
JP 2014-520147 A 2014.8.21

(57)【要約】
　組織トランスグルタミナーゼ（ＴＧ２）の生理的な活性化を調節するための組成物と方
法が提供され、該方法は、腸の炎症性疾患に関連するＴＧ２の活性化を阻害する工程を含
み、腸の炎症性疾患は、セリアック病、過敏性腸症候群、クローン病、ヘルペス状皮膚炎
などを含んでもよい。本発明の他の実施形態では、腸組織の望ましくない傍細胞輸送、と
りわけ、５００ｍｗよりも大きな分子（例えば、限定されないが、免疫原性のグルテンペ
プチドを含むペプチド）の傍細胞輸送を減少させ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】
　個体における組織トランスグルタミナーゼ（ＴＧ２）の活性化を低下させる方法であっ
て、
　前記方法は、ＴＧ２活性を低下させるための有効量でＴＧ２活性化または活性を遮断す
る薬剤を前記個体に投与する工程を含む、方法。
【請求項２】
　ＴＧ２活性は腸のＴＧ２活性である、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　個体は炎症性の腸疾患を抱えている、ことを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　炎症性の腸疾患は、セリアックスプルー、疱疹状皮膚炎、過敏性腸症候群、および、ク
ローン病から選択される、ことを特徴とする請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　薬剤はＰＩ３キナーゼを阻害する、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　薬剤はＬＹ２９４００２である、ことを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　薬剤はチオレドキシンを阻害する、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　薬剤は表１で説明される化合物から選択される、ことを特徴とする請求項７に記載の方
法。
【請求項９】
　薬剤は、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）－５－ニトロ－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イ
ミダゾール、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］チアゾール、２－（ｓ
ｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］オキサゾール、２－（シクロペンチルジスル
ファニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾール、および、２－（シクロヘキシルジスルフ
ァニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾールからなる群から選択される、ことを特徴とす
る請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　薬剤はＴＧ２を阻害する、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　薬剤は表３および４で説明される化合物から選択される、ことを特徴とする請求項１０
に記載の方法。
【請求項１２】
　薬剤は、（２Ｓ，４Ｓ）－キノリン－３－イルメチル　２－（（（Ｓ）－３－ブロモ－
４，５－ジヒドロイソキサゾール－５－イル）メチルカルバモイル）－４－フルオロピロ
リジン－１－カルボン酸塩；　（２Ｓ，４Ｓ）－キノリン－３－イルメチル　２－（（（
Ｓ）－３－ブロモ－４，５－ジヒドロイソキサゾール－５－イル）メチルカルバモイル）
－４－ヒドロキシピロリジン－１－カルボン酸塩；　（２Ｓ，４Ｒ）－キノリン－３－イ
ルメチル　２－（（（Ｓ）－３－ブロモ－４，５－ジヒドロイソキサゾール－５－イル）
メチルカルバモイル）－４－（ｐｒｏｐ－２－ｙｎｙｌｏｘｙ）ピロリジン－１－カルボ
ン酸塩からなる群から選択される、ことを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　薬剤は、高い初回通過代謝を有している、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　薬剤は経口で投与され、腸内で活性である、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　薬剤は、腸溶コーティングを含む製剤に含まれる、ことを特徴とする請求項１４に記載
の方法。
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【請求項１６】
　ＰＩ３キナーゼの阻害剤を投与する工程を含む、望ましくない腸の傍細胞輸送を減らす
方法。
【請求項１７】
　望ましくない傍細胞輸送は、約２５０ｍｗよりも大きな分子の輸送を含む、ことを特徴
とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　薬剤は、高い初回通過代謝を有している、ことを特徴とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　薬剤は経口で投与され、腸内で活性である、ことを特徴とする請求項１８に記載の方法
。
【請求項２０】
　薬剤は、腸溶コーティングを含む製剤に含まれる、ことを特徴とする請求項１６に記載
の方法。
【請求項２１】
　ＴＧ２の活性化を調節する候補となる薬剤をスクリーニングする方法であって、
　前記方法は、
　前記薬剤のない状態およびある状態で、γ－ＩＦＮの存在下において腸細胞の細胞モデ
ルに接触する工程と、
　前記モデルにおけるＴＧ２の活性を測定する工程を含み、
　前記薬剤のある状態でのＴＧ２の活性の減少が、ＴＧ２活性化の阻害を示す、ことを特
徴とする方法。
【請求項２２】
　ＴＧ２の活性化の阻害のための有効量の化合物を含む医薬製剤であって、化合物は表１
で説明される、ことを特徴とする医薬製剤。
【請求項２３】
　薬剤は、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）－５－ニトロ－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イ
ミダゾール、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］チアゾール、２－（ｓ
ｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］オキサゾール、２－（シクロペンチルジスル
ファニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾール、および、２－（シクロヘキシルジスルフ
ァニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾールからなる群から選択される、ことを特徴とす
る請求項２２に記載の医薬製剤。
【請求項２４】
　ＴＧ２の阻害のための有効量の化合物を含む医薬製剤であって、化合物は表３および４
で説明され、化合物は化合物（２）以外のものである、ことを特徴とする医薬製剤。
【請求項２５】
　薬剤は、（２Ｓ，４Ｓ）－キノリン－３－イルメチル　２－（（（Ｓ）－３－ブロモ－
４，５－ジヒドロイソキサゾール－５－イル）メチルカルバモイル）－４－フルオロピロ
リジン－１－カルボン酸塩；　（２Ｓ，４Ｓ）－キノリン－３－イルメチル　２－（（（
Ｓ）－３－ブロモ－４，５－ジヒドロイソキサゾール－５－イル）メチルカルバモイル）
－４－ヒドロキシピロリジン－１－カルボン酸塩；　（２Ｓ，４Ｒ）－キノリン－３－イ
ルメチル　２－（（（Ｓ）－３－ブロモ－４，５－ジヒドロイソキサゾール－５－イル）
メチルカルバモイル）－４－（ｐｒｏｐ－２－ｙｎｙｌｏｘｙ）ピロリジン－１－カルボ
ン酸塩からなる群から選択される、ことを特徴とする請求項２４に記載の医薬製剤。
【請求項２６】
　表１で説明される治療用の化合物であって、該化合物は化合物（１）以外のものである
、ことを特徴とする化合物。
【請求項２７】
　薬剤は、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）－５－ニトロ－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イ
ミダゾール、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］チアゾール、２－（ｓ
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ｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］オキサゾール、２－（シクロペンチルジスル
ファニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾール、および、２－（シクロヘキシルジスルフ
ァニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾールからなる群から選択される、ことを特徴とす
る請求項２６に記載の治療用の化合物。
【請求項２８】
　表３および４で説明される治療用の化合物であって、該化合物は化合物（２）以外のも
のである、ことを特徴とする化合物。
【請求項２９】
　薬剤は、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）－５－ニトロ－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イ
ミダゾール、２－（ｓｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］チアゾール、２－（ｓ
ｅｃ－ブチルジスルファニル）ベンゾ［ｄ］オキサゾール、２－（シクロペンチルジスル
ファニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾール、および、２－（シクロヘキシルジスルフ
ァニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｄ］イミダゾールからなる群から選択される、ことを特徴とす
る請求項２８に記載の治療用の化合物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（政府の権利）
　本発明は、国立衛生研究所によって与えられた契約ＤＫ０６３１５８の下、政府の支援
を受けて作られた。政府は本発明において一定の権利を有している。
【背景技術】
【０００２】
　セリアックスプルー（セリアック病（ｃｅｌｉａｃ　ｄｉｓｅａｓｅまたはｃｏｅｌｉ
ａｃ　ｄｉｓｅａｓｅ）としても知られている）は、世界中のほとんどの人口の０．５－
１％の頻度で生じる小腸の慢性炎症性疾患である。セリアックスプルーの環境要因は、小
麦、ライ麦および大麦のような共通の穀類からの食物性グルテンである。グルテンの十二
指腸消化により、α－グリアジンからの免疫優勢３３ｍｅｒなどのタンパク質分解抵抗性
の免疫毒性ペプチド断片が放出される。これらのペプチドは、粘膜の上皮性関門を超えて
輸送され、内因性の酵素であるトランスグルタミナーゼ２（ＴＧ２）によって特定のグル
タミン残基で脱アミド化される。脱アミド化されたペプチドは、セリアックスプルー、ヒ
ト白血球抗原（ＨＬＡ）ＤＱ２、セリアックスプルーと診断された事例の９０％以上で見
られるクラスＩＩ主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子の主要な遺伝的決定因子に高い親和
性で結合する。残りの事例はＨＬＡ　ＤＱ８に関連付けられる。
【０００３】
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）の表面でＤＱ２グルテン複合体に遭遇すると、グルテンに特有
のＤＱ２制限ＣＤ４＋Ｔ細胞は活性化し、ＩＦＮのような炎症誘発性サイトカインの分泌
と、ＣＤ８＋上皮内リンパ球の動員を含むＴｈ１反応を誘発して、最終的に粘膜の損傷を
引き起こす。さらに、ＣＤ４＋Ｔ細胞は、グルテン特異抗体とＴＧ２特異的な自己抗体の
両方の産生を含む体液性免疫反応を助ける。
【０００４】
　多くの影響を受けた個体では、この分子論的病因は、栄養素吸収不良、消耗、および／
または慢性下痢として現れ、グルテンに繰り返し晒すことによって引き起こされる慢性炎
症は、小腸のＴ細胞性リンパ腫の発生率の上昇に関連付けられる。炎症、抗体産生および
臨床症状はグルテン依存であるため、グルテンを含まない食事を厳守することで寛解がも
たらされ、一方で、グルテンの食事を再導入することで再発がもたらされる。しかしなが
ら、ヒトの食物にはグルテンがあまねくそんざいするため、グルテンを含まない食事維持
することは非常に難しい。その結果、食事を含まない治療は、セリアックスプルーの患者
の健康および生活の質をかなり改善することができる。
【０００５】
　経口で投与されたグルテンに特異的なプロテアーゼ（すなわち、グルテナーゼ（ｇｌｕ
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ｔｅｎａｓｅｓ））は、セリアックスプルーを処置するための魅力的な戦略である。例え
ば、ＡＬＶ００３は、セリアックスプルーの患者で臨床治験を受ける２つの酵素の組み合
わせによる経口治療である（ＩＤ＃ＮＣＴ０１２５５６９６）。他の治療法も同様に評価
されている。例えば、ＡＴ－１００１（ＩＤ＃ＮＣＴ００６２０４５１）は、セリアック
スプルーの患者で密着結合機能不全を逆転させると考えられるセリアック病の治験薬であ
り、それによって、上皮層を超えるグルテンの輸送を防ぐ。最近では、臨床治験は、免疫
優勢方法でＨＬＡ－ＤＱ２によって認識される一連のグルテンペプチドに基づいたプロト
タイプワクチンである、Ｎｅｘｖａｘ２を用いて始められた（ＩＤ＃　ＮＣＴ００８７９
７４９）。
【０００６】
　トランスグルタミナーゼは、選択的にタンパク質と架橋結合することによって、種々の
生物学的機能で重要な役割を果たす酵素のファミリーに属している。トランスグルタミナ
ーゼは、タンパク質間のε－（γ－グルタミル）－リジン架橋結合の形成を触媒し、適切
なタンパク質基質にポリアミンを組み込むこともある。この共有結合性のイソペプチド架
橋結合は、安定しており、タンパク質分解に耐性があり、それによって、化学的、酵素的
、機械的な破壊に対する組織の耐性を強化する。このファミリーのメンバーの中には、血
漿トランスグルタミナーゼ、フィブリン塊を安定させる因子ＸＩＩＩａ；扁平上皮の外表
面上タンパク質を架橋結合する、ケラチノサイトトランスグルタミナーゼおよび表皮トラ
ンスグルタミナーゼ；および、脳、肝臓、および腸のような器官の細胞外マトリックス中
のフィブロネクチンと架橋結合する組織トランスグルタミナーゼがある。
【０００７】
　トランスグルタミナーゼファミリーのカルシウム依存性メンバーであるトランスグルタ
ミナーゼ２（組織トランスグルタミナーゼとしても知られているＴＧ２））は、細胞外と
細胞内の機能を有することが報告されている。細胞の外で、ＴＧ２は、フィブロネクチン
と関連するタンパク質を架橋結合することによって、細胞外マトリックスを成形する際に
重要な役割を果たす。ＴＧ２は、インテグリンとフィブロネクチンなどの他の重要なタン
パク質を含む非共有結合複合体を形成することによって、細胞の接着と運動を促進する。
細胞内のＴＧ２は、ＧＴＰに結合すると酵素活性を失うが、ホスホリパーゼＣシグナル伝
達カスケードにおけるＧタンパク質として機能する。ヒトＴＧ２は構造的かつ機械論的に
複雑なタンパク質である。その触媒機構は、システイン、ヒスチジンおよびアスパラギン
酸塩の触媒三連構造に関与する、システインプロテアーゼによって使用される触媒機構に
類似している。システインチオール基はタンパク質基質のグルタミン側鎖と反応すること
で、反応性のチオエステル中間体が形成され、そこからアシル基は別のアミン基質に移さ
れる。
【０００８】
　トランスグルタミナーゼファミリーの複数のメンバーが疾患に関連しており、そのメン
バーには組織トランスグルタミナーゼ（ＴＧ２）と皮膚トランスグルタミナーゼ（ＴＧ１
とＴＧ３）が含まれる。ＴＧ２は、血管壁中の細胞を含む多くの細胞にある細胞質酵素で
ある。異常なＴＧ２活性は、アルツハイマー病、パーキンソン病およびハンチントン病な
どの神経疾患で一定の役割を果たすと考えられている（例えば、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（
２００２）Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．　４０：８５－１０３；　Ｋａｒｐｕｊ　ｅ
ｔ　ａｌ．（２００２）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．８，１４３－１４９を参照）。ＴＧ２
が支配的な自己抗原であるセリアックスプルーでは、グルテンペプチドの部位特異的な脱
アミド化によって抗原エピトープを露出させる際のその極めて重要な役割が十分に確立さ
れる。
【０００９】
　多くのＴＧ２阻害剤が過去２０年間にわたって生物学的研究で使用されてきたが、これ
らの化合物（例えば、モノダンシルカダベリン）の多くは、潜在的な阻害性モチーフに加
えて一級アミンを包含しており、観察された効果が、過剰な競合するアミンによるものな
のか、あるいは、ＴＧ２基質のターンオーバーの遮断によるものなのか、依然としてわか
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っていない。少数の研究では、ヒトＴＧ２を阻害する自殺阻害剤（Ｌ６８２７７７）が用
いられた（Ｌｏｒａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｅｘｐ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．６６：５
３１－６）。しかしながら、Ｌ６８２７７７は、因子ＸＩＩＩａの特異的阻害剤として設
計されたものであるため、インビボのＴＧ２生態の評価には適していない。最近では、モ
ルモットおよびヒト（Ｈａｕｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　１
０，　２２５－２３１；　Ｃｈｏｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．
１２，４６９－４７５）ＴＧ２の機構に基づいた活性部位阻害剤が報告されている。
【００１０】
　セリアックスプルーの重篤かつ広く蔓延する性質と、食品からグルテンを取り除く難し
さを考慮すれば、よりよい治療法は大きな関心を集めるものである。とりわけ、セリアッ
クスプルーを抱えた個体が、病的な影響なくグルテンを含む食品を食べることを可能にす
るか、あるいは、再発を引き起こすことなく少量または中程度の量のそのような食品に少
なくとも耐えることを可能にする治療方法に対するニーズがある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　組織トランスグルタミナーゼ（ＴＧ２）の生理的活性化を調節するための組成物と方法
が提供される。本発明の方法は腸の炎症性疾患に関連するＴＧ２の活性化を阻害する工程
を含んでおり、疾患は、セリアック病、過敏性腸症候群、クローン病、疱疹状皮膚炎など
を含んでもよい。本発明の方法は、発症プロセスの間に、細胞外の活性化を含むＴＧ２活
性化に関与する分子経路で作用する阻害剤を提供する。調節のための標的タンパク質とし
て、抗酸化タンパク質チオレドキシンと、ホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）フ
ァミリーのアイソザイムが含まれる。これらのタンパク質の活性がＴＧ２のインビボ活性
化に必要であること、および、これらのタンパク質の１つまたは両方の活性の阻害が局所
的な環境でＴＧ２活性化を阻害し、その結果として食事のグルテンに対する疾患に特異的
なＴ細胞の炎症反応における必要不可欠な工程が阻まれることが本明細書で示されている
。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の幾つかの実施形態において、有効量のＴＧ２活性化阻害剤が腸の炎症性疾患に
苦しむ固体に投与され、ここで、個体における活性なＴＧ２のレベル、とりわけ、活発な
腸のＴＧ２のレベルは減少する。本発明の幾つかの実施形態において、本明細書に記載の
標的タンパク質の阻害剤は、小腸における標的の長期的な阻害に関連する適切な安全性特
徴を提供する。特に、所望の阻害剤は、高い初回通過代謝を有しており、腸で活性である
。阻害剤は経口で投与されてもよい。
【００１３】
　本発明の他の実施形態では、該方法は、腸組織中の望ましくない傍細胞輸送、とりわけ
、５００ｍｗよりも大きな分子（例えば、限定されないが、免疫原性のグルテンペプチド
を含むペプチド）の傍細胞輸送を減らすために提供される。調節のための標的タンパク質
として、ホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）ファミリーのアイソザイムが含まれ
る。上記のような望ましくない傍細胞輸送は、様々な腸の疾患に関係していることもある
。
【００１４】
　本発明の他の実施形態では、ＴＧ２活性化に作用する薬剤候補を特定するために、ハイ
スループットインビトロ細胞または無細胞アッセイを含むアッセイが提供される。本発明
のアッセイでは、ＴＧ２は、γ－ＩＦＮで処理した腸細胞によって活性化される。ＴＧ２
活性のレベルは、当該技術で知られている方法によって、例えば、ＴＧ２基質の架橋結合
を決定することによって、モニターすることができる。活性酵素のレベルは、例えば、適
切な親和性アッセイなどによって決定されるように、総ＴＧ２濃度と比較されてもよい。
候補となる薬剤は、系と接触させてもよく、ＴＧ２活性化に対する効果は、それが存在す
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る場合には、活性化を測定するのに十分な時間、インキュベートした後に決定される。対
照として、アッセイは、薬剤がない状態の活性と比較されてもよく、あるいは、ＴＧ２活
性化を阻害すると本明細書で示された薬剤、例えば、ＰＩ３キナーゼの阻害剤、チオレド
キシンの阻害剤などがある状態での活性と比較されてもよい。ＴＧ２活性の測定が上に記
載された通りであるなら、無細胞アッセイは、チオレドキシンがある状態で、および、様
々な酸化還元電位を有する緩衝液に晒すことで、ＴＧ２の調製物を利用してもよい。候補
となる薬剤は、限定されることなく、γ－ＩＦＮの阻害剤、ＰＩ３キナーゼの阻害剤、チ
オレドキシンの阻害剤、ＴＧ２の阻害剤などを含む。
【００１５】
　模式図１で例証されるように、本発明は、チオレドキシン、ＰＩ３Ｋ、または、ＴＧ２
の阻害剤であるリード化合物および治療薬を提供する。幾つかの実施形態では、リード化
合物は、ＰＸ１２（１）とそのアナログを含む、薬理学的に有用なチオレドキシン阻害剤
である。そのような化合物の例は、本明細書の表１と表２で説明されている。幾つかの実
施形態において、リード化合物は、ＬＹ２９４００２（２）とＢＥＺ－２３５（８）およ
びそのアナログを含む、薬理学的に有用なＰＩ３Ｋ阻害剤である。幾つかの実施形態にお
いて、リード化合物は、ＥＲＷ１０４１Ｅ（３）とそのアナログを含む、薬理学的に有用
なＴＧ２阻害剤である。そのような化合物の例は、本明細書の表３、表４、および表５で
説明されている。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
　模式図１．チオレドキシン（ＰＸ１２，１）、ＰＩ３キナーゼ（ＬＹ２９４００２，２
）、および、トランスグルタミナーゼ２（ＥＲＷ１０４１Ｅ，３）に対するリード化合物
。
【００１７】
　模式図２．有望なＰＩ３Ｋ阻害剤の他の例－化合物１５ｅ（４）、ＴＧＸ－２２１（５
）、ＡＳ－２５２４２４（６）、および、ＩＣ－８７１１４（７）
【００１８】
【図１】蛍光標識されたペプチドの流動とＴＧ２活性化を測定するために用いられるＴ８
４トランスロケーションアッセイ。（Ａ）　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌの模式図は、Ｄ８ｍｅｒ
ペプチド対照と抗原グルテンペプチドである３３ｍｅｒの輸送を例証している。ＤＰ’＝
ＩＦＮ－γ条件下でのＤ８ｍｅｒの傍細胞の質量流束。ＤＰ＝Ｄ８ｍｅｒの基礎の傍細胞
質量流束。ＰＴ’＝ＩＦＮ－γの条件下での３３ｍｅｒの経細胞の質量流束。ＰＴ＝３３
ｍｅｒの基底細胞内質量流束。ＰＰ’＝３３ｍｅｒのＩＦＮ－γ条件の傍細胞質量流束。
ＰＰ＝３３ｍｅｒの基底傍細胞質量流束。３３ｍｅｒの支配的な輸送が傍細胞経路を使用
する場合、ＰＰ’／ＰＰ≒＝ＤＰ’／ＤＰである。蛍光標識したペプチド分子構造も例証
される。（Ｂ）　平均＋／－標準偏差として表される、４８時間ＩＦＮ－γで処理された
Ｔ８４単層全体のペプチドのモル流束。ペプチドのモル流束は、少なくとも２００Ｕ／ｍ
ＬのＩＦＮ－γで処理されたときに最大に達する。（Ｃ）　平均＋／－標準偏差として表
される、０Ｕ／ｍＬのγ―ＩＦＮ（基底）条件に正常化された平均的なペプチドのモル流
束。
【図２】定量的な酵素結合の免疫吸着型アッセイで測定されたＴ８４単層のＩＦＮ－γに
よる処理に反応したＴＧ２活性化の投与量および時間依存性。Ｔ８４単層は、２５μＭの
ＥＲＷ１０４１Ｅを使用したＴＧ２阻害を用いて、または、用いずに、０－１０００Ｕ／
ｍＬのＩＦＮ－γで１～７２時間で処理された。ＴＧ２活性化は、ストレプトアビジンＨ
ＲＰによる標識を介してテトラメチルベンジジンのターンオーバーによって測定されるよ
うな、Ｔ８４細胞中の天然タンパク質に架橋結合した５ＢＰの量によって定量化された。
５ＢＰの取り込みはＩＦＮ－γの曝露濃度に依存する。ＴＧ２活性化は、１０００Ｕ／ｍ
ＬのＩＦＮ－γによる処理で最も高く、ＴＧ２がＥＲＷ１０４１Ｅを用いて遮断されたと
きに基底レベルに下がった。５ＢＰの取り込みは、７２時間のＩＦＮ－γによるインキュ
ベーション時間で最も高く、２４時間未満のＩＦＮ－γへの曝露では比較的小さな５ＢＰ
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の取り込みしか見られなかった。０μＭの５ＢＰでインキュベートされた負の対照ウェル
は、無視できる程度の信号を示した。データは平均＋／－標準偏差として報告された。
【図３】様々な濃度のＩＦＮ－γで処理されたＴ８４モデルにおけるペプチド透過性とＴ
Ｇ２活性化の減少への、ＰＩ３Ｋ阻害剤であるＬＹ２９４００２の用量依存性。（Ａ）Ｌ
Ｙ２９４００２のインキュベーションにより、ＩＦＮ－γで４８時間処理したＴ８４細胞
におけるＣｙ５－３３ｍｅｒとＣｙ３－Ｄ８ｍｅｒの増加した透過性は減少する。１０μ
Ｍでは、ＬＹ２９４００２は、１０００Ｕ／ｍＬのＩＦＮ－γによる処理で見られた最大
のペプチドのモル流束を基底レベルまで減少させる。ＤＭＳＯレベルは、培地において、
０．１％（ｖ／ｖ）未満で維持された。ＤＭＳＯ対照は、試験した任意のＩＦＮ－γ処理
のペプチドのモル流束に対してなんの影響も示さない。示されたデータは、平均＋／－標
準偏差によって表される、０Ｕ／ｍＬのＩＦＮ－γ条件まで正常化される。（Ｂ）　定量
的な酵素結合免疫吸着型アッセイで測定されたＴ８４単層のＩＦＮ－γによる処理に反応
したＴＧ２活性化の用量および時間依存性。Ｔ８４単層は、１０μＭのＬＹ２９４００２
を使用したＰＩ３Ｋ阻害を用いて、または、用いずに、０－１０００Ｕ／ｍＬのＩＦＮ－
γで１～７２時間、処理された。ＴＧ２活性化は、ストレプトアビジンＨＲＰ標識を介し
てテトラメチルベンジジンのターンオーバーによって測定されるような、Ｔ８４細胞中の
天然タンパク質に架橋結合した５ＢＰの量によって定量化された。ＩＦＮ－γ曝露濃度に
対する、５ＢＰの取り込みの依存を例証する。ＴＧ２活性化は、１０００Ｕ／ｍＬのＩＦ
Ｎ－γで最も高く、ＰＩ３Ｋ活性がＬＹ２９４００２を用いて遮断されたときに基底レベ
ルに下がった。５ＢＰの取り込みは、７２時間のＩＦＮ－γのインキュベーション時間で
最も高く、２４時間未満のＩＦＮ－γへの曝露では比較的小さな５ＢＰの取り込みしか見
られなかった。０μＭの５ＢＰでインキュベートされた負の対照ウェルは、無視できる程
度の信号を示した。 データは平均＋／－標準偏差として報告された。
【図４】ｏｘＴＧ２における隣接するジスルフィド結合の酸化還元電位。（Ａ）様々な酸
化還元電位を有する緩衝液に対する曝露へのＴＧ２活性の時間依存性。酸化したＴＧ２（
ｏｘＴＧ２）は、様々なＧＳＨ／ＧＳＳＧ比率を包含する緩衝液中で１時間、あらかじめ
インキュベートされ、１０ｍＭの総［ＧＳＨ］＋［ＧＳＳＧ］濃度にさらす。その後、Ｔ
Ｇ２活性は、室温で６時間、２０ｍＭのＺＱＧ基質がある状態で、分光光度的にモニター
された。（Ｂ）　酸化還元電位に応じた定常的な酵素活性。比放射能は、４－５時間の勾
配に基づいて計算され、５ｍＭのＤＴＴ処理の後に、ＴＧ２の活性に正常化された。（Ｃ
）　酸化還元電位に応じて減少したＴＧ２の定常状態の画分。減少したＴＧ２の画分は、
Ｃｙｓ３７０と３７１のアルキル化状態に基づいて決定された。
【図５】培養されたＴ８４およびＴＨＰ－１細胞によるＴｒｘの分泌。細胞内と細胞外の
Ｔｒｘレベルは、ウエスタンブロットおよびＩｍａｇｅＪ解析によって定量化された。（
Ａ）１０００Ｕ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間処理した培養されたＴ８４単層の頂端（上
部）側と基底外（底）側のＴｒｘの相対存在量。両方の場合で、Ｔｒｘ濃度は、ＩＦＮ－
γを包含していないウェルに正常化される。側底の培地の容積が頂端側の培地の容積の２
倍あるため、前者の容積へのＴｒｘ分泌の速度は、外側の容積よりも高くなると予想され
る。比較として、細胞内のＴｒｘの濃度も示されている。すべての場合において、不変的
な参考として、アクチン値が使用された。（Ｂ）ＩＦＮ－γで４８時間処理した培養され
たＴＨＰ１単核球細胞の細胞外容量対細胞内容量におけるＴｒｘの相対存在量。
【図６】ＷＩ－３８繊維芽細胞とＴＨＰ－１細胞を含む共培養におけるＴＧ２の活性化。
２つの細胞株は、１０００Ｕ／ｍＬのＩＦＮ－γを含む、または、含まない８つのウェル
グラスチャンバーで、４８時間、共培養した。強程度のＴＧ２活性（赤）の位置は、Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ－５５５染色後の、１時間の０．５ｍＭ　５ＢＰ取り込みによって視
覚化され、細胞は位相差によって視覚化された。写真はすべて１００倍の顕微鏡で撮られ
る。
【図７】定量的な酵素結合免疫吸着型アッセイで測定されたＴ８４とＷＩ－３８の単層の
組み換え型のヒトチオレドキシン処理に反応したＴＧ２活性化の用量依存性。細胞の単層
は、２５μＭのＥＲＷ１０４１Ｅを用いるＴＧ２阻害によってまたは該阻害を用いずに、
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あるいは、０－５０μＭのチオレドキシン阻害剤ＰＸ－１２を用いてまたは用いずに、０
－１０μＭのチオレドキシンで３時間で処理された。ＴＧ２活性化は、ストレプトアビジ
ンＨＲＰ標識を介してテトラメチルベンジジンのターンオーバーによって測定されるよう
な、培養された単層の細胞外マトリックス中の天然タンパクに架橋結合した５ＢＰの量に
よって定量化された。（Ａ）と（Ｂ）は、Ｔ８４とＷＩ－３８の細胞それぞれにおけるチ
オレドキシン曝露濃度への、５ＢＰ取り込みの依存を例証している。ＴＧ２活性化は１０
μＭのチオレドキシン処理で最も高く、ＴＧ２がＥＲＷ１０４１Ｅを用いて遮断されたと
きに基底レベルに下がった。（Ｃ）と（Ｄ）は、ＴＧ２を活性化するチオレドキシンの能
力への５ＢＰ取り込みの依存を例証している。ＴＧ２活性化は、０μＭのＰＸ－１２を用
いる対照実験で最も高かった。Ｔ８４とＷＩ－３８の培養物中の３μＭのチオレドキシン
の飽和濃度で５ＢＰの取り込みを半分まで減らすのに必要とされるＰＸ－１２の量は、そ
れぞれ１１μＭと５μＭのＰＸ－１２であった。０μＭの５ＢＰでインキュベートされた
負の対照ウェルは、無視できる程度の信号を示した（データは示されない）。データは平
均＋／－標準偏差として報告された。
【図８】ＩＦＮ－γで処理されたＴ８４単層におけるペプチド浸透性とＴＧ２活性に対す
る、ｐａｎ－ＰＩ３Ｋ阻害剤であるＢＥＺ２３５の効果。（Ａ）ＩＦＮ－γで４８時間処
理したＴ８４単層全体のＣｙ３－Ｄ８ｍｅｒの浸透性、（Ｂ）５ＢＰの取り込みによって
測定されるようなＴＧ２活性、（Ｃ）　ｐａｎ－ＰＩ３Ｋ阻害剤ＢＥＺ－２３５（８）の
構造。ＢＥＺ２３５を可溶性にするために使用されるＤＭＳＯは、Ｔ８４の浸透性に影響
を与えなかった。ＤＭＳＯ値は、培地で０．１％（ｖ／ｖ）未満に維持された。示された
データは、平均＋／－標準偏差によって表わされる０Ｕ／ｍＬのＩＦＮ－γの状態に正常
化される。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　セリアックスプルーでは、炎症は、小腸に存在するとともに食事から有毒なグルテンペ
プチドを認識する、疾患特異的なＴ細胞が引き金となって起きる。この認識プロセスは、
ＴＧ２によるグルテンペプチドの修飾によって促進される。そのため、ＴＧ２の腸内での
阻害は、セリアックスプルーの非食事療法の有望な標的と一般には見なされている。正常
な生理学的条件の下では、細胞外のＴＧ２は主に不活発な形態であり、グルテンペプチド
が脱アミド化され得る前に、活性化されなければならない。ＴＧ２を小腸で活性化する機
構は、以前は知られていなかった。本発明は、ＴＧ２活性化のための経路と、活性化を調
節する、チオレドキシンの存在などの因子の解明を提供する。
【００２０】
　ＴＧ２活性化経路についてのこの知識は、このような活性化を阻害する候補となる薬剤
の設計と使用の可能性を開いた。そのような薬剤は、限定されないが、セリアック病、過
敏性腸症候群、クローン病、疱疹状皮膚炎などを含んでもよい腸の炎症性疾患を含んでい
る疾病の処置において使用法を見出す。調節のための標的タンパク質としては、抗酸化タ
ンパク質チオレドキシンとホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）ファミリーのアイ
ソザイムが含まれている。これらのタンパク質の活性がＴＧ２のインビボの活性化に必要
であること、および、これらのタンパク質の１つまたは両方の活性を遮断することで、局
所的な環境でＴＧ２活性化を阻害し、その結果として食事のグルテンに対する疾患に特異
的なＴ細胞の炎症反応における必要不可欠な工程が阻まれることが本明細書で示されてい
る。
【００２１】
　本発明の幾つかの実施形態において、ＴＧ２活性化を阻む有効量の薬剤が、望ましくな
いＴＧ２活性化に苦しむ個体に投与され、ここで、その投与量は、ＴＧ２活性、特に腸の
ＴＧ２活性の減少をもたらす。幾つかの実施形態では、個体は、炎症性の腸疾患であると
診断されている。幾つかの実施形態では、炎症性の腸疾患は、セリアックスプルー、疱疹
状皮膚炎、過敏性腸症候群、および、クローン病から選択される。いくつかの実施形態に
おいて、薬剤はＰＩ３キナーゼを阻害する。他の実施形態では、薬剤はチオレドキシンを
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阻害する。いくつかの実施形態では、薬剤は高い初回通過代謝を有している。幾つかの実
施形態において、薬剤は経口で投与され、腸で活性である。幾つかの実施形態において、
薬剤は、腸溶コーティングを含む製剤で提供される。
【００２２】
　本発明の他の実施形態では、方法は、腸組織における望ましくない傍細胞輸送、とりわ
け、５００ｍｗよりも大きな分子（例えば、限定されないが、免疫原性のグルテンペプチ
ドを含むペプチド）の傍細胞輸送を減らすために提供される。調節のための標的タンパク
質としては、ホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）ファミリーのアイソザイムが含
まれる。そのような望ましくない傍細胞輸送は、様々な腸疾患に関連付けられることもあ
る。
【００２３】
　本発明の幾つかの実施形態において、腸の傍細胞輸送を阻害する有効量の薬剤が個体に
投与され、その投与量は、約２５０ｍｗよりも大きく、通常は約５００ｍｗよりも大きく
、あるいは、１０００ｍｗよりも大きな分子の傍細胞輸送の減少をもたらす。幾つかの実
施形態では、個体は、炎症性の腸疾患であると診断されている。幾つかの実施形態におい
ては、炎症性の腸疾患は、セリアックスプルー、疱疹状皮膚炎、過敏性腸症候群、および
、クローン病から選択される。いくつかの実施形態において、薬剤はＰＩ３キナーゼを阻
害する。いくつかの実施形態では、薬剤は高い初回通過代謝を有している。
幾つかの実施形態においては、薬剤は経口投与され、腸で活性である。
【００２４】
　本発明の治療方法は、当該技術で知られているような抗炎症剤の投与、ＴＧ２活性を直
接阻害する薬剤の投与、グルテナーゼの投与などを含む当該技術で既知の療法と組み合わ
されてもよい。
【００２５】
　本発明の幾つかの実施形態において、本明細書に記載の標的タンパク質の阻害剤は、小
腸での標的の長期的な阻害に関連した適切な安全性特徴を提供する。とりわけ、所望の阻
害剤は、高い初回通過代謝を有しており、腸で活性である。阻害剤は経口で投与されても
よい。
【００２６】
（定義）
　本明細書で使用されているように、「治療薬」または「治療レジメン」との用語は、疾
患または疾病、とりわけ、本発明のための腸疾患状態の処置または予防で使用される薬剤
を指す。対照となるのは、治療による処置方法、そのような治療法を用いる臨床治験、そ
のような治療法のためのスクリーニング検査、および、そのような治療を受ける患者のモ
ニタリングである。
【００２７】
　幾つかの実施形態では、治療法は、個体、例えば、炎症性の腸疾患に苦しむ個体を、本
発明の薬剤で処置することを含んでいる。患者は、処置されていない対照患者であっても
よく、あるいは、対照となる臨床レジメン、例えば、グルテンの食事制限、ＰＩ３Ｋ阻害
剤による処置に晒される患者は、新しく診断されるなどしてもよい。本明細書に使用され
ているように、「患者」または「個体」は、哺乳類、特にヒトを含む生物を記載している
。
【００２８】
　疾病または疾患の「処置（ｔｒｅａｔｉｎｇまたはｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」は、次のも
のを含んでいる：（１）疾病の少なくとも１つの症状を防ぐこと、すなわち、疾患に晒さ
れるまたは疾患にかかりやすいが、疾患の症状をまだ経験していないまたは見せていない
哺乳動物において、臨床症状をあまり進行させないこと、（２）疾患を阻害すること、す
なわち、疾患またはその症状の進行を阻むまたは抑えること、あるいは、（３）疾患を和
らげること、すなわち、疾患またはその臨床症状を退行させること。
【００２９】
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　「治療上有効な量」または「効果的な量」とは、ある疾患を処置するために哺乳類また
は他の被験体に投与されたときに、疾患のそのような処置を達成するのに十分な化合物の
量を意味する。「治療上有効な量」は、化合物、疾患およびその重症度、ならびに、処置
される被験体の年齢、体重などに依存して変化する。
【００３０】
　「薬物動態学」との用語は、正常な生理学的プロセスと治療薬との間の経時的な相互作
用（すなわち、薬物に対する身体効果）の数学的な特性を指す。特定の生理学的プロセス
（吸収、分布、代謝、および、排出）は、患者に所望の治療効果を提供する薬物の能力に
影響する。薬物の薬物動態学についての知識は、薬物血流濃度を解釈するのに役立ち、薬
理学的に有効な薬物投与量を決定するのに有用である。当該技術で知られているように、
高い初回通過代謝は、局所的な領域で、かつ、短時間、薬物を有用にするが、全身性の活
性は制限される。
【００３１】
　「～と組み合わせて」との用語は、本明細書で使用されるように、例えば、第１の化合
物が、第２の化合物の投与の全経過中に投与される場合、第１の化合物が、第２の化合物
の投与でと重複する期間に投与される場合、例えば、第１の化合物の投与が第２の化合物
の投与の前に始まり、第１の化合物の投与が、第２の化合物の投与が終わる前に終了する
場合、第２の化合物の投与が、第１の化合物の投与の前に始まり、第２の化合物の投与が
、第１の化合物の投与が終わる前に終了する場合、第１の化合物の投与が、第２の化合物
の投与が始まる前に始まり、第２の化合物の投与が、第１の化合物の投与が終わる前に終
了する場合、第２の化合物の投与が、第１の化合物の投与が始まる前に始まり、第１の化
合物の投与が、第２の化合物の投与が終わる前に終了する場合、の使用について言及して
いる。そういうものとして、「組み合わせて」とは、２つ以上の化合物の投与に関するレ
ジメンにも言及することができる。「～と組み合わせて」とは、本明細書に使用されるよ
うに、同じまたは異なる製剤で、同じまたは異なる経路によって、および、同じまたは異
なる剤形タイプで投与されてもよい、２つ以上の化合物の投与のことも指す。
【００３２】
　用語「単離した化合物」とは、化学剛性のあいだにともに自然に生じる他の化合物から
十分に分離した、あるいは、他の化合物に対して十分に濃縮された、化合物を意味する。
単離された化合物は、一般的に、少なくとも約８０重量％純粋であり、あるいは、少なく
とも約９０重量％純粋であり、少なくとも約９８重量％純粋であり、または、少なくとも
約９９重量％純粋である。本発明は、ジアステレオマーと、そのラセミ化合物の、および
、分解した、鏡像異性的に純粋な形態とその薬学的に許容可能な塩を包含することを意味
している。
【００３３】
　本明細書に使用されるように、用語「単位剤形」は、ヒトと動物の被験体の単一投与量
として適切な物理的に別々の単位を指し、各々の単位は、薬学的に許容可能な希釈剤、担
体、または、ビヒクルと連動して所望の効果を生むのに十分な量で計算された、あらかじ
め定義された量の本発明の化合物を包含する。本発明の新しい単位剤形の仕様は、用いら
れる特定の化合物、達成される効果、および、宿主のそれぞれの化合物に関連した薬物動
力学に依存する。
【００３４】
　用語「生理学的条件」は、生細胞に適合するその条件、例えば、生細胞に適合する温度
、ｐＨ、塩分などの主に水性条件を包含することを意味している。
【００３５】
　「薬学的に許容可能な賦形剤」「薬学的に許容可能な希釈剤」、「薬学的に許容可能な
担体」、および、「薬学的に許容可能なアジュバント」は、一般に安全で、無毒で、生理
学的に望ましくなかったりそれ以外の点で望ましくなかったりすることのない医薬組成物
を調製するのに役立つ賦形剤、希釈剤、担体、およびアジュバントを意味し、獣医学的用
途やヒトの製薬学的用途にも許容可能な、賦形剤、希釈剤、担体、および、アジュバント
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を含んでいる。明細書と請求項で使用されるような「薬学的に許容可能な賦形剤、希釈剤
、担体、および、アジュバント」は、１つおよび２以上の双方の上記賦形剤、希釈剤、担
体、および、アジュバントを含んでいる。
【００３６】
　本明細書で使用されているように、「医薬組成物」は、哺乳類（特にヒト）などの被験
体への投与に適した組成物を包含することを意味している。一般に、「医薬組成物」は好
ましくは無菌であり、被験体内で望ましくない反応を誘発することができる汚染物質を含
まない（例えば、医薬組成物中の化合物は医薬品グレードである）。医薬組成物は、経口
、頬側、直腸、非経口、腹腔内、皮内、気管内（ｉｎｔｒａｃｈｅａｌ）などの多くの異
なる投与経路を介して、必要としている被験体または患者に投与するために設計され得る
。
【００３７】
　本明細書で使用されているように、本発明の化合物の「薬学的に許容可能な誘導体」は
、塩、エステル、エノールエーテル、エノールエステル、アセタール、ケタール、オルト
エステル、ヘミアセタール、ヘミケタール、酸、塩基、溶媒和物、水和物、または、その
プロドラッグを含んでいる。上記のような誘導体は、そのような誘導体化のための既知の
方法を用いて、当業者によって容易に調製されてもよい。生成される化合物は、実質的な
毒性作用なく、動物またはヒトに投与されてもよく、薬学的に活性であるか、あるいは、
プロドラッグであるかのいずれかである。
【００３８】
　化合物の「薬学的に許容可能な塩」は、薬学的に許容可能で、かつ、親化合物の望まし
い薬理学的活性を有する塩を意味する。そのような塩類は、以下のものを含んでいる：（
１）塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸などの無機酸が作られた、あるいは、酢酸、
プロピオン酸、ヘキサン酸、シクロペンタンプロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、
乳酸、マロン酸、コハク酸、リンゴ酸、マレイン酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息
香酸、３－（４－ヒドロキシベンゾイル）安息香酸、桂皮酸、マンデル酸、メタンスルホ
ン酸、エタンスルホン酸、１，２－エタンジスルホン酸、２－ヒドロキシエタンスルホン
酸、ベンゼンスルホン酸、４－クロロベンゼンスルホン酸、２－ナフタリンスルホン酸、
４－トルエンスルホン酸、カンファースルホン酸、グルコヘプトン酸、４，４’－メチレ
ンビス－（３－ヒドロキシ－２－エン－１－カルボン酸）、３－フェニルプロピオン酸、
トリメチル酢酸、三級ブチル酢酸、ラウリル硫酸、グルコン酸、グルタミン酸、ヒドロキ
シナフトエ酸、サリチル酸、ステアリン酸、ムコン酸などの有機酸から作られた、酸付加
塩；または、（２）親化合物中に存在する酸性プロトンが、金属イオン、例えば、アルカ
リ金属イオン、アルカリ土類イオン、または、アルミニウムイオンと取り替えられるか、
あるいは、エタノールアミン、ジエタノールアミン、トリエタノールアミン、トロメタミ
ン、Ｎ－メチルグルカミンなどの有機塩基と協調するさいに形成される塩。
【００３９】
　本来酸性の本組成物に含まれる化合物は、薬学的に許容可能な塩基性の塩を形成するた
めに、任意の数の無機塩基と有機塩基と反応してもよい。塩基は、例えば、ＮａＯＨとＫ
ＯＨなどの鉱物塩基を含んでもよいが、当業者は他の塩基も使用されてもよいことを認識
するだろう。Ａｎｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，　２０ｔｈ　ｅｄ．７００－７
２０（Ａｌｆｏｎｓｏ　Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ　ｅｄ．），２０００．を参照のこと。
【００４０】
　加えて、本明細書に記載の化合物が酸付加塩として得られる場合、遊離塩基は、酸性塩
の溶液を塩基性化することによって得ることができる。逆に、生成物が遊離塩基である場
合、追加塩、とりわけ、薬学的に許容可能な追加塩は、適切な有機溶媒中に遊離塩基を溶
解させること、および、塩基性の化合物から酸付加塩を調製するための従来の手順に従っ
て酸で溶液を処理することによって生成されてもよい。当業者は、無毒な薬学的に許容可
能な付加塩を調製するために用いられてもよい様々な合成方法論を認識する。
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【００４１】
　幾つかの実施形態では、本明細書に記載の化合物の薬学的に許容可能な付加塩は、例え
ば、水、メタノール、エタノール、ジメチルホルムアミドなどの様々な溶媒和物としても
存在してもよい。そのような溶媒和物の混合物も調製されてもかまわない。そのような溶
媒和物の源は、調製または結晶化の溶媒に固有な結晶化溶媒からものであるか、あるいは
、そのような溶媒に対して偶発的なものであってもよい。
【００４２】
　本発明の化合物の「薬学的に許容可能な溶媒和物または水和物」は、薬学的に許容可能
であるとともに親化合物の所望の薬理活性を有する溶媒和物または水和物の複合体を意味
し、限定されないが、１つ以上の溶媒和物または水分子、あるいは、１から約１００、ま
たは、１から約１０、または、１から約２、３、４の溶媒和物または水分子と本発明の化
合物との複合体を含む。
【００４３】
　用語「接触（ｃｏｎｔａｃｔ）（ｃｏｎｔａｃｔｓ）（ｃｏｎｔａｃｔｉｎｇ）」は、
その通常の意味を有しており、２つ以上の実体（例えば、２つのタンパク質、ポリヌクレ
オチドと細胞、細胞と候補となる薬剤、など）を組み合わせることを指している。接触は
、インビトロ、インサイツ、または、インビボで生じ得ることがあり、「～に晒して（ｅ
ｘｐｏｓｅｄ　ｔｏ）（ｅｘｐｏｓｅｄ　ｔｏ）（ｅｘｐｏｓｉｎｇ　ｔｏ）と同じ意味
で使用される。
【００４４】
　本明細書で使用されているように、用語「減少する」、「低下する」、「阻害する」は
、場合によっては、観察される活性が特定のアッセイの検出値以下に減らされ得ることが
認識されるため、一緒に使用される。そのため、活性がアッセイの検出値以下に「減少す
る」か「低下するか」どうか、あるいは、完全に「阻害される」かどうかは、常に明らか
でなくてもよい。
【００４５】
　本明細書で使用されているように「市販で入手可能な」化合物は、Ａｃｒｏｓ　Ｏｒｇ
ａｎｉｃｓ　（ベルギー・ギール）、Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　（ウィスコン
シン州ミルウォーキー。Ｓｉｇｍａ　ＣｈｅｍｉｃａｌとＦｌｕｋａを含む）、Ａｐｉｎ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｌｔｄ．（英国ミルトンパーク）、Ａｖｏｃａｄｏ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　（英国ランカシャー）、ＢＤＨ　Ｉｎｃ．（カナダ・トロント）、Ｂｉｏｎｅｔ
（英国コーンウォール）、Ｃｈｅｍｓｅｒｖｉｃｅ　Ｉｎｃ．（ペンシルベニア州ウェス
トチェスター）、Ｃｒｅｓｃｅｎｔ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（ニューヨーク州ホーポ
ージ）、Ｅａｓｔｍａｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，　Ｅａｓｔｍａｎ　Ｋ
ｏｄａｋ　Ｃｏｍｐａｎｙ　（ニューヨーク州ロチェスター）、Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　Ｃｏ．（ペンシルベニア州ピッツバーグ）、Ｆｉｓｏｎｓ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌｓ（英国レスターシャー）、Ｆｒｏｎｔｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（ユタ州ロー
ガン）、ＩＣＮ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．（カリフォルニア州コスタメサ）、
Ｋｅｙ　Ｏｒｇａｎｉｃｓ（英国コーンウォール）、Ｌａｎｃａｓｔｅｒ　Ｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓ（ニューハンプシャー州ウィンダム）、Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　
Ｃｏ．　Ｌｔｄ．（英国コーンウォール）、Ｐａｒｉｓｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（
ユタ州オレム）、Ｐｆａｌｔｚ　＆　Ｂａｕｅｒ，　Ｉｎｃ．（コネチカット州ウォータ
ーベリー）、Ｐｏｌｙｏｒｇａｎｉｘ　（テキサス州ヒューストン）、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（イリノイ州ロックフォード）、Ｒｉｅｄｅｌ　ｄｅ　Ｈａｅｎ
　ＡＧ　（ドイツ・ハノーファー）、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｑｕａｌｉｔｙ　Ｐｒｏｄｕｃ
ｔ，　Ｉｎｃ．（ニュージャージー州ニューブランズウィック）、ＴＣＩ　Ａｍｅｒｉｃ
ａ　（オレゴン州ポートランド）、Ｔｒａｎｓ　Ｗｏｒｌｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，　Ｉ
ｎｃ．（メリーランド州ロックビル）、Ｗａｋｏ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　ＵＳＡ，　Ｉｎ
ｃ．（バージニア州リッチモンド）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（オレゴン州ユ
ージーン）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（カリフォルニア州カールズバッド）、Ａｐｐｌｉｅ
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ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．（カリフォルニア州フォスターシティ）、Ｇｌｅ
ｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（バージニア州）、Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ（カリフォルニア州ノバト）、Ａｎａｓｐｅｃ（カリフォルニア州フレモント）、およ
び、Ｂｅｒｒｙ　＆　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（ミシガン州デクスター）を含む商業的供給
源から得られてもよい。
【００４６】
　本明細書で使用されているように、合成工程を行なうための「適切な条件」は本明細書
で明示的に提供されているか、あるいは、有機合成化学で使用される方法を対象とした公
開公報への言及によって識別されてもよい。本発明の化合物の調製に役立つ反応物の合成
を詳述する、上で説明された参照文献および論文は、本発明に応じて合成の工程を実行す
るのに適切な条件も提供する。
【００４７】
　本明細書で使用されているように、「当業者に既知の方法」は、様々な参考図書やデー
タベースを介して特定されてもよい。本発明の化合物の調製に役立つ反応物の合成を詳述
するか、あるいは、調製について記載した記事への言及を提供する、適切な参考図書およ
び論文は、例えば、”Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ”，　
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；　Ｓ．　Ｒ．
　Ｓａｎｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｒｏ
ｕｐ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ，”　２ｎｄ　Ｅｄ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８３；　Ｈ．　Ｏ．　Ｈｏｕｓｅ，　”Ｍｏｄｅｒｎ　
Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ”，　２ｎｄ　Ｅｄ．，　Ｗ．　Ａ．　Ｂｅｎ
ｊａｍｉｎ，　Ｉｎｃ．　Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ，　Ｃａｌｉｆ．　１９７２；　Ｔ．　
Ｌ．　Ｇｉｌｃｈｒｉｓｔ，　”Ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ”，　
２ｎｄ　Ｅｄ．，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９
９２；　Ｊ．　Ｍａｒｃｈ，　”Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ：　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ”，
　４ｔｈ　Ｅｄ．，　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　
１９９２．を含んでいる。特定の反応物や類似した反応物は、米国化学会の化学情報検索
サービス機関によって調製した既知の化学物質の索引によって特定されてもよく、これは
ほとんどの公共の図書館や大学の図書館で入手可能であり、オンラインデータベースを介
しても入手可能である（ワシントンＤＣの米国化学会の詳細について触れることもある）
。知られているが、カタログでは市販されていない化学物質は、カスタム化学合成専門会
社（ｃｕｓｔｏｍ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｈｏｕｓｅｓ）によって調
製されてもよく、標準的な薬品卸売会社（例えば、上に列挙された会社）の多くは、カス
タム合成サービスを提供している。
【００４８】
　「安定した化合物」および「安定した構造」は、有用な程度の純度で、反応混合物から
の分離と、効果的な治療薬の中への製剤を生き残るのに十分なほど強健な化合物を示すこ
とを意味している。
【００４９】
　「随意の」または「随意に」は、その後に記載される出来事の事象が生じても生じなく
てもよいことと、この記載が、前記事象または出来事が生じる例と生じない例を含むこと
を意味している。例えば、「随意に置換されたアリール」とは、アリールが置換されても
置換されなくてもよいこと、および、この記載が置換されたアリールラジカルと置換を有
していないアリールラジカルの両方を含むことを意味している。用語「低級アルキル」は
、約１～６つの炭素からの、直線の、分枝した、または、環状のアルキルを指すために、
当該技術で知られているように本明細書では用いられる。１つ以上の置換基を包含してい
る任意の基に関して、そのような基が、立体的に非実用的な、合成的に実現不可能な、お
よび／または、本質的に不安定な任意の置換または置換パターンを導入するために意図さ
れたものではないことが当業者によって理解されよう。
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【００５０】
　化合物、そのような化合物を含む医薬組成物、および、そのような化合物と医薬組成物
を使用する方法について記載するとき、別段の指示がなければ、以下の用語は以下の意味
を有している。以下に定義された部分は置換されなくても、様々な置換基で置換されても
よいこと、および、それぞれの定義は、その範囲内に置換されていない部分と置換された
部分の両方を含むように意図されていることも理解されよう。
【００５１】
　「アシル」は、－Ｃ（Ｏ）Ｒ基を指し、ここで、Ｒは、本明細書で定義されるように、
水素、アルキル、アルケニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、アリ
ールアルキル、ヘテロアルキル、ヘテロアルケニル、または、ヘテロアリールである。代
表的な例としては、限定されないが、ホルミル、アセチル、シクロヘキシルカルボニル、
シクロヘキシルメチルカルボニル、ベンゾイル、ベンジルカルボニルなどが挙げられる。
【００５２】
　「アシルアミノ」は、－ＮＲ’Ｃ（Ｏ）Ｒ基を指し、ここで、本明細書で定義されるよ
うに、Ｒ’は、水素、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、ア
リールアルキル、ヘテロアルキル、ヘテロアリール、ヘテロアリールアルキルであり、お
よび、Ｒは、水素、アルキル、アルコキシ、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、ア
リール、アリールアルキル、ヘテロアルキル、ヘテロアリール、または、ヘテロアリール
アルキルである。代表的な例としては、限定されないが、ホルミルアミノ、アセチルアミ
ノ、シクロヘキシルカルボニルアミノ、シクロヘキシルメチル－カルボニルアミノ、ベン
ゾイルアミノ、ベンジルカルボニルアミノなどが挙げられる。
【００５３】
　「アシルオキシ」は、基－ＯＣ（Ｏ）Ｈ、－ＯＣ（Ｏ）－アルキル、－ＯＣ（Ｏ）－ア
リール、あるいは、－ＯＣ（Ｏ）－シクロアルキルを指す。
【００５４】
　「脂肪族」は、構成炭素原子の直線、分岐、または、環状配置と、芳香族不飽和の欠如
を特徴とする、ヒドロカルビル有機化合物または基を指す。脂肪族化合物、限定されない
が、アルキル、アルキレン、アルケニル、アルキニル、および、アルキニレンを含んでい
る。低級脂肪族基は、典型的には、１または２から６または１２の炭素原子を有している
。
【００５５】
　「アルケニル」は、２から８の炭素原子までといった約１１までの炭素原子を有する、
および、２～６の炭素原子を含む、一価のオレフィン系不飽和ヒドロカルビル基を指し、
それは直鎖または分枝鎖でもよく、オレフィン系不飽和の少なくとも１つの部位を有し、
および、１～２の部位を含む。特定のアルケニル基としては、限定されないが、エテニル
（－ＣＨ＝ＣＨ２）、ｎ－プロペニル（－ＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２）、イソプロペニル（－Ｃ
（ＣＨ３）＝ＣＨ２）、ビニル、および、置換されたビニルなどが挙げられる。
【００５６】
　「アルコキシ」は、基－Ｏ－アルキルを指す。特定のアルコキシ基としては、一例とし
て、メトキシ、エトキシルを含む、ｎ－プロポキシ、イソプロポキシ、ｎ－ブトキシ、ｔ
ｅｒｔ－ブトキシ、ｓｅｃ－ブトキシ、ｎ－ペントキシ、ｎ－ヘキソキシ、１，２－ジメ
チルブトキシなどが挙げられる。
【００５７】
　「アルコキシカルボニル」は、ラジカル－Ｃ（Ｏ）を－アルコキシを指し、アルコキシ
は本明細書に定義される通りである。
【００５８】
　「アルコキシカルボニルアミノ」は、基－ＮＲＣ（Ｏ）ＯＲ’を指し、Ｒは水素、アル
キル、アリール、または、シクロアルキルであり、および、Ｒ’はアルキルまたはシクロ
アルキルである。
【００５９】
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　「アルキル」は、とりわけ、約１２または１８までの炭素原子、より具体的には低級ア
ルキルとして１から８の炭素原子、および、さらにより具体的には１から６の炭素原子を
有する一価の飽和脂肪族ヒドロカルビル基を指す。炭化水素鎖は直鎖でも分枝鎖でもかま
わない。この用語は、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、イソ
－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ－ヘキシル、ｎ－オクチルなどの基によって例証されて
いる。用語「アルキル」は、本明細書に定義されるような「シクロアルキル」も含む。
【００６０】
　「アルキレン」は、特に約１２または１８までの炭素原子、より具体的には、直鎖でも
分枝鎖でもあり得る１～６の炭素原子を有する、二価の飽和脂肪族ヒドロカルビル基を指
す。この用語は、メチレン（－ＣＨ２－）、エチレン（－ＣＨ２ＣＨ２－）、プロピレン
異性体（例えば、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－、および、－ＣＨ（ＣＨ３）ＣＨ２－）などに
よって例証される。
【００６１】
　「アルキニル」は、約１２または１８までの炭素原子、とりわけ、２～６の炭素原子を
有するアセチレン系不飽和ヒドロカルビル基を指し、該アセチレン系不飽和ヒドロカルビ
ル基は、直鎖または分枝鎖であり得るアルキニル不飽和の少なくとも１つの部位、とりわ
け、１－２つの部位を有する。アルキニル基の特定の非限定的な例は、アセチレン、エチ
ニル（－Ｃ≡ＣＨ）、プロパルギル（－ＣＨ２Ｃ≡ＣＨ）などを含む。
【００６２】
　「アミノ」はラジカル－ＮＨ２を指す。
【００６３】
　「アミノカルボニル」は基－Ｃ（Ｏ）ＮＲＲを指し、それぞれのＲは、独立して、水素
、アルキル、アリール、または、シクロアルキルであり、あるいは、Ｒ基はアルキレン基
を形成するために結合する。
【００６４】
　「アミノカルボニルアミノ」は、基－ＮＲＣ（Ｏ）ＮＲＲを指し、それぞれのＲは、独
立して、水素、アルキル、アリール、または、シクロアルキルであり、あるいは、２つの
Ｒ基はアルキレン基を形成するために結合する。
【００６５】
　「アミノカルボニルオキシ」は、基－ＯＣ（Ｏ）ＮＲＲを指し、それぞれのＲは、独立
して、水素、アルキル、アリール、または、シクロアルキルであり、あるいは、Ｒ基はア
ルキレン基を形成するために結合する。
【００６６】
　「アラルキル」または「アリールアルキル」は、上に定義されるように１つ以上のアリ
ール基で置換された、上に定義されるようなアルキル基を指す。
【００６７】
　「アリール」は、親芳香族環系の単一の炭素原子から１つの水素原子を取り除くことに
由来する一価の芳香族炭化水素基を指す。典型的なアリール基としては、限定されないが
、アセアントリレン、アセナフチレン、アセフェナントリレン、アントラセン、アズレン
、ベンゼン、クリセン、コロネン、フルオランテン、フルオレン、ヘキサセン、ヘキサフ
ェン、ヘキサレン（ｈｅｘａｌｅｎｅ）、ａｓ－インダセン、ｓ－インダセン、インダン
、インデン、ナフタリン、オクタセン（ｏｃｔａｃｅｎｅ）、オクタフェン（ｏｃｔａｐ
ｈｅｎｅ）、オクタレン（ｏｃｔａｌｅｎｅ）、オバレン、ペンタ－２，４－ジエン、ペ
ンタセン、ペンタレン、ペンタフェン、ペリレン、フェナレン、フェナントレン、ピセン
、プレイアデン、ピレン、ピラントレン、ルビセン、トリフェニレン、トリナフタレンな
どに由来した基が挙げられる。場合によっては、アリール基は、６～１４の炭素原子を含
んでいる。
【００６８】
　「アリールオキシ」は、－Ｏ－アリール基を指し、「アリール」は本明細書で定義され
た通りである。
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【００６９】
　「アジド」は、－Ｎ３基を指す。
【００７０】
　「カルボニル」は、－Ｃ（Ｏ）－基、例えば、カルボキシ、アミド、エステル、ケトン
、または、アシル置換基を指す。
【００７１】
　「カルボキシル」は、－Ｃ（Ｏ）ＯＨ基を指す。
【００７２】
　「シアノ」は－ＣＮ基を指す。
【００７３】
　「シクロアルケニル」は、３～１０の炭素原子を有し、縮合したおよび架橋した環系を
含む１つの環状の還または多くの縮合環を有し、および、オレフィン不飽和の少なくとも
１つの部位、とりわけ、１－２の部位を有する、環式のヒドロカルビル基を指す。そのよ
うなシクロアルケニル基は、一例として、シクロヘキセニル、シクロペンテニル、シクロ
プロペニルなどの単環構造を含む。
【００７４】
　「シクロアルキル」は、３から約１０の炭素原子を有し、および、縮合したおよび架橋
した環系を含む１つの環状の還または多くの縮合環を有し、１～３つのアルキル基で随意
に置換され得る、環式のヒドロカルビル基を指す。そのようなシクロアルキル基としては
、一例として、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、シクロオクチル、１－
メチルシクロプロピル、２－メチルシクロペンチル、２－メチルシクロオクチルなどの単
環構造、および、アダマンタニルなどの多くの環構造が挙げられる。
【００７５】
　「ヘテロシクロアルキル」は、Ｎ、Ｏ、およびＳから独立して選ばれる１つ以上のヘテ
ロ原子を包含する、安定した複素環式非芳香族環および縮合環を指す。縮合複素環系は、
炭素環を含んでもよく、１つの複素環だけを含む必要があることもある。複素環の例とし
ては、限定されないが、ピペラジニル、ホモピペラジニル、ピペリジニル、および、モル
フォリニルが挙げられる。
【００７６】
　「ハロゲン」または「ハロ」は、フルオロ、クロロ、ブロモ、および、ヨードを指す。
【００７７】
　「ヘテロ」は、化合物、または、化合物上に存在する基を記載するために使用されると
き、化合物または基中の１以上の炭素原子が、例えば、窒素、酸素または、硫黄のヘテロ
原子と取り替えられたことを意味する。ヘテロは、例えば、ヘテロ原子アルキル（例えば
、ヘテロアルキル）、シクロアルキル（例えば、ヘテロシクロアルキル）、アリール（例
えば、ヘテロアリール）、シクロアルケニル（例えば、ヘテロシクロアルケニル）、シク
ロヘテロアルケニル（例えば、ヘテロシクロヘテロアルケニル）などの上記のヒドロカル
ビル基のいずれかで、かつ、１－５、とりわけ、１－３のヘテロ原子を有するものに適用
されてもよい。ヘテロ原子は、炭素または水素以外の任意の他の原子であり、典型的には
、限定されないが、窒素、酸素、硫黄、リン、ホウ素、塩素、臭素、またはヨードである
。
【００７８】
　「ヘテロアリール」は、親ヘテロ芳香族環系の単一の原子から１つの水素原子の除去に
よって派生した一価のヘテロ芳香族基を指す。典型的なヘテロアリール基としては、限定
されないが、アクリジン、アルシンドール、カルバゾール、β－カルボリン、クロマン、
クロメン、シンノリン、フラン、イミダゾール、インダゾール、インドール、インドリン
、インドリジン、イソベンゾフラン、イソクロメン、イソインドール、イソインドリン、
イソキノリン、イソチアゾール、イソオキサゾール、ナフチリジン、オキサジアゾール、
オキサゾール、ペリミジン、フェナントリジン、フェナントロリン、フェナジン、フタラ
ジン、プテリジン、プリン、ピラン、ピラジン、ピラゾール、ピリダジン、ピリジン、ピ
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リミジン、ピロール、ピロリジン、キナゾリン、キノリン、キノリジン、キノキサリン、
テトラゾール、チアジアゾール、チアゾール、チオフェン、トリアゾール、キサンテンな
どに由来する基が挙げられる。ヘテロアリール基は、５－２０員環ヘテロアリール、また
は、５－１０員環ヘテロアリールであり得る。特定のヘテロアリール基は、チオフェン、
ピロール、ベンゾチオフェン、ベンゾフラン、インドール、ピリジン、キノリン、イミダ
ゾール、オキサゾール、および、ピラジンに由来したものである。
【００７９】
　以下の環系は、用語「ヘテロアリール」で表示された複素環の（置換されようとも置換
されまいとも）ラジカルの例である：チエニル、フリル、ピロリル、ピロリジニル、イミ
ダゾリル、イソキサゾリル、トリアゾリル、チアジアゾリル、オキサジアゾリル、テトラ
ゾリル、チアトリアゾリル、オキサトリアゾリル、ピリジン、ピリミジニル、ピラジニル
、ピリダジニル、オキサジニル、トリアジニル、チアジアジニル　テトラゾロ、１，５－
［ｂ］ピリダジニルおよびプリニル、同様に、ベンゾ縮合誘導体、例えば、ベンゾオキサ
ゾリル、ベンズチアゾリル、ベンズイミダゾリル、および、インドリル。
【００８０】
　上記の随意に置換されたヘテロアリール環のための置換基は、１～３のハロ、トリハロ
メチル、アミノ、保護アミノ、アミノ塩、一置換アミノ、二置換アミノ、カルボキシ、保
護カルボキシ、カルボン酸塩、ヒドロキシ、保護ヒドロキシ、ヒドロキシ基の塩、低級ア
ルコキシ、低級アルキルチオ、アルキル、置換アルキル、シクロアルキル、置換シクロア
ルキル、（シクロアルキル）アルキル、置換（シクロアルキル）アルキル、フェニル、置
換フェニル、フェニルアルキル、および、（置換フェニル）アルキルを含む。ヘテロアリ
ール基のための置換基は、以前定義された通りであるか、あるいは、トリハロメチルの場
合では、トリフルオロメチル、トリクロロメチル、トリブロモメチル、または、トリヨー
ドメチルであり得る。ヘテロアリール環のための上記の置換基と共に使用さるように、「
低級アルコキシ」は、Ｃ１－Ｃ４アルコキシ基を意味し、同様に、「低級アルキルチオ」
は、Ｃ１－Ｃ４アルキルチオ基を意味する。
【００８１】
　「複素環」は、環の一部として、硫黄、酸素または窒素などの炭素に加えて、原子を包
含している環構造を含む有機化合物を指している。それらは単純な芳香環または非芳香環
のいずれかであってもよい。例としては、アゾール、モルホリン、ピペラジン、ピリジン
、ピリミジン、および、ジオキサンが挙げられる。安定した化学的に実現可能な複素環に
おけるヘテロ原子の最大数は、それが芳香族であるか非芳香族であるかにかかわらず、環
の大きさ、不飽和度、および、ヘテロ原子の原子価などの因子によって決定される。一般
に、ヘテロ芳香族環が化学的に実現可能で安定している限り、複素環は１～４のヘテロ原
子を有していてもよい。
【００８２】
　「ヒドロキシル」は、－ＯＨ基を指す。
【００８３】
　「立体異性体」は、所定の化合物に関するように、同じ分子式を有する別の化合物を指
し、別の化合物を構築する原子は、それらが空間で配向する方法において異なるが、別の
化合物の原子は、どの原子がどの他の原子と結合するかに関して、所定の化合物中の原子
に似ている（例えば、鏡像異性体、ジアステレオマー、または、幾何異性体）。例えば、
Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｂｏｙｄ，　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　１９
８３，　４ｔｈ　ｅｄ．，　Ａｌｌｙｎ　ａｎｄ　Ｂａｃｏｎ，　Ｉｎｃ．，　Ｂｏｓｔ
ｏｎ，　ＭＡ，　ｐ．　１２３を参照。
【００８４】
　「置換された」は、１つ以上の水素原子がそれぞれ独立して同じまたは異なる置換基と
置き換えられる基を指す。「置換」基は特に、アシル、アシルアミノ、アシルオキシ、ア
ルコキシ、アルコキシカルボニル、アルコキシカルボニルアミノ、アミノ、アミノカルボ
ニル、アミノカルボニルアミノ、アミノカルボニルオキシ、アリール、アリールオキシ、
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アジド、カルボキシル、シアノ、シクロアルキル、置換シクロアルキル、ハロゲン、ヒド
ロキシル、ケト、ニトロ、チオアルコキシ、チオアリールオキシ、チオケト、チオール、
アルキル－Ｓ（Ｏ）－、アリール－Ｓ（Ｏ）－、アルキル－Ｓ（Ｏ）２－、および、アリ
ール－Ｓ（Ｏ）２からなる基から選ばれた、１以上の置換基、例えば、１～５の置換基、
とりわけ１～３の置換基を有する基について言及する。所望の置換基は、限定されないが
、－Ｘ、－Ｒ８（Ｒ８が水素ではないという条件で）、－Ｏ－、＝Ｏ、－ＯＲ８、－ＳＲ
８、－Ｓ－、＝Ｓ、－ＮＲ８Ｒ９、＝ＮＲ８、－ＣＸ３、ＣＦ３、－ＣＮ、－ＯＣＮ、－
ＳＣＮ、－ＮＯ、－ＮＯ２、＝Ｎ２、－Ｎ３、－Ｓ（Ｏ）２Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）２ＯＨ、－
Ｓ（Ｏ）２Ｒ８、ＯＳ（Ｏ２）Ｏ－、－ＯＳ（Ｏ）２Ｒ８、－Ｐ（Ｏ）（Ｏ－）２、－Ｐ
（Ｏ）（ＯＲ８）（Ｏ－）、－ＯＰ（Ｏ）（ＯＲ８）（ＯＲ９）、－Ｃ（Ｏ）Ｒ８、Ｃ（
Ｓ）Ｒ８、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ８、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ８Ｒ９、－Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｃ（Ｓ）ＯＲ
８、－ＮＲ１０Ｃ（Ｏ）ＮＲ８Ｒ９、ｖＮＲ１０Ｃ（Ｓ）ＮＲ８Ｒ９、－ＮＲ１１Ｃ（Ｎ
Ｒ１０）ＮＲ８Ｒ９、および、－Ｃ（ＮＲ１０）ＮＲ８Ｒ９を含んでもよく、それぞれの
Ｘは、独立してハロゲンであり、Ｒ８はアルキル、アルケニル、アルキニル、複素環、ま
たは、アリールである。
【００８５】
　「スルホニル」は、基－ＳＯ２－を指す。スルホニルは、例えば、メチル－ＳＯ２－、
フェニル－ＳＯ２－、および、アルキルアミノ－ＳＯ２－を含む。
【００８６】
　「スルフィニル」は、基－Ｓ（Ｏ）－を指す。
【００８７】
　「チオアルコキシ」は、基－Ｓ－アルキルを指す。
【００８８】
　「チオアリールオキシ」は、基－Ｓ－アリールを指す。
【００８９】
　「チオケト」は、基＝Ｓを指す。
【００９０】
　「チオール」は、基－ＳＨを指す。
【００９１】
　「チオ」は、基－Ｓ－を指す。チオは、例えば、チオアルコキシ、チオアリールオキシ
、チオケト、および、チオールを含んでいる。
【００９２】
　１つ以上の置換基を包含している本明細書に開示された基のいずれにも関して、そのよ
うな基が、立体的に実現困難な、および／または、合成的に実行可能な任意の置換または
置換パターンを含まないことが、もちろん理解されよう。加えて、被験体の化合物は、こ
れらの化合物の置換から発生する立体化学的異性体をすべて含んでいる。
【００９３】
　同じ分子式を有しているが、原子の結合の性質または配列、あるいは、空間における原
子の配置の異なる化合物は、「異性体」と称される。空間におけるその原子の配置が異な
る異性体は、「立体異性体」と称される。互いの鏡像ではない立体異性体は、「ジアステ
レオマー」と称され、互いの鏡像を重ね合わせることができないものは「鏡像異性体」と
称される。化合物が不斉中心を有する場合、例えば、それが４つの異なる基に接合される
場合、１対の鏡像異性体が可能である。鏡像異性体は、その不斉中心の絶対配置を特徴と
することができ、カーン（Ｃａｈｎ）とプレローグ（Ｐｒｅｌｏｇ）のＲおよびＳ－配置
の法則によって、あるいは、分子が偏光面を回転させて、右回りか左回り（すなわち、そ
れぞれ、（＋）または（－）の異性体）として指定される手法によって、特徴付けられ得
る。キラル化合物は、個々の鏡像異性体、または、その混合物のいずれかとして、存在す
ることができる。均等な割合の鏡像異性体を含む混合物は、「ラセミ混合物」と呼ばれる
。
【００９４】
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　本発明の化合物は、１つ以上の不斉中心を有してもよく、したがって、そのような化合
物は、個体（Ｒ）－または（Ｓ）－立体異性体として、あるいは、その混合物として、生
成され得る。別段指示のない限り、明細書と請求項の特定の化合物の記載と命名は、鏡像
異性体および混合物の両方、そのラセミ化合物、あるいは、それ以外のものを含むことを
意図している。立体化学の測定と立体異性体の分離の方法は、当該技術では周知である（
例えば、ｔｈｅ　ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｈａｐｔｅｒ　４　ｏｆ　”Ａｄｖａ
ｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ”，　４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ　Ｊ．　
Ｍａｒｃｈ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９
９２を参照）。
【００９５】
　ＰＩ３キナーゼ。ホスファチジルイノシトール３，４，５三リン酸塩［Ｐｔｄｌｎｓ（
３，４，５）Ｐ３］。［Ｐｔｄｌｎｓ（３，４，５）Ｐ３］は、細胞増殖、細胞生存、お
よび、代謝変化を制御する経路に－－しばしばプロテインキナーゼによって作用する。こ
の脂質は、関連タンパク質のファミリーであるＰＩ３キナーゼによって生成され得る（Ｖ
ａｎ　ｈａｅｓｅｂｒｏｅｃｋ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　ＴＩＢＳ　２２：２６７
；　Ｔｏｋｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｎｔｌｅｙ　（１９９７）　Ｎａｔｕｒｅ　３８７：６７
３６７６）。ホスファチジルイノシトール３－キナーゼ（ＥＣ２．７．１．１３７）は、
８５－ｋＤと１１０－ｋＤのサブユニットからなる。８５－ｋＤサブユニットは、ＰＩ３
キナーゼ活性を欠き、アダプターとして作用して、活性化タンパク質チロシンキナーゼに
１１０－ｋＤサブユニット（ｐ１１０）を結合する。ｐ１１０は、触媒活性のためにｐ８
５－アルファを備えた複合体を必要とすることもある。ヒトＰＩ（３）キナーゼのｐ１１
０サブユニットの遺伝子配列とアミノ酸配列は、Ｇｅｎｂａｎｋ（受入番号Ｚ２９０９０
、Ｘ８３３６８）から得ることができる。［００１０３］　所望の薬剤は、ＰＩ（３）キ
ナーゼの阻害剤、例えば、ＢＥＺ－２３５、ウォルトマンニン、ＬＹ２９４００２などを
含み、本明細書の模式図２で示される化合物も含んでいる。ウォルトマンニンの生理学的
に有効な値は、約１０～１０００ｎＭに及び、通常は約１００～５００ｎＭ、最適には約
２００ｎＭである。ＬＹ２９４００２生理学的に有効な値は、約１～５００μＭに及び、
通常は約２５～１００μＭ、最適には約５０μＭである。阻害剤は、標的組織でこれらの
濃度を提供するのに十分な投与量で、インビボまたはインビトロで投与される。ＰＩ（３
）キナーゼの他の阻害剤は、ＰＩ（３）キナーゼに特異的なアンチセンス試薬またはｓｉ
ＲＮＡを含んでいる。とりわけ対象となるのは、公に入手可能な配列を使用して、ヒトＰ
Ｉ（３）キナーゼ配列、とりわけ、触媒ｐ１１０サブユニットから得られるアンチセンス
分子である。代替的に、抗体、抗体フラグメント、および、アナログ、または、他の遮断
薬は、活性を低下させるべく、ＰＩ（３）キナーゼに結合するために使用される。
【００９６】
　チオレドキシンは、ジチオールジスルフィド活性部位を包含する、１２－ｋＤオキシド
レダクターゼ酵素である。それは広範に分布しており、植物や細菌から哺乳動物までの多
くの生物に見られる。チオレドキシンのための多数のインビトロ基質は、リボヌクレアー
ゼ、コリオゴナドトロピン、凝固因子、グルココルチコイド受容体、および、インスリン
を含んで特定されている。チオレドキシンは、ＣＸＸＣモチーフにおける２つの隣接する
システインの存在によるアミノ酸配列の値を特徴とする。これらの２つのシステインは、
他のタンパク質を還元するチオレドキシンの能力の鍵である。チオレドキシンのタンパク
質は、チオレドキシンフォールドと称される特徴的な三次構造も有している。
【００９７】
　チオレドキシンは、ＮＡＤＰＨ依存性の反応において、フラボ酵素チオレドキシン還元
酵素によって還元された状態で維持される。チオレドキシンは、ペルオキシダーゼとリボ
ヌクレオチド還元酵素に対する電子供与体として作用する。関連するグルタレドキシンは
、チオレドキシンの機能の多くを共有するが、特定の還元酵素よりもむしろグルタチオン
によって還元される。
【００９８】



(21) JP 2014-520147 A 2014.8.21

10

20

　アポトーシスを誘発するためにＴｒｘまたはＴｒｘＲのいずれかを標的とする多くの阻
害剤が記載されてきた。例えば、スベロイルアニリドヒドロキサム酸（ＳＡＨＡ）は、Ｔ
ｒｘの内因性阻害剤をアップレギュレートすることによって機能する。他の化合物は、Ｔ
ｒｘＲのセレノシステイン含有活性部位を標的とする。これらは、金化合物、白金化合物
、三酸化ヒ素、モテクサフィンガドリニウム、亜硝酸化合物、および、様々なフラボノイ
ドを含んでいる。加えて、いくつかの化合物は、ＴｒｘＲをＲＯＳ生成酵素に変換する。
ＰＸ－１２は現在、チオレドキシン阻害剤として臨床治験で用いられている。
【００９９】
（組成物および使用方法）
　ＴＧ２、とりわけ腸のＴＧ２の活性を阻害するために使用されてもよい治療用の化合物
が、本明細書で提供される。これらの化合物は、様々な経路による治療的投与のための様
々な製剤に組み込むことができる。より具体的には、本明細書で開示された化合物は、適
切で薬学的に許容可能な担体、希釈剤、賦形剤および／またはアジュバントとの組み合わ
せによって、医薬組成物へ処方され得る。下記は発明の化合物の例である。
【０１００】
　特定の実施形態では、被験体の化合物は、化合物の光学異性および／または立体異性に
寄与する置換基を含んでいる。化合物の塩、溶媒和物、水和物、および、プロドラッグ形
態も対象としている。
そのような形態はすべて、本発明に包含される。したがって、本明細書に記載の化合物は
、その塩、溶媒和物、水和物、プロドラッグ、および、異性体の形態を含み、その薬学的
に許容可能な塩、溶媒和物、水和物、プロドラッグ、および、異性体を含む。特定の実施
形態では、化合物は薬学的に活性な誘導体へと代謝されてもよい。
【０１０１】
　所望の組成物は、チオレドキシン阻害剤ＰＸ１２（１）とそのアナログを含み、以下の
表１で説明される化合物を含んでいる。
【０１０２】
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【表１】

【０１０３】
　とりわけ対象となるのは以下の化合物である：
【０１０４】
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【化１】

【０１０５】
【化２】

【０１０６】
【化３】

【０１０７】
　これらは特異性において３００倍以上の改善を示している。
【０１０８】
　対象となる化合物は次のものを含んでいる。
【０１０９】

【化４】

【０１１０】
【化５】

【０１１１】
　これらも対象となっており、揮発性の２－ブタンチオール部分は、ペナルティを受ける
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ことなく、揮発性でないチオール類と取り替えられる。２－ブタンチオール脱離基は、以
前のヒト臨床研究においてＰＸ－１２の用量制限毒性の源であった。
【０１１２】
【表２】

【０１１３】
　所望の組成物は、ＴＧ２阻害剤ＥＲＷ１０４１Ｅ（２）とそのアナログを含み、以下の
表３で説明される化合物を含む。
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【０１１４】
【表３】

【０１１５】
　所望の化合物は、限定されないが、以下を含んでいる：
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【０１１６】
【化６】

【０１１７】
【化７】

【０１１８】
【化８】

【０１１９】
　これらの化合物は、ＴＧ２への特異性を著しく改善しており、したがって、治療的な用
途に有望な手がかりである。これらの化合物の持続性は、直交性のアルキン基の存在によ
ってとりわけ魅力的である。
【０１２０】
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【表４】

【０１２１】
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【表５】

【０１２２】
　ＴＧ２の活性化または活性を阻害する、および／または、腸の傍細胞輸送を阻害する薬
剤は、望ましい結果を達成するのに有効な期間および投与量で、必要としている個体に投
与される。本発明は、治療的な投与のために様々な製剤中の阻害剤を提供する。１つの態
様では、薬剤は、適切な薬学的に許容可能な担体または希釈剤との組み合わせによって、
医薬組成物へと処方され、および、錠剤、カプセル、粉末剤、顆粒剤、軟膏剤、溶液、坐
剤、注射剤、吸入剤、ゲル剤、ミクロスフェア、および、エアロゾルなどの、固体、半固
体、または、気体の形態の調製物へと処方される。そのため、経口投与が好ましい投与経
路であるが、阻害剤の投与は様々な方法で達成される。製剤によっては、阻害剤は、移植
部位で活性投与量を保持するように作用する移植片の使用などの製剤のおかげで局在化さ
れるか、あるいは、さもなければ、関連する薬物動態学によって局在化される。
【０１２３】
　医薬品の剤形では、阻害剤は、その薬学的に許容可能な塩の形態で投与される。いくつ
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かの剤形では、阻害剤は単独で使用され、別の剤形では、阻害剤は、別の薬学的に活性な
化合物と組み合わせて投与される。後者の実施形態では、別の活性化合物は、実施形態に
よっては、有毒なグルテンオリゴペプチドを開裂する、あるいは、さもなければ分解分解
することができるグルテナーゼである。
【０１２４】
　経口調製剤については、薬剤は、単独で投与されるか、あるいは、錠剤、粉末剤、顆粒
剤、または、カプセルを作るための適切な添加剤と組み合わせて、例えば、ラクトース、
マンニトール、トウモロコシデンプン、または、ジャガイモデンプンなどの従来の添加物
と組み合わせて、結晶セルロース、セルロース誘導体、アラビアゴム、トウモロコシデン
プンまたはゼラチンなどの結合剤と組み合わせて、トウモロコシデンプン、ジャガイモデ
ンプンまたはカルボキシメチルセルロースナトリウムなどの崩壊剤と組み合わせて、タル
クまたはステアリン酸マグネシウムなどの滑沢剤と組み合わせて、および、実施形態によ
っては、賦形剤、緩衝薬、湿潤剤、保存料、および、香味料と組み合わせて投与される。
【０１２５】
　本発明の１つの実施形態では、経口調製剤は、活性薬剤が腸管に送達されるように、腸
溶コーティングを含む。腸用製剤は、胃の強酸性内容物から活性成分を保護するためにし
ばしば使用される。そのような製剤は、酸性の環境下で不溶性で、かつ、塩基環境下で可
溶性のポリマーの膜で、固体の剤形をコーティングすることによって作成される。典型的
な膜は、酢酸フタル酸セルロース、ポリ酢酸ビニルフタレート、ヒドロキシプロピルメチ
ルセルロースフタレート、および、ヒドロキシプロピルメチルセルロースアセテートサク
シネート、メタクリル酸塩共重合体、および、酢酸フタル酸セルロースである。
【０１２６】
　他の腸用製剤は、胃腸の粘液および細胞内膜との強力な接着相互作用を示し、パイエル
板のリンパ組を覆う粘膜の吸収上皮と濾胞関連上皮を横断することができる、生物学的に
腐食しやすいポリマーで作られた人工のポリマーミクロスフェアを含む。ポリマーは、長
時間、腸上皮との接触を維持し、細胞を通って、実際には、細胞を通っておよび細胞間で
、上皮に浸透する。例えば、Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｎａｔ
ｕｒｅ　３８６　（６６２３）：　４１０－４１４を参照。Ｄｏｒｋｏｏｓｈらによって
（２００１）　Ｊ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　７１（３）：３０７－１８で記載
されたように、薬物送達系は、非常に多孔性のヒドロゲル（ＳＰＨ）とＳＰＨ化合物（Ｓ
ＰＨＣ）のコアを利用することもできる。別の実施形態では、阻害剤またはその製剤は、
食物と混ぜ合わされるか、あるいは、グルテンを含む前処理した食品に対して使用される
。
【０１２７】
　製剤は一般に単位剤形で提供され、用語「単位剤形」とは、ヒト被験体の単一投与量と
して適切な物理的に別々の単位を指し、各々の単位は、薬学的に許容可能な希釈剤、担体
、または、ビヒクルと連動して所望の効果を生むのに十分な量で計算された、あらかじめ
決められた量の阻害剤を包含する。本発明の単位剤形の仕様は、用いられる特定の複合体
、達成される効果、および、宿主のそれぞれの複合体に関連した薬物動力学に依存する。
【０１２８】
　ビヒクル、アジュバント、担体または希釈剤などの薬学的に許容可能な賦形剤は、公に
容易に入手可能である。さらに、ｐＨ調節および緩衝剤、等張化剤、安定剤、湿潤剤など
の薬学的に許容可能な補助物質は、公に容易に入手可能である。
【０１２９】
　処置される患者および疾病と投与経路に依存して、阻害剤は、一日当たり０．０１ｍｇ
Ｖ／ｋｇ（体重）から５００ｍｇ、例えば、平均的な人で一日当たり約１００ｍｇの投与
量で投与される。投与量は、小児製剤用に適切に調節される。特定の阻害剤、患者の食事
と食事のグルテン含有量、症状の重篤度、および、副作用に対する被験体の脆弱性に応じ
て、投与量が変動することを、当業者はすぐに認識するであろう。本発明の阻害剤のなか
には他のものよりも有力なものもある。所定の阻害剤の好ましい投与量は、様々な手段に
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よって当業者が容易に決定することができる。１つの好ましい手段は、所定の化合物の生
理的な効能を測定することである。
【０１３０】
　投与のための様々な方法が本発明を実施する際に使用される。１つの好ましい実施形態
では、例えば、食事とともに経口投与が用いられる。治療用製剤の投与量は、疾患の性質
、投与の頻度、投与の方法、患者からの薬剤の排除などに依存して、広範に変化し得る。
初回投与量を多くして、その後、維持量を少なくすることができる。用量を週に一度また
は二週に一度の低頻度で投与することができ、あるいは、しばしば少量に分割して、毎日
、食事と一緒に、二週に一度、投与されることで、有効量を維持することができる。
【０１３１】
（病状）
　本発明の方法が対象とする疾病は、様々な腸疾患、特に慢性の炎症性疾患を含んでいる
。本発明の幾つかの実施形態において、患者は、処置が企図される腸疾患を有していると
診断される。対象となる腸疾患は、限定されないが、セリアックスプルー、ヘルペス性皮
膚炎、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、および、クローン病を含む。
【０１３２】
　セリアックスプルーは、グルテンに対する不耐性によって引き起こされた遺伝的に感受
性が強い個体における免疫介在性の疾患であり、吸収不良を引き起こす粘膜の炎症を結果
として生じる。症状は通常、下痢と腹部の不快感を含んでいる。発症は小児期が一般的だ
が、後年生じることもある。典型的な症状は存在しない。患者のなかには無症の人もおり
、単に栄養不足の兆候を有するだけの人もいる。深刻なＧＩ症状を呈する人もいる。
【０１３３】
　セリアックスプルーは、食事にシリアルを導入した後の幼時期と小児期に現れる。子ど
もは、成長障害、感情鈍麻、食欲不振、顔面蒼白、全身の筋緊張低下、腹部膨張、および
、筋肉の消耗を有している。便は柔らかく、かさばっていて、粘土色で、不快である。も
っと年長の子どもは、貧血または発育不全を現わすこともある。成体では、倦怠、脱力感
および食欲不振がもっとも一般的である。中程度や軽度の下痢はときおり見られる症状で
ある。脂肪便は、中程度から重度（一日当たり７～５０ｇの脂肪）まで様々である。患者
のなかには、痩せる必要が滅多にないほど体重が減少するものもいる。貧血、舌炎、口角
炎およびアフタ性潰瘍は、これらの患者で通常見られる。
ビタミンＤとカルシウムの欠乏（例えば、骨軟化症、骨減少症、骨粗鬆症）の徴候は一般
的である。男性と女性の両方で受精率が低くなることもある。
【０１３４】
　診断は、臨床的に、および、吸収不良を暗示する実験室での以上によって疑われるもの
であってもよい。家族内の発生率は貴重な手掛かりである。セリアックスプルーは、明白
なＧＩ出血のない鉄欠乏の患者では強く考慮されなければならない。確認は通常、十二指
腸の第２の部分からの小腸生検を含んでいる。発見物は、絨毛の不足または欠乏（絨毛萎
縮）、上皮内の細胞の増加、および、陰窩の過形成を含んでいる。生検結果が非特異性で
あるかもしれないので、血清学的マーカーは診断を助けることができる。組み合わせた抗
グリアジン抗体（ＡＧＡ）と抗筋肉内抗体（ＥＭＡ。腸の結合組織タンパク質に対する抗
体）は、ほぼ１００％の陽性および陰性の適中率を有している。これらのマーカーは、感
染した患者の一親等血縁者、および、セリアックスプルーに関連して頻繁な頻度で生じる
疾患を抱え患者を含む、セリアックスプルーの罹患率の高い集団を選別するために使用す
ることができる。いずれの検査も陽性である場合、患者は診断に役立つ小腸生検を行なっ
てもよい。両方が陰性の場合、セリアックスプルーの可能性は低い。他の研究所での異常
はしばしば生じ、これを探すこともある。これらは、貧血（小児の鉄欠乏性貧血および成
人の葉酸欠乏性貧血）；低アルブミン、低カルシウム、低Ｋ、および、低ナトリウム；お
よび、アルカリホスファターゼおよびＰＴの上昇を含んでいる。吸収不良検査はセリアッ
クスプルーには特異的ではないが、しばしば行なわれる。この検査が行なわれると、共通
する発見物は、１０～４０ｇ／日の脂肪便と、異常なＤ－キシロースおよび（重篤な回腸
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疾患では）テストを含んでいる。
【０１３５】
　従来の処置は、グルテンを含まない食事（小麦、ライ麦または大麦を含有する食物を裂
ける）である。グルテンは非常に広範に使用されているため、患者は、回避すべき食物の
詳細なリストを必要とする。患者は、栄養士に意見を求め、セリアック病患者のサポート
グループに加わるように激励される。グルテンを含まない食事に対する反応は通常迅速で
あり、症状は１～２か月で消散する。グルテンを含む少量の食物を摂取すると、寛解を防
いだり、疾患を誘発したりすることもある。
【０１３６】
　合併症は、難治性のスプルー、膠原性のスプルー、および、腸のリンパ腫の進行を含ん
でいる。腸のリンパ腫はセリアックスプルー患者の６～８％に影響し、通常患者の５０歳
代で見られる。他のＧＩ悪性腫瘍（例えば、食道または中咽頭の癌、小腸腺癌）の発生率
は増加する。グルテンを含まない食事へのアドヒアランスは、悪性の危険を著しく減らす
ことができる。
【０１３７】
　疱疹状皮膚炎は、重篤な掻痒性の小水疱、丘疹、および、蕁麻疹のクラスターによって
特徴付けられる慢性的な皮疹である。原因は自己免疫である。診断は、直接免疫蛍光法テ
ストを用いる皮膚生検による。処置は通常ダプソンまたはスルファピリジンを用いる。
【０１３８】
　この疾患は、通常３０乃至４０歳の患者３０で見られ、黒人および東アジア人ではまれ
である。これは自己免疫性疾患である。セリアックスプルーは、疱疹状皮膚炎患者の７５
乃至９０％と、患者の親類の数人で見られるが、ほとんどの場合、無症候性である。甲状
腺疾患の発生率も増加する。症状がよく制御されているときでさえ、ヨウ化物はその疾病
を悪化させることもある。用語「ヘルペス状」は、ヘルペスウィルスとの関係よりもむし
ろ病変のクラスター化した外観を指している。
【０１３９】
　患者は、病変と、隣接する正常に思われる皮膚の皮膚生検を有することもある。皮膚の
乳頭の先端におけるＩｇＡ沈着が通常見られ、診断には重要である。患者はセリアックス
プルーと診断されなければならない。
【０１４０】
　長期間（例えば、６－１２か月）グルテンを含まない食事を厳格に遵守することで、一
部の患者の疾患を制御し、薬物療法の必要をなくすまたは減らす。薬物が必要な場合、ダ
プソンが症状改善をもたらすこともある。それは、一日に一度５０ｍｇの経口で始められ
、一日に二度、または一日に三度（あるいは、一日に一度１００ｍｇの投与量）に増やさ
れ、これは、通常１～３日以内に、そう痒を含む症状を劇的に和らげ、そうでない場合、
その投与量が継続される。まったく改善が生じない場合、投与量を毎週増やし、一日に四
度、１００ｍｇに増やすことができる。ほとんどの患者は、一日当たり５０～１５０ｍｇ
を維持することができ、一週間あたり２５ｍｇほどの少量しか必要としない患者もいる。
それほど有効でないが、スルファピリジンは、ダプソンを許容することができない患者の
ための代替案として使用されてもよい。最初の経口投与量は一日二度５００ｍｇで、疾患
が制御されるまで、１－２週間ごとに、一日当たり１ｇだけ増やす。維持量は、一週間当
たり二度５００ｍｇから、一日一度１０００ｍｇまで変動する。コルヒチンは別の処置の
選択肢である。病変が消散するまで処置を継続する。
【０１４１】
　クローン病（限局性腸炎；肉芽腫性回腸炎または回結腸炎）は通常、回腸末端部および
遠位結腸に影響を及ぼすが、ＧＩ管の任意の一部で生じることもある、慢性的な貫壁の炎
症性疾患である。症状は下痢と腹痛を含んでいる。膿瘍、内瘻および外瘻、および腸閉塞
が生じることもある。腸外の症状（特に関節炎）が生じることもある。診断は結腸内視鏡
検査とバリウム造影検査による。処置は、５－アミノサリチル酸、コルチコステロイド、
免疫調節物質、抗サイトカイン、抗生物質、および、しばしば外科手術を用いる。
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【０１４２】
　最も一般的な最初の症状は、腹痛、熱、食欲不振、および、体重の減少を伴う慢性的な
下痢である。腹部には圧痛があり、腫瘤または膨満は触知できるかもしれない。肉眼の直
腸出血は、単離した結腸の疾患以外では異常であり、それは潰瘍性大腸炎に類似して現れ
ることもある。何人かの患者は、急性虫垂炎または腸閉塞を刺激する急性腹症を呈する。
患者の約３３％は、肛門周囲の疾患（とりわけ、亀裂および瘻孔）を有しており、それは
しばしばもっとも顕著であるか、あるいは、最初の苦情でさえある。小児では、腸外の所
見はしばしばＧＩ症状を圧倒し、関節炎、原因不明熱、貧血または発育遅延が主な症状で
あることもあり、一方で、腹痛または下痢がないこともある。
【０１４３】
　再発性疾患では症状は変わる。疼痛はもっとも一般的であり、単純な再発と膿瘍形成の
両方で生じる。重篤な突然の再発患者または膿瘍を抱えた患者は、顕著な圧痛、防御、反
跳、および一般的な有毒性の外観を有する傾向がある。狭窄部分は、疝痛、膨満、便秘お
よび嘔吐と共に、腸閉塞を引き起こすこともある。以前の外科手術からの癒着は、クロー
ン病の突然の再発による閉塞に特有な熱、疼痛、および倦怠感の前駆症状なく、急に始ま
る腸閉塞を引き起こすこともある。腸膀胱瘻は、尿に気泡を生成することもある（気尿症
）。皮膚の瘻孔の排出が生じることもある。腹膜腔への自由な穿孔は異常である。
【０１４４】
　クローン病は、炎症性または閉塞性の症状のある患者、あるいは、顕著なＧＩ症状はな
いが、肛門周囲瘻または膿瘍、またはそうでなければ説明のできない関節炎、結節性紅斑
、発熱、貧血または（子どもの）発育不全のある患者で疑われなければならない。クロー
ン病の家族歴も疑いの指標を増やす。（初めての、または、再発した）急性腹症を示す患
者は、水平かつ直立な腹部のＸ線と腹部ＣＴスキャンを受けなければならない。これらの
研究は、閉塞、膿瘍または瘻孔、および、急性腹症の他の可能な原因（例えば、虫垂炎）
を証明する。超音波は、下腹部と骨盤の痛みを抱えた女性で、婦人科的病変をよりよく描
写することもある。
【０１４５】
　最初の症状がそれほど急性でない場合、小腸フォロースルーと回腸末端のスポット写真
を用いる上部消化管検査は、従来の結合組織よりも好ましい。しかしながら、大量の経口
摂取した造影剤と高分解能ＣＴを組み合わせるＣＴ腸運動記録法の最新の技術は、中枢に
よっては選択の手順になりつつある。これらの撮像研究が腸ループの分離に伴って特徴的
な狭窄または瘻孔を示す場合、これらは事実上診断である。発見物が疑わしい場合、ＣＴ
高位浣腸法またはビデオカプセル（ｖｉｄｅｏ　ｃａｐｓｕｌｅ）小腸内視鏡は、表在性
アフタ性潰瘍および線状潰瘍を示すかもしれない。症状が圧倒的に結腸で見られ（例えば
、下痢）、不規則な回腸末端へのバリウムの逆流、小結節、凝り、壁肥厚、および、管腔
の狭小化を示すこともある場合、バリウム注腸Ｘ線が使用されてもよい。同様のＸ線発見
物を有する患者での鑑別診断は、盲腸の癌、回腸カルチノイド、リンパ肉腫、全身性血管
炎、放射線腸炎、回盲部結核、および、アメーバ腫を含んでいる。
【０１４６】
　確立されたクローン病は、めったに直らないが、間欠性の悪化および寛解を特徴とする
。患者のなかには、頻繁な衰弱性の痛みの周期を伴う重篤な疾患に苦しむ者もいる。しか
しながら、賢明な薬物療法と、適切な場合には外科手術療法とで、ほとんどの患者はよく
機能し、適合に成功する。疾患関連の死亡率は非常に低い。結腸と小腸の癌を含むＧＩ癌
は、過剰なクローン病関連の死亡率の主要な原因である。
【０１４７】
　過敏性腸症候群は、様々な程度の腹痛、便秘または下痢、および、腹部膨満を含む、再
発性の上部および下部のＧＩ症状からなる。診断は臨床的である。処置は一般に対症的で
あり、食事管理と、セロトニン受容体で活性な抗コリン薬および薬剤を含む薬物とからな
る。
【０１４８】
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　一貫した運動異常はない。患者のなかには、結腸の活性が長期間遅延している、異常な
胃結腸反射を有するものもいる。胃内容排出が減少するか、空腸の運動に支障が出ること
もある。一部の患者は実証可能な異常変調を有しておらず、そのような患者のなかには、
異常は症状とは関連がないこともある。小腸の通過は変動する。しばしば、近位の小腸は
、食物または副交感神経興奮薬に過敏に反応するように思われる。Ｓ字結腸に関する管腔
内圧研究は、機能性便秘が反応性亢進の膨起分割（ｈａｕｓｔｒａｌ　ｓｅｇｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎ ）（つまり、収縮の頻度および大きさの増加）とともに生じ得ることを示して
いる。対照的に、下痢は運動機能の低下に関係している。したがって、強い収縮は、時と
して、通過を加速するまたは遅らせることがある。
【０１４９】
　通常の量の管腔内での膨張に対する過敏症と、通常の量の腸内ガスの存在下での疼痛の
認識の増加が存在する。疼痛は、腸の平滑筋の異常に強い収縮、または、膨張に対する腸
の感受性の増加によって引き起こされるように思われる。ホルモンガストリンおよびコレ
シストキニンへの過敏症も存在するかもしれない。しかしながら、ホルモンの変動は症状
と関連しない。高カロリー密度の食事は、筋電活性および胃の運動の大きさと頻度を増加
させることもある。脂肪の摂取は、運動活性のピークを遅らせることもあり、それは過敏
性腸症候群で悪化することもある。月経の最初の数日は、一時的なプロスタグランジンＥ
２の上昇をもたらすことがあり、恐らくプロスタグランジンの放出による、疼痛と下痢の
増加をもたらしかねない。
【０１５０】
　過敏性腸症候群の２つの主な臨床的なタイプが記載されている。便秘が優勢な過敏性腸
症候群では、ほとんどの患者は、結腸の少なくとも１つの領域一帯に痛みを有しており、
より正常な排便回数に代わって便秘の期間を有している。便はしばしば透明か白い粘液を
含んでいる。疼痛は、発作で現れる仙痛、または、連続的な鈍痛のいずれかであり、排便
によって取り除かれることもある。食事は一般に症状を引き起こす。膨満、鼓腸、吐き気
、胃腸障害および胸やけが生じることもある。
【０１５１】
　下痢が優勢な過敏性腸症候群は、上昇するとすぐに、あるいは、食事とりわけ早食いの
直後に生じる、急な下痢を特徴とする。夜間下痢は異常である。疼痛、膨満、および、便
意逼迫は一般的であり、失禁が生じることもある。痛みのない下痢は一般的ではない。
【０１５２】
　診断は、特徴的な腸のパターン、疼痛の時間と特徴、および、健康診断と日常的な診断
テストを介する他の疾患プロセスの排除に基づく。「赤旗」が存在する場合（高齢、体重
減少、直腸出血、嘔吐）、診断検査は一層集中的にならなければならない。柔軟な光ファ
イバー機器による直腸Ｓ状結腸鏡検査が行なわれなければならない。Ｓ状結腸鏡および空
気吹送法の導入は、しばしば腸の攣縮と疼痛を引き起こす。過敏性腸症候群における粘膜
と血管のパターンは正常に見えるのが一般的である。結腸内視鏡検査は、結腸のポリープ
と腫瘍を除外するために、排便習慣の変化を伴う４０歳以上の患者、とりわけ、これまで
に過敏性腸症候群の症状を呈していなかった患者に好ましい。慢性的な下痢の患者、とり
わけ、年配の女性では、粘膜生検は潜在的な顕微鏡的大腸炎を除外することができる。
【０１５３】
　傍細胞輸送。傍細胞輸送は上皮の細胞間の物質の移動を指す。それは、物質が細胞を通
って移動し、頂端膜と側底膜の両方を通過する「経細胞輸送」とは対照的である。胃腸管
のような管腔の器官の上皮層は、管腔の内容物と下層の組織コンパートメントの間で、調
節された選択的に透過性の障壁を形成する。上皮細胞と内皮細胞全体の傍細胞の浸透性は
、密着結合とも呼ばれる頂端の細胞間結合によって主に調節される。密着結合とその下部
にある接着結合は、頂端の結合複合体を構成する。栄養素、内部シグナル伝達分子、およ
び、サイトカインなどの刺激は、頂端のＦ－アクチン構築に影響を及ぼし、ＡＪＣ構造と
傍細胞の浸透性も調節する。
【０１５４】
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（スクリーニング方法）
　本発明の他の実施形態では、ＴＧ２活性化に作用する候補となる薬剤を特定するために
、ハイスループットのインビトロの細胞または無細胞アッセイを含むアッセイが提供され
る。本発明のアッセイでは、ＴＧ２は、γ－ＩＦＮで処理された腸細胞によって活性化さ
れる。ＴＧ２活性のレベルは、当該技術で既知の方法によって、例えば、ＴＧ２基質の架
橋結合を決定することによって、モニターすることができる。活性酵素のレベルは、例え
ば、適切な親和性アッセイなどによって決定されるように、総ＴＧ２濃度と比較されても
よい。候補となる薬剤は、系と接触してもよく、ＴＧ２活性化に対する効果は、必要に応
じて、活性化を測定するのに十分な時間、インキュベートした後に決定される。対照とし
て、アッセイは、薬剤のない状態の活性と、または、ＴＧ２活性化を阻害すると本明細書
で示された薬剤、例えば、ＰＩ３キナーゼの阻害剤、チオレドキシンなどの阻害剤などの
ある状態の活性と比較されてもよい。ＴＧ２活性の測定が上に記載された通りである場合
、無細胞のアッセイは、チオレドキシンのある状態で、および、様々な酸化還元電位を備
えた緩衝液に曝露した後のＴＧ２の調製を利用してもよい。候補となる薬剤は、限定され
ないが、γ－ＩＦＮの阻害剤、ＰＩ３キナーゼの阻害剤、チオレドキシンの阻害剤、ＴＧ
２の阻害剤などを含む。
【０１５５】
　本明細書で使用されるような用語「薬剤」は、ＴＧ２活性化または傍細胞輸送を変える
能力を備えた、任意の分子（例えば、タンパク質または医薬品）について記載している。
一般に、様々な濃度への反応差を得るために、複数のアッセイ混合物が異なる剤濃度と並
行して実行される。典型的には、これらの濃度の１つは、陰性対照として、すなわち、０
濃度または検出レベル以下で役立つ。
【０１５６】
　候補となる薬剤は一般的に有機分子であり、好ましくは、５０以上かつ約２，５００未
満のダルトンの分子量を有する小さな有機化合物であるが、多くの化学物質分類を包含す
る。候補となる薬剤は、タンパク質との構造的な相互作用、とりわけ水素結合に必要な官
能基を含み、典型的には、少なくともアミン、カルボニル、ヒドロキシル、または、カル
ボキシル、好ましくは少なくとも官能化学基の２つを含む。候補となる薬剤は、上記の官
能基の１つ以上で置換された、周期的な炭素または複素環の構造、および／または、芳香
族または多環芳香族の構造をしばしば含む。候補となる薬剤は、ペプチド、糖類、脂肪酸
、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導体、その構造的なアナログまたは組み合わせを
含む生体分子でも見られる。
【０１５７】
　候補となる薬剤は、合成または天然の化合物のライブラリを含む多種多様な源から得ら
れる。例えば、多くの手段は、無作為化したオリゴヌクレオチドおよびオリゴペプチドの
発現を含む、多種多様な有機化合物および生体分子の無作為な合成と対象とした合成に利
用可能である。代替的には、細菌、真菌、植物および動物抽出物の形をした天然化合物の
ライブラリは、利用可能であるか、あるいは、容易に生成される。さらに、天然または合
成的に生成されたライブラリおよび化合物は、従来の化学的、物理的、および、生化学的
手段によって容易に修飾され、組み合わせのライブラリを生成するために使用されてもよ
い。既知の薬物は、構造的なアナログを生産するために、アシル化、アルキル化、エステ
ル化、アミド化（ａｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）などの対象としたまたは無作為な化学修
飾にさらされてもよい。
【０１５８】
　スクリーニングアッセイには、様々な他の試薬が含まれてもよい。これらは、最適なタ
ンパク質タンパク結合を促進するとともに、および／または、非特異的な相互作用または
背景相互作用を減少させるために用いられる、塩類、中性のタンパク質、例えば、アルブ
ミン、洗浄剤などの試薬を含んでいる。プロテアーゼ阻害剤、ヌクレアーゼ阻害剤、抗菌
剤などのアッセイの効率を改善する試薬が使用されてもよい。必要な結合を提供する任意
の順に、成分の混合物が加えられる。インキュベーションは、任意の適温で、一般的に４
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－４０度で行なわれる。インキュベーション時間は最適な活性のために選ばれるが、迅速
なハイスループットスクリーニングを促進するために最適化されてもよい。典型的には０
．１～１時間で十分である。
【０１５９】
　所望の薬理活性を有する化合物は、生理学的に許容可能な担体で、宿主に投与されても
よい。阻害剤は、様々な方法で、経口、局所的、非経口的、例えば、皮下に、腹腔内に、
ウイルス感染によって、血管内などによって投与されてもよい。導入の手法に依存して、
化合物は、様々な方法で処方されてもよい。製剤での治療上活性な化合物の濃度は、約０
．１重量％から１０重量％と異なってもよい。
【０１６０】
　以下の実施例は、本発明の製造方法と使用方法の完全な開示と記載を当業者に提供する
ために示されており、本発明の範囲を制限することや、以下の実験がすべて、または、一
部の実験のみが行われることを表すことを意図してはいない。用いられる数値（例えば、
量、温度など）に関する精度を保証するための努力がなされてきたが、実験誤差や逸脱が
存在するかもしれない。特段の指定のない限り、部分は重量部分であり、分子量は重量平
均分子量であり、温度は摂氏度であり、圧力は気圧であるか気圧に近い。
【０１６１】
（実施例１）
　ＩＦＮ－γがこれらのＴ細胞によって分泌された一次性の炎症誘発性サイトカインであ
るため、我々は、細胞外のＴＧ２活性化のためのシグナル伝達経路－ＩＦＮ－γによって
誘発されるもの－の存在を仮定した。この仮説をテストするために、我々は、これらの細
胞がＩＦＮ－γに反応したことを示唆する大規模な証拠によって、ヒト腸の上皮細胞株Ｔ
８４を調査した。特に、Ｔ８４細胞の培養された単層の側底側がＩＦＮ－γに晒されると
、その透過性は、グルテンペプチドの経上皮の流束によって測定されるように増加する。
このアッセイを用いて、我々は、細胞外のＴＧ２活性化のためのシグナル伝達経路の存在
を確認し、ＰＩ３キナーゼがセリアックスプルー療法の有望な標的であることも確認した
。
【０１６２】
　Ｔ８４単層でのＩＦＮ－γ媒介性のペプチドのモル流束は、傍細胞輸送によって支配さ
れる。この研究で使用されるＴ８４モデルが、ＩＦＮ－γにさらされたとき、その経上皮
のペプチドのモル流束は増加した（図１Ａ）。具体的には、我々は、Ｃｙ５標識化したグ
ルテンペプチド（ＬＱＬＱＰＦＰＱＰＱＬＰＹＰＱＰＱＬＰＹＰＱＰＱＬＰＹＰＱＰＱＰ
Ｆ（別名、３３ｍｅｒ））と、傍細胞経路を介して腸上皮にわたって排他的に輸送される
Ｄ－アミノ酸で構成されたＣｙ３標識化したオクタペプチド（ｅａｓａｓｙｓａ（別名、
Ｄ８ｍｅｒ））の流束を測定した。コラーゲンでコーティングされた支持体上で成熟する
まで成長したＴ８４細胞は、４８時間、側底側でＩＦＮ－γによって処理された。Ｃｙ５
－３３ｍｅｒとＣｙ３－Ｄ８ｍｅｒの頂端から側底への流束は、４時間の間、１時間ごと
に側底チャンバーを採取することによって定量化された。ＩＮＦ－γは、Ｔ８４単層にわ
たってＣｙ５－３３ｍｅｒとＣｙ３－Ｄ８ｍｅｒのペプチドのモル流束を１０倍までも増
加させた（図１Ｂ）。実験誤差内では、流束のこの増加は両方のペプチド（図１Ｃ）で確
認され、このことは、傍細胞輸送が、Ｔ８４上皮細胞単層にわたってグルテンペプチドの
トランスロケーションのための有力な経路であることを示唆している。セリアックスプル
ーの文脈では、傍細胞ペプチド輸送は、グルテンペプチドが、小腸の細胞外マトリックス
でＴＧ２へのアクセスを獲得することを可能にする。
【０１６３】
　ＩＦＮ－γは、Ｔ８４単層の細胞外マトリックス中のＴＧ２を活性化する：抗原グルテ
ンペプチドの傍細胞浸透性を増加させることに加えて、我々は、ＩＦＮ－γが、成熟した
Ｔ８４単層の細胞外マトリックス中でＴＧ２を活性化することができるかどうか測定しよ
うと試みた。再び、これらの細胞の側底側は、４８時間、様々な用量のＩＦＮ－γに晒さ
れた。その後、ＴＧ２である、５－ビオチンアミド（ｂｉｏｔｉｎａｍｉｄｏ）ペンチル
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アミン（５ＢＰ）の小分子基質が、細胞培養培地に簡潔に加えられた。このあいだに、触
媒活性ＴＧ２は、細胞外マトリックス中のフィブロネクチンなどのタンパク質に５ＢＰを
付けた。Ｔ８４モデル系でＩＦＮ－γがＴＧ２を活性化する程度を定量化するために、酵
素結合免疫吸着型アッセイ（ＥＬＩＳＡ）が、西洋ワサビペルオキシダーゼに結合したス
トレプトアビジンを使用して展開された。Ｔ８４単層は、１－７２時間ＩＦＮ－γに晒さ
れ、その後、４時間、５ＢＰによるインキュベーションを行った。その後、培養物はＰＢ
Ｓで洗われ、４％（ｗ／ｖ）パラホルムアルデヒドで固定され、再度洗われ、５％（ｗ／
ｖ）ＢＳＡで遮断した。Ｔ８４細胞は、この試験中で透過性にはならなかったため、結果
として、ストレプトアビジンの認識は、細胞表面または細胞外マトリックスタンパク質に
取り付けられるビオチンに限定的である。図２に示されるように、ＴＧ２活性は、ＩＦＮ
－γに反応して着実に増加する。ＴＧ２阻害剤ＥＲＷ１０４１Ｅ（３）による前処理は、
５ＢＰの取り込みを完全に遮断し、生化学アッセイによって特定された候補薬剤のＴＧ２
阻害剤をスクリーニングするために、この細胞培養アッセイの有用性を立証する。
【０１６４】
　ＩＦＮ－γ媒介性のＴＧ２活性化におけるＰＩ３キナーゼの役割：キナーゼは、様々な
ヒトの疾患の処置における有望なクラスの薬物標的である。多くのキナーゼは、Ｔ８４の
腸上皮細胞株のバリア機能に影響を及ぼすと考えられている。実施例としては、アデノシ
ン一リン酸で活性化したプロテインキナーゼ（ＡＭＰＫ）、ｒｈｏ関連プロテインキナー
ゼ（ＲＯＣＫ）、セリントレオニンプロテインキナーゼ（ＡＫＴ）、ミオシン軽鎖キナー
ゼ（ＭＬＣＫ）、プロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）、および、ホスファチジルイノシチド
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ）－３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）が挙げら
れる（ＭｃＫａｙ　ｅｔ　ａｌ．　（２００７）　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　３２０
：　１０１３－１０２２；　Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙ　（２００４）　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７９：　２７３９９－２７４０９；　
ａｎｄ　Ｈｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　
Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　３１８：
　６９１－６９７を参照）。
【０１６５】
　したがって、我々は、単一のキナーゼ阻害剤がＩＦＮ－γに反応してＴＧ２活性化を完
全に逆にすることが可能かどうかを証明しようとした。図３に示されるように、ＰＩ３Ｋ
阻害剤ＬＹ２９４００２（２）は、ＴＧ２活性と同様に、経上皮ペプチドのモル流束のＩ
ＦＮ－γに誘発された増加を完全に否定する。ＩＦＮ－γに対する両方の反応は、セリア
ック病に関連する。それぞれが非食事療法の有望な標的と考えられてきたが、それらは、
これまで、消費するグルテンとは無関係の結果だと見なされてきた。我々の発見物は、こ
れらの２つの現象の間に機構的なつながりを確立する。それらはさらに、単一の薬物が食
事のグルテンの両方の副作用を遮断することができるため、ＬＹ２９４００２と、推論に
よって他のＰＩ３Ｋ阻害剤がセリアック病の治療にとって特に魅力的な薬剤であることも
示唆している。模式図２は、化合物１５ｅ（４）［４８］　、ＴＧＸ－２２１（５）［４
９］、ＡＳ－２５２４２４（６）［５０］、および、ＩＣ－８７１１４（７）［５１］を
含む、潜在的に有望なＰＩ３Ｋ阻害剤の他の例を例証している。これらの化合物のいくつ
かは、重大な副作用を伴わずに高用量でヒトに既に投薬されてきた（Ｈａｙａｋａｗａ　
ｅｔ　ａｌ．　（２００６）　Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　１４：　６８４７－６８５８；　Ｊａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（２０
０５）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１１：　５０７－５１４；　Ｐｏｍｅｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（２００６）　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　４９：　３８５７－３８７１；　Ｓａｄｈｕ　ｅｔ　ａｌ．　（２００３）　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１７０：　２６４７－２６５４を参照）。
【０１６６】
　ヒトＴＧ２の活性化における酸化還元電位の役割：細胞外のＴＧ２活性がＩＦＮ－γに
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反応して誘発される正確な機構を理解するために、我々は、ＰＩ３Ｋシグナルカスケード
が、カルシウム結合したＴＧ２を不活性化する隣接するジスルフィド結合の酸化還元状態
を調節すると仮定した。カルシウムイオンとグアニンヌクレオチドは、哺乳類のＴＧ２活
性の２つの周知のアロステリック制御因子である。カルシウムがある状態とグアニンヌク
レオチドがない状態では、ＴＧ２は、「開かれた」活性立体配座を採用する。逆に、カル
シウムがなく、グアニンヌクレオチドがある状態では、ＴＧ２は、「閉じられた」触媒不
活性な立体配座だと仮定する。最近の研究では、第３のアロステリック制御因子が明らか
になった。具体的には、タンパク質の開かれた立体配座における隣接するジスルフィド結
合の形成は、可逆的にその酵素活性を阻害する。細胞外のＴＧ２の大部分がこの不活発な
状態で存在するという仮定によって導かれて、我々は、このジスルフィド結合がＩＦＮ－
γによって調節可能であるかどうか、および、もう可能であるとすると、どのようにして
調節されるのかを証明しようとした。
【０１６７】
　我々はまず、ヒトＴＧ２における隣接するジスルフィド結合の酸化還元電位を測定しよ
うとした。精製された活性なＴＧ２は、１時間、広範な電位範囲（－７０ｍＶから－２３
０ｍＶ）にわたって、１０ｍＭ　ＧＳＨ／ＧＳＳＧ酸化還元緩衝液であらかじめ平衡化し
た。結果として生じるタンパク質の酵素活性が、同じ酸化還元緩衝液中で測定された。Ｇ
ＳＨ／ＧＳＳＧ比率は、分析的なＨＰＬＣで判断されるように、活性アッセイの間、変化
しなかった。予想されたように、不活性化の動力学は比較的緩慢であるように思われたが
（図４Ａ）、酸化還元電位が増加すると、ＴＧ２は不活性化された。約４時間経った後に
のみ、酵素活性が定常状態に到達したので、個々の反応進行曲線の傾斜は、４－５時間後
のデータから計算され、ＤＴＴで処理したＴＧ２の活性と比較された（図４Ｂ）。ＴＧ２
の酸化還元電位Ｅ０は、以下の二電子プロセスに関して、結果として生じるプロットをネ
ルンストの式にあてはめることによって計算され、－１８４±４ｍＶであるとわかった。
【０１６８】
【数１】

【０１６９】
　隣接するジスルフィド結合のＥ０を評価するために設計された代替的な直接実験では、
組み換え型のヒトＴＧ２は、４時間、適切な酸化還元緩衝液であらかじめ平衡化し、その
後、その遊離システイン残基のすべてが、ヨードアセトアミドによって共有結合で標識化
された。変性タンパクはトリプシンで消化され、Ｃ１８液体クロマトグラフィーによって
分離され、ＥＳＩ質量分光法によって分析された。Ｃ３７０、Ｃ３７１、および、Ｃ２３
０の相対的なアルキル化の定量分析から、ＴＧ２の分画的な酸化状態が推測された。順番
に、このデータは、Ｅ０を計算するために、上記のような同じ二電子ネルンスト式にあて
はめた。結果（Ｅ０＝－１９８±５ｍＶ。図４Ｃ）は、活性アッセイによって測定された
酸化還元電位に十分一致していた。
【０１７０】
　チオレドキシンによる酸化したＴＧ２のインビトロ活性化：ｏｘＴＧ２における隣接す
るジスルフィド結合の異常に高い酸化還元電位は、ＴＧ２が細胞外マトリックスでは主に
不活性だったという初期の観察と完全に一致しており、酵素が細胞外マトリックスの酸化
還元電位のわずかな減少の重大なセンサーかもしれないことを示唆した。しかしながら、
熱力学的に好ましい状況下でさえ、ヒトＴＧ２におけるジスルフィド結合の形成／減少の
速度は、比較的遅かった（例えば、図４Ａを参照）。したがって、我々は、細胞外マトリ
ックス中の酸化したＴＧ２が、別の酸化還元活性タンパク質を巻き込む特定の分子認識事
象を介して活性化されたと仮定した。
【０１７１】
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　理論上は、－１８４ｍＶ未満のＥ０値を含む任意のジスルフィド結合還元剤は、酸化し
たＴＧ２を活性化することができる。いくつかの理由で、我々はそのような候補としてチ
オレドキシンをターゲットとした。最初に、チオレドキシン（Ｔｒｘ）は、ＴＧ２［５３
］よりもはるかに小さなＥ０値（－２３０ｍＶ）を有しており、したがって、反応に適切
な推進力を提供すると予想される。次に、Ｔｒｘは哺乳動物で支配的なサイトゾルタンパ
ク質であるが、それは、血漿などの細胞外液ではっきりと認識できる濃度（１－１０ｎＭ
）で見られる。最後だが大事なことは、Ｔｒｘの血漿レベルは、様々な疾患状態に反応し
て著しい増加－癌の処置のためのこの細胞外タンパク質の臨床的な標的化も動機づけた現
象－を経験することが知られている。
【０１７２】
　我々の仮説を試験するために、酸化したＴＧ２のＴｒｘを媒介とした活性化の動力学を
測定した。大腸菌とヒトからのＴｒｘの還元体は、組み換え型の大腸菌の過剰発現によっ
て、および、組み換え型の大腸菌からの精製によって調製された。ジチオスレイトール（
ＤＴＴ）は、参照の小分子還元剤として使用された。比較可能な条件下で、組み換え型の
ヒトＴｒｘは、ＤＴＴよりも少なくとも１００倍高く、大腸菌Ｔｒｘよりも少なくとも１
５０倍高かった二次速度定数で、酸化したＴＧ２を還元した。したがって、我々は、酸化
したＴＧ２のＴｒｘ媒介性の還元のミカエリスメンテンのパラメータを測定することによ
って、ヒトの酸化ＴＧ２へのヒトＴｒｘの特異性を定量化した。Ｔｒｘの特徴がはっきり
した細胞外基質であるインスリンが対照として使用され、ヒトチオレドキシン還元酵素は
、定常状態条件のターンオーバーを達成するために触媒として使用された。インスリン用
のＴｒｘと酸化ＴＧ２のｋｃａｔ／ＫＭは、それぞれ３．６μＭ－１分－１、および、１
．６μＭ－１分－１であり、ＫＭ値はそれぞれ３０μＭおよび２１μＭであった。これら
のパラメータに基づいて、当業者は、細胞外マトリックス中の２．５ｎＭほども小さなＴ
ｒｘが、３０分以内に局所酸化したＴＧ２の１０％を活性化することができるはずである
と推測することができる。
【０１７３】
　小分子ＰＸ－１２（１，１－メチルプロピル　２－イミダゾリル　ジスルフィド）は、
その活性部位システインを酸化することによってＴｒｘを阻害する。酸化したＴＧ２のＴ
ｒｘ媒介性の活性化のための我々のアッセイでは、ＰＸ－１２は、１００μＭのＰＸ－１
２による完全な不活性化で、用量依存的な手法でＴＧ２の活性化を阻んだ。高用量のＰＸ
－１２が重大な副作用なくヒトに投与され、このことは、細胞外のＴｒｘの阻害が安全な
治療上の選択肢になるということを示唆している。
【０１７４】
　インターフェロン－γは、Ｔｒｘの分泌を引き起こし、細胞外のＴＧ２を活性化する：
ＩＦＮ－γがＴｒｘの分泌を介して細胞外のＴＧ２活性化を引き起こすかどうかを試験す
るために、我々は、２つの無関係なアッセイ系を使用した。最初に、Ｔ８４単層が使用さ
れた。というのも、このサイトカインに反応してＴＧ２を活性化するその能力が、既に定
量的に特徴づけられていたためである（上記参照）。したがって、我々は、ＩＦＮ－γへ
の曝露が、培養されたＴ８４単層中の細胞外のＴｒｘの値を変えたかどうか、評価しよう
とした。図５Ａで示されるように、Ｔｒｘ分泌は、ＩＦＮ－γに晒したＴ８４単層の頂端
側と側底側の両方で著しく多かった。初期のレポート［６１］が動機となって、我々は、
ＷＩ－３８繊維芽細胞との共培養において単球細胞株ＴＨＰ－１についても研究した。Ｔ
ＨＰ－１細胞における細胞外のＴｒｘは、ＩＦＮ－γへの曝露に反応して、約３０倍増加
した（図５Ｂ）。ＩＦＮ－γで前処理したＴＨＰ－１細胞が４８時間、ＷＩ－３８単層で
同時にインキュベートされたとき、繊維芽細胞のサブセットのまわりでは強いＴＧ２活性
を検知することができる（図６）。ＩＦＮ－γによる処理がない状態では、ＴＧ２活性は
観察されなかった。我々の発見物は、細胞外のＴＧ２が、ＩＦＮ－γに反応して分泌され
るＴｒｘによって効率的に活性化され得ることを実証している。したがって、ＰＸ－１２
などの薬物候補による細胞外のＴｒｘの薬理学的な阻害が、セリアックスプルーの非食事
療法用の有効な戦略であることが予想される。



(39) JP 2014-520147 A 2014.8.21

10

20

30

【０１７５】
　組み換え型のヒトチオレドキシンは、ヒトの腸の上皮細胞とヒトの線維芽細胞の両方で
細胞外のＴＧ２を活性化する：組み換え型のヒトチオレドキシンが細胞培養でＴＧ２を直
接活性化することができるかどうかを試験するために、我々は、本明細書に記載されたも
のに類似したアッセイにおいてＴ８４とＷＩ－３８の単層を使用した。Ｔ８４とＷＩ－３
８の細胞は成熟した単層へと成長し、その単層の点で、ＴＧ２阻害剤、ＥＲＷ１０４１Ｅ
、または、チオレドキシン阻害剤ＰＸ－１２などの小分子阻害剤および／または５ＢＰと
ともに、様々な量のあらかじめ還元されたチオレドキシンが培養液に加えられた。その後
、活性化したＴＧ２によって、培養された単層の細胞外マトリックスへと取り込まれた５
ＢＰが定量化された。図７Ａ－Ｂは、Ｔ８４とＷＩ－３８の単層の両方における５ＢＰの
取り込みの増加によって細胞外のＴＧ２の活性に直接影響を及ぼす、組み換え型のヒトチ
オレドキシンの能力を実証している。さらに、選択的なＴＧ２阻害剤（ＥＲＷ１０４１Ｅ
。図７Ａ－Ｂ）の追加は、チオレドキシンに誘発された５ＢＰの取り込みを完全に否定す
る。最後に、既知のチオレドキシン阻害剤ＰＸ－１２の追加は、試験された両方の細胞株
におけるチオレドキシンに対する反応での５ＢＰの取り込み量を定量的に減らした（図７
Ｃ－Ｄ）。
【０１７６】
　本発明のこれらの方法と他の方法は、発明によって提供される方法を用いて実行され得
る。
【０１７７】
　本明細書で言及されるすべての公開公報、特許、および、特許出願は、あたかも、それ
ぞれの個々の公開公報、特許、または、特許出願が、具体的にかつ個別に参照によって組
み込まれると意図されたかのように、参照によって本明細書に組み込まれる。
【０１７８】
　本発明は、本発明の実施のための好ましい方法を含むために、発明者によって発見また
は提案された特定の実施形態に関して記載されている。本開示を照らせば、本発明の意図
した範囲から逸脱することなく、例証された特定の実施形態において、多くの修飾や変更
を行なうことができることが、当業者に理解されよう。さらに、生物学上の機能的な同等
性を考慮することによって、同じやり方または量で変更は現物または量の生物学的作用に
影響を与えることなく、方法、構造、および化合物で変更を行うことができる。そのよう
な修飾はすべて、添付の請求項の範囲内に含まれるように意図されている。
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