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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｂ型肝炎ウイルスの共有結合閉環状ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）の転写の抑制における使用
のための、クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤を含む組成物。
【請求項２】
　Ｂ型肝炎を処置するための、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤が、トリコスタチンＡ、スベロイルビ
スヒドロキサム酸、４－（ジメチルアミノ）－Ｎ－［７－（ヒドロキシアミノ）－７－オ
キソヘプチル］ベンズアミド、アピシジン、
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【化１】

、または式：
【化２】

式中、
　Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－であり；
　Ｒ２は、３，５－トリアゾリルまたは－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－であり；
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、または－（ＣＨ２）ｑ－
フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨであり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３であり；
　Ｚは、Ｈ２またはＯであり；
　Ｒ８は、アルキルまたはカルボキシアルキルであり；
　ｎは、０～２から選択される整数であり；
　ｍは、０～６から選択される整数であり；
　ｑは、０～３から選択される整数である、
で示される化合物、
　またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩である、請求項１または２に
記載の組成物。
【請求項４】
　クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤が、アピシジン、



(3) JP 6431478 B2 2018.11.28

10

20

30

40

50

【化３】

、または式
【化４】

式中、
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３である、
で示される化合物、
　またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩である、請求項１または２に
記載の組成物。
【請求項５】
　クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤が、式（Ｉ）：
【化５】

式中、
　Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－または－Ｃ（＝Ｏ）－であり；
　Ｒ２およびＲ３は、次のように選択され：（ａ）Ｒ２が３，５－トリアゾリルまたは－
Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－であり、Ｒ３が－ＣＨ（Ｒ５）－であるか、または（ｂ）Ｒ２が窒
素であり、Ｒ３が－ＣＨ－であり、Ｒ２およびＲ３が共にピペリジニルを形成する；
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
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カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、または－（ＣＨ２）ｑ－
フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨであり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３であり；
　Ｚは、Ｈ２またはＯであり；
　Ｒ７は、水素またはアルコキシであり；
　Ｒ８は、アルキルまたはカルボキシアルキルであり；
　ｎは、０～２から選択される整数であり；
　ｍは、０～６から選択される整数であり；
　ｑは、０～３から選択される整数である、
で示される化合物
　またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩である、請求項１または２に
記載の組成物。
【請求項６】
　Ｂ型肝炎ウイルスを調節する更なる剤の治療有効量を更に含む、請求項１～５のいずれ
か一項に記載の組成物。
【請求項７】
　生体外系においてＢ型肝炎ウイルスの共有結合閉環状ＤＮＡを抑制する方法であって、
クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤を、Ｂ型肝炎ウイルスに接触させること
を含む、前記方法。
【請求項８】
　前記クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤は、トリコスタチンＡ、スベロイ
ルビスヒドロキサム酸、４－（ジメチルアミノ）－Ｎ－［７－（ヒドロキシアミノ）－７
－オキソヘプチル］ベンズアミド、アピシジン、または式：
【化６】

式中、
　Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－であり；
　Ｒ２は、３，５－トリアゾリル、または－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－であり；
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、または－（ＣＨ２）ｑ－
フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨであり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３であり；
　Ｚは、Ｈ２またはＯであり；
　Ｒ８は、アルキルまたはカルボキシアルキルであり；
　ｎは、０～２から選択される整数であり；
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　ｍは、０～６から選択される整数であり；
　ｑは、０～３から選択される整数である、
で示される化合物、
　またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩である、請求項７に記載の方
法。
【請求項９】
　前記クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤は、アピシジン、
【化７】

、または式
【化８】

式中、
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３である、
で示される化合物、
　またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩である、請求項７に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤は、式（Ｉ）：
【化９】

式中、
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　Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－または－Ｃ（＝Ｏ）－であり；
　Ｒ２およびＲ３は、次のように選択され：（ａ）Ｒ２が３，５－トリアゾリルまたは－
Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－であり、Ｒ３が－ＣＨ（Ｒ５）－であるか、または（ｂ）Ｒ２が窒
素であり、Ｒ３が－ＣＨ－であり、Ｒ２およびＲ３が共にピペリジニルを形成する；
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、または－（ＣＨ２）ｑ－
フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨであり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３であり；
　Ｚは、Ｈ２またはＯであり；
　Ｒ７は、水素またはアルコキシであり；
　Ｒ８は、アルキルまたはカルボキシアルキルであり；
　ｎは、０～２から選択される整数であり；
　ｍは、０～６から選択される整数であり；
　ｑは、０～３から選択される整数である、
で示される化合物、
　またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩である、請求項７に記載の方
法。
【請求項１１】
　Ｂ型肝炎ウイルスを調節する更なる剤をＢ型肝炎ウイルスに接触させることを更に含む
、請求項７～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　式（ｉｉ）
【化１０】

式中、
　Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、または
カルボキシアルキルであり；
　Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、またはαアミノ酸の側鎖基であり；
　Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、または＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２であり；
　Ｙは、ＮＨＯＨまたは－ＣＨ２ＣＨ３である、
で示される化合物、またはその立体異性体もしくは薬学的に許容可能なその塩。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１２年６月１日に出願された米国仮特許出願第６１／６５４３７４号に
基づく優先権を主張するものであり、その全内容は参照により本明細書に援用される。
【０００２】
　本開示は、Ｂ型肝炎ウイルスの共有結合閉環状ＤＮＡの調節ならびにＢ型肝炎の予防ま
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たは処置のための薬剤、好ましくはヒストン脱アセチル化酵素活性を有する薬剤の使用に
関する。
【背景技術】
【０００３】
　現在、慢性のＢ型肝炎の取り扱いにはアメリカ食品医薬品局（ＦＤＡ）に認可された７
つの薬物治療があり、２種類のうちの１つにクラスされている：インターフェロン（ＩＦ
Ｎ）およびポリメラーゼ阻害剤（Ｌｏｋ、Ａ．Ｓ．、およびＢ．Ｊ．ＭｃＭａｈｏｎ．２
００７．慢性Ｂ型肝炎の肝臓学４５：５０７－５３９）。これらは３億５０００万人以上
の感染人口のおおよそ５０％またはそれ以下の使用に推奨されている。このことは最も高
いリスクのある人数であるが、処置のガイドラインから漏れた人々は肝臓の病気のリスク
が著しく上昇するために、介在によって利益をももたらされ得る。インターフェロンは著
しい副作用により制限される。ポリメラーゼ阻害剤は同じウイルスの生活環のステップを
標的としており、従って、エイズウイルス（ＨＩＶ）の防壁および治療的ＨＣＶセラピー
との併用療法の価値は限られている。これらは一生の使用を必要としており、エイズウイ
ルス（ＨＩＶ）の長期間に及ぶ薬物治療の使用、および薬品の抵抗力のある突然変異体の
出現に見られるように、最終的な、使用を限定する毒性にさらされている。したがって、
現在の薬物治療のポートフォリオに対する代案および補足が求められている。
【０００４】
　「治癒」、または少なくとも持続したＨＢＶの薬によらない制御は、ウイルスの核のゲ
ノム、すなわち共有結合閉環状ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）を制御する薬を必要とし、または
少なくともこれから利益を享受するであろうという、増大する確信がある。２０１０　Ｉ
ｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ報告により補強された２００６　ＮＩＤＤＫ
　Ｌｉｖｅｒ　Ａｃｔｉｏｎ　Ｐｌａｎは全て、ＨＢＶ薬開発における優先事項としてｃ
ｃｃＤＮＡ阻害を必要としている。
【０００５】
　しかしながら、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの阻害剤のスクリーニングは技術的な理由で難し
い。ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡは、都合よく検出できる量よりも少量生成され、および培養物
中の、従来法によりトランスフェクトされた細胞内のほとんどのウイルスの遺伝子産物は
、ｃｃｃＤＮＡではなく、ウイルスのゲノムの導入遺伝子から得られる。本願発明者らは
、ＨＢｅＡｇのようなＨＢＶ遺伝子産物が、組み込まれたウイルス導入遺伝子からではな
く、ｃｃｃＤＮＡのみから、強く検出できる量で生産される細胞株を創製し、スクリーニ
ングを実現した。（Ｃａｉ，　Ｄ．，　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２．　Ｉｄｅｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｉｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ　Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ　
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ａｓ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　Ｈｅｐａ
ｔｉｔｉｓ　Ｂ　Ｖｉｒｕｓ　Ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　Ｃｌｏｓｅｄ　Ｃｉｒｃｕｌａｒ
　ＤＮＡ　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ．　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ
　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ：　Ｉｎ　Ｐｒｅｓｓ；　Ｚｈｏｕ，　Ｔ．，　ｅｔ　ａｌ
．，　２００６．　Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ　ｖｉｒｕｓ　ｅ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｐｒｏ
ｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｓ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｕｐｏｎ　ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　ｃｌｏ
ｓｅｄ　ｃｉｒｃｕｌａｒ　（ｃｃｃ）　ＤＮＡ　ｉｎ　ＨｅｐＡＤ３８　ｃｅｌｌ　ｃ
ｕｌｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｍａｙ　ｓｅｒｖｅ　ａｓ　ａ　ｃｃｃＤＮＡ　ｓｕｒｒｏｇ
ａｔｅ　ｉｎ　ａｎｔｉｖｉｒａｌ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ａｓｓａｙｓ．　Ａｎｔｉｖ
ｉｒａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　７２：１１６－１２４）
【０００６】
　このような挑戦から考えると、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡを標的にした、使用されているＨ
ＢＶ治療が存在しないことに驚きはなく、ｃｃｃＤＮＡの阻害剤をスクリーニングしたり
開発したりする計画は、もしあったとしても、ほとんどない。これは多くは技術的な困難
に起因するものである（Ｂｌｏｃｋ，　Ｔ．　Ｍ．，　ｅｔ　ａｌ．　２００３．　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　ｖｉｒａｌ　ｏｎｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
　ｃａｒｃｉｎｏｍａ．　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２２：５０９３－５１０７；　Ｌｏｃａｒ
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ｎｉｎｉ，　Ｓ．　２００５．　Ｔｈｅｒａｐｉｅｓ　ｆｏｒ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ
：　ｗｈｅｒｅ　ｔｏ　ｆｒｏｍ　ｈｅｒｅ？　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１
２８：７８９－７９２；　Ｌｏｋ，　Ａ．　Ｓ．　２０１１．　Ｄｏｅｓ　ａｎｔｉｖｉ
ｒａｌ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ　ａｎｄ　Ｃ　ｐｒｅｖｅｎ
ｔ　ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ？　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅ
ｒｏｌ　Ｈｅｐａｔｏｌ　２６：２２１－２２７を参照）。さらに、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮ
Ａの転写および安定性を制御する宿主機能の役割は、ほとんどわかっておらず、このこと
が、治療の開発に更なる挫折をもたらしている。したがって、この分野のあらゆる研究は
、革新的で、Ｂ型肝炎のウイルスの核ゲノムを制御し、さもなければＨＢＶ感染の処置を
提供する薬に対する、未解決の長く感じられた必要性に応じるものであろう。
【発明の概要】
【０００７】
　提供されるものは、対象中のＢ型肝炎のｃｃｃＤＮＡの転写を調節する方法であって、
ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティック修飾を与える剤、ヒストン修飾剤、またはヒストン脱
アセチル化酵素活性の阻害剤を前記対象に投与することを含む、前記方法である。例えば
、エピジェネティック修飾剤、ヒストン修飾剤、またはヒストン脱アセチル化酵素活性の
阻害剤は、小分子などの薬理学的なものであってよい。
【０００８】
　ヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤を対象に投与することを含む、対象におけるＢ
型肝炎を処置する方法もまた提供される。
【０００９】
　本開示はまた、Ｂ型肝炎ウイルスとヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤とを接触さ
せることを含む、Ｂ型肝炎ウイルスの共有結合閉環状ＤＮＡを調節する方法に関する。
【００１０】
　式IIで表される化合物もまた開示される。
【化１】

ここで、Ｒ１－Ｒ８は本明細書に記載するように定義される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡがｄｓｔｅｔ５の細胞内において効率的に形成さ
れ、転写的に活性的であることを実証しているデータを提供している。
【図２】図２は、ｃｃｃＤＮＡがＩＦＮ－ａによって阻害され得ることを実証している実
験に関する。
【図３】図３は、アピシジン（Ａｐｉｃｉｄｉｎ）およびＴＳＡがｃｃｃＤＮＡの転写を
抑えるという、本知見に関する。
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【図４】図４は、ＨＤＡＣ阻害剤が、宿主細胞染色体中に組み込まれた導入遺伝子からの
ＤＨＢＶ ｐｇＲＮＡ合成を用量依存的に刺激する発見に関する。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明は、本開示の一部を形成する、付随する図および実施例に関する次の詳細な説明
への言及によって、より容易に理解され得る。本発明は、本明細書に記載されるおよび／
または示される特定の産物、方法、状況またはパラメータに限定されず、本明細書で使用
される用語はほんの一例として特定の形態を記載するためにあり、特許請求された発明を
限定する意図はないことを理解すべきである。
【００１３】
　本明細書に引用または記載される各特許、特許出願、および出版物は、その全体が参照
により本明細書に組み込まれる。
【００１４】
　開示上、およびその開示の全体に渡って使用される場合、別段の定めがない限り、次の
用語および略語は、次の意味に解釈する。
【００１５】
　本開示において、明白に文脈において別段に解すべきでない限り、単数形の「ａ」、「
ａｎ」、および「ｔｈｅ」は複数の言及を含み、特定の数値への言及は、少なくともその
特定の値を含む。したがって、例えば、「化合物」への言及は、当業者等に公知の１つ以
上のそのような化合物およびその等価物への言及である。さらに、特定の化学部分がＸ、
Ｙ、またはＺ「であり得る」ことを示す場合、そのような使用法により、部分に対する他
の選択肢を全ての例において除外するものであることを意図しない；例えば、Ｒ１は「ア
ルキル、アリール、またはアミノであり得る」という効果に対する記載は、ハロ、アラル
キル等のようなＲ１に対する他の選択肢を必ずしも除外しない。
【００１６】
　値が近似として表現される場合、先行の「約」の使用により、特定の値は他の形態を形
成することが理解されるであろう。本明細書で使用される場合、「約Ｘ」（Ｘは数値）は
、好ましくは記載の値の±１０％（両端を含む）を指す。例えば、「約８」という表現は
、７．２から８．８の値（両端を含む）を指し；別の例として、「約８％」という表現は
、７．２％から８．８％の値（両端を含む）を指す。現在のところで、範囲はすべて包括
的および組み合わせが可能である。例えば、「１から５」の範囲が記載される場合、記載
された範囲は、「１から４」、「１から３」、「１から２」、「１から２および４から５
」、「１から３および５」などの範囲を含むものとして解釈されるべきである。さらに、
選択肢のリストが確実に提供される場合、かかるリストは、例えば請求項中の否定的限定
によって、選択肢のうちのいずれもが除外され得ることを意味すると解釈され得る。例え
ば、「１から５」の範囲が記載される場合、記載された範囲は１、２、３、４、または５
のいずれもが否定的に除外される状況を含むものとして解釈され得る；したがって、「１
から５」という記載は「２ではなく、１および３から５」、または単純に「そこでは２は
含まれない」ものとして解釈され得る。別の例において、「水素、アルキル、およびアリ
ール」または「水素、アルキル、またはアリール」を含む可能な置換基の一覧が提供され
る場合、記載の一覧は、「水素、アルキル、およびアリール」または「水素、アルキル、
またはアリール」のいずれも否定的に除外される状況を含むものとして解釈されるべきで
ある；したがって、「水素、アルキル、およびアリール」または「水素、アルキル、およ
びアリール」という記載は、「アルキルではなく、水素および／またはアリール」、また
は単純に「そこでは置換基はアルキルではない」ものとして解釈され得る。
【００１７】
　本明細書で使用される場合、「成分」、「化合物の組成」、「化合物」、「薬品」、「
薬理活性剤」、「活性剤」、「療法の」、「療法」、「処置」、もしくは「医薬」という
用語は、対象（ヒトまたは動物）に投与される場合に、局所および／または全身作用によ
る所望の薬理的および／または生理的効果を誘導する化合物または化合物（複数可）また
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は組成物を指すために、本明細書において同じ意味で用いられる。
【００１８】
　本明細書中の略語は、測定単位、技術、特性、または化合物に以下の通り相当する；「
ｍｉｎ」は分、「ｇ」はグラム、「ｍｇ」はミリグラム、「μｇ」はマイクログラム、「
ｅｑ」は等量、「ｈ」は時間、「μＬ」はマイクロリットル、「ｍＬ」はミリリットル、
「ｍＭ」はミリモラー、「Ｍ」はモラー、「ｍｍｏｌ」または「ｍｍｏｌｅ」はミリモル
、「ｃｍ」はセンチメートル、「ＳＥＭ」は平均値の標準誤差、および「ＩＵ」は国際単
位を意味する。「ＩＣ５０値」または「ＩＣ５０」は、観察された状態または効力の５０
％の緩和あるいは抑制をもたらす化合物の投与量を意味する。
【００１９】
　「アピシジン」は、フザリウム種真菌代謝物由来の化合物である。それは、シクロ（Ｎ
－Ｏ－メチル－Ｌ－トリプトファニル－Ｌ－イソロイシニル－Ｄ－ピペコリニル－Ｌ－２
－アミノ－８－オキソデカノイル）という構造を有する。
【００２０】
　「アピシジンの自然類似体」は、フザリウム・パリドロセウム種ＡＴＣＣ７４３２２お
よびＡＴＣＣ４７２８９（ＪＯＣ　６７，　８１５　（２００２）およびＴｅｔ　Ｌｅｔ
ｔ，　３７，　８０７７　（１９９６）、およびＷＯ　１９９６／９６０３４２８に記載
される、アピシジンＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３）の発酵において産出されるアピシジ
ンの類似体を指す。
【００２１】
　本明細書で使用される場合、「アルキル」は、飽和直鎖または分枝の、約１から約２０
の炭素原子（および、その炭素原子の範囲および特定数の全ての組み合わせおよび部分的
組み合わせ）を有する炭化水素基を指す。適当な場合、「アルキル」は「アルキレン」を
意味し得る；例えば、Ｘが－Ｒ１Ｒ２で、Ｒ１が「アルキルである」といわれる場合、「
アルキル」は「アルキレン」を意味するように正しく解釈され得る。
【００２２】
　「アミノ」は－ＮＨ２を指し、１つ以上の水素に代わる置換基を含み得る。「アミノ」
はアミンと同じ意味で用いられ、いずれの薬学的に許容可能なアミン塩をも含むように意
図される。例えば、アミノは、ＸおよびＹは好ましくはおよび独立して水素またはアルキ
ル（そこではアルキルは１つ以上のハロ置換を含んでもよい）である、－ＮＨ＋（Ｘ）（
Ｙ）Ｃｌ－を指し得る。
【００２３】
　例えば、本明細書で使用される場合、「アリール」、「アレーン」、および「芳香族」
はそれぞれ、約３から約５０の環員（および、その炭素原子の範囲および特定数の全ての
組み合わせおよび部分的組み合わせ）を有し、好ましくは約５から約１０の環員原子を有
する、任意に置換された、飽和または不飽和の、単環の、多環の、または他のホモ－、カ
ルボ－または複素環芳香族環系を指す。そのような部分は、以下に定義するような「ヘテ
ロアリール」および「ヘテロアレーン」を包含する（含む）。適当な場合、「アリール」
は「アレーン」を意味し得る；例えば、Ｘが－Ｒ１Ｒ２で、Ｒ１が「アリールである」と
いわれる場合、「アリール」は「アレーン」を意味するように正しく解釈され得る。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、「アルケニル」は、約２から約２０個の炭素原子および１
つ以上の二重結合（および、その炭素原子の範囲および特定数の全ての組み合わせおよび
部分的組み合わせ）を有するアルキル基を指し、そこではアルキルはあらかじめ定義した
通りである。いくつかの実施形態において、アルケニル基は約２から約６個の炭素原子を
有することが好ましい。アルケニル基は任意に置換されてもよい。
【００２５】
　本明細書で使用される場合、「アラルキル」は１つ以上のアリール置換基を有し、約４
から約５０個の炭素原子（および、その炭素原子の範囲および特定数の全ての組み合わせ
および部分的組み合わせ）を有するアルキル基を指し、そこではアリールとアルキルはあ
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らかじめ定義した通りである。いくつかの好ましい実施形態において、アラルキル基のア
ルキル部位は約１から約４個の炭素原子を有する。他の好ましい実施形態において、アル
キル部位は約１から約３個の炭素原子を有する。アラルキル基は任意に置換されてもよい
。
【００２６】
　「アルキルアミノ」は、アルキルはあらかじめ定義された通りであり、ＮＨは提供され
るアミノの定義に従って定義される、アルキル－（ＮＨ）－を示す。「アリールアミノ」
は、アリールはあらかじめ定義された通りであり、ＮＨは提供されるアミノの定義に従っ
て定義される、アリール－（ＮＨ）－を表す。同様に、「アラルキルアミノ」は、アラル
キルはあらかじめ定義された通りであり、ＮＨは提供されるアミノの定義に従って定義さ
れる、アラルキル－（ＮＨ）－を意味するために使用される。「アルキルアミド」はアル
キルがあらかじめ記載したとおりである、アルキル－ＣＨ（＝Ｏ）ＮＨ－を指す。本明細
書で使用される「アルコキシ」は、Ｒがアルキル基であり、アルキルはあらかじめ記載し
たとおりである、Ｒ－Ｏ－基を指す。「アラルコキシ」は、Ｒがあらかじめ定義したよう
なアラルキル基であるＲ－Ｏ－を表す。「アルキルスルホニル」は、アルキルがあらかじ
め定義した通りである、アルキル－ＳＯ２－を意味する。本明細書で使用される「アミノ
オキシ」は、アミノは上記で定義した通りである、アミノ－Ｏ－基を指す。本明細書で使
用される「アラルキルアミノオキシ」は、アリール、アルキル、およびアミノオキシがそ
れぞれあらかじめ提供された通りに定義される、アリール－アルキル－アミノオキシ－を
表すために使用される。
【００２７】
　本明細書で使用される場合、「アルキレン」は、一般式－（ＣＨ２）ｎ－（式中、ｎは
１から１０である）を有する、任意に分枝または置換された２価のアルキル基を指す。非
限定的な例は、メチレン、トリメチレン、ペンタメチレンおよびヘキサメチレンを含む。
【００２８】
　「アルキレンアミノ」は、－（ＣＨ２）ｎ－ＮＨ－（ｎは１から１０であり、２価のア
ルキル基は任意に分枝または置換され得、およびアミノ基は、水素に代わる１つ以上の置
換基を含み得る）を指す。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、「ヘテロアリール」または「ヘテロアレーン」は、少なく
とも１つの環において、１つ以上の炭素原子環員がＳ、Ｏ、ＮおよびＮＨから成る群から
選択されたヘテロ原子基と独立して代えられ得、そこではアリールはあらかじめ定義した
通りであるアリール基を指す。合計約３から約１４個の炭素原子環員およびヘテロ原子環
員を有するヘテロアリール／ヘテロアレーン基が好ましい。同様に、「複素環」は、１つ
以上の炭素原子環員が、Ｓ、Ｏ、ＮおよびＮＨから成る群から選択されたヘテロ原子基と
独立して代えられ得る（しかし必ずではない）アリール基である。合計約３から１４の環
員およびヘテロ原子環員を有する複素環が好ましいが、必ずしも存在する必要はない；例
えば、「ヘテロシクロヘキシル」は、ヘテロ原子基を有するまたは有さない６員アリール
基であり得る。
【００３０】
　「ハロ」および「ハロゲン」はそれぞれ、フルオロ、クロロ、ブロモまたはヨード部分
、好ましくは、フルオロ、クロロ、またはブロモを指す。
【００３１】
　「ハロアルキル」は、アルキルおよびハロがそれぞれ前述したとおりである、ハロ－ア
ルキル－を意味する。
【００３２】
　「部分が存在しない」という表現は、部分に結合されている置換基が互いに直接結合さ
れていることを意味し得る。
【００３３】
　典型的に、置換された化学部分は水素に代わる１つ以上の置換基を含む。例示的な置換
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基は、例えば、ハロ（例えばＦ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ）、アルキル、シクロアルキル、アルキ
ルシクロアルキル、シクロアルキルアルキル、アルケニル、アルキニル、アラルキル、ア
リール、ヘテロアリール、ヘテロアラルキル、スピロアルキル、ヘテロシクロアルキル、
ヒドロキシル（－ＯＨ）、ニトロ（－ＮＯ２）、シアノ（ＣＮ）、アミノ（－ＮＨ２）、
－Ｎ－置換アミノ（－ＮＨＲ”）、－Ｎ，Ｎ－２置換アミノ（－Ｎ（Ｒ”）Ｒ”）、オキ
ソ（＝Ｏ）、カルボキシ（－ＣＯＯＨ）、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）Ｒ”、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒ”、－
ＯＲ”、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲ”、－（アルキレン）－Ｃ（＝Ｏ）－ＯＲ”、－ＮＨＣ（＝Ｏ
）Ｒ”、アミノカルボニル（－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２）、－Ｎ－置換アミノカルボニル（－Ｃ
（＝Ｏ）ＮＨＲ”）、－Ｎ，Ｎ－２置換アミノカルボニル（－Ｃ（＝Ｏ）Ｎ（Ｒ”）Ｒ”
）、チオール、チオラート（－ＳＲ”）、スルホン酸（－ＳＯ３Ｈ）、ホスホン酸（－Ｐ
Ｏ３Ｈ），－Ｐ（＝Ｏ）（ＯＲ”）ＯＲ”，－Ｓ（＝Ｏ）Ｒ”，－Ｓ（＝Ｏ）２Ｒ”，－
Ｓ（＝Ｏ）２ＮＨ２，－Ｓ（＝Ｏ）２ＮＨＲ”，－Ｓ（＝Ｏ）２ＮＲ”Ｒ”，－ＮＨＳ（
＝Ｏ）２Ｒ”，－ＮＲ”Ｓ（＝Ｏ）２Ｒ”，－ＣＦ３，－ＣＦ２ＣＦ３，－ＮＨＣ（＝Ｏ
）ＮＨＲ”，－ＮＨＣ（＝Ｏ）ＮＲ”Ｒ”，－ＮＲ”Ｃ（＝Ｏ）ＮＨＲ”，－ＮＲ”Ｃ（
＝Ｏ）ＮＲ”Ｒ”，－ＮＲ”Ｃ（＝Ｏ）Ｒ”等を含む。前記置換基に関して、各Ｒ”部分
は、独立して、例えば、Ｈ、アルキル、シクロアルキル、アルケニル、アリール、アラル
キル、ヘテロアリール、またはヘテロシクロアルキルのいずれかであり得る。
【００３４】
　本明細書で使用される場合、「処置」または「療法」という用語（ならびにその異なる
語形）は、防止的（例えば予防的）、治癒的または緩和的処置を含む。
【００３５】
　本開示上および開示全体にわたって使用される場合、「有効量」という用語は、関連し
た病気、症状、または副作用の処置に関して所望の結果を得るために、投薬および所要期
間で有効な量を指す。本発明の化合物の有効量は、担当医師の裁量による、最終的に適切
な容量と共に、特定の化合物、選択された成分または組成物、投与経路、および成分が個
体において所望の応答を誘発する能力だけではなく、緩和される疾患状態または状態の重
症度、ホルモンレベル、年齢、性別、個体の体重、患者のある状態、および治療されてい
る症状の重症度、特定の患者により続く併用薬物治療または特別食等の要因、および当業
者が認識する他の要因によって患者毎に異なることが認識されるであろう。投与計画は改
善された治療的応答を提供するために調節され得る。有効量はまた、治療上有益な影響が
成分のいずれの中毒性または有害な影響よりも上回るものである。一例として、処置の開
始前との活性レベルと比較して、血小板の活性化および接着活性レベルが低下されるよう
な投薬量および時間で本発明の方法に有用である化合物を投与する。
【００３６】
　「薬学的に許容可能な」は、的確な医学的判定の範囲内で、過度の毒性、炎症、アレル
ギー反応、もしくは合理的な受益度／危険度の割合と相応の他の複雑な問題のない人間お
よび動物の組織との接触に適したそれらの化合物、物質、組成、および／または剤形を指
す。
【００３７】
　本発明において、開示された化合物は薬学的に許容可能な塩の形態で製造され得る。「
薬学的に許容可能な塩」は、親化合物はその酸または塩基塩を作ることにより修飾される
、開示された化合物の誘導体を指す。薬学的に許容可能な塩の例は、アミン等の塩基性残
基の鉱物または有機酸塩；カルボン酸等の酸性残基のアルカリまたは有機塩；など；を含
むが、これらに限定されない。薬学的に許容可能な塩は、無毒の無機または有機酸から形
成される親化合物の従来の無毒の塩または第４級アンモニウム塩を含む。例えば、そのよ
うな従来の無毒の塩は塩酸、臭化水素酸、硫酸、スルファミン酸、リン酸、硝酸などのよ
うな無機酸由来のもの；および酢酸、プロピオン酸、コハク酸、グリコール酸、ステアリ
ン酸、乳酸、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸、アスコルビン酸、パモ酸、マレイン酸、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、スルファニル
酸、２－アセトキシ安息香酸、フマル酸、トルエンスルホン酸、メタンスルホン酸、エタ
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ンジスルホニン酸、シュウ酸、イセチオン酸等のような有機酸から製造された塩を含む。
これらの生理学的に許容可能な塩は、例えば、水性アルコール中において過剰量の酸で遊
離アミン塩基を溶解する、または水酸化物のようなアルカリ金属塩基、もしくはアミンに
よって遊離カルボン酸を中和するといった当業者に周知の方法により調製される。
【００３８】
　本明細書中に記載される化合物は、別の形態で使用または製造され得る。例えば、多く
のアミノ含有化合物は、酸追加塩として使用または製造され得る。しばしば、そのような
塩は、化合物の分離および取り扱い性を改善する。例えば、試薬、反応条件等により、本
明細書に記載の化合物は、例えば、それらの塩酸塩またはトシル酸塩として使用または製
造され得る。同形の結晶形、全てのキラルおよびラセミ体形態、Ｎ－オキシド、水和物、
溶媒和物、および酸性塩水和物も、本発明の範囲内であると考えられる。
【００３９】
　本発明のある酸性または塩基性の化合物は、両性イオンとして存在し得る。遊離酸、遊
離塩基および両性イオンを含む化合物の全ての形態は、本発明の範囲内であると考えられ
る。アミノおよびカルボキシ基の両方を含む化合物がしばしば平衡状態で両性イオンの形
態で存在することは、当業者に周知である。したがって、本明細書に記載の、例えばアミ
ノおよびカルボキシ基の両方を含むいずれの化合物も、それらの対応する両性イオンへの
言及を含む。
【００４０】
　「水和物」は、分子形態の水（つまり、Ｈ－ＯＨ結合は開裂しない）に関連しており、
例えば式Ｒ・Ｈ２Ｏ（式中、Ｒは本発明の化合物である）によって表わされ得る本発明の
化合物を指す。所与の化合物は例えば、１水和物（Ｒ・Ｈ２Ｏ）、または例えば２水和物
（Ｒ・２Ｈ２Ｏ）、３水和物（Ｒ・３Ｈ２Ｏ）等を含むポリ水和物（ｎが１より大きい整
数であるＲ・ｎＨ２Ｏ）、または例えばＲ・ｎ／２Ｈ２Ｏ、Ｒ・ｎ／３Ｈ２Ｏ、Ｒ・ｎ／

４Ｈ２Ｏ等（ｎは整数である）の半水和物を含む１つ以上の水和物を形成し得る。
【００４１】
　「溶媒和物」は、分子形態、つまり溶媒が配位的に結合された分子形態、に関連してお
り、例えば式Ｒ・（溶媒）によって表わされ得る（式中、Ｒは本発明の化合物である）本
発明の化合物を指す。所与の化合物は例えば、１溶媒和物（Ｒ・（溶媒））、または例え
ば２溶媒和物（Ｒ・２（溶媒））、３溶媒和物（Ｒ・３（溶媒））等を含むポリ溶媒和物
（ｎが１より大きい整数である（Ｒ・ｎ（溶媒））、または例えばＲ・ｎ／２（溶媒）、
Ｒ・ｎ／３（溶媒）、Ｒ・ｎ／４（溶媒）等（ｎは整数である）の半溶媒和物を含む１つ
以上の溶媒和物を形成し得る。本発明の溶媒は例えばメタノール／水といった混合溶媒を
含み、したがって、溶媒和物は、溶媒和物内に１つ以上の溶媒を組み込み得る。
【００４２】
　「酸水和物」は、１つ以上の酸部分を有する少なくとも１つの化合物と１つ以上の塩基
部分を有する化合物との会合または１つ以上の塩基部分を有する少なくとも１つの化合物
と１つ以上の酸部分を有する化合物との会合によって形成され得る複合体を指し、前記複
合体は水分子とさらに会合し水和物を形成する（前述の水和物はあらかじめ定義されたも
のであり、Ｒは、本明細書で上述した複合体を表す）。
【００４３】
　「立体異性体」という用語は、同一の化学構造を有するが、空間における原子または基
の配置については異なる化合物を指す。
【００４４】
　「ラセミ」は対立する光学活性の形態に分割する能力があることを意味する。
【００４５】
　本明細書で使用される場合、「部分立体異性体」という用語は、キラル中心の少なくと
も１つが定義された立体化学（つまりＲまたはＳ）を有し、少なくとも１つが定義されて
いない立体化学（つまりＲまたはＳ）を有する、２つ以上のキラル中心を有する立体異性
体を指す。本明細書で「その部分立体異性体」という用語が使用される場合、それは、定
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義された立体化学中心を有するキラル中心における立体配置が維持される記述された属の
任意の化合物を指し、個々の定義されていないキラル中心の立体配置はＲまたはＳから独
立して選択される。例えば、立体異性体が３つのキラル中心を有し、最初の中心の立体化
学の立体配置は「Ｓ」立体化学を有するものとして定義される場合、「またはその部分立
体異性体」という用語は、３つのキラル中心でＳＲＲ、ＳＲＳ、ＳＳＲまたはＳＳＳの立
体配置を有する立体異性体およびその混合物を指す。
【００４６】
　「同位体的に置換された類似体」は、１つ以上の原子がその原子の同位体で置換された
本開示の化合物である。例えば、水素（プロチウム）は重水素またはトリチウムで置換さ
れ得る。その同位体的に置換された類似体を形成するためにその同位体で置換され得る他
の原子は、例えば、炭素（Ｃ１３で置換された）、窒素（Ｎ１５で置換された）、ヨウ素
（Ｉ１３１で置換された）、フッ素（Ｆ１８で置換された）、または硫黄（Ｓ３１で置換
された）を含む。いずれの利用可能な同位体は、その同位体的に置換された類似体を形成
するために使用され得、当業者は所与の化合物からそのような類似体を形成するために利
用可能な技術を認識するであろう。
【００４７】
　「プロドラッグ」は、所望の活性にそれら自体不活性または最小活性であるが、生体内
変換によって生理活性代謝産物に変換することができる化合物を指す。例えば、本発明の
プロドラッグは、とりわけ、代謝手段により生体内で、本開示に請求または記載されるあ
らゆる化合物へ変換できるあらゆる化合物を含むだろう。
【００４８】
　「Ｎ－オキシド」とは、ヘテロ芳香環または第３級アミンのいずれかである塩基性窒素
原子が酸化して、正の形式電荷を有する第４級窒素、および負の形式電荷を有する結合し
た酸素原子を得る化合物である。
【００４９】
　ある変異がいずれかの成分または、式において１回以上起こる場合、１回ごとのその定
義は、他の変異における定義から独立している。そのような組み合わせの結果が安定した
化合物である場合のみ、置換基、および／または、変異の組み合わせは、許容可能である
。
【００５０】
　「投与する（administering）」という用語は、本発明の化合物もしくは組成物を直接
投与する、または、体内で活性化合物もしくは活性物質と同等量となるプロドラッグ、誘
導体もしくは類似体を投与するという意味である。
【００５１】
　「投薬単位」とは、ある特定の治療対象の個体に対して、単一の投薬量として適した、
物理的に個別の単位を指す。各単位には、必要な薬理学的担体と関連して所望の治療効果
を生むように計算された、一定量の活性化合物が含まれ得る。本発明の投薬単位の形態に
関して、（ａ）活性化合物の特有の性質ならびに特定の達成するべき治療効果、および（
ｂ）活性化合物などの調剤技術による制約、により詳述され得る。
【００５２】
　「対象」もしくは「患者」とは、本発明の組成物、および／または、方法により処置可
能であるヒトを含む胎児、幼若、もしくは成体動物を指す。
【００５３】
　感染細胞の核に存在し、「エピソーム」として発現するＢ型肝炎ウイルス共有結合閉環
状ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）は、宿主染色体に統合されたＢ型肝炎ウイルスＤＮＡとは異な
って調節され、かつ、他の遺伝子と比べるとＢ型肝炎ウイルスｃｃｃＤＮＡのＲＮＡの発
現を薬理学的にかつ選択的に抑制することができることが現在では分かっている（本明細
書中に詳細を記載）。実際、本発明者らは、Ｂ型肝炎ウイルスｃｃｃＤＮＡ転写を阻害す
る数多くの化合物を再現可能、かつ確実な方法によって特定し、それは、低濃度かつ明白
な毒性がない条件で見られる。これらの結果は、設計された小分子により、選択的な薬理
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学的抑制が初めて達成されたことを示している。Ｂ型肝炎ウイルスｃｃｃＤＮＡからの遺
伝子発現は、宿主染色体に統合された同一もしくは類似するＤＮＡとは異なって調節され
もしくはるという本結果は、宿主染色体ＤＮＡを抑制、または宿主染色体ＤＮＡに影響を
及ぼすことなく、選択的にｃｃｃＤＮＡ ＤＮＡを抑制する（例えば、統合Ｂ型肝炎ウイ
ルスＤＮＡと比較した場合）治療を行うことができる点において驚くべきことであり、か
つ非常に有益な観察である。Ｂ型肝炎ウイルスｃｃｃＤＮＡは薬理学的に抑制可能である
、というこの発見は現在まで知られていなかったが、前文の有益な概念の証拠を提供し、
そのような薬理学的な抑制は可能であることを示す。
【００５４】
　すなわち、本開示は、とりわけ、ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティック修飾を提供する剤
、ヒストン修飾剤、またはヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤を対象に投与することを
含む、対象中のＢ型肝炎のｃｃｃＤＮＡ転写を調節する方法を提供する。例えば、エピジ
ェネティック修飾剤、ヒストン修飾剤、または、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は
、小分子などの薬理学的なものであってよい。前記エピジェネティック修飾剤、ヒストン
修飾剤、または、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、統合Ｂ型肝炎ウイルスＤＮＡ
と比較して、および／または、細胞宿主ＤＮＡと比較して、ｃｃｃＤＮＡの阻害に対して
選択的であり得、すなわちこの場合、統合Ｂ型肝炎ウイルスＤＮＡを阻害せず、細胞宿主
ＤＮＡを阻害しない。ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、複数のクラスのヒストン
脱アセチル化酵素の阻害剤となり得、または、ある特定のクラスのヒストン脱アセチル化
酵素に対して選択的であり得る。例えば、前記阻害剤は、クラスＩヒストン脱アセチル化
酵素活性、クラスＩＩヒストン脱アセチル化酵素活性、または、その両方の阻害剤になり
得る。好ましくは、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、クラスＩヒストン脱アセチ
ル化酵素活性の阻害剤である。ヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤は、数多く知られ
ているが、本方法に基づき、そのようなヒストン脱アセチル化酵素阻害剤のいずれかを使
用してもよい。
【００５５】
　Ｂ型肝炎のｃｃｃＤＮＡ転写を調節する本方法には、ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティッ
ク修飾を提供する剤、ヒストン修飾剤、もしくはヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤を
対象に投与することに加え、Ｂ型肝炎ウイルスを調節する更なる剤の治療有効量を対象に
投与することが含まれる。ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティック修飾を提供する剤、ヒスト
ン修飾剤、もしくはヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤などの更なる剤を同時に、また
は、一般的な同投与計画の一部としてそのまま投与してもよい。更なる剤は、Ｂ型肝炎ウ
イルスの調節に現在使用されるいずれの物質でもよく、その多くの種類が当業者にとって
公知である。例えば、Ｂ型肝炎ウイルスを調節する既存の薬には、インターフェロン（例
えば、インターフェロンアルファ、ペグインターフェロン）、ヌクレオシド類似体（例え
ば、ラミブジン、アデホビルジピボキシル、エンテカビル、テルビブジン、テノホビル、
クレブジン、アムドキソビル）、非ヌクレオシド抗ウイルス薬（例えば、BAM 205、ANA38
0、myrcludex B、HAP Compound Bay 41-4109、REP 9AC、ニタゾキサニド、dd-RNAi化合物
、ARC-520、NVR-1221）、非インターフェロン免疫増強剤（例えば、サイモシンアルファ
－１、インターロイキン－７、DV-601、Ｂ型肝炎ウイルスコア抗原ワクチン、GS-9620、G
I13000）、および暴露後および／または肝臓移植処置後の薬（例えば、hyperHEP S/D、Na
bi-GB、Hepa Gam B）が含まれる。
【００５６】
　特に、更なる剤は、他の直接作用型抗ウイルス抗Ｂ型肝炎薬（例えば、ポリメラーゼ阻
害剤バラクルード、テノホビル、ラミブジン、テルビブジン、およびアデフォビル）およ
び／または、ウイルスの生活環内で、ｃｃｃＤＮＡ転写を阻害する以外の段階で作用する
、他の直接作用型抗ウイルス薬、例えば、カプシド阻害剤、分泌阻害剤、または、侵入阻
害剤である。更なる剤は、他の非直接作用型抗ウイルス薬、例えば、インターフェロン、
または、他の免疫調節薬であってもよい。
【００５７】
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　Ｂ型肝炎のｃｃｃＤＮＡ転写を調節する本方法によれば、ヒストン脱アセチル化酵素活
性阻害剤は、例えば、トリコスタチンＡ、スベロイルビスヒドロキサム酸、ジメチルアミ
ノヒドロキシベンズアミド、アピシジン、アピシジン類似体（例えば、アピシジンの自然
類似体、もしくは新規に合成された類似体）、または、式（Ｉ）による化合物であり、
【化２】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－、もしくは、－Ｃ（＝Ｏ）－、
Ｒ２は、－Ｃ（＝Ｏ）－、３，５－トリアゾリル、もしくは、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－、
Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、もしくは
、カルボキシアルキル、
Ｒ３は、－ＣＨ（Ｒ５）－、もしくは、Ｒ２は、窒素、およびＲ３は、－ＣＨ－であり、
Ｒ２およびＲ３が共にピペリジニルを形成し、
Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、もしくは、αアミノ酸Ｒ基、
Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、もしくは、－（ＣＨ２）ｑ

－フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨ、
Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、もしくは、＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２、
Ｙは、ＮＨＯＨ、もしくは、－ＣＨ２ＣＨ３、
Ｚは、Ｈ２、もしくは、Ｏ、
Ｒ７は、水素、もしくは、アルコキシ、
Ｒ８は、アルキル、もしくは、カルボキシアルキル、
ｎは、０－２、
ｍは、０－６、および、
ｑは、０－３、
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００５８】
　本明細書中で使用される用語「αアミノ酸Ｒ基」とは、天然または非天然アミノ酸の側
鎖基である。
【００５９】
　ある実施形態において、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、アピシジンであり、
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【化３】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）－、
および、
Ｒ２は、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－、
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００６０】
　ある実施形態において、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、下記式であり、
【化４】

または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００６１】
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　本開示は、対象のＢ型肝炎を処置する方法に関連し、対象にｃｃｃＤＮＡのエピジェネ
ティック修飾を提供する剤、ヒストン修飾剤、もしくはヒストン脱アセチル化酵素活性阻
害剤を投与することを含む方法に関する。例えば、エピジェネティック修飾剤、ヒストン
修飾剤、または、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、小分子などの薬理学的なもの
であってよい。前記エピジェネティック修飾剤、ヒストン修飾剤、または、ヒストン脱ア
セチル化酵素活性阻害剤は、統合Ｂ型肝炎ウイルスＤＮＡと比較して、および／または、
細胞宿主ＤＮＡと比較して、ｃｃｃＤＮＡの阻害に対して選択的であり得、すなわちこの
場合、統合Ｂ型肝炎ウイルスＤＮＡを阻害せず、細胞宿主ＤＮＡを阻害しない。ヒストン
脱アセチル化酵素活性阻害剤は、複数のクラスのヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤とな
り得、または、ある特定のクラスのヒストン脱アセチル化酵素に対して選択的であり得る
。例えば、前記阻害剤は、クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性、クラスＩＩヒストン
脱アセチル化酵素活性、または、その両方の阻害剤になり得る。好ましくは、ヒストン脱
アセチル化酵素活性阻害剤は、クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性の阻害剤である。
ヒストン脱アセチル化酵素活性の数多くの阻害剤は、公知であるが、本方法に基づき、そ
のようなヒストン脱アセチル化酵素阻害剤のいずれかを使用してもよい。
【００６２】
　本方法による対象のＢ型肝炎の処置方法によれば、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害
剤は、例えば、トリコスタチンＡ、スベロイルビスヒドロキサム酸、ジメチルアミノヒド
ロキシベンズアミド、アピシジン、アピシジン類似体（例えば、アピシジンの自然類似体
、もしくは新規に合成された類似体）または、式（Ｉ）による化合物であり、
【化５】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－、もしくは、－Ｃ（＝Ｏ）－、
Ｒ２は、－Ｃ（＝Ｏ）－、３，５－トリアゾリル、もしくは、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－、
Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、もしくは
、カルボキシアルキル、
Ｒ３は、－ＣＨ（Ｒ５）－、もしくは、Ｒ２は、窒素、およびＲ３は、－ＣＨ－であり、
Ｒ２およびＲ３が共にピペリジニルを形成し、
Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、もしくは、αアミノ酸Ｒ基、
Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、もしくは、－（ＣＨ２）ｑ

－フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨ、
Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、もしくは、＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２、
Ｙは、ＮＨＯＨ、もしくは、－ＣＨ２ＣＨ３、
Ｚは、Ｈ２、もしくは、Ｏ、
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Ｒ７は、水素、もしくは、アルコキシ、
Ｒ８は、アルキル、もしくは、カルボキシアルキル、
ｎは、０－２、
ｍは、０－６、および、
ｑは、０－３、
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００６３】
　ある実施形態において、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、アピシジンであり、
【化６】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）－、
および
Ｒ２は、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－、
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００６４】
　ある実施形態において、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、下記式であり、
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【化７】

または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００６５】
　対象のＢ型肝炎を処置する本方法には、ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティック修飾を提供
する剤、ヒストン修飾剤、もしくはヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤を対象に投与す
ることに加え、Ｂ型肝炎ウイルスを調節する更なる剤の治療有効量を対象に投与すること
が含まれる。ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティック修飾を提供する剤、ヒストン修飾剤、も
しくはヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤などの更なる剤を同時に、または、一般的な
同投与計画の一部としてそのまま投与してもよい。更なる剤は、Ｂ型肝炎ウイルスの調節
に現在使用されるいずれの物質でもよく、その多くの種類が当業者にとって公知である。
例えば、Ｂ型肝炎ウイルスを調節する既存の薬には、インターフェロン（例えば、インタ
ーフェロンアルファ、ペグインターフェロン）、ヌクレオシド類似体（例えば、ラミブジ
ン、アデホビルジピボキシル、エンテカビル、テルビブジン、テノホビル、クレブジン、
アムドキソビル）、非ヌクレオシド抗ウイルス薬（例えば、BAM 205、ANA380、myrcludex
 B、HAP Compound Bay 41-4109、REP 9AC、ニタゾキサニド、dd-RNAi化合物、ARC-520、N
VR-1221）、非インターフェロン免疫増強剤（例えば、サイモシンアルファ－１、インタ
ーロイキン－７、DV-601、Ｂ型肝炎ウイルスコア抗原ワクチン、GS-9620、GI13000）、お
よび暴露後および／または肝臓移植処置後の薬（例えば、hyperHEP S/D、Nabi-GB、Hepa 
Gam B）が含まれる。
【００６６】
　特に、更なる剤は、他の直接作用型抗ウイルス抗Ｂ型肝炎薬（例えば、ポリメラーゼ阻
害剤バラクルード、テノホビル、ラミブジン、テルビブジン、およびアデフォビル）およ
び／または、ウイルスの生活環内で、ｃｃｃＤＮＡ転写を抑制する以外の段階で作用する
、他の直接作用型抗ウイルス薬、例えば、カプシド阻害剤、分泌阻害剤、または、侵入阻
害剤である。更なる剤は、他の非直接作用型抗ウイルス薬、例えば、インターフェロン、
または、他の免疫調節薬であってもよい。
【００６７】
　ｃｃｃＤＮＡのエピジェネティック修飾を提供する剤、ヒストン修飾剤、もしくはヒス
トン脱アセチル化酵素活性阻害剤に、Ｂ型肝炎ウイルスを接触させることを含む、Ｂ型肝
炎ウイルス共有結合閉環状ＤＮＡを修飾する方法を開示する。例えば、エピジェネティッ
ク修飾剤、ヒストン修飾剤、または、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、小分子な
どの薬理学的なものであってよい。前記エピジェネティック修飾剤、ヒストン修飾剤、ま
たは、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、統合Ｂ型肝炎ウイルスＤＮＡと比較して
、および／または、細胞宿主ＤＮＡと比較して、ｃｃｃＤＮＡの阻害に対して選択的であ
り得、すなわちこの場合、統合Ｂ型肝炎ウイルスＤＮＡを阻害せず、細胞宿主ＤＮＡを阻
害しない。ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、複数のクラスのヒストン脱アセチル
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化酵素の阻害剤となり得、または、ある特定のクラスのヒストン脱アセチル化酵素に対し
て選択的であり得る。例えば、前記阻害剤は、クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活性、
クラスＩＩヒストン脱アセチル化酵素活性、または、その両方の阻害剤になり得る。好ま
しくは、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、クラスＩヒストン脱アセチル化酵素活
性の阻害剤である。ヒストン脱アセチル化酵素活性の数多くの阻害剤は、公知であるが、
本方法に基づき、そのようなヒストン脱アセチル化酵素阻害剤のいずれかを使用してもよ
い。
【００６８】
　Ｂ型肝炎ウイルス共有結合閉環状ＤＮＡを調節する本方法によれば、ヒストン脱アセチ
ル化酵素活性阻害剤は、例えば、トリコスタチンＡ、スベロイルビスヒドロキサム酸、ジ
メチルアミノヒドロキシベンズアミド、アピシジン、アピシジン類似体（例えば、アピシ
ジンの自然類似体、もしくは新規に合成された類似体）または、式（Ｉ）による化合物で
あり、
【化８】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－、もしくは、－Ｃ（＝Ｏ）－、
Ｒ２は、－Ｃ（＝Ｏ）－、３，５－トリアゾリル、もしくは、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－、
Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、もしくは
、カルボキシアルキル、
Ｒ３は、－ＣＨ（Ｒ５）－、もしくは、Ｒ２は、窒素、およびＲ３は、－ＣＨ－であり、
Ｒ２およびＲ３が共にピペリジニルを形成し、
Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、もしくは、αアミノ酸Ｒ基、
Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、もしくは、－（ＣＨ２）ｑ

－フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨ、
Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、もしくは、＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２、
Ｙは、ＮＨＯＨ、もしくは、－ＣＨ２ＣＨ３、
Ｚは、Ｈ２、もしくは、Ｏ、
Ｒ７は、水素、もしくは、アルコキシ、
Ｒ８は、アルキル、もしくは、カルボキシアルキル、
ｎは、０－２、
ｍは、０－６、および、
ｑは、０－３、
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００６９】
　ある実施形態において、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、アピシジンであり、
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【化９】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）－、
および、
Ｒ２は、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－である
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
【００７０】
　ある実施形態において、ヒストン脱アセチル化酵素活性阻害剤は、下記式であり、
【化１０】

または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩である。
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【００７１】
　Ｂ型肝炎ウイルス共有結合閉環状ＤＮＡを調節する本方法には、ｃｃｃＤＮＡのエピジ
ェネティック修飾を提供する剤、ヒストン修飾剤、もしくはヒストン脱アセチル化酵素活
性阻害剤を、Ｂ型肝炎ウイルスに接触させることに加え、Ｂ型肝炎ウイルスにＢ型肝炎ウ
イルスを調節する剤の治療有効量を接触させることを含んでもよい。前工程には、ｃｃｃ
ＤＮＡのエピジェネティック修飾を提供する剤、ヒストン修飾剤、もしくはヒストン脱ア
セチル化酵素活性阻害剤を、Ｂ型肝炎ウイルスと接触させることが含まれるが、同工程と
同時に、または、同工程の一部として、更なる剤をＢ型肝炎ウイルスと接触させてもよい
。更なる剤は、Ｂ型肝炎ウイルスの調節に現在使用されるいずれの物質でもよく、その多
くの種類が当業者にとって公知である。例えば、Ｂ型肝炎ウイルスを調節する既存の薬に
は、インターフェロン（例えば、インターフェロンアルファ、ペグインターフェロン）、
ヌクレオシド類似体（例えば、ラミブジン、アデホビルジピボキシル、エンテカビル、テ
ルビブジン、テノホビル、クレブジン、アムドキソビル）、非ヌクレオシド抗ウイルス薬
（例えば、BAM 205、ANA380、myrcludex B、HAP Compound Bay 41-4109、REP 9AC、ニタ
ゾキサニド、dd-RNAi化合物、ARC-520、NVR-1221）、非インターフェロン免疫増強剤（例
えば、サイモシンアルファ－１、インターロイキン－７、DV-601、Ｂ型肝炎ウイルスコア
抗原ワクチン、GS-9620、GI13000）、および暴露後および／または肝臓移植処置後の薬（
例えば、hyperHEP S/D、Nabi-GB、Hepa Gam B）が含まれる。
【００７２】
　特に、更なる剤は、他の直接作用型抗ウイルス抗Ｂ型肝炎薬（例えば、ポリメラーゼ阻
害剤バラクルード、テノホビル、ラミブジン、テルビブジン、およびアデフォビル）およ
び／または、ウイルスの生活環内で、ｃｃｃＤＮＡ転写を抑制する以外の段階で作用する
、他の直接作用型抗ウイルス薬、例えば、カプシド阻害剤、分泌阻害剤、または、侵入阻
害剤である。更なる剤は、他の非直接作用型抗ウイルス薬、例えば、インターフェロン、
または、他の免疫調節薬であってもよい。
【００７３】
　本開示は、式IIによる化合物にも関する。
【化１１】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）ｎ－、もしくは、－Ｃ（＝Ｏ）－、
Ｒ２は、－Ｃ（＝Ｏ）－、もしくは、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－、
Ｒ４は、水素、アルキル、アリール、アラルキル、ジアルキルアミノアルキル、もしくは
、カルボキシアルキル、
Ｒ３は、－ＣＨ（Ｒ５）－、
Ｒ５は、水素、－ＣＨ３、もしくは、αアミノ酸Ｒ基、
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Ｒ６は、－（ＣＨ２）ｍＣ（Ｘ）Ｙ、－（ＣＨ２）２ＣＨ３、もしくは、－（ＣＨ２）ｑ

－フェニル－（ＣＨ２）ｍＣ（＝Ｏ）ＮＨＯＨ、
Ｘは、＝Ｏ、Ｈ２、＝Ｎ－ＮＨ２、もしくは、＝Ｎ－ＮＨ－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２、
Ｙは、ＮＨＯＨ、もしくは、－ＣＨ２ＣＨ３、
Ｚは、Ｈ２、もしくは、Ｏ、
Ｒ７は、水素、もしくは、アルコキシ、
Ｒ８は、アルキル、もしくは、カルボキシアルキル、
ｎは、０－２、
ｍは、０－６、および、
ｑは、０－３、
または、立体異性体、もしくは、その薬理学的に許容可能な塩。
【００７４】
　例えば、下記の化合物であってもよい。
【化１２】

式中、
Ｒ１は、－（ＣＨ２）－、
および
Ｒ２は、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４）－である。
【００７５】
　別の実施形態において、下記式の化合物であってもよい。
【化１３】
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【００７６】
　容易に理解される通り、存在する官能基は、合成の過程で保護基を含んでもよい。保護
基は、選択的にヒドロキシル基、およびカルボキシル基などの官能基に付着したり、離れ
たりする化学的官能基として、それ自体は公知である。これらの基は、化学化合物に存在
し、化合物がさらされる、室温の化学反応条件下において、そのような官能性を与える。
本発明にはどのような種類の保護基を用いてもよい。本発明による保護基は、Greene, T.
W. and Wuts, P.G.M., Protective Groups in Organic Synthesis 2d. Ed., Wiley & Son
s, 1991.の記載に基づき用いても良い。
【００７７】
　更なる側面において、本開示は、式（Ｉ）もしくは（II）による化合物を含む薬理学的
組成物、または、薬理学的に許容可能な塩、同位体置換された類似体、もしくは、その立
体異性体、および、薬理学的に許容可能な担体、希釈液、または、賦形剤に関する。適用
可能な担体、希釈液、または、賦形剤は、選んだ投与経路に基づき選択してもよく、およ
び、記載された標準的な薬理学的慣習に基づき、選択されてもよい。例えば、Remington
’s Pharmaceutical Sciences （Mack Pub. Co., Easton, PA, 1985）、その開示内容は
、全体として本明細書に援用される。前記薬理学的組成物は、Ｂ型肝炎ウイルスを調節す
る更なる剤の治療有効量をさらに含んでもよい。ウイルスを調節する前記剤は、例えば、
公知の抗ウイルス薬などでもよい。ある実施形態において、本組成物は、式（Ｉ）もしく
は（II）による化合物の治療有効量が含まれ、予防接種またはワクチンと併用して投与さ
れ、Ｂ型肝炎ウイルスの症状を予防または弱める。例えば、抗体、免疫抑制剤、抗炎症薬
、等が含まれる。
【００７８】
　本明細書中で使用される「接触（“contacting”）させる」という用語は、生体外系、
または生体内系において、示された部分の物理的または化学的なやりとりにまとめること
を指す。例えば、Ｂ型肝炎ウイルスを、本発明の化合物に接触（“contacting”）させる
」ことには、本発明の化合物を、個体または患者、例えば、Ｂ型肝炎ウイルス感染してい
るヒト、に投与することに加えて、例えば、本発明の化合物を、ｃｃｃＤＮＡを含む細胞
または精製試料に導入することを含んでもよい。
【００７９】
　本明細書中で、同じ意味で使用される「個体」または「患者」という用語は、哺乳動物
、例えば、マウス、ラット、他の齧歯動物、ウサギ、イヌ、ネコ、ブタ、ウシ、ヒツジ、
ウマ、または、ヒトなどの霊長類を含むあらゆる動物を指す。
【００８０】
　本明細書中で使用される「治療有効量」という語は、研究者、獣医、医師、または他の
臨床家が、組織、システム、動物、個体またはヒトに求める生物学的もしくは医薬的な反
応を引き出す活性化合物または医薬剤の量であり、以下を１以上含む。
（１）病気の予防；例えば、病気、病状もしくは疾患にかかりやすい可能性があるものの
、病気の病変もしくは兆候をまだ経験したり示さない個体において、その病気、病状もし
くは疾患を予防する。
（２）病気の抑制；例えば、病気、病状もしくは疾患による病変もしくは兆候を経験した
り示している個体において、病気、病状または疾患を抑制する（すなわち、病変および／
または兆候の発症の進行を阻止することを含む）。
（３）病気の改善；例えば、病気、病状もしくは疾患による病変もしくは兆候を経験した
り示している個体において、病気、病状または疾患を改善する（すなわち、病変および／
または兆候を阻止することを含む）。
【００８１】
　治療上の化合物を投与することが、病気または疾患に対して効果的な治療上の計画であ
る対象、または患者は、ヒトであることが好ましいが、臨床実験やスクリーニングや実験
活動における実験動物を含むあらゆる動物でもよい。したがって、当業者には、容易に理
解されるように、本発明の方法、化合物および組成物は、あらゆる動物、特に哺乳動物に
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対する投与が特に適している。これには、ヒトが含まれるが、当然限定されるものではな
く、ネコやイヌなどを対象とした室内動物、限定されないがウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、
およびブタなどの対象である家畜、野生動物（野生または動物園を問わない）、マウス、
ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、イヌ、ネコなどの研究動物、ニワトリ、シチメン
チョウ、鳴禽類などの鳥類が、動物治療用に適している。
【００８２】
　本発明の化合物は、経口または非経口で、そのまままたは、従来の薬理学的担体、希釈
液、または、賦形剤と併用して投与されてもよく、賦形剤は、液体でも固体でもよい。適
用可能固体担体、希釈液、または、賦形剤は、数ある中でも、結合材、崩壊剤、充填剤、
潤滑剤、流動促進剤、圧縮助剤、加工助剤、着色料、甘味料、防腐剤、沈殿防止／分散剤
、錠剤崩壊剤、カプセル封じ材料、被膜形成剤もしくは被膜剤、香料、または、印刷イン
クとして機能する。当然、投薬単位形態の調製の際に使用される材料は、いずれも、薬理
学的に純粋で、使用される量では実質的に無毒なものが好ましい。更に、活性化合物は、
徐放性製剤または配合組成に取り入れられてもよい。この点において、非経口投与には、
特に以下の経路、静脈内、筋肉内、皮下、眼球内、滑液嚢内、経皮、眼、舌下および頬を
含む経上皮、局所的なものには、眼、経皮、眼球、ガス注入を通じた経鼻吸入、エアロゾ
ル、および直腸全身性による投与が含まれる。
【００８３】
　粉薬においては、担体、希釈液、もしくは、賦形剤は、精密に分割された活性成分との
混合物であり、精密に分割された固体であり得る。錠剤において、その活性成分は、必要
とされる圧縮機能を適切な割合で有し、および所望の形状に成形された担体、希釈液、も
しくは、賦形剤と混合される。経口治療上投与では、活性化合物は、担体、希釈液、また
は、賦形剤と併用してもよく、摂取可能な錠剤、バッカル錠、トローチ、カプセル、エリ
キシル、懸濁液、シロップ、ウエハー状の薬、等の形態で使用される。そのような治療上
有効な組成物における、活性化合物の量は、適切な投薬量が得られることが好ましい。治
療上の組成物は、９９％程度まで活性成分を含むことが望ましい。
【００８４】
　液体担体、希釈液、または、賦形剤は、溶液、懸濁液、エマルジョン、シロップ、エリ
キシル等の調製に使用されても良い。本発明の活性成分は、水、有機溶媒、両方の混合物
などの薬理学的に許容可能な液体、または、薬理学的に許容可能な油もしくは油脂に溶解
、または懸濁される。液体担体、賦形剤または、希釈液は、可溶化剤、乳化剤、緩衝材、
防腐剤、甘味料、香味剤、懸濁化剤、増粘剤、着色料、粘性調節剤、安定剤、または浸透
圧調節剤、などの他の適切な医薬品添加物を含むことができる。
【００８５】
　適切な固体担体、希釈液、または、賦形剤は、例えば、リン酸カルシウム、二酸化ケイ
素、ステアリン酸マグネシウム、タルク、糖類、乳糖、デキストリン、デンプン、ゼラチ
ン、セルロース、メチルセルロース、エチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナ
トリウム、微結晶セルロース、ポリビニルピロリジン、低融ワックス、イオン交換樹脂、
クロスカルメロースカーボン、アカシア、ゼラチン化前のデンプン、クロスポビドン、Ｈ
ＰＭＣ、ポビドン、二酸化チタン、多結晶セルロース、アルミニウムメタ水酸化物（meth
ahydroxide）、寒天、トラガカント、またはその混合物を含んでもよい。
【００８６】
　経口および非経口投与に適した液体担体、希釈液、または、賦形剤の適切な例としては
、水、（特に、上記の添加物、例えば、セルロース誘導体、好ましくは、ナトリウムカル
ボキシメチルセルロース溶液を含む）、アルコール（一価アルコール、もしくは、例えば
、グリコールなどの多価アルコールを含む）ならびにそれらの誘導体、および、油（例え
ば、分画したココナッツ油ならびにラッカセイ油）または、それらの混合物である。
【００８７】
　非経口投与には、担体、希釈液、または、賦形剤は、エチルオレエートおよびイソプロ
ピルミリステートなどの油状のエステルでもよい。また、滅菌された液体担体、希釈液、
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または、賦形剤でもよく、これらは、非経口投与用に滅菌された液体状組成物である。活
性化合物を遊離塩基とする溶液、または、薬理学的に許容可能な塩は、ヒドロキシプロピ
ルセルロースなどの界面活性剤と共に適切に混合させて調製することができる。分散剤は
、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、ならびにそれらの混合体内、および油内
で調製される。通常の保管および使用条件下で、これらの調製には、微生物の増殖を抑え
る防腐剤が含まれてもよい。
【００８８】
　注入用途に適した薬理学的な形態は、例えば、滅菌された水溶液または分散剤、および
滅菌された粉薬が含まれ、滅菌された注入可能な溶液または分散剤が即時に調製できる。
あらゆる場合において、注射での注入を容易にするために、滅菌され液体形状であること
が望ましい。安定した条件で、製造および保管することが好ましく、細菌および真菌など
の微生物の活動による汚染を抑えるように保存することが望ましい。担体、希釈液、また
は、賦形剤は、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレ
ングリコール、液体ポリエチレングリコール等）、適切なそれらの混合物、および植物油
を含む溶媒または分散剤媒体であってよい。適切な流動性を保つには、例えば、レシチン
等の膜を用いる、分散剤の場合には所要の粒径を維持する、および界面活性剤を使用する
ことにより可能である。微生物の活動を防ぐ方法は、数多くの抗菌剤および抗真菌剤、例
えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサール等により可
能である。多くの場合、例えば、糖類または塩化ナトリウムなどの等張剤を含むことが好
ましい。注入可能な組成物の持続的吸収は、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよ
びゼラチンなど吸収を遅延させる剤を使用して実現される。
【００８９】
　滅菌され注入可能な水溶液は、活性化合物を必要量、適切な溶媒を、上記に列挙した他
の成分と共に取り込むことにより調製され、必要に応じて、ろ過滅菌する。一般的に、分
散剤は、滅菌した活性成分を、基本的な分散用媒体および上記に列挙した必要とされる他
の成分を含む滅菌賦形剤に取り込んで調製されてもよい。滅菌された粉薬の場合には、滅
菌された注入可能な溶液を調製するために、調製の好ましい方法には、活性成分もしくは
成分の粉を作る真空乾燥および凍結乾燥に加え、前述の滅菌ろ過された溶液からの所望の
成分を調製することが更に含まれる。
【００９０】
　本発明の化合物は、医療分野において、従来確立された技術により、効果的な量を投与
されてもよい。本発明の方法で採用される、式（Ｉ）または（II）の化合物を含む化合物
は、活性剤を、患者の体内の剤の部位（the agents’site）または作用部位に接触させる
結果を得られれば、どのような手段で投与されてもよい。化合物は、従来の利用可能であ
る、いかなる方法によって投与されてもよい。
【００９１】
　医薬組成物は、個別の投薬形態であることが好ましく、例えば、錠剤、バッカル錠、ト
ローチ、カプセル、エリキシル、粉薬、溶液、懸濁液、エマルジョン、シロップ、ウエハ
ー状の薬、顆粒、坐薬などである。そのような形態において、組成物は、適切な活性成分
量を含む個別の投薬量にサブ分割され、個別の投薬形態は、パッケージ化された組成物で
あり、例えば、小分けされた粉薬、小瓶、アンプル、充填済みシリンジまたは液体入りの
小袋などである。個別の投薬形態は、例えば、カプセルもしくは錠剤単独、またはそのよ
うなパッケージ化された組成物を適切な数だけ用いてよい。更に、本発明の投薬形態は、
活性成分が錠剤内に圧縮されたカプセル状もしくは複数の微少錠剤、粒子状、顆粒または
ノンペリル(non-perils)でもよい。これらの微少錠剤、粒子状、顆粒もしくはノンペリル
(non-perils)は、可能であれば、別の活性成分の顆粒と共にカプセル内に入れる、または
、カプセル内に圧縮する。
【００９２】
　予防または処置に最も適した本発明の化合物の投薬量は、投与形態、選択した特定の化
合物および処置中の特定の患者の生理的な特徴により異なる。一般的に、始めは少量の投
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薬量でもよく、必要な場合は、ある状況下で所望の効果が達成されるまで、少しずつ増加
させる。一般的に、経口投与は、多くの投薬量を必要とする。
【００９３】
　望ましい投薬量は、都合良く、１回または適切な間隔で、例えば、１日当たり２回、３
回、４回、またはそれ以上、更に分割して投与してよい。分割した物自体を更に分割して
もよく、例えば、大まかに時間を空けて複数回投与してもよい。投薬は、当業者に公知の
技術により、化合物の放出制御により行われてもよい。
【００９４】
　本発明による組成物の投与および配合組成のための本発明の化合物の製造に関する、更
なる内容は以下に記載される。
【００９５】
　本発明による方法において有用な化合物は、当業者に公知の多くの方法により製造され
てもよい。前記化合物は、例えば、下記に示した方法、または、当業者が理解するその変
形例により合成される。本発明の化合物の製造に使用される試薬は、商業的に入手可能で
ある、または、文献に記載される標準的な工程により調製可能である。本発明に関連して
開示される全ての工程は、ミリグラム、グラム、マルチグラム、キログラム、マルチキロ
グラム、または、商業工業用スケールを含む任意のスケールで実施することを想定してい
る。
【００９６】
　本明細書中での化合物とは、１以上の変異が見られ、それぞれの変異は変異を定義する
マーカッシュ群から選択される異なる成分である。 例えば、２つのＲ基を有するある構
造体が、同一の化合物に同時に存在する場合、２つのＲ基は、Ｒを定義するマーカッシュ
群から選択される異なる成分を示す。
【００９７】
　明確性のために、別の実施形態との関係で記載される本発明の複数の特徴もまた１つの
実施形態の中で、組み合わせて記載されることを理解されるべきである。その逆に、簡潔
性のために本発明の多くの特徴が、１つの実施形態の関係において記載されるものの、別
々に記載されたり、適切な部分的組み合わせで実施されることができる。
【００９８】
　本発明は、以下の実施例に詳細に記載される。本発明の好適な実施例を示す一方、記載
される実施例は、図のみにより示されることがあり、添付された請求の範囲を制限するも
のとして解釈されるべきではないことを理解するべきである。上記の説明およびこれらの
実施例から、当業者は、本発明に不可欠な特徴を理解し、本発明の趣旨および範囲から逸
脱することなく、様々な変更や修正を行い、様々な用途や条件に適用させることができる
。
【００９９】
実施例
ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの調節
　ＤＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡは、ＬＭＨで誘導されたｄｓｔｅｔ５細胞中で効率的に生産さ
れ、転写的に活性を有する。ＨＢＶを生産するほとんどの細胞株は、宿主染色体に統合さ
れたＨＢＶの導入遺伝子からＨＢＶの遺伝子産物を生産しており、したがってｃｃｃＤＮ
Ａは主なウイルス産物の源ではない。これはｃｃｃＤＮＡを標的とする薬のスクリーニン
グを困難にする。ウイルス性遺伝子産物がｃｃｃＤＮＡに依存する細胞株が生産された。
テトラサイクリン（ｔｅｔ）で制御されたＨＢＶ／ＤＨＢＶで、この目的のために、ヒト
Ｈｅｐ Ｇ２およびチキン肝癌（ＬＭＨ）に安定な細胞株を樹立した。図１で示されてい
るように、ｔｅｔの非存在下およびウイルスの逆転写を防止するためのホスカルネット（
ＰＦＡ）の２ｍＭの存在下での培養の後に、ＤＨＢＶのＲＮＡが蓄積し、しかしＤＨＢＶ
の複製はヌクレオカプシドを含むｐｇＲＮＡ含有ヌクレオカプシドの段階で静止される（
レーン０）。ｔｅｔを媒体に戻して導入遺伝子の転写をブロックし、ＰＦＡを除去してｐ
ｇＲＮＡ含有カプシド中のウイルスＤＮＡ合成を続行すると、ウイルス性のＲＮＡの急激
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ベルに最後の上昇がある。
【０１００】
　これらの結果はｃｃｃＤＮＡが効率的に形成され、そして転写的にｄｓｔｅｔ５の細胞
内で機能的であることを暗示している。これらの結果はさらに図２において完全に実証さ
れている。すなわち、導入遺伝子の転写がｔｅｔにブロックされ、新しいＨＢＶ ＲＮＡ
の出現がｃｃｃＤＮＡの出現と密接な関連性があり（図２グループＩＩ、コアＤＮＡ参照
）、一方、ウイルスの転写物は、ｃｃｃＤＮＡの合成および新しい導入遺伝子の転写の両
方がブロックされている（図２、グループＩ）細胞内において急速に分解される（１／２
ライフ～３ｈｒｓ）
【０１０１】
　強力にＤＨＢＶのｃｃｃＤＮＡの転写を抑制する化合物の同定
　ウイルスの転写がｃｃｃＤＮＡ依存的方法（図１、２Ｂ）で生産される系および条件で
、本願発明者らの社内の小さな化合物のライブラリーから得られた化合物を含む、おおよ
そ１００の化合物がスクリーニングされ、それらは本願発明者らの天然の生産物コレクシ
ョン(Natural Products collection)に示している。選択された化合物は、細胞のエピジ
ェネティック修飾酵素の阻害剤を含み、ＨＤＡＣ、ＨＡＴ、サーチュイン、ヒストンメチ
ルトランスフェラーゼ、ヒストンデメチラーゼ、およびＤＮＡメチルトランスフェラーゼ
を含む。表１で示された４つの化合物を含む多数の化合物は、ｃｃｃＤＮＡに由来するＤ
ＨＢＶのｐｇＲＮＡの量を著しく減らした。すべてはＨＤＡＣのクラスＩ阻害活性を有し
ている。
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【表１】

図３に示されたとおり、アピシジンが強力にｃｃｃＤＮＡを阻害しており（ＥＣ５０～１
８０ｎＭ）、５日間で２０ｕＭまで毒性はなく、クラスＩＩのＨＤＡＣではなく、クラス
Ｉに対するナノモラーの活性を有しており、ＨＤＡＣＩＩの阻害は、この系ではＨＢＶを
抑制するために必要ではないように見える。
【０１０２】
　アピシジンとＴＳＡがＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの転写を抑制する。図３は、アピシジンと
ＴＳＡがｃｃｃＤＮＡの転写をＤｓｔｅｔ５の細胞で抑制していることを示す。これらの
化合物もまたＨＢＶのｃｃｃＤＮＡの転写をＨｅｐＧ２細胞で抑制している実証も得た。
対照的に、アピシジンとＴＳＡが、宿主細胞の染色体で統合された導入遺伝子から得られ
たＤＨＢＶのｐｇＲＮＡの転写を用量依存的に刺激することが観察された（図４）。これ
はＨＤＡＣ阻害に対する細胞の遺伝子のより典型的な反応であって、染色体のＤＮＡでは
なく、ｃｃｃＤＮＡの「ミニ染色体」からの転写は異なって制御されていることを示唆し
ている。さらに、ｃｃｃＤＮＡレベルは減少しているという証拠さえあり、アヒルの系で
わかるように、転写的な抑制の次に不安定化が起きることを示している。
【０１０３】



(31) JP 6431478 B2 2018.11.28

10

20

30

40

50

ヒト肝癌細胞のＨＢＶのｃｃｃＤＮＡの転写における化合物の効果
　ＨｅｐＤＥ１９の細胞を６ウェルプレートに播種し、コンフルエントになるまでテトラ
サイクリンの存在下で培養する。Ｔｅｔを培地から除去し、ｐｇＲＮＡの転写、ＤＮＡの
合成およびｃｃｃＤＮＡの形成を生じさせる。Ｔｅｔを培地に加え、導入遺伝子の転写を
遮断する。３日後、異なるウェルの細胞をそれぞれ多様な濃度（すなわち０．１から１０
．０ｕＭ）の「試験」化合物（表１の４つの「ヒット」および～２０の類似体）で２日間
処置するか、または処置をしないで静置する。細胞内のＨＢＶのｃｃｃＤＮＡ、ウイルス
性ＲＮＡおよび核のＤＮＡを上述のように、および知られた手順でサザン／ノーザンブロ
ットハイブリダイゼーションアッセイによって定量する。細胞内の全長のＨＢｅＡｇの前
駆体および分泌ＨＢｅＡｇをそれぞれウェスタンブロットおよびＥＬＩＳＡアッセイで定
量する。すべてのＨＢＶの発現はこれらの細胞では主としてＨＢＶの導入遺伝子からのも
のであるからであることから、ＨｅｐＧ２．２．１５細胞をコントロールとして使用する
。ｃｃｃＤＮＡの転写を阻害することが示されているインターフェロンアルファ、および
ｃｃｃＤＮＡ形成を阻害する（我々のスクリーニング、Ｇｕｏ　２０１２から）二置換ス
ルホンアミド（ＤＳＳ）ＣＣＣ－０９７５は、陽性薬品コントロールとして含まれるであ
ろう。いくつかの実験で、培地から「試験」薬品の除去の後、多様な時間（日数）、培養
は維持し、薬品により誘導されたあらゆるＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの抑制の耐久性を決定す
る。ｃｃｃＤＮＡの転写に対する試験化合物の選択性を決定するために、アルファ１アン
チトリプシン、アルブミンを包含するがこれらに限定されない細胞遺伝子のパネルの発現
に対する試験化合物の効果もまた定量ＲＴ－ＰＣＲまたはノーザンブロットハイブリダイ
ゼーションによって測定する。化合物の細胞毒性は並行する培養物のＭＴＴアッセイによ
って決定する。
【０１０４】
　ＨＢｅＡｇおよびＨＢＶの転写物の減少の量（０－１００％）は、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮ
Ａの転写的な抑制のものさしとみなされている。ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの減少の量（０－
１００％）は、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの不安定化および分解のものさしとしてみなされて
いる。Ａ１ＡＴの抑制および／またはアルブミンｍＲＮＡの減少の量（０－１００％）は
、特異性の決定における細胞の機能抑制のものさしとしてみなされている。ＭＴＴ（０－
１００％）活性の量は、細胞の生存率のものさしおよび細胞毒性（ＣＣ）の根拠としてみ
なされている。選択指数（ＳＩ）は表１脚注にあるとおりである。
【０１０５】
　一次ウッドチャック肝細胞におけるＷＨＶ ｃｃｃＤＮＡ転写に対する化合物の効果
　ウッドチャック肝炎ウイルス（ＷＨＶ）はＨＢＶに対する治療を評価することに役立つ
モデルである。したがって、リード化合物がＷＨＶに対して活性的であるかどうかを知る
ことは、計画を立てるのに有益である。一次ウッドチャック肝細胞の培養物（ＰＷＨＣ）
は、ＷＨＶを含む肝細胞の５０－９０％がＷＨＶを有する条件下で、慢性的に感染したウ
ッドチャックから得られた少区分の生検より得られた、コラゲナーゼ処理組織を播種する
ことによって調製されるものであって、培養物（９０％またはそれ以上）は肝細胞であり
、少なくとも２か月は培養物で維持することができ、これは以前に行われたとおりである
（Ｆｌｅｔｃｈｅｒ　ＳＰ，ｅｔ　ａｌ．２０１２。Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ　ａ
ｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｗｏｏｄｃｈｕｃｋ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｃｈｒｏｎｉ
ｃ　ｈａｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ：Ｉｎ　ｐｒｅｓｓを参照）。播種
の７日以内に、培養物を試験化合物の非存在下または存在下でインキュベートし、培地内
（ＷＨＶビリオン関連ＤＮＡ；ＷＨｓ）および細胞内（ＷＨＶ　ＤＮＡ、ＷＨＶ ＲＮＡ
転写物）のＷＨＶ遺伝子産物の量は、以前に使用され開示されたもの（Ｇｕｏ、Ｈ．、ｅ
ｔ　ａｌ．２０１０．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ　ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚｅｄ　ｒｅｌａｘｅｄ　ｃｉｒｃｕ
ｌａｒ　ＤＮＡ　ｏｆ　ｈｅｐａｄｎａｖｉｒｕｓｅｓ．ＪＶｉｒｏｌ８４：３８７－３
９６；Ｇｕｏ、ｅｔ　ａｌ．２０１１．Ａｌｋｙｌａｔｅｄ　ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｓ　ｈ
ａｖｅ　ｂｒｏａｄ　ａｎｔｉｖｉｒａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｈｅｐ
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ａｄｎａｖｉｒｕｓｅｓ、ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓｅｓ、ｆｉｌｏｖｉｒｕｓｅｓ、ａｎｄ
　ａｒｅｎａｖｉｒｕｓｅｓ．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅ
ｒ　５５：４７８－４８６）と同様な方法を使って決定する。
【０１０６】
　ＷＨＶは、鳥類およびヒト系におけるものと同様なＳＩのものでアピシジンおよび他の
候補のｃｃｃＤＮＡ阻害剤に感受性（疑わしいように）であり、次に慢性的に感染したウ
ッドチャックは生体内での有効性試験の証拠に使用する。
【０１０７】
　阻害剤は、（ｉ）細胞の生存率、次いで細胞機能に対して、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ転写
の阻害において最も選択的であり、最も魅力的である、それらの選択指数（ＳＩ）によっ
て；（ｉｉ）ｃｃｃＤＮＡ転写（もっとも低いＥＣ５０）を阻害するそれらの有効性によ
って、最後に、（ｉｉｉ）「臨界的な化学（critical chemistry）」（拡張性のある型／
配合組成）の問題によってランクづけられている。ＥＣ５０（ｃｃｃＤＮＡから転写した
ＲＮＡを５０％阻害する濃度）の最も低い値および最も高いＳＩを有する化合物は最も魅
力的である。
【０１０８】
ＨＤＡＣアイソフォームの同定
　一次的なスクリーニングで同定されたそれぞれの化合物は、ＨＤＡＣの阻害活性（例え
ば、表１を参照）を有するという性質を共有する。おそらくＨＤＡＣの阻害は、これらの
化合物のＨＢＶに対する抗ウイルス性の作用のメカニズムの一部、または中心のいずれか
である。化合物のメカニズムを正確に知ることは必要ではないが、この情報は修飾化合物
の選択または設計、ならびに潜在的な生体内毒性の予想および低減、ならびに臨床研究の
設計に役立つであろう。また多くのＨＤＡＣの結晶構造が入手可能であるため、将来的な
薬品の設計が補助され得る。まとめると、研究においてならびに人々において、ＨＤＡＣ
の阻害剤の増大する経験は、現在の臨床の設計および将来の計画に方向性を提供し得るも
のである。
【０１０９】
　ＨＤＡＣはポリペプチド（すなわちヒストン）を脱アセチル化し、機能とＤＮＡの配列
の相同性に基づいた４つのカテゴリーに分類される。クラスIとIIのＨＤＡＣはトリコス
タチンＡ（ＴＳＡ）によって阻害される。アピシジンは効率的にクラスIIのＨＤＡＣでは
なく、クラスＩを阻害する。サーチュインと呼ばれているクラスIIIのＨＤＡＣは、ＴＳ
Ａによって影響されないＮＡＤ＋依存性タンパク質のファミリーである。クラスＩＶはＤ
ＮＡ配列に基づき、非典型的なカテゴリーと考えられる。アピシジンおよびＴＳＡは強力
にｃｃｃＤＮＡ転写を阻害するため、クラスＩおよびIIのＨＤＡＣのアイソザイムは最も
関連性がある。しかしながら、アピシジンがクラスＩのみを阻害するため、初期の焦点は
唯一このクラスのみである。
【０１１０】
　実験の詳細：ｓｈＲＮＡによるＨＤＡＣのアイソザイム転写のサイレンシングおよびＨ
ＢＶ ｃｃｃＤＮＡの機能に対する影響。レンチウイルス形質導入ベクターから発現され
たショートヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）は、今日ｓｈＲＮＡが相同的な転写物の翻訳
を抑制する標準的な手段である。焦点はクラスＩのＨＤＡＣアイソザイムに置かれている
。したがって、ｃｃｃＤＮＡ依存性的に（上記記載のとおり、ｔｅｔ抑制の後）ＨＢＶ遺
伝子産物を発現するＨｅｐＤＥ１９細胞のコンフルエントな単層は、形質導入混合物中の
１００ｕｌのレンチウイルス（～５×１０７／ｍｌ）で形質導入され、細胞の少なくとも
９５％がｓｈＲＮＡを受け取り、発現する条件下でクラスＩ－１、２、３または８のアイ
ソザイムに対して選択的なｓｈＲＮＡを発現する。これはレトロウイルスの導入遺伝子か
らのレポーターの発現によって決定される。ｓｈＲＮＡレンチウイルスの発現ベクターは
、形質導入可能なベクターとして販売業者によって提供されており、それぞれのベクター
はサブクラスＩの異なるＨＤＡＣを標的にする。それらは販売業者から購入され（例えば
、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏ、ＯｐｅｎＢｉｏ）、標的にするそれぞれのＨＤＡＣア
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イソザイム転写物に相同な１９－２５ｎｔのショートヘアピンを発現する。例えば、１つ
のＨＤＡＣ１特異的なｓｈＲＮＡは５’－ＧＡＴ　ＣＣＣ　ＣＧＣ　ＡＧＡ．．．ＡＴＣ
　ＴＧＣ　ＴＴＴ　ＴＴＧ　ＧＡＡ　Ａ－３’を含み、および他のものは販売業者によっ
て提供されているように、ならびに以前の研究から、同様に設計されているがその他のｓ
ｈＲＮＡに対して特異的である。それぞれのＨＤＡＣアイソザイムに対して４および５倍
の被覆度がある。コントロールベクターはスクランブル化された配列を含み、陰性コント
ロールとして使用される。ｓｈＲＮＡのレンチウイルス形質導入の５日後、特異的なＨＤ
ＡＣの抑制を（ＨＤＡＣ特異的なブローブおよび販売業者によって提供されるモノクロー
ナル抗体による）ＲＮＡの分析およびウェスタンブロットによって定量し、ＨＢＶ ｃｃ
ｃＤＮＡおよびｃｃｃＤＮＡ依存的転写物およびＨＢｅＡｇの量を、前述で行ったように
測定する。一過性の形質導入のアプローチが不十分であるところ場合、選択可能なマーカ
ーを有するｓｈＲＮＡの構築物が使用されているため、少し複雑ではあるが、安定した形
質導入が使用される。細胞の遺伝子発現（Ａ１ＡＴおよびアルブミンｍＲＮＡ）の量もま
た前述のとおり特異性コントロールとして定量する。陽性コントロールは、ＨＢＶ ｃｃ
ｃＤＮＡを抑制する（およびＨｅｐＤＥ１９について実証されるだろう）濃度、１０００
ｎＭのアピシジンでＨｅｐＤＥ１９細胞をインキュベートすることを含む。それぞれの異
なるＨＤＡＣは、所望ならば、成功したサブクラス阻害のＨＤＡＣの証拠として定量した
特異的な細胞の機能と関連している（すなわち１、ｐ５３のアップレギュレーション、２
および３ ｐ２１、８、Ｈ４の脱アセチル化）。
【０１１１】
　アピシジンの有効性を考えると、クラスＩのＨＤＡＣの少なくとも１つをサイレンシン
グすることはＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの機能の著しい抑制をもたらすだろうと予想される。
複数のＨＤＡＣに作用するＨＤＡＣ阻害剤は、単一のＨＤＡＣ転写物のノックダウンによ
ってなしえ得る以上に大きな効果を有し得ることが認められている。しかしながら、ノッ
クダウンの実験もまたすべてのクラスＩの酵素を網羅したレンチウイルスの組み合わせを
使用して行う。これは、クラスＩの酵素が関わっている場合、これがＨＢＶ ｃｃｃＤＮ
Ａを抑制するはずであるためである（アピシジンが示しているように）。しかし、複数の
酵素をＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの阻害を検出するために抑制しなければならない。
【０１１２】
　特定のまたは一群のＨＤＡＣ転写物をサイレンシングすることがＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ
の機能の抑制をもたらす場合、これはＨＢＶ抗ウイルス作用の標的として認められ、また
同定された化合物の抗ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ作用のメカニズムがＨＤＡＣ阻害に関与して
いるという知見を実証する。もちろん、化合物はＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの抑制の他のメカ
ニズムを使用するかもしれないが、ＨＤＡＣの阻害はＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡを抑制し、な
らびに今日ではＨＢＶの治療上の戦略のこの新しいクラスに対して扉が開かれているとい
うことは、少なくとも知られるだろう。
【０１１３】
　同定された化合物のいずれがＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの抑制に関与するＨＤＡＣアイソザ
イムに最大の阻害効果を有するかの決定
　ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの制御に関与する特定のＨＤＡＣアイソザイムを同定したので、
ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡを制御するアイソザイムの阻害に対して最大の選択性を有する化合
物を同定することは有益である。このことは最大の選択性のある化合物の発展を可能にし
、ならびにＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの制御に関与していないＨＤＡＣアイソザイムを不必要
に阻害することからもたらされるオフターゲット効果を回避するのに役立つ。上記表１に
表示している４つの化合物のそれ、すなわちアピシジンは最高の選択指数を有しており、
ならびにまた最も狭いＨＤＡＣの阻害プロフィール（ＨＤＡＣクラスＩに選択的）を有す
るものである。したがって、広範なＨＤＡＣ阻害剤を避けること、およびＨＢＶ ｃｃｃ
ＤＮＡを抑制するのに十分な特定のＨＤＡＣサブアイソザイムに注目することによって、
より高い選択性を達成することが可能である。
【０１１４】
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　それぞれのＨＤＡＣクラスＩ（１，２，３，８）アイソザイムの酵素アッセイは、陽性
および陰性の競合的な阻害剤コントロールを有する市販のキットとして利用可能である。
キットはＢｉｏＴｅＫ、ＢＰＳ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、または他の利用可能な供給者か
ら前記の関連あるアイソザイムに対応して購入する。手短に言えば、ＢｉｏＴｅＫ系で、
脱アセチル化後に検出される蛍光性の基質、事前混合反応での展開液を含む、精製したサ
ブクラスの特異的ＨＤＡＣ酵素（組換え型、～１０－５０ｎｇ／容器）が提供されている
。ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ阻害に関与することがサイレンシングにより示された酵素を購入
する。異なる量のコントロールまたはそれぞれの実験化合物を、酵素反応混合物とともに
インキュベートする。
【０１１５】
　アッセイの読み取りは時間および酵素濃度の両方の関数として直線的になるように最適
化される。ＨＤＡＣアイソフォームの脱アセチル化酵素活性の５０％を阻害するのに必要
な試験化合物の濃度（すなわち、ＩＣ５０）からのキットは、ＳｉｇｍａＰｌｏｔソフト
ウェア（Ｓｙｓｔａｔ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、カリフォルニ
ア州）を使用する回帰分析によって計算する。
【０１１６】
　理想的に、および最も論理的には、前記手順に従って活性であることが見出された化合
物は、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの制御に最も関与することが見出されたＨＤＡＣに対して活
性的であって、これらは好ましい化合物を示す。活性であるが、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの
制御とは無関係なものが存在することが見出されているＨＤＡＣを広範に阻害する化合物
は、不必要な副作用をもたらし得るために、幾分かより好ましくない。一方、分離(disco
nnect)があり、前述のアッセイにおいて活性な化合物が、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの制御に
最も重要であると見出されているＨＤＡＣを阻害しない場合には、該化合物はＨＤＡＣ阻
害のランクではなく、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの抑制活性に基づいて発展させられる。
【０１１７】
ＨＢＶ生産細胞および非生産細胞における、生体外での吸収、分布、代謝、および毒性（
ＡＤＭＥＴ）性質に対するリード化合物の評価
　序論および原理　生体内実験は高価であり、倫理的に制限されるものである。動物で実
験する前に、生体内での性能を可能な範囲で予測する、潜在的な毒性および他の細胞－血
清相互作用的な性質について、化合物を最初に特性評価することは賢明である。これらの
研究はこの分野では標準になっている。細胞複製に対する毒性も、毒性に関して化合物を
ランキングするのに良い方法であることが見出されている。最後に、生体内での作業に移
る前に、異なる配合組成もまた通常必要である。なぜなら、組織培養セッティングに使用
する溶媒が常に生体内での投与と適合性のあるものとは限らないからである。これらは以
下のとおり使用されている。通例のＡＤＭＥＴに加えて、現在認可されている抗ウイルス
治療の存在下で、ＨＢＶ生産細胞で特性評価が行われている、生体外での「ＡＤＭＥＴ」
における革新が提案されている。
【０１１８】
　新たな抗ＨＢＶ薬は、現在使用されている、その他のＨＢＶ抗ウイルス薬と組み合わせ
て使用されることになるであろう。併用療法は、ＨＩＶおよびＨＣＶならびに他の感染症
において標準的である。ＨＢＶを処置する新しい薬品が、現在の標準的な治療の下におい
て、毒性または他の変更された特性を有するかどうかを知ることは重要である。なぜなら
、併用がなければ十分に許容可能な薬物治療が、慢性的に感染された個体において、毒性
を有するという多くの証拠があるからである。ＨＢＶ生産細胞は、非生産細胞よりもいく
つかの薬物治療に対してより感受性になっているかもしれない（Ｂｌｏｃｋ、進行中）。
したがって、下記のような毒性実験は、いくつかの場合において、ＨＢＶポリメラーゼ阻
害剤および、ある場合には、インターフェロンアルファ（ＩＦＮａ）の存在下および非存
在下で行われる。
【０１１９】
　本リード化合物の中には既に動物に使用されている可能性があり（他者によって）、利
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用可能な十分な情報があるかもしれない。一方、リードの中には動物データのない新しい
化合物があるかもしれない。化合物の特性もまた上記に述べた理由でＨＢＶ感染と関連し
て調べられる。
【０１２０】
　最後に、野生型のＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの機能を阻害し、ならびに生体外で十分に許容
された化合物を、ＨＢＶポリメラーゼ阻害剤に抵抗性のあるＨＢＶからのｃｃｃＤＮＡを
抑制する能力を試験する。前述の研究の結果次第で、ヒトおよび／またはアヒルＨＢＶ遺
伝子導入（およびアヒルには、感染）系を使用する。
【０１２１】
　下記に記述したすべての実験には、既知の毒性、代謝、タンパク質の透過性、膜輸送、
および明確化された配合組成の性質を有するコントロールが含まれている。例えば、バラ
クルードおよびＦＩＡＵは、それぞれＨＢＶ生産細胞において検出できる毒性を有してい
ない、および有している化合物のコントロールとして含まれており、比較可能なＰＫとＴ
Ｋ特性を報告している。
【０１２２】
　実験の詳細：生体外での「投薬、分布、代謝、『除去』、および毒性」（ＡＤＭＥＴ）
試験　これらの実験のいくつかは、販売業者（すなわち、Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ）との契約のもとで行い、他については、特にＨＢＶ生産細胞および材料が使用
される場合は、発明者らによって下記に示すとおり行われる。
【０１２３】
　標準的な細胞毒性アッセイ：ヒト肝癌（ＨｅｐＧ２、Ｈｕｈ７、ＨｅｐＲＧ）ならびに
構成的な（ＨｅｐＧ２．２．１５）およびテトラサイクリン誘発性のＨＢＶの複製（Ｈｅ
ｐＤＥ１９およびＨｅｐＤＥＳ１９）を支持する、ＨｅｐＧ２由来細胞株を、１ウェルに
つき２×１０４細胞の密度で９６ウェルプレートに播種する。細胞は試験化合物の段階希
釈で処置する。培地は１日おきに交換する。ＭＴＴアッセイを処置から２、４、６、８お
よび１０日に行う。
【０１２４】
　細胞複製に対する毒性：異なる濃度のリード化合物を、ＨＢＶ生産性および非生産性条
件下において、低密度（３２ｍｍディッシュの１ウェルにつき１００細胞）で播種したＨ
ｅｐＲＧ細胞と共に、培地を３日ごとに交換して１０日間培養する。
【０１２５】
　ヒトおよびマウスの肝ミクロソームにおける代謝的安定性：化合物をＮＡＤＰＨの存在
下で、ＨＢＶ生産および非生産細胞（組織培養の供給源は上記のとおり）からのヒトおよ
びマウスの肝ミクロソームと共に培養する。加えて、化合物の安定性は、ヒト擬似胃液お
よび擬似腸液の存在下で評価される。実験のこのセットの目的はまた、化合物が消化酵素
によって代謝されるかどうかを決定するものである。経口で利用可能な化合物が探究され
るため、もしあれば、どのような代謝物が胃腸管で生産され得るのかを見出すことは重要
である。
【０１２６】
　毒性および代謝安定性試験は、等濃度および倍数の濃度のラミブジン、バラクルード、
テルビブジン、テノフォビル、および／またはアデフォビル（バラクルードでは約０．１
ｕｇ／ｍｌ、ラミブジンでは１０ｕｇ／ｍｌまで）またはヒトにおいて典型的に達成され
る血清レベルのインターフェロンアルファ（ＩＦＮａ）の非存在下および存在下で行われ
る。ｃｃｃＤＮＡ抑制的試験化合物は、上記のアッセイで決定した、それらのＩＣ５０の
１０倍で使用される。コントロール化合物（確立された毒性および確立された代謝特性を
有する）もまたそれぞれの試験のパネルに含まれている（すなわちＦＩＡＵ、スタチン等
）。
【０１２７】
　血漿タンパク質結合：平衡透析をヒト血漿タンパク質（販売業者による）に結合する化
合物のパーセンテージを決定するために本アッセイで使用する。
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【０１２８】
　双方向的な透過性：このアッセイは頂端部から側底部方向へ、および側底部から頂端部
方向へのＣａｃｏ－２細胞の単層を介する化合物の透過性を決定するために使用する。
【０１２９】
　インターフェロン（ＩＦＮ）の存在下でのリード化合物の抗ウイルス活性。感染してい
ない細胞においてポリメラーゼ阻害剤またはインターフェロンの組み合わせで使った場合
に、上記の実験はリード化合物の生体外のＡＤＭＥＴを探索する。リード化合物が確立さ
れた抗ウイルス剤の抗ウイルス特性に対して衝撃を与えるかどうかを決定することもまた
重要である。ポリメラーゼ阻害剤と比較すると、ＩＦＮアルファ（ａ）は、ＨＢＶを扱う
ために頻繁には使用しない。使用する場合、何年間も使用し、ｃｃｃＤＮＡ阻害剤と同時
投与する可能性が高いポリメラーゼ阻害剤とは違い、数か月間のみである。しかしながら
、ＩＦＮａの抗ウイルス活性のメカニズムおよび毒性にＨＤＡＣが関与し得るとすれば、
生体外で評価可能な範囲内で、ＩＦＮａとの相互作用の特性について、ここで開示するｃ
ｃｃＤＮＡ阻害剤を評価することは意味がある。したがって、クローニング密度（増殖試
験のために）およびセミコンフルエント（抗ウイルス／ｃｃｃＤＮＡ転写物試験のために
）で播種した、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡからの転写物を生産するようにプログラムされたdＳ
ＴＥＴ細胞およびＡＤ３８細胞（予備証拠およびＣａｉ　２０１２のように）を、異なる
濃度のｃｃｃＤＮＡ阻害剤候補の存在下および非存在下、ならびに、生体外でＨＢＶを抑
制することが知られている量のトリＩＦＮまたはヒトＩＦＮａの存在下および非存在下で
インキュベートする。細胞の生存率およびＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ由来の遺伝子産物（転写
物）の量を、前述の文献公知の手順により測定する。
【０１３０】
　化合物はまた、現在使用されているポリメラーゼ阻害剤の存在下において、生体外での
活性を試験する。問題は、使用するポリメラーゼ阻害剤により異なるが、ＨＢＶポリメラ
ーゼのヌクレオシド／チド阻害剤に抵抗力のある突然変異体ウイルスの出現は、慢性的な
感染の管理において問題である。したがって、野生型ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの機能を抑制
する化合物を、ＨＢＶポリメラーゼ阻害剤に抵抗力のあるＨＢＶからのｃｃｃＤＮＡを阻
害するそれらの能力について試験する。必要な突然変異体ウイルスのすべて（ＤＨＢＶお
よびＷＨＶ）は利用可能である。ヒトおよび／またはアヒルＨＢＶトランスフェクション
（アヒルについては感染）系を使用する。作用の別個のメカニズムからすると、本化合物
は抗ウイルス活性を保持する。
【０１３１】
　配合組成の最適化：選択された化合物について、経口の経管栄養に好適な投薬賦形剤展
開（dosing vehicle development）の進歩を評価する。試験賦形剤は、１）ｐＨ操作、２
）共溶媒（グリシン、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、エタノールなど
）、３）界面活性剤（ポリソルベート、ポロキサマー、ポリオキシルヒマシ油、グリセリ
ルおよびＰＥＧエステルなど）、４）非水系（ゴマ油、中間鎖トリグリセリド、ダイズ油
、オレイン酸など）、５）複合化剤（シクロデキストリンなど）を包含する。
【０１３２】
　ＡＤＭＥＴの見込みから、許容性に関してバラクードに類似した性質を有する化合物が
好ましい。またＨＢＶポリメラーゼ阻害剤（ラミブジン、バラクルード、インターフェロ
ンなど）の存在下のように、非存在下においても同じ毒性および代謝安定性の特性を有す
る化合物が好ましい。ＨＢＶ生産細胞に対して選択的な毒性を有する化合物は好まれず、
失格であり、または特別に慎重に進歩させる。現在のＨＢＶ抗ウイルスの毒性を高めたも
しくは高める、またはこれらの抗ウイルス活性に拮抗する化合物は、さらに進歩している
が、併用によって毒性が高められる可能性に注意し、生体内実験で試験されている。ｃｃ
ｃＤＮＡ活性化合物は、併用では用いない（または注意して用いるのみ）ことを提案する
ことも可能である。
　生体外での有利特性を有するリード化合物をスケールアップし、生体内での毒性、薬物
動態（ＰＫ）および有効性を試験する。
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【０１３３】
　薬物動態、毒物動態（ＴＫ）および投薬量範囲調査試験。高価で、倫理的に制約され、
大量の化合物を消費する、生体内での効果試験を行う前に、未感染の動物の生体内で、候
補となる薬の最大許容投薬量（ＭＴＤ）、薬物動態学的特性（ＰＫ）を決定する必要があ
る。これによって進歩させる価値がある化合物の同定を可能にし、適切な投薬および投与
経路を確立する。これらは確立された予測可能な動物モデルであるため、化合物を、慢性
ヘパドナウイルス感染のアヒルおよび/またはウッドチャックモデルのいずれか（または
両方）における有効性について試験する。ウッドチャックをアヒルと比較することの根拠
について説明する。アピシジンそれ自体に関して、すでにマウスに使用されているため、
動物でのＰＫ／ＴＫについてのかなりのことがすでに知られるようになるであろう。しか
しながら、アピシジンについてさえ、そしてあらゆる他の現在の化合物については確実に
、アヒルおよびウッドチャックに対する新しいＰＫ、ＴＫの研究が必要とされている。し
たがって、マウスおよびラットのＰＫおよびＴＫについての、次のような一連の研究が行
われている。
【０１３４】
　実験の詳細　－マウス、アヒル、および必要ならばウッドチャックの、単一投薬の薬物
動態試験。本試験の目的は、分布の量、全身性のクリアランス、半減期（Ｔ１／２）、最
大血漿濃度（Ｃｍａｘ）および生物学的利用性を得ることである。これらのパラメータは
それぞれのイミノ糖のクリアランスおよび生物学的利用性を評価するために使用するため
、化合物を血漿濃度を維持する能力によってランクづけすることができる。一般に、化合
物を進歩させるため、５０％を超える生物学的利用性が好ましい。
【０１３５】
　上述したように、候補を、マウス（生後６週間、Ｂａｌｂ／ｃ；６マウス／グループ）
；北京ダック（生後６週間）またはウッドチャック（グループ毎に３匹）に対して、静脈
注射（５ｍｇ／ｋｇ）を介して投与し、または経口で（２５ｍｇ／ｋｇ）与える。臨床観
察を、投薬後に数回の間隔で記録する。薬物動態のための血液および尿の試料を、投薬前
に、および投薬後５、１５ならびに３０分、１、２、４、８、１６ならびに２４時間に採
取する。試料を、投与された薬（薬またはプロドラッグ）の存在および量について、およ
び投与されたプロドラッグの場合には「薬」代謝物」の総量についても同様に、分析する
。試料を、我々の他の化合物のためのマウス血漿アッセイを確立した、吸収系によって分
析する。
【０１３６】
　組織分布（マウス）。組織を、経口または静脈内への化合物の投与後の色々な時点で、
単回の投与を受けたマウス（投薬グループ毎に３匹）から採取する。化合物の組織分布の
知識は、成功した薬候補としての可能性を評価することを著しく助けることができる。血
漿タンパク質結合および分布量のような他の生体外でのパラメータは血管外組織への分布
の割合および広がりに対する予測値を有するが、薬の肝臓組織濃度は、おそらく効果に最
も関連がある。焦点は、マウスへの腹腔内および経口経路による化合物の単回投与の後に
エンドポイント試料を使用した候補の組織濃度について、血清、腎臓、腹部脂肪組織／リ
ンパ節よりも、肝臓に保持される。一つの関心のある点は、活性化合物が、組織において
効果的な半減期に関する洞察を提供する、主要な組織の中で、蓄積するか否かである。こ
れは、薬の血清半減期は約２時間ではあるが、それはこの数倍の組織半減期を有すること
ができるものであり、予期された有効性（所与の投薬計画について）より大きく、または
予期された毒性よりも大きいことを説明する。
【０１３７】
　投薬量－最大許容投薬量（ＭＴＤ）の発見の試験。化合物は抗ウイルス活性として評価
されるため、マウスにおける化合物の許容性を知ることは重要である。Ｂａｌｂ／ｃマウ
ス（生後６週間、グループ毎に６匹）；アヒル（生後６週間、グループ毎に３羽）は、経
口の経管栄養（我々は経口で利用可能な化合物を追求しているため）により、「賦形剤」
単体か化合物が溶解した賦形剤のどちらかが投薬されるであろう。以前の経験から、投与
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される化合物の範囲は、投薬グループあたり５匹のマウスに、１００ｍｇ／ｋｇから５０
０ｍｇ／ｋｇの間の可能性がある。動物は、体重および生存性のエンドポイントの毎日の
記録とともに、最大１４日観察される。日常的な組織学および臨床科学の研究が行われて
いる。いかなる死亡性／毒性の結果にもならない、化合物の最も高い投薬量は、ＭＴＤで
あると考えられる。ウッドチャックを、このＭＴＤ試験のために用いることができない；
ＰＫウッドチャックの試験と組み合わせたマウスの試験からの推定が必要であろう。
【０１３８】
　化合物は、それらの経口生物学的利用性、許容性および半減期のためにランクづけられ
る。理想的な化合物は、水溶性、経口、一日の投薬とともに、少なくとも組織培養ＩＣ５
０濃度の１０倍の血清または肝臓組織レベルに到達して維持することが可能であり、組織
培養ＩＣ５０の１００倍以上のＭＴＤを有することが可能である。化合物はこれらの質に
関してランクづけされ、最も良いものおよび二番目に良いものを進歩させるであろう。
【０１３９】
リード化合物は生体内で慢性的に感染した動物モデルに有効か？
　生体外での有効性を実証し、生体内での働きのために投薬することの安全性および理論
的根拠を決定した後、リード化合物が慢性ＨＢＶの検証動物モデルにおいてウイルスのレ
ベルを制御できるかどうかを知ることは重要である。これは、ｃｃｃＤＮＡを標的とする
小分子薬が動物において試験されているであろう最初の機会を表す。安全で、選択的で、
かつｃｃｃＤＮＡ標的化剤とする一致した結果が重要である。有効なエンドポイントは、
ウイルス血症、抗原血症における、肝臓内（intra-liver）ｃｃｃＤＮＡおよびｃｃｃＤ
ＮＡの抑制の指標となる複製型の総量と同様の、急速でかつ協調的な減少を含む。これら
の標的は、用いられた動物モデル、および試験された処置の長さを必要とする。
【０１４０】
　慢性ＨＢＶ感染の色々な動物モデルが存在し、それぞれが長所と同様に欠点を有する。
アヒルおよびウッドチャックを、それぞれ、実験的に慢性的にアヒルおよびウッドチャッ
クヘパドナウイルスに感染させることができる。色々なマウスのモデルが存在するが、ｃ
ｃｃＤＮＡ標的化合物を試験するために、ＨＢＶ遺伝子を有するトランスジェニックマウ
スは、ｃｃｃＤＮＡテンプレートからＨＢＶを生産せず、ｕＰＡマウスのようにヒト肝細
胞を有するキメラのマウスが必要である。実用的な考察は、選択を必要とする。化合物が
培養物中のトリ細胞におけるアヒルウイルスに対して活性であるため、実験を慢性ＨＢＶ
アヒルモデルにおける評価のために設計する。これはＨＢＶ治療を試験するための確立さ
れたモデルであり、自然な感染であるため、慢性的に感染したウッドチャックにおける試
験もまた用意する。ウッドチャックが薬に対して敏感でなく、ヒトＨＢＶに敏感である場
合、ｕＰＡマウスは非常に高価となる。
【０１４１】
　したがって、好ましい化合物は、以下に定義されるように、以下のアヒルおよび適切な
場合にはウッドチャックにおいて必要な量までスケールアップし、有効性について試験す
る。
【０１４２】
　実験の詳細　－好ましい化合物のスケールアップ生産。アピシジンは、フザリウム（す
なわちｓｐ．ＡＴＣＣ７４３２２）による発酵で生産されている。その系統は、２２０ｒ
ｐｍの撹拌で、制御された湿度雰囲気下で１２－１６日間、ＭＥＤ５と呼ばれる栄養培地
に播種される。採取時に、すべての培養液をメチルエチルケトンで抽出し、抽出物を、Ｒ
Ｐ－ＨＰＬＣによって最終精製されたセファデックスゲル濾過により分画する。収率は、
おおよそ２５０ｍｇ／Ｌであるため、グラム量までのスケールアップは日常的である。
【０１４３】
　アヒルヘパドナウイルスの有効性の試験。アピシジンがＤＨＢＶに対して高活性である
ことが知られているため、培養物中では、慢性的に感染したアヒルで試験をする。この試
験の目的は、好ましい化合物の抗ウイルスの可能性を決定することである。血清学および
組織学は二次的である。
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【０１４４】
　慢性的にＤＨＢＶ１６型（アルバータ株）に感染した生後６週間の北京アヒルを用いる
。６週目では、アヒルのウイルス血症および肝臓質量が安定している傾向にある。アヒル
は、筋肉内および経口の経管栄養（Ａｉｍ４　ＰＫ／ＴＫの結果に依存して）により、試
験化合物を（３投薬グループ、ＰＫ結果に依存する投薬量および頻度で、組織培養ＩＣ５
０の少なくとも１０倍安定した血清レベルに到達することを目指して）与える。これらは
、１投薬グループあたりに５－６匹の動物がいる３つの投薬グループである。コントロー
ル投薬グループ（各グループに６匹の動物）は、偽薬を処置した動物および他のバラクル
ード（１ｍｇ／ｋｇ）またはラミブジン（４０ｍｇ／ｋｇ）を１日あたりに処置した動物
を含む。すべての投薬グループのうち少なくとも３匹の動物は、肝生検の少なくとも１つ
の前処置および１つの後処置に寄与する。これはラミブジンが、検出可能なレベルとなり
かつアヒルにおいて報告されたｃｃｃＤＮＡの半減期を下回るためにラミブジンがウイル
ス血症を抑制する時間を超えているため、処置は１０週間である。アヒルは、薬の中止の
後、追加の４週間で、毎週血清の収集を続ける。血清は毎週収集する。
【０１４５】
　毎週の血清は、標準的な「実験室の値」（循環中の血液、アルブミン、ＡＳＴ、ＡＬＴ
ｓ、ＤＨＢＶウイルスＤＮＡの量、ｓＡｇ、ｓＡｂが決定される。生検から得られる肝組
織（同じ動物からのいくつかの前処置および処置の終了）は、ＤＨＢＶ　ＤＮＡ（ｃｃｃ
ＤＮＡ、複製型）およびＤＨＢＶコア（免疫染色された）の試験を受ける。
【０１４６】
　ＷＨＶ－感染されたウッドチャックの試験。この試験では、１グループあたり５匹の動
物とし、１０週間の薬停止の後に薬処置を１０週間行うものとし（影響の耐久性の試験の
ため）、１０グループを用いる。ウイルス血症および抗原血症のレベルの変動のため、動
物は、試験開始の７日前に決定されたＷＨＶウイルス血症および抗原血症レベルによって
グループに層別されるため、両方のウイルスマーカーの平均レベルは、すべての動物のグ
ループの間で均等に分散される。異常に低いＷＨＶｓＡｇレベルを有する動物は、この試
験では用いない。化合物は、げっ歯類における生物学的利用性の試験の後に最終決定され
た経路および頻度により、毎日投与される。この試験で投与の初日は、試験日１である。
試験日１の投与レベルは試験前の体重に基づいて計算され、体重は投薬量投与のために毎
週取得する。投薬範囲は、マウス試験に関しては、参照化合物（テナント）としてバラク
ルードで処置したグループ１０と共に、４回の投薬である。
【０１４７】
　主要なエンドポイントは、薬停止の減少に対する耐久性を達成するために薬投与および
停止を行う場合の、ウイルス血症および抗原血症における用量依存的な減少である。
【０１４８】
　生存率と動物の健康。臨床観察は、罹患率および死亡率のため、１日１回行い、記録す
る。さらに毒物学は、血液学、血清科学、および組織学の検査を経由して取り組まれる。
ウイルス血症もしくは抗原血症または他の推定される有益な成果の減少が二次的な結果の
プロトコル（化合物）の毒性ではないことを保障するために、一般的な動物の健康の前後
関係においてすべての生化学的および免疫学的なエンドポイントを考慮することは重要で
ある。全般的な物理的特性（重量、尿および便の出力ならびに特性評価は毎週決定する。
加えて、肝機能検査（毎月採取した試料で行う）、血液学および化学（処置の前、処置中
および処置後の試料で、選択された動物に対して（投薬前、投薬中および処置終了時）行
う（表を参照）、肝臓切片から得られるパンチ生検の組織学はまた、有効性と同様に毒性
の評価のために実行される。
【０１４９】
　肝機能検査は、肝臓の生存能力のマーカーとして、毎月の試料における商業サービスに
よって決定する。
【０１５０】
　体液性の応答性の証拠。ＷＨｓＡｇを認識する抗体の存在は、ＥＬＩＳＡによって決定
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する。このアッセイは、抗原と複合されるＷＨｓ　Ａｂｓでさえ検出されるようなもので
ある。
【０１５１】
　毒物学。慎重な毒物学は、マウス試験で記述されるように、血液学および血清科学を介
して行う。加えて、肝臓のパンチ生検の組織学的な検査は、炎症、胆管増殖、およびポー
タルならびに小葉肝炎を含み、行われる。
【０１５２】
　血清中のＷＨＶウイルスレベル。評価は、毎週（スロットブロットハイブリダイゼーシ
ョンおよびＰＣＲとしてまたは隔月で（サザンブロット）行う。
【０１５３】
　生検。肝生検は、処置の開始前、途中、終了時、および試験の終了時に収集され、組織
学および細胞内ＷＨＶ ＤＮＡの検査に用いられる。複製型および肝臓内の共有結合的に
閉じた円形ＷＨＶ ＤＮＡ（ＷＨＶ ｃｃｃＤＮＡ）のレベルは、ハート(Hirt)抽出に基づ
いて定量的に決定される。免疫染色のため、別の組織が用いられ、未処置の動物に対して
処置された動物において、コアおよびＷＨｓＡｇの蓄積が決定されるであろう。
【０１５４】
　アヒルおよびウッドチャックの両方の試験にとって、これらの試験はかなり日常的であ
り、すべての方法および評価に必要な手持ちの試薬があるため、技術的困難は予期されな
い。アヒルでの１つの可能性のある問題は、薬なしで起こるウイルス血症／抗原血症の変
化である。これは、ウイルス学的に普段安定している生後６週間のアヒルを用いることに
より、軽減される。
【０１５５】
　積極的な活性のベンチマークは、ＬＦＭＡＵ処置動物である。これらの動物は、アヒル
およびウッドチャックにおいて、それぞれ、前処置および未処置のグループに比べて、Ｈ
ＢＶ感染した肝細胞の数が大幅に減少し、３および１０週間の処置により、ＨＢＶウイル
ス血症および抗原血症ですら一様に失ってしまっていることが予想される。
【０１５６】
　ｃｃｃＤＮＡの転写（および安定性）の阻害は、細胞内および細胞外のすべてのウイル
ス遺伝子産物（それらの血清半減期によって影響する速度で）の量を減少させるはずであ
り、以前にもＨＢＶに感染した細胞の数の減少がある（場合によっては、ＨＢＶの数に比
例した感染細胞の喪失）。現実的には、我々の新たな化合物の有効性の明確な証拠は、時
間およびＨＢＶ ＤＮＡウイルス血症およびｓＡｇ抗原血症において用量依存的で有意に
重要な減少である。本発明の化合物の有効性を考えると、生体外において、一方または両
方のモデルにおける血清表面抗原の少なくとも１０倍の減少が予想される。
【０１５７】
　ＤＨＢｓＡｇＷＨｓＡｂのレベルもまた計測される。コントロール、すなわち、慢性的
に感染した動物は抗原（Ａｇ）を検出することがない（またはほとんど検出することがな
い）と予測される。慢性的に感染した人々（およびウッドチャック）は、ｓＡｂを作るこ
とができ、作るという証拠が増大しつつあるが、循環ｓＡｇにより阻害されまたはこれに
結合する。したがって、Ａｇが低下する場合、および低下するので、ｓＡｂ自体を公表す
ることが可能である。
【０１５８】
　処置の前後に、生体組織検査の分析が、マウントした肝臓組織および抽出物を使用し、
免疫染色したＨＢＶコア、ｓＡｇについて行われ、ＨＢＶの核酸の量を調べる。理想的に
は、感染した細胞の数が薬処置の関数として減少するであろう。有益な情報は、増大する
肝炎（細胞の浸潤）の設定で生じるかどうかを含んでいる。
【０１５９】
　１０および４週の動物の血清（ウッドチャックおよびアヒルそれぞれ）もまた薬処置が
止めた後で評価する。ｓＡｂｓの出現を伴う、安定した、薬のない、抗原血症、ウイルス
血症の抑制は、すべての主な目的を達成したもの考えられる。あらゆる不利な応答または
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発症のない、偽薬を超える量によるウイルス血症および抗原血症の薬抑制は、薬特異的な
効果の証拠と考える。
【０１６０】
　上述のアウトラインの動物試験は、化合物が生体内で抗原血症を減少させることに効果
があるかどうかについて決定的な結論を可能にする。
【０１６１】
　ＨＤＡＣ阻害が、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの転写を阻害することが決定された場合、ＨＤ
ＡＣ阻害は一般的に宿主染色体に統合されたＨＢＶ ＤＮＡを含む遺伝子の活性化と関連
があるため、結果は驚くべきほど有益である。結果は大半の細胞遺伝子とは異なる、ＨＢ
Ｖ ｃｃｃＤＮＡの抑制がどのように異なるかという例を示すかもしれず、ならびにここ
で同定される阻害剤が最終的にヒト系において使用されない場合でも、小さい、薬理学的
に活性な化合物で、非触媒的にｃｃｃＤＮＡを抑制することが可能であることが実証され
る。
【０１６２】
　まとめると、本研究は２つの重要な答えを提供する。第一に、それは、ヒトおよびウッ
ドチャックの培養物におけるＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡの機能の選択的な抑制を示す。第二に
、それは、どのＨＤＡＣ（アピシジンの標的）がＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡを制御するのかを
示す。我々は、ＨＢＶ感染者におけるＨＤＡＣの阻害を慎重に進めなければならず、この
作業が革命的な新しい治療戦略をどのように進めるのかに関する方向を示している、とい
うことを理解している。
【０１６３】
一般的合成
　本発明の化合物は後述する一般的な方法および手順を使用する、容易に手に入る出発物
質から製造することができる。典型的または適切なプロセスの条件（例えば、反応の温度
、時間、反応物のモル比、溶媒、圧力など）が挙げられ、他のプロセスの条件も特に明記
しない限りは使用することができる。最適な反応の条件は特定の反応物または用いられる
溶媒により異なるかもしれないが、このような条件は当業者の日常的な最適化手順によっ
て決定することができる。
【０１６４】
　ここで記載されるプロセスは当業者に知られている任意の適切な方法によって測定する
ことができる。例えば、生産物の形成は分光学的な手段、例えば、核磁気共鳴分光法（例
えば、１Ｈまたは１３ＣＮＭＲ）、赤外線分光法（ＩＲ），分光光度法（例えば、紫外可
視）、または質量分析法、または高速液体クロマトグラフィーまたは薄層クロマトグラフ
ィー（ＨＰＬＣ）などのクロマトグラフィーによって測定することができる。
【０１６５】
　化合物の製法は、種々の化学的な基の保護および脱保護を含み得る。保護および脱保護
の必要性、および適切な保護する基の選択は当業者によって容易に判別され得る。保護基
の化学は、例えば、Ｐ．Ｇ．Ｍ．ＷｕｔｓとＴ．Ｇｒｅｅｎｅ、Ｇｒｅｅｎｅ‘ｓ　Ｐｒ
ｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、４ｔｈ
．Ｅｄ．、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、２００６に見出される。この文献は、その全体を参照
することによりここに組み入れられる。
【０１６６】
　ここで記述されるプロセスの反応は、有機合成の当業者が容易に選択できる好適な溶媒
で行うことができる。好適な溶媒は、反応が進む温度、すなわち、溶媒の凍り出す温度か
ら溶媒の沸騰する温度の幅では、出発物質（反応物）、中間体、または生産物には実質的
に無反応となり得る。このような反応は１つの溶媒でまたは１つの溶媒以上の混合物で進
み得る。特定の反応の段階次第では、特異性のある反応の段階に適切な溶媒を選択するこ
とができる。発明の化合物は例えば下記に記載する反応の経路および技術を使用すること
で製造することができる。
【０１６７】
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化合物の合成
　アピシジンは誘導化され、最近の類似体１および２
【化１４】

（Ｈｏｒｎｅ、Ｗ．Ｓ．、Ｃ．Ａ．　Ｏｌｓｅｎ、Ｊ．Ｍ．Ｂｅｉｅｒｌｅ、Ａ．Ｍｏｎ
ｔｅｒｏ、ａｎｄ　Ｍ．Ｒ．Ｇｈａｄｉｒｉ．２００９．Ｐｒｏｂｉｎｇ　ｔｈｅ　ｂｉ
ｏａｃｔｉｖｅ　ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ａｒｃｈｅｔｙｐａｌ　ｎａ
ｔｕｒａｌ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ＨＤＡＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎａｌｌｙ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ　ｔｒｉａｚｏｌｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ
　ｃｙｃｌｉｃ　ｔｅｔｒａｐｅｐｔｉｄｅｓ．Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ　
Ｅｎｇｌ　４８：４７１８－４７２４；Ｖｉｃｋｅｒｓ、Ｃ．Ｊ．，Ｃ．Ａ．　Ｏｌｓｅ
ｎ、Ｌ．Ｊ．Ｌｅｍａｎ、ａｎｄ　Ｍ．Ｒ．Ｇｈａｄｉｒｉ．２０１２．Ｄｉｓｃｏｖｅ
ｒｙ　ｏｆ　ＨＤＡＣ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　Ｔｈａｔ　Ｌａｃｋ　ａｎ　Ａｃｔｉｖ
ｅ　Ｓｉｔｅ　Ｚｎ２＋－Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｒｏｕｐ．ＡＣＳ
　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓを参照）は、アピシジンの構造
を、抗ＨＤＡＣの有効性を損なうことなく修飾できることを実証している。
【０１６８】
　更なる類似体は、極めて低い水溶解度、経口生物学的利用率、および生体内での半減期
を有するアピシジンと比較して医薬の性質を改善することに焦点を当てて製造された。ア
ピシジンの誘導体は特に標準的な固相および溶液相の方法によって製造された。ある実施
例では、減少したベータ－イソロイシンアミノ酸由来の断片４
【化１５】

は、溶液相の方法で好適に保護された形態（ＰＧ＝ＦｍｏｃまたはＢｏｃのような適切な
保護グループ）で製造され、溶液相または固相の手段によってアミノ酸の配列に導入され
、次いで、確立された方法を用いて環化を行った。
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【図２】

【図３】

【図４】
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