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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の式で表される化合物である、１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）
－３－（２’，４’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン。
【化１】

【請求項２】
　合成的に製造された、請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　キキョウラン（Ｄｉａｎｅｌｌａ　ｅｎｓｉｆｏｌｉａ）の植物全体から単離又は抽出
された、請求項１に記載の化合物。
【請求項４】
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　紫外光への曝露に起因する皮膚の黒化と損傷；日焼け；皮膚の老化、肝斑、火傷もしく
は局所外傷によって引き起こされる過剰色素沈着の斑点；真菌、微生物、もしくはウィル
ス感染によって生じる炎症状態に起因する皮膚の色素沈着；白斑（vitilago）、カルシノ
ーマ、またはメラノーマの治療における使用のための、請求項１～３のいずれか１項に記
載の化合物を含む組成物。
【請求項５】
　有効量の請求項１～３のいずれか１項に記載の化合物を含む、メラニンの過剰生成また
は不均一な分布に関連した疾病または状態を予防または治療するための内服投与又は局所
投与のための組成物。
【請求項６】
　局所投与のための、請求項４又は５に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００４年５月２８日に提出され、その全文を本願明細書に参照で組み入れ
られる「Ｄｉａｒｙｌａｌｋａｎｅｓ　ａｓ　Ｐｏｔｅｎｔ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏ
ｆ　Ｂｉｎｕｃｌｅａｒ　Ｅｎｚｙｍｅｓ」という表題の米国仮特許出願公開第６０／５
７５，５９９号明細書の恩典を権利主張するものである。
【０００２】
　本発明は概して、二核酵素が介在する疾病および状態の予防および治療に関する。特に
、本発明は二核活性部位を有する酵素の活性を阻害する方法を含む。本発明に含まれるも
のは１つまたは複数のジアリールアルカン（類）で構成される新規の組成物である。本発
明のジアリールアルカン類は１つまたは複数の植物源から単離することが可能であり、ま
たは有機合成によって得ることが可能である。本発明にさらに含まれるものはこれらの化
合物を天然源から単離するための方法およびこれらの化合物を合成するための方法である
。一実施形態では、これらのジアリールアルカン類は植物源から単離する天然の化合物の
合成的化学修飾によって得られる。
【背景技術】
【０００３】
　皮膚の過剰色素沈着を阻止または予防することが可能な製品に関して大きな需要が存在
する。皮膚の天然色素であるメラニンはメラニン細胞の中に存在する膜結合オルガネラで
あるメラノソームで合成される含窒素高分子化合物である。メラニンは肌質（遺伝的素質
）および環境条件に応じて異なった濃度で生成される。メラニン細胞は表皮の基底膜に生
じる細胞であって、細胞含有量の５％と１０％の間の割合を占める（１ｃｍ２当たり約１
２００～１５００のメラニン細胞）。紫外（ＵＶ）光といった要因で刺激されると、メラ
ニン細胞は一層急速に分裂し、それにより、さらに大量のメラニンを生成する。その後、
メラニンは成熟メラノソームで表皮の角化細胞へと輸送され、茶色の肌色として目に見え
るようになる。
【０００４】
　ヒトの皮膚のメラニン細胞の数は肌の色に関係なく程度の差はあるが同じである。肌の
色は生成されるメラニンの量およびタイプ（黒色のユーメラニンまたは黄色から赤褐色の
フェオメラニン）に大きく依存する。アジア人および皮膚の白い人々は皮膚の黒い人々よ
りも低レベルのユーメラニンを有し、したがって放射の影響に対抗して低い防護を有する
。赤毛の人々はフェオメラニンの色素沈着で特徴付けられ、光防護を殆どまたは全く有さ
ない。付け加えると、皮膚内のメラニンの分布もやはり多様である。白い皮膚の人々では
色素の大部分が基底層中にあり、それに対して黒い皮膚の人々ではメラニンは全体に広が
って角質層の中に達する。
【０００５】
　メラニンの過剰生成は様々なタイプの異常な皮膚色、毛色、およびその他の皮膚の疾病
および状態の原因になりかねない。皮膚の色素沈着疾患に関連して主として２つの状態が
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ある。ＵＶ曝露および老化によって引き起こされる異常に高レベルのメラニンを含む皮膚
の黒化、および結果として老人斑、肝斑、および薬物および外傷／疾病で誘発される色素
沈着過度につながる皮膚色素の異常な分布である（Ｓｅｉｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．（２０
００）Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．１１５：１６２、Ｐａｉｎｅ　ｅｔ　ａｌ
．（２０００）Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．１１６：５８７）。
【０００６】
　メラニン形成（メラニンの生成）の調節因子は図１に例示されるように様々な方式で機
能するように設計または選択することが可能である。図１を参照すると、これらはメラノ
ソーム構造の調節に直接作用してメラニン合成の前に機能することが可能であり、メラニ
ンの合成に含まれるチロシナーゼなどの酵素の生成または機能を阻害することによって作
用することが可能であり、ユーメラニン／フェオメラニンの比を変えることが可能である
かまたはメラニン細胞から角化細胞へのメラノソームの移送に関与する制動メカニズムに
よって機能することが可能である（Ｂｒｉｇａｎｔｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｉｇ
ｍｅｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１６：１０１～１１０）。
【０００７】
　チロシナーゼはメラニンの生成に重要な酵素である。これは３つの反応、すなわち３，
４－ジヒドロキシフェニルアラニン（ＤＯＰＡ）へのチロシンのヒドロキシル化、ＤＯＰ
ＡキノンへのＤＯＰＡの酸化、およびインドールキノンへのＤＨＩ（５，６－ジヒドロキ
シインドール）の酸化を触媒する。（Ｈｅａｒｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）ＦＡＳ
ＥＢ　５３：５１５）。チロシナーゼがその触媒活性のために基質と二価の金属イオンの
両方を必要とすることは判定されている。皮膚の色を薄くする目的でメラニンの合成を阻
害するために現在使用される方法は主として、直接的にチロシナーゼ自体と相互作用する
か、または間接的に例えば必要な金属イオンを錯化するかのどちらかによってチロシナー
ゼ活性を阻害する物質を基本としている。
【０００８】
　チロシナーゼはタイプ３の銅タンパク質の部類に属し、活性部位に２つの銅イオンを有
する。チロシナーゼの活性部位の構造の研究は、これら２つの銅イオンが接近した間隔に
あること、および各々のイオンが図２に例示されるように３つのヒスチジンへと側鎖のＮ
－ε窒素原子を通じて配位させられることを明らかにした（Ｐｆｉｆｆｎｅｒ　ａｎｄ　
Ｌｅｒｃｈ（１９８１）Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０：６０２９、Ｃｕｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９８）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７８：８５５）。二核の銅イオンは３通りの主要な酸
化還元形式、すなわちＣｕＩ－ＣｕＩ還元形、過酸化物として可逆的にＯ２に結合するＣ
ｕＩＩ－Ｏ２－ＣｕＩＩ形、および通常ではＣｕ２＋イオンが小さいリガンドによって架
橋される酵素の静止形で存在することが可能である。ＣｕＩＩ－Ｏ２－ＣｕＩＩの酸化還
元状態がチロシナーゼの酵素活性に重要であることは判定されている。この状態では、チ
ロシナーゼは（チロシンなどの）モノフェノールのオルトの位置への第２のヒドロキシル
基の導入、メラニンの生合成に重要である反応を触媒する。
【０００９】
　チロシナーゼの活性部位でモノフェノールの接近、リガンド形成、または酸化を妨害す
るどのような化合物もチロシナーゼの有効な阻害剤となり、場合によってはメラニン生成
の減少およびさらに薄い皮膚の色に結び付くであろう。概して述べると、チロシナーゼの
活性部位の銅イオンは酸素、窒素、硫黄およびハロゲンの孤立電子対の電子で容易にキレ
ートすることが可能である（Ｗｅｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｉｎｏｒｇ．Ｃｈｅ
ｍ．３８：１７３６）。図３は知られているいくつかのチロシナーゼ阻害剤（Ｂｒｉｇａ
ｎｔｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｉｇｍｅｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１６
：１０１～１１０、Ｓｅｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈ
ｅｍ．５１：２８３７）の構造および作用のメカニズムを例示している。
【００１０】
　図３を参照すると、３，４－ジヒドロキシフェニルアラニン（ＤＯＰＡ）に類似した構
造を有する化合物、例えばヒドロキノンは両方共、チロシナーゼを阻害し、やはりメラニ
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ン細胞溶解剤であることが理解され得る。（米国特許第５，５２３，０７７号）。例えば
、代表的なクマコケモモであるＵｖａｅ　ｕｒｓｉの葉から単離されるアルブチンは天然
由来のヒドロキノンのβ－グルコピラノシドであり、チロシナーゼを阻害してヒトのメラ
ニン細胞内のメラニン合成に影響を与える（Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９８）Ｐｉｇｍｅｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．１１：２０６、米国特許第５，９８０，９
０４号）。アルブチンの作用のメカニズムはチロシナーゼの活性部位での結合に関するＬ
－チロシンまたはＬ－ドーパとの競合を含む。これはタンパク質の発現または合成を抑制
しない。（Ｍａｅｄａ　ａｎｄ　Ｆｕｋｕｄａ（１９９６）Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｅ
ｘｐ．２７６：７６５）。合成アルブチン型の化合物もやはりヒトのチロシナーゼを強力
に阻害する。（Ｓｕｇｉｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂ
ｕｌｌ．５１：７９８）。ベニバナ（Ｃａｒｔｈａｍｕｓ　ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ　Ｌ．
）の培養細胞から単離される新規のジキノンであるキノベオンＡはコウジ酸よりも大きな
チロシナーゼ阻害活性を有する。（Ｋａｎｅｈｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｌａ
ｎｔａ　Ｍｅｄ．６９：４５７）。長期の時間にわたって、または高濃度で使用されれば
、ヒドロキノン類は深刻な副作用を有しかねない。付け加えると、ヒドロキノン類は永久
的な色素脱失につながりかねず、したがってＵＶ光に晒されたときの皮膚の光感受性を増
大させる可能性がある。
【００１１】
　現在使用されている耐容性の良好な脱色物質は天然起源のものである。例えば、コウジ
酸は或る種の細菌を含む炭水化物溶液から誘導される天然のヒドロキシル－γ－ピロンで
ある。図３を参照すると、コウジ酸は酸化されたオルト－ジヒドロキシフェノールである
ことが理解され得る。コウジ酸は金属イオン、特にＣｕＩＩで強いキレートを形成するこ
とが知られている。（Ｇｅｒａｒｄ　ａｎｄ　Ｈｕｇｅｌ（１９７５）Ｂｕｌｌ．Ｓｏｃ
．Ｃｈｉｍ．Ｆｒ．４２：２４０４）。これはチロシナーゼの強力な競合的であるが、遅
延結合型の阻害剤である。（Ｃａｂａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｐｈａｒｍ
．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．４６：９８２）。コウジ酸は二銅（ＩＩ）錯体および二銅二酸素
錯体付加化合物の両方に強力に結合する架橋リガンドとして作用し、したがって酵素への
カテコール基質の結合を阻止することを最近の研究が示した。（Ｂａｔｔａｉｎｉ　ｅｔ
　ａｌ．（２０００）ＪＢＩＣ　５：２６２）。皮膚漂白剤としての使用のためにコウジ
酸およびそのエステルが特許化された。（米国特許第４，３６９，１７４号、第４，７７
１，０６０号、第５，８２４，３２７号、第５，４２７，７７５号、第４，９９０，３３
０号参照）。
【００１２】
　フラボノイドはチロシナーゼの阻害剤として報告された他の分類の天然物である。（Ｓ
ｈｉｍｉｚｕ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６６：１１、Ｘｉｅ　
ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｂｉｏｃｈｅｍ．６８：４８７）。活性なチロシナーゼ阻害剤
はフラボン類（Ｌｉｋｈｉｔｗｉｔａｙａｗｕｉｄ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｐｌａｎ
ｔａ　Ｍｅｄ．６６：２７５）、フラボノール類（Ｋｕｂｏ　ａｎｄ　Ｋｉｎｓｔ－Ｈｏ
ｒｉ（１９９９）Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．４７：４１２１）、プレニル化
されたフラボノイド類（Ｋｕｎｉｙｏｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｌａｎｔａ　
Ｍｅｄ．６８：７９、Ｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６９：
５５９、Ｋｉｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｂｉｏｌ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．２６：１
３４８）、フラバン類（Ｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．６５：ＰＬ
２４１、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　５：
４７４）、およびジヒドロカルコン類（Ｓｈｏｊｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｂｉｏｓ
ｃｉ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６１：１９６３）を含む。
【００１３】
　他のタイプのチロシナーゼ阻害剤は、フェノール誘導体類（Ｓａｋｕｍａ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９９）Ａｒｃｈ．Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．２２：３３５、Ｋｅｒｒｙ　ａｎｄ　Ｒ
ｉｃｅ－Ｅｖａｎｓ（１９９９）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．７３：２４７、Ｂａｔｔａｉ
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ｎｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７：４４６０６）、ベン
ズアルデヒド類（Ｋｕｂｏ　ａｎｄ　Ｋｉｎｓｔ－Ｈｏｒｉ（１９９９）Ｐｌａｎｔ　Ｍ
ｅｄｉｃａ　６５：１９、Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ．Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｎ
ｈｉｂ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．１８：４９１、Ｎｉｈｅｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｂｉ
ｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．１４：６８１）、安息香酸誘導体類（Ｃｕｒｔｏ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９９）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．５７：６６３、Ｃｈｅｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ．２２：６０７、Ｍｉｙａｚａｗ
ａ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．５１：９６５３、
Ｋｕｂｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｚ．Ｎａｔｕｒｆｏｒｓｃｈ［Ｃ］５８：７１３）
、クペロン（Ｘｉｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｉｎｔ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｃｅｌｌ
　Ｂｉｏｌ．３５：１６５８）、甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ　ｕｒａｌｅｎｓｉｓ）
の根から得られるベンゾジピラン（Ｙｏｋｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｐｉｇｍｅ
ｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．１１：３３５）、チオヒドロキシル化合物（Ｐａｒｋ　ｅｔ　
ａｌ．（２００３）Ｊ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ．２２：６１３）、テルペノイド類（
Ｏｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６８：８３２）、およびオキサ
ゾロジネチオン（Ｓｅｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６５：６８
３）を含む。知られている最も強力な天然チロシナーゼ阻害剤はスチルベン類（ＩＣ５０

＝０．３～５μＭ）（Ｓｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２４３：８０１、Ｏｈｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００
３）Ｂｉｏｓｃｉ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６７：１５８７）、スチル
ベングリコシド類（Ｉｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６１：
４２５）、および４置換型レゾルシノール類（Ｓｈｉｍｉｚｕ　ｅｔ　ａｌ．（２０００
）Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６６：１１）である。
【００１４】
　４置換型レゾルシノール類の構造／活性の研究は－ＣＨ２Ｃ６Ｈ５などの疎水性で大き
くない置換基およびアルキル基、すなわち－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３が１０μＭ未満のＩＣ５

０を備えて最大の効能を有することを示す（Ｓｈｉｍｉｚｕ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）
Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄ．６６：１１）。４置換型レゾルシノール類の作用のメカニズムは
ＤＬ－β－（３，４－ジヒドロキシフェニル）アラニン（ＤＬ－ドーパ）の酸化の遅行型
の結合拮抗阻害として特徴付けされてきており（Ｊｉｍｅｎｅｚ　ａｎｄ　Ｇａｒｃｉａ
－Ｃａｒｍｏｎａ（１９９７）Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．４５：２０６１）
、二核銅イオンに対するさらなる金属キレート作用の理解はされていない。
【００１５】
　ユリ科の仲間であるアロエは多くの生物学的に活性の物質を含む複雑な植物である。（
Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）「Ｗｏｕｎｄ　Ｈｅａｌｉｎｇ／Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｓｐｅｃｔｓ」，１ｓｔ　ｅｄ．Ｗ　Ｂ　Ｓａ
ｕｎｄｅｒｓ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ）。３６０種を超えるアロエが知られており、
これらの大部分はアフリカ原産である。歴史的に、アロエ製品は火傷、痛み、およびその
他の傷の治療のために皮膚用用途に使用されてきた。アロエ植物から臨床活性を有する化
合物を識別することにこれらの使用は多量の研究を促進してきた。（例えばＧｒｉｎｄｌ
ａｙ　ａｎｄ　Ｒｅｙｎｏｌｄｓ（１９８６）Ｊ．ｏｆ　Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ
ｏｇｙ　１６：１１７～１５１、Ｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ．ｏｆ　Ｅｔｈ
ｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　２３：６１～７１参照）。
【００１６】
　Ｙａｇｉらはアロエから単離される一群の化合物、特にアロエシンとその誘導体のうち
の１つ、２”－Ｏ－フェルロイルアロエシンを開示しており、これらはチロシナーゼの有
効な阻害剤である。（Ｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｌａｎｔ　Ｍｅｄｉｃａ　
５１５～５１７、Ｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９７７）Ｚ．Ｎａｔｕｒｆｏｒｓｃｈ　３
２ｃ：７３１～７３４）。Ｃ－グルコシル化された５－メチルクロモンであるアロエシン
は０．９２ｍＭのＩＣ５０で投与量依存的にヒトのチロシナーゼヒドロキシラーゼ活性を
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阻害し、ＩＣ５０＝０．４１ｍＭを有するコウジ酸、ＩＣ５０＝３．０２ｍＭを有するア
ルブチンに比べて０．９２ｍＭのＩＣ５０で投与量依存性の方式でＤＯＰＡオキシダーゼ
活性もやはり阻害した。チロシナーゼ酵素活性およびその結果生じるメラニン形成のアロ
エシンによる阻害はＢ１６Ｆ１マウスメラノーマ細胞を使用して細胞を根拠とする分析で
確認された。メラニンの生合成は投与量依存性の方式でアロエシンによって（ＩＣ５０＝
０．１６７ｍＭで）阻害された。（Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｉｇｍｅｎ
ｔ．Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．１５：３３５）。アロエのクロモンに関するチロシナーゼ阻害の
作用メカニズムは銅イオンの還元に関連していると推測される。天然（米国特許第６，４
５１，３５７号）、半合成（米国特許第５，８０１，２５６号、米国特許第６，０８３，
９７６号）および処方されたアロエクロモン（米国特許第６，１２３，９５９号）の両方
がそれらの皮膚漂白能力に関して特許化された。
【００１７】
　アスコルビン酸（合成および柑橘類果実などの天然源からのビタミンＣ）およびその誘
導体もやはり皮膚漂白のために利用されてきた。殆どのケースで、ビタミンＣはコウジ酸
または他のチロシナーゼ阻害剤と共に処方される（米国特許第４，９１９，９２１号、第
６，４５８，３７９号、および第５，９１６，９１５号）。他に報告された皮膚漂白化合
物はオリーブ植物からの抽出物（米国特許第６，６８２，７６３号）、不飽和の長鎖脂肪
酸（米国特許第６，６６９，９３２号）、クルクミン類（米国特許第６，６４１，８４５
号）、酵素抽出物（米国特許第６，５１４，５０６号）、クメストロール（米国特許第６
，５０３，９４１号）、ヒドロキシルカルボン酸類（米国特許第６，４１７，２２６号、
第６，３６５，１３７号、第５，６０９，８７５号、第５，２６２，１５３号）、β－グ
ルカン類（米国特許第６，２５１，８７７号）、アロエクロモン類（米国特許第６，０８
３，９７６号）、フェニルアラニン化合物（米国特許第５，７６７，１５８号）、ルチン
（米国特許第５，１４５，７８２号）、エスシノール（米国特許第５，７２８，６８３号
）、サリチル酸類（米国特許第５，７００，７８４号）、アンギオジェニン（米国特許第
５，６９８，１８５号）、メルカプトデキストラン（米国特許第６，０７７，５０３号）
、エラグ酸（米国特許第６，０６６，３１２号）、ホスフィン酸類（米国特許第６，２８
０，７１５号）、ホウ素含有化合物（米国特許第５，９９３，８３５号）、植物抽出物（
葛根から：米国特許第６，３５２，６８５号、桑から：米国特許第６，１９７，３０４号
、第６，０６６，３１２号、第５，８７２，２５４号、アセロラチェリー発酵物から：米
国特許第５，７４７，００６号、フラノンから：米国特許第５，６０２，２５６号、その
他：米国特許第５，７７３，０１４号）を含む。
【００１８】
　ジアリールアルカン類は希少部類の天然物である。今日までＣＤ－ＲＯＭの「ｔｈｅ　
Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｎａｔｕｒａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ」（Ｃｈａｐｍａｎ＆
Ｈａｌｌ／ＣＲＣ，Ｖｅｒｓｉｏｎ１２：２　Ｊａｎｕａｒｙ　２００４）にリストアッ
プされた１７９，０００以上の天然化合物があり、そのうちのわずか８２がジアリールア
ルカン類（ｎ＝３）である。カジノキ（Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ　ｐａｐｙｒｉｆｅｒ
ａ）はクワ科の落葉木であり、２０以上のジアリールプロパン類がこの属単独から単離さ
れている（Ｋｅｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．３４
：２４４８、Ｉｋｕｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．
３４：１９６８、Ｔａｋａｓｕｇｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．６
８９、Ｇｏｎｚａｌｅｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ．３２：４３３
）。カジノキの抽出物の分画に向けられたバイオアッセイが４つのジアリールプロパン類
を生じさせ、これらはアロマターゼ阻害活性を有さなかった。（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．（
２００１）Ｊ．Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．６４：１２８６）。しかしながら、同じ植物から単離
された２つのプレニル化されたジアリールプロパン類はいくつかの癌細胞系に対して細胞
毒性を示し（Ｋｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．６２：１６４）、
ブラウソニンＡは抗真菌活性を示した（Ｉｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｙａｋｕｇ
ａｋｕ　Ｚａｓｓｈｉ　１１９：９６４）。
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【００１９】
　いくつかのジアリールアルカン類がイリアンテラ（Ｉｒｙａｎｔｈｅｒａ）種（ニクズ
ク科）からやはり単離された。（Ａｌｖｅａ　ｅｔ　ａｌ．（１９７５）Ｐｈｙｔｏｃｈ
ｅｍ．１４：２８３２、ｄｅ　Ａｌｍｅｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．（１９７９）Ｐｈｙｔｏｃ
ｈｅｍ．１８：１０１５、Ｂｒａｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９８０）Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ．１
９：１１９５、Ｄｉａｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ．２５：２３９
５）。イリアンテラ・ランシフォリア（Ｉｒｙａｎｔｈｅｒａ　ｌａｎｃｉｆｏｌｉａ）
から単離された４つのジヒドロカルコン類は抗酸化活性を示した。（Ｓｉｌｖａ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．６２：１４７５）。いくつかのジアリールプ
ロパン類がニクズク科のバイロラ種からやはり単離された。（Ｂｒａｚ　ｅｔ　ａｌ．（
１９７６）Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ．１５：５６７、Ｈａｇｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）
Ｐｌａｎｔ　Ｍｅｄ．５３：５７、Ｇｏｎｚａｌｅｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｈｙ
ｔｏｃｈｅｍ．３２：４３３、Ｋｉｊｊｏａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８１）Ｐｈｙｔｏｃｈ
ｅｍ．２０：１３８５、Ｔａｌｕｋｄａｒ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｐｈｙｔｏｃｈｅ
ｍ．５３：１５５）。
【００２０】
　天然源から単離される他のジアリールプロパン類はマルバルキノカリン（Ｐｔｅｒｏｃ
ａｒｐｕｓ　ｍａｒｓｕｐｒｉｕｍ）（マメ科）（Ｒａｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｐ
ｈｙｔｏｃｈｅｍ．２３：８９７、Ｍａｕｒｙａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｊ．Ｎａｔ
．Ｐｒｏｄ．４８：３１３）、クロモジ（Ｌｉｎｄｅｒａ　ｕｍｂｅｌｌａｔｅ）（クス
ノキ科）（Ｍｏｒｉｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌ
ｌ．３３：２２８１）、ムギワラギク・ムンジー（Ｈｅｌｉｃｈｒｙｓｕｍ　ｍｕｎｄｉ
ｉ）（キク科）（Ｂｏｈｌｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９７８）Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ．１
７：１９３５）、ビスカム・アングラタム（Ｖｉｓｃｕｍ　ａｎｇｕｌａｔｕｍ）（ヤド
リギ科）（Ｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｊ．Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．６５：６３８）か
ら由来するそれら、滑らかな筋肉弛緩効果を有するサバンナアカシア（Ａｃａｃｉａ　ｔ
ｏｒｔｉｌｉｓ）（マメ科）（ｈａｇｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｌａｎｔａ　Ｍ
ｅｄ．５３：２７）、キサントセルシス・ザンベジアカ（Ｘａｎｔｈｏｃｅｒｃｉｓ　ｚ
ａｍｂｅｓｉａｃａ）（マメ科）（Ｂｅｚｕｉｄｅｎｈｏｕｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８
）Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ．２７：２３２９）から由来するそれら、およびクネマ・グロメラ
ータ（Ｋｎｅｍａ　ｇｌｏｍｅｒａｔａ）（ニクズク科）から得られる細胞毒性化合物（
Ｚｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．５７：３７６）を含む。
【００２１】
　ＪＰ０５２１３７２９Ａは皮膚炎、しみ、そばかす、および日焼けの結果生じる色素症
の治療のためのメラニン阻害剤として合成ジヒドロカルコンの使用を教示している。特許
請求された化合物は以下の一般式を有し、
【００２２】
【化１】

【００２３】
式中、ＸはＨ、ＯＨ、または＝Ｏから選択され、ＲはＨまたはＭｅであり、Ｒ１～Ｒ５は
、Ｈ、ＯＲ、およびＮＨ２から独立して選択される。このようにして、開示されたジヒド
ロカルコンは一方のフェニル環上で単一のヒドロキシ／メトキシ置換基を含み、第２の環
に５つの非特異的な置換基（Ｒ１～Ｒ５）を含む。特許請求された組成物のいずれについ
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ても酵素阻害は測定されず、メラニンの阻害は培養皮膚細胞によって作り出されるメラニ
ンの量およびＵＶ刺激に続いて生じる動物の皮膚の色変化の測定によって判定された。本
発明では、特開平１７－２１３７２９に開示された化合物のうちの１つ、１－（４－ヒド
ロキシフェニル）－３－（４’－ヒドロキシフェニル）－１－プロパノールが合成され、
チロシナーゼを阻害する能力が測定された。この化合物はチロシナーゼの緩やかな阻害（
ＩＣ５０＝３０５μＭ、表２）を示しただけであった。本発明は独特の置換パターンを有
する新規のジアリールアルカン類を教示するものであって、２つの芳香環のうちの少なく
とも一方Ａｒ１またはＡｒ２が１～５個のＲ’基（Ｒ’１～Ｒ’５）で置換され、前記Ｒ
’１～Ｒ’５のうちの少なくとも２つはＨではない。これらの化合物はチロシナーゼの活
性を阻害する予期しない能力を示し、それは特開平１７－２１３７２９で教示された化合
物よりも４～６００倍大きい。本出願に教示される化合物のいずれについても今日まで公
表された報告は無いと考えられる。
【発明の開示】
【００２４】
　本発明は二核活性部位を有する、本願明細書で二核酵素と称される酵素の活性を阻害す
るための方法を含み、前記方法は有効量の１つまたは複数のジアリールアルカン（類）を
、必要とする宿主に投与することを含み、前記ジアリールアルカン類は合成され、および
／または１つまたは複数の植物から単離される。本発明の範囲に含まれる二核酵素の範例
は、限定はされないが、チロシナーゼ、アルギナーゼ、ウレアーゼ、チトクロムｃオキシ
ダーゼ、プロトンポンプヘム銅酸化酵素、二機能性一酸化炭素デヒドロゲナーゼ／アセチ
ルＣｏ－Ａシンターゼ、リボヌクレオチド還元酵素、メタロ－β－ラクタマーゼ、Ｈ（＋
）－ＡＴＰアーゼおよび代替オキシダーゼ、および細菌性ホスホトリエステラーゼを含む
。一実施形態では二核酵素はチロシナーゼである。
【００２５】
　本発明はまた、二核酵素の活性に関連する疾病および状態の予防および治療のための方
法を含む。本発明による予防と治療の方法は治療に有効な量の１つまたは複数のジアリー
ルアルカン（類）を、必要とする宿主に内服または局所で投与することを含む。阻害され
る二核酵素に応じて、ジアリールアルカンは抗微生物剤、抗真菌剤、抗マラリア剤、抗ウ
ィルス剤、雄および雌の性的刺激を制御する手段としての一酸化窒素生成の調節剤、抗炎
症薬剤、酸化防止剤、薬剤代謝の調節剤、および癌および充実性腫瘍の成長の阻害剤とし
て使用することが可能である。ジアリールアルカンはまた、歯周病、口腔の前癌状態、口
腔の癌、および他の口腔の悪性疾患、過敏な歯ぐきと歯、続発症、歯髄炎、刺激状態、口
腔義歯の身体移植、外傷性傷害、損傷、歯軋りおよび口内、歯ぐきまたは舌の他の小さな
傷によって引き起こされる痛みと炎症、歯の疫病および結石、歯の脱石灰、タンパク質分
解、および虫歯（腐食）の予防と治療に使用されることも可能である。
【００２６】
　本発明はさらに、メラニンの過剰生成または不均一な分布に関連した疾病および状態の
予防と治療のための方法を含み、前記方法は治療に有効な量の１つまたは複数のジアリー
ルアルカン（類）を、必要とする宿主に内服または局所で投与することを含む。メラニン
の過剰生成または不均一な分布に関連した疾病および状態は、限定はされないが、日焼け
、（皮膚の老化、肝臓疾患、火傷および局所外傷によって引き起こされる）色素沈着過度
の斑点、（真菌、微生物、およびウィルス感染によって生じる炎症状態に起因する）皮膚
の色素沈着、白斑、上皮性悪性腫瘍、メラノーマ、ならびに他の哺乳動物の皮膚病を含む
。
【００２７】
　この方法はまた、紫外（ＵＶ）放射、化学物質、熱、風および乾燥環境への曝露から結
果として生じる皮膚の黒化および損傷を予防および治療するために使用されることも可能
である。最後に、この方法は皺、たるんだ皮膚、目の周囲の皺とくまを予防および治療し
、過敏な皮膚を落ち着かせ、皮膚炎および他のアレルギー関連の皮膚の状態を予防および
治療するために使用することが可能である。上述の皮膚の疾病および状態の予防および治



(9) JP 5128277 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

療のための使用に加えて、本願明細書に述べられる医薬組成物は改善された皮膚の色、向
上した弾力性、減少させられて遅らされる老化、促進された若々しい外見ときめ、および
増大したしなやかさ、硬さ、滑らかさおよび柔軟性を伴なった滑らかで若々しい皮膚の外
観の恩典をもたらす有効な組成物を与える。
【００２８】
　金属イオンでキレートすることによって、ジアリールアルカンは宿主の血流中に必須の
金属イオンを送達するため、および／または皮膚または血液／脳関門、ならびに他の膜を
透過して金属イオンを輸送するために使用されることもやはり可能である。この実施形態
では、本方法は治療に有効な量の１つまたは複数のジアリールアルカン（類）を、送達さ
れるべき金属イオン（類）と一緒に、必要とする宿主に投与することを含む。この能力の
中で、限定はされないが、貧血およびその他の鉄欠乏症、炎症、肥満と糖尿病、歯周病、
口腔の前癌状態、口腔の癌、および他の口腔の悪性疾患、過敏な歯ぐきと歯、続発症、歯
髄炎、刺激状態、口腔義歯の身体移植、外傷性傷害、損傷、歯軋りおよび口内、歯ぐきま
たは舌の他の小さな傷によって引き起こされる痛みと炎症、歯の疫病および結石、歯の脱
石灰、タンパク質分解、および虫歯（腐食）、ウィルス感染不眠症、抑制された免疫機能
、骨粗鬆症、無月経症、月経困難症、癲癇、高血圧、コレステロール血症、冠状動脈およ
び脳の血管痙攣、下痢、パーキンソン病、アルツハイマー病、癌、関節リウマチ、男性不
妊、および黄斑変性を含む疾病および状態を治療するためにジアリールアルカン類が使用
することが可能である。限定はされないが、この金属イオンは銅、クロム、鉄、亜鉛、ホ
ウ素、リチウム、セレン、カルシウム、マンガン、マグネシウム、モリブデン、および他
の金属イオンを含む群から選択される。
【００２９】
　さらに別の実施形態では、ジアルキルアルカン類およびジアルキルアルカノール類が食
品産業で果実、キノコ、および他の食料品の褐変および色変化を防止するために使用する
ことが可能である。
【００３０】
　本発明はまた、１つまたは複数のジアリールアルカン類から成る新規の物質の組成物を
含み、前記ジアリールアルカン類は以下の一般構造で表わされる化合物の群から選択され
、
【００３１】
【化２】

【００３２】
式中、
Ａｒ１およびＡｒ２は置換型の５または６員の芳香環または芳香族複素環から成る群から
独立して選択され、各々の６員の芳香環または芳香族複素環は１～５個のＲ’基（Ｒ’１

～Ｒ’５）で独立して置換され、各々の５員の芳香環または芳香族複素環は１～４個のＲ
’基（Ｒ’１～Ｒ’４）で置換されるが、例外としてＡｒ１とＡｒ２の両方が６員の芳香
環、すなわちフェニル基であるとき、Ａｒ１とＡｒ２のうちの少なくとも一方は１～５個
のＲ’基（Ｒ’１～Ｒ’５）で置換され、前記Ｒ’１～Ｒ’５のうちの少なくとも２つは
Ｈではなく、
ここで、
Ｒ’は、－Ｈ、－ＯＨ、－ＳＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＳＲ、－ＮＨ２、－ＮＨＲ、－ＮＲ

２、Ｘ、および単糖または２～６個の単糖類から構成されるオリゴ糖のグリコシドから成
る群から独立して選択され、前記単糖（類）は、アルドペントース、メチルアルドペント
ース、アルドヘキソース、ケトヘキソース、およびこれらの化学的誘導体から成る群から
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独立して選択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、ＸはＣｌ、Ｂ
ｒ、Ｆ、Ｉから成る群から選択されるハロゲンであり、
Ｒ６、およびＲ７は、－Ｈ、－ＯＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＮＨＲ、－ＮＨ２、およびＸか
ら成る群から独立して選択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、
ＸはＣｌ、Ｂｒ、Ｆ、Ｉから成る群から選択されるハロゲンであり、ｎ＝１～１０である
。好ましい実施形態ではｎ＝２～４である。
【００３３】
　一実施形態では、前記ジアリールアルカンは以下の一般構造で表わされる化合物から成
る群から選択され、
【００３４】
【化３】

【００３５】
式中、
Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５、Ｒ’１、Ｒ’２、Ｒ’３、Ｒ’４、およびＲ’５は、－
Ｈ、－ＯＨ、－ＳＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＳＲ、－ＮＨ２、－ＮＨＲ、－ＮＲ２、Ｘ、お
よび単糖または２～６個の単糖類から構成されるオリゴ糖のグリコシドから成る群から独
立して選択され、前記単糖（類）は、アルドペントース、メチルアルドペントース、アル
ドヘキソース、ケトヘキソース、およびこれらの化学的誘導体から成る群から独立して選
択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、ＸはＣｌ、Ｂｒ、Ｆ、Ｉ
から成る群から選択されるハロゲンであり、Ｒ１～Ｒ５のうちの少なくとも２つ、または
Ｒ’１～Ｒ’５のうちの少なくとも２つはＨではなく、
Ｒ６およびＲ７は、－Ｈ、－ＯＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＮＨＲ、－ＮＨ２、およびＸから
成る群から独立して選択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、Ｘ
はＣｌ、Ｂｒ、Ｆ、Ｉから成る群から選択されるハロゲンであり、ｎ＝１～１０である。
好ましい実施形態ではｎ＝２～４である。
【００３６】
　一実施形態では、本発明のジアリールアルカン類は、限定はされないが、キク科、マメ
科、クスノキ科、マメ科、ユリ科、ヤドリギ科、クワ科、およびニクズク科を含む植物の
科から選択される１つまたは複数の植物から単離される。本発明のジアリールアルカン類
はまた、限定はされないが、アカシア属、コウゾ属、キキョウラン属、ムギワラギク属、
イリアンテラ属、クネマ属、クロモジ属、シタン属、ヤドリギ属、およびキサントセルシ
ス属を含む高木植物の属から抽出、濃縮、および精製することもやはり可能である。これ
らのジアリールアルカン類は、限定はされないが、茎、茎皮（stem bark）、心材、幹、
幹皮（trunk bark）、小枝、塊茎、根、根皮（root bark）、ヤング・シュート（young s
hoot）、種子、根茎、花および他の生殖器官、葉および他の気生部分を含む植物の多様な
部分に見出すことが可能である。好ましい実施形態では、ジアリールアルカン類はコウゾ
属、キキョウラン属、およびイリアンテラ属の植物または植物類から単離される。
【００３７】
　他の実施形態では、本発明のジアリールアルカン類は合成によって得られる。この発明
に含まれるのはジアリールアルカン類およびジアリールアルカノール類を合成する方法で
あって、前記方法は以下の一般構造を有する化合物を還元することを含み、
【００３８】
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【化４】

【００３９】
式中、
Ｒ１～Ｒ５およびＲ’１～Ｒ’５およびｎは上記に定義される通りであり、Ｒ６とＲ７は
一緒に１つまたは複数のカルボニル基を形成する。還元剤はアルコール類へのケトン類の
還元のためのいずれの知られている還元剤から選択されることも可能であり、限定はされ
ないが、ボロヒドリド類、触媒存在下でのＨ２、ＮａＨ、およびＬｉＡｌＨ４を含む。一
実施形態では、還元剤はＮａＢＨ４である。
【００４０】
　さらに別の実施形態では、ジアリールアルカン類は植物源から単離される天然由来の化
合物の合成化学修飾によって得られる。例えば、天然由来の化合物のブテインが植物源か
ら単離され、脱水処理され、還元されて相当するジアリールアルカノールを生じる。
【００４１】
　さらに別の実施形態では、ジアリールアルカン類は２つの適切な置換型芳香族化合物の
反応によって得られる。２つの置換型芳香族化合物からこれらの化合物を合成するための
実現可能な化学反応は、限定はされないが、置換型ベンズアルデヒドと置換型アセトフェ
ノンの間のアルドール縮合、アルデヒドとケトンの間のクライゼン－シュミット反応もし
くは交差アルドール縮合、分子上のカルボニル基への付加反応を通じて１つの置換型芳香
環を第２の置換型芳香環に連結する有機マグネシウムハロゲン化物を使用したグリニャー
ル反応、分子内異性化によるクライゼン転位（ここでは適切な置換基を備えたエステル化
フェノールがフェノールのオルトの位置で第２の芳香環に結合するように異性化され、続
いて還元反応が行なわれるであろう）、および鈴木カップリング反応（ここでは２つの置
換型芳香環がアリールボロン酸へと変換され、次いで、慎重に選択されるパラジウム触媒
を使用してハロゲン化アルキルによって連結される）を含む。これらの反応は当業者によ
く知られており、そのような反応のための条件はこれらの化合物の合成に関して本願明細
書に開示される情報を使用して決定することが可能である。
【００４２】
　本発明は、活性な植物抽出物およびこれらの抽出物の中で二核酵素を特異的に阻害する
特定の化合物を識別するために阻害アッセイと化学的デレプリケーション法を組み合わせ
る方策を実施する。この手法は薬剤の構造を最適化し、効果を最大限にするための天然物
の単離、有機合成、分子モデリング、および酵素阻害アッセイの組み合わせを含む。この
方法は、「Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ，Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ａｎｄ
　Ｄｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ　Ｎａｔｕｒａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ
　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ
」という表題で２００２年６月２７日に提出され、本願明細書にその全文を参照で組み入
れられる米国特許公開第１０／１８５，７５８号明細書に述べられている。この方法の有
効性は下記で実施例の節に述べられるようにチロシナーゼ阻害アッセイを使用して実証さ
れる。この発明の方法に従って評価されたジアリールアルカン類の純度は０．０１％から
１００％の範囲にあって、化合物（類）を得るために使用される方法論によって決まる。
【００４３】
　好ましい実施形態では、必要性を有する宿主に投与されるジアリールアルカンの用量は
有効で無毒の量であって、概して、最終製剤の合計重量に基づき０．００１％から１００
％の範囲、および／または宿主の体重に基づき１キログラム当たり０．０１ｍｇから２０
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０ｍｇの範囲から選択される。当業者は、日常的な臨床試験を使用して、治療する特定の
病気のために最適の用量を判定することが可能である。本発明は、望ましい生理学的活性
を有する物質の組成物を得るための、ジアリールアルカンの合成、および／または単離、
精製および製剤について商業的に実現可能な選択肢を提供する。本発明の組成物は当業者
に知られているいずれの方法によって投与されることも可能である。投与の様式は、限定
はされないが、腸溶性（経口）投与、非経口性（静脈内、皮下、および筋肉内）投与、お
よび局所塗布を含む。本発明による治療の方法は、合成された、および／または単一の植
物または複数の植物から単離された純粋または混合物のジアリールアルカン類を、治療に
有効な量で必要とする宿主に内服または局所で投与することを含む。好ましい実施形態で
は、この組成物は局所に投与される。
【００４４】
　前述の概説および下記の詳細な説明の両方が範例であって解説のためのものに過ぎず、
特許請求される本発明を限定するものではないことは理解されるべきである。
【好ましい態様の詳細な説明】
【００４５】
　本発明は概して、二核酵素によって仲介される疾病および状態の予防および治療に関す
る。特に、本発明は二核活性部位を有する酵素の活性を阻害するための方法を含む。本発
明に含まれるものは１つまたは複数のジアリールアルカン（類）で構成される新規の組成
物である。本発明のジアリールアルカン類は１つまたは複数の植物源から単離することが
可能であり、または有機合成によって得られることが可能である。本発明にさらに含まれ
るものはこれらの化合物を天然源から単離するための方法およびこれらの化合物を合成す
るための方法である。一実施形態では、これらのジアリールアルカン類は植物源から単離
される天然由来の化合物の合成化学修飾によって得られる。
【００４６】
　本発明の態様に言及するために様々な用語が本願明細書で使用される。本発明の構成要
素の説明の明瞭化に役立てるために、以下の定義が与えられる。別の方式で規定されない
限り、本願明細書に使用されるすべての技術用語および科学用語は本発明が属する技術の
当業者によって共通して理解される意味を有する。
【００４７】
　本願明細書に使用される用語「或る」の実在はその実在の１つまたは複数を称し、例え
ば、或るジアリールアルカンは１つまたは複数のジアリールアルカンを称する。同様に、
用語「或る」、「１つまたは複数の」および「少なくとも１つの」は本願明細書では交換
可能に使用される。
【００４８】
　本願明細書で使用される「ジアリールアルカン類」は以下の一般構造を有する芳香族化
合物の特定の部類であって、本発明は１つまたは複数のジアリールアルカン類から成る新
規の物質組成物もやはり含み、前記ジアリールアルカン類は以下の一般構造で表わされる
化合物の群から選択され、
【００４９】
【化５】

【００５０】
式中、
Ａｒ１およびＡｒ２は、置換型５または６員の芳香環または芳香族複素環から成る群から
独立して選択され、各々の６員の芳香環または芳香族複素環は、１～５個のＲ’基（Ｒ’

１～Ｒ’５）で独立して置換され、各々の５員の芳香環または芳香族複素環は１～４個の
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Ｒ’基（Ｒ’１～Ｒ’４）で置換されるが、例外としてＡｒ１とＡｒ２の両方が６員の芳
香環、すなわちフェニル基であるとき、Ａｒ１とＡｒ２のうちの少なくとも一方は１～５
個のＲ’基（Ｒ’１～Ｒ’５）で置換され、前記Ｒ’１～Ｒ’５のうちの少なくとも２つ
はＨではなく、
ここで、
Ｒ’は、－Ｈ、－ＯＨ、－ＳＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＳＲ、－ＮＨ２、－ＮＨＲ、－ＮＲ

２、Ｘ、および単糖または２～６個の単糖類から構成されるオリゴ糖のグリコシドから成
る群から独立して選択され、前記単糖（類）は、アルドペントース、メチルアルドペント
ース、アルドヘキソース、ケトヘキソース、およびこれらの化学的誘導体から成る群から
独立して選択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、ＸはＣｌ、Ｂ
ｒ、Ｆ、およびＩから成る群から選択されるハロゲンであり、
Ｒ６およびＲ７は、－Ｈ、－ＯＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＮＨＲ、－ＮＨ２、およびＸから
成る群から独立して選択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、Ｘ
はＣｌ、Ｂｒ、Ｆ、Ｉから成る群から選択されるハロゲンであり、ｎ＝１～１０である。
好ましい実施形態ではｎ＝２～４である。
【００５１】
　一実施形態では、前記ジアリールアルカン類は以下の一般構造で表わされる化合物の群
から選択され、
【００５２】
【化６】

【００５３】
式中、
Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５、Ｒ’１、Ｒ’２、Ｒ’３、Ｒ’４、およびＲ’５は、－
Ｈ、－ＯＨ、－ＳＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＳＲ、－ＮＨ２、－ＮＨＲ、－ＮＲ２、Ｘ、お
よび単糖または２～６個の単糖類から構成されるオリゴ糖のグリコシドから成る群から独
立して選択され、前記単糖（類）は、アルドペントース、メチルアルドペントース、アル
ドヘキソース、ケトヘキソース、およびこれらの化学的誘導体から成る群から独立して選
択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、ＸはＣｌ、Ｂｒ、Ｆ、Ｉ
から成る群から選択されるハロゲンであり、Ｒ１～Ｒ５のうちの少なくとも２つ、または
Ｒ’１～Ｒ’５のうちの少なくとも２つはＨではなく、
Ｒ６、およびＲ７は、－Ｈ、－ＯＨ、－ＯＲ、－ＣＮ、－ＮＨＲ、－ＮＨ２、およびＸか
ら成る群から独立して選択され、Ｒは１～２０個の炭素原子を有するアルキル基であり、
ＸはＣｌ、Ｂｒ、Ｆ、およびＩから成る群から選択されるハロゲンであり、ｎ＝１～１０
である。好ましい実施形態ではｎ＝２～４である。
【００５４】
　本願明細書で使用される「ジアリールアルカノール」は２つの芳香環の間のアルキル炭
素に付いた少なくとも１つのヒドロキシル基（Ｒ６および／またはＲ７＝－ＯＨ）を有す
る特定のタイプの「ジアリールアルカン類」である。
【００５５】
　本願明細書に使用される「二核酵素」は二核活性部位を有する酵素を称し、その範例は
上記で検討されたように活性部位に２つの銅イオンを有するチロシナーゼである。限定は
されないが、二核酵素はチロシナーゼ、アルギナーゼ、ウレアーゼ、チトクロムｃオキシ
ダーゼ、プロトンポンプヘム銅酸化酵素、二機能一酸化炭素デヒドロゲナーゼ／アセチル
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Ｃｏ－Ａシンターゼ、リボヌクレオチド還元酵素、メタロ－β－ラクタマーゼ、Ｈ（＋）
－ＡＴＰアーゼおよび代替オキシダーゼ、および細菌性ホスホトリエステラーゼを含む。
【００５６】
　本願明細書に使用される「治療の」は、防止、治療および／または予防を含む。使用時
には、治療はヒトならびに他の動物に向けられる。
　「医薬としてまたは治療薬として有効な用量または量」は望ましい生物学的結果を誘導
するのに十分な用量を称する。その結果は疾病の徴候、症状、または原因の緩和、または
いずれかの他の生物学的システムの望ましい変化であることもあり得る。正確な用量は、
限定はされないが、対象の年齢およびサイズ、疾病および達成される治療を含めた様々な
要因に応じて変わるであろう。
【００５７】
　「プラセボ」は不活性な物質で疾病の徴候、症状、または原因を緩和することが起こり
得て、望ましい生物学的を誘導するのに十分な医薬または治療薬として有効な投与もしく
は投与量の置き換え物質を称する。
【００５８】
　「宿主」または「患者」または「対象」は治療が望まれる生きた哺乳動物、ヒト、また
は動物である。「宿主」または「患者」または「対象」は概して、本発明の方法に従って
実施される治療の受容対象を称する。本願明細書に述べられる発明が獣医ならびにヒト用
途に使用され得ること、「宿主」という用語が限定の方式で解釈されてはならないことは
気付かれるはずである。獣医用途のケースでは、投与量の範囲は下記で述べられるように
動物の体重を考慮して決定される可能性が高い。
【００５９】
　本願明細書で使用される「医薬として許容可能な担体」は、活性成分の生物学的活性の
有効性を妨げず、投与される宿主に対して毒性が無いあらゆる担体を称する。限定はされ
ないが、「医薬として許容可能な担体」の範例は生理食塩水溶液、すなわちリンゲル液、
緩衝生理食塩水溶液、水、デキストロース溶液、血清アルブミン、および処方を錠剤およ
びカプセルにするための他の賦形剤および保存料といったいずれの標準的な医薬担体も含
む。
【００６０】
　本発明は二核活性部位を有する、本願明細書で二核酵素と称される酵素の活性を阻害す
るための方法を含み、前記方法は有効量の１つまたは複数のジアリールアルカン（類）を
、必要とする宿主に投与することを含み、前記ジアリールアルカン類は合成され、および
／または１つまたは複数の植物から単離される。本発明の範囲に含まれる二核酵素の範例
は、限定はされないが、チロシナーゼ、アルギナーゼ、ウレアーゼ、チトクロムｃオキシ
ダーゼ、プロトンポンプヘム銅酸化酵素、二機能一酸化炭素デヒドロゲナーゼ／アセチル
Ｃｏ－Ａシンターゼ、リボヌクレオチド還元酵素、メタロ－β－ラクタマーゼ、Ｈ（＋）
－ＡＴＰアーゼおよび代替オキシダーゼ、および細菌性ホスホトリエステラーゼを含む。
一実施形態では二核酵素はチロシナーゼである。
【００６１】
　本発明はまた、二核酵素の活性に関連する疾病および状態の予防および治療のための方
法を含む。本発明による予防と治療の方法は治療に有効な量の１つまたは複数のジアリー
ルアルカン（類）を、必要とする宿主に内服または局所で投与することを含む。阻害され
る二核酵素に応じて、ジアリールアルカンは抗微生物剤、抗真菌剤、抗マラリア剤、抗ウ
ィルス剤、雄および雌の性的刺激を制御する手段としての一酸化窒素生成の調節剤、抗炎
症薬剤、酸化防止剤、薬剤代謝の調節剤、歯周病、口腔の前癌状態、口腔の癌、および他
の口腔の悪性疾患、過敏な歯ぐきと歯、続発症、歯髄炎、刺激状態、口腔義歯の身体移植
、外傷性傷害、損傷、歯軋りおよび口内、歯ぐきまたは舌の他の小さな傷によって引き起
こされる痛みと炎症、歯の疫病および結石、歯の脱石灰、タンパク質分解、および虫歯（
腐食）の予防と治療のため、および癌および充実性腫瘍の成長の阻害剤として使用するこ
とが可能である。
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【００６２】
　本発明はさらに、メラニンの過剰生成または不均一な分布に関連した疾病および状態の
予防と治療のための方法を含み、前記方法は治療に有効な量の１つまたは複数のジアリー
ルアルカン（類）を、必要とする宿主に内服または局所で投与することを含む。メラニン
の過剰生成または不均一な分布に関連した疾病および状態は、限定はされないが、日焼け
、（皮膚の老化、肝臓疾患、火傷および局所外傷によって引き起こされる）色素沈着過度
の斑点、（真菌、微生物、およびウィルス感染によって生じる炎症状態に起因する）皮膚
の色素沈着、白斑、上皮性悪性腫瘍、メラノーマ、ならびに他の哺乳動物の皮膚病を含む
。
【００６３】
　この方法はまた、紫外（ＵＶ）放射、化学物質、熱、風および乾燥環境への曝露から結
果として生じる皮膚の黒化および損傷を予防および治療するために使用されることも可能
である。最後に、この方法は皺、たるんだ皮膚、目の周囲の皺とくまを予防および治療し
、過敏な皮膚を落ち着かせ、皮膚炎および他のアレルギー関連の皮膚の状態を予防および
治療するために使用することが可能である。上述の皮膚の疾病および状態の予防および治
療のための使用に加えて、本願明細書に述べられる医薬組成物は改善された皮膚の色、向
上した弾力性、減少させられて遅らされる老化、促進された若々しい外見ときめ、および
増大したしなやかさ、硬さ、滑らかさおよび柔軟性を伴なった滑らかで若々しい皮膚の外
観の恩典をもたらす有効な組成物を与える。
【００６４】
　金属イオンでキレートすることによって、ジアリールアルカンは宿主の血流中に必須の
金属イオンを送達するため、および／または皮膚または血液／脳関門、ならびに他の膜を
透過して金属イオンを輸送するために使用されることもやはり可能である。この実施形態
では、本方法は治療に有効な量の１つまたは複数のジアリールアルカン（類）を、送達さ
れるべき金属イオン（類）と一緒に、必要とする宿主に投与することを含む。この能力の
中で、限定はされないが、貧血およびその他の鉄欠乏症、炎症、肥満と糖尿病、歯周病、
口腔の前癌状態、口腔の癌、および他の口腔の悪性疾患、過敏な歯ぐきと歯、続発症、歯
髄炎、刺激状態、口腔義歯の身体移植、外傷性傷害、損傷、歯軋りおよび口内、歯ぐきま
たは舌の他の小さな傷によって引き起こされる痛みと炎症、歯の疫病および結石、歯の脱
石灰、タンパク質分解、および虫歯（腐食）、ウィルス感染を含む疾病および状態を治療
するためにジアリールアルカン類が使用することが可能である。限定はされないが、この
金属イオンは銅、鉄、亜鉛、セレン、マグネシウム、および他の金属イオンを含む群から
選択される。
【００６５】
　さらに別の実施形態では、ジアルキルアルカン類が食品産業で果実、キノコ、および他
の食料品の褐変および色変化を防止するために使用することが可能である。
　以下に従って使用することが可能であるジアリールアルカンは上述の一般構造で例示さ
れる化合物を含む。本発明のジアリールアルカン類は合成法によって得られることが可能
であり、または限定はされないが、キク科（Compositae）、マメ科（Fabaceae）、クスノ
キ科（Lauraceae）、マメ科（Leguminosae）、ユリ科（Liliaceae）、ヤドリギ科（Loran
thaceae）、クワ科（Moracea）、およびニクズク科（Myristicaceae）を含む群から選択
される１つまたは複数の植物の科から単離することが可能である。本発明のジアリールア
ルカン類は、限定はされないが、アカシア（Acacia）、コウゾ（Broussonetia）、キキョ
ウラン（Dianella）、ムギワラギク（Helichrysum）、イリアンテラ（Iryanthera）、ク
ネマ（Knema）、クロモジ（Lindera）、シタン（Pterocarpus）、ヤドリギ（Viscum）、
およびキサントセルシス（Xanlhocercis）を含む高木植物の属から抽出、濃縮、および精
製することが可能である。これらのジアリールアルカン類は、限定はされないが、茎、茎
の皮、心材、幹、幹の皮、小枝、塊茎、根、根の皮、葉柄、種子、地下茎、花および他の
繁殖可能な組織、葉および他の空中の部分を含む植物の多様な部分に見出することが可能
である。一実施形態では、ジアリールアルカン類はコウゾ属、キキョウラン属、およびイ
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リアンテラ属の植物または植物類から単離される。
【００６６】
　他の実施形態では、本発明のジアリールアルカン類は合成によって得られる。この発明
に含まれるのはジアリールアルカン類およびジアリールアルカノール類を合成する方法で
あって、前記方法は以下の一般構造を有する化合物を還元することを含み、
【００６７】
【化７】

【００６８】
式中、
Ｒ１～Ｒ５およびＲ’１～Ｒ’５およびｎは上記に定義される通りであり、Ｒ６とＲ７は
一緒に１つまたは複数のカルボニル基を形成する。還元剤はアルコール類へのケトン類の
還元のためのいずれの知られている還元剤から選択されることも可能であり、限定はされ
ないが、ボロヒドリド類、触媒存在下でのＨ２、ＮａＨ、およびＬｉＡｌＨ４を含む。一
実施形態では、還元剤はＮａＢＨ４である。
【００６９】
　さらに別の実施形態では、ジアリールアルカン類は植物源から単離される天然由来の化
合物の合成化学修飾によって得られる。例えば、天然由来の化合物のブテインが植物源か
ら単離され、脱水処理され、還元されて相当するジアリールアルカノールを生じる。
【００７０】
　さらに別の実施形態では、ジアリールアルカン類は２つの適切な置換型芳香族化合物の
反応によって得られる。２つの置換型芳香族化合物からこれらの化合物を合成するための
実現可能な化学反応は、限定はされないが、置換型ベンズアルデヒドと置換型アセトフェ
ノンの間のアルドール縮合、アルデヒドとケトンの間のクライゼン－シュミット反応もし
くは交差アルドール縮合、分子上のカルボニル基への付加反応を通じて１つの置換型芳香
環を第２の置換型芳香環に連結する有機マグネシウムハロゲン化物を使用したグリニャー
ル反応、分子内異性化によるクライゼン転位（ここでは適切な置換基を備えたエステル化
フェノールがフェノールのオルトの位置で第２の芳香環に結合するように異性化され、続
いて還元反応が行なわれるであろう）、および鈴木カップリング反応（ここでは２つの置
換型芳香環がアリールボロン酸へと変換され、次いで、慎重に選択されるパラジウム触媒
を使用してハロゲン化アルキルによって連結される）を含む。これらの反応は当業者によ
く知られており、そのような反応のための条件はこれらの化合物の合成に関して本願明細
書に開示される情報を使用して決定することが可能である。
【００７１】
　本出願全体にわたって様々な引用が与えられることに留意すべきである。これらの引用
の各々は本願明細書に参照でその全文を特に組み入れられる。
　本発明は、活性な植物抽出物およびこれらの抽出物の中で二核酵素チロシナーゼを特異
的に阻害する特定の化合物を識別するためにチロシナーゼ阻害アッセイを化学的デレプリ
ケーション法と組み合わせる方策を実施する。上記で言及したように、チロシナーゼを阻
害する酵素はメラニン生成の減少につながり、したがって、皮膚を効果的に白くすること
が可能である。実施例１で述べられるように、乾燥植物粉末を有機溶剤で抽出することに
よって植物抽出物のライブラリが作り出された。実施例２で述べられるように、チロシナ
ーゼ阻害アッセイはＪｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｉｇｍｅｎｔ．Ｃｅｌｌ　
Ｒｅｓ．１５：３３５によって報告された方法に従って展開された。このアッセイを使用
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して、合計１１４４の植物抽出物が、キノコのチロシナーゼの活性を阻害するそれらの能
力について選別された。この一次選別は強力なチロシナーゼ阻害活性を備えた２０の植物
抽出物（ヒット率１．７５％）を識別した。表１は、４つの異なる属から単離された４つ
のこれら抽出物のチロシナーゼ阻害割合を描いている。
【００７２】
　活性な植物抽出物から活性な化合物を効率的に識別するために、実施例３で述べられる
ように高い処理能力の分画法が使用された。簡単に述べると、活性抽出物は高処理能力精
製（ＨＴＰ）システムを使用して分画された。各々の画分はその後、実施例２で述べられ
る一次アッセイのように、チロシナーゼ活性を阻害するその能力について試験された。デ
レプリケーションの後、ＰＤＡを備えたＨＰＬＣと、分かっているチロシナーゼ阻害剤（
例えばポリフェノール類およびクロモン類）を含む画分の構造データベース検索と除外に
連結されたＭＳ検出器の組み合わせを使用し、具体例を示す目的でヒメコウゾＳｉｅｂ．
Ｅｔ　Ｚｕｃｃ（クワ科）およびキキョウラン（Ｌ．）ＤＣ（ユリ科）の抽出物を使用し
て合計７つの活性抽出物が、実施例４～６に述べられるようにバイオアッセイの手引書に
よる大規模の単離精製のために選び出された。
【００７３】
　実施例４は、実施例１～３で述べられる一般的方法を使用したヒメコウゾＳｉｅｂ．Ｅ
ｔ　Ｚｕｃｃ（クワ科）（植物全体）からの新規のジアリールアルカン、すなわち１－（
２－メトキシ－４－ヒドロキシフェニル）－３－（２’－ヒドロキシ－５’－メトキシフ
ェニル）－プロパン（ＵＰ２８８）（１）の抽出、分離および精製を述べている。図４は
ＵＰ２８８を含むＨＴＰ画分のＨＰＬＣ／ＵＶクロマトグラムを例示している。活性化合
物ＵＰ２８８の構造は実施例４に述べられるように分光法の組み合わせを使用して解明さ
れた。図５はＵＰ２８８の化学構造および１３Ｃ－ＮＭＲスペクトルを描いている。図６
はコウジ酸に相対したＵＰ２８８に関してチロシナーゼ阻害の用量反応曲線およびＩＣ５

０値を例示している。この図は、ＵＰ２８８（１）がコウジ酸のように強力なチロシナー
ゼ阻害剤であってＩＣ５０＝２４μＭを有することを例示している。
【００７４】
　意外にも、全く異なる科の植物であるキキョウラン（Ｌ．）ＤＣ（ユリ科）から、実施
例５で述べられるように２つの類似したジアリールアルカンが単離および同定された。図
７はキキョウラン（Ｐ０３８９）（植物全体）からのこれら２つの活性化合物（ＵＰ３０
２ａ（２）およびＵＰ３０２ｂ（３））のバイオアッセイの手引書による単離を図式的に
描いている。図７を参照すると、合計２６４の収集サンプルからわずか１５のカラム画分
が強力なチロシナーゼ阻害を示したことが理解され得る。組み合わされた活性画分のＨＰ
ＬＣ分析（図８）は活性化合物が既に濃密に濃縮された最良のプールの中の微量成分であ
ることを示した。労力を費やす分離精製の努力が２つの新たな活性化合物をもたらし、こ
れらは実施例５および図９に例示されるようにＮＭＲおよび他の分光学的な方法によって
１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジヒドロキシフ
ェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ａ、ＩＣ５０＝０．２４μＭ）（２）および１－（３－
メチル－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，５’－ジヒドロキシフェニル）－
プロパン（ＩＰ３０２ｂ、ＩＣ５０＝１．２μＭ）（３）であると十分に定性分析された
。
【００７５】
　実施例６はキキョウラン（ＤＥ）（植物全体）から単離される最も強力なチロシナーゼ
阻害剤であるＵＰ３０２ａ（２）の大規模単離を述べている。実施例６を参照すると、４
．３ｋｇの乾燥バイオマスからシリカゲルＣＧ－１６１およびＣ－１８樹脂による多数回
のカラム分画の後に合計３０ｍｇの純粋なＵＰ３０２ａ（２）が得られた。単離された化
合物の構造および生物学的機能が確認された。
【００７６】
　ジアリールアルカン／ジアリールアルカノールの低い天然の潤沢度のせいで、これら生
物学的に活性な化合物を合成するための方法がこの部類の化合物の代替の商業的供給源と
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して開発された。実施例７は置換型カルコンの還元を介したジアリールアルカン類の合成
のための一般的な方法を述べている。具体例を示す目的で、水素化ホウ素ナトリウムを使
用した１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３’，４’－ジメトキシフェニル
）－１－プロパノール（５）への２，４－ジヒドロキシフェニル）－３’，４’－ジメト
キシフェニルカルコン（４）の還元が述べられている。しかしながら、実施例７で述べら
れるようにいくつかの他のジアリールアルカンがこの一般的な方法を使用して合成されて
いる。合成された化合物のすべてが高から中程度のチロシナーゼ阻害活性を示した。実施
例７に述べられた一般的な方法を参照すると、いずれの他の知られている還元剤もこの還
元を達成するために使用することが可能であって、限定はされないが、他のボロヒドリド
類、触媒存在下でのＨ２、ＮａＨ、およびＬｉＡｌＨ４を含む。
【００７７】
　実施例７に述べられた一般的な反応を使用して、いくつかの他の置換型ジアリールプロ
パノンが実施例８、９および１０に実証されたようにジアリールプロパンおよび／または
ジアリールプロパノールへと変換された。実施例１１は出発材料の天然源から単離される
フラボノイドのグリコシドを使用してジアリールプロパノールの合成を実証している。
【００７８】
　他の実施形態では、本発明は２つの適切な置換型芳香族化合物の反応によってこの部類
の化合物を合成するための方法を含む。この実施形態は、具体例を示す目的で３－メトキ
シ－４－ヒドロキシ桂皮酸とレゾルシノールの反応を使用して実施例１２に例示されてい
る。２つの置換型芳香族化合物からこれらの化合物を合成するための実現可能な化学反応
は、限定はされないが、置換型ベンズアルデヒドと置換型アセトフェノンの間のアルドー
ル縮合、アルデヒドとケトンの間のクライゼン－シュミット反応もしくは交差アルドール
縮合、分子上のカルボニル基への付加反応を通じて１つの置換型芳香環を第２の置換型芳
香環に連結する有機マグネシウムハロゲン化物を使用したグリニャール反応、分子内異性
化によるクライゼン転位（ここでは適切な置換基を備えたエステル化フェノールがフェノ
ールのオルトの位置で第２の芳香環に結合するように異性化され、続いて還元反応が行な
われるであろう）、および鈴木カップリング反応（ここでは２つの置換型芳香環がアリー
ルボロン酸へと変換され、次いで、慎重に選択されるパラジウム触媒を使用してハロゲン
化アルキルによって連結される）を含む。これらの反応は当業者によく知られており、そ
のような反応のための条件はこれらの化合物の合成に関して本願明細書に開示される情報
を使用して決定することが可能である。
【００７９】
　実施例１３は、本発明の方法に従って合成されたいくつかのジアリールアルカンおよび
ジアリールアルカノールについてＩＣ５０値を述べている。これらの化合物は実施例２に
述べられた一般的な方法を使用して評価された。各々のサンプルのＩＣ５０値は、特定の
時間および濃度で反応が直線的であったことを確認するための反応速度論ソフトウェアを
使用して計算された。実施例７～１２に述べられた方法を使用して合計２４の化合物が合
成され、チロシナーゼを阻害する能力について評価された。これらの結果は表２に述べら
れる。表２を参照すると、合成ジアリールアルカノールのＩＣ５０が天然由来のジアリー
ルプロパンに匹敵することが理解され得る。したがってこれら２つの部類の化合物はほぼ
同じ量にチロシナーゼを阻害することが可能である。最も活性なジアリールアルカン類お
よび／またはジアリールアルカノール類は２つの芳香環の間に３つの炭素を有した。実施
例１７に述べられる計算を使用して、平行かつ重なり合った分子内立体構造を作り出すた
めにこの構造的特徴が重大であると実証された。しかしながら、１－（２，４－ジヒドロ
キシフェニル）－２－（４’－メトキシフェニル）－１－エタノール（ＩＣ５０＝７７μ
Ｍ）および１，４－ビス－（３，４－ジヒドロキシフェニル）－２，３－ジメチルブタン
（ＩＣ５０＝７００μＭ）のように２つの芳香環の間に２つおよび４つの炭素を含むジア
リールアルカノールもやはりチロシナーゼ活性を大幅に阻害することが可能であった。
【００８０】
　実施例２に述べられた方法を使用し、ＵＰ３０２ａ（２）によるチロシナーゼの阻害を
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、実施例１４に述べられるように基質としてＬ－ＤＯＰＡを使用して評価した。これらの
結果は図１０に述べられる。この研究はＵＰ３０２ａ（２）が長期持続効果を有する強力
な競合阻害剤であることを明らかにした。興味深いことに、チロシナーゼ活性はＵＰ３０
２ａとのインキュベーションの後の数日間は再開されなかった。対照的に、コウジ酸との
インキュベーションの後のわずか１時間後にチロシナーゼ活性は完全に復元されたＵＰ３
０２ａの芳香環への置換基のうちの２つはメトキシ基であったので、阻害剤が容易にヒド
ロキシル化および／または酸化されることはあり得ない。これはＵＰ３０２ａの阻害活性
の有効性および持続性の両方を説明することができる。このようにして、これらの化合物
が長期持続性の効果を有すると結論付けられることが可能である。
【００８１】
　特許請求される組成物の有効性は、実施例１５に述べられるように、Ｂ－１６細胞株の
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで形成されるメラニンの阻害を測定することによってもやはり実証され
た。これらの結果は図１１に述べられる。ＵＰ３０２ａ（２）による内因性メラニンの減
少量はコウジ酸のそれよりもほぼ６倍大きかった。付け加えると、ＵＰ３０２ａによるＭ
ＳＨ誘発型メラニン生成の阻害もやはりコウジ酸よりも有意に大きかった。予期されたよ
うに、ＵＰ２８８（１）はＢ－１６細胞株のモデルでコウジ酸に匹敵した。
【００８２】
　実施例１６は２つのジアリールプロパンＵＰ２８８（１）とＵＰ３０２ａのコウジ酸に
相対した細胞毒性を評価するためのアッセイを述べている。３つの被検化合物すべてのＩ
Ｃ５０よりも高い２５０μＭの濃度で、ジアリールプロパンはコウジ酸のそれに類似した
安全性のプロファイルを示した。
【００８３】
　実施例１７は、活性ジアリールアルカン類およびジアリールアルカノール類の最も安定
な３－Ｄ構造を判定するために実施された分子モデリング分析を述べている。分子力学の
計算はＣｈｅｍ３Ｄソフトウェアを使用して実施された。これらの計算は、最も強力なチ
ロシナーゼ阻害剤である１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’
，４’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ａ（２）、ＩＣ５０＝０．２４
μＭ）が極めて独特の三次元構造を有し、図１２に例示されるように２つの芳香環が互い
に重なり合っていることを明らかにした。立体構造に関して最小化される全体的エネルギ
ーは－４．７０３４ＫＪ／Ｍｏｌであり、２つの芳香環の間の距離は３．２８Åである。
第１の芳香環上のフェノール性ヒドロキシル基は第２の芳香環上の２つのメトキシ基の真
上にあり、２つの酸素原子との間の距離は図１４に例示されるようにそれぞれ２．９９Å
および３．１６Åである。二核酵素チロシナーゼの活性部位は過酸化物の酸化状態［Ｃｕ
ＩＩ－Ｏ２－ＣｕＩＩ］にある酸素分子へと錯化された２つの銅イオンを有し、これは、
チロシナーゼが（チロシンなどの）モノフェノールの芳香環のオルトの位置でのヒドロキ
シル基の導入を触媒するメカニズムにとって重要である。（Ｄｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
（２０００）Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．３９：１５９１）。原子間距離は、
Ｃｕ－Ｃｕについては３．５６Å、Ｃｕ－Ｏについては１．９０Å、およびＯ－Ｏについ
ては１．４１Åであると報告された。（Ｋｉｔａｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｊ
．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１１：８９７５）。１－（３－メチル－２，４－ジメトキ
シフェニル）－３－（２’，４’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ａ、
ＩＣ５０＝０．２４μＭ）の平行構造は、図１３および１４に例示されるように［ＣｕＩ

Ｉ－Ｏ２－ＣｕＩＩ］錯体の両方の銅イオンと、上部および下部の両方から完全にキレー
トする。阻害剤による活性部位の両方の銅イオンへのこの二重のキレート形成は酵素への
Ｌ－ドーパなどの基質の接近を完全に遮断し、したがってこのタンパク質の機能を効果的
に阻害するであろう。同じ手法を使用して、表２にリストアップされた単離および合成ジ
アリールアルカン類およびジアリールアルカノール類が分析された。この分析の結果は、
捻れ型または非平行型構造を有する化合物がチロシナーゼの活性を阻害する能力を有さな
いかまたは弱い能力を有するかのどちらかであることを示した。
【００８４】
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　これらの研究から、最も効果的なジアリールアルカン阻害剤が第１の芳香環上に２～３
個の置換基、第２の芳香環上に０～複数個の置換基を有すると判定された。最も好ましい
構造は、少なくとも一方の芳香環が位置２および４で置換される構造である。これらの環
は、単離された２つの化合物１－（２－ヒドロキシ－４－メトキシフェニル）－３－（２
’，３’，４’，５’－テトラヒドロ－ベゾ（ｂ）ジオキソシン－８－イル）－１－プロ
パノール、ＩＣ５０＝７２μＭ、および３－（５’－クロロ－１’－メチル－１’－ヒド
ロイミダゾール－２’－イル）－１－（２－ヒドロキシ－４－メトキシフェニル）－１－
プロパノール、ＩＣ５０＝２２５μＭによって実証されるように６員の芳香環および／ま
たは芳香族複素環であることが好ましい。
【００８５】
　本発明の組成物は当業者に知られているいずれの方法によって投与されることも可能で
ある。投与の様式は、限定はされないが、腸溶性（経口）投与、非経口性（静脈内、皮下
、および筋肉内）投与、および局所塗布を含む。本発明による治療の方法は、治療に有効
な量のジアリールアルカンまたは２つ以上のジアリールアルカン類の混合物を、必要とす
る患者に内服または局所で投与することを含む。
【００８６】
　本発明の組成物は医薬組成物として処方することが可能であって、これは医薬および／
または化粧品として許容可能な賦形剤、アジュバント、および／または担体などの他の化
合物を含む。例えば、本発明の組成物は治療される宿主が受容することが可能な賦形剤中
に処方することが可能である。賦形剤はジアリールアルカンまたはジアリールアルカン類
の混合物などの治療薬剤のための希釈剤またはベヒクルとして使用される不活性の物質で
ある。そのような賦形剤の範例は、限定はされないが、水、バッファ、生理食塩水、リン
ゲル液、デキストロース溶液、マンニトール、ハンクス液、保存料、および他の水性の生
理学的平衡塩類溶液を含む。固定油、ゴマ油、オレイン酸エチル、またはトリグリセリド
などの非水性の賦形剤もやはり使用することが可能である。他の有用な処方はカルボキシ
メチルセルロースナトリウム、ソルビトールまたはデキストランといった増粘剤を含む懸
濁液を含む。賦形剤はまた、等張性および化学的安定性を高める物質などの微量の添加剤
を含むこともあり得る。バッファの範例はリン酸バッファ、重炭酸バッファ、トリスバッ
ファ、ヒスチジン、クエン酸、およびグリシン、またはそれらの混合物を含み、その一方
で保存料の範例は、限定はされないが、ＥＤＴＡ、ＥＤＴＡ二ナトリウム、ＢＨＡ、ＢＨ
Ｔ、ビタミンＣ、ビタミンＥ、亜硫酸水素ナトリウム、ＳｎＣｌ２、チメロサール、ｍ－
またはｏ－クレゾール、ホルマリンおよびベンジルアルコールを含む。標準的な処方は液
体、または投与のために懸濁液もしくは溶液として適切な液体中に取られることが可能な
固体のどちらかである。したがって液体以外の処方では、賦形剤はデキストロース、ヒト
血清アルブミン、保存料を含んでも良く、これに滅菌水または生理食塩水が投与前に添加
されても良い。
【００８７】
　本発明の一実施形態では、組成物はアジュバントまたは担体を含むこともやはり可能で
ある。アジュバントは通常、特定の生理活性薬剤に対する宿主の生物学的応答を概して促
進する物質である。限定はされないが、適切なアジュバントはフロイントアジュバント、
他の細菌細胞壁成分、アルミニウム、マグネシウム、銅、亜鉛、鉄、カルシウム、および
他の金属イオンに基づく塩、シリカ、ポリヌクレオチド、トキソイド、血清タンパク質、
ウィルス被覆タンパク質、他の細菌由来の製剤、γ－インターフェロン、ブロック共重合
体アジュバント（例えばＨｕｎｔｅｒ’ｓ　Ｔｉｔｅｒｍａｘアジュバント（Ｖａｘｃｅ
ｌ．ＴＭ．，Ｉｎｃ．Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，Ｇａ）、Ｒｉｂｉアジュバント（Ｒｉｂｉ　Ｉ
ｍｍｕｎｏＣｈｅｍ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，Ｍｏｎｔ．から
入手可能））、およびサポニン類とその誘導体（例えばＱｕｉｌ　Ａ（Ｓｕｐｅｒｆｏｓ
　Ｂｉｏｓｅｃｔｏｒ　Ａ／Ｓ，Ｄｅｎｍａｒｋから入手可能））を含む。担体は通常、
治療される宿主内で治療組成物の半減期を増大させる化合物である。限定はされないが、
適切な担体はポリマーの制御放出製剤、生体分解性の移植物、リポソーム、細菌、ウィル
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ス、オイル類、エステル類、およびグリコール類を含む。
【００８８】
　一実施形態では、組成物は制御放出製剤として調製され、これは本発明の組成物を徐々
に宿主の中に放出する。本願明細書で使用されるように、制御放出製剤は制御放出賦形剤
の中に本発明の組成物を含む。適切な制御放出賦形剤は当業者に知られているであろう。
好ましい制御放出製剤は生体分解性（すなわち生体浸食性）である。
【００８９】
　本発明の治療薬剤は、限定はされないが、軟膏、ゲル、ローション、またはクリーム系
を含む治療組成物を局所投与するための当業者に知られているいずれかの適切な手段によ
って、または練り歯磨き、うがい薬として、またはデンタルフロス材料にコーティングさ
れて、またはエマルジョンとして、パッチ、包帯またはマスク、非粘着性ガーゼ、帯具、
綿棒、ふき取り布として局所的に投与されることが好ましい。実施例１８は処方の合計重
量中で純粋および／または混合物のジアリールアルカン（類）０．０１％および０．１％
の活性内容物を備えた２つのクリーム製剤の調製を述べている。そのような局所塗布剤は
、局所性投与のための知られているいずれかの標準的手段を使用して疾患に冒されたいず
れの領域にも局所的に投与することが可能である。治療組成物は投与の方法に応じて様々
な単位用量形式で投与することが可能である。特定の様式の供給については、本発明の治
療組成物は本発明の賦形剤の中に処方されても良い。本発明の治療薬剤はいずれの宿主に
投与されることも可能であって、宿主は哺乳動物であることが好ましく、ヒトであること
がさらに好ましい。投与の特定の様式は治療される状態に応じて決まるであろう。
【００９０】
　一実施形態では、適切な軟膏は望ましい濃度、すなわち局所処方の総重量に基づいて０
．００１％から１００％の範囲から概して選択される有効で無毒性の量の単一のジアリー
ルアルカンまたは２つ以上のジアリールアルカン類の混合物、６５～１００％（好ましく
は７５～９６％）の白色軟パラフィン、０～１５％の流動パラフィン、および０～７％（
好ましくは３～７％）のラノリンまたはその誘導体もしくは合成同等物で構成される。他
の実施形態では、この軟膏はポリエチレン－流動パラフィンのマトリックスを含むことも
可能である。
【００９１】
　一実施形態では、適切なクリームは上記に与えられるような望ましい濃度の単一のジア
リールアルカンまたは２つ以上のジアリールアルカン類の混合物と一緒になった乳化系で
構成される。この乳化系は２～１０％のポリオキシエチレンアルコール類（例えば商標名
Ｃｅｔｏｍａｃｒｏｇｏｌ　１０００で入手可能な混合物）、１０～２５％のステアリル
アルコール、２０～６０％の流動パラフィン、および１０～６５％の水、これらと共に１
％のＮ，Ｎ”－メチレンビス［Ｎ’－［３－（ヒドロキシメチル）－２，５－ジオキソ－
４－イミダゾリジニル］尿素］（Ｉｍｉｄｕｒｅａ　ＵＳＮＦの名称で入手可能）、０．
１～１％のアルキル４－ヒドロキシ安息香酸（例えば商標名ＮｉｐａｓｔａｔでＮｉｐａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから入手可能な混合物）、０．０１～０．１％のブチル４－
ヒドロキシ安息香酸ナトリウム（商標名Ｎｉｐａｂｕｔｙｌ　ｓｏｄｉｕｍでＮｉｐａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから入手可能）、および０．１～２％のフェノキシエタノール
で構成される。
【００９２】
　一実施形態では、適切なゲルは半固体系で構成され、ここでは液相が高度の架橋を伴な
った三次元ポリマーマトリックスの中に拘束される。この液相は水と共に、望ましい量の
単一のジアリールアルカンまたは２つ以上のジアリールアルカン類の混合物、０～２０％
の水混和性の添加剤（例えばグリセロール、ポリエチレングリコール、またはプロピレン
グリコール）、０．１～１０％、好ましくは０．５～２％の増粘剤（これは、限定はされ
ないが、例えば０．１～２％のメチル４－ヒドロキシ安息香酸（メチルパラベン）または
フェノキシエタノール差量を含む群から選択される１つまたは複数の保存料と一緒になっ
た、限定はされないが、トラガカント、ペクチン、カラギーン、寒天およびアルギン酸を
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含む群から選択される天然物、または限定はされないが、メチルセルロースおよびカルボ
キシポリメチレン（カルボポール）を含む群から選択される合成もしくは半合成の化合物
であっても良い）で構成されても良い。他の適切な担体は望ましい量の単一のジアリール
アルカンまたは２つ以上のジアリールアルカン類の混合物、それと共に７０～９０％のポ
リエチレングリコール（例えばＵ．Ｓ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｆｏｒｍｕｌａｒｙ（ＵＳＮ
Ｆ）に従って調製された４０％のポリエチレングリコール３３５０と６０％のポリエチレ
ングリコール４００を含むポリエチレングリコール軟膏）、５～２０％の水、０．０２～
０．２５％の酸化防止剤（例えばブチル化されたヒドロキシトルエン）、および０．００
５～０．１％のキレート剤（例えばエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ））で構成される
。
【００９３】
　上記で使用された軟パラフィンという用語はクリームもしくは軟膏担体の白色軟パラフ
ィンおよび黄色軟パラフィンを包含する。ラノリンという用語は天然の羊毛脂および精製
された羊毛脂を包含する。ラノリンの誘導体は、これらの物理的または化学的特性を変え
るために化学修飾されているラノリン類を特に含み、合成のラノリン同等物はラノリンの
代替品として医薬および化粧品の技術で知られていて使用され、例えばラノリン代用品と
称されることもあり得る合成または半合成の化合物または混合物を特に含む。
【００９４】
　使用され得るラノリンの或る適切な合成同等物はＳｏｆｔｉｓａｎ６４９として知られ
ている商標名Ｓｏｆｔｉｓａｎで入手可能な材料である。Ｄｙｎａｍｉｔ　Ｎｏｖｅｌ　
Ａｋｔｉｅｎｇｅｓｅｌｌｓｃａｆｔから入手可能なＳｏｆｔｉｓａｎ６４９は天然植物
性脂肪酸、イソステアリン酸、およびアジピン酸のグリセリンエステルであり、その特性
はＨ．Ｈｅｒｍｓｄｏｒｆ　ｉｎ　Ｆｅｔｔｅ，Ｓｅｉｆｅｎ，Ａｎｓｔｒｉｃｈｍｉｔ
ｔｅｌ，Ｉｓｓｕｅ　Ｎｏ．８４，Ｎｏ．３（１９８２），ｐｐ３～６で検討されている
。
【００９５】
　適切な軟膏またはクリーム担体の成分として以上に述べられたその他の物質およびそれ
らの特性は標準的基準の研究、例えば薬局方で検討されている。Ｃｅｔｍａｃｒｏｇｏｌ
　１０００は式ＣＨ３（ＣＨ２）ｍ（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｎＯＨを有し、式中、ｍは１５ま
たは１７であることが可能であり、ｎは２０～２４であることが可能である。ブチル化さ
れたヒドロキシトルエンは２，６－ジ－ｔｅｒｔ－ブチル－ｐ－クレゾールである。Ｎｉ
ｐａｓｔａｔはメチル、エチル、プロピル、およびブチル４－ヒドロキシ安息香酸の混合
物である。
【００９６】
　本発明の組成物は従来の医薬技術によって作り出することが可能である。したがって、
前述の組成物は例えば、高温、好ましくは６０～７０℃で軟パラフィン、あるとすれば流
動パラフィン、およびラノリンまたはその誘導体もしくは合成同等物を一緒に混合するこ
とによって都合良く調製することが可能である。その後、この混合物が室温に冷却され、
コルチコステロイドおよびいずれかの他の成分と共にムピロシンの水和結晶カルシウム塩
を添加された後に適切な分散を確実にするために撹拌することが可能である。
【００９７】
　投与の方式に関係なく、特定の用量は宿主の概算の体重に従って計算される。上述の処
方の各々を含む治療のために適切な用量を決定するために必要とされるこの計算のさらな
る微調整は、特に本願明細書に開示される用量情報および分析の観点で、当業者によって
規定通りに為され、余計な実験を必要とせずに彼らによって日常的に実行される業務の範
囲内である。これらの投与量は、適切な用量反応データと結び付けて利用される用量決定
のための確立された分析法の使用を通じて確認することが可能である。
【００９８】
　以下の実施例は単に具体例を示す目的で与えられるものであって本発明の範囲を限定す
るように意図されていない。
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【実施例１】
【００９９】
　乾燥植物からの有機抽出物の調製
　乾燥処理された植物材料が２ｍｍ以下の粒子サイズに磨り潰され、一部分（６０ｇ）が
三角フラスコに移され、６００ｍｌのメタノール：ジクロロメタン（１：１）で抽出処理
された。この混合物が１時間振とう処理され、濾過され、バイオマスがメタノール：ジク
ロロメタン（１：１）（６００ｍｌ）で再び抽出処理された。各々の植物材料からの有機
抽出物を供給するためにこれらの有機抽出物が組み合わされ、真空下で蒸発処理された。
その後、各々の抽出物（約７５ｍｇ）が１．５ｍｌのＤＭＳＯ中に溶解されて５０ｍｇ／
ｍｌの濃度にされ、これが次いで－７０℃の冷凍庫に貯蔵された。抽出液のアリコートが
実施例２に述べられるチロシナーゼアッセイのために使用された。
【実施例２】
【０１００】
　チロシナーゼ阻害アッセイ
　チロシナーゼ阻害アッセイはＪｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｉｇｍｅｎｔ．
Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．１５：３３５によって報告された方法を使用して実行された。この方
法を使用して、チロシナーゼの基質であるＬ－ドーパをドーパクロムに変換した後に４５
０ｎｍでの吸収をモニターする。チロシナーゼが２０００Ｕ／ｍｌで５０ｍＭのリン酸カ
リウムバッファ、ｐＨ６．８（アッセイバッファ）中に調製され、使用の前に１ｍｌのア
リコートで－２０℃で貯蔵された。分析に使用するために、ストック酵素溶液が解凍され
、アッセイバッファで２００Ｕ／ｍｌに希釈された。基質であるＬ－ＤＯＰＡの２ｍＭ作
業溶液が各々の分析のためにアッセイバッファ中に調製された。サンプルが１０％ＤＭＳ
Ｏ（０．５ｍｌ）中に溶解され、アッセイバッファで５ｍｌに希釈された。反応混合物が
０．０５０ｍｌの２ｍＭ　Ｌ－ＤＯＰＡ、０．０５０ｍｌの２００Ｕ／ｍｌキノコチロシ
ナーゼ、および０．０５０ｍｌの阻害剤で構成された。アッセイバッファで反応体積が２
００μｌに調節された。アッセイは９６穴のＦａｌｃｏｎ３０９７平底マイクロタイター
プレート（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＮＪ）中で実施された。ドーパクロム
の出現はＷＡＬＬＡＣ１４２０　Ｍｕｌｔｉｌａｂｌｅ　Ｃｏｕｎｔｅｒ（Ｔｕｒｋｕ，
Ｆｉｎｌａｎｄ）で測定された。１分当たりの４５０ｎｍでの吸収の変化量（ΔＡ４５０

）によって測定される直線的酵素速度から平均速度が判定された。試験サンプルによるチ
ロシナーゼの阻害割合は次の式（１）を使用してサンプルｖｓ．対照区の吸光度の比較に
よって判定された。
【０１０１】
　　（陰性対照区の吸収－サンプルの吸収）／陰性対照区の吸収×１００　　　　（１）
結果は表１に述べられる。
【０１０２】
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【表１】

【実施例３】
【０１０３】
　活性植物抽出物のＨＴＰ分画
　活性有機抽出物（４００ｍｇ）が予め充填された順相のフラッシュカラム（内径２ｃｍ
×８．２ｃｍ、１０ｇシリカゲル）に装填された。このカラムが（Ａ）５０：５０のＥｔ
ＯＡｃ：ヘキサンおよび（Ｂ）メタノールの勾配移動相を備えたＨｉｔａｃｈｉ高処理能
力精製（ＨＴＰ）システムを使用して５ｍＬ／ｍｉｎの流量で３０分で１００％Ａから１
００％Ｂの条件で溶離された。分離は広帯域波長のＵＶ検出器を使用してモニターされ、
画分はＧｉｌｓｏｎフラクションコレクターを使用して１．９ｍＬ／ｗｅｌｌで９６深穴
プレートに集められた。サンプルプレートは低真空および遠心分離で乾燥処理された。各
々のセルのサンプルを溶解するためにＤＭＳＯ（１．５ｍＬ）が使用され、チロシナーゼ
阻害アッセイのために正副２つで一部分（１００μＬ）が取られた。
【実施例４】
【０１０４】
　ヒメコウゾ（Broussonetica kazinoki：ＢＫ）（植物全体）からの１－（２－メトキシ
－４－ヒドロキシフェニル）－３－（２’－ヒドロキシ－５’－メトキシフェニル）－プ
ロパン（１）抽出、分離および精製
【０１０５】
【化８】

【０１０６】
　ヒメコウゾ（植物全体１００ｇ）が磨り潰され、８００ｍｌのＭｅＯＨ：ＤＣＭ（１：
２）で３回抽出処理された。乾燥抽出物（６ｇ）がシリカゲルカラムを使用してヘキサン
／酢酸エチル（５０／５０）からＭｅＯＨへの勾配溶剤溶離で分画された。画分は８８本
の試験管２セットに集められた。各々の画分をチェックするためにＬＣ／ＭＳ／ＰＤＡが
利用され、その後、これらはその組成物の類似性に基づいて組み合わされた。組み合わさ
れた画分は溶剤を除去するために蒸発乾燥処理され、それらのチロシナーゼ阻害活性が実
施例２に述べられたようにして測定された。画分（Ｐ０３４６－ＨＴＰ－Ｆ２－Ｐ０３４
６－ＨＴＰ－Ｆ４）が最も活性であることが見出され、これらの画分が組み合わされてＢ
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Ｋ－Ｆ２－－４と標識された。溶剤蒸散の後、ＢＫ－Ｆ２－－４はさらに水／ＭｅＯＨ勾
配を使用して予め充填された逆相カラム（Ｃ－１８カラム）で分離された。１８の化合物
ピークが分離の後に観察された。１４回の逆相カラム処理が実施され、各々の回の類似し
た画分が組み合わされた。組み合わされて濃縮された画分中のＵＰ２８８と称される或る
化合物のピークは強いチロシナーゼ阻害活性を示した（図４）。準備段階のＨＰＬＣによ
る分離精製の後に、６ｍｇの１－（２－メトキシ－４－ヒドロキシフェニル）－３－（２
’－ヒドロキシ－５’－メトキシフェニル）－プロパン（ＵＰ２８８）（１）が得られた
。この化合物の構造はＭＳおよびＮＭＲ分光法（１Ｈ、１３Ｃ、ＨＭＱＣおよびＨＭＢＣ
）を使用して解明された。図５はＵＰ２８８の化学構造と１３Ｃ－ＮＭＲスペクトルを描
いている。ＵＰ２８８はＩＣ５０値２４μＭを備えてコウジ酸のそれに匹敵する活性を有
するチロシナーゼ阻害剤である。図６はＵＰ２８８およびコウジ酸についてチロシナーゼ
阻害の用量反応曲線およびＩＣ５０値を例示している。
【０１０７】
　１－（２－メトキシ－４－ヒドロキシフェニル）－３－（２’－ヒドロキシ－５’－メ
トキシフェニル）－プロパン（ＵＰ２８８）。収率０．００６％（純度＞９６％、ＨＰＬ
Ｃ）、ＵＶλＭａｘ：２８１．０ｎｍ、ＭＳ（Ｓｕｐｅｒ　Ｓｏｕｎｄ　Ｉｏｎｉｚａｔ
ｉｏｎ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）：ｍ／ｚ２８９（Ｍ＋１，１
００％）
【０１０８】
【化９】

【実施例５】
【０１０９】
　Dianella ensifolia（Ｐ０３８９）（植物全体）からの１－（３－メチル－２，４－ジ
メトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（ＵＰ３０
２ａ）（２）および１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，５
’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ｂ）（３）の抽出、分離および精製
【０１１０】
【化１０】

【０１１１】
　キキョウラン（Ｐ０３８９、植物全体３００ｇ）が磨り潰され、８００ｍｌのＭｅＯＨ
：ＤＣＭ（１：２）で３回抽出処理された。乾燥抽出物（５ｇ）がシリカゲルカラムを使
用してヘキサン／酢酸エチル（５０／５０）からＭｅＯＨへの勾配溶剤溶離で分画された
。画分は２６４本の試験管２セットに集められた。各々の画分をチェックするためにＬＣ
／ＭＳ／ＰＤＡが利用され、その後、これらはその組成物の類似性に基づいて２２の画分
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され、それらのチロシナーゼ阻害活性が実施例２に述べられたようにして測定された。画
分Ｐ０３８９－ＨＴＰ－Ｆ１２、Ｐ０３８９－ＨＴＰ－Ｆ１３およびＰ０３８９－ＨＴＰ
－Ｆ１４が最も活性であることが見出され、これらの画分が組み合わされてＤＥ－Ｆ１２
－１４と標識された。溶剤蒸散の後、ＤＥ－Ｆ１２－１４はさらに水／ＭｅＯＨ勾配を使
用して予め充填された逆相カラム（ＲＰカラム）で分離された。２つの主要な化合物ピー
クと１１の微量の化合物ピークが分離の後に観察された。これらのピークの各々に対応す
る化合物がその後の７回のＲＰ－カラムでの追加的な分離で単離された。集められた化合
物のすべてが乾燥処理されてチロシナーゼ阻害活性について試験された。１１の微量ピー
クのうちのＵＰ３０２ａおよびＵＰ３０２ｂとそれぞれ称される２つが強いチロシナーゼ
阻害活性を示した。（図８）。分離精製の後、２つの活性化合物１－（３－メチル－２，
４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（Ｕ
Ｐ３０２ａ、１０ｍｇ）（２）および１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）
－３－（２’，５’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ｂ、６ｍｇ）（３
）が得られた。これら２つの化合物の構造はＭＳおよびＮＭＲ分光法（１Ｈ、１３Ｃ、ｇ
ＨＳＱＣおよびＨＭＢＣ）を使用して解明された。図９はＵＰ３０２ａのｇＨＳＱＣスペ
クトルを描いている。チロシナーゼ阻害アッセイは、ＵＰ３０２ａが０．２４μＭのＩＣ

５０を備えて最も強力な阻害剤であり、その一方でＵＰ３０２ｂが１２μＭのＩＣ５０を
有することを示した。
【０１１２】
　１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジヒドロキシ
フェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ａ）（２）。収率０．０２％（純度＞９８％、ＨＰＬ
Ｃ）、ＵＶλＭａｘ：２７９．８ｎｍ、ＭＳ（Ｓｕｐｅｒ　Ｓｏｕｎｄ　Ｉｏｎｉｚａｔ
ｉｏｎ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）：ｍ／ｚ３０３（Ｍ＋１，１
００％）
【０１１３】
【化１１】

【０１１４】
　１－（３－メチル－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，５’－ジヒドロキシ
フェニル）－プロパン（ＵＰ３０２ｂ）（３）。収率０．０１％（純度＞９５％、ＨＰＬ
Ｃ）、ＵＶλＭａｘ：２７９．８ｎｍ、ＭＳ（Ｓｕｐｅｒ　Ｓｏｕｎｄ　Ｉｏｎｉｚａｔ
ｉｏｎ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）：ｍ／ｚ３０３（Ｍ＋１，１
００％）
【０１１５】
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【化１２】

【実施例６】
【０１１６】
　キキョウラン（Dianella ensifolia：ＤＥ）（植物全体）からの１－（３－メチル－２
，４－ジメトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（
ＵＰ３０２ａ）（２）の大規模単離
　キキョウラン（植物全体４．３ｋｇ）が集められ、磨り潰され、メタノールを溶剤とし
て浸透抽出装置を使用して３回抽出処理された。抽出物が組み合わされ、メタノールを除
去するために蒸発処理された。その後、粗抽出物が水に懸濁され、ＤＣＭで分離された。
これらの層が分離され、ＤＣＭ層が蒸発処理されて６０ｇの物質を与えた。両方の層のＬ
Ｃ－ＭＳ／ＰＤＡ分析は、ＵＰ３０２ａの大部分がＤＣＭ層に存在し、水の層には微量し
か存在しないことを明らかにした。ＤＣＭ抽出物はヘキサン－ＥＴＯＡＣの勾配で溶離さ
せて３つの別々のシリカゲルカラムで分画された。合計１５の部分画分が得られ、ＨＰＬ
Ｃ－ＭＳ／ＰＤＡによって分析された。標的の化合物（ＵＰ３０２ａ）が画分６～９で見
出され、これらが組み合わされて合計３ｇの濃縮されたＵＰ３０２ａを生じた。この濃縮
ＵＰ３０２ａがさらに、水－ＭｅＯＨ勾配で溶離させてＣＧ－１６１樹脂で充填されたオ
ープンカラムで分離された。合計２３の画分が集められ、ＵＰ３０２ａは画分１５～２１
に溶離した。その後、画分１５～２１は組み合わされ、溶剤が蒸発させられて７００ｍｇ
の固体を生じ、これらがさらにＣ－１８カラムで準備段階のＨＰＬＣによって精製されて
３０ｍｇのＵＰ３０２ａを生じた。構造、チロシナーゼ阻害活性、および精製産物の純度
がＮＭＲ、酵素阻害アッセイ、およびＬＣ－ＭＳ／ＰＤＡによって確認された。
【実施例７】
【０１１７】
　置換型カルコン類の水素化ホウ素ナトリウム還元によるジアリールアルカン類の合成
　具体例を示す目的で、置換型カルコン類の水素化ホウ素ナトリウム還元によるジアリー
ルアルカン類の合成のための一般的方法が２，４－ジヒドロキシ－３，４－ジメトキシカ
ルコン（４）を使用して下記に述べられる。
【０１１８】
【化１３】

【０１１９】
２，４－ジヒドロキシ－３，４－ジメトキシカルコン（４）（４０ｍｇ）がｌ－プロパノ
ール（５ｍｌ）中に溶解され、続いて水素化ホウ素ナトリウム（１５ｍｇ）が添加され、
この混合物が室温で２時間反応させられた。反応が完了すると、２０％の酢酸（０．２ｍ
ｌ）が添加され、この混合物が８０℃に５分間加熱され、冷却された。その後、この混合
物が予め充填されたＣ１８カラム上でＭｅＯＨ／Ｈ２Ｏ勾配で遊離させられて分離処理さ
れることで１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３，４－ジメトキシフェニル
）－１－プロパノール（５）を与えた。化合物（５）の構造はＭＳ、ＵＶ分光法、１Ｄお
よび２Ｄの１Ｈ－ＮＭＲによって確認された。
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【０１２０】
　１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３，４－ジメトキシフェニル）－１－
プロパノール（５）。収率６０％（純度＞９８％、ＨＰＬＣ）、ＵＶλＭａｘ：２７８．
５ｎｍ、ＭＳ（Ｓｕｐｅｒ　Ｓｏｕｎｄ　Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉ
ｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）：ｍ／ｚ３０５（Ｍ＋１，１００％）
【０１２１】
【化１４】

【０１２２】
　上述の一般的方法を使用して次の化合物、すなわち２，４－ジヒドロキシ－２’－ヒド
ロキシカルコン、２’－ヒドロキシ－４’－メトキシ－２，４－ジメトキシカルコン、４
’－ヒドロキシ－４－ヒドロキシカルコン、２’，４’－ジヒドロキシ－２－ヒドロキシ
カルコン、２’，４’－ジヒドロキシ－３，４－ジメトキシカルコン、２’，４’，６’
－トリメトキシ－３，４－ジメトキシカルコン、および２’－ヒドロキシ－４’－メトキ
シ－３，４，５－トリメトキシカルコンがそれらの対応するアルコール類へと還元される
ことで１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（２’－ヒドロキシフェニル）－１
－プロパノール、１－（２－ヒドロキシ－４－メトキシフェニル）－３－（２’，４’－
ジメトキシフェニル）－１－プロパノール、１－（４－ヒドロキシフェニル）－３－（４
’－ヒドロキシフェニル）－１－プロパノール、１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）
－３－（２’－ヒドロキシフェニル）－１－プロパノール、１－（２，４－ジヒドロキシ
フェニル）－３－（３’，４’－ジメトキシフェニル）－１－プロパノール、１－（２，
４，６－トリメトキシフェニル）－３－（３’，４’－ジメトキシフェニル）－１－プロ
パノール、および１－（２－ヒドロキシ－４－メトキシフェニル）－３－（３’，４’，
５’－トリメトキシフェニル）－１－プロパノールを与えた。
【実施例８】
【０１２３】
　置換型ジアリールプロパノンの水素化ホウ素ナトリウム還元による置換型ジフェニルプ
ロパノールの合成
　置換型ジアリールプロパノンの水素化ホウ素ナトリウム還元による置換型ジフェニルプ
ロパノールの合成のための方法が、具体例を示す目的で１－（２－ヒドロキシ－５－メト
キシフェニル）－３－（２’，４’－ジメトキシフェニル）－１－プロパノン（６）の還
元を使用して下記に述べられる。
【０１２４】

【化１５】

【０１２５】
　１－（２－ヒドロキシ－５－メトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジメトキシフェ
ニル）－１－プロパノン（６）（５ｍｇ）が１－プロパノール（１ｍｌ）中に溶解され、
続いて水素化ホウ素ナトリウム（２ｍｇ）が添加され、この混合物が室温で５時間反応さ
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せられた。反応が完了すると、過剰の水素化ホウ素ナトリウムを中和するために２０％酢
酸（０．２ｍｌ）が加えられた。その後、この反応混合物が予め充填されたＣ１８カラム
上でＭｅＯＨ／Ｈ２Ｏ勾配で遊離させられて分離処理されることで１－（２－ヒドロキシ
－５－メトキシフェニル）－３－（２’，４’－ジメトキシフェニル）－１－プロパノー
ル（７）を与えた。
【０１２６】
　上述の一般的合成手順に続いて、以下のジアリールアルカン化合物、すなわち１－（２
－ヒドロキシ－４，６－ジメトキシフェニル）－３－（３’－メトキシ－４’－ヒドロキ
シフェニル）－１－プロパノン、３－（５’－ベンジルオキシ－４’－メトキシ－２’－
メチルフェニル）－１－（２－ヒドロキシ－４，５－ジメトキシフェニル）－１－プロパ
ノン、１－（２－ヒドロキシ－４－メトキシフェニル）－３－（２’，３’，４’，５’
－テトラヒドロベゾ（ｂ）ジオキソシン－８’－イル）－１－プロパノン、および３－（
５’－クロロ－１’－メチル－１’－ヒドロイミダゾール－２’－イル）－１－（２－ヒ
ドロキシ－４－メトキシフェニル）－１－プロペノンが還元されて１－（２－ヒドロキシ
－４，６－ジメトキシフェニル）－３－（３’－メトキシ－４’－ヒドロキシフェニル）
－１－プロパノール、３－（５’－ベンジルオキシ－４’－メトキシ－２’－メチルフェ
ニル）－１－（２－ヒドロキシ－４，５－ジメトキシフェニル）－１－プロパノール、１
－（２－ヒドロキシ－４－メトキシフェニル）－３－（２’，３’，４’，５’－テトラ
ヒドロベゾ（ｂ）ジオキソシン－８－イル）－１－プロペノール、および３－（５’－ク
ロロ－１’－メチル－１’－ヒドロイミダゾール－２’－イル）－１－（２－ヒドロキシ
－４－メトキシフェニル）－１－プロペノールをそれぞれ与えた。
【実施例９】
【０１２７】
　１，３－ビス（２，４－ジメトキシフェニル）－プロパン－１，３－ジオール（９）の
合成
【０１２８】
【化１６】

【０１２９】
　１，３－ビス（２，４－ジメトキシフェニル）－プロパン－１，３－ジオン（８）（５
ｍｇ）が１－プロパノール（１ｍｌ）中に溶解され、続いて水素化ホウ素ナトリウム（３
ｍｇ）が添加され、この混合物が室温で３時間反応させられた。反応が完了すると、過剰
の水素化ホウ素ナトリウムを中和するために２０％酢酸（０．２ｍｌ）が加えられた。そ
の後、この混合物が予め充填されたＣ１８カラム上でＭｅＯＨ／Ｈ２Ｏ勾配で遊離させら
れて分離処理されることで１，３－ビス（２，４－ジメトキシフェニル）－プロパン－１
，３－ジオール（９）を与えた。
【実施例１０】
【０１３０】
　ネオヘスペリジンからの１－（２，４，６－トリヒドロキシフェニル）－３－（３’－
ヒドロキシ－４’－メトキシフェニル）－１－プロパノール（１１）の合成
【０１３１】
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【化１７】

【０１３２】
　ネオヘスペリジンはジヒドロカルコンのグリコシドである。総重量１００ｍｇのネオヘ
スペリジンが１ＮのＨＣｌ（１０ｍｌ）中に懸濁させられ、８０℃に２時間加熱された。
この加水分解生成物（１０）が冷却され、酢酸エチル（３×１０ｍｌ）で抽出処理された
。酢酸エチル層が組み合わされ、酢酸エチルを除去するために蒸発処理され、１－プロパ
ノール（５ｍｌ）中に溶解された。このプロパノール溶液に水素化ホウ素ナトリウム（２
５ｍｇ）が添加され、室温で２時間撹拌された。反応が完了すると、この混合物が予め充
填されたＣ１８カラム上でＭｅＯＨ／Ｈ２Ｏ勾配で遊離させられて分離処理されることで
１－（２，４，６－トリヒドロキシフェニル）－３－（３’－ヒドロキシ－４’－メトキ
シフェニル）－１－プロパノール（１１）を与えた。
【実施例１１】
【０１３３】
　１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３’，４’－ジヒドロキシフェニル）
－１－プロパノール（１４）を合成するためのブトリンの抽出、精製および構造修正
【０１３４】
【化１８】

【０１３５】
　ブトリンはブッテア・フロンドサ（Ｂｕｔｅａ　ｆｒｏｎｄｏｓａ）の乾燥処理した花
からメタノールで抽出処理され、多数回の逆相カラムクロマトグラフィ分離法によって精
製された高含有量のフラバノン－グリコシドである。ＨＣｌで加水分解することによって
糖を除去した後、ブチン（１２）が生成され、ＲＰ－ＨＴＰによって精製された（植物全
体からの収率１．５％）。その後、ブテイン（１３）を得るためにブチンが８０℃にて１
０％の水酸化ナトリウムで処理され、これが水素化ホウ素ナトリウムで還元されて１－（
２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３’，４’－ジヒドロキシフェニル）－１－プ
ロパノール（１４）（ＩＣ５０＝２５０ｎＭ）を得た。
【実施例１２】
【０１３６】
　１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３’－メトキシ－４’－ヒドロキシフ
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【０１３７】
【化１９】

【０１３８】
　レゾルシノール（１５）、３－メトキシ－４－ヒドロキシ桂皮酸（１６）、およびＨ２

ＳＯ４（５％）がＴＨＦ中で４時間還流されることで７，４’－ジヒドロキシ－３’－メ
トキシフラバノン（１７）（収率９０％）を与えた。その後、生成物７，４’－ジヒドロ
キシ－３’－メトキシフラバノン（１７）が８０℃にて１時間、１０％の水酸化ナトリウ
ムで処理され、続いて、プロパノール中で水素化ホウ素ナトリウムによって還元されるこ
とで１－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－３－（３’－メトキシ－４’－ヒドロキシ
フェニル）－１－プロパノール（１９）を与えた（ＬＣ－ＭＳ／ＰＤＡ検出で確認）。未
精製産物は極めて強いチロシナーゼ阻害活性を示す。この混合物がＨＴＰによってさらに
精製された。
【実施例１３】
【０１３９】
　合成ジアリールアルカンによるチロシナーゼ阻害のＩＣ５０測定
　合成ジアリールアルカンによるチロシナーゼ阻害は実施例２に述べられた方法を使用し
て測定された。各々のサンプルのＩＣ５０値は特定の時間および濃度で反応が直線的であ
ったことを確認するための反応速度論ソフトウェアを使用して計算された。実施例７～１
２に述べられた方法を使用して合計２４の化合物が合成され、チロシナーゼを阻害する能
力について評価された。これらの結果は表２に述べられる。
【０１４０】
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【表２】

【実施例１４】
【０１４１】
　酵素阻害反応速度論
　実施例２に述べられた方法を使用し、基質としてＬ－ＤＯＰＡを０．７５、１．２５、
および２．５ｍＭの濃度で使用して、阻害剤（ＵＰ３０２ａ）の様々な濃度（０、２６１
、５２２、１０４４ｎＭ）でチロシナーゼの阻害を評価した。図１０に示されるように、
ＵＰ３０２ａが強力で長期持続性の競合阻害剤であることが見出された。チロシナーゼ活
性はＵＰ３０２ａとのインキュベーションの後の数日間は再開されなかった。対照的に、
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コウジ酸とのインキュベーションの後のわずか１時間後にチロシナーゼ活性は完全に復元
された。
【実施例１５】
【０１４２】
　Ｂ－１６細胞株からのメラニン生成の阻害
　メラニン生成の阻害は２つの異なるアッセイを使用して評価した。第１のアッセイでは
、β－ＭＳＨによる誘発を行わずにメラニン生成の阻害を評価し、それに対して第２のア
ッセイでは細胞培養培地でβ－ＭＳＨ誘発を伴なってメラニン生成の阻害を測定した。簡
単に述べると、Ｂ１６Ｆ１細胞（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ－６２２）を密集成長させ、その後、
１ウェル当たり４０，０００細胞で植菌した。細胞は５％ＣＯ２を含む高湿環境で３７℃
にて一晩付着可能にされた。２日目に、阻害剤を０～１０００μＭの範囲の濃度で３サン
プル一組で細胞に添加し、４日間インキュベートした。メラニン形成を誘発するために必
要とされるβ－ＭＳＨの量は、０～１０００ｎＭの範囲の濃度で１０倍ずつ上げながらホ
ルモンを添加することによって判定した。適切なβ－ＭＳＨ濃度が決定されると、細胞を
上記のように植菌して一晩付着可能にし、その後、０～１０００μＭの範囲の濃度でチロ
シナーゼ阻害剤と共にインキュベートした。発色を毎朝目視でモニターした。発色後、２
００μｌの細胞上清が各々のウェルから取り出し、４５０ｎｍで吸光度を測定した。結果
の読み取り値を、β－ＭＳＨ誘発を伴なった細胞アッセイと伴なわない細胞アッセイでの
メラニン形成に関してＩＣ５０を判定するために使用した。細胞毒性の初期の比較に関し
て、乳酸脱水素酵素アッセイ（ＬＤＨ）を実施するために２５０μＭ処理ウェルを使用し
た。ＬＤＨは損傷を受けた、または死んだ細胞から漏れ出る代謝酵素である。この酵素は
ＮＡＤ＋の存在下で発色団を変換して分光学的にモニターすることが可能な色の変化を生
じさせる。
【０１４３】
　このアッセイの結果は、コウジ酸よりも良い阻害剤が無ければ、試験した天然の阻害物
質（ＵＰ２８８、ＵＰ３０２ａ、およびＵＰ３０２ｂ）はすべて少なくとも優れているこ
とを明らかにした。２セットの条件下ではＩＣ５０値にある程度の差異があった。コウジ
酸による阻害は内因性での実験に関する１７０μＭのＩＣ５０から誘発実験での６７μＭ
のＩＣ５０へと向上した。コウジ酸に相対して試験された阻害剤のうち、化合物ＵＰ３０
２ｂは２セットの条件下でＩＣ５０に増大を示した唯一のものであって、５．２μＭのＩ
Ｃ５０から３４μＭのＩＣ５０へと増大した。チロシナーゼ阻害に関して測定されたＩＣ

５０は試験された化合物すべてに関して比較的同じであったが、例外として２つの化合物
ＵＰ３０２およびＵＰ３０２ｂは内因性アッセイでの２８μＭと５．２μＭ、誘発アッセ
イでの４０μＭと３４μＭに比べて０．２μＭと０．３μＭの低いＩＣ５０をそれぞれ有
した。これらの違いは、他の阻害剤に比べてＵＰ３０２ａ（２）およびＵＰ３０２ｂ（３
）によって低下した細胞浸透性に起因する可能性が高い。しかしながら、これらの酵素阻
害の強さによってこれは克服される。
【０１４４】
　表３はコウジ酸に相対した阻害剤ＵＰ２８８とＵＰ３０２ａに関するこれら２つのアッ
セイの結果を与える。
【実施例１６】
【０１４５】
　細胞毒性アッセイ
　乳酸脱水素酵素アッセイ（ＬＤＨ）を実施するために、化合物で処理されたウェルが使
用された。ＬＤＨは損傷を受けた、または死んだ細胞から漏れ出る代謝酵素である。この
酵素はＮＡＤ＋の存在下で発色団を変換して分光学的にモニターすることが可能な色の変
化を生じさせる。細胞毒性は２５０μＭの濃度で調べられた。この濃度で、これらの化合
物はいずれもコウジ酸を有意に超える細胞毒性ではなかった。しかしながら、１つの濃度
（２５０μＭ）のみで細胞毒性が試験されたことが留意されるされるべきである。表３に
示されるように、ＵＰ２８８（１）およびＵＰ３０２ａ（１）は中程度の細胞毒性を示し
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、これはコウジ酸と匹敵した。
【０１４６】
【表３】

【実施例１７】
【０１４７】
　分子力学（ＭＭ２）計算
　分子力学の計算はエネルギーの最小化および最も安定な３－Ｄ構造の判定を目的として
Ｃｈｅｍ３Ｄソフトウェアを使用して実施された。以下のパラメータ、すなわちステップ
間隔＝２．０ｆｓ、フレーム間隔＝１０ｆｓ、１０，０００ステップで終了、加熱／冷却
速度＝１．０００Ｋｃａｌ／ａｔｏｍ／ＰＳ、目標温度＝３０００Ｋ、特性：π結合次数
および立体エネルギーの概要が使用された。すべての天然と合成の化合物、および他のジ
アリールアルカンとジアリールアルカノールの構造が分析された。キキョウラン（Ｌ．）
ＤＣ．の植物全体から単離される最も強力なチロシナーゼ阻害剤である１－（３－メチル
－２，４－ジメトキシフェニル）－３－（２，４－ジヒドロキシフェニル）－プロパン（
ＵＰ３０２ａ（２）、ＩＣ５０＝０．２４μＭ）が極めて独特の三次元構造を有し、２つ
の芳香環が互いに重なり合っていることが見出された。立体構造に関する最小の全体的エ
ネルギーは－４．７０３４ＫＪ／Ｍｏｌである。２つの芳香環の間の距離は３．２８Åで
あった。第１の芳香環上のフェノール性ヒドロキシル基は第２の芳香環上の２つのメトキ
シル基の真上にあり、２つの酸素原子との間の距離は図１２～１４に例示されるようにそ
れぞれ２．９９Åおよび３．１６Åであった。この分子内平行構造は、二核酵素の両方の
銅イオンが過酸化物の形［ＣｕＩＩ－Ｏ２－ＣｕＩＩ］にあるときにこの化合物がこれら
を上部と下部から完全にキレートすることを可能にする。
【実施例１８】
【０１４８】
　クリームへのジアリールアルカン組成物の製剤化
　ＵＰ３０２ａは主要な活性成分として置換型ジアリールプロパンで構成される。これら
の化合物は、限定はされないが、エタノール、プロピレングリコール、およびエチレング
リコールを含む高い極性の溶剤中に可溶性である。これらは医薬および／または化粧品と
して許容可能な賦形剤、アジュバント、および／または担体と共に処方することが可能で
ある。そのような賦形剤の範例は、限定はされないが、水、バッファ、生理食塩水、リン
ゲル液、デキストロース溶液、マンニトール、ハンクス液、保存料、および他の水性の生
理学的平衡塩類溶液を含む。限定はされないが、固定油、ゴマ油、オレイン酸エチル、ま
たはトリグリセリドを含む非水性の賦形剤もやはり使用することが可能である。限定はさ
れないが、他の有用な処方は、限定はされないが、カルボキシメチルセルロースナトリウ
ム、ソルビトールまたはデキストランを含めた増粘剤を含有する懸濁液を含む。賦形剤も
やはり、色と化学的安定性を促進する酸化防止剤といった微量の添加物または保存料を含
むことがあり得る。ＵＰ３０２はまた、皮膚浸透性を高めるためにリポソーム処方で調製
すること、または活性成分の組成物を宿主の中に徐々に放出する制御放出製剤として調製
することが可能である。
【０１４９】
　ＵＰ３０２ａは軟膏、ゲル、ローション、またはクリーム担体として、またはエマルジ
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的に投与されることが好ましい。そのような局所使用は、局所投与用に知られているいず
れかの標準的な手段を使用していずれの病気の領域にも局所的に投与することが可能であ
る。ＵＰ３０２はヒトおよび動物のいずれにも投与することが可能である。
【０１５０】
　ＵＰ３０２ａの治療薬組成物は、投与の方法および標的の徴候に応じて様々な単位用量
形式で投与することができる。有効で無毒性の量は概して、局所処方の総重量に基づき０
．０１％から５％の範囲に推奨される。表４および５に例示されるようにＵＰ３０２ａの
２つの異なる濃度（重量で０．０１％と０．５％）がクリームに製剤化した。これらのク
リームを調製するために、ジアリールアルカンが室温で水に溶解され、溶液に完全に分散
させられるまで（約５分間）ブレンダーでホモジナイズされて組成物Ａを生じさせた。撹
拌せず、またはかき混ぜることなく室温でＵｌｔｒｅｚ－２１カルボマーがホモジナイズ
された溶液に、表面に振りかけてこれらが完全に湿潤化して（白い領域が見えなくなる）
溶液中に落ちるまで放置することによって添加された。その後、穏やかに撹拌しながら溶
液が４０℃に加熱され、グリセリンが添加され、この組成物が追加の５分間混ぜ合わされ
て組成物Ｂを与えた。４０℃で、組成物Ａが組成物Ｂに添加され、均一になるまで（約５
分間）この組成物が十分に混ぜ合わされる。結果として得られるエマルジョンが３０℃に
冷却され、撹拌棒および／またはスパチュラで撹拌しながら中和剤で滴定してｐＨが約５
．５（５．３から５．７）に調節される。中和で誘発されるカルボマーの構造変化に起因
してエマルジョンは高度に粘性になった。撹拌するとこのエマルジョンはエマルジョンク
リームに適した粘度を達成するであろう。この組成物が均一になるまで混ぜ合わされ、清
潔な貯蔵容器に注がれ、２℃から８℃で貯蔵される。
【０１５１】
【表４】

【０１５２】
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【表５】

【図面の簡単な説明】
【０１５３】
【図１】メラニン形成の過程を、この過程を調節するための様々な見込まれるメカニズム
と共に例示する図である。
【図２】チロシナーゼの活性部位の構造を例示する図である。この図で理解され得るよう
に、２つの銅イオンが接近した間隔にあり、各々が３つのヒスチジンへと側鎖のＮ－ε窒
素原子を通じて配位させられる
【図３Ａ】知られているチロシナーゼ阻害剤の構造、名称、作用のメカニズム、および他
の効果を描く図である。
【図３Ｂ】知られているチロシナーゼ阻害剤の構造、名称、作用のメカニズム、および他
の効果を描く図である。
【図４】強調されるＵＰ２８８（１－（２－メトキシ－４－ヒドロキシフェニル）－３－
（２’－ヒドロキシ－５’－メトキシフェニル）－プロパン）（１）を含むＨＴＰ部分の
ＨＰＬＣ／ＵＶクロマトグラムを例示する図である。
【図５】ＵＰ２８８（１）の化学構造および１３Ｃ－ＮＭＲスペクトルを描く図である。
【図６】ＵＰ２８８およびコウジ酸についてチロシナーゼ阻害の用量反応曲線およびＩＣ

５０値を例示する図である。
【図７】キキョウラン（Ｄｉａｎｅｌｌａ　ｅｎｓｉｆｏｌｉａ）（Ｐ０３８９）（植物
全体）から得られる２つの活性化合物（ＵＰ３０２ａおよびＵＰ３０２ｂ）のバイオアッ
セイ手引書による単離を描く図である。
【図８】複数回のカラム分画の後の濃縮されたＵＰ３０２画分のＨＰＬＣ／ＵＶクロマト
グラムを描く図である。
【図９】ＵＰ３０２ａ（２）のｇＨＳＱＣスペクトルを描く図であって、プロトンと炭素
の間の結合を例示している。
【図１０】阻害剤ＵＰ３０２ａおよび基質Ｌ－ＤＯＰＡの様々な濃度でチロシナーゼの活
性の阻害を例示するグラフである。この反応速度論の調査はＵＰ３０２ａがチロシナーゼ
酵素の競合阻害剤であることを明らかにした。
【図１１】コウジ酸およびＵＰ３０２ａ（２）による、マウスＢ１６Ｆ１細胞の内因性メ
ラニン生成の阻害を例示する図である。各々のサンプルは１０通りの異なる濃度で３サン
プル一組で試験された。
【図１２】ＭＭ２エネルギー最小化処理の後のＵＰ３０２ａの三次元構造を描く図である
。
【図１３】ＣｕＩＩ－Ｏ２－ＣｕＩＩ酸化状態にある２つの銅イオンに配位させられたと
きのＵＰ３０２ａの三次元構造を描く図である。
【図１４】実施例１７で計算されるように、過酸化物の形（ＣｕＩＩ－Ｏ２－ＣｕＩＩ）
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にある銅イオンでキレート化されたときのＵＰ３０２ａの隣り合う原子間の距離を描く図
である。

【図１】 【図２】
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【図４】 【図５】
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【図８】 【図９】
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【図１２】

【図１３】

【図１４】
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