
(57)【要約】

本発明は、一般的公式（Ｉ）を有するキノベンゾオキサ

ジン類似体、また薬学的に許容されるその化合物の塩、

エステルおよびプロドラッグに関連するもので、ここで

A、U、V、W、XおよびZは置換基である。また、本発明は

そのような化合物の使用方法に関するものでもある。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 １ を 有 す る 化 合 物 、 ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る そ の 化 合 物 の 塩 、 な ら び に 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 、 そ の 化 合 物 の 塩 、 エ ス テ ル お よ び プ ロ ド ラ ッ グ ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、 Vは 、 H、 ハ ロ 、 ま た は NR 1 R 2 、
Aは 、 H、 フ ル オ ロ 、 ま た は NR 1 2 、
Zは 、 O、 S、 NR 1 ま た は CH 2 、
Uは 、 OR 2 ま た は NR 1 R 2 、
Xは 、 OR 2 、 NR 1 R 2 、 ハ ロ 、 ア ジ ド 、 ま た は SR 2 、
nは 、 1～ 3で 、
NR 1 R 2 で の R 1 お よ び R 2 は 、 二 重 結 合 ま た は 環 を 形 成 し 、 い ず れ も 任 意 に 置 換 さ れ 、
R 1 は 、 Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
R 2 は 、 H、 ま た は N、 O、 お よ び Sの 中 か ら 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 非 隣 接 ヘ テ ロ 原 子 を 任 意 に
有 す る C 1 - 1 0 ア ル キ ル も し く は C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル で 、 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 任 意
に 置 換 さ れ る も の 、 ま た は R 2 は 、 複 素 環 、 ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ ー ル で 任 意 に 置 換 さ
れ る も の で あ り 、
Wは 、 下 記 の 群 か ら 選 択 さ れ 、
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式 中 、 Q、 Q 1 、 Q 2 お よ び Q 3 は 、 独 立 的 に CHま た は Nで 、
Yは 、 独 立 的 に O、 CH、 =Oま た は NR 1 で あ り 、
R 5 は 、 縮 合 環 の 任 意 の 位 置 で の 置 換 基 で あ り 、 H、 OR 2 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 2 - 6 ア ル ケ ニ ル で
あ り 、 こ れ は そ れ ぞ れ ハ ロ 、 =Oま た は 1個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 に よ り 任 意 に 置 換 さ れ る も の
、 ま た は R 5 は 、 無 機 置 換 基 で あ る か 、 ま た は 置 換 し た も し く は 置 換 さ れ て い な い 炭 素 環 式
も し く は 複 素 環 式 の 5～ 6員 環 を 得 る た め に 隣 接 す る 2個 の R 5 が 結 合 し た も の で 、 任 意 に 別
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の 置 換 さ れ た も し く は 置 換 さ れ て い な い 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 と 縮 合 で き 、
Xが ピ ロ リ ジ ニ ル で あ る と き に 、 Uが OR 1 で な け れ ば 、 Aは F、 Zは O、 Wは ナ フ タ レ ニ ル ま た は
フ ェ ニ レ ン で あ る 。
Xが Fま た は ピ ロ リ ジ ニ ル の と き 、 Uは モ ル ホ リ ニ ル や 2,4-ジ フ ル オ ロ ア ニ リ ン で は な く 、 A
は F、 Zは O、 お よ び Wは フ ェ ニ レ ン で 、
さ ら に 、 Uが OHの 場 合 に は 、 Wは 複 数 の 縮 合 芳 香 環 を 表 し 、 Xは ハ ロ で は な く 、 Xは NH 2 、 ま
た は 、 Nを 含 ま な い 1つ の 部 分 ま た は 、 6個 を 超 え る 炭 素 を 含 む 。 ］ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Aお よ び Xが 、 独 立 的 に ハ ロ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ハ ロ が 、 フ ル オ ロ で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Vが 、 Hで あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Uお よ び Xが 、 独 立 的 に NR 1 R 2 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 R 1 が Hで あ り 、 R 2 は 任 意 に 一 個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む C 1 - 1 0 ア ル キ ル で あ り 、 任 意 に C 3
- 6 シ ク ロ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル ま た は 1個 以 上 の N、 O、 Sを 含 む 5～ 14員 複 素 環 と 置 換 で き る
、 請 求 項 5記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 5～ 14員 複 素 環 が 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 1,3-ジ オ キ ソ ラ ン 、 2,3-ジ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 テ
ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ン 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,3-ジ ヒ ド ロ -イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン
、 イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 4,5-ジ ヒ ド ロ イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ロ リ
ジ ン -2-オ ン 、 ピ ロ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 オ ク タ ヒ ド ロ -ピ ロ ロ [3,4-b]ピ リ ジ ン
、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ジ ン
-2,4-ジ オ ン 、 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 1,3-ジ ヒ ド ロ ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル -2-オ ン 、 イ ン ド ー
ル 、 チ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 、 チ ア ジ ア ゾ ー ル 、 チ オ フ ェ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -チ オ
フ ェ ン  1,1-二 酸 化 物 、 ジ ア ゼ ピ ン 、 ト リ ア ゾ ー ル 、 グ ア ニ ジ ン 、 ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]
ヘ プ タ ン 、 2,5-ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]ヘ プ タ ン 、 お よ び 2,3,4,4a,9,9a-ヘ キ サ ヒ ド ロ -1H
-J-β -カ ル ボ リ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 6記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 R 1 が Hで あ り 、 R 2 は ア リ ー ル ま た は 1個 以 上 の N、 O、 Sを 含 む 5～ 14員 複 素 環 で あ り 、 そ れ
ぞ れ 任 意 に ア ミ ノ も し く は 別 の 複 素 環 と 置 換 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 5～ 14員 複 素 環 が 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 1,3-ジ オ キ ソ ラ ン 、 2,3-ジ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 テ
ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ン 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,3-ジ ヒ ド ロ -イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン
、 イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 4,5-ジ ヒ ド ロ イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ロ リ
ジ ン -2-オ ン 、 ピ ロ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 オ ク タ ヒ ド ロ -ピ ロ ロ [3,4-b]ピ リ ジ ン
、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ジ ン
-2,4-ジ オ ン 、 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 1,3-ジ ヒ ド ロ ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル -2-オ ン 、 イ ン ド ー
ル 、 チ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 、 チ ア ジ ア ゾ ー ル 、 チ オ フ ェ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -チ オ
フ ェ ン  1,1-二 酸 化 物 、 ジ ア ゼ ピ ン 、 ト リ ア ゾ ー ル 、 グ ア ニ ジ ン 、 ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]
ヘ プ タ ン 、 2,5-ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]ヘ プ タ ン 、 お よ び 2,3,4,4a,9,9a-ヘ キ サ ヒ ド ロ -1H
-β -カ ル ボ リ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 8記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 NR 1 R 2 の R 1 お よ び R 2 が 、 １ 個 以 上 の N、 O、 Sを 含 む 任 意 に 置 換 さ れ る 5～ 14員 環 を 形 成 す
る 、 請 求 項 5記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 NR 1 R 2 が 、 モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ ペ リ ジ ン ま た は ジ ア ゼ ピ ン で
あ る 、 請 求 項 10記 載 の 化 合 物 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 Uお よ び Xが 、 独 立 的 に 以 下 の 式 を 有 す る 、 請 求 項 1の 化 合 物 ：
NR 1 -(CR 1 2 )n-NR

3 R 4     (2)
［ 式 中 、 R 1 お よ び R 3 は 、 独 立 的 に Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
nは 、 1～ 6で 、 か つ
R 4 は H、 ま た は N、 O、 Sの 中 か ら 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 非 隣 接 ヘ テ ロ 原 子 を 任 意 に 含 み 、 炭
素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 1 0 ア ル キ ル ま た は C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル で
あ り 、
NR 3 R 4 に お い て 、 R 3 お よ び R4は 任 意 に 置 換 さ れ た 環 を 形 成 す る も の と す る こ と が で き る 。
］ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 nは 、 2～ 3で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 NR 3 R 4 は 非 環 式 ア ミ ン 、 ま た は グ ア ニ ジ ニ ル も し く は そ の 互 変 異 性 体 、 ま た R 3 お よ び R 4

は 、 1個 以 上 の N、 Oま た は Sを 含 む 置 換 さ れ た 環 を 任 意 に 形 成 す る 、 請 求 項 12記 載 の 化 合 物
。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 NR 1 R 2 は モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ リ
ジ ン ま た は ピ ペ リ ジ ン で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Xは NR 1 R 2 で あ り 、 Uは 以 下 の 式 を 持 つ 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 ：
NR 1 -(CR 1 2 )n-NR

3 R 4 　    (2)
［ 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 、 請 求 項 1で 定 義 し た と お り で あ り 、
R3は 、 Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
nは 、 1～ 6で 、
R 4 は H、 ま た は N、 O、 Sの 中 か ら 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 非 隣 接 ヘ テ ロ 原 子 を 任 意 に 含 み 、 炭
素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 1 0 ア ル キ ル ま た は C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル で
あ り 、
NR 1 R 2 の R 1 と R 2 お よ び NR 3 R 4 の R 3 や R 4 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 的 に 置 換 環 を 形 成 す る こ と が で き る
。 ］ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 NR 1 R 2 の R 1 と R 2 お よ び NR 3 R 4 の R 3 と R 4 は そ れ ぞ れ 独 立 的 に １ 個 以 上 の N、 O、 Sを 含 む 置 換
環 を 形 成 す る 、 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Xが 、 ア ミ ノ 、 カ ル バ ミ ン 酸 塩 も し く は 一 個 以 上 の 非 隣 接 N、 O、 Sを 含 む C 1 - 1 0 ア ル キ ル
と 任 意 に 置 換 え ら れ 、 か つ 任 意 に 複 素 環 と 置 換 え ら れ 、 ア リ ー ル も し く は 飽 和 ま た は 不 飽
和 の 複 素 環 に そ れ ぞ れ 任 意 に 置 換 さ れ る 、 請 求 項 17記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Xが テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 1,3-ジ オ キ ソ ラ ン 、 2,3-ジ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ
ン 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,3-ジ ヒ ド ロ -イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 イ ソ オ キ サ ゾ
ー ル 、 4,5-ジ ヒ ド ロ イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン -2-オ ン 、
ピ ロ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 オ ク タ ヒ ド ロ -ピ ロ ロ [3,4-b]ピ リ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、
ピ ラ ジ ン 、 モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ジ ン -2,4-ジ オ ン 、
ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 1,3-ジ ヒ ド ロ ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル -2-オ ン 、 イ ン ド ー ル 、 チ ア ゾ ー
ル 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 、 チ ア ジ ア ゾ ー ル 、 チ オ フ ェ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -チ オ フ ェ ン  1,1-二
酸 化 物 、 ジ ア ゼ ピ ン , ト リ ア ゾ ー ル 、 グ ア ニ ジ ン 、 ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]ヘ プ タ ン 、 2,5
-ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]ヘ プ タ ン 、 お よ び 2,3,4,4a,9,9a-ヘ キ サ ヒ ド ロ -1H-β -カ ル ボ リ
ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 複 素 環 と 置 換 さ れ る 、 請 求 項 17記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Xお よ び NR 3 R 4 は 、 独 立 的 に モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ ロ リ ジ ン 、
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ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ リ ジ ン ま た は ピ ペ リ ジ ン で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Xお よ び NR 3 R 4 が 、 独 立 的 に ピ ロ リ ジ ン で あ る 、 請 求 項 20記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Xが 、 ピ ラ ジ ン と 置 換 さ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Wが 、 ナ フ タ レ ニ ル で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Wが ベ ン ゼ ン 、 ピ リ ジ ン 、 ビ フ ェ ニ ル 、 ナ フ タ レ ン 、 フ ェ ナ ン ト レ ン 、 キ ノ リ ン 、 イ ソ
キ ノ リ ン 、 キ ナ ゾ リ ン 、 シ ン ノ リ ン 、 フ タ ラ ジ ン 、 キ ノ キ サ リ ン 、 イ ン ド ー ル 、 ベ ン ズ イ
ミ ダ ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ オ キ サ ゾ ー ル 、 ベ ン ズ チ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 ア ン ト ロ ン 、 キ サ
ン ト ン 、 ア ク リ ド ン 、 フ ル オ レ ノ ン 、 カ ル バ ゾ リ ル 、 ピ リ ミ ド [4,3-b]フ ラ ン 、 ピ リ ド [4,
3-b]イ ン ド ー ル 、 ピ リ ド [2,3-b]イ ン ド ー ル 、 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 ア ク リ ジ ン 、 ま た は ア ク
リ ジ ジ ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Uは OR 2 で 、 か つ R 2 は 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 と 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 6 ア ル キ ル で
あ る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の 任 意 に 置 換 さ れ る 部 分 が 、 1個 以 上 の ハ ロ 、 OR 2 、 NR 1 R 2 、 カ ル バ ミ ン 酸 塩 、 C

1 - 1 0 ア ル キ ル 、 C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル 、 （ そ れ ぞ れ ハ ロ 、 =O、 ア リ ー ル ま た は 1個 以 上 の ヘ テ ロ
原 子 で 任 意 に 置 換 ） 、 無 機 置 換 基 、 ア リ ー ル 、 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 置 換 さ れ
る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 化 合 物 が 、 キ ラ ル で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 と 医 薬 品 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 も し く は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 を 必 要 と す る 被 験 体 に 投 与 す
る 段 階 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 改 善 さ せ る 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 改 善 さ せ る
方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 細 胞 増 殖 性 疾 患 が 癌 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 細 胞 増 殖 が 低 減 さ れ る 、 ま た は 、 細 胞 死 が 誘 発 さ れ る 、 請 求 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 被 験 体 が ヒ ト も し く は 動 物 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 シ ス テ ム に 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 ま た は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る 段 階 を
含 み 、 そ れ に よ り シ ス テ ム 内 の 細 胞 増 殖 を 低 減 さ せ る か ま た は 細 胞 死 を 誘 発 さ せ る 、 細 胞
増 殖 を 低 減 ま た は 細 胞 死 を 誘 発 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 シ ス テ ム が 細 胞 ま た は 細 胞 組 織 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 シ ス テ ム に 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 も し く は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る 手 順
を 含 む 、 微 生 物 タ イ タ ー 減 少 方 法 で 、 そ れ に よ り 微 生 物 タ イ タ ー を 減 少 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 シ ス テ ム が 細 胞 ま た は 細 胞 組 織 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 微 生 物 タ イ タ ー が ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 も し く は 真 菌 性 の タ イ タ ー で あ る 、 請 求 項 35記 載
の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 お よ び そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 を そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 投
与 す る 段 階 を 含 み 、 こ れ に よ り 微 生 物 感 染 を 改 善 さ せ る 、 微 生 物 感 染 を 改 善 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 被 験 体 は ヒ ト も し く は 動 物 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 微 生 物 タ イ タ ー は ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 も し く は 真 菌 性 の タ イ タ ー で あ る 、 請 求 項 38記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Vは NH 2 ま た は NR 1 -(CR 1 2 ) n -NR

3 R 4 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 ：
［ 式 中 、 R 1 お よ び R 3 は 、 独 立 的 に Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
nは 、 1～ 6で 、 な ら び に
R 4 は 、 H、 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 に よ り 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ま た は
ア リ ー ル で あ り 、 NR 3 R 4 に お い て R 3 お よ び R 4 は 任 意 に 置 換 さ れ た 環 を 形 成 す る も の で あ っ
て も よ い 。 ］ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Vが Hで あ る 、 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 Aが フ ル オ ロ で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 Wが ナ フ タ レ ニ ル で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 Vが Hで あ り 、 Aは フ ル オ ロ で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 化 合 物 が 、 図 1の 化 合 物 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 置 換 キ ノ ベ ン ゾ オ キ サ ジ ン 類 似 体 お よ び そ の 化 合 物 の 使 用 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 出 願 書 は 、 米 国 仮 出 願 第 60/461,271号 （ 出 願 日 2003年 4月 7日 ） 、 米 国 仮 出 願 第 60/463
,171号 （ 出 願 日 2003年 4月 15日 ） 、 第 60/519,535号 （ 出 願 日 2003年 11月 12日 ） 、 お よ び 第 6
0/532,727号 （ 出 願 日 2003年 12月 23日 ） の 恩 典 を 主 張 す る も の で あ り 、 そ の 内 容 を 参 照 し
本 書 に 組 み 込 む 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 四 重 鎖 は 、 プ リ ン の 豊 富 な 一 定 の 核 酸 の 鎖 に 形 成 さ れ る こ と が あ る 。 二 本 鎖 核 酸 で は 、
プ リ ン の 豊 富 な 一 定 の 鎖 に は 、 一 般 的 な 二 重 ら せ ん 構 造 の 間 や 、 巻 き が な く 非 B型 の 領 域
で の ゆ っ く り と し た 平 衡 に 関 与 す る 能 力 が あ る 。 こ れ ら の 巻 き の な い 非 B型 は 、 「 並 列 構
造 （ paranemic structures） 」 と 呼 ば れ る こ と も あ る 。 一 部 の 型 は 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化
に 対 す る 感 度 と 関 連 性 が あ り 、 こ れ は 「 ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 領 域 」 ま た は 「 NHE」 と 呼
ぶ こ と も で き る 。 四 重 鎖 は 、 並 列 構 造 の 一 種 で 、 一 定 の NHEで は 、 四 重 鎖 構 造 を 取 り 入 れ
る こ と が で き る 。 か な り の 状 況 証 拠 か ら 、 四 重 鎖 構 造 は 、 生 体 内 で ゲ ノ ム の 特 異 的 な 領 域
に 存 在 で き る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ れ に は 染 色 体 お よ び 発 癌 遺 伝 子 調 節 領 域 の テ ロ メ ア
端 な ど が あ る （ Han, et al., Trends Pharm. Sci. (2000) 21:136-142） 。 こ う し て 、 DNA
の 四 重 鎖 を 形 成 す る 領 域 は 、 抗 癌 剤 の た め の 分 子 タ ー ゲ ッ ト と し て の 使 用 が 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 明 細 書 で 説 明 し た 化 合 物 は 、 四 重 鎖 を 形 成 し う る DNAの 領 域 と 相 互 に 作 用 し 、 副 作 用
が 低 減 さ れ た 腫 瘍 抑 制 因 子 と し て 作 用 す る 。 こ う し た 化 合 物 に よ り 、 高 繁 殖 遺 伝 子 の 発 現
が 低 減 さ れ る た め 、 癌 の 治 療 に 利 用 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の 化 合 物 は 、 抗 菌 性 ま た は 抗 ウ イ
ル ス 活 性 も 示 す た め 、 細 菌 性 ま た は ウ イ ル ス 性 の 感 染 の 治 療 に 使 用 で き る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 表 １ か ら ３ の 化 合 物 か ら 独 立 的 に 選 択 し た 置 換 基 を 持 つ 、 式 1を 有 す る そ の 他 の 化 合 物
も 包 含 さ れ る 。 こ う し て 、 本 発 明 は 、 下 記 の 各 種 の 実 施 例 に お い て 説 明 し た 置 換 基 の 特 定
の 組 み 合 せ に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ う し た 化 合 物 に は 、 次 の 一 般 的 公 式 が あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ま た 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 、 そ の 化 合 物 の 塩 、 エ ス テ ル お よ び プ ロ ド ラ ッ グ 、
こ こ に お い て 、 Vは 、 H、 ハ ロ 、 ま た は NR 1 R 2 、
Aは 、 H、 フ ル オ ロ 、 NR 1 2 、
Zは 、 O、 S、 NR 1 ま た は CH 2 、
Uは 、 OR 2 ま た は NR 1 R 2 、
Xは 、 OR 2 、 NR 1 R 2 、 ハ ロ 、 ア ジ ド 、 ま た は SR 2 、
nは 、 1～ 3で 、
こ こ に お い て 、 NR 1 R 2 で は 、 R 1 お よ び R 2 は 二 重 結 合 ま た は 環 を 形 成 し て も よ く 、 い ず れ も
任 意 に 置 換 さ れ る 。
R 1 は 、 Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
R 2 は 、 H、 ま た は N、 O、 お よ び Sの 中 か ら 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 非 隣 接 ヘ テ ロ 原 子 を 任 意 に
有 す る C 1 - 1 0 ア ル キ ル も し く は C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル で 、 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 任 意
に 置 換 さ れ る も の 、 ま た は R 2 は 、 任 意 に 置 換 さ れ る 複 素 環 、 ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ ー
ル で あ る 。
Wは 、 下 記 の 群 か ら 選 択 し た も の で あ る 。
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こ こ に お い て 、 Q、 Q 1 、 Q 2 お よ び Q 3 は 、 独 立 的 に CHま た は Nで 、
Yは 、 独 立 的 に O、 CH、 =Oま た は NR 1 で あ り 、
ま た 、 R 5 は 、 縮 合 環 の 任 意 の 位 置 で の 置 換 基 で あ り 、 H、 OR 2 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 2 - 6 ア ル ケ
ニ ル で あ り 、 こ れ は そ れ ぞ れ ハ ロ 、 =Oま た は 1個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 に よ り 任 意 に 置 換 さ れ
る も の 、 ま た は R 5 は 、 無 機 置 換 基 で あ る か 、 ま た は 置 換 し た も し く は 置 換 さ れ て い な い 炭
素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 5～ 6員 環 を 得 る た め に 隣 接 す る 2個 の R 5 が 結 合 し た も の で 、 任
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意 に 別 の 置 換 さ れ た も し く は 置 換 さ れ て い な い 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 と 縮 合 で き
る 。
Xが ピ ロ リ ジ ニ ル で あ る と き に 、 Uが OR 1 で な け れ ば 、 Aは F、 Zは O、 Wは ナ フ タ レ ニ ル ま た は
フ ェ ニ レ ン で あ る 。
Xが Fま た は ピ ロ リ ジ ニ ル の と き 、 Uは モ ル ホ リ ニ ル や 2,4-ジ フ ル オ ロ ア ニ リ ン で は な く 、 A
は F、 Zは O、 お よ び Wは フ ェ ニ レ ン で 、 ま た
さ ら に 、 Uが OHの 場 合 に は 、 Wは 複 数 の 縮 合 芳 香 環 を 表 し 、 Xは ハ ロ で は な く 、 ま た Xは NH 2
（ 例 え ば 、 Nを 含 ま な い 1つ の 部 分 ） で あ る か 、 6個 を 超 え る 炭 素 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 の 式 1で 、 Aお よ び Xは 、 独 立 的 に ハ ロ と す る こ と が で き る 。 一 例 に お い て 、 Aお よ び X
は 独 立 的 に フ ル オ ロ と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 の 式 で 、 Vは Hと す る こ と が で き る 。 別 の 方 法 と し て 、 Vは NH 2 ま た は 式 NR 1 -(CR 1 2 ) n -NR
3 R 4 を 持 つ 化 合 物 と す る こ と が で き る 。
こ こ に お い て 、 R 1 お よ び R 3 は 、 独 立 的 に Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
nは 、 1～ 6で 、 ま た
R 4 は 、 H、 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 に よ り 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ま た は
ア リ ー ル で 、 ま た こ こ に お い て 、 NR 3 R 4 で は 、 R 3 お よ び R 4 は 任 意 に 置 換 さ れ た 環 を 形 成 す
る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 の 式 1で 、 Uお よ び Xは 、 独 立 的 に NR 1 R 2 と す る こ と が で き る 。 一 例 に お い て 、 R 1 は Hで
、 R 2 は 、 任 意 に 1個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 み う る C 1 - 1 0 ア ル キ ル で 、 C 3 - 6 シ ク ロ ア ル キ ル 、
ア リ ー ル 、 ま た は 1個 以 上 の N、 Oま た は Sを 含 む 5～ 14員 複 素 環 で 任 意 に 置 換 さ れ る 。 別 の
例 に お い て 、 R 1 は Hで 、 R 2 は ア リ ー ル ま た は 1個 以 上 の N、 Oま た は Sを 含 み 、 そ れ ぞ れ ア ミ
ノ ま た は 別 の 複 素 環 と 任 意 に 置 換 さ れ う る 5～ 14員 複 素 環 で あ る 。 さ ら に 別 の 例 に お い て
、 NR 1 R 2 の R 1 と R 2 は 、 1個 以 上 の N、 Oま た は Sを 含 む 任 意 に 置 換 さ れ る 5～ 14員 環 を 形 成 す る
。 特 定 の 例 に お い て 、 NR 1 R 2 は 、 モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ ペ リ ジ ン
ま た は ジ ア ゼ ピ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 の 式 1で 、 Uお よ び Xは 、 独 立 的 に 次 の 式 を 有 す る も の と す る こ と が で き る 。
NR 1 -(CR 1 2 )n-NR

3 R 4 　    (2)
こ こ に お い て 、 R 1 お よ び R 3 は 、 独 立 的 に Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
nは 、 1～ 6で 、 ま た
R 4 は H、 ま た は N、 O、 Sの 中 か ら 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 非 隣 接 ヘ テ ロ 原 子 を 任 意 に 含 み 、 炭
素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 1 0 ア ル キ ル ま た は C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル で
あ る 。
こ こ に お い て 、 NR 3 R 4 で は 、 R 3 お よ び R 4 は 任 意 に 置 換 さ れ た 環 を 形 成 す る も の と す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 の 式 2に お い て 、 nは 2～ 3と す る こ と が で き る 。 一 例 に お い て 、 NR 3 R 4 は 非 環 式 ア ミ ン
、 ま た は グ ア ニ ジ ニ ル ま た は そ の 互 変 異 性 体 で あ る か 、 ま た は R 3 お よ び R 4 は 任 意 に 1個 以
上 の N、 Oま た は Sを 含 む 置 換 さ れ た 環 を 形 成 す る 。 特 定 の 例 に お い て 、 NR 3 R 4 は 、 モ ル ホ リ
ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ リ ジ ン ま た は ピ ペ リ ジ
ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 の 式 1で 、 Xは NR 1 R 2 と す る こ と が で き 、 Uは 次 の 式 を 有 す る 。
NR 1 -(CR 1 2 )n-NR

3 R 4 　    (2)
こ こ に お い て 、 R 1 お よ び R 2 は 、 請 求 項 1で 定 義 し た と お り で あ る 。
R 3 は 、 Hま た は C 1 - 6 ア ル キ ル で 、
nは 、 1～ 6で 、 ま た
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R 4 は H、 ま た は N、 O、 Sの 中 か ら 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 非 隣 接 ヘ テ ロ 原 子 を 任 意 に 含 み 、 炭
素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 で 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 1 0 ア ル キ ル ま た は C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル で
あ る 。
こ こ に お い て 、 NR 1 R 2 お よ び NR 3 R 4 、 R 1 お よ び R 2 、 な ら び に R 3 お よ び R 4 で は そ れ ぞ れ 独 立 的
に 置 換 環 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 の 式 で 、 Xは NR 1 R 2 で 、 Uは 式 NR 1 -(CR 1 2 ) n -NR

3 R 4 (2)と な り 、 NR 1 R 2 の R 1 と R 2 、 お よ び NR
3 R 4 の R 3 と R 4 は 、 そ れ ぞ れ 1個 以 上 の N、 Oま た は Sを 含 む 置 換 さ れ た 環 を 独 立 的 に 形 成 し て
も よ い 。 例 え ば 、 Xは 、 ア ミ ノ 、 カ ル バ ミ ン 酸 塩 、 1個 以 上 の 非 隣 接 N、 Oま た は Sを 含 み 複
素 環 で 任 意 に 置 換 さ れ る C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ま た は 飽 和 複 素 環 ま た は 不 飽 和 複 素
環 （ ど れ も 任 意 に 置 換 さ れ る ） に よ り 任 意 に 置 換 さ れ る 。 一 例 に お い て 、 Xお よ び NR 3 R 4 は
、 独 立 的 に モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ リ
ジ ン ま た は ピ ペ リ ジ ン な ど で あ る 。 一 例 に お い て 、 Xお よ び NR 3 R 4 は 、 独 立 的 に ピ ロ リ ジ ン
で あ る 。 別 の 例 に お い て 、 Xは ピ ロ リ ジ ン で 、 ピ ラ ジ ン で 置 換 さ れ る 。 こ の 例 に お い て 、 V
は H、 Aは フ ル オ ロ 、 Wは ナ フ タ レ ニ ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 5～ 6員 複 素 環 の 例 に は 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 1,3-ジ オ キ ソ ラ ン 、 2,3-ジ ヒ ド ロ フ ラ ン
、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ン 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,3-ジ ヒ ド ロ -イ ソ ベ ン ゾ フ
ラ ン 、 イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 4,5-ジ ヒ ド ロ イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ
ロ リ ジ ン -2-オ ン 、 ピ ロ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 オ ク タ ヒ ド ロ -ピ ロ ロ [3,4-b]ピ リ
ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン 、 ピ ラ ジ ン 、 モ ル ホ リ ン 、 チ オ モ ル ホ リ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ リ
ジ ン -2,4-ジ オ ン 、 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 1,3-ジ ヒ ド ロ ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル -2-オ ン 、 イ ン
ド ー ル 、 チ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 、 チ ア ジ ア ゾ ー ル 、 チ オ フ ェ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -
チ オ フ ェ ン  1,1-二 酸 化 物 、 ジ ア ゼ ピ ン 、 ト リ ア ゾ ー ル 、 グ ア ニ ジ ン 、 ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.
2.1]ヘ プ タ ン 、 2,5-ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]ヘ プ タ ン 、 お よ び 2,3,4,4a,9,9a-ヘ キ サ ヒ ド
ロ -1H-J-カ ル ボ リ ン な ど が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 の 式 1で 、 Wは 、 ベ ン ゼ ン 、 ピ リ ジ ン 、 ビ フ ェ ニ ル 、 ナ フ タ レ ン 、 フ ェ ナ ン ト レ ン 、 キ
ノ リ ン 、 イ ソ キ ノ リ ン 、 キ ナ ゾ リ ン 、 シ ン ノ リ ン 、 フ タ ラ ジ ン 、 キ ノ キ サ リ ン 、 イ ン ド ー
ル 、 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ オ キ サ ゾ ー ル 、 ベ ン ズ チ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 ア ン
ト ロ ン 、 キ サ ン ト ン 、 ア ク リ ド ン 、 フ ル オ レ ノ ン 、 カ ル バ ゾ リ ル 、 ピ リ ミ ド [4,3-b]フ ラ
ン 、 ピ リ ド [4,3-b]イ ン ド ー ル 、 ピ リ ド [2,3-b]イ ン ド ー ル 、 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 ア ク リ ジ ン
、 ま た は ア ク リ ジ ジ ン の い ず れ か と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 の 式 1で 、 Uは 、 OR 2 と す る こ と が で き 、 ま た R 2 は 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の 環 と 任
意 に 置 換 さ れ る C 1 - 6 ア ル キ ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 の 式 1で 、 そ れ ぞ れ の 任 意 に 置 換 さ れ る 部 分 は 、 1個 以 上 の ハ ロ 、 OR 2 、 NR 1 R 2 、 カ ル バ
ミ ン 酸 塩 、 C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、 C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル 、 （ そ れ ぞ れ ハ ロ 、 =O、 ア リ ー ル ま た は 1個
以 上 の ヘ テ ロ 原 子 で 任 意 に 置 換 ） 、 無 機 置 換 基 、 ア リ ー ル 、 炭 素 環 式 も し く は 複 素 環 式 の
環 で 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 キ ラ ル と す る こ と が で き る 。 本 書 で 使 用 す る と き 、 キ ラ ル 化 合 物 と
は 、 そ の 鏡 像 と 異 な り 、 エ ナ ン チ オ マ ー を 有 す る 化 合 物 で あ る 。 キ ラ ル 化 合 物 の 合 成 方 法
お よ び エ ナ ン チ オ マ ー の ラ セ ミ 混 合 物 の 分 解 方 法 は 、 こ の 分 野 の 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て
い る 。 例 と し て 、 March, “ ,”  John Wiley and Sons, Inc.
, New York, (1985)が あ る が 、 こ れ を 参 照 し 本 書 に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 式 1を 有 す る 化 合 物 か ら 成 る 薬 学 的 組 成 物 や 、 医 薬 品 と し て 許 容 さ れ る
賦 形 剤 に つ い て も 提 供 し て い る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 改 善 す る す る た め の 方 法 を 提 供 し て お り 、 こ れ
に は そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 式 1を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 を 投
与 し て 、 そ れ に よ っ て そ の 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 改 善 す る す る こ と が 含 ま れ る 。 一 例 に お い て
、 細 胞 増 殖 性 疾 患 は 、 癌 で あ る 。 別 の 例 に お い て 、 細 胞 増 殖 が 低 減 さ れ 、 つ ま り 細 胞 死 が
誘 発 さ れ る 。 被 験 体 と し て は ヒ ト ま た は 動 物 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 組 織 に 式 1を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て
前 述 の 組 織 に お け る 細 胞 増 殖 を 低 減 ま た は 細 胞 死 を 誘 発 を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ て い る 。 こ
の 組 織 と し て は 、 細 胞 や 細 胞 組 織 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 で は さ ら に 、 微 生 物 タ イ タ ー を 減 少 さ せ る た め の 方 法 が 提 供 さ れ て お り 、 こ れ は
組 織 に 式 1を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て 微
生 物 タ イ タ ー を 減 少 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 組 織 と し て は 、 細 胞 や 細 胞 組 織 が 考 え ら れ る
。 一 例 に お い て 、 微 生 物 タ イ タ ー は 、 ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 、 ま た は 真 菌 性 の タ イ タ ー で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で は 、 微 生 物 感 染 を 改 善 す る す る た め の 方 法 を 提 供 し て お り 、 こ れ に は
そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 式 1を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 学 的 組 成 物 の 有 効 量 を 投 与 し
て 、 そ れ に よ っ て そ の 微 生 物 感 染 を 改 善 す る す る こ と が 含 ま れ る 。 被 験 体 と し て は ヒ ト ま
た は 動 物 が 考 え ら れ る 。 一 例 に お い て 、 微 生 物 感 染 は ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 、 ま た は 真 菌 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 は 、 式 1を 有 す る キ ノ リ ン 誘 導 体 、 な ら び に そ の 誘 導 体 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩
、 エ ス テ ル 、 お よ び プ ロ ド ラ ッ グ に 関 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 化 合 物 は 、 四
重 鎖 を 形 成 し う る DNAの 領 域 と 相 互 に 作 用 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 こ の 化 合 物 を 用 い た 癌
、 細 菌 性 感 染 お よ び ウ イ ル ス 感 染 の 治 療 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 四 重 鎖 を 形 成 し う る DNAの 領 域 は 、 発 癌 遺 伝 子 転 写 な ど の 生 物 学 的 処 置 を 調 節 す る 役 目
を す る た め 、 四 重 鎖 生 物 活 性 の 修 飾 因 子 は 、 癌 治 療 に 利 用 で き る 。 四 重 鎖 を 形 成 し う る DN
Aの 領 域 と 相 互 に 作 用 す る 分 子 は 、 一 定 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 や そ れ に 関 連 す る 状 態 に 療 法 効
果 を 及 ぼ し う る 。 特 に 、 発 癌 遺 伝 子 発 現 が 異 常 に 増 加 す る と 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 原 因 と な
る こ と が あ り 、 一 般 に 四 重 鎖 構 造 に よ り 発 癌 遺 伝 子 発 現 が 下 方 制 御 さ れ る 。 発 癌 遺 伝 子 の
例 と し て は 、 MYC、 HIF、 VEGF、 ABL、 TGF、 PDGFA、 MYB、 SPARC、 HUMTEL、 HER、 VAV、 RET、
H-RAS、 EGF、 SRC、 BCL1、 BCL2、 お よ び こ の 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る そ の 他 の 発 癌 遺 伝 子
な ど が 含 ま れ る が そ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 四 重 鎖 を 形 成 し う る DNAの 領 域 に 結 合 す る 分 子 は 、 異 な る 機 序 に 従 い 生 物 学 的 効 果 を 及
ぼ し う る が 、 こ の 機 序 に は 例 え ば 、 天 然 四 重 鎖 構 造 の 安 定 化 、 鎖 の 切 断 を 阻 止 す る こ と に
よ る 天 然 四 重 鎖 の 二 本 鎖 DNAへ の 転 換 の 抑 制 、 四 重 鎖 不 安 定 化 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 お よ び そ
の 他 の 配 列 特 異 的 相 互 作 用 の あ る 天 然 四 重 鎖 構 造 の 安 定 化 な ど が 含 ま れ る 。 こ う し て 、 本
明 細 書 で 説 明 し た 四 重 鎖 を 形 成 し う る DNAの 領 域 に 結 合 す る 化 合 物 は 、 発 癌 遺 伝 子 転 写 を
下 方 制 御 し 、 そ れ に よ り 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 治 療 す る 目 的 で 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 生 物 体 に
投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 治 療 」 お よ び 「 療 法 効 果 」 と い う 用
語 は 、 細 胞 増 殖 率 を 遅 く す る か 止 め る こ と （ 例 え ば 、 腫 瘍 成 長 の 速 度 を 遅 く す る か 止 め る
） 、 ま た は 癌 細 胞 の 増 殖 数 を 低 減 さ せ る こ と （ 例 え ば 、 腫 瘍 の 一 部 ま た は 全 部 を 除 去 す る
） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 四 重 鎖 を 形 成 し う る 天 然 DNAの 生 物 活 性 が 、 細 胞 内 、 組 織 内 、 ま た は 生 物 体 内 で 調 整 さ
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れ る か ど う か の 判 断 は 、 四 重 鎖 生 物 活 性 の モ ニ タ リ ン グ に よ り 達 成 で き る 。 DNAの 四 重 鎖
を 形 成 す る 領 域 の 生 物 活 性 は 、 細 胞 内 、 組 織 内 、 ま た は 生 物 体 内 で モ ニ タ リ ン グ す る こ と
が で き 、 例 え ば 、 四 重 鎖 を 形 成 す る DNAと 分 子 と の 接 触 に 応 答 し た 遺 伝 子 転 写 の 増 減 を 検
出 す る 方 法 が あ る 。 転 写 は 、 RNA転 写 物 を 直 接 観 察 す る か 、 転 写 物 に よ り 翻 訳 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド を 観 察 す る こ と に よ り 、 検 出 が 可 能 で あ り 、 こ れ ら は こ の 技 術 分 野 で は 周 知 の 方
法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 四 重 鎖 を 形 成 す る DNAお よ び 四 重 鎖 を 形 成 す る 核 酸 と 相 互 に 作 用 す る 分 子 は 、 数 多 く の
細 胞 増 殖 性 疾 患 の 治 療 に 利 用 で き る 。 細 胞 増 殖 性 疾 患 に は 、 例 え ば 、 結 腸 直 腸 癌 お よ び 造
血 器 腫 瘍 性 疾 患 （ 例 え ば 、 骨 髄 性 、 リ ン パ 系 ま た は 赤 血 球 系 列 、 ま た は そ の 前 駆 細 胞 に 起
因 す る も の な ど 造 血 系 の 過 形 成 ／ 腫 瘍 細 胞 の 関 与 す る 疾 患 ） な ど が あ る 。 こ の 疾 患 は 、 低
分 化 型 の 急 性 白 血 病 （ 赤 芽 球 系 白 血 病 や 急 性 巨 核 芽 球 性 白 血 病 な ど ） に 起 因 す る こ と も あ
る 。 そ の 他 の 骨 髄 性 疾 患 に は 、 急 性 プ ロ ミ エ ロ イ ド 白 血 病 （ APML） 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （
AML） お よ び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ CML） （ Vaickus, Crit. Rev. in Oncol./Hemotol. 11:26
7-297 (1991)） が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 リ ン パ 系 悪 性 腫 瘍 に は 、 急 性 リ ン パ 性 白
血 病 （ ALL） （ こ れ に は Ｂ 細 胞 系 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 と T細 胞 系 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 が あ る
） 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ CLL） 、 前 リ ン パ 球 性 の 白 血 病 （ PLL） 、 毛 細 胞 白 血 病 （ HLL）
お よ び ワ ル デ ン シ ュ ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 （ WM） が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い
。 悪 性 リ ン パ 腫 の そ の 他 の 形 態 に は 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 と そ の 変 異 体 、 末 梢 T細 胞 リ ン
パ 腫 、 成 人 T細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 （ ATL） 、 皮 膚 T細 胞 性 リ ン パ 腫 （ CTCL） 、 大 顆 粒 リ ン
パ 球 性 白 血 病 （ LGF） 、 ホ ジ キ ン 病 お よ び リ ー ド ‐ シ ュ テ ル ン ベ ル ク 病 が あ る が 、 こ れ に
限 定 さ れ な い 。 ま た 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 に は 、 結 腸 直 腸 、 胸 部 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 リ ン パ 節
、 結 腸 、 前 立 腺 、 脳 、 頭 と 首 、 皮 膚 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 心 臓 の 癌 な ど が あ る 。 四 重 鎖 を
形 成 し う る DNAの 領 域 と 相 互 に 作 用 す る 化 合 物 は 、 被 験 体 に お け る 血 管 新 生 を 抑 制 す る こ
と に よ り 、 血 管 新 生 の 増 大 な ど 、 癌 に 関 連 し た 過 程 や 状 態 を 標 的 と す る た め に 利 用 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 細 胞 増 殖 を 低 減 す る 方 法 、 ま た は 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 治 療 も し く は 軽 減 す
る 方 法 が 提 供 さ れ る が 、 こ れ は 、 式 1を 有 す る 化 合 物 と 四 重 鎖 を 形 成 す る 能 力 の あ る DNAを
持 っ た シ ス テ ム に 接 触 す る こ と を 含 む 。 こ の シ ス テ ム は 細 胞 群 ま た は 1個 以 上 の 組 織 と す
る こ と が で き る 。 一 実 施 例 に お い て 、 こ の シ ス テ ム は 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 治 療 を 必 要 と す る
被 験 体 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 ） で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、
結 腸 直 腸 癌 の 治 療 方 法 も 提 供 し 、 こ れ は c-MYC四 重 鎖 を 形 成 す る 領 域 と 相 互 に 作 用 す る 化
合 物 を そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 投 与 し 、 そ れ に よ り 結 腸 直 腸 癌 細 胞 増 殖 を 低 減 さ せ る も
の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 血 管 新 生 を 抑 制 す る 方 法 、 お よ び 任 意 に 血 管 新 生 と 関 連 性
の あ る 癌 の 治 療 方 法 も 提 供 す る が 、 こ れ は 血 管 内 皮 の 成 長 因 子 （ VEGF） 四 重 鎖 を 形 成 す る
領 域 と 相 互 に 反 応 す る 化 合 物 を そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 投 与 し 、 そ れ に よ り 血 管 新 生 を
低 減 し 、 ま た 血 管 新 生 と 関 連 性 の あ る 癌 を 任 意 に 治 療 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 ア ル キ ル 」 と い う 用 語 は 、 炭 素 を 含 む 化 合 物 を 意 味 し 、 1
個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 を 有 す る 化 合 物 も 含 ま れ る 。 「 ア ル キ ル 」 と い う 用 語 に は 、 1個 以 上
の 非 干 渉 型 置 換 基 に よ り 置 換 し た さ れ た 化 合 物 も 含 ま れ る 。 非 干 渉 型 置 換 基 の 例 に は 、 OR
1 、 ア ミ ノ 、 ア ミ ド 、 ハ ロ 、 =O、 ア リ ー ル 、 複 素 環 式 基 、 ま た は 無 機 置 換 基 、 お よ び 化 合
物 の 活 性 に は 干 渉 し な い そ の 他 の 置 換 基 が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 炭 素 環 」 と い う 用 語 は 、 環 に 炭 素 原 子 の み が 含 ま れ て い る
環 状 化 合 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 複 素 環 」 と い う 用 語 は 、 単 環 式 の ま た は 二 環 式 （ の ） ヘ テ
ロ 環 を 含 む ヘ テ ロ 原 子 か ら 構 成 さ れ る 環 状 化 合 物 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、
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「 ヘ テ ロ 原 子 」 と い う 用 語 は 、 炭 素 や 水 素 で は な い 、 窒 素 、 酸 素 や 硫 黄 な ど の 任 意 の 原 子
を 意 味 す る 。 ヘ テ ロ 環 の 例 と し て は 、 オ キ シ ラ ン 、 オ キ セ タ ン 、 ピ ラ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ
ラ ン 、 ジ オ キ サ ン 、 ラ ク ト ン 、 ア ジ リ ジ ン 、 ア ゼ チ ジ ン 、 ピ ロ リ ジ ン 、 ピ ペ リ ジ ン 、 モ ル
ホ リ ン 、 ラ ク タ ム 、 お よ び テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 二 環 式 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 一 対 の 橋 頭 炭 素 原 子 を 共 有
す る 2個 の 環 を 有 す る 化 合 物 を 意 味 す る 。 二 環 式 化 合 物 の 例 と し て は 、 デ カ リ ン 、 ノ ル エ
ピ ネ フ ィ リ ン 、 樟 脳 、 お よ び ジ ア ザ ビ シ ク ロ [2.2.1]ヘ プ タ ン が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 ま た は 「 芳 香 族 複 素 」 と い う 用 語 は 、 芳
香 族 ヘ テ ロ 環 を 意 味 す る 。 ヘ テ ロ ア リ ー ル の 例 と し て は 、 フ ラ ン 、 ピ ロ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、
ピ リ ミ ジ ン 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ま た は ト リ ア ゾ ー ル が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 治 療 す る 」 、 「 治 療 」 お よ び 「 療 法 効 果 」 」 と い う 用 語 は
、 細 胞 増 殖 率 を 低 減 す る か 止 め る こ と （ 例 え ば 、 腫 瘍 成 長 の 速 度 を 遅 く す る か 止 め る ） 、
ま た は 癌 細 胞 の 増 殖 数 を 低 減 さ せ る こ と （ 例 え ば 、 腫 瘍 の 一 部 ま た は 全 部 を 除 去 す る ） を
意 味 す る 。 ま た 、 こ れ ら の 用 語 は 、 微 生 物 に 感 染 し た 組 織 （ 例 え ば 、 細 胞 、 細 胞 組 織 、 ま
た は 被 験 体 ） 内 の 微 生 物 タ イ タ ー の 減 少 、 微 生 物 増 殖 率 の 低 減 、 微 生 物 感 染 に 関 連 し た 症
状 の 数 や 症 状 の 影 響 の 数 の 低 減 、 組 織 か ら の 検 出 可 能 な 微 生 物 の 量 の 除 去 な ど に も 適 用 さ
れ る 。 微 生 物 の 例 と し て は 、 ウ イ ル ス 、 バ ク テ リ ア お よ び 菌 類 が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 DNAの 四 重 鎖 を 形 成 す る 領 域 と 相 互 に 作 用 す る 化 合 物 は 、 ウ イ ル ス 感 染 な ど の 微 生 物 感
染 の 低 減 に も 使 用 で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 G-四 重 鎖 を 標 的 と し た 治 療 学 の た め の 潜 在
的 標 的 を 豊 富 に 提 供 す る も の で あ る 。 G-四 重 鎖 構 造 は 、 HIV、 二 量 体 リ ン カ ー 構 造 （ DLS）
お よ び セ ン ト ラ ル DNAフ ラ ッ プ （ CDF） の ウ イ ル ス RNAま た は DNAの い ず れ か に よ り 形 成 さ れ
る 少 な く と も 2個 の 二 次 構 造 に お け る 機 能 的 要 素 と し て か か わ り 合 っ て き た 。 さ ら に 、 分
子 間 ま た は 分 子 内 四 重 鎖 構 造 の い ず れ か を 適 用 し う る DNAア プ タ マ ー に よ り 、 ウ イ ル ス 複
製 が 抑 制 さ れ う る 。 一 例 に お い て 、 DNAア プ タ マ ー は 、 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 （ 推 定 的
） を 標 的 と す る こ と で 、 ウ イ ル ス 複 製 の 抑 制 が 可 能 で あ る 。 別 の 例 に お い て 、 DNAア プ タ
マ ー は 、 そ れ ぞ れ HIV-イ ン テ グ ラ ー ゼ を 標 的 と し 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 酵 素 と の 相 互 作 用 に お
け る 天 然 四 重 鎖 構 造 の 関 与 を 示 す こ と で 、 ウ イ ル ス 複 製 を 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 す べ て の レ ト ロ ウ イ ル ス に 共 通 の 二 量 体 リ ン カ ー 構 造 は 、 2つ の ウ イ ル ス RNA配 列 の 2つ
の 5’ 端 の 間 で 非 共 有 結 合 の 相 互 作 用 を す る こ と で 、 ウ イ ル ス 性 ゲ ノ ム の 複 製 物 2つ を 結 合
す る 役 目 を す る 。 ゲ ノ ム 二 量 体 は 、 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 内 の Gagタ ン パ ク 質 と 安 定 し た 関 係
を 有 し て い る 。 HIVの 場 合 に は 、 こ の 非 共 有 結 合 の 起 源 は 、 少 な く と も 2つ の 連 続 し た グ ア
ニ ン （ 生 体 外 で の RNAダ イ マ ー の 生 成 用 の 3’ な ど ） の 複 数 列 を 含 む 98の 塩 基 対 の 配 列 に た
ど る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 が 効 果 的 に 二 量 体 化 す る さ れ る こ と に 失 敗 し た こ と
に 加 え 、 生 体 外 で の 二 量 体 の 生 成 と 安 定 性 に は 陽 イ オ ン （ カ リ ウ ム ） へ の 依 存 が 観 察 さ れ
た こ と で 、 最 も 可 能 性 の 高 い 結 合 構 造 は 分 子 間 G-四 重 鎖 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 宿 主 ゲ ノ ム へ の 組 み 込 み の 前 に 、 逆 転 写 さ れ た ウ イ ル ス DNAは 、 少 な く と も 2つ の 主 な ウ
イ ル ス タ ン パ ク 質 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ お よ び 逆 転 写 酵 素 の あ る プ レ イ ン テ グ レ ー シ ョ ン 複 合
体 （ PIC） を 形 成 し 、 そ の 後 こ れ が 細 胞 核 に 運 ば れ る 。 セ ン ト ラ ル DNAフ ラ ッ プ （ CDF） と
は 、 +ス ト ラ ン ド の 99塩 基 長 の 一 本 鎖 の 尾 を 意 味 し 、 ウ イ ル ス 性 二 本 鎖 DNAの 中 心 付 近 で 発
生 し 、 PICの 核 の 取 り 込 み に お け る 役 割 を 果 た す こ と で 知 ら れ て い る 。 CDFの オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 模 倣 は 、 細 胞 の な い シ ス テ ム に お い て 分 子 間 G-四 重 鎖 構 造 を 形 成 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ う し て 、 四 重 鎖 を 形 成 す る 領 域 を 認 識 す る 化 合 物 は 、 二 量 体 リ ン カ ー 構 造 を 安 定 さ せ
る た め に 使 用 で き 、 こ う し て 2つ の RNAス ト ラ ン ド の デ カ ッ プ リ ン グ が 阻 止 さ れ る 。 ま た 、
CDFに よ り 形 成 さ れ た 四 重 鎖 構 造 へ の 結 合 に よ り 、 PICの 核 転 移 の た め の タ ン パ ク 質 認 識 お
よ び /ま た は 結 合 現 象 が 混 乱 す る こ と が あ る 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 抗 ウ イ ル ス 療 法
に 対 し て か な り の 有 利 な 面 が あ る こ と が 考 え ら れ る 。 現 在 の 高 活 性 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 剤 療
法 （ HAART） と い っ た 療 法 は 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ や HIVイ ン テ グ ラ ー ゼ を 標 的 と し た 薬 物 を
組 み 合 わ せ た も の の 使 用 に 依 存 し て い る 。 多 剤 併 用 療 法 の 要 件 は 、 耐 性 の 出 現 を 最 小 限 に
抑 え る こ と で あ る が 、 こ れ は 普 通 は 薬 剤 が 孤 立 的 に 使 用 さ れ た 場 合 に 急 速 に 進 行 す る 。 こ
う し た 急 速 な 耐 性 の 出 現 の 原 因 は 、 逆 転 写 酵 素 の 不 忠 実 さ で あ り 、 10,000塩 基 対 あ た り 約
1回 の 突 然 変 異 を 起 こ す 。 ウ イ ル ス の 四 重 鎖 構 造 を 標 的 に す る こ と が タ ン パ ク 質 を 標 的 に
す る こ と よ り 優 れ て い る 点 は 、 耐 性 の 進 行 が 遅 い か 、 ま た は 不 可 能 な こ と で あ る 。 標 的 の
四 重 鎖 の 点 突 然 変 異 は 、 四 重 鎖 構 造 の 完 全 性 を 損 い 、 ウ イ ル ス の 非 機 能 的 な 複 製 を 招 く こ
と が あ る 。 こ の 考 え 方 を も と に 、 単 一 の 治 療 薬 は 現 在 採 用 さ れ て い る 多 剤 併 用 療 法 に 取 っ
て 代 わ る も の と な る こ と が 考 え ら れ 、 同 時 に コ ス ト の 低 減 や 有 害 な 薬 物 ／ 薬 剤 相 互 作 用 の
除 去 と い っ た 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 シ ス テ ム 内 の 微 生 物 タ イ タ ー を 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 、 式 1を 有
す る 化 合 物 の あ る 領 域 を 形 成 す る 天 然 DNA四 重 鎖 を 持 っ た シ ス テ ム と 接 触 す る こ と を 含 む
。 こ の シ ス テ ム と し て は 、 1個 以 上 の 細 胞 や 組 織 な ど が 考 え ら れ る 。 微 生 物 タ イ タ ー の 例
と し て は 、 ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 ま た は 真 菌 性 の タ イ タ ー な ど が あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な
い 。 特 定 の 実 施 例 に お い て 、 こ の シ ス テ ム は ウ イ ル ス 感 染 の 治 療 を 必 要 と す る 被 験 体 （ 例
え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 ） で あ る 。 ウ イ ル ス 感 染 の 例 と
し て は 、 肝 炎 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 B型 肝 炎 ま た は C型 肝 炎 な ど ） 、 エ イ ズ ウ イ ル ス （ HIV）
、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス （ VZV） 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV-1ま た は HSV-
2な ど ） 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
、 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ハ ン タ ウ イ ル ス 、 ア ル ボ ウ イ ル ス 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ
ル ス （ HPV） 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ル ウ イ ル ス 、 お よ び 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス な ど に よ る
感 染 が あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 式 1を 有 す る 化 合 物 を そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 投 与 す る
こ と で HIV感 染 を 低 減 さ せ 、 HIV感 染 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る 化 合 物 は 、 DNAの 四 重 鎖 を 形 成 す る 領 域 に 結 合 可 能 な 化 合 物
と し て 識 別 さ れ 、 こ れ に お い て 、 そ の 化 合 物 を 含 む シ ス テ ム の 中 で 生 成 さ れ る こ の 領 域 の
生 物 活 性 （ し ば し ば 「 信 号 」 と 表 現 さ れ る ） は 、 そ の 化 合 物 が 含 ま れ て い な い シ ス テ ム の
中 で 生 成 さ れ る 信 号 と は 異 な る 。 こ の 試 験 法 で 新 し い 分 子 が 探 索 さ れ る 度 に 背 景 信 号 が 評
価 さ れ う る 一 方 で 、 新 し い 分 子 が 評 価 さ れ る 度 に 背 景 信 号 を 検 出 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 四 重 鎖 を 形 成 す る 核 酸 配 列 の 例 は 、 次 の 表 Aに 記 載 し た と お り で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 試 験 分 子 や 試 験 核 酸 に よ っ て 異 な る 信 号 が 引 き 起 こ さ れ る か ど う か の 判 断 に 加 え 、 核 酸
と そ の 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 の 親 和 性 を 数 量 化 す る こ と も で き る 。 IC 5 0 、 K d 、 ま た は K i
の し き い 値 を そ れ ぞ れ の 相 互 作 用 に つ い て 測 定 し た IC 5 0 ま た は K d の 値 と 比 較 す る こ と が で
き 、 そ れ に よ り 試 験 分 子 を 四 重 鎖 と 相 互 作 用 す る 分 子 と し て 、 ま た は 試 験 核 酸 を 四 重 鎖 を
形 成 す る 核 酸 と し て 識 別 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 10μ M以 下 、 1μ M以 下 、 ま た は 100nM
以 下 と い っ た IC 5 0 ま た は K d の し き い 値 が よ く 利 用 さ れ る 。 別 の 例 に お い て 、 四 重 鎖 と 相 互
作 用 す る 分 子 お よ び 四 重 鎖 を 形 成 す る 核 酸 を 識 別 す る た め に 、 10nM以 下 、 1nM以 下 、 100pM
以 下 、 お よ び 10pM以 下 の し き い 値 が 利 用 さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 DNAの 四 重 鎖 を 形 成 す る 領 域 の 親 和 性 を 持 つ 化 合 物 を 識 別 す る た め に 、 数 多 く の 試 験 法
を 利 用 で き る 。 こ れ ら の 試 験 法 の う ち 一 部 に お い て 、 生 物 活 性 は 、 化 合 物 に 結 合 す る 四 重
鎖 酸 で 、 結 合 は 信 号 と し て 測 定 さ れ る 。 そ の 他 の 試 験 法 に お い て 、 生 物 活 性 は 、 四 重 鎖 の
機 能 を 阻 止 す る ポ リ メ ラ ー ゼ で 、 阻 止 の 度 合 い は 信 号 の 減 少 と し て 測 定 さ れ る 。 一 定 の 試
験 法 に お い て 、 生 物 活 性 は 転 写 で 、 転 写 レ ベ ル を 信 号 と し て 数 量 化 で き る 。 別 の 試 験 法 に
お い て 、 生 物 活 性 は 細 胞 死 で 、 細 胞 死 に い た る 細 胞 数 が 数 量 化 さ れ る 。 別 の 試 験 法 で は 、
癌 細 胞 の 増 殖 率 が 監 視 さ れ る 。 試 験 法 の 例 と し て は 、 蛍 光 色 素 結 合 ア ッ セ イ 、 ゲ ル 移 動 度
シ フ ト 分 析 （ 例 え ば 、 Jin & Pike, Mol. Endocrinol. (1996) 10:196-205を 参 照 ） 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ ア レ ス ト ア ッ セ イ 、 転 写 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 、 癌 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 、 お よ び ア ポ
ト ー シ ス 検 出 法 （ 例 え ば 、 Amersham Biosciences 社 （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ
イ ） を 参 照 ） な ど が あ る が 、 そ れ ら の 試 験 法 の 実 施 例 に つ い て は 下 記 に 説 明 す る 。 ま た 、
ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 試 験 法 を 、 四 重 鎖 と 相 互 作 用 す る 分 子 が ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 経 路 活 性 を も
つ か ど う か の 判 定 に 利 用 で き る （ 例 え ば 、 TopoGEN, Inc. （ オ ハ イ オ 州 コ ロ ン バ ス ） を 参
照 ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 EMSAは 、 核 酸 で 四 重 鎖 が 形 成 さ れ る か 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 四 重 鎖 不 安 定 で あ る
か を 判 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 EMSAは 、 前 述 （ Jin & Pike, Mol. Endocrinol. 10: 196
-205 (1996)） を 多 少 修 正 し た も と の し て 実 施 さ れ る 。 一 般 に 、 合 成 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 [K- 3 2 P]ATP（ 1,000 mCi/mmol, Amersham Life Science） の 存 在 下 で T4-キ ナ
ー ゼ の あ る 5'-末 端 で 標 識 化 さ れ 、 セ フ ァ デ ッ ク ス カ ラ ム に よ り 精 製 さ れ る 。 次 に 、 3 2 P標
識 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ～ 30,000cpm） を 、 10mMの ト リ ス pH7.5、 100mMの KCl、 5m
Mの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 0.1mMの EDTA、 5mMの MgCl 2 、 10%の グ リ セ ロ ー ル 、 0.05%の Nonedi
t P-40、 お よ び 0.1mg/mlの ポ リ (ジ -dC)が 含 ま れ る 緩 衝 液 20μ l（ Pharmacia） に 、 さ ま ざ
ま な 濃 度 の 試 験 化 合 物 を 溶 解 し た も の と 共 に ま た は そ の 化 合 物 な し で 培 養 す る 。 室 温 で 20
分 間 培 養 し た 後 、 結 合 反 応 を 0.25xト リ ス  ホ ウ 酸 塩 -EDTA緩 衝 液 （ 0.25 xTBE、 1xTBEは 89m
M ト リ ス -ホ ウ 酸 塩 、 pH 8.0、 1mM EDTA） に 溶 か し た 5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に 載 せ
る 。 ゲ ル が 乾 燥 し た ら 、 そ れ ぞ れ の 帯 を ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー （ phosphoimager） を 使 用
し て 数 量 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 化 学 フ ッ ト プ リ ン ト 分 析 は 、 四 重 鎖 構 造 の 評 価 に 有 用 で あ る 。 四 重 鎖 構 造 は 、 核 酸 中 の
ど の ヌ ク レ オ チ ド が 、 変 性 試 薬 に そ れ ぞ れ 到 達 不 能 ま た は 到 達 可 能 で あ る 結 果 と し て の 化
学 修 飾 に 対 し て 、 保 護 さ れ て い る か ま た 保 護 さ れ て い な い か を 判 定 す る こ と に よ り 評 価 さ
れ る 。 DMSメ チ ル 化 ア ッ セ イ は 、 化 学 フ ッ ト プ リ ン ト 分 析 の 一 例 で あ る 。 こ う し た 試 験 法
に お い て 、 EMSAに よ る 帯 は 単 離 さ れ 、 DMS誘 発 に よ る 鎖 の 切 断 の 対 象 と な る 。 対 象 と な る
各 帯 は 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ゲ ル か ら 切 除 さ れ 、 4℃ の 100mM KCl溶 液 （ 300μ l） に 6時
間 浸 す 。 こ の 溶 液 を ろ 過 し （ マ イ ク ロ 遠 心 機 ） 、 30,000cpm（ 反 応 あ た り ） の DNA溶 液 を さ
ら に 100mM KClを 0.1X TEに 溶 か し た も の で 希 釈 し 、 合 計 量 を 70μ l（ 反 応 あ た り ） に す る
。 1μ lの サ ケ 精 液 DNA（ 0.1μ g/μ l） を 加 え た 後 、 反 応 混 合 物 を 1μ lの DMS溶 液 （ DMS:エ タ
ノ ー ル ;4:1;v:v） で 一 定 時 間 だ け 培 養 す る 。 各 反 応 を 、 18μ lの 停 止 バ ッ フ ァ ー （ b-メ ル
カ プ ト ア タ ノ ー ル :水 :NaOAc (3M);1:6:7;v:v:v） で 停 止 さ せ る 。 エ タ ノ ー ル 沈 殿 （ 2回 ）
と ピ ペ リ ジ ン 切 断 の 後 、 反 応 は 分 離 ゲ ル （ 16%） 上 で 分 離 し 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー で 画
像 表 示 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ア レ ス ト ア ッ セ イ に は 、 テ ン プ レ ー ト 核 酸 （ 四 重 鎖 を 形 成 す る 配 列 か ら 構 成 さ れ る こ と
も あ る ） 、 お よ び 四 重 鎖 を 形 成 す る 配 列 の テ ン プ レ ー ト 核 酸 5’ に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 さ れ る プ ラ イ マ ー 核 酸 が 含 ま れ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 テ ン プ レ ー ト 核 酸 に 沿 っ て プ ラ イ マ
ー か ら 発 達 し た ポ リ メ ラ ー ゼ （ Taqポ リ メ ラ ー ゼ な ど ） に よ り 延 長 さ れ る 。 こ の 試 験 法 に
お い て 、 四 重 鎖 構 造 に よ っ て 酵 素 の 発 達 が 遮 断 ま た は 阻 止 さ れ る こ と が あ り 、 転 写 断 片 が
短 く な る こ と に な る 。 ま た 、 ア レ ス ト ア ッ セ イ は 、 45℃ お よ び 60℃ を 含 め た さ ま ざ ま な 温
度 で 、 ま た さ ま ざ ま な イ オ ン 濃 度 で 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 停 止 試 験 の 一 例 が Han, et al., Nucl. Acids Res. (1999) 27:537-542
に 説 明 さ れ て お り 、 こ れ は Weitzmann, et al., J.Biol.Chem. (1996) 271:20958-20964で
使 用 さ れ て い る も の を 修 正 し た も の で あ る 。 手 短 か に 説 明 す れ ば 、 テ ン プ レ ー ト DNA（ 50n
M） 、 Tris HCl（ 50mM） 、 MgCl 2 （ 10mM） 、 DTT（ 0.5mM） 、 EDTA（ 0.1mM） 、 BSA（ 60ng） 、
お よ び 5’ 端 で 標 識 化 さ れ た 四 重 鎖 核 酸 （ ～ 18nM） の 反 応 混 合 物 を 5分 間 90℃ ま で 加 熱 し 、
30分 か け て 周 囲 温 度 ま で 冷 却 さ せ る 。 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 1μ l） を 反 応 混 合 物 に 加 え 、 反
応 は 30分 間 一 定 温 度 に 保 持 さ れ る 。 10μ lの 停 止 バ ッ フ ァ ー （ ホ ル ム ア ミ ド （ 20ml） 、 1M 
NaOH（ 200μ l） 、 0.5M EDTA（ 400μ l） 、 お よ び 10mgの ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） を 加 え
た 後 、 反 応 は 分 離 ゲ ル （ 12%） 上 で 分 離 さ れ 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー で 画 像 表 示 さ せ る 。
ア デ ニ ン 配 列 決 定 （ ゲ ル の 最 上 部 で 「 A」 で 表 示 ） は 、 二 本 鎖 DNAサ イ ク ル シ ー ケ ン ス 方 式
（ Life Technologiesに よ る ） を 使 用 て 実 施 さ れ る 。 鋳 型 鎖 の 一 般 的 配 列 は 、 TCCAACTATGT
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ATAC-INSERT-TTAGCGACACGCAATTGCTATAGTGAGTCGTATTAで 、 こ こ で 「 INSERT」 は 、 四 重 鎖 を
形 成 す る 配 列 か ら な る 核 酸 配 列 を 意 味 す る （ 表 Aな ど を 参 照 ） 。 ゲ ル 上 の 帯 の 移 動 度 が 遅
く な る が 、 こ れ は 四 重 鎖 の 生 成 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 高 度 処 理 能 力 の あ る ポ リ メ ラ ー ゼ ア レ ス ト ア ッ セ イ が 開 発 さ れ た 。 こ の 試 験 法 は 、 テ ン
プ レ ー ト 核 酸 （ 多 く の 場 合 DNA） を プ ラ イ マ ー （ こ れ も 多 く の 場 合 DNA） と 接 触 さ せ る 手 順
、 プ ラ イ マ ー ／ テ ン プ レ ー ト 合 成 を 本 明 細 書 で 説 明 し た 化 合 物 （ 「 試 験 化 合 物 」 と も い う
） と 接 触 さ せ る 手 順 、 プ ラ イ マ ー ／ テ ン プ レ ー ト 合 成 を ポ リ メ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ る 手 順 、
お よ び 反 応 生 成 物 を 分 離 す る 手 順 を 含 む 。 こ の 試 験 法 で は 、 多 く の 場 合 、 プ ラ イ マ ー ／ テ
ン プ レ ー ト 合 成 混 合 物 を 変 性 さ せ た 後 、 そ の 複 合 体 を 再 生 さ せ る 手 順 が 含 ま れ 、 こ れ は 多
く の 場 合 、 試 験 分 子 を シ ス テ ム に 追 加 す る 前 に 実 施 さ れ る 。 多 く の 場 合 、 例 え ば IC 5 0 値 が
得 ら れ る よ う に 、 異 な る 濃 度 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 複 数 の 試 験 が 実 施 さ れ る 。 反 応 性 生 物
に は 、 長 さ の 異 な る 延 長 さ れ た プ ラ イ マ ー が 含 ま れ て い る こ と が 多 い 。 試 験 化 合 物 と 鋳 型
中 の 四 重 鎖 構 造 と の 間 で 有 意 な 相 互 作 用 が な い 場 合 に は 、 プ ラ イ マ ー は 、 そ の 鋳 型 の 端 部
ま で 伸 び る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 試 験 化 合 物 が 、 鋳 型 中 の 四 重 鎖 構 造 と 有 意 に 相 互 作 用 す る 場 合 、 多 く の 場 合 に プ ラ イ マ
ー は 、 鋳 型 中 の 四 重 鎖 構 造 ま で は 伸 び る が 、 そ れ 以 上 は 伸 び な い 。 こ う し て 、 多 く の 場 合
に 反 応 混 合 物 に は 、 試 験 化 合 物 が 鋳 型 中 の 四 重 鎖 構 造 と 相 互 作 用 す る と き 、 少 な く と も 2
つ の 反 応 生 成 物 が 含 ま れ 、 そ の 1つ は 、 完 全 に 伸 び た プ ラ イ マ ー の あ る も の で 、 1つ は 不 完
全 に 伸 び た プ ラ イ マ ー の あ る も の で 、 こ れ ら の 2つ の 反 応 生 成 物 は 分 離 さ れ る 。 こ れ ら の
生 成 物 は 、 質 量 分 析 法 や 、 1つ の 実 施 例 で は キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 な ど 、 都 合 の よ い 任
意 の 分 離 方 法 を 利 用 し て 分 離 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 反 応 性 生 物 は 、 多 く の 場 合 、 プ ラ イ マ ー に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 ラ ベ ル を 検 出 す る こ と で
識 別 さ れ る 。 検 出 可 能 ラ ベ ル は 、 プ ラ イ マ ー の 5’ 末 端 に 非 共 有 結 合 さ れ て い る こ と も あ
る （ 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー の 5’ 末 端 に 共 有 結 合 さ れ た ビ オ チ ン 分 子 で 、 こ れ が 検 出 可 能 ラ
ベ ル と 結 合 し た ア ビ ジ ン 分 子 に 非 共 有 結 合 さ れ て い る も の ） 。 検 出 可 能 ラ ベ ル は 、 時 に は
プ ラ イ マ ー を シ ス テ ム に 追 加 す る 前 、 プ ラ イ マ ー を 延 長 さ せ た 後 、 ま た は 生 成 物 を 分 離 し
た 後 な ど 、 試 験 法 の ど の 段 階 で も プ ラ イ マ ー と 結 合 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 ラ ベ ル は
、 多 く の 場 合 、 検 出 可 能 ラ ベ ル の 化 学 基 の 性 質 に 応 じ て 選 択 さ れ る 手 順 を 用 い て 、 プ ラ イ
マ ー に 共 有 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 検 出 可 能 ラ ベ ル を 核 酸 に 共 有 結 合 す る た め の 数 多 く の 方 法 が 利 用 で き る が 、 こ れ に は ア
リ ル ア ミ ン 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド を 、 検 出 可 能 ラ ベ ル の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル 誘 導 体 に
化 学 的 に 共 役 結 合 さ せ た 後 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て プ ラ イ マ ー を 生 成 す る な ど が あ る
（ Nature Biotech (2000) 18:345-348お よ び イ ン タ ー ネ ッ ト （ http） ア ド レ ス の info.med
.yale.edu/genetics/ward/tavi/n_coupling.htmlを 参 照 ） 。 時 に は 、 ス ペ ー サ ー （ 多 く の
場 合 、 長 さ は 5～ 16の 炭 素 原 子 分 ） が 検 出 可 能 ラ ベ ル と ヌ ク レ オ チ ド の 間 に 組 み 込 ま れ る
。 都 合 の よ い 任 意 の 検 出 可 能 ラ ベ ル を 利 用 す る こ と が で き る 。 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え ば 、
1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 3 2 P、 1 4 Cま た は 3 H） 、 光 散 乱 標 識 （ 例 え ば 、 gold or silver label（
球 状 の 金 ま た は 銀 の 標 識 ） ;カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ Genicon Sciences Corporatio
nお よ び 米 国 特 許 第 6,214,560号 ） 、 酵 素 ま た は タ ン パ ク 質 標 識 （ 例 え ば 、 GFPや ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ ） 、 ま た は そ の 他 の 色 素 標 識 や 染 料 な ど が 時 に は 利 用 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ
な い 。 多 く の 場 合 、 蛍 光 標 識 が 利 用 さ れ る （ 例 え ば 、 ア ミ ノ メ チ ル ク マ リ ン （ AMCA） 、 ジ
エ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ク マ リ ン （ DEAC） 、 カ ス ケ ー ド ・ ブ ル ー （ CB） 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン （ OG） 、 Alexa 488（ A488） 、 ロ ー ダ ミ ン
グ リ ー ン （ RGr） 、 ラ ン タ ニ ド  キ レ ー ト （ 例 え ば 、 ユ ー ロ ピ ウ ム ） 、 カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ
ン 6G（ R6G） 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン （ TAMRA） 、 テ キ サ ス レ ッ ド （ TxR） 、 Cy3、 Cy3.5
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、 Cy5、 Cy5.5お よ び カ ル ボ キ シ ナ フ ト フ ル オ レ セ イ ン （ CNF） 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） 、
な ら び に 2,4-ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル （ DNP） な ど ） 。 そ の 他 の 発 蛍 光 団 や 付 随 物 の 励 起 波 長 や
発 光 波 長 に つ い て は 、 Anantha, et al., Biochemistry (1998) 37:2709-2714 and Qu & C
haires, Methods Enzymol (2000) 321:353-369)に 説 明 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 1つ の 実 施 例 に お い て 、 蛍 光 標 識 に 共 有 結 合 さ れ た プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を テ
ン プ レ ー ト DNAに 接 触 さ せ る 。 結 果 と し て 生 じ る 複 合 体 が 試 験 分 子 と 接 触 し 、 そ の 後 、 プ
ラ イ マ ー を 延 長 さ せ る 能 力 の あ る ポ リ メ ラ ー ゼ と 接 触 す る 。 次 に 、 反 応 生 成 物 は 、 キ ャ ピ
ラ リ ー 電 気 泳 動 法 に よ り 分 離 ・ 検 出 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー が 共 有 結 合 さ れ た 発 蛍 光 団 を 含 ま
な い 場 合 や 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 が 分 離 に 利 用 さ れ て い な い 場 合 の 実 施 例 と 比 較 し て
、 こ の 実 施 例 に は 長 め の プ ラ イ マ ー 配 列 が 使 用 さ れ た 。 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 、 分 離 前
に 、 多 く の 場 合 プ ラ イ マ ー を テ ン プ レ ー ト DNAに 接 触 さ せ る 時 点 で 、 試 験 法 の 任 意 の 段 階
で 追 加 さ れ る 。 多 く の 場 合 に は テ ン プ レ ー ト DNA／ プ ラ イ マ ー 合 成 を 変 性 さ せ （ 例 え ば 、
系 の 温 度 を 高 く す る こ と で ） 、 試 験 化 合 物 を 追 加 す る 前 に 復 元 さ せ る （ 組 織 を 冷 却 す る な
ど ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 以 下 は 、 具 体 的 な 試 験 法 の 実 施 例 を 挙 げ た も の で あ る 。 5’ 蛍 光 標 識 化 （ FAM） さ れ た プ
ラ イ マ ー （ P45、 15nM） を 、 10mM MgCl 2 、 0.1mM EDTAお よ び 0.1mMの 混 合 し た デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ド 三 リ ン 酸 （ dNTP） を 含 む ト リ ス -HCL緩 衝 液 （ 15mMト リ ス 、 pH7.5） に 溶 か し た テ
ン プ レ ー ト DNA（ 15nM） と 混 合 し た 。 FAM-P45プ ラ イ マ ー （ 5’ -6FAM-AGTCTGAC TGACTGTACG
TAGCTAATACGACTCACTATAGCAATT-3’ ） お よ び テ ン プ レ ー ト DNA（ 5’ -TCCAACTATGTATACTGGGG
AGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGGTTAGCGACACGCAATTGCTATAGTGAGTCGTATTAGCTACGTACAGTCAGTCAGACT-
3’ ） が 、 Applied Biosystems社 に よ り 合 成 さ れ HPLC精 製 さ れ た 。 混 合 物 を 95oCで 5分 間 変
性 さ せ 、 室 温 ま で 冷 却 し た 後 、 37oCで 15分 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 室 温 ま で 冷 却 し た 後 、 1mMの KCl 2 お よ び 試 験 化 合 物 （ 各 種 の 濃 度 ） を 加 え 、 混 合 物 を 室
温 で 15分 間 培 養 し た 。 10mMの KClお よ び TaqDNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 2.5U／ 反 応 、 Promega社 ） を
加 え 、 70oCで 30分 培 養 し て 、 プ ラ イ マ ー の 延 長 を 実 施 し た 。 1μ lの 反 応 混 合 物 を 、 10μ l
の Hi-Diホ ル ム ア ミ ド と 0.25μ lの LIZ120サ イ ズ ス タ ン ダ ー ド の 混 合 物 に 加 え て 、 反 応 を 停
止 さ せ た 。 Hi-Diホ ル ム ア ミ ド お よ び LIZ120サ イ ズ ス タ ン ダ ー ド は 、 Applied Biosystems
社 か ら 購 入 し た 。 部 分 的 に 延 長 し た 四 重 鎖 ア レ ス ト 生 成 物 は 、 61～ 62塩 基 分 の 長 さ で 、 完
全 に 延 長 し た 生 成 物 は 99塩 基 分 の 長 さ で あ っ た 。 こ の 生 成 物 を 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法
を 使 用 し て 分 離 し 分 析 し た 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 は 、 ABI PRISM 3100-Avant Genetic
 Analyzerを 使 用 し て 実 施 し た 。 試 験 法 は 、 上 記 に 説 明 し た 化 合 物 を 使 用 し て 実 施 し 、 結
果 を 表 1に 示 す 。 表 1で 報 告 し た μ M濃 度 は 、 DNAの 50%が 試 験 法 で 阻 止 さ れ た 時 点 で の 濃 度
で あ る （ 例 え ば 、 短 め の 部 分 的 に 延 長 さ れ た DNA（ 阻 止 さ れ た DNA） と 完 全 な 長 さ に 延 長 さ
れ た DNAの 比 は 1:1で あ る ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 転 写 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に お い て 、 試 験 四 重 鎖 DNAは 、 レ ポ ー タ ー シ ス テ ム と 共 役 結 合
し 、 四 重 鎖 構 造 の 生 成 や 安 定 化 に よ っ て レ ポ ー タ ー シ グ ナ ル が 調 整 で き る よ う に な っ て い
る 。 こ う し た シ ス テ ム の 一 例 は 、 レ ポ ー タ ー 発 現 シ ス テ ム で あ り 、 こ こ で 、 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ ま た は 緑 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） な ど の ポ リ ペ プ チ ド は 、 潜 在 的 な 四 重 鎖 を 形 成 す る 核
酸 に 操 作 で き る よ う に 連 結 さ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 検 出 可 能 な 遺 伝 子 に よ り 発 現 さ れ
る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 操 作 で き る よ う に 連 結 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 潜 在 的 な
四 重 鎖 を 形 成 す る 核 酸 か ら な る 配 列 に よ り 調 節 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 配 列
は 、 四 重 鎖 DNAと 同 一 の 核 酸 上 に あ る と き も 、 別 の 核 酸 上 に あ る と き に も 、 操 作 で き る よ
う に 連 結 さ れ た 状 態 と な り う る 。 模 範 的 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ の レ ポ ー タ ー シ ス テ ム に つ い て
こ こ で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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　 He, et al., Science (1998) 281:1509-1512で 説 明 さ れ て い る ル シ フ ェ ラ ー ゼ プ ロ モ ー
タ ー ア ッ セ イ が 、 四 重 鎖 生 成 の 研 究 で 利 用 さ れ る こ と が よ く あ る 。 具 体 的 に は 、 こ の 試 験
法 で 利 用 す る ベ ク タ ー に つ い て は 、 He, et al.文 献 の 引 用 文 献 11に 記 載 し て い る 。 こ の 試
験 法 に お い て 、 HeLa細 胞 は 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 2000を ベ ー ス に し た シ ス テ ム （ Invitrogen
社 ） を 使 用 し て 、 そ の 製 造 業 者 の 手 順 書 に 従 い 、 0.1μ gの pRL-TK（ Renillaル シ フ ェ ラ ー
ゼ  レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ） お よ び 0.9μ gの 四 重 鎖 を 形 成 す る プ ラ ス ミ ド を 用 い て 形 質 移
入 さ れ る 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト 形 式 の デ ュ ア ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ シ ス テ ム
（ Promega社 ） を 用 い 、 製 造 業 者 の 手 順 書 に 従 い 、 ホ タ ル お よ び ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 活 性 を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 円 二 色 性 （ CD） は 、 別 の 分 子 が 四 重 鎖 核 酸 と 相 互 作 用 す る か ど う か の 判 定 に 利 用 さ れ る
。 特 に 、 CDは 、 PNAま た は PNA-ペ プ チ ド 共 役 体 が イ ン ビ ト ロ で 四 重 鎖 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ れ る か ど う か の 判 定 に 有 用 で あ る 。 10mMカ リ ウ ム リ ン 酸 塩 （ pH7.2） お よ び 10ま た
は 250mM KClを 含 む 緩 衝 液 に 溶 か し た 四 重 鎖 DNAに PNAプ ロ ー ブ （ 各 5μ M） を 37℃ で 加 え 、
同 一 温 度 で 5分 間 そ の ま ま に し た 後 、 ス ペ ク ト ル の 記 録 を す る 。 CDの ス ペ ク ト ル は 、 熱 電
学 的 に 制 御 さ れ る 単 一 細 胞 ホ ル ダ ー が 装 備 さ れ た J-715分 光 偏 光 計 で 記 録 す る 。 普 通 は CD
強 度 は 220nm～ 320nmで 検 出 さ れ 、 相 互 作 用 の 存 在 ま た は 不 在 を 確 認 す る た め に 、 四 重 鎖 DN
Aの み 、 PNAの み 、 お よ び 四 重 鎖 DNAと PNAに つ い て の 比 較 ス ペ ク ト ル が 生 成 さ れ る （ Datta,
 et al., JACS (2001) 123:9612-9619な ど を 参 照 ） 。 ス ペ ク ト ル は 、 100nm/分 で 記 録 さ れ
た 8回 の ス キ ャ ン の 平 均 を 示 す も の と し て ま と め ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 蛍 光 性 結 合 試 験 法 の 一 例 は 、 四 重 鎖 核 酸 、 信 号 分 子 、 お よ び 試 験 分 子 が 含 ま れ る シ ス テ
ム で あ る 。 信 号 分 子 に よ り 、 四 重 鎖 核 酸 （ N-メ チ ル メ ソ ポ ル フ ィ リ ン IX（ NMM） な ど ） と
結 合 し た と き に 蛍 光 信 号 が 生 成 さ れ 、 そ の 信 号 は 、 試 験 化 合 物 が 四 重 鎖 核 酸 と の 結 合 に つ
い て 信 号 分 子 と 競 争 す る と き に 変 化 す る 。 試 験 化 合 物 が 存 在 し な い と き と 比 較 し た 試 験 分
子 が 存 在 す る と き の 信 号 の 変 化 に よ り 、 試 験 化 合 物 は 四 重 鎖 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 と し て
識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 50μ lの 四 重 鎖 核 酸 ま た は 四 重 鎖 を 形 成 す る 能 力 を も た な い 核 酸 を 96ウ ェ ル 式 プ レ ー ト
に 追 加 す る 。 試 験 化 合 物 も 異 な る 濃 度 で 追 加 す る 。 一 般 的 な 試 験 法 は 、 100μ lの 20mM HEP
ES緩 衝 液 、 pH7.0、 140mM NaCl、 お よ び 100mM KCl中 で 実 施 さ れ る 。 次 に 50μ lの 信 号 分 子 N
MMを 最 終 濃 度 3TMと な る よ う に 追 加 す る 。 NMMは 、 ユ タ 州 ロ ー ガ ン の Frontier Scientific
社 か ら 入 手 す る 。 蛍 光 性 は 、 FluroStar 2000蛍 光 測 定 器 （ ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 州 ダ ー ハ ム の
BMG Labtechnologies社 ） を 使 用 し て 、 励 起 波 長 420nmお よ び 発 光 波 長 660nmで 測 定 す る 。
蛍 光 性 は 、 試 験 化 合 物 ま た は 四 重 鎖 を 標 的 と し た 核 酸 の 濃 度 の 関 数 と し た 曲 線 で 表 示 さ れ
る こ と が 多 く 、 ま た NMMの 最 大 蛍 光 信 号 は 、 こ れ ら の 分 子 が 不 在 の と き に 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 癌 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 細 胞 増 殖 率 は 細 胞 培 養 液 に 加 え る 試 験 化 合 物 の 異 な る 濃
度 の 関 数 と し て 評 価 さ れ る 。 任 意 の 癌 細 胞 の 種 類 が こ の 試 験 法 で 利 用 で き る 。 1つ の 実 施
例 に お い て 、 大 腸 癌 細 胞 を 生 体 外 で 培 養 し 、 試 験 化 合 物 を 培 地 に 異 な る 濃 度 で 加 え る 。 有
用 な 大 腸 癌 細 胞 株 は colo320で 、 こ れ は ア メ リ カ 国 立 衛 生 研 究 所 に 受 入 番 号 JCRB0225と し
て 預 け 入 れ ら れ た 結 腸 腺 癌 株 細 胞 で あ る 。 こ う し た 細 胞 を 使 用 す る た め の パ ラ メ ー タ は 、
イ ン タ ー ネ ッ ト （ http） ア ド レ ス の cellbank.nihs.go.jp/cell/data/jcrb0225.htmで 入 手
で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 、 エ ス テ ル お よ び ア ミ ド 」 と い う 用
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語 に は 、 カ ル ボ ン 酸 塩 塩 、 そ の 化 合 物 の ア ミ ノ 酸 添 加 の 塩 、 エ ス テ ル お よ び ア ミ ド の ほ か
、 そ の 両 性 イ オ ン の 形 態 も 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ ず 、 ま た 本 技 術 の 当 業 者 に は 、 こ
れ ら は ヒ ト お よ び 動 物 で の 使 用 に 適 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 （ Gerge,?S.M., et al
.,“ Pharmaceutical Salts,”  J.Pharm.Sci. (1977) 66:1-19を 参 照 。 こ れ を 参 照 し 本 明
細 書 に 組 み 込 む 。 ）
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 し た 化 合 物 は ど れ も 適 切 な 製 剤 を 調 剤 で き る 。 安 定 し た 無 毒 性 の 酸 塩 ま
た は 塩 基 塩 を 形 成 す る た め に 、 化 合 物 の 塩 基 性 ま た は 酸 性 が 十 分 で あ る 場 合 に は 、 塩 と し
て の 化 合 物 の 投 与 が 適 切 で あ る と 考 え ら れ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 例 と し て は 、 生 理
学 的 に 許 容 可 能 な ア ニ オ ン を 形 成 す る 酸 と と も に 形 成 さ れ る 有 機 酸 を 添 加 し た 塩 な ど が あ
り 、 こ れ に は 例 え ば 、 ト シ ル 酸 塩 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 ア セ テ ー ト 、 ク エ ン 酸 塩 、 マ ロ
ン 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 塩 、 ベ ン ゾ ア ー ト 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 塩 、 α -ケ ト グ ル タ ル 酸
塩 、 お よ び α -グ リ セ ロ リ ン 酸 塩 が あ る 。 適 し た 無 機 塩 も 形 成 し う る が 、 こ れ に は 塩 酸 塩
、 硫 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 重 炭 酸 塩 、 お よ び 炭 素 塩 な ど が 含 ま れ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、
こ の 技 術 で よ く 知 ら れ て い る 標 準 的 手 順 を 用 い て 獲 得 で き 、 例 え ば 、 ア ミ ン な ど の 十 分 な
塩 基 化 合 物 を 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 陰 イ オ ン を 生 成 す る 適 切 な 酸 と 反 応 さ せ る こ と に よ
る 。 ア ル カ リ 金 属 （ ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム ま た は リ チ ウ ム な ど ） ま た は ア ル カ リ 土 類 金 属
（ カ ル シ ウ ム な ど ） の カ ル ボ ン 酸 塩 も 生 成 で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 化 合 物 は 、 薬 学 的 組 成 物 と し て 調 剤 で き 、 そ う し た 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 類 の 宿 主 に 投
与 す る こ と が で き る 。 1つ の 実 施 例 に お い て 、 哺 乳 類 の 宿 主 は ヒ ト で あ る 。 経 口 的 、 非 経
口 的 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 局 所 的 お よ び 皮 下 の 各 経 路 な ど を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ ず 、 適 切
な 任 意 の 投 与 経 路 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 1つ の 実 施 例 に お い て 、 化 合 物 は 、 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 同 化 性 可 食 性 の 担 体 な ど 、 医 薬
品 と し て 許 容 さ れ る 溶 媒 と の 組 み 合 わ せ で 、 全 身 的 に （ 例 え ば 、 経 口 的 に ） 投 与 さ れ る 。
硬 質 ま た は 軟 質 の シ ェ ル 型 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 包 む 、 錠 剤 に 圧 縮 す る 、 ま た は 患 者 の 規 定
食 の 食 品 に 直 接 組 み 込 む こ と も で き る 。 治 療 上 の 経 口 投 与 で は 、 活 性 の あ る 化 合 物 は 、 1
個 以 上 の 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と も で き 、 摂 取 可 能 な 錠 剤 、 バ ッ カ ル 錠 、 ト ロ ー チ 、 カ
プ セ ル 、 特 効 薬 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 ウ ェ ハ ー ス の ほ か 、 こ れ に 類 似 し た 形 態 で 使 用 す る
こ と が で き る 。 こ う し た 組 成 お よ び 調 剤 に は 、 少 な く と も 0.1%の 活 性 の あ る 化 合 物 が 含 ま
れ る べ き で あ る 。 組 成 お よ び 調 剤 の 割 合 は さ ま ざ ま な 値 を と る こ と が で き 、 都 合 の よ い こ
と に 、 所 定 の 単 位 投 与 形 態 で 重 量 で 約 2%～ 約 60%と す る こ と が で き る 。 こ う し た 治 療 的 に
有 用 な 組 成 に お け る 活 性 の あ る 化 合 物 の 量 は 、 有 効 な 用 量 レ ベ ル が 得 ら れ る よ う な 量 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 お よ び こ れ に 類 似 す る 形 態 に も 以 下 が 含 ま れ る こ と
が 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 ア カ シ ア 、 コ ー ン ス タ ー チ ま た は ゼ ラ チ ン な ど
の 結 合 剤 、 二 カ ル シ ウ ム リ ン 酸 塩 な ど の 賦 形 剤 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ テ ト ス タ ー チ 、 ア ル
ギ ン 酸 お よ び こ れ に 類 似 す る も の な ど の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 潤 滑 油
、 な ら び に 蔗 糖 、 果 糖 、 ラ ク ト ー ス も し く は ア ス パ ル テ ー ム な ど の 甘 味 剤 な ど で 、 ま た ハ
ッ カ 、 ウ ィ ン タ ー グ リ ー ン の オ イ ル 、 も し く は サ ク ラ ン ボ 味 な ど の 香 味 剤 を 添 加 す る こ と
も で き る 。 単 位 投 与 形 態 が カ プ セ ル の と き に は 、 上 述 の 種 類 の 材 料 に 加 え 、 植 物 油 ま た は
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 液 体 担 体 を 含 め る こ と も で き る 。 コ ー テ ィ ン グ や 、 そ の 他
の 方 法 で 固 体 単 位 投 与 形 態 の 物 理 的 形 態 を 変 化 さ せ る た め の さ ま ざ ま な 材 料 が 他 に も 存 在
し う る 。 例 え ば 、 錠 剤 、 ピ ル 、 ま た は カ プ セ ル は 、 ゼ ラ チ ン 、 蝋
ワ ッ ク ス 、 セ ラ ッ ク ま た は 糖 、 お よ び こ れ に 類 似 す る も の で コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き
る 。 シ ロ ッ プ ま た は 特 効 薬 に は 、 活 性 の あ る 化 合 物 、 甘 味 剤 と し て 蔗 糖 ま た は 果 糖 、 防 腐
剤 と し て メ チ ル お よ び プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 チ ェ リ ー や オ レ ン ジ 風 味 な ど の 染 料 お よ び 香 味
剤 な ど が 含 ま れ う る 。 任 意 の 単 位 投 与 形 態 の 調 剤 に 使 用 さ れ る す べ て の 材 料 は 、 薬 学 的 に
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許 容 さ れ る も の で あ り 、 採 用 す る 量 に お い て 実 質 的 に 無 毒 性 で あ る 。 さ ら に 、 活 性 の あ る
化 合 物 は 、 徐 放 性 の 製 剤 や 道 具 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 、 活 性 の あ る 化 合 物 は 、 注 入 ま た は 注 射 に よ り 、 静 脈 内 ま た は 腹 腔 内 に 投 与 す る こ
と も で き る 。 活 性 の あ る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 溶 液 は 、 緩 衝 液 、 多 く の 場 合 は リ ン 酸 緩 衝
食 塩 水 内 で 調 剤 で き 、 任 意 に 無 毒 性 界 面 活 性 剤 と 混 合 す る こ と が で き る 。 分 散 も 、 グ リ セ
ロ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ト リ ア セ チ ン 、 お よ び そ の 混 合 物 中 、 な ら び に 油
中 に 準 備 す る こ と が で き る 。 通 常 の 保 管 ・ 使 用 条 件 下 で は 、 こ れ ら の 製 剤 に は 、 微 生 物 の
成 長 を 阻 止 す る た め の 防 腐 剤 が 含 ま れ る 。 時 に は 、 化 合 物 は 、 ポ リ マ ト リ ク ス （ polymatr
ix） を 含 む 製 剤 形 態 と し て そ う し た 投 与 用 に 準 備 さ れ る （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ま た は 小 胞
体 ） 。 リ ポ ソ ー ム に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,703,055号 （ Felgner、 et al.） お よ
び Gregoriadis、 Liposome Technology vols.I to III(2nd ed.1993)に 説 明 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 注 射 ま た は 注 入 用 に 適 切 な 医 薬 投 与 形 態 に は 、 滅 菌 の 注 射 用 も し く は 注 入 用 の 溶 液 や 分
散 剤 の 即 席 的 な 製 剤 用 に 採 用 さ れ た 有 効 成 分 か ら な り 、 任 意 に リ ポ ソ ー ム で カ プ セ ル で 包
ん だ 、 滅 菌 水 溶 液 や 分 散 剤 ま た は 滅 菌 パ ウ ダ ー な ど が 含 ま れ う る 。 す べ て の 場 合 に お い て
、 最 終 的 な 剤 形 は 、 製 造 お よ び 保 管 の 条 件 下 で 無 菌 、 流 動 体 、 安 定 で あ る べ き で あ る 。 液
体 担 体 ま た は 媒 体 は 、 溶 剤 ま た は 液 体 分 散 媒 が 考 え ら れ 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ
オ ー ル （ 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、
お よ び こ れ に 類 似 し た も の ） 、 植 物 油 、 非 中 毒 性 グ リ セ リ ル エ ス テ ル 、 お よ び そ の 適 切 な
混 合 物 な ど か ら な る 。 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム の 生 成 に よ り 、 分 散 剤 の 場 合
に 粒 子 サ イ ズ の 維 持 に よ り 、 ま た は 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 維 持 が 可 能 で あ る 。 微 生 物 の
作 用 の 予 防 は 、 さ ま ざ ま な 抗 菌 性 抗 真 菌 性 の 薬 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル
、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 、 お よ び こ れ に 類 似 す る も の に よ り 対 処 で き る
。 多 く の 場 合 、 例 え ば 、 糖 類 、 緩 衝 液 ま た は ナ ト リ ウ ム 塩 化 物 な ど の 等 張 剤 を 含 め る こ と
が 望 ま し い 。 注 射 用 の 組 成 の 長 期 的 な 吸 収 は 、 組 成 に 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ
ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど の 吸 収 を 遅 ら せ る 薬 剤 を 使 用 す る こ と で 対 処 で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 滅 菌 注 射 用 溶 液 は 、 必 要 と さ れ る 量 の 活 性 の あ る 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 、 上 記 に 列 挙
し た さ ま ざ ま な そ の 他 の 成 分 と 共 に 、 該 当 す る 溶 剤 に 組 み 込 ん だ あ と 、 フ ィ ル タ ー 滅 菌 を
し て 準 備 さ れ る 。 滅 菌 注 射 用 溶 液 の 調 剤 用 の 、 滅 菌 パ ウ ダ ー の 場 合 に お い て 、 望 ま し い 調
剤 の 方 法 は 、 真 空 乾 燥 お よ び フ リ ー ズ ド ラ イ 技 術 で 、 こ れ に よ り 、 有 効 成 分 の 粉 末 に 加 え
、 あ ら か じ め 滅 菌 ・ ろ 過 済 の 溶 液 に 存 在 す る 希 望 す る そ の 他 の 成 分 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 局 所 的 投 与 の 場 合 に は 、 本 化 合 物 は 、 液 体 の 形 態 に 適 用 さ れ う る 。 化 合 物 は 、 皮 膚 科 的
に 許 容 可 能 な 担 体 と の 組 み 合 せ で 、 組 成 ま た は 製 剤 形 態 と し て 投 与 さ れ る こ と が よ く あ る
が 、 こ れ は 固 体 で も 液 体 で も よ い 。 化 合 物 を 皮 膚 に 到 達 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 有 用 な 皮
膚 科 的 組 成 の 例 が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Jacquet, et al.（ 米 国 特 許 番 号 4,608,392） 、
Geria（ 米 国 特 許 番 号 4,992,478） 、 Smith, et al.（ 米 国 特 許 番 号 4,559,157） お よ び Wort
zman（ 米 国 特 許 番 号 4,820,508） な ど を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 化 合 物 は 、 固 体 の 担 体 と 共 に 調 剤 す る こ と も で き 、 こ れ に は タ ル ク 、 粘 土 、 微 結 晶 性 の
セ ル ロ ー ス 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ナ 、 お よ び こ れ に 類 似 す る も の な ど 細 か く 分 割 し た 固 体 な ど
が あ る 。 有 用 な 液 体 担 体 に は 、 水 、 ア ル コ ー ル 類 ま た は グ リ コ ー ル 、 ま た は 水 -ア ル コ ー
ル ／ グ リ コ ー ル の 混 合 物 な ど が あ り 、 こ こ で 、 本 化 合 物 は 有 効 レ ベ ル に 溶 解 ま た は 分 散 で
き 、 任 意 に 無 毒 性 の 界 面 活 性 剤 の 助 け を 借 り る 。 芳 香 剤 や 他 の 抗 菌 剤 な ど の ア ジ ュ バ ン ト
（ 免 疫 増 強 ） を 添 加 し て 、 所 定 の 用 途 に つ い て 特 性 を 最 適 化 す る こ と も で き る 。 結 果 と し
て で き る 液 体 の 組 成 は 、 吸 水 パ ッ ド で 塗 布 す る 、 包 帯 ほ か の 包 帯 剤 に し み 込 ま せ て 使 用 す
る 、 ま た は 患 部 に ポ ン プ 型 ま た は エ ア ロ ゾ ル 噴 霧 器 を 用 い て 吹 き 付 け る な ど が で き る 。 合
成 的 ポ リ マ ー 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 酸 塩 お よ び エ ス テ ル 、 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 変 性 セ ル ロ ー ス や 変
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性 鉱 物 材 な ど の 増 粘 剤 を 、 液 体 キ ャ リ ア と 一 緒 に 採 用 し て 、 使 用 者 の 皮 膚 に 直 接 塗 布 す る
た め に 、 薄 く 塗 る こ と の で き る の り 、 ゲ ル 、 軟 膏 、 石 鹸 、 お よ び そ れ に 類 似 し た も の を 形
成 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 般 に 、 液 体 の 組 成 中 の 化 合 物 の 濃 度 は 、 約 0.1wt%～ 約 25wt%で あ る こ と が 多 く 、 約 0.5
wt%～ 約 10wt%で あ る こ と も 時 に は あ る 。 ゲ ル ま た は 粉 末 な ど の 半 固 体 ま た は 固 体 の 組 成 中
の 濃 度 は 、 約 0.1wt%～ 約 5wt%で あ る こ と が 多 く 、 約 0.5wt%～ 約 2.5wt%で あ る こ と も 時 に は
あ る 。 化 合 物 の 組 成 は 、 単 位 投 与 形 態 と し て 調 剤 で き 、 こ れ は 製 薬 産 業 で 知 ら れ て い る 従
来 的 な 技 術 に 従 い 調 剤 さ れ る 。 一 般 的 に い え ば 、 そ う し た 技 術 に は 、 液 体 の 形 態 ま た は 細
か く 分 割 し た 固 体 の 形 態 、 ま た は そ の 両 方 で 、 化 合 物 を 薬 学 的 担 体 や 賦 形 剤 と 関 連 性 を も
た せ る 技 術 、 そ し て 必 要 に 応 じ て 製 品 の 形 状 を 整 え る 技 術 が 含 ま れ る 。 化 合 物 の 組 成 は 、
錠 剤 、 カ プ セ ル 、 ゲ ル カ プ セ ル 、 液 体 シ ロ ッ プ 、 ソ フ ト ゲ ル 、 座 薬 、 お よ び 浣 腸 な ど 、 い
か な る 剤 形 に も 調 剤 す る こ と が で き る 。 ま た 、 組 成 は 、 水 溶 性 、 非 水 溶 性 、 ま た は 混 合 し
た 培 養 液 の 懸 濁 液 と し て 調 剤 で き る 。 水 溶 性 懸 濁 液 に は 、 さ ら に 、 ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ
メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 デ キ ス ト ラ ン な ど の 粘 性 を 増 大 さ せ る 物 質 が 含 ま れ う
る 。 ま た 、 懸 濁 液 に は 1種 以 上 の 安 定 剤 が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 治 療 で の 使 用 に 要 求 さ れ る 化 合 物 ま た は そ の 活 性 塩 類 や 誘 導 体 の 量 は 、 選 択 し た 特 定 の
塩 類 だ け で な く 、 投 与 経 路 、 治 療 す る 状 態 の 本 質 、 お よ び 患 者 の 年 齢 や 病 状 な ど に よ っ て
も 変 化 し 、 最 終 的 に は 担 当 医 師 ・ 臨 床 医 の 判 断 と な る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 有 用 な 化 合 物 の 用 量 は 、 細 胞 ま た は 組 織 系 の 生 体 外 で の 活 性 や 、 動 物 系 の 生 体 内 で の 活
性 を を 評 価 す る こ と で 判 断 す る こ と が よ く あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス お よ び そ の 他 の 動 物 で の
有 効 な 用 量 か ら ヒ ト の 用 量 を 推 定 す る 方 法 が 、 こ の 技 術 で 知 ら れ て い る （ 米 国 特 許 番 号 4,
938,949な ど を 参 照 ） 。 こ う し た シ ス テ ム は 、 化 合 物 の LD 5 0 （ 50%の 母 集 団 に と っ て 危 険 な
用 量 ） の 決 定 、 お よ び ED 5 0 （ 50%の 母 集 団 に お い て 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ） の 決 定 に 使 用 で
き る 。 毒 性 と 療 法 効 果 の 用 量 比 が 治 療 係 数 で あ り 、 比 率 ED 5 0 /LD 5 0 と し て 表 現 し う る 。 化
合 物 の 用 量 は 、 ED 5 0 が 毒 性 と は ほ ん の わ ず か ま た は 全 く 関 係 の な い 濃 度 の 循 環 範 囲 内 に 収
ま る こ と が 多 い 。 用 量 は 、 採 用 す る 剤 形 と 利 用 す る 投 与 経 路 に も よ る が 、 こ の 範 囲 内 で 変
化 し う る 。 本 明 細 書 で 説 明 し た 方 法 で 使 用 さ れ る 任 意 の 化 合 物 に つ い て は 、 治 療 的 に 有 効
な 用 量 は 、 初 期 的 に は 細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 推 定 し う る 。 用 量 は 、 時 に は 生 体 外 で の 試 験
法 に よ り 決 定 さ れ る IC 5 0 （ 例 え ば 、 最 大 半 減 の 症 状 の 抑 制 が 達 成 さ れ る 試 験 化 合 物 の 濃 度
） を 含 め た 、 プ ラ ズ マ 濃 縮 幅 の 循 環 を 達 成 す る た め に 調 剤 さ れ る こ と も あ る が 、 こ の 情 報
は ヒ ト へ 有 用 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る こ と が よ く あ る 。 プ ラ ズ マ の
レ ベ ル は 、 例 え ば 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 被 験 体 の た め の 有 効 な 用 量 の 決 定 の も う 1つ の 例 は 、 被 験 体 の 血 清 中 の 「 遊 離 」 お よ び
「 結 合 」 の 化 合 物 レ ベ ル を 直 接 検 定 す る 能 力 で あ る 。 こ う し た 試 験 法 で は 、 抗 体 模 倣 や 分
子 イ ン プ リ ン ト 技 術 で 生 成 さ れ た 「 バ イ オ セ ン サ ー 」 を 活 用 し う る 。 化 合 物 は 、 触 媒 試 薬
に よ る 重 合 の 前 に 、 重 合 可 能 な 単 量 体 を 空 間 的 に 組 織 化 す る た め の テ ン プ レ ー ト 、 つ ま り
「 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 分 子 」 と し て 使 用 さ れ る 。 そ の 後 の イ ン プ リ ン ト 分 子 の 除 去 に よ り
、 化 合 物 の 繰 り 返 し 「 ネ ガ 像 （ negative image） 」 が 含 ま れ て い る ポ リ マ ー 基 質 が 残 り 、
生 物 学 的 検 定 法 の 条 件 下 で 選 択 的 に 分 子 を 再 結 合 で き る （ 例 え ば 、 Ansell, et al., Curr
ent Opinion in Biotechnology (1996) 7:89-94、 お よ び Shea, Trends in Polymer Scien
ce (1994) 2:166-173を 参 照 ） 。 こ う し た 「 イ ン プ リ ン ト 」 親 和 マ ト リ ッ ク ス は 、 リ ガ ン
ド -結 合 試 験 法 の 影 響 を 受 け や す く 、 そ れ に よ っ て 、 固 定 化 さ れ た 単 ク ロ ー ン 抗 体 コ ン ポ
ー ネ ン ト が 、 適 切 に イ ン プ リ ン ト さ れ た 基 質 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る （ 例 え ば 、 Vlatakis
, et al., Nature (1993) 361:645-647を 参 照 ） 。 同 位 体 -標 識 化 の 使 用 に よ っ て 、 化 合 物
の 「 遊 離 」 濃 度 は 、 簡 単 に 監 視 で き 、 IC 5 0 の 算 出 に 利 用 で き る 。 ま た 、 こ の 「 イ ン プ リ ン
ト 」 親 和 マ ト リ ッ ク ス は 、 局 部 的 お よ び 選 択 的 な 化 合 物 の 結 合 に 応 じ て そ の 光 子 発 光 特 性
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が は っ き り と 変 化 す る 蛍 光 基 を 含 め て 設 計 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 適 切 と さ
れ る 光 フ ァ イ バ ー 機 器 を 用 い て リ ア ル タ イ ム で 簡 単 に 検 定 で き 、 そ れ に よ っ て 被 験 体 へ の
用 量 を 個 別 の IC 5 0 を も と に 迅 速 に 最 適 化 す る こ と が で き る 。 こ の 「 バ イ オ セ ン サ ー 」 の 一
例 が Kriz, et al., Analytical Chemistry (1995) 67:2142-2144に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 模 範 的 な 用 量 に は 、 被 験 体 の キ ロ グ ラ ム 数 ま た は サ ン プ ル 重 量 に 対 し て ミ リ グ ラ ム ま た
は マ イ ク ロ グ ラ ム の 化 合 物 量 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 1キ ロ グ ラ ム あ た り 約 1マ イ ク ロ グ ラ ム
か ら 、 1キ ロ グ ラ ム あ た り 約 500ミ リ グ ラ ム 、 1キ ロ グ ラ ム あ た り 約 100ミ リ グ ラ ム か ら 1キ
ロ グ ラ ム あ た り 5ミ リ グ ラ ム 、 ま た は 1キ ロ グ ラ ム あ た り 1マ イ ク ロ グ ラ ム か ら 1キ ロ グ ラ ム
あ た り 約 50マ イ ク ロ グ ラ ム な ど で あ る 。 小 さ な 分 子 の 適 切 な 用 量 は 、 調 整 さ れ る 発 現 ま た
は 活 性 に 関 連 し て の 小 さ な 分 子 の 効 力 に 依 存 す る こ と が 理 解 で き る 。 本 明 細 書 で 説 明 し た
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る た め に 、 1個 以 上 の こ れ ら の 小 さ な
分 子 が 動 物 （ ヒ ト な ど ） に 投 与 さ れ る と き 、 医 師 、 獣 医 、 ま た は 研 究 者 は 、 例 え ば 、 比 較
的 低 い 容 量 を ま ず 処 方 し 、 そ の 後 で 適 切 な 応 答 が 得 ら れ る ま で 用 量 を 増 や す こ と も で き る
。 さ ら に 、 特 定 の 被 験 動 物 に つ い て の 具 体 的 な 用 量 レ ベ ル は 、 採 用 す る 具 体 的 な 化 合 物 の
活 性 、 年 齢 、 体 重 、 健 康 全 般 、 性 別 、 お よ び 被 験 体 の 規 定 食 、 投 与 時 刻 、 投 与 経 路 、 排 泄
率 、 な ん ら か の 複 合 薬 、 お よ び 調 整 す る 発 現 ま た は 活 性 の 程 度 な ど 、 さ ま ざ ま な 要 因 に 依
存 す る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 発 明 を 例 証 す る た め に 挙 げ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 以 下 は 、 置 換 キ ノ ベ ン ゾ オ キ サ ジ ン 類 似 体 の 合 成 の た め の 模 範 的 な 手 順 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 置 換 キ ノ ベ ン ゾ オ キ サ ジ ン 類 似 体 の 調 剤 の 一 般 的 合 成 法 を 図 式 1に 示 す 。
図 式 1
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実 施 例

実 施 例 1
置 換 キ ノ ベ ン ゾ オ キ サ ジ ン 類 似 体 の 調 剤



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】

　
　
　
　
　 カ リ ウ ム エ チ ル マ ロ ン 酸 塩 （ 3.66g、 21.5mmol） 、 MgCl 2 （ 2.44g、 25.7mmol） お よ び TEA
（ 2.05g、 20.3mmol） を ア セ ト ニ ト リ ル （ 70ml） 中 で 10～ 15℃ で 2.5時 間 混 合 し た 。 ア セ ト
ニ ト リ ル （ 10ml） に 溶 か し た 2,3,4,5-塩 化 テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル （ 2.00g、 10.3mmol
） を 、 0℃ で 15分 間 か け て 加 え た 後 、 TEA（ 0.23g、 2.3mmol） の 2度 目 の 追 加 を 行 っ た 。 室
温 ま で 暖 ま る よ う に し た 後 、 混 合 物 を 16時 間 攪 拌 し た 。 揮 発 物 を 真 空 内 で 除 去 し た 後 、 ト
ル エ ン （ 30ml） を 加 え 、 真 空 内 で 除 去 し た 。 ト ル エ ン （ 60ml） を 加 え た 後 、 温 度 が 25℃ を
超 え な い よ う に HCl1.5 M（ 40ml） を 注 意 深 く 加 え た 。 有 機 物 部 分 を HCl1.5M（ 2× 25ml） お
よ び 水 （ 2× 25ml） で 洗 い 流 し 、 MgSO 4 上 で 乾 燥 さ せ 、 真 空 内 で 明 る い オ レ ン ジ 色 の 油 に な
る ま で 減 少 さ せ た （ [M+1] + 265、 98%） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　
　
　
　
　 ア ル ゴ ン 中 で 、 ジ メ チ ル  ア セ タ ー ル  ジ メ チ ル  ホ ル ム ア ミ ド  （ 0.61g、 5.1mmol） を 、
無 水 酢 酸 （ 2ml） に 溶 か し た エ チ ル -(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル )-エ タ ン
酸 （ 0.9g、 3.41mmol） に 滴 下 し て 加 え た 。 30分 後 、 溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し 、 オ レ ン ジ 色 の
オ イ ル と し て 定 量 的 収 率 （ [M+1 + ]320） の 生 成 物 が 残 っ た 。
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エ チ ル -(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル )-エ タ ン 酸

エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-
エ ン 酸



【 ０ ０ ８ ３ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -
2-エ ン 酸 （ 3.4g、 8.0mmol） お よ び 2-ア ミ ノ -4-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ ー ル （ 1.5g、 8.0mmol） を
20DMSO（ 20ml） に 溶 か し た も の を 、 真 空 内 で 60℃ で 30分 間 攪 拌 し た 。 K 2 CO 3 （ 5g） お よ び M
eCN（ 20ml） を 加 え 、 そ の 懸 濁 液 を 80℃ で 1時 間 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 そ の 混 合
物 を 少 し 多 め の 希 硫 酸 に 注 ぎ 、 ろ 過 し た 。 生 成 物 が 黄 褐 色 の 固 体 と し て 収 集 さ れ た （ [M+1
] + 420、 65%） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ キ サ ジ ン -5
-カ ル ボ ン 酸 塩 （ 2.2g、 5.3mmol） を 、 濃 塩 酸 と 酢 酸 （ そ れ ぞ れ 20ml） の 混 合 物 中 で 2時 間
還 流 さ せ た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 冷 水 （ 40ml） を 反 応 混 合 物 に 加 え 、 そ の 結 果 生 じ る 沈
殿 物 を 、 ろ 過 し エ ー テ ル で 洗 浄 し て 、 生 成 物 が 黄 褐 色 の 固 体 90%と し て 得 ら れ た （ [M+1] + 3
92） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 ア セ ト ニ ト リ ル （ 50ml） に 溶 か し た エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ
イ ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 10.53g、 33mmol） を 、 ア セ ト ニ ト リ ル （ 1
50ml） に 溶 か し た 溶 液 2,3-ジ ア ミ ノ ナ プ タ レ ン （ 5.22g、 33mmol） に 加 え 、 ア ル ゴ ン 中 で 5
0℃ に 保 持 し た 。 3時 間 後 、 揮 発 物 を 真 空 内 で 除 去 し 、 残 基 に つ い て シ リ カ （ 15% EtOAc/ヘ
キ サ ン ） 上 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 し 、 黄 色 の 固 体 と し て 生 成 物 を 得 た （ [M+1] + 433
） （ 55%） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-
カ ル ボ ン 酸 塩

実 施 例 2
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン
酸 の 調 剤

実 施 例 3
エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ナ フ チ ル -2’ ’ 、 3’ ’ -ジ
ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 の 調 剤



　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ナ フ チ ル -2’ ’ 、 3’ ’ ジ
ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 600mg 1.4mmol） を 、 DMF（ 500ml） 中 の K 2 CO 3 の ス ラ リ ー に 溶
か し た 。 混 合 物 を 100℃ で 1時 間 勢 い よ く 攪 拌 し た 後 、 室 温 ま で 冷 ま し た 。 K 2 CO 3 を ろ 過 に
よ り 除 去 し 、 DMFを 真 空 内 で 除 去 し て 、 定 量 的 収 率 で 黄 褐 色 の 固 体 が 得 ら れ た 。 （ [M+1] + 3
93） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 KOH溶 液 （ 1N、 2.54ml、 2.56mmol） を 、 エ タ ノ ー ル （ 400ml） に 溶 か し た エ チ ル  1,2-ジ
フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ン ジ ア ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩 （ 50
0mg、 1.28mmol） に 加 え 、 還 流 状 態 で 加 熱 し た 。 2時 間 後 、 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し た
後 、 HCl溶 液 （ 1N） で 中 和 し た 。 生 成 物 は ろ 過 に よ り 黄 色 の 固 体 89%と し て 収 集 さ れ た 。 （
[M+1] + 365） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　
　
　
　
　
ア セ ト ニ ト リ ル （ 10ml） に 溶 か し た エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ
ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 17.7g、 55.3mmol） を 、 ア セ ト ニ ト リ ル （ 10
0ml） に 溶 か し た 1,2-ア ミ ノ チ オ フ ェ ノ ー ル  ダ イ マ ー （ 5.22g、 33mmol） 溶 液 に 加 え た 。 3
時 間 後 、 揮 発 物 を 真 空 内 で 除 去 し 、 残 基 に つ い て シ リ カ （ 1%MeOH/DCM） 上 で ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 実 施 し 生 成 物 を 黄 色 の 固 体 と し て 得 た （ [M+1] + 523） （ 50%） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-フ ェ ン チ ア ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸
塩

10

20

30

40

50

(27) JP 2006-522827 A 2006.10.5

実 施 例 4
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ン ジ ア ジ ン -5-カ
ル ボ ン 酸 塩

実 施 例 5
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ン ジ ア ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤

実 施 例 6
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-フ ェ ン チ ア ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩
の 調 剤
エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(N-ア ミ ノ ベ ン ジ ル ジ ス ル フ
ィ ド )-プ ロ プ -2-エ ン 酸



　
　
　
　
　
　
エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(N-ア ミ ノ ベ ン ジ ル ジ ス ル フ
ィ ド )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 2.5g 3.2mmol） を DMF（ 120ml） に 溶 か し 、 還 流 状 態 で 6時 間 加 熱
し た 。 DMFを 真 空 内 で 除 去 し て 、 生 成 物 が 黄 色 の 固 体 90%と し て 得 ら れ た （ [M+1] + 360） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　
　
　
　
　
　 KOH溶 液 （ 1N、 3.0、 3.0mmol） を 、 エ タ ノ ー ル （ 400ml） に 溶 か し た エ チ ル  1,2-ジ フ ル
オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-フ ェ ン チ ア ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩 （ 1000mg、 2.5mmol
） に 加 え 、 還 流 状 態 で 加 熱 し た 。 2時 間 後 、 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 HCl溶 液 （
1N） で 中 和 し た 。 生 成 物 は ろ 過 に よ り 黄 色 の 固 体 と し て 収 集 さ れ た （ [M+1] + 332、 95%） 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 20mlの 48%水 溶 性 HBrお よ び 20mlの AcOHを 含 む 溶 液 に 、 6-メ ト キ シ -7-ニ ト ロ -3,4-ジ ヒ ド
ロ キ ナ ゾ リ ン -4-オ ン （ 1.4g、 6.3mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 一 晩 還 流 さ せ た 。 結 果 と し
て 生 じ る 溶 液 を 蒸 発 さ せ 、 粗 製 フ ェ ノ ー ル を 残 基 と し て 得 た が 、 こ れ を そ れ 以 上 精 製 す る
こ と な く 使 用 し た （ 1.2g、 5.8mmol） （ M+1、 208） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　
　
　
　
　
　
　
上 述 の 粗 製 生 成 物 （ 1.0g、 5.8mmol） を 40mlの 水 で 希 釈 し 、 3gの ス ズ II塩 化 二 水 和 物 を 加
え 、 こ の 反 応 物 を 室 温 で 攪 拌 し た 。 1時 間 後 、 反 応 物 を K 2 CO 3 で 中 和 さ せ 、 EtOAcで 抽 出 し
た （ 3× 50mL） 。 組 み 合 わ せ た 有 機 抽 出 物 を 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 溶 剤 を 真 空 内
で 除 去 し 、 粗 製 の ア ミ ノ ア ル コ ー ル を 得 た （ 1.0g、 5.6mmol） （ M+1、 178） 。
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実 施 例 7
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-フ ェ ン チ ア ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 8
5,6-ジ フ ル オ ロ -9-ヒ ド ロ キ シ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ピ リ ミ ド [g]フ ェ ノ キ サ ジ
ン -2-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤
7-ニ ト ロ キ ナ ゾ リ ン -4,6-ジ オ ー ル

7-ア ミ ノ キ ナ ゾ リ ン -4,6-ジ オ ー ル



【 ０ ０ ９ ３ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン （ 2.2g、 6.9mmol） を DMSO（ 3mL） に 溶 か し た 溶 液 に 、 ア ミ ノ フ ェ
ノ ー ル （ 1.0g、 5.6mmol） を 加 え 、 反 応 混 合 物 を 真 空 下 で （ 回 転 蒸 発 器 ） 60℃ で 20分 間 攪
拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 ア セ ト ニ ト リ ル （ 200mL） で 希 釈 し 、 炭 酸 カ リ ウ
ム を 加 え た 。 混 合 物 を 還 流 す る よ う に 5時 間 加 熱 し 、 希 釈 し た HOAc/水 に 注 い だ 。 減 圧 濾 過
に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 黄 褐 色 の
固 体 と し て 得 た （ 1.3g、 3.2mmol） （ M+1、 412） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 1.3g、 3.2mmol） を 、 氷 酢 酸 と 12M HCl（ 20mL） の 1:1混 合 物 に 溶
か し 、 30分 間 還 流 さ せ た 。 次 に そ の 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注 い だ 。 す る と 、 減 圧
濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 黄 褐 色 の 固
体 と し て 得 た （ 0.98g、 2.5mmol） （ [M+1] + 392） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 DMSO（ 12mL） に 溶 か し た テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン （ 5.8g、 18.2mmol） 溶 液 に 、 2,4-ジ ヒ ド
ロ キ シ ア ニ リ ン  ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ 2.5g、 15.5mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 60℃ ま で 真 空
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エ チ ル ;　 5,6-ジ フ ル オ ロ -9-ヒ ド ロ キ シ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ピ リ ミ ド [g]フ ェ
ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸 塩

5,6-ジ フ ル オ ロ -9-ヒ ド ロ キ シ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ピ リ ミ ド [g]フ ェ ノ キ サ ジ
ン -2-カ ル ボ ン 酸

実 施 例 9
2-(2-(エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )-5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ
ジ ン -9-イ ル オ キ シ )酢 酸 の 調 剤
エ チ ル  5,6-ジ フ ル オ ロ -9-ヒ ド ロ キ シ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-
カ ル ボ ン 酸 塩



下 （ 回 転 蒸 発 器 ） で 20分 間 加 熱 し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を ア セ ト ニ ト リ ル （ 100mL） で 希
釈 し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 3g） を 加 え 、 混 合 物 を 一 晩 還 流 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、
溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し た 。 過 剰 の 2 M HClを 加 え 、 炭 素 塩 を 急 速 に 溶 か し 、 そ の 固 体 沈 殿
物 を ろ 過 し 、 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 黄 褐 色 の 固 体 と し て 得 た （ 5.0g、 13.9mmol
） （ M+1、 360） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 2.1g、 5.8mmol） お よ び tert-ブ チ ル ブ ロ モ 酢 酸 （ 2.0g、 10.3mmol
） を DMF（ 30mL） に 溶 か し た 溶 液 に 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 2.0g） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 60℃ ま
で 1時 間 加 熱 し た 。 反 応 物 を 冷 ま し 、 水 （ 500mL） に 注 ぎ 、 酢 酸 エ チ ル （ 3× 100mL） で 抽 出
し 、 鹹 水 で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 シ リ カ ゲ ル （ 30× 50mm） パ ッ ド 上 で
ろ 過 し 、 酢 酸 エ チ ル で 溶 出 さ せ た 。 溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し 、 結 果 と し て で き る 物 質 を ヘ キ
サ ン で 倍 散 さ せ 、 乾 燥 さ せ て 、 tert-ブ チ ル エ ス テ ル を 黄 褐 色 の 固 体 と し て 得 た （ 2.8g、 5
.8mmol） 。 こ の 物 質 を ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ 40mL） に 溶 か し 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 溶 剤
を 真 空 内 で 除 去 し 、 黄 褐 色 の 固 体 と し て 酸 を 得 た （ 2.4g、 5.7mmol） （ M+1、 418） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 2.4g、 5.7mmol） を 、 氷 酢 酸 と 12M HCl（ 40mL） の 1:1混 合 物 に 溶
か し 、 1時 間 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注 い だ 。 す る と 、 減 圧 濾
過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 黄 褐 色 の 固 体
と し て 得 た （ 2.0g、 5.1mmol） （ M+1、 390） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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2-(2-(エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )-5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ
ジ ン -9-イ ル オ キ シ )酢 酸

実 施 例 10
9-(カ ル ボ キ シ メ ト キ シ )-5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン
-2-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 11
エ チ ル  1,2,3-ト リ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5
-カ ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤



　
　
　
　
　
　
　
　
　 テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン を DMSO（ 12mL） に 溶 か す の と 類 似 し た 手 順 に よ り 調 剤 し た ペ ン タ
フ ル オ ロ エ ン ア ミ ン （ 8g、 23.7mmol） に 、 3-ア ミ ノ -2-ナ フ ト ー ル （ 3.5g、 21.9mmol） を
加 え 、 そ の 混 合 物 を 60℃ ま で 真 空 下 （ 回 転 蒸 発 器 ） で 2時 間 加 熱 し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物
を ア セ ト ニ ト リ ル （ 200mL） で 希 釈 し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 8.0g） を 加 え 、 混 合 物 を 一 晩 還 流
さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し た 。 少 し 多 め の 2M HClを 加 え 、
炭 素 塩 を 急 速 に 溶 か し 、 そ の 固 体 沈 殿 物 を ろ 過 し 、 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 黄 褐
色 の 固 体 と し て 得 た （ 1.3g、 3.2mmol） （ M+1、 412） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ト リ フ ル オ ロ エ タ ノ ー ル （ 1.3g、 3.2mmol） を 酢 酸 （ 5mL） に 溶 か し 、 12M HClを 加 え （ 5
mL） 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注
ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
を 淡 色 固 体 と し て 得 た （ 1.0g、 2.6mmol） （ M+1、 384） 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 酢 酸 エ チ ル （ 100mL） に エ ナ ミ ン （ 30g、 94mmol） を 溶 か し た 溶 液 に 、 3-ア ミ ノ -2-ナ フ
ト ー ル （ 10g、 63mmol） を 室 温 で 加 え 、 そ の 混 合 物 を 直 ち に 回 転 蒸 発 器 に 載 せ て 、 溶 剤 を 2
時 間 か け て 0℃ よ り 低 い 温 度 （ フ ラ ス コ に 氷 が 付 着 ） で 除 去 し 、 黄 色 の 固 体 が 生 成 さ れ た
。 こ の 固 体 に エ ー テ ル （ 200mL） を 加 え 、 ス ラ リ ー を ろ 過 し 、 黄 色 の 固 体 を 得 た 。 次 に 、
こ の 固 体 を DMF（ 200mL） に 溶 か し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 16.5g、 120mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物
を 90℃ ま で 1時 間 加 熱 し た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 （ 500mL） を 加 え 、 結 果 と し て 生
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実 施 例 12
1,2,3-ト リ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ
ン 酸 の 調 剤

実 施 例 13
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ
ル ボ ン 酸 塩



じ る 固 体 を ろ 過 し 、 水 で 洗 浄 し 、 こ れ を 乾 燥 さ せ て 、 黄 褐 色 の 固 体 と し て ジ フ ル オ ロ エ ス
テ ル を 得 た （ 12.2g、 30.8mmol） （ M+1、 394） 。
【 ０ １ ０ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 5g、 12.7mmol） を メ タ ノ ー ル （ 50mL） に 溶 か し 、 濃 塩 酸 （ 20mL）
を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 12時 間 還 流 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 固 体 を 減 圧 濾 過 に よ
り 収 集 し 、 メ タ ノ ー ル で 洗 浄 し て 、 明 る い 黄 褐 色 の 粉 と し て ジ フ ル オ ロ 酸 を 得 た （ 3.6g、
9.9mmol） （ M+1、 366） 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 酢 酸 エ チ ル （ 100mL） 中 の テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン （ 14g、 46.3mmol） と 類 似 し た 方 法 で 調
剤 し た エ ナ ミ ン の 溶 液 に 、 3-ア ミ ノ -2-ナ フ ト ー ル （ 5.0g、 31.2mmol） を 室 温 で 加 え 、 そ
の 混 合 物 を 直 ち に 回 転 蒸 発 器 に 載 せ て 、 溶 剤 を 2時 間 か け て 0℃ よ り 低 い 温 度 （ フ ラ ス コ に
氷 が 付 着 ） で 除 去 し 、 黄 色 の 固 体 が 生 成 さ れ た 。 こ の 固 体 に メ タ ノ ー ル （ 200mL） を 加 え
、 ス ラ リ ー を ろ 過 し 、 黄 色 の 固 体 を 得 た 。 次 に 、 こ の 固 体 を ア セ ト ニ ト リ ル （ 200mL） に
溶 か し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 10.0g、 72.5mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 80℃ ま で 1時 間 加 熱 し た
。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 （ 500mL） を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ る 固 体 を ろ 過 し 、 水 で
洗 浄 し 、 こ れ を 乾 燥 さ せ て 、 黄 褐 色 の 固 体 と し て フ ル オ ロ エ ス テ ル を 得 た （ 6.0g、 16.0mm
ol） （ M+1、 376） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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実 施 例 14
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤

実 施 例 15
エ チ ル  1-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ
ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 16
1-フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 の 調
剤



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 6.0g、 16.0mmol） を 酢 酸 （ 10mL） に 溶 か し 、 12M HClを 加 え （ 10mL
） 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注 ぎ
、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て フ ル オ ロ 酸 を 淡 色 固
体 と し て 得 た （ 4.8g、 13.8mmol） （ M+1、 348） 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ ナ ミ ン （ 14.4g、 45.3mmol） を 酢 酸 エ チ ル （ 200mL） に 溶 か し た 溶 液 に 、 5-ク ロ ロ -2-
ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル （ 5.0g、 34.8mmol） を 加 え 、 溶 剤 を 真 空 内 で 回 転 蒸 発 器 を 用 い 2時 間 か
け て 加 熱 す る こ と な く 除 去 し た 。 メ タ ノ ー ル を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ る フ ェ ノ ー ル 酸 エ ナ
ミ ン を 減 圧 濾 過 で 単 離 し た 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 （ 7.0g） を ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 か し 、
炭 酸 カ リ ウ ム を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ る 混 合 物 を 加 熱 し 2時 間 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物
を 室 温 ま で 冷 ま し 、 希 HCIに 注 い だ 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 を 減 圧 濾 過 で 収 集 し 、 こ れ を
乾 燥 さ せ て 、 淡 黄 色 の 固 体 と し て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 得 た （ 5.0g、 13.3mmol） （ M+1、 3
78） 。
【 ０ １ ０ ５ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 5.0g、 13.3mmol） を 酢 酸 （ 45mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 30mL） を
加 え 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注
ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 淡
色 固 体 と し て 得 た （ 4.0g、 10.6mmol） （ M+1、 350） 。
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実 施 例 17
エ チ ル  9-ク ロ ロ -5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル
ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 18
9-ク ロ ロ -5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤



【 ０ １ ０ ６ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 エ ナ ミ ン （ 14.4g、 45.3mmol） を 酢 酸 エ チ ル （ 200mL） に 溶 か し た 溶 液 に 、 4-ク ロ ロ -2-
ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル （ 5.0g、 34.8mmol） を 加 え 、 溶 剤 を 真 空 内 で 回 転 蒸 発 器 を 用 い 2時 間 か
け て 加 熱 す る こ と な く 除 去 し た 。 メ タ ノ ー ル を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ る フ ェ ノ ー ル 酸 エ ナ
ミ ン を 減 圧 濾 過 で 単 離 し た 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 （ 7.5g） を ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 か し 、
炭 酸 カ リ ウ ム を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ る 混 合 物 を 加 熱 し 2時 間 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物
を 室 温 ま で 冷 ま し 、 希 HCIに 注 い だ 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 を 減 圧 濾 過 で 収 集 し 、 こ れ を
乾 燥 さ せ て 、 淡 黄 色 の 固 体 と し て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 得 た （ 5.0g、 13.3mmol） （ M+1、 3
78） 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 2.5g） を 酢 酸 （ 25mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 20mL） を 加 え 、 反 応
混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注 ぎ 、 減 圧 濾
過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 淡 色 固 体 と し
て 得 た （ 2.0g、 5.3mmol） （ M+1、 350） 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　
　
　
　
　
　
　 酢 酸 エ チ ル （ 50mL） に エ ナ ミ ン （ 5.7g、 17.9mmol） を 溶 か し た 溶 液 に 、 2-ア ミ ノ フ ェ ノ
ー ル （ 1.9g、 17.43mmol） を 室 温 で 加 え 、 そ の 混 合 物 を 直 ち に 回 転 蒸 発 器 に 載 せ て 、 溶 剤
を 2時 間 か け て 0℃ よ り 低 い 温 度 （ フ ラ ス コ に 氷 が 付 着 ） で 除 去 し 、 黄 色 の 固 体 が 生 成 さ れ
た 。 こ の 固 体 に エ ー テ ル （ 25mL） を 加 え 、 ス ラ リ ー を ろ 過 し 、 黄 色 の 固 体 を 得 た 。 次 に 、
こ の 固 体 を DMF（ 20mL） に 溶 か し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 2.9g、 21mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 9
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実 施 例 19
エ チ ル  10-ク ロ ロ -5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ
ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 20
10-ク ロ ロ -5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤

実 施 例 21
エ チ ル  5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸 塩
の 調 剤



0℃ ま で 1時 間 加 熱 し た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 （ 200mL） を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ
る 固 体 を ろ 過 し 、 水 で 洗 浄 し た が 、 こ れ を 乾 燥 さ せ て 、 黄 褐 色 の 固 体 と し て フ ェ ノ キ サ ジ
ン を 得 た （ 2.9g、 8.45mmol） （ M+1、 344） 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 5.0g、 14mmol） を メ タ ノ ー ル （ 50mL） に 溶 か し 、 濃 塩 酸 （ 20mL）
を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 2時 間 還 流 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 固 体 を 減 圧 濾 過 に よ
り 収 集 し 、 メ タ ノ ー ル で 洗 浄 し て 、 明 る い 黄 褐 色 の 粉 と し て ジ フ ル オ ロ 酸 を 得 た （ 4.2g、
13.3mmol、 91%） （ M+1,316） 。
【 ０ １ １ ０ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ ナ ミ ン （ 14.0g、 45.3mmol） を 酢 酸 エ チ ル （ 200mL） に 溶 か し た 溶 液 に 、 1-ア ミ ノ -2-
ナ フ ト ー ル （ 5.0g、 31.3mmol） を 加 え 、 溶 剤 を 真 空 内 で 回 転 蒸 発 器 を 用 い 2時 間 か け て 加
熱 す る こ と な く 除 去 し た 。 メ タ ノ ー ル を 加 え 、 結 果 と し て 生 じ る フ ェ ノ ー ル 酸 エ ナ ミ ン を
減 圧 濾 過 で 単 離 し た 。 固 体 を ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 か し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 10g） を 加 え 、 混
合 物 を 加 熱 し 2時 間 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 希 HCIに 注 い だ 。 結 果 と
し て 生 じ る 固 体 を 減 圧 濾 過 で 収 集 し 、 こ れ を 乾 燥 さ せ て 、 淡 黄 色 の 固 体 と し て ジ フ ル オ ロ
エ ス テ ル を 得 た （ 5.0g、 13.3mmol） （ M+1、 376） 。
【 ０ １ １ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 5.5g） を 酢 酸 （ 25mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 20mL） を 加 え 、 反 応
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実 施 例 22
5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 23
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [h]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ
ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 24
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [h]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤



混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注 ぎ 、 減 圧 濾
過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 淡 色 固 体 と し
て 得 た （ 5.0g、 14.4mmol） （ M+1、 348） 。
【 ０ １ １ ２ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ ナ ミ ン （ 45g、 141mmol） を 酢 酸 エ チ ル （ 500mL） に 溶 か し た 溶 液 に 、 2-ア ミ ノ -1-ナ フ
ト ー ル （ 15.0g、 93.8mmol） を 加 え 、 溶 剤 を 真 空 内 で 回 転 蒸 発 器 を 用 い 、 加 熱 す る こ と な
く 2時 間 か け て 除 去 し た 。 メ タ ノ ー ル を 加 え 、 フ ェ ノ ー ル 酸 エ ナ ミ ン を 減 圧 濾 過 で 単 離 し
た 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 を ア セ ト ニ ト リ ル （ 400mL） に 溶 か し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 25g） を
加 え 、 混 合 物 を 加 熱 し 2.5時 間 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 希 HCIに 注 い
だ 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 を 減 圧 濾 過 で 収 集 し 、 こ れ を 乾 燥 さ せ て 、 淡 黄 色 の 固 体 と し て
ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 得 た （ 19.69g、 50.1mmol） （ M+1、 394） 。
【 ０ １ １ ３ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 15.0g、 38.1mmol） を 酢 酸 （ 60mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 60mL） を
加 え 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注
ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 淡
色 固 体 と し て 得 た （ 11.7g、 32mmol） （ M+1、 366） 。
【 ０ １ １ ４ 】

10

20

30

40

(36) JP 2006-522827 A 2006.10.5

実 施 例 25
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [f]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ
ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 26
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [f]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤

実 施 例 27
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [b]フ ラ ン [2,3-g]-フ ェ ノ
キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤
3-ア ミ ノ ジ ベ ン ゾ フ ラ ン -2-オ ー ル



　
　
　
　
　
　
　
　
　 塩 化 メ チ レ ン （ 500mL） に 0℃ で 溶 か し た ジ ベ ン ゾ フ ラ ン （ 15g、 70.4mmol） の 溶 液 に BBr

3 （ 200mL、 CH 2 Cl 2 中 1M） を 滴 下 漏 斗 で 加 え た 。 添 加 が 完 了 し た 後 、 混 合 物 を 1時 間 か け て
室 温 に な る よ う に し 、 そ の 後 、 水 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 40g） の 順 に 急 冷 し た 。 結 果 と し て 生
じ る 固 体 を 減 圧 濾 過 に よ り 収 集 し 、 こ れ を 乾 燥 さ せ て 、 白 色 の 固 体 と し て ヒ ド ロ キ シ ル  
ジ ベ ン ゾ フ ラ ン を 得 た （ 13.2g、 199mmol） （ M+1、 200） 。
【 ０ １ １ ５ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 DMSO（ 30mL） に 溶 か し た テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン （ 15.0g、 47mmol） 溶 液 に 、 ヒ ド ロ キ シ
ル  ジ ベ ン ゾ フ ラ ン （ 12.0g、 60mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を そ の 混 合 物 を 60℃ ま で 真 空 下
（ 回 転 蒸 発 器 ） で 20分 間 加 熱 し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を ア セ ト ニ ト リ ル （ 200mL） で 希 釈
し 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 17g） を 加 え 、 混 合 物 を 2.5時 間 還 流 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し
、 溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し た 。 少 し 多 め の 2M HClを 加 え 、 炭 素 塩 を 急 速 に 溶 か し 、 そ の 固 体
沈 殿 物 を ろ 過 し 、 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 黄 褐 色 の 固 体 と し て 得 た （ 15.0g、 34.
6mmol） （ M+1、 434） 。
【 ０ １ １ ６ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 15.0g、 34.6mmol） を 酢 酸 （ 60mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 60mL） を
加 え 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注
ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 淡
色 固 体 と し て 得 た （ 13.7g、 34mmol） （ M+1、 406） 。
【 ０ １ １ ７ 】
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エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [b]フ ラ ン [2,3-g]-フ ェ ノ
キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩

実 施 例 28
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [b]フ ラ ン [2,3-g]-フ ェ ノ キ サ ジ ン
-5-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤



　
　
　
　
　
　
　
　 DMSO（ 25mL） に 溶 か し た テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン （ 7.0g、 21.9mmol） 溶 液 に 、 4-ヒ ド ロ キ
シ -3-ア ミ ノ 安 息 香 酸 （ 3.0g、 19.6mmol） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 60℃ ま で 真 空 下 （ 回 転 蒸
発 器 ） で 2時 間 加 熱 し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を ア セ ト ニ ト リ ル （ 200mL） で 希 釈 し 、 炭 酸 カ
リ ウ ム （ 8.0g） を 加 え 、 混 合 物 を 一 晩 還 流 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 溶 剤 を 真 空
内 で 除 去 し た 。 少 し 多 め の 2 M HClを 加 え 、 炭 素 塩 を 急 速 に 溶 か し 、 そ の 固 体 沈 殿 物 を ろ
過 し 、 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 黄 褐 色 の 固 体 と し て 得 た （ 6.2g、 16.0mmol） （ M+
1、 388） 。
【 ０ １ １ ８ 】

)-5,6- -3- -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン
-10-
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 6.2g、 16.0mmol） を 酢 酸 （ 25mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 20mL） を
加 え 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に 注
ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を 淡
色 固 体 と し て 得 た （ 5.3g、 14.8mmol） （ M+1、 360） 。
【 ０ １ １ ９ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 エ ナ ミ ン （ 6.0g、 18.7mmol） お よ び 2-ア ミ ノ -4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル （ 3.5g、 23.3mmol）
を ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 か し た 溶 液 を 80℃ ま で 15分 間 加 熱 し た 。 次 に 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 8.0g
） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 加 熱 し 一 晩 還 流 さ せ た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 熱 い う ち に ろ 過 し 、
溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し 、 粗 製 ニ ト ロ エ ス テ ル を 得 た （ 5.0g、 12.8mmol） （ M+1、 389） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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実 施 例 29
エ チ ル  2-(エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )-5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ
キ サ ジ ン -10-カ ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 30
2-(エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ジ フ ル オ ロ オ キ ソ

カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 31
エ チ ル  5,6-ジ フ ル オ ロ -10-ニ ト ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ
ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 32



　
　
　
　
　
　
　
　
　 粗 製 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 5.0g、 12.8mmol） を 酢 酸 （ 25mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 20mL
） を 加 え 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水
に 注 ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸
を 淡 色 固 体 と し て 得 た （ 2.0g、 5.5mmol） （ M+1、 361） 。
【 ０ １ ２ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ ナ ミ ン （ 5.4g、 16.9mmol） お よ び 3-ア ミ ノ -4-ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル （ 3.5g、 18.9mmo
l） を ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 か し た 溶 液 を 80℃ ま で 90分 間 加 熱 し た 。 次 に 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 8
.0g） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 加 熱 し 一 晩 還 流 さ せ た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 熱 い う ち に ろ 過
し 、 溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し 、 粗 製 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル を 得 た （ 3.9g、 9.3mmol） （ M+1、 42
0） 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 粗 製 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 3.6g、 8.6mmol） を 酢 酸 （ 10mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 10mL）
を 加 え 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 次 に 、 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 に
注 ぎ 、 減 圧 濾 過 に よ り 、 固 体 の 生 成 物 が 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 乾 燥 さ せ て ジ フ ル オ ロ 酸 を
淡 色 固 体 と し て 得 た （ 2.6g、 6.6mmol） （ M+1、 392） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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5,6-ジ フ ル オ ロ -10-ニ ト ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン 酸
の 調 剤

実 施 例 33
エ チ ル  5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -10-フ ェ ニ ル -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-
カ ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 34
5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -10-フ ェ ニ ル -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2-カ ル ボ ン
酸 の 調 剤

実 施 例 35



-4-

　
　
　
　
　
　
　
　
　 DMSO（ 30mL） に 溶 か し た テ ト ラ フ ロ ロ エ チ レ ン （ 5.4g、 16.9mmol） 溶 液 に 、 1-ア ミ ノ -2
-ヒ ド ロ キ シ -4-ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 （ 4.8g、 20mmol） を 加 え 、 そ の そ の 混 合 物 を 60℃ ま
で 真 空 下 （ 回 転 蒸 発 器 ） で 2時 間 加 熱 し た 。 反 応 混 合 物 に 、 炭 酸 カ リ ウ ム （ 10.0g） を 加 え
、 そ の 混 合 物 を 60℃ ま で 1時 間 加 熱 し た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 多 少 多 め の 2M HClを
加 え 、 炭 素 塩 を 急 速 に 溶 か し た 。 水 層 を 静 か に 注 ぎ 、 残 り の 有 機 残 留 物 を メ タ ノ ー ル （ 10
0mL） に 溶 か し 、 酢 酸 エ チ ル （ 200mL） で 沈 殿 さ せ 、 固 体 の 沈 殿 物 を ろ 過 し た が 、 こ れ を 乾
燥 さ せ て 、 茶 色 の 固 体 と し て ス ル ホ ン 酸 を 得 た （ 3.1g、 6.5mmol） （ M+1、 474） 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 粗 製 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 1.5g、 3.2mmol） を 酢 酸 （ 10mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 10mL）
を 加 え 、 反 応 混 合 物 を 30分 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 溶 剤 を 真 空 内 で 除 去 し 、 茶 色 の 固 体 と し
て ス ル ホ ン 酸 を 得 た （ 1.1g、 2.5mmol） （ M+1、 446） 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 ジ フ ル オ ロ エ ン ア ミ ン （ 5.2g、 16.3mmol） お よ び 4-ア ミ ノ -3-ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 （ 4.0
g、 26.1mmol） を DMSOに 溶 か し た 溶 液 を 室 温 で 1.5時 間 攪 拌 し た 。 炭 酸 カ リ ウ ム （ 8g） を 加
え 、 反 応 混 合 物 を 真 空 下 （ 回 転 蒸 発 器 ） で 1時 間 攪 拌 し た 。 次 に 、 こ の 混 合 物 を 100℃ ま で
1時 間 加 熱 し た 後 、 室 温 ま で 冷 ま し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 、 1M H 2 SO 4 （ 500mL） に 注 ぎ 、
減 圧 濾 過 に よ り 固 体 を 収 集 し た 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 を 乾 燥 さ せ て 、 黄 褐 色 の 固 体 と し
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エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ オ キ ソ -4H-11-ス ル ホ ン 酸 -ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [h]-フ ェ ノ
キ サ ジ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤

実 施 例 36
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-11-ス ル ホ ン -ピ リ ド [3,2,1-kl]ベ ン ゾ [h]-フ ェ ノ キ サ ジ ン -
5-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 37
2-(エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )-5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン
-9-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤



て 粗 製 ジ フ ル オ ロ 酸 を 得 た （ 5.0g、 12.9mmol） （ M+1、 388） 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 粗 製 ジ フ ル オ ロ エ ス テ ル （ 5.0g、 12.9mmol） を 酢 酸 （ 20mL） に 溶 か し 、 12M HCl（ 20mL
） を 加 え 、 反 応 混 合 物 を 1時 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 反 応 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、 水 を 加 え
た 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 が 減 圧 濾 過 に よ り 収 集 さ れ た が 、 そ れ を 一 晩 か け て 乾 燥 さ せ て
、 黄 褐 色 の 固 体 と し て ジ -酸 を 得 た （ 1.9g、 5.3mmol） （ M+1、 360） 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 NO 2 BF 4 （ 3.52g、 25.5mmol） を ア セ ト ニ ト リ ル （ 100ml） に 溶 か し た 溶 液 を 、 2-ヒ ド ロ キ
シ フ ル オ レ ノ ン （ 5g、 25.5mmol） を ア セ ト ニ ト リ ル （ 400ml） に 溶 か し た 溶 液 に 周 囲 温 度
で 滴 下 し て 加 え た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 0℃ に 冷 却 し 、 水 （ 100ml） を 加 え て 、 不 純 物 を 沈
殿 さ せ た 。 ろ 過 し た 後 、 水 （ 200ml） を 加 え て 、 沈 殿 物 を 赤 い 固 体 と し て ろ 過 し た （ 68%）
（ M+1、 242） 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 3-ニ ト ロ -2-ヒ ド ロ キ シ フ ル オ レ ノ ン （ 1.6g、 6.6mmol） お よ び SnCl 2 （ 3g、 6.6mmol） の
混 合 物 を 、 酢 酸 ： 濃 塩 酸 （ 1:1） 100ml中 で 1時 間 還 流 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 ま し 、
水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム で 中 和 さ せ た 。 EtOAc（ 3× 100ml） で 抽 出 し た 後 、 混 合 し た 有 機 物 断
片 を 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 蒸 発 さ せ る と 茶 色 の 固 体 と し て 生 成 物 が 残 っ た （ 65
%） （ M+1、 212） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
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実 施 例 38
5,6-ジ フ ル オ ロ -3-オ キ ソ -3H-ピ リ ド [3,2,1-kl]フ ェ ノ キ サ ジ ン -2,9-ジ カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 39
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ル オ レ ノ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩
の 調 剤
3-ニ ト ロ -2-ヒ ド ロ キ シ フ ル オ レ ノ ン

3-ア ミ ノ -2-ヒ ド ロ キ シ フ ル オ レ ノ ン



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 3-ア ミ ノ -2-ヒ ド ロ キ シ フ ル オ レ ノ ン （ 0.9g、 4.26mmol） お よ び エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’
,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 1.36g、 4.26mm
ol） の 混 合 物 を 、 DMSO（ 50ml） 中 で 真 空 下 で 18時 間 加 熱 し た 。 EtOAc／ 鹹 水 を 使 用 し て 生
成 物 を 抽 出 し 、 有 機 層 が 結 合 ・ 乾 燥 し て 赤 い 固 体 と し て 生 成 物 が 得 ら れ た 。 こ の 固 体 を 過
剰 な K 2 CO 3 を 含 む DMSO（ 40ml） に 溶 か し 、 100℃ で 30分 間 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、
鹹 水 (30ml)を 加 え 、 沈 殿 し た 生 成 物 を 黄 色 の 固 体 と し て 収 集 し た （ 2ス テ ッ プ で 60%） （ M+
1、 446） 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ル オ レ ノ ン -5-カ ル ボ ン 酸
塩 を 酢 酸 ： 濃 塩 酸 （ 1:1） （ そ れ ぞ れ 50ml） に 溶 か し た 混 合 物 を 、 還 流 状 態 で 2時 間 加 熱 し
た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 水 （ 50ml） を 加 え 、 黄 色 の 固 体 と し て 生 成 物 が 得 ら れ た （ 94%
） （ M+1、 418） 。
【 ０ １ ３ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 3-ア ミ ノ -2-ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ キ ノ ン （ 5.54g、 23.2mmol） お よ び エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,
4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 8.7g、 34.8
mmol） の 混 合 物 を 、 ご く 少 量 の DMSO（ ～ 10ml） 中 で 真 空 下 で 24時 間 加 熱 し た 。 水 （ 50ml）
を 加 え る こ と で 生 成 物 が 沈 殿 し た 。 真 空 オ ー ブ ン 内 で 固 体 を 一 晩 か け て 乾 燥 さ せ 、 か な り
余 分 な K 2 CO 3 を 含 む DMSO（ 40ml） で 溶 か し 、 100℃ で 30分 間 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後
、 鹹 水 （ 30ml） を 加 え 、 沈 殿 生 成 物 を 黄 色 の 固 体 と し て 収 集 し た （ 2ス テ ッ プ で 60%） （ M+
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エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ル オ レ ノ ン -5-カ ル ボ ン 酸 塩

実 施 例 40
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ル オ レ ノ ン -5-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 41
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-ア ン ト ラ キ ノ ン -5-カ ル ボ ン 酸
塩 の 調 剤



1、 474） 。
【 ０ １ ３ ２ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-ア ン ト ラ キ ノ ネ ノ ン -5-カ ル
ボ ン 酸 塩 （ 3.5g、 6.8mmol） を 酢 酸 ： 濃 塩 酸 （ 1:1） （ そ れ ぞ れ 50ml） に 溶 か し た 混 合 物 を
、 還 流 状 態 で 2時 間 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 水 （ 50ml） を 加 え 、 黄 色 の 固 体 と し
て 生 成 物 が 得 ら れ た （ 94%） （ M+1、 446） 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 無 水 物 （ 7.17g、 33mmol） お よ び DIEA（ 17ml、 99mmol） を DMSO（ 20ml） に 溶 か し た 溶 液
を 、 1,4-ジ ヒ ド ロ キ シ -2,5-ジ ア ミ ノ ベ ン ゼ ン （ 7g、 33mmol） の 攪 拌 溶 液 に 室 温 で 滴 下 し
て 加 え た 。 18時 間 攪 拌 し た 後 、 生 成 物 を EtOAcと 鹹 水 に 分 離 し 、 有 機 層 を MgSO 4 上 で 結 合 ・
乾 燥 さ せ た 。 溶 剤 を 除 去 し た 後 、 残 基 に 対 し て シ リ カ 上 で 、 ヘ キ サ ン に 25～ 50%の EtOAcを
溶 か し た も の を 溶 出 剤 と し て 、 カ ラ ム  ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 し た と こ ろ 、 純 粋 な 生
成 物 が 得 ら れ た （ 45%） （ M+1、 239） 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　
　
　
　
　
　
　
　 ア セ ト ニ ト リ ル /水 （ 1:1;20ml） に 溶 か し た 2-ア ミ ノ (t-ブ ト キ シ  カ ル ボ ニ ル )-5-ア ミ
ノ ヒ ド ロ キ ノ ン （ 4.69g、 23.3mmol） の 溶 液 に 、 ナ ト リ ウ ム ヒ ド ロ ス ル フ ィ ッ ト （ 過 剰 量
） を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 室 温 で 15分 間 攪 拌 し た 。 ア セ ト ニ ト リ ル を 真 空 内 で 除 去 し 、 水 溶
性 の 混 合 物 を EtOAc（ 3× 20ml） で 抽 出 し た 。 混 合 有 機 質 層 を MgSO 4 上 で 乾 燥 さ せ 、 溶 剤 を
真 空 内 で 除 去 し た 。 残 基 は 、 純 粋 な オ ル ト ギ 酸 ト リ エ チ ル （ 100ml） に 大 量 に 含 ま れ 、 16
時 間 そ の ま ま 攪 拌 を 続 け た 後 、 10分 間 加 熱 し て 還 流 さ せ た 。 室 温 に 冷 ま し た 後 で 水 を 加 え
る と 、 生 成 物 が 沈 殿 し た （ 83%） （ M+1、 251） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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実 施 例 42
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-ア ン ト ラ キ ノ ン -5-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤

実 施 例 43
エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル -5
-カ ル ボ ン 酸 塩 の 調 剤
2-ア ミ ノ (t-ブ ト キ シ  カ ル ボ ニ ル )-5-ア ミ ノ ヒ ド ロ キ ノ ン

4-ヒ ド ロ キ シ -3-ア ミ ノ (t-ブ ト キ シ  カ ル ボ ニ ル )-フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル



　
　
　
　
　
　
　
　 4-ヒ ド ロ キ シ -3-ア ミ ノ (t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )-フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル （ 3g、 12mmol） を 純
粋 な TFA（ 100ml） に 溶 か し 、 室 温 で 1時 間 攪 拌 し た 。 TFAを 真 空 内 で 除 去 す る と 、 ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 塩 と し て 最 終 生 成 物 が 残 っ た （ 定 量 的 ） （ M-1、 149） 。
【 ０ １ ３ ６ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )-プ ロ プ -
2-エ ン 酸 （ 7.34g、 23mmol） お よ び 2-ア ミ ノ -4-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ ー ル （ 3.45g、 23mmol） を
、 ト リ エ チ ル ア ミ ン （ 10ml） を 含 む EtOAc（ 20ml） に 溶 か し た 溶 液 を 、 真 空 下 で 回 転 蒸 発
器 で 3時 間 攪 拌 し た 。 EtOAcを 真 空 内 で 除 去 し 、 残 基 に 対 し て 、 ヘ キ サ ン に 50%EtOAcを 溶 か
し た も の を 溶 出 液 と し て 、 シ リ カ 上 で カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 し た と こ ろ 、 純 粋
な 生 成 物 が 得 ら れ た （ 72%） （ M+1、 425） 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(N-(4-ヒ ド ロ キ シ -2-ア ミ
ノ 　 フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル ))-プ ロ プ -2-エ ン 酸 （ 3.5g、 8.25mmol） を 、 K 2 CO 3 （ 過 剰 量 ） を 含
む DMSO（ 50m） に 溶 か し た 溶 液 を 80℃ で 10分 間 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 水 を 加 え
、 黄 色 の 固 体 と し て の 生 成 物 を 沈 殿 さ せ た （ 82%） （ M+1、 385） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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4-ヒ ド ロ キ シ -2-ア ミ ノ 　 フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル

エ チ ル -2-(2’ ,3’ ,4’ ,5'-テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ゾ イ ル -)-3-(N-(4-ヒ ド ロ キ シ -2-ア ミ ノ  
フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル ))-プ ロ プ -2-エ ン 酸

エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル -5
-カ ル ボ ン 酸 塩

実 施 例 44
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(3’ -ヒ ド ロ キ シ -4’ -ア ミ ノ フ ェ ニ ル
)-5-カ ル ボ ン 酸 の 調 剤



　
　
　
　
　
　
　
　
　 エ チ ル  1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-フ ェ ニ ル -フ ェ ノ キ サ ゾ ー ル
-5-カ ル ボ ン 酸 塩 （ 2.3g、 6mmol） を 酢 酸 ： 濃 塩 酸 （ 1:1、 100ml） に 溶 か し た 混 合 物 を 、 30
分 間 加 熱 し 還 流 さ せ た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 揮 発 物 を 真 空 内 で 除 去 す る と 、 茶 色 の 固 体
と し て 生 成 物 が 残 っ た （ 82%） （ M+1、 347） 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(3’ -ヒ ド ロ キ シ -4’ -ア ミ ノ  フ ェ
ニ ル )-5-カ ル ボ ン 酸 （ 0.5g、 1.44mmol） 、 3,4-ジ フ ル オ ロ -ニ ト ロ ベ ン ゼ ン （ 0.5ml、 4.3m
mol） お よ び DIEA（ 1ml） の 溶 液 を 、 90℃ で NMP（ 50ml） 中 で 30分 間 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷
ま し た 後 、 水 を 加 え て 生 成 物 を 沈 殿 さ せ て ろ 過 し た （ 63%） （ M+1、 486） 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(3’ -ヒ ド ロ キ シ -4’ -ア ミ ノ  フ ェ ニ
ル )-5-カ ル ボ ン 酸 （ 0.3g、 0.6mmol） を 余 分 な K 2 CO 3 を 含 む DMSO（ 50ml） に 溶 か し た 溶 液 を
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実 施 例 45
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(ニ ト ロ -フ ェ ノ キ サ ジ ン )-5-カ ル ボ ン
酸 の 調 剤
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(3’ -ヒ ド ロ キ シ -4’ -ア ミ ノ -(N-2’
’ -フ ル オ ロ -4’ ’ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-フ ェ ニ ル ))-5-カ ル ボ ン 酸

1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(ニ ト ロ -フ ェ ノ キ サ ジ ン )-5-カ ル ボ ン
酸



、 110℃ ま で 1時 間 攪 拌 し 加 熱 し た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 3M HClを 加 え て 生 成 物 を 沈 殿 さ
せ 、 ろ 過 し た （ 71%） （ M+1、 465） 。
【 ０ １ ４ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(ニ ト ロ -フ ェ ノ キ サ ジ ン )-5-カ ル ボ
ン 酸 （ 0.1g、 0.2mmol） お よ び ス ズ （ II） 塩 化 物 （ 0.15g、 0.6mmol） を 、 酢 酸 ： 濃 塩 酸 （ 1
:1、 50ml） に 溶 か し た 混 合 物 を 、 4時 間 加 熱 し 還 流 さ せ た 。 室 温 ま で 冷 ま し た 後 、 水 を 加
え て 生 成 物 を 沈 殿 さ せ 、 ろ 過 し た （ 72%） （ M+1、 435） 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　
　
　
　
　
　 フ ル オ ロ 酸 （ 0.5mmol） を NMP（ 3.6mL） に 溶 か し た 一 連 の 溶 液 に 、 ア ミ ン NHR 1 R 2 （ 0.5～
2.0mmol） を 室 温 で 加 え た 。 容 器 は 密 封 し 、 90℃ の ホ ッ ト プ レ ー ト 上 で 加 熱 し 、 HPLC/MS分
析 に よ り 反 応 が 完 了 し た と 確 定 さ れ る ま で 1～ 2時 間 絶 え 間 な く 攪 拌 し た 。 反 応 物 を 室 温 ま
で 冷 ま し 、 水 （ 20mL） を 加 え た 。 そ の 結 果 生 じ る 沈 殿 物 を 減 圧 濾 過 に よ り 収 集 し 、 真 空 下
で 乾 燥 さ せ た 。 1.0当 量 の ア ミ ン を 使 用 し た 場 合 は 、 結 果 と し て 生 じ る 反 応 混 合 物 は 、 次
の ス テ ッ プ で 「 そ の ま ま 」 使 用 し た 。 結 果 と し て 生 じ る 固 体 ま た は 溶 液 を 、 HBTU（ 2.5eq.
） お よ び DIEAを 3.6mL NMPに 溶 か し た も の で 処 理 し 、 不 活 性 環 境 下 で 30分 間 室 温 で 攪 拌 し
た 。 こ れ ら の 溶 液 を 、 96ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト （ Whatman社 ユ ニ プ レ ー ト 、 2mL） に 入 れ た 一
連 の ア ミ ン NHR 3 R 4 （ 2.5当 量 ） に 加 え 、 2時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、 メ タ ノ ー ル （ 50～ 100mL
） を 加 え 、 プ レ ー ト を ろ 過 し た （ Whatman社 ユ ニ フ ィ ル タ ー 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 ） 。 結 果
と し て 生 じ る 液 体 に 対 し て 、 逆 相 HPLC（ Waters製 Xterra19x50mm） で 、 マ ス 検 出 器 （ Micro
mass社 ZQ、 Waters社 FCII） を 用 い て 、 直 接 的 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 し た 。 純 度 （ MS
 TIC、 UV） に つ い て 断 片 を 分 析 し 、 真 空 蒸 着 （ Savant社 ） で 乾 燥 さ せ た が 、 平 均 収 量 は 5
～ 10mgで あ っ た 。 表 1お よ び 表 2は 、 そ れ ぞ れ 模 範 的 エ ス テ ル 置 換 お よ び ア ミ ド 置 換 の キ ノ
ベ ン ゾ オ キ サ ジ ン 類 似 体 を 列 挙 し て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 接 種 用 の 2つ の 異 種 移 植 モ デ ル を 採 り 、 50× 10 6 細 胞 /mlま た は 100× 10 6 細 胞 /mlの 濃 度 に
希 釈 し た 。 生 後 4～ 6週 間 の ヌ ー ド マ ウ ス に 、 5× 10 6 ～ 10× 10 6 の 間 の 数 の 細 胞 が 含 ま れ る 0
.1mlの 細 胞 懸 濁 液 を 注 入 し た 。 腫 瘍 が 適 切 な 大 き さ に な っ た ら 、 化 合 物 の 投 薬 を 開 始 す る
。 腫 瘍 の 大 き さ は 、 治 療 期 間 の 最 初 か ら 最 後 ま で カ リ パ ス で 測 定 し 、 体 重 も 測 定 す る 。
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実 施 例 46
1,2-ジ フ ル オ ロ -4-オ キ ソ -4H-ピ リ ド [3,2,1-kl]-8-(ア ミ ノ -フ ェ ノ キ サ ジ ン )-5-カ ル ボ ン
酸 の 調 剤

実 施 例 47
置 換 キ ノ ベ ン ゾ オ キ サ ジ ン 類 似 体 の ア ミ ド 誘 導 体 の 調 剤

実 施 例 48
抗 癌 デ ー タ



【 ０ １ ４ ４ 】
　 化 合 物 CX-3092（ 1204） お よ び CX-1535（ 148） の 抗 腫 瘍 活 性 を 、 図 1お よ び 図 2に 示 す 。
効 力 （ 腫 瘍 重 量 の 増 大 が 遅 い ） お よ び 毒 性 の 欠 如 （ 体 重 変 化 が わ ず か ） が 示 さ れ て い る 。
図 1は 、 化 合 物 494の 致 命 的 小 児 白 血 病 の 一 モ デ ル で あ る Ramosで の 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す 。 図 2
は 、 化 合 物 516の 結 腸 直 腸 癌 の 一 モ デ ル で あ る HCT-116で の 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 ヒ ト の 子 宮 頚 管 上 皮 細 胞 （ HeLa細 胞 ） は 、 American Type Culture Collection（ 米 国 菌
培 養 収 集 所 ） （ バ ー ジ ニ ア 州 マ ナ サ ス ） か ら 入 手 し た 。 細 胞 は 、 イ ー グ ル 最 小 必 須 培 地 （
MEM、 ユ タ 州 Hyclone社 ） で 培 養 さ れ た も の で 、 湿 っ た 環 境 （ 5%CO 2 、 37℃ ） に お い て 、 2mM
グ ル タ ミ ン 、 0.1mM非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 1mM Naビ ル ビ ン 酸 塩 、 1.5g/L NaHCO 3 、 50mg/Lゲ ン タ
マ イ シ ン 、 お よ び 10%ウ シ 胎 児 血 清 （ 米 国 Hyclone社 ） が 補 充 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 抗 癌 薬 の 高 増 殖 性 の 効 果 を CellTiter 96AQ u e o u s 試 験 法 （ ウ ィ ス コ ン シ ン 州 Promega社 ）
に よ り 試 験 し た が 、 こ れ は 、 生 菌 細 胞 数 の 決 定 用 の 色 彩 分 析 評 価 で あ る 。 （ Wang,L., et 
al., Methods Cell Sci (1996) 18:249-255な ど を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 細 胞 （ 4,500細 胞 ／ ウ ェ ル ） を 、 96ウ ェ ル の フ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト （ ニ ュ ー ヨ ー ク 州 C
orning社 ） 100μ l培 地 に 播 種 し 、 0日 目 に は 抗 癌 薬 を 一 切 用 い ず 、 1日 目 に 抗 癌 薬 を さ ま ざ
ま な 濃 度 で 含 む 培 地 と 交 換 し た 。 正 常 な 成 長 条 件 で 3日 間 培 養 し た 後 （ 4日 目 ） 、 単 層 を PB
Sで 一 回 洗 い 流 し 、 媒 体 を そ れ ぞ れ 96ウ ェ ル の プ レ ー ト の 100μ lPBSに 切 り 替 え た 。 MTSと P
MSを 20:1の 割 合 で 混 合 し た 後 、 20μ lの MTS/PMS溶 液 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト の そ れ ぞ れ に 加 え
、 4時 間 湿 っ た 環 境 （ 5%CO 2 、 37℃ ） で 培 養 し た 。 FLUOstar Galaxy 96ウ ェ ル プ レ ー ト  リ
ー ダ ー （ ド イ ツ BMG Labtechnologies社 ） を 使 用 し て 、 吸 光 度 を 490nmで 読 み 取 っ た 。 表 1
～ 2で 報 告 し た μ M濃 度 （ MTSデ ー タ ） は 、 50%の 抗 増 殖 性 の 細 胞 応 答 が み ら れ た 濃 度 で あ る
。 IC 5 0 値 が 5μ Mを 超 え る 化 合 物 は 、 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 標 的 の c-mycお よ び 同 じ チ ュ ー ブ 内 に あ る 細 胞 膜 内 で 成 長 す る 基 準 GAPDH遺 伝 子 の 複 製 数
の 変 化 を 正 確 に 検 出 す る た め に 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCR（ QPCR） 法 を 使 用 し た 。 細 胞 （ 1
5,000細 胞 ／ ウ ェ ル ） を 、 96ウ ェ ル 式 フ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト （ ニ ュ ー ヨ ー ク 州 Corning社
） に 播 種 し 、 正 常 な 成 長 条 件 下 で 一 晩 培 養 し た 。 翌 日 、 培 地 を 抗 癌 薬 を さ ま ざ ま な 濃 度 で
含 む も の と 交 換 し 、 湿 っ た 環 境 （ 5%CO 2 、 37℃ ） で 4時 間 培 養 し た 。 RNeasy 96 Kit（ カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 QIAGEN社 ） を 使 用 し て 、 Total RNA（ tRNA） を 抽 出 し た 。 tRNAの 濃 度 は 、 Rib
oGreen RNA定 量 化 試 薬 （ オ レ ゴ ン 州 Molecular Probes社 ） に よ り 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 1xTaqMan RT緩 衝 液 、 2.5uMラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー 、 5.5mM MgCl 2 、 そ れ ぞ れ 0.5mMの デ オ キ
シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 （ dNTP） 、 30U MultiScribe 逆 転 写 酵 素 、 お よ び 10 U RNase 阻
害 剤 を 含 む 25μ l反 応 の 各 ウ ェ ル か ら と っ た 50ngの tRNAを 使 用 し て 逆 転 写 （ RT） 反 応 を 起
こ し た 。 RT反 応 を 25℃ で 10分 間 保 温 し 、 48℃ で 30分 間 逆 転 写 さ せ 、 95℃ で 5分 間 不 活 性 化
し 、 4℃ で 配 置 し た 。 す べ て の RT試 薬 は 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Applied Biosystems社 か ら 購
入 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 リ ア ル タ イ ム QPCR反 応 は 、 5μ lの cDNA、 1xUniversal PCR Master Mix、 1x c-myc Pre-D
eveloped Primers and Probeセ ッ ト 、 お よ び 0.8× GAPDH Pre-Developed Primers and Pro
beセ ッ ト を 含 む 50μ l反 応 で 実 施 し た 。 ヘ ラ （ Hela） で の GAPDH遺 伝 子 の 存 在 量 は 相 対 的 で
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実 施 例 49
細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た は 細 胞 毒 性 試 験
細 胞 培 養

MTSア ッ セ イ

実 施 例 50
細 胞 ア ッ セ イ に お け る mRNA値 の 測 定



あ る た め に 、 GAPDHの プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ の 濃 度 は 、 同 一 の チ ュ ー ブ 内 に あ る 両 方 の 遺
伝 子 の 正 確 な ス レ ッ シ ョ ル ド サ イ ク ル （ C T ） を 得 る た め に 調 整 し た 。 ス レ ッ シ ョ ル ド サ イ
ク ル （ C T ） は 、 増 幅 さ れ た 標 的 の 量 が 固 定 域 値 に 達 す る 断 片 的 な サ イ ク ル 数 を 示 す 。 そ う
す る こ と で 、 GAPDH増 幅 は 停 止 さ れ て 、 c-mycの 増 幅 に 利 用 で き る 共 通 の 反 応 物 質 を 制 限 で
き る よ う に な り 、 こ れ に よ り 、 GAPDHの Δ Rn値 が 減 少 す る が 、 そ の C T 値 に は 影 響 は な く 、
ま た ど ち ら の 遺 伝 子 に と っ て も 等 し い 増 幅 効 果 と な る 。 Δ Rn値 は 、 正 規 化 さ れ た レ ポ ー タ
ー シ グ ナ ル か ら ベ ー ス ラ イ ン 信 号 を 差 し 引 い た 値 を 表 す 。 Δ Rnは 、 PCR時 に 増 幅 産 物 （ amp
licon） の 複 製 数 が 増 加 す る と き 、 反 応 が 平 坦 域 に 近 づ く ま で 増 加 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 c-mycプ ロ ー ブ は 、 6FAM（ 商 標 ） 染 料 -MGBで 標 識 化 し 、 GAPDHプ ロ ー ブ は 、 VIC（ 商 標 ）
染 料 -MGBで 標 識 化 し た 。 前 保 温 は 、 AmpErase UNG 酵 素 を 活 性 化 さ せ る た め に 50℃ で 2分 間
実 施 し た 後 、 AmpliTaq DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 活 性 化 す る た め に 95℃ で 10分 実 施 し た 。 DNAは
、 95℃ で 15秒 間 お よ び 60℃ で 1分 間 、 40サ イ ク ル に 増 幅 し た 。 ヒ ト c-mycお よ び GAPDH cDNA
は 、 ABI Prism 7000 配 列 検 出 シ ス テ ム （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Applied Biosystems社 ） を 使
用 し て 、 リ ア ル タ イ ム で 増 幅 、 検 出 、 お よ び 数 量 化 し た が 、 こ の シ ス テ ム は 、 6-FAMと VIC
の 両 方 の レ ポ ー タ ー 染 料 を 同 時 進 行 的 に 検 出 す る よ う に 設 定 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 デ ー タ は ABI PRISM配 列 検 出 シ ス テ ム お よ び Microsoft Excelを 使 用 し て 分 析 し た 。 相 対
的 定 量 化 は 、 標 準 曲 線 お よ び 比 較 C T 法 を 同 時 に 使 用 し て 行 っ た が 、 ど ち ら の 方 法 も 等 価 な
結 果 が 得 ら れ た 。 増 幅 プ ロ ッ ト が C T と 交 差 す る サ イ ク ル は 、 相 対 mRNA値 を 正 確 に 反 映 す る
こ と が 知 ら れ て い る 。 (Heid, et al., Genome Res.(1996) 6:986-994; Gibson, et al., 
Genome Res.(1996) 6:995-1001).　 QPCR反 応 は 、 各 cDNAサ ン プ ル で 3つ を 設 定 し 、 3つ の C T
値 の 平 均 を と っ た 。 Pre-Developed Primers and Probeセ ッ ト を 含 め て す べ て の 試 薬 は 、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Applied Biosystems社 か ら 購 入 し た 。 表 1-2に 報 告 し た μ M濃 度 （ STOPデ
ー タ ） は 、 50 %の c-myc mRNAレ ベ ル の 抑 制 が み ら れ た 濃 度 で あ る 。 IC 5 0 値 が 5μ Mを 超 え る
化 合 物 は 、 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 前 述 の 詳 細 な 説 明 お よ び そ れ に 伴 う 例 は 単 に 例 証 の た め で あ り 、 発
明 の 範 囲 に 対 す る 限 界 と と ら れ る こ と が な い も の と す る 。 開 示 済 の 実 施 例 に 対 す る さ ま ざ
ま な 変 更 や 修 正 は 、 こ の 技 術 の 熟 練 者 に と っ て あ き ら か で あ る 。 化 学 薬 品 の 構 造 、 置 換 基
、 誘 導 体 、 中 間 体 、 合 成 、 剤 形 お よ び ／ ま た は 発 明 の 利 用 方 法 な ど を 含 む が こ れ ら に 限 定
さ れ な い 関 連 し た 変 更 や 修 正 は 、 本 発 明 の 範 囲 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 行 う こ と が で
き る 。 本 明 細 書 で 参 照 し た 米 国 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ７ 】
【 図 １ 】 Ramos異 種 移 植 モ デ ル で 試 験 し た 公 式 1を 持 つ 化 合 物 の 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す 。
【 図 ２ 】 HCT116で 試 験 し た 公 式 1を 持 つ 化 合 物 の 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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