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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式
【化１】

式中
Ｒ１およびＲ２は、独立して水素、ハロゲン、（Ｃ１～Ｃ４）ヒドロカルビル、（Ｃ１～
Ｃ４）アルコキシ、トリフルオロメチル、トリフルオロメトキシ、シアノおよびニトロか
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らなる群から選択され、
Ｒ３は、（Ｃ１～Ｃ１０）ヒドロカルビル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサアルキルおよび複素環
アルキルからなる群から選択され、
Ｒ４は、水素、メチル、ハロメチル、ジハロメチル、およびトリハロメチルからなる群か
ら選択され、および
Ａは、フェニルまたは５員もしくは６員の芳香族複素環である、
で表される化合物またはその薬学的に許容可能な塩を含む、Ｓｈｈ誘導性がんの処置のた
めの医薬組成物。
【請求項２】
　がんが、膵臓癌、胃癌、大腸癌、前立腺癌、骨肉腫、小細胞肺癌、髄芽腫、基底細胞癌
、肝臓、膵臓および泌尿器腫瘍からなる群から選択される、請求項１に記載の医薬組成物
。
【請求項３】
　Ａが、ピロリジン、フラン、チオフェンおよびピリジンからなる群から選択される、請
求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　Ｒ１が水素であり、およびＲ２が水素またはメチルである、請求項３に記載の医薬組成
物。
【請求項５】
　Ａがピリジンである、請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　Ａがフェニルである、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　Ｒ１がフェニルのチエノ［３，２－ｃ］ピリジンへの結合点に対してオルト位であり、
およびＲ２がフェニルのチエノ［３，２－ｃ］ピリジンへの結合点に対してパラ位である
、請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　Ｒ１が水素またはメチルであり、およびＲ２が水素、メチル、メトキシ、クロロおよび
フルオロからなる群から選択される、請求項７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　Ｒ１およびＲ２が同じであり、かつ水素およびハロゲンからなる群から選択される、請
求項７に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　Ｒ３が（Ｃ１～Ｃ１０）アルキル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサアルキルおよび複素環アルキ
ルからなる群から選択される、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　Ｒ３が（Ｃ３～Ｃ６）アルキル、（Ｃ３～Ｃ６）アルケニル、（Ｃ３～Ｃ６）シクロア
ルキル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサアルキル、フラニル（Ｃ１～Ｃ４）アルキル、チエニル（
Ｃ１～Ｃ４）アルキル、ピロリル（Ｃ１～Ｃ４）アルキル、ピロリジニル（Ｃ１～Ｃ４）
アルキルおよびテトラヒドロフラニル（Ｃ１～Ｃ４）アルキルからなる群から選択される
、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　Ｒ３が、メトキシエチル、メトキシプロピル、エトキシプロピル、イソプロピル、シク
ロプロピル、アリルおよびフラニルメチルからなる群から選択される、請求項１１に記載
の医薬組成物。
【請求項１３】
　Ｒ３が（Ｃ３～Ｃ６）アルキルである、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　Ｒ４が水素である、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
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　Ｒ１が、フェニルのチエノ［３，２－ｃ］ピリジンへの結合点に対してメタ位である、
請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　Ｒ１がメチルであり、およびＲ２が水素である、請求項１５に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　Ｒ１が水素であり、およびＲ２が水素である、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　化合物が、
【化２】



(4) JP 6117334 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

【化３】

からなる群から選択される、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　式
【化４】

式中
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Ｒ１およびＲ２は、独立して水素、ハロゲン、（Ｃ１～Ｃ４）ヒドロカルビル、（Ｃ１～
Ｃ４）アルコキシ、トリフルオロメチル、トリフルオロメトキシ、シアノおよびニトロか
らなる群から選択され、
Ｒ３は、（Ｃ１～Ｃ１０）ヒドロカルビル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサアルキルおよび複素環
アルキルからなる群から選択され、
Ｒ４は、水素、メチル、ハロメチル、ジハロメチル、およびトリハロメチルからなる群か
ら選択され、および
Ａは、５員もしくは６員の芳香族複素環である、
で表される化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２０】
　Ａが、ピロリジン、フラン、チオフェンおよびピリジンからなる群から選択される、請
求項１９に記載の化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２１】
　Ｒ１が水素であり、およびＲ２が水素またはメチルである、請求項１９に記載の化合物
またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２２】
　Ａがピリジンである、請求項２１に記載の化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２３】
　Ｒ３が（Ｃ１～Ｃ１０）アルキルである、請求項１９に記載の化合物またはその薬学的
に許容可能な塩。
【請求項２４】
　Ｒ３が（Ｃ３～Ｃ６）アルキル、（Ｃ３～Ｃ６）アルケニル、（Ｃ３～Ｃ６）シクロア
ルキル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサアルキル、フラニル（Ｃ１～Ｃ４）アルキル、チエニル（
Ｃ１～Ｃ４）アルキル、ピロリル（Ｃ１～Ｃ４）アルキル、ピロリジニル（Ｃ１～Ｃ４）
アルキルおよびテトラヒドロフラニル（Ｃ１～Ｃ４）アルキルからなる群から選択される
、請求項１９に記載の化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２５】
　Ｒ３が、メトキシエチル、メトキシプロピル、エトキシプロピル、イソプロピル、シク
ロプロピル、アリルおよびフラニルメチルからなる群から選択される、請求項２４に記載
の化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２６】
　Ｒ３が（Ｃ３～Ｃ６）アルキルである、請求項２４に記載の化合物またはその薬学的に
許容可能な塩。
【請求項２７】
　Ｒ４が水素である、請求項１９に記載の化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２８】
　式
【化５】

で表される、請求項１９に記載の化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２９】
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　式
【化６】

で表される化合物またはその薬学的に許容可能な塩。
【請求項３０】
　請求項１９～２９のいずれか一項に記載の化合物またはその薬学的に許容可能な塩と、
薬学的に許容可能な担体とを含む、医薬組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
連邦政府資金による研究の下での権利に関する声明
　本発明は、米国国立衛生研究所により授与された、契約番号ＧＭ５７９６６およびＣＡ
１５８４７４の下で政府の支援を受けて行われた。従って、米国政府は本発明において一
定の権利を有する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１２年３月２３日に出願された米国仮特許出願番号６１／６１４９５４
について優先権を主張するものであり、ここに、参照により本明細書に組み込まれる。
【０００３】
発明の分野
　本発明は、膵臓癌およびヘッジホッグタンパク質の異常な発現に関連する他の種類のが
んを処置するのに有用な、５－アシル－６，７－ジヒドロチエノ［３，２－ｃ］ピリジン
に関する。
【背景技術】
【０００４】
　膵臓癌は、世界でのがん死亡の四番目に最も一般的な原因であり、予後不良である。す
べてのステージを合わせると、１年および５年の相対的な生存率はそれぞれ２５％および
６％であり、全体で８０％超の個々人に相当する局所進行および転移性疾患の生存期間の
中央値は、それぞれ約１０ヶ月および６ヶ月である。これは、２０１２年に米国で４３，
９２０新症例および３７，３９０死亡となると推定される。
【０００５】
　ヘッジホッグ（Ｈｈ）およびソニック・ヘッジホッグ（Ｓｈｈ）は、胚発生の間に成長
およびパターニングを媒介するシグナルタンパク質である。これらのタンパク質は、モル
フォゲンとして作用し、長距離および短距離のシグナル伝達勾配を形成する。Ｈｈは、ハ
エで発現し、一方脊椎動物は、３つのファミリーメンバー、すなわちソニック、インディ
アンおよびデザートを発現し、そのうちＳｈｈが最も研究されている。Ｓｈｈは四肢発生
、細胞の増殖および分化を調節する。成体組織において、異常なＳｈｈの発現もしくはシ
グナル伝達は、髄芽腫、基底細胞癌、肝臓、膵臓および泌尿器腫瘍を含む、多数のヒトが
んの生合成に関与する（Pasca di Magliano, M., and Hebrok, M. (2003) Hedgehog sign
alling in cancer formation and maintenance, Nat Rev Cancer 3, 903-911を参照）。
【０００６】
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　ヘッジホッグタンパク質は、固有の一連の翻訳後プロセシング反応を経る。Ｓｈｈの分
泌経路を通って輸送する４５ｋＤａの前駆体として合成される。シグナル配列が除去され
たあと、Ｓｈｈは自己切断を受け、１９ｋＤａのＮ末端シグナル伝達分子であるＳｈｈＮ
を生成する。この反応中に、コレステロールはＳｈｈＮのＣ末端に結合される。また、Ｓ
ｈｈＮのＮ－末端システイン残基がパルミトイル化により修飾される。ほぼすべての他の
既知のパルミトイル化タンパク質とは異なり、パルミチン酸は、アミド結合を介してＳｈ
ｈＮのＮ末端へ結合される。ＨｈおよびＳｈｈのパルミトイル化は、有効な長距離および
短距離シグナル伝達に重要である。Ｎ末端ＣｙｓのＳｅｒまたはＡｌａへの変異は、結果
としてｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏでほとんどまたは全く活性を有しない変異
体タンパク質を生じる。Ｓｈｈへのパルミチン酸の結合は、マルチパス膜タンパク質Ｈｈ
ａｔ（ヘッジホッグアシル転移酵素）によって触媒される。Ｈｈａｔは膜結合型Ｏ－アシ
ル転移酵素（ＭＢＯＡＴ）ファミリーのメンバーである。ＭＢＯＡＴファミリーメンバー
の大部分は、長鎖脂肪酸の脂質のヒドロキシル基への転移を触媒するが、Ｈｈａｔは、脂
肪酸をタンパク質基質へ転移する３つのＭＢＯＡＴタンパク質の１つである。各場合にお
いて、基質タンパク質の脂肪酸修飾は、そのシグナル伝達作用に必須である。
【０００７】
　正常な成体膵臓はＳｈｈを発現しない。しかし、異常なＳｈｈの発現が、成熟した膵臓
で発生し得、そこで膵臓癌を促進する上で重要な役割を果たす（Morton, J. P., and Lew
is, B. C. (2007) “Shh signaling and pancreatic cancer: implications for therapy
?”, Cell Cycle 6, 1553-1557を参照）。Ｓｈｈの異常発現は、膵臓癌細胞の増殖および
膵臓上皮内新生物形成を誘導し、そして、ヘッジホッグシグナル伝達は、すべてのヒト膵
臓癌における変更されたコア経路の１つである。膵臓癌のマウスモデルにより、Ｓｈｈは
活性化したＫ－Ｒａｓともに相乗的に機能して、腫瘍形成を促進および維持する一方で、
Ｓｈｈシグナル伝達が、膵臓癌の浸潤および転移を遮断することが明らかにされた（Oliv
e et al.(2009) “Inhibition of Hedgehog signaling enhances delivery of chemother
apy in a mouse model of pancreatic cancer”, Science 324, 1457-1461およびFeldman
n et al. (2007) “Blockade of hedgehog signaling inhibits pancreatic cancer inva
sion and metastases: a new paradigm for combination therapy in solid cancers”, 
Cancer Res. 67, 2187-2196を参照）。
【０００８】
　膵臓癌を処置する新規治療薬に対する緊急の必要性がある。我々は、本明細書中にＳｈ
ｈのパルミトイル化を遮断するＨｈａｔ阻害剤を記載し、ひいては膵臓癌の有効な処置の
機会を提供する。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の化合物は、抗がん剤として有用であり、特にＳｈｈ誘導性がん、例えば膵臓癌
、胃癌、大腸癌、前立腺癌、骨肉腫および小細胞肺癌の処置において有用である。
【００１０】
　一側面において、本発明は、式Ｉ
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【化１】

式中
Ｒ１およびＲ２は、独立してＨ、ハロゲン、（Ｃ１～Ｃ４）ヒドロカルビル、（Ｃ１～Ｃ

４）アルコキシ、トリフルオロメチル、トリフルオロメトキシ、シアノおよびニトロから
選択され、
Ｒ３は、（Ｃ１～Ｃ１０）ヒドロカルビル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサアルキルおよびヘテロ
シクリルアルキルから選択され、および
Ｒ４は、Ｈ、メチル、ハロメチル、ジハロメチル、およびトリハロメチルから選択される
で表される化合物に関する。
【００１１】
　別の側面において、本発明は、薬学的に許容し得る担体および式Ｉで表される化合物を
含む医薬組成物に関する。
【００１２】
　別の側面において、本発明は、Ｓｈｈ誘導性がんの処置方法であって、かかるがんを有
する患者に治療有効量の式Ｉで表される化合物を投与することを含む前記方法に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、ＳｈｈおよびＨｈａｔが抑制された細胞と対照細胞とを比較した、腫瘍
体積対時間を図示したグラフである。
【００１４】
【図２】図２は、Ｓｈｈペプチドに組み込まれた放射性標識されたパルミチン酸残基の分
あたりのカウント数を対照とともに化合物１３および１４の存在下および非存在下におい
て示した棒グラフである。
【００１５】
【図３】図３は、化合物１３の存在下および非存在下におけるヒト膵臓癌細胞の細胞カウ
ントを示した棒グラフである。
【００１６】
　組成物の側面において、本発明は、上述の式Ｉ
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【化２】

で表される化合物に関する。いくつかの態様において、Ａは、ピロリジン、フラン、チオ
フェンおよびピリジンから選ばれる。いくつかの態様において、Ｒ１は、Ｈであってもよ
く、Ｒ２はＨまたはメチルであってもよい。他の態様において、Ａはフェニルである。こ
れらの態様において、Ｒ１は、フェニルのチエノ［３，２－ｃ］ピリジンへの結合点に対
してオルト位であってもよく、Ｒ２は、フェニルのチエノ［３，２－ｃ］ピリジンへの結
合点に対してパラ位であってもよい。そのような化合物は、式ＩＩにより表される。

【化３】

【００１７】
　これらの化合物のいくつかにおいて、Ｒ１は、Ｈまたはメチルであってもよく、Ｒ２は
、Ｈ、メチル、メトキシ、クロロおよびフルオロから選んでもよい。他において、Ｒ１お
よびＲ２は、同一であってもよく、Ｈおよびハロゲンから選んでもよい。
【００１８】
　いくつかの態様において、Ｒ３は（Ｃ１～Ｃ１０）アルキル、（Ｃ１～Ｃ６）オキサア
ルキルおよびヘテロシクリルアルキルから選択してもよい。いくつかの態様において、Ｒ
３は、（Ｃ３～Ｃ６）アルキル、（Ｃ３～Ｃ６）アルケニル、（Ｃ３～Ｃ６）シクロアル
キル、（Ｃ３～Ｃ６）オキサアルキル、フラニル（Ｃ１～Ｃ４）アルキル、チエニル（Ｃ

１～Ｃ４）アルキル、ピロリル（Ｃ１～Ｃ４）アルキル、ピロリジニル（Ｃ１～Ｃ４）ア



(10) JP 6117334 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

ルキルおよびテトラヒドロフラニル（Ｃ１～Ｃ４）アルキルから選択することができる。
特定の例において、Ｒ３は、メトキシエチル、メトキシプロピル、エトキシプロピル、イ
ソプロピル、シクロプロピル、アリルまたはフラニルメチルである。
【００１９】
　いくつかの態様において、Ｒ４は水素である。
【００２０】
　本明細書を通じて、用語および置換基はその定義を保持する。
【００２１】
　アルキルは直鎖状または分岐状の飽和炭化水素構造を含むことが意図される。アルキル
基の例は、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチル、Ｓ－およびｔ－ブチル、
１－メチル－３－エチルオクチルなどが挙げられる。好ましいアルキル基は、Ｃ２０以下
のものである。
【００２２】
　シクロアルキルは、本明細書における目的に関し、アルキルから区別され、３～１０個
の炭素原子の環状炭化水素基を含む。シクロアルキル基の例としては、ｃ－プロピル、ｃ
－ブチル、ｃ－ペンチル、ノルボルニル、デカヒドロナフチルなどが挙げられる。
【００２３】
　アルコキシまたはアルコキシルは、酸素を介して親構造に結合した直線状または分枝状
配置の１～８個の炭素原子の基を指す。例としては、メトキシ、エトキシ、プロポキシ、
イソプロポキシが挙げられる。
【００２４】
　アリールおよびヘテロアリールは、一般的には、Ｏ、Ｎ、またはＳから選択される０～
３個のヘテロ原子を含有する５員または６員の芳香族環またはヘテロ芳香族環；Ｏ、Ｎ、
またはＳから選択される０～３個のヘテロ原子を含有する二環式９員または１０員の芳香
族環系またはヘテロ芳香族環系；Ｏ、Ｎ、またはＳから選択される０～３個のヘテロ原子
を含有する三環式１３員または１４員芳香族環系またはヘテロ芳香族環系を指す。本明細
書に記載の態様において、環Ａは、５員または６員芳香族環またはヘテロ芳香環、例えば
、ベンゼン、ピロール、イミダゾール、ピリジン、チオフェン、チアゾール、イソチアゾ
ール、オキサゾール、イソオキサゾール、フラン、ピリミジン、ピラジン、テトラゾール
およびピラゾールなどに限定される。
【００２５】
　アリールアルキルは、親構造への結合点はアルキルを介してである、アルキル残基に結
合したアリール環を意味する。例としては、ベンジル、フェネチルなどである。ヘテロア
リールアルキルは、ヘテロアリール環に結合しているアルキル残基を意味する。例として
は、例えばピリジニルメチル、ピリミジニルエチルなどが含まれる。
【００２６】
　Ｃ１～Ｃ１０の炭化水素（または、置換基を記述するときは、ヒドロカルビル）は、唯
一の元素成分としての水素と炭素から構成される直鎖状、分枝状、または環状残基を意味
する。この用語は、アルキル、シクロアルキル、ポリシクロアルキル、アルケニル、アル
キニル、アリールおよびそれらの組み合わせが含まれる。例としては、ベンジル、フェネ
チル、シクロヘキシルメチル、シクロプロピルメチル、シクロブチルメチル、アリル、カ
ンホリルおよびナフチルエチルが含まれる。
【００２７】
　オキサアルキルは、１または２個以上の炭素（およびそれらに付属した水素）が酸素に
よって置き換えられたアルキル残基を指す。例としては、メトキシプロポキシ、３，６，
９－トリオキサデシルなどが含まれる。用語オキサアルキルは、当該分野で理解されるよ
うに意図され（American Chemical Societyから出版されたNaming and Indexing of Chem
ical Substances for Chemical Abstracts, 196を参照、ただし127（a）の制限はない）
、すなわち、酸素がその隣接する原子に単結合を介して結合している化合物を指し（エー
テル結合を形成する）、カルボニル基に見られるような二重結合した酸素を指すものでは
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ない。
【００２８】
　特に断りのない限り、用語「炭素環」は、環原子がすべて炭素であるが、すべて酸化状
態でない環系を含むことが意図される。そのため、（Ｃ３～Ｃ１０）炭素環は、シクロプ
ロパン、ベンゼン、シクロヘキセンなどの系を含む、非芳香族および芳香族系の両方を指
し、（Ｃ８～Ｃ１２）カルボポリサイクルはノルボルナン、デカリン、インダンおよびナ
フタレンなどの系を指す。炭素環は、別段限定されない場合には、単環、二環および多環
を指す。
【００２９】
　複素環は、１～２個の炭素が酸素、窒素または硫黄などのヘテロ原子で置き換えられた
シクロアルキルまたはアリール残基を意味する。ヘテロアリールはヘテロ環のサブセット
を形成する。複素環の例には、ピロリジン、ピラゾール、ピロール、イミダゾール、イン
ドール、キノリン、イソキノリン、テトラヒドロイソキノリン、ベンゾフラン、ベンゾジ
オキサン、ベンゾジオキソール（置換基として生じる場合、通常はメチレンジオキシフェ
ニルと呼ばれる）、テトラゾール、モルホリン、チアゾール、ピリジン、ピリダジン、ピ
リミジン、ピラジン、チオフェン、フラン、オキサゾール、オキサゾリン、イソキサゾー
ル、ジオキサン、テトラヒドロフランなどが挙げられる。
【００３０】
　本明細書中で使用される、用語「任意に置換された」は、「非置換または置換された」
と交換可能に使用されてもよい。用語「置換された」は、特定の基において特定のラジカ
ルとの１または２以上の水素原子の置き換えを指す。置換アルキル、アリール、シクロア
ルキル、ヘテロシクリル等は、各残基における１または２以上のＨ原子が、ハロゲン、ハ
ロアルキル、アルキル、アシル、アルコキシアルキル、ヒドロキシ低級アルキル、ヒドロ
キシ、低級アルコキシ、ハロアルコキシ、オキサ、カルボキシ、ニトロ、アミノ、アルキ
ルアミノ、および／またはジアルキルアミノで置き換えられている、アルキル、アリール
、シクロアルキル、またはヘテロシクリルを指す。一態様では、１個、２個または３個の
水素原子は、特定のラジカルで置き換えられている。アルキルおよびシクロアルキルの場
合、３つより多くの水素原子がフッ素で置き換えることができる。実際に、全ての利用可
能な水素原子がフッ素で置き換えられ得る。
【００３１】
　本明細書に記載の化合物は、置換基Ｒｘにおいて、二重結合を含有してもよく、また、
幾何学的非対称の他の中心を含有してもよい。特に断りのない限り、該化合物は両方のＥ
およびＺの幾何異性体を含むことが意図される。同様に、全ての互変異性形態もまた含ま
れることが意図される。化合物は、Ｃ－４での不斉中心を有し、置換基Ｒｘにおいて、追
加の不斉中心を含有してもよく、それゆえ、絶対立体化学の観点から（Ｒ）－または（Ｓ
）－として定義されてもよいエナンチオマー、ジアステレオマー、および他の立体異性体
を生じてもよい。本発明は、すべてのそのような可能な異性体、ならびに、それらのラセ
ミ体および光学的に純粋な形態を含むことを意味する。光学的に活性な（Ｒ）－および（
Ｓ）－異性体は、キラルシントンまたはキラル試薬を用いて製造するか、または慣用の技
術を用いて分割してもよい。
【００３２】
　本明細書で使用される、および当業者によって理解されるように、「化合物」の記載は
、明示的にさらに限定しない限りは、その化合物の塩を含むことが意図される。特定の態
様において、用語「式Ｉで表される化合物」は、化合物またはその薬学的に許容し得る塩
を指す。
【００３３】
　用語「薬学的に許容し得る塩」は、その対イオン（アニオン）が、無機酸および有機酸
を含む薬学的に許容し得る無毒の酸から由来する塩を指す。本発明の化合物の塩のための
好適な薬学的に許容し得る酸には、例えば、酢酸、アジピン酸、アルギン酸、アスコルビ
ン酸、アスパラギン酸、ベンゼンスルホン酸（ベシル酸）、安息香酸、ホウ酸、酪酸、シ
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ョウノウ酸、ショウノウスルホン酸、炭酸、クエン酸、エタンジスルホン酸、エタンスル
ホン酸、エチレンジアミン四酢酸、ギ酸、フマル酸、グルコヘプトン酸、グルコン酸、グ
ルタミン酸、臭化水素酸、塩酸、ヨウ化水素酸、ヒドロキシナフトエ酸、イセチオン酸、
乳酸、ラクトビオン酸、ラウリルスルホン酸、マレイン酸、リンゴ酸、マンデル酸、メタ
ンスルホン酸、粘液酸、ナフチレンスルホン酸、硝酸、オレイン酸、パモ酸、パントテン
酸、リン酸、ピバル酸、ポリガラクツロン酸、サリチル酸、ステアリン酸、コハク酸、硫
酸、タンニン酸、酒石酸、テオクラト酸およびｐ－トルエンスルホン酸が挙げられる。
【００３４】
　本発明の化合物は、放射性標識形態で存在することができる、すなわち、化合物が自然
界において通常見出される原子質量または質量数とは異なる原子質量または質量数を含有
する１または２以上の原子を含有し得ることが認識されるであろう。あるいは、単一の構
造の複数の分子は、自然界において見出される同位体比とは異なる同位体比で発生する少
なくとも一つの原子を含んでいてもよい。水素、炭素、リン、フッ素、塩素、およびヨウ
素の放射性同位体はそれぞれ２Ｈ、３Ｈ、１１Ｃ、１３Ｃ、１４Ｃ、１５Ｎ、３５Ｓ、１

８Ｆ、３６Ｃｌ、１２５Ｉ、１２４Ｉおよび１３１Ｉを含む。これらの放射性同位体およ
び／または他の原子の他の放射性同位体を含有する化合物は、本発明の範囲内にある。ト
リチウム、すなわち３Ｈ、および炭素－１４、すなわち１４Ｃ放射性同位体は、製造およ
び検出におけるそれらの簡便性のため、特に好ましい。同位体１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、
１２４Ｉおよび１８Ｆを含む化合物は、陽電子放射断層撮影法に良好に適合する。本発明
の式Ｉで表される放射性標識化合物およびそれらのプロドラッグは、一般的に、当業者に
周知の方法により製造することができる。好都合なことに、このような放射標識化合物は
、非放射性標識試薬を容易に入手可能な放射性標識試薬で置換することによって、スキー
ム１および２に開示されている手順を実行することにより製造することができる。
【００３５】
　本発明は多くの異なる形態での態様を許容するが、本発明の好ましい態様を示す。しか
しながら、本開示は、本発明の原理の例示として考えられるべきであり、説明される態様
へと本発明を限定することを意図しないと理解されるべきである。第一の側面において、
本発明は化合物に関し、第二の側面において、本発明は医薬組成物に関し、第三の側面に
おいて、本発明は方法に関する。本発明の第二の側面および第三の側面の両方は、処置方
法において、式Ｉで表されるいずれかのおよびすべての化合物の使用を想定する。しかし
ながら、特許法の特殊性のため、本発明者の発明概念の範囲とは何ら関係を有さないが、
ある化合物は、予備調査から、化合物として特許請求することが不適格であるようである
。したがって、例えば、Ｒ３がシクロプロピルであり、Ｒ４がＨであり、Ａが、４－ｔ－
ブチルフェニル、４－メトキシフェニル、４－メチルフェニル、２－メチルフェニル、４
－クロロフェニル、フェニル、４－フルオロフェニルまたは２，４－ジクロロフェニルで
ある化合物が、既知であるようである。同様に、Ｒ３がシクロヘキシルであり、Ｒ４がＨ
であり、およびＡが２－メチルフェニルまたは２，４－ジクロロフェニルである化合物が
既知であるようである。これらのすべての場合において、化合物は、有用性の開示なしに
、ライブラリーのメンバーとしてのみで、ケミカルアブストラクツ（Chemical Abstracts
）において開示される。それゆえ、これらの化合物は本発明の概念の一部でありつつも、
それらは、化合物自体に対しての請求項からは除外される。特許請求の範囲に記載の属の
特定のメンバーは、本願において本発明者らに特許可能でないことが、さらに審査する上
で見出され得る。この事象において、出願人の特許請求の範囲の範囲から、のちに種を除
外することは特許審査の作為と見なされるべきであり、発明者らの概念やその発明の説明
を反映するものではない。本発明は、未だ公共の所有に入っていない属Ｉのメンバーのす
べてを包含する。
【００３６】
　式Ｉで表される化合物をそのままの化学物質として投与することが可能であり得るが、
医薬組成物としてそれらを提供することが好ましい。さらなる側面によれば、本発明は、
式Ｉで表される化合物またはそれらの薬学的に許容し得る塩または溶媒和物を、１または
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２以上のそれらの薬学的担体および任意に１または２以上の他の治療成分と共に含む医薬
組成物を提供する。担体（単数または複数）は、製剤の他の成分と適合し、そしてレシピ
エントに有害でないという意味で、「許容可能」でなければならない。組成物は、経口、
局所または非経口投与用に製剤化することができる。例えば、それらは、静脈内、動脈内
、腹腔内、腫瘍内または皮下に投与することができる。
【００３７】
　製剤は、経口、非経口（皮下、皮内、筋肉内、静脈内および関節内を含む）、直腸およ
び局所投与に適したものが含まれる。化合物は、好ましくは経口的にまたは注射（静脈内
、筋肉内、腹腔内、腫瘍内または皮下）によって投与される。患者に投与される化合物の
正確な量は主治医の責任である。しかしながら、採用される用量は、患者の年齢および性
別、処置される正確な障害、およびその重篤度を含む多くの因子に依存するであろう。ま
た、投与経路は、状態およびその重篤度に依存して変化し得る。製剤は、便宜的に単回投
与剤形（unit dosage form）で提供してもよく、薬学の分野で周知の任意の方法によって
調製してもよい。一般に、製剤は、活性成分を均一かつ密に液体担体もしくは微粉化した
固体担体またはその両方と会合させ、そしてその後、必要に応じて、生成物を所望の製剤
に成形することによって調製される。
【００３８】
　経口投与に適した本発明の製剤は、活性成分の所定量をそれぞれ含有するカプセル、カ
シェ剤または錠剤などの個別の単位として、粉末または顆粒として、溶液または水性液体
または非水性液体中の懸濁液として、または水中油型液体エマルジョンまたは油中水型液
体エマルジョンとして提供し得る。活性成分はまた、ボーラス、舐剤またはペーストとし
て提供してもよい。
【００３９】
　錠剤は、任意に１または２以上の補助成分と共に、圧縮または成型することによって作
製し得る。圧縮錠剤は、粉末または顆粒などの自由流動形態において、好適な機械で活性
成分を圧縮し、任意に結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤、潤滑剤、表面活性剤または分散剤
と混合することによって調製することができる。成型錠剤は、好適な機械で、不活性液体
希釈剤で湿らせた粉末化合物の混合物を成型することによって作製することができる。錠
剤は、任意にコーティングまたは刻み目を入れることができ、その中の活性成分の持続、
遅延または制御放出を提供するように製剤化することができる。
【００４０】
　非経口投与のための製剤としては、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤および意図するレシピエ
ントの血液と製剤を等張にする溶質を含有してもよい、水性および非水性滅菌注射溶液が
挙げられる。非経口投与のための製剤はまた、懸濁化剤および増粘剤を含み得る水性およ
び非水性滅菌懸濁液が含まれる。製剤は、単回投与（unit dose）または反復投与（multi
ple dose）の容器、例えば密封したアンプルおよびバイアルにおいて提供することができ
、そして使用の直前に滅菌液体担体、例えば、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢ
Ｓ）等の添加のみを必要とするフリーズドライ（凍結乾燥）状態で保存することができる
。即時注射溶液および懸濁液は、滅菌粉末、顆粒および前記の種類の錠剤から調製するこ
とができる。
【００４１】
　好ましい単回投与製剤は、本明細書で以下に記載する有効用量、またはそれらの適切な
画分の活性成分を含有するものである。
【００４２】
　特に上述した成分に加えて、本発明の製剤は、製剤のタイプを考慮して当技術分野にお
いて慣用の他の剤を含んでもよいことを理解すべきであり、例えば、経口投与に適したも
のは、フレーバー剤を含んでもよい。
【００４３】
　本明細書で使用される、「処置」または「処置する」または「緩和する」または「寛解
させる」は、本明細書において交換可能に使用される。これらの用語は、治療的利益およ
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び／または予防的利益を含むが、これらに限定されない、有益なまたは所望の結果を得る
ためのアプローチを指す。治療的利益により、処置される基礎疾患の根絶または寛解を意
味する。また、治療的利益は、患者において改善がみられるものの、その患者がまだ基礎
疾患に罹患しているような基礎疾患に関連する１または２以上の生理学的症状の根絶また
は改善により達成される。予防的利益のために、組成物は、この疾患の診断がなされてい
ない場合でも、１または２以上の疾患の生理学的症状を報告する患者に投与してもよい。
【００４４】
　有機化学者（すなわち当業者）によって利用される略語の包括的なリストは、ジャーナ
ル・オブ・オーガニック・ケミストリー（Journal of Organic Chemistry）の各巻の第１
号に出ている。典型的には、「略語の標準リスト（Standard List of Abbreviations）」
と題する表に提示されているリストは、参照により本明細書に組み込まれる。
【００４５】
　上述の方法および薬学的組成物において用いられる化合物は市販されているか、または
当技術分野で既知のプロセスにより合成してもよい。一般に、合成は、スキーム１および
２のように概略的に記載されてもよい。芳香族アルデヒドをピクテ－スペングラー条件下
でアミノエチルチオフェンと反応させて、４－アリール－４，５，６，７－テトラヒドロ
チエノ［３，２－ｃ］ピリジンを提供する。あるいは、芳香族酸をアミノエチルチオフェ
ンと反応させて、アミドを提供してもよく、アミドをビシュラー－ナピエラルスキー条件
下で反応させて、４－アリール－６，７－ジヒドロチエノ［３，２－ｃ］ピリジンを提供
してもよく、それは水素化ホウ素試薬で還元されて、４－アリール－４，５，６，７－テ
トラヒドロチエノ［３，２－ｃ］ピリジンを提供する。これら両方のルートは、Madsen e
t al. Bioorg. Med.Chem. 8, 2277-2289 (2000)に記載され、これは参照により本明細書
に組み込まれる。
【００４６】
　４－アリール－４，５，６，７－テトラヒドロチエノ［３，２－ｃ］ピリジンは次に、
当技術分野、特にペプチド合成の分野において周知の多くの手段のいずれかによって、活
性化されたグリシン誘導体（アシル成分）と反応させてもよい。かかる剤は、さまざまな
種類のカルボジイミド、混合無水物、ＥＥＤＱ、ＨＡＴＵなどが含まれる。また、適切な
脱離基とカルボン酸を予備反応させて、活性化エステルを形成することも可能である。活
性化エステルは、第二級アミンとの置換反応を経てアミドを形成することができるエステ
ルを意味する。この用語は、電子吸引性置換基に隣接することにより「活性化」されたエ
ステルを含む。例としては、フェノール類のエステル、特にペンタフルオロフェノールエ
ステルなどの電気陰性に置換されたフェノールエステル、カルボジイミドとの相互作用か
ら生じるものなどの、イソ尿素のＯ－エステル、Ｎ－ヒドロキシイミドおよびＮ－ヒドロ
キシヘテロ環のＯ－エステルが挙げられ、具体的な例としては、Ｓ－ｔ－ブチルエステル
、Ｓ－フェニルエステル、Ｓ－２－ピリジルエステル、Ｎ－ヒドロキシピペリジンエステ
ル、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、Ｎ－ヒドロキシフタルイミドエステルおよ
びＮ－ヒドロキシベンゾトリアゾールエステルが挙げられる。また、カルボキシル基を予
備反応によって活性化して、酸塩化物およびフッ化物などのハロゲン化アシルを提供し得
る。
【００４７】
　縮合中、活性化されたグリシンは、通常、ペプチド分野で既知の一般的な保護基の１つ
Ｒ１０で保護される。保護基は、存在する場合、次いで、好適な開裂剤で開裂され、５－
アシル－６，７－ジヒドロチエノ［３，２－ｃ］ピリジンを提供する。アミンのための保
護基は、化学分野の標準的教科書、例えばT.W.Greene and P.G.M.Wutsによる有機合成に
おける保護基（Protective Groups in Organic Synthesis）[John Wiley & Sons, New Yo
rk, 1999]などにおいて議論され、これを参照により本明細書に組み込む。特に注目を集
めるのは、「アミノ基の保護（Protection for the Amino Group）」という題名の章（４
９４～６１４頁）である。一般的な保護基としては、ｔ－Ｂｏｃ、Ｆｍｏｃなどが挙げら
れる。ｔ－Ｂｏｃの開裂は、酸、通常はトリフルオロ酢酸で処理することによって達成さ
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どの求核試薬で処理することにより達成される。
【化４】
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【化５】

【００４８】
　１４例の属Ｉで表される化合物を、以下に記載されるプロトコルに従って製造および試
験した。
【００４９】
　ヨード－パルミチン酸塩の［１２５Ｉ］ＮａＩでの放射性ヨウ素化およびＣｏＡシンテ
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ターゼを使用した１２５Ｉ－ヨード－パルミトイルおよび３Ｈ－パルミトイルＣｏＡ誘導
体の合成は、Berthiaume, L., et al. “Synthesis and use of iodo-fatty acid analog
s”. Methods Enzymol. 250, 454-466 (1995)およびPeseckis, S.M., et al. (1993) “I
odinated fatty acids as probes for myristate processing and function. Incorporat
ion into pp60v-src”. J. Biol. Chem. 268, 5107-5114に記載されるように実行された
。精製した１２５Ｉ－ヨード－パルミトイルＣｏＡおよび３Ｈ－パルミトイルＣｏＡの最
終濃度は、パルミトイルＣｏＡの吸光係数を用いて２６０ｎｍでの吸光度から決定した。
【００５０】
　細胞ベースのアッセイを使用してＳｈｈシグナルパルミトイル化をモニターした。Ｓｈ
ｈ、ＦｙｎまたはＳｈｈＧＦＰ融合およびＨｈａｔを発現するＣＯＳ－１細胞を、２％の
透析ウシ胎仔血清を含有するＤＭＥＭ中で１時間飢餓状態にし、次いで１０～２０μＣｉ
／ｍＬの［１２５Ｉ］ＩＣ１６とともに培養するか、または４時間３７℃で飢餓状態にし
た。細胞を２ｍｌの氷冷ＳＴＥ（１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＴｒｉｓ、１ｍＭの
ＥＤＴＡ［ｐＨ７．４］）で二回洗浄し、５００μｌのＲＩＰＡ緩衝液（１５０ｍＭのＮ
ａＣｌ、５０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ７．４、１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、０．５％デオ
キシコール酸ナトリウム、０．１％ＳＤＳ、１ｍＭのＥＤＴＡ）中で溶解した。溶解物は
、Ｔ１００．２ローター（Beckman, Fullerton, CA）の中で１００，０００×ｇ１５分間
の超遠心分離により清澄化した。タンパク質レベルはＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタン
ブロット分析によって決定した。免疫沈降を、清澄化した溶解物を５μｌの適切な抗体お
よび５０μｌのタンパク質Ａ／Ｇ＋アガロースビーズ（Santa Cruz Biotechnology）とと
もに、４℃で１６時間培養することにより実施した。ビーズを５００μｌのＲＩＰＡ緩衝
液で２回洗浄した。最終ビーズペレットを、４０ｍＭのＤＴＴを含有する４０μｌの２×
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液中に再懸濁した。免疫沈降した試料を、１２．５％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥゲル上で泳動し、乾燥し、２～３日間蛍光イメージングにより露光した。画面情
報を、ＦＬＡ－７０００蛍光イメージャー（phosphorimager）（Fuji）で分析した。ラベ
リングは、重複して実施し、三回繰り返した。ヒドロキシルアミン処理のために、ゲルは
、１ＭのＴｒｉｓまたはヒドロキシルアミンのいずれかにｐＨ８．０で１時間浸した後、
乾燥し、上記のように分析した。
【００５１】
　組換えのＳｈｈの発現および精製をBuglino, J.A. and Resh, M.D. “Hhat is a palmi
toylacyl transferase with specificity for N-palmitoylation of sonic hedgehog”. 
J. Biol. Chem. 283, 22076-22088 (2008)およびBuglino, J.A. and Resh, M.D. “Ident
ification of conserved regions and residues within Hedgehog acyltransferase crit
ical for palmitoylation of Sonic Hedgehog”. PLoS One 5, e11195 (2010)に記載され
るように実行した。２４残基のすぐ上流にエンテロキナーゼ切断部位を有するＮ末端６Ｘ
Ｈｉｓタグ付ヒトＳｈｈ２４－１９７を、Ｓｈｈの全長をテンプレートとして使用して増
幅した。精製したＰＣＲ産物をＮｃｏＩおよびＢａｍＨＩで連結し、ＰＥＴ１９ｂ（Nova
gen）で切断した。Ｃ２４ＳとＣ２４Ａコンストラクトは、QuickChange突然変異誘発キッ
トを使用した部位特異的な変異誘発により生成された。全ての突然変異を、配列決定によ
って確認した。Ｈｉｓタグ付Ｓｈｈ２４－１９７コンストラクトをＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２
１（ＤＥ３）コドンプラス（Novagen）において発現させ、Ｎｉ－ＮＴＡ－アガロース樹
脂（Qiagen）上で精製し、エンテロキナーゼ（New England Biolabs）の存在下で透析し
た（２０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、３５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭのβ－メ
ルカプトエタノール）。透析した生成物を、スーパーデックス７５カラム（GE Heathcare
）上でのサイズ排除クロマトグラフィーによりさらに精製した。サイズ排除クロマトグラ
フィー後のプールした画分を２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．３、１００ｍＭのＮａＣｌ
、１ｍＭのＤＴＴ中で３．０～３．５ｍｇ／ｍｌまで濃縮した。タンパク質濃度を、ＤＣ
タンパク質アッセイ（BioRad）を使用して測定した。野生型および変異型の両方のタンパ
ク質のＮ－末端をエドマン分解により確認した。
【００５２】
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　ＨｈａｔＨＡＦｌａｇＨｉｓを次のように精製した。２０×１００ｍｍプレートの２９
３ＦＴ細胞を、ＨｈａｔＨＡＦｌａｇＨｉｓまたはｐｃＤＮＡ３．１空ベクターでトラン
スフェクトした。トランスフェクション後４８時間、細胞を氷上に置き、５ｍｌの氷冷Ｓ
ＴＥで二度洗浄し、次に、プレートあたり５ｍｌのＳＴＥの中へ掻き取った。細胞を１０
００×ｇで１０分間の遠心分離によってペレット化した。細胞ペレットを８ｍｌの冷低張
溶解緩衝液（０．２ｍＭのＭｇＣｌ２、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．３）中に再懸濁
した。氷上で１５分培養した後、細胞をダウンス型ホモジナイザー中でタイトフィットの
乳棒を用いた３０往復工程により溶解した。溶解後、２ｍｌの１．２５Ｍスクロースを加
え、１０ｍｌの全細胞溶解物を得た。溶解物を、Ｔｉ７０．１固定角ローター（Beckman
）の中で１００，０００×ｇ４５分間の超遠心分離によって可溶性（Ｓ１００）および膜
（Ｐ１００）画分に分離した。遠心分離後、上清を保存し、Ｐ１００ペレットを０．２５
Ｍスクロースを加えた１０ｍｌの低張溶解緩衝液に再懸濁し、上記のように再遠心分離し
た。得られた上清を、最初の回転からの上清と合わせ、合計２０ｍｌのＳ１００とした。
Ｐ１００膜は再び１０ｍｌ低張溶解緩衝液＋．２５Ｍスクロース中に再懸濁し、上記のよ
うに再遠心分離した。上清を捨て、ペレットを１０ｍｌの洗浄／可溶化緩衝液（２０ｍＭ
のＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．３、３５０ｍＭのＮａＣｌ、１％オクチルグルコシド、１％グリ
セリン）に再懸濁し、１時間氷上でインキュベートし、次いで１００，０００×ｇで遠心
分離した。得られたペレットを捨て、上清（界面活性剤可溶性画分）を１５ｍｌのチュー
ブに移し、５００ｍｌのフラグＭ２樹脂（Sigma）を添加した。１時間のインキュベーシ
ョン後、フラグ樹脂を１０００×ｇでの遠心分離によりペレット化し、５ｍｌの可溶化／
洗浄緩衝液で４回洗浄した。ＨｈａｔＨＡＦｌａｇＨｉｓは、３００ｎｇ／ｍｌの３ｘFl
agPeptideを補充した１．５ｍｌの可溶化／洗浄緩衝液で溶出した。精製されたサンプル
を濃縮し、緩衝液を２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．３、１００ｍＭのＮａＣｌ、１％オ
クチルグルコシド、１％グリセロール中において０．５～１．０ｍｌの最終容積になるよ
うに交換した。タンパク質濃度を、ＤＣタンパク質アッセイを用いて決定した。最終フラ
グ溶出液の濃度は１９３０４５ｃｍ－１Ｍ－１の吸光係数を使用して２８０ｎｍでの吸光
度から決定した。最終精製画分の試料を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび銀染色にかけた。
【００５３】
　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏパルミトイル化を、Buglino, J.A. and Resh, M.D. “Hhat is a pal
mitoylacyl transferase with specificity for N-palmitoylation of sonic hedgehog”
. J. Biol. Chem. 283, 22076-22088 (2008)に従ってアッセイした。ｉｎ　ｖｉｔｒｏア
ッセイは、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．３、１００ｍＭのＮａＣｌ、１％オクチルグ
ルコシド、１％グリセロール中の１０μＬのＨｈａｔＨＡＦｌａｇＨｉｓを１０μｌの組
換えＳｈｈ（２０ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ６．５、１ｍＭのＥＤＴＡ、１ｍＭのＤＴＴ中に０
．２～０．４ｍｇ／ｍＬ）とインキュベートすることにより行い、続いて３０μＬの反応
緩衝液（１６７ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ６．５、１．７ｍＭのＤＴＴ、０．０８３％Ｔｒｉｔ
ｏｎＸ－１００、１６７μＭ１２５Ｉ－ヨード－パルミチン酸ＣｏＡ）を添加した。反応
は、４０ｍＭのＤＴＴが入った５０μＬの２×試料緩衝液を添加することによって停止さ
せた。クマシーブルーで染色したサンプルを、１２．５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で電気
泳動し、乾燥させ、蛍光メージャーで１２－１８時間露光した。蛍光イメージング後、各
Ｓｈｈを含有するゲルのバンドを切り出した。１２５Ｉ－ヨード－パルミチン酸塩の取り
込みは、パーキンエルマーガンマカウンターで計数することによって測定した。１２５Ｉ
－ヨード－パルミチン酸塩のＳｈｈへの非酵素的取り込みを、整合させたｐｃＤＮＡ３．
１モック精製コントロールからのカウントの減算により補正した。
【００５４】
　Ｓｈｈの最初の１０アミノ酸（ＣＧＰＧＲＧＦＧＫＲ）に対応するＣ末端ビオチン化ペ
プチド、Ｎ末端アセチル化Ｓｈｈ（アセチル－ＣＧＰＧＲＧＦＧＫＲ）およびＣ２４Ａ　
Ｓｈｈ（ＡＧＰＧＲＧＦＧＫＲ）は、スローン・ケタリング　マイクロケミストリー　コ
ア　ファシリティー（Sloan-Kettering Microchemistry Core Facility）により合成した
。精製したペプチドは、最終のＳｈｈペプチド濃度を１００μＭにした以外、上記のよう
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にｉｎ　ｖｉｔｒｏでパルミトイル化した。インキュベーション後、４００μＬのＲＩＰ
Ａ緩衝液および５０μｌのストレプトアビジン－アガロースビーズを加え、混合物を連続
的に混合しながら４℃で１時間インキュベートした。ビオチン化ペプチドを、１０００×
ｇで５分間の遠心分離によりペレット化した。ペレットを５００ｍＬのＲＩＰＡ緩衝液で
２回洗浄した。１２５Ｉ－ヨード－パルミチン酸塩取り込みはガンマ計数により測定した
。サンプルは、１ＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０、またはヒドロキシルアミン、ｐＨ８．０の
いずれかの中、室温で１時間インキュベートし、ＲＩＰＡ緩衝液中で２回洗浄した。
【００５５】
　ヒト膵臓癌細胞におけるＳｈｈおよびＨｈａｔのノックダウンを示すために、ヒトＳｈ
ｈまたはＨｈａｔに対するｓｈＲＮＡを、ｐＬＫＯ１ベクター中へクローニングした。ヒ
ト膵臓癌細胞株Ｐａｎｃ１およびＡｓＰＣ１をトランスフェクトし、ピューロマイシン中
で１０～１４日間選択した。ＳｈｈおよびＨｈａｔｍＲＮＡレベルの分析は、ＲＴ－ｑＰ
ＣＲにより行った。結果は、ＳｈｈまたはＨｈａｔいずれかのノックダウンが両方の足場
依存性および足場非依存性細胞増殖を阻害することを証明した。
【００５６】
　異種移植実験を、動物プロトコル＃１１－０２－００３の下で行った。Ｐａｎｃ－１細
胞を、またはＳｈｈ、Ｈｈａｔまたはスクランブル（Ｓｃｒ）対照に対するｓｈＲＮＡを
コードするｐＬＫＯ．１でトランスフェクトした。ｐＬＫＯ．１は、複製しないレンチウ
イルスベースのベクター（Open Biosystems）であり、自己不活性化され、組織培養細胞
にサイレンシングｓｈＲＮＡを送達するように設計されている。細胞は、指定された遺伝
子のノックダウンを可能にするために、１０日間組織培養で増殖させた。細胞のアリコー
トをＲＴ－ｑＰＣＲ分析により分析し、＞８０％のＳｈｈまたはＨｈａｔのノックダウン
が達成されたことを確かめた。ｐＬＫＯ．１で処理しなかったＰａｎｃ－１細胞の別の培
養物（Ｕｎｔｒ）は、腫瘍成長に対するｐＬＫＯ．１の任意の影響のための対照として保
持した。１５００万のＰａｎｃ－１細胞を、無胸腺（ヌード）雌マウスの側腹部に注射し
た。腫瘍測定を、週に２回、測径器で測定し、プロットした。結果を図１に示す。７１日
間の終わりに、ＳｈｈまたはＨｈａｔ枯渇細胞における腫瘍体積は、対照の３０％未満で
あり、ＳｈｈまたはＨｈａｔの阻害と腫瘍抑制との相関を示した。
【００５７】
　Ｈｈａｔ活性アッセイ：５μｌの１０ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ６．５の緩衝液は、サーモマ
ルチドロップコンビディスペンサーを用いて３８４ウェル白色／透明底プレート（Greine
r Bio-One, Kremsmuenster, Austria）の各ウェル内に分注した。化合物（１２．５μＭ
の最終濃度）は、ヤヌス「Varispan」自動シリンジピペットを用いて分注した。次に、Ｈ
Ａ－Ｈｈａｔトランスフェクト２９３ＦＴ細胞からのＰ１００膜３μＬを、サーモマルチ
ドロップコンビディスペンサーで分注し、室温で２０分間インキュベートした。反応は、
１２μＬの反応緩衝液（１６７ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ６．５、２ｍＭのＤＴＴ、０．０８３
％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、８．３μＭの１２５Ｉ－ヨード－パルミトイルＣｏＡ、５．
２１μＭのＳｈｈビオチン化ペプチド）の添加によって開始した。室温で１時間インキュ
ベーションした後、反応を、７０μＬのＳＰＡビーズ溶液（ＲＩＰＡ緩衝液中７．１４ｍ
ｇ／ｍＬ）の添加によって停止させ、信号をMicrobeta Trilux readerで検出した。各プ
レートは、高値対照（ＤＭＳＯのみ）および低値対照（０．１２５％ＴＦＡの最終濃度）
の列を含む。各実験点の阻害率は、式：［（高値対照化合物）／（高値対照－低値対照）
］×１００によって決定した。
【００５８】
　ヒト膵臓腺癌細胞アッセイ：５０００ＡｓＰＣ１（ヒト膵臓腺癌）細胞を、サーモマル
チドロップコンビディスペンサーを用いて３８４ウェル黒色／透明底組織培養プレート（
Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Austria）の各ウェルに播種した。プレートを２４時
間３７℃でインキュベートし、そして化合物が、ヤヌス「Varispan」自動シリンジピペッ
トを用いて５０μＭの最終濃度で分注した。高値対照（ＤＭＳＯのみ）および低値対照（
細胞培地のみ）列を各プレートに含めた。４８時間のインキュベーション後、アラマーブ
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ルー（Invitrogen）を１：１００の比率で各ウェルに添加した。４時間後、細胞の生存率
は、Perkin-Elmer EnVisionプレートリーダーで蛍光を測定することによって評価した。
【００５９】
　試験した化合物および所見された有効性は以下のとおりであった：
【表１】
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【表２】
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【表３】
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【表４】
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【表５】

【００６０】
　化合物１３および１４のそれぞれ（２０μＭ）は、上述したように１２５Ｉ－ヨードパ
ルミトイルＣｏＡ＋Ｓｈｈペプチドの飽和濃度の存在下で、精製されたＨｈａｔとともに
インキュベートした。放射性標識ペプチドは、ストレプトアビジンアガロースでプルダウ
ンされ、ペプチドに取り込まれたカウント毎分（ｃｐｍ）は、ガンマカウンターで定量し
た。図２に示すように、化合物１３および１４は、ｃｐｍにおいて７５％を超える減少を
示すＨｈａｔ活性の優れた阻害剤である。
【００６１】
　化合物１３は、ヒト膵臓腺癌細胞アッセイで試験した。結果を図３にグラフに示す。そ
れは１０μＭで６日目にヒト膵臓癌細胞の増殖を５０％減少させた。それは２０μＭで６
日目にヒト膵臓癌細胞の増殖を７０％まで減少させた。
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【００６２】
　ＩＣ５０値は、精製された酵素、０．７μＭのＳｈｈＮ組換えタンパク質および１８μ
Ｍの１２５Ｉ－ヨードパルミトイルＣｏＡを使用して、飽和基質濃度でのｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏのＨｈａｔ活性アッセイにおける化合物１３（ＲＵ－ＳＫＩ１０１）および化合物１４
（ＲＵ－ＳＫＩ２０１）に対して生成した。試料を、インキュベートし、ＳｈｈＮタンパ
ク質への取り込みを定量した。各実験を２回繰り返した。化合物１３のＩＣ５０値は２．
０５μＭであり、化合物１４については０．６８μＭであった。

【図１】 【図２】
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【図３】
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