
(57)【要約】

　医薬用希釈体および式 (II)の化合物［式中、R1およ

びR2は、互いに同じであっても異なっても良く、H、C1 -

C2 0  アルキル、シクロアルキル、アルケニル、アリール

、アリールアルキルもしくはアルキルアリール、-CH2 CO

R5、-CH2 C(O)NR
5、-C(O)R5、または-CH2 OR

5であり、ハ

ロゲン原子を含有していてもよく、ここで、R5はC1 -C1 2
 アルキル基であり、R3およびR4は、互いに同じであっ

ても異なっても良く、H、C1 -C2 0  アルキル、シクロアル

キル、アルケニル、アリール、アリールアルキルもしく

はアルキルアリールである］を含む医薬組成物。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 式 を 有 す る 化 合 物 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
　 R 1 お よ び R 2 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル も し く は ア ル キ ル ア リ ー ル 、 -CH 2 COR

5

、 -CH 2 C(O)NR
5 、 -C(O)R 5 ま た は -CH 2 OR

5 で あ っ て 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 を 含 有 し て い て も よ く 、
こ こ で 、 R 5 は 、 C 1 -C 1 2  ア ル キ ル 基 で あ る 、
　 R 3 お よ び R 4 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル も し く は ア ル キ ル ア リ ー ル で あ る ; 
　 た だ し 、 R 4 が -(CH 2 ) 7 CH 3 の 場 合 、 R 3 は メ チ ル で あ り 、 R 1 は -CH 3 で あ り 、 R 2 は -CH 2 -CH=CH

2 で な い 、
　 さ ら に 、 R 4 が -CH 3 の 場 合 、 R 3 は Hで あ り 、 R 1 は -CH 3 で あ り 、 R 2 は -CH 3 ま た は -CH=C(CH 3 )C
H 2 CH 2 CH=C(CH 3 ) 2 で な い ］ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 R 1 お よ び R 2 が 各 々 独 立 に C 1 -C 1 2  ア ル キ ル で あ る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 R 1 お よ び R 2 が 各 々 -CH 2 -CH=CH 2 で あ る 、 請 求 項 ２ の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 R 3 お よ び R 4 が 各 々 独 立 に C 1 -C 1 2  ア ル キ ル 基 で あ る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 R 4 が C 1 -C 6  ア ル キ ル 基 で あ る 、 請 求 項 ４ の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 R 4 が -CH 3 で あ る 、 請 求 項 ４ の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ８ 】
　 以 下 の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ １ 】
　 以 下 の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 １ の 化 合 物 。
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ２ 】
　 医 薬 用 希 釈 体 お よ び 以 下 の 式  IIの 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 : 
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
　 R 5 お よ び R 6 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル も し く は ア ル キ ル ア リ ー ル 、 -CH 2 COR

9

、 -CH 2 C(O)NR
9 、 -C(O)R 9 ま た は -CH 2 0R

9 で あ っ て 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 を 含 有 し て い て も よ く 、
こ こ で R 9 は C 1 -C 1 2  ア ル キ ル 基 で あ る ; 
　 R 7 お よ び R 8 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル ま た は ア ル キ ル ア リ ー ル で あ る ］ 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 式  Iの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中
　 R 1 お よ び R 2 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル も し く は ア ル キ ル ア リ ー ル 、 -CH 2 COR

5

、 -CH 2 C(O)NR
5 、 -C(O)R 5 ま た は -CH 2 OR

5 で あ っ て 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 を 含 有 し て い て も よ く 、
こ こ で 、 R 5 は 、 C 1 -C 1 2  ア ル キ ル 基 で あ る 、
　 R 3 お よ び R 4 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル も し く は ア ル キ ル ア リ ー ル で あ る ; 
　 た だ し 、 R 4 が -(CH 2 ) 7 CH 3 の 場 合 、 R 3 は メ チ ル で あ り 、 R 1 は -CH 3 で あ り 、 R 2 は -CH 2 -CH=CH

2 で な い 、
　 さ ら に 、 R 4 が -CH 3 の 場 合 、 R 3 は Hで あ り 、 R 1 は -CH 3 で あ り 、 R 2 は -CH 3 ま た は -CH=C(CH 3 )C
H 2 CH 2 CH=C(CH 3 ) 2 で な い ］ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 体 重 減 少 を 誘
導 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ト ま た は 動 物 に 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 CPT-1活 性 を 刺 激 す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 ヒ ト ま た は 動 物 に お い て ニ ュ ー ロ ペ プ
チ ド  Yの 合 成 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 ヒ ト ま た は 動 物 に お い て 脂 肪 酸 合 成 酵
素 活 性 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 癌 を 処 置 す る
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 癌 細 胞 の 増 殖
を 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ２ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 侵 襲 性 微 生 物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 脂 肪 酸 合 成 酵 素
　 脂 肪 酸 は 、 細 胞 生 理 に お い て 3つ の 主 要 な 役 割 を 有 す る 。 第 1に 、 そ れ ら は 生 体 膜 の 構 成
単 位 で あ る 。 第 2に 、 脂 肪 酸 誘 導 体 は ホ ル モ ン お よ び 細 胞 内 伝 達 物 質 と し て 機 能 す る 。 第 3
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に 、 本 発 明 に 特 に 重 要 な こ と に 、 脂 肪 酸 は 中 性 脂 肪 と し て も 知 ら れ る ト リ ア シ ル グ リ セ ロ
ー ル と し て 脂 肪 組 織 に 保 存 さ れ う る 燃 料 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 4つ の 主 要 な 酵 素 、 脂 肪 酸 合 成 酵 素  (fatty acid synthase、 FAS)、 ア セ チ ル -CoA カ ル
ボ キ シ ラ ー ゼ  (ACC) 、 リ ン ゴ 酸 酵 素 お よ び ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ が 脂 肪 酸 合 成 経 路 に 関 係 す
る 。 主 た る 酵 素 で あ る FASは 、 前 駆 体 で あ る マ ロ ニ ル -CoAお よ び ア セ チ ル -CoAの NADPH依 存
的 縮 合 を 触 媒 し 、 脂 肪 酸 を 産 生 す る 。 NADPHは 、 通 常 FASの 反 応 回 路 の 2点 に お い て 必 須 の
電 子 供 与 体 と し て 機 能 す る 還 元 剤 で あ る 。 他 の 3つ の 酵 素  (す な わ ち 、 ACC、 リ ン ゴ 酸 酵 素
お よ び ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ )は 必 要 な 前 駆 体 を 産 生 す る 。 他 の 酵 素 、 例 え ば NADPHを 産 生 す る
酵 素 も ま た 、 脂 肪 酸 合 成 に 関 係 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 FASは 、 Enzyme Commission(E.C.) No. 2.3.1.85 を 有 し 、 脂 肪 酸 シ ン テ タ ー ゼ （ fatty 
acid synthetase） 、 脂 肪 酸 リ ガ ー ゼ （ fatty acid ligase） 、 お よ び そ の 系 統 名 で あ る ア
シ ル -CoA:マ ロ ニ ル -CoA C-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と し て も 知 ら れ る (脱 炭 酸 、 オ キ ソ
ア シ ル お よ び エ ノ イ ル 還 元 、 お よ び チ オ エ ス テ ル 加 水 分 解 )。 FASが 触 媒 す る 脂 肪 酸 合 成 に
は 、 7つ の 異 な る 酵 素 ま た は 触 媒 ド メ イ ン が 関 係 す る : ア セ チ ル ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ 、 マ
ロ ニ ル ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ 、 β -ケ ト ア シ ル シ ン テ タ ー ゼ  (縮 合 酵 素 )、 β -ケ ト ア シ ル レ
ダ ク タ ー ゼ 、 β -ヒ ド ロ キ シ ア シ ル デ ヒ ド ラ ー ゼ 、 エ ノ イ ル レ ダ ク タ ー ゼ 、 お よ び チ オ エ
ス テ ラ ー ゼ . (Wakil, S.J., Biochemistry, 28: 4523-4530, 1989)。 こ れ ら 7つ の 酵 素 が
す べ て 一 緒 に な っ て FASを 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 FASが 触 媒 す る 脂 肪 酸 合 成 は 、 細 菌 の よ う な 下 等 生 物 と 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 酵 母 お よ
び ヒ ト の よ う な 高 等 生 物 と で よ く 似 て い る が 、 い く つ か の 重 要 な 相 違 が あ る 。 細 菌 で は 、
7つ の 酵 素 反 応 は 結 合 し て い な い 7つ の 別 々 の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 実 行 さ れ る 。 こ れ は タ イ
プ  II FASに 分 類 さ れ る 。 こ れ に 対 し て 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 酵 母 お よ び ヒ ト に お け る 酵
素 反 応 は 多 機 能 ポ リ ペ プ チ ド に よ り 実 行 さ れ る 。 例 え ば 、 酵 母 は 2つ の 別 々 の ポ リ ペ プ チ
ド か ら 構 成 さ れ る 複 合 体 を 有 し 、 一 方 マ イ コ バ ク テ リ ア と ヒ ト で は 7つ の 反 応 が す べ て 1つ
の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 実 行 さ れ る 。 こ れ ら は タ イ プ  I FASに 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 FAS阻 害 薬
　 様 々 な 化 合 物 が 脂 肪 酸 合 成 酵 素  (FAS)を 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 FAS阻 害 薬 は 、
化 合 物 が 精 製 FASの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 能 力 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 FAS活 性 は 、 放
射 性 標 識 前 駆 体  (す な わ ち 、 ア セ チ ル -CoAま た は マ ロ ニ ル -CoA)の 脂 肪 酸 へ の 組 み 込 み を
測 定 す る こ と に よ り 、 あ る い は 分 光 光 度 法 で NADPH酸 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 評 価 す る
こ と が で き る  (Dils, et al., Methods Enzymol., 35: 74-83)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 下 の 表 １ に 幾 つ か の FAS阻 害 薬 を 挙 げ る 。
［ 表 １ ］
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 脂 肪 酸 合 成 経 路 に お け る 4つ の 酵 素 の う ち 、 FASが 脂 肪 酸 へ の 経 路 内 で の み 作 用 す る の に
対 し て 他 の 3つ の 酵 素 は 他 の 細 胞 機 能 に 関 係 す る た め 、 FASは 好 ま し い 阻 害 標 的 で あ る 。 そ
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れ ゆ え 、 他 の 3つ の 酵 素 の 1つ を 阻 害 す る と 正 常 細 胞 に よ り 影 響 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 FASに よ り 実 行 さ れ る 7つ の 酵 素 工 程 の う ち 、 縮 合 酵 素 (す な わ ち 、 β -ケ ト ア シ ル シ ン テ
タ ー ゼ )お よ び エ ノ イ ル レ ダ ク タ ー ゼ に よ り 触 媒 さ れ る 工 程 は 、 脂 肪 合 成 を 減 少 ま た は 停
止 さ せ る 阻 害 薬 に と っ て 最 も 一 般 的 な 候 補 で あ る 。 FAS複 合 体 の 縮 合 酵 素 は 、 構 造 お よ び
機 能 に 関 し て 十 分 に 特 徴 決 定 さ れ て い る 。 縮 合 酵 素 の 活 性 部 位 は 重 要 な シ ス テ イ ン チ オ ー
ル を 含 み 、 こ れ は 抗 高 脂 血 症 薬 、 例 え ば 阻 害 薬 で あ る セ ル レ ニ ン 、 の 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 好 ま し い 縮 合 酵 素 の 阻 害 薬 に は 広 範 な 化 合 物 が 含 ま れ 、 そ れ に は ア ル キ ル 化 剤 、 酸 化 剤
、 お よ び ジ ス ル フ ィ ド 交 換 を 受 け う る 試 薬 が 含 ま れ る 。 酵 素 の 結 合 ポ ケ ッ ト は 長 鎖 E, E, 
ジ エ ン を 好 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 基 本 的 に 、 側 鎖 ジ エ ン お よ び チ オ ラ ー ト ア ニ オ ン と の 反 応 性 を 示 す 基 を 含 む 試 薬 は 、 縮
合 酵 素 の 良 好 な 阻 害 薬 で あ り う る 。 セ ル レ ニ ン  [(2S, 3R)-2,3-エ ポ キ シ -4-オ キ ソ -7,10 
ド デ カ ジ エ ノ イ ル ア ミ ド ]は 一 例 で あ る : 
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
セ ル レ ニ ン は 、 脂 肪 酸 合 成 酵 素 の 縮 合 酵 素 の 活 性 部 位 に お け る 重 要 な シ ス テ イ ン チ オ ー ル
基 に 共 有 結 合 し 、 こ の 鍵 と な る 酵 素 工 程 を 不 活 性 化 す る (Funabashi, et al., J. Biochem
., 105: 751-755, 1989)。 セ ル レ ニ ン は 他 の 活 性 を 有 す る こ と が 指 摘 さ れ て い る が 、 こ れ
ら は 、 ヒ ト 細 胞 の 適 当 な モ デ ル と な ら な い 微 生 物 に お い て 生 じ る か (例 え ば 、 真 菌 に お け
る コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 阻 害 、  Omura (1976), Bacteriol. Rev., 40: 681-697; ま た は ウ
イ ル ス に お け る RNA合 成 低 下 、 Perez, et al. (1991), FEBS, 280: 129-133)、 非 常 に 高 い
薬 物 濃 度 に お い て 生 じ る か (5 mg/mlで の ウ イ ル ス HIVプ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 、 Moelling, et 
al. (1990), FEBS, 261:373-377)、 あ る い は 内 因 性 脂 肪 酸 合 成 の 阻 害 の 直 接 的 結 果 で あ り
う る  (Bリ ン パ 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 抗 原 処 理 の 阻 害 、  Falo, et al. (1987),
 J. Immunol., 139: 3918-3923)。 一 部 の デ ー タ は 、 セ ル レ ニ ン が タ ン パ ク 質 の ミ リ ス ト
イ ル 化 を 特 異 的 に 阻 害 し な い こ と を 示 唆 す る (Simon, et al., J. Biol. Chem., 267:3922
-3931, 1992)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 幾 つ か の FAS阻 害 薬 が 米 国 特 許 出 願 第 08/096908号 お よ び そ の CIP（ 1994年 1月 24日
出 願 ） に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。 そ こ に 含 ま れ る の
は 、 脂 肪 酸 合 成 酵 素 、 ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ 、 CoA カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ お よ び リ ン ゴ 酸 酵 素 の 阻
害 薬 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Tomodaら  (Tomoda et..al., Biochim. Biophys. Act 921:595-598 1987; Omura el. al
., J. Antibiotics 39:1211-1218 1986) は Triacsin C (WS-1228Aと も 呼 ば れ る ) に つ い
て 記 載 し て お り 、 こ れ は Streptomyces sp. SK-1894の 産 物 で あ る 天 然 ア シ ル -CoAシ ン テ タ
ー ゼ 阻 害 薬 で あ る 。 Triacsin Cの 化 学 構 造 は 、 1-ヒ ド ロ キ シ -3-(E, E, E-2’ ,4’ ,7’ -ウ
ン デ カ ト リ エ ニ ル イ ジ ン （ undecatrienylidine） ) ト リ ア ゼ ン で あ る 。 Triacsin C は 、
ラ ッ ト 肝 臓 ア シ ル -CoAシ ン テ タ ー ゼ を 8.7 Mで 50% 阻 害 す る ; 関 連 化 合 物 の Triacsin Aは
、 ア シ ル -CoAシ ン テ タ ー ゼ を 長 鎖 脂 肪 酸 と 競 合 す る メ カ ニ ズ ム に よ り 阻 害 す る 。 ア シ ル -C
oAシ ン テ タ ー ゼ の 阻 害 は 動 物 細 胞 に と っ て 有 害 で あ る 。 Tomoda et al. (Tomoda el. al.,
 J. Biol. Chem. 266:4214-4219, 1991) は 、 Triacsin Cが Raji細 胞 に お い て 1.0μ Mに て
成 長 阻 害 を 引 き 起 こ す と 教 示 し て お り 、 ま た Veroお よ び Hela細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る こ と も
示 さ れ て い る 。 Tomoda el. al.は さ ら に 、 ア シ ル -CoAシ ン テ タ ー ゼ が 動 物 細 胞 に 必 須 で あ
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る こ と 、 お よ び こ の 酵 素 の 阻 害 は 致 死 的 な 効 果 を 有 す る こ と を 教 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 米 国 特 許 第 5981575号  (そ の 開 示 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る )に お い て 、 あ る 化 合
物 フ ァ ミ リ ー  (γ -置 換 -α -メ チ レ ン -β -カ ル ボ キ シ -γ -ブ チ ロ ラ ク ト ン ) が 脂 肪 酸 合 成
を 阻 害 す る こ と 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と 、 お よ び 体 重 減 少 を 誘 発 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。 ’ 575特 許 に 開 示 さ れ る 化 合 物 は 、 治 療 適 用 に つ い て 天 然 産 物 の セ ル レ ニ ン を
上 回 る い く つ か の 利 点 を 有 す る 。 : [1] そ れ ら は 反 応 性 の 高 い セ ル レ ニ ン の エ ポ キ シ ド 基
を 含 ま な い 、 [2] そ れ ら は 水 溶 液 中 で 安 定 か つ 可 溶 性 で あ る 、 [3] そ れ ら は 2段 階 合 成 反
応 に よ っ て 製 造 す る こ と が き 、 よ っ て 容 易 に 大 量 を 合 成 可 能 で あ る 、 [4] そ れ ら は 生 化 学
的 お よ び 薬 理 学 的 分 析 の た め 容 易 に 高 比 放 射 能 に ト リ チ ウ ム 化 さ れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の
化 合 物 （ そ の 多 く が 脂 肪 酸 合 成 酵 素 阻 害 薬 で あ る ） の 合 成 は ’ 575特 許 に 記 載 さ れ て お り
、 同 様 に FAS発 現 腫 瘍 細 胞 の 処 置 手 段 と し て の そ の 用 途 、 お よ び 体 重 減 少 の 手 段 と し て の
そ の 用 途 も 記 載 さ れ て い る 。 ’ 575特 許 は ま た 、 体 重 減 少 の 手 段 と し て 脂 肪 細 胞 塊  (脂 肪
細 胞 数 お よ び 大 き さ ) を 体 系 的 に 減 少 さ せ る た め の い ず れ か の 脂 肪 酸 合 成 酵 素 阻 害 薬 の 使
用 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　  FAS阻 害 化 合 物 の 他 の 開 示 に は 、 特 許 出 願 PCT/US03/20960お よ び PCT/US03/21700が 含 ま
れ 、 こ れ ら の 開 示 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 マ ウ ス お よ び ヒ ト に お け る 脂 肪 酸 合 成 の 主 要 部 位 は 肝 臓  (参 照 ： Roncari, Can. J. Bio
chem., 52:221-230, 1974; Triscari et al., 1985, Metabolism, 34: 580-7; Barakat e
t al., 1991, Metabolism, 40: 280-5)、 乳 腺  (参 照 ：  Thompson, et al., Pediatr. Res
., 19:139-143, 1985) お よ び 脂 肪 組 織 (Goldrick et al., 1974, Clin. Sci. Mol. Med. 
, 46:469-79)で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 抗 菌 物 質 と し て の 脂 肪 酸 合 成 阻 害 薬
　 セ ル レ ニ ン は も と も と 、 有 力 な 抗 真 菌 抗 生 物 質 と し て Cephalosporium caerulensの 培 養
液 か ら 単 離 さ れ た 。 構 造 的 に は 、 セ ル レ ニ ン は  (2R,3S)-エ ポ キ シ -4-オ キ ソ -7,10-ト ラ ン
ス ,ト ラ ン ス -ド デ カ ン 酸 ア ミ ド と し て 特 徴 決 定 さ れ て い る 。 そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム は 、 不 可
逆 的 な 結 合 に よ る 、 脂 肪 酸 生 合 成 に 必 要 な 縮 合 酵 素 の β -ケ ト ア シ ル -ACP合 成 酵 素 の 阻 害
で あ る 。 セ ル レ ニ ン は 抗 真 菌 薬 と し て 分 類 さ れ て お り 、 主 に Candidaお よ び Saccharomyces
 spに 対 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 幾 つ か の イ ン ビ ト ロ 活 性 が 、 あ る 種 の 細 菌 、 放 線 菌 お
よ び マ イ コ バ ク テ リ ア （ た だ し 結 核 菌 （ Mycobacterium tuberculosis)に 対 し て は 活 性 が
な い ） に 対 し て 示 さ れ て い る 。 脂 肪 酸 合 成 阻 害 薬 お よ び セ ル レ ニ ン の 活 性 は 特 に 、 原 生 動
物 、 例 え ば Toxoplasma gondii、 ま た は 他 の 感 染 性 真 核 性 病 原 、 例 え ば Pneumocystis cari
nii、 Giardia lamblia、 Plasmodium sp.、 Trichomonas vaginalis、 Cryptosporidium、 Ti
ypanosoma、 Leishmaniaお よ び Schistosomaに つ い て は 評 価 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 処 置 に 対 す る 感 受 性 が 特 に 高 い 感 染 性 疾 患 は 、 感 染 動 物 の 外 部 か ら 接 近 可 能 な 表 面 に 病
変 を 引 き 起 こ す 疾 患 で あ る 。 外 部 か ら 接 近 可 能 な 表 面 に は 、 非 侵 襲 性 手 段 に よ り  (皮 膚 の
切 断 ま た は 穿 刺 な し に ）  到 達 可 能 な す べ て の 表 面 が 含 ま れ 、 例 え ば そ の 皮 膚 表 面 、 粘 膜
、 例 え ば 鼻 腔 、 口 腔 、 胃 腸 管 ま た は 泌 尿 生 殖 器 の 表 面 お よ び 肺 表 面 、 例 え ば 肺 胞 嚢 、 な ど
を 覆 う 粘 膜 、 で あ る 。 感 受 性 が 高 い 疾 患 に は 以 下 が 含 ま れ る : (1) 皮 膚 真 菌 症 ま た は 白 癬
、 特 に Microsporum、 Trichophyton、 Epidermophytonま た は Mucocutaneous candidiasisに
よ り 起 こ る も の ; (2) 真 菌 性 角 膜 炎 、 特 に Aspergillus、 Fusariumま た は Candidaに よ り 起
こ る も の ; (3) ア メ ー バ 性 角 膜 炎 、 特 に Acanthamoebaに よ り 起 こ る も の ; (4) 胃 腸 管 疾 患
、 特 に Giardia lamblia、 Entamoeba、 Cryptosporidium、 Microsporidiumま た は Candidaに
よ り 起 こ る も の  (通 常 免 疫 不 全 の 動 物 に お け る ) ; (5) 泌 尿 生 殖 器 感 染 、 特 に Candida al
bicansま た は Trichomonas vaginalisに よ り 起 こ る も の ; お よ び (6) 肺 疾 患 、 特 に 結 核 菌
、 Aspergillusま た は Pneumocystis cariniiに よ り 起 こ る も の 。 脂 肪 酸 合 成 阻 害 薬 に よ る
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処 置 に 対 す る 感 受 性 の 高 い 感 染 性 生 物 に は 、 結 核 菌 、 特 に 多 剤 耐 性 株 、 お よ び 原 生 動 物 、
例 え ば ト キ ソ プ ラ ズ マ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 脂 肪 酸 合 成 を 阻 害 す る 化 合 物 は い ず れ も 、 微 生 物 細 胞 増 殖 阻 害 に 使 用 可 能 で あ る 。 し か
し な が ら 、 患 者 に 投 与 さ れ た 化 合 物 は 、 患 者 と 標 的 微 生 物 細 胞 の 両 方 に 等 し く 毒 性 で あ っ
て は な ら な い 。 し た が っ て 、 標 的 微 生 物 細 胞 に の み 、 ま た は そ れ に 主 に 影 響 す る 阻 害 薬 を
選 択 す る こ と が 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 自 身 が 内 部 合 成 し た 脂 肪 酸 に 依 存 す る 真 核 性 微 生 物 細 胞 は 、 タ イ プ  I FASを 発 現 す る 。
こ れ は 、 FAS阻 害 薬 が 成 長 阻 害 を 示 す こ と 、 お よ び 、 外 部 か ら 添 加 し た 脂 肪 酸 は 正 常 な 患
者 細 胞 を 保 護 で き る が こ れ ら 微 生 物 細 胞 は 保 護 で き な い こ と 、 の 両 方 に よ り 示 さ れ る 。 そ
れ ゆ え 、 細 胞 に よ る 脂 肪 酸 合 成 を 妨 げ る 物 質 が 感 染 の 処 置 に 使 用 で き る 。 真 核 生 物 に お い
て 、 脂 肪 酸 は 、 基 質 と し て ア セ チ ル  CoA、 マ ロ ニ ル  CoAお よ び NADPHを 用 い て タ イ プ  I FA
Sに よ り 合 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の 経 路 に 基 質 を 供 給 し う る 酵 素 も ま た 脂 肪 酸 合 成 速
度 に 影 響 で き 、 よ っ て 内 部 合 成 し た 脂 肪 酸 に 依 存 す る 微 生 物 に お い て 重 要 で あ る 。 こ れ ら
い ず れ の 酵 素 の 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 も 、 内 部 合 成 し た 脂 肪 酸 に 依 存 す る 微 生 物 細 胞 の 成
長 に 影 響 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 タ イ プ  I FASの 生 成 物 は 各 種 生 物 に お い て 異 な る 。 例 え ば 、 fungus S. cerevisiaeで は
、 そ の 生 成 物 は 主 に コ エ ン ザ イ ム Aに エ ス テ ル 化 さ れ る パ ル ミ テ ー ト お よ び ス テ ア レ ー ト
で あ る 。 Mycobacterium smegmatisで は 、 生 成 物 は 16～ 24炭 素 長 の 範 囲 の 飽 和 脂 肪 酸 CoAエ
ス テ ル で あ る 。 こ れ ら 脂 質 は し ば し ば さ ら に 処 理 さ れ 、 各 種 脂 肪 成 分 に 対 す る 細 胞 要 求 を
満 た す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 下 流 の 脂 肪 酸 の 処 理 お よ び 利 用 に お け る 重 要 な 工 程 の 阻 害 は 、 細 胞 が 内 因 性 脂 肪 酸 に 依
存 す る か 細 胞 外 部 か ら 供 給 さ れ た 脂 肪 酸 を 利 用 す る か に 関 わ ら ず 細 胞 機 能 を 阻 害 す る こ と
が 予 想 さ れ 、 よ っ て こ れ ら 下 流 の 工 程 の 阻 害 薬 は 内 因 性 脂 肪 酸 に 依 存 す る 微 生 物 細 胞 に 十
分 に 選 択 的 で な い 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 か か る 微 生 物 に タ イ プ  I 脂 肪 酸 合 成 阻
害 薬 を 投 与 す る と 、 下 流 の 脂 肪 酸 の 処 理 お よ び ／ ま た は 利 用 の 阻 害 薬 に よ る 阻 害 に 対 す る
感 受 性 が 高 ま る こ と が 発 見 さ れ た 。 こ の 相 乗 効 果 の た め 、 脂 質 の 生 合 成 お よ び ／ ま た は 利
用 に お け る 下 流 の 工 程 の 阻 害 薬 の 1以 上 と 組 み 合 わ せ た 脂 肪 酸 合 成 阻 害 薬 の 投 与 は 、 内 部
合 成 さ れ た 脂 肪 酸 に 依 存 す る 微 生 物 細 胞 に 選 択 的 に 影 響 す る で あ ろ う 。 好 ま し い 組 合 せ に
は 、 FASお よ び ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ の 阻 害 薬 、 ま た は FASお よ び MASの 阻 害 薬 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 哺 乳 動 物 が タ イ プ  I FASを 発 現 す る 生 物 の 細 胞 に 感 染 し た と 判 断 さ れ た 場 合 、 あ る い は
FASが 患 者 体 液 か ら 検 出 さ れ た 場 合 、 そ の 哺 乳 動 物 ま た は 患 者 は 脂 肪 酸 合 成 阻 害 薬 を 投 与
す る こ と に よ り 処 置 で き る  (特 許 第 5614551号 )。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 食 欲 を 抑 制 し 体 重 減 少 を 刺 激 す る た め の ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド  Yの 阻 害 は 、 国 際 特 許 出 願 PC
T/US01/05316（ そ の 開 示 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 出 願
は 、 し か し な が ら 、 本 出 願 に 開 示 さ れ る い ず れ も 化 合 物 も 記 載 ま た は 開 示 し て い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 体 重 減 少 を 刺 激 す る た め の カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1(CPT-1) の 刺
激 は 、 米 国 特 許 出 願 第 60/354480号 （ そ の 開 示 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る ） に 記 載
さ れ て い る 。 こ の 出 願 も ま た 、 本 出 願 に 開 示 さ れ る い ず れ も 化 合 物 も 記 載 ま た は 開 示 し て
い な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る た め の FAS阻 害 薬 の 使 用 は 、 米 国 特 許 第 5759837号 （ そ の 開 示 は
引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 出 願 は 、 本 出 願 に 開 示 さ れ る い
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ず れ も 化 合 物 も 記 載 ま た は 開 示 し て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 様 々 な 治 療 的 価 値 の あ る 性 質 、 例 え ば FAS阻 害 、 NPY阻 害 、 CPT-1刺 激
、 体 重 減 少 誘 導 能 力 、 お よ び 抗 癌 お よ び 抗 菌 性 、 を 有 す る 式  Iの 化 合 物 の 新 規 ク ラ ス を 提
供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 体 重 減 少 を 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 ヒ ト ま た は 動 物 に 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む
医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り CPT-1活 性 を 刺 激 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り ヒ ト ま た は 動 物 に お い て ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド  Yの 合 成 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り ヒ ト ま た は 動 物 に お い て 脂 肪 酸 合 成 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る こ
と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 癌 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ま た さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を
投 与 す る こ と に よ り 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 癌 細 胞 の 増 殖 を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 式  IIの 化 合 物 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り 侵 襲 性 微 生 物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 従 来 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 多 く の 化 合 物 の 合 成 を 実
施 例 に 記 載 す る 。 こ れ ら 化 合 物 は 、 肥 満 、 癌 ま た は 微 生 物 感 染 の 処 置 に 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 は 、 以 下 の 一 般 式 を 有 す る 化 合 物 で あ る ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
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　 R 1 お よ び R 2 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル も し く は ア ル キ ル ア リ ー ル 、 -CH 2 COR

5

、 -CH 2 C(O)NR
5 、 -C(O)R 5 ま た は -CH 2 OR

5 で あ り 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 を 含 有 し て い て も よ く 、 こ
こ で 、 R 5 は 、 C 1 -C 1 2  ア ル キ ル 基 で あ る ; 
　 R 3 お よ び R 4 は 、 互 い に 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も 良 く 、 H、 C 1 -C 2 0  ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア
ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル ま た は ア ル キ ル ア リ ー ル で あ る ; 
　 た だ し 、 R 4 が -(CH 2 ) 7 CH 3 の 場 合 、 R 3 は メ チ ル で あ り 、 R 1 は -CH 3 で あ り 、 R 2 は -CH 2 -CH=CH

2 で な い 、
　 さ ら に R 4 が -CH 3 の 場 合 、 R 3 は Hで あ り 、 R 1 は -CH 3 で あ り 、 R 2 は -CH 3 ま た は -CH=C(CH 3 )CH 2
CH 2 CH=C(CH 3 ) 2 で な い ］ 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し く は 、 R 1 お よ び R 2 は 、 各 々 独 立 に C 1 -C 1 2  ア ル キ ル で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に
お い て 、 R 1 お よ び R 2 は 、 各 々 -CH 2 -CH=CH 2 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し く は 、 R 3 お よ び R 4 は 、 各 々 独 立 に C 1 -C 1 2  ア ル キ ル 基 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は
、 R 4 は 、 C 1 -C 8  ア ル キ ル 基 で あ り 、 最 も 好 ま し く は -CH 3 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 へ の 投 与 の た め 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 丸 剤 、 粉 末
、 顆 粒 、 滅 菌 非 経 口 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 経 口 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 好 適 な 量 の 化 合 物 を 含 む
水 中 油 滴 お よ び 油 中 水 滴 エ マ ル ジ ョ ン 、 坐 剤 お よ び 液 体 懸 濁 液 ま た は 溶 液 な ど の 単 位 投 与
形 態 に て 提 供 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 医 薬 用 希 釈 体 」 と 「 医
薬 用 担 体 」 は 同 義 で あ る 。 経 口 投 与 の た め 、 固 体 ま た は 液 体 の 単 位 投 与 形 態 の い ず れ も 調
製 可 能 で あ る 。 固 体 組 成 物 、 例 え ば 錠 剤 を 調 製 す る た め 、 化 合 物 は 常 套 的 な 成 分 と 混 合 す
る こ と が で き 、 そ れ は 例 え ば タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 第 二 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
、 ケ イ 酸 ア ル ミ ニ ウ ム マ グ ネ シ ウ ム 、 硫 酸 カ ル シ ウ ム 、 デ ン プ ン 、 乳 糖 、 ア カ シ ア 、 メ チ
ル セ ル ロ ー ス 、 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 ま た は 担 体 と し て 機 能 的 に 同 様 の 物 質 で あ る 。 カ プ セ
ル は 、 化 合 物 を 不 活 性 な 医 薬 用 希 釈 体 と 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を 適 当 な 大 き さ の 硬 ゼ ラ チ ン
カ プ セ ル に 充 填 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル は 、 化 合 物 と 許 容 さ れ る
植 物 油 、 軽 流 動 ワ セ リ ン ま た は 他 の 不 活 性 油 と の ス ラ リ ー の 機 械 封 入 に よ っ て 調 製 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 液 体 単 位 投 与 形 態 ま た は 経 口 投 与 形 態 、 例 え ば シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル お よ び 懸 濁 液 が 調
製 可 能 で あ る 。 こ れ ら 形 態 は 、 水 性 媒 体 に 糖 、 芳 香 族 系 香 料 お よ び 保 存 剤 と と も に 溶 解 し
て 、 シ ロ ッ プ と す る こ と が で き る 。 懸 濁 液 は 、 水 性 媒 体 を 用 い て 、 懸 濁 剤 、 例 え ば ア カ シ
ア 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の 補 助 の も と 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 非 経 口 投 与 の た め 、 液 体 単 位 投 与 形 態 を 、 化 合 物 と 滅 菌 媒 体 と を 利 用 し て 調 製 可 能 で あ
る 。 溶 液 の 調 製 に お い て は 、 化 合 物 を 注 射 用 水 に 溶 解 し 、 濾 過 滅 菌 し 、 そ し て 適 当 な バ イ
ア ル ま た は ア ン プ ル に 充 填 し 密 閉 す れ ば よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 局 所 麻 酔 薬 、 保 存 剤
お よ び 緩 衝 剤 を 媒 体 に 溶 解 す る こ と が で き る 。 組 成 物 を バ イ ア ル に 充 填 後 凍 結 し て 、 水 分
を 吸 引 に よ り 除 去 す る こ と が で き る 。 凍 結 乾 燥 粉 末 は 、 続 い て バ イ ア ル 中 で 計 量 し 、 使 用
前 に 再 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 に つ い て 想 定 さ れ る 臨 床 治 療 上 の 適 用 に は 以 下 が 含 ま れ る : (1)侵 襲 性
微 生 物 、 例 え ば staphylococciお よ び enterococci、 に よ る 感 染 ; (2) そ の 細 胞 が 脂 肪 酸 合
成 酵 素 を 過 剰 発 現 す る 様 々 な 組 織 に お い て 生 じ る 癌 、 お よ び (3)過 剰 な カ ロ リ ー の 摂 取 に
よ る 肥 満 。 治 療 の 投 与 量 お よ び 期 間 は 、 以 下 の よ う な 様 々 な 因 子 に 依 存 す る ：  (1) 患 者
の 年 齢 、 体 重 お よ び 臓 器 機 能 (例 え ば 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 機 能 ); (2) 処 置 し よ う と す る 疾 患
過 程 の 性 質 お よ び 程 度 、 な ら び に 何 ら か の 既 存 の 顕 著 な 併 存 疾 患 お よ び 使 用 中 の 併 用 薬 、
お よ び (3) 薬 物 関 連 パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば 投 与 経 路 、 治 癒 に 必 要 な 投 与 頻 度 お よ び 期 間 、
お よ び 薬 物 の 治 療 イ ン デ ッ ク ス 。 通 常 、 投 与 量 は 、 血 清 レ ベ ル 1 ng/ml～ 100 ng/mlを 達 成
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し 、 標 的 部 位 で の 有 効 濃 度 が 約  1μ g/ml～ 10μ g/mlに 到 達 す る よ う 選 択 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ り 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 以 下 に 記 載 の よ う に 合 成 し た 。 化 合 物 の 生 物 活 性 は 、 以 下 の よ う に
示 し た : 以 下 に つ い て 試 験 し た : (1) 精 製 ヒ ト FASの 阻 害 、 (2) 完 全 細 胞 に お け る 脂 肪 酸
合 成 活 性 阻 害 、 お よ び  (3)高 レ ベ ル の FASお よ び 脂 肪 酸 合 成 活 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て
い る 培 養 MCF-7ヒ ト 乳 癌 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 （ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト お よ び XTTア ッ セ
イ に よ る ） 。 細 胞 毒 性 の レ ベ ル の 低 い 化 合 物 を 選 択 し 、 Balb/Cマ ウ ス に お い て 体 重 減 少 に
つ い て 試 験 し た 。 さ ら に 、 有 意 な 体 重 減 少 お よ び 低 レ ベ ル の 細 胞 毒 性 を 示 し た 群 の 代 表 的
化 合 物 を 、 脂 肪 酸 酸 化 お よ び カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CPT-1) 活 性 に
対 す る 効 果 に つ い て 試 験 し 、 ま た ノ ザ ン 解 析 に よ り Balb/Cマ ウ ス に お け る 視 床 下 部 NPY発
現 に 対 す る 効 果 に つ い て 試 験 し た 。 一 部 の 化 合 物 は ま た 、 グ ラ ム 陽 性 お よ び ／ ま た は 陰 性
細 菌 に 対 す る 活 性 に つ い て も 試 験 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 化 合 物 の 化 学 合 成
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 2-tert-ブ チ ル -5-メ チ ル -5-オ ク チ ル -[l,3]-オ キ サ チ オ ラ ン -4-オ ン  (1（ 図 １ に 示 す ）
, 2.2 g, 7.68 mmol) （ EtOH (29 mL) 中 ） に NaOEt (2.1 M, 4.75 mL, 9.9 mmol) を 添 加
し 、 そ の 溶 液 を 室 温 で 撹 拌 し た 。 40分 後 、 そ の 溶 液 を HCl (1 N, 30 mL) に 注 入 し 、 Et 2 O 
(3 x 30 mL)で 抽 出 し た 。 次 い で 、 こ の 混 合 有 機 物 を H 2 0 (5 x 30 mL)で 洗 浄 し 、 乾 燥 し (M
gS0 4 )、 ろ 過 し 、 蒸 発 さ せ て 、 粗 製 遊 離 チ オ ー ル を 得 て 、 そ れ を CH 2 Cl 2  (86 mL) に 溶 解 し
て 0℃ に 冷 却 し た 。 NEt 3  (1.6 mL, 11.5 mmol) お よ び 4-ペ ン テ ノ イ ル ク ロ ラ イ ド  (1.10 m
L, 9.98 mmol) 添 加 し 、 こ の 溶 液 を 0℃ で 1時 間 撹 拌 し た 。 NH 4 Cl (飽 和 、 150 mL) を 添 加
し 、 溶 液 を CH 2 C1 2 で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 乾 燥 し  (MgS0 4 )、 ろ 過 し 、 蒸 発 さ せ た 。 フ ラ ッ シ
ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  5%EtOAc/ヘ キ サ ン に よ り 、 2-(4-ペ ン テ ノ イ ル )-ス ル フ ァ ニ ル -2-
メ チ ル -デ カ ン 酸 エ チ ル エ ス テ ル  (2) (2.29 g, 91%)が 得 ら れ た 。
H 1  NMR (300 MHz, CDCl3 )δ  0.86 (t, J= 6.9 Hz, 3 H), 1.23 (m, 15 H), 1.60 (s, 3 H
), 1.76-1.78 (m, 2 H), 2.34-2.36 (m, 2 H), 2.53-2.59(m, 2 H), 4.16 (q, J= 7.2 Hz
, 2 H), 4.98 (d, J= 10.3 Hz, 1 H), 5.01 (d, J= 17.6 Hz, 1 H), 5.77 (ddt, J= 10.3
, 17.6, 6.3 Hz, 1 H).
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　 2-(4-ペ ン テ ノ イ ル )-ス ル フ ァ ニ ル -2-メ チ ル -デ カ ン 酸 エ チ ル エ ス テ ル  (2, 1.98 g, 6.
04 mmol) （ THF (91 mL) 中 、 -78℃ に 冷 却 ） に LiHMDS (7.5 mL, 7.5 mmol) を 添 加 し 、 こ
の 溶 液 -5℃ ま で ゆ っ く り と 温 め た  (2時 間 )。 そ の 溶 液 を 次 い で HCl (1 N, 40 mL) に 注 入
し 、 EtOAc (3 x 30 mL)で 抽 出 し た 。 こ の 混 合 有 機 物 を 乾 燥 し (MgS0 4 )、 ろ 過 し 、 蒸 発 さ せ
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た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (20%EtOAc/2%AcOH/ヘ キ サ ン ) に よ り 3-ア リ ル -4-ヒ
ド ロ キ シ -5-メ チ ル -5-オ ク チ ル -5-H-チ オ フ ェ -2-オ ン  (3, 82 mg, 48%)を 得 た 。  
H 1  NMR (300 MHz, CDC13 )δ  0.85 (t, J= 6.9 Hz, 3 H), 1.24 (m, 12 H), 1.65 (s, 3 H
), 1.81-1.86 (m, 2 H), 3.02 (d, J= 6.4 Hz, 2 H), 5.12 (dq, J=10.6, 1.5 Hz, 1 H),
 5.20 (dq, J= 17.3, 1.5 Hz, 1 H), 5.84 (ddt, J= 10.6, 17.3, 6.4 Hz, IH).  1 3 C NM
R (100 MHz, CDCl 3 )δ  14.1, 22.6, 25.2, 26.1, 26.9, 29.1, 29.3, 29.5, 31.8, 38.5,
 57.5, 111.5, 117.4, 134.4, 180.8, 195.4. 
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　 3,3-ジ ア リ ル -5-メ チ ル -5-オ ク チ ル -チ オ フ ェ ン -2,4-ジ オ ン  (4)
　 3-ア リ ル -4-ヒ ド ロ キ シ -5-メ チ ル -5-オ ク チ ル -5-H-チ オ フ ェ -2-オ ン  (3, 695 mg, 2.5 
mmol) （ DMF (14 mL)中 、 -40℃ に 冷 却 ） に NaH (油 中 60%, 118 mg, 2.95 mmol)を 添 加 し 、
そ の 溶 液 0℃ ま で 温 め 、 25分 撹 拌 し た 。 ア リ ル ブ ロ ミ ド  (0.34 mL, 3.94 mmol) を 添 加 し
、 氷 浴 を 取 り 除 き 、 反 応 を 室 温 ま で 温 め て 20時 間 撹 拌 し た 。 HCl (1 N, 30 mL) を 添 加 し
、 そ の 溶 液 を Et 2 0 (3 x 30 mL)で 抽 出 し た 。 こ の 混 合 有 機 物 を 乾 燥 し  (MgS0 4 )、 ろ 過 し 、
蒸 発 さ せ た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 2% EtOAc/Hex- 10%EtOAc/Hexに よ り 純 粋 な 4 
(441 mg, 56%) お よ び O-ア ル キ ル 化 副 産 物  (64 mg, 8%) を 得 た ; 全 収 率  (64%)。
C-ア ル キ ル 化 生 成 物  H 1  NMR (300 MHz, CDCl3 )δ  0.86 (t, J= 6.5 Hz, 3 H), 1.25 (m, 
11 H), 1.43-1.47 (m, 1 H), 1.54 (s, 3 H), 1.79-1.84 (m, 2 H), 2.43-2.47 (m, 4 H)
, 5.05-5.11 (m, 4 H), 5.57-5.69 (2 H).  C3  NMR (100 MHz, CDC13 ) δ 14.1, 22.6, 25
.1, 25.8, 29.1, 29.2, 29.5, 31.8, 40.2, 40.7, 41.3, 62.8, 64.8, 120.3, 120.4, 13
1.2, 131.2, 203.9, 213.5. 
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　 3,3,5-ト リ メ チ ル -5-オ ク チ ル -チ オ フ ェ ン -2,4-ジ オ ン  (6)
　 5 (以 下 の 図 ２ に 示 す ； そ の 合 成 は PCT出 願 PCT/US03/021700に 記 載 さ れ て い る , 200 mg,
 0.78 mmol) （ DMF (4.3 mL) に 溶 解 ） に CS 2 C0 3  (304 mg, 0.94 mmol) お よ び MeI (78μ L
, 1.25 mmol)を 添 加 し た 。 こ の 溶 液 を 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 。 次 い で 、 そ の 混 合 物 を NH 4 Cl
/1N HCl (3:1, 20 mL) に 注 入 し 、 Et 2 0 (3 x 15 mL)で 抽 出 し た 。 そ の 後 Et 2 0 層 を H 2 0(3 
x 15 mL)で 洗 浄 し 、 乾 燥 し  (MgS0 4 ) 、 ろ 過 し 、 蒸 発 さ せ て 、 粗 製 6/7を 得 た 。 フ ラ ッ シ ュ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 5%EtOAc/ヘ キ サ ン -20%EtOAc/ヘ キ サ ン に よ り 、 6 (120 mg) お よ び 7 (
14 mg) を 得 た 。 全 収 率 48%。
6: H 1  NMR (300 MHz, CDC13 )δ  0.86 (t, J = 6.99 Hz, 3 H), 1.25 (m, 14 H), 1.29 (s
, 3 H), 1.41-1.49 (m, 1 H), 1.65 (s, 3 H), 1.76-1.82 (m, 1 H), 1.96-2.01 (m, 1 H
) ; C 3  NMR (100 MHz, CDCl3 )δ  14.0, 22.2, 22.5, 24.4, 25.6, 28.1, 29.1, 29.2, 29
.4, 31.7, 40.6, 53.6, 65.1, 204.9, 215.4. 
【 ０ ０ ４ ９ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　 3,3,5-ト リ メ チ ル -5-ヘ キ シ ル -チ オ フ ェ ン -2,4-ジ オ ン  (9)
　 8 (以 下 の 図 ２ に 示 す , 140 mg, 0.61 mmol) お よ び MeI (65μ L, 1.06 mmol)に 反 応 を 室
温 で 一 晩 撹 拌 し た こ と を 除 き 上 記 の 操 作 を 行 い 、 9 (83 mg) お よ び 10 (13 mg) を 得 た 。
フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (2%EtOAc-5%EtOAc/ヘ キ サ ン )後 全 収 率 65 %。
9: H 1  NMR (400 MHz, CDCl3 ) δ  0.80 (t, J= 6.8 Hz, 3 H), 1.19 (m, 10 H), 1.25 (s,
 3 H), 1.41-1.46 (m, 1 H), 1.65 (s, 3 H), 1.72-1.76 (m, 1 H), 1.88-1.95 (m, 1 H)
.  1 3 C NMR (100 MHz, CDC13 ) δ 13.9, 22.2, 22.4, 24.4, 25.6, 28.1, 29.1, 31.4, 40
.6, 53.6, 65.1, 204.9, 215.4. 
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　 3,3,5-ト リ メ チ ル -5-デ シ ル -チ オ フ ェ ン -2,4-ジ オ ン  (12)
　 11 (以 下 の 図 ２ に 示 す , 209 mg, 0.74 mmol) お よ び MeI (73μ L, 1.18 mmol) に 一 晩 上
記 の 操 作 を 行 い 、 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  5%EtOAc/ヘ キ サ ン 後 に 12 (151 mg, 69%
) を 得 た 。 (こ こ で O-ア ル キ ル 化 は 回 収 さ れ な か っ た が 、 存 在 し て い た ） 。
H 1  NMR (400 MHz, CDCl3 )δ  0.83 (t, J= 5.1 Hz, 3 H), 1.21 (m, 18 H), 1.26 (s, 3 H
), 1.42-1.46 (m, 1 H), 1.70 (s, 3 H), 1.71-1.74 (m, 1 H), 1.89-1.96 (m, 1 H).  C
3  NMR (100 MHz,CDCl3 ) δ  14.0, 22.2, 22.6, 24.4, 25.6, 28.1, 29.2, 29.2, 29.4, 2
9.4, 29.4, 31.8, 40.6, 53.5, 65.0, 204.8, 215.4.  ±
【 ０ ０ ５ １ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　 3,3-ジ ア リ ル -5-メ チ ル -5-デ シ ル -チ オ フ ェ ン -2,4-ジ オ ン  (15)
　 14 (以 下 の 図 ２ に 示 す , 177 mg, 0.57 mmol) お よ び ア リ ル ブ ロ ミ ド  (66μ L, 0.76 mmo
l) に 一 晩 上 記 の 操 作 を 行 い 、 15 (126 mg) お よ び 16 (30 mg) を 得 た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー  5% EtOAc/ヘ キ サ ン 後 全 収 率 78%。
H 1  NMR (300 MHz,CDCl3 ) δ  0.85 (t, J= 7.02 Hz, 3 H), 1.23 (m, 15 H), 1.40-1.50 (
m, 1 H), 1.53 (s, 3 H), 1.75- 1.86 (m, 2 H), 2.37-2.50 (m, 4 H), 5.03-5.09 (m, 4
 H), 5.52-5.66 (m, 2 H). 
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ZR-75-1 ヒ ト 乳 癌 細 胞 か ら の FAS精 製 の 生 物 学 的 お よ び 生 化 学 的 方 法
　 ヒ ト FASは 、 American Type Culture Collectionよ り 入 手 し た 培 養 ZR-75-1 ヒ ト 乳 癌 細
胞 か ら 精 製 し た 。 出 典 Linn et al., 1981お よ び Kuhajda et al., 1994の 方 法 は 、 低 張 溶
解 、 連 続 的 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル  (PEG) 沈 澱 、 お よ び 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
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ー を 利 用 す る 。 ZR-75-1 細 胞 は 、 37℃ 、 5% C0 2 に て RPMI培 養 培 地 （ 10% ウ シ 胎 児 血 清 、 ペ
ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 ） 中 で 培 養 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 集 密 細 胞 の 10個 の T150 フ ラ ス コ を 1.5 ml 溶 解 バ ッ フ ァ ー  (20 mM ト リ ス -HCl, pH 7.5
, 1 mM EDTA, 0.1 mM フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド (PMSF), 0.1 % Igepal CA-
630) に て 溶 解 し 、 加 圧 型 細 胞 破 砕 装 置 で 氷 上 に て 20打 で 破 砕 す る 。 溶 解 物 を JA-20ロ ー タ
ー (Beckman) で 20,000 rpmに て 30分 間 4℃ で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 溶 解 バ ッ フ ァ ー で 42 mlと
す る 。 50% PEG 8000溶 液 （ 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 ）  を 上 清 に ゆ っ く り と 添 加 し 、 最 終 濃 度 7.5
%と す る 。 60分 間 4℃ で 振 盪 し た 後 、 そ の 溶 液 を JA-20ロ ー タ ー  (Beckman) で 15,000 rpm 
に て 30分 間 4℃ で 遠 心 す る 。 そ の 後 固 体  PEG 8000を 上 清 に 添 加 し 、 最 終 濃 度 15%と す る 。
上 記 の よ う に 振 盪 お よ び 遠 心 を 繰 り 返 し た 後 、 ペ レ ッ ト を 一 晩 4℃ で 10 ml 緩 衝 液  A (20 
mM K 2 HPO 4 , pH 7.4)に 再 懸 濁 す る 。 0.45μ M ろ 過 の 後 、 そ の タ ン パ ク 質 溶 液 を Mono Q 5/5
 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム  (Pharmacia)に ア プ ラ イ す る 。 カ ラ ム を 15分 間 緩 衝 液  Aに て 1 ml/分
で 洗 浄 し 、 結 合 物 質 を 60分 で の 1 M KClま で の 直 線 性 60-ml勾 配 に よ り 溶 出 す る 。 FAS (MW
～ 270 kD) は 、 典 型 的 に は 0.25 M KClに お い て 3つ の 0.5 ml画 分 に 溶 出 さ れ 、 4-15% SDS-P
AGEお よ び Coomassie G250 染 色  (Bio-Rad)に よ り 同 定 さ れ る 。 FASタ ン パ ク 質 濃 度 は 、 Coo
massie Plus Protein Assay Reagent (Pierce) に よ り 製 造 元 の 説 明 に し た が い BSAを ス タ
ン ダ ー ト と し て 用 い て 測 定 す る 。 こ の 方 法 に よ り 、 Coomassie染 色 ゲ ル で 判 断 し て 実 質 的
に 純 粋 な FAS調 製 物 (>95%) が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 FAS酵 素 活 性 の 測 定 お よ び 化 合 物 の IC 5 0 の 決 定
　 FAS活 性 は 、 マ ロ ニ ル -CoA依 存 的 NADPH酸 化 を 分 光 光 度 法 で OD 3 4 0 に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト
に お い て 観 察 す る こ と に よ り 測 定 す る  (Dils et al お よ び Arslanian et al, 1975)。 各
ウ ェ ル は 、 2μ g 精 製 FAS、 100 mM K 2 HP0 4 、 pH 6.5, 1 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル  (Sigma)お
よ び 187.5 μ M β -NADPH (Sigma)を 含 む 。 阻 害 薬 の ス ト ッ ク 溶 液 は DMSO中 に 2、 1お よ び 0.
5 mg/mlで 調 製 し 、 1μ lの ス ト ッ ク を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 場 合 に 最 終 濃 度 20、 10お よ び 5 g
/mlを 得 る 。 各 実 験 に つ き 、 DMSOコ ン ト ロ ー ル 、 阻 害 薬 お よ び ブ ラ ン ク  (FAS酵 素 な し ) と
と も に 、 セ ル レ ニ ン  (Sigma) を ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 い ず れ も デ ュ プ リ ケ ー
ト で 行 う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ア ッ セ イ は 、 Molecular Devices SpectraMax Plus Spectrophotometerに て 行 う 。 FAS、
緩 衝 液 、 阻 害 薬 お よ び コ ン ト ロ ー ル を 含 む プ レ ー ト を 37℃ に 加 熱 し た 分 光 光 度 計 に 設 置 す
る 。 速 度 論 的 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 100μ lの 100 mM K 2 HP0 4 , pH6.5を 含 む デ ュ プ リ ケ ー
ト ウ ェ ル に て ブ ラ ン ク 測 定 し 、 プ レ ー ト を OD 3 4 0  に て 10秒 間 隔 で 5分 間 読 み と り 、 マ ロ ニ
ル -CoA依 存 的 NADPH酸 化 を 測 定 す る 。 プ レ ー ト を 分 光 光 度 計 か ら 取 り 除 き 、 マ ロ ニ ル -CoA 
(67.4μ M, 最 終 濃 度 /ウ ェ ル ) お よ び ア ル キ ニ ル -CoA (61.8μ M, 最 終 濃 度 /ウ ェ ル ) を ブ
ラ ン ク を 除 く 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に し て 速 度 論 的 プ ロ ト コ ー ル に
よ り 再 度 読 み 取 り 、 マ ロ ニ ル -CoA依 存 的 NADPH酸 化 を 測 定 す る 。 マ ロ ニ ル -CoA依 存 的 NADPH
酸 化 お よ び マ ロ ニ ル -CoA非 依 存 的 NADPH酸 化 に つ い て の Δ  OD 3 4 0 の 相 違 が 特 異 的 FAS活 性 で
あ る 。 FAS調 製 物 の 純 度 か ら マ ロ ニ ル -CoA非 依 存 的 NADPH酸 化 は 無 視 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 化 合 物 の FASに 対 す る IC 5 0 は 、 Δ  OD 3 4 0 を 試 験 し た 各 阻 害 薬 濃 度 に つ い て プ ロ ッ ト し 、
直 線 回 帰 を 用 い 、 ベ ス ト フ ィ ッ ト ラ イ ン 、 r 2 値 、 お よ び 95%信 頼 区 間 を 計 算 す る こ と に よ
り 決 定 さ れ る 。 FASの 50% 阻 害 を も た ら す 化 合 物 濃 度 が IC 5 0 で あ る 。 Δ  OD 3 4 0  対  時 間 の
グ ラ フ は 、 SOFTmax PRO ソ フ ト ウ ェ ア  (Molecular Devices) に よ り 各 化 合 物 濃 度 に つ い
て プ ロ ッ ト す る 。 直 線 回 帰 、 ベ ス ト フ ィ ッ ト ラ イ ン 、 r 2 お よ び 95% 信 頼 区 間 の 計 算 は 、 Pr
ism Version 3.0 (Graph Pad Software)に よ り 計 算 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ
　 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト ア ッ セ イ で は 、 細 胞 増 殖 は 測 定 さ れ る が 細 胞 毒 性 は 測 定 さ れ な
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い 。 こ の ア ッ セ イ は 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る 固 定 細 胞 の ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 染 色
お よ び そ の 後 の 可 溶 化 、 な ら び に 分 光 光 度 計 に お け る OD 4 9 0 の 測 定 を 用 い る 。 OD 4 9 0 は 、 測
定 単 位 時 間 あ た り の 細 胞 増 殖 に 相 当 す る 。 細 胞 を 対 象 化 合 物 お よ び 媒 体 コ ン ト ロ ー ル で 処
置 し 、 各 化 合 物 に つ い て IC 5 0 を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 具 体 的 化 合 物 の 癌 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 測 定 す る た め 、 5 x 10 4  MCF-7 ヒ ト 乳 癌 細 胞
（ American Type Culture Collection よ り 入 手 ） を 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に DMEM
培 地 （ 10% ウ シ 胎 児 血 清 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 ） 中 に て 播 種 す る 。
一 晩 37℃ 、 5% C0 2 に て 培 養 し た 後 、 DMSOに 溶 解 し た 試 験 化 合 物 を 容 量 1μ lに て 以 下 の 濃 度
で ウ ェ ル に 添 加 す る : 50、 40、 30、 20お よ び 10μ g/ml（ ト リ プ リ ケ ー ト ） 。 必 要 に 応 じ て
さ ら な る 濃 度 を 試 験 す る 。 1μ lの DMSOを 媒 体 コ ン ト ロ ー ル と し て ト リ プ リ ケ ー ト の ウ ェ ル
に 添 加 す る 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 C75を 10お よ び 5μ g/mlに て 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 72時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を 0.5 mlの ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 染 色 液  (0.
5%、 25% メ タ ノ ー ル 中 )に よ り 各 ウ ェ ル に お い て 染 色 す る 。 10分 後 、 ウ ェ ル を す す ぎ 、 風
乾 し 、 そ し て 2時 間 振 盪 し な が ら 0.5 mlの 10% ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 可 溶 化 す る 。 各
ウ ェ ル か ら 100μ lを 96ウ ェ ル プ レ ー ト へ 移 し た 後 、 プ レ ー ト を Molecular Devices Spectr
aMax Plus Spectrophotometer上 で OD 4 9 0 に て 読 み 取 る 。 平 均  OD 4 9 0  値 は 、 SOFTmax Pro S
oftware (Molecular Devices) に よ り 計 算 し 、 IC 5 0 値 は 、 直 線 回 帰 解 析 に よ り Prism vers
ion 3.02 (Graph Pad Software, San Diego)を 用 い て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 XTT細 胞 毒 性 ア ッ セ イ  
　 XTTア ッ セ イ は 、 [ 5 1 Cr]放 出 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ の 非 放 射 性 代 替 法 で あ る 。 XTTは 、 代 謝 が
活 性 な 生 存 細 胞 に よ っ て の み ホ ル マ ザ ン 色 素 に 還 元 さ れ る テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 で あ る 。 XTT
の 還 元 は 、 分 光 光 度 計 に て OD 4 9 0 -OD 6 5 0 と し て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 具 体 的 化 合 物 の 癌 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 測 定 す る た め 、 9 x 10 3  MCF-7 ヒ ト 乳 癌 細 胞
（ American Type Culture Collectionよ り 入 手 ） を 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に DMEM 
培 地 （ 10% ウ シ 胎 児 血 清 、 イ ン シ ュ リ ン 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 ） 中
に て 播 種 す る 。 37℃ 、 5% C0 2 で 一 晩 培 養 し た 後 、 DMSOに 溶 解 し た 試 験 化 合 物 を 容 量 1μ lに
て 以 下 の 濃 度 で ウ ェ ル に 添 加 す る :80、 40、 20、 10、 5、 2.5、 1.25お よ び 0.625μ g/ml（ ト
リ プ リ ケ ー ト ） 。 必 要 に 応 じ て 、 さ ら な る 濃 度 を 試 験 す る 。 1μ lの DMSOを 媒 体 コ ン ト ロ ー
ル と し て ト リ プ リ ケ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 す る 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 C75を 40
、 20、 10、 15、 12.5、 10お よ び 5μ g/ml（ ト リ プ リ ケ ー ト ） に て 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 72時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 製 造 元 の 指 示 に し た が い (Cell Proliferation Kit II
 (XTT) Roche)、 細 胞 を XTT 試 薬 と 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を Molecular Devi
ces SpectraMax Plus Spectrophotometer上 で OD 4 9 0 お よ び OD 6 5 0 に て 読 み 取 る 。 3つ の XTT
試 薬 含 有 細 胞 不 含 ウ ェ ル が プ レ ー ト ブ ラ ン ク の 役 割 を 果 た す 。 XTTデ ー タ は 、 OD 4 9 0 -OD 6 5 0
と し て 報 告 さ れ る 。 平 均 お よ び 標 準 誤 差 は 、 SOFTmax Pro software (Molecular Dynamics
)に よ り 計 算 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 化 合 物 の IC 5 0 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て OD 4 9 0 -OD 6 5 0 の 50%の 減 少 を も た ら す 薬 物 の 濃
度 と 規 定 さ れ る 。 OD 4 9 0 -OD 6 5 0 は 、 SOFTmax PRO software (Molecular Devices) に よ り 各
化 合 物 濃 度 に つ い て 計 算 す る 。 IC 5 0 は 、 コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 割 合 と し て の FAS活 性 を 薬
物 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し て 直 線 回 帰 に よ り 計 算 す る 。 直 線 回 帰 、 ベ ス ト フ ィ ッ ト ラ イ ン
、 r 2 お よ び 95% 信 頼 区 間 は 、 Prism Version 3.0 (Graph Pad Software)を 用 い て 決 定 す る
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 全 脂 質 へ の [ 1 4 C]ア セ テ ー ト の 取 り 込 み の 測 定 お よ び 化 合 物 の IC 5 0 の 決 定
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　 こ の ア ッ セ イ は 、 [ 1 4 C]ア セ テ ー ト の 全 脂 質 へ の 取 り 込 み を 測 定 し 、 イ ン ビ ト ロ で の 脂
肪 酸 合 成 経 路 活 性 を 測 定 す る も の で あ る 。 こ れ は イ ン ビ ト ロ に お け る 脂 肪 酸 合 成 の 阻 害 の
測 定 に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 の よ う に 培 養 し た MCF-7 ヒ ト 乳 癌 細 胞 を 、 5 x 10 4  細 胞 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ
ェ ル に 播 種 す る 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 DMSOに 溶 解 し た 試 験 化 合 物 を 5、 10お
よ び 20 g/ml（ ト リ プ リ ケ ー ト ） で 添 加 し 、 必 要 で あ れ ば よ り 低 い 濃 度 も 試 験 す る 。 DMSO
を 媒 体 コ ン ト ロ ー ル と し て ト リ プ リ ケ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 す る 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
と し て 、 C75を 5お よ び 10μ g/ml（ ト リ プ リ ケ ー ト ） で 用 い る 。 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 、 0.25μ Ci の [ 1 4 C]ア セ テ ー ト  (容 量 10μ l) を 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 培 地 を 各 ウ ェ ル か ら 吸 引 除 去 し 、 800μ lの ク
ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル (2:1) お よ び 700μ lの 4 mM MgC1 2  を 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 各 ウ ェ
ル の 内 容 物 を 1.5 Eppendorfチ ュ ー ブ に 移 し 、 高 速 Eppendorf Microcentrifuge 5415Dに よ
り 最 高 速 度 で 2分 間 遠 心 す る 。 水 層  (上 層 ) を 除 去 し た 後 、 さ ら に 700μ lの ク ロ ロ ホ ル ム :
 メ タ ノ ー ル  (2:1)お よ び 500μ lの 4 mM MgCl 2  を 各 チ ュ ー ブ に 添 加 し 、 続 い て 上 記 の よ う
に 1分 間 遠 心 す る 。 水 層 を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 す る 。 さ ら に 400μ lの ク ロ
ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル (2:1)お よ び 200μ lの 4 mM MgC1 2 を 各 チ ュ ー ブ に 添 加 し 、 次 い で 遠 心
し 、 そ し て 水 層 を 廃 棄 す る 。 低 層  (有 機 層 ) を シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 移 し 、 40℃ で
N 2 ガ ス 下 乾 燥 す る 。 乾 燥 し た ら 、 3 mlの シ ン チ ラ ン ト  (APB#NBC5104) を 添 加 し 、 バ イ ア
ル を 1 4 Cに つ い て カ ウ ン ト す る 。 Beckman Scintillation カ ウ ン タ ー に よ り 平 均 cpm値 を ト
リ プ リ ケ ー ト で 計 算 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 化 合 物 の IC 5 0 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て [ 1 4 C]ア セ テ ー ト の 脂 質 へ の 取 り 込 み の 50%の
減 少 を も た ら す 薬 物 の 濃 度 と 規 定 さ れ る 。 こ れ は 、 試 験 し た 各 阻 害 薬 濃 度 に つ い て の 平 均
cpmを プ ロ ッ ト し 、 直 線 回 帰 を 行 い 、 ベ ス ト フ ィ ッ ト ラ イ ン 、 r 2 値 、 お よ び 95% 信 頼 区 間
を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 平 均 cpm値 は 、 Beckman Scintillation カ ウ ン タ ー  (モ
デ ル  LS6500) に よ り 各 化 合 物 濃 度 に つ い て 計 算 す る 。 直 線 回 帰 、 ベ ス ト フ ィ ッ ト ラ イ ン
、 r 2 お よ び 95%信 頼 区 間 の 計 算 は 、 Prism Version 3.0 (Graph Pad Software)に よ り 行 う
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1 (CPT-1)ア ッ セ イ
　 CPT-1は 、 マ ロ ニ ル -CoAに よ り 阻 害 さ れ る ア シ ル -CoAか ら ア シ ル -カ ル ニ チ ン へ の 長 鎖 脂
肪 酸 の ATP依 存 的 転 移 を 触 媒 す る 。 CPT-1は 活 性 に ミ ト コ ン ド リ ア 膜 を 必 要 と す る の で 、 酵
素 活 性 は 透 過 処 理 さ れ た 細 胞 ま た は ミ ト コ ン ド リ ア に お い て 測 定 す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、
透 過 処 理 さ れ た 細 胞 を 使 用 し て 、 [メ チ ル - 1 4 C] L-カ ル ニ チ ン の 有 機 溶 媒 可 溶 性 （ organic
ally soluble） ア シ ル -カ ル ニ チ ン 誘 導 体 へ の 転 移 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 MCF-7 細 胞 は 、 DMEM（ 10% ウ シ 胎 児 血 清 含 有 ） 中 10 6 細 胞 に て 24ウ ェ ル プ レ ー ト に ト リ
プ リ ケ ー ト で コ ン ト ロ ー ル 、 薬 物 、 お よ び マ ロ ニ ル -CoAに つ い て 播 種 す る 。 ア ッ セ イ 開 始
の 2時 間 前 、 10 mg/ml（ DMSO中 ） の ス ト ッ ク 溶 液 か ら 調 製 し た 個 々 の 濃 度 の 薬 物 、 薬 物 不
含 DMSOか ら な る 媒 体 コ ン ト ロ ー ル を 添 加 す る 。 マ ロ ニ ル -CoAは イ ン タ ク ト な 細 胞 へ は 入 れ
な い の で 、 薬 物 と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て い な い 細 胞 に の み ア ッ セ イ 緩 衝 液 に お い て 添 加
す る 。 一 晩 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 培 地 を 除 去 し 、 700μ lの ア ッ セ イ 緩 衝 液 （
50 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 70 mM KCl、 80 mM シ ョ 糖 、 1 mM EGTA、 2 mM MgC1 2 、 1 mM DTT、 1 
mM KCN、 1 mM ATP,0.1 % 脂 肪 酸 不 含 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 70μ M パ ル ミ ト イ ル -CoA、 0.2
5μ Ci [メ チ ル - 1 4 C]L-カ ル ニ チ ン 、 40 g ジ ギ ト ニ ン か ら な る 、 薬 物 、 DMSO媒 体 コ ン ト ロ
ー ル ま た は 20μ M マ ロ ニ ル -CoA含 有 ） と 置 き 換 え る 。 ア ッ セ イ 緩 衝 液 中 の 薬 物 お よ び DMSO
の 濃 度 は 、 2時 間 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 使 用 し た も の と 同 じ で あ る 。 6分 間 37℃ で の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 反 応 を 500μ lの 氷 冷 4 M 過 塩 素 酸 を 添 加 し て 停 止 さ せ る 。 そ の 後
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細 胞 を 回 収 し 、 13,000 x gで 5分 間 遠 心 す る 。 ペ レ ッ ト を 500μ lの 氷 冷 2mM 過 塩 素 酸 で 洗
浄 し 、 再 び 遠 心 す る 。 得 ら れ る ペ レ ッ ト を 800μ lの dH 2 0に 再 懸 濁 し 、 150μ lの ブ タ ノ ー ル
で 抽 出 す る 。 ブ タ ノ ー ル 相 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン で カ ウ ン ト す る と 、 ア シ ル カ ル ニ チ ン
誘 導 体 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 新 規 FAS阻 害 薬 に つ い て の 体 重 減 少 ス ク リ ー ン
　 Balb/C マ ウ ス (Jackson Labs) を 初 期 体 重 減 少 ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 す る 。 動 物 を 一 定
温 度 の 12時 間 明 暗 サ イ ク ル 室 で 飼 育 し 、 マ ウ ス 餌 お よ び 水 を 自 由 に 摂 取 さ せ る 。 各 実 験 に
つ き ト リ プ リ ケ ー ト に て 3匹 の マ ウ ス を 各 試 験 化 合 物 お よ び 媒 体 コ ン ト ロ ー ル に 使 用 す る
。 実 験 の た め 、 マ ウ ス は 試 験 化 合 物 ご と に 別 々 に 1ケ ー ジ 3匹 づ つ 飼 育 す る 。 化 合 物 を DMSO
に 10 mg/mlで 希 釈 し 、 約 100μ lの DMSO中 に て 60 mg/kgを 、 ま た は 媒 体 単 独 を 、 マ ウ ス に 腹
腔 内 注 射 す る 。 マ ウ ス を 観 察 し 、 毎 日 体 重 を 測 定 す る ; 平 均 体 重 お よ び 標 準 誤 差 は エ ク セ
ル  (Microsoft)で 計 算 す る 。 実 験 は 、 処 置 さ れ た 動 物 が 処 置 前 の 体 重 に 到 達 す る ま で 継 続
す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 選 択 し た 化 合 物 を 代 謝 ケ ー ジ （ metabolic cage） で 飼 育 さ れ た 動 物 で 試 験 す る 。 動 物 へ
の 投 与 は 、 1つ の 代 謝 ケ ー ジ に つ き 、 3匹 の 動 物 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 実 験 と 同 一 で あ る
。 動 物 の 体 重 、 水 お よ び 食 餌 消 費 、 な ら び に 尿 お よ び 糞 排 泄 は 毎 日 測 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 菌 性
　 培 養 液 微 量 希 釈 ア ッ セ イ を 使 用 し て 化 合 物 の 抗 菌 活 性 を 評 価 す る 。 化 合 物 は 2段 階 希 釈
に て 試 験 し 、 可 視 的 な 成 長 を 阻 害 す る 濃 度  (コ ン ト ロ ー ル の 10%で の OD 6 0 0 ) を MICと し て
定 義 す る 。 試 験 し た 微 生 物 に は Staphylococcus aureus (ATCC # 29213)、 Enterococcus f
aecalis (ATCC # 29212)、 Pseudomonas aeruginosa (ATCC # 27853)、 お よ び Escherichia
 coli (ATCC # 25922)が 含 ま れ る 。 ア ッ セ イ は 、 2種 類 の 成 長 培 地 、 Mueller Hinton Brot
hお よ び Trypticase Soy Brothに お い て 行 う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 血 液  (Tsoy/5% ヒ ツ ジ 血 液 ) ア ガ ー プ レ ー ト に T soy 培 養 液 （ 10% グ リ セ リ ン 含 有 ） 中
で 維 持 さ れ た 凍 結 ス ト ッ ク か ら 植 菌 し 、 一 晩 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 コ ロ ニ ー を 滅 菌
培 養 液 に 濁 度 が 0.5 McFarland ス タ ン ダ ー ド の 濁 度 と 一 致 す る よ う に 懸 濁 す る 。 そ の 植 菌
材 料 を 1:10に て 滅 菌 培 養 液  (Mueller Hintonま た は Trypticase Soy)に 希 釈 し 、 195μ lを 9
6ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 分 注 す る 。 試 験 化 合 物 （ DMSOに 溶 解 ） を 容 量 5μ lに て 以 下
の 濃 度 で ウ ェ ル に 添 加 す る ：  25、 12.5、 6.25、 3.125、 1.56お よ び 0.78μ g/ml（ デ ュ プ リ
ケ ー ト ） 。 要 す れ ば さ ら な る 濃 度 を 試 験 す る 。 デ ュ プ リ ケ ー ト ウ ェ ル に 添 加 し た 5μ lの DM
SOは 媒 体 コ ン ト ロ ー ル で あ る 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 化 合 物 で あ る バ ン コ マ イ シ ン  (E.
 faecalisお よ び S. aureus) お よ び ト ブ ラ マ イ シ ン  (E. coliお よ び P. aeruginosa)の 段
階 希 釈 を 各 実 験 に 含 め る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 37℃ 24時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を OD 6 0 0  に て Molecular Devices Spectr
aMax Plus Spectrophotometerで 読 み 取 る 。 平 均 OD 6 0 0 値 は SOFTmax Pro Software (Molecu
lar Devices)を 用 い て 計 算 し 、 MIC値 は 直 線 回 帰 解 析 に よ り Prism version 3.02 (Graph P
ad Software, San Diego)を 使 用 し て 決 定 す る 。 MICは 、 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 測 定 値 の 10%と
等 し い OD 6 0 0 測 定 値 を 与 え る の に 必 要 な 化 合 物 の 濃 度 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 β -酸 化 ア ッ セ イ -酸 可 溶 性 産 物 の 単 離
　 24ウ ェ ル プ レ ー ト （ 1 ml/ウ ェ ル ） に 2.5 x 10 5  細 胞 /ウ ェ ル を 準 備 し た 。 そ の 細 胞 を 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 翌 日 、 可 溶 化 パ ル ミ テ ー ト 溶 液 を 準 備 し た 。 50μ lの (1- 1 4 C) パ ル ミ チ ン 酸 を 2 ml遠 心
管 に 添 加 し 、 窒 素 ガ ス 下 乾 燥 し た 。 2 mlの α -CD (α -シ ク ロ デ キ ス ト ラ ン )（ 10 mg/ml、 1
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0 mM ト リ ス 中 ） を 添 加 し た 。 こ の 溶 液 を 37℃ 水 浴 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 25μ lの 前 記 溶 液 を 2.5μ lの 200 M カ ル ニ チ ン お よ び 222.5μ lの 血 清 不 含 培 地 （ 細 胞 に
使 用 す る も の ） に 添 加 し て 放 射 性 混 合 物 を 準 備 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 い で 、 細 胞 を 試 験 化 合 物 で ト リ プ リ ケ ー ト に て 処 理 し 、 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 培 地 を 除 去 し 、 250μ lの 放 射 性 混 合 物 を 添 加 し た 。 試 験 化 合 物 を 再 び 添 加 し 、 さ ら
に 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 50μ lの 2.6 N HCl0 4 に て 停 止 さ せ た 。 プ レ ー
ト の 内 容 物 を 1.5 ml遠 心 管 に 移 し 、 次 い で 50μ lの 4N KOHを 添 加 し 、 そ の 管 を 60℃ 水 浴 に
て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酢 酸 ナ ト リ ウ ム  (1M, 75μ l)お よ び 硫 酸  (3N, 50μ l) を
こ の 溶 液 に 添 加 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し た 。 そ の 管 を 7分 間 1000 rpmで 室 温 に て 遠 心 し た 。 一
部 (225μ l) を 除 去 し 、 以 下 を 添 加 し た  (各 添 加 後 に ボ ル テ ッ ク ス 、 最 後 は 2回 ） : 938μ l
 1:1 ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ ー ル ; 468μ l ク ロ ロ ホ ル ム ; 281μ l 蒸 留 水 。 そ の 管 を 1000 
rpmで 5分 間 遠 心 し た 。 上 相 を 大 き な ガ ラ ス 製 シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に と り 、 5 mlの Bu
dget 溶 媒  (シ ン チ レ ー シ ョ ン 液 ) を 添 加 し た 。 こ の 管 を 十 分 に ボ ル テ ッ ク ス し た 。 最 後
に 、 C14を 1分 間 カ ウ ン ト し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 生 物 学 的 試 験 の 結 果
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の 化 合 物 を 製 造 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 本 発 明 の 化 合 物 を 製 造 す る た め の 別 の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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