
(57)【要約】
本発明は、新規化合物ならびにＩκＢのＩＫＫ－βリン酸化に対するアミノチオフェン阻
害剤を用いる疾病の治療方法を提供する。それを実施する場合、これらのアミノチオフェ
ン阻害剤は、ＮＦ－κＢの過剰活性化が関与している疾病において、転写因子ＮＦ－κＢ
の病理学的活性化をブロックする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 式 Ｉ ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
Ｒ １ は Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ 、 ま た は Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ で あ り ；
Ｒ ２ は Ｎ Ｒ ５ Ｒ ６ で あ り ；
Ｒ ３ は Ｈ 、 ま た は ハ ロ ゲ ン で あ り ；
Ｒ ４ は ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り ；
Ｒ ５ は Ｈ ま た は ア ル キ ル で あ り ；
た だ し 、 Ｒ １ が Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で あ る 場 合 に は 、 Ｒ ６ は Ｈ 、 Ｃ Ｏ － ア ル キ ル 、 Ｓ Ｏ ２ － ア ル キ
ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ － ア リ ー ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ － ヘ テ ロ ア リ ー ル
、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ － ア リ ー ル 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ － ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ － ア ル キ ル 、 Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ － ア リ ー ル 、 お よ び Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ － ヘ テ
ロ ア リ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ；
Ｒ １ が Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ で あ る 場 合 に は 、 Ｒ ６ は Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で あ り ；
Ｒ １ が Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で あ る 場 合 に は 、 Ｒ ２ は Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で な い ］ で 示 さ れ る 化 合 物 お よ
び そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 、 水 和 物 お よ び 溶 媒 和 物 。
【 請 求 項 ２ 】
３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア ミ
ド ；
３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア
ミ ド ；
５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド ；
５ － （ ３ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド ；
５ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン
酸 ア ミ ド ； お よ び
５ － フ ェ ニ ル － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
病 理 学 的 な Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 疾 病 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 を 要
す る 患 者 に 有 効 量 の 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ り 該 病 理 学 的 な 活 性 化 を 阻
害 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
疾 病 が 炎 症 ま た は 組 織 修 復 障 害 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
疾 病 が 、 炎 症 お よ び 組 織 修 復 障 害 ； 特 に 、 リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 喘 息 お よ
び Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） 、 骨 関 節 炎 ； 骨 粗 し ょ う 症 お よ び 線 維 症 ； 乾 癬 、 ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 お よ び 紫 外 線 照 射 （ Ｕ Ｖ ） に よ り 誘 発 さ れ る 皮 膚 ダ メ ー ジ を 包 含 す る 皮 膚 病 ；
全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 を 包 含 す る 自 己 免
疫 疾 患 、 組 織 お よ び 器 官 の 拒 絶 反 応 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 卒 中 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、
再 狭 窄 、 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 、 ホ ジ キ ン 病 を 包 含 す る 癌 、 悪 液 質 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群
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（ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） を 包 含 す る 感 染 お よ び あ る 種 の ウ イ ル ス 感 染 に 関 連 す る 炎 症 、 成 人 の 呼 吸 困
難 症 候 群 、 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
疾 病 が 皮 膚 病 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
疾 病 が 乾 癬 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 お よ び 紫 外 線 照 射 に よ る 皮 膚 ダ メ ー ジ か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
疾 病 が 自 己 免 疫 疾 患 、 組 織 お よ び 器 官 の 拒 絶 反 応 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 卒 中 、 ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 、 再 狭 窄 、 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 な ら び に 毛 細 血 管 拡
張 性 運 動 失 調 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
疾 病 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
自 己 免 疫 疾 患 が 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 性 関 節 炎 ま た は 強 直 性 脊 椎
炎 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
疾 病 が 癌 お よ び ／ ま た は 悪 液 質 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
癌 が ホ ジ キ ン 病 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
疾 病 が 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） を 包 含 す る 感 染 お よ び あ る 種 の ウ イ ル ス 感 染 に
関 連 し た 炎 症 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
疾 病 が Ａ Ｉ Ｄ Ｓ で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
疾 病 が 成 人 の 呼 吸 困 難 症 候 群 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Ｎ Ｆ － κ Ｂ お よ び チ ェ ッ ク ポ イ ン ト キ ナ ー ゼ の 二 重 阻 害 が 存 在 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 一 般 的 に は 、 ア ミ ノ チ オ フ ェ ン 化 合 物 を 用 い る 転 写 因 子 Ｎ Ｆ － κ Ｂ （ 核 因 子 －
κ Ｂ ） の 病 理 学 的 活 性 化 を 阻 害 す る 方 法 に 関 す る 。 か か る 方 法 は Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 が 関
与 す る 疾 病 の 治 療 に 特 に 有 用 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 こ れ ら の 方 法 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ ダ イ マ
ー の 分 解 お よ び 活 性 化 を 結 果 と し て 引 き 起 こ す Ｉ κ Ｂ （ 阻 害 性 蛋 白 κ Ｂ ） の Ｉ Ｋ Ｋ － β （
Ｉ κ Ｂ キ ナ ー ゼ － β ） リ ン 酸 化 を 阻 害 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 方 法 は 、 炎
症 お よ び 組 織 修 復 障 害 ； 特 に 、 リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 喘 息 お よ び Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ
（ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） 、 骨 関 節 炎 ； 骨 粗 し ょ う 症 お よ び 線 維 症 ； 乾 癬 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎
お よ び 紫 外 線 照 射 （ Ｕ Ｖ ） に よ り 誘 発 さ れ る 皮 膚 ダ メ ー ジ を 包 含 す る 皮 膚 病 ； 全 身 性 エ リ
テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 を 包 含 す る 自 己 免 疫 疾 患 、
組 織 お よ び 器 官 の 拒 絶 反 応 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 卒 中 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 再 狭 窄 、
糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 、 ホ ジ キ ン 病 を 包 含 す る 癌 、 悪 液 質 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ Ａ Ｉ Ｄ
Ｓ ） を 包 含 す る 感 染 お よ び あ る 種 の ウ イ ル ス 感 染 に 関 連 す る 炎 症 、 成 人 の 呼 吸 困 難 症 候 群
、 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 を 包 含 す る Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 に 関 連 し た 種 々 の 疾 病 の 治 療 に お
い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
急 性 お よ び 慢 性 炎 症 お よ び 癌 に 関 与 す る メ デ ィ エ イ タ を 理 解 す る 最 近 の 科 学 の 進 歩 は 、 有
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効 な 治 療 の サ ー チ の 新 た な 戦 略 を 導 い た 。 伝 統 的 な ア プ ロ ー チ は 、 特 異 的 抗 体 、 受 容 体 ア
ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は 酵 素 阻 害 剤 の 使 用 の ご と き 直 接 標 的 化 法 を 包 含 す る 。 種 々 の メ デ ィ
エ イ タ の 転 写 お よ び 翻 訳 に 関 与 す る 調 節 機 構 の 解 明 に お け る 最 近 の ブ レ ー ク ス ル ー は 、 遺
伝 子 転 写 レ ベ ル に 向 け ら れ た 治 療 ア プ ロ ー チ に 対 す る 興 味 の 増 加 を 導 い た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
核 因 子 κ Ｂ （ Ｎ Ｆ － κ Ｂ ） は ポ リ ペ プ チ ド の Ｒ ｅ ｌ ／ Ｎ Ｆ － κ Ｂ フ ァ ミ リ ー の 種 々 の 組 み
合 わ せ か ら 構 成 さ れ る 、 密 接 に 関 連 し た ダ イ マ ー 転 写 因 子 複 合 体 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。
該 フ ァ ミ リ ー は 哺 乳 動 物 に お け る 個 々 の 遺 伝 子 産 物 、 Ｒ ｅ ｌ Ａ （ ｐ ６ ５ ） 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ １
（ ｐ ５ ０ ／ ｐ １ ０ ５ ） 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ ２ （ ｐ ４ ９ ／ ｐ １ ０ ０ ） 、 ｃ － Ｒ ｅ ｌ お よ び Ｒ ｅ ｌ Ｂ
か ら な り 、 そ れ ら は す べ て ヘ テ ロ ダ イ マ ー ま た は ホ モ ダ イ マ ー を 形 成 し う る 。 こ れ ら の 蛋
白 は 非 常 に 相 同 的 な ３ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 「 Ｒ ｅ ｌ 相 同 ド メ イ ン 」 を 共 有 し て お り 、 該 ド メ
イ ン は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び ダ イ マ ー 化 ド メ イ ン を 含 ん で い る 。 Ｒ ｅ ｌ 相 同 ド メ イ ン の 外 部 Ｃ
－ 末 端 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ を 細 胞 質 か ら 核 へ と 輸 送 す る の に 重 要 な 核 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 配
列 で あ る 。 さ ら に 、 ｐ ６ ５ お よ び ｃ Ｒ ｅ ｌ は 、 そ れ ら の Ｃ 末 端 に 強 力 な ト ラ ン ス 活 性 化 ド
メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 は 、 そ れ と 蛋 白 の 阻 害 剤 Ｉ κ Ｂ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 相 互 作 用 に よ
り 調 節 さ れ る 。 こ の 相 互 作 用 は Ｎ Ｆ － κ Ｂ 蛋 白 上 の 核 局 在 化 配 列 を 効 果 的 に ブ ロ ッ ク し 、
か く し て 、 ダ イ マ ー が 核 へ 移 動 す る の を 防 止 す る 。 広 範 な 刺 激 が 多 数 の シ グ ナ ル ト ラ ン ス
ダ ク シ ョ ン 経 路 に よ り Ｎ Ｆ － κ Ｂ を 活 性 化 さ せ る 。 細 菌 生 成 物 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） 、 い く つ か の ウ
イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ ） 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン （ Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － １ ） 、 環
境 性 お よ び 酸 化 性 ス ト レ ス な ら び に Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 が 包 含 さ れ る 。 し か し な が ら 、 す べ て に
共 通 し た 刺 激 は Ｉ κ Ｂ の リ ン 酸 化 お よ び そ の 後 の 分 解 で あ る 。 Ｉ κ Ｂ は 、 最 近 同 定 さ れ た
Ｉ κ Ｂ キ ナ ー ゼ （ Ｉ Ｋ Ｋ － α お よ び Ｉ Ｋ Ｋ － β ） に よ り ２ つ の Ｎ 末 端 セ リ ン に お い て リ ン
酸 化 さ れ る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 の 研 究 に よ り 、 い っ た ん リ ン 酸 化 さ れ た 蛋 白 は ユ ビ キ チ
ン － プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 を 経 る 分 解 用 に フ ラ ッ グ を 付 さ れ る と い う 点 で 、 こ れ ら の リ ン 酸
化 が そ の 後 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 Ｉ κ Ｂ が な い と 、 活 性 な
Ｎ Ｆ － κ Ｂ 複 合 体 が 核 に 転 移 し て 、 そ こ で そ れ ら が 選 択 的 な 様 式 で 好 ま し い 遺 伝 子 特 異 的
エ ン ハ ン サ ー 配 列 に 結 合 し う る 。 多 く の サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン 、 細 胞 接 着 分 子 、
急 性 フ ェ ー ズ 蛋 白 、 免 疫 調 節 蛋 白 、 エ イ コ サ ノ イ ド 代 謝 酵 素 な ら び に 抗 － ア ポ ト ー シ ス 遺
伝 子 が Ｎ Ｆ － κ Ｂ に よ り 調 節 さ れ て い る 遺 伝 子 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
Ｔ Ｎ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ β 、 Ｉ Ｌ － ６ お よ び Ｉ Ｌ － ８ の ご と き サ イ ト カ イ ン 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ お よ び Ｖ
Ｃ Ａ Ｍ の ご と き 細 胞 接 着 分 子 、 な ら び に 誘 導 可 能 亜 硝 酸 酸 化 シ ン タ ー ゼ （ ｉ Ｎ Ｏ Ｓ ） を 包
含 す る 多 数 の 前 炎 症 メ デ ィ エ イ タ の 調 節 発 現 に お い て Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 重 要 な 役 割 を 果 た し て
い る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 か か る メ デ ィ エ イ タ は 炎 症 部 位 に お け る 白 血 球 の 動 員 に お
い て 役 割 を 演 じ て お り 、 ｉ Ｎ Ｏ Ｓ の 場 合 に は い く つ か の 炎 症 性 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 に お い
て 器 官 破 壊 を 導 く 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
炎 症 性 疾 患 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 重 要 性 は 、 喘 息 を 包 含 す る 気 道 炎 症 に 関 す る 研 究 に お い
て さ ら に 高 め ら れ て お り 、 そ こ で Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 活 性 化 さ れ て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ
の 活 性 化 は こ れ ら の 疾 患 に 特 徴 的 な サ イ ト カ イ ン 産 生 増 加 お よ び 白 血 球 浸 潤 の 基 礎 と な っ
て い る 。 さ ら に 、 吸 入 さ れ た ス テ ロ イ ド は 気 道 過 敏 性 を 低 下 さ せ 、 喘 息 性 気 道 の 炎 症 応 答
を 抑 制 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の グ ル コ コ ル チ コ イ ド 阻 害 に 関 す る 最 近 の 知
見 に 鑑 み る と 、 こ れ ら の 効 果 は Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 阻 害 を 介 し て 媒 介 さ れ る と 考 え て よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
炎 症 性 疾 患 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 役 割 に 関 す る さ ら な る 証 拠 は リ ュ ー マ チ 性 滑 膜 の 研 究 か
ら 得 ら れ る 。 通 常 に は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 不 活 性 細 胞 質 複 合 体 と し て 存 在 す る が 、 最 近 の 免 疫
組 織 化 学 的 研 究 に よ り 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 核 に 存 在 し 、 そ れ ゆ え リ ュ ー マ チ 性 滑 膜 を 構 成 す る
細 胞 に お い て 活 性 が あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α ま た は
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Ｉ Ｌ － １ β で の 刺 激 に 応 答 し て ヒ ト 滑 膜 細 胞 中 で 活 性 化 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 か か
る 分 布 は 、 こ の 組 織 に 特 徴 的 な サ イ ト カ イ ン お よ び エ イ コ サ ノ イ ド の 産 生 増 加 に 関 す る 機
構 を 基 礎 と し う る 。 Roshak, A. K., et al., J. Biol. Chem., 271,　 31496-31501 (1996
)参 照 。 Ｉ Ｋ Ｋ － β の 発 現 は リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 患 者 の 滑 膜 細 胞 に お い て 示 さ れ て お り 、
遺 伝 子 導 入 の 研 究 に よ り 、 こ れ ら の 細 胞 中 の 刺 激 さ れ た 炎 症 メ デ ィ エ イ タ 産 生 に お け る Ｉ
Ｋ Ｋ － β の 中 心 的 役 割 が 示 さ れ て い る 。 Aupperele et al. J. Immunology 1999. 163:427
-433 お よ び  Aupperle et al. J. Immunology 2001;166:2705-11参 照 。 よ り 最 近 に な っ て
、 野 生 型 Ｉ Ｋ Ｋ － β ア デ ノ ウ イ ル ス 構 築 物 の 関 節 内 投 与 は 、 ド ミ ナ ン ト － ネ ガ テ ィ ブ Ｉ Ｋ
Ｋ － β に よ り 阻 害 さ れ た ア ジ ュ バ ン ト に よ り 誘 導 さ れ る 関 節 炎 の ラ ッ ト に 投 与 し て い る 間
に 足 の 腫 れ を 引 き 起 こ す こ と が 示 さ れ た 。 Tak et al. Arthritis and Rheumatism 2001; 
44:1897-1907参 照 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
Ｎ Ｆ － κ Ｂ ／ Ｒ ｅ ｌ お よ び Ｉ κ Ｂ 蛋 白 も ま た 新 生 物 の 形 質 転 換 お よ び 転 移 に お い て 役 割 を
果 た し て い る 可 能 性 が あ る 。 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お い て
過 剰 発 現 、 遺 伝 子 増 幅 、 遺 伝 子 転 移 ま た は 転 座 の 結 果 と し て の 細 胞 の 形 質 転 換 に 関 連 し て
い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 蛋 白 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 移 お よ び ／ ま た は 増 幅 は あ る 種 の ヒ
ト リ ン パ 腫 の ２ ０ ～ ２ ５ ％ に お い て 見 ら れ る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は オ ン コ ジ ー ン ｒ ａ ｓ
に よ り 活 性 化 さ れ 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 の 遮 断 は ｒ ａ ｓ に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 の 形 質 転 換 を
抑 制 す る 。 そ の う え 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 役 割 が 報 告 さ れ て お り 、
腫 瘍 細 胞 増 殖 の 調 節 に お け る こ の 転 写 因 子 の 役 割 が 強 調 さ れ て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ 、 イ オ ン 化 照
射 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 は す べ て Ｎ Ｆ － κ Ｂ を 活 性 化 さ せ 、 そ の 結 果 、 数 種 の 抗 － ア ポ ト ー
シ ス 蛋 白 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 発 現 を 導 い た 。 逆 に 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 阻 害 は 、 数
種 の 細 胞 タ イ プ に お い て こ れ ら の 作 用 剤 に よ る ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 滅 を 促 進 す る こ と が
示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 化 学 療 法 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 主 な 耐 性 機 構 で あ る 可 能 性 が あ る の
で 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 の 阻 害 剤 は 、 単 一 作 用 剤 ま た は 混 合 治 療 剤 と し て 有 用 な 化 学 療 法 作
用 剤 で あ り う る 。 最 近 の 報 告 は 骨 格 筋 細 胞 分 化 の 阻 害 剤 な ら び に サ イ ト カ イ ン に よ り 誘 導
さ れ る 筋 肉 疲 労 の 調 節 剤 と し て の Ｎ Ｆ － κ Ｂ に 関 連 し て お り （ Guttridge et al. Science
; 2000; 289: 2363-2365） 、 新 規 癌 治 療 剤 と し て の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 阻 害 剤 の 潜 在 能 力 を さ ら に
支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
い く つ か の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 阻 害 剤 が C. Wahl, et al. J. Clin. Invest. 101(5), 1163-1174 (
1998), R. W. Sullivan, et al. J. Med. Chem. 41, 413-419 (1998), J. W. Pierce, et
 al. J. Biol. Chem. 272, 21096-21103 (1997)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
海 洋 天 然 産 物 で あ る ヒ メ ニ ア ル ジ シ ン （ hymenialdisine） は Ｎ Ｆ － κ Ｂ を 阻 害 す る こ と が
知 ら れ て い る 。 Roshak, A., et al., JPET, 283,　 955-961 (1997).　 Breton, J. J and 
Chabot-Fletcher, M. C., JPET, 282,　 459-466 (1997)。
【 ０ ０ １ １ 】
さ ら に 、 Ｉ Ｋ Ｋ 複 合 体 の イ ン ド ー ル お よ び ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 阻 害 剤 に 関 す る 特 許 が 出 願
さ れ て お り （ DE 19928424 お よ び  WO200130774参 照 ） 、 天 然 産 物 で あ る ス タ ウ ロ ス ポ リ ン
（ staurosporine） ケ ル セ チ ン （ quercetin） 、 Ｋ ２ ５ ２ ａ お よ び Ｋ ２ ５ ２ ｂ は Ｉ Ｋ Ｋ － β
阻 害 剤 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 Peet, G. W. and Li, J. J. Biol. Chem., 274, 3265
5-32661 (1999) お よ び  Wisniewski, D., et al., Analytical Biochem. 274, 220-228 (
1999)参 照 。
【 ０ ０ １ ２ 】
米 国 特 許 第 ３ ９ ６ ３ ７ ５ ０ 号 に は あ る 種 の ア ミ ノ チ オ フ ェ ン 類 の 製 造 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 新 規 化 合 物 な ら び に 本 発 明 の 化 合 物 を 用 い る 転 写 因 子 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 抑 制
の た め の 新 規 方 法 に 関 す る 。
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本 発 明 の １ の 目 的 は 、 転 写 因 子 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 治 療 的 に 改 変 さ
れ う る 疾 病 の 治 療 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
し た が っ て 、 第 １ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 Ｉ で 示 さ れ る 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 を
提 供 す る 。
も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｋ Ｋ － β に よ る Ｉ κ Ｂ の リ ン 酸 化 お よ び そ の 後 の
分 解 を 阻 害 す る こ と に よ り 疾 病 の 病 理 が 治 療 的 に 改 変 さ れ う る も の で あ る 、 疾 病 の 治 療 方
法 を 提 供 す る 。
さ ら に も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 病 理 学 的 活 性 化 を 阻 害 す る こ と
に よ り 疾 病 の 病 理 が 治 療 的 に 改 変 さ れ う る も の で あ る 、 疾 病 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
特 別 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 炎 症 性 お よ び 組 織 修 復 障 害 、 特 に リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 、
炎 症 性 腸 疾 患 、 喘 息 お よ び Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 お よ
び 線 維 症 的 疾 病 、 乾 癬 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 お よ び 紫 外 線 照 射 （ Ｕ Ｖ ） に よ り 誘 発 さ れ る 皮
膚 ダ メ ー ジ を 包 含 す る 皮 膚 病 ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 性 関 節 炎 、
強 直 性 脊 椎 塩 を 包 含 す る 自 己 免 疫 疾 疾 患 、 組 織 お よ び 器 官 の 拒 絶 反 応 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病
、 卒 中 、 ア テ ロ ー ム 製 動 脈 硬 化 、 再 狭 窄 、 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 、 ホ ジ キ ン 病 を 包 含 す る 癌
、 悪 液 質 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ エ イ ズ ） を 包 含 す る 感 染 お よ び あ る 種 の ウ イ ル ス 感 染
に 関 連 し た 炎 症 、 成 人 性 呼 吸 困 難 症 候 群 な ら び に 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 を 包 含 す る 、 Ｎ
Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 に 関 連 し た 種 々 の 疾 病 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 の 化 合 物 は 下 式 Ｉ ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、
Ｒ １ は Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ 、 ま た は Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ で あ り ；
Ｒ ２ は Ｎ Ｒ ５ Ｒ ６ で あ り ；
Ｒ ３ は Ｈ 、 ま た は ハ ロ ゲ ン で あ り ；
Ｒ ４ は ア リ ー ル ま た は ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り ；
Ｒ ５ は Ｈ ま た は ア ル キ ル で あ り ；
た だ し 、 Ｒ １ が Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で あ る 場 合 に は 、 Ｒ ６ は Ｈ 、 Ｃ Ｏ － ア ル キ ル 、 Ｓ Ｏ ２ － ア ル キ
ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ － ア リ ー ル 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ － ヘ テ ロ ア リ ー ル
、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ － ア リ ー ル 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｈ － ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ 、 Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ － ア ル キ ル 、 Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ － ア リ ー ル 、 お よ び Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ － ヘ テ
ロ ア リ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ；
Ｒ １ が Ｓ Ｏ ２ Ｎ Ｈ ２ で あ る 場 合 に は 、 Ｒ ６ は Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で あ り ；
Ｒ １ が Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で あ る 場 合 に は 、 Ｒ ２ は Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ で な い ］ で 示 さ れ る 化 合 物 お よ
び そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 、 水 和 物 お よ び 溶 媒 和 物 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 に お い て 有 用 な 好 ま し い 化 合 物 は
３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア ミ
ド ；
３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア
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ミ ド ；
５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド ；
５ － （ ３ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド ；
５ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン
酸 ア ミ ド ； お よ び
５ － フ ェ ニ ル － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は 、 炎 症 性 お よ び 組 織 修 復 障 害 、 特 に リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 喘 息 お
よ び Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 お よ び 線 維 症 的 疾 病 、 乾 癬
、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 お よ び 紫 外 線 照 射 （ Ｕ Ｖ ） に よ り 誘 発 さ れ る 皮 膚 ダ メ ー ジ を 包 含 す る
皮 膚 病 ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 強 直 性 脊 椎 塩 を 包 含 す
る 自 己 免 疫 疾 疾 患 、 組 織 お よ び 器 官 の 拒 絶 反 応 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 卒 中 、 ア テ ロ ー ム 製
動 脈 硬 化 、 再 狭 窄 、 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 、 ホ ジ キ ン 病 を 包 含 す る 癌 、 悪 液 質 、 後 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 （ エ イ ズ ） を 包 含 す る 感 染 お よ び あ る 種 の ウ イ ル ス 感 染 に 関 連 し た 炎 症 、 成 人
性 呼 吸 困 難 症 候 群 な ら び に 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 を 包 含 す る 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 に 関 連
し た 種 々 の 疾 病 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
定 義
本 発 明 は 、 本 発 明 の 化 合 物 の す べ て の 水 和 物 、 溶 媒 和 物 、 複 合 体 お よ び プ ロ ド ラ ッ グ を 包
含 す る 。 プ ロ ド ラ ッ グ は 共 有 結 合 し た 化 合 物 で あ り 、 イ ン ビ ボ に お い て 式 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ で
示 さ れ る 活 性 の あ る 親 薬 剤 を 放 出 す る も の で あ る 。 キ ラ ル 中 心 ま た は 別 形 態 の 異 性 中 心 が
本 発 明 の 化 合 物 中 に 存 在 す る 場 合 、 エ ナ ン チ オ マ ー お よ び ジ ア ス テ レ オ マ ー を 包 含 す る す
べ て の 形 態 の か か る 異 性 体 （ 複 数 も 可 ） は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 キ ラ ル 中 心 を 含 む 本 発 明
の 化 合 物 を ラ セ ミ 混 合 物 、 エ ナ ン チ オ マ ー 的 に 豊 富 化 さ れ た 化 合 物 と し て 使 用 し て も よ く
、 あ る い は よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て ラ セ ミ 混 合 物 を 分 離 し 、 個 々 の エ ナ ン チ オ マ ー を 単
独 で 用 い て も よ い 。 化 合 物 が 不 飽 和 炭 素 － 炭 素 二 重 結 合 を 有 す る 場 合 、 シ ス （ Ｚ ） お よ び
ト ラ ン ス （ Ｅ ） の 両 方 の 異 性 体 が 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 化 合 物 が ケ ト － エ ノ ー ル 互 変 異
性 体 の ご と き 互 変 異 性 体 と し て 存 在 す る 場 合 、 各 互 変 異 性 体 は 、 平 衡 状 態 で あ っ て も あ る
い は １ の 形 態 が 優 勢 で あ っ て も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
式 Ｉ ま た は そ の 下 位 の 式 中 に 含 ま れ る 置 換 基 の 意 味 は 、 特 記 し な い か ぎ り 、 い ず れ の 場 合
に も そ の 意 味 か ら 独 立 し た も の で あ り 、 あ る い は ま た 他 の い ず れ の 場 合 に も 他 の 置 換 基 の
意 味 と は 独 立 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 の 用 語 「 ア ル キ ル 」 は 、 一 重 の 炭 素 － 炭 素 結 合 に よ り 結 合 さ れ た 、 １ ～ ６ 個 の 炭
素 原 子 を 有 す る 、 置 換 さ れ て い て も よ い 炭 化 水 素 基 を い う 。 ア ル キ ル 炭 化 水 素 基 は 直 鎖 状
、 分 枝 状 ま た は 環 状 で あ っ て よ く 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 で あ っ て よ い 。 置 換 ア ル キ ル 上 に 存
在 し て も よ い 置 換 基 は 、 ア リ ー ル 、 Ｏ Ｈ 、 Ｏ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｏ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ Ｆ ３ 、 お よ
び Ｏ Ｃ Ｆ ３ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 明 細 書 の 用 語 「 ア リ ー ル 」 は 、 共 役 パ イ 電 子 系 を 有 す る 少 な く と も １ 個 の 環 を 有 す る 置
換 さ れ て い て も よ い 芳 香 族 基 を い い 、 ２ 個 ま で の 共 役 ま た は 縮 合 し た 環 シ ス テ ム を 含 む も
の で あ る 。 ア リ ー ル は 炭 素 環 式 ア リ ー ル お よ び バ イ ア リ ー ル 基 を 包 含 し 、 そ れ ら は い ず れ
も 置 換 さ れ て い て も よ い 置 換 基 は ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ４ ア ル キ ル 、 Ｎ Ｈ ２ 、 Ｏ Ｃ Ｆ ３ 、 Ｃ Ｆ

３ 、 Ｏ － ア ル キ ル 、 Ｓ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｎ 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｓ Ｏ ２ － ア ル キ ル お よ び Ｎ Ｏ ２ か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 の 用 語 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 は 、 共 役 パ イ 電 子 系 を 有 す る 少 な く と も １ 個 の 環 を 有
す る 置 換 さ れ て い て も よ い 芳 香 族 基 を い い 、 ２ 個 ま で の 共 役 ま た は 縮 合 し た 環 シ ス テ ム お
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よ び Ｏ 、 Ｓ お よ び Ｎ か ら 選 択 さ れ る １ ～ ３ 個 の 異 種 原 子 を 含 む も の で あ る 。 ヘ テ ロ ア リ ー
ル は 炭 素 環 式 ヘ テ ロ ア リ ー ル ア リ ー ル 、 ア リ ー ル － ヘ テ ロ ア リ ー ル お よ び バ イ ヘ テ ロ ア リ
ー ル 基 を 包 含 し 、 そ れ ら は い ず れ も 置 換 さ れ て い て も よ い 。 好 ま し い 置 換 基 は 、 ハ ロ ゲ ン
、 Ｃ １ － ４ ア ル キ ル 、 Ｎ Ｈ ２ 、 Ｏ Ｃ Ｆ ３ 、 Ｃ Ｆ ３ 、 Ｏ － ア ル キ ル 、 Ｓ － ア ル キ ル 、 Ｃ Ｎ 、
Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｓ Ｏ ２ － ア ル キ ル お よ び Ｎ Ｏ ２ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 ヘ テ ロ ア リ ー ル 環 の
例 は ピ ロ ー ル 、 フ ラ ン 、 チ オ フ ェ ン 、 イ ン ド ー ル 、 イ ソ イ ン ド ー ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ン 、 イ ソ
ベ ン ゾ フ ラ ン 、 ベ ン ゾ チ オ フ ェ ン 、 ピ リ ジ ン 、 キ ノ リ ン 、 イ ソ キ ノ リ ン 、 キ ノ リ ジ ン 、 ピ
ラ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 イ ソ オ キ サ ゾ ー ル 、 オ キ サ ゾ ー ル 、 イ ソ チ ア ゾ ー ル 、 チ ア ゾ ー
ル 、 ピ リ ダ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン お よ び ピ ラ ジ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 の 用 語 「 ハ ロ ゲ ン 」 は 、 Ｆ 、 Ｃ ｌ 、 Ｂ ｒ お よ び Ｉ を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
製 造 方 法
ア ミ ノ チ オ フ ェ ン カ ル ボ ン 酸 ア ミ ド ア ナ ロ グ の 一 般 的 製 造 を ス キ ー ム Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に 示 す
。 市 販 ア ミ ノ チ オ フ ェ ン カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル １ か ら 合 成 を 開 始 し た 。 ジ 炭 酸 ジ － ｔ ｅ ｒ ｔ
－ ブ チ ル ［ （ Ｂ ｏ ｃ ） ２ Ｏ ］ を 用 い る ア ミ ノ 基 の 保 護 お よ び エ ス テ ル の 加 水 分 解 に よ り 酸
３ を 得 た 。 得 ら れ た 酸 を １ ， １ － カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル を 用 い て 活 性 化 さ せ 、 次 い で
、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム と 反 応 さ せ 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） で 処 理 し 、 次 い で 、 ア ミ
ノ チ オ フ ェ ン カ ル ボ ン 酸 ア ミ ド ５ を 得 た 。 化 合 物 ５ は 容 易 に ア セ ト ア ミ ド ６ 、 ア ウ ル ホ ニ
ル ア ミ ド ７ ａ お よ び メ チ ル ウ レ ア ７ ｂ に 変 化 さ せ ら れ た 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 化 ３ 】
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【 ０ ０ ２ ５ 】
ウ レ イ ド チ オ フ ェ ン ス ル ホ ン ア ミ ド の 一 般 的 製 造 を ス キ ー ム Ｉ Ｉ Ｉ に て 説 明 す る 。 ｔ ｅ ｒ
ｔ － ブ チ ル ス ル ホ ン ア ミ ド ８ か ら 合 成 を 開 始 し た 。 ｎ － Ｂ ｕ Ｌ ｉ を 用 い る 脱 保 護 、 次 い で
、 ア ジ 化 ４ － メ チ ル － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル お よ び 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム と の 反 応 を 行 っ
て ア ミ ノ － チ オ フ ェ ン ９ を 得 た 。 Ｈ Ｃ ｌ で の 処 理 お よ び ４ － フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ボ ロ ニ ッ ク
ア シ ッ ド と の ス ズ キ カ ッ プ リ ン グ に よ り ア ミ ノ － チ オ フ ェ ン ス ル ホ ン ア ミ ド １ １ を 得 た 。
次 い で 、 第 １ 級 ア ミ ン を ウ レ ア １ ２ に 変 換 し た 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ６ 】
下 記 実 施 例 は 本 発 明 の 説 明 を 意 図 す る も の で あ り 、 何 ら 限 定 的 な も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
通 常 に は 、 Bruker AC 400ス ペ ク ト ル 計 を 用 い て ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ で 核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク ト ル を
記 録 し た 。 Ｃ Ｄ Ｃ ｌ ３ は ジ ュ ー テ リ オ ク ロ ロ ホ ル ム 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ は ヘ キ サ ジ ュ ー テ リ
オ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド で あ り 、 Ｃ Ｄ ３ Ｏ Ｄ は テ ト ラ ジ ュ ー テ リ オ メ タ ノ ー ル で あ る 。 内
部 標 準 テ ト ラ メ チ ル シ ラ ン か ら 低 磁 場 側 へ １ ０ ０ 万 あ た り の 部 数 で 化 学 シ フ ト を 表 す 。 Ｎ
Ｍ Ｒ デ ー タ の 略 号 は 以 下 の ご と し ： ｓ ＝ シ ン グ レ ッ ト 、 ｄ ＝ ダ ブ レ ッ ト 、 ｔ ＝ ト リ プ レ ッ
ト 、 ｑ ＝ カ ル テ ッ ト 、 ｍ ＝ マ ル チ プ レ ッ ト 、 ｄ ｄ ＝ ダ ブ レ ッ ト の ダ ブ レ ッ ト 、 ｄ ｔ ＝ ト リ
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プ レ ッ ト の ダ ブ レ ッ ト 、 ａ ｐ ｐ ＝ 見 か け 、 ｂ ｒ ＝ 広 い 。 Ｊ は ヘ ル ツ 単 位 で 測 定 さ れ た Ｎ Ｍ
Ｒ 結 合 定 数 を 示 す 。 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー （ Ｅ Ｓ ） イ オ ン 化 法 を 用 い る Ｍ Ｄ Ｓ  Ｓ Ｃ Ｉ Ｅ Ｘ
） Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ ） 装 置 で 質 量 ス ペ ク ト ル を 取 っ た 。 す べ て の 温 度 は セ 氏 で あ る 。 薄 層 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に は Analtech Silica Gel GF お よ び  E. Merck Silica Gel 60 F-254 薄 層
プ レ ー ト を 用 い た 。 E. Merck Kieselgel 60 (230-400 メ ッ シ ュ ) シ リ カ ゲ ル に て フ ラ ッ
シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
実 施 例 １
３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア ミ
ド の 調 製
１ ａ ） ３ － ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ
フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 メ チ ル エ ス テ ル
Ｔ Ｈ Ｆ （ ２ ０ ｍ Ｌ ） 中 の ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル
ボ ン 酸 メ チ ル （ １ ｇ ， ３ ． ７ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 に ４ － （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） ピ リ ジ ン （ ４
５ ｍ ｇ ， ０ ． ３ ７ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び ジ 炭 酸 ジ － ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ チ ル （ １ ． ２ ２ ｇ ， ５ ． ６
ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 室 温 で ２ ４ 時 間 撹 拌 後 、 溶 液 を ブ ラ イ ン 溶 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｌ ） で 希
釈 し 、 酢 酸 エ チ ル （ １ ０ ０ ｍ Ｌ ， ３ ｘ ） で 抽 出 し た 。 一 緒 に し た 有 機 相 を Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ で 乾
燥 さ せ 、 濾 過 し 、 濃 縮 し た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ ン ／ 酢 酸 エ チ ル ， ４
： １ ） を 行 な っ た 後 、 標 記 化 合 物 １ ａ を 白 色 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
１ ｂ ） 3-tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -5-(4-ク ロ ロ -フ ェ ニ ル )-チ オ フ ェ ン -2-カ ル ボ
ン 酸
エ タ ノ ー ル （ ２ ０ ｍ Ｌ ） 中 の １ ａ （ １ ． ３ ７ ｇ ， ３ ． ７ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 を 水 （ ２ ０ ｍ
Ｌ ） 中 の Ｋ Ｏ Ｈ （ ６ ２ ７ ｍ ｇ 、 １ １ ． ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） と 混 合 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を ６ ０ ℃
で １ 時 間 加 熱 し 、 Ｈ Ｃ ｌ （ ５ ０ ｍ Ｌ ， １ ２ Ｎ ） で 希 釈 し 、 酢 酸 エ チ ル （ ６ ０ ｍ Ｌ ， ３ ｘ ）
で 抽 出 し た 。 一 緒 に し た 有 機 相 を Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 濃 縮 し て 化 合 物 １ ｂ を
黄 色 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
１ ｃ ） ［ ２ － カ ル バ モ イ ル － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ３ － イ ル ］ －
カ ル バ ミ ン 酸 ｔ ｅ ｒ ｔ ブ チ ル エ ス テ ル
Ｄ Ｍ Ｆ （ １ ０ ｍ Ｌ ） 中 の １ ｂ （ １ ． ３ ｇ ， ３ ． ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 に 、 １ ， １ ’ － カ ル ボ
ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル （ １ ． ２ ｇ ， ７ ． ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を １ 時 間 撹
拌 し 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム （ ３ ７ ％ ， ５ ｍ Ｌ ） と 混 合 し た 。 混 合 物 を ブ ラ イ ン 溶 液 （ １ ０
ｍ Ｌ ） で 希 釈 し 、 酢 酸 エ チ ル （ １ ０ ０ ｍ Ｌ ） で 抽 出 し た 。 一 緒 に し た 有 機 相 を Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４

で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 濃 縮 し た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ ン ／ 酢 酸 エ チ ル
， ４ ： １ ） を 行 な っ た 後 、 化 合 物 １ ｃ を 黄 色 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
１ ｄ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア ミ ド
Ｃ Ｈ ２ Ｃ ｌ ２ （ １ ０ ｍ Ｌ ） 中 の １ ｃ （ ２ ５ ０ ｍ ｇ ， ０ ． ７ １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 に Ｔ Ｆ Ａ （
１ ｍ Ｌ ） を 添 加 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を １ 時 間 撹 拌 し 、 次 い で 、 飽 和 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 溶 液 （ ６
０ ｍ Ｌ ） と 混 合 し 、 次 い で 、 酢 酸 エ チ ル （ ５ ０ ｍ Ｌ ， ３ ｘ ） で 抽 出 し た 。 一 緒 に し た 有 機
相 を Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 濃 縮 し た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ
ン ／ 酢 酸 エ チ ル ， １ ： １ ） を 行 な っ た 後 、 化 合 物 １ ｄ を 黄 色 固 体 と し て 得 た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ
） ２ ５ ３ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
１ ｅ ） ３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン
酸 ア ミ ド
Ｔ Ｈ Ｆ （ １ ０ ｍ Ｌ ） 中 の １ ｄ の 固 体 （ ２ ０ ｍ ｇ ， ０ ． ０ ７ ９ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 塩 化 ア セ チ ル （
１ １ ． ２ μ Ｌ ， ０ ． １ ５ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） で １ 時 間 処 理 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 水 （ ０ ． １ ｍ Ｌ
） お よ び Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ ２ ｍ Ｌ ） で 希 釈 し た 。 混 合 物 を 濃 縮 し た 。 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 離 し
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た 後 、 標 記 化 合 物 を 白 色 固 体 と し て 得 た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ２ ９ ５ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ
Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｓ Ｏ Ｃ Ｄ ３ ） δ １ １ ． ０ ８ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ８ ． ２ ７ （ ｓ ， １ Ｈ
） ， ７ ． ６ ９ （ ｗ ｓ ， ２ Ｈ ） ， ７ ． ６ ８ （ ｄ ， ２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ８ Ｈ ｚ ） ， ７ ． ５ ４ （ ｄ ，
２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ８ Ｈ ｚ ） ， ２ ． １ ４ （ ｓ ， ３ Ｈ ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 施 例 ２
３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア
ミ ド の 調 製
２ ａ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ア ミ
ド
実 施 例 １ ａ ～ １ ｄ の 手 順 に 従 っ て 、 ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ） チ オ フ ェ
ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 メ チ ル か ら 化 合 物 を 得 た 。 化 合 物 は 黄 色 固 体 で あ る ： Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ２
３ ７ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋

【 ０ ０ ３ ４ 】
２ ｂ ） ３ － ア セ チ ル ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － カ ル ボ
ン 酸 ア ミ ド
実 施 例 １ ｅ の 手 順 に 従 っ て 、 ２ ａ か ら 標 記 化 合 物 を 得 た 。 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ： Ｍ Ｓ
（ Ｅ Ｓ ） ２ ７ ９ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｓ Ｏ Ｃ Ｄ ３ ） δ １ １
． ０ ９ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ８ ． ２ ２ （ ｓ １ ， Ｈ ） ， ７ ． ７ ２ － ７ ． ６ ９ （ ｍ ， ４ Ｈ ） ， ７ ． ３
５ － ７ ． ３ ０ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ２ ． １ ４ （ ｓ ， ３ Ｈ ）
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 ３
５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド の
調 製
３ ａ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － ク ロ ロ － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ チ ル ア ミ ド
－ ７ ８ ℃ に お い て Ｔ Ｈ Ｆ （ １ ０ ｍ Ｌ ） 中 の ５ － ク ロ ロ － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ｔ ｅ
ｒ ｔ － ブ チ ル ア ミ ド （ ３ １ ０ ｍ ｇ ， １ ． ２ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 に 、 ｎ － ブ チ ル リ チ ウ ム （
ヘ キ サ ン 中 １ ． ６ Ｍ ， １ ． ７ ｍ Ｌ ， ２ ． ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 滴 下 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を － ３ ０
℃ ま で 温 め 、 － ２ ０ ℃ な い し － ３ ０ ℃ に １ ０ 分 間 維 持 し た 。 そ れ を Ｔ Ｈ Ｆ （ ２ ｍ Ｌ ） 中 の
ア ジ 化 ４ － メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル （ ３ ６ １ ｍ ｇ ， １ ． ８ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 と 混 合 し
た 。 混 合 物 を 周 囲 温 度 で １ 時 間 撹 拌 し 、 次 い で 、 ブ ラ イ ン 溶 液 （ ３ ０ ｍ Ｌ ） で 希 釈 し 、 Ｎ
ａ Ｂ Ｈ ４ （ ５ ０ ０ ｍ ｇ ， １ ３ ． ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び Ｈ ２ Ｏ （ ５ ｍ Ｌ ） と 混 合 し た 。 混 合 物
を 室 温 で ２ 時 間 撹 拌 し 、 次 い で 、 ブ ラ イ ン 溶 液 （ ５ ０ ｍ Ｌ ） で 希 釈 し 、 酢 酸 エ チ ル （ ５ ０
ｍ Ｌ ， ３ ｘ ） で 希 釈 し た 。 一 緒 に し た 有 機 相 を Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 濃 縮 し た
。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ ン ／ 酢 酸 エ チ ル ， ４ ： １ ） を 行 な っ た 後 、 ３ ａ
（ ２ ５ ０ ｍ ｇ ） を 黄 色 油 状 物 質 と し て 得 た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
３ ｂ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － ク ロ ロ － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド
濃 塩 酸 溶 液 （ １ ０ ｍ Ｌ ） 中 の ３ ａ （ ２ ５ ０ ｍ ｇ ， ０ ． ９ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 を ５ ５ ℃ で ２
時 間 加 熱 し た 。 す べ て の 溶 媒 を 除 去 し た 後 、 ３ ｂ （ １ ９ ８ ｍ ｇ ） を 黄 色 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
３ ｃ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ
ド
１ ， ４ － ジ オ キ サ ン ／ 水 （ ４ ０ ｍ Ｌ ， ３ ： １ ） 中 の ３ ｂ （ １ ０ ４ ｍ ｇ ， ０ ． ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ）
の 溶 液 に 、 ４ － フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ボ ロ ニ ッ ク ア シ ッ ド （ １ ４ ０ ｍ ｇ ， １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） 、 Ｎ ａ

２ Ｃ Ｏ ３ （ ２ １ ２ ｍ ｇ ， ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び Ｐ ｄ （ Ｐ Ｐ ｈ ３ ） ４ （ ９ ％  Ｐ ｄ ， ５ ９ ｍ ｇ
， ０ ． ０ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を １ １ ０ ℃ で ３ 時 間 加 熱 し 、 ブ ラ イ ン
溶 液 （ ５ ０ ｍ Ｌ ） で 希 釈 し 、 酢 酸 エ チ ル （ ５ ０ ｍ Ｌ ， ３ ｘ ） で 抽 出 し た 。 一 緒 に し た 有 機
相 を Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 濃 縮 し た 。 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ
ン ／ 酢 酸 エ チ ル ， １ ： １ ） を 行 な っ た 後 、 ３ ｃ （ ４ ５ ｍ ｇ ， ３ ３ ％ ） を 黄 色 固 体 と し て 得
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た ： Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ２ ７ ３ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｍ ｅ Ｏ Ｄ ） ８ ７ ．
５ ２ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ７ ． ０ ４ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ６ ． ７ ２ （ ｓ ， １ Ｈ ）
【 ０ ０ ３ ８ 】
３ ｄ ） ５ － （ ４ － フ ル オ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア
ミ ド
Ｃ Ｈ ２ Ｃ ｌ ２ （ １ ０ ｍ Ｌ ） 中 の ３ ｃ （ ３ ０ ｍ ｇ ， ０ ． １ １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 混 合 物 に 、 イ ソ シ
ア ン 酸 ク ロ ロ ス ル ホ ニ ル （ １ ４ μ Ｌ ， ０ ． １ ６ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 得 ら れ た 混 合 物
を 室 温 で ３ 時 間 撹 拌 し 、 次 い で 、 水 （ ０ ． ５ ｍ Ｌ ） と 混 合 し た 。 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い る 分
離 に よ り ３ ｄ （ ２ ０ ｍ ｇ ， ５ ８ ％ ） を 白 色 固 体 と し て 得 た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ３ １ ６ （ Ｍ ＋ Ｈ
） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｏ Ｄ ） δ ８ ． ０ ２ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ７ ． ６ ９ （
ｍ ， ２ Ｈ ） ， ７ ． ２ ０ （ ｍ ， ２ Ｈ ）
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 ４
５ － （ ３ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド の 調
製
４ ａ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ３ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド
実 施 例 ３ ｃ の 手 順 に 従 っ て 、 ３ － ク ロ ロ ベ ン ゼ ン ボ ロ ニ ッ ク ア シ ッ ド お よ び ３ ｂ か ら 標 記
化 合 物 を 得 た 。 こ の 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ： Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ２ ８ ９ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  
Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｏ Ｄ ） δ ７ ． ６ ２ （ ｓ １ Ｈ ） ， ７ ． ５ ３ （ ｍ ， １ Ｈ ） ， ７
． ４ ０ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ６ ． ９ ２ （ ｓ ， １ Ｈ ）
【 ０ ０ ４ ０ 】
４ ｂ ） ５ － （ ３ － ク ロ ロ － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ
ド
実 施 例 ３ ｄ の 手 順 に 従 っ て 、 ４ ａ か ら 標 記 化 合 物 を 得 た 。 こ の 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ：
Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ３ ３ ２ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｓ Ｏ Ｃ Ｄ ３ ） δ
８ ． ２ ８ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ８ ． １ ４ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ７ ． ７ ２ （ ｓ ， ２ Ｈ ） ， ７ ． ６ ９ （ ｓ ，
１ Ｈ ） ， ７ ． ６ ０ （ ｍ ， １ Ｈ ） ， ７ ． ４ ９ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ６ ． ７ ２ （ ｓ ， ２ Ｈ ）
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 ５
５ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン
酸 ア ミ ド の 調 製
５ ａ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル － フ ェ ニ ル ） － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル
ホ ン 酸 ア ミ ド
実 施 例 ３ ｃ の 手 順 に 従 っ て 、 ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ゼ ン ボ ロ ニ ッ ク ア シ ッ ド お よ び
３ ｂ か ら 標 記 化 合 物 を 得 た 。 こ の 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ： Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ３ ２ ３ （ Ｍ ＋ Ｈ
） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｏ Ｄ ） δ ７ ． ８ ０ （ ｄ ， ２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ２ Ｈ
ｚ ） ， ７ ． ７ ２ （ ｄ ， ２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ２ Ｈ ｚ ） ， ７ ． ０ ２ （ ｓ ， １ Ｈ ）
【 ０ ０ ４ ２ 】
５ ｂ ） ５ － （ ４ － ト リ フ オ ロ メ チ ル － フ ェ ニ ル ） － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル
ホ ン 酸 ア ミ ド
実 施 例 ３ ｄ の 手 順 に 従 っ て 、 標 記 化 合 物 を 得 た 。 こ の 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ： Ｍ Ｓ （ Ｅ
Ｓ ） ３ ６ ６ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｏ Ｄ ） δ ８ ． ２ ０ （ ｓ ，
１ Ｈ ） ， ７ ． ８ ５ （ ｄ ， ２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ２ Ｈ ｚ ） ， ７ ． ７ ５ （ ｄ ， ２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ２ Ｈ ｚ
）
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 ６
５ － フ ェ ニ ル － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド の 調 製
６ ａ ） ３ － ア ミ ノ － ５ － フ ェ ニ ル － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド
実 施 例 ３ ｃ の 手 順 に 従 っ て 、 フ ェ ニ ル ボ ロ ニ ッ ク ア シ ッ ド お よ び ３ ｂ か ら 標 記 化 合 物 を 得
た 。 こ の 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ： Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ２ ５ ５ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４
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０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｏ Ｄ ） δ ７ ． ６ １ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ７ ． ４ ２ － ７ ． ３ ７ （ ｍ ， ３ Ｈ ） ，
６ ． ８ ９ （ ｓ ， １ Ｈ ）
【 ０ ０ ４ ４ 】
６ ｂ ） ５ － フ ェ ニ ル － ３ － ウ レ イ ド － チ オ フ ェ ン － ２ － ス ル ホ ン 酸 ア ミ ド
実 施 例 ３ ｄ の 手 順 に 従 っ て 、 ６ ａ か ら 標 記 化 合 物 を 得 た 。 こ の 化 合 物 は 白 色 固 体 で あ る ：
Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ ） ２ ９ ８ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ （ ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ， Ｃ Ｄ ３ Ｓ Ｏ Ｃ Ｄ ３ ） δ
８ ． ３ ０ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ８ ． １ ０ （ ｓ ， １ Ｈ ） ， ７ ． ６ ８ － ７ ． ３ ９ （ ｍ ， ８ Ｈ ） ， ６ ．
６ ５ （ ｓ ， １ Ｈ ）
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 は 、 式 Ｉ の 化 合 物 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 ま た は 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組
成 物 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 式 Ｉ の 化 合 物 を 医 薬 の 製 造 に 用 い て も よ い 。 後 で 説 明 す る
よ う に 製 造 さ れ る 式 Ｉ の 化 合 物 の 医 薬 組 成 物 を 、 非 経 口 投 与 用 の 溶 液 ま た は 凍 結 乾 燥 粉 末
と し て 処 方 し て も よ い 。 使 用 前 に 適 切 な 希 釈 剤 ま た は 他 の 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 添 加 す
る こ と に よ り 粉 末 を 復 元 し て も よ い 。 液 体 処 方 は 緩 衝 化 さ れ た 等 張 水 溶 液 で あ っ て も よ い
。 適 切 な 希 釈 剤 の 例 は 通 常 の 等 張 セ イ ラ イ ン 溶 液 、 標 準 水 中 ５ ％ デ キ ス ト ロ ー ス ま た は 緩
衝 化 酢 酸 ナ ト リ ウ ム も し く は 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で あ る 。 か か る 処 方 は 非 経 口 投 与 に 特
に 適 す る が 、 経 口 投 与 に 用 い て も よ く 、 あ る い は 一 定 量 の 吸 入 器 も し く は 吸 入 用 ネ ブ ラ イ
ザ ー に 入 れ て も よ い 。 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ヒ ド ロ キ シ セ ル ロ ー ス 、 ア ラ ビ
ア ゴ ム 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム の ご と き 賦 形 剤 を 添 加 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
別 法 と し て 、 こ れ ら の 化 合 物 を カ プ セ ル 封 入 、 錠 剤 化 あ る い は 経 口 投 与 用 の エ マ ル ジ ョ ン
ま た は シ ロ ッ プ と し て 調 合 し て も よ い 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 固 体 ま た は 液 体 担 体 を 添 加 し て
組 成 物 の 安 定 化 を 促 進 し て も よ く 、 あ る い は 組 成 物 の 調 合 を 容 易 な ら し め て も よ い 。 固 体
担 体 は デ ン プ ン 、 ラ ク ト ー ス 、 硫 酸 カ ル シ ウ ム 二 水 和 物 、 白 陶 土 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ
ウ ム ま た は ス テ ア リ ン 酸 、 タ ル ク 、 ペ ク チ ン 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 寒 天 ま た は ゼ ラ チ ン を 包 含
す る 。 液 体 担 体 は 糖 蜜 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 オ リ ー ブ 油 、 セ イ ラ イ ン お よ び 水 を 包 含 す る 。 担
体 は モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル ま た は ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル を 単 独 ま た は ロ ウ と の
混 合 物 の ご と き 除 放 性 材 料 を 含 有 し て も よ い 。 固 体 担 体 の 量 は 様 々 で あ る が 、 好 ま し く は
、 １ 回 分 に つ き 約 ２ ０ ｍ ｇ な い し 約 １ ｇ で あ ろ う 。 錠 剤 形 態 が 必 要 な ら ば 粉 砕 、 混 合 、 顆
粒 化 、 お よ び 圧 縮 ； あ る い は 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 形 態 が 必 要 な 場 合 に は 粉 砕 、 混 合 お よ び
充 填 を 包 含 す る 慣 用 的 な 製 薬 方 法 に 従 っ て 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る 。 液 体 担 体 を 用 い る 場 合
、 調 合 物 は シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル 、 エ マ ル ジ ョ ン ま た は 水 性 も し く は 非 水 製 懸 濁 液 の 形 態
で あ ろ う 。 か か る 液 体 処 方 を 直 接 経 口 投 与 し て も よ く 、 あ る い は 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 充
填 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
直 腸 投 与 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 を カ カ オ 脂 、 グ リ セ リ ン 、 ゼ ラ チ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル の ご と き 賦 形 剤 と 混 合 し 、 座 薬 に 成 型 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 式 Ｉ の 化 合 物 の 局 所 吸 入 お よ び 結 腸 内 投 与 を 包 含 す る 。 局 所 投 与 は 非 全
身 投 与 を 意 味 し 、 本 発 明 の 化 合 物 の 外 部 か ら の 皮 膚 、 頬 腔 へ の 投 与 、 か か る 化 合 物 の 耳 、
目 お よ び 鼻 へ の 滴 下 を 包 含 し 、 化 合 物 は 有 意 に は 血 流 に 入 ら な い 。 全 身 投 与 は 蛍 光 、 静 脈
、 腹 腔 内 お よ び 筋 肉 内 投 与 を 包 含 す る 。 局 所 投 与 に よ る 治 療 的 ま た は 予 防 的 効 果 に 必 要 な
本 発 明 の 化 合 物 （ 以 下 、 有 効 成 分 と い う ） の 量 は 、 も ち ろ ん 、 選 択 し た 化 合 物 、 処 置 す べ
き 症 状 の 性 質 お よ び 重 篤 度 な ら び に 治 療 さ れ る 動 物 に よ り 変 更 さ れ よ う が 、 最 終 的 に は 医
師 の 裁 量 に よ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
有 効 成 分 を そ の ま ま 単 独 で 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る が 、 そ れ を 医 薬 処 方 と し て 提 供 す る
こ と が 好 ま し い 。 有 効 成 分 は 、 局 所 投 与 に は 、 処 方 の ０ ． ０ １ な い し ５ ． ０ 重 量 ％ を 占 め
て も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
獣 医 用 な ら び に ヒ ト の 医 療 用 の 本 発 明 の 局 所 処 方 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 許 容 さ れ る 担
体 お よ び 所 望 に よ り 他 の 治 療 成 分 と 一 緒 に な っ た 有 効 成 分 を 含 む 。 担 体 は 、 処 方 の 他 の 成
分 と 適 合 す る も の で あ り 、 そ の 受 容 者 に 有 害 で な い と い う 意 味 で 「 許 容 さ れ る 」 も の で な
く て は な ら な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
局 所 投 与 に 適 し た 処 方 は 、 治 療 が 必 要 な 部 位 へ 皮 膚 を 通 し て 浸 透 す る の に 適 し た 液 体 ま た
は 半 液 体 調 合 物 を 包 含 し 、 例 え ば 、 リ ニ メ ン ト 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 ま た は パ ス
タ 、 な ら び に 目 、 耳 ま た は 鼻 へ の 投 与 に 適 し た 滴 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の 滴 剤 は 滅 菌 水 性 ま た は 油 性 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 含 ん で い て も よ く 、 殺 細 菌 剤 お よ
び ／ ま た は 殺 真 菌 剤 お よ び ／ ま た は 他 の 適 当 な 保 存 料 の 適 当 な 水 溶 液 、 好 ま し く は 界 面 活
性 剤 を 含 む 水 溶 液 中 に 有 効 成 分 を 溶 解 す る こ と に よ り 調 合 し て も よ い 。 次 い で 、 得 ら れ た
溶 液 を 濾 過 に よ り 清 澄 化 さ せ 、 適 当 な 容 器 中 に 移 し 、 そ の 後 密 封 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ ま た
は ９ ０ ～ １ ０ ０ ℃ に 半 時 間 維 持 す る こ と に よ り 滅 菌 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 濾 過
に よ り 溶 液 を 滅 菌 し 、 無 菌 的 方 法 に よ り 容 器 に 移 し て も よ い 。 滴 剤 に 含 有 さ せ る に 適 し た
殺 細 菌 剤 お よ び 殺 真 菌 剤 の 例 は 、 フ ェ ニ ル マ ー キ ュ リ ッ ク ニ ト ラ ー ト ま た は ア セ タ ー ト （
０ ． ０ ０ ２ ％ ） 、 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ク ロ リ ド （ ０ ． ０ １ ％ ） お よ び ク ロ ロ ヘ キ シ ジ ン ア セ
タ ー ト （ ０ ． ０ １ ％ ） で あ る 。 油 性 溶 液 の 調 製 に 適 し た 溶 媒 は グ リ セ ロ ー ル 、 希 ア ル コ ー
ル お よ び プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 の ロ ー シ ョ ン は 、 皮 膚 ま た は 目 へ の 適 用 に 適 し た も の を 包 含 す る 。 ア イ ロ ー シ ョ ン
は 殺 細 菌 剤 を 含 ん で い て も よ い 滅 菌 水 溶 液 を 含 ん で い て も よ く 、 滴 剤 の 調 合 と 同 様 の 方 法
に よ り 調 合 し て も よ い 。 皮 膚 に 適 用 す る ロ ー シ ョ ン ま た は リ ニ メ ン ト は 、 ア ル コ ー ル ま た
は ア セ ト ン の ご と き 乾 燥 を 促 進 し 皮 膚 を 冷 却 す る 薬 剤 、 お よ び ／ ま た は グ リ セ ロ ー ル の ご
と き 湿 潤 剤 ま た は ヒ マ シ 油 も し く は 落 花 生 油 の ご と き 油 脂 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の ク リ ー ム 、 軟 膏 ま た は パ ス タ は 外 用 さ れ る 有 効 成 分 の 半 固 体 処 方 で あ る 。 そ れ ら
は 、 細 か く ふ る い 分 け さ れ た 、 あ る い は 粉 末 形 態 の 有 効 成 分 を そ れ の み 、 あ る い は 水 性 も
し く は 非 水 製 液 体 中 の 溶 液 も し く は 懸 濁 液 と し て 、 適 当 な 機 器 の 助 け を 借 り て グ リ ー ス 状
ま た は 非 グ リ ー ス 状 基 材 と 混 合 す る こ と に よ り 製 造 さ れ う る 。 基 材 は 硬 、 軟 ま た は 流 動 パ
ラ フ ィ ン の ご と き 炭 化 水 素 、 グ リ セ ロ ー ル 、 蜜 ロ ウ 、 金 属 セ ッ ケ ン 、 粘 滑 剤 、 ア ー モ ン ド
油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 落 花 生 油 、 ヒ マ シ 油 ま た は オ リ ー ブ 油 の ご と き 天 然 起 源 の 油 脂 ま た
は そ の 誘 導 体 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は マ ク ロ ゴ ー ル の ご と き ア ル コ ー ル と 一 緒 に な
っ た ス テ ア リ ン 酸 ま た は オ レ イ ン 酸 を 含 ん で い て も よ い 。 処 方 は ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル ま た
は ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 誘 導 体 の ご と き ア ニ オ ン 性 、 カ チ オ ン 性 ま た は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性
剤 の よ う な 適 当 な 界 面 活 性 剤 を 含 ん で い て も よ い 。 天 然 ガ ム 類 、 セ ル ロ ー ス 材 料 ま た は ケ
イ 酸 塩 含 有 シ リ カ の ご と き 無 機 材 料 の よ う な 懸 濁 剤 、 な ら び に ラ ノ リ ン の ご と き 他 の 成 分
が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 有 用 性
式 Ｉ の 化 合 物 は Ｉ κ Ｂ の Ｉ Ｋ Ｋ － ベ ー タ キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 の 阻 害 剤 と し て 有 用 で あ り 、 そ
の よ う な も の と し て Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 の 阻 害 剤 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 該 化 合 物 の 医 薬
組 成 物 お よ び 処 方 を 包 含 す る 該 化 合 物 の 組 成 物 お よ び 処 方 を 用 い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
特 に 、 本 発 明 は 、 不 適 切 な Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 に 関 連 す る 疾 病 の 治 療 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法
は 、 治 療 を 要 す る 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 最 も 特 別 に は ヒ ト に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 式 Ｉ の
化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 は 、 特 に 、 炎 症 お よ び 組 織 修 復 障 害 ； 特 に 、 リ ュ ー
マ チ 性 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 喘 息 お よ び Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） 、 骨 関 節 炎 ； 骨
粗 し ょ う 症 お よ び 線 維 症 ； 乾 癬 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 お よ び 紫 外 線 照 射 （ Ｕ Ｖ ） に よ り 誘 発
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さ れ る 皮 膚 ダ メ ー ジ を 包 含 す る 皮 膚 病 ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 性
関 節 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 を 包 含 す る 自 己 免 疫 疾 患 、 組 織 お よ び 器 官 の 拒 絶 反 応 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 卒 中 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 再 狭 窄 、 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 、 ホ ジ キ ン 病 を 包 含
す る 癌 、 悪 液 質 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） を 包 含 す る 感 染 お よ び あ る 種 の ウ イ
ル ス 感 染 に 関 連 す る 炎 症 、 成 人 の 呼 吸 困 難 症 候 群 、 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 の 治 療 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
急 性 の 治 療 に は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 式 Ｉ の 化 合 物 の 非 経 口 投 与 が 有 用 で あ る 。 水 ま た
は 通 常 の セ イ ラ イ ン 中 ５ ％ デ キ ス ト ロ ー ス 中 の 化 合 物 の 静 脈 輸 液 、 あ る い は 適 切 な 賦 形 剤
を 伴 う 類 似 の 処 方 が 最 も 有 効 で あ る が 、 筋 肉 内 ボ ー ラ ス 注 射 も 有 用 で あ る 。 典 型 的 に は 、
非 経 口 用 量 は 、 Ｉ Ｋ Ｋ － ベ ー タ を 阻 害 し 、 そ れ ゆ え Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 を 阻 害 す る に 有 効
な 血 漿 中 濃 度 を 維 持 さ せ る よ う に 、 約 ０ ． ０ １ な い し 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ； 好 ま し く は ０ ．
１ な い し ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で あ る 。 １ 日 の 合 計 用 量 が 約 ０ ． ４ な い し 約 ８ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日
と な る よ う な レ ベ ル で １ 日 に １ な い し ４ 回 化 合 物 を 投 与 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る
化 合 物 の 正 確 な 治 療 上 有 効 な 量 、 な ら び に か か る 化 合 物 が 最 も う ま く 投 与 さ れ る 経 路 は 、
治 療 効 果 を 示 す に 必 要 な 濃 度 と 薬 剤 の 血 中 レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ り 当 業 者 に よ り 容 易
に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
薬 剤 濃 度 が Ｉ Ｋ Ｋ － ベ ー タ を 阻 害 し 、 そ れ ゆ え Ｎ Ｆ － κ Ｂ を 活 性 化 さ せ る に 十 分 で あ る よ
う に 、 あ る い は 本 明 細 書 に 開 示 し た 他 の 治 療 的 指 標 を 得 る に 十 分 で あ る よ う に 、 式 Ｉ の 化
合 物 を 患 者 に 経 口 投 与 し て も よ い 。 典 型 的 に は 、 化 合 物 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 、 患 者 の
症 状 に 適 合 す る よ う に 、 約 ０ ． １ な い し 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 経 口 用 量 で 投 与 す る 。 好 ま し
く は 、 経 口 用 量 は 約 ０ ． ５ な い し 約 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
薬 剤 濃 度 が Ｉ Ｋ Ｋ － ベ ー タ を 阻 害 し 、 そ れ ゆ え Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 を 阻 害 し 、 あ る い は 本
明 細 書 に 開 示 し た 他 の 治 療 的 指 標 が 得 ら れ る よ う に 、 式 Ｉ の 化 合 物 を 患 者 に 局 所 投 与 し て
も よ い 。 典 型 的 に は 、 約 ０ ． ０ １ 重 量 ％ な い し 約 ５ 重 量 ％ の 局 所 処 方 と し て 化 合 物 を 含 有
す る 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 化 合 物 を 本 発 明 に 従 っ て 投 与 す る 場 合 に は 、 許 容 さ れ な い 毒 物 学 的 効 果 は 考 え ら
れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 に 記 載 の 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 は 、 Ｉ Ｋ Ｋ － β に よ る Ｉ
κ Ｂ － α の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 能 力 に お い て 明 確 に 証 明 さ れ る （
例 え ば 、 表 Ｉ 参 照 ） 。 ま た 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 前 炎 症 性 刺 激 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｌ
Ｐ Ｓ 等 ） で 細 胞 が 活 性 化 さ れ た 場 合 に ヒ ト 単 球 お よ び 他 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る Ｉ κ Ｂ －
α の 分 解 お よ び Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 核 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を ブ ロ ッ ク す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の
化 合 物 は 、 Ｌ Ｐ Ｓ に よ り 刺 激 さ れ た ヒ ト 単 球 お よ び 刺 激 さ れ た ヒ ト 一 次 滑 膜 線 維 芽 細 胞 か
ら の 前 炎 症 メ デ ィ エ イ タ の 産 生 を 阻 害 す る 。 本 発 明 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 阻 害 剤 の 疾 病 の 治 療 に お
け る 有 用 性 は 、 種 々 の 疾 病 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 の 重 要 性 を 前 提 と し て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 Ｔ Ｎ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ β 、 Ｉ Ｌ － ６ お よ び Ｉ Ｌ － ８ の ご と き サ イ ト カ イ ン （ Mu
kaida et al., 1990; Liberman and Baltimore, 1990; Matsusaka et al., 1993） を 包 含
す る 多 数 の 前 炎 症 メ デ ィ エ イ タ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ お よ び Ｖ Ｃ Ａ Ｍ の ご と き 接 着 分 子 （ Marui et a
l., 1993; Kawai et al., 1995; Ledebur and Parks, 1995） 、 な ら び に 誘 導 可 能 な 亜 硝
酸 オ キ シ ド シ ン タ ー ゼ （ ｉ Ｎ Ｏ Ｓ ） （ Xie et al., 1994; Adcock et al., 1994） の 調 節
さ れ た 発 現 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る （ 全 引 用 文 献 は こ の セ ク シ ョ ン の 末 尾 に あ
る ） 。 か か る メ デ ィ エ イ タ は 白 血 球 の 炎 症 部 位 に お け る 動 員 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が
知 ら れ て お り 、 ｉ Ｎ Ｏ Ｓ の 場 合 に は 、 い く つ か の 炎 症 疾 患 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 器
官 破 壊 を 導 き う る （ McCartney-Francis et al., 1993; Kleemann et al., 1993） 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
炎 症 性 疾 患 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 重 要 な 役 割 に 関 す る 証 拠 が 喘 息 患 者 の 研 究 に お い て 得 ら
れ て い る 。 中 程 度 の ア ト ピ ー 性 喘 息 患 者 か ら の 気 管 支 生 検 は 、 正 常 非 ア ト ピ ー 性 対 照 か ら
の 生 検 と 比 較 す る と 、 粘 膜 下 染 色 に お い て 活 性 化 さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 、 全 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 、 な ら
び に Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ α の ご と き Ｎ Ｆ － κ Ｂ に よ り 調 節 さ れ る サ イ ト カ イ ン に 関
す る 多 く の 細 胞 の 有 意 な 増 加 を 示 す （ Wilson et al., 1998） 。 さ ら に そ の う え 、 Ｎ Ｆ －
κ Ｂ 免 疫 反 応 性 を 示 す 血 管 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 生 検 標 本 の 上 皮 に お け る Ｉ Ｌ － ８ 免 疫 反
応 性 の 増 加 と 同 様 に 増 加 す る （ Wilson et al., 1998） 。 そ の よ う な も の と し て 、 こ れ ら
の 化 合 物 に よ り 示 さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 阻 害 に よ る Ｉ Ｌ － ８ 産 生 の 阻 害 は 気 道 炎 症 に お い て
有 益 で あ る と 予 測 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
最 近 の 研 究 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 炎 症 性 腸 疾 患 （ Ｉ Ｂ Ｄ ） に お い て も 重 要 な 役 割 を 果 た し て い
る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 活 性 化 さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 ク ロ ー ン 病 患 者 お よ び 潰 瘍 性 大 腸
炎 患 者 の 大 腸 生 検 標 本 に お い て 見 ら れ る （ Ardite et al., 1998; Rogler et al., 1998; 
Schreiber et al., 1998） 。 活 性 化 は 、 炎 症 を 起 こ し て い る 粘 膜 に お い て 明 ら か で あ る が
、 炎 症 を 起 こ し て い な い 粘 膜 に お い て は 明 ら か で な く （ Ardite et al., 1998; Rogler et
 al., 1998） 、 同 じ 部 位 に お け る 増 加 し た Ｉ Ｌ － ８  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に 関 連 し て い る （ Ardit
e et al., 1998） 。 さ ら に 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 処 理 は 、 腸 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 を 強 く 阻
害 し 、 大 腸 の 炎 症 を 抑 制 す る （ Ardite et al., 1998; Schreiber et al., 1998） 。 さ ら
に 、 こ れ ら の 化 合 物 に よ り 示 さ れ る よ う な Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 阻 害 に よ る Ｉ Ｌ － ８ 産 生 阻 害 は 、
炎 症 性 腸 疾 患 に お い て 有 益 で あ る と 予 測 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
胃 腸 炎 症 の 動 物 モ デ ル は 、 大 腸 炎 の 重 要 な 調 節 因 子 と し て の Ｎ Ｆ － κ Ｂ に 関 す る さ ら な る
支 持 を 提 供 す る 。 活 性 化 複 合 体 の 主 要 成 分 で あ る ｐ ６ ５ を 有 す る マ ウ ス の ２ ， ４ ， ６ － ト
リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｔ Ｎ Ｂ Ｓ ） に よ り 誘 導 さ れ た 大 腸 の 固 有 層 マ ク ロ フ ァ ー ジ
に お い て 増 加 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 観 察 さ れ て い る （ Neurath et al., 1996; Neurath and Pe
ttersson, 1997） 。 ｐ ６ ５ ア ン チ セ ン ス の 局 所 投 与 は 、 処 置 動 物 に お い て 確 立 さ れ た 大 腸
炎 の 徴 候 を な く し 、 毒 性 の 兆 候 も 見 ら れ な い （ Neurath et al., 1996; Neurath and Pett
ersson, 1997） 。 そ の よ う な も の と し て 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 小 型 分 子 阻 害 剤 は Ｉ Ｂ Ｄ の 治 療 に
有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
炎 症 性 疾 患 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 役 割 に 関 す る さ ら な る 証 拠 は リ ュ ー マ チ 性 滑 膜 の 研 究 か
ら 得 ら れ る 。 通 常 に は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 不 活 性 細 胞 質 複 合 体 と し て 存 在 す る が 、 最 近 の 免 疫
組 織 学 的 研 究 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 核 に 存 在 し 、 そ れ ゆ え ヒ ト リ ュ ー マ チ 性 滑 液 を 含 む 細 胞 （
Handel et al., 1995; Marok et al., 1996; Sioud et al., 1998） お よ び 疾 病 の 動 物 モ
デ ル （ Tsao et al., 1997） に お い て 活 性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 染 色 は Ａ 型 滑 膜 細
胞 お よ び 血 管 内 皮 に 関 連 し た も の で あ る （ Marok et al., 1996） 。 さ ら に 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の
構 成 的 活 性 化 が 培 養 滑 膜 細 胞 （ Roshak et al., 1996; Miyazawa et al., 1998） な ら び に
Ｉ Ｌ － １ β ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α で 刺 激 さ れ た 滑 膜 細 胞 培 養 物 （ Roshak et al., 1996; Fujisaw
a et al., 1996; Roshak et al., 1997） に お い て 見 ら れ る 。 よ っ て 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性
化 は 、 炎 症 滑 膜 に 特 徴 的 な サ イ ト カ イ ン 産 生 増 加 お よ び 白 血 球 浸 潤 の 原 因 と な り う る 。 Ｎ
Ｆ － κ Ｂ を 阻 害 し 、 そ れ に よ り こ れ ら の 細 胞 に よ る 前 炎 症 メ デ ィ エ イ タ （ 例 え ば 、 サ イ ト
カ イ ン お よ び プ ロ ス タ ノ イ ド ） の 産 生 を 阻 害 す る こ れ ら の 化 合 物 の 能 力 は 、 リ ュ ー マ チ 性
関 節 炎 に お い て 利 益 を も た ら す と 予 測 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
生 物 学 的 ア ッ セ イ ：
薬 理 学 的 効 果 を 生 じ さ せ る に 必 要 な 化 合 物 の 濃 度 を 決 定 す る た め の 数 種 の 生 物 学 的 ア ッ セ
イ の １ つ に お い て 本 発 明 の 化 合 物 を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
核 中 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 蛋 白 の 存 在 を 評 価 す る た め の 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ Ｅ Ｍ Ｓ Ａ
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） に お い て Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 を 測 定 し て も よ い 。 目 的 細 胞 を 培 養 し て １ ｘ １ ０ ６ 個 ／ ｍ Ｌ の
密 度 と す る 。 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 集 め 、 Ｃ ａ ２ ＋ お よ び Ｍ ｇ ２ ＋ 不 含 の Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し
、 次 い で 、 Ｃ ａ ２ ＋ お よ び Ｍ ｇ ２ ＋ 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し て １ ｘ １ ０ ７ 個 ／ ｍ Ｌ と す る 。
Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 に 対 す る 化 合 物 の 影 響 を 調 べ る た め に 、 細 胞 懸 濁 液 を 種 々 の 濃 度 の 薬
剤 ま た は 担 体 （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ  ０ ． １ ％ ） で ３ ７ ℃ に お い て ３ ０ 分 処 理 し て か ら 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α
（ ５ ． ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） で さ ら に １ ５ 分 処 理 す る 。 細 胞 お よ び 核 抽 出 物 を 以 下 の よ う に し て
調 製 す る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 終 わ り に 細 胞 （ １ ｘ １ ０ ７ 個 ）
を Ｃ ａ ２ ＋ お よ び Ｍ ｇ ２ ＋ 不 含 の Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 す る 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を ２ ０ μ
Ｌ の バ ッ フ ァ ー Ａ （ 10mM Hepes (pH 7.9), 10mM KC1, 1.5mM MgCl 2 , 0.5mM ジ チ オ ス レ イ
ト ー ル (DTT) お よ び  0. 1% NP-40） に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る
。 ４ ℃ で ３ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ０ 分 間 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 核 を 集 め る 。 生 じ た
上 清 を 細 胞 抽 出 物 と し て 集 め 、 核 ペ レ ッ ト を １ ５ μ Ｌ の バ ッ フ ァ ー Ｃ （ 20mM Hepes (pH 7
.9), 0.42M NaCl, 1. 5mM MgCl 2 , 25% グ リ セ ロ ー ル , 0.2mM EDTA, 0.5mM DTT, お よ び  0
.5mM フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル (PMSF)） に 再 懸 濁 す る 。 懸 濁 物 を ４ ℃ で ２ ０ 分 間
お だ や か に 混 合 し 、 次 い で 、 ４ ℃ で １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ０ 分 間 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 す る 。
上 清 を 集 め 、 ６ ０ μ Ｌ の バ ッ フ ァ ー Ｄ （ 20mM Hepes (pH 7.9), 50mM KC1, 20% グ リ セ ロ
ー ル , 0.2mM EDTA, 0.5mM DTT, お よ び  0.5 mM PMSF） で 希 釈 す る 。 す べ て の 試 料 を 分 析
す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。 BioRad試 薬 を 用 い て Bradford（ Bradford, 1976） の 方 法 に
従 っ て 抽 出 物 の 蛋 白 濃 度 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
転 写 因 子 活 性 化 に 対 す る 化 合 物 の 影 響 を 、 上 記 の ご と く 処 理 し た 細 胞 か ら の 核 抽 出 物 を 用
い る 電 気 泳 動 移 動 ℃ シ フ ト ア ッ セ イ （ Ｅ Ｍ Ｓ Ａ ） に お い い て 評 価 す る 。 ２ 本 鎖 Ｎ Ｆ － κ Ｂ
コ ン セ ン サ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 5'AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3'） を Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド キ ナ － ゼ お よ び ［ ｇ － ３ ２ Ａ Ｔ Ｐ ］ で 標 識 す る 。 結 合 混 合 物 （ ２ ５ μ Ｌ ） は 10mM Hep
es-NaOH (pH 7.9), 4mM Tris-HCl (pH 7.9), 60mM KC1, 1mM EDTA, 1mM ジ チ オ ス レ イ ト
ー ル , 10% グ リ セ ロ ー ル , 0.3 mg/mL ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン , お よ び  1ug ポ リ (dI-dC)・ ポ
リ (dI-dC)を 含 有 す る 。 未 標 識 競 争 物 質 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 、 結 合 混 合 物 （ １ ０ μ
ｇ の 核 抽 出 蛋 白 ） を ０ ． ５ ｎ ｇ の ３ ２ Ｐ － 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ５ ０ ０ ０ ０ ～ １ ０ ０
０ ０ ０ ｃ ｐ ｍ ） と と も に 室 温 で ２ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 、 １ Ｘ  Ｔ ｒ ｉ ｓ ボ
ラ ー ト ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 調 製 し た ４ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 混 合 物 を 乗 せ 、 ２ ０ ０ Ｖ で
２ 時 間 電 気 泳 動 す る 。 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 結 合 反 応 の 検 出 の た め に フ ィ ル ム に
曝 露 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ｉ κ Ｂ の リ ン 酸 化 に 対 す る 化 合 物 の 影 響 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て モ ニ タ ー し て も
よ い 。 細 胞 抽 出 物 を １ ０ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） （ BioRad, Hercules, CA） に か け 、 次 い で 、 蛋 白 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
シ ー ト （ Hybondtm-ECL, Amersham Corp., Arlington Heights,IL） に 移 行 さ せ る 。 Ｉ κ Ｂ
α ま た は Ｉ κ Ｂ β に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 、 つ い で 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抱 合 ロ
バ 抗 － ウ サ ギ 二 次 抗 体 （ Amersham Corp., Arlington Heights, IL） を 用 い て イ ム ノ ブ ロ
ッ ト ア ッ セ イ を 行 な う 。 エ ン ハ ン ス ト ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス （ Ｅ Ｃ Ｌ ） ア ッ セ イ 系 （ Amersh
am Corp., Arlington Heights, IL） を 用 い て 免 疫 反 応 性 バ ン ド を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
下 記 の よ う に し て Ｉ κ Ｂ キ ナ ー ゼ に 関 す る ア ッ セ イ を 行 な っ た ： Ｉ Ｋ Ｋ － α を ヘ キ サ － ヒ
ス チ ジ ン タ グ を 付 し た 蛋 白 と し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 中 で 発 現 さ せ 、 Ｎ ｉ － Ｎ
Ｔ Ａ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 精 製 し た 。 種 々 の 濃 度 の 化 合 物 ま た は Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 担 体 お よ び 示
さ れ た 濃 度 の Ａ Ｔ Ｐ （ Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ） を 含 有 す る ア ッ セ イ バ
ッ フ ァ ー （ 20mM Hepes, pH 7.7, 2mM MgC1 2 , 1mM MnC1 2 , 10mM ss-グ リ セ ロ リ ン 酸 , 10mM
 NaF, 10mM PNPP, 0.3mM Na 3 VO 4 , 1mM ベ ン ズ ア ミ ジ ン , 2μ M PMSF, 10μ g/ml ア プ ロ チ
ニ ン , 1μ g/mL ロ イ ペ プ チ ン , 1μ g/mL ペ プ ス タ チ ン , 1mM DTT） 中 で 、 ５ ０ ｎ ｇ の 精 製
蛋 白 を 用 い て キ ナ ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ し た 。 ２ ０ ０ ｎ ｇ の Ｉ κ Ｂ － Ｇ Ｓ Ｔ （ Santa Cruz B
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iotechnology, Inc., Santa Cruz, CA） を 添 加 し て 全 体 積 ５ ０ μ Ｌ と す る こ と に よ り 反 応
を 開 始 さ せ た 。 ３ ０ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ 、 そ し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 添 加 し て 最 終 濃 度 ２ ０ ｍ Ｍ と
す る こ と に よ り 反 応 を 終 結 さ せ た 。 ホ ス ホ － Ｉ κ Ｂ － α （ Ｓ ｅ ｒ ３ ２ ） 抗 体 (New England
 Biolabs, Inc., Beverly, MA)お よ び Ｅ ｕ ３ ＋ － 標 識 抗 － ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ (Wallac Oy, Turk
u, Finland)を 用 い 、 解 離 に よ り 促 進 さ れ る ラ ン タ ノ イ ド 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ （ Wallac Oy
, Turku, Finland） に よ り キ ナ ー ゼ 活 性 を 決 定 し た 。 標 準 的 な ユ ー ロ ピ ウ ム プ ロ ト コ ル （
励 起 ３ ４ ０ ｎ ｍ 、 エ ミ ッ シ ョ ン ６ １ ５ ｎ ｍ ； ４ ０ ０ μ ｓ 遅 延 後 ４ ０ ０ μ ｓ 蛍 光 測 定 ） を 用
い 、 VICTOR 1420 Multilabel Counter (Wallac)に て プ レ ー ト を 読 ん だ 。 デ ー タ を 蛍 光 （
ｃ ｐ ｓ ） 単 位 と し て 表 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
Ｉ Ｋ Ｋ － β を Ｇ Ｓ Ｔ － タ グ 付 き 蛋 白 と し て 発 現 さ せ 、 そ の 活 性 を ９ ６ ウ ェ ル シ ン チ レ ー シ
ョ ン 近 接 ア ッ セ イ （ Ｓ Ｐ Ａ ） に て ア ッ セ イ し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 上 記 の ご と く Ｉ Ｋ Ｋ
－ β を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し （ 最 終 ２ ０ ｎ Ｍ ） 、 種 々 の 濃 度 の 化 合 物 ま た は Ｄ Ｍ Ｓ
Ｏ 担 体 、 ２ ４ ０ ｎ Ｍ  Ａ Ｔ Ｐ お よ び ２ ０ ０ ｎ Ｃ ｉ ［ γ － ３ ３ Ｐ ］ － Ａ Ｔ Ｐ （ 10mCi/mL, 200
0Ci/mmol; NEN Life Science Products, Boston, MA） と し た 。 Ｉ κ Ｂ － α の ア ミ ノ 酸 １
５ ～ ４ ６ を 含 む ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド （ American Peptide） を 添 加 し て 最 終 体 積 ５ ０ μ Ｌ 中
最 終 濃 度 ２ ． ４ μ Ｍ と す る こ と に よ り 反 応 を 開 始 さ せ た 。 試 料 を ３ ０ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 、 ０ ． ２ ｍ ｇ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 被 覆 Ｓ Ｐ Ａ  Ｐ Ｖ Ｔ ビ ー ズ （ A
mersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ） を 含 む １ ５ ０ μ Ｌ の 停 止 バ ッ フ ァ ー （ PBS
 w/o Ca 2 + , Mg 2 + , 0.1% Triton X-100(v/v), 10mM EDTA） を 添 加 し た 。 試 料 を 混 合 し 、 室
温 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 遠 心 分 離 （ １ ０ ０ ０ ｘ ｇ ， ２ 分 間 ） し 、 次 い で 、 He
wlett-Packard TopCountで 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
一 次 滑 膜 線 維 芽 細 胞 メ デ ィ エ イ タ 産 生 に 対 す る Ｉ Ｋ Ｋ － β 阻 害 剤 の 効 果 を 下 記 の ご と く 評
価 し た ： す で に 記 載 さ れ て い る よ う に し て （ Roshak et al., 1996b） リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎
の 成 人 患 者 か ら 得 た 滑 膜 を 酵 素 消 化 す る こ と に よ り ヒ ト Ｒ Ｓ Ｆ の 一 次 培 養 物 を 得 た 。 １ ０
％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） 、 １ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ
の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ GIBCO, Grand Island, NY） を 含 む Earlの 最 少 必 須 培 地 （ Ｅ Ｍ Ｅ
Ｍ ） 中 で 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％  Ｃ Ｏ ２ で 細 胞 を 培 養 し た 。 い く つ か の 研 究 に は 、 線 維 芽 細 胞 を
１ ６ ｍ ｍ （ 直 径 ） の ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Costar, Cambridge, MA） に ５ ｘ １ ０ ４ 個 ／ ｍ
Ｌ の 密 度 で 撒 い た 。 細 胞 （ ７ ０ ～ ８ ０ ％ 集 密 ） を 一 定 時 間 Ｉ Ｌ － １ β （ １ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） （
Genzyme, Cambridge, MA） に 曝 露 し た 。 Ｉ Ｌ － １ 添 加 １ ５ 分 前 に Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 担 体 中 の 薬 剤 （
１ ％ ） を 細 胞 培 養 物 に 添 加 し た 。 異 な る ド ナ ー か ら の 滑 膜 細 胞 を 用 い て 実 験 を ３ ～ ４ 回 行
っ た 。 上 記 の ご と く 処 理 し た 細 胞 か ら Ｒ Ｓ Ｆ 細 胞 抽 出 物 を 得 た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ヒ ト
Ｒ Ｓ Ｆ を ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に よ り 取 り 、 洗 浄 し 、 次 い で 、 遠 心 分 離 に よ り 集 め た 。 す
で に 記 載 さ れ て い る よ う に し て （ Dignamet al., 1983;Osborn, et al., 1989） 細 胞 抽 出
物 を 調 製 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 終 わ り に 細 胞 （ １ ｘ １ ０ ７

個 ） を Ｃ ａ ２ ＋ お よ び Ｍ ｇ ２ ＋ 不 含 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ２ 回 洗 浄 し た 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を ２
０ μ Ｌ の バ ッ フ ァ ー Ａ （ 10mM Hepes (pH 7.9), 10mM KC1, 1.5mM MgCl 2 , 0.5mM） に 再 懸
濁 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ヒ ト 単 球 に よ り 刺 激 さ れ た エ イ コ サ ノ イ ド お よ び サ イ ト カ イ ン 産 生 に 対 す る Ｉ Ｋ Ｋ － β 阻
害 の 効 果 を 下 記 の ご と く 評 価 し た ： す で に 説 明 さ れ て い る 二 重 勾 配 遠 心 分 離 に よ り ヘ パ リ
ン 処 理 全 血 か ら 単 球 を 単 離 し た 。 次 い で 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ｓ が 豊 富 化 さ れ た 単 離 さ れ た 単 球 を Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０  １ ０ ％  Ｆ Ｂ Ｓ （ Hyclone, Logan, Utah） 中 ２ ｘ １ ０ ６ 個 ／ ｍ Ｌ と し て
２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に ２ 時 間 付 着 さ せ て さ ら に 単 球 集 団 を 豊 富 化 さ せ た 。 次 い で 、 培 地 を
除 去 し 、 細 胞 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ で １ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ Ｌ の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０  １ ０ ％  Ｆ
Ｂ Ｓ を ウ ェ ル に 添 加 し た 。 試 験 化 合 物 を ウ ェ ル に 添 加 し 、 最 終 担 体 濃 度 を ０ ． ０ ５ ％  Ｄ
Ｍ Ｓ Ｏ と し た 。 ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の エ ン ド ト キ シ ン （ LPS; E. coli serotype 026: B6) (
Sigma, St. Louis, MO.） を 添 加 す る こ と に よ り 単 球 を 活 性 化 さ せ 、 ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ
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ー シ ョ ン し た 。 Ｔ Ｎ Ｆ － α （ EIA developed at SB） 、 Ｐ Ｇ Ｅ ２ （ Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI） 、 お よ び Ｉ Ｌ － ８ お よ び Ｉ Ｌ － ６ （ Biosource International, Camarillo, C
A） に 関 し て 無 細 胞 上 清 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 分 析 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 法 に よ り 細 胞
の 生 存 率 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル に よ り 誘 導 さ れ る 炎 症 に 対 す る Ｉ Ｋ Ｋ － β 阻 害 剤 の 影 響 を 下 記 の よ う
に 評 価 し た ： ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル （ Ｐ Ｍ Ａ ） を Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 耳 介 外 側 の 皮 膚 に 適
用 す る こ と に よ り 誘 発 さ れ た 炎 症 応 答 は 、 多 因 子 炎 症 細 胞 浸 潤 お よ び 炎 症 に よ る 皮 膚 の 変
化 を 試 験 す る た め の 有 用 な モ デ ル で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 強 い 炎 症 性 傷 害 は 好 中 球
浸 潤 が 支 配 的 で あ り 、 そ れ は 、 好 中 球 に 存 在 す る ア ズ ー ル 親 和 性 顆 粒 酵 素 で あ る ミ エ ロ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ の 組 織 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 容 易 に 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
耳 の 厚 み を 測 定 す る こ と に よ り 炎 症 応 答 の 正 味 の 強 さ を 測 定 す る こ と が で き る 。 Ｂ ａ ｌ ｂ
／ ｃ マ ウ ス （ ｎ ＝ ６ ／ 群 ） に 薬 剤 ま た は 担 体 を 投 与 し 、 次 い で 、 Ｐ Ｍ Ａ （ ４ μ ｇ ／ 耳 ） を
投 与 し た 。 ４ 時 間 後 に マ ウ ス を 殺 し 、 耳 の 厚 み を 決 定 し 、 Ｉ κ Ｂ α ウ エ ス タ ン ま た は Ｅ Ｍ
Ｓ Ａ 分 析 に よ り Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 を モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ラ ッ ト の カ ラ ギ ー ナ ン に よ り 誘 発 さ れ る 足 の 浮 腫 に 対 す る Ｉ Ｋ Ｋ － β の 影 響 を 下 記 の よ う
に 評 価 し た ： オ ス の Lewisラ ッ ト （ Charles River-Raleigh, NC） を 飼 育 し 、 エ サ と 水 を 自
由 に 取 ら せ 、 各 実 験 用 に 体 重 ２ ０ ０ ～ ２ ７ ５ ｇ と し た 。 カ ラ ギ ー ナ ン 注 射 の ３ ０ 分 な い し
１ 時 間 前 に 化 合 物 ま た は 担 体 （ ０ ． ５ ％ ト ラ ガ カ ン ト ） （ p.o.） ま た は １ ０ ％  Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ
、 ５ ％  Ｄ Ｍ Ａ 、 ３ ０ ％ ク レ モ フ ォ ア （ Cremophor） （ i.p.） を 投 与 し た 。 滅 菌 蒸 留 水 中 １
％ カ ラ ギ ー ナ ン を 右 の 後 ろ 足 の 足 底 表 面 に 注 射 （ ０ ． ０ ５ ｍ ｌ ／ 足 ） す る こ と に よ り 浮 腫
を 誘 発 し た 。 化 合 物 ま た は 担 体 の 投 与 前 、 な ら び に ３ 時 間 後 に 足 の 厚 み を 測 定 し て 足 の 体
積 の 変 化 を 決 定 し た 。 Ｃ Ｏ ２ 吸 入 に よ り ラ ッ ト を 安 楽 死 さ せ 、 右 の 後 ろ 足 を 取 り 、 即 剤 に
液 体 窒 素 中 で 凍 結 し 、 分 析 ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 特 許 お よ び 特 許 出 願 （ こ れ ら に 限 ら な い ） を 包 含 す る す べ て の 刊 行
物 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る も の と す る 。
上 の 説 明 は 、 い か に し て 本 発 明 を 実 施 す る の か を 十 分 に 開 示 す る も の で あ る 。 し か し な が
ら 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 特 定 の 具 体 例 に 限 定 さ れ る の で は な く 、 そ の す べ て
の 改 変 は 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び そ れ ら の 均 等 の 範 囲 内 で あ る 。 当 業 者 は 、 通 常 の 実 験 に よ
り 、 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 せ ず に 種 々 の 変 更 お よ び 修 飾 が 可 能 で あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ
う 。
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