
(57)【要約】

　本発明は、対象者のRyR2結合FKBP12.6レベルの低下を

抑制又は阻止する方法、対象者の運動誘発性心不整脈を

治療又は予防する方法、及び対象者の運動誘発性突然心

臓死を予防する方法を提供する。また、これらの方法に

おけるJTV-519の使用も提供する。更に、本発明は、運

動誘発性突然心臓死の予防において使用する薬剤の同定

方法、並びにそのような方法により同定した薬剤も提供

する。また、これらの薬剤を投与することによる運動誘

発性突然心臓死の予防方法も提供する。更に、本発明は

、JTV-519、放射能標識JTV-519、並びに1,4-ベンゾチア

ゼピン中間体及び誘導体の合成方法も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 防
止 す る 方 法 で あ っ て 、 該 対 象 者 に 、 該 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は
防 止 す る の に 有 効 な 量 の JTV-519を 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 、 前 記 対 象 者 に お い て 、 前 記 対 象 者 の リ ン 酸 化 RyR2レ
ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 抑 制 又 は 防 止 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 対 象 者 が 、 ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 対 象 者 が 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 作 用 性 多 源 性 心 室 頻 拍 (CPVT)を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 防 止 す る の に 有 効 な JTV-519の
量 が 、 前 記 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 で あ
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 JTV-519に よ り 、 前 記 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 又 は 予 防 す る 、 請 求 項 ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 防 止 す る の に 有 効 な JTV-519の
量 が 、 前 記 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 で あ る 、 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 JTV-519に よ り 、 前 記 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 防 止 す る の に 有 効 な JTV-519の
量 が 、 約 5 mg/kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 防
止 す る 方 法 に お け る JTV-519の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 JTV-519を 、 対 象 者 に 、 該 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 な
量 で 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 治 療 又 は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 心 不 整 脈 が 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 作 用 性 多 源 性 心 室 頻 拍 (CPVT)に 関 連 す る 、 請 求 項 １
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 対 象 者 が 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 候 補 で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 又 は 防 止 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 が 、 約 5 m
g/kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 治 療 又 は 予 防 方 法 に お け る JTV-519の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 JTV-519を 、 対 象 者 に 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与
す る こ と を 特 徴 と す る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 前 記 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 が 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 作 用 性 多 源 性 心 室 頻 拍 (CPVT)に 関 連 す
る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 が 、 約 5 mg/kg/
日 ～ 約 20 mg/kg/日 で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 使 用 す る 薬 剤 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 下 記 の 工 程 、
　 (a) RyR2を 含 有 す る 細 胞 の 培 養 物 を 取 得 す る 又 は 生 成 さ せ る 工 程 、
　 (b) 前 記 細 胞 を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 、
　 (c) 前 記 細 胞 を 細 胞 内 の RyR2リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る １ 以 上 の 条 件 に
暴 露 さ せ る 工 程 、 及 び 、
　 (d) 前 記 薬 剤 が 前 記 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 し て い る か
ど う か を 判 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 (e) 前 記 薬 剤 が 前 記 細 胞 内 の RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に 対 す る 作 用 を 有 す る か ど う か を 判
定 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た 薬 剤 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 ２ １ 記 載 の 薬 剤 を 、 対 象 者 に 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有
効 な 量 で 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 使 用 す る 薬 剤 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 下 記 の 工 程 、
　 (a) RyR2を 含 有 す る 動 物 を 取 得 す る 又 は 産 生 さ せ る 工 程 、
　 (b) 候 補 薬 剤 を 前 期 動 物 に 投 与 す る 工 程 、
　 (c) 前 記 動 物 を 細 胞 内 の RyR2リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る １ 以 上 の 条 件 に
暴 露 さ せ る 工 程 、 及 び 、
　 (d) 前 記 薬 剤 が 前 記 動 物 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 し て い る か
ど う か を 判 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 (e) 前 記 薬 剤 が 前 記 動 物 内 の RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に 対 す る 作 用 を 有 す る か ど う か を 判
定 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た 薬 剤 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 下 記 の 式 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
 (式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り 、 Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 、
　 (a) 下 記 の 式 、

10

20

30

40

(3) JP 2007-507536 A 2007.3.29



【 化 ２ 】
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を ジ ア ゾ 化 剤 及 び ジ ス ル フ ィ ド で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (b) 工 程 (a)で 調 製 し た 化 合 物 を ク ロ ラ イ ド 及 び ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し て 、 下 記
の 式 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (c) 工 程 (b)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 テ ト ラ ヒ ド ロ レ ー ト の 存 在 下 に 、 還 元 剤 及 び 塩 基 で
処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (d) 工 程 (c)で 調 製 し た 化 合 物 を 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ６ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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　 工 程 (a)に お け る ジ ア ゾ 化 剤 が NaNO 2 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 工 程 (a)に お け る ジ ス ル フ ィ ド が Na 2 S 2 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 工 程 (b)に お け る ク ロ ラ イ ド が SOCl 2 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 工 程 (c)に お け る 還 元 剤 が 、 ト リ メ チ ル ホ ス フ ィ ン (PMe 3 )で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 工 程 (c)に お け る 塩 基 が 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 工 程 (d)に お け る 還 元 剤 が 、 LiAlH 4 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 下 記 の 式 、
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
(式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り 、 Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )
を 有 す る 工 程 (a)に お け る 化 合 物 を 、 下 記 の 工 程 、
　 (e) 下 記 の 式 、
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 、 任 意 成 分 と し て の 触 媒 の 存 在 下 に 、 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ９ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 に よ っ て 合 成 す る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 工 程 (e)に お け る 還 元 剤 が H 2 で あ る 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 下 記 の 式 、
【 化 １ ０ 】
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 (式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り 、 R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り 、 Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に 有 り 得 る )
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 、
　 (a) 下 記 の 式 、
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を ジ ア ゾ 化 剤 及 び ジ ス ル フ ィ ド で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (b) 工 程 (a)で 調 製 し た 化 合 物 を ク ロ ラ イ ド 及 び ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し て 、 下 記
の 式 、
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (c) 工 程 (b)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 テ ト ラ ヒ ド ロ レ ー ト の 存 在 下 に 、 還 元 剤 及 び 塩 基 で
処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (d) 工 程 (c)で 調 製 し た 化 合 物 を 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
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　 (e) 工 程 (d)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 3-ブ ロ モ プ ロ ピ オ ン 酸 ク ロ ラ イ ド 及 び 下 記 の 式 、
【 化 １ ６ 】
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 下 記 の 式 、
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
(式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り 、 Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )
を 有 す る 工 程 (a)に お け る 化 合 物 を 、 下 記 の 工 程 、
　 (f) 下 記 の 式 、
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 、 任 意 成 分 と し て の 触 媒 の 存 在 下 に 、 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 に よ っ て 合 成 す る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 下 記 の 式 、
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 、
　 (a) 下 記 の 式 、
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【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を ジ ア ゾ 化 剤 及 び ジ ス ル フ ィ ド で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (b) 工 程 (a)で 調 製 し た 化 合 物 を ク ロ ラ イ ド 及 び ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し て 、 下 記
の 式 、
【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (c) 工 程 (b)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 テ ト ラ ヒ ド ロ レ ー ト の 存 在 下 に 、 還 元 剤 及 び 塩 基 で
処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (d) 工 程 (c)で 調 製 し た 化 合 物 を 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ２ ６ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 下 記 の 式 、
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【 化 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 工 程 (a)に お け る 化 合 物 を 、 下 記 の 工 程 、
　 (e) 下 記 の 式 、
【 化 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 、 任 意 成 分 と し て の 触 媒 の 存 在 下 に 、 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ２ ９ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 に よ っ て 合 成 す る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 下 記 の 式 ：
【 化 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 、
　 (a) 下 記 の 式 、
【 化 ３ １ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を ジ ア ゾ 化 剤 及 び ジ ス ル フ ィ ド で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (b) 工 程 (a)で 調 製 し た 化 合 物 を ク ロ ラ イ ド 及 び ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し て 、 下 記
の 式 、
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【 化 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (c) 工 程 (b)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 テ ト ラ ヒ ド ロ レ ー ト の 存 在 下 に 、 還 元 剤 及 び 塩 基 で
処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ３ ４ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (d) 工 程 (c)で 調 製 し た 化 合 物 を 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ３ ５ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 (e) 工 程 (d)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 3-ブ ロ モ プ ロ ピ オ ン 酸 ク ロ ラ イ ド 及 び 下 記 の 式 、
【 化 ３ ６ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ３ ７ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 下 記 の 式 、
【 化 ３ ８ 】
　
　
　
　
を 有 す る 工 程 (a)に お け る 化 合 物 を 、 下 記 の 工 程 、
　 (f) 下 記 の 式 、
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【 化 ３ ９ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 、 任 意 成 分 と し て の 触 媒 の 存 在 下 に 、 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 、
【 化 ４ ０ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 に よ っ て 合 成 す る 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 ）
　 本 出 願 は 、 2002年 12月 3日 に 発 行 さ れ た 現 在 の 米 国 特 許 第 6,489,125 B1号 で あ る 2000年 5
月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/568,474号 の 継 続 出 願 で あ る 2002年 11月 5日 に 出 願
さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10/288,606号 の １ 部 継 続 出 願 で あ る 2003年 6月 26日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 第 10/608,723号 の １ 部 継 続 出 願 で あ る 。 こ れ ら 出 願 の 内 容 は 、 参 考 と し て 本 明 細 書
に 合 体 さ せ る 。
（ 政 府 権 利 に つ い て の 声 明 ）
　 本 発 明 は 、 NIH Grant No. PO1 HL 67849-01の 下 に 、 政 府 助 成 に よ り な さ れ た 。 従 っ て
、 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に お い て あ る 種 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 背 景 技 術 ）
　 心 不 全 は 、 世 界 的 に 死 亡 及 び 疾 病 の 主 要 原 因 で あ る 。 心 不 全 の よ り 重 篤 な 症 例 (New Yor
k Heart Association ク ラ ス IV)に お い て は 、 2年 間 死 亡 率 は 、 50%を 上 回 っ て い る (Braunw
ald, E.B., Heart Disease, 4t h  ed. (Philadelphia:W.B. Saunders Co., 1992))。 心 不
全 の 一 般 的 特 徴 で あ る 心 不 整 脈 は 、 該 疾 患 に 関 連 し た 多 く の 死 亡 を も た ら し て い る 。 詳 細
に は 、 心 疾 患 を 有 す る 全 患 者 数 の お よ そ 50%が 致 死 性 心 不 整 脈 に よ り 死 亡 し て い る 。 心 臓
内 の あ る 種 の 心 室 性 不 整 脈 は 、 速 や か に 死 に 至 る (“ 突 然 心 臓 死 ” (SCD)と 称 さ れ る 現 象 )
。 し か し な が ら 、 致 死 性 心 室 性 不 整 脈 は 、 構 造 的 心 疾 患 を 有 す る こ と に 気 付 い て い な い 若
年 の 本 来 で あ れ ば 健 常 な 個 々 人 に お い て も 生 じ 得 る 。 事 実 、 心 室 性 不 整 脈 は 、 本 来 で あ れ
ば 健 常 な 個 々 人 に お け る 突 然 死 の 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ る 。
　 カ テ コ ー ル ア ミ ン 作 用 性 多 源 性 心 室 頻 拍 (CPVT)は 、 構 造 的 に 正 常 な 心 臓 を 有 す る 個 々 人
に お け る 遺 伝 性 疾 患 で あ る 。 CPVTは 、 ス ト レ ス 誘 発 性 心 室 頻 拍 (突 然 心 臓 死 を 起 し 得 る 致
死 性 不 整 脈 )に 特 徴 を 有 す る 。 CPVTを 有 す る 対 象 者 に お い て は 、 身 体 運 動 及 び /又 は ス ト レ
ス に よ り 、 検 出 し 得 る 構 造 的 心 疾 患 の 不 存 在 に お い て SCDに 至 る 双 方 向 性 及 び /又 は 多 形 性
心 室 頻 拍 が 誘 発 さ れ る (Laitinen et al., Mutations of the cardiac ryanodine recepto
r (RyR2) gene in familial polymorphic ventricular tachycardia. Circulation, 103:
485-90, 2001； Leenhardt et al., Catecholaminergic polymorphic ventricular tachyc
ardia in children: a 7-year follow-up of 21 patients. Circulation, 91:1512-19, 1
995； Priori et al., Clinical and molecular characterization of patients with cat
echolaminergic polymorphic ventricular tachycardia. Circulation, 106:69-74,2002
； Priori et al.,Mutations in the cardiac ryanodine receptor gene (hRyR2) underli
e catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia. Circulation, 103:196-20
0, 2001； Swan et al., Arrhythmic disorder mapped to chromosome 1q42-q43 causes m
alignant polymorphic ventricular tachycardia in structurally normal hearts. J. A
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m. Coll. Cardiol., 34:2035-42, 1999)。 CPVTは 、 常 染 色 体 優 性 型 の 優 性 遺 伝 で あ る 。 CP
VTを 有 す る 個 々 人 は 、 運 動 を し な け れ ば な ら な い と き に 心 室 性 不 整 脈 を 有 す る が 、 安 静 時
に は 不 整 脈 を 発 症 し な い 。 関 連 研 究 及 び 直 接 の シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 、 CPVTを 有 す る 個
々 人 の 染 色 体 1q42 q43に お い て ヒ ト RyR2遺 伝 子 の 突 然 変 異 が 同 定 さ れ て い る (Laitinen et
 al., Mutations of the cardiac ryanodine receptor (RyR2) gene in familial polymo
rphic ventricular tachycardia. Circulation, 103:485-90, 2001； Priori et al.,Muta
tions in the cardiac ryanodine receptor gene (hRyR2) underlie catecholaminergic 
polymorphic ventricular tachycardia. Circulation, 103:196-200, 2001； Swan et al.
, Arrhythmic disorder mapped to chromosome 1q42-q43 causes malignant polymorphic
 ventricular tachycardia in structurally normal hearts. J. Am. Coll. Cardiol., 3
4:2035-42, 1999)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 心 不 全 は 、 危 険 臓 器 の 潅 流 低 下 に 至 る 心 筋 の 収 縮 機 能 の 進 行 性 疾 患 に 特 徴 を 有 す る 。 心
筋 及 び 他 の 横 紋 筋 の 収 縮 は 、 カ ル シ ウ ム (Ca 2 + )が 筋 小 胞 体 (SR)か ら 周 辺 細 胞 質 に 放 出 さ れ
た と き に 開 始 さ れ る 。 リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー (RyR)類 の よ う な 、 SR上 の カ ル シ ウ ム 放 出 チ
ャ ン ネ ル は 、 興 奮 収 縮 (EC)連 関 (即 ち 、 活 動 電 位 と 筋 細 胞 収 縮 と の 連 関 )に お い て 必 要 と す
る 。 ３ つ の タ イ プ の リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー が 存 在 し 、 こ れ ら の 全 て が 高 関 連 性 の Ca 2 + チ ャ
ン ネ ル で あ る ： RyR1、 RyR2、 及 び RyR3。 RyR1は 骨 格 筋 に お い て 見 出 さ れ 、 RyR2は 心 臓 に お
い て 見 出 さ れ 、 RyR3は 脳 内 に 位 置 す る 。 タ イ プ 2の リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー (RyR2)は 、 EC連
関 及 び 心 臓 横 紋 筋 の 筋 収 縮 に お い て 必 要 と す る 主 要 Ca 2 + 放 出 チ ャ ン ネ ル で あ る 。
　 RyR2チ ャ ン ネ ル は 、 Ca 2 + の 細 胞 内 貯 蔵 を 放 出 す る SRの 特 定 領 域 内 の 濃 密 ア レ ー 中 に 包 み
込 ま れ て お り 、 そ れ に よ っ て 筋 収 縮 を 誘 発 さ せ る (Marx et al., Coupled gating between
 individual skeletal muscle Ca2+ release channels (ryanodine receptors). Science
, 281:818-21, 1998)。 EC連 関 中 、 心 筋 細 胞 膜 の 脱 分 極 が 、 活 動 電 位 の ゼ ロ 段 階 に お い て
、 電 位 依 存 性 Ca 2 + チ ャ ン ネ ル を 活 性 化 す る 。 引 続 き 、 こ れ ら の チ ャ ン ネ ル を 通 る Ca 2 + 流 入
は 、 Ca 2 + 誘 発 性 Ca 2 + 放 出 と し て 知 ら れ る 過 程 に お い て 、 SRか ら RyR2を 介 し て Ca 2 + 放 出 を 開
始 さ せ る (Fabiato, A., Calcium-induced release of calcium from the cardiac sarcop
lasmic reticulum. Am. J. Physiol., 245:C1-C14, 1983； Nabauer et al., Regulation 
of calcium release is gated by calcium current, not gating charge, in cardiac my
ocytes. Science, 244:800-03, 1989)。 そ の 後 、 RyR2介 在 、 Ca 2 + 誘 発 性 Ca 2 + 放 出 は 、 心 筋
収 縮 に 関 与 す る 収 縮 タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 RyR2は 、 ４ 個 の 565,000ダ ル ト ン RyR2ポ リ ペ プ チ ド を ４ 個 の 12,000ダ ル ト ン FK506結 合 性
タ ン パ ク 質 (FKBP)、 と り わ け FKBP12.6タ ン パ ク 質 と 一 緒 に 含 む タ ン パ ク 質 複 合 体 で あ る 。
FKBP類 は 、 広 範 囲 に 発 現 し て 種 々 の 細 胞 機 能 を 奏 す る シ ス -ト ラ ン ス ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル
イ ソ メ ラ ー ゼ 類 で あ る (Marks, A.R., Cellular functions of immunophilins. Physiol. 
Rev., 76:631-49, 1996)。 FKBP12タ ン パ ク 質 類 は 、 骨 格 リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー 、 RyR1 (Br
illantes et al., Stabilization of calcium release channel (ryanodine receptor) f
unction by FK506-binding protein. Cell, 77:513-23, 1994； Jayaraman et al., FK506
 binding protein associated with the calcium release channel (ryanodine receptor
). J. Biol. Chem., 267:9474-77, 1992)； 心 臓 リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー 、 RyR2 (Kaftan et
 al., Effects of rapamycin on ryanodine receptor/Ca(2+)-release channels from ca
rdiac muscle. Cric. Res., 78:990-97, 1996)； タ イ プ 1イ ノ シ ト ー ル 1,4,5-ト リ ホ ス フ
ェ ー ト レ セ プ タ ー (IP3R1)と し て 知 ら れ る 関 連 細 胞 内 Ca 2 + -放 出 チ ャ ン ネ ル (Cameron et al
., FKBP12 binds the inositol 1,4,5-triphosphate receptor at leucine-proline (140
0-1401) and anchors calcineurin to this FK506-like domain. J. Biol. Chem., 272:2
7582-88, 1997)； 及 び タ イ プ I形 質 転 換 成 長 因 子 β (TGFβ )レ セ プ タ ー (Tβ RI) (Chen et a
l., Mechanism of TGFbeta receptor inhibition by FKBP12. EMBO J, 16:3866-76, 1997
)の 機 能 に 密 接 に 関 連 し て 、 該 機 能 を 調 節 す る 。 FKBP12.6は 、 RyR2チ ャ ン ネ ル に 結 合 し (Ry
R2サ ブ ユ ニ ッ ト 当 り 1分 子 )、 RyR2チ ャ ン ネ ル 機 能 を 安 定 化 さ せ (Brillantes et al., Stab
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ilization of calcium release channel (ryanodine receptor) function by FK506-bind
ing protein. Cell, 77:513-23, 1994)、 近 隣 RyR2チ ャ ン ネ ル 間 の 連 関 門 通 を 容 易 に し (Ma
rx et al., Coupled gating between individual skeletal muscle Ca2+ release channe
ls (ryanodine receptors). Science, 281:818-21, 1998)、 そ れ に よ っ て 心 臓 サ イ ク ル の
静 止 期 に お け る チ ャ ン ネ ル の 異 常 活 性 化 を 阻 止 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 心 不 全 (例 え ば 、 心 不 全 を 有 す る 患 者 及 び 心 不 全 の 動 物 モ デ ル に お け る )は 、 慢 性 ア ド レ
ナ リ ン 亢 進 刺 激 を 含 む 不 適 応 応 答 に 特 徴 を 有 す る (Bristow et al., Decreased catechola
mine sensitivity and beta-adrenergic-receptor density in failing human hearts. N
.Eng.J Med, 307: 205-11, 1982)。 心 不 全 に お け る こ の 刺 激 の 病 原 的 意 義 は 、 β -ア ド レ
ナ リ ン 刺 激 及 び 左 心 室 心 筋 壁 ス ト レ ス を 低 下 さ せ て 心 室 リ モ デ リ ン グ を 強 力 に 逆 転 さ せ る
治 療 方 法 に よ っ て 裏 付 け さ れ て い る (Barbone et al., Comparison of right and left ve
ntricular responses to left ventricular assist device support in patients with s
evere heart failure: a primary role of mechanical unloading underlying reverse r
emodeling. Circulation, 104: 670-75, 2001； Eichhorn and Bristow, Medical therapy
 can improve the biological properties of the chronically failing heart. A new e
ra in the treatment of heart failure. Circulation, 94: 2285-96, 1996)。 心 不 全 に
お い て は 、 慢 性 β -ア ド レ ナ リ ン 刺 激 は 心 臓 内 の β -ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー の 活 性 化 に 関
連 し 、 該 レ セ プ タ ー は 、 G-タ ン パ ク 質 と の 連 関 に よ り 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ を 活 性 化 し
、 そ れ に よ っ て 細 胞 内 cAMP濃 度 を 増 大 さ せ る 。 cAMPは 、 RyR2の 過 剰 リ ン 酸 化 を 誘 発 さ せ る
こ と が 証 明 さ れ て い る cAMP依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ (PKA)を 活 性 化 さ せ る 。
　 RyR2の 過 剰 リ ン 酸 化 は 、 心 不 全 に お け る 収 縮 機 能 低 下 及 び 不 整 脈 原 性 に 寄 与 す る 要 因 と
し て 提 案 さ れ て い る (Marks et al., Progression of heart failure: is protein kinase
 a hyperphosphorylation of the ryanodine receptor a contributing factor? Circula
tion, 105: 272-75, 2002； Marx et al., PKA phosphorylation dissociates FKBP12.6 f
rom the calcium release channel (ryanodine receptor): defective regulation in fa
iling hearts. Cell, 101: 365-76, 2000)。 こ の 仮 説 と 一 致 し て 、 心 不 全 に お け る RyR2の
PKA過 剰 リ ン 酸 化 は 、 動 物 モ デ ル 及 び 心 臓 移 植 を 受 け た 心 不 全 患 者 の 双 方 に お い て 、 生 体
内 で 実 証 さ れ て い る (Antos et al., Dilated cardiomyopathy and sudden death resulti
ng from constitutive activation of protein kinase A. Circ.Res., 89: 997-1004, 20
01； Marx et al., PKA phosphorylation dissociates FKBP12.6 from the calcium relea
se channel (ryanodine receptor): defective regulation in failing hearts. Cell, 1
01: 365-76, 2000； Ono et al., Altered interaction of FKBP12.6 with ryanodine rec
eptor as a cause of abnormal Ca ( 2 + )  release in heart failure. Cardiovasc. Res.,
 48: 323-31,2000； Reiken et al., Beta-adrenergic receptor blockers restore cardi
ac calcium release channel (ryanodine receptor) structure and function in heart 
failure. Circulation, 104: 2843-48, 2001； Semsarian et al., The L-type calcium c
hannel inhibitor diltiazem prevents cardiomyopathy in a mouse model. J. Clin. In
vest., 109:1013-20, 2002； Yano et al., Altered stoichiometry of FKBP12.6 versus 
ryanodine receptor as a cause of abnormal Ca (2+) leak through ryanodine recepto
r in heart failure. Circulation, 102: 2131-36, 2000))。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 心 不 全 に お い て は 、 PKAに よ る RyR2の 過 剰 リ ン 酸 化 は 、 RyR2チ ャ ン ネ ル か ら の 調 節 FKBP1
2.6サ ブ ユ ニ ッ ト の 解 離 を 誘 発 さ せ る (Marx et al., PKA phosphorylation dissociates F
KBP12.6 from the calcium release channel (ryanodine receptor): defective regulat
ion in failing hearts. Cell, 101: 365-76,2000)。 こ の こ と は 、 RyR2チ ャ ン ネ ル の 生 理
学 的 特 性 に 顕 著 な 変 化 を も た ら す 。 そ の よ う な 変 化 は 、 Ca 2 + 依 存 性 活 性 化 に 対 す る 感 受 性
増 大 に 基 づ く 開 確 率 (Po)の 増 大  (Brillantes et al., Stabilization of calcium releas
e channel (ryanodine receptor) function by FK506-binding protein. Cell, 77: 513-
23,1994； Kaftan et al., Effects of rapamycin on ryanodine receptor/Ca(2+)-releas
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e channels from cardiac muscle. Circ. Res., 78: 990-97, 1996)； 伝 導 性 低 下 (subcon
ductance)状 態 を も た ら す 上 記 チ ャ ン ネ ル の 不 安 定 化 ； 及 び EC連 関 欠 陥 及 び 心 機 能 異 常 を
も た ら す 上 記 チ ャ ン ネ ル の 連 関 門 通 欠 損 (Marx et al., Coupled gating between individ
ual skeletal muscle Ca2+ release channels (ryanodine receptors). Science, 281: 8
18-21, 1998)に よ っ て 証 明 さ れ て い る 。 即 ち 、 PKA過 剰 リ ン 酸 化 RyR2は 低 レ ベ ル の Ca 2 + 刺
激 に 対 し て 極 め て 感 受 性 で あ り 、 こ の こ と 自 体 が 過 剰 リ ン 酸 化 チ ャ ン ネ ル に よ る SRCa 2 + 漏
出 を 明 示 し て い る 。
　 構 造 的 に 正 常 な 心 臓 に お い て は 、 同 様 な 現 象 が 活 動 中 に 生 じ 得 る 。 と り わ け 、 運 動 及 び
ス ト レ ス が 、 心 臓 内 で β -ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー を 活 性 化 さ せ る カ テ コ ー ル ア ミ ン の 放
出 を 誘 発 さ せ る こ と は 知 ら れ て い る 。 β -ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー の 活 性 化 は 、 RyR2チ ャ
ン ネ ル の 過 剰 リ ン 酸 化 を も た ら す 。 更 に ま た 、 証 拠 に よ り 、 β -ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー
活 性 化 に 由 来 す る RyR2の 過 剰 リ ン 酸 化 は 変 異 RyR2チ ャ ン ネ ル を 心 臓 サ イ ク ル の 弛 緩 期 に お
い て 更 に 一 層 開 放 せ し め 、 不 整 脈 の 可 能 性 を 増 大 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 心 不 整 脈 は 、 構 造 的 に 正 常 な 心 臓 に お け る SRCa 2 + 漏 出 と 関 連 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
こ れ ら の 場 合 、 心 室 性 頻 拍 の 誘 発 及 び 持 続 の 最 も 一 般 的 な メ カ ニ ズ ム は 、 異 常 自 動 性 で あ
る 。 誘 発 性 不 整 脈 と し て 知 ら れ る １ つ の 形 の 異 常 自 動 性 は 、 遅 延 後 脱 分 極 (DAD)を 開 始 さ
せ る SRCa 2 + の 異 常 放 出 と 関 連 し て い る (Fozzard, H.A., Afterdepolarizations and trigg
ered activity. Basic Res. Cardiol., 87: 105-13,1992； Wit and Rosen, Pathophysiol
ogic mechanisms of cardiac arrhythmias. Am. Heart J., 106: 798-811, 1983)。 DADは
、 致 死 性 心 室 性 不 整 脈 を 誘 発 し 得 、 心 臓 活 動 電 位 の 再 分 極 後 に 生 じ る 心 筋 細 胞 内 の 異 常 脱
分 極 で あ る 。 DADを も た ら す 異 常 SR Ca 2 + 放 出 に つ い て の 分 子 的 根 拠 は 、 完 全 に は 解 明 さ れ
て い な い 。 し か し な が ら 、 DADは 、 リ ア ノ ジ ン に よ り 阻 止 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 RyR
2が こ の 異 常 Ca 2 + 放 出 の 病 因 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た し 得 る 証 拠 を 示 し て い る (Marban e
t al., Mechanisms of arrhythmogenic delayed and early afterdepolarizations in fe
rret ventricular muscle. J. Clin. Invest., 78: 1185-92,1986； Song and Belardinel
li, ATP promotes development of afterdepolarizations and triggered activity in c
ardiac myocytes.Am. J. Pllysiol., 267: H2005-11, 1994)。
　 上 記 に 照 ら し て 、 RyR2チ ャ ン ネ ル に お け る 漏 出 が 多 く の 病 理 状 態 (疾 患 性 心 臓 及 び 構 造
的 に 正 常 な 心 臓 の 双 方 に お け る )に 関 連 し て い る こ と は 明 白 で あ る 。 従 っ て 、 RyR2に お け
る 漏 出 を 修 復 さ せ る 方 法 は 、 何 百 万 も の 患 者 に お け る 致 死 性 不 整 脈 を 予 防 し 得 る 。
　 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン の 誘 導 体 で あ る JTV-519 (4-[3-(4-ベ ン ジ ル ピ ペ リ ジ ン -1-イ ル )
プ ロ ピ オ ニ ル ]-7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン モ ノ ヒ ド ロ ク ロ
ラ イ ド ； k201と し て も 知 ら れ て い る )は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 新 た な モ ジ ュ レ
ー タ ー で あ る 。 心 筋 細 胞 中 の Ca 2 + レ ベ ル の 調 節 以 外 に 、 JTV-519は 、 モ ル モ ッ ト 心 室 細 胞
内 の Na + 電 流 及 び 内 向 き 整 流 K + 電 流 も 調 節 し 、 モ ル モ ッ ト 心 房 細 胞 内 の 整 流 K + 電 流 遅 延 を
抑 制 す る 。 研 究 に よ り 、 JTV-519が カ テ コ ー ル ア ミ ン 誘 発 性 心 筋 損 傷 、 心 筋 損 傷 誘 発 性 筋
細 線 維 過 収 縮 、 及 び 虚 血 /再 灌 流 損 傷 に 対 す る 強 力 な 心 臓 保 護 作 用 を 有 す る こ と が 証 明 さ
れ て い る 。 実 験 筋 細 線 維 過 収 縮 モ デ ル に お い て は 、 JTV-519は 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 ベ ラ
パ ミ ル 及 び ジ ル チ ア ゼ ム よ り も 大 き い 心 臓 保 護 作 用 を 示 し て い た 。 ま た 、 実 験 デ ー タ は 、
JTV-519が 、 動 物 モ デ ル に お い て 細 胞 内 Ca 2 + 過 負 荷 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 心 室
虚 血 /再 灌 流 を 有 効 に 予 防 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
（ 発 明 の 開 示 ）
　 本 発 明 は 、 RyR2が 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 (SCD)を 引 起 す 心 不 整 脈 を 予 防 す る た め の タ ー
ゲ ッ ト で あ る と い う 驚 く べ き 発 見 に 基 づ く 。 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る よ う に 、 本 発 明 者
等 は 、 ７ 種 の CPVT変 異 に よ る 変 異 体 RyR2チ ャ ン ネ ル を 調 製 し 、 そ れ ら の 機 能 を 試 験 し た 。
７ 種 の 変 異 体 全 て が 、 運 動 中 に 刺 激 し た と き 、 漏 出 性 (SRカ ル シ ウ ム 漏 出 )と な る チ ャ ン ネ
ル 内 に 生 じ た 機 能 欠 陥 を 有 し て い た 。 本 発 明 者 等 の 研 究 は 、 先 ず 第 １ に 、 SRカ ル シ ウ ム 漏
出 が DADを 引 起 す メ カ ニ ズ ム を 特 定 す る こ と で あ る 。 注 目 す べ き こ と に 、 変 異 体 CPVTチ ャ
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ン ネ ル に お け る 欠 陥 は 、 該 チ ャ ン ネ ル を 末 期 心 不 全 (致 死 性 心 不 整 脈 の 高 発 生 率 に 特 徴 を
有 す る 障 害 )を 有 す る 患 者 の 心 臓 内 の 漏 出 性 チ ャ ン ネ ル で あ る か の よ う に し て い た 。 従 っ
て 、 本 発 明 者 等 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 CPVTに お け る VTに つ い て の メ カ ニ ズ ム が 心 不 全 に
お け る VTに つ い て の メ カ ニ ズ ム と 同 じ で あ る こ と を 実 証 す る 。
　 ま た 、 本 発 明 者 等 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 化 合 物 群 の １ 員 で あ る
薬 物 JTV-519 (k201)が RyR2チ ャ ン ネ ル 内 の 漏 出 を 修 復 す る こ と を 開 示 す る 。 本 発 明 者 等 が
本 明 細 書 に お い て 証 明 す る よ う に 、 JTV-519は 、 FKBP12.6の PKAリ ン 酸 化 RyR2に 対 す る 結 合
性 及 び 他 方 で FKBP12.6に 対 し て 低 減 し た 親 和 性 を 有 す る か 又 は 結 合 し な い 変 異 体 RyR2に 対
す る 結 合 性 を 増 強 す る 。 JTV-519の こ の 作 用 は 、 致 死 性 心 不 整 脈 (心 臓 死 )を 誘 発 し 且 つ 心
不 全 に お け る 心 筋 機 能 障 害 に 寄 与 す る RyR2内 の 漏 出 を 固 定 す る 。 更 に 、 本 発 明 者 等 は 、 JT
V-519の 新 規 な 合 成 法 、 並 び に 該 薬 物 の 放 射 能 標 識 形 も 開 発 し て い る 。
　 従 っ て 、 １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 対 象 者 に
該 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 防 止 す る の に 有 効 な 量 の JTV-519を 投 与 す る
こ と に よ る 、 上 記 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 防 止 す る 方 法 を 提 供
す る 。 ま た 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を
抑 制 又 は 防 止 す る 方 法 に お け る JTV-519の 使 用 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 も う １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 対 象 者 に JTV-519を 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整
脈 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と に よ る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈
を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 又 は 予 防
す る 方 法 に お け る JTV-519の 使 用 も 提 供 す る 。
　 更 に も う １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 対 象 者 に JTV-519を 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突
然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と に よ る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死
を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る 方 法 に お け
る JTV-519の 使 用 も 提 供 す る 。
　 更 に も う 1つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 (a) RyR2を 含 有 す る 細 胞 の 培 養 物 を 取 得 し
又 は 生 成 さ せ ； (b) 上 記 細 胞 を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ ； (c) 上 記 細 胞 を 細 胞 内 の RyR2リ ン 酸
化 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る １ 以 上 の 条 件 に 暴 露 さ せ ； そ し て 、 (d) 上 記 薬 剤 が 前
記 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 阻 止 し て い る か ど う か を 判 定 す る こ と に よ る
、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 使 用 す る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、
(e) 前 記 薬 剤 が 前 記 細 胞 内 の RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に 対 す る 作 用 を 有 す る か ど う か を 判 定
す る 工 程 を 更 に 含 み 得 る 。 ま た 、 上 記 方 法 に よ っ て 同 定 し た 薬 剤 、 並 び に 該 薬 剤 を 対 象 者
に 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と に よ る 、 対 象 者
の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る 方 法 も 提 供 す る 。
　 さ ら な る 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 (a) RyR2を 含 有 す る 動 物 を 取 得 し 又 は 産 生 さ せ ；
(b) 候 補 薬 剤 を 上 記 動 物 に 投 与 し ； (c) 上 記 動 物 を 細 胞 内 の RyR2リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る こ
と が 知 ら れ て い る １ 以 上 の 条 件 に 暴 露 さ せ ； そ し て 、 (d) 上 記 薬 剤 が 前 記 動 物 内 の RyR2と
FKBP12.6間 の 結 合 を 増 大 さ せ て い る か ど う か を 判 定 す る こ と に よ る 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓
死 を 予 防 す る の に 使 用 す る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 (e) 前 記 薬 剤 が 前 記 動
物 内 の RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に 対 す る 作 用 を 有 す る か ど う か を 判 定 す る 工 程 を 更 に 含 み 得
る 。 ま た 、 上 記 方 法 に よ っ て 同 定 し た 薬 剤 、 並 び に 該 薬 剤 を 対 象 者 に 対 象 者 の 運 動 誘 発 性
突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と に よ る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓
死 を 予 防 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に も う １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 下 記 の よ う な JTV-519並 び の 1,4-ベ ン ゾ チ
ア ゼ ピ ン 中 間 体 及 び 誘 導 体 の 合 成 方 法 を 提 供 す る ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り ； Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )；
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
 (式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り ； Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )；
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
 (式 中 、 R 1  = n-MeO、 n-MeS又 は n-ア ル キ ル で あ り 、 n = 6、 7、 8又 は 9で あ り ； R 2  = ア ル
キ ル で あ り ； R 3  = ア ル キ ル で あ る )。
　 さ ら な る 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 放 射 能 標 識 JTV-519の 合 成 方 法 も 提 供 す る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 以 下 の 説 明 に 照 ら し て 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 ）
　 上 述 し た よ う に 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 作 用 性 多 源 性 心 室 頻 拍 (CPVT)は 、 構 造 的 に 正 常 な 心
臓 を 有 す る 個 々 人 に お け る 遺 伝 子 性 疾 患 で あ る 。 CPVTは 、 ス ト レ ス 誘 発 性 心 室 頻 拍 、 即 ち
、 突 然 心 臓 死 (SCD)を 起 し 得 る 致 死 性 不 整 脈 に 特 徴 を 有 す る 。 筋 小 胞 体 上 に 位 置 す る RyR2
チ ャ ン ネ ル の 変 異 は 、 CPVTに 関 連 し て い る 。 CPVTに お け る 致 死 性 心 不 整 脈 の 基 礎 を な す 分
子 的 メ カ ニ ズ ム を 判 定 す る た め に 、 本 発 明 者 等 は 、 CPVT関 連 変 異 体 RyR2チ ャ ン ネ ル (例 え
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ば 、 S2246L、 R2474S、 N4104K、 R4497C)を 試 験 し た 。
　 CPVTを 有 す る 個 々 人 は 、 全 て 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 有 す る 。 本 発 明 者 等 は 、 以 前 に 、 運
動 誘 発 性 不 整 脈 及 び 突 然 死 (CPVTを 有 す る 患 者 に お け る )が RyR2に 対 す る FKBP12.6の 親 和 性
低 下 に 由 来 す る こ と を 証 明 し た 。 本 明 細 書 に お い て 、 本 発 明 者 等 は 、 運 動 が 、 ア デ ノ シ ン
3',5'-モ ノ ホ ス フ ェ ー ト (cAMP)依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ (PKA)に よ る リ ン 酸 化 の 結 果 と
し て RyR2を 活 性 化 す る こ と を 実 証 し て い る 。 変 異 体 RyR2チ ャ ン ネ ル は 、 基 本 条 件 下 に お い
て 平 面 脂 質 二 分 子 層 に お い て は 正 常 機 能 を 有 し 、 PKAリ ン 酸 化 に よ る 活 性 化 に 対 し て よ り
感 受 性 で あ っ た (野 生 タ イ プ チ ャ ン ネ ル と 比 較 し た と き 、 増 大 し た 活 性 (開 確 率 )及 び 長 期
の 開 放 状 態 を 示 し た )。 更 に 、 PKAリ ン 酸 化 変 異 体 RyR2チ ャ ン ネ ル は 、 Mg 2 + 、 即 ち 、 該 チ ャ
ン ネ ル の 生 理 学 的 イ ン ヒ ビ タ ー に 対 し て は 抵 抗 性 で あ り 、 FKBP12.6(閉 鎖 状 態 に お い て 該
チ ャ ン ネ ル を 安 定 化 さ せ る )に 対 し て 低 下 し た 結 合 性 を 示 し て い た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 運
動 中 、 RyR2が PKAリ ン 酸 化 さ れ た と き 、 変 異 体 CPVTチ ャ ン ネ ル が 心 臓 サ イ ク ル の 弛 緩 期 (拡
張 期 )に お い て 更 に 開 放 す る よ う で あ り 、 SR Ca 2 + 漏 出 に よ り 誘 発 さ れ る 不 整 脈 の 可 能 性 を
増 大 さ せ る こ と を 示 唆 し て い る 。 心 不 全 は 世 界 的 に 主 要 な 死 亡 原 因 で あ る の で 、 RyR2中 の
漏 出 を 修 復 す る 方 法 は 、 世 界 的 に 何 百 万 も の 患 者 に お け る 致 死 性 不 整 脈 を 予 防 し 得 る 。
　 更 に 、 本 発 明 者 等 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 誘 導 体 で あ る JTV-519が 、 F
KBP12.6遺 伝 子 に 対 し て 異 型 接 合 性 の マ ウ ス に お い て 、 致 死 性 心 室 性 不 整 脈 を 予 防 す る こ
と を 実 証 し て い る 。 JTV-519は 、 PKAリ ン 酸 化 RyR2に 対 す る FKBP12.6の 親 和 性 を 増 大 さ せ る
こ と に よ り 、 運 動 後 に 死 亡 さ せ た FKBP12.6 + / - マ ウ ス か ら 分 離 し た RyR2の 開 確 率 を 低 下 さ
せ て い た 。 更 に ま た 、 JTV-519は 、 FKBP12.6結 合 親 和 性 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 CPVT関
連 変 異 体 RyR2チ ャ ン ネ ル の 門 通 を 正 常 化 さ せ て い た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 JTV-519が 、 FKB
P12.6-RyR2結 合 親 和 性 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 致 死 性 心 室 不 整 脈 を 予 防 し 得 る こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　
　 上 記 に 従 い 、 本 発 明 は 、 対 象 者 の 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻
止 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ FKBP12.6” は 、 “ FKBP12.6タ
ン パ ク 質 ” 及 び “ FKBP12.6ア ナ ロ グ ” の 双 方 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い て 特 に 断 ら な い
限 り 、 “ タ ン パ ク 質 ” は 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド
、 及 び こ れ ら の 任 意 の フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 “ FKBP12.6ア ナ ロ グ ” は 、 FKBP12.6タ ン
パ ク 質 と 60%以 上 (好 ま し く は 、 70%以 上 )の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 、 FKBP12.6生 物 学
的 活 性 を 有 す る FKBP12.6タ ン パ ク 質 の 機 能 性 変 異 体 で あ る 。 更 に 本 明 細 書 に お い て 使 用 す
る と き 、 用 語 “ FKBP12.6生 物 学 的 活 性 ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る ア ッ セ イ 条 件 下
に 、 未 リ ン 酸 化 又 は 非 リ ン 酸 化 RyR2と 物 理 的 に 会 合 す る 又 は 結 合 す る 能 力 (即 ち 、 陰 性 対
照 の 背 景 結 合 性 よ り も お よ そ ２ 倍 、 よ り 好 ま し く は お よ そ ５ 倍 高 い 結 合 性 )を 示 す タ ン パ
ク 質 又 は ペ プ チ ド の 活 性 を 称 す る が 、 親 和 性 は FKBP12.6の 親 和 性 と は 異 な り 得 る 。
　 更 に 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ RyR2” は 、 “ RyR2タ ン パ ク 質 ” 及 び “ RyR2ア
ナ ロ グ ” の 双 方 を 包 含 す る 。 “ RyR2ア ナ ロ グ ” は 、 RyR2タ ン パ ク 質 と 60%以 上 (好 ま し く は
、 70%以 上 )の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 、 RyR2生 物 学 的 活 性 を 有 す る RyR2タ ン パ ク 質 の
機 能 性 変 異 体 で あ る 。 本 発 明 の RyR2は 、 未 リ ン 酸 化 、 リ ン 酸 化 又 は 過 剰 リ ン 酸 化 し 得 る 。
更 に 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 用 語 “ RyR2生 物 学 的 活 性 ” と は 、 本 明 細 書 に お い て
説 明 す る ア ッ セ イ 条 件 下 に 、 FKBP12.6と 物 理 的 に 会 合 す る 又 は 結 合 す る 能 力 (即 ち 、 陰 性
対 照 の 背 景 結 合 性 よ り も お よ そ ２ 倍 、 よ り 好 ま し く は お よ そ ５ 倍 高 い 結 合 性 )を 示 す タ ン
パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 活 性 を 称 す る が 、 親 和 性 は RyR2の 親 和 性 と は 異 な り 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 前 述 し た よ う に 、 心 臓 リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー 、 RyR2は 、 ４ 個 の 565,000ダ ル ト ン RyR2タ
ン パ ク 質 を ４ 個 の 12,000ダ ル ト ン FKBP12.6タ ン パ ク 質 と 一 緒 に 含 む タ ン パ ク 質 複 合 体 で あ
る 。 FK506結 合 性 タ ン パ ク 質 (FKBP)類 は 、 広 範 囲 に 発 現 し て 種 々 の 細 胞 機 能 を 奏 す る シ ス -
ト ラ ン ス ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ 類 で あ る 。 FKBP12.6タ ン パ ク 質 は 、 RyR2の 機
能 に 密 接 に 関 連 し て 、 該 機 能 を 調 節 す る 。 FKBP12.6は 、 RyR2チ ャ ン ネ ル に 結 合 し (RyR2サ
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ブ ユ ニ ッ ト 当 り 1分 子 )、 RyR2チ ャ ン ネ ル 機 能 を 安 定 化 さ せ 、 近 隣 RyR2チ ャ ン ネ ル 間 の 連 関
門 通 を 容 易 に し 、 そ れ に よ っ て 心 臓 サ イ ク ル の 静 止 期 に お け る チ ャ ン ネ ル の 異 常 活 性 化 を
阻 止 す る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ RyR2結 合 FKBP12.6” は 、 RyR2タ ン
パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 さ せ た １ 分 子 の FKBP12.6タ ン パ ク 質 又 は RyR2の テ ト ラ マ ー と 結
合 し て い る FKBP12.6の テ ト ラ マ ー を 含 む 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 対 象 者 の 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の “ 低 下 ” と は 、 対
象 者 の 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 検 出 可 能 な 低 下 、 消 失 又 は 減 少 を 称 す る 。 そ の
よ う な 低 下 は 、 そ の 低 下 が JTV-519の 投 与 に よ り 何 ら か の 形 で 阻 止 さ れ 、 隠 蔽 さ れ 、 抑 制
さ れ 、 妨 害 さ れ 又 は 緩 和 さ れ て (以 下 で 説 明 す る よ う に )、 対 象 者 の 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP
12.6レ ベ ル が そ う で な い JTV-519が 存 在 し な い で あ ろ う 場 合 よ り も 高 い よ う な 場 合 に 、 対
象 者 の 細 胞 内 で 抑 制 又 は 阻 止 さ れ る 。
　 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル は 、 公 知 の 技 術 か ら 容 易 に 決 定 す る 方 法 の よ う な 標 準
の ア ッ セ イ 及 び 方 法 (例 え ば 、 免 疫 学 的 方 法 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 分 析 、 免 疫 沈 降 法 、 ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 蛍 光 画 像 法 、 及 び /又 は 放 射 線 検 出 法 等 )、 並 び に 本 明 細 書 に お い て 開
示 す る 任 意 の ア ッ セ イ 法 及 び 検 出 法 に よ っ て 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 は 、 対 象 者
の 細 胞 か ら 、 限 定 す る も の で は な い が 、 必 要 に 応 じ て の 細 胞 か ら の 抽 出 (例 え ば 、 そ の タ
ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る 清 浄 剤 に よ る )、 そ の 後 の カ ラ ム 上 で の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 、 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば 、 FTLC及 び HPLC)、 免 疫 沈 降 (抗 体 に よ る )、 及 び 沈 降 (例 え ば 、 イ
ソ プ ロ パ ノ ー ル 及 び Trizolの よ う な 試 薬 に よ る )の よ う な 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 標 準 方
法 を 使 用 し て 分 離 し 精 製 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 の 分 離 及 び 精 製 の 後 、 電 気 泳 動 (例 え ば 、 SDS
-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で )を 行 い 得 る 。 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 、 又
は そ の 抑 制 又 は 阻 止 は 、 JTV-519の 投 与 前 に 検 出 し た RyR2結 合 FKBP12.6の 量 (以 下 で 説 明 す
る 方 法 に 従 っ て の )を JTV-519投 与 後 の 適 切 な 時 間 で 検 出 し た 量 と 比 較 す る こ と に よ っ て 判
定 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 対 象 者 の 細 胞 内 で の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 は 、 例 え
ば 、 対 象 者 の 細 胞 内 の FKBP12.6と RyR2の 解 離 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 対 象 者 の 細 胞 内 の FK
BP12.6と RyR2間 の 結 合 性 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 又 は 対 象 者 の 細 胞 内 の RyR2-FKBP12.6
複 合 体 を 安 定 化 さ せ る こ と に よ り 抑 制 又 は 阻 止 し 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、
用 語 “ 解 離 を 抑 制 す る ” は 、 対 象 者 の 細 胞 内 で の RyR2分 子 か ら FKBP12.6サ ブ ユ ニ ッ ト の 物
理 的 解 離 又 は 分 離 を 阻 害 し 、 減 少 さ せ 、 抑 制 し 、 制 限 し 又 は 阻 止 す る こ と 、 或 い は 対 象 者
の 細 胞 内 で の FKBP12.6サ ブ ユ ニ ッ ト か ら RyR2分 子 の 物 理 的 解 離 又 は 分 離 を 阻 害 し 、 減 少 さ
せ 、 抑 制 し 、 制 限 し 又 は 阻 止 す る こ と を 含 む 。 更 に 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 用 語
“ 結 合 性 を 増 大 さ せ る ” は 、 対 象 者 の 細 胞 内 で リ ン 酸 化 RyR2が FKBP12.6と 物 理 的 に 結 合 す
る 能 力 (例 え ば 、 陰 性 対 照 の 背 景 結 合 性 よ り も お よ そ ２ 倍 、 よ り 好 ま し く は お よ そ ５ 倍 高
い 結 合 性 )を 増 強 し 、 増 大 さ せ 又 は 改 善 す る こ と 、 並 び に 対 象 者 の 細 胞 内 で FKBP12.6が リ
ン 酸 化 RyR2と 物 理 的 に 結 合 す る 能 力 (例 え ば 、 陰 性 対 照 の 背 景 結 合 性 よ り も お よ そ ２ 倍 、
よ り 好 ま し く は お よ そ ５ 倍 高 い 結 合 性 )を 増 強 し 、 増 大 さ せ 又 は 改 善 す る こ と を 含 む 。 更
に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 対 象 者 の 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 は 、 対 象
者 の 細 胞 内 の リ ン 酸 化 RyR2レ ベ ル を 直 接 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 又 は 上 記 細 胞 内 の リ ン 酸
化 RyR2レ ベ ル を 間 接 的 に 低 下 さ せ る こ と に よ り (例 え ば 、 上 記 細 胞 内 の リ ン 酸 化 RyR2の 機
能 又 は レ ベ ル を 規 制 又 は 調 節 す る 酵 素 (PKAの よ う な )又 は 他 の 内 生 分 子 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン
グ す る こ と に よ り )、 抑 制 又 は 阻 止 し 得 る 。 好 ま し く は 、 細 胞 内 の リ ン 酸 化 RyR2レ ベ ル は
、 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 少 な く と も 10%低 下 さ せ る 。 よ り 好 ま し く は 、 リ ン 酸 化 RyR2
レ ベ ル は 、 少 な く と も 20%低 下 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 は 、 対 象 者 、 と り わ け 対 象 者 の
細 胞 に お い て 抑 制 又 は 阻 止 さ れ る 。 本 発 明 の 対 象 者 は 、 両 性 類 、 鳥 類 、 魚 類 、 哺 乳 類 及 び
有 袋 類 の よ う な 任 意 の 動 物 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は 哺 乳 類 (例 え ば 、 ヒ ト ； ネ コ 、 イ ヌ
、 サ ル 、 マ ウ ス 又 は ラ ッ ト の よ う な 家 畜 ； 又 は 、 ウ シ 又 は ブ タ の よ う な 経 済 動 物 )で あ る
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。 更 に 、 本 発 明 の 対 象 者 は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 。 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 は 、
対 象 者 が 身 体 運 動 を 経 験 す る 間 /後 に 発 症 す る 心 臓 症 状 (例 え ば 、 突 然 心 臓 死 に 至 る ど れ か
の よ う な 心 室 細 動 又 は 心 室 頻 拍 )で あ る 。 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の “ 候 補 ” は 、 身 体 運 動 中 /
後 に 心 不 整 脈 を 発 症 す る リ ス ク に あ る こ と が 知 ら れ て い る 、 又 は リ ス ク に あ る と 信 じ ら れ
る 、 又 は リ ス ク に あ る 疑 い の あ る 対 象 者 で あ る 。 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 の 例 と し て は
、 限 定 す る も の で は な い が 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 作 用 性 多 源 性 心 室 頻 拍 (CPVT)を 有 す る こ と
が 分 っ て い る 動 物 /ヒ ト ； CPVTを 有 す る 疑 い の あ る 動 物 /ヒ ト ； 及 び 、 身 体 運 動 中 /後 に 心
不 整 脈 を 発 症 す る リ ス ク に あ る こ と が 知 ら れ て い る 、 又 は リ ス ク に あ る と 信 じ ら れ る 、 又
は リ ス ク に あ る 疑 い が あ り 、 且 つ 運 動 を し よ う と し て い る 、 今 運 動 し て い る 又 は 丁 度 運 動
を 終 え た 動 物 /ヒ ト が あ る 。 前 述 し た よ う に 、 CPVTは 、 構 造 的 に 正 常 な 心 臓 を 有 す る 個 々
人 に お け る 遺 伝 性 疾 患 で あ る 。 CPVTは 、 ス ト レ ス 誘 発 性 心 室 頻 拍 (突 然 心 臓 死 を 起 し 得 る
致 死 性 不 整 脈 )に 特 徴 を 有 す る 。 CPVTを 有 す る 対 象 者 に お い て は 、 身 体 活 動 /ス ト レ ス が 、
検 出 し 得 る 構 造 的 心 臓 疾 患 な し で 突 然 心 臓 死 (SCD)に 至 る 双 方 向 性 及 び /又 は 多 形 性 心 室 頻
拍 を 誘 発 す る 。 CPVTを 有 す る 個 々 人 は 、 運 動 を 経 験 す る と き に 心 室 不 整 脈 を 有 す る が 、 安
静 時 に は 不 整 脈 を 発 症 し な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 対 象 者 の 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 横 紋 筋 細 胞 で あ る 。 横 紋 筋 は
、 収 縮 性 筋 原 繊 維 の 繰 返 し 単 位 (サ ル コ メ ア )が 細 胞 全 体 に 亘 っ て 登 記 的 に 配 列 さ れ 、 光 学
顕 微 鏡 レ ベ ル で 観 察 し 得 る 横 又 は 斜 め の 筋 条 痕 を 生 じ て い る 筋 肉 で あ る 。 横 紋 筋 細 胞 の 例
と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 随 意 (骨 格 )筋 細 胞 及 び 心 筋 細 胞 が あ る 。 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 細 胞 は 、 ヒ ト 心 筋 細 胞 で あ る 。 本 明 細
書 に お い て 使 用 す る と き 、 用 語 “ 心 筋 細 胞 ” は 、 心 臓 の 心 筋 に お い て 見 出 さ れ る も の の よ
う な 心 筋 繊 維 を 含 む 。 心 筋 繊 維 は 、 介 在 板 に お い て 末 端 -末 端 接 合 し た 連 続 の 心 筋 細 胞 、
即 ち 、 カ ー ジ オ ミ オ サ イ ト の 連 鎖 か ら な る 。 こ れ ら の 介 在 板 は 、 ２ 種 類 の 細 胞 接 合 部 を 有
す る ： そ の 横 部 分 に 沿 っ て 延 び て い る 膨 張 デ ス モ ソ ー ム 、 及 び 間 隙 接 合 部 (そ の 最 大 物 は
介 在 板 の 縱 部 分 に 沿 っ て 存 在 す る )。
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 、 対 象 者 に JTV-519を 投 与
す る こ と に よ り 、 対 象 者 の 細 胞 内 で 抑 制 又 は 阻 止 す る ； こ の こ と は 、 対 象 者 の 細 胞 と JTV-
519間 の 接 触 を 可 能 に も す る 。 JTV-519 (4-[3-(4-ベ ン ジ ル ピ ペ リ ジ ン -1-イ ル )プ ロ ピ オ ニ
ル ]-7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン モ ノ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド )は
、 k201と し て も 知 ら れ て お り 、 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン の 誘 導 体 で あ り 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン
チ ャ ン ネ ル の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る 、 心 筋 細 胞 中 の Ca 2 + レ ベ ル の 調 節 以 外 に 、 JTV-519は
、 モ ル モ ッ ト 心 室 細 胞 内 の Na + 電 流 及 び 内 向 き 整 流 K + 電 流 も 調 節 し 、 モ ル モ ッ ト 心 房 細 胞
内 の 整 流 K + 電 流 遅 延 を 抑 制 す る 。 FK506及 び ラ パ マ イ シ ン は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補
で あ る 対 象 者 の 細 胞 内 で RyR2-FKBP12.6結 合 性 を 安 定 化 さ せ る 他 の 化 合 物 を 設 計 す る の に
使 用 し 得 る 薬 物 で あ る 。 FK506及 び ラ パ マ イ シ ン は 、 双 方 と も FKBP12.6を RyR2か ら 解 離 さ
せ る 。 こ れ ら の 薬 物 と 構 造 的 に は 関 連 す る が 反 対 の 作 用 を 有 す る 化 合 物 を 設 計 し ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と は 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 JTV-519は 、 対 象 者 に 、 JTV-519と 製 薬 上 許 容 し 得 る 担 体 を 含
む 治 療 用 組 成 物 の 形 で 投 与 し 得 る 。 製 薬 上 許 容 し 得 る 担 体 は 、 組 成 物 の 他 の 成 分 と 適 合 性
で あ る 意 味 に お い て “ 許 容 し 得 ” な け れ ば な ら ず 、 そ の 受 容 者 に 対 し 有 害 で あ っ て は な ら
な い 。 本 発 明 に お い て 使 用 す る 製 薬 上 許 容 し 得 る 担 体 は 、 調 合 製 剤 用 の 物 質 と し て 使 用 し
、 且 つ 鎮 痛 剤 、 緩 衝 剤 、 結 合 剤 、 崩 壊 剤 、 希 釈 剤 、 乳 化 剤 、 賦 形 剤 、 増 量 剤 、 流 動 促 進 剤
、 可 溶 化 剤 、 安 定 剤 、 懸 濁 剤 、 等 張 化 剤 、 ビ ヒ ク ル 及 び 増 粘 剤 と し て 混 入 さ せ 得 る 種 々 の
有 機 又 は 無 機 物 質 か ら 選 択 す る 。 必 要 な ら ば 、 酸 化 防 止 剤 、 芳 香 剤 、 着 色 剤 、 風 味 改 良 剤
、 防 腐 剤 及 び 甘 味 化 剤 の よ う な 製 薬 添 加 剤 も 添 加 し 得 る 。 許 容 し 得 る 製 薬 担 体 の 例 と し て
は 、 な か ん ず く 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 グ リ セ リ ン 、 ア ラ ビ
ア ゴ ム 、 ラ ク ト ー ス 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 粉 末 類 、 生 理 食 塩
水 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス ク ロ ー ス 、 澱 粉 、 タ ル ク 及 び 水 が あ る 。
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　 本 発 明 の 調 合 製 剤 は 、 製 薬 技 術 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 し 得 る 。 例 え ば 、 JTV-
519は 、 懸 濁 液 又 は 溶 液 と し て 、 担 体 又 は 希 釈 剤 と 一 緒 に し 得 る 。 必 要 に 応 じ て 、 １ 種 以
上 の 補 助 成 分 (例 え ば 、 緩 衝 剤 、 風 味 料 、 界 面 活 性 剤 等 )も 添 加 し 得 る 。 担 体 の 選 択 は 、 投
与 経 路 に よ る 。
　 JTV-519は 、 対 象 者 の 生 体 内 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 (例 え ば 、 心 筋 細 胞 )を JTV-519と 接 触 さ せ る
こ と に よ り 、 対 象 者 に 投 与 し 得 る 。 JTV-519は 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 及 び 他 の 薬 物 の 導 入 及
び 投 与 に お い て 使 用 す る 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 対 象 者 の 細 胞 と 接 触 (例 え ば 、 細 胞 に 導
入 )し 得 る 。 細 胞 を JTV-519と 接 触 さ せ る (即 ち 、 細 胞 を JTV-519に よ り 治 療 す る )方 法 の 例
と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 吸 収 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 浸 漬 、 注 入 、 導 入
、 リ ポ ソ ー ム 伝 達 、 移 入 、 輸 血 、 ベ ク タ ー 、 並 び に 他 の 薬 物 伝 達 ビ ヒ ク ル 及 び 方 法 が あ る
。 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 が 対 象 者 の 特 定 部 分 に 局 在 化 さ れ て い る 場 合 、 JTV-519を 、 注 入 に よ り
又 は 幾 つ か の 他 の 方 法 に よ り (例 え ば 、 JTV-519を 血 液 又 は 他 の 体 液 に 導 入 す る こ と に よ り
)、 直 接 細 胞 に 導 入 す る の が 望 ま し く あ り 得 る 。 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 は 、 対 象 者 の 心 臓 組 織 中
に 含 有 さ れ 得 、 対 象 者 の 心 臓 組 織 内 で 、 公 知 の 技 術 か ら 容 易 に 特 定 さ れ る 標 準 検 出 方 法 に
よ っ て 検 出 し 得 、 そ れ ら 検 出 方 法 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 免 疫 学 的 方 法
(例 え ば 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 )、 蛍 光 画 像 法 及 び 顕 微 鏡 法 が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 の JTV-519は 、 ヒ ト 又 は 動 物 対 象 者 に 、 限 定 す る も の で は な い が 、 経 口 投
与 、 非 経 口 投 与 及 び 経 皮 投 与 の よ う な 公 知 の 手 法 に よ っ て 投 与 し 得 る 。 好 ま し く は 、 JTV-
519は 、 筋 膜 上 、 嚢 内 、 頭 蓋 内 、 皮 内 、 鞘 内 、 筋 肉 内 、 眼 窩 内 、 腹 腔 内 、 髄 腔 内 、 胸 骨 内
、 血 管 内 、 静 脈 内 、 柔 組 織 内 、 皮 下 又 は 舌 下 注 入 に よ り 、 或 い は カ テ ー テ ル に よ り 、 非 経
口 投 与 す る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 該 薬 剤 は 、 対 象 者 に 、 対 象 者 の 心 臓 に 装 入 し た
カ テ ー テ ル に よ る 心 筋 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 伝 達 に よ り 投 与 す る 。
　 経 口 投 与 に お い て は 、 JTV-519製 剤 は 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 粉 末 剤 、 顆 粒 剤 と し て 、 又
は 懸 濁 液 と し て 提 供 し 得 る 。 製 剤 は 、 ラ ク ト ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 コ ー ン ス タ ー チ 又 は ポ
テ ト ス タ ー チ の よ う な 通 常 の 添 加 剤 を 含 み 得 る 。 ま た 、 製 剤 は 、 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 セ ル
ロ ー ス 誘 導 体 、 ア カ シ ア 、 コ ー ン ス タ ー チ 又 は ゼ ラ チ ン の よ う な 結 合 剤 に よ っ て も 提 供 し
得 る 。 更 に 、 製 剤 は 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ テ ト ス タ ー チ 又 は ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル
セ ル ロ ー ス の よ う な 崩 壊 剤 に よ っ て も 提 供 し 得 る 。 ま た 、 製 剤 は 、 二 塩 基 性 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 無 水 物 又 は 澱 粉 グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム に よ っ て も 提 供 し 得 る 。 最 後 に 、 製 剤 は 、 タ
ル ク 又 は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 に よ っ て 提 供 し 得 る 。
　 非 経 口 投 与 (即 ち 、 消 化 管 以 外 の 経 路 を 介 し て の 注 入 に よ る 投 与 )に お い て は 、 JTV-519
は 、 対 象 者 の 血 液 と 好 ま し く は 等 張 性 で あ る 滅 菌 水 溶 液 と 混 合 し 得 る 。 そ の よ う な 製 剤 は
、 固 形 活 性 成 分 を 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ シ ン 等 の よ う な 生 理 学 的 に 適 合 し 得 る 物 質 を 含
有 し 且 つ 生 理 条 件 と 適 合 し 得 る 緩 衝 pHを 有 す る 水 中 に 溶 解 さ せ て 水 溶 液 を 調 製 し 、 そ の 後
、 該 溶 液 を 滅 菌 性 と す る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る 。 製 剤 は 、 密 封 し た ア ン プ ル 又 は バ イ ア
ル の よ う な 単 位 又 は 多 数 回 投 与 量 容 器 内 で 提 供 し 得 る 。 製 剤 は 、 限 定 す る も の で は な い が
、 筋 膜 上 、 嚢 内 、 頭 蓋 内 、 皮 内 、 鞘 内 、 筋 肉 内 、 眼 窩 内 、 腹 腔 内 、 髄 腔 内 、 胸 骨 内 、 血 管
内 、 静 脈 内 、 柔 組 織 内 、 皮 下 又 は 舌 下 の よ う な 任 意 の 注 入 方 式 に よ り 、 或 い は 対 象 者 の 心
臓 へ の カ テ ー テ ル に よ り 、 伝 達 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 経 皮 投 与 に お い て は 、 JTV-519は 、 JTV-519に 対 す る 皮 膚 の 浸 透 性 を 増 大 さ せ 且 つ JTV-51
9が 皮 膚 を 介 し て 血 流 中 に 浸 透 す る の を 可 能 に す る プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 オ レ イ ン 酸 、 N-メ チ ル ピ ロ リ ド ン 等 の よ う
な 皮 膚 浸 透 エ ン ハ ン サ ー と 混 合 し 得 る 。 ま た 、 JTV-519/エ ン ハ ン サ ー 組 成 物 は 、 エ チ ル セ
ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 エ チ レ ン /酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド
ン 等 の よ う な 高 分 子 物 質 と 更 に 混 合 し て ゲ ル 状 の 組 成 物 を 調 製 し 得 、 こ の 組 成 物 は 、 塩 化
メ チ レ ン の よ う な 溶 媒 に 溶 解 し 、 所 望 粘 度 ま で 蒸 発 さ せ 、 そ の 後 、 裏 当 て 材 に 塗 布 し て パ
ッ チ を 調 製 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 JTV-519は 、 対 象 者 中 の 、 と り わ け 対 象 者 の 細 胞 中 の RyR2結 合 F
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KBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る の に 有 効 な 量 で 、 対 象 者 に 投 与 し 得 る (そ し て 、
JTV-519を 対 象 者 の 細 胞 と 接 触 さ せ 得 る )。 こ の 量 は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 生 体 内 で 確 立 し た
滴 定 曲 線 の 分 析 の よ う な 既 知 の 手 順 、 及 び 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る 方 法 及 び ア ッ セ イ 法
に 基 づ き 容 易 に 決 定 し 得 る こ と で あ る 。 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又
は 阻 止 す る の に 有 効 な JTV-519の 適 切 な 量 は 、 約 5 mg/kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 の 範 囲 で あ り
得 、 及 び /又 は 、 約 300 ng/ml～ 約 1000 ng/mlの 範 囲 の 血 漿 レ ベ ル を 達 成 す る の に 十 分 な 量
で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 JTV-519の 量 は 、 約 10 mg/kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 の 範 囲 で あ る
。
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 対 象 者 は 、 ま だ 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 発 症 し て い
な い 。 こ の 場 合 、 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る の に 有 効 な
JTV-519の 量 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 で あ る 。
心 不 整 脈 は 、 心 拍 又 は 心 臓 鼓 動 の 異 常 と し て 現 れ る 心 臓 の 電 気 的 活 動 の 障 害 で あ る 。 本 明
細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 予 防 す る の に 有 効 な ” JTV-519の 量
は 、 臨 床 的 な 障 害 又 は 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 症 状 (例 え ば 、 動 悸 、 失 神 、 心 室 細 動 、 心 室
頻 拍 及 び 突 然 心 臓 死 )の 発 症 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 を 含 む 。 対 象 者 の 運 動 誘 発
性 心 不 整 脈 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の タ イ プ 、 対 象 者
の 体 重 、 対 象 者 症 状 の 重 篤 度 及 び JTV-519の 投 与 方 式 の よ う な 各 々 の 症 例 の 特 定 の 要 因 に
よ っ て 変 動 す る 。 こ の 量 は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 臨 床 試 験 の よ う な 既 知 の 手 順 及 び 本 明 細 書
に お い て 説 明 す る 方 法 に 基 づ き 容 易 に 決 定 し 得 る こ と で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て
は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然
心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 で あ る 。 も う １ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て
は 、 JTV-519は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 及 び 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 RyR2結 合 FKBP12.6を 安 定 化 し 、 且 つ RyR2の 動 的 PKAリ ン 酸 化 及 び 脱 リ ン 酸 化 に 関 し て の
均 衡 を 維 持 し 再 生 さ せ る そ の 能 力 故 に 、 JTV-519は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 臨 床 症 状 を 既
に 示 し 始 め た 対 象 者 の 治 療 に お い て も 有 効 で あ る 。 不 整 脈 の 徴 候 を 対 象 者 に お い て 十 分 に
早 期 に 観 察 し た 場 合 、 JTV-519は 、 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の さ ら な る 低 下 を 抑
制 又 は 阻 止 す る の に 有 効 で あ り 得 る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の 更 に も う １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 対 象 者 は 、 運 動 し て い た 、 今 運
動 中 で あ る 、 そ し て 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 発 症 し た 。 こ の 場 合 、 対 象 者 の RyR2結 合 FKBP
12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心
不 整 脈 を 治 療 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ 運
動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 す る の に 有 効 な ” JTV-519の 量 は 、 臨 床 的 な 障 害 又 は 運 動 誘 発 性
心 不 整 脈 の 症 状 (例 え ば 、 動 悸 、 失 神 、 心 室 細 動 、 心 室 頻 拍 及 び 突 然 心 臓 死 )を 軽 減 又 は 改
善 す る の に 有 効 な JTV-519の 量 を 含 む 。 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 す る の に 有 効
な JTV-519の 量 は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の タ イ プ 、 対 象 者 の 体 重 、 対 象 者 症 状 の 重 篤 度 及
び JTV-519の 投 与 方 式 の よ う な 各 々 の 症 例 の 特 定 の 要 因 に よ っ て 変 動 す る 。 こ の 量 は 、 当
業 者 で あ れ ば 、 臨 床 試 験 の よ う な 既 知 の 手 順 及 び 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る 方 法 に 基 づ き
容 易 に 決 定 し 得 る こ と で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 JTV-519に よ り 、 対 象 者 の
運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 対 象
者 に 、 JTV-519を 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 す る の に 有 効 な J量 で 投 与 す る こ と を
含 む 。 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 す る の に 有 効 な JTV-519の 適 切 な 量 は 、 約 5 mg/
kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 の 範 囲 で あ り 得 、 及 び /又 は 、 約 300 ng/ml～ 約 1000 ng/mlの 範 囲 の
血 漿 レ ベ ル を 達 成 す る の に 十 分 な 量 で あ り 得 る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心
不 整 脈 の 予 防 方 法 も 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 対 象 者 に 、 JTV-519を 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不
整 脈 を 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 。 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 予 防
す る の に 有 効 な JTV-519の 適 切 な 量 は 、 約 5 mg/kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 の 範 囲 で あ り 得 、 及
び /又 は 、 約 300 ng/ml～ 約 1000 ng/mlの 範 囲 の 血 漿 レ ベ ル を 達 成 す る の に 十 分 な 量 で あ り
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得 る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は
、 対 象 者 に 、 JTV-519を 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す
る こ と を 含 む 。 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な JTV-519の 適 切 な
量 は 、 約 5 mg/kg/日 ～ 約 20 mg/kg/日 の 範 囲 で あ り 得 、 及 び /又 は 、 約 300 ng/ml～ 約 1000 
ng/mlの 範 囲 の 血 漿 レ ベ ル を 達 成 す る の に 十 分 な 量 で あ り 得 る 。
　 上 述 し た 方 法 の 各 実 施 態 様 に お い て は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 は 、 VTに 関 連 す る
。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 VTは 、 CPVTで あ る 。 こ れ ら の 方 法 の 他 の 実 施 態 様 に お い
て は 、 対 象 者 は 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 候 補 を 含 む 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 。
　 上 述 の 各 方 法 に 照 ら し て 、 本 発 明 は 、 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 の 候 補 で あ る 対 象 者 の RyR2結
合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る 方 法 に お け る JTV-519の 使 用 も 提 供 す る 。 ま
た 、 本 発 明 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 心 不 整 脈 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 に お け る JTV-519の
使 用 も 提 供 す る 。 更 に ま た 、 本 発 明 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 方 法 に お け
る JTV-519の 使 用 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 述 し 、 本 明 細 書 に お い て 提 示 す る よ う に 、 本 発 明 者 等 の デ ー タ は 、 心 臓 リ ア ノ ジ ン レ
セ プ タ ー 、 RyR2の セ リ ン 2809上 で の タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ A (PKA)リ ン 酸 化 が 、 FK506結 合 性
タ ン パ ク 質 、 FKBP12.6を 放 出 す る こ と に よ り 、 チ ャ ン ネ ル を 活 性 化 さ せ る こ と を 示 し て い
る 。 心 不 全 (心 不 全 の ヒ ト 心 臓 及 び 動 物 モ デ ル を 含 む )に お い て は 、 RyR2は 、 PKA過 剰 リ ン
酸 化 さ れ て 、 減 少 量 の 結 合 FKBP12.6を 含 み 且 つ カ ル シ ウ ム 誘 発 性 活 性 化 に 対 し て 増 大 し た
感 受 性 を 有 す る 欠 陥 チ ャ ン ネ ル を 生 じ る 。 こ れ ら の 変 化 の 正 味 の 結 果 は 、 RyR2チ ャ ン ネ ル
が “ 漏 出 性 ” で あ る こ と で あ る 。 こ れ ら の チ ャ ン ネ ル 漏 出 は 、 筋 収 縮 の た め の 強 い 刺 激 を
与 え る に は 筋 小 胞 体 (SR)中 の カ ル シ ウ ム が も は や 十 分 で な い よ う な 程 度 に ま で の カ ル シ ウ
ム の 細 胞 内 貯 蔵 不 足 を 生 じ る 。 こ の こ と は 、 心 筋 の 弱 い 収 縮 を も た ら す 。 上 記 チ ャ ン ネ ル
漏 出 の ２ 番 目 の 結 果 と し て 、 RyR2チ ャ ン ネ ル は 、 “ 拡 張 期 ” と し て 知 ら れ る 心 臓 サ イ ク ル
の 静 止 期 中 に カ ル シ ウ ム を 放 出 す る 。 拡 張 期 中 の こ の カ ル シ ウ ム 放 出 は 、 突 然 心 臓 死 (SCD
)を 起 す 心 臓 の 致 死 性 不 整 脈 (例 え ば 、 心 室 頻 拍 及 び 心 室 細 動 )を 誘 発 し 得 る 。
　 ま た 、 本 発 明 者 等 は 、 心 臓 を 休 止 状 態 に 置 き 、 正 常 化 機 能 を 再 生 さ せ る 左 心 補 助 循 環 装
置 (LVAD)と 称 さ れ る 機 械 的 ポ ン ピ ン グ 装 置 に よ る 心 不 全 の 治 療 が RyR2の PKA過 剰 リ ン 酸 化
の 低 下 及 び チ ャ ン ネ ル 機 能 の 正 常 化 に 関 連 し て い る こ と を 証 明 し て い る 。 更 に ま た 、 本 発
明 者 等 は 、 イ ヌ (ペ ー シ ン グ 誘 発 性 心 不 全 を 有 す る )の ベ ー タ -ア ド レ ナ リ ン 遮 断 薬 (ベ ー タ
遮 断 薬 )に よ る 治 療 が RyR2の PKA過 剰 リ ン 酸 化 を 逆 転 さ せ る こ と も 証 明 し て い る 。 ベ ー タ 遮
断 薬 は 、 PKAを 活 性 化 さ せ る 経 路 を 抑 制 す る 。 本 発 明 者 等 の 研 究 結 果 か ら 導 き 出 し 得 る 結
論 は 、 RyR2の PKAリ ン 酸 化 が チ ャ ン ネ ル の 活 性 を 増 大 さ せ 、 チ ャ ネ ル の 所 定 の 誘 発 剤 (活 性
化 剤 )の た め の 細 胞 中 へ の さ ら な る カ ル シ ウ ム の 放 出 を も た ら す と 言 う こ と で あ る 。
　 本 明 細 書 に お い て 更 に 開 示 す る よ う に 、 本 発 明 者 等 は 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 が RyR2タ
ン パ ク 質 (と り わ け 、 CPVT関 連 RyR2変 異 体 タ ン パ ク 質 )の リ ン 酸 化 の 増 大 及 び RyR2結 合 FKBP
12.6レ ベ ル の 低 下 に 関 連 し て い る こ と を 確 立 し て い る 。 こ の メ カ ニ ズ ム を 使 用 し て 運 動 誘
発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 の た め に 有 効 な 薬 物 を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る 。 RyR2結 合 FKBP12
.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る 能 力 を 有 す る 候 補 薬 剤 は 、 こ の 抑 制 又 は 予 防 活 性 の 結
果 と し て 、 RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に 対 す る 作 用 を 有 し 、 そ れ に よ っ て 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓
死 を 予 防 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 更 に 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 に 使 用 す る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提
供 す る 。 該 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) RyR2を 含 有 す る 細 胞 の 培 養 物 を 取 得 し 又 は 生
成 さ せ る 工 程 ； (b) 上 記 細 胞 を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 ； (c) 上 記 細 胞 を 細 胞 内 の RyR2
リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る １ 以 上 の 条 件 に 暴 露 さ せ る 工 程 ； 及 び 、 (d) 上
記 薬 剤 が 上 記 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 し て い る か ど う か を
判 定 す る 工 程 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ 薬 剤 ” と し て は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 (DNA又 は RNA)、 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、
分 子 、 化 合 物 、 抗 生 物 質 、 薬 物 、 及 び こ れ ら の 任 意 の 組 合 せ が あ る で あ ろ う 。 RyR2結 合 FK
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BP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る 薬 剤 は 、 天 然 又 は 合 成 物 の い ず れ か で あ り 、 RyR2
及 び /又 は FKBP12.6と 反 応 性 の 薬 剤 (即 ち 、 RyR2及 び /又 は FKBP12.6に 対 す る 親 和 性 を 有 し
、 RyR2及 び /又 は FKBP12.6に 結 合 し 、 或 い は RyR2及 び /又 は FKBP12.6に 対 し 特 異 性 で あ る 薬
剤 )で あ り 得 る 。 更 に 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ RyR2を 含 有 す る ” 細 胞 は 、 RyR2
又 は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 物 が 自 然 に 発 現 し 又 は 自 然 に 産 生 し て い る 細 胞 (好 ま し く は
、 心 筋 細 胞 )で あ る 。 細 胞 内 の RyR2リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る 条 件 は 、 限
定 す る も の で は な い が 、 PKAを 含 む 。
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 細 胞 は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る 任 意 の 導 入 及 び 投 与 方 法
の よ う な 薬 物 /薬 物 と 細 胞 間 の 接 触 を 実 施 す る 任 意 の 標 準 方 法 に よ り 、 候 補 薬 剤 と 接 触 さ
せ 得 る 。 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル は 、 当 業 者 に と っ て 公 知 の 又 は 本 明 細 書 に お い
て 説 明 す る 方 法 、 分 子 手 法 及 び ア ッ セ イ 法 の い ず れ か の よ う な 公 知 の 手 法 に よ り 測 定 又 は
検 出 し 得 る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 上 記 薬 剤 は 、 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12
.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 開 示 す る よ う に 、 RyR2は 、 横 紋 筋 細 胞 内 の 多 く の 生 物 学 的 事 象 に 関 与 し
て い る 。 例 え ば 、 RyR2チ ャ ン ネ ル は 、 心 筋 細 胞 内 の EC連 関 及 び 収 縮 に 重 要 な 役 割 を 果 た す
こ と が 証 明 さ れ て い る 。 従 っ て 、 細 胞 、 と り わ け 心 筋 細 胞 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の
低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 す る よ う に 設 計 し た 予 防 薬 が 、 EC連 関 及 び 収 縮 の よ う な 多 く の RyR2関
連 生 物 学 的 事 象 の 調 節 に お い て 有 用 で あ る こ と は 明 白 で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 の 候 補 薬 剤 を
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 に 対 す る 適 切 な 抑 制 又 は 予 防 効 果 を 有
す る こ と を 判 定 し た 時 点 で 、 該 候 補 薬 剤 は 、 細 胞 、 と り わ け 心 筋 細 胞 内 の EC連 関 及 び 収 縮
に 対 す る そ の 効 果 に つ い て 評 価 し 得 る 。 本 発 明 の 予 防 剤 は 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防
す る の に 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 更 に 含 む ： (e) 候 補 薬 剤 を RyR2を 含 有 す る 細 胞
の 培 養 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び 、 (f) 上 記 薬 剤 が 上 記 細 胞 内 の RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に
対 す る 作 用 を 有 す る か ど う か を 判 定 す る 工 程 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 “ RyR2関
連 生 物 学 的 事 象 ” は 、 RyR2レ ベ ル 又 は 活 性 が 関 与 す る 生 化 学 又 は 生 理 学 的 過 程 を 含 む 。 本
明 細 書 に お い て 開 示 す る よ う に 、 RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は
な い が 、 心 筋 細 胞 の EC連 関 及 び 収 縮 が あ る 。 本 発 明 の こ の 方 法 に よ れ ば 、 候 補 薬 剤 は 、 １
種 以 上 の 細 胞 (好 ま し く は 、 心 筋 細 胞 )と 生 体 外 で 接 触 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 培 養 物 を 、
候 補 薬 剤 を 含 有 す る 製 剤 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 得 る 。 そ の 後 、 RyR2関 連 生 物 学 的 事 象
に 対 す る 候 補 薬 剤 の 作 用 を 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 単 チ ャ ン ネ ル 記 録 法 の よ う な 当 該
技 術 に お い て 公 知 の 任 意 の 生 物 学 的 ア ッ セ イ 法 又 は 方 法 及 び 本 明 細 書 に お い て 開 示 す る 任
意 の 他 の 方 法 に よ り 評 価 し 得 る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 上 述 の 同 定 方 法 に よ り 同 定 し た 薬 剤 、 並 び に 該 薬 剤 と 製 薬 上 許 容 し 得
る 担 体 を 含 む 製 薬 組 成 物 に 関 す る 。 該 薬 剤 は 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 に お
い て 、 更 に 他 の RyR2関 連 症 状 の 治 療 又 は 予 防 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。 本 明 細 書 に お い て
使 用 す る と き 、 “ RyR2関 連 症 状 ” は 、 RyR2レ ベ ル 又 は 活 性 が 関 与 す る 症 状 、 疾 患 又 は 障 害
で あ り 、 RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 を 含 む 。 RyR2関 連 症 状 は 、 対 象 者 に 対 象 者 の RyR2関 連 症 状
を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 な 量 の 上 記 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ り 、 対 象 者 に お い て 治 療
又 は 予 防 し 得 る 。 こ の 量 は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 容 易 に 決 定 し 得 る こ と で あ る 。 １ つ の 実 施
態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 記 薬 剤 を 対 象 者 に 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す
る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と に よ る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 使 用 す る 薬 剤 の 生 体 内 同 定 方 法
も 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a) RyR2を 含 有 す る 動 物 を 取 得 し 又 は 産 生 さ
せ る 工 程 ； (b) 候 補 薬 剤 を 上 記 動 物 に 投 与 す る 工 程 ； (c) 上 記 動 物 を 細 胞 内 の RyR2リ ン 酸
化 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る １ 以 上 の 条 件 に 暴 露 さ せ る 工 程 ； 及 び 、 (d) 上 記 薬 剤
が 上 記 動 物 内 の RyR2結 合 FKBP12.6レ ベ ル の 低 下 を 抑 制 又 は 阻 止 し て い る か ど う か を 判 定 す
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る 工 程 。 該 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 更 に 含 む ： (e) RyR2を 含 有 す る 動 物 に 上 記 薬 剤 を 投 与 す
る 工 程 ； 及 び 、 (f) 上 記 薬 剤 が 上 記 動 物 内 の RyR2関 連 生 物 学 的 事 象 に 対 す る 作 用 を 有 す る
か ど う か を 判 定 す る 工 程 。 ま た 、 こ の 方 法 に よ っ て 同 定 し た 薬 剤 ； こ の 薬 剤 を 含 む 製 薬 組
成 物 ； 及 び 、 こ の 薬 剤 を 対 象 者 に 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 効 な 量
で 投 与 す る こ と に よ る 、 対 象 者 の 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 の 予 防 方 法 も 提 供 す る 。
　 本 発 明 者 等 の 研 究 は 、 PKA活 性 を 遮 断 す る 化 合 物 が RyR2チ ャ ン ネ ル の 活 性 を 低 下 さ せ て
細 胞 中 へ の 少 な め の カ ル シ ウ ム 放 出 を も た ら す こ と が 期 待 さ れ る で あ ろ う こ と を 実 証 し て
い る 。 RyR2チ ャ ン ネ ル に FKBP12.6結 合 部 位 で 結 合 す る が 、 該 チ ャ ン ネ ル が PKAに よ っ て リ
ン 酸 化 さ れ る と き に は 該 チ ャ ン ネ ル か ら 離 脱 し な い 化 合 物 も 、 PKA活 性 化 又 は RyR2チ ャ ン
ネ ル を 活 性 化 す る 他 の 誘 発 剤 に 応 答 し て チ ャ ン ネ ル 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 期 待 さ れ る 。
そ の よ う な 化 合 物 も 、 細 胞 中 へ の 少 な め の カ ル シ ウ ム 放 出 を も た ら す で あ ろ う 。 こ れ ら の
知 見 に 鑑 み 、 本 発 明 は 、 更 に 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 を 予 防 す る の に 有 用 で あ り 得 る 薬 剤
(こ れ ら の 薬 剤 が RyR2活 性 を 遮 断 又 は 抑 制 す る 点 で )を 同 定 す る さ ら な る ア ッ セ イ 法 も 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ 法 は 、 カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 染 料 (例 え ば 、 Fluo-3、 Fur
a-2等 )を 使 用 し て 、 RyR2チ ャ ン ネ ル を 介 し て の 細 胞 中 へ の カ ル シ ウ ム 放 出 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ し 得 る 。 細 胞 に 選 択 し た 蛍 光 染 料 を 負 荷 さ せ 、 そ の 後 、 RyR2活 性 化 剤 に よ り 刺 激
し て 、 細 胞 に 加 え た 化 合 物 が カ ル シ ウ ム 依 存 性 蛍 光 シ グ ナ ル を 低 下 さ せ た か 又 は さ せ な か
っ た か ど う か を 判 定 す る (Brillantes et al., Stabilization of calcium release chann
el (ryanodine receptor) function by FK506-binding protein. Cell, 77: 513-23, 199
4； Gillo et al., Calcium entry during induced differentiation in murine erythrol
eukemia cells. Blood, 81: 783-92, 1993； Jayaraman et al., Regulation of the inos
itol 1,4,5-trisphosphate receptor by tyrosine phosphorylation. Science, 272: 149
2-94, 1996)。 カ ル シ ウ ム 依 存 性 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 光 電 子 倍 増 管 に よ り モ ニ タ ー し て 、 以
前 に 開 示 さ れ た よ う な 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 分 析 し 得 る (Brillantes et al., Stabil
ization of calcium release channel (ryanodine receptor) function by FK506-bindin
g protein. Cell, 77: 513-23, 1994； Gillo et al., Calcium entry during induced di
fferentiation in murine erythroleukemia cells. Blood, 81: 783-92, 1993； Jayarama
n et al., Regulation of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor by tyrosine ph
osphorylation. Science, 272: 1492-94, 1996)。 こ の ア ッ セ イ は 、 マ ル チ ウ ェ ル 板 を 使
用 し て 、 容 易 に 自 動 化 し て 多 数 量 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。
　 RyR2介 在 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 放 出 の PKA依 存 活 性 化 を 抑 制 す る 化 合 物 を 同 定 す る に は 、 ア
ッ セ イ 法 は 、 Sf9、 HEK293又 は CHO細 胞 の よ う な 異 種 発 現 系 中 で の 組 換 え RyR2チ ャ ン ネ ル の
発 現 を 含 み 得 る (Brillantes et al., Stabilization of calcium release channel (ryan
odine receptor) function by FK506-binding protein. Cell, 77: 513-23, 1994)。 ま た
、 RyR2は 、 ベ ー タ ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー と 共 発 現 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 共 発 現
は 、 ベ ー タ ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー 作 用 薬 の 添 加 に 応 答 し て の RyR2活 性 化 に 対 す る 化 合 物
の 作 用 の 評 価 を 可 能 に す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 心 不 全 の 程 度 に 相 関 す る RyR2の PKAリ ン 酸 化 レ ベ ル も 、 ア ッ セ イ し 、 そ の 後 、 RyR
2チ ャ ン ネ ル の PKAリ ン 酸 化 を 遮 断 す る よ う に 設 計 し た 化 合 物 の 有 効 性 を 判 定 す る の に 使 用
し 得 る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 RyR2タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 性 で あ る 抗 体 の 使 用 に 基 づ
く 。 例 え ば 、 RyR2チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ 、 そ の 後 、 PKA及 び [γ 3 2 P]-ATPに
よ り 逆 リ ン 酸 化 さ せ 得 る 。 そ の 後 、 RyR2タ ン パ ク 質 に 移 行 し た 放 射 性 [ 3 2 P]標 識 量 を 、 ホ
ス ホ ル イ メ ー ギ ャ ー (phosphorimager)を 使 用 し て 測 定 す る (Marx et al., PKA phosphoryl
ation dissociates FKBP12.6 from the calcium release channel (ryanodine receptor)
: defective regulation in failing hearts. Cell, 101: 365-76,2000)。
　 本 発 明 の も う １ つ の ア ッ セ イ 法 は 、 Ser 2809上 で PKAリ ン 酸 化 さ れ る RyR2を 検 出 す る リ
ン エ ピ ト ー プ 特 異 性 抗 体 の 使 用 を 含 む 。 そ の よ う な 抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、
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心 不 全 及 び 心 不 整 脈 の 治 療 有 効 性 を 評 価 す る の に 使 用 し 得 る 。 更 に 、 RyR2 S2809A及 び RyR
2S 2809D組 込 み (knock-in)マ ウ ス を 使 用 し て も 心 不 全 及 び 心 不 整 脈 の 治 療 有 効 性 を 評 価 し
得 る 。 そ の よ う な マ ウ ス は 、 RyR2の PKA過 剰 リ ン 酸 化 が 心 不 全 及 び 心 不 整 脈 の 寄 与 因 子 で
あ る 証 拠 を 、 RyR2 S2809A変 異 が 心 不 全 及 び 不 整 脈 を 抑 制 す る こ と 及 び RyR2 S2809D変 異 が
心 不 全 及 び 不 整 脈 を 悪 化 さ せ る こ と を 示 す こ と に よ っ て 更 に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　
　 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 誘 導 体 は 、 JTV-519の よ う な 生 物 学 的 活 性 分 子 の 調 製 に お け る 重
要 な 構 築 用 基 材 で あ る 。 本 発 明 者 等 は 、 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ
ア ゼ ピ ン の よ う な 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 中 間 化 合 物 の 新 規 な 調 製 方 法 を 開 発 し た 。 本 発 明
者 等 の 方 法 は 、 容 易 に 入 手 で き 且 つ 安 価 な 出 発 物 質 を 使 用 し て 、 高 収 率 の 主 要 1,4-ベ ン ゾ
チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 を 調 製 す る 。
　 1990年 代 の 早 期 に 、 Kaneko等 (米 国 特 許 第 5,416,066号 ； WO 92/12148号 ； JP第 4230681号
)は 、 JTV-519を 、 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン (1,4-ベ ン ゾ
チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 )を 塩 化 ア ク リ ロ イ ル と 反 応 さ せ 、 そ の 後 、 得 ら れ た 生 成 物 を 4-ベ ン ジ
ル ピ ペ リ ジ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る こ と を 開 示 し た 。
　 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 及 び 同 様 な 化 合 物 の ２ つ の 調
製 方 法 が 以 前 に 文 献 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 Kaneko等 (米 国 特 許 第 5,416,066号 )が 開 示
し た 第 １ の 方 法 は 、 2,5-ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 に よ り 出 発 し た ６ 工 程 の 合 成 経 路 を 含 ん で
い た 。 こ の 方 法 に お い て は 、 2,5-ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 を 硫 酸 ジ メ チ ル に よ り 選 択 的 に メ
チ ル 化 す る 。 そ の 後 、 得 ら れ た 化 合 物 を ジ メ チ ル チ オ カ ル バ モ イ ル ク ロ ラ イ ド と 20時 間 反
応 さ せ 、 次 い で 、 高 温 (270℃ )に 9時 間 供 す る 。 こ の 工 程 の 生 成 物 を メ タ ノ ー ル 中 の ナ ト リ
ウ ム メ ト キ シ ド と 一 緒 に 20時 間 還 流 さ せ る 。 そ の 後 、 該 還 流 工 程 の 生 成 物 を 塩 基 性 条 件 下
に 高 温 で 2-ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン と 反 応 さ せ て 環 状 化 ア ミ ド を 調 製 す る 。 こ の 環 状 化 ア ミ ド
を LiAlH 4 に よ っ て 還 元 し て 、 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン (1
,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 )を 得 て い る 。
　 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン の 第 ２ の 調 製 方 法 は 、 Hitosh
iに よ っ て 日 本 特 許 (JP第 10045706号 )に お い て 開 示 さ れ た 。 こ の 方 法 は 、 2-ブ ロ モ -5-メ ト
キ シ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド に よ り 出 発 す る 。 臭 化 物 を NaSMeで 置 換 し 、 得 ら れ た 生 成 物 を 塩 素
で 酸 化 し 、 そ の 後 、 水 中 で 還 流 さ せ て 、 ジ ス ル フ ィ ド ジ ア ル デ ヒ ド を 得 る 。 該 ジ ア ル デ ヒ
ド を 2-ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し 、 得 ら れ た 生 成 物 を NaBH 4 の よ う な 還 元 剤 と 反 応 さ せ
る 。 得 ら れ た 化 合 物 を 環 状 化 し て 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ
ン を 得 て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 最 初 、 本 発 明 者 等 は 、 上 述 の 方 法 を 使 用 し て 、 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 、 7-メ ト キ
シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン を 調 製 す る こ と を 試 み た 。 し か し な が ら
、 本 発 明 者 等 は 、 Kaneko等 (米 国 特 許 第 5,416,066号 )が 開 示 し た 第 １ の 方 法 は 、 高 温 及 び
長 反 応 時 間 の 合 成 工 程 を 含 む こ と を 見 出 し た 。 更 に 、 本 発 明 者 等 は 、 ３ 番 目 の チ オ 化 中 間
体 の チ オ 基 は 空 気 に よ っ て ジ ス ル フ ィ ド 化 合 物 に 容 易 に 酸 化 さ れ 、 そ の 後 の 環 状 化 生 成 物
の 合 成 を 不 可 能 に す る こ と も 見 出 し た 。 ま た 、 本 発 明 者 等 は 、 Hitoshi (JP第 10045706号 )
が 開 示 し た 方 法 は 、 Cl 2 を 含 む こ と 及 び １ 番 目 の 中 間 体 の 調 製 の た め に は 、 NaSMeに よ る 臭
化 物 の 置 換 は 別 に し て も 、 他 の 特 許 方 法 を 使 用 し な け れ ば な ら な い と 判 断 し た 。
　 上 記 の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 本 発 明 者 等 は 、 容 易 に 入 手 で き 且 つ 安 価 な 出 発 物 質 か ら
7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン を 製 造 す る 新 規 な 方 法 を 開 発 し
た 。 本 発 明 者 等 の 方 法 は 、 単 離 及 び 精 製 工 程 を 簡 素 化 し 、 下 記 の 式 で 示 さ れ る 一 般 的 構 造
を 有 す る 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 及 び 他 の 化 合 物 の よ う
な 各 種 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 を 調 製 す る の に 使 用 し 得 る ：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ の 方 法 は 、 JTV-519を 調 製 す る の に も 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 上 記 に 鑑 み 、 本 発 明 は 、 下 記 の 式 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
 (式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り ； Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ：
　 (a) 下 記 の 式 ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 、 任 意 成 分 と し て の 触 媒 の 存 在 下 に 、 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b) 工 程 (a)で 調 製 し た 化 合 物 を ジ ア ゾ 化 剤 及 び ジ ス ル フ ィ ド で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (c) 工 程 (b)で 調 製 し た 化 合 物 を ク ロ ラ イ ド 及 び ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し て 、 下 記
の 式 ：
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (d) 工 程 (c)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 テ ト ラ ヒ ド ロ レ ー ト の 存 在 下 に 、 還 元 剤 及 び 塩 基 で
処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ； 及 び 、
　 (e) 工 程 (d)で 調 製 し た 化 合 物 を 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
(Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 。
　 本 発 明 の 上 記 方 法 に よ れ ば 、 工 程 (a)に お け る 還 元 剤 は 、 H 2 で あ り 得 る 。 更 に 、 工 程 (b)
に お け る ジ ア ゾ 化 剤 は NaNO 2 で あ り 得 、 工 程 (b)に お け る ジ ス ル フ ィ ド は Na 2 S 2 で あ り 得 る
。 更 に ま た 、 工 程 (c)に お け る ク ロ ラ イ ド は 、 SOCl 2 で あ り 得 る 。 工 程 (d)に お け る 還 元 剤
は ト リ メ チ ル ホ ス フ ィ ン (PMe 3 )で あ り 得 、 ま た 、 工 程 (d)に お け る 塩 基 は ト リ エ チ ル ア ミ
ン で あ り 得 る 。 も う １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 工 程 (e)に お け る 還 元 剤 は 、 LiAlH 4 で あ
り 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 下 記 の 式 ：
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
 (式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り ； Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ：
　 (a) 下 記 の 式 ：
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【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 、 3-ブ ロ モ プ ロ ピ オ ン 酸 ク ロ ラ イ ド 及 び 下 記 の 式 ：
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
 (Rは 、 上 記 で 定 義 し た と お り で あ る )
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 。
　 例 え ば 、 下 記 の 式 ：
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
(式 中 、 R = OR'、 SR'、 NR'、 ア ル キ ル 又 は ハ ラ イ ド で あ り ； R' = ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 又
は Hで あ り ； Rは 、 位 置 2、 3、 4又 は 5に あ り 得 る )
を 有 す る 化 合 物 は 、 下 記 の と お り に 合 成 し 得 る ：

10

20

30

(28) JP 2007-507536 A 2007.3.29



【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 更 に 、 下 記 の 式 ：
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ：
　 (a) 下 記 の 式 ：
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 、 任 意 成 分 と し て の 触 媒 の 存 在 下 に 、 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
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【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b) 工 程 (a)で 調 製 し た 化 合 物 を ジ ア ゾ 化 剤 及 び ジ ス ル フ ィ ド で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (c) 工 程 (b)で 調 製 し た 化 合 物 を ク ロ ラ イ ド 及 び ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン で 処 理 し て 、 下 記
の 式 ：
【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (d) 工 程 (c)で 調 製 し た 化 合 物 を 、 テ ト ラ ヒ ド ロ レ ー ト の 存 在 下 に 、 還 元 剤 及 び 塩 基 で
処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (e) 工 程 (d)で 調 製 し た 化 合 物 を 還 元 剤 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 下 記 の 式 ：
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【 化 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 の 合 成 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ：
　 (a) 下 記 の 式 ：
【 化 ２ ６ 】
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 、 3-ブ ロ モ プ ロ ピ オ ン 酸 ク ロ ラ イ ド 及 び 下 記 の 式 ：
【 化 ２ ７ 】
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 で 処 理 し て 、 下 記 の 式 ：
【 化 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 例 え ば 、 下 記 の 実 施 例 ７ 及 び 反 応 式 １ に 示 す よ う に 、 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド
ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン は 、 2-ニ ト ロ -5-メ ト キ シ 安 息 香 酸 か ら 次 の よ う に し て 調 製 し 得
る 。 2-ニ ト ロ -5-メ ト キ シ 安 息 香 酸 の ニ ト ロ 基 を 、 触 媒 と し て の Pd/Cと 一 緒 に H 2 を 使 用 し
て 還 元 し て 2-ア ミ ノ -5-メ ト キ シ 安 息 香 酸 を 得 る 。 2-ア ミ ノ -5-メ ト キ シ 安 息 香 酸 を NaNO 2
に よ り ジ ア ゾ 化 し 、 次 い で Na 2 S 2 で 処 理 し て 、 安 定 な ジ ス ル フ ィ ド 化 合 物 を 調 製 し 得 る 。
更 に 精 製 す る こ と な く 、 安 定 な ジ ス ル フ ィ ド 化 合 物 を SOCl 2 で 処 理 し 、 次 い で 、 Et 3 Nの 存
在 下 に 、 2-ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン と 反 応 さ せ て 、 ア ミ ド を 得 る こ と が で き る 。 そ の 後 、 ア ミ
ド 化 合 物 を 、 ワ ン ポ ッ ト 手 順 に よ り 、 次 の よ う に し て 環 状 化 化 合 物 に 転 化 で き る 。 還 元 剤
(ト リ メ チ ル ホ ス フ ィ ン 又 は ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン の よ う な )及 び 塩 基 (ト リ エ チ ル ア ミ
ン の よ う な )を THF (テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 塩 )中 の ア ミ ド 化 合 物 溶 液 に 添 加 し 得 る 。 得 ら れ た
反 応 混 合 物 は 、 そ の 後 、 3時 間 還 流 さ せ 得 る 。 還 元 剤 (ト リ メ チ ル ホ ス フ ィ ン 又 は ト リ フ ェ
ニ ル ホ ス フ ィ ン )は ジ ス ル フ ィ ド (S-S)を そ の モ ノ ス ル フ ィ ド (-S)に 開 裂 さ せ 、 こ の モ ノ ス
ル フ ィ ド が そ の 場 で ク ロ ラ イ ド に よ る 分 子 内 環 状 化 を 受 け て 環 状 化 ア ミ ド を 生 成 す る 。 そ
の 後 、 環 状 化 ア ミ ド を LiAlH 4 で 還 元 し て 、 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 、 7-メ ト キ シ -2,3
,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン を 得 る こ と が で き る 。 JTV-519は 、 7-メ ト キ シ -
2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン か ら 、 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1
,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン を 3-ブ ロ モ プ ロ ピ オ ン 酸 ク ロ ラ イ ド と 反 応 さ せ 、 次 い で 、 得 ら れ た
化 合 物 を 4-ベ ン ジ ル ピ ペ リ ジ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る 。
　 例 え ば 、 下 記 の 実 施 例 ８ 及 び 反 応 式 ２ に 示 す よ う に 、 放 射 能 標 識 JTV-519は 、 以 下 の よ
う に し て 調 製 し 得 る 。 JTV-519を 、 BBr 3 を 使 用 し て 、 フ ェ ニ ル 環 に お い て 脱 メ チ ル 化 し 得
る 。 そ の 後 、 得 ら れ た フ ェ ノ ー ル 化 合 物 を 、 塩 基 (NaHの よ う な )の 存 在 下 に 、 放 射 能 標 識
メ チ ル 化 剤 ( 3 H-ジ メ チ ル ス ル フ ェ ー ト の よ う な )に よ り 再 メ チ ル 化 し て 、 3 H-標 識 JTV-519
を 調 製 し 得 る 。
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　 更 に 、 本 発 明 は 、 放 射 能 標 識 JTV-519を 含 む 組 成 物 も 提 供 す る 。 JTV-519の 標 識 化 は 、 当
該 技 術 に お い て 公 知 の 種 々 の 異 な る 放 射 性 標 識 の １ つ を 使 用 し て 達 成 し 得 る 。 本 発 明 の 放
射 性 標 識 は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 で あ り 得 る 。 放 射 性 同 位 元 素 は 、 検 出 し 得 る 放 射 線
を 発 出 し 得 る 任 意 の 同 位 元 素 で あ り 得 、 限 定 す る も の で は な い が 、 3 5 S、 3 2 P、 1 2 5 I、 3 H又
は 1 4 Cが あ る 。 放 射 性 同 位 元 素 か ら 発 出 さ れ た 放 射 活 性 は 、 当 該 技 術 に お い て 周 知 の 方 法
に よ り 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 か ら の ガ ン マ 放 射 は 、 ガ ン マ 画 像 法 、 と り わ
け シ ン チ グ ラ フ 画 像 法 を 使 用 し て 検 出 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ 実 施 例 ）
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に お い て 説 明 す る が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 理 解 を 助 け る
た め に 提 示 す る も の で あ り 、 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 定 義 す る よ う な 本 発 明 の 範 囲 を 如 何
な る 形 に お い て も 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で は な い 。
　
　
　 FKBP12.6欠 損 マ ウ ス を 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に し て 産 生 さ せ た (Wehrens et al.,
 FKBP12.6 deficiency and defective calcium release channel (ryanodine receptor) 
function linked to exercise-induced sudden cardiac death. Cell, 113:829-40, 2003
)。 要 す る に 、 ヒ ト FK506結 合 性 タ ン パ ク 質 12.6 (FKBP12.6)の マ ウ ス 相 同 分 子 種 に 対 す る
マ ウ ス ゲ ノ ム λ フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 、 全 長 マ ウ ス cDNAプ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 DBA/llacJラ
イ ブ ラ リ ー か ら 分 離 し た 。 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 、 3.5 kbの マ ウ ス ゲ ノ ム DNAを PGK
-neo選 択 性 マ ー カ ー で 置 換 す る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス FKBP12.6に 対 す る コ ー ド 配 列 全 体 を
含 有 す る エ ク ソ ン 3及 び 4 (Bennett et al., Identification and characterization of t
he murine FK506 binding protein (FKBP) 12.6 gene. Mamm. Genome, 9: 1069-71, 1998
)を 欠 落 す る よ う に 設 計 し た 。 5.0-kb 5'フ ラ グ メ ン ト 及 び 1.9-kb 3'フ ラ グ メ ン ト を 、 pJN
S2、 即 ち 、 PGK-neo及 び PGK-TKカ セ ッ ト を 有 す る 主 鎖 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 DBA
/lacJ胚 幹 (ES)細 胞 を 、 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 、 増 殖 さ せ 、 移 入 さ せ た 。 タ
ー ゲ ッ ト 化 ES細 胞 を 先 ず サ ザ ン 分 析 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ５ つ の 陽 性 ES細 胞 系 を PCR
に よ り 分 析 し て 相 同 組 換 え を 確 認 し た 。 雄 キ メ ラ 体 を DBA/llacJ雌 と 交 配 さ せ 、 生 殖 細 胞
系 列 子 孫 を ブ ラ ウ ン コ ー ト 色 に よ り 同 定 し た 。 生 殖 細 胞 系 列 子 孫 は 、 5'サ ザ ン 分 析 を 使 用
し て 遺 伝 子 型 を 特 定 し た 。 陽 性 FKBP12.6 + / - 雄 と 雌 を 交 配 さ せ た と こ ろ 、 子 孫 は お よ そ 25%
の 頻 度 で FKBP12.6 - / - マ ウ ス を 生 じ て い た 。 FKBP12.6 - / - マ ウ ス は 、 繁 殖 性 で あ っ た 。
　 FKBP12.6 - / - マ ウ ス で 実 施 し た 試 験 は 、 全 て 、 対 照 と し て 、 年 齢 及 び 性 別 を 整 合 さ せ た F
KBP12.6 + / + マ ウ ス を 使 用 し た 。 以 下 の 背 景 に お い て 産 生 さ せ た FKBP12.6 - / - マ ウ ス 間 に お
い て 差 異 は 観 察 さ れ な か っ た ： DBA/C57BL6混 成 、 純 DBA及 び 純 C57BL6.
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　
　 FKBP12.6 + / + マ ウ ス 及 び FKBP12.6 - / - マ ウ ス を 、 コ ロ ン ビ ア 大 学 の Institutional Animal
 Care and Use Committeeに よ っ て 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 保 育 し 試 験 し た 。 マ
ウ ス を 、 2.5%イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 麻 酔 を 使 用 し て 麻 酔 さ せ た 。 歩 行 動 物 の ECG無 線 遠 隔 測 定
記 録 を 腹 腔 内 埋 込 み 後 の >7日 に お い て 取 得 し た (Data Sciences International社 、 ミ シ ガ
ン 州 セ ン ト ポ ー ル ) (Wehrens et al., FKBP12.6 deficiency and defective calcium rel
ease channel (ryanodine receptor) function linked to exercise-induced sudden car
diac death. Cell, 113: 829-40, 2003)。 ス ト レ ス 試 験 に お い て は 、 マ ウ ス を 傾 斜 ト レ ッ
ド ミ ル 上 で 疲 労 す る ま で 運 動 さ せ 、 そ の 後 、 エ ピ ネ フ リ ン (0.5～ 2.0 mg/kg)を 腹 腔 内 注 入
し た (Wehrens et al., FKBP12.6 deficiency and defective calcium release channel (
ryanodine receptor) function linked to exercise-induced sudden cardiac death. Ce
ll, 113: 829-40, 2003)。 歩 行 動 物 の 安 静 時 心 拍 数 を 4時 間 に 亘 っ て 平 均 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 RyR2上 の PKAタ ー ゲ ッ ト 部 位 の 変 異 誘 発 (RyR2-S2809D)を 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に
し て 実 施 し た (Wehrens et al., FKBP12.6 deficiency and defective calcium release c
hannel (ryanodine receptor) function linked to exercise-induced sudden cardiac d
eath. Cell, 113: 829-40, 2003)。 HEK293細 胞 に 、 Ca 2 + ホ ス フ ェ ー ト 沈 降 法 を 使 用 し て 、
20μ gの RyR2野 生 タ イ プ (WT)又 は 変 異 体 cDNA及 び 5μ gの FKBP12.6cDNAを 共 移 入 し た 。 RyR2
チ ャ ン ネ ル を 含 有 す る 小 胞 を 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に し て 調 製 し た (Wehrens et al
., FKBP12.6 deficiency and defective calcium release channel (ryanodine receptor
) function linked to exercise-induced sudden cardiac death. Cell, 113: 829-40, 2
003)。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　
　 心 臓 SR膜 を 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に し て 調 製 し た (Marx et al., PKA phosphoryl
ation dissociates FKBP12.6 from the calcium release channel (ryanodine receptor)
: defective regulation in failing hearts. Cell, 101: 365-76, 2000； Kaftan et al.
, Effects of rapamycin on ryanodine receptor/Ca( 2 + ) -release channels from cardia
c muscle. Circ Res., 78:990-97 ,1996)。 3 5 S標 識 FKBP12.6を 、 Promega社 (ウ ィ ス コ ン シ
ン 州 マ ジ ソ ン )か ら の TNT T M  Quick Coupled Transcription/Translationシ ス テ ム を 使 用 し
て 、 産 生 さ せ た 。 [ 3 H]リ ア ノ ジ ン 結 合 性 を 使 用 し て RyR2レ ベ ル を 定 量 し た 。 100μ gの ミ ク
ロ ソ ー ム を 100μ lの 10-mM イ ミ ダ ゾ ー ル 緩 衝 液 (pH 6.8)中 で 希 釈 し 、 250-nM (最 終 濃 度 )
の [ 3 5 S]-FKBP12.6と 一 緒 に 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 500μ lの 氷 冷 イ ミ ダ
ゾ ー ル 緩 衝 液 に よ り 失 活 さ せ た 。 サ ン プ ル を 100,000gで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 イ ミ ダ ゾ ー ル
緩 衝 液 中 で ３ 回 洗 浄 し た 。 結 合 [ 3 5 S]-FKBP12.6の 量 を 、 ペ レ ッ ト の 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン
計 数 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　
　 ミ ク ロ ソ ー ム (50μ g)の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 、 抗 -FKBP12/12.6 (1： 1,000)、 抗 -RyR
 (5029； 1： 3,000) (Jayaraman et al., FK506 binding protein associated with the c
alcium release channel (ryanodine receptor). J. Biol. Chem., 267:9474-77, 1992)
、 又 は 抗 -ホ ス ホ RyR2 (P2809； 1： 5,000)に よ り 、 開 示 さ れ て い る よ う に し て 、 室 温 で 1時
間 実 施 し た (Reiken et al., Beta-blockers restore calcium release channel function
 and improve cardiac muscle performance in human heart failure. Circulation, 107
:2459-66, 2003)。 P2809-ホ ス ホ エ ピ ト ー プ 特 異 性 抗 -RyR2抗 体 は 、 Ser 2 8 0 9 で PKA-リ ン 酸
化 し た RyR2に 相 応 す る ペ プ チ ド の CRTRRI-(pS)-QTSQを 使 用 し て 、 Zymed Laboratories社 (
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン フ ラ ン シ ス コ )に よ り 特 注 製 造 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ
ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 で あ る 。 HRP-標 識 抗 -ウ サ ギ IgG (1： 5,000希 釈 ； Transduction Laborat
ories社 、 ケ ン タ ッ キ ー 州 レ キ シ ン ト ン )と 一 緒 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ブ ロ ッ ト を 、 EC
L (Amersham Pharmacia社 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ )を 使 用 し て 展 開 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　
　 マ ウ ス 心 臓 由 来 の 天 然 RyR2又 は 組 換 え RyR2の 単 チ ャ ン ネ ル 記 録 を 、 0 mVの 電 圧 固 定 条 件
下 に 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に し て 獲 得 し た (Marx et al., PKA phosphorylation di
ssociates FKBP12.6 from the calcium release channel (ryanodine receptor): defect
ive regulation in failing hearts. Cell, 101: 365-76, 2000)。 チ ャ ン ネ ル 記 録 用 に 使
用 し た 対 称 溶 液 は 、 次 の と お り で あ っ た 。 ト ラ ン ス コ ン パ ー ト メ ン ト ： HEPES、 250 mmol/
L； Ba(OH) 2 、 53 mmol/L (幾 つ か の 試 験 に お い て は 、 Ba(OH) 2 を Ca(OH) 2 で 置 換 え た )； pH 7
.35、 及 び シ ス コ ン パ ー ト メ ン ト ： HEPES、 250 mmol/L； Tris-塩 基 、 125 mmol/L； EGTA、 1
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.0 mmol/L； CaCl 2 、 0.5 mmol/L； pH 7.35。 特 に 断 ら な い 限 り 、 単 チ ャ ン ネ ル 記 録 は 、 シ
ス コ ン パ ー ト メ ン ト 中 で 、 150-nM [Ca 2 + ]及 び 1.0-mM [Mg 2 + ]の 存 在 下 に 行 な っ た 。 リ ア ノ
ジ ン (5 mM)を シ ス コ ン パ ー ト メ ン ト に 加 え て 全 チ ャ ン ネ ル の 同 一 性 を 確 認 し た 。 デ ー タ は
、 Fetchanソ フ ト ウ ェ ア (Axon Instruments社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ユ ニ オ ン シ テ ィ ー )を 使
用 し て 、 デ ジ タ ル 化 電 流 記 録 か ら 分 析 し た 。 全 て の デ ー タ を 平 均 ± SEと し て 表 し て い る 。
不 対 ス チ ュ ー デ ン ト t-検 定 を 、 試 験 間 の 平 均 値 の 統 計 比 較 に お い て 使 用 し た 。 P<0.05の 値
を 統 計 的 に 有 意 と み な し た 。
　 RyR2チ ャ ン ネ ル に 対 す る JTV-519の 効 果 を 図 １ ～ ３ 及 び 表 １ (下 記 )に 示 す 。 図 ３ に お い
て 実 証 さ れ る よ う に 、 単 チ ャ ン ネ ル 試 験 は 、 特 異 性 PKAイ ン ヒ ビ タ ー 、 PKA 5 - 2 4 の 存 在 下 で
の PKAリ ン 酸 化 (C)と 比 較 し て 、 PKAリ ン 酸 化 後 の RyR2(D)の 増 大 し た 開 確 率 を 示 し て い た 。
単 チ ャ ン ネ ル 機 能 は 、 JTV-519の 存 在 下 に FKBP12.6と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た PKAリ ン 酸
化 RyR2 (E)に お い て 正 常 化 さ れ て い た 。 各 増 幅 ヒ ス ト グ ラ ム (右 側 )は 、 JTV-519及 び FKBP1
2.6に よ る 処 理 後 で は な い が 、 PKAリ ン 酸 化 RyR2に お け る 活 性 増 大 と 伝 導 度 低 下 開 放 を 明 ら
か に し て い る 。 図 ３ Fは 、 JTV-519の 存 在 下 で の FKBP12.6と 一 緒 の PKAリ ン 酸 化 RyR2の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン が 、 RyR2活 性 化 の Ca 2 + 依 存 性 を 右 方 向 に シ フ ト さ せ 、 こ の 依 存 性 を 未 リ ン
酸 化 チ ャ ン ネ ル の Ca 2 + 依 存 性 と 同 様 に し て い た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
JTV-519 (n =8)又 は 対 照 (n =6)で 治 療 し た FKBP12.6 + / - マ ウ ス 、 及 び JTV-519で 治 療 し た FK
BP12.6 - / - マ ウ ス (n = 5)に お け る 歩 行 ECGデ ー タ の 要 約 。 SCL = 洞 周 期 長 ； HR = 心 拍 ； ms
 = ミ リ 秒 ； bpm = 分 当 り の 拍 動 数 ； FKBP12.6 + / -  = FKBP12.6異 型 接 合 マ ウ ス ； FKBP12.6 -
/ -  = FKBP12.6欠 損 マ ウ ス
【 ０ ０ ４ ２ 】
　
　
　 生 体 内 試 験 に お い て 、 本 発 明 者 等 は 、 グ ラ ム 量 の JTV-519を 必 要 と し た 。 し か し な が ら
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表 １ ： 運 動 前 、 運 動 中 及 び 運 動 後 、 並 び に エ ピ ネ フ リ ン 注 入 後 の 歩 行 ECGデ ー タ

実 施 例 ７
1,4-ベ ン ズ チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 及 び JTV-519の 合 成



、 こ の 化 合 物 を 報 告 さ れ た 1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン 中 間 体 、 7-メ ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ
ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン (下 記 の 反 応 式 １ に お け る 化 合 物 6)か ら 調 製 す る 当 初 の 試 み は
、 不 成 功 で あ っ た 。 こ の 中 間 体 の チ オ 基 は 、 空 気 に よ り ジ ス ル フ ィ ド 化 合 物 に 容 易 に 酸 化
さ れ 、 こ の 化 合 物 は 環 状 化 生 成 物 (５ )の 合 成 を 不 可 能 に す る 。 こ の 問 題 を 克 服 す る た め 、
本 発 明 者 等 は 、 容 易 に 入 手 で き 且 つ 安 価 な 2-ニ ト ロ -5-メ ト キ シ 安 息 香 酸 (１ )に よ り 出 発
す る 新 規 な 方 法 を 開 発 し た 。 こ の 方 法 は 、 下 記 の 反 応 式 １ に 示 し て い る 。
　 触 媒 と し て の Pd/Cと 一 緒 に H 2 を 使 用 し て の 化 合 物 (１ )の ニ ト ロ 基 の 還 元 に よ り 、 2-ア ミ
ノ -5-メ ト キ シ 安 息 香 酸 (２ )を 定 量 的 収 率 で 得 た 。 化 合 物 (２ )を NaNO 2 に よ り ジ ア ゾ 化 し 、
次 い で Na 2 S 2 で 処 理 し て 、 安 定 な ジ ス ル フ ィ ド 化 合 物 (３ )を 80%の 収 率 で も っ て 調 製 し た 。
更 に 精 製 す る こ と な く 、 安 定 な ジ ス ル フ ィ ド (３ )を SOCl 2 で 処 理 し 、 次 い で 、 Et 3 Nの 存 在
下 に 、 2-ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ン と 反 応 さ せ て 、 ア ミ ド (４ )を 90%の 収 率 で 得 た 。 化 合 物 (４ )
を 、 ワ ン ポ ッ ト 手 順 に よ り 、 THF中 で の ト リ メ チ ル ホ ス フ ィ ン 及 び Et 3 Nに よ る 還 流 に よ っ
て 環 状 化 化 合 物 (５ )に 転 化 さ せ た 。 そ の 後 、 環 状 化 ア ミ ド (５ )を LiAlH 4 で 還 元 し て 、 7-メ
ト キ シ -2,3,4,5-テ ト ラ ヒ ド ロ -1,4-ベ ン ゾ チ ア ゼ ピ ン (６ )を 得 た 。

　 反 応 式 １ ：
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【 化 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 JTV-519は 、 化 合 物 (６ )を 3-ブ ロ モ プ ロ ピ オ ン 酸 ク ロ ラ イ ド と 反 応 さ せ 、 次 い で 、 得 ら
れ た 生 成 物 を 4-ベ ン ジ ル ピ ペ リ ジ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 JTV-519の 構 造
は 、 1 H NMRに よ り 確 立 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　
　 本 発 明 者 等 の 放 射 能 標 識 JTV-519の 新 規 な 合 成 方 法 を 下 記 の 反 応 式 ２ に 示 す 。 放 射 能 標
識 JTV-519を 調 製 す る た め に 、 JTV-519を フ ェ ニ ル 環 に お い て BBr 3 を 使 用 し て 脱 メ チ ル 化 さ
せ て 、 フ ェ ノ ー ル 化 合 物 (２ １ )を 得 た 。 フ ェ ノ ー ル 化 合 物 (２ １ )を 、 塩 基 (NaH)の 存 在 下
に 、 放 射 能 標 識 メ チ ル 化 剤 ( 3 H-ジ メ チ ル ス ル フ ェ ー ト )に よ り 再 メ チ ル 化 し て 、 3 H-標 識 JT
V-519を 調 製 し た (反 応 式 ２ )。
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実 施 例 ８
放 射 能 標 識 JTV-519の 合 成



　 反 応 式 ２ ：
【 化 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 発 明 を 明 確 化 及 び 理 解 を 目 的 と し て か な り 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 当 業 者 で あ れ ば
、 上 記 の 開 示 か ら 、 態 様 及 び 詳 細 に お け る 種 々 の 変 更 を 特 許 請 求 の 範 囲 に お け る 本 発 明 の
真 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く な し 得 る こ と を 認 識 さ れ た い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 図 １ 】 JTV-519が FKBP12.6 + / - マ ウ ス の 運 動 誘 発 性 心 室 性 不 整 脈 を 予 防 す る こ と を 実 証 す
る 。 (A) 未 治 療 FKBP12.6 + / - マ ウ ス 、 JTV-519で 治 療 し た FKBP12.6 + / - マ ウ ス 、 及 び JTV-519
で 治 療 し た FKBP12.6 - / - マ ウ ス の 代 表 的 な 24時 間 心 電 図 。 心 拍 に お い て 或 い は 測 定 し た ECG
パ ラ メ ー タ ー の い ず れ に お い て も 有 意 差 は な か っ た 。 (B) 上 方 透 写 図 ： 運 動 試 験 及 び 1.0m
g/kgエ ピ ネ フ リ ン 注 射 を 受 け た 未 治 療 FKBP12.6 + / - マ ウ ス に お い て 記 録 し た 持 続 性 多 源 性
心 室 頻 拍 の 例 。 中 央 透 写 図 ： 同 じ プ ロ ト コ ー ル 後 の JTV-519治 療 FKBP12.6 + / - マ ウ ス の 心 電
図 ； 不 整 脈 は 、 検 出 さ れ な か っ た 。 下 方 透 写 図 ： JTV-519で 治 療 し た FKBP12.6 - / - マ ウ ス に
お け る 運 動 誘 発 性 心 室 頻 拍 (VT)。 点 線 は 、 図 中 に 示 し て い な い 16.31秒 の VTを 示 す 。 ‘ P’
は P波 を 示 し 、 心 室 頻 拍 後 の 洞 律 動 を 指 標 す る 。 (C) JTV-519に よ り 治 療 し た 又 は 治 療 し な
か っ た そ れ ぞ れ の FKBP12.6 + / - マ ウ ス 及 び FKBP12.6 - / - マ ウ ス に お け る 突 然 心 臓 死 (左 側 )、
持 続 性 心 室 頻 拍 (>10拍 動 数 、 中 央 )及 び 非 持 続 性 心 室 頻 拍 (3～ 10回 の 異 常 拍 動 数 、 右 側 )の
数 量 化 を 示 す 棒 グ ラ フ 。 JTV-519に よ る 治 療 は 、 未 治 療 FKBP12.6 + / - マ ウ ス (n = 10)又 は JT
V-519で 治 療 し た FKBP12.6 - / - マ ウ ス (n = 5)と 比 較 し た と き 、 JTV-519で 治 療 し た FKBP12.6
+ / - マ ウ ス (n = 9)に お い て 運 動 -及 び エ ピ ネ フ リ ン -誘 発 性 不 整 脈 を 完 全 に 予 防 し て お り 、
JTV-519が 、 FKBP12.6を RyR2に 再 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 FKBP12.6 + / - マ ウ ス に お け る 不 整
脈 及 び 突 然 死 を 予 防 す る こ と を 示 唆 し て い た こ と に 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 図 ２ 】 JTV-519が 、 FKBP12.6 + / - マ ウ ス 中 の RyR2に 対 す る FKBP12.6の 親 和 性 を 増 大 さ せ る
こ と に よ り 、 運 動 誘 発 性 突 然 心 臓 死 (SCD)を 予 防 す る こ と を 示 す 。 (A～ B) 心 臓 リ ア ノ ジ ン
レ セ プ タ ー (RyR2)を 、 RyR2-5029抗 体 を 使 用 し て 免 疫 沈 降 さ せ た 。 そ れ ぞ れ 、 JTV-519の 不
存 在 又 は 存 在 下 で の 安 静 条 件 下 及 び 運 動 後 の 、 野 生 タ イ プ (FKBP12.6 + / + )マ ウ ス 、 FKBP12.
6 + / - マ ウ ス 及 び FKBP12.6 - / - マ ウ ス に お け る RyR2、 PKAリ ン 酸 化 RyR2(RyR2-pSer 2 8 0 9 抗 体 )
及 び FKBP12.6の 定 量 化 量 を 示 す イ ム ノ ブ ロ ッ ト (A)及 び 棒 グ ラ フ (B)を 示 し て い る 。 休 息 条
件 下 に お い て は 、 ～ 70%の FKBP12.6が FKBP12.6 + / - マ ウ ス 内 の RyR2と 結 合 し て い る 。 運 動 試
験 後 は 、 RyR2複 合 体 と 結 合 し た FKBP12.6の 量 は 、 FKBP12.6 + / - マ ウ ス に お い て 劇 的 に 低 下
し て い た が 、 こ の 低 下 は JTV-519に よ る 治 療 に よ り 救 済 し 得 て い た 。 (C) RyR2単 チ ャ ン ネ
ル を 、 運 動 試 験 及 び エ ピ ネ フ リ ン 注 入 後 に 得 た 心 臓 か ら 分 離 し た 。 JTV-519に よ る 事 前 治
療 有 り 及 び 無 し の FKBP12.6 + / - マ ウ ス 由 来 の チ ャ ン ネ ル 、 及 び JTV-519事 前 治 療 後 の FKBP12
.6 - / - マ ウ ス 由 来 の チ ャ ン ネ ル を 示 し て い る 。 RyR2チ ャ ン ネ ル 機 能 は 、 JTV-519に よ り 治 療

10

20

30

40

50

(37) JP 2007-507536 A 2007.3.29



し た 運 動 FKBP12.6 + / - マ ウ ス に お い て 正 常 化 さ れ て い る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 JTV-519
治 療 後 の 運 動 FKBP12.6 - / - マ ウ ス 由 来 の 代 表 的 な 単 チ ャ ン ネ ル は 、 心 臓 内 の FKBP12.6を JTV
-519の 作 用 に お い て 必 要 と す る こ と を 示 し て い る 。 点 線 は 、 不 完 全 チ ャ ン ネ ル 開 放 又 は ‘
伝 導 性 低 下 ’ 開 放 を 示 し て お り 、 FKBP12.6欠 乏 RyR2チ ャ ン ネ ル を 指 標 し て い る 。 左 の 透 写
図 は 5.0秒 を 示 し て お り 、 一 方 、 右 の 透 写 図 は 500ミ リ 秒 を 示 し て い る 。 図 中 、 Po = 開 確
率 で あ り ； To = 平 均 開 放 時 間 で あ り ； Tc = 平 均 閉 鎖 時 間 で あ り ； c = チ ャ ン ネ ル の 閉 鎖
状 態 で あ る 。 (D) 単 RyR2チ ャ ン ネ ル の 平 均 開 確 率 (上 記 参 照 )を 示 す 要 約 棒 グ ラ フ 。 JTV-51
9は 、 拡 張 期 カ ル シ ウ ム 濃 度 (150 nM)で の 運 動 試 験 後 、 FKBP12.6 + / - マ ウ ス 由 来 の RyR2の 開
確 率 を 劇 的 に 低 下 さ せ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 図 ３ 】 PKAリ ン 酸 化 RyR2チ ャ ン ネ ル に 対 す る 増 大 し た FKBP12.6結 合 親 和 性 に よ る JTV-519
正 常 化 RyR2チ ャ ン ネ ル 門 通 を 示 す 。 (A、 B) イ ヌ 心 臓 SR膜 (A)及 び 組 換 え 発 現 RyR2チ ャ ン ネ
ル を 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に し て 調 製 し た (Kaftan et al., Effects of rapamycin o
n ryanodine receptor/Ca( 2 + ) -release channels from cardiac muscle. Circ. Res., 78
: 990-97, 1996)。 (A) リ ア ノ ジ ン レ セ プ タ ー (RyR2)を 、 PKA触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト (40 U； Sig
ma Chemical社 、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )に よ り 、 PKAイ ン ヒ ビ タ ー 、 PKI 5 - 2 4 の 存 在 又 は
不 存 在 下 に リ ン 酸 化 緩 衝 液 (8 mM MgCl 2 、 10 mM EGTA、 及 び 50 mM Tris/PIPES； pH 6.8)中
で リ ン 酸 化 し た 。 各 サ ン プ ル を 100,000× gで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 緩 衝 液 (10m
M イ ミ ダ ゾ ー ル ； pH 7)中 で ３ 回 洗 浄 し た 。 組 換 え 発 現 FKBP12.6(最 終 濃 度  = 250nM)を 、
各 サ ン プ ル に 、 種 々 の 濃 度 の JTV-519の 不 存 在 又 は 存 在 下 に 添 加 し た 。 60分 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 各 サ ン プ ル 各 サ ン プ ル を 100,000× gで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 緩 衝
液 中 で ２ 回 洗 浄 し た 。 各 サ ン プ ル を 95℃ に 加 熱 し 、 SDS-PAGEを 使 用 し て サ イ ズ 分 割 し た 。
SRミ ク ロ ソ ー ム の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る よ う に し て (Jayaraman
 et al., FK506 binding protein associated with the calcium release channel (ryan
odine receptor). J. Biol. CHem., 267: 9474-77, 1992)、 抗 -FKBP12.6抗 体 (1： 1000)及
び 抗 -RyR2-5029抗 体 (1： 3,000)に よ り 実 施 し た 。 図 は 、 JTV-519に よ り 、 FKBP12.6が (A) P
KAリ ン 酸 化 RyR2(100nMで 部 分 的 に 結 合 ； 1000nMで 完 全 結 合 )又 は (B) 構 成 的 に PKAリ ン 酸 化
さ せ た RyR2チ ャ ン ネ ル で あ る RyR2-S2809D変 異 体 チ ャ ン ネ ル に 結 合 可 能 で あ る こ と を 実 証
し て い る 。 (C～ E) 特 定 の PKAイ ン ヒ ビ タ ー 、 PKI 5 - 2 4 の 存 在 下 で の PKAリ ン 酸 化 (C)と 比 較
し た と き の 、 PKAリ ン 酸 化 後 の RyR2 (D)の 増 大 し た 開 確 率 を 示 す 単 チ ャ ン ネ ル 試 験 。 単 チ
ャ ン ネ ル 機 能 は 、 JTV-519の 存 在 下 に FKBP12.6と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た PKAリ ン 酸 化 Ry
R2 (E)に お い て 正 常 化 さ れ て い た 。 チ ャ ン ネ ル 開 放 は 上 向 き で あ り 、 ダ ッ シ ュ は 完 全 開 放
の レ ベ ル (4 pA)を 示 し 、 文 字 ‘ c’ は 閉 鎖 状 態 を 示 す 。 チ ャ ン ネ ル は 、 圧 縮 (5秒 、 上 方 透
写 図 )及 び 拡 大 (500ミ リ 秒 、 下 方 透 写 図 )時 間 尺 度 で 示 し て お り 、 記 録 は 0mVに お い て で あ
る 。 各 増 幅 ヒ ス ト グ ラ ム (右 側 )は 、 JTV-519及 び FKBP12.6に よ る 処 理 後 で は な い が 、 PKAリ
ン 酸 化 RyR2に お け る 活 性 増 大 と 伝 導 度 低 下 開 放 を 明 ら か に し て い る 。 (F) 細 胞 質 [Ca 2 + ]の
関 数 と し て の 開 確 率 の 標 準 化 プ ロ ッ ト 。 JTV-519の 存 在 下 で の FKBP12.6と 一 緒 の PKAリ ン 酸
化 RyR2の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 RyR2活 性 化 の Ca 2 + 依 存 性 を 右 方 向 に シ フ ト さ せ 、 こ の 依
存 性 を 未 リ ン 酸 化 チ ャ ン ネ ル の Ca 2 + 依 存 性 と 同 様 に し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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