての存在下、神経芽腫細胞を４８時間培養した。次に細胞を固定し、ウサギ抗Ｎ
ＣＡＭ抗体による染色のために標本を作成した。ローダミンと結合させた第二の抗ウサギ
抗体を、細胞とインキュベートして、結合した抗ＮＣＡＭ抗体を検出した。細胞を、励起
波長５３５ nmで蛍光顕微鏡により観察した。免疫蛍光は、平均±ＳＥＭとして表示した。
図４：スコポラミン－誘導記憶消失の、２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸による用量に
依存した回復。２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸及びスコポラミンを、示したとおりに
、それぞれ３時間及び６時間訓練後期間に投与した。動物は、２４時間目に、記憶を想起
させるために試験し、判定期間として３００秒を採用した。結果は、平均値と四分位数範
囲（ interquartile range）で表示した。
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図５：海馬歯状回及び鼻皮質における神経細胞接着分子ポリシアリル化（ polysialylated
）ニューロンの発生率の年齢に依存した低下の、２－ｎ－ぺンチル－４－ペンチン酸によ
る減衰。２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸を、表示した用量で４０日間慢性的に投与し
た。コントロールの動物には、２－（２－メチルプロピル）－４－ペンチン酸を投与した
。これらの化合物の慢性投与によっても、動物の体重増加に対する作用はなかった。結果
は、平均±ＳＥＭ（ｎ＝６）として表示した。
図６：それぞれの脳領域並びに腎及び肝における２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸の分
布。２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸は、１日１回１０日間、静脈内経路（８４ mg/kg
）により投与した。動物は、最後の薬物投与の３０分後に屠殺した。２－ｎ－ペンチル－
４－ペンチン酸の組織内濃度を、ガスクロマトグラフィー選択的イオンモニタリング質量
分光測定によって測定した。結果は、単一の動物実験を示す。
発明の詳細な説明
本発明は、バルプロ酸誘導体、その製造方法、及びこれらの化合物を含有する医薬組成物
に関する。本発明は、神経変性疾患の予防及び治療に有用な、ニューロンの機能と分化を
促進する方法にも関する。本発明の化合物及び組成物の抗有糸分裂活性は、細胞周期の特
定の段階における細胞の停止、並びに新生物形成性疾患の予防及び治療に有用である。
本発明の目的は、ＣＮＳに浸透するバルプロ酸の強力な催奇形性アナログを、神経変性疾
患を治療し、その発症を遅延させることのできる神経栄養性／神経保護薬として提供する
ことによって達成される。本発明の化合物及び組成物は、新生物形成性、又は新生物形成
の可能性のある細胞の細胞増殖速度と転移の可能性をコントロールするのにも有用である
。
したがって、本発明化合物は、一般式（Ｉ）：
　
　
　
［式中、
Ｒ 1は、－Ｃ≡ＣＨ、－ＣＨ＝ＣＨ 2又は－ＣＨ 2－ＣＨ 3であり、
Ｒ 2は、独立して、飽和又は少なくとも１個の二重もしくは三重結合により不飽和であり
、分岐している又は分岐していない、Ｃ 1 - 3 0アルキル基（これは、場合により、脂肪族も
しくは芳香族性Ｃ 3 - 9環式炭化水素基又は複素環基によって置換されている）であり、
ただし、Ｒ 1が、－ＣＨ 2－ＣＨ 3である場合、Ｒ 2は、Ｃ 5 - 3 0であり、式（Ｉ）は、２－ｎ
－プロピル－４－ペンチン酸又は２－ｎ－プロピル－４－ペンテン酸（４－エン－ＶＰＡ
）ではなく、
Ｍは、水素又は金属原子である］
で示される。
本発明は、本化合物のラセミ混合物及びエナンチオマーＲ及びＳ型のそれぞれ、並びに薬
学的に許容しうるその塩を包含する。
好ましくは、Ｒ 1は、－Ｃ≡ＣＨであり、Ｒ 2は、分岐していない飽和Ｃ 2－Ｃ 1 0アルキル
基である。より好ましくは、Ｒ 2は、分岐していない、飽和Ｃ 4－Ｃ 6アルキル基である。
Ｒ 2の好ましい置換基の例としては、－（ＣＨ 2） 1 - 9－ＣＨ 3、より好ましくは－（ＣＨ 2

） 3 - 6－ＣＨ 3、最も好ましくは－（ＣＨ 2） 4 - 5－ＣＨ 3が挙げられる。最も好ましい化合
物は、２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸（Ｒ 1が、－Ｃ≡ＣＨであり；Ｒ 2が、－（ＣＨ 2

） 3－ＣＨ 3である）、２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸（Ｒ 1が、－Ｃ≡ＣＨであり；
Ｒ 2が、－（ＣＨ 2） 4－ＣＨ 3である）、そして２－ｎ－ヘキシル－４－ペンチン酸（Ｒ 1

が、－Ｃ≡ＣＨであり；Ｒ 2が、－（ＣＨ 2） 5－ＣＨ 3である）である。更に、両方のエナ
ンチオマーとそのラセミ混合物が、本発明の範囲内であると考えられるが、Ｓ－エナンチ
オマー型が特に好ましい。好ましい金属原子は、ナトリウム又はそのほかのアルカリ金属
と、例えばカルシウム又はマグネシウムなどのアルカリ土類金属である。
好ましい化合物の催奇形、抗増殖、及び前分化活性は、抗てんかん薬であるバルプロ酸よ
りもはるかに高い。
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Ｒ 1又はＲ 2が、更に分岐すると、対応する化合物の活性が低下する。これは、以下の化合
物：
　
　
　
　
の催奇形、抗増殖、及び前分化活性が低いことによって証明される。
Ｃ 2及びＣ 3の間が不飽和である（ IV）ことと、Ｃ 5をメチル化（Ｖ、 VI）することによっ
ても、上記の細胞神経栄養性及び抗増殖活性は低下するが、消失するわけではない。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
我々の基本的仮説と一致して、化合物（ IV）（ Nau et al., （ 1984） 34: 400-4
02; Nau and Loescher, （ 1986） 6: 669-676; Nau and Scott, 

（ 1986） 323: 276-278; Vorhees et al., （ 1991） 43: 583-590; Ehlers 
et al., （ 1992） 19: 196-204）及び化合物（ VI）（ Nau et al.
, （ 1991） 69: 310-321; Elmazar et al., （ 1993
） 82: 1255-1258）の催奇形活性は、非常に低いか、又は検出不可能なほどであるが、実
験モデルでは、その抗痙攣特性は良好である。
本発明化合物及び組成物は、バルプロ酸塩のより強力な催奇形性アナログであり、その親
化合物よりも大きい抗増殖及び神経栄養性／神経保護活性を示す。飽和されたバルプロ酸
塩アナログ（ここで、両方の鎖は、最大の活性を示すためには、それぞれ３個の炭素原子
を有していなければならない）とは反対に、一方の鎖が４～１０個の炭素原子を有する場
合、他方の鎖のω位に二重又は三重結合があると、より高い活性が示される。２－ｎ－プ
ロピル－４－ペンチン酸、２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸、２－ｎ－ペンチル－４－ペ
ンチン酸、２－ｎ－ヘキシル－４－ペンチン酸、２－ｎ－ヘプタ－４－ペンチン酸、及び
２－ｎ－オクタ－４－ペンチン酸が、合成された、最も強力な、バルプロ酸塩関連催奇形
性物質である。２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸、２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキシル－４－ペンチン酸、２－ｎ－ヘプタ－４－ペンチン酸、及び２－ｎ－オ
クタ－４－ペンチン酸が、より好ましい。最も好ましいのは、２－ｎ－ペンチル－４－ペ
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ンチン酸及び２－ｎ－ヘキシル－４－ペンチン酸である。
本発明による使用のために好ましい化合物は、キラルα炭素を有する。キラリティの結果
、異なるエナンチオマー型の有効性と活性は異なるであろう。例えば、Ｓ－２－ｎ－プロ
ピル－４－ペンチン酸は、Ｒ－エナンチオマー型よりも有意に高い催奇形活性を有する。
Hauck and Nau, .（ 1992） 9: 850-855; Hauck et al. （ 1992
） 60: 145-153。 Nau et al. （ 1991） 69: 310-32１を参照。これ
を、参考のためにここに援用する。上記の化合物に一般的な規則はないが、Ｓ－エナンチ
オマー型が好ましい。
本発明化合物は、適当に置換されたマロン酸ジエチルエステルを、適当な不飽和アルキル
化剤（直鎖アルキルのハロゲン化物など）と反応させることによって調製する。次に生成
物を加水分解し、脱カルボキシル化する。
この反応は、不飽和官能基で置換されたマロン酸ジエチルエステルを、適当なアルキルハ
ロゲン化物と反応させる逆の方法でも調製することができる。この反応の後に、やはり加
水分解と脱カルボキシル化を行う。
本発明の新規化合物は、本発明の方法によって調製することができる。一つの実施態様に
おいては、本化合物を合成する方法は、マロン酸ジエステル反応物を、一般式：
　
　
［式中、Ｒ 2は、飽和又は不飽和であり、分岐している又は分岐していないＣ 1－Ｃ 3 0アル
キル基であり、Ｘは、ハロゲンである］で示される第一のハロゲン化物反応物と化合させ
ることを含む。この第一の反応により、２－アルキル－マロン酸ジエステルを得る。次に
この２－アルキル－マロン酸ジエステルを、更に一般式：
　
［式中、Ｒ 1は、－Ｃ≡ＣＨ、－ＣＨ＝ＣＨ 2又は－ＣＨ 2－ＣＨ 3である］で示される第二
のハロゲン化物反応物と化合させて、一般式：
　
　
　
［式中、Ｒ 5は、アルキル基である］で示される化合物を得る。
次に、得られたジエステルを加水分解し、脱カルボキル化し、場合により塩に変換する。
別の実施態様においては、反応を行う順番を逆にして、Ｒ 1－ＣＨ 2－Ｘをマロン酸ジエス
テルと化合させて、更にＲ 2－Ｘと反応させるなどのようにする。
本発明化合物を調製する好ましい方法においては、マロン酸ジエチルエステルを塩基（例
えば、ナトリウムエチラート）で処理して、２位の炭素を脱プロトン化する。次に、得ら
れた脱プロトン化エステルを、直鎖アルキルハロゲン化物の形のアルキル化剤により処理
して、２－ｎ－アルキル－マロン酸ジエチルエステルを得る。
　
　
　
この生成物を、ナトリウムエチラートと２－プロピンハロゲン化物によりアルキル化する
ことによって、化合物（ XI）：
　
　
　
　
を得るか、又はナトリウムエチラートと２－プロペンハロゲン化物によりアルキル化する
ことによって、化合物（ XII）：
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を得るか、又はナトリウムエチラートと２－プロピルハロゲン化物によりアルキル化する
ことによって、化合物（ XIII）：
　
　
　
を得る。
ジエステル（ XI）と（ XII）と（ XIII）を、エタノール／水中、熱処理と共に、水酸化カ
リウムにより加水分解し、脱カルボキシル化する。
本発明の別の実施態様は、神経細胞を、式（ II）：
　
　
　
［式中、Ｒ 3及びＲ 4は、互いに独立して、飽和又は不飽和であり、分岐している又は分岐
していない、Ｃ 1－Ｃ 3 0脂肪族炭化水素（これは、場合により、少なくとも１個の二重又
は三重結合を有している）である］で示される化合物の神経栄養量と接触させることによ
る、神経機能の促進である。好ましくは、Ｒ 3及びＲ 4は、分岐しておらず、Ｒ 3は、３個
未満、又は３個に等しい炭素鎖を有する。Ｒ 4は、好ましくは、飽和アルキル基であり、
好ましくは、例えば－（ＣＨ 2） 1 - 9－ＣＨ 3のようにＣ 2－Ｃ 1 0であり、より好ましくは、
例えば－（ＣＨ 2） 3 - 5－ＣＨ 3のようにＣ 4－Ｃ 6である。式（Ｉ）と関連した上記の化合
物に加えて、ニューロン機能の促進と、細胞の有糸分裂の阻害に有用なそのほかの化合物
は、ＷＯ９４／０６７４３として公表された Nau et al.のＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＤＥ９３／
００８６１に記載されており、これを参考のためにここに援用する。
ニューロン機能を促進するために有用な好ましい化合物としては、例えば２－ｎ－プロピ
ル－４－ペンチン酸（Ｒ 3は、－ＣＨ 2－Ｃ≡ＣＨ；Ｒ 4は、－（ＣＨ 2） 2－ＣＨ 3である）
；バルプロ酸（Ｒ 3＝Ｒ 4＝－（ＣＨ 2） 2－ＣＨ 3である）；２－ｎ－プロピルヘキサン酸
（Ｒ 3は、－（ＣＨ 2） 3－ＣＨ 3であり、Ｒ 4は、－（ＣＨ 2） 2－ＣＨ 3である）；そして２
－ｎ－ブチルヘキサン酸（Ｒ 3＝Ｒ 4＝－（ＣＨ 2） 3－ＣＨ 3である）が挙げられる。
神経変性疾患の予防及び治療には、ニューロン機能の促進が特に有用である。神経変性疾
患としては、バルプロ酸塩アナログの少なくとも一つ又はバルプロ酸塩自体に反応性であ
る、ニューロン変性をもたらすいかなる疾患も含まれる。
バルプロ酸塩及びそのアナログと関連した神経栄養活性は、有糸分裂の阻害、ニューリッ
ト成長の増加、及びＮＣＡＭ発現などの分化を示す in vitro指標に基づいて、決定するこ
とができる。例えば、ニューリットの成長の促進能は、胎児の知覚及び交感神経ニューロ
ンを含むある種の培養神経細胞の生存率を高めることと関連している。増殖している未成
熟な神経芽細胞は、 in vitroでは、丸い形状を有し、培地表面に緩く接着している。神経
栄養性因子の存在下では、これらの細胞は、より接着性となり、新芽の過程は、ニューリ
ットとして当業者には知られている。したがって、 in vitroにおけるニューリット成長は
、所望の神経保護効果を示すことが予想される化合物を標的細胞と接触させる濃度を決定
するためのアッセイとして使用することができる。
In vitroにおけるニューリット成長を評価する方法は、当業者には良く知られており、例
えば顕微鏡による直接的な視覚による検査、又はコンピューターによる映像処理の使用に
よって、評価することができる。
本発明化合物及び組成物の神経保護作用を評価するために使用することのできる神経栄養
性因子の別の特徴は、ある特定の型の細胞の生存に対する促進能である。例えば、ＮＧＦ
の非存在下では死亡する特定の型の細胞の生存には、ＮＧＦが in vitroで必要とされる。
このようなＮＧＦ依存性細胞としては、胎芽日（ Embryonic day）約Ｅ５～Ｅ８における
ヒナ脊髄神経節のニューロンが挙げられる。
走査電子顕微鏡では、細胞が有する細胞－下層の接着性の増強能が説明される。これによ
り、腫瘍細胞に典型的である円熟し、群となった成長は、除去され、下層との平坦で増強
された相互作用が誘導される（図２）。 In vivoにおいては、これらのニューリットは、
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更に分化して軸索と樹状突起となり、そのほかのニューロンとシナプスを形成すると一般
に考えられている。神経変性に関与する疾患の間、シナプスの消失と、軸索及び樹状突起
の変性が生じ、その結果、ニューロン機能が欠損するかもしれない。
バルプロ酸塩アナログの神経栄養活性に由来する分化を示す別の指標は、ＮＣＡＭ発現の
増大である。更に、ＮＣＡＭの割合の増加は、ニューリットの成長を増強する。 Doherty 
et al., （ 1990） 343: 464-466。ＮＣＡＭは、記憶形成において基本的な役割を果
たすと報告されている。最近の学習の強化（ consolidation）の間に抗－ＮＣＡＭを脳室
内に投与すると、記憶消失が誘導されるからである。 Doyle et al., .（ 199
2） 59: 1570-1573を参照。これを、参考のためにここに援用する。 In vitroにおけるセロ
トニンに誘発されるシナプス構造の変化の後に、 ＮＣＡＭ相同体の速やかなエン
ドサイトーシスが起こることが報告されている（ Bailey et al., （ 1992） 256: 6
45-649）。
個体の脳領域の発達の間、又は神経発生の進行を呈する成熟体では、ＮＣＡＭは、一時的
にそのシアリル化（ sialylation）相を増大させる。総説である Regan, 
（ 1991） 23: 513-523（これを、参考のためにここに援用する）と、 Rougon（ 1993）

 61: 197-207を参照。シナプス特異的ＮＣＡＭイソフォーム（ＮＣＡＭ１
８０）は、分化したニューロンと関連しており、発達の後期の段階の間、シナプス発生の
期間が完了するまで、そのシアリル化相を増大させる。 Breen et al., （ 19
88） 50: 712-716。受動的忌避応答の強化の間に、同様の、ＮＣＡＭ１８０のイソフォー
ム特異的シアリル化が起きる。 Doyle et al., ,（ 1992） 31: 513-523。
我々は、成熟した雄性ウイスター系ラットを用いた急性及び慢性研究において、これらの
化合物及び組成物が、 in vivoにおいて神経栄養作用を示すことができることを観察した
。急性研究により、そのほかの神経保護薬について用いられているような一回試験受動的
忌避パラダイム（ one trial passive avoidance paradigm）において、６時間訓練後スコ
ポラミン病変の記憶消失効果を回復させることができることが示された（ Doyle et al., 
J Neurochem. 1993 61: 266-272; Doyle and Regan, J. Neural Transm. 1993 92: 33-49
）。
したがって、神経変性疾患の治療及び予防方法は、バルプロ酸塩及びそのアナログが、ニ
ューリット成長、ニューロン細胞の生存、及びＮＣＡＭ発現を促進するなどの神経栄養活
性を有するかに依存する。
治療方法により、ＡＬＳ、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンティングトン病、糖
尿病性ニューロパシー、脳卒中発作などの疾患（しかし、これらに限定されるわけではな
い）に由来する神経変性を有する人には、恩恵がもたらされると考えられる。更に、開示
化合物及び組成物のニューリット促進活性によっても、外傷性神経傷害を有する個体にも
、恩恵がもたらされるであろう。
本発明の別の実施態様においては、細胞を、上記の式（ II）の化合物の有糸分裂阻害量と
接触させることによって、細胞周期の特定の段階に細胞を停止させて、細胞を分化状態に
おくための方法が提供される。有糸分裂を阻害するためのＲ 3、Ｒ 4、及びＭの好ましい置
換基は、単に細胞の有糸分裂を阻害するために使用するのであれば、式（ II）がバルプロ
酸塩ではない限り、ニューロン機能を促進するための置換基と同じである。この方法で有
糸分裂を予防するのは、分化した表現型と関連した特異的タンパク質の発現を増強するた
めに有用である。この増強された発現により、このようなタンパク質の精製が促進される
。更に、増殖性疾患を治療するには、治療を必要とする個体にバルプロ酸塩及び／又はそ
の抗有糸分裂性アナログの別の化合物を投与することによって、有糸分裂を停止又は遅延
させることは有用である。
我々は、試験を行ったすべての細胞において、バルプロ酸塩又はその抗有糸分裂性アナロ
グに対する感受性を観察した。このような細胞型としては、始原の星状細胞、ヒト星状細
胞、そして心、腎及び免疫系由来のそれらが挙げられる。したがって、バルプロ酸塩及び
ここに記載するそのほかのアナログの抗増殖作用は、各種細胞型及び特に上記に記載する
それらに由来する各種腫瘍に対して、広い適用性を有するはずである。
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バルプロ酸塩及びその活性アナログの神経栄養及び／又は抗有糸分裂有効量は、標準的な
用量応答曲線を用いて決定することができる。したがって、代表的な細胞を、各種濃度の
試験化合物の存在下、 in vitroで培養することができる。適当な時点で、異なる条件下で
の細胞を、適当なパラメーター（例えば、抗有糸分裂活性については、細胞数；神経栄養
活性については、ニューリット成長）について試験し、ＥＤ 5 0値を決定すればよい。
本発明の好ましい化合物は、バルプロ酸塩で観察されるよりも低いＥＤ 5 0値（＜０．５ mM
）で、最も顕著な抗増殖作用を及ぼす（図１）。したがって、これらの化合物は、バルプ
ロ酸塩の鎮静及び肝毒性副作用を示さない濃度で作用すると予想される。好ましい化合物
は、バルプロ酸塩で観察される前分化作用も及ぼす。ニューロ－２ａ神経芽腫細胞系では
、これらは顕著なニューリトジェニック（ neuritogenic）な応答を誘導し、これはその抗
増殖効果と相関している（図２）。
更に、これらの化合物のより強力な化合物は、神経細胞接着分子（ＮＣＡＭ）の割合を増
加させる（図３）。この細胞認識系は、発達の間、そして以降は、成熟動物における情報
蓄積の間の神経の柔軟性（ plasticity）を、その割合とグリコシル化の状態を変更するこ
とによって、調節する（ Doyle et al., ,（ 1992） 31: 513-523）。スコ
ポラミン誘導記憶消失を回復させる、ピラセタム関連化合物などの薬物は、ＮＣＡＭグリ
コシル化及び／又は割合の非特異的増加に関与する神経保護メカニズムによって作用する
と考えられる（ Doyle et al., （ 1993） 61: 266-272）。したがって、ＮＣ
ＡＭ発現を誘導する薬物は、神経保護的である可能性があると予想される。
本発明は、また上記の式（Ｉ）又は（ II）から選択される化合物を含有する、神経変性又
は増殖性疾患の治療に有用な医薬組成物を提供するものである。式（Ｉ）又は（ II）の化
合物に加えて、この医薬組成物は、補助薬及び担体も含むことができる。この組成物は、
錠剤、カプセル剤、散剤、顆粒剤、口内錠、座剤、再構成可能（ reconstitutable）な散
剤、又は液状製剤（経口又は無菌の非経口水剤もしくは懸濁剤）の形であることができる
。
投与量を一貫させるために、本発明組成物は、単位用量の形であることが好ましい。
経口投与用単位用量剤型は、錠剤及びカプセル剤であることができ、結合剤（例えば、シ
ロップ、アラビアゴム、ゼラチン、ソルビトール、トラガント、又はポリビニルピロリド
ン）；充填剤（例えば、乳糖、糖、トウモロコシデンプン、リン酸カルシウム、ソルビト
ール、又はグリシン）；崩壊剤（例えば、デンプン、ポリビニルピロリドン、デンプング
リコール酸ナトリウム、又は微結晶セルロース）；又は薬学的に許容しうる湿潤剤（ラウ
リル硫酸ナトリウムなど）などの通例の賦形剤を含有することができる。
固体の経口組成物は、混合し、充填し、打錠するなどの通例の方法によって調製すること
ができる。多量の充填剤を用いる組成物に活性成分を分散させるには、混合操作を繰り返
すことができる。このような操作は、当業界においては通例の操作であるのは勿論のこと
である。錠剤は、通常の薬剤学的習慣において良く知られている方法により、特に腸溶性
被膜により被覆することができる。
経口の液状の製剤は、例えば、乳剤、シロップ剤、又はエリキシル剤の形であることがで
き、あるいは使用前に水又はそのほかの適当なビヒクルにより再構築するための乾燥製品
として提供することもできる。このような液状製剤は、懸濁化剤（例えば、ソルビトール
シロップ、メチルセルロース、ゼラチン、ヒドロキシエチルセルロース、カルボキシメチ
ルセルロース、ステアリン酸アルミニウムゲル、水素化食用脂肪）；乳化剤（例えば、レ
シチン、モノオレイン酸ソルビタン、又はアラビアゴム）；非水性ビヒクル（これは、食
用油脂を含む）（例えば、アーモンドオイル分留ココナッツオイル、油性エステル（グリ
セリン、プロピレングリコール、又はエチルアルコールのエステルなど））；保存剤（例
えば、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチルもしくはプロピル、又はソルビン酸）；そして所望
であれば通例の香料又は着色料などの通例の添加剤を含有することができる。
非経口投与のためには、液状の単位投与剤型は、本化合物と無菌ビヒクルを用いて調製し
、使用する濃度に応じて、ビヒクル中に懸濁又は溶解させる。水剤を調製するには、本化
合物を注射用水に溶解し、ろ過滅菌し、適当なバイアル又はアンプルに充填し、密封する
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。好都合には、局所麻酔剤、保存料及び緩衝剤などの補助剤を、ビヒクルに溶解すること
ができる。安定性を高めるためには、組成物をバイアルに充填後、凍結して、真空下で水
を除去する。非経口懸濁剤は、本化合物を溶解する替わりにビヒクルに懸濁する以外は、
ほぼ同様の方法で調製し、滅菌は、ろ過によっては完了することはできない。本化合物は
、滅菌ビヒクルに懸濁する前に、エチレンオキシドに曝露することによって滅菌すること
ができる。好都合には、界面活性剤又は湿潤剤を、組成物に含有させて、化合物の均一な
分布を容易にする。
このような疾患の治療に使用する化合物の用量は、疾患の重症度、患者の体重、そして本
化合物の相対的有効性により、通例の方法で変化させる。
抗増殖及び神経保護作用は、重篤な肝毒性副作用を惹起することなく、所望の有糸分裂の
阻害又は神経保護を達成するのに十分なはずである。達成される血漿中濃度は、標的細胞
と治療有効濃度の化合物を接触させるのに十分であろう。投与する化合物の有効量を決定
して、所望の治療効果を得るために、標準的な臨床技術を使用することができる。ヒトに
おける予想治療濃度の範囲を決定するには、対応する動物モデルにおいて、 in vitroでま
ず用量応答曲線を決定する。例えば、マウスのニューロ－２ａ－神経芽腫細胞の有糸分裂
は、バルプロ酸塩によって阻害され、そのＥＤ 5 0値は、１．０～１．３ mMである。ヒト由
来のものを含むそのほかの細胞系もまた、活性を評価するために同様に使用することがで
きる。

ｎ－ブチルマロン酸ジエチルエステル０．１ mol及び３－ブロモ－１－プロピン０．１ mol
を、乾燥アルゴン洗浄フラスコに入れ、６０℃に加熱した。この混合物に、ナトリウムエ
タノラート０．１ mol（ナトリウム０．１ mol及び乾燥エタノール５０ molから調製）を、
混合物の沸騰を維持するように、滴下して加えた。添加の終了後、ＴＬＣ（シリカアルミ
ニウムシート、ヘキサン／酢酸エチル７．５／ｌ）が出発物質が存在していないことを示
すまで（通常１～２時間）、混合物を加熱した。減圧下でエタノールを留去し、残存する
塩を水に溶解し、生成物をＣＨ 2Ｃｌ 2で３回抽出した。有機相を硫酸ナトリウムで乾燥し
、溶媒を留去した。減圧下で蒸留して、非対称に置換されたマロン酸ジエチルエステルを
得た。
融点 0 . 3 m b a r：７８～８２℃
ジアルキル化マロン酸エステルを、水酸化カリウム２０．３ｇ（０．３５ mol）、水５０ m
l及びエタノール１００ mlを含む溶液中で加熱した。けん化の完了後、減圧下でエタノー
ルを留去した。残存する残渣を水で希釈し、エーテルで洗浄した。水相を濃ＨＣｌで酸性
化（ pH＜２）し、エーテルで抽出した。無水硫酸ナトリウムで乾燥し、減圧下で濃縮して
、ジアルキルマロン酸粗生成物を得た。粗生成物を加熱（１２０～１８０℃）することに
よって、脱カルボキシル化を行った。暗色の残渣を真空下で２回蒸留して、所望の生成物
を得た。
全体的収率：１８％
沸点 0 . 1 m b a r：７５～７８℃
　
　
　
　

ｎ－ペンチルマロン酸ジエチルエステル０．１ molを、３－ブロモ－１－プロピン０．１ m
olと、実施例１に記載したように反応させた。
全体的収率：１４％
沸点 1 5 m b a r：１３５℃
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合成は、ジアニオン法（ Petragnani, Synthesis 521, 1982）により行った。
ガラス器具類は全てオーブンで乾燥し、反応装置は、操作期間を通じてアルゴンで洗浄し
た。
新たに蒸留したジイソプロピルアミン０．２ molと乾燥テトラヒドロフラン１３０ mlを含
む溶液に、ｎ－ブチル－リチウム０．２ molを０℃で加えることによって、リチウム－ジ
アニオン（０．２ mol）を調製した。オクタン酸（０．１ mol）を加え、次に１９ヘキサメ
チルリン酸トリアミドを加えて、ジアニオンを溶解させた。得られた混合物を室温で３０
分間撹拌し、次に－６０℃に冷却し、シリンジを通じて３－ブロモ－１－プロピン（０．
１ mol）を速やかに加えた。温度はすぐに上昇した。－６０℃に温度を戻した後、反応物
を撹拌し、反応が終了するまで（約１．５時間）ＴＬＣ（ヘキサン：酢酸エチル＝７．５
：１プラス５％酢酸）で観察を行った。冷却物を除去し、１０％ＨＣｌ　２００ mlを加え
た。相を分離し、水相をエーテルで２回抽出した。有機相を合わせ、半飽和ＮａＣｌ溶液
で洗浄し、Ｎａ 2ＳＯ 4で乾燥した。溶媒を留去して、黄色の油状物を得た。蒸留により、
無色の液体（沸点８２～８４℃、０．１ mbar）を得た。
　
　
　

以下に記載する好ましい例は、本発明の範囲内であるが、これらに限定されるわけではな
い：
２－ｎ－プロピル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－プロプ－１ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－プロプ－２ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｉ－プロピル－４－ペンチン酸、
２－ｉ－プロペニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ブト－１ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ブト－２ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ブト－３ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルプロプ－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルプロプ－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルプロピル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルプロプ－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルプロプ－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－ tert－ブチル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルブチル）－４－ペンチン酸、
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２－（３ 1－メチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1－ジメチルプロピル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1－ジメチルプロピル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，２ 1－ジメチルプロピル）－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキシル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキス－１ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキス－２ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキス－３ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキス－４ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘキス－５ 1－エニル－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルペント－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルペント－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルペント－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルペント－４ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルペント－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルペント－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルペント－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルペント－４ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1－メチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1－メチルペント－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1－メチルペント－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1－メチルペント－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1－メチルペント－４ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1－メチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1－メチルペント－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1－メチルペント－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1－メチルペント－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1－メチルペント－４ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1－ジメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1－ジメチルブト－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1－ジメチルブト－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1－ジメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1－ジメチルブト－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1－ジメチルブト－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1－ジメチルブト－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，３ 1－ジメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，３ 1－ジメチルブト－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，３ 1－ジメチルブト－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，３ 1－ジメチルブト－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，２ 1－ジメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，２ 1－ジメチルブト－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，３ 1－ジメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，３ 1－ジメチルブト－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，３ 1－ジメチルブト－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，３ 1－ジメチルブト－３ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1，３ 1－ジメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1，３ 1－ジメチルブト－１ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1，２ 1－トリメチルプロピル）－４－ペンチン酸、
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２－（１ 1，１ 1，２ 1－トリメチルプロプ－２ 1－エニル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1，２ 1－トリメチルプロピル）－４－ペンチン酸、
２－ｎ－ヘプチル－４－ペンチン酸、
２－（１ 1－メチルヘキシル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1－メチルヘキシル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1－メチルヘキシル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1－メチルヘキシル）－４－ペンチン酸、
２－（５ 1－メチルヘキシル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，３ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，４ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，２ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，３ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，４ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1，３ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（３ 1，４ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（４ 1，４ 1－ジメチルペンチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1，２ 1－トリメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，１ 1，３ 1－トリメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（１ 1，２ 1，３ 1－トリメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，２ 1，３ 1－トリメチルブチル）－４－ペンチン酸、
２－（２ 1，３ 1，３ 1－トリメチルブチル）－４－ペンチン酸。

細胞系の維持
ダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ； Flow Laboratories）（１０％ウシ胎児血清
（ Tissue Culture Services）、グルタミン２００ mM、及びゲンタマイシン１００μ g/ml
又はペニシリン／スレプトマイシン抗生剤（ Sigma Chemicals）１００単位／ ml及び１０
０μ g/mlを補給）中、マウスニューロ－２ａ神経芽腫細胞系（ Klebe and Ruddle, 1969 J
. Cell Biol., 43: 69A）を培養した。細胞を、９％ＣＯ 2を含む湿潤大気中、３７℃で保
持した。細胞を、ＤＭＥＭ中の０．０２５％トリプシン（ Gibco）を用いて継代し、１×
１０ 4個／ cm2の密度で蒔いた。
抗増殖アッセイ
ニューロ－２ａ細胞を、１×１０ 4個／ cm2の密度で、２５ cm2フラスコ（ Costar）に蒔い
た。２４時間の回収期間の後、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）のビヒクル中、試験す
る物質を細胞に加えたが、その量は、細胞を浸している培地の総量の０．２％であった。
ＤＭＳＯビヒクルのみを含むフラスコをコントロールとした。４８時間のインキュベーシ
ョンの後、倒立位相差顕微鏡（ Leitz Diavert）を用いて、細胞を調べ、写真を撮影した
（ Ilford 50ASAフィルム）。次に、トリプシン処理により細胞を回収し、血球計数器（改
良型 Neubauerモデル）を用いて計数した。
図１に、細胞増殖低下の結果を示す。
走査型電子顕微鏡検査
走査型電子顕微鏡で検査する細胞は、前述したように２５ cm2フラスコ内で成長させてお
いた。被検物質に４８時間曝露した後、０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液に２．５％グル
タルアルデヒドを含む溶液（ pH７．４）中、細胞を４℃で一夜固定した。次に細胞をリン
酸緩衝１％四酸化オスミウム中、室温で１時間後固定し、洗浄し、一連の濃度のエタノー
ル（２０、４０、６０、８０、そして最終１００％）を順に用いて、徐々に１時間かけて
脱水した。
組織培養フラスコの基底部のセクションを除去し、臨界点乾燥して、細胞の縮みとひび割
れを最小限にとどめた。これは、試料をポラロン（ Polaron）臨界点乾燥機内に配置し、
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チェンバーをＣＯ 2で数回処理して、エタノールを完全に除去することによって行った。
１時間後、温度と圧力を、それぞれ４０℃と１２００ lbs/in2に上昇させ、その段階で、
二酸化炭素臨界点に到達し、乾燥を終了した。
次に標本をチェンバーから取り出し、伝導カーボンセメント（ conductive carbon cement
）（ Neubauer）を用いて、走査型電子顕微鏡に適したスタブ（ stub）上にマウントし、真
空下（５×１０ - 2 torr）、アルゴンガスの存在下、２０ mAの電流で、３分間、金によりス
パッター被覆した（ Polaron E5100）。金被覆後、試料を、加速電圧１５ kVで走査型電子
顕微鏡（ JEOL35C）で調べた。映像は、図２に示すように、フィルム（ Kodak Plus-X Pan 
120フィルム）に記録した。
蛍光顕微鏡
細胞を、２４ウエルのプレートに、１×１０ 4個／ cm2の密度で蒔いた。２４時間の回収期
間の後、試験中の薬物に細胞を更に４８時間曝露した。中性緩衝ホルマリンの濃度を順に
上昇させながら（１０、３０、５０、７０、９０そして１００％の最終濃度）含有するＤ
ＭＥＭによる１０分間培養を６回行って、細胞を徐々に固定した。固定が完了したら、細
胞をリン酸緩衝食塩水（ pH７．４）で３０分間かけて３回洗浄した。次に細胞を、１％（
w/v）ウシ血清アルブミンを含むリン酸緩衝食塩水中に１：５０に希釈したウサギ抗ＮＣ
ＡＭ抗体（ Pliophys et al.  2:413-417, 1990）と共に、室温で１時
間インキュベートし、リン酸緩衝食塩水（ pH７．４）で３回３０分間洗浄した。洗浄した
細胞を次に、１％（ W/V）ウシ血清アルブミン（ Sigma）（ローダミンと結合）を含有する
リン酸緩衝食塩水に１：５０に希釈した第二の抗ウサギ抗体と共に室温で１時間インキュ
ベートした。細胞をリン酸緩衝食塩水（ pH７．４）で再び３回洗浄し、次に蛍光増強剤を
含有する Citifluor（ Agar Scientific）を用いてマウントした。ローダミンの蛍光を、 Le
itz DMRB蛍光顕微鏡上で励起波長５３５ nm（ Leica filter block N2.1）を用いて、視覚
化した。蛍光強度を、 Quantimet 500映像解析システムを用いて、細胞－細胞接触点で調
べた。蛍光強度は、コントロールで観察されたのとは相対的に、細胞接触点で、灰色のレ
ベルとして表示した。図３には、ＮＣＡＭ免疫蛍光の増大を示す。

急性及び慢性の in vivoにおける研究
本発明化合物及び組成物が、 in vivoにおいて神経栄養作用を及ぼすことができるかどう
かを、成熟雄性ウイスター系ラットを用いて、急性及び慢性研究により検討した。急性研
究の結果、そのほかの神経保護薬について用いられているような、一回試験受動的忌避パ
ラダイム（ one trial passive avoidance paradigm）において、６時間訓練後スコポラミ
ン病変の記憶消失効果を回復させることができることが示された（ Doyle et al., J. Neu
rochem. 1993 61: 266-272; Doyle and Regan, J. Neural Transm. 1993 92: 33-39）。
２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸を、直後の３時間訓練後期間に投与し、６時間訓練後
時間にスコポラミンを投与した。全ての投与は、表示した訓練後時間に腹腔内経路により
行った。更に、少なくとも３匹の動物からなる３群に、３時間目に２－ｎ－ペンチル－４
－ペンチン酸を、６時間目にビヒクルを投与して、このパラダイムにおいて化合物が有す
るかもしれない望ましくない作用について、評価とコントロールを行った。このデータは
、平均値と四分位数範囲（ interquartile range）範囲を示す箱型のプロットとして示し
、統計学的有意差は、非パラメトリックデータについては、 Mann-WhitneyのＵ検定で確立
した。
ビヒクルのみを投与した動物は全て、平均潜伏値３００秒で、良好な記憶想起を示して、
暗い、ショックコンパートメントに入り、忌避タスクの良好な獲得が示された（図４）。
６時間訓練後に投与したスコポラミンにより、２４時間目の想起が低下し、平均潜伏値が
６５秒であった。これにより、本薬物が、この学習モデルにおいて、強力な記憶喪失症薬
としての有効性を有することが証明された。これらの神経栄養化合物の学習欠損を阻害又
は低下させる能力を評価するために、２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸を、３時間訓練
後に腹腔内投与し、６時間訓練後に前回のようにスコポラミンを投与した。２－ｎ－ペン
チル－４－ペンチン酸は、用量に依存して、２４時間訓練後に観察されたスコポラミン誘

10

20

30

40

50

(16) JP 3914568 B2 2007.5.16

J. Neuropsychiatr.

実施例６



導記憶欠損を低下させることが認められた（図４）。スコポラミン誘導記憶消失の回復は
、５０．４～１３４ mg/kgの用量範囲の２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸により得られ
、高度に有意な回復が、８４ mg/kgの用量で観察された。この用量では、副作用は観察さ
れなかった。１３４．０ mg/kgを投与したところ、スコポラミン誘導記憶消失の軽減は大
きかったが、より変動的であった。２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸及びビヒクルのみ
を投与された、残りの３群では、抗記憶消失効果は、試験を行った最高濃度（１３４ mg/k
g）でのみプラトーに達した。これは、動物の想起能の変動によるものであると考えられ
、ベル型の用量応答作用が示唆された。運動活性に変動は観察されなかったからである。
慢性研究により、これらの化合物及び組成物が、顆粒細胞層／海馬歯状回の門縁（ hilar 
border）に位置する神経細胞接着分子ポリシアリル化ニューロンの集団における、年齢依
存の低下を防止するかどうかを評価した。この領域における活性化ポリシアリル化ニュー
ロンの発生率は、記憶形成の間に劇的に上昇し、逆に、記憶欠損が顕著になると老化と共
に低下する（ Fox and Regan, Neurochem. Res. 1995 20: 521-526）。その結果、記憶関
連神経形質ポテンシャル（ neuroplastic potential）の指標があると考えられる。２－ｎ
－ペンチル－４－ペンチン酸１６．８及び５０．４ mg/kgを、生後４０～８０日間慢性的
に腹腔内投与すると、ポリシアリル化ニューロンの数の約７０％の自然低下が観察された
場合に、２－（２－メチルプロピル）－４－ペンチン酸（２－ｎ－ペンチル－４－ペンチ
ン酸で見られる抗増殖及び前分化効果を有さない）１６．８ mg/kgを投与したコントロー
ル動物と比べて、有意な防止効果が示された（図５）。この防止効果は、評価を行った最
大用量である５０．４ mg/kgで約２５％に達し、これは、ヒトの生涯における約２．５年
を示す。更に、鼻内皮質（ entorhinal cortex）には、ポリシアリル化ニューロンが観察
され、単一のバンドとして、鼻周囲皮質（ perirhinal cortex）を通じて梨状皮質のレベ
ルまで伸展していた。この皮質細胞集団は、生後４０～８０日間にわたって２－ｎ－ペン
チル－４－ペンチン酸５０．４ mg/kgに曝露後、２－（２－メチルプロピル）－４－ペン
チン酸１６．８ mg/kgを投与されたコントロール動物と比較して、約２倍の防止及び／又
は活性化を示した（図５）。
鼻皮質におけるポリシアリル化ニューロンの劇的な防止及び／又は活性化は、そのほかの
脳領域におけるのとは反対に、皮質への２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸の分布の相違
と関連していると考えられる。単一の動物実験では、２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸
の静脈内ボラス投与（８４ mg/kg）により、試験を行ったそのほかの脳領域と比較して、
２～４倍高い皮質への分布が示された（図６）。この皮質への浸透は、腎で観察されるの
と同等であった。更に、血漿の分析により、２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸の遊離濃
度が、約６０μ g/gであるのが示され、これは、非結合画分の２０％に対応していた。
動物群間で体重増加が不変（図５）であること、そしてオープンフィールドでの観察にお
いては、異常な行動が見られなかったことにより示されるように、いずれの用量において
も、副作用は見られなかった。
受動的忌避訓練
学習／記憶研究のために、一回試験ステップスルー明暗モデル（ one-trial step-through
, light-dark model）を開発し、バリデートした。装置は、幅３００ mm、奥行き２６０ mm
、高さ２７０ mmのボックスから構成されていた。前部及び上部は透明であり、実験者が、
装置内の動物の行動を観察することができた。ボックスは、２個のコンパートメントに別
れ、幅５０ mm、高さ７５ mmの小さな開口部を有する、中央のシャッターによって分離され
ていた。小さい方のコンパートメントは、幅９０ mmであり、低パワー（６ｖ）照明源を有
しており、明コンパートメントとした。大きい方のコンパートメントは、幅２１０ mmであ
り、照明はしなかった。
暗コンパートメントの床は、直径５ mm、間隔１２．５ mmのステンレススチールのバ－１６
本の格子から構成されていた。電流発生器を用いて、格子の床に０．７５ mAの電流を通し
、１６本のバーに０．５秒間づつスクランブルを行った。４０～６０ kOhmの抵抗範囲を、
ラットの群（２５０～３５０ｇ）について算出し、装置を対応させた。抵抗変化による電
圧の自動変化により急激な電流がもたらされることが、動物の抵抗を検出する電子回路に
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より確実に行われるようにした。
動物は、全ての研究の開始の３日前に試験室に入れて、新しい環境に慣れるための時間を
確保した。この期間の後、動物を、低レベルの赤色光照明下で２分づつ３日間処理した。
それぞれの処理セッションの後、動物の体重を測定し、オープンフィールドアリーナに配
置し、そこで歩行と一般行動を評価した。４日目、つまり訓練日に、それぞれのラットを
処理し、体重を測定し、前述したようにオープンフィールドアリーナで評価を行った。し
かし、行動評価の後、動物を、受動的忌避訓練装置の、小さい、明コンパートメントに入
れ、後ろの壁に向き合うようにした。ドアは、速やかかつ慎重に閉じた。
ラットが、向きを変えて、コンパートメントの前部パネルに向き合う（通常は３０秒未満
の順応時間の後）と、タイマーを始動し、大きい方の暗コンパートメントに入るまでの潜
伏時間を記録した。この時間は、通常２０秒未満であった。動物が暗コンパートメントに
入り、４本の足が全部、スチール製の格子の床に接すると、遠隔操作により、床のバーに
、０．７５ mAの電流が流された。５秒間の最大衝撃時間を設定し、動物は、ほぼいつも、
この時間内に、安全な明コンパートメントに戻ったが、これは逃避潜伏期間（ escape lat
ency）として知られている。
それぞれのラットについて、逃避潜伏期間を記録し、動物をその住居ケージに速やかに戻
した。衝撃を与えた動物の一方とは対であるコントロール群の動物には、足の衝撃を与え
ず、しばらくは装置を探索させた。それぞれの訓練セッションの間、両方のコンパートメ
ントは、完全に拭い、嗅覚を混乱させる可能性を排除した。
次に動物を想起試験、つまり暗コンパートメントに忘れずに行かないようにする能力につ
いての試験に、訓練の２４時間後に付した。動物を前述したように処理し、体重を測定し
、評価を行い、再び安全なコンパートメントに入れた。動物が、前面パネルに向き合うよ
うに向きを変えると、タイマーを始動し、頭のみ、前足２本、そして最終的に足４本が暗
コンパートメントに入るまでの潜伏期間を記録した。バーには電流を流さず、動物を取り
だし、その住居ケージに戻す前に、５分間のカットオフ又は判定時間を与えた。動物の４
本の足全部が暗コンパートメントに入るまでに要した時間を、動物の想起能の基本的評価
として使用し、１群当たり少なくとも６匹を用いて、平均及びパーセント範囲を算出した
。非パラメトリックデータについては、 Mann-WhitneyのＵ検定により、群間の有意差を評
価した。
オープンフィールド行動
オープンフィールド研究により、受動的忌避訓練の必須部分を形成した。オープンフィー
ルド装置は、黒く塗った木から構築した（長さ６２０ mm、幅６２０ mm、高さ１５０ mm）。
装置の白く塗った床は、７７ mm毎に線をひいて、７７ mm×７７ mmのますに分けた。それぞ
れの動物をアリーナの中央に置き、装置の側部に行かせ、その時点で、タイマーを始動し
た。運動活性の測定値として、次の５分間にわたって横断した線の数を計数した。
評価を行ったそのほかの行動としては、後足で立つ（ rearing）、身づくろいをする（ gro
oming）、立毛、排便、姿勢が挙げられる。いずれも、動物の健康状態を示す良い指標で
ある。体重は、当然記録した。すべての観察は、日周期への影響を最小限にするために、
０８．００～１４．００の間に、静かな室内で、低レベル照明下で行った。この行動評価
は、訓練スケジュールに応答しない動物又は望ましくない介在効果（試験結果を混乱させ
る恐れがある）を検出するには、評価できないほど重要であった。
免疫組織化学的検査
顆粒細胞層／海馬歯状回の門領域における神経細胞接着分子ポリシアリル化ニューロンの
発生率を、免疫組織化学的技術により確率した。新たに切開した脳を、最適な切断温度化
合物（ Gurr, U.K.）中で速やかに被覆し、液体窒素冷却ｎ－ヘキサン中で素早く凍結し、
更に処理する必要が生じるまで、－８０℃で保存した。１２μ mの水平クリオスタット（ c
ryostat）切片を、 MICROM（シリーズ５００）クリオスタットを用いて、凍結組織から切
り出した。中隔－側頭軸索中途である同一点からの分析のために、連続切片を得（歯状細
胞の分析のためには、ブレグマから－５．６ mmに等しく、皮質細胞の分析のためにはブレ
グマから－８．１０ mmに等しい（ Paxinos and Watson, The Rat Brain in Stereotaxic C
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oordinates, Academic Press, 1986））、０．１％（ w/v）ポリ－１－リシン被覆ガラス
スライド上に、解凍マウントした。切片を７０％（ v/v）エタノールに３０分間固定し、
０．１Ｍリン酸緩衝０．９％食塩水（ pH７．４、ＰＢＳ）の洗浄用緩衝液中で、１０分間
ずつ２回洗浄し、非特異的染色を除くために、１％（ w/v）ウシ血清アルブミン（ Sigma C
hemical Co., U.K.）及び１％（ v/v）正常ヤギ血清（ DAKO, Denmark）を含有するＰＢＳ
からなるインキュベーション用緩衝液に１：５００に希釈した抗ＮＣＡＭ－ＰＳＡ（ Roug
on et al., J. Cell Biol. 1986 103: 2429-2437）と共に、加湿チェンバー内、室温で、
一夜（２０時間）培養した。切片を再び洗浄し、インキュベーション用緩衝液に１：１０
０に希釈した蛍光結合ヤギ抗マウスＩｇＭ（ Calbiochem. U.K.）に３時間曝露した。切片
に最終的な洗浄を行った後、蛍光増強培地である Citifluor（ Agar, U.K.、登録商標）に
マウントした。励起波長４９５ nm、発光波長５２５ nmで、 Letiz DMRB蛍光顕微鏡を用いて
、染色パターンを観察した。免疫蛍光染色は、第一又は第二抗体のいずれかを省略し、そ
してシアル酸のα２，８ホモポリマーを含有するコロミン酸（１ mg/ml、 Sigma Chemical 
Co., U.K.）により、抗ＮＣＡＭ－ＰＳＡを前吸収することによって、完全に除去される
ため、特異的である。適切である場合、切片は、プロピジウムヨージド（４０ ng/ml ＰＢ
Ｓ。これは、励起波長５５２ nm、発光波長５７０ nmを用いて検出することができる）に短
時間曝露する（６０秒間）ことによって、後染色した。
歯状顆粒細胞層内そして門縁における、ＮＣＡＭ－ＰＳＡ免疫応答性ニューロンの総数を
、１０個の交互の１２μ mの切片で計数して、５～１０μ m神経細胞形質の二重形数を防止
し、顆粒細胞層の総面積（プロピジウムヨージド標識細胞すべてを含む）で割り、平均顆
粒細胞面積（このレベルで０．１５±０．０１ mm2）で掛け、それぞれの動物群における
平均±ＳＥＭを算出した。これらの平均値を用いて、それぞれの動物群における平均±Ｓ
ＥＭを確立した。 Quantimet 500映像解析システムを用いて、面積測定を行った。統計学
的解析には、 StudentのＴ検定を用いた。
２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸のＧＣ－ＭＳ解析
薬物投与の４日前に、ペントバルビトンナトリウム（６０ mg/kg）の麻酔下、左頚静脈に
留置カニューレ（内径０．５ mm）を導入した。２０％ポリビニルピロリドン（ヘパリン５
０単位／ mlを含有）により、カニューレを解放したまま保持し、１日２回洗浄した。２－
ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸（８４ mg/kg）を１日１回１０日間ボラス投与した。薬物
の最後の投与の後３０分で動物を屠殺し、脳を取り出し、それぞれの領域に切開し、あら
かじめ重量を測定しておいたバイアルに入れ、必要となるまで－８０℃で保存した。肝及
び腎も同様に処理した。血液は、心臓穿刺により採取し、ヘパリン化試験管にとり、血漿
は、１５００ rpmで１０分間遠心分離することによって得た。上清を少量づつ分け、あら
かじめ重量を測定しておいたバイアル中で凍結保存した。
２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸を抽出するには、組織を、２～１０倍量のＨ 2Ｏに、
超音波処理によってホモジナイズした。１ＮＮａＨ 2ＰＯ 4緩衝液（ pH５．０）５０μ l及
び酢酸エチル１ ml（内部標準として２－メチル－２－エチルヘキサン酸１μ g/mlを含有）
を加えて、１００～２００μ lずつを、抽出した。混合物を１５分間振盪し、１分間遠心
分離し、２０℃で窒素流により、上清を約２００μ lに濃縮し、アセトニトリル１００μ l
を加えた。酢酸エチルのみで抽出を繰り返し、抽出相を合わせ、溶媒を蒸発させて最終量
を１０～２０μ lとした。ピリジン３０μ lと、Ｎ－メチル－Ｎ－トリメチルシリル－トリ
フルオロアセトアミド３０μ lを少なくとも３０分間かけて室温で加えることによって、
トリメチルシリル化を行い、１μ l部分をガスクロマトグラフィー－質量分析計（ＧＣ－
ＭＳ）に注入した。血清部分を、 Amicon MPS-1限外ろ過装置（ＹＭＴ－膜、カットオフ３
０ kDa）により限外ろ過した後、非結合２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸を測定した。
ジェットセパレーターを介して Finnigan MAT CH-7-A質量分析計（ 2100D Superincosで操
作）と接続した Perkin-Elmer F22-9-Cを用いて、ＧＣ－ＭＳ解析を行った。ＤＢ１７０１
で被覆した溶融シリカメガボア（ Megabore）カラム（３０ m×内径０．５３ mm、フィルム
厚１μｍ）を用いた。インジェクターの温度は、２２０℃に保持した。当初の温度は、８
０℃とした。注入後、温度を８０℃で１分間保持し、速やかに１２０℃まで昇温させ、次
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に４℃／分の速度で１９０℃まで昇温させた。検出は、以下のイオンを用いて、選択的イ
オンモニタリングモードで行った：２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸については、 m/z 
225、２－メチル－２－エチルヘキサン酸内部標準については、イオン m/z 215。直線状の
検量線グラフを用いて、それぞれの組織内濃度を求めた。

バルプロ酸及びバルプロ酸関連カルボン酸の催奇形性
ＮＭＲＩ系マウスにおける、バルプロ酸、及びその一方の側鎖の長さがいろいろであるバ
ルプロ酸関連カルボン酸の催奇形性を検討した。表１及び２には、以下の化合物に関する
結果を記載する：ＶＰＡ（バルプロ酸）、エチル－４－イン－ＶＰＡ（２－ｎ－エチル－
４－ペンチン酸）、４－イン－ＶＰＡ（２－ｎ－プロピル－４－ペンチン酸）、ブチル－
４－イン－ＶＰＡ（２－ｎ－ブチル－４－ペンチン酸）、ペンチル－４－イン－ＶＰＡ（
２－ｎ－ペンチル－４－ペンチン酸）及びヘキシル－４－イン－ＶＰＡ（２－ｎ－ヘキシ
ル－４－ペンチン酸）。それぞれのカルボン酸化合物を、ナトリウム塩として mmol/kgの
用量で投与した。胎児死亡率値は、総着床物のパーセントを反映し、脳ヘルニア値は、生
存胎児のパーセントを反映している。影響を受けた胎児の数は、括弧内に示す。本発明の
カルボン酸の催奇形作用は、 Nau in  80, 243-250（ 1985）及
び米国特許出願第０８／３４４，８１０号（１９９４年１１月２３日出願）（これを、参
考のためにここに援用する）に記載されているマウス脳ヘルニアモデルにより求めた。雌
性ＮＭＲＩ系マウスを、雄性ＮＭＲＩ系マウスと、６．００～９．００の間、交配させた
。受精後最初の２４時間を、妊娠０日とみなした。カルボン酸のナトリウム塩の溶液を、
妊娠８日の朝、マウスに腹腔内注射した。妊娠１８日の９．００～１２．００の間に、動
物をジエチルエーテルにより麻酔し、次に子宮を取り出した。着床部位の数と吸収及び死
亡胎児の数（胎児死亡率）を求めた。生存していた胎児の体重をそれぞれ測定し、脳ヘル
ニアに関する検査を行った。
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我々は、本発明の実施態様を多数記載してきたが、本発明の方法を利用したそのほかの実
施態様を提供するために、その基本的構成を変更することができるのは明らかである。し
たがって、本発明の範囲は、実施例により上記に記載した特定の実施態様よりは、ここに

10

20

30

40

50

(22) JP 3914568 B2 2007.5.16



添付する請求の範囲によって定義されると理解される。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

(24) JP 3914568 B2 2007.5.16



フロントページの続き

(74)代理人           
            弁理士　津国　肇
(74)代理人           
            弁理士　渡辺　睦雄
(74)代理人           
            弁理士　津国　肇
(74)代理人           
            弁理士　佐伯　とも子
(72)発明者  ナウ，ハインツ
            ドイツ連邦共和国、デー－１４１６３　ベルリン、ヘガウエルヴェーク　４３
(72)発明者  リーガン，チャーラン・エム
            アイルランド国、ダブリン、カウンティ、サンディコーブ、ロウワー・アルバート・ロード　５５

    審査官  吉良　優子

(56)参考文献  米国特許第０４４２３０６４（ＵＳ，Ａ）
              特開昭５９－０６７２６６（ＪＰ，Ａ）
              LAMBERT,C. et al., Tetrahedron Letters, １９８４年，Vol.25, No.46, p.5323-5326
              SPENCER,R.W. et al., J.Am.Chem.Soc., １９８６年，Vol.108, No.18, p.5589-5597
              KATO,K. et al., J.Med.Chem., １９８５年，Vol.28, No.3, p.287-294
              NEGRETE,G.R. et al., Tetrahedron Asymmetry, １９９１年，Vol.2, No.2, p.105-108

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C07C 53/128
              A61K 31/19
              A61P 25/16
              A61P 25/28
              CA(STN)
              REGISTRY(STN)

(25) JP 3914568 B2 2007.5.16


	bibliographic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

