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(57)【要約】
αへリックスのようなへリックスを含むペプチド模倣大環状分子、および癌などの疾患の
処置のためにこのような大環状分子を用いる方法を開示する。他の局面では、このペプチ
ド模倣大環状分子は、α，α－二置換アミノ酸を含むか、または少なくとも２つのアミノ
酸のａ位置の架橋を含んでもよく、またはこのような２つのアミノ酸の少なくとも１つは
、α，α－二置換アミノ酸であってもよい。Ｔｃｆ４－／３－カテニン複合体などのＷｎ
ｔシグナル伝達経路の成分の標的化をさらに包含する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表１のアミノ酸配列からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも約６０
％同一であるアミノ酸配列を含むペプチド模倣大環状分子。
【請求項２】
　前記ペプチド模倣大環状分子の前記アミノ酸配列が、表１のアミノ酸配列からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも約８０％同一である、請求項１に記載のペ
プチド模倣大環状分子。
【請求項３】
　前記ペプチド模倣大環状分子の前記アミノ酸配列が、表１のアミノ酸配列からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも約９０％同一である、請求項１に記載のペ
プチド模倣大環状分子。
【請求項４】
　前記ペプチド模倣大環状分子の前記アミノ酸配列が、表１のアミノ酸配列からなる群よ
り選択される、請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項５】
　へリックスを含む、請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項６】
　α―へリックスを含む、請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項７】
　α，α－二置換アミノ酸を含む、請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項８】
　少なくとも２つのアミノ酸のα位を連結する架橋剤を含む、請求項１に記載のペプチド
模倣大環状分子。
【請求項９】
　前記２つのアミノ酸の少なくとも１つがα，α－二置換アミノ酸である、請求項８に記
載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項１０】
式：
【化３７】

を有する、請求項８に記載のペプチド模倣大環状分子であって、式中：
　Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然アミノ酸または非天然アミノ酸であり
；
　Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、

【化３８】
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、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
　Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アル
キル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルア
ルキル、ヘテロアルキル、またはヘテロシクロアルキルであり；
　Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロア
ルキルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
　Ｌは、式－Ｌ１－Ｌ２－の大環状分子形成リンカーであり；
　Ｌ１およびＬ２は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキ
レン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシクロア
リーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５で置換
され；
　Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シク
ロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
　Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
　Ｒ５はそれぞれ独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体または治療剤で
あり；
　Ｒ６はそれぞれ独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体または
治療剤であり；
　Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロ
シクロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＤ残
基を有する環状構造の一部であり；
　Ｒ８は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロ
シクロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＥ残
基を有する環状構造の一部であり；
　ｖおよびｗは独立して、１～１０００の整数であり；
　ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して、０～１０の整数であり；かつ
　ｎは１～５の整数である、ペプチド模倣大環状分子。
【請求項１１】
前記ペプチド模倣大環状分子内の第１のアミノ酸の骨格アミノ基を第２のアミノ酸に連結
させる架橋剤を含む、請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項１２】
式（ＩＶ）または（ＩＶａ）：
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【化３９】

を有する、請求項１１に記載のペプチド模倣大環状分子であって、式中：
　Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然アミノ酸または非天然アミノ酸であり
；
　Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、

【化４０】

、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
　Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アル
キル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルア
ルキル、ヘテロアルキル、もしくはヘテロシクロアルキルであるか、またはＥ残基を有す
る環状構造の一部であり；
　Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロア
ルキルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
　Ｌ１およびＬ２は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキ
レン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシクロア
リーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５で置換
され；
　Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シク
ロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
　Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
　Ｒ５はそれぞれ独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体または治療剤で
あり；
　Ｒ６はそれぞれ独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体または
治療剤であり；
　Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロ
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シクロアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
　ｖおよびｗは独立して、１～１０００の整数であり；
　ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して、０～１０の整数であり；かつ
　ｎは１～５の整数である、ペプチド模倣大環状分子。
【請求項１３】
　請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子を被験体に投与することを含む、前記被験体
の癌を処置する方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子を被験体に投与することを含む、前記被験体
におけるβ－カテニンの活性を調節する方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載のペプチド模倣大環状分子を被験体に投与することを含む、前記被験体
においてβ－カテニンとＴＣＦ／ＬＥＦタンパク質との間の相互作用をアンタゴナイズす
る方法。
【請求項１６】
　Ｌ１およびＬ２が、独立してアルキレン、アルケニレンまたはアルキニレンである、請
求項１０に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項１７】
　Ｌ１およびＬ２が、独立してＣ３～Ｃ１０アルキレンまたはＣ３～Ｃ１０アルケニレン
である、請求項１０に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項１８】
　Ｌ１およびＬ２が、独立してＣ３～Ｃ６アルキレンまたはＣ３～Ｃ６アルケニレンであ
る、請求項１６に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項１９】
　Ｒ１およびＲ２がＨである、請求項１０に記載のペプチド模倣大環状分子。
【請求項２０】
　Ｒ１およびＲ２が、独立してアルキルである、請求項１０に記載のペプチド模倣大環状
分子。
【請求項２１】
　Ｒ１およびＲ２がメチルである、請求項１０に記載のペプチド模倣大環状分子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　相互参照
　この出願は、２００９年９月２２日に出願された米国仮出願第６１／２４４，８１９号
（これは、その全体が参考として本明細書に援用される）の利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　β－カテニンは、カドヘリンタンパク質複合体のサブユニットである。β－カテニンは
、細胞接着にとって、およびＷｎｔ経路の細胞内メディエーターとして決定的に必要とさ
れる。Ｗｎｔシグナル伝達経路は、胚発生および腫瘍形成において重要な役割を果たす。
核および細胞質におけるβカテニンのさらに小さいプールは、Ｗｎｔシグナルによって調
節される。Ｗｎｔシグナル伝達は、Ｔｃｆ／ＬＥＦファミリーのＤＮＡ－結合高移動度群
（ｈｉｇｈ　ｍｏｎｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ）（ＨＭＧ）－ボックスタンパク質とβ－カ
テニンとの間の複合体形成を通じて遺伝子転写を活性化する。未刺激細胞では、細胞質の
βカテニンは、ユビキチンリガーゼ－プロテオソーム系によって構成的に分解される。Ｗ
ｎｔシグナル伝達は、このプロセスを阻害し、これによって、β－カテニンの蓄積および
それに続く核へのトランスロケーションを可能にし、ここでβ－カテニンが転写因子のＴ
ＣＦ／ＬＥＦ－１ファミリーのメンバーとの転写活性化複合体を形成する。Ｔｃｆ／ＬＥ
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Ｆ－１タンパク質それ自体は、固有の転写活性を有さず、かつプロモーターに対してコリ
プレッサーを補充することによってＷｎｔ標的遺伝子の転写を抑制する。標的遺伝子の転
写活性化は、β－カテニンが、Ｔｃｆ／ＬＥＦ－１因子に結合して、ｐ３００／ＣＢＰお
よびＴＡＴＡ結合タンパク質などの転写因子をプロモーターに補充する場合に、生じる。
（非特許文献１）。遺伝学的研究および生化学的研究によって、Ｗｎｔシグナル伝達経路
は、脊椎動物および無脊椎動物の両方で胚発生における多くの過程を制御することが示さ
れている。Ｗｎｔ細胞内経路の不適切な活性化は、種々のヒトの癌、特に結腸癌に関連し
ている（非特許文献２）。結腸直腸癌、肝細胞癌（ＨＣＣ）および他の癌における重要な
分子病変は、Ｔ細胞因子（ＴＣＦ）依存性の遺伝子、例えば、ｃ－ｍｙｃ、サイクリンＤ
１、ＶＥＧＦなどのβ－カテニン依存性のトランス活性化によって生じる。腫瘍形成につ
いては、β－カテニンとＴＣＦとの間の複合体の形成は、Ｗｎｔ標的遺伝子の活性化にお
ける重要な工程である（非特許文献３）。細胞のβ－カテニンレベルの重要な調節因子で
ある、大腸腺腫性ポリポーシス（ＡＰＣ）遺伝子の変異は、ほとんどの結腸直腸癌で見出
される。Ｔｃｆ４－β－カテニンタンパク質複合体の形成および活性などの、Ｗｎｔ経路
におけるＡＰＣの下流のエレメントを標的化することは、一般的なヒトの癌を処置する潜
在的に強力な手段であって、Ｔｃｆ４－β－カテニン複合体などのＷｎｔシグナル伝達経
路の成分を標的化する治療的アプローチが強く必要とされる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｈｅｃｈｔ，Ａ．ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９９）２７４，
１８０１７～１８０２５頁
【非特許文献２】Ｋ．Ｗ．ＫｉｎｚｌｅｒおよびＢ．Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ，Ｃｅｌｌ（
１９９６）８７，１５９～１７０頁
【非特許文献３】Ｍ．ＢｉｅｎｚおよびＨ．Ｃｌｅｖｅｒｓ　Ｃｅｌｌ（２０００）１０
３，３１１～３２０頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明の概要
　一局面において、本発明は、表１のアミノ酸配列からなる群より選択されるアミノ酸配
列と少なくとも約６０％、約８０％、約９０％または約９５％同一であるアミノ酸配列を
含むペプチド模倣大環状分子を提供する。あるいは、上記ペプチド模倣大環状分子のアミ
ノ酸配列は、表１のアミノ酸配列からなる群より選択される。いくつかの実施形態では、
ペプチド模倣大環状分子は、α－へリックスなどのへリックスを含む。他の実施形態では
、ペプチド模倣大環状分子は、α，α－二置換アミノ酸を含む。本発明のペプチド模倣大
環状分子は、少なくとも２つのアミノ酸のα位同士を接続する架橋剤を含むものであり得
る。前記２つのアミノ酸の少なくとも１つはα，α－二置換アミノ酸であり得る。
【０００５】
　いくつかの実施形態において、ペプチド模倣大環状分子は、式：
【０００６】
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【化１】

を有し、
式中：
　Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然アミノ酸または非天然アミノ酸であり
；
　Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、
【０００７】

【化２】

、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
　Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アル
キル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルア
ルキル、ヘテロアルキル、またはヘテロシクロアルキルであり；
　Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロア
ルキルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
　Ｌは、式－Ｌ１－Ｌ２－の大環状分子形成リンカーであり；
　Ｌ１およびＬ２は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキ
レン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシクロア
リーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５で置換
され；
　Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シク
ロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
　Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
　Ｒ５はそれぞれ独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体、または治療剤
であり；
　Ｒ６はそれぞれ独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体、また
は治療剤であり；
　Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロ
シクロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＤ残
基を有する環状構造の一部であり；
　Ｒ８は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、
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アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロ
シクロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＥ残
基を有する環状構造の一部であり；
　ｖおよびｗは独立して１～１０００の整数であり；
　ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して０～１０の整数であり；かつ
　ｎは１～５の整数である。
【０００８】
　他の実施形態において、ペプチド模倣大環状分子は、ペプチド模倣大環状分子内で第１
のアミノ酸の骨格アミノ基を第２のアミノ酸に接続する架橋剤を含むものであり得る。例
えば、本発明は、式（ＩＶ）または（ＩＶａ）：
【０００９】
【化３】

（式中：
　Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然アミノ酸または非天然アミノ酸であり
；
　Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、
【００１０】

【化４】

、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
　Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アル
キル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルア
ルキル、ヘテロアルキル、もしくはヘテロシクロアルキルであるか、またはＥ残基を有す
る環状構造の一部であり；
　Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロア
ルキルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
　Ｌ１およびＬ２は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキ
レン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシクロア
リーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５で置換
され；
　Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シク
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ロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
　Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
　Ｒ５はそれぞれ独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体または治療剤で
あり；
　Ｒ６はそれぞれ独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体または
治療剤であり；
　Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、
アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロ
シクロアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
　ｖおよびｗは独立して、１～１０００の整数であり；
　ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して、０～１０の整数であり；かつ
　ｎは１～５の整数である）
のペプチド模倣大環状分子を提供する。
【００１１】
　さらに、本発明は、被験体に本発明のペプチド模倣大環状分子を投与することを含む、
上記被験体の癌を処置する方法を提供する。また、被験体に本発明のペプチド模倣大環状
分子を投与することを含む、上記被験体においてβ－カテニンの活性を調節する方法、ま
たは被験体にこのようなペプチド模倣大環状分子を投与することを含む、上記被験体にお
いてβ－カテニンとＴＣＦ／ＬＥＦタンパク質との間の相互作用をアンタゴナイズする方
法を提供する。
【００１２】
　文献の引用
　本明細書において言及される全ての刊行物、特許、および特許出願は、各個々の刊行物
、特許、または特許出願が、具体的にかつ個々に参照により組み込まれて示されるのと同
程度まで、参照により本明細書に援用される。
【００１３】
　本発明の新規な特徴は、添付の特許請求の範囲で詳細に説明される。本発明の特徴およ
び利点は、本発明の原理を利用し、図面を伴った例示的な実施形態を説明する、以下の詳
細な説明を参照することにより、さらに十分に理解される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、β－カテニンに対する本発明のＴＣＦペプチド模倣大環状分子前駆体の
可能性のある結合方式を図示する。
【図２】図２は、β－カテニンに対する本発明のＴＣＦペプチド模倣大環状分子前駆体の
可能性のある結合方式を図示する。
【図３】図３は、β－カテニンに対する本発明のＴＣＦペプチド模倣大環状分子前駆体の
可能性のある結合方式を図示する。
【図４ａ】図４ａ～図４ｃは、本発明の例示的なペプチド模倣大環状分子を示す。
【図４ｂ】図４ａ～図４ｃは、本発明の例示的なペプチド模倣大環状分子を示す。
【図４ｃ】図４ａ～図４ｃは、本発明の例示的なペプチド模倣大環状分子を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本明細書において用いる場合、「大環状分子（ｍａｃｒｏｃｙｃｌｅ）」という用語は
、少なくとも９個の共有結合された原子によって形成されるリングまたはサイクルを含む
化学構造を有する分子を指す。
【００１６】
　本明細書において用いる場合、「ペプチド模倣大環状分子（ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔ
ｉｃ　ｍａｃｒｏｃｙｃｌｅ）」または「架橋ポリペプチド」という用語は、同じ分子内
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の第一の天然に存在するアミノ酸残基、または天然に存在しないアミノ酸残基（またはア
ナログ）および第二の天然に存在するアミノ酸残基、または天然に存在しないアミノ酸残
基（またはアナログ）の間で大環状分子を形成する、複数のペプチド結合および少なくと
も１つの大環状分子形成リンカーによって結合された複数のアミノ酸残基を含む化合物を
指す。ペプチド模倣大環状分子は、大環状分子形成リンカーが、第一のアミノ酸残基（ま
たはアナログ）のα炭素を第二のアミノ酸残基（またはアナログ）のα炭素に連結する実
施形態を含む。ペプチド模倣大環状分子は必要に応じて、１つ以上のアミノ酸残基および
／またはアミノ酸アナログ残基の間の１つ以上の非ペプチド結合を含み、そして必要に応
じて、１つ以上の天然に存在しないアミノ酸残基またはアミノ酸アナログ残基を、大環状
分子を形成する任意のものに加えて、含む。「対応する非架橋ポリペプチド」は、ペプチ
ド模倣大環状分子との関連においていう場合、大環状分子と同じ長さであり、上記大環状
分子に対応する野生型配列の等価な天然アミノ酸を含むポリペプチドに関すると理解され
たい。
【００１７】
　別段の記載がない限り、本明細書に言及される化合物および構造はまた、１つ以上の同
位体が濃縮された原子の存在においてのみ異なる化合物を含むことを意味する。例えば、
水素がジュウテリウムもしくはトリチウムで置換されているか、または炭素原子が１３Ｃ
もしくは１４Ｃ濃縮炭素で置換されているか、または炭素原子がケイ素で置換されている
、現状の構造を有する化合物は、本発明の範囲内である。本発明の化合物はまた、このよ
うな化合物を構成する原子のうちの１つ以上で、不自然な割合の原子の同位体を含んでも
よい。例えば、この化合物は、例えば、トリチウム（３Ｈ）、ヨウ素－１２５（１２５Ｉ
）または炭素－１４（１４Ｃ）などの放射性同位体で放射性標識されてもよい。本発明の
化合物の全ての同位体変動は、放射性であろうとなかろうと、本発明の範囲内に包含され
る。
【００１８】
　本明細書において用いる場合、「安定性」という用語は、円二色性、ＮＭＲ、または別
の生物物理学的手段によって測定される、本発明のペプチド模倣大環状分子によって溶液
中で規定される二次構造の維持、またはインビトロもしくはインビボにおけるタンパク質
分解性の分解に対する抵抗性を指す。本発明において企図される二次構造の非限定的な例
は、α－へリックス、β－ターン、およびβ－プリーツシートである。
【００１９】
　本明細書において用いる場合、「へリックス安定性（ｈｅｌｉｃａｌ　ｓｔａｂｉｌｉ
ｔｙ）」という用語は、円二色性またはＮＭＲによって測定される、本発明のペプチド模
倣大環状分子によるα－へリックス構造の維持を指す。例えば、いくつかの実施形態にお
いて、本発明のペプチド模倣大環状分子は、対応する架橋されていない大環状分子と比較
して、円二色性によって決定されるαヘリシティにおいて、少なくとも１．２５、１．５
、１．７５、または２倍の増大を示す。
【００２０】
　「α－アミノ酸」または単に「アミノ酸」という用語は、α－炭素と呼ばれる炭素に結
合したアミノ基およびカルボキシル基の両方を含有する分子を指す。適切なアミノ酸とし
ては、限定するものではないが、天然に存在するアミノ酸のＤ－異性体およびＬ－異性体
の両方、ならびに有機合成または他の代謝経路によって調製される天然に存在しないアミ
ノ酸が挙げられる。文脈が具体的に別のことを示さない限り、本明細書において使用され
るアミノ酸という用語は、アミノ酸アナログを含むものとする。
【００２１】
　「天然に存在するアミノ酸」という用語は、自然界において合成されるペプチドにおい
て一般に見つけられ、一文字の略語、Ａ、Ｒ、Ｎ、Ｃ、Ｄ、Ｑ、Ｅ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｌ、Ｋ
、Ｍ、Ｆ、Ｐ、Ｓ、Ｔ、Ｗ、Ｙ、およびＶによって公知の２０個のアミノ酸のうちのいず
れか１つを指す。
【００２２】
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　「アミノ酸アナログ」または「非天然アミノ酸」という用語は、アミノ酸に構造的に類
似しており、かつペプチド模倣大環状分子の形成においてアミノ酸の代わりに用いること
ができる分子を指す。アミノ酸アナログとしては、限定するものではないが、アミノ基と
カルボキシル基の間に１つ以上の追加のメチレン基を包含すること（例えばα－アミノβ
－カルボキシ酸）を除いて、または同様に反応性の基によってアミノ基もしくはカルボキ
シ基が置換されること（例えば第二級もしくは第三級アミンでの第一級アミンの置換また
はエステルでのカルボキシ基の置換）を除いて、本明細書において規定されるアミノ酸と
構造的に同一である化合物が挙げられる。
【００２３】
　「非必須」アミノ酸残基は、その必須の生物学的または生化学的活性（例えばレセプタ
ー結合または活性化）を消失することも、実質的に改変することもなく、ポリペプチドの
野生型配列から改変することができる残基である。「必須」アミノ酸残基とは、ポリペプ
チドの野生型配列から改変された場合に、結果として、ポリペプチドの必須の生物学的ま
たは生化学的活性を消失し、または実質的に消失することになる残基である。
【００２４】
　「保存的アミノ酸置換」とは、アミノ酸残基が、類似した側鎖を有するアミノ酸残基と
交換される置換である。類似した側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該分野に
おいて規定されている。これらのファミリーとしては、塩基性側鎖（例えばＫ、Ｒ、Ｈ）
、酸性の側鎖（例えば、Ｄ、Ｅ）、非荷電極性側鎖（例えば、Ｇ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ、
Ｃ）、非極性側鎖（例えば、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｉ、Ｐ、Ｆ、Ｍ、Ｗ）、β分枝側鎖（例えば、
Ｔ、Ｖ、Ｉ）、および芳香族側鎖（例えば、Ｙ、Ｆ、Ｗ、Ｈ）を有するアミノ酸が挙げら
れる。従って、ポリペプチドにおける、予測される非必須アミノ酸残基は、例えば、好ま
しくは、同じ側鎖ファミリーからの別のアミノ酸残基と交換される。許容できる置換の他
の例は、等比体積の（ｉｓｏｓｔｅｒｉｃ）考慮（例えば、メチオニンに対するノルロイ
シン）または他の特性（例えば、フェニルアラニンに対する２－チエニルアラニン）に基
づく置換である。
【００２５】
　大環状分子または大環状分子形成リンカーと組み合わせて、本明細書において用いられ
る「メンバー」という用語は、大環状分子を形成し、または大環状分子を形成することが
できる原子を指し、そして置換基または側鎖の原子を除外する。類推によって、シクロデ
カン、１，２－ジフルオロ－デカン、および１，３－ジメチルシクロデカンは全て、水素
またはフルオロ置換基またはメチル側鎖が大環状分子の形成に参加しないので、１０員の
大環状分子と考えられる。
【００２６】
　記号
【００２７】
【化５】

は、分子構造の一部として用いられる場合、単結合またはトランスもしくはシス二重結合
を指す。
【００２８】
　「アミノ酸側鎖」という用語は、アミノ酸におけるα－炭素に結合した部分を指す。例
えば、アラニンについてのアミノ酸側鎖は、メチルであり、フェニルアラニンについての
アミノ酸側鎖は、フェニルメチルであり、システインについてのアミノ酸側鎖は、チオメ
チルであり、アスパルテートについてのアミノ酸側鎖は、カルボキシメチルであり、チロ
シンについてのアミノ酸側鎖は、４－ヒドロキシフェニルメチルであるなどである。他の
天然に存在しないアミノ酸側鎖、例えば、自然界において生じるもの（例えば、アミノ酸
代謝物）または合成的に作製されるもの（例えば、α，α二置換アミノ酸）もまた含まれ
る。
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【００２９】
　用語「α，α二置換アミノ」酸という用語は、２つの天然または非天然アミノ酸側鎖に
結合した炭素（α－炭素）に結合したアミノ基およびカルボキシル基の両方を含有する分
子または部分を指す。
【００３０】
　「ポリペプチド」という用語は、共有結合（例えば、アミド結合）によって結合した、
２個以上の天然に存在するアミノ酸、または天然に存在しないアミノ酸を包含する。本明
細書において記載されるポリペプチドとしては、完全長タンパク質（例えば、完全に処理
された（ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ）タンパク質）およびより短いアミノ酸配列（例えば、天然
に存在するタンパク質の断片または合成ポリペプチド断片）が挙げられる。
【００３１】
　本明細書において使用される場合、「大環状分子化試薬（ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｚａｔ
ｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ）」または「大環状分子形成試薬」という用語は、２つの反応基
の間の反応を媒介することによって、本発明のペプチド模倣大環状分子を調製するために
用いられ得る任意の試薬を指す。反応性の基は、例えば、アジドおよびアルキンであって
もよく、この場合には、大環状分子化試薬としては、限定するものではないが、ＣｕＢｒ
、ＣｕＩ、またはＣｕＯＴｆなどの反応性Ｃｕ（Ｉ）種、ならびにアスコルビン酸または
アスコルビン酸ナトリウムなどの還元剤の添加によってインサイチュにおいて活性Ｃｕ（
Ｉ）試薬に変換することができる、Ｃｕ（ＣＯ２ＣＨ３）２、ＣｕＳＯ４、およびＣｕＣ
ｌ２などのＣｕ（ＩＩ）塩を提供する試薬などのＣｕ試薬が挙げられる。大環状分子化試
薬としては、例えば、Ｃｐ＊ＲｕＣｌ（ＰＰｈ３）２、［Ｃｐ＊ＲｕＣｌ］４、または反
応性Ｒｕ（ＩＩ）種を提供し得る他のＲｕ試薬などの、当該分野において公知のＲｕ試薬
をさらに挙げることができる。他の場合において、反応基は、末端のオレフィンである。
そのような実施形態において、大環状分子化試薬または大環状分子形成試薬は、第ＶＩＩ
Ｉ族遷移金属カルベン触媒などの、安定した後遷移金属カルベン錯体触媒を含むが、これ
らに限定されないメタセシス（ｍｅｔａｔｈｅｓｉｓ）触媒である。例えば、そのような
触媒は、＋２酸化状態を有し、１６の電子数を有し、かつ五配位のＲｕおよびＯｓ金属中
心である。追加の触媒は、Ｇｒｕｂｂｓら、「Ｒｉｎｇ　Ｃｌｏｓｉｎｇ　Ｍｅｔａｔｈ
ｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ」Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．１９９５、２８、４４６～４５２頁および
米国特許第５，８１１，５１５号において開示される。さらに他の場合において、反応基
は、チオール基である。そのような実施形態において、大環状分子化試薬は、例えば、ハ
ロゲン基などの２つのチオール反応性基で官能化されたリンカーである。
【００３２】
　「ハロ」または「ハロゲン」という用語は、フッ素、塩素、臭素、もしくはヨウ素また
はその基を指す。
【００３３】
　「アルキル」という用語は、示された数の炭素原子を含有する、直鎖または分枝鎖であ
る炭化水素鎖を指す。例えば、Ｃ１～Ｃ１０は、基が、その中に１～１０個（両端を含む
）の炭素原子を有することを示す。いかなる数の指示もない場合、「アルキル」とは、そ
の中に１～２０個（両端を含む）の炭素原子を有する鎖（直鎖または分枝鎖）である。
【００３４】
　「アルキレン」という用語は、二価アルキル（つまり－Ｒ－）を指す。
【００３５】
　「アルケニル」という用語は、１つ以上の炭素－炭素二重結合を有する直鎖または分枝
鎖である炭化水素鎖を指す。アルケニル部分は、示された数の炭素原子を含有する。例え
ば、Ｃ２～Ｃ１０は、その基が、その中に２～１０個（両端を含む）の炭素原子を有する
ことを示す。「低級アルケニル」という用語は、Ｃ２～Ｃ６アルケニル鎖を指す。いかな
る数の指示もない場合、「アルケニル」とは、その中に２～２０個（両端を含む）の炭素
原子を有する鎖（直鎖または分枝鎖）である。
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【００３６】
　「アルキニル」という用語は、１つ以上の炭素－炭素三重結合を有する直鎖または分枝
鎖である炭化水素鎖を指す。アルキニル部分は、示された数の炭素原子を含有する。例え
ば、Ｃ２～Ｃ１０は、その基が、その中に２～１０個（両端を含む）の炭素原子を有する
ことを示す。「低級アルキニル」という用語は、Ｃ２～Ｃ６アルキニル鎖を指す。いかな
る数の指示もない場合、「アルキニル」とは、その中に２～２０個（両端を含む）の炭素
原子を有する鎖（直鎖または分枝鎖）である。
【００３７】
　「アリール」という用語は、６個の炭素の単環式または１０個の炭素の二環式芳香族環
系を指し、ここで各々の環の０、１、２、３、または４個の原子は、置換基によって置換
される。アリール基の例としては、フェニル、ナフチルなどが挙げられる。「アリールア
ルキル」という用語または「アラルキル」という用語は、アリールで置換されたアルキル
を指す。「アリールアルコキシ（ａｒｙｌａｌｋｏｘｙ）」という用語は、アリールで置
換されたアルコキシを指す。
【００３８】
　「アリールアルキル」とは、上記に規定されるアリール基であって、そのアリール基の
水素原子のうちの１つが、上記に規定されるＣ１～Ｃ５アルキル基で置き換えられている
ものを指す。アリールアルキル基の代表的な例としては、限定するものではないが、２－
メチルフェニル、３－メチルフェニル、４－メチルフェニル、２－エチルフェニル、３－
エチルフェニル、４－エチルフェニル、２－プロピルフェニル、３－プロピルフェニル、
４－プロピルフェニル、２－ブチルフェニル、３－ブチルフェニル、４－ブチルフェニル
、２－ペンチルフェニル、３－ペンチルフェニル、４－ペンチルフェニル、２－イソプロ
ピルフェニル、３－イソプロピルフェニル、４－イソプロピルフェニル、２－イソブチル
フェニル、３－イソブチルフェニル、４－イソブチルフェニル、２－ｓｅｃ－ブチルフェ
ニル、３－ｓｅｃ－ブチルフェニル、４－ｓｅｃ－ブチルフェニル、２－ｔ－ブチルフェ
ニル、３－ｔ－ブチルフェニル、および４－ｔ－ブチルフェニルが挙げられる。
【００３９】
　「アリールアミド」とは、上記に規定されるアリール基であって、そのアリール基の水
素原子のうちの１つが、１つ以上の－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２基で置き換えられているものを指す
。アリールアミド基の代表的な例としては、２－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２－フェニル、３－Ｃ（Ｏ
）ＮＨ２－フェニル、４－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２－フェニル、２－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２－ピリジル、
３－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２－ピリジル、および４－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２－ピリジルが挙げられる。
【００４０】
　「アルキルヘテロ環」とは、上記に規定されるＣ１～Ｃ５アルキル基であって、そのＣ

１～Ｃ５アルキル基の水素原子のうちの１つが、ヘテロ環で置き換えられているものを指
す。アルキルヘテロ環基の代表的な例としては、限定するものではないが、－ＣＨ２ＣＨ

２－モルホリン、－ＣＨ２ＣＨ２－ピペリジン、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－モルホリン、お
よび－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－イミダゾールが挙げられる。
【００４１】
　「アルキルアミド」とは、上記に規定されるＣ１～Ｃ５アルキル基であって、そのＣ１

～Ｃ５アルキル基の水素原子のうちの１つが、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２基で置き換えられている
ものを指す。アルキルアミド基の代表的な例としては、限定するものではないが、－ＣＨ

２－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ（Ｏ）
ＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ

２Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ（Ｃ（Ｏ）ＮＨ２）ＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ（Ｃ（Ｏ）Ｎ
Ｈ２）ＣＨ２ＣＨ３、－ＣＨ（Ｃ（Ｏ）ＮＨ２）ＣＨ２ＣＨ３、－Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ２

Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ－Ｃ（Ｏ）－ＣＨ３、－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ
－Ｃ（Ｏ）－ＣＨ３－ＣＨ３、および－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ－Ｃ（Ｏ）－ＣＨ＝ＣＨ２

が挙げられる。
【００４２】
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　「アルカノール」とは、上記に規定されるＣ１～Ｃ５アルキル基であって、そのＣ１～
Ｃ５アルキル基の水素原子のうちの１つが、ヒドロキシル基で置き換えられているものを
指す。アルカノール基の代表的な例としては、限定するものではないが、－ＣＨ２ＯＨ、
－ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ、－
ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ（Ｏ
Ｈ）ＣＨ２ＣＨ３、－ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ３、および－Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ２ＯＨが挙げら
れる。
【００４３】
　「アルキルカルボキシ」とは、上記に規定されるＣ１～Ｃ５アルキル基であって、その
Ｃ１～Ｃ５アルキル基の水素原子のうちの１つが、－－ＣＯＯＨ基で置き換えられている
ものを指す。アルキルカルボキシ基の代表的な例としては、限定するものではないが、－
ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２Ｃ
Ｈ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ（ＣＯＯＨ）ＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ
Ｈ２ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ（ＣＯＯＨ）ＣＨ２ＣＨ３、－ＣＨ（ＣＯＯＨ）ＣＨ

２ＣＨ３、および－Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ２ＣＯＯＨが挙げられる。
【００４４】
　「シクロアルキル」という用語は、本明細書において用いる場合、３～１２個の炭素、
好ましくは３～８個の炭素、およびより好ましくは３～６個の炭素を有する飽和環式炭化
水素基および部分的に不飽和の環式炭化水素基であって、ここでそのシクロアルキル基が
、必要に応じてさらに置換されている環式炭化水素基を包含する。いくつかのシクロアル
キル基としては、限定するものではないが、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペン
チル、シクロペンテニル、シクロヘキシル、シクロヘキセニル、シクロヘプチル、および
シクロオクチルが挙げられる。
【００４５】
　「ヘテロアリール」という用語は、単環式である場合、１～３個のヘテロ原子、二環式
である場合、１～６個のヘテロ原子、または三環式である場合、１～９個のヘテロ原子を
有する芳香族の５～８員の単環式、８～１２員の二環式、または１１～１４員の三環式環
系を指し、このようなヘテロ原子は、Ｏ、Ｎ、またはＳから選択され（例えば、炭素原子
と、単環式、二環式、または三環式である場合、それぞれ、１～３、１～６、または１～
９個のＯ、Ｎ、またはＳのヘテロ原子）、ここで各々の環の０、１、２、３、または４個
の原子が、置換基によって置換されている。ヘテロアリール基の例としては、ピリジル、
フリル、またはフラニル、イミダゾリル、ベンズイミダゾリル、ピリミジニル、チオフェ
ニル、またはチエニル、キノリニル、インドリル、チアゾリルなどが挙げられる。
【００４６】
　「ヘテロアリールアルキル」という用語または「ヘテロアラルキル」という用語は、ヘ
テロアリールで置換されたアルキルを指す。「ヘテロアリールアルコキシ」という用語は
、ヘテロアリールで置換されたアルコキシを指す。
【００４７】
　「ヘテロアリールアルキル」という用語または「ヘテロアラルキル」という用語は、ヘ
テロアリールで置換されたアルキルを指す。「ヘテロアリールアルコキシ」という用語は
、ヘテロアリールで置換されたアルコキシを指す。
【００４８】
　「ヘテロシクリル」という用語は、単環式である場合、１～３個のヘテロ原子、二環式
である場合、１～６個のヘテロ原子、または三環式である場合、１～９個のヘテロ原子を
有する非芳香族の５～８員の単環式、８～１２員の二環式、または１１～１４員の三環式
環系を指し、このようなヘテロ原子は、Ｏ、Ｎ、またはＳから選択され（例えば、炭素原
子と、単環式、二環式、または三環式である場合、それぞれ、１～３、１～６、または１
～９個のＯ、Ｎ、またはＳのヘテロ原子）、各々の環の０、１、２、または３個の原子は
、置換基によって置換される。ヘテロシクリル基の例としては、ピペラジニル、ピロリジ
ニル、ジオキサニル（ｄｉｏｘａｎｙｌ）、モルホリニル、テトラヒドロフラニルなどが
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挙げられる。
【００４９】
　「置換基」という用語は、任意の分子、化合物、または部分の上の水素原子などの第２
の原子または基を交換する基を指す。適切な置換基としては、限定するものではないが、
ハロ、ヒドロキシ、メルカプト、オキソ、ニトロ、ハロアルキル、アルキル、アルカリル
、アリール、アラルキル、アルコキシ、チオアルコキシ、アリールオキシ、アミノ、アル
コキシカルボニル、アミド、カルボキシ、アルカンスルホニル、アルキルカルボニル、お
よびシアノ基が挙げられる。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、本発明の化合物は、１つ以上の不斉中心を含有し、従っ
てラセミ化合物およびラセミ混合物、単一の鏡像異性体、個々のジアステレオマー、なら
びにジアステレオマー混合物として存在する。これらの化合物の全てのそのような異性体
形態は、別段明確に規定されない限り、本発明に含まれる。いくつかの実施形態において
、本発明の化合物はまた、複数の互変異性形態で表され、そのような事例において、本発
明は、本明細書において記載される化合物の全ての互変異性形態を含む（例えば、環系の
アルキル化が、複数の部位でアルキル化をもたらす場合、本発明は、全てのそのような反
応産物を含む）。そのような化合物の全てのそのような異性体形態は、別段明確に規定さ
れない限り、本発明に含まれる。本明細書において記載される化合物の全ての結晶形態は
、明確に規定されない限り、本発明に含まれる。
【００５１】
　本明細書において用いる場合、「増加」および「減少」という用語は、統計的に有意に
（すなわち、ｐ＜０．１）、それぞれ、少なくとも５％の増加または減少を引き起こすこ
とを意味する。
【００５２】
　本明細書において用いる場合、変数についての数値的な範囲の記述は、本発明が、その
範囲内の値のうちのいずれかに等しい変数で実行されてもよいことを伝えるように意図さ
れる。従って、本質的に不連続の変数については、変数は、その範囲の終点を含む数値的
な範囲内の任意の整数値と等しい。同様に、本質的に連続の変数については、変数は、そ
の範囲の終点を含む数値的な範囲内の任意の実際の値と等しい。例として、限定するもの
ではないが、０および２の間の値を有するとして記載される変数は、その変数が本質的に
不連続の場合、値０、１、または２をとり、その変数が本質的に連続の場合、値０．０、
０．１、０．０１、０．００１、または任意の他の実際の値≧０かつ≦２をとる。
【００５３】
　本明細書において用いる場合、具体的に別のことを示されない限り、「または（あるい
は、もしくは）」という単語は、「いずれか／または」の排他的な意味ではなく、「およ
び／または」の包括的な意味で用いられる。
【００５４】
　「平均して」という用語は、各データポイントについての、少なくとも３回の独立した
反復の実行に由来する平均値を表す。
【００５５】
　「生物学的活性」という用語は、本発明の大環状分子の構造的および機能的特性を包含
する。生物学的活性は、例えば、構造的安定性、α－ヘリシティ、標的に対する親和性、
タンパク質分解性の分解に対する抵抗性、細胞透過性、細胞内安定性、インビボ安定性、
またはその任意の組合せである。
【００５６】
　本発明の１つ以上の特定の実施形態の詳細は、添付の図面および下記の説明において記
載される。本発明の他の特徴、目的、および利点は、本明細書本文および図面からならび
に本特許請求の範囲から明白となる。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、ペプチド配列は、β－カテニン結合ドメイン（ＣＢＤ）を含
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むタンパク質に由来する。
【００５８】
　β－カテニンの一次構造は、そのリン酸化反応依存性の分解に必要な約１３０個の残基
のＮ末端領域と、転写コアクチベーターを補充するＣ末端の約１００残基のセグメントと
、１２個のアルマジロリピートに亘る残基１３４～６６８の中央ドメインとを含む（Ｐｅ
ｉｆｅｒ　Ｍ．ら、Ｃｅｌｌ　７６，７８９～７９１，１９９４）。このコアアルマジロ
リピート領域は、カドヘリン、ＡＰＣおよびＴｃｆファミリー転写因子と相互作用する。
この領域の結晶構造によって、各々のアルマジロリピートは、３つのへリックスからなる
こと；１２個のリピートはかさなって、へリックスのスーパーへリックス構造を形成する
ことが明らかになる。結果として生じたロッド形状の構造は、相互作用するタンパク質中
で酸性の配列についての結合部位であると想定された、長い、正に荷電された表面を有す
る。これらの結合パートナーは、β－カテニンの表面上の別個の領域に結合する類似でか
つ多様な配列を用いる。
【００５９】
　Ｔｃｆ／ＬＥＦファミリーには４つのメンバーが存在する。Ｔｃｆ／ＬＥＦ－１ファミ
リーのメンバーは、１２個のアルマジロリピートを含むタンパク質の大型の中央コアでβ
－カテニンに結合する。各々のアルマジロリピートは、３個のα－へリックスからなり、
１２個のリピートと一緒になって、長い、正に荷電された溝を特徴とするスーパーへリッ
クスを形成する（Ａ．Ｈ．Ｈｕｂｅｒ、Ｗ．Ｊ．ＮｅｌｓｏｎおよびＷ．Ｉ．Ｗｅｉｓ，
Ｃｅｌｌ　９０（１９９７），８７１～８８２頁）。ＴＣＦ１、ＴＣＦ３、およびＴＣＦ
４を含む、Ｔｃｆ／ＬＥＦ－１ファミリーのメンバーのＣＢＤは、このタンパク質の最も
Ｎ末端の約６０個のアミノ酸に相当する（Ｊ．Ｂｅｈｒｅｎｓ，ら、Ｎａｔｕｒｅ　３８
２（１９９６），６３８～６４２頁）。例えば、Ｔｃｆ４／β－カテニン複合体の構造に
よって、タンパク質との間の２つの別個の相互作用部位が明らかになる：β－カテニンア
ルマジロリピート４～９に結合する伸長領域（Ｔｃｆ４の残基１３～２５）、およびアル
マジロリピート３～５に結合するＣ末端へリックス（残基４０～５０）（Ｐｏｙ　Ｆ，ら
、　Ｎａｔ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌ．２００１年，第８巻、１２号）。Ｔｃｆ
４ペプチドの伸長部分（残基１３～２５）は、連続したアルマジロリピートの間のねじれ
によって生じる正に荷電された溝中で結合する。Ａｓｐ１６およびＧｌｕ１７は、認識溝
（ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｇｒｏｏｖｅ）のいずれかの側にある結合ペプチドに隣接す
る、β－カテニンのＬｙｓ４３５およびＬｙｓ５０８それぞれと塩橋の水素結合を形成す
る。伸長領域のＣ末端はまた、Ｔｃｆ４中のＧｌｕ２４とβ－カテニン中のＬｙｓ３１２
との間の塩橋である、静電気的相互作用によって係留される。介在性接触の多くは、事実
上疎水性であり；Ｔｃｆ４残基Ｉｌｅ１９およびＰｈｅ２１の側鎖は、β－カテニン残基
Ｃｙｓ４６６、Ｐｒｏ４６３およびＡｒｇ３８６の脂肪族部分によって裏打ちされる裂溝
（ｃｌｅｆｔ）中に一緒にパッキングされる。熱量測定に関する研究によって、Ｔｃｆ４
中のＡｓｐ１６は、高親和性結合のための重要な残基であることが確認されている。β－
カテニン中のＬｙｓ４３５またはＬｙｓ３１２の変異は、アフリカツメガエルのＴｃｆ３
（ＸＴｃｆ３）の共沈を消失させる（Ｇｒａｈａｍ，Ｔ．Ａ．，Ｗｅａｖｅｒ，Ｃ．，Ｍ
ａｏ，Ｆ．，Ｋｉｍｅｌｍａｎ，Ｄ．および　Ｘｕ，Ｗ．Ｃｅｌｌ　１０３，８８５～８
９６　２０００）。Ｔｃｆ４中の残基４０～５０は、β－カテニン中のアルマジロリピー
ト３、４および５によって形成される浅い溝中に受容される（ｃｒａｄｌｅｄ）両親媒性
のへリックスを形成する。Ｔｃｆ４へリックスの一方の面の疎水性残基は、この溝の底に
インターカレートする。Ｔｃｆ４残基であるＡｓｐ４０、Ｌｙｓ４５およびＳｅｒ４７は
、この溝の縁にそって極性および静電気的な相互作用を形成し、へリックスの認識に寄与
する。Ａｓｐ４０の側鎖は、β－カテニン中のＡｒｇ３７６とＬｙｓ３３５との間で伸長
し、Ｌｙｓ４５は、Ｈｉｓ２６０およびＡｓｎ２６１と水素結合し、Ｓｅｒ４７は、Ｌｙ
ｓ２９２と水素結合する。これらの相互作用はまた、ＸＴｃｆ３－β－カテニン複合体に
も存在する。ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎａｔｕｒｅ．ｃｏｍ／ｎｓｍｂ／ｊｏｕｒｎａｌ
／ｖ８／ｎ１２／ｆｕｌｌ／ｎｓｂ７２０．ｈｔｍｌ－Ｂ１９＃Ｂ１９（Ｇｒａｈａｍ，
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Ｔ．Ａ．，Ｗｅａｖｅｒ，Ｃ．，Ｍａｏ，Ｆ．，Ｋｉｍｅｌｍａｎ，Ｄ．およびＸｕ，Ｗ
．Ｃｅｌｌ　１０３，８８５－８９６（２０００））。
【００６０】
　全てのＴｃｆ／ＬＥＦ－１ファミリーのメンバーはまた、タンパク質のＣ末端側の半分
に位置する高度に保存されたＨＭＧ　ＤＮＡ結合ドメインを有する。詳細には、アフリカ
ツメガエル由来のＸＴｃｆ３－ＣＢＤは、Ｎ末端からＣ末端へ、βヘアピンモジュール、
βストランドを含む伸長領域、およびα－へリックスからなる。ＸＴｃｆ３－ＣＢＤは、
スーパーへリックス構造の主軸にそって逆平行でβ－カテニンのアルマジロリピート領域
の周りを包む（Ｇｒａｈａｍ　ＴＡら、　Ｃｅｌｌ，第１０３巻　２０００年６月発行）
。ＸＴｃｆ３－ＣＢＤのへリックス領域は、残基Ａｓｐ－４０～Ｇｌｕ－５１からなる。
ＸＴｃｆ３－ＣＢＤのへリックスは、β－カテニン中のアルマジロリピート３および４の
第三のへリックスに対してほぼ逆平行である。ＸＴｃｆ３－ＣＢＤへリックスは、Ｔｃｆ
／ＬＥＦ－１ファミリーのコンセンサス配列Ｎ’－ＤＬＡＫＳＳＬＶ－Ｃ’からなる。Ｘ
Ｔｃｆ３－ＣＢＤのＡｓｐ－４０およびＬｙｓ－４５の側鎖は、β－カテニンのＬｙｓ－
３３５およびＡｓｎ－２６１の側鎖それぞれと同調する（ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ）。これ
らの２つの相互作用は、係留（ｔｅｔｈｅｒ）として機能して、へリックスの相対的な配
置を安定化し得る。ｘＴｃｆ３のα－へリックス結合領域は、β－カテニンのアームリピ
ート３および４のＨ３へリックスに対してパッキングする。ＸＴｃｆ３－ＣＢＤへリック
ス中の４つの疎水性残基、Ｌｅｕ－４１、Ｖａｌ－４４、Ｌｅｕ－４８およびＶａｌ－４
９は、β－カテニンの溝に相補的な表面を形成する（Ｇｒａｈａｍ　ＴＡら、Ｃｅｌｌ，
第１０３巻、２０００年６月発行）。β－カテニンとＴＣＦとの間の相互作用をブロック
する化合物は、Ｗｎｔ経路の不適切な活性化から生じる癌の処置のために有用な薬物であ
り得るので、本発明の方法によって生成されるＣＢＤペプチドの任意の新規な構造は、Ｗ
ｎｔ経路が一定の役割を果たす、多様な種類の癌を予防および／または処置するのに有用
である。このような癌としては、結腸直腸腫瘍、肝細胞癌、黒色腫およびＷｎｔ経路の構
成要素に変異がある他の腫瘍が挙げられる。
【００６１】
　β－カテニン／ＴＣＦ相互作用を標的化することによって、限定するものではないが、
結腸直腸腫瘍、肝細胞癌、黒色腫およびＷｎｔ経路の構成要素に変異がある他の腫瘍を含
めて多くの種類の癌の選択的標的化が、β－カテニン／ＴＣＦ複合体を阻害することによ
り可能になる。現在、β－カテニン／ＴＣＦ相互作用の低分子インヒビターは存在しない
。他のＴｃｆファミリーのメンバー、カドヘリンおよび可能性のあるＡＰＣ自体によって
用いられる結合表面での実質的な重複によって、β－カテニン／ＴＣＦ相互作用を破壊す
るインヒビターとしての薬物開発における問題点は、β－カテニン／カドヘリン相互作用
またはβ－カテニン／ＡＰＣまたはアキシン相互作用を破壊し得ることが示される。これ
らの複合体のいずれかを不安定化することによって、毒性を生じ得るか、またはＡＰＣの
場合には、正常な細胞においてＴｃｆ４の悪性活性化を誘発し得る。β－カテニンリガン
ドの間の結合において熱力学的に相違した局所領域によって、Ｅ－カドヘリンおよびｘＴ
ｃｆ３結合機構においてみられる類似性にかかわらず、β－カテニン－Ｔｃｆ相互作用の
特異的なインヒビターを設計することが可能になり得る。変異の研究によって、α－へリ
ックス領域は、β－カテニンに対するカドヘリンの結合に関して重要性が低く、従ってβ
－カテニン／ＴＣＦ相互作用に対してより特異的であることが示唆される。従って、本発
明はまた、β－カテニンに対する本発明のＴＣＦペプチド模倣大環状分子を投与すること
を包含する、癌および過剰増殖性疾患を含むがこれらに限定されない疾患を処置する方法
を提供する。
【００６２】
　本発明で使用するための適切なβ－カテニン／ＴＣＦペプチドの非限定的かつ例示的な
リストを以下に示す：
【００６３】



(18) JP 2013-505300 A 2013.2.14

10

20

30

40

【表１－１】

【００６４】
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【表１－２】

　表１は、ペプチド模倣大環状分子の合成に適切なβ－カテニン／ＴＣＦ配列を示す。「
スペーサー」とは、ＰＥＧｎなどの非ペプチドリンカー鎖を示す。
【００６５】
　本発明のペプチド模倣大環状分子
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、式（Ｉ）：
【００６６】

【化６】

を有し、
式中：
Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然アミノ酸または非天然アミノ酸であり；
Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、
【００６７】

【化７】

、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アルキ
ル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアル
キル、ヘテロアルキル、またはヘテロシクロアルキルであり；
Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロアル
キルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
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Ｌは、式－Ｌ１－Ｌ２－の大環状分子形成リンカーであり；
Ｌ１およびＬ２は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレ
ン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシクロアリ
ーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５で置換さ
れ；
Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シクロ
アルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
Ｒ５はそれぞれ独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６、
－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体、または治療剤で
あり；
Ｒ６はそれぞれ独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル
、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体、または
治療剤であり；
Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシ
クロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＤ残基
を有する環状構造の一部であり；
Ｒ８は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシ
クロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＥ残基
を有する環状構造の一部であり；
ｖおよびｗは独立して１～１０００の整数であり；
ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して０～１０の整数であり；かつ
ｎは１～５の整数である。
【００６８】
　一例において、Ｒ１およびＲ２の少なくとも１つは、非置換であるかまたはハロ－で置
換されるアルキルである。別の例において、Ｒ１およびＲ２の両方は、独立して、非置換
であるかまたはハロ－で置換されるアルキルである。いくつかの実施形態において、Ｒ１

およびＲ２の少なくとも１つは、メチルである。他の実施形態において、Ｒ１およびＲ２

は、メチルである。
【００６９】
　本発明のいくつかの実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、少なくとも３である。本発明の
他の実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１
０である。本発明の大環状分子または大環状分子前駆体における、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、また
はＥの各出現（ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ）は、独立して選択される。例えば、式［Ａ］ｘに
よって表される配列は、ｘが３である場合、アミノ酸が同一でない、例えばＧｌｎ－Ａｓ
ｐ－Ａｌａである実施形態、および、アミノ酸が同一である、例えばＧｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇ
ｌｎである実施形態を包含する。これは、示される範囲におけるｘ、ｙ、またはｚの任意
の値に適用される。同様に、ｕが１より大きい場合、各々の本発明の化合物は、同じまた
は異なるペプチド模倣大環状分子を包含し得る。例えば、本発明の化合物は、異なるリン
カーの長さまたは化学組成を含むペプチド模倣大環状分子を含み得る。
【００７０】
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、α－へリックスで
ある二次構造を含み、Ｒ８は、－Ｈであり、へリックス内水素結合を可能にする。いくつ
かの実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、α，α－二置換
アミノ酸である。一例において、Ｂは、α，α－二置換アミノ酸である。例えば、Ａ、Ｂ
、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、２－アミノイソ酪酸である。他の実施形態にお
いて、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、
【００７１】
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【化８】

である。
【００７２】
　他の実施形態において、第１のＣαから第２のＣαまで測定される大環状分子形成リン
カーＬの長さは、第１のＣαから第２のＣαまでの間のものを含むが、必ずしもこれらに
限定されない、上記ペプチド模倣大環状分子の残基によって形成されるα－へリックスな
どの所望の二次ペプチド構造を安定させるために選択される。
【００７３】
　一実施形態において、式（Ｉ）のペプチド模倣大環状分子は：
【００７４】
【化９】

である。
【００７５】
　ここで、Ｒ１およびＲ２は各々独立して、独立して、非置換であるかもしくはハロ－で
置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアル
キル、シクロアルキルアルキル、ヘテロアルキル、もしくはヘテロシクロアルキルである
。
【００７６】
　関連する実施形態において、式（Ｉ）のペプチド模倣大環状分子は：
【００７７】

【化１０】

である。
【００７８】
　他の実施形態では、式（Ｉ）のペプチド模倣大環状分子は、下に示される式のいずれか
の化合物である：
【００７９】
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【化１０－２】

式中「ＡＡ」は、任意の天然アミノ酸または非天然アミノ酸の側鎖を表し、かつ
【００８１】
【化１０－３】

は、上記で定義した［Ｄ］ｖ、［Ｅ］ｗであり、ｎは、０と、２０、５０、１００、２０
０、３００、４００または５００との間の整数である。いくつかの実施形態では、ｎは０
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である。他の実施形態では、ｎは、５０未満である。
【００８２】
　大環状分子形成リンカーＬの例示的な実施形態は、下記に示される。
【００８３】
【化１１】

　いくつかの実施形態では、本発明のペプチド模倣大環状分子は、式（ＩＩ）：
【００８４】

【化１２】

を有しており、
式中：
Ａ、Ｃ、ＤおよびＥはそれぞれ独立して、天然アミノ酸または非天然アミノ酸であり；
Ｂは、天然もしくは非天然のアミノ酸、アミノ酸アナログ、
【００８５】

【化１３】

、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アルキ
ル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアル
キル、ヘテロアルキル、またはヘテロシクロアルキルであり；
Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロアル
キルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
Ｌは、式
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【００８６】
【化１４】

の大環状分子形成リンカーであり；
Ｌ１、Ｌ２、およびＬ３は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロ
アルキレン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシ
クロアリーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５

で置換され；
Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シクロ
アルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
Ｒ５はそれぞれ、独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体、または治療剤
であり；
Ｒ６はそれぞれ、独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体、また
は治療剤であり；
Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシ
クロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールであるか、またはＤ残基
を有する環状構造の一部であり；
Ｒ８は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシ
クロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールまたはＥ残基を有する環
状構造の一部であり；
ｖおよびｗは独立して１～１０００の整数であり；
ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して０～１０の整数であり；かつ
ｎは１～５の整数である。
【００８７】
　一例では、Ｒ１およびＲ２の少なくとも１つは、非置換であるかまたはハロ－で置換さ
れるアルキルである。別の例において、Ｒ１およびＲ２の両方とも、独立して、非置換で
あるかまたはハロ－で置換されるアルキルである。いくつかの実施形態において、Ｒ１お
よびＲ２の少なくとも１つは、メチルである。他の実施形態において、Ｒ１およびＲ２は
、メチルである。
【００８８】
　本発明のいくつかの実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、少なくとも３である。本発明の
他の実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１
０である。本発明の大環状分子または大環状分子前駆体における、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、また
はＥの各出現は、独立して選択される。例えば、式［Ａ］ｘによって表される配列は、ｘ
が３である場合、アミノ酸が同一でない、例えばＧｌｎ－Ａｓｐ－Ａｌａである実施形態
、および、アミノ酸が同一である、例えばＧｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎである実施形態を包含
する。これは、示される範囲におけるｘ、ｙ、またはｚの任意の値に適用される。
【００８９】
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、α－へリックスで
ある二次構造を含み、Ｒ８は、－Ｈであり、これによってへリックス内水素結合が可能に
なる。いくつかの実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、α
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，α－二置換アミノ酸である。一例において、Ｂは、α，α－二置換アミノ酸である。例
えば、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、２－アミノイソ酪酸である。他の
実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、
【００９０】
【化１５】

である。
【００９１】
　他の実施形態において、第１のＣαから第２のＣαまで測定される大環状分子形成リン
カーＬの長さは、第１のＣαから第２のＣαまでの間のものを含むが、必ずしもこれらに
限定されない、上記ペプチド模倣大環状分子の残基によって形成されるα－へリックスな
どの所望の二次ペプチド構造を安定させるために選択される。
【００９２】
　大環状分子形成リンカーＬの例示的な実施形態は、下記に示される。
【００９３】
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　他の実施形態において、本発明は、式（ＩＩＩ）のペプチド模倣大環状分子：
【００９５】
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【化１８】

を提供し、
式中：
Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然または非天然アミノ酸であり；
Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、
【００９６】

【化１９】

、［－ＮＨ－Ｌ４－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ４－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ４－］
であり；
Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アルキ
ル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアル
キル、ヘテロアルキル、またはヘテロシクロアルキルであり；
Ｒ３は、非置換であるかもしくはＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アル
キニル、アリールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、
シクロアルキルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、およびＬ４は、独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン
、ヘテロアルキレン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、
ヘテロシクロアリーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであって、それぞれ、非置換
であるかまたはＲ５で置換され；
　Ｋは、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シクロ
アルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
Ｒ５はそれぞれ、独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体、または治療剤
であり；
Ｒ６はそれぞれ、独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体、また
は治療剤であり；
Ｒ７は、非置換であるかもしくはＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アル
キニル、アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル
、ヘテロシクロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールまたはＤ残基
を有する環状構造の一部であり；
Ｒ８は、非置換であるかもしくはＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アル
キニル、アリールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル
、ヘテロシクロアルキル、シクロアリール、もしくはヘテロシクロアリールまたはＥ残基
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を有する環状構造の一部であり；
ｖおよびｗは独立して１～１０００の整数であり；
ｕ、ｘ、ｙおよびｚは独立して０～１０の整数であり；かつ
ｎは１～５の整数である。
【００９７】
　一例において、Ｒ１およびＲ２の少なくとも１つは、非置換であるかまたはハロ－で置
換されるアルキルである。別の例において、Ｒ１およびＲ２の両方は、独立して、非置換
であるかまたはハロ－で置換されるアルキルである。いくつかの実施形態において、Ｒ１

およびＲ２の少なくとも１つは、メチルである。他の実施形態において、Ｒ１およびＲ２

は、メチルである。
【００９８】
　本発明のいくつかの実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、少なくとも３である。本発明の
他の実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、３、４、５、６、７、８、９、または１０である
。本発明の大環状分子または大環状分子前駆体における、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの各
々の出現は、独立して選択される。例えば、式［Ａ］ｘによって表される配列は、ｘが３
である場合、アミノ酸が同一でない、例えばＧｌｎ－Ａｓｐ－Ａｌａである実施形態、お
よび、アミノ酸が同一である、例えばＧｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎである実施形態を包含する
。これは、示される範囲におけるｘ、ｙ、またはｚの任意の値に適用される。
【００９９】
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、α－へリックスで
ある二次構造を含み、Ｒ８は、－Ｈであり、これによってへリックス内水素結合が可能に
なる。いくつかの実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、α
，α－二置換アミノ酸である。一例において、Ｂは、α，α－二置換アミノ酸である。例
えば、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、２－アミノイソ酪酸である。他の
実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、
【０１００】
【化２０】

である。
【０１０１】
　他の実施形態において、第１のＣαから第２のＣαまで測定される大環状分子形成リン
カー［－Ｌ１－Ｓ－Ｌ２－Ｓ－Ｌ３－］の長さは、第１のＣαから第２のＣαまでの間の
ものを含むが、必ずしもこれらに限定されない、上記ペプチド模倣大環状分子の残基によ
って形成されるα－へリックスなどの所望の二次ペプチド構造を安定させるために選択さ
れる。
【０１０２】
　大環状分子または大環状分子前駆体は、例えば液相法または固相法によって合成され、
天然に存在するアミノ酸および天然に存在しないアミノ酸の両方を含むことができる。例
えばＣｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｉｎ
ｏ　Ａｃｉｄｓ、Ｇ．Ｃ．Ｂａｒｒｅｔｔ編、Ｃｈａｐｍａｎ　ａｎｄ　Ｈａｌｌ、１９
８５の中のＨｕｎｔ、「Ｔｈｅ　Ｎｏｎ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ」を
参照のこと。いくつかの実施形態では、チオール部分は、アミノ酸残基Ｌ－システイン、
Ｄ－システイン、α－メチル－Ｌシステイン、α－メチル－Ｄ－システイン、Ｌ－ホモシ
ステイン、Ｄ－ホモシステイン、α－メチル－Ｌ－ホモシステイン、またはα－メチル－
Ｄ－ホモシステインの側鎖である。ビスアルキル化試薬は、一般式Ｘ－Ｌ２－Ｙで表され
るものであり、式中、Ｌ２は、リンカー部分であり、ＸおよびＹは、Ｌ２との結合を形成
するために－ＳＨ部分によって置き換えられる脱離基である。いくつかの実施形態におい
て、ＸおよびＹは、Ｉ、Ｂｒ、またはＣｌなどのハロゲンである。
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【０１０３】
　他の実施形態において、式Ｉ、ＩＩ、またはＩＩＩの化合物におけるＤおよび／または
Ｅは、細胞の取り込みを促進するためにさらに改変される。いくつかの実施形態において
、ペプチド模倣大環状分子の脂質付加（ｌｉｐｉｄａｔｉｎｇ）またはペグ化（ＰＥＧｙ
ｌａｔｉｎｇ）は、細胞の取り込みを促進し、バイオアベイラビリティを増大させ、血液
循環を増加させ、薬物動態を改変し、免疫原性を低下させ、および／または必要とされる
投与の頻度を減少させる。
【０１０４】
　他の実施形態において、式Ｉ、ＩＩ、またはＩＩＩの化合物における、［Ｄ］および［
Ｅ］の少なくとも１つは、上記ペプチド模倣大環状分子が、少なくとも２つの大環状分子
形成リンカーを含むような、追加の大環状分子形成リンカーを含む部分を表す。特定の実
施形態において、ペプチド模倣大環状分子は、２つの大環状分子形成リンカーを含む。
【０１０５】
　本発明のペプチド模倣大環状分子では、本明細書に記載されている任意の大環状分子形
成リンカーは、表１～４に示される任意の配列との任意の組み合わせで、および本明細書
において示される任意のＲ－置換基との任意の組合せでも、用いられてもよい。
【０１０６】
　いくつかの実施形態において、ペプチド模倣大環状分子は、少なくとも１つのα－へリ
ックスモチーフを含む。例えば、式Ｉ、ＩＩ、またはＩＩＩの化合物におけるＡ、Ｂ、お
よび／またはＣは、１つ以上のα－へリックスを含む。一般的な問題として、α－へリッ
クスは、１ターンあたり３～４個のアミノ酸残基を含む。いくつかの実施形態において、
上記ペプチド模倣大環状分子のα－へリックスは、１～５個のターン、および従って３～
２０個のアミノ酸残基を含む。特定の実施形態において、α－へリックスは、１個のター
ン、２個のターン、３個のターン、４個のターン、または５個のターンを含む。いくつか
の実施形態において、大環状分子形成リンカーは、上記ペプチド模倣大環状分子内に含ま
れるα－へリックスモチーフを安定化させる。従って、いくつかの実施形態において、第
１のＣαから第２のＣαまでの大環状分子形成リンカーＬの長さは、α－へリックスの安
定性を増加させるために選択される。いくつかの実施形態において、大環状分子形成リン
カーは、α－へリックスの１ターン～５ターンまでの間に架かる（ｓｐａｎ）。いくつか
の実施形態において、大環状分子形成リンカーは、α－へリックスの約１ターン、２ター
ン、３ターン、４ターン、または５ターンに架かる。いくつかの実施形態において、大環
状分子形成リンカーの長さは、α－へリックスの１ターンあたり約５Å～９Åまたはα－
へリックスの１ターンあたり約６Å～８Åである。大環状分子形成リンカーが、α－へリ
ックスの約１ターンに架かる場合、その長さは、約５個の炭素－炭素結合～１３個の炭素
－炭素結合、約７個の炭素－炭素結合～１１個の炭素－炭素結合、または約９個の炭素－
炭素結合に等しい。大環状分子形成リンカーが、α－へリックスの約２ターンに架かる場
合、その長さは、約８個の炭素－炭素結合～１６個の炭素－炭素結合、約１０個の炭素－
炭素結合～１４個の炭素－炭素結合、または約１２個の炭素－炭素結合に等しい。大環状
分子形成リンカーが、α－へリックスの約３ターンに架かる場合、その長さは、約１４個
の炭素－炭素結合～２２個の炭素－炭素結合、約１６個の炭素－炭素結合～２０個の炭素
－炭素結合、または約１８個の炭素－炭素結合に等しい。大環状分子形成リンカーが、α
－へリックスの約４ターンに架かる場合、その長さは、約２０個の炭素－炭素結合～２８
個の炭素－炭素結合、約２２個の炭素－炭素結合～２６個の炭素－炭素結合、または約２
４個の炭素－炭素結合に等しい。大環状分子形成リンカーが、α－へリックスの約５ター
ンに架かる場合、その長さは、約２６個の炭素－炭素結合～３４個の炭素－炭素結合、約
２８個の炭素－炭素結合～３２個の炭素－炭素結合、または約３０個の炭素－炭素結合に
等しい。大環状分子形成リンカーが、α－へリックスの約１ターンに架かる場合、その連
結は、約４個の原子～１２個の原子、約６個の原子～１０個の原子、または約８個の原子
を含む。大環状分子形成リンカーが、上記α－へリックスの約２ターンに架かる場合、そ
の連結は、約７個の原子～１５個の原子、約９個の原子～１３個の原子、または約１１個
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の原子を含む。大環状分子形成リンカーが、上記α－へリックスの約３ターンに架かる場
合、その連結は、約１３個の原子～２１個の原子、約１５個の原子～１９個の原子、また
は約１７個の原子を含む。大環状分子形成リンカーが、上記α－へリックスの約４ターン
に架かる場合、その連結は、約１９個の原子～２７個の原子、約２１個の原子～２５個の
原子、または約２３個の原子を含む。大環状分子形成リンカーが、上記α－へリックスの
約５ターンに架かる場合、その連結は、約２５個の原子～３３個の原子、約２７個の原子
～３１個の原子、または約２９個の原子を含む。大環状分子形成リンカーが、上記α－へ
リックスの約１ターンに架かる場合、得られる大環状分子は、約１７員～２５員、約１９
員～２３員、または約２１員を含有する環を形成する。大環状分子形成リンカーが、上記
α－へリックスの約２ターンに架かる場合、得られる大環状分子は、約２９員～３７員、
約３１員～３５員、または約３３員を含有する環を形成する。大環状分子形成リンカーが
、上記α－へリックスの約３ターンに架かる場合、得られる大環状分子は、約４４員～５
２員、約４６員～５０員、または約４８員を含有する環を形成する。大環状分子形成リン
カーが、上記α－へリックスの約４ターンに架かる場合、得られる大環状分子は、約５９
員～６７員、約６１員～６５員、または約６３員を含有する環を形成する。大環状分子形
成リンカーが、上記α－へリックスの約５ターンに架かる場合、得られる大環状分子は、
約７４員～８２員、約７６員～８０員、または約７８員を含有する環を形成する。
【０１０７】
　他の実施形態において、本発明は、式（ＩＶ）または（ＩＶａ）のペプチド模倣大環状
分子を提供し、
【０１０８】

【化２１】

式中、
Ａ、Ｃ、Ｄ、およびＥはそれぞれ独立して、天然または非天然アミノ酸であり；
Ｂは、天然アミノ酸もしくは非天然アミノ酸、アミノ酸アナログ、
【０１０９】
【化２２】

、［－ＮＨ－Ｌ３－ＣＯ－］、［－ＮＨ－Ｌ３－ＳＯ２－］、または［－ＮＨ－Ｌ３－］
であり；
Ｒ１およびＲ２は独立して、非置換であるかもしくはハロ－で置換される、－Ｈ、アルキ
ル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアル
キル、ヘテロアルキル、もしくはヘテロシクロアルキルであるか、またはＥ残基を有する
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Ｒ３は、必要に応じてＲ５で置換される、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロアル
キルアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
Ｌは、式－Ｌ１－Ｌ２－の大環状分子形成リンカーであり；
Ｌ１およびＬ２は独立して、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレ
ン、シクロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレン、ヘテロシクロアリ
ーレン、または［－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－］ｎであり、それぞれ、必要に応じてＲ５で置換さ
れ；
Ｒ４はそれぞれ、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シクロ
アルキレン、ヘテロシクロアルキレン、アリーレン、またはヘテロアリーレンであり；
Ｋはそれぞれ、Ｏ、Ｓ、ＳＯ、ＳＯ２、ＣＯ、ＣＯ２、またはＣＯＮＲ３であり；
Ｒ５はそれぞれ、独立して、ハロゲン、アルキル、－ＯＲ６、－Ｎ（Ｒ６）２、－ＳＲ６

、－ＳＯＲ６、－ＳＯ２Ｒ６、－ＣＯ２Ｒ６、蛍光性部分、放射性同位体、または治療剤
であり；
Ｒ６はそれぞれ、独立して、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールアルキ
ル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシクロアルキル、蛍光性部分、放射性同位体、また
は治療剤であり；
Ｒ７は、必要に応じてＲ５で置換される、－Ｈ、アルキル、アルケニル、アルキニル、ア
リールアルキル、シクロアルキル、ヘテロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロシ
クロアルキル、シクロアリール、またはヘテロシクロアリールであり；
ｖおよびｗは独立して１～１０００の整数であり；
ｕ、ｘ、ｙおよびｚは０～１０の整数であり；かつ
ｎは１～５の整数である。
【０１１０】
　一例において、Ｒ１およびＲ２の少なくとも１つは、非置換であるかまたはハロ－で置
換されるアルキルである。別の例において、Ｒ１およびＲ２の両方は、独立して、非置換
であるかまたはハロ－で置換されるアルキルである。いくつかの実施形態において、Ｒ１

およびＲ２の少なくとも１つは、メチルである。他の実施形態において、Ｒ１およびＲ２

は、メチルである。
【０１１１】
　本発明のいくつかの実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、少なくとも１である。本発明の
他の実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは、少なくとも２である。本発明の他の実施形態にお
いて、ｘ＋ｙ＋ｚは、３、４、５、６、７、８、９、または１０である。本発明の大環状
分子または大環状分子前駆体における、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの各々の出現は、独立
して選択される。例えば、式［Ａ］ｘによって表される配列は、ｘが３である場合、アミ
ノ酸が同一でない、例えばＧｌｎ－Ａｓｐ－Ａｌａである実施形態、および、アミノ酸が
同一である、例えばＧｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎである実施形態を包含する。これは、示され
る範囲におけるｘ、ｙ、またはｚの任意の値に適用される。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、α－へリックスで
ある二次構造を含み、かつＲ８は、－Ｈであり、これによってへリックス内水素結合が可
能になる。いくつかの実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは
、α，α－二置換アミノ酸である。一例において、Ｂは、α，α－二置換アミノ酸である
。例えば、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、２－アミノイソ酪酸である。
他の実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥの少なくとも１つは、
【０１１３】
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【化２３】

である。
【０１１４】
　他の実施形態において、第１のＣαから第２のＣαまで測定される大環状分子形成リン
カーＬの長さは、第１のＣαから第２のＣαまでの間のものを含むが、必ずしもこれらに
限定されない、上記ペプチド模倣大環状分子の残基によって形成されるα－へリックスな
どの所望の二次ペプチド構造を安定させるために選択される。
【０１１５】
　大環状分子形成リンカーＬ１－Ｌ２－の例示的な実施形態は、下記に示される。
【０１１６】
【化２４】

　ペプチド模倣大環状分子の調製
　本発明のペプチド模倣大環状分子は、当技術分野において公知の任意の種々の方法によ
って調製され得る。例えば、表１、２、３または４において「Ｘ」で示される任意の残基
が、同じ分子中の第２の残基またはそのような残基の前駆体とクロスリンカーを形成し得
る残基で置換されてもよい。
【０１１７】
　ペプチド模倣大環状分子の形成をもたらすための種々の方法が、当技術分野において公
知である。例えば、式Ｉのペプチド模倣大環状分子の調製は、Ｓｃｈａｆｍｅｉｓｔｅｒ
ら，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２２：５８９１－５８９２（２０００）；Ｓｃｈａ
ｆｍｅｉｓｔｅｒ　＆　Ｖｅｒｄｉｎｅ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２２：５８９
１（２００５）；Ｗａｌｅｎｓｋｙら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０５：１４６６－１４７０（
２００４）；および米国特許７，１９２，７１３において記載されている。引用文献にお
いて開示されているα，α－二置換アミノ酸およびアミノ酸前駆体を、ペプチド模倣大環
状分子の前駆体ポリペプチドの合成において使用してもよい。例えば、「Ｓ５－オレフィ
ンアミノ酸」は、（Ｓ）－α－（２’－ペンテニル）アラニンであり、「Ｒ８オレフィン
アミノ酸」は（Ｒ）－α－（２’－オクテニル）アラニンである。このようなアミノ酸を
前駆体ポリペプチド中に組み込んだ後、末端オレフィンをメタセシス触媒と反応させ、こ
れによってペプチド模倣大環状分子の形成をもたらす。
【０１１８】
　他の実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、式ＩＶまたはＩＶａであ
る。このような大環状分子の調製のための方法は、例えば、米国特許第７，２０２，３３
２号において記載されている。
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【０１１９】
　いくつかの実施形態において、これらのペプチド模倣大環状分子の合成は、アジド部分
およびアルキン部分を含有するペプチド模倣物前駆体の合成；その後ペプチド模倣物前駆
体を大環状分子化試薬と接触させて、トリアゾール結合ペプチド模倣大環状分子を生成さ
せることを特徴とする複数段階工程を含む。このようなプロセスは、例えば、２００８年
２月２５日に出願された米国出願第１２／０３７，０４１号に記載される。大環状分子ま
たは大環状分子前駆体は、例えば、液相法または固相法によって合成され、天然に存在す
るおよび天然に存在しないアミノ酸の両方を含有することができる。例えば、Ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ
、Ｇ．Ｃ．Ｂａｒｒｅｔｔ編、Ｃｈａｐｍａｎ　ａｎｄ　Ｈａｌｌ、１９８５年の中のＨ
ｕｎｔ、「Ｔｈｅ　Ｎｏｎ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ」を参照のこと。
【０１２０】
　いくつかの実施形態において、アジドはある残基のα－炭素に結合しており、アルキン
は別の残基のα－炭素に結合している。いくつかの実施形態において、アジド部分は、ア
ミノ酸Ｌ－リジン、Ｄ－リジン、α－メチル－Ｌ－リジン、α－メチル－Ｄ－リジン、Ｌ
－オルニチン、Ｄ－オルニチン、α－メチル－Ｌ－オルニチンまたはα－メチル－Ｄ－オ
ルニチンのアジド－アナログである。別の実施形態において、アルキン部分は、Ｌ－プロ
パルギルグリシンである。さらに別の実施形態において、アルキン部分は、Ｌ－プロパル
ギルグリシン、Ｄ－プロパルギルグリシン、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－４－ペン
チン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２－メチル－４－ペンチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－２－
メチル－５－ヘキシン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２－メチル－５－ヘキシン酸、（Ｓ）－
２－アミノ－２－メチル－６－ヘプチン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２－メチル－６－ヘプ
チン酸、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－７－オクチン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２－
メチル－７－オクチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－８－ノニン酸および（Ｒ）
－２－アミノ－２－メチル－８－ノニン酸からなる群より選択されるアミノ酸である。
【０１２１】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ペプチド模倣大環状分子を合成するための方
法であって、式Ｖまたは式ＶＩ：
【０１２２】
【化２５】

であって、
式中、ｖ、ｗ、ｘ、ｙ、ｚ、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ７、Ｒ８、Ｌ１および
Ｌ２は式（ＩＩ）で定義されたとおりであり、大環状分子化試薬がＣｕ試薬である場合Ｒ



(36) JP 2013-505300 A 2013.2.14

10

20

30

40

50

１２は－Ｈであり、大環状分子化試薬がＲｕ試薬である場合Ｒ１２は－Ｈまたはアルキル
である、ペプチド模倣物前駆体を、大環状分子化試薬と接触させる工程を含み、さらにこ
の接触させる工程が、式ＩＩＩまたは式ＩＶにおいてアルキンとアジド部分との間に形成
される共有結合をもたらす、方法を提供する。例えば、大環状分子化試薬がＲｕ試薬であ
る場合、Ｒ１２はメチルであってもよい。
【０１２３】
　本発明のペプチド模倣大環状分子において、Ｒ１およびＲ２の少なくとも１つは、非置
換であるかもしくはハロ－で置換される、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール
アルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロアルキル、またはヘテロシ
クロアルキルである。いくつかの実施形態において、Ｒ１およびＲ２の両方が独立して、
非置換であるかもしくはハロ－で置換される、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリ
ールアルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキル、ヘテロアルキル、またはヘテ
ロシクロアルキルである。いくつかの実施形態において、Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤまたはＥの少な
くとも１つは、α，α－二置換アミノ酸である。１つの例では、Ｂはα，α－二置換アミ
ノ酸である。例えば、Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤまたはＥの少なくとも１つは、２－アミノイソ酪酸
である。
【０１２４】
　例えば、Ｒ１およびＲ２の少なくとも１つは、非置換であるかまたはハロ－で置換され
る、アルキルである。別の例において、Ｒ１およびＲ２の両方が独立して、非置換である
かまたはハロ－で置換される、アルキルである。いくつかの実施形態において、Ｒ１およ
びＲ２の少なくとも１つはメチルである。他の実施形態において、Ｒ１およびＲ２はメチ
ルである。大環状分子化試薬は、Ｃｕ試薬であっても、またはＲｕ試薬であってもよい。
【０１２５】
　いくつかの実施形態において、ペプチド模倣物前駆体は、接触工程の前に精製される。
他の実施形態において、上記ペプチド模倣大環状分子は、接触工程の後に精製される。さ
らに他の実施形態において、上記ペプチド模倣大環状分子は、接触工程の後に再折り畳み
（リフォールディング）される。この方法は溶液中で行われてもよいし、または、あるい
は、この方法は固体支持体上で行われてもよい。
【０１２６】
　上記結合に有利な条件下でペプチド模倣物前駆体またはペプチド模倣大環状分子に結合
する、標的高分子の存在下で本発明の方法を行うこともまた、本発明において想定される
。いくつかの実施形態において、この方法は、上記結合に有利な条件下でペプチド模倣物
前駆体またはペプチド模倣大環状分子に優先的に結合する標的高分子の存在下で行われる
。またこの方法を適用して、ペプチド模倣大環状分子のライブラリーを合成してもよい。
【０１２７】
　いくつかの実施形態において、式Ｖまたは式ＶＩのペプチド模倣物前駆体のアルキン部
分は、Ｌ－プロパルギルグリシン、Ｄ－プロパルギルグリシン、（Ｓ）－２－アミノ－２
－メチル－４－ペンチン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２－メチル－４－ペンチン酸、（Ｓ）
－２－アミノ－２－メチル－５－ヘキシン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２－メチル－５－ヘ
キシン酸、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－６－ヘプチン酸、（Ｒ）－２－アミノ－２
－メチル－６－ヘプチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－７－オクチン酸、（Ｒ）
－２－アミノ－２－メチル－７－オクチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－８－ノ
ニン酸、および（Ｒ）－２－アミノ－２－メチル－８－ノニン酸からなる群より選択され
るアミノ酸の側鎖である。他の実施形態において、式Ｖまたは式ＶＩのペプチド模倣物前
駆体のアジド部分は、ε－アジド－Ｌ－リジン、ε－アジド－Ｄ－リジン、ε－アジド－
α－メチル－Ｌ－リジン、ε－アジド－α－メチル－Ｄ－リジン、δ－アジド－α－メチ
ル－Ｌ－オルニチン、およびδ－アジド－α－メチル－Ｄ－オルニチンからなる群より選
択されるアミノ酸の側鎖である。
【０１２８】
　いくつかの実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは３であり、Ａ、ＢおよびＣは独立して、天
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然アミノ酸または非天然アミノ酸である。他の実施形態において、ｘ＋ｙ＋ｚは６であり
、Ａ、ＢおよびＣは独立して天然アミノ酸または非天然アミノ酸である。
【０１２９】
　いくつかの実施形態において、接触工程は、プロトン性溶媒（ｐｒｏｔｉｃ　ｓｏｌｖ
ｅｎｔ）、水性溶媒、有機溶媒、およびこれらの混合物からなる群より選択される溶媒に
おいて行われる。例えば、溶媒は、Ｈ２Ｏ、ＴＨＦ、ＴＨＦ／Ｈ２Ｏ、ｔＢｕＯＨ／Ｈ２

Ｏ、ＤＭＦ、ＤＩＰＥＡ、ＣＨ３ＣＮまたはＣＨ２Ｃｌ２、ＣｌＣＨ２ＣＨ２Ｃｌまたは
これらの混合物からなる群から選択されてもよい。溶媒は、へリックス形成に有利な溶媒
であってもよい。
【０１３０】
　代替であるが等価な保護基、脱離基または試薬は置換され、かつ特定の合成工程は、代
替の順番または所望の化合物を生成する順序で行われる。本明細書に記載の化合物の合成
において有用な、合成化学による変換および保護基の方法論（保護および脱保護）として
は、例えば、Ｌａｒｏｃｋ、Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ、ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ（１９８９）；Ｇｒｅｅｎｅおよ
びＷｕｔｓ、Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｓ、第２版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ（１９９１）；Ｆｉｅｓｅ
ｒおよびＦｉｅｓｅｒ、Ｆｉｅｓｅｒ　ａｎｄ　Ｆｉｅｓｅｒ’ｓ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ　
ｆｏｒ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎ
ｓ（１９９４）；およびＰａｑｕｅｔｔｅ編、Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｒｅａ
ｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａ
ｎｄ　Ｓｏｎｓ（１９９５）、ならびにこれらの後続の版において記載されているものな
どを含む。
【０１３１】
　本発明のペプチド模倣大環状分子は、例えば、Ｆｉｅｌｄｓら、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　
Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅの第３章、Ｇｒａｎｔ編、Ｗ．Ｈ．Ｆ
ｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．、１９９２年、７７頁において記載
されているものなどの化学合成法によって製造される。従って、例えば、ペプチドは、固
相合成の自動化メリフィールド（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ）技術を用いて、側鎖保護アミノ
酸を用いてｔＢｏｃまたはＦｍｏｃ化学のいずれかによって保護されたアミンを用いて、
例えば、自動ペプチド合成機（例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓ
ｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）、４３０Ａ、４３１、または４３３型）において合成される。
【０１３２】
　本明細書に記載のペプチド模倣物前駆体およびペプチド模倣大環状分子を製造する１つ
の方法は、固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ）を用いる。Ｃ末端アミノ酸は、リンカー分子と
の酸不安定結合を介して架橋ポリスチレン樹脂に結合している。この樹脂は、合成に用い
られる溶媒において不溶性であり、このため比較的簡単にかつ迅速に過剰な試薬および副
産物を洗い流すようになる。Ｎ末端は、Ｆｍｏｃ基で保護されており、酸において安定で
あるが塩基によって除去することができる。側鎖官能基は、必要に応じて塩基に安定だが
酸に不安定な基で保護されている。
【０１３３】
　より長いペプチド模倣物前駆体は、例えば、自然な化学的ライゲーション（ｎａｔｉｖ
ｅ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｌｉｇａｔｉｏｎ）を用いて個々の合成ペプチドを結合すること
によって作製される。あるいは、より長い合成ペプチドは、周知の組換えＤＮＡ技術およ
びタンパク質発現技術によって生合成される。このような技術は、周知の標準的マニュア
ルにおいて詳細なプロトコールとともに提供されている。本発明のペプチド模倣物前駆体
をコードする遺伝子を構築するために、アミノ酸配列を逆翻訳して、好ましくは遺伝子が
発現される生物体に最適なコドンを有する、アミノ酸配列をコードする核酸配列を得る。
次に、合成遺伝子を、典型的には、必要であればペプチドおよび任意の調節エレメントを
コードするオリゴヌクレオチドを合成することによって作製する。合成遺伝子を適切なク
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ローニングベクター中に挿入し、宿主細胞中にトランスフェクトする。次いでペプチドを
、選択した発現系および宿主に適した適切な条件下で発現させる。ペプチドを標準的な方
法によって精製し特徴付ける。
【０１３４】
　ペプチド模倣物前駆体は、例えば、ハイスループット多チャンネルコンビナトリアル合
成装置（例えば、ＣｒｅｏＳａｌｕｓ、Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ、ＫＹ製のＴｈｕｒａｍｅ
ｄ　ＴＥＴＲＡＳマルチチャンネルペプチド合成装置またはＡＡＰＰＴＥＣ、Ｉｎｃ．、
Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ、ＫＹ製のＭｏｄｅｌ　Ａｐｅｘ　３９６マルチチャンネルペプチ
ド合成装置）を用いるハイスループットなコンビナトリアル法において、例えば作製され
る。
【０１３５】
　以下の合成スキームは、本発明を例示するためだけに提供され、本明細書に記載の本発
明の範囲を限定することを意図するものではない。図面を簡略化するために、例示的なス
キームは、アジドアミノ酸アナログであるε－アジド－α－メチル－Ｌ－リジンおよびε
－アジド－α－メチル－Ｄ－リジン、ならびにアルキンアミノ酸アナログであるＬ－プロ
パルギルグリシン、（Ｓ）－２－アミノ－２－メチル－４－ペンチン酸、および（Ｓ）－
２－アミノ－２－メチル－６－ヘプチン酸を表す。従って、以下の合成スキームにおいて
、各々のＲ１、Ｒ２、Ｒ７およびＲ８は、－Ｈであり；各々のＬ１は－（ＣＨ２）４－で
あり；各々のＬ２は－（ＣＨ２）－である。しかしながら、上記の詳細な説明の全体にわ
たって述べたように、多くの他のアミノ酸アナログを使用することが可能で、ここでＲ１

、Ｒ２、Ｒ７、Ｒ８、Ｌ１およびＬ２は、本明細書に開示されている種々の構造から独立
して選択することができる。
【０１３６】
　合成スキーム１
【０１３７】
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【化２８】

　合成スキーム１は、本発明のいくつかの化合物の調製を示す。キラル補助基（Ｓ）－２
－［Ｎ－（Ｎ’－ベンジルプロリル）アミノ］ベンゾフェノン（ＢＰＢ）およびグリシン
またはアラニンなどのアミノ酸に由来するシッフ塩基のＮｉ（ＩＩ）複合体は、Ｂｅｌｏ
ｋｏｎら（１９９８）、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ａｓｙｍｍ．９：４２４９～４２５２
において記載されているとおり調製する。得られた複合体を引き続き、アジドまたはアル
キニル部分を含むアルキル化試薬と反応させて、鏡像異性的に濃縮された本発明の化合物
を得る。必要に応じて、ペプチド合成において使用するために、得られた化合物を保護し
てもよい。
【０１３８】
　合成スキーム２
【０１３９】
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【化２９】

　合成スキーム２に示されるペプチド模倣大環状分子の合成のための一般的な方法におい
て、ペプチド模倣物前駆体は、アジド部分およびアルキン部分を含み、市販のアミノ酸Ｎ
－α－Ｆｍｏｃ－Ｌ－プロパルギルグリシンならびにアミノ酸（Ｓ）－２－アミノ－２－
メチル－４－ペンチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－６－ヘプチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－
２－メチル－６－ヘプチン酸、Ｎ－メチル－ε－アジド－Ｌ－リジン、およびＮ－メチル
－ε－アジド－Ｄ－リジンのＮ－α－Ｆｍｏｃ保護形態を用いる、液相または固相ペプチ
ド合成（ＳＰＰＳ）によって合成される。次いでペプチド模倣物前駆体は、標準的な条件
（例えば、９５％ＴＦＡなどの強酸）によって脱保護され、固相樹脂から切断される。ペ
プチド模倣物前駆体を、粗混合物として反応させるか、または有機溶液もしくは水性溶液
においてＣｕ（Ｉ）などの大環状分子化試薬との反応の前に精製する（Ｒｏｓｔｏｖｔｓ
ｅｖら（２００２）、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４１：２５９６～２５９９
；Ｔｏｒｎｏｅら（２００２）、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６７：３０５７～３０６４；Ｄ
ｅｉｔｅｒｓら（２００３）、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２５：１１７８２～１１
７８３；Ｐｕｎｎａら（２００５）、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４４：２２
１５～２２２０）。一実施形態において、トリアゾール形成反応は、α－へリックス形成
に有利な条件下で行われる。一実施形態において、大環状分子化工程は、Ｈ２Ｏ、ＴＨＦ
、ＣＨ３ＣＮ、ＤＭＦ、ＤＩＰＥＡ、ｔＢｕＯＨまたはこれらの混合物からなる群より選
択される溶媒において行われる。別の実施形態において、大環状分子化工程はＤＭＦにお
いて行われる。いくつかの実施形態において、大環状分子化工程は、緩衝化された水性の
溶媒または部分的に水性の溶媒において行われる。
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【０１４０】
　合成スキーム３
【０１４１】
【化３０】

　合成スキーム３に示されるペプチド模倣大環状分子の合成のための一般的な方法におい
て、ペプチド模倣物前駆体は、アジド部分およびアルキン部分を含み、市販のアミノ酸Ｎ
－α－Ｆｍｏｃ－Ｌ－プロパルギルグリシンならびにアミノ酸（Ｓ）－２－アミノ－２－
メチル－４－ペンチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－６－ヘプチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－
２－メチル－６－ヘプチン酸、Ｎ－メチル－ε－アジド－Ｌ－リジン、およびＮ－メチル
－ε－アジド－Ｄ－リジンのＮ－α－Ｆｍｏｃ保護形態を用いた、固相ペプチド合成（Ｓ
ＰＰＳ）によって合成される。ペプチド模倣物前駆体を、樹脂上で粗混合物としてＣｕ（
Ｉ）試薬などの大環状分子化試薬と反応させる（Ｒｏｓｔｏｖｔｓｅｖら（２００２）、
Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４１：２５９６～２５９９；Ｔｏｒｎｏｅら（２
００２）、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６７：３０５７～３０６４；Ｄｅｉｔｅｒｓら（２０
０３）、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２５：１１７８２～１１７８３；Ｐｕｎｎａら
（２００５）、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４４：２２１５～２２２０）。次
いで、得られたトリアゾール含有ペプチド模倣大環状分子を、標準的な条件（例えば、９
５％ＴＦＡなどの強酸）によって脱保護して、固相樹脂から切断する。いくつかの実施形
態において、大環状分子化工程は、ＣＨ２Ｃｌ２、ＣｌＣＨ２ＣＨ２Ｃｌ、ＤＭＦ、ＴＨ
Ｆ、ＮＭＰ、ＤＩＰＥＡ、２、６－ルチジン、ピリジン、ＤＭＳＯ、Ｈ２Ｏまたはこれら
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の混合物からなる群より選択される溶媒において行われる。いくつかの実施形態において
、大環状分子化工程は、緩衝化された水性の溶媒または部分的に水性の溶媒において行わ
れる。
【０１４２】
　合成スキーム４
【０１４３】
【化３１】

　合成スキーム４に示されるペプチド模倣大環状分子の合成のための一般的な方法におい
て、ペプチド模倣物前駆体は、アジド部分およびアルキン部分を含み、市販のアミノ酸Ｎ
－α－Ｆｍｏｃ－Ｌ－プロパルギルグリシンならびにアミノ酸（Ｓ）－２－アミノ－２－
メチル－４－ペンチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－６－ヘプチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－
２－メチル－６－ヘプチン酸、Ｎ－メチル－ε－アジド－Ｌ－リジン、およびＮ－メチル
－ε－アジド－Ｄ－リジンのＮ－α－Ｆｍｏｃ保護形態を用いる、液相または固相ペプチ
ド合成（ＳＰＰＳ）によって合成される。次いでペプチド模倣物前駆体は、標準的な条件
（例えば、９５％ＴＦＡなどの強酸）によって脱保護され、固相樹脂から切断される。ペ
プチド模倣物前駆体は、粗混合物として反応させるか、またはＲｕ（ＩＩ）試薬、例えば
、Ｃｐ＊ＲｕＣｌ（ＰＰｈ３）２もしくは［Ｃｐ＊ＲｕＣｌ］４などの大環状分子化試薬
と反応させる前に精製する（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら（２００７）、Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．９
：５３３７～５３３９；Ｚｈａｎｇら（２００５）、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２
７：１５９９８～１５９９９）。いくつかの実施形態において、大環状分子化工程は、Ｄ
ＭＦ、ＣＨ３ＣＮおよびＴＨＦからなる群より選択される溶媒において行われる。
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【０１４４】
　合成スキーム５
【０１４５】
【化３２】

　合成スキーム５に示されるペプチド模倣大環状分子の合成のための一般的な方法におい
て、ペプチド模倣物前駆体は、アジド部分およびアルキン部分を含み、かつ市販のアミノ
酸Ｎ－α－Ｆｍｏｃ－Ｌ－プロパルギルグリシンならびにアミノ酸（Ｓ）－２－アミノ－
２－メチル－４－ペンチン酸、（Ｓ）－２－アミノ－６－ヘプチン酸、（Ｓ）－２－アミ
ノ－２－メチル－６－ヘプチン酸、Ｎ－メチル－ε－アジド－Ｌ－リジン、およびＮ－メ
チル－ε－アジド－Ｄ－リジンのＮ－α－Ｆｍｏｃ保護形態を用いる、固相ペプチド合成
（ＳＰＰＳ）によって合成される。ペプチド模倣物前駆体を、粗混合物として樹脂上でＲ
ｕ（ＩＩ）試薬などの大環状分子化試薬と反応させる。例えば、試薬はＣｐ＊ＲｕＣｌ（
ＰＰｈ３）２または［Ｃｐ＊ＲｕＣｌ］４であってもよい（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら（２０
０７）、Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．９：５３３７～５３３９；Ｚｈａｎｇら（２００５）、Ｊ．
Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２７：１５９９８～１５９９９）。いくつかの実施形態にお
いて、大環状分子化工程は、ＣＨ２Ｃｌ２、ＣｌＣＨ２ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ３ＣＮ、ＤＭＦ
、およびＴＨＦからなる群より選択される溶媒において行われる。
【０１４６】
　本発明は、本明細書に記載のペプチド模倣大環状分子の合成における天然に存在しない
アミノ酸およびアミノ酸アナログの使用を想定する。安定なトリアゾール含有ペプチド模
倣大環状分子の合成のために使用される合成方法を行い易い任意のアミノ酸またはアミノ
酸アナログを、本発明において用いることができる。例えば、Ｌ－プロパルギルグリシン
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が本発明において有用なアミノ酸として想定される。しかし、異なるアミノ酸側鎖を含む
他のアルキン含有アミノ酸もまた、本発明において有用である。例えば、Ｌ－プロパルギ
ルグリシンは、アミノ酸のα－炭素とアミノ酸側鎖のアルキンとの間に１つのメチレン単
位を含む。本発明はまた、α－炭素とアルキンとの間に複数のメチレン単位を有するアミ
ノ酸の使用も想定する。また、アミノ酸であるＬ－リジン、Ｄ－リジン、α－メチル－Ｌ
－リジン、およびα－メチル－Ｄ－リジンのアジド－アナログが、本発明において有用な
アミノ酸であると想定される。しかし、異なるアミノ酸側鎖を含有する他の末端アジドア
ミノ酸もまた、本発明において有用である。例えば、Ｌ－リジンのアジドアナログは、ア
ミノ酸のα－炭素とアミノ酸側鎖の末端アジドとの間に４つのメチレン単位を含む。本発
明はまた、α－炭素と末端アジドとの間に４つ未満のメチレン単位または４つより多いメ
チレン単位を有するアミノ酸の使用も想定する。表２は、本発明のペプチド模倣大環状分
子の調製において有用ないくつかのアミノ酸を示す。
【０１４７】
【表２】

表２は、本発明のペプチド模倣大環状分子の調製において有用な例示的アミノ酸を示す。
【０１４８】
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　いくつかの実施形態において、アミノ酸およびアミノ酸アナログはＤ－配置のものであ
る。他の実施形態において、アミノ酸およびアミノ酸アナログはＬ－配置のものである。
いくつかの実施形態において、ペプチド模倣物中に含有されるアミノ酸およびアミノ酸ア
ナログの一部はＤ－配置のものであるが、アミノ酸およびアミノ酸アナログの一部はＬ－
配置のものである。いくつかの実施形態においてアミノ酸アナログは、α－メチル－Ｌ－
プロパルギルグリシン、α－メチル－Ｄ－プロパルギルグリシン、ε－アジド－α－メチ
ル－Ｌ－リジン、およびε－アジド－α－メチル－Ｄ－リジンなどのα，α－二置換のも
のである。いくつかの実施形態においてアミノ酸アナログは、Ｎ－アルキル化、例えば、
Ｎ－メチル－Ｌ－プロパルギルグリシン、Ｎ－メチル－Ｄ－プロパルギルグリシン、Ｎ－
メチル－ε－アジド－Ｌ－リジン、およびＮ－メチル－ε－アジド－Ｄ－リジンである。
【０１４９】
　いくつかの実施形態において、そのアミノ酸の－ＮＨ部分は、－Ｆｍｏｃおよび－Ｂｏ
ｃを含むがこれらに限定されない保護基を用いて保護される。他の実施形態において、そ
のアミノ酸は、ペプチド模倣大環状分子の合成の前には保護されていない。
【０１５０】
　他の実施形態において、式ＩＩＩのペプチド模倣大環状分子が合成される。このような
大環状分子の調製は、例えば、２００７年１２月１７日に出願された米国出願第１１／９
５７，３２５号に記載される。以下の合成スキームは、そのような化合物の調製を記載す
る。図面を簡略化するために、例示的なスキームは、Ｌ１およびＬ３が両方とも－（ＣＨ

２）－であるＬ－システインまたはＤ－システインに由来するアミノ酸アナログを示す。
しかしながら、上記の詳細な説明の全体にわたって述べたように、多くの他のアミノ酸ア
ナログを使用することができ、Ｌ１およびＬ３は、本明細書に開示されている種々の構造
から独立して選択することができる。「［ＡＡ］ｍ」、「［ＡＡ］ｎ」、「［ＡＡ］ｏ」
という記号は、天然または非天然アミノ酸などのアミド結合による結合部分の配列を表す
。以前に記述されているとおり、「ＡＡ」のそれぞれの出現は任意の他の「ＡＡ」の出現
とは無関係であり、「［ＡＡ］ｍ」などの式は、例えば、同一ではないアミノ酸の配列な
らびに同一なアミノ酸の配列を包含する。
【０１５１】
　合成スキーム６
【０１５２】
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【化３３】

　スキーム６において、ペプチド模倣物前駆体は２つの－ＳＨ部分を含み、かつＮ－α－
Ｆｍｏｃ－Ｓ－トリチル－Ｌ－システインまたはＮ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－トリチル－Ｄ－
システインなどの市販のＮ－α－Ｆｍｏｃアミノ酸を用いる固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ
）によって合成される。Ｄ－システインまたはＬ－システインのα－メチル化バージョン
は、公知の方法（Ｓｅｅｂａｃｈら（１９９６）、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ
．Ｅｎｇｌ．３５：２７０８～２７４８、およびその参照文献）によって作製され、次い
で公知の方法（その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる、「Ｂｉｏｏｒｇａｎ
ｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ」、Ｏｘｆｏ
ｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：１９９８）によって適切
に保護されたＮ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－トリチルモノマーに変換される。次いで前駆体ペプ
チド模倣物は、標準的な条件（例えば、９５％ＴＦＡなどの強酸）によって脱保護され、
固相樹脂から切断される。前駆体ペプチド模倣物は、粗混合物として反応されるか、また
は有機溶液もしくは水性溶液においてＸ－Ｌ２－Ｙとの反応の前に精製される。いくつか
の実施形態においてアルキル化反応は、大環状分子化を容易にし、重合を回避するために
希釈条件下（すなわち０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ）で行われる。いくつかの実施形態において
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、アルキル化反応は、液体ＮＨ３（Ｍｏｓｂｅｒｇら（１９８５）、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ
．Ｓｏｃ．１０７：２９８６－２９８７；Ｓｚｅｗｃｚｕｋら（１９９２）、Ｉｎｔ．Ｊ
．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．４０：２３３－２４２）、ＮＨ３／ＭｅＯ
Ｈ、またはＮＨ３／ＤＭＦ（Ｏｒら（１９９１）、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５６：３１４
６－３１４９）などの有機溶液中で行われる。他の実施形態において、アルキル化は、６
ＭのグアニジニウムＨＣＬ、ｐＨ８などの水性溶液中で行われる（Ｂｒｕｎｅｌら（２０
０５）、Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．（２０）：２５５２～２５５４）。他の実施形態にお
いて、アルキル化反応に使用される溶媒はＤＭＦまたはジクロロエタンである。
【０１５３】
　合成スキーム７
【０１５４】
【化３４】

　スキーム７において、前駆体ペプチド模倣物は２つ以上の－ＳＨ部分を含んでおり、そ
の２つは特別に保護されていて、それにより大環状分子形成のためのその選択的な脱保護
およびその後のアルキル化が可能になる。前駆体ペプチド模倣物は、Ｎ－α－Ｆｍｏｃ－
Ｓ－ｐ－メトキシトリチル－Ｌ－システインまたはＮ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－ｐ－メトキシ
トリチル－Ｄ－システインなどの市販のＮ－α－Ｆｍｏｃアミノ酸を用いる固相ペプチド



(48) JP 2013-505300 A 2013.2.14

10

20

30

40

50

合成（ＳＰＰＳ）によって合成される。Ｄ－システインまたはＬ－システインのα－メチ
ル化バージョンは、公知の方法（Ｓｅｅｂａｃｈら（１９９６）、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ
．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３５：２７０８－２７４８、およびその参照文献）によって
作製され、次いで公知の方法（その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる、「Ｂ
ｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ」、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：１９９８
）によって、適切に保護されたＮ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－ｐ－メトキシトリチルモノマーに
変換される。次いでペプチド模倣物前駆体のＭｍｔ保護基は、標準的な条件（例えば、Ｄ
ＣＭ中１％ＴＦＡなどの弱酸）によって選択的に切断される。次いで前駆体ペプチド模倣
物を、樹脂上で有機溶液においてＸ－Ｌ２－Ｙと反応させる。例えば、この反応は、ジイ
ソプロピルエチルアミンなどの立体障害塩基の存在下で起こる。いくつかの実施形態にお
いて、アルキル化反応は、液体ＮＨ３（Ｍｏｓｂｅｒｇら（１９８５）、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｓｏｃ．１０７：２９８６－２９８７；Ｓｚｅｗｃｚｕｋら（１９９２）、Ｉｎｔ
．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．４０：２３３－２４２）、ＮＨ３／Ｍ
ｅＯＨ、またはＮＨ３／ＤＭＦ（Ｏｒら（１９９１）、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５６：３
１４６－３１４９）などの有機溶液中で行われる。他の実施形態において、アルキル化反
応は、ＤＭＦまたはジクロロエタン中で行われる。次いでペプチド模倣大環状分子は、標
準的な条件（例えば、９５％ＴＦＡなどの強酸）によって脱保護され、固相樹脂から切断
される。
【０１５５】
　合成スキーム８
【０１５６】
【化３５】

　スキーム８において、ペプチド模倣物前駆体は２つ以上の－ＳＨ部分を含んでおり、そ
の２つが特別に保護されており、大環状分子形成のため、その選択的な脱保護およびその
後のアルキル化が可能になる。ペプチド模倣物前駆体は、Ｎ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－ｐ－メ
トキシトリチル－Ｌ－システイン、Ｎ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－ｐ－メトキシトリチル－Ｄ－
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システイン、Ｎ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－Ｓ－ｔ－ブチル－Ｌ－システイン、およびＮ－α－
Ｆｍｏｃ－Ｓ－Ｓ－ｔ－ブチル－Ｄ－システインなどの市販のＮ－α－Ｆｍｏｃアミノ酸
を用いる固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ）によって合成される。Ｄ－システインまたはＬ－
システインのα－メチル化バージョンは、公知の方法（Ｓｅｅｂａｃｈら（１９９６）、
Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３５：２７０８－２７４８、およびそ
の参照文献）によって作製され、次いで公知の方法（その内容全体が参照により本明細書
に組み込まれる、「Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａ
ｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ」、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ：１９９８）によって、適切に保護されたＮ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－ｐ－メトキ
シトリチルまたはＮ－α－Ｆｍｏｃ－Ｓ－Ｓ－ｔ－ブチルモノマーに変換される。ペプチ
ド模倣物前駆体のＳ－Ｓ－ｔブチル保護基は、公知の条件によって選択的に切断される（
例えば、ＤＭＦ中２０％２－メルカプトエタノール、参照：Ｇａｌａｎｄｅら（２００５
）、Ｊ．Ｃｏｍｂ．Ｃｈｅｍ．７：１７４－１７７）。次いで前駆体ペプチド模倣物を、
樹脂上で、有機溶液においてモル過剰のＸ－Ｌ２－Ｙと反応させる。例えば、反応は、ジ
イソプロピルエチルアミンなどの立体障害塩基の存在下で起こる。次いでペプチド模倣物
前駆体のＭｍｔ保護基は、標準的な条件（例えば、ＤＣＭ中１％ＴＦＡなどの弱酸）によ
って選択的に切断される。次いでペプチド模倣物前駆体は、樹脂上で有機溶液における立
体障害塩基による処理によって環化される。いくつかの実施形態において、アルキル化反
応は、ＮＨ３／ＭｅＯＨまたはＮＨ３／ＤＭＦ（Ｏｒら（１９９１）、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈ
ｅｍ．５６：３１４６－３１４９）などの有機溶液中で行われる。次いでペプチド模倣大
環状分子は、標準的な条件（例えば、９５％ＴＦＡなどの強酸）によって脱保護され、固
相樹脂から切断される。
【０１５７】
　合成スキーム９
【０１５８】
【化３６】

　スキーム９において、ペプチド模倣物前駆体は、２つのＬ－システイン部分を含む。ペ
プチド模倣物前駆体は、生きた細胞中で公知の生物学的発現系によって、または公知のイ
ンビトロの無細胞発現方法によって合成される。前駆体ペプチド模倣物は、粗混合物とし
て反応されるか、または有機溶液もしくは水性溶液においてＸ－Ｌ２－Ｙとの反応の前に
精製される。いくつかの実施形態においてアルキル化反応は、大環状分子化を容易にし、
重合を回避するために希釈条件下（すなわち０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ）で行われる。いくつ
かの実施形態において、アルキル化反応は、液体ＮＨ３（Ｍｏｓｂｅｒｇら（１９８５）
、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１０７：２９８６－２９８７；Ｓｚｅｗｃｚｕｋら（１
９９２）、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．４０　：２３３－２
４２）、ＮＨ３／ＭｅＯＨ、またはＮＨ３／ＤＭＦ（Ｏｒら（１９９１）、Ｊ．Ｏｒｇ．
Ｃｈｅｍ．５６：３１４６－３１４９）などの有機溶液中で行われる。他の実施形態にお
いて、アルキル化は、６ＭグアニジニウムＨＣＬ、ｐＨ８（Ｂｒｕｎｅｌら（２００５）
、Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．（２０）：２５５２－２５５４）などの水性溶液中で行われ
る。他の実施形態において、アルキル化は、ＤＭＦまたはジクロロエタン中で行われる。
別の実施形態において、アルキル化は非変性水溶液中で実行され、さらに別の実施形態に
おいてアルキル化は、α－へリックス構造形成に有利な条件下で行われる。さらに別の実
施形態において、アルキル化は、前駆体ペプチド模倣物が別のタンパク質に結合するのに
有利な条件下で行われ、その結果、アルキル化の間に結合α－へリックス高次構造の形成
がもたらされる。
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【０１５９】
　チオール基との反応に適切な、ＸおよびＹについての種々の実施形態が想定される。一
般に、各々のＸまたはＹは独立して、表５に示す一般的なカテゴリーから選択される。例
えば、ＸおよびＹは、－Ｃｌ、－Ｂｒまたは－Ｉなどのハロゲン化物である。本明細書に
記載の任意の大環状分子形成リンカーを、表１～４に示す任意の配列との任意の組合せ、
そしてまた、本明細書に示す任意のＲ－置換基との任意の組合せでも用いてもよい。
【０１６０】
【表３】

　本発明は、式（ＩＩＩ）のペプチド模倣大環状分子の合成における、天然に存在するア
ミノ酸および天然に存在しないアミノ酸の両方のアミノ酸およびアミノ酸アナログの使用
を想定する。安定なビス－スルフヒドリル含有ペプチド模倣大環状分子の合成に使用され
る合成方法を行い易い任意のアミノ酸またはアミノ酸アナログを、本発明において用いて
もよい。例えば、システインが、本発明における有用なアミノ酸として想定される。しか
し、異なるアミノ酸側鎖を含むシステイン以外の含硫アミノ酸もまた、有用である。例え
ば、システインは、アミノ酸のα－炭素とアミノ酸側鎖の末端－ＳＨとの間に１つのメチ
レン単位を含む。本発明はまた、α－炭素と末端－ＳＨの間に複数のメチレン単位を有す
るアミノ酸の使用も想定する。非限定的な例としては、α－メチル－Ｌ－ホモシステイン
およびα－メチル－Ｄ－ホモシステインが挙げられる。いくつかの実施形態において、ア
ミノ酸およびアミノ酸アナログは、Ｄ－配置のものである。他の実施形態において、アミ
ノ酸およびアミノ酸アナログはＬ－配置のものである。いくつかの実施形態において、ペ
プチド模倣物に含有されるアミノ酸およびアミノ酸アナログの一部はＤ－配置のものであ
るが、アミノ酸およびアミノ酸アナログの一部はＬ－配置のものである。いくつかの実施
形態において、アミノ酸アナログは、α－メチル－Ｌ－システインおよびα－メチル－Ｄ
－システインなどのα，α－二置換のものである。
【０１６１】
　本発明は、大環状分子形成リンカーを用いてペプチド模倣物前駆体内の２つ以上の－Ｓ
Ｈ部分を連結させて本発明のペプチド模倣大環状分子が形成される、大環状分子を包含す
る。上述したように、大環状分子形成リンカーは、立体構造の剛性、代謝安定性の増加お
よび／または細胞透過性の増加を付与する。さらに、いくつかの実施形態において、大環
状形成の連結は、ペプチド模倣物の大環状分子のα－へリックス二次構造を安定化させる
。大環状分子形成リンカーは式Ｘ－Ｌ２－Ｙのものであり、ここで、上記で定義したとお
りＸおよびＹは両方とも同じ部分または異なる部分である。ＸおよびＹは両方とも、１つ
の大環状分子形成リンカー－Ｌ２－によるビス－スルフヒドリル含有ペプチド模倣物前駆
体のビスアルキル化を可能にするという化学的特性を有する。上記で定義されているとお
り、リンカー－Ｌ２－は、上記で定義されているとおり、全てが必要に応じてＲ５基で置
換することができる、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、ヘテロアルキレン、シ
クロアルキレン、ヘテロシクロアルキレン、シクロアリーレンもしくはヘテロシクロアリ
ーレン、または－Ｒ４－Ｋ－Ｒ４－を含む。さらに、スルフヒドリル含有アミノ酸の－Ｓ
Ｈに結合している炭素以外の、大環状分子形成リンカー－Ｌ２－内の１～３個の炭素原子
は、Ｎ、ＳまたはＯなどのヘテロ原子で必要に応じて置換される。
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【０１６２】
　大環状分子形成リンカーＸ－Ｌ２－ＹのＬ２成分は、とりわけ、ペプチド模倣大環状分
子を形成するために用いられる２つのアミノ酸アナログの位置の間の距離に依存して、長
さが変化し得る。さらに、大環状分子形成リンカーのＬ１成分および／またはＬ３成分の
長さが変化するので、安定なペプチド模倣大環状分子の形成に適切な全長のリンカーを生
み出すために、Ｌ２の長さもまた変化し得る。例えば、使用されるアミノ酸アナログがさ
らなるメチレン単位をＬ１およびＬ３のそれぞれに付加することによって変化する場合、
Ｌ２の長さは、Ｌ１およびＬ３の増加した長さを相殺するために約２メチレン単位に相当
する（ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ）長さだけ減少する。
【０１６３】
　いくつかの実施形態において、Ｌ２は、式－（ＣＨ２）ｎ－のアルキレン基であり、ｎ
は約１～約１５の整数である。例えば、ｎは１、２、３、４、５、６、７、８、９または
１０である。他の実施形態において、Ｌ２はアルケニレン基である。さらに別の実施形態
において、Ｌ２はアリール基である。
【０１６４】
　表４は、Ｘ－Ｌ２－Ｙ基のさらなる実施形態を示す。
【０１６５】
【表４】
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　本発明を実行するために適切であると想定される、ペプチド模倣大環状分子を形成する
ためのさらなる方法としては、Ｍｕｓｔａｐａ，Ｍ．Ｆｉｒｏｕｚ　Ｍｏｈｄら、Ｊ．Ｏ
ｒｇ．Ｃｈｅｍ（２００３）、６８、８１９３～８１９８頁；Ｙａｎｇ、Ｂｉｎら　Ｂｉ
ｏｏｒｇ　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．（２００４）、１４、１４０３～１４０６頁；
米国特許第５，３６４，８５１号；米国特許第５，４４６，１２８号；米国特許第５，８
２４，４８３号；米国特許第６，７１３，２８０号；および米国特許第７，２０２，３３
２号によって開示されているものが挙げられる。そのような実施形態において、α位にさ
らなる置換基Ｒ－を含有しているアミノ酸前駆体が用いられる。そのようなアミノ酸は、
架橋剤が置換される位置、または、あるいは、大環状分子前駆体の配列中のどこか他の場
所であってもよい所望の位置で、大環状分子前駆体中に組み込まれる。次いで前駆体の環
化を、示される方法に従って達成する。
【０１６６】
　アッセイ
　本発明のペプチド模倣大環状分子の性質は、例えば、後述する方法を使用することによ
りアッセイされる。いくつかの実施形態では、本発明のペプチド模倣大環状分子は、本明
細書に記載の置換基がない対応するポリペプチドに比べて改善された生物学的特性を有す
る。
【０１６７】
　αヘリシティを決定するためのアッセイ
　溶液中で、α－へリックスドメインを有するポリペプチドの二次構造は、ランダムコイ
ル構造とα－へリックス構造との間の動的平衡に到達し、「ヘリシティパーセント（ｐｅ
ｒｃｅｎｔ　ｈｅｌｉｃｉｔｙ）」として表される場合が多い。従って、例えば、非改変
α－へリックスドメインは大部分が、溶液中で通常２５％未満のα－へリックス含量を有
するランダムコイルである。一方、最適化されたリンカーを有するペプチド模倣大環状分
子は、例えば、対応する架橋されていないポリペプチドのそれよりも少なくとも２倍高い
αヘリシティを有する。いくつかの実施形態において、本発明の大環状分子は、５０％よ
り高いαヘリシティを有する。本発明のペプチド模倣大環状分子のヘリシティをアッセイ
するために、上記化合物を、水性溶液（例えば、ｐＨ７の５０ｍＭのリン酸カリウム溶液
、または蒸留水（ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ　Ｈ２Ｏ）、２５～５０μＭの濃度まで）に溶解す
る。標準的な測定パラメーター（例えば、温度、２０℃；波長、１９０～２６０ｎｍ；ス
テップ分解能、０．５ｎｍ；速度、２０ｎｍ／秒；蓄積、１０；応答、１秒；帯域幅、１
ｎｍ；光路長（ｐａｔｈ　ｌｅｎｇｔｈ）、０．１ｃｍ）を用いて、分光偏光計（例えば
、Ｊａｓｃｏ　Ｊ－７１０）において円二色性（ＣＤ）スペクトルを得る。平均残基楕円
率（例えば、［Φ］２２２ｏｂｓ）をへリックスデカペプチドモデル（Ｙａｎｇら（１９
８６）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３０：２０８）について報告されている値
で割ることによって、各ペプチドのα－へリックス含量を計算する。
【０１６８】
　融解温度（Ｔｍ）を決定するためのアッセイ
　α－へリックスなどの二次構造を含む本発明のペプチド模倣大環状分子は、例えば、対
応する架橋されていないポリペプチドよりも高い融解温度を示す。代表的には、本発明の
ペプチド模倣大環状分子は、水性溶液中で高度に安定な構造を表す６０℃超のＴｍを示す
。融解温度に対する大環状分子形成の影響をアッセイするために、ペプチド模倣大環状分
子または非改変ペプチドを、蒸留水中に溶解（例えば、５０μＭの最終濃度で）し、分光
偏光計（例えば、Ｊａｓｃｏ　Ｊ－７１０）において標準的なパラメーター（例えば、波
長２２２ｎｍ；ステップ解像度、０．５ｎｍ；速度、２０ｎｍ／秒；蓄積、１０；応答、
１秒；帯域幅、１ｎｍ；温度上昇速度：１℃／分；光路長、０．１ｃｍ）を用いて、ある
温度範囲（例えば、４～９５℃）にわたって楕円率の変化を測定することによって、Ｔｍ
を決定する。
【０１６９】
　プロテアーゼ耐性アッセイ
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　ペプチド骨格のアミド結合は、プロテアーゼによる加水分解を受けやすく、そのためペ
プチド性化合物は、インビボでの急速な分解に対して脆弱になる。しかし、ペプチドへリ
ックス形成は、代表的にはアミド骨格を埋没させ、従って、タンパク質分解性の切断から
アミド骨格を保護することができる。本発明のペプチド模倣大環状分子をインビトロのト
リプシンタンパク質分解に供して、対応する架橋されていないポリペプチドと比較した分
解速度の変化について評価し得る。例えば、ペプチド模倣大環状分子および対応する架橋
されていないポリペプチドを、トリプシンアガロースでインキュベートし、遠心分離によ
って種々の時点で反応をクエンチして、その後ＨＰＬＣ注入して、２８０ｎｍでの紫外線
吸収により残存基質を定量する。簡潔に述べると、ペプチド模倣大環状分子およびペプチ
ド模倣物前駆体（５μｇ（ｍｃｇ））を、トリプシンアガロース（Ｐｉｅｒｃｅ）（Ｓ／
Ｅ約１２５）で０、１０、２０、９０、および１８０分間インキュベートする。高速での
卓上遠心分離によって反応をクエンチし、ＨＰＬＣによる２８０ｎｍでのピーク検出によ
って単離した上清中の残存している基質を定量する。タンパク質分解反応は一次反応速度
式（ｆｉｒｓｔ－ｏｒｄｅｒ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ）を示し、時間に対するｌｎ［Ｓ］（ｋ
＝－１Ｘ勾配）のプロットから速度定数、ｋを決定する。
【０１７０】
　エキソビボ安定性アッセイ
　最適化されたリンカーを有するペプチド模倣大環状分子は、例えば、対応する架橋され
ていないポリペプチドのそれよりも少なくとも２倍高いエキソビボ半減期を有し、かつ１
２時間以上のエキソビボ半減期を有する。エキソビボの血清安定性研究には、種々のアッ
セイを用いてもよい。例えば、ペプチド模倣大環状分子または対応する架橋されていない
ポリペプチド（２μｇ）を、新鮮なマウス血清、ラット血清および／またはヒト血清（２
ｍＬ）とともに、３７℃で０、１、２、４、８、および２４時間インキュベートする。イ
ンタクトな化合物のレベルを決定するために、以下の手順を用いてもよい：１００μｌの
血清を２ｍｌの遠心管に移すこと、その後に１０μＬの５０％ギ酸および５００μＬのア
セトニトリルを添加し、４±２℃で１０分間、１４，０００ＲＰＭで遠心分離することに
よって、サンプルを抽出する。次いで上清を新しい２ｍｌのチューブに移し、Ｔｕｒｂｏ
ｖａｐにおいてＮ２＜１０ｐｓｉ下、３７℃でエバポレートさせる。サンプルを１００μ
Ｌのアセトニトリル：水（５０：５０）中で再構成し、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析にかける。
【０１７１】
　インビトロ結合アッセイ
　アクセプタータンパク質に対するペプチド模倣大環状分子およびペプチド模倣物前駆体
の結合および親和性を評価するために、例えば、蛍光偏光アッセイ（ＦＰＡ）を用いる。
ＦＰＡ技術は、偏光および蛍光トレーサーを用いて分子の配向および運動性を測定する。
偏光によって励起されると、高い見かけの分子量を有する分子に結合している蛍光トレー
サー（例えば、ＦＩＴＣ）（例えば、大きなタンパク質に結合したＦＩＴＣ標識ペプチド
）は、より小さい分子に結合している蛍光トレーサー（例えば、溶液中で遊離しているＦ
ＩＴＣ標識ペプチド）と比較してそのより遅い回転速度のために、より高いレベルの偏光
蛍光を発する。
【０１７２】
　例えば、フルオレセイン化（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎａｔｅｄ）ペプチド模倣大環状分
子（２５ｎＭ）を、結合緩衝液（１４０ｍＭのＮａＣｌ、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣＬ、
ｐＨ７．４）中で、アクセプタータンパク質（２５～１０００ｎＭ）と一緒に室温で３０
分間インキュベートする。結合活性を、例えば、ルミネッセンス分光光度計（例えば、Ｐ
ｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　ＬＳ５０Ｂ）において蛍光偏光によって測定する。Ｋｄ値は、
例えば、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェア（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａ
ｒｅ，Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて、非線形回帰分析によって決定し
得る。本発明のペプチド模倣大環状分子は、場合によっては、対応する架橋されていない
ポリペプチドと同様のまたはそれより低いＫｄを示す。
【０１７３】
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　ペプチド－タンパク質相互作用のアンタゴニストを特徴付けるためのインビトロ置換ア
ッセイ
　ペプチドとアクセプタータンパク質との間の相互作用をアンタゴナイズする化合物の結
合および親和性を評価するために、例えば、ペプチド模倣物前駆体配列に由来するフルオ
レセイン化ペプチド模倣大環状分子を利用する蛍光偏光アッセイ（ＦＰＡ）を用いる。こ
のＦＰＡ技術は、偏光および蛍光トレーサーを用いて分子の配向および運動性を測定する
。偏光によって励起されるとき、高い見かけの分子量を有する分子に結合している蛍光ト
レーサー（例えば、ＦＩＴＣ）（例えば、大きなタンパク質に結合したＦＩＴＣ標識ペプ
チド）は、より小さい分子に結合している蛍光トレーサー（例えば、溶液中で遊離してい
るＦＩＴＣ標識ペプチド）と比較してそのより遅い回転速度のために、より高いレベルの
偏光蛍光を発する。フルオレセイン化ペプチド模倣大環状分子とアクセプタータンパク質
との間の相互作用をアンタゴナイズする化合物は、競合的結合ＦＰＡ実験において検出さ
れる。
【０１７４】
　例えば、推定アンタゴニスト化合物（１ｎＭ～１ｍＭ）およびフルオレセイン化ペプチ
ド模倣大環状分子（２５ｎＭ）を、結合緩衝液（１４０ｍＭのＮａＣｌ、５０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣＬ、ｐＨ７．４）中で、アクセプタータンパク質（５０ｎＭ）と一緒に室温で
３０分間インキュベートする。アンタゴニスト結合活性を、例えば、ルミネッセンス分光
光度計（例えば、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　ＬＳ５０Ｂ）において蛍光偏光によって測
定する。Ｋｄ値は、例えば、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェア（ＧｒａｐｈＰ
ａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて非線形回帰分
析によって決定することができる。
【０１７５】
　有機低分子、ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはタンパク質などの任意のクラスの分
子を、このアッセイにおいて推定アンタゴニストとして検査してもよい。
【０１７６】
　親和性選択－質量分析によるタンパク質－リガンド結合についてのアッセイ
　タンパク質に対する試験化合物の結合および親和性を評価するために、例えば、親和性
－選択質量分析アッセイを用いる。タンパク質－リガンド結合実験は、システム全体のコ
ントロール実験について概説した以下の代表的な手順に従い、１μＭのペプチド模倣大環
状分子に加えて５μＭの標的タンパク質を用いて行う。ペプチド模倣大環状分子の４０μ
Ｍのストック溶液の１μＬのＤＭＳＯのアリコートを、１９μＬのＰＢＳ（リン酸緩衝化
生理食塩水：５０ｍＭ，ｐＨ７．５のリン酸緩衝液であって、１５０ｍＭのＮａＣｌを含
有）に溶解する。得られた溶液を反復ピペッティングによって混合して、１００００ｇで
１０分間の遠心分離によって清澄化する。得られた上清の４μＬのアリコートに、ＰＢＳ
中１０μＭの標的タンパク質を４μＬ添加する。これによって、各々の８．０μＬの実験
サンプルは、ＰＢＳ中に５．０μＭの濃度で４０ｐｍｏｌ（１．５μｇ）のタンパク質、
さらに、１μＭのペプチド模倣大環状分子および２．５％のＤＭＳＯを含む。各々の濃度
ポイントでこのように調製した二連のサンプルを、室温で６０分間インキュベートし、次
いで４℃まで冷却した後に、５．０μＬの注射のサイズ排除クロマトグラフィーＬＣ－Ｍ
Ｓ分析を行う。標的タンパク質、タンパク質－リガンド複合体および未結合の化合物を含
むサンプルをＳＥＣカラム上に注入し、ここでこの複合体は、迅速なＳＥＣ工程によって
非結合成分から分離される。このＳＥＣカラム溶出液を、ＵＶ検出器を用いてモニターし
て、早期に溶出するタンパク質画分（ＳＥＣカラムの空隙容積中に溶出する）が、カラム
上に保持される未結合成分から十分分離されていることを確認する。タンパク質およびタ
ンパク質－リガンド複合体を含有するピークが一次ＵＶ検出器から溶出した後、これがサ
ンプルループに入って、ここでＳＥＣステージのフローストリームから切り出され、バル
ブ機構を介してＬＣ－ＭＳに直接移される。ペプチド模倣大環状分子の（Ｍ＋３Ｈ）３＋

イオンは、ＥＳＩ－ＭＳによって予想のｍ／ｚで観察され、これによってタンパク質－リ
ガンド複合体の検出が確認される。
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【０１７７】
　タンパク質－リガンドＫｄ滴定実験のアッセイ
　タンパク質に対する試験化合物の結合および親和性を評価するため、例えば、タンパク
質－リガンドＫｄ滴定実験を行う。タンパク質－リガンドＫｄ滴定実験は、以下のとおり
行う：滴定剤（ｔｉｔｒａｎｔ）ペプチド模倣大環状分子の連続希釈ストック溶液の２μ
ＬのＤＭＳＯアリコート（５、２．５、．．．、０．０９８ｍＭ）を調製し、次に３８μ
ＬのＰＢＳに溶解する。得られた溶液を、反復ピペッティングによって混合して、１００
００ｇで１０分間の遠心分離によって清澄化する。得られた上清の４．０μＬのアリコー
トに対して、ＰＢＳ中１０μＭの標的タンパク質の４．０μＬを添加する。これによって
、各々の８．０μＬの実験サンプルは、ＰＢＳ、種々の濃度（１２５、６２．５、．．．
、０．２４μＭ）の滴定剤ペプチド、および２．５％のＤＭＳＯ中に、５．０μＭの濃度
で４０ｐｍｏｌ（１．５μｇ）のタンパク質を含む。各々の濃度ポイントでこのように調
製した二連のサンプルを、室温で３０分間インキュベートし、次いで４℃まで冷却した後
に、２．０μＬの注射のＳＥＣ－ＬＣ－ＭＳ分析を行う。（Ｍ＋Ｈ）１＋、（Ｍ＋２Ｈ）
２＋、（Ｍ＋３Ｈ）３＋、および／または（Ｍ＋Ｎａ）１＋イオンは、ＥＳＩ－ＭＳによ
って観察される；抽出したイオンのクロマトグラムを定量し、次いで、「Ａ　Ｇｅｎｅｒ
ａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｔｏ　Ｒａｎｋ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｌｉｇａｎｄ　Ｂｉｎｄ
ｉｎｇ　Ａｆｆｉｎｉｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　Ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ　
ｖｓ．Ｄｉｒｅｃｔ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅ　Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｏ
ｍｐｏｕｎｄ　Ｍｉｘｔｕｒｅｓ．」Ａｎｎｉｓ，Ｄ．Ａ．；Ｎａｚｅｆ，Ｎ．；Ｃｈｕ
ａｎｇ，Ｃ．Ｃ．；Ｓｃｏｔｔ，Ｍ．Ｐ．；Ｎａｓｈ，Ｈ．Ｍ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓ
ｏｃ．２００４，１２６，１５４９５～１５５０３；また、「ＡＬＩＳ：Ａｎ　Ａｆｆｉ
ｎｉｔｙ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ　
ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｌｉｇａｎｄ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ」Ｄ．Ａ．Ａｎｎｉｓ，
Ｃ．－Ｃ．Ｃｈｕａｎｇ，およびＮ．Ｎａｚｅｆ．Ｉｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｗａｎｎｅｒ　Ｋ，Ｈｏｅｆ
ｎｅｒ　Ｇ編：Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ；２００７：１２１～１８４．Ｍａｎｎｈｏｌｄ　Ｒ
，Ｋｕｂｉｎｙｉ　Ｈ，Ｆｏｌｋｅｒｓ　Ｇ（シリーズ編集者）：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎ
ｄ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙに記載され
るように結合親和性Ｋｄを導く式にあてはめる。
【０１７８】
　親和性選択－質量分析による競合結合実験のアッセイ
　試験化合物がタンパク質に対して競合的に結合する能力を決定するために、例えば、親
和性選択質量分析アッセイを行う。１つの成分あたり４０μＭのリガンドの混合物を、３
つの化合物の各々の４００μＭのストックの２μＬアリコートと１４μＬのＤＭＳＯとを
合わせることによって調製する。次いで、１つの成分の混合物あたりこの４０μＭの１μ
Ｌのアリコートを、滴定剤ペプチド模倣大環状分子の連続希釈ストック溶液（１０、５、
２．５、．．．、０．０７８ｍＭ）の１μＬのＤＭＳＯアリコートと合わせる。これらの
２μＬのサンプルを、３８μＬのＰＢＳに溶解する。得られた溶液を、反復ピペッティン
グによって混合し、１００００ｇで１０分間の遠心分離によって清澄化した。得られた上
清の４．０μＬのアリコートに対して、ＰＢＳ中の１０μＭの標的タンパク質の４．０μ
Ｌを添加する。これによって、各々の８．０μＬの実験サンプルは、ＰＢＳ中に５．０μ
Ｍの濃度で４０ｐｍｏｌ（１．５μｇ）のタンパク質、さらに０．５μＭのリガンド、２
．５％のＤＭＳＯ、および種々の濃度（１２５、６２．５、．．．、０．９８μＭ）の滴
定剤ペプチド模倣大環状分子を含む。各々の濃度ポイントでこのように調製した二連のサ
ンプルを、室温で６０分間インキュベートし、次いで、４℃まで冷却した後に、２．０μ
Ｌの注射のＳＥＣ－ＬＣ－ＭＳ分析を行う。これらの方法および他の方法に対する追加の
詳細は、「Ａ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｔｏ　Ｒａｎｋ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
－Ｌｉｇａｎｄ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ａｆｆｉｎｉｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
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　Ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ　ｖｓ．Ｄｉｒｅｃｔ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅ　Ｃｏｍｐｅ
ｔｉｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　Ｍｉｘｔｕｒｅｓ．」Ａｎｎｉｓ，Ｄ．Ａ．；
Ｎａｚｅｆ，Ｎ．；Ｃｈｕａｎｇ，Ｃ．Ｃ．；Ｓｃｏｔｔ，Ｍ．Ｐ．；Ｎａｓｈ，Ｈ．Ｍ
．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．２００４，１２６，１５４９５～１５５０３；また、「
ＡＬＩＳ：Ａｎ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ
ｅｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｌｉｇａｎｄ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｓ」Ｄ．Ａ．Ａｎｎｉｓ，Ｃ．－Ｃ．Ｃｈｕａｎｇ，およびＮ．Ｎａｚｅｆ．Ｉｎ　Ｍａ
ｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｗ
ａｎｎｅｒ　Ｋ，Ｈｏｅｆｎｅｒ　Ｇ編：Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ；２００７：１２１～１８
４．Ｍａｎｎｈｏｌｄ　Ｒ，Ｋｕｂｉｎｙｉ　Ｈ，Ｆｏｌｋｅｒｓ　Ｇ（シリーズ編集者
）：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙにも示される。
【０１７９】
　インタクトな細胞における結合アッセイ
　インタクトな細胞における、それらの天然アクセプターに対するペプチドまたはペプチ
ド模倣大環状分子の結合は、免疫沈降実験によって測定することが可能である。例えば、
インタクトな細胞を、血清の非存在において、フルオレセイン化（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉ
ｎａｔｅｄ）（ＦＩＴＣ標識）化合物とともに４時間インキュベートし、その後血清補充
（ｓｅｒｕｍ　ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）を行い、さらに４～１８時間の範囲でインキュ
ベートする。次いで細胞をペレットにして、溶解緩衝液（５０ｍＭのＴｒｉｓ［ｐＨ７．
６］、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１％ＣＨＡＰＳおよびプロテアーゼインヒビターカクテル
）中で、１０分間４℃でインキュベートする。抽出物を１４，０００ｒｐｍで１５分間遠
心分離にかけ、上清を回収して１０μｌのヤギ抗ＦＩＴＣ抗体と４℃で回転させながら２
時間インキュベートし、その後さらに４℃で２時間、プロテインＡ／Ｇセファロース（５
０μｌの５０％ビーズスラリー）とインキュベートする。短時間の遠心分離の後、ペレッ
トを、漸増する塩濃度（例えば、１５０、３００、５００ｍＭ）を含有する溶解緩衝液中
で洗浄する。次いで、ビーズを、１５０ｍＭのＮａＣｌで再平衡化させて、その後ＳＤＳ
含有サンプル緩衝液の添加および煮沸を行う。遠心分離後、上清を必要に応じて、４％～
１２％勾配Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲルを用いて電気泳動し、その後Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ－Ｐメ
ンブレンに移す。ブロッキング後、必要に応じて、ブロットを、ＦＩＴＣを検出する抗体
と、また、ペプチド模倣大環状分子に結合するタンパク質を検出する１つ以上の抗体とと
もに、インキュベートする。
【０１８０】
　細胞透過性アッセイ
　ペプチド模倣大環状分子は、例えば、対応する非架橋の大環状分子に比較してさらに細
胞透過性である。最適化されたリンカーを有するペプチド模倣大環状分子は例えば、対応
する非架橋大環状分子よりも少なくとも２倍大きい細胞透過性を保有し、かつ適用した（
ａｐｐｌｉｅｄ）ペプチド模倣大環状分子のうち２０％以上が４時間後に細胞を透過した
ことが観察される場合が多い。ペプチド模倣大環状分子および対応する非架橋大環状分子
の細胞透過性を測定するために、インタクトな細胞を、フルオレセイン化したペプチド模
倣大環状分子または対応する架橋されていない大環状分子（１０μＭ）とともに４時間、
無血清培地中で３７℃でインキュベートし、培地を用いて２回洗浄し、トリプシン（０．
２５％）とともに１０分間３７℃でインキュベートする。細胞を再度洗浄し、ＰＢＳ中に
再懸濁する。細胞の蛍光を、例えば、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメーター、ま
たはＣｅｌｌｏｍｉｃｓ’ＫｉｎｅｔｉｃＳｃａｎ（登録商標）ＨＣＳ　Ｒｅａｄｅｒの
いずれかを用いることによって分析する。
【０１８１】
　細胞効力アッセイ
　特定のペプチド模倣大環状分子の効力は、例えば、ヒト細胞集団またはマウス細胞集団



(57) JP 2013-505300 A 2013.2.14

10

20

30

40

50

に由来する種々の腫瘍形成性および非腫瘍形成性の細胞系統ならびに初代細胞を用いる細
胞ベースの死滅アッセイにおいて決定される。細胞生存度を、例えば、ペプチド模倣大環
状分子（０．５～５０μＭ）との２４時間～９６時間のインキュベーションにわたってモ
ニターして、ＥＣ５０＜１０μＭで死滅させるペプチド模倣大環状分子を特定する。細胞
生存度を測定するいくつかの標準的なアッセイが市販されており、ペプチド模倣大環状分
子の効力を評価するために必要に応じて用いられる。さらに、ペプチド模倣大環状分子が
アポトーシス機構を活性化することによって細胞を死滅させるか否かを評価するために、
アネキシンＶおよびカスパーゼ活性化を測定するアッセイが必要に応じて用いられる。例
えば、細胞内ＡＴＰ濃度の関数として細胞生存度を決定するＣｅｌｌ　Ｔｉｔｅｒ－ｇｌ
ｏアッセイが用いられる。
【０１８２】
　インビボ安定性アッセイ
　ペプチド模倣大環状分子のインビボ安定性を検討するために、化合物を、例えば、マウ
スおよび／またはラットに、ＩＶ、ＩＰ、ＰＯまたは吸入経路によって０．１～５０ｍｇ
／ｋｇの範囲の濃度で投与し、注入後０分、５分、１５分、３０分、１時間、４時間、８
時間および２４時間で血液検体を採取する。次いで２５μＬの新鮮血清中のインタクトな
化合物のレベルをＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって上記のとおり測定する。
【０１８３】
　動物モデルにおけるインビボ効力
　インビボでの本発明のペプチド模倣大環状分子の抗腫瘍形成活性を決定するために、化
合物を、例えば、単独で（ＩＰ、ＩＶ、ＰＯ、吸入または鼻腔内経路によって）または最
適以下の用量の関連する化学療法（例えば、シクロフォスファミド、ドキソルビシン、エ
トポシド）と組み合わせて与える。一例において、ルシフェラーゼを安定に発現する５×
１０６個のＲＳ４；１１細胞（急性リンパ芽球性白血病患者の骨髄から樹立した）を、Ｎ
ＯＤ－ＳＣＩＤマウスの尾静脈内に、全身照射を受けてから３時間後に注入する。処置し
ないまま放置した場合、この形態の白血病はこのモデルにおいて３週間以内に死に至る。
白血病は、例えば、マウスにＤ－ルシフェリン（６０ｍｇ／ｋｇ）を注入し、麻酔をかけ
た動物をイメージングする（例えば、Ｘｅｎｏｇｅｎ　Ｉｎ　Ｖｉｖｏ　Ｉｍａｇｉｎｇ
　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｈｏｐｋｉｎｔｏｎ、
ＭＡ）ことによって、容易にモニターされる。全身の生物発光を、Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａ
ｇｅ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｈｏｐｋｉｎ
ｔｏｎ、ＭＡ）による光子フラックス（ｐｈｏｔｏｎｉｃ　ｆｌｕｘ）（光子／秒）の積
分によって定量する。ペプチド模倣大環状分子単独または最適以下の用量の関連する化学
療法剤と組み合わせたペプチド模倣大環状分子を、例えば、白血病マウス（注入の１０日
後／実験の１日目、１４～１６の生物発光の範囲）に尾静脈またはＩＰ経路で０．１ｍｇ
／ｋｇ～５０ｍｇ／ｋｇの範囲の用量で７～２１日間投与する。必要に応じて、実験中１
日おきにマウスをイメージングし、実験期間中、毎日生存をモニターする。実験が終了し
たマウスを必要に応じて、実験終了の時点で解剖する。別の動物モデルは、ルシフェラー
ゼを安定に発現する、ヒト濾胞性リンパ腫に由来する細胞系統ＤｏＨＨ２の、ＮＯＤ－Ｓ
ＣＩＤマウスへの移植である。これらのインビボ試験では必要に応じて、予備的な薬物動
態データ、薬力学データおよび毒性データを作成する。
【０１８４】
　臨床試験
　ヒトの処置に対する本発明のペプチド模倣大環状分子の適合を決定するために、臨床試
験を行う。例えば、癌と診断されかつ処置を必要とする患者を選択して、処置群および１
つ以上のコントロール群に分け、処置群には本発明のペプチド模倣大環状分子を投与し、
一方コントロール群には、プラセボ、または公知の抗癌剤を与える。従って、本発明のペ
プチド模倣大環状分子の処置の安全性および効力は、生存およびクオリティー・オブ・ラ
イフなどの要因に関して患者群の比較を行うことによって評価することができる。この例
において、ペプチド模倣大環状分子で処置した患者群は、プラセボで処置した患者コント
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ロール群と比較して長期生存の改善を示す。
【０１８５】
　医薬組成物および投与経路
　本発明のペプチド模倣大環状分子はまた、薬学的に受容可能な誘導体またはそのプロド
ラッグも含む。「薬学的に受容可能な誘導体」とは、レシピエントへの投与の際、本発明
の化合物を（直接的または間接的に）提供することができる、本発明の化合物の任意の薬
学的に受容可能な塩、エステル、エステルの塩、プロドラッグまたは他の誘導体を意味す
る。特に好ましい薬学的に受容可能な誘導体は、哺乳動物に投与される場合、本発明の化
合物のバイオアベイラビリティを増加させる（例えば、経口投与された化合物の血液中へ
の吸収を増加させることによって）か、またはその親種と比較して生物学的区画（例えば
、脳またはリンパ系）への活性な化合物の送達を増加させるものである。いくつかの薬学
的に受容可能な誘導体は、水溶解度（ａｑｕｅｏｕｓ　ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ）または胃
腸粘膜の能動輸送を増大する化学基を含む。
【０１８６】
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子は、選択的な生物学的
特性を増強するために、適切な官能基を共有結合または非共有結合で結合することによっ
て改変される。そのような改変としては、所与の生物学的コンパートメント（例えば、血
液、リンパ系、中枢神経系）への生物学的浸透性を増大させる、経口の利用可能性を増加
させる、可溶性を増大させて注入による投与を可能にする、代謝を変化させる、および排
泄率を変化させる改変が挙げられる。
【０１８７】
　本発明の化合物の薬学的に受容可能な塩としては、薬学的に受容可能な無機の酸および
塩基に由来する塩ならびに有機の酸および塩基に由来する塩が挙げられる。適切な酸塩（
ａｃｉｄ　ｓａｌｔ）の例としては、酢酸塩、アジピン酸塩、安息香酸塩、ベンゼンスル
ホン酸塩、酪酸塩、クエン酸塩、二グルコン酸塩、ドデシル硫酸塩、ギ酸塩、フマル酸塩
、グリコール酸塩、ヘミ硫酸塩、ヘプタン酸塩、ヘキサン酸塩、塩酸塩、臭化水素酸塩、
ヨウ化水素酸塩、乳酸塩、マレイン酸塩、マロン酸塩、メタンスルホン酸塩、２－ナフタ
レンスルホン酸塩、ニコチン酸塩、硝酸塩、パルモエート、リン酸塩、ピクリン酸塩、ピ
バル酸塩、プロピオン酸塩、サリチル酸塩、コハク酸塩、硫酸塩、酒石酸塩、トシル酸塩
およびウンデカン酸塩が挙げられる。適切な塩基に由来する塩としては、アルカリ金属（
例えば、ナトリウム）塩、アルカリ土類金属（例えば、マグネシウム）塩、アンモニウム
塩およびＮ－（アルキル）４

＋塩が挙げられる。
【０１８８】
　本発明の化合物から医薬組成物を調製するために、薬学的に受容可能なキャリアとして
は固体または液体のいずれかのキャリアが挙げられる。固体形態の調製物としては、粉末
剤、錠剤、丸剤、カプセル剤、カシェ剤、坐剤、および分散性粒剤が挙げられる。固体キ
ャリアは、希釈剤、着香剤、結合剤、防腐剤、錠剤崩壊剤、またはカプセル化材料として
も機能する１つ以上の物質であってもよい。処方および投与のための技術に関する詳細は
、科学文献および特許文献において十分に記述されており、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍａａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈ
ｉｎｇ　Ｃｏ、Ｅａｓｔｏｎ　ＰＡの最新版を参照のこと。
【０１８９】
　粉末剤においては、キャリアとは、微粉化した（ｆｉｎｅｌｙ　ｄｉｖｉｄｅｓ）活性
成分と混合されている微粉化した固体である。錠剤において、活性成分は、必要な結合特
性を有するキャリアと適切な割合で混合され、所望の形状および大きさに圧縮される。
【０１９０】
　適切な固体賦形剤は炭水化物またはタンパク質増量剤（ｆｉｌｌｅｒ）であり、これに
は、限定するものではないが、糖、例としては、ラクトース、スクロース、マンニトール
、またはソルビトール；トウモロコシ、小麦、米、ジャガイモ、または別の植物由来のデ
ンプン；セルロース、例えば、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチル－セルロー
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ス、またはカルボキシメチルセルロースナトリウム；ならびにアラビアゴムおよびトラガ
カントゴムを含むゴム；ならびにゼラチンおよびコラーゲンなどのタンパク質が挙げられ
る。所望であれば、架橋ポリビニルピロリドン、寒天、アルギン酸、またはアルギン酸ナ
トリウムなどのこれらの塩のような崩壊剤または可溶化剤を加える。
【０１９１】
　液体形態の調製物としては、液剤、懸濁剤、および乳剤、例えば、水または水／プロピ
レングリコール溶液が挙げられる。非経口注入用に、液体調製物は、水性ポリエチレング
リコール溶液中の溶液に処方することができる。
【０１９２】
　薬学的調製物は、好ましくは単位剤形である。このような形態では、調製物は、適切な
量の活性成分を含有する単位用量に小分割される。単位剤形は、バイアルまたはアンプル
中に、小分けされた錠剤、カプセル、および粉末など、個別量の調製物を収容しているパ
ッケージであるパッケージ調製物であってもよい。また、単位剤形は、それ自体カプセル
剤、錠剤、カシェ剤、またはロゼンジであってもよく、または、適切な数の任意のこれら
のパッケージ化形態であってもよい。
【０１９３】
　本発明の組成物がペプチド模倣大環状分子と１つ以上のさらなる治療剤または予防剤の
組合せを含む場合、化合物およびさらなる薬剤の両方は、単独療法レジメンにおいて通常
投与される投薬量の約１～１００％、およびより好ましくは約５～９５％の投薬量レベル
で存在するべきである。いくつかの実施形態において、さらなる薬剤は、反復投与レジメ
ンの一部として、本発明の化合物とは別々に投与される。あるいは、これらの薬剤は１つ
の剤形の一部であり、１つの組成物中で本発明の化合物と一緒に混合される。
【０１９４】
　使用方法
　一局面では、本発明は、ペプチド模倣大環状分子がモデリングされる、タンパク質また
はペプチドの天然のリガンド（単数または複数）に結合する剤を特定するために競合的結
合アッセイで有用な新規なペプチド模倣大環状分子を提供する。例えば、ＴＣＦ／βーカ
テニンの系では、ＴＣＦのＣＢＤペプチドに基づく標識されたペプチド模倣大環状分子を
、βーカテニンに競合的に結合する低分子と一緒にβーカテニン結合アッセイで用いても
よい。競合的な結合研究によって、ＴＣＦ／βーカテニンの系に特異的である薬物候補の
迅速なインビトロでの評価および決定が可能になる。このような結合研究を、本明細書に
開示される任意のペプチド模倣大環状分子およびそれらの結合パートナーで行ってもよい
。
【０１９５】
　本発明はさらに、ペプチド模倣大環状分子に対する抗体の生成を提供する。いくつかの
実施形態では、これらの抗体は、ペプチド模倣大環状分子およびそのペプチド模倣大環状
分子が関連する前駆体ペプチド（例えば、ＴＣＦ－ＣＢＤ）の両方に特異的に結合する。
このような抗体は、例えば、天然のタンパク質－タンパク質の相互作用、例えば、ＴＣＦ
とβ－カテニンとの間の結合を破壊する。
【０１９６】
　他の局面では、本発明は、β－カテニンを含む分子の異常な（例えば、不十分なもしく
は過剰な）発現もしくは活性に関連する障害のリスクがある（もしくはその障害に対して
感受性である）か、またはその障害を有する被験体を処置する予防法および治療法の両方
を提供する。
【０１９７】
　別の実施形態では、障害は、少なくとも部分的には、異常なレベルのβ－カテニン（例
えば、過剰発現または過小発現）によって、または異常な活性を示すβ－カテニンの存在
によって生じる。したがって、ＴＣＦのようなＣＢＤ含有タンパク質由来のペプチド模倣
大環状分子による、β－カテニンのレベルおよび／もしくは活性の低減、またはβ－カテ
ニンのレベルおよび／もしくは活性の増強を用いて、例えば、障害の有害な症状を緩和ま
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たは軽減する。
【０１９８】
　別の局面では、本発明は、例えば、ＴＣＦおよびβ－カテニンの間の結合パートナーの
間の相互作用または結合を妨げることによって、過剰増殖性疾患および炎症性障害を含む
疾患を、処置または予防するための方法を提供する。これらの方法は、ヒトを含む温血動
物に対して本発明の化合物の有効量を投与する工程を包含する。いくつかの実施形態では
、本発明の化合物の投与は、細胞増殖停止またはアポトーシスを誘発する。
【０１９９】
　本明細書において使用される場合、「処置」という用語は、疾患、疾患の症状または疾
患に対する素因を、治療する、治癒する、軽減する、緩和する、変化させる、治す、改善
する、好転させる、または影響を与えるという目的で、その疾患、疾患の症状または疾患
に対する素因を有する患者への治療剤の適用もしくは投与、または、その患者から単離し
た組織もしくは細胞系統への治療剤の適用もしくは投与として定義される。
【０２００】
　いくつかの実施形態において、本発明のペプチド模倣大環状分子を用いて、癌および腫
瘍性の状態を処置、予防、および／または診断する。本明細書において用いる場合「癌」
、「過剰増殖性」および「腫瘍性」という用語は、自律的増殖能、すなわち、急速に増殖
する細胞増殖によって特徴付けられる異常な状況または状態を有する細胞のことをいう。
過剰増殖性疾患および腫瘍性疾患の状況は、病的なもの、すなわち、疾患状況を特徴付け
ているかまたは構成しているものとして分類してもよいし、または非病的なもの、すなわ
ち、正常な状況から逸脱しているが疾患状況を伴わないものとして分類してもよい。この
用語は、組織病理学的タイプまたは侵襲性のステージに関係なく、全てのタイプの癌増殖
または腫瘍形成過程、転移組織または悪性形質転換した細胞、組織、もしくは器官を含む
ことを意味する。転移性腫瘍は、乳房、肺、肝臓、結腸および卵巣の起源の腫瘍を含むが
これらに限定されない、複数の原発性腫瘍型から生じる可能性がある。「病的過剰増殖性
」細胞は、悪性腫瘍増殖によって特徴付けられる疾患状況において発生する。非病的な過
剰増殖性細胞の例としては、創傷回復に伴う細胞の増殖が挙げられる。細胞増殖性障害お
よび／または分化性障害の例としては、癌、例えば、癌腫、肉腫、または転移性障害が挙
げられる。いくつかの実施形態において、ペプチド模倣大環状分子は、乳癌、卵巣癌、結
腸癌、肺癌、そのような癌の転移などを制御するための新規な治療剤である。
【０２０１】
　癌または腫瘍性状態の例としては、限定するものではないが、線維肉腫、筋肉腫、脂肪
肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓａ
ｒｃｏｍａ）、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平
滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胃癌、食道癌、直腸癌、膵臓癌、卵巣癌、前立腺癌、子宮癌、頭
頸部癌、皮膚癌、脳の癌、扁平上皮癌、皮脂腺腺癌（ｓｅｂａｃｅｏｕｓ　ｇｌａｎｄ　
ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、乳頭状癌、乳頭状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性癌、腎細
胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸癌、精巣癌
、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、グリオーマ、星状膠細胞腫、髄芽腫、頭
蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽腫、聴神経腫、乏突起膠腫、髄膜腫、メラノーマ、
神経芽腫、網膜芽腫、白血病、リンパ腫、またはカポジ肉腫が挙げられる。
【０２０２】
　増殖性障害の例としては、造血性新形成障害が挙げられる。本明細書において用いられ
る場合、「造血性新形成障害」という用語は、造血起源の、例えば、骨髄系、リンパ系ま
たは赤血球系、またはこれらの前駆体細胞から生じる、過形成／新形成細胞を伴う疾患を
包含する。好ましくは、その疾患は、低分化急性白血病、例えば、赤芽球性白血病および
急性巨核芽球性白血病から生じる。さらなる例示的な骨髄障害としては、急性前骨髄性白
血病（ＡＰＭＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）および慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）（Ｖ
ａｉｃｋｕｓ（１９９１）、Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．／Ｈｅｍｏｔｏｌ．１１：
２６７～９７に概説されている）が挙げられるがこれらに限定されず；リンパ性悪性疾患
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としては、限定するものではないが、Ｂ細胞系ＡＬＬおよびＴ細胞系ＡＬＬを含む急性リ
ンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、前リンパ性白血病（ＰＬ
Ｌ）、ヘアリー細胞白血病（ＨＬＬ）およびワルデンストロームマクログロブリン血症（
ＷＭ）が挙げられる。悪性リンパ腫のさらなる形態としては、限定するものではないが、
非ホジキンリンパ腫およびその変種、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細胞リンパ腫（ＣＴＣＬ）、大顆粒リンパ性白血病（ＬＧＦ）、ホジ
キン病およびリード－シュテルンベルグ（Ｒｅｅｄ－Ｓｔｅｍｂｅｒｇ）病が挙げられる
。
【０２０３】
　乳房の細胞増殖障害および／または細胞分化障害の例としては、限定するものではない
が、増殖性乳房疾患、例としては、例えば、上皮過形成、硬化性腺症、および小管乳頭腫
；腫瘍、例えば、線維腺腫、葉状腫瘍、および肉腫などの間質性腫瘍、ならびに大管乳頭
腫などの上皮腫瘍；上皮内腺管癌（ｄｕｃｔａｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ　ｉｎ　ｓｉｔｕ
）（パジェット病を含む）および上皮内小葉癌を含む上皮内（非侵襲性）癌を含む乳房の
癌、ならびに、侵襲性腺管癌、侵襲性小葉癌、髄様癌、膠様（粘液性）癌、管状癌、およ
び侵襲性乳頭状癌を含むがこれらに限定されない侵襲性（浸潤性）癌、ならびに混合型悪
性新生物が挙げられる。男性乳房における障害としては、女性化乳房および癌腫を含むが
これらに限定されない。
【０２０４】
　肺の細胞増殖障害および／または細胞分化障害の例としては、限定するものではないが
、気管支原性癌、例としては、腫瘍随伴症候群、細気管支肺胞癌、神経内分泌腫瘍、例え
ば、気管支カルチノイド、混合型腫瘍、および転移性腫瘍；肋膜の病理、例としては、炎
症性胸水、非炎症性胸水、気胸、および胸膜腫瘍、例としては、孤立性線維性腫瘍（胸膜
線維腫）および悪性中皮腫が挙げられる。
【０２０５】
　結腸の細胞増殖障害および／または細胞分化障害の例としては、限定するものではない
が、非新形成ポリープ、腺腫、家族性症候群、結腸直腸発癌、結腸直腸癌、およびカルチ
ノイド腫瘍が挙げられる。
【０２０６】
　肝臓の細胞増殖障害および／または細胞分化障害の例としては、限定するものではない
が、結節性過形成、腺腫、ならびに悪性腫瘍、例としては、肝臓の原発性癌および転移性
腫瘍が挙げられる。
【０２０７】
　卵巣の細胞増殖障害および／または細胞分化障害の例としては、限定するものではない
が、卵巣腫瘍、例えば、体腔上皮の腫瘍、漿液性腫瘍、粘液性腫瘍、子宮内膜性腫瘍、明
細胞腺癌、嚢胞性線維腺腫（ｃｙｓｔａｄｅｎｏｆｉｂｒｏｍａ）、ブレンナー腫瘍、表
層上皮腫瘍；胚細胞腫瘍、例えば、成熟型（良性）奇形腫、単胚葉性奇形腫（ｍｏｎｏｄ
ｅｒｍａｌ　ｔｅｒａｔｏｍａ）、未熟型悪性奇形腫、未分化胚細胞種、内胚葉洞腫瘍、
絨毛癌；性索間質性腫瘍、例えば、顆粒膜夾膜細胞腫、莢膜細胞腫線維腫（ｔｈｅｃｏｍ
ａｆｉｂｒｏｍａ）、アンドロブラストーマ、ヒル（ｈｉｌｌ）細胞腫瘍、および性
腺芽腫；ならびに転移性腫瘍、例えば、クルーケンベルグ腫瘍が挙げられる。
【０２０８】
　他の実施形態またはさらなる実施形態では、本明細書に記載のペプチド模倣大環状分子
を用いて、過活動性細胞死または生理的傷害などによる細胞死によって特徴付けられる状
態を処置、予防または診断する。早発性のまたは望ましくない細胞死によって特徴付けら
れる状態、またはあるいは望ましくないまたは過剰な細胞増殖のいくつかの例としては、
限定するものではないが、細胞低形成性（ｈｙｐｏｃｅｌｌｕｌａｒ）／低形成性、無細
胞性／無形成性、または細胞過形成性（ｈｙｐｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ）／過形成性の状態
が挙げられる。いくつかの例としては、血液系の障害、例としては、限定するものではな
いが、ファンコニー貧血、再生不良性貧血、サラセミア、先天性好中球減少症、および骨
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髄異形成が挙げられる。
【０２０９】
　他の実施形態またはさらなる実施形態において、アポトーシスを減少させるように作用
する本発明のペプチド模倣大環状分子を用いて、望ましくないレベルの細胞死に関連する
障害を処置する。従って、いくつかの実施形態において、本発明の抗アポトーシスペプチ
ド模倣大環状分子を用いて、ウイルス感染、例えば、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）の
感染に関連する感染に伴う細胞死を引き起こすものなどの障害を処置する。広範な神経学
的な疾患が、特定のセットのニューロンのゆっくりとした消失によって特徴付けられる。
１つの例はアルツハイマー病（ＡＤ）である。アルツハイマー病は、大脳皮質および特定
の皮質下領域におけるニューロンおよびシナプスの喪失によって特徴付けられる。この喪
失の結果、罹患した領域全体の委縮が生じる。アミロイド斑および神経原線維のもつれの
両方がＡＤに罹患した脳に現れる。アルツハイマー病は、脳における異常に折り畳まれた
Ａ－βおよびτタンパク質の蓄積に起因する、タンパク質の誤って折り畳まれた疾患（ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｓｆｏｌｄｉｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ）として特定されている。斑は、
β－アミロイドから形成される。β－アミロイドは、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰ
Ｐ）と呼ばれるさらに大きいタンパク質由来のフラグメントである。ＡＰＰはニューロン
の成長、生存および損傷後の修復に重要である。ＡＤでは、未知のプロセスによってＡＰ
Ｐが、酵素によるタンパク質分解を通じてより小さいフラグメントに切断される。これら
のフラグメントのうち１つは、β－アミロイドの原線維であり、これは老人斑として公知
の、密集した形成物（ｄｅｎｓｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ）としてニューロンの外側に沈着
する集塊を形成する。斑は、もつれ（ｔａｎｇｌｅ）と呼ばれることも多い、神経細胞内
で不溶性のねじれた線維へと成長し続ける。従って、β－アミロイドとその天然のレセプ
ターとの間の相互作用の破壊はＡＤの処置に重要である。本発明の抗アポトーシス性ペプ
チド模倣大環状分子を、いくつかの実施形態では、ＡＤおよび細胞アポトーシスに関連す
る他の神経学的障害の処置に用いる。そのような神経学的障害としては、アルツハイマー
病、パーキンソン病、筋委縮性側索硬化症（ＡＬＳ）色素性網膜炎、脊髄性筋委縮症、お
よび種々の形態の小脳変性症が挙げられる。これらの疾患における細胞消失は、炎症応答
を引き起こさず、アポトーシスが細胞死の機構であるようである。
【０２１０】
　さらに、いくつかの血液系疾患が、血球の産生減少と関連している。これらの障害とし
ては、慢性疾患に伴う貧血、再生不良性貧血、慢性好中球減少症、および骨髄異形成症候
群が挙げられる。骨髄異形成症候群および一部の形態の再生不良性貧血などの血球産生の
障害は、骨髄内のアポトーシス細胞死の増加と関連している。これらの障害は、アポトー
シスを促進する遺伝子の活性化、間質細胞もしくは造血性生存因子の後天性欠乏、または
毒素および免疫応答のメディエーターの直接的作用に起因する可能性がある。細胞死と関
連する２つのよく見られる障害は、心筋梗塞および脳卒中（ｓｔｒｏｋｅ）である。両方
の障害において、急激な血流の喪失という事象において生じる虚血の中心部内の細胞は、
壊死の結果として急速に死滅するように見える。しかしながら、中心虚血領域の外部では
、細胞はより長い期間にわたって死滅し、形態学的にはアポトーシスによって死滅するよ
うに見える。他の実施形態またはさらなる実施形態では、本発明の抗アポトーシスペプチ
ド模倣大環状分子を用いて、望ましくない細胞死に関連する全てのこのような障害を処置
する。
【０２１１】
　本明細書に記載のペプチド模倣大環状分子で処置される神経障害のいくつかの例として
は限定するものではないが、アルツハイマー病、ダウン症候群、オランダ型遺伝性脳出血
アミロイドーシス（Ｄｕｔｃｈ　Ｔｙｐｅ　Ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ　Ｃｅｒｅｂｒａｌ　
Ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ　Ａｍｙｌｏｉｄｏｓｉｓ）、反応性アミロイドーシス、蕁麻疹お
よび難聴を伴う家族性アミロイド腎症、マックルウェルズ症候群、特発性骨髄腫；マクロ
グロブリン血症随伴性骨髄腫、家族性アミロイド多発性神経炎、家族性アミロイド心筋症
、孤立性心アミロイド、全身性老人性アミロイドーシス、成人発症糖尿病、インスリノー
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マ、孤立性心房性アミロイド、甲状腺髄様癌、家族性アミロイドーシス、アミロイドーシ
スを伴う遺伝性脳出血、家族性アミロイド性多発性ニューロパシー、スクレイピー、クロ
イツフェルトヤコブ病、ゲルストマンストロイスラー－シャインカー症候群、ウシ海綿状
脳症、プリオン媒介疾患、およびハンチントン病が挙げられる。
【０２１２】
　別の実施形態では、本明細書に記載されるペプチド模倣大環状分子を用いて、炎症性障
害を処置、予防または診断する。多くの種類の炎症性障害が存在する。特定の炎症性疾患
は、免疫系、例えば、自己免疫疾患に関連する。自己免疫疾患は、身体に正常に存在する
物質および組織、すなわち自己抗原に対して身体の過度の免疫応答を生じる。言いかえれ
ば、免疫系が自己の細胞を攻撃する。自己免疫疾患は免疫媒介性疾患の主な原因である。
関節リウマチは、自己免疫疾患の例であり、ここでは免疫系が関節を攻撃し、これが炎症
（すなわち、関節炎）および破壊を生じる。これはまた、肺および皮膚などのいくつかの
器官を損傷し得る。関節リウマチは、機能性および運動性の実質的な喪失をもたらし得る
。関節リウマチは、血液検査、特にリウマチ因子試験で診断される。本明細書に記載のペ
プチド模倣大環状分子で処置される自己免疫疾患のいくつかの例としては、限定するもの
ではないが、急性散在性脳脊髄炎（ＡＤＥＭ）、アジソン病、強直性脊椎炎、抗リン脂質
抗体症候群（ＡＰＳ）、自己免疫溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性内耳疾患、ベ
ーチェット病、水疱性類天疱瘡、セリアック病（ｃｏｅｌｉａｃ　ｄｉｓｅａｓｅ）、シ
ャーガス病、チャーグ・ストラウス症候群、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、クローン病
、皮膚筋炎、１型糖尿病、子宮内膜症、グッドパスチャー症候群、グレーブス病、ギラン
・バレー症候群（ＧＢＳ）、橋本病、化膿性汗腺炎、特発性血小板減少性紫斑病、炎症性
腸疾患（ＩＢＤ）、間質性膀胱炎、紅斑性狼蒼、限局性強皮症、多発性硬化症、重症筋無
力症、ナルコレプシー、神経ミオトニー（ｎｅｕｒｏｍｙｏｔｏｎｉａ）、尋常性天疱瘡
、悪性貧血、多発性筋炎、リウマチ性多発筋痛、原発性胆汁性肝硬変症、乾癬、関節リウ
マチ、統合失調症、強皮症、シェーグレン症候群、側頭動脈炎（「巨細胞性動脈炎」とし
ても公知）、高安動脈炎、脈管炎、白斑およびウェゲナー肉芽腫症が挙げられる。
【０２１３】
　本明細書に記載されるペプチド模倣大環状分子で処置される炎症性障害の他のタイプの
いくつかの例としては、限定するものではないが、アレルギー、例としては、アレルギー
性鼻炎／副鼻腔炎、皮膚アレルギー（蕁麻疹（ｕｒｔｉｃａｒｉａ）／じんましん（ｈｉ
ｖｅｓ）、血管性浮腫、アトピー性皮膚炎）、食物アレルギー、薬物アレルギー、昆虫ア
レルギーおよび、肥満細胞症などのまれなアレルギー障害、喘息、関節炎、例としては、
変形性関節炎、関節リウマチおよび脊椎関節症、ＣＮＳの原発性血管炎、サルコイドーシ
ス、器官移植片拒絶、線維筋痛症、線維症、膵炎および骨盤の炎症性疾患が挙げられる。
【０２１４】
　本発明のペプチド模倣大環状分子で処置または予防される心臓血管障害（例えば、炎症
性障害）の例としては、限定するものではないが、大動脈弁狭窄、アテローム性動脈硬化
症、心筋梗塞、脳卒中、血栓症、動脈瘤、心不全、虚血性心疾患、狭心症、心臓突然死、
高血圧性心疾患；細動脈硬化症、小血管疾患、腎症、高グリセリド血症、高コレステロー
ル血症、高脂血症、黄色腫症、喘息、高血圧症、気腫および慢性肺疾患などの非冠動脈疾
患；あるいは新脈管形成術後の再狭窄、シャント、ステント、合成もしくは天然切除移植
片、留置カテーテル、弁または別の移植可能なデバイスの留置などの介入処置を伴う心臓
血管状態（「処置による血管外傷」）が挙げられる。好ましい心臓血管障害としては、ア
テローム性動脈硬化症、心筋梗塞、動脈瘤、および発作が挙げられる。
【実施例】
【０２１５】
　実施例１
　本発明のペプチド模倣大環状分子は、例えば、配列ＲＤＬＡＤＶＫＳＳＬＶＮＥＳで開
始して、α，α二置換アミノ酸（例えば、Ｓ５オレフィンアミノ酸）で４番目および８番
目のアミノ酸を置き換えることによって、調製される。オレフィンメタセシス反応を行い
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、ｉからｉ＋４の架橋を含むペプチド模倣大環状分子を生じる。α－へリックス状架橋ポ
リペプチドを、前に記載（Ｓｃｈａｆｍｅｉｓｔｅｒら、（２０００），Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｓｏｃ．１２２：５８９１～５８９２；Ｗａｌｅｎｓｋｙら、（２００４）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　３０５：１４６６～７０；Ｗａｌｅｎｓｋｙら、（２００６）Ｍｏｌ　Ｃｅｌ
ｌ　２４：１９９～２１０）のとおり、合成し、精製して、分析する。引用文献に開示さ
れるα，α－二置換アミノ酸およびアミノ酸前駆体は、ペプチド模倣大環状分子前駆体ポ
リペプチドの合成に使用されてもよい。オレフィン側鎖を含むα，α－二置換の非天然の
アミノ酸は、Ｗｉｌｌｉａｍｓら、（１９９１）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１３：
９２７６；およびＳｃｈａｆｍｅｉｓｔｅｒら、（２０００）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ　Ｓｏ
ｃ．１２２：５８９１に従って合成する。架橋ポリペプチドを、対応する合成アミノ酸で
２つの天然に存在するアミノ酸（上記参照）を置き換えることによって設計する。置換は
、ｉおよびｉ＋４の位置で、ならびにｉおよびｉ＋７の位置で行う。さらなるペプチド模
倣大環状分子を、図４ａ～図４ｃに示すとおり合成する。
【０２１６】
　図４ａ～図４ｃおよび他のいずれかに示される配列では、Ｎｌｅはノルロイシンを示し
、Ａｃは、Ｎ－末端アセチルを示し、ＮＨ２はＣ末端アミドを示し、ＰＥＧ３は、ＮＨ－
（ＰＥＧ）３－ＣＯＯＨ（１６原子）リンカー（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍカタログ番号０
１－６３－０１９９）を示し、ＰＥＧ４は、ＮＨ－（ＰＥＧ）４－ＣＯＯＨ（１９原子）
リンカー（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍカタログ番号０１－６３－０２００）を示し、ＰＥＧ
５は、ＮＨ－（ＰＥＧ）５－ＣＯＯＨ（２２原子）リンカー（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍカ
タログ番号０１－６３－０２０４）を示す。＄として示されるアミノ酸は、１つの二重結
合を含む全炭素架橋剤によって接続される、（Ｓ）－α－（２’－ペンテニル）アラニン
（「Ｓ５－オレフィンアミノ酸」）である。＄ｒ８として示されるアミノ酸は、１つの二
重結合を含む全炭素架橋剤によって接続される、（Ｒ）－α－（２’－オクテニル）アラ
ニン（「Ｒ８オレフィンアミノ酸」）である。
【０２１７】
　非天然アミノ酸（五炭素のオレフィンアミノ酸のＲおよびＳ鏡像異性体ならびに八炭素
のオレフィンアミノ酸のＳ鏡像異性体）を、核磁気共鳴（ＮＭＲ）分光法（Ｖａｒｉａｎ
　Ｍｅｒｃｕｒｙ　４００）および質量分析法（Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ　ＬＣＴ）により特
徴付ける。ペプチド合成を、固相条件、リンクアミドＡＭ樹脂（ｒｉｎｋ　ａｍｉｄｅ　
ＡＭ　ｒｅｓｉｎ）（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ）およびＦｍｏｃ主鎖保護基化学を用いて
、手作業または自動ペプチド合成装置（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ｍｏｄ
ｅｌ　４３３Ａ）のいずれかで行う。天然Ｆｍｏｃ保護アミノ酸（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅ
ｍ）のカップリングのために、１０当量のアミノ酸および１：１：２モル比のカップリン
グ試薬ＨＢＴＵ／ＨＯＢｔ（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ）／ＤＩＥＡを使用する。非天然の
アミノ酸（４当量）を、１：１：２モル比のＨＡＴＵ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓ）／ＨＯＢｔ／ＤＩＥＡを用いてカップリングする。オレフィンメタセシスを、脱
気したジクロロメタンに溶解した１０ｍＭのＧｒｕｂｂｓ触媒（Ｂｌａｃｋｅｗｅｌｌら
，１９９４、上記）（Ｍａｔｅｒｉａ）を用いて、固相において行い、室温において２時
間反応させる。メタセシスされた化合物の単離は、トリフルオロ酢酸が媒介する脱保護お
よび切断、粗生成物を得るためのエーテル沈殿、ならびに純粋な化合物を得るための逆相
Ｃ１８カラム（Ｖａｒｉａｎ）における高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）（Ｖ
ａｒｉａｎ　ＰｒｏＳｔａｒ）により達成する。純粋な生成物の化学組成は、ＬＣ／ＭＳ
質量分析（Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００　ＨＰＬＣシステムとインターフェース接続したＭ
ｉｃｒｏｍａｓｓ　ＬＣＴ）およびアミノ酸分析（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ、モデル４２０Ａ）により確認する。
【０２１８】
　実施例２
　ＴＣＦ／β－カテニン競合蛍光偏光アッセイ
　以下の実験は、他に注記しない限り、室温で行う。第一に、アッセイ緩衝液は、２５ｍ
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ＭのＴｒｉｓ－Ｈｃｌ（ｐＨ７．５）、２００ｍＭの塩化ナトリウム、および５ｍＭのＣ
ＨＡＰＳから構成して調製する。次に、１ＭのＤＴＴを、２ｍＭの最終濃度までアッセイ
緩衝液に添加する。Ｃ末端の６×ヒスチジン－タグつきβ－カテニンのアリコート（アミ
ノ酸１３４～６６８，５９ＫＤ，Ｐｏｙ　Ｆ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　
Ｂｉｏ．，８，１０５３（２００１）を参照のこと）（５０．８μＭのストック）を氷上
で解凍して、アッセイ緩衝液中で１２５ｎＭの最終濃度まで希釈する。このタンパク質ス
トックの４０μｌを９６ウェルプレートのうち６つのウェル（これは、ペプチドなしおよ
びブランクとして機能する）を除いて全てのウェルに添加する。試験の競合因子ペプチド
を、アッセイ緩衝液中で１ｍＭのＤＭＳＯストックから２×の作業ストックに希釈する。
さらなる希釈を、全てのウェル中で一定のＤＭＳＯ濃度を維持するようにアッセイ緩衝液
－ＤＭＳＯ中で行う。この希釈は、ペプチドが４０μＭ～０．７μＭ（２×）の作業濃度
範囲を有するように行う。基準点（ｂｅｎｃｈｍａｒｋ）として、線形の非架橋ペプチド
競合因子を、上記のとおり、ただし、１３～０．７μＭという作業濃度範囲で調製する。
５０μｌの競合因子の２×ストックを、事前にアッセイの９６ウェルプレートに移してあ
る４０μｌのタンパク質溶液に添加する。次に、蛍光プローブの１０×ストックを調製す
る。このプローブは、β－アラニンスペーサーとのＦＡＭフルオロフォアのｎ末端結合体
化以外は、線形の基準点のペプチドと同一である。このプローブの１ｍＭのＤＭＳＯスト
ックを、２５ｎＭ（１０×）の最終濃度まで連続希釈し、このストックの１０μｌを、ブ
ランクとして機能するウェル以外は、全てのウェルに添加する。このアッセイプレートを
、暗所で保管し、反応を室温で３時間行う。次いで、この反応物を、以下の設定でＢｉｏ
ｔｅｋ　Ｓｙｎｅｒｇｙ　２で読み取る：１００　ｍｓ遅延、１ウェルあたり４０測定、
ここで４８５／２０ｎＭの励起フィルター、および５２８／２０ｎＭの発光フィルターを
使用。次いで、データを、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍで分析する。
【０２１９】
　ペプチド模倣大環状分子は、表５に示されるように、β－カテニンに対する結合能力に
ついて試験した。
【０２２０】
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【表５－１】

【０２２１】
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【表５－２】

　実施例３
　ＴＣｆ４／ｂ－カテニン活性のＨＥＫ２９３Ｔ－３ＸＴＣＦ一過性レポーターアッセイ
　１％抗真菌－抗生物質懸濁物を補充したＤＭＥＭ／１０％　ＦＢＳ培地中で培養したＨ
ＥＫ－２９３Ｔ細胞を、トランスフェクションの１日前に１００ｍｍディッシュあたり４
百万個という細胞の密度で播種する。細胞を、インキュベーター中で３７℃、５％ＣＯ２

で一晩で約６０％コンフルエンシーとした。トランスフェクションの日に、細胞を洗浄し
て、一過性トランスフェクションについての製造業者の指示に従って、３ＸＴＣＦ－ｌｕ
ｃレポーター（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，カタログ番号２１－１７０）（１４．２５μｇ）お
よびｐＲＬ－ＴＫ（ｒｅｎｉｌｌａ－Ｌｕｃ）レポーター（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｉｎｃ，カ
タログ番号　Ｅ２２４Ａ）（０．７５μｇ）の組み合わせで、Ｆｕｇｅｎｅ　６トランス
フェクション試薬（Ｒｏｃｈｅ　カタログ番号　１１８１４４４３００１）を３：１（Ｆ
ｕｇｅｎｅ：ＤＮＡ）の比で用いて、一過性にトランスフェクトした。簡潔にいうと、４
５μｌのＦｕｇｅｎｅを、ＯｐｔｉＭｅｍに希釈して、全部で１５μｇのＤＮＡを添加す
る。複合体を、血清なしの条件下で３０分間室温で形成し、ＤＭＥＭ－１０％　ＦＢＳ培
地（抗生物質も選択用薬剤（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ａｇｅｎｔ）もなし）中の細胞に添加
する。プレートを、２４時間インキュベーターに戻す。トランスフェクションにＤＮＡを
用いない模擬（ｍｏｃｋ）トランスフェクションのプレートを、陰性のコントロールとし
て保持する。トランスフェクションの２４時間後、細胞を回収し、洗浄して、カウントす
る。次いで、細胞を、ＯｐｔｉＭｅｍ（無血清）またはＯｐｔｉＭｅｍに添加した特定の
％のＦＢＳのいずれかの中に、１ウェルあたり２０，０００個の細胞／６０μｌという密
度で９６ウェルプレート中に播種する。ペプチド模倣大環状分子を、滅菌水中で１０ｍＭ
のＤＭＳＯストックから８×の作業ストックに希釈する。さらなる希釈を、ＤＭＳＯ－水
溶媒中で行って、全てのウェル中でＤＭＳＯの最終濃度を一定に保持する。１０μｌの希
釈した大環状分子（１０×の所望の濃度）を各々のウェルに添加する。基準点の分子とし
て、ＮＯ－アスピリンを、２０μＭ～０．４μＭの濃度範囲で用いる。β－カテニンシグ
ナル伝達経路を、ＧＳＫ－３ｂ－インヒビターＩＶ（ＢＩＯ，ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ　カ
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タログ番号３６１５５０））を２μＭの最終濃度で用いて活性化する。ＴＣＦ活性レポー
ターを、製造業者の指示どおり、Ｄｕａｌ－Ｇｌｏ　Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅアッセイシス
テム（Ｐｒｏｍｅｇａ，カタログ番号Ｅ２９４０）を用いて、大環状分子での処理の２４
時間および／または４８時間後にＳｙｎｅｒｇｙ　Ｍｕｌｔｉｐｌａｔｅリーダーで測定
する。レポーター活性の阻害は、Ｂｉｏで刺激したＤＭＳＯ処理細胞に対して算出する。
【０２２２】
　本発明の好ましい実施形態を本明細書に示し、記載しているが、このような実施形態が
例示目的のみで提供されていることは当業者には明らかであろう。多くの変形、改変およ
び置き換えが、本発明から逸脱することなく当業者には思い浮かぶであろう。本明細書に
記載される本発明の実施形態の種々の代替は、本発明の実践に使用可能であると理解され
るべきである。以下の特許請求の範囲が本発明の範囲を定義しており、そして本特許請求
の範囲内の方法および構造、ならびにそれらの同等物が本発明の範囲に包含されるものと
する。

【図１】 【図２】
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【図４ｂ】 【図４ｃ】
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