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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
  中枢神経系への流入／排出に関連するトランスポーターの機能を可視化するためのプロ
ーブであって、一般式（１）で表される化合物のうち少なくとも１種を含むことを特徴と
する中枢神経移行性評価用プローブ。
【化１】

［一般式（１）中、Ｒ１は水素原子、メチル基、エチル基、プロピル基、ベンジル基、フ
ェニル基、４－ブロモフェニル基、４－メトキシフェニル基、又は４－チオメチルフェニ
ル基を表す。Ｒ２～Ｒ５は各々独立して水素原子若しくはメチル基、又はＲ３とＲ５が水
素原子である場合、Ｒ２とＲ４は互いに結合してシクロペンタン環を形成しても良い。Ｒ
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６は水素原子を表す。Ｒ７は、カルボン酸又はその塩を表す。Ｒ８は、硫黄原子を表す。
ｎは０、ｍは１又は２である。］
【請求項２】
  前記一般式（１）中、Ｒ２～Ｒ５の全ては水素原子であることを特徴とする請求項１に
記載の中枢神経移行性評価用プローブ。
【請求項３】
  前記一般式（１）はトランスポーターの基質となることを特徴とする請求項１又は２に
記載の中枢神経移行性評価用プローブ。
【請求項４】
  前記一般式（１）の化合物の分子量は、３００以上６５０以下であることを特徴とする
請求項１～３のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブ。
【請求項５】
  前記一般式（１）中、Ｒ１の分子量は、１以上２５０以下であることを特徴とする請求
項１～４のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブ。
【請求項６】
  前記トランスポーターは血液脳関門、又は血液脳脊髄液関門に存在するトランスポータ
ーであることを特徴とする、請求項１～５のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用
プローブ。
【請求項７】
  前記トランスポーターに対する阻害剤の存在下では中枢神経組織への移行性が変化する
ことを特徴とする、請求項１～６のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブ
。
【請求項８】
  前記トランスポーターはＡＢＣトランスポーター、又は有機アニオントランスポーター
であることを特徴とする、請求項７に記載の中枢神経移行性評価用プローブ。
【請求項９】
  請求項１～８のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブをヒトを除く生物
試料に投与する工程、及び、該生物試料の中枢神経組織内外への該プローブの移行を検出
する工程を含むことを特徴とする、中枢神経組織内外の物質移行を評価する評価方法。
【請求項１０】
  請求項１～８のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブをヒトを除く生物
試料に投与する第１の工程、第１の工程とは独立に、一般式（１）の化合物を含む中枢神
経移行性評価用プローブと共に被験物質をヒトを除く生物試料に投与する第２の工程、並
びに第１の工程及び第２の工程のそれぞれにおける該生物試料の中枢神経組織内外への該
プローブの移行を検出し、比較する第３の工程を含むことを特徴とする、被験物質の中枢
神経組織内外の物質移行に対する影響を評価する評価方法。
【請求項１１】
  前記トランスポーターはＡＢＣトランスポーター、又は、有機アニオントランスポータ
ーであることを特徴とする、請求項１０に記載の評価方法。
【請求項１２】
  前記プローブの移行を検出する工程は、前記生物試料に励起光を照射し、該中枢神経移
行性評価用プローブに由来する蛍光を観察する工程を含むことを特徴とする請求項９～１
１のいずれか１項に記載の評価方法。
【請求項１３】
  前記生物試料をｉｎ ｖｉｖｏで用いることを特徴とする請求項９～１２のいずれか１
項に記載の評価方法。
【請求項１４】
  前記生物試料をｉｎ ｖｉｔｒｏで用いることを特徴とする請求項９～１２のいずれか
１項に記載の評価方法。
【請求項１５】
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  前記生物試料をｅｘ  ｖｉｖｏで用いることを特徴とする請求項９～１２のいずれか１
項に記載の評価方法。
【請求項１６】
  請求項１～８のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブをヒトを除く生物
試料に使用し、中枢神経組織内外の物質移行に影響する物質の候補となる被験物質を作用
させた際の、該プローブの標識性の変化を測定することを特徴とする、中枢神経組織内外
の物質移行に影響する物質のスクリーニング方法。
【請求項１７】
  請求項１～８のいずれか１項に記載の中枢神経移行性評価用プローブをヒトを除く生物
試料に投与する第１の工程、第１の工程とは独立に、請求項１～８のいずれか１項に記載
の中枢神経移行性評価用プローブと共に、中枢神経組織内外の物質移行に影響する物質の
候補となる被験物質をヒトを除く生物試料に投与する第２の工程、並びに第１の工程及び
第２の工程のそれぞれにおける該生物試料の中枢神経組織内外への該プローブの移行を検
出し、比較する第３の工程を含むことを特徴とする、中枢神経組織内外の物質移行に影響
する物質のスクリーニング方法。
【請求項１８】
  前記トランスポーターはＡＢＣトランスポーター、又は有機アニオントランスポーター
であることを特徴とする、請求項１７に記載のスクリーニング方法。
【請求項１９】
  小型硬骨魚類を用いることを特徴とする、請求項１６～１８のいずれか１項に記載のス
クリーニング方法。
【請求項２０】
  前記小型硬骨魚類はゼブラフィッシュであることを特徴とする、請求項１９に記載のス
クリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、中枢神経組織内外への物質移行性を光学的に評価することが可能な評価用プ
ローブ、中枢神経移行性評価用プローブを用いた中枢神経組織内外への物質移行性の評価
方法、及び、中枢神経移行性評価用プローブを用いたスクリーニング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脊椎動物の脳や網膜などの中枢神経組織には関門機構（血液神経関門）が存在し、中枢
神経組織への物質移行は制限されている。中枢神経組織における関門機構としては、血液
脳関門（ＢＢＢ）、血液脳脊髄液関門（ＢＣＳＦＢ）、血液網膜関門（ＢＲＢ）、などが
知られている。これらの関門機構では、中枢神経組織の毛細血管内皮細胞が密着結合を形
成することにより細胞間隙を介した物質の拡散が起こりにくくなっている。また、関門機
構においてはトランスポーターが大きく関わっており、血液から脳への供給輸送に関わる
トランスポーターの存在と、脳から血液への排出輸送に関わるトランスポーターの存在が
明らかにされている。
【０００３】
　トランスポーターは全身の臓器・組織に分布しており、ＡＴＰの加水分解エネルギーを
利用して輸送を行うＡＢＣ (ATP binding cassette) ファミリーと、ＡＴＰのエネルギー
を用いないで輸送を行うＳＬＣ (Solute carrier) ファミリーの二つに分けられ、ヒトに
おいては現在までに48種類のＡＢＣトランスポーター遺伝子と319種類のＳＬＣトランス
ポーター遺伝子が同定されている。トランスポーターには、薬剤を細胞内へ流入させる機
能を担うものと、細胞内から細胞外へ排出する機能を担うものがある。
【０００４】
　トランスポーターによる物質輸送機能の評価や、トランスポーターの働きに影響を及ぼ
す阻害剤などの物質の作用を調べる、又は、スクリーニングをすることは、様々な病態の
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解明や創薬において重要である。
【０００５】
　例えば、トランスポーターの異常によって生ずる疾患は加齢とともに増加し、５０歳以
降の高齢化疾患関連遺伝子の約１０％にトランスポーターが関連するとされる。トランス
ポーターが関連する病態は、トランスポーターの異常に起因する膜輸送障害によって惹起
された病態と言えるため、トランスポーターはいわゆる生活習慣病の治療薬開発の標的分
子となりうると考えられる。 
【０００６】
　一方で、薬物送達においては、流入トランスポーターに認識される、あるいは、排出ト
ランスポーターに認識されにくい薬物を開発することが戦略として考えられる。様々な組
織で、特に細胞内から薬剤を排出するトランスポーターのうち、多くの抗がん剤などを輸
送する多剤排出トランスポーターの存在が知られており、これががん細胞などに対して多
くの薬剤が効かないこと（多剤耐性）の原因となっている。そこで、薬剤排出トランスポ
ーターの機能を阻害することができれば、標的組織への薬物送達を可能にしたり、抗がん
剤などの細胞内濃度を高めたりすることで、がん細胞の生育を阻害することができる。
【０００７】
　特許文献１では、標識された被験物質を細胞に接触させ、細胞内の標識物質を経時的に
測定するスクリーニング方法が開示されている。本方法によれば、標識物質を検出するこ
とにより、被検物質のトランスポーターなどを介した輸送速度などを定量することができ
る。
【０００８】
　特許文献２では、多剤排出トランスポーターであるヒトｍｒｐ１遺伝子を導入した線虫
に被検体を投与し、その耐性幼虫形成を検出することで、多剤耐性タンパク質ＭＲＰ１阻
害剤のスクリーニングを行う方法が開示されている。本方法を用いれば、多剤耐性タンパ
ク質ＭＲＰ１の阻害効果を持つ物質をスクリーニングすることができる。
【０００９】
　特許文献３には、ゼブラフィッシュを血液脳関門のスクリーニングに用いる技術が開示
されている。近年小型硬骨魚類のゼブラフィッシュにも中枢神経組織における関門機構が
存在することが明らかにされている。本文献では、Ｐ－糖タンパク（Ｐｇｐ：P-glycopro
tein）の阻害剤であるベラパミルに暴露したゼブラフィッシュ幼生の心膜内に蛍光色素で
あるローダミン１２３を注入し、脳における蛍光を定量することによってローダミン１２
３の分布に対するＰｇｐの阻害効果を評価する方法が開示されている。本方法は、ヒトと
の相同性の高いゼブラフィッシュを用いているため、生体内での代謝機構などの高度な生
物学的メカニズムの影響も加味した実験が可能である。
【００１０】
　ところで、特許文献４では、ゼブラフィッシュなどの生きた生物個体に暴露するだけで
、中枢神経組織である網膜組織を染色可能な眼内組織用染色組成物が開示されている。こ
の文献にはさらに、化学物質の眼内組織における効果、副作用、又は安全性をスクリーニ
ングする方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特開２００９－２５０６５２号公報
【特許文献２】特開２００６－１２１９８１号公報
【特許文献３】特表２００７－５２５６６５号公報
【特許文献４】特開２０１０－１６８３６９号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　しかし、特許文献１の方法では、細胞に接触させる被験物質を標識する必要があるため
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【００１３】
　また、特許文献２の方法では、ターゲットとなるトランスポーターを予め遺伝子導入し
た線虫を用いるため、高等動物の血液神経関門や、生体内での代謝機構などの高度な生物
学的メカニズムの影響が排除された実験系であり、得られる情報が限定的であった。特許
文献３も同様に、排出トランスポーター機能の阻害により高度な生物学的メカニズムの影
響が排除されることにより、得られる情報がある程度限定的となるおそれがある。
【００１４】
　さらに、特許文献３の方法では、トランスポーターの機能評価を行うためのプローブ（
ローダミン１２３）を心膜内に注入する必要があり、このような侵襲性の高さがアーチフ
ァクトとなり、結果の再現性に影響を及ぼす可能性があった。
【００１５】
　これらの問題に鑑み、本発明の目的は、生体内での代謝機構などの高度な生物学的メカ
ニズムの影響も加味した系で、侵襲性の低い方法によって簡便にトランスポーターによる
物質輸送の評価をできる技術を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　発明者らは、前記した課題を解決すべく鋭意検討の結果、下記一般式（１）で表される
色素化合物は、生物試料に暴露するだけで生体内に移行し、中枢神経組織（脳神経組織、
脊髄、及び、網膜）への物質移行／排出に関連するトランスポーターの基質となることを
見出し、トランスポーターの機能評価、並びにトランスポーターの作用に影響を及ぼす化
合物の評価及びスクリーニングを可能にする当該化合物を含む新規な中枢神経移行性評価
用プローブを見出して、本発明に至った。
【００１７】
　また、本発明者らは、中枢神経移行性評価用プローブを用いた中枢神経組織内外への物
質移行性評価方法、及び中枢神経移行性評価用プローブを用いたスクリーニング方法を開
発し、本発明を完成するにいたった。
【００１８】
　すなわち、本発明の中枢神経移行性評価用プローブは、一般式（１）で表される化合物
のうち少なくとも１種を有効成分として含むことを特徴とする。
【化１】

　ここで、一般式（１）中、Ｒ１は水素原子、アルキル基、アラルキル基、アルケニル基
、置換アルケニル基若しくはシクロアルケニル基、シクロアルキル基、アリール基若しく
は置換アリール基、ヘテロ環基、又はアルカノイル基を表す。Ｒ２～Ｒ５は各々独立して
水素原子、アルキル基、アリール基、カルボン酸基、アルコキシカルボニル基、又はアル
カノイル基を表し、Ｒ２とＲ４が互いに結合して環を形成しても良い。Ｒ６は水素原子又
はハロゲン原子を表す。Ｒ７は、アルコキシカルボニル基、カルボン酸又はその塩を表す
。Ｒ８は、硫黄原子、又は、一般式（２）で表わされる環を表す。ｎは０～３の整数を表
し、ｍは１以上の整数を表す。
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【化２】

　一般式（２）中、Ｒ９はアルキル基、アラルキル基、アルケニル基、又はアリール基を
表す。「＊」は結合部位を示す。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明の新規な中枢神経移行性評価用プローブの提供により、これまで困難であった生
体内での代謝機構などの高度な生物学的メカニズムの影響も加味した実験系で、侵襲性の
低い方法によって簡便にトランスポーターによる物質輸送の評価が可能となり、簡便、且
つ、再現性よく中枢神経組織（脳神経組織、脊髄、及び、網膜）への移行／排出に関連す
るトランスポーターの機能評価や、トランスポーターの作用に影響を及ぼす化合物の評価
やスクリーニングが可能となる。更に、本発明の中枢神経移行性評価用プローブを用いた
評価方法、及び、スクリーニング方法は、中枢神経系の関門機構の研究や中枢神経組織移
行性薬剤の創薬のみならず、トランスポーターに影響を与える阻害剤などの化合物の評価
やスクリーニングにも有効な新規なツールとなり得る。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】実施例１で観察された染色液１及び染色液２の経時的な中枢神経系組織の観察像
を示す。
【図２】実施例１で観察された中枢神経系組織の蛍光強度を定量したグラフを示す。
【図３】実施例２で観察された中枢神経系組織の蛍光強度を定量したグラフを示す。
【図４】実施例３で観察された中枢神経系組織の蛍光強度を定量したグラフを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下、本発明の実施形態について説明する。なお、個々に開示する実施形態は、本発明
の中枢神経移行性評価用プローブ、中枢神経移行性評価方法、及び中枢神経移行性評価用
プローブを用いたスクリーニング方法を例示するものであり、本発明はこれらに限定され
るものではない。
【００２２】
（第一実施形態）
　本発明の第一実施形態である中枢神経移行性評価用プローブは、一般式（１）で表され
る化合物のうち少なくとも１種を有効成分として含むことを特徴とする。
【化３】

　ここで、一般式（１）中、Ｒ１は水素原子、アルキル基、アラルキル基、アルケニル基
、置換アルケニル基若しくはシクロアルケニル基、シクロアルキル基、アリール基若しく
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は置換アリール基、ヘテロ環基、又はアルカノイル基を表す。Ｒ２～Ｒ５は各々独立して
水素原子、アルキル基、アリール基、カルボン酸基、アルコキシカルボニル基、又はアル
カノイル基を表し、Ｒ２とＲ４が互いに結合して環を形成しても良い。Ｒ６は水素原子又
はハロゲン原子を表す。Ｒ７は、アルコキシカルボニル基、カルボン酸又はその塩を表す
。Ｒ８は、硫黄原子、又は、一般式（２）で表わされる環を表す。ｎは０～３の整数を表
し、ｍは１以上の整数を表す。
【化４】

　一般式（２）中、Ｒ９はアルキル基、アラルキル基、アルケニル基、又はアリール基を
表す。「＊」は結合部位を示す。
【００２３】
　前記一般式（１）中のＲ１におけるアルキル基としては、特に限定されるものではない
が、例えば、メチル基、エチル基、プロピル基、ブチル基、又は３－ヘキシル基等が挙げ
られる。これらの基は、色素化合物の保存安定性を著しく阻害するものでなければ、さら
に置換基を有していてもよい。
【００２４】
　前記一般式（１）中のＲ１におけるシクロアルキル基としては、特に限定されるもので
はないが、例えば、シクロヘキシル基等が挙げられる。これらの基は、色素化合物の保存
安定性を著しく阻害するものでなければ、さらに置換基を有していてもよい。
【００２５】
　前記一般式（１）中のＲ１におけるアラルキル基としては、特に限定されるものではな
いが、例えば、ベンジル基、フェネチル基等が挙げられる。
【００２６】
　前記一般式（１）中のＲ１におけるアルケニル基、置換アルケニル基若しくはシクロア
ルケニル基としては、特に限定されるものではないが、例えば、ビニル基、２,２－ジフ
ェニルビニル基、３－ブテニル基、又はシクロヘキセニル基等が挙げられる。
【００２７】
　前記一般式（１）中のＲ１におけるアリール基若しくは置換アリール基としては、特に
限定されるものではないが、例えば、フェニル基、４－ブロモフェニル基、４－メトキシ
フェニル基、４－チオメチルフェニル基、又は６－メトキシ－２－ナフチル基、又はナフ
チル基などが挙げられる。これらの基は、色素化合物の保存安定性を著しく阻害するもの
でなければ、さらに置換基を有していてもよい。
【００２８】
　前記一般式（１）中のＲ１におけるヘテロ環基としては、特に限定されるものではない
が、ピリジル基、ピラジル基、又はモルホリニル基等が挙げられる。
　前記一般式（１）中のＲ１におけるアルカノイル基としては、特に限定されるものでは
ないが、例えば、アセチル基、プロピオニル基、ブチリル基、ペンタノイル基、ベンゾイ
ル基、１－ナフトイル基、又は２－ナフトイル基等が挙げられる。
【００２９】
　前記一般式（１）中のＲ１としては、アルキル基、アラルキル基、又はアリール基が好
ましく、特に、メチル基、エチル基、プロピル基、ベンジル基、フェニル基、４－ブロモ
フェニル基、４－メトキシフェニル基、４－チオメチルフェニル基、又は６－メトキシ－
２－ナフチル基が中枢神経移行性評価をする点で好ましい。
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【００３０】
　前記一般式（１）中のＲ２～Ｒ５におけるアルキル基としては、特に限定されるもので
はないが、例えば、メチル基、エチル基、プロピル基、ブチル基、シクロヘキシル基、又
は３－ヘキサニル基等が挙げられる。これらの基は、色素化合物の保存安定性を著しく阻
害するものでなければ、さらに置換基を有していてもよい。これらのうち、Ｒ２～Ｒ５と
しては、水素原子又はメチル基が中枢神経移行性評価をする点で好ましい。
【００３１】
　前記一般式（１）中のＲ２～Ｒ５におけるアリール基としては、特に限定されるもので
はないが、例えば、フェニル基又はナフチル基などが挙げられる。これらの基は、色素化
合物の保存安定性を著しく阻害するものでなければ、さらに置換基を有していてもよい。
【００３２】
　前記一般式（１）中のＲ２～Ｒ５におけるアルコキシカルボニル基としては、特に限定
されるものではないが、例えば、メトキシカルボニル基、エトキシカルボニル基、プロポ
キシカルボニル基、又はブトキシカルボニル基等が挙げられる。
【００３３】
　前記一般式（１）中のＲ２～Ｒ５におけるアルカノイル基としては、特に限定されるも
のではないが、例えば、アセチル基、プロピオニル基、ブチリル基、ペンタノイル基、ベ
ンゾイル基、１－ナフトイル基、又は２－ナフトイル基等が挙げられる。
【００３４】
　Ｒ２とＲ４が互いに結合して形成する環としては、特に限定されるものではないが、例
えば、シクロオクタン環、シクロヘプタン環、シクロヘキサン環、シクロペンタン環、若
しくはシクロブタン環等の飽和脂肪族環、シクロペンテン環若しくはシクロヘキセン環等
の部分飽和脂肪族環、又はベンゼン環等の芳香族環が挙げられる。これらの環は、色素化
合物の保存安定性を著しく阻害するものでなければ、さらに置換基を有していてもよい。
これらのうち、Ｒ２とＲ４が互いに結合して形成する環としては、シクロペンタン環又は
ベンゼン環が中枢神経移行性評価をする点で好ましい。
【００３５】
　前記一般式（１）中のＲ６におけるハロゲン原子としては、例えば、フッ素原子、塩素
原子、臭素原子、又はヨウ素原子等が挙げられる。
【００３６】
　Ｒ６としては、水素原子又は臭素原子が好ましい。
【００３７】
　前記一般式（１）中のＲ７におけるアルコキシカルボニル基としては、特に限定される
ものではないが、メトキシカルボニル基、エトキシカルボニル基、プロポキシカルボニル
基等が挙げられる。
【００３８】
　前記一般式（１）中のＲ７におけるカルボン酸の塩としては、特に限定されるものでは
ないが、例えば、ナトリウム塩若しくはカリウム塩等のアルカリ金属塩；マグネシウム塩
若しくはカルシウム塩等のようなアルカリ土類塩；アンモニウム塩、ピリジニウム塩、ピ
ペリジニウム塩、若しくはトリエチルアンモニウム塩等のアミン塩；又はトリプトファン
塩、リジン塩、ロイシン塩、フェニルアラニン塩、バリン塩、若しくはアルギニン塩等の
アミノ酸塩が挙げられる。これらのうち、ナトリウム塩、カリウム塩、アンモニウム塩、
ピリジニウム塩、又はピペリジニウム塩等が好ましい。
【００３９】
　前記一般式（１）中のＲ７としては、カルボン酸、カルボン酸エチル、カルボン酸ナト
リウム、又はカルボン酸カリウムが中枢神経移行性評価をする点で好ましい。
【００４０】
　前記一般式（２）中のＲ９におけるアルキル基としては、特に限定されるものではない
が、例えば、メチル基、エチル基、プロピル基、ブチル基、又は３－ヘキシル基等が挙げ
られる。これらの基は、色素化合物の保存安定性を著しく阻害するものでなければ、さら



(9) JP 5888904 B2 2016.3.22

10

20

30

に置換基を有していてもよい。
【００４１】
　前記一般式（２）中のＲ９におけるアラルキル基としては、特に限定されるものではな
いが、例えば、ベンジル基、フェネチル基等が挙げられる。
【００４２】
　前記一般式（２）中のＲ９におけるアルケニル基、置換アルケニル基若しくはシクロア
ルケニル基としては、特に限定されるものではないが、例えば、ビニル基、２,２－ジフ
ェニルビニル基、３－ブテニル基、又はシクロヘキセニル基等が挙げられる。
【００４３】
　前記一般式（２）中のＲ９におけるアリール基としては、特に限定されるものではない
が、例えば、フェニル基又はナフチル基などが挙げられる。これらの基は、中枢神経移行
性評価をする際に著しく阻害するものでなければ、さらに置換基を有していてもよい。
　前記一般式（１）中のＲ８としては、硫黄原子が中枢神経移行性評価をする点で特に好
ましい。
【００４４】
　前記一般式（１）中のｎは０～３の整数を表す。特に０又は１であることが、中枢神経
移行性評価をする点で特に好ましい。
【００４５】
　前記一般式（１）中のｍは１以上の整数を表す。ｍが１～５の整数の時が好ましく、ｍ
が１又は２である時、中枢神経移行性評価をする点で特に好ましい。
【００４６】
　本発明者らの検討より、前記一般式（１）中のｍの数がトランスポーターによる流入／
排出の速度に影響することが確かめられており、トランスポーターに影響を及ぼす物質の
評価を行う際には、トランスポーターに対する影響の強さによって、適宜選択することが
好ましい。特に好ましい具体例として、例えば、ｍが１の化合物を含む中枢神経移行性評
価用プローブは、トランスポーターに特に強く輸送されるため、トランスポーターに対す
る影響が強い物質の評価の際に用いる事が出来る。また、ｍが２の化合物を含む中枢神経
移行性評価用プローブは、トランスポーターに比較的緩やかに輸送されるため、トランス
ポーターに対する影響が弱い物質の評価の際に用いる事が出来る。
【００４７】
　本発明にかかる一般式（１）で表される色素化合物は、市販されており入手可能である
が、公知の方法によって合成することも可能である。
【００４８】
　一般式（１）で表わされる色素化合物の好ましい具体例（化合物（１）から化合物（４
６））を次に示すが、本発明は以下のものに限定されるわけではない。



(10) JP 5888904 B2 2016.3.22

10

20

30

40

【化５】



(11) JP 5888904 B2 2016.3.22

10

20

30

40

50

【化６】

【００４９】
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（化合物について）
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブに含まれる一般式（１）で表される化合物とし
ては、分子量が３００以上１，０００以下であるものが好ましく選択される。より好まし
くは分子量が３００以上６５０以下の化合物が選択される。また、本発明者らの検討より
、前記一般式（１）中のＲ１の分子量が流入／排出の速度に影響することが確かめられて
おり、一般的な評価においては、前記一般式（１）中のＲ１の分子量が１以上２５０以下
であるものが好ましい。
【００５０】
　また、本発明の化合物は蛍光性を有する蛍光性化合物であることが好ましい。蛍光性の
化合物であれば感度が高いため、低濃度でトランスポーターを標識して可視化することが
でき、必要とする化合物の量を相対的に減らすことができる。また、基質となるトランス
ポーターの種類や基質特異性ごとに蛍光スペクトルの異なる化合物等の組み合わせを選択
すれば、複数のトランスポーターの機能を多重標識によって評価することが可能になり、
一度の観察から得られる情報が増えるため、有用性が高い。このような、蛍光性化合物で
ある本発明の化合物を用いれば、被験物質を標識する手間が省けるため、多数の標的物質
についてのスクリーニングでも簡便に行うことができる。
【００５１】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブに含まれる化合物の濃度は特に限定されるもの
ではないが、標的とする部位や使用される化合物によって適宜調節される。通常は０．０
０１ｎｇ／ｍＬ以上１００μｇ／ｍＬ以下の濃度で用いられ、より好ましくは０．００１
ｎｇ／ｍＬ以上１０μｇ／ｍＬ以下、より好ましくは０．００１ｎｇ／ｍＬ以上５μｇ／
ｍＬ以下の濃度で用いられる。
【００５２】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブは、前記一般式（１）で表される化合物の少な
くとも１種を適当な溶媒に溶解させて用いる。溶媒としては、生体に影響がなければ、特
に限定されるものではないが、例えば、生体との親和性が高い水性の液体が好ましい。具
体的には、水；生理食塩水；リン酸緩衝液（ＰＢＳ）若しくはＴｒｉｓ等の緩衝液；メタ
ノール、エタノール、イソプロパノール、ブタノール、エチレングリコール、若しくはグ
リセリン等のアルコール系溶媒；Ｎ，Ｎ－ジメチルスルホキシド（以下、「ＤＭＳＯ」と
略する）若しくはＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（以下、「ＤＭＦ」と略する）等の有機
溶媒；Ｄ－ＭＥＭ（Dulbecco's Modified Eagle Medium）若しくはＨＢＳＳ（Hanks' Bal
anced Salt Solutions、ハンクス平衡塩）等の細胞培養用培地、又は乳酸リンゲル液等の
輸液が挙げられる。これらの溶媒には、特に水が５０％以上含まれていることが好ましい
。また、これらの溶媒を２種以上混合して用いることもできる。これらの溶媒のうち、メ
タノール、エタノール、又はＤＭＳＯが特に好ましい。
【００５３】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブの作製方法は、特に限定されるものではないが
、例えば、上記のような溶媒に溶解させた化合物の濃厚溶液を希釈して作成しても良い。
化合物の水溶性が低い場合には、適当な溶媒に溶解させてから精製水に希釈させて用いる
ことができる。
【００５４】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブには、生体に適した塩濃度やｐＨ等を制御する
ことが必要であれば添加剤を１種類又はそれ以上組み合わせて添加することができる。
本発明に用いられる添加剤としては、中枢神経系組織標識用組成物に影響がなければ特に
限定されるものではないが、例えば、保湿剤、表面張力調整剤、増粘剤、塩化ナトリウム
のような塩類、各種ｐＨ調整剤、ｐＨ緩衝剤、防腐剤、抗菌剤、甘味剤、又は香料等が挙
げられる。
【００５５】
　ｐＨ調整剤としては、ｐＨを５～９に調整することが好ましく、特に限定されるもので
はないが、例えば、塩酸、酢酸、リン酸、クエン酸、リンゴ酸、水酸化ナトリウム、又は
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炭酸水素ナトリウム等が挙げられる。
【００５６】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブは放射性核種で標識されたプローブとして用い
ることも可能である。標識に用いる放射性核種の種類は、特に制限されるものではないが
、使用の態様によって適宜選択することができる。具体的に、ＰＥＴによる測定の場合は
、例えば、１１Ｃ、１４Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、１８Ｆ、１９Ｆ、６２Ｃｕ、６８Ｇａ、又
は７８Ｂｒ等の陽電子放出核種を用いることができる。好ましくは、１１Ｃ、１３Ｎ、１

５Ｏ、又は１８Ｆ等であり、特に好ましくは、１１Ｃ又は１８Ｆ等である。また、ＳＰＥ
ＣＴによる測定の場合は、例えば、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、６７Ｇａ、２０１Ｔｌ、１

２３Ｉ、又は１３３Ｘｅ等のγ線放射核種を用いることができる。好ましくは、９９ｍＴ
ｃ又は１２３Ｉ等である。更に、ヒト以外の動物を測定する場合には、例えば、１２５Ｉ
のようなより半減期の長い放射線核種を用いることができる。ＧＲＥＩによる測定の場合
は、例えば、１３１Ｉ、８５Ｓｒ、又は６５Ｚｎ等を用いることができる。 
【００５７】
　放射性核種で標識した中枢神経系組織標識用組成物は、例えば、オートラジオグラフィ
ー、陽電子（ポジトロン）放出核種を用いる放射断層撮影法（ＰＥＴ）、又は様々なガン
マ線放出核種を用いる単一光子放射断層撮影法（ＳＰＥＣＴ）等によって画像化を行うこ
とができる。また、フッ素原子核に由来するＭＲ信号や１３Ｃを利用した核磁気共鳴法（
ＭＲＩ）で検出してもよい。更に、次世代分子イメージング装置として複数分子同時イメ
ージングが可能なコンプトンカメラ（ＧＲＥＩ）等によって画像化することも可能である
。また、例えば、液体シンチレーションカウンター、Ｘ線フィルム、又はイメージングプ
レート等を用いて中枢神経移行性評価用プローブの定量を行うことも可能である。
　また、１４Ｃ等の放射性同位元素で標識した中枢神経移行性評価用プローブは、加速器
質量分析法（ＡＭＳ）等によって、血液中（又は、尿中若しくは糞中）の濃度を測定して
、標識化した物質の未変化体や代謝物の薬物動態学的情報（薬物血中濃度－時間曲線下面
積（ＡＵＣ）、血中濃度半減期（Ｔ１／２）、最高血中濃度（Ｃｍａｘ）、最高血中濃度
到達時間（Ｔｍａｘ）、分布容積、初回通過効果、生物学的利用率、糞尿中排泄率等）を
得ることが可能である。
【００５８】
　放射線核種は一般式（１）で表される化合物に含まれる形でも、結合する形でもよい。
【００５９】
　放射線核種の標識の方法は、特に限定されるものではなく、一般的に用いられている方
法で良い。また、一般式（１）で表される化合物を構成する元素の少なくとも一部を放射
性核種で置換する形でも良い。
【００６０】
　一般式（１）で表される化合物を放射性核種で標識した場合、１ｍＭあたり、１～１０
０μＣｉ程度の放射性を有することが好ましい。この時、用いる中枢神経移行性評価用プ
ローブの投与量は、影響がなければ特に制限はされず、化合物の種類及び標識に用いた放
射性核種の種類により適宜選択される。
【００６１】
（対象）
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブを用い中枢神経組織内外への物質の流入・排出
を評価することが可能な生物種としては、特に限定されるものではないが、例えば、脊椎
動物としては、トラフグ、クサフグ、ミドリフグ、メダカ、若しくはゼブラフィッシュ等
の硬骨魚類、アフリカツメガエル等の両生類、ニワトリ若しくはウズラ等の鳥類、ラット
、マウス、若しくはハムスター等の小動物、ヤギ、ブタ、イヌ、ネコ、ウシ、若しくはウ
マ等の大動物、又は、サル、チンパンジー、若しくはヒト等の霊長類が挙げられる。特に
、本発明によれば、これらの生物個体を用いて生きたままの状態で評価することができる
。また、生物種としては、ヒトを除外してもよい。
【００６２】
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　これらの生物試料の中でも、ゼブラフィッシュを用いることが好ましい。ゼブラフィッ
シュは、米国及び英国では、近年、既にマウス及びラットに続く第３のモデル動物として
認知されており、人と比較して全ゲノム配列が８０％の相同性を持ち、遺伝子数もほぼ同
じであり、さらに主要臓器・組織の発生・構造も良く似ていることが解明されてきている
。各パーツ（心臓、肝臓、腎臓、消化管等の臓器・器官）が受精卵から分化して形成され
ていく過程が透明な体を通して観察できるため、非侵襲的に生体内部の観察が可能なゼブ
ラフィッシュをモデル動物としてスクリーニングに用いることは特に好ましい。ゼブラフ
ィッシュは３ｄｐｆ（ｄａｙｓ　ｐｏｓｔ　ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ、３日胚）でＢ
ＢＢの密着結合の主要な構成タンパク質であるＣｌａｕｄｉｎ－５及びＺｏｎｕｌａ　Ｏ
ｃｃｌｕｄｅｎｓ－１が発現する（Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｂｕｌｌｔｅｉｎ　
７５　（２００８）　６１９－６２８）。６－７ｄｐｆで主要な臓器が形成され、８ｄｐ
ｆにはＢＢＢの物質排出を担うＰ－糖タンパクも発現する。そのため、中枢神経組織の評
価に好適に用いることができる。また、ゼブラフィッシュは１回の産卵で約２００個以上
の受精卵が得られるため同じ遺伝的背景持ったゼブラフィッシュが得られ、スクリーニン
グには好都合であるという利点がある。
【００６３】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブを用いて評価できる血液神経関門は、例えば、
血液脳関門（ＢＢＢ）、血液脳脊髄液関門（ＢＣＳＦＢ）、血液網膜関門（ＢＲＢ）等が
挙げられる。これらのうち、血液脳関門及び血液脳脊髄液関門が好ましくは評価され、さ
らには血液脳関門が好ましくは評価される。これらの血液神経関門において、化合物の流
入及び排出トランスポーターの働きを評価することができるが、特に排出トランスポータ
ーの働きを好適に評価することができる。より好ましくは、ＡＢＣトランスポーターを評
価することができる。
【００６４】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブは、プローブのみを投与した場合は、中枢神経
組織への物質の移行性が見られても見られなくてもよい。プローブのみを投与することに
より、中枢神経組織内外の物質の移行性を評価することができる。
【００６５】
　また、プローブのみを投与した場合に中枢神経組織への物質の移行性が見られない場合
でも、トランスポーターの機能に影響を及ぼす化合物と同時に作用させることで、中枢神
経組織への移行性が見られるようになることにより、中枢神経組織のトランスポーターに
影響を及ぼす物質の評価を行うことができる。同様に、プローブのみを投与した場合でも
中枢神経組織への移行性が見られる場合は、トランスポーターの機能に影響を及ぼす化合
物と同時に作用させることで、中枢神経組織への移行性が見られなくなることや、中枢神
経組織への移行速度が変化（上昇又は低下）することにより、トランスポーターに影響を
及ぼす物質の評価を行うことができる。本発明においては、中枢神経組織への移行性が見
られるようになること、逆に見られなくなること、及び中枢神経組織への移行速度が変化
することをあわせて、中枢神経組織への移行性が変化すると表現する。本発明の化合物と
しては、中枢神経移行性評価用プローブのみを暴露した場合には中枢神経組織への移行性
がない、あるいは非常に低いが、トランスポーターに影響を及ぼす物質と同時に暴露した
場合に、中枢神経組織への移行性が変化するものが特に好ましく用いられる。
【００６６】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブは、生体内に侵襲的な手段で投与する必要がな
く、生体への暴露、又は経口投与若しくは経粘膜投与などによって生体内に移行するため
、生物試料を傷つけることなくトランスポーターの評価を行うことができる。すなわち、
生きた生物個体に対して、中枢神経の近傍組織の切開や、中枢神経系組織又は中枢神経系
組織に連絡する神経組織への針刺し等の外科的損傷、を与えることなく投与することがで
きる。なお、本発明は、前記外科的損傷を伴う投与方法を排除していない。
【００６７】
　外科的損傷なく投与する方法としては特に限定されるものではないが、例えば、中枢神
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経移行性評価用プローブを生物個体の一部又は全体に暴露する方法、経口接触による方法
、経肺（若しくは経鰓）接触による方法、経鼻接触による方法、経消化管接触による方法
、経粘膜接触による方法、経体液接触による方法、舌下接触による方法、静脈又は動脈等
の血管内接触による方法、腹腔内接触による方法、腹膣内、皮下、皮内、膀胱内、若しく
は気管（気管支）内等への注入方法、又は噴霧若しくは塗布等の手段による生体内への接
触による方法等が挙げられる。動物への投与の場合には、その投与形態、投与経路、投与
量は対象となる動物の体重や状態によって適宜選択する。
【００６８】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブに含まれる化合物は、少なくとも一種類以上の
中枢神経系組織に存在する関門機構を構成するトランスポーターの基質となることをその
特徴とする。トランスポーターとしては、特に限定されるものではないが、ＡＢＣトラン
スポーター、ＳＬＣトランスポーター、グルコーストランスポーター、又はドーパミント
ランスポーターなどがあげられる。好ましくは、排出トランスポーターであり、より好ま
しくは、ＡＢＣトランスポーターであり、さらに好ましくは、Ｐｇｐ、ＢＣＲＰ（Breast
Cancer Resistance Protein）、又はＭＲＰ（Multidrug resistance-associated Protein
）１～８の基質となるものである。
【００６９】
　本発明において、トランスポーターの基質となるとは、流入トランスポーターによって
選択的に輸送されることができるか、又は流入トランスポーター阻害剤の存在下では輸送
されることができないか、若しくはそのトランスポーターを介しての移行性が変化するこ
とを意味する。あるいは、本発明において、トランスポーターの基質となるとは、排出ト
ランスポーターにより選択的に輸送されるか、排出トランスポーター阻害剤の非存在下で
はそのトランスポーターにより輸送されるが阻害剤の存在下では輸送されないか、又は排
出トランスポーター阻害剤の存在下でそのトランスポーターを介しての移行性が変化する
ことを意味する。
【００７０】
　本発明の中枢神経移行性評価用プローブを用いれば、例えば、大脳（終脳）、大脳皮質
、大脳基底核、中脳、小脳、間脳、後脳（外套）、橋、延髄、脊髄、視索、上丘（視蓋）
、脳下垂体、視蓋脊髄（延髄）路、網様体、中隔核、扁桃体、内包、若しくは視神経など
から構成される中枢神経系組織、視神経をはじめとする脳神経、これら組織の疾患状態組
織、又は疾患による新生組織若しくは癌組織等について、トランスポーターの機能の評価
を染色状態で行うことができる。また、生物種類、発生段階、又は発生異常若しくは疾病
等によって前記と異なる中枢神経系組織が存在する場合は、それらの組織も含むことがで
きる。本発明の中枢神経移行性評価用プローブは、視神経、視索、上丘（視蓋）、脳下垂
体、視蓋脊髄（延髄）路、又は網様体の染色性によって特に好ましくトランスポーターの
機能を評価することができる。
【００７１】
　前記の中枢神経系組織に含まれる細胞としては特に限定されるものではないが、神経細
胞、オリゴデンドロサイト、シュワン細胞、プルキンエ細胞、アマクリン細胞、網膜神経
節細胞、錐体細胞、星状細胞、顆粒細胞、若しくはグリア細胞、又はこれらの腫瘍細胞若
しくはこれらの未分化状態の細胞（幹細胞）等が挙げられる。
【００７２】
（評価方法）
　本発明の第二の実施形態である中枢神経移行性評価用プローブを用いた中枢神経組織内
外への物質移行性の評価方法は、蛍光化合物としての本発明の中枢神経移行性評価用プロ
ーブを生物試料に何れかの方法で投与した後、一定時間後に、励起波長の光を観察部位に
照射し、発生するより長波長の蛍光を観測し画像を形成することを特徴とする。さらに、
必要に応じて経時的に複数回の蛍光を観測してその変化を追跡することを特徴とする。こ
のとき、第一の実施形態と同様に、プローブのみを投与してもよいし、プローブとトラン
スポーターの機能に影響を及ぼす化合物とを同時に投与した場合とプローブのみを投与し
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た場合とを比較してもよい。
【００７３】
　本発明の評価方法は、ｉｎ ｖｉｖｏ、ｉｎ ｖｉｔｒｏ、又はｅｘ　ｖｉｖｏのいずれ
で用いてもよい。
【００７４】
　本発明の評価方法は、中枢神経系組織に影響を与えなければ特に限定されるものではな
いが、生物試料の状態及び変化を画像として捉える方法である。例えば、中枢神経組織に
可視光、近赤外光や赤外光を照射してカメラやＣＣＤ等で観察する可視光観察、近赤外光
観察、赤外光観察、若しくはレーザー顕微鏡観察、蛍光内視鏡等のように生物試料に対し
て励起光光源から励起光を照射して発光している生物試料の蛍光を観察する蛍光観察、蛍
光顕微鏡観察、蛍光内視鏡観察、共焦点蛍光顕微鏡観察、多光子励起蛍光顕微鏡観察、若
しくは狭帯域光観察、共光干渉断層画像観察（ＯＣＴ）、又は軟エックス線顕微鏡による
観察等が挙げられる。
【００７５】
　本発明で用いられる励起するための波長は、特に限定されるものではないが、使用する
前記一般式（１）で表される色素化合物によって異なり、本発明の前記一般式（１）で表
される色素化合物が効率よく蛍光を発すれば特に限定されるものではない。通常、２００
～１０１０ｎｍ、好ましくは４００～９００ｎｍ、より好ましくは、４８０～８００ｎｍ
である。近赤外領域の光を用いる場合は、通常６００～１０００ｎｍで、好ましくは、生
体透過性に優れている６８０～９００ｎｍの波長が用いられる。
【００７６】
　本発明で用いられる蛍光励起光源としては特に限定されるものではないが、各種レーザ
ー光源を用いることができる。これらのレーザー光源としては、例えば、色素レーザー光
源、半導体レーザー光源、イオンレーザー光源、ファイバーレーザー光源、ハロゲンラン
プ、キセノンランプ、又はタングステンランプ等が挙げられる。また、各種光学フィルタ
ーを用いて、好ましい励起波長を得たり、蛍光のみを検出したりすることができる。
【００７７】
　このように生物個体に励起光を照射することにより、中枢神経系組織の内部において発
光させた状態で中枢神経系組織を撮像すれば発光部位を容易に検出することができる。ま
た、可視光を照射して得られた明視野画像と励起光を照射して得られた蛍光画像を画像処
理手段で組み合わせることで、より詳細に中枢神経系組織を観察することもできる。また
、共焦点顕微鏡を用いれば、光学的な切片画像を取得することができるため、好ましい。
さらに、多光子励起蛍光顕微鏡は、高い深部到達性と空間解像力を持つため、組織内部の
観察に好ましく用いられる。
【００７８】
（スクリーニング方法）
　本発明の第三の実施形態であるスクリーニング方法は、中枢神経移行性評価用プローブ
を用いて、ｉｎ　ｖｉｖｏで中枢神経系組織に作用する化合物を検出することを特徴とす
る。本発明の中枢神経移行性評価用プローブは、生物個体、例えば、小型硬骨魚類である
ゼブラフィッシュを用いて、生きたままの状態、いわゆるｉｎ　ｖｉｖｏで中枢神経系組
織への移行性を指標として用いることにより、スクリーニング対象化合物の中枢神経系組
織移行性や薬理作用をスクリーニングすることが可能である。更に、生きた生物個体であ
るゼブラフィッシュ等を用いているため、スクリーニング対象化合物の安全性についても
同時にスクリーニングすることが可能である。ただし、本発明はこれらに限定はされず、
例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏやｅｘ　ｖｉｖｏでスクリーニングを行ってもよい。
【００７９】
　「中枢神経系組織に作用する化合物を検出すること」とは、中枢神経組織内外の物質移
行に影響する物質の候補となる被験物質（スクリーニング対象化合物）を当該中枢神経系
組織へ作用させた際の、本発明の中枢神経移行性評価用プローブの標識性の変化を測るこ
とによって、中枢神経系組織に作用する化合物の有無や特性を検出することをいう。具体
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的に、一例としては、スクリーニング対象化合物と本発明の中枢神経移行性評価用プロー
ブとをゼブラフィッシュに接触させた場合と、本発明の中枢神経移行性評価用プローブの
みをゼブラフィッシュに接触させた場合とを比較する。このようにして、スクリーニング
対象化合物の存在が、中枢神経移行性評価用プローブによる中枢神経系組織の染色状態に
及ぼす影響を観察することによってスクリーニングを行うことができる。
【００８０】
　スクリーニング対象化合物を接触させる方法としては、特に限定されるものではないが
、スクリーニング対象化合物が水溶性の場合は、飼育水中にスクリーニング対象化合物を
投与する方法、非水溶性の場合は、飼育水中にスクリーニング対象化合物を単独で分散さ
せて投与する方法、若しくは微量の界面活性剤やＤＭＳＯと共に投与する方法、生物個体
の餌に混ぜて経口投与する方法、又は注射等による非経口投与する方法が挙げられる。こ
れらのうち、飼育水中にスクリーニング対象化合物を投与する方法が容易にできるため好
ましい。
【００８１】
　１種類以上の本発明の中枢神経移行性評価用プローブを有効成分として利用し、スクリ
ーニング対象化合物の中枢神経系組織における効果、副作用、又は安全性を生物個体を用
いて生物に及ぼす影響のスクリーニングが可能である。標的部位、目的、検査手段等に応
じて、使用する中枢神経移行性評価用プローブは随意に選択することができる。更に、中
枢神経移行性評価用プローブの移行性に対する影響から、疾病の高精度な診断や治療法の
開発等の応用展開が期待される。
【００８２】
　前記スクリーニング対象化合物とは、化学的に作用のある化合物の総称を意味し、特に
限定されるものではないが、例えば、医薬品、有機化合物、治療剤、治験薬、農薬、化粧
品、環境汚染物質、又は内分泌攪乱物質等が挙げられる。
【００８３】
　本発明のスクリーニング方法には、小型硬骨魚類を好ましく用いることができる。本発
明のスクリーニング方法で用いられる小型硬骨魚類としては、特に限定されるものではな
いが、例えば、ゼブラフィッシュ、フグ、金魚、メダカ、又はジャイアント・レリオ等が
挙げられる。小型硬骨魚類は、マウス及びラット等と比較して、生育のスピード面・コス
ト面で非常に優れているため好ましい。特に、ゼブラフィッシュはゲノムの解読がほぼ完
了しており、また飼育及び繁殖が容易で流通価格も安く、受精後４８～７２時間で主要臓
器・組織の基本構造ができ上がるため、好ましい。
【００８４】
　ゼブラフィッシュとしては、スクリーニングの目的に応じ、野生型ゼブラフィッシュに
限定されず、各種疾患系モデルのゼブラフィッシュを用いることができる。疾患系のモデ
ルを用いた場合には、観察により新薬候補化合物の効果を見出し、疾患治療薬又は疾患予
防薬のスクリーニングに応用することができる。
【実施例】
【００８５】
　以下に実施例を挙げて、本発明をより詳細に説明するが、これらの実施例は、本発明の
より一層の深い理解のために示される具体例であって、本発明は、これらの具体例に何ら
限定されるものではない。なお、特に表示していない限りは「％」は質量基準である。な
お、使用した分析装置は、１Ｈ核磁気共鳴分光分析（ＥＣＡ－４００、日本電子（株）製
）、ＬＣ／ＴＯＦ　ＭＳ（ＬＣ／ＭＳＤ　ＴＯＦ、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ社製）、及びマルチスペクトロマイクロプレートリーダ（Ｖａｒｉｏｓｋａｎ　Ｆ
ｌａｓｈ、サーモフィッシャーサイエンティフィック（株）製）である。
【００８６】
　本発明にかかる一般式（１）～（４６）で表される色素化合物は、市販されており入手
可能であるが、公知の方法によって合成することも可能である。
【００８７】
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［化合物の合成例］
　次に化合物の典型的な合成例１～２を示す。　
【００８８】
＜合成例１＞
色素化合物（４）の合成
　アルデヒド誘導体（１）３．０ｇ（１１．４ｍｍｏｌ）の酢酸２０ｍＬ溶液にロダニン
－３－プロピオン酸２．２ｇ（１１．５ｍｍｏｌ）、酢酸アンモニウム０．９ｇを添加し
て、還流下２時間攪拌させた。反応終了後、冷却させながら、ゆっくり水５０ｍＬを滴下
して室温まで冷却した。析出した個体をろ過して、水１００ｍＬで２回洗浄し、更に、２
－プロパノール５０ｍＬで洗浄して、目的物（４）３．１ｇ（収率６０．１％）を得た。
【化７】

【００８９】
＜合成例２＞
色素化合物（８）の合成
　アルデヒド誘導体（２）１．７５ｇ（１０．０ｍｍｏｌ）のトルエン２０ｍＬ溶液に、
ロダニン－３－プロピオン酸１．１３ｇ（１０．０ｍｍｏｌ）とピペリジン２．５ｇ（３
０．０ｍｍｏｌ）を添加して、還流下２．５時間攪拌させた。反応終了後、室温まで冷却
させ、トルエン１００ｍＬで希釈した後、水１００ｍＬを添加し攪拌した。静置後、有機
層を分液して無水硫酸ナトリウムで乾燥させた。ろ過した後、減圧下、トルエンを留去し
て、エタノールから再結晶して、目的物（８）１．６ｇ（収率４３．２％）を得た。
【化８】

【００９０】
＜他の色素化合物の合成例＞
　上記合成例１又は２に準じた方法で、下記表１に示す他の化合物を合成した。これらの
化合物の構造は、前記した分析装置で確認した。
【００９１】
＜色素化合物の蛍光特性の測定＞
　色素化合物１～４６について５μＭのＤＭＳＯ溶液を調製し、日立ハイテク社製ＦＬ４
５００蛍光分光測定機で励起波長及び蛍光波長を測定した。
【００９２】
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【表１】

【００９３】
［中枢神経移行性評価用プローブによる中枢神経組織への物質移行に影響する物質の評価
］
（実施例１）
　１ｍＭの前記化合物（８）のＤＭＳＯ溶液に蒸留水を加えて、前記化合物（８）の濃度
が１μＭである染色液１を得た。さらに、化合物８に加えて、ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＭＲ
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Ｐ４などに対する阻害効果が知られているＡＢＣトランスポーター阻害剤のＭＫ５７１が
３０μＭとなるよう加えられた染色液２を得た。６穴マルチプレートの任意のウェル中に
、４ｍＬの染色液１とゼブラフィッシュ７日胚の稚魚を20匹入れ、染色を開始した。染色
中のゼブラフィッシュを、１５分後、１時間後、２時間後、３時間後にウェルから取り出
し、スライドガラス上で３％メチルセルロースに埋没させて動きを制限し、実体蛍光顕微
鏡（Ｌｅｉｃａ社製　ＭＺ１６ＦＡ）を用いてゼブラフィッシュの側面から中枢神経組織
の蛍光画像を取得し、各サンプルの蛍光強度を画像解析ソフトＩｍａｇｅ Ｊ（ＮＩＨ）
を用いて定量した。このとき取得した蛍光画像を図１に、定量した蛍光強度を図２にそれ
ぞれ示す。また、共焦点顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ社製　Ｐａｓｃａｌ　Ｅｘｃｉｔｅｒ）を用
いて脳神経組織及び網膜神経組織の観察を行った。
　その結果、染色液１を暴露した稚魚は、血管の染色性のみ観察されたが、染色液２が暴
露された稚魚は、経時的に脳神経組織及び、網膜神経組織の蛍光強度が上昇した。本実施
例により、本発明の中枢神経移行性評価用プローブを用いることで、ABCトランスポータ
ーに対する阻害効果を有する化合物の評価が可能であることが示された。
【００９４】
（実施例２）
　実施例１の染色液１で使用した化合物（８）を化合物（１３）に変更して、染色液３を
得た。また、染色液２の化合物（８）を化合物（１３）に変更して、さらに、トランスポ
ーター阻害剤としてＭＫ５７１に代えて、有機アニオントランスポーター阻害剤であるＤ
ｉｇｏｘｉｎが３０μＭとなるように加えられた染色液４、又は、Breast Cancer Resist
ance Protein（ＢＣＲＰ）の阻害剤であるＦｕｍｉｔｒｅｍｏｒｇｉｎC（ＦＴＣ）が１
０μMとなるように加えられた染色液５を得た。また、染色したゼブラフィッシュの洗浄
液として、洗浄液１（蒸留水）、洗浄液２（蒸留水にＤｉｇｏｘｉｎを３０μＭ含む溶液
）、洗浄液３（蒸留水にＦＴＣを１０μＭ含む溶液）を用意した。
【００９５】
　染色液１を染色液３に、染色液２を染色液４又は染色液５に変更した以外は実施例１と
同じ操作でゼブラフィッシュ７日胚の稚魚を１時間染色した後、ゼブラフィッシュを表１
の通りの洗浄液に移動し、洗浄を行った。洗浄直後（染色から６０分）、洗浄１時間後（
同１２０分）、及び、洗浄２時間後（同１８０分）にゼブラフィッシュをウェルから取り
出し、実施例１と同様の操作で脳神経組織及び、ゼブラフィッシュ体側の血管の蛍光画像
蛍光画像を取得し、中枢神経組織及び血管中の蛍光強度を評価した。表２に評価の結果（
++：中枢神経系組織に強い蛍光が認められる、+：中枢神経系組織に弱い蛍光が認められ
る、－：蛍光がほとんど認められない）を示す。
【００９６】
【表２】

【００９７】
　その結果、染色液３～５を暴露した稚魚は６０分の染色で何れも脳神経組織に蛍光が認
められたが、染色液４及び染色液５の蛍光強度は染色液３の蛍光強度よりも高かった（表
２）。次に、中枢神経組織からの物質輸送の影響をみるために、血管中の蛍光強度に対す
る脳神経組織の蛍光強度の比を求めた（図３）。その結果、トランスポーター阻害剤を含
まない染色液３に暴露したゼブラフィッシュの相対蛍光強度は洗浄することによって経時
的に低下しているのに対して、トランスポーター阻害剤を含む染色液４及び染色液５に暴
露したゼブラフィッシュは相対蛍光強度の低下が著しく抑えられていることが分かった。
【００９８】
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　本実施例により、本発明の中枢神経移行性評価用プローブを用いることで、有機アニオ
ントランスポーター及び、ＢＣＲＰに対する阻害効果を有する化合物の評価が可能である
ことが示された。
【００９９】
　（実施例３）
　実施例１の染色液１で使用した化合物（８）を化合物（２３）に変更して、化合物の濃
度を２μMに調製した染色液６を得た。また染色液６に、トランスポーター阻害剤として
ＭＫ５７１とＦＴＣをそれぞれ３０μMとなるように併せて加えられた染色液７を得た。
　６穴マルチプレートの任意のウェル中に、４ｍＬの染色液１とゼブラフィッシュ７日胚
の稚魚を２０匹入れ、染色を開始した。染色中のゼブラフィッシュを、６０分、１８０分
、３６０分後にウェルから取り出し、実施例１と同様の操作で脳神経組織及び、ゼブラフ
ィッシュ体側の血管の蛍光画像蛍光画像を取得し、中枢神経組織及び血管中の蛍光強度を
評価した。
　その結果、染色液６を暴露した稚魚は６０分、１８０分、３６０分の染色で何れも脳神
経組織に蛍光が認められなかったが、染色液７によって染色された稚魚の脳の蛍光強度は
経時的に増加した（図４）。
　なお、染色液６にトランスポーター阻害剤としてＭＫ５７１又は、ＦＴＣをそれぞれ単
独で３０μMとなるように加えられた染色液では、稚魚の脳の蛍光強度の増加は見られな
かった。この結果より、化合物（２３）はＭＲＰとＢＣＲＰの両方によって輸送されるこ
とが明らかとなった。また、このことは、化合物（２３）がトランスポーターに強く輸送
される特性を有しているため、ＭＫ５７１とＦＴＣを併せて用いることによるトランスポ
ーターに対する強力な阻害効果を評価する用途に化合物（２３）が好適であることを示し
ている。
【産業上の利用可能性】
【０１００】
　本発明により提供される、生体内での代謝機構などの高度な生物学的メカニズムの影響
も加味した系で、侵襲性の低い方法によって簡便にトランスポーターによる物質輸送の評
価をできる技術は、トランスポーターの物質輸送の評価を簡便に行う上で、有用な材料と
なる。また、脳や網膜といった中枢神経系疾患に関連する創薬開発において、薬物が中枢
神経系組織を送達される際の効率を上げることが重要な技術課題であるが、本発明を用い
ることで、中枢神経組織内外への物質移行の経時的な評価が可能になり、ハイスループッ
トで高精度なスクリーニングを低コストで行うことができ、新しい疾患の診断法や治療法
の開発、更には中枢神経研究を飛躍的に発展させ、産業上及び実用化の上でもきわめて有
効な基盤技術となる。



(22) JP 5888904 B2 2016.3.22

【図２】

【図３】

【図４】



(23) JP 5888904 B2 2016.3.22

【図１】



(24) JP 5888904 B2 2016.3.22

10

20

30

40

フロントページの続き

(74)代理人  100107401
            弁理士　高橋　誠一郎
(74)代理人  100128668
            弁理士　齋藤　正巳
(74)代理人  100134393
            弁理士　木村　克彦
(74)代理人  100160967
            弁理士　▲濱▼口　岳久
(74)代理人  100106183
            弁理士　吉澤　弘司
(74)代理人  100174230
            弁理士　田中　尚文
(72)発明者  田中　利男
            三重県津市栗真町屋町１５７７番地　国立大学法人三重大学内
(72)発明者  西村　有平
            三重県津市栗真町屋町１５７７番地　国立大学法人三重大学内
(72)発明者  島田　康人
            三重県津市栗真町屋町１５７７番地　国立大学法人三重大学内
(72)発明者  渡邉　耕平
            東京都大田区下丸子３丁目３０番２号　キヤノン株式会社内
(72)発明者  野本　毅
            東京都大田区下丸子３丁目３０番２号　キヤノン株式会社内
(72)発明者  岡野　美絵
            東京都大田区下丸子３丁目３０番２号　キヤノン株式会社内
(72)発明者  新藤　太一
            東京都大田区下丸子３丁目３０番２号　キヤノン株式会社内
(72)発明者  宮▲崎▼　健
            東京都大田区下丸子３丁目３０番２号　キヤノン株式会社内

    審査官  長岡　真

(56)参考文献  特開２０１０－１６８３６９（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２０１０－１６９６７８（ＪＰ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　４９／００　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／１５　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５０　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５８　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

