
(57)【要約】
ＭＮタンパク質を異常発現する脊椎動物の腫瘍発生前／腫瘍細胞の増殖を阻害するための
治療法を開示する。化合物、好ましくは膜不透過性化合物であって、ＭＮタンパク質／ポ
リペプチドの酵素活性を阻害し、腫瘍発生前／腫瘍性疾患の患者の治療に有用なものを判
別するためのスクリーニングアッセイを提供する。さらに、正の電荷を帯び、膜不透過性
の複素環式スルホンアミド CA阻害剤であって、膜結合性の炭酸脱水酵素 CA-IXに対する親
和性が高い化合物を調製する方法を開示している。好ましい CA-IX特異的阻害剤は、芳香
環式および複素環式スルホンアミド類であり、好ましくは膜不透過性である。特に好まし
い CA-IX特異的阻害剤は、そのような芳香環式および複素環式スルホンアミド類のピリジ
ニウム誘導体類である。本発明に従う CA-IX特異的阻害剤は、腫瘍発生前／腫瘍疾患の診
断／予後診断、ならびに、前癌性細胞、腫瘍および／もしくは転移の検出などを目的とす
る画像法にも使用することができる。 CA-IX特異的阻害剤は、放射線治療用に放射性同位
元素で標識する、または結合を形成することができる。 CA-IX特異的阻害剤は、従来から
使用されている治療用抗癌剤、癌関連経路に対するその他の別異の阻害剤、生体還元性薬
物、または各治療法の効果を増強するための放射線治療と組み合わせることができる。 CA
-IX特異的阻害剤は、 CA-IX特異的抗体、好ましくはモノクローナル抗体または生物学的に
活性な抗体フラグメント、より好ましくは、ヒト型化した、または完全にヒト型の CA-IX
特異的モノクローナル抗体もしくはそのようなモノクローナル抗体の生物学的に活性なフ
ラグメントと組み合わせることもできる。さらにまた、 CA-IX特異的阻害剤は、細胞表面
に CA-IXを発現する腫瘍発生前／腫瘍細胞に標的送達をするためのベクターと組み合わせ
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 前 癌 性 も し く は 癌 性 疾
患 を 有 す る 哺 乳 類 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 有 効 量 の 化 合 物 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ
と を 含 み 、 該 化 合 物 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て MN/CA-IX酵 素
活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た 、 有 機 分 子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は 該 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の
フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め ；
　 こ の と き 、 該 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 該 化 合 物 は MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な
阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ ； さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 メ
タ ゾ ラ ミ ド お よ び シ ア ナ ー ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で は な い 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  が 約 35nM未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  が 約 10nM未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 化 合 物 が 有 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 化 合 物 が 無 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 芳 香 環 式 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 有 機 化 合 物 が 、 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド が 、 置 換 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ り 、 ス ル ホ ン ア ミ ド
部 位 が 環 構 造 に 結 合 し て い る 芳 香 環 構 造 を 有 し 、 さ ら に 、 ハ ロ ゲ ン 基 、 ニ ト ロ 基 、 お よ び
ア ル キ ル ラ ジ カ ル が １ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル ア ミ ノ 基 よ り な る 群 か ら 独 立 し て
選 択 さ れ る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 置 換 基 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 類 の 炭 酸 脱 水 酵
素 の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も ２ 種 類 の
炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害 剤 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 化 合 物 が 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 炭 酸 脱 水 酵 素 の そ れ
ぞ れ の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 CA-II酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な
阻 害 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 CA-II酵 素 活 性 に 対 す る 前 記 化 合 物 の 阻 害 が 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 試 験 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 お よ び CA-IIの 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を CA-IIの 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー
ト し ；
　 ｃ ） 前 記 化 合 物 と 前 記 CA-IIと の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 反 応 容 器 内
の 無 水 ア セ ト ニ ト リ ル 中 に ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア セ タ ー ト を 含 む 基 質 溶 液 （ pH7.4） に 、 2
5℃ に お い て １ ～ ３ 分 間 か け て 加 え ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 前 記 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 、 吸 収 極 大 波 長 400n
mに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  を 求 め る 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド が 、 以 下 の 化 合 物 よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 前 記 化 合 物 が 、 以 下 の 化 合 物 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の 芳 香 環 内 の 少 な く と も １ 個 の 炭 素 原 子 に ハ ロ ゲ ン 原 子 が
結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 化 合 物 が 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 複 素 環 式 化 合 物 が 置 換 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ り 、 該 置 換 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア
ミ ド は 、 環 構 造 に 結 合 し て い る ス ル ホ ン ア ミ ド 部 位 を 有 し 、 さ ら に 、 ハ ロ ゲ ン 基 、 ニ ト ロ
基 、 お よ び ア ル キ ル ラ ジ カ ル が １ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る ア ル キ ル ア ミ ノ 基 よ り な る 群
か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 置 換 基 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド が ハ ロ ゲ ン 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 以 下 の 化 合 物 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 前 癌 性 も し く は 癌 性 疾
患 を 有 す る 哺 乳 類 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 膜 不 透 過 性 化 合 物 を 含 有 す る 組 成 物 の 治 療 有
効 量 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 膜 不 透 過 性 化 合 物 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た 、 有 機 分
子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は 該 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の
フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め ；
　 こ の と き 、 該 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 該 膜 不 透 過 性 化 合 物 は MN/CA-IX酵 素 活
性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  が 約 35nM未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  が 約 10nM未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 有 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 無 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 有 機 化 合 物 が 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 ま た は 複 素
環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法
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。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 類 の
炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害 剤 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も ２ 種 類 の 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力
な 阻 害 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 炭 酸 脱 水
酵 素 の そ れ ぞ れ の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害 剤
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 CA-IV酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 に 対 し て
よ り 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 CA-IV酵 素 活 性 に 対 す る 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 阻 害 が 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ
て 試 験 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 ：
　 ａ ） 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 お よ び CA-IVの 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 希 釈 液 を CA-IVの 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ
ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 前 記 化 合 物 と 前 記 CA-IVと の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 反 応 容 器 内
の 無 水 ア セ ト ニ ト リ ル 中 に ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア セ タ ー ト を 含 む 基 質 溶 液 （ pH7.4） に 、 2
5℃ に お い て １ ～ ３ 分 間 か け て 加 え ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 前 記 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 、 吸 収 極 大 波 長 400n
mに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  を 求 め る 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 、 ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド お よ び ４ － ア
ミ ノ エ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の
ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 ｎ は ０ 、 １ ま た は ２ で あ り ；
　 R2、 R3、 R4、 お よ び R6は 、 水 素 、 １ ～ 12個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル 部 位 お よ び ア リ ー
ル 部 位 よ り な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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　 R2は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル お よ
び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R3は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R4は 、 水 素 、 メ チ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R6は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 R3は 水 素 で あ り ；
　 R4お よ び R6は フ ェ ニ ル で あ り ；
　 ｎ が ０ で あ る と き 、 R2は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル
お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に 、
　 ｎ が １ ま た は ２ で あ る と き 、 R2は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ
－ ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 R3は 水 素 で あ り ；
　 R4は フ ェ ニ ル で あ り ；
　 ｎ が ０ で あ る と き 、 R2お よ び R6は 同 一 で あ っ て 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル お よ び
イ ソ プ ロ ピ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に 、
　 ｎ が １ ま た は ２ で あ る と き 、 R2お よ び R6は 同 一 で あ っ て 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ
ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ７
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 R2、 R3、 R4お よ び R6が メ チ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ｎ が ０ 、 １ も し く は ２ で あ る と き 、 R2、 R4お よ び R6は メ チ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ る ；
か 、 あ る い は 、
　 ｎ が １ も し く は ２ で あ る と き 、 R2は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り 、 R4は メ チ ル
で あ り 、 さ ら に 、 R6は メ チ ル も し く は イ ソ プ ロ ピ ル で あ る ； か 、 あ る い は 、
　 ｎ が ２ で あ る と き 、 R2お よ び R6は フ ェ ニ ル で あ り 、 R3お よ び R4は 水 素 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ｎ が ２ で あ る と き 、 R2お よ び R6は メ チ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り 、 R4は フ ェ ニ ル で あ る
； か 、 あ る い は 、
　 ｎ が ２ で あ る と き 、 R2お よ び R6は エ チ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り 、 R4は フ ェ ニ ル で あ る
； か 、 あ る い は 、
　 ｎ が ２ で あ る と き 、 R2、 R3、 R4お よ び R6は メ チ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ７ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 R1、 R2、 R3、 R4お よ び R5は 、 水 素 、 １ ～ 12個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル 部 位 お
よ び ア リ ー ル 部 位 よ り な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル お よ
び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R2は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R3は 、 水 素 、 メ チ ル 、 ｎ － ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R4は 水 素 で あ り ； さ ら に 、
　 R5は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル 、 ｎ
－ ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
　 R3は メ チ ル で あ り ； さ ら に 、
　 R1お よ び R5は 同 一 で あ っ て 、 メ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び tert－ ブ チ ル よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
　 R3は フ ェ ニ ル で あ り ； さ ら に 、
　 R1お よ び R5は 同 一 で あ っ て 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ
ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル お よ び ｎ － ブ チ ル よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ ；
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
　 R3お よ び R5は フ ェ ニ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り 、 R3は 水 素 ま た は メ チ ル で あ り 、 な ら び に 、 R1お よ び R5は フ ェ
ニ ル で あ る ； か 、 あ る い は 、
　 R1、 R2お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R3は フ ェ ニ ル で あ り 、 な ら び に 、 R4は 水 素 で あ る ； か
、 あ る い は 、
　 R1は メ チ ル で あ り 、 R2お よ び R4は 水 素 で あ り 、 な ら び に 、 R3お よ び R5は ｎ － ノ ニ ル で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 R1は メ チ ル も し く は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 な ら び に 、 R2お
よ び R4は 水 素 で あ る ； か 、 あ る い は 、
　 R1お よ び R5は 同 一 で あ っ て 、 メ チ ル も し く は エ チ ル で あ り 、 R2お よ び R4は 水 素 で あ り 、
な ら び に 、 R3は フ ェ ニ ル で あ る ； か 、 あ る い は 、
　 R1、 R2、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 な ら び に R4は 水 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 腫 瘍 細 胞 が MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 腫 瘍 を 有 す
る 患 者 に お い て 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 化 合 物 を 含 有 す る 組 成 物 の 治 療 有 効
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量 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 化 合 物 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ に お い て MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た 、 有 機 分 子 お よ び 無 機 分
子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は 該 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の
フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め ；
　 こ の と き 、 該 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 該 化 合 物 は MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な
阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ ； さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 メ
タ ゾ ラ ミ ド お よ び シ ア ナ ー ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で は な い 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 患 者 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る 、 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ
チ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R2は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R3は 、 水 素 、 メ チ ル 、 ｎ － ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R4は 水 素 で あ り ； さ ら に 、
　 R5は メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル 、 ｎ －
ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る が 、 た だ し 、
　 R2お よ び R4が 水 素 で あ っ て 、 R3お よ び R5が メ チ ル で あ る 場 合 に は 、 R1は メ チ ル で は な く
； さ ら に 、
　 R2お よ び R4が 水 素 で あ っ て 、 R3が フ ェ ニ ル で あ り 、 R5が メ チ ル で あ る 場 合 に は 、 R1は メ
チ ル で は な く ； さ ら に 、
　 R2お よ び R4が 水 素 で あ っ て 、 R3お よ び R5が フ ェ ニ ル で あ る 場 合 に は 、 R1は フ ェ ニ ル で は
な い 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
　 R3は メ チ ル で あ り ； さ ら に 、
　 R1お よ び R5は 同 一 で あ っ て 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び tert－ ブ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ 記 載 の 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
　 R3は フ ェ ニ ル で あ り ； さ ら に 、
　 R1お よ び R5は 同 一 で あ っ て 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル お よ び ｎ － ブ チ ル よ

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-509844 A 2006.3.23



り な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ 記 載 の 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ
リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル お よ び tert－ ブ チ ル
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 R2お よ び R4は 水 素 で あ り ； さ ら に 、
　 R3お よ び R5は フ ェ ニ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ 記 載 の 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ
ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 R1は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 な ら び に R2お よ び R4は 水 素 で あ
る ； か 、 あ る い は 、
　 R2お よ び Ｒ ４ は 水 素 で あ り 、 R3は 水 素 も し く は メ チ ル で あ り 、 な ら び に 、 R1お よ び R５
は フ ェ ニ ル で あ る ； か 、 あ る い は 、
　 R1、 R2お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R3は フ ェ ニ ル で あ り 、 な ら び に 、 R4は 水 素 で あ る ； か
、 あ る い は 、
　 R1、 R2、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 な ら び に 、 R4は 水 素 で あ る ； か 、 あ る い は 、
　 R1は メ チ ル で あ り 、 R3お よ び R5は ｎ － ノ ニ ル で あ り 、 な ら び に 、 R2お よ び R4は 水 素 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ 記 載 の 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 化 合 物 を 前 記 哺 乳 類 に 投 与 す る 前 に 、 該 化 合 物 に 放 射 性 同 位 元 素 を 結 合 さ せ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 哺 乳 類 に 、 放 射 線 を 照 射 し お よ び ／ ま た は 従 来 の 抗 癌 剤 、 化 学 療 法 剤 、 癌 関 連 経 路
に 対 す る 様 々 な 阻 害 剤 、 生 体 還 元 性 薬 物 、 CA-IX特 異 的 抗 体 、 お よ び CA-IX特 異 的 抗 体 の 生
物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 化 合 物 の 生
理 学 的 に 許 容 さ れ る 製 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 CA-IX特 異 的 抗 体 お よ び ／ ま た は CA-IX特 異 的 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト が ヒ ト 型 化 さ れ て
い る か 、 ま た は 完 全 に ヒ ト 型 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 CA-IX特 異 的 抗 体 お よ び ／ ま た は CA-IX特 異 的 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト が 、 細 胞 毒 性 物 質
に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け
ら れ る 前 癌 性 ま た は 癌 性 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 強 力 な CA-IX特 異
的 阻 害 剤 に 結 合 し た ベ ク タ ー を 含 む 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 製 剤 の 治 療 有 効 量 を 前 記 哺 乳 類
に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 ベ ク タ ー が 、 前 癌 性 も し く は 癌 性 の CA-IX発 現 細 胞 で は 存 在
し な い か ま た は 突 然 変 異 し て い る 野 生 型 遺 伝 子 を 発 現 し 、 さ ら に 該 野 生 型 遺 伝 子 の 産 物 が
該 細 胞 内 に お い て 抗 癌 効 果 を 有 す る か ； あ る い は 、 前 記 ベ ク タ ー が 細 胞 毒 性 タ ン パ ク 質 を
発 現 す る 遺 伝 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が 、 MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー も し く は MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー の フ ラ グ メ ン ト
を 含 み 、 こ こ で 、 該 プ ロ モ ー タ ー も し く は プ ロ モ ー タ ー の フ ラ グ メ ン ト は 、 １ ま た は 複 数
の 低 酸 素 症 応 答 配 列 を 含 み 、 該 プ ロ モ ー タ ー も し く は プ ロ モ ー タ ー の フ ラ グ メ ン ト は 、 前
記 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 細 胞 毒 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 前 記 遺 伝 子 に 対 し て 、 機 能 発 揮 で き
る よ う に 連 結 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 強 力 な CA-IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 以 下 の 工 程 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て C
A-IX酵 素 活 性 を 阻 害 す る と 判 断 さ れ た 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方
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法 ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は 該 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の
フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め ；
　 こ の と き 、 該 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 前 記 化 合 物 は MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力
な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ る 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 MN/CA-IXの 強 力 な 阻 害 剤 は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド お
よ び シ ア ナ ー ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 癌 状 態 あ る い は 癌 に 対 す る 診 断 ま た は 診 断 お よ び 予 後 診 断 の 方 法 で あ っ て 、 哺 乳 類 サ
ン プ ル に 、 標 識 ま た は 可 視 化 手 段 に 結 合 し た CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 接 触 さ せ 、 さ ら に 該 サ
ン プ ル 中 の 細 胞 上 の 該 標 識 ま た は 該 可 視 化 手 段 を 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 す る こ と に よ
り 、 該 サ ン プ ル 中 の 細 胞 へ の 該 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の 結 合 を 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 す
る 工 程 を 含 み 、 前 記 サ ン プ ル の 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 の レ ベ ル が 、 対 照 サ ン プ ル に お
け る も の よ り も 高 か っ た 場 合 に 、 前 記 サ ン プ ル 内 に CA-IXを 過 剰 発 現 す る 前 癌 細 胞 あ る い
は 癌 細 胞 の 存 在 が 示 唆 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 低 酸 素 条 件 下 で 活 性 化 さ れ た CA-IXを 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 し 、 そ の よ う な サ ン プ
ル を 採 取 し た 哺 乳 類 は 予 後 が 良 く な い と 考 え ら れ 、 さ ら に 、 そ の よ う な 低 酸 素 状 態 の 存 在
を 考 慮 し て 、 前 記 哺 乳 類 に 対 す る 治 療 判 断 が な さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ７ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 患 者 の 体 内 で CA-IXを 発 現 す る 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 転 移 を 画 像 化 す る 方 法 で あ っ て 、 造
影 化 剤 に 結 合 さ せ た CA-IX特 異 的 抗 体 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 医 療 遺 伝 学 の 一 般 的 分 野 、 な ら び に 、 化 学 、 生 化 学 工 学 お よ び 腫 瘍 学 の 分 野
に 関 す る 。 さ ら に 特 定 す る と 、 本 発 明 は 、 有 機 化 合 物 お よ び 無 機 化 合 物 、 特 に 、 芳 香 環 式
お よ び 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 使 用 し 、 オ ン コ プ ロ テ イ ン （ 現 在 で は 、 Ｍ Ｎ タ ン パ ク
質 、 MN/CA-IXイ ソ 酵 素 （ ア イ ソ ザ イ ム ） 、 MN/G250タ ン パ ク 質 、 あ る い は 単 に MN/CAま た は
CA-IXま た は MNと 称 さ れ て い る ） の 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と に よ り 、 腫
瘍 発 生 前 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 を 治 療 す る こ と に 関 す る 。 本 発 明 は 、 MN/CA-IXを 過 剰
発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 腫 瘍 発 生 前 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 に 対 し て 、 細
胞 膜 不 透 過 性 の MN/CA-IX阻 害 剤 、 好 ま し く は 芳 香 環 式 お よ び 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の
ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 を 投 与 す る こ と に よ っ て 治 療 す る 方 法 に も 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は
、 開 示 さ れ て い る 強 力 な CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 使 用 し た 造 影 法 を 含 む 、 腫 瘍 発 生 前 ／ 腫 瘍
性 疾 患 の た め の 診 断 ／ 予 後 診 断 法 、 な ら び に 、 該 阻 害 剤 に 結 合 (conjugated)し た ベ ク タ ー
を 用 い た 遺 伝 子 治 療 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 で あ る シ ル ビ ア ・ パ ス ト レ コ ヴ ァ （ Silvia Pastrekova） 博 士 お よ び ヤ
ロ ミ ー ル ・ パ ス ト レ ッ ク （ Jaromir Pastorek） 博 士 は 、 ヤ ン ・ ザ バ ダ （ Jan Zavada） 博 士
と 共 に （ 「 ザ バ ダ （ Zavada） ら 」 と 称 す る ） 、 元 々 MNと い う 名 が 付 け ら れ て い た 癌 関 連 細
胞 表 面 タ ン パ ク 質 MN/CA-IXを 発 見 し た （ 参 考 文 献 番 号 72、 123） （ 特 許 文 献 １ ） 。 特 許 文
献 ２ お よ び 特 許 文 献 ３ は 、 MN遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 の 発 見 、 な ら び に 、 MN遺 伝 子 の 発 現
と 腫 瘍 形 成 性 と の 間 の 強 固 な 関 連 性 の 発 見 に よ り 、 癌 お よ び 前 癌 状 態 に 対 す る 診 断 ／ 予 後
診 断 な ら び に 治 療 の た め の 方 法 の 開 発 に 至 っ た こ と に つ い て 開 示 し て い る 。 さ ら に ザ バ ダ
（ Zavada） ら は 、 特 許 文 献 ４ に MN/CA-IXタ ン パ ク 質 お よ び MN/CA9遺 伝 子 の 詳 細 に つ い て 開
示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ザ バ ダ （ Zavada） ら は 、 MN cDNAお よ び 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ 、 シ ー ク エ ン ス し 、 MNが
、 二 酸 化 炭 素 を 重 炭 酸 塩 と 陽 子 に 転 換 す る 反 応 を 可 逆 的 に 触 媒 す る 酵 素 で あ る 炭 酸 脱 水 酵
素 フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ と を 明 ら か に し た （ 参 考 文 献 番 号 66、 72） 。 MNタ ン パ ク 質 （ 炭 酸
脱 水 酵 素 IX、 CA-IXと 改 名 ） は 、 N-末 端 プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 領 域 お よ び 触 媒 活 性 炭 酸 脱 水
酵 素 ド メ イ ン を 含 む 細 胞 外 部 分 で 構 成 さ れ て い る 。 該 タ ン パ ク 質 は 、 １ 個 の 膜 透 過 領 域 お
よ び 短 い 細 胞 質 内 尾 部 に よ っ て 原 形 質 膜 に 繋 ぎ 止 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CA-IXの 発 現 は 、 正 常 組 織 に お い て は ご く わ ず か の 組 織 に 限 定 さ れ て い る （ 参 考 文 献 番
号 74） が 、 腫 瘍 と は 密 接 な 関 係 が あ る （ 参 考 文 献 番 号 123） 。 発 現 は 、 イ ン ・ ビ ト ロ （ in 
vitro） に お い て は 細 胞 密 度 に よ っ て も 制 限 さ れ （ 参 考 文 献 番 号 52） 、 ま た 、 イ ン ・ ビ ト
ロ （ in vitro） お よ び イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お い て は 腫 瘍 の 低 酸 素 症 に よ っ て も 強 く
誘 導 さ れ る （ 参 考 文 献 番 号 121） 。 CA-IX値 を 予 後 が 良 く な い こ と の 指 標 と し て 記 述 し て い
る 医 学 文 献 が 多 数 存 在 す る 。 CA-IXに 関 連 す る 研 究 は す べ て 、 CA-IXが 診 断 お よ び ／ ま た は
予 後 診 断 の 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 、 な ら び に 治 療 標 的 と し て 有 用 で あ る と い う ザ バ ダ （ Zava
da） ら が 最 初 に た て た 仮 説 （ 特 許 文 献 １ ） を 支 持 す る た め に 行 わ れ た に す ぎ な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 MN/CA-IXは 、 CA類 に 特 徴 的 な N-末 端 プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 ド メ イ ン 、 活 性 の 高 い CA触 媒 ド
メ イ ン 、 １ 個 の 膜 透 過 領 域 、 お よ び 短 い 細 胞 質 内 尾 部 を 有 す る （ 参 考 文 献 番 号 66、 72、 74
、 116） 。 CA-IXは 、 子 宮 頸 管 、 卵 巣 、 腎 臓 、 肺 、 食 道 、 乳 房 、 結 腸 、 子 宮 内 膜 、 膀 胱 、 結
腸 直 腸 、 前 立 腺 、 ヒ ト の そ の 他 の 腫 瘍 に 由 来 す る 多 数 の 癌 に お い て 異 所 性 発 現 を す る こ と
に 関 し て 特 に 興 味 が 持 た れ て お り 、 こ れ は 、 正 常 組 織 に お い て は 、 胃 腸 管 上 皮 な ど に 発 現
が 制 限 さ れ て い る こ と と は 対 照 的 で あ る （ 参 考 文 献 番 号 ８ 、 11、 21、 35、 41、 48、 50、 51
、 56、 66、 72、 74、 86、 110、 111、 113、 116、 121、 122） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 1997年 発 行 の 非 特 許 文 献 １ は 、 G250抗 原 が MN/CA-IXと 同 一 物 で あ る こ と を 報 告 し て い る
が 、 こ れ は 、 ザ バ ダ （ Zavada） ら が MN/CA-IXを 発 見 し 、 シ ー ク エ ン ス を 行 っ て （ 参 考 文 献
番 号 73、 123） か ら 何 年 も 後 の こ と で あ っ た 。 （ 非 特 許 文 献 ２ お よ び 非 特 許 文 献 ３ も 参 照
） 非 特 許 文 献 １ に は 、 「 配 列 分 析 お よ び デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ り 、 G250抗 原 は 、 子 宮 頸 管
腫 瘍 に お い て 確 認 さ れ た MNヒ ト 腫 瘍 関 連 抗 原 （ 非 特 許 文 献 ２ ） と 同 一 物 で あ る こ と が 明 ら
か に な っ た 」 と 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　
　 図 １ A～ Cは 、 1522塩 基 対 （ bps） か ら な る MN/CA9 cDNA配 列 の 全 長 （ 配 列 番 号 １ ） お よ び
459個 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る MN/CA-IXア ミ ノ 酸 （ aa） 配 列 の 全 長 （ 配 列 番 号 ２ ） を 示
す 。 図 ２ A～ Fは 、 10,898bpか ら な る MN/CA9の ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 DNASISお よ び PROSIS（ フ ァ ル マ シ ア ・ ソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ ズ （  Pharmacia Softw
are packages ） 社 ） を 利 用 し て MNｃ DNA配 列 の コ ン ピ ュ ー タ 分 析 を 行 っ た 。 GenBank、 EMB
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L、 Protein Identification Pesourceお よ び SWISS-PROTデ ー タ ベ ー ス に つ い て 、 配 列 の 類
似 性 の 可 能 性 を 調 査 し た 。 さ ら に 、 MNと 類 似 し た 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 検 索 に つ い て
も 、 FastAプ ロ グ ラ ム を 用 い て MIPSデ ー タ バ ン ク に つ い て 行 っ た （ 参 考 文 献 番 号 75） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド と CAド メ イ ン と の 間 に 存 在 す る プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 ド メ イ ン （ ア ミ ノ
酸 番 号 53～ 111； 配 列 番 号 ４ ） は 、 ヒ ト の プ ロ テ オ グ リ カ ン ア グ リ カ ン の 大 き な 凝 集 塊 の
ケ ラ タ ン 硫 酸 接 着 ド メ イ ン と 顕 著 な 相 同 性 を 示 し た （ 同 一 性 38％ 、 可 能 性 44％ ） （ 参 考 文
献 番 号 28） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 CAド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 番 号 135～ 391； 配 列 番 号 ５ ） は 、 265個 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ
て お り 、 ヒ ト CA-VIア イ ゾ ザ イ ム と の ア ミ ノ 酸 同 一 性 は 38.9％ で あ っ た （ 参 考 文 献 番 号 ５
） 。 MN/CA-IXと そ の 他 の ア イ ソ ザ イ ム 類 と の 相 同 性 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： CA-IIと は 35.
2％ （ ア ミ ノ 酸 重 複 数 261個 ） （ 参 考 文 献 番 号 63） 、 CA-Iと は 31.8％ （ ア ミ ノ 酸 重 複 数 261
個 ） （ 参 考 文 献 番 号 ７ ） 、 CA-IVと は 31.6％ （ ア ミ ノ 酸 重 複 数 266個 ） （ 参 考 文 献 65） 、 CA
-IIIと は 30.5％ （ ア ミ ノ 酸 重 複 数 259個 ） （ 参 考 文 献 番 号 55） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 CAド メ イ ン の ほ か に 、 MN/CA-IXは 、 N-末 端 伸 長 部 お よ び C-末 端 伸 長 部 を 有 す る が 、 こ れ
ら は 他 の CAア イ ソ ザ イ ム に は 存 在 し て い な い 。 膜 透 過 領 域 （ 膜 透 過 固 定 部 ） お よ び 細 胞 質
内 尾 部 を 有 す る C-末 端 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 既 知 の 如 何 な る タ ン パ ク 質 配 列 と も は っ き
り し た 相 同 性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 MN遺 伝 子 （ MN/CA9ま た は CA9） は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 由 来 の 新 規 の 配 列 で あ る こ と が 明 ら か に
な っ た 。 MN/CA9の cDNA配 列 と 別 異 の CAア イ ソ エ ン ザ イ ム を コ ー ド し て い る cDNA配 列 と の 間
の 配 列 全 体 の 相 同 性 は 48～ 50％ で あ り 、 当 業 者 の 判 断 で は 低 い と み な さ れ る 。 故 に 、 MN/C
A9の cDNA配 列 は 、 如 何 な る CAの cDNA配 列 と も 近 似 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 MNタ ン パ ク 質 を 一 定 量 以 上 発 現 す る 正 常 組 織 は 非 常 に 少 な い こ と が わ か っ て い る 。 そ の
よ う な MN発 現 性 正 常 組 織 と し て は 、 ヒ ト 消 化 管 粘 膜 お よ び 胆 嚢 上 皮 、 な ら び に 消 化 管 の そ
の 他 い く つ か の 正 常 組 織 が 挙 げ ら れ る 。 矛 盾 し て い る よ う で は あ る が 、 MN遺 伝 子 の 発 現 は
、 正 常 状 態 で MNを 発 現 し て い る 組 織 （ 例 え ば 、 消 化 管 粘 膜 な ど ） に お い て は 、 腫 瘍 お よ び
そ の 他 の 腫 瘍 発 生 前 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に お い て は 消 失 ま た は 減 少 す る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　
　 CA-IXの 発 現 と 腫 瘍 内 低 酸 素 症 （ 微 小 電 極 に よ っ て 測 定 、 ま た は 低 酸 素 症 マ ー カ ー 物 質
で あ る ピ モ ニ ダ ゾ ー ル （ pimonidazole） の 取 込 に よ っ て 検 出 、 あ る い は 壊 死 の 程 度 に よ っ
て 評 価 ） と の 間 に は 強 い 関 係 が あ る こ と が 子 宮 頸 管 、 乳 房 、 頭 お よ び 首 、 膀 胱 な ら び に 非
小 細 胞 性 肺 癌 （ NSCLC） に お い て 示 さ れ て い る （ 参 考 文 献 番 号 ８ 、 11、 21、 35、 48、 56、 1
11、 122） 。 さ ら に 、 NSCLCお よ び 乳 癌 に お い て は 、 血 管 形 成 、 ア ポ ト ー シ ス 阻 害 お よ び 細
胞 － 細 胞 間 接 着 破 壊 に 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 の 型 と CA-IXと の 間 に 相 関 関 係 が 観 察 さ れ
て お り 、 該 酵 素 の 強 い 関 与 が 、 臨 床 転 帰 が 良 く な い こ と の 一 因 で あ る と 考 え ら れ る （ 参 考
文 献 番 号 ８ ） 。 低 酸 素 症 は 、 腫 瘍 の 浸 潤 を 助 長 さ せ る 細 胞 外 環 境 の 酸 性 化 に 関 係 し て お り
、 そ の よ う な 過 程 の 中 に お い て 、 CA-IXは 、 そ の 触 媒 活 性 を 介 し て 作 用 す る も の と 考 え ら
れ る （ 参 考 文 献 番 号 86） 。 従 っ て 、 特 異 的 阻 害 剤 を 用 い て MN/CA-IXを 阻 害 す る こ と は 、 CA
-IXを 発 現 し て い る 癌 の 治 療 に 対 し て 新 規 な 方 法 を 確 立 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　
　 非 特 許 文 献 ４ に お い て は 、 CA阻 害 剤 （ CAI） の 基 本 型 で あ る ア セ タ ゾ ラ ミ ド は 、 別 異 の
細 胞 毒 性 物 質 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 抗 癌 治 療 に お け る 調 節 物 質 と し て 作 用 す る こ と
が 報 告 さ れ て お り 、 そ の よ う な 細 胞 毒 性 物 質 と し て は 、 ア ル キ ル 化 剤 ； ヌ ク レ オ シ ド ア ナ
ロ グ 類 ； プ ラ チ ナ 誘 導 体 類 、 な ら び に 、 い く つ か の 腎 腫 瘍 細 胞 系 （ Caki-1、 Caki-2、 ACHN
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お よ び A-498） に 対 し て 腫 瘍 転 移 を 抑 制 し 、 浸 潤 能 を 低 下 さ せ る よ う な そ の 他 の 物 質 な ど
が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 研 究 に お い て は 、 CAIは 、 ひ と つ ま た は そ れ 以 上 の CAア イ ソ ザ
イ ム 類 を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 の 制 御 に 使 用 で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 ア セ タ ゾ ラ ミ ド （ 単
独 ま た は 組 み 合 わ せ て ） の 抗 癌 効 果 は 、 CA阻 害 後 に 生 じ た 腫 瘍 内 環 境 の 酸 性 化 に よ る も の
で あ る と い う 仮 説 が 立 て ら れ た （ 参 考 文 献 番 号 20） が 、 こ の と き 、 該 薬 物 の そ の 他 の 作 用
機 構 に つ い て は 除 外 さ れ て い な い 。 非 特 許 文 献 ５ は 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る ２ つ の 強 力
な ス ル ホ ン ア ミ ド CAI類 、 す な わ ち メ タ ゾ ラ ミ ド お よ び エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド を 用 い て ヒ ト リ
ン パ 腫 細 胞 の 細 胞 培 養 系 を 処 理 し た 場 合 に イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro） 増 殖 阻 害 が 起 こ っ た
こ と は 、 CA阻 害 の 結 果 、 ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た め の 重 炭 酸 塩 （ HCO 3

- は カ ル バ モ イ ル リ ン
酸 合 成 酵 素 IIの 基 質 で あ る ） の 蓄 え が 減 少 し た か ら で は な い か と い う 仮 説 を 記 載 し て い る
（ 参 考 文 献 番 号 20） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 臨 床 薬 物 ま た は 診 断 薬 と し て 使 用 さ れ て い る 古 典 的 な ６ 種 の CAI類 （ ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、
メ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、 ド ル ゾ ラ ミ ド お よ び ジ ク ロ ロ フ
ェ ナ ミ ド ） は 、 全 て あ る 程 度 の 腫 瘍 増 殖 阻 害 特 性 を 示 す （ 参 考 文 献 番 号 18、 78、 101、 102
） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 で あ る ク ラ ウ デ ィ ア ・ ス プ ラ ン （ Claudia Supuran） 博 士 と ア ン ド レ ア
・ ス コ ッ ツ ァ フ ァ ヴ ァ （ Andrea Scozzafava） 博 士 は 、 ス ル ホ ン ア ミ ド CAI類 の い く つ か の
ク ラ ス に つ い て の 構 造 お よ び イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro） 抗 腫 瘍 活 性 に つ い て 報 告 し て お り
、 重 要 な 生 理 学 的 役 割 を 有 す る こ と が 既 知 で あ る 古 典 的 な ア イ ソ ザ イ ム 類 （ CA-I、 CA-II
お よ び CA-IVな ど ） に 対 し て 、 nMレ ベ ル で 阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の
化 合 物 は 、 あ る 種 の 白 血 病 、 非 小 細 胞 性 肺 癌 、 卵 巣 、 メ ラ ノ ー マ 、 結 腸 、 CNS、 腎 臓 、 前
立 腺 お よ び 乳 癌 の 細 胞 系 に 対 し て 強 力 な 細 胞 増 殖 阻 害 作 用 を 発 揮 す る こ と も 示 さ れ て お り
、 GI 5 0 値 は 10～ 75nMの 場 合 が あ っ た （ 参 考 文 献 番 号 77、 91、 92、 100） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 非 特 許 文 献 ６ は 、 ３ 種 類 の 古 典 的 な ス ル ホ ン ア ミ ド 薬 物 類 （ ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス
ゾ ラ ミ ド お よ び メ ト ク ス ゾ ラ ミ ド ） が nMレ ベ ル の K I 値 で CA-IX炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を 阻 害 し
た こ と を 報 告 し て い る （ 参 考 文 献 番 号 116） 。 し か し な が ら 、 本 発 明 以 前 に お い て は 、 CA-
IX（ 単 独 ま た は 他 の CAア イ ソ ザ イ ム と の 比 較 に お い て ） に 対 す る ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 に 関
す る 体 系 的 な 構 造 活 性 相 関 研 究 は 行 わ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 あ る 種 の 芳 香 環 式 ／ 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 は 、 CA-IIお よ
び CA-IVに 対 し て nMレ ベ ル で 親 和 性 を 示 し た が 、 よ り 重 要 な 点 は 、 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo）
に お い て そ れ ら が 原 形 質 膜 を 通 過 す る こ と が で き な か っ た こ と で あ る （ 参 考 文 献 番 号 17）
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 非 特 許 文 献 ７ は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド な ど の 古 典 的 阻 害 剤 に 加 え て 、 膜 不 透 過 性 の ス ル ホ ン
ア ミ ド 阻 害 剤 類 を 用 い 、 ア デ ノ ー マ 重 炭 酸 塩 類 転 送 因 子 の 抑 制 制 御 と CA-IIと の 間 の 機 能
上 お よ び 物 理 的 関 係 に つ い て 調 査 し て お り 、 こ れ ら の 生 理 学 的 過 程 に お け る 細 胞 質 基 質 関
連 ア イ ソ ザ イ ム の 関 与 と 膜 関 連 ア イ ソ ザ イ ム の 関 与 と を 明 確 に 区 別 す る こ と が で き た （ 参
考 文 献 番 号 85） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　
　 炭 酸 脱 水 酵 素 （ CA類 ） は 、 生 理 学 的 に 非 常 に 重 要 な 亜 鉛 金 属 酵 素 を コ ー ド し て い る 遺 伝
子 群 か ら な る 大 き な フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て い る 。 二 酸 化 炭 素 の 水 和 に 関 す る 可 逆 的 触 媒 と
し て 、 こ れ ら の 酵 素 は 、 呼 吸 、 石 灰 化 、 酸 塩 基 平 衡 、 骨 吸 収 、 房 水 の 生 成 、 髄 液 、 唾 液 お
よ び 胃 酸 を 含 む 多 様 な 生 物 学 的 過 程 に 関 与 し て い る （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 CA類 は 、 生 物 に 広
く 分 布 し て い る 。 ヒ ト を 含 む 高 等 脊 椎 動 物 に お い て は 、 14種 類 の 別 異 の CAア イ ソ ザ イ ム ま
た は CA関 連 タ ン パ ク 質 （ CARP） に つ い て 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 細 胞 レ ベ ル 下 で の 局 在 お
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CA類



よ び 組 織 分 布 が 非 常 に 異 な っ て い る （ 参 考 文 献 番 号 40、 93、 95、 94、 102） 。 基 本 的 に は
、 数 種 の サ イ ト ゾ ル 型 （ CA-I～ III、 CA-VII） 、 ４ 種 の 膜 結 合 ア イ ソ ザ イ ム （ CA-IV、 CA-I
X、 CA-XIIお よ び CA-XIV） 、 １ 種 類 の ミ ト コ ン ド リ ア 型 （ CA-V） 、 な ら び に 分 泌 さ れ た CA
ア イ ソ ザ イ ム で あ る CA-VIが 存 在 す る （ 参 考 文 献 番 号 40、 93、 94、 95、 102） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 い く つ か の 腫 瘍 細 胞 に お い て は 、 あ る 種 の 膜 関 連 CAア イ ソ ザ イ ム 類 （ 例 え ば 、 CA-IXお
よ び CA-XIIな ど ） の み を 主 に 発 現 す る こ と が 示 さ れ て い る （ 参 考 文 献 番 号 ２ 、 67、 68、 78
、 87、 93、 95） 。 稀 に 、 あ る 種 の ア イ ソ エ ン ザ イ ム が 核 に 局 在 し て い る こ と が 報 告 さ れ て
い る （ 参 考 文 献 番 号 64、 69、 70） 。 現 在 の と こ ろ 、 細 胞 に 局 在 し て い る そ の 他 の ア イ ソ ザ
イ ム 類 は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 CA類 お よ び CA関 連 タ ン パ ク 質 は 、 組 織 分 布 、 レ ベ ル 、 な ら び に 推 定 も し く は 確 認 さ れ た
生 物 学 的 作 用 が 非 常 に 広 範 に わ た っ て い る （ 参 考 文 献 番 号 105） 。 い く つ か の CA類 は 、 ほ
ぼ 全 て の 組 織 に お い て 発 現 さ れ て お り （ CA-II） 、 そ の 他 の CA類 の 発 現 は よ り 限 定 的 で あ
る （ 例 え ば 、 CA-VIお よ び CA-VIIは 唾 液 腺 で 発 現 さ れ る ） （ 参 考 文 献 番 号 32、 69、 71） 。 C
A類 お よ び CA関 連 タ ン パ ク 質 は 、 動 的 特 性 お よ び 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 も 異 な っ て い る （
参 考 文 献 番 号 82） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 臨 床 に 使 用 さ れ る 上 述 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 大 多 数 は 、 全 身 作 用 性 の 阻 害 剤 で あ り 、 標
的 組 織 臓 器 内 に 存 在 す る 多 数 の 別 異 の CAア イ ソ ザ イ ム 類 （ 現 在 の と こ ろ 、 ヒ ト に お い て は
14個 の イ ソ 型 が 知 ら れ て い る ） を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 所 望 し な い 副 作 用 を 引 き 起 こ す
。 （ 参 考 文 献 番 号 93、 94、 95、 102） 。 故 に 、 そ の よ う な 副 作 用 を 回 避 す る こ と を 目 的 と
し て 、 新 規 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 設 計 ・ 合 成 し よ う と す る 試 み に 関 し て 、 近 年 、 多 く の 報
告 が な さ れ て い る （ 参 考 文 献 番 号 13、 17、 42、 62、 80、 99、 100） 。 す く な く と も ４ 種 類
の CAア イ ソ ザ イ ム （ CA-IV、 CA-IX、 CA-XIIお よ び CA-XIV） は 細 胞 膜 に 関 与 し て お り 、 一 般
的 に 、 酵 素 活 性 部 位 は 細 胞 外 に 向 い て い る （ 参 考 文 献 番 号 93、 94、 95、 102） 。 こ れ ら の
ア イ ソ ザ イ ム の う ち の い く つ か は 、 生 理 学 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 さ れ て い
る が （ 例 え ば 、 目 、 肺 、 お よ び 腎 臓 内 に 存 在 す る CA-IVお よ び XII、 消 化 管 粘 膜 お よ び 多 数
の 腫 瘍 細 胞 内 に 存 在 す る CA-IXな ど ） （ 参 考 文 献 番 号 ３ 、 18、 22、 29、 49、 67、 68、 83、 9
3、 94、 95、 102） 、 CA-XIVな ど の そ の 他 の ア イ ソ ザ イ ム 類 の 作 用 に つ い て は 現 在 の と こ ろ
よ く わ か っ て い な い （ 参 考 文 献 番 号 93、 95） 。 こ れ ら の ア イ ソ ザ イ ム 類 が 細 胞 外 に 存 在 し
て い る こ と か ら 、 膜 不 透 過 性 の CA阻 害 剤 （ CAI類 ） を 設 計 す る こ と が で き る な ら ば 、 膜 関
連 性 の CA類 の み が 影 響 を 受 け る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 歴 史 的 観 点 か ら 見 る と 、 CAI類 を 膜 不 透 過 性 に し よ う と す る 最 初 の 試 み は 、 ポ リ マ ー 類
（ 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ア ミ ノ エ チ ル デ キ ス ト ラ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン な ど
） に 芳 香 環 式 ／ 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 結 合 さ せ る こ と で あ っ た （ 参 考 文 献 番 号 39、
60、 107） 。 そ の よ う に し て 調 製 さ れ た 分 子 量 が 3.5～ 99kDaの 範 囲 の 化 合 物 は 、 分 子 量 が
大 き い た め に 確 か に 膜 不 透 過 性 を 示 し 、 ま た 、 腎 お よ び 肺 に 関 す る 数 例 の 生 理 学 的 実 験 に
使 用 し た と こ ろ 、 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お い て CA-IVの み を 選 択 的 に 阻 害 し 、 サ イ ト ゾ
ル 性 ア イ ソ ザ イ ム 類 （ 主 に CA-II） は 阻 害 し な か っ た （ 参 考 文 献 番 号 39、 60、 107） 。 そ の
よ う な 化 合 物 は 分 子 量 が 大 き い こ と か ら 、 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お い て 強 力 な ア レ ル
ギ ー 反 応 を 誘 発 し た の で 、 薬 物 ／ 診 断 用 材 料 と し て 開 発 す る こ と は で き な か っ た （ 参 考 文
献 番 号 39、 60、 93、 95、 107） 。 膜 不 透 過 性 に す る た め の 第 二 の 試 み は 、 高 極 性 、 塩 様 化
合 物 を 使 用 す る こ と で あ っ た 。 生 理 学 的 実 験 に お い て は 、 ス ル ホ ン ア ミ ド の う ち の QAS（
ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 ） の み が 最 近 ま で 使 用 さ れ て お り 、 多 様 な 節 足 動
物 （ 例 え ば 、 カ ニ （ カ リ ネ ク テ ス ・ サ ピ ド ゥ ス （ Callinectes sapidus） な ど ） お よ び 魚
類 に お い て 、 細 胞 外 CA類 の み を 阻 害 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 参 考 文 献 番 号 57） 。 QAS
の 重 大 な 欠 点 は 、 高 等 脊 椎 動 物 に お い て 毒 性 が 高 い こ と で あ る （ 参 考 文 献 番 号 57） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 （ CA-IXの そ れ も 含 む ） は 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 に よ っ て 効
果 的 に 阻 止 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 事 実 は 、 あ る 種 の CAイ ソ 型 の 過 度 の 活 性 が 原 因
で あ る よ う な 疾 患 （ 例 え ば 、 緑 内 障 に お け る CA-IIな ど ） の 治 療 に 利 用 さ れ て き た 。 ス ル
ホ ン ア ミ ド 類 は イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro） に お い て は 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 お よ び 浸 潤 を 阻 止 し
、 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お い て は 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る と い う 経 験 的 に 見 出 さ れ た 事
実 が あ る が 、 そ の よ う な ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 標 的 は 確 認 さ れ て い な い 。 し か し な が ら 、 ス
ル ホ ン ア ミ ド 類 は 、 細 胞 レ ベ ル 下 の 別 異 の コ ン パ ー ト メ ン ト に 局 在 し て お り 、 多 岐 に わ た
る 生 物 学 的 役 割 を 担 っ て い る 多 様 な CAア イ ソ ザ イ ム （ 現 在 、 ヒ ト で は 14種 類 が 既 知 で あ る
） を 無 差 別 に 阻 害 す る こ と は で き る 。 こ の よ う な 選 択 性 の 欠 如 は 、 多 数 の CAイ ソ 型 が 同 時
に 阻 害 さ れ 、 所 望 し な い 副 作 用 が 生 じ る こ と か ら 、 こ れ ら の 化 合 物 の 臨 床 上 の 利 用 価 値 を
低 下 さ せ 、 ま た 、 抗 癌 治 療 に お い て CA-IXに 対 し て ス ル ホ ン ア ミ ド を 投 与 し た 場 合 の 重 大
な 欠 点 で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 当 該 分 野 に お い て は 、 膜 不 透 過 性 の 強 力 な CA-IX阻 害 剤 に 対 す る 要 求 が あ り 、
そ の よ う な 阻 害 剤 は CA-IXに 対 し て 二 重 の 選 択 性 を 有 す る こ と に な る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ
れ ま で に も 本 明 細 書 に 記 載 し て い る 数 種 の 膜 不 透 過 性 分 子 を 調 製 し 、 そ れ ら に つ い て 記 載
し て い る が 、 そ れ ら に は 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVを 阻 害 す る 能 力 に つ い て の み が 特 記 さ
れ て い る 。 そ の 他 に つ い て は 、 網 膜 色 素 沈 着 上 皮 ま た は 筋 肉 内 に お い て 、 膜 不 透 過 性 物 質
に よ っ て 細 胞 外 CAを 選 択 的 に 阻 害 す る こ と に よ る 影 響 に つ い て 研 究 が 行 わ れ て い る （ 参 考
文 献 番 号 34、 120） が 、 こ れ ら の 物 質 が CA-IXを 阻 害 す る 能 力 に つ い て は 調 べ ら れ て い な い
。 CA-IXは 、 数 少 な い 細 胞 外 炭 酸 脱 水 酵 素 の う ち の ひ と つ で あ る こ と か ら 、 CA-IXの 膜 不 透
過 性 選 択 的 阻 害 剤 は 該 酵 素 に 対 し て 二 重 の 選 択 性 を 有 し 、 さ ら に 、 CAの 非 特 異 的 阻 害 に 伴
う 副 作 用 を 回 避 す る 。
【 特 許 文 献 １ 】 ザ バ ダ （ Zavada） ら 、 米 国 特 許 第 5,387,676号
【 特 許 文 献 ２ 】 ザ バ ダ （ Zavada） ら 、 国 際 公 開 WO93/18152号
【 非 特 許 文 献 １ 】 ウ エ ム ラ （ Uemura） ら 、 J.Urology,1571(4):377(要 約 1475)（ 1997年 ４
月 16日 ） （ 参 考 文 献 番 号 112）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 パ ス ト レ ッ ク （ Pastorek） ら 、 Oncogene,9:2788-2888(1994)（ 参 考 文 献
番 号 72）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 オ パ ヴ ス キ （ Opavsky） ら 、 Genomics,33:480-487(1996)（ 参 考 文 献 番 号
66）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 テ イ チ ャ ー （ Teicher） ら 、 Anticancer Research,13:1549-1556(1993)
（ 参 考 文 献 番 号 106）
【 非 特 許 文 献 ５ 】 チ ェ グ ィ ッ デ ン （ Chegwidden） ら 、 「 癌 に お け る 炭 酸 脱 水 素 酵 素 ア イ ソ
ザ イ ム 類 の 役 割 （ The Roles of carbonic anhydrase isozymes in cancer） 」 、 遺 伝 子 フ
ァ ミ リ ー ： DNA、 RNA、 酵 素 お よ び タ ン パ ク 質 の 研 究 （ Gene Families:Studies of DNA,RNA
,Enzymes and Proteins） よ り 、 シ ェ （ Xue） ら 編 、 ワ ー ル ド ・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク （ Wo
rld Scientific） 社 、 シ ン ガ ポ ー ル 、 pp.157-169(2001)（ 参 考 文 献 番 号 20）
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ウ ィ ン ゴ （ Wingo） ら 、 Biochem.Biophys.Res.Comm.,288:666-669(2001)
（ 参 考 文 献 番 号 116）
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ス タ ー リ ン グ （ Sterling） ら 、 Am.J.Physiol.-Cell Physiol.,283:C152
2-C1529(2002)（ 参 考 文 献 番 号 85）
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ド ッ ジ ソ ン （ Dodgson） ら 、 「 炭 酸 脱 水 酵 素 （ The Carbonic Anhydrases
） 」 、 プ レ ナ ム ・ プ レ ス （ Plenum Press） 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク － ロ ン ド ン 、 pp398(1991)（
参 考 文 献 番 号 27）
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 発 明 者 ら は 、 他 の CAイ ソ 型 か ら CA-IXを 区 別 し て い る 特 徴 を 利 用 す る こ と に よ り 、 CAI類
の 選 択 性 の 欠 如 と い う 問 題 に 取 り 組 ん だ 。 ま ず 始 め に 、 CA-IXは 、 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 が
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集 積 し た も の で あ り 、 活 性 部 位 が 細 胞 外 部 に 向 か っ て 露 出 し て い る 。 こ の 点 に つ い て は 、
い く つ か の CA類 （ CA-IV、 CA-XIIお よ び CA-XIV） と 同 様 で あ る が 、 そ の 他 全 て の イ ソ 型 と
は 異 な っ て い る 。 こ れ ら の 膜 結 合 性 ア イ ソ ザ イ ム の 中 で は 、 触 媒 性 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配
列 に お い て 、 CA-IXは い く つ か の 相 異 点 が あ り 、 こ の こ と が 活 性 部 位 の く ぼ み の 立 体 配 置
、 さ ら に ス ル ホ ン ア ミ ド 類 と の 相 互 作 用 に 影 響 し て い る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 他 の CAイ
ソ 型 と は 異 な り 、 CA-IXは 予 後 が 良 く な い 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 に 多 く 発 現 し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 発 明 者 ら は 、 一 連 の 芳 香 環 式 お よ び 複 素 環 式 化 合 物 を 用 い て CA-IXの 阻 害 プ ロ フ ァ イ ル
の 評 価 を 行 い 、 そ れ ら の 化 合 物 の う ち の い く つ か は 、 広 く 分 布 し て い る イ ソ 型 で あ る CA-I
、 CA-IIお よ び CA-IVよ り も CA-IXを 効 率 的 に 阻 害 す る こ と を 見 出 し た 。 芳 香 環 式 お よ び 複
素 環 式 化 合 物 に お い て 、 nMレ ベ ル で CA-IXを 阻 害 す る 化 合 物 が い く つ か 検 出 さ れ た 。 こ の
知 見 は 、 そ れ ら の 化 合 物 の 物 理 化 学 的 特 性 （ 例 え ば 、 電 荷 、 大 き さ お よ び 生 物 学 的 還 元 性
な ど ） を 変 化 さ せ て CA-IXの 特 徴 的 な 特 性 に 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を
設 計 す る た め に は 非 常 に 有 望 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 発 明 者 ら は 、 CA-IXを 強 力 に 阻 害 す る 、 よ り か さ 高 い 化 合 物 の う ち の い く つ か は 、 CA-I
、 CA-IIお よ び CA-IVの 阻 害 剤 と し て は 非 常 に 弱 い こ と を 発 見 し た が 、 こ れ は 、 調 査 し た そ
の 他 の ア イ ソ ザ イ ム の 活 性 部 位 の く ぼ み よ り も CA-IXの そ れ が 大 き い と い う 事 実 に 由 来 す
る と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て お り 、 腫 瘍 関 連 性 イ ソ 型 で あ る CA-IXの 選 択 的 阻
害 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ で 確 認 さ れ た そ の よ う な 型 の 化 合 物 は 、 特 に 好 ま し い CA-IX特
異 的 阻 害 剤 で あ る と 考 え ら れ 、 新 規 な 抗 癌 治 療 お よ び 本 発 明 に 従 う 診 断 ／ 予 後 診 断 法 に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 発 明 者 ら は 、 CA-IXは 、 細 胞 の 浸 潤 能 を 高 め る た め に 重 要 と 考 え ら れ て い る E-カ ド ヘ リ
ン を 介 し た 細 胞 － 細 胞 接 着 を 減 弱 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し た （ 参 考 文 献 番 号 103）
。 さ ら に 、 CA-IXは 、 低 酸 素 状 態 に お い て は 細 胞 外 の pHの 酸 性 化 に 寄 与 し て い る が 、 酸 素
正 常 状 態 で は 寄 与 し て い な い こ と も わ か っ た （ 未 発 表 デ ー タ ） 。 後 者 の 結 果 は 、 低 酸 素 状
態 で は 、 CA-IXの 発 現 レ ベ ル お よ び 酵 素 活 性 の 両 方 が 促 進 制 御 さ れ て い る こ と 、 す な わ ち
、 低 酸 素 状 態 に よ っ て CA-IXの CA触 媒 活 性 が 活 性 化 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ は 非
常 に 重 要 な 知 見 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 腫 瘍 内 の 低 酸 素 状 態 は 、 腫 瘍 細 胞 の 攻 撃 性 の 増 強 お
よ び 治 療 効 果 の 低 下 に 関 し て 臨 床 的 に 有 意 味 な 因 子 だ か ら で あ る 。 通 常 、 低 酸 素 状 態 は 、
細 胞 外 の 微 小 環 境 の 酸 性 化 に 付 随 し て 生 じ 、 そ の こ と に よ っ て 腫 瘍 の 浸 潤 お よ び 転 移 が 促
進 さ れ る 。 こ の 現 象 に お い て 、 CA-IXは 、 二 酸 化 炭 素 の 水 和 を 触 媒 し て 重 炭 酸 イ オ ン 類 お
よ び 陽 子 を 生 成 さ せ る こ と に よ っ て 関 与 し て い る と 考 え ら れ 、 生 成 し た 重 炭 酸 イ オ ン 類 は
細 胞 内 部 に 輸 送 さ れ 、 陽 子 は 細 胞 外 の pHを 酸 性 化 す る 。 故 に 、 CA-IXの 触 媒 活 性 を 阻 害 す
る こ と に よ っ て 細 胞 外 の 酸 性 化 を 阻 止 す る こ と は 、 直 接 的 な 抗 癌 作 用 で あ る と 考 え ら れ 、
あ る い は 、 従 来 か ら 使 用 さ れ て お り 、 取 込 み が pH依 存 性 で あ る よ う な 化 学 療 法 剤 の 効 果 を
調 節 す る も の と 考 え ら れ る 。 　
　 本 発 明 は 、 （ １ ） 癌 関 連 、 低 酸 素 状 態 誘 導 性 の MN/CA-IXを 選 択 的 に 標 的 と す る あ る 種 の
炭 酸 脱 水 酵 素 阻 害 剤 （ CAI類 ） 、 好 ま し く は ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 認 識 す る こ と ； （ ２ ） そ
の よ う な CAI類 、 好 ま し く は ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 先 導 化 合 物 と し て MN/CA-IX特 異 的 阻 害 剤
の 設 計 お よ び 合 成 に 使 用 す る こ と ； （ ３ ） MN/CA-IXを 介 し た 腫 瘍 微 小 環 境 の 酸 性 化 を 阻 害
す る こ と に 基 づ く 抗 癌 治 療 に 該 MN/CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と ； （ ４ ） 造 影 法 （ シ
ン チ グ ラ フ ィ ー な ど ） を 含 む 診 断 ／ 予 後 診 断 法 、 な ら び に 遺 伝 子 治 療 に MN/CA-IX特 異 的 な
強 力 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 抗 癌 特 性 を 有 す る 薬 物 の 開 発 に CA
-IX特 異 的 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と 、 な ら び に 、 CA-IX発 現 、 特 に CA-IXの 過 剰 発 現 に よ っ て
特 徴 付 け ら れ る 腫 瘍 発 生 前 お よ び 腫 瘍 性 疾 患 に 対 し て 従 来 か ら 行 わ れ て い る 化 学 療 法 を 調
節 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 ひ と つ の 側 面 か ら 見 る と 、 本 発 明 は 、 前 癌 性 ま た は 癌 性 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 を 治 療 す る
方 法 に 関 し 、 該 疾 患 は 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、
該 方 法 は 、 治 療 有 効 量 の 組 成 物 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ の と き 、 該 組 成 物 は
、 有 機 分 子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 次 の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に お い て MN/CA-IXの 酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 化 合 物 を 含 む ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は 該 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の
フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め ；
　 こ の と き 、 該 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 該 化 合 物 は MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な
阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ ； さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 メ
タ ゾ ラ ミ ド お よ び シ ア ナ ー ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で は な い 。 前 記 哺 乳 類 は 、 好
ま し く は ヒ ト で あ り 、 K I は 、 好 ま し く は 約 35nM未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 25nM未 満 、 さ ら に
好 ま し く は 約 10nM未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 そ の よ う な 方 法 は 、 前 癌 状 態 お よ び ／ も し く は 癌 を 治 療 す る 、 ま た は 、 哺 乳 類 患 者 体 内
に お け る 前 癌 お よ び ／ も し く は 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 と し て も 利 用 す る こ と が で き
、 こ の と き 、 該 腫 瘍 発 生 前 お よ び 腫 瘍 状 態 は 、 MN/CA-IXの 過 剰 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 。 前 記 の 方 法 は 、 MN/CA-IXを 過 剰 発 現 し て い る 腫 瘍 発 生 前 ま た は 腫 瘍 性 哺 乳 類 細 胞 の 増
殖 を 阻 害 す る こ と に も 利 用 す る こ と が で き 、 こ の と き 、 該 細 胞 に 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異
的 阻 害 剤 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 治 療 効 果 を 発 揮 す る 量 を 投 与 す る こ と が で き 、 好
ま し く は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 非 毒 性 液 体 ビ ヒ ク ル に 分 散 さ せ る 。 腫 瘍 発 生 前 ／ 腫 瘍 性
疾 患 の 部 位 ま た は 型 （ 例 え ば 、 充 実 性 腫 瘍 、 非 充 実 性 （ non-solid） 腫 瘍 ま た は 転 移 な ど
） に 応 じ て 、 別 異 の 投 与 経 路 を 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。 一 般 的 に は 、 腸 管 外 投 与 が 好 ま
し く 、 そ の こ と に よ り 、 全 身 性 処 置 に よ る 所 望 し な い 副 作 用 、 例 え ば 、 胃 腸 管 粘 膜 に 阻 害
剤 が 結 合 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る も の な ど を 回 避 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は
、 腫 瘍 発 生 前 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 内 部 ま た は そ の 近 傍 に 注 入 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 そ
の よ う な 注 入 法 と し て は 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 直 腸 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 眼 窩 内 、 被 膜 内 、 脊
髄 内 、 胸 骨 内 、 髄 内 、 損 傷 部 内 、 皮 内 、 そ の 他 の 注 入 経 路 な ど が 挙 げ ら れ る 。 他 の 投 与 形
式 、 例 え ば 、 坐 剤 ま た は 局 所 投 与 な ど も 標 的 疾 患 に 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 製 剤
は 、 投 与 経 路 に 適 し た 既 知 の 基 準 に 従 っ て 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 記 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 好 ま し く は 有 機 性 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 芳 香 環 式 も し く
は 複 素 環 式 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド も し く は 複 素 環 式 ス ル ホ
ン ア ミ ド で あ る 。 前 記 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド は 、 置 換 さ れ た 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で
あ り 、 該 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド は 芳 香 環 構 造 を 含 み 、 該 環 構 造 に は ス ル ホ ン ア ミ ド 部 位
を 有 し 、 さ ら に 、 ハ ロ ゲ ン 基 、 ニ ト ロ 基 お よ び ア ル キ ル ア ミ ノ 基 よ り な る 群 か ら 独 立 し て
選 択 さ れ る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 置 換 基 を 追 有 し 、 こ の と き 、 該 ア ル キ ル ア ミ ノ 基 の ア ル
キ ル ラ ジ カ ル は １ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う 好 ま し い CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら
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選 択 さ れ る 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 よ り も MN/CA-IX酵 素 活 性 を よ り 強 く 阻 害 す る 。 よ り 好
ま し く は 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少
な く と も ２ 種 類 の 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活 性 を よ り 強 く 阻 害 す る
。 さ ら に 好 ま し く は 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVを 含 む 群 の 炭 酸 脱
水 酵 素 の 個 々 の 酵 素 活 性 よ り も MN/CA-IX酵 素 活 性 を よ り 強 く 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 し か し な が ら 、 サ イ ト ゾ ル 性 の CA-IIは 特 に 豊 富 か つ 顕 著 な CAで あ る こ と か ら 、 重 要 な
点 は 、 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 が 膜 不 透 過 性 で は な い 場 合 に は 、 そ の よ う な 阻 害
剤 は 、 CA-IIの 酵 素 活 性 阻 害 剤 と し て よ り も MN/CA-IXの よ り 強 力 な 酵 素 活 性 阻 害 剤 に な り
得 る こ と で あ る 。 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 は 、 CA-IIの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の K I を 決
定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 例 で あ る ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 お よ び CA-IIの 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を CA-IIの 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー
ト し ；
　 ｃ ） 前 記 化 合 物 と 前 記 CA-IIと の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 反 応 容 器 内
の 無 水 ア セ ト ニ ト リ ル 中 の ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア セ タ ー ト か ら 実 質 的 に な る 基 質 溶 液 に 、
25℃ に お い て １ ～ ３ 分 間 か け て 加 え ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 前 記 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 、 吸 収 極 大 波 長 400n
mに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  を 求 め る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に 従 う 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA-IX特 異 的 阻 害
剤 の 好 ま し い 例 は 、 次 の 化 合 物 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の 好 ま し い 例 は 、 次 の 化 合 物 よ り な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 好 ま し い 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 該 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の
芳 香 環 の 少 な く と も １ 個 の 炭 素 原 子 に ハ ロ ゲ ン 原 子 が 結 合 し て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 置 換 基 を 有 す る 複 素 環 式 ス ル
ホ ン ア ミ ド 類 で あ り 、 置 換 基 を 有 す る 該 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド は 、 該 環 構 造 に 結 合 し て
い る ス ル ホ ン ア ミ ド 部 位 を 有 し 、 さ ら に 、 ハ ロ ゲ ン 基 、 ニ ト ロ 基 お よ び ア ル キ ル ア ミ ノ 基
よ り な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 置 換 基 を 追 有 す る 複 素
環 式 環 構 造 を と っ て お り 、 こ こ で 、 該 ア ル キ ル ア ミ ノ 基 の ア ル キ ル ラ ジ カ ル は １ ～ ４ 個 の
炭 素 原 子 を 含 む 。 好 ま し い 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は ハ ロ ゲ ン 化 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 好 ま し い 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 次 の 化 合 物 よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 腫 瘍 発 生 前 ま た は 腫 瘍
性 疾 患 を 有 す る 哺 乳 類 を 治 療 す る 好 ま し い 方 法 は 、 該 哺 乳 類 に 膜 不 透 過 性 の CA-IX特 異 的
阻 害 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な 膜 不 透 過 性 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の 治 療 有 効 量 は
、 膜 不 透 過 性 化 合 物 を 含 む 組 成 物 と し て 投 与 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 該 膜 不 透 過 性 阻 害
剤 化 合 物 は 有 機 分 子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 次 の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ に お い て MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と が 確 認 さ れ た も の を 含 有 す
る ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA-IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は 該 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の
フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め ；
　 こ の と き 、 該 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 該 膜 不 透 過 性 化 合 物 は MN/CA-IX酵 素 活
性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ る 。 前 記 哺 乳 類 は 、 好 ま し く は ヒ ト で あ り 、 K I は 、 好
ま し く は 約 35nM未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 25nM未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 約 10nM未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 そ の よ う な 膜 不 透 過 性 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 化 合 物 は 、 好 ま し く は 有 機 性 で あ り 、 よ り 好
ま し く は 、 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド
の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る 。 そ の よ う な 膜 不 透 過 性 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-I、 CA-II
お よ び CA-IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 よ り も 、 MN/CA-IX酵 素 活
性 を よ り 強 く 阻 害 す る こ と が 好 ま し く 、 さ ら に 、 CA-I、 CA-IIお よ び CA-IVよ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も ２ 種 の 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 よ り も MN/CA-IXの 酵 素 活 性 を よ り 強
く 阻 害 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に ま た 、 前 記 膜 不 透 過 性 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-I、 C
A-IIお よ び CA-IVを 含 む 群 内 の 各 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 よ り も MN/CA-IXの 酵 素 活 性 を よ
り 強 く 阻 害 す る こ と が 好 ま し い 。 CA-IXお よ び CA-IVは 膜 結 合 性 CA類 で あ る の で 、 膜 不 透 過
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性 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 CA-IV酵 素 活 性 よ り も CA-IX酵 素 活 性 を よ り 強 力 に 阻 害 す る 阻 害
剤 で あ る こ と が 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 は 、 CA-IV酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の K I を 求 め る の に 使 用 す る
こ と が で き る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 例 で あ る ：
　 ａ ） 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 お よ び CA-IVの 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 希 釈 液 を CA-IVの 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ
ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 前 記 化 合 物 と 前 記 CA-IVと の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 反 応 容 器 内
の 無 水 ア セ ト ニ ト リ ル 中 の ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア セ タ ー ト か ら 実 質 的 に な る 基 質 溶 液 に 、
25℃ に お い て １ ～ ３ 分 間 か け て 加 え ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 前 記 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 、 吸 収 極 大 波 長 400n
mに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に
　 ｅ ） 前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I  を 求 め る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し い 膜 不 透 過 性 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 化 合 物 は 、 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ
ニ ウ ム 誘 導 体 類 で あ り 、 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 、 ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド お よ び ４ － ア ミ ノ
エ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の
ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 の う ち で 好 ま し い も の は 、 以 下 の 一 般 式 を 有 し ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
こ こ で 、
ｎ は ０ 、 １ ま た は ２ で あ り ；
R2、 R3、 R4お よ び R6は 、 水 素 、 炭 素 数 が １ ～ 12で あ る ア ル キ ル 部 位 、 お よ び ア リ ー ル 部 位
よ り な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 そ の よ う な 化 合 物 は 、
R2は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル お よ び
フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R3は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R4は 、 水 素 、 メ チ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に 、
R6は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る 。 ま た さ ら に 好 ま し く は 、 そ の よ う な 化 合 物 は 、
R3は 水 素 で あ り ；
R4お よ び R6は フ ェ ニ ル で あ り ；
ｎ が ０ の 場 合 に は 、 R2は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル お
よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に 、
ｎ が １ ま た は ２ の 場 合 に は 、 R2は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ －
ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 化 合
物 と し て は 、
R3が 水 素 で あ り ；
R4は フ ェ ニ ル で あ り ； さ ら に 、
ｎ が ０ の 場 合 に は R2と R6は 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル お よ び イ
ソ プ ロ ピ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に 、
ｎ が １ ま た は ２ の 場 合 に は R2と R6は 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル
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お よ び イ ソ プ ロ ピ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 化 合 物 と し て は 、 R2、
R3、 R4お よ び R6が メ チ ル で あ る も の が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 好 ま し い CA-IX特 異 的 阻 害 剤 化
合 物 は 、
ｎ が ０ 、 １ ま た は ２ の 場 合 に は 、 R2、 R4お よ び R6は メ チ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り ； あ る
い は 、
ｎ が １ ま た は ２ の 場 合 に は 、 R2は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り 、 R4は メ チ ル で あ
り 、 R6は メ チ ル も し く は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り ； あ る い は 、
ｎ が １ ま た は ２ の 場 合 に は 、 R2お よ び R6は フ ェ ニ ル で あ り 、 R3お よ び R4は 水 素 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 好 ま し い そ の よ う な 化 合 物 と し て は 、
ｎ が ２ の 場 合 に 、 R2お よ び R6は メ チ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り 、 R4は フ ェ ニ ル で あ り ； あ
る い は 、
ｎ が ２ の 場 合 に 、 R2お よ び R6は エ チ ル で あ り 、 R3は 水 素 で あ り 、 R4は フ ェ ニ ル で あ り ； あ
る い は 、
ｎ が ２ の 場 合 に 、 R2、 R3、 R4お よ び R6は メ チ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 膜 不 透 過 性 ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導
体 で あ る 場 合 に は 、 好 ま し い 化 合 物 は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の う ち の 好
ま し い も の は 、 次 の よ う な 一 般 式 で 表 さ れ る ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
こ こ で 、 R1、 R2、 R3、 R4お よ び R5は 、 水 素 、 炭 素 数 が １ ～ 12で あ る ア ル キ ル 部 位 お よ び ア
リ ー ル 部 位 よ り な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 化 合 物 に お い て
は 、
R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル お よ び
フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R2は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R3は 、 水 素 、 メ チ ル 、 ｎ － ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R4は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に 、
R5は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル 、 ｎ －
ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 化 合 物 に お い て は 、
R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
R3は メ チ ル で あ り ； さ ら に 、
R1お よ び R5は 、 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 メ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び tert－ ブ チ ル よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 。 ま た さ ら に 好 ま し い 化 合 物 に お い て は 、
R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
R3は フ ェ ニ ル で あ り ； さ ら に 、
R1お よ び R5は 、 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ
－ ブ チ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 化 合 物 に お い て は 、
R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル お よ び ｎ － ブ チ ル よ り な る 群 か ら 選
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択 さ れ ；
R2お よ び R4は 水 素 で あ り ； さ ら に 、
R3お よ び R5は フ ェ ニ ル で あ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 化 合 物 に お い て は 、
R2お よ び R4は 水 素 で あ り 、 R3は 水 素 ま た は メ チ ル で あ り 、 R1お よ び R5は フ ェ ニ ル で あ る ；
あ る い は 、
R1、 R2お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R3は フ ェ ニ ル で あ り 、 R4は 水 素 で あ る ； あ る い は 、
R1お よ び R4は メ チ ル で あ り 、 R2は 水 素 で あ り 、 R3お よ び R5は ｎ － ノ ニ ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら な る 好 ま し い 化 合 物 に お い て は 、
R1は メ チ ル ま た は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R2お よ び R4は 水 素 で
あ る ； あ る い は 、
R1お よ び R5は 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 メ チ ル ま た は エ チ ル で あ り 、 R2お よ び R4は 水 素 で あ り
、 R3は フ ェ ニ ル で あ る ； あ る い は 、
R1、 R2、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R4は 水 素 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 別 の 観 点 か ら 見 る と 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 を 有 す る 患 者 の 体 内 に お い て 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す
る 方 法 に 関 し 、 そ の よ う な 腫 瘍 の 細 胞 は 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ
て 特 徴 付 け ら れ る 。 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 化 合 物 を 含 む 組 成 物 の 治 療 有 効 量 を 該 患 者
に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 該 化 合 物 は 、 有 機 分 子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ 、 MN/CA-IXに 関 し て 上 述 し た よ う に 、 飽 和 CO 2 溶 液 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ に お い て MN/CA-IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 し て い る 多 様 な 方 法 に お い て 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 と
し て 有 用 な 新 規 化 合 物 に 関 す る 。 そ の よ う な 新 規 化 合 物 は 、 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の
ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 を 含 み 、 次 の よ う な 一 般 式 を 有 す る ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
こ こ で 、 R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ
ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R2は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R3は 、 水 素 、 メ チ ル 、 ｎ － ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R4は 、 水 素 お よ び メ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； さ ら に
R5は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル 、 ｎ －
ノ ニ ル お よ び フ ェ ニ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る が 、 例 外 的 に 次 の よ う な 場 合 が あ る
R2お よ び R4が 水 素 で あ っ て 、 R3お よ び R5が メ チ ル で あ る 場 合 に は 、 R1は メ チ ル で は な い ；
さ ら に 、
R2お よ び R4が 水 素 で あ っ て 、 R3が フ ェ ニ ル で あ っ て 、 R5が メ チ ル で あ る 場 合 に は 、 R1は メ
チ ル で は な い ； さ ら に 、
R2お よ び R4が 水 素 で あ っ て 、 R3お よ び R5が フ ェ ニ ル で あ る 場 合 に は 、 R1は フ ェ ニ ル で は な
い 。 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 好 ま し い ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 と し て は 、
R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
R3は メ チ ル で あ り ； さ ら に 、
R1お よ び R5は 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び tert－ ブ チ ル よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る も の で あ り 、 な ら び に 、
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R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
R3は フ ェ ニ ル で あ り ； さ ら に 、
R1お よ び R5は 同 じ 置 換 基 で あ っ て 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル お よ び ｎ － ブ チ
ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る の も で あ り ； な ら び に さ ら に 好 ま し く は 、
R1は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル お よ び tert－ ブ チ ル よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
R2お よ び R4は 水 素 で あ り ；
R3お よ び R5は フ ェ ニ ル で あ る も の が 挙 げ ら れ る 。 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の さ ら に 好 ま
し い ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 と し て は 、
R1は イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R2お よ び R4は 水 素 で あ る も の ； あ
る い は 、
R2お よ び R4は 水 素 で あ り 、 R3は 水 素 ま た は メ チ ル で あ り 、 R1お よ び R5は フ ェ ニ ル で あ る も
の ； あ る い は 、
R1、 R2お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R3は フ ェ ニ ル で あ り 、 R4は 水 素 で あ る も の ； あ る い は 、
R1、 R2、 R3お よ び R5は メ チ ル で あ り 、 R4は 水 素 で あ る も の ； あ る い は 、
R1お よ び R4は メ チ ル で あ り 、 R2は 水 素 で あ り 、 R3お よ び R5は ｎ － ノ ニ ル で あ る も の が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 治 療 側 面 か ら 見 る と 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 投 与 に 際 し て 放 射 性 同 位 元
素 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 放 射 線 お よ び ／ も し く は 、
次 に 挙 げ て い る 化 合 物 の う ち の １ 種 ま た は そ れ 以 上 を 含 有 す る 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 製 剤
と 同 時 な ら び に ／ ま た は 連 続 し て 投 与 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 化 合 物 と し て は 、 従 来
か ら 使 用 さ れ て い る 抗 癌 剤 、 化 学 療 法 剤 、 癌 関 連 経 路 に 対 す る 別 異 の 阻 害 剤 、 生 体 還 元 性
薬 剤 、 生 物 学 的 に 活 性 な CA-IX特 異 的 抗 体 お よ び CA-IX特 異 的 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト な ど が 挙
げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 該 CA-IX特 異 的 抗 体 お よ び CA-IX特 異 的 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト は 、 ヒ
ト 型 化 さ れ た も の 、 ま た は 完 全 に ヒ ト 型 で あ り 、 細 胞 毒 性 の 対 象 に 結 合 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の 治 療 側 面 か ら 見 る と 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 発 生 前 ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 哺 乳 類 を 治 療 す る
方 法 に 関 し 、 こ こ で 、 そ の よ う な 疾 患 は 、 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 が 過 剰 発 現 し て い る こ と に
よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 そ の よ う な 方 法 は 、 強 力 な CA-IX特 異 的 阻 害 剤 に 結 合 し た ベ ク タ ー
を 含 有 す る 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 製 剤 の 治 療 有 効 量 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 該
ベ ク タ ー は 、 CA-IX発 現 細 胞 （ す な わ ち 、 腫 瘍 発 生 前 ま た は 腫 瘍 性 の 細 胞 ） に 欠 損 し て い
る 、 ま た は 突 然 変 異 を 起 こ し て い る 野 生 型 遺 伝 子 を 発 現 し 、 こ こ で 、 該 野 生 型 遺 伝 子 の 生
成 物 は 、 該 細 胞 内 に お い て 抗 癌 活 性 を 発 揮 す る も の で あ り 、 あ る い は 、 該 ベ ク タ ー は 、 細
胞 毒 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 遺 伝 子 を 含 む 。 野 生 型 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 腎 細 胞 腫 瘍 に お
い て CA-IXの 本 質 的 な 発 現 に 直 接 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る フ ォ ン ヒ ッ ペ ル － リ ン
ダ ウ 遺 伝 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 ベ ク タ ー は 、 MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー ま た は MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー フ ラ
グ メ ン ト を 有 し て お り 、 こ こ で 、 該 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト は 、 １
種 ま た は そ れ 以 上 の 低 酸 素 症 応 答 配 列 (hypoxia response element)（ HRE） を 含 み 、 さ ら
に 、 該 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト は 、 前 記 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 細 胞 毒
性 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 遺 伝 子 に 、 機 能 発 揮 で き る よ う に 連 結 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、
ベ ク タ ー に 結 合 し た CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 上 述 の CO 2 飽 和 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ た K I
が 約 50nM未 満 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 約 35nM未 満 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 約 25nM未 満
で あ り 、 ま た さ ら に 好 ま し く は 約 10nM未 満 で あ る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 強 力 な CA-IX
阻 害 剤 は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド お よ び シ ア ナ ー ト よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 さ ら に 別 の 側 面 か ら 見 る と 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 発 生 前 ま た は 腫 瘍 状 態 の 診 断 、 な ら び に 診
断 お よ び 予 後 診 断 の 方 法 に 関 す る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 方 法 は 、 哺 乳 類 サ ン プ ル に 、 標 識
も し く は 可 視 化 手 段 に 結 合 し た CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 接 触 さ せ 、 次 に 、 該 サ ン プ ル 内 の 細
胞 上 の 標 識 も し く は 可 視 化 手 段 を 検 出 ま た は 検 出 ・ 定 量 す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル 内 の 細
胞 に 対 す る CA-IX特 異 的 抗 体 の 結 合 を 検 出 ま た は 検 出 ・ 定 量 す る が 、 こ の と き 、 検 出 ま た
は 検 出 ・ 定 量 の レ ベ ル が 対 照 サ ン プ ル 以 上 で あ る こ と が 、 サ ン プ ル 内 に お い て CA-IXを 過
剰 発 現 し て い る 腫 瘍 発 生 前 ま た は 腫 瘍 性 細 胞 の 指 標 に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 そ の よ う な 方 法 は 、 低 酸 素 状 態 に よ っ て 活 性 化 さ れ た CA-IXを 検 出 お よ び 検 出 ・ 定 量 す
る こ と に よ り 、 診 断 お よ び 予 後 診 断 に 関 し て 特 に 重 要 で あ る 。 CA-IXの 過 剰 発 現 を 併 発 す
る 低 酸 素 症 は 、 サ ン プ ル の 採 取 元 で あ る 哺 乳 類 の 予 後 が 良 く な い こ と を 示 唆 し て お り 、 そ
の よ う な 哺 乳 類 の 治 療 は 、 低 酸 素 状 態 で あ る と い う 観 点 に 立 っ て 決 定 さ れ る 。 一 般 的 に 、
低 酸 素 症 マ ー カ ー と し て の MN/CA-IXは 、 治 療 方 針 の 決 定 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 腫 瘍 が MN
/CA-IXを 異 常 に 高 レ ベ ル で 発 現 し て い る こ と が わ か っ て い る 癌 患 者 は 、 あ る 種 の 化 学 療 法
お よ び 放 射 線 療 法 の 対 象 で は な く 、 低 酸 素 症 選 択 的 化 学 療 法 の 対 象 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ブ ラ ウ ン （ Brown） ,J.M.は 、 参 考 文 献 16の 157ペ ー ジ に 次 の よ う に 指 摘 し て い る ： 「 充
実 性 腫 瘍 は 、 正 常 組 織 よ り も か な り 酸 素 が 少 な い 。 こ の こ と に よ り 、 放 射 線 療 法 お よ び 抗
癌 剤 に よ る 化 学 療 法 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 す こ と に な り 、 ま た 、 腫 瘍 の 転 移 が 起 こ り や す く
な る 。 」 ブ ラ ウ ン （ Brown） は 、 癌 治 療 に お い て 腫 瘍 の 低 酸 素 症 を 如 何 に 利 用 す べ き か を
説 明 し て い る 。 癌 治 療 に 対 し て 腫 瘍 低 酸 素 症 を 利 用 す る た め の ひ と つ の 方 法 は 、 ブ ラ ウ ン
（ Brown） ら に よ っ て 呈 示 さ れ て お り （ 参 考 文 献 番 号 16） 、 低 酸 素 状 態 に お い て の み 毒 性
を 発 揮 す る 薬 物 を 使 用 す る こ と で あ る 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 薬
物 の 例 お よ び 好 ま し い も の と し て は 、 テ ィ ラ パ ザ ミ ン （ tirapazamine） お よ び ミ ト ザ ン ト
ロ ー ム （ mitozantrome） の ジ － N－ オ キ シ ド ア ナ ロ グ で あ る AQ4Nな ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ブ ラ ウ ン （ Brown） に よ っ て 提 唱 さ れ た 第 二 番 目 の 低 酸 素 症 利 用 法 （ 参 考 文 献 番 号 16）
は 、 HIF-1の 選 択 的 誘 導 を 利 用 す る た め に 開 発 さ れ た 遺 伝 子 治 療 法 で あ る 。 ブ ラ ウ ン （ Bro
wn） は 、 腫 瘍 特 異 的 送 達 系 を 開 発 で き る こ と を 指 摘 し て い る が 、 こ の と き 、 HIF-1に 対 す
る 応 答 性 が 高 い プ ロ モ ー タ ー は 、 低 酸 素 状 態 に お い て は 条 件 付 き で 致 死 遺 伝 子 の 発 現 を 活
性 化 す る が 、 酸 素 量 が 正 常 な 状 態 に お い て は し な い 。 MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー は 、 低 酸 素 症
に 対 す る 応 答 性 が 高 い 、 ま さ に そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 さ ら に 、 MN/CA-IXプ ロ モ
ー タ ー フ ラ グ メ ン ト は １ 個 ま た は そ れ 以 上 の HREを 有 す る 。 「 低 酸 素 症 応 答 性 プ ロ モ ー タ
ー （ す な わ ち 、 MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー ） の 制 御 下 に お い て 、 正 常 な 状 態 で は ヒ ト の 体 内 で
検 出 さ れ な い 酵 素 が 発 現 す る こ と に よ り 、 非 毒 性 の プ ロ ド ラ ッ グ が 腫 瘍 内 部 で 毒 性 薬 物 に
転 換 さ れ る 。 」 （ ブ ラ ウ ン （ Brown） 、 参 考 文 献 番 号 16、 160ペ ー ジ ） ブ ラ ウ ン （ Brown）
に よ る 、 バ ク テ リ ア 由 来 の シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ を 利 用 し た 例 （ こ の 酵 素 は 、 非 毒 性 の ５
－ フ ル オ ロ シ ト シ ン を 抗 癌 剤 で あ る ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 5-FU） に 転 換 す る ） が ト リ ン
（ Trinh） ら に よ っ て 引 用 さ れ て い る （ 参 考 文 献 番 号 109） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ラ ッ ト ク リ フ （ Ratcliffe） ら は 、 米 国 特 許 第 5,942,434号 お よ び 第 6,265,390号 に お い
て 、 低 酸 素 状 態 に お い て 抗 癌 剤 が 如 何 に 活 性 化 さ れ た か を 説 明 し て い る （ 参 考 文 献 番 号 11
9） が 、 薬 物 活 性 化 系 （ 薬 物 を 活 性 化 す る 酵 素 は 、 低 酸 素 状 態 に お い て 顕 著 に 増 加 す る ）
を 利 用 す る こ と に よ り 、 治 療 効 果 が 増 強 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 患 者 の 体 内 で CA-IXを 発 現 し て い る 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 転 移 組 織 を 画
像 化 す る 方 法 に 関 し 、 造 影 剤 に 結 合 さ せ た CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含
む 。 好 ま し い 画 像 法 は 、 シ ン チ グ ラ フ ィ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 に 従 う ア ッ セ イ は 、 診 断 お よ び ／ ま た は 予 後 診 断 の 両 方 に 利 用 で き 、 す な わ ち 、

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-509844 A 2006.3.23



診 断 ／ 予 後 診 断 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 診 断 ／ 予 後 診 断 」 と は 、 臨 床 情
況 に 鑑 み て 、 個 別 に ま た は 累 積 的 に 以 下 の 過 程 を 包 含 す る ： 疾 患 の 存 在 の 判 断 、 疾 患 の 性
質 の 判 断 、 あ る 疾 患 と 別 の 疾 患 と の 区 別 、 病 状 か ら 導 か れ る 結 果 の 予 測 、 症 例 の 性 質 お よ
び 症 状 か ら 示 唆 さ れ る 疾 患 か ら の 回 復 の 見 込 み の 判 断 、 患 者 の 病 状 の モ ニ タ リ ン グ 、 疾 患
の 再 燃 に 関 す る 患 者 の モ ニ タ リ ン グ 、 お よ び ／ ま た は 、 患 者 に 適 し た 治 療 方 法 の 決 定 。 本
発 明 に 従 う 診 断 ／ 予 後 診 断 法 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 性 ま た は 腫 瘍 発 生 前 疾 患 の 存 在 に 関 す る 集
団 ス ク リ ー ニ ン グ 、 腫 瘍 性 疾 患 を 発 症 す る リ ス ク の 判 断 、 腫 瘍 性 お よ び ／ も し く は 腫 瘍 発
生 前 疾 患 の 存 在 に 関 す る 診 断 、 腫 瘍 性 疾 患 の 患 者 の 病 状 の モ ニ タ リ ン グ 、 な ら び に ／ ま た
は 腫 瘍 性 疾 患 の 経 過 の 予 後 に 関 す る 判 断 な ど に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 次 の よ う な 多 様 な 腫 瘍 発 生 前 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 存 在 に 関 す る 治 療 お よ び ス ク リ
ー ニ ン グ に 有 用 で あ る ： 乳 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 尿 管 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 子 宮 頸 管 癌 、 子 宮
内 膜 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 お よ び 腺 扁 平 上 皮 癌 ； 頭 部 お よ び 頸 部 癌 ； 中 胚 葉 性 腫 瘍 （ 神 経 芽
細 胞 腫 お よ び 網 膜 芽 腫 な ど ） ； 肉 腫 （ 骨 肉 腫 お よ び ユ ー イ ン グ 肉 腫 な ど ） ； な ら び に メ ラ
ノ ー マ な ど 。 特 に 興 味 深 い の は 、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 子 宮 頸 管 癌 、 膣 癌 、 外 陰 癌 お よ び 子 宮
内 膜 癌 な ど を 含 む 婦 人 科 系 の 癌 で あ り 、 と り わ け 関 心 が あ る の は 、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 子 宮
頸 管 癌 お よ び 子 宮 内 膜 癌 で あ る 。 同 様 に 興 味 深 い の は 、 乳 癌 、 胃 腸 管 癌 、 食 道 を 含 む 腹 部
の 癌 、 結 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 前 立 腺 癌 、 肝 癌 、 膀 胱 を 含 む 尿 管 癌 、 肺 癌 な ら び に 頭 部 お よ び 頸
部 の 癌 で あ る 。 婦 人 科 系 の 癌 で 特 に 興 味 深 い の は 、 子 宮 頸 管 、 子 宮 内 膜 お よ び 卵 巣 の 腫 瘍
で あ り 、 中 で も 特 に 興 味 深 い の は 、 子 宮 頸 管 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 腺 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 腺 癌 、
な ら び に 婦 人 科 系 の 腫 瘍 発 生 前 状 態 （ 例 え ば 、 子 宮 頸 管 組 織 の 異 形 成 お よ び コ ン ジ ロ ー ム
な ど ） な ど で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 宿 主 か ら 採 取 し た ば か り の 細 胞 群 内 な ど に 悪 性 腫 瘍 ま た は 悪 性 腫 瘍 発 生 前 の
細 胞 が 存 在 し て い る 可 能 性 を 評 価 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な ア
ッ セ イ を 利 用 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 の 検 出 、 そ れ ら の 増 殖 の 定 量 化 、 な ら び に 疾 患 の 診 断
お よ び 予 後 診 断 の 一 助 と す る こ と が 可 能 に な る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と に よ
り 、 癌 の 転 移 を 検 出 す る こ と が で き 、 さ ら に 、 手 術 、 癌 の 化 学 療 法 お よ び ／ も し く は 放 射
線 療 法 後 に 全 て の 腫 瘍 組 織 が 消 失 し て い る 、 ま た は 除 去 さ れ て い る こ と を 確 認 す る こ と も
で き る 。 さ ら に 、 そ の よ う な ア ッ セ イ を 利 用 し て 癌 の 化 学 療 法 お よ び 腫 瘍 の 再 発 を モ ニ タ
ー す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 MN抗 原 の 存 在 は 、 既 に 確 立 さ れ た 多 数 の 診 断 ア ッ セ イ を 利 用 し て 検 出 お よ び ／ ま た は 定
量 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 従 来 か ら 行 わ れ て い る 任 意 の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ
ー マ ッ ト を 改 変 す る こ と に よ り 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る よ う な MN抗 原 を 検 出 お よ び ／
ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 本 発 明 に 従 う 強 力 な CA-I
X特 異 的 阻 害 剤 を 含 む 試 験 キ ッ ト を 包 含 し て お り 、 こ こ で 該 阻 害 剤 は 、 適 切 に 標 識 さ れ て
い る 、 お よ び ／ も し く は 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 の 可 視 化 手 段 に 結 合 さ れ て い る 。 そ の よ
う な 試 験 キ ッ ト は 、 固 相 フ ォ ー マ ッ ト 様 式 に す る こ と が で き る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る わ
け で は な く 、 液 相 フ ォ ー マ ッ ト 様 式 に す る こ と も で き 、 さ ら に 、 免 疫 組 織 化 学 的 ア ッ セ イ
、 ELISA、 粒 子 ア ッ セ イ 、 放 射 計 も し く は 蛍 光 計 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 増 幅 さ せ て い な い も
の 、 ま た は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 法 な ど を 用 い て 増 幅 さ せ た も の に つ い て 行 う ） 、 そ の 他 の
ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト 様 式 に す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の 例 示 化 合 物 は 、 MN/CA-IXを 発 現 し な い 非 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト 細 胞 と 比 較 し て 、 構 造 的 に MN/CA-IXを 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 方 を 治 療 す
る こ と が 示 さ れ た 。 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の 例 示 化 合 物 は 、 低 酸 素 状 態 で の 細 胞 培 養 内 に 存
在 す る MN/CA-IXに よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 外 pHの 酸 性 化 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 標 識 し た ス ル ホ ン ア ミ ド 類 な ど の よ う な 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 標 識 し た 例 示
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化 合 物 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト （ FITC） に 結 合 し た も の な ど ） は 、
低 酸 素 状 態 の み に お い て 、 MN/CA-IXト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 表 面 に 結 合 し （ 酸 素 正 常 状 態
で は 生 じ な い ） 、 対 照 細 胞 に は 結 合 し な い こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 に よ り 、 本 明 細
書 に 記 載 し て い る ス ル ホ ン ア ミ ド 化 合 物 な ど の よ う な CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 腫 瘍 内 微 小
環 境 に 特 徴 的 な 条 件 下 に お い て MN/CA-IXを 特 異 的 に 標 的 に し 得 る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 腫 瘍 発 生 前 お よ び 腫 瘍 状 態 の 診 断 お よ び 予 後 診 断
に 使 用 す る こ と が で き 、 さ ら に 、 患 者 の 状 態 を 判 断 す る こ と が で き 、 さ ら に 、 治 療 的 に 、
従 来 か ら 使 用 さ れ て い る 治 療 法 と は 独 立 し て 、 も し く は 別 の 組 み 合 わ せ で 、 腫 瘍 発 生 前 な
ら び に ／ ま た は 腫 瘍 の 治 療 を す る こ と が で き る 。 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 癌 研 究 に も 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 腫 瘍 発 生 前 お よ び ／ も し く は 腫 瘍 の 治 療 に 限 定 す る と 、 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害
剤 を 用 い る こ と に よ り 、 CA-IX活 性 を 阻 止 し て 癌 の 拡 大 お よ び ／ も し く は 進 行 を 妨 げ る こ
と が で き る 。 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 放 射 線 治 療 用 に 放 射 性 同 位 元 素 と 結 合 さ せ る こ と が
で き る 。 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-IX特 異 的 抗 体 、 お よ び 従 来 か ら 使 用 さ れ て い る 多 様 な
治 療 薬 、 例 え ば 、 癌 関 連 経 路 に 対 す る 別 異 の 阻 害 剤 、 生 体 還 元 性 薬 物 、 お よ び ／ も し く は
放 射 線 治 療 剤 な ど と 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 こ の と き 、 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害
剤 を 用 い た 治 療 方 法 を 独 立 し て 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 全 体 的 な 治 療 効 果 が 増 す と 考 え
ら れ る 。 特 に 、 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 MN/CA-IX特 異 的 抗 体 お よ び ／ も し く
は CA-IX特 異 的 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 型 化 CA-IX特 異 的 抗 体 お よ び ／ も し
く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 、 さ ら に 好 ま し く は 、 完 全 に ヒ ト 型 の CA-IX
特 異 的 抗 体 お よ び ／ も し く は 完 全 に ヒ ト 型 の CA-IX特 異 的 か つ 生 物 学 的 に 活 性 な 抗 体 の フ
ラ グ メ ン ト を 用 い た 治 療 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 該 CA-IX特 異 的 抗 体 な ら び に CA-IX
特 異 的 抗 体 の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は ヒ ト 型 化 さ れ た も の 、 よ り 好 ま
し く は 完 全 に ヒ ト 型 ） は 、 細 胞 毒 性 物 質 、 例 え ば 、 リ シ ン Aな ど の 細 胞 毒 性 タ ン パ ク 質 、
お よ び そ の 他 多 数 の 細 胞 毒 性 物 質 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 遺 伝 子 治 療 （ 例 え ば 、 野 生 型 の フ ォ ン ヒ
ッ ペ ル － リ ン ダ ウ 遺 伝 子 ） を 目 的 と し て 、 ま た は 、 細 胞 毒 性 タ ン パ ク 質 を 効 率 的 に 発 現 さ
せ る こ と を 目 的 と し て 、 CA-IXを 特 異 的 に 発 現 す る 細 胞 に 標 的 送 達 す る た め の ベ ク タ ー に
結 合 さ せ る こ と が で き 、 こ こ で 、 好 ま し く は 該 ベ ク タ ー は 、 MN/CA-IXの 低 酸 素 症 応 答 配 列
（ HRE） も し く は そ の 他 の 遺 伝 子 の HREを 含 む MN/CA-IXプ ロ モ ー タ ー ま た は MN/CA-IXプ ロ モ
ー タ ー フ ラ グ メ ン ト を 有 し て お り 、 よ り 好 ま し く は 、 CA-IXプ ロ モ ー タ ー も し く は CA-IXプ
ロ モ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト は 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の HREを 含 ん で お り 、 該 HREは 、 MN/CA-IX
お よ び ／ も し く は 他 の 遺 伝 子 な ら び に ／ ま た は 、 好 ま し い 関 係 内 で 遺 伝 子 操 作 さ れ た HRE
コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 特 に 、 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 CA-IX、 好 ま し く は 低 酸 素 状 態 に お い て 活 性
化 さ れ た CA-IXに 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 診 断 ／ 予 後 診 断 に 使 用 し て 腫 瘍 発 生 前 お よ び ／
ま た は 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き 、 こ の と き 、 該 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 標 識 ま た は
何 ら か の 可 視 化 手 段 に 結 合 し て い る 。 そ の よ う な 検 出 、 特 に 低 酸 素 状 態 お よ び CA-IXの 過
剰 発 現 の 検 出 は 、 有 効 な 治 療 選 択 を 決 定 す る 場 合 、 な ら び に 、 治 療 効 果 お よ び 疾 患 の 進 行
の 予 後 を 予 測 す る 場 合 に 役 立 つ 。 さ ら に 、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 標 識 し た 、 ま た は 適 切 な
可 視 化 手 段 に 結 合 し た 場 合 に は 、 CA-IXを 発 現 す る 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 転 移 の 画 像 化 に 役
立 つ 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に 従 う CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 基 礎 的 お よ び 前 臨 床 研 究 に も 有 用 で あ る 。 例 え ば
、 CA-IX特 異 的 阻 害 剤 を 用 い る こ と に よ り 、 CA-IX酵 素 活 性 の 制 御 に 関 す る 研 究 、 腫 瘍 の 増
殖 お よ び 代 謝 に お け る CA-IXの 役 割 に 関 す る 研 究 、 な ら び に 、 薬 剤 、 放 射 線 、 阻 害 剤 お よ
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び そ の 他 の 治 療 法 に よ る 治 療 に 対 す る 応 答 に お け る CA-IXの 役 割 に 関 す る 研 究 を 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 膜 結 合 性 炭 酸 脱 水 酵 素 で あ る CA-IXに 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 し て お り 、 正 の 電
荷 を 帯 び 、 膜 不 透 過 性 で あ る 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド CA阻 害 剤 の 調 製 法 に つ い て も 開 示 し
て い る 。 特 に 好 ま し い CA-IX特 異 的 阻 害 剤 は 、 そ の よ う な 芳 香 環 式 お よ び 複 素 環 式 ス ル ホ
ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 で あ る 。 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 好 ま し い ピ リ ジ ニ ウ ム 誘
導 体 類 の 一 般 的 な 構 造 は 、 化 合 物 の 芳 香 環 式 ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 部 分 の 「 尾 部
」 に ピ リ ジ ニ ウ ム 部 分 が 結 合 し た 形 で 表 わ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 脊 椎 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 さ ら に 好 ま し く は ヒ ト 由 来 の 腫 瘍 発 生 前 ま た は
腫 瘍 性 細 胞 で あ っ て 、 MNタ ン パ ク 質 を 異 常 発 現 す る も の の 増 殖 を 阻 害 す る た め に 有 用 な 化
合 物 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ も 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
は 、 該 化 合 物 に よ っ て MNの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 試 験 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る
追 加 ア ッ セ イ で は 、 該 化 合 物 の 細 胞 膜 不 透 過 性 に つ い て 試 験 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し て い る 本 発 明 の 側 面 に つ い て は 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 参 考 文 献 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
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　 本 明 細 書 に お い て は 以 下 の 略 号 を 使 用 し て い る ：
ａ ａ － ア ミ ノ 酸
AAZ－ ア セ タ ゾ ラ ミ ド
ATCC－ ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collec
tion）
bp－ 塩 基 対
BRL－ ベ セ ス ダ 研 究 所 （ Bethesda Research Laboratories）
BRZ－ ブ リ ン ゾ ラ ミ ド
BSA－ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
CA－ 炭 酸 脱 水 酵 素
CAI－ 炭 酸 脱 水 酵 素 阻 害 剤
CAM－ 細 胞 接 着 分 子
CARP－ 炭 酸 脱 水 酵 素 関 連 タ ン パ ク 質

10

20

30

40

50

(36) JP 2006-509844 A 2006.3.23

略 号



Ci－ キ ュ リ ー
cm－ セ ン チ メ ー ト ル
CNS－ 中 枢 神 経 系
cpm－ カ ウ ン ト ／ 分
C-末 端 － カ ル ボ キ シ 末 端
℃ － 摂 氏 温 度
DCP－ ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド
DEAE－ ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル
DMEM－ ダ ル ベ ッ コ 変 形 イ ー グ ル 培 地 （ Dulbecco modified Eagle medium）
ds－ 二 重 ら せ ん の
DZA－ ド ル ゾ ラ ミ ド
EDTA－ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
EZA－ エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド
F－ 繊 維 芽 細 胞
FCS－ ウ シ 胎 仔 血 清
FITC－ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト
H－ HeLa細 胞
IC－ 細 胞 内
kb－ キ ロ ベ ー ス
kbp－ キ ロ ベ ー ス 対
kdま た は kDa－ キ ロ ダ ル ト ン
K I － 阻 害 定 数
KS－ ケ ラ タ ン 硫 酸
LTR－ 長 末 端 反 復
M－ モ ル 濃 度
mA－ ミ リ ア ン ペ ア
MAb－ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ME－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
MEM－ 最 小 必 須 培 地
min.－ 分
mg－ ミ リ グ ラ ム
ml－ ミ リ リ ッ ト ル
mM－ ミ リ モ ル 濃 度
MMC－ マ イ ト マ イ シ ン C
mmol－ ミ リ モ ル
MZA－ メ タ ゾ ラ ミ ド
N－ 正 常 濃 度
NEG－ ネ ガ テ ィ ブ 、 負 、 マ イ ナ ス
ng－ ナ ノ グ ラ ム
nm－ ナ ノ メ ー タ ー
nM－ ナ ノ モ ル 濃 度
nt－ ヌ ク レ オ チ ド
N-末 端 － ア ミ ノ 末 端
ODN－ オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
ORF－ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
PA－ プ ロ テ イ ン A
PBS－ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
PCR－ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
PG－ プ ロ テ オ グ リ カ ン
pI－ 等 電 点
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PMA－ フ ォ ル ボ ー ル 12－ ミ リ ス テ ー ト 13－ ア セ テ ー ト
POS－ ポ ジ テ ィ ブ 、 正 、 プ ラ ス
Py－ ピ リ ミ ジ ン
QAS－ ス ル ホ ニ ル ア ミ ド ４ 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩
QSAR－ 定 量 的 構 造 活 性 相 関
RACE－ ｃ DNA末 端 の 迅 速 増 幅
RCC－ 腎 細 胞 癌
RIA－ ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
RIP－ 放 射 免 疫 沈 降
RIPA－ 放 射 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ
RNP－ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ
RT-PCT－ 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
SAC－ 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） 細 胞
SAR－ 構 造 活 性 相 関
sc－ 皮 下
SDS－ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
SDS-PAGE－ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
SINE－ 短 い 散 在 反 復 配 列
SP－ シ グ ナ ル ペ プ チ ド
SP-RIA－ 固 相 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
TBE－ Tris－ ホ ウ 酸 ／ EDTA電 気 泳 動 緩 衝 液
TC－ 組 織 培 養
TCA－ ト リ ク ロ ロ 酢 酸
TC培 地 － 組 織 培 養 培 地
tk－ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ
TM－ 膜 貫 通
Tris－ tris（ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン
μ Ci－ マ イ ク ロ キ ュ リ ー
μ g－ マ イ ク ロ グ ラ ム
μ l－ マ イ ク ロ リ ッ ト ル
μ M－ マ イ ク ロ モ ル 濃 度
　
BL21（ DE3） － リ ン ズ コ ッ グ （ Lindskog） ら の グ ル ー プ に よ っ て 記 載 さ れ て い る 大 腸 菌 （ E
scherichia coli） 株 （ CA-I， II発 現 用 ） （ リ ン ズ コ ッ グ （ Lindskog） ら 、 「 部 位 特 異 的
突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 実 験 を 行 っ た ヒ ト 炭 酸 脱 水 酵 素 IIの 構 造 活 性 相 関 （ Structure-func
tion relations in human carbonic anhydrase II as studied by site-directed mutage
nesis 」 、 「 炭 酸 脱 水 酵 素 － 生 化 学 お よ び 遺 伝 学 か ら 生 理 学 お よ び 臨 床 薬 物 ま で （ Carbon
ic anhydrase-From biochemistry and genetics to physiology and clinical medicine
） 」 よ り （ ボ ト レ （ Botre） ら 編 、 VCH、 ワ イ ン ハ イ ム 、 pp.1-13(1991)）
BL21-GOLD（ DE3） － CA-IXの 発 現 用 に 使 用 し た 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 株 （ ス ト ラ タ
ジ ー ン （ Stratagene） 社 ）
　
　 本 明 細 書 に お い て は 、 以 下 の 記 号 を 用 い て ヌ ク レ オ チ ド を 表 記 す る ：
塩 基

　 　 　 　 　 　 　 　
Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア デ ニ ン
Ｃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 シ ト シ ン
Ｇ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 グ ア ニ ン
Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 チ ミ ン
Ｕ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ウ ラ シ ル
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細 胞 系

ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 記 号

記 号 意 味



Ｉ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 イ ノ シ ン
Ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ
Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｇ
Ｗ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ま た は Ｇ
Ｙ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｋ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｇ
Ｈ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｄ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｎ ／ Ｘ 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｔ ／ Ｕ
　 ア ミ ノ 酸 は ２ ０ 個 あ り 、 そ れ ら は 、 隣 接 す る ３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の 別 異 の 配 列 （ ト リ プ
レ ッ ト コ ー ド ま た は コ ド ン ） に よ っ て 特 定 さ れ 、 特 定 の 順 序 で 連 結 さ れ る こ と に よ り 、 特
徴 的 な タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 ３ 文 字 ま た は １ 文 字 協 定 を 用 い て そ
の よ う な ア ミ ノ 酸 を 特 定 し 、 以 下 の よ う に 取 り 決 め る （ 例 え ば 、 図 １ 参 照 ） ：
ア ミ ノ 酸 名 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ 文 字 略 号 　 　 　 　 １ 文 字 略 号
ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｌ ａ 　 　 　 　 　 　 　 Ａ
ア ル ギ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｒ ｇ 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ
ア ス パ ラ ギ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｓ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ
ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｓ ｐ 　 　 　 　 　 　 　 Ｄ
シ ス テ イ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ｙ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ
グ ル タ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｕ 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ
グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ
グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｙ 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ
ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ ｉ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ
イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ ｌ ｅ 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ
ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ ｅ ｕ 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ
リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ ｙ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ
メ チ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｅ ｔ 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ ｈ ｅ 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ ｒ ｏ 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ
セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ ｅ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ
ス レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｈ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ
ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｒ ｐ 　 　 　 　 　 　 　 Ｗ
チ ロ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｙ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ
バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ ａ ｌ 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ
未 知 の も の 、 そ の 他 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｘ
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 に 従 う 新 規 な 方 法 は 、 MNタ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 用 い 、 MNタ ン
パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 有 機
性 ま た は 無 機 性 で あ り 、 好 ま し く は 有 機 性 で あ り 、 よ り 好 ま し く は ス ル ホ ン ア ミ ド 類 で あ
る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該 化 合 物 は 、 芳 香 環 式 も し く は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ
ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 で あ る 。 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の こ の よ う な 好 ま し い ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類
は 、 次 の ３ つ の 点 に お い て 、 他 の 化 合 物 よ り も 副 作 用 が す く な い 傾 向 を 有 す る ： 分 子 量 が
小 さ い 、 膜 不 透 過 性 で あ る 、 お よ び 腫 瘍 関 連 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 に 対 し て 特 異
的 な 強 力 な 阻 害 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 新 規 癌 治 療 の 開 発 を 目 的 と し て 、 標 的 と し て オ ン コ プ ロ テ イ ン を 使 用 す る こ と は 、 当 業
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者 に お い て は 従 来 か ら 考 え ら れ て い た こ と で あ る （ 例 え ば 、 メ ン デ ル ソ ー ン （ Mendelsohn
） お よ び リ ッ プ マ ン （ Lippman） 、 参 考 文 献 番 号 61な ど を 参 照 ） 。 し か し な が ら 、 MNの 使
用 は 新 規 で あ る 。 他 の 腫 瘍 関 連 分 子 （ 例 え ば 、 増 殖 因 子 お よ び そ れ ら の レ セ プ タ ー な ど ）
と 比 較 し て 、 MNは 、 腫 瘍 発 生 前 ／ 腫 瘍 性 組 織 内 と 正 常 組 織 内 に お け る 発 現 が 異 な る と い う
特 徴 的 な 性 質 を 有 し て お り 、 そ れ ら の 組 織 は 、 解 剖 学 的 な 差 異 に よ っ て 区 別 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 従 う ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 は 、 以 下 に 記 載 し て い る よ う に
、 例 え ば 、 ピ リ リ ウ ム 塩 と 芳 香 環 式 も し く は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 反 応 試 薬 と の 間 に 結
合 を 形 成 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 ス ル ホ ン ア ミ ド 化 合 物 の ピ リ ジ ニ ウ ム
塩 を 構 成 し て い る 芳 香 環 式 も し く は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 部 分 は 、 「 頭 部 」 と 称 さ れ 、
ピ リ ジ ニ ウ ム 部 分 は 「 尾 部 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 そ の 他 の 多 様 な 様 式 の 結 合 に よ っ て も 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 部 分 に ス ル ホ ン
ア ミ ド 部 分 を 結 合 さ せ る こ と が で き る こ と は 自 明 で あ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 開 示 し て い
る 方 法 に 加 え 、 別 の 方 法 を 用 い て 本 発 明 に 従 う ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 を 調 製 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 癌 （ 様 ） 」 お よ び 「 腫 瘍 （ 様 ） 」 と い う 語 は 同 じ 意 味
で あ り 、 「 前 癌 」 お よ び 「 腫 瘍 発 生 前 」 と い う 語 も 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 芳 香 環 式 」 と は 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 構 造 に 対 し て 使 用 す
る 場 合 に は 、 「 追 加 の 複 素 環 を 有 し な い 、 芳 香 環 を 含 む 」 と い う 意 味 で あ る 。 「 複 素 環 式
」 と は 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 構 造 に 対 し て 使 用 す る 場 合 に は 、 「 追 加 の 芳 香 環 を 有 す る ま た は
有 し な い 複 素 環 を 含 む 」 と い う 意 味 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 ア ル キ ル 」 と は 、 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 、 炭 素 数 が
１ ～ 12個 、 好 ま し く は １ ～ ６ 個 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ４ 個 で あ る よ う な 、 直 鎖 ま た は 分 岐
鎖 ア ル キ ル ラ ジ カ ル を さ す 。 そ の よ う な ラ ジ カ ル 類 の 例 と し て は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ －
プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 sec－ ブ チ ル 、 tert－ ブ チ ル 、 ペ ン
チ ル 、 イ ソ ア ミ ル 、 ヘ キ シ ル 、 デ シ ル な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は
な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 ア リ ー ル 」 と い う 語 は 、 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ に お い て 、 フ ェ ニ ル ま た は ナ フ チ ル ラ
ジ カ ル を 意 味 し 、 次 の 群 か ら 選 択 さ れ る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 置 換 基 を 追 有 す る ： ア ル キ
ル 、 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ア ミ ノ 、 ニ ト ロ 、 シ ア ノ 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 カ ル
ボ キ シ 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア ル キ ル 、 ア ミ ド 、 モ
ノ お よ び ジ ア ル キ ル 置 換 ア ミ ノ 、 モ ノ お よ び ジ ア ル キ ル 置 換 ア ミ ド な ど 。 ア リ ー ル 化 合 物
の 例 と し て は 、 フ ェ ニ ル 、 p－ ト リ ル 、 ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル 、 ４ － （ tert－ ブ ト キ シ ）
フ ェ ニ ル 、 ３ － メ チ ル － ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル 、 ４ － フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 、 ４ － ク ロ ロ フ ェ
ニ ル 、 ３ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ３ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル 、 ３ － ア セ ト ア ミ ド フ ェ ニ ル 、 ４ － ア セ
ト ア ミ ド フ ェ ニ ル 、 ２ － メ チ ル － ３ － ア セ ト ア ミ ド フ ェ ニ ル 、 ２ － メ チ ル － ３ － ア ミ ノ フ
ェ ニ ル 、 ３ － メ チ ル － ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル 、 ２ － ア ミ ノ － ３ － メ チ ル フ ェ ニ ル 、 ２ ， ４ －
ジ メ チ ル － ３ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 、 ３ － メ チ ル － ４ － ヒ ド ロ キ シ
フ ェ ニ ル 、 １ － ナ フ チ ル 、 ２ － ナ フ チ ル 、 ３ － ア ミ ノ － １ － ナ フ チ ル 、 ２ － メ チ ル － ３ －
ア ミ ノ － １ － ナ フ チ ル 、 ６ － ア ミ ノ － ２ － ナ フ チ ル 、 ４ ， ６ － ジ メ ト キ シ － ２ － ナ フ チ ル
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に 従 う 好 ま し い ス ル ホ ン ア ミ ド 類 は 、 芳 香 環 式 お よ び 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類
で あ る 。 こ れ ら の 代 表 的 な 群 に 属 す る ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 構 造 は 、 図 ４ の １ ～ 26に 示 し て
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い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 に 従 う よ り 好 ま し い ス ル ホ ン ア ミ ド 類 は 、 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ
ウ ム 誘 導 体 類 で あ り 、 以 下 に 示 す 一 般 式 （ Ａ ） で 表 さ れ る 。
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ こ で 、 ｎ は ０ 、 １ ま た は ２ で あ り ； R2、 R3、 R4お よ び R6は 、 水 素 、 ア ル キ ル 類 お よ び
ア リ ー ル 類 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。 27～ 70で 表 さ れ る こ れ ら の 群 に 属 す る ス ル
ホ ン ア ミ ド 類 の 構 造 は 、 一 般 式 （ Ａ ） の 誘 導 体 と し て 表 ２ に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 上 記 化 合 物 と は 別 に 、 本 発 明 に 従 う よ り 好 ま し い ス ル ホ ン ア ミ ド 類 は 、 複 素 環 式 ス ル ホ
ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 で あ り 、 以 下 に 示 す 一 般 式 （ Ｂ ） を 有 し 、 こ こ で 、 該
複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 は 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る ；
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ こ で 、 R1、 R2、 R3、 R4お よ び R5は 、 水 素 、 ア ル キ ル 類 お よ び ア リ ー ル 類 か ら そ れ ぞ れ
独 立 し て 選 択 さ れ る 。 71～ 91で 表 さ れ る こ れ ら の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 代 表 的 な 構 造 は 、 一
般 式 （ Ｂ ） の 誘 導 体 と し て 表 ３ に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 式 （ Ａ ） お よ び （ Ｂ ） で 表 さ れ る 化 合 物 群 の う ち の 代 表 的 な ス ル ホ ン ア ミ ド 誘 導 体 類 は
、 CA-IX阻 害 活 性 を 有 し 、 MN関 連 腫 瘍 の 治 療 に お い て 、 抗 癌 剤 と し て 治 療 上 有 用 で あ る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 確 認 さ れ た ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 生 物 学 的 活 性 は 、 イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro） に
お い て 、 MNタ ン パ ク 質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 に 対 す る 阻 害 に よ り 、 ま た 、 MN関 連 腫 瘍 細 胞 （
HeLa） お よ び 対 照 細 胞 の 細 胞 形 態 お よ び 増 殖 特 性 に 及 ぼ す 影 響 に よ り 試 験 す る （ 参 考 文 献
番 号 104） 。 HeLa細 胞 を 注 入 さ れ た ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い て イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） ス ク リ ー
ニ ン グ 試 験 を 行 う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 実 施 例 １ に お い て は 、 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム で あ る CA-IXの 阻 害 に 関 し て 、 １ ～ 26の ス
ル ホ ン ア ミ ド 類 （ 図 ４ A～ Bに 示 す ） に つ い て 調 べ た 。 化 合 物 １ ～ ６ 、 11～ 12、 20お よ び 26
は 市 販 さ れ て い る が 、 ７ ～ 10（ 参 考 文 献 番 号 43） 、 13～ 19（ 参 考 文 献 番 号 24、 90、 97） お
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よ び 21～ 25（ 参 考 文 献 番 号 79） に つ い て は 既 報 に 従 っ て 調 製 し た 。 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い
る ６ 個 の 化 合 物 に つ い て も ア ッ セ イ を 行 っ た 。 実 施 例 ２ の 化 合 物 （ 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ
ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 ） に 関 し て は 、 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド で あ る ホ モ ス ル フ ァ ニ ル
ア ミ ド ま た は ４ － （ ２ － ア ミ ノ エ チ ル ） － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド と ２ ， ６ － ジ － 、 ２ ，
４ ， ６ － ト リ － ま た は ２ ， ３ ， ４ ， ６ － テ ト ラ 置 換 ピ リ リ ウ ム 塩 と を 反 応 さ せ る こ と に よ
り 、 本 明 細 書 に お い て 実 験 を 行 っ た ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 27～ 70が 得 ら れ た （ 一 般 的 な バ イ エ ル
－ ピ カ ー ド 合 成 に よ る ） （ 参 考 文 献 番 号 ９ 、 10、 97） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 実 施 例 ３ に 記 載 し て い る よ う に 、 正 の 電 荷 を 帯 び た 一 連 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 （ 本 明 細 書
に お い て は 化 合 物 71～ 91と 称 す る ） は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド （ ５ － （ ４ － ア ミ ノ ベ ン
ゼ ン ス ル ホ ニ ル ア ミ ノ ） － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － ス ル ホ ン ア ミ ド ） に ト リ ／
テ ト ラ 置 換 ピ リ リ ウ ム 塩 （ 以 下 に 記 載 し て い る よ う に 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 に ア ル キ ル － 、 ア
リ ー ル － 、 ま た は 、 ア ル キ ル お よ び ア リ ー ル 基 を 組 み 合 わ せ た も の を 有 す る ） を 反 応 さ せ
る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 こ れ ら の 化 合 物 の う ち の ３ 個 （ 71、 75お よ び 87） に つ い て は 、
別 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る が （ 参 考 文 献 番 号 25、 85） 、 こ の 系 列 の そ の 他 全 て の 化 合 物 は
新 規 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　

　 ： ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド （ ５ － （ ４ － ア ミ ノ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル ア ミ ノ ） － １ ，
３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － ス ル ホ ン ア ミ ド ） （ 参 考 文 献 番 号 97） に ２ ， ６ － ジ － 、 ２
， ４ ， ６ － ト リ － も し く は ２ ， ３ ， ４ ， ６ － テ ト ラ 置 換 ピ リ リ ウ ム 塩 を 反 応 さ せ る に あ た
っ て は 、 求 核 剤 を 用 い た そ の よ う な 誘 導 体 類 の 一 般 的 な 合 成 法 に 従 う こ と に よ り （ 図 ５ の
ス キ ー ム １ に 示 す ） 、 本 明 細 書 に お い て 実 験 を 行 っ た ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 71～ 91が 得 ら れ た （
参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ： ア ミ ノ － ス ル ホ ン ア ミ ド 類 と ピ リ リ ウ ム 塩 と の 反 応 （ 参 考 文 献 番 号 23、
88、 89） に よ っ て 調 製 さ れ た 正 の 電 荷 を 帯 び た 多 数 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 に つ い て は 、 本 発
明 者 ら が 最 近 報 告 し て お り 、 一 般 的 に は 古 典 的 な ア イ ソ ザ イ ム で あ る CA-I、 IIお よ び IVの
阻 害 剤 と し て の 試 験 を 行 っ た （ 参 考 文 献 番 号 81、 96、 97、 98） 。 正 の 電 荷 を 帯 び た い く つ
か の 誘 導 体 類 を 含 む 数 種 の 系 統 の CA阻 害 剤 に 関 す る QSAR実 験 に 基 づ き （ 参 考 文 献 番 号 23、
88、 89） 、 CA阻 害 活 性 の 増 強 は 、 分 子 内 に 存 在 す る 複 素 環 ／ 芳 香 環 上 の 正 の 電 荷 の 増 加 、
な ら び に 阻 害 分 子 の 「 長 さ 」 （ す な わ ち 、 酵 素 の Zn(II)イ オ ン 、 ス ル ホ ン ア ミ ド の 窒 素 原
子 お よ び 阻 害 剤 の 長 軸 を 貫 通 す る 方 向 に 広 が っ て い る よ う な 分 子 ） と 相 関 し て い る こ と が
明 ら か に な っ た （ 参 考 文 献 番 号 23、 88、 89） 。 こ の 結 果 を 検 証 す る こ と は 興 味 あ る こ と と
考 え た の で 、 正 の 電 荷 を 帯 び た 長 い ス ル ホ ン ア ミ ド CAI類 を 設 計 し た 。 従 っ て 、 ピ リ リ ウ
ム 塩 と の 反 応 に 適 し 、 既 に 強 力 か つ 分 子 が 長 い CAI（ す な わ ち 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド
） に 、 置 換 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 部 位 を 結 合 さ せ る こ と を 考 え た （ 参 考 文 献 番 号 97） 。 勿 論
、 こ の 化 合 物 は ア イ ソ ザ イ ム I、 IIお よ び IVに 対 し て は 非 常 に 強 力 な CAIと し て 作 用 す る （
阻 害 定 数 は nMレ ベ ル の 小 さ い 値 で あ る 。 以 下 の 記 述 を 参 照 ） 。 既 に 示 さ れ て い る よ う に （
参 考 文 献 番 号 81、 96、 97、 98） 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 パ タ ー ン は 、 こ の 型 の ス ル ホ ン ア
ミ ド CAI類 の 生 物 学 的 活 性 に は 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 ス キ ー ム １ （ 図 ５ ） に 記 載 し た 反 応
に よ り 、 ２ ， ４ ， ６ － ト リ ア ル キ ル ピ リ ジ ニ ウ ム － ； ２ ， ６ － ジ ア ル キ ル － ４ － フ ェ ニ ル
ピ リ ジ ニ ウ ム － ； ２ － ア ル キ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム － ； ２ ， ４ ， ６ － ト リ
フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム － 、 な ら び に 多 様 な ２ ， ６ － ジ 置 換 ピ リ ジ ニ ウ ム － お よ び ２ ， ３ ，
５ ， ６ － テ ト ラ 置 換 ピ リ ジ ニ ウ ム － ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド な ど の 一 連 の 多 数 の ア ミ ノ ベ
ン ゾ ー ル ア ミ ド 誘 導 体 類 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 見 か け 上 単 純 で あ る が 、 ピ リ リ ウ ム 塩 と ア ミ ン と の 反 応 に よ っ て ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 を 導 く
反 応 は 、 実 は 複 雑 な 過 程 を た ど る （ 図 ６ の ス キ ー ム ２ ） こ と が 、 バ ラ バ ン （ Balaban） ら
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と カ ト リ ス キ ー （ Katrizky） ら の グ ル ー プ に よ る 詳 細 な 分 光 学 的 お よ び 速 度 論 的 デ ー タ か
ら 確 認 さ れ た （ 参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） 。 従 っ て 、 ピ リ リ ウ ム 陽 イ オ ン 上 へ の 一 級 ア
ミ ン RNH 2 の 求 核 的 攻 撃 は 、 一 般 的 に α 位 で 生 じ て IV型 の 中 間 体 が 生 成 し （ 図 ６ に 示 さ れ て
い る ） 、 塩 基 の 存 在 下 で 脱 プ ロ ト ン 化 す る こ と に よ っ て ２ － ア ミ ノ － テ ト ラ デ ヒ ド ロ ピ ラ
ン 誘 導 体 類 Vが 生 成 す る 。 多 く の 場 合 、 塩 基 性 が 十 分 で あ れ ば 、 脱 プ ロ ト ン 化 は ア ミ ン 自
身 に よ っ て 促 進 さ れ る （ こ の こ と が 、 本 方 法 に 従 っ て ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 を 調 製 す る 場 合 に 、
ピ リ リ ウ ム ： ア ミ ン の モ ル 比 が １ ： ２ に お い て 、 多 く の 場 合 に 反 応 が 進 行 す る 理 由 で あ る
） か 、 ま た は ト リ エ チ ル ア ミ ン な ど の 触 媒 を 外 部 か ら 反 応 混 合 物 に 加 え る こ と に よ っ て 促
進 す る （ 参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） 。 誘 導 体 Vは 、 一 般 的 に 不 安 定 で あ り 、 ケ ト ジ エ ン ア
ミ ン 類 VIと の 互 変 異 性 体 で あ る が 、 こ の 化 合 物 VIは 、 ピ リ リ ウ ム 類 か ら ピ リ ジ ニ ウ ム 類 へ
の 転 換 の 際 の 重 要 な 中 間 体 で あ る （ 参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） 。 酸 性 溶 媒 中 で は 、 全 反
応 過 程 中 の 律 速 段 階 に お い て 、 ケ ト ジ エ ン ア ミ ン 類 VIは 対 応 す る ピ リ ジ ニ ウ ム 類 塩 VIIに
転 換 す る が 、 別 異 の 構 造 を 有 す る ビ ニ ロ グ 性 ア ミ ド 類 な ど の よ う な そ の 他 の 生 成 物 も 単 離
さ れ る （ 参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） 。 ピ リ リ ウ ム 環 の ２ － お よ び ／ ま た は ６ － 位 が メ チ
ル で 置 換 さ れ て い る 場 合 、 反 応 が さ ら に 複 雑 化 し 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 類 VIIに 加 え て 、 ア ニ
リ ン 類 VIIIの 生 成 を 伴 う 同 時 環 化 が 起 こ る 可 能 性 が あ る （ 参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） 。
ア ミ ン か ら 弱 い 求 核 性 ま た は 塩 基 性 を 有 す る ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 へ の 転 換 を 行 う 場 合 に は 、 上
述 し た こ れ ら の 同 時 反 応 は 一 般 的 に 重 要 で あ る 。 こ の 現 象 は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の
場 合 に 生 じ る 。 実 際 、 多 様 な 条 件 下 （ 低 分 子 量 ア ル コ ー ル 類 （ メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、
イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル ） 、 DMF、 塩 化 メ チ レ ン 、 ア セ ト ニ ト リ ル な ど の 多 様 な 溶 媒 ； 反
応 試 薬 の モ ル 数 の 変 更 ； 反 応 温 度 は 25～ 150℃ ； 反 応 時 間 は 15分 ～ 48時 間 、 な ど ） で 行 っ
た ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド と 数 種 類 の ピ リ リ ウ ム 塩 と の 反 応 に お い て は 、 未 反 応 の 原 料 が
単 離 さ れ た の み で あ っ た 。 ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 III（ 図 ５ に 図 示 ） が 生 成 し た 唯 一 の 条 件 は 次
の よ う な も の で あ っ た ： 溶 媒 と し て は 無 水 酢 酸 の 存 在 下 で 無 水 メ タ ノ ー ル を 使 用 し 、 中 間
体 IVの 脱 プ ロ ト ン 化 に 対 す る 触 媒 と し て ト リ エ チ ル ア ミ ン を 使 用 。 無 水 酢 酸 は 、 縮 合 反 応
中 に 生 成 し た 水 と 反 応 す る 役 割 を 有 す る 。 実 際 、 こ の 水 は 、 ピ リ リ ウ ム 陽 イ オ ン と の 反 応
の 場 合 に は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド と の 競 合 求 核 剤 と し て 作 用 し 、 そ の 結 果 、 ピ リ ジ ニ
ウ ム 塩 の 収 率 が 劇 的 に 低 下 し た 。 ト リ エ チ ル ア ミ ン （ お よ び 水 捕 獲 剤 と し て の 無 水 酢 酸 の
存 在 下 に お い て ） を 添 加 し 、 酢 酸 存 在 下 で ２ ～ ５ 時 間 還 流 さ せ る こ と に よ り 、 ピ リ ジ ニ ウ
ム 環 へ の 環 化 （ 律 速 段 階 ） が 達 成 さ れ た 。 収 率 は 、 特 に ２ － メ チ ル － 含 有 誘 導 体 類 の 場 合
に は 、 常 に 良 好 と は い え な か っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 MN/CA-IX」 お よ び 「 MN/CA-9」 と は 、 MNと 同 義 で あ る
。 ま た 、 G250は 、 MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を さ す も の と 考 え ら れ て い る （ 参 考 文 献 番
号 112） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ザ ヴ ァ ダ （ Zavada） ら に よ る WO 93/18152お よ び ／ ま た は WO 95/34650は 、 図 １ A～ １ Ｃ
に 示 し て い る MN cDNA配 列 （ 配 列 番 号 １ ） 、 同 じ く 図 １ Ａ ～ １ Ｃ に 示 し て い る MNア ミ ノ 酸
配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） 、 な ら び に 図 ２ Ａ ～ ２ Ｆ に 示 し て い る Ｍ Ｎ ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ）
を 開 示 し て い る 。 MN遺 伝 子 は 、 11個 の エ ク ソ ン と 10個 の イ ン ト ロ ン で 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 １ Ａ ～ １ Ｃ に 示 し て い る MNタ ン パ ク 質 の 最 初 の 37個 の ア ミ ノ 酸 が MNシ グ ナ ル ペ プ チ ド
（ 配 列 番 号 ６ ） と 推 定 さ れ て い る 。 MNタ ン パ ク 質 は 、 細 胞 外 ド メ イ ン （ 図 １ Ａ ～ １ Ｃ の ア
ミ ノ 酸 番 号 38～ 414： 配 列 番 号 ７ ） 、 膜 貫 通 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 番 号 415～ 434： 配 列 番 号
８ ） お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 番 号 435～ 459： 配 列 番 号 ９ ） を 有 す る 。 細 胞 外 ド メ
イ ン は 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 番 号 53～ 111： 配 列 番 号 ４ ） お よ び 炭 酸
脱 水 酵 素 （ CA） ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 番 号 135～ 391： 配 列 番 号 ５ ） を 含 む 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 MNタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 」 （ MNタ ン
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パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド ） と は 、 MN遺 伝 子 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に よ っ て コ ー ド さ れ
て い る タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る も の と 定 義 さ れ る 。 本 発 明 に 従
う 好 ま し い MNタ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 図 １ に 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の
で あ る 。 好 ま し い MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と は 、 図 １ に 示 す MNタ ン パ ク 質 と 実 質 的 に
相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 MNタ ン パ ク 質 ／
ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 相 同 な そ の よ う な タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と は 、 MN特 異 的 抗 体
、 好 ま し く は MabM75ま た は そ れ と 同 等 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 す る も の で あ る 。 M75 
Mabを 分 泌 す る VU-M75ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 HB11128と し て 1992年 ９ 月 17日 に ATCCに 寄 託 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 共 有 結 合 し て い る ア ミ
ノ 酸 鎖 で あ り 、 本 明 細 書 に お い て は 、 50個 未 満 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ て い る も の と 考 え
て い る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 タ ン パ ク 質 」 と は 、 50個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 構
成 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド で あ る と 定 義 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド と い う 語 に は 、 ペ プ チ ド お よ
び オ リ ゴ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お い て 腫 瘍 性 細 胞 か ら 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ
プ チ ド は 、 細 胞 培 養 中 の 腫 瘍 細 胞 に よ っ て 、 ま た は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ
た タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド と は 配 列 が 改 変 さ れ て い る 可 能 性 が あ る こ と は 明 ら か
で あ る 。 従 っ て 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 伸 長 、 欠 失 、 切 断 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど を 含 む
多 様 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｍ Ｎ タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 範 ち ゅ う に 含 ま れ
る 。 体 液 内 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 過 程 な ど の 分 解 過 程 に 組 み 込 ま れ や
す い こ と は 明 ら か で あ り 、 従 っ て 、 著 し く 切 断 さ れ て い る MNタ ン パ ク 質 お よ び MNポ リ ペ プ
チ ド が 血 清 な ど の 体 液 中 に 見 出 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 し て い る 「 MN抗 原 」 と い う
語 は 、 MNタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 さ ら に 、 MNタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 遺 伝 的 手 法 に よ っ て も 変
化 さ せ る こ と が で き る こ と は 明 ら か で あ る 。 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 ま た は
置 換 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 の 変 化 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド
の 生 物 学 的 活 性 に 何 ら 変 化 を も た ら す こ と は な く 、 本 発 明 の 範 ち ゅ う に 含 ま れ る タ ン パ ク
質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 さ ら に MNム テ イ ン が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に 従 う MNタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 に 従 う 多 様 な 方 法 に よ っ て 調
製 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 組 み 換 え 、 合 成 、 ま た は そ の 他 の
生 物 学 的 方 法 、 す な わ ち 、 長 い タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 的 お よ び ／ も し く は
化 学 的 な 解 裂 な ど が 挙 げ ら れ る 。 MNタ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め の 好 ま し い 方 法 は 組 み 換 え
法 で あ る 。 組 換 え に よ っ て MNタ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め の 特 に 好 ま し い 方 法 を 以 下 に 記 載
す る 。 図 １ に 示 す MN タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 調 製 す る た め の 代 表 的 な
方 法 は 、 材 料 お よ び 方 法 の 項 に 例 示 し て い る よ う な 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 内 に MN cDNAの 全
長 ま た は 適 切 な フ ラ グ メ ン ト を 挿 入 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　
　 図 １ Ａ ～ Ｃ に は 、 ザ ヴ ァ ダ （ Zavada） ら に よ る WO 95/34650に 記 載 さ れ て い る 単 離 さ れ
た MN cDNAク ロ ー ン の 全 長 （ 配 列 番 号 １ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 示 し て い る 。 図 ２ Ａ ～
Ｆ は 、 完 全 な MN ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 表 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 図 １ に 示 す MN cDNAの ORFは 、 459個 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ 、 計 算 上 の 分 子 量 が 49.7kd
で あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 能 力 を 有 す る 。 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 の 全 体 的 な ア ミ ノ 酸 組
成 は や や 酸 性 で あ り 、 予 測 pI値 は 4.3で あ る 。 二 次 元 電 気 泳 動 と そ れ に 続 い て 行 っ た イ ム
ノ ブ ロ ッ ト に よ り 、 CGL3細 胞 由 来 の 天 然 MN/CA-IXタ ン パ ク 質 を 分 析 し た と こ ろ 、 コ ン ピ ュ
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ー タ 予 測 と 一 致 す る こ と が 示 さ れ 、 MN/CA-IXは 、 pIが 4.7～ 6.3で あ る よ う な い く つ か の 等
電 型 を 示 す 酸 性 タ ン パ ク 質 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 CAド メ イ ン は ア ン カ レ ッ ジ イ ン デ ペ ン デ ン ド の 誘 導 に 必 須 で あ る が 、 TMア ン カ ー お よ び
IC尾 部 は そ の よ う な 生 物 学 的 効 果 に 対 し て 必 ず し も 必 要 で は な い 。 MNタ ン パ ク 質 は 、 形 質
転 換 し た 細 胞 内 の 原 形 質 膜 を 乱 す こ と も で き 、 そ の よ う な 細 胞 が 固 体 支 持 体 に 結 合 す る 際
に 寄 与 す る と 考 え ら れ る 。 デ ー タ か ら 、 細 胞 増 殖 、 接 着 お よ び 細 胞 内 連 通 の 制 御 に MNが 関
与 し て い る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　
　 本 明 細 書 に お け る ア ッ セ イ は 、 MNタ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め の も の で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 該 化 合 物 に 該 MNタ ン パ ク 質
、 な ら び に 飽 和 CO 2 お よ び ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア セ タ ー ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 基 質
、 好 ま し く は 飽 和 CO 2 を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 該 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 計 算 し た が 、
こ の と き 、 MNタ ン パ ク 質 の 該 酵 素 活 性 は 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い 、 イ ン ジ ケ ー
タ ー の pH変 化 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　

： 実 施 例 １ か ら 、 ア イ ソ ザ イ ム CA-IXの 阻 害 プ ロ フ ァ イ ル は 、 古 典 的 な
ア イ ソ ザ イ ム で あ る CA-Iお よ び II（ サ イ ト ゾ ル 性 ） お よ び CA-IV（ 膜 結 合 性 ） の そ れ と は
非 常 に 異 な っ て い る こ と が わ か っ た 。 以 下 に 特 徴 的 な 特 性 を 記 載 す る ： （ ｉ ） 実 施 例 １ で
調 べ た 32個 の ス ル ホ ン ア ミ ド は 全 て CA-IX阻 害 剤 と し て 作 用 し 、 阻 害 定 数 は 14～ 285nMで あ
っ た （ 表 １ の デ ー タ か ら わ か る よ う に 、 他 の ３ 個 の ア イ ソ ザ イ ム に 対 す る 親 和 性 は 、 よ り
広 範 囲 に ば ら つ い て い た ） 。 こ れ ら の デ ー タ に 基 づ き 、 CA-IXは 、 CA-IIと 同 様 に ス ル ホ ン
ア ミ ド 要 求 性 CAで あ り 、 現 在 ま で の と こ ろ 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 薬 理 学 的 効 果 の 主 因 で あ
る と 考 え ら れ て い る （ 参 考 文 献 番 号 22、 29、 83、 93、 94、 95、 102） 。 さ ら に 、 CA-IXと 、
臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る 阻 害 剤 が 開 発 さ れ て い る 他 の ア イ ソ ザ イ ム と の 間 に は そ の 他 多 数
の 差 異 が 観 察 さ れ た ； （ ii） CA-I、 IIお よ び IVに 対 し て は 、 一 般 的 に 、 複 素 環 式 ス ル ホ ン
ア ミ ド 類 と 比 較 し た 場 合 に 、 芳 香 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 は 弱 い 阻 害 剤 と し て 作 用 す る （ 芳
香 環 式 化 合 物 と し て １ ～ ６ ま た は DCP、 と 複 素 環 式 化 合 物 と し て 15、 21、 AAZ、 MZA、 EZA、
DZAま た は BRZと を 比 較 し た ） 。 CA-IXの 場 合 に は 、 芳 香 環 式 化 合 物 （ 例 え ば 、 １ 、 ６ 、 11
、 12、 17、 18、 22～ 26） お よ び 複 素 環 式 化 合 物 （ 例 え ば 、 14、 15、 21、 お よ び 臨 床 的 に 使
用 さ れ て い る ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の う ち ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド を 除 く 化 合 物 ） は ほ ぼ 同 程 度 の
阻 害 定 数 （ 14～ 50nM） を 有 し て い た の で 、 そ の よ う な 明 確 な 区 別 を す る こ と は 困 難 で あ っ
た ； （ iii） オ ル タ ニ ル ア ミ ド 誘 導 体 類 （ １ 、 17、 22な ど ） は 、 CA-IXに 対 す る 非 常 に 強 力
な 阻 害 剤 で あ っ た が （ K I 値 の 範 囲 は 20～ 33nM） 、 CA-I、 IIお よ び IVに 対 し て は 、 弱 い も し
く は 中 の 弱 程 度 の 阻 害 剤 で あ っ た ； （ iv） １ ， ３ － ベ ン ゼ ン － ジ ス ル ホ ン ア ミ ド 誘 導 体 類
（ 11、 12、 DCP） は 、 CA-IXに 対 す る 強 力 な 阻 害 剤 で あ っ た が （ K I 値 の 範 囲 は 24～ 50nM） 、
そ れ ら の 化 合 物 の CA-I、 IIお よ び IVに 対 す る 阻 害 プ ロ フ ァ イ ル は 特 に 強 力 で は な か っ た ；
（ v） メ タ ニ ル ア ミ ド （ ２ ） 、 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド （ ３ ） お よ び ４ － ヒ ド ラ ジ ノ － ベ ン ゼ
ン ス ル ホ ン ア ミ ド （ ４ ） の CA-IX阻 害 デ ー タ は 、 CA-IIの そ れ と 非 常 に 類 似 し て い た が 、 ホ
モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド （ ５ ） お よ び ４ － ア ミ ノ エ チ ル － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド （ ６ ） は
、 CA-IIに 対 し て よ り も CA-IXに 対 し て 阻 害 剤 と し て 強 く 作 用 し た ； （ vi） ハ ロ ゲ ン ス ル フ
ァ ニ ル ア ミ ド 類 （ ７ ～ 10） は 、 CA-IIに 対 す る よ り も CA-IXに 対 す る 阻 害 作 用 が 弱 か っ た が
、 こ の 挙 動 に 関 す る 説 明 は わ か っ て い な い ； （ vii） 調 べ た 化 合 物 中 最 も 強 力 な CA-II阻 害
剤 で あ っ た ４ － ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド 15（ K I 値 は ２ nM） は 、 CA-IXに 対 す る 最 も 強 力 な
阻 害 剤 で は な か っ た （ K I 値 は 38nM） 。 調 査 し た 化 合 物 中 で 最 も 強 力 な CA-IX阻 害 剤 は 、 エ
ト ク ス ゾ ラ ミ ド フ ェ ノ ー ル （ 21） で あ っ た （ K I 値 は 14nM） 。 興 味 深 い こ と に 、 21お よ び EZ
Aは 、 CA-IIに 対 す る 親 和 性 が 等 し い が 、 CA-IXに 対 す る 親 和 性 は 若 干 異 な っ て お り 、 エ ト
キ シ 誘 導 体 よ り も フ ェ ノ ー ル の 方 が よ り 活 性 が 高 か っ た ； （ viii） 臨 床 使 用 さ れ て い る 化
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る ス ク リ ー ニ ン グ



合 物 中 で は 、 最 も 強 力 な 阻 害 剤 は ア セ タ ゾ ラ ミ ド で あ り 、 続 い て メ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス
ゾ ラ ミ ド 、 ブ リ ン ゾ ラ ミ ド で あ っ た 。 最 も 無 効 な （ し か し 、 ア イ ソ ザ イ ム IXを 多 少 は 阻 害
す る ） 化 合 物 は 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド お よ び ド ル ゾ ラ ミ ド で あ っ た ； （ ix） ス ル ホ ン ア ミ
ド 類 20お よ び 22～ 26は 非 常 に 良 好 な CA-IX阻 害 剤 と し て 作 用 し 、 K I 値 の 範 囲 は 16～ 32nMで
あ り 、 臨 床 使 用 さ れ て い る 上 述 の CAIよ り も わ ず か に 有 効 で あ り 、 調 べ た 限 り で は 、 最 も
強 力 な CA-IX阻 害 剤 に 含 ま れ る 。 従 っ て 、 そ の よ う な 化 合 物 は 、 抗 腫 瘍 剤 と し て 使 用 す る
、 よ り 強 力 か つ 特 異 的 な CA-IX阻 害 剤 を 得 る た め の 先 導 分 子 と し て 使 用 す る こ と が で き る
と 考 え た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　

： ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 膜 不 透 過 性 ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導
体 類 に つ い て 、 CA-IXの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を 調 べ た 実 施 例 ２ か ら 、 表 ２ に 示 す よ う
な 以 下 の 結 論 を 得 た ： （ i） ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 与 え ら れ た 置 換 パ タ ー ン に お い て は 、 ４ －
ア ミ ノ エ チ ル － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド 誘 導 体 類 55～ 70は 、 対 応 す る ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア
ミ ド 誘 導 体 類 39～ 54よ り も 活 性 で あ り 、 該 39～ 54は 、 対 応 す る ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 誘 導 体
類 27～ 38よ り も 活 性 で あ っ た 。 こ の よ う な 挙 動 は 、 調 査 し た 他 の ３ 個 の ア イ ソ ザ イ ム に 関
し て も 観 察 さ れ た （ 参 考 文 献 番 号 96） ； （ ii） ピ リ ジ ニ ウ ム 環 に か さ 高 い 置 換 基 （ 主 に フ
ェ ニ ル 類 、 tert－ ブ チ ル 類 、 ｎ － ブ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル ま た は イ ソ プ ロ ピ ル な ど ） を 有 す
る い く つ か の 誘 導 体 類 （ 34～ 37、 51お よ び 67な ど ） は 、 無 効 性 が 高 い CA-IX阻 害 剤 で あ り
、 阻 害 定 数 は ＞ 500nMで あ っ た ； （ iii） 27、 30～ 33、 44お よ び 60を 含 む 他 の 群 の 化 合 物 は
、 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム IXに 対 し て 緩 和 な 阻 害 力 を 示 し 、 K I 値 の 範 囲 は 160～ 450nMで あ っ
た 。 こ れ ら の 化 合 物 の 大 多 数 は ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 誘 導 体 類 で あ り （ 44と 60を 除 く ） 、 ピ
リ ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 パ タ ー ン は （ 27を 除 い て ） 、 ４ 位 に 少 な く と も １ 個 の フ ェ ニ ル 基 、 ま
た は 、 ２ お よ び ４ 位 に ２ 個 の フ ェ ニ ル 基 を 有 し て い た 。 上 述 の ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 類 と 同
様 の 置 換 パ タ ー ン を 有 す る 、 対 応 す る ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 類 お よ び ４ － ア ミ ノ エ チ ル
ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド 類 が よ り 強 力 な CA-IX阻 害 剤 で あ っ た こ と は 特 記 す べ き で あ る （
以 下 の 文 章 を 参 照 ） ； （ iv） 38、 45～ 50、 52、 53、 61、 63～ 66、 68お よ び 69を 含 む 第 三 の
群 の 誘 導 体 類 は 、 良 好 な CA-IX阻 害 特 性 を 示 し 、 K I 値 の 範 囲 は 64～ 135nMで あ っ た 。 上 述 し
た よ う に 、 テ ト ラ メ チ ル － ピ リ ジ ニ ウ ム － 置 換 誘 導 体 38を 除 い て は 、 こ れ ら の 化 合 物 の 大
多 数 は ４ － フ ェ ニ ル － ピ リ ジ ニ ウ ム ま た は ２ ， ４ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム 部 位 を 有 し て
い る が 、 一 般 的 に 、 ６ 位 の 置 換 基 に 関 し て は 多 様 性 に 富 ん で い る （ ア ル キ ル 類 ま た は フ ェ
ニ ル も 許 容 さ れ る ） 。 こ の 型 の CA-IX阻 害 剤 に 関 す る 最 も 興 味 深 い 知 見 は 、 ホ モ ス ル フ ァ
ニ ル ア ミ ド お よ び ４ － ア ミ ノ エ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド （ 52～ 53お よ び 68～ 69） の ２
， ４ ， ６ － ト リ フ ェ ニ ル － ピ リ ジ ニ ウ ム － 誘 導 体 類 お よ び ２ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル － ピ リ ジ ニ
ウ ム 誘 導 体 類 は 、 効 果 的 に ア イ ソ ザ イ ム IXを 阻 害 し た が 、 ア イ ソ ザ イ ム I、 IIお よ び IVに
対 し て は 非 常 に 弱 い 阻 害 剤 と し て し か 作 用 し な か っ た と い う 事 実 か ら 導 か れ た （ 表 ２ ） 。
端 的 に 述 べ る と 、 こ の こ と は 、 hCA-IX活 性 化 部 位 が 、 調 査 し た 他 の ア イ ソ ザ イ ム 特 に CA-I
I、 Iお よ び IVの そ れ ら よ り も 大 き い と い う 事 実 に 由 来 す る も の と 考 え ら れ る ； （ v） 誘 導
体 類 の 最 後 の 群 （ 28～ 29、 39～ 43、 54、 55～ 59、 62お よ び 70） は 、 非 常 に 良 好 な CA-IX阻
害 特 性 を 示 し 、 こ れ ら の 化 合 物 の K I 値 の 範 囲 は ６ ～ 54nMで あ り 、 臨 床 で 使 用 さ れ て い る 阻
害 剤 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド お よ び イ ン デ ィ ス ラ ム と 同 様 で
あ り 、 こ れ ら の 化 合 物 の 阻 害 デ ー タ を 比 較 の た め に 示 し て お く 。 ３ 個 の 誘 導 体 58、 59お よ
び 70は 、 阻 害 定 数 が ＜ 10nMを 示 し 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ た 中 で 最 も 強 力 な CA-IX阻 害 剤 で
あ っ た こ と は 特 記 す べ き で あ る 。 そ れ ら の 化 合 物 が 膜 不 透 過 性 で あ る こ と と 関 連 し て （ 参
考 文 献 番 号 96、 85） 、 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo） に お い て 、 選 択 的 に CA-IXを 阻 害 す る 初 め て
の 化 合 物 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 に お け る 最 良 の 置 換 パ タ ー ン は 、
小 さ い ア ル キ ル 類 （ 39～ 41、 54、 55お よ び 70） ま た は ２ ， ６ － ジ ア ル キ ル － ４ － フ ェ ニ ル
－ ピ リ ジ ニ ウ ム 部 位 （ 上 述 の 62を 除 く 全 て の 化 合 物 、 62は ２ － メ チ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ
ル ピ リ ジ ニ ウ ム 環 を 有 す る ） を 有 す る も の で あ る ； （ vi） ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 基 の 数 に
つ い て は 、 こ の 系 統 の CAIの 活 性 に 対 す る 重 要 度 は 低 い と 考 え ら れ る が 、 そ れ は 、 ジ － 、
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ト リ － ま た は テ ト ラ － 置 換 誘 導 体 類 が 良 好 な 阻 害 力 を 示 し た か ら で あ る 。 一 方 、 上 に 詳 述
し た よ う に 、 こ れ ら の 群 の 性 質 は 、 （ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド 部 位 と 置 換 ピ リ ジ ニ ウ ム 環
と の 間 の リ ン カ ー と 共 に ） CA阻 害 特 性 に 影 響 を 及 ぼ す 最 も 重 要 な パ ラ メ ー タ ー で あ る ； （
vii） こ れ ら の 阻 害 剤 に 対 す る 親 和 性 に 関 し て hCA-IXと 最 も 類 似 し て い る の は hCA-IIで あ
り 、 hCA-IXと の 相 同 性 は 33％ で あ っ た が （ パ ス ト レ ッ ク （ Pastorek） ら 、 （ 1994） 、 同 上
） 、 ア イ ソ ザ イ ム Iお よ び IVの 親 和 性 は 異 な っ て い た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　

：
ア イ ソ ザ イ ム I－ 表 ３ の デ ー タ か ら わ か る よ う に 、 本 明 細 書 に 報 告 さ れ て い る 全 て の 誘 導
体 類 71～ 91は 、 一 般 的 に こ の 型 の 阻 害 剤 に 対 し て 最 も 「 抵 抗 性 」 で あ る 該 ア イ ソ ザ イ ム に
対 し 、 非 常 に 有 効 な CAIと し て 作 用 し た （ 参 考 文 献 番 号 30、 31、 100、 102） 。 確 か に 、 ア
ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド は か な り 強 力 な CA-I阻 害 剤 で あ る （ K I 値 は ６ nM） が 、 阻 害 剤 71～ 91
の 阻 害 定 数 は ３ ～ 12nMの 範 囲 を 示 し 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る ス ル ホ ン ア ミ ド CAIと は 対
照 的 で あ っ た （ そ れ ら の K I 値 は 30～ 1200nMの 範 囲 で あ り 、 阻 害 剤 と し て の 有 効 性 は 低 い ）
（ 表 ３ ） 。 従 っ て 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 部 位 の 置 換 に よ っ て か さ 高 い 基 （ i-Pr、 t-Bu、 n-Pr、 n-
Bu、 Phな ど ） を 複 数 有 す る 誘 導 体 類 （ 例 え ば 、 73、 74、 77、 78、 82、 84、 85な ど ） は 、 ア
ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド と 比 較 す る と 阻 害 活 性 が 低 下 し て お り 、 K I 値 は ７ ～ 12nMの 範 囲 で あ
っ た （ ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の hCA-Iに 対 す る K I 値 は ６ nM） 。 残 り の 化 合 物 に つ い て は
、 CA-Iの 阻 害 に 関 し て は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド よ り 有 効 で あ り 、 K I 値 は ３ ～ ５ nMの 範
囲 で あ っ た 。 最 も 強 力 な CA-I阻 害 剤 は 75お よ び 89～ 91で あ り （ K I 値 は ３ nM） 、 そ れ ら は 全
て 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 に よ り 、 ア ル キ ル 部 位 ま た は ４ － Phの い ず れ か 、 な ら び に そ の
他 の ア ル キ ル 部 位 を 有 し て い る 。 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る CAIの ア イ ソ ザ イ ム Iに 対 す る 阻
害 定 数 は も っ と 大 き い こ と か ら 、 こ れ ら は 、 こ れ ま で 報 告 さ れ た も の の う ち で 最 も 強 力 な
CA-I阻 害 剤 で あ る と 考 え ら れ る （ 表 ３ ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ア イ ソ ザ イ ム II－ ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド は 非 常 に 強 力 な CA-II阻 害 剤 で あ り 、 そ の 阻
害 定 数 は 約 ２ nMで あ る 。 74、 77、 78、 82～ 88な ど の い く つ か の 新 規 な 阻 害 剤 は 、 ア ミ ノ ベ
ン ゾ ー ル ア ミ ド と 比 較 す る と 弱 い CA-II阻 害 剤 で あ り 、 K I 値 は 3.13～ 5.96nMの 範 囲 で あ っ
た （ し か し な が ら 、 こ れ ら の 化 合 物 は 全 て 強 力 な 阻 害 剤 と し て 作 用 し 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ
て い る CAIで あ る ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド ま た は イ ン ジ ス ラ
ム よ り も 有 効 で あ っ た － 表 ３ 参 照 ） 。 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 パ タ ー ン は こ れ ら の 化 合 物 の
活 性 に 関 す る 主 要 決 定 因 子 で あ っ た ： 上 述 し た 活 性 の 低 い 全 て の 誘 導 体 類 は 、 ピ リ ジ ニ ウ
ム 環 の 主 と し て ２ － ま た は ６ － 位 に 少 な く と も ２ 個 の か さ 高 い ／ 長 い 脂 肪 族 基 （ n-Pr、 t-
Bu、 n-Buお よ び Ph） を 有 て い る 。 誘 導 体 類 71～ 91の 中 で 最 も 強 力 な CA-II阻 害 剤 は 、 ピ リ
ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 基 と し て ４ － Meま た は ４ － Ph部 位 と 共 に 、 ２ ， ６ － 位 に よ り 小 さ な 置 換
基 （ Me、 Etな ど ） を 有 す る か 、 あ る い は 、 脂 肪 族 基 の み を 有 し て お り （ 71～ 73、 75、 76、
79～ 81、 89～ 91な ど ） 、 K I 値 は 0.20～ 1.61nMの 範 囲 で あ っ た （ 従 っ て 、 最 良 の 阻 害 剤 に お
い て は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド と 比 較 し て 、 阻 害 力 が 10倍 増 加 し て い た ） 。 イ ソ プ ロ ピ
ル 置 換 化 合 物 （ 73、 79） は CA-II阻 害 剤 と し て 活 性 で あ っ た が 、 CA-Iに 対 す る 活 性 は そ れ
ほ ど 高 く な か っ た こ と に 言 及 し て お く 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ア イ ソ ザ イ ム IV－ 大 多 数 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 に お い て 、 CA-IVに 対 す る 阻 害 活 性 は 、 CA-
I（ 感 受 性 が 低 い ） に 対 す る そ れ と CA-II（ ス ル ホ ン ア ミ ド 類 に 対 す る 親 和 性 が 非 常 に 高 い
） に 対 す る そ れ と の 中 間 で あ っ た 。 こ の 傾 向 は 、 本 実 験 に お い て 調 べ た ス ル ホ ン ア ミ ド 類
、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の 誘 導 体 に つ い て も 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 親 化 合 物 の ス ル ホ ン
ア ミ ド （ 図 ５ に 示 す ） は 、 強 力 な CA-IV阻 害 剤 で あ り 、 K I 値 は 約 ５ nMで あ っ た 。 一 般 式 （
Ｂ ） の 新 規 誘 導 体 で あ っ て 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 に か さ 高 い 置 換 基 を 有 す る 化 合 物 （ 74、 77、
78、 82、 84～ 88、 90な ど ） は 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド よ り も 効 果 が 低 く 、 K I 値 は 5.2～ 1
0.3nMの 範 囲 で あ り 、 一 方 、 上 述 し た そ の 他 の 置 換 パ タ ー ン を 有 す る 化 合 物 は 、 も う 少 し
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MNタ ン パ ク 質 を 阻 害 す る た め の 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 の う
ち の 代 表 的 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 他 の CAア イ ソ ザ イ ム に 対 す る 阻 害 と の 比 較



強 力 な CA-IV阻 害 剤 で あ り 、 K I 値 は 2.0～ 4.7nMの 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ア イ ソ ザ イ ム IX－ 上 述 し た ア イ ソ ザ イ ム 類 と 比 較 す る と 、 こ の ア イ ソ ザ イ ム に 対 す る ア
ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の 阻 害 活 性 は 弱 か っ た （ K I 値 は 38nM） 。 こ の ア イ ソ ザ イ ム の X線 に
よ る 結 晶 構 造 は 未 報 告 で あ る た め 、 こ の 時 点 で は 、 こ の 挙 動 を 説 明 す る こ と は 困 難 で あ る
。 本 明 細 書 に 記 載 し て い る 一 般 式 （ Ｂ ） の 新 規 誘 導 体 を 用 い て 有 望 な 結 果 が 得 ら れ た が 、
そ れ は 、 該 誘 導 体 の う ち の い く つ か が CA-IXに 対 し て 非 常 に 高 い 親 和 性 を 示 し 、 そ の K I 値
が ３ ～ ９ nMで あ っ た こ と で あ る （ 誘 導 体 71、 72、 75、 76お よ び 89） 。 そ の よ う な 誘 導 体 の
全 て が ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の ２ － お よ び ６ － 位 に 脂 肪 族 部 位 （ Me、 Etお よ び i-Pr） を 有 し 、 さ
ら に 、 ４ － Meも し く は ４ － Phで あ っ た 。 四 置 換 化 合 物 は １ 個 の み で あ り （ 89） 、 メ チ ル 基
の み を 有 し て い る 。 最 も 強 力 な CA-IX阻 害 剤 （ こ れ ま で 報 告 さ れ た も の の 中 で 最 も 強 力 ）
は 71で あ り 、 該 酵 素 の 阻 害 活 性 に 関 し て は 、 ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の 約 13倍 で あ っ た 。 新 規 誘
導 体 類 の 別 の 群 （ 73、 74、 77、 79、 80、 81、 83、 86～ 88、 90、 91） は 、 有 効 な CA-IX阻 害
を 示 し 、 K I 値 は 12～ 35nMの 範 囲 で あ っ た こ と か ら 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド よ り 有 効 性 が
高 か っ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 先 に 述 べ た 化 合 物 よ り も や や か さ 高 い 基 を 有 し て い る 。 繰
り 返 す が 、 効 力 が 低 か っ た 阻 害 剤 （ K I が 40～ 43nMの 範 囲 ） は 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 に か さ 高 い
置 換 基 を 複 数 有 し （ 78、 84、 85な ど ） 、 そ の よ う な 化 合 物 は 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の ２ － お よ
び ６ － 位 に ２ 個 の n-Bu、 ま た は １ 個 の Phお よ び n-Bu／ t-Buを 有 す る 。 従 っ て 、 SARが こ の
型 の CAIで あ る ： 最 も 強 力 な CA-IX阻 害 剤 は 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 置 換 基 と し て 分 子 量 お よ び
か さ が 小 さ い 脂 肪 族 部 位 の み を 有 し て お り 、 ま た は 置 換 基 と し て ４ － Phま で は 許 容 さ れ る
が 、 ２ ， ６ － 位 の 置 換 基 は 、 や は り 分 子 量 お よ び か さ が 小 さ い 脂 肪 族 部 位 で な け れ ば な ら
な い 。 こ の 特 別 な 場 合 に お い て は 、 四 置 換 誘 導 体 類 と 比 較 し て 、 ２ ， ４ ， ６ － 三 置 換 ピ リ
ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 の 方 が よ り 有 効 な CA-IX阻 害 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 実 施 例 ３ の 表 ４ の デ ー タ
か ら わ か る よ う に 、 ヒ ト 赤 血 球 （ ア イ ソ ザ イ ム Iお よ び IIを 高 濃 度 で 含 有 す る 。 す な わ ち
、 hCA-Iを 150μ M、 hCA-IIを 20μ M。 し か し 、 膜 結 合 性 の CA-IVま た は CA-IXは 含 有 し な い （
参 考 文 献 番 号 118） ） に ミ リ モ ル 濃 度 の 別 異 の ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 （ ア セ タ ゾ ラ ミ ド ま
た は メ タ ゾ ラ ミ ド な ど ） を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト し た と こ ろ 、 短 時 間 （ 30分 間 ） の イ ン キ
ュ ベ ー ト 後 に 、 赤 血 球 中 に 存 在 す る ２ 種 の ア イ ソ ザ イ ム は 阻 害 剤 と 飽 和 し た が 、 ベ ン ゾ ー
ル ア ミ ド ま た は ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の 場 合 に は 、 同 様 の 効 果 が 得 ら れ る ま で に や や 長
い 時 間 （ 60分 間 ） を 要 し た （ 表 ４ ） 。 こ れ は 明 ら か に 、 最 初 の ３ 種 の 阻 害 剤 に 関 し て は 、
膜 を 介 し て 拡 散 す る 能 力 が 高 か っ た か ら で あ り 、 一 方 、 第 二 の ス ル ホ ン ア ミ ド 群 で あ る ベ
ン ゾ ー ル ア ミ ド ／ ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド （ pKa値 は 3.2） （ 参 考 文 献 番 号 58） は 、 実 験 を
行 っ た pH（ 7.4） に お い て は 、 主 に （ ジ ） ア ニ オ ン と し て 存 在 し 、 拡 散 性 が 低 下 し て お り
、 膜 の 透 過 に よ り 時 間 か が か っ た か ら だ と 考 え ら れ る 。 発 明 者 ら に よ っ て 合 成 さ れ た 別 の
陽 イ オ ン 性 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 （ 71、 76、 89、 91な ど ） は 、 同 様 の 条 件 下 に お い て は 、 赤 血
球 細 胞 内 で ご く わ ず か し か 検 出 さ れ ず 、 こ の こ と は 、 お そ ら く 、 該 化 合 物 が 陽 イ オ ン 性 性
質 で あ る た め に 膜 を 透 過 す る こ と が で き な か っ た こ と を 示 し て い る 。 １ 時 間 （ デ ー タ は 示
し て い な い が そ れ 以 上 の 長 時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 も 、 細 胞 溶 解 物 中 の 化 合 物 の 検 出
に 使 用 し た ３ 種 類 の ア ッ セ イ に よ っ て 示 さ れ た よ う に 、 そ の よ う な 陽 イ オ ン 性 ス ル ホ ン ア
ミ ド 類 は 赤 血 球 細 胞 内 に 痕 跡 量 し か 存 在 し て い な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 互 い に 良 く 相 関
し て い た （ 表 ４ ） 。 こ の こ と は 、 膜 不 透 過 性 を 獲 得 す る た め に 提 起 さ れ た 方 法 が 、 一 般 式
（ Ｂ ） （ 上 掲 ） を 有 す る 正 の 電 荷 を 帯 び た ス ル ホ ン ア ミ ド CAIを 設 計 す る に あ た っ て 首 尾
良 く 機 能 し た こ と を 示 し て い る 。 ご く 少 量 の ス ル ホ ン ア ミ ド が 検 出 さ れ た 理 由 は 、 ご く 微
量 の 膜 が 細 胞 溶 解 物 に 混 入 し て い た か ら だ と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 多 数 の X線 結 晶 構 造 が 利 用 可 能 な （ 単 独 、 ま た は 阻 害 剤 と 活 性 剤 と の コ ン プ レ ッ ク ス と
し て ） hCA-II（ 参 考 文 献 番 号 １ 、 ２ 、 14、 15、 19a、 19b、 37、 38） と は 全 く 異 な り 、 現 在
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CA-IXに 対 す る 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 の 膜 不 透 過 性 ：

CA-IXに 対 す る 膜 不 透 過 性 ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 の 設 計



の と こ ろ 、 ア イ ソ ザ イ ム IXの X線 結 晶 構 造 は 得 ら れ て い な い 。 こ れ ら ２ 種 類 の ア イ ソ ザ イ
ム の 活 性 部 位 残 基 お よ び hCA-IIの 構 造 を 調 べ る こ と は 、 上 記 の 阻 害 デ ー タ お よ び CA-IX特
異 的 阻 害 剤 に 関 す る 関 連 性 を 説 明 す る 一 助 に な る は ず で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま ず 始 め に 、 こ れ ら ２ 種 類 の ア イ ソ ザ イ ム の 亜 鉛 リ ガ ン ド お よ び 陽 イ オ ン 輸 送 残 基 は 同
一 で あ っ た （ 参 考 文 献 番 号 33、 43、 72、 100、 101、 102、 114、 115、 117） 。 重 要 な 差 異 は
、 131番 目 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て も た ら さ れ て お り 、 hCA-IIで は Pheで あ る が 、 hCA-IXで は Va
lで あ っ た 。 131番 の Pheは 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 が hCA-IIに 結 合 す る た め に 非 常 に 重 要
で あ る こ と が わ か っ て お り （ 参 考 文 献 番 号 ２ 、 46、 47） 、 多 く の 場 合 に お い て 、 こ の か さ
高 い 側 鎖 は 、 阻 害 剤 の 芳 香 環 の 結 合 空 間 を 狭 め 、 あ る い は 、 内 部 に 存 在 す る 基 と の 積 み 重
ね 相 互 作 用 に 関 与 し て い る （ 最 新 の 実 施 例 に つ い て は 、 参 考 文 献 番 号 ２ 、 46、 47を 参 照 ）
。 従 っ て 、 hCA-IX内 の か さ の 小 さ い そ の よ う な 残 基 （ す な わ ち 、 バ リ ン ） は 、 積 み 重 ね 相
互 作 用 に 関 与 す る こ と が で き ず 、 結 果 的 に 、 hCA-IXの 活 性 部 位 は hCA-IIの そ れ よ り も 大 き
い と い う 事 実 が 導 か れ た 。 第 二 に 重 要 と 考 え ら れ る 残 基 は 132番 で あ り 、 hCA-IIで は Gly、
hCA-IXで は Aspで あ る 。 こ の 残 基 は 、 hCA-IIの 活 性 部 位 の 入 り 口 の 親 水 性 半 分 の 縁 に 存 在
し て お り （ hCA-IXに お い て も 同 様 だ と 考 え ら れ る ） 、 発 明 者 ら が 最 近 示 し た よ う に （ 参 考
文 献 番 号 19b） 、 長 い 分 子 を 有 す る 阻 害 剤 と の 相 互 作 用 に 重 要 で あ る 。 132番 の Glyの CONH
部 位 を 含 む 強 力 な 水 素 結 合 に よ り 、 こ の ア イ ソ ザ イ ム と ｐ － ア ミ ノ エ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ
ン ア ミ ド 由 来 の 阻 害 剤 と の コ ン プ レ ッ ク ス が 安 定 化 す る こ と が 示 さ れ た （ 参 考 文 献 番 号 19
b） 。 hCA-IXの 場 合 、 活 性 部 位 の 入 り 口 の 該 当 す る 位 置 に ア ス パ ラ ギ ン 酸 が 存 在 す る こ と
は 、 次 の こ と を 意 味 す る ； （ i） COOH部 位 は よ り 多 く の 供 与 原 子 を 有 す る の で 、 活 性 部 位
内 部 に 結 合 し た 阻 害 剤 の 極 性 部 位 と の よ り 強 力 な 相 互 作 用 が 可 能 で あ る ； （ ii） こ の 残 基
は 、 立 体 構 造 が 可 変 性 で あ り 、 阻 害 剤 と の 相 互 作 用 に お い て 微 細 調 整 が 可 能 で あ る 。 従 っ
て 、 こ れ ら の 阻 害 剤 の う ち で 、 ア イ ソ ザ イ ム IIに 対 す る 親 和 性 と 比 較 し て 、 よ り 強 力 な hC
A-IX阻 害 作 用 を 示 す も の （ 例 え ば 、 46～ 50、 52、 53、 55、 58、 62お よ び 68～ 70な ど ） に つ
い て は 、 上 述 し た ２ つ の 活 性 部 位 残 基 の 相 互 作 用 の 差 を 理 由 に 説 明 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 本 発 明 に 従 う MN特 異 的 阻 害 剤 は 、 有 機 性 お よ び ／ も し く は 無 機 性 、 好 ま し く は 有 機 性 で
あ り 、 ま た 、 上 に 概 説 し た よ う に 、 単 独 で 、 ま た は 他 の 化 学 療 法 剤 と 組 み 合 わ せ て 腫 瘍 お
よ び ／ も し く 腫 瘍 発 生 前 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 MN特 異 的 阻 害 剤 は 、 好 ま し く は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ 、 非 毒 性 の 液 性 ビ ヒ ク ル に 分 散 す る
こ と に よ り 、 そ の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　
　 一 般 法 － 融 点 ： 加 熱 プ レ ー ト 顕 微 鏡 （ 補 正 な し ） ； IRス ペ ク ト ル ： KBr錠 法 、 400～ 4000
cm - 1 、 Perkin-Elmer 16PC FTIRス ペ ク ト ロ メ ー タ ー ； 1 H-NMRス ペ ク ト ル ： Varian 300CXP
装 置 （ 化 学 シ フ ト は 、 Me 4 Siを 標 準 物 質 と し 、 相 対 的 δ 値 で 表 し た ） ； 元 素 分 析 ： Carlo E
rba Instrument CHNS Elemental Analyzer,Model 1106。 全 て の 反 応 は 、 0.25mmの プ レ コ
ー ト シ リ カ ゲ ル プ レ ー ト （ E.メ ル ク （ Merck） 社 ） を 用 い た 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ TLC
） に よ っ て モ ニ タ ー し た 。 ピ リ リ ウ ム 塩 は 文 献 （ 参 考 文 献 番 号 ６ 、 26、 108） の 記 載 に 従
い 、 一 般 的 に 、 オ レ フ ィ ン （ ま た は そ れ ら の 前 駆 体 ） の ビ ス ア シ ル 化 に よ っ て 調 製 し た が
、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド に 関 し て は よ り 早 い 時 期 に 文 献 に 記 載 さ れ て い た （ 参 考 文 献 番
号 97） 。 標 準 物 質 と し て 使 用 し た そ の 他 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 は 購 入 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　

　 ５ mlの 無 水 メ タ ノ ー ル 中 に 2.9mMの ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド （ 参 考 文 献 番 号 97） お よ び 2
.9mMの ピ リ リ ウ ム 塩 （ 図 ５ に 図 示 ） を 懸 濁 さ せ 、 14.5mMの ト リ エ チ ル ア ミ ン と 5.8mMの 無
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化 合 物 71～ 91（ ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 ） の 調 製 に 関 す る 一 般
的 方 法



水 酢 酸 と の 撹 拌 混 合 物 中 に 加 え た 。 ５ 分 間 撹 拌 し た 後 、 反 応 混 合 物 中 に さ ら に 10mlの メ タ
ノ ー ル を 加 え 、 こ れ を 加 熱 し て 15分 間 還 流 さ せ た 。 次 に 、 14.5mMの 無 水 酢 酸 を 加 え 、 さ ら
に ２ ～ ５ 時 間 加 熱 を 続 け た 。 無 水 酢 酸 の 役 割 は 、 ピ リ リ ウ ム 塩 と 芳 香 環 式 ア ミ ン と の 間 の
縮 合 反 応 中 に 生 成 し た 水 と 反 応 す る こ と で あ り 、 一 般 式 （ Ｂ ） （ 上 述 ） で 表 さ れ る ピ リ ジ
ニ ウ ム 塩 の 生 成 を 平 衡 化 す る た め で あ る 。 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド の 場 合 に は 、 こ の 方 法
が 、 許 容 で き る 収 量 の ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 が 得 ら れ る 唯 一 の 方 法 で あ る が 、 こ れ は お そ ら く 、
ア ミ ン 基 上 の ス ル フ ァ モ イ ル ア ミ ノ チ ア ジ ア ゾ ー ル 部 位 が 脱 活 性 化 さ れ る こ と に よ る も の
で あ り 、 こ れ ら の 反 応 試 薬 に 対 す る 該 部 位 の 求 核 性 が 低 下 し 、 反 応 性 が 消 失 す る 。 沈 殿 し
た ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 は 、 濃 ア ン モ ニ ア 溶 液 で 処 理 す る こ と に よ っ て 精 製 し （ ま た 、 こ の 操 作
に よ り 、 未 反 応 の ピ リ リ ウ ム 塩 が 酸 性 溶 媒 に 可 溶 性 の 対 応 す る ピ リ ジ ン に 転 換 す る ） 、 過
塩 素 酸 を 用 い て 再 沈 殿 さ せ 、 さ ら に 、 ２ ～ ５ ％ の HClO 4 を 加 え た 水 か ら 再 結 晶 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　
　 hCA-IXの 触 媒 性 ド メ イ ン の cDNA（ パ ス ト レ ッ ク （ Pastorek） ら の 記 載 （ 参 考 文 献 番 号 72
） に 従 っ て 単 離 し た ） は 、 PCRお よ び ベ ク タ ー pCAL-n-FLAG（ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene
） 社 か ら 購 入 ） 用 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ せ た 。 得 ら れ た 構 築 体 は 、 pCAL-n-F
LAGベ ク タ ー に 挿 入 し 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 株 BL21-GOLD(DE3)（ ス ト ラ タ ジ ー ン
（ Stratagene） 社 か ら 購 入 ） 内 で ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 さ せ た 。 ウ ィ ン ゴ （ Wingo） ら の 記
載 （ 参 考 文 献 番 号 116） に 従 い 、 ４ Mの 尿 素 お よ び ２ ％ の Triton X-100を 含 む 緩 衝 溶 液 （ pH
8） 中 で バ ク テ リ ア 細 胞 を 溶 解 し 、 ホ モ ジ ネ ー ト し た 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 お よ び 膜 関 連 タ
ン パ ク 質 、 な ら び に そ の 他 の 細 胞 残 渣 を 除 去 す る こ と を 目 的 と し て 、 得 ら れ た ホ モ ジ ネ ー
ト を 十 分 に 遠 心 分 離 し た 。 残 留 尿 素 お よ び Triton X-100を 除 去 す る こ と を 目 的 と し て 、 水
中 で の ホ モ ジ ネ ー シ ョ ン お よ び 遠 心 分 離 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 得 ら れ た ペ レ ッ ト を 洗
浄 し た 。 精 製 し た CA-IX含 有 部 は 、 ６ Mの 塩 酸 グ ア ニ ジ ン で 変 性 さ せ 、 次 に 、 100mMの MES（
pH６ ） 、 500mMの L-ア ル ギ ニ ン 、 ２ mMの ZnCl 2 、 ２ mMの EDTA、 ２ mMの 還 元 グ ル タ チ オ ン 、 １
mMの 酸 化 グ ル タ チ オ ン を 含 む 溶 液 で す ば や く 希 釈 す る こ と に よ っ て 活 性 型 に 戻 し た 。 活 性
型 CA-IXは 、 10mMの HEPES（ pH7.5） 、 10mMの Tris－ 塩 酸 、 100mMの Na 2 SO 4 お よ び １ mMの ZnCl

2 を 含 む 溶 液 中 で 十 分 に 透 析 し た 。 タ ン パ ク 質 量 は 分 光 光 度 計 を 用 い た 測 定 に よ り 、 ま た
活 性 は CO 2 を 基 質 と す る ス ト ッ プ フ ロ ー 測 定 （ 参 考 文 献 番 号 44） に よ っ て 求 め た 。 追 加 と
し て 、 ス ル ホ ン ア ミ ド ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て タ ン パ ク 質 を さ ら に 精
製 し （ 参 考 文 献 番 号 44） 、 酵 素 量 は 分 光 光 度 計 を 用 い た 測 定 に よ り 、 活 性 は CO 2 を 基 質 と
す る ス ト ッ プ フ ロ ー 測 定 （ 参 考 文 献 番 号 44） に よ っ て 求 め た （ 参 考 文 献 番 号 44） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 リ ン ズ コ ッ グ （ Lindskog） ら の 研 究 グ ル ー プ に よ っ て 記 載 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド pACA/h
CA-Iお よ び pACA/hCA-IIを 用 い (参 考 文 献 番 号 54)、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 株 BL21(DE
3)内 で ヒ ト CA-Iお よ び CA-IIの cDNAを 発 現 さ せ た 。 細 胞 増 殖 の 条 件 に つ い て は 参 考 文 献 番
号 12に 記 載 さ れ て お り 、 酵 素 は 、 カ リ フ ァ ー （ Khalifah） ら の 方 法 （ 参 考 文 献 番 号 45） に
従 っ て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。 酵 素 濃 度 は 280nmに お い て
分 光 光 度 測 定 す る こ と に よ っ て 求 め た が 、 こ の と き 、 モ ル 吸 光 度 は 、 CA-Iに 対 し て は 49mM
- 1 ・ cm - 1 、 CA-IIに 対 し て は 54mM - 1 ・ cm - 1 で あ り 、 ま た 、 CA-Iに 対 し て は Mr＝ 28.85kDaで
あ り 、 CA-IIに 対 し て は Mr＝ 29.3kDaで あ っ た （ 参 考 文 献 番 号 53、 84） 。 CA-IVは 、 マ レ ン
（ Maren） ら の 記 載 に 従 い 、 ウ シ 肺 ミ ク ロ ソ ー ム か ら 単 離 し 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド を 用 い た
滴 定 に よ っ て 濃 度 を 求 め た （ 参 考 文 献 番 号 59） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　
　 SX.18MV-R Applied Photophysicsス ト ッ プ フ ロ ー 装 置 を 用 い て CAの 炭 酸 ヒ ド ラ ー ゼ 活 性
を 調 べ た （ 参 考 文 献 番 号 44） 。 ポ ー カ ー （ Poker） お よ び ス ト ー ン （ Stone） の 分 光 光 度 法
（ 参 考 文 献 番 号 76） の ス ト ッ プ フ ロ ー 変 数 を 採 用 し 、 上 述 し た SX.18MV-R Applied Photop
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酵 素 ア ッ セ イ
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hysicsス ト ッ プ フ ロ ー 装 置 を 使 用 し た （ 参 考 文 献 番 号 43） 。 指 示 薬 と し て フ ェ ノ ー ル レ ッ
ド （ 濃 度 0.2mM） を 使 用 し 、 吸 収 極 大 を 557nmに 設 定 し 、 緩 衝 液 と し て 10mMの HEPES（ pH7.5
） 、 0.1Mの Ns2SO4（ イ オ ン 強 度 を 一 定 に 保 つ た め ） を 用 い 、 10～ 100秒 間 の 間 、 CAを 触 媒
と す る 二 酸 化 炭 素 の 水 和 反 応 の 経 過 を 記 録 し た 。 基 質 と し て 、 20℃ に お い て CO 2 を 飽 和 さ
せ た 水 溶 液 を 使 用 し た （ 参 考 文 献 番 号 44） 。 阻 害 剤 の ス ト ッ ク 溶 液 （ １ mM） は 、 10～ 20％
（ v/v） の DMSO（ こ の 程 度 の 濃 度 で は 阻 害 作 用 は な い ） を 加 え た 蒸 留 脱 イ オ ン 水 で 調 製 し
、 そ の 後 、 蒸 留 脱 イ オ ン 水 を 用 い て 0.01Mに 希 釈 し た 。 阻 害 剤 と 酵 素 溶 液 の 混 合 物 は 、 ア
ッ セ イ 前 に 室 温 で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て E-Iコ ン プ レ ッ ク ス を 形 成
さ せ た 。 各 阻 害 剤 濃 度 に お い て ３ 回 実 験 を 行 い 、 文 献 に 報 告 し て い る 値 は 、 そ れ ら の 結 果
の 平 均 値 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 別 異 の CAア イ ソ ザ イ ム に よ っ て 触 媒 さ れ る ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア セ タ ー ト の 加 水 分 解 の
初 期 速 度 は 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCを 配 備 し た Cary3装 置 を 使 用 し 、 400nmに お い て 分 光 光 度
計 を 用 い て モ ニ タ ー し た （ 参 考 文 献 番 号 76） 。 基 質 溶 液 は 、 無 水 ア セ ト ニ ト リ ル で 調 製 し
、 基 質 濃 度 は ２ × 10 - 2 ～ １ × 10 - 6 Mと し  、 25℃ で 行 っ た 。 文 献 （ 参 考 文 献 番 号 76） に 報 告
さ れ て い る よ う に 、 実 験 条 件 （ pH7.40） 下 に お い て は 、 加 水 分 解 に よ っ て 生 成 し た ４ － ニ
ト ロ フ ェ ノ ラ ー ト の モ ル 吸 光 係 数 ε と し て は 18,400M - 1 cm - 1 を 用 い た 。 観 察 さ れ た 速 度 か
ら 非 酵 素 性 加 水 分 解 速 度 を 常 に 差 し 引 い た 。 阻 害 剤 の 各 濃 度 に つ い て ３ 回 実 験 を 行 い 、 文
献 に 報 告 し た 値 は 各 結 果 の 平 均 値 で あ る 。 阻 害 剤 の ス ト ッ ク 溶 液 （ １ ～ ３ mM） は 、 10～ 20
％ （ v/v） の DMSO（ こ の 程 度 の 濃 度 で は 阻 害 作 用 は な い ） を 加 え た 蒸 留 脱 イ オ ン 水 で 調 製
し 、 そ の 後 、 蒸 留 脱 イ オ ン 水 を 用 い て 0.01Mに 希 釈 し た 。 阻 害 剤 と 酵 素 溶 液 の 混 合 物 は 、
ア ッ セ イ 前 に 室 温 で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て E-Iコ ン プ レ ッ ク ス を 形
成 さ せ た 。 阻 害 定 数 K I は 、 参 考 文 献 番 号 44、 76の 記 載 に 従 っ て 求 め た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 Tris緩 衝 液 （ pH7.40、 ５ mM） を 用 い 、 用 時 単 離 し た ヒ ト 赤 血 球 細 胞 （ 10ml） を 数 回 十 分
に 洗 浄 し 、 10分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 ２ mMの ス ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 25mlを 加 え て 処 理 し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 37℃ に お い て 穏 や か に 撹 拌 し な が ら 30～ 120分 間 行 っ た 。 30、 60
ま た は 120分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 赤 血 球 を 再 度 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を
傾 捨 し 、 上 記 緩 衝 液 10mlを 用 い て 細 胞 を ３ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 、 結 合 し て い な い 阻 害 剤
を 除 去 し た （ 参 考 文 献 番 号 81、 96、 98） 。 次 に 、 25mlの 蒸 留 水 中 で 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 遠 心
分 離 し て 膜 お よ び そ の 他 の 不 溶 性 不 純 物 を 除 去 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 100℃ で ５ 分 間 加 熱
し （ CAを 変 性 さ せ る た め ） 、 ３ 種 類 の 方 法 に よ り 、 各 サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い る と 考 え ら
れ る ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を ア ッ セ イ し た ： HPLC法 （ 参 考 文 献 番 号 36） ； 分 光 光 度 法 （ 参 考 文
献 番 号 ４ ） ； 酵 素 法 （ 参 考 文 献 番 号 76） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ： 発 明 者 ら は 、 ゴ マ （ Gomma） の 方 法 （ 参 考 文 献 番 号 36） の 変 法 を 開 発 し た が 、 そ
れ は 次 の よ う な も の で あ っ た ： 分 離 に は 市 販 の ５ μ mの Bondapak C-18カ ラ ム を 使 用 し 、 移
動 相 は ア セ ト ニ ト リ ル － メ タ ノ ー ル － リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） ＝ 10： ２ ： 88（ v/v/v） を 流
速 ３ ml/分 で 流 し 、 内 部 標 準 と し て 0.3mg/mlの ス ル フ ァ ジ ア ジ ン （ シ グ マ （  Sigma ） 社 ）
） を 用 い た 。 保 持 時 間 は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド ＝ 12.69分 、 ス ル フ ァ ジ ア ジ ン ＝ 4.55分 、 ベ ン
ゾ ー ル ア ミ ド ＝ 10.54分 、 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド ＝ 12.32分 、 71＝ 3.15分 、 76＝ 4.41分 、
89＝ 3.54分 お よ び 91＝ 4.24分 。 溶 出 液 に つ い て は 、 吸 光 度 （ ア セ タ ゾ ラ ミ ド に 対 し て は 25
4nm、 そ の 他 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 場 合 に は 270～ 310nmの 範 囲 ） を 連 続 的 に モ ニ タ ー し た
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ： ア ブ デ ィ ン （ Abdine） ら の pH誘 導 性 分 光 光 度 ア ッ セ イ の 変 法 （ 参 考 文 献 番 号
４ ） を 使 用 し 、 例 え ば 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド に 対 し て は 260お よ び 292nm、 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド
に 対 し て は 225お よ び 265nmな ど に お い て 測 定 を 行 っ た 。 各 阻 害 剤 の 標 準 液 は 、 膜 透 過 実 験
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分 光 光 度



に お い て 使 用 し た 緩 衝 液 と 同 じ 液 を 用 い て 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ： 上 述 し た よ う に （ 参 考 文 献 番 号 76） 、 溶 解 物 中 に 存 在 す る ス ル ホ ン ア ミ ド の 量
は 、 エ ス テ ラ ー ゼ 法 を 用 い て 測 定 し た hCA-II阻 害 に 基 づ い て 評 価 し た 。 各 ス ル ホ ン ア ミ ド
に 対 し て 、 純 粋 な ス ル ホ ン ア ミ ド 化 合 物 を 用 い て 事 前 に 標 準 阻 害 曲 線 を 作 成 し 、 こ れ を 用
い て 溶 解 物 中 に 存 在 す る 阻 害 剤 の 量 を 求 め た 。 上 記 ３ つ の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 結 果 は 、
実 験 誤 差 の 許 容 範 囲 内 で 良 く 一 致 し た こ と を 特 記 し て お く 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ： 値 は 、 ± 測 定 の 標 準 偏 差 で 表 し た 。 統 計 的 有 意 差 は 、 ｐ ＜ 0.05を 有 意 差 あ り
と す る 非 対 ｔ 検 定 に よ っ て 判 断 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 の た め の も の で あ り 、 如 何 な る 意 味 に お い て も 本 発 明 を 制 限 す る た
め の も の で は な い 。 　  
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ５ 】
　

　 腫 瘍 関 連 膜 貫 通 炭 酸 脱 水 酵 素 IX（ CA-IX） を 阻 害 す る こ と に 関 し て は 、 臨 床 的 に 使 用 さ
れ て い る ６ 種 類 の 化 合 物 を 含 む 一 連 の 芳 香 環 式 お よ び 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 用 い て
研 究 さ れ て き た 。 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る 化 合 物 と し て は 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ
ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、 ド ル ゾ ラ ミ ド お よ び ブ リ ン ゾ ラ ミ ド が 挙 げ
ら れ る 。 比 較 の た め に 、 生 理 学 的 に 関 連 の あ る ア イ ソ ザ イ ム Iお よ び II（ サ イ ト ゾ ル 型 ）
な ら び に IV（ 膜 結 合 型 ） に 対 す る 阻 害 デ ー タ も 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 化 学 ： 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム CA-IXに 対 す る 阻 害 作 用 を 研 究 し た １ ～ 26の 型 の ス ル ホ ン
ア ミ ド 類 に つ い て は 図 ４ Ａ ～ Ｂ に 示 す 。 化 合 物 １ ～ ６ ， 11～ 12、 20お よ び 26は 市 販 さ れ て
い る が 、 ７ ～ 10（ 参 考 文 献 番 号 43） 、 13～ 19（ 参 考 文 献 番 号 24、 79、 90、 97） お よ び 21～
25（ 参 考 文 献 番 号 79） は 報 告 に 従 っ て 調 製 し た 。 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る ６ 種 類 の 化 合 物
に つ い て も ア ッ セ イ を 行 っ た が 、 そ の よ う な デ ー タ に 関 し て は 文 献 に 記 載 さ れ て は い な か
っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 CA阻 害 デ ー タ ： 上 述 の 化 合 物 １ ～ 26お よ び 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る ６ 種 類 の 化 合 物 を 用
い て 得 ら れ た ４ 種 類 の CAア イ ソ ザ イ ム 、 す な わ ち 、 CA-I、 II、 IVお よ び IXに 対 す る 阻 害 デ
ー タ （ 参 考 文 献 番 号 44、 72、 116） を 表 １ に 示 す 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
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　 本 報 告 は 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る ６ 種 類 の 化 合 物 （ ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド 、
エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、 ド ル ゾ ラ ミ ド お よ び ブ リ ン ゾ ラ ミ ド ） を 含 む 一
連 の 芳 香 環 式 お よ び 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 用 い て 行 っ た 腫 瘍 関 連 膜 貫 通 ア イ ソ ザ イ
ム CA-IXに 対 す る 初 め て の 阻 害 実 験 の 結 果 で あ る 。 比 較 の た め に 、 生 理 学 的 に 関 連 の あ る
ア イ ソ ザ イ ム Iお よ び II（ サ イ ト ゾ ル 型 ） な ら び に IV（ 膜 結 合 型 ） に 対 す る 阻 害 デ ー タ も
提 供 す る 。 こ れ ら の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 に 関 し て は 、 CA-IXに 対 す る 非 常 に 興 味 深 い 阻 害 プ
ロ フ ァ イ ル が 観 察 さ れ 、 こ の こ と は 、 抗 腫 瘍 剤 と し て 使 用 で き る CA-IX特 異 的 阻 害 剤 の 有
効 な 設 計 に 対 す る 創 見 を 約 束 す る も の で あ る 。 nMレ ベ ル で CA-IXを 阻 害 す る 化 合 物 が い く
つ か 検 出 さ れ て い る が 、 そ れ ら に は 、 芳 香 環 式 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 （ 例 え ば 、 オ ル タ ニ ル
ア ミ ド 、 ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 、 ４ － カ ル ボ キ シ － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド 、 １ － ナ フ
タ レ ン － ス ル ホ ン ア ミ ド お よ び １ ， ３ － ベ ン ゼ ン ジ ス ル ホ ン ア ミ ド の 誘 導 体 類 な ど ） も 複
素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド 類 （ 例 え ば 、 １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － ス ル ホ ン ア ミ ド 、
ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル － ２ － ス ル ホ ン ア ミ ド な ど ） も 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　
　 こ れ ま で 、 こ の よ う な 型 の 膜 不 透 過 性 の CAIを 用 い た CA-IX阻 害 実 験 は 報 告 さ れ て い な い
。 従 っ て 、 発 明 者 ら は 、 一 般 式 （ Ａ ） で 表 さ れ る ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 の う ち の い く つ か
に つ い て 、 発 明 者 ら が 最 近 ク ロ ー ニ ン グ 、 精 製 し た 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム IX（ 参 考 文 献 番
号 33、 43、 114、 115、 117） の 触 媒 性 ド メ イ ン と の 相 互 作 用 、 な ら び に 、 サ イ ト ゾ ル 性 で
生 理 学 的 に 関 連 の あ る ア イ ソ ザ イ ム CA-I、 II、 お よ び 膜 結 合 性 ア イ ソ ザ イ ム CA-IVと の 相
互 作 用 （ 参 考 文 献 番 号 88、 96） に つ い て 調 査 す る こ と に し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 腫 瘍 関 連 膜 貫 通 炭 酸 脱 水 酵 素 IX（ CA-IX） ア イ ソ ザ イ ム に 対 す る 阻 害 に つ い て は 、 ス ル
フ ァ ニ ル ア ミ ド 、 ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド お よ び ４ － ア ミ ノ エ チ ル － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア
ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 類 で あ っ て 正 の 電 荷 を 帯 び た 一 連 の 化 合 物 を 用 い て 実 験 を 行 っ
た 。 比 較 の た め に 、 生 理 学 的 に 関 連 の あ る ア イ ソ ザ イ ム Iお よ び II（ サ イ ト ゾ ル 型 ） な ら
び に IV（ 膜 結 合 型 ） に 対 す る 阻 害 デ ー タ も 得 た 。 阻 害 剤 が 膜 不 透 過 性 で あ り 、 臨 床 的 に 関
連 の あ る ア イ ソ ザ イ ム IXに 対 す る 親 和 性 が 高 い こ と か ら 、 本 報 告 は CA-IXを 選 択 的 に 標 的
と す る 阻 害 剤 に 関 す る 初 め て の 報 告 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 CA阻 害
　 表 ２ の デ ー タ は 、 化 合 物 27～ 70の 大 多 数 が 有 効 な CA-IX阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ と を は
っ き り と 示 し て お り 、 こ の ア イ ソ ザ イ ム に 対 す る 化 合 物 の 親 和 性 は 、 サ イ ト ゾ ル 性 ア イ ソ
ザ イ ム CA-Iお よ び II、 な ら び に 膜 関 連 ア イ ソ ザ イ ム CA-IVに 対 す る 親 和 性 と 比 較 す る と か
な り 異 な っ て い た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 類 、 ホ モ ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 類 お よ び ｐ － ア ミ ノ エ チ ル ベ ン ゼ ン ス
ル ホ ン ア ミ ド 類 の 一 連 の ピ リ ジ ニ ウ ム 置 換 誘 導 体 類 に お い て は 、 多 数 の 有 効 な hCA-IX阻 害
剤 が 検 出 さ れ た 。 低 nMレ ベ ル で CA-IXを 阻 害 す る 阻 害 剤 の う ち の い く つ か は 初 め て 報 告 さ
れ た も の で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 そ の 塩 様 の 性 質 か ら 、 膜 不 透 過 性 で あ り 、 ま た 、 hC
A-IXは 、 臨 床 予 後 の 良 く な い 多 く の 腫 瘍 の 細 胞 の 外 側 に 存 在 し て い る こ と か ら 、 こ の 型 の
化 合 物 は 、 生 理 学 的 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る サ イ ト ゾ ル 性 CAに 影 響 を 与
え る こ と な く 、 腫 瘍 関 連 CAア イ ソ ザ イ ム を 特 異 的 に 標 的 に す る 。 従 っ て 、 こ の 型 の 化 合 物
は 、 CA阻 害 に 基 づ く 新 規 な 抗 癌 治 療 の 基 礎 を 築 く も の と 考 え ら れ る 。
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実 施 例 ２ ： 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム IXを 標 的 と す る 初 め て の 選 択 的 か つ 膜 不 透 過 性 阻 害 剤



【 表 ２ － １ 】
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【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 ア ミ ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド （ ５ － （ ４ － ア ミ ノ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル ア ミ ノ ） － １ ， ３ ， ４
－ チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － ス ル ホ ン ア ミ ド ） と 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 環 に ア ル キ ル － 、 ア リ ー ル －
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実 施 例 ３ ： ヒ ト 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム IXを 標 的 と す る 選 択 的 、 膜 不 透 過 性 の 複 素 環 式 ス
ル ホ ン ア ミ ド 阻 害 剤 の 設 計



ま た は ア ル キ ル お よ び ア リ ー ル 基 の 組 み 合 わ せ を 有 す る ト リ － ／ テ ト ラ － 置 換 ピ リ リ ウ ム
塩 と を 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 正 の 電 荷 を 帯 び た 一 連 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 が 得 ら れ た 。
こ れ ら の 新 規 化 合 物 は 、 塩 様 の 性 質 を 有 す る こ と か ら 膜 不 透 過 性 で あ り 、 生 理 学 的 に 関 連
の あ る ４ 種 の 炭 酸 脱 水 酵 素 （ CA、 EC 4.2.1.1） ア イ ソ ザ イ ム 類 、 す な わ ち 、 サ イ ト ゾ ル 性
の hCA-Iお よ び II、 膜 結 合 性 の bCA-IVな ら び に 膜 結 合 性 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム hCA-IXに 対
す る 阻 害 作 用 を ア ッ セ イ し た 。 こ れ ら 新 規 誘 導 体 は 、 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム CA-IXに 対 す
る 親 和 性 が 高 く 、 膜 不 透 過 性 で あ る こ と か ら 、 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム の み を 選 択 的 に 阻 害
し 、 サ イ ト ゾ ル 性 の ア イ ソ ザ イ ム は 阻 害 し な い よ う な （ 新 規 誘 導 体 は サ イ ト ゾ ル 性 ア イ ソ
ザ イ ム に 対 し て も 高 い 阻 害 作 用 を 有 し て い る が ） 興 味 深 い CA阻 害 剤 候 補 と な り 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 結 果
　 CA阻 害 ： 化 合 物 71～ 91を 用 い た ア イ ソ ザ イ ム I、 II、 IVお よ び IXに 対 す る 阻 害 デ ー タ を
表 ３ に 示 す 。
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【 表 ３ － １ 】
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【 表 ３ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ク ス ・ ビ ボ （ ex vivo） に お け る 赤 血 球 の 透 過 ： ヒ ト 赤 血 球 に ミ リ モ ル 濃 度 の 阻 害 剤
溶 液 を 加 え て 30～ 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の 赤 血 球 中 の ス ル ホ ン ア ミ ド 類 の 濃 度 を 表
４ に 示 す （ そ の よ う な 実 験 に お い て は 、 古 典 的 な ス ル ホ ン ア ミ ド 類 お よ び 正 の 電 荷 を 帯 び
た ス ル ホ ン ア ミ ド 類 を 使 用 し た ） （ 参 考 文 献 番 号 ４ 、 12、 36、 45、 53、 54、 58、 59、 84、
116、 118） 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 実 験 で 報 告 し て い る 新 規 化 合 物 に つ い て は 、 標 準 的 な 化 学 的 お よ び 物 理 学 的 方 法 に よ
っ て 特 性 付 け を 行 い （ 元 素 分 析 （ 理 論 値 と の 誤 差 は ± 0.4％ 以 内 ） 、 IRお よ び NMR） 、 そ れ
に よ っ て 構 造 を 確 定 し （ 詳 細 に つ い て は 、 材 料 お よ び 方 法 の 項 、 な ら び に 以 下 の 表 ５ を 参
照 ） 、 ア イ ソ ザ イ ム hCA-I、 hCA-II、 bCA-IVお よ び hCA-IXに 対 す る 阻 害 を 調 べ た 。
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 結 論
　 発 明 者 ら は 、 正 の 電 荷 を 帯 び 、 膜 不 透 過 性 の ス ル ホ ン ア ミ ド CA阻 害 剤 で あ っ て 、 サ イ ト
ゾ ル 性 ア イ ソ ザ イ ム CA-Iお よ び CA-II、 な ら び に 膜 結 合 性 の CA-IVお よ び CA-IXに 対 す る 親
和 性 が 高 い 化 合 物 の 調 製 に 関 す る 一 般 的 方 法 を 報 告 し て い る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 ア ミ
ノ ベ ン ゾ ー ル ア ミ ド （ そ れ 自 身 が 非 常 に 強 力 な CA阻 害 剤 で あ る ） に 置 換 ピ リ ジ ニ ウ ム 部 位
を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 得 た 。 イ ク ス ・ ビ ボ （ ex vivo） 実 験 か ら 、 本 明 細 書 に 報 告 し
て い る 新 規 分 類 の 阻 害 剤 は 、 膜 結 合 性 ア イ ソ ザ イ ム と サ イ ト ゾ ル 性 ア イ ソ ザ イ ム と を 識 別
す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 化 合 物 の う ち の い く つ か は 、 腫 瘍 関 連 ア イ ソ ザ イ ム CA-IX
に 対 し て 低 nMレ ベ ル の 親 和 性 を 有 す る こ と と 相 関 し て 、 本 報 告 は 、 イ ン ・ ビ ボ （ in vivo
） に お い て 腫 瘍 関 連 CA-IXの み を 標 的 と し 、 一 方 、 サ イ ト ゾ ル 性 ア イ ソ ザ イ ム に は 影 響 を
与 え な い と い う 選 択 的 阻 害 の 基 礎 を 呈 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
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　 化 合 物 71～ 91の 特 性 付 け （ 調 製 に 関 し て は 、 材 料 お よ び 方 法 の 項 を 参 照 ）
　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ４ ， ６ － ト リ メ チ ル － ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ ー ト 71
： 白 色 結 晶 、 融 点 ＞ 300℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： （ 斜 体 文 字 で 示 し た バ ン ド は 陰 イ オ ン 由
来 ） :595,625,664,787,803,884,915,1100,1150,1190,1200,1285,1360,1495,1604,3065； 1

H-NMR（ D 2 O） 、 δ 、 ppm： 3.08(s,6H,2,6-Me 2 );3.11(s,3H,4-Me),7.30-8.06(m,AA'BB',4H,
フ ェ ニ レ ン 由 来 の ArH);9.05(s,2H,ArH,ピ リ ジ ニ ウ ム 由 来 の 3,5-H)； こ の 溶 媒 中 で は 、 溶
媒 と の プ ロ ト ン 交 換 が 非 常 に 迅 速 な た め 、 ス ル ホ ン ア ミ ド プ ロ ト ン は 観 察 さ れ な か っ た 。
元 素 分 析 C 1 6 H 1 8 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － イ ソ プ ロ ピ ル － ４ ， ６ － ジ メ チ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク
ロ ラ ー ト 72： 無 色 結 晶 、 融 点 290～ １ ℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,680,720,1100,1165,13
30,1640,3020,3235； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.50（ d,6H,イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の 2Me） ;2.
80(s,3H,6-Me);2.90(s,3H,4-Me);3.49(ヘ プ テ ッ ト 、 1H,イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の CH)； 7.25-8.
43(m,AA'BB',4H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 由 来 の ArH)； 7.98(s,2H,ArH,ピ リ ジ ニ ウ ム 由 来 の 3,5
-H)。 元 素 分 析 C 1 8 H 2 2 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ６ － ジ イ ソ プ ロ ピ ル － ４ － メ チ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク
ロ ラ ー ト 73： 黄 褐 色 結 晶 、 融 点 278～ 9℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,685,820,1100,1165,1
340,1635,3030,3250； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.51(d,12H,２ － イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の 4Me
);2.83(s,3H,4-Me);3.42(ヘ プ テ ッ ト 、 2H,２ － イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の 2CH);7.31-8.51(m,AA'
BB',4H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 由 来 の ArH);8.05(s,2H,ArH,ピ リ ジ ニ ウ ム 由 来 の 3,5-H)。 元 素
分 析 C 2 0 H 2 6 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ６ － ジ メ チ ル － ４ － フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ
ー ト 75： 白 色 結 晶 、 融 点 ＞ 300℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,690,770,1100,1170,1330,163
5,3030,3260,3330； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 2.62(s,6H,2,6-Me 2 );8.10-9.12(m,11H,１
， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4-Ph由 来 の ArH)。 元 素 分 析 C 2 1 H 2 0 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （

C,H,N）
　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ６ － ジ エ チ ル － ４ － フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ
ー ト 76： 黄 褐 色 結 晶 、 融 点 267～ 8℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,695,765,1100,1180,1340,
1630,3040,3270,3360； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.43(t,6H,エ チ ル 由 来 の 2Me);2.82(q,4
H,Et由 来 の 2CH 2 )； 7.68-8.87(m,11H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4-Ph由 来
の ArH)。 元 素 分 析 C 2 3 H 2 4 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ６ － ジ － ｎ － プ ロ ピ ル － ４ － フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ
ー ク ロ ラ ー ト 77： 無 色 結 晶 、 融 点 235～ 7℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,695,770,1100,1180
,1340,1630,3050,3220,3315； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.06(t,6H,プ ロ ピ ル 由 来 の 2Me);
1.73(ゼ ク ス テ ッ ト ,4H,ｎ － プ ロ ピ ル 由 来 の 2CH 2 (β ));2.84(t,4H,ｎ － プ ロ ピ ル 由 来 の 2CH

2 (α ));7.55-8.71(m,11H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4-Ph由 来 の ArH)。 元
素 分 析 C 2 5 H 2 8 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ６ － ジ イ ソ プ ロ ピ ル － ４ － フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー
ク ロ ラ ー ト 79： 白 色 結 晶 、 融 点 278～ 9℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,690,765,1100,1180,1
340,1625,3040,3270,3315； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.45(d,12H,イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の 4M
e);2.95(ヘ プ テ ッ ト ,2H,イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の 2CH);7.92-8.97(m,11H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン
、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4-Ph由 来 の ArH)。 元 素 分 析 C 2 5 H 2 8 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － メ チ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ
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ー ト 80： 白 色 結 晶 、 融 点 298～ 99℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,710,770,1100,1170,1345,1
625,3040,3245,3350； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 2.75(s,3H,2-Me);7.53-8.70(m,16H,１ ，
４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4,6-Ph 2 由 来 の ArH)。 元 素 分 析 C 2 6 H 2 2 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
-

（ C,H,N）
　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － エ チ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ
ー ト 81： 白 色 結 晶 、 融 点 245～ 5℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,700,770,1100,1180,1340,16
20,3040,3250,3350； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.52(t,3H,エ チ ル 由 来 の Me);2.97(q,2H,C
H 2 );7.40-8.57(m,16H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4,6-Ph 2 由 来 の ArH)。 元
素 分 析 C 2 7 H 2 4 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － ｎ － プ ロ ピ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー
ク ロ ラ ー ト 82： 白 色 結 晶 、 融 点 214～ 5℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,700,770,1100,1180,1
340,1620,3030,3270,3350； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.03(t,3H,プ ロ ピ ル 由 来 の Me);1.9
5(ゼ ク ス テ ッ ド ， 2H,ｎ － プ ロ ピ ル 由 来 の β － CH 2 );2.88(t,2H,ｎ － プ ロ ピ ル 由 来 の α － CH

2 );7.39-8.55(m,16H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4,6-Ph 2 由 来 の ArH)。 元 素
分 析 C 2 8 H 2 6 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － イ ソ プ ロ ピ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー
ク ロ ラ ー ト 83： 白 色 結 晶 、 融 点 186～ 8℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,700,770,1100,1170,1
340,1620,3040,3250,3360； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.51(d,6H,イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の 2Me
);2.50-3.27(m,1H,イ ソ プ ロ ピ ル 由 来 の CH);7.32-8.54(m,16H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ
ジ ニ ウ ム お よ び 4,6-Ph 2 由 来 の ArH)。 元 素 分 析 C 2 8 H 2 6 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － ｎ － ブ チ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク
ロ ラ ー ト 84： 白 色 結 晶 、 融 点 241～ 3℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,710,770,1100,1180,133
5,1625,3040,3260,3345； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 0.93(t,3H,ブ チ ル 由 来 の Me);1.12-2.
14(m,4H,ｎ － ブ チ ル 由 来 の CH 3 -CH 2 -CH 2 -CH 2 );2.96(t,3H,ｎ － ブ チ ル 由 来 の α － CH 2 );7.21
-8.50(m,16H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ピ リ ジ ニ ウ ム お よ び 4,6-Ph 2 由 来 の ArH)。 元 素 分 析 C 2 9
H 2 8 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ － tert－ ブ チ ル － ４ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー
ク ロ ラ ー ト 85： 白 色 結 晶 、 融 点 203～ 5℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,705,765,1100,1160,1
310,1620,3060,3250,3270； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 1.91(s,9H,t-Bu);6.80-8.74(m,16H
,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン お よ び 4,6-Ph 2 由 来 の ArH、 な ら び に ピ リ ジ ニ ウ ム 由 来 の ３ ， ５ － H)
。 元 素 分 析 C 2 9 H 2 8 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ４ ， ６ － ト リ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ ー ト 87
： 淡 黄 色 結 晶 、 融 点 ＞ 300℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 （ 斜 体 文 字 で 示 し た バ ン ド は 陰 イ オ ン 由
来 ） ： 625,635,703,785,896,1100,1150,1204,1355,1410,1520,1600,3065； 1 H-NMR（ D 2 O）
、 δ 、 ppm： 7.50-8.60(m,19H,１ ArH,3Ph+C 6 H 4 );9.27(s,2H,ArH,ピ リ ジ ニ ウ ム 由 来 の 3,5-H
);こ の 溶 媒 中 で は 、 溶 媒 と の プ ロ ト ン 交 換 が 非 常 に 迅 速 な た め 、 ス ル ホ ン ア ミ ド プ ロ ト ン
は 観 察 さ れ な か っ た 。 。 元 素 分 C 3 1 H 2 4 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 １ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス
ル ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ６ － ジ フ ェ ニ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ ー ト 88： 黄 色
結 晶 、 融 点 218～ 20℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,705,765,1100,1160,1335,1615,3050,326
0； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 6.75-8.43(m,17H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 、 ２ ， ６ － Ph 2 由 来 の
ArHな ら び に ピ リ ジ ニ ウ ム 由 来 の ３ ， ４ ， ５ － H)。 元 素 分 析 C 2 5 H 2 0 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

１ － N－ ［ ５ － ス ル フ ァ モ イ ル － １ ， ３ ， ４ － チ ア ジ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル － （ ア ミ ノ ス ル
ホ ニ ル － ４ － フ ェ ニ ル ） ］ － ２ ， ３ ， ４ ， ６ － テ ト ラ メ チ ル ピ リ ジ ニ ウ ム パ ー ク ロ ラ ー ト
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89： 黄 褐 色 結 晶 、 融 点 ＞ 300℃ ； IR（ KBr法 ） 、 cm - 1 ： 625,800,1100,1165,1330,1630,3030
, 3305； 1 H-NMR（ TFA） 、 δ 、 ppm： 2.62(s,3H,4-Me);2.74(s,3H,3-Me);2.88(s,6H,2,6-(M
e) 2 );7.21-8.50(m,AA'BB',4H,１ ， ４ － フ ェ ニ レ ン 由 来 の ArH);7.93(s,1H,ArH,ピ リ ジ ニ ウ
ム 由 来 の 5-H)。 元 素 分 析 C 1 7 H 2 0 N 5 O 4 S 3

+ ClO 4
- （ C,H,N）

　 以 下 に 示 す 本 発 明 の 実 施 態 様 は 例 示 お よ び 説 明 を 目 的 と す る も の で あ る 。 こ れ ら は 本 発
明 を 網 羅 す る た め の も の で も 範 囲 を 制 限 す る た め の も の で も な く 、 上 述 の 狭 義 に 基 づ い て
多 様 な 変 形 お よ び 変 更 が 可 能 な こ と は 明 ら か で あ る 。 実 施 態 様 は 、 本 発 明 の 原 理 を 説 明 す
る こ と を 目 的 と し て 選 択 、 記 述 し た も の で あ り 、 本 発 明 の 実 用 化 に つ い て は 、 当 業 者 で あ
れ ば 、 特 定 の 使 用 目 的 に 添 う よ う に 多 様 な 実 施 態 様 お よ び 多 様 な 変 形 を 活 用 す る こ と に よ
っ て 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 引 用 し た 全 て の 参 考 文 献 を 参 照 と し て 本 明 細 書 中 に 取 り 入 れ て お く 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ ～ Ｃ は 、 MN/CA-IXの 全 長 の cDNA（ 配 列 番 号 １ ） を 表 す 。 ま た 、 該 cDNAに よ
っ て コ ー ド さ れ て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） も 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ ～ Ｆ は 、 10,898bpか ら な る MN/CA-9の 完 全 ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 示
す 。 塩 基 数 は 次 の 通 り で あ る ： Ａ は 2654個 、 Ｃ は 2739個 、 Ｇ は 2645個 、 Ｔ は 、 2859個 。 11
個 の エ ク ソ ン を 大 文 字 で 示 し て い る が 、 エ ク ソ ン １ は 、 RNase保 護 ア ッ セ イ に よ り 、 ア ミ
ノ 酸 番 号 3507か ら 始 ま っ て い る と 考 え ら れ る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト MN/CA9遺 伝 子 の エ ク ソ ン － イ ン ト ロ ン 地 図 を 示 す 。 エ ク ソ ン （ 番 号 を 付 け 、
斜 線 を 付 け た 枠 ） 、 Alu繰 り 返 し エ レ メ ン ト （ 中 空 枠 囲 み ） 、 お よ び LTR-関 連 配 列 （ 番 号
を 付 け て い な い 一 番 最 初 の 位 置 に あ る 斑 点 を 付 け た 囲 み ） の 位 置 な ら び に 大 き さ は 、 表 示
の ス ケ ー ル に 合 わ せ て い る 。 個 々 の MN/CA-IXタ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 対 応 す る エ ク ソ ン は 、
PG（ プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 ド メ イ ン ） 、 CA（ 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン ） 、 TM（ 膜 貫 通 ア ン カ ー
） お よ び IC（ 細 胞 質 内 尾 部 ） と 名 前 を 付 け て い る 破 線 枠 内 に 存 在 し て い る 。 地 図 の 下 部 の
ア ミ ノ 酸 配 列 並 び は 、 MN/CAタ ン パ ク 質 の PG領 域 （ ア ミ ノ 酸 番 号 53～ 111） （ 配 列 番 号 ４ ）
と ヒ ト ア グ リ カ ン （ ア ミ ノ 酸 番 号 781～ 839） （ 配 列 番 号 ５ ） と の 間 の 相 同 性 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ ～ Ｂ は 、 実 施 例 １ に お い て 試 験 し た 26個 の 別 異 の ス ル ホ ン ア ミ ド 化 合 物 の
化 学 式 を 示 す 。
【 図 ５ 】 実 施 例 ３ の 化 合 物 71～ 91の 一 般 的 な 合 成 経 路 を 示 す （ ス キ ー ム １ ） 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ３ に 記 載 し て い る ピ リ リ ウ ム 塩 と ア ミ ン と の 反 応 の 経 路 を 示 す （ ス キ ー ム
２ ） 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 11月 16日 (2005.11.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】

、 哺 乳 類 サ ン プ
ル に 、 標 識 ま た は 可 視 化 手 段 に 結 合 し た MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 を 接 触 さ せ 、 さ ら に 該 サ ン
プ ル 中 の 細 胞 上 の 前 記 標 識 ま た は 可 視 化 手 段 を 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 す る こ と に よ り
、 該 サ ン プ ル 中 の 細 胞 へ の MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 の 結 合 を 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 す る
工 程 を 含 み 、 前 記 サ ン プ ル で の 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 の レ ベ ル が 対 照 サ ン プ ル に お け
る も の よ り も 高 か っ た 場 合 に 、 該 サ ン プ ル 中 に 前 癌 細 胞 あ る い は 癌 細 胞 が 存 在 す る こ と が
示 唆 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
低 酸 素 条 件 に よ っ て 活 性 化 さ れ た MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 ま た は 検
出 お よ び 定 量 し 、 低 酸 素 条 件 の 存 在 が 、 前 記 サ ン プ ル を 提 供 し た 哺 乳 類 は 予 後 が よ く な い
こ と を 示 唆 し 、 さ ら に 該 哺 乳 類 に 対 す る 治 療 判 断 を す る の に 有 用 な 情 報 と な る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 有 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ
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哺 乳 類 サ ン プ ル に お い て 前 癌 細 胞 あ る い は 癌 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て



る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 CA I、 CA IIお よ び CA IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 類
の 炭 酸 脱 水 酵 素 の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害 剤
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 CA I、 CA IIお よ び CA IVよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 炭 酸 脱
水 酵 素 の そ れ ぞ れ の 酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA IX酵 素 活 性 に 対 し て よ り 強 力 な 阻 害
剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 以 下 の 化 合 物 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ８ 】
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前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 化 合 物 の 阻 害 定 数 K 1 を 特 定 す る 工 程 を 含 み か つ 該 阻 害 定 数
K 1 が 50nM未 満 の 場 合 に 該 化 合 物 は MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ る ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た 有 機
分 子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 膜 不 透 過 性 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 膜 不 透 過 性 有 機 化 合 物 が 、 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 ま た は 複 素 環
式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 CA IV酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA IX酵 素 活 性 に 対 し て よ
り 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 ｎ は ０ 、 １ ま た は ２ で あ り ；
　 R 2 、 R 3 、 R 4 、 お よ び R 6 は 、 水 素 、 C１ － C 1 2 ア ル キ ル 基 お よ び ア リ ー ル 基 よ り な る 群 か ら
そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 R1、 R2、 R3、 R4お よ び R5は 、 水 素 、 C１ － C 1 2 ア ル キ ル 基 お よ び ア リ ー ル 基 よ り
な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ３ 】
造 影 化 剤 に 結 合 さ せ た MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 患 者 の 体 内 で
MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 転 移 を 画 像 化 す る

。
【 請 求 項 １ ４ 】
低 酸 素 条 件 に よ っ て 活 性 化 さ れ た MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 ま た は 検
出 お よ び 定 量 さ れ 、 低 酸 素 条 件 の 存 在 が 、 前 記 患 者 は 予 後 が よ く な い こ と を 示 唆 し 、 さ ら
に 該 患 者 に 対 す る 治 療 判 断 を す る の に 有 用 な 情 報 と な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載
の 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 有 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の
。
【 請 求 項 １ ６ 】
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前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド ま た は 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 MN/CA IX特 異 的 阻 害 剤 が 、 膜 不 透 過 性 の 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体
、 ま た は 膜 不 透 過 性 の 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 。
【 請 求 項 １ ８ 】
化 合 物 の 阻 害 定 数 K 1 を 特 定 す る 工 程 を 含 み か つ 該 阻 害 定 数 K 1 が 50nM未 満 の 場 合 に 該 化 合 物
は MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て
MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た 有 機 分 子 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 膜 不 透 過 性 化 合 物 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 哺 乳 類 に お い て MN/CA IX
タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 前 癌 性 も し く は 癌 性 疾 患 を 治 療 す
る た め の 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 膜 不 透 過 性 有 機 化 合 物 が 、 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 ま た は 複 素 環
式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 膜 不 透 過 性 化 合 物 が 、 CA IV酵 素 活 性 に 対 す る よ り も 、 MN/CA IX酵 素 活 性 に 対 し て よ
り 強 力 な 阻 害 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 芳 香 族 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 ｎ は ０ 、 １ ま た は ２ で あ り ；
　 R 2 、 R 3 、 R 4 、 お よ び R 6 は 、 水 素 、 C１ － C 1 2 ア ル キ ル 基 お よ び ア リ ー ル 基 よ り な る 群 か ら
そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 複 素 環 式 ス ル ホ ン ア ミ ド の ピ リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 で 表 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で 、 R1、 R2、 R3、 R4お よ び R5は 、 水 素 、 C１ － C 1 2 ア ル キ ル 基 お よ び ア リ ー ル 基 よ り
な る 群 か ら そ れ ぞ れ 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
化 合 物 の 阻 害 定 数 K 1 を 特 定 す る 工 程 を 含 み か つ 該 阻 害 定 数 K 1 が 50nM未 満 の 場 合 に 該 化 合 物
は MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て
MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る と 判 断 さ れ た 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ
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ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド お よ び シ ア ナ ー ト 以 外 の 有 機 お よ び 無 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ る 化
合 物 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 腫 瘍 細 胞 が MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に
よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に お い て 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 化 合 物 が 放 射 性 同 位 元 素 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
従 来 の 抗 癌 剤 、 化 学 療 法 剤 、 癌 関 連 経 路 に 対 す る 様 々 な 阻 害 剤 、 生 体 還 元 性 薬 物 、 CA IX
特 異 的 抗 体 、 お よ び CA IX特 異 的 抗 体 の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る た め の 化 合 物 と 併 用 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
以 下 の 工 程 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ
る と 判 断 さ れ た 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 エ ト ク ス ゾ ラ ミ ド 、 メ タ ゾ ラ ミ ド お よ び シ ア ナ ー ト 以
外 の 有 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ る 化 合 物 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 哺 乳 類 に お い
て MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 前 癌 性 も し く は 癌 性 疾
患 を 治 療 す る た め の ：
　 ａ ） 化 合 物 の 一 連 の 希 釈 液 、 な ら び に 、 MN/CA IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA IXタ ン パ ク
質 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ド メ イ ン を 含 む フ ラ グ メ ン ト の 一 連 の 希 釈 液 を 調 製 し ；
　 ｂ ） 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 を 、 前 記 MN/CA IXタ ン パ ク 質 も し く は MN/CA IXタ ン パ ク 質 の フ
ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と 混 合 し て 、 20℃ で 10分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 ｃ ） 反 応 容 器 内 に お い て 、 前 記 化 合 物 の 希 釈 液 と 前 記 MN/CA IXタ ン パ ク 質 も し く は タ ン
パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト の 希 釈 液 と の 混 合 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を 、 飽 和 CO 2 溶
液 、 0.2mMの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 、 0.1Mの Na 2 SO 4 、 お よ び 10mMの Hepes緩 衝 液 （ pH7.5 ） か ら
実 質 的 に な る 基 質 と 、 20℃ で 10～ 100秒 か け て 混 合 し ；
　 ｄ ） 同 時 に 、 ス ト ッ プ フ ロ ー 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 反 応 容 器 の 内 容 物 に つ い て 吸 収 極 大
波 長 557nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し ； さ ら に 、
　 ｅ ） 前 記 化 合 物 の 阻 害 定 数 K I を 求 め る ；
　 こ こ で 、 阻 害 定 数 K I が 約 50nM未 満 の 場 合 に 、 該 化 合 物 は MN/CA IX酵 素 活 性 の 強 力 な 阻 害
剤 で あ る と 判 断 さ れ る 。
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【要約の続き】
て遺伝子治療に使用することもできる。
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