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(57)【要約】
　有効量のダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学
的に許容できる塩で細胞を処理することを含む、細胞内でダイナミン環形成および／また
はダイナミン環の維持を増進するための方法を提供する。ダイナミン環形成の維持または
蓄積には、蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気の予防または治療に特別な用途がある。
ダイナミン環安定剤は、ダイナミンと相互に作用して、ダイナミン環集合を増進しかつ／
またはダイナミン環解体を抑制する、任意の化学物質であってもよい。ダイナミン環安定
剤を使用する、有足細胞機能障害の予防または治療方法および／または細胞でアクチン細
胞骨格形成を維持または誘導するための方法、およびダイナミン環安定剤として使用する
ための被検物質をスクリーニングする方法も提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞を、有効量のダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグま
たは薬学的に許容できる塩で処理することを含む、細胞内で、ダイナミン環形成および／
またはダイナミン環の維持を増進するための方法。
【請求項２】
　前記ダイナミン環安定剤が螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼインヒビターである、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ダイナミン環安定剤がダイナミンＧＴＰアーゼ活性のインヒビターでない、請求項
１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ダイナミン環安定剤が、ダイナミン環の形成を増進する化合物である、請求項１～
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記ダイナミン環安定剤がダイナミン環解体を抑制する化合物である、請求項１～４の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ダイナミン環安定剤が、螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼインヒビター類、二量体チ
ルホスチン類、二量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチン類、イミノクロメン類、単
量体チルホスチン類および３－置換ナフタレン－２－カルボン酸（ベンジリデン）ヒドラ
ジド類からなる群から選択される、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　最少１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬
学的に許容できる塩の有効量を、それを必要としている個体に投与することを含む、腎疾
患または蛋白尿を特徴とする病気を予防または治療する方法。
【請求項８】
　前記ダイナミン環安定剤が螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼインヒビターである、請求項
７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ダイナミン環安定剤がダイナミンＧＴＰアーゼ活性のインヒビターでない、請求項
７または８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ダイナミン環安定剤がダイナミン環の形成を増進する化合物である、請求項７～９
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ダイナミン環安定剤がダイナミン環解体を抑制する化合物である、請求項７～１０
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ダイナミン環安定剤が、螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼインヒビター類、二量体チ
ルホスチン類、二量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチン類、イミノクロメン類、単
量体チルホスチン類および３－置換ナフタレン－２－カルボン酸（ベンジリデン）ヒドラ
ジド類からなる群から選択される、請求項７～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記腎疾患または病気が、ネフローゼ症候群、慢性腎疾患、糸球体疾患、糸球体機能障
害、感染後糸球体腎炎およびメサンギウム増殖性糸球体腎炎を含む糸球体腎炎、糖尿病性
腎症を含む腎症、有足細胞損傷および有足細胞傷害を含む有足細胞機能障害、ポドサイト
パシー、有足細胞足突起消失、びまん性メサンギウム硬化症、先天性ネフローゼ症候群（
たとえば、フィンランド型の（ＣＮＳＦ））、アルポート症候群および異型（Ａｌｐｏｒ
ｔ＋）、微小変化型疾患、巣状分節性糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）、崩壊性糸球体腎症、免
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疫および炎症性糸球体腎症、高血圧性腎症、および加齢性糸球体腎症からなる群から選択
される、請求項７～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記疾患または病気が、ネフローゼ症候群、慢性腎疾患、糸球体疾患、有足細胞機能障
害、および有足細胞足突起消失から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　有足細胞を、有効量の少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安
定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩で処理することを含む、有足細胞機能障
害の予防方法または治療方法。
【請求項１６】
　前記有足細胞機能障害が、前記有足細胞の足突起消失を特徴とする、請求項１５に記載
の方法。
【請求項１７】
　有足細胞足突起の形成を維持および／または誘導するために、前記有足細胞が、前記ダ
イナミン環安定剤で処理される、請求項１５または１６に記載の方法。
【請求項１８】
　細胞を、有効量の少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいは前記ダイナミン環安
定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩で処理することを含む、細胞内で、接着
斑および／またはアクチン細胞骨格を誘導する方法。
【請求項１９】
　アクチンストレスファイバーの形成を誘導するために、前記細胞が、前記ダイナミン環
安定剤で処理される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　被検物質を提供すること；
　ダイナミン環の形成を増進するのに好適な条件下で、前記被検物質をダイナミン蛋白質
とインキュベートすること；および
　前記被検物質が、ダイナミン環の蓄積を増進しかつ／またはダイナミン環の解体を抑制
するかどうか、ダイナミン環の蓄積および／または基礎的なダイナミンＧＴＰアーゼ活性
を増強するダイナミン環の解体の抑制を評価すること；
を含む、ダイナミン環安定剤として使用するための被検物質をスクリーニングするための
方法。
【請求項２１】
　前記ダイナミンインヒビターが、ダイナミン環の蓄積を増進するか、あるいはダイナミ
ン環の解体を抑制するかどうかの前記評価が、基礎的なダイナミンＧＴＰアーゼ活性の増
強についてアッセイすることを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　ダイナミン環が維持されかつ／または有足細胞中に蓄積するかどうかを評価するために
、有足細胞をダイナミンインヒビターで処理することを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　ダイナミン環が有足細胞に蓄積するかどうかの前記評価が、ダイナミンインヒビターが
有足細胞足突起の形成を誘導するか否かを決定することによって査定される、請求項２２
に記載の方法。
【請求項２４】
　細胞でのダイナミン環形成の増進および／またはダイナミン環の維持に使用するための
ダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容で
きる塩。
【請求項２５】
　蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気の予防または治療に使用するためのダイナミン環
安定剤、あるいは前記ダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩。
【請求項２６】
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　ダイナミン環形成および／またはダイナミン環の維持を、それを必要としている個体の
細胞で増進するための薬剤の製造における少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるい
はダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩の使用。
【請求項２７】
　蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気を予防または治療するための、少なくとも１つの
ダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容で
きる塩の使用。
【請求項２８】
　蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気を予防または治療するための薬剤の製造における
、少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグま
たは薬学的に許容できる塩の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞内で、安定したダイナミン環の形成を増進し、かつ／または安定したダ
イナミン環を維持するための、本明細書で「ダイナミン環安定剤」と呼ばれる化学物質群
の使用に関する。本発明は、蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気の予防または治療に特
別な用途がある。
【背景技術】
【０００２】
　慢性腎疾患（ＣＫＤ）の世界的流行は、驚異的な速度で進行している。合衆国、オース
トラリア、日本およびヨーロッパでは、一般人口の最高１１％が罹患している。特にイン
ド、中国および東南アジアでは、ＩＩ型糖尿病、およびその関連した腎合併症が同時に着
実に増加し、また腎関連疾患は現在の治療選択肢および手段から逃れている。組織学的デ
ータおよび遺伝学的データは、糸球体疾患における有足細胞機能障害と強く関連している
（Ｓｕｓｚｔａｋ　ａｎｄ　Ｂｏｔｔｉｎｇｅｒ　２００６；Ｔｒｙｇｇｖａｓｏｎら、
２００６）。
【０００３】
　有足細胞機能障害を示す初期の事象の１つは、足突起（ＦＰ）およびスリット隔膜の破
壊であり、これが足突起融合および蛋白尿を引き起こすと考えられる（Ｓｕｓｚｔａｋお
よびＢｏｔｔｉｎｇｅｒ　２００６）。ＣＫＤの大抵の場合、最初の臨床徴候は蛋白尿で
ある。有足細胞内のこのような初期構造変化が回復しなければ、進行性の、重篤な障害が
発生し、有足細胞の糸球体基底膜（ＧＢＭ）からの脱離につながる。これは、瘢痕，尿腔
の閉塞、および分節性糸球体硬化症の発生ならびに末期腎不全を招く。スリット隔膜，頂
端部および足底板（ｓｏｌｅ　ｐｌａｔｅ）を連結するアクチン細胞骨格の再編成は、足
突起（ＦＰ）消失中の共通した特徴となる。したがって、健康な状態および病気の状態に
おける足突起形成を制御する機序の理解を深めることは、永久的な損傷をまだ回避し得る
間に、介入するより良い早期診断および治療をデザインするために不可欠である。
【０００４】
　水、電解質および老廃物は尿腔の中に入るが、必須血漿タンパク質は血液中に保持され
るように、腎臓フィルターの選択性を保証する特殊構造である糸球体で、腎濾過は起こる
。糸球体機能障害の徴候は、蛋白尿またはネフローゼ症候群と呼ばれる尿中への蛋白質損
失である（３．５ｇ／日を超える蛋白質損失と定義される）。蛋白尿は多くの場合、最終
的に透析または腎移植を必要とする進行性腎不全を来たす。有足細胞は、ＧＢＭおよび糸
球体内皮細胞と一緒に、腎透過性バリヤーの重要な構成要素を形成する。有足細胞機能は
、細胞体、ならびに一次突起および上述した足突起（ＦＰ）から成る、複雑な細胞構造に
依存する。有足細胞１つのＦＰは、その近隣のＦＰと互いに組み合わされており、隣接し
た足突起間の細胞間隙は、やはり蛋白質損失に対する最終バリヤーの役割をする蛋白質ネ
フリンで構成されるスリット隔膜により橋渡しされている。このように、有足細胞損傷は
、蛋白尿と密接に関連している。
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【０００５】
　有足細胞ＦＰは、それらの膜形態形成ならびに腎臓における濾過バリヤーの確立および
維持に不可欠な、精巧で動的なアクチン系細胞骨格を含む（Ｆａｕｌら、２００７）。Ｆ
Ｐは、アクチン、ミオシンＩＩ、α－アクチニン、タリン、およびビンキュリンで構成さ
れる微小線維系収縮装置を含み、これはインテグリンα３β１複合体により、接着点でＧ
ＢＭに連結されている（Ｆａｕｌら、２００７）。ＦＰアクチンは、短い分岐したアクチ
ン線維の、ポドソーム様皮質ネットワーク、およびＦＰの中心を占めるアクチン：ミオシ
ンコアで構成されるストレスファイバーという、２つの原則型で組織化される（Ｉｃｈｉ
ｍｕｒａら、２００３）。ＦＰ構造は、糸球体濾過に不可欠な、一定のアクチン推進形態
学的再編成用に合わせて最適化されるようである（Ｍｏｅｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｈｏｌｚｍ
ａｎ　２００６）。
【０００６】
　蛋白尿およびネフローゼ症候群のほとんどの形は、有足細胞表面突起物の減少および有
足細胞ＦＰの細胞質帯への変形（すなわち、ＦＰ消失）を含む。ＦＰ形態の変化は主に、
アクチン細胞骨格の再編成によって推進され、これは凝集して有足細胞足突起の足底の太
い束になる。多くの蛋白質が、有足細胞細胞骨格編成を、直接または間接的に変化させる
。たとえば、遅発型の巣状分節性糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）を引き起こすα－アクチニン
－４の変異は、構造アクチン結合蛋白質が有足細胞機能に有用なことを明らかにした（Ｋ
ａｐｌａｎら、２０００）。スリット隔膜で生じるシグナルは、有足細胞のアクチン細胞
骨格に直接影響を及ぼすことができる（Ｊｏｎｅｓら、２００６；Ｍｏｅｌｌｅｒら、２
００４）。
【０００７】
　細胞接着斑ターンオーバーは、活性化β１インテグリン類のダイナミン－クラスリン－
依存性エンドサイトーシスにより仲介されること、およびダイナミンＩＩかまたは、クラ
スリンアダプターＡＰ－２とディスエイブルド－２（ＤＡＢ２）の両者のいずれかのノッ
クダウンは、障害性接着斑解体および細胞遊走を来たすβ１インテグリンインターナリゼ
ーションをブロックすることが報告されている（Ｃｈａｏ　ａｎｄ　Ｋｕｎｚ，２００９
）。
【０００８】
　ネフローゼ症候群中のＦＰ消失は、遊走事象である（Ｒｅｉｓｅｒら、２００４）。培
養有足細胞は、細胞遊走に必要なアクチン構造の３つの大範疇：葉状仮足、糸状仮足およ
び収縮性アクチンストレスファイバー全てを含む。培養有足細胞はまた、ネフリン、ポド
シン、ＣＤ２ＡＰ、シナプトポジン、ならびにスリット隔膜の既知成分、たとえばＺＯ－
１、Ｐ－カドヘリン、α－カテニン、β－カテニン、およびγ－カテニン等を含む、有足
細胞に特有の、既知の全分化マーカーも発現する（Ｍｕｎｄｅｌら、１９９７；Ｓａｌｅ
ｅｍら、２００２）。実際、有足細胞は既知のアクチン結合蛋白質およびアクチン束化蛋
白質（たとえば、α－アクチニン４およびシナプトポジン）を研究するために、広く使用
されてきた（Ａｓａｎｕｍａら、２００５；Ａｓａｎｕｍａら、２００６）。培養有足細
胞における葉状仮足および糸状仮足の形成の基礎となる表層アクチンウェブは、インビボ
で、ＥＭにより、有足細胞の細胞膜付近で確認される短鎖分岐アクチンウェブに相当する
と思われる（Ｉｃｈｉｍｕｒａら、２００３）。同様に、培養有足細胞で確認されるアク
チン－ミオシンストレスファイバーは、インビボで、ＦＰの中心を占める非分岐ストレス
ファイバーに相当する可能性が高い（Ｉｃｈｉｍｕｒａら、２００３）。
【０００９】
　細胞骨格動力学は多くの場合、低分子ＧＴＰアーゼのＲｈｏファミリーにより制御され
る。細胞の先端で、Ｒａｃ１およびＣｄｃ４２は、表層アクチンの形成を介して細胞運動
性を増進し、これが次にはそれぞれ葉状仮足および糸状仮足の形成を介して運動性を増進
する。対照的に、ＲｈｏＡは、細胞体での収縮性アクチン－ミオシン－含有ストレスファ
イバーの形成を増進する。ＲｈｏＡシグナル伝達は、有足細胞におけるアクチン細胞骨格
の制御に際して重要な役割を果たす。このように、有足細胞で発現されるアクチン－結合
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蛋白質であるシナプトポジン（Ｍｕｎｄｅｌら、１９９７）は、活性ＲｈｏＡの寿命を延
ばすことにより、ストレスファイバー形成を誘発する（Ａｓａｎｕｍａら、２００６）。
有足細胞構造および機能に対するＲａｃ１およびＣｄｃ４２シグナル伝達の正確な役割は
、あまりよく分かっていない。
【００１０】
　ネフローゼ症候群の一部のマウスモデルでは、ダイナミンの貯蔵は、足突起消失および
蛋白尿の初期段階に対抗するのに十分であることが報告されている（Ｓｅｖｅｒら、２０
０７）。ダイナミンは、膜結合性クラスリン被覆小胞を分断する大型ＧＴＰアーゼである
。クラスリン介在性エンドサイトーシス経路は、活性化受容体のインターナリゼーション
、成長因子の隔離、抗原提示、細胞質分裂、シナプス伝達に関与しているため、また様々
な病原体の侵入経路として、生物医学研究者にとって特別興味深い。ダイナミンは３つの
主要なアイソフォームから成る：ダイナミンＩ（ニューロン）；ダイナミンＩＩ（遍在）
およびダイナミンＩＩＩ（ニューロンおよび精巣）（Ｃｏｕｓｉｎ　ａｎｄ　Ｒｏｂｉｎ
ｓｏｎ　２００１）。全てに共通なものは、５つのドメイン、ＧＴＰアーゼドメイン（小
胞分裂に必要）、ミドルドメイン（ＭＤ、機能不明）、プレクストリン相同ドメイン（Ｐ
Ｈ、ターゲティングドメインおよび潜在的にＧＴＰアーゼ阻害モジュール）、ＧＴＰアー
ゼエフェクタードメイン（ＧＥＤ、環内へのダイナミン自己集合を調節する）、およびプ
ロリンリッチドメイン（ＳＨ３ドメインを含む蛋白質と相互に作用し、またインビボでダ
イナミンＩおよびＩＩＩリン酸化のための主部位である、ＰＲＤ）である。
【００１１】
　ダイナミンは、細胞膜におけるクラスリン介在性エンドサイトーシスおよびニューロン
におけるシナプス小胞エンドサイトーシスにおけるその役割で、最もよく知られている（
Ｓｅｖｅｒら、２０００ｂ）。ダイナミンは、十分に解明されていない分子メカニズムに
よるアクチン細胞骨格の調節を含む、追加的役割を果たすことが、多数の研究から示唆さ
れる（Ｓｃｈａｆｅｒ　２００４）。アクチン細胞骨格の調節におけるダイナミンの役割
は、既知のアクチン結合および調節蛋白質たとえばプロフィリン、Ｎｃｋおよびコルタク
チン等との相互作用に起因するとされてきた（Ｏｒｔｈ　ａｎｄ　ＭｃＮｉｖｅｎ　２０
０３；Ｓｃｈａｆｅｒ　２００４）。過去の研究で、ダイナミンは、有足細胞における機
能的ＦＰの形成に不可欠であることも示されている（Ｓｅｖｅｒら、２００７）。
【００１２】
　ダイナミンは、他のＧＴＰアーゼと異なる特有の生化学的性質、たとえば高分子量（Ｍ
Ｗ＝１００ｋＤａ）およびＧＴＰに対する異常に低いアフィニティ（Ｋｍ＝約１０μＭ）
等を示すダイナミンは、３つの主要な状態－基礎状態、環状または螺旋状－で存在し、ま
たそのＧＴＰアーゼ活性は各状態に遷移するときに段階的に増強する。より詳細には：
　ａ）その「基礎」状態では、ダイナミンは、単量体、二量体およびホモ四量体の間で平
衡状態にあり（Ｍｕｈｌｂｅｒｇら、１９９７）、また約１／分という「基礎」ＧＴＰア
ーゼ速度を有する。
　ｂ）ダイナミン二量体または四量体は、約５０ｎｍの外径および約３０ｎｍの内側開口
を有する「環」に似た高次構造へと、さらに自己集合できる（Ｈｉｎｓｈａｗ　ａｎｄ　
Ｓｃｈｍｉｄ，１９９５）。これは一般に、インビトロで、５００ｎＭを超えるダイナミ
ンに生じる。この環は常に閉じているとは限らず、直径は系の間で異なる。環形成は、低
塩濃度緩衝液中へのダイナミンの透析によって促進され、約０．５～１μＭという高濃度
ダイナミンで起こる。環形成物は、ダイナミンのＧＴＰアーゼ活性を約１０倍刺激する（
Ｗａｒｎｏｃｋら、１９９６）。ＧＴＰ加水分解の速度上昇は、ダイナミン四量体が集合
するときに限って活性になる、ダイナミン内の分子内ＧＴＰアーゼ活性化ドメインの活性
化に起因する（Ｓｅｖｅｒら、１９９９）。ダイナミン変異体は、環形で長寿命であると
予想されると報告されており－ｄｙｎＲ７２５Ａは、刺激されたＧＴＰ加水分解速度が低
下した変異体である（Ｓｅｖｅｒら、２０００ａ）。
　ｃ）集合鋳型の存在下で、ダイナミンはインビトロで、さらに、「螺旋」へと集合する
ことができる。螺旋集合鋳型としては、リン脂質リポソーム、脂質ナノチューブまたは微
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小管などがある。その螺旋は、個々の環構造が、バネによく似た非常に細長い螺旋構造へ
と伸長したと考えられる。螺旋形成物は、ダイナミンのＧＴＰアーゼ活性を１００～１０
００倍刺激する（Ｗａｒｎｏｃｋら、１９９６）。インビトロで、刺激されたＧＴＰ加水
分解速度は次にはダイナミン解体を推進し、ＧＴＰ－結合に関して正の協同性を喪失する
ことになる（Ｓｅｖｅｒら、２００６）。
【００１３】
　こうした系における細胞エンドサイトーシスを研究するための強力な新しいツールとし
て、ＧＴＰアーゼのダイナミンファミリーに特異的な小分子インヒビターが開発されるに
つれて、ダイナミン薬理学という新分野が出現している。小分子ダイナミンインヒビター
は幅広い注目を集め、様々な細胞系におけるエンドサイトーシスおよび膜動力学の他の面
を研究するために使用されてきた（Ｍａｃｉａら、２００６）。こうしたインヒビターは
、ダイナミンＧＴＰアーゼ変異体の発現によるか、または急速細胞効果の研究に使用でき
ない低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）－介在性ダイナミンノックダウンによる、細胞にお
けるダイナミン阻害という従来の手段より優れた多くの明確な利点を提供する。小分子、
細胞透過性インヒビターは、数分で速やかにエンドサイトーシスをブロックすることがで
き、また容易に元に戻せる（Ｍａｃｉａら、２００６；Ｑｕａｎら、２００７）。
【００１４】
　最初に報告されたダイナミンインヒビターは、長鎖アンモニウム塩類、たとえばミリス
チルトリメチルアンモニウムブロミド（ＭｉＴＭＡＢ）、オクタデシルトリメチルアンモ
ニウムブロミド（ＯｃＴＭＡＢ）（Ｈｉｌｌら、２００４）およびＢｉｓ－Ｔ（Ｈｉｌｌ
ら、２００５）等の二量体チルホスチン類であった。後に、一連の室温イオン性液体（Ｒ
ＴＩＬｓ）（Ｚｈａｎｇら、２００８）およびダイナソア（Ｍａｃｉａら、２００６）が
報告された。最後に、「ダイノール（ｄｙｎｏｌｅ）類」と呼ばれるインドール系インヒ
ビター類（Ｈｉｌｌら、２００９）および「イミノジン（ｉｍｉｎｏｄｙｎ）類」と呼ば
れるイミノクロメン系インヒビター類が報告されている（Ｈｉｌｌら、２０１０）。ダイ
ナミンインヒビター類をスクリーニングする殆どの研究は、ダイナミンが最大限に刺激さ
れ、またその螺旋状態である可能性が高い、ＧＴＰアーゼアッセイを使用する。これらの
各シリーズからの最強のインヒビターの一部は、細胞におけるエンドサイトーシスの強力
で可逆的なインヒビターでもある（Ｑｕａｎら、２００７；Ｈｉｌｌら、２００９；Ｈｉ
ｌｌら、２０１０）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Ｓｕｓｚｔａｋ　Ｋ．ａｎｄ　Ｂｏｔｔｉｎｇｅｒ　Ｅ．Ｐ．（２００
６）Ｄｉａｂｅｔｉｃ　ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ：ａ　ｆｒｏｎｔｉｅｒ　ｆｏｒ　ｐｅ
ｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ．Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏｌ　１７，
３６１－３６７．
【非特許文献２】Ｔｒｙｇｇｖａｓｏｎ　Ｋ．，Ｐａｔｒａｋｋａ　Ｊ．ａｎｄ　Ｗａｒ
ｔｉｏｖａａｒａ　Ｊ．（２００６）Ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ　ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ　
ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ．
Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３５４，１３８７－１４０１．
【非特許文献３】Ｆａｕｌ　Ｃ．，Ａｓａｎｕｍａ　Ｋ．，Ｙａｎａｇｉｄａ－Ａｓａｎ
ｕｍａ　Ｅ．，Ｋｉｍ　Ｋ．ａｎｄ　Ｍｕｎｄｅｌ　Ｐ．（２００７）Ａｃｔｉｎ　ｕｐ
：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｄｏｃｙｔｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｆｕ
ｎｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｎ　ｃｙｔｏｓｋ
ｅｌｅｔｏｎ．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１７，４２８－４３７．
【非特許文献４】Ｉｃｈｉｍｕｒａ　Ｋ．，Ｋｕｒｉｈａｒａ　Ｈ．ａｎｄ　Ｓａｋａｉ
　Ｔ．（２００３）Ａｃｔｉｎ　ｆｉｌａｍｅｎｔ　ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｆｏｏｔ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　ｉｎ　ｒａｔ　ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ．Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃ
ｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．５１，１５８９－１６００．
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６）Ｉｍａｇｉｎｇ　ｐｏｄｏｃｙｔｅ　ｄｙｎａｍｉｃｓ．Ｎｅｐｈｒｏｎ　Ｅｘｐ　
Ｎｅｐｈｒｏｌ　１０３，ｅ６９－ｅ７４．
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．，Ｒｕｓｔｏｎ　Ｊ．Ｍ．，Ｂｌａｄｔ　Ｆ．，Ｌｉ　Ｈ．，Ｈｕａｎｇ　Ｈ．，Ｌａ
ｒｏｓｅ　Ｌ．，Ｌｉ　Ｓ．Ｓ．，Ｔａｋａｎｏ　Ｔ．，Ｑｕａｇｇｉｎ　Ｓ．Ｅ．ａｎ
ｄ　Ｐａｗｓｏｎ　Ｔ．（２００６）Ｎｃｋ　ａｄａｐｔｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｌｉ
ｎｋ　ｎｅｐｈｒｉｎ　ｔｏ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｎ　ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ　ｏｆ　
ｋｉｄｎｅｙ　ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ．Ｎａｔｕｒｅ　４４０，８１８－８２３．
【非特許文献７】Ｍｏｅｌｌｅｒ　Ｍ．Ｊ．，Ｓｏｏｆｉ　Ａ．，Ｂｒａｕｎ　Ｇ．Ｓ．
，Ｌｉ　Ｘ．，Ｗａｔｚｌ　Ｃ．，Ｋｒｉｚ　Ｗ．ａｎｄ　Ｈｏｌｚｍａｎ　Ｌ．Ｂ．（
２００４）Ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ　ＦＡＴ１　ｂｉｎｄｓ　Ｅｎａ／ＶＡＳＰ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｉｓ　ｎｅｃｅｓｓａｒｙ　ｆｏｒ　ａｃｔｉｎ　ｄｙｎａｍ
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ｇ　Ｃ．Ｙ．，Ｎｉ　Ｌ．，Ｍａｔｈｉｅｓｏｎ　Ｐ．Ｗ．ａｎｄ　Ｍｕｎｄｅｌ　Ｐ．
（２００２）Ａ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ　ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ　ｈｕｍａｎ
　ｐｏｄｏｃｙｔｅ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ　ｎｅｐｈｒｉ
ｎ　ａｎｄ　ｐｏｄｏｃｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏ
ｌ　１３，６３０－６３８．
【非特許文献１２】Ａｓａｎｕｍａ　Ｋ．，Ｋｉｍ　Ｋ．，Ｏｈ　Ｊ．，Ｇｉａｒｄｉｎ
ｏ　Ｌ．，Ｃｈａｂａｎｉｓ　Ｓ．，Ｆａｕｌ　Ｃ．，Ｒｅｉｓｅｒ　Ｊ．ａｎｄ　Ｍｕ
ｎｄｅｌ　Ｐ．（２００５）Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ　ｒｅｇｕｌａｔｅｓ　ｔｈｅ　
ａｃｔｉｎ－ｂｕｎｄｌｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｌｐｈａ－ａｃｔｉｎｉｎ
　ｉｎ　ａｎ　ｉｓｏｆｏｒｍ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｍａｎｎｅｒ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎ
ｖｅｓｔ．１１５，１１８８－１１９８．
【非特許文献１３】Ａｓａｎｕｍａ　Ｋ．，Ｙａｎａｇｉｄａ－Ａｓａｎｕｍａ　Ｅ．，
Ｆａｕｌ　Ｃ．，Ｔｏｍｉｎｏ　Ｙ．，Ｋｉｍ　Ｋ．ａｎｄ　Ｍｕｎｄｅｌ　Ｐ．（２０
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０６）Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ　ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｓ　ａｃｔｉｎ　ｏｒｇａｎ
ｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｍｏｔｉｌｉｔｙ　ｖｉａ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ＲｈｏＡ　ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ．Ｎａｔ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．８，４８５－
４９１．
【非特許文献１４】Ｓｅｖｅｒ　Ｓ．，Ａｌｔｉｎｔａｓ　Ｍ．Ｍ．，Ｎａｎｋｏｅ　Ｓ
．Ｒ．，Ｍｏｌｌｅｒ　Ｃ．Ｃ．，Ｋｏ　Ｄ．，Ｗｅｉ　Ｃ．，Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎ　Ｊ
．，ｄｅｌ　Ｒｅ　Ｅ．Ｃ．，Ｈｓｉｎｇ　Ｌ．，Ｅｒｉｃｋｓｏｎ　Ａ．，Ｃｏｈｅｎ
　Ｃ．Ｄ．，Ｋｒｅｔｚｌｅｒ　Ｍ．，Ｋｅｒｊａｓｃｈｋｉ　Ｄ．，Ｒｕｄｅｎｓｋｙ
　Ａ．，Ｎｉｋｏｌｉｃ　Ｂ．ａｎｄ　Ｒｅｉｓｅｒ　Ｊ．（２００７）Ｐｒｏｔｅｏｌ
ｙｔｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　ｂｙ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉ
ｃ　ｃａｔｈｅｐｓｉｎ　Ｌ　ｉｓ　ａ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ
ｕｒｉｃ　ｋｉｄｎｅｙ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１１７，２０
９５－２１０４．
【非特許文献１５】Ｃｏｕｓｉｎ　Ｍ．Ａ．ａｎｄ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．Ｊ．（２０
０１）Ｔｈｅ　ｄｅｐｈｏｓｐｈｉｎｓ：Ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　
ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ　ｔｒｉｇｇｅｒｓ　ｓｙｎａｐｔｉｃ　ｖｅｓｉｃｌｅ　ｅｎ
ｄｏｃｙｔｏｓｉｓ．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２４，６５９－６６５．
【非特許文献１６】Ｓｅｖｅｒ　Ｓ．，Ｄａｍｋｅ　Ｈ．ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｄ　Ｓ．Ｌ
．（２０００ｂ）Ｇａｒｒｏｔｅｓ，ｓｐｒｉｎｇｓ，ｒａｔｃｈｅｔｓ，ａｎｄ　ｗｈ
ｉｐｓ：Ｐｕｔｔｉｎｇ　ｄｙｎａｍｉｎ　ｍｏｄｅｌｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｔｅｓｔ．Ｔ
ｒａｆｆｉｃ　１，３８５－３９２．
【非特許文献１７】Ｓｃｈａｆｅｒ　Ｄ．Ａ．（２００４）Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ａｃ
ｔｉｎ　ｄｙｎａｍｉｃｓ　ａｔ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ：ａ　ｆｏｃｕｓ　ｏｎ　ｄｙｎ
ａｍｉｎ．Ｔｒａｆｆｉｃ　５，４６３－４６９．
【非特許文献１８】Ｏｒｔｈ　Ｊ．Ｄ．ａｎｄ　ＭｃＮｉｖｅｎ　Ｍ．Ａ．（２００３）
Ｄｙｎａｍｉｎ　ａｔ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｎ－ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ．
Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１５，３１－３９．
【非特許文献１９】Ｍｕｈｌｂｅｒｇ　Ａ．Ｂ．，Ｗａｒｎｏｃｋ　Ｄ．Ｅ．ａｎｄ　Ｓ
ｃｈｍｉｄ　Ｓ．Ｌ．（１９９７）Ｄｏｍａｉｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｉｎｔ
ｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　ＧＴＰａｓｅ
．ＥＭＢＯ　Ｊ．１６，６６７６－６６８３．
【非特許文献２０】Ｈｉｎｓｈａｗ　Ｊ．Ｅ．ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｄ　Ｓ．Ｌ．（１９９
５）Ｄｙｎａｍｉｎ　ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｓ　ｉｎｔｏ　ｒｉｎｇｓ　ｓｕｇｇ
ｅｓｔｉｎｇ　ａ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｆｏｒ　ｃｏａｔｅｄ　ｖｅｓｉｃｌｅ　ｂｕ
ｄｄｉｎｇ．Ｎａｔｕｒｅ　３７４，１９０－１９２．
【非特許文献２１】Ｗａｒｎｏｃｋ　Ｄ．Ｅ．，Ｈｉｎｓｈａｗ　Ｊ．Ｅ．ａｎｄ　Ｓｃ
ｈｍｉｄ　Ｓ．Ｌ．（１９９６）Ｄｙｎａｍｉｎ　ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｓｔｉ
ｍｕｌａｔｅｓ　ｉｔｓ　ＧＴＰａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
２７１，２２３１０－２２３１４．
【非特許文献２２】Ｓｅｖｅｒ　Ｓ．，Ｍｕｈｌｂｅｒｇ　Ａ．Ｂ．ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉ
ｄ　Ｓ．Ｌ．（１９９９）Ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ'ｓ　ＧＡＰ　
ｄｏｍａｉｎ　ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｅｎｄｏ
ｃｙｔｏｓｉｓ．Ｎａｔｕｒｅ　３９８，４８１－４８６．
【非特許文献２３】Ｓｅｖｅｒ　Ｓ．，Ｄａｍｋｅ　Ｈ．ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｄ　Ｓ．Ｌ
．（２０００ａ）Ｄｙｎａｍｉｎ：ＧＴＰ　ｃｏｎｔｒｏｌｓ　ｔｈｅ　ｆｏｒｍａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｅｄ　ｃｏａｔｅｄ　ｐｉｔｓ，ｔｈｅ　ｒａｔｅ　ｌ
ｉｍｉｔｉｎｇ　ｓｔｅｐ　ｉｎ　ｃｌａｔｈｒｉｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｅｎｄｏｃｙ
ｔｏｓｉｓ．Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１５０，１１３７－１１４８．
【非特許文献２４】Ｓｅｖｅｒ　Ｓ．，Ｓｋｏｃｈ　Ｊ．，Ｎｅｗｍｙｅｒ　Ｓ．，Ｒａ
ｍａｃｈａｎｄｒａｎ　Ｒ．，Ｋｏ　Ｄ．，ＭｃＫｅｅ　Ｍ．，Ｂｏｕｌｅｙ　Ｒ．，Ａ
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ｕｓｉｅｌｌｏ　Ｄ．，Ｈｙｍａｎ　Ｂ．Ｔ．ａｎｄ　Ｂａｃｓｋａｉ　Ｂ．Ｊ．（２０
０６）Ｐｈｙｓｉｃａｌ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ　ｂｅ
ｔｗｅｅｎ　ａｕｘｉｌｉｎ　ａｎｄ　ｄｙｎａｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ　ｅｎｄｏｃｙｔ
ｏｓｉｓ．ＥＭＢＯ　Ｊ．２５，４１６３－４１７４．
【非特許文献２５】Ｍａｃｉａ　Ｅ．，Ｅｈｒｌｉｃｈ　Ｍ．，Ｍａｓｓｏｌ　Ｒ．，Ｂ
ｏｕｃｒｏｔ　Ｅ．，Ｂｒｕｎｎｅｒ　Ｃ．ａｎｄ　Ｋｉｒｃｈｈａｕｓｅｎ　Ｔ．（２
００６）Ｄｙｎａｓｏｒｅ，ａ　ｃｅｌｌ－ｐｅｒｍｅａｂｌｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　
ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ．Ｄｅｖ　Ｃｅｌｌ　１０，８３９－８５０．
【非特許文献２６】Ｑｕａｎ　Ａ．，ＭｃＧｅａｃｈｉｅ　Ａ．Ｂ．，Ｋｅａｔｉｎｇ　
Ｄ．Ｊ．，ｖａｎ　Ｄａｍ　Ｅ．Ｍ．，Ｒｕｓａｋ　Ｊ．，Ｃｈａｕ　Ｎ．，Ｍａｌｌａ
ｄｉ　Ｃ．Ｓ．，Ｃｈｅｎ　Ｃ．，ＭｃＣｌｕｓｋｅｙ　Ａ．，Ｃｏｕｓｉｎ　Ｍ．Ａ．
ａｎｄ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．Ｊ．（２００７）ＭｉＴＭＡＢ　ｉｓ　ａ　ｓｕｒｆａ
ｃｅ－ａｃｔｉｖｅ　ｄｙｎａｍｉｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｔｈａｔ　ｂｌｏｃｋｓ　
ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ｄｙｎａｍｉｎ　Ｉ　ｏｒ　ｄｙｎ
ａｍｉｎ　ＩＩ．Ｍｏｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．７２，１４２５－１４３９．
【非特許文献２７】Ｈｉｌｌ　Ｔ．Ａ．，Ｏｄｅｌｌ　Ｌ．Ｒ．，Ｑｕａｎ　Ａ．，Ａｂ
ａｇｙａｎ　Ｒ．，Ｆｅｒｇｕｓｏｎ　Ｇ．，Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．Ｊ．ａｎｄ　Ｍｃ
Ｃｌｕｓｋｅｙ　Ａ．（２００４）Ｌｏｎｇ　ｃｈａｉｎ　ａｍｉｎｅｓ　ａｎｄ　ｌｏ
ｎｇ　ｃｈａｉｎ　ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｓａｌｔｓ　ａｓ　ｎｏｖｅｌ　ｉｎｈｉｂｉｔ
ｏｒｓ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　ＧＴＰａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅ
ｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１４，３２７５－３２７８．
【非特許文献２８】Ｈｉｌｌ　Ｔ．Ａ．，Ｏｄｅｌｌ　Ｌ．Ｒ．，Ｅｄｗａｒｄｓ　Ｊ．
Ｋ．，Ｇｒａｈａｍ　Ｍ．Ｅ．，ＭｃＧｅａｃｈｉｅ　Ａ．Ｂ．，Ｒｕｓａｋ　Ｊ．，Ｑ
ｕａｎ　Ａ．，Ａｂａｇｙａｎ　Ｒ．，Ｓｃｏｔｔ　Ｊ．Ｌ．，Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．
Ｊ．ａｎｄ　ＭｃＣｌｕｓｋｅｙ　Ａ．（２００５）Ｓｍａｌｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｉ
ｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　Ｉ　ＧＴＰａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ：Ｄ
ｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｄｉｍｅｒｉｃ　ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎｓ．Ｊ．Ｍｅｄ．
Ｃｈｅｍ．４８，７７８１－７７８８．
【非特許文献２９】Ｚｈａｎｇ　Ｊ．，Ｌａｗｒａｎｃｅ　Ｇ．Ａ．，Ｃｈａｕ　Ｎ．，
Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．Ｊ．ａｎｄ　ＭｃＣｌｕｓｋｅｙ　Ａ．（２００８）Ｆｒｏｍ　
Ｓｐａｎｉｓｈ　ｆｌｙ　ｔｏ　ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉ
ｑｕｉｄｓ　（ＲＴＩＬｓ）：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｔｈｅｒｍａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｔ
ｙ　ａｎｄ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　１　ＧＴＰａｓｅ　ｂｙ　
ａ　ｎｏｖｅｌ　ｃｌａｓｓ　ｏｆ　ＲＴＩＬｓ．Ｎｅｗ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　３２，２８－３６．
【非特許文献３０】Ｈｉｌｌ　Ｔ．Ａ．，Ｇｏｒｄｏｎ　Ｃ．Ｐ．，ＭｃＧｅａｃｈｉｅ
　Ａ．Ｂ．，Ｖｅｎｎ－Ｂｒｏｗｎ　Ｂ．，Ｏｄｅｌｌ　Ｌ．Ｒ．，Ｃｈａｕ　Ｎ．，Ｑ
ｕａｎ　Ａ．，Ｍａｒｉａｎａ　Ａ．，Ｓａｋｏｆｆ　Ｊ．，Ｃｈｉｒｃｏｐ　Ｍ．，Ｒ
ｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．Ｊ．ａｎｄ　ＭｃＣｌｕｓｋｅｙ　Ａ．（２００９）Ｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ　ｂｙ　
ｔｈｅ　ｄｙｎｏｌｅｓ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ａｃｔ
ｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａ　ｆａｍｉｌｙ　ｏｆ　ｉｎｄｏｌｅｓ．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．
Ａｃｃｅｐｔｅｄ　１３－２－２００９．
【非特許文献３１】Ｈｉｌｌ　Ｔ．Ａ．，Ｍａｒｉａｎａ　Ａ．，Ｇｏｒｄｏｎ　Ｃ．Ｐ
．，Ｏｄｅｌｌ　Ｌ．Ｒ．，ＭｃＧｅａｃｈｉｅ　Ａ．Ｂ．，Ｃｈａｕ　Ｎ．，Ｄａｎｉ
ｅｌ　Ｊ．Ａ．，Ｇｏｒｇａｎｉ　Ｎ．Ｎ．，Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　Ｐ．Ｊ．ａｎｄ　Ｍｃ
Ｃｌｕｓｋｅｙ　Ａ．（２０１０）Ｉｍｉｎｏｃｈｒｏｍｅｎｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
　ｏｆ　ｄｙｎａｍｉｎ　Ｉ　＆　ＩＩ　ＧＴＰａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｅ
ｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎ　ｐｒｅｓｓ　ＤＯＩ：１０．１０
２１／ｊｍ１００１１９ｃ．Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｏｎｌｉｎｅ　ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂ
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ｓ．ａｃｓ．ｏｒｇ／ｄｏｉ／ｆｕｌｌ／１０．１０２１／ｊｍ１００１１９ｃ
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　概して、本発明は２つの発見に由来する。第１に、ダイナミン調節物質のサブグループ
は、その多量体化環状態でダイナミンの蓄積を増進し、またダイナミン環解体を遅らせる
ことが判明している。このサブグループ内の化合物は「ダイナミン環安定剤」と呼ばれる
。ダイナミン環寿命延長の一つの帰結は、これが、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性を
刺激することであり、もう一つは、これが線維状アクチン（Ｆ－アクチン）の形成を促進
することである。第２に、ダイナミンは、ダイナミンミドルドメイン（ＭＤ）によってア
クチンを直接結合し、有足細胞において、接着斑およびアクチン線維のデノボ形成に直接
的な役割を担う、環への多量体化を増進することが判明している。ダイナミン環（ダイナ
ミン螺旋は除外）の刺激は、その既知のエンドサイトーシスの役割とは別の、ダイナミン
に対する新しい細胞機能である。ダイナミン環形成および／または寿命の延長には、有足
細胞における足突起消失および蛋白尿性腎疾患の予防または治療に特別な用途がある。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明の一態様では、有効量のダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプ
ロドラッグまたは薬学的に許容できる塩で細胞を処理することを含む、細胞内で、ダイナ
ミン環形成および／またはダイナミン環の維持を増進する方法が提供される。
【００１８】
　本発明の別の態様では、有効量の少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイ
ナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩を、それを必要としている個
体に投与することを含む、蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気を予防または治療するた
めの方法が提供される。
【００１９】
　本発明の別の態様では、有効量の少なくとも１つのダイナミン環安定剤あるいはダイナ
ミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩で有足細胞を処理することを含
む、有足細胞機能障害を予防または治療する方法が提供される。
【００２０】
　一般に、有足細胞機能障害は、足突起消失を特徴とするか、または足突起消失と関連し
ている。
【００２１】
　本発明の別の態様では、有効量の少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイ
ナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩で細胞を処理することを含む
、細胞におけるアクチン細胞骨格形成を維持または誘導する方法が提供される。
【００２２】
　本発明の別の態様では、有効量の少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイ
ナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩で細胞を処理することを含む
、細胞内で、接着斑および／またはアクチンストレスファイバーを誘導する方法が提供さ
れる。
【００２３】
　別の態様では、
　被検物質を提供すること；
　ダイナミン環の形成に好適な条件で、被検物質をダイナミン蛋白質と共にインキュベー
トすること；および
　被検物質が、ダイナミン環の蓄積を増進しかつ／またはダイナミン環の解体を抑制する
かどうか、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性を増強するダイナミン環の蓄積および／ま
たはダイナミン環の解体の抑制を評価すること；
を含む、ダイナミン環安定剤として使用するための被検物質をスクリーニングする方法が
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提供される。
【００２４】
　被検物質がダイナミン環の蓄積を増進するかまたはダイナミン環の解体を抑制するかど
うかの評価は、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性の増加をアッセイすること、および／
またはダイナミン環解体を示すダイナミンの放出をアッセイすることを含むことができる
。
【００２５】
　本発明の別の態様では、細胞でのダイナミン環形成および／またはダイナミン環の維持
を増進するために使用するための、ダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤の
プロドラッグまたは薬学的に許容できる塩が提供される。
【００２６】
　本発明の別の態様では、蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気の予防または治療に使用
するための、少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイナミン環安定剤のプロ
ドラッグまたは薬学的に許容できる塩が提供される。
【００２７】
　本発明の別の態様では、必要としている個体の細胞内でダイナミン環形成を増進するた
めおよび／またはダイナミン環を維持するための薬剤の製造において、少なくとも１つの
ダイナミン環安定剤あるいはダイナミン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容でき
る塩の使用が提供される。
【００２８】
　本発明のまた別の態様では、蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気を予防または治療す
るための薬剤の製造において、少なくとも１つのダイナミン環安定剤、あるいはダイナミ
ン環安定剤のプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩の使用が提供される。
【００２９】
　本発明の実施態様で使用されるダイナミン環安定剤は、ダイナミン環の、集合を増進す
るかまたは解体を抑制する、任意の化合物であってもよい。抑制はダイナミン環解体の遅
延または防止であってもよい。
【００３０】
　本明細書で使用されるとき、用語「ダイナミン環」は多量体化したダイナミン単位の環
を意味する。環は、閉環であってもよく、単回転のダイナミン螺旋（螺旋状ダイナミン）
であってもよい。
【００３１】
　本明細書で使用されるとき、用語「ダイナミン環安定剤」は、ダイナミンと相互に作用
して、その周囲でダイナミン螺旋が生じる集合鋳型（たとえば、微小管、リン脂質小胞お
よび／またはナノチューブ）の非存在下で、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性を刺激す
る薬剤を意味する。ダイナミン環安定剤は、ダイナミン環集合を増進しかつ／またはダイ
ナミン環解体を抑制し、その両方がダイナミン環の蓄積をもたらしかつ／または基礎的ダ
イナミンＧＴＰアーゼ活性の増強をもたらすことが可能である。したがって、ダイナミン
環集合を増進しかつ／またはダイナミン環解体を抑制する薬剤は、本発明との関係におい
て、用語「ダイナミン環安定剤」に包含される。一般に、ダイナミン環安定剤は、ダイナ
ミン環解体を抑制する薬剤になろう。
【００３２】
　ダイナミン環安定剤による基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性の刺激は、最大限に活性
な螺旋状ダイナミンと関連したレベル未満までであり、最大限の活性は、集合鋳型の存在
下で達成される。
【００３３】
　ダイナミン環安定剤とダイナミンとの相互作用は、ダイナミン環安定剤のダイナミンへ
の結合であってもよく、あるいはダイナミン環安定剤とダイナミンとの直接的または間接
的協同によってもよい。ダイナミンが、その螺旋状態であるとき、ダイナミン環安定剤は
、その螺旋内の個々のダイナミン環のＧＴＰアーゼ活性を上昇させることが可能であるが
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、ダイナミン環間の協同的相互作用により達成されるものより低いレベルまでである。
【００３４】
　最も典型的には、本発明により具体的に例示される方法で使用されるダイナミン環安定
剤は、最大限まで刺激された螺旋状ダイナミンのＧＴＰアーゼ活性のインヒビターである
。同様に、ダイナミン環安定剤としての使用に関してスクリーニングされる被検物質は、
螺旋状ダイナミンのＧＴＰアーゼ活性のインヒビターであってもよい。しかし、上述から
、ダイナミン環安定剤はダイナミン環解体のインヒビターである必要はなく、さらに、螺
旋状ダイナミンＧＴＰアーゼ活性のインヒビターである必要はないことが理解されるであ
ろう。
【００３５】
　ダイナミン環安定剤と相互作用するダイナミンおよび／またはダイナミン環が形成され
る基であるダイナミンは、ダイナミンＩ（ｄｙｎＩ）、ダイナミンＩＩ（ｄｙｎＩＩ）、
ダイナミンＩＩＩ（ｄｙｎＩＩＩ）、およびダイナミンアイソフォーム、および前述の混
合物から選択されてもよい。
【００３６】
　本発明の特徴および利点は、以下の非限定的実施態様の詳細な説明と添付図面から、さ
らに明白になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
添付図面の簡単な説明
【図１】二量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチンＢｉｓ－Ｔ－２３は、脂質刺激さ
れたダイナミンを阻害するが、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性を刺激することを示す
グラフである。
【図２】同一Ｂｉｓ－Ｔ－２３濃度で生じるダイナミンの阻害および活性化を示すグラフ
である。
【図３】「ラグ相」後に生じる、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性のＢｉｓ－Ｔ－２３
（５μＭ）刺激を示すグラフである。
【図４】全長ダイナミンＩ（２００ｎＭ、他の既知の活性化剤、たとえばＰＳリポソーム
等は存在しなかった）の、基礎的ＧＴＰアーゼ活性を刺激した際の、３つのイミノジンの
相対的効力を示すグラフである。化合物は表示された濃度で存在し、最大半量の刺激を引
き起こす濃度をＥＣ５０として示す。
【図５】ＧＥＤドメインの小部分に連結したＧＴＰアーゼドメインのみを含む、ＧＧ２と
して知られる切断型ダイナミンＩ構築物の基礎的ＧＴＰアーゼ活性を示すグラフである（
Ｃｈａｐｐｉｅら、２００９）。全長ダイナミンとは違って、この構築物は、自己集合ま
たは環形成ができないことが分かっている。Ｂｉｓ－Ｔ－２２およびＢｉｓ－Ｔ－２３な
らびにイミノジン－２２は、この集合不全構築物の基礎的活性に影響を及ぼさない。
【図６】高濃度のＢｉｓ－Ｔ－２２［ｄｙｎ］（５２０ｎＭ）が、ダイナミン環自己集合
を増進することを示す図である。
【図７】Ｂｉｓ－Ｔ－２３がダイナミン解体を防止することを示す図である。
【図８】（Ａ）～（Ｄ）は、インビトロで、Ｂｉｓ－Ｔ－２３が、ＰＳリポソーム上での
ダイナミンの構築または螺旋伸長を防止することを示す電子顕微鏡写真である。Ｂｉｓ－
Ｔ－２３は、ダイナミン螺旋を安定化し、ダイナミン螺旋はその柔軟性を失って均一直径
の環を形成し、ダイナミン環解体を抑制する。
【図９】鋳型の非存在下で、精製全長ダイナミンＩをＢｉｓ－Ｔ－２３処理したときの影
響を示す図である。次いで、ダイナミンを電子顕微鏡法で検査した。ダイナミン環は、Ｂ
ｉｓ－Ｔ－２３（５．４μＭ、Ａ）により明確に誘導される。この環は、真正ダイナミン
環（Ｂ）である。定量分析は、真正環の６倍増加を示す（Ｃ）。
【図１０】培養ヒトリンパ芽細胞（Ａ）でも、ラット脳シナプトソーム（Ｂ）でも、Ｂｉ
ｓ－Ｔ－２２（１００μＭ、３０分間）が、異常に長いネックを有しかつ環で囲まれたク
ラスリン被覆ピットを細胞で誘導することを示す図である。
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【図１１】（Ａ）は、Ｂｉｓ－Ｔ－２３および２つの「ディンゴ（ｄｙｎｇｏ）」シリー
ズのダイナミンインヒビターが、ダイナミン環安定剤であることを示すグラフである。デ
ィンゴ－７ａは、ダイナソアとしても知られる。ダイナミンＩ（５０ｎＭ）ＧＴＰアーゼ
刺激は、界面活性剤トゥイン（Ｔｗｅｅｎ）－８０の非存在下（かつＰＳリポソーム類、
ナノチューブ類または微小管等の、あらゆる既知の活性化剤の非存在下）で実施した。対
照的に、強力なダイナミンインヒビターであるダイノール３４－２は、こうした条件で基
礎的ダイナミン活性を刺激しない。（Ｂ）は、様々な強力なダイナミンインヒビターが、
基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性の活性化剤であることを示すグラフである（Ｂｉｓ－
Ｔシリーズの化合物は１０μＭの濃度で使用し、他の化合物は全て３０μＭの濃度で使用
した）。試験した化合物は全て、３００ｎＭ～３μＭの間で、ホスファチジルセリン（Ｐ
Ｓ）－刺激ダイナミンを阻害した（データ示さず）。ダイナミンＩ（ｄｙｎＩ；２００ｎ
Ｍ）のＧＴＰアーゼ活性を、脂質活性化剤の非存在下（かつ０．０６％の標準トゥイン－
８０の存在下）で測定した。
【図１２】高速遠心分離を受けてＦ－アクチンが沈殿する標準共沈降法を使用した、直接
ダイナミン－アクチン相互作用の検出を示す図である。
【図１３】ダイナミンＩＩ（ｄｙｎ２）（スプライスバリアントａおよびｂ）（配列番号
１および配列番号２）、ダイナミンＩ（ｄｙｎ１）（スプライスバリアントａおよびｂ）
（配列番号３および配列番号４）、ドロソフィラ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）（Ｓｈｉ）（
配列番号５）、シー・エレガンス（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）（Ｃｅｌｅ）（配列番号６）、
酵母菌（Ｖｐｓ１）（配列番号７）、Ｄｎｍ１（配列番号８）、「機能喪失」変異体Ｄｙ
ｎＫ／Ｅ（配列番号９）およびＤｙｎＫ／Ａ（配列番号１０）、ならびに「機能獲得」変
異体ＤｙｎＥ／Ｋ（配列番号１１）の間のアミノ酸配列アラインメントを示す図である。
Ｄｎｍ１は、ミトコンドリアの形態形成に関与するダイナミンファミリーメンバーである
。
【図１４】ダイナミンとＦ－アクチンの直接相互作用のスキャッチャードプロットである
。漸増濃度のダイナミン（遊離）を、５μＭのＦ－アクチンに加えた。１００，０００×
ｇで遠心分離した後、蛋白質をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、濃度測定を使用してバンドを
分析した。
【図１５】Ａ～Ｅは、ダイナミン－アクチン相互作用が、有足細胞におけるアクチン細胞
骨格の組織化に不可欠であることを図解する写真である。表示通りに、有足細胞をダイナ
ミン変異体発現ウイルスに感染させた。アクチン細胞骨格は、ｄｙｎＥ／Ｋおよびｄｙｎ
Ｒ７２５Ａを発現している細胞で大幅に増加するようである。
【図１６】ＧＴＰγＳの存在下で、細い線維束に集合したダイナミン環架橋アクチン線維
を示す図である。アクチン線維は、ネガティブ染色および電子顕微鏡法を使用して可視化
した。矢は、束化線維に沿ったダイナミン環の方向を指す。
【図１７】ダイナミン環が、アクチン重合を増進することを示すグラフである。１００μ
Ｍ　ＧＴＰγＳを含むまたは含まない、０．１μＭダイナミンの非存在下および存在下で
、０．３３μＭのＧｓｎーアクチン複合体（Ｇ１：２００ＡまたはＧ１：１０００Ａ）を
インキュベートするときの、アクチンの再重合の代表的な経時変化。
【図１８】二量体のベンジリデンマロニトリルチルホスチンＢｉｓ－Ｔ－２２が、ダイナ
ミンの基礎的ＧＴＰ加水分解速度を刺激することを示すグラフである。ショットゲルソリ
ンキャップ化Ｆ－アクチンもまた、ダイナミンの基礎的ＧＴＰ加水分解速度を刺激する。
７μＭ　Ｂｉｓ－Ｔ－２２無しまたは有りで、また１０μＭ　Ｇｓｎ－Ｆ－アクチン複合
体有りまたは無しで、インキュベートした０．２μＭ　ｄｙｎ１の基礎的ＧＴＰ加水分解
に関する経時変化。Ｂｉｓ－Ｔ－２２およびＧｓｎ－Ｆ－アクチンの影響は、少なくとも
相加的である。
【図１９】有足細胞におけるアクチン細胞骨格に及ぼすＢｉｓ－Ｔ－２３の影響を示す写
真である。Ｆ－アクチン（左欄）および抗－パキシリンモノクローナル抗体（中央欄）に
ローダミン－ファロイジンを使用して、細胞を染色した。混合染色を右欄に示す。アクチ
ン細胞骨格および接着斑は、Ｂｉｓ－Ｔ－２３処理細胞およびダイナミン変異体、ｄｙｎ
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Ｅ／ＫおよびｄｙｎＲ７２５Ａを発現する細胞で、その数および量が大幅に増加した。
【図２０】コントロールマウスおよび「機能獲得」α－アクチニン４変異体蛋白質発現マ
ウスに、Ｂｉｓ－Ｔ－２３（１００μｇ／１００ｇ体重）を腹腔内注射したことを示すグ
ラフである。マウスアルブミン特異的ＥＬＩＳＡおよび尿中クレアチニン定量用キット（
Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ　Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ａｓｓａｙ　ｋｉｔｓ）（Ｅｘｏｃｅｌｌ
　ａｎｄ　Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使用し、製造業者のプロトコー
ルに従って、蛋白尿を測定した。薬物投与後６時間まで、野生型レベルまでの蛋白尿減少
が得られた。
【図２１】リポ多糖（ＬＰＳ）処理マウスで、環安定剤Ｂｉｓ－Ｔ－２３が、蛋白尿を救
助することを示すグラフである。ＬＰＳは、蛋白尿性腎疾患用モデルである。マウス６匹
で、事前（Ｃｏｎ）、ＬＰＳ注射（２×ＬＰＳ）後２４時間、ならびにＢｉｓ－Ｔ－２３
（白抜きの棒）またはＤＭＳＯ（送達液、灰色の棒）の投与後２、４、６および８時間に
、アルブミンレベルを測定した。この環安定剤の単一用量投与後２～８時間に、蛋白尿の
減少が認められた。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
　二重特異性ダイナミン調節物質のサブグループは、ダイナミンインヒビターのより広い
グループの中に存在することが判明している。このサブグループ内の化合物は、ダイナミ
ン環解体を抑制し、それによってダイナミン環の寿命を延長しまたダイナミン環蓄積を増
進するので、「ダイナミン環安定剤」である。このことは、ＧＴＰ加水分解がダイナミン
解体を推進することが知られている（Ｓｅｖｅｒら、２００６）ということと一致する。
しかし、こうした化合物は、螺旋状ダイナミンの強大なＧＴＰアーゼ活性を低下させるが
、個々のダイナミン環の基礎的ＧＴＰアーゼ活性を同時に増強することができる。
【００３９】
　ダイナミン環は、一回転の多量体化ダイナミンであるか、または螺旋状ダイナミン（ダ
イナミン螺旋）の場合には、一回転の螺旋である。ダイナミン環は、インビトロで最初に
観察された（Ｈｉｎｓｈａｗ　ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｄ．１９９５）。ダイナミン環は一般
に、外径およそ５０ｎｍおよび内径約３０ｎｍを有し、環は開いていても閉じていてもよ
い。螺旋状ダイナミンはまた、ダイナミン螺旋、ナノスプリング、渦巻きまたは「環の積
み重ね」としても知られる（Ｓｔｏｗｅｌｌら、１９９９）。低温電子顕微鏡法から、ダ
イナミン環サイズは柔軟性があり、１３～１５の非対称の反復ダイナミン単位を含んでも
よいことが分かり、螺旋状ダイナミンの単環は、２６～３０のダイナミン分子（ダイナミ
ン単位）を含むことが示唆される（Ｚｈａｎｇ　ａｎｄ　Ｈｉｎｓｈａｗ．２００１）。
しかし、環の直径は柔軟性があるため、これらの数は一定ではない。
【００４０】
　本発明により具体的に例示される方法で有用なダイナミン環安定剤は、以下にさらに記
述する通り、たとえば、螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼインヒビター類、単量体チルホス
チン類、二量体チルホスチン類および特に二量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチン
類、イミノクロメン類、３－置換ナフタレン－２－カルボン酸（ベンジリデン）ヒドラジ
ド類、ポリペプチド類およびペプチド類からなる群から選択されてもよい。
【００４１】
　本発明の実施態様の通り、ダイナミン環安定剤として利用することが可能な、好適な二
量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチン類（Ｂｉｓ－Ｔ）および関連化合物は、国際
特許出願第ＰＣＴ／ＡＵ２００４／００１６２４号明細書（国際公開第２００５／０４９
００９号パンフレット）およびＨｉｌｌら、２００５に記載されており、その内容全体を
本願明細書に援用する。
【００４２】
　ビス－チルホスチン－２２（Ｂｉｓ－Ｔ－２２）は、そのような二量体チルホスチンの
１つであり、ダイナミンがホスファチジルセリン（ＰＳ）リポソームによって活性化され
て、柔軟性の螺旋へと集合するとき、ダイナミンの強力なインビトロインヒビターである
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。ＰＳリポソームの非存在下では、ダイナミンは単環に集合できるにすぎない。意外なこ
とに、Ｂｉｓ－Ｔ－２２は、螺旋状ダイナミンの活性を抑制するが、独自に、ダイナミン
環の解体を防止することにより、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性を同時に刺激する。
Ｂｉｓ－Ｔ－２２の構造を以下に示す。Ｂｉｓ－Ｔは、Ｂｉｓ－Ｔ－２２と同じ構造を有
するが、各末端フェニル基のＣ５炭素原子上にさらなるヒドロキシル置換基を有する。
【化１】

【００４３】
　ダイナミン環安定剤として有用な、特に好適な二量体チルホスチンとしては、少なくと
も１つの末端フェニル環のＣ３－Ｃ５炭素原子のうち２個が、好ましくはカテコール配置
で、ヒドロキシル（ＯＨ）置換基を有する（たとえば、Ｂｉｓ－Ｔ－２２などの場合）か
、または炭素原子の３個全部がヒドロキシルで置換されている（たとえば、Ｂｉｓ－Ｔ－
２３などの場合）、Ｂｉｓ－Ｔ化合物などが挙げられる。例としては、２－シアノ－Ｎ－
｛３－［２－シアノ－３－（３，４－ジヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－
エチル｝－３－（３，４－ジヒドロキシフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－
｛３－［２－シアノ－３－（３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミ
ノ］－エチル｝－３－（３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリルアミド、２－
シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４－ジヒドロキシ－４－メトキシフェニル
）－アクリロイルアミノ］－エチル｝－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキシフェ
ニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４－ジヒド
ロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－プロピル｝－３－（３，４－ジヒドロキシフ
ェニル）－アクリルアミド（Ｂｉｓ－Ｔ－２２）、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ
－３－（３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－プロピル｝－
３－（３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリルアミド（Ｂｉｓ－Ｔ－２３）、
２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキシフェ
ニル）－アクリロイルアミノ］－プロピル｝－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキ
シフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４－
ジヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－ブチル｝－３－（３，４－ジヒドロキ
シフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４，
５－トリヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－ブチル｝－３－（３，４，５－
トリヒドロキシフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３
－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－ブチル｝
－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキシフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ
－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４－ジヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミ
ノ］－ペンチル｝－３－（３，４－ジヒドロキシフェニル）－アクリルアミド、２－シア
ノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリロ
イルアミノ］－ペンチル｝－３－（３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリルア
ミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキ
シフェニル）－アクリロイルアミノ］－ペンチル｝－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－
メトキシフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３
，４－ジヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－ヘキシル｝－３－（３，４－ジ
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ヒドロキシフェニル）－アクリルアミド、２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（
３，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－ヘキシル｝－３－（３
，４，５－トリヒドロキシフェニル）－アクリルアミド、および２－シアノ－Ｎ－｛３－
［２－シアノ－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキシフェニル）－アクリロイルア
ミノ］－ヘキシル｝－３－（３，４－ジヒドロキシ－５－メトキシフェニル）－アクリル
アミドなどが挙げられる。
【００４４】
　さらなるダイナミン環安定剤としては、Ｂｉｓ－Ｔ化合物の少なくとも１つの末端フェ
ニル環のＣ２炭素原子上でかつ隣接したシアニル基（ＣＮ）によって占められている位置
の置換基が、国際公開第２００５／０４９００９号パンフレットに記載の通りに環化され
ているものなどが挙げられる。たとえば、置換基がヒドロキシであるとき、そのヒドロキ
シ基は以下の通りにシアニル基と反応してイミノクロメンを形成することができる：
【化２】

ここで、たとえば、Ｒ１はＯＨであり、Ｒ２はＯＨであり、Ｒ３はＨである；Ｒ１はＨで
あり、Ｒ２はＯＨであり、Ｒ３はＯＨであるか；またはＲ１、Ｒ２およびＲ３はＯＨであ
る；かつｎは通常、０、１、２または３であり、たいていは１である。本発明の実施態様
で有用なイミノクロメン類のさらなる例を、以下に記述する（表２参照）。環酸素原子の
少なくとも１つおよび／またはＮＨ基の少なくとも１つおよび／または化合物の骨格酸素
原子が、生物学的等価置換を受ける、上述のようなＢｉｓ－Ｔの類縁体またはイミノクロ
メン化合物も、使用することが可能である（たとえば、Ｌｉｍａ　ａｎｄ　Ｂａｒｒｅｉ
ｒｏ．２００５を参照されたく、相互参照によりその内容全体を本願明細書に援用する）
。
【００４５】
　加えて、上記二量体化合物の非対称類縁体を使用してもよい。例としては、Ｏｄｅｌｌ
ら、２００９により記述されている二量体チルホスチン類の非対称アジドおよびジアザリ
ニル類縁体などが挙げられる。さらに、上に例示された二量体チルホスチンの単量体チル
ホスチン類縁体を使用することができる。しかし、こうしたチルホスチン類の場合、それ
らはＧＴＰアーゼインヒビターではない（たとえば、Ｈｉｌｌら、２００５参照）。
【００４６】
　ダイナミン環安定剤のまたさらなる例としては、３－ヒドロキシナフタレン－２－カル
ボン酸（３，４－ジヒドロキシベンジリデン）ヒドラジド（ダイナソア）およびそれらの
類縁体などが挙げられる。ダイナソアの構造は下記の通りである。
【化３】

【００４７】
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　ダイナソアは、蛋白質ｇｒｂ２を含有するＳＨ３ドメインで活性化された組換え型ダイ
ナミンＩを使用する、ライブラリスクリーニングで発見された（Ｍａｃｉａら、２００６
）。ダイナソアの構造は、Ｂｉｓ－Ｔ－２２の末端フェニル環周囲のヒドロキシルの位置
および数が、その化合物のダイナミン抑制能力に著しく寄与することが判明した、Ｂｉｓ
－Ｔ－２２の構造に一見類似している。ダイナソアと比較して改良されたダイナミン抑制
能力を示すことが判明した、ダイナソアのさらなる３－置換ナフタレン－２－カルボン酸
（ベンジリデン）ヒドラジド類縁体（本明細書でディンゴ化合物と名づけられた）の例を
、表１に示す。ディンゴ化合物は各々、下記のスキーム１に図解する通り（他の合成方法
を利用できるが、たとえば、丸底フラスコ内で、試薬をエタノール（たとえば、１０ｍｌ
）中で混合し、その混合物を２時間還流させ、冷却させて真空内で溶媒を除去してから、
生成物をエタノールから再結晶化することにより）、３－ヒドロキシ－２－ナフトエ酸ヒ
ドラジドと、集中ライブラリを提供する様々なヒドロキシル置換ベンズアルデヒド類とを
カップリングする単純な一段階縮合反応により合成した。特に、表１は、各ディンゴ化合
物の構造、その分子量（ＭＷ）およびトウィン８０の存在下または非存在下でＰＳリポソ
ーム類により刺激された天然の脳ダイナミンＩ　ＧＴＰアーゼ活性の阻害に関するＩＣ５

０を示す。
【化４】

【００４８】
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【表１】

【００４９】
　本明細書に記載されているようなダイナミンの基礎的活性を刺激したり、ダイナミン環
の解体を阻害したりするダイナミン環安定剤は一般に、Ｂｉｓ－Ｔ－２２およびＢｉｓ－
Ｔ－２３にあるような、フェニル環の連続した炭素原子の３つのうち少なくとも２つの上
にヒドロキシル置換基がある末端フェニル基を有する。しかし、上に例示された二量体チ
ルホスチン、イミノクロメンおよびディンゴ類縁体の末端フェニル基はヒドロキシル基で
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置換されているが、当業者は、こうしたヒドロキシル類の１つまたは複数を、生物学的等
価置換（たとえば－ＮＨ２基あるいはＦ、Ｃｌ、ＢｒまたはＩ等のハロ原子等々であるが
その限りではない）に付してもよいことを理解するであろう。同様に、当業者はまた、上
述の二量体ベンジリデンマロニトリルトリホスチン、イミノクロメン、単量体チルホスチ
ン、ダイナソアおよびディンゴ化合物に、その化合物のダイナミン環安定化活性が保持ま
たは増強されるように、また任意のそのような類縁体およびそれらの変形が本明細書に記
載の方法で使用できるように、他の変化を加えてもよいことも認識するであろう。修飾の
例としては、１つまたは複数の骨格環炭素原子のヘテロ原子（たとえば、Ｏ、ＮおよびＳ
から独立に選択される）置換および／またはこうした環系への他の修飾等が挙げられるが
、その限りではない。上に例示したディンゴ化合物のナフタレン基は特にこのような修飾
および／または生物学的等価置換の影響を受けやすく、本発明により具体的に例示される
方法で有用な、多数の修飾されたそのような化合物が可能である。上述のような修飾およ
び生物学的等価置換は、十分に当業者の範囲内であり（たとえば、Ｌｉｍａ　ａｎｄ　Ｂ
ａｒｒｅｉｒｏ．２００５参照）、全てが本発明に明確に包含される。事実、任意の好適
な生理学的に許容できるダイナミン環安定剤を使用することができる。本明細書で使用す
るのにさらに好適なそのような化合物は、化合物および組合せライブラリのスクリーニン
グにより同定することが可能であり、そのようなスクリーニングは十分に受取人の範囲内
である。
【００５０】
　本発明の実施態様に従ってダイナミン環安定剤として使用することが可能な、好適なイ
ミノクロメン類（本明細書で「イミノジン類」と呼ばれる）および関連化合物は、Ｈｉｌ
ｌら、２０１０に記述されており、その内容全体を相互参照により本明細書に援用する。
【００５１】
　ダイナミンがホスファチジルセリン（ＰＳ）リポソームで活性化されて柔軟性の螺旋へ
と集合するとき、イミノジン－２２は、そのようなイミノクロメンの１つであり、ダイナ
ミンの強力なインビトロインヒビターである。イミノジン－２２は、螺旋状ダイナミンの
活性を抑制するが、ダイナミン環の解体を防止することにより、基礎的ダイナミンＧＴＰ
アーゼ活性を同時に刺激もする。イミノジン－２２の構造を以下に示す。

【化５】

【００５２】
　イミノジン類の合成経路を以下のスキーム２に示す。
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【００５３】
　イミノクロメンの構造はＢｉｓ－Ｔ－２２の構造と異なるが、末端フェニル環周囲のヒ
ドロキシルの位置および数は、その化合物のダイナミン抑制能力に大いに寄与する。イミ
ノクロメンのさらなる類縁体の例を、表２に示す。表は、各化合物の構造、ＰＳリポソー
ムにより刺激された天然の脳ダイナミンＩ（２０ｎＭ）ＧＴＰアーゼ活性の阻害に関する
、そのＩＣ５０を示す。表はまた、リポソームの非存在下での、基礎的ダイナミンＩ（２
００ｎＭ）ＧＴＰアーゼ活性の刺激も示す。
【００５４】



(22) JP 2012-527407 A 2012.11.8

10

20

30

40

50

【表２】

【００５５】
　別の形態では、ダイナミン環安定剤は、ダイナミン環安定化活性を有する、ペプチド、
ポリペプチドまたはそれらの活性な断片または変形であってもよい。一般に、本明細書に
記載のようなダイナミン環安定剤は、ダイナミンまたはその断片の野生型または変形以外
である。使用することが可能なポリペプチド類またはペプチド類の例としては、ダイナミ
ン環の形成を増進／刺激し、それによって本発明の関連でダイナミン環安定剤の役割を果
たす、ダイナミンアイソフォームの１つまたは複数あるいはダイナミン環をアクチン結合
ドメインに提供する、アクチン（特にＦ－アクチン）、そのアイソフォームおよび／また
は断片などが挙げられる。さらに、ダイナミンと相互作用するその／それらの能力に実質
的に悪影響を及ぼさずに本明細書に記載のようなダイナミン環の蓄積を増進する、野生型
アクチン、そのアイソフォームおよび断片と比較して１つまたは複数のアミノ酸が付加、
置換または削除された、変形を提供することが可能であり、また全てのそのような変形の
使用も明確に包含される。
【００５６】
　本発明の方法で使用するのに好適な蛋白質性化学物質を同定する方策としては、大規模
スクリーニング技術などがある。たとえば、ファージディスプレイライブラリプロトコー
ルは、多数の潜在的な化学物質をスクリーニングする効率の良い方法を提供する。使用さ
れるライブラリは、使用される関連ファージのコート蛋白質に融合した無作為化ペプチド
配列を発現するペプチドディスプレイライブラリ、または抗体の可変領域（たとえば、Ｆ
ｖ断片）を表示するライブラリであってもよい。ダイナミンに結合するファージを回収し
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て、宿主細菌の感染により増幅することができる。この方法で単離される各クローンは、
特異的ペプチドまたは抗原結合粒子を発現する。ペプチドまたは抗原結合粒子をコード化
する遺伝子は、各ファージに特有であり、また選択されたファージクローンのＤＮＡを回
収すること、そのＤＮＡを配列決定すること、および得られた配列を、ペプチドまたは抗
原結合分子を発現するファージコート蛋白質の既知の配列と比較することにより、同定す
ることができる。同定されたＤＮＡを次には、当該技術分野で周知の組換え技術を用いて
、コード化蛋白質性化学物質の発現に使用するかまたは他のこのような化学物質を提供す
るように修飾することができる。
【００５７】
　化合物（ダイナミンインヒビターであろうとなかろうと）は、ダイナミン環の蓄積を増
進しかつ／またはダイナミン環の解体を抑制する能力を分析することにより、ダイナミン
環安定剤として同定することができる。これは主として、ダイナミン環が自発的に生じな
い条件下で、被検物質を全長ダイナミンと共にインキュベートすること、およびコントロ
ールと比較してダイナミン環の形成または蓄積を示すレベルまでの基礎的ダイナミンＧＴ
Ｐアーゼ活性の増強に関して分析することによって決定することができる。ダイナミンま
たはダイナミン環のＧＴＰアーゼ活性は、任意の従来既知の方法で測定することができる
（たとえば、Ｑｕａｎ　ａｎｄ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ．２００５参照）。このような条件と
しては：（ａ）リポソーム類、微小管類または脂質ナノチューブ類等の螺旋集合鋳型がな
いこと、および（ｂ）鋳型刺激活性の検出に通常必要なものより高濃度のダイナミン、一
般に、１～２０ｎＭの代わりに５０～５００ｎＭのダイナミン、などが挙げられる。この
ように、環安定剤活性は、他の刺激因子（たとえばＰＳリポソーム類、微小管類またはナ
ノチューブ類）の非存在下で全長ダイナミンのＧＴＰアーゼ活性を刺激する能力により同
定することができる。追加の決定的な特徴を利用できるが、第１条件が満たされているの
であれば不可欠ではない。環安定剤活性のその様な追加的特徴は、インビトロで、刺激さ
れた活性が、即時活性化というよりむしろ数分のラグ相後に生じることである。もう一つ
の特徴は、自己集合できない環安定剤、たとえば変異体ダイナミンまたはＧＴＰアーゼド
メインおよびＧＥＤドメインの断片のみを含む構築物（たとえば、ＧＧ２またはＧＧ５；
Ｃｈａｐｐｉｅら、２００９）等は、ダイナミン構築物の活性を刺激できないことである
。環安定剤活性のまた別の特徴は、自発的に環を形成しないダイナミン濃度で、その化合
物が、電子顕微鏡法で検出されるダイナミン環の形成を増進する能力である。そのような
条件は、ダイナミン環安定剤を添加しなければ自己集合が起こることが知られているより
高濃度を除き、鋳型の非存在下で、５０～２００ｎＭダイナミンを使用することを一般に
意味する。
【００５８】
　環安定剤活性のインセル指標は、培養した有足細胞またはＮＩＨ３Ｔ３細胞に化合物を
適用した後の、アクチンストレスファイバーおよび接着斑の誘導である。有足細胞足突起
の誘導もまた、ダイナミン環の蓄積および／またはダイナミン環解体の抑制の指標として
評価できる。
【００５９】
　ペプチドまたはポリペプチドダイナミン環安定剤は、Ｄ－アミノ酸（類）を含んでもよ
くかつ／または蛋白質消化に対してＣ－末端保護および／またはＮ－末端保護（たとえば
、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）で「ペグ化」）されていてもよい。さらに、エネル
ギー非依存的様式で、細胞膜を越えてカーゴ分子を送達する能力を有するキャリアペプチ
ド等の、ペプチド／ポリペプチド安定剤が、外細胞／細胞膜を越えて細胞の細胞質中に移
動または転位するのを促進するために、ペプチドまたはポリペプチドダイナミン環安定剤
を「促進剤部分」に結合することができる。当該技術分野で周知のキャリアペプチドとし
ては、ペネトラチンおよびその異型または断片、ヒト免疫不全ウイルスＴａｔ由来ペプチ
ド、トランスポータン由来ペプチド、付着したペプチドまたは他の薬剤を細胞内に送達す
るために外細胞膜を越えて通過する能力を保持するシグナルペプチドおよびその断片など
が挙げられる。促進剤部分は、キャリアペプチドというよりむしろ、細胞膜を越えるペプ
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チド／ポリペプチドの通過が達成されるような、脂質部分またはダイナミン環安定剤の細
胞膜溶解性を増強する他の非ペプチド部分であってもよい。脂質部分は、たとえば、混合
トリグリセリド類を含む、トリグリセリド類から選択されてもよい。脂肪酸および特に、
飽和Ｃ１６～Ｃ２０脂肪酸も使用することが可能である（たとえば、ステアリン酸）。ペ
プチドまたはポリペプチドダイナミン環安定剤を、任意の従来既知の様式で、促進剤部分
に連結することができる。たとえば、ペプチドまたはポリペプチドは、架橋試薬を使用す
るペプチド結合または非ペプチド共有結合により、アミノ酸リンカー配列を介して、キャ
リアペプチドに直接連結することができる。さらに、化学的連結方法を使用して、キャリ
アペプチドのカルボキシ末端アミノ酸またはリンカー配列と、ペプチドまたはポリペプチ
ドダイナミン環安定剤との間に共有結合を作ってもよい。
【００６０】
　本明細書に記載の細胞における接着斑の誘導は、結果として生じる隣接細胞との細胞間
相互作用の増加により、細胞を動けなくする可能性がある。同様に、有足細胞または他の
細胞における接着斑の誘導は、癌（癌細胞転移を抑制することによる）、および細胞接着
斑の誘導に反応する他の疾患または病気の予防または治療にも用途がある。
【００６１】
　本明細書に記載の通り、細胞内のダイナミン環の形成および／またはダイナミン環の維
持を増進するために、任意の好適な細胞をダイナミン環安定剤、あるいはそのプロドラッ
グまたは薬学的に許容できる塩で処理することができる。本発明のこの態様の実施態様は
、細胞におけるダイナミン環の形成および／またはダイナミン環の維持を達成するために
、ダイナミン環安定剤（あるいはそのプロドラッグまたは薬学的に許容できる塩）を選択
することを含んでもよい。たとえば、有足細胞におけるダイナミン環の増進および／また
は維持は、蛋白尿を特徴とする腎疾患または病気の予防または治療に特別な用途がある。
【００６２】
　本発明の実施態様に従ってダイナミン環安定剤が投与される、蛋白尿を特徴とする腎疾
患または病気は、ネフローゼ症候群、慢性腎疾患、糸球体疾患、糸球体機能障害、感染後
糸球体腎炎およびメサンギウム増殖性糸球体腎炎を含む糸球体腎炎、糖尿病性腎症および
ＨＩＶ関連腎症を含む腎症、有足細胞損傷および有足細胞傷害を含む有足細胞機能障害、
ポドサイトパシー、有足細胞足突起消失、びまん性メサンギウム硬化症、先天性ネフロー
ゼ症候群（たとえば、フィンランド型（ＣＮＳＦ）の）、アルポート症候群および異型（
アルポート（Ａｌｐｏｒｔ＋）、微小変化型疾患、巣状分節性糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）
、崩壊性糸球体腎症、免疫および炎症性糸球体腎症、高血圧性腎症、および加齢性糸球体
腎症からなる群から選択され得るが、その限りではない。
【００６３】
　本発明により具体的に例示される方法で治療される個体は、たとえば、ウシ、ブタ、ヒ
ツジまたはウマファミリーのメンバーであってもよく、マウス、ラット、ウサギ、モルモ
ット、ネコまたはイヌ等の研究室実験動物、あるいは霊長類または人類であってもよい。
一般に、哺乳動物は人類であろう。
【００６４】
　好適な薬学的に許容できる塩類としては、合理的な便益／リスク比の範囲内であり、過
度の毒性、刺激またはアレルギー反応のない、薬理学的に有効でかつ動物組織との接触に
好適な、酸およびアミノ酸付加塩類、塩基付加塩類、エステル類およびアミド類などがあ
る。代表的な酸付加塩としては、塩酸塩、硫酸塩、重硫酸塩、マレイン酸塩、フマル酸塩
、コハク酸塩、酒石酸塩、トシル酸塩、クエン酸塩、乳酸塩、リン酸塩、シュウ酸塩およ
びホウ酸塩などがある。代表的な塩基付加塩としては、アンモニウム、カリウム、ナトリ
ウムおよび水酸化第４級アンモニウムから誘導されるものなどがある。塩類は、アルカリ
金属およびアルカリ土類陽イオン類たとえばナトリウム、カルシウム、マグネシウムおよ
びカリウム、ならびにアンモニウムおよびアミン陽イオン類を含んでもよい。このような
塩類の提供は、熟練した受取人に周知である。好適な医薬用塩類は、たとえばＳ．Ｍ　Ｂ
ｅｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（１９９
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７），６６：１－１９に例示されており、その内容全体を相互参照により本明細書に援用
する。
【００６５】
　本発明の化合物のプロドラッグは、炭酸塩類、カルバミン酸塩類、アミド類およびアル
キルエステル類から選択される基が、化合物の遊離アミノ、アミド、ヒドロキシまたはカ
ルボキシル基に共有結合されているものを含む。好適なプロドラッグは、リン－酸素結合
を介して、遊離のヒドロキシルまたは他の好適な基に結合した、リン酸塩誘導体たとえば
酸類、酸類の塩類、エステル類も含む。プロドラッグは、たとえば、投与された時、不活
性であってもよいが、投与後、結合の開裂または加水分解または他の形の結合修飾の結果
として、ダイナミン環安定剤へとインビボ修飾を受ける。活性化合物のプロドラッグ形は
、活性化合物より大きい細胞膜透過性を有し、それによって活性化合物の効力を増強する
。化合物の細胞への最適利用および全身投与に合ったプロドラッグの細胞膜透過性が維持
されるようなプロドラッグをデザインして、細胞外プロドラッグの早期インビボ加水分解
を最小限に抑えることもできる。
【００６６】
　エステル化プロドラッグは、たとえば、ジメチルアミノピリジン（ＤＭＡＰ）等の好適
な触媒存在下、ピリジン／Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）溶液中で、本発明に
より具体的に例示される化合物を、好適な無水物または酸塩化物（モル過剰で）と撹拌す
ることにより提供することが可能である。場合によっては、反応を完了させるために、溶
液を還流することが必要である。反応の完了時に、再結晶かまたはクロマトグラフィーの
いずれかにより、エステル化生成物を精製する。代表的なエステル類としては、Ｃ１～Ｃ

７アルキル、フェニルおよびフェニル（Ｃ１～６）アルキルエステル類などがある。好ま
しいエステル類としては、メチルエステル類などがある。好適なプロドラッグ群の例を表
３に示す。
【００６７】
【表３】

【００６８】
　たとえば、Ｂｉｓ－Ｔ－２２およびその類縁体のプロドラッグは、細胞膜透過性を増大
し、それにより細胞における効力を増大するために開発された。二量体チルホスチン化合
物のプロドラッグの提供に好適な反応を、スキーム３に図解する。Ｂｉｓ－Ｔ－２２は、
出発試薬として例示されている。たとえばジメチルアミノピリジン（ＤＭＡＰ）等の好適
な触媒の存在下、ピリジン／Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）溶液中で、二量体
チルホスチン化合物を、好適な無水物または酸塩化物（モル過剰で）と共に撹拌する。場
合によっては、反応を完了させるために、溶液を還流することが必要である。反応の完了
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る。開発された格別の二量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチンプロドラッグを、表
４および表５に示す。
【化７】

【００６９】
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【００７０】
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【表５】

【００７１】
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　ダイナミン環安定剤は、そのような治療を必要としている個体に単独で投与してもよく
、あるいは１つまたは複数の他の治療用化合物あるいは蛋白尿性腎疾患関連の症状を治療
または軽減するために従来使用されている薬剤と併用投与してもよい。「併用投与」によ
り、同一経路または異なる経路による、同一製剤中または２つの異なる製剤中の薬物の同
時投与、あるいは同一経路または異なる経路による逐次投与を意味し、その場合、薬物は
重複する治療ウインドウで作用する。
【００７２】
　ダイナミン環安定剤は一般に、安定剤および薬学的に許容できる担体を含む医薬組成物
へと配合される。注射液は一般に、溶液を濾過で滅菌する前に、選択された担体に安定剤
を組み入れることにより調製される。経口投与用には、ダイナミン環安定剤を、好適と思
われる任意の経口的に許容できる担体に配合することができる。特に、ダイナミン環安定
剤は、不活性希釈剤、同化可能な食用担体と配合してもよく、あるいはハードシェルゼラ
チンカプセルまたはソフトシェルゼラチンカプセルに封入してもよい。さらに、ダイナミ
ン環安定剤は、摂取可能な錠剤、バッカル錠、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、
懸濁剤またはシロップ剤の形で提供することができる。
【００７３】
　本明細書に記載の医薬組成物はまた、パラベン類、クロロブタノール、フェノール、お
よびソルビン酸等の、１つまたは複数の保存料も組み入れることができる。加えて、組成
物の持続的吸収は、モノステアリン酸アルミニウム等の吸収を遅らせるための化学物質を
含めることによってもたらすことが可能である。錠剤、トローチ剤、ピル、カプセル剤等
々はまた、トラガカントガム、アラビアゴム、コーンスターチまたはゼラチン等のバイン
ダー、コーンスターチ、馬鈴薯デンプンまたはアルギン酸等の崩壊剤、潤滑剤、ショ糖、
乳糖またはサッカリン等の甘味料、香味料の１つまたは複数を含有してもよく、また胃の
酸性環境を通って小腸内に移行するのを容易にするために、腸溶コーティングが提供され
てもよい。
【００７４】
　薬学的に許容できる担体としては、任意の好適な従来既知の生理学的に許容できる溶媒
、分散媒、等張製剤、およびたとえば生理食塩水を含む等張液などがある。薬学的に活性
な物質のための、そのような成分および媒体の使用は周知である。任意の従来の媒体また
は化学物質が模倣剤と不適合でない限り、その使用は明らかに包含される。投与の容易さ
および薬用量の一様性のために、薬用量単位形で組成物を製剤することが特に好ましい。
薬用量単位形は、本明細書で使用されるとき、治療効果または予防効果を提供するように
計算された所定量のダイナミン環安定剤をそれぞれ含有する、物理的不連続単位を意味す
ると理解すべきである。薬用量単位形がカプセル剤であるとき、そのカプセル剤は液体担
体中に有効成分を含むことができる。コーティングとして、あるいは薬用量単位の物理的
形状を別の方法で修飾するために、様々な他の成分が存在してもよい。
【００７５】
　本発明により具体的に例示される医薬組成物は概して、組成物の少なくとも約０．１重
量％から最高約８０％　ｗ／ｗのダイナミン環安定剤を含む。組成物中のダイナミン環安
定剤の量は、提案された投与方法を考慮して、好適な有効薬用量が個体に送達されるもの
になる。好ましい経口組成物は、約０．１μｇ～４０００ｍｇの安定剤を含有する。
【００７６】
　ダイナミン環安定剤の薬用量は、予防的使用のために投与されるのか治療的使用のため
に投与されるのか、有効成分を投与しようとする疾病または病気、病気の重症度、個体の
年令、一般に認められた医学原理に従って決定されるような個体の体重および全体的健康
を含む関連因子、を含む多数の因子に左右されるであろう。たとえば、低薬用量が最初に
投与され、その後、個々の応答の評価に従って、各投与時に増加される。同様に、同じ方
法で、すなわち各薬用量間で、個体の応答を連続的にモニタリングし、また必要があれば
、投与頻度を増加するか、あるいは投与頻度を減らすことにより、投与頻度を決定するこ
とができる。
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【００７７】
　一般に、ダイナミン環安定剤は、最高約５０ｍｇ／ｋｇ体重、好ましくは約１ｍｇ／ｋ
ｇ～約３０ｍｇ／ｋｇ体重の薬用量で、本発明により具体的に例示される方法に従って投
与される。
【００７８】
　投与経路としては、静脈内、腹腔内、注射、経口、直腸による、および埋め込みによる
等が挙げられるが、その限りではない。本発明の組成物で有用な、好適な薬学的に許容で
きる担体および製剤は、たとえば「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎ
ｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃ
ｏ．，１９９５）」等の、熟練した受取人に周知のハンドブックおよびテキスト中に見ら
れ、その内容全体を参照により本明細書に援用する。
【実施例】
【００７９】
　本発明を、非限定的実施例に関連してさらに後述する。
【００８０】
実施例１：ダイナミン集合体測定法
１．ダイナミン自己集合体測定法－低ダイナミン濃度
　前述（Ｗａｒｎｏｃｋら、１９９６）の通り、同一のヘペスカラム緩衝液（ＨＣＢ－２
０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，２ｍＭ　ＥＧＴＡ，１ｍＭ　ＭｇＣｌ２，１ｍＭ　ＰＭＳＦ，１ｍ
Ｍ　ＤＴＴ，２０μｇ／ｍｌロイペプチン，ｐＨ７．４）を使用して、天然のダイナミン
（４０ｎＭ）でダイナミン自己集合体測定法を実施した。しかし、全ての緩衝液が、試験
ダイナミンインヒビター用に使用された媒体である、１％　ＤＭＳＯも含んでいた。Ｎａ
Ｃｌ濃度は、２００ｍＭ　ＮａＣｌの原液から様々であった。ダイナミンを１００，００
０ｇで２０分間遠心分離し、上澄（Ｓ）およびペレット（Ｐ）を集め、トリクロロ酢酸で
沈殿させ、ＳＤＳ試料緩衝液中に可溶化し、ＳＤＳゲルで分離し、イン・ハウス・ヒツジ
・ポリクローナルα－ダイナミンＩ抗体を使用して、ウェスタンブロッティングでダイナ
ミンＩを検出した。
【００８１】
２．高ダイナミン濃度自己集合体測定法－高ダイナミン濃度
　このダイナミン自己集合体測定法を、実施例１．１に上述したヘペスカラム緩衝液を使
用し、（上述の通り、１％　ＤＭＳＯを加えて）、天然のダイナミン（５．２μＭ）で実
施した。Ｂｉｓ－Ｔ効果は、表示のＢｉｓ－Ｔ濃度を有するダイナミンを室温（２２℃）
で１０分間プレインキュベートすることにより測定した。ＮａＣｌ濃度は、２００ｍＭＮ
ａＣｌの原液から様々であった。インキュベーション後、試験管をＴＬＡ１２０．２ロー
ター（Ｂｅｃｋｍａｎ）に移し、１００，０００ｇで２０分間、卓上用超遠心機（Ｏｐｔ
ｉｍａ　ＴＬＸ，Ｂｅｃｋｍａｎ）で遠心分離し、上澄（Ｓ）およびペレット（Ｐ）を集
め、トリクロロ酢酸で沈殿させ、ＳＤＳ試料緩衝液中に可溶化し、ＳＤＳゲルで分離した
。
【００８２】
実施例２：ダイナミン環安定剤は、ダイナミンインヒビターのサブグループである
　様々なクラスのダイナミンインヒビターの中に、ダイナミン環安定剤のサブセットはあ
る。Ｂｉｓ－Ｔ二量体ベンジリデンマロニトリルチルホスチン類は、螺旋状ダイナミンＧ
ＴＰアーゼ活性を強く阻害し、ダイナミン螺旋集合のための鋳型の非存在下、環形成の増
進により基礎的活性を刺激することができる。図１は、環集合に必要なものより低い、漸
増するダイナミン濃度における、精製したヒツジ脳ダイナミン（たいていこれは、ダイナ
ミンＩである）のインビトロＧＴＰアーゼ活性を示す。黒い符号（実線）は、試験した全
てのダイナミン濃度で、ダイナミンがリポソームにより刺激される（螺旋を形成する）こ
とを示す。５μＭの２－シアノ－Ｎ－｛３－［２－シアノ－３－（３，４，５－トリヒド
ロキシフェニル）－アクリロイルアミノ］－プロピル｝－３－（３，４，５－トリヒドロ
キシフェニル）－アクリルアミド（Ｂｉｓ－Ｔ－２３）は、全ての点で、ダイナミンを強
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く阻害する（しかし、非常に高いダイナミン（４００ｎＭ）では、もしかすると高ダイナ
ミン濃度のため、Ｂｉｓ－Ｔ－２３は阻害できない）。
【００８３】
　対照的に、リポソームの非存在下では（ダイナミンが、螺旋を形成できない場合）、結
果は全く反対である（図１，白抜きの符号、点線）。環の形成に必要な濃度より低いダイ
ナミン濃度を使用すると、Ｂｉｓ－Ｔ－２３はダイナミン活性を強く刺激する。全てのダ
イナミン濃度で阻害される螺旋状ダイナミンと対照的に、リポソームの非存在下で、Ｂｉ
ｓ－Ｔ－２３は低ダイナミン濃度のダイナミンを活性化したり阻害したりしないが、１０
０ｎＭ以上のダイナミン濃度に限って刺激する（図１）。このことから、Ｂｉｓ－Ｔ－２
３は、ダイナミンの基礎的ＧＴＰアーゼ活性の活性化剤でもインヒビターでもないが、環
ダイナミンに影響を及ぼすことが分かる。
【００８４】
　本実験における、ＰＳ－刺激螺旋状ダイナミンの阻害に関するＩＣ５０は、５００ｎＭ
（図２）である。基礎的ダイナミン活性の５０％活性を引き起こすＢｉｓ－Ｔ－２３の濃
度（ＥＣ５０）は、驚くほどに殆ど同じ値である。このことから、この一連の化合物に関
して、環安定化および阻害の機序は、関連している可能性が示唆される。
【００８５】
　次に、ダイナミンＧＴＰアーゼのＢｉｓ－Ｔ－２３刺激の経時変化実験（図３）を実施
した。高ダイナミン濃度（８００ｎＭ）および中間ＮａＣｌ濃度（３０ｍＭ）を使用する
とき、こうした条件ではリングとして集合しないため、ダイナミン基礎的ＧＴＰアーゼ活
性は時間と共に直線的に上昇した。５μＭ　Ｂｉｓ－Ｔ－２３の存在下で、ダイナミン活
性は、約４分の初期「ラグ相」後に大幅に上昇した。ラグ相は、ダイナミンが環として集
合するのに要する時間を示すと考えられる。結果は、Ｂｉｓ－Ｔ－２３はダイナミン環集
合の初速を加速しないことを示し、代わりに環解体を抑制することが示唆される。
【００８６】
　一連の強力なイミノジン・ダイナミンインヒビターの環安定剤活性を試験したとき、サ
ブセットは基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活性（すなわちＰＳの非存在下；図４）の強力
な活性化剤であることが分かった。イミノジン－１７、２２および２３は、環安定剤活性
を示す、１～２０μＭという刺激値（ＥＣ５０）を有していた。
【００８７】
　ＰＳ－刺激ダイナミンのＩＣ５０と、ＰＳの非存在下におけるダイナミンのＥＣ５０と
の間に相関関係はほとんどない。従って、ダイナミンインヒビターのサブセットのみが環
安定剤であり、環安定剤を、ＰＳ－刺激ダイナミンＧＴＰアーゼ活性の単なる強力なイン
ヒビターとして認めることはできない（表２）。たとえば、イミノジン１７および２２は
、等効力のダイナミンインヒビターであるが、環安定剤活性は３０倍異なる。同様に、イ
ミノジン２０および２１は、同様に強力なダイナミンインヒビターであるが、イミノジン
２０は、環安定剤活性を示さない（表２）。このように環安定剤活性は、他の刺激因子（
たとえばＰＳリポソーム類、微小管類またはナノチューブ類等）の非存在下で、ダイナミ
ン蛋白質の活性を刺激する能力によって同定できる。
【００８８】
　環安定剤がダイナミン多量体化を必要とすることを検証するために、ＧＧ－２と呼ばれ
る、二量体であるが、より高次のオリゴマーに自己会合できないダイナミンの組換え形（
Ｃｈａｐｐｉｅら、２００９）を試験した。環安定剤は、そのような構築物の基礎活性を
刺激することができない（図５）。
【００８９】
　Ｂｉｓ－Ｔ－２３の活性化効果のダイナミン濃度依存性から、Ｂｉｓ－Ｔ－２３はダイ
ナミン環のインビトロ形成を変えている可能性があることが示唆された。環解体のブロッ
クは、インビトロで環の蓄積として現れるはずである。緩衝液イオン強度が低下している
とき、コファクターが何も存在しない条件下で、ダイナミンは環へと自己集合する（Ｓｏ
ｎｇら、２００４）。Ｂｉｓ－Ｔ化合物がダイナミン－ダイナミン相互作用を制御するか
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どうかを決定するため、環をペレットに集めるために、漸減する量のＮａＣｌで、確立し
た高速遠心分離方法を使用した（Ｗａｒｎｏｃｋら、１９９６）。より高濃度のダイナミ
ン（５２０ｎＭ）およびダイナミンを、ＳＤＳゲル上でクーマシー染色により可視化した
（図６）。他者による報告通り、ダイナミンは、≧４０ｍＭ　ＮａＣｌでは上澄中にある
が、≦２０ｍＭ　ＮａＣｌで自己集合し、ペレット中に認められる。１００μＭのＢｉｓ
－Ｔ－２２は、低塩濃度でダイナミンが自然集合する前に、中間塩濃度（４０、６０ｎＭ
）で環集合を増加した。固定した４０ｍＭ　ＮａＣｌで、Ｂｉｓ－Ｔ－２２は、あらゆる
ダイナミンが３００μＭ濃度で環を形成するのを増進した。したがって、こうした条件で
、Ｂｉｓ－Ｔ－２２はダイナミンＩ自己集合を安定化／増進した。したがって、ダイナミ
ン－ダイナミン相互作用に対して直接効果があり、化合物は、環解体を防止することによ
ってダイナミン環集合およびインビトロＧＴＰアーゼ活性を増進するようであると結論付
けられた。したがって、ＧＴＰアーゼ活性環が蓄積する。
【００９０】
　ダイナミン環安定剤がダイナミン環の解体を防止するか遅らせるかを直接証明するため
に、確立した遠心分離アッセイを使用した。簡単に記載すると、ＰＳリポソームの存在下
で３０分間、ダイナミンＩを螺旋として前集合させ、その後、ダイナミン環安定剤Ｂｉｓ
－Ｔ－２３または非ダイナミン環安定剤ダイノール３４－２（実施例４参照）を加えた。
次いで、試料を、微量遠心機で１０分間遠心分離して、上澄（Ｓｕｐ）またはペレットを
集めた。このアッセイで、螺旋状ダイナミンは、主としてペレット中に認められた。しか
し、ＮａＣｌ（１５０ｍＭ）またはＭｇ／ＧＴＰ（１ｍＭ）のいずれかを加えると、ダイ
ナミンを解体することが知られており、それは主として上澄に認められる（図７参照）。
Ｂｉｓ－Ｔ－２３は、螺旋状ダイナミンの解体を減少させたが、ダイノール３４－２は減
少させなかった（図７）。このことは、Ｂｉｓ－Ｔがダイナミン環安定剤として作用する
機序は、ダイナミン環または螺旋の解体遅延であるか、または遅延を含むことを示す。こ
の独特の作用機序により、ダイナミン環安定剤が、螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼ活性を
阻害しながら同時に基礎的ＧＴＰアーゼを刺激できる理由が説明される。
【００９１】
実施例３：Ｂｉｓ－Ｔ－２３は、柔軟性のないダイナミン環をインビトロで生成する
　螺旋状ダイナミンの特徴は螺旋が非常に柔軟な構造であることである。ＧＴＰ加水分解
に際して、その直径を急速に減少（狭窄）できる一方で、長さを拡大することもできる（
螺旋の拡大）（Ｓｔｏｗｅｌｌら、１９９９；Ｃｈｅｎら、２００４；Ｒｏｕｘら、２０
０６）。これは、細胞内で、新たに出芽した細胞内小胞の頚部の分裂に使用される潜在的
機序であると考えられる（Ｒｏｕｘら、２００６）。螺旋状ダイナミンの高度な柔軟性は
、ＧＴＰまたはＧＤＰの非存在下でホスファチジルセリンリポソームに結合したダイナミ
ンのＥＭ解析により確認された（図８）。ＰＳリポソームと混合されたダイナミンは、特
有の性質を持つ螺旋を形成した（図８ＡおよびＣ）：螺旋の個々のループは、直径が極め
て多様であり、基礎をなす脂質に対して異なる角度で形成され、ループ間の間隙は極めて
多様である。対照的に、５μＭＢｉｓ－Ｔ－２３は、螺旋の形状を大きく変えた（図８Ｂ
およびＤ）。特に、螺旋の個々のループは、直径が極めて一様であり、基礎をなす脂質に
対して一定の角度で形成され、ループ間の間隙は極めて一定である。Ｂｉｓ－Ｔ－２３結
合ダイナミンは、既報の脂質ナノチューブ上のＧＴＰγＳ－結合ダイナミンに類似してい
るようであった（Ｓｔｏｗｅｌｌら、１９９９）。このことは、Ｂｉｓ－Ｔ－２３が、環
解体を防止することにより、ダイナミンループを、ＧＴＰ－結合状態と類似した、柔軟性
がなくかつ一様な直径に固定できることを示す。その作用は、各螺旋管の末端で特に顕著
であり、これはＢｉｓ－Ｔ－２３の非存在下で「漸減」するが、その存在下では「鈍く」
（図８Ｃ～Ｄ）、Ｂｉｓ－Ｔ－２３の作用を受けたループの非柔軟性を示す。
【００９２】
　電子顕微鏡（ＥＭ）の結果は、ダイナミンＧＴＰアーゼの阻害と活性化の両方に共通な
機序を明らかにした。Ｂｉｓ－Ｔ－２３は螺旋のループを非柔軟性にするため、螺旋状ダ
イナミンの極度に上昇したＧＴＰアーゼ活性は、同薬によって阻害されると結論づけられ
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た。ＰＳリポソーム類の非存在下で、Ｂｉｓ－Ｔ－２３の存在によって誘導される個々の
ダイナミン環の活性は、一様な大きさの柔軟性のない環の同様の蓄積によって刺激される
。したがって、Ｂｉｓ－Ｔ－２３は、インビトロでダイナミン解体を推進するＧＴＰ加水
分解によって、通常ならば推進されるであろうダイナミンの急速解体を防止しすると結論
づけられた。
【００９３】
　次に、鋳型様ＰＳリポソームの非存在下で、ダイナミン環の形成に及ぼす環安定剤Ｂｉ
ｓ－Ｔ－２３の影響を調べた。インビトロで、高濃度のダイナミンが、ＥＭで検出可能な
環へと自己集合することは周知である（Ｈｉｎｓｈａｗ　ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｄ，１９９
５）。このような自己集合は、一般に５００～１０００ｎＭ程度の、高いダイナミン濃度
を必要とし、より低いダイナミン濃度では確認されない。具体的には、鋳型の非存在下で
、自己集合の閾値より十分に低い濃度である２００ｎＭダイナミンに及ぼすＢｉｓ－Ｔ－
２３（５．４μＭ）の影響を試験した。予測通り、この濃度では、ダイナミンは感知でき
るレベルまで自己集合しなかった（図９Ａ）。しかし、Ｂｉｓ－Ｔ－２３の存在下で、ダ
イナミンは、予期せぬ強大な自己集合増加を示した（図９Ａ）。高倍率画像によって、高
電子密度構造は真正ダイナミン環であることが裏付けられる（図９Ｂ）。約２０００のダ
イナミン環の定量分析から、Ｂｉｓ－Ｔ－２３により誘導された強大な環形成増加が分か
る（図９Ｃ）。こうした結果から、Ｂｉｓ－Ｔ－２３は、それらの形成を誘導するかまた
はそれらの解体を防止するかのいずれかによって、ダイナミン環の蓄積を増進することが
裏付けられる。基礎的ダイナミンに関する結果は、ダイナミンインヒビターとしては完全
に予想外であり、環安定剤活性を示すものである。
【００９４】
実施例４：Ｂｉｓ－Ｔ－２２は、細胞で、柔軟性のないダイナミン環を生成する
　この実施例は、ダイナミン環安定剤が、細胞内でダイナミン環形成を増進することがで
き、またそれらの解体を防止または遅延できることを示す。小胞がクラスリン－依存性経
路により飲食されるとき、部分的に狭窄した短い頚部を有するオメガ型形状として、細胞
膜近くに内部移行することは周知である。これらは、低周波の透過電子顕微鏡法（ＥＭ）
により検出することができる。ダイナソア等の古典的ダイナミンインヒビターで細胞を１
０～３０分間処理するとき、ダイナミン環は増進せずに、細胞の細胞膜にクラスリン被覆
ピットの強大な蓄積を引き起こす（Ｍａｃｉａら、２００６）。ＭｉＴＭＡＢ（Ｑｕａｎ
ら、２００７）またはダイノール３４－２のような他のダイナミンインヒビターは、恐ら
く少なくとも部分的に、脂質表面でそれらの初期形成を防止するように作用し、また環安
定剤性を持たないインヒビターであるため、被覆ピットの蓄積を誘導しない。これらの観
察結果とは対照的に、ダイナミン環安定剤は、クラスリン被覆ピットの蓄積を細胞で引き
起こし、２つの独特の特徴を有する：小胞頚部は、極めて細長く、また高電子密度環で取
り囲まれている。ヒトリンパ芽細胞（ダイナミンＩＩを発現する）を、ダイナソア、Ｍｉ
ＴＭＡＢ（表示せず）またはＢｉｓ－Ｔ－２２で３０分間処理し、ＥＭ解析用に調製した
。ダイナソアおよびＭｉＴＭＡＢは、以前に報告した予期された結果をもたらしたが、Ｂ
ｉｓ－Ｔ－２２は、非常に細長い頚部を有し、かつ環またはスパイラルで囲まれた、強大
な蓄積を、クラスリン被覆ピットの全細胞で誘発した（図１０Ａ）。同様に、ラット脳シ
ナプトソーム（単離神経終末、主としてダイナミンＩを発現する）をＢｉｓ－Ｔ－２２で
３０分間処理し、ＫＣｌで脱分極させてエンドサイトーシスを誘発するとき、１つの高電
子密度環で取り囲まれた、捕獲エンドサイトーシスピットが検出された（図１０Ｂ下方３
パネル）。シナプトソームが刺激されなかったとき、環または捕獲小胞は何も検出されな
かった（図１０Ｂ最上）。このことは、以前に記述した、単環を形成する精製ダイナミン
Ｉに関するインビトロ観察結果によく似ている（図９）。
【００９５】
　これらの観察結果から、環安定剤は、異なる細胞型における捕獲エンドサイトーシスの
部位で、環を増進および安定化する能力を有することが説明される。この性質は、ダイナ
ミン環安定剤ではないダイナミンインヒビターでは見られず、ダイナミン環安定化は、生
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細胞という状況で起こり得る、精製蛋白質を用いたインビトロ条件に限定されない、環安
定剤化合物の新規な作用であることが裏付けられる。
【００９６】
実施例５：全てのダイナミンインヒビターがダイナミン環安定剤とは限らない
　ダイナソアの構造に基づく、新たな一連の強力なダイナミンＧＴＰアーゼインヒビター
（Ｍａｃｉａら、２００６）が設計された。これらの化合物は、ディンゴと呼ばれる。最
も活性なディンゴ類縁体は、ディンゴ－４ａであり、ＰＳ－刺激ダイナミンに対するＩＣ

５０が３００ｎＭであるのに対して、ダイナソア（ディンゴ－７ａ）ＩＣ５０は１４μＭ
である。ディンゴの構造は、Ｂｉｓ－Ｔの単量体型に似ており、また単量体チルホスチン
にも似ている。しかし、ディンゴ類、および特にダイナソアは、ダイナミンインヒビター
をスクリーニングするためのアッセイの通常成分である、界面活性剤トウィン－８０に強
く結合することが分かった（Ｑｕａｎ　ａｎｄ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　２００５）。本研究
で、トウィン－８０の非存在下で基礎的ＧＴＰアーゼアッセイを実施するとき、ディンゴ
類およびダイナソアは両者ともＢｉｓ－Ｔ－２３と同程度まで、基礎的ダイナミンＧＴＰ
アーゼ活性を刺激することが分かった（図１０Ａ）。このことは、基礎的ダイナミンＧＴ
Ｐアーゼ活性化（すなわち、ダイナミン環活性化）は、Ｂｉｓ－Ｔチルホスチンにもイミ
ノジン類にも限定されないことを示す。
【００９７】
　新規な化学的分類での、もう一つの強力なダイナミンインヒビターシリーズは「ダイノ
ール」の化合物であり、これは国際特許出願第ＰＣＴ／ＩＢ２００８／００２３８７号明
細書（国際公開第２００９／０３４４６４号パンフレット）に記載の、インドール系イン
ヒビターである（Ｈｉｌｌら、２００９も参照）。今までに開発された最強のダイノール
は、ダイノール３４－２（２－シアノ－３－（１－（２－（ジメチルアミノ）－エチル）
－１Ｈ－インドール－３－イル）－Ｎ－オクチルアクリルアミド）であり、１μＭという
、ＰＳ－刺激ダイナミンに対するＩＣ５０を有する。ダイノール３４－２は、ダイナミン
基礎的活性を刺激できない（図１１Ａ）。したがって、ダイノール３４－２は、ダイナミ
ン環解体インヒビターではない（すなわち、ダイナミン環安定剤ではない）。
【００９８】
　次に、様々な強力なＢｉｓ－Ｔ類縁体を、トウィン－８０の存在下で使用される標準Ｇ
ＴＰアーゼアッセイで試験した。最強のダイナミンインヒビターのうち４つ（Ｈｉｌｌら
、２００５）は、基礎的活性を増強させたため、ダイナミン環安定剤であることも分かっ
た（図１１Ｂ）。ダイナソアはこうした条件で基礎的ＧＴＰアーゼ活性を刺激できなかっ
た（その、非特異的トウィン－８０結合のため）が、ディンゴ－４ａはやはり有効であっ
た。重要なことは、ＭｉＴＭＡＢシリーズ（ＰＨドメインを標的にする、Ｑｕａｎら、２
００７）またはダイノールシリーズ（ＧＴＰアーゼドメインのアロステリック部位を標的
にする、Ｈｉｌｌら、２００９）中の幾つかのダイナミンインヒビターは、基礎的ダイナ
ミンＧＴＰアーゼ活性を刺激できなかった（図１１Ｂ）。したがって、ダイナミンに対し
て異なる作用機序を有するダイナミンインヒビターは、基礎的ダイナミンＧＴＰアーゼ活
性を増強しない（すなわち、それらは全てがダイナミン環安定剤とは限らない）。このこ
とは、環安定剤が、それらの活性と特に関係がなく、鋳型刺激ダイナミンＧＴＰアーゼ活
性をインビトロで阻害しない、異なるクラスのダイナミン調節物質に相当することを示す
。
【００９９】
　要するに、本明細書で、多数の異なる化学分類からの様々なダイナミン環安定剤が、全
長ダイナミンの基礎的活性を刺激する能力によって同定された。これらの化合物は、たぶ
んダイナミン解体を阻害することにより、単環へのダイナミン自己集合を特異的に安定化
する（それによって、ＧＴＰ加水分解の基礎的速度を刺激する）ため、刺激の機序が説明
された。全てのダイナミン環安定剤が、螺旋状ダイナミンＧＴＰアーゼ活性の強力なイン
ヒビターであった訳ではない。重要なことは、環へのダイナミン自己集合が、アクチン細
胞骨格に特異的でかつ選択的な影響を及ぼすこと（以下参照）、およびこれらの化合物が
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、アクチン細胞骨格におけるダイナミン環の機能を安定化または延長できることである。
【０１００】
実施例６：インビトロで、アクチンはダイナミン環集合を刺激する
　本研究で、ダイナミンによる環の形成は、有足細胞におけるアクチン細胞骨格を増加す
るために不可欠であることが分かり、またダイナミンと線維状アクチン（Ｆ－アクチン）
との間の直接相互作用が同定された。特に、アクチン線維に沿って結合し、それらを線維
束へと並べる、ダイナミンにおける未確認のアクチン結合部位が同定された。Ｆ－アクチ
ン、および特に、ゲルソリン（Ｇｓｎ）によってそれらの反矢じり端上にキャップ化され
た短い線維は、ダイナミン環形成を増進し、そのＧＴＰアーゼ活性を刺激する。この相互
作用は、次には、さかとげ付き線維末端からゲルソリンを分離し、また線維伸長を増進す
る。ダイナミンとＧｓｎ－キャップ化線維の間の相互作用はこのように、アクチンの構造
および動力学に影響を及ぼす。インビトロでアクチン結合が欠損しているダイナミン変異
体は、細胞での多量体化が障害され、アクチンストレスファイバー集合が減少し、また培
養有足細胞における表層アクチン細胞骨格の挙動が変化している。対照的に、アクチンア
フィニティが増強したダイナミン変異体は、細胞質で多量体化する傾向が増強し、細胞の
核周囲領域におけるストレスファイバー集合を刺激する。これらの結果から、ダイナミン
のＧＴＰアーゼ回路と有足細胞におけるアクチン細胞骨格の包括的組織化との間の複雑な
相互作用が示唆される。
【０１０１】
実施例７：ダイナミンはＦ－アクチンを結合する
　ダイナミンがアクチン細胞骨格に影響を及ぼすかどうかを決定するために、ダイナミン
が線維状アクチン（Ｆ－アクチン）を直接結合するかどうかという問題を試験した。特に
、高速遠心分離を受けてＦ－アクチンが沈殿する、アクチン共沈降法を実施した。ダイナ
ミンがＦ－アクチンと相互に作用するのであれば、ダイナミンは共沈殿し、したがって、
ペレット画分中に存在することが予期される。Ｆ－アクチンの存在下で、ダイナミンの大
部分がペレット中に発見されたが、非存在下では発見されなかった（図１２、レーン２お
よび１４）。ダイナミン－アクチン相互作用は、ＧＴＰの存在を必要とせず、ダイナミン
多量体化を必要としなかったことを示す。さらに、ＧＴＰγＳの存在下で、Ｆ－アクチン
へのダイナミン結合が確認され（図１２、レーン６）、ダイナミン多量体化は、結合に対
して抑制的ではなかったことが分かる。アクチンに対するダイナミンのＫｄはおよそ０．
４μＭであり、アクチンに対するα－アクチニン４等の、他のアクチン結合蛋白質のアフ
ィニティに似ている（Ｗｅｉｎｓら、２００５）。
【０１０２】
実施例８：ダイナミンのアクチン結合ドメインは、ダイナミンミドルドメイン内である
　次に、アクチン結合部位は、ダイナミンＩＩ（ｄｙｎ２）のアミノ酸３９９と４４４ア
ミノ酸との間の領域に位置づけられた（図１３）。アクチン結合ドメインに関して予測さ
れる通り（Ｖａｎら、１９９６）、この領域は、酵母から哺乳動物までの全てのダイナミ
ン遺伝子産物に保存された、幾つかのプラスに帯電したアミノ酸を含む。この領域はまた
、異なる哺乳動物のダイナミンアイソフォーム内で選択的にスプライシングされる（ダイ
ナミンＩおよびＩＩにおける異型ａおよびｂと呼ばれる）（図１３，配列番号１～４を参
照）。このアクチン結合ドメイン内の、保存された荷電残基に部位特異的突然変異誘発を
実施し、推定「機能喪失」変異体、ｄｙｎＫ／Ｅ（配列番号９）およびｄｙｎＫ／Ａ（配
列番号１０）、ならびに推定「機能獲得」変異体、ｄｙｎＥ／Ｋ（配列番号１１）を作成
した（図１３）。アクチンに対するｄｙｎＫ／ＥおよびｄｙｎＫ／Ａのアフィニティは低
下していた（それぞれ、Ｋｄ＝１．７および２．８μＭ）が、アクチンに対するｄｙｎＥ
／Ｋのアフィニティは上昇していた（Ｋｄ＝０．０３μＭ）（図１４）。３つの変異体蛋
白質全てが、基礎的ＧＴＰ加水分解速度および刺激されたＧＴＰ加水分解速度に関して野
生型力学的特性を有しており、適切な折り畳みを示す。
【０１０３】
実施例９：ダイナミン－アクチン相互作用は、有足細胞のアクチン細胞骨格に関与する
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　アクチン組織化におけるダイナミン－アクチン相互作用の役割を決定するために、Ｆ－
アクチンに対するアフィニティが変化したダイナミン変異体を発現する有足細胞の形態学
の帰結を調べた。十分に分化したマウス有足細胞では、アクチン細胞骨格は、細胞体内で
、アクチン－ミオシン収縮性ストレスファイバーの平行な束、および葉状仮足および糸状
仮足の形成を推進する細胞膜の下にある短い分岐したアクチン線維の皮質ネットワークに
組織化される。ＧＴＰを結合できないダイナミン変異体である、ｄｙｎＫ４４Ａの発現は
、細胞体内のストレスファイバーを破壊し、太い、超束化アクチンネットワークを細胞膜
の近くに生成し、多角形の細胞形状をもたらす（Ｓｅｖｅｒら、２００７）。本研究で、
ｄｙｎＫ４４Ａの発現は、葉状仮足および糸状仮足の形成をなくすことが分かった（図１
５Ｂ）。「機能喪失」変異体ｄｙｎＫ／Ｅの発現は、ストレスファイバーの減少および細
胞形状の劇的変化をもたらした（図１５Ｃ）。対照的に、「機能獲得」ｄｙｎＥ／Ｋの発
現は、細胞体内でのストレスファイバーの明白な増加をもたらした（図１５Ｄ）。集合し
たＧＴＰ結合状態で長生きする変異体である、ｄｙｎＲ７２５Ａを発現する細胞で、同様
のストレスファイバーの増加が確認された（図１５Ｅ）。
【０１０４】
実施例１０：ダイナミン環はＦ－アクチンを密着束に架橋する
　ダイナミンがアクチン線維の構造に及ぼす影響を評価するために、ネガティブ染色およ
び電子顕微鏡法（ＥＭ）を使用してＦ－アクチンを調べた。ダイナミンは、ＧＴＰγＳ（
その環形成を増進する非加水分解性ＧＴＰ類縁体）を加えることによって環へと多量体化
し、アクチン線維を密着束へと架橋した（図１６）。これらの束における線維間の間隙は
、ダイナミン環の直径（約５０ｎｍ）未満の１７～２０ｎｍであった。したがって、これ
らの結果から、他のアクチン結合蛋白質の非存在下で、ダイナミン環は、明確に規定され
た間隙を有する平行な線維から成るアクチン束を形成できることが示唆される。このよう
な平行なアクチン線維は、ストレスファイバーおよび糸状仮足に生じる。これは、環形ダ
イナミンに関する生物学的機能の最初の報告であると考えられる。
【０１０５】
実施例１１：ダイナミン環は、さかとげ付き線維末端からゲルソリンを退去させる
　次に、ダイナミンが、ゲルソリン（Ｇｓｎ）キャップ化Ｆ－アクチンの反矢じり端を露
出できるかどうかという問題を試験した。表示された比率（１Ｇ：Ａ２００または１Ｇ：
Ａ１０００）（図１７）のゲルソリンの存在下で、アクチンを重合させた。こうした条件
下で、ゲルソリンは反矢じり端の＞９９％をキャップ化する。線維長は、Ｇｓｎ：アクチ
ン比（それぞれ、約０．５μｍまたは２．７μｍ）によって規定され、またアクチン重合
の程度は、約０．６μＭという矢じり線維端の臨界濃度によって調節される。次いで、ダ
イナミンの存在下および非存在下で、アクチン溶液を０．３３μＭに希釈した。こうした
条件下で、反矢じり端が利用できるようになったときだけ、アクチンは再重合できる。ダ
イナミンを加えることによってアクチン重合が誘導されたが、ＧＴＰγＳの存在下に限ら
れる（図１７，菱形および丸を四角と比較されたい）。このことは、直接的にまたは反矢
じり端におけるＦ－アクチン構造を変更することによって、さかとげ付き線維末端からゲ
ルソリンを退去させる能力を有するダイナミン環と一致する。全体として、データから、
Ｆ－アクチン動力学とダイナミン多量体化との間の相互接続が立証される。特に、短い、
ゲルソリンキャップ化アクチン線維は、ダイナミン環形成を増進し、次にはゲルソリンを
反矢じり端から分離し、線維伸長を可能にする。
【０１０６】
実施例１２：Ｂｉｓ－Ｔ－２３はダイナミン環の形成を刺激する
　ｄｙｎＲ７２５ＡおよびｄｙｎＥ／Ｋは両者とも、ダイナミン環形成において長生きす
ると予測される（Ｓｅｖｅｒら、２００７）。ＤｙｎＲ７２５Ａは、ＬＰＳモデルで、環
へと多量体化することによって、したがって、プロテアーゼカテプシンＬ（ＣａｔＬ）に
よる開裂を回避することによって、蛋白尿を救助すると以前に報告された（Ｓｅｖｅｒら
、２００７）。ｄｙｎＲ７２５Ａの発現は、ネフローゼ症候群のマウスモデルで蛋白尿を
減少させるのに十分である（Ｓｅｖｅｒら、２００７）。
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【０１０７】
　Ｂｉｓ－Ｔ－２２およびＢｉｓ－Ｔ－２３が野生型環ダイナミンを活性化するかどうか
、またｄｙｎＲ７２５Ａ表現型を表現型模写するかどうかという問題を試験した。Ｂｉｓ
－Ｔ－２３は、基礎的ダイナミンＧＴＰ加水分解速度を、Ｇｓｎ－Ｆ－アクチン複合体添
加と同様のレベルまで増強した（図１８）。したがって、Ｂｉｓ－Ｔ－２３複合体および
Ｇｓｎ－Ｆ－アクチン複合体は両者とも、環へのダイナミン多量体化を増進する。両試薬
が同時に存在したとき、ダイナミンのＧＴＰアーゼ活性が追加刺激される（図１８）。総
合すると、これらのデータから、Ｂｉｓ－Ｔ－２３は、ダイナミンによるＦ－アクチン結
合に関して競合しないこと、および両成分はダイナミン多量体化に関して相加的または相
乗的に作用することが示唆される。
【０１０８】
実施例１３：Ｂｉｓ－Ｔ－２３は、培養有足細胞で、接着斑およびストレスファイバーを
刺激する
　ダイナミン環安定剤のインビトロ作用が細胞内でも起きるかどうかを決定するために、
Ｂｉｓ－Ｔ－２３が、培養マウス有足細胞におけるアクチン細胞骨格に及ぼす影響を試験
した（図１９）。Ｂｉｓ－Ｔ－２３添加の１０分後に、明確に規定されたストレスファイ
バーが劇的に増加した（図１９Ｂ～Ｄ）。これは、接着斑数の劇的な増加と関連していた
（図１９Ｂのパキシリン染色）。Ｂｉｓ－Ｔ－２３はエンドサイトーシスを抑制する（表
示せず）が、アクチン細胞骨格は、ｄｙｎＫ４４Ａを発現する細胞と比べて大いに異なる
（ストレスファイバーの損失および超束化アクチン線維の増加）。このように、確認され
たストレスファイバー増加は、エンドサイトーシスの抑制が原因ではなさそうである。
【０１０９】
　これらの結果は、ダイナミン環が培養有足細胞におけるストレスファイバーおよび接着
斑の形成に関与すること、およびＢｉｓ－Ｔ等のダイナミン環安定剤分子は、アクチン再
編成に起因する機能的ＦＰを修復することにより蛋白尿を抑制または回復させる可能性が
あることを示す。
【０１１０】
実施例１４：動物モデルにおける蛋白尿の抑制
　環安定剤の有効性をインビボで立証するために、遺伝モデルおよび急性毒性モデルとい
う、２つの異なる腎疾患マウスモデルを使用した。α－アクチニン４をコード化するＡＣ
ＴＮ４遺伝子における「機能獲得」変異を発現するマウスは、完全に特性化されている（
Ｋａｐｌａｎら、２０００；Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎら、２００８；Ｙａｏら、２００４）。
これらの動物は、ストレスファイバーの凝集を誘導するα－アクチニン４変異体の「超束
化」活性のため、ＦＰ消失および蛋白尿を呈する。蛋白尿は、４～６週令で現れる。本研
究で使用した動物は、Ｄｒ．Ｍａｒｔｉｎ　Ｐｏｌｌａｋ，Ｂｒｉｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗ
ｏｍｅｎ’ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡから入手した。蛋白尿性
表現型は、製造業者のプロトコールに従い、マウスアルブミン特異的ＥＬＩＳＡおよびク
レアチニン比較アッセイキット（Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ　Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ａｓｓａ
ｙ　ｋｉｔｓ（Ｅｘｏｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ））
を使用して、尿中アルブミンおよびクレアチニンの測定により確認した。コントロールの
動物は同腹子であった。Ｂｉｓ－Ｔ－２３を１００％　ＤＭＳＯに溶解して、１０μｇ／
μｌ原液を作り、その５μｌを１×ＰＢＳ　２００μｌで希釈し、これを時刻０時間に被
検動物に腹腔内（ＩＰ）注射した（１６６μｇ／１００ｇ体重）。尿中蛋白質レベルを、
注射後２時間毎に測定した。結果を図２０に示す。図から分かるように、Ｂｉｓ－Ｔ－２
３投与後６時間まで、野生型レベルまでの蛋白尿の減少が得られた。
【０１１１】
　次いで、急性蛋白尿の第２のモデルを使用して、ダイナミン環安定剤の蛋白尿改善能力
を蛋白尿性腎疾患の可逆モデルで試験した。ＬＰＳ－誘導蛋白尿を既述通りに使用した（
Ｓｅｖｅｒら、２００７）。簡単に記載すると、４週令のメスＢＡＬＢ／ｃマウスに、濃
度１ｍｇ／ｍｌのリン酸塩緩衝食塩水で希釈した超高純度ＬＰＳ　２００μｇを２回、腹
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腔内（ＩＰ）注射した。４８時間以内に蛋白尿が現れた（図２０，２×ＬＰＳ）。Ｂｉｓ
－Ｔ－２３を好適な濃度までＤＭＳＯに溶解し、体重１００ｇ当たり３００μｇをＩＰ注
射で送達し、ＤＭＳＯを媒体コントロールとして使用した。尿中蛋白質レベルは、製造業
者のプロトコールに従い（Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、マウスアルブミ
ン特異的ＥＬＩＳＡキットを使用して測定した。Ｂｉｓ－Ｔ－２３の投与は、注射後２～
６時間に、蛋白尿を一部救助した（図２１）。蛋白尿を救助する能力は、注射後８時間に
低下した。これらの結果は、蛋白尿性腎疾患のマウスモデルで、環安定剤が蛋白尿を改善
できることを示す。
【０１１２】
　多数の実施態様が記述されてきたが、広く記載される通り、本発明の精神または範囲か
ら逸脱することなく、多くの変形および／または修正を行えることは、当業者に理解され
るであろう。したがって、本実施態様は、あらゆる点で、例示的であって制限的ではない
と考えるべきである。
【０１１３】
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