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(57)【要約】
【課題】低い細胞障害特性および管理可能な副作用を伴う代替の免疫抑制剤を提供するこ
と。
【解決手段】構造（Ｉ）を有するデプシペプチドおよびその同族体が開示される。ここで
、ｍ、ｎ、ｐ、ｑ、Ｘ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３は本明細書中に定義されるとおりである。
ＦＲ９０１２２８を含むこれらの化合物は、例えば、免疫抑制剤としての活性、ならびに
、炎症、自己免疫もしくは免疫系関連疾患（移植片対宿主病を含む）を罹患もしくは罹患
する危険性がある患者の予防または処置するための活性、ならびに、移植後の移植片／組
織の生存を高めるための活性を有する。また、リンパ球の活性化、増殖を阻害するため、
および／またはＩＬ－２分泌を抑制するための方法が提供される。

【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書中に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（技術分野）
　本発明は一般に、デプシペプチドまたはその同族体、およびその免疫抑制剤としての使
用に関し、より詳細には、ＦＲ９０１２２８のようなデプシペプチドの有効量を動物に投
与することによって、免疫障害（例えば、自己免疫疾患または炎症性疾患）の処置および
／または予防、ならびに移植材料の免疫拒絶を軽減するため処置および／または予防に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　免疫系の調節は、自己免疫応答を阻害することから感染疾患を制御および移植片／組織
拒絶を阻害することまでの様々な状況において望まれる。拒絶を軽減するための主なアプ
ローチは、レシピエントの免疫系の薬理学的抑制である。これを考慮して、現在使用され
ている最も免疫調節性の化合物は、免疫抑制剤である。１９６０年代初め、これらの免疫
抑制剤のアベイラビリティは、わずかな薬剤のみに制限されていた。しかし、１９８０年
代初め、アザチオプリンおよびコルチコステロイドに加えて、シクロスポリンが幅広く利
用可能になり、そしてそれ以来、選り抜きの薬物である（Ｋｏｂａｘｈｉｇａｗａ、Ｔｒ
ａｎｓ．Ｐｒｏｃ．３０：１０９５－１０９７，１９９８；Ｉｓｏｎｉｅｍｉ，Ａｎｎ．
Ｃｈｉ．Ｇｙｎ．８６：１６４－１７０，１９９７）。しかしながら、より新しい免疫抑
制剤は、比較的わずかな数であり、そしてまた初期の薬剤に関連する所望でない多くの副
作用を被る。これらの薬物は、移植器官の生存時間を増大するために、単一の薬剤または
他の免疫抑制剤と組み合わせてのいずれかとして使用されてきたが、多くはまた炎症性疾
患および自己免疫疾患、移植片体宿主疾患、および類似の免疫系関連疾患を処置するため
に有用である。
【０００３】
　現在使用される免疫抑制剤は、抗増殖剤（例えば、メトトレキセート、アザチオピリン
、およびシクロホスファミド）を含む。これらの薬物は、有糸分裂および細胞分裂に影響
を与えるため、これらは、速い代謝回転速度を有する正常な細胞（例えば、骨髄細胞）お
よび胃腸管内層に対する重篤な毒性効果を有する（Ｍｉｌｌｅｒ，Ｓｅｍｉｎ．Ｖｅｔ．
Ｍｅｄ．Ｓｕｒｇ．１２（３）：１４４－１４９，１９９７）。従って、骨髄低下および
肝臓損傷は、一般的な副作用である。
【０００４】
　免疫抑制を誘発するために使用される抗炎症性化合物は、副腎コルチコステロイド（例
えば、デキサメタゾンおよびプレドニゾロン）を含む。これらの化合物を使用して観察さ
れる一般的な副作用は、頻繁な感染、異常な代謝、高血圧および糖尿病である。
【０００５】
　リンパ球の活性化および続く増殖を阻害するために現在使用されている他の免疫抑制化
合物としては、シクロスポリン、ＦＫ５０６およびラパマイシンが挙げられる。これらの
薬物は、カルシウム依存性ホスファターゼカルシニュリン（シクロスポリンおよびＦＫ５
０６）を阻害するか、または増殖因子誘導性シグナル伝達に重要なｐ７０Ｓ６キナーゼ（
ラパマイシン）を阻害するかのいずれかである（Ｌｉｕら、Ｃｅｌｌ　６６：８０７－８
１５，１９９１；Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎら、Ｉｍｍｕｎ．７３：３１６－３２１，１９９１
；Ｂｉｅｒｅｒら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎ．５：７６３－７７３，１９９３；
Ｉｓｏｎｉｅｍｉ（前出））。中でもシクロスポリンおよびその類似物は、最も一般的に
使用される免疫抑制剤である。シクロスポリンは、典型的に、腎臓、肝臓、心臓、膵臓、
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骨髄および心臓－肺移植における器官拒絶を予防または処置するため、ならびに自己免疫
疾患および炎症性疾患（例えば、クローン病、再生不良性貧血、多発性硬化症、重症筋無
力症、ブドウ膜炎、胆汁性肝硬変など）の処置のために使用される。しかし、シクロスポ
リンは、小さな治療的用量ウインドウおよび重篤な毒作用（腎毒性、肝毒性、高血圧、多
毛症、癌および神経毒性を含む）の問題を被る（ＰｈｉｌｉｐおよびＧｅｒｓｏｎ、Ｃｌ
ｉｎ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．１８（４）：７５５－７６５，１９９８；Ｈｏｊｏら、Ｎａｔｕ
ｒｅ　３９７：５３０－５３４，１９９９）。
【０００６】
　さらに、モノクローナル抗体（例えば、ＯＫＴ３）は、移植片拒絶を予防および／また
は処置するために使用される。モノクローナル抗体の患者への導入は、多くの生物学的材
料の場合と同様に、いくつかの副作用（例えば、硬直および呼吸困難）を引き起こす（Ｒ
ｉｃｈａｒｄｓら、ＣａｎｃｅｒＲｅｓ．５９（９）：２０９６－２１０１，１９９９）
。
【０００７】
　多くの生命を脅かす疾患の状況では、器官移植は、標準的な処置と考えられ、そして多
くの場合において、死の代替と考えられる。主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）により
コードされ、全ての細胞上に存在する、移植片上の異種細胞表面抗原に対する免疫応答は
、一般的に、移植組織が適合性ドナー由来ではない限り、組織および器官の首尾良い移植
を妨げ、そして正常な免疫応答は抑制される。一卵性双生児以外、最も適合性であり、か
つ長期間の割合の移植は、ＭＨＣ同一性同胞ドナーまたはＭＨＣ同一性無関係死体ドナー
を使用して達成される（Ｓｔｒｏｍ．Ｃｌｉｎ．Ａｓｐ．Ａｕｔｏｉｍｍ．４：８－１４
，１９９０）。しかし、このような同一の適合は、達成しがたい。さらに、ドナーの器官
の必要性が増加するにつれて、現存の移植された器官の不足が増加する。従って、異物移
植が集約的な研究の領域として現れたが、レシピエント動物における拒絶に関する多くの
障害に直面している（Ｋａｕｆｍａｎら、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：３
３９－３６７，１９９５）。
【０００８】
　器官同種移植に対する宿主応答は、異種抗原を認識し、異種抗原によって活性化される
Ｔリンパ球およびＢリンパ球、ならびにマクロファージまたは樹状細胞の中の複雑な一連
の細胞相互作用を含む（Ｓｔｒｏｍ，前出；Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ａｂｂａｓら（編）、ＷＢ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，
Ｐｅｎｎ．，１９９４）。同時刺激因子、主にサイトカイン、および活性化補助細胞（例
えば、マクロファージまたは樹状細胞）によって提供される特定の細胞－細胞相互作用は
、Ｔ細胞増殖に必須である。これらのマクロファージまたは樹状細胞は、特定の接着タン
パク質を介してＴ細胞に直接付着するか、またはＴ細胞を刺激するサイトカイン（例えば
、ＩＬ－１２およびＰＬ－１５）を分泌する（Ｓｔｒｏｍ，Ｏｒｇａｎ　Ｔｒａｎｓｐｌ
ａｎｔａｔｉｏｎ：Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，１９８９）。補助細胞誘発性同時刺激シグナルは、インター
ロイキン－２（ＩＬ－２）遺伝子転写の活性化、およびＴ細胞における高親和性ＩＬ－２
レセプターの発現を刺激する（Ｐａｎｋｅｗｙｃｚら、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
　４７：３１８，１９８９；Ｃａｎｔｒｅｌｌら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２４：１３１２，
１９９１；Ｗｉｌｌｉａｍｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３２：２３３０－２３３７，１
９８４）。ＩＬ－２（１５ｋＤａのタンパク質）は、抗原刺激の際にＴ細胞によって分泌
され、そして正常な免疫応答のために必要とされる。ＩＬ－２は、リンパ細胞を刺激して
、ＩＬ－２特異的細胞表面レセプター（ＩＬ－２Ｒ）に結合することによって増殖および
分化する。ＩＬ－２はまた、細胞障害性Ｔ細胞のヘルパーＴ細胞活性化を開始し、そして
インターフェロン（ＩＦＮ－）の分泌を刺激し、これ次いで、マクロファージの細胞破壊
特性を活性化する（Ｆａｒｒａｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２６：１１２０－１１２５
，１９８１）。さらに、ＩＦＮ－およびＩＬ－４はまた、移植された器官におけるＭＨＣ
クラスＩＩ発現の重要なアクチベータであり、それにより移植器官の免疫原性を増大する



(4) JP 2013-107902 A 2013.6.6

10

20

30

40

50

ことによって拒絶カスケードをさらに拡大する（Ｐｏｂｅｒら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１
５７：１３３９，１９８３：Ｋｅｌｌｅｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３２：２４０－２
４５，１９８４）。
【０００９】
　Ｔ細胞媒介性応答の現在のモデルは、Ｔ細胞は、主に樹状細胞によって、二次リンパ器
官のＴ細胞ゾーンにおいてプライムされることを示唆する。初期の相互作用は、抗原提示
細胞（ＡＰＣ）の抗原負荷ＭＨＣ分子細胞とＴ細胞上のＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）／Ｃ
Ｄ３複合体との間の細胞間接触を必要とする。ＴＣＲ／ＣＤ３複合体の会合は、ＣＤ４Ｔ
細胞におけるＣＤ１５４発現を優勢に引き起こし、これは次いで、ＣＤ４０会合によりＡ
ＰＣを活性化して、改善された抗原提示を生じる（Ｇｒｅｗａｌら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１６：１１１－１３５，１９９８）。これは、部分的に、ＡＰＣにおける
ＣＥ８０およびＣＤ８６発現の上方制御により引き起こされ、この両方は、Ｔ細胞上の重
要なＣＤ２８同時刺激分子に対するリガンドである。しかし、ＣＤ４０の会合はまた、Ｍ
ＨＣ－抗原複合体の長期の表面発現、４－１ＢＢおよびＯＸ－４０（活性化Ｔ細胞上で発
現される強力な同時刺激分子）のリガンドの発現を導く。さらに、ＣＤ４０の会合は、様
々なサイトカイン（例えば、ＩＬ－２、ＩＬ－１５、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－６お
よびＩＬ－８）およびケモカイン（例えば、Ｒａｎｔｅｓ、ＭＩＰ－１α、およびＭＣＰ
－１）の分泌を生じ、これらの全ては、ＡＰＣおよびＴ細胞活性化および成熟の両方に対
する重要な効果を有する（Ｍａｃｋｅｙら、Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．６３：４１８
－４２８，１９９８）。
【００１０】
　類似の機構は、自己免疫疾患（例えば、Ｉ型糖尿病）の発生に関する。ヒトおよび非肥
満糖尿病マウス（ＮＯＤ）において、インスリン依存性糖尿病（ＩＤＤＭ）は、年齢と共
に増大するインスリン産生膵臓β細胞の自然なＴ細胞依存性自己免疫破壊から生じる。こ
のプロセスは、主にＴリンパ球と比較して、単核細胞を有する島の浸潤（インスリン炎）
によって生じる（Ｂｏｔｔａｚｚｏら、Ｊ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．１１３：３５３，１
９８５；Ｍｉｙａｚａｋｉら、Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６０：６２２，１９
８５）。自己凝集性Ｔ細胞と抑制型免疫現象との間のデリケートなバランスは、自己免疫
の発現がインスリン炎に制限されるか、またはＩＤＤＭに進行するかを決定する。ＮＯＤ
マウスにおいて、Ｔ細胞を標的化するヒトＩＤＤＭのモデルの治療ストラテジーは、ＩＤ
ＤＭの予防において首尾よい（Ｍａｋｉｎｏら、Ｅｘｐ．Ａｎｉｍ．２９：１，１９８０
）。これらは、新生児胸腺摘出、シクロスポリンの投与および抗ｐａｎＴ細胞、抗ＣＤ４
または抗ＣＤ２５（ＩＬ－２５）モノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）の注入を含む（Ｔａｒ
ｕｉら、Ｉｎｓｕｌｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｔｙｐｅ　Ｉ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ、ｌｅｓｓｏｎ
ｓ　ｆｒｏｍｅ　ｔｈｅＮＯＤ　Ｍｏｕｓｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｋｙ
ｏ，１４３頁、１９８６）。他のモデルとしては、自己免疫疾患および炎症性疾患（例え
ば、多発性硬化症）（ＥＡＥモデル）、リウマチ様動脈炎、移植変態宿主疾患、全身性エ
リテマトーデス（全身性自己免疫－－－ＮＺＢｘＮＺＷＦ１モデル）など）が挙げられる
（例えば、ＴｈｅｏｆｉｌｏｐｏｕｌｏｓおよびＤｉｘｏｎ、Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
３７：２６９－３８９，１９８５；Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２５
：１０３２－１０３６，１９８０；Ｂｏｎｎｅｖｉｌｌｅら、Ｎａｔｕｒｅ　３４４：１
６３－１６５，１９９０；Ｄｅｎｔら、Ｎａｔｕｒｅ　３４３：７１４－７１９，１９９
０；Ｔｏｄｄら、Ｎａｔｕｒｅ　３５１：５４２－５４７，１９９１；Ｗａｔａｎａｂｅ
ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｇｅｎｅｔ．２９：３２５－３３５，１９９１；Ｍｏｒｒｉｓら、
Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．５７：２６３－２７３，１９９
０；Ｔａｋａｈａｓｈｉら、Ｃｅｌｌ　７６：９６９－９７６，１９９４；Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｃｏｉｃｏ編
、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｃｈａｐｔｅｒ　１５、１９９８）
。
【００１１】
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　全ての拒絶の防止のおよび自己免疫逆転ストラテジーの目的は、抗原性組織または因子
に対する患者の免疫反応性を、最小の罹患率および死亡率で抑制することである。従って
、多数の薬物が現在使用され、またはそれらの免疫抑制特性について研究されている。上
記のように、最も一般的に使用される免疫抑制剤は、シクロスポリンであるが、シクロス
ポリンの使用は、多数の副作用を有する。従って、低い細胞障害特性および管理可能な副
作用を伴う免疫抑制において効果的な薬剤についての比較的少ない選択の観点において、
代替の免疫抑制剤の同定の必要性が、当該分野において存在する。本発明は、この必要性
を満たし、そして他の関連の利点を提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　（発明の要旨）
　簡潔には、本発明は、デプシペプチドおよびその同族体（本明細書中で「化合物」とも
称される）、これは、免疫抑制剤としての活性を有する。一実施形態において、本発明は
、有効量の以下の構造（Ｉ）を有する化合物（その薬学的に受容可能な塩および立体異性
体を含む）を動物に投与することによってこの動物の免疫応答を抑制するための方法を開
示する：
【００１３】
【化１１】

ここで、ｍ、ｎ、ｐ、ｑ、Ｘ、Ｙ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３は、以下で定義されるとおりで
ある。
【００１４】
　別の実施形態において、上記の構造（Ｉ）を有する新規の化合物が開示されるが、特定
の公知の化合物（すなわち、ＦＲ９０１２２８）は除かれる。さらなる実施形態は、本発
明の化合物を、薬学的に受容可能なキャリアと組み合わせて含む組成物を含む。
【００１５】
　本発明の方法の実施において、この化合物は、自己免疫疾患、炎症性疾患、または移植
片対宿主疾患を有する動物、ならびに同種移植または異種移植を受けた動物における免疫
応答を抑制するために投与され得る。本発明のさらなる方法は、リンパ球の増殖を阻害す
るため、移植手順（同種異系移植および異種移植を含む）の前、同時またはその後に投与
することによって移植後の移植片の生存を増強するため、リンパ球からのＩＬ－２分泌を
減少させるため、刺激後のリンパ球上のＣＤ２５またはＣＤ１５４の誘導を阻害するため
、および／または総Ｔ細胞数を維持しつつ、活性化Ｔ細胞のアネルギーまたはアポトーシ



(6) JP 2013-107902 A 2013.6.6

10

20

30

40

50

スを誘導するために、本発明の化合物を投与する工程を包含する。
【００１６】
　別の局面において、本発明は、構造（Ｉ）の化合物の投薬量を動物に投与することによ
って、動物に対して耐性の免疫系を誘発するための方法を提供する。ＴＮＦ－αの分泌を
減少するため、および式（Ｉ）の化合物を投与することによって、Ｓ期に入る前に、活性
化Ｔ細胞の細胞周期を阻害するための方法もまた提供される。
　本発明は例えば、以下の項目を提供する：
（項１）以下の構造を有する化合物、また
はその薬学的に受容可能な塩もしくは立体異性体であって：
【化１】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分であり；
　ただし、該化合物は、ＦＲ９０１２２８ではない、
化合物。
（項２）ｍは、１であり、そしてｎは、０、２または３である、上記項１に記載の化合物
。
（項３）ｍは、２、３または４であり、そしてｎは、１である、上記項１に記載の化合物
。
（項４）ｐまたはｑの一方が２であるか、またはｐとｑの両方が２である、上記項１に記
載の化合物。
（項５）Ｘは、Ｏである、上記項１に記載の化合物。
（項６）Ｘは、ＮＨまたはＮＲである、上記項１に記載の化合物。
（項７）Ｒ１およびＲ３は、アミノ酸側鎖部分である、上記項１に記載の化合物。
（項８）Ｒ２は、アミノ酸側鎖誘導体である、上記項１に記載の化合物。
（項９）上記項１に記載の化合物および薬学的に受容可能なキャリアを含む、組成物。
（項１０）動物の免疫応答または免疫媒介性応答を予防または抑制する方法であって、該
方法は、有効量の以下の構造を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは立
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【化２】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項１１）前記動物が、自己免疫疾患に罹患しているか、または自己免疫疾患に罹患する
危険性がある、上記項１０に記載の方法。
（項１２）前記動物が、炎症性疾患に罹患しているか、または炎症性疾患に罹患する危険
性がある、上記項１０に記載の方法。
（項１３）前記動物が、対宿主性移植片病に罹患しているか、または対宿主性移植片病に
罹患する危険性がある、上記項１０に記載の方法。
（項１４）前記動物が、同種異系移植を受けるか、または同種異系移植を受けた、上記項
１０に記載の方法。
（項１５）前記動物が、異種移植を受けるか、または異種移植を受けた、上記項１０に記
載の方法。
（項１６）リンパ球の増殖を阻害するための方法であって、該方法は、有効量の以下の構
造を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは立体異性体を動物に投与する
工程を包含し：
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【化３】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項１７）移植後の移植片の生存を増大するための方法であって、該方法は、有効量の以
下の構造を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは立体異性体を、移植手
順の前、移植手順と同時、または移植手順の後に動物に投与する工程を包含し：

【化４】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
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　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項１８）前記移植が、同種異系移植である、上記項１７に記載の方法。
（項１９）前記移植が、異種移植である、上記項１７に記載の方法。
（項２０）リンパ球からのインターロイキン－２の分泌を減少するための方法であって、
該方法は、有効量の以下の構造を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは
立体異性体を、動物に投与する工程を包含し：
【化５】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項２１）リンパ球刺激の後のリンパ球上のＣＤ２５またはＣＤ１５４の誘発を阻害する
ための方法であって、該方法は、有効量の以下の構造を有する化合物またはその薬学的に
受容可能な塩もしくは立体異性体を、動物に投与する工程を包含し：
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【化６】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項２２）全Ｔ細胞数を維持しつつ、活性化Ｔ細胞のアネルギーまたはアポトーシスを誘
発するための方法であって、該方法は、以下の構造を有する化合物またはその薬学的に受
容可能な塩もしくは立体異性体の投薬量を、動物に投与する工程を包含し：

【化７】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
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　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項２３）抗原に対して耐性である免疫系を誘発するための方法であって、該方法は、以
下の構造を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは立体異性体の投薬量を
、動物に投与する工程を包含し：
【化８】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項２４）腫瘍壊死因子αの分泌を減少するための方法であって、該方法は、以下の構造
を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは立体異性体の投薬量を、動物に
投与する工程を包含し：
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【化９】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項２５）Ｓ期に入る前に活性化Ｔ細胞の細胞周期を阻害するため方法であって、該方法
は、以下の構造を有する化合物またはその薬学的に受容可能な塩もしくは立体異性体の投
薬量を、動物に投与する工程を包含し：

【化１０】

ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
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　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立してアミノ酸側鎖
部分またはアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である、
方法。
（項２６）ｍは、１である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、２３、２４ま
たは２５のいずれか１項に記載の方法。
（項２７）ｍは、２、３または４である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、
２３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項２８）ｎは、１である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、２３、２４ま
たは２５のいずれか１項に記載の方法。
（項２９）ｎは、０、２または３である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、
２３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３０）ｐとｑの両方が、１である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、２
３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３１）ｐまたは１の一方が２であるか、またはｐとｑの両方が２である、上記項１０
、１６、１７、２０、２１、２２、２３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３２）Ｘが、Ｏである、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、２３、２４ま
たは２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３３）Ｘは、ＮＨまたはＮＲである、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、
２３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３４）Ｒ１およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そして独立して、アミノ酸側
鎖部分である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、２３、２４または２５のい
ずれか１項に記載の方法。
（項３５）Ｒ１とＲ３の両方が、－ＣＨ（ＣＨ３）２である、上記項３４に記載の方法。
（項３６）Ｒ２は、アミノ酸側鎖誘導体である、上記項１０、１６、１７、２０、２１、
２２、２３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３７）Ｒ２は、＝ＣＨＣＨ３である、上記項３６に記載の方法。
（項３８）任意の二重結合が存在する、上記項１０、１６、１７、２０、２１、２２、２
３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
（項３９）前記二重結合が、トランス立体配置である、上記項３８に記載の方法。
（項４０）前記化合物が、ＦＲ９０１２２８である、上記項１０、１６、１７、２０、２
１、２２、２３、２４または２５のいずれか１項に記載の方法。
　本発明のこれらおよび他の局面は、以下の詳細な説明を参照して明らかとなる。このた
めに、様々な引用文献が本明細書中で示され、これは、より詳細な特定の背景情報におい
て、手順、化合物および／または組成物を記載し、その全体が本明細書中で参考として援
用される。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】図１は、ＦＲ９０１２２８と共にインキュベートし、そしてビーズに結合した抗
ＣＤ３および抗ＣＤ２８抗体を有するビーズにより刺激した後の末梢血リンパ球（ＰＢＬ
）増殖の用量依存性阻害を示す、棒グラフである。
【図２】図２は、ＦＲ９０１２２８と共にインキュベートし、そしてイオノマイシン／Ｐ
ＭＡで刺激した後の、末梢血リンパ球（ＰＢＬ）増殖の用量依存性阻害を示す、棒グラフ
である。
【図３】図３は、ＦＲ９０１２２８と共にインキュベートし、そしてビーズに結合した抗
ＣＤ３および抗ＣＤ２８抗体を有するビーズにより刺激した後のＣＤ４陽性Ｔ細胞増殖の
用量依存性阻害を示す、棒グラフである。
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【図４】図４は、ＦＲ９０１２２８と共にインキュベートし、インビトロで生成した同種
樹状細胞で刺激した後のＣＤ４陽性Ｔ細胞増殖の用量依存性阻害を示す、棒グラフである
。
【図５】図５Ａ～５Ｄは、可変レベルのＦＲ９０１２２８の存在下におけるＴ細胞活性化
の後の、（Ａ）ＣＤ１５４発現、（Ｂ）ＣＤ２５発現、（Ｃ）ＣＤ６９発現、および（Ｄ
）細胞生存度のフローサイトメトリー測定を示す、棒グラフである。
【図６】図６は、可変レベルのＦＲ９０１２２８の存在下におけるＴ細胞の、３×２８ビ
ーズ刺激（抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８結合ビーズ）の１４時間後の、ＥＬＩＳＡにより測
定される、ＩＬ－２発現を示す棒グラフである。
【図７】図７は、様々な時点における、追加のＦＲ９０１２２８と組み合わせた、３×２
８ビーズ刺激または刺激無しの後６日における、ＣＦＤＡ－ＳＥで染色したＣＤ４細胞の
平均蛍光強度を示す棒グラフである。
【図８Ａ】図８Ａは、ＦＲ９０１２２８（２０ｎｇ／ｍｌ）の存在または非存在下におけ
る、３×２８ビーズでの刺激または刺激無しの後の、（Ａ）ＣＤ１３７ｗ、ＣＤ１５４、
ＣＤ２５、ＣＤ６２ＬおよびＣＤ４９ｄの発現、および（Ｂ）ＣＤ１１ａ、ＣＤ１３４、
ＣＤ２６、ＣＤ５４、ＣＤ９５、およびＣＤ６９の発現のフローサイトメトリー測定を示
す、棒グラフである。
【図８Ｂ】図８Ｂは、ＦＲ９０１２２８（２０ｎｇ／ｍｌ）の存在または非存在下におけ
る、３×２８ビーズでの刺激または刺激無しの後の、（Ａ）ＣＤ１３７ｗ、ＣＤ１５４、
ＣＤ２５、ＣＤ６２ＬおよびＣＤ４９ｄの発現、および（Ｂ）ＣＤ１１ａ、ＣＤ１３４、
ＣＤ２６、ＣＤ５４、ＣＤ９５、およびＣＤ６９の発現のフローサイトメトリー測定を示
す、棒グラフである。
【図９】図９は、２０単位のＩＬ－２の存在下における３×２８ビーズでの最初の刺激、
続く３～４日目の３×２８ビーズ、２０単位のＩＬ－２、３×２８ビーズｗ／２０単位の
ＩＬ－２での刺激、または刺激無しおよび２０ｎｇ／ｍｌのＲＦ９０１２２８（３日目に
添加）での刺激後の、ＣＤ４細胞におけるＣＤ１５４発現を示す棒グラフである。
【図１０】図１０Ａ～１０Ｂは、ＦＲ９０１２２８（２０ｎｇ／ｍｌ）およびシクロスポ
リン（５００ｎｇ／ｍｌ）の存在下における３×２８ビーズによる刺激後の、ＰＢＬ細胞
の上清中のＩＬ－２およびＴＮＦ－αの存在を示す棒グラフである。
【図１１】図１１は、０、１０、５０および１００ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２２８の存在
下における３×２８ビーズでの刺激後２４時間の、ＣＤ１５４プロモータの制御下におけ
る、緑色蛍光タンパク質の核酸配列を含むベクターで安定にトランスフェクトしたＪｕｒ
ｋａｔＴ細胞のフローデータを示す。
【図１２】図１２は、０、１０、５０および１００ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２２８の存在
下における３×２８ビーズで２４時間刺激、または刺激無しの後の、ＣＤ４　Ｔ細胞の細
胞内ＤＮＡ染色のフローデータを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　（発明の詳細な説明）
　上記のように、本発明は、化合物、特にＦＲ９０１２２８およびその同族体に関し、こ
れらは、免疫抑制の状況において有用である。ＦＲ９０１２２８は、陸生細菌Ｃｈｒｏｍ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｖｉｏｌａｃｅｕｍから単離されるデプシペプチドである。ＦＲ
９０１２２８は、後に、Ｈａ－ｒａｓトランスフェクトマウス線維芽細胞（ＮＩＨ－３Ｔ
３）の形質転換を阻害し得ることが示された。変異体ｒａｓタンパク質（ここで、バリン
はグリシン－１２を置換する）は、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞の形態学的変化を引き起こし得る
。これらの細胞において、形質転換された表現型は、腫瘍活性化を示し、そして増加した
腫瘍形成能と相関する。最近、この表現型を逆転し、従って、腫瘍形成細胞株の形質転換
を逆転させる多数の薬物候補ならびに天然産物が同定された。ＦＲ９０１２２８は、この
効果において同定された産物であり、後に動物ベースのモデルにおいて高度に活性である
ことが示された。結果としてＦＲ９０１２２８は、抗腫瘍剤としてかなりの注目を浴びた
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。
【００１９】
　より詳細には、ＦＲ９０１２２８は、以下の構造を有する二環式デプシペプチド（すな
わち、エステル結合およびアミド結合を含むペプチド）である：
【００２０】
【化１２】

ＦＲ９０１２２８の活性の分子の基礎は知られていないが、ジスルフィド結合が酸化還元
制御立体配置スイッチとして機能し得、そして細胞の内側の環境を還元することにより、
この化合物は単環式ジチオール形態に変換され得ると仮定されている（Ｋｈａｎら、Ｊ．
Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１８：７２３７－７２３８，１９９６）。
【００２１】
　発酵プロセスによるＦＲ９０１２２８の製造は、米国特許第４，９７７，１３８号（Ｆ
ｕｊｉｓａｗａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｌｔｄ．に譲渡）（本明細書
中でその全体が参考として援用される）に開示される。この特許において、Ｃｈｒｏｍｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　Ｖｉｏｌａｃｅｕｍ属のＷＢ９６８に属する細菌株の発酵は、同化
可能な炭素および窒素の供給源を含む栄養性培地中、好気性条件下で増殖される。発酵の
完了後、ＦＲ９０１２２８を回収し、そして従来の技術（例えば、溶媒抽出、クロマトグ
ラフィーまたは再結晶）によって精製する。
【００２２】
　ＦＲ９０１２２８の天然産物としての単離に加えて、この化合物の全合成は、Ｋｈａｎ
ら（前出）によって報告される。この手順は、１４工程のプロセスを含み、全収率１８％
でＦＲ９０１２２８を提供する。簡単には、この合成は、第１にＣａｒｒｅｉｒａ触媒非
対称アルドール反応を包含し、チオール含有βヒドロキシ酸を生じる。この化合物のペプ
チド部分は、標準的なペプチド合成法によって構築した。このチオール含有βヒドロキシ
酸を、次いで、ペプチド部分に結合し、そしてエステル（デプシペプチド）結合の形成に
よって単環式環を精製した。ＦＲ９０１２２８の二環式環系は、次いで、保護したチオー
ルをジスルフィド結合に変換して、形成した。
【００２３】
　本発明の実施において、ＦＲ９０１２２８は特に、または構造（Ｉ）の化合物は一般的
に、免疫抑制特性を有することが発見された。このために、本発明の化合物は、ＦＲ９０
１２２８に加えて、以下の構造（Ｉ）を有する化合物（その薬学的に受容可能な塩および
立体異性体を含む）を含む：
【００２４】
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ここで、
　ｍは、１、２、３または４であり；
　ｎは、０、１、２または３であり；
　ｐおよびｑは、独立して、１または２であり；
　Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＮＲであり；
　Ｒ１、Ｒ２、およびＲ３は、同じであるかまたは異なり、そしてアミノ酸側鎖部分また
はアミノ酸側鎖誘導体であり；そして
　Ｒは、低級鎖のアルキル、アリールまたはアリールアルキル部分である。
【００２５】
　本明細書中で使用する場合、用語「アミノ酸側鎖部分」とは、天然に存在するタンパク
質（表１で同定される天然に存在するアミノ酸側鎖部分が挙げられるが、これらに限定さ
れない）に存在する、任意のアミノ酸側鎖部分を意味する。他の天然に存在する本発明の
アミノ酸側鎖部分としては、フェニルグリシン、３，５－ジブロモチロシン、３，５－ジ
ヨードチロシン、ヒドロキシリジン、ナフチルアラニン、チエニルアラニン、カルボキシ
グルタメート、ホスホチロシン、ホスホセリン、およびグリコシル化アミノ酸（例えば、
グリコシル化セリン、アスパラギンおよびスレオニン）のアミノ酸側鎖が挙げられるが、
これらに限定されない。
【００２６】
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　アミノ酸側鎖部分がプロリンである場合、Ｒ１、Ｒ２またはＲ３基は、隣接した窒素原
子に結合して、プロリンのピロリンジニル（ｐｙｒｒｏｌｉｎｅｄｉｎｙｌ）環を形成す
ることが理解されるべきである。例えば、構造（Ｉ）の一実施形態（ここで、ｍ、ｎ、ｐ
およびｑは、１である）において、Ｒ１基は、プロリンであり得る－すなわち、Ｒ１は、
隣接した窒素原子と一緒になって、以下の構造（ＩＩ）によって表されるようなピロリン
ジニル環を形成する：
【００２７】
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　天然に存在するアミノ酸側鎖部分に加えて、本発明のアミノ酸側鎖部分はまた、様々な
それらの誘導体を含む。本明細書中で使用する場合、「アミノ酸側鎖部分誘導体」は、天
然に存在するアミノ酸側鎖部分の修飾体および／または誘導体を含み、そしてＲ１、Ｒ２

および／またはＲ３が、二重結合または三重結合によって構造（Ｉ）の二環式環に結合し
ている実施形態を含む。例えば、アニリン、バリン、ロイシン、イソロイシン、フェニル
グリシンおよびフェニルアラニンのアミノ酸側鎖部分は、一般的に、低級鎖アルキル、ア
リールまたはアラルキル部分として分類され得る。アミノ酸側鎖部分の誘導体は、他の直
鎖または分子鎖の環式または非環式の、置換または非置換の、飽和または不飽和の、低級
鎖アルキル、アリールまたはアラルキル部分を含む。
【００２８】
　本明細書中で使用する場合、「低級鎖アルキル部分」は、１～１２個の炭素原子を含み
、「低級鎖アリール部分」は、６～１２個の炭素原子を含み、そして「低級鎖アラルキル
部分」は、７～１２個の炭素原子を含む。従って、一実施形態において、アミノ酸側鎖誘
導体は、Ｃ１－１２アルキル、Ｃ６－１２アリールおよびＣ７－１２アラルキルから選択
され、より好ましい実施形態において、Ｃ１－７アルキル、Ｃ６－１２アリールおよびＣ

７－１１アラルキルから選択される。
【００２９】
　構造（Ｉ）に記載されるようなＲ１、Ｒ２およびＲ３が、二重結合または三重結合のい
ずれかによって結合される場合、代表的な実施形態は、Ｒ２が二重結合によって結合され
る構造（ＩＩＩ）の化合物を含む：
【００３０】
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構造（ＩＩＩ）の一実施形態において、Ｒ２は、不飽和低級鎖アルキル（例えば、＝ＣＨ
ＣＨ３、＝ＣＨＣＨ２ＣＨ３など）である。ＦＲ９０１２８８の場合、構造（ＩＩＩ）の
Ｒ２は、＝ＣＨＣＨ３であり、そしてｍ、ｎ、ｐ、ｑは、それぞれ１であり、Ｘは、酸素
であり、任意の二重結合が（トランス配置で）存在する。
【００３１】
　本発明のアミノ酸側鎖誘導体はさらに、低級鎖アルキル、アリールおよびアラルキル部
分の置換誘導体を含み、ここで、この置換基は、以下の化学部分：－ＯＨ、－ＯＲ、－Ｃ
ＯＯＨ、－ＣＯＯＲ、－ＣＯＮＨ２、－ＣＨ２、－ＣＨＲ、－ＣＲＲ、－ＳＨ、－ＳＲ、
－ＳＯ２Ｒ、－ＳＯ２Ｈ、－ＳＯＲ、－ＰＯ３Ｒ、－ＯＰＯ３Ｒ、およびハロゲン（Ｆ、
Ｃｌ、ＢｒおよびＩを含む）の１つ以上（これらに限定されない）から選択され、ここで
、各々の場合において、Ｒは、独立して、低級鎖アルキル、アリール、またはアラルキル
部分から選択される。さらに、本発明の環式低級鎖アルキル、アリールおよびアラルキル
部分としては、ナフタレン、ならびに複素環式化合物（例えば、チオフェン、ピロール、
フラン、イミダゾール、オキサゾール、チアゾール、ピラゾール、３－ピロリン、ピロリ
ジン、ピロリジン、ピリミジン、プリン、キノリン、イソキノリンおよびカルバゾール）
が挙げられる。アミノ酸側鎖誘導体は、さらに、低級鎖アルキルおよびアラルキル部分の
アルキル部分のヘテロアルキル誘導体（アルキルおよびアラルキルホスホネートおよびシ
ランを含むがこれらに限定されない）を含む。
【００３２】
　構造（Ｉ）のｐおよびｑに関して、巻のペプチド部分のサイズは、１つのアミノ酸部分
（すなわち、ｐまたはｑのいずれかが２である場合）または２つのアミノ酸部分（すなわ
ち、ｐとｑの両方が２である場合）によって増加され得る。例えば、ｐが２であり、かつ
ｑが１である（そして、Ｘが酸素である）場合、本発明の化合物は、以下の構造（ＩＶ）
を有する化合物を含む：
【００３３】
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【化１６】

上記の構造（ＩＶ）において、構造（Ｉ）のＲ１基に対応するアミノ酸側鎖部分は、これ
らのアミノ酸側鎖部分が同じかまたは異なり得るかを明確にするために、第１の例におい
て、Ｒ１’と命名され、第２の例においてＲ１’’と命名される（この実施形態において
ｐは２であるため）。
【００３４】
　構造（Ｉ）において、記号「－」は、任意の二重結合を表す。存在する場合、この二重
結合は、シスまたはトランス配置のいずれかであり得る。一実施形態において、二重結合
は、ＦＲ９０１２８８の場合と同様に、トランス配置である。
【００３５】
　ＸおよびＹ部分の選択に依存して、本発明の化合物は、Ｘが水素である場合、エステル
、ＸがＮＨまたはＮＲである場合、アミドを含む。例えば、ｐと１の両方が１である場合
、本発明の代表的な化合物は、それぞれ構造（ＶＩ）および８ＶＩＩ）で表されるエステ
ルおよびアミドを含む：
【００３６】

【化１７】
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　本発明の化合物は、以下の反応スキーム１に従って調製され得る：
　（反応スキーム１）
　工程（１）
【００３７】
【化１８】

　工程（１）７において、Ｋａｈｎら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１８：７２３７
－７２３８，１９９６に記載される３ステップの手順によって、アルデヒド２をジエノエ
ート１（ここで、ｎ＝１、２または３である）から調製する。アルデヒド２に、Ｏ－ベン
ジル、Ｏ－ＴＭＳケテンアセタールをＴｉ－（ＩＶ）触媒で付加することによって、ベン
ジルエステル３を形成する（ここで、Ｒ’＝ＨかつＲ’’＝ＯＨ、またはＲ’＝ＯＨかつ
Ｒ’’＝Ｈ）。ベンジルエステル３を、ＭｅＯＨ／Ｈ２Ｏ中でＬｉＯＨ用いて加水分解し
て、ヒドロキシ酸４を得る。
【００３８】
　工程（２）
【００３９】
【化１９】

　工程（２）において、この化合物のペプチド部分を、適切なアミノ酸メチルエステル５
を使用して開始する、標準的なペプチド合成技術によって調製する。メチルエステル５を
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、ＢＯＰ試薬を使用して、Ｎ保護アミノ酸と反応させて、ジペプチド６を得、続いて、ｍ
が１である場合、Ｎ－Ｆｍｏｃ－システイン－（Ｓ－トリフェニルメチル）、またはｍが
２である場合、そのアナログと反応させて、トリペプチド７を得る。次いで、トリペプチ
ド７をＮ保護テトラペプチド８に変換し、続いて、ＦＭＯＣ基を脱保護して、テトラペプ
チド９を得る。上記の反応スキームにおいて、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３は、同じかまたは異
なり、そして独立して、上記のようなアミノ酸側鎖部分またはその誘導体を表す。ｐとｑ
の両方が１である場合、上記の技術は、構造（Ｉ）の化合物の合成に対応することが理解
される。ｐおよび／またはｑの一方または両方が２である実施形態において、上記の技術
は、１つまたは２つのさらなるアミノ酸基をこの化合物のペプチド部分に組み込むために
使用される。
工程（３）
【００４０】
【化２０】

　工程（３）において、テトラペプチド９およびヒドロキシ酸４とＢＯＰおよびおＤＩＥ
Ａとのカップリングは、ヒドロキシメチルエステル１９を生じる。メチルエステル１０の
ＬｉＯＨ媒介性加水分解により、対応するカルボン酸が生じ、これは次いで、ＤＥＡＤお
よびＰＰｈ３を用いて環化することによって、単環式ラクトン中間体１１に変換され得る
。最後に、希ＭｅＯＨ溶液中のヨウ素で、ビス（Ｓ－トリフェニルメチル）ラクトンを酸
化することによって、構造（Ｉ）を有する本発明の化合物を得る。
【００４１】
　あるいは、本発明の化合物はまた、以下の技術によって合成され得る：
代替の工程（１）：
【００４２】
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【化２１】

　この実施形態において、化合物４’は、上記の手順によって作製され、次いで、上記の
工程（３）において、工程（２）により作製されたペプチド部分に付加される。得られた
中間体は、上記のようにして環化されて、構造（Ｉ）の化合物を生じる。
【００４３】
　ＸがＮＨまたはＮＲである場合において、このような化合物は、化合物４のＲ’または
Ｒ’’が、それぞれＮＨまたはＮＨＲである場合に作製され得る。さらに、式（Ｉ）の任
意の二重結合が存在しない場合、対応する飽和中間体を用いること以外は、同じ反応技術
が用いられ得る。
【００４４】
　本発明の化合物はまた、酸付加塩を含み、これは、当該分野で周知の方法によって調製
され、そして有機酸および無機酸から形成され得る。適切な有機酸としては、マレイン酸
、フマル酸、安息香酸、アスコルビン酸、コハク酸、メタンスルホン酸、酢酸、トリフル
オロ酢酸、シュウ酸、プロピオン酸、酒石酸、サリチル酸、クエン酸、グルコン酸、乳酸
、マンデル酸、桂皮酸、アスパラギン酸、ステアリン酸、パルミチン酸、グリコール酸、
グルタミン酸およびベンゼンスルホン酸が挙げられる。適切な無機酸としては、塩酸、臭
化水素酸、硫酸、リン酸および硝酸が挙げられる。本明細書中で使用する場合、構造（Ｉ
）の「薬学的に受容可能な塩」は、任意または全ての適切な塩の形態を含むことが意図さ
れる。
【００４５】
　立体異性体に関して、構造（I）の化合物はキラル中心を有し得、そしてラセミ体、ラ
セミ混合物として、および個々のエナンチオマーまたはジアステレオマーとして存在し得
る。それらの混合物を含む全てのこのようなイソマーの形態が、本発明に含まれる。さら
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に、構造（I）の化合物の結晶の形態のいくつかは、多形体として存在し得、これは、本
発明に含まれる。さらに、構造（I）の化合物のいくつかはまた、水またはたの有機溶媒
とともに溶媒化合物を形成し得る。このような溶媒化合物が、同様に、本発明の範囲内に
含まれる。
【００４６】
　本発明は、以下のための、動物の被験体（好ましくは、哺乳動物、そしてより好ましく
は、ヒト）での構造（I）の化合物の使用に関する：異種移植片を含む、以下のような組
織の機能の全てまたは一部を置きかえるための、全身的なまたは器官の移植材料、細胞、
器官、または組織の移植の後の拒絶の予防または処置のような、免疫応答または免疫によ
って媒介される応答および疾患の処置および／または予防のため：例えば、心臓、腎臓、
肝臓、骨髄、皮膚、角膜、血管、肺、膵臓、小腸、四肢、筋肉、神経組織、十二指腸、小
腸、膵臓の島細胞；以下のような移植片対宿主疾患、自己免疫疾患を処置または予防する
ため：例えば、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、甲状腺炎、橋本病、多発性
硬化症、重症性筋無力症、I型糖尿病ブドウ膜炎、若年性発症性または細菌発症下真性糖
尿病、ブドウ膜炎、グレーブス病、乾癬、アトピー性皮膚炎、クローン病、潰瘍性大腸炎
、脈管炎、自己抗体によって媒介される疾患、再生不良性貧血、エバンス症候群、自己免
疫性溶血性貧血など；ならびにさらに、例えば以下を含む、外傷性のまたは病原体によっ
て誘導される免疫の脱調節のような、異常な免疫応答および／または活性化を引き起こす
感染性の疾患を処置するため：Ｂ型肝炎およびＣ型肝炎の感染、ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ感染、ウイルス性の脳炎、敗血症、寄生虫による疾患によって引き
起こされるもの（ここでは、損傷は、炎症性の応答によって誘導される（例えば、ハンセ
ン病））；ならびに、アテローム性動脈硬化症、脈管炎、結節性多発動脈炎、および心筋
炎のような循環系の疾患を予防または処置するため。さらに、本発明は、遺伝子治療によ
る処置（例えば、外来遺伝子の自己細胞中への導入、およびコードされる産物の発現）に
関係している免疫応答を予防／抑制するために、使用され得る。
【００４７】
　本明細書中で使用される場合には、「免疫応答」は、外来または自己抗原に対する体の
反応をいい、その結果これらは、中和および／または排除される。細胞によって媒介され
る免疫応答は、抗原への暴露に応答して胸腺（Ｔ細胞）によるリンパ球の産生を含む。こ
の反応は、遅延させられた過敏症、組織移植片の拒絶、およびいくつかの感染において重
要である。体液性の免疫応答においては、血漿のリンパ球（Ｂ細胞）が、続く抗体の形成
を伴って、抗原への暴露に応答して産生される。この応答は、免疫および過敏症を生じ得
る。非特異的な免疫応答、または炎症は、任意の供給源（例えば、外傷、生物体、化学物
質、虚血など）による損傷に対する体の組織および細胞の応答である。任意の兆しに対す
る免疫システムの最初の応答は、血管、化学薬品、および血液の細胞活性を含む。特異的
な免疫応答が、炎症が、生物体または試薬による損傷または侵襲に抵抗するためには不適
切である場合には、必要とされる。これは、Ｔ細胞およびＢ細胞によって指向されそして
制御される。細胞性の免疫は、Ｔ細胞応答をいう；体液性の免疫は、Ｂ細胞応答をいうよ
うに以前から使用される用語である。さらに、ＣＤ４またはＣＤ８細胞などについての本
明細書中での言及は、細胞がＣＤ４またはＣＤ８細胞の表面マーカーについてポジティブ
であると推測されることを意味する。
【００４８】
　さらに、用途は、以下の処置および／または予防を含み得る：炎症性および過増殖性の
皮膚疾患、ならびに免疫学的に媒介される疾病（例えば、脂漏性皮膚炎、血管性浮腫、紅
斑、座瘡、および円形脱毛症）のガン性の発現；種々の眼の疾患（自己免疫および他のも
の）；アレルギー反応（例えば、花粉アレルギー、可逆的な閉塞性気道疾患（これは、喘
息（例えば、気管支喘息、アレルギー性喘息、内因性喘息、外因性喘息、および塵による
喘息）、特に、慢性または根深い喘息（例えば、後発の喘息および気道の過敏応答）、気
管支炎、アレルギー性鼻炎などのような状態を含む）；粘膜および血管の炎症；特定のウ
イルス感染（例えば、サイトメガロウイルス感染およびエプスタインバーウイルス感染）
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の活性。
【００４９】
　１つの実施形態においては、構造（Ｉ）の化合物の有効量を投与する工程を包含する、
その処置がリンパ球の増殖および／または活性化の減少（例えば、ＣＤ２５および／また
はＣＤ１５４のダウンレギュレーション）によって影響を受けるかまたはそれによって促
進される、動物の症状の処置方法が、提供される。その処置が、リンパ球の増殖の阻害お
よび／または活性マーカー（例えば、ＣＤ２５およびＣＤ１５４）の阻害、および免疫機
能の阻害によって促進される（ここでは、症状は、自己免疫、炎症、移植片／組織拒絶で
あり得るか、または免疫学的に誘導されるかまたは悪化させられる、本明細書中に記載さ
れているもののような任意の数の指標を含む）、動物の症状を処置する方法が、提供され
る。
【００５０】
　従って、本発明の実施形態は、自己免疫疾患の処置のための方法である。一方、本発明
の別の実施形態は、本発明の化合物の治療有効量を、そのような治療を必要としている患
者に対して投与する工程を包含する、外来の器官移植片の拒絶の予防または処置のための
方法である。
【００５１】
　上記に記載されているように、シクロスポリンは、現在は、移植された器官の拒絶を防
ぐために使用される主な薬物である。この薬物は、リンパ球中のカルシニューリンの機能
を阻害することによって作用し、それによって、移植片の外来タンパク質を拒絶するよう
に天然の防御因子のその膨大な蓄積を動員することから体の免疫システムを妨害する。シ
クロスポリンは、移植拒絶に抵抗する際に有効であるが、これは腎毒性であり、そして、
腎不全、異常な肝機能、胃腸の不快感、およびガンの誘導を含む、いくつかの所望されな
い副作用を引き起こすことが公知である（Ｈｏｊｏら、Ｎａｔｕｒｅ　３９７：５３０－
５３４、１９９９）。
【００５２】
　より少ない副作用を示す、より新しくより安全な薬物が、この分野で絶えず求められて
いる。本発明は、特定の作用機構に束縛されることは望まないが、長期間持続する免疫寛
容を誘導するようであるような免疫抑制剤を提供する。ＦＲ９０１２２８は、ＣＤ４　Ｔ
細胞の部分的な活性化を可能にする（例えば、ＣＤ６９の誘導、しかし、ＣＤ２５、ＣＤ
１３７ｗ、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１３４、ＣＤ５４、ＣＤ９５、およびＣＤ１５４の表面発現
の減少、ならびにＩＬ－２および／またはＴＮＦ－αの産生の減少）。
【００５３】
　ＦＲ９０１２２８の存在下で活性化されたＣＤ４　Ｔ細胞は、活性化によって誘導され
る細胞死（ＡＩＣＤ）を受けないが、これらは続いて、ＩＬ－２の分泌および／またはＩ
Ｌ－２－レセプターの刺激が存在しないことに起因して、ほぼおそらく、インビトロでア
ポトーシスを受ける。さらに、以前に活性化されたＣＤ４およびＣＤ８　Ｔ細胞の、ＦＲ
９０１２２８のクラスの化合物（例えば、構造（Ｉ）に示されるもの）での処置によって
、短い時間内でそれらの増殖を阻害し、そしてアポトーシスを誘導するが、休止している
Ｔ細胞は見かけ上は影響を受けないままにする。応答性のＴ細胞におけるアポトーシスの
誘導は、活性化されたＴ細胞を排除するだけではなく、長期間の免疫寛容の状態をもまた
誘導する（ＦｅｒｇｕｓｏｎおよびＧｒｅｅｎ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．５（１１）：１
２３１－１２３２、１９９９）。この特異的な寛容性についての理由は、十分には理解さ
れていない。それにもかかわらず、移植の前のＦＲ９０１２２８の存在下での分裂してい
ないドナー細胞（例えば、樹状細胞または照射された末梢血リンパ球）での免疫化は、さ
らなるＦＲ９０１２２８の存在を伴うことなく、将来の宿主対移植片応答に対する特異的
な寛容性を非常に十分に付与し得る。
【００５４】
　用語「寛容性」は、本明細書中で使用される場合には、免疫システムが反応する能力を
有する抗原に対する、免疫システムの非応答性の状態をいう。特定の機構に束縛されるこ
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とは望まないが、寛容性は、活性化されたＴ細胞中でのアポトーシスの誘導によって本発
明の化合物によって誘導されると考えられる。例えば、Ｔ細胞が抗原によって活性化され
、そして続いてアポトーシスを受ける場合には、続くこの抗原に対する免疫応答は生じな
い。特定の化合物による寛容性の誘導は、当業者に公知の任意の方法およびモデルによっ
て試験され得る。１つの例においては、抗原による一次および二次的な刺激が、本発明の
化合物の存在下で試験され得る。簡潔には、動物は、抗原で接種され、続いて化合物で接
種され、そして約２週間後に、動物は化合物の非存在下で同じ抗原で接種され、そして二
次的な免疫応答が測定される。従って、一次および任意の二次的な応答の両方が、単純な
血液の分析によって測定され得る。二次的な免疫応答を示さないサンプルは、免疫抑制性
の化合物によって誘導された寛容性を示す。さらに、ＣＴＬアッセイまたはＩＬ－２の分
泌についての試験のような、標準的なインビトロでのアッセイが、Ｔ細胞の活性化を決定
するために利用され得る。
【００５５】
　アポトーシスの誘導に加えて、共存するＣＤ３およびＣＤ２８のエンゲージメント、イ
オノマイシン／ホルボールミリスチン酸（ＰＭＡ）での刺激、ならびに同種異系の樹状細
胞での刺激を含む多数の刺激で誘導されたＣＤ４およびＣＤ８　Ｔ細胞は、刺激と同時に
または刺激に続いてのいずれかでＦＲ９０１２２８で処理された場合には、増殖の阻害を
実証する。従って、このような組成物は、ＣＤ４　Ｔ細胞を活性化のカスケードの非常に
初期に阻害するシクロスポリンのような薬物に対して、大いに改善する。これによって、
事実上天然のものであるかまたは活性化されていない細胞である、シクロスポリンの存在
下で活性化されたＣＤ４　Ｔ細胞を生じる。これは、アポトーシスを受けない。従って、
シクロスポリンでの処理が終了すると、阻害された免疫応答が再開する。言い換えると、
ＣＤ４細胞が本発明の化合物の存在下で活性な状態にある場合には、これらの細胞はアポ
トーシスを受け、そして従って、抗原に対して長期間寛容性であるが、一方、これらの同
じ細胞がシクロスポリンで処理される場合には、シクロスポリンは存在したまま、免疫応
答のみが阻害される。
【００５６】
　さらに、ＦＲ９０１２２８免疫抑制によって、活性化されたＴ細胞中でのみ、抗原反応
不顕性および／またはアポトーシスの誘導を導く；従って、Ｔ細胞および他の造血細胞の
一般的なレベルは維持される。対照的に、シクロスポリンおよびＦＫ５０６の両方ともが
、Ｔ細胞の活性化の最初の事象をブロックし、そして従って、Ｔ細胞がこれらがアポトー
シスの誘導に対して敏感になる状態に入ることを妨げる。
【００５７】
　ＦＲ９０１２２８は、強力な免疫抑制剤として作用するその能力を補助する多数の特徴
を有する。従って、ＦＲ９０１２２８を含有している構造（Ｉ）に記載されているクラス
の化合物は、１つ以上の以下の特徴を有し得る：ＣＤ３およびＣＤ２８のエンゲージメン
ト、イオノマイシン／ＰＭＡ、または同種異系樹状細胞によって誘導されるＣＤ４および
ＣＤ８　Ｔ細胞の増殖の阻害；最初の活性化の後に添加される場合に、ＣＤ４およびＣＤ
８　Ｔ細胞の進行中の増殖の阻害；ＣＤ３／ＣＤ２８エンゲージメントおよびＩＬ－２刺
激の両方についてのシグナル伝達経路の阻害；ＣＤ４　Ｔ細胞上でのＣＤ２５、ＣＤ１３
４、ＣＤ１３７ｗ、ＣＤ１５４、ＣＤ１１ａ、ＣＤ５４、およびＣＤ９５の誘導の阻害；
ＣＤ６９の誘導または活性化によって誘導されるＣＤ６２Ｌのダウンレギュレーションに
対して有意な影響を有さないこと；末梢血リンパ球からのＩＬ－２の分泌の減少；末梢血
リンパ球からのＴＮＦ－αの分泌の減少；活性化されたＴ細胞についてのＳ期への進行の
前での細胞周期の阻害；活性化されたＴ細胞中でのｐ２１　ｃｉｐ／ｗａｆおよびＣ／Ｅ
ＰＢ－αの誘導の阻害；活性化されたＴ細胞中でのｃ－ｍｙｃの発現の阻害；活性化され
たＴ細胞のＩＬ－２によって誘導される増殖の阻害；ならびに転写レベルでのＣＤ１５４
の阻害。さらに、ＦＲ９０１２２８は、ホスホチロシンウェスタンブロットによって測定
された場合には、バルクでのリン酸化には影響を与えない。従って、これらの観察は、構
造（Ｉ）の化合物が、複数の時点でＴ細胞の活性化経路に影響を与え、従って、活性化が



(27) JP 2013-107902 A 2013.6.6

10

20

30

40

50

初期の段階（例えば、リン酸化）に進行することを可能にするが、続く活性化および増殖
の事象を妨げることを示す。
【００５８】
　特定の化合物が有効な免疫抑制剤であるかどうかを決定するために、当該分野で公知の
種々の方法論が行われ得る。これに関して、リンパ球の増殖および／または活性化が、刺
激の前の、刺激と同時の、または刺激の後での、目的の化合物との接触後に測定され得る
。例えば、Ｔ細胞の活性化および続く増殖の誘導（そして、炎症の開始因子である）の鍵
となる特徴は、ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、ＣＤ２５、ＣＤ６９、またはＣＤ１５４の産生で
ある。これらは、ＥＬＩＳＡおよびフローサイトメトリーを含む種々の方法によって測定
され得る。細胞の増殖およびサイトカインの分泌を測定するために一般的に使用される他
の実験方法もまた、利用され得る。これらには、以下が含まれる：ヨウ化プロピジウム染
色を使用する比色アッセイ、ＭＴＴ（３－［４，５－ジメチルチアゾール－２－イル］、
２－５－ジフェニルテトラゾリウムブロマイド）、生体染色法、ＣＦＤＡ－ＳＥ（５－（
および６）－カルボキシフルオレセインジアセテート－スクシンイミジルエステル）、細
胞の計数、ブロモデオキシウリジンの取り込み、またはチミジンの取り込みのアッセイ（
例えば、Ａｖｉａｎ　Ｄｉｓ．４３（２）：１７２－１８１、１９９９；Ａｎｔｉｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓ．１７（１Ｂ）：７２５－７２８、１９９７；Ｇｅｌｌｅｒ．Ｓｃａｎｄ
．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３５：３２７－３３４、１９９２；Ｌｅｖｉｎｅら、Ｉｎｔ．Ｊ
．Ｉｍｍｕｎ．７（６）：８９１－９０４、１９９５；Ｈａｒａら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ
．１６１：１５１３－１５２４、１９８５：Ｈａｒｄｉｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ　３５６：
６０７－６０９、１９９２；Ｌｉｎｓｌｅｙら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５７：７９２－７９
５、１９９２；ＰＣＴ国際公開番号第ＷＯ９５／３３８２３号を参照のこと）。
【００５９】
　リンパ球を活性化しそして従ってリンパ球の増殖を刺激する方法は、当該分野で周知で
あり、そしてＩＬ－２の存在下または非存在下での、フィトヘマグルチニン（ＰＨＡ）、
コンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）、抗ＣＤ３抗体（抗ＣＤ２８抗体の存在下または非存在下
で）、同種異系細胞、スーパー抗原、またはイオノマイシン／ＰＭＡでの刺激を含む。（
Ｐａｕｌ、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第４版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏ
ｔｔ－Ｒａｖｅｎ、１９９８）。
【００６０】
　本発明の免疫抑制性の化合物を試験しそして確証するため、そして特定の免疫システム
に関連する疾患または適応症に対するそれらの適用可能性を試験しそして確証するための
、種々のインビトロおよび動物モデルが、存在する。従って、当業者は、当該分野におい
て現在存在しているものから適切なモデルを容易に選択し得る。このようなモデルは、Ｎ
ＯＤマウス（ここでは、ＩＤＤＭが、年齢に伴って大きくなるインシュリンを産生する膵
臓のβ細胞の、自発的なＴ細胞依存性の自己免疫崩壊によって生じる）の使用を含む（Ｂ
ｏｔｔａｚｚｏら、Ｊ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．１１３：３５３、１９８５；Ｍｉｙａｚ
ａｋｉら、Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６０：６２２、１９８５）。ヒトのＩＤ
ＤＭのモデルであるＮＯＤマウスにおいては、Ｔ細胞を標的化する治療ストラテジーが、
ＩＤＤＭを防ぐことにおいて良好である（Ｍａｋｉｎｏら、Ｅｘｐ．Ａｎｉｍ．２９：１
、１９８０）。これらは、新生児の胸腺摘出術、シクロスポリンの投与、および抗ｐａｎ
　Ｔ細胞、抗ＣＤ４、または抗ＣＤ２５（ＩＬ－２Ｒ）モノクローナル抗体（ｍＡｂ）の
注入を含む（Ｔａｒｕｉら、Ｉｎｓｕｌｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｔｙｐｅ　Ｉ　Ｄｉａｂｅｔ
ｅｓ、Ｌｅｓｓｏｎｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＮＯＤ　Ｍｏｕｓｅ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ、Ｔｏｋｙｏ、１４３頁、１９８６）。他のモデルとして、例えば、自己免疫お
よび炎症性の疾患（例えば，多発性硬化症）のために代表的に利用されているもの（ＥＡ
Ｅモデル）、慢性関節リウマチ、移植片対宿主疾患（皮膚の移植片、心臓移植、ランゲル
ハンス島の移植、大腸および小腸の移植などを使用して移植片の拒絶を研究するための移
植モデル）、喘息モデル、全身性エリテマトーデス（全身性の自己免疫－－－ＮＺＢｘＮ
ＺＷＦ１モデル）などが挙げられる。（例えば、Ｔａｋａｋｕｒａら、Ｅｘｐ．Ｈｅｍａ
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ｔｏｌ．２７（１２）：１８１５－８２１、１９９９；Ｈｕら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　
９８（３）：３７９－３８５、１９９９；Ｂｌｙｔｈら、Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｅ
ｌｌ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１４（５）：４２５－４３８、１９９６；Ｔｈｅｏｆｉｌｏｐ
ｏｕｌｏｓおよびＤｉｘｏｎ，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３７：２６９－３８９、１９８
５；Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２５：１０３２－１０３６、１９８
０；Ｂｏｎｎｅｖｉｌｌｅら、Ｎａｔｕｒｅ　３４４：１６３－１６５、１９９０；Ｄｅ
ｎｔら、Ｎａｔｕｒｅ　３４３：７１４－７１９、１９９０；Ｔｏｄｄら、Ｎａｔｕｒｅ
　３５１：５４２－５４７、１９９１；Ｗａｔａｎａｂｅら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｇｅｎｅ
ｔ．２９：３２５－３３５、１９９１；Ｍｏｒｒｉｓら、Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．５７：２６３－２７３、１９９０；Ｔａｋａｈａｓｈｉら、Ｃ
ｅｌｌ　７６：９６９－９７６、１９９４；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｏｌｏｇｙ、Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｃｏｉｃｏ（編）、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆
　Ｓｐｎｓ，Ｉｎｃ．，第１５章、１９９８を参照のこと）。
【００６１】
　免疫システムを抑制する処置を必要としている被験体として、自己免疫疾患を有してい
る被験体；移植を受けた被験体；および心臓血管の疾患を有している被験体；アレルギー
反応を有している被験体；ならびに外傷性または病原体によって誘導される免疫の脱調節
を有している被験体が挙げられる。自己免疫疾患の例として、インシュリン依存性真性糖
尿病、喘息、乾癬、潰瘍性大腸炎、クローン病、慢性関節リウマチ、多発性硬化症、全身
性エリテマトーデス、ならびに上記に議論される他の疾患が挙げられる。器官または細胞
／組織移植を有する被験体もまた、器官の移植の拒絶を抑制するかまたは防ぐために、免
疫システムを抑制するための処置を必要としている。「器官の移植」は、ドナーからレシ
ピエントへの内部器官（例えば、心臓、肺、腎臓、肝臓、膵臓、胃、大腸および小腸、な
らびに骨髄）、または外部器官（例えば、皮膚）の移入または「移植」をいう。ここでは
、ドナーは、移植片を受容する個体または動物とは遺伝的に異なる。「器官の移植」はま
た、種にまたがる移植（すなわち、異種移植）を含む。
【００６２】
　「有効量」は、所望される治療および／または予防効果を達成するために必要とされる
化合物の投与量である；例えば、これは、個体または動物において天然のまたはメモリー
免疫応答の抑制を生じる化合物の投与量であるか、または被験体において器官の移植の拒
絶の抑制を生じる化合物の投与量である。「所望される治療効果および／または予防効果
」として、例えば、自己免疫疾患（例えば、喘息、乾癬、潰瘍性大腸炎、慢性関節リウマ
チ、多発性硬化症、全身性エリテマトーデスなど）を有しているかまたはそれらを有する
可能性がある個体または動物の寿命を延長させるか、またはそれらの症状を緩和すること
が挙げられる。緩和され得る症状の例として、以下が挙げられる：糖尿病における高血糖
；関節の痛み；慢性関節リウマチにおける硬直および非可動性；多発性硬化症における麻
痺；ならびに全身性エリテマトーデスにおける紅斑および皮膚の病変。インシュリン依存
性真性糖尿病に関しては、「所望される治療または予防効果」は、血管の障害のような、
この疾患によって生じる二次的な合併症を緩和することまたは予防することを含む。適切
な投与量は、レシピエントの年齢、健康状態、および体重、疾患の程度、共存する処置の
種類（存在する場合）、処置の頻度および所望される効果の性質に依存する。例えば、投
与量は、１日あたり約０．００１～１００ミリグラムであり得る。通常は、１回以上の適
用において１日あたり０．１から５０ミリグラムが、所望される結果を得るために有効で
ある。特定の実施形態においては、投与量は、活性化されていないＴ細胞が維持され、そ
して実質的に活性化されたＴ細胞のみがアポトーシス、抗原反応不顕性、および／または
一時的な機能的な非応答性に対して指向されるように、調節され得る（すなわち、Ｔ細胞
および／または他の分裂している細胞の一般的なレベルが維持される）。他の実施形態に
おいては、デプシペプチドでの処置によって免疫抑制効果を達成するが、一方他の実施形
態においては、利用される投与量は、造血細胞の分裂には影響を与えず、そしてなお他の
実施形態においては、投与量は一般的には細胞分裂に実質的に影響を与えない。しかし、
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有効投与量の範囲は、臨床試験の間に、そして当該分野で利用可能である標準的な試験方
法論によって容易に決定され得る。これらの投与量は、自己免疫疾患の予防または処置の
ため、外来の移植片の拒絶、ならびに／または関連する苦悩、疾患、および疾病の予防ま
たは処置のための有効量である。
【００６３】
　「被験体」は、好ましくは、哺乳動物（例えば、ヒト）であるが、獣医学的な処置を必
要としている動物でもあり得る（例えば、家畜動物（例えば、イヌ、ネコなど）、飼育動
物（例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマ、ニワトリなど）、および研究室動物（例えば、
ラット、マウス、モルモットなど））。
【００６４】
　化合物は、単独で、あるいは他の薬理学的に活性な因子とともに（例えば、他の免疫抑
制剤とともに、または抗生物質および／もしくは抗ウイルス剤とともに）投与され得る。
同時に投与され得る化合物として、ステロイド（例えば、メチルプレドニソロンアセテー
ト）、ＮＳＡＩＤ、および他の公知の免疫抑制剤（例えば、アザチオプリン、１５－デオ
キシスパガリン、シクロスポリン、ミゾリビン、マイコフェノレートモフェチル（ｍｙｃ
ｏｐｈｅｎｏｌａｔｅ　ｍｏｆｅｔｉｌ）、ブレキナーナトリウム（ｂｒｅｑｕｉｎａｒ
　ｓｏｄｉｕｍ）、レフルノミド、ＦＫ－５０６、ラパマイシンおよび関連する化合物が
挙げられる。これらの薬物の投与量もまた、処置される状態および個体に依存して変化す
る。
【００６５】
　化合物の有効量は、単回の用量で、または複数回の用量で、適切な経路によって投与さ
れ得る。
【００６６】
　薬学的に受容可能な塩として、金属の（無機）塩および有機塩の両方が挙げられる。こ
れらのリストは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ、第１７版、１４１８頁（１９８５）に与えられる。適切な塩の形態が、物理的お
よび化学的な安定性、流動性、吸湿性、および溶解度に基づいて選択されることが、当業
者に周知である。当業者によって理解されるように、薬学的に受容可能な塩として、塩酸
塩、硫酸塩、リン酸塩、二リン酸塩、臭化水素酸塩、および硝酸塩のような無機酸の塩、
またはリンゴ酸塩、マレイン酸塩、フマル酸塩、酒石酸塩、コハク酸塩、クエン酸塩、酢
酸塩、乳酸塩、メタンスルホン酸塩、ｐ－トルエンスルホン酸塩、またはパルモエート（
ｐａｌｍｏａｔｅ）、サリチル酸塩、およびステアリン酸塩のような有機酸の塩が挙げら
れるが、これらに限定されない。同様に、薬学的に受容可能な陽イオンとして、ナトリウ
ム、カリウム、カルシウム、アルミニウム、リチウム、およびアンモニウム（特に、第２
級アミンを有するアンモニウム塩）が挙げられるがこれらに限定されない。上記の理由の
ために本発明の好ましい塩として、カリウム、ナトリウム、カルシウム、およびアンモニ
ウム塩が挙げられる。本発明の化合物の立体異性体、結晶形態、水和物、および溶媒和物
もまた、本発明の範囲内である。
【００６７】
　免疫抑制剤として、これらの化合物は、自己免疫疾患の処置、外来の器官の移植の拒絶
ならびに／または関連する苦悩、疾患、および疾病の予防において有用である。
【００６８】
　本発明の化合物は、自己免疫疾患の処置、外来の器官の移植の拒絶、ならびに／または
関連する苦悩、疾患、および疾病の予防のために、温血動物の体の作用部位との有効成分
の化合物の接触を達成する任意の手段によって、本発明に従って投与され得る。例えば、
投与は、経口、局所（経皮、眼球、頬、鼻腔内、吸入、膣内、直腸内、槽内、および非経
口的を含む）であり得る。用語「非経口的」は、本明細書中で使用される場合には、皮下
、静脈内、筋肉内、関節内注射または注入、胸骨内または腹腔内を含む投与の態様をいう
。
【００６９】
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　化合物は、個々の治療薬としてまたは治療薬の組合せのいずれかにおいて、医薬品と組
合せての使用に利用可能である任意の便利な手段によって投与され得る。これらは、単独
で投与され得るが、一般的には、選択される投与経路および標準的な医学的な実施の基準
に基づいて選択される薬学的キャリアとともに投与される。
【００７０】
　有効成分は、固体の投与量形態（例えば、カプセル剤、錠剤、トローチ剤、糖衣錠、顆
粒剤、および散剤）で、または液体の投与量（例えば、エリキシル剤、シロップ剤、乳濁
剤、分散剤、および懸濁剤）の形態で、経口投与され得る。（例えば、Ｃｈａｎら、Ｉｎ
ｖｅｓｔ．Ｎｅｗ　Ｄｒｕｇｓ　１５：１９５－２０６、１９９７を参照のこと、これは
、ＦＲ９０１２２８の経口投与量のバイオアベイラビリティを実証する）。有効成分はま
た、分散剤、懸濁剤、または溶液のような滅菌の液体の投与量形態で、非経口的に投与さ
れ得る。有効成分を投与するためにまた使用され得る他の投与形態として、以下が挙げら
れる：軟膏、クリーム剤、ドロップ、局所的な投与のための経皮パッチまたは散剤として
、眼科用の溶液または懸濁物の処方物（すなわち、眼科用の投与のための、点眼液）とし
て、吸入または鼻腔内投与のためのエアゾールスプレーまたは散剤組成物として、あるい
は直腸または膣投与のためのクリーム剤、軟膏、スプレー、または坐剤として。
【００７１】
　ゼラチンカプセルは、有効成分および粉末にされたキャリア（例えば、ラクトース、デ
ンプン、セルロース誘導体、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸など）を含む。同
様の希釈剤が、圧縮された錠剤を作成するために使用され得る。錠剤およびカプセル剤の
両方が、数時間にわたる医薬品の持続的な放出を提供するように、徐放製品として製造さ
れ得る。圧縮された錠剤は、任意の不快な味をマスクし、そして大気から錠剤を保護する
ために糖でコーティングされ得るかまたはフィルムでコーティングされるか、あるいは、
胃腸管での選択的な分解のために腸溶コーティングされ得る。
【００７２】
　経口投与のための液体の投与量形態は、患者の受け付けやすさを増大させるために、着
色料および矯味矯臭剤を含有し得る。
【００７３】
　一般的には、水、適切な油、生理食塩水、水性のブドウ糖（グルコース）、ならびに関
連する糖溶液およびグリコール（例えば、ポリプロピレングリコールまたはポリエチレン
グリコール）が、非経口溶液のための適切なキャリアである。非経口投与のための溶液は
、好ましくは、有効成分の水溶性の塩、適切な安定剤、および必要である場合には、緩衝
物質を含む。抗酸化剤（例えば、亜硫酸水素ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、またはアス
コルビン酸）が、単独でまたは組合せてのいずれかで、適切な安定剤である。クエン酸お
よびその塩、ならびにエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）ナトリウムもまた、使用され
る。さらに、非経口用の溶液は、保存料（例えば、塩化ベンズアルコニウム、メチル－ま
たはプロピル－パラベン、およびクロロブタノール）を含み得る。特定の実施形態におい
ては、組成物は、１０ｍｇの凍結乾燥されたデプシペプチドおよび２０ｍｇのポビドン、
ＵＳＰを、２ｍｌの溶液（２０％のエタノール（ＵＳＰ）をプロピレングリコール（ＵＳ
Ｐ）中に含有している）で稀釈することによって調製される。次いで、溶液は、注射用０
．９％塩化ナトリウム（ＵＳＰ）によってさらに稀釈されて、０．０２から５．０ｍｇ／
ｍｌの範囲の最終的な薬物濃度にされる。
【００７４】
　吸入による投与のために、本発明の化合物は、加圧されたパックまたはネブライザーか
らのエアゾールスプレーの提示の形態で、便利に送達され得る。化合物はまた、処方され
得る散剤としても送達され得、そして散剤組成物は、ガス注入散剤吸入デバイスの補助に
よって吸入され得る。適切な噴射剤（例えば、フルオロカーボンまたは炭化水素）中に本
発明の化合物の懸濁物または溶液として処方され得る、吸入のための好ましい送達システ
ムは、メーターで測定される用量吸入（ＭＤＩ）エアゾールである。
【００７５】
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　眼科用の投与のためには、眼科用の調製物は、適切な眼科用ビヒクル中に、本発明の化
合物の適切な重量パーセントの溶液または懸濁物で処方され得る。その結果、化合物は、
この化合物が粘膜の表面を処置するか、または角膜および眼の内部領域を処置することを
可能にするための十分な時間の間、眼の表面と接触させられて維持される。
【００７６】
　同じ投与量形態が、一般的には、本発明の化合物が段階的に投与されるか、または別の
治療薬と組合せて投与される場合に、使用され得る。
【００７７】
　薬物が物理的な組合せにおいて投与される場合には、投与量形態および投与経路は、混
合される薬物の適合性に依存して選択されるはずである。従って、用語同時投与は、２つ
の有効成分の付随したまたは連続した、あるいは、固定された用量での組合せとして、２
つの試薬の投与を含むように理解される。
【００７８】
　上記から、本発明の特定の実施形態が説明の目的のために本明細書中に記載されるが、
種々の改変が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく行われ得ることが明らかで
ある。従って、本発明は、添付される特許請求の範囲による場合を除いて、制限されない
。さらに、全ての特許、特許出願、学術文献、および本明細書中で引用される参考文献は
、それらの全体において参考として援用されている。
【実施例】
【００７９】
　実施例
　実施例１
　細胞の増殖および調製
　ヒトの血液から単離した細胞を、Ｘ－ｖｉｖｏ培地（Ｂｉｏｗｈｉｔｔａｋｅｒ　Ｉｎ
ｃ．，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）中で増殖させ、そしてこれは、２０Ｕ／ｍｌの
ＩＬ－２（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ
）で補充して、またはそれを補充せずに、そして５％のヒトの血清（Ｂｉｏｗｈｉｔｔａ
ｋｅｒ）、２ｍＭのグルタミン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌ
ｌｅ、ＭＤ）、および２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）で補充
したものの使用に依存する。Ｊｕｒｋａｔ　Ｅ６－１細胞（ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ
、ＶＡ）を、１０％のウシの胎児の血清（ＦＢＳ）（Ｂｉｏｗｈｉｔｔａｋｅｒ）、２ｍ
Ｍのグルタミン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、２ｍＭのペニシリン（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、および２ｍＭのストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を補充したＲＰＭＩ　１６４０（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）中で増殖させる。
【００８０】
　健康なヒトのボランティアのドナーに由来するバフィーコートを得る（Ａｍｅｒｉｃａ
ｎ　Ｒｅｓ　Ｃｒｏｓｓ、Ｐｏｒｔｌａｎｄ、ＯＲ）。末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉａ（ＩＣＮ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌｓ，Ｃｏｓｔａ　Ｍｅｓａ，ＣＡ）を使用して、製造業者の説明書に従って
得る。
【００８１】
　末梢血リンパ球（ＰＢＬ）を、培養フラスコ（Ｃｏｓｔａｒ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ、
ＰＡ）中でのインキュベーションによって、またはコーティングしていないＤｙｎａｂｅ
ａｄｓ（Ｄｙｎａｌ、Ｏｓｌｏ、Ｎｏｒｗａｙ）を用いて、ＰＢＭＣ画分から得る（１×
１０８個の細胞／ｍｌ、２個のビーズ／細胞、３７℃で２時間）。単球およびマクロファ
ージを、培養フラスコへの接着によって除去するか、または製造業者の説明書（Ｄｙｎａ
ｌ）に従って、磁気細胞分離によって枯渇させられた常磁性ビーズを食作用する。ＣＤ４
細胞を、ＣＤ８に対する１０μｇ／ｍｌのモノクローナル抗体（クローンＧ１０－１）、
ＣＤ２０に対する１０μｇ／ｍｌのモノクローナル抗体（クローンＩＦ５）、ＣＤ１４に
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対する１０μｇ／ｍｌのモノクローナル抗体（クローンＦ１３）、およびＣＤ１６に対す
る１０μｇ／ｍｌのモノクローナル抗体（Ｃｏｕｌｔｅｒ）とのインキュベーション（１
０３個の細胞／ｍｌ、４℃で２０分間）によって、ＰＢＬ画分から精製する。洗浄後、細
胞を、ヒツジの抗マウスＩｇ結合ダイナビーズを用いて２回枯渇させ（１０６個の細胞／
ｍｌ、６個のビーズ／細胞、４℃で２０分間）、そして磁気による細胞分離を行う。ＣＤ
４細胞の純度は、フローサイトメトリーによって測定する場合には、日常的には９１～９
５％である。
【００８２】
　樹状細胞を、培養フラスコ（Ｃｏｓｔａｒ）に対してＰＢＭＣを接着させることによっ
て作成する（１０８個の細胞／ｍｌ、３７℃で２時間）（Ｄｙｎａｂｅａｄｓを用いない
）。十分な洗浄の後、接着細胞を、５００Ｕ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅ
ｒ－Ｍａｎｎｈｅｉｍ）および１２．５Ｕ／ｍｌのＩＬ－４（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ－Ｍ
ａｎｎｈｅｉｍ）を含有している培地中で７日間培養する。得られた細胞の集団は、弱く
接着性であり、そして樹状細胞の特徴的な表面マーカーを発現する（ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ
８６、ＣＤ８３、ＣＤ１１ｃについてのポジティブであり、そしてＣＤ４についてはネガ
ティブである）。（注：全ての抗体を、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＣＡから入
手した）。
【００８３】
　抗ＣＤ３　ｍＡｂ（ＯＫＴ３）は、Ｏｒｔｈｏ　Ｂｉｏｔｅｃ．（Ｒａｒｉｔａｎ，Ｎ
Ｊ）から入手することが可能であり、そして抗ＣＤ２８　ｍＡｂ（９．３）は、Ｂｒｉｓ
ｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ（Ｓｔａｍｆｏｒｄ，Ｃｏｎｎ．）から入手すること
が可能である。
【００８４】
　実施例ＩＩ
　Ｔ細胞の刺激およびその測定
　細胞を、３個の異なる方法論によって刺激する：１）製造業者の説明書（Ｄｙｎａｌ）
に従って、抗ＣＤ３（ＯＫＴ－３）および抗ＣＤ２８（９．３）抗体（３×２８個のビー
ズ）に対して共有的にカップリングさせたＤｙｎａｂｅａｄｓ（Ｍ－４５０）（３個のビ
ーズ／細胞）、２）イオノマイシン（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）
（１００ｎｇ／ｍｌ）およびホルボール１２－ミリステート－１３－アセテート（ＰＭＡ
）（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）（１０ｎｇ／ｍｌ）、３）同種異系樹状細胞（２５，０００
個の樹状細胞／２００，０００個のＣＤ４細胞）。全ての細胞を、１×１０６個の細胞／
ｍｌの濃度で刺激する。細胞を、上記に概説するように、刺激の前に１から２時間の間、
構造（Ｉ）の化合物（例えば、ＦＲ９０１２２８）（ＮＣＩ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ）
とともにインキュベートする。増殖アッセイを、９６ウェル平底プレート中で４連で行う
。細胞を、１×１０６個の細胞／ｍｌで、２００ｌの最終容量で刺激する。増殖を、ＭＴ
Ｔアッセイによって（ＭＴＴアッセイキット、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｉｎｃ．，Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）、３日目（刺激方法１および２）または６
日目（刺激方法３）に測定し、そして結果を、４連の平均値として示す。ＰＢＬ培養物ま
たは精製したＣＤ４細胞培養物を、３×２８個のビーズ、イオノマイシン／ＰＭＡ、また
は同種異系樹状細胞で刺激する。図１～４に示すように、１０ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２
２８程度の低い濃度で、３×２８個のビーズまたはイオノマイシン／ＰＭＡで刺激したＣ
Ｄ４細胞の増殖を完全に阻害するが、それにもかかわらず、１ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２
２８またはそれ未満の濃度は、有意な効果は有さない（これらの実験を、刺激の前のＦＲ
９０１２２８との２時間のインキュベーションを使用して行う）。興味深いことに、同種
異系樹状細胞によって誘導される増殖は、１ｎｇ／ｍｌ程度の低い濃度で、ＦＲ９０１２
２８によって有意に阻害される。さらに、より大きな細胞の生存性は、ｓｕｂ－Ｇ１　Ｄ
ＮＡ測定および細胞膜の完全性によって評価する場合には、ＦＲ９０１２２８によっては
影響を受けない（図５Ｄ）。ＦＲ９０１２２８の細胞毒性の欠損は、Ｂｙｒｄら、Ｂｌｏ
ｏｄ　９４（４）：１４０１－１４０８、１９９９；Ｂａｔｅｓら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　
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Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ、Ｐｒｏｇｒａｍｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ
　Ａｍｅｒｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ、要
約６９３、１９９９；およびＣｈａｓｓａｉｎｇら、Ｊ．Ｃｈｒｍａｔｏｇｒ．Ｂ７１９
：１６９－１７６、１９９８によって記載されている結果と一致する。
【００８５】
　増殖および活性化のプロトコールは、上記に記載するプロトコールと同じである。
【００８６】
　実施例ＩＩＩ
　活性化のマーカーのアッセイ
　ＣＤ４細胞上での種々の活性化のマーカーの誘導に対するＦＲ９０１２２８の影響を、
実験する。これに関して、細胞を、１つ以上の以下の抗体で標識する：抗－ヒトＣＤ４　
Ａｂ（Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ．Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）、ＦＩＴＣでカップリングし
た抗ヒトＣＤ１１ａ　Ａｂ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）、ＦＩＴＣでカップリングした抗ヒ
トＣＤ２６　Ａｂ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）、ＦＩＴＣでカップリングした抗ヒトＣＤ４
９ｄ　Ａｂ（Ｃｏｕｌｔｅｒ）、ＦＩＴＣでカップリングした抗ヒトＣＤ５４　Ａｂ（Ｐ
ｈａｒｍｉｎｇｅｎおよびＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、ＦＩＴＣでカップリン
グした抗ヒトＣＤ９５　Ａｂ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）、ＦＩＴＣでカップリングした抗
ヒトＣＤ１３４　Ａｂ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）、ＦＩＴＣでカップリングした抗ヒトＣ
Ｄ２５　Ａｂ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）、ＦＩ
ＴＣでカップリングした抗ヒトＣＤ６９　Ａｂ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、
ＦＩＴＣ－またはＰＥ－でカップリングした抗ヒトＣＤ１５４　Ａｂ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄ
ｉｃｋｉｎｓｏｎ）、あるいはＦＩＴＣ－またはＰＥ－でカップリングしたＩｇＧ１イソ
型コントロールＡｂ。細胞（２×１０５個）を、３０μｌの最終容量中で２μｌのそれぞ
れの抗体を用いて、４℃で２０分間標識し、洗浄し、そして１％のパラホルムアルデヒド
（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）中に再懸濁する。興味深いことに、ＣＤ２５お
よびＣＤ１５４の発現は、１０ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２２程度の低い濃度で、３×２８
個のビーズでの刺激の後で強力に抑制される（図５Ａおよび５Ｂ）。対照的に、ＣＤ６９
の誘導は、１００ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２２８によっては影響を受けない（図５Ｃ）。
さらに、図８Ａ～８Ｂは、ＣＤ６９の誘導または活性化によって誘導されるＣＤ６２Ｌの
ダウンレギュレーションに対して有意な影響を有さずに、ＣＤ４　Ｔ細胞上でのＣＤ２５
、ＣＤ１３４、ＣＤ１３７ｗ、ＣＤ１５４、ＣＤ１１ａ、ＣＤ５４、およびＣＤ９５の誘
導の阻害を実証する（図８Ａ～８Ｂ）。このことは、ＦＲ９０１２２８は、近位のＣＤ４
細胞の活性化の、特異的であるが完全ではない阻害を課することを示唆する。さらに、よ
り大きな細胞の生存性は、標準的なフローサイトメトリー手順を使用するヨウ化プロピジ
ウム（ＰＩ）排除によって測定する場合には、１００ｎｇ／ｍｌまでのＦＲ９０１２２８
の濃度によっては有意な影響を受けない（Ｄｅｎｇｌｅｒら、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄ
ｒｕｇｓ．６（４）：５２２－５３２、１９９５を参照のこと）。
【００８７】
　ＦＲ９０１２２８の阻害は、イオノマイシン／ＰＭＡの活性化によってはバイパスされ
得ず、このことは、ＦＲ９０１２２８の阻害が、ＣＤ４細胞のＣＤ３での刺激のすぐ後に
観察される細胞内カルシウムの上昇の下流にあることを暗に意味する。
【００８８】
　実施例ＩＶ
　ＩＬ－２およびＴＮＦ－αアッセイ
　細胞を、上記のように調製する。２４時間刺激した細胞に由来する上清を、製造業者の
説明書に従って、ＩＬ－２またはＴＮＦ－α酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）に
供する（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ
）。
【００８９】
　別のアッセイにおいては、ＩＬ－２を、フローサイトメトリーを使用してＣＤ４　Ｔ細
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胞の細胞内染色によって測定する。ＩＬ－２またはＩＦＮ－の細胞内標識のために、細胞
を最初に、アッセイの前に４時間の間、１ｇ／ｍｌのＭｏｎｅｎｓｉｎ（Ｃａｌｂｉｏｃ
ｈｅｍ）とともにインキュベートする。細胞を、続いて、上記に記載するように表面タン
パク質について染色し、固定し、そしてＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ細胞内染色キ
ットを使用して浸透性にし、ＰＥとカップリングさせられた抗ヒトＩＬ－２　Ａｂおよび
ＦＩＴＣとカップリングさせられた抗ヒトＩＦＮ　Ａｂ、または対応するコントロールの
Ａｂを用いて、製造業者によって記載されているように標識する。データの獲得およびフ
ローサイトメトリー分析を、製造業者のプロトコール（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ）に従ってＣｅｌｌｑｕｅｓｔソフトウェアを使用して、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメトリー上で行う。
【００９０】
　ＣＤ４細胞の増殖のＦＲ９０１２２８による阻害の背景にある機構を研究するために、
活性化されたＣＤ４細胞によるＩＬ－２およびＴＮＦ－αの産生を分析した。１０ｎｇ／
ｍｌ程度の低い濃度では、ＦＲ９０１２２８は、精製したＣＤ４細胞の３×２８個のビー
ズ（抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８抗体をカップリングさせたビーズ）での刺激の２４時間後
に、ＥＬＩＳＡによって測定したＩＬ－２の産生を大きく阻害する（図６）。同様の阻害
を、細胞内ＩＬ－２測定を使用して観察した（示さない）。しかし、減少したＩＬ－２の
産生は、１００Ｕ／ｍｌのＩＬ－２（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｈｅｉｍ）の添加が
増殖を回復しないので、Ｔ細胞の増殖の欠損にはもっぱら応答しない。ＴＲ９０１２２８
がＩＬ－２の産生を阻害するという観察は、ＦＲ９０１２２８が、Ａ１．１　Ｔ細胞ハイ
ブリドーマのＣＤ３によって誘導されるＩＬ－２の産生を阻害しないことを報告した、Ｗ
ａｎｇらによって報告された以前の結果とは対照的である（Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１７（１
２）：１５０３－１５０８、１９９８）。この差異の理由は現在はわかっていない。
【００９１】
　さらなる実験においては、ＩＬ－２およびＹＮＦ－αの両方を、２０ｎｇ／ｍｌのＦＲ
９０１２２８および５００ｎｇ／ｍｌのシクロスポリンの存在下または非存在下で、３×
２８個のビーズでの末梢血リンパ球（ＰＢＬ）の刺激の２４時間後に、ＥＬＩＳＡによっ
て測定した（図１０Ａおよび１９Ｂ）。
【００９２】
　実施例Ｖ
　増殖の阻害のアッセイ
　末梢血リンパ球を、上記に記載するように調製し、３×２８個のビーズで刺激し、そし
て刺激の６日後に、カルボキシフルオレセインジアセテートスクシンイミジルエステル（
ＣＦＤＡ－ＳＥ）で染色する。細胞の刺激を、上記に示すように行い、そして細胞を培地
で洗浄し、そしてＰＢＳおよび色素の取り込みを測定した。ＦＲ９０１２２８を、刺激後
の種々の時点（刺激後０、または２４、７２、および１２０時間）で添加した。図７は、
ＣＦＤＡ－ＳＥ染色によって生成される流れのデータを示す。ｙ軸は、平均の蛍光強度を
示し、これは、細胞増殖の逆数に関係する。従って、このデータは、活性化されたＴ細胞
の細胞増殖が、３×２８個のビーズでの刺激の前に、それと同時に、またはその後のいず
れかに、ＦＲ９０１２２８と細胞を接触させることによって、ＦＲ９０１２２８によって
阻害されることを示す。
【００９３】
　実施例ＶＩ
　ＣＤ４細胞上でのＣＤ１５４の発現
　ＣＤ４細胞上のＣＤ１５４活性化マーカーの誘導に対するＦＲ９０１２２８の影響を研
究する。これに関して、細胞を、ＦＩＴＣとカップリングさせた抗ヒトＣＤ４　Ａｂ（Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｅｃｈ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）、ＰＥとカップリングさせた抗ヒトＣ
Ｄ１５４　Ａｂ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ、ＣＡ）、ま
たはＦＩＴＣ－もしくはＰＥ－とカップリングさせたＩｇＧ１イソ型コントロールＡｂで
標識する。２×１０５個の細胞を、３０μｌの最終容量中で２μｌのそれぞれの抗体を用
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いて、４℃で２０分間標識し、洗浄し、そして１％のパラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ
、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）中に再懸濁する。細胞を、３×２８個のビーズおよび／また
は２０ユニット／ｍｌのＩＬ－２の存在下で、または抗ＩＬ－２抗体で４日間刺激し、そ
して３日目に、ＦＲ９０１２２８を、２０ｎｇ／ｍｌの濃度で培養物に対して添加する。
４日目に、平均の蛍光強度を、フローサイトメトリーによって測定する。図９に示すよう
に、ＩＬ－２が存在しないことが存在することは、ＦＲ９０１２２８によって誘導される
ＣＤ１５４の発現の抑制を補わなかった。
【００９４】
　実施例ＶＩＩ
　転写レベルでのＣＤ１５４の抑制
　この実験においては、Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞を、ベクター構築物（ｐ－ＥＧＦＰ１、Ｃ
ｌｏｎｅｔｅｃｈ）で安定にトランスフェクトした。ここでは、緑色蛍光タンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列が、Ｊｕｒｋａｔ細胞からクローン化されたＣＤ１５４プロモ
ーターに対して作動可能に連結された。目的のベクターを含有している細胞の選択の後、
細胞を、種々の濃度（０から１００ｎｇ／ｍｌ）のＦＲ９０１２２８の存在下で、３×２
８個のビーズでの２４時間の間の刺激に供した。次いで、蛍光を、フローサイトメトリー
を使用して検出した。図１１に示すように、０ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２２８を有してい
る細胞のみが、刺激を有さない細胞のものを上回るＧＦＰの発現の誘導を示した。
【００９５】
　別の実験においては、ＣＤ１５４転写物のＲＴ－ＰＣＲを、３×２８個のビーズ、およ
び種々の量のＦＲ９０１２２８での刺激の１８時間後に行った。これらの実験によって、
漸増量のＦＲ９０１２２８に伴う、ＣＤ１５４の発現の減少したレベルを示した（データ
は示さない）。実験をまた、ｃ－ｍｙｃのアンチセンス構築物とともにインキュベートし
たＣＤ４細胞を使用して行った。３×２８個のビーズによる２４時間の刺激の後、アンチ
センスｃ－ｍｙｃ構築物は、以下を含有しているコントロールと比較した場合に、フロー
サイトメトリーによって測定されるようなＣＤ１５４の発現を、約５０％減少させた：構
築物なし、センス、スクランブルされたｃ－ｍｙｃ構築物でのトランスフェクション（デ
ータは示さない）。従って、ＦＲ９０１２２８および同様の構築物は、ｃ－ｍｙｃの活性
を標的とし得、そして免疫抑制の１つの機構としてのＣＤ１５４のその誘導を標的とし得
る。
【００９６】
　実施例ＶＩＩＩ
　Ｓ期への進行の前での細胞周期の阻害
　刺激していないおよび刺激した（３×２８個のビーズでの刺激）ＣＤ４細胞を、種々の
濃度のＦＲ９０１２２８とともにインキュベートし、そして細胞内ＤＮＡ含有量を、標準
的な手順を使用してヨウ化プロピジウム（ＰＩ）での染色によって測定した。簡潔には、
細胞を、ＰＢＳ中の１μｇ／ｍｌのＰＩおよび０．０３％のサポニンの混合物で、２０か
ら３０分間染色した。図１２に示すように、ＤＮＡ合成は、刺激していない細胞、または
１０から１００ｎｇ／ｍｌのＦＲ９０１２２８とともにインキュベートした刺激した細胞
中では起こらなかった。従って、ＦＲ９０１２２８は、Ｓ期への進行の前に活性化された
Ｔ細胞の細胞周期を阻害するようである。
【００９７】
　実施例ＩＸ
　放射性同位元素によるＴ細胞の増殖のアッセイ
　健康なドナーに由来する末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、ｆｉｃｏｌｌ－ｈｙｐａｑｕ
ｅ（ＬＳＭ，Ｏｒｇａｎｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ、Ｄｕｒｈａｍ，Ｎｏｒｔｈ　Ｃａｒｏｌ
ｉｎａ）を用いた密度遠心分離によって分離する。完全な培地（５％のヒトの血清、１０
０ｍＭのグルタミン、１ｍＭのピルビン酸ナトリウム、０．１ｍＭの必須ではないアミノ
酸、２ｍＭのペニシリン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、および２ｍＭのスト
レプトマイシン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を有するＲＰＭＩ　１６４０培
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地）でのＰＢＭＣの洗浄後、次いで、それらに７，５００ＲＡＤＳを照射し、そして完全
な培地中に４～４．５×１０６個の細胞／ｍｌに再懸濁した。ＰＢＭＣの別のアリコート
を、ノイラミニダーゼで処理したヒツジの赤血球（ＳＲＢＣ）で赤色にする。ＬＳＭでの
別の遠心分離後に、これらの赤色にしたＴ細胞のＳＲＢＣを、次いで、塩化アンモニウム
溶解緩衝液（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｏｎｏｌｏｇｉｅｓ）で溶解させる。完全な培地での２
回の洗浄後に、これらの精製したＴ細胞をまた、完全な培地中に２～２．５×１０６個の
細胞／ｍｌで再懸濁する。試験化合物の種々の稀釈物を、９６ウェル平底マイクロ培養プ
レート（Ｃｏｓｔｅｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ）中に５０ｌ
／ウェルで３連で添加する。次いで、Ｔ細胞懸濁物を、１００ｌ／ウェルでウェル中にす
ぐに分配する。試験化合物と細胞との、５％のＣＯ２－９５％の空気の加湿大気中での３
７℃で３０分間のインキュベーションの後、抗ＣＤ３　Ａｂ（ＯＫＴ－３、Ｏｒｔｈｏ　
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）を、それぞれのウェルに添加し（１０ｎ
ｇ／ｍｌの最終濃度で）、続いて５０ｌの照射したＰＢＭＣを添加する。次いで、培養プ
レートを、５％のＣＯ２－９５％の空気の加湿大気中で７２時間、３７℃でインキュベー
トする。Ｔリンパ球の増殖を、トリチン化した（３Ｈ）チミジンの取り込みの測定によっ
て評価する。培養の最後の１８～２４時間の間に、細胞が、トリチン化されたチミジンの
２Ｃｉ／ウェルでパルス標識される（ＮＥＮ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、Ｍａｓｓａｃｈｕｓ
ｅｔｔｓ）。培養物を、複数のサンプル回収装置（ＭＡＣＨ－ＩＩ，Ｗａｌｌａｃｅ、Ｇ
ａｉｔｈｅｒｂｕｒｇ，Ｍａｒｙｌａｎｄ）を使用してガラス繊維フィルター上に回収す
る。個々の細胞に対応しているフィルターディスクの放射活性を、標準的な液体シンチレ
ーションカウント方法によって測定する（Ｂｅｔａｐｌａｔｅ　Ｓｃｉｎｔ　Ｃｏｕｎｔ
ｅｒ．Ｗａｌｌａｃｅ）。レプリカウェルの１分あたりの平均の計数を計算し、そして結
果を、Ｔ細胞のトリチン化されたチミジンの取り込みを５０％阻害するために必要とされ
る濃度として示す。
【００９８】
　実施例Ｘ
　ＮＯＤまたはＮＯＤＳＣＩＤマウスにおける糖尿病の発症の予防および／または遅延
　この実施例は、ＮＯＤおよびＮＯＤＳＣＩＤマウスにおいて糖尿病の発症を予防するか
または遅延させる、代表的なデプシペプチド化合物ＦＲ９０１２２８の能力を示す。
【００９９】
　ＦＲ９０１２２８をＰＢＳ中の１０％のＤＭＳＯ中に溶解させ、そして１日おきにＮＯ
ＤまたはＮＯＤＳＣＩＤマウスにｉ．ｐ．で投与した。コントロールは、ＤＭＳＯ賦形剤
のみを含んだ（ＰＢＳ中の１０％のＤＭＳＯ）。ＮＯＤＳＣＩＤマウスが自発的には糖尿
病を発症しないと仮定して、１０週齢のＮＯＤマウスに由来する３０×１０６個のＮＯＤ
脾臓細胞を、糖尿病を誘導するために、４週齢のそれぞれのＮＯＤＳＣＩＤマウスに注射
した。０．５ｍｇ／ｋｇのＦＲ９０１２２８を２０匹の動物（１０匹のＮＯＤ動物および
１０匹のＮＯＤＳＣＩＳ動物）に対してそれぞれの処置の時点で投与した。２週ごとに、
糖尿病になったそれぞれの処置グループ中のマウスの数を、隔週の間隔でグルコメーター
を使用して血液グルコースレベルを測定することによって評価した。２回の連続する観察
についての２００ｍｇ／ｄｌ以上の血液グルコースの読み取りを、明らかな糖尿病の指標
と考えた。これらのグループについての平均のグルコースの数を、以下の表２に示す。
【０１００】
　表２に示すように、ＮＯＤＳＣＩＤマウスにおいては、明らかな糖尿病の発症は、賦形
剤のみで処置したマウスと比較した場合に、化合物で処置したこれらのマウスにおいては
少なくとも２週間遅延させられた。驚くべきことに、ＮＯＤの結果は、なおさらに劇的で
あり、化合物で処置したＮＯＤマウスは、１８週間の実験の間には明らかな糖尿病は発症
せず、一方、１０匹の賦形剤で処置したマウスのうちの８匹が、同じ時間枠の中で明らか
な糖尿病を発症した。明らかに、このデータは、表現形による糖尿病の発症の遅延におけ
る免疫抑制効果を示す。
【０１０１】
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【表２】
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40　上記から、本発明の特定の実施形態は、本発明の例示のみの目的のために本明細書中に
記載されてきたが、様々な改変が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく行われ
得ることが理解される。
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