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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　神経因性疼痛に起因した不安の治療薬を製造するための５－［２－［（６－アミノ）－
９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールの結晶の使用であって、
　前記５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペ
ンタノールの結晶は、ＣｕＫα線を使用した粉末Ｘ線回析において、２θが、１３．８°
±０．２°、１６．０°±０．２°、１７．１°±０．２°、２１．６°±０．２°、２
２．１°±０．２°、２２．５°±０．２°、２３．７°±０．２°、２４．７°±０．
２°、および３１．７°±０．２°の位置にピークが現れる粉末Ｘ線回析パターンを有す
る、ことを特徴とする５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルア
ミノ］－１－ペンタノールの結晶の使用。
 
【請求項２】
　請求項１に記載の５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミ
ノ］－１－ペンタノールの結晶の使用であって、
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　前記５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペ
ンタノールの結晶は、上記表に示す粉末Ｘ線回析パターンを有する、ことを特徴とする５
－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノー
ルの結晶の使用。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医薬化合物の多結晶に係り、より具体的に言うと、選択的にアデニルシクラ
ーゼ１（ＡＣ１）活性を阻害し、神経および炎症性疼痛の治療に応用できる５－［２－［
（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノール多結晶体
に係る。
【０００２】
　痛みはその原因によって炎症性疼痛、神経因性疼痛、侵害受容性疼痛、心因性疼痛など
に分類される。炎症性疼痛は、生体外から加わる侵害性機械刺激・熱刺激・化学刺激等に
よって引き起こされる炎症に伴って引き起こされる疼痛である。炎症性疼痛の発症には炎
症部位のみならず、脊髄における炎症性サイトカインやシクロオキシゲナーゼが重要な役
割を果たしていることが知られている。神経因性疼痛は末梢あるいは中枢神経系そのもの
の機能異常による病的な痛みである。侵害受容性疼痛は、正常な組織を損傷するか、その
危険性を持つ侵害刺激が加わったために生じる痛みであり、体性痛や内臓痛に分けられる
。
【０００３】
　炎症性疼痛治療薬としては、インドメタシンなどのシクロオキシゲナーゼ（ＣＯＸ）阻
害薬、セレコキシブなどのシクロオキシゲナーゼＩＩ（ＣＯＸ－ＩＩ）阻害薬、トラマド
ールなどの中枢性鎮痛薬およびアセトアミノフェンなどの解熱鎮痛薬などが用いられてい
る。しかし、シクロオキシゲナーゼ阻害薬を長期間使用すると、副作用として消化管障害
が生じることがあり、問題となっている。また、シクロオキシゲナーゼＩＩ阻害薬につい
ては胃潰瘍を起こすという報告もあり、最近になって心筋梗塞や脳梗塞など心循環器系の
副作用も問題点となっている。
【０００４】
　神経因性疼痛治療薬としては、モルヒネなどのオピオイド性鎮痛薬やガバペンチンやプ
レガバリンなどの抗痙攣薬が使用されているが、長期使用に伴って増量を必要とする場合
があることや、鎮静などの副作用が生じることが知られており、副作用がなく安全で使用
できる医薬がないのが現状である。
【０００５】
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　特許文献１（ＷＯ２００７／０４１８６３）には、５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ
－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールが選択的にアデニルシクラーゼ
１（ＡＣ１）活性を阻害し、神経因性および炎症性疼痛を治療できることが開示されてい
る。しかしながら、特許文献１には、工業上利用できる５－［２－［（６－アミノ）－９
Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールの製造方法や、製薬に適応可
能な多結晶などについては、開示されていない。
【０００６】
　製品の残留有機溶媒の人体に対する悪影響を防止するために、最終製品を合成する時、
人体に有害な２種類以上の有機溶剤の使用は避けることが望まれる。
【０００７】
　医薬において、異なる多結晶体は、融点、化学的安定性、見掛け溶解度、溶解速度、光
学及び機械的性質、蒸気圧及び密度を含む化学的及び物理的特性が異なる。これらの性質
は、原薬及び製剤の処理または生産に直接影響し、且つ製剤の安定性、溶解度及び生物学
的利用性能に影響を及ぼす。このため、医薬の多結晶体は、医薬製剤の品質、安全性及び
有効性に対して重要な意義を有する。５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－
イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールにおいて、工業化に適応し、物理化学特性が優
れる新しい多結晶体が要求されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】ＷＯ２００７／０４１８６３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　医薬品の多結晶体の構造は、医薬の品質および臨床効果に影響を及ぼす重要な因子の１
つである。特許文献１（ＷＯ２００７／０４１８６３）には、５－［２－［（６－アミノ
）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールが選択的にアデニルシ
クラーゼ１（ＡＣ１）活性を阻害し、神経および炎症性疼痛を治療できることが開示され
ている。しかしながら、特許文献１には、臨床に応用できる、５－［２－［（６－アミノ
）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールの多結晶体構造などに
ついては、開示されていない。
【００１０】
　本発明の目的は、神経因性および炎症性疼痛の治療薬に応用するための、優れた有効性
や安全性を有する、５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミ
ノ］－１－ペンタノールの新しい多結晶体を提供することにある。
【００１１】
　本発明の発明者が鋭意検討の結果、従来技術の課題を解決することが可能な、５－［２
－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールの新
しい多結晶体の合成法を見出した。新しい結晶体は、優れた物理化学特性および安定性を
有し、工業化により適応するなどの利点を有する。さらに、上記結晶体が医薬として十分
満足できる特性を有することを見出し、これらの知見に基づいて、本発明を完成した。
　即ち、本発明は、
【００１２】
　Ｃｕ－Ｋα線を使用した、粉末Ｘ線回析測定において、２θが１３．８ｏ±０．２ｏ、
１６．０ｏ±０．２ｏ、１７．１ｏ±０．２ｏ、２１．６ｏ±０．２ｏ、２２．１ｏ±０
．２ｏ、２２．５ｏ±０．２ｏ、２３．７ｏ±０．２ｏ、２４．７ｏ±０．２ｏ、３１．
７ｏ±０．２ｏの位置に特徴的ピークが現れる粉末Ｘ線回析パターンを有する、５－［２
－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１－ペンタノールの結
晶（以下、「本発明の結晶」と略称する場合がある。）を提供する。
　本発明では、以下に示す、５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エ
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チルアミノ］－１－ペンタノールの合成経路を用いることが好ましい。
【００１３】
式（1）

【００１４】
　更に、本発明では、本発明にかかる上記結晶を含有する医薬を提供する。
　本発明にかかる医薬は、アデニルシクラーゼ１（ＡＣ１）の抑制剤とすることができる
。
　本発明にかかる医薬は鎮痛剤とすることもできる。
　さらに、本発明にかかる医薬は、神経因性疼痛及び／又は炎症性疼痛を治療するための
医薬とすることもできる。
【００１５】
　本発明にかかる医薬は、神経因性がん疼痛を治療するための医薬とすることもできる。
　本発明にかかる医薬は、神経因性疼痛によって引き起こされる他の疾患に関連する不安
およびうつ病を治療するための医薬とすることもできる。
【００１６】
　本発明にかかる医薬は、慢性内臓痛および関連する不安およびうつ病を治療するための
医薬とすることもできる。
【００１７】
　本発明にかかる５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ
］－１－ペンタノールの結晶は、神経因性疼痛及び／又は炎症性疼痛を治療するための医
薬の調製において使用することができる。
【００１８】
　また、本発明にかかる５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチル
アミノ］－１－ペンタノールの結晶は、神経因性疼痛によって引き起こされる他の疾患に
関連する不安およびうつ病を治療するための医薬の調製において使用することもできる。
【００１９】
　さらに、本発明にかかる５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチ
ルアミノ］－１－ペンタノールの結晶は、慢性内臓痛および関連する不安およびうつ病を
治療するための医薬の調製において使用することもできる。
　
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、本発明の一実施形態による結晶のＸ線回折パターンを示す。
【図２】図２は、本発明の一実施形態による結晶の偏光顕微鏡写真を示す。
【図３】図３は、本発明の一実施形態による結晶のＴＧ分析結果を示す。
【図４】図４は、本発明の一実施形態による結晶のＤＳＣ分析結果を示す。
【図５】図５は、本発明の一実施形態による結晶の吸脱着曲線１であり、２５℃における
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結晶の水吸着の動力学を示す。
【図６】図６は、本発明の一実施形態による結晶の吸脱着等温線のサイクルであり、２５
℃における結晶の水吸着の動力学を示す。
【図７】図７は、ラットのモデル化後の疼痛挙動実験の結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明の５－［２－［（６－アミノ）－９Ｈ－プリン－９－イル］エチルアミノ］－１
－ペンタノールは、以下の分子構造を有する。
【００２２】
式（2）

【００２３】
　本発明において、上記化合物は、ＮＢ００１と番号付けされる。
　本発明の化合物ＮＢ００１は、以下の方法によって、合成および精製することができる
。
【００２４】
式（3）

【００２５】
　化合物１は、９－（２－ヒドロキシエチル）アデニンであり、英語名２－（６－Ａｍｉ
ｎｏｐｕｒｉｎ－９－ｙｌ）ｅｔｈａｎｏｌである。ラークキングテクノロジー株式会社
、上海マイヤーケミカル株式会社、ドイツのＩＮＴＡＴＲＡＤＥ　ＧｍｂＨ等の製造した
市販品がある。本発明の実施例において、化合物１は、Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｋｅｈｕａ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏ．，　Ｌｔｄ．より購入した。
【００２６】
　化合物３は５－アミノ－１－ペンタノール（５－Ａｍｉｎｏ－１－ｐｅｎｔａｎｏｌ）
であり、例えば和光純薬株式会社またはＨＢＣケム社製造の市販品がある。本発明の化合
物３はＴＣＩ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎより購入した。
【００２７】
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　上記式にしたがって、化合物１を塩化チオニルと置換反応することにより、化合物２を
製造する。置換反応は従来法により、塩基および触媒の存在下、反応に影響を及ぼさない
溶媒中で行われる。
【００２８】
　反応に影響を及ぼさない溶媒としては、例えば、ジオキサン、テトラヒドロフラン、１
，２－ジメトキシエタンなどのエーテル類、クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類、
トルエンなどの芳香族炭化水素類、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミドなどのアミド類、ジメ
チルスルホキシドなどのスルホキシド類などが挙げられる。これらの溶媒は、２種以上を
適切な割合で混合して用いてもよい。これらの溶媒の使用量は、例えば、化合物１に対し
、１～１００容量倍とすることができる。
　反応温度は、通常約２０℃～約２５０℃であり、好ましくは２０℃～１２０℃である。
　反応時間は、通常、約０．５～約３６時間である。
【００２９】
　このようにして得られた化合物２は、例えば濃縮、減圧濃縮、溶媒抽出、晶出、再結晶
、相間移動、クラマトグラフィーなどの公知の分離精製法により、単離精製することがで
きる。また、化合物２は、単離せずに次の反応に直接用いてもよい。
【００３０】
　ついで、化合物２と化合物３を縮合反応して、本発明の化合物ＮＢ００１を得る。
　この反応は、既存法により、反応に影響を及ぼさない溶媒中で行われる。
【００３１】
　反応に影響を及ぼさない溶媒としては、例えば、ヘキサンなどの炭化水素類、メタノー
ルなどのアルコール類、テトラヒドロフランなどのエーテル類、酢酸エチルなどのエステ
ル類、クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類、トルエンなどの芳香族炭化水素類、Ｎ
，Ｎ－ジメチルホルムアミドなどのアミド類、ジメチルスルホキシドなどのスルホキシド
類などが挙げられる。これらの溶媒は、２種以上を適切な割合で混合して用いてもよい。
これらの溶媒の使用量は、化合物2に対して、例えば、1～１００容量倍とする。
　反応温度は、通常約２０℃～約２５０℃であり、好ましくは２０℃～１２０℃である。
　反応時間は、通常、約０．５～約２４時間である。
【００３２】
　このようにして得られた化合物ＮＢ００１は、濃縮、減圧濃縮、溶媒抽出、晶出、再結
晶、相間移動、クラマトグラフィーなどの公知の分離精製法により、単離精製することが
できる。また、化合物ＮＢ００１は、単離せずに次の反応に直接用いてもよい。
　化合物ＮＢ００１の溶媒和結晶の実施形態としては、メタノール溶媒和物、エタノール
溶媒和物等のアルコール溶媒和物、水と有機溶媒を含有する有機溶媒水和物結晶（例えば
、メタノール水和物結晶、エタノール水和物結晶等のアルコールおよび水の溶媒和結晶）
などが挙げられる。
【００３３】
　本発明の結晶は、非晶質の化合物ＮＢ００１または化合物ＮＢ００１の他の結晶形を結
晶転移させることにより製造できる。結晶転移とは、ある温度または圧力を超えたときに
結晶構造が変化する現象である。
【００３４】
　「結晶転移法」としては、例えば、溶液からの結晶化法（例えば、濃縮法、除冷法、反
応法（拡散法、電解法）、水熱育成法、フラックス法等）、蒸気からの結晶化法（例えば
、気化法（封管法、気流法）、気相反応法、化学輸送法）、溶融体からの結晶化（ノルマ
ルフリージング法（引き上げ法、温度傾斜法、ブリッジマン法）、帯域溶融法（ゾーンレ
べリング法、フロートゾーン法）、特殊な成長法（ＶＬＳ法、液相エピタキシー法））、
蒸散法（結晶を溶媒に溶かし、ろ過後大気条件で溶媒を蒸発させる）、スラリー法（過剰
の固体が残存するように溶媒に結晶を添加して懸濁液とし、室温または加熱あるいは冷却
下で撹拌後、ろ過して固体を収集する）、減圧乾燥法、すり潰し法、粉砕法、加圧法等そ
れ自体公知の方法が挙げられる。
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【００３５】
　本発明の結晶を得るためには、上記した方法の中でも特に、スラリー法が好ましい。特
に、以下に示す方法が好ましい。すなわち、過剰の固体が残るように溶媒に化合物ＮＢ０
０１の結晶を添加して懸濁液とし、撹拌後、ろ過して、固体を収集する。用いられる溶媒
としては、例えば、芳香族炭化水素類（例えば、ベンゼン、トルエン、キシレン等）、ハ
ロゲン化炭化水素類（例えば、ジクロロメタン、クロロホルム等）、飽和炭化水素類（例
えば、ヘキサン、ヘプタン、シクロヘキサン等）、エーテル類（例えば、ジエチルエーテ
ル、ジイソプロピルエーテル、テトラヒドロフラン、ジオキサン等）、ニトリル類（例え
ば、アセトニトリル等）、ケトン類（例えば、アセトン、メチルエチルケトン等）、スル
ホキシド類（例えば、ジメチルスルホキシド等）、アミド類（例えば、Ｎ，Ｎ－ジメチル
ホルムアミド等）、エステル類（例えば、酢酸エチル等）、アルコール類（例えば、メタ
ノール、エタノール、２－プロパノール等）、水等が挙げられる。これらの溶媒は、単独
あるいは二種以上を適切な割合（例えば、１：１～１：１００）で混合して用いられる。
溶媒としては、アルコール類（例えば、２－プロパノール等）、ケトン類（メチルエチル
ケトン等）、エステル類（例えば、酢酸エチル等）が好ましく、ケトン類（メチルエチル
ケトン等）がより好ましい。
【００３６】
　溶媒の使用量は、化合物ＮＢ００１の結晶１ｇに対し、通常約５ｍＬ～約６５ｍＬであ
り、約５ｍＬ～約２５ｍＬが好ましい。
【００３７】
　懸濁液は、室温または約３０℃～約６０℃で撹拌することが好ましく、約３０℃～約６
０℃で攪拌することがより好ましい。本明細書において、「室温」は、約１５℃～約３０
℃を意味する。約３０℃～約６０℃における撹拌時間は、通常約３０分～約４時間であり
、好ましくは約２時間～約４時間である。冷却温度は、室温である。冷却下での撹拌時間
は、通常約３０分～約２４時間、好ましくは約３０分～約２時間である。懸濁液中の結晶
は、濾過等のそれ自体公知の方法で単離することができる。濾過温度は、室温、好ましく
は約２０℃～約３０℃である。
【００３８】
　また、懸濁液を約０～約１０℃で撹拌後、約０～約１０℃で、ろ過して結晶を収集する
方法を採用することもできる。
【００３９】
　得られた結晶を、公知の方法で乾燥することにより、本発明の結晶を得ることができる
。乾燥は、減圧乾燥、あるいは通風乾燥を行うことができる。乾燥温度は、約６０℃以下
が好ましく、約４５℃～約５５℃がより好ましい。
　本発明の結晶以外の結晶は、他の公知の方法により製造することができる。
【００４０】
　得られた結晶の解析方法としては、Ｘ線回折による結晶解析の方法が一般的に用いられ
る。さらに、結晶の方位を決定する方法としては、機械的な方法または光学的な方法（例
えば、ＦＴ－ラマンスペクトル、固体ＮＭＲスペクトル等）等も挙げられる。
【００４１】
　上記解析方法により得られるスペクトルのピークには、その性質上一定の測定誤差が必
然的に生じる。スペクトルのピークの値が当該誤差範囲の結晶も本発明の結晶の技術的範
囲に包含される。例えば、粉末Ｘ線回折の２θにおける「±０．２」は、当該誤差が許容
されることを意味する。
【実施例】
【００４２】
　実施例１ 化合物ＮＢ００１の合成
　以下の合成経路により化合物ＮＢ００１を合成する。
【００４３】
式（4）
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【００４４】
　（１）中間体２の合成および精製
　化合物１（２０．００　ｇ，　１１１．６２　ｍｍｏｌ，　１．００　ｅｑ）をジオキ
サン　（６００．００　ｍＬ）に溶解してから、ＳＯＣｌ２　（２６．５６　ｇ，　２２
３．２４　ｍｍｏｌ，　１６．２０　ｍＬ，　２．００　ｅｑ）を上記の反応液にゆっく
りと添加し、１００℃で、４時間撹拌を続けた。液体クロマトグラフィーー質量分析（Ｌ
Ｃ／ＭＳ）により原料が完全に反応し、所望の生成物が生成したことが確認された。反応
溶液中の溶媒は、ウォーターポンプにより減圧下で除去した。灰色の残渣を１００ｍｌの
エタノール中に加え、１０分間攪拌した。砂中隔漏斗（焼結ガラス漏斗）でろ過した。ろ
過した固体に、１００ｍｌの飽和炭酸ナトリウム溶液を加え、２０℃で攪拌した。その後
、混合液を焼結ガラス漏斗でろ過した。
　次いで、ろ過して得られた固体をウォーターポンプによる減圧下でスピンドライして、
粗中間体２（１９．６０ｇ、９８．５９ｍｍｏｌ、収率８８．３２％、純度９９．４％）
を得、これをさらに精製することなく次の工程に用いた。
　（２）ＮＢ００１の合成および精製：
【００４５】
　化合物２（１９．６０ｇ、９９．１８ｍｍｏｌ、１．００　ｅｑ）をｎ－ブタノール（
３９０．００ｍＬ）に溶解し、次いで化合物３（３０．６９ｇ、２９７．５４ｍｍｏｌ、
３．００　ｅｑ）を上記反応溶液に加え、混合物を１１０℃で１８時間撹拌した。液体ク
ロマトグラフィーー質量分析（ＬＣ／ＭＳ）によって原料が完全に反応し、所望の生成物
が生成したことが確認された。ウォーターポンプで減圧して溶媒を除去し、残渣を濃縮し
て黄色の粗製物を得た。１９６ｍｌのＤＭＦを黄色の粗生成物に加え、混合物を－４０℃
で１時間撹拌した。その後、混合物を焼結ガラス漏斗で濾過し、得られた固体に、２００
ｍｌの酢酸エチルを加え、混合物を再び濾過して、灰白色の固体ＮＢ００１（１９．７４
ｇ、７１．３８ｍｍｏｌ、収率７１．９７％、純度９５．５８７％）を得た。
　実施例２ 新規ＮＢ００１結晶の調製
【００４６】
　原料２．０　ｍｇを秤量して、７ｍＬのバイアルにそれぞれ入れた。その後、メタノー
ル、エタノール、イソプロパノール、ｎ－ブタノール、アセトニトリル、アセトン、酢酸
エチル、２－メチルテトラヒドロフラン、テトラヒドロフラン、ジオキサン、ｎ－アミル
アルコール、トルエン、イソプロパノール＋水（質量比３：１）、アセトニトリル＋水（
質量比３：１）、アセトン＋水（質量比３：１）、エタノール＋水（質量比３：１）を、
適量それぞれのバイアルに加えて、溶液が透明になるまで速やかに振盪して溶解させた。
得られた製薬用化学品（ＢＰＣ）の有機溶媒又は混合溶媒に対する、溶解度の概算値（近
似溶解）を表１に示す。

 
【００４７】
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　表１  有機溶媒および混合溶媒におけるＢＰＣの近似溶解度

 
【００４８】
　表２に示すように、５０ｍｇのＢＰＣを秤量して、２ｍＬのバイアルに入れた。適量の
アセトニトリル、テトラヒドロフラン、アセトン、イソプロパノール、酢酸エチル、エタ
ノールをそれぞれのバイアルに加えて懸濁液を得た。懸濁液をミキサーにより４０℃で２
日間混合し、遠心分離後、４０℃で乾燥した。完全に溶解させた後、メタノール、エタノ
ール＋水（質量比３：１）、イソプロパノール＋水（質量比３：１）およびアセトニトリ
ル＋水（質量比３：１）を、３日間自然蒸発させた。得られた固体について、それぞれ粉
末X線回折を行い、ＢＰＣの粉末X線回折結果と比較した。
【００４９】
　Ｘ線回折装置は、パナリティカル社の粉末Ｘ線回折装置（ＸＲＰＤ）Ｅｍｐｙｒｅａｎ
を用いた。銅管球でＫα線（λ＝１．５４１７９オングストローム）を用い、印加電圧は
、４０ｋＶ、印加電流は、４０ｍＡ、スキャン範囲は、４～４０度、試料の回転速度は、
１５ｒｐｍ、走査速度は、１０度／　ｍｉｎの条件で測定した。結果は、図１に示す。
【００５０】
　表２  ＢＰＣ試薬が結晶に使用される各溶液の使用量
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【００５１】
　表３  粉末Ｘ線回折データ

【００５２】
　実施例３　新規ＮＢ００１結晶の他の物性
　偏光顕微鏡（ＰＬＭ）、熱重量分析（ＴＧＡ）、示差走査熱量測定（ＤＳＣ）、動的水
蒸気吸着測定（ＤＶＳ）によりＢＰＣの物性を評価した。結果を、図１～図５に示す。
【００５３】
　（１）偏光顕微鏡（ＰＬＭ）
　固体サンプルをシリコーン油中に分散させ、１０倍接眼レンズと２０／５０対物レンズ
を使用して偏光顕微鏡で観察した。使用した顕微鏡はＮｉｋｏｎ製Ｐｏｌａｒｉｚｅｄ　
Ｌｉｇｈｔ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ－Ｎｉｋｏｎ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　ＬＶ　１００ＰＯＬ
であり、２０倍対物レンズを用いて観察し撮影した画像を図２に示す。
　（２）熱重量分析（ＴＧＡ）
　試料皿に試料２～５ｍｇを入れ、昇温速度１０℃／分で室温から３００℃まで加熱した
。結果を図３に示す。
　（３）示差走査熱量測定（ＤＳＣ）
　適切な量の試料を特定のアルミニウムパンに入れ、２５℃から３００℃まで昇温速度１
０℃／分で加熱して、ＤＳＣ測定を行った。結果を図４に示す。
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　（４）動的水蒸気吸着測定（ＤＶＳ）
　約２０　ｍｇのサンプルをトレイに入れ、トレイを測定装置にセットして分析を行った
。
　パラメータは以下のとおりである。
　温度：２５℃
　バランス：ｄｍ　／　ｄｔ：０．０１％／分（最短：１０ｍｉｎ、最長：１８０ｍｉｎ
）
【００５５】
　乾燥：０％ＲＨで１２０分間乾燥
　ＲＨ（％）テストラング：１０％
　ＲＨ（％）テストラング範囲：０％－９０％－０％
　動的水蒸気吸着測定の結果は、図５および図６に示す。
　実施例４ 　ＮＢ００１結晶の安定性
　化合物の結晶形に影響を及ぼす要因試験（ストレステスト）、長期および加速安定性試
験：
【００５６】
　「原薬及び製剤の安定性試験ガイドライン」（中国薬局方２０１５版第四部通則９００
１）に従い、以下の条件で化合物の結晶の安定性を評価した。すなわち、高温（６０℃）
、高湿度（９２．５％ＲＨ）、強光（５Ｋｌｘ）、４０°Ｃ／７５％ＲＨ（加速試験）お
よび２５°Ｃ／６０％ＲＨ（長期試験）の条件とした。
【００５７】
　本発明の実施形態による結晶質試料１０ｍｇを精密に秤量し、ガラスバイアルの底部に
置き、広げて薄層にした。高温、高湿度条件および長期試験の試料は、アルミホイルによ
りボトル口を密封したバイアルに入れた。ここで、試料が外部環境と十分接触するためア
ルミニウムホイルに複数の穴をあけた。一方、強光と加速試験の試料は、スクリューキャ
ップにより密封したバイアルに入れた。試料の放置条件及び時間を、表４に示す。異なる
条件下に置かれた試料を５、１０、３０日後に採取し、分析し、分析結果を、当初（０日
）の分析結果と比較した。表５に、安定性試験の結果を示す。
【００５８】
表４      本発明の実施例による結晶の安定性試験の条件及び時間

＊テスト項目X：性状、含有量及び関連物質
【００５９】
　表５  本発明の実施例による結晶の安定性試験の結果
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　上記の結果により、種々の試験条件下において化合物の結晶形の安定性が良好であるこ
とが示された。
【００６０】
　実施例５：ラットの癌疼痛に対するＮＢ００１結晶の鎮痛剤としての治療効果
　（Ａ）方法：
　１．動物：ＳＤラット（１８０～２２０ｇ）５０匹を静かで温かい環境（２２℃）で、
強い光を避けて、自由に飲水、摂食させる。
【００６１】
　２．細胞培養：ＳＤラット同系癌細胞株Ｗａｌｋｅｒ　２５６は、中国第４軍医学大学
動物センターにより保存されており、市販品も使用することができる。
　ＲＰＭＩ　１６４０培地（米国Ｇｉｂｃｏ社製、１０％ウシ胎仔血清、ペニシリン、ス
トレプトマイシン１００Ｕ／　ｌを含む）を用いて、３７℃、５％ＣＯ２の条件下のイン
キュベーターで、腫瘍細胞を細胞浮遊培養した。ここで、培地は１日おきに交換し、２日
ごとに継代した。第３代目の細胞を収集し、細胞濃度を２×１０５／１０μｌにした。
【００６２】
　３．ラット骨がん疼痛モデルの構築
　無菌手術操作手順に従って、ペントバルビタール（４０ｍｇ／ｋｇ）で麻酔した後、ラ
ットの脛骨上の皮膚を切開した。周囲の血管、筋肉などの組織を傷つけないように脛骨近
位骨端部を露出させる。１ｍｍのシリンジ針で顆間窩から垂直に骨髄腔に挿入し、貫通を
防ぐため、挿入距離は、５ｍｍ以下にした。２０μｌのマイクロインジェクターを用いて
Ｗａｌｋｅｒ　２５６細胞の懸濁液（１０μｌあたり２×１０５個の癌細胞含有）１０μ
ｌを骨髄腔にゆっくり注入した。注射後、数分間静置後、すぐに滅菌した骨ワックスで針
のピンホールを密封した。骨髄腔から漏出した腫瘍細胞を７５％のエチルアルコールで殺
菌処理した。その後、ラットを層ごとに消毒して縫合した。同量の滅菌生理食塩水のみを
注入した他は、同様の操作を行い、対照群とした。
　４．画像検査（Ｘ線）
　手術後７日目、１４日目および２１日目に、ＳＤラットに麻酔した後、腫瘍の骨破壊お
よび過形成の程度を評価するために左下肢をX線撮影した。
【００６３】
　５．病理検査（ＨＥ染色）
　ラットモデル構築後２１日目に、ラットに麻酔した後に屠殺した。左大腿骨を、４％パ
ラホルムアルデヒドで１週間固定した。その後、蟻酸－塩酸複合体脱灰溶液で１週間脱灰
し、従来どおり脱水し、パラフィン切片（Ｌｅｉｃａ）に含ませ、複数部にスライスし、
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従来のＨＥ染色を行い、顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＢＸ５３）で骨組織の破壊を観察した
。
【００６４】
　６．薬物介入
　手術後１８日目に手術したＳＤラットを、ランダムに６組を分けた。すなわち、対照グ
ループ、ＮＢ００１非結晶（２０　ｍｇ／ｋｇ，　ｉ．ｇ．）グループ、本発明のＮＢ０
０１結晶（２０　ｍｇ／ｋｇ，　ｉ．ｇ．）グループ、Ｍｏｒｐｈｉｎｅ（２ｍｇ／ｋｇ
，　ｉ．ｐ．）グループ、Ｇａｂａｐｅｎｔｉｎ組（１００　ｍｇ／ｋｇ，ｉ．ｇ．）グ
ループである。ＡＣ１阻害剤としてのＮＢ００１非結晶及び本発明のＮＢ００１結晶は、
滅菌生理食塩水で処方した。ＭｏｒｐｈｉｎｅグループとＧａｂａｐｅｎｔｉｎグループ
は、陽性対照薬として使用した。すべての薬物を、１日２回３日間投与し、最後の投与か
ら４日後の２時間以内に疼痛閾値を決定した。
【００６５】
　７．ラット疼痛行動評価
　熱刺激に対する疼痛反応（ＰＷＬ）
　反応潜時は、ＰＬ－２００熱痛刺激装置（８Ｖ、５０Ｗ、１００％強度）を用いて測定
した。ラットの手術側の足底の中央部に光を照射してから、ラットが脚を持ち上げて光が
出なくなるまでの時間をTWLとした。組織の損傷を防ぐために、カットオフ時間を８０秒
に設定し、各ラットについて５分間隔で３回測定し、平均値を計算した。
【００６６】
　７回投与（２１日）の２時間後にＰＷＬを対照グループと比較すると、ＮＢ００１非結
晶（２０　ｍｇ／ｋｇ，　ｉ．ｇ．）グループ；本発明のＮＢ００１結晶（２０　ｍｇ／
ｋｇ，　ｉ．ｇ．）グループ、Ｍｏｒｐｈｉｎｅ（２ｍｇ／ｋｇ，　ｉ．ｐ．）グループ
、Ｇａｂａｐｅｎｔｉｎ（１００　ｍｇ／ｋｇ，ｉ．ｇ．）グループのいずれにおいても
、良好な鎮痛効果を示すことが分かった。図７から明らかなように、本発明のＮＢ００１
結晶（２０　ｍｇ／ｋｇ，　ｉ．ｇ．）グループでは、非常に有意な鎮痛効果を示した（
Ｐ　＜０．０１）。
【００６７】
　実施例６　慢性疼痛および不安の抑制におけるＮＢ００１結晶の効果　慢性内臓痛モデ
ル
【００６８】
　マウス結腸内臓痛は、ザイモサン注射によって誘導した。ザイモサンはサッカロミセス
・セレビシエ（Ｓｉｇｍａ）由来であり、１つのデキストランは酵母の細胞壁に付着し、
タンパク質－炭水化物複合体として同定される。具体的には、１～３％イソフルランで、
マウスを吸入麻酔し、２２号の長さ２４ｍｍのプラスチック供給針で、０．１ｍｌのザイ
モサン懸濁液（生理食塩水で溶解した３０　ｍｇ／ｍｌの溶液）を、２分以内にマウスの
結腸に注入した。対照グループには、０．１ｍｌの生理食塩水を注入した。ザイモサン懸
濁液または、生理食塩水を３日間連続で注入した。Ｌａｉｒｄの方法により内臓痛の行動
試験を行った。１０分間に腹部を舐める回数を記録した。ここで、カーディング（グルー
ミング）の動き、身体のストレッチ、床に腹部を押し付ける行動、１－２秒間のアーチ姿
勢などの行動は除いた。オープンフィールド試験は、二重盲検試験を用いて、結腸内注射
後１日目、７日目および１４日目の午前９時から午後１２時の間に実施した。行動試験の
前に、マウスを観察室で３０分間馴化した。わずかな光（＜５０　ｌｕｘ））とファンを
備えた新しい空き領域（４３．２×４３．２×３０．５ ｃｍ３）の中心にマウスを置き
、複数の光ビームセットを備えた活動モニタリングシステムにより、３０分間の移動距離
、垂直カウント、移動カウント、ステレオタイプ行動カウントおよびジャンプカウントを
記録した。
【００６９】
　行動不安テスト
　従来の不安動物モデル－－高架式十字迷路試験（Ｔｈｅ　ｅｌｅｖａｔｅｄ　ｐｌｕｓ
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　ｍａｚｅ　ｔｅｓｔ　，ＥＰＭ）により不安水準を評価した。行動観察の前に３０分間
、マウスを馴化した。ＥＰＭは、互いに対向して配置された２つのオープンアーム（２５
０ルクス）と２つのクローズドアーム（３５０ルクス）で構成される。各試験では、個々
の動物をテスト位置の中心に置き、自由に動かせる。試験は、５分間実施され、各アーム
の試験位置に入る回数とそこにいる時間を記録した。
【００７０】
　明／暗箱試験
　試験は、従来技術を改良した方法に従って実施した。装置は、扉で区切られた同じ大き
さの明るい区画と暗い区画に分割された長方形のプレキシガラスボックス（４４　×　８
．５　×　２５　ｃｍ３）からなる。点灯状態の６０ワットランプ（４００ルクス）をボ
ックスの３０ｃｍ上に設置し、明るい区画を照射した。各動物は、まず暗い区画に２０秒
間置かれ、その後、明るい区画に通じる扉を開けた。１０分間で、暗い区画に各動物がい
た時間と明るい部屋に入った時間を記録した。
【００７１】
　結果
　ザイモサン処理後のマウスに対して、それぞれ、生理食塩水、ＮＢ００１非結晶（３　
ｍｇ／ｋｇ）、本発明のＮＢ００１結晶　（３　ｍｇ／ｋｇ）、及び陽性対照としてのＧ
ａｂａｐｅｎｔｉｎ　３０　ｍｇ／ｋｇを腹腔内注射した（ＩＰ）。ザイモサン処理後の
２８日間のマウスの行動を観察した。表６に示すように、ＮＢ００１非結晶（３　ｍｇ／
ｋｇ）、本発明のＮＢ００１結晶　（３　ｍｇ／ｋｇ）では、陽性対照に比べて有意な効
果があることが分かった。特に、本発明のＮＢ００１結晶　（３　ｍｇ／ｋｇ）では、非
常に有意な効果が示された。
【００７２】
　表６　慢性疼痛に対する本発明ＮＢ００１結晶の治療効果

　他の２つの試験は、本発明の結晶の慢性疼痛および神経因性疼痛に起因する不安の抑制
効果を評価するために行った。
【００７３】
　ＥＰＭ試験によりマウスの不安水準の測定を行った。ザイモサン処理後のマウスに対し
て、生理食塩水、ＮＢ００１非結晶（３　ｍｇ／ｋｇ）、本発明のＮＢ００１結晶　（３
　ｍｇ／ｋｇ）、及び陽性対照としてのＧａｂａｐｅｎｔｉｎ　３０　ｍｇ／ｋｇをそれ
ぞれ、腹腔内注射した（ＩＰ）。ザイモサン処理後の２８日間マウスの行動を観察した。
表７に示すように、ＮＢ００１非結晶（３　ｍｇ／ｋｇ）、本発明のＮＢ００１結晶　（
３　ｍｇ／ｋｇ）では、陽性対照より有意な効果を有することが分かった。特に、本発明
のＮＢ００１結晶　（３　ｍｇ／ｋｇ）では、非常に有意な効果が示された。
【００７４】
　表７　ＥＰＭ試験の結果
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【００７５】
　本発明のＮＢ００１結晶体のマウスの不安抑制効果を確認するために、明／暗箱試験を
行った。ザイモサン処理後のマウスに対して、生理食塩水、ＮＢ００１非結晶（３　ｍｇ
／ｋｇ）、本発明のＮＢ００１結晶（３　ｍｇ／ｋｇ）、及び陽性対照としてのＧａｂａ
ｐｅｎｔｉｎ　３０　ｍｇ／ｋｇを腹腔内注射した（ＩＰ）。ザイモサン処理後の２８日
間マウスの行動を観察した。ＮＢ００１非結晶（３　ｍｇ／ｋｇ）、本発明のＮＢ００１
結晶　（３　ｍｇ／ｋｇ）では、陽性対照より有意な効果を有することが分かった。特に
、本発明のＮＢ００１結晶　（３　ｍｇ／ｋｇ）では、非常に有意な効果が示された。
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