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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（３Ｓ，５Ｓ，６Ｓ，８Ｒ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ）　１７－（（Ｓ）
－２－ヒドロキシオクタン－２－イル）－１０，１３－ジメチルヘキサデカヒドロ－ｌＨ
－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３，６－ジオール（ＯＸＹ１３３）一水和物のサ
ンプル中の純度を決定するための方法であって、該方法は、
 前記サンプルをＨＰＬＣに付して、ＯＸＹ１３３一水和物、ＯＸＹ１３３一水和物不純
物及び移動揮発相を含むＨＰＬＣ溶出液を用意し；
　前記ＨＰＬＣ溶出液から液滴のエアゾールを生成させ；
　前記液滴を乾燥させて、ＯＸＹ１３３一水和物を含む残留粒子を得；
　前記残留粒子を、残留粒子のそれぞれにサイズ依存性の電荷を印加するイオン流と接触
させて、荷電残留粒子の量に比例したレベルを有する電気信号を生成させ；そして前記電
気信号を測定して、サンプル中のＯＸＹ１３３一水和物の純度を決定することを含む方法
。
【請求項２】
前記荷電残留粒子をコレクターに移し、エレクトロメーターで電気信号を測定することを
さらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記ＯＸＹ１３３一水和物の不純物が、ＯＸＹ１３３不純物１、Ｃ２７Ｈ４６Ｏ２ジオー
ル、ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ１及びジアステレオマーＤ２を含み、前
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記ＯＸＹ１３３一水和物が、ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ１、ジアステレ
オマーＤ２又はその他のＯＸＹ１３３一水和物の不純物から分離され、ここで、ＯＸＹ１
３３不純物１のリテンションタイムが１５．８分であり、ＯＸＹ１３３一水和物のジアス
テレオマーＤ１のリテンションタイムが１３．６分であり、ＯＸＹ１３３一水和物のジア
ステレオマーＤ２のリテンションタイムが１４．６分である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
ＨＰＬＣ溶出液からの液滴のエアゾールの生成がネブライザーによって提供される、請求
項２に記載の方法。
【請求項５】
移動揮発相が、アセトニトリル、アセトニトリルと水の混合物、水とメタノールの混合物
、又は水、メタノール及びアセトニトリルの混合物を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
サンプル中、前記ＯＸＹ１３３一水和物の不純物がサンプルの０．０３ｗｔ％～０．０５
ｗｔ％の量で存在する、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
ＯＸＹ１３３ピークとＤ１ジアステレオマーの分離度が≧０．８である、請求項３に記載
の方法。
【請求項８】
前記ＯＸＹ１３３一水和物の検出限界が０．０１ｗｔ％又は１ｎｇである、請求項１に記
載の方法。
【請求項９】
前記ＯＸＹ１３３一水和物が、ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ１、ジアステ
レオマーＤ２又はその他のＯＸＹ１３３一水和物の不純物から分離され、ＯＸＹ１３３一
水和物のジアステレオマーＤ１のリテンションタイムが１３．６分であり、ＯＸＹ１３３
一水和物のジアステレオマーＤ２のリテンションタイムが１４．６分である、請求項１に
記載の方法。
【請求項１０】
前記ＯＸＹ１３３一水和物の純度が少なくとも９６．９ｗｔ％である、請求項１に記載の
方法。
【請求項１１】
サンプル中の（３Ｓ，５Ｓ，６Ｓ，８Ｒ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ）　１
７－（（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－２－イル）－１０，１３－ジメチルヘキサデカ
ヒドロ－ｌＨ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３，６－ジオール（ＯＸＹ１３３）
一水和物の量を決定するための方法であって、該方法は、
　ＨＰＬＣ－ＣＡＤで測定可能な既知量のＯＸＹ１３３一水和物を有するＯＸＹ１３３一
水和物参照標準を用意し；
　未知量のＯＸＹ１３３一水和物を有するサンプルを用意し；
　サンプル中の前記ＯＸＹ１３３一水和物をＨＰＬＣ－ＣＡＤによって分離し；そして
　サンプル中のＯＸＹ１３３一水和物の量を決定する
ことを含む方法。
【請求項１２】
参照標準が少なくとも５００μｇ／ｍＬのＯＸＹ１３３一水和物を含む、請求項１１に記
載の方法。
【請求項１３】
サンプルが、アセトニトリル：テトラヒドロフラン　１：１　体積／体積の溶液中に調製
される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
ＨＰＬＣ－ＣＡＤの移動相が、水又はメタノールを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
ＯＸＹ１３３一水和物が、ジアステレオマーＤ１、ジアステレオマーＤ２、Ｃ２７Ｈ４６
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Ｏ２ジオール又はＯＸＹ１３３不純物１を含み、ここで、ＯＸＹ１３３不純物１のリテン
ションタイムが１５．８分であり、ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ１のリテ
ンションタイムが１３．６分であり、ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ２のリ
テンションタイムが１４．６分である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
前記ＯＸＹ１３３一水和物がジアステレオマーＤ１に対して≧０．８の分離度を有する、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
ＯＸＹ１３３一水和物のリテンションタイムが１４．０４分、ＯＸＹ１３３一水和物のジ
アステレオマーＤ１が１３．６分及びＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ２が１
４．６分である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１８】
（３Ｓ，５Ｓ，６Ｓ，８Ｒ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ）　１７－（（Ｓ）
－２－ヒドロキシオクタン－２－イル）－１０，１３－ジメチルヘキサデカヒドロ－ｌＨ
－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３，６－ジオール（ＯＸＹ１３３）一水和物のサ
ンプル中の純度を決定するための方法であって、該方法は、
　式：
【化１】

を有するジオールをボラン、過酸化水素及びテトラヒドロフランと反応させて、式：
【化２】

を有するオキシステロール水和物を形成させ［式中、Ｒ１及びＲ２はヘキシル基であり、
ジオールは（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）－１０，１３－ジメ
チル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－イル］－２，３，４，７，８，９，１
１，１２，１４，１５，１６，１７－ドデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナン
トレン－３－オールを含み、水和物は一水和物である］；
　前記一水和物をＨＰＬＣに付して、ＯＸＹ１３３一水和物、ＯＸＹ１３３一水和物の不
純物及び揮発性移動相を含む溶出液を得；そして
　前記ＨＰＬＣ溶出液をＣＡＤ検出器に入れてＯＸＹ１３３一水和物の純度を決定するこ
とを含む方法。
【請求項１９】
前記ＯＸＹ１３３一水和物が回収され、医薬製剤に入れられる、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　[0001]様々な生物学的物質が、骨折治癒及び脊髄障害などの骨障害の外科的処置を含む
医学用途において骨成長を促進するために一般的に使用されている。脊椎固定術(spine f
usion)は、変性円板疾患や腰椎及び頸椎を冒す関節炎に対処するため、整形外科医及び神
経外科医により実施されることが多い。歴史的には、通常、患者の腸骨稜から採取される
自家骨移植が椎骨レベル(vertebral level)間の固定(fusion)を増強するために使用され
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てきた。
【０００２】
　[0002]骨原性（骨形成性）で脊椎固定を促進するために一般的に使用される一つのタン
パク質は、組換えヒト骨形成タンパク質－２（ｒｈＢＭＰ－２）である。その使用は、単
一レベル前方経路腰椎椎体間固定術に関しては米国食品医薬品局（ＦＤＡ）によって承認
されている。ｒｈＢＭＰ－２の使用はこのときから著しく増大し、その使用の適応は腰椎
後方固定術ならびに頸椎固定術を含むまでに拡大している。
【０００３】
　[0003]オキシステロールは、循環中ならびにヒト及び動物の組織中に存在するコレステ
ロールの酸素化誘導体の一大ファミリーを形成する。オキシステロールは、アテローム性
動脈硬化病変部に存在することが見出されており、細胞分化、炎症、アポトーシス、及び
ステロイド産生といった様々な生理的過程に役割を果たしている。一部の天然オキシステ
ロールは堅牢な骨原性を有しており、骨成長に使用できる。最も強力な骨原性天然オキシ
ステロールである２０（Ｓ）－ヒドロキシコレステロールは、骨芽細胞及び脂肪細胞に分
化できる多能性間葉細胞に適用すると、骨原性であると同時に抗脂肪生成性でもある。
【０００４】
　[0004]一つのそのようなオキシステロールは、Ｏｘｙ１３３、すなわち（３Ｓ，５Ｓ，
６Ｓ，８Ｒ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ）　１７－（（Ｓ）－２－ヒドロキ
シオクタン－２－イル）－１０，１３－ジメチルヘキサデカヒドロ－ｌＨ－シクロペンタ
［ａ］フェナントレン－３，６－ジオールであり、下記構造：
【０００５】

【化１】

【０００６】
を示す。
　[0005]Ｏｘｙ１３３は、哺乳動物の骨成長を促進する合成小分子である。現在、オキシ
ステロールのクラスの化合物は、ガスクロマトグラフィー（ＧＣ）と誘導体化を用いて分
析されている。これは、サンプルの加熱を必要とする時間のかかる工程で、規制機関には
好まれていない。現在利用可能な、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）と組み合わ
される工業検出技術は、頑健性がないか又は関連不純物及び分解の存在下でＯｘｙ１３３
を検出するのに十分な感度がない。
【０００７】
　[0006]Ｏｘｙ１３３分子は発色団を欠くので、クロマトグラフィーを不十分なものにす
る。さらに、親化合物に密接に関連する既知不純物は、蒸発光散乱（ＥＬＳ）、屈折率（
ＲＩ）、及び質量分析（ＭＳ）などの技術による検出が困難である。
【０００８】
　[0007]純度の評価は、ＯＸＹ１３３の安全性及び有効性を確保するために必要であり、
多くの場合、ＨＰＬＣ／ＵＶ法を適用することによって達成されている。ＨＰＬＣと組み
合わされる標準的な工業検出技術は、頑健性がないか又は関連不純物及び分解の存在下で
ＯＸＹ１３３を検出するのに十分な感度がない。
【０００９】
　[0008]ＯＸＹ１３３が一水和物形の場合、Ｏｘｙ１３３一水和物の分析は、分離、定量
及び同定を必要とする関連不純物、例えばジアステレオマーの存在のために、困難なこと
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が多い。既知不純物は親化合物に密接に関連しているので、蒸発光散乱（ＥＬＳ）、屈折
率（ＲＩ）、及び質量分析（ＭＳ）などの技術による検出が困難である。
【００１０】
　[0009]そこで、これらの検出技術の欠点を克服し、ＩＣＨ品質管理ガイドラインをバリ
デートするために必要な分析法開発（ＡＭＤ）段階中のクリティカルパス(critical-path
)活動の一部として、ＯＸＹ１３３生成物を含有するサンプル中の含量及び純度を決定す
るための信頼性のある分析法を提供することが求められている。サンプル中の発色団の存
在に依存しないＯＸＹ１３３のサンプル中の純度を決定するための方法は有益であろう。
不揮発性の分析対象物又は残留物を検出できる方法も有益であろう。
【発明の概要】
【００１１】
　[0010]一部の態様において、ＯＸＹ１３３のサンプルの純度を決定するためのアッセイ
法を提供する。該方法は、ＯＸＹ１３３、ＯＸＹ１３３不純物及び移動揮発相を含むＨＰ
ＬＣ溶出液を用意し；前記ＨＰＬＣ溶出液から液滴のエアゾールを生成させ；前記液滴を
乾燥させてＯＸＹ１３３の残留粒子を得；前記ＯＸＹ１３３残留粒子を、残留粒子のそれ
ぞれにサイズ依存性の電荷を印加するイオン流と接触させて、ＯＸＹ１３３の荷電残留粒
子の量に比例したレベルを有する電気信号を生成させ；そして前記電気信号を測定して、
サンプル中のＯＸＹ１３３の純度を決定することを含む。いくつかの態様において、ＯＸ
Ｙ１３３はＯＸＹ１３３一水和物を含む。
【００１２】
　[0011]様々な側面において、本開示のアッセイ法は、ＯＸＹ１３３一水和物を、ジアス
テレオマーＤ１、ジアステレオマーＤ２又はその他のＯＸＹ１３３一水和物の不純物、例
えばＯＸＹ１３３一水和物の合成に使用されるＣ２７Ｈ４６Ｏ２ジオールから分離するた
めに使用できる。様々な態様において、本開示のアッセイ法は、組成物の全重量を基にし
て約０．０３％～約０．０５％ｗ／ｗ又はｗ／ｖのＯＸＹ１３３一水和物の不純物を検出
できる。本開示のアッセイ法を用いて達成できるＯＸＹ１３３ピークとＤ１ジアステレオ
マーの分離度は≧０．８でありうる。多くの態様において、ＯＸＹ１３３一水和物の検出
限界は約０．０１％又は１ｎｇである。さらに、本開示のアッセイ法を用いて達成できる
ＯＸＹ１３３一水和物の純度は少なくとも９６．９％である。
【００１３】
　[0012]様々なその他の態様において、サンプルからＯＸＹ１３３一水和物を分離するた
めの方法を提供する。該方法は、ＯＸＹ１３３一水和物参照標準を用意し；ＯＸＹ１３３
一水和物参照標準と等しい濃度を有するサンプルを用意し；参照標準中のＯＸＹ１３３一
水和物の量をＨＰＬＣ－ＣＡＤによって決定し；サンプル中のＯＸＹ１３３一水和物の量
をＨＰＬＣ－ＣＡＤによって決定し；そしてサンプル中のＯＸＹ１３３一水和物の量を参
照標準中のＯＸＹ１３３一水和物の量と比較することを含む。一部の態様において、本開
示の方法では、参照標準濃度は少なくとも５００μｇ／ｍＬの量で存在する。他の側面に
おいて、サンプルは、アセトニトリル：テトラヒドロフラン　１：１　体積／体積の溶液
中に調製される。さらに他の側面において、サンプルは、１００％水又は１００％メタノ
ールであるＨＰＬＣ－ＣＡＤからの移動相を含む。
【００１４】
　[0013]一部の態様において、ステロールのサンプル中の純度を決定するための方法を提
供する。該方法は、有機金属化合物をプレグネノロン又は酢酸プレグネノロンと反応させ
てステロールを形成させることによって、式：
【００１５】
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【化２】

【００１６】
［式中、Ｒ１は少なくとも１個の炭素原子を有する脂肪族又は環状置換基を含む］を有す
るステロール、又はその薬学的に許容可能な塩、水和物もしくは溶媒和物を製造し；前記
ステロールをＨＰＬＣに付して、ステロール、ステロールの不純物及び揮発性移動相を含
む溶出液を得；前記ＨＰＬＣ溶出液をＣＡＤ検出器に入れてステロールの純度を決定する
ことを含む。様々な態様において、ステロールはＯＸＹ１３３であり、他の態様において
ステロールはＯＸＹ１３３一水和物である。
【００１７】
　[0014]一部の態様において、オキシステロールのサンプル中の純度を決定するための方
法を提供する。該方法は、式：
【００１８】
【化３】

【００１９】
を有するジオールをボラン及び過酸化水素と反応させて、式：
【００２０】

【化４】

【００２１】
を有するオキシステロール又はその薬学的に許容可能な塩、水和物もしくは溶媒和物を形
成させることによってステロールを製造し［式中、Ｒ１は少なくとも１個の炭素原子を有
する脂肪族又は環状置換基を含み、Ｒ２は少なくとも１個の炭素原子を有する脂肪族又は
環状置換基を含む］；オキシステロールをＨＰＬＣに付して、オキシステロール、オキシ
ステロールの不純物及び揮発性移動相を含む溶出液を得；前記ＨＰＬＣ溶出液をＣＡＤ検
出器に入れてオキシステロールの純度を決定することを含む。様々な態様において、オキ
システロールはＯＸＹ１３３一水和物である。
【００２２】
　[0015]一部の態様において、オキシステロールのサンプル中の純度を決定するための方
法を提供する。該方法は、式：
【００２３】
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【化５】

【００２４】
を有するジオールをボラン化合物と反応させて、式：
【００２５】
【化６】

【００２６】
を有するオキシステロール又はその薬学的に許容可能な塩、水和物もしくは溶媒和物を形
成させることによってオキシステロールを製造し［式中、Ｒ１は少なくとも１個の炭素原
子を有する脂肪族又は環状置換基を含み、Ｒ２は少なくとも１個の炭素原子を有する脂肪
族又は環状置換基を含む］；前記オキシステロールをＨＰＬＣに付して、オキシステロー
ル、オキシステロールの不純物及び揮発性移動相を含む溶出液を得；前記ＨＰＬＣ溶出液
をＣＡＤ検出器に入れてオキシステロールの純度を決定することを含む。様々な態様にお
いて、オキシステロールはＯＸＹ１３３一水和物である。
【００２７】
　[0016]一部の態様において、オキシステロールのサンプル中の純度を決定するための方
法を提供する。該方法は、式：
【００２８】

【化７】

【００２９】
を有するジオールをボラン、過酸化水素及びテトラヒドロフランと反応させて、式：
【００３０】
【化８】

【００３１】
を有するオキシステロール又はその薬学的に許容可能な塩、水和物もしくは溶媒和物を形
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成させ［式中、Ｒ１は少なくとも１個の炭素原子を有する脂肪族又は環状置換基を含み、
Ｒ２は少なくとも１個の炭素原子を有する脂肪族又は環状置換基を含む］；前記オキシス
テロールをＨＰＬＣに付して、オキシステロール、オキシステロールの不純物及び揮発性
移動相を含む溶出液を得；前記ＨＰＬＣ溶出液をＣＡＤ検出器に入れてオキシステロール
の純度を決定することを含む。様々な態様において、オキシステロールはＯＸＹ１３３一
水和物である。
【００３２】
　[0017]様々な態様の追加の特徴及び利点は、一部は以下の説明の中で示され、一部は記
載から明らかになるか、又は様々な態様に実施によって学ぶことができる。様々な態様の
目的及びその他の利点は、以下の説明及び添付の特許請求の範囲において特に指摘された
構成要素及び組合せにより実現及び達成されるであろう。
【００３３】
　[0018]態様のその他の側面、特徴、利益及び利点は、一部は、以下の説明、添付の特許
請求の範囲及び添付図面に関して明白になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】[0019]図１は、本開示の一態様に示されている通り、酢酸プレグネノロンを含む
出発反応物を用いてＯｘｙ１３３を合成するための段階的反応を示す。プレグネノロンを
有機金属化合物と反応させて、２個のヒドロキシル基を有するステロール又はジオールを
製造する。次にそのステロール又はジオールをボラン及び過酸化水素と反応させ、精製し
てＯｘｙ１３３を製造する。
【図２】[0020]図２は、単離され精製されたＯｘｙ１３３から得られた１Ｈ　ＮＭＲデー
タのグラフ図を示す。
【図３】[0021]図３は、Ｏｘｙ１３３から得られた１３Ｃ　ＮＭＲデータのグラフ図を示
す。
【図４】[0022]図４は、Ｏｘｙ１３３から得られた赤外分光データのグラフ図を示す。
【図５】[0023]図５は、Ｏｘｙ１３３から得られた質量分析データのグラフ図を示す。
【図６】[0024]図６は、Ｏｘｙ１３３を合成するための中間ステロール又はジオールから
得られた１Ｈ　ＮＭＲデータのグラフ図を示す。
【図７】[0025]図７は、Ｏｘｙ１３３を合成するための中間ステロール又はジオールから
得られた１３Ｃ　ＮＭＲデータのグラフ図を示す。
【図８】[0026]図８は、荷電化粒子検出器（ＣＡＤ）の動作機構を示す態様のブロック図
である。
【図９】[0027]図９は、リニアフォトダイオードアレイ検出器（ＰＤＡ）トレース、１９
５ｎｍにおける紫外線（ＵＶ）チャンネル、質量分析トータルイオンクロマトグラフィー
（ＭＳ　ＴＩＣ）及びＭＳ抽出質量対電荷比（ｍ／ｚ）２５７．２２６４のグラフ図を示
す。
【図１０】[0028]図１０は、ＯＸＹ１３３の０．５０μｇ/ｍＬから６１μｇ/ｍＬまでの
直線性を示すグラフ図である。
【図１１】[0029]図１１は、５００μｇ／ｍＬのＯＸＹ１３３一水和物参照標準のクロマ
トグラムのグラフ図を示す。
【図１２】[0030]図１２は、ＨＰＬＣ／ＣＡＤ法によって生成したＯＸＹ１３３の純度プ
ロフィールを示す。
【００３５】
　[0031]図面は正確な縮尺で描かれていないことは理解されるはずである。さらに、図面
中の物体間の関係も正確な縮尺とは限らず、実際、サイズに関しては、逆転した関係を有
することもある。図面は、示された各物体の構造に対する理解及び明確性をもたらすこと
を目的としているので、一部の特徴は、構造の特定の特徴を示すために誇張されているこ
ともある。
【発明を実施するための形態】
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【００３６】
　[0032]本明細書及び添付の特許請求の範囲の目的のために、別途記載のない限り、成分
の量、材料のパーセンテージ又は割合、反応条件、ならびに本明細書及び特許請求の範囲
で使用されているその他の数値を表すすべての数字は、すべての場合において、“約”と
いう用語によって修飾されていると理解されるものとする。従って、それに反することが
示されない限り、以下の明細書及び添付の特許請求の範囲に示されている数値パラメータ
ーは、本願が得ようとしている所望の性質に応じて変動しうる近似値である。少なくとも
、そして特許請求の範囲への均等論の適用を制限しようとするのではなく、各数値パラメ
ーターは、少なくとも、報告されている有効数字の桁数を考慮し、通常の丸め技術を適用
することによって解釈されるべきである。
【００３７】
　[0033]本願の広い範囲を示す数値範囲及び数値パラメーターは近似値ではあるが、特定
の実施例中に示されている数値はできる限り正確に報告されている。しかしながら、いず
れの数値も、それぞれの試験測定に見出される標準偏差に必然的に由来する一定の誤差を
本質的に含有している。さらに、本明細書中に開示されたすべての範囲は、その中に包含
されるありとあらゆる部分範囲も包含すると理解されるべきである。例えば、“１～１０
”の範囲は、最小値１と最大値１０の間（それらを含む）のありとあらゆる部分範囲、す
なわち、１以上の最小値及び１０以下の最大値を有するありとあらゆる部分範囲、例えば
５．５～１０を含む。
【００３８】
　定義
　[0034]本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用されている単数形の“ａ”、“ａｎ”
、及び“ｔｈｅ”は、一つの指示対象に明示的かつ明白に限定されていない限り、複数の
指示対象も含むことに注意する。従って、例えば、“アルカノールアミン”と言う場合、
１つ、２つ、３つ又はそれ以上のアルカノールアミンを含む。
【００３９】
　[0035]本明細書中で使用されている“生物活性薬”という用語は、一般的に、患者の生
理を変更する何らかの物質を意味する。本明細書においては、“生物活性薬”という用語
は、“治療薬”、“治療上有効量”、及び“医薬品有効成分”、“ＡＰＩ”又は“薬物”
という用語と互換的に使用されうる。特に明記しない限り、“薬物”製剤は二つ以上の治
療薬を含むことができ、治療薬の例示的組合せは二つ以上の薬物の組合せを含むことは理
解されるであろう。“薬物”という用語は、粗混合物中のものであれ又は精製もしくは単
離されたものであれ、“ＡＰＩ”も意味する。
【００４０】
　[0036]“生分解性(biodegradable)”という用語は、ヒト体内で、酵素の作用により、
加水分解作用により、及び／又はその他の類似の機序により、時間と共に分解する化合物
又は成分を含む。様々な態様において、“生分解性”は、成分が体内で非毒性の成分に分
解され、その成分が細胞（例えば骨細胞）に浸透して欠損を修復できることを含む。“生
体浸食性(bioerodible)”とは、化合物又は成分が、少なくとも一部は、周辺組織中に見
出される物質、流体との接触により、又は細胞作用により、時間と共に浸食される又は分
解することを意味する。“生体吸収性(bioabsorbable)”とは、化合物又は成分が、例え
ば細胞又は組織によりヒト体内で分解され、吸収されることを意味する。“生体適合性”
とは、化合物又は成分が、標的組織部位で実質的な組織刺激又は壊死を引き起こさない、
及び／又は発がん性でないことを意味する。
【００４１】
　[0037]本明細書中で使用されている“アルキル”という用語は、親アルカン、アルケン
又はアルキンの単一炭素原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された、飽
和又は不飽和の、分枝、直鎖、又は環状一価炭化水素基のことを言う。典型的なアルキル
基は、メチル；エチル類、例えばエタニル、エテニル、エチニル；プロピル類、例えばプ
ロパン－１－イル、プロパン－２－イル、シクロプロパン－１－イル、プロパ－１－エン
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－１－イル、プロパ－１－エン－２－イル、プロパ－２－エン－１－イル、シクロプロパ
－１－エン－１－イル、シクロプロパ－２－エン－１－イル、プロパ－１－イン－１－イ
ル、プロパ－２－イン－１－イルなど；ブチル類、例えばブタン－１－イル、ブタン－２
－イル、２－メチル－プロパン－１－イル、２－メチル－プロパン－２－イル、シクロブ
タン－１－イル、ブタ－１－エン－１－イル、ブタ－１－エン－２－イル、２－メチル－
プロパ－１－エン－１－イル、ブタ－２－エン－１－イル、ブタ－２－エン－２－イル、
ブタ－１，３－ジエン－１－イル、ブタ－１，３－ジエン－２－イル、シクロブタ－１－
エン－１－イル、シクロブタ－１－エン－３－イル、シクロブタ－１，３－ジエン－１－
イル、ブタ－１－イン－１－イル、ブタ－１－イン－３－イル、ブタ－３－イン－１－イ
ルなどであるが、これらに限定されない。特定の飽和レベルが意図される場合、以下に定
義のような“アルケニル”及び／又は“アルキニル”という用語体系が使用される。一部
の態様において、アルキル基は（Ｃ１－Ｃ４０）アルキルである。一部の態様において、
アルキル基は（Ｃ１－Ｃ６）アルキルである。
【００４２】
　[0038]本明細書中で使用されている“アルカニル”という用語は、親アルカンの単一炭
素原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された、飽和の、分枝、直鎖、又
は環状アルキル基のことを言う。典型的なアルカニル基は、メタニル；エテニル；プロパ
ニル類、例えばプロパン－１－イル、プロパン－２－イル（イソプロピル）、シクロプロ
パン－１－イルなど；ブタニル類、例えばブタン－１－イル、ブタン－２－イル（ｓｅｃ
－ブチル）、２－メチル－プロパン－１－イル（イソブチル）、２－メチル－プロパン－
２－イル（ｔ－ブチル）、シクロブタン－１－イルなどであるが、これらに限定されない
。一部の態様において、アルカニル基は（Ｃ１－Ｃ４０）アルカニルである。一部の態様
において、アルカニル基は（Ｃ１－Ｃ６）アルカニルである。
【００４３】
　[0039]本明細書中で使用されている“アルケニル”という用語は、親アルケンの単一炭
素原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された、少なくとも一つの炭素炭
素二重結合を有する、不飽和の、分枝、直鎖、又は環状アルキル基のことを言う。該基は
二重結合に関してシス又はトランス配置のいずれかを取りうる。典型的なアルケニル基は
、エテニル；プロペニル類、例えばプロパ－１－エン－１－イル、プロパ－１－エン－２
－イル、プロパ－２－エン－１－イル、プロパ－２－エン－２－イル、シクロプロパ－１
－エン－１－イル；シクロプロパ－２－エン－１－イル；ブテニル類、例えばブタ－１－
エン－１－イル、ブタ－１－エン－２－イル、２－メチル－プロパ－１－エン－１－イル
、ブタ－２－エン－１－イル、ブタ－２－エン－１－イル、ブタ－２－エン－２－イル、
ブタ－１，３－ジエン－１－イル、ブタ－１，３－ジエン－２－イル、シクロブタ－１－
エン－１－イル、シクロブタ－１－エン－３－イル、シクロブタ－１，３－ジエン－１－
イルなどであるが、これらに限定されない。一部の態様において、アルケニル基は（Ｃ２
－Ｃ４０）アルケニルである。一部の態様において、アルケニル基は（Ｃ２－Ｃ６）アル
ケニルである。
【００４４】
　[0040]本明細書中で使用されている“アルキニル”という用語は、親アルキンの単一炭
素原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された、少なくとも一つの炭素炭
素三重結合を有する、不飽和の、分枝、直鎖、又は環状アルキル基のことを言う。典型的
なアルキニル基は、エチニル；プロピニル類、例えばプロパ－１－イン－１－イル、プロ
パ－２－イン－１－イルなど；ブチニル類、例えばブタ－１－イン－１－イル、ブタ－３
－イン－１－イルなどであるが、これらに限定されない。一部の態様において、アルキニ
ル基は（Ｃ２－Ｃ４０）アルキニルである。一部の態様において、アルキニル基は（Ｃ２
－Ｃ６）アルキニルである。
【００４５】
　[0041]本明細書中で使用されている“アルキルジイル”という用語は、親アルカン、ア
ルケン又はアルキンの２個の異なる炭素原子のそれぞれから１個の水素原子を除去するこ
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とによって、又は親アルカン、アルケン又はアルキンの単一炭素原子から２個の水素原子
を除去することによって誘導された、飽和又は不飽和の、分枝、直鎖又は環状二価炭化水
素基のことを言う。２つの一価基中心又は二価基中心の各結合価は、同じ又は異なる原子
と結合を形成できる。典型的なアルキルジイルは、メタンジイル；エチルジイル類、例え
ばエタン－１，１－ジイル、エタン－１，２－ジイル、エテン－１，１－ジイル、エテン
－１，２－ジイル；プロピルジイル類、例えばプロパン－１，１－ジイル、プロパン－１
，２－ジイル、プロパン－２，２－ジイル、プロパン－１，３－ジイル、シクロプロパン
－１，１－ジイル、シクロプロパン－１，２－ジイル、プロパ－１－エン－１，１－ジイ
ル、プロパ－１－エン－１，２－ジイル、プロパ－２－エン－１，２－ジイル、プロパ－
１－エン－１，３－ジイル、シクロプロパ－１－エン－１，２－ジイル、シクロプロパ－
２－エン－１，２－ジイル、シクロプロパ－２－エン－１，１－ジイル、プロパ－１－イ
ン－１，３－ジイルなど；ブチルジイル類、例えばブタン－１，１－ジイル、ブタン－１
，２－ジイル、ブタン－１，３－ジイル、ブタン－１，４－ジイル、ブタン－２，２－ジ
イル、２－メチル－プロパン－１，１－ジイル、２－メチル－プロパン－１，２－ジイル
、シクロブタン－１，１－ジイル；シクロブタン－１，２－ジイル、シクロブタン－１，
３－ジイル、ブタ－１－エン－１，１－ジイル、ブタ－１－エン－１，２－ジイル、ブタ
－１－エン－１，３－ジイル、ブタ－１－エン－１，４－ジイル、２－メチル－プロパ－
１－エン－１，１－ジイル、２－メタニリデン－プロパン－１，１－ジイル、ブタ－１，
３－ジエン－１，１－ジイル、ブタ－１，３－ジエン－１，３－ジイル、シクロブタ－１
－エン－１，２－ジイル、シクロブタ－１－エン－１，３－ジイル、シクロブタ－２－エ
ン－１，２－ジイル、シクロブタ－１，３－ジエン－１，２－ジイル、シクロブタ－１，
３－ジエン－１，３－ジイル、ブタ－１－イン－１，３－ジイル、ブタ－１－イン－１，
４－ジイル、ブタ－１，３－ジイン－１，４－ジイルなどであるが、これらに限定されな
い。特定の飽和レベルが意図される場合、アルカニルジイル、アルケニルジイル及び／又
はアルキニルジイルという用語体系が使用される。一部の態様において、アルキルジイル
基は（Ｃ１－Ｃ４０）アルキルジイルである。一部の態様において、アルキルジイル基は
（Ｃ１－Ｃ６）アルキルジイルである。また、基中心が末端炭素にある飽和非環式アルカ
ンジイル基も想定されている。例えば、メタンジイル（メタノ）；エタン－１，２－ジイ
ル（エタノ）；プロパン－１，３－ジイル（プロパノ）；ブタン－１，４－ジイル（ブタ
ノ）などである（以下に定義のアルキレノとも呼ばれる）。
【００４６】
　[0042]本明細書中で使用されている“アルキレノ”という用語は、直鎖の親アルカン、
アルケン又はアルキンの２個の末端炭素原子のそれぞれから１個の水素原子を除去するこ
とによって誘導された、２つの末端一価基中心を有する直鎖アルキルジイル基のことを言
う。典型的なアルキレノ基は、メタノ；エチレノ類、例えばエタノ、エテノ、エチノ；プ
ロピレノ類、例えばプロパノ、プロパ［１］エノ、プロパ［１，２］ジエノ、プロパ［１
］イノなど；ブチレノ類、例えばブタノ、ブタ［１］エノ、ブタ［２］エノ、ブタ［１，
３］ジエノ、ブタ［１］イノ、ブタ［２］イノ、ブタ［１，３］ジイノなどであるが、こ
れらに限定されない。特定の飽和レベルが意図される場合、アルカノ、アルケノ及び／又
はアルキノという用語体系が使用される。一部の態様において、アルキレノ基は（Ｃ１－
Ｃ４０）アルキレノである。一部の態様において、アルキレノ基は（Ｃ１－Ｃ６）アルキ
レノである。
【００４７】
　[0043]本明細書中で使用されている“ヘテロアルキル”、“ヘテロアルカニル”、“ヘ
テロアルケニル”、“ヘテロアルキニル”、“ヘテロアルキルジイル”及び“ヘテロアル
キレノ”という用語は、それぞれ、１個又は複数個の炭素原子がそれぞれ独立に同じ又は
異なるヘテロ原子基で置換されたアルキル、アルカニル、アルケニル、アルキニル、アル
キルジイル及びアルキレノ基のことを言う。これらの基に含めることができる典型的なヘ
テロ原子基は、－Ｏ－、－Ｓ－、－Ｏ－Ｏ－、－Ｓ－Ｓ－、－Ｏ－Ｓ－、－ＮＲ’、＝Ｎ
－Ｎ＝、－Ｎ-＝Ｎ－、－Ｎ（Ｏ）Ｎ－、－Ｎ＝Ｎ－ＮＲ’－、－ＰＨ－、－Ｐ（Ｏ）２
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－、－Ｏ－Ｐ（Ｏ）２－、－ＳＨ２－、－Ｓ（Ｏ）２－などであるが、これらに限定され
ない。式中、各Ｒ’は、独立に、水素、本明細書中に定義のアルキル、アルカニル、アル
ケニル、アルキニル、アリール、アリールアリール、アリールアルキル、ヘテロアリール
、ヘテロアリールアルキル又はヘテロアリール－ヘテロアリールである。
【００４８】
　[0044]本明細書中で使用されている“アリール”という用語は、親芳香環系の単一炭素
原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された一価芳香族炭化水素基のこと
を言う。典型的なアリール基は、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、ヘキシレン、ａｓ－インダセン、ｓ－インダセン、
インダン、インデン、ナフタレン、オクタセン、オクタフェン、オクタレン、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、トリナフタレンから誘導された基などであるが、これらに限定されない。一部
の態様において、アリール基は（Ｃ５－Ｃ１４）アリール又は（Ｃ５－Ｃ１０）アリール
である。一部の好適なアリールはフェニル及びナフチルである。
【００４９】
　[0045]本明細書中で使用されている“アリールジイル”という用語は、親芳香環系の２
個の異なる炭素原子のそれぞれから１個の水素原子を除去することによって、又は親芳香
環系の単一炭素原子から２個の水素原子を除去することによって誘導された二価芳香族炭
化水素基のことを言う。２つの一価基中心又は二価中心の各結合価は、同じ又は異なる原
子と結合を形成できる。典型的なアリールジイル基は、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、ヘキシレン、ａｓ－インダセ
ン、ｓ－インダセン、インダン、インデン、ナフタレン、オクタセン、オクタフェン、オ
クタレン、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から誘導された二価の基であるが、
これらに限定されない。一部の態様において、アリールジイル基は（Ｃ５－Ｃ１４）アリ
ールジイル又は（Ｃ５－Ｃ１０）アリールジイルである。例えば、一部の好適なアリール
ジイル基は、ベンゼン及びナフタレンから誘導された二価基、特にフェナ－１，４－ジイ
ル、ナフタ－２，６－ジイル及びナフタ－２，７－ジイルである。
【００５０】
　[0046]本明細書中で使用されている“アリーレノ”という用語は、親芳香環系の２個の
隣接炭素原子のそれぞれから１個の水素原子を除去することによって誘導された、２つの
隣接一価基中心を有する二価架橋基のことを言う。アリーレノ架橋基、例えばベンゼノを
親芳香環系、例えばベンゼンに結合させると、縮合芳香環系、例えばナフタレンが得られ
る。この架橋は、得られる縮合環系へのその結合と一致する最大数の非累積二重結合を有
すると推定される。炭素原子の二重計数を回避するために、アリーレノ置換基が代替置換
基を含む構造上の２個の隣接置換基が一緒になることによって形成される場合、アリーレ
ノ架橋の炭素原子は、構造の架橋炭素原子を代替する。一例として、下記構造：
【００５１】
【化９】

【００５２】
を考えてみる。
　[0047]式中、Ｒ１は、単独の場合は水素であるか、又はＲ２と一緒になった場合は（Ｃ
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５－Ｃ１４）アリーレノであり；Ｒ２は、単独の場合は水素であるか、又はＲ１と一緒に
なった場合は（Ｃ５－Ｃ１４）アリーレノである。
【００５３】
　[0048]Ｒ１及びＲ２がそれぞれ水素の場合、得られる化合物はベンゼンである。Ｒ１と
Ｒ２が一緒になってＣ６アリーレノ（ベンゼノ）の場合、得られる化合物はナフタレンで
ある。Ｒ１とＲ２が一緒になってＣ１０アリーレノ（ナフタレノ）の場合、得られる化合
物はアントラセン又はフェナントレンである。典型的なアリーレノ基は、アセアントリレ
ノ、アセナフチレノ、アセフェナントリレノ、アントラセノ、アズレノ、ベンゼノ（ベン
ゾ）、クリセノ、コロネノ、フルオランテノ、フルオレノ、ヘキサセノ、ヘキサフェノ、
ヘキシレノ、ａｓ－インダセノ、ｓ－インダセノ、インデノ、ナフタレン（ナフト）、オ
クタセノ、オクタフェノ、オクタレノ、オバレノ、ペンタ－２，４－ジエノ、ペンタセノ
、ペンタレノ、ペンタフェノ、ペリレノ、フェナレノ、フェナントレノ、ピセノ、プレイ
アデノ、ピレノ、ピラントレノ、ルビセノ、トリフェニレノ、トリナフタレノなどである
が、これらに限定されない。特定の連結が意図される場合、関与する（アリーレノ架橋の
）架橋炭素原子は角括弧内に示される。例えば、［１，２］ベンゼノ（［１，２］ベンゾ
）、［１，２］ナフタレノ、［２，３］ナフタレノなどである。従って、上記の例におい
て、Ｒ１とＲ２が一緒になって［２，３］ナフタレノの場合、得られる化合物はアントラ
センである。Ｒ１とＲ２が一緒になって［１，２］ナフタレノの場合、得られる化合物は
フェナントレンである。好適な態様において、アリーレノ基は（Ｃ５－Ｃ１４）であり、
（Ｃ５－Ｃ１０）がさらに好適である。
【００５４】
　[0049]本明細書中で使用されている“アリールアリール”という用語は、２個以上の同
一又は同一でない親芳香環系が単結合によって直接結合されている環系の単一炭素原子か
ら１個の水素原子を除去することによって誘導された一価炭化水素基のことを言う。その
ような直接環結合の数は、関与する親芳香環系の数より一つ少ない。典型的なアリールア
リール基は、ビフェニル、トリフェニル、フェニル－ナフチル、ビナフチル、ビフェニル
－ナフチルなどであるが、これらに限定されない。アリールアリール基を構成する炭素原
子の数が特定される場合、その数は各親芳香環を構成する炭素原子の数のことである。例
えば、（Ｃ１－Ｃ１４）アリールアリールは、各芳香環が５～１４個の炭素を含むアリー
ルアリール基、例えばビフェニル、トリフェニル、ビナフチル、フェニルナフチルなどで
ある。一部の場合において、アリールアリール基の各親芳香環系は、独立に、（Ｃ５－Ｃ
１４）芳香族又は（Ｃ１－Ｃ１０）芳香族である。いくつかの好適なのは、すべての親芳
香環系が同一であるアリールアリール基、例えば、ビフェニル、トリフェニル、ビナフチ
ル、トリナフチルなどである。
【００５５】
　[0050]本明細書中で使用されている“ビアリール”という用語は、単結合によって直接
一緒に結合されている２個の同一親芳香族系を有するアリールアリール基のことを言う。
典型的なビアリール基は、ビフェニル、ビナフチル、ビアントラシル(bianthracyl)など
であるが、これらに限定されない。一部の場合において、芳香環系は（Ｃ５－Ｃ１４）芳
香環又は（Ｃ５－Ｃ１０）芳香環である。一つの好適なビアリール基はビフェニルである
。
【００５６】
　[0051]本明細書中で使用されている“アリールアルキル”という用語は、炭素原子、典
型的には末端炭素原子又はｓｐ２炭素原子に結合されている水素原子の１個がアリール基
で置換されている非環式アルキル基のことを言う。典型的なアリールアルキル基は、ベン
ジル、２－フェニルエタン－１－イル、２－フェニルエテン－１－イル、ナフチルメチル
、２－ナフチルエタン－１－イル、２－ナフチルエテン－１－イル、ナフトベンジル、２
－ナフトフェニルエタン－１－イルなどであるが、これらに限定されない。特定のアルキ
ル部分が意図される場合、アリールアルカニル、アリールアルケニル及び／又はアリール
アルキニルという用語体系が使用される。一部の態様において、アリールアルキル基は（
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Ｃ６－Ｃ４０）アリールアルキル、例えば、アリールアルキル基のアルカニル、アルケニ
ル又はアルキニル部分が（Ｃ１－Ｃ２６）であり、アリール部分が（Ｃ５－Ｃ１４）であ
る。一部の好適な態様において、アリールアルキル基は（Ｃ６－Ｃ１３）、例えば、アリ
ールアルキル基のアルカニル、アルケニル又はアルキニル部分が（Ｃ１－Ｃ３）であり、
アリール部分が（Ｃ５－Ｃ１０）である。
【００５７】
　[0052]本明細書中で使用されている“ヘテロアリール”という用語は、親ヘテロ芳香環
系の単一原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された一価ヘテロ芳香族基
のことを言う。典型的なヘテロアリール基は、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、キサンテンなどから誘導された基を含むが、これらに限定されない。
一部の態様において、ヘテロアリール基は５～１４員ヘテロアリールで、５～１０員ヘテ
ロアリールが特に好適である。一部の好適なヘテロアリール基は、いずれの環ヘテロ原子
も窒素である親ヘテロ芳香環系、例えば、イミダゾール、インドール、インダゾール、イ
ソインドール、ナフチリジン、プテリジン、イソキノリン、フタラジン、プリン、ピラゾ
ール、ピラジン、ピリダジン、ピリジン、ピロール、キナゾリン、キノリンなどから誘導
されたものである。
【００５８】
　[0053]“ヘテロアリールジイル”という用語は、親ヘテロ芳香環系の２個の異なる原子
のそれぞれから１個の水素原子を除去することによって、又は親ヘテロ芳香環系の単一原
子から２個の水素原子を除去することによって誘導された二価ヘテロ芳香族基のことを言
う。２つの一価基中心又は単一の二価中心の各結合価は、同じ又は異なる原子と結合を形
成できる。典型的なヘテロアリールジイル基は、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、キサンテンなどから誘導された二価の基を含むが、これらに限定さ
れない。一部の態様において、ヘテロアリールジイル基は５～１４員ヘテロアリールジイ
ル又は５～１０員ヘテロアリールジイルである。一部の好適なヘテロアリールジイル基は
、いずれの環ヘテロ原子も窒素である親ヘテロ芳香環系、例えば、イミダゾール、インド
ール、インダゾール、イソインドール、ナフチリジン、プテリジン、イソキノリン、フタ
ラジン、プリン、ピラゾール、ピラジン、ピリダジン、ピリジン、ピロール、キナゾリン
、キノリンなどから誘導された二価の基である。
【００５９】
　[0054]本明細書中で使用されている“ヘテロアリーレノ”という用語は、親ヘテロ芳香
環系の２個の隣接原子のそれぞれから１個の水素原子を除去することによって誘導された
、２つの隣接一価基中心を有する二価架橋基のことを言う。ヘテロアリーレノ架橋基、例
えばピリジノを親芳香環系、例えばベンゼンに結合させると、縮合ヘテロ芳香環系、例え
ばキノリンが得られる。この架橋は、得られる縮合環系へのその結合と一致する最大数の
非累積二重結合を有すると推定される。環原子の二重計数を回避するために、ヘテロアリ
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ーレノ置換基が、代替置換基を含む構造上の２個の隣接置換基が一緒になることによって
形成される場合、ヘテロアリーレノ架橋の環原子は、構造の架橋環原子を代替する。一例
として、下記構造：
【００６０】
【化１０】

【００６１】
［式中、Ｒ１は、単独の場合は水素であるか、又はＲ２と一緒になった場合は５～１４員
のヘテロアリーレノであり；Ｒ２は、単独の場合は水素であるか、又はＲ１と一緒になっ
た場合は５～１４員のヘテロアリーレノである］を考えてみる。
【００６２】
　[0055]Ｒ１及びＲ２がそれぞれ水素の場合、得られる化合物はベンゼンである。Ｒ１と
Ｒ２が一緒になって６員のヘテロアリーレノ（ピリジノ）の場合、得られる化合物はイソ
キノリン、キノリン又はキノリジンである。Ｒ１とＲ２が一緒になって１０員のヘテロア
リーレノ（例えばイソキノリン）の場合、得られる化合物は、例えばアクリジン又はフェ
ナントリジンである。典型的なヘテロアリーレノ基は、アクリジノ、カルバゾロ、β－カ
ルボリノ、クロメノ、シンノリノ、フラン、イミダゾロ、インダゾレノ、インドレノ、イ
ンドリジノ、イソベンゾフラノ、イソクロメノ、イソインドレノ、イソキノリノ、イソチ
アゾレノ、イソオキサゾレノ、ナフチリジノ、オキサジアゾレノ、オキサゾレノ、ペリミ
ジノ、フェナントリジノ、フェナントロリノ、フェナジノ、フタラジノ、プテリジノ、プ
リノ、ピラノ、ピラジノ、ピラゾレノ、ピリダジノ、ピリジノ、ピリミジノ、ピロレノ、
ピロリジノ、キナゾリノ、キノリノ、キノリジノ、キノキサリノ、テトラゾレノ、チアジ
アゾレノ、チアゾレノ、チオフェノ、トリアゾレノ、キサンテノなどであるが、これらに
限定されない。特定の連結が意図される場合、関与する（ヘテロアリーレノ架橋の）架橋
原子は角括弧内に示される。例えば、［１，２］ピリジノ、［２，３］ピリジノ、［３，
４］ピリジノなどである。従って、上記の例において、Ｒ１とＲ２が一緒になって［１，
２］ピリジノの場合、得られる化合物はキノリジンである。Ｒ１とＲ２が一緒になって［
２，３］ピリジノの場合、得られる化合物はキノリンである。Ｒ１とＲ２が一緒になって
［３，４］ピリジノの場合、得られる化合物はイソキノリンである。好適な態様において
、ヘテロアリーレノ基は５～１４員ヘテロアリーレノ又は５～１０員ヘテロアリーレノで
ある。一部の好適なヘテロアリーレノ基は、いずれの環ヘテロ原子も窒素である親ヘテロ
芳香環系から誘導されたもの、例えば、イミダゾロ、インドロ、インダゾロ、イソインド
ロ、ナフチリジノ、プテリジノ、イソキノリノ、フタラジノ、プリノ、ピラゾロ、ピラジ
ノ、ピリダジノ、ピリジノ、ピロロ、キナゾリノ、キノリノなどである。
【００６３】
　[0056]本明細書中で使用されている“ヘテロアリール－ヘテロアリール”という用語は
、２個以上の同一又は同一でない親ヘテロ芳香環系が単結合によって直接結合されている
環系の単一原子から１個の水素原子を除去することによって誘導された一価ヘテロ芳香族
基のことを言う。そのような直接環結合の数は、関与する親ヘテロ芳香環系の数より一つ
少ない。典型的なヘテロアリール－ヘテロアリール基は、ビピリジル、トリピリジル、ピ
リジルプリニル、ビプリニルなどであるが、これらに限定されない。環原子の数が特定さ
れる場合、その数は各親ヘテロ芳香環系を構成する原子の数のことである。例えば、５～
１４員のヘテロアリール－ヘテロアリールは、各親ヘテロ芳香環系が５～１４個の原子を
含むヘテロアリール－ヘテロアリール基、例えばビピリジル、トリピリジルなどである。
一部の態様において、各親ヘテロ芳香環系は、独立に、５～１４員のヘテロ芳香族、さら
に好ましくは５～１０員のヘテロ芳香族である。また好適なのは、すべての親ヘテロ芳香
環系が同一であるヘテロアリール－ヘテロアリール基である。一部の好適なヘテロアリー
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ル－ヘテロアリール基は、各ヘテロアリール基が、いずれの環ヘテロ原子も窒素である親
ヘテロ芳香環系、例えば、イミダゾール、インドール、インダゾール、イソインドール、
ナフチリジン、プテリジン、イソキノリン、フタラジン、プリン、ピラゾール、ピラジン
、ピリダジン、ピリジン、ピロール、キナゾリン、キノリンなどから誘導されたものであ
る。
【００６４】
　[0057]本明細書中で使用されている“ビヘテロアリール”という用語は、単結合によっ
て直接一緒に結合されている２個の同一親ヘテロ芳香環系を有するヘテロアリール－ヘテ
ロアリール基のことを言う。典型的なビヘテロアリール基は、ビピリジル、ビプリニル、
ビキノリニルなどであるが、これらに限定されない。一部の態様において、ヘテロ芳香環
系は５～１４員ヘテロ芳香環又は５～１０ヘテロ芳香環である。一部の好適なビヘテロア
リール基は、ヘテロアリール基が、いずれの環ヘテロ原子も窒素である親ヘテロ芳香環系
から誘導されたもの、例えば、ビイミダゾリル、ビインドリル、ビインダゾリル、ビイソ
インドリル、ビナフチリジニル、ビプテリジニル、ビイソキノリニル、ビフタラジニル、
ビプリニル、ビピラゾリル、ビピラジニル、ビピリダジニル、ビピリジニル、ビピロリル
、ビキナゾリニル、ビキノリニルなどである。
【００６５】
　[0058]本明細書中で使用されている“ヘテロアリールアルキル”という用語は、炭素原
子、典型的には末端炭素原子又はｓｐ２炭素原子に結合されている水素原子の１個がヘテ
ロアリール基で置換されている非環式アルキル基のことを言う。特定のアルキル部分が意
図される場合、ヘテロアリールアルカニル、ヘテロアリールアルケニル及び／又はヘテロ
アリールアルキニルという用語体系が使用される。一部の態様において、ヘテロアリール
アルキル基は６～２０員ヘテロアリールアルキル、例えば、ヘテロアリールアルキルのア
ルカニル、アルケニル又はアルキニル部分が１～６員であり、ヘテロアリール部分が５～
１４員ヘテロアリールである。一部の好適な態様において、ヘテロアリールアルキルは６
～１３員ヘテロアリールアルキル、例えば、アルカニル、アルケニル又はアルキニル部分
が１～３員であり、ヘテロアリール部分が５～１０員ヘテロアリールである。
【００６６】
　[0059]本明細書中で使用されている“置換された”という用語は、１個又は複数個の水
素原子がそれぞれ独立に同じ又は異なる置換基で置換されている基のことを言う。典型的
な置換基は、－Ｘ、－Ｒ、－Ｏ－、＝Ｏ、－ＯＲ、－Ｏ－ＯＲ、－ＳＲ、－Ｓ－、＝Ｓ、
－ＮＲＲ、＝ＮＲ、ペルハロ（Ｃ１－Ｃ６）アルキル、－ＣＸ３、－ＣＦ３、－ＣＮ、－
ＯＣＮ、－ＳＣＮ、－ＮＣＯ、－ＮＣＳ、－ＮＯ、－ＮＯ２、＝Ｎ２、－Ｎ３、－Ｓ（Ｏ
）２Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）２ＯＨ、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ、－Ｃ（Ｏ）Ｘ、－Ｃ（Ｓ
）Ｒ、－Ｃ（Ｓ）Ｘ、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ、－Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｃ（Ｓ）ＯＲ、－Ｃ（Ｏ）Ｓ
Ｒ、－Ｃ（Ｓ）ＳＲ、－Ｃ（Ｏ）ＮＲＲ、－Ｃ（Ｓ）ＮＲＲ及び－Ｃ（ＮＲ）ＮＲＲ［式
中、各Ｘは、独立にハロゲン（例えば－Ｆ又は－Ｃｌ）であり、各Ｒは、独立に、水素、
アルキル、アルカニル、アルケニル、アルカニル、アリール、アリールアルキル、アリー
ルアリール、ヘテロアリール、ヘテロアリールアルキル又はヘテロアリール－ヘテロアリ
ール（本明細書中に定義の通り）である］などであるが、これらに限定されない。何らか
の特定基を置換する実際の置換基は、置換される基が何であるか(identity)による。
【００６７】
　[0060]本明細書中で使用されている“溶媒和物”という用語は、開示化合物の一つ又は
複数の分子と溶媒の一つ又は複数の分子を含む集合体(aggregate)のことを言う。溶媒和
物を形成する溶媒の例は、水、イソプロパノール、エタノール、メタノール、ＤＭＳＯ、
酢酸エチル、酢酸、及びエタノールアミンなどであるが、これらに限定されない。“水和
物”という用語は、溶媒分子が水である集合体又は複合体のことを言う。溶媒は、例えば
水などの無機溶媒でもよく、その場合は溶媒和物は水和物でありうる。あるいは、溶媒は
エタノールなどの有機溶媒でもよい。従って、本開示の化合物は、一水和物、二水和物、
半水和物、セスキ水和物、三水和物、四水和物などを含む水和物として、ならびにそれに
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対応する溶媒和物形として存在しうる。開示化合物は真の溶媒和物のこともあるが、他の
場合においては、開示化合物は単に外来(adventitious)水を保持しているだけか又は水＋
何らかの外来溶媒との混合物のこともある。
【００６８】
　[0061]本明細書中で使用されている“オキシステロール”という用語は、酸化コレステ
ロールの一つ又は複数の形態を包含することを意味する。本明細書中に記載のオキシステ
ロールは、ＷＯ　２０１３１６９３９９　Ａ１（引用によってその全文を本明細書に援用
する）に記載されているように、単独で又は集合的に患者の骨成長に対して活性である。
【００６９】
　[0062]オキシステロール、ステロール又はジオールは薬学的に許容可能な塩でもよい。
可能性ある薬学的に許容可能な塩のいくつかの例は、化合物の毒性を実質的に増大しない
塩形成(salt-forming)酸及び塩基、例えば、マグネシウム、カリウム及びアンモニウムな
どのアルカリ金属の塩、塩酸、ヨウ化水素酸、臭化水素酸、リン酸、メタリン酸、硝酸及
び硫酸などの鉱酸の塩、ならびに酒石酸、酢酸、クエン酸、リンゴ酸、安息香酸、グリコ
ール酸、グルコン酸、グロン酸、コハク酸、アリールスルホン酸、例えばｐ－トルエンス
ルホン酸などの有機酸の塩などである。
【００７０】
　[0063]オキシステロール、ステロール又はジオールの薬学的に許容可能な塩は、無機又
は有機塩基、無機又は有機酸及び脂肪酸を含む薬学的に許容可能な非毒性の塩基又は酸か
ら製造される塩を含む。無機塩基から誘導される塩は、アルミニウム、アンモニウム、カ
ルシウム、銅、第二鉄、第一鉄、リチウム、マグネシウム、マンガン、亜マンガン、カリ
ウム、ナトリウム、亜鉛などの塩を含む。薬学的に許容可能な有機非毒性塩基から誘導さ
れる塩は、第一、第二、及び第三アミン、置換アミン（天然置換アミンを含む）、環状ア
ミン、及び塩基性イオン交換樹脂の塩、例えば、アルギニン、ベタイン、カフェイン、コ
リン、Ｎ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、ジエチルアミン、２－ジエチルアミノエ
タノール、２－ジメチルアミノエタノール、エタノールアミン、エチレンジアミン、Ｎ－
エチル－モルホリン、Ｎ－エチルピペリジン、グルカミン、グルコサミン、ヒスチジン、
ヒドラバミン、イソプロピルアミン、リシン、メチルグルカミン、モルホリン、ピペラジ
ン、ピペリジン、ポリアミン樹脂、プロカイン、プリン類、テオブロミン、トリエチルア
ミン、トリメチルアミン、トリプロピルアミン、トロメタミンなどの塩を含む。本願の化
合物が塩基性の場合、塩は無機及び有機酸を含む薬学的に許容可能な非毒性酸から製造で
きる。そのような酸は、酢酸、ベンゼンスルホン酸、安息香酸、カンファースルホン酸、
クエン酸、エタンスルホン酸、ギ酸、フマル酸、グルコン酸、グルタミン酸、臭化水素酸
、塩酸、イセチオン酸、乳酸、マレイン酸、リンゴ酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、
マロン酸、粘液酸、硝酸、パモ酸、パントテン酸、リン酸、プロピオン酸、コハク酸、硫
酸、酒石酸、ｐ－トルエンスルホン酸、トリフルオロ酢酸などである。脂肪酸塩も使用で
きる。例えば、２個より多い炭素、８個より多い炭素、又は１６個より多い炭素を有する
脂肪酸塩、例えば、酪酸、カプロン酸、カプリル酸、カプリン酸、ラウリン酸、ミリスチ
ン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、アラキジン酸などの塩である。
【００７１】
　[0064]一部の態様において、オキシステロール、ステロール、又はジオールの溶解度を
下げて制御放出デポー効果の獲得の一助とするために、オキシステロール、ステロール、
又はジオールは、遊離塩基として利用されるか又は比較的低溶解度の塩にして利用される
。例えば、本願では、脂肪酸塩などの不溶性塩が利用できる。代表的な脂肪酸塩は、オレ
イン酸、リノール酸などの塩、又は８～２０個の炭素の溶解度を有する脂肪酸塩、例えば
パルメエート(palmeate)又はステアリン酸塩などである。
【００７２】
　[0065]用語“溶媒和物”は、溶質、例えば化合物又はその薬学的に許容可能な塩の一つ
又は複数の分子と、溶媒の一つ又は複数の分子とによって形成される複合体又は集合体で
ある。そのような溶媒和物は、実質的に固定された溶質と溶媒のモル比を有する結晶性固
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体でありうる。適切な溶媒は、例えば、水、エタノールなどである。
【００７３】
　[0066]本明細書中で使用されている“生物活性”組成物又は“医薬”組成物という用語
は、互換的に使用されうる。どちらの用語も、対象に投与できる組成物を意味する。生物
活性組成物又は医薬組成物は、本明細書においては、現開示の“医薬組成物”又は“生物
活性組成物”と呼ばれることもある。時に、“Ｏｘｙ１３３の投与”という語句は、本明
細書においては、この化合物を対象に投与する文脈中で使用される（例えば、対象を化合
物と接触させる、化合物を注射する、薬物デポーで化合物を投与するなど）。そのように
使用される化合物は、一般的に、Ｏｘｙ１３３を含む医薬組成物又は生物活性組成物の形
態でありうることは理解されるはずである。
【００７４】
　[0067]用語“ＯＸＹ１３３生成物”は、ＯＸＹ１３３、ＯＸＹ１３３一水和物のほか、
そのジアステレオマー、Ｄ１及びＤ２を含む。
　[0068]用語“不純物”は、本明細書においては、ジアステレオマーＤ１、ジアステレオ
マーＤ２又はその他のＯＸＹ１３３一水和物の不純物、例えばＯＸＹ１３３一水和物の合
成に使用されるＣ２７Ｈ４６Ｏ２ジオール、又はそれらの任意の組合せを含むＯＸＹ１３
３又はＯＸＹ１３３一水和物の不純物のことを言う。
【００７５】
　[0069]“治療上有効量”又は“有効量”とは、投与された場合に、オキシステロール（
例えばＯｘｙ１３３）、ステロール、ジオールが生物活性の変化、例えば骨成長の増強な
どをもたらすような量である。患者に投与される用量は、様々な要因、例えば、投与され
る薬物の薬物動態特性、投与経路、患者の状態及び特徴（性別、年齢、体重、健康、サイ
ズなど）、及び症状の程度、併用療法、治療の頻度及び所望の効果に応じて、単回投与の
こともあれば複数回投与のこともある。一部の態様において、製剤は即時放出用として設
計される。他の態様において、製剤は持続放出用として設計される。他の態様において、
製剤は、一つ又は複数の即時放出表面と一つ又は複数の持続放出表面を含む。
【００７６】
　[0070]“デポー”は、カプセル、マイクロスフェア、マイクロ粒子、マイクロカプセル
、マイクロファイバー粒子、ナノスフェア、ナノ粒子、コーティング、マトリックス、ウ
ェハース、ピル、ペレット、エマルション、リポソーム、ミセル、ゲル、又はその他の医
薬送達組成物又はそれらの組合せなどであるが、これらに限定されない。デポー用の適切
な材料は、理想的には、薬学的に許容可能な生分解性及び／又は何らかの生体吸収性材料
で、好ましくはＦＤＡ承認又はＧＲＡＳ材料である。これらの材料は、ポリマー性でも非
ポリマー性でも、合成でも天然でも、又はそれらの組合せでもよい。
【００７７】
　[0071]本明細書中で利用されている“移植可能な”という用語は、哺乳動物体内への留
置成功の可能性を保持している生体適合性デバイス（例えば薬物デポー）のことを言う。
本明細書中で利用されている“移植可能なデバイス”という表現及び同様の意味の表現は
、手術、注射、又はその他の適切な手段によって移植可能で、その主機能はその物理的存
在又は機械的性質のいずれかを通じて達成される物体のことを言う。
【００７８】
　[0072]“局所”送達は、一つ又は複数の薬物が、組織内、例えば、骨空洞内、又はそれ
にごく近接して（例えば約０．１ｃｍ以内、又は好ましくは約１０ｃｍ以内）配置される
送達を含む。例えば、薬物デポーから局所送達される薬物の用量は、経口用量又は注射用
量より例えば１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、９９％、９９．９％又は９９．９９９％少なくなりうる。
【００７９】
　[0073]“哺乳動物”という用語は、分類学上のクラス“哺乳類”の生物のことを言い、
ヒト、その他の霊長類、例えば、チンパンジー、類人猿、オランウータン及びサル、ラッ
ト、マウス、ネコ、イヌ、ウシ、ウマなどを含むが、これらに限定されない。
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【００８０】
　[0074]オキシステロールは、骨原性、骨伝導性及び／又は骨誘導性などの一つ又は複数
の機序により、新しい骨組織の内部成長を増強又は加速できる“骨原性”でありうる。
　[0075]Ｏｘｙ１３３を含むオキシステロールを効率的及び安全に合成するための新規組
成物及び方法を提供する。Ｏｘｙ１３３を効率的及び安全に生成できる方法及び組成物も
提供する。
【００８１】
　[0076]以下のセクション見出しは制限されるべきでなく、他のセクション見出しと交換
することも可能である。
　オキシステロール
　[0077]本開示は、骨原性オキシステロール（例えばＯｘｙ１３３）、ステロール、又は
ジオール及びインビトロにおけるその骨形成分化促進能力を含む。Ｏｘｙ１３３は特に有
効な骨原性物質である。様々な用途において、Ｏｘｙ１３３は、局所的な骨形成刺激から
利益を得る状態、例えば、脊椎固定術、骨折修復、骨再生／組織用途、顎の骨密度増大（
歯科インプラントのため）、骨粗鬆症などの治療に有用である。Ｏｘｙ１３３の一つの特
別な利点は、その他の骨原性オキシステロールと比べた場合に、非常に容易な合成及び固
定までの改良された時間を提供することである。Ｏｘｙ１３３は、骨成長のための同化治
療薬として働くことができる小分子であるだけでなく、様々なその他の状態の治療にも有
用な物質である。
【００８２】
　[0078]出願開示の一側面は、式：
【００８３】
【化１１】

【００８４】
を有するＯｘｙ１３３と称される化合物、又はその薬学的に許容可能な塩、溶媒和物もし
くは水和物である。Ｏｘｙ１３３は、Ｏｘｙ１３３又はその薬学的に許容可能な塩、溶媒
和物もしくは水和物と、薬学的に許容可能な担体とを含む生物活性組成物又は医薬組成物
として使用できる。
【００８５】
　[0079]開示の別の側面は、細胞又は組織においてヘッジホッグ（Ｈｈ）経路媒介応答を
誘導（刺激、増強）するための方法であり、該方法は、細胞又は組織を治療上有効量のＯ
ｘｙ１３３と接触させることを含む。細胞又は組織は、体外（in vitro）でも、又は哺乳
動物などの対象の体内でもよい。ヘッジホッグ（Ｈｈ）経路媒介応答は、骨芽細胞分化、
骨の形態形成、及び／又は骨増殖の刺激；発毛及び／又は軟骨形成の刺激；新生血管形成
(neovasculogenesis)、例えば血管新生(angiogenesis)の刺激（それによって虚血組織へ
の血液供給が増強される）；又は脂肪細胞分化、脂肪細胞の形態形成、及び／又は脂肪細
胞増殖の阻害；又は神経新生を起こす前駆細胞の刺激を含む。Ｈｈ媒介応答は、再生医療
に使用するための様々な種類の組織のいずれの再生も含みうる。開示の別の側面は、骨障
害、骨減少症、骨粗鬆症、又は骨折を有する対象の治療法であり、該方法は、Ｏｘｙ１３
３を含む有効量の生物活性組成物又は医薬組成物を対象に投与することを含む。対象は、
例えば、骨量を増大させ、骨粗鬆症の症状を改善し、アテローム性動脈硬化症を低減、排
除、予防又は治療するなどのために、生物活性組成物又は医薬組成物を、治療上有効な用
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量で、有効な剤形で、選択された間隔で投与されうる。対象は、骨粗鬆症の症状を改善す
るために生物活性組成物又は医薬組成物を、治療上有効な用量で、有効な剤形で、選択さ
れた間隔で投与されうる。一部の態様において、Ｏｘｙ１３３を含む組成物は、標的手術
領域で細胞の骨芽細胞分化を誘導するために間葉幹細胞を含んでいてもよい。
【００８６】
　[0080]様々な側面において、Ｏｘｙ１３３は、局所投与により、細胞、組織又は器官に
投与できる。例えば、Ｏｘｙ１３３は、クリームなどを用いて局所適用することも、又は
細胞、組織もしくは器官に注射するか又は別の方法で直接導入することも、又は本明細書
において検討されている薬物デポーなどの適切な医療デバイスを用いて導入することもで
きる。
【００８７】
　[0081]一部の態様において、Ｏｘｙ１３３、ステロール、又はジオールの用量は、およ
そ１０ｐｇ／日～およそ８０ｍｇ／日である。Ｏｘｙ１３３、ステロール、又はジオール
の更なる用量は、およそ２．４ｎｇ／日～およそ５０ｍｇ／日；およそ５０ｎｇ／日～お
よそ２．５ｍｇ／日；およそ２５０ｎｇ／日～およそ２５０ｍｃｇ／日；およそ２５０ｎ
ｇ／日～およそ５０ｍｃｇ／日；およそ２５０ｎｇ／日～およそ２５ｍｃｇ／日；およそ
２５０ｎｇ／日～およそ１ｍｃｇ／日；およそ３００ｎｇ／日～およそ７５０ｎｇ／日又
はおよそ０．５０ｍｃｇ／日～およそ５００ｎｇ／日などである。様々な態様において、
用量は、約０．０１～およそ１０ｍｃｇ／日又はおよそ１ｎｇ／日～約１２０ｍｃｇ／日
でありうる。
【００８８】
　[0082]化合物Ｏｘｙ１３３、ステロール、又はジオールのほかに、開示の他の態様は、
Ｏｘｙ１３３中に存在する任意の立体中心におけるありとあらゆる個別の立体異性体、例
えばジアステレオマー、ラセミ体、エナンチオマー、及び化合物のその他の異性体も包含
する。開示の態様において、Ｏｘｙ１３３、ステロール、オキシステロール、ジオールは
、化合物のすべての多形、溶媒和物又は水和物、例えば水和物及び有機溶媒と形成される
溶媒和物を含みうる。
【００８９】
　[0083]塩を作る能力は化合物の酸性度又は塩基性度に依存する。化合物の適切な塩は、
酸付加塩、例えば、塩酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、過塩素酸、硫酸、硝酸、リン酸、
酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、乳酸、ピルビン酸、マロン酸、コハク酸、マレイン
酸、フマル酸、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、炭酸、桂皮酸、マンデル酸、メ
タンスルホン酸、エタンスルホン酸、ヒドロキシエタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸
、ｐ－トルエンスルホン酸、シクロヘキサンスルファミン酸、サリチル酸、ｐ－アミノサ
リチル酸、２－フェノキシ安息香酸、及び２－アセトキシ安息香酸を用いて製造される塩
；サッカリンを用いて製造される塩；アルカリ金属塩、例えば、ナトリウム及びカリウム
塩；アルカリ土類金属塩、例えば、カルシウム及びマグネシウム塩；及び有機又は無機リ
ガンドを用いて形成される塩、例えば第四級アンモニウム塩などであるが、これらに限定
されない。更なる適切な塩は、化合物の酢酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、安息香酸塩、炭
酸水素塩、硫酸水素塩、酒石酸水素塩、ホウ酸塩、臭化物、エデト酸カルシウム、カンシ
ル酸塩、炭酸塩、塩化物、クラブラン酸塩、クエン酸塩、二塩酸塩、エデト酸塩、エジシ
ル酸塩、エストレート、エシレート、フマル酸塩、グルセプト酸塩、グルコン酸塩、グル
タミン酸塩、グリコリルアルサニル酸塩、ヘキシルレゾルシン酸塩、ヒドラバミン、臭化
水素酸塩、塩酸塩、ヒドロキシナフトエ酸塩、ヨウ化物、イソチオネート(isothionate)
、乳酸塩、ラクトビオン酸塩、ラウリン酸塩、リンゴ酸塩、マレイン酸塩、マンデル酸塩
、メシル酸塩、メチルブロミド、メチル硝酸塩、メチル硫酸塩、ムチン酸塩(mucate)、ナ
プシル酸塩、硝酸塩、Ｎ－メチルグルカミンアンモニウム塩、オレイン酸塩、パモ酸塩（
エンボネート）、パルミチン酸塩、パントテン酸塩、リン酸塩／二リン酸塩、ポリガラク
ツロン酸塩、サリチル酸塩、ステアリン酸塩、硫酸塩、塩基性酢酸塩、コハク酸塩、タン
ニン酸塩、酒石酸塩、テオクル酸塩、トシル酸塩、トリエチオジド及び吉草酸塩などであ
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るが、これらに限定されない。
【００９０】
　[0084]様々な態様において、Ｏｘｙ１３３、ステロール、又はジオールは一つ又は複数
の生物学的機能を含む。すなわち、Ｏｘｙ１３３、ステロール、又はジオールは、間葉幹
細胞又は骨髄間質細胞と接触すると、生物学的応答を誘導できる。例えば、Ｏｘｙ１３３
、ステロール、又はジオールは骨芽細胞分化を刺激できる。一部の態様において、Ｏｘｙ
１３３、ステロール、又はジオールを含む生物活性組成物は、哺乳動物細胞、例えばイン
ビトロの細胞又はヒトもしくは動物体内の細胞に投与されると、一つ又は複数の生物学的
機能を含みうる。例えば、そのような生物活性組成物は、骨芽細胞分化を刺激できる。一
部の態様において、そのような生物学的機能は、ヘッジホッグ経路の刺激によって生じう
る。
【００９１】
　中間ジオールの製造法
　[0085]一部の態様において、現開示は、以下に示すように、Ｏｘｙ１３３の製造に使用
される中間ジオールの製造法を提供する。該ジオールも骨成長の促進のために使用できる
。Ｏｘｙ１３３を製造するための従来の合成法は、効率が悪く、大規模製造には適してい
なかった。Ｏｘｙ１３３の立体異性体の中には、他の立体異性体より最適性に劣るものも
ある。開示の方法は、立体選択的であり、以下に示すジオールの特定の異性体を高収率で
製造する。このジオールは、最適に効果的なＯｘｙ１３３の異性体を製造することが示さ
れている。
【００９２】

【化１２】

【００９３】
　[0086]開示されているのは、中間ジオールを合成するための反応の複数の態様である。
合成されるジオールは、（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）－１０
，１３－ジメチル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－イル］－２，３，４，７
，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７－ドデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［
ａ］フェナントレン－３－オールのＩＵＰＡＣ名を持つ。一般的に、ジオールの合成法は
、以下に示すように、プレグネノロン、酢酸プレグネノロン又はプレグネノロン誘導体を
有機金属試薬と反応させて、Ｃ１７位のアルキル化を促進することを含む。
【００９４】
【化１３】

【００９５】
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　[0087]一態様において、上記スキーム１に示されているように、酢酸プレグネノロン（
式１）は、有機金属試薬によってアルキル化され、式２として上に示されている中間ジオ
ールを合成できる。一部の態様において、酢酸プレグネノロンは、酢酸プレグネノロン分
子上のＣ１７位のアルキル化を促進するためにグリニャール試薬と反応させる。一部の態
様において、ｎ－ヘキシルマグネシウムクロリドが有機金属試薬として使用される。
【００９６】
【化１４】

【００９７】
　[0088]一部の態様において、上記スキーム２に示されているように、プレグネノロンを
ｎ－ヘキシルマグネシウムクロリドのようなグリニャール試薬と反応させてプレグネノロ
ン分子のＣ１７位のアルキル化を促進し、式２として示されている中間ジオールを形成さ
せる。
【００９８】
　[0088]中間ジオール（式２）又は（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７
Ｒ）－１０，１３－ジメチル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－イル］－２，
３，４，７，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７－ドデカヒドロ－１Ｈ－シク
ロペンタ［ａ］フェナントレン－３－オールの合成法は立体選択的であり、高収率のジオ
ールを製造する。例えば、一部の態様において、ジオールの所望立体異性体の収率は約６
０％～約７０％である。一部の態様において、ジオールの所望立体異性体の収率は約５０
％～約６０％である。しかしながら、パーセント収率はこれらの数値より高いことも又は
低いこともありうることは想定されている。例えば、上に示されている式２のパーセント
収率は、約２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％
、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％でありうる。一部の態様
において、パーセント収率は９５％より高いこともある。
【００９９】
　[0090]様々な態様において、アルキル化反応は、テトラヒドロフランなどの極性有機溶
媒中で実施される。しかしながら、反応は、様々な極性有機溶媒中で実施することができ
る。例えば、反応は、ジエチルエーテル、エチルエーテル、ジメチルエーテルなどの中で
実施できる。
【０１００】
　[0091]一部の態様においては、プレグネノロン又は酢酸プレグネノロンが出発反応物と
して使用される。しかしながら、他の態様においては、酢酸プレグネノロンの誘導体が使
用されることもある。例えば、本開示において使用できる化合物のその他の具体例は、硫
酸プレグネノロン、リン酸プレグネノロン、ギ酸プレグネノロン、プレグネノロンヘミオ
キサレート、プレグネノロンヘミマロネート、プレグネノロンヘミグルタレート、２０－
オキソプレグン(oxopregn)－５－エン－３β－イルカルボキシメチルエーテル、３β－ヒ
ドロキシプレグン－５－エン－２０－オンスルフェート、３－ヒドロキシ－１９－ノルプ
レグナ(norpregna)－１，３，５（１０）－トリエン－２０－オン、３－ヒドロキシ－１
９－ノルプレグナ－１，３，５（１０），６，８－ペンタエン－２０－オン、１７α－イ
ソプレグネノロンスルフェート、１７－アセトキシプレグネノロンスルフェート、２１－
ヒドロキシプレグネノロンスルフェート、２０β－アセトキシ－３β－ヒドロキシプレグ
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ン－５－エン－スルフェート、硫酸プレグネノロン　２０－エチレンケタール、硫酸プレ
グネノロン　２０－カルボキシメチルオキシム、２０－デオキシプレグネノロンスルフェ
ート、２１－アセトキシ－１７－ヒドロキシプレグネノロンスルフェート、１７－プロピ
ルオキシプレグネノロンスルフェート、１７－ブチルオキシプレグネノロンスルフェート
、硫酸プレグネノロンの２１－チオールエステル、ピリジニウム、イミダゾリウム、６－
メチルプレグネノロンスルフェート、６，１６α－ジメチルプレグネノロンスルフェート
、３β－ヒドロキシ－６－メチルプレグナ－５，１６－ジエン－２０－オンスルフェート
、３β－ヒドロキシ－６，１６－ジメチルプレグナ－５，１６－ジエン－２０－オンスル
フェート、３ｊβ－ヒドロキシプレグナ－５，１６－ジエン－２０－オンスルフェート、
ジオスゲニン(diosgenin)スルフェート、３β－ヒドロキシアンドロスト(hydroxyandrost
)－５－エン－１７β－カルボン酸メチルエステルスルフェート、３α　ヒドロキシ－５
β－プレグナン－２０－オンホルメート、３α－ヒドロキシ－５β－プレグナン－２０－
オンヘミオキサレート、３α－ヒドロキシ－５β－プレグナン－２０－オンヘミマロネー
ト、３α－ヒドロキシ－５β－プレグナン－２０－オンヘミスクシネート、３α－ヒドロ
キシ－５β－プレグナン－２０－オンヘミグルタレート、エストラジオール－３－ホルメ
ート、エストラジオール－３－ヘミオキサレート、エストラジオール－３－ヘミマロネー
ト、エストラジオール－３－ヘミスクシネート、エストラジオール－３－ヘミグルタレー
ト、エストラジオール－１７－メチルエーテル、エストラジオール－１７－ホルメート、
エストラジオール－１７－ヘミオキサレート、エストラジオール－１７－ヘミマロネート
、エストラジオール－１７－ヘミスクシネート、エストラジオール－１７－ヘミグルタレ
ート、エストラジオール－３－メチルエーテル、１７－デオキシエストロン、及び１７β
－ヒドロキシエストラ－１，３，５（１０）－トリエン－３－イルカルボキシメチルエー
テルなどである。
【０１０１】
　[0092]一部の態様において、有機金属試薬は、ｎ－ヘキシルマグネシウムクロリドを含
む。しかしながら、一部の態様において、アルキル化反応は、例えばｎ－ヘキシルリチウ
ムのようなアルキルリチウムを使用して実施されてもよい。様々な態様において、有機金
属試薬は、ハロゲン化アルキルを含む。例えば、有機金属試薬は、下記式：
　Ｒ－Ｍｇ－Ｘ
を有しうる。上記式中、Ｍｇはマグネシウムを含み、Ｘは、塩素、臭素、フッ素、ヨウ素
、又はアスタチンを含み、そしてＲは、アルキル、ヘテロアルキル、アルカニル、ヘテロ
アルカニル、アルケニル、ヘテロアルケニル、アルキニル、ヘテロアルキニル、アルキル
ジイル、ヘテロアルキルジイル、アルキレノ、ヘテロアルキレノ、アリール、アリールジ
イル、アリーレノ、アリールアリール、ビアリール、アリールアルキル、ヘテロアリール
、ヘテロアリールジイル、ヘテロアリーレノ、ヘテロアリール－ヘテロアリール、ビヘテ
ロアリール、ヘテロアリールアルキル又はそれらの組合せを含む。一部の態様において、
Ｒ置換基は、（Ｃ１－Ｃ２０）アルキル又はヘテロアルキル、（Ｃ２－Ｃ２０）アリール
又はヘテロアリール、（Ｃ６－Ｃ２６）アリールアルキル又はヘテロアルキル及び（Ｃ５

－Ｃ２０）アリールアルキル又はヘテロアリール－ヘテロアルキル、（Ｃ４－Ｃ１０）ア
ルキルジイル又はヘテロアルキルジイル、又は（Ｃ４－Ｃ１０）アルキレノ又はヘテロア
ルキレノを含む。Ｒ置換基は、環式又は非環式でも、分枝又は非分枝でも、置換又は非置
換でも、芳香族でも、飽和又は不飽和鎖でも、又はそれらの組合せでもよい。一部の態様
において、Ｒ置換基は脂肪族基である。一部の態様において、Ｒ置換基は環式基である。
一部の態様において、Ｒ置換基はヘキシル基である。
【０１０２】
　[0093]あるいは、有機金属試薬は、式：
　Ｒ－Ｌｉ
を含んでいてもよい。
【０１０３】
　[0094]上記式中、Ｌｉはリチウムを含み、そしてＲは、アルキル、ヘテロアルキル、ア
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ルカニル、ヘテロアルカニル、アルケニル、ヘテロアルケニル、アルキニル、ヘテロアル
キニル、アルキルジイル、ヘテロアルキルジイル、アルキレノ、ヘテロアルキレノ、アリ
ール、アリールジイル、アリーレノ、アリールアリール、ビアリール、アリールアルキル
、ヘテロアリール、ヘテロアリールジイル、ヘテロアリーレノ、ヘテロアリール－ヘテロ
アリール、ビヘテロアリール、ヘテロアリールアルキル又はそれらの組合せを含む。一部
の態様において、Ｒ置換基は、（Ｃ１－Ｃ２０）アルキル又はヘテロアルキル、（Ｃ２－
Ｃ２０）アリール又はヘテロアリール、（Ｃ６－Ｃ２６）アリールアルキル又はヘテロア
ルキル及び（Ｃ５－Ｃ２０）アリールアルキル又はヘテロアリール－ヘテロアルキル、（
Ｃ４－Ｃ１０）アルキルジイル又はヘテロアルキルジイル、又は（Ｃ４－Ｃ１０）アルキ
レノ又はヘテロアルキレノを含む。Ｒ置換基は、環式又は非環式でも、分枝又は非分枝で
も、置換又は非置換でも、芳香族でも、飽和又は不飽和鎖でも、又はそれらの組合せでも
よい。一部の態様において、Ｒ置換基は脂肪族基である。一部の態様において、Ｒ置換基
は環式基である。一部の態様において、Ｒ置換基はヘキシル基である。
【０１０４】
　[0095]一部の態様において、アルキル化反応は発熱性であるので、反応容器は、最適な
反応動力学を維持するために温度制御されうる。一部の態様において、発熱反応は、溶液
１ポンド（約４５４ｇ）あたり約１０００ＢＴＵを放出する。反応が強発熱性であるため
、グリニャール試薬は、揮発性成分、例えばエーテルが反応熱によって気化しないように
徐々に加えることができる。一部の態様において、反応容器は内部冷却コイルによって冷
却できる。冷却コイルには、外部ガス／液体冷蔵装置によって冷却剤が供給されてもよい
。一部の態様において、反応容器の内部温度は、１５℃、１０℃、５℃又は１℃未満に維
持される。一部の態様において、反応容器は、式２の中間ジオールを形成させるアルキル
化反応の間、約０℃に維持される。
【０１０５】
　[0096]様々な態様において、式２のジオールは副産物と共に合成されるので、精製する
ことができる。例えば、得られる式２のジオールはジアステレオマー混合物の副産物であ
りうる。様々な態様において、式２のジオールは単離及び精製できる。すなわち、式２の
ジオールは、ろ過、遠心分離、蒸留（揮発性液体をそれらの相対揮発度に基づいて分離す
る）、結晶化、再結晶化、蒸発（不揮発性溶質から揮発性液体を除去するため）、溶媒抽
出（不純物を除去するため）、溶媒中への組成物の溶解（その溶媒にはその他の成分が溶
解する）、又はその他の精製法によって単離及び精製し、所望純度、例えば約９５％～約
９９．９％にすることができる。ジオールは、ジオールを有機及び／又は無機溶媒、例え
ば、ＴＨＦ、水、ジエチルエーテル、ジクロロメタン、酢酸エチル、アセトン、ｎ，ｎ－
ジメチルホルムアミド、アセトニトリル、ジメチルスルホキシド、アンモニア、ｔ－ブタ
ノール、ｎ－プロパノール、エタノール、メタノール、酢酸、又はそれらの組合せと接触
させることによって精製することもできる。
【０１０６】
　[0097]様々な態様において、アルキル化工程及び精製工程は同じ反応容器内で行われる
。
　[0098]一部の態様において、ジオールは、塩化アンモニウム水溶液又は酢酸でクエンチ
ングして存在するアニオンの量を低減し、反応を中和して、得られる有機層から分離され
る。分離された残渣は、蒸発により回収され、シリカゲルカラムクロマトグラフィーによ
って精製される。
【０１０７】
　[0099]ジオールは、無水物又は一水和物形でありうる。しかしながら、他の態様におい
て、精製ジオールは他の水和物形、例えば、二水和物、半水和物、セスキ水和物、三水和
物、四水和物などのほか、対応する溶媒和物形に結晶化されてもよい。他の態様において
、精製ジオールは、共結晶又は薬学的に許容可能な塩として結晶化される。
【０１０８】
　Ｏｘｙ１３３の製造法
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　[00100]一部の態様において、現開示は、以下に示すように、Ｏｘｙ１３３の製造法を
提供する。従来のＯｘｙ１３３の合成法は、Ｏｘｙ１３３中間体のジアステレオマー混合
物を生成するので、分離のための精製法が必要となる。中間ジオールの形成で上述したよ
うに、開示の方法は、立体選択的であり、Ｏｘｙ１３３の特定の異性体を高収率で製造す
る。Ｏｘｙ１３３の式を以下に示す。
【０１０９】
【化１５】

【０１１０】
　[00101]開示されているのは、Ｏｘｙ１３３を合成するための反応の複数の態様である
。Ｏｘｙ１３３は、（３Ｓ，５Ｓ，６Ｓ，８Ｒ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ
）－１７－（（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－２－イル）－１０，１３－ジメチルヘキ
サデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３，６－ジオールのＩＵＰＡ
Ｃ名を持つ。Ｏｘｙ１３３は、従来、以下に示すように、スケールアップには不適切な複
雑な方法によって合成されていた。
【０１１１】

【化１６】

【０１１２】
　[00102]しかしながら、反応を単一の容器内で実施するには困難がある。上に示された
反応は、反応工程を実施するためにより多くの試薬を必要とし（例えば保護及び脱保護の
ための基及び工程）、環境に悪影響を及ぼす。さらに、公知法は、高価で入手がしばしば
困難な試薬を必要とする。さらに、スキーム３に示された方法は、比較的低収率であり、
より多くの分解生成物、不純物を有し、多くの有毒副産物を生じる。
【０１１３】
　[00103]一般的に、本明細書中に開示されているＯｘｙ１３３の合成法は、以下に示す
反応において、本明細書中に記載のようにして合成されたジオールをボランと反応させる
ことを含む。
【０１１４】
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【化１７】

【０１１５】
　[00104]一部の態様において、粗製及び未精製Ｏｘｙ１３３は、スキーム４の反応で、
式２を有する中間ジオールのヒドロホウ素化及び酸化反応を通じて製造される。反応に使
用できるボラン化合物は、ＢＨ３、Ｂ２Ｈ６、ＢＨ３Ｓ（ＣＨ３）２（ＢＭＳ）、ホスフ
ィン及びアミンとのボラン付加物、例えばボラントリエチルアミン；ＲＢＨ２（式中、Ｒ
＝アルキル及びハロゲン化物）の形態の一置換ボラン、モノアルキルボラン（例えば、Ｉ
ｐｃＢＨ２、モノイソピノカンフェイルボラン）、モノブロモ－及びモノクロロ－ボラン
、モノクロロボランと１，４－ジオキサンの複合体、バルキーボラン(bulky borane)を含
む二置換ボラン、例えばジエチルボランなどのジアルキルボラン化合物、ビス－３－メチ
ル－２－ブチルボラン（ジシアミルボラン）、９－ボラビシクロ［３，３，１］ノナン（
９－ＢＢＮ）、ジシアミルボラン（Ｓｉａ２ＢＨ）、ジシクロヘキシルボラン、Ｃｈｘ２
ＢＨ、トリアルキルボラン、ジアルキルハロゲノボラン、ジメシチルボラン（Ｃ６Ｈ２Ｍ
ｅ３）２ＢＨ、アルケニルボラン、ピナコールボラン、又はカテコールボラン、又はそれ
らの組合せなどである。
【０１１６】
　[00105]手短に言えば、ヒドロホウ素化及び酸化反応は二段階反応である。ホウ素及び
水素はアルケンの二重結合に付加し、アルケンと複合体を形成する。従って、反応のホウ
素化段階は立体選択的であり位置選択的である。反応の酸化段階は、ホウ素の代わりにヒ
ドロキシル置換基を提供するために塩基性の過酸化水素水を必要とする。Ｖｏｌｌｈａｒ
ｔ，ＫＰ，Ｓｃｈｏｒｅ，ＮＥ，２００７，Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｓｔ
ｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，第５版，Ｃｕｓｔｏｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉ
ｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ（ニューヨーク州ニューヨーク）参照。このように、式２を有する
中間ジオールをボラン及び過酸化水素と反応させて粗Ｏｘｙ１３３を形成させる。一部の
態様において、粗Ｏｘｙ１３３を形成させる工程は、アルキル化反応と同じ反応容器内で
実施される。他の態様において、粗Ｏｘｙ１３３を形成させる工程は、アルキル化反応と
は異なる反応容器内で実施される。
【０１１７】
　[00106]Ｏｘｙ１３３を合成するヒドロホウ素化－酸化工程は、中間ジオールの形成工
程と同様、立体選択的であり、高収率をもたらす。例えば、一部の態様において、粗Ｏｘ
ｙ１３３のパーセント収率は、これらの量より高いことも又は低いこともある。例えば、
上に示されている式２のパーセント収率は、約２０％、２５％、３０％、３５％、４０％
、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％
又は９５％でありうる。一部の態様において、パーセント収率は９５％より高いこともあ
る。
【０１１８】
　[00107]様々な態様において、ヒドロホウ素化－酸化反応は、テトラヒドロフランなど
の極性有機溶媒中で実施される。しかしながら、反応は、様々な極性有機溶媒中で実施す
ることができる。例えば、反応は、ジエチルエーテル、エチルエーテル、ジメチルエーテ
ルなどの中で実施できる。
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【０１１９】
　[00108]一部の態様において、ヒドロホウ素化－酸化反応は発熱性であるので、反応容
器は、最適な反応動力学を維持するために温度制御することができる。具体的には、酸化
段階は極度に発熱性である。反応が強発熱性であるため、過酸化水素は、揮発性成分、例
えばエーテルが反応熱のために気化しないように徐々に加えることができる。一部の態様
において、反応容器は内部冷却コイルによって冷却できる。冷却コイルには、外部ガス／
液体冷蔵装置によって冷却剤が供給されてもよい。一部の態様において、反応容器の内部
温度は、１０℃、５℃、１℃又は０℃未満に維持される。一部の態様において、反応容器
は、ヒドロホウ素化－酸化反応の間、約－５℃に維持される。
【０１２０】
　[00109]一定の態様において、ジオールは、ジオールの塩、水和物、溶媒和物又は結晶
形のパーセント結晶化度が、少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、
少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくと
も８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、又は少なくとも９９％でありうる。一
部の態様において、パーセント結晶化度は実質的に１００％でありうる。実質的に１００
％とは、ジオールの全量が当該技術分野で公知の方法を用いて測定できる限りにおいて結
晶性であるように見えることを示す。従って、治療上有効量のジオールは、結晶化度が異
なる量を含みうる。これらの中には、ある量の固体形の結晶化ジオールが、その後液体中
に溶解、部分溶解、懸濁又は分散される場合が含まれる。
【０１２１】
　Ｏｘｙ１３３の精製
　[00110]一部の態様において、粗Ｏｘｙ１３３は、精製の前に反応混合物から分離する
ことができる。一部の態様において、ジクロロメタンなどの有機溶媒を粗Ｏｘｙ１３３反
応混合物に加え、得られた有機層を分離する。分離されると、粗Ｏｘｙ１３３は半固体の
粘稠塊として存在する。粗Ｏｘｙ１３３を任意の適切な手段（例えばジクロロメタンなど
）によって溶解し、メタノール－酢酸エチルなどの有機溶媒とともにシリカゲルカラムに
入れ、粗Ｏｘｙ１３３を溶媒和させる。一部の態様において、粗Ｏｘｙ１３３は、結晶化
又は再結晶化されてもよい。一部の態様において、精製Ｏｘｙ１３３は、以下に示すよう
に、粗Ｏｘｙ１３３をアセトン／水の３：１混合物中で再結晶化させることにより形成さ
れる。
【０１２２】
【化１８】

【０１２３】
　[00111]上に示されているように、結晶化させると、精製Ｏｘｙ１３３は水和物を形成
する。しかしながら、それは無水物形であってもよい。一部の態様において、本明細書中
に記載のＯｘｙ１３３のいずれかの結晶形のパーセント結晶化度はＯｘｙ１３３の全量に
対して変動しうる。
【０１２４】
　[00112]一定の態様において、ＯＸＹ１３３は、Ｏｘｙ１３３の塩、水和物、溶媒和物
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又は結晶形のパーセント結晶化度が、少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも
３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、
少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、又は少なくとも９９％であり
うる。一部の態様において、パーセント結晶化度は実質的に１００％でありうる。実質的
に１００％とは、Ｏｘｙ１３３の全量が当該技術分野で公知の方法を用いて測定できる限
りにおいて結晶性であるように見えることを示す。従って、治療上有効量のＯｘｙ１３３
は、結晶化度が異なる量を含みうる。これらの中には、ある量の固体形の結晶化Ｏｘｙ１
３３が、その後液体中に溶解、部分溶解、又は懸濁もしくは分散される場合が含まれる。
【０１２５】
　[00113]一態様において、精製Ｏｘｙ１３３は一水和物として結晶化される。しかしな
がら、他の態様において、精製Ｏｘｙ１３３は、他の水和物形、例えば、二水和物、半水
和物、セスキ水和物、三水和物、四水和物などのほか、対応する溶媒和物形で結晶化され
ることもある。他の態様において、精製Ｏｘｙ１３３は、共結晶又は薬学的に許容可能な
塩として結晶化される。
【０１２６】
　[00114]一部の態様において、粗Ｏｘｙ１３３を含有する反応混合物は、ヘプタンと混
合することによって固化させることもできる。生成物はその後ろ過されて、塩化メチレン
中に懸濁できる。一部の態様において、粗Ｏｘｙ１３３は、懸濁液からろ過され、アセト
ンと水又はその他の有機もしくは無機溶媒（例えば、ジエチルエーテル、ジクロロメタン
、酢酸エチル、アセトン、ｎ，ｎ－ジメチルホルムアミド、アセトニトリル、ジメチルス
ルホキシド、アンモニア、ｔ－ブタノール、ｎ－プロパノール、エタノール、メタノール
、酢酸又はそれらの組合せ）を用いて結晶化できる。
【０１２７】
　[00115]様々な態様において、粗Ｏｘｙ１３３は任意のその他の慣用手段によって単離
及び精製できる。すなわち、粗Ｏｘｙ１３３は、ろ過、遠心分離、蒸留（揮発性液体をそ
れらの相対揮発度に基づいて分離するため）、結晶化、再結晶化、蒸発（不揮発性溶質か
ら揮発性液体を除去するため）、溶媒抽出（不純物を除去するため）、溶媒中への組成物
の溶解（その溶媒にはその他の成分が溶解する）、又はその他の精製法によって単離及び
精製し、所望純度、例えば約９５％～約９９．９％にすることができる。様々な態様にお
いて、ヒドロホウ素化－酸化工程と精製工程は同じ反応容器内で実施される。様々な態様
において、アルキル化工程、ヒドロホウ素化－酸化工程及び精製工程は同じ反応容器内で
実施される。
【０１２８】
　[00116]中間ジオール（式２）の合成法は立体選択的であり、高収率のＯｘｙ１３３を
製造する。例えば、一部の態様において、精製Ｏｘｙ１３３の収率は約２０％～約９９％
である。一部の態様において、精製Ｏｘｙ１３３の収率は約２０％～約８０％である。一
部の態様において、精製Ｏｘｙ１３３の収率は約２５％～約７０％又は約２８％である。
しかしながら、パーセント収率はこれらの数値より高いことも又は低いこともありうるこ
とは想定されている。
【０１２９】
　[00117]一部の態様において、精製Ｏｘｙ１３３は、結晶化によって結晶形で形成され
る。すなわち、Ｏｘｙ１３３を、液体供給ストリームから、液体供給ストリームを冷却す
ることによって、又は反応混合物中の副産物及び未使用反応物の溶解度を低下させる沈殿
剤を添加することによって分離することにより、Ｏｘｙ１３３は結晶を形成する。一部の
態様において、固体結晶は、次にろ過又は遠心分離によって残りの液体から分離される。
結晶は溶媒中に再溶解された後、再結晶化されてもよく、その後ろ過又は遠心分離によっ
て残りの液体から結晶を分離し、Ｏｘｙ１３３の高純度サンプルを得る。一部の態様にお
いて、結晶はその後粒状化して所望の粒径にすることもできる。
【０１３０】
　[00118]一部の態様において、得られたＯｘｙ１３３の純度は核磁気共鳴又は質量分析
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によって確認される。図２～５に示されているように、１Ｈ　ＮＭＲ、１３Ｃ　ＮＭＲ、
赤外分光、及び質量分析は、Ｏｘｙ１３３生成物が高純度を有している（例えば、９８％
～約９９．９９重量％の純度を有している）ことを示していた。
【０１３１】
　[00119]一部の態様において、粗Ｏｘｙ１３３は精製できる。その場合、精製Ｏｘｙ１
３３は溶媒中に結晶化形で形成され、次いで溶媒から取り出され、約９８％～約９９．９
９％の純度を有する高純度Ｏｘｙ１３３を形成する。一部の態様において、Ｏｘｙ１３３
は、精製の前又は後にろ過又は真空ろ過によって回収できる。
【０１３２】
　オキシステロールを分離及び検出するための分析法の使用
　[00120]ＯＸＹ１３３とその関連不純物は、発色団を欠く不揮発性化合物であるため、
ＯＸＹ１３３を含むサンプルの純度を決定するためのクロマトグラフィーを不十分なもの
にしている。ＯＸＹ１３３の再現性のある化学合成及びＯＸＹ１３３生成物を特徴付けす
るための確立された分析法は、開発過程における重要な活動でありうる。
【０１３３】
　[00121]ＯＸＹ１３３及びＯＸＹ１３３不純物を含むＨＰＬＣ溶出液をさらに荷電化粒
子検出器（charged aerosol detector，ＣＡＤ）を用いた分析に付すことを含むＯＸＹ１
３３の純度決定法が思いがけず見出された。この方法は、既知不純物の存在下でＯＸＹ１
３３を、組成物の全重量を基にして少なくとも９６．９％（ｗ／ｗ又はｗ／ｖ）の純度に
まで分離及び定量化できる。ＣＡＤは高感度で、化学構造とは無関係に応答を提供する。
【０１３４】
　[00122]図８にＣＡＤ検出器のフローチャートと工程を示す。ＣＡＤの製造業者は、例
えば、Ｔｈｅｒｍｏ　ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ　ＤｉｏｎｅｘＴＭ　ＣｏｒｏｎａＴＭ

　ＣＡＤ検出器を含め、数社ある。液体クロマトグラフィー用途に有用なＣＡＤ検出器は
、米国特許第６，５６８，２４５号に記載されており、前記特許は引用によりその全文が
示されているかのごとく本明細書に組み込まれる。
【０１３５】
　[00123]一般的に、ＣＡＤ検出器は、エアゾールの不揮発性残留粒子を選択的に荷電す
るように制御されたコロナ放電源を含む。エアゾールは最初、液体サンプル（例えばＯＸ
Ｙ１３３を含有する）の液滴で構成されるが、液滴の蒸発の結果、不揮発性残留粒子が得
られる。選択的に荷電された残留粒子は、それぞれそのサイズに比例した電荷を帯びてお
り、導電性フィルターに集められる。フィルターに接続された導体を流れる電流を繰り返
し又は連続的に測定することにより、不揮発性物質の濃度の指標が提供される。好ましく
は、エアゾールの生成に空気式ネブライザーが使用される。液体クロマトグラフィーシス
テムで使用される場合、検出器は、液体サンプル中のいくつかの異なる分析対象物の濃度
に応じて、いくつかの分離された比較的高電流の領域をもたらしうる。
【０１３６】
　[00124]一部の態様において、ＣＡＤ検出器は、ＯＸＹ１３３含有サンプルをまずＨＰ
ＬＣに付した後に使用できる。図８において、ＯＸＹ１３３化合物を含むＨＰＬＣ溶出液
と揮発性移動相は、ネブライザー１０で噴霧されて、液滴のエアゾールを形成する。ネブ
ライザー１０は、不揮発性物質を包含した液体を受け取るように配置され、液体の少なく
とも一部を噴霧してキャリアガス中に浮遊した液滴で構成されるエアゾールストリームを
生成するように適応されている。液滴は蒸発しやすいので、ネブライザー下流の特定位置
におけるエアゾールストリームは、キャリアガス中に浮遊した不揮発性物質の残留粒子で
構成される。
【０１３７】
　[00125]有用なネブライザーは、空気式ネブライザー、静電気式ネブライザー、サーモ
スプレー、超音波ネブライザー及びハイブリッド装置、例えば電気支援空気式ネブライザ
ーなどである。一般的に、流入するＨＰＬＣ溶出液は最初に窒素又は空気のキャリアガス
で噴霧され、液滴を形成する。次にドライヤー２０を通過し、そこで揮発性移動相が除去
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されてＯＸＹ１３３残留粒子又は分析対象粒子が生成する。液滴はドライヤー２０を進む
につれて蒸発し、エアゾールは、液滴ではなく、溶液中にもともと溶解していた不揮発性
物質の残留粒子で構成されるまでになる。次に、残留粒子のストリームは、電荷移動チャ
ンバ３０に送られ、そこで高電圧白金コロナ線３２によって正に荷電された第二のガスス
トリームと出会う。残留粒子のストリームに移動した電荷の量は粒子サイズに関連する。
正に荷電された残留粒子のストリームはさらにコレクター４０に移動し、そこで残留粒子
に付与された総電荷がエレクトロメーター５０で測定できる。エレクトロメーターは、検
出された不揮発性残留粒子又は分析対象粒子の量に正比例する信号を生成する。この信号
は、次に検出セル６０で処理され、保存されて、検出された分析対象物の強度の変動をク
ロマトグラフィーのリテンションタイムの関数として描くクロマトグラムを生成する。一
部の態様において、図８に示されたＣＡＤシステムは、電荷移動チャンバの後に配置され
たイオントラップ３４も含む。これは負に荷電された高移動性粒子を除去する機能を果た
す。
【０１３８】
　[00126]ＣＡＤ法では噴霧は重要である。なぜならば、この工程で揮発性移動相を使用
して液滴を次の工程に運ぶことができるからである。本願の方法に有用な揮発性移動相の
例は、制限なしに、水性／有機溶媒（水／メタノール／アセトニトリル混合物）などであ
り、一部の態様においては、質量分析（ＭＳ）移動相要件と同様に揮発性緩衝添加剤、例
えばギ酸、酢酸又はトリフルオロ酢酸、及び酢酸アンモニウムを含む。
【０１３９】
　[00127]一部の態様において、ＯＸＹ１３３及び／又はＯＸＹ１３３一水和物の純度の
測定は、図８には示されていないが、検出セル６０に接続されたソフトウェアプログラム
を用いることによって達成可能及び適切なプロセッサによって実行可能である。本開示に
記載の方法に有用なソフトウェアの例は、Ｅｍｐｏｗｅｒ３ソフトウェアである。
【０１４０】
　[00128]国際規制機関である日米ＥＵ医薬品規制調和国際会議（ＩＣＨ，International
 Conference of Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharm
aceuticals for Human Use）は、新原薬(new drug substances)に対し、報告の必要な不
純物の閾値を有している。新原薬の場合、報告の必要な閾値は、２ｇを超える日用量を有
する薬物の場合、組成物の総重量を基にして約０．０３％ｗ／ｗ又はｗ／ｖから、２ｇ未
満の平均日用量を有する薬物の場合、組成物の総重量を基にして約０．０５％ｗ／ｗ又は
ｗ／ｖまでの範囲で変動しうる。従って、医薬品有効成分（ＡＰＩ）の品質管理における
主目標は、その不純物を検出、制御及び定量するための方法を開発することである。
【０１４１】
　[00129]様々な態様において、ＯＸＹ１３３及びＯＸＹ１３３関連不純物及び／又はそ
の他の化合物を含有するＨＰＬＣ溶出液のＣＡＤ分析は、ＩＣＨ品質管理ガイドラインを
バリデートするために必要な分析法開発（ＡＭＤ）段階における既知不純物の存在下での
ＯＸＹ１３３の分離及び定量に使用できる。ＯＸＹ１３３の純度を決定するためのＡＭＤ
の有効性を判定するために調査される性能特性は、以下でより詳細に論ぜられる通り、溶
媒系、分析対象物の応答、定量下限（ＬＯＱ）、及び室内再現精度(intermediate precis
ion)を含む。ＯＸＹ１３３又はＯＸＹ１３３一水和物を含有するサンプル中のそれらの純
度の測定の後、サンプルは不純物を含まない又は実質的に不純物を含まない、例えば、こ
れらに限定されないが、約９５％、９５．５％、９６％、９６．５％、９７％、９７．５
％、９８％、９８．５％、９９％、９９．５％、又は９９．９％ｗ／ｗ又はｗ／ｖ純粋で
ある又は不純物を含まないという決定がなされる。測定結果は記録され、例えば、技術者
、クライアント、及び／又は政府機関に伝達される。一定の態様においては、コンピュー
ターを用いて、そのような情報が、関係者、例えば技術者、クライアント、及び／又は限
定されないがＦＤＡを含む政府役人に伝達される。
【０１４２】
　溶媒系
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　[00130]ノイズ及びベースラインドリフトを削減するために高純度溶媒を使用した。Ｃ
ＡＤ法は、噴霧を使用して移動相を除去するので、揮発性移動相を使用した。ギ酸入り又
はギ酸なしの水／メタノール／アセトニトリル混合物を評価した。直線性と精度は、二つ
の異なる溶媒中に調製された溶液を用いて同時に実施した。直線性と精度の試験(runs)の
比較を以下の表１に示す。
【０１４３】
　[00131]表１．直線性及び精度の試験の比較
【０１４４】
【表１】

【０１４５】
　分析対象物の応答
　[00132]ＡＭＤ中の分析対象物の応答及び溶媒効果を決定するために、ＯＸＹ１３３を
カラムを用いずに移動相に注入することにより、フローインジェクション分析（ＦＩＡ）
実験を実施した。ＡＭＤシステムは、直列に配置された多数の検出器を含んでいた。提案
された分析カラムを用いたＨＰＬＣ／ＤＡＤ／ＭＳスキャンにより、図９に示されている
ように、ＰＤＡトレース、次に１９５ｎｍにおけるＵＶチャンネル、次にＭＳ　ＴＩＣ、
次に抽出ｍ／ｚ　２５７．２２６４によって示されている通り、明白なＯｘｙ１３３検出
プロフィールが検出された。
【０１４６】
　定量下限
　[00133]Ｏｘｙ１３３の最低検出限界（感度）を決定するために、図１０に示されてい
るように、Ｏｘｙ１３３のＣＡＤシステム検出で得られる最低定量レベル（ＱＬ）濃度を
決定するために０．５０／ｍＬから６１ｕｇ／ｍＬまでの低い方の直線性の曲線を決定し
た。
【０１４７】
　室内再現精度
　[00134]最適化された水／メタノール移動相系と、同タイプのカラム（ＸＢｒｉｄｇｅ
　Ｐｈｅｎｙｌ、４．６×１５０ｍｍ、３．５μ粒径）ではあるが異なるカラムを用い、
二つのＨＰＬＣ－ＣＡＤシステムでＣＡＤ分析の比較を実施した。それぞれのシステムは
独立に、容認可能なシステム適合性結果を満たす分離度（Ｒｓ）＞１．２及びＲＳＤ＜２
％を生じた。
【０１４８】
　ＨＰＬＣ／ＣＡＤのためのＡＭＤ性能パラメーター
　[00135]ＡＭＤ中、移動相の組成によるＣＡＤ応答の変動を調べた。移動相の組成によ
る応答の変動は何の干渉も示さず、低いレベルの直線性は容認可能な範囲内であった。Ｏ
ＸＹ１３３のための精度、ＬＯＱ及びシステム適合性の目標をＩＣＨバリデーションガイ
ドラインに従って評価し、要件を満たしていることが見出された。
【０１４９】
　[00136]既知不純物の存在下でＯＸＹ１３３を分離及び定量する方法は、Ｃ１８カラム
（寸法４．６×１５０ｍｍ、粒径３．５ミクロン、カラム温度４０℃及びグラジエント流
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速１．０ｍｌ／分、２７分間）を用いて構成されたＨＰＬＣ機器上で実施した。ＣＡＤ条
件は、窒素流１．５３ｍｌ／分、ガス圧３５ｐｓｉ及び２００ｐＡにセットされた範囲及
びネブライザー温度は切又は３５℃になるように設定された。本願の方法に有用なＨＰＬ
Ｃ－ＣＡＤシステムのパラメーターを以下の表２及び３にまとめた。
【０１５０】
　[00137]表２．ＨＰＬＣのパラメーター
【０１５１】
【表２】

【０１５２】
　[00138]表３．ＣＡＤの設定
【０１５３】

【表３】

【０１５４】
　[00139]一部の態様において、現開示は、ＯＸＹ１３３のサンプルの純度を決定するた
めのアッセイ法を提供し、該方法は、ＯＸＹ１３３、ＯＸＹ１３３不純物及び移動揮発相
を含むＨＰＬＣ溶出液を用意し；前記ＨＰＬＣ溶出液から液滴のエアゾールを生成させ；
前記液滴を乾燥させてＯＸＹ１３３の残留粒子を得；前記ＯＸＹ１３３残留粒子を、残留
粒子のそれぞれにサイズ依存性の電荷を印加するイオン流と接触させて、ＯＸＹ１３３の
荷電残留粒子の量に比例したレベルを有する電気信号を生成させ；そして前記電気信号を
測定して、サンプル中のＯＸＹ１３３の純度を決定することを含む。他の態様において、
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【０１５５】
　[00140]さらに他の態様において、本開示の方法はさらに、ＯＸＹ１３３の荷電残留粒
子をコレクターに移し、エレクトロメーターを用いて電気信号を測定することを含む。他
の側面において、ネブライザーは、ＨＰＬＣ溶出液からの液滴のエアゾールを生成させる
ために利用される。
【０１５６】
　[00141]様々な側面において、本開示のアッセイ法は、ＯＸＹ１３３一水和物を、ジア
ステレオマーＤ１、ジアステレオマーＤ２又はその他のＯＸＹ１３３一水和物の不純物、
例えばＯＸＹ１３３一水和物の合成に使用されるＣ２７Ｈ４６Ｏ２ジオールから分離する
ために使用できる。様々な態様において、本開示のアッセイ法は、約０．０３％～約０．
０５％ｗ／ｗ又はｗ／ｖのＯＸＹ１３３一水和物の不純物を検出できる。本開示のアッセ
イ法を用いて達成できるＯＸＹ１３３ピークとＤ１ジアステレオマーの分離度は≧０．８
でありうる。多くの態様において、ＯＸＹ１３３一水和物の検出限界は約０．０１％又は
１ｎｇである。さらに、本開示のアッセイ法を用いて達成できるＯＸＹ１３３一水和物の
純度は少なくとも９６．９％である。
【０１５７】
　[00142]他の側面において、本開示の方法のＣＡＤ検出器に有用な移動揮発相は、アセ
トニトリル、アセトニトリルと水の混合物、水とメタノールの混合物又は水とメタノール
とアセトニトリルの混合物を含む。ＯＸＹ１３３のサンプルの純度を決定するための方法
におけるさらに他の側面において、ＯＸＹ１３３は、回収後、例えば錠剤、カプセル、注
入、デポーなどの医薬製剤に入れられる。
【０１５８】
　[00143]様々なその他の態様において、薬物サンプルからＯＸＹ１３３一水和物を分離
するための方法を提供する。該方法は、ＯＸＹ１３３一水和物参照標準を用意し；ＯＸＹ
１３３一水和物参照標準と等しい濃度を有する薬物サンプルを用意し；参照標準中のＯＸ
Ｙ１３３一水和物の量をＨＰＬＣ－ＣＡＤによって決定し；薬物サンプル中のＯＸＹ１３
３一水和物の量をＨＰＬＣ－ＣＡＤによって決定し；そして薬物サンプル中のＯＸＹ１３
３一水和物の量を参照標準中のＯＸＹ１３３一水和物の量と比較することを含む。一部の
態様において、本開示の方法では、参照標準濃度はＯＸＹ１３３及び／又はＯＸＹ１３３
一水和物を含有する少なくとも５００μｇ／ｍＬの量で存在する。他の側面において、薬
物サンプルは、アセトニトリル：テトラヒドロフラン　１：１　体積／体積の溶液中に調
製される。さらに他の側面において、薬物サンプルは、１００％水又は１００％メタノー
ルであるＨＰＬＣ－ＣＡＤからの移動揮発相を含む。
【０１５９】
　[00144]他の態様において、ＨＰＬＣ－ＣＡＤによる分離に付されるＯＸＹ１３３一水
和物は、ジアステレオマーＤ１、ジアステレオマーＤ２、Ｃ２７Ｈ４６Ｏ２ジオール又は
ＯＸＹ１３３一水和物の不純物１を含む。本開示の方法によって検出される場合、ＯＸＹ
１３３又はＯＸＹ１３３一水和物に関連するこれらの既知化合物は、表４に示され、図１
１に描かれている通り、次のようなおよそのリテンションタイム及び相対リテンションタ
イムを示す。
【０１６０】
　[00145]表４．ＯＸＹ１３３に関連する化合物
【０１６１】
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【表４】

【０１６２】
　[00146]様々なその他の態様において、ＯＸＹ１３３一水和物のサンプル中の純度を決
定するための方法を提供する。該方法は、式：
【０１６３】

【化１９】

【０１６４】
を有するジオールを、ボラン、過酸化水素及びテトラヒドロフランと反応させて、式：
【０１６５】

【化２０】

【０１６６】
を有するオキシステロール又はその薬学的に許容可能な塩、水和物もしくは溶媒和物を形
成させることによってオキシステロールを提供し［上記式中、Ｒ１及びＲ２はヘキシル基
を含み、ジオールは（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）－１０，１
３－ジメチル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－イル］－２，３，４，７，８
，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７－ドデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］
フェナントレン－３－オールを含み、水和物はＯＸＹ１３３一水和物である］；一水和物
をＨＰＬＣに付して、ＯＸＹ１３３一水和物、ＯＸＹ１３３一水和物の不純物及び揮発性
移動相を含む溶出液を得；ＨＰＬＣ溶出液をＣＡＤ検出器に入れてＯＸＹ１３３一水和物
の純度を決定することを含む。
【０１６７】
　[00147]様々なその他の側面において、ＯＸＹ１３３一水和物を含む薬物サンプルを分
析するためのＨＰＬＣ－ＣＡＤシステムの適合性を試験するための方法を提供する。該方
法は、希釈剤のブランク注入を実施して、ＯＸＹ１３３一水和物の領域において干渉のな
いベースラインを得；少なくとも一つの参照標準溶液を送液して≦２．０％の相対標準偏
差を得；定量レベルのＯＸＹ１３３一水和物溶液、定量レベルの不純物１、定量レベルの
Ｃ２７Ｈ４６Ｏ２ジオール溶液を含む少なくとも一つの溶液を送液し；第一のブラケッテ
ィング参照標準溶液(Bracketing Reference Standard Solution)を送液し：少なくとも一
つのサンプル溶液を送液し；第二のブラケッティング参照標準溶液を送液することを含む
。さらにその他の側面において、参照標準及び第一及び第二のブラケッティング参照標準
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中のＯＸＹ１３３一水和物は、ジアステレオマーＤ１に対して≧０．８の分離度を有する
。
【０１６８】
　[00148]様々な態様において、定量レベル注入は≧１０の信号対ノイズ比を有する可視
ピークを有する。さらに他の態様において、ブラケッティング参照標準の面積は、ＡＭＤ
のためのＨＰＬＣ－ＣＡＤシステム適合性を試験するために利用された６個の参照標準溶
液の平均の±２％以内である。いくつかの態様において、不純物１及びＣ２７Ｈ４６Ｏ２

ジオールの定量レベル注入は、各化合物について０．５μｇ／ｍＬの濃度で、分析対象物
ＯＸＹ１３３のピークの領域における干渉のない可視ピークを示す。システムの精度は、
少なくとも各６個のサンプル注入後、参照標準を注入することにより、上記試験全体を通
して実証できる。これらの標準は、ブラケッティング参照標準（ＢＲＳ）として認定され
ている。さらに、各試験はＢＲＳ注入で終了できる。
【０１６９】
　[00149]本願のこれら及びその他の側面は、以下の実施例を検討することにより、さら
に理解されるであろう。これらの実施例は、本願のある特定の態様を説明することを目的
としたものであり、特許請求の範囲によって定義されているその範囲を制限することを意
図したものではない。
【実施例】
【０１７０】
　実施例１
　[00150]酢酸プレグネノロンからの製造
　[00151]８．２５ｍＬのＴＨＦ中ｎ－ヘキシルマグネシウムクロリド（２Ｍ、１６．５
ｍｍｏｌ）を、激しい電磁撹拌下及び氷浴冷却下で、酢酸プレグネノロンのＴＨＦ中溶液
に添加した。酢酸プレグネノロン溶液は、４．５ｍＬのＴＨＦ中に１．７９ｇの化合物１
、酢酸プレグネノロン（５ｍｍｏｌ）を含有していた。添加は２分間かけて行われた。添
加完了後、混合物を室温で３．５時間撹拌した。その時点で混合物はゲルに変わった。次
に、そのゲルを、飽和ＮＨ４Ｃｌ水溶液及びＭＴＢＥ（メチルターシャリーブチルエーテ
ル）の混合物で砕解(digest)した。有機層を分離し、水で３回洗浄して蒸発させた。残渣
をシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより、ＥｔＯＡｃ（酢酸エチル）／石油エーテ
ル混合物（比率７０／３０）を用いて分離し、化合物２、ジオールを白色固体として得た
。１．２９ｇ（３．２１ｍｍｏｌ）の固体ジオールを６４％の単離収率で抽出した。反応
を以下のＡに示す。
【０１７１】
【化２１】

【０１７２】
　[00152]ＣＤＣｌ３中のジオールの４００ＭＨｚにおける１Ｈ　ＮＭＲデータを以下に
示す:δ: 0.8-1.9 (40H), 1.98 (m, 1H), 2.09 (m, 1H), 2.23 (m, 1H), 2.29 (m, 1H), 
3.52 (m, 1H), 5.35 (m, 1H)（図６）。図７のＣＤＣｌ３中のジオールの１００ＭＨｚに
おける１３Ｃ　ＮＭＲデータを以下に示す: d: 13.6, 14.1, 19.4, 20.9, 22.4, 22.6, 2
3.8, 24.2, 26.4, 30.0, 31.3, 31.6, 31.8, 31.9, 36.5, 37.3, 40.1, 42.3, 42.6, 44.
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0, 50.1, 56.9, 57.6, 71.7, 75.2, 121.6, 140.8。
【０１７３】
　[00153]生成したジオールは、（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ
）－１０，１３－ジメチル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－イル］－２，３
，４，７，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７－ドデカヒドロ－１Ｈ－シクロ
ペンタ［ａ］フェナントレン－３－オールのＩＵＰＡＣ名を持つ。
【０１７４】
　実施例２
　[00154]プレグネノロンからの製造
　[00155]実施例１の代わりに、上記反応スキームＡの化合物２は、化合物１から化合物
２への変換で利用したのと同じ手順を利用して、以下のＢに示されたプレグネノロンから
製造することもできる。この手順では、１０ｇのプレグネノロンが７．０５ｇの化合物２
に変換された。これは５５％の収率に相当する。
【０１７５】

【化２２】

【０１７６】
　[00156]２５００ｍＬのｎ－ヘキシルマグネシウムクロリド（２Ｍ、５ｍｏｌ）を反応
器に入れ、溶液を－５℃に冷却した。酢酸プレグネノロンのＴＨＦ中溶液を反応器に、内
部反応温度を１℃未満に維持する速度で投入した。プレグネノロン溶液は、８リットルの
ＴＨＦ中に５００ｇのプレグネノロン（１．４ｍｏｌ）を含有していた。添加完了後、混
合物を０℃に１時間保持した後、一晩かけて室温に温まらせた。反応混合物は固体のゼラ
チン状塊になった。追加のＴＨＦ２リットルを加えた後、１０ｍｌの氷酢酸を加えた。反
応混合物を５℃に冷却し、３５０ｍｌの氷酢酸の添加によりクエンチングし、溶液を得た
。反応混合物を減圧下で濃縮し、濃厚シロップにした。化合物をジクロロメタンに溶解し
、水洗し、最後に飽和炭酸水素ナトリウムで洗浄した。有機層を減圧下で琥珀色油になる
まで濃縮した。質量回収は約８００グラムであった。粗材料をそのまま次の工程に利用し
た。
【０１７７】
　[00157]生成したジオールは、（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ
）－１０，１３－ジメチル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキシオクタン－イル］－２，３
，４，７，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７－ドデカヒドロ－１Ｈ－シクロ
ペンタ［ａ］フェナントレン－３－オールのＩＵＰＡＣ名を持つ。
【０１７８】
　実施例３
　[00158]粗ヘキシルジオール生成物（８００グラム）を８リットルのＴＨＦに溶解し、
反応器に入れ、－５℃に冷却した。ＴＨＦ中ボラン－ＴＨＦ複合体（１Ｍ、６．３モル、
４．５当量）６３００ｍＬを、内部反応温度を１℃未満に維持する速度で投入した。添加
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が完了したら、反応混合物を０℃で１．５時間撹拌した後、一晩かけて室温に温まらせた
。反応を以下に示す。
【０１７９】
【化２３】

【０１８０】
　[00159]反応混合物を、１０％水酸化ナトリウム（４７５０ｍＬ）と３０％過酸化水素
（１３７５ｍＬ）の混合物の添加によりクエンチングした。クエンチングは極めて発熱性
であったので、完了に数時間を要した。内部温度は１０℃未満に維持された。クエンチン
グ量の添加完了後、混合物を１．５時間保冷した後、一晩かけて室温に温まらせた。次に
８リットルのジクロロメタンを加えた。有機層を単離し、７リットルの新鮮水で洗浄し、
減圧下で濃縮した。生成物は粘稠性の油状塊として単離されたが、放置により固化した。
【０１８１】
　[00160]生成物を４リットルのジクロロメタンに溶解し、ジクロロメタン中に調製され
たシリカゲルカラムに入れた。カラムを最初に２５％酢酸エチルで溶離し、７－メチル－
７－トリデシルアルコール副産物を溶出した。次に、カラムを１０％メタノール－酢酸エ
チルで溶離して、Ｏｘｙ１３３を溶媒和した。回収画分を合わせ、減圧下で濃縮してワッ
クス状固体を得た。化合物をアセトン－水混合物（３：１）に溶解し、減圧下で濃縮して
残留溶媒を除去した。得られた粗ＯＸＹｘｙ１３３を次の工程で利用した。
【０１８２】
　[00161]あるいは、ヒドロホウ素化／酸化から回収された粘稠生成物は、ヘプタンと撹
拌することによって固化させ、ろ過により生成物を単離することもできる。単離生成物を
塩化メチレン（７．３ｍＬ塩化メチレン／ｇ固体）中に懸濁させる。生成物をろ過により
単離し、そのまま次の工程で使用した。
【０１８３】
　実施例４
【０１８４】
【化２４】

【０１８５】
　[00162]６３０グラムの粗Ｏｘｙ１３３を１５００ｍｌの３：１　アセトン／水混合物
に還流下で溶解し、次いで室温に冷却することによってＯｘｙ１３３を再結晶化させた。
結晶固体を真空ろ過により回収し、乾燥させて、３３６ｇを得た。これは化合物１からの
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通算収率２８％であった。製造されたＯｘｙ１３３は一水和物で、（３Ｓ，５Ｓ，６Ｓ，
８Ｒ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｓ，１４Ｓ，１７Ｓ）－１７－（（Ｓ）－２－ヒドロキシオク
タン－２－イル）－１０，１３－ジメチルヘキサデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］
フェナントレン－３，６－ジオール、一水和物のＩＵＰＡＣ名を持つ。
【０１８６】
　[00163]ＣＤＣｌ３中のＯｘｙ１３３の４００ＭＨｚにおける１Ｈ　ＮＭＲデータを以
下に示す:δ: 0.66 (m, 1H), 0.85 (m, 10 H), 1.23 (m, 18 H), 1.47 (m, 9 H), 1.68 (
m, 4 H), 1.81 (m, 1H), 1.99 (m, 1H), 2.06 (m. 1H), 2.18 (m, 1H), 3.42 (m, 1H), 3
.58 (m, 1H)。ＣＤＣｌ３中のＯｘｙ１３３の４００ＭＨｚにおける１３Ｃ　ＮＭＲデー
タを以下に示す: d: 13.7, 14.0, 14.3, 21.2, 22.5, 22.8, 23.9, 24.4, 26.6, 30.1, 3
1.1, 32.1, 32.5, 33.9, 36.5, 37.5, 40.4, 41.7, 43.1, 44.3, 51.9, 53.9, 56.5, 57.
9, 69.6, 71.3, 75.4。Ｏｘｙ１３３の赤外分光データは、３３４２ｃｍ－１、２９２９
ｃｍ－１、２８７２ｃｍ－１、２８４９ｃｍ－１にピークを示した。Ｏｘｙ１３３のター
ボスプレー質量分析データは、438.4 m/z [M+NH４]+、420.4 m/z (M-H２O+NH４]+、403.4
 m/z [M-H２O+H]+、385.4 m/z [M-2H２O+H]+にピークを示した。Ｏｘｙ１３３の１Ｈ　Ｎ
ＭＲ、１３Ｃ　ＮＭＲ、ＩＲ、及びＭＳを図２、３、４及び５にそれぞれ示す。
【０１８７】
　実施例５
　[00164]酢酸プレグネノロンからの代替一容器(one-vessel)手順
　[00165]１００ｍＬのｎ－ヘキシルマグネシウムクロリド（ＴＨＦ中２Ｍ、２００ｍｍ
ｏｌ）をフラスコに入れ、－１０℃に冷却した。２００ｍｌの無水ＴＨＦ中に２０ｇの酢
酸プレグネノロン（５６ｍｍｏｌ）を含有する溶液を、内部反応温度を－１０℃未満に維
持しながら滴加した。添加完了後、混合物を３０分間撹拌した後、室温に温まらせた。室
温で４時間後、混合物はゼラチン状の撹拌可能な塊になった。混合物を０℃に冷却し、２
００ｍＬのボラン－ＴＨＦ複合体（ＴＨＦ中１Ｍ、２００ｍｍｏｌ）を、内部温度を０℃
未満に維持しながら滴加した。添加が完了したら、得られた溶液を一晩かけて室温に温ま
らせた。
【０１８８】
　[00166]混合物を０℃に冷却し、１０％ＮａＯＨ（１９０ｍＬ）と３０％Ｈ２Ｏ２（５
５ｍＬ）の混合物を徐々に添加してクエンチングした。クエンチングが完了したら、混合
物をＭＴＢＥ（合計８００ｍＬ）で抽出し、エマルションを得た。ブラインを添加し、層
を分離させた。有機相を減圧下で濃縮し、透明粘稠油を得た。この油を、前に説明したプ
ラグカラム法を利用してさらに精製した。
【０１８９】
　[00167]以下の実施例において、ＡＰＩとしてのＯＸＹ１３３又はＯＸＹ１３３一水和
物の様々な早期バッチ中のサンプル分析を、ＯＸＹ１３３及びＯＸＹ１３３関連不純物を
測定するためのアッセイ法で、ＨＰＬＣとそれに続くＣＡＤによって分析した。
【０１９０】
　実施例６－ＨＰＬＣのパラメーター及びＣＡＤの設定
　[00168]本開示の方法に有用な、ＣＡＤ検出器、自動サンプラー、カラムヒーター、及
びデータ収集システムを備えた適切なＨＰＬＣシステムは、分析にＥｍｐｏｗｅｒ３ソフ
トウェアを使用するＥＳＡコロナプラス荷電化粒子検出器（ＣＡＤ）付きＡｇｉｌｅｎｔ
　１１００　ＨＰＬＣを含んでいた。一部の態様において、使用されたカラムは、Ｗａｔ
ｅｒｓ　ＸＢｒｉｄｇｅ　Ｐｈｅｎｙｌ、４．６ｍｍ×１５０ｍｍ、３．５μｍであった
。システム適合性の基準を満たせば同等のカラムを使用することもできた。その他の標準
的な実験装置は、０．０１ｍｇまで秤量できる分析天秤、メスフラスコ及びピペットを含
む実験用クラスＡガラス器具及びＨＰＬＣ用ネジ蓋式バイアルを含んでいた。
【０１９１】
　[00169]一部の側面において、本開示のアッセイ法に適切な試薬及び標準は、既知純度
のＯｘｙ１３３参照標準；不純物１関連化合物標準；ジオール関連化合物標準；アセトニ
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トリル（ＡＣＮ）（ＨＰＬＣ級又は同等）；テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）（ＨＰＬＣ級
又は同等）；メタノール（ＭｅＯＨ）（ＨＰＬＣ級又は同等）；及び水（ＨＰＬＣで使用
するのに適切な≧１８メガΩの高純度）、例えばｍｉｌｌｉ－Ｑ水などであった。同等の
材料も、システム適合性要件を満たしている限り使用できた。これらの実施例で使用され
たＨＰＬＣ／ＣＡＤシステムの設定及びグラジエントプログラムは、上記の表２及び３に
まとめてある。
【０１９２】
　実施例７－移動相及び方法希釈剤の調製
　[00170]本実施例では、本開示のアッセイ法に必要な移動相Ａ、移動相Ｂ及び方法希釈
剤の溶液を調製した。移動相Ａ及び移動相ＢのＣＡＤ分析にギ酸は不要であった。しかし
ながら、ＬＣ－ＭＳが同定又はピーク純度の分析のために必要であれば、１％ギ酸（ＨＰ
ＬＣ級又は同等）を各移動相に加えねばならない。
【０１９３】
　[00171]移動相Ａは、１００％Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水でガラス製レザバーを全分析をカバー
するのに適切な容量まで満たすことにより調製した。この調製は、周囲条件下で保存され
た場合、調製後１週間まで使用に適切であった。移動相Ｂは、１００％メタノール（ＨＰ
ＬＣ級以上）を用いてガラス製レザバー中に調製した。この溶液は、周囲条件での保存で
３ヶ月まで適切であった。
【０１９４】
　[00172]アセトニトリル：テトラヒドロフラン　１：１　体積／体積の方法希釈剤は、
標準及びサンプル調製の要件を満たすために、適切なガラス容器に等量のアセトニトリル
とテトラヒドロフランを入れ、よく混合することによって調製した。この溶液は、周囲条
件で保存された場合、１ヶ月まで適切であった。すべての参照溶液及びサンプル溶液は方
法希釈剤中に調製された。
【０１９５】
　[00173]次の実施例で、参照標準溶液、ＯＸＹ１３３定量レベル溶液、不純物１標準溶
液及びジオール標準溶液の各標準溶液を調製した。
　実施例８－ＯＸＹ１３３定量レベル（ＱＬ）溶液の調製
　[00174]最初に、Ｏｘｙ１３３参照標準溶液（５００μｇ／ｍＬ）を、２５±０．５ｍ
ｇのＯｘｙ１３３参照標準を秤量することにより調製した。得られた溶液を５０ｍＬのメ
スフラスコに移し、そこで溶解し、上で調製された方法希釈剤で一定容量まで希釈し、短
時間超音波処理して溶解を完了させた。Ｏｘｙ１３３参照標準のおよその濃度は５００μ
ｇ／ｍＬであった。（溶液ＩＤ：ＲＳ５００）。
【０１９６】
　[00175]Ｏｘｙ１３３ＱＬ溶液（０．５μｇ／ｍＬ）の調製の場合、最初にＯＸＹ１３
３中間ＱＬ溶液を、５００μｇ／ｍＬの参照標準を方法希釈剤を用いて希釈し、５μｇ／
ｍＬの溶液を得ることによって調製した。これは、１ｍＬのＯｘｙ１３３参照標準溶液を
ピペットで１００ｍＬのメスフラスコに入れ、これを方法希釈剤で容量まで満たし、混合
して溶解を完了することによって達成された。（溶液ＩＤ：ＱＬ５）５μｇ／ｍＬの中間
ＱＬ（ＱＬ５）溶液を方法希釈剤を用いて希釈し、Ｏｘｙ１３３の０．５μｇ／ｍＬ溶液
をＱＬ溶液として得た。特に、１．０ｍＬのＯｘｙ１３３参照標準溶液と９．０ｍＬの方
法希釈剤を、ＰＴＦＥ内張キャップ付きガラス製培養管に入れて混合することにより、Ｏ
ｘｙ１３３ＱＬ溶液を形成した。（溶液ＩＤ：ＯＱＬ０．５）
　実施例９－不純物１標準溶液の調製
　[00176]不純物１標準溶液（０．５μｇ／ｍＬ）を、５±０．１ｍｇの不純物１参照標
準をガラス容器に秤量し、２０．０ｍＬの方法希釈剤をピペットで同じ容器に入れ；得ら
れた混合物を混合し、溶解を完了させることにより調製した。不純物１ストック標準のお
よその濃度は２５０μｇ／ｍＬであった。（溶液ＩＤ：Ｉｍｐ２５０）
　[00177]２５０μｇ／ｍＬの不純物１ストック標準溶液を方法希釈剤を用いて希釈し、
０．５μｇ／ｍＬの不純物１ＱＬ溶液を得た。０．０５０ｍＬのＩｍｐ２５０溶液を、好
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ましくはハミルトンシリンジ(Hamilton syringe)又はポジティブ・ディスプレイスメント
・ピペット(positive displacement pipet)を用いて、約１０ｍＬの方法希釈剤を含有す
る２５ｍＬメスフラスコに移した。得られた混合物を方法希釈剤で容量まで満たし、混合
した。（溶液ＩＤ：ＩＱＬ０．５）。
【０１９７】
　実施例１０－ジオール標準溶液の調製
　[00178]ジオール標準溶液（０．５μｇ／ｍＬ）の調製の場合、５±０．１ｍｇのジオ
ール参照標準をガラス容器に秤量し、２０．０ｍＬの方法希釈剤をピペットで同じ容器に
入れ、次に得られた混合物を混合し、溶解を完了させた。ジオールストック標準のおよそ
の濃度は２５０μｇ／ｍＬであった。（溶液ＩＤ：Ｄｉｏｌ２５０）。２５０μｇ／ｍＬ
のジオールストック標準溶液を方法希釈剤を用いて希釈し、０．５μｇ／ｍＬのジオール
ＱＬ溶液を得た。０．０５０ｍＬのＤｉｏｌ２５０溶液を、好ましくはハミルトンシリン
ジ又はポジティブ・ディスプレイスメント・ピペットを用いて、約１０ｍＬの方法希釈剤
を含有する２５ｍＬメスフラスコに移した。得られた混合物を方法希釈剤で容量まで満た
し、混合した。（溶液ＩＤ：ＤＱＬ０．５）。
【０１９８】
　実施例１１－原薬製剤サンプルの調製
　[00179]原薬製剤サンプルは、適当な量の原薬を正確にメスフラスコに秤量し、Ｏｘｙ
１３３参照標準濃度に等しい濃度にすることによって調製した。次に、方法希釈剤をメス
フラスコのおよそ半量まで加えた。短時間の超音波処理を使用して原薬を溶解し、十分な
量の方法希釈剤を加えて混合した。溶液の一部を分析のためにＨＰＬＣバイアルに移した
。このサンプル中のＡＰＩの量は、重量／体積ベースで記載できる。サンプル濃度は以下
に示されているようにして計算された。
【０１９９】
【数１】

【０２００】
この計算は、ＡＰＩであるＯｘｙ１３３に対してのみ使用できる。関連化合物は、Ｏｘｙ
１３３と比較した面積パーセント及び／又は各サンプル注入におけるｍｇ／ｍＬとして報
告できる。
【０２０１】
　実施例１２－ＯＸＹ１３３分析のためのＨＰＬＣ／ＣＡＤシステム適合性
　[00180]システム適合性試験は、以下に記載のプロトコルに従って、ＯＸＹ１３３サン
プルの分析に先立ってうまく実施された。
【０２０２】
　[00181]最低でも少なくとも２回の希釈剤ブランク注入を実施して安定なベースライン
を確保した。２回目の希釈剤ブランクは、Ｏｘｙ１３３ピークの領域において干渉がなか
った。有意の干渉は、Ｏｘｙ１３３ピークのリテンションタイムにおいて信号対ノイズ（
ｓ／ｎ）比≧１０を有する任意のピークと定義された。
【０２０３】
　[00182]次に、６回の参照標準注入を実施した。参照標準溶液の６回の複製注入のピー
ク面積の相対標準偏差又は変動係数（％ＲＳＤ、又はＣＶ）は≦２．０％であった。
　[00183]その後、実施例８～１０で調製した３個の定量レベル（ＱＬ）標準溶液、すな
わちＯＸＹ１３３ＱＬ、不純物１ＱＬ及びジオールＱＬを実施した。これらの後に１個の
ブラケッティング参照標準、ＯＸＹ１３３を含有する原薬の６個のサンプル溶液及び最後
のブラケッティング参照標準を実施した。これらの試験を以下の表５にまとめた。
【０２０４】
　[00184]表５－注入の順序
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【０２０５】
【表５】

【０２０６】
　[00185]参照標準及びブラケッティング標準でＯｘｙ１３３について観察された米国薬
局方（ＵＳＰ）分離度は、Ｄ１ジアステレオマーに対して≧０．８であった。ＱＬ注入は
、ＵＳＰ　ｓ／ｎ値≧１０を有する可視ピークを有していた。ブラケッティング参照標準
の面積は、試験開始時に注入された６個の参照標準溶液の平均の±２％以内であった。不
純物１及びジオールのＱＬ注入の場合：各注入は、各化合物とも０．５μｇ／ｍＬの濃度
で、分析対象物ＯＸＹ１３３ピークの領域における干渉のない可視ピークを示した。
【０２０７】
　[00186]ＨＰＬＣ／ＣＡＤシステムの精度は、少なくとも各６個のサンプル注入の後、
参照標準を注入することにより、これらの試験全体で示された。これらの標準は、ブラケ
ッティング参照標準（ＢＲＳ）として認定されている。さらに、各試験はＢＲＳ注入で終
了した。
【０２０８】
　[00187]上記ＯＸＹ１３３溶液の標準、参照及びサンプルの濃度は以下のように計算さ
れた。
　[00188]Ｏｘｙ１３３標準濃度の計算（ｍｇ／ｍＬ）
【０２０９】

【数２】

【０２１０】
ここで、純度＝Ｏｘｙ１３３標準の純度
　[00189]ブラケッティング参照標準の計算
【０２１１】

【数３】

【０２１２】
　[00190]Ｏｘｙ１３３サンプル濃度の計算（μｇ／ｍＬ）
【０２１３】

【数４】

【０２１４】
ここで、
ＳＡ＝サンプルピーク面積
ＳＴ＝６回の参照標準注入の平均ピーク面積
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ＳＴＣ＝標準濃度（μｇ／ｍＬ）
　[00191]不純物（不純物１でもジオールでもない）の面積パーセント計算
【０２１５】
【数５】

【０２１６】
ここで、
不純物ピーク面積＝不純物ピークの面積
全ピーク面積＝存在する全ピークの面積の合計
１００＝パーセントへの換算
本発明は、下記の態様も含まれる。
　態様１　ＯＸＹ１３３のサンプル中の純度を決定するための方法であって、該方法は、
　ＯＸＹ１３３、ＯＸＹ１３３不純物及び移動揮発相を含むＨＰＬＣ溶出液を用意し；
　前記ＨＰＬＣ溶出液から液滴のエアゾールを生成させ；
　前記液滴を乾燥させてＯＸＹ１３３の残留粒子を得；
　前記ＯＸＹ１３３残留粒子を、残留粒子のそれぞれにサイズ依存性の電荷を印加するイ
オン流と接触させて、ＯＸＹ１３３の荷電残留粒子の量に比例したレベルを有する電気信
号を生成させ；そして前記電気信号を測定して、サンプル中のＯＸＹ１３３の純度を決定
することを含む方法。
　態様２　ＯＸＹ１３３がＯＸＹ１３３一水和物を含む、態様１に記載の方法。
　態様３　ＯＸＹ１３３の荷電残留粒子をコレクターに移し、エレクトロメーターで電気
信号を測定することをさらに含む、態様１に記載の方法。
　態様４　ＯＸＹ１３３一水和物の不純物が、ＯＸＹ１３３不純物１、Ｃ２７Ｈ４６Ｏ２

ジオール、ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ１及びジアステレオマーＤ２を含
む、態様２に記載の方法。
　態様５　ＨＰＬＣ溶出液からの液滴のエアゾールの生成がネブライザーによって提供さ
れる、態様３に記載の方法。
　態様６　移動揮発相が、アセトニトリル、アセトニトリルと水の混合物、水とメタノー
ルの混合物、又は水、メタノール及びアセトニトリルの混合物を含む、態様１に記載の方
法。
　態様７　ＯＸＹ１３３一水和物の不純物が約０．０３％～約０．０５％検出される、態
様４に記載の方法。
　態様８　ＯＸＹ１３３ピークとＤ１ジアステレオマーの分離度が≧０．８である、態様
４に記載の方法。
　態様９　ＯＸＹ１３３一水和物が約０．０１％又は１ｎｇの量で検出される、態様２に
記載の方法。
　態様１０　ＯＸＹ１３３一水和物が、ジアステレオマーＤ１、ジアステレオマーＤ２又
はその他のＯＸＹ１３３一水和物の不純物から分離される、態様２に記載の方法。
　態様１１　ＯＸＹ１３３一水和物の純度が少なくとも９６．９％である、態様２に記載
の方法。
　態様１２　サンプル中のＯＸＹ１３３一水和物の量を決定するための方法であって、該
方法は、
　ＨＰＬＣ－ＣＡＤで測定可能な既知量のＯＸＹ１３３一水和物を有するＯＸＹ１３３一
水和物参照標準を用意し；
　未知量のＯＸＹ１３３一水和物を有するサンプルを用意し；
　サンプル中のＯＸＹ１３３一水和物の量をＨＰＬＣ－ＣＡＤによって分離し；そして
　サンプル中のＯＸＹ１３３の量を決定する
ことを含む方法。
　態様１３　参照標準が少なくとも５００μｇ／ｍＬのＯＸＹ１３３一水和物を含む、態
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様１２に記載の方法。
　態様１４　サンプルが、アセトニトリル：テトラヒドロフラン　１：１　体積／体積の
溶液中に調製される、態様１２に記載の方法。
　態様１５　サンプルが、水又はメタノールを含むＨＰＬＣ－ＣＡＤからの移動相を含む
、態様１２に記載の方法。
　態様１６　ＯＸＹ１３３一水和物が、ジアステレオマーＤ１、ジアステレオマーＤ２、
Ｃ２７Ｈ４６Ｏ２ジオール又はＯＸＹ１３３一水和物の不純物１を含む、態様１２に記載
の方法。
　態様１７　ＯＸＹ１３３一水和物のジアステレオマーＤ１が≧０．８の分離度で検出さ
れる、態様１６に記載の方法。
　態様１８　ＯＸＹ１３３一水和物のリテンションタイムが１４．０４分、ジアステレオ
マーＤ１が１３．６分及びジアステレオマーＤ２が１４．６分である、態様１２に記載の
方法。
　態様１９　ＯＸＹ１３３一水和物のサンプル中の純度を決定するための方法であって、
該方法は、
　式：
【化２５】

を有するジオールをボラン、過酸化水素及びテトラヒドロフランと反応させて、式：
【化２６】

を有するオキシステロール又はその薬学的に許容可能な塩、水和物もしくは溶媒和物を形
成させ［式中、Ｒ１及びＲ２はヘキシル基を含み、ジオールは（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０
Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）－１０，１３－ジメチル－１７－［（Ｓ）－２－ヒドロキ
シオクタン－イル］－２，３，４，７，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７－
ドデカヒドロ－１Ｈ－シクロペンタ［ａ］フェナントレン－３－オール（ＯＸＹ１３３）
を含み、水和物は一水和物である］；
　一水和物をＨＰＬＣに付して、ＯＸＹ１３３一水和物、ＯＸＹ１３３一水和物の不純物
及び揮発性移動相を含む溶出液を得；そして
　前記ＨＰＬＣ溶出液をＣＡＤ検出器に入れてＯＸＹ１３３一水和物の純度を決定するこ
とを含む方法。
　態様２０　ＯＸＹ１３３が回収され、医薬製剤に入れられる、態様１に記載の方法。
　[00192]当業者には、本明細書中に記載された様々な態様に対して、本明細書における
教示の精神又は範囲から逸脱することなく、様々な修正及び変更が可能であることは明ら
かであろう。ゆえに、様々な態様は、本教示の範囲内で様々な態様のその他の修正及び変
更もカバーするものとする。
【符号の説明】
【０２１７】
　１０　ネブライザー
　２０　ドライヤー
　３０　電荷移動チャンバ
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　３２　高電圧白金コロナ線
　３４　イオントラップ
　４０　コレクター
　５０　エレクトロメーター
　６０　検出セル

【図１】 【図２】
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【図５】

【図６】 【図７】



(46) JP 6944466 B2 2021.10.6

【図８】 【図９】

【図１０】 【図１１】
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