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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の式(I)で表される化合物、その医薬上許容し得る塩。
【化１】

（式中、R1が、置換または非置換のC1～C10アルキル、置換または非置換のC2～C10アルケ
ニル、置換または非置換のC2～C10アルキニル、置換または非置換のアリール、または非
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置換のヘテロシクロであり；
　R2が、H、メチル、エチル、プロピル、イソプロピルまたは2-ブチルであり；そして、
　R3とR4がOHであるが；
　R1がエチルであるときは、R2は、Hでないことを条件とし、及び、R2がメチルであると
きは、R1は、FCH2CH2又はCH3CH2CH2であることを条件とする。）
【請求項２】
　R1が、エチルであり；
　R2が、エチル、プロピル、イソプロピルまたは2-ブチルであり；そして、
　R3とR4がOHである、請求項１記載の化合物。
【請求項３】
　R1が、置換されたエチルである、請求項１記載の化合物。
【請求項４】
　R1が、プロピルである、請求項１記載の化合物。
【請求項５】
　R1、R2、R3およびR4が下記の表に示した組合せに従う、請求項１記載の化合物。

【請求項６】
　下記からなる群から選ばれた、請求項１記載の化合物：
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【化２】

【請求項７】
　下記の式で表される請求項１記載の化合物：
【化３】

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、胃腸運動性障害の治療において優れた薬理および薬物動態特性を有する消化
管運動促進剤(prokinetic agent)を提供する。本発明は、化学、薬化学、医薬、分子生物
学および薬理学の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　胃腸(“GI”)運動は、栄養物、電解質および流体の適切な吸収を確実にするための消化
物の内臓への順序正しい移動を調節する。食道、胃、小腸および結腸と通る適切な移動は
、管腔内圧力並びに前方移動を調節しGI内容物の逆流を防止する数種の括約筋との分割制
御に依存している。正常なGI運動パターンは、疾病および外科処置のような種々の状況に
より損傷され得る。
　胃腸運動性障害としては、例えば、胃不全麻痺および胃食道逆流疾病(“GERD”)がある
。胃不全麻痺は、胃内容物の排出遅延である。胃不全麻痺の症状としては、腹痛、胸焼け
、吐気および嘔吐がある。急性胃不全麻痺は、例えば、薬物(例えば、アヘン類)、ウイル
ス性腸炎および高血糖症によって生じ得、通常、上記運動性障害よりはむしろ基礎疾病を
治療することによって管理される。慢性胃不全麻痺の最も一般的な原因は、多くの場合、
いわゆる“非潰瘍性”または“機能性”消化不良を伴う長期持続性糖尿病または特発性仮
性閉塞症に関連している。
　GERDは、胃および十二指腸内容物の食道中への逆流の様々な臨床徴候である。最も一般
的な症状は、胸焼けおよび不完全失語症であり；失血も食道糜爛により生じ得る。GERDは
、下部食道括約筋の低調性と不適切な弛緩に関連し得、約40%の症例において胃不全麻痺
を伴って発症している。殆どの症例において、GERDは、胃による酸性刺激物の放出を低減
させる薬剤(例えば、プリロセク(Prilosec))または下部食道括約筋の調子を増進させる薬
剤(例えば、シサプリド)によって治療可能なようである。症状が胃腸運動性障害を含む疾
病の他の例は、食欲不振、鬱滞胆嚢、術後麻痺性イレウス、強皮症、腸仮性閉塞症、胃炎
、嘔吐および慢性便秘(結腸無力症)がある。
【０００３】
　これらのGI障害は、推進運動性を増強する消化管運動促進剤によって一般に治療する。
モチライド(motilide)類は、モチリンレセプターの作用薬であるエリスロマイシンおよび
その誘導体のようなマクロライド化合物である。モチライド類の潜在的な臨床使用の証し
としては、その進行性胃腸運動群(Migratihg Motor Complexes；“MMC”)の第III期を誘
発する能力がある。MMCは、絶食状態における胃および小腸が示す電気活動の４つの期(I
～IV)を称する。筋収縮は、絶食中に末梢的に腸内容物を推進させる蠕動波と同時に、第I
II期と第IV期に生ずる。他の臨床的な関連作用としては、健常有志者およびGERD患者にお
ける食道蠕動およびLES圧の増進；胃不全麻痺患者における胃内容排出の促進；並びに健
常有志者、胆石除去後の患者および自律性ニューロパシーを伴う糖尿病における胆嚢収縮
の刺激がある。
　エリスロマイシン類は、放線菌類のサッカロポリスポラ エリスラエア(Saccharopolysp
ora erythraea) (以前のストレプトミセス エリスレウス(Streptomyces erythreus))の発
酵によって製造される群のマクロライド抗生物質である。エリスロマイシンAは、一般的
に使用される抗生物質であり、この群の最も豊富で重要な１員である。

【０００４】
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【化１】

　1950年代以来、エリスロマイシンA (1)は、吐気、嘔吐および腹部不快感のようなGI副
作用を生ずることが知られている。エリスロマイシンAは、下記の式Aに示すように、胃内
で酸触媒による分解を受け、最初に8,9-アンヒドロ-6,9-ヘミアセタル (2) (エリスロマ
イシンAエノールエーテルとしても知られる)、次いでスピロケタル (3)を形成する。GI副
作用は、エリスロマイシンA自体およびヘミアセタル (2)中のモチリン作用薬活性によっ
て大いに説明される。(スピロケタル (3)は不活性である)。

【化２】

【０００５】
　Omura et al., “Gastrointestinal motor-stimulating activity of macrolide antib
iotics and the structure-activity relationship,” J. Antibiotics (1985) 38: 1631
-2は、エリスロマイシンA、9-ジヒドロエリスロマイシンAおよび他のマクロライド類の意
識あるイヌの内臓収縮を刺激する相対的能力を開示している。この分析において、9-ジヒ
ドロエリスロマイシンAは、1 mg/kgの投与量においてエリスロマイシンの65％程の活性で
あると報告されている。9-ジヒドロエリスロマイシンはエノールエーテルを形成し得ない
ので、エノールエーテル形成がモチライド活性において不可欠ではないことが明らかであ
る。エリスロマイシンAは、その抗細菌活性が耐性微生物発生についての懸念を生じてい
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るのもかかわらず、運動性障害の治療に現在使用されている。9-ジヒドロエリスロマイシ
ンも抗細菌活性を示すので、そのモチライドとしての使用による同様な懸念は存在する。
　EM-523 (4)；EM-574 (5)；LY267,108 (6)；GM-611 (7)およびABT-229 (8)のような多く
のエリスロマイシンエノールエーテルアナログ類がモチライドとして製造されており、こ
れらの構造を下記に示す。米国特許第5,578,579号、第5,658,888号、第5,922,849号、第6
,077,943号および第6,084,079号を参照されたい；これら米国特許の各々は、参考として
本明細書に引用する。
【化３】

【０００６】
　他の興味あるモチライド類としては、ラクタムエノールエーテル類およびラクタムエポ
キシド誘導体がある。米国特許第5,712,253号；第5,523,401号；第5,523,418号；第5,538
,961号および第5,554,605号を参照されたい；これら米国特許の各々は、参考として本明
細書に引用する。
　エリスロマイシンエノールエーテル類のモチライド類としての高潜在力にもかかわらず
、その代謝不安定性は、その臨床における発展性を妨げている。さらに、7および8のよう
な化合物は、細胞系および筋肉片収縮性アッセイの双方においてモチリンレセプター脱感
作性を示している。この脱感作性は、上記モチライドの複数回投与時の有効性の低下を予
兆し得る。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
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　従って、低減された抗細菌活性、増大した代謝安定性および低減されたレセプター脱感
作性を有する新規なモチライド化合物が求められている。本発明は、この要求を満たす9-
ジヒドロエリスロマイシンを提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の１つの局面は、下記の式(I)を有する化合物、並びにその医薬上許容し得る塩
、エステルおよびプロドラッグを提供する。
【化４】

 (式中、R1は、置換または非置換のC1～C10アルキル、置換または非置換のC2～C10アルケ
ニル、置換または非置換のC2～C10アルキニル、置換または非置換のアリール、または置
換または非置換のヘテロシクロであり；R2は、H、置換または非置換のC1～C5アルキル、
置換または非置換のC2～C5アルケニル、置換または非置換のC2～C5アルキニル、置換また
は非置換のアリール、または置換または非置換のヘテロシクロであり；R3は、HまたはOH
であり；そして、R4は、HまたはOHであるか、或いはR3とR4は、一緒になってO-C(C=O)-O
を形成するが；(a) R1がエチルであり、(b) R3がOHであるかまたはR3とR4が一緒になって
O-C(C=O)-Oを形成するときは、R2は、Hまたはメチルでないことを条件とする)。
　第２の局面においては、胃運動性障害を患っている患者に治療上有効量の本発明の組成
物を投与することを含む、胃運動性障害を患っている患者における胃運動性障害の治療方
法を提供する。
　第３の局面においては、本発明の化合物と医薬上許容し得る担体を含む医薬組成物を提
供する。
【０００９】
　第４の局面においては、本発明の化合物(I)は、対象者の胃運動性障害の治療用医薬の
製造において使用する。
　第５の局面においては、本発明は、11-デオキシエリスロマイシン類(とりわけ、11-デ
オキシエリスロマイシンB)を産生する組換え宿主細胞を、それらが発現する変性ポリケチ
ドシンターゼ遺伝子およびそれらを操作するのに使用するベクター類と一緒に提供する。
11-デオキシエリスロマイシンは、本発明の化合物合成における中間体として有用である
。上記組換え宿主細胞は、モジュール2中のケトレダクターゼドメインをデヒドラターゼ
ドメイン、エノイルレダクターゼドメインおよびケトレダクターゼドメインを含有するカ
セットで置換することによって操作されているeryAI遺伝子を有する。第６の局面におい
ては、本発明は、そのような組換え宿主細胞を培養することを含む11-デオキシエリスロ
マイシンの製造方法を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１０】
　定義
　以下に示す用語の定義は、その概念が他のことを明らかに示さない限り、本明細書およ
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び特許請求の範囲の全体に亘って使用するときのその用語に対して適応する。
　“アルキル”は、鎖中に特定の炭素原子数を有する或いは炭素原子数は特定されないが
鎖中に5個までの炭素原子数を有する直鎖または枝分れ鎖の炭化水素成分を意味する。
　“アルケニル”は、少なくとも１個の炭素-炭素二重結合を有し、且つ鎖中に特定の炭
素原子数を有する或いは炭素原子数は特定されないが鎖中に5個までの炭素原子数を有す
る直鎖または枝分れ鎖の炭化水素成分を意味する。
　“アルキニル”は、少なくとも１個の炭素-炭素三重結合を有し、且つ鎖中に特定の炭
素原子数を有する或いは炭素原子数は特定されないが鎖中に5個までの炭素原子数を有す
る直鎖または枝分れ鎖の炭化水素成分を意味する。
　“アルキルアリール”、“アリールアルキル”、“ヘテロシクロアルキル”、“アルキ
ルヘテロアリール”、“アルキルサイクル”等は、ベンジルおよびフェネチル等における
ように、状況に応じて、アルキル成分に直接結合したアリール、複素環式またはヘテロア
リール基を意味する。
【００１１】
　“アリール”は、フェニル、ナフチルおよびビフェニル成分のような環位置に6～12個
の炭素原子を有し、各々が１個以上の位置で必要に応じて置換された単環式または二環式
の芳香族炭化水素環状系を意味する。
　“シクロアルキル”は、好ましくは1～3個の環および環当り3～7個の炭素を含有し、さ
らに不飽和C3～C7炭素環と縮合させ得る必要に応じて置換された飽和環状炭化水素環状系
を意味する。シクロアルキル環状系の例としては、シクロプロピル、シクロブチル、シク
ロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シクロオクチル、シクロデシル、シクロ
ドデシルおよびアダマンチルがある。
　“ハロゲン”または“ハロ”は、フッ素、塩素、臭素およびヨウ素を意味する。
【００１２】
　“ヘテロサイクル”、“ヘテロサイクリック”または“ヘテロサイクロ”は、必要に応
じて置換された十分に飽和または不飽和の芳香族または非芳香族環状系を意味し、例えば
、4～7員の単環式、7～11員の二環式または10～15員の三環式の環状系であって、少なく
とも１個の炭素原子含有環中に少なくとも1個のヘテロ原子を有する。“ヘテロアリール
”は、環状系がアリールである複素環を意味する。ヘテロ原子を含有する複素環基の各環
は、N、OおよびSから選択された1個、2個または3個のヘテロ原子を有し得、NおよびSは必
要に応じて酸化させ得、Nは必要に応じて第4級化させ得る。
　単環式複素環系の例としては、ピロリジニル、ピロリル、インドリル、ピラゾリル、オ
クセタニル、ピラゾリニル、イミダゾリル、イミダゾリニル、イミダゾリジニル、オキサ
ゾリル、オキサゾリジニル、イソキサゾリル、チザオリル、チアジアゾリル、チアゾリジ
ニル、イソチアゾリル、イソチアゾリジニル、フリル、テトラヒドロフリル、チエニル、
オキサジアゾリル、ピペリジニル、ピペラジニル、2-オクソピペラジニル、2-オクソピペ
リジニル、2-オクソピロリジニル、2-オクサゼピニル、アゼピニル、4-ピペリドニル、ピ
リジニル、N-オクソ-ピリジル、ピラジニル、ピリミジニル、ピリダジニル、テトラヒド
ロピラニル、テトラヒドロチオピラニル、テトラヒドロチオピラニルスルホン、モルホリ
ニル、チオモルホリニル、チオモルホリニルスルホキシド、チオモルホリニルスルホン、
1,3-ジオキソランおよびテトラヒドロ-1,1-ジオキソチエニル、ジオキサニル、イソチア
ゾリジニル、チエタニル、チイラニル、トリアジニル、およびトリアゾリル等がある。好
ましい複素環基としては、ピリジニル、ピラジニル、ピリミジニル、ピロリル、ピラゾリ
ル、イミダゾリル、チアゾリル、オキサゾリル、イソキサゾリル、チアジアゾリル、オキ
サジアゾリル、チエニル、フラニル、キノリニル、イソキノリニル等がある。
【００１３】
　“医薬上許容し得るエステル”は、生体内(例えば、ヒトの体内)で加水分解して親化合
物またはその塩を生成させるか或いはそれ自体親化合物の活性と同様な活性を有するエス
テルを意味する。適切なエステル基としては、限定するものではないが、医薬上許容し得
る脂肪族カルボン酸、とりわけ、アルカン酸、アルケン酸、シクロアルカン酸およびアル
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カン二酸から誘導されたエステルであって、各アルキルまたはアルケニル成分が好ましく
は6個よりも多くない炭素原子を有するものである。エステル類の例としては、フマレー
ト類、アセテート類、プロピオネート類、ブチレート類、アクリレート類、シトレート類
、スクシネート類およびエチルスクシネート類がある。
　“医薬上許容し得る塩”は、医薬調合物において適し得る化合物の塩を意味する。適切
な医薬上許容し得る塩類としては、例えば、化合物の溶液を塩酸、臭化水素酸、硫酸、フ
マル酸、マレイン酸、コハク酸、安息香酸、酢酸、クエン酸、酒石酸、リン酸または炭酸
等のような医薬上許容し得る酸の溶液と混合することによって調製し得る酸付加塩がある
。化合物が1個以上の酸成分を担持する場合、医薬上許容し得る塩類は、その化合物の溶
液を水酸化リチウム、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化テトラアルキルアンモ
ニウム、炭酸リチウム、炭酸ナトリウム、炭酸カリウム、アンモニアまたはアルキルアミ
ン類等のような医薬上許容し得る塩基の溶液で処理することによって調製し得る。
【００１４】
　基が置換されていることに特徴を有する場合(“置換アルキル”、“置換アルケニル”
等におけるように)、そのような基は、1個以上の、好ましくは1～5個、好ましくは1個ま
たは2個の個々に選択された置換基を有し得る。当業者であれば、置換基および置換パタ
ーンを選定して、化学的に安定であり且つ当該技術において公知の方法または本明細書に
おいて説明する方法によって合成し得る化合物を提供し得ることを理解されたい。適切な
置換基の例としては、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、ハロ、トリフルオ
ロメトキシ、トリフルオロメチル、ヒドロキシ、アルコキシ、シクロアルキルオキシ、ヘ
テロシクロオキシ、アルカノイル、アルカノイルオキシ、アミノ、アルキルアミノ第4級
アンモニウム、アラルキルアミノ、シクロアルキルアミノ、ヘテロシクロアミノ、ジアル
キルアミノ、アルカノイルアミノ、チオ、アルキルチオ、シクロアルキルチオ、ヘテロシ
クロチオ、ウレイド、ニトロ、シアノ、カルボキシ、カルボキシルアルキル、カルバミル
、アルコキシカルボニル、アルキルチオノ、アリールチオノ、アルキルスルホニル、スル
ホンアミンド、アリーロキシ、およびここで特定した以外の他の基がある。置換基は、例
えば、ハロ、ヒドロキシ、アルキル、アルコキシ、アリール、置換アリール、置換アルキ
ル、置換アラルキル等によってさらに置換し得る。
【００１５】
　特定の立体異性体は明確に示されない限り(例えば、構造式中で関連立体中心での肉太
または破線結合により)、全ての立体異性体は、純粋化合物またはそれらの混合物として
、本発明の範囲に包含される。特に断らない限り、個々の光学異性体、ジアステレオマー
、幾何異性体並びにこれらの組合せおよび混合物は、全て本発明に属する。多形性結晶形
および溶媒和物も本発明の範囲に属する。
　本発明は、その範囲内に本発明の化合物のプロドラッグ類を包含する。そのようなプロ
ドラッグは、一般に、生体内で所定の化合物に容易に転化し得る化合物の官能性誘導体で
ある。即ち、本発明の治療方法において、用語“投与”は、明確に開示した化合物による
或いは明確には開示していないが必要に応じて対象者に投与した後体内で特定の化合物に
転化する化合物による上述の各種障害の治療を包含する。適切なプロドラッグ誘導体の選
択および製造における通常の手順は、例えば、Design of Prodrugs, Bundgaard, ed., El
sevier, 1985に記載されている。
【００１６】
　化合物および方法
　１つの実施態様においては、R1が、置換または非置換のC1～C10アルキル、置換または
非置換のC2～C10アルケニル、置換または非置換のC2～C10アルキニル、置換または非置換
のアリール、または置換または非置換のヘテロシクロであり；R2が、H、エチル、プロピ
ル、イソプロピルまたは2-ブチルであり；R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか
或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成しているが；R1がエチルであり、R3がOHで
あるかまたはR3とR4が一緒になってO-(=O)-Oを形成するときは、その場合、R2はHまたは
メチルでないことを条件とする、式(I)を有する化合物を提供する。
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　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が、置換または非置換のC1～C5アルキルで
あり；R2が、H、置換または非置換のC1～C5アルキル、置換または非置換のC2～C5アルケ
ニル、または置換または非置換のC2～C5アルキニルであり；R3がHまたはOHであり；R4がH
またはOHであるか或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成しているが；(a) R1がエ
チルであり、(b) R3がOHであるかまたはR3とR4が一緒になってO-(=O)-Oを形成するときは
、その場合、R2はHまたはメチルでないことを条件とする、式(I)を有する化合物を提供す
る。
【００１７】
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1がエチルであり；R2が、置換または非置換
のC1～C5アルキル、置換または非置換のC2～C5アルケニル、または置換または非置換のC2
～C5アルキニルであり；R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか或いはR3とR4は一
緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が、エチルであり；R2が、エチル、プロピ
ル、イソプロピルまたは2-ブチルであり；R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか
或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を提供する
。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が置換されたエチルであり；R2が、H、置
換または非置換のC1～C5アルキル、置換または非置換のC2～C5アルケニル、または置換ま
たは非置換のC2～C5アルキニルであり； R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか
或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を提供する
。
【００１８】
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が、フルオロエチルまたはアジドエチルで
あり；R2が、H、置換または非置換のC1～C5アルキル、置換または非置換のC2～C5アルケ
ニル、または置換または非置換のC2～C5アルキニルであり； R3がHまたはOHであり；R4が
HまたはOHであるか或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有す
る化合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が置換されたエチルであり；R2が、H、エ
チル、プロピル、イソプロピルまたは2-ブチルであり； R3がHまたはOHであり；R4がHま
たはOHであるか或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化
合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が、フルオロエチルまたはアジドエチルで
あり；R2が、H、エチル、プロピル、イソプロピルまたは2-ブチルであり； R3がHまたはO
Hであり；R4がHまたはOHであるか或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している
、式(I)を有する化合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1がプロピルであり；R2が、H、置換または
非置換のC1～C5アルキル、置換または非置換のC2～C5アルケニル、または置換または非置
換のC2～C5アルキニルであり； R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか或いはR3

とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1が、プロピルであり；R2が、H、エチル、
プロピル、イソプロピルまたは2-ブチルであり； R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOH
であるか或いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を
提供する。
【００１９】
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1がビニル、ブチル、ベンジル、ブテ-3-エ
ン-1-イル、フェニルまたは4-ヒドロキシフェニルであり；R2が、H、置換または非置換の
C1～C5アルキル、置換または非置換のC2～C5アルケニル、または置換または非置換のC2～
C5アルキニルであり； R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか或いはR3とR4は一
緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R1がビニル、ブチル、ベンジル、ブテ-3-エ
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ン-1-イル、フェニルまたは4-ヒドロキシフェニルであり；R2が、H、エチル、プロピル、
イソプロピルまたは2-ブチルであり； R3がHまたはOHであり；R4がHまたはOHであるか或
いはR3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成している、式(I)を有する化合物を提供する。
　本発明のもう１つの実施態様においては、R3とR4が、個々に、HまたはOHであり；R1が
、エチル、2-フルオロエチルおよび1-プロピルからなる群から選ばれ；R2が、メチル、エ
チル、イソプロピルおよび2-ブチルからなる群から選ばれるが；R1がエチルでありR3がOH
であるときは、その場合、R2はメチルでないことを条件とする、式(I)を有する化合物を
提供する。
　もう１つの実施態様においては、R1は、置換または非置換のC1～C5アルキル(好ましく
は、エチル)であり；R2は、H、メチル、エチル、プロピル、イソプロピルまたは2-ブチル
であり；R3は、Hであり；R4は、HまたはOHである。
　本発明のもう１つの実施態様においては、下記の構造を有する化合物を提供する：
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【化５】

【００２０】
　本発明のもう１つの局面は、式(I)の化合物製造方法を提供する。１つの実施態様にお
いては、式(I)の化合物は、下記の式１において例示するような相応するエリスロマイシ
ン類(II)から調製する：
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【００２１】
　この実施態様においては、エリスロマイシン(II)をメタノール中の水素化ホウ素ナトリ
ウムで処理して(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシン、(III)を調製する。化合物(III)を、
例えば、緩衝化メタノール中のヨウ素および光を使用するかまたはアセトニトリル中のN-
イオドスクシンイミドを使用して脱メチル化して化合物(IV)を調製する。R2X (式中、R2

は上記で定義したとおりであり、Xは、ハライド(好ましくは、臭素またはヨウ素)または
スルホネート(好ましくは、トリフレートまたはトシレート)である)をN,N-ジイソプロピ
ルエチルアミンのような塩基の存在下に使用する化合物(IV)のアルキル化により、式(I)
の化合物を調製する。
　また、脱メチル化/アルキル化工程とホウ化水素還元工程の順序は、下記の式１Aに示す
ように逆転し得る：
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【化７】

【００２２】
　本発明のもう１つの実施態様においては、R3とR4は一緒になってO-C(=O)-Oを形成する
エリスロマイシン類(II)は、下記の式２に例示するようにして調製する：

【化８】

R3とR4が共にOHであるエリスロマイシン(II)をカルボニル化剤、例えば、炭酸エチレンま
たは1,1-カルボニルジイミダゾールを塩基、例えば、炭酸カリウムまたは4-(ジメチルア
ミノ)ピリジンの存在下に反応させて、11,12-環状カーボネートを調製する。そのあと、
これらの環状カーボネートを、式１に例示した方法に従い最終生成物に転化する。
【００２３】
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　式(II)のエリスロマイシン類は、下記の式３に例示したようにして、また米国特許第6,
066,721号；第6,261,816号および第6,395,710号に記載されているようにして調製する。
これら米国特許の各々は参考として本明細書に引用する。
【化９】

【００２４】
要するに、式(V)のジケチドチオエーテルをポリケチドシンターゼに供給して構造(VI)の
ポリケチドを産生させる。ジケチドチオエーテル類の調製は、WO 00/44717号に記載され
ており、該公報は参考として本明細書に引用する。本発明においては、ポリケチドシンタ
ーゼは、6-デオキシエリスロノライドBシンターゼまたは8,8a-デオキシオレアンドライド
シンターゼである。6-デオキシエリスロノライドBシンターゼの適切な例は、例えば、米
国特許第5,824,518号に記載されているようなサッカロポリスポラ エリスラエア(Sacchar
opolyspora erythraea)において、さらにPCT公報WO 01/27284号に記載されているような
ミクロモノスポラ メガロミセア(Micromonospora megalomicea)において見出されており
、これらの特許は、各々参考として本明細書に引用する。8,8a-デオキシオレアンドライ
ドシンターゼの例は、米国特許第6,251,636号に記載されているようなストレプトマイセ
ス アンチビオチカス(Streptomyces antibioticus)において見出されており、該米国特許
は参考として本明細書に引用する。これらのポリケチドシンターゼは、その天然スタータ
ー単位の混入を防ぐように修飾されている。ポリケチドシンターゼを、例えば、モジュー
ル1ケトシンターゼの不活化により変異させて天然スターター単位の混入を防ぐ方法は、
米国特許第6,066,721号に記載されており、該米国特許は参考として本明細書に引用する
。
【００２５】
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　ジケチドチオエーテル(V)は、米国特許第6,080,555号(参考として本明細書に引用する)
に記載されているようにして、無細胞形のポリケチドシンターゼに供給し得るけれども、
変異ポリケチドシンターゼを発現する生物体の培養物に(V)を供給するのがより好都合で
ある。生物体は、米国特許第6,066,721号またはWO 01/83803号に記載されているようなス
トレプトマイセスまたはサッカロポリスポラ、好ましくはストレプトマイセス コエリカ
ラー(Streptomyces coelicolor)のような放線菌、またはWO 01/31035号に記載されている
ような大腸菌またはサッカロミセス セレヴィシエ(Saccharomyces cerevesiae)のような
非放線菌であり得、これらの特許は参考として本明細書に引用する。得られたポリケチド
(VI)を必要に応じて培養培地から分離する。この過程における方法は、以下の実施例１に
詳述している。天然ポリケチドシンターゼを使用して、R3 = OHであるポリケチド類を産
生させる。
【００２６】
　本発明の１つの実施態様においては、天然ポリケチドシンターゼは、R3 = Hを有するポ
リケチドを産生するように変異させている。適切な変異ポリケチドシンターゼを産生させ
る方法は、例えば、米国特許第6,391,594号および第6,403,775号に記載されており、これ
らの米国特許は参考として本明細書に引用する。
　ポリケチド(VI)は、C-6でのヒドロキシル化、3-OHへのミカローゼの付加、5-OHへのデ
ソサミンの付加、C-12でのヒドロキシル化およびミカローゼ3”-OHでのメチル化を含む1
連のテーラーリング(tailoring)工程により、エリスロマイシン(II)に転化させる。他の
形のエリスロマイシンは、テーラーリング酵素の適切なサブセットを使用して調製し得る
。例えば、エリスロマイシンB (R4 = H)は、C-12でのヒドロキシル化を省略することによ
って調製する。
【００２７】
　このテーラーリングは、ポリケチド(VI)を上記形質転換において必要な酵素類の全てを
発現する生物体、例えば、参考として本明細書に引用する米国特許第6,395,710号に記載
されている不活性ポリケチドシンターゼを含むサッカロポリスポラ エリスラエアの変異
体の培養物に供給することにより、最も好都合に実施し得る。この過程の方法は、以下の
実施例２において詳述している。
　式(I)の化合物は、モチリンレセプターの作用薬である。下記の表１は、Carreras et a
l., Anal. Biochem. 300, 146-151 (2002) (該文献内容は、参考として本明細書に引用す
る)に記載されているようなカルシウム負荷アッセイによって測定したときのモチリンレ
セプターの活性化におけるEC50値を示す。
【００２８】
表１：モチリンレセプター活性化

　　　1 本発明に従わない比較化合物
【００２９】
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　抗細菌活性(表２)は、微生物技術において公知の方法を使用して、マクロライド感受性
株である肺炎連鎖球菌(Streptococcus pneumoniae) ATCC 6301に対する生体外感受性試験
によって測定した。
表２：ATCC6301に対する生体外最小抑制濃度

　各化合物を、Carreras et al., US 2002/0192709 A1 (2002), “Methods for Evaluati
ng Therapeutic Efficacy” (該文献は、参考として本明細書に引用する)に記載されてい
る細胞系アッセイを使用して、モチリンレセプター脱感作性について試験した。下記の表
３に示すように、各化合物は、1または10μM量の試験化合物への暴露後に脱感作を殆どま
たは全く示さなかった。
【００３０】
表３：モチリンレセプター脱感作

【００３１】
　本発明のもう１つの局面は、胃運動性障害の治療における式(I)を有する化合物の使用
方法を提供する。一般に、本発明の化合物の使用方法は、必要のある対象者に治療上有効
量の本発明の化合物を投与することを含む。本発明の化合物によって治療し得る障害の具
体的な例としては、限定するものではないが、胃不全麻痺、胃食道逆流疾患、食欲不振、
鬱滞胆嚢、術後麻痺性イレウス、強皮症、腸仮性閉塞症、胃炎、嘔吐および慢性便秘(結
腸無力症)がある。
　治療上の有効量は、本発明の化合物(１種以上)の総投与日量として表し得、対象者に単
回または分割投与量で投与し得る。総投与日量は、例えば、約0.01～約10 mg/kg体重、よ
り通常は約0.1～約2 mg/kg体重の量であり得る。単回投与組成物は、投与日量を構成する
ような量またはその分割数量を含有し得る。一般に、本発明に従う治療処方は、そのよう
な治療を必要とする対象者に、1日当り約10 mg～約1000 mgの本発明の化合物(１種以上)
を単回または複数回投与量で投与することを含む。
【００３２】
　典型的には、本発明の化合物は、固形、半固形または液体形のような任意の適切な剤形
であり得る医薬組成物または調合物の１部であり得る。一般に、医薬調合物は、活性成分
としての本発明の1種以上の化合物と医薬上許容し得る担体とを含有する。典型的には、
活性成分は、外的、経腸または非経口投与に適する有機または無機担体または賦形剤との
混合物中に存在する。活性成分は、例えば、錠剤、ペレット剤、カプセル剤、座薬、ペッ
サリー剤、溶液、乳化液、懸濁液および使用に適する任意の他の剤形用に通常の無毒性の
医薬上許容し得る担体と配合し得る。経口投与量剤形は、参考として本明細書に引用する
Hondo et al., 1987, Transplantation Proceedings XIX, Supp. 6: 17-22に本質的に記
載されているようにして調製し得る。
　使用し得る担体としては、水、グルコース、ラクトース、アカシアゴム、ゼラチン、マ
ンニトール、澱粉ペースト、三ケイ酸マグネシウム、タルク、コーンスターチ、ケラチン
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、コロイド状シリカ、ポテトスターチ、尿素、および固形、半固形または液体化形の製剤
の製造において使用するのに適する他の担体がある。さらに、補助的な安定剤、増粘剤、
着色剤および香料も使用し得る。例えば、本発明の化合物は、参考として本明細書に引用
する米国特許第4,916,138号に本質的に記載されているようなヒドロキシプロピルメチル
セルロース、または参考として本明細書に引用するEPO特許公報第428,169号に本質的に記
載されているような界面活性剤と一緒に使用し得る。
　要するに、本発明は、モチライド化合物、その製造方法およびその使用方法を提供する
ものであり、以下、実施例によりさらに具体的説明するが、限定するものではない。
【実施例１】
【００３３】
　本実施例は、本発明のある種の化合物の合成において使用する中間体である15-メチル-
6-デオキシエリスロノライドB (13-プロピル-6-dEBまたは15-メチル-6-dEBとも称する)の
製造を説明する。(他のエリスロノライド類も同様に命名し得る；例えば、15-位置のメチ
ル基の代りにフルオロ基を有するエリスロノライドは、15-フルオロ-6-dEBと称する)。

【化１０】

　CH999/pJRJ (モジュール1のケトシンターゼドメインが変異によって不活化されているP
KSを含有するストレプトマイセス コエリカラー(Streptomyces coelicolor))研究用セル
バンクの1 mLバイアルを解凍し、バイアル内容物を250 mLの邪魔板付きフラスコ内の50 m
Lの培地１に添加する。
【００３４】
　培地１は、45 g/Lのコーンスターチ、10 g/Lのコーンスティープリカー、10 g/Lの乾燥
不活化醸造用酵母および1 g/LのCaCO3を含む。この溶液を121℃で90分間オートクレーブ
処理することによって滅菌する。滅菌後、1 mL/Lの100%DMSO中滅菌濾過50 mg/mlチオスト
レプトンと1 mL/Lのオートクレーブ処理100%発泡防止剤Bシリコンエマルジョン(J.T. Bak
er社)を使用前に添加する。
　解凍細胞と培地１を含む上記フラスコを、30±1℃および175±25RPMに維持したインキ
ュベーター/シェーカー内に48±10時間置く。その後、50 mLの培養物を、500 mLの培地１
を含む2.8 Lの邪魔板付きフラスコに添加する。このフラスコをインキュベーター/シェー
カー内で30±1℃および175±25RPMで48±10時間インキュベートする。その後、500 mLの
培養物を使用して5 Lの培地１を含む10 Lのファーメンターに接種する。このファーメン
ターを、2.5 N H2SO4および2.5 N NaOHの添加、600 RPMの攪拌速度および1～2 LPMの空気
流量によって30℃、pH 6.5に調整する。発泡は、発泡防止剤Bの50%溶液を必要に応じて添
加することによって制御する。ファーメンター培養物をこれらの条件下に24±5時間増殖
させる。
【００３５】
　150 Lのファーメンターを、100 Lの培地１を121℃で45分間滅菌することによって準備
する。増殖期間後、上記10 Lファーメンターからの内容物を150 Lファーメンターに無菌
的に添加する。このファーメンターを、2.5 N H2SO4および2.5 N NaOHの添加、並びに攪
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拌速度(500～700 RPM)、空気流量(10～50 LPM)および/または逆圧制御(0.1～0.4バール)
による溶解酸素≧ 80%の空気飽和によって30℃、pH 6.5に調整する。発泡は、発泡防止剤
Bの50%溶液を必要に応じて添加することによって制御する。
　35±5時間で、溶解酸素が最小値に達しファーメンター排ガス中のCO2含有量が最高値に
達した後、(±)-(2R*,3S*)-2-メチル-3-ヒドロキシヘキサノイル-N-プロピオニルシステ
アミン(プロピルジケチド)を4 g/Lの最終濃度まで添加する。プロピルジケチドは、メチ
ルスルホキシド中に2：3の比(ジケチド対DMSO)で溶解させることによって調製し、その後
濾過滅菌する(0.2μm、ナイロンフィルター)。15-メチル-6-デオキシエリスロノライドB 
(13-プロピル-6-dEB)の産生は8日目で止み、ファーメンターを収穫する。発酵培地をAlph
a Laval AS-26遠心分離機内で20,500 gで遠心分離する。生成物は主として上清中に存在
し、遠心分離した細胞塊は廃棄する。
【００３６】
　遠心分離後、固相抽出をHP20樹脂(Mitsubishi社)を使用して実施する。カラムサイズは
上清容量および力価に基づいて選定し、HP20樹脂１リットル当り15gの15-メチル-6-dEBの
負荷容量を超えないようにする。遠心分離した培養液を樹脂床に300±20 cm/hの線流量で
通す。カラム上の圧力は、15 psi (103.4 kPa)を越えないようにすべきである。その後、
樹脂を、2カラム容量(CV)の水次いで2 CVの30%メタノールで各々300±20 cm/hの速度で洗
浄する。13-プロピル-6-dEBを、7～10 CVの100%メタノールを300±20 cm/hの速度で使用
して溶出させる。溶出中に、1 CVの各画分を集める。その後、これらの画分を分析し、生
成物を含有する画分を混ぜ合せて、遠心分離培養液中の元の15-メチル-6-dEBの> 95%を含
有する生成物プールを得る。生成物プールを回転蒸発を使用して減量し固形物とする。こ
の段階での生成物純度は、5～35%である。メタノール不溶性物質を、生成物プールから、
上記固形物を元の培養液容量100 L当り3 Lの100%メタノール中に懸濁させ、20分間混合し
、濾過することによって除去する。
【００３７】
　最終精製工程は、HP20SS樹脂(Mitsubishi社)を使用するクロマトグラフィーである。カ
ラムサイズは生成物量に基づいて選定し、HP20SS樹脂１リットル当り15gの15-メチル-6-d
EBの負荷容量を超えないようにする。上記濾過メタノール溶液を等容量の水を添加するこ
とによって希釈する。この50%メタノール溶液を樹脂床に300±20 cm/hの線流量で通す。
その後、カラムを2 CVの50%メタノールで300±20 cm/hの速度で洗浄する。生成物を12 CV
の70%メタノールを使用して300±20 cm/hの速度で溶出させる。溶出中に、1 CVの各画分
を集める。その後、これらの画分を分析し、> 50 mg/Lの15-メチル-6-dEBを含有し> 20%
のクロマトグラフィー純度を有する画分を混ぜ合せる。生成物プールを回転蒸発を使用し
て減量し固形物とする。この段階での生成物純度は、> 65%であり、適切なエリスロマイ
シンへの生物転換に適している。
　他の修飾6-dEBアナログ類は、上記プロピルジケチドの代りに適切なジケチドチオエス
テルを置換えて、同じ手順に従って調製する。即ち、15-フルオロ-6-dEBは、(±)-(2R*,3
S*)-5-フルオロ-2-メチル-3-ヒドロキシペンタノイル-N-プロピオニルシステアミンを使
用して調製する。また、15-メチル-6-dEBおよび15-フルオロ-6-dEBの合成は、Ashley等の
WO 00/44717 A2 (2000年)に教示されており、該文献の開示は参考として本明細書に引用
する。
【実施例２】
【００３８】
　本実施例は、15-メチル-6-デオキシエリスロノライドBの15-メチルエリスロマイシンA 
(式II、R1 = -CH2CH2CH3；R3 = R4 = OH)への転化を説明する。また、転化方法は、Carre
ras et al., J. Biotechnology, 92, 217-228 (2002)にも教示されており、該文献の開示
は参考として本明細書に引用する。
　研究用セルバンクK39-14V (6-dEBを産生し得ないS. エリスラエアのeryA変異体)からの
1 mLバイアルを解凍し、バイアル内容物を250 mLの邪魔板付きフラスコ内の50 mLの培地
２に添加する。
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　培地２は、16 g/Lのコーンスターチ、10 g/Lのコーンデキストリン、15 g/Lの大豆ミー
ル粉末、4 g/LのCaCO3、5 g/Lのコーンスティープリカー、6 g/Lの大豆油、2.5 g/LのNaC
lおよび1 g/Lの(NH4)2SO4を含む。この溶液を121℃60分間オートクレーブ処理することに
よって滅菌し、1 mL/Lのオートクレーブ処理100%発泡防止シリコンエマルジョン(J.T. Ba
ker社)を使用前に添加する。
【００３９】
　解凍細胞と培地２を含む上記フラスコを、34±1℃および175±25RPMに維持したインキ
ュベーター/シェーカー内に48±10時間置く。その後、50 mLの培養物を、500 mLの培地２
を含む2.8 Lの邪魔板付きフラスコに添加する。このフラスコをインキュベーター/シェー
カー内で34±1℃および175±25RPMで48±10時間インキュベートする。その後、500 mLの
培養物を使用して5 Lの培地２を含む10 Lのファーメンターに接種する。このファーメン
ターを、2.5 N H2SO4および2.5 N NaOHの添加、600 RPMの攪拌速度および1～2 LPMの空気
流量によって34℃、pH 7.0に調整する。発泡は、発泡防止剤Bの50%溶液を必要に応じて添
加することによって制御する。ファーメンター培養物をこれらの条件下に24±5時間増殖
させる。
【００４０】
　150 Lのファーメンターを、100 Lの培地３を121℃で45分間滅菌することによって準備
する。培地３は、17.5 g/Lのコーンスターチ、16 g/Lのコーンデキストリン、16.5 g/Lの
大豆ミール粉末、4 g/LのCaCO3、6 g/Lのコーンスティープリカー、3 g/Lの大豆油、3.5 
g/LのNaClおよび1 g/Lの(NH4)2SO4を含む。増殖期間後、上記10 Lファーメンターからの
内容物を150 Lファーメンターに無菌的に移す。このファーメンターを、2.5 N H2SO4およ
び2.5 N NaOHの添加、並びに攪拌速度(500～700 RPM)、空気流量(15～50 LPM)および/ま
たは逆圧制御(0.1～0.4バール)による溶解酸素≧ 80%の空気飽和によって34℃、pH 7.0に
調整する。発泡は、発泡防止剤Bの50%溶液を添加することによって制御する。
　24±5時間で、58～60 mLの15%デキストリン(質量/容量)の供給を開始する。デキストリ
ン溶液は、供給期間中連続混合する。24±5時間で、25グラムの13-プロピル-6dEBをファ
ーメンターに添加する。13-プロピル-6dEBは、25グラムの13-プロピル-6dEBを400～600 m
Lの100%エタノール中に溶解させ、濾過 (0.2μm、ナイロンフィルター)することによって
調製する。13-プロピル-6dEBの13-プロピル-エリスロマイシンAへの転換は60±10時間後
に止み、ファーメンターを収穫する。発酵培地をAlpha Laval AS-26遠心分離機内で20,50
0 gで遠心分離する。生成物は主として上清中に存在し、遠心分離した細胞塊は廃棄する
。
【００４１】
　遠心分離後、固相抽出をHP20樹脂(Mitsubishi社)を使用して実施する。カラムサイズは
上清容量および力価に基づいて選定し、HP20樹脂１リットル当り15gの15-メチルエリスロ
マイシンAの負荷容量を超えないようにする。遠心分離した培養液をpH 9に調整し、その
後、樹脂床に275±25 cm/hの線流量で通す。カラム上の圧力は、15 psi (103.4 kPa)を越
えないようにすべきである。その後、樹脂を、1カラム容量(CV)の水で275±25 cm/hの速
度で洗浄する。15-メチルエリスロマイシンを5 CVの100%メタノールを使用して275±25 c
m/hの速度で溶出させる。溶出中に、1 CVの各画分を集める。その後、これらの画分を分
析し、生成物を含有する画分を混ぜ合せて生成物プールを得る。生成物プールを回転蒸発
を使用して減量し固形物とする。
　メタノール不溶性物質を、生成物ブールから、上記固形物を元の培養液容量100 L当り1
 Lの100%メタノール中に懸濁させ、pH 9に調整し、濾過することによって除去する。生成
物プール(濾液)を回転蒸発を使用して減量し固形物とする。
【００４２】
　15-メチルエリスロマイシンAを、上記生成物プール(固形物)から、元の培養液容量の10
0 L当り2 Lの4：1ヘキサン対アセトンを添加し、20分間混合し、濾過することによって抽
出する。残余の固形分を同じ方法により2回以上抽出し、濾液を混ぜ合せる。生成物プー
ルを回転蒸発を使用して減量し固形物とする。
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　最終精製工程は、HP20SS樹脂(Mitsubishi社)を使用するクロマトグラフィーである。カ
ラムサイズは生成物量に基づいて選定し、HP20SS樹脂１リットル当り15gの15-メチルエリ
スロマイシンAの負荷容量を超えないようにする。上記の工程からの固形物を元の培養液
容量の100 L当り1 Lのメタノール中に溶解させ、等容量の水を添加する。この50%メタノ
ール溶液を樹脂床に275±25 cm/hの線流量で通す。その後、カラムを、1 CVの50%メタノ
ール、次いで3 CVの60%メタノールで各々275±25 cm/hの速度で洗浄する。生成物を、3 C
Vの70%メタノール、次いで10 CVの75%メタノールを使用して各々275±25 cm/hの速度で溶
出させる。溶出中に、1 CVの各画分を集める。その後、各画分を分析し、15-メチルエリ
スロマイシンAを含有する画分を混ぜ合せる。生成物プールを回転蒸発を使用して減量し
固形物とする。
　他の修飾エリスロマイシンは、同じ方法を使用し、適切な6-dEBアナログを15-メチル-6
-dEBの代りに置換えて調製する。即ち、15-フルオロエリスロマイシンAは、15-フルオロ-
6-dEBを使用して調製する。
【実施例３】
【００４３】
　本実施例は、式１に関連しての(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシン類(式II)の一般的製
造方法を説明する。
　1：3エタノール/エーテル(20 mL)中の上記エリスロマイシン(0.36ミリモル)溶液を－15
℃に冷却し、水素化ホウ素ナトリウム(0.9ミリモル)で処理する。反応を4時間に亘って周
囲温度にゆっくり温める。過剰の水素化ホウ素をリン酸塩緩衝液、pH 6の添加により破壊
し、10 mLのトリエタノールアミンを添加する。1時間後、混合物を酢酸エチルで抽出し、
MgSO4上で乾燥させ、濾過し、減圧下に濃縮乾固させる。生成物を、シリカゲルクロマト
グラフィーにより、1%トリエチルアミンを含む1：1アセトン-ヘキサンを使用して精製す
る。この方法を使用して、以下の化合物を調製する：
　　(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシンA；
　　(9S)-9-ジヒドロ-15-メチルエリスロマイシンA；および、
　　(9S)-9-ジヒドロ-15-フルオロエリスロマイシンA。
【実施例４】
【００４４】
　本実施例は、式１に関連してのN-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシン類(式I
II)の製造における一般的手順を説明する。
　酢酸ナトリウム三水和物(139 mg)とヨウ素(52 mg)を、10 mLの8：2メタノール/水中の
上記(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシン(150 mg)溶液に順次添加する。LiOHの0.2 M溶液(1
 mL)を1時間に亘って4分割して添加する。反応終了は、薄層クロマトグラフィー分析によ
り測定する。過剰の試薬を飽和チオ硫酸ナトリウム溶液を添加して失活させ、揮発物を減
圧下に除去し、混合物を酢酸エチルで抽出する。有機相を飽和NaHCO3で洗浄し、MgSO4上
で乾燥させ、濾過し、濃縮して粗生成物を得る。シリカゲルクロマトグラフィー(アセト
ン/ヘキサン + 2% Et3N)により、純生成物を得る。この方法を使用して、以下の化合物を
調製する：
　　N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシンA；
　　N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-メチルエリスロマイシンA；および、
　　N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-フルオロエリスロマイシンA。
【実施例５】
【００４５】
　本実施例は、とりわけ式１に関連するN-デスメチル-N-R2-(9S)-9-ジヒドロエリスロマ
イシン類、即ち、式II (R3 = R4 = OH)を有する化合物の製造を説明する。
　上記N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシンAアナログ(0.035ミリモル)、ジイ
ソプロピルエチルアミン(62.5μL)、R2I (1.3ミリモル)およびアセトニトリル(1 mL)の混
合物を密閉し、70℃で１夜攪拌する。混合物を冷却し、NaHCO3水溶液で希釈し、酢酸エチ
ルで抽出する。抽出物をMgSO4上で乾燥させ、濾過し、蒸発乾固させる。生成物を、シリ
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カゲルクロマトグラフィーにより、2：1ヘキサン/アセトン + 1% Et3Nを使用して精製す
る。以下の化合物をこの手順に従い調製した：
　　(a) N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-フルオロエリスロマイシンAとヨウ化エチル
を使用しての、N-デスメチル-N-エチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-フルオロエリスロマイシンA
；
　　(b) N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-フルオロエリスロマイシンAとヨウ化イソプ
ロピルを使用しての、N-デスメチル-N-イソプロピル-(9S)-9-ジヒドロ-15-フルオロエリ
スロマイシンA；
　　(c) N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-メチルエリスロマイシンAとヨウ化イソプロ
ピルを使用しての、N-デスメチル-N-イソプロピル-(9S)-9-ジヒドロ-15-メチルエリスロ
マイシンA；および、
　　(d) N-デスメチル-(9S)-9-ジヒドロ-15-メチルエリスロマイシンAと2-イオドブタン
を使用しての、N-デスメチル-N-(2-ブチル)-(9S)-9-ジヒドロ-15-メチルエリスロマイシ
ンA。
【実施例６】
【００４６】
　本実施例は、N-デスメチル-15-メチルエリスロマイシンA (化合物III'、R1 = 1-プロピ
ル；R3 = R4 = OH)に特定的に関連する式１Aの脱メチル化工程を例示するが、その手順は
他のアナログ化合物にも一般的に応用可能であることを理解すべきである。
　メタノール-水(8：2(容量/容量)、100 mL)中の15-メチルエリスロマイシンA (化合物II
I、R1 = 1-プロピル；R3 = R4 = OH；5.00 g、6.15ミリモル)と酢酸ナトリウム三水和物(
4.18 g、30.75ミリモル)の混合物を50℃で攪拌した。その後、ヨウ素(1.56 g、6.15ミリ
モル)を添加した。反応中、1 N水酸化ナトリウム(6.15 mL)を小分割で添加した。反応終
了を薄層クロマトグラフィー分析により測定した。溶媒を除去した後、混合物を酢酸エチ
ルで3回抽出し、硫酸ナトリウム上で乾燥させた。粗生成物(4.97 g)を黄色固形物として
得、これをさらに精製することなく次の工程において使用した。
【実施例７】
【００４７】
　本実施例は、N-デスメチル-N-イソプロピル-15-メチルエリスロマイシンA (化合物IV'
、R1 = 1-プロピル；R2 = イソプロピル；R3 = R4 = OH)に特定的に関連する式１Aのアル
キル化工程を例示するが、その手順は他のアナログ化合物にも一般に応用可能であること
を理解すべきである。
　実施例６からの粗N-デスメチル-15-メチルエリスロマイシンA (2.50 g、3.41ミリモル)
、ジイソプロピルエチルアミン(6.1 mL、10当量)、2-イオドプロパン(10.2 mL、30当量)
のアセトニトリル(50 mL)中混合物を70℃の浴中で24時間加熱した。水と飽和重炭酸ナト
リウムを添加した。溶液を酢酸エチルで3回抽出し、硫酸マグネシウム上で乾燥させた。
粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(3：1ヘキサン-アセトン、1%トリエチル
アミン)により精製して純粋N-デスメチル-N-イソプロピル-15-メチルエリスロマイシンA 
(1.80 g、2工程において75%の収率)を得た。m/z：777.0 (MH)；13C-NMR (CDCl3)：221.86
、175.62、103.11、96.15、83.30、79.85、78.01、75.10、74.90、74.59、72.58、70.35
、68.91、68.75、65.48、62.79、52.49、49.47、45.12、44.76、39.32、38.43、37.85、3
4.96、33.06、30.76、30.19、26.93、21.48、21.41、20.99、20.46、19.47、18.62、18.2
7、16.15、15.84、14.00、12.04、9.01。
【実施例８】
【００４８】
　本実施例は、N-デスメチル-N-イソプロピル-15-メチル-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイ
シンA (化合物I、R1 = 1-プロピル；R2 = イソプロピル；R3 = R4 = OH)に特定的に関連
する式１Aのカルボニル還元工程を例示するが、その手順は他のアナログ化合物にも一般
に応用可能であることを理解すべきである。
　N-デスメチル-N-イソプロピル-15-メチルエリスロマイシンA (1.74 g、2,24ミリモル)
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をメタノール-エーテル(1：3(容量/容量)、50 mL)中に溶解し、次いで－20℃に冷却した
。水素化ホウ素ナトリウム(189 g、5.0ミリモル)を添加した。その後、混合物を3時間に
渡ってよっくり室温まで温めた。過剰の水素化ホウ素ナトリウムをpH 6.0のリン酸塩緩衝
液およびその後のトリエタノールアミン(10 mL)の添加により破壊させた。30分後、混合
物を酢酸エチルで抽出し、硫酸マグネシウム上で乾燥させた。粗生成物を、シリカゲルカ
ラムクロマトグラフィー(1%トリエチルアミンを含む3：1ヘキサン-アセトン)により精製
した。純粋N-デスメチル-N-イソプロピル-15-メチル-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシンA
 (1.63 g、93%収率)が得られた。m/z：779.0 (MH)；13C-NMR (CDCl3)：177.28、102.59、
95.81、83.45、82.76、78.81、77.86、75.68、75.03、74.67、72.68、70.38、70.24、69.
26、65.97、62.28、52.52、49.34、44.83、42.00、36.78、34.80、34.37、33.01、31.96
、31.02、30.76、25.46、21.58、21.28、21.10、20.41、19.93、19.74、18.27、16.37、1
4.86、14.30、14.02、9.17。
【実施例９】
【００４９】
　本実施例は、本発明のある種の化合物の合成における中間体として有用である、とりわ
け11-デオキシエリスロマイシンBに関連しての11-デオキシエリスロマイシン類の生合成
を可能とするサッカロポリスポラ エリスラエア株(K24-1/159-44)の構築を説明する。
　11-デオキシエリスロマイシンBは、DEBS群の遺伝子(eryAI、eryAIIおよびeryAIII)の修
飾バージョンを発現する遺伝子操作宿主細胞における1回の発酵で調整し得る。上記eryAI
遺伝子は、モジュール2中のケトレダクターゼドメインを、例えば、ラパマイシンPKSのモ
ジュール1から採ったデヒドラターゼドメイン、エノイルレダクターゼドメインおよびケ
トレダクターゼドメインを含有するカセットで置換することによって操作する。ドメイン
置換方法は、例えば、McDanielの米国特許第6,403,775号(2002年)に提示されており、該
米国特許は参考として本明細書に引用する。この操作されたeryAI遺伝子を、eryAIIおよ
びeryAIII遺伝子と一緒に、上記操作されたPKS遺伝子を一旦添加するとエリスロマイシン
類の産生に有能である宿主細胞中に組み込む。好ましい実施態様においては、これらの宿
主細胞は、その天然PKS遺伝子が除去されている“クリーン宿主”である。適切な宿主の
例としては、限定するものではないが、クリーン宿主サッカロポリスポラ エリスラエアK
24-1、およびSanti等の米国特許出願第2002/0004229 A1号(2002年)に記載されている宿主
のような変異PKS遺伝子を有するサッカロポリスポラ エリスラエア株があり、該米国特許
出願は参考として本明細書に引用する。株K24-1は、天然eryAI、eryAIIおよびeryAIII遺
伝子が米国特許第5,190,871号(参考として本明細書に引用する)に記載されているアクチ
ノファージΦC31のattBファージ結合部位およびその後のermE*プロモーターによって置換
されている。このことは、相補性のattPファージ結合部位を含むプラスミドベクターが伝
達されるべき遺伝子と一緒にファージインテグラーゼの存在下に染色体中にattB部位で統
合するのを可能にする。適切な組込み用ファージベクターの例としては、限定するもので
はないが、pSET152およびその誘導体がある。
　出発宿主株サッカロポリスポラ エリスラエアK24-1の製造は、Santi等の米国特許出願
第2002/0004229 A1号(2002年)に記載されており、この株は、2003年3月12日のブタペスト
条約の条項に従い、受託番号PTA-5061として、米国バージニア州20108、マナッサス、P.O
. Box1549のAmerican Type Culture Collectionに寄託されている。
【００５０】
　pKOS159-8およびpKOS159-10は、それぞれ、ermEp*プロモーターおよびactIp/actII-ORF
4プロモーター-アクチベーター対の制御下にeryA遺伝子類を含有するpSET152の誘導体で
ある。eryA遺伝子類およびactIp/actII-ORF4領域を担持するpKAO127からの35 kbのNsiIフ
ラグメントを、pKOS97-64c (ermEp*プロモーターおよびλcos部位を含有するpSET152誘導
体)中にクローニングして、pKOS159-10を構築した。pKAO127フラグメントからのfd転写タ
ーミネーターは、このプラスミド中のermEp*プロモーターからのあらゆる遺伝子の発現を
阻止する。pKOS159-10中のfdターミネーターおよびactIp/actII-ORF4セグメントを含有す
るフラグメントをPacIによる消化および自己ライゲーションによって除去し、pKOS159-8
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を生成させた。eryA遺伝子類のその天然プロモーター下での発現においては、pKOS159-31
を、pKOS159-10からのeryA遺伝子類(およびλcos部位)を担持するNdeI-XbaIフラグメント
および上記からのXbaI-NdeI消化PCR増幅eryAI左歯面フラグメントをXbaIにより消化したp
SET152中にクローニングすることによって構築した。S.エリスラエアK41-135からのeryA
遺伝子類を含有するpKOS159-33を、pKOS108-04からのeryAフラグメントを使用して同様な
方法で構築した。同様に、操作DEBS発現プラスミドは、全て骨格としてのpKOS159-31およ
び適切な制限酵素を使用して構築し、現存するプラスミドから遺伝子的に修飾されたeryA
フラグメントを除去した。
【００５１】
　pKOS159-44は、eryAIプロモーターの制御下に遺伝子的に修飾されたeryA遺伝子類(KR2 
→ rapDH/ER/KR1)を有するpSET152(Bierman et al., Gene 116, 43-49 (1992), “Plasmi
d cloning vectors for the conjugal transfer of DNA from Escherichia coli to Stre
ptomyces spp”)誘導プラスミドである[ドキュメント番号10.1007/s10295-003-0045-1 (h
ttp://link.springer-ny.com) (2003年4月16日)としてウェブ公表されたRodriguez et al
., J. Ind. Microbio. Biotechnol., “Rapid Engineering of Polyketide Overproducti
on by Gene Transfer to Industrially Optimized Strains”]。pKOS11-66 (Xue et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 96, 11740-11745 (1999), “A multiplasmid approac
h to preparing large libraries of polyketides”)からの30 kbのNdel-NsiIフラグメン
ト(遺伝子的に修飾されたeryA遺伝子類を担持する)を分離し、ベクターpSET152、eryApプ
ロモーターおよびcosλ部位を含有するpKOS159-33 (Rodriguez等、前出)からの8 kbのNde
l-NsiIフラグメントに結合させた。このライゲーション混合物を、Gigapack III Goldパ
ッケージング抽出物(Stratagene社)を使用してパッケージングし、大腸菌XL-1 Blueを感
染させるのに使用した。組換え体を、60μg/mlのアプラマイシンを含有するLB寒天プレー
ト上で選択した。pKOS159-44プラスミドDNAを分離し、制限消化によってチェックした。
【００５２】
　３つのeryA遺伝子の染色体欠落並びにストレプトマイセス リビダンス(Streptomyces l
ividans)からのストレプトマイセスファージφC31のためのattB座およびその後のその場
のermE*プロモーターとの挿入を含むS. エリスラエア株K24-1を、1-2 M1プレート(リット
ル当り、5 gのグルコース、5 gのトリプトン、0.5 gのベタインヒドロクロライド、5 gの
コーンスターチ、1 gのコーンスティープリカー(50%)、200 mgのMgSO47H2O、2 mg のZnSO

47H2O、0.8 mgのCuSO45H2O、0.2 mgのCoCl26H2O、4 mgのFeSO47H2O、80 mgのCaCl26H2O、
150 mgのKH2PO4、10 gのNaCl、20 gの寒天)上で増殖させた株からの胞子を収穫し、これ
らの胞子を滅菌綿により濾過し、1 mlの20%グリセリン中に再懸濁させることによって調
製した。胞子懸濁液を－20℃で保存した。胞子懸濁液の20μLのアリコートを5 mLの2xYT
に添加し、30℃で振盪させながらインキュベートした。1時間後、胞子を遠心分離により
集めた(レシピエント細胞)。ドナー細胞は、大腸菌ET12567/pUZ8002をpKOS159-44により
形質転換させアプラマイシン耐性のみについて選択することによって調製した。数個のコ
ロニーを上記１次形質転換プレートから採取し、クロランフェニコール(10μg/mL)、カナ
マイシン(100μg/mL)およびアプラマイシン(60μg/mL)を含む5 mlのLBに接種するのに使
用した。細胞を37℃で3～4時間増殖させ(0.4～0.6のOD600)、遠心分離により集め、5 mL
のLB中で洗浄し、遠心分離し、100μLのLB中に再懸濁させた。ドナー細胞とレシピエント
細胞間の接合伝達を、レシピエント細胞を100μlのドナー懸濁液中に再懸濁させることに
よって実施し、細胞を、50μg/mLのナリジクス酸を含有するR5プレート(Hopwood et al.,
 Genetic Manipulation of Streptomyces: A Laboratory Manual, The John Innes Found
ation, Norwich, UK, 1985)上に拡散させ、34℃で16時間インキュベートした。その後、
プレートを、1 mgのナリジクス酸と2 mgのアプラマイシンを含有する3 mLの軟質栄養寒天
で被覆した。接合完了体K24-1/159-44を48時間の更なるインキュベーション後に観察した
。
　株K24-1/159-44は、2003年3月12日のブタペスト条約の条項に従い、受託番号PTA-5054
として、米国バージニア州20108、マナッサス、P.O. Box1549のAmerican Type Culture C
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ollectionに寄託した。
【実施例１０】
【００５３】
　本実施例は、実施例９において説明した株を使用しての、本発明のある種の化合物合成
用の中間体である11-デオキシエリスロマイシンBの生合成を説明する。
【化１１】

　Frykman et al., Biotechnol. Bioeng., 76, 303-310 (2001) “Precursor-Directed P
roduction of Erythromycin Analogs by Saccharopolyspora erythraea”、およびRodrig
uez等、前出に開示されている発酵方法を追試した；これら文献の開示は、参考として本
明細書に引用する。
【００５４】
　以下の培地を使用した：(a) シード培地V1は、16 g/Lのコーンスターチ、10 g/Lのデキ
ストリン(D-2256、Sigma-Aldrich社)、15 g/Lの大豆粉末(S-9633、Sigma-Aldrich社)、2.
5 g/Lの塩化ナトリウム、5 g/Lのコーンスティープリカー、1 g/Lの硫酸アンモニウム(A-
2939、Sigma-Aldrich社)、6 g/Lの大豆油(S-7381、Sigma-Aldrich社)および4 g/Lの炭酸
カルシウム(C-4830、Sigma-Aldrich社)を含有していた。(b) 発酵培地F2は、28 g/Lのコ
ーンスターチ、24 g/Lの大豆ミール、5.5 g/Lの塩化ナトリウム、8 g/Lのコーンスティー
プリカー、1.5 g/Lの硫酸アンモニウム、4.5 g/Lの大豆油および6 g/Lの炭酸カルシウム
を含有していた。全ての培地を121℃で90分間オートクレーブ処理することによって滅菌
した。
　2個のシードフラスコは、サッカロポリスポラ エリスラエアK24-1/pKOS159-44の1 mLバ
イアルを凍結セルバンクから取出し、解凍し、バイアル内容物を50 mLの培地V1に添加し
、34℃で40～48時間インキュベートすることによって出発した。その後、２つの２次シー
ドを、上記シードフラスコからの50 mLアリコートを500 mLの培地V1に移し、34℃で40～4
8時間インキュベートすることによって作成した。
　両500 mL２次シード培養物を9 Lの培地V1を含有するB.Braun B10ファーメンターに移し
た。ファーメンターを34℃で操作し、2.5 N 硫酸と2.5 N 水酸化ナトリウムを添加するこ
とによってpH 7.0に維持した。3 LPMでの通気および600～800 rpmでの攪拌を行って、40
％よりも高い溶解酸素緊張度を維持した。収穫は、約24時間後であった。
【００５５】
　その後、10 Lの上記ファーメンターシード培養物を300 Lの培地F2を含有するB.Braun B
iostat UD500ファーメンターに移した。このBiostat UD500ファーメンターを34℃で操作
し、2.5 N 硫酸と2.5 N 水酸化ナトリウムを添加することによってpH 7.0に維持した。20
0～300 rpmでの攪拌および40～250 LPMでの通気を行って、40％よりも高い溶解酸素緊張
度を維持した。デキストリン(150 g/L)を675 mL/hの流量で24～98時間供給した。大豆油
を64 mL/hの流量で24～140時間供給した。n-プロパノールを26 mL/hの流量で24～140時間
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供給した。収穫は、約180時間後であった。
　発泡は、必要に応じて発泡防止剤B(JT Baker社)の50%溶液を添加することによって制御
した。
　発酵培養液を遠心分離により浄化し、HP20樹脂(Mitsubishi社)を使用する固相抽出に供
した。吸着生成物をメタノールで溶出させ、乾燥させた。その後、粗生成物を酢酸エチル
：水の液：液抽出に供した。混ぜ合せた酢酸エチル抽出物を乾燥させた。生成物を、HP20
SS樹脂を使用し、50％から80%の段階勾配メタノールによって溶出させるクロマトグラフ
ィーにより精製した。生成物含有画分をプールし乾燥させて、11-デオキシエリスロマイ
シンBを得た。m/z：702.64 (MH)；13C-NMR (CDCl3)：219.13、175.56、102.48、95.92、8
2.73、79.40、78.92、77.79、74.88、72.52、70.79、68.80、65.52、65.13、49.25、45.9
8、44.31、43.40、40.15 (2x)、38.11、37.20、36.54、34.79、33.19、28.52、26.37、24
.55、21.37、21.19、18.54、18.31、15.69、14.68、11.96、10.36、9.16 ppm。
【実施例１１】
【００５６】
　本実施例は、式１の方法を使用しての、11-デオキシエリスロマイシンBのN-デスメチル
-N-イソプロピル-11-デオキシ-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシンB (化合物I、R1 = エチ
ル；R2 = イソプロピル；R3 = R4 = H；化合物J、表１)への転換を説明する。
　11-デオキシエリスロマイシンB (200 mg、0.285ミリモル)を概して実施例８の手順に従
い還元し、(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシンBを得た(94 mg、47%収率)。m/z：705.0 (MH
)；13C-NMR (CDCl3)：176.82、102.38、95.82、83.04、80.95、80.23、79.01、77.82、74
.89、72.71、70.89、69.14、66.04、65.12、49.28、44.67、42.23、40.28 (2x)、37.36、
34.81 (2x)、33.50、32.58、29.39、28.90、25.29、25.17、21.53、21.16、20.04、18.13
、17.98、13.82、10.59、10.22、9.24。
　概して実施例６および７の手順に従い、11-デオキシ-(9S)-9-ジヒドロエリスロマイシ
ンB (94 mg、0.134ミリモル)をN-デスメチル-N-イソプロピル-11-デオキシ-(9S)-9-ジヒ
ドロエリスロマイシンBに転化させた(57 mg、58%収率)。m/z：733.0 (MH)；13C-NMR (CDC
l3)：176.98、102.05、95.55、82.33、81.11、80.22、78.90、77.89、74.93、72.69、70.
29、69.11、65.98、65.16、52.53、49.28、44.52、42.38、37.27、34.91、34.73、33.38
、32.96、32.60、30.99、29.38、25.18 (2x)、21.54、21.22、21.05、20.34、19.91、18.
12、17.85、13.68、10.45、10.21、9.10。
【００５７】
　今回、本発明を書面説明および実施例により説明してきたが、当業者であれば、本発明
は種々の実施態様で実施し得ること並びに上述の説明および実施例は例示目的であり特許
請求の範囲の限定ではないことを認識されたい。多くの修正が上述の方式にその基本的教
示からはなれることなく可能である。本発明を１つ以上の特定の実施態様に関連して実質
的に詳細に説明してきたが、当業者であれば、本出願で詳細に開示した実施態様に変更を
加え得、さらにこれらの修正および改良は、特許請求の範囲に記載したような本発明の範
囲および精神に属することを認識されたい。本明細書において引用した全ての刊行物また
は特許文献は、各々のそのような刊行物または文献を特定的に且つ個々に参考として本明
細書に合体させるように記載しているように、参考として本明細書に合体させる。
　上記の刊行物または文献の引用は、引用した刊行物または文献のいずれかが関連従来技
術であることを認めることを意図するものではなく、これら刊行物または文献の内容また
は日付に関して何ら認めるものではない。
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