
(57)【要約】

本発明は、高眼圧または緑内障を処置する方法であって

、高眼圧または緑内障の動物に処置有効量の式I：

　

　

　

　

　

　

　

［式中、Ｘ、Ｙ、Ｚ、ｄおよびＲ３ は明細書に定義する

通りである］

で示される化合物を投与することを含んで成る方法を提

供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 高 眼 圧 ま た は 緑 内 障 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 高 眼 圧 ま た は 緑 内 障 の 動 物 に 処 置 有 効 量
の 式 I：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
　 陰 影 線 は α 配 置 を 表 し 、 三 角 形 の 線 は β 配 置 を 表 し 、 波 線 は α 配 置 ま た は β 配 置 を 表 し
、 点 線 は 二 重 結 合 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 表 し ；
　 Dは 、 共 有 結 合 、 ま た は CH 2 、 O、 Sま た は NHを 表 し ；
　 Xは 、 CO 2 R、 CONR 2 、 CH 2 OR、 P（ O） （ OR） 2 、 CONRSO 2 R、 SONR 2 ま た は
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り ；
　 Yは 、
【 化 ３ 】
　
　
　
　
で あ り ；
　 Zは 、 CH 2 ま た は 共 有 結 合 で あ り ；
　 Rは 、 Hま た は R 2 で あ り ；
　 R１ は 、 H、 R 2 、 フ ェ ニ ル ま た は COR 2 で あ り ；
　 R 2 は 、 C 1 ～ C 5 低 級 ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り ；
　 R 3 は 、 R 2 、 フ ェ ニ ル 、 チ エ ニ ル 、 フ ラ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ
ル 、 ナ フ チ ル 、 お よ び そ れ ら の 置 換 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 該 置 換 基 は 、 C 1 ～ C 5
ア ル キ ル 、 ハ ロ ゲ ン 、 CF 3 、 CN、 NO 2 、 NR 2 、 CO 2 Rお よ び ORか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ］
で 示 さ れ る 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 化 合 物 は 式 II：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Zが 共 有 結 合 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Dが CH 2 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Xが CO 2 Rで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Rが Hお よ び エ チ ル か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Rが Hま た は C 1 ～ C 5 ア ル キ ル で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 R 1 が Hで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 R 3 が 、 フ ェ ニ ル 、 ク ロ ロ フ ェ ニ ル お よ び ト リ フ ル オ ロ メ チ ル フ ェ ニ ル か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 化 合 物 が 、
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ
ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 ； お よ び
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ
キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 処 置 有 効 量 の 式 I：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
　 陰 影 線 は α 配 置 を 表 し 、 三 角 形 の 線 は β 配 置 を 表 し 、 波 線 は α 配 置 ま た は β 配 置 を 表 し
、 点 線 は 二 重 結 合 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 表 し ；
　 Dは 、 共 有 結 合 、 ま た は CH 2 、 O、 Sま た は NHを 表 し ；
　 Xは 、 CO 2 R、 CONR 2 、 CH 2 OR、 P（ O） （ OR） 2 、 CONRSO 2 R、 SONR 2 ま た は
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り ；
　 Yは 、
【 化 ７ 】
　
　
　
　
で あ り ；
　 Zは 、 CH 2 ま た は 共 有 結 合 で あ り ；
　 Rは 、 Hま た は R 2 で あ り ；
　 R１ は 、 H、 R 2 、 フ ェ ニ ル ま た は COR 2 で あ り ；
　 R 2 は 、 C 1 ～ C 5 低 級 ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り ；
　 R 3 は 、 R 2 、 フ ェ ニ ル 、 チ エ ニ ル 、 フ ラ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ
ル 、 ナ フ チ ル 、 お よ び そ れ ら の 置 換 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 該 置 換 基 は 、 C 1 ～ C 5
ア ル キ ル 、 ハ ロ ゲ ン 、 CF 3 、 CN、 NO 2 、 NR 2 、 CO 2 Rお よ び ORか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ］
で 示 さ れ る 化 合 物 を 、 非 毒 性 の 眼 科 的 に 許 容 さ れ る 液 体 賦 形 剤 と 混 合 し て 含 ん で 成 る 、 計
量 適 用 に 好 適 な 容 器 に 充 填 さ れ た 眼 科 用 液 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 内 容 物 を 計 量 形 態 で デ ィ ス ペ ン ス す る の に 好 適 な 容 器 ： お よ び
　 該 容 器 中 の 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 眼 科 用 液 剤
を 含 ん で 成 る 医 薬 生 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 式 I：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
　 陰 影 線 は α 配 置 を 表 し 、 三 角 形 の 線 は β 配 置 を 表 し 、 波 線 は α 配 置 ま た は β 配 置 を 表 し
、 点 線 は 二 重 結 合 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 表 し ；
　 Dは 、 共 有 結 合 、 ま た は CH 2 、 O、 Sま た は NHを 表 し ；
　 Xは 、 CONR 2 、 CH 2 OR、 P（ O） （ OR） 2 、 CONRSO 2 Rま た は SONR 2 で あ り ；
　 Yは 、
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
で あ り ；
　 Zは 、 CH 2 ま た は 共 有 結 合 で あ り ；
　 Rは 、 Hま た は R 2 で あ り ；
　 R１ は 、 H、 R 2 、 フ ェ ニ ル ま た は COR 2 で あ り ；
　 R 2 は 、 C 1 ～ C 5 低 級 ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り ；
　 R 3 は 、 R 2 、 フ ェ ニ ル 、 チ エ ニ ル 、 フ ラ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ
ル 、 ナ フ チ ル 、 お よ び そ れ ら の 置 換 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 該 置 換 基 は 、 C 1 ～ C 5
ア ル キ ル 、 ハ ロ ゲ ン 、 CF 3 、 CN、 NO 2 、 NR 2 、 CO 2 Rお よ び ORか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ］
で 示 さ れ る 、 高 眼 圧 ま た は 緑 内 障 の 処 置 に 有 用 な 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 化 合 物 は 式 II：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Zが 共 有 結 合 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Dが CH 2 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Xが CO 2 Rで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Rが Hお よ び エ チ ル か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Rが Hま た は C 1 ～ C 5 ア ル キ ル で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 R 1 が Hで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 R 3 が 、 フ ェ ニ ル 、 ク ロ ロ フ ェ ニ ル お よ び ト リ フ ル オ ロ メ チ ル フ ェ ニ ル か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 化 合 物 が 、
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ
ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 （ 実 施 例 ６ ） ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ
キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 （ 実 施 例 ８ ）
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 緑 内 障 を 処 置 す る の に 特 に 適 当 な 、 有 効 な 眼 圧 降 下 剤 と し て 有 用 な ３ － オ キ
サ － ８ － ア ザ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 似 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 眼 圧 降 下 剤 は 、 多 様 な 高 眼 圧 症 状 、 例 え ば 術 後 お よ び レ ー ザ ー ト ラ ベ ク レ ク ト ミ ー 後 の
高 眼 圧 や 、 緑 内 障 の 処 置 に お い て 、 並 び に 術 前 の 補 助 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 緑 内 障 は 、 眼 圧 の 上 昇 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 眼 疾 患 で あ る 。 緑 内 障 は 、 そ の 病 因 に よ り
、 原 発 性 ま た は 続 発 性 と し て 分 類 さ れ て い る 。 例 え ば 、 成 人 の 原 発 性 緑 内 障 (先 天 性 緑 内
障 )は 、 開 放 隅 角 緑 内 障 で あ る か 、 ま た は 急 性 も し く は 慢 性 の 閉 塞 隅 角 緑 内 障 で あ り 得 る
。 続 発 性 緑 内 障 は 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 眼 内 腫 瘍 ま た は 拡 大 し た 白 内 障 の よ う な 既 存 の 眼 疾 患 か
ら 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 原 発 性 緑 内 障 の 原 因 は 、 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。 そ の 眼 圧 上 昇 は 、 房 水 流 出 遮 断 に よ る
。 慢 性 開 放 隅 角 緑 内 障 に お い て は 、 前 房 お よ び そ の 解 剖 学 的 構 造 は 正 常 に 見 え る が 、 房 水
の 排 出 は 妨 げ ら れ る 。 急 性 ま た は 慢 性 の 閉 塞 隅 角 緑 内 障 に お い て は 、 前 房 が 浅 く 、 透 過 角
が 狭 く 、 虹 彩 が シ ュ レ ン ム 管 の 入 口 の 小 柱 網 を 閉 塞 し 得 る 。 瞳 孔 の 拡 張 に よ り 、 虹 彩 根 部
が 隅 角 に 対 し て 前 方 に 押 さ れ 、 お よ び 瞳 孔 ブ ロ ッ ク を 起 こ し て 、 病 状 を 急 進 し 得 る 。 前 房
隅 角 の 狭 い 眼 は 、 種 々 の 重 篤 度 の 急 性 閉 塞 隅 角 緑 内 障 に 患 る 素 因 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 続 発 性 緑 内 障 は 、 後 房 か ら 前 房 、 次 い で シ ュ レ ン ム 管 へ の 房 水 の 流 れ の い か な る 妨 害 に
よ っ て も 起 こ る 。 前 房 の 炎 症 性 疾 患 は 、 膨 隆 虹 彩 に お け る 完 全 な 虹 彩 後 癒 着 を 起 こ す こ と
に よ り 房 水 排 出 を 妨 げ 得 、 排 液 路 を 滲 出 物 で 閉 塞 し 得 る 。 他 の 通 常 の 原 因 は 、 眼 内 腫 瘍 、
拡 大 し た 白 内 障 、 網 膜 中 心 静 脈 閉 塞 、 眼 の 外 傷 、 手 術 操 作 お よ び 眼 内 出 血 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 す べ て の 種 類 を 考 慮 す る と 、 緑 内 障 は 、 ４ ０ 歳 を 超 え る す べ て の 人 の 約 ２ ％ に 起 こ り 、
視 力 が 急 速 に 損 わ れ る ま で 何 年 間 も 無 症 候 性 で あ り 得 る 。 手 術 が 指 示 さ れ な い 場 合 、 局 所
用 β － ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 拮 抗 剤 が 、 従 来 、 緑 内 障 処 置 薬 物 と し て 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 あ る 種 の エ イ コ サ ノ イ ド お よ び そ の 誘 導 体 は 、 眼 圧 降 下 活 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て
お り 、 緑 内 障 処 置 に 使 用 す る こ と が 推 奨 さ れ て い る 。 エ イ コ サ ノ イ ド お よ び 誘 導 体 は 、 プ
ロ ス タ グ ラ ン ジ ン お よ び そ の 誘 導 体 の よ う な 、 多 く の 生 物 学 的 に 重 要 な 化 合 物 を 包 含 す る
。 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン は 、 下 記 式 で 示 さ れ る プ ロ ス タ ン 酸 の 誘 導 体 で あ る と い え る ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 プ ロ ス タ ン 酸 骨 格 の 脂 環 上 の 構 造 お よ び 置 換 基 に よ っ て 、 様 々 な 種 類 の プ ロ ス タ グ ラ ン
ジ ン が 知 ら れ て い る 。 更 な る 分 類 は 、 側 鎖 中 の 不 飽 和 結 合 数 に 基 づ い て な さ れ 、 プ ロ ス タ
グ ラ ン ジ ン の 種 類 の 後 に 数 字 で 示 さ れ ［ 例 え ば 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｅ 1 （ Ｐ Ｇ Ｅ 1 ） 、 プ
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ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｅ 2 （ Ｐ Ｇ Ｅ 2 ） ］ 、 ま た 、 脂 環 上 の 置 換 基 の 配 置 に 基 づ い て も な さ れ 、
α ま た は β で 示 さ れ る ［ 例 え ば 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｆ 2 α （ Ｐ Ｇ Ｆ 2 β ） ］ 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン は か つ て 、 有 効 な 眼 圧 上 昇 剤 で あ る と 見 な さ れ て い た ; し か し 、 過
去 １ ０ 年 間 に 蓄 積 さ れ た 証 拠 に よ る と 、 い く つ か の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン は 非 常 に 有 効 な 眼
圧 降 下 剤 で あ り 、 緑 内 障 の 長 期 処 置 に 好 適 で あ る こ と が わ か っ た （ 例 え ば 、 Ｂ ito， Ｌ ．
Ｚ ． ， Ｂ iological　 Ｐ rotection　 with　 Ｐ rostaglandins， Ｃ ohen， Ｍ ． Ｍ ． 編 ， Ｂ oca
　 Ｒ aton， Ｆ la， Ｃ Ｒ Ｃ 　 Ｐ ress　 Ｉ nc． ， １ ９ ８ ５ ， 第 ２ ３ １ ～ ２ ５ ２ 頁 ； 並 び に Ｂ it
o， Ｌ ． Ｚ ． ， Ａ pplied　 Ｐ harmacology　 in　 the　 Ｍ edical　 Ｔ reatment　 of　 Ｇ lauco
mas， Ｄ rance， Ｓ ． Ｍ ． お よ び Ｎ eufeld， Ａ ． Ｈ ． 編 ， Ｎ ew　 Ｙ ork， Ｇ rune　 ＆ 　 Ｓ tra
tton， １ ９ ８ ４ ， 第 ４ ７ ７ ～ ５ ０ ５ 頁 参 照 ） 。 そ の よ う な プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン は 、 Ｐ Ｇ Ｆ

2 α 、 Ｐ Ｇ Ｆ 1 α 、 Ｐ Ｇ Ｅ 2 、 お よ び そ れ ら の 脂 溶 性 エ ス テ ル (例 え ば 、 １ － イ ソ プ ロ ピ ル エ
ス テ ル の よ う な Ｃ 1 － Ｃ 2 ア ル キ ル エ ス テ ル )を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン に よ る 眼 圧 降 下 の 詳 し い メ カ ニ ズ ム は 未 だ わ か っ て い な い が 、 実 験
結 果 に よ り 、 ブ ド ウ 膜 強 膜 流 出 の 増 加 に よ る も の で あ る こ と が 示 さ れ た ［ Ｎ ilssonら ， Ｉ
nvest． Ｏ phthalmol． Ｖ is． Ｓ ci． (suppl)， ２ ８ ４ (１ ９ ８ ７ )］ 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｐ Ｇ Ｆ 2 α の イ ソ プ ロ ピ ル エ ス テ ル は 、 親 化 合 物 よ り も は る か に 大 き い 降 圧 活 性 を 有 す
る こ と が わ か っ て い る 。 こ れ は 、 角 膜 透 過 性 が よ り 高 い こ と に よ る と 考 え ら れ る 。 １ ９ ８
７ 年 に こ の 化 合 物 は 、 「 か つ て 報 告 さ れ た う ち で 最 も 強 力 な 眼 圧 降 下 剤 」 で あ る と 文 献 に
記 載 さ れ た ［ 例 え ば 、 Ｂ ito， Ｌ ． Ｚ ． ， Ａ rch． Ｏ phthalmol． ， １ ０ ５ 、 １ ０ ３ ６ (１ ９
８ ７ )、 お よ び Ｓ ieboldら ， Ｐ rodrug　 ５ 、 ３ (１ ９ ８ ９ )参 照 ]。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン は 顕 著 な 眼 内 副 作 用 を 持 た な い と 考 え ら れ る が 、 眼 表 面 (結 膜 )充 血
お よ び 異 物 感 は 、 ヒ ト の 眼 に 対 す る そ の よ う な 化 合 物 (と り わ け Ｐ Ｇ Ｆ 2 α お よ び そ の プ ロ
ド ラ ッ グ 、 例 え ば １ － イ ソ プ ロ ピ ル エ ス テ ル )の 局 所 適 用 に 伴 っ て 必 ず 起 こ る 。 高 眼 圧 を
伴 う 症 状 (例 え ば 緑 内 障 )の 処 置 に お け る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の 臨 床 的 使 用 可 能 性 は 、 上 記
の よ う な 副 作 用 の 故 に 非 常 に 制 限 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ａ llergan， Ｉ nc． に 譲 渡 さ れ た 一 連 の 同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 に お い て 、 眼 圧 降 下 活 性
が 高 く 、 副 作 用 は 無 い 、 ま た は 実 質 的 に 副 作 用 の 無 い プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン エ ス テ ル が 開 示
さ れ て い る 。 同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第 ５ ９ ６ ４ ３ ０ 号 (１ ９ ９ ０ 年 １ ０ 月 １ ０ 日 出 願 、 米
国 特 許 第 ５ ４ ４ ６ ０ ４ １ 号 に 対 応 )は 、 あ る 種 の １ １ － ア シ ル － プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 例
え ば １ １ － ピ バ ロ イ ル 、 １ １ － ア セ チ ル 、 １ １ － イ ソ ブ チ リ ル 、 １ １ － バ レ リ ル 、 お よ び
１ １ － イ ソ バ レ リ ル Ｐ Ｇ Ｆ 2 α に 関 す る 。 同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第 １ ７ ５ ４ ７ ６ 号 (１ ９ ９
３ 年 １ ２ 月 ２ ９ 日 出 願 )に は 、 眼 圧 降 下 作 用 を 有 す る １ ５ － ア シ ル プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン が
開 示 さ れ て い る 。 同 様 に 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の １ １ ,１ ５ － 、 ９ ,１ ５ － お よ び ９ ,１ １
－ ジ エ ス テ ル 、 例 え ば １ １ ,１ ５ － ジ ピ バ ロ イ ル Ｐ Ｇ Ｆ 2 α も 、 眼 圧 降 下 活 性 を 有 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第 ３ ８ ５ ６ ４ ５ 号 （ １ ９ ８ ９ 年 ７ 月 ７ 日 出 願 、 米
国 特 許 第 ４ ９ ９ ４ ２ ７ ４ 号 に 対 応 ） 、 第 ５ ８ ４ ３ ７ ０ 号 （ １ ９ ９ ０ 年 ９ 月 １ ８ 日 出 願 、 米
国 特 許 第 ５ ０ ２ ８ ６ ２ ４ 号 に 対 応 ） 、 お よ び 第 ５ ８ ５ ２ ８ ４ 号 （ １ ９ ９ ０ 年 ９ 月 １ ８ 日 出
願 、 米 国 特 許 第 ５ ０ ３ ４ ４ １ ３ 号 に 対 応 ） 参 照 。 こ れ ら す べ て の 特 許 出 願 の 開 示 を 、 特 に
引 用 に よ り 本 発 明 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ８ － ア ザ プ ロ ス タ グ ラ ン 類 似 体 が 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ４ ６ １ ４ ０ Ａ １ 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／
０ ４ ２ ２ ６ ８ Ａ ２ 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ２ ４ ６ ４ ７ Ａ １ 、 Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ０ ７ ９ ４ １ Ａ １ 、 Ｅ Ｐ １ １
２ １ ９ ３ ９ Ａ ２ 、 お よ び 日 本 国 特 許 ２ ０ ０ １ － ２ ３ ３ ７ ９ ２ に 開 示 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 本 発 明 は 、 高 眼 圧 の 哺 乳 動 物 に 処 置 有 効 量 の 下 記 式 Iの 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で
成 る 高 眼 圧 の 処 置 方 法 に 関 す る ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
　 陰 影 線 は 、 α 配 置 を 表 し 、 三 角 形 は 、 β 配 置 を 表 し 、 波 線 は 、 α 配 置 ま た は β 配 置 を 表
し 、 点 線 は 、 二 重 結 合 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 表 し ；
　 Dは 、 共 有 結 合 、 ま た は CH 2 、 O、 Sま た は NHを 表 し ；
　 Xは 、 CO 2 R、 CONR 2 、 CH 2 OR、 P（ O） （ OR） 2 、 CONRSO 2 R、 SONR 2 ま た は
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り ；
　 Yは 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
で あ り ；
　 Zは 、 CH 2 ま た は 共 有 結 合 で あ り ；
　 Rは 、 Hま た は R 2 で あ り ；
　 R１ は 、 H、 R 2 、 フ ェ ニ ル ま た は COR 2 で あ り ；
　 R 2 は 、 C 1 ～ C 5 低 級 ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り ；
　 R 3 は 、 R 2 、 フ ェ ニ ル 、 チ エ ニ ル 、 フ ラ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ
ル 、 ナ フ チ ル 、 お よ び そ れ ら の 置 換 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 該 置 換 基 は 、 C 1 ～ C 5
ア ル キ ル 、 ハ ロ ゲ ン 、 CF 3 、 CN、 NO 2 、 NR 2 、 CO 2 Rお よ び ORか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ］ 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 下 記 を 含 ん で 成 る 医 薬 生 成 物 に 関 す る ：
　 内 容 物 を 計 量 形 態 で デ ィ ス ペ ン ス す る の に 好 適 な 容 器 ： お よ び
　 該 容 器 中 の 、 先 に 定 義 し た 眼 科 用 液 剤 。
　 最 後 に 、 前 記 の 式 に よ っ て 示 さ れ 、 下 記 に 開 示 さ れ 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 特 定 の
化 合 物 は 、 新 規 か つ 非 自 明 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 8-ア ザ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 似 体 の 眼 圧 降 下 剤 と し て の 使 用 に 関 す る 。 本 発
明 に 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 下 記 の 構 造 式 Iに よ っ て 示 さ れ る ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 化 合 物 の 好 ま し い 群 は 、 下 記 の 構 造 式 IIの 化 合 物 を 包 含 す る ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 前 記 の 式 に お い て 、 置 換 基 お よ び 記 号 は 前 記 の よ う に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 の 式 に お い て 、
　 好 ま し く は Dは 共 有 結 合 を 表 す か ま た は CH 2 で あ り 、 よ り 好 ま し く は Dは CH 2 で あ り ；
　 好 ま し く は Zは 共 有 結 合 を 表 し ；
　 好 ま し く は Rは Hま た は C 1 ～ C 5 低 級 ア ル キ ル で あ り ；
　 好 ま し く は R 1 は Hで あ り ；
　 好 ま し く は 、 R 3 は 、 フ ェ ニ ル お よ び そ の モ ノ 置 換 誘 導 体 、 例 え ば ク ロ ロ お よ び ト リ フ ル
オ ロ メ チ ル フ ェ ニ ル （ 例 え ば m-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 好 ま し く は Xは CO 2 Rで あ り 、 よ り 好 ま し く は Rは Hお よ び メ チ ル か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 の 本 発 明 化 合 物 は 、 当 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ る か 、 ま た は 下 記 の 実 施 例 に よ
っ て 製 造 し う る 。 下 記 の 化 合 物 は 、 本 発 明 化 合 物 の 特 に 好 ま し い 例 で あ る ：
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ
-ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ
-ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1
-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1
-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 ；
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ
ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ
ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ
キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル ；
　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ
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キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 少 な く と も １ 種 の 本 発 明 化 合 物 ま た は 医 薬 的 に 許 容 し 得 る そ の 酸 付 加 塩
の 処 置 有 効 量 を 活 性 成 分 と し て 、 眼 科 的 に 許 容 し 得 る 通 常 の 薬 剤 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ る こ
と に よ っ て 、 お よ び 眼 へ の 局 所 適 用 に 適 当 な 単 位 用 量 形 態 を 形 成 す る こ と に よ っ て 調 製 し
得 る 。 処 置 有 効 量 は 通 例 、 液 体 製 剤 中 約 ０ .０ ０ ０ １ ～ ５ ％ (w／ v)、 好 ま し く は 約 ０ .０ ０
１ ～ １ .０ ％ (w／ v)で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 眼 科 的 な 適 用 の た め に は 、 主 な 賦 形 剤 と し て 生 理 食 塩 液 を 用 い て 液 剤 を 調 製 す る こ と が
好 ま し い 。 そ の よ う な 眼 用 液 剤 の pＨ は 、 適 当 な 緩 衝 系 に よ っ て ６ .５ ～ ７ .２ に 保 つ こ と
が 好 ま し い 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 医 薬 的 に 許 容 し 得 る 通 常 の 保 存 剤 、 安 定 剤 お よ び 界 面 活
性 剤 を も 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 使 用 し 得 る 好 ま し い 保 存 剤 は 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 ク ロ ロ
ブ タ ノ ー ル 、 チ メ ロ サ ー ル 、 酢 酸 フ ェ ニ ル 水 銀 お よ び 硝 酸 フ ェ ニ ル 水 銀 を 包 含 す る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し い 界 面 活 性 剤 は 、 例 え ば 、 Ｔ ween　 ８ ０ で あ る 。
同 様 に 、 本 発 明 の 眼 用 製 剤 中 に 種 々 の 好 ま し い 賦 形 剤 を 使 用 し 得 る 。 こ の よ う な 賦 形 剤 は
、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス
、 ポ ロ キ サ マ ー 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス お よ び 精 製
水 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 ま た は 好 都 合 に 、 浸 透 圧 調 整 剤 を 添 加 し 得 る 。 浸 透 圧 調 整 剤 は 、 塩 、 と
り わ け 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 マ ン ニ ト ー ル お よ び グ リ セ リ ン を 包 含 す る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 眼 科 的 に 許 容 し 得 る 他 の 適 当 な 浸 透 圧 調 整 剤 も 使 用 し 得
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 眼 科 的 に 許 容 し 得 る 製 剤 が 得 ら れ る の で あ れ ば 、 pＨ 調 整 の た め に ど の よ う な 緩 衝 剤 お
よ び 手 段 を 用 い て も よ い 。 緩 衝 剤 は 、 酢 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン 酸 お よ び ホ ウ 酸 の 緩 衝 剤 を 包
含 す る 。 製 剤 の pＨ を 調 整 す る た め に 、 必 要 に 応 じ て 酸 ま た は 塩 基 を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め の 眼 科 的 に 許 容 し 得 る 抗 酸 化 剤 は 、 メ タ 重 亜 硫 酸
ナ ト リ ウ ム 、 チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ア セ チ ル シ ス テ イ ン 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル
お よ び ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン を 包 含 す る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 眼 用 製 剤 が 含 有 し 得 る 他 の 佐 剤 成 分 は キ レ ー ト 剤 で あ る 。 好 ま し い キ レ ー ト 剤
は エ デ ト 酸 二 ナ ト リ ウ ム で あ る が 、 そ の 代 わ り に 、 ま た は そ れ と 組 み 合 わ せ て 他 の キ レ ー
ト 剤 も 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 成 分 は 通 例 、 次 の よ う な 量 で 使 用 す る :
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 活 性 化 合 物 の 実 際 の 用 量 は 、 化 合 物 に よ っ て 、 お よ び 処 置 す る 症 状 に よ っ て 異
な る 。 当 業 者 は そ の 知 識 の 範 囲 内 で 、 適 当 な 用 量 を 選 択 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 眼 用 製 剤 は 、 眼 へ の 適 用 を 容 易 に す る よ う 、 計 量 適 用 に 適 し た 形 態 (例 え ば ド
ロ ッ パ ー 付 き 容 器 )に 充 填 す る こ と が 好 都 合 で あ る 。 滴 下 適 用 に 適 し た 容 器 は 通 例 、 不 活
性 で 無 毒 性 の 適 当 な プ ラ ス チ ッ ク 材 料 製 で あ り 、 液 剤 を 通 例 約 ０ .５ ～ １ ５ ml収 容 す る 。
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て さ ら に 説 明 す る が 、 実 施 例 は 本 発 明 を 制 限 す る も の で は
な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ １ 】

　 水 素 化 ナ ト リ ウ ム （ 29mg、 油 中 60%分 散 物 、 0.73mmol） を 、 0℃ で 、 THF（ 5mL） 中 の ［ 3-
（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -2-オ キ ソ プ ロ ピ ル ］ -燐 酸 ジ メ チ ル エ ス テ ル （ 180mg、 0.65mmol）
の 溶 液 に 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 40分 間 置 き 、 次 に 、 0℃ に 再 冷 却 し た 。 THF（ 2mL） 中
の ［ 4-（ R） -（ 2-ホ ル ミ ル -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ） -ブ ト キ シ ］ -酢 酸 メ チ ル エ ス
テ ル （ 約 0.72mmol、 手 順 1か ら の 粗 生 成 物 ） の 溶 液 を 、 カ ニ ュ ー レ で 添 加 し た 。 反 応 を 室
温 に 温 め 、 20時 間 置 い た 。 次 に 、 酢 酸 お よ び 水 （ 1:1、 20mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を EtOAc（
3x20mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た 有 機 相 を 、 NaHCO 3 飽 和 水 溶 液 （ 3x15mL） お よ び ブ ラ イ ン （
30mL） で 洗 浄 し 、 次 に 、 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 フ ラ ッ シ ュ
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→ 2%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） 、 次 に 、 分 取 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（ 5%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ て 精 製 し て 、 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ）
-3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス
テ ル （ 106mg、 40%） を 得 た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ
-ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 2.4mg、 0.006mmol） 、 ウ サ ギ 肝
臓 エ ス テ ラ ー ゼ （ 1mg、 134単 位 ／ mg） 、 pH7.2燐 酸 塩 緩 衝 液 （ 2.5mL） お よ び ア セ ト ニ ト リ
ル （ 0.1mL） の 混 合 物 を 、 室 温 で 18時 間 撹 拌 し た 。 次 に 、 ア セ ト ニ ト リ ル （ 5mL） を 添 加 し
、 混 合 物 を 真 空 下 に 濃 縮 乾 固 し た 。 残 渣 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→ 10
%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ て 精 製 し て 、 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-
オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 （ 1.1mg、 47%
） を 得 た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
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（ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -
ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル

（ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -
ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸



　 Pd／ C（ 6mg、 10wt%） を 、 メ タ ノ ー ル （ 2mL） 中 の （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ
フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸
メ チ ル エ ス テ ル （ 59mg、 0.14mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 排 気 し 、 水 素 （ 3x）
で 再 び 満 た し 、 次 に 、 水 素 の バ ル ー ン 下 に 室 温 で 3.5時 間 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を セ ラ イ
ト で 濾 過 し 、 メ タ ノ ー ル （ 5mL） で 洗 浄 し た 。 濾 液 を 真 空 濃 縮 し て 、 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-
（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -
酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 59mg、 99%） を 得 た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1
-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 8.1mg、 0.02mmol） 、 ウ サ ギ 肝 臓 エ ス テ ラ ー ゼ
（ 1mg、 134単 位 ／ mg） 、 pH7.2燐 酸 塩 緩 衝 液 （ 3mL） お よ び ア セ ト ニ ト リ ル （ 0.1mL） の 混
合 物 を 、 室 温 で 16.5時 間 撹 拌 し た 。 HCl水 溶 液 （ 0.5M、 5mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を CH 2 Cl 2 （
3x5mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た 有 機 相 を 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し て 、 （ 4-
｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ
リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 （ 1.6mg、 20%） を 得 た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 水 素 化 硼 素 ナ ト リ ウ ム （ 4.1mg、 0.11mmol） を 、 室 温 で 、 CH 2 Cl 2 （ 1mL） 中 の 　 （ 4-｛ （
R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ
ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 44mg、 0.11mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 メ タ ノ ー ル （ 3滴 ）
を 添 加 し 、 反 応 を 室 温 で 4.5時 間 撹 拌 し た 。 HCl水 溶 液 （ 0.5M、 5mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を C
H 2 Cl 2 （ 2x8mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た 有 機 相 を 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し た
。 残 渣 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→ 3%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ て 精 製 し て
、 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ
ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 9.1mg、 21%） を 得 た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 水 酸 化 リ チ ウ ム 水 溶 液 （ 1.0N、 0.04mL） を 、 室 温 で 、 THF（ 0.5mL） 中 の （ 4-｛ （ R） -2-
［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト
キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 15mg、 0.036mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 1時 間 後 、 HCl水 溶 液
（ 1.0N、 3mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を CH 2 Cl 2 （ 3x5mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た 有 機 相 を 乾 燥 し
（ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し た 。 残 渣 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→
3%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ て 精 製 し て 、 （ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド
ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 （ 6.3mg、 43%） を 得 た
。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 水 素 化 硼 素 ナ ト リ ウ ム （ 4.3mg、 0.11mmol） を 、 0℃ で 、 CH 2 Cl 2 （ 1mL） 中 の （ 4-｛ （ R）
-2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1
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（ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-
イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル

（ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-オ キ ソ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-
イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸

（ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン
-1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル

（ 4-｛ （ R） -2-［ 4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ チ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン
-1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸

（ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ
ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル



-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 42mg、 0.10mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 メ タ ノ
ー ル （ 3滴 ） を 添 加 し 、 反 応 を 室 温 で 3時 間 撹 拌 し た 。 HCl水 溶 液 （ 0.5M、 5mL） を 添 加 し 、
混 合 物 を CH 2 Cl 2 （ 3x5mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た 有 機 相 を 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真
空 濃 縮 し た 。 残 渣 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→ 5%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ
て 精 製 し て 、 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ
ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 31mg、 73%） を
得 た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 水 酸 化 リ チ ウ ム 水 溶 液 （ 1.0N、 0.04mL） を 、 室 温 で 、 THF（ 0.25mL） 中 の （ 4-｛ （ R） -2
-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン
-1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 16mg、 0.039mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 1時
間 後 、 HCl水 溶 液 （ 0.5N、 3mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を EtOAc（ 2x5mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た
有 機 相 を ブ ラ イ ン （ 10mL） で 洗 浄 し 、 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し て 、 （ 4-｛
（ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ
ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 （ 15mg、 97%） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　

　
　 水 素 化 ナ ト リ ウ ム （ 4.44g、 油 中 60%分 散 物 、 111mmol） を 、 THF（ 200mL） 中 の 1,4-ブ タ
ン ジ オ ー ル （ 10.0g、 111mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 後 、 混 合 物 を 0℃
に 冷 却 し 、 メ チ ル ブ ロ モ メ チ ル ア セ テ ー ト （ 10.82mL、 114mmol） を 添 加 し 、 反 応 を 室 温 に
温 め た 。 16時 間 後 、 水 （ 100mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を EtOAc（ 3x100mL） で 抽 出 し た 。 合 わ
し た 有 機 相 を ブ ラ イ ン （ 2x100mL） で 洗 浄 し 、 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し た
。 残 渣 を 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 20%→ 30%EtOAｃ ／ ヘ キ サ ン ） に よ っ て
精 製 し て 、 （ 4-ヒ ド ロ キ シ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 2.88g、 16%） を 無 色 油 状 物
と し て 得 た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　 ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン （ 5.59g、 21.3mmol） 、 臭 素 （ 1.1mL、 21.5mmol） お よ び イ ミ ダ
ゾ ー ル （ 1.41g、 20.7mmol） を 、 窒 素 下 に 0℃ で 、 CH 2 Cl 2 （ 15mL） 中 の （ 4-ヒ ド ロ キ シ -ブ
ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 2.88g、 17.8mmol） の 溶 液 に 順 次 に 添 加 し た 。 １ 時 間 後 、
混 合 物 を 塩 基 性 ア ル ミ ナ で 濾 過 し 、 5%EtOAc／ ヘ キ サ ン （ 40mL） で 濯 い だ 。 濾 液 を 濃 縮 し
、 残 渣 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→ 20%EtOAｃ ／ ヘ キ サ ン ） に よ っ て 精
製 し て 、 （ 4-ブ ロ モ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 2.02g、 51%） を 無 色 油 状 物 と し て
得 た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　

　 水 素 化 ナ ト リ ウ ム （ 192mg、 油 中 60%分 散 物 、 4.8mmol） を 、 DMF（ 8mL） 中 の 5-（ tert-ブ
チ ル ジ メ チ ル シ ラ ニ ル オ キ シ メ チ ル ） -ピ ロ リ ジ ン -2-オ ン （ 1.0g、 4.4mmol） の 溶 液 に 添
加 し た 。 室 温 で １ 時 間 撹 拌 し た 後 、 DMF（ 4mL） 中 の （ 4-ブ ロ モ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ
ス テ ル （ 1.08g、 4.8mmol） の 溶 液 を 添 加 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 90℃ で 18時 間 加 熱 し た 。
反 応 を 室 温 に 冷 却 し 、 次 に 、 水 （ 75mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を EtOAc（ 3x50mL） で 抽 出 し た
。 合 わ し た 有 機 相 を ブ ラ イ ン （ 100mL） で 洗 浄 し 、 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮
し た 。 残 渣 を 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 0%→ 20%EtOAc／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ て
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（ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-エ ニ ル ］ -5-オ キ
ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸

手 順 1
［ 4-（ R） -（ 2-ホ ル ミ ル -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ） -ブ ト キ シ ］ -酢 酸 メ チ ル エ ス テ
ル

段 階 1． 　 （ 4-ヒ ド ロ キ シ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル

段 階 2． 　 （ 4-ブ ロ モ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル

段 階 3． 　 ｛ 4-［ （ R） -2-（ tert-ブ チ ル ジ メ チ ル シ ラ ニ ル オ キ シ メ チ ル ） -5-オ キ ソ -ピ
ロ リ ジ ン -1-イ ル ］ -ブ ト キ シ ｝ -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル



精 製 し て 、 出 発 物 質 お よ び ｛ 4-［ （ R） -2-（ tert-ブ チ ル ジ メ チ ル シ ラ ニ ル オ キ シ メ チ ル
） -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ］ -ブ ト キ シ ｝ -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル の 混 合 物 758mgを 得 、
さ ら に 精 製 せ ず に 次 の 段 階 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　

　 テ ト ラ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム フ ル オ リ ド （ 3.0mL、 THF中 1.0M、 3.0mmol） を 、 窒 素 下 に 0℃
で 、 THF（ 3mL） 中 の 非 純 粋 ｛ 4-［ （ R） -2-（ tert-ブ チ ル ジ メ チ ル シ ラ ニ ル オ キ シ メ チ ル
） -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ］ -ブ ト キ シ ｝ -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 758mg、 約 1.98mmol
） の 溶 液 に 添 加 し た 。 反 応 を 室 温 に 温 め 、 18時 間 置 い た 。 THFを 真 空 除 去 し 、 NaHCO 3 飽 和
水 溶 液 （ 50mL） を 添 加 し 、 混 合 物 を CHCl 3 （ 2x30mL） で 抽 出 し た 。 合 わ し た 有 機 相 を 、 乾
燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濾 過 し 、 真 空 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（ 0%→ 3%MeOH／ CH 2 Cl 2 ） に よ っ て 精 製 し て 、 ［ 4-（ R） -2-ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -5-オ キ ソ -ピ
ロ リ ジ ン -1-イ ル ） -ブ ト キ シ ］ -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 188mg（ 2段 階 で 17%） を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　

　 1-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） -3-エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ 412mg、 2.
15mmol） お よ び DMSO（ 0.20mL、 2.82mmol） を 、 ベ ン ゼ ン （ 5mL） 中 の ［ 4-（ R） -2-ヒ ド ロ
キ シ メ チ ル -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ） -ブ ト キ シ ］ -酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル （ 185mg、 0.
72mmol） の 溶 液 に 添 加 し た 。 混 合 物 を 0℃ に 冷 却 し 、 次 に 、 ピ リ ジ ニ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア
セ テ ー ト （ 153mg、 0.79mmol） を 添 加 し た 。 反 応 を 0℃ で 15分 間 、 次 に 、 室 温 で 2時 間 置 い
た 。 溶 液 を 油 状 物 か ら デ カ ン ト し 、 油 状 残 渣 を ベ ン セ ン （ 3x4mL） で 洗 浄 し た 。 合 わ し た
ベ ン ゼ ン 相 を 真 空 濃 縮 し て 、 標 記 化 合 物 を 得 、 さ ら に 精 製 せ ず に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 化 合 物 の イ ン ビ ト ロ 活 性 を 後 述 の よ う に 試 験 す る 。 結 果 を 次 表 に 示 す 。
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段 階 4． 　 ［ 4-（ R） -2-ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ） -ブ ト キ シ ］ -
酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル

段 階 5． 　 ［ 4-（ R） -（ 2-ホ ル ミ ル -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ） -ブ ト キ シ ］ -酢 酸 メ
チ ル エ ス テ ル



【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
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ヒ ト 組 換 え Ｅ Ｐ １ 、 Ｅ Ｐ ２ 、 Ｅ Ｐ ３ 、 Ｅ Ｐ ４ 、 Ｆ Ｐ 、 Ｔ Ｐ 、 Ｉ Ｐ お よ び Ｄ Ｐ 受 容 体 ： 安
定 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト



　 ヒ ト Ｅ Ｐ １ 、 Ｅ Ｐ ２ 、 Ｅ Ｐ ３ 、 Ｅ Ｐ ４ 、 Ｆ Ｐ 、 Ｔ Ｐ 、 Ｉ Ｐ お よ び Ｄ Ｐ 受 容 体 を コ ー ド す
る プ ラ ス ミ ド を 、 そ れ ぞ れ を コ ー ド す る 配 列 を 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ （ Ｉ nvit
rogen） に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ベ ク タ ー は 、 Ｅ Ｂ ウ イ ル
ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） 複 製 起 点 を 有 し 、 そ れ に よ り Ｅ Ｂ Ｖ 核 抗 原 （ Ｅ Ｂ Ｎ Ａ － １ ） を 発 現 す る 霊 長
類 細 胞 系 に お い て エ ピ ソ ー ム 複 製 す る こ と が で き る 。 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ベ ク タ ー は ハ イ グ ロ マ イ
シ ン 耐 性 遺 伝 子 を も 有 し 、 こ れ は 真 核 細 胞 選 抜 に 用 い ら れ る 。 安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
に 使 用 し た 細 胞 は 、 Ｅ Ｂ Ｎ Ａ － １ タ ン パ ク 質 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｅ Ｂ Ｎ Ａ － １ タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 （ Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ ） で あ っ た 。 こ の Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ － Ｅ Ｂ
Ｎ Ａ 細 胞 （ Ｉ nvitrogen） を 、 ジ ェ ネ テ ィ シ ン （ Ｇ ４ １ ８ ） 含 有 培 地 中 で 増 殖 さ せ て Ｅ Ｂ
Ｎ Ａ － １ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 維 持 し た 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 は 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ
Ｂ Ｓ ） 、 ２ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｇ ４ １ ８ （ Ｌ ife　 Ｔ echnologies） お よ び ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ
ゲ ン タ マ イ シ ン ま た は ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 増 殖 さ せ
た 。 安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 選 抜 は 、 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 用 い て 行
い 、 こ の 最 適 濃 度 は 、 予 め 行 っ た ハ イ グ ロ マ イ シ ン 死 滅 曲 線 の 実 験 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う た め に 、 １ ０ ｃ ｍ プ レ ー ト 上 で 細 胞 を ５ ０ ～ ６ ０ ％ コ ン フ
ル エ ン ト に 増 殖 さ せ た 。 各 ヒ ト プ ロ ス タ ノ イ ド 受 容 体 用 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト を 組 み 込 ん
だ プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ （ ２ ０ μ ｇ ） を 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 　 ５ ０ ０ μ ｌ に 加 え た
。 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 塩 類 液 × ２ （ ２ × Ｈ Ｂ Ｓ 、 ２ ８ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ
Ｓ 酸 、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ５ ～ ７ ． １ ２ ） を 次 い で 室 温 で ボ ル テ ッ
ク ス を 続 け な が ら 滴 下 し て 、 総 量 ５ ０ ０ μ ｌ と し た 。 ３ ０ 分 後 、 そ の 混 合 物 に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 　
９ ｍ ｌ を 加 え た 。 次 い で 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 混 合 物 を 細 胞 に 加 え
た 。 細 胞 は 予 め １ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で 濯 い で お い た 。 次 い で 、 細 胞 を 、 加 湿 ９ ５ ％ 空 気 ／ ５
％ Ｃ Ｏ ２ 中 で ３ ７ ℃ で ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 溶 液 を 除 去
し 、 細 胞 を 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル で ２ 分 間 処 理 し た 。 次 い で 、 グ リ セ ロ ー ル 溶
液 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 含 有 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 取 り 替 え た 。 細 胞 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培 地 を 、
２ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ お よ び ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
／ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 取 り 替 え た 。 翌 日 に 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン Ｂ を 終 濃 度 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で
加 え た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら １ ０ 日 後 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン Ｂ 耐 性 ク ロ ー ン を 個 別 に 選 抜 し
、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 移 し た 。 コ ン フ ル エ ン ス に な っ た ら 、 各 ク ロ ー ン を ６
ウ ェ ル プ レ ー ト の １ つ の ウ ェ ル に 移 し 、 次 い で １ ０ ｃ ｍ 皿 に 広 げ た 。 細 胞 を 使 用 す る ま で
、 連 続 し た ハ イ グ ロ マ イ シ ン 選 抜 下 に 維 持 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 ネ コ ま た は ヒ ト 受 容 体 で 安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に つ い て 調 製 し た 細 胞 膜 フ ラ ク
シ ョ ン に 対 し 、 ラ ジ オ リ ガ ン ド 試 験 を 次 の よ う に 行 っ た 。 Ｔ Ｍ Ｅ 緩 衝 液 で 洗 っ た 細 胞 を フ
ラ ス コ 底 か ら 掻 き 取 り 、 Ｂ rinkman　 Ｐ Ｔ １ ０ ／ ３ ５ ポ リ ト ロ ン を 用 い て ３ ０ 秒 間 ホ モ ジ
ナ イ ズ し た 。 遠 心 管 内 で 、 要 す れ ば Ｔ Ｍ Ｅ 緩 衝 液 を 加 え て 、 体 積 を ４ ０ ｍ ｌ と し た 。 Ｔ Ｍ
Ｅ は 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 塩 基 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら 成 り 、 １
Ｎ － Ｈ Ｃ ｌ の 添 加 に よ り ｐ Ｈ を ７ ． ４ と す る 。 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 Ｂ eckman　 Ｔ ｉ － ６
０ ま た は Ｔ ｉ － ７ ０ ロ ー タ ー を 用 い て ４ ℃ で ２ ０ ～ ２ ５ 分 間 、 １ ９ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 し
た 。 次 い で 、 ペ レ ッ ト を Ｔ Ｍ Ｅ 緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ て 、 タ ン パ ク 質 の 終 濃 度 を １ ｍ ｇ ／ ｍ
ｌ と し た （ Ｂ io－ Ｒ adア ッ セ イ に よ り 測 定 ） 。 １ ０ ０ μ ｌ ま た は ２ ０ ０ μ ｌ の 体 積 で ラ ジ
オ リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ［ ３ Ｈ ］ (Ｎ )Ｐ Ｇ Ｅ ２ （ 比 放 射 能 １ ６ ５ Ｃ ｉ ／ ミ リ モ ル ） の 結 合 を 、 二 重 に 、 そ し て 少
な く と も ３ つ の 異 な る 実 験 と し て 測 定 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ２ ５ ℃ で ６ ０ 分 間 行 い
、 氷 冷 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ４ ｍ ｌ ） を 加 え て 停 止 し 、 次 い で Ｗ hatman　 Ｇ Ｆ ／
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ラ ジ オ リ ガ ン ド 結 合



Ｂ フ ィ ル タ ー で 手 早 く 濾 過 し 、 セ ル ハ ー ベ ス タ ー （ Ｂ randel） 内 で 更 に ３ 回 、 ４ ｍ ｌ で の
洗 浄 を 行 っ た 。 終 濃 度 ２ ． ５ ま た は ５ ｎ Ｍ の ［ ３ Ｈ ］ (Ｎ )Ｐ Ｇ Ｅ ２ を 用 い て 競 合 試 験 を 行
い 、 １ ０ － ５ Ｍ 非 標 識 Ｐ Ｇ Ｅ ２ を 用 い て 非 特 異 的 結 合 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト に 対 す る ラ ジ オ リ ガ ン ド 結 合 の た め に 、 細 胞 膜 フ ラ ク シ ョ
ン を 次 の よ う に 調 製 し た 。 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 を Ｔ Ｍ Ｅ 緩 衝 液 で 洗 い 、 フ ラ ス コ 底 か ら 掻 き 取
り 、 Ｂ rinkman　 Ｐ Ｔ １ ０ ／ ３ ５ ポ リ ト ロ ン を 用 い て ３ ０ 秒 間 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 Ｔ Ｍ Ｅ
緩 衝 液 を 加 え て 、 遠 心 管 内 で の 終 体 積 を ４ ０ ｍ ｌ と し た 。 Ｔ Ｍ Ｅ の 組 成 は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　
Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 塩 基 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で あ り 、 １ ０ Ｎ － Ｈ Ｃ ｌ を 加 え て
ｐ Ｈ を ７ ． ４ と す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 Ｂ eckman　 Ｔ ｉ － ６ ０ ロ ー タ ー を 用 い て ４ ℃ で ２ ０ 分 間 、 １ ９ ０
０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 し た 。 得 ら れ た ペ レ ッ ト を Ｔ Ｍ Ｅ 緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ て 、 タ ン パ ク 質 の
終 濃 度 を １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と し た （ Ｂ ioradア ッ セ イ に よ り 測 定 ） 。 ラ ジ オ リ ガ ン ド ア ッ セ イ
を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 体 積 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｅ Ｐ ３ Ｄ 受 容 体 に お け る ［ ３ Ｈ ］ Ｐ Ｇ Ｅ ２ （ 比 放 射 能 １ ６ ５ Ｃ ｉ ／ ミ リ モ ル ） の 結 合 、
お よ び Ｔ Ｐ 受 容 体 に お け る ［ ３ Ｈ ］ － Ｓ Ｑ ２ ９ ５ ４ ８ （ 比 放 射 能 ４ １ ． ５ Ｃ ｉ ／ ミ リ モ ル
） の 結 合 を 、 二 重 に 、 そ し て 少 な く と も ３ つ の 異 な る 実 験 と し て 測 定 し た 。 ラ ジ オ ラ ベ ル
し た Ｐ Ｇ Ｅ ２ は Ａ mershamか ら 購 入 し 、 ラ ジ オ ラ ベ ル し た Ｓ Ｑ ２ ９ ５ ４ ８ は Ｎ ew　 Ｅ nglan
d　 Ｎ uclearか ら 購 入 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ２ ５ ℃ で ６ ０ 分 間 行 い 、 氷 冷 ５ ０ ｍ Ｍ
　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ４ ｍ ｌ ） を 加 え て 停 止 し 、 次 い で Ｗ hatman　 Ｇ Ｆ ／ Ｂ フ ィ ル タ ー で
手 早 く 濾 過 し 、 セ ル ハ ー ベ ス タ ー （ Ｂ randel） 内 で 更 に ３ 回 、 ４ ｍ ｌ で の 洗 浄 を 行 っ た 。
終 濃 度 ２ ． ５ も し く は ５ ｎ Ｍ の ［ ３ Ｈ ］ Ｐ Ｇ Ｅ ２ ま た は １ ０ ｎ Ｍ の ［ ３ Ｈ ］ － Ｓ Ｑ ２ ９ ５
４ ８ を 用 い て 競 合 試 験 を 行 い 、 １ ０ μ Ｍ の 各 非 標 識 プ ロ ス タ ノ イ ド を 用 い て 非 特 異 的 結 合
を 測 定 し た 。 い ず れ の ラ ジ オ リ ガ ン ド 結 合 試 験 に つ い て も 、 合 意 の 基 準 は ＞ ５ ０ ％ 特 異 的
結 合 、 お よ び ５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ の 排 除 可 能 カ ウ ン ト ま た は そ れ 以 上 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 眼 圧 に 対 す る 本 発 明 化 合 物 の 作 用 を 次 の よ う に 試 験 し 得 る 。 ０ ． １ ％ の ポ リ ソ ル ベ ー ト
８ ０ お よ び １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 塩 基 を 含 ん で 成 る 賦 形 剤 中 に 、 所 望 の 濃 度 で 化 合 物 を 配 合
す る 。 眼 表 面 に ２ ５ μ ｌ を 投 与 す る こ と に よ っ て イ ヌ を 処 置 し 、 反 対 側 の 眼 に は 賦 形 剤 を
対 照 と し て 投 与 す る 。 眼 圧 を 、 圧 平 眼 圧 測 定 法 に よ っ て 測 定 す る 。 正 常 眼 圧 の イ ヌ （ ｎ ＝
８ ） に お い て 、 （ 4-｛ （ R） -2-［ （ E） -4-（ 3-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） -3-ヒ ド ロ キ シ -ブ タ -1-
エ ニ ル ］ -5-オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル ｝ -ブ ト キ シ ） -酢 酸 ［ 実 施 例 ８ ］ （ ０ ． １ ％ ） を
１ 日 １ 回 局 所 投 与 し た と こ ろ 、 ４ ． ９ ｍ ｍ Ｈ ｇ （ ２ ６ ． ６ ％ ） と い う 、 ベ ー ス ラ イ ン か ら
の 最 大 Ｉ Ｏ Ｐ 降 下 が 、 ５ ２ 時 間 後 に お い て 見 ら れ た 。 最 大 の 眼 表 面 充 血 ス コ ア は １ ． ５ で
あ っ た （ ２ ６ 、 ５ ０ お よ び ５ ２ 時 間 後 に お い て １ ． ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） の 上 昇 し た 眼 圧 を 降 下 す る の に 有 用 で あ り
、 ま た 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 似 体 に 応 答 し う る 他 の 疾 患 お よ び 症 状 の 処 置 、 例 え ば 、 緑
内 障 ； 心 臓 血 管 疾 患 、 例 え ば 、 急 性 心 筋 梗 塞 、 血 栓 症 、 高 血 圧 症 、 肺 高 血 圧 症 、 虚 血 性 心
疾 患 、 鬱 血 性 心 不 全 お よ び 狭 心 症 ； 肺 － 呼 吸 器 疾 患 ； 胃 腸 疾 患 ； 生 殖 器 疾 患 お よ び ア レ ル
ギ ー 性 疾 患 ； 骨 粗 鬆 症 お よ び シ ョ ッ ク の 処 置 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 先 の 記 載 は 、 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 し う る 特 定 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 説 明 す る も の
で あ り 、 考 え ら れ る 最 良 の 様 式 を 示 す も の で あ る 。 し か し 、 所 望 の 薬 理 学 的 特 性 を 有 す る
他 の 化 合 物 を 同 様 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き 、 開 示 し た 化 合 物 を 種 々 の 出 発 化 合 物 か ら
種 々 の 化 学 反 応 に よ っ て 得 る こ と も で き る こ と は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 同 様 に 、 種 々
の 医 薬 組 成 物 を 製 造 し 、 使 用 し て 、 実 質 的 に 同 じ 結 果 を 得 る こ と も で き る 。 従 っ て 、 本 文
に お け る 先 の 記 載 が い か に 詳 細 な も の で あ っ て も 、 そ れ は 全 般 的 範 囲 を 限 定 す る も の と 解
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す べ き で な く 、 む し ろ 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 法 的 解 釈 に よ っ て の み 制 限 さ
れ る も の と す る 。
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