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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記化学式１で表わされる５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体及
び薬学的に許容されるその塩。
化学式１
【化１】

式中、
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Ｒ１は
【化２】

、
Ｒ２は
【化３】

、
【化４】

または
【化５】

を示す。
【請求項２】
　下記スキーム１に示したように、
　１）化合物２の２，４－ジクロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジ
ンと化合物３の置換されたアニリンを反応させて化合物４の４番位置がアニリン誘導体に
置換された２－クロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジンを得る工程
；
　２）前記化合物４にピペラジン（化合物５）との反応を通じて化合物６を得る工程；及
び
　３）前記化合物６を化合物７と反応させて目的とする化学式１の５，６－ジメチルチエ
ノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体を製造する工程を含む、５，６－ジメチルチエノ［２
，３－ｄ］ピリミジンの製造方法。
スキーム１
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【化６】

式中、
Ｒ１は
【化７】

、
Ｒ２は

【化８】

、
【化９】

または
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【化１０】

を示す。
【請求項３】
　請求項１の５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体または薬学的に許
容可能な塩を有効成分として含むことを特徴とする、Ｃ型肝炎の治療、予防用薬学的組成
物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗ウイルス剤として有用な５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジ
ン誘導体に関するもので、詳細には、Ｃ型肝炎ウイルス（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉ
ｒｕｓ；ＨＣＶ）の増殖抑制効果が優れた新規の５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］
ピリミジン誘導体を有効成分とするＣ型肝炎予防及び治療用薬学的組成物に関するもので
ある。
【背景技術】
【０００２】
　Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）は、フラビウイルス科に属する膜を有するウイルスである
。ゲノムは、（＋）－ＲＮＡ（ｐｌｕｓ－ｓｔｒａｎｄ　ＲＮＡ）であり、その大きさが
９．６ｋｂで、３，０１０個のアミノ酸で構成された多タンパク質を発現する。この多タ
ンパク質は、宿主細胞とウイルスの酵素によって３個の構造タンパク質と６個の非構造タ
ンパク質に分離される。
【０００３】
　ＨＣＶゲノムの５’と３’末端には、ほとんどすべての遺伝型（ｇｅｎｏｔｙｐｅ）の
塩基配列が同一に維持された非解読部位がある。５’末端では３３０～３４１個のヌクレ
オチドが、そして３’末端ではポリＡ後に９８個のヌクレオチドが最近発見されたが、そ
の部位がウイルスのＲＮＡ複製や解読に重要な役割をすると考えられる。ウイルスゲノム
のアミノ末端は、ウイルス構造タンパク質である中心抗原遺伝子（Ｃｏｒｅ）、Ｅ１、Ｅ
２を作り、残りの部位は非構造タンパク質を作るようになる。中心抗原遺伝子は、ウイル
スのカプシドタンパク質、Ｅ１とＥ２はウイルスの外皮タンパク質になっていて、これら
タンパク質は小胞体にある信号ペプチド分解酵素によって分離する。非構造タンパク質は
、セリンタンパク質分解酵素であるＮＳ３と補助因子であるＮＳ４Ａによって分離する。
ＮＳ５Ｂは、ＲＮＡ－依存的なＲＮＡ重合酵素機能を有していて、ウイルス複製に一番重
要な酵素である。
【０００４】
　ＨＣＶによる感染は、輸血及び地域特異的伝染によって起きて、腎臓投石によって約７
０％が感染するという報告がある。ＨＣＶに感染すると約２０％が５年以内に肝硬化を伴
った急性肝炎を起こすようになり、肝臓癌に転移することが知られている。（参考文献：
Ｄａｖｉｓ等，Ｎｅｗ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．，１９８９年，第３２１巻，１５０１頁
；Ａｌｔｅｒ等，ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｅｓｐｅｃｔｉｖｅ　ｉｎ　Ｈｅｐａｔｏｌ
ｏｇｙ，１９８９年，８３頁）このような高い慢性感染率は、ＲＮＡウイルスでは珍しい
ことであり、ＨＣＶが高い割合の肝臓癌を起こす媒介体であることを示してくれている。
ＨＣＶの持続的な感染機序に対しては研究されたことがない。最近はすべての血液に対し
て、ＨＣＶ検査がよく行われていて輸血による感染は顕著に減ったが、地域特異的感染は
まだ調節することができず、全世界的に重要な問題点として台頭している。
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【０００５】
　伝染病学的にみる時、ＨＣＶはＨＢＶとは異なり全世界に広く分布していて、全世界人
口の１．５～２％が感染したことが報告されている。ＨＣＶに感染すると、慢性肝炎に進
行することが特徴であるが、肝硬化及び肝臓癌に転移する確率がＢ型より相当に高い。Ｃ
型は分類学的にもＢ型とは全く異なったウイルス科に属するので、Ｂ型ワクチンでは予防
が不可能でα－インターフェロン（α－ＩＦＮ）で治療を試みているが、遺伝型によって
反応が顕著に異なるため効果が極めて微弱である。特に多数が感染している遺伝型１ｂ（
ｇｅｎｏｔｙｐｅ　１ｂ）の場合、α－インターフェロン治療効果が最も微弱である。
【０００６】
　ＨＣＶは、１９８９年に初めてクローニングによってＲＮＡゲノムが分離された以後、
多くの研究が遂行されたが、いまだに効果的な治療剤は開発されていない。現在、ＨＣＶ
感染に対する治療剤として、インターフェロンと抗ウイルス剤であるリバビリン併用療法
が使用されているが、治療率が低く、副作用が現われるので、その効果が微弱なのが実情
である。したがって、ＨＣＶ感染の治療及び予防のための追加の化合物が求められている
。
【０００７】
　以上のことに鑑みて、本発明者等は副作用及び毒性が少なくて、ＨＣＶに対して優秀な
抗ウイルス活性を示す化合物を開発するために努力した結果、前記化学式１で表わされる
５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体で、ＨＣＶ増殖抑制効果が優れ
ていることを明らかにすることにより、本発明を完成した。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体を提供する
ことである。
【０００９】
　また、本発明の目的は、５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体の製
造方法を提供することである。
【００１０】
　また、本発明の目的は、５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体を含
むＨＣＶ増殖抑制効果が優秀なＣ型肝炎予防及び治療用薬学的組成物を提供することであ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体を提供する。
【００１２】
　また、本発明は、５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体の製造方法
を提供する。
【００１３】
　また、本発明は、５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体を含むＨＣ
Ｖ増殖抑制効果が優秀なＣ型肝炎予防及び治療用薬学的組成物を提供する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の新規な５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体は、Ｃ型肝炎
ウイルス（ＨＣＶ）の増殖を抑制する効果が優秀で毒性も少ないので、Ｃ型肝炎の予防剤
及び治療剤として有用に使用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　以下、本発明に対して詳しく説明する。
【００１６】
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　本発明は、下記化学式１で表わされる５，６－ジメチルチエノ［２，３－ｄ］ピリミジ
ン誘導体を提供する。
化学式１
【００１７】
【化１】

【００１８】
　前記化学式１で、
　Ｒ１は、
【００１９】

【化２】

【００２０】
  Ｒ２は、
【００２１】
【化３】

【００２２】
、
【００２３】

【化４】
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または
【００２５】
【化５】

【００２６】
を示す。
【００２７】
　本発明の化学式１の化合物は、薬学的に許容可能な塩の形態で使用することができ、塩
としては、薬学的に許容可能な遊離酸によって形成された酸付加塩が有用である。化学式
１の化合物は当該技術分野で通常的な方法によって薬剤学的に許容される酸付加塩を形成
することができる。遊離酸では、有機酸と無機酸を使用することができ、無機酸では、塩
酸、臭素酸、硫酸、リン酸などを使用することができ、有機酸ではクエン酸、酢酸、乳酸
、酒石酸、マレイン酸、フマル酸、ギ酸、プロピオン酸、シュウ酸、トリフルオロ酢酸、
ベンゾ酸、グルコン酸、メタンスルホン酸、グリコール酸、コハク酸、４－トルエンスル
ホン酸、グルタミン酸またはアスパラギン酸などを使用することができる。
【００２８】
　また、本発明は、下記スキーム１に示したように、
　１）化合物２の２，４－ジクロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジ
ンと化合物３の置換されたアニリンを反応させて、化合物４の４番位置がアニリン誘導体
に置換された２－クロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］－ピリミジンを得る
工程；
　２）前記化合物４にピペラジン（化合物５）との反応を通じて化合物６を得る工程；及
び
３）前記化合物６を化合物７と反応させて目的とする化学式１の５，６－ジメチルチエノ
［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体を製造する工程を含む、５，６－ジメチルチエノ［２，
３－ｄ］ピリミジンの製造方法を提供する。
スキーム１
【００２９】
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【化６】

【００３０】
　前記スキーム１で、
　Ｒ１は
【００３１】

【化７】

【００３２】
　、
　Ｒ２は
【００３３】
【化８】

【００３４】
　、
【００３５】

【化９】
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【００３６】
　または
【００３７】
【化１０】

【００３８】
　を示す。
【００３９】
　前記製造方法において反応溶媒としては、メタノール、エタノール、イソプロパノール
、ジクロロメタン、クロロホルム、アセトニトリル、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、ア
セトン、などのような有機溶媒を使用することができ、トリエチルアミン、Ｎ，Ｎ－ジイ
ソプロピルエチルアミン、Ｎ－メチルモルホリン、１－メチルピペリジン、ピリジン、２
，６－ルチジン、４－ジメチルアミノピリジン、Ｎ，Ｎ－ジメチルアニリンなどのような
一般的な有機塩基存在下で、０℃～１５０℃の温度範囲が好ましく、２時間～２０時間以
内に反応させることが好ましい。
【００４０】
　また、本発明では、化学式１の（５，６－ジメチル－２－ピペラジン－１－イル－チエ
ノ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）誘導体及び／または薬学的に許容される塩を有
効成分として含む、Ｃ型肝炎の治療剤または予防剤用薬学的組成物を提供する。
【００４１】
　本発明の化学式１の化合物は、Ｃ型肝炎治療剤として臨床投与時に、経口または非経口
で投与が可能で、一般的な医薬品製剤の形態で使用することができる。すなわち、本発明
の化学式１の化合物は、実際臨床投与時に経口及び非経口（好ましくは注射剤で）の様々
な剤形で投与することができ、製剤化する場合には、普通に使用する充填剤、増量剤、結
合剤、湿潤剤、崩解剤、界面活性剤などの希釈剤または賦形剤を使用して調剤される。経
口投与のための固形製剤には、錠剤、丸薬、散剤、顆粒剤、カプセル剤などが含まれ、こ
のような固形剤は一つ以上の化学式１の化合物に少なくとも一つ以上の賦形剤、例えば、
澱粉、炭酸カルシウム、スクロースまたはラクトース、ゼラチンなどを混ぜて調剤される
。経口投与のための液状製剤では、懸濁剤、溶液剤、乳剤、シロップ剤などが該当し、よ
く使用される単純希釈剤である水、リキッドパラフィン以外にさまざまな賦形剤、例えば
湿潤剤、甘味料、芳香剤、保存剤などを含むことができる。非経口投与のための製剤には
、滅菌された水溶液、非水性溶剤、懸濁剤、乳剤などが含まれる。非水性溶剤、懸濁剤で
は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリーブオイルのような植物性油
、エチルオレートのような注射可能なエステルなどを使用することができる。
【００４２】
　本発明の化学式１の化合物の有効用量は、性別、年齢、患者の状態などを考慮して適切
に選択することができるが、一般的に成人に１０～１０００ｍｇ／日、好ましくは２０～
５００ｍｇ／日であり、一日に１～３回に分けて投与することができる。
【００４３】
　以下、実施例及び実施例を通じて本発明をさらに詳細に説明する。但し、下記の実施例
は本発明を例示するだけのものであって、本発明の内容が実施例によって限定されるもの
ではない。
実施例１：４－［５，６－ジメチル－４－（４－モルホリン－４－イル－フェニルアミノ
）－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－イル］－ピペラジン－１－イル－ピリジン－
２－イル－メタノンの製造
　２，４－ジクロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン（２４０ｍｇ
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，１．０２ｍｍｏｌ）を５０ｍｌのエチルアルコールに溶解した後、４－（４－モルポリ
ノ）アニリン（２２０．２０ｍｇ，１．２３ｍｍｏｌ）を加えた後、炭酸ナトリウム（１
３０．９０ｍｇ，１．２３ｍｍｏｌ）を加えて還流撹拌させた。反応完結後、反応溶媒で
あるエチルアルコールを減圧濃縮した後、エチルアルコールで結晶化させてろ過し、４３
０ｍｇ（定量的）の２－クロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－
４－イル－４－モルホリン－４－イル－フェニルアミンを得た。得た生成物（２２０ｍｇ
，０．５３ｍｍｏｌ）をｓｅａｌｅｄ　ｔｕｂｅで２０ｍｌの１－ブタノールに溶解した
後、トリエチルアミン（２２３μｌ，１．５９ｍｍｏｌ）とピペラジン４５．９ｍｇを加
えた後、１２０℃で撹拌した。反応完結後、生成された固体をろ過して余液を減圧濃縮さ
せた後、エチルアセテートで結晶化して、５，６－ジメチル－２－ピペラジン－１－イル
－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル－４－モルホリン－４－イル－フェニルア
ミンを３０ｍｇ（収率１５％）得た。ジメチルクロライド５ｍｌに得た化合物５，６－ジ
メチル－２－ピペラジン－１－イル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル－４－
モルホリン－４－イル－フェニルアミン（９ｍｇ，０．０２ｍｍｏｌ）を溶解してトリエ
チルアミン（３．５μｌ，０．０２ｍｍｏｌ）を加えた後、ピコリノイルクロライド塩酸
塩（４．１ｍｇ，０．０２ｍｍｏｌ）を加えて常温で３時間撹拌させた。反応完結後、反
応溶媒であるジメチルクロライドを減圧濃縮した後、エチルアセテートで結晶化して６ｍ
ｇの生成物（収率３０％）を得た。
【００４４】
　 1H NMR (CDCl3) ppm : 8.85-8.95(d, 1H), 8.27-8.35(m, 1H), 7.79-8.01(m, 1H), 7.
60-7.79(m, 1H), 7.25-7.30(m, 2H), 6.87-6.95(m, 2H), 3.92-3.70(m, 10H), 3.40(br, 
2H), 3.18-3.13(t, J=3.4Hz, 4H), 2.50(s, 3H), 2.37(s, 3H)
実施例２：４－［５，６－ジメチル－４－（４－モルホリン－４－イル－フェニルアミノ
）－シエノ－［２．３－ｄ］ピリミジン－２－イル］－ピペラジン－１－イル－ピリジン
－３－イル－メタノンの製造
　実施例１と同じ方法でピコリノイルクロライド塩酸塩の代りにニコチノイルクロライド
塩酸塩を使用して生成物（収率４５％）を得た。
【００４５】
　1H NMR (CDCl3) ppm :  9.20(s, 1H), 8.99-9.05(m, 1H), 8.88-8.99(m, 1H), 8.11-8.
30(m, 1H), 7.25-7.38(d, 2H), 6.85-6.95(d, 2H),  3.92-3.76(m, 10H), 3.42(br, 2H),
 3.18-3.14(t, J=3.4Hz, 4H), 2.53(s, 3H), 2.39(s, 3H)
実施例３：４－［５，６－ジメチル－４－（４－モルホリン－４－イル－フェニルアミノ
）－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－イル］－ピペラジン－１－イル－ピリジン－
４－イル－メタノンの製造
　実施例１と同じ方法でピコリノイルクロライド塩酸塩の代りにイソニコチノイルクロラ
イド塩酸塩を使用して生成物（収率４８％）を得た。
【００４６】
　1H NMR (CDCl3) ppm : 8.75(d, J=5.6Hz, 2H), 7.46(d, J=9.0Hz, 2H), 7.34(d, J=1.6
Hz, 2H), 7.04(s, 1H), 6.93(d, J=8.8Hz, 2H), 3.92-3.76(m, 10H), 3.41(br, 2H), 3.1
9-3.14(t, J=3.4Hz, 4H), 2.51(s, 3H), 2.39(s, 3H)
実施例４：４－［５，６－ジメチル－４－（６－モルホリノピリジン－３－イルアミノ）
－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－イル］－ピペラジン－１－イル－ピリジン－２
－イル－メタノンの製造
　２，４－ジクロロ－５，６－ジメチル－チエノ［２，３－ｄ］－ピリミジン（２４０ｍ
ｇ，１．０２ｍｍｏｌ）を５０ｍｌのエチルアルコールに溶解した後、６－モルホリノピ
リジン－３－アミン（２２６．４０ｍｇ，１．２６ｍｍｏｌ）を加えた後、炭酸ナトリウ
ム（１３０．９０ｍｇ，１．２３ｍｍｏｌ）を加えて還流撹拌させた。反応完結後、反応
溶媒であるエチルアルコールを減圧濃縮した後、エチルアルコールで結晶化した後、ろ過
して４４０ｍｇ（定量的）の２－クロロ－５，６－ジメチル－Ｎ－（６－モルホリノピリ
ジン－３－イル）－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－アミンを得た。得た生成物（
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２００ｍｇ、０．５０ｍｍｏｌ）をシールドチューブで２０ｍｌの１－ブタノールに溶解
した後、トリエチルアミン（２２０μｌ，１．５０ｍｍｏｌ）とピペラジン４５．９ｍｇ
を加えた後、１２０℃で撹拌した。反応完結後、反応中に生じた固体をろ過してろ液を減
圧濃縮させた後、エチルアセテートで結晶化させて、５，６－ジメチル－Ｎ－（６－モル
ホリノピリジン－３－イル）－２－（ピペラジン－１－イル）－チエノ［２，３－ｄ］ピ
リミジン－４－アミンを２５ｍｇ（収率１２％）得た。ジメチルクロライド５ｍｌに得た
化合物５，６－ジメチル－２－ピペラジン－１－イル－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン
－４－イル－４－モルホリン－４－イル－フェニルアミン（９ｍｇ，０．０２ｍｍｏｌ）
を溶解してトリエチルアミン（３．５μｌ，０．０２ｍｍｏｌ）を加えた後、ピコリノイ
ルクロライド塩酸塩（４．１ｍｇ，０．０２ｍｍｏｌ）を加えて常温で３時間撹拌させた
。反応完結後、反応溶媒であるジメチルクロライドを減圧濃縮した後、エチルアセテート
で結晶化して７ｍｇの生成物（収率３５％）を得た。
【００４７】
　1H NMR (CDCl3) ppm : 9.05(s, 1H), 8.85-8.95(d, 1H), 8.27-8.35(m, 1H), 7.79-8.0
1(m, 1H), 7.60-7.79(m, 1H), 7.25-7.30(m, 1H), 6.87-6.95(m, 1H), 3.72-3.50(m, 8H)
, 3.22-3.45(m, 8H), 2.40(s, 3H), 2.27(s, 3H), 1.59-1.51(m, 6H)
実施例５：４－［５，６－ジメチル－４－（６－モルホリノピリジン－３－イルアミノ）
－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－イル］－ピペラジン－１－イル－ピリジン－３
－イル－メタノンの製造
　実施例４と同じ方法でピコリノイルクロライド塩酸塩の代りにニコチノイルクロライド
塩酸塩を使用して生成物（収率３５％）を得た。
【００４８】
　1H NMR (CDCl3) ppm : 9.17(s, 1H), 8.85-8.95(d, 1H), 8.27-8.35(m, 1H), 7.79-8.0
1(m, 1H), 7.60-7.79(m, 1H), 6.99-6.99(d, 1H), 6.65-6.77(d, 1h), 3.51-3.70(m, 8H)
, 3.23-3.46(m, 8H), 2.41(s, 3H), 2.25(s, 3H), 1.59-1.52(m, 6H)
実施例６：４－［５，６－ジメチル－４－（６－モルホリノピリジン－３－イルアミノ）
－チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－イル］－ピペラジン－１－イル－ピリジン－４
－イル－メタノンの製造
　実施例４と同じ方法でピコリノイルクロライド塩酸塩代りにイソニコチノイルクロライ
ド塩酸塩を使用して生成物（収率４２％）を得た。
【００４９】
　1H NMR (CDCl3) ppm : 9.17(s, 1H), 8.85-8.92(d, 2H), 7.83-8.01(d, 2H), 6.99-6.7
9(d, 1H), 6.77-6.65(d, 1H), 3.70-3.51(m, 8H), 3.22-3.47(m, 8H), 2.45(s, 3H), 2.2
7(s, 3H), 1.56-1.58(m, 6H)
＜実施例１＞ＨＣＶレプリコン阻害試験結果
　本発明の化学式１で表わされる５，６－ジメチルチエニル［２，３－ｄ］ピリミジン誘
導体のＨＣＶレプリコン阻害活性を調べるために、次のような手順で実験を実施した。
【００５０】
　ＨＣＶ阻害活性試験のために使用したレプリコンは、ＮＫ－Ｒ２ＡＮで、該当のレプリ
コンはＨＣＶ　ＩＲＥＳ、ネオマイシン耐性遺伝子、ＦＭＤＶ　２Ａプロテアーゼ、ｒｅ
ｎｉｌｌａルシフェラーゼ、ＥＭＣＶ　ＩＲＥＳ、ＨＣＶ非構造タンパク質ＮＳ３からＮ
Ｓ５Ｂ、ＨＣＶ３’非翻訳領域（ＮＴＲ）の順序で構成されている。２４ウェルプレート
に、Ｃ型肝炎ウイルスレプリコンＮＫ－Ｒ２ＡＮを維持している肝臓癌細胞株であるＨｕ
ｈ－７細胞株を、各ウェル当り３万個程度を分注して、２４時間３７℃のＣＯ２培養器中
で培養して細胞がプレート底に固定されるようにする。培養培地は、ＤＭＥＭ動物細胞培
養培地として最終濃度１０％のウシ胎児血清、１％ペニシリンストレプトマイシンを含む
培地である。実験しようとする化合物をＤＭＳＯを溶媒で溶解して所望する濃度で各ウェ
ルに分注する。ここで、各ウェルに入れるＤＭＳＯの量を同じにして各ウェルのＤＭＳＯ
最終濃度が０．５％になるようにする。ＤＭＥＭ動物細胞培養培地として最終濃度２％の
ウシ胎児血清、１％ペニシリンストレプトマイシンを含む培地で、４８時間３７℃のＣＯ
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ａルシフェラーゼ分析のための細胞ｌｙｓｉｓバッファー６０μｌを各ウェルに分注して
常温で３０分間培養して、細胞のｌｙｓｉｓが起きるようにする。
【００５１】
　細胞ｌｙｓｉｓ溶液の中から５μｌを取って、ｒｅｎｉｌｌａルシフェラーゼｓｕｂｓ
ｔｒａｔｅ溶液３０μｌを添加してｒｅｎｉｌｌａルシフェラーゼ活性を測定する。細胞
ｌｙｓｉｓ溶液の中から２０μｌを取ってブラッドフォード分析を遂行して、単位ｃｅｌ
ｌ　ｌｙｓｉｓ　溶液当たりタンパク質の量を測定して、ブラッドフォード分析を通じて
測定したタンパク質の量でｒｅｎｉｌｌａルシフェラーゼ活性を分けて、細胞塊対比リポ
ーター発現有無を計算する。測定されたＣ型肝炎ウイルス増殖程度と使用した化合物の濃
度データを利用して、Ｇｒａｐｈｐａｄ社のＰｒｉｓｍ４ＴＭソフトウェアを使用して阻
害結果を分析した。
【００５２】
　表１は、前記実験方法を利用して測定された、ＨＣＶレプリコン阻害試験結果を示した
ものである。
【００５３】
【表１】

【００５４】
　このように本発明の化合物は、ＨＣＶの活性を阻害する効果が優秀であるのでこれを機
序にＨＣＶの増殖を抑制することができ、したがって、Ｃ型肝炎の予防剤及び治療剤とし
て有用に使用することができる。
＜実施例２＞細胞毒性実験
　化学式１の化合物が、細胞毒性を示すかどうか調べるために、Ｈｅｐ　Ｇ２細胞を使用
して一般的に広く知られたＭＴＴ分析方法で試験管内実験を実施した。その結果、実験に
使用された化合物はすべてＣＣ５０値が１００μｇ／ｍｌ以上であり、細胞に対する毒性
が非常に少ない物質であることが判明した。
【産業上の利用可能性】
【００５５】
　前記で詳しくみたように、本発明の前記化学式１で表わされる新規な５，６－ジメチル
チエノ［２，３－ｄ］ピリミジン誘導体は、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の増殖を抑制す
る効果が優秀で毒性も少ないので、Ｃ型肝炎の予防剤及び治療剤として有用に使用するこ
とができる。
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