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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を調節する剤を同定する方法であって、
　（ａ）ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢを含むＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を用意することと、
　（ｂ）試験剤及び基準剤を用意することと、
　（ｃ）該試験剤及び基準剤を該ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体と接触させることと、
　（ｄ）該試験剤と該ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体との相互作用の量を測定すること、
とを含み、
　該基準剤が、下記式Ｉ：
【化１】
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（式中、Ｘは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－ＣＨ2－であり；
　Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル、Ｃ1-6アルコキシ又は－
Ｎ（Ｒ5）2であり；
　各Ｒ5は独立して水素又はＣ1-6アルキルであるか、又は２個のＲ5はそれらが結合した
窒素と共に複素環を形成し；
　Ｒ6は水素、ハロ、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
　Ｒ7は水素、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
　Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル又はＣ1-6アルコキシで
ある）で表される化合物である、
方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、さらに
　（ｅ）第２のＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を用意することと、
　（ｆ）前記試験剤を用意することと、
　（ｇ）該試験剤を該第２のＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体と接触させることと、
　（ｈ）該試験剤と該第２のＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体との相互作用の量を測定するこ
とと、
　（ｉ）前記（ｄ）で測定した相互作用の量と前記（ｈ）で測定した相互作用の量とを比
較することと、
　（ｊ）前記（ｉ）の結果、前記（ｄ）で測定した量が前記（ｈ）で測定した量よりも小
さい場合に、該試験剤をＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を調節する剤として同定すること、
とを含む方法。
【請求項３】
　前記試験剤（ａ）と基準剤（ｂ）とのモル比（ｂ／ａ）が２０～８０である、請求項１
又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記基準剤が以下からなる群より選択される化合物である、請求項１～３のいずれか１
項に記載の方法。
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【化２】
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【化３】
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【化４】

【請求項５】
　前記基準剤が標識されている、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記基準剤がアフィニティー試薬である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を調節する剤を同定する方法であって、
　（ａ）ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢを含むＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を用意することと、
　（ｂ）試験剤及び競合剤を用意することと、
　（ｃ）該試験剤及び競合剤を該ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体と接触させることと、
　（ｄ）該競合剤と競合する該試験剤を検出すること、
とを含み、
　該競合剤が、下記式Ｉ：
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（式中、Ｘは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－ＣＨ2－であり；
　Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル、Ｃ1-6アルコキシ又は－
Ｎ（Ｒ5）2であり；
　各Ｒ5は独立して水素又はＣ1-6アルキルであるか、又は２個のＲ5はそれらが結合した
窒素と共に複素環を形成し；
　Ｒ6は水素、ハロ、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
　Ｒ7は水素、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
　Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル又はＣ1-6アルコキシで
ある）で表される化合物である、
方法。
【請求項８】
　請求項７に記載の方法であって、さらに
　（ｅ）第２のＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体を用意することと、
　（ｆ）前記試験剤及び対照剤を用意することと、
　（ｇ）該試験剤及び対照剤を該第２のＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体と接触させることと
、
　（ｈ）該対照剤と競合しない該試験剤と該第２のＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体との相互
作用の量を測定することと、
　（ｉ）前記（ｄ）で測定した相互作用の量と前記（ｈ）で測定した相互作用の量とを比
較することと、
　（ｊ）前記競合剤と競合するが、該対照剤と競合しない該試験剤を、ＰＲＰＫ／ＴＰＲ
ＫＢ複合体を調節する剤として同定すること、
とを含む方法。
【請求項９】
　前記試験剤（ａ）と競合剤（ｂ）とのモル比（ｂ／ａ）が２０～８０である、請求項７
又は８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記競合剤が以下からなる群より選択される化合物である、請求項７～９のいずれか１
項に記載の方法。
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【化８】

【請求項１１】
　前記競合剤が標識されている、請求項７～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記競合剤がアフィニティー試薬である、請求項７～１１のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体が、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、並びにＬＡ
ＧＥ３及びそのホモログを含むＫＥＯＰＳ複合体である、請求項１～１２のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１４】
　ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、又はＬＡＧＥ３若しくはそのホモログを調節する
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剤が同定される、請求項１３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２０１０年６月１８日出願の米国仮特許出願第６１／３５６，５５４号の利益
を主張するものであり、該出願の全内容を、本明細書を構成するものとして本明細書に援
用する。
【背景技術】
【０００２】
　レブリミド（登録商標）（レナリドミド）は、セルジーン社によって開発及び販売され
ているＦＤＡ認可の小分子薬物であり、デキサメタゾンと併用して多発性骨髄腫（ＭＭ）
の治療に用いられると共に、特定の５ｑ染色体欠失を有する患者における骨髄異形成症候
群の治療に用いられる。レブリミド（登録商標）の細胞標的及び作用機序については当該
技術分野では知られていない。２００９年にはレブリミド（登録商標）の売上高は１７億
米国ドルに達し、２０１０年の売上高は２０億米国ドルを超えると予想されており、レブ
リミド（登録商標）は、過去５年間に市場に導入されたオンコロジー製品の内で最も成功
した製品の一つである。
【０００３】
　レブリミド（登録商標）は免疫調節薬（ＩＭｉＤ）と称される化合物のクラスに属する
が、ＩＭｉＤの例としては、そのアナログであるサリドマイド（ＭＭ及びハンセン病に関
してＦＤＡ認可）やポマリドマイド（アクチミドTM、セルジーン社で開発中）が挙げられ
る。トムソン・ファーマの予想では、レブリミド（登録商標）薬の年間売上高は２０１３
年までには３８億米国ドルに達するとされている。サリドマイドの催奇形作用はよく知ら
れているため、レブリミド（登録商標）は、先天性欠損の危険性を説明する「ブラックボ
ックス警告」を伴ったＦＤＡ指示のリスク軽減プログラムの下で販売されている。最近、
サリドマイドの催奇性に関与するタンパク質標的はセレブロン（ＣＲＢＮ）であることが
公表された（非特許文献１）が、ＩＭｉＤの抗癌標的は未だ不明である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ito et al., Science, 327:1345-1350 (2010)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　上記のような明らかな商業的な成功と、類似の作用機序を有するＦＤＡ認可の競合する
治療剤が存在しないことから、レブリミド（登録商標）（レナリドミド）の抗癌標的が実
証されることの潜在的な経済価値は大きい。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、レナリドミドやポマリドマイド、サリドマイド等の化合物がＰＲＰＫ／ＴＰ
ＲＫＢ複合体と相互作用すれば、これら化合物の活性に影響を及ぼすことができるという
知見を包含する。本発明は、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢがＯＳＧＥＰ並びにＬＡＧＥ３及びそ
のホモログと相互作用してヒトＫＥＯＰＳ複合体を形成するという知見を更に包含する。
本発明者らは、驚くべきことに、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体、ＫＥＯＰＳ複合体又はそ
の任意のサブユニットを調節することが種々の疾患、障害又は状態の治療に有用であるこ
とを見出した。
【０００７】
　本発明は、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体と相互作用する（例えば、該複合体を調節する
）剤を同定する方法であって、ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢを含む系を用意することと、１以
上の試験剤を用意することと、該１以上の試験剤と該系を接触させることと、該試験剤の
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うちの少なくとも１種とＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢうちの少なくとも１種との相互作用を検
出することとを含む方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ＫＥＯ
ＰＳ複合体と相互作用する（例えば、該複合体を調節する）剤を同定する方法であって、
ＰＲＰＫ（ＴＰ５３ＲＫとしても知られる）、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、並びにＬＡＧＥ
３及びそのホモログを含む系を用意することと、１以上の試験剤を用意することと、該１
以上の試験剤と該系を接触させることと、該試験剤のうちの少なくとも１種とＰＲＰＫ、
ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及びＬＡＧＥ３とそのホモログのうちの少なくとも１種との相互
作用を検出することとを含む方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において
、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ又はＬＡＧＥ３とそのホモログと相互作用する（例
えば、それを調節する）剤を同定する方法であって、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ
又はＬＡＧＥ３とそのホモログを含む系を用意することと、１以上の試験剤を用意するこ
とと、該１以上の試験剤と該系を接触させることと、該試験剤のうちの少なくとも１種と
ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ又はＬＡＧＥ３とそのホモログとの相互作用を検出す
ることとを含む方法を提供する。幾つかの実施形態においては、このような剤を同定する
方法のいずれかは、複数の試験剤を用意することを含む。幾つかの実施形態においては、
このような複数の内の２以上の試験剤メンバーは少なくとも１種の共通する構造要素又は
部分を共有する。幾つかの実施形態においては、このような複数の内の２以上の試験剤メ
ンバーはコア構造要素を共有する。
【０００８】
　幾つかの実施形態においては、本明細書に記載のＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、
ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体又はＫＥＯＰＳ複合体は、ヒト
ＰＲＰＫ、ヒトＴＰＲＫＢ、ヒトＯＳＧＥＰ、ヒトＬＡＧＥ３及びそのホモログ、ヒトＰ
ＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ又はヒトＫＥＯＰＳ複合体である。
【０００９】
　幾つかの実施形態においては、試験剤は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧ
Ｅ３及びそのホモログ、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体を調節
するが、ＣＲＢＮを調節しない。
【００１０】
　また、本発明は、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体のモジュレーター及び／又はＫＥＯＰＳ
複合体のモジュレーター及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分も提供する
。幾つかの実施形態においては、本発明に係るモジュレーターは、本明細書に記載の方法
によってＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーター及び
／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分を調節することが見出された剤である。
幾つかの実施形態においては、本発明に係るモジュレーターは、式Ｉ：
【化１】

（式中、Ｘ、Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ7、Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は本明細書
で定義及び記載した通りである）で表される構造を有する。幾つかの実施形態においては
、本発明に係るモジュレーターは、式ＩＩ：
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【化２】

（式中、Ｘ、Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ7、Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は本明細書で定義
及び記載した通りである）で表される構造を有する。幾つかの実施形態においては、本発
明に係るモジュレーターは、式ＩＩＩ：
【化３】

（式中、Ｘ、Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ7、Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は本明細書
で定義及び記載した通りである）で表される構造を有する。
【００１１】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、細胞増殖を阻害する方法であって、細胞と
ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらの任意のサブ
ユニット若しくは成分を調節する剤とを接触させることを含み、必要に応じて、対照に対
する細胞増殖の減少を検出することを更に含む方法を提供する。本発明は、その幾つかの
実施形態において、Ｂ細胞増殖を阻害する方法であって、Ｂ細胞とＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ
複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分
を調節する剤とを接触させることを含み、必要に応じて、対照に対するＢ細胞増殖の減少
を検出することを更に含む方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、
ＩＬ－２産生を誘導する方法であって、細胞とＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫ
ＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分を調節する剤とを接
触させることを含み、必要に応じて、対照に対するＩＬ－２産生の増加を検出することを
更に含む方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ＴＮＦ－α産生を
阻害又は活性化する方法であって、細胞とＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯ
ＰＳ複合体及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分を調節する剤とを接触さ
せることを含み、必要に応じて、対照に対するＴＮＦ－α産生の減少を検出することを更
に含む方法を提供する。
【００１２】
　また、本発明は、医学において有用な方法及び試薬（化合物及び／又は組成物を含む）
も提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及
び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分に関連す
る疾患、障害又は状態を治療する方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態にお
いて、炎症、炎症性疾患又は自己免疫疾患を治療する方法であって、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫ
Ｂ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成
分のモジュレーターのうちの少なくとも１種の有効量を、治療を必要とする哺乳動物に投
与することを含む方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、発癌状態
又は癌性状態を治療する方法であって、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰ
Ｓ複合体及び／又はそれらの任意のサブユニット若しくは成分のモジュレーターのうちの
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少なくとも１種の有効量を、治療を必要とする哺乳動物に投与することを含む方法を提供
する。
【００１３】
　本願では種々の特許公報を参照するが、これらの全てを本明細書を構成するものとして
本明細書に援用する。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】成長阻害アッセイ及びＩＬ－２産生アッセイにおける例示試験剤の活性。
【図２】ポマリドマイドベースのアフィニティー試薬で捕捉したＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢ
。ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢは感受性細胞株（Ｊｕｒｋａｔ、Ｊｅｋｏ－１、ＨＳ－Ｓｕｌ
ｔａｎ）からのみ捕捉され、ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢはＨｅＬａＳ３細胞からは捕捉され
なかった。
【図３】式Ｉで表される化合物由来の３種類のアフィニティー試薬で捕捉したＰＲＰＫ及
びＴＰＲＫＢ。アシル化型はＰＲＰＫ又はＴＰＲＫＢを捕捉しなかった。Ｃ末端タグ化タ
ンパク質は内在性タンパク質と同様に捕捉された。
【図４】ポマリドマイドベースのアフィニティー試薬へのＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ標的結合
に対して競合するポマリドマイド、レナリドミド、サリドマイド、ＣＭＰＤ３１及びＣＭ
ＰＤ２９はするが、ＣＭＰＤ３０は競合しないことを示す結果。
【図５】ポマリドマイドベースのアフィニティー試薬はＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢを捕捉す
るが、ＰＲＰＫ又はＴＰＲＫＢを単独では捕捉しないことを示す結果。この結果はＰＲＰ
Ｋ／ＴＰＲＫＢ複合体が標的であることを支持する。
【図６】Ｊｕｒｋａｔ細胞においてＰＲＰＫとＴＰＲＫＢが相互作用することを示す結果
。この結果は細胞コンテクストにおけるＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体形成を支持する。Ｐ
ＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体はＪｕｒｋａｔ細胞においてＴＰＲＫＢを安定化する。
【図７】定量的アフィニティクロマトグラフィーによって得られた、酵母ＫＥＯＰＳ複合
体のヒトオルソログが結合することを示す結果。
【図８】ＩＬ－２産生の誘導及びＢ細胞成長の阻害においてＣＭＰＤ３１がレナリドミド
及びポマリドマイドの活性を抑制することを示す結果。
【図９】レナリドミド及びポマリドマイドによるＰＢＭＣにおけるナチュラルキラー細胞
の活性化。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
定義
　アミノ酸：本明細書で用いる用語「アミノ酸」とは、広義において、ポリペプチド鎖に
取り込むことができる如何なる化合物及び／又は物質をも意味する。幾つかの実施形態に
おいては、アミノ酸は一般式Ｈ2Ｎ－Ｃ（Ｈ）（Ｒ）－ＣＯＯＨを有する。幾つかの実施
形態においては、アミノ酸は天然のアミノ酸である。幾つかの実施形態においては、アミ
ノ酸は合成アミノ酸又は非天然アミノ酸であり、幾つかの実施形態においては、アミノ酸
はＤ－アミノ酸（例えば、α，α－二置換アミノ酸やＮ－アルキルアミノ酸、乳酸）であ
り、幾つかの実施形態においては、アミノ酸はＬ－アミノ酸である。「標準的なアミノ酸
」とは、天然のペプチドに通常存在する２０種類の標準的なＬ－アミノ酸のいずれかを意
味する。「標準的でない又は通常でないアミノ酸」とは、合成によって調製したか天然源
から得たかに関わらず、標準的なアミノ酸以外の如何なるアミノ酸をも意味する。本明細
書で用いる「合成アミノ酸又は非天然アミノ酸」は化学的に改変されたアミノ酸を包含し
、その例としては、塩、アミノ酸誘導体（例えば、アミド）及び／又は置換体が挙げられ
るが、これらに限定されない。アミノ酸（例えば、ペプチド内のカルボキシ末端及び／又
はアミノ末端アミノ酸）の改変は、メチル化、アミド化、アセチル化、及び／又はペプチ
ドの活性に悪影響を及ぼさずにその循環半減期を変化させることができる他の化学基によ
る置換によって行うことができる。通常でない又は非天然アミノ酸の例としては、シトル
リンやオルニチン、ノルバリン、４－（Ｅ）－ブテニル－４（Ｒ）－メチル－Ｎ－メチル
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スレオニン（ＭｅＢｍｔ）、Ｎ－メチル－ロイシン（ＭｅＬｅｕ）、アミノイソ酪酸、ス
タチン及びＮ－メチル－アラニン（ＭｅＡｌａ）が挙げられるが、これらに限定されない
。アミノ酸がジスルフィド結合に関与する場合もある。用語「アミノ酸」は「アミノ酸残
基」と交換可能に用い、遊離アミノ酸及び／又はペプチドのアミノ酸残基を指す場合があ
る。当該用語が用いられている文脈から、遊離アミノ酸又はペプチドの残基のどちらを指
すかは明らかであろう。
【００１６】
　動物：本明細書で用いる用語「動物」とは、動物界の如何なるメンバーをも意味する。
幾つかの実施形態においては、「動物」は任意の発達段階におけるヒトを意味する。幾つ
かの実施形態においては、「動物」は任意の発達段階における非ヒト動物を意味する。あ
る実施形態においては、非ヒト動物は哺乳動物（例えば、齧歯動物、マウス、ラット、ウ
サギ、サル、イヌ、ネコ、ヒツジ、ウシ、霊長類及び／又はブタ）である。幾つかの実施
形態においては、動物としては、哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、昆虫及び／又は
他の虫類が挙げられるが、これらに限定されない。幾つかの実施形態においては、動物は
トランスジェニック動物、遺伝子改変動物及び／又はクローンとすることができる。
【００１７】
　抗体：本明細書で用いる用語「抗体」とは、天然のものであろうと、全合成又は部分合
成によって作出されたものであろうと、如何なる免疫グロブリンをも意味する。当該用語
には、特異的結合能力を維持する全ての抗体誘導体も包含される。また、当該用語は、免
疫グロブリン結合ドメインと相同又は殆ど相同である結合ドメインを有する如何なるタン
パク質をも網羅する。このようなタンパク質は天然源に由来してもよく、部分合成又は全
合成によって作出されていてもよい。抗体はモノクローナルでもポリクローナルでもよい
。抗体は、ヒトクラス：ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥのいずれかを含む如
何なる免疫グロブリンクラスのメンバーであってもよい。本明細書においては用語「抗体
断片」及び「抗体の特徴的部分」は交換可能に用いられ、全長未満の抗体の如何なる誘導
体をも意味する。一般に、抗体断片は、全長抗体の特異的結合能力の少なくとも大部分を
保持している。抗体断片の例としては、ＦａｂやＦａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖ、
Ｆｖ、ｄｓＦｖ二重特異性抗体及びＦｄ断片が挙げられるが、これらに限定されない。抗
体断片は如何なる手段によっても作出することができる。例えば、抗体断片は、無傷抗体
の断片化によって酵素的又は化学的に作出することができ、及び／又は、部分抗体配列を
コードする遺伝子から組換えによって作出することができる。或いは又は更には、抗体断
片は全合成又は部分合成によって作出することができる。抗体断片は必要に応じて単鎖抗
体断片を含むことができる。或いは又は更には、抗体断片は、例えば、ジスルフィド結合
によって互いに連結した複数鎖を含むことができる。抗体断片は必要に応じて多分子複合
体を含むことができる。機能性抗体断片は通常、少なくとも約５０個のアミノ酸を含み、
より通常には、少なくとも約２００個のアミノ酸を含む。
【００１８】
　約：本明細書において、１つまたはそれ以上の対象となる値に対して用いる用語「約」
又は「およそ」とは、記載された基準値と同等の値を意味する。ある実施形態においては
、特に明記しない限り、又は文脈から明らかでない限り、「約」又は「およそ」とは、記
載された基準値に対して（プラスマイナスで）２５％、２０％、１９％、１８％、１７％
、１６％、１５％、１４％、１３％、１２％、１１％、１０％、９％、８％、７％、６％
、５％、４％、３％、２％、１％又はそれ以内の値の範囲を意味する（但し、数値が可能
な値の１００％を超える場合を除く）。
【００１９】
　生物活性：本明細書で用いる語「生物活性」とは、生物系及び／又は生物内で活性を有
する如何なる物質の特性をも意味する。例えば、ある生物に投与した際に該生物に対して
生物学的作用を有する物質は生物活性であると考えられる。特定の実施形態においては、
タンパク質又はポリペプチドが生物活性である場合、該タンパク質又はポリペプチドの生
物活性の少なくとも１種を共有する該タンパク質又はポリペプチドの部分は通常、「生物
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活性」部分と称する。
【００２０】
　生物標的：本明細書で用いる語「生物標的」とは、本明細書に記載の系、方法、アッセ
イ及び／又は組成物で用いることができる如何なる標的をも意味する。「生物標的」は、
以下の１以上を意味することができる：（１）ＰＲＰＫタンパク質、ＰＲＰＫをコードす
る核酸、及び／又はそれらの相同体、部分、変異体、突然変異体及び／若しくは誘導体；
（２）ＴＰＲＫＢタンパク質、ＴＰＲＫＢをコードする核酸、及び／又はそれらの相同体
、部分、変異体、突然変異体及び／若しくは誘導体；（３）ＯＳＧＥＰタンパク質、ＯＳ
ＧＥＰをコードする核酸、及び／又はそれらの相同体、部分、変異体、変異体及び／若し
くは誘導体；（４）ＬＡＧＥ３及びそのホモログタンパク質、ＬＡＧＥ３をコードする核
酸及びそのホモログ、及び／又はそれらの相同体、部分、変異体、突然変異体及び／若し
くは誘導体；並びに／或いは（５）ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧ
Ｅ３及びそのホモログのうちの任意の２以上の複合体。
【００２１】
　特徴的部分：本明細書で用いる、ある物質の「特徴的部分」とは、広義において、関連
するインタクトな物質とある程度の配列同一性及び／又は構造同一性及び／又は少なくと
も１種の機能的特徴を共有する部分である。例えば、タンパク質又はポリペプチドの「特
徴的部分」は、共にタンパク質又はポリペプチドの特徴を成す１個の連続アミノ酸配列、
又は複数の連続アミノ酸配列の集合体を含む部分である。幾つかの実施形態においては、
このような連続配列の各々は通常、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２
４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７
、３８、２９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０又
はそれ以上のアミノ酸を含む。一般に、特徴的部分は、関連するインタクトなタンパク質
と、上述の配列同一性に加えて、少なくとも１つの機能的特徴を共有する部分である。幾
つかの実施形態においては、特徴的部分は生物学的に活性であることができ、及び／又は
該部分が含まれるポリペプチドに対して生物活性をもたらすことができる。
【００２２】
　対照：本明細書で用いる用語「対照」とは、当該技術分野で知られている意味を有する
（即ち、結果を比較するのに用いる標準物質である）。通常、対照は、変化条件を分離し
て該変化条件についての結果を得ることにより、実験における整合性を高めるのに用いる
。幾つかの実施形態においては、対照は、比較対象物を得るための試験反応又はアッセイ
と同時に行なわれる反応又はアッセイである。一実験、「試験」（即ち、試験される変化
条件）が適用される。第二の実験、「対照」においては、当該試験される変化条件は適用
されない。幾つかの実施形態においては、対照は履歴的対照（即ち、以前に実施された試
験又はアッセイのもの、又は以前に知られている量又は結果）である。幾つかの実施形態
においては、対照は、印刷又は他の方法で保存された記録であるか、又はそれを含んでい
る。対照は陽性対照であっても陰性対照であってもよい。
【００２３】
　コア構造要素：本明細書で用いる用語「コア構造要素」とは、生物活性又はその欠如に
関与する特定の特性を示す分子の特徴又は特徴の集合を意味する。例えば、イソインドリ
ノン部分を含む試験剤群はコア構造要素を共有するということができる。コア構造要素は
例えば、環系であってもよく、又はコア構造要素は例えば、長さ及び原子同一性において
類似の線形構造であってもよい。
【００２４】
　操作された：一般に、用語「操作された」とは、人手によって操作された様相を意味す
る。例えば、ポリヌクレオチドにおいて、天然では互いに連結されていない２以上の配列
が人手によって処理されて、操作されたポリヌクレオチド内で互いに直接連結された場合
、該ポリヌクレオチドは「操作された」と考えられる。例えば、本発明の幾つかの実施形
態においては、操作されたポリヌクレオチドは、天然では第１のコード配列とは作動性に
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関連するが第２のコード配列とは作動性に関連しないことが分かっているが、人手によっ
て第２のコード配列と作動性に関連するように連結された制御配列を含む。
【００２５】
　発現：本明細書において、核酸配列の「発現」とは、次の各事象の１以上を意味する：
（１）ＤＮＡ配列からのＲＮＡ鋳型の産生（例えば、転写による）；（２）ＲＮＡ転写物
のプロセシング（例えば、スプライシング、エディティング及び／又は３’末端形成によ
る）；（３）ＲＮＡのポリペプチド又はタンパク質への翻訳；（４）ポリペプチド又はタ
ンパク質の翻訳後修飾。
【００２６】
　異種：本明細書において核酸（例えば、制御配列及び／又は遺伝子を含む核酸）又はポ
リペプチドへの言及に用いる用語「異種」とは、人工的に細胞に導入された、及び／又は
細胞内に存在するが天然起源ではない核酸又はポリペプチドを意味する。幾つかの実施形
態においては、異種核酸は、細胞内に天然に存在する核酸と同一のヌクレオチド配列を有
する。多くの実施形態においては、異種核酸は、細胞内に天然に存在する任意の核酸とは
異なるヌクレオチド配列を有する。幾つかの実施形態においては、特定の細胞に対して異
種の核酸は、異種核酸が導入された細胞とは異なる源生物に天然に存在する核酸と同一の
核酸配列を有する。
【００２７】
　宿主細胞：本明細書で用いる「宿主細胞」は、本開示に従って操作される細胞である。
本明細書で用いる「改変宿主細胞」は、他の同一親細胞及び／又は特定の基準細胞（例え
ば、野生型細胞）と比べて、本開示に従って改変、操作又は処理されている任意の宿主細
胞である。
【００２８】
　導入する：細胞又は生物への核酸の導入に関して本明細書で用いる用語「導入する」は
、最も広い意味を有し、例えば、形質転換法（例えば、塩化カルシウム介在形質転換やエ
レクトロポレーション、微粒子銃）による導入を包含すると共に、形質導入や抱合、接合
、交配等の他の方法による導入も包含するものとする。幾つかの実施形態においては、ベ
クターを用いて核酸を細胞又は生物に導入する。
【００２９】
　インビトロ：本明細書で用いる用語「インビトロ」とは、多細胞生物内ではなく、人工
環境内（例えば、試験管や反応容器、細胞培養等）で生じる事象を意味する。
【００３０】
　インビボ：本明細書で用いる用語「インビボ」とは、非ヒト動物等の多細胞生物内で生
じる事象を意味する。
【００３１】
　単離：本明細書で用いる用語「単離」とは、（１）（天然において及び／又は実験的設
定において）当初産生した際に関係する成分の少なくとも一部から分離された、及び／又
は（２）人手によって作出、調製及び／又は製造された、物質及び／又は実体物を意味す
る。単離された物質及び／又は実体物は、それが当初関係していた他の成分の少なくとも
約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、
約９０％、約９５％、約９８％、約９９％、実質的に１００％、又は１００％から分離す
ることができる。幾つかの実施形態においては、単離された剤は約８０％、約８５％、約
９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約
９８％、約９９％を超えるか、実質的に１００％か、又は１００％純粋である。本明細書
においては、ある物質が他の成分を実質的に含まない場合、該物質は「純粋」である。本
明細書で用いる用語「単離細胞」とは、多細胞生物に含まれない細胞を意味する。
【００３２】
　改変：本明細書において、用語「改変」は、人手によって操作された実体物（例えば、
細胞や生物）を指すのに用いることができる。例えば、幾つかの実施形態においては、改
変は、改変を受けていない他の同一基準生物に対して宿主生物の特性を適切に変化させる
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任意の化学的、生理学的、遺伝的又は他の改変であることができるか、又はそれを含むこ
とができる。多くの実施形態においては、改変は遺伝的改変を含む。幾つかの実施形態に
おいては、改変は少なくとも１種の化学的、生理学的、遺伝的又は他の改変を含み、幾つ
かの実施形態においては、改変は一を超える化学的、生理学的、遺伝的又は他の改変を含
む。一を超える改変を用いるある様相においては、該改変は、化学的、生理学的、遺伝的
又は他の改変の任意の組み合わせ（例えば、１以上の遺伝的、化学的及び／又は生理学的
改変）を含むことができる。
【００３３】
　モジュレーター：本明細書で用いる用語「モジュレーター」とは通常、活性の変化又は
誘発をもたらす化合物を意味する。例えば、モジュレーターの存在は、ある活性の大きさ
をモジュレーターが存在しない場合と比べて増加又は低下させることができる。ある実施
形態においては、モジュレーターは、１以上の活性の大きさを低下させる阻害剤又は拮抗
剤である。ある実施形態においては、阻害剤は１以上の生物活性を完全に妨げる。ある実
施形態においては、モジュレーターは、少なくとも１種の活性の大きさを増加させる活性
化剤又は作動剤である。ある実施形態においては、モジュレーターの存在によって、その
非存在下では生じない活性がもたらされる。本明細書で用いる「阻害する」、「低下させ
る」、「防止する」、「拮抗する」、又は本明細書で用いるこれらの用語の如何なる変形
も、生物活性の測定可能な減少を意味する。幾つかの実施形態においては、その低下は、
対照に対する生物活性の１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７
０％、８０％、９０％、９５％又は９９％の低下である。本明細書で用いる「刺激する」
、「増加させる」、「作動させる」、又は本明細書で用いるこれらの用語の如何なる変形
も、生物活性の測定可能な増加を意味する。幾つかの実施形態においては、その増加は、
対照に対する生物活性の１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７
０％、８０％、９０％、９５％又は９９％の増加である。モジュレーターは「サイレント
モジュレーター」であってもよく、この場合、モジュレーターは対象となる標的と相互作
用する（例えば、結合する）が、該標的の活性の誘発又は変化をもたらさない。
【００３４】
　天然産物：本明細書で用いる用語「天然産物」とは、生体で産生される又は産生可能な
化合物又は化学物質を意味する。幾つかの実施形態においては、天然産物は、ポリヌクレ
オチドやペプチド、ポリペプチド、オリゴ糖等の生体高分子ではない。天然産物と構造的
に同一な化合物は、該化合物自身が実際には人手によって（例えば、化学合成によって）
調製されたとしても「天然産物」と称することができる。
【００３５】
　核酸：本明細書で用いる用語「核酸」とは、その広義において、オリゴヌクレオチド鎖
に取り込むことができる如何なる化合物及び／又は物質をも意味する。幾つかの実施形態
においては、「核酸」はＲＮＡを包含すると共に、一本鎖及び／又は二本鎖ＤＮＡ及び／
又はｃＤＮＡを包含する。更に、用語「核酸」、「ＤＮＡ」、「ＲＮＡ」及び／又はその
類似の用語は、核酸アナログ、即ち、ホスホジエステル骨格以外を有するアナログを包含
する。例えば、当該技術分野で公知であり、骨格内にホスホジエステル結合に代わってペ
プチド結合を有する、いわゆる「ペプチド核酸」は本発明の範囲内であると考えられる。
用語「アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列」は、互いに変性バージョンである、
及び／又は同一アミノ酸配列をコードする全てのヌクレオチド配列を包含する。タンパク
質及び／又はＲＮＡをコードするヌクレオチド配列はイントロンを含むことがある。
【００３６】
　ペプチド：本明細書で用いる用語「ペプチド」又は「ポリペプチド」とは、ペプチド結
合された多数のアミノ酸又はイミノ酸（又はその等価物）を含む高分子を意味する。本明
細書で用いるポリペプチド又はペプチドの表示においては、標準的な用法や慣習に従って
、左手方向はアミノ末端方向であり、右手方向はカルボキシ末端方向である。ペプチドは
、アミノ酸以外の部分を含んでもよく（例えば、糖タンパク質やプロテオグリカン等であ
ってもよく）、及び／又は処理又は改変されていてもよい。ペプチドは、Ｌ－アミノ酸、
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Ｄ－アミノ酸又はその両方を含んでもよく、当該技術分野で公知の種々のアミノ酸改変又
はアナログのいずれを含んでもよい。有用な改変としては、例えば、末端アセチル化やア
ミド化等が挙げられる。幾つかの実施形態においては、ペプチドは、天然アミノ酸、非天
然アミノ酸、合成アミノ酸及びその組み合わせを含むことができる。幾つかの実施形態に
おいては、ペプチドは最大２５個のアミノ酸を含むことができる。本明細書において、最
大２５個のアミノ酸を含むペプチドは短ペプチドとも称される。また、用語「ペプチド」
又は「ポリペプチド」は、ポリペプチドの特定の機能クラス、例えば、デサチュラーゼや
エロンガーゼ等を指すのにも用いる。当業者には、本明細書（又は本明細書に具体的に記
載された参考文献やデータベース）に記載の全配列を有するポリペプチドだけを包含する
のではなく、そのような全ポリペプチドの機能性断片（即ち、少なくとも１種の活性を保
持する断片）を示すポリペプチドも包含するのに「ポリペプチド」という用語が十分に一
般的であるとすることが理解されよう。更に、当業者は、タンパク質配列が通常は活性を
破壊することなく多少の置換に耐えることを理解している。従って、活性を保持するポリ
ペプチドであって、同一クラスの他のポリペプチドに対して少なくとも約３０～４０％（
多くは、約５０％、６０％、７０％又は８０％を超える）の全配列同一性を共有し、更に
通常は同一性が更に高い少なくとも一領域（多くは、１以上の高保存領域において９０％
、又は更に９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％を超える）を含み、通常は、少な
くとも３～４個（多くは、少なくとも２０個若しくはそれ以上）のアミノ酸を包含する如
何なるポリペプチドも、本明細書における関連する用語「ポリペプチド」に包含される。
類似及び／又は同一の他の領域は、当業者によって本明細書に記載の種々のポリペプチド
の配列の解析により確認することができる。当業者に知られているように、同一性及び／
又は類似性の程度を評価するためにアミノ酸配列又はヌクレオチド配列を比較する種々の
戦略が公知であり、そのためのツールが入手可能である。このような戦略としては、例え
ば、手動アラインメントやコンピュータ支援配列アラインメント、その組み合わせが挙げ
られる。配列アラインメントを行うための多くのアルゴリズム（通常はコンピュータによ
って実行される）は、広く入手可能であり、又は当業者によって作成することができる。
代表的なアルゴリズムとしては、例えば、Ｓｍｉｔｈ及びＷａｔｅｒｍａｎの局所相同性
アルゴリズム（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．，１９８１，２：４８２）；Ｎｅｅｄｌｅ
ｍａｎ及びＷｕｎｓｃｈの相同性アラインメントアルゴリズム（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
、１９７０、４８：４４３）；Ｐｅａｒｓｏｎ及びＬｉｐｍａｎの類似性探索法（Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）、１９８８、８５：２４４４）；及び／又
はこれらのアルゴリズムのコンピュータ実装（例えば、ウィスコンシン・ジェネティクス
・ソフトウェア・パッケージ　リリース７．０、ジェネティクス・コンピュータ・グルー
プ（ウィスコンシン州マディソン、５７５　サイエンス　Ｄｒ．）のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦ
ＩＴ、ＦＡＳＴＡ及びＴＦＡＳＴＡ）が挙げられる。このようなアルゴリズムを組み込ん
だ容易に入手可能なコンピュータプログラムとしては、例えば、ＢＬＡＳＴＮやＢＬＡＳ
ＴＰ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ、ＰＩＬＥＵＰ、ＣＬＵＳＴＡＬＷ等が挙げられる。Ｂ
ＬＡＳＴ及びＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを用いる場合、それぞれのプログラム
のデフォルトパラメータを用いることができる。或いは、実務者はその実験的要件及び／
又は他の要件に応じて非デフォルトパラメータを用いることができる（例えば、ｎｃｂｉ
．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ参照）。
【００３７】
　純粋：本明細書においては、ある物質及び／又は実体物が実質的に他の成分を含まない
場合、該物質（実体）は「純粋」である。例えば、特定の物質及び／又は実体物の約９０
％超を含む調製物は通常、純粋な調製物と考えられる。幾つかの実施形態においては、物
質及び／又は実体は少なくとも９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％又は９９％純粋である。
【００３８】
　基準剤：本明細書で用いる用語「基準剤」とは、特定のアッセイで公知の活性を有する
物質（例えば、化学化合物や小分子、天然産物、タンパク質、ペプチド、核酸）を意味す
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る。また、基準剤は「標準物質」と称することもできる。基準剤は、特定のアッセイで正
の活性を示す陽性標準物質であってもよく、特定のアッセイでは不活性であることが知ら
れている陰性標準物質であってもよい。基準剤は、対象となる剤と同時期のものであって
もよく、履歴的な標準物質であってもよい。ある実施形態においては、試験剤と基準剤を
同等のアッセイ条件下で評価する。
【００３９】
　小分子：当該技術分野では、一般に「小分子」はサイズが約５キロダルトン（Ｋｄ）未
満の有機分子として理解されている。幾つかの実施形態においては、小分子は約４Ｋｄ未
満、約３Ｋｄ未満、約２Ｋｄ未満又は約１Ｋｄ未満である。幾つかの実施形態においては
、小分子は約８００ダルトン（Ｄ）未満、約６００Ｄ未満、約５００Ｄ未満、約４００Ｄ
未満、約３００Ｄ未満、約２００Ｄ未満又は約１００Ｄ未満である。幾つかの実施形態に
おいては、小分子は約２０００ｇ／ｍｏｌ未満、約１５００ｇ／ｍｏｌ未満、約１０００
ｇ／ｍｏｌ未満、約８００ｇ／ｍｏｌ未満又は約５００ｇ／ｍｏｌ未満である。幾つかの
実施形態においては、小分子は非重合体である。幾つかの実施形態においては、小分子は
タンパク質、ペプチド又はアミノ酸ではない。幾つかの実施形態においては、小分子は核
酸又はヌクレオチドではない。幾つかの実施形態においては、小分子は糖類又は多糖類で
はない。
【００４０】
　源生物：本明細書で用いる用語「源生物」とは、本発明に従ってレシピエント又は宿主
細胞に導入しようとするポリヌクレオチド、ポリペプチド又は他の化合物（例えば、異種
核酸）を天然に含有又は産生する生物である。幾つかの実施形態においては、選択すべき
特定の源生物は本開示の実施に対して重要ではない。それに関する考えとしては、例えば
、可能性のある源と宿主生物が進化においてどの程度密接に関連しているか、また、源生
物と他の源生物（即ち、他の関連する核酸及び／又はポリペプチドを選択する源生物）が
どの程度関連しているかということを挙げることができる。複数の異なる異種核酸を宿主
細胞に導入及び／又は宿主細胞で発現しようとする場合、異なる配列は異なる源生物に由
来してもよく、同一の源生物に由来してもよい。ほんの一例を挙げると、幾つかの場合に
おいては、本開示の目的を達成するため、個々のポリペプチドは複合タンパク質活性の個
々のサブユニットを示す場合もあり、及び／又は、個々のポリペプチドは他のポリペプチ
ドと共に機能する必要がある場合もある。幾つかの実施形態においては、このようなポリ
ペプチドが同一の源生物に由来するか、及び／又は、宿主細胞で一緒に発現された際に適
切に機能するに十分な関連があることが望ましい場合が多い。幾つかの実施形態において
は、このようなポリペプチドが異なる、更には関連もしない、源生物に由来することもあ
る。異種ポリペプチドを宿主細胞で発現しようとする場合、宿主細胞のコドン優先度に合
わせて調整された該ポリペプチドをコードする核酸配列を用いる、及び／又は、宿主細胞
内で活性な調節要素にコード配列を連結させることが望ましいことが多いことが更に理解
されよう。ある実施形態においては、所定のポリペプチドをコードする遺伝子配列が宿主
細胞自身に由来する（即ち、異種ではない）場合であっても、該遺伝子配列を最適化する
。例えば、対象となるポリペプチドをコードする遺伝子配列が所定の宿主細胞から単離さ
れた場合でも、該遺伝子配列が宿主細胞株での発現に最適化されたコドンではないことが
ある。このような実施形態においては、宿主細胞のコドン優先度にあうように該遺伝子配
列を更に最適化することができる。当業者であれば、宿主細胞のコドン優先度を知り、本
明細書に記載の及び／又は当該技術分野で公知の方法及び試薬を用いてそれに合わせるこ
とができるであろう。
【００４１】
　対象：本明細書で用いる用語「対象」又は「患者」とは、例えば、実験、診断、予防及
び／又は治療の目的で、本発明に係る剤又は組成物を投与することができる如何なる生物
をも意味する。代表的な対象としては、動物（例えば、マウスやラット、ウサギ、非ヒト
霊長類、ヒト等の哺乳動物や、昆虫、他の虫類等）が挙げられる。
【００４２】
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　実質的：本明細書で用いる用語「実質的」とは、対象となる特質や特性の全程度又はほ
ぼ全程度を示す質的条件を意味する。生物学分野の当業者であれば、生物学的現象や化学
的現象が完結する、及び／又は完全性へ進む、又は絶対的な結果を達成又は回避すること
がめったにないことは理解されよう。従って、本明細書における「実質的」は、多くの生
物学的現象や化学的現象に固有の潜在的な完全性の欠如を捕らえている。
【００４３】
　罹患：疾患、障害及び／又は状態を「罹患している」個体は、該疾患、障害及び／又は
状態であると診断されたか、或いはその１以上の症状を示している。
【００４４】
　感受性の：疾患、障害及び／又は状態に「感受性の」個体は、該疾患、障害及び／又は
状態であるとは診断されていない。幾つかの実施形態においては、疾患、障害及び／又は
状態に感受性の個体は、該疾患、障害及び／又は状態の症状を示さないことがある。幾つ
かの実施形態においては、疾患、障害及び／又は状態に感受性の個体は、該疾患、障害及
び／又は状態を発症する。幾つかの実施形態においては、疾患、障害及び／又は状態に感
受性の個体は、該疾患、障害及び／又は状態を発症しない。
【００４５】
　治療剤：本明細書で用いる語「治療剤」とは、対象に投与した際に治療作用を有し、及
び／又は所望の生物学的作用及び／又は薬理学的作用を誘発する如何なる剤をも意味する
。幾つかの実施形態においては、本発明の治療剤は、本発明に係るペプチド阻害剤又はそ
の誘導体を指す。
【００４６】
　治療指数：本明細書で用いる語「治療指数」とは、治療作用（「Ｅ」）と毒性作用（「
Ｔ」）を比較した際の薬物の選択性の定量的尺度を意味する。治療指数は、薬物を投与し
た対象において見られる任意の応答レベルでＥＤ50／ＴＤ50として算出することができる
。ＥＤ50は試験対象の５０％で所望の治療作用の強度を得るのに必要な用量である。ＴＤ

50は試験対象の５０％で毒性作用を得るのに必要な用量である。
【００４７】
　治療：本明細書で用いる用語「治療」（“ｔｒｅａｔ”、“ｔｒｅａｔｍｅｎｔ”又は
“ｔｒｅａｔｉｎｇ”）は、特定の疾患、障害及び／又は状態の１以上の症状又は徴候を
、一部又は完全に緩和、改善、軽減、阻害、防止、遅延させ、その重症度を低下させ、及
び／又はその発生率を低下させるのに用いる如何なる方法をも意味する。治療は、疾患に
伴う状態を発症する危険性を低下させる目的で、該疾患の徴候を示さない及び／又は該疾
患の初期徴候のみを示す対象に対して施すことができる。
【００４８】
　ベクター：本明細書で用いる「ベクター」とは、連結された他の核酸を輸送することが
可能な核酸分子を意味する。幾つかの実施形態においては、ベクターは、真核細胞及び／
又は原核細胞等の宿主細胞内において該ベクターが連結された核酸の染色体外複製及び／
又は発現を可能とする。作用的に連結された遺伝子の発現を導くことが可能なベクターを
本明細書では「発現ベクター」と称する。
【００４９】
　以下、本明細書全体を通して用いられる具体的な官能基、化学用語及び一般用語の定義
をより詳細に説明する。本発明では、化学元素の同定は「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ」第７５版内表紙の元素周期律表（ＣＡＳ編）
に従う。また、具体的な官能基の一般定義は同書に記載されている。更に、有機化学の一
般原理、具体的な官能性部分及び反応性については、「Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ」，Ｔｈｏｍａｓ　Ｓｏｒｒｅｌｌ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｂｏ
ｏｋｓ，Ｓａｕｓａｌｉｔｏ，１９９９；Ｓｍｉｔｈ及びＭａｒｃｈ　「Ｍａｒｃｈ’ｓ
　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」，５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ
，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００１；Ｌａｒｏ
ｃｋ，「Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
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ｓ」，ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９；Ｃａｒ
ｒｕｔｈｅｒｓ，「Ｓｏｍｅ　Ｍｏｄｅｍ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ」，３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，１９８７に記載されている。
【００５０】
　特に明示しない限り、本明細書に示す構造は、その構造のあらゆる異性体（例えば、エ
ナンチオマー、ジアステレオマー及び幾何（又は立体配座）異性体）、例えば、不斉中心
に関するＲ及びＳ配置、Ｚ及びＥ二重結合異性体、及びＺ及びＥ立体配座異性体を包含す
ることを意味する。従って、本発明化合物の単一の立体化学的異性体のみならず、エナン
チオマー、ジアステレオマー及び幾何（又は立体配座）異性体の混合物も本発明の範囲内
である。特に明示しない限り、本発明化合物の全ての互変異性体も本発明の範囲内である
。更に、特に明示しない限り、本明細書に示す構造は、特定の同位体に富む１種以上の原
子が存在することのみが異なる化合物も包含することをも意味している。例えば、水素が
重水素又は三重水素に置き換えられているか、或いは炭素が13Ｃリッチ又は14Ｃリッチの
炭素に置換された構造の化合物も本発明の範囲内である。この種の化合物は、例えば、本
発明による分析ツールとして、バイオアッセイにおけるプローブとして、又は治療剤とし
て有用である。
【００５１】
　特定のエナンチオマーが好ましい場合、幾つかの実施形態においては、対応するエナン
チオマーを実質的含まない形で提供することができ、これは「光学的に富化された」と称
することもできる。本明細書において「光学的に富化された」とは、当該化合物の一方の
エナンチオマーの比率が極めて高い構成を有することを意味する。ある実施形態において
は、当該化合物の少なくとも約９０重量％が好ましいエナンチオマーから構成される。他
の実施形態においては、当該化合物の少なくとも約９５重量％、約９８重量％又は約９９
重量％が好ましいエナンチオマーから構成される。好ましいエナンチオマーは、キラル高
速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、及びキラルな塩の形成と結晶化を含む当業者に
知られたいずれかの方法によってラセミ混合物から単離するか、又は不斉合成によって調
製することができる。例えば、Ｊａｃｑｕｅｓら，Ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ，　Ｒａｃｅ
ｍａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８１年）；Ｗｉｌｅｎら，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　３３：２
７２５（１９７７）；Ｅｌｉｅｌ，Ｅ．Ｌ．Ｓｔｅｒｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｃ
ａｒｂｏｎ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｎ．Ｙ．，１９６２）；Ｗ
ｉｌｅｎ，Ｓ．Ｈ．Ｔａｂｌｅｓ　ｏｆ　Ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ　Ａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　
Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｐ．２６８（Ｅ．Ｌ．Ｅｌｉｅｌ，Ｅｄ．，
Ｕｎｉｖ．ｏｆ　Ｎｏｔｒｅ　Ｄａｍｅ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｏｔｒｅ　Ｄａｍｅ，Ｉｎｄ．
１９７２）を参照されたい。
【００５２】
　アシル―本明細書において「アシル」という用語は、一般式－Ｃ（＝Ｏ）ＲX1、－Ｃ（
＝Ｏ）ＯＲX1、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）ＲX1、－Ｃ（＝Ｏ）ＳＲX1、－Ｃ（＝Ｏ）
Ｎ（ＲX1）2、－Ｃ（＝Ｓ）ＲX1、－Ｃ（＝Ｓ）Ｎ（ＲX1）2、－Ｃ（＝Ｓ）Ｓ（ＲX1）、
－Ｃ（＝ＮＲX1）ＲX1、－Ｃ（＝ＮＲX1）ＯＲX1、－Ｃ（＝ＮＲX1）ＳＲX1及び－Ｃ（＝
ＮＲX1）Ｎ（ＲX1）2（式中、ＲX1は、水素；ハロゲン；置換若しくは非置換のヒドロキ
シル；置換若しくは非置換のチオール；置換若しくは非置換のアミノ；置換若しくは非置
換のアシル；環式若しくは非環式の、置換若しくは非置換の、分岐若しくは非分岐の脂肪
族；環式若しくは非環式の、置換若しくは非置換の、分岐若しくは非分岐の複素脂肪族；
環式若しくは非環式の、置換若しくは非置換の、分岐若しくは非分岐のアルキル；環式若
しくは非環式の、置換若しくは非置換の、分岐若しくは非分岐のアルケニル；置換若しく
は非置換のアルキニル；置換若しくは非置換のアリール；置換若しくは非置換のヘテロア
リール；脂肪族オキシ；複素脂肪族オキシ；アルキルオキシ；ヘテロアルキルオキシ；ア
リールオキシ；ヘテロアリールオキシ；脂肪族チオキシ；複素脂肪族チオキシ；アルキル
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チオキシ；ヘテロアルキルチオキシ；アリールチオキシ；ヘテロアリールチオキシ；モノ
若しくはジ脂肪族アミノ；モノ若しくはジ複素脂肪族アミノ；モノ若しくはジアルキルア
ミノ；モノ若しくはジヘテロアルキルアミノ；モノ若しくはジアリールアミノ又はモノ若
しくはジヘテロアリールアミノであるか、或いは２個のＲX1基が共に５員環若しくは６員
環の複素環を形成する）で表される基である。アシル基の例としては、アルデヒド（－Ｃ
ＨＯ）、カルボン酸（－ＣＯ2Ｈ）、ケトン、アシルハライド、エステル、アミド、イミ
ン、カーボネート、カルバメート及び尿素が挙げられる。アシルの置換基は特に限定され
ないが、結果として安定な部分を形成する、本明細書に記載する任意の置換基（例えば、
それぞれ更に置換されていても置換されていなくてもよい、脂肪族、アルキル、アルケニ
ル、アルキニル、複素脂肪族、複素環式、アリール、ヘテロアリール、アシル、オキソ、
イミノ、チオオキソ、シアノ、イソシアノ、アミノ、アジド、ニトロ、ヒドロキシル、チ
オール、ハロ、脂肪族アミノ、複素脂肪族アミノ、アルキルアミノ、ヘテロアルキルアミ
ノ、アリールアミノ、ヘテロアリールアミノ、アルキルアリール、アリールアルキル、脂
肪族オキシ、複素脂肪族オキシ、アルキルオキシ、ヘテロアルキルオキシ、アリールオキ
シ、ヘテロアリールオキシ、脂肪族チオキシ、複素脂肪族チオキシ、アルキルチオキシ、
ヘテロアルキルチオキシ、アリールチオキシ、ヘテロアリールチオキシ、アシルオキシ等
）が挙げられる。
【００５３】
　脂肪族―本明細書において「脂肪族」又は「脂肪族基」という用語は、直鎖（即ち非分
岐）、分岐又は環式（「炭素環式」）であることができ、完全に飽和していても１以上の
不飽和単位を有していてもよい、置換されていてもよい炭化水素部分（但し芳香族を除く
）を指す。特に示さない限り、脂肪族基は１～１２個の炭素原子を有する。幾つかの実施
形態においては、脂肪族基は１～６個の炭素原子を有する。幾つかの実施形態においては
、脂肪族基は１～４個の炭素原子を有し、更なる他の実施形態においては、脂肪族基は１
～３個の炭素原子を有する。好適な脂肪族基としては、直鎖又は分岐のアルキル、アルケ
ニル及びアルキニル基、更にこれらの組み合わせ（（シクロアルキル）アルキル、（シク
ロアルケニル）アルキル、（シクロアルキル）アルケニル等）が挙げられるが、これらに
限定されない。
【００５４】
　アルケニル―本明細書において「アルケニル」という用語は、少なくとも１個の炭素－
炭素二重結合を有する直鎖又は分岐鎖の脂肪族部分から水素原子１個を抜き取ることによ
り得られる、置換されていてもよい１価の基を指す。ある実施形態において、本発明に用
いられるアルケニル基は、２～６個の炭素原子を含む。更なる実施形態において、本発明
に用いられるアルケニル基は、２～５個の炭素原子を含む。幾つかの実施形態において、
本発明に用いられるアルケニル基は、２～４個の炭素原子を含む。他の実施形態において
は、２～３個の炭素原子を含むアルケニル基が用いられる。アルケニル基としては例えば
、エテニル、プロペニル、ブテニル、１－メチル－２－ブテン－１－イル等が挙げられる
。
【００５５】
　アルキル―本明細書において「アルキル」という用語は、１～６個の炭素原子を有する
脂肪族部分から水素原子１個を抜き取ることにより得られる、置換されていてもよい直鎖
又は分岐鎖の飽和炭化水素基を指す。幾つかの実施形態において、本発明に用いられるア
ルキル基は、１～５個の炭素原子を含む。他の実施形態において、用いられるアルキル基
は、１～４個の炭素原子を含む。更なる他の実施形態において、アルキル基は、１～３個
の炭素原子を含む。更なる他の実施形態において、アルキル基は、１～２個の炭素を含む
。アルキル基の例としては、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル
、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｓｅｃ－ペンチル、イソペンチル、ｔｅｒｔ－ブチル、
ｎ－ペンチル、ネオペンチル、ｎ－ヘキシル、ｓｅｃ－ヘキシル、ｎ－ヘプチル、ｎ－オ
クチル、ｎ－デシル、ｎ－ウンデシル、ドデシル等が挙げられるが、これらに限定されな
い。
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【００５６】
　アルキニル―本明細書において「アルキニル」という用語は、少なくとも１個の炭素－
炭素三重結合を有する直鎖又は分岐鎖の脂肪族部分から水素原子１個を抜き取ることによ
り得られる、置換されていてもよい１価の基を指す。ある実施形態において、本発明に用
いられるアルキニル基は、２～６個の炭素原子を含む。ある実施形態において、本発明に
用いられるアルキニル基は、２～５個の炭素原子を含む。幾つかの実施形態において、本
発明に用いられるアルキニル基は、２～４個の炭素原子を含む。他の実施形態において、
用いられるアルキニル基は、２～３個の炭素原子を含む。アルキニル基の代表的な例とし
ては、エチニル、２－プロピニル（プロパルギル）、１－プロピニル等が挙げられるが、
これらに限定されない。
【００５７】
　アリール―本明細書において「アリール」という用語は、単独で用いられるか、或いは
「アラルキル」、「アラルコキシ」又は「アリールオキシアルキル」のように大きな基の
一部として用いられ、全体として５～１０員の環を有する置換されていてもよい単環又は
二環系であって、この系の少なくとも１環が芳香環であり、且つこの系の各環が３～７員
環である系を指す。「アリール」という用語は「アリール環」という用語と互換的に使用
することができる。本発明のある実施形態において、「アリール」は、フェニル、ビフェ
ニル、ナフチル、アントラニル（ａｎｔｈｒａｃｙｌ）等（これらに限定されない）を含
み、１以上の置換基を有することができる芳香環系を指す。
【００５８】
　アリールアルキル―本明細書において「アリールアルキル」という用語は、アリール基
（例えば、芳香族又は複素芳香族基）で置換されたアルキル基を指す。
【００５９】
　２価の炭化水素鎖―本明細書において「２価の炭化水素鎖」という用語（「２価のアル
キレン基」とも称する）は、ポリメチレン基、即ち（ＣＨ2）z－（式中、ｚは１～３０、
１～２０、１～１２、１～８、１～６、１～４、１～３、１～２、２～３０、２～２０、
２～１０、２～８、２～６、２～４又は２～３の正の整数である）である。置換された２
価の炭化水素鎖とは、１以上のメチレン水素原子が置換基に置き換えられたポリメチレン
基である。好適な置換基としては、置換された脂肪族基に関し後に記載するものが挙げら
れる。
【００６０】
　カルボニル―本明細書において「カルボニル」という用語は、炭素－酸素二重結合を有
する１価又は２価の部分を指す。カルボニル基の非限定的な例としてはアルデヒド、ケト
ン、カルボン酸、エステル、アミド、エノン、アシルハライド、無水物、尿素、カルバメ
ート、カーボネート、チオエステル、ラクトン、ラクタム、ヒドロキサメート、イソシア
ネート、及びクロロホルメートが挙げられる。
【００６１】
　環式脂肪族―本明細書において「環式脂肪族」、「炭素環」又は「炭素環式」という用
語は、単独で用いられるか、或いは大きな部分の一部として用いられ、３～１０員の、本
明細書に記載する、置換されていてもよい飽和又は一部不飽和の脂肪族単環又は二環系を
指す。環式脂肪族基としてはシクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、シクロペ
ンテニル、シクロヘキシル、シクロヘキセニル、シクロヘプチル、シクロヘプテニル、シ
クロオクチル、シクロオクテニル及びシクロオクタジエニルが挙げられるが、これらに限
定されない。幾つかの実施形態において、シクロアルキルは３～６個の炭素を有する。
【００６２】
　ハロゲン―本明細書において「ハロ」及び「ハロゲン」という用語は、フッ素（フルオ
ロ、－Ｆ）、塩素（クロロ、－Ｃｌ）、臭素（ブロモ、－Ｂｒ）、及びヨウ素（ヨード、
－Ｉ）から選択される原子を指す。
【００６３】
　複素脂肪族―本明細書において「複素脂肪族」又は「複素脂肪族基」という用語は、炭
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素原子に加えて１～５個のヘテロ原子を有し、直鎖（即ち非分岐）、分岐又は環式（「複
素環式」）であってもよく、完全に飽和していても１以上の不飽和単位を含んでいてもよ
い、置換されていてもよい炭化水素部分を指す（但し芳香族を除く）。特に示さない限り
、複素脂肪族基は１～６個の炭素原子を含み、そのうち１～３個の炭素原子は酸素、窒素
、及び硫黄から選択されるヘテロ原子でそれぞれ独立に置換されることができる。幾つか
の実施形態においては、複素脂肪族基は１～４個の炭素原子を含み、そのうち１～２個の
炭素原子は、場合により、酸素、窒素、及び硫黄から選択されるヘテロ原子でそれぞれ独
立に置換されている。更なる他の実施形態においては、複素脂肪族基は、１～３個の炭素
原子を含み、そのうち１個の炭素原子は、場合により及び独立に、酸素、窒素、及び硫黄
から選択されるヘテロ原子で置換されている。好適な複素脂肪族基としては直鎖又は分岐
のヘテロアルキル、ヘテロアルケニル、及びヘテロアルキニル基が挙げられるが、これら
に限定されない。
【００６４】
　ヘテロアラルキル―本明細書において「ヘテロアラルキル」という用語は、ヘテロアリ
ールで置換されたアルキル基であって、アルキル部及びヘテロアリール部が独立に置換さ
れていてもよいアルキル基を指す。
【００６５】
　ヘテロアリール―本明細書において「ヘテロアリール」という用語は、単独で用いられ
るか、或いは大きな部分の一部（例えば「ヘテロアラルキル」又は「ヘテロアラルコキシ
」）として用いられ、５～１０環員、好ましくは５、６又は９個の環員を有する置換され
ていてもよい基であって、この環状配置の中で６、１０、又は１４個のπ電子を共有して
おり、且つ炭素原子に加えて、１～５個のヘテロ原子を有する基を指す。ヘテロアリール
基としてはチエニル、フラニル、ピロリル、イミダゾリル、ピラゾリル、トリアゾリル、
テトラゾリル、オキサゾリル、イソオキサゾリル、オキサジアゾリル、チアゾリル、イソ
チアゾリル、チアジアゾリル、ピリジル、ピリダジニル、ピリミジニル、ピラジニル、イ
ンドリジニル、プリニル、ナフチリジニル及びプテリジニルが挙げられるが、これらに限
定されない。本明細書において「ヘテロアリール」及び「ヘテロアリ－（ｈｅｔｅｒｏａ
ｒ－）」という用語は、複素芳香環が１以上のアリール環、炭素環又は複素環と縮合して
おり、該複素芳香環上に付加基又は付加部位がある基も包含する。非限定的な例としては
、インドリル、イソインドリル、ベンゾチエニル、ベンゾフラニル、ジベンゾフラニル、
インダゾリル、ベンズイミダゾリル、ベンズチアゾリル、キノリル、イソキノリル、シン
ノリニル、フタラジニル、キナゾリニル、キノキサリニル、４Ｈ－キノリジニル、カルバ
ゾリル、アクリジニル、フェナジニル、フェノチアジニル、フェノキサジニル、テトラヒ
ドロキノリニル及びテトラヒドロイソキノリニルが挙げられる。ヘテロアリール基は、単
環又は二環とすることができる。「ヘテロアリール」という用語は、「ヘテロアリール環
」、「ヘテロアリール基」又は「複素芳香族」という用語と互換的に使用することができ
、これらの用語はいずれも置換されていてもよい環を包含する。
【００６６】
　ヘテロ原子―本明細書において「ヘテロ原子」という用語は、窒素、酸素又は硫黄を指
し、窒素又は硫黄の任意の酸化形態及び塩基性窒素の任意の４級化形態を包含する。「窒
素」という用語には置換された窒素も包含される。
【００６７】
　複素環式―本明細書において「複素環」、「複素環式」、「複素環式基」及び「複素環
」という用語は互換的に使用される。これらは、飽和又は一部不飽和のいずれかであり、
炭素原子に加えて上に定義した１以上のヘテロ原子を有し、５～７員の単環式又は７～１
０員の二環式の、置換されていてもよい安定な複素環部分を指す。この複素環は、任意の
ヘテロ原子又は炭素原子にペンダント基を付加させて安定な構造を生じせしめることがで
き、且つ環員の原子はいずれも置換されていてもよい。このような飽和又は一部不飽和複
素環式基の例としては、テトラヒドロフラニル、テトラヒドロチエニル、ピロリジニル、
ピロリドニル、ピペリジニル、ピロリニル、テトラヒドロキノリニル、テトラヒドロイソ
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キノリニル、デカヒドロキノリニル、オキサゾリジニル、ピペラジニル、ジオキサニル、
ジオキソラニル、ジアゼピニル、オキサゼピニル、チアゼピニル、モルホリニル及びキヌ
クリジニルが挙げられるが、これらに限定されない。本明細書においては、「複素環」「
複素環式」「複素環」、「複素環式基（ｇｒｏｕｐ）」、「複素環式部分」及び「複素環
式基（ｒａｄｉｃａｌ）」という用語は互換的に使用される。これらは、複素環が１以上
のアリール、ヘテロアリール又は炭素環と縮合しており、付加基又は付加部位が複素環上
にある基（インドリニル、３Ｈ－インドリル、クロマニル、フェナントリジニル、テトラ
ヒドロキノリニル等）も包含する。複素環式基は単環又は二環とすることができる。「複
素環アルキル」という用語は、複素環で置換されたアルキル基であり、アルキル部及び複
素環部がそれぞれ独立に置換されていてもよいものを指す。
【００６８】
　不飽和―本明細書において「不飽和」という用語は、１以上の二重結合又は三重結合を
有する部分を意味する。
【００６９】
　一部不飽和―本明細書において「一部不飽和」という用語は、少なくとも１個の二重結
合又は三重結合を含む環部分を指す。「一部不飽和」という用語は、複数の不飽和部位を
有する環を包含することを意図するが、本明細書に定義したアリール部分及びヘテロアリ
ール部分を包含することは意図しない。
【００７０】
　置換されていてもよい―本明細書において、本発明の化合物は「置換されていてもよい
」部分を含むことができる。一般に、「置換された」という用語は、「場合により」とい
う語が先行するか否かに拘わらず、指定された部分の１以上の水素が好適な置換基に置き
換えられることを意味する。特に示さない限り、「置換されていてもよい」基は、その基
の置換可能な各位置に好適な置換基を有することができる。いずれかの構造の２以上の位
置を特定の基から選択される２以上の置換基で置換することができる場合、各位置の置換
基は同一であっても異なっていてもよい。本発明で想定される置換基の組合せは、好まし
くは、安定な化合物又は化学的に実現可能な化合物を形成するものである。本明細書にお
いて、「安定な」という用語は、化合物をその生成及び検出を可能とする条件、及びある
実施形態においては、本明細書に開示する１以上の目的のための回収、精製及び使用の条
件に付しても、実質的に変化しない化合物を指す。
【００７１】
　「置換されていてもよい」基の置換可能な炭素原子における好適な１価の置換基は、そ
れぞれ独立に、ハロゲン；－（ＣＨ2）0-4Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4ＯＲ°；－Ｏ－（ＣＨ2

）0-4Ｃ（Ｏ）ＯＲ°；－（ＣＨ2）0-4ＣＨ（ＯＲ°）2；－（ＣＨ2）0-4ＳＲ°；Ｒ°で
置換されていてもよい－（ＣＨ2）0-4Ｐｈ；Ｒ°で置換されていてもよい－（ＣＨ2）0-4

Ｏ（ＣＨ2）0-1Ｐｈ；Ｒ°で置換されていてもよい－ＣＨ＝ＣＨＰｈ；－ＮＯ2；－ＣＮ
；－Ｎ3；－（ＣＨ2）0-4Ｎ（Ｒ°）2；－（ＣＨ）0-4Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｏ）Ｒ°；－Ｎ（
Ｒ°）Ｃ（Ｓ）Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｏ）ＮＲ°2；－Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｓ
）ＮＲ°2；－（ＣＨ2）0-4Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｏ）ＯＲ°；－Ｎ（Ｒ°）Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｏ
）Ｒ°；－Ｎ（Ｒ°）Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｏ）ＮＲ°2；－Ｎ（Ｒ°）Ｎ（Ｒ°）Ｃ（Ｏ）Ｏ
Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4Ｃ（Ｏ）Ｒ°；－Ｃ（Ｓ）Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4Ｃ（Ｏ）ＯＲ°；
－（ＣＨ2）0-4Ｃ（Ｏ）ＳＲ°；－（ＣＨ2）0-4Ｃ（Ｏ）ＯＳｉＲ°3；－（ＣＨ2）0-4

ＯＣ（Ｏ）Ｒ°；－ＯＣ（Ｏ）（ＣＨ2）0-4ＳＲ－；ＳＣ（Ｓ）ＳＲ°；－（ＣＨ2）0-4

ＳＣ（Ｏ）Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4Ｃ（Ｏ）ＮＲ°2；－Ｃ（Ｓ）ＮＲ°2；－Ｃ（Ｓ）ＳＲ
°；－ＳＣ（Ｓ）ＳＲ°；－（ＣＨ2）0-4ＯＣ（Ｏ）ＮＲ°2；－Ｃ（Ｏ）Ｎ（ＯＲ°）
Ｒ°；－Ｃ（Ｏ）Ｃ（Ｏ）Ｒ°；－Ｃ（Ｏ）ＣＨ2Ｃ（Ｏ）Ｒ°；－Ｃ（ＮＯＲ°）Ｒ°
；－（ＣＨ2）0-4ＳＳＲ°；－（ＣＨ2）0-4Ｓ（Ｏ）2Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4Ｓ（Ｏ）2Ｏ
Ｒ°；－（ＣＨ2）0-4ＯＳ（Ｏ）2Ｒ°；－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ°2；－（ＣＨ2）0-4Ｓ（Ｏ）
Ｒ°；－Ｎ（Ｒ°）Ｓ（Ｏ）2ＮＲ°2；－Ｎ（Ｒ°）Ｓ（Ｏ）2Ｒ°；－Ｎ（ＯＲ°）Ｒ
°；－Ｃ（ＮＨ）ＮＲ°2；－Ｐ（Ｏ）2Ｒ°；－Ｐ（Ｏ）Ｒ°2；－ＯＰ（Ｏ）Ｒ°2；－
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ＯＰ（Ｏ）（ＯＲ°）2；ＳｉＲ°3；－（Ｃ1-4直鎖若しくは分岐アルキレン）Ｏ－Ｎ（
Ｒ°）2又は－（Ｃ1-4直鎖若しくは分岐アルキレン）Ｃ（Ｏ）Ｏ－Ｎ（Ｒ°）2（式中、
Ｒ°は、それぞれ、以下に定義するように置換されていてもよく、且つ独立に、水素、Ｃ

1-6脂肪族、－ＣＨ2Ｐｈ、－Ｏ（ＣＨ2）0-1Ｐｈ、又は窒素、酸素若しくは硫黄から独立
に選択される０～４個のヘテロ原子を有する５～６員の飽和、一部不飽和、若しくはアリ
ール環であるか、或いは上の定義に拘わらず、２個の独立に存在するＲ°が介在原子と共
に、窒素、酸素若しくは硫黄から独立して選択される０～４個のヘテロ原子を有する、３
～１２員の、次に定義するように置換されていてもよい飽和、一部不飽和、又はアリール
単環式若しくは二環式の環を形成する）である。
【００７２】
　Ｒ°（又は２個の独立に存在するＲ°が介在する原子と共に形成した環）における好適
な１価の置換基は、それぞれ独立に、ハロゲン、－（ＣＨ2）0-2Ｒ

●、－（ハロＲ●）、
－（ＣＨ2）0-2ＯＨ、－（ＣＨ2）0-2ＯＲ●、－（ＣＨ2）0-2ＣＨ（ＯＲ●）2、－Ｏ（
ハロＲ●）、－ＣＮ、－Ｎ3、－（ＣＨ2）0-2Ｃ（Ｏ）Ｒ●、－（ＣＨ2）0-2Ｃ（Ｏ）Ｏ
Ｈ、－（ＣＨ2）0-2Ｃ（Ｏ）ＯＲ●、－（ＣＨ2）0-2ＳＲ●、－（ＣＨ2）0-2ＳＨ、－（
ＣＨ2）0-2ＮＨ2、－（ＣＨ2）0-2ＮＨＲ●、－（ＣＨ2）0-2ＮＲ●

2、－ＮＯ2、－Ｓｉ
Ｒ●

3、－ＯＳｉＲ●
3、－Ｃ（Ｏ）ＳＲ●、－（Ｃ1-4直鎖又は分岐アルキレン）Ｃ（Ｏ

）ＯＲ●又は－ＳＳＲ●（式中、Ｒ●は、それぞれ非置換であるか、又は「ハロ」が前置
されている場合は１以上のハロゲンのみで置換されており、且つ独立に、Ｃ1-4脂肪族、
－ＣＨ2Ｐｈ、－Ｏ（ＣＨ2）0-1Ｐｈ、又は窒素、酸素若しくは硫黄から独立に選択され
る０～４個のヘテロ原子を有する５～６員の飽和、一部不飽和若しくはアリール環から選
択される）である。Ｒ°の飽和炭素原子における好適な２価の置換基としては＝Ｏ及び＝
Ｓが挙げられる。
【００７３】
　「置換されていてもよい」基の飽和炭素原子における好適な２価の置換基としては、以
下：＝Ｏ、＝Ｓ、＝ＮＮＲ*

2、＝ＮＮＨＣ（Ｏ）Ｒ*、＝ＮＮＨＣ（Ｏ）ＯＲ*、＝ＮＮＨ
Ｓ（Ｏ）2Ｒ

*、＝ＮＲ*、＝ＮＯＲ*、－Ｏ（Ｃ（Ｒ*
2））2-3Ｏ－又は－Ｓ（Ｃ（Ｒ*

2）
）2-3Ｓ－（式中、Ｒ*は、それぞれ独立に、水素、以下に定義するように置換されていて
もよいＣ1-6脂肪族、又は窒素、酸素若しくは硫黄から独立に選択される０～４個のヘテ
ロ原子を有する、非置換で５～６員の飽和、一部不飽和若しくはアリール環から選択され
る）が挙げられる。「置換されていてもよい」基に近接する置換可能な炭素に結合した好
適な２価の置換基としては、－Ｏ（ＣＲ*

2）2-3Ｏ－（式中、Ｒ*は、それぞれ独立に、水
素、下記に定義するように置換されていてもよいＣ1-6脂肪族、又は窒素、酸素若しくは
硫黄から独立に選択される０～４個のヘテロ原子を有する非置換で５～６員の飽和、一部
不飽和若しくはアリール環から選択される）が挙げられる。
【００７４】
　Ｒ*の脂肪族基の好適な置換基としては、ハロゲン、－Ｒ●、－（ハロＲ●）、－ＯＨ
、－ＯＲ●、－Ｏ（ハロＲ●）、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）ＯＨ、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ●、－ＮＨ2

、－ＮＨＲ●、－ＮＲ●
2又は－ＮＯ2（式中、Ｒ●は、それぞれ非置換であるか、又は「

ハロ」が前置されている場合は１以上のハロゲンのみで置換されており、且つ独立に、Ｃ

1-4脂肪族、－ＣＨ2Ｐｈ、－Ｏ（ＣＨ2）0-1Ｐｈ又は窒素、酸素若しくは硫黄から独立に
選択される０～４個のヘテロ原子を有する５～６員の飽和、一部不飽和若しくはアリール
環である）が挙げられる。
【００７５】
　「置換されていてもよい」基の置換可能な窒素における好適な置換基としては、－Ｒ†
、－ＮＲ†2、－Ｃ（Ｏ）Ｒ†、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ†、－Ｃ（Ｏ）Ｃ（Ｏ）Ｒ†、－Ｃ（Ｏ
）ＣＨ2Ｃ（Ｏ）Ｒ†、－Ｓ（Ｏ）2Ｒ†、－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ†2、－Ｃ（Ｓ）ＮＲ†2、－
Ｃ（ＮＨ）ＮＲ†2又は－Ｎ（Ｒ†）Ｓ（Ｏ）2Ｒ†（式中、Ｒ†は、それぞれ独立に、水
素、以下に定義するように置換されていてもよいＣ1-6脂肪族、非置換の－ＯＰｈ、又は
窒素、酸素若しくは硫黄から独立に選択される０～４個のヘテロ原子をする非置換で５～
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６員の飽和、一部不飽和若しくはアリール環であるか、或いは上の定義に拘わらず、２個
の独立に存在するＲ†が介在原子と共に、窒素、酸素若しくは硫黄から独立に選択される
０～４個のヘテロ原子を有する、非置換で３～１２員の飽和、一部不飽和又はアリール単
環式若しくは二環式の環を形成する）が挙げられる。
【００７６】
　Ｒ†の脂肪族基における好適な置換基は、独立に、ハロゲン、－Ｒ●、－（ハロＲ●）
、－ＯＨ、－ＯＲ●、－Ｏ（ハロＲ●）、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）ＯＨ、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ●、
－ＮＨ2、－ＮＨＲ●、－ＮＲ●

2又は－ＮＯ2（式中、Ｒ●は、それぞれ、非置換である
か、又は「ハロ」が前置されている場合は１以上のハロゲンのみで置換されており、且つ
独立に、Ｃ1-4脂肪族、－ＣＨ2Ｐｈ、－Ｏ（ＣＨ2）0-1Ｐｈであるか、又は窒素、酸素、
若しくは硫黄から独立に選択される０～４個のヘテロ原子を有する５～６個員の飽和、一
部不飽和、若しくはアリール環である）である。
【００７７】
　好適な保護基―本明細書において「好適な保護基」という用語は、化合物内の位置に応
じてアミノ保護基又はヒドロキシル保護基を指し、Ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐｓ
　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｔ．Ｗ．Ｇｒｅｅｎｅ　ａｎｄ　Ｐ．Ｇ
．Ｍ．Ｗｕｔｓ，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，１９９９
に詳述されているものを包含する。
【００７８】
　好適なアミノ保護基としては、メチルカルバメート、エチルカルバメート、９－フルオ
レニルメチルカルバメート（Ｆｍｏｃ）、９－（２－スルホ）フルオレニルメチルカルバ
メート、９－（２，７－ジブロモ）フルオレニルメチルカルバメート、２，７－ジ－ｔ－
ブチル－［９－（１０，１０－ジオキソ－１０，１０，１０，１０－テトラヒドロチオキ
サンチル）］メチルカルバメート（ＤＢＤ－Ｔｍｏｃ）、４－メトキシフェナシルカルバ
メート（Ｐｈｅｎｏｃ）、２，２，２－トリクロロエチルカルバメート（Ｔｒｏｃ）、２
－トリメチルシリルエチルカルバメート（Ｔｅｏｃ）、２－フェニルエチルカルバメート
（ｈＺ）、１－（１－アダマンチル）－１－メチルエチルカルバメート（Ａｄｐｏｃ）、
１，１－ジメチル－２－ハロエチルカルバメート、１，１－ジメチル－２，２－ジブロモ
エチルカルバメート（ＤＢ－ｔ－ＢＯＣ）、１，１－ジメチル－２，２，２－トリクロロ
エチルカルバメート（ＴＣＢＯＣ）、１－メチル－１－（４－ビフェニルイル）エチルカ
ルバメート（Ｂｐｏｃ）、１－（３，５－ジ－ｔ－ブチルフェニル）－１－メチルエチル
カルバメート（ｔ－Ｂｕｍｅｏｃ）、２－（２’－及び４’－ピリジル）エチルカルバメ
ート（Ｐｙｏｃ）、２－（Ｎ，Ｎ－ジシクロヘキシルカルボキサミド）エチルカルバメー
ト、ｔ－ブチルカルバメート（ＢＯＣ）、１－アダマンチルカルバメート（Ａｄｏｃ）、
ビニルカルバメート（Ｖｏｃ）、アリルカルバメート（Ａｌｌｏｃ）、１－イソプロピル
アリルカルバメート（Ｉｐａｏｃ）、シンナミルカルバメート（Ｃｏｃ）、４－ニトロシ
ンナミルカルバメート（Ｎｏｃ）、８－キノリルカルバメート、Ｎ－ヒドロキシピペリジ
ニルカルバメート、アルキルジチオカルバメート、ベンジルカルバメート（Ｃｂｚ）、ｐ
－メトキシベンジルカルバメート（Ｍｏｚ）、ｐ－ニトロベンジルカルバメート、ｐ－ブ
ロモベンジルカルバメート、ｐ－クロロベンジルカルバメート、２，４－ジクロロベンジ
ルカルバメート、４－メチルスルフィニルベンジルカルバメート（Ｍｓｚ）、９－アント
リルメチルカルバメート、ジフェニルメチルカルバメート、２－メチルチオエチルカルバ
メート、２－メチルスルホニルエチルカルバメート、２－（ｐ－トルエンスルホニル）エ
チルカルバメート、［２－（１，３－ジチアニル）］メチルカルバメート（Ｄｍｏｃ）、
４－メチルチオフェニルカルバメート（Ｍｔｐｃ）、２，４－ジメチルチオフェニルカル
バメート（Ｂｍｐｃ）、２－ホスホニオエチルカルバメート（Ｐｅｏｃ）、２－トリフェ
ニルホスホニオイソプロピルカルバメート（Ｐｐｏｃ）、１，１－ジメチル－２－シアノ
エチルカルバメート、ｍ－クロロ－ｐ－アシルオキシベンジルカルバメート、ｐ－（ジヒ
ドロキシボリル）ベンジルカルバメート、５－ベンズイソオキサゾリルメチルカルバメー
ト、２－（トリフルオロメチル）－６－クロモニルメチルカルバメート（Ｔｃｒｏｃ）、
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ｍ－ニトロフェニルカルバメート、３，５－ジメトキシベンジルカルバメート、ｏ－ニト
ロベンジルカルバメート、３，４－ジメトキシ－６－ニトロベンジルカルバメート、フェ
ニル（ｏ－ニトロフェニル）メチルカルバメート、フェノチアジニル－（１０）－カルボ
ニル誘導体、Ｎ’－ｐ－トルエンスルホニルアミノカルボニル誘導体、Ｎ’－フェニルア
ミノチオカルボニル誘導体、ｔ－アミルカルバメート、Ｓ－ベンジルチオカルバメート、
ｐ－シアノベンジルカルバメート、シクロブチルカルバメート、シクロヘキシルカルバメ
ート、シクロペンチルカルバメート、シクロプロピルメチルカルバメート、ｐ－デシルオ
キシベンジルカルバメート、２，２－ジメトキシカルボニルビニルカルバメート、ｏ－（
Ｎ，Ｎ－ジメチルカルボキサミド）ベンジルカルバメート、１，１－ジメチル－３－（Ｎ
，Ｎ－ジメチルカルボキサミド）プロピルカルバメート、１，１－ジメチルプロピニルカ
ルバメート、ジ（２－ピリジル）メチルカルバメート、２－フラニルメチルカルバメート
、２－ヨードエチルカルバメート、イソボルニルカルバメート、イソブチルカルバメート
、イソニコチニルカルバメート、ｐ－（ｐ’－メトキシフェニルアゾ）ベンジルカルバメ
ート、１－メチルシクロブチルカルバメート、１－メチルシクロヘキシルカルバメート、
１－メチル－１－シクロプロピルメチルカルバメート、１－メチル－１－（３，５－ジメ
トキシフェニル）エチルカルバメート、１－メチル－１－（ｐ－フェニルアゾフェニル）
エチルカルバメート、１－メチル－１－フェニルエチルカルバメート、１－メチル－１－
（４－ピリジル）エチルカルバメート、フェニルカルバメート、ｐ－（フェニルアゾ）ベ
ンジルカルバメート、２，４，６－トリ－ｔ－ブチルフェニルカルバメート、４－（トリ
メチルアンモニウム）ベンジルカルバメート、２，４，６－トリメチルベンジルカルバメ
ート、ホルムアミド、アセトアミド、クロロアセトアミド、トリクロロアセトアミド、ト
リフルオロアセトアミド、フェニルアセトアミド、３－フェニルプロパンアミド、ピコリ
ンアミド、３－ピリジルカルボキサミド、Ｎ－ベンゾイルフェニルアラニル誘導体、ベン
ズアミド、ｐ－フェニルベンズアミド、ｏ－ニトロフェニルアセトアミド、ｏ－ニトロフ
ェノキシアセトアミド、アセトアセトアミド、（Ｎ’－ジチオベンジルオキシカルボニル
アミノ）アセトアミド、３－（ｐ－ヒドロキシフェニル）プロパンアミド、３－（ｏ－ニ
トロフェニル）プロパンアミド、２－メチル－２－（ｏ－ニトロフェノキシ）プロパンア
ミド、２－メチル－２－（ｏ－フェニルアゾフェノキシ）プロパンアミド、４－クロロブ
タンアミド、３－メチル－３－ニトロブタンアミド、ｏ－ニトロシンナミド、Ｎ－アセチ
ルメチオニン誘導体、ｏ－ニトロベンズアミド、ｏ－（ベンゾイルオキシメチル）ベンズ
アミド、４，５－ジフェニル－３－オキサゾリン－２－オン、Ｎ－フタルイミド、Ｎ－ジ
チアスクシンイミド（Ｄｔｓ）、Ｎ－２，３－ジフェニルマレイミド、Ｎ－２，５－ジメ
チルピロール、Ｎ－１，１，４，４－テトラメチルジシリルアザシクロペンタン付加物（
ＳＴＡＢＡＳＥ）、５－置換１，３－ジメチル－１，３，５－トリアザシクロヘキサン－
２－オン、５－置換１，３－ジベンジル－１，３，５－トリアザシクロヘキサン－２－オ
ン、１－置換３，５－ジニトロ－４－ピリドン、Ｎ－メチルアミン、Ｎ－アリルアミン、
Ｎ－［２－（トリメチルシリル）エトキシ］メチルアミン（ＳＥＭ）、Ｎ－３－アセトキ
シプロピルアミン、Ｎ－（１－イソプロピル－４－ニトロ－２－オキソ－３－ピロリン－
３－イル）アミン、第四級アンモニウム塩、Ｎ－ベンジルアミン、Ｎ－ジ（４－メトキシ
フェニル）メチルアミン、Ｎ－５－ジベンゾスベリルアミン、Ｎ－トリフェニルメチルア
ミン（Ｔｒ）、Ｎ－［（４－メトキシフェニル）ジフェニルメチル］アミン（ＭＭＴｒ）
、Ｎ－９－フェニルフルオレニルアミン（ＰｈＦ）、Ｎ－２，７－ジクロロ－９－フルオ
レニルメチレンアミン、Ｎ－フェロセニルメチルアミノ（Ｆｃｍ）、Ｎ－２－ピコリルア
ミノＮ’－オキシド、Ｎ－１，１－ジメチルチオメチレンアミン、Ｎ－ベンジリデンアミ
ン、Ｎ－ｐ－メトキシベンジリデンアミン、Ｎ－ジフェニルメチレンアミン、Ｎ－［（２
－ピリジル）メシチル］メチレンアミン、Ｎ－（Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノメチレン）
アミン、Ν，Ν’－イソプロピリデンジアミン、Ｎ－ｐ－ニトロベンジリデンアミン、Ｎ
－サリチリデンアミン、Ｎ－５－クロロサリチリデンアミン、Ｎ－（５－クロロ－２－ヒ
ドロキシフェニル）フェニルメチレンアミン、Ｎ－シクロヘキシリデンアミン、Ｎ－（５
，５－ジメチル－３－オキソ－１－シクロヘキセニル）アミン、Ｎ－ボラン誘導体、Ｎ－
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ジフェニルボリン酸誘導体、Ｎ－［フェニル（ペンタカルボニルクロム－又はタングステ
ン）カルボニル］アミン、Ｎ－銅キレート、Ｎ－亜鉛キレート、Ｎ－ニトロアミン、Ｎ－
ニトロソアミン、アミンＮ－オキシド、ジフェニルホスフィンアミド（Ｄｐｐ）、ジメチ
ルチオホスフィンアミド（Ｍｐｔ）、ジフェニルチオホスフィンアミド（Ｐｐｔ）、ジア
ルキルホスホルアミダート、ジベンジルホスホルアミダート、ジフェニルホスホルアミダ
ート、ベンゼンスルフェンアミド、ｏ－ニトロベンゼンスルフェンアミド（Ｎｐｓ）、２
，４－ジニトロベンゼンスルフェンアミド、ペンタクロロベンゼンスルフェンアミド、２
－ニトロ－４－メトキシベンゼンスルフェンアミド、トリフェニルメチルスルフェンアミ
ド、３－ニトロピリジンスルフェンアミド（Ｎｐｙｓ）、ｐ－トルエンスルホンアミド（
Ｔｓ）、ベンゼンスルホンアミド、２，３，６－トリメチル－４－メトキシベンゼンスル
ホンアミド（Ｍｔｒ）、２，４，６－トリメトキシベンゼンスルホンアミド（Ｍｔｂ）、
２，６－ジメチル－４－メトキシベンゼンスルホンアミド（Ｐｍｅ）、２，３，５，６－
テトラメチル－４－メトキシベンゼンスルホンアミド（Ｍｔｅ）、４－メトキシベンゼン
スルホンアミド（Ｍｂｓ）、２，４，６－トリメチルベンゼンスルホンアミド（Ｍｔｓ）
、２，６－ジメトキシ－４－メチルベンゼンスルホンアミド（ｉＭｄｓ）、２，２，５，
７，８－ペンタメチルクロマン－６－スルホンアミド（Ｐｍｃ）、メタンスルホンアミド
（Ｍｓ）、β－トリメチルシリルエタンスルホンアミド（ＳＥＳ）、９－アントラセンス
ルホンアミド、４－（４’，８’－ジメトキシナフチルメチル）ベンゼンスルホンアミド
（ＤＮＭＢＳ）、ベンジルスルホンアミド、トリフルオロメチルスルホンアミド及びフェ
ナシルスルホンアミドが挙げられる。
【００７９】
　好適なヒドロキシル保護基としては、メチル、メトキシルメチル（ＭＯＭ）、メチルチ
オメチル（ＭＴＭ）、ｔ－ブチルチオメチル、（フェニルジメチルシリル）メトキシメチ
ル（ＳＭＯＭ）、ベンジルオキシメチル（ＢＯＭ）、ｐ－メトキシベンジルオキシメチル
（ＰＭＢＭ）、（４－メトキシフェノキシ）メチル（ｐ－ＡＯＭ）、グアイアコールメチ
ル（ＧＵＭ）、ｔ－ブトキシメチル、４－ペンテニルオキシメチル（ＰＯＭ）、シロキシ
メチル、２－メトキシエトキシメチル（ＭＥＭ）、２，２，２－トリクロロエトキシメチ
ル、ビス（２－クロロエトキシ）メチル、２－（トリメチルシリル）エトキシメチル（Ｓ
ＥＭＯＲ）、テトラヒドロピラニル（ＴＨＰ）、３－ブロモテトラヒドロピラニル、テト
ラヒドロチオピラニル、１－メトキシシクロヘキシル、４－メトキシテトラヒドロピラニ
ル（ＭＴＨＰ）、４－メトキシテトラヒドロチオピラニル、４－メトキシテトラヒドロチ
オピラニルＳ，Ｓ－ジオキシド、１－［（２－クロロ－４－メチル）フェニル］－４－メ
トキシピペリジン－４－イル（ＣＴＭＰ）、１，４－ジオキサン－２－イル、テトラヒド
ロフラニル、テトラヒドロチオフラニル、２，３，３ａ，４，５，６，７，７ａ－オクタ
ヒドロ－７，８，８－トリメチル－４，７－メタノベンゾフラン－２－イル、１－エトキ
シエチル、１－（２－クロロエトキシ）エチル、１－メチル－１－メトキシエチル、１－
メチル－１－ベンジルオキシエチル、１－メチル－１－ベンジルオキシ－２－フルオロエ
チル、２，２，２－トリクロロエチル、２－トリメチルシリルエチル、２－（フェニルセ
レニル）エチル、ｔ－ブチル、アリル、ｐ－クロロフェニル、ｐ－メトキシフェニル、２
，４－ジニトロフェニル、ベンジル、ｐ－メトキシベンジル、３，４－ジメトキシベンジ
ル、ｏ－ニトロベンジル、ｐ－ニトロベンジル、ｐ－ハロベンジル、２，６－ジクロロベ
ンジル、ｐ－シアノベンジル、ｐ－フェニルベンジル、２－ピコリル、４－ピコリル、３
－メチル－２－ピコリルＮ－オキシド、ジフェニルメチル、ｐ，ｐ’－ジニトロベンズヒ
ドリル、５－ジベンゾスベリル、トリフェニルメチル、α－ナフチルジフェニルメチル、
ｐ－メトキシフェニルジフェニルメチル、ジ（ｐ－メトキシフェニル）フェニルメチル、
トリ（ｐ－メトキシフェニル）メチル、４－（４’－ブロモフェナシルオキシフェニル）
ジフェニルメチル、４，４’，４’’－トリス（４，５－ジクロロフタルイミドフェニル
）メチル、４，４’，４”－トリス（レブリノイルオキシフェニル）メチル、４，４’，
４’’－トリス（ベンゾイルオキシフェニル）メチル、３－（イミダゾール－１－イル）
ビス（４’，４’’－ジメトキシフェニル）メチル、１，１－ビス（４－メトキシフェニ
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ル）－１’－ピレニルメチル、９－アントリル、９－（９－フェニル）キサンテニル、９
－（９－フェニル－１０－オキソ）アントリル、１，３－ベンゾジチオラン－２－イル、
ベンズイソチアゾリルＳ，Ｓ－ジオキシド、トリメチルシリル（ＴＭＳ）、トリエチルシ
リル（ＴＥＳ）、トリイソプロピルシリル（ＴＩＰＳ）、ジメチルイソプロピルシリル（
ＩＰＤＭＳ）、ジエチルイソプロピルシリル（ＤＥＩＰＳ）、ジメチルへキシルシリル（
ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｅｘｙｌｓｉｌｙｌ）、ｔ－ブチルジメチルシリル（ＴＢＤＭＳ）
、ｔ－ブチルジフェニルシリル（ＴＢＤＰＳ）、トリベンジルシリル、トリ－ｐ－キシリ
ルシリル、トリフェニルシリル、ジフェニルメチルシリル（ＤＰＭＳ）、ｔ－ブチルメト
キシフェニルシリル（ＴＢＭＰＳ）、ホルメート、ベンゾイルホルメート、アセテート、
クロロアセテート、ジクロロアセテート、トリクロロアセテート、トリフルオロアセテー
ト、メトキシアセテート、トリフェニルメトキシアセテート、フェノキシアセテート、ｐ
－クロロフェノキシアセテート、３－フェニルプロピオネート、４－オキソペンタノエー
ト（レブリネート）、４，４－（エチレンジチオ）ペンタノエート（レブリノイルジチオ
アセタール）、ピバロエート、アダマントエート、クロトネート、４－メトキシクロトネ
ート、ベンゾエート、ｐ－フェニルベンゾエート、２，４，６－トリメチルベンゾエート
（メシトエート）、アルキルメチルカーボネート、９－フルオレニルメチルカーボネート
（Ｆｍｏｃ）、アルキルエチルカーボネート、アルキル２，２，２－トリクロロエチルカ
ーボネート（Ｔｒｏｃ）、２－（トリメチルシリル）エチルカーボネート（ＴＭＳＥＣ）
、２－（フェニルスルホニル）エチルカーボネート（Ｐｓｅｃ）、２－（トリフェニルホ
スホニオ）エチルカーボネート（Ｐｅｏｃ）、アルキルイソブチルカーボネート、アルキ
ルビニルカーボネートアルキルアリルカーボネート、アルキルｐ－ニトロフェニルカーボ
ネート、アルキルベンジルカーボネート、アルキルｐ－メトキシベンジルカーボネート、
アルキル３，４－ジメトキシベンジルカーボネート、アルキルｏ－ニトロベンジルカーボ
ネート、アルキルｐ－ニトロベンジルカーボネート、アルキルＳ－ベンジルチオカーボネ
ート、４－エトキシ－１－ナフチルカーボネート、メチルジチオカーボネート、２－ヨー
ドベンゾエート、４－アジドブチレート、４－ニトロ－４－メチルペンタノエート、ｏ－
（ジブロモメチル）ベンゾエート、２－ホルミルベンゼンスルホネート、２－（メチルチ
オメトキシ）エチル、４－（メチルチオメトキシ）ブチレート、２－（メチルチオメトキ
シメチル）ベンゾエート、２，６－ジクロロ－４－メチルフェノキシアセテート、２，６
－ジクロロ－４－（１，１，３，３－テトラメチルブチル）フェノキシアセテート、２，
４－ビス（１，１－ジメチルプロピル）フェノキシアセテート、クロロジフェニルアセテ
ート、イソブチレート、モノスクシノエート、（Ｅ）－２－メチル－２－ブテノエート、
ｏ－（メトキシカルボニル）ベンゾエート、α－ナフトエート、硝酸、アルキルΝ，Ν，
Ν’，Ν’－テトラメチルホスホロジアミダート、アルキルＮ－フェニルカルバメート、
ホウ酸、ジメチルホスフィノチオイル、アルキル２，４－ジニトロフェニルスルフェナー
ト、硫酸、メタンスルホネート（メシラート）、ベンジルスルホネート及びトシレート（
Ｔｓ）が挙げられる。１，２－又は１，３－ジオールを保護する場合、保護基としては、
メチレンアセタール、エチリデンアセタール、１－ｔ－ブチルエチリデンケタール、１－
フェニルエチリデンケタール、（４－メトキシフェニル）エチリデンアセタール、２，２
，２－トリクロロエチリデンアセタール、アセトニド、シクロペンチリデンケタール、シ
クロヘキシリデンケタール、シクロヘプチリデンケタール、ベンジリデンアセタール、ｐ
－メトキシベンジリデンアセタール、２，４－ジメトキシベンジリデンケタール、３，４
－ジメトキシベンジリデンアセタール、２－ニトロベンジリデンアセタール、メトキシメ
チレンアセタール、エトキシメチレンアセタール、ジメトキシメチレンオルトエステル、
１－メトキシエチリデンオルトエステル、１－エトキシエチリデンオルトエステル、１，
２－ジメトキシエチリデンオルトエステル、α－メトキシベンジリデンオルトエステル、
１－（Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノ）エチリデン誘導体、α－（Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノ）ベ
ンジリデン誘導体、２－オキサシクロペンチリデンオルトエステル、ジ－ｔ－ブチルシリ
レン基（ＤＴＢＳ）、１，３－（１，１，３，３－テトライソプロピルジシロキサニリデ
ン）誘導体（ＴＩＰＤＳ）、テトラ－ｔ－ブトキシジシロキサン－１，３－ジイリデン誘
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導体（ＴＢＤＳ）、環式カーボネート、環式ボロネート、エチルボロネート及びフェニル
ボロネートが挙げられる。
【００８０】
　表示されている化学的可変部（例えば、Ｒ基）が環の結合と交差する結合に付加してい
る場合、いずれも、１以上のこの種の可変部が、交差している結合を有する環に任意選択
的に付加されていることを意味する。この種の環上のＲ基はそれぞれ任意の好適な位置に
付加することができ、一般に、この基が親環上の水素に替わって付加されていることを意
味すると理解される。このことには、２個のＲ基が同一の環原子に付加される可能性も含
まれる。更に、環上に２以上のＲ基が存在する場合は、それぞれ同じ環に付加しているＲ
基と同一であっても異なっていてもよく、各基は、たとえそれらが同一の識別子で表すこ
とができるとしても、同一分子のいずれか位置に付加している可能性がある他の基と独立
して定められる。
【００８１】
本発明に用いるタンパク質に関する情報：
【００８２】
ＰＲＰＫ：ＣＡＳ登録番号１８３４５０－１２－６。Ｐｕｂｍｅｄ　ｎａｍｅ（アクセッ
ションナンバー、バージョンナンバー）:ＴＰ５３－調節キナーゼ［ホモ・サピエンス］
（ＮＰ＿２９１０２８．３　ＧＩ：４１３２７７１５）；ＲｅｃＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝Ｔ
Ｐ５３－調節キナーゼ；ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝ｐ５３－関連プロテインキナーゼ；
ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝Ｎｏｒｉ－２（Ｑ９６Ｓ４４．２　ＧＩ：２６３９８３４８
）；ＴＰ５３ＲＫタンパク質［ホモ・サピエンス］（ＡＡＨ１０６３７．１　ＧＩ：１４
７１４９５８）；ＴＰ５３ＲＫタンパク質［ホモ・サピエンス］（ＡＡＨ１０６３７．１
　ＧＩ：１４７１４９５８）；ＴＰ５３調節キナーゼ［ホモ・サピエンス］（ＡＡＨ０９
７２７．１　ＧＩ：１６３０７２７７）；ＴＰ５３調節キナーゼ［ホモ・サピエンス］（
ＡＡＨ６６３０９．１　ＧＩ：４２５４２６３７）。
【００８３】
ＴＰＲＫＢ：ＣＡＳ登録番号５６２８８７－５０－７。Ｐｕｂｍｅｄ　ｎａｍｅ（アクセ
ッションナンバー、バージョンナンバー）：ｐ５３－関連プロテインキナーゼ結合タンパ
ク質，ＣＧＩ－１２１タンパク質－ヒト（ＪＣ７９５６　ＧＩ：６０７２９５９６）；Ｔ
Ｐ５３ＲＫ結合タンパク質［ホモ・サピエンス］（ＮＰ＿０５７１４２．１　ＧＩ：７７
０５５９０）；ＣＧＩ－１２１　Ｓ１アイソフォーム［ホモ・サピエンス］（ＡＡＮ７６
３５７．１　ＧＩ：２６２２４７７２）；ＣＧＩ－１２１　Ｌ１アイソフォーム［ホモ・
サピエンス］（ＡＡＮ７６３５６．１　ＧＩ：２６２２４７７０）；ＲｅｃＮａｍｅ：Ｆ
ｕｌｌ＝ＴＰ５３ＲＫ結合タンパク質；ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝ＰＲＰＫ結合タンパ
ク質（Ｑ９Ｙ３Ｃ４．１　ＧＩ：７４７３５２５２）。
【００８４】
ＯＳＧＥＰ：ＣＡＳ登録番号１２９４３０－５３－１。Ｐｕｂｍｅｄ　ｎａｍｅ（アクセ
ッションナンバー、バージョンナンバー）：ＯＳＧＥＰ［ホモ・サピエンス］（ＣＡＧ３
３５１３．１　ＧＩ：４８１４６５８１）；ＲｅｃＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝プロバブルＯ－
シアログリコプロテインエンドペプチダーゼ；Ｓｈｏｒｔ＝ｈＯＳＧＥＰ（Ｑ９ＮＰＦ４
．１　ＧＩ：４７６０５５７４）；推定Ｏ－シアログリコプロテインエンドペプチダーゼ
［ホモ・サピエンス］（ＮＰ＿０６０２７７．１　ＧＩ：８９２３３８０）；Ｏ－シアロ
グリコプロテインエンドペプチダーゼ［ホモ・サピエンス］（ＢＡＢ３３１７２．１　Ｇ
Ｉ：１３３５８８６４）；Ｏ－シアログリコプロテインエンドペプチダーゼ［ホモ・サピ
エンス］（ＢＡＢ３３１４７．１　ＧＩ：１３３５８８０２）；Ｏ－シアログリコプロテ
インエンドペプチダーゼ［ホモ・サピエンス］（ＡＡＨ３２３１０．１　ＧＩ：２１６１
９５７４）。
【００８５】
ＬＡＧＥ３：Ｐｕｂｍｅｄ　ｎａｍｅ（アクセッションナンバー、バージョンナンバー）
：Ｌ抗原ファミリー、メンバー３［ホモ・サピエンス］（ＣＡＩ４３１９５．１　ＧＩ：
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５７２８４１９８）；Ｌ抗原ファミリー、メンバー３［ホモ・サピエンス］（ＮＰ＿００
６００５．２　ＧＩ：２４４３０１３７）；ＲｅｃＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝Ｌ抗原ファミリ
ー、メンバー３；ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝タンパク質ＩＴＢＡ２；ＡｌｔＮａｍｅ：
Ｆｕｌｌ＝タンパク質ＥＳＯ－３（Ｑ１４６５７．２　ＧＩ：５４０４１５７０）；Ｌ抗
原ファミリー、メンバー３［ホモ・サピエンス］（ＡＡＨ１５７４４．２　ＧＩ：３７５
８９９２２）；Ｌ抗原ファミリー、メンバー３［ホモ・サピエンス］（ＡＡＨ６２３３０
．１　ＧＩ：３８３８３０９４）；Ｌ抗原ファミリー、メンバー３［ホモ・サピエンス］
（ＣＡＱ０８９８６．１　ＧＩ：１６８９８４６９２）。ＬＡＧＥ３ホモログ：ＣＴＡＧ
２タンパク質［ホモ・サピエンス］（ＡＡＩ１４９３４．１　ＧＩ：１３３７７７８１７
、ＡＡＩ２８０４６．１　ＧＩ：１１８３４１６５８）；癌／精巣抗原（ｃａｎｃｅｒ／
ｔｅｓｔｉｓ　ａｎｔｉｇｅｎ）２、アイソフォームＬＡＧＥ－１ｂ［ホモ・サピエンス
］（ＮＰ＿０６６２７４．１　ＧＩ：１０３３７６０９）；癌／精巣抗原２、アイソフォ
ームＣＲＡ＿ｂ［ホモ・サピエンス］（ＥＡＷ７２６６９．１　ＧＩ：１１９５９３０７
５）；癌／精巣抗原２、アイソフォームＣＲＡ＿ａ［ホモ・サピエンス］（ＥＡＷ７２６
６８．１　ＧＩ：１１９５９３０７４）；癌／精巣抗原２、アイソフォームＬＡＧＥ－１
ａ［ホモ・サピエンス］（ＮＰ＿７５８９６５．１　ＧＩ：５０２３３７８９）；Ｒｅｃ
Ｎａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝癌／精巣抗原２；Ｓｈｏｒｔ＝ＣＴ２；ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ
＝Ｌ抗原ファミリー、メンバー１；Ｓｈｏｒｔ＝ＬＡＧＥ－１；ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌ
ｌ＝自己免疫原性癌／精巣抗原ＮＹ－ＥＳＯ－２；ＡｌｔＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝癌／精巣
抗原６．２；Ｓｈｏｒｔ＝ＣＴ６．２（Ｏ７５６３８．２　ＧＩ：２９６４３４４７０）
；ＬＡＧＥ－１ａタンパク質転写変異体１［ホモ・サピエンス］（ＡＡＶ９８５８５．１
　ＧＩ：５６５６７１９２）；ＬＡＧＥ－１ａタンパク質転写変異体２［ホモ・サピエン
ス］（ＡＡＶ９８５８４．１　ＧＩ：５６５６７１９０）；癌／精巣抗原２［ホモ・サピ
エンス］（ＡＡＨ０２８３３．１　ＧＩ：１２８０３９６９）。
【００８６】
特定の実施形態の詳細な説明
　本発明は、その幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体と相互作用す
る剤を同定する方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫ、
ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及びＬＡＧＥ３とそのホモログを含むＫＥＯＰＳ複合体と相互作
用する剤を同定する方法を提供する。幾つかの実施形態において、このような方法はハイ
スループットスクリーニング方法を含む。幾つかの実施形態において、この方法は、イン
ビトロ、インサイト及び／又はインビボのアッセイを含む。本発明は、そのある実施形態
において、本発明の方法により同定された剤を包含する。
【００８７】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫを調節する剤を同定する方法を提
供する。
【００８８】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、増殖（例えば、Ｂ細胞増殖）を阻害する方
法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ＩＬ－２産生を誘導する方法
を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ＴＮＦ－α産生を阻害する方法
を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、ナチュラルキラー細胞活性化を
誘導する方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、免疫シナプス形成
を増強する方法を提供する。
【００８９】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、炎症、炎症性疾患又は自己免疫疾患を治療
する方法を提供する。本発明は、その幾つかの実施形態において、発癌状態又は癌性状態
を治療する方法を提供する。
【００９０】
ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ及びＫＥＯＰＳ複合体
　驚くべきことに、本発明者らは、ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢが、レナリドミド及びポマリ
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ドマイド等の化合物の免疫調節活性及び増殖抑制活性を媒介することを見出した。ＰＲＰ
Ｋ及びＴＰＲＫＢは、レナリドミド、ポマリドマイド及びサリドマイドをベースとするア
フィニティー試薬によって捕捉された。
【００９１】
　ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢは、古細菌及び酵母からヒトまで進化的に保存されているが、
特にヒトにおいては、これらのタンパク質の機能についてごく僅かしか分かっていない。
これらヒトタンパク質について記載する出版物は僅かであるが、以下に重要な文献におけ
る知見の概要を記す。
【００９２】
　酵母及び古細菌において、Ｂｕｄ３２及びＣｇｉ１２１（それぞれＰＲＰＫ及びＴＰＲ
ＫＢ）は、Ｋａｅ１及びＰｃｃ１と呼ばれる２種の他のタンパク質と共にＫＥＯＰＳと称
される機能的複合体を形成することが既に示されている。酵母ＫＥＯＰＳ複合体は、テロ
メア維持及び転写調節に必要とされる（Ｄｏｗｎｅｙら、Ｃｅｌｌ、１２４：１１５５－
１１６８（２００６年）； Ｋｉｓｓｅｌｅｖａ－Ｒｏｍａｎｏｖａら、ＥＭＢＯ　Ｊ．
２５：３５７６～３５８５（２００６年））。ＫＥＯＰＳ複合体の構造は、複数の起源（
主として古細菌）のタンパク質ではあったが、結晶学により研究された（Ｍａｏら、Ｍｏ
ｌ．　Ｃｅｌｌ　３２：２５９－２７５（２００８年）；Ｈｅｃｋｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ
．２７：２３４０－２３５１（２００８年））。構造に基づく配列アライメントにより、
Ｂｕｄ３２（ＰＲＰＫ）は、タンパク質キナーゼの構築特性を有するが通常は基質認識に
関与する活性化ループを欠く、異型キナーゼであることが示された。ヒトＫＥＯＰＳ複合
体の形成及び生物機能は、これまでに開示されていない。
【００９３】
　更に、本発明者らは、ＫＥＯＰＳ複合体における２種の他のタンパク質のヒトオルソロ
グであるＯＳＧＥＰ並びにＬＡＧＥ３及びそのホモログ（それぞれＫａｅ１及びＰｃｃ１
）もまた、ポマリドマイドをベースとするアフィニティー試薬によって捕捉されることを
確認した。これは、ＫＥＯＰＳ複合体がヒトにおいて形成され得ることの最初の証拠であ
る。文献において、ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢの潜在的な機能について記載された報告は殆
どない。ＰＲＰＫは、ＩＬ－２で活性化された細胞溶解性Ｔ細胞において上方制御される
転写産物として先ず同定された（Ａｂｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：４４００
３－４４０１１（２００１年））。ＰＲＰＫがキナーゼ活性を保有し、ｐ５３のＳｅｒ１
５をインビトロでリン酸化し得ることが示唆された（Ｆａｃｃｈｉｎら（２００３年）Ｆ
ＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　５４９：６３）。組換えＰＲＰＫのキナーゼ活性は、ＰＲＰＫ
を細胞ライセートとプレインキュベートしない限り観察されなかったが、この結果はＰＲ
ＰＫが他の細胞成分によって調節され得ることを示唆する。ＰＲＰＫとＴＰＲＫＢとの間
の物理的相互作用は、インビトロで証明され（Ｍｉｙｏｓｈｉら（２００３年）Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．３０３：３９９－４０５）、またＰＲ
ＰＫがＡｋｔにより活性化され得ることという証拠があり（Ｆａｃｃｈｉｎら、Ｃｅｌｌ
　Ｍｏｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ　６４：２６８０－２６８９（２００７年））、これが癌に
関連する重要な調節経路の一部となり得ることを示唆している。ＣＴＡＧ２及びＣＴＧ１
Ｂ等、ＬＡＧＥ３のヒトホモログは、癌及び精巣において特異的に発現する癌／精巣抗原
として知られており、癌の免疫療法の標的であり（Ｃａｂａｌｌｅｒｏら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｓｃｉ（２００９年）１００、２０１４）、同様にＫＥＯＰＳ複合体を形成し得る。
【００９４】
ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ及びＫＥＯＰＳ複合体モジュレーター
　本発明は、その幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡ
ＧＥ３及びそのホモログ又はそれらの複合体若しくは組み合わせを調節する剤を同定する
方法を提供する。本発明の方法は、対象タンパク質（例えば、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、Ｏ
ＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３及びそのホモログ又はそれらの複合体若しくは組み合わせ）を含む
系を用意することと、試験剤を用意することと、該試験剤を該系と接触させることと、該
試験剤と該対象タンパク質（例えば、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３及
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びそのホモログ又はそれらの複合体若しくは組み合わせ）との間の相互作用を検出するこ
ととを含む。
【００９５】
試験剤
　一般に、本発明に係る方法により、いかなる剤をスクリーニングすることもできる。幾
つかの実施形態において、本発明において複数の試験剤がスクリーニングされる。試験剤
の例としては、化学物質、小分子、タンパク質又はペプチド、抗体、共結晶、ナノ結晶、
核酸（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ
、ｍｉＲＮＡ、リボザイム、アプタマー等）、炭水化物（例えば、単糖類、二糖類又は多
糖類）、脂質（例えば、リン脂質、トリグリセリド、ステロイド等）、アミノ酸、天然物
及びそれらの任意の組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。試験剤はまた、
コンピュータに基づくラショナルドラッグデザイン方法を用いて設計することができる。
通常、複数の試験剤（例えば、試験剤のライブラリー）が、モジュレーター候補のスクリ
ーニングアッセイにおいてテストされる。例えば、試験剤は、化学合成されたライブラリ
ーとして提供することができる。幾つかの実施形態において、試験剤は、コンビナトリア
ルライブラリー、ファージディスプレイライブラリー、核酸ライブラリー、アミノ酸ライ
ブラリー、ペプチドライブラリー又はそれらの組み合わせとして提供される。ある実施形
態においては、ライブラリーはインシリコで設計され、スクリーニングのために合成され
る。
【００９６】
　幾つかの実施形態においては、本発明に係る方法を用いて小分子試験剤がスクリーニン
グされる。幾つかの実施形態において、新規に合成された化合物ライブラリーをスクリー
ニングすることにより、標的調節機能を有する新規化合物を同定することができる。幾つ
かの実施形態において、薬物（ＦＤＡに認可された薬物等）を含有する公共のライブラリ
ーをスクリーニングすることにより、その標的調節活性がそれ以前に不明であった既存の
化合物を同定することができる。幾つかの実施形態において、既存の化合物の誘導体又は
アナログを含有する改変ライブラリーを、本技術分野で周知の方法を用いて合成し、スク
リーニングすることにより新規又は改善された標的モジュレーターを同定することができ
る。適切な小分子化合物ライブラリーは、ＣｈｅｍＢｒｉｄｇｅライブラリーズ（ｃｈｅ
ｍｂｒｉｄｇｅ．ｃｏｍ）、ＢＩＯＭＯＬインターナショナル、ＡＳＩＮＥＸ、Ｃｈｅｍ
Ｄｉｖ、ＣｈｅｍＤＢ、ＩＣＣＢ－ロングウッド等、民間のベンダーから入手することが
できる。幾つかの実施形態において、適切な小分子ライブラリーは、多様性及び優れた「
薬剤的」特性を目的として選択された市販の化合物の大規模なコレクション（例えば１０
０，０００種超の化合物）を含む。幾つかの実施形態において、小分子は個々にスクリー
ニングされる。
【００９７】
　幾つかの実施形態において、本発明に従って抗体をスクリーニングすることができる。
例えば、抗体は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３及びそのホモ
ログを標的とするよう設計することができる。
【００９８】
　抗体は、本技術分野で公知の方法を用いて作製することができる。例えば、抗体産生の
ためのプロトコールは、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８年）に記載されている。抗体は、通常、マウス
、ラット、モルモット、ハムスター、ラクダ、ラマ、サメ又は他の適切な宿主において作
製することができる。或いは、抗体はニワトリにおいて作製し、ＩｇＹ分子を産生するこ
ともできる（Ｓｃｈａｄｅら，（１９９６年）ＡＬＴＥＸ　１３（５）：８０－８５）。
幾つかの実施形態において、本発明に適した抗体はヒトに近縁の霊長類の抗体である。例
えば、治療上有用な抗体をヒヒにおいて産生するための一般的手法は、例えば、Ｇｏｌｄ
ｅｎｂｅｒｇら，国際公開番号ＷＯ９１／１１４６５（１９９１年）及びＬｏｓｍａｎら
．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　４６：３１０（１９９０年）を参照することができる。
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幾つかの実施形態において、モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ法を用いて調製する
ことができる（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ及びＣｕｅｌｌｏ（１９８３年）Ｎａｔｕｒｅ，３０５
（５９３４）：５３７－４０）。幾つかの実施形態において、モノクローナル抗体は、組
換え法によって作製することもできる（米国特許第４，１６６，４５２号明細書、１９７
９年）。
【００９９】
　幾つかの実施形態において、本発明に適した抗体は、ヒト化抗体又はヒト抗体を含むこ
とができる。ヒト化型の非ヒト抗体は、非ヒトＩｇに由来する最小配列を含有するキメラ
Ｉｇ、Ｉｇ鎖又は断片（Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２又は他のＡｂの抗原結
合サブシーケンス等）である。一般に、ヒト化抗体は、非ヒト供給源から導入された１以
上のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミノ酸残基は、多くの場合、通常「移入」
可変ドメインから取り込まれた「移入」残基と称される。ヒト化は、ヒト抗体の対応する
配列に対して齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列を置換することによって達成される（Ｒｉｅｃ
ｈｍａｎｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３３２（６１６２）：３２３－７，１９８８年；Ｖｅｒｈ
ｏｅｙｅｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９（４８４７）：１５３４－６，１９８８年）。こ
のような「ヒト化」抗体は、実質的にインタクトなヒト可変ドメインに満たない部分が非
ヒト生物種由来の対応する配列によって置換されたキメラＡｂである（米国特許第４，８
１６，５６７号明細書、１９８９年）。幾つかの実施形態において、ヒト化抗体は、通常
、一部のＣＤＲ残基と、恐らくは一部のＦＲ残基が、齧歯類Ａｂにおける類似の部位由来
の残基によって置換されたヒト抗体である。ヒト化抗体は、レシピエントの相補性決定領
域（ＣＤＲ）由来の残基が、所望の特異性、親和性及び結合能を有するマウス、ラット又
はウサギ等の、非ヒト生物種のＣＤＲ由来の残基（ドナー抗体）によって置換されたヒト
Ｉｇ（レシピエント抗体）を含む。場合により、対応する非ヒト残基は、ヒトＩｇのＦｖ
フレームワーク残基に置換される。ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣ
ＤＲ又はフレームワーク配列にも存在しない残基を含むことができる。一般に、ヒト化抗
体は、全てではないにしろ殆どのＣＤＲ領域が非ヒトＩｇのＣＤＲ領域と一致し、全てで
はないにしろ殆どのＦＲ領域がヒトＩｇコンセンサス配列のＦＲ領域である、少なくとも
１個の、通常は２個の可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体はまた、最適には
、通常はヒトＩｇの、Ｉｇ定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部を含む（Ｒｉｅｃｈｍａｎ
ｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３３２（６１６２）：３２３-７，１９８８年；Ｖｅｒｈｏｅｙｅ
ｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９（４８４７）：１５３４-６，１９８８年）。
【０１００】
　ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリー（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，Ｍｏｌ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９１年）２８（９）：１０２７－３７；マークス（Ｍａｒｋｓら
，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９１年）２２２（３）：５８１－９７）やヒトモノクロ
ーナル抗体の調製法（Ｒｅｉｓｆｅｌｄ及びＳｅｌｌ、１９８５年、Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｕ
ｒｖ．４（１）：２７１－９０）等、種々の技法を用いて産生することもできる。同様に
、内在性Ｉｇ遺伝子が部分的に又は完全に不活性化されているトランスジェニック動物へ
のヒトＩｇ遺伝子の導入は、ヒト抗体の合成に活用することができる。曝露すると、ヒト
抗体産生が観察され、これは、遺伝子再構成、構築及び抗体レパートリー等、あらゆる点
においてヒトにおいて観察される抗体産生と酷似している（Ｆｉｓｈｗｉｌｄら，Ｈｉｇ
ｈ－ａｖｉｄｉｔｙ　ｈｕｍａｎ　ＩｇＧ　ｋａｐｐａ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｔｒａｉｎ　ｏｆ　ｍｉｎｉｌｏｃｕｓ
　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｍｉｃｅ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９９６年７月；
１４（７）：８４５－５１；Ｌｏｎｂｅｒｇら，Ａｎｔｉｇｅｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｈ
ｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ｍｉｃｅ　ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ　ｆｏｕ
ｒ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｎａｔｕｒｅ　
１９９４　Ａｐｒｉｌ　２８；３６８（６４７４）：８５６－９；　Ｌｏｎｂｅｒｇ及び
Ｈｕｓｚａｒ，　Ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
　ｍｉｃｅ，Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９５；１３（１）：６５－９３；　
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Ｍａｒｋｓら，Ｂｙ－ｐａｓｓｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ：　ｂｕｉｌｄｉｎｇ
　ｈｉｇｈ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｂｙ　ｃｈａｉｎ
　ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＮＹ）．１９９２　Ｊｕｌｙ；１
０（７）：７７９－８３）。
【０１０１】
　幾つかの実施形態においては、ペプチド及び／又はタンパク質試験剤は、本発明により
スクリーニングすることができる。本明細書において、用語「タンパク質」及び「ペプチ
ド」は、互換的に用いることができる。ある実施形態においては、ペプチドのサイズは約
５～約４０、約１０～約３５、約１５～約３０又は約２０～約２５アミノ酸の範囲に亘る
。適切なペプチドライブラリーは、組換えバクテリオファージによって作製されたランダ
ムペプチドライブラリー、例えば、Ｓｃｏｔｔ及びＳｍｉｔｈ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９
：３８６－３９０（１９９０年）；Ｃｗｉｒｌａら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．、８７：６３７８－６３８２（１９９０年）；Ｄｅｖｌｉｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２４９：４０４－４０６（１９９０年）、或いは化学ライブラリーとなることができる。
「ファージ法」を用いると、非常に大規模なライブラリーを構築することができる（１０
6～１０8化学物質）。第二のアプローチは主に、ゲイセン法（Ｇｅｙｓｅｎら，Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２３：７０９－７１５（１９８６年）；Ｇｅｙｓｅ
ｎら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ　１０２：２５９－２７４（１９８７
年））及びＦｏｄｏｒらの方法Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５１：７６７－７７３（１９９１年）
）が例として挙げられる化学的手法を用いる。Ｆｕｒｋａら、第１４回国際生化学会議、
５巻、要旨ＦＲ：０１３（１９８８年）；Ｆｕｒｋａ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．３７：４８７－４９３（１９９１年）は、ペプチドの混合物を作
製する方法について記載している。
【０１０２】
　ＰＲＰＫは、ｐ５３をリン酸化することが知られている。よって、ＰＲＰＫのペプチド
モジュレーターは、ｐ５３に存在するアミノ酸を含むことができる。幾つかの実施形態に
おいて、試験剤は、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ若しくはＬＡＧＥ３ホモログタンパク質及び
／又はそれらの特徴的部分を含むことができる。
【０１０３】
　幾つかの実施形態において、試験剤は、ペプチドミメティックである。本明細書におい
て、用語「ペプチドミメティック」とは、天然の結合パートナー、受容体及び／又は酵素
との相互作用においてペプチドの代わりをする構造を意味する。ミメティックは、親和性
、効力及び／又は基質機能を有することができる。特定の実施形態において、ペプチドミ
メティックは構造にかかわらず特定のペプチドの機能を示す。ペプチドミメティックは、
所望の機能特性を生じるアミノ酸残基及び／又は他の化学部分を含むことができる。
【０１０４】
　幾つかの実施形態において、合成ライブラリー（Ｎｅｅｄｅｌｓら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：１０７００－４（１９９３年）；Ｏｈｌｍｅｙｅ
ｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：１０９２２－１０９２６
（１９９３年）；Ｌａｍら，国際公開番号ＷＯ９２／００２５２；Ｋｏｃｉｓら，国際公
開番号ＷＯ９４／２８０２８、これらそれぞれを本明細書を構成するものとしてその全て
の内容をここに援用する）等は、本発明において対象標的のモジュレーターのスクリーニ
ングに用いることができる。モジュレーター候補が同定されると、化学アナログはＣｈｅ
ｍＢｒｉｄｇｅライブラリーズ（ｃｈｅｍｂｒｉｄｇｅ．ｃｏｍ）、ＢＩＯＭＯＬインタ
ーナショナル、ＡＳＩＮＥＸ、ＣｈｅｍＤｉｖ、ＣｈｅｍＤＢ、ＩＣＣＢ－ロングウッド
等、民間のベンダーから市販されている化学物質のライブラリーから選択するか、或いは
新規に合成することができる。
【０１０５】
　幾つかの実施形態において、本発明によりアンチセンス分子がスクリーニングされる。
アンチセンス分子は、特定のｍＲＮＡと相補的なヌクレオチド配列を有するＲＮＡ又は一
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本鎖ＤＮＡ分子である。実験室で調製されたアンチセンス分子が、研究対象の遺伝子によ
って転写された正常なｍＲＮＡを含有する細胞に注入されると、アンチセンス分子は、該
ｍＲＮＡと塩基対形成して、ｍＲＮＡのタンパク質への翻訳を阻害することができる。そ
の結果生じた二本鎖ＲＮＡ又はＲＮＡ／ＤＮＡは、このような分子に特異的に結合する酵
素によって消化される。従って、該ｍＲＮＡの枯渇が起こり、遺伝子産物の翻訳を遮断す
るため、アンチセンス分子は、有害タンパク質の産生を遮断する医薬における用途がある
。アンチセンスＲＮＡを作製及び利用する方法は、当業者にとってよく知られている（例
えば、Ｃ．Ｌｉｃｈｔｅｎｓｔｅｉｎ及びＷ．Ｎｅｌｌｅｎ（Ｅｄ）Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　Ｏｘｆｏｒ
ｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９７年１２月）；Ｓ．Ａｇｒａｗａｌ及び
Ｓ．Ｔ．Ｃｒｏｏｋｅ，　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎ（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌｏｇｙ）１３１巻）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ（１９９８年４月）；Ｉ．　Ｇｉ
ｂｓｏｎ，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ａｎｄ　Ｒｉｂｏｚｙｍｅ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ：
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ，　Ｃｈａｐｍａｎ＆Ｈａｌｌ（１９９７
年６月）；Ｊ．Ｎ．Ｍ．　Ｍｏｌ及びＡ．Ｒ．Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｋｒｏｌ，Ａｎｔｉｓｅ
ｎｓｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｍａｒｃｅｌ　Ｄ
ｅｋｋｅｒ；Ｂ．Ｗｅｉｓｓ，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｏｌｉｇｏｎｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　Ｎｏｖｅｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ，ＣＲＣ　ｐｒｅｓｓ
（１９９７年６月）；Ｓｔａｎｌｅｙら，　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ＣＲＣ　ｐｒｅｓｓ（１９９３年６月）；Ｃ．Ａ．Ｓ
ｔｅｉｎ及びＡ．Ｍ．Ｋｒｉｅｇ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９８年４月）を参照されたい）。
【０１０６】
　アンチセンス分子及びリボザイムは、核酸分子を合成するための本技術分野で公知のい
ずれの方法により調製することができる。これらの方法は、固相ホスホラミダイト化学合
成等、オリゴヌクレオチドを化学合成するための技法を含む。また、ＲＮＡ分子は、ＵＧ
ＧＴをコードするＤＮＡ配列のインビトロ及びインビボ転写により作製することもできる
。このようなＤＮＡ配列は、Ｔ７又はＳＰ６等、適切なＲＮＡポリメラーゼプロモーター
を備える多種多様なベクターへと組み込むことができる。或いは、アンチセンスＲＮＡを
構成的又は誘導により合成するこれらのｃＤＮＡコンストラクトは、細胞株、細胞又は組
織へと導入することができる。
【０１０７】
　ＲＮＡ分子は、細胞内安定性及び半減期を増強するよう修飾することができる。可能な
修飾として、分子の５’及び／又は３’末端における隣接配列の付加、或いは分子骨格に
おけるホスホジエステラーゼ結合ではなくホスホロチオエート又は２’Ｏ－メチルの使用
が挙げられるが、これらに限定されない。この概念は、イノシン、キューオシン及びワイ
ブトシン等、従来とは異なる塩基並びに内在性エンドヌクレアーゼによって容易には認識
されないアセチル、メチル、チオと同様に修飾された形態のアデニン、シチジン、グアニ
ン、チミン及びウリジンを含めることにより拡大することができる。
【０１０８】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、上述のアンチセンス及びリボザイムに基づくアプローチと
は異なる、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）によって媒介される転写後遺伝子サイレンシング
の機序である。ｄｓＲＮＡ分子は、先ず、ＤＩＣＥＲ（Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎら，Ｎａｔｕ
ｒｅ，４０９：３６３、２００１年）と称するＲＮａｓｅ　ＩＩＩ様酵素により、２本の
２１ｎｔ鎖で構成されたより短いｄｓＲＮＡ分子へとプロセシングされた後、種々の系列
の細胞において配列特異的ｍＲＮＡ分解を導くと考えられている。該２本の２１ｎｔ鎖は
、それぞれ５’リン酸基及び３’ヒドロキシルを有し、もう一方の鎖と正確に相補的な１
９ｎｔ領域を含むことで、２ｎｔの３’オーバーハングが隣接した１９ｎｔの二重鎖領域
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となる。このように、ＲＮＡｉは、通常各鎖に１～２ヌクレオチドの３’オーバーハング
を有する約１９ヌクレオチド長の二本鎖領域を含み、通常全長約２１～約２３ヌクレオチ
ドを生じる低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）によって媒介される。
【０１０９】
　ｓｉＲＮＡは、種々の長さをとることができ、例えば、二本鎖部分が、１５～２９ヌク
レオチドの範囲となり得ることも理解できるであろう。ｓｉＲＮＡが、片方又は両方の末
端に平滑末端又は３’オーバーハングを有し得ることも理解できるであろう。このような
３’オーバーハングは、存在するのであれば、多くの場合１～５ヌクレオチドの長さであ
る。
【０１１０】
　ｓｉＲＮＡは、トランスフェクション、エレクトロポレーション又はマイクロインジェ
クション等の方法により哺乳類細胞へと導入された場合、或いは種々のプラスミドに基づ
くアプローチのいずれかにより細胞において発現した場合、遺伝子発現を下方制御するこ
とが示された。ｓｉＲＮＡを用いたＲＮＡ干渉は、例えば、Ｔｕｓｃｈｌ，Ｔ．，Ｎａｔ
．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０：４４６－４４８、２００２年５月において概説されてい
る。Ｙｕ、Ｊ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ、９９（９），６０４７－６
０５２（２００２年）；Ｓｕｉ，Ｇ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ、９９
（８），５５１５－５５２０（２００２年）；Ｐａｄｄｉｓｏｎ，Ｐ．ら，Ｇｅｎｅｓ　
ａｎｄ　Ｄｅｖ．，１６，９４８－９５８（２００２年）；Ｂｒｕｍｍｅｌｋａｍｐ，Ｔ
．ら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２９６，５５０－５５３（２００２年）；Ｍｉｙａｇａｓｈｉ，
Ｍ．及びＴａｉｒａ，Ｋ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２０，４９７－５００（２００
２年）；Ｐａｕｌ，Ｃ．ら，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２０，５０５－５０８（２００
２年）も参照されたい。
【０１１１】
　実際に、ＲＮＡｉによる特異的な遺伝子発現のインビボ阻害は、哺乳類を含む種々の生
物において達成されてきた。例えば、Ｓｏｎｇら，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，９
：３４７－３５１（２００３年）は、Ｆａｓ　ｓｉＲＮＡ化合物を自己免疫性肝炎の実験
室マウスへと静脈内注射することにより、マウス肝細胞におけるＦａｓ　ｍＲＮＡレベル
及びＦａｓタンパク質の発現を特異的に低下させたことを開示している。ｓｉＲＮＡを動
物に送達するための数通りの他のアプローチも成功したことを証明した。例えば、ＭｃＣ
ａｆｆｅｒｙら，Ｎａｔｕｒｅ，４１８：３８－３９（２００２年）；Ｌｅｗｉｓら、Ｎ
ａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，３２：１０７－１０８（２００２年）；及びＸｉａら，
Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２０：１００６－１０１０（２００２年）を参照され
たい。
【０１１２】
　ｓｉＲＮＡは、２本の別個の核酸鎖からなっていても、或いはヘアピン（ステムループ
）構造を形成できる自己相補的領域を備える１本の鎖からなっていてもよい。構造、長さ
、ミスマッチの数、ループのサイズ、オーバーハングにおけるヌクレオチドの同一性等に
おける多くの変化が、効果的なｓｉＲＮＡ誘発性遺伝子サイレンシングと一致する。いか
なる理論に束縛されることも望まないが、種々の異なる前駆体の細胞内プロセシング（例
えば、ＤＩＣＥＲによる）が、遺伝子サイレンシングを効果的に媒介できるｓｉＲＮＡを
生じると考えられる。一般に、イントロンではなくエクソンを標的とすることが望ましく
、標的転写産物の３’部分内の領域と相補的な配列を選択することが特に望ましいことで
あり得る。一般に、およそ等モル比の異なるヌクレオチドを含む配列を選択して、単一の
残基が複数回反復した配列を回避することが好ましい。
【０１１３】
　このように、ｓｉＲＮＡは、通常各鎖に１～２ヌクレオチドの３’オーバーハングを備
え、約１９ヌクレオチド長の二本鎖領域を有し、全長約２１～約２３ヌクレオチドを生ず
るＲＮＡ分子を含むことができる。本明細書において、ｓｉＲＮＡは、インビボでプロセ
シングされてこのような分子を生じ得る種々のＲＮＡ構造も含む。このような構造は、互
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いにハイブリダイズして、ステム、ループ及び必要に応じてオーバーハング、好ましくは
、３’オーバーハングを形成する２個の相補的エレメントを含有するＲＮＡ鎖を含む。通
常、ステムは、およそ１９ｂｐ長であり、ループは、約１～２０、好ましくは約４～約１
０、より好ましくは約６～約８ヌクレオチド長であり、及び／又はオーバーハングは、通
常、約１～約２０、好ましくは約２～約１５ヌクレオチド長である。本発明のある実施形
態において、ステムは、最小１９ヌクレオチド長であり、最大約２９ヌクレオチド長とな
ることができる。４ヌクレオチド以上のループは、より短いループよりも立体障害を生じ
る可能性が低く、従って好ましくなり得る。オーバーハングは、５’リン酸及び３’ヒド
ロキシルを含むことができる。オーバーハングは、複数のＵ残基、例えば、１～５個の間
のＵ残基を含むことができるが、必ずしもその必要がある訳ではない。
【０１１４】
　幾つかの実施形態において、本発明に適したｓｉＲＮＡ化合物は、標的経路に関与する
タンパク質及び遺伝子の配列情報に基づいて設計することができる。例えば、ｓｉＲＮＡ
は、対象の生物標的、生物標的の活性化因子、阻害因子又は基質を標的とするよう設計す
ることができる。
【０１１５】
　適切なｓｉＲＮＡは、従来のＲＮＡ合成方法を用いて合成することができる。例えば、
ｓｉＲＮＡは、適切に保護されたリボヌクレオシドホスホラミダイト及び通常のＤＮＡ／
ＲＮＡ合成機を用いて化学合成することができる。ＲＮＡ合成のための種々の適用可能な
方法は、例えば、Ｕｓｍａｎら，．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０９：７８４５－８５
４（１９８７年）及びＳｃａｒｉｎｇｅら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１
８：５４３３－４４１（１９９０年）に開示されている。ｓｉＲＮＡのカスタム合成サー
ビスは、Ａｍｂｉｏｎ（米国テキサス州オースティン）、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ（米国コロラド州ラファイエット）、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ（米国イ
リノイ州ロックフォード）、ＣｈｅｍＧｅｎｅｓ（米国マサチューセッツ州アッシュラン
ド）、Ｐｒｏｌｉｇｏ（ドイツ、ハンブルク）及びＣｒｕａｃｈｅｍ（英国グラスゴー）
等、民間のベンダーから利用できる。
【０１１６】
　本発明のｓｉＲＮＡは、天然のＲＮＡヌクレオチドだけで構成されていてもよいし、代
わりに、先にアンチセンス分子に関して言及した１以上のヌクレオチドアナログ及び／又
は修飾を含んでいてもよい。ｓｉＲＮＡ構造は、例えば、消化（例えばエキソヌクレアー
ゼによる）を低下させるために１以上の遊離型の鎖末端にヌクレオチドアナログを含むこ
とによって安定化させることができる。或いは、ｓｉＲＮＡ分子は、関連分子をコードす
るＤＮＡ配列のインビトロ転写によって作製することができる。このようなＤＮＡ配列は
、Ｔ７、Ｔ３又はＳＰ６等、適切なＲＮＡポリメラーゼプロモーターを有する多種多様な
ベクターへと組み込むことができる。
【０１１７】
　幾つかの実施形態において、本発明により天然物ライブラリーをスクリーニングするこ
とができる。幾つかの実施形態において、ライブラリーは、本発明によるスクリーニング
のためにインシリコで（例えば、対象タンパク質又は複合体の構造解析に基づき）設計さ
れ、合成される。
【０１１８】
　幾つかの実施形態において、ラショナルドラッグデザインは、公知の生物活性候補物質
の構造的アナログの予測及び／又は作製のために用いることができる。このようなアナロ
グを作製することにより、天然の物質よりも有効及び／若しくは安定的となり、変化に対
し異なる感受性を有し、並びに／又は種々の他の分子の機能に影響を及ぼし得る薬物を作
り出すことが可能になる。アプローチの一法において、公知の候補物質及び／又はその特
徴的部分の三次元構造を作成することができる。幾つかの実施形態において、三次元構造
の作成は、Ｘ線結晶学、ＮＭＲ構造、コンピュータモデリング及び／又はこれらアプロー
チの組み合わせにより達成される。
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【０１１９】
　幾つかの実施形態においては、試験剤は式Ｉ：
【化４】

（式中、Ｘは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－ＣＨ2－であり；
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル、Ｃ1-6アルコキシ又は－Ｎ
（Ｒ5）2であり；
各Ｒ5は独立して水素又はＣ1-6アルキルであるか、又は２個のＲ5はそれらが結合した窒
素と共に複素環を形成し；
Ｒ6は水素、ハロ、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ7は水素、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル又はＣ1-6アルコキシであ
る）で表される化合物である。
【０１２０】
　幾つかの実施形態においては、試験剤は式ＩＩ：

【化５】

（式中、Ｘは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－ＣＨ2－であり；
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル又はＣ1-6アルコキシであり；
各Ｒ5は独立して水素又はＣ1-6アルキルであるか、又は２個のＲ5はそれらが結合した窒
素と共に複素環を形成し；
Ｒ6は水素、ハロ、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ7は水素、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル又はＣ1-6アルコキシであ
る）で表される化合物である。
【０１２１】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、式ＩＩＩ：
【化６】

（式中、Ｘは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－ＣＨ2－であり；
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル、Ｃ1-6アルコキシ又は－Ｎ
（Ｒ5）2であり；
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各Ｒ5は独立して水素又はＣ1-6アルキルであるか、又は２個のＲ5はそれらが結合した窒
素と共に複素環を形成し；
Ｒ6は水素、ハロ、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ7は水素、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル又はＣ1-6アルコキシであ
って、Ｒ7、Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9及びＲ9'の少なくとも１個は水素ではない）で表される化合
物を提供する。
【０１２２】
　幾つかの実施形態においては、試験剤は式ＩＩＩで表される化合物である。
【０１２３】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、式ＩＩＩａ又はＩＩＩｂ：
【化７】

で表される化合物を提供する。
【０１２４】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、式ＩＶ：

【化８】

（式中、Ｘは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－ＣＨ2－であり；
Ｙは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－Ｃ（Ｒ10）（Ｒ10')－であり；
Ｚは－Ｃ（＝Ｏ）－又は－Ｃ（Ｒ11）（Ｒ11')－であり；
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アルキル、Ｃ1-6アルコキシ又は－Ｎ
（Ｒ5）2であり；
各Ｒ5は独立して水素又はＣ1-6アルキルであるか、又は２個のＲ5はそれらが結合した窒
素と共に複素環を形成し；
Ｒ6は水素、ハロ、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ7は水素、ベンジル又はＣ1-8アルキルであり；
Ｒ8、Ｒ8'、Ｒ9、Ｒ9'、Ｒ10、Ｒ10'、Ｒ11及びＲ11'は独立して水素、ハロ、Ｃ1-6アル
キル又はＣ1-6アルコキシである）で表される化合物を提供する。
【０１２５】
　本発明は、その幾つかの実施形態において、次の各式で表される化合物を提供する。
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【化１１】

【０１２６】
　ある実施形態においては、本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは、次の特許１以
上に記載されている：米国特許第５，６３５，５１７号明細書、同第６，０４５，５０１
号明細書、同第同第６，２８１，２３０号明細書、同第６，３１５，７２０号明細書、同
第６，５５５，５５４号明細書、同第６，５６１，９７６号明細書、同第６，５６１，９
７７号明細書、同第６，７５５，７８４号明細書、同第６，９０８，４３２号明細書、同
第７，１１９，１０６号明細書、同第７，１８９，７４０号明細書及び同第７，４６５，
８００号明細書。ある実施形態において、本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは、
次の特許の１以上に記載されていない：米国特許第５，６３５，５１７号明細書、同第６
，０４５，５０１号明細書、同第６，２８１，２３０号明細書、同第６，３１５，７２０
号明細書、同第６，５５５，５５４号明細書、同第６，５６１，９７６号明細書、同第６
，５６１，９７７号明細書、同第６，７５５，７８４号明細書、同第６，９０８，４３２
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号明細書、同第７，１１９，１０６号明細書、同第７，１８９，７４０号明細書及び同第
７，４６５，８００号明細書。ある実施形態において、本発明の試験剤及び／又はモジュ
レーターは、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン３－イル）－５－アミノイ
ソインドリン、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン３－イル）－４－アミノ
イソインドリン、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン３－イル）－６－アミ
ノイソインドリン、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン３－イル）－７－ア
ミノイソインドリン、１，３－ジオキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン－３－イル
）－４－アミノイソインドリン又は１，３－ジオキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジ
ン－３－イル）－５－アミノイソインドリンである。ある実施形態において、本発明の試
験剤及び／又はモジュレーターは、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン－３
－イル）－５－アミノイソインドリン、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリジン
－３－イル）－４－アミノイソインドリン、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピペリ
ジン－３－イル）－６－アミノイソインドリン、１－オキソ－２－（２，６－ジオキソピ
ペリジン－３－イル）－７－アミノイソインドリン、１，３－ジオキソ－２－（２，６－
ジオキソピペリジン－３－イル）－４－アミノイソインドリン又は１，３－ジオキソ－２
－（２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）－５－アミノイソインドリンではない。あ
る実施形態において、本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは化合物２９、３１、２
７又は２３である。ある実施形態において、本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは
化合物２９、３１、２７又は２３ではない。ある実施形態において、本発明の試験剤及び
／又はモジュレーターは化合物１８である。ある実施形態において、本発明の試験剤及び
／又はモジュレーターは化合物１８ではない。ある実施形態において、本発明の試験剤及
び／又はモジュレーターは化合物２～２１のうち１以上である。ある実施形態において、
本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは化合物２～２１のうち１以上ではない。ある
実施形態において、本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは、化合物２４～２６のう
ち１以上である。ある実施形態において、本発明の試験剤及び／又はモジュレーターは化
合物２４～２６のうち１以上ではない。
【０１２７】
ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ及びＫＥＯＰＳ複合体モジュレーターの同定及び／又は特性評価
　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体を調節する剤を同定する方法を提供する
。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、Ｌ
ＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と結
合する剤を同定することにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とその
ホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターを
スクリーニングする。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、基準剤の親和性と比
べた場合、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－
ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と１ｍＭ未満の範囲内の親和性で結合する
剤を同定することにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモロ
グ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリ
ーニングする。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、細胞増殖を阻害する剤を同
定することにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、Ｐ
ＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニン
グする。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、Ｂ細胞増殖を阻害する剤を同定す
ることにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰ
Ｋ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングす
る。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、ＩＬ－２産生を誘導する剤を同定する
ことにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする
。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、ＴＮＦ－α産生を阻害する剤を同定する
ことにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
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－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする
。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、ＴＮＦ－α産生を誘導する剤を同定する
ことにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする
。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、炎症、炎症性疾患及び／又は自己免疫疾
患の症状を治療する剤を同定することにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡ
ＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジ
ュレーターをスクリーニングする。幾つかの実施形態において、本発明の方法は、発癌状
態又は癌性状態の症状を治療するための剤を同定することにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ
、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥ
ＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする。幾つかの実施形態において、本発
明の方法は、ＰＲＰＫキナーゼ活性を調節する剤を同定することにより、ＰＲＰＫ、ＰＲ
ＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターを同定する。更に
他の実施形態において、本発明の方法は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又は
ＬＡＧＥ３とそのホモログの発現及び／又はレベルを調節する剤を同定することにより、
ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ
複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターを同定する。幾つかの実施形態にお
いて、本発明の方法は、ナチュラルキラー細胞を活性化する剤を同定することにより、Ｐ
ＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複
合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする。幾つかの実施
形態において、本発明の方法は、免疫シナプス形成を誘導する剤を同定することにより、
ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ
複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする。
【０１２８】
　本明細書において、語「生物標的」は、（１）ＰＲＰＫタンパク質、ＰＲＰＫをコード
する核酸及び／又はそれらの相同体、部分、変異体、突然変異体及び／若しくは誘導体：
（２）ＴＰＲＫＢタンパク質、ＴＰＲＫＢをコードする核酸及び／又はそれらの相同体、
一部、変異体、突然変異体及び／若しくは誘導体：（３）ＯＳＧＥＰタンパク質、ＯＳＧ
ＥＰをコードする核酸及び／又はそれらの相同体、部分、変異体、突然変異体及び／若し
くは誘導体：（４）ＬＡＧＥ３とそのホモログのタンパク質、ＬＡＧＥ３とそのホモログ
をコードする核酸及び／又はそれらの相同体、部分、変異体、突然変異体及び／又は誘導
体：及び／又は（５）ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３とそのホ
モログのうち２種以上の複合体を意味する。
【０１２９】
　試験剤の効力は、種々の濃度の試験剤を用いて得られたデータから用量反応曲線を作成
することにより評価することができる。更に、対照アッセイを行って、比較のためのベー
スラインを提供することができる。ある実施形態において、対照アッセイは、候補物質の
不在下で行われる。ある実施形態において、対照アッセイは、基準剤の存在下で行われる
。
【０１３０】
　幾つかの実施形態において、本発明に係る剤は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、
ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体を
、試験剤を欠く以外は同一条件下観察される活性と比較して少なくとも約１０％、約１５
％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０
％、約９５％、約９９％以上阻害及び／又は活性化する。幾つかの実施形態において、本
発明に係る剤は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲ
ＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体を、基準標準を用いた比較可能な条
件下で観察される活性と比較して少なくとも約１０％、約１５％、約２０％、約３０％、
約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％、約９９％以
上阻害及び／又は活性化する。



(47) JP 5857043 B2 2016.2.10

10

20

30

40

50

【０１３１】
　本発明の全スクリーニング方法は、有効剤が発見できない可能性があるとの事実にもか
かわらず、それ自体が有用であることが理解できるであろう。本発明は、有効剤を発見す
る方法だけでなく、試験剤をスクリーニングするための方法を提供する。
【０１３２】
スクリーニング
　幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホ
モログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターのス
クリーニングが利用される。幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧ
ＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複
合体のモジュレーターのハイスループットスクリーニングが利用される。幾つかの実施形
態において、このようなスクリーニングは、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧ
Ｅ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と結合す
る物質を同定する。
【０１３３】
　本発明のハイスループットアッセイにおいて、１日で最大数千種の試験剤のスクリーニ
ングが可能である。マイクロタイタープレートの各ウェルを用いて、選択された試験剤毎
に別個のアッセイを実施することができる。また、濃度及び／又はインキュベーション時
間の効果を観察する場合は、試験剤１種に対しそれぞれ５～１０ウェルで検査することが
できる。このように、１枚の標準マイクロタイタープレートは、９６種の試験剤をアッセ
イすることができる。１５３６ウェルプレートを用いる場合、１枚のプレートで容易に約
１００～約１５００種の異なる試験剤をアッセイすることができる。１日で多数のプレー
トをアッセイすることができ、最大約６，０００種、２０，０００種、５０，０００種、
或いは１００，０００種を超える異なる試験剤のアッセイスクリーニングが可能である。
【０１３４】
　固相反応であるため、対象の生物標的は、例えばタグを介して、共有結合及び／又は非
共有結合により、直接的又は間接的に固体成分と結合することができる。タグは、種々の
成分のいずれかを含むことができる。一般に、タグを結合する物質（タグ結合剤）は、固
体支持体に固定され、タグを付加された対象分子は、タグ及び／又はタグ結合剤の相互作
用により固体支持体と結合される。
【０１３５】
　文献に詳述されている公知の分子相互作用に基づき、多くのタグ及び／又はタグ結合剤
を用いることができる。例えば、タグが天然の結合剤を持つ場合、例えば、ビオチン、プ
ロテインＡ及び／又はプロテインＧは、適切なタグ結合剤（アビジン、ストレプトアビジ
ン、ニュートラアビジン、免疫グロブリンのＦｃ領域等）と併せて用いることができる。
ビオチン等、天然の結合剤を持つ分子及び／又は適切なタグ結合剤に対する抗体は、広く
入手できる（Ｓｉｇｍａ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，１９９８年カタログ、ミズ
ーリ州セントルイス）。
【０１３６】
　同様に、ハプテン性化合物及び／又は抗原性化合物のいずれかを適切な抗体と組み合わ
せて用い、タグ／タグ結合剤ペアを形成することができる。数千種の特異的抗体が市販さ
れ、多くの追加的な抗体が文献に記載されている。例えば、一般的な一配置において、タ
グは、第一の抗体であり、タグ結合剤は、第一の抗体を認識する第二の抗体である。抗体
－抗原相互作用に加えて、受容体－リガンド相互作用は、タグ及び／又はタグ結合剤ペア
として適切である。これらの例としては、トランスフェリン、ｃ－ｋｉｔ、ウイルス受容
体リガンド、サイトカイン受容体、ケモカイン受容体、インターロイキン受容体、免疫グ
ロブリン受容体及び／又は抗体、カドヘリンファミリー、インテグリンファミリー、セレ
クチンファミリー等（例えば、Ｐｉｇｏｔｔら，Ｔｈｅ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌｅ　Ｆａｃｔｓ　Ｂｏｏｋ　Ｉ，１９９３年を参照）が挙げられるが、これらに限定
されない。同様に、毒（ｔｏｘｉｎ及び／又はｖｅｎｏｍ）、ウイルスエピトープ、ホル
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モン（例えば、オピエート、ステロイド等）、細胞内受容体（例えば、ステロイド、甲状
腺ホルモン、レチノイド、ビタミンＤ及び／又はペプチド等、種々の小分子リガンドの効
果を媒介する）、薬物、レクチン、炭水化物、核酸（直鎖状及び／又は環状ポリマー立体
配置）、タンパク質、リン脂質及び／又は抗体は、種々の細胞受容体と相互作用すること
ができる。
【０１３７】
　ポリウレタン、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリ尿素、ポリアミド、ポリエチレ
ンイミン、ポリアリーレンスルフィド、ポリシロキサン、ポリイミド及び／又はポリアセ
テート等、合成ポリマーは、適切なタグ及び／又はタグ結合剤を生成することができる。
当業者には明らかなように、多くの他のタグ／タグ結合剤ペアは、本明細書に記載されて
いるアッセイ系において有用である。
【０１３８】
　ペプチド、ポリエーテルその他等、一般的なリンカーは、タグとして機能することがで
き、約５～２００アミノ酸のポリＧｌｙ配列等、ポリペプチド配列を含むことができる。
このようなフレキシブルなリンカーは当業者に公知のものである。例えば、ポリ（エチレ
ングリコール）リンカーは、Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　Ｉｎｃ．（アラ
バマ州ハンツビル）から入手できる。これらのリンカーは、アミド結合、スルフヒドリル
結合及び／又はヘテロ官能基結合を必要に応じて有する。
【０１３９】
　タグ結合剤は、現在利用できる種々の方法のいずれかを用いて固体基質に固定される。
固体基質は、一般に、基質の全体及び／又は一部を、タグ結合剤の一部分と反応性の表面
に化学基を固定する化学試薬に曝露することにより、誘導体化及び／又は官能性を持たせ
る。例えば、長鎖部分との結合に適切な化学基は、アミン、ヒドロキシル、チオール及び
／又はカルボキシル基を含む。アミノアルキルシラン及び／又はヒドロキシアルキルシラ
ンを用いて、ガラス表面等、種々の表面に官能性を持たせることができる。このような固
相バイオポリマーアレイの構築は、文献に詳述されている（例えば以下を参照、ペプチド
の固相合成について記載するＭｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，１９６３年，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．
Ｓｏｃ．８５：２１４９；ピンにおける固相成分の合成について記載するＧｅｙｓｅｎら
，１９８７年，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ．Ｍｅｔｈ．１０２：２５９；セルロースディスクにおけ
る種々のペプチド配列の合成について記載するＦｒａｎｋら，１９８８年，Ｔｅｔｒａｈ
ｅｄｒｏｎ，４４：６０３１；Ｆｏｆｏｒら，１９９１年，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５１：７
６７、Ｓｈｅｌｄｏｎら，１９９３年，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３９（
４）：７１８、及びＫｏｚａｌら，１９９６年，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２：
７５３、これらは全て固体基質に固定されたバイオポリマーのアレイについて記載する）
。タグ結合剤を基質に固定するための非化学的なアプローチには、熱、ＵＶ照射による架
橋等、他の一般的方法が含まれる。
【０１４０】
インビトロアッセイ
　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする
ためのインビトロ方法を提供する。例えば、幾つかの実施形態において、方法は一般に、
（１）ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰ
ＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体を含む系を用意することと、（２）試験剤を用
意することと、（３）該試験剤を系と接触させることと、（４）該試験剤によるＰＲＰＫ
、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及
び／又はＫＥＯＰＳ複合体の調節を測定及び／又は検出することとを含む。
【０１４１】
　通常、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－Ｔ
ＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体が用意され、試験剤と直接的に及び／又は間
接的に接触させられる。続いて、試験剤によるＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡ
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ＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体の調節
が、検出及び／又は測定される。その後、適切な剤を単離及び／又は解析することができ
る。ライブラリーのスクリーニングのための、当業者にとって公知のハイスループットア
ッセイ手段は市販されており、本明細書に記載されている。
【０１４２】
　幾つかの実施形態において、インビトロアッセイは、結合アッセイを含む。候補物質と
生物標的（例えば、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、Ｐ
ＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体）との結合は、その中での又はそ
れとの立体的、アロステリック及び／又は電荷－電荷相互作用により阻害を生じ得る。生
物標的は、溶液中に遊離していても支持体に固定されていてもよく、並びに／又は細胞中
に及び／若しくは細胞表面上に発現していてもよい。生物標的及び／又は試験剤を標識す
ることにより結合の検出が可能となる。生物標的は標識化学種であることが多く、標識す
ることで結合を妨害したり増強したりする機会を減少させる。試験剤の１種が標識された
競合的結合形式をなすことができ、遊離の標識対結合標識の量を測定すれば、結合への効
果を決定することができる。
【０１４３】
　幾つかの実施形態において、結合アッセイは、生物標的の試験剤への曝露並びに生物標
的及び試験剤間の結合の検出に関与する。結合アッセイは、インビトロで（例えば、実質
的に適用した成分のみを含む試験管内で、無細胞抽出物において、及び／又は実質的に精
製された成分において）行うことができる。別法として、又はこれに加えて、このアッセ
イはインサイト及び／又はインビボで（以下で更に詳述する通り、例えば、細胞内、組織
内、器官内及び／又は生物内で）行うことができる。
【０１４４】
　ある実施形態においては、試験剤は生物標的と接触され、その効果が検出される。アッ
セイの一形態においては、例えば、試験剤はＰＲＰＫタンパク質と接触され、ＰＲＰＫタ
ンパク質との結合が試験される。ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、
ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体に対しても同様のアッセイを行
うことができる。ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３とそのホモロ
グの断片、部分、相同体、変異体及び／又は誘導体を用いてよいことは理解されよう。
【０１４５】
　幾つかの実施形態においては、固定化されていない試験剤を用いて、固体支持体に固定
化された生物標的と結合する剤を同定するためのアッセイを利用し、生物標的と試験剤が
互いに結合するか否か及び／又はどの程度結合するか決定する。また、試験剤を固定化し
て、生物標的を固定化しないこともできる。このようなアッセイを利用してＰＲＰＫ、Ｔ
ＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／
又はＫＥＯＰＳ複合体と結合できる剤を同定することができる。
【０１４６】
　一実施形態においては、生物標的を認識する抗体（例えば、ＰＲＰＫ抗体）が固体支持
体（例えば、プロテインＡビーズ）と結合されている。この抗体は生物標的と接触させら
れ、この標的は固定化された抗体と結合する。続いて、形成された複合体は試験剤（精製
タンパク質、細胞抽出物、コンビナトリアルライブラリー等）と接触させられる。試験剤
が生物標的と相互作用する場合、試験剤は固体支持体へと間接的に固定化される。固体支
持体における試験剤の存在は、本技術分野で公知の標準的技法（ウエスタンブロッティン
グが挙げられるがこれに限定されない）によりアッセイすることができる。この種のアッ
セイは本技術分野において「免疫沈降」アッセイとして知られている。
【０１４７】
　一実施形態においては、生物標的（例えば、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡ
ＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体）はア
ガロースビーズ等、ビーズ上に固定化される。ある実施形態においては、ＰＲＰＫ、ＴＰ
ＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ及び／又はそれらの特徴的部分は、細菌
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、酵母、昆虫及び／又は高等真核生物の細胞株においてＧＳＴ融合タンパク質として発現
され、及び／又はグルタチオン－アガロースビーズを用いて粗細胞抽出物から精製される
。対照としてＧＳＴ融合タンパク質ではない試験剤と、固定化された生物標的との結合が
生物標的なしで決定される。続いて、試験剤と固定化された生物標的との結合が決定され
る。この種のアッセイは本技術分野において「ＧＳＴプルダウン」アッセイとして知られ
ている。別法として、又はこれに加えて、試験剤が固定化され、生物標的が固定化されて
いなくてもよい。
【０１４８】
　成分のうち一方を固定化するための別のアフィニティー精製系、例えば、Ｎｉ－ＮＴＡ
アガロース及び／又はヒスチジンのタグを付けた成分を用いてこの種のアッセイを行うこ
とができる。
【０１４９】
　生物標的と試験剤との結合は、本技術分野で周知の種々の方法により決定することがで
きる。例えば、固定化されていない成分を（例えば、放射性標識、エピトープタグ及び／
又は酵素－抗体コンジュゲートにより）標識することができる。また、結合は免疫学的検
出技法により決定することができる。例えば、反応混合物をウエスタンブロットし、固定
化されていない成分を検出する抗体によりブロットをプローブで探索できる。別法として
、又はこれに加えて、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）を利用して結合をアッセイ
することができる。
【０１５０】
　本発明のＰＲＰＫ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体モジュレ
ーターの活性は、例えば、ＰＲＰＫのキナーゼ活性をアッセイすることにより決定するこ
とができる。このようなアッセイにおいて、組換え手段により生成されたＰＲＰＫ及び／
又はその特徴的部分は、放射標識リン酸を含有する適切なリン酸ドナー（例えば、ＡＴＰ
）の存在下で基質と接触され、放射標識の基質へのＰＲＰＫ依存性取り込みが測定される
。「基質」とは、ＰＲＰＫに触媒される反応において、ＡＴＰ等、ドナー分子から移動さ
れたγ－リン酸基のアクセプターとして機能する適切なヒドロキシル部分を含有する任意
の物質を指す。基質はＰＲＰＫの内在性基質であることができる（例えば、ｐ５３）。基
質はタンパク質又はペプチドであることができ、リン酸化反応は基質のセリン及び／又は
スレオニン残基において生じ得る。当業者には周知であるが、非天然基質は上述のような
キナーゼアッセイにおいて適切な基質として機能することができ、このようなアッセイに
一般に用いられる特異的基質の例としてはヒストンタンパク質又はミエリン塩基性タンパ
ク質が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１５１】
　当業者には周知であるが、キナーゼ依存性基質リン酸化の検出は、放射標識リン酸の基
質への取り込みの測定以外の多くの手段によって達成され得る。例えば、リン酸基の取り
込みは、電気泳動移動度、吸光度、蛍光及び／又はリン光、クロマトグラフィー特性その
他等、基質の物理化学的特性に影響を及ぼし得る。基質の物理化学的特性のこのような変
化は、当業者であれば容易に測定することができ、キナーゼ活性の指標として用いること
ができる。
【０１５２】
インサイトアッセイ
　本発明は、その幾つかの実施形態において、試験剤を細胞と接触させて、ＰＲＰＫ、Ｔ
ＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／
又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターをスクリーニングする方法を提供する。続いて、
細胞を、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－Ｔ
ＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体の活性と関連する種々のパラメータに関して
アッセイすることができる。幾つかの実施形態においては、細胞はＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ
複合体及び／若しくはＫＥＯＰＳ複合体のうち１以上のメンバーを過剰発現する、並びに
／又はこれら複合体の一方又は両方が作用する生物学的経路の改変を含む。本発明は、こ
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のような過剰発現する及び／又は改変された細胞を提供する。当業者であれば、本開示を
参照することにより、このような細胞の範囲をよく理解し、このような細胞を構築、特性
評価及び／又は利用するための多種多様な確立され、容易に得られる戦略を十分理解でき
るであろう。
【０１５３】
　ある実施形態においては、細胞はＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ並びにＬＡＧＥ３
及びそのホモログのうち２種以上の間の結合に関して直接的にアッセイすることができる
。結合を評価するための免疫組織化学的技法、コンフォーカル技法及び／又は他の技法は
当業者に周知である。このようなスクリーニングアッセイにおいては、特異的に遺伝子操
作された細胞等、種々の細胞株を利用することができる。スクリーニングアッセイにおい
て用いられる細胞の例として、Ｊｅｋｏ－１、ＮＣＩ－Ｈ９２９、Ｊｕｒｋａｔ、ＰＢＭ
Ｃ（末梢血単核球）、ＨＳ－Ｓｕｌｔａｎ、多発性骨髄腫細胞株、ＨＥＫ－２９３ＦＴ、
Ｒａｊｉ、Ｄａｕｄｉ、Ｒａｍｏｓ、Ｂ細胞株及び、Ｔ細胞株が挙げられる。細胞は増殖
因子により刺激された細胞等、刺激された細胞であることができる。当業者であれば、本
明細書に開示される発明が、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とその相同
体、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体の活性と相関するパラメー
タを測定するための多種多様なインサイトアッセイを包含することを理解できるであろう
。
【０１５４】
　アッセイによっては細胞及び／又は組織培養物が必要とされ得る。細胞は、ＰＲＰＫ、
ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ並びにＬＡＧＥ３及びそのホモログのうち２種以上の間の結合に
関する上の記述の通り、多くの種々の生理学的アッセイのいずれかを用いて試験すること
ができる。また、分子の分析法としては、タンパク質発現をモニターするための及び／又
はタンパク質－タンパク質相互作用を試験するためのウエスタンブロッティング；ノーザ
ンブロッティング、ＲＮＡディファレンシャルディスプレイ及び／又はｍＲＮＡ発現をモ
ニターするためのマイクロアレイ解析；リン酸化をモニターするためのキナーゼアッセイ
；他の化学修飾をモニターするための質量分析等が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０１５５】
　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と結合し、それによって、ＰＲＰＫ、Ｔ
ＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／
又はＫＥＯＰＳ複合体の活性を調節し得る剤を同定するための方法を提供する。ＰＲＰＫ
、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及
び／又はＫＥＯＰＳ複合体と結合する物質を同定するインサイト方法の一方法は、ツーハ
イブリッド系アッセイ（Ｆｉｅｌｄｓら，１９９４年，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔ
ｉｃｓ　１０：２８６、及びＣｏｌａｓら，１９９８年，ＴＩＢＴＥＣＨ　１６：３５５
）である。このアッセイにおいて、酵母細胞は、本発明に係る生物標的（例えば、ＰＲＰ
Ｋ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体
及び／又はＫＥＯＰＳ複合体）とＧａｌ４及び／又はＬｅｘＡ等、転写因子のＤＮＡ結合
ドメインとからなる第一の融合タンパク質を発現する。細胞は、対応するＤＮＡ結合ドメ
インの結合部位をそのプロモーターに有するレポーター遺伝子を更に含む。活性化ドメイ
ン（例えば、Ｇａｌ４及び／又は単純ヘルペスウイルスＶＰ１６由来）と融合した候補物
質からなる第二の融合タンパク質を発現するベクターで細胞を形質転換することにより、
試験剤が生物標的と相互作用する場合、レポーター遺伝子の発現は大幅に増加し得る。
【０１５６】
　別のアッセイは、固相に結合した生物標的とそのスクリーニングされる試験剤との相互
作用に基づく。従って、生物標的（例えば、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧ
Ｅ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体）は、放
射性、蛍光及び／又は発光標識等、検出可能マーカーを含有することができる。更に、候
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補物質は間接的検出（例えば、発色基質を用いた酵素の利用による及び／又は検出可能抗
体の結合による）を可能とする他の物質とカップリングすることができる。試験剤との相
互作用によるＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体の立体構造の変化は、例えば、検出可能
マーカーの発光の変化により検出することができる。別法として、又はこれに加えて、固
相に結合したタンパク質複合体は質量分析により分析することができる。
【０１５７】
　幾つかの実施形態においては、スクリーニングアッセイは、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、Ｏ
ＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰ
Ｓ複合体活性の下流の細胞効果をモニターすることにより、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳ
ＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ
複合体の活性をアッセイすることができる。このような効果として、ｐ５３のリン酸化及
びＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ経路におけるシグナル伝達効果、及び／又は増殖、増殖停止、分化、
糖鎖付加の変化、遺伝子発現の変化、転写調節、テロメア長における効果、サイトカイン
産生における効果及び／又はアポトーシス等、他の細胞応答が挙げられるがこれらに限定
されない。
【０１５８】
　他の一実施形態においては、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３
とそのホモログのレベルは、タンパク質及び／又はｍＲＮＡのレベルを測定することによ
り決定される。タンパク質及び／又はその特徴的部分のレベルは、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ
、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３とそのホモログと選択的に結合する抗体を用いたウエ
スタンブロッティング及び／又はＥＬＩＳＡ等のイムノアッセイを用いて測定される。ｍ
ＲＮＡの測定のため、増幅（例えば、ＰＣＲ、ＬＣＲを用いた）及び／又はハイブリダイ
ゼーションアッセイ（例えば、ノーザンハイブリダイゼーション、ＲＮＡｓｅプロテクシ
ョン、ドットブロッティング）を用いることができる。タンパク質及び／又はｍＲＮＡの
レベルは、直接的に及び／又は間接的に標識された検出薬、例えば、本明細書に記載され
る蛍光標識及び／又は放射性標識された核酸、放射性標識及び／又は酵素標識された抗体
等を用いて検出される。
【０１５９】
　別法として、又はこれに加えて、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧ
Ｅ３とそのホモログの発現は、レポーター遺伝子系を用いて測定することができる。この
ような系は、クロラムフェニコールアセチル基転移酵素、ホタルルシフェラーゼ、細菌ル
シフェラーゼ、Ｏ－ガラクトシダーゼ及び／又はアルカリホスファターゼ等のレポーター
遺伝子と作動可能に結合したＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３と
そのホモログタンパク質プロモーターを用いて構築することができる。更に、ＰＲＰＫ、
ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ及び／又はＬＡＧＥ３とそのホモログは、赤色及び／又は緑色蛍
光タンパク質（例えば、Ｍｉｓｔｉｌｉら，１９９７年、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
．１５：９６１を参照）等、第二のレポーターとの接続を介した間接レポーターとして用
いることができる。レポーター構築物は、通常、細胞にトランスフェクトされる。候補物
質により処理した後、レポーター遺伝子の転写、翻訳及び／又は活性の量が、当業者に公
知の標準的技法により測定される。
【０１６０】
　本発明はその幾つかの実施形態において、ＰＲＰＫがインビボでｐ５３のリン酸化を誘
導できるかを決定するための方法を提供する。このような方法において、細胞には野生型
若しくは変異型ＰＲＰＫ及び／又はｐ５３を発現するベクターがトランスフェクトされる
。トランスフェクション後の一定の時点において細胞抽出物又は細胞全体が調製され、ウ
エスタンブロッティング若しくは質量分析（ライセート）により、又は細胞内ウエスタン
、免疫蛍光法若しくはハイコンテンツなイメージング（細胞全体）により、ｐ５３のリン
酸化の程度が解析される。
【０１６１】
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インビボアッセイ
　インビボアッセイは、特異的欠損を有するよう、並びに／又は生物における種々の細胞
に到達及び／若しくは影響を及ぼす候補物質の能力の測定に用いることのできるマーカー
を有するよう遺伝子操作されたトランスジェニック動物等、種々の動物モデルの使用を伴
う。そのサイズ、取り扱いが容易であること、並びに／又はその生理学的及び／若しくは
遺伝学的構造に関する情報の理由から、マウスは特にトランスジェニックのための一実施
形態である。しかし、ラット、ウサギ、ハムスター、モルモット、スナネズミ、ウッドチ
ャック、ネコ、イヌ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウシ、ウマ及び／又はサル（チンパンジー、
テナガザル及び／又はヒヒ等）等、他の動物も同様に好ましい。モジュレーターのアッセ
イも、これらの種及び／又は本明細書に列挙されていない他の有用な種のいずれかに由来
する動物モデルを用いて行うことができる。
【０１６２】
　このようなアッセイにおいて、１以上の試験剤が動物に投与され、試験剤で処理されて
いない同様の動物と比較して、１以上の特性を変化させる試験剤の能力により、モジュレ
ーターが同定される。特性は、細胞増殖、ＩＬ－２産生、ＴＮＦ－α産生並びにＰＲＰＫ
、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及
び／又はＫＥＯＰＳ複合体のその他の効果（例えば、炎症、炎症性疾患、自己免疫疾患、
発癌状態又は癌性状態等）と関連する症状に関して本明細書に記載されている特性のいず
れかであることができる。
【０１６３】
　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関連する疾患、状態又は障害の発症を
治療、安定化及び／又は遅延し得る剤をスクリーニングする方法を提供する。幾つかの実
施形態において、剤はＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、
ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターを含む。本発
明に係る剤によるこれら動物の治療は、適切な形態の物質の動物への投与に関与するであ
ろう。投与は、経口、経鼻、頬側及び／又は局所が挙げられるがこれらに限定されない、
臨床及び／又は非臨床目的に利用できる任意の経路によって行われるであろう。別法とし
て、又はこれに加えて、投与は、気管内注入、気管支注入、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内
、吸入及び／又は静脈内注射（例えば、全身性静脈内注射）、血液及び／又はリンパ液供
給を介した局所投与、及び／又は患部への直接投与によって行うことができる。
【０１６４】
　従って、本発明は、その一様相において、哺乳類におけるＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳ
ＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ
複合体と関連する疾患、状態又は障害の発症の治療、安定化及び／又は遅延に剤が有用で
あるかを決定するための方法及び／又は組成物を含むスクリーニング系を提供する。幾つ
かの実施形態においては、候補物質がＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３と
そのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関連する疾患
、障害又は状態等と関連する症状の発症を改善、安定化及び／又は遅延する場合、候補物
質は、そのような疾患、状態又は障害の発症を治療、安定化及び／又は遅延すると決定さ
れる。
【０１６５】
　インビボにおける化合物の有効性の決定には、種々の異なる判断基準が関与し得る。毒
性及び／又は用量反応の測定は、動物においてインビトロ及び／又はインサイトアッセイ
よりも有意義に行うことができる。インビボアッセイは、多発性骨髄腫、血管新生阻害、
慢性リンパ性白血病又は急性リンパ芽球性白血病のための動物疾患モデル、固形腫瘍動物
モデル、いずれかの腫瘍関係の動物モデル、炎症動物モデル、及び自己免疫疾患動物モデ
ルを含むことができる。
【０１６６】
使用方法
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　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関連する疾患、状態又は障害を治療す
る方法を提供する。幾つかの実施形態において、本発明は、細胞増殖、ＩＬ－２産生又は
ＴＮＦ－α産生、ナチュラルキラー活性化と関連する疾患、状態又は障害を治療する方法
を提供する。ある実施形態において、このような方法は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧ
ＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複
合体の調節に関与する。ある実施形態において、このような方法は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫ
Ｂ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫ
ＥＯＰＳ複合体の活性化に関与する。ある実施形態において、このような方法は、ＰＲＰ
Ｋ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体
及び／又はＫＥＯＰＳ複合体の阻害に関与する。
【０１６７】
　幾つかの実施形態において、本発明は、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯ
ＰＳ複合体及び／又はそれらのいずれかのサブユニット若しくは成分を調節する剤と細胞
とを接触させることを含み、対照と比較した細胞増殖の減少を検出することを必要に応じ
て更に含む、細胞増殖を阻害する方法を提供する。幾つかの実施形態において、本発明は
、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらのいずれか
のサブユニット若しくは成分を調節する剤とＢ細胞とを接触させることを含み、対照と比
較したＢ細胞増殖の減少を検出することを必要に応じて更に含む、Ｂ細胞増殖を阻害する
方法を提供する。幾つかの実施形態において、本発明は、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及
び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び／又はそれらのいずれかのサブユニット若しくは成分を調
節する剤と細胞とを接触させることを含み、対照と比較したＩＬ－２産生の増加を検出す
ることを必要に応じて更に含む、ＩＬ－２産生を誘導する方法を提供する。幾つかの実施
形態において、本発明は、ＰＲＰＫ／ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体及び
／又はそれらのいずれかのサブユニット若しくは成分を調節する剤と細胞とを接触させる
ことを含み、対照と比較したＴＮＦ－α産生の減少を検出することを必要に応じて更に含
む、ＴＮＦ－αを阻害する方法を提供する。
【０１６８】
　幾つかの実施形態において、本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ
３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関連する
疾患、状態又は障害を治療する方法を提供する。ある実施形態において、本発明の方法に
より治療される疾患、障害又は状態は、炎症、炎症性疾患、自己免疫疾患、発癌性若しく
は癌性状態、関節リウマチ、変形性関節症、炎症性腸疾患、敗血症、狼瘡、癩性結節性紅
斑、クローン病、潰瘍性大腸炎、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候群、多発性硬化症、統合
失調症、宿主対移植片病、ＨＩＶ、糖尿病、細菌性感染症、嘔吐、循環器疾患、マラリア
、高血圧、動脈硬化症、喘息、筋萎縮性側索硬化症、強直性脊椎炎、カヘキシー、結腸直
腸癌、頭頸部癌、特発性肺線維症、白血病、肺癌、メラノーマ、疼痛又は前立腺癌である
。ある実施形態において、本発明の方法において用いられる剤は、睡眠薬、鎮静剤、抗凝
固薬、救援療法、免疫賦活薬、免疫抑制剤、アジュバント、殺菌薬又は神経系薬剤である
。
【０１６９】
　本発明のある様相において本方法は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３
とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体を調節する剤
を含む医薬組成物を用意することを更に含む。本発明のある様相において本方法は、式Ｉ
、ＩＩ又はＩＩＩで表される剤を含む医薬組成物を用意することを更に含む。他の側面に
おいては、当該候補物質を含む医薬組成物は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡ
ＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関連
する疾患、状態又は障害に罹患した患者における細胞等の細胞に投与される。
【０１７０】
　更に他の実施形態において、本発明は、（１）ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、Ｌ
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ＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関
連する疾患、状態又は障害の症状を呈する患者を用意することと、（２）ＰＲＰＫ、ＴＰ
ＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又
はＫＥＯＰＳ複合体を調節する剤を投与することとを含む、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳ
ＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ
複合体と関連する疾患、状態又は障害を治療する方法を提供する。ある実施形態において
、本発明はＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－
ＴＰＲＫＢ複合体及び／若しくはＫＥＯＰＳ複合体と関連する疾患、状態若しくは障害に
罹患しているか若しくはそれに対する感受性が高い個体、並びに／又はＰＲＰＫ、ＴＰＲ
ＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／若し
くはＫＥＯＰＳ複合体と関連する疾患、状態若しくは障害のモジュレーターによる治療に
応答する可能性が高い（若しくは可能性が低い）個体の同定及び／又は分類を可能にする
。
【０１７１】
医薬組成物
　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターを提供する。幾つかの
実施形態において、本発明は、本明細書に記載されているＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧ
ＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複
合体のモジュレーターを含む医薬組成物を提供する。本発明は、対象への投与のために適
切に製剤化された、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、Ｐ
ＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターの１以上を治療
上有効量で含む医薬組成物を提供する。このような医薬組成物は、１以上の追加的な治療
上有効な物質を必要に応じて含むことができる。
【０１７２】
　一実施形態において、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ
、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体と関連する疾患、状態又は障
害を治療する方法が提供される。本方法は、本発明のＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ
、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体
のモジュレーターうちの少なくとも１種類を含む医薬組成物を、それを必要とする患者に
投与することを含む。ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、
ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターは、治療する
べき特定の疾患、障害又は状態の症状の治療に用いられる他の薬物と共に投与することが
できる。幾つかの実施形態において、組成物はヒトに投与される。
【０１７３】
　本発明は、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ
－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレーターを有効成分として含む
医薬組成物の調製及び／又は使用を包含する。このような医薬組成物は、対象への投与に
適した形態の有効成分単独からなることができる。また、医薬組成物は、有効成分と、１
以上の薬学的に許容される担体、１以上の追加的な成分及び／又はそれらの組み合わせと
を含むことができる。有効成分は、本技術分野で周知のとおり、生理学的に許容される陽
イオン及び／又は陰イオンとの組み合わせ等、生理学的に許容されるエステル及び／又は
塩の形態で医薬組成物中に存在することができる。
【０１７４】
　本明細書において「生理学的に許容される」エステル及び／又は塩という用語は、医薬
組成物の他の全ての成分と適合性があり、該組成物の投与対象に有害な影響を与えない、
有効成分のエステル及び／又は塩の形態を意味する。
【０１７５】
　本明細書に記載する医薬組成物の製剤は、薬理学分野において知られているか、或いは
今後開発されるいずれの方法により調製することができる。一般に、このような調製方法
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は、有効成分を担体及び／又は１種以上の他の補助成分と混合させることと、次いで、必
要及び／又は所望に応じて、生成物を所望の単回又は複数回用量単位に成形及び／又は包
装することとを含む。
【０１７６】
　本明細書において提供される医薬組成物に関する記載は原則としてヒトに投与するのに
適した医薬組成物を対象とするが、一般に、この種の組成物はあらゆる種類の動物に投与
するのに適していることが当業者には理解されるであろう。ヒトに投与するのに適した医
薬組成物から種々の動物に投与するのに適した組成物への変更は十分に理解されており、
獣医薬理学分野の当業者であれば、（もし行う場合は）単に通常の実験を行うだけでこう
した変更を設計及び／又は実施することができる。本発明の医薬組成物を投与することが
想定されている対象としては、ヒト及び／又は他の霊長類；哺乳動物（ウシ、ブタ、ウマ
、ヒツジ、ネコ、及び／又はイヌ等の商用哺乳動物を含む）及び／又は鳥類（ニワトリ、
アヒル、ガチョウ、及び／又はシチメンチョウ等の商用鳥類を含む）が挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【０１７７】
　本発明の医薬組成物は、単回用量単位及び／又は複数の単回用量単位として、バルクで
調製、包装及び／又は販売することができる。本明細書において「用量単位」は、医薬組
成物を所定量の有効成分を含有するように分割した量である。一般に、この有効成分の量
は対象に投与しようとする有効成分の用量及び／又はこの用量を例えば半分や３分の１等
に等分した好都合な量に等しい。
【０１７８】
　本発明の医薬組成物における有効成分、医薬的に許容される担体及び／又は任意の更な
る成分の相対量は、治療対象の特性、体型及び／又は状態によっても、更には組成物の投
与経路によっても変化するであろう。例えば、本組成物は有効成分を０．１％～１００％
（ｗ／ｗ）含むことができる。
【０１７９】
　一般に、本医薬組成物は、治療剤に加えて、所望される特定の剤形に適した以下の追加
成分の１種以上を含むことができる。そのような追加成分とは、賦形剤、界面活性剤、分
散剤、不活性希釈剤、造粒及び／若しくは崩壊剤、結合剤、滑沢剤、甘味剤、香味剤、着
色剤、防腐剤、生理学的に分解可能な組成物（ゼラチン等）、水性媒体及び／若しくは溶
媒、油性媒体及び／若しくは溶媒、懸濁化剤、分散剤及び／若しくは湿潤剤、乳化剤、粘
滑剤、緩衝剤、塩、増粘剤、フィラー、乳化剤、抗酸化剤、抗生物質、抗真菌剤、安定剤
、医薬的に許容される高分子及び／若しくは疎水性材料、並びに／又はこれらの組合せで
あるが、これらに限定されない。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ
　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（２１版，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌ
ｌｉａｍｓ＆Ｗｉｌｋｉｎｓ，２００５）には、医薬的に許容される組成物の配合に使用
することができる他の更なる成分及び／又はその調製のための公知の技法が開示されてい
る。
【０１８０】
　本医薬組成物は、水性又は油性の注射用無菌サスペンジョン及び／又は液剤の形態で、
調製、包装及び／又は販売することができる。このサスペンジョン及び／又は液剤は公知
の技術に従い配合することができ、有効成分に加えて、本明細書に記載する分散剤、湿潤
剤、及び／又は懸濁化剤等の追加成分を含むことができる。この種の注射用無菌製剤は、
無毒性の非経口投与可能な希釈剤及び／又は溶媒、例えば、水及び／又は１，３ブタンジ
オール等を用いて調製することができる。他に許容される希釈剤及び／又は溶媒としては
、リンゲル液、生理食塩水及び／又は不揮発性油（合成モノ及び／又はジグリセリド等）
が挙げられるが、これらに限定されない。他の有用な非経口投与可能な製剤としては、有
効成分を、微結晶形態でリポソーム製剤中に、及び／又は生分解性ポリマー系の成分とし
て含有するものが挙げられる。徐放性組成物及び／又は移植用組成物は、エマルジョン、
イオン交換樹脂、難溶性ポリマー及び／又は難溶性塩等、医薬的に許容される高分子及び
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／又は疎水性材料を含有することができる。
【０１８１】
　本発明の化合物の効果を持続させるためには、皮下及び／又は筋肉注射によって本化合
物を緩慢に吸収させることが望ましい場合が多い。これは、水への溶解性が低い結晶性材
料及び／又は非晶性材料の液体サスペンジョンを使用することによって達成することがで
きる。その後の本化合物の吸収速度は溶解速度に依存し、溶解速度は結晶サイズ及び／又
は結晶形態に依存し得る。別法として、又はこれに加えて、本化合物を油状媒体に溶解及
び／又は懸濁させることによって、非経口投与された化合物の吸収を遅延させることがで
きる。注射用デポー形態は、ポリ乳酸－ポリグリコール酸等の生分解性ポリマーで本化合
物をマイクロカプセル化する母材を形成することにより製造される。化合物の放出速度は
、化合物対ポリマーの比率及び／又は使用した具体的なポリマーの性質に応じて制御する
ことができる。他の生分解性ポリマーの例としては、ポリ（オルトエステル）及び／又は
ポリ（無水物）が挙げられる。デポー注射製剤は、本化合物を生体組織と適合するリポソ
ーム及び／又はマイクロエマルジョンで内包することにより調製される。
【０１８２】
　本発明の注射製剤の滅菌は、例えば、細菌保持フィルターで濾過するか、及び／又は無
菌固体組成物形態の滅菌剤（使用前に、無菌水及び／又はそれ以外の注射用無菌媒質に溶
解及び／又は分散させることができる）を混合することによって行うことができる。
【０１８３】
　経口投与に適した本発明の医薬組成物の製剤としては、それぞれ所定量の有効成分を含
有する、錠剤、硬若しくは軟カプセル剤、カシュー剤、トローチ剤及び／又はドロップ剤
等の分離形態にある固体用量単位で調製、包装、及び／又は販売することができるが、こ
れらに限定されない。経口投与に適した他の製剤としては、散剤及び／又は顆粒剤、水性
又は若しくは油性サスペンジョン、水性若しくは油性液剤及び／又はエマルジョン剤が挙
げられるが、これらに限定されない。本明細書において「油性」液体とは、炭素を含む液
状分子を含み、水よりも極性が低いものである。
【０１８４】
　本発明の医薬製剤の粉末配合物及び／又は顆粒配合物は公知の方法を用いて調製するこ
とができる。この種の配合物は、例えば、錠剤の形成、カプセル剤の充填及び／又は水性
若しくは油性サスペンジョン及び／又は液剤の調製（水性又は油性媒体を添加する）に使
用される装置に直接装入することができる。
【０１８５】
　本発明の医薬組成物は、水中油型エマルジョン剤及び／又は油中水型エマルジョン剤の
形態で、調製、包装及び／又は販売することができる。油相には、オリーブ油及び／又は
落花生油等の植物油、流動パラフィン等の鉱油及び／又はこれらの組合せを用いることが
できる。この種の組成物は更に、アラビアゴム及び／又はトラガカントゴム等の天然ゴム
、大豆及び／又はレシチンリン脂質等の天然リン脂質、脂肪酸及び／又はヘキシトール無
水物の組合せから誘導されるエステル及び／又は部分エステル（モノオレイン酸ソルビタ
ン等）、及び／又はこの種の部分エステルとエチレンオキシドとの縮合物（ポリオキシエ
チレンソルビタンモノオレエート等）等の１種以上の乳化剤を含むことができる。これら
のエマルジョン剤は、例えば、甘味及び／又は香味剤等の、更なる成分を含有することが
できる。
【０１８６】
　本発明の医薬組成物の経口投与に適した液状製剤としては特に限定されないが、液状形
態並びに／又は使用前に水及び／若しくは他の好適な媒体で再構成させることが意図され
る乾燥製品形態の何れかとして、調製、包装及び／又は販売することができる水性物が挙
げられる。
【０１８７】
　経口投与用の液状剤形としては、医薬的に許容されるエマルジョン剤、マイクロエマル
ジョン剤、液剤、サスペンジョン、シロップ剤及び／又はエリキシル剤が挙げられるが、
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これらに限定されない。液状剤形は、任意の有効化合物に加えて、当該技術分野において
慣用されている不活性希釈剤、例えば、水、生理食塩水及び／若しくは他の溶媒、可溶化
剤、並びに／又は乳化剤、例えば、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エ
チル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１
，３－ブチレングリコール、ジメチルホルムアミド、油（特に、胡麻、大豆、杏仁、パー
ム、落花生、紅花、椰子、オリーブ、カカオ脂、パーム核、シアバター、ヒマワリ、アー
モンド、アボカド、ボラージ、カルナウバ、ヘーゼルナッツ、ヒマシ、綿実、月見草、オ
レンジラフィー、菜種、米糠、胡桃、小麦胚芽、桃仁、ババス、マンゴー種子、ブラック
カラント種子、ホホバ、マカデミアナッツ、シーバックソン、サザンカ（ｓａｓｑｕａｎ
ａ）、椿、マロー、メドウフォーム種子、コーヒー、エミュ、ミンク、ブドウ種子、アザ
ミ、ティートゥリー、カボチャ種子、ククイナッツ及び／又はこれらの混合物）、グリセ
ロール、テトラヒドロフルフリルアルコール、ポリエチレングリコール及び／又はソルビ
タンの脂肪酸エステル、エチルアルコール、鉱油（流動パラフィン等）及び／又はこれら
の混合物等を含有することができる。
【０１８８】
　経口用組成物は、不活性希釈剤に加えて、懸濁化剤、分散及び／又は湿潤剤、乳化剤、
粘滑剤、防腐剤、緩衝剤、塩、香味剤、着色剤及び／又は甘味剤等の１種以上を含むがこ
れらに限定されない更なる成分を更に含有することができる。油性サスペンジョンは、更
に増粘剤を含有することができる。公知の懸濁化剤としては、ソルビトールシロップ、水
素化食用脂肪、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリドン、トラガカントゴム、アラ
ビアゴム及び／又はセルロース誘導体（ナトリウムカルボキシメチルセルロース、メチル
セルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース等）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【０１８９】
　公知の分散及び／又は湿潤剤としては、天然リン脂質（レシチン等）、アルキレンオキ
シドと脂肪酸との縮合物、長鎖脂肪族アルコールとの縮合物、脂肪酸及び／又はヘキシト
ールから誘導される部分エステルとの縮合物、及び／又は脂肪酸及び／又はヘキシトール
無水物から誘導される部分エステルとの縮合物（例えば、それぞれ、ステアリン酸ポリオ
キシエチレン、ヘプタデカエチレンオキシセタノール、ポリオキシエチレンソルビトール
モノオレエート、及び／又はポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート）が挙げられ
るが、これらに限定されない。公知の乳化剤としては、レシチン及び／又はアラビアゴム
が挙げられるが、これらに限定されない。公知の防腐剤としては、メチル、エチル及び／
若しくはｎ－プロピルパラヒドロキシ安息香酸、アスコルビン酸、並びに／又はソルビン
酸が挙げられるがこれらに限定されない。公知の甘味剤としては、例えば、グリセロール
、プロピレングリコール、ソルビトール、ショ糖及び／又はサッカリンが挙げられる。油
性サスペンジョン用の公知の増粘剤としては、例えば、ミツロウ、パラフィンワックス及
び／又はセチルアルコールが挙げられる。
【０１９０】
　有効成分を水性溶媒又は油性溶媒に溶解させた液剤は、液状サスペンジョンと実質的に
同様の方法で調製することができ、主な違いは有効成分が溶媒に懸濁しているのではなく
溶解していることにある。本発明の医薬組成物の液剤は、液状サスペンジョンに関し記載
した各成分を含むことができるが、懸濁化剤は有効成分を溶媒に溶解するのに必要ではな
いことが理解されるであろう。水性溶媒としては、例えば、水及び／又は生理食塩水が挙
げられる。油性溶媒としては、例えば、アーモンド油、落花生油、油性エステル、エチル
アルコール、植物油（落花生、オリーブ、胡麻及び／又は椰子油等）、分別植物油及び／
又は鉱油（流動パラフィン等）が挙げられる。
【０１９１】
　経口投与用の固体剤形としては、カプセル剤、錠剤、丸剤、散剤及び／又は顆粒剤が挙
げられる。錠剤の製造に使用される医薬的に許容される賦形剤としては、不活性希釈剤、
造粒及び／又は崩壊剤、結合剤、及び／又は滑沢剤が挙げられるが、これらに限定されな
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い。公知の分散剤としては、ジャガイモデンプン及び／又はデンプングリコール酸ナトリ
ウムが挙げられるが、これらに限定されない。公知の界面活性剤としては、ラウリル硫酸
ナトリウムが挙げられるが、これらに限定されない。公知の希釈剤としては、炭酸カルシ
ウム、炭酸ナトリウム、乳糖、微結晶セルロース、リン酸カルシウム、リン酸水素カルシ
ウム及び／又はリン酸ナトリウムが挙げられるが、これらに限定されない。公知の造粒剤
及び／又は崩壊剤としてはコーンスターチ及び／又はアルギン酸が挙げられるが、これら
に限定されない。公知の結合剤としては、ゼラチン、アラビアゴム、アルファ化コーンス
ターチ、ポリビニルピロリドン及び／又はヒドロキシプロピルメチルセルロースが挙げら
れるが、これらに限定されない。公知の滑沢剤としては、ステアリン酸マグネシウム、ス
テアリン酸、シリカ及び／又はタルクが挙げられるが、これらに限定されない。錠剤はコ
ーティングされていなくてもよく、並びに／又は対象の胃腸管における崩壊が遅延し、そ
れによって有効成分が徐々に放出及び／若しくは吸収されるように、公知の方法を用いて
コーティングされていてもよい。一例として、モノステアリン酸グリセリル及び／又はジ
ステアリン酸グリセリル等の材料を錠剤のコーティングに使用することができる。更なる
一例として、錠剤を米国特許第４，２５６，１０８号明細書、同第４，１６０，４５２号
明細書又は同第４，２６５，８７４号明細書に記載された方法を用いてコーティングする
ことにより浸透圧ポンプ錠（ｏｓｍｏｔｉｃａｌｌｙ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｒｅｌｅ
ａｓｅ　ｔａｂｌｅｔ）を形成することができる。錠剤は、医薬的に洗練されて及び／又
は口当たりのよい製剤を得るために、甘味剤、香味剤、着色剤、防腐剤及び／又はこれら
の組合せのいずれかを更に含有することができる。
【０１９２】
　好適な結合剤としては、デンプン、ＰＶＰ（ポリビニルピロリドン）、低分子量ＨＰＣ
（ヒドロキシプロピルセルロース）、微結晶セルロース、低分子量ＨＰＭＣ（ヒドロキシ
プロピルメチルセルロース）、低分子量カルボキシメチルセルロース、エチルセルロース
、アルギン酸塩、ゼラチン、ポリエチレンオキシド、アラビアゴム、デキストリン、ショ
糖、ケイ酸アルミニウムマグネシウム及び／又はポリメタクリレートが挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【０１９３】
　フィラーとしては、微結晶セルロース、デンプン、ラクチトール、乳糖、好適な無機カ
ルシウム塩、ショ糖、グルコース、マンニトール、ケイ酸及び／又はこれらの組合せから
なる群から選択される剤が挙げられる。幾つかの実施形態においては、コアは結合剤及び
／又はフィラーを含む。
【０１９４】
　固体剤形に適切な崩壊剤を添加することによって崩壊を促進することができる。崩壊剤
を添加することによって、有効化合物の放出を促進し、及び／又は胃腸管内で濃度平衡に
到達させることができる。好適な崩壊剤は当該技術分野において公知であり、寒天、炭酸
カルシウム、ジャガイモ及び／又はタピオカデンプン、アルギン酸、特定のケイ酸塩、炭
酸ナトリウム、クロスポビドン（架橋ＰＶＰ）、カルボキシメチルデンプンナトリウム（
デンプングリコール酸ナトリウム）、架橋カルボキシメチルセルロースナトリウム（クロ
スカルメロース）、アルファ化デンプン（スターチ１５００）、微結晶デンプン、非水溶
性デンプン、カルボキシメチルセルロースカルシウム、ケイ酸アルミニウムマグネシウム
（Ｖｅｅｇｕｍ）及び／又はこれらの組合せが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９５】
　好適な界面活性剤は当該技術分野において公知であり、例えば、ポロキサマー、ポリオ
キシエチレンエーテル、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、ポリオキシエチ
レン脂肪酸エステル、ポリエチレングリコール脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン硬化
ヒマシ油、ポリオキシエチレンアルキルエーテル、ポリソルベート、セチルアルコール、
グリセロール脂肪酸エステル（例えば、トリアセチン、モノステアリン酸グリセロール等
）、ポリオキシメチレンステアレート、ラウリル硫酸ナトリウム、ソルビタン脂肪酸エス
テル、ショ糖脂肪酸エステル、塩化ベンザルコニウム、ポリエトキシル化ヒマシ油及び／
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若しくはドクセートナトリウム等、並びに／又はこれらの組合せが挙げられる。幾つかの
実施形態においては、コアは更に界面活性剤を含むことができる。
【０１９６】
　パラフィン等の溶解遅延剤、第四級アンモニウム化合物等の吸収促進剤、例えば、セチ
ルアルコール及び／若しくはモノステアリン酸グリセロール等の湿潤剤、カオリン及び／
若しくはベントナイトクレー等の吸収剤、並びに／又はタルク、ステアリン酸カルシウム
、ステアリン酸マグネシウム、固体ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム等
の滑沢剤、並びに／或いはこれらの混合物。剤形がカプセル剤、錠剤、及び／又は丸剤で
ある場合は緩衝剤を含有することができる。
【０１９７】
　固体組成物を、例えば、乳糖及び／又はミルクシュガー及び高分子量ポリエチレングリ
コール等の賦形剤を用いて、軟ゼラチンカプセル剤及び硬ゼラチンカプセル剤のフィラー
として用いることができる。錠剤、糖衣錠、カプセル剤、丸剤及び／又は顆粒剤等の固体
剤形を、コーティング及び／又は外層（腸溶コーティング及び／若しくは製薬分野におい
て周知の他のコーティング等）を用いて調製することができる。これらは場合により不透
明化剤を含有することができ、並びに／又は有効成分のみを、及び／若しくは有効成分を
優先的に、腸管の特定の部位で、場合により遅延方式で放出する組成物とすることができ
る。使用可能な埋め込み組成物の例としては高分子物質及び／又はワックスが挙げられる
。
【０１９８】
　固体組成物は、上述した１種以上の賦形剤を用いてマイクロカプセルの形態で調製する
ことができる。例えば、腸溶コーティング、徐放コーティング及び／若しくは製薬分野に
おいて周知の他のコーティング等のコーティング及び／又は外層を用いて、錠剤、糖衣錠
、カプセル剤、丸剤及び／又は顆粒剤を調製することができる。この種の固体剤形におい
ては、有効化合物を、ショ糖、乳糖及び／又はデンプン等の少なくとも１種の不活性希釈
剤と混合することができる。通常この種の剤形は、不活性希釈剤以外の更なる物質、例え
ば、ステアリン酸マグネシウム及び／又は微結晶セルロース等の打錠用滑沢剤及び／又は
他の打錠助剤を含有することができる。剤形がカプセル剤、錠剤及び／又は丸剤である場
合は緩衝剤を含有することができる。これらは場合により不透明化剤を含有することがで
き、並びに／又は有効成分のみを、及び／若しくは有効成分を優先的に、腸管の特定の部
位で、場合により遅延方式で放出する組成物とすることができる。使用可能な埋め込み組
成物の例としては高分子物質及び／又はワックスが挙げられる。
【０１９９】
　経直腸及び／又は経膣投与用組成物は坐剤とすることができる。これは、好適な無刺激
性賦形剤（カカオ脂、ポリエチレングリコール、及び／又は坐剤ワックス等の室温で固体
であるが体温では液体となり、それによって直腸内及び／又は膣腔内で溶けて有効化合物
を放出する、）及び／又は担体と本発明の化合物とを混合することにより調製することが
できる。
【０２００】
　本発明の化合物の局所及び／又は経皮投与用剤形としては、軟膏剤、ペースト剤、クリ
ーム剤、ローション剤、ゲル剤、粉末剤、液剤、噴霧剤、吸入剤及び／又はパッチ剤を挙
げることができる。通常、有効成分は、医薬的に許容される担体及び／又は任意の必要な
防腐剤及び／又は緩衝剤（必要に応じて）と無菌条件下で混合される。更に本発明は、経
皮パッチ剤の使用を想定しており、これにより、多くの場合、化合物の身体への送達が制
御されるという更なる利点が得られる。この種の剤形は、例えば、本化合物を適切な媒質
中に溶解及び／又は分散する（dispensing）ことにより調製することができる。本化合物
が皮膚を通過する流速を高めるために吸収促進剤を使用することができる。別法として、
又はこれに加えて、速度制御膜を用いるか及び／又は本化合物をポリマーマトリックス及
び／又はゲル中に分散させるかの何れかによって速度を制御することができる。
【０２０１】
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　本明細書に記載する経皮用医薬組成物を送達するのに適した器具としては、米国特許第
４，８８６，４９９号明細書、同第５，１９０，５２１号明細書、同第５，３２８，４８
３号明細書、同第５，５２７，２８８号明細書、同第４，２７０，５３７号明細書、同第
５，０１５，２３５号明細書、同第５，１４１，４９６号明細書及び同第５，４１７，６
６２号明細書に記載されている短針器具等の器具が挙げられる。経皮用組成物は、国際公
開ＷＯ９９／３４８５０号パンフレットに記載されている器具等、皮膚への有効刺入長を
制限する器具及びそれと機能的に等価な器具を用いて投与することができる。液体噴射注
入器を介して、及び／又は角質層に穿刺して真皮に到達するジェットを発生させる針によ
って、液状ワクチンを真皮に送達するジェット注入器具が好適である。ジェット注入器具
は、例えば米国特許第５，４８０，３８１号明細書、同第５，５９９，３０２号明細書、
同第５，３３４，１４４号明細書、同第５，９９３，４１２号明細書、同第５，６４９，
９１２号明細書、同第５，５６９，１８９号明細書、同第５，７０４，９１１号明細書、
同第５，３８３，８５１号明細書、同第５，８９３，３９７号明細書、同第５，４６６，
２２０号明細書、同第５，３３９，１６３号明細書、同第５，３１２，３３５号明細書、
同第５，５０３，６２７号明細書５，０６４，４１３号明細書、同第５，５２０，６３９
号明細書、同第４，５９６，５５６号明細書、同第４，７９０，８２４号明細書、同第４
，９４１，８８０号明細書、同第４，９４０，４６０号明細書、国際公開第９７／３７７
０５号パンフレット及び国際公開第９７／１３５３７号パンフレットに記載されている。
圧縮ガスを用いて粉末形態のワクチンを皮膚の外層から真皮へ加速する超高速（ｂａｌｌ
ｉｓｔｉｃ）粉末／粒子送達器具が好適である。別法として、又はこれに加えて、皮内投
与のための古典的なマントゥー法において従来のシリンジを使用することができる。
【０２０２】
　局所投与に適した製剤としては、液状及び／又は半液状製剤、例えばリニメント剤、ロ
ーション剤、水中油型及び／又は油中水型エマルジョン剤（クリーム剤、軟膏剤、及び／
又はペースト剤等）、及び／又は液剤及び／又はサスペンジョンが挙げられるが、これら
に限定されない。局所投与可能な製剤は、例えば、有効成分を約１％～約１０％（ｗ／ｗ
）含むことができるが、有効成分の濃度は、有効成分の溶媒中への溶解度の上限まで高く
することもできる。局所投与用製剤は、本明細書に記載する１種以上の更なる成分を更に
含むことができる。
【０２０３】
　本発明の医薬組成物は、頬側口腔を介して経肺投与するのに適した製剤として調製、包
装及び／又は販売することができる。この種の製剤は、直径が約０．５～約７ｎｍの範囲
にあるか、或いは約１～約６ｎｍの範囲にある、有効成分を含有する乾燥粒子を含むこと
ができる。この種の組成物は、粉末剤を分散させる方向に噴射剤を流すことができる乾燥
粉末剤用リザーバーを備える器具を用いて投与するか、及び／又は低沸点噴射剤に溶解及
び／又は懸濁した有効成分を密閉容器内に収容する器具等の自己噴射型溶媒／粉末剤分注
容器を用いて投与するための、乾燥粉末剤形態とするのが好都合である。この種の粉末剤
は、粒子の少なくとも９８重量％の直径が０．５ｎｍを超え、粒子数の少なくとも９５％
の直径が７ｎｍ未満である粒子を含む。別法としては、粒子の少なくとも９５重量％の直
径が１ｎｍを超え、粒子数の少なくとも９０％の直径が６ｎｍ未満である。乾燥粉末剤組
成物は、固体微粉末状希釈剤（糖等）を含有することができ、且つ単位剤形で提供すると
好都合である。
【０２０４】
　一般に、低沸点噴射剤としては、大気圧下における沸点が６５°Ｆ未満である液体噴射
剤が挙げられる。一般に、噴射剤は、本組成物の５０～９９．９％（ｗ／ｗ）を構成する
ことができ、有効成分は本組成物の０．１～２０％（ｗ／ｗ）を構成することができる。
噴射剤は更に、液体非イオン性及び／若しくは固体アニオン性界面活性剤、並びに／又は
固体希釈剤（有効成分を含む粒子と同程度の粒度を有することができる）等の更なる成分
を含有することができる。
【０２０５】
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　肺送達用に配合された本発明の医薬組成物は、有効成分を液剤及び／又はサスペンジョ
ンの小滴の形態で提供することができる。この種の製剤は、有効成分を含有し、場合によ
り無菌の水性及び／又は希アルコール性液剤及び／又はサスペンジョンとして調製、包装
及び／又は販売することができ、何らかの霧状化及び／又は微粒子状化器具を用いて好都
合に投与することができる。この種の製剤は、サッカリンナトリウム等の風味剤、揮発性
油、緩衝剤、界面活性剤及び／又はヒドロキシ安息香酸メチル等の防腐剤等の１種以上を
含むが、これらに限定されない更なる成分を更に含有することができる。この投与経路に
より提供される小滴の平均径は約０．１～約２００ｎｍの範囲とすることができる。
【０２０６】
　本明細書において肺送達に有用なものとして記載する製剤は、本発明の医薬組成物を鼻
腔内送達するのに有用である。鼻腔内投与に適した他の製剤は、有効成分を含む平均粒径
が約０．２～５００μｍである粗粒粉末剤を含む。この種の製剤は、嗅ぐ方法で、即ち鼻
孔付近に保持した粉末剤の容器から鼻腔を通じて一気に吸い込むことにより投与される。
【０２０７】
　経鼻投与に適した製剤は、有効成分の含有率を例えば約０．１％（ｗ／ｗ）という少量
から１００％（ｗ／ｗ）という多量にすることまで可能であり、且つ本明細書に記載する
１種以上の更なる成分を含むことができる。本発明の医薬組成物は、頬側投与に適した製
剤として調製、包装及び／又は販売することができる。この種の製剤は、例えば、従来法
を用いて製造された錠剤及び／又はドロップ剤の形態とすることができ、例えば、有効成
分を０．１～２０％（ｗ／ｗ）とすることができる（残りは口内溶解性及び／又は分解性
組成物、並びに、場合により本明細書に記載する１種以上の更なる成分を含む）。また、
頬側投与に適した製剤は、有効成分を含む粉末剤及び／又はエアゾール化及び／又は微粒
子化された液剤及び／又はサスペンジョンを含むことができる。この種の粉末化製剤、エ
アゾール化製剤及び／又はエアゾール化製剤は、分散時の粒子及び／又は小滴の平均サイ
ズを約０．１～約２００ｎｍの範囲とすることができ、本明細書に記載する１種以上の更
なる成分を更に含むことができる。
【０２０８】
　本発明の医薬組成物は、眼内投与に適した製剤として調製、包装及び／又は販売するこ
とができる。例えばこの種の製剤は、水性又は油性液体担体中に有効成分を０．１／１．
０％（ｗ／ｗ）で含有する液剤及び／又はサスペンジョン等の点眼剤の形態とすることが
できる。この種の点眼剤は、緩衝剤、塩及び／又は本明細書に記載する１種以上の他の更
なる成分を更に含むことができる。他の眼内投与可能な有用な製剤としては、有効成分を
微結晶形態及び／又はリポソーム製剤として含有するものが挙げられる。点耳剤及び／又
は点眼剤は、本発明の範囲内に包含されることが意図されている。
【０２０９】
　本発明の医薬組成物は、経口、静脈内、筋内、動脈内、髄内、くも膜下腔内、皮下、脳
室内、経皮、皮内、直腸内、膣内、腹腔内、局所（散剤、軟膏剤、クリーム剤及び／若し
くは滴下剤を用いるなど）、粘膜上、頬側、経腸、舌下を含む種々の経路で、並びに／又
は口腔スプレー、点鼻スプレー及び／若しくはエアゾールとして、投与することができる
。一般に、最も適切な投与経路は剤の性質（例えば、胃腸管環境における安定性）、患者
の状態（例えば、患者が経口投与に耐えられるか否か）等、種々の要素に依存するであろ
う。治療剤を肺及び／又は呼吸器系に送達するために現在最も一般的に利用されている経
路は口腔及び／若しくは鼻腔スプレー、並びに／又はエアゾール経路である。しかしなが
ら、本発明は、本発明の医薬組成物を薬物送達分野であり得る利点を考慮に含めた適切な
経路で送達することを包含する。
【０２１０】
　医薬の配合及び／又は製造に関する一般的な検討については、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔ
ｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（
２１版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ＆Ｗｉｌｋｉｎｓ，２００５）に記載
されている。
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【０２１１】
投与
　動物（例えば、ヒト）に投与することができる本発明の剤の用量は、通常、対象の体重
１ｋｇ当たり１ｍｇ～約１００ｇの範囲である。投与される正確な用量は、治療すべき動
物の種類及び／若しくは疾患状態の種類、動物の年齢、並びに／又は投与経路を含む（が
、これらに限定されない）多くの要素に応じて変化するであろう。幾つかの実施形態にお
いては、本化合物の用量は動物の体重１ｋｇ当たり約１ｍｇ～約１０ｇであろう。幾つか
の実施形態においては、用量は対象の体重１ｋｇ当たり約１０ｍｇ～約１ｇであろう。
【０２１２】
　本化合物は１日数回の頻度で対象に投与することができ、及び／又はそれよりも低い頻
度で、例えば、１日１回、週１回、２週に１回、月１回投与することもでき、及び／又は
一層低い頻度で、例えば、数ヶ月に１回及び／又は年に１回若しくはそれよりも少なくて
もよい。投与の頻度は当業者に容易に理解され、また、これらに限定されないが、治療す
べき疾患の種類及び／又は重症度、対象の種類及び／又は年齢等の多くの要因に依存する
であろう。
【０２１３】
　しかしながら、本発明の化合物及び／又は医薬組成物の１日当たりの総使用量は、治療
を行う医師及び／又は獣医師によって、適切な医療的判断の範囲内で決定されることにな
ることが理解されるであろう。特定の患者及び／又は対象の具体的な有効用量は、治療す
べき障害及び障害の重度；使用する具体的な化合物の活性；使用する具体的な組成；患者
及び／又は対象の年齢、体重、全身の健康状態、性別及び食事；投与する時間、投与経路
及び使用する具体的な化合物の排出量；治療期間；使用する具体的な化合物と組み合わせ
て及び／又は同時に使用する薬物；及び／又は医療分野に周知の要素を含む、種々の要因
に依存するであろう。
【０２１４】
　本発明の医薬組成物は、単独で又は１種以上の他の治療剤と組み合わせて投与すること
ができる。「組み合わせて」には、薬剤を必ず同時に投与すること、及び／又は一緒に送
達するように配合することを示唆する意図はないが、これらの送達方法も本発明の範囲内
である。一般に、各剤は、その剤に関し決定された用量及び／又はタイムスケジュールに
沿って投与されるであろう。更に本発明は、本発明の医薬組成物を、バイオアベイラビリ
ティを改善し、これらの代謝作用を低下及び／若しくは調節し、排出を阻害し、並びに／
又はこれらの体内への分配を調節することができる剤と組み合わせて送達することを包含
する。本発明の医薬組成物は、必要に応じていかなる対象（例えば、動物）の治療に使用
することができるが、最も好ましくはヒトの治療に用いられる。
【０２１５】
　併用レジメンに用いられる治療（療法及び／又は手順）の特定の組合せには、所望の療
法及び／又は手順及び／又は達成すべき所望の治療効果間の適合性が考慮されるであろう
。ここで利用される療法は、同じ障害に対し所望の効果を達成でき（例えば、本発明の化
合物を、同じ障害の治療に用いられる他の剤と同時に投与することができる）、及び／又
は異なる効果を達成する（例えば、ある副作用を制御する）ことができることが理解され
よう。
【０２１６】
　本発明の医薬組成物は、単独で、及び／又はＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡ
ＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体が関与
する疾患の症状、状態、若しくは障害の治療に用いられる他の１種以上の剤と組み合わせ
て投与することができる。幾つかの実施形態において、この種の剤としてサリドマイド、
レナリドミド、及び／又はポパリドマイドを挙げることができる。幾つかの実施形態にお
いては、この種の剤としてボルテゾミブ又はデキサメタゾンを挙げることができる。幾つ
かの実施形態において、この種の剤として認可された腫瘍薬を挙げることができる。
【０２１７】
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　組み合わせて用いられる治療上有効な剤は、単一の組成物として一緒に投与することも
、異なる組成物として別々に投与することもできることが更に理解されよう。
【０２１８】
　幾つかの実施形態においては、本発明のＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ
３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－ＴＰＲＫＢ複合体及び／又はＫＥＯＰＳ複合体のモジュレ
ーターは、ＰＲＰＫ、ＴＰＲＫＢ、ＯＳＧＥＰ、ＬＡＧＥ３とそのホモログ、ＰＲＰＫ－
ＴＰＲＫＢ複合体、及び／又はＫＥＯＰＳ複合体が関与する疾患、状態、又は障害の１種
以上の他のモジュレーターと組み合わせて投与することができる。
【０２１９】
　一般に、組み合わせて使用される薬剤の投与量は、個別に使用する場合の使用量を超え
ないことが期待される。幾つかの実施形態においては、組み合わせて使用される量は、個
別に投与される量を下回るであろう。
【実施例】
【０２２０】
　以下の代表的な実施例は、本発明の説明を補助することを意図するものであって、本発
明の範囲を制限することを意図するものでもなく、そう解釈されるべきでもない。実際、
実施例を含む、本明細書に引用する科学文献及び特許文献の参照を伴う本明細書の内容全
体から、本明細書に記載されている以外の本発明の種々の改変及び更なる多くの実施形態
は当業者に明らかであろう。更に、本明細書に引用された参考文献の内容が、当該分野の
技術水準の説明の一助となるように本明細書に援用されていることが理解されるべきであ
る。
【０２２１】
　以下の実施例には、本発明を種々の実施形態及びその均等物で実施できるようにするた
めの重要な付加的な情報、例示及び手引きが含まれている。しかしながら、これら実施例
は本発明を制限するものではないことが理解されるであろう。現在知られており、及び／
又は今後開発される本発明の変形も、本明細書に記載され、特許請求の範囲に請求される
本発明に包含されるべきものと解釈される。
【０２２２】
合成に関する一般的情報
　全ての反応は、オーブン乾燥又はフレームドライされたガラス器具内で、空気の影響を
受けやすい物質を扱う標準的な技術を利用してアルゴン雰囲気で行った。商品として入手
した試薬及び溶媒は全て供給された状態のまま使用した。無水ＴＨＦ、ＤＭＳＯ、ピリジ
ン及びＤＣＭは、ＡＣＲＯＳ　ｃｈｅｍｉｃａｌｓからモレキュラーシーブと共に購入し
た。反応物は磁気撹拌し、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）及び液体クロマトグラフィ
ー－質量分析（ＬＣ－ＭＳ）法でモニターした。ＴＬＣは０．２５ｍｍのＥ．Ｍｅｒｃｋ
シリカゲル６０　Ｆ254プレコート済みプレートを使用し、可視化にバニリン染色、モリ
ブデン酸塩染色又はＵＶを用いた。フラッシュクロマトグラフィーはＳｏｒｂｅｎｔ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓより入手したシリカゲル６０（粒度０．０３２～０．０６３ｍｍ
）を用いて行った。分析操作及び逆相分取ＨＰＬＣによる精製にダイオードアレイ検出器
及びエレクトロスプレーイオン源を備えたＡｇｉｌｅｎｔ　１１００シリーズＬＣ－ＭＳ
Ｄシングル四重極型システムを使用した。分取ＨＰＬＣ精製には全てＡｇｉｌｅｎｔ　Ｃ
－１８分取カラム（２１．２×１００ｍｍ、５μｍ）を使用し、０．１％ギ酸を含むアセ
トニトリル及び水の混合物を用いて流量を１５ｍｌ／分とした。収率は、クロマトグラフ
ィー及び分光学的に純粋な化合物を意味する。1Ｈ－ＮＭＲスペクトルはＶａｒｉａｎ４
００ＭＨｚ分光器を使用し、内部重水素ロックを用いて周囲温度で記録した。内部標準に
はＣＤＣｌ3のδH７．２６を用いた。ＮＭＲデータは以下のように示す：化学シフト（δ

TMS＝０に対するδスケール（ｐｐｍ単位））、積分値、多重度（ｓ＝一重線、ｄ＝二重
線、ｔ＝三重線、ｑ＝四重線、ｍ＝多重線、ｄｄ＝二重線の二重線、ｔｄ＝二重線の三重
線、ｂｒ＝幅広い線）及び結合定数（Ｊ／Ｈｚ）。共鳴の一部又は全部の何れかが不明瞭
な場合は不明瞭（ｏｂｓｃ）として示す。質量スペクトルにはＡｇｉｌｅｎｔ　１１００
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シリーズＬＣ－ＭＳを使用した。
【０２２３】
一般的な細胞培養
　細胞株Ｊｕｒｋａｔ、ＮＣＩ－Ｈ９２９、ＨＳ－Ｓｕｌｔａｎ、ＨＥＫ－２９３ＦＴ及
びＪｅＫｏ－１はＡＴＣＣより入手し、供給者指定の培地条件を用いて３７℃、５％ＣＯ

2の培養器で維持した。凍結保存ＰＢＭＣはＡｓｔａｒｔｅ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓより入
手し、解凍して供給者指定の培地条件で維持した。
【０２２４】
　実施例１
【化１２】

【０２２５】
Ｎ－（２－（２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）－１－オキソイソインドリン－４
－イル）プロピオンアミド（２７）
　レナリドミド（０．０２０ｇ、０．０７７ｍｍｏｌ）のピリジン（０．８ｍＬ）溶液を
０℃（氷浴）に冷却した。塩化プロピオニル（０．００９ｍＬ、０．１００ｍｍｏｌ）を
滴下し、反応物を１６時間かけて室温に戻した。揮発性物質を真空下で除去し、未精製の
残渣をシリカゲル上でフラッシュクロマトグラフィー（溶離液：ＤＣＭ中０→５％ＭｅＯ
Ｈ）に付して精製し、所望の生成物２７をほぼ白色の粉末として得た（０．０１２ｇ、５
０％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.04 (s, 1H), 9.79 (s, 1H), 7.80 (dd, J= 6.6, 2.3 Hz,
 1H), 7.64 - 7.29 (m, 2H), 5.14 (dd, J= 13.2, 4.9 Hz, 2H), 4.35 (q, J= 7.5 Hz, 2
H), 3.00 - 2.79 (m, 1H), 2.60 (m, 1H), 2.35 (m, 1H), 2.05 - 1.92 (m, 1H), 1.08 (
t, J= 7.5 Hz, 3H)。MS (ESI) m/z C16H18N3O4 [M+H]

+の計算値: 316.3, 実測値: 316.8
。
【０２２６】
　実施例２
【化１３】

【０２２７】
４－アミノ－２－（２－オキソピペリジン－３－イル）イソインドリン－１，３－ジオン
（２８）
　３－アミノフタル酸（０．１００ｇ、０．５５２ｍｍｏｌ）のＤＭＦ（１．１ｍＬ）溶
液に３－アミノピペリジン－２－オン（０．０６３ｇ、０．５５２ｍｍｏｌ）を加え、反
応物を９０℃で１８時間撹拌した。揮発性物質を真空下で除去し、暗褐色の粗精製残渣を
逆相分取ＨＰＬＣで精製することにより所望の生成物２８をほぼ白色の粉末として得た（
０．０５０ｇ、３５％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 7.83 (s, 1H), 7.43 (dd, J= 8.3, 7.1 Hz, 1H), 7.07 - 6.
87 (m, 2H), 6.47 (br s, 2H), 4.49 (dd, J= 11.9, 6.3 Hz, 1H), 3.27 - 3.10 (m, 2H)
, 2.19 (dt, J= 12.0, 7.7 Hz, 1H), 2.05 - 1.72 (m, 3H)。MS (ESI) m/z C3H14N3O3 [M
+H]+の計算値: 260.3, 実測値: 260.9。
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　実施例３
【化１４】

【０２２９】
４－アミノ－２－（１－メチル－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）イソインドリ
ン－１，３－ジオン（２９）
　ＮａＯtＢｕ（０．０７４ｇ、０．７６９ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（０．８ｍＬ）溶液に
ポマリドマイド（０．１００ｇ、０．３６６ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（０．５ｍＬ＋洗液０
．５ｍＬ）溶液を滴下した。反応物を室温で１０分間撹拌した後、ヨウ化メチル（０．０
２５ｍＬ、０．４０３ｍｍｏｌ）を加えた。１８時間後、反応物に氷酢酸（０．１ｍＬ）
を加え、揮発性物質を真空下で除去し、暗褐色の粗精製残渣を逆相分取ＨＰＬＣで精製す
ることにより２９を淡黄色粉末として得た（０．０２ｇ、１９％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 7.46 (dd, J= 8.4, 7.0 Hz, 1H), 7.00 (dd, J= 7.6, 5.6 H
z, 2H), 6.53 (br s, 2H), 5.11 (dd, J= 13.2, 5.7 Hz, 1H), 2.97 - 2.83 (m, 1H), 2.
76 (s, 1H), 2.57 -2.51 (m, 1H), 2.06 - 1.91 (m, 1H)。MS (ESI) m/z C14H14N3O4 [M+
H]+の計算値: 288.3,実測値: 288.5。
【０２３０】
　実施例４
【化１５】

【０２３１】
（Ｓ）－４－アミノ－２－（６－オキソピペリジン－３－イル）イソインドリン－１，３
－ジオン（３０）
　３－アミノフタル酸塩酸塩（０．１４４ｇ、０．６６４ｍｍｏｌ）及び（Ｓ）－５－ア
ミノピペリジン－２－オン塩酸塩（０．１００ｇ、０．６６４ｍｍｏｌ）を乾燥ＤＭＦ（
２．２ｍＬ）に加えた混合物にトリエチルアミン（０．９３３ｍＬ、６．６４ｍｍｏｌ）
を加え、反応液を８０℃で１８時間加熱した。粗混合物に飽和ＮａＨＣＯ3水溶液（３０
ｍＬ）を加えるてクエンチし、ＤＣＭ（３×２０ｍＬ）で抽出した。有機相を合一し、Ｍ
ｇＳＯ4上で乾燥させ、濾過し濃縮した。粗精製残渣を逆相分取ＨＰＬＣで精製すること
により所望の生成物３０をほぼ白色の粉末として得た（０．０８ｇ、４７％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 7.56 (s, 1H), 7.42 (dd, J= 7.7, 7.7 Hz, 1H), 6.94 (m, 
2H), 6.48 (br s, 2H), 4.32 (m, 1H), 3.60 (app t, J= 11.3 Hz, 1H), 3.23 - 3.02 (m
, 1H), 2.62 - 2.42 (obsc m, 1H), 2.42 - 2.21 (m, 2H), 1.86 (m, 1H)。MS (ESI) m/z
 C13H14N3O3 [M+H]

+の計算値: 260.3, 実測値: 260.7。
【０２３２】
　実施例５
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【化１６】

【０２３３】
（Ｓ）－メチル２－（ベンジリデンアミノ）－６－（（（ベンジルオキシ）カルボニル）
アミノ）ヘキサノエート（２）の合成
　スターラーバーを備えた丸底フラスコ内でＮε－Ｚ－Ｌ－リジンメチルエステル塩酸塩
（１ｇ、３．０２２ｍｍｏｌ）及びＭｇＳＯ4（０．２５３ｇ、２．１ｍｍｏｌ）にＤＣ
Ｍ（４．３ｍＬ）を加えた。この懸濁液にトリエチルアミン（０．５ｍＬ、３．６３ｍｍ
ｏｌ）、次いでベンズアルデヒド（０．３ｍＬ、３．０２２ｍｍｏｌ）を１０分間かけて
加えた。反応物を室温で２０時間撹拌した後、濾過した。次いで固体をＤＣＭで洗浄した
。有機相をＭｇＳＯ4上で乾燥させ、濾過して濃縮することにより２を無色油として得た
（１ｇ，８７％）。これを更に精製することなく次の段階に用いた。
Rf = 0.68 (9:1 DCM:MeOH)。
【０２３４】
ベンジル（４－（３－（ベンジリデンアミノ）－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル
）ブチル）カルバメート（３）の合成
　２（４ｇ、１０．４ｍｍｏｌ）及びアクリルアミド（１．１１ｇ、１５．７ｍｍｏｌ）
のＴＨＦ（４０ｍＬ）溶液にカリウムｔｅｒｔ－ブトキシド（１．２３ｇ、１１．０ｍｍ
ｏｌ）を０℃で少量ずつ１５分間かけて加えた。３．５時間後、混合物の反応をＮＨ4Ｃ
ｌ水溶液でクエンチし、ＥｔＯＡｃで抽出した。有機相をＭｇＳＯ4上で乾燥させ、濾過
して濃縮し、３を得た（３．６ｇ、８２％）。これ以上の精製は行わなかった。
Rf = 0.33 (95:5 DCM:MeOH)。
【０２３５】
ベンジル（４－（３－アミノ－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバ
メート塩酸塩（４）の合成
　３（３．６ｇ、８．５４ｍｍｏｌ）のＴＨＦ（２１ｍＬ）溶液に４ＭのＨＣｌ水溶液を
０℃で少量ずつ加えた。混合物を室温に戻し、５時間撹拌した。反応中に形成した白色の
析出物を濾過してＴＨＦで洗浄した。再結晶を２回行うことにより４を白色固体として得
た（２．８８ｇ、９１．２％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) a 11.30 (s, 1H), 8.62 (br s, 3H), 7.46 - 7.15 (m, 5H), 4.
97 (m, 2H), 3.59 (m, 2H), 2.98 (m, 2H), 2.76 (m, 1H), 2.58 (m, 1H), 2.24 - 1.97 
(m, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.74 (m, 1H), 1.21 (m, 1H)。
【０２３６】
ベンジル（４－（３－（４－ニトロ－１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）－２
，６－ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（５）の合成
　４（０．３２６ｇ、０．８８１ｍｍｏｌ）、３－ニトロフタル酸無水物（０．２１１ｇ
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混合物に酢酸（４．０ｍＬ）を加え、得られた混合物を１３０℃で一夜撹拌した。２０時
間後、混合物を炭酸水素ナトリウムで慎重に中和し、ＤＣＭで抽出した。有機層をＭｇＳ
Ｏ4上で乾燥させ、濾過して濃縮した。フラッシュクロマトグラフィー（９５：５　ＤＣ
Ｍ：ＭｅＯＨ）で精製することにより５を白色固体として得た（０．２４１ｇ、５４％）
。
【０２３７】
ベンジル（４－（３－（４－アミノ－１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）－２
，６－ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（６）の合成
　アルゴン中、５（０．２４ｇ、０．４７２ｍｍｏｌ）のエタノール（１５ｍＬ）懸濁液
にラネーニッケル（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｒａｎｅｙ（登録商標）４２
００、Ｈ2Ｏ中スラリー）を加えた。次いで、水素バルーンを用いて混合物を水素で飽和
させた。１．５時間後、混合物にアルゴンをフラッシュし、ＥｔＯＨを用いて濾過して濃
縮した。フラッシュクロマトグラフィー（９５：５　ＤＣＭ：ＭｅＯＨ）で精製すること
により６を淡黄色固体として得た（０．１１２ｍｇ、４９％）。
Rf = 0.38 (95:5 DCM:MeOH)。

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.97 (s, 1H), 9.09 (s, 1H)
, 9.04 (s, 1H), 7.71 - 7.52 (m, 2H), 7.49 - 7.18 (m, 5H), 7.10 (m, 1H), 5.07 - 4
.85 (m, 2H), 2.96 (m, 2H), 2.55 (m, 2H), 2.44 (m, 1H), 2.22 (m, 2H), 2.02 (m, 1H
), 1.40 (m, 2H), 1.22 (m, 2H)。MS (ESI) m/z C25H27N4O6 [M+H]

+の計算値: 479.5, 実
測値: 479.9。
【０２３８】
４－アミノ－２－（３－（４－アミノブチル）－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル
）イソインドリン－１，３－ジオン塩酸塩（７）の合成
　アルゴン雰囲気中、２％ＨＣｌを含むエタノール（６０ｍＬ）に６（０．１１１ｇ、０
．２３２ｍｍｏｌ）を溶解した溶液に活性炭担持パラジウム（０．０２５ｇ）を加えた。
次いで、水素バルーンを用いて混合物を水素で飽和させた。４時間後、混合物にアルゴン
をフラッシュし、エタノール及びメタノールを用いて濾過した。分取ＨＰＬＣにより７を
淡黄色固体として得た（０．０５５ｇ、６９％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.31 (s, 1H), 7.52 - 7.34 (m, 1H), 6.94 (m, 2H), 6.53 
(br s, 2H), 2.74 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 2.65 (m, 1H), 2.63 - 2.56 (m, 1H), 2.54 (m,
 1H), 2.44 (m, 1H), 2.31 (m, 1H), 2.21 (m, 1H), 2.02 (m, 1H), 1.52 (m, 1H), 1.48
 - 1.38 (m, 1H), 1.26 (m, 2H)。MS (ESI) m/z C17H21N4O4 [M+H]

+の計算値: 345.4, 実
測値: 345.7。
【０２３９】
８（ポマリドマイドベースのアフィニティー試薬）の合成
　アフィゲル－１０（１５μｍｏｌ／ｍＬゲル、５０％スラリー）のイソプロパノール懸
濁液約２ｍＬをコニカルチューブに移し、遠心分離することによって沈渣（１．０４ｍＬ
）を得た。イソプロパノールを除去して、アフィゲル－１０をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）で
洗浄した。次いで、７（０．００２ｇ、０．００５２５ｍｍｏｌ）及びトリエチルアミン
（０．００７ｍＬ、０．０５２５ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（２．２ｍＬ）溶液を加え、得ら
れた混合物を密封してローテーターを用いて室温で転動させた。１６時間後、コニカルチ
ューブの遠心沈殿を行い、ＤＭＳＯ上清中の７の存在の有無をＬＣ－ＭＳで確認した。７
は観測されず、これに従い、混合物にトリエチルアミン（０．０１５ｍＬ、０．１０５ｍ
ｍｏｌ）及びエタノールアミン（０．００６ｍＬ、０．１０５０３ｍｍｏｌ）を加え、得
られた混合物をローテーターを用いて室温で転動させた。２０時間後、ＳＳ－０００７８
９６を遠心沈殿させ、溶媒を除去し、樹脂をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）及びイソプロパノー
ル（３×５ｍＬ）で洗浄し、－２０℃のイソプロパノール中で保管した。
【０２４０】
　実施例６
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【化１７】

【０２４１】
ベンジル（４－（３－（５－ニトロ－１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）－２
，６－ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（９）の合成
　４（０．４ｇ、１．０８ｍｍｏｌ）、４－ニトロフタル酸無水物（０．２５９ｇ、１．
３４ｍｍｏｌ）、及び酢酸ナトリウム（０．１２５ｇ、１．４５ｍｍｏｌ）の懸濁液に酢
酸（４ｍＬ）を加え、得られた混合物を１３０℃で撹拌した。６時間後、炭酸水素ナトリ
ウムで混合物の反応をクエンチし、ＤＣＭで抽出した。有機層をＭｇＳＯ4上で乾燥させ
、濃縮した。フラッシュクロマトグラフィー（９５：５　ＤＣＭ：ＭｅＯＨ）で精製する
ことにより９を得た（０．４５ｇ、８７％）。
Rf = 0.36 (95:5 DCM:MeOH)。

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.62 (par obsc s, 1H), 8.6
0 - 8.51 (par obsc m, 1H), 8.16 - 7.86 (m, 2H), 7.44 - 7.27 (m, 5H), 5.07 (m, 2H
), 3.23 (m, 3H), 2.93 - 2.49 (m, 3H), 2.46 - 2.23 (m, 1H), 2.14 (m, 1H), 1.79 - 
1.47 (m, 3H), 1.45 - 1.17 (m, 2H), 1.00 - 0.75 (m, 1H)。MS (ESI) m/z C25H25N4H8 
[M+H]+の計算値: 509.5, 実測値: 509.3。
【０２４２】
５－アミノ－２－（３－（４－アミノブチル）－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル
）イソインドリン－１，３－ジオン塩酸塩（１０）の合成
　アルゴン下、９のエタノール（５ｍＬ）懸濁液にラネーニッケル（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ
　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｒａｎｅｙ（登録商標）４２００、Ｈ2Ｏ中スラリー）を加えた。次
いで、水素バルーンを用いて混合物を水素で飽和させた。１２時間後、混合物にアルゴン
をフラッシュし、ＭｅＯＨを用いて濾過して濃縮した。分取ＨＰＬＣにより精製した後、
１ＭのＨＣｌ溶液から蒸発させることにより１０を得た（０．００６３ｍｇ、１５％）。
1H NMR (400 MHz, DMSOi) δ 8.22 (s, 2H), 7.31 (dd, J= 8.2, 2.1 Hz, 1H), 6.79 (d,
 J= 2.1 Hz, 1H), 6.74 (dd, J= 8.2, 2.1 Hz, 1H), 2.78 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 2.65 - 
2.40 (par obsc m, 2H), 2.40 - 2.25 (m, 1H), 2.17 - 1.89 (m, 2H), 1.60 - 1.41 (m,
 2H), 1.24 (d, J= 44.1 Hz, 3H)。MS (ESI) m/z C17H21N4O4 [M-Cl]

+ の計算値: 345.4,
 実測値: 345.6。
【０２４３】
１１（ＣＭＰＤ　３１ベースのアフィニティー試薬）の合成
　アフィゲル－１０（１５μｍｏｌ／ｍＬゲル、５０％スラリー）のイソプロパノール懸
濁液約５ｍＬをコニカルチューブに移し、遠心分離することによって沈渣（２．３ｍＬ）
を得た。イソプロパノールを除去してアフィゲル－１０をＤＭＳＯ（３回）で洗浄した。
次いで、１０（０．００４４ｇ、０．０１１５ｍｍｏｌ）及びトリエチルアミン（０．０
１６ｍＬ、０．１１５ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（５ｍＬ）溶液を加え、得られた混合物を密
封して、ローテーターを用いて室温で転動させた。１６時間後、コニカルチューブの遠心
沈殿を行い、ＤＭＳＯ上清中の１０の存在の有無をＬＣ－ＭＳで確認した。１０は観測さ
れなかったので、混合物にトリエチルアミン（０．０３２ｍＬ、０．２３ｍｍｏｌ）及び
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エタノールアミン（０．０１４ｍＬ、０．２３ｍｍｏｌ）を加え、得られた混合物をロー
テーターを用いて室温で転動させた。１６時間後、ＳＳ－０００８８０３を遠心沈殿させ
、溶媒を除去し、樹脂をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）及びイソプロパノール（３×５ｍＬ）で
洗浄し、－２０℃のイソプロパノール中で保管した。
【０２４４】
　実施例７
【化１８】

【０２４５】
ベンジル（４－（３－（１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）－２，６－ジオキ
ソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（１２）の合成
　４（０．１２ｇ、０．３２４ｍｍｏｌ）、無水フタル酸（０．０６０ｇ、０．４０１ｍ
ｍｏｌ）、及び酢酸ナトリウム（０．０３７ｇ、０．４３４ｍｍｏｌ）の懸濁液に酢酸（
１．５ｍＬ）を加え、得られた混合物を１３０℃で撹拌した。７時間後、混合物の反応を
炭酸水素ナトリウムで停止し、ＤＣＭで抽出した。有機層をＭｇＳＯ4で乾燥させ、濃縮
した。分取ＨＰＬＣで精製することにより１２を得た。
Rf = 0.32 (95:5 DCM:MeOH)。

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.05 - 7.64 (m, 5H), 7.44 
- 7.27 (m, 4H), 5.16 - 5.00 (m, 2H), 4.90 (m, 1H), 3.34 - 3.09 (m, 3H), 2.92 - 2
.77 (m, 1H), 2.77 - 2.45 (m, 3H), 2.36 - 2.18 (m, 1H), 2.17 - 1.99 (m, 1H), 1.38
 (d, J=6.8 Hz, 2H)。 MS (ESI) m/z C25H26N3O6 [M+H]

+ の計算値: 464.5, 実測値: 464
.3。
【０２４６】
２－（３－（４－アミノブチル）－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）イソインド
リン－１，３－ジオン塩酸塩（１３）の合成
　２％ＨＣｌを含むエタノール（６０ｍＬ）に１３（０．０２４ｇ、０．０５２ｍｍｏｌ
）を溶解した溶液に、アルゴン雰囲気中、活性炭担持パラジウム（０．００５ｇ）を加え
た。次いで、水素バルーンを用いて混合物を水素で飽和させた。２時間後、混合物にアル
ゴンをフラッシュし、エタノール及び水を用いて濾過した。分取ＨＰＬＣにより１３を得
た（０．０１８ｇ、９４％）。
1H NMR (400 MHz, D20) δ 8.38 (s, 2H), 7.92 - 7.64 (m, 4H), 3.10 - 2.87 (m, 2H),
 2.85 - 2.46 (m, 4H), 2.40 - 2.07 (m, 2H), 1.68 (dt, J= 15.2, 7.7 Hz, 2H), 1.57 
- 1.26 (m, 2H)。MS (ESI) m/z C17H20N3O4 [M-Cl]

+ の計算値: 330.4, 実測値: 330.6。
【０２４７】
１４（サリドマイドベースのアフィニティー試薬）の合成
　アフィゲル－１０（ゲル１５μｍｏｌ／ｍＬゲル、５０％スラリー）のイソプロパノー
ル懸濁液約８ｍＬをコニカルチューブに移し、遠心分離することによって沈渣（４．２ｍ
Ｌ、３当量）を得た。イソプロパノールを除去し、アフィゲル－１０をＤＭＳＯ（３×５
ｍＬ）で洗浄した。次いで、１３（０．００７８ｇ、０．０２１ｍｍｏｌ）及びトリエチ
ルアミン（０．０２９３ｍＬ、０．２１ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（９．０ｍＬ）溶液を加え
、得られた混合物を密封し、ローテーターを用いて室温で転動させた。１４時間後、コニ
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カルチューブの遠心沈殿を行い、ＤＭＳＯ上清中の１４の存在の有無をＬＣ－ＭＳで確認
した。１４は観測されなかったので、混合物にトリエチルアミン（０．０５８ｍＬ、０．
４２ｍｍｏｌ）及びエタノールアミン（０．０２５ｍＬ、０．４２ｍｍｏｌ）を加え、得
られた混合物をローテーターを用いて室温で転動させた。９時間後、ＳＳ－０００８８２
０を遠心沈殿させ、溶媒を除去して、樹脂をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）及びイソプロパノー
ル（３×５ｍＬ）で洗浄し、－２０℃のイソプロパノール中で保管した。
【０２４８】
　実施例８
【化１９】

【０２４９】
ベンジル（４－（３－（４－アセトアミド－１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル
）－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（１５）の合成
　無水酢酸（０．０９８ｍＬ、１．０４ｍｍoｌ）のピリジン（１ｍＬ）溶液に６（０．
０５ｇ、０．１０４ｍｍoｌ）を加え、混合物を７０℃で撹拌した。１２時間後、混合物
の反応を１％ＨＣｌ水溶液でクエンチし、ＤＣＭで抽出した。有機層をＭｇＳＯ4上で乾
燥させ、濃縮した。分取薄層クロマトグラフィー（１：１　ＥｔＯＡｃ：ヘキサン）によ
り１５を不純物を含む生成物として得た（０．０２ｇ、３７％）。これを次の反応に使用
した。
Rf = 0.16 (1:1 EtOAc:ヘキサン)。
【０２５０】
Ｎ－（２－（３－（４－アミノブチル）－２，６－ジオキソピペリジン－３－イル）－１
，３－ジオキソイソインドリン－４－イル）アセトアミド塩酸塩（１６）の合成
　２％ＨＣｌを含むエタノール（２．０ｍＬ）に１５（０．０２ｇ、０．０３８ｍｍｏｌ
）を溶解した溶液に、アルゴン雰囲気中、活性炭担持パラジウム（０．００４ｇ）を加え
た。次いで、水素バルーンを用いて混合物を水素で飽和させた。２時間後、混合物にアル
ゴンをフラッシュし、濾過して濃縮した。分取ＨＰＬＣにより１６を得た（０．００２ｇ
、１２％）。
1H NMR (400 MHz, D20) δ 8.37 (s, 2H), 8.16 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.76 (dd, J= 12.
9, 5.5 Hz, 1H), 7.60 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 2.95 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 2.73 (m, 3H), 
2.61 - 2.47 (m, 1H), 2.41 - 2.10 (m, 4H), 1.80 - 1.59 (m, 2H), 1.43 (d, J= 39.6 
Hz, 3H)。MS (ESI) m/z C19H23N405 [M-Cl]

+ の計算値: 387.4, 実測値: 387.7。
【０２５１】
１７（アシル化されたアフィニティー試薬）の合成
　アフィゲル－１０（１５μｍｏｌ／ｍＬゲル、５０％スラリー）のイソプロパノール懸
濁液約２ｍＬをコニカルチューブに移し、遠心分離することによって沈渣（０．９５ｍＬ
、３当量）を得た。イソプロパノールを除去して、アフィゲル－１０をＤＭＳＯ（３×５
ｍＬ）で洗浄した。次いで、１６（０．００２ｇ、０．００４７３ｍｍoｌ）及びトリエ
チルアミン（０．００７ｍＬ、０．０４７３ｍｍoｌ）のＤＭＳＯ（２．０ｍＬ）溶液を
加え、得られた混合物を密封し、ローテーターを用いて室温で転動させた。２０時間後、
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コニカルチューブの遠心沈殿を行い、ＤＭＳＯ上清中の１６の存在の有無をＬＣ－ＭＳで
確認した。１６は観測されず、これに従い、混合物にトリエチルアミン（０．０１３ｍＬ
、０．０９４６ｍｍoｌ）及びエタノールアミン（０．００６ｍＬ、０．０９４６ｍｍoｌ
）を加え、得られた混合物をローテーターを用いて室温で転動させた。１２時間後、ＳＳ
－０００８８２１を遠心沈殿させ、溶媒を除去して、樹脂をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）及び
イソプロパノール（３×５ｍＬ）で洗浄して、－２０℃のイソプロパノール中で保管した
。
【０２５２】
　実施例９
【化２０】

【０２５３】
メチル２－（ブロモメチル）－３－ニトロベンゾエート（１８）の合成
　メチル２－メチル－３－ニトロベンゾエート（５ｇ、２５．６ｍｍoｌ）の乾燥ＤＣＭ
（２０ｍＬ）溶液にＮＢＳ（４．５６ｇ、２５．６ｍｍoｌ）及びＡＩＢＮ（０．４２１
ｇ、２．５６ｍｍoｌ）を加え、混合物を６０℃で撹拌した。２０時間後、更にＡＩＢＮ
（０．４２ｇ）を加え、混合物の撹拌を６０℃で継続した。７２時間後、混合物を濾過し
て濃縮した。フラッシュクロマトグラフィー（１００％ヘキサン→１０％ＥｔＯＡＣ／ヘ
キサン）で精製することにより１８を淡黄色固体として得た（５．２ｇ、７４％）。
Rf = O.3(9:1 ヘキサン：酢酸エチル）。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.11 (dd, J= 7.9
, 1.4 Hz, 1H), 8.03 - 7.91 (m, 1H), 7.54 (dd, J= 8.0 Hz, 8.0 Hz, 1H), 5.24 - 5.0
3 (s, 2H), 4.08 - 3.88 (s, 3H)。MS (ESI) m/z C9H9BrNO4 [M+H]

+ の計算値: 275.1, 
実測値: 275.5。
【０２５４】
ベンジル（４－（３－（４－ニトロ－１－オキソイソインドリン－２－イル）－２，６－
ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（１９）の合成
　１８（０．２５ｇ、０．９１２ｍｍｏｌ）及び４（０．３３７ｇ、０．９１２ｍｍｏｌ
）をＤＭＦ（３．０ｍＬ）に加えた混合物を撹拌しながらトリエチルアミン（０．３２０
ｍＬ、２．２８ｍｍｏｌ）を加え、得られた混合物を１１４℃～１３０℃で撹拌した。１
８時間後、混合物を冷却し、濃縮した。フラッシュクロマトグラフィー（９５：５　ＤＣ
Ｍ：ＭｅＯＨ）で精製することにより１９を淡褐色の綿状固体として得た（０．２７ｇ、
６０％）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.99 (s, 1H), 8.45 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 8.08 (d, J= 7.
6 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.80 (dd, J= 7.8 Hz, 7.8 Hz, 1H), 7.44 - 7.19 (m, 5H), 
5.17 - 4.84 (m, 4H), 3.05 - 2.96 (m, 2H), 2.69 - 2.52 (m, 3H), 2.20 - 1.94 (m, 3
H), 1.35 (m, 4H)。MS (ESI) m/z C25H27N4O7 [M+H]

+ の計算値: 495.5, 実測値: 495.9
。
【０２５５】
ベンジル（４－（３－（４－アミノ－１－オキソイソインドリン－２－イル）－２，６－



(73) JP 5857043 B2 2016.2.10

10

20

30

ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）カルバメート（２０）の合成
　アルゴン中、１９（０．２６ｇ、０．５２６ｍｍｏｌ）のＥｔＯＨ：ＤＭＦ（２：１、
６ｍＬ）溶液にラネーニッケル（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｒａｎｅｙ（登
録商標）４２００、Ｈ2Ｏ中スラリー）を加えた。次いで、混合物を水素バルーンを用い
て水素で飽和させた。１６時間後、混合物を濾過することにより２０及び２１の混合物を
得た（ＬＣ－ＭＳにより判定）。混合物を更に精製することなく次の反応に使用した。
【０２５６】
３－（４－アミノ－１－オキソイソインドリン－２－イル）－３－（４－アミノブチル）
ピペリジン－２，６－ジオン塩酸塩（２１）の合成
　アルゴン中で、不純物を含む２０（０．１ｇ、０．２１５ｍｍｏｌ）のＥｔＯＨ／ＤＭ
Ｆ（２：１、３．５ｍＬ）溶液に活性炭担持パラジウム（２０重量％）を加えた。次いで
、混合物を水素バルーンを用いて水素で飽和させた。５時間後、混合物にアルゴンをフラ
ッシュし、濾過して濃縮した。分取ＨＰＬＣにより２１を得た（０．０１２ｍｇ、１６％
）。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.43 (s, 1H), 7.14 (dd, J= 7.6 Hz, 7.5 Hz, 1H), 6.87 -
 6.65 (m, 2H), 5.56 (s, 2H), 4.35 ((ABq, JAB = 17.6 Hz, ΔνAB = 15.4Hz, 2H), 2.
82 - 2.71 (m,2H), 2.67 - 2.56 (m, 2H), 2.56 - 2.40 (m, 2H), 2.09 - 1.93 (m, 2H),
 1.64 - 1.53 (m, 2H), 1.52 - 1.28 (m, 2H)。MS (ESI) m/z C17H23N4O3 [M+H]

+ の計算
値: 331.4, 実測値: 331.7。
【０２５７】
２２（レナリドミドベースのアフィニティー試薬）の合成
　アフィゲル－１０（１５μｍｏｌ／ｍＬゲル、５０％スラリー）のイソプロパノール懸
濁液約９ｍＬをコニカルチューブに移し、遠心分離することによって沈渣（６．６５ｍＬ
、３当量）を得た。イソプロパノールを除去し、アフィゲル－１０をＤＭＳＯ（３×５ｍ
Ｌ）で洗浄した。次いで、２１（０．０１１ｇ、０．０３３ｍｍｏｌ）及びトリエチルア
ミン（０．０４７ｍＬ、０．３３３ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（１０．０ｍＬ）溶液を加え、
得られた混合物を密封してローテーターを用いて室温で転動させた。２０時間後、コニカ
ルチューブの遠心沈殿を行い、ＤＭＳＯ上清中の２１の存在の有無をＬＣ－ＭＳで確認し
た。２１は観測されず、これに従い、混合物にトリエチルアミン（０．０９３ｍＬ、０．
６６６ｍｍｏｌ）及びエタノールアミン（０．０４０ｍＬ、０．６６６ｍｍｏｌ）を加え
、得られた混合物をローテーターを用いて室温で転動させた。１６時間後、ＳＳ－００１
７４７１を遠心沈殿させ、溶媒を除去し、樹脂をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）及びイソプロパ
ノール（３×５ｍＬ）で洗浄して、－２０℃のイソプロパノール中で保管した。
【０２５８】
　実施例１０
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【化２１】

【０２５９】
２，５－ジオキソピロリジン－１－イル　１－（９Ｈ－フルオレン－９－イル）－３－オ
キソ－２，７，１０，１３－テトラオキサ－４－アザヘキサデカン－１６－オエート（２
３）の合成
　アルゴン下、Ｆｍｏｃ－１２－アミノ－４，７，１０－トリオキサドデカン酸（０．２
ｇ、０．４５１ｍｍｏｌ）の乾燥ＴＨＦ（１１ｍＬ）溶液にＮ－ヒドロキシコハク酸イミ
ド（０．０６０ｇ、０．５１９ｍｍｏｌ）及びＮ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミ
ド（０．１０７ｇ、０．５１９１ｍｍｏｌ）を０℃で加えた。次いで、反応液を室温に戻
した。２０時間後、混合物を濃縮し、フラッシュクロマトグラフィー（９５：５　ＤＣＭ
：ＭｅＯＨ）で精製することにより、ある程度の不純物を含む２３を得た（０．１１６ｇ
、４８％）。２３を更に精製することなく次の反応段階に使用した。
Rf = 0.47 (95:5 DCM:MeOH)。
【０２６０】
Ｎ－（４－（３－（４－アミノ－１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）－２，６
－ジオキソピペリジン－３－イル）ブチル）－３－（２－（２－（２－アミノエトキシ）
エトキシ）エトキシ）プロパンアミド（２５）の合成
　アルゴン雰囲気中、２３（０．０１２ｇ、０．０２２ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（２ｍＬ）
溶液に７（０．０１１ｇ、０．０２８９ｍｍｏｌ）及びトリエチルアミン（０．０１ｍＬ
、０．０７１ｍｍｏｌ）を加え、混合物を室温で撹拌した。１６時間後、粗混合物を直接
分取ＨＰＬＣで精製することにより２５（０．００５ｇ、４２％）、２４（０．００１４
ｇ、８．２％）及び未反応の７（０．００３７ｇ、４８％）を得た。
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.39 (s, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.49 - 7.37 (m, 1H), 7.04 
- 6.82 (m, 2H), 6.53 (s, 2H), 3.59 - 3.36 (m, 11H), 3.03 - 2.93 (m, 2H), 2.84 - 
2.76 (m, 2H), 2.33 - 2.16 (m, 5H), 2.05 - 1.96 (m, 2H), 1.44 - 1.31 (m, 3H), 1.2
5 - 1.16 (m, 3H)。MS (ESI) m/z C26H38N5O8 [M+H]

+ の計算値: 548.6, 実測値: 548.5
。
【０２６１】
２６の合成（化合物のアフィゲルへの担持）
　アフィゲル－１０（１５μｍｏｌ／ｍＬゲル、５０％スラリー）のイソプロパノール懸
濁液約１ｍＬをコニカルチューブに移し、遠心分離することによって沈渣（０．７３ｍＬ
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、３当量）を得た。イソプロパノールを除去して、アフィゲル－１０をＤＭＳＯ（３×５
ｍＬ）で洗浄した。次いで、２５（０．００２ｇ、０．００３６５２３ｍｍｏｌ）及びト
リエチルアミン（０．００５ｍＬ、０．０３７ｍｍｏｌ）のＤＭＳＯ（１０．０ｍＬ）溶
液を加え、得られた混合物を密封してローテーターを用いて室温で転動させた。１６時間
後、コニカルチューブの遠心沈殿を行い、ＤＭＳＯ上清中の２５の存在の有無をＬＣ－Ｍ
Ｓで確認した。２５は観測されず、これに従い、混合物にトリエチルアミン（０．０１０
２ｍＬ、０．０７３ｍｍｏｌ）及びエタノールアミン（０．００４ｍＬ、０．０７３ｍｍ
ｏｌ）を加え、得られた混合物をローテーターを用いて室温で転動させた。２０時間後、
ＳＳ－００１７４３６を遠心沈殿させ、溶媒を除去し、樹脂をＤＭＳＯ（３×５ｍＬ）及
びイソプロパノール（３×５ｍＬ）で洗浄して、－２０℃のイソプロパノール中で保管し
た。
【０２６２】
実施例１１
ＩＬ－２産生アッセイ（図１及び図８を参照）
　本プロトコールは、９６ウェル形式においてＪｕｒｋａｔ及びＰＢＭＣによって産生さ
れたＩＬ－２の量を検出するための技法について説明する。本アッセイにより、レナリド
ミド、ポマリドマイド、全誘導体及びＣＭＰＤ３１阻害のＩＬ－２産生ＥＣ50値を計算し
た。
【０２６３】
細胞プレーティング及び化合物添加
　ＡＴＣＣ（クローンＥ６－１）から入手した対数増殖Ｊｕｒｋａｔ細胞又はＡｓｔａｒ
ｔｅから入手し凍結融解したヒトＰＢＭＣ（末梢血単核球、正常ドナー４１）を、１×１
０6細胞／ｍＬとなるよう１０％ＦＢＳ及び１％抗生物質／抗真菌薬溶液を含有するＲＰ
ＭＩ－１６４０培地に再懸濁した。各ウェル１×１０5細胞／１００μＬとなるように、
９６ウェル抗ＣＤ３プレート（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、カタログ番号＃３５
４７２５）の各ウェルに細胞を蒔いた。カラム１及び１２に対照を加えたが、８連のウェ
ルにおける０．１％ＤＭＳＯは、陰性又は０％ＩＬ－２産生対照であり、８連のウェルに
おける０．１μｇ／ｍＬ抗ＣＤ２８抗体（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、カタログ
＃５５５７２５）は、陽性又は１００％ＩＬ－２産生対照であった。
【０２６４】
　９６ウェルＵ字底プレートのカラム２～１１において、Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸ液体ハンド
ラーを用いて化合物を１００％ＤＭＳＯにおいて３倍に系列希釈し、２つの１０ポイント
用量曲線を作成した。化合物の出発濃度は１０ｍＭであった。２μＬの化合物用量曲線を
含む娘（ｄａｕｇｈｔｅｒ）プレートをスタンプし、－８０℃で保存した。
【０２６５】
　化合物娘プレートをＲＰＭＩ－１６４０培地（２００μＬ）に１０×ストックとして再
懸濁し、次に、この１０×ストック（２０μＬ）を各抗ＣＤ３抗体アッセイプレートウェ
ルに加え、完全培地（８０μＬ）を添加することにより最終体積２００μＬとした。ＣＭ
ＰＤ３１　ＩＬ－２阻害アッセイ用に、ＲＰＭＩ－１６４０培地に溶解したＣＭＰＤ３１
の１０×ストック（１００μＭ）を調製し、全濃度のレナリドミド及びポマリドマイドの
各アッセイウェルが最終濃度１０μＭとなるよう希釈した。１８時間３７℃で５％ＣＯ2

にてアッセイプレートをインキュベートした。産生されたＩＬ－２の量をＥＬＩＳＡアッ
セイにより決定したが、これは、メーカーの説明書に従い、２通り、即ち標準ＥＬＩＳＡ
（酵素結合免疫吸着測定法）プロトコール方法（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）又
はＡｌｐｈａＬＩＳＡプロトコール（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）のうちいずれか一方の
方法で行った。
【０２６６】
ＩＬ－２検出
　簡潔に述べると、標準ＥＬＩＳＡでは、化合物処理したアッセイプレートから得た上清
（１００μＬ）を、希釈液（５０μＬ）と共に各ＩＬ－２検出ＥＬＩＳＡプレートウェル
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に加え、プレートを２時間、室温にてインキュベートした。プレートを振って軽く叩いて
水切りする操作にて、各プレートを洗浄バッファー（１００μＬ）で５回洗浄した。調製
した作業検出用溶液（１００μＬ）を各ウェルに添加した。ＥＬＩＳＡプレートを１時間
室温にてインキュベートし、続いて上述の通りに７回洗浄し、次に、ＴＭＢ一段階基質試
薬（１００μＬ）を各ウェルに添加した。次に、ＥＬＩＳＡプレートを３０分間、室温に
てインキュベートし、その後停止溶液（５０μＬ）を各ウェルに添加した。停止溶液添加
後１０分間以内に、Ｖｉｃｔｏｒ3プレートリーダーにおいて４５０ｎｍで比色検出を行
った。
【０２６７】
　簡潔に述べると、ＡｌｐｈａＬＩＳＡプロトコールでは、化合物処理したアッセイプレ
ートから得た上清（５μＬ）を、９６ウェルの半分の領域の検出プレートに添加し、続い
て２．５×ＭＩＸ（２０μＬ）をウェルに添加した。最終濃度１０μＬ／ｍＬとなるよう
ＡｌｐｈａＬＩＳＡ抗ＩＬ－２アクセプタービーズをウェルに添加し、最終濃度１ｎＭと
なるようビオチン化抗ＩＬ－２抗体を添加した。検出プレートを６０分間、２３℃でイン
キュベートし、４０Ａｇ／ｍＬ最終濃度となるよう２×ＳＡ－ドナービーズ（２５μＬ）
を添加した。検出プレートを３０分間、２３℃の暗所でインキュベートした。Ｂｉｏｔｅ
ｋ　Ｓｙｎ４－ａｌｐｈａプレートリーダーを用いて、励起６８０ｎｍ及び発光５７０ｎ
ｍにより検出を行った。
【０２６８】
　プレート内対照に対しデータを標準化した。０．１％ＤＭＳＯは０％ＩＬ－２産生を表
し、０．１μｇ／ｍＬ抗ＣＤ２８抗体は１００％ＩＬ－２産生を表す。Ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｂａｓｅバージョン７．０ソフトウェア（ＩＤＢＳ）又はＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ
５ソフトウェアにおいて、Ｓ字形用量反応（勾配変化のある法面）による基礎非線形回帰
を用いてＥＣ50値の用量曲線解析を行った。
【０２６９】
実施例１２
増殖阻害アッセイ（図１及び図８を参照）
【０２７０】
　本プロトコールは、９６ウェル形式において増殖阻害アッセイを行うための技法につい
て説明する。本アッセイを用いて、レナリドミド、ポマリドマイド、全誘導体及びＣＭＰ
Ｄ３１阻害の増殖阻害ＩＣ50値を計算した。
【０２７１】
細胞培養及び細胞プレーティング
　細胞株Ｊｕｒｋａｔ、ＮＣＩ－Ｈ９２９及びＪｅＫｏ－１は、ＡＴＣＣから入手し、ベ
ンダー指定の培地要件により維持した。９６ウェルプレートにおいて、アッセイ増殖培地
（ＲＰＭＩ－１６４０、１０％ＦＢＳ、１％ｐｅｎ－ｓｔｒｅｐ）（９０μＬ）中にウェ
ル当たり３，７５０細胞（Ｊｅｋｏ－１、ＨＳ－Ｓｕｌｔａｎ）又はウェル当たり５，０
００細胞（ＮＣＩ－Ｈ９２９）となるよう細胞を蒔いた。プレート内の細胞を室温で１時
間インキュベートし、続いて３７℃、５％ＣＯ2加湿空気に設定したインキュベーターに
移し一晩置いた。
【０２７２】
化合物プレート作製
　９６ウェルＵ字底プレートのカラム２～１１において、Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸ液体ハンド
ラーを用いて化合物を１００％ＤＭＳＯにおいて３倍に系列希釈し、２つの１０ポイント
用量曲線を作成した。化合物の出発濃度は、１０ｍＭであった。２μＬの化合物用量曲線
を含む娘プレートをスタンプし、－８０℃で保存した。カラム１及び１２の列Ａ、Ｂ、Ｅ
及びＦに１００％ＤＭＳＯ（２μＬ）を、列Ｃ、Ｄ、Ｇ及びＨに１０ｍＭドキソルビシン
（２μＬ）をスタンプすることにより、対照プレートを作製した。ＤＭＳＯ及びドキソル
ビシンは、それぞれ１００％及び０％増殖のプレーティング対照として用いた。
【０２７３】
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化合物添加、アッセイ検出及び解析
　化合物及び対照娘プレートをアッセイ増殖培地（２００μＬ）で１００倍希釈し、続い
て最終的に９６ウェル細胞プレートへと更に１０倍希釈した。全ウェルに対し０．１％Ｄ
ＭＳＯにおける１０００倍の最終希釈となる。ＣＭＰＤ３１増殖阻害アッセイのため、Ｒ
ＰＭＩ－１６４０培地におけるＣＭＰＤ３１の１０×ストック（１００μＭ）を調製し、
全濃度のレナリドミド及びポマリドマイドのアッセイウェルで最終濃度１０μＭとなるよ
う希釈した。化合物で処理したプレートを１２０時間、３７℃、５％ＣＯ2にてインキュ
ベートし、続いてＣｅｌｌ　Ｔｉｔｅｒ　Ｂｌｕｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｏｎ）（１０μＬ）を各ウェルに添加した。プレートを２時間、３７℃、５％ＣＯ2に
てインキュベートし、次にＰｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｖｉｃｔｏｒ3Ｖプレートリーダ
ーにおいて、励起５６０ｎｍ、発光５９０ｎｍでプレートを読み取った。プレート内対照
に対しデータを標準化した。０．１％ＤＭＳＯは、１００％増殖を表すよう用い、１０μ
Ｍドキソルビシンは、０％増殖を表すよう用いた。ＡｃｔｉｖｉｔｙＢａｓｅバージョン
７．０ソフトウェア（ＩＤＢＳ）においてＳ字形用量反応（勾配変化のある法面）による
基礎非線形回帰を用いて、ＩＣ50値の用量曲線解析を行った。
【０２７４】
実施例１３
標準小分子アフィニティクロマトグラフィーによる標的の発見（図２～５及び図７を参照
）
【０２７５】
　バッファーＢ（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５、５％グリセロール、１．５ｍＭ　
ＭｇＣｌ2、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　Ｎａ3ＶＯ4、２５ｍＭ　ＮａＦ、０．４％
ノニデットＰ－４０、１ｍＭ　ＤＴＴ及び１０～２５ｍＬのバッファーＢにつき１個のコ
ンプリート・ミニＥＤＴＡフリープロテアーゼ阻害剤錠剤）（２ｍＬ）に溶解することに
より、プルダウン試料当たり２×１０8個のＪｅｋｏ－１、Ｊｕｒｋａｔ若しくはＨＳ－
Ｓｕｌｔａｎ細胞又は５×１０7個のＨｅＬａ　Ｓ３細胞から細胞ライセートを調製した
。ライセートを氷上で３０分間インキュベートし、続いて液体Ｎ2及び３７℃ウォーター
バスを用いて、ポリプロピレンチューブにおいて２回の凍結融解を行った。試料を１８０
０ｒｐｍで５分間、４℃にて遠心分離した。上清を５５，０００ｒｐｍで１時間、４℃に
て超遠心した。上清を収集し、対照アフィゲル試薬（アフィゲル－エタノールアミン又は
アフィゲル－ＰＥＧリンカー）（１０μＬ）と共にローテーターにおいて３０分間４℃で
インキュベートすることによりプレクリア（ｐｒｅ－ｃｌｅａｒｅｄ）した。プレクリア
したライセートを氷上の９０μｍ孔径フリットを備えるＭｏｂｉｃｏｌ　１ｍＬカラムに
移し、０．１ｒｃｆで１０秒間遠心分離して、ライセートからアフィゲルビーズを分離し
た。プレクリアしたライセート及び過剰なポマリドマイドによるインキュベーションは、
２０倍過剰の競合物質濃度（５００μＭ最終濃度）にて、ローテーターにおいて３０分間
４℃で行った。続いて、対照又はポマリドマイドベースのアフィゲル試薬（１０μＬ）を
各試料に添加し、プルダウンを１時間４℃で行った。９０μｍ孔径フリットを備えるＭｏ
ｂｉｃｏｌ　１ｍＬカラムにライセート及びアフィゲル試薬を移し、アフィゲルビーズを
バッファーＢ（８００μＬ）で３回、バッファーＡ（０．４％ノニデットＰ－４０を含ま
ないバッファーＢ）（８００μＬ）で２回洗浄した。カラムを３０秒間０．１ｒｃｆで遠
心分離して、残留洗浄バッファーを完全に除去し、次に下側の栓を閉じた。カラムを１．
５ｍＬ低結合エッペンドルフチューブ内に置き、１０ｍＭ　ＤＴＴを含む４０μＬの２×
ＳＤＳサンプルバッファーにおいて５０℃で３０分間加熱し、結合したタンパク質をアフ
ィゲル試薬から溶出させた。次に、カラムを開け、１６００ｒｐｍで１５秒間遠心分離す
ることにより、溶離液を低結合エッペンドルフチューブに収集した。試料を４～１２％Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥゲルにアプライして分離し、次に銀染色（ＳｉｌｖｅｒＱｕｅｓｔキット
、インビトロジェン、カリフォルニア州カールズバッド）した。過剰のアクチミド競合物
質と競合するが、ＤＭＳＯとは競合しないバンドを切り出し、Bｅｔｈ　Ｉｓｒａｅｌ　
Ｄｅａｃｏｎｅｓｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔ
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ｒｙ　Ｃｏｒｅ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（マサチューセッツ州ボストン）においてＬＣ／ＭＳ
／ＭＳ解析により同定を行った。
【０２７６】
実施例１４
過剰発現ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢに対するアフィゲル結合（図３～５を参照）
　Ｃ末端Ｍｙｃ－ＤＤＫタグ付きＰＲＰＫ及びＣ末端Ｍｙｃ－ＤＤＫタグ付きＴＰＲＫＢ
タンパク質を、メーカーのプロトコール（Ｒｏｃｈｅ、インディアナ州インディアナポリ
ス）に従ってＦｕＧＥＮＥ－６トランスフェクション試薬を用いて、ＨＥＫ－２９３ＦＴ
細胞においてｃＤＮＡ（Ｏｒｉｇｅｎｅ、メリーランド州ロックビルから入手）から一過
性に過剰発現させた。トランスフェクションの１日前に、ｐ１００ディッシュ１枚につき
２．５×１０6個のＨＥＫ－２９３ＦＴ細胞を蒔いた。トランスフェクション４８時間後
に、試料毎にｐ１００ディッシュ１枚当たり１～２ｍＬのバッファーＢにおいて細胞を溶
解させた。活性（ポマリドマイドベース）又は不活性（ＣＭＰＤ３１ベース、サリドマイ
ドベース又はアシル化）アフィニティー試薬による標準小分子アフィニティクロマトグラ
フィーのため、上述の通りにプルダウンを行った。銀染色及び抗ＤＤＫ（抗ＤＤＫモノク
ローナル抗体、Ｏｒｉｇｅｎｅ）ウエスタンブロットにより、各アフィニティー試薬によ
って捕捉されたＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢの量を決定した。種々の化合物及び誘導体（ポマ
リドマイド、レナリドミド、サリドマイド、ＣＭＰＤ３１、ＣＭＰＤ３０、ＣＭＰＤ２９
）を用いた競合実験も行った。
【０２７７】
実施例１５
Ｊｕｒｋａｔ細胞におけるＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢの過剰発現（図６を参照）
　Ｃ末端Ｍｙｃ－ＤＤＫタグ付きＰＲＰＫ及びＣ末端Ｍｙｃ－ＤＤＫタグ付きＴＰＲＫＢ
タンパク質を、ＦｕＧＥＮＥ－６トランスフェクション試薬（Ｒｏｃｈｅ）を用いてＪｕ
ｒｋａｔ細胞において一過性に過剰発現させた。ＰＲＰＫ及びＴＰＲＫＢ　ｃＤＮＡを用
いて、各ｃＤＮＡ単独で又は組み合わせて（ＰＲＰＫ＋ＴＰＲＫＢ同時発現）５百万個の
Ｊｕｒｋａｔ細胞をトランスフェクトした。トランスフェクション４８時間後に、ＲＩＰ
Ａバッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％
ノニデットＰ－４０、０．５％デオキシコール酸ナトリウム、０．１％ＳＤＳ、５ｍＭ　
ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ並びに１０ｍＬのＲＩＰＡバッファーにつき１個のコンプリ
ート・ミニ・プロテアーゼ阻害剤及び１個のＰｈｏｓＳＴＯＰホスファターゼ阻害剤錠剤
）（２００μＬ）において溶解させた後、発現レベルをアッセイした。ＤＣタンパク質ア
ッセイ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、カリフォルニア州ハーキュリーズ）を用いてタンパク質レベル
を評価し、３０μｇのライセートを４～１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで分離した後、抗Ｍ
ｙｃタグ抗体（７ＩＤ１０、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、マ
サチューセッツ州ダンバーズ）又は抗ビンキュリンローディング対照（ｈＶＩＮ－１、Ｓ
ｉｇｍａ、ミズーリ州セントルイス）によるウエスタンブロットを行った。
【０２７８】
実施例１６
ＳＩＬＡＣに基づく定量的アフィニティクロマトグラフィー（図７を参照）
　細胞を標識し、既に公開されているプロトコール（Ｏｎｇ　Ｓ及びＭａｎｎ　Ｍ、２０
０６年、ネイチャー・プロトコルス；オンＳら、２００９年、ＰＮＡＳ）に従って実験を
行った。簡潔に述べると、Ｌ－アルギニン（Ｓｉｇｍａ、ミズーリ州セントルイス）、１
０％透析済ＦＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カリフォルニア州カールズバッド）及び１％
ペニシリン－ストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を補充したＳＩＬＡＣ　ＲＰ
ＭＩ－１６４０培地（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、マサチュー
セッツ州ウォルサム）において、「軽」アミノ酸（Ｌ－リジン、Ｓｉｇｍａ、ミズーリ州
セントルイス）又は「重」アミノ酸（Ｌ－リジン－13Ｃ6、

15Ｎ2、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　
Ｉｓｏｔｏｐｅ、マサチューセッツ州アンドーバー）でＪｅｋｏ－１細胞を標識した。Ｔ
２２５フラスコから得た８０～９０％集密度のＪｅｋｏ－１細胞をスピンダウンし、ＰＢ
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Ｓで２回洗浄し、軽又は重ＳＩＬＡＣ培地へと１：１０で播種した。細胞を少なくとも２
回継代培養し、ＳＩＬＡＣ培地において少なくとも５回細胞倍加する間増殖させた。最終
増殖段階において、プルダウン実験に十分な量の細胞を得るため、１Ｌ細胞培養バッグ（
Ｌａｍｐｉｒｅ、ペンシルベニア州パイパースビル）に細胞を播種した。アフィニティク
ロマトグラフィーのため、バッファーＢ（４ｍＬ）に溶解することにより、プルダウン試
料当たり１×１０9個の軽又は重Ｊｅｋｏ－１細胞から細胞ライセートを調製した。標準
小分子アフィニティクロマトグラフィーのため、次の修正を加えつつ上述の通りにプルダ
ウンを行った。試料毎に２５μＬの対照アフィゲル－ＰＥＧリンカーを用いて、ライセー
トを４５分間プレクリアした。１６倍過剰なポマリドマイド又はＣＭＰＤ３１を軽ライセ
ートに加え、ＤＭＳＯを重ライセートに加えることにより競合を行った。ポマリドマイド
に基づくアフィゲル試薬（２５μＬ）によりプルダウンを行った。プルダウン後、軽及び
重試料を別々にバッファーＢ（８００μＬ）で１回洗浄し、次に軽及び重試料をプールし
、Ｍｏｂｉｃｏｌカラムに加え、バッファーＢ（８００μＬ）で３回、バッファーＡ（８
００μＬ）で３回洗浄した。１０ｍＭ　ＤＴＴを含む４×ＳＤＳサンプルバッファー（３
０μＬ）において試料を溶出させた。Ｓｔｅｖｅ　Ｇｙｇｉ博士とＴａｐｌｉｎ　Ｍａｓ
ｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（ハーバード大学医学部、マサチュー
セッツ州ボストン）のメンバーにより、ＳＩＬＡＣ質量分析及びデータ解析が行われた。
【０２７９】
実施例１７
ナチュラルキラー細胞アッセイ（図９を参照）
　免疫調節剤によるＰＢＭＣの処理。初期処理当日において、健常なドナー由来の凍結保
存した末梢血単核球（ＰＢＭＣ；Ａｓｔａｒｔｅ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ）を、１０％ウシ
胎仔血清、１％ペニシリン－ストレプトマイシン及び２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファーを
含有するＲＰＭＩ－１６４０（完全培地）において３７℃で解凍した。ＰＢＭＣを１００
０ｒｐｍで２回遠心分離して、残渣ＤＭＳＯ及びデブリを除去し、血球計算器において計
数した。完全培地１ｍＬ当たり最終細胞密度１×１０6細胞の細胞を用いた。最終濃度１
μｇ／ｍＬの可溶性抗ＣＤ３抗体（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ、クローンＵＣＨＴ１）
によりＰＢＭＣを刺激し、種々の濃度のレナリドミド又はポマリドマイド有り又は無しの
９６ウェル丸底プレートへと加えて７２時間、３７℃、５％ＣＯ2下に置いた（最終ＤＭ
ＳＯ濃度≦０．２％）。陽性対照ＰＢＭＣは、抗ＣＤ３抗体無しで最終濃度１２０ＩＵ／
ｍＬのＩＬ－２（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）により刺激した。
【０２８０】
　ＮＫ溶解活性評価のためのＤＥＬＦＩＡアッセイ。処理７２時間後、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒ製ＤＥＬＦＩＡ細胞毒性アッセイを用いてメーカーの説明書に従って、ＮＫ細胞
の溶解活性をアッセイした。即ち、Ｋ５６２細胞を完全培地において増殖させた。対数期
において、細胞を２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳを含有するＰＢＳで１回洗浄した。Ｋ５６２細胞
を１０％ウシ胎仔血清及び１％ペニシリン－ストレプトマイシンを含有するＤＭＥＭに再
懸濁し、ヘマトサイトメーターで計数し、１ｍＬ当たり１×１０6細胞となるよう希釈し
た。５０ｍＬコニカルチューブにおいて、Ｋ５６２細胞（５ｍＬ）にＢＡＴＤＡリガンド
（５μＬ）を添加した。１０分間３７℃のインキュベーションの後、２０ｍＭ　ＨＥＰＥ
Ｓ及び２．５ｍＭプロベネシドを含有するＰＢＳにおいて細胞を３回洗浄して、ＢＡＴＤ
Ａリガンド流出を阻害した。２．５ｍＭプロベネシドを含有する完全培地にＫ５６２細胞
を再懸濁し、最終密度１ｍＬ当たり５×１０4細胞となるよう希釈した。ＰＢＭＣエフェ
クター細胞とＫ５６２標的細胞を混合する前に、ＰＢＭＣの入ったプレートをスピンダウ
ンし、最終容量５０μＬの新鮮な完全培地に再懸濁した。次にＰＢＭＣを別個の９６ウェ
ル丸底プレートに移し、そこにＫ５６２細胞（５０μＬ）（ウェル当たり２５００細胞）
を加えた（エフェクター対標的比、およそ８：１）。アッセイプレートを５分間１０００
ｒｐｍで遠心分離して、ＮＫ－Ｋ５６２コンジュゲーションを高め、３７℃でインキュベ
ートした。インキュベーション２時間後、上清（２０μＬ）を除去し、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒマイクロ滴定プレートへと移した。上清にユーロピウム溶液（２００μＬ）を加
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え、プレートをＷａｌｌａｃ　Ｖｉｃｔｏｒマイクロプレートリーダーに置いた。１５分
間の高速円軌道振盪の後、時間分解蛍光（励起３４０ｎｍ、発光６１５ｎｍ；遅延４００
μ秒；計数ウインドウ４００μ秒、サイクル１０００μ秒）を用いてプレートを読み取っ
た。未加工の計数値を未処理ＤＭＳＯ対照（基礎ＮＫ活性、０％）及びＩＬ－２（最大Ｎ
Ｋ活性、１００％）のパーセントとして標準化した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ５ソ
フトウェアにおいて、Ｓ字形用量反応（勾配変化のある法面）による基礎非線形回帰を用
いてＥＣ50値の用量曲線解析を行った。
【０２８１】
実施例１８
免疫シナプスアッセイ
　細胞染色及び処理。対数増殖しているＡＴＣＣ（クローンＥ６－１）のＪｕｒｋａｔ細
胞及びＡＴＣＣのＲＡＭＯＳ細胞を、１％抗生物質／抗真菌薬溶液を含有し血清を含有し
ないＲＰＭＩ－１６４０培地において１×１０6細胞／ｍＬになるよう再懸濁する。更に
、未染色対照とするために、細胞の一定分量を１０％ＦＢＳ及び１％抗生物質／抗真菌薬
溶液を含有するＲＰＭＩ－１６４０培地に１×１０6細胞／ｍＬになるよう再懸濁する。
細胞１ｍＬ当たり５μＬの色素を加えることにより、Ｖｙｂｒａｎｔ（商標）マルチカラ
ー細胞標識キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の色素ＤＩＯでＲＡＭＯＳ細胞を染色する。
Ｖｙｂｒａｎｔ（商標）マルチカラー細胞標識キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の色素Ｄ
ＩＬでＪｕｒｋａｔ細胞を染色する。１０分間、３７℃、５％ＣＯ2にて細胞を染色する
。染色後、１０％ＦＢＳ及び１％抗生物質／抗真菌薬溶液を含有する等容量のＲＰＭＩ－
１６４０培地並びに細胞を５分間、１０００ｒｐｍで遠心分離して沈殿させる。培地を吸
引除去し、ペレットを１×１０6細胞／ｍＬとなるよう再懸濁することにより、細胞を１
回洗浄する。培地を吸引し、細胞を１×１０6細胞／ｍＬとなるよう再懸濁し、少量を用
いて細胞を再計数し、５分間、１０００ｒｐｍで再度遠心分離して細胞を沈殿させる。新
たな細胞計数に基づき１×１０6細胞／ｍＬとなるようペレットを再懸濁し、使用するま
で３７℃、５％ＣＯ2にてインキュベートする。その後、４００μＬの各細胞型を取り出
し、微量遠心分離チューブに置き、固定して染色対照として用いるまで３７℃、５％ＣＯ

2にてインキュベートする。
【０２８２】
　試料毎に４００μＬの染色ＲＡＭＯＳ細胞を微量遠心分離チューブに加える。試料を対
象化合物で数時間、３７℃、５％ＣＯ2にて処理する。処理後、染色Ｊｕｒｋａｔ細胞（
４００μＬ）を微量遠心分離チューブに加え、５００ｒｐｍで５分間、室温にて遠心分離
する。遠心分離後、上清（４００μＬ）を微量遠心分離チューブから除去し、３７℃、５
％ＣＯ2にて３０分間インキュベートする。コンジュゲーションの直後、ＰＢＳに溶解し
た４％パラホルムアルデヒド溶液（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ）（４００μ
Ｌ）を加えることにより、試料を１５分間室温にて固定する。
【０２８３】
　陽性対照として、細胞を２μｇ／ｍＬ　ＳＥＥで１時間処理し、Ｊｕｒｋａｔ細胞と３
０分間コンジュゲートさせる。陰性対照として、ＲＡＭＯＳ細胞を単独で１時間インキュ
ベートし、続いてＪｕｒｋａｔ細胞と３０分間コンジュゲートさせる。追加的な対照は、
ＦＡＣＳ装置最適化のための未染色ＲＡＭＯＳ及びＪｕｒｋａｔ細胞並びに染色ＲＡＭＯ
Ｓ及びＪｕｒｋａｔ細胞を含む。
【０２８４】
　ＦＡＣＳ解析。本データ取得プロトコールは、ＢＤ　ＦａｃｓＣａｌｉｂｕｒフローサ
イトメーターの使用に対し最適化されている。フローサイトメーターは、個々に染色した
対照チューブを用いて、ＰＭＴ検出器における蛍光キャリーオーバーに対し適宜補正する
必要がある。ＤＩＯは、ＦＬ－１チャネルにおいて検出され、ＤＩＬは、ＦＬ－２チャネ
ルにおいて検出される。流速が毎秒５００イベントを超えなければ、試料毎に少なくとも
１０，０００イベントが取得される。
【０２８５】
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等価物及び範囲
　以上、本発明の特定の非限定的な好ましい実施形態について説明した。当業者であれば
、通常の実験を行うだけで、本明細書に記載の本発明の具体的な実施形態に対する多くの
等価物を認識し、又は確認することができるであろう。当業者であれば、添付の請求項で
定義された本発明の精神又は範囲を逸脱することなく、本記載に対する種々の変更や改変
を行うことができることは理解されよう。
【０２８６】
　請求項において「a」や「an」、「the」等の冠詞は、そうではないと示されない限り、
又は文脈から明らかではない限り、一又は一を超えることを意味し得る。ある群の１以上
のメンバー間に「or」を含む請求項又は記載は、そうではないと示されない限り、又は文
脈から明らかではない限り、該群の一メンバー、一を超えるメンバー又は全メンバーが所
定の生成物又はプロセスに存在し、用いられ、又は関連することを満たすと考えられる。
本発明は、正確に群の一メンバーが所定の生成物又はプロセスに存在し、用いられ、又は
関連する実施形態を包含する。また、本発明は、群の２以上のメンバー又は全メンバーが
所定の生成物又はプロセスに存在し、用いられ、又は関連する実施形態も包含する。更に
、本発明が、１以上の請求項又は明細書の関連部分由来の１以上の限定、要素、条項、説
明用語等が他の請求項に導入されている全ての変形、組み合わせ、及び並べ替えを包含す
ることは理解されたい。例えば、他の請求項に従属する請求項は、同じ基本請求項に従属
する他の請求項の中に見出される１以上の限定を含むように改変することができる。更に
、請求項が組成物を記載している場合、特に明記されない限り、又は矛盾や不一致が生じ
ることが当業者に明らかでない限り、本明細書に開示の目的のいずれかのために組成物を
用いる方法が包含され、本明細書に開示の製造方法又は当該技術分野で公知の他の方法の
いずれかに従って組成物を製造する方法が包含されることは理解されたい。例えば、本明
細書に記載又は当該技術分野で公知の位置のいずれか、及び／又は該記載又は公知の原因
のいずれかによる接着の発生、進行及び／又は再発を阻害するために、本発明の組成物の
いずれかを用いることができることは理解されたい。また、本明細書に記載又は当該技術
分野で公知の位置のいずれか、及び／又は該記載又は公知の原因のいずれかによる接着の
発生、進行及び／又は再発を阻害するために、本明細書に開示の組成物調製方法に従って
製造された組成物のいずれかを用いることができることも理解されたい。更に、本発明は
、本明細書に開示の組成物調製方法のいずれかに従って製造された組成物を包含する。
【０２８７】
　要素がリストとして、例えば、マーカッシュ群の形式で表される場合、要素の各下位群
も開示され、任意の要素が群から除去可能であることは理解されたい。「含む（ｃｏｍｐ
ｒｉｓｉｎｇ）」という用語はオープンであるものとし、追加の要素又は段階を包含する
ことが可能なことにも留意されたい。一般に、本発明又は本発明の様相が特定の要素、特
徴、段階等を含むと言及された場合、本発明の特定の実施形態又は様相は、そのような要
素、特徴、段階等からなるか、又は本質的にそれらからなることも理解されたい。簡潔に
するため、このような実施形態は本明細書にその通りの言葉で具体的には記載されなかっ
た。従って、１以上の要素、特徴、段階等を含む本発明の各実施形態においては、本発明
は、このような要素、特徴、段階等からなるか、又は本質的にそれらからなる実施形態も
提供する。
【０２８８】
　範囲が与えられている場合、終点は含まれる。更に、特に明記されない限り、又は文脈
及び／又は当業者の理解から明らかでない限り、範囲として表される値は、本発明の異な
る実施形態に記載の範囲内の任意の具体的な値を、文脈で特に明記されない限り、該範囲
の下限の単位の１／１０まで想定可能であることは理解されたい。特に明記されない限り
、又は文脈及び／又は当業者の理解から明らかでない限り、範囲として表される値は、該
範囲内の任意の下位範囲を想定することができるが、下位範囲の終点は該範囲の下限の単
位の１／１０と同じ正確さで表されることも理解されたい。
【０２８９】
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　更に、任意の１以上の請求項は、本発明の或る特定の実施形態を明示的に除外している
場合があることを理解されたい。本発明の組成物及び／又は方法の任意の実施形態、要素
、特徴、用途又は様相（例えば、任意の誘導体や任意の分子量範囲、任意の架橋剤、任意
の結合ヒドロゲル前駆体の種類、生物活性剤又は特定の剤の任意のクラス、任意の物質組
成、任意の投与経路又は投与位置、生物を投与する任意の目的等）は、任意の１以上の請
求項の範囲から除外されることができる。簡潔な記載とするため、１以上の要素、特徴、
目的又は様相が除外された実施形態の全てを本明細書に明確に記載しているわけではない
。
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