
(57)【要約】
【課題】　生物学的サンプル中のアナライトを測定するための酵素阻害イムノアッセイを
提供する。
【解決手段】　本発明は、非競合的阻害剤をリガンドに結合して均一アッセイに利用する
ことを特徴とする、生物学的サンプル中のアナライトの測定方法を提供する。アナライト
としては、薬物もしくは薬物誘導体、ホルモン、ポリペプチド、またはオリゴヌクレオチ
ドが対象となりうる。本発明はまた、そのような測定を行うのに有用である、新規な化合
物、アッセイ試薬、およびパッケージ化キットを提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〔 式 中 、 n=1～ 2、 か つ
　 xは 、
　 -NH-CO-(CH 2 ) 3 -フ ェ ニ ト イ ン 、
　 -O-CO[NH-ゲ ン タ マ イ シ ン ]、
　 -NH-CO-Ph-CO[NH-ゲ ン タ マ イ シ ン ]（ こ こ で 、 Phは 、 フ ェ ニ ル で あ る ） 、
　 5'-[[[(ジ ゴ キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]-、
お よ び
　 5'-[[[(ジ ギ ト キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]-
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 薬 物 誘 導 体 で あ る 〕
を 有 す る リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 xが -NH-CO-(CH 2 ) 3 -フ ェ ニ ト イ ン で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 xが -O-CO[NH-ゲ ン タ マ イ シ ン ]で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 xが -NH-CO-Ph-CO[NH-ゲ ン タ マ イ シ ン ]（ こ こ で 、 Phは 、 フ ェ ニ ル で あ る ） で あ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 xが 5'-[[[(ジ ゴ キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]-
で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 xが 5'-[[[(ジ ギ ト キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ
]-で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に は 、 液 体 媒 体 中 の ア ナ ラ イ ト を 測 定 す る 分 野 に 関 す る 。 よ り 特 定 的
に は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 測 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ボ グ ス ラ ス キ ー , ア ー ル .シ ー .(Boguslaski, R.C.)ら の 特 許 文 献 １ （ 1979年 ） に は 、 液
体 媒 体 中 の ア ラ ナ イ ト を 検 出 す る た め の 標 識 化 用 物 質 と し て の 可 逆 的 結 合 性 酵 素 モ ジ ュ レ
ー タ ー の 使 用 、 と く に 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る ア ナ ラ イ ト 類 似 体 に 結 合 さ せ た 競 合 的 阻

10

20

30

40

50

(2) JP 2004-239894 A 2004.8.26



害 剤 の 使 用 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ド ー ン , エ イ .ア ー ル .(Dorn, A.R.)の 特 許 文 献 ２ （ 1999年 6月 9日 出 願 ） に は 、 生 物 学 的
サ ン プ ル 中 の ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 酵 素 的 測 定 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 イ ノ シ ン -5'-一 リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC1.1.1.205） は 、 イ ノ シ ン -5'-一 リ ン 酸 （ I
MP） か ら キ サ ン ト シ ン -5'-一 リ ン 酸 （ XMP） へ の NAD依 存 性 酸 化 を 触 媒 す る (非 特 許 文 献 １
お よ び 非 特 許 文 献 ２ )。 こ の 酵 素 は 、 基 質 と 補 因 子 と の 結 合 お よ び 生 成 物 の 放 出 と い う 順
序 づ け ら れ た Bi-Bi反 応 シ ー ケ ン ス に 従 う 。 最 初 に 、 IMPは IMPDHに 結 合 す る 。 こ れ に 続 い
て 、 補 因 子 NADの 結 合 が 起 こ る 。 次 に 、 こ の 生 成 物 か ら 還 元 型 補 因 子 NADHが 放 出 さ れ 、 続
い て 生 成 物 XMPを 生 じ る 。 こ の 機 序 は 、 基 質 の 添 加 順 序 が ラ ン ダ ム で あ る か ま た は 基 質 よ
り も 先 に NADが 結 合 す る 必 要 の あ る ほ と ん ど の 他 の 既 知 の NAD依 存 性 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 機
序 と は 異 な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｉ 型 お よ び II型 と 呼 ば れ る 2つ の イ ソ 型 の ヒ ト IMPDHの 同 定 お よ び 配 列 決 定 が な さ れ て い
る (非 特 許 文 献 ３ お よ び 非 特 許 文 献 ４ )。 そ れ ぞ れ の イ ソ 型 は 、 514個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
両 者 の イ ソ 型 は 、 84%の 配 列 同 一 性 を 共 有 す る 。 Ｉ 型 お よ び II型 の IMPDHは い ず れ も 、 溶 解
状 態 で 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 が 56kDaで あ る 活 性 四 量 体 を 形 成 す る (非 特 許 文 献 ５ )。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 4,134,792号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 出 願 第 09/328,741号 明 細 書
【 非 特 許 文 献 １ 】 マ ガ サ ニ ク , ビ ー .(Magasanik, B.)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ
ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (J. Biol. Chem.), 1957年 , 第 226巻 , p.339-350
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ジ ャ ク ソ ン (Jackson)ら 著 , ネ イ チ ャ ー (Nature), 1975年 , 第 256巻 , p.
331-333
【 非 特 許 文 献 ３ 】 コ ラ ー ト (Collart)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス
ト リ ー (J. Biol. Chem.), 1988年 , 第 263巻 , p.15769-15772
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ナ ツ メ ダ (Natsumeda)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ
ス ト リ ー (J. Biol. Chem.), 1990年 , 第 265巻 , p.5292-5295
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ヤ マ ダ (Yamada)ら , バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー (Biochemistry), 1988年 , 第 27
巻 , p.2737-2745
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 最 も 狭 義 の 適 用 で は 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に よ る 酵 素 イ ノ シ ン -5'-一 リ ン
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ IMPDH） の 特 異 的 非 競 合 的 阻 害 に 基 づ く 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 特 異
的 な 定 量 的 均 一 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 例 示 さ れ る 。 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に よ る 阻 害 が 非 競 合
的 で あ る た め 、 IMPDH阻 害 は 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 濃 度 に の み 依 存 す る 。 し た が っ て 、 ミ
コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 濃 度 が 高 く な る ほ ど 、 酵 素 の 阻 害 は 大 き く な る 。 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド
ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ NADH） の 生 成 を 340nmで 測 定 す る こ と に よ り 、 反 応 を モ ニ タ ー
す る 。 IMPDHは 、 次 の 反 応 を 触 媒 す る 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 均 一 イ ム ノ ア ッ セ イ の 開 発 は 、 IMPDHの 非 競 合 的 阻 害 を 妨 げ な い 形 で ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸
も し く は MPA誘 導 体 ま た は IMPDHの 任 意 の 非 競 合 的 阻 害 剤 の 所 定 位 置 に リ ガ ン ド を 結 合 さ せ
る こ と に よ り 達 成 で き る 。 ア ナ ラ イ ト の 不 在 下 で は 、 ア ナ ラ イ ト 特 異 的 抗 体 は 、 リ ガ ン ド
-MPA誘 導 体 に 結 合 し 、 そ の IMPDH阻 害 を 妨 げ る 。 ア ナ ラ イ ト の 存 在 下 で は 、 ア ナ ラ イ ト は
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、 そ の 抗 体 に 結 合 す る こ と に よ り リ ガ ン ド -MPA誘 導 体 を 放 出 し 、 IMPDHを 阻 害 す る (表 ３ 、
サ ン プ ル セ ッ ト C)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 NADH(還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド )の 生 成 速 度 は 、 340nmの 波 長 (す な
わ ち 、 NADHの 特 性 吸 収 領 域 )に お け る 吸 光 度 の 変 化 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 測 定 す る こ
と が で き る 。 次 に 、 こ の 吸 光 度 変 化 を ア ナ ラ イ ト 濃 度 に 関 連 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 の 対 象 と な る 魅 力 的 な 位 置 は 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 お よ び そ の 誘 導 体 の ヘ キ
サ ン 酸 の 鎖 上 、 と く に 、 4'炭 素 お よ び 5'炭 素 で あ る (図 １ )。 い く つ か の 化 合 物 は 、 こ の 基
準 を 満 足 す る 。 ネ ル ソ ン , ピ ー .エ イ チ .(Nelson, P.H.)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ メ デ ィ
シ ナ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Journal of Medicinal Chemistry), 1990年 , 第 33号 , p.833-838
、 ロ ー ロ フ , ジ ェ イ .シ ー .(Rohloff, J.C.)ら 著 , テ ト ラ ヘ ド ロ ン ・ レ タ ー ズ (Tetrahedro
n Letters), 1995年 , 第 36巻 , 第 43号 , p.7803-7806、 ア ー テ ィ ス , デ ィ ー .ア ー ル .(Arti
s, D.R.)ら の 国 際 公 開 第 95/22536号 (1995年 )パ ン フ レ ッ ト 、 お よ び ア ー テ ィ ス , デ ィ ー .
ア ー ル .(Artis, D.R.)ら の 国 際 公 開 第 95/22538号 (1995年 )パ ン フ レ ッ ト を 参 照 さ れ た い 。
こ れ ら の 誘 導 体 の う ち の い く つ か は 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 よ り も 大 き い 阻 害 を 示 す の で 、 均
一 イ ム ノ ア ッ セ イ を よ り 高 感 度 な も の に で き る 可 能 性 が あ る 。 ス ミ ス , デ ィ ー .ビ ー .(Smi
th, D.B.)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ オ ー ガ ニ ッ ク ・ ケ ミ ス ト リ ー (J. Org. Chem.), 1996
年 , 第 61巻 , p.2236-2241を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 非 競 合 的 阻 害 剤 で あ る ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 (MPA)を リ ガ
ン ド に 結 合 さ せ て ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 均 一 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 非 競 合 的 阻 害 剤 -リ ガ ン ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る ほ う が 、 競 合 的 阻 害 剤 -リ ガ ン ド コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る よ り も 好 ま し い 。 な ぜ な ら 、 前 者 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ほ う が 、 一
般 に 酵 素 の 競 合 的 阻 害 剤 と な り う る 薬 物 お よ び 天 然 に 存 在 す る 物 質 に よ る 妨 害 を は る か に
受 け に く い か ら で あ る 。 酵 素 の 非 競 合 的 阻 害 剤 は 、 稀 有 な 性 質 を も つ の で 、 薬 物 お よ び 天
然 の 物 質 に よ る 妨 害 を そ れ ほ ど 受 け な い は ず で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 最 も 広 義 の 適 用 で は 、 任 意 の ア ナ ラ イ ト の 測 定 に 使 用 す る こ と が で き る
。 本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 例 示 さ れ て い る の は 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 チ ロ
キ サ ン 、 お よ び テ オ フ ィ リ ン を 測 定 す る た め の 本 発 明 の 使 用 で あ る 。 ま た 、 薬 物 も し く は
薬 物 誘 導 体 、 ホ ル モ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 任 意 の ア ナ ラ イ
ト を 測 定 す る た め の 本 発 明 の 使 用 も 教 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 を 用 い る ア ッ セ イ に 好
適 で あ る と 思 わ れ る 他 の 薬 物 も し く は 薬 物 誘 導 体 の 例 と し て は 、 抗 生 物 質 (た と え ば 、 ゲ
ン タ マ イ シ ン 、 ア ミ カ シ ン 、 ト ブ ラ マ イ シ ン 、 ネ チ ル マ イ シ ン 、 お よ び バ ン コ マ イ シ ン )
； 強 心 薬 (た と え ば 、 ジ ゴ キ シ ン 、 ジ ギ ト キ シ ン 、 N-ア セ チ ル プ ロ カ イ ン ア ミ ド 、 プ ロ カ
イ ン ア ミ ド 、 キ ニ ジ ン 、 お よ び リ ド カ イ ン )； 抗 発 作 薬 (た と え ば 、 フ ェ ニ ト イ ン 、 フ ェ ノ
バ ル ビ タ ー ル 、 プ リ ミ ド ン 、 バ ル プ ロ 酸 、 エ ト ス ク シ ミ ド 、 お よ び カ ル バ マ ゼ ピ ン )； 鎮
痛 薬 (た と え ば 、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン お よ び ア セ チ ル サ リ チ ル 酸 )； お よ び 免 疫 抑 制 薬 (た
と え ば 、 MPA、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 ラ パ マ イ シ ン (シ ロ リ ム ス )、 FK506(タ ク ロ リ ム ス ))の よ
う な 治 療 用 薬 物 、 な ら び に 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 バ ル ビ ツ レ ー ト 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 カ ン
ナ ビ ノ イ ド 、 コ カ イ ン 代 謝 産 物 (ベ ン ゾ イ ル エ ク ゴ ニ ン )、 メ タ ド ン 、 ア ヘ ン 類 、 フ ェ ン シ
ク リ ジ ン 、 プ ロ ポ キ シ フ ェ ン 、 お よ び LSDの よ う な 乱 用 薬 物 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法
を 用 い る ア ッ セ イ に 好 適 で あ る と 思 わ れ る ホ ル モ ン の 例 と し て は 、 チ ロ キ シ ン 、 甲 状 腺 刺
激 ホ ル モ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 テ ス ト ス テ ロ ン 、 プ ロ ラ ク チ ン 、 濾 胞 刺 激
ホ ル モ ン 、 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 、 お よ び 黄 体 形 成 ホ ル モ ン が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法
を 用 い る ア ッ セ イ に 好 適 で あ る と 思 わ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 例 と し て は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A1c
、 ト ロ ポ ニ ン T、 お よ び ト ロ ポ ニ ン Ｉ の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び エ ピ ト ー プ が 挙 げ ら れ る
。 本 発 明 の 方 法 を 用 い る ア ッ セ イ に 好 適 で あ る と 思 わ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 と し て
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は 、 淋 菌 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)、 ク ラ ミ ジ ア 、 お よ び 肝 炎 感 染 の 検 出 お よ び 定 量
に 対 し て 十 分 に 特 異 的 で あ る 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と
の で き る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 NADと 、 IMPDHと 、 IMPと 、 MPAと ア ナ ラ イ ト の リ ガ ン ド と を 含 む コ
ン ジ ュ ゲ ー ト と 、 を 含 む １ 種 以 上 の 試 薬 組 成 物 を パ ッ ケ ー ジ 化 組 合 せ 物 と し て 備 え る こ と
を 特 徴 と す る 、 本 発 明 の 方 法 に よ り ア ナ ラ イ ト 測 定 ア ッ セ イ を 行 う た め の 試 験 キ ッ ト に 関
す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に よ る IMPDHの 阻 害 に は 均 一 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ の 開 発 を 容 易 に す る
と 思 わ れ る い く つ か の 性 質 が 存 在 す る こ と を 見 い だ し た 。 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に よ る 阻 害 の
感 度 (10～ 20nM)お よ び そ の 非 競 合 的 阻 害 は 、 そ れ を 均 一 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 す る う
え で 有 利 で あ る 。 リ ガ ン ド を ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 注 意 深 く 結 合 さ せ て リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と に よ り 、 特 定 の ア ナ ラ イ ト を 対 象 と す る 均 一 酵 素 イ ム ノ ア ッ
セ イ を 開 発 す る こ と が で き る 。 IMPお よ び NADの 競 合 的 阻 害 剤 は 多 数 存 在 し 、 ア ッ セ イ の 特
異 性 を 低 下 さ せ る お そ れ が あ る の で 、 リ ガ ン ド を 非 競 合 的 阻 害 剤 に 結 合 さ せ る こ と は 、 ミ
コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 測 定 と い う 特 定 の 場 合 に 非 常 に 好 ま し い 。 一 般 に 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト に お い て 競 合 的 阻 害 剤 を 用 い る と 、 ア ッ セ イ 性 能 が 妨 害 さ れ る で あ ろ う 。 な
ぜ な ら 、 多 く の 薬 物 お よ び 天 然 に 存 在 す る 物 質 が 競 合 的 阻 害 剤 と し て 作 用 し 、 特 異 性 を 大
き く 低 下 さ せ る お そ れ が あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 IMPDH酵 素 の 非 競 合 的 阻 害 剤 は 、 該 酵 素 の 活 性 部 位 に 結 合 す る こ と に よ り 阻 害 し か つ 該
酵 素 の 阻 害 に 関 し て IMPと も NADと も 競 合 し な い 物 質 で あ る 。 阻 害 剤 が 該 酵 素 の 活 性 部 位 で
IMPDH-XMP複 合 体 と 可 逆 的 に 結 合 し て IMPDH-XMP-阻 害 剤 複 合 体 を 形 成 す る 場 合 、 非 競 合 的
阻 害 が 起 こ り 、 そ の 際 、 こ の 複 合 体 は XMP生 成 物 を 放 出 す る こ と が で き な い 。 こ の タ イ プ
の 阻 害 は 、 基 質 の 濃 度 を 増 大 さ せ れ ば 逆 方 向 に 進 行 す る こ と は な い 。 NADHは 一 回 だ け 放 出
さ れ る が 、 XMPは 放 出 さ れ な い 。 一 方 、 非 競 合 的 阻 害 剤 は 、 基 質 結 合 部 位 以 外 の 部 位 に 結
合 す る 。 非 競 合 的 阻 害 も ま た 、 基 質 の 濃 度 を 増 大 さ せ れ ば 逆 方 向 に 進 行 す る こ と は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 使 用 に 好 適 な IMPDH酵 素 は 、 ヒ ト Tリ ン パ 球 由 来 の 組 換 え IMPDH-II酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ア ナ ラ イ ト 濃 度 に 対 す る 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ の 感 度 は 、 MPAに よ る 阻 害 に 対 す る 感
度 が 異 な る さ ま ざ ま な 形 態 の IMPDHを 使 用 す る こ と に よ り 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 た と
え ば 、 い く つ か の 形 態 の ヒ ト IMPDHに 対 す る MPAの 阻 害 定 数 (Ki)は 、 次 の と お り で あ る 。
【 表 １ Ａ 】
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　 さ ま ざ ま な 酵 素 形 態 は MPA阻 害 に 対 し て 異 な る 感 度 を 有 す る の で 、 そ れ ら は ま た 、 リ ガ
ン ド -阻 害 剤 に よ る 阻 害 に 対 し て も 異 な る 感 度 を 有 す る は ず で あ り 、 し た が っ て 、 さ ま ざ
ま な 感 度 レ ベ ル ま た は ア ナ ラ イ ト の 測 定 範 囲 を 有 す る イ ム ノ ア ッ セ イ を 構 築 す る の に 有 利
で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ッ セ イ 感 度 の 調 整 が 行 え る 。 ア ッ セ イ 感 度 の 調 整 ま た は 変 更 は 、 MP
Aも し く は MPA誘 導 体 、 ま た は IMPDHの 任 意 の 非 競 合 的 阻 害 剤 に 対 し て 異 な る 感 度 を 有 す る
さ ま ざ ま な 形 態 の IMPDHを 用 い な け れ ば 容 易 に 達 成 す る こ と は で き な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ア ナ ラ イ ト を 含 む と 推 測 さ れ る サ ン プ ル :　 ア ナ ラ イ ト (す な わ ち 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 ま
た は 他 の IMPDH阻 害 剤 )を 当 然 含 ん で い る と 推 測 さ れ る 任 意 の サ ン プ ル を 本 発 明 の 方 法 に よ
り 分 析 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル は 、 典 型 的 に は 、 宿 主 か ら の 体 液 (た と え ば 、 尿 、 全
血 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 精 液 、 糞 便 、 痰 、 脳 脊 髄 液 、 涙 、 粘 液 な ど )の よ う な 水 性 溶 液 で
あ る が 、 好 ま し く は 血 漿 ま た は 血 清 で あ る 。 サ ン プ ル は 、 所 望 に よ り 、 前 備 処 理 し て も よ
く 、 ア ッ セ イ を 妨 害 し な い 任 意 の 便 利 な 媒 体 中 に 調 製 し て も よ い 。 水 性 媒 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 量 の 測 定 :　 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 を 測 定 す る た め の 定 量 的 、 半 定 量 的
、 お よ び 定 性 的 方 法 な ら び に す べ て の 他 の 方 法 が 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 量 を 測 定 す る 方 法
で あ る と み な さ れ る 。 た と え ば 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 を 含 有 す る と 推 測 さ れ る サ ン プ ル 中 に
お け る ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 存 在 の 有 無 を 単 に 検 出 す る 方 法 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る と
み な さ れ る 。 「 検 出 」 お よ び 「 決 定 」 と い う 用 語 な ら び に 測 定 に 対 応 す る 他 の 一 般 的 な 類
義 語 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 係 る MPAの 測 定 は 、 単 位 時 間 あ た り の NADHの 吸 光 度 の 変 化 を 測 定 す る レ イ ト ア
ッ セ イ (rate assay)法 ま た は 一 定 時 間 が 経 過 し た 後 に 反 応 を 停 止 さ せ る 終 点 法 に よ り 行 う
こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 実 験 室 的 ま た は 臨 床 的 分 析 の た め の 自 動 分 析 装 置 に 容 易 に 適 用
す る こ と が で き る 。 自 動 実 験 室 ア ナ ラ イ ザ ー の 例 は 、 COBAS INTEGRAお よ び ROCHE/HITACHI
シ リ ー ズ の ア ナ ラ イ ザ ー (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN)で あ る 。 NADHの 他 の 測
定 方 法 も 利 用 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 た と え ば 、 バ ブ ソ ン , エ イ .エ ル .(Babson, A.L.)
ら 著 , ク リ ナ カ ル ・ ク リ ニ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Clinical Chemistry), 1973年 , 第 19巻 , 
第 7号 , p.766-769に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 中 間 電 子 伝 達 体 と し て 作 用 す る フ ェ ナ ジ ン メ
ト ス ル フ ェ ー ト を 用 い て NADの 還 元 を テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 2-p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -5-フ ェ ニ ル テ
ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ リ ド (INT)の 還 元 と 組 み 合 わ せ る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 検 量 物 質 と は 、 既 知 量 の 測 定 対 象 ア ナ ラ イ ト を 含 有 す る 任 意 の 標 準 物 質 ま た は 参 照 物 質
を 意 味 す る 。 ア ナ ラ イ ト を 含 有 す る と 推 測 さ れ る サ ン プ ル お よ び 検 量 物 質 は 、 同 様 の 条 件
下 で ア ッ セ イ さ れ る 。 次 に 、 未 知 の 試 料 で 得 ら れ た 結 果 を 標 準 物 質 で 得 ら れ た 結 果 と 比 較
す る こ と に よ り 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 算 出 す る 。 こ れ は 、 通 常 、 図 2、 3、 4、 お よ び 5に 示
さ れ る よ う な 検 量 線 を 作 成 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 補 助 物 質 :　 本 発 明 に 係 る ア ッ セ イ で は 、 種 々 の 補 助 物 質 が 頻 繁 に 利 用 さ れ る で あ ろ う
。 た と え ば 、 ア ッ セ イ 媒 体 中 に は 、 ア ッ セ イ 媒 体 お よ び ア ッ セ イ 成 分 の た め の 安 定 化 剤 だ
け で な く 、 通 常 、 緩 衝 液 も 存 在 す る 。 多 く の 場 合 、 こ れ ら の 添 加 剤 に 加 え て 、 ア ル ブ ミ ン
の よ う な 追 加 の タ ン パ ク 質 ま た は 界 面 活 性 剤 (と く に 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 )な ど を 含 有
さ せ う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 IMPDHと は 、 酵 素 イ ノ シ ン -5'-一 リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (EC 1.1.1.205)を 意 味 す る 。
こ れ は 、 イ ノ シ ン -5'-一 リ ン 酸 か ら の キ サ ン チ ン -5'-一 リ ン 酸 の 生 成 を 触 媒 す る 。 本 発 明
で は 、 天 然 源 も し く は 組 換 え 源 ま た は 部 位 限 定 突 然 変 異 体 に 由 来 す る IMPDHの 使 用 が 対 象
と な り 、 任 意 の イ ソ 型 、 部 位 限 定 突 然 変 異 体 、 ま た は イ ソ 型 の 混 合 物 を 使 用 す る こ と が 可
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能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 の 全 体 を 通 し て 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル に つ い
て の い か な る 言 及 も 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 だ け で な く 、 生 物 学 的 な 意 味 で ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸
と し て の 挙 動 を 示 す (す な わ ち 、 IMPDH阻 害 を 介 し た 挙 動 を 示 す )そ の 生 物 学 的 に 活 性 で か
つ 治 療 的 に 活 性 な 代 謝 産 物 お よ び 誘 導 体 を も 包 含 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 ア ナ ラ イ ト を 測 定 す る た め の 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 都 合 よ く 実 施
す る の に 有 用 な キ ッ ト に 関 す る 。 本 発 明 の 多 用 性 を 高 め る た め に 、 本 方 法 お よ び ア ッ セ イ
を 実 質 的 に 最 適 化 す る よ う な 試 薬 比 で 、 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な 試 薬 を 、 液 体 形 態 ま た は 凍
結 乾 燥 形 態 で 同 一 ま た は 別 々 の 容 器 中 に パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ た 組 合 せ 物 と し て 提 供 す こ と が
で き る 。 試 薬 の 交 差 反 応 性 お よ び 安 定 性 に 応 じ て 、 試 薬 を そ れ ぞ れ 別 々 の 容 器 に 入 れ て も
よ い し 、 種 々 の 試 薬 を 組 み 合 わ せ て １ つ 以 上 の 容 器 に 入 れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 NADと 、 IMPDHの 阻 害 剤 と ア ナ ラ イ ト の リ ガ ン ド と を 含 む リ ガ ン ド -
阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 、 IMPと 、 IMPDHと 、 を 含 む 。 試 薬 は 、 液 体 形 態 で 保 持 し て も よ い
し 、 凍 結 乾 燥 さ せ て も よ い 。 キ ッ ト は さ ら に 、 検 量 物 質 お よ び 対 照 物 質 を も 含 有 し う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 測 定 以 外 の 用 途 を も 有 す る 。 本 明 細 書 に
記 載 の 方 法 を 用 い れ ば 、 4'位 ま た は 5'位 で 適 切 に 誘 導 体 化 さ れ た ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 も し く
は MPA誘 導 体 ま た は IMPDHの 任 意 の 非 競 合 的 酵 素 阻 害 剤 に 結 合 さ せ る の に 適 切 な 反 応 性 基 に
よ り 誘 導 体 化 さ れ た 任 意 の リ ガ ン ド (た と え ば 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ジ ゴ キ シ ン 、 フ ェ ニ ト イ
ン 、 ペ プ チ ド 断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 モ ル フ ィ ン 、 コ カ イ ン な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )を 用 い て 、 未 知 の サ ン プ ル 中 の 対 応 す る ア ナ ラ イ ト を 測
定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 位 置 で 誘 導 体 化 す る と 、 新 た な 光 学 活 性 中 心 が つ く ら れ る
。 立 体 異 性 体 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 中 心 的 特 徴 は 、 薬 物 誘 導 体 に 結 合 さ せ る べ く 伸 長 さ せ る こ と の で き る 適 切 な 連
結 基 で 5'位 が 置 換 さ れ た MPA誘 導 体 を 合 成 で き る こ と で あ る 。 本 発 明 に は 、 5'-カ ル ボ キ シ
ア ル キ ル MPA薬 物 誘 導 体 お よ び 5'-イ ソ プ レ ニ ル 連 結 MPA薬 物 誘 導 体 に 見 ら れ る よ う な 2つ の
異 な る タ イ プ の 連 結 基 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 MPAエ ス テ ル の 5'位 で 置 換 を 行 う に は 、 低 温 に お い て ナ ト リ ウ ム ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ ル
)ア ミ ド お よ び DMPUの 存 在 下 で ア ル キ ル ハ ロ ア セ テ ー ト に よ り ア ル キ ル 化 反 応 を 行 う こ と
が 必 要 で あ る 。 DMPUの 代 わ り に HMPAを 用 い れ ば 、 一 般 に 、 ア ル キ ル 化 反 応 が 改 良 さ れ る と
思 わ れ る 。 こ の ア ル キ ル 化 反 応 は 、 リ ン カ ー に お け る 選 択 的 エ ス テ ル 加 水 分 解 の 後 で ア ル
キ ル ハ ロ プ ロ ピ オ ネ ー ト ま た は ア ル キ ル ハ ロ ブ チ レ ー ト を 用 い て 5'-カ ル ボ キ シ エ チ ル MPA
エ ス テ ル ま た は 5'-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル MPAエ ス テ ル を 調 製 す る よ う に 拡 張 す る こ と が で き
る 。 次 に 、 リ ン カ ー の カ ル ボ キ シ 官 能 基 を 活 性 エ ス テ ル に 変 換 す る こ と に よ り 、 多 種 多 様
な 合 成 経 路 が 可 能 に な る 。 そ の 後 、 適 切 に 誘 導 体 化 さ れ た 薬 物 誘 導 体 (最 も 一 般 的 に は 、
ア ミ ド 結 合 を 形 成 す る リ ン カ ー 含 有 ア ミ ノ 基 を 有 す る 薬 物 )に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ナ ト リ ウ ム ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ ル )ア ミ ド お よ び HMPAの 存 在 下 で ブ ロ モ -イ ソ プ レ ニ ル
リ ン カ ー (1)を 用 い て MPAエ ス テ ル の 5'位 に 置 換 す る こ と に よ り 、 MPAの 5'-イ ソ プ レ ニ ル TB
DPS誘 導 体 を 得 た 。 TBDPS基 を 加 水 分 解 し て 、 5'-イ ソ プ レ ニ ル [0H]-MPA[OMEM](5)を 得 た 。
こ の 重 要 な 中 間 体 ア ル コ ー ル を ト リ エ チ ル ア ミ ン の 存 在 下 で ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ
ー ト で 処 理 す る こ と に よ り N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト に 変 換 し 、 活 性 化
さ せ た 。 こ の 活 性 化 カ ー ボ ネ ー ト を 単 離 せ ず に 使 用 し て ア ミ ノ 修 飾 薬 物 に 結 合 さ せ 、 ウ レ
タ ン 結 合 を 有 す る MPA薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 た 。 ウ レ タ ン 結 合 は ま た 、 1,1'-カ ル ボ ニ ル
ジ イ ミ ダ ゾ ー ル ま た は p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト に よ る 該 ア ル コ ー ル の 活 性 化 お
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よ び そ の 中 間 体 と ア ミ ノ 基 修 飾 薬 物 誘 導 体 と の 反 応 に よ り 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ
の 合 成 は 、 ブ ロ モ -ビ ス -イ ソ プ レ ニ ル TBDPSを 用 い る こ と に よ り 、 MPAビ ス -イ ソ プ レ ニ ル
薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 る よ う に 拡 張 す る こ と が で き る 。 ブ ロ モ -ビ ス -イ ソ プ レ ニ ル TBDP
Sは 、 ク ロ ロ -ビ ス -イ ソ プ レ ニ ル TBDPSに つ い て ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ オ ー ガ ニ ッ ク ・ ケ ミ ス
ト リ ー (J. Org. Chem.), 1997年 , 第 62巻 , p.3529に 報 告 さ れ た よ う な 文 献 記 載 の 手 順 に
従 っ て 、 ゲ ラ ニ オ ー ル 誘 導 体 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 次 に 、 先 に 述 べ た よ う に 、 リ ン カ ー 中 に ウ レ タ ン (カ ル バ メ ー ト )結 合 を 有 す る MPA-薬 物
コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 試 薬 を 用 い て 脱 保 護 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 た
だ し 、 通 常 、 若 干 の 注 意 が 必 要 で あ る 。 例 と し て 、 MPA自 体 の ベ ン ゼ ン 核 の フ ェ ノ ー ル 性
ヒ ド ロ キ シ の 保 護 基 、 た と え ば 、 種 々 の 実 施 例 で 使 用 し た メ ト キ シ エ ト キ シ メ チ ル 基 (MEM
基 )な ど は 、 一 般 に 使 用 さ れ る ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA)を メ チ レ ン ク ロ リ ド (CH 2 Cl 2 )中 に 希
釈 し て 用 い る こ と に よ り 除 去 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 室 温 に お い て CH 2 Cl 2
中 の 1:1 TFAで 処 理 し た と き に 保 護 さ れ た MPA-チ ロ キ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (9)が 破 壊 さ せ る
こ と に よ り 例 示 さ れ る よ う に 、 標 準 的 な 条 件 ま た は よ く 使 用 さ れ る 条 件 を 適 用 す る と 、 リ
ン カ ー 中 の カ ル バ メ ー ト 結 合 の 開 裂 も 起 こ り 、 MPAか ら 薬 物 が 切 り 離 さ れ る 。 し か し な が
ら 、 注 意 深 く 制 御 さ れ た 条 件 下 、 よ り 低 い 温 度 で 、 CH 2 Cl 2 中 の 希 薄 な 限 ら れ た 量 の TFAを
適 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 で 例 示 さ れ る よ う に 、 所 望 の 脱 保 護 さ れ た MPA-薬 物 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 提 供 す る こ と に 成 功 し た 。 注 意 深 い 脱 保 護 が 必 要 と さ れ る さ ら な る 例 は 、 完 全 に
保 護 さ れ た MPAゲ ン タ マ イ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (N)か ら 所 望 の 最 終 的 な 脱 保 護 さ れ た MPA-ゲ
ン タ マ イ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (R)へ の 脱 保 護 に よ り 示 さ れ る 。 こ の 場 合 、 温 和 な 塩 基 性 条
件 を 用 い て メ チ ル エ ス テ ル 基 お よ び N-ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト 基 を 逐 次 的 に 除 去 し 、 続 い
て 、 温 和 で あ る が 制 御 さ れ た 酸 性 条 件 下 で 3個 の t-BOC基 お よ び 1個 の MEM基 を 除 去 す る こ と
が 必 要 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 リ ン カ ー が ウ レ タ ン 結 合 ま た は ウ レ タ ン 基 を 含 有 す る と き に は 脱 保 護 の 順 序 に さ ら な る
注 意 を 払 う 必 要 が あ る の で 、 そ の 代 わ り に ア ミ ド 結 合 に 使 用 す る と 、 温 和 な 条 件 下 に お け
る 破 壊 に 対 す る よ り 大 き な 安 定 性 お よ び 抵 抗 性 な ど の 利 点 が 得 ら れ る 。 先 に 論 じ た カ ル ボ
キ シ ア ル キ ル MPA誘 導 体 の 使 用 と 相 補 的 に 、 MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン 誘 導 体 (先 に 述 べ
た 5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル の 代 替 物 質 と し て )を 使 用 す れ ば 、 よ り 安 定 な ア ミ ド 結 合 を
有 す る 対 応 す る MPA-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 目 的 の た め に 、 先 に 述 べ た 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OH]-MPA[OMEM](5)誘 導 体 で ミ ツ ノ ブ 反
応 を 行 う こ と に よ り 、 対 応 す る MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン 類 似 体 を 生 成 さ せ る こ と が 可
能 で あ る 。 多 段 階 変 換 シ ー ケ ン ス を 用 い た 場 合 、 た と え ば 、 ア ル コ ー ル か ら ブ ロ ミ ド へ の
変 換 、 続 い て 、 ア ジ ド へ の 変 換 お よ び ア ミ ン へ の 加 水 分 解 を 行 っ た 場 合 、 二 重 結 合 の 周 り
で 異 性 化 が 観 測 さ れ た 。 し か し な が ら 、 図 19に 示 さ れ る よ う に 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ゾ ジ カ
ル ボ キ シ レ ー ト (DIAD)の よ う な 活 性 化 剤 /メ デ ィ エ ー タ ー の 存 在 下 に お け る MPA-5'-イ ソ プ
レ ニ ル ア ル コ ー ル と ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン お よ び フ タ ル イ ミ ド と の ワ ン ス テ ッ プ 反 応 で
は 、 所 望 の MPAフ タ ル イ ミ ド が 得 ら れ 、 こ れ を エ タ ノ ー ル 中 で メ チ ル ア ミ ン で 処 理 す る と M
PA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (B)が 得 ら れ た 。 こ の ア ミ ン を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 図 25お よ び 24a
、 bに 示 さ れ る よ う に 、 い ず れ も 安 定 な ア ミ ド 結 合 を 含 有 す る MPA-フ ェ ニ ト イ ン コ ン ジ ュ
ゲ ー ト (Y)お よ び MPA-ゲ ン タ マ イ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (U)を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 11、 12、 13、 お よ び 14に 示 さ れ る MPA-ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 誘 導 体 (す な わ ち 、 ジ ゴ キ シ ン
の 糖 部 分 が 欠 失 し て い る 誘 導 体 )は 、 ア ミ ド 結 合 を 含 有 す る 。 こ れ ら は 、 対 応 す る ジ ゴ キ
シ ゲ ニ ン -ア ミ ン 誘 導 体 お よ び MPAの 5'-カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 類 似 体 か ら 合 成 し た も の で あ
る 。 こ れ に 対 し て 、 図 21に 示 さ れ る ジ ゴ キ シ ン オ キ サ ゼ ピ ン 類 似 体 (G)を 用 い れ ば 、 上 述
し た MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン を 用 い て 、 同 様 に ア ミ ド 結 合 を 有 し か つ ジ ゴ キ シ ン の 糖
を 存 在 さ せ た ま ま の MPA-ジ ゴ キ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (H)を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 対
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応 す る ジ ギ ト キ シ ン オ キ サ ゼ ピ ン 類 似 体 (K)を 用 い れ ば 、 同 様 に 糖 が 存 在 す る MPA-ジ ギ ト
キ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (L)を 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 し か し な が ら 、 図 20に 示 さ れ る よ う に 、 保 護 さ れ た MPAア ミ ン (B)を 完 全 に 脱 保 護 さ れ た
MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (D)に 変 換 し て か ら 、 図 21お よ び 22に 示 さ れ る よ う に 、 (G)ま
た は (K)と 反 応 さ せ る ほ う が 効 果 的 で あ る こ と を 見 い だ し た 。 こ の 変 化 の 原 因 は 、 温 和 な
条 件 下 に お け る グ リ コ シ ド 結 合 の 破 壊 、 と く に 、 ス テ ロ イ ド 核 の C3位 と 第 1の 糖 部 分 と の
間 の 結 合 の 破 壊 に 対 す る 、 ラ ク ト ン の よ う な 種 々 の 官 能 基 お よ び グ リ コ シ ド 結 合 の 感 受 性
、 と く に 、 ジ ゴ キ シ ン ま た は ジ ギ ト キ シ ン の 糖 の 感 受 性 で あ っ た 。 例 と し て 、 保 護 さ れ た
MPAア ミ ン (B)と (G)と の 反 応 で は 、 MEM基 と メ チ ル エ ス テ ル 基 と を 有 す る 対 応 す る 保 護 さ れ
た コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ 、 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら 、 温 和 な 塩 基 処 理 (エ ス テ ル の 加 水
分 解 )に よ り 、 一 方 ま た は 両 方 の ラ ク ト ン 基 が 開 環 し た 物 質 が 得 ら れ た 。 一 方 、 部 分 的 に
脱 保 護 さ れ た MPAア ミ ン (C)と (G)と の 反 応 で は 、 MEM基 を 有 す る 対 応 す る 部 分 的 に 保 護 さ れ
た コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ 、 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら 、 温 和 な 酸 処 理 (CH 2 Cl 2 中 の TFA)に
よ り 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ス テ ロ イ ド 核 は 開 裂 除 去 さ れ て い る が MEM基 は 依 然 と し て 大 部 分 が
存 在 す る 物 質 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ジ ゴ キ シ ン お よ び ジ ギ ト キ シ ン の こ れ ら の オ キ サ ゼ ピ ン 類 似 体 (G)お よ び (K)な ら び に そ
れ ぞ れ そ の 前 駆 体 酸 (F)お よ び (J)は 、 本 質 的 に そ れ 自 体 で 、 2つ の 薬 物 の 他 の 既 知 の 同 様
な オ キ サ ゼ ピ ン 類 似 体 よ り も 優 れ た 利 点 を 有 す る 有 用 な 物 質 で あ る 。 と く に 、 ア ミ ノ ベ ン
ゾ エ ー ト 部 分 を 組 み 入 れ る こ と に よ り 、 300nmよ り も 長 い 波 長 に 実 質 的 な UV吸 収 を 有 す る
分 子 が 得 ら れ る 。 先 行 技 術 物 質 は そ う し た UV吸 収 を も た な い 。 こ の た め 、 た と え ば 、 他 の
UV吸 収 バ ン ド を 有 す る 化 合 物 中 で ま た は 典 型 的 な 特 性 UV吸 収 ピ ー ク が た と え ば 280nmに あ
る 多 く の タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 で 、 こ れ ら の 新 し い 誘 導 体
を 用 い れ ば 、 ジ ュ ゲ ー ト の 可 視 化 お よ び 同 定 /定 量 化 が 容 易 に な る 。 な ぜ な ら 、 ジ ゴ キ シ
ン ま た は ジ ギ ト キ シ ン の 類 似 体 に よ る UV吸 収 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に よ る UV
吸 収 か ら 分 離 さ れ 、 よ り 長 い 波 長 位 置 に く る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 完 全 に 脱 保 護 さ れ た MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (D)を 薬 物 -NHSエ ス テ ル ま た は 他 の 薬 物
-活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 (た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )の よ う な 任 意 の 他 の
ア ミ ン 反 応 性 薬 物 類 似 体 と 併 用 す る こ と に よ り 、 安 定 な ア ミ ド 結 合 を 有 す る MPA-薬 物 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。 完 全 に 脱 保 護 さ れ た MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ
ン (D)の ア ミ ノ 基 は 、 存 在 す る 3つ の 官 能 基 中 で 最 も 求 核 性 が 強 く 、 遊 離 塩 基 と し て 存 在 す
る 通 常 の 条 件 下 、 他 の 基 か ら 有 意 な 妨 害 を 受 け る こ と な く 、 そ の よ う な 薬 物 誘 導 体 と 容 易
に 反 応 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な 方 法 を 用 い れ ば 、 全 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 完 全 性 を 損 な う お
そ れ の あ る さ ら な る 脱 保 護 ス テ ッ プ ま た は 化 学 的 操 作 を ま っ た く 用 い る こ と な く 、 好 適 な
薬 物 誘 導 体 か ら MPA-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 同 様 の 方 法 で 、 保 護 さ れ た MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (B)ま た は 部 分 的 に 脱 保 護 さ れ た
ア ミ ン (C)を 薬 物 -NHSエ ス テ ル ま た は 他 の 薬 物 -活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 (た だ し 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い )の よ う な 任 意 の 他 の ア ミ ン 反 応 性 薬 物 類 似 体 と 併 用 す る こ と に
よ り 、 安 定 な ア ミ ド 結 合 を 有 す る MPA-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 し 、 続 い て 、 こ れ を 脱 保
護 し て 最 終 薬 物 -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 例 と し て 、 い ず れ も 第 一 級 ア ミ ン で あ る 保 護 さ れ た MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ
ン (B)も し く は (C)ま た は 完 全 に 脱 保 護 さ れ た ア ミ ン (D)(た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い )を 、 そ れ ぞ れ 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 で ア ミ ノ 基 を ア ル キ ル 化 す る こ と に よ
り 、 対 応 す る 低 級 ア ル キ ル 第 二 級 ア ミ ン に 変 換 す る こ と も 可 能 で あ る 。 次 に 、 こ れ ら の 物
質 を 用 い て 、 こ れ ら の 第 二 級 ア ミ ン と 、 脱 離 基 と し て ハ ロ ゲ ン (た と え ば 、 Clま た は Brま
た は I)を 有 す る リ ン カ ー を 含 有 す る 薬 物 と 、 の 反 応 に よ り 、 薬 物 自 体 が さ ら な る 反 応 活 性
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基 を 含 有 し な け れ ば 、 こ の ほ か の さ ら な る MPA-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と も 可 能
で あ る 。 多 く の 場 合 、 そ れ ら を 他 の ア ミ ン 反 応 性 薬 物 類 似 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 た
と え ば 、 薬 物 -NHSエ ス テ ル も し く は 薬 物 -イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト も し く は 薬 物 -ト シ レ ー ト な
ど ま た は 他 の 薬 物 -活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 (た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )と
反 応 さ せ る こ と に よ り 、 MPA-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。 次 に 、 本
発 明 に 記 載 さ れ て い る の と 同 じ よ う な 方 法 を 用 い て ま た は 当 業 者 に 自 明 の 方 法 に よ り 、 OM
EM基 お よ び カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル 基 ま た は 使 用 し う る も し く は 存 在 し う る 他 の 保 護 基 を 脱 保
護 す る こ と が 可 能 で あ る 。 同 様 の 方 法 で 、 先 の 第 一 級 ア ミ ン (B)、 (C)、 ま た は (D)を 同 じ
よ う に 使 用 し て 、 対 応 す る MPA-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ
う な MPAア ミ ン と 薬 物 類 似 体 と の 他 の 組 合 せ を 当 業 者 に 推 奨 し う る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 最 後 に 、 対 応 す る イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル を ト シ レ ー ト ま た は メ シ レ ー ト に 変 換 す る こ
と に よ り 、 場 合 に よ り 、 続 い て 、 ハ リ ド (好 ま し く は 、 ブ ロ ミ ド ま た は ヨ ー ジ ド )で 置 換 し
て MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ハ リ ド を 形 成 す る こ と に よ り 、 MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル チ オ ー ル を 調
製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に よ り 、 た と え ば 、
チ オ ウ レ ア と の 反 応 お よ び そ れ に 続 く 塩 基 加 水 分 解 に よ り 、 ま た は チ オ ア セ テ ー ト (好 ま
し く は 金 属 塩 と し て )と の 反 応 お よ び そ れ に 続 く ア セ チ ル 基 の 温 和 な 塩 基 開 裂 に よ り 、 容
易 に チ オ ー ル に 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に よ る IMPDHの 阻 害 に つ い て は 、 ア ン ダ ー ソ ン , ジ ェ イ .エ イ チ .(Ande
rson, J.H.)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Journal of Biolo
gical Chemistry), 1968年 , 第 243巻 , 第 18号 , p.4762-4768に 記 載 さ れ て い る 。 IMPDHの
阻 害 剤 は 、 米 国 特 許 第 5,380,879号 、 同 第 5,444,072号 、 同 第 5,493,030号 、 同 第 5,536,747
号 、 同 第 5,633,279号 、 お よ び 同 第 5,807,876号 の 明 細 書 な ら び に 国 際 公 開 第 94/01105号 お
よ び 同 第 O94/12184号 の パ ン フ レ ッ ト に も 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 大 腸 菌 (E. coli)に お け る ヒ ト IMPDHの ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 に つ い て は 、 コ ン ノ , ワ
イ .(Konno, Y.)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (J. Biol. Chem
.), 1991年 , 第 266巻 , 第 1号 , p.506-509に 記 載 さ れ て い る 。 コ ラ ー ト , エ フ .ア ー ル .(Co
llart, F.R.)ら の 米 国 特 許 第 5,665,583号 (1997年 )明 細 書 に も 大 腸 菌 (E. coli)に お け る ヒ
ト IMPDHの ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ア ナ ラ イ ト と は 、 液 体 媒 体 中 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 対 象 と な る 物 質 ま た は 物 質 群 を
意 味 し 、 任 意 の 薬 物 も し く は 薬 物 誘 導 体 、 ホ ル モ ン 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 ま た は 好 ま し く は レ セ プ タ ー と は 、 ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 意 味 し 、
リ ガ ン ド に 対 し て 他 の 物 質 を 排 除 す る 程 度 ま で 特 異 的 結 合 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 物 質 ま た
は 物 質 群 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 リ ガ ン ド と は 、 ア ナ ラ イ ト に 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 に 関 し て 本 質 的 に ア ナ ラ イ ト と 同
様 の 挙 動 を 示 す 任 意 の 物 質 ま た は 物 質 群 を 意 味 し 、 任 意 の 薬 物 も し く は 薬 物 誘 導 体 お よ び
そ れ ら の 異 性 体 、 ホ ル モ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 薬 物 測 定 の 一 例 で は 、 サ ラ モ ン , エ ス .ジ ェ イ .(Salamone, S.J.)ら の 米 国 特 許 第 5,618,
926号 (1997年 )明 細 書 に 記 載 の モ ル フ ィ ン チ オ シ ア ネ ー ト ま た は コ カ イ ン NHSエ ス テ ル 誘 導
体 を 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 も し く は MPA誘 導 体 ま た は IMPDHの 任 意 の 阻 害 剤 の 4'-ま た は 5'-置
換 ア ル キ ル ア ミ ノ 誘 導 体 に 結 合 さ せ て 、 未 知 サ ン プ ル 中 の モ ル フ ィ ン ま た は コ カ イ ン を 測
定 す る こ と が 必 要 に な る で あ ろ う 。 IMPDHの 活 性 に 対 し て 薬 物 の 濃 度 を プ ロ ッ ト す る こ と
に よ り 、 定 量 的 ア ッ セ イ と す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 特 定 の 標 的 DNAま た は RNAの 存 在 を 決 定 す る た め の 分 子 診 断 に も 使 用 す る
こ と も で き る 。 こ の 場 合 、 ヌ ク レ オ チ ド -ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (N-MPA)は 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 一 部 に な っ て い な い と き に IMPDHを 阻 害 で き る で あ ろ う 。 N-MPAが オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に 取 り 込 ま れ る と 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 部 分 が IMPDH
を 阻 害 す る 能 力 は モ ジ ュ レ ー ト さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 N-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 順 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 酵 素 の 基 質 と な る よ う に 、 糖 部 分 、 塩 基 部 分 、 ま た は リ ン 酸
部 分 を 介 し て ヌ ク レ オ チ ド を 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 誘 導 体 化 ヌ ク レ オ チ
ド 塩 基 は 、 求 電 子 剤 ま た は 求 核 剤 を 含 有 す る テ ザ ー (tether)を 有 し て も よ い 。 次 に 、 こ の
誘 導 体 を 適 切 に 誘 導 体 化 さ れ た MPA分 子 と 反 応 さ せ て N-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に 用 い ら れ る ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 に N-MPA
コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 所 定 の 割 合 で 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る で あ ろ う 。 サ ン プ ル は 、 酵 素
お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 重 合 に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ と 共 に 添 加 さ れ よ う 。 こ の 際 、 DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ お よ び RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 そ の よ う な 重 合 酵 素 の 例 で あ ろ う 。 重 合 ス テ ッ
プ の 終 了 時 、 適 切 な IMPDH反 応 物 質 と 共 に IMPDHが 添 加 さ れ よ う 。 サ ン プ ル が 標 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 し て い な い 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 は 進 行 せ ず 、 N-MPAは 遊
離 状 態 で あ り 、 IMPDHを 阻 害 す る 。 標 的 配 列 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 、 N-MPAは オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に 取 り 込 ま れ 、 IMPDHの 阻 害 に 利 用 し う る N-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト は 減 少 す る で
あ ろ う 。 遊 離 N-MPAの 濃 度 は IMPDHの 活 性 に 反 比 例 す る で あ ろ う 。 遊 離 N-MPAが 消 費 さ れ る
ほ ど 、 IMPDH活 性 は 高 く な る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 特 定 の 標 的 DNAま た は RNA分 子 の 存 在 を 決 定 す る た め に 定 性 的 に も 定 量
的 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 標 的 の 量 は IMPDHの 活 性 に 比 例 す る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 MPA誘 導 体 に よ る IMPDH活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン は 、 タ ン パ ク 質 抗 原 の 検 出 に も 適 用 す る
こ と が で き る 。 よ り 大 き な 抗 原 の エ ピ ト ー プ ま た は ミ モ ト ー プ を 表 す 短 い ポ リ ペ プ チ ド は
、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 適 切 に 誘 導 体 化 さ れ た MPA分 子 に 結 合 さ せ う る 基 を
含 有 す る よ う に 誘 導 体 化 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (PP-MPA)を 形
成 す る こ と が で き る 。 ア メ ロ ン ゲ ン , エ イ .ブ イ .(Amerongen, A.V.)ら 著 , ペ プ チ ド ・ リ
サ ー チ (Peptide Research), 1992年 , 第 5巻 , 第 5号 , p.269-274を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 臨 床 サ ン プ ル を PP-MPA、 抗 体 も し く は 対 象 抗 原 に 対 し て 選 択 性 を も つ
適 切 な 結 合 パ ー ト ナ ー 、 IMPDH、 お よ び IMPDHア ッ セ イ で 用 い ら れ る 適 切 な 反 応 物 と 混 合 す
る こ と に よ り 行 わ れ る 。 サ ン プ ル が 抗 原 を 含 有 し な い 場 合 、 PP-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト は 抗 体
に よ り 結 合 さ れ 、 IMPDHの 阻 害 に 利 用 で き な く な る で あ ろ う 。 サ ン プ ル が ア ッ セ イ の デ ザ
イ ン の 対 象 と な る 特 定 の 標 的 抗 原 を 含 有 す る 場 合 、 PP-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 存 在 す る 限
ら れ た 抗 体 に 対 し て 抗 原 と 競 合 す る で あ ろ う 。 IMPDHの 阻 害 量 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る
遊 離 抗 原 の 量 に 比 例 す る 。 定 量 的 ア ッ セ イ は 、 IMPDH活 性 の 大 き さ に 対 し て 抗 原 の 濃 度 を
プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 存 在 す る 抗 原 の 量 は 、 IMPDH活 性 の 大 き
さ に 反 比 例 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の さ ら に 完 全 な 理 解 が 得 ら れ る で あ ろ う 。
た だ し 、 こ れ ら の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 使 用 し た 略 号 は 以 下 の と お り で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 　 ACES　 　 N-[2-ア セ ト ア ミ ド ]-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸
　 　 DADOO　  1,8-ジ ア ミ ノ -3,6-ジ オ キ サ -オ ク タ ン
　 　 　 　 　 　 2,2'-(エ チ レ ン ジ オ キ シ )ビ ス -エ チ ル ア ミ ン
　 　 DCC　 　  1,3-ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド
　 　 DMF　 　  N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド
　 　 DMPU　 　 1,3-ジ メ チ ル -3,4,5,6-テ ト ラ ヒ ド ロ -2(1H)-ピ リ ミ ジ ノ ン
　 　 EDC　 　  1-エ チ ル -3(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド
　 　 HMPA　 　 ヘ キ サ メ チ ル ホ ス ホ ル ア ミ ド
　 　 MEM　 　  2-メ ト キ シ エ ト キ シ メ チ ル
　 　 NaHMDS　 ナ ト リ ウ ム ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ ル )ア ミ ド
　 　 NHS　 　  N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
　 　 RP-HPLC 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 　 TAPSO　  3-[N-ト リ ス -(ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル ア ミ ノ ]-2-ヒ ド ロ キ シ -プ ロ パ ン ス
ル ホ ネ ー ト , Na
　 　 TBAF　 　 テ ト ラ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム フ ル オ リ ド
　 　 TBDPS　  tert-ブ チ ル ジ フ ェ ニ ル シ リ ル
　 　 tBoc　 　 tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル
　 　 TCEP　 　 ト リ ス (2-カ ル ボ キ シ エ チ ル )ホ ス フ ィ ン 塩 酸 塩
　 　 THF　 　  テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 カ ッ コ 内 の 数 字 は 図 面 中 の 対 応 す る 構 造 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 試 薬 は 、 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ミ ル ウ ォ ー キ ー の ア ル ド リ ッ チ ・
ケ ミ カ ル ・ カ ン パ ニ ー (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI)ま た は ミ ズ ー リ 州 セ
ン ト ル イ シ の シ グ マ ・ ケ ミ カ ル ・ カ ン パ ニ ー (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO)
の い ず れ か か ら 入 手 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 溶 媒 は す べ て 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 フ ィ リ ッ プ ス バ ー グ の ジ ェ イ .テ ィ ー . ベ イ カ ー (J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ)か ら 入 手 し た も の で あ り 、 A.C.S.グ レ ー ド も し く は H.P.L.C
.グ レ ー ド ま た は 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り そ れ よ り も 良 好 な グ レ ー ド で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ト リ エ チ ル ア ミ ン は 、 フ ル カ ・ ケ ミ カ ル ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン (Fluka Chemical Corp.)か
ら 入 手 し た も の で あ る (Cat# 90340; puriss.;≧ 99.5%)。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA)は 、 フ ル カ ・ ケ ミ カ ル ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン (Fluka Chemical Cor
p.)か ら 入 手 し た も の で あ る (Cat# 90340, UV分 光 用 )。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 無 水 ピ リ ジ ン お よ び ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)は 、 あ ら か じ め 「 シ ュ ア ・ シ ー ル (Sure
-Seal)(登 録 商 標 )」 ボ ト ル 中 に パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ た 形 で ア ル ド リ ッ チ ・ ケ ミ カ ル ・ カ ン パ
ニ ー (Aldrich Chemical Co.)か ら 入 手 し た も の で あ る 。 無 水 溶 媒 の 添 加 /回 収 お よ び 操 作
は す べ て 、 シ リ ン ジ /針 に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン (THF)は 、 ア ル ゴ ン 下 で ナ ト リ ウ ム /ベ ン ゾ フ ェ ノ ン か ら 沸 騰 蒸 発 お
よ び 留 出 を 行 う こ と に よ り 脱 水 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 メ チ レ ン ク ロ リ ド は 、 ア ル ゴ ン 下 で 水 素 化 カ ル シ ウ ム か ら 沸 騰 蒸 発 (boiling over)お よ
び 蒸 留 を 行 う こ と に よ り 脱 水 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 イ ー ・ エ ム ・ サ イ エ ン ス (E.M. Science)製 の フ ラ ッ シ ュ
グ レ ー ド シ リ カ ゲ ル (Cat. # 9385-9; シ リ カ ゲ ル 60; 230-400メ ッ シ ュ ASTM)を 用 い て 窒 素
の 正 圧 下 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)は 、 イ ー ・ エ ム ・ サ イ エ ン ス (E.M. Science)か ら 入 手 し
た シ リ カ ゲ ル プ レ ー ト (Cat. # 5715-7; 厚 さ 0.025cm)を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 混 合 溶 媒 は 、 体 積 対 体 積 百 分 率 と し て 表 現 さ れ て い る 。 た と え ば 、 10% MeOH-CHCl 3 (ま
た は CHCl 3 中 の 10% MeOH)は 、 10体 積 %の メ タ ノ ー ル を 含 有 す る ク ロ ロ ホ ル ム で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 分 析 用 RP-HPLCに よ る 分 析 は 、 Agilent HP1100 LC/MSシ ス テ
ム ま た は Agilent HP1100 HPLCシ ス テ ム の い ず れ か を 用 い て 行 っ た 。 こ れ ら の シ ス テ ム は
、 両 方 と も 、 ダ イ オ ー ド ア レ イ デ ィ テ ク タ ー お よ び 四 相 ポ ン プ か ら 構 成 さ れ た も の で あ っ
た 。 LC/MS分 析 は 、 フ ェ ノ メ ネ ッ ク ス (Phenomenex)ガ ー ド モ ジ ュ ー ル (Phenomenex KJO-428
2/C18 ODS 5μ )を 備 え た か つ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ー ム が カ ラ ム か ら 出 て MSデ ィ テ ク
タ ー に 送 入 さ れ る 形 態 を 備 え た バ イ ダ ッ ク (Vydac)218TP54カ ラ ム (RP-C18; 300Å , 5μ )を
用 い て 行 っ た 。 利 用 し た MSDは 、 ES(+)モ ー ド (エ レ ク ト ロ ス プ レ ー ; ポ ジ テ ィ ブ モ ー ド )で
行 っ た 。 HPLC分 析 は 、 バ イ ダ ッ ク (Vydac)218GK54ガ ー ド モ ジ ュ ー ル を 備 え た バ イ ダ ッ ク (V
ydac)218TP54カ ラ ム (RP-C18, 300Å , 5μ )を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 分 取 RP-HPLCは 、 2台 の SD1チ タ ン ヘ ッ ド 2000psiポ ン プ を 利 用
し た か つ バ リ ア ン ・ ダ イ ナ マ ッ ク ス (Varian Dynamax) UV-C可 変 波 長 デ ィ テ ク タ ー を 備 え
た バ リ ア ン ・ ダ イ ナ マ ッ ク ス (Varian Dynamax) (Rainin)シ ス テ ム を 用 い て 行 っ た 。 分 離
は 、 ガ ー ド モ ジ ュ ー ル (R00083221G; C18, 8μ )を 備 え た モ ジ ュ ラ ー ・ バ リ ア ン ・ ダ イ ナ マ
ッ ク ス (modular Varian Dynamax)ラ ジ ア ル 圧 縮 カ ラ ム (R00083221C; Microsorb 60-8, C18
, 250× 21.4 mm)を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 HPLC画 分 の 凍 結 乾 燥 は 、 減 圧 下 に お け る ア セ ト ニ ト リ ル (ま
た は 他 の 有 機 共 溶 媒 )の 蒸 発 、 そ れ に 続 く 水 性 残 渣 の 凝 固 (た と え ば 、 ド ラ イ ア イ ス /ア セ
ト ン 冷 却 浴 を 使 用 し て )、 そ れ に 続 く 通 常 の 方 法 に よ る 凍 結 乾 燥 機 を 用 い た 氷 の 昇 華 を 必
要 と す る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 1 H-NMRス ペ ク ト ル は 、 Varian計 測 器 ま た は Bruker計 測 器 の い ず れ か を 用 い て 、 200、 300
、 ま た は 400MHzの い ず れ か で 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 質 量 ス ペ ク ト ル は 、 ホ フ マ ン ‐ ラ ・ ロ シ ェ (Hoffmann-La Roche)(ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ナ
ッ ト レ ー (Nutley, NJ))、 ロ シ ュ ・ バ イ オ サ イ エ ン ス (Roche Bioscience)(カ リ フ ォ ル ニ ア
州 パ ロ ア ル ト (Palo Alto, CA))、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス ・ ゲ ー エ ム ベ ー ハ ー (R
oche Diagnostics GmbH) (独 国 ペ ン ツ ベ ル ク (Penzberg, Germany))、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ
ス テ ィ ッ ク ス ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン (Roche Diagnostics Corp) (イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア
ナ ポ リ ス (Indianapolis, IN))の 物 理 化 学 /分 析 施 設 か ら 、 ま た は ネ ブ ラ ス カ 大 学 化 学 科 ネ
ブ ラ ス カ 質 量 分 析 セ ン タ ー (Nebraska Center for Mass Spectrometry, Dept. of Chemist
ry, U. of Nebraska) (ネ ブ ラ ス カ 州 リ ン カ ー ン (Lincoln, NE))か ら 、 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 UVス ペ ク ト ル は 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 マ デ ィ ソ ン の ロ バ ー ト ソ ン ・ マ イ ク ロ リ ッ ト ・ ラ
ボ ラ ト リ ー ズ (Robertson Microlit Laboratories, Madison, NJ)か ら 取 得 し た 。 使 用 し た
略 号 は 、 sh(シ ョ ル ダ ー )で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 燃 焼 マ イ ク ロ 分 析 デ ー タ は 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 マ デ ィ ソ ン の ロ バ ー ト ソ ン ・ マ イ ク ロ
リ ッ ト ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ (Robertson Microlit Laboratories, Madison, NJ)か ら 取 得 し た
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。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 1リ ッ ト ル の 抗 体 試 薬 (す な わ ち 第 1の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 6.0gの ACESを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 2N NaOHで pHを 6.0に 調 整 し た 。 次 に
、 0.53gの NADを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 10mlの 腹 水 抗 MPAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 添 加 し た 。 次 に 、 0.95gの ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 溶 解 さ せ 、 最 後 に 、 1.0gの ス ッ
ト シ ド A(SUTTOCIDE A)(ジ ー エ ー エ フ ・ ケ ミ カ ル ス ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン (GAF Chemicals Co
rp.))を 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。
【 表 １ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 使 用 し た 抗 体 は 、 ア レ キ サ ン ダ ー (Alexander)ら の 国 際 公 開 第 96/02004号 (1996年 )パ ン
フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る 手 順 に 従 っ て 調 製 し た 。 MPAに 対 す る 特 異 性 を 有 す る 任 意 の 抗
体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ か )を 本 発 明 の 実 施 の 際 に 使 用 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 容 易 に か つ 一 貫 性 を も た せ て 産 生 で き る と い う 理 由 で 、 一
般 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 1リ ッ ト ル の 酵 素 試 薬 (す な わ ち 第 2の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 56.3gの NaTAPSOを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 81.6gの 酢 酸 ナ ト
リ ウ ム ・ 3H 2 Oを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.15gの TCEPを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 0
.319gの IMPを 添 加 し て 溶 解 さ せ 、 次 に 2.23gの Na 2 EDTAを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.0g
の SUTTOCIDE Aを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を １ リ ッ ト ル に 調 整 し た 。 約 13.
4mlの 組 換 え ヒ ト IMPDH-II(大 腸 菌 (E. coli)溶 解 物 )を 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ 、 37℃ で 5
分 間 に わ た る 340nmに お け る 吸 光 度 変 化 が 4400× 10 - 4 に な る よ う に し た 。 次 に 、 0.002gの
リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (MPA-MPA、 実 施 例 42)を 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 IMPDH-IIの ク ロ ー ニ ン グ お よ び 精 製 に 使 用 送 達 手 順 に つ い て は 、 カ ー ル , エ ス .エ フ .(C
arr, S.F.)ら 著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (J. Biological Che
mistry), 1993年 , 第 268巻 , 第 36号 , p.27286-27290に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 内 容 は 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。 IMPDHの ク ロ ー ニ ン グ に つ い て は 、 コ ラ ー
ト , エ フ .ア ー ル .(Collart, F.R.)ら の 米 国 特 許 第 5,665,583号 (1997年 )明 細 書 に も 記 載 さ
れ て い る 。 天 然 源 に 由 来 す る IMPDHは 市 販 さ れ て い な い 。 MPA、 MPA誘 導 体 、 ま た は IMPDHの
非 競 合 的 阻 害 剤 に よ り 阻 害 さ れ る 天 然 源 の IMPDHも ま た 、 い ず れ も 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 試 薬 成 分 の 有 効 量 は 、 特 定 の 要 件 に 応 じ て 変 化 し 、 特 定 の ア ッ セ イ 要 件 を 満 足 す る よ う
に 実 験 室 で の 簡 単 な 実 験 に よ り 調 整 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 リ ガ ン ド -阻 害 剤 の 濃 度 は 、 リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た と き お よ び 用 い な い と き
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の リ ガ ン ド -阻 害 剤 に よ る IMPDH阻 害 の 度 合 に 基 づ い て 選 択 し た 。 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 す
る た め に 、 抗 体 を 用 い た と き と 用 い な い と き の 阻 害 の 変 化 パ ー セ ン ト の 最 大 差 を 選 択 し た
。 一 般 に 、 阻 害 剤 の 濃 度 が そ の IC 5 0 値 よ り も わ ず か に 低 く 、 か つ 抗 体 の モ ル 濃 度 が リ ガ ン
ド -阻 害 剤 の モ ル 濃 度 の 半 分 よ り も わ ず か に 少 な い と き に 、 IMPDH阻 害 の 変 化 パ ー セ ン ト の
最 大 差 が 得 ら れ る こ と が 判 明 し た 。 1抗 体 あ た り 2つ の 結 合 部 位 を 有 す る と き 、 リ ガ ン ド 結
合 部 位 の 全 数 は 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 の 全 モ ル 濃 度 よ り も わ ず か に 少 な か っ た 。 酵 素 活 性 は
、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 の IC 5 0 値 に わ ず か な 影 響 を 及 ぼ し た 。 酵 素 活 性 が 低 く な る ほ ど 、 リ ガ
ン ド -阻 害 剤 の IC 5 0 値 は 低 く な っ た 。 こ れ は 、 Nowak, I.ら の Therapeutic Drug Monitorin
g 19, 358-360(1997)と 一 致 す る 。 し た が っ て 、 IMPDHの 活 性 は 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 の IC 5 0
値 が 最 低 に な る よ う に 調 整 し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 を 添 加 し た ヒ ト 血 漿 サ ン プ ル に 対 し て 本 発 明 の 方 法 に よ り MPAア ッ セ
イ を 行 っ た 。 3μ lの サ ン プ ル お よ び 150μ lの 抗 体 試 薬 を 37℃ の キ ュ ベ ッ ト に 送 入 し 、 次 に
、 そ れ ら を 混 合 し て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 150μ lの 酵 素 試 薬 を 添 加 し て 混 合
す る よ う に 、 HITACHI 717ア ナ ラ イ ザ ー (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis)を プ ロ
グ ラ ム し た 。 最 初 の 酵 素 試 薬 添 加 時 か ら 酵 素 試 薬 添 加 の ５ 分 後 ま で 340nmに お け る 吸 光 度
の 差 を 計 算 し た 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 表 ３ は 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (MPA-MPA)、 MPA抗 体 、 お よ び ミ コ フ ェ ノ ー ル
酸 ア ナ ラ イ ト (MPA)の 濃 度 の 関 数 と し て の IMPDHの 活 性 を 示 し て い る 。 こ の デ ー タ か ら 、 リ
ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 、 均 一 イ ム ノ ア ッ セ イ に 必 要 と さ れ る 有 用 な 阻 害 特 性 を
有 す る こ と 、 す な わ ち 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が IMPDHお よ び そ の 特 異 的 抗 体 の
両 方 に よ り 結 合 さ れ 、 こ の 結 合 が 互 い に 排 他 的 な 事 象 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 サ ン プ ル セ
ッ ト Aで は 、 試 薬 は 、 抗 体 も リ ガ ン ド -阻 害 剤 も 含 有 し て お ら ず 、 最 大 の IMPDH活 性 を 生 じ
た 。 サ ン プ ル セ ッ ト Bで は 、 酵 素 試 薬 は 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 を 含 有 し て お り 、 IMPDH活 性 に
及 ぼ す リ ガ ン ド -阻 害 剤 の 影 響 を 示 す た め に 使 用 し た 。 サ ン プ ル セ ッ ト Cは 、 抗 体 お よ び リ
ガ ン ド -阻 害 剤 の 両 方 が 存 在 す る と き の MPAに よ る IMPDH活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す た
め に 作 製 し た 。 サ ン プ ル セ ッ ト Dで は 、 抗 体 試 薬 中 に は MPAま た は MPA-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト
に 結 合 す る の に 十 分 な 抗 体 が 存 在 し て お ら ず 、 不 十 分 な 抗 体 濃 度 の 影 響 を 示 さ れ る 。 サ ン
プ ル セ ッ ト Eで は 、 MPAの 大 部 分 に 結 合 す る の に 十 分 な 抗 体 が 存 在 し 、 MPAに だ け 結 合 す る
抗 体 の 影 響 が 示 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 を 、 サ ン プ ル セ ッ ト Aで 観 測 さ れ る 抗 体 な し で 得 ら
れ る 結 果 と 比 較 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ブ ロ モ -イ ソ プ レ ニ ル リ ン カ ー (1)は 、 ス テ フ ァ ニ ー  イ ー . セ ン (Stephanie E. Sen)お
よ び グ レ ゴ リ ー  ジ ェ イ . ユ ー イ ン グ (Gregory J. Ewing)著 , ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ オ ー ガ
ニ ッ ク ・ ケ ミ ス ト リ ー (J. Org. Chem.), 1997年 , 第 62巻 , p.3529-3536に 発 表 さ れ た 手 順
に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 MPAメ チ ル エ ス テ ル (2)は 、 ウ ィ リ ア ム  エ イ . リ ー (William A. Lee), レ オ  グ ー (Leo G
u), ア ン ド リ ュ ー  ア ー ル . ミ ク ツ タ ル (Andrew R. Miksztal), ナ ン シ ー  チ ュ ー (Nancy C
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実 施 例 4: ブ ロ モ -イ ソ プ レ ニ ル リ ン カ ー 、 MPA-メ チ ル エ ス テ ル 、 お よ び 3-β -ア ミ ノ -ジ ゴ
キ シ ゲ ニ ン の 調 製



hu), ク ワ ン  レ ウ ン グ (Kwan Leung)お よ び ピ ー タ ー  エ イ チ . ネ ル ソ ン (Peter H. Nelson)
著 , フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ リ サ ー チ (Pharmaceutical Research), 1990年 , 第 7巻 , p.
161-166に 発 表 さ れ た 手 順 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 3-β -ア ミ ノ -ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン は 、 バ イ オ オ ー ガ ニ ッ ク ・ ア ン ド ・ メ デ ィ シ ナ ル ・ ケ ミ ス
ト リ ー ・ レ タ ー ズ (Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters), 1999年 , 第 9巻 , p.771
-744に 発 表 さ れ た 手 順 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

 
　 4.02ml(4.01mmol)の ナ ト リ ウ ム ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ ル )ア ミ ド の 溶 液 (テ ト ラ ヒ ド ロ フ
ラ ン (THF)中 の 1M溶 液 )を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト ン 浴 中 で 冷 却 さ せ た
。 600mg(1.79mmol)の MPAメ チ ル エ ス テ ル (2)を 7mlの 無 水 THFに 溶 解 さ せ た 溶 液 を 、 こ の 反
応 混 合 物 に 滴 下 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を -78℃ で 30分 間 攪 拌 し 、 84mg(0.46mmol)の ヘ キ サ メ
チ ル ホ ス ホ ル ア ミ ド (HMPA)を 2mlの THFに 溶 解 さ せ た 溶 液 を 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を -78℃
で 15分 間 攪 拌 し 、 840mg(2.08mmol)の ブ ロ モ -イ ソ プ レ ニ ル リ ン カ ー (1)を 2mlの THFに 溶 解
さ せ た 溶 液 を 滴 下 し た 。 ド ラ イ ア イ ス 浴 を 取 り 除 き 、 反 応 液 を 20分 間 か け て ゆ っ く り と 室
温 ま で 加 温 し た 。 反 応 混 合 物 に 5mlの 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ た
。 反 応 混 合 物 に 、 100mlの 水 を 添 加 し 、 200mlの エ チ ル ア セ テ ー ト で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 分
離 し 、 水 性 部 分 を エ チ ル ア セ テ ー ト (3× 100ml)で 再 抽 出 し た 。 合 せ た 有 機 部 分 を 100mlの
ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 20%エ チ ル ア セ テ ー ト を 用
い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 粗 生 成 物 を 精 製 し 、 501mg(43%、 0.76mmo
l)の 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OTBDPS]-MPAメ チ ル エ ス テ ル (3)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR-FAB MS:
 m/z 656。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 18mLの 新 た に 蒸 留 し た THFに 180mg(0.27mmol)の (3)を 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 0℃ で テ ト ラ ブ
チ ル ア ン モ ニ ウ ム フ ル オ リ ド の 1M溶 液 760μ Lを 添 加 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 、 0℃ で 1時 間 、 さ
ら に 室 温 で 18時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 に 、 12mLの 0.5M HCl溶 液 は 添 加 し 、 次 に 、 濃 縮 し
て で き る だ け 多 く の THFを 除 去 し た 。 残 渣 に 50mLの 水 を 添 加 し 、 こ れ を エ チ ル ア セ テ ー ト (
3× 125mL)で 抽 出 し た 。 合 わ せ た エ チ ル ア セ テ ー ト 層 を 2× 100mLの 水 を 用 い て 洗 浄 し 、 脱
水 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 濃 縮 さ せ た 。 ヘ キ サ ン 中 の 80%エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て シ リ カ ゲ ル
フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し 、 85mg(0.20 mmol、 74%)の (x)
を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 34mg(0.081mmol)の (x)に 470μ Lの 新 た に 蒸 留 し た THFお よ び 470μ Lの メ タ ノ ー ル を 添 加
し 、 続 い て 、 72mgの 水 酸 化 リ チ ウ ム 二 水 和 物 を 1mLの 水 に 溶 解 さ せ て 添 加 し た 。 反 応 混 合
物 を 室 温 で 18時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 こ れ を 20mLの 水 で 希 釈 し 、 リ ン 酸 を 用 い て
pHを 6に 調 整 し た 。 水 性 層 を 3× 20mLの ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 有 機 層 は 合 わ せ て 、 脱 水
し (Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 40%メ タ ノ ー ル を 用 い て シ リ カ ゲ
ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し 、 10mg(0.024mmol、 31%)の (3A)を 白 色 固
体 と し て 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR-FAB MS: M+Na 427。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 MPA-オ キ サ ゾ リ ジ ノ ン イ ミ ド (xi)は 、 ロ ー ロ フ (Rohloff)ら (ジ ェ イ .シ ー . ロ ホ ル フ (J.
C. Rohloff), ジ ェ イ .オ ー . ガ ー ド ナ ー (J.O. Gardner)お よ び ア ー ル .ダ ブ リ ュ ー . ト ウ
ネ (R.W. Towne), テ ト ラ ヘ ド ロ ン ・ レ タ ー ズ (Tetrahedron Lett.), 1995年 , 第 36巻 , 第 4
3号 , p.7803-7806)の 方 法 に よ り ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 (MPA)か ら 作 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 オ ー ブ ン 乾 燥 し た ケ ル ダ ー ル (Kjeldahl)型 フ ラ ス コ に ナ ト リ ウ ム ヘ キ サ メ チ ル ジ シ ラ ジ
ド の 溶 液 (Aldrich; THF中 の 1M溶 液 0.876mL)を 仕 込 み 、 フ ラ ス コ お よ び 内 容 物 を 10分 間 に
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実 施 例 5: 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OTBDPS]-MPAメ チ ル エ ス テ ル (3)の 調 製

実 施 例 5A: MPA-イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル (ラ セ ミ 体 )(3A)の 調 製

実 施 例 5B: MPA-イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル (キ ラ ル な Rエ ナ ン チ オ マ ー )(3B)の 調 製



わ た り 攪 拌 し な が ら ア ル ゴ ン 下 で -78℃ (ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト ン 浴 )ま で 冷 却 さ せ た 。 冷 却
を 続 け な が ら 、 無 水 THF(合 計 1.5mL)中 の MPA-オ キ サ ゾ リ ジ ノ ン (xi)(200mg、 0.417mmol)の
溶 液 を シ リ ン ジ に よ り 滴 下 し 、 10分 後 、 無 水 ヘ キ サ メ チ ル ホ ス ホ ル ア ミ ド (HMPA、 0.10mL;
 水 素 化 カ ル シ ウ ム か ら 留 出 )を 添 加 し た 。 20分 後 、 無 水 THF(1mL)中 の ブ ロ モ -イ ソ プ レ ニ
ル リ ン カ ー (1、 202 mg、 0.50mmol)の 溶 液 を 添 加 し た 。 -78℃ で 数 分 間 攪 拌 し た 後 、 3.5時
間 に わ た り 反 応 液 を 10℃ ま で 加 温 さ せ た 。 TLC分 析 か ら 、 出 発 物 質 が 消 費 さ れ 1種 の 主 要 生
成 物 が 他 の 少 量 と 共 に 生 じ た こ と が 示 さ れ た 。 飽 和 水 性 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム に よ り 反 応 を 停
止 さ せ 、 少 量 の 0.1N HClで 酸 性 化 し 、 エ チ ル ア セ テ ー ト (EtOAc)で 2回 抽 出 し 、 0.1N HCl、
水 、 半 飽 和 水 性 NaCl、 飽 和 水 性 NaClで 有 機 層 を 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濾 過 し 、 蒸 発 さ
せ 、 378mgの 固 体 を 得 た 。 30% EtOAc-ヘ キ サ ン 中 に あ ら か じ め 充 填 し た シ リ カ ゲ ル (50g)を
用 い て カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 同 一 の 溶 媒 で 溶 出 さ せ 、 続 い て 50% EtOAc-ヘ キ
サ ン を 溶 出 さ せ る こ と に よ り 、 こ の 物 質 を 精 製 し た 。 主 要 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ
、 蒸 発 さ せ て 、 生 成 物 (xii)(103mg、 31%)を 得 た 。 こ の 生 成 物 は 、 文 献 (Rohloffら お よ び
上 記 参 照 )記 載 の 方 法 に 準 拠 し て R異 性 体 と 帰 属 さ れ た 。 1 H-NMRに よ り 、 MPAと は 関 連 の な
い 痕 跡 量 の 不 純 物 (UV法 )を 含 む 所 望 の 生 成 物 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 RP-HPLC[C18: Vydac
218TP54;キ ラ ル カ ラ ム :Chiralcel(登 録 商 標 ) OD T M -RH](ペ ン シ ル バ ニ ア 州 エ キ ソ ン の キ ラ
ル ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ・ イ ン コ ー ポ レ ー テ ッ ド (Chiral Technologies Inc., Exton, PA)お
よ び 日 本 国 の ダ イ セ ル 化 学 工 業 株 式 会 社 (Daicel Chemical Industries, Japan))に よ り 、
1種 の 明 確 な 生 成 物 異 性 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 他 の 同 様 な 実 験 (た だ し 、 HMPAの 代 わ り に ジ メ チ ル テ ト ラ ヒ ド ロ ピ リ ミ ジ ノ ン (DMPU)を
用 い た )に お い て 、 先 の よ う に 仕 上 げ 処 理 し た 後 の 反 応 混 合 物 を 、 シ リ カ ゲ ル に よ る カ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (最 初 に 15% EtOAc-ヘ キ サ ン 、 次 に 30% EtOAc-ヘ キ サ ン で 溶 出 さ せ
た )に か け 、 次 に 、 分 取 TLC(20× 20cm× 0.025cmシ リ カ 厚 さ ; EtOAc-ヘ キ サ ン -MeOH(20-80-
2)で 溶 出 さ せ た )に か け 、 次 に 、 RP-HPLC[Chiralcel OD-RH、 複 数 処 理 、 イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク
80:20ア セ ト ニ ト リ ル /水 (0.1% CF 3 COOH)、 流 量 0.5mL]に か け て 精 製 す る こ と に よ り 、 凍 結
乾 燥 後 、 固 体 と し て 精 製 さ れ た 生 成 物 (xii)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 、 先 の ス ペ ク ト ル と 同
一 。 LR(+)FAB MS: M+Na 824, M-H 800, M-C 4 H 9  744。 HR(+)ES MS: 計 算 値  M+Na 824.3589
、 観 測 値  824.3600。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ア ル ゴ ン 下 、 氷 水 浴 中 で 冷 却 さ れ た 無 水 THF(3mL)中 の (xii)(63mg)の 攪 拌 溶 液 に 、 THF(A
ldrich; 300μ Lの 1M溶 液 ; 約 4モ ル 当 量 )中 の テ ト ラ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム フ ル オ リ ド (TBAF)
の 溶 液 を 添 加 し た 。 2時 間 後 、 反 応 液 を 室 温 ま で 加 温 し 、 続 い て TLC分 析 を 行 っ た と こ ろ 、
出 発 物 質 の 消 費 は ほ と ん ど 完 全 で あ り 4.5時 間 後 で は 変 化 し な い こ と が わ か っ た 。 反 応 液
を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 残 渣 を EtOAcと 0.1N HClと の 間 で 分 配 さ せ 、 0.1N HCl、 水 、 飽 和 水 性 N
aClで 有 機 物 を 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濾 過 し 、 蒸 発 乾 固 さ せ た 。 残 渣 を 分 取 TLC(20× 2
0cm× 0.025cmシ リ カ 厚 さ )に か け て CHCl 3 -ヘ キ サ ン -MeOH(50-50-5)で 溶 出 さ せ る こ と に よ
り 精 製 し 、 主 要 生 成 物 バ ン ド か ら 固 体 /ガ ラ ス と し て 生 成 物 (xiii)(24mg、 55%)を 得 た 。 1 H
-NMR: 一 致 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 他 の 実 験 に お い て 、 先 に 記 載 の 方 法 と 同 じ よ う に 約 10mgの (xii)を THF中 の TBAFで 処 理 し
て 同 様 な 方 法 で 仕 上 げ 処 理 し て か ら 分 取 TLC(1回 目 の プ レ ー テ ィ ン グ : 50% EtOAc-ヘ キ サ
ン で 溶 出 さ せ た ; 2回 目 の プ レ ー テ ィ ン グ : 60% EtOAc-ヘ キ サ ン で 溶 出 さ せ た )で 2回 精 製
す る こ と に よ り 、 主 要 バ ン ド か ら 精 製 物 (xiii)(3mg)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 、 先 の ス ペ ク
ト ル と 同 一 。 キ ラ ル RP-HPLC(Chiralcel OD-RH): 明 瞭 な １ つ の 異 性 体 ピ ー ク 。 LR(+)FAB M
S(マ ト リ ッ ク ス : 3-NBA+Na): M+Na 586、 M-H+2Na 608。 HR(+)FAB MS: 計 算 値  M+Na 586.2
417、 観 測 値  586.2410。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 氷 水 浴 中 で 冷 却 さ れ た 無 水 THF(2mL)中 の (xiii)(15mg、 0.0266 mmol)の 溶 液 に 、 過 酸 化
水 素 (Sigma; 水 中 の 30重 量 /重 量 %の 溶 液 16.3μ L、 5.4mgの 実 際 の 物 質 (約 6モ ル 当 量 )と 等
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価 )を 含 有 す る 水 (0.24mL)中 の 水 酸 化 リ チ ウ ム (4.5mg、 約 4モ ル 当 量 )の 溶 液 を 添 加 し た 。
冷 却 を 続 け な が ら ア ル ゴ ン 下 で 反 応 液 を 2時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 一 晩 で 室 温 ま で 加 温 し た 。 R
P-HPLC分 析 に よ り 、 反 応 の 終 了 が 示 さ れ た 。 減 圧 下 で THFを 除 去 し 、 残 渣 を 、 EtOAcと 、 少
量 (ス パ チ ュ ラ 先 端 量 )の 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム が 添 加 さ れ た 0.1N HCLと 、 の 間 で 分 配 さ せ た 。
混 合 物 は 十 分 に 振 盪 さ せ 、 相 を 分 離 さ せ 、 有 機 物 を 0.1N HCL、 水 、 飽 和 水 性 NaClで 洗 浄 し
、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濾 過 し 、 蒸 発 乾 固 さ せ た 。 残 渣 を 分 取 TLC(20× 20cm× 0.025cmシ リ カ
厚 さ )に か け て 10% MeOH-CHCl 3 で 溶 出 さ せ る こ と に よ り 精 製 し 、 主 要 生 成 物 バ ン ド か ら つ
ぶ れ た 灰 白 色 フ ォ ー ム と し て 所 望 の 生 成 物 (3B)(8mg、 74%)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS:
 M+Na 427.1、 M-OH 387.1。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 240mg(0.36mmol)の (3)を 5mlの 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 氷 浴 中 で 冷 却 さ
せ た 。 反 応 混 合 物 に 、 76μ l(0.433mmol)の N,N-ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し 、 続
い て 42μ l(0.36mmol)の 2-メ ト キ シ エ ト キ シ メ チ ル ク ロ リ ド を 添 加 し た 。 混 合 物 を 、 氷 浴
中 で １ 時 間 さ ら に 室 温 で 18時 間 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 15mlの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 希 釈 し た 。 有
機 層 を 3× 20mlの 水 で 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 60%ヘ キ
サ ン 溶 液 を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 粗 生 成 物 を 精 製 し 、 175mg(
0.23mmol、 64%)の (4)を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 1.09g(1.46mmol)の (4)を 40mlの THFに 溶 解 さ せ た 溶 液 を 0℃ ま で 冷 却 さ せ た 。 こ の 冷 却 溶
液 に 、 4.37ml(4.35mmol)の テ ト ラ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム フ ル オ リ ド (THF中 の 1M溶 液 )を ア ル
ゴ ン 雰 囲 気 中 で 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 0℃ で 1.5時 間 お よ び 室 温 で 1時 間 攪 拌 し た 。 反 応
混 合 物 に 5mlの 水 を 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 濃 縮 し た 。 反 応 混 合 物 を 75mlの ジ ク ロ ロ メ
タ ン で 希 釈 し 、 3× 75mlの 水 で 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 80%エ チ
ル ア セ テ ー ト 溶 液 を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 粗 生 成 物 を 精 製 し
、 408mg(0.806mmol、 55%)の (5)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR-FAB MS: m/z 506。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 4.5g(5.8mmol)の L-チ ロ キ シ ン と 、 18mlの DMFと 、 5.85mlの 1N NaOHと 、 495mgの NaHCO 3 と
、 18mlの 水 と 、 の 混 合 物 を 磁 気 攪 拌 し た 。 1.28g(5.8mmol)の ジ -t-ブ チ ル ジ カ ー ボ ネ ー ト
を 18mlの ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に 溶 解 さ せ て こ の 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物
を 4時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 減 圧 下 、 室 温 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 45mlの メ タ ノ ー ル を 添 加 し 、 未
溶 解 物 質 を 濾 別 し た 。 沈 殿 が 完 了 す る ま で 濾 液 に 1N HCl(20ml)を 添 加 し た 。 固 形 物 を 濾 過
し 、 風 乾 し 、 4.2g(4.78mmol、 82%)の L-チ ロ キ シ ン [N-tBoc](6)を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 500mg(0.57mmol)の L-チ ロ キ シ ン (N-tBoc)(6)に 15mlの 無 水 DMFを 添 加 し 、 続 い て 149mg(1
.29mmol)の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び 283mg(1.47mmol)の 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ
ル ア ミ ノ -プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 3時 間 攪 拌 し た 。 こ の 活
性 化 エ ス テ ル を in situで 次 の ス テ ッ プ に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 5.5mlの 無 水 ピ リ ジ ン に 1.5ml(22mmol)の エ チ レ ン ジ ア ミ ン を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で
5分 間 攪 拌 し 、 こ の 溶 液 に in situで 調 製 し た チ ロ キ シ ン 活 性 化 エ ス テ ル の 作 製 済 み 溶 液 を
滴 下 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 48時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃 縮 し 、 100mlの 飽 和 Na 2 CO 3 溶
液 を 添 加 し た 。 固 形 物 を 濾 別 し 、 100mlの 水 で 洗 浄 し た 。 メ タ ノ ー ル 中 の 50%ク ロ ロ ホ ル ム
溶 液 を 用 い て カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り こ の 粗 固 体 を 精 製 し 、 250mg(0.27mmol、 48
%)の (7)を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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実 施 例 6: 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OTBDPS]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル (4)の 調 製

実 施 例 7: 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OH]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル (5)の 調 製

実 施 例 8: L-チ ロ キ シ ン [N-tBoc](6)の 調 製

実 施 例 9: L-チ ロ キ シ ン (N-tBoc)-ア ミ ド エ チ レ ン ア ミ ン (7)の 調 製

実 施 例 10: 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン (N-tB



　 25mg(0.049mmol)の (5)に 1mlの THFを 添 加 し 、 続 い て 12.6mg(0.046mmol)の N,N’ -ジ ス ク
シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト お よ び 20μ lの ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 1
8時 間 攪 拌 し て 、 対 応 す る N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト を 得 た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 L-チ ロ キ シ ン -[N-tBoc]-ア ミ ド エ チ レ ン ア ミ ン (7)(22mg、 0.023mmol)を 1mlの 無 水 DMFに
溶 解 さ せ 、 100μ lの ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 溶 液 に 、 先 に 調 製 し た MPA-N-ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト 溶 液 (in situで 調 製 し た )を 滴 下 し た 。 反 応 液 を 室
温 で 30分 間 攪 拌 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有
す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル グ ラ ジ エ ン ト 系 を 用 い て 分 取 RP-HPLC［ Rainin C-18(ODS)21.4mm×
250mm］ に よ り 残 渣 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発
さ せ 、 残 存 混 合 物 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 24mg(0.016mmol、 34%)の (8)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 H
R-ES(+) MS: 計 算 値  M+Na 1474.0173、 観 測 値  1474.0176。
【 ０ １ ０ １ 】

　 22mg(0.015mmol)の 5’ -[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ
キ シ ン (N-tBoc)]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル (8)に 2mlの メ タ ノ ー ル お よ び 40mg(1.6mmol)の
水 酸 化 リ チ ウ ム (水 １ ml中 の 溶 液 )を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 2日 間 攪 拌 し 、 ロ ー タ リ ー
エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 反 応 混 合 物 に 2mlの 水 を 添 加 し 、 希 リ ン 酸 を 用 い て pHを 6に 調
整 し た 。 反 応 液 を 濃 縮 乾 固 し 、 100mlの メ タ ノ ー ル を 添 加 し た 。 混 合 物 を 濾 過 し 、 濾 液 を
濃 縮 し た 。 、 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル グ ラ ジ エ ン ト 系 を 用
い て 分 取 RP-HPLC［ Rainin C-18(ODS)21.4mm× 250mm］ に よ り 残 渣 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含
有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ 、 残 存 混 合 物 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 11mg(0.0
07mmol、 52%)の (9)を 得 た 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 5mg(0.003mmol)の 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ
シ ン (N-tBoc)]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (9)に 1.5mlの ジ ク ロ ロ メ タ ン を
添 加 し 、 溶 液 を 0℃ ま で 冷 却 さ せ た 。 こ の 溶 液 に ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 の 50%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
の 氷 冷 溶 液 200μ lを 5分 間 隔 で 2回 に 分 け て 添 加 し た 。 混 合 物 を 氷 浴 中 で さ ら に 15分 間 攪 拌
し た 。 こ れ を 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 0.1%ト リ フ ル オ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル の グ
ラ ジ エ ン ト 系 を 用 い て 分 析 用 RP-HPLC［ C-18、 Vydac 4.6mm× 250mm］ に よ り 生 成 物 の 形 成
を モ ニ タ ー し た 。 反 応 液 を 再 び ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 処 理 に 供 し た 。 粗 反 応 混 合 物 を 1.5mlの
ジ ク ロ ロ メ タ ン に 再 溶 解 さ せ 、 溶 液 を 0℃ ま で 冷 却 さ せ た 。 こ の 溶 液 に ジ ク ロ ロ メ タ ン 中
の 50%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の 氷 冷 溶 液 200μ lを 5分 間 隔 で 2回 に 分 け て 添 加 し た 。 混 合 物 を 0℃
で 25分 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し 、 次 い で 高 真 空 ポ ン プ
で 濃 縮 し た 。 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル の グ ラ ジ エ ン ト 系 を
用 い て 分 析 用 RP-HPLC［ C-18、 Vydac 4.6mm× 250mm］ に よ り 生 成 物 の 形 成 を モ ニ タ ー し た
。 そ の 結 果 か ら 、 反 応 液 が 主 に MEM-脱 保 護 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ エ
チ レ ン -ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン (N-tBoc)]-MPA(10)と い く ら か の 所 望 の 生 成 物 (11)と を 含 む コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 混 合 物 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 上 記 の 生 成 物 を 再 び ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 処 理 に 供 し た 。 上 記 の 反 応 混 合 物 を 2mlの ジ ク ロ
ロ メ タ ン で 処 理 し 、 氷 浴 中 で 冷 却 さ せ た 。 混 合 物 に 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 の 50%ト リ フ ル オ
ロ 酢 酸 の 氷 冷 溶 液 600μ lを 5分 間 隔 で 3回 に 分 け て 添 加 し た 。 混 合 物 を 氷 浴 中 で さ ら に 25分
間 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 0.1%の ト リ フ ル オ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ
ト リ ル の グ ラ ジ エ ン ト 系 を 用 い て 半 分 取 RP-HPLC［ C-18、 Vydac 10mm× 250mm］ に よ り 粗 生
成 物 を 精 製 し た (3ml/分 )。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ 、
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oc)]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (8)の 調 製

実 施 例 11: 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン (N-tB
oc)]-MPA[OMEM]コ ン ジ ュ ゲ ー ト (9)の 調 製

実 施 例 12: 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン ]-MPA
コ ン ジ ュ ゲ ー ト (11)の 調 製



残 存 混 合 物 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 1.8mg(0.0013mmol、 45%)の (11)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/M
S: M+Na 1271.8。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 700μ lの 濃 H 2 SO 4 を 含 有 す る 1,4-ジ オ キ サ ン の 溶 液 に ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 (860mg、 2.68mmo
l)を 溶 解 さ せ た 。 溶 液 を 加 圧 ボ ト ル に 移 し 、 こ れ を 氷 で 冷 却 さ せ た 。 イ ソ ブ チ レ ン (20ml)
を ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 溶 液 に 注 い だ 。 加 圧 ボ ト ル に 蓋 を し て 、 室 温 で 2日 間 に わ た り 非 常 に
ゆ っ く り 磁 気 攪 拌 し た 。 混 合 物 を ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト ン 下 で 冷 却 さ せ 、 圧 力 を 徐 々 に 開
放 し た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 加 温 し 、 150mlの エ チ ル ア セ テ ー ト で 希 釈 し た 。 水 性 部 分 を 分
離 し 、 3× 100mlの エ チ ル ア セ テ ー ト で 抽 出 し た 。 合 せ た 有 機 層 を 100mlの 水 、 100mlの 飽 和
NaHCO 3 、 続 い て 100mlの 水 で 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 8
0%ヘ キ サ ン 溶 液 を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 粗 生 成 物 を 精 製 し 、
590mg(1.63mmol、 60%)の MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (12)を 得 た 。
【 ０ １ ０ ５ 】

　 3.2ml(3.19mmol)の ナ ト リ ウ ム ビ ス (ト リ エ チ ル シ リ ル )ア ミ ド の 溶 液 (THF中 の 1.0M溶 液 )
を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト ン 浴 に よ り -78℃ ま で 冷 却 さ せ た 。 こ の 冷 却 溶
液 に 0.32ml(2.64mmol)の DMPUを 添 加 し 、 -78℃ で 15分 間 攪 拌 し た 。 新 た に 蒸 留 し た 5mlの TH
F中 に 398mg(1.10mmol)の MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (12)を 溶 解 さ せ た 溶 液 を 、 こ の 反 応 混 合 物
に 滴 下 し た 。 反 応 混 合 物 を -78℃ で 30分 間 攪 拌 し 、 0.18ml(1.61mmol)の エ チ ル ブ ロ モ ア セ
テ ー ト を 添 加 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を -40℃ で 3時 間 お よ び 0℃ で 1時 間 攪 拌 し た 。 反 応 液 に
10mlの 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 混 合 物 を 室 温 ま で 加 温 し た 。 さ
ら に 80mlの 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し 、 水 部 分 を エ チ ル ア セ テ ー ト で 抽 出 し た (3× 80
ml)。 有 機 層 を 合 わ せ 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 粗 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に か け て 最 初 に エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 80%ヘ キ サ ン 溶 液 で 、 次 い で ヘ キ サ ン
中 の 50%エ チ ル ア セ テ ー ト 溶 液 で 溶 出 さ せ る こ と に よ り 精 製 し 、 不 純 物 を 含 有 す る 生 成 物 3
30mgを 得 た 。 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル の グ ラ ジ エ ン ト 系 を
用 い て 分 取 RP-HPLC［ Rainin C-18(ODS) 21.4mm× 250mm］ に よ り 、 こ れ を 再 精 製 し た 。 生
成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ 、 残 存 混 合 物 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、
163mg(0.35mmol、 32%)の (13)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 HR-FAB MS: M+Naに 対 す る 計 算 値  48
5.2151、 観 測 値  485.2140。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 41.1mlの DMSOに 141mg(0.30mmol)の (13)を 溶 解 さ せ た 溶 液 を 調 製 し た 。 こ れ を 81mlの 0.1
Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 7.0)で 希 釈 し 、 306μ lの エ ス テ ラ ー ゼ (ブ タ 肝 臓 由 来 、 Roche 
Diagnostics, 10mg/mlの 懸 濁 液 )を 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 3日 間 攪 拌 し 、 濾 過 し た
。 分 取 RP-HPLC［ WATERS DELTAPAK C-18 50× 250mm、 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る
水 /ア セ ト ニ ト リ ル 系 ］ を 用 い て 濾 液 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 ア セ
ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ 、 混 合 物 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 76mg(0.17mmol、 57%)の 5'-カ ル ボ キ シ メ
チ ル -MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (14)を 得 た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 5'-カ ル ボ キ シ メ チ ル -MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (20mg、 46μ mol)を 193μ lの DMFに 溶 解 さ せ
た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 7.95mg(69μ mol)の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び 11.4mg(55.2
μ mol)の DCCを 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 3時 間 攪 拌 し た 。 さ ら に 2.65mg(23μ mol)の N
-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び 2.85mg(13.8μ mol)の DCCを 55μ lの DMFに 溶 解 さ せ て 添
加 し 、 反 応 混 合 物 を 室 温 で 1時 間 攪 拌 し た 。 23.2mg(46μ mol)の 3-β -ア ミ ノ -ジ ゴ キ シ ゲ ニ
ン を 63.8μ l(460μ mol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン お よ び 120μ lの DMFに 溶 解 さ せ た 溶 液 を 添 加 し
た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 1時 間 攪 拌 し 、 蒸 発 さ せ 、 68mgの 粗 生 成 物 (15)を 得 た 。 さ ら な る
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実 施 例 13: MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (12)の 調 製

実 施 例 14: 5'-エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル メ チ ル -MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (13)の 調 製

実 施 例 15: 5'-カ ル ボ キ シ メ チ ル -MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (14)の 調 製

実 施 例 16: 5'-(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル -β -ア ミ ド メ チ ル )-MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ
ュ ゲ ー ト (15)の 調 製



精 製 を 行 う こ と な く こ れ を 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 5'-(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル -β -ア ミ ド メ チ ル )-MPA t-ブ チ ル エ ス テ ル (15)の 粗 生 成 物
を 3mlの ジ ク ロ ロ メ タ ン に 溶 解 さ せ た 。 反 応 混 合 物 に 3mlの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し 、 溶
液 を 室 温 で 正 確 に 30分 間 攪 拌 し た 。 次 に こ の 溶 液 を 蒸 発 さ せ 、 直 ち に 以 下 の よ う に 残 渣 を
精 製 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 残 渣 を 1.5mlの メ タ ノ ー ル に 溶 解 さ せ 、 直 ち に 半 分 取 RP-HPLC［ Vydac C-18 300Å  10μ m
 22× 250mm、 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル 系 ］ を 用 い て 精 製 し
、 7.3mgの 異 性 体 A(16A)お よ び 7.4mgの 異 性 体 B(16B)を 得 た 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】

　 1リ ッ ト ル の 抗 体 試 薬 (す な わ ち 第 1の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 6.0gの N-[2-ア セ ト ア ミ ド ]-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (ACES)を 添 加 し
て 溶 解 さ せ た 。 2N NaOHで pHを 6.0に 調 整 し た 。 次 に 、 0.663gの NADを 添 加 し て 完 全 に 溶 解
さ せ た 。 そ の 後 、 0.95gの ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 溶 解 さ せ 、 最 後 に 1.0gの SUTTOCIDE
 Aを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。 最 後 に 、 10mgの 抗 L
-チ ロ キ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し た 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 使 用 し た 抗 体 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 が 容 易 に 利 用 可 能 な 公 知 の 手 順 に 従
っ て 調 製 し た 。 チ ロ キ シ ン に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 任 意 の 抗 体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ
リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ か )を 本 発 明 の 実 施 の 際 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し な が
ら 、 容 易 に か つ 一 貫 性 を も た せ て 産 生 で き る と い う 理 由 で 、 一 般 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
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実 施 例 17: 5'-(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル -β -ア ミ ド メ チ ル )-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (16)の 調 製

実 施 例 18: チ ロ キ シ ン ア ッ セ イ 用 の 抗 体 試 薬 の 調 製



抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ２ 】

　 1リ ッ ト ル の 酵 素 試 薬 (す な わ ち 第 2の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 168.8gの NaTAPSOを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.15gの TCEPを 溶
解 さ せ た 。 次 に 31.4gの IMPを 溶 解 さ せ 、 そ の 後 、 2.23gの Na 2 EDTAを 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.
0gの SUTTOCIDE Aを 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。 十 分 な 組 換 え
ヒ ト IMPDH-II(大 腸 菌 (E. coli)溶 解 物 上 清 の 35%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 物 と し て )を 添 加 し
て 完 全 に 溶 解 さ せ 、 37℃ で 5分 間 に わ た る 340nmに お け る 吸 光 度 変 化 が 780× 10 - 4 に な る よ
う に し た 。 次 に 、 0.0005gの リ ガ ン ド -阻 害 剤 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -
エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (11)を 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】

　 L-チ ロ キ シ ン を 添 加 し た 生 理 食 塩 水 サ ン プ ル に 対 し て 本 発 明 の 方 法 に よ り チ ロ キ シ ン ア
ッ セ イ を 行 っ た 。 生 理 食 塩 水 中 に L-チ ロ キ シ ン (Sigma Chemical)を 懸 濁 さ せ 、 1N NaOHの
滴 下 に よ り 溶 解 さ せ 、 そ の 後 、 最 終 濃 度 が 100、 250、 500、 お よ び 1000ng/mlに な る よ う に
生 理 食 塩 水 で 希 釈 す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル を 調 製 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 37℃ の キ ュ ベ ッ ト に 3μ lの サ ン プ ル お よ び 150μ lの 抗 体 試 薬 を 注 入 し 、 次 に 、 こ れ を 混
合 し て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 150μ lの 酵 素 試 薬 を 添 加 し て 混 合 す る よ う に 、 H
ITACHI 917ア ナ ラ イ ザ ー (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis)を プ ロ グ ラ ム し た 。
酵 素 試 薬 添 加 の 3分 13秒 後 ～ 4分 42秒 後 (読 取 り ウ イ ン ド ウ 29-34)の 340nmに お け る 変 化 (mA/
分 )を 計 算 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 図 2に 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
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実 施 例 19: チ ロ キ シ ン ア ッ セ イ 用 の 酵 素 試 薬 の 調 製

実 施 例 20: チ ロ キ シ ン の 測 定



　 1リ ッ ト ル の 抗 体 試 薬 (す な わ ち 第 1の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 6.0gの ACESを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 2N NaOHで pHを 6.0に 調 整 し た 。 次 に
、 0.53gの NADを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 そ の 後 、 0.95gの ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し
て 溶 解 さ せ 、 最 後 に 、 1.0gの SUTTOCIDE Aを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ
ッ ト ル に 調 整 し た 。 最 後 に 、 25mgの 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し た 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 使 用 し た 抗 体 は 、 市 販 品 (Roche Cat. No. 1333062)で あ る 。 し か し な が ら 、 ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 任 意 の 抗 体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ
か )を 本 発 明 の 実 施 の 際 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 と は い え 、 容 易 に か つ 一 貫 性 を も
た せ て 産 生 で き る と い う 理 由 で 、 一 般 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 1リ ッ ト ル の 酵 素 試 薬 (す な わ ち 第 2の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 56.3gの NaTAPSOを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 81.6gの 酢 酸 Na・ 3
H 2 Oを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.15gの TCEPを 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 0.319gの IMPを 溶 解
さ せ 、 そ の 後 、 2.23gの Na 2 EDTAを 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.0gの SUTTOCIDE Aを 溶 解 さ せ た 。
脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。 十 分 な 組 換 え ヒ ト IMPDH-II(大 腸 菌 (E. coli)
溶 解 物 上 清 の 35%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 物 と し て )を 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ 、 37℃ で 5分
間 に わ た る 340nmに お け る 吸 光 度 変 化 が 1280× 10 - 4 に な る よ う に し た 。 次 に 、 0.001gの リ
ガ ン ド -阻 害 剤 4'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル
メ チ ル ]-MPAま た は 5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ
ニ ル メ チ ル ]-MPAを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。
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実 施 例 21: ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ア ッ セ イ 用 の 抗 体 試 薬 の 調 製

実 施 例 22: ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ア ッ セ イ 用 の 酵 素 試 薬 の 調 製



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】

　 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 添 加 し た 生 理 食 塩 水 サ ン プ ル に 対 し て 本 発 明 の 方 法 に よ り ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン ア ッ セ イ を 行 っ た 。 最 初 に 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (Sigma Chemical)を 100% DMSO中 に 溶 解
さ せ 、 そ の 後 、 0.5、 1.0、 5.0、 お よ び 10.0μ g/mlの 濃 度 に な る よ う に 正 常 ヒ ト 血 漿 に 添
加 し た 。 37℃ の キ ュ ベ ッ ト に 20μ lの サ ン プ ル お よ び 150μ lの 抗 体 試 薬 を 注 入 し 、 次 に 、
こ れ を 混 合 し て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 150μ lの 酵 素 試 薬 を 添 加 し て 混 合 す る
よ う に 、 HITACHI 717ア ナ ラ イ ザ ー (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis)を プ ロ グ ラ
ム し た 。 最 初 の 酵 素 試 薬 添 加 時 か ら 酵 素 試 薬 添 加 の 5分 後 ま で の 340nmに お け る 吸 光 度 差 を
計 算 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 図 3に 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ の 実 施 例 か ら 、 4'ま た は 5'位 で 調 製 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は い ず れ も 本 発 明 に 使 用 可
能 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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実 施 例 24: ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ア ッ セ イ 用 の 抗 体 試 薬 の 調 製



　 1リ ッ ト ル の 抗 体 試 薬 (す な わ ち 第 1の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 6.0gの ACESを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 2N NaOHで pHを 6.0に 調 整 し た 。 次 に
、 0.663gの NADを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 そ の 後 、 0.95gの ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し
て 溶 解 さ せ 、 最 後 に 、 1.0gの SUTTOCIDE Aを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ
ッ ト ル に 調 整 し た 。 最 後 に 、 10ま た は 15mgの 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加
し た 。
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
　 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 異 性 体 Bに つ い て は 、 よ り 少 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 。 な ぜ
な ら 、 こ の 阻 害 剤 に つ い て は よ り 少 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で よ り 良 好 な ア ッ セ イ 感 度 が
観 測 さ れ た か ら で あ る 。 こ れ は 、 こ の 阻 害 剤 と IMPDHと の 結 合 と 、 こ の 阻 害 剤 と モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 と の 結 合 と 、 の 競 合 の 改 良 に 基 づ く も の で あ ろ う 。 こ れ は IMPDHお よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 阻 害 剤 の 親 和 性 が 増 加 し た こ と が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 1リ ッ ト ル の 酵 素 試 薬 (す な わ ち 第 2の 試 薬 )を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン
水 を 容 器 に 入 れ 、 168.8gの NaTAPSOを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.15gの TCEPを 溶
解 さ せ た 。 次 に 、 31.4gの IMPを 溶 解 さ せ 、 そ の 後 、 2.23gの Na 2 EDTAを 溶 解 さ せ た 。 次 に 、
1.0gの SUTTOCIDE Aを 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。 十 分 な 組 換
え ヒ ト IMPDH-II(大 腸 菌 (E. coli)溶 解 物 上 清 の 35%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 物 と し て )を 添 加
し て 完 全 に 溶 解 さ せ 、 37℃ で 5分 間 に わ た る 340nmに お け る 吸 光 度 変 化 が 3300× 10 - 4 に な る
よ う に し た 。 次 に 、 0.0002gの リ ガ ン ド -阻 害 剤 (5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-β -ア ミ ド
メ チ ル ]-MPA(異 性 体 A)も し く は 5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-β -ア ミ ド メ チ ル ]-MPA(異
性 体 B))を 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 ま た は そ の 代 わ り 、 0.0005gの リ ガ ン ド -阻 害 剤 (5'-[(ジ
ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ チ ル ]-MPA(ラ セ ミ 体
))を 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】

　 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 添 加 し た 生 理 食 塩 水 サ ン プ ル に 対 し て 本 発 明 の 方 法 に よ り ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン ア ッ セ イ を 行 っ た 。 最 初 に 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (Sigma Chemical)を 100% DMSO中 に 溶 解
さ せ 、 そ の 後 、 0、 10、 20、 30、 40、 50 、 60、 70、 80、 90、 お よ び 100μ g/mlの 濃 度 に な
る よ う に 生 理 食 塩 水 に 添 加 し た 。 37℃ の キ ュ ベ ッ ト に 3μ lの サ ン プ ル お よ び 150μ lの 抗 体
試 薬 を 注 入 し 、 次 に 、 こ れ を 混 合 し て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 150μ lの 酵 素 試
薬 を 添 加 し て 混 合 す る よ う に 、 HITACHI 917ア ナ ラ イ ザ ー (Roche Diagnostics Corp., Ind
ianapolis)を プ ロ グ ラ ム し た 。 最 初 の 酵 素 試 薬 添 加 時 か ら 酵 素 試 薬 添 加 の 4分 42秒 後 ま で
の 340nmに お け る 吸 光 度 差 を 計 算 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 図 4に 示 す 。 こ の 実 施 例 は 、 リ ガ ン
ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に お け る 異 な る 長 さ の リ ン カ ー の 使 用 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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実 施 例 27: テ オ フ ィ リ ン ア ッ セ イ 用 の 第 1の 試 薬 の 調 製



　 1リ ッ ト ル の 第 1の 試 薬 を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン 水 を 容 器 に 入 れ 、 6.0
gの ACESを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 2N NaOHで pHを 6.0に 調 整 し た 。 次 に 、 0.66gの NADを 添 加
し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 そ の 後 、 0.95gの ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 溶 解 さ せ 、 最 後 に
、 1.0gの SUTTOCIDE Aを 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】

　 1リ ッ ト ル の 第 2の 試 薬 を 次 の よ う に 調 製 し た 。 約 800mlの 脱 イ オ ン 水 を 容 器 に 入 れ 、 168
.8gの NaTAPSOを 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.15gの TCEPを 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 31.
4gの IMPを 溶 解 さ せ 、 そ の 後 、 2.23gの Na 2 EDTAを 溶 解 さ せ た 。 次 に 、 1.0gの SUTTOCIDE Aを
溶 解 さ せ た 。 脱 イ オ ン 水 で 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 整 し た 。 十 分 な 組 換 え ヒ ト IMPDH-II(大 腸
菌 (E. coli)溶 解 物 上 清 の 35%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 物 と し て )を 添 加 し て 完 全 に 溶 解 さ せ
、 37℃ で 5分 間 に わ た る 340nmに お け る 吸 光 度 変 化 が 3100× 10 - 4 に な る よ う に し た 。 次 に 、
0.00027gの リ ガ ン ド -阻 害 剤 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル
オ キ シ )イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA(20)を 添 加 し て 溶 解 さ せ た 。 最 後 に 、 10mgま た は 25mgの 抗 テ オ
フ ィ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し た 。
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
　 使 用 し た 抗 体 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 が 容 易 に 利 用 可 能 な 公 知 の 手 順 に 従
っ て 調 製 し た 。 テ オ フ ィ リ ン に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 任 意 の 抗 体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は
ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ か )を 本 発 明 の 実 施 の 際 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し な
が ら 、 容 易 に か つ 一 貫 性 を も た せ て 産 生 で き る と い う 理 由 で 、 一 般 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　 テ オ フ ィ リ ン を 添 加 し た 生 理 食 塩 水 サ ン プ ル を 本 発 明 の 方 法 に よ り ア ッ セ イ し た 。 最 初
に 、 テ オ フ ィ リ ン (Sigma Chemical)を 生 理 食 塩 水 に 溶 解 さ せ (1mg/10ml)、 そ の 後 、 0、 5、
10、 20、 40、 お よ び 50μ g/mlの 濃 度 に な る よ う に 希 釈 し た 。 37℃ の キ ュ ベ ッ ト に 3μ lの サ
ン プ ル お よ び 150μ lの 第 1の 試 薬 を 注 入 し 、 次 に 、 こ れ を 混 合 し て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 そ の 後 、 150μ lの 第 2の 試 薬 を 添 加 し て 混 合 す る よ う に 、 HITACHI 717ア ナ ラ イ ザ ー (Roc
he Diagnostics Corp., Indianapolis)を プ ロ グ ラ ム し た 。 第 2の 試 薬 の 最 初 の 添 加 時 か ら
第 2の 試 薬 の 添 加 の 5分 後 ま で の 340nmに お け る 吸 光 度 差 を 計 算 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 図 5に
示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 阻 害 剤 と 抗 体 を 同 一 の 試 薬 中 に 配 合 し た 。 こ の 実 施 例 で 使 用 し た 特 定
の テ オ フ ィ リ ン 抗 体 は 、 薬 物 に 対 す る 親 和 性 と 比 較 し て 、 阻 害 剤 に 対 し て 比 較 的 低 い 親 和
性 を 有 し て い た の で 、 あ ら か じ め 阻 害 剤 -抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す べ く 、 サ ン プ ル の
添 加 前 、 最 初 に 抗 体 と 阻 害 剤 を 結 合 さ せ た 。 そ の 後 、 薬 物 を 含 有 す る サ ン プ ル を 添 加 す る
と 、 薬 物 に 対 す る 抗 体 の 親 和 性 の ほ う が 高 い た め 、 薬 物 は 阻 害 剤 と 置 き 代 わ り 、 そ れ に よ
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り 阻 害 剤 を 遊 離 し て 酵 素 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 IC 5 0 (阻 害 定 数 )と は 、 酵 素 活 性 の 50%阻 害 を 引 き 起 こ す 阻 害 剤 の モ ル 濃 度 で あ る 。 こ の
実 施 例 を 用 い て 、 種 々 の MPA誘 導 体 に よ る 酵 素 阻 害 の 能 力 を 例 示 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の ア ッ セ イ で は 、 IMPDH IIに よ る IMPか ら XMPへ の 変 換 時 の NADHの 生 成 を 測 定 す る 。 分
光 光 度 計 を 使 用 し て 、 40℃ で 10分 間 に わ た り 反 応 を 340nmで モ ニ タ ー す る 。 こ の 実 施 例 で
使 用 す る 手 順 は 、 ネ ル ソ ン , ピ ー .エ イ チ .(Nelson,P.H.)ら 著 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ メ デ
ィ シ ナ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (J. Med. Chem.), 1996年 , 第 39巻 , p.4181-4196に 記 載 の も の で
あ る 。 阻 害 剤 は 、 100% DMSOで 希 釈 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 125mM Tris HCl, pH8.0、 125mM KCl、 3.75mM EDTA、 125g/ml BSA、 0.0625mM IMP、 お よ
び 0.125mM NADを 含 有 す る 反 応 緩 衝 液 100mlを 調 製 し た 。 100mM Tris HCl, pH8.0、 100mM K
Cl、 3.0mM EDTA、 お よ び 100g/ml BSAを 含 有 す る 酵 素 希 釈 液 100mlを 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 IMPDH II酵 素 を 酵 素 希 釈 液 で 0.0065U/mlに 希 釈 し た 。 反 応 キ ュ ベ ッ ト 中 の 酵 素 の 最 終 濃
度 は 、 0.00065U/mlで あ っ た 。 1mg/mlに な る よ う に サ ン プ ル (誘 導 体 )を DMSO中 に 溶 解 さ せ
た 。 100% DMSOで サ ン プ ル を さ ら に 希 釈 し た 。 希 釈 液 は す べ て 、 あ ら か じ め 調 製 し て お い
た 1mM原 液 か ら 新 た に 調 製 し た も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ア ッ セ イ 方 式 は 次 の 通 り で あ る 。 分 光 光 度 計 中 の 6つ の キ ュ ベ ッ ト に 800μ lの 反 応 緩 衝
液 を 添 加 し た 。 試 験 対 象 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト /MPA誘 導 体 ご と に 、 100μ lの DMSOの み (対 照 )ま
た は 所 定 の サ ン プ ル 濃 度 液 を 添 加 し た 。 反 応 緩 衝 液 お よ び サ ン プ ル の 入 っ た キ ュ ベ ッ ト を
反 転 さ せ る こ と に よ り 混 合 し た 。 反 応 緩 衝 液 お よ び サ ン プ ル の 入 っ た キ ュ ベ ッ ト を 40℃ で
5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100μ lの 酵 素 溶 液 の 添 加 に よ り 反 応 を 開 始 さ せ た 。 キ ュ ベ ッ
ト を 再 び 反 転 さ せ る こ と に よ り 混 合 し た 。 340nmで 反 応 を モ ニ タ ー し 、 デ ー タ を 10分 間 取
得 し た 。 こ の 結 果 を 用 い て サ ン プ ル の IC 5 0 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 実 施 例 5Aに 記 載 さ れ て い る 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 、 化 合 物 (3)の エ ス テ ル 基 の
水 酸 化 リ チ ウ ム 加 水 分 解 お よ び TBDPS基 の 脱 保 護 を 行 う こ と に よ り 、 MPA-イ ソ プ レ ニ ル (ラ
セ ミ 体 )(3A)を 調 製 し た 。 実 施 例 5Bに 記 載 さ れ て い る 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 、 (2)
の [(S)-4-ベ ン ジ ル -2-オ キ サ ゾ リ ジ ノ ン -1-イ ル ]イ ミ ド 類 似 体 [Rohloffら 、 Tetrahedron 
Lett.,36,7803-7806(1995)]の 5'位 を (3)の 合 成 に 対 し て 記 載 し た の と 同 じ よ う に し て ア ル
キ ル ブ ロ ミ ド (1)に よ り ア ル キ ル 化 し 、 続 い て 、 TBDPS基 の 脱 保 護 お よ び オ キ サ ゾ リ ジ ニ ル
基 の 加 水 分 解 を 行 う こ と に よ り 、 キ ラ ル な MPA-イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル (3B)(R異 性 体 )を
作 製 し た 。
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ の 表 は 、 数 種 の MPA誘 導 体 で 得 ら れ た IC 5 0 デ ー タ を 示 し て い る 。 IC 5 0 デ ー タ と は 、 酵
素 活 性 を 50%低 下 さ せ る MPA-阻 害 剤 の モ ル 濃 度 で あ る 。 ア ッ セ イ 混 合 物 中 の MPA-阻 害 剤 の
モ ル 濃 度 を x軸 に と り 、 活 性 比 (fractional activity)(MPA-阻 害 剤 を ま っ た く 用 い な い と
き の 酵 素 反 応 速 度 に 対 す る MPA-阻 害 剤 を 用 い た と き の 酵 素 反 応 速 度 の 比 率 )を y軸 に と っ て
得 ら れ た プ ロ ッ ト に 、 非 線 形 曲 線 あ て は め を 行 う こ と に よ り 、 IC 5 0 値 を 決 定 す る 。 Sigma-
Plot 4.0ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 次 の 回 帰 式 、 す な わ ち 、 双 曲 線 型 減 衰 の 2パ ラ メ ー タ ー
式 y＝ ab/(b＋ x)〔 式 中 、 y＝ 活 性 比 、 x＝ 阻 害 剤 の モ ル 濃 度 、 a＝ 1、 お よ び b＝ IC 5 0 〕 に よ
る 非 線 形 曲 線 あ て は め を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 IC 5 0 の 結 果 は 、 IMPDHの MPA誘 導 体 阻 害 剤 の 5'位 の キ ラ リ テ ィ ー の 重 要 性 を 示 し て お り 、
本 発 明 者 ら の 見 い だ し た よ り 効 力 の 高 い エ ナ ン チ オ マ ー の 空 間 幾 何 学 的 形 状 は 、 ス ミ ス , 
デ ィ ー .ビ ー .(Smith, D.B.)ら 著 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ オ ー ガ ニ ッ ク ・ ケ ミ ス ト リ ー (Jour
nal of Organic Chemistry), 1996年 , 第 61巻 , p.2236-2241と 一 致 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 MPA親 構 造 に 結 合 し た 薬 物 (MPA)を 有 す る MPA-MPA誘 導 体 を プ ロ ト タ イ プ 阻 害 剤 と し て 使
用 し た 。 プ ロ ト タ イ プ 薬 物 -阻 害 剤 と し て の MPA-MPAは 、 MPAの イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 効 で あ
る こ と が 実 証 さ れ た の で 、 こ の 阻 害 剤 の IC 5 0 値 の 大 き さ は 、 MPAの イ ム ノ ア ッ セ イ だ け で
な く 新 し い 薬 物 の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て も 成 功 の 予 測 指 標 と な り う る 。 比 較 的 小 さ い IC

5 0 値 を 有 す る 薬 物 阻 害 剤 は 、 IMPDH活 性 の よ り 強 力 な 阻 害 剤 と な り う る の で 、 記 載 の イ ム
ノ ア ッ セ イ に 有 用 で あ ろ う 。 た と え ば 、 MPA-チ ロ キ シ ン イ ソ プ レ ニ ル は 、 MPA-テ オ フ ィ リ
ン よ り も 小 さ い IC 5 0 値 を 有 し 大 き い イ ム ノ ア ッ セ イ 感 度 を 示 し た 。 ま た 、 MPA誘 導 体 の Sエ
ナ ン チ オ マ ー が よ り 効 力 が 高 い と 報 告 し て い る 既 報 (ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ オ ー ガ ニ ッ ク ・
ケ ミ ス ト リ ー (J. of Org. Chem.), 1996年 , 第 61巻 , p.2236-2241)と 一 致 し て 、 キ ラ ル 誘
導 体 は 、 IMPDHの よ り 強 力 な 阻 害 剤 で あ る 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 ＊ こ れ ら の 誘 導 体 の IC 5 0 値 は 、 わ ず か に 異 な る 方 法 を 用 い て 決 定 し た 。 こ れ ら の 誘 導 体
の 場 合 、 第 2の 試 薬 に 抗 体 を 添 加 せ ず か つ 生 理 食 塩 水 の み を サ ン プ ル と し て 使 用 す る よ う
に 変 更 を 加 え て 、 チ ロ キ シ ン に つ い て は 実 施 例 20、 テ オ フ ィ リ ン に つ い て は 実 施 例 29の 記
載 に 従 っ て 、 阻 害 剤 を 用 い た と き と 用 い な い と き の 酵 素 反 応 速 度 を 決 定 し た 。 そ れ ぞ れ が
異 な る 濃 度 の 阻 害 剤 を 含 有 す る 多 数 の 第 2の 試 薬 を HITACHI 917に よ り ア ッ セ イ し た 。 第 1
の 試 薬 は 、 実 施 例 20お よ び 29に 記 載 し た と お り で あ り 、 変 更 は 加 え て い な い 。 こ れ ら の 異
な る 濃 度 の 阻 害 剤 を 用 い て 得 ら れ た 反 応 速 度 比 を 阻 害 剤 の モ ル 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し 、
記 載 し た よ う に IC 5 0 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 1.3mlの ト リ エ チ ル ア ミ ン お よ び 15mlの ジ オ キ サ ン に 1.35g(9.2mmol)の ジ ア ミ ノ -ジ オ キ
サ -オ ク タ ン を 溶 解 さ せ 、 室 温 で 撹 拌 し た 。 500mg(0.92mmol)の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-cme-NHS
を 10mlの ジ オ キ サ ン に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 滴 下 ロ ー ト に よ り 15分 以 内 で こ の 混 合 物 に 添 加 し
た 。 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 後 、 溶 媒 を 蒸 発 さ せ 、 粗 生 成 物 を 10mlの メ タ ノ ー ル に 溶 解 さ せ
、 分 取 RP-HPLC(Waters Delta Pak C-18 50× 250 mm、 水 /ア セ ト ニ ト リ ル /0.1% TFA)で 精
製 し た 。 純 粋 画 分 を プ ー ル し て 凍 結 乾 燥 さ せ 、 520mgの 油 状 生 成 物 を 得 た 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 820μ lの THFに 41mg(0.1084mmol)の ジ カ ル ボ キ シ MPA(27、 実 施 例 43)を 溶 解 さ せ た 溶 液 に
、 8.77μ l(0.1084mmol)の ピ リ ジ ン お よ び 15.3μ lの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 無 水 物 を 添 加 し 、 混
合 物 を 3時 間 撹 拌 し た 。 69.3mg(0.1084mmol)の (ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ
ル ボ ニ ル -DADOOを 820μ lの ピ リ ジ ン に 溶 解 さ せ て 添 加 し 、 混 合 物 を 室 温 で 16時 間 撹 拌 し た
。 反 応 混 合 物 を 1mlの 酢 酸 で 希 釈 し 、 分 取 RP-HPLC(Waters Delta Pak C-18 50× 250 mm、
水 /ア セ ト ニ ト リ ル /0.1%TFA)を 用 い て 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し て 凍 結
乾 燥 さ せ 、 66mgを 得 た 。 1 H-NMRお よ び MSに よ り 生 成 物 の 特 性 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】

　 テ オ フ ィ リ ン ア ミ ン (17)は 、 国 際 公 開 第 87/07955号 (1987年 )パ ン フ レ ッ ト に 発 表 さ れ た
手 順 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 23mg(0.045mmol)の 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OH]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル (5)に 1.5mlの THFを
添 加 し 、 そ の 後 、 20mg(0.078mmol)の N,N'-ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト お よ び 20μ l
の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 対 応 す る N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト を 得 た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 14mg(0.045mmol)の テ オ フ ィ リ ン ア ミ ン (17)を 1mlの 無 水 DMFに 溶 解 さ せ 、 100μ lの ト リ
エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 溶 液 に 、 先 に 調 製 し た MPA-N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
カ ー ボ ネ ー ト 溶 液 (in situ生 成 )を 滴 下 し た 。 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 下 で 3時 間 攪 拌 し 、 減
圧 下 で 濃 縮 し た 。 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル グ ラ ジ エ ン ト 系 を
用 い て 分 取 RP-HPLC(Rainin C-18(ODS) 21.4mm× 250mm)に よ り 残 渣 を 精 製 し た 。 生 成 物 を
含 有 す る 画 分 を 合 わ せ て ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ 、 残 存 混 合 物 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 10mg(0
.011mmol、 26%)の (18)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H 841.3。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 ア ル ゴ ン 下 で 撹 拌 し な が ら 、 2.4mlの メ タ ノ ー ル に 11.7mg(0.014mmol)の 5'-[(テ オ フ ィ
リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル オ キ シ )イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ
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実 施 例 31: (ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO(24)の 合 成

実 施 例 32: [(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ チ ル
]-MPA(28)の 合 成

実 施 例 33: 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル オ キ シ )-イ ソ プ レ
ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (18)の 調 製

実 施 例 34: 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル オ キ シ )イ ソ プ レ
ニ ル ]-MPA[OMEM]コ ン ジ ュ ゲ ー ト (19)の 調 製



ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (18)を 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 24mg(0.572mmol)の 水 酸 化 リ チ ウ ム 一 水
和 物 を 1.2mlの 水 に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 添 加 し た 。 RP-HPLC(Vydac C-18 ； 300Å 218TP54； 4.
6mm× 250mm； 0.1%TFA-H 2 O/0.1%TFA-CH 3 CNグ ラ ジ エ ン ト )に よ り モ ニ タ ー し な が ら 、 ア ル ゴ
ン 下 、 室 温 で 反 応 液 を 撹 拌 し た 。 室 温 で 4日 後 、 出 発 物 質 の 消 費 は ほ ぼ 完 了 し 、 よ り 短 い
保 持 時 間 の ピ ー ク の 出 現 が 増 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 希 リ ン 酸 で 酸 性 化 し (沈 殿 )、 濃 縮 乾 固
さ せ 、 メ タ ノ ー ル で 摩 砕 し 、 固 体 を 濾 別 し た 。 濾 液 を 濃 縮 乾 固 さ せ 、 残 渣 を 再 び CH 3 CN-H 2
O(1:1)中 に 溶 解 さ せ 、 0.1%TFA-H 2 O/0.1%TFA-CH 3 CN勾 配 を 用 い て 分 取 RP-HPLC(Rainin C-18
(ODS) 21.4mm× 250mm)に よ り 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 む 画 分 を 合 わ せ て 減 圧 下 で ア セ ト ニ ト
リ ル を 蒸 発 さ せ 、 残 渣 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 8mg(0.0097mmol、 69%)の 白 色 固 体 の (19)を 得 た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 200mlの 無 水 メ チ レ ン ク ロ リ ド に 1.0mg(0.0012mmol)の 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ
ド エ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル オ キ シ )イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]コ ン ジ ュ ゲ ー ト (19)を 溶 解 さ
せ た 溶 液 を 、 ア ル ゴ ン 下 、 氷 浴 中 で 冷 却 さ せ た 。 こ れ に 、 20mlの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 40ml
の メ チ レ ン ク ロ リ ド に 溶 解 さ せ た 冷 却 溶 液 を 約 1分 間 か け て 3回 に 分 け て 添 加 し た 。 冷 却 を
続 け な が ら 20分 撹 拌 し た 後 、 高 真 空 下 で 直 接 吸 引 す る こ と に よ り 揮 発 性 物 質 を 蒸 発 さ せ た
。 残 渣 の RP-HPLC(Vydac C-18； 300Å 218TP54； 4.6mm× 250mm； 0.1%TFA-H 2 O/0.1%TFA-CH 3 C
Nグ ラ ジ エ ン ト )お よ び 1 H-NMR(CD 3 OD)か ら 、 所 望 の MEM脱 保 護 生 成 物 が 部 分 的 に 生 成 し て い
る が 示 さ れ た 。 こ の 物 質 を 再 プ ー ル し 、 濃 縮 乾 固 さ せ 、 無 水 メ チ レ ン ク ロ リ ド に 再 溶 解 さ
せ 、 そ し て 再 蒸 発 さ せ た (3× )。 35分 間 撹 拌 し た 以 外 は 上 述 し た よ う に 残 渣 を TFA処 理 し た
。 前 と 同 じ よ う に 溶 媒 を 除 去 し た 。 残 渣 の RP-HPLCお よ び 1 H-NMR分 析 か ら 、 所 望 の 生 成 物
が さ ら に 生 成 し 、 出 発 物 質 が 減 少 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 再 プ ー ル し た 物 質 を 再 濃 縮 し
、 前 と 同 じ よ う に 処 理 し 、 30分 間 撹 拌 し な が ら 上 述 し た よ う に 3回 目 の TFA処 理 を 行 っ た 。
得 ら れ た 反 応 混 合 物 の RP-HPLC分 析 か ら 、 反 応 が 本 質 的 な 終 了 し 、 副 生 物 の ピ ー ク が 増 加
し て い る こ と が 示 さ れ た 。 反 応 液 を 濃 縮 乾 固 さ せ 、 CH 3 CNに 再 溶 解 さ せ 、 半 分 取 RP-HPLC(V
ydac C-18； 300Å 218TP510； 0.1%TFA-H 2 O/0.1%TFA-CH 3 CNグ ラ ジ エ ン ト )に よ り 精 製 し た 。
生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 減 圧 下 で CH 3 CNを 蒸 発 除 去 し 、 残 渣 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、
約 0.5g(約 0.00068mmol、 約 56%)の 白 色 固 体 と し て (20)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H
 739.3、 M+Na: 761.3。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 ナ ト リ ウ ム ビ ス (ト リ メ チ ル シ リ ル )ア ミ ド の 溶 液 (THF中 の 1.0M溶 液 ) 26ml(26mmol)を 、
ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト ン 浴 中 で -78℃ ま で 冷 却 さ せ た 。 こ の 冷 却 溶 液 に
2.6ml(22mmol)の DMPUを 添 加 し 、 -78℃ で 15分 間 撹 拌 し た 。 新 た に 蒸 留 し た 45mlの THF中 に 2
.86g(8.56mmol)の MPAメ チ ル エ ス テ ル (2)を 溶 解 さ せ た 溶 液 を 、 反 応 混 合 物 に 滴 下 し た 。 反
応 混 合 物 を -78℃ で 1時 間 撹 拌 し た と こ ろ 、 反 応 混 合 物 の 色 が 淡 黄 色 か ら 橙 黄 色 に 変 化 し た
。 反 応 混 合 物 に 1.9ml(912.8mmol)の t-ブ チ ル ブ ロ モ ア セ テ ー ト を 添 加 し 、 -78℃ で 反 応 混
合 物 を 3時 間 撹 拌 し た 。 20mlの 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 反 応 を 停 止 さ せ 、 混 合 物 を 室
温 ま で 加 温 し た 。 さ ら に 200mlの 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を エ チ ル ア
セ テ ー ト 3× 200mlで 抽 出 し た 。 合 わ せ た 有 機 層 を 300mlの 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム で 洗 浄 し
、 乾 燥 さ せ 、 濃 縮 し た 。 エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 30%ヘ キ サ ン を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 粗 生 成 物 を 精 製 し 、 3.87gの 半 固 体 を 得 た 。 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢
酸 を 含 有 す る ア セ ト ニ ト リ ル /水 の グ ラ ジ エ ン ト 系 を 用 い て RP-HPLC(Rainin C-18(ODS) 21
.4mm× 250mm)に よ り こ の 生 成 物 を 一 部 分 (1.45g)ず つ 数 回 に 分 け て 精 製 し た 。 生 成 物 を 含
む 画 分 を 合 わ せ て ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ た 。 残 渣 を 凍 結 乾 燥 さ せ て 669mg(1.49mmol、
47%)の 5'-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル (21)を 得 た 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　 300mg(0.67mmol)の 5'-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル (21)に ジ ク ロ ロ
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実 施 例 35: 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル オ キ シ )イ ソ プ レ
ニ ル ]-MPA(20)の 調 製

実 施 例 36: 5'-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル (21)の 調 製

実 施 例 37: 5'-カ ル ボ キ シ メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル (22)の 調 製



メ タ ン 中 の 50%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 溶 液 15mlを 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 撹 拌 し 、 濃 縮 し た
。 エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 20%メ タ ノ ー ル を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り 残 渣 を 精 製 し 、 250mg(0.63mmol、 95%)の 5'-カ ル ボ キ シ メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル (22
)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 HR-FAB MS: M+Naに 対 す る 計 算 値  415.1369、 観 測 値  415.1352。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 3.6mlの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 に 360mg(0.8mmol)の (21)を 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 3.6mlの TFAを
添 加 し 、 反 応 混 合 物 を 10分 間 撹 拌 し た 。 200mlの 0.5Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 pH7.0を 添 加 し
、 混 合 物 を 100mlの エ チ ル ア セ テ ー ト で 3回 抽 出 し た 。 有 機 層 を プ ー ル し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ
ム で 脱 水 し 、 溶 媒 を 蒸 発 さ せ た 。 HPLCお よ び 1 H-NMRに よ り 生 成 物 の 特 性 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 244mg(2.12mmol)の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び 437mg(2.12mmol)の ジ シ ク ロ ヘ キ
シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド を 2mlの THFに 溶 解 さ せ て 200mgの 粗 製 5'-カ ル ボ キ シ メ チ ル -MPAメ チ ル
エ ス テ ル (22)に 室 温 で 添 加 し 2時 間 撹 拌 し た 。 沈 殿 し た ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル ウ レ ア を 濾 別 し
、 分 取 RP-HPLC(Waters Delta Pak C-18 50× 250mm、 水 /ア セ ト ニ ト リ ル /0.1%TFA)を 用 い
て 濾 液 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 直 ち に 凍 結 乾 燥 さ せ 、 129mgの (23)を 得 た 。 1 H-NMR
お よ び MSに よ り 生 成 物 の 特 性 決 定 を 行 っ た 。 1 H-NMR: 一 致 。 HR-FAB MS: M+Hに 対 す る 計 算
値  490.1713、 観 測 値  490.1702。
【 ０ １ ５ １ 】

　 1.74mlの 無 水 DMFに 127mg(0.259mmol)の (23)を 溶 解 さ せ て 、 3.48mlの 無 水 DMFお よ び 179
μ lの ト リ エ チ ル ア ミ ン に 166mg(0.259mmol)の (ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ
ル ボ ニ ル -DADOOを 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 ピ ペ ッ ト で 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 2時 間 撹 拌 し た
。 次 に 、 こ の 溶 液 に 500μ lの 酢 酸 を 添 加 し 、 分 取 RP-HPLC(Waters Delta Pak C-18 50× 25
0mm、 水 /ア セ ト ニ ト リ ル /0.1%TFA)を 用 い て 混 合 物 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 む 画 分 を プ ー
ル し 、 凍 結 乾 燥 さ せ 、 240mgの (25)を 得 た 。 1 H-NMRお よ び MSに よ り 生 成 物 の 特 性 決 定 を 行
っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 200mg(0.2098mmol)の 5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ
ル ボ ニ ル メ チ ル ]-MPAメ チ ル エ ス テ ル (25)を 28.7mlの DMSOに 溶 解 さ せ て 56mlの 0.1Mリ ン 酸
カ リ ウ ム 緩 衝 液 pH7.0と 徐 々 に 混 合 し た 。 混 合 物 は わ ず か に 濁 っ た 状 態 に な っ た 。 219μ l
の エ ス テ ラ ー ゼ (Roche Diagnostics, Cat. No. 104698)を 添 加 し 、 混 合 物 を 13日 間 撹 拌 し
た 。 沈 殿 物 を 濾 過 し 、 分 取 RP-HPLC(Waters Delta Pak C-18 50× 250mm、 水 /ア セ ト ニ ト リ
ル /0.1%TFA)を 用 い て 濾 液 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 凍 結 乾 燥 さ せ 、 68m
gの (26)を 得 た 。 1 H-NMRお よ び MSに よ り 生 成 物 の 特 性 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 メ チ ル エ ス テ ル (2)(1.337g、 4mmol)を 6mlの テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン に 溶
解 さ せ た 溶 液 を 、 不 活 性 雰 囲 気 下 で -78℃ ま で 冷 却 さ せ 、 25分 間 に わ た り ナ ト リ ウ ム ヘ キ
サ メ チ ル ジ シ ラ ジ ド (9ml、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 中 1M、 9mmol)で 処 理 し た 。 15分 間 撹 拌 し た
後 、 米 国 特 許 第 5,493,030号 明 細 書 中 の 実 施 例 ZA-12Bに 従 っ て 調 製 し た (E)-4-1,3-ジ ヒ ド
ロ -6-メ ト キ シ -4-メ ト キ シ エ ト キ シ メ ト キ シ -7-メ チ ル -3-オ キ ソ イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ン -5-イ
ル )-2-メ チ ル ブ ト -2-エ ニ ル ブ ロ ミ ド (1.36g、 3.17mmol)を テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン (4ml)に 溶
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実 施 例 38: t-ブ チ ル エ ス テ ル の 開 裂 (別 法 )

実 施 例 39: 5'-(ス ク シ ン イ ミ ド -N-オ キ シ )カ ル ボ ニ ル メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル (23)の 調
製

実 施 例 40: 5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ
チ ル ]-MPAメ チ ル エ ス テ ル (25)の 調 製

実 施 例 41: 5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ
チ ル ]-MPA(26)の 調 製

実 施 例 42: MPA-MPAの 合 成



解 さ せ た 溶 液 と し て 15分 間 か け て 添 加 し た 。 反 応 液 を 1.5時 間 か け て 約 -40℃ ま で 徐 々 に 加
温 し 、 そ の 後 、 氷 と 水 と 濃 塩 酸 と の 混 合 物 (2ml)上 に 注 ぐ こ と に よ り 、 反 応 を 停 止 さ せ た
。 エ チ ル ア セ テ ー ト (2× 100ml)中 に 生 成 物 を 抽 出 し た 後 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。
有 機 物 を 濾 過 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 溶 媒 を 除 去 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 40%
エ チ ル ア セ テ ー ト 、 次 に 、 ヘ キ サ ン 中 の 60%エ チ ル ア セ テ ー ト 、 最 後 に 、 ヘ キ サ ン 中 の 80%
エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い 、 油 と し て ア ル キ ル 化 生 成 物 (191mg
)を 得 た 。 こ れ を 次 の 反 応 で 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ア ル キ ル 化 生 成 物 (190mg)を メ タ ノ ー ル (30ml)に 溶 解 さ せ 、 660mgの p-ト ル エ ン ス ル ホ ン
酸 で 処 理 し 、 窒 素 下 、 周 囲 温 度 で 5時 間 撹 拌 し た 。 次 に 、 減 圧 下 で メ タ ノ ー ル を 除 去 し 、
反 応 液 を 水 と エ チ ル ア セ テ ー ト と の 間 で 分 配 さ せ た 。 水 性 相 を 75mlの エ チ ル ア セ テ ー ト で
洗 浄 し 、 そ の 後 、 合 わ せ た 有 機 層 を 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 濾 過 後 、 溶 媒 を 除 去 し
、 150mgの 物 質 を 得 た 。 こ れ を 最 終 ス テ ッ プ に 供 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 以 上 で 得 ら れ た エ ス テ ル を 1:1の メ タ ノ ー ル :水 に 溶 解 さ せ 、 400mgの 水 酸 化 リ チ ウ ム を
添 加 し た 。 反 応 液 を 窒 素 下 、 60℃ で 20時 間 、 磁 気 撹 拌 し 、 そ の 後 、 冷 却 さ せ 、 1M NaHSO 4
上 に 注 ぎ 、 エ チ ル ア セ テ ー ト (50ml× 3)で 3回 抽 出 し た 。 合 わ せ た 有 機 物 を 飽 和 ブ ラ イ ン で
洗 浄 し 、 そ の 後 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 減 圧 下 で 溶 媒 を 除 去 し 、 次 に 、 t-ブ チ ル
メ チ ル エ ー テ ル /ヘ キ サ ン か ら 再 結 晶 化 さ せ て 、 粗 生 成 物 (101mg)を 得 た 。 1%酢 酸 を 含 む 1:
1ヘ キ サ ン :エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て こ の 物 質 を フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、
続 い て 、 エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て さ ら な る 再 結 晶 化 を 行 い 、 最 終 生 成 物 (80mg、 融 点 146
.4-147.4℃ )を 得 た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】
　 3-ブ チ ン -1-オ ー ル (i)(10.0g、 143mmol、 Aldrich Chemical Company)を 200mlの ジ ク ロ
ロ メ タ ン に 加 え た 溶 液 を 室 温 で 撹 拌 し た 。 イ ミ ダ ゾ ー ル (12.6g、 186mmol)を 添 加 し 、 次 に
、 t-ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ ル ク ロ リ ド (22.6g、 150mmol)(TBSCl)を 添 加 し 、 溶 液 を 20分 間 撹
拌 し た 。 反 応 液 を メ チ レ ン ク ロ リ ド で 希 釈 し 、 水 、 1N HCl水 溶 液 、 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 硫
酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 減 圧 下 で 溶 媒 を 除 去 し 、 残 渣 を ヘ キ サ ン で 希 釈 し 、 濾 過 し 、
真 空 中 で 溶 媒 を 除 去 し 、 油 と し て 23.1gの シ リ ル エ ー テ ル (ii)を 得 た 。 さ ら な る 精 製 を 行
う こ と な く こ れ を 使 用 に 供 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 以 上 で 調 製 し た シ リ ル エ ー テ ル (ii)(8.8g、 48mmol)を 200mlの テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン に 溶
解 さ せ た 溶 液 を 、 不 活 性 雰 囲 気 下 で -78℃ ま で 冷 却 さ せ 、 シ リ ン ジ を 用 い て n-BuLi溶 液 (31
.5ml、 50.5mmol、 ヘ キ サ ン 中 1.6M)を 15分 間 か け て 添 加 し た 。 溶 液 を -78℃ で 1.5時 間 撹 拌
し 、 こ の 時 点 で ヨ ー ド メ タ ン (67.7g、 480mmol)を 希 釈 せ ず に 添 加 し 、 溶 液 を 一 晩 で 室 温 ま
で 加 温 し た 。 20mlの 1N塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 を 添 加 し 、 真 空 中 で テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン を
除 去 し 、 水 性 液 を ジ エ チ ル エ ー テ ル で 2回 抽 出 し た 。 エ ー テ ル 溶 液 を 水 で 2回 洗 浄 し 、 次 に
ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 真 空 中 で 溶 媒 を 除 去 し 、 8.5gの 油 (iii
)を 得 た 。 さ ら な る 精 製 を 行 う こ と な く こ れ を 使 用 に 供 し た 。
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実 施 例 43: 4'-カ ル ボ キ シ メ チ ル MPA(27)の 調 製



【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ９ 】
　 100mlの THF中 の ビ ス (シ ク ロ ペ ン チ ル ジ エ ニ ル )ジ ル コ ニ ウ ム ジ ク ロ リ ド (16.0g、 55mmol
)の 懸 濁 液 を 、 不 活 性 雰 囲 気 下 、 室 温 で 撹 拌 し た 。 リ チ ウ ム ト リ エ チ ル ボ ロ ヒ ド リ ド 溶 液 (
55mmol、 55ml、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 中 1M)を 添 加 し 、 溶 液 を 1時 間 撹 拌 し た 。 以 上 で 調 製 し
た シ リ ル エ ー テ ル (iii)(5.0g、 27mmol)を 10mlの テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン に 溶 解 さ せ た 溶 液 を
、 カ ニ ュ ー レ に よ り 添 加 し た 。 次 に 、 反 応 液 を 50℃ ま で 1.5時 間 加 熱 し 、 そ の 後 、 25℃ ま
で 冷 却 さ せ た 。 次 に 、 N-ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド (9.8g、 55mmol)を 添 加 し 、 反 応 液 を 20分 間
撹 拌 し 、 そ の 後 、 50mlの 1Nチ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 混 合 物 を ジ エ チ ル エ
ー テ ル で 希 釈 し 、 セ ラ イ ト に 通 し て 濾 過 し 、 1Nチ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ブ ラ イ ン で 逐 次
洗 浄 し 、 そ の 後 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 真 空 中 で 溶 媒 を 除 去 し た 後 に 得 ら れ た 残
渣 を 、 溶 出 液 と し て ヘ キ サ ン を 使 用 す る シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 油 と し
て 生 成 物 ビ ニ ル ブ ロ ミ ド (iv)(2.1g)を 得 た 。 こ れ を 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ０ 】
　 マ グ ネ シ ウ ム (350mg、 14mmol)を 20mlの ジ エ チ ル エ ー テ ル お よ び 5mlの ベ ン ゼ ン の 混 合 物
に 加 え た 懸 濁 液 を 、 不 活 性 雰 囲 気 下 、 室 温 で 撹 拌 し た 。 反 応 液 を 緩 や か に 還 流 さ せ な が ら
、 こ の 混 合 物 に エ チ レ ン ジ ブ ロ ミ ド (2.7g、 14.4mmol、 1.24ml)を シ リ ン ジ に よ り 30分 間 か
け て 添 加 し た 。 別 の フ ラ ス コ で 、 ビ ニ ル ブ ロ ミ ド (iv)(3.65g、 13mmol)を 100mlの THFに 加
え た 溶 液 を 、 -78℃ で 撹 拌 し た 。 こ の 溶 液 に t-ブ チ ル リ チ ウ ム (27.4mmol、 ヘ キ サ ン 中 の 1.
7M溶 液 16.1ml)を 15分 間 か け て 滴 下 し た 。 得 ら れ た ビ ニ ル リ チ ウ ム 溶 液 に 先 に 得 ら れ た 臭
化 マ グ ネ シ ウ ム 溶 液 を カ ニ ュ ー レ に よ り 10分 間 か け て 添 加 し 、 溶 液 を -78℃ で 30分 間 撹 拌
し 、 ビ ニ ル グ リ ニ ャ ー ル 溶 液 を 形 成 し た 。 ア ル デ ヒ ド (v)「 Smithら 、 J.Org.Chem.61,2236
-2241(1996)」 (5.0g、 14.4mmol)を 10mlの THFに 溶 解 さ せ た 溶 液 を カ ニ ュ ー レ に よ り ビ ニ ル
グ リ ニ ャ ー ル 溶 液 に 5分 間 か け て 添 加 し た 。 反 応 液 を 0℃ ま で 加 温 し 、 25分 間 撹 拌 し た 。 次
に 、 30mlの 1N塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 で 反 応 を 停 止 さ せ 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル で 3回 抽 出 し
、 エ ー テ ル 溶 液 を 1N塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 、 ブ ラ イ ン で 逐 次 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム
で 脱 水 し た 。 真 空 中 で 溶 媒 を 除 去 し 、 ヘ キ サ ン 中 の 10%～ 20%エ チ ル ア セ テ ー ト の グ ラ ジ エ
ン ト を 用 い て シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し 、 油 と し て 2.90gの ア
リ ル 型 ア ル コ ー ル 生 成 物 (vi)を 得 た 。
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
　 ト リ メ チ ル オ ル ト ア セ テ ー ト (11.4g、 12.0ml、 95mmol)お よ び ピ バ ル 酸 (48mg、 0.5mmol)
の 混 合 物 に ア リ ル 型 ア ル コ ー ル (vi)(2.6g、 4.7mmol)を 混 合 し て 還 流 し な が ら 11時 間 加 熱
し た 。 反 応 液 を 冷 却 さ せ 、 室 温 で 一 晩 撹 拌 し た 。 次 に 、 反 応 液 を ジ エ チ ル エ ー テ ル で 希 釈
し 、 水 、 飽 和 重 炭 酸 塩 水 溶 液 、 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 真 空 中
で 溶 媒 を 除 去 し 、 溶 出 液 と し て ヘ キ サ ン 中 の 15%エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て シ リ カ ゲ ル の
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 処 理 し 、 油 と し て 1.5gの メ チ ル エ ス テ ル 生 成 物 (vii)を
得 た 。
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 メ チ ル エ ス テ ル (vii)(1.5g、 2.5mmol)を 50mlの ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 、 室
温 で 撹 拌 し た 。 5mlの 40% HF溶 液 を 50mlの ア セ ト ニ ト リ ル で 希 釈 し た 溶 液 と し て 添 加 し 、
反 応 液 を 5分 間 撹 拌 し た 。 真 空 中 で 溶 媒 を 除 去 し た 。 残 渣 を ジ エ チ ル エ ー テ ル に 溶 解 さ せ
、 飽 和 重 炭 酸 塩 水 溶 液 で 3回 洗 浄 し 、 次 に ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し
た 。 溶 媒 を 除 去 し 、 油 と し て 1.0gの ラ ク ト ン (viii)を 得 た 。 さ ら な る 精 製 を 行 う こ と な く
こ れ を 使 用 に 供 し た 。
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ラ ク ト ン (viii)(1.0g、 2.0mmol)を 10mlの ア セ ト ン に 溶 解 さ せ 、 こ の 溶 液 を 0℃ ま で 冷 却
さ せ た 。 ジ ョ ー ン ズ 試 薬 (3M水 溶 液 1.2ml、 3.6mmol)を 溶 液 に 添 加 し 、 反 応 液 を 45分 間 撹 拌
し た 。 3mlの メ タ ノ ー ル で 反 応 を 停 止 さ せ 、 エ チ ル ア セ テ ー ト で 希 釈 し 、 1N塩 酸 水 溶 液 で
洗 浄 し 、 水 で 2回 洗 浄 し 、 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム で 脱 水 し た 。 真 空 中 で 溶
媒 を 除 去 し 、 溶 離 液 と し て ヘ キ サ ン 中 の 35%エ チ ル ア セ テ ー ト お よ び 1%酢 酸 を 用 い て シ リ
カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 処 理 し 、 463mgの 保 護 さ れ た 二 酸 (ix)を 油 と し
て 得 た 。
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
　 保 護 さ れ た 二 酸 (ix)(401mg、 0.8mmol)を 室 温 で 10mlの メ タ ノ ー ル に 添 加 し て 撹 拌 し た 。
10mlの メ タ ノ ー ル お よ び 2mlの 水 か ら な る 溶 液 に 水 酸 化 リ チ ウ ム 水 和 物 を 溶 解 さ せ 、 二 酸
の 溶 液 に 添 加 し 、 反 応 液 を 3.5時 間 撹 拌 し た 。 10mlの 1N塩 酸 水 溶 液 で 反 応 を 停 止 さ せ 、 エ
チ ル ア セ テ ー ト で 3回 抽 出 し 、 エ チ ル ア セ テ ー ト 層 を 合 わ せ て ブ ラ イ ン で 洗 浄 し た 。 溶 媒
を 除 去 し 、 こ う し て 得 ら れ た 固 体 を ジ エ チ ル エ ー テ ル と ヘ キ サ ン の 混 合 物 で 摩 砕 し た 。 生
成 し た 固 体 を メ チ レ ン ク ロ リ ド /ヘ キ サ ン か ら 再 結 晶 化 さ せ 、 201mgの 4'-カ ル ボ キ シ メ チ
ル MPA(27)(融 点 ＝ 178℃ )を 得 た 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 144mg(0.28mmol)の 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OH]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル (5)に 10mLの 新 た に
蒸 留 し た THFを 添 加 し 、 続 い て 、 96mg(0.36mmol)の ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン 、 53mg(0.36mm
ol)の フ タ ル イ ミ ド 、 お よ び 72μ L(0.36 mmol)の ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ゾ ジ カ ル ボ キ シ レ ー ト
を 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 攪 拌 し 、 ヘ キ サ ン 中 の 50%エ チ ル ア セ テ ー ト を 用
い て 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)に よ り 反 応 の 進 行 を モ ニ タ ー し た 。 TLC分 析 か ら 、 所 望
の 生 成 物 が 形 成 さ れ て い る こ と お よ び 反 応 混 合 物 中 に 有 意 量 の 出 発 MPAア ル コ ー ル (5)が 存
在 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 追 加 の 96mg(0.36mmol)の ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン 、 53mg(0.3
6mmol)の フ タ ル イ ミ ド 、 72μ L(0.36mmol)の ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ゾ ジ カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 お
よ び 1gの 4Å モ レ キ ュ ラ ー シ ー ブ を 、 反 応 混 合 物 に 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間
攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 乾 固 し た 。 残 渣 を 100mLの エ チ ル ア セ テ ー ト に 溶 解 し 、 2× 50mLの 水
で 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 脱 水 し (Na2SO4)、 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 50%エ チ ル ア セ テ ー ト を
用 い て シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し 、 粘 稠 な 無 色
の ガ ム と し て 151mg(0.24mmol、 84%)の (A)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 HR-ES(+)MS: 計 算 値  M+
Na 658.2622、 観 測 値  658.2617。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 2Mの メ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る メ タ ノ ー ル 4mLを 165mg(0.25mmol)の (A)(実 施 例 44で 得 た 化
合 物 )に 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 濃 縮 し た 。 溶 出 液 と し て メ タ ノ
ー ル 中 の 80%ク ロ ロ ホ ル ム を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精
製 し 、 粘 稠 な 無 色 の ガ ム と し て 70mg(0.14mmol、 53%)の (B)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 HR-ES(
+)MS: 計 算 値  M+H 506.2749、 観 測 値  506.2750．

　 (i) メ タ ノ ー ル (MeOH、 1mL)に MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン メ チ ル エ ス テ ル (B)(24
mg)を 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 水 酸 化 リ チ ウ ム (LiOH)一 水 和 物 (25mg)を 1mLの 脱 イ オ ン 水 に 溶 解
さ せ た 溶 液 を 添 加 し 、 ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 混 合 物 を 3日 間 攪 拌 し た 。 分 析 用 RP-LC/MSに よ
り 反 応 液 を 追 跡 し た と こ ろ 、 出 発 物 質 が 徐 々 に 消 失 し 、 ラ ク ト ン 開 環 物 質 (Ca)に 帰 属 さ れ
る よ り 移 動 速 度 の 大 き い 物 質 (分 子 イ オ ン =C+18)と 共 に 対 応 す る MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ
ル ア ミ ン (C)が 出 現 す る こ と が 示 さ れ た 。 次 に 、 1N HCLを 用 い て 混 合 物 を pH0～ 1に 酸 性 化
し 、 室 温 で 攪 拌 し た 。 分 析 用 LC/MSか ら 、 (Ca)に 帰 属 さ れ る ピ ー ク が 消 失 し (ラ ク ト ン 環 の
再 閉 環 に 起 因 す る も の と 思 わ れ る )、 メ ト キ シ エ ト キ シ メ チ ル (MEM)基 が 徐 々 に 脱 保 護 さ れ
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実 施 例 44: 5'-イ ソ プ レ ニ ル [フ タ ル イ ミ ド ]-MPA(OMEM)メ チ ル エ ス テ ル (A)の 調 製

実 施 例 45: MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン メ チ ル エ ス テ ル (B)の 調 製

実 施 例 46: MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン メ チ ル エ ス テ ル (B)か ら MPA-5'-イ ソ プ レ ニ
ル ア ミ ン (D)へ の 脱 保 護



、 所 望 の 完 全 に 脱 保 護 さ れ た 物 質 (D)が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ た 。 減 圧 下 (回 転 蒸 発 器 (rot
avap))で 混 合 物 を 濃 縮 し て メ タ ノ ー ル を 除 去 し 、 続 い て 、 高 真 空 下 (ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト
ン 凝 縮 器 を 備 え た 回 転 蒸 発 器 (rotovap))で さ ら な る 濃 縮 を 行 っ て 、 わ ず か に 粘 着 性 の あ る
固 体 と し て 粗 製 の (D)を 与 え る こ と に よ り 、 脱 保 護 を 終 了 し た 。 こ の 物 質 を 1:1ア セ ト ニ ト
リ ル (MeCN):水 に 再 溶 解 さ せ 、 分 取 RP-HPLC([0.1% TFA/水 ]中 の [0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TF
A)/MeCN]を 20分 間 に わ た り 5%ず つ 100%ま で 増 加 さ せ る グ ラ ジ エ ン ト ;流 量 =20mL/分 )に よ り
精 製 し 、 2つ の 画 分 を 凍 結 乾 燥 さ せ た 後 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 塩 に 帰 属 さ れ る (D)(10.9mg)を
白 色 固 体 と し て 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H 404.2。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 (ii) 他 の 実 験 で は 、 先 に (i)で 記 載 し た よ う に (た だ し 、 5日 間 に わ た り 攪 拌 し な が ら )1
mLの 水 +1mLの メ タ ノ ー ル 中 の 25mgの 水 酸 化 リ チ ウ ム で 25mgの (B)を 加 水 分 解 さ せ た 後 、 1N
リ ン 酸 を 用 い て 反 応 液 を pH7に 中 和 し た 。 分 析 用 LC/MSか ら 、 (C)と 、 先 に (i)で 記 載 し た よ
う に 帰 属 さ れ る (Ca)と 、 に 対 応 す る 2つ の ピ ー ク が 存 続 す る こ と が 示 さ れ た 。 MeCNお よ び
少 量 の 水 (い ず れ も 0.1% TFAを 含 有 す る )で 混 合 物 を 希 釈 し 、 先 に 述 べ た の と 同 一 の 溶 媒 お
よ び グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 分 取 RP-HPLCに よ り 精 製 し た 。 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル か ら 、 こ の 時
点 で (Ca)は 消 失 し て い る か ま た は 大 幅 に 減 少 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 よ り 強 力
な 酸 性 条 件 下 で ラ ク ト ン の 再 閉 環 が 起 こ る こ と に 起 因 す る 。 適 切 な 画 分 を 単 離 し て 凍 結 乾
燥 さ せ 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 塩 に 帰 属 さ れ る 精 製 さ れ た MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (
C)(16.7mg)を 白 色 固 体 と し て 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H 492.2。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 (iii) 他 の 実 験 で は 、 先 に 記 載 し た よ う に MeOH-水 中 の LiOH(25mg)で (B)(25mg)を 処 理 し
た 後 、 1N HCLを 用 い て 反 応 液 を pH2に 酸 性 化 し た 。 高 真 空 下 で 蒸 発 乾 固 さ せ る こ と に よ り
、 完 全 に 脱 保 護 さ れ た (D)[主 成 分 ]と OMEMで 保 護 さ れ た (C)と の 混 合 物 を 含 有 す る こ と が 分
析 用 LC/MSに よ り 示 さ れ る 残 渣 を 得 た 。 無 水 CH 2 Cl 2 (800μ L)と TFA(200μ L)と の 混 合 物 に 残
渣 を 溶 解 さ せ 、 室 温 で 0.5時 間 攪 拌 し た 。 蒸 発 、 無 水 CH 2 Cl 2 へ の 再 溶 解 、 お よ び 再 蒸 発 を
行 う こ と に よ り 、 こ の 時 点 で 、 所 望 の 完 全 に 脱 保 護 さ れ た (D)[主 成 分 ]を 他 に 多 く の 物 質
お よ び 2つ の 主 不 純 物 (両 方 と も 、 よ り 速 い 移 動 速 度 を 有 し 、 一 方 は 、 LC/MSの 分 子 イ オ ン
が 所 望 の (D)と 同 じ で あ る )と 共 に 含 有 す る こ と が 分 析 用 LC/MSに よ り 示 さ れ る 残 渣 を 得 た
。 混 合 物 の 一 部 分 を 分 取 RP-HPLCに か け 、 適 切 な 画 分 を 単 離 し て 凍 結 乾 燥 さ せ た 後 、 (D)(  
1 H-NMR: 一 致 ; LC/MS: M+H 404.2)と 、 よ り 移 動 速 度 の 大 き い 不 純 物 (LC/MS: M+H 404.2; 
酸 基 が イ ソ プ レ ニ ル 二 重 結 合 の う ち の 1つ に 作 用 し て 閉 環 し 、 第 2の ラ ク ト ン を 生 成 す る こ
と を 示 唆 す る 1 H-NMRス ペ ク ト ル )と 、 を 得 た 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 (i) Satohお よ び Aoyama(D. Satoh and K. Aoyama Chem. Pharm. Bull. (Jpn), 1970, 1
8, 94-99)の 報 告 に 準 拠 し て ジ ギ ト キ シ ン を 用 い る 類 似 の 手 順 に 従 っ て 水 性 エ タ ノ ー ル 中
に お い て 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム で 酸 化 さ せ る こ と に よ り ジ ゴ キ シ ン か ら ジ ゴ キ シ ン ジ ア ル
デ ヒ ド (E)を 合 成 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 (ii) 合 計 3mLの メ タ ノ ー ル に パ ラ -ア ミ ノ 安 息 香 酸 (0.221g, 1.61mmol)を 溶 解 さ せ 、 次
に 、 3mLの 0.3M酢 酸 水 溶 液 で 希 釈 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を ア ル ゴ ン 下 で メ タ ノ ー ル (20mL)中
の ジ ゴ キ シ ン ジ ア ル デ ヒ ド (E)(1.0g、 1.28mmol)の 攪 拌 溶 液 に 添 加 し た 。 得 ら れ た 黄 色 混
合 物 に 合 計 4mLの 0.3M酢 酸 水 溶 液 中 の シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム (NaCNBH 3 , 0.11g, 1.
75mmol)の 溶 液 を 添 加 し た 。 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 後 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)に よ り
、 反 応 が 終 了 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 清 澄 な 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 蒸 発 乾 固 し た (30℃
未 満 )。 メ チ レ ン ク ロ リ ド (CH 2 Cl 2 )と 0.1N水 性 HClと の 間 で 灰 白 色 固 体 残 渣 を 分 配 さ せ た 。
層 を 分 離 さ せ 、 0.1N HCL(× 2)、 水 (× 1)、 飽 和 水 性 NaCl(× 1)で 有 機 相 を 逐 次 洗 浄 し 、 脱
水 し (Na 2 SO 4 )、 濾 過 し 、 減 圧 下 で 蒸 発 さ せ 、 高 真 空 下 (マ ニ ホ ー ル ド )で 乾 燥 さ せ 、 白 色 固
体 と し て 粗 生 成 物 (1.06g)を 得 た 。 こ の 物 質 を ク ロ ロ ホ ル ム (CHCl 3 )-MeOHに 再 溶 解 さ せ 、 1
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実 施 例 47: ジ ゴ キ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 5'-[[[[(ジ ゴ キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン )
)-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (H)の 調 製



0% MeOHを 含 有 す る CHCl 3 中 に あ ら か じ め 充 填 さ れ た シ リ カ ゲ ル を 用 い て 10% MeOHを 含 有 す
る CHCl 3 で 溶 出 さ せ る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 適 切
な 画 分 を 合 わ せ て 、 痕 跡 量 の フ ロ ン ト ラ ン 不 純 物 を 含 有 す る フ ォ ア カ ッ ト 画 分 の 生 成 物 (F
、 75mg、 6.6%)と 、 メ イ ン プ ー ル の 生 成 物 [(ジ ゴ キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ
ェ ニ ル -4-カ ル ボ ン 酸 (F)(585mg、 52%)と 、 を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR(+)SIMS MS: : 一 致
。 HR-FAB MS: 計 算 値  M+H、 883.4718、 観 測 値  883.4702。 UV(MeOH): λ 221(ε 17,384)、 3
07(ε 22,621)nm。 マ イ ク ロ 分 析 : C 4 8 H 6 9 NO 1 4 ・ 5/4 CHCl 3 に 対 す る 計 算 値 : C 57.25; H 6.
85; N 1.36% 観 測 値 : C 57.11; H 6.90; N 1.25%。
【 ０ １ ７ １ 】
　 (iii)ア ル ゴ ン 下 に お い て 、 無 水 CH 2 Cl 2 (60mL)に (F)(600mg、 0.679mmol)を 溶 解 さ せ た 攪
拌 溶 液 に 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (NHS、 102mg、 0.886mmol)を 添 加 し 、 続 い て 、 1-
エ チ ル -3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル -カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 (EDC・ HCl、 170mg、 0.886mmol)
を 添 加 し 、 ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 混 合 物 を 16時 間 攪 拌 し た 。 TLC分 析 か ら 、 反 応 が 終 了 し て
い る こ と が 示 さ れ た 。 清 澄 な 反 応 混 合 物 を CH 2 Cl 2 で 希 釈 し 、 0.1N HCL(× 4)、 水 (× 1)、 飽
和 水 性 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム (NaHCO 3 、 × 4)、 飽 和 水 性 NaCl(× 1)を 用 い て 逐 次 洗 浄 し 、 脱 水 し
(Na 2 SO 4 )、 濾 過 し 、 減 圧 下 で 蒸 発 さ せ 、 高 真 空 下 で 乾 燥 さ せ 、 白 色 フ ォ ー ム と し て 粗 生 成
物 (634mg)を 得 た 。 最 小 体 積 の 約 9:1エ チ ル ア セ テ ー ト (EtOAc)/ヘ キ サ ン 中 に 再 溶 解 さ せ 、
ヘ キ サ ン 中 の 75% EtOAc中 に あ ら か じ め 充 填 さ れ た シ リ カ ゲ ル (80g)を 用 い て 、 最 初 に ヘ キ
サ ン 中 の 75% EtOAcで 溶 出 さ せ 、 次 に EtOAc単 独 で 溶 出 さ せ る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り 、 こ の 物 質 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る メ イ ン カ ッ ト の 画 分 を 合 わ せ 、 減 圧 下 で 蒸
発 さ せ た 。 無 水 の 蒸 留 さ れ た CH 2 Cl 2 中 に 残 渣 を 再 溶 解 さ せ 、 再 び 蒸 発 乾 固 し 、 こ の プ ロ セ
ス を 6～ 7回 繰 り 返 し 、 最 後 に 、 高 真 空 (マ ニ ホ ー ル ド )下 、 室 温 で 一 晩 乾 燥 さ せ 、 白 色 固 体
と し て 所 望 の NHSエ ス テ ル で あ る [(ジ ゴ キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-
カ ル ボ ン 酸  N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (G)(475mg、 71%)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致
。 LR(+)SIMS MS: 一 致 。 HR FAB MS: 計 算 値  M+Na 1003.4780、 観 測 値 1003.4767。 UV(MeOH
): λ 216 (ε 23,907)、 324(ε 38,186)nm。 マ イ ク ロ 分 析 : C 5 2 H 7 2 N 2 O 1 6 ・ 1/2 CH 2 Cl 2 ・ 1/4
 H 2 Oに 対 す る 計 算 値 : C 61.33; H 7.21; N 2.72%、 観 測 値 : 61.31; H 7.21; N 2.63%。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 (iv) v形 キ ャ ビ テ ィ ー を 有 し 小 さ い v形 攪 拌 子 を も 内 包 す る 1mL容 量 反 応 バ イ ア ル (Wheat
on Reacti-Vial)中 で 、 完 全 に 脱 保 護 さ れ た MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (D)の ト リ フ ル オ
ロ 酢 酸 塩 (3.3mg、 0.0064mmol)お よ び NHSエ ス テ ル (G、 7.0mg、  0.0071mmol)を 一 緒 に 無 水 C
H 2 Cl 2 (200μ L)に 溶 解 さ せ た 。 ト リ エ チ ル ア ミ ン (Et 3 N、 5μ L、 約 0.36mmol)を 添 加 し 、 バ
イ ア ル に し っ か り と キ ャ ッ プ を し て (テ フ ロ ン 張 り ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ )、 反 応 液 を 室 温 で
2.5日 間 攪 拌 し た 。 分 析 用 LC/MSか ら 、 反 応 が 終 了 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 反 応 液 を 少 量
の CH 2 Cl 2 で 希 釈 し 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (4プ レ ー ト 、 20× 20cm× 0.025cmシ リ カ 厚 さ ;
 E.M. Science, Cat.# 5715-7)に か け て CHCl 3 中 の 10% MeOHで 溶 出 さ せ る こ と に よ り 直 接
精 製 し た 。 生 成 物 バ ン ド (R f  約 0.27)を 切 り 取 り 、 粉 砕 し 、 そ し て CHCl 3 中 の 25% MeOHを 用
い て 洗 浄 /溶 出 (半 融 ガ ラ ス フ ァ ン ネ ル )を 行 っ た 。 収 集 し た 洗 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ 、 CH 2 Cl 2
中 の 10% MeOHを 少 量 用 い て 取 り 出 し 、 濾 過 し (Gelman Laboratory, GHP Acrodisc 25 mmシ
リ ン ジ フ ィ ル タ ー 、 0.45μ m GHP膜 、 part# 4560T)、 蒸 発 乾 固 さ せ 、 無 水 CH 2 Cl 2 中 に 再 溶
解 さ せ 、 再 蒸 発 さ せ (反 復 × 2)、 そ し て 高 真 空 下 (マ ニ ホ ー ル ド )で 乾 燥 さ せ て 、 白 色 固 体
と し て ジ ゴ キ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (H)(4.2 mg、 52%)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M
+H 1269.6、 M+Na 1291.6。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 ジ ギ ト キ シ ン ジ ア ル デ ヒ ド (I)は 、 Satohお よ び Aoyama (D. Satoh and K. Aoyama Chem.
 Pharm. Bull. (Jpn), 1970, 18, 94-99)の 方 法 に 従 っ て 水 性 エ タ ノ ー ル 中 に お い て 過 ヨ
ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム で 酸 化 さ せ る こ と に よ り ジ ギ ト キ シ ン か ら 調 製 し た 。
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実 施 例 48: ジ ギ ト キ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 5'-[[[[(ジ ギ ト キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ
ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (L) 
の 調 製



【 ０ １ ７ ４ 】
　 実 施 例 47(ii)の と き と 同 じ よ う に 、 MeOH(20mL)中 の ジ ギ ト キ シ ン ジ ア ル デ ヒ ド (I)(1.0g
、 1.31mmol)を 、 パ ラ -ア ミ ノ 安 息 香 酸 (220mg、 1.60mmol; 6mLの 1:1 MeOH:0.3M HOAc水 溶
液 に 溶 解 さ せ た )お よ び NaCNBH 3 (108mg、 1.72mmol; 3mLの 0.3M HOAc水 溶 液 に 溶 解 さ せ た )
と 1.5時 間 反 応 さ せ た 。 さ ら に NaCNBH 3 (52mg、 0.83mmol)を 添 加 し 、 合 計 し て 4.33時 間 経 過
し た 後 、 TLC分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 反 応 が 終 了 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 実 施 例 47(ii)に
記 載 し た の と 同 じ よ う に 、 反 応 液 を 仕 上 げ 処 理 し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製
す る こ と に よ り 、 メ イ ン カ ッ ト の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 画 分 か ら 、 [(ジ ギ ト キ シ ン (1,4-オ
キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ン 酸 (J)(443mg、 39%)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 L
R(+)SIMS MS: 一 致 。 HR FAB MS: 計 算 値  M+ 867.4769、 観 測 値  867.4798。 UV(MeOH): λ 2
20(ε 18,094)、 308(ε 23,364)nm。 マ イ ク ロ 分 析 : C 4 8 H 6 9 NO 1 3 ・ CHCl 3 ・ 1/3 H 2 Oに 対 す る
計 算 値 : C 59.24; H 7.17; N 1.41%、 観 測 値 : C 59.11; H 7.09; N 1.32%。 後 の ほ う の 画
分 か ら 、 よ り 低 純 度 の 物 質 (301mg)が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 実 施 例 47(iii)の と き と 同 じ よ う に 、 無 水 CH 2 Cl 2 (40mL)中 、 ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 、 酸 (J)
(535mg、 0.616mmol)を NHS(92mg、 0.80mmol)お よ び EDC・ HCl(154mg、 0.80mmol)と 一 晩 反 応
さ せ 、 続 い て 、 仕 上 げ 処 理 を 行 い 、 さ ら に 、 蒸 発 お よ び 高 真 空 下 で の 乾 燥 を 行 っ た 後 、 実
施 例 47(iii)に 記 載 し た の と 同 じ よ う に シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 精 製 す る
こ と に よ り 、 適 切 な 画 分 か ら 、 所 望 の NHSエ ス テ ル で あ る [(ジ ギ ト キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ
ン ))-4-イ ル ]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ン 酸  N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (K、 423mg、
71%))を 白 色 固 体 と し て 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR(+)SIMS MS: 一 致 。 HR FAB MS: 計 算 値  M
+ 964.4933、 観 測 値  964.4945。 UV(MeOH): λ 216(ε 18,639)、 324(ε 37,261)nm。 マ イ ク
ロ 分 析 : C 5 2 H 7 2 N2O 1 5 ・ 1/5 EtOAc・ 2/5 CH 2 Cl 2 に 対 す る 計 算 値 : C 62.85; H 7.38; N 2.7
6%、 観 測 値 : C 62.97; H 7.27; N 2.82%。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Et 3 N(5μ L、 約 0.036mmol)を 含 有 す る 無 水 CH 2 Cl 2 (1mL)に 、 完 全 に 脱 保 護 さ れ た MPA-5'-
イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (D)の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 塩 (3.4mg、 0.0066mmol)お よ び NHSエ ス テ ル (K
、 7.0mg、 0.0073mmol)を 加 え た 懸 濁 液 を 、 ア ル ゴ ン 、 室 温 で 24時 間 攪 拌 し た 。 わ ず か に 曇
り の あ る 混 合 物 を 分 析 用 LC/MSに か け た と こ ろ 、 両 方 の 出 発 物 質 が 所 望 の 生 成 物 と 共 に 依
然 と し て 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)を 添 加 し 、 反 応 液 を
さ ら に 24時 間 攪 拌 し 、 そ の 後 、 LC/MSに か け た と こ ろ 、 反 応 は 本 質 的 に 終 了 し て い る こ と
が 示 さ れ た 。 減 圧 下 さ ら に は 高 真 空 下 で 反 応 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ た 。 CHCl 3 中 の 10% MeOHを
少 量 用 い て 残 渣 を 再 溶 解 さ せ 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (4プ レ ー ト 、 20× 20cm× 0.025cm
シ リ カ 厚 さ ; E.M. Science, Cat.# 5715-7)に か け て CHCl 3 中 の 10% MeOHで 溶 出 さ せ る こ と
に よ り 精 製 し た 。 生 成 物 バ ン ド (R f  約 0.39)を 切 り 取 り 、 粉 砕 し 、 そ し て CHCl 3 中 の 25% Me
OHを 用 い て 洗 浄 /溶 出 (半 融 ガ ラ ス フ ァ ン ネ ル )を 行 っ た 。 収 集 し た 洗 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ 、 C
H 2 Cl 2 中 の 10% MeOHを 少 量 用 い て 取 り 出 し 、 濾 過 し (Gelman Laboratory, GHP Acrodisc 25
 mmシ リ ン ジ フ ィ ル タ ー 、 0.45μ m GHP膜 、 part# 4560T)、 蒸 発 乾 固 さ せ 、 無 水 CH 2 Cl 2 中 に
再 溶 解 さ せ 、 再 蒸 発 さ せ (反 復 × 3)、 そ し て 高 真 空 下 (マ ニ ホ ー ル ド )で 乾 燥 さ せ て 、 白 色
固 体 と し て ジ ギ ト キ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (L)(5.2mg、 63%)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/
MS: M+H 1253.8、 M+Na 1275.6。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 20mg(0.039mmol)の 5'-イ ソ プ レ ニ ル に [OH]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル (5)に 1mLの THFを
添 加 し 、 続 い て 、 10.1mg(0.039mmol)の N,N'-ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト お よ び 25μ
Lの ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 攪 拌 す る こ と に よ り 、 対 応 す る N
-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト を 得 た 。
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実 施 例 49: 完 全 に 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (カ ル バ メ ー ト 結 合 )で あ
る 5'-[((N 2 ' ,N 3 ,N 6 ' -ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -N 3 ' ' -ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル -ゲ ン タ マ
イ シ ン [C1a]-N 1 -カ ル ボ ニ ル -オ キ シ ))-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ
ゲ ー ト (N)の 調 製



【 ０ １ ７ ８ 】
　 550mg(1.22mmol)の ゲ ン タ マ イ シ ン C1aに 35mLの 無 水 DMFを 添 加 し 、 続 い て 、 1.04g(4.74m
mol)の 酢 酸 亜 鉛 二 水 和 物 を 添 加 し た 。 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 で 5日 間 攪 拌 し た
。 反 応 混 合 物 に 850mg(3.89mmol)の ジ -t-ブ チ ル ジ カ ー ボ ネ ー ト を 添 加 し 、 得 ら れ た 混 合 物
を 室 温 で 3日 間 攪 拌 し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り 精 製 し た 。 カ ラ ム 中 で 溶 出 液 と し て 使 用 し た 溶 媒 と 同 一 の 溶 媒 を 最 少 量 で 用 い て
、 粗 製 物 質 を 溶 解 さ せ た 。 CHCl 3 -MeOH-28% NH 4 OH(7:3:0.1)を 用 い て カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ
た 。 カ ラ ム で 使 用 し た の と 同 一 の 溶 媒 系 を 用 い て 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)に よ り カ
ラ ム か ら の 画 分 を 分 析 し た 。 プ レ ー ト を リ ン モ リ ブ デ ン 酸 溶 液 に 浸 漬 し て か ら ホ ッ ト プ レ
ー ト 上 で 加 熱 す る こ と に よ り 、 プ レ ー ト を 発 色 さ せ た 。 CHCl 3 -MeOH-28% NH 4 OH(7:3:0.1)
中 で の 生 成 物 の 遅 延 係 数 (R f )は 0.27で あ っ た 。 所 望 の 画 分 を 合 わ せ て 濃 縮 し た 。 次 に 、 残
渣 を 25mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 に 懸 濁 さ せ 、 そ し て 濃 縮 し た 。 ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 へ の 懸 濁 お
よ び 濃 縮 の 手 順 を 2回 行 っ て 、 481mg(0.62mmol, 51%)の 3,2',6'-ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ
ル ゲ ン タ マ イ シ ン C1aを 白 色 の 粉 末 と し て 得 た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 460mg(0.602mmol)の 3,2',6'-ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ゲ ン タ マ イ シ ン C1aに 9mLの 無
水 DMSOを 添 加 し 、 続 い て 、 81μ L(0.70mmol)の エ チ ル ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト を 添 加 し た
。 混 合 物 を 室 温 で 3日 間 攪 拌 し 、 次 に 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 濃 縮 時 、 水 浴 の 温 度 を 45℃ 未
満 に 保 持 し た 。 CHCl 3 と メ タ ノ ー ル の 9:1混 合 物 を 溶 出 液 と し て 使 用 し シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 さ れ た 。 同 一 の 溶 媒 系 を 用 い て カ ラ ム か ら 流 出 す る 画
分 を TLCに よ り 分 析 し た 。 プ レ ー ト を リ ン モ リ ブ デ ン 酸 溶 液 に 浸 漬 し て か ら ホ ッ ト プ レ ー
ト 上 で 加 熱 す る こ と に よ り 、 プ レ ー ト を 発 色 さ せ た 。 CHCl 3 と メ タ ノ ー ル の 9:1混 合 物 中 で
の 生 成 物 の R f は 、 0.30で あ っ た 。 所 望 の 画 分 を 合 わ せ て 濃 縮 し た 。 残 渣 を 20mLの ジ ク ロ ロ
メ タ ン 中 に 懸 濁 さ せ 、 次 に 、 濃 縮 し た 。 ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 へ の 懸 濁 お よ び 濃 縮 の 手 順 を 2
回 以 上 行 い 、 白 色 の 粉 末 と し て 480mg(0.55mmol, 93%)の 3,2',6'-ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ
ニ ル -3''-N-(ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル )ゲ ン タ マ イ シ ン C1a(Z1)を 得 た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 16mg(0.019mmol)の ゲ ン タ マ イ シ ン ア ミ ン (2',3,6'-ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -3''-(N
-ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル )-ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a](Z1))を 1mLの 無 水 DMFに 溶 解 さ せ た 溶 液 を
調 製 し 、 100μ Lの ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 溶 液 に 、 あ ら か じ め 調 製 し て お い た
MPA-N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト 溶 液 (in situで 生 成 さ せ た )を 滴 下 し た
。 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 下 で 4時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を
含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル グ ラ ジ エ ン ト 系 を 用 い て 分 取 RP-HPLCに よ り 残 渣 を 精 製 し た 。
生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 凍 結 乾 燥 し 、 15mg(0.010mmol, 57%)の 保 護 さ れ た ゲ ン タ
マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (N)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 HR(+)ES MS: 計 算 値  M+Na 1400.
6446、 観 測 値  1400.6495。
【 ０ １ ８ １ 】

　 図 23aお よ び 23bに 関 連 し た 説 明 を 行 う 。 V形 ウ ェ ル を 有 し v形 攪 拌 子 を も 内 包 す る 0.5mL
容 量 バ イ ア ル (Wheaton Reacti-Vial)中 で 、 完 全 に 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ
ュ ゲ ー ト (N)(1.0mg、 0.73μ mol)を MeOH(200μ L)に 溶 解 さ せ た 。 水 酸 化 リ チ ウ ム の 水 溶 液 (
100μ Lの [20mg/mL LiOH一 水 和 物 水 溶 液 ]、 2mgの LiOHと 等 価 )を 添 加 し た 。 バ イ ア ル に し っ
か り と キ ャ ッ プ を し て 、 清 澄 な 溶 液 を 室 温 で 攪 拌 し た 。 分 析 用 HPLCに か け た と こ ろ 、 中 間
体 (Q)に 帰 属 さ れ る よ り 移 動 速 度 の 大 き い ピ ー ク を 介 し て 中 間 体 (P)に 帰 属 さ れ る さ ら に 移
動 速 度 の 大 き い ピ ー ク へ と 反 応 が 徐 々 に 進 行 す る こ と が 示 さ れ た 。 室 温 で 3日 後 、 分 析 用 H
PLCに よ り 、 反 応 液 は ほ ぼ 化 合 物 (P)か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 希 リ ン 酸 (2mLの

10

20

30

40

50

(42) JP 2004-239894 A 2004.8.26

実 施 例 50: 完 全 に 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (5'-[(N 2 ' ,N 3 ,N 6 ' -ト リ -
t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -N 3 ' ' -ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル -ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -カ ル ボ ニ ル
オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (N))か ら ゲ ン タ マ イ シ
ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (5'-[(ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -カ ル ボ ニ ル -オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル
]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (R))へ の 脱 保 護



水 に 85%H 3 PO 4 を 1滴 加 え た も の )を 用 い て 注 意 深 く 反 応 液 の pHを 約 6に 調 整 し 、 少 量 の 固 体 (
リ ン 酸 リ チ ウ ム )を 沈 澱 さ せ た 。 高 真 空 下 で 混 合 物 を 蒸 発 乾 固 さ せ た 。 MeOHを 用 い て 残 渣
を 摩 砕 し 、 濾 過 し 、 減 圧 下 で 濾 液 を 蒸 発 さ せ 、 少 量 の 1:1 MeCN-水 に 残 渣 を 再 溶 解 さ せ 、
半 分 取 RP-HPLC(カ ラ ム : Vydac 218TP510; 300Å , 5μ , C18, 10× 250mm. ガ ー ド : Vydac 
218GK54. グ ラ ジ エ ン ト : [A = 0.1% TFAを 含 有 す る 水 ]中 の [C = 0.1% TFAを 含 有 す る MeCN
]の 濃 度 を 次 の よ う に 変 化 さ せ た ; 0分 の と き 5% C, 10分 後  50% Cま で 増 加 , 30分 後  75% C
ま で 増 加 , 35分 後  100% Cま で 増 加 , 40分 後  5% Cま で 減 少 ; 流 量  = 3 mL/分 )に よ り 精 製
し た 。 所 望 の 生 成 物 を 含 有 す る ピ ー ク (保 持 時 間 [tR]～ 20分 )の 部 分 を 収 集 し 、 凍 結 乾 燥 さ
せ 、 白 色 固 体 と し て 5'-[(N 2 ' ,N 3 ,N 6 ' -ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-
N 1 -カ ル ボ ニ ル オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM](P)(0.5mg)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/M
S: M+H 1268.6。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 他 の 実 験 で は 、 先 に 述 べ た の と 同 様 な 方 法 で 、 500μ Lの MeOH中 の 3.0mgの (N)を 、 250μ L
の 水 中 の 5mgの LiOHに よ り 、 室 温 で 3日 間 処 理 し た 。 先 に 記 載 し た よ う に 仕 上 げ 処 理 を 行 っ
て 残 渣 を 形 成 し 、 こ れ を 分 析 用 TLC(20× 20cm; 0.025cmシ リ カ 厚 さ ; 2プ レ ー ト )に か け て C
HCl 3 中 の 15% MeOHで 溶 出 さ せ る こ と に よ り 精 製 し た 。 生 成 物 バ ン ド (R f  約 0.4)を 切 り 取 り
、 CHCl 3 中 の 30% MeOHを 用 い て シ リ カ 洗 浄 /溶 出 を 行 い 、 洗 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ 、 先 に 述 べ た
よ う に 半 分 取 HPLCに よ り 残 渣 を 再 精 製 し た 。 生 成 物 ピ ー ク 部 分 を 収 集 し 、 凍 結 乾 燥 さ せ 、
白 色 固 体 と し て 中 間 体 ゲ ン タ マ イ シ ン [(BOC) 3 ][NHMe]-MPA[OMEM][COOH](P)(1.1mg)を 得 た
。 1 H-NMR: 一 致 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ア ル ゴ ン 下 、 氷 水 浴 (約 4℃ )中 で 冷 却 し な が ら 、 5'-[(N 2 ' ,N 3 ,N 6 ' -ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル
ボ ニ ル -ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -カ ル ボ ニ ル -オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]コ ン ジ ュ
ゲ ー ト (P)(1.1mg)を 無 水 CH 2 Cl 2 (200μ L)に 溶 解 さ せ た 。 攪 拌 溶 液 (マ イ ク ロ 磁 気 攪 拌 子 )に
無 水 CH 2 Cl 2 (60μ L)中 の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA、 20μ L)の 溶 液 を 約 1分 に わ た り 3回 に 分 け
て 添 加 し 、 冷 却 し な が ら 反 応 液 を 10分 間 攪 拌 し た 。 冷 却 を 続 け な が ら 高 真 空 下 で 直 接 吸 引
す る こ と に よ り 、 反 応 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ た 。 少 量 の 無 水 CH 2 Cl 2 を 用 い て 残 渣 を 洗 浄 し 、 高
真 空 下 で 再 吸 引 し た 。 残 渣 を 約 0.5mLの MeCNに 溶 解 さ せ 、 ア リ コ ー ト を 抜 き 取 り 、 残 り を
高 真 空 下 で 吸 引 し て 乾 固 さ せ た 。 抜 き 取 っ た ア リ コ ー ト を 分 析 用 HPLC(グ ラ ジ エ ン ト : 先
に 記 載 し た と お り で あ る が 、 流 量 は 1mL/分 で あ る )に よ り 分 析 し た と こ ろ 、 よ り 短 い 保 持
時 間 の と こ ろ に 新 し い 生 成 物 ピ ー ク と 共 に か な り の 出 発 物 質 (P)[tR 約 18.1分 ]が 存 在 す る
こ と が 示 さ れ た 。 出 発 物 質 に 対 応 す る ピ ー ク を 注 意 深 く 調 べ た と こ ろ (UV)、 MEM保 護 基 が
部 分 的 に 除 去 さ れ て 脱 MEM物 質 が 実 際 の 出 発 物 質 と ほ ぼ 一 緒 に 移 動 す る こ と が 示 さ れ た 。
反 応 液 残 渣 を 無 水 CH 2 Cl 2 (200μ L)に 再 溶 解 さ せ 、 先 の 場 合 と ま っ た く 同 じ よ う に CH 2 Cl 2 中
の TFAで 再 処 理 し た (2回 目 の 処 置 )。 た だ し 、 20分 間 攪 拌 し た 。 先 に 記 載 し た と お り に 吸 引
お よ び 操 作 を 行 い 、 反 応 液 の ア リ コ ー ト を HPLC分 析 に か け た と こ ろ 、 (P)は 徐 々 に 減 少 し
、 移 動 速 度 の 大 き い ピ ー ク の カ ル ケ ー ド が 出 現 す る こ と が わ か っ た 。 先 に 記 載 し た と お り
に TFA/CH 2 Cl 2 で 3回 目 の 処 置 を 行 い (30分 間 /約 4℃ )、 HPLC分 析 に か け 、 続 い て 、 TFA(30μ L
)/CH 2 Cl 2 (90μ L、 30分 間 /約 4℃ )で 4回 目 の 処 置 を 行 い 、 HPLC分 析 に か け 、 さ ら に 、 TFA(30
μ L)/CH 2 Cl 2 (90μ L、 2時 間 /約 4℃ )で 最 後 の 5回 目 の 処 置 を 行 い 、 HPLC分 析 に か け た と こ ろ
、 次 第 に 、 す べ て の 出 発 物 質 (P)[tR 約 18.1]は 消 失 し 、 中 間 的 な よ り 移 動 速 度 の 大 き い ピ
ー ク の カ ル ケ ー ド は 経 時 変 化 し て 1つ の 主 要 な フ ロ ン ト ラ ン ピ ー ク [tR 約 10.4分 ]に 蓄 積 し
て い く 傾 向 が あ る こ と が わ か っ た 。 有 意 量 の 親 化 合 物 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OH]-MPA(3A)(リ ン
カ ー の ア リ ル 系 カ ル バ メ ー ト の 望 ま し く な い 併 行 的 破 壊 か ら 形 成 さ れ る )は 、 既 知 の 物 質
と 比 較 し て 観 測 さ れ な か っ た 。 最 後 の 分 析 用 HPLCに よ る 分 析 に お い て グ ラ ジ エ ン ト を 調 整
し て み た が 、 い ず れ の 場 合 に も 、 (3A)は も し あ っ た と し て も 無 視 で き る 量 で 存 在 す る こ と
が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 ピ ー ク の 広 が り を 改 良 で き る こ と が わ か っ た 。 高 真 空 下 で 反 応 液 を
吸 引 乾 固 さ せ 、 3:1 MeCN-水 に 再 溶 解 さ せ 、 半 分 取 RP-HPLC(カ ラ ム : Vydac 218TP510; 300
Å , 5μ , C18, 10× 250mm. ガ ー ド : Vydac 218GK54. グ ラ ジ エ ン ト : [A = 0.1% TFAを 含
有 す る 水 ]中 の [C = 0.1% TFAを 含 有 す る MeCN]の 濃 度 を 次 の よ う に 変 化 さ せ た ; 0分 の と き
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0% C, 30分 後  75% Cま で 増 加 , 35分 後  100% Cま で 増 加 , 40分 後  0% Cま で 減 少 ; 流 量  = 3
 mL/分 , 3回 )に よ り 精 製 し た 。 生 成 物 ピ ー ク [tR 約 17.8分 ]の 部 分 を 収 集 し 、 高 真 空 下 で
蒸 発 乾 固 さ せ (<25℃ )、 白 色 固 体 と し て ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (カ ル バ メ ー ト
結 合 )(R)(<0.5mg)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR(+)FAB MS: M+H 880.4。 HR(+)FAB MS: 計 算
値  M+H 880.4555、 観 測 値  880.4553)。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 (N)か ら の (R)へ の 脱 保 護 を 行 う 別 法 で は 、 完 全 に 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -MPA(N)(21
.0mg)を MeOH(4.2mL)に 溶 解 さ せ 、 LiOH水 溶 液 (2.1mL水 中 42mg)で 処 理 し た 。 清 澄 な 反 応 液
を ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 4日 間 攪 拌 し て 分 析 用 HPLCに か け た と こ ろ 、 反 応 は ほ ぼ 終 了 し て い
る こ と が わ か っ た 。 希 リ ン 酸 (2mLの 水 に 85% H 3 PO 4 を 2滴 加 え た も の )を 用 い て 約 pH5ま で 混
合 物 を 酸 性 化 さ せ た 。 混 合 物 (こ の 時 点 で 若 干 の 沈 澱 し た リ ン 酸 リ チ ウ ム を 含 有 す る )を 攪
拌 混 合 し 、 水 お よ び MeOHで 希 釈 し 、 よ り 希 薄 な リ ン 酸 を 用 い て pHを 約 pH4～ 5に 再 調 整 し 、
合 計 し て 約 2時 間 に わ た り 混 合 物 を 攪 拌 混 合 し た 。 減 圧 下 で さ ら に は 高 真 空 下 で 混 合 物 を
蒸 発 乾 固 さ せ た 。 MeOHを 用 い て 固 体 残 渣 を 摩 砕 し 、 固 体 を 濾 別 し 、 濾 液 を 蒸 発 乾 固 さ せ 、
油 状 固 体 を 得 た 。 分 析 用 HPLCに か け た と こ ろ 、 生 成 物 混 合 物 は 、 以 上 の 実 験 と 比 較 し て 、
種 々 の 中 間 的 な 部 分 的 に 脱 保 護 さ れ た 化 学 種 の よ り 少 な い カ ル ケ ー ド を 伴 っ て 完 全 に 脱 保
護 さ れ た MPA-ゲ ン タ マ イ シ ン (R)を 含 有 し て い る こ と が わ か っ た 。 こ の 物 質 を 1:1 MeCN-水
に 溶 解 さ せ 、 分 取 RP-HPLC(グ ラ ジ エ ン ト : [0.1% TFA/水 ]中 の [0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA
)/MeCN]の 濃 度 を 40分 間 で 0%か ら 75%ま で 増 加 さ せ 、 次 に 、 60分 間 ま で 75%の イ ソ ク ラ テ ィ
ッ ク 状 態 に し 、 次 に 、 20分 間 で 100%ま で 増 加 さ せ た ; 流 量 =10mL/分 )に よ り 精 製 し 、 凍 結
乾 燥 後 、 フ ロ ン ト ラ ン (主 要 )ピ ー ク か ら 、 白 色 固 体 と し て 所 望 の ゲ ン タ マ イ シ ン -MPA(R)(
4.8mg)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR(+)FAB MS: 一 致 。 HR(+)FAB MS: 計 算 値  M+H 880.4555
、 観 測 値  880.4561。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 さ ら に 他 の 実 験 で は 、 先 に 述 べ た の と 同 じ よ う に 、 200μ Lの DMF中 の 1.0mgの (N)を 100μ
Lの 水 中 の 2mgの LiOHで 処 理 し 、 追 加 の 20μ Lの 水 で 希 釈 し て 、 清 澄 な 溶 液 を 得 た 。 分 析 用 H
PLCに か け た と こ ろ 、 中 間 体 (Q)は か な り 急 速 に 形 成 さ れ る が 、 (P)に 至 る 反 応 は 非 常 に 遅
い こ と が わ か っ た 。 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 後 、 先 に 述 べ た よ う に 反 応 を 停 止 さ せ て 仕 上 げ 処
理 を 行 い 、 先 に 述 べ た よ う な 方 式 で 半 分 取 HPLCに よ り 精 製 し た 。 生 成 物 [tR 約 22 1/2分 ]
を 含 有 す る ピ ー ク 部 分 を 収 集 し 、 凍 結 乾 燥 さ せ 、 部 分 的 に 脱 保 護 さ れ た 中 間 体 (Q)(<0.5mg
)を 得 た 。 1H-NMR: 一 致 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 15g(73.8mmol)の テ レ フ タ ロ イ ル ク ロ リ ド に 300mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を 添 加 し た 。 ア ル ゴ
ン 雰 囲 気 下 、 0℃ で 混 合 物 を 10分 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 に 30g(0.26mol)の N-ヒ ド ロ キ シ
ス ク シ ン イ ミ ド を 添 加 し 、 続 い て 、 0℃ で 30mL(0.22mol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 滴 下 し た 。
混 合 物 に 室 温 で 加 温 し 、 次 に 、 室 温 で 2日 間 攪 拌 し た 。 固 体 を 濾 別 し 、 残 渣 を 200mLの ジ ク
ロ ロ メ タ ン で 洗 浄 し た 。 残 渣 を 300mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 に 懸 濁 さ せ 、 10分 間 攪 拌 し た 。
固 体 を 濾 過 し 、 乾 燥 さ せ 、 白 色 の 粉 末 と し て 24.12g(66.9mmol、 91%)の 生 成 物 (テ レ フ タ ル
酸 の 1,4-ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル )を 得 た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 テ レ フ タ ル 酸 の 1,4-ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 64.5mgに 6mLの 無 水 DMFを
添 加 し 、 ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (ジ -NHS)エ ス テ ル 溶 液 を 作 製 し た 。 他 の フ ラ ス
コ に 、 64.5mg(0.17mmol)の (Z1)、 6mLの 無 水 DMF、 お よ び 128μ L(0.89mmol)の ト リ エ チ ル ア
ミ ン を 添 加 し た 。 こ の ゲ ン タ マ イ シ ン ア ミ ン 溶 液 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で ジ -NHSエ ス テ ル 溶
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実 施 例 51: (N)の 部 分 的 塩 基 加 水 分 解 : 中 間 体 5'-[(N 2 ' ,N 3 ,N 6 ' -ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ
ル -ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -カ ル ボ ニ ル -オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ
ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Q)の 単 離

実 施 例 52: 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (ア ミ ド 結 合 )5'-[(N 2 ' ,N 3 ,N 6 ' -
ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -N 3 ' ' -ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル -ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -テ レ
フ タ ロ イ ル )-ア ミ ノ -イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (S)の 調 製



液 に 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 48時 間 攪 拌 し 、 次 に 濃 縮 し た 。 溶 出 液 と し て エ チ ル ア セ テ
ー ト と ヘ キ サ ン と の 9:1混 合 物 を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣
を 精 製 し た 。 カ ラ ム か ら 流 出 す る 画 分 を TLCに よ り 分 析 し 、 短 波 UV下 で 所 望 の 生 成 物 を 検
出 し た 。 カ ラ ム に 使 用 し た の と 同 一 の 溶 媒 系 で の 生 成 物 の R f は 、 0.36で あ っ た 。 生 成 物 を
含 有 す る 画 分 を 合 わ せ て 濃 縮 し 、 次 に 、 10mL/分 の グ ラ ジ エ ン ト 処 理 を 用 い て 分 取 逆 相 高
速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (RP-HPLC)に よ り 精 製 し た 。 所 望 の 画 分 を 合 わ せ 、 室 温 で ロ ー
タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 濃 縮 し 、 次 に 、 凍 結 乾 燥 さ せ 、 白 色 の 粉 末 と し て 49mg(0.044
mmol, 26%)の 3,2',6'-ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -3''-N-(ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル )ゲ ン タ
マ イ シ ン C1a-N1位 -芳 香 族 置 換 NHSエ ス テ ル (Z)を 得 た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 24mg(0.047mmol)の MPAア ミ ン (B)に 1.7mLの 無 水 DMFを 添 加 し 、 続 い て 、 100μ Lの ト リ エ
チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 に 1.8mLの 無 水 DMF中 の ゲ ン タ マ イ シ ン NHSエ ス テ ル : 2
',3,6'-ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -3''-N-(ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル )-ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a
]-N 1 -テ レ フ タ ロ イ ル -NHSエ ス テ ル (Z)26.2mg(0.023mmol)の 溶 液 を 添 加 し た 。 ア ル ゴ ン 下
、 室 温 で 混 合 物 を 18時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の
5%メ タ ノ ー ル を 用 い て 分 取 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (20× 20cm× 0.025cmシ リ カ 厚 さ は プ レ
ー テ ィ ン グ す る )に よ り 残 渣 を 精 製 し 、 保 護 さ れ た MPA-ゲ ン タ マ イ シ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (S)
 19mg(0.012mmol, 54%)を 白 色 固 体 と し て 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H 1504.6。
【 ０ １ ８ ９ 】

　 12mg(0.008mmol)の MPA-ゲ ン タ マ イ シ ン (保 護 さ れ て い る )コ ン ジ ュ ゲ ー ト (S)に 1.5mLの
メ タ ノ ー ル お よ び 24mgの 水 酸 化 リ チ ウ ム 一 水 和 物 お よ び 750μ Lの 水 を 添 加 し た 。 混 合 物 を
室 温 で 3日 間 攪 拌 し た 。 追 加 の 24mgの 水 酸 化 リ チ ウ ム 一 水 和 物 を 750μ Lの 水 に 溶 解 し て 添
加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で さ ら に 2日 間 攪 拌 し 、 次 に 、 減 圧 下 で 濃 縮 乾 固 し た 。 残 渣 に 2
mLの 水 を 添 加 し 、 pHを 6～ 7に 調 整 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 濃 縮 し 、 残 渣 を 3× 50mLの メ タ ノ
ー ル と 混 合 し 、 濾 過 し た 。 濾 液 を 濃 縮 乾 固 さ せ 、 メ タ ノ ー ル 中 の 50%エ チ ル ア セ テ ー ト を
用 い て 分 取 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (20× 20cm× 0.025cmシ リ カ 厚 さ の プ レ ー ト )に よ り 残
渣 を 精 製 し 、 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -C1aMPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (T) 7mg(0.005mmol, 70%)
を 白 色 の 粉 末 と し て 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H 1372.6。
【 ０ １ ９ ０ 】

　 7mg(0.005mmol)の 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -C1a-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (T)に 1mLの 無 水 ジ
ク ロ ロ メ タ ン を 添 加 し 、 溶 液 を 0℃ ま で 冷 却 さ せ た 。 反 応 混 合 物 に 500μ Lの ト リ フ ル オ ロ
酢 酸 を 添 加 し 、 室 温 ま で 加 温 し な が ら 反 応 混 合 物 を 15分 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 減
圧 下 で 濃 縮 乾 固 さ せ た 。 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 /ア セ ト ニ ト リ ル の グ ラ ジ エ
ン ト 系 (流 量 =3mL/分 )を 用 い て 半 分 取 RP-HPLC(C-18, Vydac 218TP510, 10mm× 250mm; Vyda
c 218GK54ガ ー ド モ ジ ュ ー ル )に よ り 残 渣 を 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 合 わ せ て 凍
結 乾 燥 さ せ 、 白 色 の 粉 末 と し て 3mg(0.003mmol、 60%)の (U)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR(+)F
AB MS: M+H 982。 HR-ES MS: 計 算 値  (M+2H) 2 +  492.2523、 観 測 値 492.2528．

　 5,5-ジ フ ェ ニ ル ヒ ダ ン ト イ ン -3-酪 酸 (V)(フ ェ ニ ト イ ン -3-酪 酸 )は 、 ES 389999に 記 載 の
手 順 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ア ル ゴ ン 下 で 、 10mLの 無 水 ピ リ ジ ン お よ び 5mLの 無 水 DMFに 1.5g(4.43mmol)の 5,5-ジ フ ェ
ニ ル ヒ ダ ン ト イ ン -3-酪 酸 (V)を 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 固 体 状 態 の 1ロ ッ ト の 2.52g(8.87mmol)
の ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ サ レ ー ト を 添 加 し た 。 室 温 で 18時 間 攪 拌 し た 後 、 溶 媒 を 除 去 し
、 50mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム (pH10)を 添 加 し 、 混 合 物 を エ チ ル ア セ テ ー ト (2× 150mL)お よ び CH
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実 施 例 53: 部 分 的 に 保 護 さ れ た ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (ア ミ ド 結 合 )5'-[(N 2 '

,N 3 ,N 6 ' -ト リ -t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -テ レ フ タ ロ イ ル )-ア ミ ノ -
イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]コ ン ジ ュ ゲ ー ト (T)の 調 製

実 施 例 54: ゲ ン タ マ イ シ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (ア ミ ド 結 合 ) 5'-[(ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-
N 1 -テ レ フ タ ロ イ ル )-ア ミ ノ -イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (ア ミ ド 結 合 )(U)の 調 製

実 施 例 55: フ ェ ニ ト イ ン -3-酪 酸 NHSエ ス テ ル (W)の 調 製



2 Cl 2 (2× 150mL)で 抽 出 し た 。 有 機 抽 出 物 を 蒸 発 さ せ て 、 1.29g(エ チ ル ア セ テ ー ト 層 か ら )
お よ び 0.61g(CH 2 Cl 2 層 か ら )の 白 色 固 体 を 得 た 。 合 わ せ た 固 体 を 、 穏 や か に 加 温 し な が ら (
約 30℃ )、 2% DMFを 含 有 す る 500mLの エ チ ル ア セ テ ー ト に 溶 解 さ せ 、 飽 和 水 性 NaHCO 3 を 加 え
て 30分 間 攪 拌 し た 。 有 機 層 を 単 離 し 、 再 び 飽 和 水 性 NaHCO 3 を 加 え て 30分 間 攪 拌 し た 。 次 に
、 有 機 層 を 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 蒸 発 さ せ 、 濾 過 し 、 真 空 下 で 乾 燥 さ せ 、 1.61gの 所 望 の NHSエ
ス テ ル (W)を 得 た 。 1 H-NMR: 一 致 。 LR(+)APCI MS: 436(M+H)。 マ イ ク ロ 分 析 : C 2 3 H 2 1 N 3 O 6
・ 1/10 CH 3 COOC 2 H 5 に 対 す る 計 算 値 : C 63.27; H 4.95; N 9.46%、 観 測 値 : C 63.25; H 4.
98; N 9.46%。
【 ０ １ ９ ２ 】

　 37mg(0.073mmol)の MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (B)(実 施 例 45で 得 ら れ た も の )を 5mLの 無
水 DMFに 溶 解 さ せ た 溶 液 に 、 200μ Lの ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 52mg(0.12mmol)の フ
ェ ニ ト イ ン -3-酪 酸 NHSエ ス テ ル (W)(実 施 例 55で 得 ら れ た も の )を 1mLの 無 水 DMFに 溶 解 さ せ
た 溶 液 を 、 反 応 混 合 物 に 滴 下 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 室 温 で 18時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 減 圧 下 で
濃 縮 乾 固 さ せ た 。 ヘ キ サ ン 中 の 50%エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し 、 い く つ か の 不 純 物 を 含 有 す る 所 望 の 生 成 物 48mgを 得 た 。
エ チ ル ア セ テ ー ト 中 の 5%ヘ キ サ ン を 用 い て 分 取 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (20× 20cm× 0.2cmシ
リ カ 厚 さ の プ レ ー ト )に よ り 混 合 物 を 再 精 製 し 、 26mg(0.031mmol, 61%)の 保 護 さ れ た コ ン
ジ ュ ゲ ー ト (X)を 得 た 。 1H-NMR: 一 致 。 LC/MS: M+H 826.3。
【 ０ １ ９ ３ 】

　 22mg(0.026mmol)の 保 護 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト (X)(実 施 例 56で 得 ら れ た も の )に 4.5mLの
メ タ ノ ー ル お よ び 2mLの 水 を 添 加 し 、 続 い て 、 100mgの 水 酸 化 リ チ ウ ム 一 水 和 物 を 添 加 し た
。 混 合 物 を 室 温 で 72時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 1mLの 水 を 添 加 し 、 希
リ ン 酸 (1mLの 85% H 3 PO 4 を 9mLの 水 に 加 え た も の )を 用 い て 反 応 混 合 物 の pHを 6に 調 整 し た 。
得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 乾 固 さ せ た 。 残 渣 を 15mLの メ タ ノ ー ル で 摩 砕 し 、 無 機
固 体 を 濾 別 し た 。 濾 液 を 濃 縮 し 、 ヘ キ サ ン 中 の 50%エ チ ル ア セ テ ー ト を 用 い て 分 取 薄 層 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (20× 20cm× 0.025シ リ カ 厚 さ )に よ り 精 製 し 、 12mg(0.016mmol, 63%)の
フ ェ ニ ト イ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (Y)を 得 た 。 1H-NMR: 一 致 。 HR-ES(+) MS: M+Naに 対 す る
計 算 値  746.3048、 観 測 値  746.3044。
【 ０ １ ９ ４ 】

　 フ ェ ニ ト イ ン お よ び ゲ ン タ マ イ シ ン の ア ッ セ イ は 、 HITACHI 917を 用 い て 次 の よ う に 行
っ た 。 3μ Lの サ ン プ ル を キ ュ ベ ッ ト に 添 加 し 、 150μ Lの 抗 体 試 薬 を 添 加 し 、 混 合 し 、 37℃
で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 、 150μ Lの 酵 素 試 薬 は 添 加 し 、 混 合 し た 。 抗 体 試 薬 の 添
加 後 、 340nmの 吸 光 度 変 化 を 9～ 10分 間 モ ニ タ ー し た 。 既 知 量 の フ ェ ニ ト イ ン ま た は ゲ ン タ
マ イ シ ン を 含 有 す る 標 準 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 し た 。 フ ェ ニ ト イ ン ま た は ゲ ン タ マ イ シ ン
に 対 す る 値 は 、 HITACHI 917ア ナ ラ イ ザ ー に よ り 計 算 し た 。 方 法 の 比 較 試 験 の た め に 、 Roc
he INTEGRAフ ェ ニ ト イ ン ま た は ゲ ン タ マ イ シ ン 較 正 物 質 お よ び Roche INTEGRA FPフ ェ ニ ト
イ ン ま た は ゲ ン タ マ イ シ ン 試 薬 カ セ ッ ト を 、 Roche INTEGRA 700ア ナ ラ イ ザ ー と 共 に 使 用
し た 。 Passing/Bablock回 帰 統 計 を 使 用 し た 。 患 者 サ ン プ ル は 血 漿 で あ っ た 。 酵 素 試 薬 お
よ び 抗 体 試 薬 の 組 成 を 以 下 に 記 載 す る 。
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実 施 例 56: 5'-[(フ ェ ニ ト イ ン -3-ブ チ ル ア ミ ド )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ
ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト (X)の 調 製

実 施 例 57: フ ェ ニ ト イ ン -MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 5'-[(フ ェ ニ ト イ ン -3-ブ チ ル ア ミ ド )-イ ソ プ
レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (Y)の 調 製

実 施 例 58: フ ェ ニ ト イ ン お よ び ゲ ン タ マ イ シ ン の ア ッ セ イ



【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ５ 】
【 図 １ 】 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 構 造 と 、 リ ガ ン ド -阻 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る MPA－ MPA(ビ
ス -MPA)の 構 造 と 、 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 に 従 っ て チ ロ キ シ ン 含 有 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 実 施 例 20で 得 ら れ た 結 果
を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 作 成 し た グ ラ フ で あ る 。 チ ロ キ シ ン の 濃 度 を X軸 に プ ロ ッ ト し
、 340nmに お け る Δ (ま た は 終 点 )吸 光 度 を Y軸 に プ ロ ッ ト し て あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 に 従 っ て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 含 有 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 実 施 例 23で 得 ら れ た
結 果 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 作 成 し た グ ラ フ で あ る 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の 濃 度 を X軸 に プ
ロ ッ ト し 、 340nmに お け る Δ (ま た は 終 点 )吸 光 度 を Y軸 に プ ロ ッ ト し て あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 に 従 っ て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 含 有 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 実 施 例 26で 得 ら れ た
結 果 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 作 成 し た グ ラ フ で あ る 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の 濃 度 を X軸 に プ
ロ ッ ト し 、 340nmに お け る 吸 光 度 の 変 化 を Y軸 に プ ロ ッ ト し て あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 に 従 っ て テ オ フ ィ リ ン 含 有 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 実 施 例 29で 得 ら れ た 結
果 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 作 成 し た グ ラ フ で あ る 。 テ オ フ ィ リ ン の 濃 度 を X軸 に プ ロ ッ
ト し 、 340nmに お け る 吸 光 度 の 変 化 を Y軸 に プ ロ ッ ト し て あ る 。
【 図 ６ 】 実 施 例 4、 5、 6、 お よ び 7に 記 載 さ れ て い る 5'-イ ソ プ レ ニ ル [OH]-MPA[OMEM]メ チ
ル エ ス テ ル の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 8、 9、 お よ び 10に 記 載 さ れ て い る 5'-[イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ
ノ エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン (N-tBoc)]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調
製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 実 施 例 9に 記 載 さ れ て い る L-チ ロ キ シ ン (N-tBoc)-ア ミ ド エ チ レ ン ア ミ ン の 調 製 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 実 施 例 11お よ び 12に 記 載 さ れ て い る 5'-[(イ ソ プ レ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ
エ チ レ ン ア ミ ド )-チ ロ キ シ ン ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 実 施 例 13、 14、 お よ び 15に 記 載 さ れ て い る 5'-カ ル ボ キ シ メ チ ル -MPA t-ブ チ ル
エ ス テ ル の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ １ 】 実 施 例 16に 記 載 さ れ て い る 5'-(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル -β -ア ミ ド メ チ ル )-MPA
 t-ブ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 17に 記 載 さ れ て い る 5'-(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル -β -ア ミ ド メ チ ル )-MPA
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 異 性 体 Aお よ び 異 性 体 Bの 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 実 施 例 31お よ び 32に 記 載 さ れ て い る 4'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ
ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ チ ル ]-MPAの 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 実 施 例 31お よ び 32に 記 載 さ れ て い る 4'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ
ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ チ ル ]-MPAの 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 実 施 例 33に 記 載 さ れ て い る 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ
ル ボ ニ ル オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPA[OMEM]メ チ ル エ ス テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 35に 記 載 さ れ て い る 5'-[(テ オ フ ィ リ ン -8-ブ チ ル ア ミ ド エ チ ル ア ミ ノ カ
ル ボ ニ ル オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAの 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 実 施 例 36、 37、 38、 お よ び 39に 記 載 さ れ て い る 5'-(ス ク シ ン イ ミ ド -N-オ キ シ )
カ ル ボ ニ ル メ チ ル -MPAメ チ ル エ ス テ ル の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 実 施 例 40お よ び 41に 記 載 さ れ て い る 5'-[(ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-イ ル )-オ キ シ メ チ
ル カ ル ボ ニ ル -DADOO-カ ル ボ ニ ル メ チ ル ]-MPAの 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 実 施 例 44お よ び 45に 記 載 さ れ て い る MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン メ チ ル
エ ス テ ル (B)の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 実 施 例 46に 記 載 さ れ て い る MPA[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (C)を 経 由 す る MP
A[OMEM]-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン メ チ ル エ ス テ ル (B)か ら MPA-5'-イ ソ プ レ ニ ル ア ミ ン (D)へ
の 脱 保 護 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 実 施 例 47に 記 載 さ れ て い る 5'-[[[[(ジ ゴ キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル ]-
フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (H)の 調 製 を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ２ ２ 】 実 施 例 48に 記 載 さ れ て い る 5'-[[[[(ジ ギ ト キ シ ン (1,4-オ キ サ ゼ ピ ン ))-4-イ ル
]-フ ェ ニ ル -4-カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ ]イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (L)の 調 製 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ２ ３ ａ 】 実 施 例 49、 50、 お よ び 51に 記 載 さ れ て い る 5'-[(ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -カ
ル ボ ニ ル オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (R)の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ ｂ 】 実 施 例 49、 50、 お よ び 51に 記 載 さ れ て い る 5'-[(ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -カ
ル ボ ニ ル オ キ シ )-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (R)の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ ａ 】 実 施 例 52、 53、 お よ び 54に 記 載 さ れ て い る 5'-[(ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -テ
レ フ タ ロ イ ル )-ア ミ ノ -イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (ア ミ ド 結 合 、 U)の 調 製 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ２ ４ ｂ 】 実 施 例 52、 53、 お よ び 54に 記 載 さ れ て い る 5'-[(ゲ ン タ マ イ シ ン [C1a]-N 1 -テ
レ フ タ ロ イ ル )-ア ミ ノ -イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (ア ミ ド 結 合 、 U)の 調 製 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 実 施 例 55、 56、 お よ び 57に 記 載 さ れ て い る 5'-[(フ ェ ニ ト イ ン -3-ブ チ ル ア ミ ド
)-イ ソ プ レ ニ ル ]-MPAコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 実 施 例 58に 記 載 さ れ て い る 患 者 サ ン プ ル 中 の フ ェ ニ ト イ ン を 定 量 す る ア ッ セ イ
の 能 力 を 蛍 光 偏 光 法 と 比 較 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 実 施 例 58に 記 載 さ れ て い る 患 者 サ ン プ ル 中 の ゲ ン タ マ イ シ ン を 定 量 す る ア ッ セ
イ の 能 力 を 蛍 光 偏 光 法 と 比 較 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 実 施 例 5Aに 記 載 さ れ て い る MPA-イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル (ラ セ ミ 体 、 3A)の 調 製
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 実 施 例 5Bに 記 載 さ れ て い る MPA-イ ソ プ レ ニ ル ア ル コ ー ル (キ ラ ル な Rエ ナ ン チ オ
マ ー 、 3B)の 調 製 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ ａ 】 【 図 ２ ３ ｂ 】
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【 図 ２ ４ ａ 】 【 図 ２ ４ ｂ 】

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】
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