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(57)【要約】
　本発明は、例えば、癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及
び神経変性疾患、血管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療、又は癌の予防的前処置にお
いて有用である、アンサマイシン類似体に関する。本発明は、これらの化合物の製造方法
、及びそれらの医薬品における使用も提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記式(I)の化合物、又はそれらの医薬として許容し得る塩:
【化１】

　(式中、
　R1は、H、OH、OMeを表し;
　R2は、H又はMeを表し;
　R3は、H又はCONH2を表し;
　R4及びR5は、両方ともHを表すか、又はこれらは一緒に結合を表す(すなわち、C4-C5は
二重結合である)かのいずれかであり;
　R6は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10aR11aを表し;
　R7は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10bR11bを表し;
　R8は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10cR11cを表し;
　R9は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10dR11dを表し;
　R10a、R11a、R10b、R11b、R10c、R11c、R10d、R11dは、独立に、H、CH3又はCH2CH3を表
し;
　但し:
　(i)R6がHを表し、R7がOHを表し、及びR8がOHを表す場合、R9はHを表さず;
　(ii)R7がOHを表し、R8がHを表し、及びR9がHを表す場合、R6はH、OH又はOMeを表さず;
及び、
　(iii)R7がOMeを表し、R8がHを表し、及びR9がHを表す場合、R6はOMeを表さない)。
【請求項２】
　(iv)前記R6がH、OH又はOMeを表し、R7がHを表し、及びR8がHを表す場合、R9はOH、Cl又
はNH2を表さず;及び、
　(v)前記R6がH、OH又はOMeを表し、R8がHを表し、及びR9がHを表す場合、R7はNH2を表さ
ない、請求項1記載の化合物。
【請求項３】
　(vi)前記R6がH又はOHを表す場合、R7、R8及びR9はすべてがHを表すわけではない、請求
項1又は請求項2記載の化合物。
【請求項４】
式(IA)の化合物、又はそれらの医薬として許容し得る塩である請求項1記載の化合物:
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【化２】

　(式中、R1は、H、OH、OMeを表し;
　R2は、H又はMeを表し;
　R3は、H又はCONH2を表し;
　R4及びR5は両方ともHを表すか、又はこれらは一緒に結合を表す(すなわち、C4-C5は二
重結合である)かのいずれかであり;
　R6は、H、OH、OMe又はFを表し;
　R7は、H又はFを表し;
　R8は、H又はFを表し;
　R9は、Hを表す。)。
【請求項５】
　前記R1が、Hを表す、請求項1～4のいずれか1項記載の化合物。
【請求項６】
　前記R1が、OHを表す、請求項1～4のいずれか1項記載の化合物。
【請求項７】
　前記R2が、Hを表す、請求項1～6のいずれか1項記載の化合物。
【請求項８】
　前記R3が、CONH2を表す、請求項1～7のいずれか1項記載の化合物。
【請求項９】
　前記R4及びR5が、一緒に結合を表す、請求項1～8のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１０】
　前記R4及びR5が、各々Hを表す、請求項1～8のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１１】
　前記R6、R7及びR8はすべてがHを表すわけではない、請求項1～10のいずれか1項記載の
化合物。
【請求項１２】
　前記R6、R7及びR8がすべて、Hを表す、請求項1～10のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１３】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5がHを表し、R6がHを表し
、並びにR7がHを表す場合、R8はHを表さない、請求項1～11のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１４】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、並びにR4及びR5が各々Hを表す、請
求項1～4のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１５】
　前記R1がOHを表し、R2がHを表し、及びR3がCONH2を表し、並びにR4及びR5が各々Hを表
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す、請求項1～4のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１６】
　前記R6がH又はFを表す、請求項1～10のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１７】
　前記R7がH又はFを表す、請求項1～10及び16のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１８】
　前記R7がOHを表す、請求項1～10及び16のいずれか1項記載の化合物。
【請求項１９】
　前記R8がH又はFを表す、請求項1～10及び16～18のいずれか1項記載の化合物。
【請求項２０】
　前記R9がHを表す、請求項1～10及び16～19のいずれか1項記載の化合物。
【請求項２１】
　前記R10a、R11a、R10b、R11b、R10c、R11c、R10d、R11dがHを表す、請求項1～10及び16
～20のいずれか1項記載の化合物。
【請求項２２】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、並びにR6
がOHを表す、請求項1～4のいずれか1項記載の化合物。
【請求項２３】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4、R5、R6、R7及びR8が各々Hを表
す、請求項4記載の化合物。
【請求項２４】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6がOHを
表し、並びにR7及びR8が各々Hを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項２５】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6がFを
表し、並びにR7及びR8が各々Hを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項２６】
　前記R1がOHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6がFを
表し、並びにR7及びR8が各々Hを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項２７】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6がHを
表し、R7がFを表し、並びにR8がHを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項２８】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6がOHを
表し、R7がFを表し、並びにR8がHを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項２９】
　前記R1がOHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6がHを
表し、R7がFを表し、並びにR8がHを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項３０】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6及びR7
が各々Fを表し、並びにR8がHを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項３１】
　前記R1がOHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6及びR

7が各々Fを表し、並びにR8がHを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項３２】
　前記R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及びR5が各々Hを表し、R6、R7及
びR8が各々Fを表す、請求項4記載の化合物。
【請求項３３】
　下記式、又はそれらの医薬として許容し得る塩である、請求項4記載の化合物:
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。
【請求項３４】
　下記式、及びそれらのいずれか1つの医薬として許容し得る塩から選択される、請求項4
記載の化合物:
【化４】
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。
【請求項３５】
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　下記式、及びそれらのいずれか1つの医薬として許容し得る塩から選択される、請求項1
記載の化合物:
【化５】
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【請求項３６】
　下記式、及びそれらのいずれか1つの医薬として許容し得る塩から選択される、請求項1
記載の化合物:



(11) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

【化６】
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。
【請求項３７】
　図4に示される通りの化合物28、29、30、31、32、36及び37、並びにそれらのいずれか1
つの医薬として許容し得る塩から選択される、請求項1記載の化合物。
【請求項３８】
　a)好適な条件下で培養した場合に、アンサマイシン又はその類似体を生成する菌株を提
供する工程;
　b)前記菌株へAHBAではないスターターユニットを、該スターターユニットが前記アンサ
マイシン類似体に組込まれるように供給する工程;
　c)前記菌株を、アンサマイシン類似体の生成に適した条件下で培養する工程;及び
　d)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、アンサマイシン類似体の製造方
法。
【請求項３９】
　前記工程(b)で供給されるスターターユニットが、3-アミノ安息香酸ではない、請求項3
8記載の製造方法。
【請求項４０】
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　前記工程(b)で供給されるスターターユニットが、3,5-ジアミノ安息香酸、3-アミノ-4-
ヒドロキシ安息香酸又は3-アミノ-4-クロロ安息香酸ではない、請求項38又は39記載の製
造方法。
【請求項４１】
　前記a)の菌株が、1種以上のAHBA生合成遺伝子が欠失又は不活化されている菌株である
ことを特徴とする、請求項38～40のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項４２】
　前記a)の菌株が、AHBA生合成の効率を低下させるように変異されている、請求項38～40
のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項４３】
　前記工程c)の条件が、AHBA生合成の効率が最適状態に及ばないようなものである、請求
項38～40又は42のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項４４】
　前記菌株により、AHBAが、それにもかかわらず、前記供給される非天然スターターユニ
ットの組込みを可能にするレベルまで生成される、請求項43記載の製造方法。
【請求項４５】
　前記供給された非天然スターターユニットの組込み量が、全スターターユニットの組込
みの20%超、好ましくは50%超である、請求項44記載の製造方法。
【請求項４６】
　前記スターターユニットが、
【化７】

　(式中、R6、R7、R8及びR9は、請求項1～37のいずれか1項で定義された通りである)、又
は該式中の酸部分が誘導体化されている類似体から選択される、請求項38～45のいずれか
1項記載の製造方法。
【請求項４７】
　前記R6、R7、R8及びR9がすべてHを表すわけではない、請求項46記載の製造方法。
【請求項４８】
　前記R6、R7、R8及びR9が、すべてHを表す、請求項46記載の製造方法。
【請求項４９】
　前記菌株がアンサマイシン産生株であり、かつ前記スターターユニットが、該菌株が18
,21-ジデスオキシアンサマイシン類似体を生成するように選択される、請求項38～48のい
ずれか1項記載の製造方法。
【請求項５０】
　前記スターターユニットが、前記菌株がフッ素で置換されていてもよい18,21-ジデスオ
キシアンサマイシン類似体を生成するように選択される、請求項49記載の製造方法。
【請求項５１】
　前記スターターユニットが、前記菌株がフッ素で置換されている18,21-ジデスオキシア
ンサマイシン類似体を生成するように選択される、請求項50記載の製造方法。
【請求項５２】
　前記菌株がアンサマイシン産生株であり、かつ前記スターターユニットが、該菌株がベ
ンゼン環の18又は21位で置換されていないアンサマイシン類似体を生成するように選択さ
れる、請求項49～51のいずれか1項記載の製造方法。
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【請求項５３】
　(i)工程(d)の生成物を化学修飾又は生物変換の処理に供する工程、任意にその後、生じ
た化合物を単離する工程を更に含むか、あるいは(ii)工程(c)の生成物を工程(d)に先立っ
て化学修飾又は生物変換の処理に供する工程を更に含む、請求項38～52のいずれか1項記
載の製造方法。
【請求項５４】
　a)任意に1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されている、かつ/又は1種以上
のスターターユニット生合成遺伝子が欠失又は不活化されている適切な条件下で培養した
場合に、アンサマイシン又はその類似体を生成する第一の宿主菌株を提供する工程;
　b)前記菌株に非天然のスターターユニットを供給する工程;
　c)前記修飾された宿主菌株を、アンサマイシン類似体の生成に適した条件下で培養する
工程;及び
　d)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、アンサマイシン類似体の製造方
法。
【請求項５５】
　前記スターターユニットが、3,5-ジアミノ安息香酸、3-アミノ-4-ヒドロキシ安息香酸
又は3-アミノ-4-クロロ安息香酸ではない、請求項54記載の製造方法。
【請求項５６】
　前記スターターユニットが、3-アミノ安息香酸ではない、請求項54又は請求項55記載の
製造方法。
【請求項５７】
　前記供給されるスターターユニットが、スターター酸である、請求項38～56のいずれか
1項記載の製造方法。
【請求項５８】
　請求項38～57のいずれか1項記載の方法によって得ることのできるアンサマイシン類似
体。
【請求項５９】
　請求項1～37及び58のいずれか1項記載のアンサマイシン類似体又はそれらの医薬として
許容し得る塩を、1種以上の医薬として許容し得る希釈剤又は担体と共に含有する、医薬
組成物。
【請求項６０】
　医薬品として使用するための、請求項1～37及び58のいずれか1項記載のアンサマイシン
類似体又はそれらの医薬として許容し得る塩。
【請求項６１】
　癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及び神経変性疾患、血
管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療、並びに/又は癌の予防的前処置のための医薬品
の製造における、請求項1～37及び58のいずれか1項記載のアンサマイシン類似体又はそれ
らの医薬として許容し得る塩の使用。
【請求項６２】
　癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及び神経変性疾患、血
管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療、並びに/又は癌の予防的前処置のための医薬品
として使用するための、請求項1～37及び58のいずれか1項記載のアンサマイシン類似体又
はそれらの医薬として許容し得る塩。
【請求項６３】
　請求項1～37及び58のいずれか1項記載のアンサマイシン類似体又はそれらの医薬として
許容し得る塩の有効量を、それを必要とする患者へ投与することを含む、癌、B-細胞性悪
性疾患、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及び神経変性疾患、血管新生依存性疾患
、自己免疫疾患の治療、又は癌の予防的前処置の方法。
【請求項６４】
　アンサマイシン類似体又はそれらの医薬として許容し得る塩が、他の治療と組合せて投
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与される、請求項1～63のいずれか1項記載のアンサマイシン類似体又はそれらの医薬とし
て許容し得る塩、組成物、使用又は方法。
【請求項６５】
　前述の他の治療が、ブレオマイシン、カペシタビン、シスプラチン、シタラビン、シク
ロホスファミド、ドキソルビシン、5-フルオロウラシル、ゲムシタビン、ロイコボリン、
メトトレキセート、ミトキサントン、パクリタキセル及びドセタキセルを含むタキサン類
、ビンクリスチン、ビンブラスチン及びビノレルビン;ホルモン療法、アナストロゾール
、ゴセレリン、酢酸メゲストロール、プレニゾン、タモキシフェン及びトレミフェン;モ
ノクローナル抗体療法、例えばトラスツズマブ(抗-Her2)、セツキシマブ(抗-EGFR)及びベ
バシズマブ(抗-VEGF)など;並びに、プロテインキナーゼ阻害剤、例えばイマチニブ、ダサ
チニブ、ゲフィチニブ、エルロチニブ、ラパチニブ、テムシロリムスなど;プロテアソー
ム阻害剤、例えばボルテゾミブなど;ヒストンデアセチラーゼ(HDAC)阻害剤、例えばボリ
ノスタットなど;血管新生阻害剤、例えばスニチニブ、ソラフェニブ、レナリドマイドな
ど、放射線治療及び手術からなる群から選択される、請求項64記載のアンサマイシン類似
体又はそれらの医薬として許容し得る塩、組成物、使用又は方法。
【請求項６６】
　a)好適な条件下で培養した場合に、アンサマイシン又はそれらの類似体を生成する第一
の宿主菌株を提供する工程;
　b)前記菌株へ非天然のスターターユニットを供給する工程;
　c)前記宿主菌株を、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体の生成に適した条件下
で培養する工程;及び
　d)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、請求項1～37及び58のいずれか1
項記載の18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体又はそれらの医薬として許容し得る
塩の製造方法。
【請求項６７】
　a)適切な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシン又はその類似体を生成する第一の
宿主菌株を提供する工程;
　b)前記菌株に非天然のスターターユニットを供給する工程;
　c)前記宿主菌株を、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体を生成するのに適した
条件下で培養する工程;及び
　d)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、請求項66記載の18,21-ジデスオ
キシ-アンサマイシン類似体又はその医薬として許容し得る塩の製造方法。
【請求項６８】
　更に、e)1種以上のスターターユニット生合成遺伝子、又はそれらの相同体を欠失又は
不活化する工程を含み、前記工程が通常、工程c)の前に行われる、請求項66又は67記載の
製造方法。
【請求項６９】
　更に、f)1種以上のポスト-PKS遺伝子を欠失又は不活化する工程を含み、前記工程が通
常、工程c)の前に行われる、請求項66～68のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７０】
　前記工程b)の非天然のスターターユニットが、3-アミノ-安息香酸である、請求項66～6
9のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７１】
　前記工程b)の非天然のスターターユニットが、5-アミノ-2-フルオロ安息香酸である、
請求項66～69のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７２】
　前記工程b)の非天然のスターターユニットが、5-アミノ-3-フルオロ安息香酸である、
請求項66～69のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７３】
　前記工程b)の非天然のスターターユニットが、5-アミノ-2,3-ジ-フルオロ安息香酸であ



(19) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

る、請求項66～69のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７４】
　前記工程b)の非天然のスターターユニットが、5-アミノ-2,3,6-トリ-フルオロ安息香酸
である、請求項66～69のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７５】
　工程(a)において、前記菌株が、アンサマイシン産生株である、請求項66～74のいずれ
か1項記載の製造方法。
【請求項７６】
　工程(a)において、前記菌株が、ゲルダナマイシン産生株である、請求項75記載の製造
方法。
【請求項７７】
　工程(a)において、前記菌株が、ハービマイシン産生株である、請求項75記載の製造法
。
【請求項７８】
　工程(a)において、前記菌株が、1種以上のスターターユニット生合成遺伝子が欠失又は
不活化されているアンサマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項66～77
のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項７９】
　工程(a)において、前記菌株が、1種以上のスターターユニット生合成遺伝子が欠失又は
不活化されているゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項78記
載の製造方法。
【請求項８０】
　工程(a)において、前記菌株が、1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されてい
るアンサマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項66～79のいずれか1項
記載の製造方法。
【請求項８１】
　工程(a)において、前記菌株が、1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されてい
るゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項80記載の製造方法。
【請求項８２】
　工程(a)において、前記菌株が、1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されてい
るハービマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項80記載の製造方法。
【請求項８３】
　工程(a)において、前記菌株が、gdmM相同体及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が欠失又
は不活化されているアンサマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項66～
82のいずれか1項記載の製造方法。
【請求項８４】
　工程(a)において、前記菌株が、前記gdmM及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が欠失又は
不活化されているゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項83記
載の製造方法。
【請求項８５】
　工程(a)において、前記菌株が、前記gdmM相同体及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が欠
失又は不活化されているハービマイシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項
83記載の製造方法。
【請求項８６】
　工程(a)において、前記菌株が、前記gdmM相同体が欠失又は不活化されているアンサマ
イシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項83記載の製造方法。
【請求項８７】
　工程(a)において、前記菌株が、前記gdmMが欠失又は不活化されているゲルダナマイシ
ン産生株を基にした操作された菌株である、請求項86記載の製造方法。
【請求項８８】



(20) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

　工程(a)において、前記菌株が、前記gdmM相同体が欠失又は不活化されているハービマ
イシン産生株を基にした操作された菌株である、請求項86記載の製造方法。
【請求項８９】
　gdmM又はその相同体及び1種以上のスターターユニット生合成遺伝子、並びに任意に更
にポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されているアンサマイシン産生株を基にした操作さ
れた菌株。
【請求項９０】
　S.ハイグロスコピカスAM3602のahba-Bクラスターの全遺伝子、又は他の菌株中の相同体
が欠失又は不活化されている、請求項89記載の菌株。
【請求項９１】
　ゲルダナマイシン産生株である、請求項89又は請求項90記載の菌株。
【請求項９２】
　ハービマイシン産生株である、請求項89又は請求項90記載の菌株。
【請求項９３】
　gdmOが欠失又は不活化されている、請求項91記載の菌株。
【請求項９４】
　hbmOが欠失又は不活化されている、請求項92記載の菌株。
【請求項９５】
　前記アンサマイシン産生株が、ストレプトマイセス科放線菌である、請求項89～94のい
ずれか1項記載の操作された菌株。
【請求項９６】
　ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602又はストレプトマイ
セス種DSM4137又はストレプトマイセス・ビオラセウスニガーDSM40699であるゲルダナマ
イシン産生株である、請求項95記載の操作された菌株。
【請求項９７】
　アンサマイシン類似体又はその医薬として許容し得る塩の製造における、請求項89～96
のいずれか1項記載の操作された菌株の使用。
【請求項９８】
　前記アンサマイシン類似体が、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体である、請
求項97記載の操作された菌株の使用。
【請求項９９】
　18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体が、請求項1～37のいずれか1項により規定
される、請求項98記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば、癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及
び神経変性疾患、血管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療において、又は癌の予防的前
処置として有用であるアンサマイシン類似体に関する。本発明は、また、これらの化合物
の製造方法、及び医薬品におけるそれらの使用を提供する。
【背景技術】
【０００２】
(発明の背景)
　毒性が低く、かつ好ましい薬物動態特性を有する高度に特異的な抗癌薬の開発は、抗癌
療法における大きな課題を含む。
【０００３】
　90kDa熱ショックタンパク質(Hsp90)は、タンパク質の折り畳み及び集合に関連した豊富
な分子シャペロンであり、その多くはシグナル伝達経路に関与している(総説については
、Neckersの論文、2002;Sreedharらの論文、2004a;Wegeleらの論文、2004、及びそれらの
中の参考文献を参照されたい)。これまでに、これらのいわゆるクライアントタンパク質
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のような非受容体型チロシンキナーゼ、例えばcdk4及びcdk6のようなサイクリン依存性キ
ナーゼ、膿疱性膜貫通型制御因子、一酸化窒素合成酵素などを含む(Donze及びPicardの論
文、1999;McLaughlinらの論文、2002;Chiosisらの論文、2004;Wegeleらの論文、2004;htt
p://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf)。更にHsp90は、ストレス反応及び
変異の影響に対する細胞の保護において重要な役割を果たす(Bagatell及びWhitesellの論
文、2004;Chiosisらの論文、2004)。Hsp90の機能は複雑であり、かつこれは動的多酵素複
合体(dynamic multi-enzyme complex)の形成に関与している(Bohenの論文、1998;Liuらの
論文、1999;Youngらの論文、2001;Takahashiらの論文、2003;Sreedharらの論文、2004;We
geleらの論文、2004)。Hsp90は、阻害剤の標的であり(Fangらの論文、1998;Liuらの論文
、1999;Blagosklonnyの論文、2002;Neckersの論文、2003;Takahashiらの論文、2003;Beli
akoff及びWhitesellの論文、2004;Wegeleらの論文、2004)、結果クライアントタンパク質
の分解、細胞周期の異常調節/又は正常化及びアポトーシスを生じる。より最近になって
、Hsp90は、腫瘍浸潤の重要な細胞外メディエーターとして同定された(Eustaceらの論文
、2004)。Hsp90は癌療法の新たな主要な治療標的として同定され、このことは、Hsp90機
能に関する活発で詳細な研究(Blagosklonnyらの論文、1996;Neckersの論文、2002;Workma
n及びKayeの論文、2002;Beliakoff及びWhitesellの論文、2004;Harrisらの論文、2004;Je
zらの論文、2003;Leeらの論文、2004)、及びハイスループットスクリーニングアッセイの
開発(Carrerasらの論文、2003;Rowlandsらの論文、2004)において反映されている。Hsp90
阻害剤は、アンサマイシン、マクロライド、プリン、ピラゾール、クマリン抗生物質など
の化合物クラスを含む(総説については、Bagatell及びWhitesellの論文、2004;Chiosisら
の論文、2004、及びそれらの中の参考文献を参照されたい)。
【０００４】
　ベンゼノイドアンサマイシンは、芳香族環構造のいずれかの側に連結された長さが変動
する脂肪族環を特徴とする化学構造の広範なクラスである。天然のアンサマイシンは、マ
クベシン及び18,21-ジヒドロマクベシン(各々、マクベシンI及びマクベシンIIとしても公
知)(1及び2;Tanidaらの論文、1980)、ゲルダナマイシン(3;DeBoerらの論文、1970;DeBoer
及びDietzの論文、1976;WO 03/106653及びそれらの中の参考文献)、並びにハービマイシ
ンファミリー(4;5、6、Omuraらの論文、1979;Iwaiらの論文、1980;及び、Shibataらの論
文、1986a、WO 03/106653、及びそれらの中の参考文献)を含む。
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【化１】

【０００５】
　アンサマイシンは、当初それらの抗菌活性及び抗ウイルス活性について同定されたが、
最近抗癌剤としてのこれらの利用の可能性に関心が高まってきている(Beliakoff及びWhit
esellの論文、2004)。現在多くのHsp90阻害剤が、臨床試験において評価中である(Cserme
ly及びSotiの論文、2003;Workmanの論文、2003)。特にゲルダナマイシンは、ナノモルで
の効能及び異常なプロテインキナーゼ依存型腫瘍細胞に対する明白な特異性を有する(Chi
osisらの論文、2003;Workmanの論文、2003)。
【０００６】
　Hsp90阻害剤による治療は、放射線による腫瘍細胞死滅の誘導を増強することが示され
ており、並びにHsp90阻害剤の細胞傷害性薬物との組合せによる増大した細胞殺傷能(例え
ば、乳癌、慢性骨髄性白血病及び非-小細胞肺癌)も明らかにされている(Neckersの論文、
2002;Beliakoff及びWhitesellの論文、2004)。抗-血管新生活性の可能性も、関心があり:
Hsp90クライアントタンパク質HIF-1αは、固形腫瘍の進行において重要な役割を果たす(H
urらの論文、2002;Workman及びKayeの論文、2002;Kaurらの論文、2004)。
【０００７】
　Hsp90阻害剤は、免疫抑制薬としても機能し、かつHsp90阻害後のいくつかの腫瘍細胞型
の補体が誘導した溶解に関与している(Sreedharらの論文、2004)。Hsp90阻害剤による治
療は、免疫細胞が媒介した溶解(Sreedharらの論文、2004)に関連したスーパーオキシド生
成の誘導も生じることができる(Sreedharらの論文、2004a)。Hsp90阻害剤の抗-マラリア
薬としての使用の可能性が議論されている(Kumarらの論文、2003)。更にゲルダナマイシ
ンは、複合糖鎖形成された哺乳類のプリオンタンパク質PrPcの形成を妨げることが示され
ている(Winklhoferらの論文、2003)。
【０００８】
　前述のように、アンサマイシンは、潜在的抗癌剤及び抗-B-細胞性悪性疾患化合物とし
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て関心があるが、しかし現在入手可能なアンサマイシンの薬理学的特性又は医薬特性は不
良であり、例えばこれらは、水溶解度が低く、代謝安定性が不良であり、生物学的利用能
が悪く、又は製剤能が不良である(Goetzらの論文、2003;Workmanの論文、2003;Chiosisの
論文、2004)。ハービマイシンA及びゲルダナマイシンは両方共、それらの強力な肝毒性の
ために、臨床試験の候補として不良であることが確定され(総説Workmanの論文、2003)、
並びにゲルダナマイシンは、肝毒性のために臨床試験第I相から取り下げられた(Supkoら
の論文、1995;WO 03/106653)。
【０００９】
　ゲルダナマイシンは、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス(Streptomyces hygros
copicus)の培養濾液から単離され、インビトロにおいて原虫に対し強力な活性を示し、並
びに細菌及び真菌に対し弱い活性を示す。1994年に、ゲルダナマイシンのHsp90との関連
が示された(Whitesellらの論文、1994)。ゲルダナマイシン生合成遺伝子クラスターが、
クローン化され、かつ配列決定された(Allen及びRitchieの論文、1994;Rascherらの論文
、2003;WO 03/106653)。そのDNA配列は、NCBIアクセッション番号AY179507で入手可能で
ある。遺伝子操作されたゲルダナマイシン産生株の単離は、S.ハイグロスコピカス亜種デ
ュアマイセチカスJCM4427に由来し、並びに4,5-ジヒドロ-7-O-デスカルバモイル-7-ヒド
ロキシゲルダナマイシン及び4,5-ジヒドロ-7-O-デスカルバモイル-7-ヒドロキシ-17-O-デ
メチルゲルダナマイシンの単離は、最近説明された(Hongらの論文、2004)。ゲルダナマイ
シンを、ハービマイシン産生株ストレプトマイセス・ハイグロスコピカスAM-3672へ供給
することにより、化合物15-ヒドロキシゲルダナマイシン、三環系ゲルダナマイシン類似
体KOSN-1633及びメチル-ゲルダナマイシネートが単離された(Huらの論文、2004)。2種の
化合物17-ホルミル-17-デメトキシ-18-O-21-O-ジヒドロゲルダナマイシン及び17-ヒドロ
キシメチル-17-デメトキシゲルダナマイシンは、S.ハイグロスコピカスK279-78から単離
された。S.ハイグロスコピカスK279-78は、ハービマイシン産生株ストレプトマイセス・
ハイグロスコピカスAM-3672由来の様々な遺伝子を含む44kbp挿入断片を有する、コスミド
pKOS279-78を含む、S.ハイグロスコピカスNRRL 3602である(Huらの論文、2004)。アシル
基転移酵素ドメインの置換が、ゲルダナマイシン生合成クラスターのポリケチド合成酵素
の4種のモジュールにおいて作出されている(Patelらの論文、2004)。AT置換は、モジュー
ル1、4及び5において実行され、完全にプロセシングされた類似体14-デスメチル-ゲルダ
ナマイシン、8-デスメチル-ゲルダナマイシン及び6-デスメトキシ-ゲルダナマイシン並び
に完全にプロセシングされない4,5-ジヒドロ-6-デスメトキシ-ゲルダナマイシンを導いて
いる。モジュール7のATの置換は、3種の2-デスメチル化合物KOSN1619、KOSN1558及びKOSN
1559の生成につながり、そのひとつ(KOSN1559)であるゲルダナマイシンの2-デメチル-4,5
-ジヒドロ-17-デメトキシ-21-デオキシ誘導体は、ゲルダナマイシンよりも4-倍大きい結
合親和性で、及び17-AAGよりも8-倍大きい結合親和性で、Hsp90へ結合する。しかしこの
ことは、SKBr3を用いるIC50測定値の改善には反映されない。別の類似体である新規非ベ
ンゾキノイドゲルダナマイシンは、KOS-1806と称され、これはモノフェノール構造を有す
る(Rascherらの論文、2005)。KOS-1806に関する活性データは、示されていない。
【００１０】
　1979年に、アンサマイシン抗生物質ハービマイシンAが、ストレプトマイセス・ハイグ
ロスコピカス株AM-3672の発酵ブロスから単離され、その強力な除草活性に従い命名され
た。その抗腫瘍活性は、細胞の形質転換された形態に復帰する薬物のスクリーニングのた
めにラウス肉腫ウイルス(RSV)の温感性変異体に感染されたラット腎臓系細胞を使用する
ことにより確立された(総説はUeharaの論文、2003を参照されたい)。ハービマイシンAは
、保存されたシステイン残基への直接結合ではなく、Hsp90シャペロンタンパク質への結
合を介して主に作用するとして仮定され、及び後続のキナーゼ不活化も考察された(Uehar
aの論文、2003)。
【００１１】
　化学誘導体が単離され、並びにベンゾキノン核のC19に変更された置換基を持つ化合物
及びアンサ鎖がハロゲン化された化合物は、ハービマイシンAよりもより低い毒性及びよ
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り高い抗腫瘍活性を示した(Omuraらの論文、1984;Shibataらの論文、1986b)。ハービマイ
シン生合成遺伝子クラスターの配列は、WO 03/106653及び最新の論文(Rascherらの論文、
2005)において確定された。
【００１２】
　アンサマイシン化合物マクベシン(1)及び18,21-ジヒドロマクベシン(2)(C-14919E-1及
びC-14919E-1)は、それらの抗真菌活性及び抗原虫活性について同定されたが、これらは
、ノカルジア種C-14919(アクチノシンネマ・プレチオスム(Actinosynnema pretiosum)亜
種プレチオスムATCC 31280)の培養物上清から単離された(Tanidaらの論文、1980;Muroiら
の論文、1980;Muroiらの論文、1981;US 4,315,989及びUS 4,187,292)。18,21-ジヒドロマ
クベシンは、ジヒドロキノン形の核を含むことを特徴としている。マクベシン及び18,21-
ジヒドロマクベシンの両方とも、同様の抗菌活性、及びマウス白血病P388細胞株のような
癌細胞株に対する抗腫瘍活性を有することが示された(Onoらの論文、1982)。逆転写酵素
及びターミナルデオキシヌクレオチジル転移酵素の活性は、マクベシンにより阻害されな
かった(Onoらの論文、1982)。マクベシンのHsp90阻害機能が、文献において報告されてい
る(Bohenの論文、1998;Liuらの論文、1999)。微生物培養ブロスへの添加後の、マクベシ
ン及び18,21-ジヒドロマクベシンの、ある位置又は複数の位置でメトキシ基の代わりにヒ
ドロキシ基を伴う化合物への変換は、特許US 4,421,687及びUS 4,512,975に開示されてい
る。
【００１３】
　多種多様な土壌微生物のスクリーニング時に、化合物TAN-420A～Eが、ストレプトマイ
セス属に属する産生株から同定された(7-11, EP 0 110 710)。

【化２】

【００１４】
　2000年に、ストレプトマイセス種S6699の細胞培養物からのゲルダナマイシンに関連し
た、非-ベンゾキノンアンサマイシン代謝産物レブラスタチンの単離、及び関節リウマチ
の治療におけるその潜在的治療的価値が、説明された(Steadらの論文、2000)。
【００１５】
　更に化学的に無関係のベンゾキノンアンサマイシンとは異なるHsp90阻害剤は、ラディ
シコール(モノルデン)であり、これは真菌モノポリウム・ボノルデン(Monosporium bonor
den)からその抗真菌活性について当初発見され(総説については、Ueharaの論文、2003を
参照されたい)、並びにその構造は、ネクトリア・ラディシコール(Nectria radicicola)
から単離された14-員マクロライドと同じであることがわかった。これは、その抗真菌活
性、抗菌活性、抗原虫活性及び細胞傷害活性に加え、Hsp90シャペロンタンパク質の阻害
剤として後に同定された(総説については、Ueharaの論文、2003;Schulteらの論文、1999
を参照されたい)。ラディシコールの抗-血管新生活性(Hurらの論文、2002)及びそれらの
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半-合成誘導体(Kurebayashiらの論文、2001)も、説明されている。
【００１６】
　最近の関心は、新規生成アンサマイシン抗癌化合物としてのゲルダナマイシンの17-ア
ミノ誘導体(Bagatell及びWhitesellの論文、2004)、例えば、17-(アリルアミノ)-17-デス
メトキシゲルダナマイシン(17-AAG, 12)(Hosteinらの論文、2001;Neckersの論文、2002;N
immanapalliらの論文、2003;Vasilevskayaらの論文、2003;Smith-Jonesらの論文、2004)
及び17-デスメトキシ-17-N,N-ジメチルアミノエチルアミノ-ゲルダナマイシン(17-DMAG, 
13)(Egorinらの論文、2002;Jezらの論文、2003)に集まっている。より最近になってゲル
ダナマイシンは、17-位置で誘導体化され、17-ゲルダナマイシンのアミド、カルバメート
、尿素及び17-アリールゲルダナマイシンを作出している(Le Brazidecらの論文、2003)。
60種を超える17-アルキルアミノ-17-デメトキシゲルダナマイシン類似体のライブラリー
が報告されており、かつそれらのHsp90への親和性及び水溶解度について試験された(Tian
らの論文、2004)。ゲルダナマイシンの毒性を低下する更なるアプローチは、腫瘍-標的化
モノクローナル抗体との複合による、活性ゲルダナマイシン化合物の悪性細胞への選択的
標的化及び送達である(Mandlerらの論文、2000)。
【００１７】
【化３】

【００１８】
　これらの誘導体の多くは低下した肝毒性を示すが、これらは依然限定された水溶解度を
有する。例えば17-AAGは、それら自身一部の患者において副作用を起こし得る可溶化担体
(例えば、Cremophore(登録商標)、DMSO-卵レシチン)の使用を必要とする(Huらの論文、20
04)。
【００１９】
　Hsp90阻害剤のアンサマイシンクラスのほとんどは、タンパク質、グルチチオンなどの
求核物質と容易に共有結合を形成することができるマイケル受容体である、ベンゾキノン
である、共通の構造部分を有する。ベンゾキノン部分は、酸素ラジカルが形成される間に
、ジヒドロキノンとのレドックス平衡も受け、このことは更なる非特異的毒性を生じる(D
ikalovらの論文、2002)。
【００２０】
　従って癌及び/又はB-細胞性悪性疾患の治療に利用性がある新規アンサマイシン誘導体
を同定する必要性が依然存在しており、そのようなアンサマイシンは、改善された水溶解
度、投与に関して改善された薬理学的プロファイル及び軽減された副作用プロファイルを
有することが好ましい。本発明は、親産生株の生体内変換及び任意の遺伝子操作により作
出される新規アンサマイシン類似体を開示している。特に本発明は、新規な18,21-ジデス
オキシ-アンサマイシン類似体及びその他のアンサマイシン類似体を開示しており、これ
らは一般に、現在利用可能なアンサマイシンに比べ改善された医薬特性を有することがで
き;特にこれらは、下記の特性の1つ以上に関して改善を示すことが期待される:様々な癌
亜型に対する活性、毒性、水溶解度、代謝安定性、生物学的利用能及び製剤能。アンサマ
イシン類似体(18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体など)は、改善された生物学的
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２１】
(発明の要旨)
　本発明において、非天然のスターターユニットの取り込みにより形成される新規アンサ
マイシン類似体を生成するために、ゲルダナマイシンのポスト-PKS修飾の原因である遺伝
子の標的化された不活化又は欠失と任意に組合せて、及びポスト-PKS修飾をもたらすのに
適切なポスト-PKS遺伝子の導入と任意に組合せて、例えば、フッ素又はその他の置換基で
置換されていてもよい18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン化合物をもたらす非天然のス
ターターユニットが、ゲルダナマイシン産生株に供給される。任意に、スターターユニッ
ト(スターター酸)の生合成に寄与する遺伝子又は制御因子を、標的化された不活化もしく
は欠失、又は細胞のUV照射への曝露のような他の手段による修飾、並びにスターターユニ
ットの生合成が破壊されていることを示す表現型の選択により、操作することができる。
該方法は、オートリチマイシン(autolytimycin)に加え、ハービマイシン及びレブラスタ
チン(reblastatin)などの他のアンサマイシン類に適用できる。ポスト-PKS遺伝子の任意
の標的化は、例えば、ポスト-PKS遺伝子のすべて又は一部を含むゲルダナマイシンクラス
ター領域の組込み、標的化された欠失、任意にそれに続く遺伝子(類)の挿入、又はポスト
-PKS遺伝子もしくはそれらのコードされた酵素を非-機能性とするその他の方法、例えば
細胞の化学阻害、部位特異的変異誘発又はUV照射などの使用による変異誘発などの様々な
機序により引き起こすことができる。更に、ゲルダナマイシンクラスター、あるいは限定
はされないが、マクベシン、ハービマイシン、レブラスタチン又はTANクラスターなどの
別のアンサマイシンクラスターに由来するポスト-PKS遺伝子を再導入して、特定のポスト
-PKS修飾をもたらすことができる。結果的に、本発明は、18,21-ジデスオキシ-アンサマ
イシン類似体などのアンサマイシン類似体、これらの化合物の製造方法、及び医薬品にお
ける、又は更なる化合物の生成における中間体としてのこれら化合物の使用方法を提供す
る。
【００２２】
　従って、第一の態様において、本発明は、通常のスターターユニットを欠き、代わりに
、例えばフッ素又は他の置換基で置換されていてもよい18,21-ジデスオキシ-アンサマイ
シン化合物を生じるスターターユニットが取り込まれている、ゲルダナマイシンの類似体
又は他のアンサマイシン類を提供する。
【００２３】
　従って、本発明の一態様において、式(I)の化合物、又はそれらの医薬として許容し得
る塩が提供される:
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【化４】

(式中、
R1は、H、OH、OMeを表し;
R2は、H又はMeを表し;
R3は、H又はCONH2を表し;
R4及びR5は、両方ともHを表すか、又はこれらは一緒に結合を表す(すなわち、C4-C5は二
重結合である)かのいずれかであり;
R6は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10aR11aを表し;
R7は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10bR11bを表し;
R8は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10cR11cを表し;
R9は、H、F、OH、OMe、Br、Cl、CF3、CH3、SH、CH2CH3又はNR10dR11dを表し;
R10a、R11a、R10b、R11b、R10c、R11c、R10d、R11dは、独立に、H、CH3又はCH2CH3を表し
;
但し:
(i)R6がHを表し、R7がOHを表し、及びR8がOHを表す場合、R9はHを表さず;
(ii)R7がOHを表し、R8がHを表し、及びR9がHを表す場合、R6はH、OH又はOMeを表さず;及
び
(iii)R7がOMeを表し、R8がHを表し、及びR9がHを表す場合、R6はOMeを表さない)。
【００２４】
　条件(i)の化合物は、既知化合物である18,21-ジヒドロゲルダナマイシンである。
【００２５】
　条件(ii)及び(iii)の化合物は、国際公開第2005/061461号に開示されている。
【００２６】
　好適には:
(iv)R6がH、OH又はOMeを表し、R7がHを表し、及びR8がHを表す場合、R9はOH、Cl又はNH2
を表さず;及び
(v)R6がH、OH又はOMeを表し、R8がHを表し、及びR9がHを表す場合、R7はNH2を表さない。
【００２７】
　好適には
(vi)R6がH又はOHを表す場合、R7、R8及びR9はすべてがHを表すわけではない。条件(vi)の
化合物は、Kimらの論文、ChemBioChem(2007)8、1491-1494中に開示されている。しかし、
それらの化合物は、本発明者らが提出した以前の特許出願中にも開示されている。
【００２８】
　より特定の態様において、本発明は、下記式(IA)に記載の18,21-ジデスオキシ-アンサ
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マイシン類似体、又はそれらの医薬として許容し得る塩を提供する:
【化５】

(式中、
R1は、H、OH、OMeを表し;
R2は、H又はMeを表し;
R3は、H又はCONH2を表し;
R4及びR5は、両方ともHを表すか、又はこれらは一緒に結合を表す(すなわち、C4-C5は二
重結合である)かのいずれかであり;
R6は、H、OH、OMe又はFを表し;
R7は、H又はFを表し;
R8は、H又はFを表す)。
【００２９】
　18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体などのアンサマイシン類似体は、本明細書
において「本発明の化合物」とも称され、これらの用語は本明細書において互換的に使用
される。
【００３０】
　前記構造は、代表的互変異性体を示し、本発明は、例えばエノール化合物が図示された
場合のケト化合物、又はその逆のような、式(I)の化合物の互変異性体のすべてを包含し
ている。
【００３１】
　本発明は、先に示された構造(I)により定義された化合物の立体異性体のすべてを包含
している。
【００３２】
　更なる態様において、本発明は、医薬として使用するために、式(I)の化合物のような
アンサマイシン類似体又はそれらの医薬として許容し得る塩を提供する。
【００３３】
(定義)
　冠詞「ある(a, an)」とは、冠詞の文法上の対象の1つ又は2つ以上(すなわち少なくとも
1つ)を意味するように、本明細書において使用される。例として、「ある類似体」は、1
つの類似体又は2つ以上類似体をいう。
【００３４】
　本明細書において使用される用語「類似体(類)」とは、別のものに構造的に類似してい
るが、組成がわずかに異なる(1個の原子の別の原子との交換又は特定の官能基の存在もし
くは非存在として)化合物をいう。
【００３５】
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　本出願において使用される用語「18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体」とは、
式(IA)に記載の化合物をいう。
【００３６】
　本明細書において使用される用語「相同体(類)」とは、異なるマクベシン産生株由来の
代替のマクベシン生合成クラスターのいずれか由来の本明細書に開示された遺伝子もしく
は遺伝子によりコードされたタンパク質の相同体、又は代替のアンサマイシン生合成遺伝
子クラスター由来の、例えばゲルダナマイシン、ハービマイシン、オートリチマイシンも
しくはレブラスタチン由来の相同体をいう。同じ機能を発揮するタンパク質をコードして
いるこのような相同体(類)はそれ自身、マクベシン又は関連したアンサマイシンポリケチ
ドの合成において該遺伝子又はタンパク質と同じ機能を発揮する。好ましくはそのような
相同体(類)は、本明細書に開示された特定の遺伝子の配列と、少なくとも40%の配列同一
性、好ましくは少なくとも60%、少なくとも70%、少なくとも80%、少なくとも90%又は少な
くとも95%の配列同一性を有する(表3、配列番号:11、これはクラスターの遺伝子のすべて
の配列であり、これから特定の遺伝子の配列を推定することができる)。%同一性は、NCBI
ウェブサイトから入手可能なBLASTn又はBLASTpなどの、当業者に公知の任意のプログラム
を使用し計算することができる。
【００３７】
　本明細書において使用される用語「癌」とは、皮膚内の細胞、又は例えば非限定的に乳
房、前立腺、肺、腎臓、膵臓、脳、胃もしくは腸などの体内臓器内の細胞の良性又は悪性
の新たな増殖をいう。癌は、隣接組織へ浸潤し、かつ例えば骨、肝臓、肺又は脳などの遠
位臓器に広がる(転移する)傾向がある。本明細書において使用される用語癌は、非限定的
にメラノーマ、リンパ腫、白血病、線維肉腫、横紋筋肉腫及び肥満細胞腫などの転移性腫
瘍細胞型、並びに非限定的に結腸直腸癌、前立腺癌、小細胞肺癌及び非-小細胞肺癌、乳
癌、膵臓癌、膀胱癌、腎臓癌、胃癌、グリア芽細胞腫、原発性肝癌及び卵巣癌などの組織
癌型の両方を含む。
【００３８】
　本明細書において使用される用語「B-細胞性悪性疾患」は、慢性リンパ性白血病(CLL)
、多発性骨髄腫、及び非ホジキンリンパ腫(NHL)を含む障害群を含む。これらは、血液及
び造血臓器の新生物疾患である。これらは、骨髄及び免疫系の機能障害を引き起こし、こ
のことは宿主を感染症に罹り易く、出血し易くする。
【００３９】
　本明細書において使用される用語「生物学的利用能」とは、薬物又は他の物質が、投与
後生物学的に活性のある部位で、吸収されるか、又は利用可能となり始める程度又は割合
をいう。この特性は、化合物の溶解度、消化管の吸収速度、タンパク質結合の程度及び代
謝など多くの要因により左右される。当業者にはよく知られている生物学的利用能に関す
る様々な試験は、Egorinらの論文(2002)に説明されている。
【００４０】
　本出願において使用される用語「水溶解度」は、例えばpH7.3のリン酸緩衝生理食塩水(
PBS)のような、水性媒体への溶解度を意味する。
【００４１】
　本出願において使用される用語「アンサマイシン産生株」とは、菌株、例えば、ゲルダ
ナマイシン産生株、ハービマイシン産生株、レブラスタチン産生株及びオートリチマイシ
ン産生株などのストレプトマイセス科放線菌により例示されるような野生型菌株をいう。
従って、例としては、例えば天然のスターター供給材料3-アミノ-5-ヒドロキシ安息香酸
を供給した場合など、好適な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシン又はハービマイ
シン類(例えば、ハービマイシンA、B又はC)などのアンサマイシン類を産生するストレプ
トマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダナスNRRL3602又はストレプトマイセス種DSM4
137又はストレプトマイセス・ビオラセウスニガーDSM40699、及びレブラスタチン又はオ
ートリチマイシンなどのアンサマイシン類を産生するストレプトマイセス種S6699又はス
トレプトマイセス・オートリチカスJX-47が挙げられる。
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【００４２】
　従って、本出願において使用される用語「ゲルダナマイシン産生株」とは、菌株、例え
ば天然のスターター供給材料3-アミノ-5-ヒドロキシ安息香酸を供給した場合など、好適
な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシンを産生する、ストレプトマイセス・ハイグ
ロスコピカス亜種ゲルダナスNRRL3602又はストレプトマイセス種DSM4137又はストレプト
マイセス・ビオラセウスニガーDSM40699などのストレプトマイセス科放線菌により例示さ
れるような野生型菌株をいう。
【００４３】
　本出願において使用される用語「ハービマイシン産生株」とは、菌株、例えば天然のス
ターター供給材料3-アミノ-5-ヒドロキシ安息香酸を供給した場合など、好適な条件下で
培養した場合に、ハービマイシン類、例えばハービマイシンA、B又はCを産生するストレ
プトマイセス・ハイグロスコピカスAM-3672により例示されるような野生型菌株をいう。
【００４４】
　本明細書において使用される用語「ポスト-PKS遺伝子(類)」とは、例えば非限定的にモ
ノオキシゲナーゼ、O-メチル基転移酵素及びカルバモイル基転移酵素などの、ポリケチド
のポスト-ポリケチド合成酵素修飾に必要とされる遺伝子をいう。具体的には、マクベシ
ンシステムにおいて、これらの修飾遺伝子は、mbcM、mbcN、mbcP、mbcMT1、mbcMT2及びmb
cP450を含む。
【００４５】
　本明細書において使用される用語「スターターユニット生合成遺伝子(類)」とは、天然
に取り込まれるスターターユニットである3-アミノ-5-ヒドロキシ安息香酸(AHBA)の産生
に必要とされる遺伝子をいう。具体的には、マクベシンシステムにおいてこれらのスター
ターユニット生合成遺伝子は、AHk(AHBAキナーゼ)、Adh(aDHQデヒドロゲナーゼ)、AHs(AH
BA合成酵素)、OX(酸化還元酵素)、PH(ホスファターゼ)を含む。具体的には、ゲルダナマ
イシンシステムでは、遺伝子gdmOが、AHBA合成に必要とされるアミノデヒドロキナ酸合成
酵素をコードするように企画され(Rascherらの論文、2003)、ハービマイシンシステムで
は、hbmOが同定されている(Rascherらの論文、2005)。AHBAを産生する他の菌株も、AHBA
生合成遺伝子を含む。
【００４６】
　式(I)の化合物などの、本発明の化合物の医薬として許容し得る塩は、医薬として許容
し得る無機又は有機の酸又は塩基から形成される通常の塩、更には第4級アンモニウム塩
、酸付加塩を含む。好適な酸性塩のより詳細な例は、塩酸、臭化水素酸、硫酸、リン酸、
硝酸、過塩素酸、フマル酸、酢酸、プロピオン酸、コハク酸、グリコール酸、ギ酸、乳酸
、マレイン酸、酒石酸、クエン酸、パルモン酸(palmoic)、マロン酸、ヒドロキシマレイ
ン酸、フェニル酢酸、グルタミン酸、安息香酸、サリチル酸、フマル酸、トルエンスルホ
ン酸、メタンスルホン酸、ナフタレン-2-スルホン酸、ベンゼンスルホン酸、ヒドロキシ
ナフトエ酸、ヨウ化水素酸、リンゴ酸、ステロイック酸(steroic)、タンニン酸などの塩
を含む。シュウ酸などの他の酸は、それら自身医薬として許容し得るものではないが、本
発明の化合物及びそれらの医薬として許容し得る塩を得るための中間体として有用な塩の
調製において有用なことがある。好適な塩基性塩のより詳細な例は、ナトリウム、リチウ
ム、カリウム、マグネシウム、アルミニウム、カルシウム、亜鉛、N,N'-ジベンジルエチ
レンジアミン、クロロプロカイン、コリン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、N-
メチルグルカミン及びプロカインの塩を含む。以後本発明の化合物の言及は、式(I)の化
合物及びそれらの医薬として許容し得る塩の両方を含む。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】ゲルダナマイシンの代表的生合成であり、ゲルダナマイシンへの最初の推定酵素
フリー中間体プロゲルダナマイシン、及びポスト-PKSのプロセシングを示す。図中のPKS
プロセシング工程のリストは、事象の順番を表すことは意図されていない。クラスター内
の特定の遺伝子について、下記略号を使用する:ALO－AHBA負荷ドメイン;ACP－アシルキャ
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リヤタンパク質;KS－β-ケト合成酵素;AT－アシル基転移酵素;DH－脱水酵素;ER－エノイ
ルレダクターゼ;KR－β-ケトレダクダーゼ。
【図２】ゲルダナマイシンを生成するための、プロ-ゲルダナマイシンのポスト-PKSプロ
セシング部位の説明。
【図３】実施例中で説明される化合物(14～25)の構造。
【図４】実施例中で説明される化合物(26～37)の構造。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
(発明の説明)
　本発明は、前述のようなアンサマイシン類似体、これらの化合物の製造方法、医薬品中
のこれらの化合物の使用方法、更なる半-合成誘導体化のための中間体又は鋳型としての
これらの化合物の使用を提供する。
【００４９】
　好適にはR1は、H又はOHを表す。ひとつの実施態様において、R1は、Hを表す。別の実施
態様において、R1は、OHを表す。
【００５０】
　好適にはR2は、Hを表す。
【００５１】
　好適にはR3は、CONH2を表す。
【００５２】
　ひとつの実施態様において、好適には、R4及びR5は、一緒に結合を表す。
【００５３】
　別の実施態様において、好適には、R4及びR5は、各々Hを表す。
【００５４】
　ひとつの実施態様において、好適には、R1はHを表し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し
、並びにR4及びR5は各々Hを表す。
【００５５】
　ひとつの実施態様において、好適には、R1はOHを表し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し
、並びにR4及びR5は各々Hを表す。
【００５６】
　ひとつの実施態様において、好適には、R1はHを表し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し
、R4及びR5は各々Hを表し、並びにR6はOHを表す。
【００５７】
　好適にはR6は、H、F、Me、Br、Cl、OH、OMe、NH2を、より好適にはH、F、Me、Br、Cl、
OH又はOMeを、更により好適にはH又はFを表す。　
【００５８】
　あるいは好適にはR6は、CF3又はCH2CH3を表す。
【００５９】
　好適にはR7は、H、F、OH、OMe、Br、Cl又はNH2を、より好適にはH、F、OH、OMe、Br又
はClを、より更に好適にはH、F、OH又はOMeを、特にOH(又は代わりにH又はF)を表す。
【００６０】
　好適にはR8は、H、F、Me、Cl、Br、OH又はNH2を、より好適にはH、F、Me、Cl、Br又はO
Hを、更により好適にはH又はFを表す。
【００６１】
　好適にはR9は、H、F、Me、Cl、Br、OH又はNH2を、より好適にはH、F、Me、Cl、Br又はO
Hを、更により好適にはH又はFを、特にHを表す。
【００６２】
　好適にはR10a、R11a、R10b、R11b、R10c、R11c、R10d、R11dは、Hを表す。
【００６３】
　好適には、R7がOHを表す場合、R6、R8又はR9の1つ以上は、F、Br、Me又はNH2を表し、
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【００６４】
　好適には、R6がMeを表すなら、R7は、OH、H、又はFを表し、並びにR8及びR9はHを表す
。
【００６５】
　好適には、R6がCF3を表すなら、R7は、OH、H、又はFを表し、並びにR8及びR9はHを表す
。
【００６６】
　好適には、R6がCH2CH3を表すなら、R7は、OH、H又はFを表し、並びにR8及びR9はHを表
す。
【００６７】
　本発明のひとつの好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はH
を表し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4、R5、R6、R7及びR8は各々Hを表す:
【化６】

【００６８】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はOHを表し、並びにR7
及びR8は各々Hを表す:
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【化７】

【００６９】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はFを表し、並びにR7及
びR8は各々Hを表す:

【化８】

【００７０】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はFを表し、並びにR7及
びR8は各々Hを表す:
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【化９】

【００７１】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はFを表
し、並びにR8はHを表す:

【化１０】

【００７２】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はOHを表し、R7はFを表
し、並びにR8はHを表す:
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【化１１】

【００７３】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はFを表
し、並びにR8はHを表す:

【化１２】

【００７４】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造のように、R1はHを表し、R2はH
を表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6及びR7は各々Fを表し、並びにR8
はHを表す:



(36) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

【化１３】

【００７５】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6及びR7は各々Fを表し、
並びにR8はHを表す:

【化１４】

【００７６】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6、R7及びR8は各々Fを表
す:
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【化１５】

【００７７】
　本発明のひとつの実施態様において、R6、R7及びR8はすべてがHを表すわけではなく、
並びに特にR6、R7及びR8の少なくとも1つはFを表す。
【００７８】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はFを表し、R7はOHを表
し、並びにR8はHを表す:
【化１６】

【００７９】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はMeを表し、R7はOHを
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表し、並びにR8はHを表す:
【化１７】

【００８０】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はCF3を表し、R7はOHを
表し、並びにR8はHを表す:
【化１８】

【００８１】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はOHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はCH2CH3を表し、R7はO
Hを表し、並びにR8はHを表す:



(39) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

【化１９】

【００８２】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はFを表し、R7はOHを表
し、並びにR8はHを表す:

【化２０】

【００８３】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はMeを表し、R7はOHを
表し、並びにR8はHを表す:
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【００８４】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はCF3を表し、R7はOHを
表し、並びにR8はHを表す:
【化２２】

【００８５】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はCH2CH3を表し、R7はO
Hを表し、並びにR8はHを表す:
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【化２３】

【００８６】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はOMeを表し、R7はHを
表し、並びにR8はOHを表す:

【化２４】

【００８７】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はOHを表し、R7はHを表
し、並びにR8はOHを表す:



(42) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

【化２５】

【００８８】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はHを表
し、並びにR8はOHを表す:

【化２６】

【００８９】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はFを表
し、並びにR8はOHを表す:
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【化２７】

【００９０】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はClを表
し、並びにR8はOHを表す:
【化２８】

【００９１】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はOHを表
し、並びにR8はFを表す:



(44) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

【化２９】

【００９２】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はHを表し、R7はOHを表
し、並びにR8はClを表す:

【化３０】

【００９３】
　本発明の別の好適な実施態様において、例えば下記構造で表されるように、R1はHを表
し、R2はHを表し、R3はCONH2を表し、R4及びR5は各々Hを表し、R6はOMeを表し、R7はFを
表し、並びにR8はOHを表す:
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【化３１】

【００９４】
　本発明の別の実施態様において、R6、R7及びR8はすべて、Hを表す。
　別の実施態様において、R7及びR8はOHを表さず、R9はHを表し、並びにR6、R7及びR8の
ひとつ以上は、Fを表す。
　本発明の別の実施態様において、R1がHを表し、R2がHを表し、R3がCONH2を表し、R4及
びR5がHを表し、R6がHを表し、並びにR7がHを表す場合、R8はHを表さない。
【００９５】
　更なる好適な実施態様は、実施例中で説明され、並びに図3及び4に図示される。
【００９６】
　アンサ環への非-水素側鎖の好ましい立体化学を、下記図1及び2に示す(すなわち、好ま
しい立体化学は、ゲルダナマイシンのそれに従う)。
【００９７】
　本発明は、アンサマイシン類似体の、生体内変換か又は合成化学のいずれかによる更な
る修飾のための基質としての使用も提供する。ひとつの態様において、本発明は、医薬品
として使用するためのアンサマイシン類似体を提供する。詳細な実施態様において、本発
明は、癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及び神経変性疾患
、血管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療、並びに/又は癌の予防的前処置に使用する
ための、アンサマイシン類似体を提供する。
【００９８】
　別の態様において、本発明は、医薬品の製造におけるアンサマイシン類似体の使用を提
供する。詳細な実施態様において、本発明は、癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感
染症、中枢神経系疾患及び神経変性疾患、血管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療、並
びに/又は癌の予防的前処置のための医薬品の製造におけるアンサマイシン類似体の使用
を提供する。
【００９９】
　更なる実施態様において、本発明は、癌、B-細胞性悪性疾患、マラリア、真菌感染症、
中枢神経系疾患及び神経変性疾患、血管新生依存性疾患、自己免疫疾患の治療、又は癌の
予防的前処置の方法を提供し、前記方法は、アンサマイシン類似体の治療的有効量をそれ
を必要とする患者へ投与することを含む。
【０１００】



(46) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

　前述のように、本発明の化合物は、癌及びB-細胞性悪性疾患の治療に有用であると予想
することができる、本発明の化合物、及び特に、Hsp90に対する改善された選択性及び/又
は改善された毒性学的プロファイル及び/又は改善された薬物動態を有する可能性のある
化合物は、例えば、マラリア、真菌感染症、中枢神経系疾患及び神経変性疾患、血管新生
依存性疾患、関節リウマチのような自己免疫疾患などであるが、これらに限定されるもの
ではない他の適応症の治療において、又は癌の予防的前処置としても有効であることがで
きる。
【０１０１】
　中枢神経系疾患及び神経変性疾患は、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチント
ン病、プリオン病、球脊髄性筋萎縮症(SBMA)及び筋萎縮性側索硬化症(ALS)を含むが、こ
れらに限定されるものではない。
【０１０２】
　血管新生依存性疾患は、加齢黄斑変性症、糖尿病性網膜症及び様々な他の眼科疾患、ア
テローム硬化症及び関節リウマチを含むが、これらに限定されるものではない。
【０１０３】
　自己免疫疾患は、関節リウマチ、多発性硬化症、1型糖尿病、全身性紅斑性狼瘡及び乾
癬を含むが、これらに限定されるものではない。
【０１０４】
　「患者」は、ヒト対象及び他の動物(特に哺乳類)対象を、好ましくはヒト対象を包含し
ている。従って、本発明のアンサマイシン類似体の方法及び使用は、ヒト用医薬品及び獣
医学用医薬品、好ましくはヒト用医薬品で使用される。
【０１０５】
　前述の本発明の化合物又はそれらの製剤は、いずれかの通常の方法により投与すること
ができ、例えばこれらは、非経口的(静脈内投与を含む)、経口、局所的(口腔内、舌下又
は経皮を含む)、医療用具を介して(例えばステント)、吸入によるか、又は注射により(皮
下又は筋肉内)投与されるが、これらに限定されるものではない。本治療は、単回投与又
はある期間に渡った反復投与によりなることができる。
【０１０６】
　本発明の化合物は単独で投与することが可能であるが、これは、1種以上の許容し得る
希釈剤又は担体と一緒に医薬製剤として存在することが好ましい。従って、本発明の化合
物を、1種以上の医薬として許容し得る希釈剤又は担体と一緒に含有する医薬組成物が提
供される。希釈剤(類)又は担体(類)は、本発明の化合物と相溶性がありかつそれらのレシ
ピエントに有害でないという意味で、「許容でき」なければならない。好適な担体の例は
、以下により詳細に説明される。
【０１０７】
　本発明の化合物は、単独で又は他の治療薬と組合せて投与されてよい。2種(又はそれよ
りも多い)薬剤の同時投与は、使用される各々の投与量を著しく低くすることができ、こ
れにより認められる副作用を軽減する。1種以上の医薬として許容し得る希釈剤又は担体
と一緒に、本発明の化合物及び更なる治療薬を含有する医薬組成物も提供される。
【０１０８】
　更なる態様において、本発明は、例えば癌又はB-細胞性悪性疾患の治療のための、第二
の薬剤との併用における本発明の化合物の使用を提供する。
【０１０９】
　ひとつの実施態様において、本発明の化合物は、別の治療薬、例えば、癌又はB-細胞性
悪性疾患の治療のための治療薬と同時投与される。好ましい薬剤には、ブレオマイシン、
カペシタビン、シスプラチン、シタラビン、シクロホスファミド、ドキソルビシン、5-フ
ルオロウラシル、ゲムシタビン、ロイコボリン、メトトレキセート、ミトキサントン、パ
クリタキセル及びドセタキセルをはじめとするタキサン類、ビンクリスチン、ビンブラス
チン及びビノレルビンなどの通常の化学療法薬;ホルモン療法、アナストロゾール、ゴセ
レリン、酢酸メゲストロール、プレニゾン、タモキシフェン及びトレミフェン;トラスツ
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ズマブ(抗-Her2)、セツキシマブ(抗-EGFR)及びベバシズマブ(抗-VEGF)などのモノクロー
ナル抗体療法;イマチニブ、ダサチニブ、ゲフィチニブ、エルロチニブ、ラパチニブ、テ
ムシロリムスなどのプロテインキナーゼ阻害剤;ボルテゾミブなどのプロテアソーム阻害
剤;ボリノスタットなどのヒストンデアセチラーゼ(histone deacetylase)(HDAC)阻害剤;
スニチニブ、ソラフェニブ、レナリドマイドなどの血管新生阻害剤;が含まれるが、これ
らに限定されるものではない。加えて本発明の化合物は、非限定的に放射線治療又は手術
を含む、他の療法と組合せて投与されてよい。
【０１１０】
　本製剤は好都合なことに、単位剤形であってよく、及び調剤技術分野において周知の任
意の方法により調製されてよい。このような方法は、活性成分(本発明の化合物)の、1種
以上の補助成分を構成する担体との会合をもたらす工程を含む。一般に本製剤は、活性成
分の液体担体又は微細化された固形担体又は両方との会合を均質かつ密接にし、その後必
要ならば生成物を造形することで、調製される。
【０１１１】
　本発明の化合物は、任意に、医薬として許容し得る剤形中の無毒の有機もしくは無機の
酸もしくは塩基、付加塩の形態で活性成分を含有する医薬製剤の形態で、通常、経口又は
任意に非経口経路により投与される。治療される障害及び患者に加え、投与経路に応じて
、本組成物は変動する投与量で投与することができる。
【０１１２】
　例えば、本発明の化合物は、即時-、遅延-又は制御された放出の適用のために、矯味矯
臭剤又は着色剤を含有してよい、錠剤、カプセル剤、卵形剤(ovule)、エリキシル剤、液
剤又は懸濁剤の形態で、経口、口腔内、又は舌下へ投与することができる。
【０１１３】
　このような錠剤は、微晶質セルロース、ラクトース、クエン酸ナトリウム、炭酸カルシ
ウム、リン酸水素カルシウム及びグリシンなどの賦形剤、デンプン(好ましくはトウモロ
コシ、ジャガイモ又はタピオカデンプン)、デンプングリコール酸ナトリウム、クロスカ
ルメロースナトリウム及びある種の複合シリカのような崩壊剤、並びにポリビニルピロリ
ドン、ヒドロキシプロピルメチルセルロース(HPMC)、ヒドロキシ-プロピルセルロース(HP
C)、ショ糖、ゼラチン及びアカシアゴムなどの造粒結合剤を含んでよい。加えて、ステア
リン酸マグネシウム、ステアリン酸、ベヘン酸グリセリル及びタルクなどの滑沢剤を含ん
でよい。
【０１１４】
　同様の型の固形組成物も、ゼラチンカプセル剤中の充填剤として利用することができる
。これに関する好ましい賦形剤は、ラクトース、デンプン、セルロース、乳糖又は高分子
量ポリエチレングリコールを含む。水性懸濁剤及び/又はエリキシル剤に関して、本発明
の化合物は、様々な甘味剤又は矯味矯臭剤、着色物質又は染料と一緒に、乳化剤及び/又
は懸濁化剤と一緒に、並びに水、エタノール、プロピレングリコール及びグリセリンなど
の希釈剤と一緒に、並びにそれらの組合せと一緒にすることができる。
【０１１５】
　錠剤は、任意に1種以上の補助成分と共に、圧縮又は成形により作製することができる
。圧縮錠は、任意に、結合剤(例えば、ポビドン、ゼラチン、ヒドロキシプロピルメチル
セルロース)、滑沢剤、不活性希釈剤、保存剤、崩壊剤(例えば、デンプングリコール酸ナ
トリウム、架橋したポビドン、架橋したカルボキシメチルセルロースナトリウム)、表面
活性化剤又は分散剤と混合された、粉末又は顆粒などの自在流動形の活性成分を、好適な
装置において圧縮することにより調製することができる。成形錠は、不活性液体希釈剤で
湿潤された粉末化された化合物の混合物を好適な装置において成形することにより作製す
ることができる。これらの錠剤は、任意にコートされるか又は刻み目を入れることができ
、かつ所望の放出プロファイルを提供するために例えば変動する割合でヒドロキシプロピ
ルメチルセルロースを使用し、活性成分の遅延放出又は制御放出を提供するために製剤す
ることができる。
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【０１１６】
　経口投与に適した本発明の製剤は、各々予め決定された量の活性成分を含有する、カプ
セル剤、カシェ剤又は錠剤などの個別の単位として;散剤又は顆粒剤として;水性液体又は
非水性液体中の液剤又は懸濁剤として;もしくは、水中油型液体乳剤又は油中水型液体乳
剤として、提供されてよい。本活性成分は、ボーラス、舐剤又はペースト剤としても提供
されてよい。
【０１１７】
　口内の局所投与に好適な製剤は、通常、ショ糖及びアカシアゴム又はトラガカントガム
の香料基剤中に活性成分を含有するトローチ剤;ゼラチン及びグリセリン、又はショ糖及
びアカシアゴムなどの不活性基剤中に活性成分を含有する香錠;並びに、好適な液体担体
中に活性成分を含有する含嗽剤;を含む。
【０１１８】
　本発明の製剤は、前述の特定の構成成分に加え、問題の剤型に関する当該技術分野にお
いて通常の他の作用物質を含有することができることは理解されなければならず、例えば
、経口投与に適したものは、矯味矯臭剤を含有してよい。
【０１１９】
　局所投与に適合された医薬組成物は、軟膏剤、クリーム剤、懸濁剤、ローション剤、散
剤、液剤、ペースト剤、ゲル剤、含浸包帯、スプレー剤、エアロゾル剤又は油剤、経皮デ
バイス、粉剤などとして製剤されてよい。これらの組成物は、活性物質を含む通常の方法
により調製されてよい。従ってこれらは、相溶性のある通常の担体及び添加剤、例えばク
リーム剤又は軟膏剤中の保存剤、薬物の透過を補助する溶媒、緩和剤など、並びにローシ
ョン剤中のエタノール又はオレイルアルコールなどを含有することもできる。このような
担体は、組成物の約1%から最大約98%で存在してよい。より一般的には、これらは組成物
の最大約80%を形成する。単なる例証として、クリーム剤又は軟膏剤は、所望の稠度を有
するクリーム剤又は軟膏剤を作製するのに十分な量で、化合物を約5～10重量%含有する、
親水性物質及び水の十分な量を混合することにより調製される。
【０１２０】
　経皮投与に適合された医薬組成物は、長時間、レシピエントの表皮と密接に接触し続け
ることが意図された個別の貼付剤として提供されてよい。例えば、活性物質は、イオン導
入法により貼付剤から送達されてよい。
【０１２１】
　例えば口及び皮膚のような外部組織への適用に関して、本組成物は、局所用軟膏剤又は
クリーム剤として適用されることが好ましい。軟膏剤として製剤される場合、活性物質は
、パラフィン系又は水混和性のいずれかの軟膏基剤と共に使用することができる。
【０１２２】
　あるいは、この活性物質は、水中油型クリーム基剤又は油中水型基剤と共に、クリーム
剤に製剤されてもよい。
【０１２３】
　非経口的投与に関して、活性成分、並びに無菌ビヒクル、例えば水、アルコール、ポリ
オール、グリセリン及び植物油など(水が好ましい)であるが、これらに限定されないもの
を用いて、流体単位剤形が調製される。この活性成分は、使用されるビヒクル及び濃度に
応じて、ビヒクル中に懸濁されるか又は溶解されるかのいずれかであることができる。溶
液の調製において、活性成分は、注射用水に溶解され、濾過滅菌され、その後好適なバイ
アル又はアンプルに充填され、密封される。
【０１２４】
　有利なことに、局所麻酔薬、保存剤及び緩衝剤などの作用物質を、このビヒクルに溶解
することができる。安定性を増強するために、本組成物は、バイアルへの充填後に凍結し
、かつ真空下で水を除去することができる。次に無水の凍結乾燥された粉末は、バイアル
中で密封され、使用前に液体を再構成するように、注射用水のバイアルを伴って供給され
てよい。
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【０１２５】
　非経口懸濁剤は、活性成分が、溶解される代わりにビヒクル中に懸濁されること及び滅
菌を濾過により実現できないこと以外は、液剤と実質的に同じ様式で調製される。本活性
成分は、無菌ビヒクル中へ懸濁される前に、エチレンオキシドへ曝露することにより滅菌
することができる。有利なことに、活性成分の均質な分布を促進するために、本組成物中
に界面活性剤又は湿潤剤が含まれる。
【０１２６】
　本発明の化合物は、当該技術分野において公知の医療用具を用いて投与されてもよい。
例えばひとつの実施態様において、本発明の医薬組成物は、US 5,399,163;US 5,383,851;
US 5,312,335;US 5,064,413;US 4,941,880;US 4,790,824;又は、US 4,596,556に開示され
た装置などの、無針皮下注射装置により投与することができる。本発明において有用な周
知のインプラント及びモジュールの例は、以下のものを含む:US 4,487,603は、投薬を制
御された速度で分配するための、埋込み可能な微量注入ポンプを開示している;US 4,486,
194は、皮膚を通る医薬品の投与のための治療装置を開示している;US 4,447,233は、正確
な注入速度で投薬を送達するための投薬用注入ポンプを開示している;US 4,447,224は、
連続薬物送達のための可変流量の埋込み可能な注入器具を開示している;US 4,439,196は
、マルチ-チャンバーコンパートメントを備える浸透圧式薬物送達システムを開示してい
る;並びに、US 4,475,196は、浸透圧式薬物送達システムを開示している。多くの他のイ
ンプラント、送達システム、及びモジュールが、当業者に公知である。
【０１２７】
　本発明の化合物の投与される用量は、特定の化合物、関連する疾患、対象、並びに疾患
の性質及び重症度、並びに対象の生理的状態、並びに選択された投与経路に従い変動する
。適量は、当業者により容易に決定され得る。
【０１２８】
　本組成物は、投与方法に応じて、本発明の化合物を0.1重量%以上、好ましくは5～60%、
より好ましくは10～30重量%含有する。
【０１２９】
　当業者により、本発明の化合物の最適量及び個々の投薬の間隔は、治療される状態の性
質及び程度、剤型、投与経路及び部位、並びに治療される特定の対象の年齢及び状態によ
り決定されること、並びに医師が使用されるべき適量を最終的に決定することは認められ
るであろう。この投薬は、適当なだけ繰り返すことができる。副作用が出現した場合には
、通常の臨床の実践に従い、投薬の量及び/又は頻度を変更又は減少することができる。
【０１３０】
　更なる態様において、本発明は、アンサマイシン類似体の製造方法を提供する。
【０１３１】
　アンサマイシンポリケチド類、例えばゲルダナマイシン及びハービマイシンは、当技術
分野で周知であるポリケチド生合成クラスターにより合成される。ゲルダナマイシンは、
2段階で生合成されると考えることができる。第一段階において、コア-PKS遺伝子は、単
純なカルボン酸前駆体の反復された構築により、マクロライドコアを集成し、ポリケチド
鎖を生じ、これを次に環化し、最初の酵素-フリー中間体「プロゲルダナマイシン」を形
成する(図1参照)。第二段階において、一連の「ポスト-PKS」を仕立てる酵素(例えば、シ
トクロムP450モノオキシゲナーゼ、メチル基転移酵素、FAD-依存性オキシゲナーゼ及びカ
ルバモイル基転移酵素)は、様々な追加の基をプロゲルダナマイシン鋳型に付加するよう
に作用し、最終の親化合物構造を生じる(図2参照)。アンサマイシン類似体は、同様の様
式で生合成することができる。この生合成的生成は、新規化合物の生成を生じるのに適し
た産生株の遺伝子操作と任意に組合せられた、生体内変換により活用されてよい。
【０１３２】
　驚くべきことに、本発明者らは、アンサマイシン産生株を非天然のスターターユニット
(スターター酸、又はそれらの類似体、例えばエステルなど)と共に供給することにより、
これらのスターターユニットをアンサマイシン構造中に取り込み、新規なアンサマイシン
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類似体を生成できることを発見した。
【０１３３】
　従って、本発明により、アンサマイシン類似体の製造方法が提供され、該方法は以下の
工程を含む:
a)適切な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシン、ハービマイシン(ハービマイシンA
、B又はC)又はそれらの類似体などのアンサマイシンを生成する菌株を提供する工程;
b)前記菌株へAHBAではないスターターユニットを、該スターターユニットが前記アンサマ
イシン類似体中に取り込まれるように供給する工程;
c)前記菌株を、アンサマイシン類似体の生成に適した条件下で培養する工程;及び
d)任意に、生成された化合物を単離する工程。
【０１３４】
　好適には、a)の菌株は、1つ以上のAHBA生合成遺伝子が欠失又は不活化されている菌株
であることを特徴とする。このことが、AHBAによる収率を低下させる非天然スターターユ
ニットの取り込みに関する競合を防止できる。別法として、a)の菌株を、AHBA生合成の効
率を低下させるように変異させることができる。好適には工程c)の条件は、AHBA生合成の
効率が最適状態に及ばないような条件である。従って、望ましくは、AHBAは、該菌株によ
り、それでも供給された非天然のスターターユニットの取り込みを可能にするレベルまで
生成される。典型的には、供給される非天然スターターユニットの取り込み量は、全スタ
ーターユニット取り込みの20%超、好ましくは50%超である。
　好適には、スターターユニットは、
【化３２】

(式中、R6、R7、R8及びR9は上で定義した通りである)、又はその酸部分がエステル(例え
ば、メチル又はエチルエステル)などの誘導体化されている類似体から選択される。
【０１３５】
　好適にはスターターユニットは、3,5-ジアミノ安息香酸、3-アミノ-4-ヒドロキシ安息
香酸又は3-アミノ-4-クロロ安息香酸ではない。
【０１３６】
　ひとつの実施態様において、スターターユニットは、R6、R7、R8及びR9がすべてHを表
す式(II)の化合物である。
【０１３７】
　別の実施態様において、スターターユニットは、R6、R7、R8及びR9のすべてがHを表す
わけではない式(II)の化合物である。
【０１３８】
　更なる例示的なスターターユニットには、後の表4及び5の第二縦欄に示される化合物、
及びその適切な誘導体(塩及びエステルなど)が含まれるが、それらに限定されるものでは
ない。
【０１３９】
　ひとつの実施態様において、菌株は、アンサマイシン産生株(例えば、ゲルダナマイシ
ン又はハービマイシン産生株)であり、スターターユニットは、該菌株が18,21-ジデスオ
キシ-アンサマイシン類似体を産生するように選択される。
【０１４０】
　ひとつの実施態様において、スターターユニットは、該菌株が、フッ素で置換されてい
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てもよい18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体を産生するように選択される。
【０１４１】
　ひとつの実施態様において、スターターユニットは、該菌株が、フッ素で置換されてい
る18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体を産生するように選択される。
【０１４２】
　別の実施態様において、菌株は、マクベシン産生株であり、スターターユニットは、該
菌株が、ベンゼン環の18又は21の位置で置換されていないマクベシン類似体を産生するよ
うに選択される。
【０１４３】
　好適には該方法は、(i)工程(d)の生成物を、化学修飾又は生体内変換のプロセスに、任
意に続いて、生じた化合物を単離する工程に供する工程を更に含むか、あるいは(ii)工程
(c)の生成物を、工程(d)に先立って化学修飾又は生体内変換のプロセスに供する工程を更
に含む。
【０１４４】
　本発明の別の態様によれば、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体などの類似体
の製造方法が提供され、前記方法は:
a)任意に1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されている、及び/又は1種以上の
スターターユニット生合成遺伝子が欠失又は不活化されている好適な条件下で培養した場
合に、アンサマイシン又はその類似体を生成する第一の宿主菌株を提供する工程;
b)前記菌株へ非天然のスターターユニットを供給する工程;
c)前記修飾された宿主菌株を、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体などのアンサ
マイシン類似体の生成に適した条件下で培養する工程;及び
d)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む。
【０１４５】
　好適には、供給されるスターターユニットは、スターター酸である。
【０１４６】
特に、本発明は、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体の製造方法を提供し、前記
方法は:
a)適切な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシン、ハービマイシン類(例えば、ハー
ビマイシンA、B又はC)又はそれらの類似体などのアンサマイシンを生成する第一の宿主菌
株を提供する工程;
b)前記菌株へ非天然のスターター酸を供給する工程;
c)前記菌株を、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体の生成に適した条件下で培養
する工程;及び
d)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む。
【０１４７】
　好適には、該方法は、加えて、
e)1種以上のスターターユニット生合成遺伝子又はそれらの相同体を欠失又は不活化する
工程(通常、工程c)に先立って行われる)を含む。
【０１４８】
　好適には、該方法は、加えて又は代わりに、
f)1種以上のポスト-PKS遺伝子を欠失又は不活化する工程(通常、工程c)に先立って行われ
る)を含む。
【０１４９】
　工程(a)において、「ゲルダナマイシン、ハービマイシン類(例えば、ハービマイシンA
、B又はC)又はそれらの類似体などのアンサマイシンを生成する宿主菌株」には、ゲルダ
ナマイシン、ハービマイシン(例えば、ハービマイシンA、B又はC)などのアンサマイシン
、あるいは適切な条件下で培養した場合に、R1～R11の定義によって包含されるアンサマ
イシン化合物を生成する菌株が含まれる。適切な条件(及び工程(c)に適した条件)には、
好適なスターター供給材料及び好適な組成の増殖培地(これは当業者に公知であるか、又
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はそれ自身公知の方法により決定され得る)の提供が含まれる。
【０１５０】
　例えば、工程(a)において、第一の宿主菌株は、適切な条件下で培養した場合に、ゲル
ダナマイシン又はその類似体を生成できる。
【０１５１】
　好適には、非天然のスターター供給材料は、置換された安息香酸(天然のスターター酸
である3-アミノ-5-ヒドロキシ-安息香酸ではない)、最も好適には、その環が任意に更に
置換されている3-アミノ-安息香酸である。好適には、非天然のスターター供給材料は、
ゼロ、1、2又は3個のフッ素原子により置換されている3-アミノ-安息香酸である。
【０１５２】
　好適な実施態様において、非天然のスターター酸供給材料は、3-アミノ安息香酸である
。
【０１５３】
　別の好適な実施態様において、非天然のスターター酸供給材料は、5-アミノ-2-フルオ
ロ安息香酸である。
【０１５４】
　別の好適な実施態様において、非天然のスターター酸供給材料は、5-アミノ-3-フルオ
ロ安息香酸である。
【０１５５】
　別の好適な実施態様において、非天然のスターター酸供給材料は、5-アミノ-2,3-ジ-フ
ルオロ安息香酸である。
【０１５６】
　別の好適な実施態様において、非天然のスターター酸供給材料は、5-アミノ-2,3,6-ト
リ-フルオロ安息香酸である。
【０１５７】
　当業者は、同じ化合物(類)、例えば非限定的に、置換された安息香酸のメチルエステル
、エチルエステル、N-アセチル-システアミンチオエステル、並びに例えばN-アセチル-シ
ステアミンチオエステルのような、取り込みのために適宜活性化された生合成中間体のジ
ケチド類似体などを生成するために、宿主菌株へ供給することができる、別の非天然のス
ターターユニットが存在することを理解するであろう。酸化合物は、対応する塩の形態と
して供給されてもよい。
【０１５８】
　宿主菌株は、例えば、ゲルダナマイシン産生株又はハービマイシン産生株などのアンサ
マイシン産生株であってよい。あるいは、宿主菌株は、1種以上のスターターユニット生
合成遺伝子が欠失又は不活化されているゲルダナマイシン産生株(又はハービマイシン産
生株)などのアンサマイシン産生株を基にした操作された菌株である。更なる実施態様に
おいて、宿主菌株は、1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されているアンサマ
イシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１５９】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、gdmMが欠失又は不活化されているアンサマイシ
ン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１６０】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、gdmM相同体及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が
欠失又は不活化されているアンサマイシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１６１】
　本発明のひとつの実施態様において、宿主菌株は、ゲルダナマイシン産生株である。
【０１６２】
　代替の実施態様において、宿主菌株は、1種以上のスターターユニット生合成遺伝子が
欠失又は不活化されているゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１６３】
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　更なる実施態様において、宿主菌株は、1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化
されているゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１６４】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、gdmMが欠失又は不活化されているゲルダナマイ
シン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１６５】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、gdmM及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が欠失又
は不活化されているゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１６６】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、1種以上のポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化
され、その後、特定のポスト-PKS修飾をもたらすようにポスト-PKS遺伝子が再導入されて
いるゲルダナマイシン産生株を基にした操作された菌株である。ゲルダナマイシンクラス
ターに、あるいは非限定的にマクベシン又はハービマイシンクラスターなどの別のアンサ
マイシンクラスターに由来するポスト-PKS遺伝子を使用できる。
【０１６７】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、ハービマイシン(例えば、ハービマイシンA、B
又はC)産生株である。
【０１６８】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、オートリチマイシン産生株である。
【０１６９】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、レブラスタチン産生株である。
【０１７０】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、gdmM相同体が欠失又は不活化されているハービ
マイシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１７１】
　更なる実施態様において、宿主菌株は、gdmM相同体及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が
欠失又は不活化されているハービマイシン産生株を基にした操作された菌株である。
【０１７２】
　欠失又は不活化されていてもよいスターターユニット生合成遺伝子には、例えば、ゲル
ダナマイシン産生株S.ハイグロスコピカスAM3602中のahba-Bクラスターのahba-3、ahba-1
c、ahba-4、ahba-b、ahba-1a、ahba-1bとして知られている遺伝子(Rascherらの論文、200
5参照)、あるいはマクベシン産生株アクチノシンネマ・プレチオスムATCC31280中の遺伝
子PH、OX、Ahs、Adh及びAHk(表3参照)、並びに類似の機能を有するその他菌株中のそれら
の相同体が含まれる。例えば、ゲルダナマイシン産生株S.ハイグロスコピカスAM3602中の
ahba-Bクラスターのすべての遺伝子が、欠失又は不活化されていてもよい。
【０１７３】
　前述の欠失を組合せることができ、例えば、宿主菌株は、gdmM又はその相同体、並びに
1種以上のスターターユニット生合成遺伝子及び任意で更にポスト-PKS遺伝子が欠失又は
不活化されているアンサマイシン産生株(例えば、ゲルダナマイシン又はハービマイシン
産生株)を基にした操作された菌株であってよい。
【０１７４】
　好適には、1種以上のスターターユニット生合成遺伝子又はポスト-PKS遺伝子は、選択
的に欠失又は不活化される。
【０１７５】
　更なる実施態様において、1種以上のスターターユニット生合成遺伝子又はポスト-PKS
遺伝子は、前述の操作された菌株において、機能タンパク質が生成されないようにDNAを
その遺伝子(類)に組込むことにより不活化される。代替の実施態様において、1種以上の
該スターターユニット生合成遺伝子又はポスト-PKS遺伝子は、標的化された欠失をなすこ
とにより、該操作された菌株において欠失される。更なる実施態様において、1種以上の
スターターユニット生合成遺伝子又はポスト-PKS遺伝子は、部位特異的変異誘発により、
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該操作された菌株において不活化される。更なる実施態様において、ゲルダナマイシン産
生宿主菌株は、変異誘発性の化学物質又はUVに供され、並びに1種以上のスターターユニ
ット生合成酵素又はポスト-PKS酵素が機能しないように修飾された菌株が選択される。本
発明は、1種以上のポスト-PKS遺伝子の発現を制御する制御因子の変異も包含しており、
当業者は、制御因子の欠失又は不活化は、その遺伝子の欠失又は不活化と同じ結果を有し
得ることを理解するであろう。ポスト-PKS遺伝子は、適切なプロモーターの下で該宿主細
胞に導入され得る。好ましい実施態様において、1種以上の欠失された遺伝子は、ストレ
プトマイセスファージphiBT1の染色体ファージ結合部位に導入され得る(Gregoryらの論文
、2003)。当業者は、トランスでの補完は、このファージ結合部位、又は実際に、ある結
合部位の使用に限定されないことを理解するであろう。従って、欠失された補助遺伝子の
補完は、また、限定はされないが、1種以上の補助遺伝子を適切なプロモーターの下で、
ストレプトマイセスファージphiC31に対する結合部位などの他のファージ結合部位中に、
例えば、pSET152の誘導体を使用することによって導入することによりもたらされ得る(Bi
ermanらの論文、1992)。当業者は、既知の更なるファージが存在すること、及びより多く
のファージが、宿主菌株に遺伝子を導入するのに使用できる更なるシステムを作出するの
に好適なプロモーターと一緒に送達ベクターに移入できる可能性のある組込み機能を含む
と予想できることを認識するであろう(Smovkinaらの論文、1990;Matsuuraらの論文、1996
;Van Mellaertらの論文、1998;Leeらの論文、1991)。多くのファージが特徴付けられてい
るので、同様に使用できる可能性のある更に利用可能なインテグラーゼが存在するはずで
あると予想される。適切なプロモーターの下でのポスト-PKS遺伝子の導入は、また、限定
はされないが、染色体中の中性位置への相同組換え、染色体中の非中性位置への相同組換
えによりもたらされ得る(例えば、選択された遺伝子を破壊するために)。自己複製ベクタ
ー、例えば、限定はされないがpSG5(例えば、pKC1139、Biermanらの論文、1992)、plJ101
(例えば、plJ487、Kieserらの論文、2000)及びSCP2*(例えば、plJ698、Kieserらの論文、
2000)由来の複製のストレプトマイセス起源を含むベクターも使用できる。
【０１７６】
　更なる実施態様において、1種以上のポスト-PKS遺伝子が前述のように欠失又は不活化
されている操作された菌株は、これに、別のゲルダナマイシン産生株に由来する1種以上
の同じポスト-PKS遺伝子又はそれらの相同体を再導入している。
【０１７７】
　更なる実施態様において、1種以上の遺伝子が欠失又は不活化されている操作された菌
株は、リファマイシン、アンサマイシン、マクベシン又はハービマイシンの生合成を指示
するクラスターを含むが、これらに限定されるものではない、異種PKSクラスターに由来
する1種以上のポスト-PKS遺伝子により補完される。
【０１７８】
　ポスト-PKS遺伝子の選択的欠失又は不活化の方法は:
(i)関心対象の遺伝子の配列を基にした特定のオリゴをデザインし、PCRを使用して好適な
ゲルダナマイシン産生株から関心対象の遺伝子の内部断片を単離する工程;
(ii)この断片を含むプラスミドを、同じ又は異なるのいずれかのゲルダナマイシン産生株
へ組込み、引き続き相同組換えし、これが標的化された遺伝子の破壊を生じる工程;
(iii)こうして作出される菌株を、アンサマイシン類似体の生成に適した条件下で培養す
る工程:を含む。
【０１７９】
　当業者は、同等の菌株が、例えば以下のような、先に説明された方法の代替方法を用い
実現され得ることを理解するであろう:
・関心対象の遺伝子の相同体(類)を基にした縮重オリゴを、デザインすることができ(例
えば、リファマイシン、マクベシン又はハービマイシン生合成クラスター及び/又はその
他の利用できる配列から)、関心対象の遺伝子の内部断片は、PCRを使用して好適なゲルダ
ナマイシン産生株から単離できる。ゲルダナマイシン産生株又はそれらの相同体を産生す
る菌株のポスト-PKS遺伝子又はその相同体の適切な領域をうまく増幅する様々な縮重オリ
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ゴをデザインできる。
・ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602株の遺伝子の配列を
使用し、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602の遺伝子に特
異的である可能性のあるオリゴを作出し、その後この内部断片を、任意のゲルダナマイシ
ン産生株、例えばストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602又は
ストレプトマイセス種DSM4137又はストレプトマイセス・ビオラセウスニガーDSM40699か
ら増幅することができる。
・ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602株の遺伝子の配列を
、相同遺伝子(例えば、ストレプトマイセス種DSM4137又はストレプトマイセス・ビオラセ
ウスニガーDSM40699のゲルダナマイシン生合成クラスターに由来する)の配列と共に使用
し、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602の遺伝子への縮重
オリゴを作出し、その後その内部断片を、任意のゲルダナマイシン産生株、例えばストレ
プトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602又はストレプトマイセス種DS
M4137又はストレプトマイセス・ビオラセウスニガーDSM40699から増幅することができる
。
【０１８０】
　図2は、ゲルダナマイシン生合成クラスターにおけるポスト-PKS遺伝子の活性を示す。
従って当業者は、関心対象の化合物(類)を生成する菌株に達するために、どの追加のポス
ト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されることが必要かを、確定することができるであろう。
【０１８１】
　これらのシステムにおいて、不活化又は欠失を含む説明された方法の一つの結果として
、1種以上のポスト-PKS遺伝子が機能しない菌株が作出される場合に、2種以上のアンサマ
イシン類似体が産生され得ることが観察される可能性がある。これに関して、当業者に理
解される可能性のある理由が数多く存在する。例えば、ポスト-PKS工程の好ましい順番が
あり、並びにひとつの活性の除去は、すべての後続の工程が関連した酵素にとって天然で
ない基質上で実行されることにつながる。これは、ポスト-PKS酵素に提示された新規基質
に対する効率が低下したために中間体が培養ブロス中で構築されること、又は恐らく工程
の順番が変更されたために残りの酵素にとってもはや基質でない生成物へ短絡することに
つながり得る。
【０１８２】
　当業者は、混合物中に観察された化合物の比は、増殖条件の変化量を使用することによ
り操作することができることを理解するであろう。
【０１８３】
　当業者は、生合成クラスターにおいて、一部の遺伝子は、オペロン内で組織化され、及
びひとつの遺伝子の破壊は、同じオペロンの後続遺伝子の発現に対し作用を有することが
多いことを理解するであろう。
【０１８４】
　化合物の混合物が認められる場合に、これらは、その一部は下記実施例において説明さ
れているような標準技術を用い、容易に分離することができる。
【０１８５】
　アンサマイシン類似体は、本明細書に説明された多くの方法によりスクリーニングされ
てよく、並びに単独の化合物が良好なプロファイルを示す状況において、菌株は、好まし
くはこの化合物を生成するように操作することができる。これが不可能である通常でない
状況においては中間体が生成され、これは次に所望の化合物を生成するように生体内変換
される。
【０１８６】
　本発明は、アンサマイシンポリケチド又はその類似体、例えばゲルダナマイシン又はそ
の類似体を産生する菌株を培養することによって作出される新規アンサマイシン類似体を
提供し、該菌株は、任意に、PKS遺伝子クラスターからの1種以上のポスト-PKS遺伝子の選
択された欠失又は不活化を有し、スターターユニットとして取り込むための酸供給材料を
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提供する。特に本発明は、非天然のスターターユニットを、ゲルダナマイシンPKS遺伝子
クラスターからの1種以上のポスト-PKS遺伝子の選択された欠失又は不活化と任意に組合
せたゲルダナマイシン産生株へ供給することによって生成される新規アンサマイシン類似
体に関する。加えて、アンサマイシン生合成クラスターからの1種以上のポスト-PKS遺伝
子を再導入できる。
【０１８７】
　当業者は、遺伝子は遺伝子産物が非-機能性とされるために完全に欠失されることは必
要ではないこと、結果的に本明細書において使用される用語「欠失又は不活化された」は
、以下を含むが、これらに限定されるものではない、遺伝子産物が非-機能性とされる任
意の方法を包含することを理解するであろう:遺伝子のそれ全体の欠失、遺伝子の一部の
欠失、標的遺伝子への挿入による不活化、発現されないか又は不活性タンパク質を生じる
ように発現されるかのいずれかの遺伝子を生じる部位特異的変異誘発、発現されないか又
は不活性タンパク質を生じるように発現されるかのいずれかの遺伝子を生じる宿主菌株の
変異誘発(例えば、放射線又は変異誘発性化学物質への曝露、プロトプラスト融合又はト
ランスポゾン変異誘発による)。あるいは活性遺伝子産物の機能は、阻害剤により化学的
に損なうことができ、例えばメタピロン(metapyrone)(2-メチル-1,2-ジ(3-ピリジル-1-プ
ロパノン)の別名、EP 0 627 009)及びアンシミドールは、オキシゲナーゼの阻害剤であり
、並びにこれらの化合物は、類似体を生成するために生産培地に添加することができる。
加えてシネフンギンは、同様にしかしメチル基転移酵素活性の阻害のためにはインビボで
使用することができる、メチル基転移酵素阻害剤である(McCammon及びParksの論文,1981)
。
【０１８８】
　代替的実施態様において、すべてのポスト-PKS遺伝子は、欠失又は不活化されてよく、
その後1種以上のこれらの遺伝子は、補完により(例えば、自己-複製プラスミド上の結合
部位で、又は染色体の相同領域への挿入により)再度導入されてよい。従って、特定の実
施態様において、本発明は:
a)適切な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシンを生成する第一の宿主菌株を提供す
る工程;
b)任意に、すべてのポスト-PKS遺伝子を選択的に欠失又は不活化する工程;
c)前記菌株へ非天然のスターターユニットを供給する工程;
d)前記修飾された宿主菌株を、アンサマイシン類似体の生成に適した条件下で培養する工
程;及び
e)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、アンサマイシン類似体(例えば、18
,21-ジデスオキシアンサマイシン類似体)の製造方法に関する。
【０１８９】
　代替の実施態様において、1種以上の欠失されたポスト-PKS遺伝子が再導入される。更
なる実施態様において、異なる産生微生物に由来するゲルダナマイシンクラスターからの
1種以上のポスト-PKS遺伝子が再導入される。更なる実施態様において、マクベシン生合
成クラスターから選択される1種以上のポスト-PKS遺伝子が導入され、mbcM、mbcN、mbcP
、mbcMT1、mbcMT2及びmbcP450からなる群が再導入される。更なる実施態様において、mbc
M、mbcN、mbcP、mbcMT1、mbcMT2及びmbcP450からなる群から選択される2種以上のポスト-
PKS遺伝子が、再導入される。更なる実施態様において、mbcM、mbcN、mbcP、mbcMT1、mbc
MT2及びmbcP450からなる群から選択される3種以上のポスト-PKS遺伝子が、再導入される
。更なる実施態様において、mbcM、mbcN、mbcP、mbcMT1、mbcMT2及びmbcP450からなる群
から選択される4種以上のポスト-PKS遺伝子が、再導入される。更に別の実施態様におい
て、mbcM、mbcN、mbcP、mbcMT1、mbcMT2及びmbcP450からなる群から選択される5種以上の
ポスト-PKS遺伝子が、再導入される。
【０１９０】
　加えて、ポスト-PKS遺伝子の部分集合は、欠失又は不活化されてよく、並びに任意に該
ポスト-PKS遺伝子のより小さい部分集合は、非天然のスターターユニットが供給された場
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合に、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体などのアンサマイシン類似体を生成す
る菌株に達するように再導入されてよいことは当業者に明らかである。
【０１９１】
　従って、好ましい実施態様において、本発明は:
a)適切な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシンを生成する第一の宿主菌株を提供す
る工程;
b)gdmMを選択的に欠失又は不活化する工程;
c)前記菌株へ非天然のスターターユニットを供給する工程;
d)前記修飾された宿主菌株をアンサマイシン類似体(例えば、18,21-ジデスオキシ-アンサ
マイシン類似体)の生成に適した条件下で培養する工程;及び
e)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、アンサマイシン類似体(例えば、18
,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体)の製造方法に関する。
【０１９２】
　更に好ましい実施態様において、本発明は:
a)適切な条件下で培養した場合に、ゲルダナマイシンを生成する第一の宿主菌株を提供す
る工程;
b)gdmMを選択的に欠失又は不活化する工程;
c)任意に、更にポスト-PKS遺伝子を選択的に欠失又は不活化する工程;d)前記菌株へ非天
然のスターターユニットを供給する工程;
e)前記修飾された宿主菌株をアンサマイシン類似体(例えば、18,21-ジデスオキシ-アンサ
マイシン類似体)の生成に適した条件下で培養する工程;及び
f)任意に、生成された化合物を単離する工程:を含む、アンサマイシン類似体(例えば、18
,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体)の製造方法に関する。
【０１９３】
　ポリケチド遺伝子クラスターは、異種宿主において発現され得ることは当業者に周知で
ある(Pfeifer及びKhoslaの論文、2001)。従って、本発明は、耐性遺伝子及び制御遺伝子
を伴い又は伴わずに、そうでなければ完全な欠失又は欠失を含むかのいずれかの、アンサ
マイシンポリケチド生合成クラスター、例えばゲルダナマイシン生合成遺伝子クラスター
の異種宿主への移入を含む。あるいは、完全なアンサマイシンポリケチド生合成クラスタ
ー、例えば完全なゲルダナマイシン生合成クラスターは、耐性遺伝子及び制御遺伝子を伴
う又は伴わずに、異種宿主に移入することができ、その後これは、1種以上のポスト-PKS
遺伝子又はスターターユニット生合成遺伝子を欠失又は不活化するために本明細書中に説
明された方法により操作することができる。そのようなDNAの大きい断片の先に定義され
たような移入のための方法及びベクターは、当該技術分野において周知であるか(Rawling
sの論文,2001;Staunton及びWeissmanの論文,2001)、又は開示された方法で本明細書にお
いて提示される。この状況において、好ましい宿主細胞株は、原核細胞であり、より好ま
しくは放線菌又は大腸菌であり、更により好ましくは、アクチノシンネマ・ミルム(A.mir
um)、アクチノシンネマ・プレチオスム亜種プレチオスム(A.pretiosum)、S.ハイグロスコ
ピカス、S.ハイグロスコピカス種、S.ハイグロスコピカス変種(var.)アスコマイセチカス
、ストレプトマイセス・ツクバエンシス、ストレプトマイセス・ビオラセウスニガー(str
eptomyces violaceusniger)、ストレプトマイセス・コエリカラー、ストレプトマイセス
・リビダンス、サッカロポリスポラ・エリスラエラ、ストレプトマイセス・フラディアエ
、ストレプトマイセス・アベルミティリス、ストレプトマイセス・シンナモネンシス、ス
トレプトマイセス・リモーサス、ストレプトマイセス・アルブス、ストレプトマイセス・
グリセオフュスカス、ストレプトマイセス・ロンギスポロフラバス、ストレプトマイセス
・ベネズエラエ、ストレプトマイセス・アルブス、ミクロモノスポラ(Micromonospora)種
、ミクロモノスポラ・グリセオルビダ、アミコラトプシス・メディテラネイ(Amycolatops
is mediterranei)、又はアクチノプラネス種N902-109を含むが、これらに限定されるもの
ではない。
【０１９４】



(58) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

　ひとつの実施態様において、生合成クラスター全体が移入される。別の実施態様におい
て、PKS全体が、関連したスターターユニット生合成遺伝子及び/又はポスト-PKS遺伝子の
いずれかを伴わずに、移入される。
【０１９５】
　更なる実施態様において、ゲルダナマイシン生合成クラスターの全体が、移入され、そ
の後本明細書の説明に従い操作される。
【０１９６】
　更なる実施態様において、PKS全体が、関連したスターターユニット生合成遺伝子及び/
又はポスト-PKS遺伝子のいずれかを伴わずに移入され、選択されたポスト-PKS遺伝子、例
えば限定はされないが、gdmN、mbcN、hbmN、gdmL及び/又はmbcP450が、新たな宿主に導入
される。
【０１９７】
　別の本発明の態様において、本発明のアンサマイシン類似体(類)は、更に好適な菌株と
の生体内変換によりプロセシングされる。好適な菌株は、例えばアクチノシンネマ・ミル
ム、アクチノシンネマ・プレチオスム亜種プレチオスム、S.ハイグロスコピカス、S.ハイ
グロスコピカス種、ストレプトマイセス・ビオラセウスニガーなどであるが、これらに限
定されるものではない利用可能な野生型菌株のいずれかである。あるいは好適な菌株は、
特定のポスト-PKS酵素、例えば非限定的に、mbcM、mbcN、mbcP、mbcMT2、mbcP450(本明細
書で定義される)、gdmN、gdmM、gdmL、gdmPによりコードされた酵素(Rascherらの論文、2
003)、ゲルダナマイシンO-メチル基転移酵素、hbmN、hbmL、hbmPによりコードされた酵素
(Rascherらの論文、2005)、ハービマイシンO-メチル基転移酵素及び更にハービマイシン
モノ-オキシゲナーゼ、asm7、asm10、asm11、asm12、asm19及びasm21によりコードされた
酵素(Cassadyらの論文、2004;Spitellerらの論文、2003)などにより、生体内変換が可能
なように操作されてよい。遺伝子が依然同定されていないか又は配列がパブリックドメイ
ンにない場合は、そのような配列を常法により獲得することは当業者にとって慣習である
。例えば、ゲルダナマイシンO-メチル基転移酵素をコードしている遺伝子の配列は、パブ
リックドメインにはないが、当業者は、同様のO-メチル基転移酵素を使用する異種プロー
ブ、又は入手可能な相同遺伝子から縮重プライマーをデザインすることによる相同プロー
ブのいずれかのプローブを作出し、ゲルダナマイシン産生株においてサザンブロットを実
行し、その結果生体内変換システムを生じるためにこの遺伝子を獲得することができる。
【０１９８】
　特定の実施態様において、本菌株は、その未変性のポリケチドクラスターにより産生さ
れたポリケチド産生を妨害するために、全体的もしくは一部のいずれかが欠失された、又
はそうでなければ不活化された、該未変性のポリケチドクラスターを1種以上有すること
ができる。該操作された菌株は、例えば、アクチノシンネマ・ミルム、アクチノシンネマ
・プレチオスム亜種プレチオスム、S.ハイグロスコピカス、S.ハイグロスコピカス種、S.
ハイグロスコピカス変種アスコマイセチカス、ストレプトマイセス・ツクバエンシス、ス
トレプトマイセス・ビオラセウスニガー、ストレプトマイセス・コエリカラー、ストレプ
トマイセス・リビダンス、サッカロポリスポラ・エリスラエラ、ストレプトマイセス・フ
ラディアエ、ストレプトマイセス・アベルミティリス、ストレプトマイセス・シンナモネ
ンシス、ストレプトマイセス・リモーサス、ストレプトマイセス・アルブス、ストレプト
マイセス・グリセオフュスカス、ストレプトマイセス・ロンギスポロフラバス、ストレプ
トマイセス・ベネズエラエ、ミクロモノスポラ種、ミクロモノスポラ・グリセオルビダ、
アミコラトプシス・メディテラネイ、又はアクチノプラネス種N902-109を含むが、これら
に限定されるものではない群から選択されてよい。
【０１９９】
他のアンサマイシンポリケチド生合成クラスター、例えばハービマイシン、レブラスタチ
ン又はTANクラスターを、本発明の化合物を作出するのに等しく使用できる可能性がある
ことを、当業者は認識するであろう。　
【０２００】



(59) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

　ハービマイシン産生株、例えば限定はされないが、ストレプトマイセス・ハイグロスコ
ピカスAM3672(Rascherらの論文、2005)、又はハービマイシン類似体を生成する菌株、例
えば限定はされないが1種以上のポスト-PKS遺伝子又はスターターユニット生合成遺伝子
が失活又は欠失され、任意に1種以上の相同又は異種ポスト-PKS遺伝子が再導入され、本
明細書に記載のスターター酸を供給された、操作されたストレプトマイセス・ハイグロス
コピカスAM-3672を使用することによって。ハービマイシンPKSクラスターの配列は、ジー
ンバンクに寄託されている(寄託番号AY947889)(Rascherらの論文、2005)。この配列中に
位置していない遺伝子が要求される場合、それらは、本明細書に記載の相同配列を使用す
る縮重オリゴをデザインすることにより作出される相同又は異種プローブを使用して配置
される。
【０２０１】
　レブラスタチン産生株、例えば限定はされないがストレプトマイセス種S6699(Steadら
の論文、2000)、又はレブラスタチン類似体を産生する菌株、例えば限定はされないがそ
の1種以上のポスト-PKS遺伝子又はスターターユニット生合成遺伝子が不活化又は欠失さ
れ、任意に1種以上の相同又は異種ポスト-PKS遺伝子が再導入され、本明細書に記載のス
ターター酸を供給された、操作されたストレプトマイセス種S6699を使用することによっ
て、レブラスタチンクラスターを、本発明の化合物を作出するのに等しく使用できる可能
性があることを、当業者は認識するであろう。
【０２０２】
　当業者は、本発明の方法を適用すると、本発明の化合物を製造するのに使用できる天然
物を生成する複数の更なる菌株が存在することを認識するであろう。
【０２０３】
　先に説明されたような本発明のアンサマイシン類似体の調製プロセスは、実質的に又は
全体が生合成によるが、標準の合成化学法を含むプロセスにより、本発明のアンサマイシ
ン類似体を生成又は相互変換することを排除するものではない。
【０２０４】
　ゲルダナマイシンPKS遺伝子クラスターの遺伝子操作を可能にするために、ジーンバン
クに寄託された遺伝子クラスター配列(アクセッション番号AY179507)を使用した(Rascher
らの論文、2003)。この配列中に配置されていない遺伝子が要求される場合、それらは、
本明細書に記載の相同配列を使用する縮重オリゴをデザインすることにより作出される相
同又は異種プローブを使用して配置される。
【０２０５】
　マクベシンクラスターのポスト-PKS遺伝子を使用するために、マクベシン遺伝子クラス
ターが、実施例1に記載されるアクチノシンネマ・プレチオスム亜種プレチオスムから配
列決定されたが、当業者は、例えば非限定的にアクチノシンネマ・ミルムなどの、マクベ
シンを生成する代替の菌株が存在することを理解するであろう。これらの菌株由来のマク
ベシンPKS遺伝子クラスターは、アクチノシンネマ・プレチオスム亜種プレチオスムにつ
いて本明細書において説明されたように配列決定されてよく、その情報を使用して、同等
の菌株を作出する。
【０２０６】
　本発明の更なる態様は、以下を含む:
-gdmM相同体及び任意に更にポスト-PKS遺伝子が欠失もしくは不活化されているアンサマ
イシン産生株(例えば、ゲルダナマイシン又はハービマイシン(例えば、ハービマイシンA
、B又はC)産生株)を基にした操作された菌株、特にgdmM相同体が欠失又は不活化されるよ
うに操作された菌株。好適にはアンサマイシン産生株は、ストレプトマイセス・ハイグロ
スコピカス亜種ゲルダヌスNRRL3602又はストレプトマイセス種DSM4137又はストレプトマ
イセス・ビオラセウスニガーDSM40699などのストレプトマイセス科放線菌である。
-1種以上のスターターユニット生合成遺伝子が欠失もしくは不活化されているアンサマイ
シン産生株、例えばgdmOが欠失又は不活化されているゲルダナマイシン産生株、又は例え
ばhbmOが欠失又は不活化されているハービマイシン産生株を基にした操作された菌株。
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-gdmM又はその相同体、及び1種以上のスターターユニット生合成遺伝子、及び任意に更に
ポスト-PKS遺伝子が欠失又は不活化されているアンサマイシン産生株(例えば、ゲルダナ
マイシン又はハービマイシン産生株)を基にして操作された菌株。例えば、ゲルダナマイ
シン産生株、S.ハイグロスコピカスAM3602(又は他の菌株中の相同体)中のahba-Bクラスタ
ーの全遺伝子は、欠失又は不活化されていてもよい。別法として、ゲルダナマイシン産生
株、S.ハイグロスコピカスAM3602(又は他の菌株中の相同体)中のahba-Bクラスターのいく
つかは、欠失又は不活化されていてもよく、そのことは、AHBAの生合成が低減又は排除さ
れている菌株を生じ、このことは、このような菌株へAHBAを供給することがゲルダナマイ
シン又は他のアンサマイシンの良好な生成を保持する場合に実験によって確認できる。
-アンサマイシン類似体(例えば、18,21-ジデスオキシ-アンサマイシン類似体)の調製にお
けるこのような操作された菌株の使用。
-前述の方法の任意のものによって得られた又は得ることのできるアンサマイシン類似体
。
【０２０７】
　本発明の化合物は、次の特性の1種以上を有することを期待することができる点が利点
である:Hsp90への堅い結合、Hsp90への結合の迅速なオンレイト(on-rate)、良好な溶解度
、良好な安定性、良好な製剤能、良好な経口での生物学的利用能、良好な薬物動態特性(
低いグルクロン酸化、良好な細胞内取り込み、良好な脳内薬物動態、赤血球への低い結合
を含むが、これらに限定されない)、良好な毒性学的プロファイル、良好な肝毒性プロフ
ァイル、良好な腎毒性プロファイル、低い副作用及び低い心臓副作用。
【実施例】
【０２０８】
(実施例)
(全般的方法)
(培地1-MAM)
　蒸留水1L中:
【表１】

　121℃のオートクレーブで20分間滅菌。
(培地2-R6)
　700mLの蒸留水に対して
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【表２】

121℃のオートクレーブで20分間滅菌。
滅菌に続いて次の滅菌溶液を添加(注、グルタミン酸は濾過滅菌)
【表３】

【０２０９】
(LCMS分析のための培養ブロスの抽出)
　培養ブロス(1mL)及び酢酸エチル(1mL)を、15～30分間激しく混合し、引き続き10分間遠
心分離した。有機層0.5mLを収集し、蒸発乾固させ、その後メタノール0.25mLに再溶解し
た。
【０２１０】
(LCMS分析手順)
　分析的LCMSを、陽イオン及び/又は陰イオンモードで操作するBruker Daltonics Esquir
e 3000+エレクトロスプレー式質量分析計と組合せたAgilent HP1100 HPLCシステム上で、
LCMS法1を用いて行った。LCMS法1:クロマトグラフィーは、Phenomenex Hypercloneカラム
(C18 BDS、粒子サイズ3μm、150×4.6mm)上で、下記勾配溶出プロセスを使用し、流量1mL
/分で溶出し、実行した:T=0、10%B;T=2、10%B;T=20、100%B;T=22、100%B;T=22.05、10%B;
T=25、10%B。移動相A=水+0.1%ギ酸;移動相B=アセトニトリル+0.1%ギ酸。UVスペクトルは
、190と400nmの間で記録し、抽出されたクロマトグラムは、210、254及び276nmで採取し
た。質量スペクトルは、100及び1500amuの間で記録した。
【０２１１】
(NMR構造解析法)
　NMRスペクトルは、Bruker Advance 500分光計において、1H及び13Cについて各々、500M
Hz及び125MHzで操作し、298Kで記録した。標準Brukerパルス配列を用い、1H-1H COSY、AP
T、HMBC及びHMQCスペクトルを獲得した。NMRスペクトルを、その中にそれらを実行した溶
媒の残存プロトン又は標準カーボンシグナルに対し参照した。
【０２１２】
(化合物純度の評価)
　精製した化合物を、説明したLCMS法2を用いて分析した。LCMS法2:クロマトグラフィー
は、Phenomenex Hyperclone C18-BDSカラム(4.6×150mm、粒子サイズ3μm)上で、水+0.1%
ギ酸:アセトニトリル+0.1%ギ酸、(90:10)～(0:100)の勾配で、1mL/分で20分間かけて溶出
し、実行した。純度は、MSにより、複数の波長(210、254及び276nm)で評価した。すべて
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の化合物は、すべての波長で純度＞95%であった。純度は、1H及び13C NMRスペクトルの検
証により最終的に確認した。
【０２１３】
(抗癌活性のインビトロバイオアッセイ)
　単層増殖アッセイでのヒト腫瘍細胞株のパネルにおける抗癌活性について、化合物のイ
ンビトロ評価を、Oncotest社のInstitute for Experimental OncologyのOncotest Testin
g Facility(Freiburg)において行った。選択された細胞株の特徴を、表1にまとめた。
【０２１４】
【表４】

【０２１５】
　Oncotest細胞株は、Rothらの論文(1999)に説明されたように、ヒト腫瘍異種移植片から
確立した。ドナー異種移植片の起源は、Fiebigらの論文(1999)に説明されている。他の細
胞株は、NCI(DU145、MCF-7)から入手したか、又はDSMZ(Braunschweig,独国)から購入した
かのいずれかであった。
【０２１６】
　別に指定しない限りは、すべての細胞株は、RPMI 1640培地、10%ウシ胎仔血清、及び0.
1mg/mLゲンタマイシン(PAA, Colbe,独国)を含有する「ready-mix」培地において、加湿し
た大気(95%空気、5%CO2)中で、37℃で増殖した。
【０２１７】
　改変ヨウ化プロピジウムアッセイを用い、試験化合物(類)のヒト腫瘍細胞株の増殖に対
する作用を評価した(Denglerらの論文、(1995))。
【０２１８】
　簡単に述べると、細胞を、トリプシン処理により対数期培養物から収穫し、カウントし
、96ウェル平底マイクロタイタープレートに細胞株に応じた細胞密度(5～10,000個生存細
胞/ウェル)で播種した。24時間後、細胞を対数増殖を再開するために回収し、培養培地(6
対照ウェル/プレート)又はアンサマイシン類似体含有する培養培地の0.010mLを、これら
のウェルに添加した。各濃度は、3つ組で播種した。化合物を、5種の濃度(100;10;1;0.1
及び0.01μM)で適用した。4日間連続曝露後、試験化合物を伴う又は伴わない、細胞培養
培地を、ヨウ化プロピジウム(PI)水溶液(7mg/L)0.2mLにより交換した。生存細胞の割合を
測定するために、これらのプレートを凍結することにより、細胞を透過性とすることがで
きる。これらのプレートを解凍後、Cytofluor 4000マイクロプレートリーダー(励起530nm
、発光620nm)を用い蛍光を測定し、生存細胞の総数に対する直接相関を得た。
【０２１９】
　増殖阻害は、処置/対照×100(%T/C)として表した。
【０２２０】
(実施例1　マクベシンPKS遺伝子クラスターの配列決定)
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　ゲノムDNAを、Kieserらの論文(2000)に説明された標準プロトコールを用い、アクチノ
シンネマ・プレチオスム(ATCC 31280)及びアクチノシンネマ・ミルム(DSM 43827, ATCC 2
9888)から単離した。DNA配列決定を、標準手順を用い、ケンブリッジ大学の生化学部門(T
ennis Court Road, Cambridge CB2 1QW)のシークエンシング施設により行った。
【０２２１】
　プライマーBIOSG104 5’-GGTCTAGAGGTCAGTGCCCCCGCGTACCGTCGT-3’(配列番号:1)、及び
BIOSG105 5’-GGCATATGCTTGTGCTCGGGCTCAAC-3’(配列番号:2)を利用し、標準技術を用い
、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカスNRRL 3602(配列のアクセッション番号:AY179
507)のゲルダナマイシン生合成遺伝子クラスターからのカルバモイル基転移酵素をコード
している遺伝子gdmNを増幅した。サザンブロット実験を、DIG試薬及び「非放射性核酸標
識及び検出キット」を製造業者(Roche)の指示に従って用いて行った。DIG-標識したgdmN 
DNA断片を、異種プローブとして使用した。gdmN作出されたプローブ及びA.プレチオスム2
112から単離されたゲノムDNAを用い、サザンブロット分析において、およそ8kb EcoRI断
片を同定した。この断片を、標準手順を適用し、Litmus 28へクローニングし、並びに形
質転換体を、コロニーハイブリダイゼーションにより同定した。クローンp3を単離し、お
よそ7.7kb挿入断片を、配列決定した。クローンp3から単離されたDNAは、EcoRI及びEcoRI
/SacIで消化し、各々およそ7.7kb及び約1.2kbのバンドを単離した。標識反応を、製造業
者のプロトコールに従い行った。先に名前を挙げた2種の菌株のコスミドライブラリーを
、ベクターSuperCos 1及びGigapack III XLパッケージングキット(Stratagene)を製造業
者の指示に従い用いて作製した。これら2種のライブラリーは、標準プロトコールを用い
てスクリーニングし、及びプローブとして、クローンp3由来の7.7kb EcoRI断片のDIG-標
識断片を使用した。コスミド52は、A.プレチオスムのコスミドライブラリーから同定し、
配列決定のためにケンブリッジ大学の生化学部門のシークエンシング施設へ送付した。同
様に、コスミド43及びコスミド46を、A.ミルムのコスミドライブラリーから同定した。サ
ザンブロット分析により示されるように、3種のコスミドすべてが、7.7kb EcoRI断片を含
んだ。
【０２２２】
　標準プロトコールを適用し、コスミド43のPKS領域のおよそ0.7kbp断片を、プライマーB
IOSG124 5’-CCCGCCCGCGCGAGCGGCGCGTGGCCGCCCGAGGGC-3’(配列番号:3)及びBIOSG125 5’
-GCGTCCTCGCGCAGCCACGCCACCAGCAGCTCCAGC-3’(配列番号:4)を用いて増幅し、クローニン
グし、重複クローンに関するA.プレチオスムコスミドライブラリーのスクリーニングのた
めのプローブとして使用した。コスミド52の配列情報も、プライマーBIOSG130 5’-CCAAC
CCCGCCGCGTCCCCGGCCGCGCCGAACACG-3’(配列番号:5)及びBIOSG131 5’-GTCGTCGGCTACGGGCC
GGTGGGGCAGCTGCTGT-5’(配列番号:6)、それに加えてBIOSG132 5’-GTCGGTGGACTGCCCTGCGC
CTGATCGCCCTGCGC-3’(配列番号:7)及びBIOSG133 5’-GGCCGGTGGTGCTGCCCGAGGACGGGGAGCTG
CGG-3’(配列番号:8)により増幅されたDNA断片由来のプローブの作製のために使用し、こ
れをA.プレチオスムのコスミドライブラリーのスクリーニングのために使用した。コスミ
ド311及び352は単離し、並びにコスミド352は、配列決定のために送付した。コスミド352
は、コスミド52とのほぼ2.7kbの重複を含む。更なるコスミドのスクリーニングのために
、ほぼ0.6kb PCR断片を、標準プロトコールを適用し、プライマーBIOSG136 5’-CACCGCTC
GCGGGGGTGGCGCGGCGCACGACGTGGCTGC-3’(配列番号:9)及びBIOSG 137 5’-CCTCCTCGGACAGCG
CGATCAGCGCCGCGCACAGCGAG-3’(配列番号:10)及び鋳型としてコスミド311を用いて増幅し
た。A.プレチオスムのコスミドライブラリーをスクリーニングし、かつコスミド410を単
離した。これは、コスミド352とほぼ17kb重複し、配列決定のために送付した。これら3種
の重複コスミド(コスミド52、コスミド352及びコスミド410)の配列をまとめた。配列決定
された領域は、約100kbpに広がり、マクベシン生合成遺伝子クラスターを構築する可能性
のある23個のオープンリーディングフレームが同定された。配列番号:11における各オー
プンリーディングフレームの位置は、表3に示している。
【０２２３】
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【表５】

【０２２４】
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【表６】

【０２２５】
[注記1:cは、遺伝子がDNA相補鎖によりコードされていることを示す;注記2:時々、2種以
上の可能性のある開始コドンの候補が同定される場合がある。当業者は、これを認め、か
つ別の可能性のある開始コドンを同定することができるであろう。本発明者らは、2種以
上の可能性のある開始コドンを有する遺伝子を同定し、印「*」を付けた。本発明者らが
開始コドンであると考えるものをすべて示したが、当業者は、別の開始コドンを用い、活
性タンパク質を作出することが可能であることを理解するであろう。]
【０２２６】
(実施例2　gdmM不活化菌株の作出)
　gdmMのインフレーム欠失は次のように実施される。
(2.1　gdmMの上流フランキング領域に相同なDNAのクローニング)
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　オリゴgdm1for(配列番号:12)及びgdm1rev(配列番号:13)を用い、標準PCR反応において
、鋳型としてのゲノム及びPfu DNAのポリメラーゼを使用し、ストレプトマイセス・ハイ
グロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)由来のDNAの2268bp領域を増幅する。各オリゴ
における5'伸長は、増幅断片のクローニングを補助するための制限部位を導入する。PCR
産物(PCRgdm1)は、gdmMの最初の2アミノ酸を含むまでgdmMの上流相同領域を含んでいる。
この2268bp断片を、Smalで直線化したpUC18へクローニングし、脱ホスホリル化してpUC18
gdm1を得る。
【化３３】

プラスミドpUC18gdm1は、439p、1687bp及び2828bpの3つの断片を与えるNdel及びSmalを用
いる制限酵素消化により同定される。
【０２２７】
(2.2　gdmMの下流フランキング領域に相同なDNAのクローニング)
　オリゴgdm2for(配列番号:14)及びgdm2rev(配列番号:15)を用い、標準PCR反応において
、鋳型としてのゲノム及びPfu DNAポリメラーゼを使用し、ストレプトマイセス・ハイグ
ロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)由来のDNAの2267bp領域を増幅する。5'伸長を、
各オリゴにおいてデザインし、増幅断片のクローニングを補助するための制限部位を導入
する。増幅されたPCR産物(PCRgdm2)は、gdmMの最後の2つのアミノ酸からの領域、停止コ
ドン及びgdmMの下流相同領域を含んでいる。この2267bp断片を、Smalで直線化したpUC18
へクローニングし、プラスミドpUC18gdm2を得る。

【化３４】

プラスミドpUC18gdm2は、440bp、1594bp及び2919bpの3つの断片を与えるNdel及びSmalを
用いる制限酵素消化により同定される。
【０２２８】
(2.3　gdmMのインフレーム欠失をもたらすためのプラスミドの作出)
　産生物PCRgdm1及びPCRgdm2は、pKC1139へ次のように1工程でクローニングされる。pKC1
139は、HindIII及びEcoRlで消化され、作出された骨格断片は、HindIII/XbaI断片上でPCR
gdm1と、XbaL/EcoRI断片上でPCRgdm2と単一の3部分連結で連結される。制限酵素消化を使
用して、最終プラスミドpKC1139gdm1gdm2を確認する。
【０２２９】
(2.4　ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)の形質転換及
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びgdmM欠失変異株の選択)
　プラスミドpUZ8002を連結している大腸菌ET12567を、電気穿孔法により、pKC1139gdm1g
dm2で形質転換し、接合のための大腸菌ドナー株を作出する。この菌株を使用し、標準的
方法を使用する接合により、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌス(N
RRL3602)を形質転換する(Kieserらの論文、(2000)Practical Streptomyces Genetics)。
接合完了体(exconjugant)を、培地2上に播種し、28℃でインキュベートする。24時間後、
プレートに50mg/Lアプラマイシン及び25mg/Lナリジクス酸を積層する。pKC1139を基にし
たベクターは28℃で自己複製するので、形質転換体は、自己複製プラスミドとしてpKC113
9gdm1gdm2を含むと予想される。4～7日後、コロニーを、アプラマイシン(50mg/L)及びナ
リジクス酸(25mg/L)を含む培地2のプレート上にパッチする。次いで、該プレートを37℃
で3～4日間インキュベートする-温度の上昇は、pKC1139を基にした遊離プラスミドの複製
を停止し、37℃で機能せず、従ってアプラマイシンでの選択を継続したレプリコンは、相
同領域の1つを介する染色体への組込みを選択する。次いで、コロニーを、アプラマイシ
ン及びナリジクス酸を含む培地2のプレート上に再パッチし、37℃で3～4日間インキュベ
ートして、大腸菌細胞が更に継代されないことを確実にする。
【０２３０】
(二次組換体のための継代培養)
　更なる3～4日間のインキュベーションの後、抗生物質を含まない培地2のプレートを使
用して、継代培養工程を実施する。これを行うため、各パッチから材料を剥がし取り、培
地2の寒天プレート上に播種し、良好な増殖が認められるまで、典型的には3日目に37℃で
インキュベートする。同一技術を使用して、第二、第三及び第四回目の継代培養工程を実
施する。第四回目の継代培養工程は、胞子形成を可能にするため28℃でインキュベートさ
れる。数日後(典型的には7～10日)に胞子形成が認められたなら、胞子懸濁液を分離し、
標準的技術を使用して希釈系列を実施する。希釈系列のアリコートを培地1のプレート上
に拡げ、コロニーが認められるまで28℃でインキュベートする。単一コロニーを拾い、ア
プラマイシンを含む又は含まない培地1のプレート上に同時にパッチする。
【０２３１】
　抗生物質のないプレート上で増殖するが、アプラマイシンのプレート上で増殖しないパ
ッチを、+/-アプラマイシンプレート上に再パッチし、抗生物質マーカーの欠失を確認す
る。変異株は、543個のアミノ酸のインフレーム欠失を伴う不活化GdmMタンパク質をコー
ドしている。
【０２３２】
　gdmM欠失変異株を、培地1上にパッチし、28℃で4日間増殖させる。各パッチからの6mm
の円形プラグを用い、10mLの種培地(リットル当たり;グルコース40g、ビート糖蜜10g、酵
母エキス2.5g、ペプトン2.5g、トリプトン2.5g、オートミール5g)を含む個別の50mLファ
ルコンチューブに接種する。これらの種培養物を、振り1インチ(2.54cm)の300rpmで、28
℃で36～72時間インキュベートする。その後これらを用い、生産培地(種培地と同じ)に接
種(10mLに0.5mL)し、28℃で6日間増殖する。二次代謝産物を抽出し、LCMCを用い、全般的
方法で説明されたようにゲルダナマイシン類似体の生成について分析する。1つの変異株
は、KOS-1806と区別がつかないと予想される、化合物1を生成するに相違ないS.ハイグロ
スコピカスgdmM-と命名される(Rascherらの論文、2005)。当業者は、例えば、組込みによ
る、又はRascher(2005)が発表しているように耐性遺伝子の挿入による分裂変異株の作出
による代替のgdmM不活化戦略を容易にデザインできる。
【０２３３】
(実施例3　gdmMノックアウト菌株S.ハイグロスコピカスgdmM-へAHBA類似体を供給するこ
とによる新規ゲルダナマイシン類似体の作出)
(3.1　S.ハイグロスコピカスgdmM-を使用する生体内変換)
　その作出が上記実施例2に記載されているS.ハイグロスコピカスgdmM-を、MAMプレート(
培地1)上にパッチし、28℃で3日間増殖する。6mmの円形プラグを使用し、10mL種培地(リ
ットル当たり;グルコース40g、ビート糖蜜10g、酵母エキス2.5g、ペプトン2.5g、トリプ
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トン2.5g、オートミール5g)を含む個別の50mLファルコンチューブに接種する。これらの
種培養物を、振り1インチ(2.54cm)の300rpmで、28℃で36～72時間インキュベートする。
その後これらの種培養物を用いて生産培地(種培地と同じ)に接種(10mLに0.5mL)し、28℃
で24時間増殖する。200mM供給材料ストック液(メタノール中-表4のリスト参照)の0.1mLを
、各ファルコンチューブに添加し、2mMの最終供給材料濃度とする。チューブを、28℃で
更に6日間インキュベートする。
【０２３４】
(3.2　LCMSによる培養抽出物中の新規ゲルダナマイシン類似体の同定)
　実施例3.1に記載の発酵抽出物を作出し、全般的方法で記載したようなLCMSによりアッ
セイする。すべての場合において、観察されると予想される主なアンサマイシン類を表4
に記載する。該表には、菌株に供給される置換安息香酸類似体、主なLCMS質量数、及び主
な化合物の質量を記載する。図3及び4には、生成されると予想される化合物の構造を示す
。
【０２３５】



(69) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

【表７】



(70) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40



(71) JP 2010-509306 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

【０２３６】
(実施例4　AHBA生合成の不活化を伴う菌株の作出)
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　不活化されたAHBA合成に関連する遺伝子を持つ菌株を産生することの利点は、該菌株内
での天然AHBAに由来する競合が少ないことである。置換された安息香酸類似体を供給する
ことは、それゆえ、より効率的であり得、より単純な精製にもつながり得る。下記の方法
が、Rascherらの論文、2005から構成される。
【０２３７】
(4.1　プラスミドpKC1139AHBAdelの構築)
　オリゴLHSfor(配列番号:16)及びLHSrev(配列番号:17)を使用し、鋳型としてゲノムDNA
及びKOD DNAポリメラーゼを使用する標準的PCR反応において、ストレプトマイセス・ハイ
グロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)由来のDNAの～1.65kbp領域を増幅する。5'伸長
は、各オリゴにおいて、増幅断片のクローニングを補助するための制限部位を導入するよ
うにデザインされる。増幅されたPCR産物(PCR LHS)は、AHBAの生成に関連するAHBA‘B'ク
ラスター左手側の領域をカバーする。この～1.65kbp断片を、前以てSmalで消化され、か
つ脱ホスホリル化されたpUC18へクローン化して、pUC18LHSを得る。
【化３５】

　オリゴRHSfor(配列番号:18)及びRHSrev(配列番号:19)を使用し、鋳型としてゲノムDNA
及びKOD DNAポリメラーゼを使用する標準的PCR反応において、ストレプトマイセス・ハイ
グロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)由来のDNAの～0.98kbp領域を増幅する。5'伸長
は、各オリゴにおいて、増幅断片のクローニングを補助するための制限部位を導入するよ
うにデザインされる。増幅されたPCR産物(PCR LHS)は、AHBAの生成に関連するAHBA‘B'ク
ラスター右手側の領域をカバーする。この～0.98kbp断片を、前以てSmalで消化され、か
つ脱ホスホリル化されたpUC18へクローン化して、pUC18RHSを得る。
【化３６】

【０２３８】
　産生物PCRLHS及びPCRRHSを、pKC1139へ次のように1工程でクローン化する。pKC1139をH
indIII及びEcoRIで消化し、作出された骨格断片を、HindIII/XbaI断片上でPCRLHSと、Xba
I/EcoRI断片上でPCRRHSと連結し、各PCR断片は、pUC18クローンから単一の3部分連結で採
取される。制限酵素消化を使用して、pKC1139AHBAdelと命名される最終プラスミドを確認
する。
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【０２３９】
(4.2　ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)の形質転換及
びAHBA‘B'欠失変異株の選択)
　プラスミドpUZ8002を連結している大腸菌ET12567を、電気穿孔法により、pKC1139AHBAd
elで形質転換し、接合のための大腸菌ドナー株を作出した。この菌株を使用し、接合によ
り、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌス(NRRL3602)を形質転換する
(Kieserらの論文、(2000)Practical Streptomyces Genetics)。接合完了体(exconjugant)
を、培地2上に播種し、28℃でインキュベートする。24時間後、プレートに50mg/Lアプラ
マイシン及び25mg/Lナリジクス酸を積層する。pKC1139を基にしたベクターは28℃で自己
複製するので、形質転換体は、自己複製プラスミドとしてpKC1139AHBAdelを含むと予想さ
れる。4～7日後、コロニーを、アプラマイシン(50mg/L)及びナリジクス酸(25mg/L)を含む
培地2のプレート上にパッチする。次いで、プレートを37℃で3～4日間インキュベートす
る。次いで、相同組換えによりプラスミドの染色体への組込みが起こる。次いで、コロニ
ーを、アプラマイシン及びナリジクス酸を含む培地2のプレート上に再パッチし、37℃で3
～4日間インキュベートして、大腸菌細胞が更に継代されないことを確実にする。
【０２４０】
(二次組換体のための継代培養)
　更なる3～4日間のインキュベーションの後、抗生物質を含まない培地1のプレートを使
用して、継代培養工程を実施する。これを行うため、各パッチから材料を剥がし取り、培
地1の寒天プレート上に播種し、良好な増殖が認められるまで、典型的には3日目に37℃で
インキュベートする。同一技術を使用して、第二、第三及び第四回目の継代培養工程を実
施する。第四回目の継代培養工程は、胞子形成を可能にするため28℃でインキュベートさ
れる。数日後(典型的には7～10日)に胞子形成が認められたなら、胞子懸濁液を分離し、
標準的技術を使用して希釈系列を実施する。希釈系列のアリコートを培地1のプレート上
に拡げ、コロニーが認められるまで28℃でインキュベートする。単一コロニーを拾い、ア
プラマイシンを含む又は含まない培地1のプレート上に同時にパッチする。
【０２４１】
　抗生物質のないプレート上で増殖するが、アプラマイシンのプレート上で増殖しないパ
ッチを、+/-アプラマイシンプレート上に再パッチし、抗生物質マーカーの欠失を確認す
る。変異株は、AHBA‘B'生合成領域の大きな欠失を含む。
【０２４２】
　欠失変異株を、培地1上にパッチし、28℃で4日間増殖させる。各パッチからの6mmの円
形プラグを用い、10mLの種培地(リットル当たり;グルコース40g、ビート糖蜜10g、酵母エ
キス2.5g、ペプトン2.5g、トリプトン2.5g、オートミール5g)を含む個別の50mLファルコ
ンチューブに接種する。これらの種培養物を、振り1インチ(2.54cm)の300rpmで、28℃で3
6～72時間インキュベートする。その後これらを用い、生産培地(種培地と同じ)に接種(10
mLに0.5mL)し、28℃で6日間増殖する。二次代謝産物を抽出し、LCMSを用い、全般的方法
で説明されたようにゲルダナマイシン類似体の生成について分析する。1つの変異株はS.
ハイグロスコピカスAHBAと命名され、ゲルダナマイシンの生成を欠くことを特徴とする。
更に、ゲルダナマイシンの生成は、生成の際にAHBAを24時間供給することによって回復さ
れるはずである。
【０２４３】
(実施例5　ストレプトマイセス・ハイグロスコピカスgdmM-のpKC1139AHBAdelでの形質転
換によるgdmM及びAHBA合成の双方が不活化された菌株の作出)
　ストレプトマイセス・ハイグロスコピカスgdmM-への供給の成功は、AHBAによる競合を
除去することによって改善され得る。従って、正確に実施例4と同一手順を使用して、ス
トレプトマイセス・ハイグロスコピカスgdmM-においてAHBA‘B'欠失を実施して、本発明
の化合物を生成するのに優れた菌株を作出する。
【０２４４】
　プラスミドpUZ8002を連結している大腸菌ET12567を、電気穿孔法により、pKC1139AHBAd
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elで形質転換し、接合のための大腸菌ドナー株を作出した。この菌株を使用し、標準的な
方法を使用する接合により、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカス亜種ゲルダヌス(N
RRL3602)を形質転換した(Kieserらの論文、(2000)Practical Streptomyces Genetics)。
接合完了体(exconjugant)を、前述(実施例4)のように選択し、二次組換体を前述のように
選択した。最終の二重欠失菌株は、ストレプトマイセス・ハイグロスコピカスgdmM-AHBAB
-と命名され、ゲルダナマイシン又はゲルダナマイシン類似体の生成の欠失を特徴とする
。製造培養物をAHBAで補足すると、KOS-1806の生成が回復される(Rascherらの論文、2005
)。
【０２４５】
(実施例6　gdmM及びAHBA合成の双方が不活化された菌株-ストレプトマイセス・ハイグロ
スコピカスgdmM-AHBAB-へ供給することによる新規ゲルダナマイシン類似体の作出)
(16.1　ストレプトマイセス・ハイグロスコピカスgdmM-AHBAB-を使用する生体内変換)
　その作出が前記実施例5に記載されているストレプトマイセス・ハイグロスコピカスgdm
M-AHBAB-を、MAMプレート(培地1)上にパッチし、28℃で3日間増殖する。6mmの円形プラグ
を用い、10mLの種培地(リットル当たり;グルコース40g、ビート糖蜜10g、酵母エキス2.5g
、ペプトン2.5g、トリプトン2.5g、オートミール5g)を含む個別の50mLファルコンチュー
ブに接種する。これらの種培養物を、振り1インチ(2.54cm)の300rpmで、28℃で36～72時
間インキュベートする。その後これらを用い、生産培地(種培地と同じ)に接種(10mLに0.5
mL)し、28℃で24時間増殖する。200mM供給材料ストック液(メタノール中-表5のリスト参
照)の0.1mLを、各ファルコンチューブに添加し、2mMの最終供給材料濃度とする。チュー
ブを、28℃で更に6日間インキュベートする。
【０２４６】
(16.2　LCMSによる培養抽出物中の新規ゲルダナマイシン類似体の同定)
　実施例16.1に記載の発酵抽出物を作出し、全般的方法で記載したようなLCMSによりアッ
セイする。すべての場合において、観察されると予想される主なアンサマイシンを表5に
記載する。これらのアンサマイシンは、供給されていない発酵抽出物中には見出されない
はずである。該表には、菌株に供給される置換安息香酸類似体、LCMS質量数、化合物の質
量を記載する。図3及び4には、生成されると予想される化合物の構造を示す。
【０２４７】
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【０２４８】
　本出願において言及された特許及び特許出願に含まれる参考文献はすべて、可能な限り
完全な範囲で引用により本明細書に組込まれている。
【０２４９】
　本明細書及び前記「特許請求の範囲」を通じて、そうでなければ状況が必要としない限
りは、語句「を含む(comprise)」並びに「を含む(comprises)」及び「を含んでいる(comp
rising)」などの変形は、陳述された整数もしくはステップ又は整数の群の包含を暗示す
るが、任意の他の整数もしくはステップ又は整数もしくはステップの群を排除するもので
はないことが理解されるであろう。
【０２５０】
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いるストレプトマイセス・ハイグロスコピカス由来のDNA配列のクローニング及び分析(Cl
oning and analysis of DNA sequences from Streptomyces hygroscopicus encoding gel
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